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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Στόχος της παρούσας διδακτορικής διατριβής ήταν η ταυτοποίηση και ο 

χαρακτηρισµός νέων πρωτεϊνικών συµπλόκων του ερυθροποιητικού 

µεταγραφικού παράγοντα GATA-1, µέσω της εφαρµογής της µεθόδου in vivo 

βιοτινυλίωσης σε σύζευξη µε φασµατοµετρία µάζας. Προκειµένου να γίνει ο 

χαρακτηρισµός των νέων πρωτεϊνικών συµπλόκων, βελτιώσαµε τη µέθοδο 

της in vivo βιοτινυλίωσης η οποία περιλαµβάνει την οµοιοπολική πρόσδεση 

βιοτίνης σε µια βραχεία αµινοξική αλληλουχία (15-23 αα) συζευγµένη µε την 

υπό µελέτη πρωτεΐνη και την µετέπειτα κατακρήµνιση της βιοτινυλιωµένης 

πρωτεΐνης από σφαιρίδια στρεπταβιδίνης. Η βελτιωµένη µέθοδος οδήγησε 

στην ταυτοποίηση νέων αλληλεπιδρωσών πρωτεϊνών µε τη GATA-1 όπως και 

ένα αριθµό πρωτεϊνών που κατακρηµνίζονται µη ειδικά εξαιτίας της ύπαρξης 

νουκλεϊκών οξέων στα πυρηνικά εκχυλίσµατα και οι οποίες είναι ικανές να 

οδηγήσουν στη ταυτοποίηση ψευδών θετικών αλληλεπιδράσεων. Ως ένα 

τέτοιο παράδειγµα ψευδούς θετικής αλληλεπίδρασης, παρουσιάζεται η 

αλληλεπίδραση της GATA-1 µε τις πρωτεΐνες TAF, ενώ παρουσιάζονται και 

αποτελέσµατα που δείχνουν ότι η χρήση ειδικών νουκλεασών για την 

διάσπαση των νουκλεϊκών οξέων σε πυρηνικά εκχυλίσµατα µειώνει αισθητά 

τις µη ειδικές πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις. Επίσης, από τα αποτελέσµατα 

της φασµατοµετρίας µάζας αναγνωρίσθηκε η DNA µεθυλοτρανσφεράση Ι ως 

αλληλεπιδρώσα µε τη GATA-1 πρωτεΐνη µαζί µε τους µεταγραφικούς 

παράγοντες ZBP-89 και ZNF143. Η ύπαρξη του συγκεκριµένου συµπλόκου 

επιβεβαιώθηκε από σειρά πειραµάτων ανοσοκατακρήµνισης. Με τη χρήση 

απαλειπτικών µεταλλάξεων της DNMT-1 βρέθηκε η περιοχή PBD ως 

υπεύθυνη για την αλληλεπίδραση µε το σύµπλοκο GATA-1/ZBP-89/ZNF143. 

Ο χαρακτηρισµός της περιοχής που είναι απαραίτητη για την αλληλεπίδραση 

επιτρέπει τη διατάραξη του πρωτεϊνικού συµπλόκου µε σκοπό τη 

διασαφήνιση  της λειτουργικής σηµασίας  του πρωτεϊνικού συµπλόκου και του 

σκοπού που επιτελεί στην ερυθροποίηση.  

ΘΕΜΑΤΙΚΗ ΠΕΡΙΟΧΗ: Ερυθροποίηση  

ΛΕΞΕΙΣ ΚΛΕΙΔΙΑ: in vivo βιοτινυλίωση, µεταγραφικοί παράγοντες, 

πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις, φασµατοµετρία µάζας.
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ABSTRACT 

GATA-1 is a key hematopoietic transcription factor that is required for 

erythrocyte differentiation. GATA-1 can positively or negatively regulate 

erythroid genes through its ability to form multiple protein complexes. In this 

thesis we sought to discover new GATA-1 protein complexes by using 

improved in vivo biotinylation tagging coupled to mass spectrometry. In vivo 

biotinylation involves the covalent attachment of a biotin group to a small 

peptide tag (15-23 aa) fused to the protein of interest, by the bacterial biotin 

ligase BirA and the very high affinity binding of the biotin-tagged protein by 

streptavidin. We show that including Nonidet P-40 in the nuclear extract 

preparation reduces background caused by the binding of endogenously 

biotinylated proteins. We also show that the use of alternative nuclear extract 

methods, results in more efficient nuclear protein extraction of GATA-1 protein 

compared to the commonly used high salt extraction method. By using this 

improved biotinylation tagging method we identify the novel interacting GATA-

1 protein DNA methyltransferase I while being able to discard false positive 

identified interactions. We present an example of the latter by showing how 

GATA-1 interactions with TAF proteins as identified by mass spec, disappear 

upon nuclease digestion of nucleic acids from the nuclear extracts. By 

applying the biotinylation tagging approach for the reverse purification of 

DNMT1 protein complexes, we confirmed the interaction with GATA-1 and we 

further identified novel interactions with key hematopoietic transcription 

factors such as ZBP-89, ZNF143, Gfi-1b, FOG-1 and others. Validation of 

these interactions further suggested that DNMT1 forms a core complex with 

ZBP-89 and ZNF143 and subcomplexes with GATA-1, FOG-1 and Gfi-1b. In 

order to map the DNMT-1 domains necessary for the interaction with 

transcription factors, DNMT1 deletion mutants of the protein were used to 

show that the domain responsible for interaction is the PCNA binding domain 

(PBD). This will be further used in order to unravel the biological significance 

of the GATA-1 DNMT-1 interaction. 

SUBJECT AREA: Erythropoiesis  

KEYWORDS: in vivo biotinylation tagging, Mass spectrometry, transcription 

factors, protein-protein interactions.   
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 
ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ – ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1. 1.1 Αιµατοποίηση 

 Αιµατοποίηση είναι η διαδικασία παραγωγής όλων των ώριµων 

κυττάρων του αίµατος από µια µικρή δεξαµενή αρχέγονων αιµατοποιητικών 

βλαστικών κυττάρων (Hematopoietic Stem Cells, HSC). Τα HSC στα ενήλικα 

θηλαστικά εντοπίζονται στο µυελό των οστών, είναι πολυδύναµα καθώς έχουν 

την ικανότητα να αυτοαναπληρώνονται αλλά και να διαφοροποιούνται σε 

δεσµευµένα κύτταρα (1). Τα HSC µπορούν να αποδώσουν όλες τις 

αιµατοποιητικές κυτταρικές σειρές ενώ τα δεσµευµένα κύτταρα µόνο κάποιες 

από αυτές. Τα προγονικά κύτταρα δηµιουργούν πρόδροµα αιµατοποιητικά 

κύτταρα που δεσµεύονται σε διαφορετικές γενεαλογίες µε τελικό σκοπό την 

παραγωγή ώριµων κυττάρων που συµπεριλαµβάνουν ερυθρά, 

µεγακαρυοκύτταρα, µυελοκύτταρα (µονοκύτταρα, µακροφάγα και 

ουδετερόφιλα) και λεµφοκύτταρα.  

 H διαφοροποίηση των HSC κατά τη διάρκεια της φυσιολογικής 

αιµατοποίησης γίνεται σταδιακά δηµιουργώντας όλο και µεγαλύτερο αριθµό 

δεσµευµένων αιµατοποιητικών κυττάρων. H κυτταρική διαίρεση των HSC 

οδηγεί στη δηµιουργία δυο θυγατρικών κυττάρων τα οποία µπορούν είτε να 

διατηρούν τη βλαστική ταυτότητα ή/και να προχωρούν στη διαφοροποίηση 

τους (2). Οι συγκεκριµένες κυτταρικές συµπεριφορές συνοδεύονται και από 

αλλαγές στην γονιδιακή έκφραση που καθορίζονται από µεταγραφικούς 

παράγοντες, αν και τα πρώτα διαφοροποιηµένα κύτταρα από τα HSC 

προκύπτουν από ασύµµετρη κυτταρική διαίρεση των παραγόντων που 

καθορίζουν την κυτταρική συµπεριφορά (3). Στα βλαστικά αυτά κύτταρα πριν 

από τις αλλαγές στη γονιδιακή έκφραση εµφανίζονται και επιγενετικές αλλαγές 

σε γονιδιακές ρυθµιστικές περιοχές που «σηµαδεύουν» τα γονίδια ως ενεργά, 

ανενεργά ή έτοιµα προς ενεργοποίηση .  

 Τα κύτταρα του αίµατος χωρίζονται σε δύο διακλαδώσεις, αυτές  της 

µυελοειδούς και της λεµφοειδούς σειράς (Εικόνα 1). 
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Εικόνα 1. Μοντέλο διαφοροποίησης αιµατοποιητικών βλαστικών κυττάρων του 

ποντικού. Πληθυσµοί αιµατοποιητικών κυττάρων που παρουσιάζονται κατά τη 

διαδικασία της διαφοροποίησης. LT-HSC (Long Term Hematopoietic Stem Cells): 

Μακράς διάρκειας αιµατοποιητικά βλαστικά κύτταρα, ST-HSC (Short Term 

Hematopoietic Stem Cells): Μικρής διάρκειας αιµατοποιητικά βλαστικά κύτταρα, MPP 

(Multipotent Progenitor): πολυδύναµο προγονικό κύτταρο, CMP (Common Myeloid 

Progenitor): Κοινό µυελικό προγονικό κύτταρο, LMPP (Lymphoid Multipotent 

Progenitor): Λεµφικό πολυδύναµο προγονικό κύτταρο, CLP (Common Lymphoid 

Progenitor): Κοινό λεµφικό προγονικό κύτταρο, MEP (Megakaryocyte Erythroid 

Progenitor): Προγονικό κύτταρο της ερυθράς/µεγακαρυωτικής σειράς, GMP 

(Granulocyte Macrophage Progenitor): Προγονικό κύτταρο κοκκιοκυττάρων 

/µακροφάγων, ETP (Early T-cell Precursor): Πρόδροµο κύτταρο Τ-κυττάρων. proB 

πρόδροµο B κύτταρο, ΝΚ (Natural Killer cells): Φυσικοί φονείς. 

 Τα µακράς διάρκειας αιµατοποιητικά βλαστικά κύτταρα (Long Term 

Hematopoietic Stem Cellls, LT-HSC), που ονοµάζονται έτσι εξαιτίας της 

αυξηµένης δυνατότητας αυτοανανέωσης τους, βρίσκονται στην κορυφή της 

ιεραρχίας και είναι αυτά που δεσµεύονται σε µικρής διάρκειας αιµατοποιητικά 

βλαστικά κύτταρα (Short Term Hematopoietic Stem Cells, ST-HSC) µε µικρή 
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δυνατότητα αυτοανανέωσης (Εικόνα 1). Από τα ST-HSC προκύπτουν τα 

πολυδύναµα προγονικά κύτταρα (Μultipotent Progenitor, MPP) τα οποία 

διακρίνονται από την ικανότητα τους να διαφοροποιούνται είτε προς την 

µυελική είτε προς της λεµφική σειρά και χαρακτηρίζονται από πολύ µικρή 

ικανότητα αυτοανανέωσης (4).  

 Από τα MPP προκύπτουν τα κοινά προγονικά µυελικά κύτταρα 

(Common Myeloid progenitor, CMP) ή τα λεµφικά πολυδύναµα προγονικά 

κύτταρα (Lymphoid-biased multipotent progenitors, LMPP). Τα LMPP 

εµφανίζουν µεγαλύτερη τάση διαφοροποίησης προς λεµφικές σειρές ωστόσο 

διατηρούν την ικανότητα διαφοροποίησης και προς τις µυελικές σειρές. 

Ωστόσο σε καµία περίπτωση τα LMPPs δεν έχουν τη δυναµική να 

διαφοροποιηθούν προς ερυθρές / µεγακαρυωτικές σειρές (5). Τα CLPs 

αποτελούν τα πρόδροµα κύτταρα από τα οποία προκύπτουν όλα τα λεµφικά 

κύτταρα T, B και ΝΚ (6)  

 Τα CMP έχουν την ικανότητα να διαφοροποιηθούν σε δύο προγονικές 

σειρές, στα προγονικά κύτταρα της ερυθράς / µεγακαρυωτικής σειράς 

(Megakaryocyte / Erythroid progenitor, MEP) και στη προγονική σειρά των 

κοκκιοκυττάρων / µακροφάγων (Granulocyte macrophage progenitor, GMP) 

(7). Από τα MEP προκύπτουν τα ερυθροκύτταρα, τα µεγακαρυοκύτταρα και 

τα αιµοπετάλια ενώ από τα GMP προκύπτουν όλα τα µυελικά κύτταρα. 

(Δενδριτικά, µονοκύτταρα κοκκιοκύτταρα). 

 Η αιµατοποίηση αποτελεί ένα πολύ καλό µοντέλο µελέτης των 

µηχανισµών διαφοροποίησης των κυττάρων. Η παραγωγή όλων των ώριµων 

κυττάρων του αίµατος (Εικόνα 1), από ένα κοινό προγονικό κύτταρο είναι µια 

σταδιακή διαδικασία, κάθε βήµα της οποίας  επηρεάζεται από το κυτταρικό 

περιβάλλον, τα σηµατοδοτικά µονοπάτια καθώς και την έκφραση ή 

αποσιώπηση γονιδίων από τη συνδυαστική δράση συγεκριµένων 

µεταγραφικών παραγόντων. 

2. 1.2 Ερυθροποίηση 

 Η ερυθροποίηση είναι η διαδικασία παραγωγής ερυθροκυττάρων από 

αιµοποιητικά βλαστικά κύτταρα. Τα ερυθροκύτταρα των θηλαστικών 

εντοπίζονται στην κυκλοφορία του αίµατος και είναι κύτταρα στα οποία λείπει 

ο πυρήνας (8). Τα κύτταρα αυτά αποτελούν το 45% του όγκου του αίµατος και 
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είναι τα πιο συχνά απαντώµενα. Καθηµερινά παράγονται δισεκατοµµύρια 

ερυθροκύτταρα στον ανθρώπινο οργανισµό τα οποία έχουν υψηλή 

συγκέντρωση αιµοσφαιρίνης για τη δέσµευση και τη µεταφορά οξυγόνου.  

 Το πρώτο κύµα της ερυθροποίησης κατά την ανάπτυξη λαµβάνει χώρα 

στο λεκιθικό σάκο (yolk sac) του εµβρύου και ονοµάζεται αρχέγονη (primitive). 

Η κύρια λειτουργία της αρχέγονης ερυθροποίησης είναι η παραγωγή ερυθρών 

κυττάρων µε σκοπό τη διευκόλυνση της οξυγόνωσης του εµβρύου το οποίο 

αναπτύσσεται ταχύτατα. Το χαρακτηριστικό γνώρισµα των ερυθροκυττάρων 

της αρχέγονης ερυθροποίησης είναι ότι εκφράζουν εµβρυϊκές σφαιρίνες ενώ 

απελευθερώνονται στην κυκλοφορία ως εµπύρηνα κύτταρα, τα οποία όµως 

είναι ικανά να απορρίψουν τον πυρήνα και να σχηµατίσουν 

δικτυοερυθροκύτταρα (reticulocytes), όντας στην κυκλοφορία του αίµατος (9). 

 Η αρχέγονη ερυθροποίηση είναι ικανή να καλύψει τις αρχικές ανάγκες 

του εµβρύου, ωστόσο καθώς προχωρά η ανάπτυξη η αρχέγονη 

ερυθροποίηση αντικαθίσταται από την  οριστική ερυθροποίηση (definitive). 

Στο συγκεκριµένο αναπτυξιακό στάδιο, το εµβρυϊκό ήπαρ γίνεται το κύριο 

ερυθροποιητικό όργανο καθώς ο µυελός των οστών δεν έχει ακόµα 

σχηµατιστεί. Η βασική διεργασία ωρίµανσης των ερυθροκυττάρων είναι η 

σύνθεση αιµοσφαιρίνης και απύρηνων ερυθροκυττάρων. Η διαφοροποίηση 

των προγονικών κυττάρων σε ερυθροκύτταρα περιλαµβάνει: τη µείωση του 

µεγέθους του κυττάρου, την παραγωγή αιµοσφαιρίνης, τη σταδιακή εξαφάνιση 

των κυτταρικών οργανιδίων και τέλος τη συµπύκνωση µε επακόλουθη 

απόρριψη του πυρήνα (8). Στη συνέχεια η ερυθροποίηση µεταναστεύει στο 

µυελό των οστών, ο οποίος καθίσταται πλέον το κύριο αιµατοποιητικό όργανο 

για το υπόλοιπο της ζωής του θηλαστικού. 

 Η διαδικασία της ερυθροποίησης ξεκινά από τη διαφοροποίηση των 

MEP στο πρώτο στάδιο δεσµευµένων, ερυθροειδικών προγονικών κυττάρων, 

τα οποία ταυτοποιούνται σε κυτταροκαλλιέργειες in vitro ως µονάδες 

“εκρηκτικής αύξησης” ερυθροειδών κυττάρων (Burst Forming Units – E ή 

BFU-E) (Εικόνα 2). Τα προγονικά αυτά κύτταρα σχηµατίζουν µε τη σειρά τους 

in vitro µια άλλη προγονική δεσµευµένη κυτταρική σειρά, τις µονάδες 

σχηµατισµού αποικιών ερυθρών κυττάρων, την CFU-E (Colony Forming Units 

– E, CFU-E) που ανταποκρίνεται στη δράση της αυξητικής ορµόνης 

ερυθροποιητίνη. Από τα CFU-E προκύπτουν οι προερυθροβλάστες, οι οποίοι 
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είναι µεγάλα κύτταρα των οποίων ο πυρήνας καταλαµβάνει το 80% του 

κυττάρου. Οι προερυθροβλάστες υπόκεινται σε περαιτέρω διαφοροποίηση 

κατά την οποία παράγονται διαδοχικά µορφολογικά διακριτοί κυτταρικοί 

πληθυσµοί, δηλαδή, οι βασεόφιλοι, οι πολυχρωµατόφιλοι και οι 

ορθοχρωµατικοί ερυθροβλάστες (Εικόνα 2). Στα τελικά στάδια της 

ερυθροποίησης οι ορθοχρωµατικοί ερυθροβλάστες αποβάλλουν τον πυρήνα 

τους ώστε να γίνουν δικτυοκύτταρα, τα οποία αντιστοιχούν στο τελευταίο 

στάδιο ανώριµων ερυθροκυττάρων που µε τη σειρά τους αποβάλλουν και τα 

τελευταία κυτταρικά οργανίδια ώστε να γίνουν  ώριµα ερυθροκύτταρα (10).  

 

 

Εικόνα 2. Τα ερυθρά αιµοσφαίρια προέρχονται από τη διαφοροποίηση των 

προγονικών κυττάρων MEP. BFU-E (Burst Forming Units – E): µονάδες εκρηκτικής 

αύξησης ερυθροοκυττάρων, CFU-E (Colony Forming Units – E) µονάδες σχηµατισµού 

αποικιών ερυθροκυττάρων. 

 Η διαδικασία ωρίµανσης των ερυθροκυττάρων από το πρώτο 

αναγνωρίσιµο µορφολογικά πρόδροµο κύτταρο (προερυθροβλάστη) έως το 

δικτυοκύτταρο διαρκεί περίπου µια εβδοµάδα. Σε αυτή την περίοδο 

λαµβάνουν χώρα 3 µε 5 κυτταρικές διαιρέσεις, όπου τα πρόδροµα κύτταρα 

πολλαπλασιάζονται µέχρι το ορθοχρωµατικό στάδιο. Τα κύτταρα της ερυθράς 

σειράς σχηµατίζονται σε µικρά ερυθροβλαστικά νησίδια στα οποία 

παρατηρούνται 1 ή 2 µακροφάγα. Τα µακροφάγα φέρνουν µακριές 
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κυτταροπλασµατικές αποφυάδες που περιβάλλουν τα διαιρούµενα κύτταρα 

της ερυθράς σειράς, τα οποία µεταναστεύουν προς την περιφέρεια των 

νησιδίων χρησιµοποιώντας ως µονοπάτι τις κυτταροπλασµατικές αποφυάδες 

των µακροφάγων. Όταν τα ερυθροκύτταρα ωριµάσουν, έρχονται σε επαφή µε 

το ενδοθήλιο των κολποειδών τότε διαπερνούν το κυτταρόπλασµα και 

απελευθερώνονται στην κυκλοφορία (11).  

3. 1.3.1 Βασικοί µηχανισµοί µεταγραφής 

 Στα ευκαρυωτικά κύτταρα η µεταγραφή διεκπεραιώνεται από τρεις 

RNA πολυµεράσες. Οι RNA πολυµεράσες Ι και ΙΙΙ είναι υπεύθυνες για τη 

µεταγραφή του ριβοσωµικού RNA και των µικρών πυρηνικών RNA, 

αντίστοιχα, ενώ η µεταγραφή των γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες 

γίνεται σχεδόν πάντα από την RNA πολυµεράση ΙΙ (12). Η µεταγραφή 

γονιδίων από την RNA πολυµεράση ΙΙ ξεκινά µε τη πρόσδεση ρυθµιστικών 

παραγόντων στον υποκινητή (promoter) του γονιδίου, ο οποίος βρίσκεται 

πλησίον της περιοχής έναρξης της µεταγραφής. Οι συγκεκριµένοι ρυθµιστικοί 

παράγοντες ασκούν τη λειτουργία τους είτε µε τη χρήση ενζύµων που έχουν 

τη δυνατότητα τροποποίησης της χρωµατίνης είτε µε την άµεση 

αλληλεπίδραση µε τις πρωτεΐνες που ευθύνονται για τη µεταγραφή.  

 Οι δύο αυτοί µηχανισµοί έχουν ως αποτέλεσµα την πρόσδεση του 

προ-εναρκτήριου πρωτεϊνικού συµπλόκου PIC (Pre-initiation complex) (12) 

της µεταγραφής στον υποκινητή του γονιδίου. Το σύµπλοκο PIC αποτελείται 

από το ένζυµο RNA πολυµεράση ΙΙ και το υποσύµπλοκο TFII το οποίο 

αποτελείται από τις υποµονάδες TFII-A µέχρι TFII-H, εκτός από τη TFII-E. Το 

σύπλοκο PIC κατά το σχηµατισµό του παραµένει ανενεργό. Η είσοδος του 

TFII-E στο σύµπλοκο προκαλεί αλλαγή στη δοµή του συµπλόκου, 

επιτρέποντας µε αυτό τον τρόπο την έναρξη της µεταγραφής. Ύστερα από 

την παραγωγή µορίου RNA µήκους 30 βάσεων, το καρβόξυ-τελικό άκρο της 

RNA πολυµεράσης ΙΙ (CTD) φωσφορυλιώνεται µε αποτέλεσµα το σύµπλοκο 

να απελευθερώνεται από τον υποκινητή ώστε να συνεχίσει και να 

ολοκληρώσει τη µεταγραφή του γονιδίου. 
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4. 1.3.2 Μεταγραφικοί παράγοντες 

 Μεταγραφικοί παράγοντες είναι εκείνες οι πρωτεΐνες οι οποίες 

αναγνωρίζουν και προσδένονται σε συγκεκριµένες ρυθµιστικές αλληλουχίες 

του DNA µε αποτέλεσµα τη ρύθµιση της έκφρασης ή της αποσιώπησης των 

γονιδίων. Οι µεταγραφικοί παράγοντες εκφράζονται είτε ιστοειδικά είτε 

ευρύτερα και εµφανίζουν την ικανότητα να αλληλεπιδρούν µε συµπαράγοντες 

µε αποτέλεσµα την αλλαγή της δοµής της χρωµατίνης που, κατά την 

µεταγραφική ενεργοποίηση, ευνοεί την πρόσδεση του συπλόκου της 

µεταγραφής στο γονίδιο. Οι συγκεκριµένες αλληλεπιδράσεις είναι ικανές να 

οδηγήσουν και στο σχηµατισµό συµπλόκων τα οποία µπορούν να 

αποσιωπήσουν την έκφραση των γονιδίων µέσω της απεµπλοκής του 

συπλόκου της µεταγραφής από το γονίδιο. 

 Οι µεταγραφικοί παράγοντες κατηγοριοποιούνται σε οικογένειες 

ανάλογα µε τις λειτουργικές περιοχές που φέρουν όπως η περιοχή γα τη 

πρόσδεση του DNA (πίνακας παράρτηµα) (13). Από τις πρώτες περιοχές 

ικανές να προσδένουν DNA που ανακαλύφθηκαν ήταν αυτή µε µοτίβο έλικας 

– θηλιάς – έλικας (Helix – Loop – Helix, HLH). Η λειτουργική περιοχή HLH 

αποτελείται από 2 δοµές α-έλικας οι οποίες χωρίζονται από µια µικρή σειρά 

αµινοξέων που σχηµατίζουν θηλιά. Μια άλλη χαρακτηριστική δοµή είναι οι 

µεταγραφικοί παράγοντες οι οποίοι φέρουν φερµουάρ λευκίνης. Αυτοί οι 

µεταγραφικοί παράγοντες που φέρουν τις δυο παραπάνω περιοχές ανήκουν 

στην υπέρταξη των βασικών περιοχών.  

 Μια άλλη υπέρταξη των µεταγραφικών παραγόντων είναι αυτή των 

παραγόντων που προσδένουν DNA και συντονίζουν ψευδάργυρο. Εδώ 

ανήκουν οι µεταγραφικοί παράγοντες οι οποίοι φέρουν δάκτυλο 

ψευδαργύρου. Η κατάταξη των συγκεκριµένων πρωτεϊνών γίνεται ανάλογα µε 

τα αµινοξέα που χρησιµοποιούνται για να προσδένεται ο ψευδάργυρος 

(πίνακας παραρτήµατος). Τα δάκτυλα ψευδαργύρου συνήθως αποτελούνται 

από 2 β-πτυχωτές δοµές και µια α-έλικα. H πιο γνωστή τάξη των 

συγκεκριµένων πρωτεϊνών είναι η Cys2His2. Άλλες δυο µεγάλες υπερτάξεις 

µεταγραφικών παραγόντων είναι αυτή της έλικας – στροφή – έλικας και των 

παραγόντων µε β-ικρίωµα που εφάπτονται µε την ελάσσονα αύλακα. Η 

πρώτη υπέρταξη χαρακτηρίζεται από µεταγραφικούς παράγοντες που 
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αποτελούνται από δυο α-έλικες ενωµένες µεταξύ τους από µικρό αριθµό 

αµινοξέων (14). Στη δεύτερη υπέρταξη στην οποία περιέχονται γνωστοί 

µεταγραφικοί παράγοντες όπως NF-kΒ1, p53 και δεσµεύουν DNA µέσα από 

τη χαρακτηριστική δοµή β-ικριώµατος (15).  

5. 1.3.3 Αιµατοποιητικοί µεταγραφικοί παράγοντες 

 Το αιµατοποιητικό σύστηµα αποτελεί ένα πολύ καλό µοντέλο µελέτης 

της κυτταρικής διαφοροποίησης αλλά και της γονιδιακής ρύθµισης. Όπως 

είναι αναµενόµενο, οι µεταγραφικοί παράγοντες διαδραµατίζουν σηµαντικό 

ρόλο στην διαφοροποίηση των HSC σε ώριµα κύτταρα του αίµατος, όπως 

έχει φανεί από πειράµατα στoχευµένης απαλοιφής τους (targeted gene 

knock-out ή conditional knock-out) σε ποντικούς. Οι µεταγραφικοί παράγοντες 

που είναι  απαραίτητοι στην αιµατοποίηση προέρχονται από όλες τις τάξεις 

των µεταγραφικών παραγόντων (16).   

 Στην αιµατοποίηση οι µεταγραφικοί παράγοντες ανάλογα µε το ρόλο 

που παίζουν µπορούν να διαχωριστούν σε 2 κατηγορίες. Σε αυτούς που είναι 

απαραίτητοι για το σχηµατισµό και τη λειτουργία των HSC και σε αυτούς που 

είναι απαραίτητοι για τη κυτταρική διαφοροποίηση. Για παράδειγµα, ο 

µεταγραφικός παράγοντας TAL-1 που φέρει δοµή έλικας – θηλιάς – έλικας 

µαζί µε την πρωτεΐνη LMO2 µε την οποία αλληλεπιδρά άµεσα είναι 

απαραίτητοι για τη αιµατοποίηση καθώς απουσία ενός εκ των δύο έχει ως 

αποτέλεσµα τη µη παραγωγή αιµατοποητικών κυττάρων τόσο στο στάδιο της 

αρχέγονης όσο και της οριστικής αιµατοποίησης (17). Μεταγραφικοί 

παράγοντες όπως οι PU.1, C/EBPa, Ikaros, GATA-1, FOG-1 και Gfi-1b έχει 

δειχθεί ότι είναι απαραίτητοι για τη διαφοροποίηση αρκετών αιµατοποιητικών 

σειρών µεταξύ των οποίων η ερυθρά / µεγακαρυωτική, µυελική, εοσινοφιλική 

κοκ (18).  

 Οι αιµατοποιητικοί µεταγραφικοί παράγοντες έχουν την ικανότητα να 

αλληλεπιδρούν µεταξύ τους αλλά και µε µεταγραφικούς συµπαράγοντες και 

να σχηµατίζουν µεγάλα πρωτεϊνικά σύµπλοκα. Η δράση των συγκεκριµένων 

συµπλόκων έχει ως αποτέλεσµα την ενεργοποίηση ή αποσιώπηση 

συγκεκριµένων γονιδιακών στόχων (19). Οι µεταγραφικοί συµπαράγοντες 

µπορούν να τροποποιούν τη δοµή του νουκλεοσώµατος ή/και να 

τροποποιούν µετα-µεταφραστικά τις ιστόνες. Οι µετα-µεταφραστικές 
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τροποποιήσεις που περιλαµβάνουν µεθυλίωση, ακετυλίωση, φωσφορυλίωση, 

ουβικουϊτινίωση, σουµοϋλίωση και ριβοζυλίωση χαρακτηρίζονται ως 

επιγενετικές σηµάνσεις. Η δράση των µεταγραφικών παραγόντων σε 

συνδυασµό µε τις επιγενετικές σηµάνσεις οδηγούν στην ολοένα µεγαλύτερη 

δέσµευση των κυττάρων σε µια σειρά της κυτταρικής διαφοροποίησης.  

6. 1.4.1 Μεταγραφικοί παράγοντες GATA 

 Οι µεταγραφικοί παράγοντες GATA σχηµατίζουν µια οικογένεια 6 

παραγόντων που είναι εξελικτικά διατηρηµένοι και διακρίνονται από δυο 

χαρακτηριστικά δάκτυλα ψευδαργύρου. Οι παράγοντες GATA προσδένονται 

στην αλληλουχία (A/T)GATA(A/G) µε τη χρήση του δάκτυλου ψευδαργύρου 

Cys-X2-Cys-X17-Cys-X2-Cys, το οποίο εντοπίζεται στο καρβoξυ-τελικό άκρο 

(CF) της κάθε πρωτεΐνης. Το δεύτερο δάκτυλο ψευδαργύρου βρίσκεται στο 

αµινο-τελικό άκρο (NF) της πρωτεΐνης.  

 Η οικογένεια των µεταγραφικών παραγόντων GATA διαιρείται σε δυο 

υποοµάδες ανάλογα µε την έκφραση τους. Η µια οµάδα GATA παραγόντων 

είναι αυτή που εµπλέκεται στην αιµατοποίηση και αποτελείται από τους 

παράγοντες GATA-1, -2, -3. Κάθε ένας από αυτούς είναι απαραίτητος σε 

διαφορετικά στάδια της διαφοροποίησης των αιµατοποιητικών κυτταρικών 

σειρών αλλά και για την παραγωγή των κυττάρων του αίµατος, καθώς 

απουσία των συγκεκριµένων παραγόντων οδηγεί σε θάνατο στο εµβρυικό 

στάδιο σε ποντίκια (16).  

 Ο µεταγραφικός παράγοντας GATA-2 εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα 

στα προγονικά αιµατοποιητικά κύτταρα όπως επίσης στα µεγακαρυοκύτταρα 

και στα µαστικά κύτταρα. Σε ποντίκια όπου έχει αδρανοποιηθεί το γονίδιο της 

GATA-2 υπάρχει σηµαντική µείωση της αιµατοποίησης στο λεκιθικό σάκο 

οδηγώντας σε σοβαρή αναιµία και θάνατο κατά το εµβρυικό στάδιο (20). 

Μελέτες της λειτουργίας του µεταγραφικού παράγοντα GATA-2 έχουν δείξει 

ότι είναι απαραίτητος για τον πολλαπλασιασµό των ΜPP σε έµβρυα και 

ενήλικες (21). Η εξωτερική έκφραση του GATA-2 στα MPP προκαλεί 

αναστολή της ερυθροποίησης (22). Κατά τη διάρκεια της ερυθροποίησης 

όπως θα αναφερθεί και παρακάτω η έκφραση της GATA-2 καταστέλλεται 

ώστε να µπορέσει να εκτελεστεί το πρόγραµµα της διαφοροποίησης.  
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 Ο µεταγραφικός παράγοντας GATA-3 εκφράζεται στα T – 

λεµφοκύτταρα του  αιµατοποιητικού συστήµατος όπως επίσης και σε άλλους 

ιστούς όπως ο νευρικός, το δέρµα, το ήπαρ και οι νεφροί. Η απώλεια του 

GATA-3 σε ποντίκια έχει ως αποτέλεσµα τον πρόωρο εµβρυικό θάνατο 

εξαιτίας εσωτερικής αιµορραγίας και εγκεφαλικών δυσµορφιών. (23) 

 Η δεύτερη οικογένεια των παραγόντων περιλαµβάνει τους υπόλοιπους 

παράγοντες GATA που είναι οι GATA-4, -5, -6 και οι οποίοι εκφράζονται σε 

διαφορετικούς ιστούς και χαρακτηρίζονται και ως καρδιακοί GATA 

παράγοντες εξαιτίας του σηµαντικού ρόλου που διαδραµατίζουν στην 

ανάπτυξη της καρδιάς (24). Συγκεκριµένα η απουσία των µεταγραφικών 

παραγόντων GATA-4 και GATA-6 έχει ως αποτέλεσµα το θάνατο κατά το 

εµβρυικό στάδιο εξαιτίας προβληµάτων στο σχηµατισµό της καρδιάς και του 

ενδοδέρµατος, αντίστοιχα. Η αποσιώπηση της έκφρασης του GATA-5 δεν 

οδηγεί σε αναπτυξιακή θνησιµότητα αλλά σε προβλήµατα που σχετίζονται µε 

το ουροποιητικό σύστηµα. Γενικότερα η απουσία των τριών αυτών 

παραγόντων δηµιουργεί προβλήµατα σε ιστούς οι οποίοι προέρχονται από το 

µεσόδερµα και το ενδόδερµα.  

7. 1.4.2 Έκφραση και λειτουργία του µεταγραφικού παράγοντα GATA-1.  

 Ο µεταγραφικός παράγοντας GATA-1 αποτελεί «ιδρυτικό» µέλος της 

οικογενείας των παραγόντων GATA και ανήκει στη τάξη Cys4. Είναι επίσης 

γνωστός ως NF-E1, NF-1, Ery-1 και GF-1 και αρχικά αναγνωρίσθηκε ως 

πρωτεΐνη µε ειδικότητα πρόσδεσης στο 3’ του ενισχυτή της β-σφαιρίνης (25). 

Κλωνοποιήθηκε για πρώτη φορά από την ερυθρολευχαιµική κυτταρική σειρά 

ποντικού MEL (26) και από ερυθρά κύτταρα όρνιθας (27). Η ανθρώπινη 

οµόλογη πρωτεΐνη εντοπίζεται στο χρωµόσωµα Χ στη θέση Xp21-11 (28), 

κάτι το οποίο ισχύει και για τη  GATA-1 στον ποντικό.  

 Η GATA-1 εκφράζεται τόσο στα αρχέγονα όσο και στα οριστικά 

κύτταρα του ερυθροποιητικού συστήµατος (29), (30), στα µεγακαρυωκύτταρα 

(31), (32), εοσινόφιλα (33), µαστικά (31) και στα κύτταρα Sertoli στους όρχεις 

(34,35).  

 Ο παράγοντας GATA-1 είναι απαραίτητος για τη φυσιολογική 

ερυθροποίηση. Εµβρυϊκά βλαστικά κύτταρα στα οποία δεν εκφράζεται η 

πρωτεΐνη GATA-1 είναι ικανά να συνεισφέρουν στη δηµιουργία όλων των 
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ιστών σε χειµερικά ποντίκια εκτός των ερυθρών κυττάρων του αίµατος (36). In 

vitro διαφοροποίηση των εµβρυικών βλαστικών κυττάρων στα οποία 

απουσιάζει o GATA-1 απέδειξε ότι υπάρχει παύση τόσο της αρχέγονης όσο 

και της οριστικής ερυθροποίησης στο στάδιο του προερυθροβλάστη (37), το 

οποίο οφείλεται στο ότι οι προ-ερυθροβλάστες πεθαίνουν λόγω απόπτωσης 

(38). Ποντίκια στα οποία απουσιάζει ο GATA-1 πεθαίνουν από βαριάς 

µορφής αναιµία µεταξύ των εµβρυικών ηµερών 10,5 και 11,5 (29). Έµβρυα 

ποντικών στα οποία εκφράζεται 5% της GATA-1 (GATA1.05) εµφανίζουν 

επίσης παύση στην αρχέγονη ερυθροποίηση και πεθαίνουν µεταξύ των 

εµβρυικών ηµερών 11,5 και 12,5 (39). Έκφραση 20% της GATA-1 έχει 

ηπιότερο φαινότυπο στα ποντίκια και παρόλο που τα περισσότερα πεθαίνουν 

µεταξύ των εµβρυικών ηµερών 13,5 και 14,5 εξαιτίας αναποτελεσµατικής 

αρχέγονης και οριστικής ερυθροποίησης, µικρό ποσοστό ποντικών, της τάξης 

του 2%, γεννιούνται (έναντι του αναµενόµενου 25%). Ακόµα µικρότερο 

ποσοστό αυτών επιβιώνει µέχρι την ενηλικίωση. Τα ποντίκια αυτά είναι 

αναιµικά κατά τη γέννηση ωστόσο στη συνέχεια ανακάµπτουν και έχουν 

φυσιολογική διάρκεια ζωής (40). Από τα παραπάνω διαπιστώνεται πως 

υπάρχει άµεση σύνδεση µεταξύ των επιπέδων έκφρασης της GATA-1 και της 

σοβαρότητας του φαινότυπου.  

 Η ανάλυση της απενεργοποίησης του γονιδίου της GATA-1 ειδικά στα 

µεγακαρυωκύτταρα δείχνει πως η GATA-1 διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο 

στην ανάπτυξη τους. Συγκεκριµένα η απουσία GATA-1 οδηγεί σε αυξηµένο 

πολλαπλασιασµό και ελαττωµατική ωρίµανση των µεγακαρυωτικών 

προγονικών κυττάρων όπως και σε µειωµένο αριθµό αιµοπεταλίων (41). Τα 

παραγόµενα αιµοπετάλια δεν είναι πλήρως λειτουργικά και εµφανίζουν µη 

φυσιολογική µορφολογία. H GATA-1 έχει επίσης σηµαντικό ρόλο στην 

ανάπτυξη των εοσινόφιλων αλλά και στη τελική διαφοροποίηση των µαστικών 

κυττάρων. Ενδεικτικά αποσιώπηση της GATA-1 ειδικά στα εοσινόφιλα οδηγεί 

στην απώλεια της σειράς (42). Ανάλυση των µαστικών κυττάρων σε 

ποντικούς που εκφράζουν 20% GATA-1 δείχνει µεγάλο αριθµό πρόδροµων 

κυττάρων, φυσιολογικό αριθµό ωρίµων κυττάρων αλλά µε µη φυσιολογική 

µορφολογία (43). Τέλος η αποσιώπηση της GATA-1 στα κύτταρα Sertoli δεν 

εµφανίζει κάποιο φαινότυπο (44).  
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8. 1.4.3 Δοµή της πρωτεΐνης GATA-1 

 H πρωτεΐνη GATA-1 αποτελείται από 413 αµινοξέα και έχει µοριακό 

βάρος 48 kDa. Αποτελείται από τουλάχιστον τρεις λειτουργικές δοµικές 

περιοχές (Εικόνα 3). Έχει δύο δάκτυλα ψευδαργύρου ένα στο αµινο-τελικό (Ν-

F) και ένα στο καρβoξυ-τελικό άκρο (C-F), ενώ στο αµινο-τελικό µέρος 

περιλαµβάνεται και η περιοχή ενεργοποίησης (AD) που αποτελείται από 80 

αµινοξέα.  

 

Εικόνα 3. Ο µεταγραφικός παράγοντας GATA-1 περιέχει τρεις λειτουργικές 

περιοχές. AD: περιοχή ενεργοποίησης (activation domain), N-F: άµινο-τελικό δάκτυλο 

ψευδαργύρου (Ν-finger), C-F (C-finger) καρβόξυ-τελικό δάκτυλο ψευδαργύρου 

 Η περιοχή AD αρχικά αναγνωρίσθηκε διότι µετά την αφαίρεση της δεν 

παρατηρήθηκε µεταγραφική ενεργοποίηση ενός γονιδίου µάρτυρα (45). 

Ωστόσο η απάλειψη των 63 πρώτων αµινοξέων της GATA-1 δεν επηρεάζει τη 

διαφοροποίηση των ερυθρών και µεγακαρυωτικών κυττάρων (46,47). Όταν η 

απαλειπτική µετάλλαξη της GATA-1 στην οποία απουσιάζουν τα 83 πρώτα 

αµινοξέα εκφραστεί στο υπόβαθρο των GATA1.05 ποντικών σε χαµηλά µε 

µέτρια επίπεδα η οριστική ερυθροποίηση  είναι προβληµατική. Όταν η 

έκφραση είναι υψηλή υπάρχει διάσωση του φαινότυπου υποδεικνύοντας ότι 

υπάρχει ρόλος για το AD στην ερυθροποίηση (47).  

 Από τα δάκτυλα ψευδαργύρου του GATA-1, το καρβoξυ-τελικό C-F 

είναι υπεύθυνο για την αναγνώριση και πρόσδεση στις αλληλουχίες GATA 

(48), που απαντώνται σε όλα τα ερυθροειδικά γονίδια (49). Το δάκτυλο C-F 

εµπλέκεται και στις αλληλεπιδράσεις µε τους µεταγραφικούς παράγοντες (σε 

συνεργασία και µε το N-F) EKLF, Sp1 και PU.1 (50,51). Ο δάκτυλος N-F δεν 

προσδένει άµεσα DNA αλλά συµµετέχει στη σταθεροποίηση της πρόσδεσης 

του δακτύλου C-F στο DNA (52). Ο κύριος ρόλος του N-F είναι η συµµετοχή 

του στο σχηµατισµό των πρωτεϊνικών συµπλόκων που σχηµατίζει ο GATA-1 

µε µεγάλο αριθµό µεταγραφικών παραγόντων και συµπαραγόντων όπως 

FOG-1, EKLF-1,CBP/P300, TAL-1 αλλά και µε τον ίδιο του τον εαυτό (49,53). 
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 Μελέτες που έλαβαν χώρα στη προερυθροβλαστική σειρά GATA-1 -/- 

κυττάρων G1E έδειξαν ότι και τα δύο δάκτυλα ψευδαργύρου είναι απαραίτητα 

για την τελική διαφοροποίηση της σειράς (46). H G1E είναι µια πρότυπη 

κυτταρική σειρά ποντικού στην οποία η διαφοροποίηση έχει σταµατήσει στο 

στάδιο του προερυθροβλάστη και η GATA-1 δεν εκφράζεται ύστερα από 

γονιδιακά στοχευµένη απάλειψη της. Η αποκατάσταση της έκφρασης της 

GATA-1 οδηγεί στη συνέχιση της τελικής διαφοροποίησης. Περισσότερες 

αποδείξεις σχετικά µε το ρόλο των δακτύλων του GATA-1 προέκυψαν από in 

vivo πειράµατα όταν ποντίκια GATA1.05 διασταυρώθηκαν µε διαγονιδιακά τα 

οποία εκφράζουν απαλειπτικές µεταλλάξεις των δακτύλων ψευδαργύρου (47). 

Από τα συγκεκριµένα πειράµατα αποδείχθηκε ότι το C-F είναι απολύτως 

απαραίτητο τόσο για την πρώιµη όσο και για την τελική ερυθροποίηση, 

ωστόσο το N-F αποδείχθηκε ότι είναι απαραίτητο µόνο για την τελική 

ερυθροποίηση.  

 Συνοψίζοντας τα παραπάνω διαπιστώνεται πως και οι τρεις 

λειτουργικές του µεταγραφικού παράγοντα GATA-1 είναι απαραίτητες για τη 

τελική διαφοροποίηση των ερυθοκυττάρων, ωστόσο για την πρώιµη 

διαφοροποίηση χρειάζεται µόνο το C-F. Μέσα από τις διαφορικές ανάγκες για 

GATA-1 ανάλογα µε τα αναπτυξιακά στάδια της ερυθροποίησης 

αποδεικνύεται ο σηµαντικός ρόλος που διαδραµατίζει στην διαφοροποίηση 

των ερυθροκυττάρων 

9. 1.5 Πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις της GATA-1 

 Από τη βιβλιογραφία είναι γνωστό ότι η GATA-1 αλληλεπιδρά µε 

αρκετούς µεταγραφικούς παράγοντες και συµπαράγοντες. Οι 

αλληλεπιδράσεις αυτές είναι πολύ σηµαντικές για την αιµατοποίηση καθώς 

οδηγούν στην ενεργοποίηση ή αποσιώπηση των γονιδιακών στόχων της 

GATA-1.  

10. 1.5.1 Αλληλεπίδραση της GATA-1 µε τον εαυτό της 

 Έχει αποδειχθεί ότι η GATA-1 έχει την ικανότητα να αλληλεπιδρά µε 

τον εαυτό της in vitro (54). Τόσο το N-F όσο και το C-F µπορούν ανεξάρτητα 

να αλληλεπιδράσουν µε τη GATA-1 (53). Ο διµερισµός της GATA-1 είναι 

πιθανό να διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση των υποκινητών που 
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περιέχουν πολλαπλές GATA περιοχές, από τη στιγµή που η µετάλλαξη σε 

συγκεκριµένα αµινοξέα στη περιοχή των δακτύλων µειώνει τη ικανότητα της 

GATA-1 να ενεργοποιεί γονιδιακούς µάρτυρες. Επιπλέον έχει δειχθεί ότι ο 

διµερισµός της GATA-1 είναι σηµαντικός για τη θετική ρύθµιση του υποκινητή 

της GATA-1 στο zebrafish (55). Άλλες πιθανές λειτουργίες του διµερισµού της 

GATA-1 είναι η δηµιουργία επαφών µεταξύ υποκινητών και ενισχυτών όπως 

και η πρόσληψη των συµπλόκων αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης.  

11. 1.5.2 Αλληλεπίδραση της GATA-1 µε FOG-1 

 H FOG-1 είναι µια πρωτεΐνη η οποία περιέχει 9 δάκτυλα ψευδαργύρου 

τα οποία έχουν ευρεία απόσταση µεταξύ τους και αναγνωρίσθηκε πρώτη 

φορά σε πειράµατα διαλογής σε διπλά υβρίδια ζυµοµυκήτων (yeast two 

hybrid) (56). H FOG-1 αλληλεπιδρά µε το N-F της GATΑ-1 κυρίως µέσα από 

το 6 δάκτυλο ψευδαργύρου (57) αν και τα δάκτυλα ψευδαργύρου 1, 5, 9 

επίσης συµβάλλουν στην αλληλεπίδραση (58). Η FOG-1 συνεκφράζεται και 

αλληλεπιδρά µε τη  GATA-1 στις ερυθρές και µεγακαρυωτικές σειρές (56) 

 Ο φαινότυπος που εµφανίζουν τα ποντίκια στα οποία απουσιάζει η 

FOG-1 είναι σχεδόν όµοιος µε τον φαινότυπο της απουσίας της GATA-1. Τα 

ποντίκια πεθαίνουν στα µέσα της κύησης από βαριάς µορφής αναιµία που 

προκαλείται από ελαττωµατική αρχέγονη και οριστική ερυθροποίηση 

αποδεικνύοντας ότι η FOG-1 είναι απαραίτητη για τη σωστή λειτουργία του 

GATA-1. Η απάλειψη της FOG-1 οδηγεί σε ολοκληρωτική απώλεια της 

µεγακαρυωτικής σειράς αποκαλύπτοντας ένα ρόλο για τη FOG-1 που 

εκπληρώνεται ανεξαρτήτως από την αλληλεπίδρασή της µε τη GATA-1 (59). 

Η αναγκαιότητα της αλληλεπίδρασης της GATA-1/FOG-1 κατά τη διάρκεια της 

οριστικής ερυθροποίησης αποδείχθηκε από την ανάλυση της GATA-1 που 

φέρει µεταλλάξεις στα αµινοξέα που προσδένεται η FOG-1 (60). Πρόδροµα 

κύτταρα της ερυθράς σειράς που εκφράζουν µεταλλάξεις της GATA-1 που δεν 

µπορούν να προσδέσουν FOG-1 δεν µπορούν να διαφοροποιηθούν. Ο 

συγκεκριµένος φαινότυπος διασώζεται από την έκφραση των µεταλλάξεων 

της FOG-1 που µπορούν να προσδέσουν τις συγκεκριµένες µεταλλαγµένες 

GATA-1 πρωτεΐνες.  

 Η FOG-1 αν και δεν προσδένεται στο DNA έχει την ικανότητα να 

ρυθµίζει τη δραστικότητα της GATA-1 στο πλαίσιο του εκκινητή. Συνεργάζεται 
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µε τη GATA-1 τόσο για την ενεργοποίηση όσο και για την αποσιώπηση 

γονιδίων. Η έκφραση της FOG-1 επάγεται ταχύτατα από τη GATA-1 στα 

ερυθροκύτταρα µέσω της πρόσδεσης της GATA-1 στον εκκινητή  του γονιδίου 

της FOG-1 ενεργοποιώντας άµεσα την έκφραση της. Αντίθετα αποδείχθηκε 

ότι η πρωτεϊνοσύνθεση είναι απαραίτητη για τη µεταγραφή της β- σφαιρίνης 

(61)  

 Μέσω  της FOG-1 η GATA-1 αλληλεπιδρά µε κατασταλτικά σύµπλοκα 

και συµπαράγοντες. Ο χαρακτηρισµός των πρωτεϊνικών συµπλόκων της 

GATA-1 και της FOG-1 στα κύτταρα MEL έχει δείξει ότι αλληλεπιδρούν µε το 

πρωτεϊνικό σύµπλοκο NuRD (Nucleosome Remodelling Complex) το οποίο 

περιέχει HDACs (histone deacetylases) το ένζυµο αναδιαµόρφωσης του 

νουκλεοσώµατος Mi2β και MBDs (methyl binding proteins) (62,63). Έχει 

δειχθεί ότι το σύµπλοκο GATA-1/FOG-1/NuRD, είναι υπεύθυνο για την 

καταστολή του γονιδίου της GATA-2 που είναι κρίσιµη για τη τελική 

διαφοροποίηση των ερυθροκυττάρων. 

12. 1.5.3 Αλληλεπίδραση της GATA-1 µε SCL/TAL-1 

 Η TAL-1 είναι ένας µεταγραφικός παράγοντας που ανήκει στην 

κατηγορία έλικας-θηλειάς-έλικας και προσδένεται στην αλληλουχία του DNA 

που ονοµάζεται E-box (CANNTG). Η έκφραση του TAL-1 µιµείται αυτή του 

GATA-1 καθώς εκφράζεται στα ερυθρά, στα µεγακαρυοκύτταρα και στα 

µαστικά κύτταρα (17). Η απαλοιφή του γονιδίου της  TAL-1 προκαλεί 

ολοκληρωτική απώλεια της αιµατοποίησης στο λεκιθικό σάκο. Παράλληλα τα 

βλαστικά κύτταρα στα οποία απουσιάζει η TAL-1 δεν µπορούν να 

συνεισφέρουν στην αιµατοποίηση σε χειµερικά ποντίκια (64). Ειδική απαλοιφή 

του γονιδίου στο στάδιο της ενηλικιωµένης ερυθροποίησης οδήγησε σε 

προβληµατική ερυθροποίηση. Υποδεικνύοντας το σηµαντικό ρόλο της TAL-1 

στη διαφοροποίηση των ερυθροκυττάρων (65). 

 Στα ερυθροκύτταρα η TAL-1 έχει αποδειχθεί ότι συµµετέχει στο 

πρωτεϊνικό σύµπλοκο που αποτελείται από τις Ε2Α, LMO2, LDB1 και GATA-1 

(10). To συγκεκριµένο σύµπλοκο έχει την ικανότητα να προσδένει E-

box/GATA αλληλουχίες DNA οι οποίες απέχουν µεταξύ τους 9 µε 11 βάσεις. 

Τέτοιες αλληλουχίες είναι παρούσες σε πολλά γονίδια στις ερυθρές κυτταρικές 

σειρές καθώς και στα ρυθµιστικά στοιχεία των γονιδίων των ίδιων των 
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µεταγραφικών παραγόντων όπως του GATA-1, TAL-1 και EKLF. Η 

σπουδαιότητα του συγκεκριµένου συµπλόκου στην ερυθροποίηση 

αποδεικνύεται όταν η απαλοιφή της LMO2 στα ποντίκια καταλήγει σε 

πανοµοιότυπο φαινότυπο µε αυτό της TAL-1 (66). Επίσης ο συγκεκριµένος 

φαινότυπος συνάδει και µε το γεγονός ότι η LMO2 αποτελεί το συνδετικό 

κρίκο µεταξύ της TAL-1 και της GATA-1  (67). Επιπρόσθετα η εκτοπική 

έκφραση της ΤΑL-1, LMO-2 και GATA-1 σε έµβρυα Xenopus προώθησε την 

ερυθροποίηση, ενώ στοχευµένη αποσιώπηση της LDB-1 σε zebrafish 

οδήγησε σε προβληµατική οριστική αιµατοποίηση (68).  

 Ο χαρακτηρισµός των συµπλόκων της TAL-1 και LDB-1 από κύτταρα 

MEL οδήγησε στην ταυτοποίηση νέων αλληλεπιδρωσών πρωτεϊνών όπως 

της ETO-2 (68,69). Πειράµατα αποσιώπησης σε έµβρυα zebrafish απέδειξαν 

ότι η ETO-2 είναι απαραίτητη για την τελική διαφοροποίηση των 

ερυθροκυττάρων. Το ποσό της ETO-2 που αλληλεπιδρά µε το σύµπλοκο της 

TAL-1 µειώνεται κατά τη τελική διαφοροποίηση, γεγονός που συνάδει µε το 

σχηµατισµό του συµπλόκου TAL-1/GATA-1 το οποίο ενεργοποιεί σειρά 

γονιδίων. Ωστόσο ο ακριβής ρόλος της ETO-2 στην αρχή της ερυθροποίησης 

παραµένει ακόµη άγνωστος.  

13. 1.5.6 Αλληλεπίδραση της GATA-1 µε την EKLF 

 O ερυθροειδικός παράγοντας τύπου Krüppel EKLF ανήκει στην 

κατηγορία των µεταγραφικών παραγόντων µε δάκτυλο ψευδαργύρου και είναι 

απαραίτητος για τη ρύθµιση των σφαιρινών αλλά και για την ερυθροποίηση 

γενικότερα (70). Προσδένεται σε αλληλουχίες τύπου CACC που είναι 

παρούσες στον υποκινητή της β-σφαιρίνης όπως και στους υποκινητές 

πολλών ερυθροειδικών γονιδίων. Η αλληλουχία CACC είναι πολύ σηµαντική 

γεγονός το οποίο αποδεικνύεται από τις φυσικά απαντώµενες µεταλλάξεις της 

συγκεκριµένης αλληλουχίας στη µεσογειακή αναιµία (71). H απαλοιφή του 

γονιδίου της EKLF, έχει ως αποτέλεσµα τον εµβρυικό θάνατο στις µέρες Ε14-

15 εξαιτίας σοβαρής αναιµίας (72). H ανάλυση του φαινότυπου των ποντικών 

έδειξε ότι υπάρχει αποτυχία ενεργοποίησης του γονιδίου της β-σφαιρίνης όταν 

η ερυθροποίηση λαµβάνει χώρα στο εµβρυικό ήπαρ. Στον υποκινητή της β-

σφαιρίνης παρατηρήθηκε αναδιαµόρφωση της χρωµατίνης σε κλειστή µορφή 

µε απώλεια των θέσεων της DNase I στο LCR (locus control region) (73). 
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Πειράµατα ελέγχου της έκφρασης µε τη βοήθεια µικροσυστοιχιών σε 

προγονικά κύτταρα της ερυθράς σειράς στα οποία απουσιάζει ο EKLF 

απέδειξαν ότι υπάρχει προβληµατική έκφραση των γονιδίων που εµπλέκονται 

στην βιοσύνθεση της αιµοσφαιρίνης όπως και τη σταθερότητα της µεµβράνης 

των ερυθρών αιµοσφαιρίων (74). O παράγοντας EKLF έχει την ικανότητα να 

ευνοήσει την ερυθροποίηση έναντι της µεγακαρυωποίησης µια λειτουργία η 

οποία βασίζεται στη σουµοϋλίωση του EKLF (75).  

14. 1.5.7 Αλληλεπίδραση της GATA-1 µε τη Gfi-1b  

 Ο µεταγραφικός παράγοντας Gfi-1b αποτελείται από 6 δάκτυλα 

ψευδαργύρου και µια περιοχή τύπου SNAG στο άµινο-τελικό άκρο που βοηθά 

τη µεταγραφική καταστολή (76). Υπερέκφραση της Gfi-1b σε προγονικά 

αιµατοποιητικά κύτταρα οδηγεί σε πολλαπλασιασµό των ερυθροβλαστών οι 

οποίοι δεν µπορούν να διαφοροποιηθούν πλήρως και πεθαίνουν µέσω 

απόπτωσης (77). H στοχευµένη απαλειφή του γονιδίου σε ποντίκια έχει ως 

αποτέλεσµα το θάνατο στο εµβρυικό στάδιο κατά τη µέρα Ε15 εξαιτίας 

αποτυχηµένης οριστικής ερυθροποίησης αναδεικνύοντας την αναγκαιότητα 

της Gfi1-1b στη διαφοροποίηση (78). Από τα πειράµατα υπερέκφρασης και 

απώλειας λειτουργίας της Gfi-1b προκύπτει ότι η λειτουργία της Gfi-1b στην 

ερυθροποίηση εξάρταται άµεσα από τη ρύθµιση των επιπέδων έκφρασης της 

πρωτεΐνης. Υπάρχουν αποδείξεις πως η έκφραση της Gfi-1b αυξάνεται στην 

αρχή της διαφοροποίησης των ερυθροκυττάρων ενώ στη συνέχεια µειώνεται 

πιθανώς µέσα από τη καταστολή του υποκινητή της Gfi-1b από την ίδια την 

πρωτεΐνη (79). Αρκετοί από τους γονιδιακούς στόχους της Gfi-1b που έχουν 

ταυτοποιηθεί εµπλέκονται στη ρύθµιση του κυτταρικού πολλαπλασιασµού, τη 

ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου και στην καταστολή της σηµατοδότησης µέσω 

κυτοκινών. (80,81) 

15. 1.5.8 Αλληλεπίδραση της GATA-1 µε τη ZBP-89 

 Η πρωτεΐνη ZBP-89 ανήκει στην κατηγορία των µεταγραφικών 

παραγόντων µε δάκτυλο ψευδαργύρου τύπου Krüppel (Cys2-His2), 

αποτελείται από 794 αµινοξέα και προσδένεται σε αλληλουχίες DNA που είναι 

πλούσιες σε βάσεις GC (82). Στο αµινο-τελικό άκρο εντοπίζονται τα τέσσερα 

δάκτυλα ψευδαργύρου ενώ στο καρβοξυ-τελικό άκρο υπάρχει µια περιοχή 
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PEST (proline, glutamic acid, serine, threonine) (83). O µεταγραφικός 

παράγοντας ZBP-89 έχει διπλή λειτουργία αφού µπορεί τόσο να ενεργοποιεί 

όσο και να καταστέλλει γονίδια και εκφράζεται σε πολλούς ιστούς. Ενδεικτικά 

έχει βρεθεί ότι η ZBP-89 είναι ικανή να καταστείλει την έκφραση της 

βιµεντίνης, β2 ιντεγκρίνης CD11b, γαστρίνης κ.α ενώ µπορεί να ενεργοποιεί 

την έκφραση των γονιδίων p21waf1, τον υποδοχέα α- και β- των Τ κυττάρων, 

lck, IAP κ.α. Ο ακριβής µηχανισµός ωστόσο µέσω του οποίου η ZBP-89 ασκεί 

τις λειτουργίες αυτές παραµένει ακόµη άγνωστος (83).  

 Η ZBP-89 αναγνωρίστηκε ως πρωτεΐνη που αλληλεπιδρά µε τη GATA-

1 ύστερα από εφαρµογή της µεθόδου in vivo βιοτινυλίωσης (σελ. 48) και 

αποµόνωση συµπλόκων της GATA-1 σε µεγακαρυωβλαστικές και 

ερυθροβλαστικές κυτταρικές σειρές L8057 και MEL αντίστοιχα (84). Επιπλέον 

από χρωµατογραφία µοριακής διήθησης διαπιστώθηκε πως είναι δυνατό να 

σχηµατιστεί σύµπλοκο µεταξύ των GATA-1, ZBP-89 και FOG-1. Αναλύοντας 

τις πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις της ZBP-89 διαπιστώθηκε πως είναι ικανή 

να αλληλεπιδράσει µε τη GATA-1 απουσία FOG-1 αλλά και µε τη FOG-1 

απουσία της GATA-1. Η στοχευµένη απαλοιφή της ZBP-89 σε ποντίκια οδηγεί 

σε εµβρυικό θάνατο κατά τη µέρα Ε10.5 εξαιτίας σοβαρής αναιµίας και 

καθυστερηµένης ανάπτυξης υποδεικνύοντας σηµαντικό ρόλο στην 

ερυθροποίηση. H ZBP-89 προσδένεται σε αρκετά ερυθροειδικά γονίδια στη 

θέση του υποκινητή (85) και φαίνεται να συµµετέχει ενεργά στην έκφραση των 

γονιδίων των σφαιρινών.  

16. 1.5.9 Αλληλεπίδραση της GATA-1 µε τη ZNF143 

 Η πρωτεΐνη ZNF143 η αλλιώς STAF (selenocysteine tRNA gene 

transcription activating factor) είναι ένας µεταγραφικός παράγοντας που 

προσδένεται σε πλήθος υποκινητών γονιδίων small RNA όπως και 

πρωτεϊνών (85). Από πειράµατα ανοσοκατακρηµνίσεων χρωµατίνης 

υπολογίζεται ότι η ανθρώπινη πρωτεΐνη ZNF143  είναι ικανή να προσδεθεί σε 

2500 εξελικτικά διατηρηµένες θέσεις δέσµευσης οι οποίες βρίσκονται σε 2000 

γονιδιακούς υποκινητές πολλοί από τους οποίους σχετίζονται µε CpG νησίδια 

(86). H ικανότητα να ενεργοποιεί τη µεταγραφή των small RNA και των 

πρωτεϊνών γίνεται µέσω διαφορετικών διακριτών περιοχών της πρωτεΐνης 

(87) οι οποίες εντοπίζονται και εκτός της περιοχής δέσµευσης του DNA. 
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Παρόλα αυτά, η λειτουργία του ZNF143 δεν είναι πλήρως διευκρινισµένη. Από 

τα µέχρι στιγµής πειράµατα που έχουν γίνει φαίνεται πως εµπλέκεται στη 

ρύθµιση γονιδίων που έχουν σχέση µε τον κυτταρικό κύκλο. (88,89). 

Επιπλέον η ZNF143 αποτελεί σηµαντικό ρυθµιστή της ικανότητας ανανέωσης 

των εµβρυικών βλαστικών κυττάρων. (90). Σε µοριακό επίπεδο έχει δειχθεί ότι 

αλληλεπιδρά µε την CHD8 (chromodomain-helicase-DNA binding protein 8) 

προκειµένου να ενισχυθεί η έκφραση του γονιδίου U6. 

 Η στοχευµένη αποσιώπηση της ZNF43 σε zebrafish προκαλεί 

αναπτυξιακά προβλήµατα. Ειδικότερα διαπιστώνονται: ανώµαλος 

σχηµατισµός της καρδιάς και του εγκεφάλου, µειωµένος σχηµατισµός 

αίµατος, προβλήµατα στη κυκλοφορία του αίµατος κ.α. (91). Αξίζει να 

σηµειωθεί πως η έκφραση της GATA-1 ήταν αρκετά µειωµένη κατά την 

αποσιώπηση του γονιδίου της ZNF143 υποδεικνύοντας ότι σχετίζεται άµεσα ή 

έµµεσα µε τη ρύθµιση της έκφρασης της GATA-1. Στο πλαίσιο κατακρήµνισης 

στρεπταβιδίνης της GATA-1 στη µεγακαρυωβλαστική σειρά L8057 µια από τις 

πρωτεΐνες που ανιχνεύθηκε και επιβεβαιώθηκε ως αλληλεπιδρώσα µε τη 

GATA-1, ήταν και η ZNF143 (92).  Ωστόσο η λειτουργική σηµασία της 

συγκεκριµένης αλληλεπίδρασης παραµένει ακόµα άγνωστη.  

17. 1.6 Πρότυπα για τη µελέτη της ερυθροποίησης 

18. 1.6.1 In vitro πρότυπα 

 Η ερυθροποίηση είναι δυνατό να µελετηθεί µέσω προτύπων ζωικών 

µοντέλων (in vivo) αλλά και σε  πρωτογενείς καλλιέργειες κυττάρων (ex vivo) 

ή κυτταροκαλλιέργειες αθανατοποιηµένων κυττάρων που προσοµοιάζουν τη 

φυσιολογική κατάσταση (in vitro).  

 Στις κυτταροκαλλιέργειες αθανατοποιηµένων κυττάρων, τα κύτταρα 

είναι ικανά να διαιρούνται επ’ άπειρον µε τη χρήση θρεπτικού µέσου και µε τη 

χορήγηση συγκεκριµένων αυξητικών παραγόντων ή επαγωγέων µπορούν να 

διαφοροποιηθούν. Μια τέτοια κυτταροσειρά είναι η ερυθρολευχαιµική σειρά 

MEL (Murine erythroleukemia cells) (93) στην οποία τα κύτταρα βρίσκονται 

σταµατηµένα στο στάδιο του προερυθροβλάστη ύστερα από επιµόλυνση 

κυττάρων του σπλήνα του ποντικού µε τον ιό Friend. Τα MEL έχουν την 

ικανότητα να διαφοροποιηθούν και να συνθέσουν αιµοσφαιρίνη ύστερα από 
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την προσθήκη συγκεκριµένων παραγόντων (π.χ. DMSO). Η συγκεκριµένη 

πρότυπη κυτταρική σειρά επιλέχθηκε στη παρούσα διδακτορική διατριβή για 

τη µελέτη των συµπλόκων του GATA-1 εξαιτίας της ευκολίας καλλιέργειας της 

καθώς και της δυνατότητας αποµόνωσης πολύ µεγάλης ποσότητας 

πυρηνικών πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων. 

 Μια άλλη πρότυπη κυτταρική σειρά είναι η G1E. Όπως έχει 

προαναφερθεί η G1E αποτελείται από προερυθλοβλάστες στους οποίους δεν 

εκφράζεται η GATA-1 ύστερα από στοχευµένη απάλειψη της στο στάδιο των 

εµβρυικών βλαστικών κυττάρων (46). Η συγκεκριµένη κυτταρική σειρά 

πολλαπλασιάζεται όταν καλλιεργείται παρουσία του παράγοντα βλαστικών 

κυττάρων (stem cell factor, SCF) και χαµηλών επιπέδων ευρυθροποιητίνης 

(Epo). Η διαφοροποίηση των συγκεκριµένων κυττάρων γίνεται ύστερα από 

εξωγενή αποκατάσταση της έκφρασης της GATA-1 µε ταυτόχρονη αύξηση 

των επιπέδων της ερυθροποιητίνης.  

 Μια άλλη αρκετά χρησιµοποιούµενη µέθοδος της ερυθροποίησης είναι 

η διαφοροποίηση των εµβρυικών βλαστικών κυττάρου του ποντικού σε 

αιµοποιητικές γενεαλογίες (94). Ουσιαστικά δυο πειραµατικές διαδικασίες 

εφαρµόζονται ευρέως. Στην πρώτη τα αιµοποιητικά κύτταρα προκύπτουν από 

το διαχωρισµό των εµβρυοειδών φορέων (embryoid bodies, EB) και 

καλλιέργεια των κυττάρων παρουσία συγκεκριµένων κυτοκινών και αυξητικών 

παραγόντων (95). Στη δεύτερη µέθοδο τα εµβρυικά βλαστικά κύτταρα 

καλλιεργούνται υπό την παρουσία της υποστηρικτικής σειράς OP9 η οποία 

προάγει την ερυθροποιητική διαφοροποίηση (96).  

19. 1.6.2 In vivo πρότυπα 

 Πέρα των κυτταρικών σειρών αρκετά ζωικά πρότυπα χρησιµοποιούνται 

για τη µελέτη της ερυθροποίησης. Σε αυτά συµπεριλαµβάνονται o xenopus 

lavis, zebrafish, όρνιθα και ο ποντικός. Η διαδικασία της ερυθροποίησης στον 

ποντικό έχει αρκετές οµοιότητες µε την ανθρώπινη και διακρίνεται για την 

ύπαρξη δυο κυµάτων ερυθροποίησης την πρώιµη και την οριστική στα οποία 

παράγονται οι αντίστοιχες σφαιρίνες, όπως περιγράφεται και παραπάνω. Το 

zebrafish αποτελεί ένα πολύ καλό πρότυπο οργανισµό διότι προσφέρει 

πολλές πρακτικές διευκολύνσεις. Συγκεκριµένα η εύκολη εκτροφή τους και ο 

µεγάλος αριθµός απογόνων που δίνουν σε συνδυασµό µε το γεγονός ότι τα 



 37 

έµβρυα είναι διαφανή, διευκολύνοντας τη χρήση πολλών απεικονιστικών 

τεχνικών, τα καθιστά ένα αρκετά διαδεδοµένο µοντέλο για τη µελέτη της 

ερυθροποίησης. O xenopus χρησιµοποιείται ως πρότυπος οργανισµός 

εξαιτίας της ευκολίας αποµόνωσης κυττάρων που χρησιµοποιούνται 

µετέπειτα για πειράµατα µεταµόσχευσης. Τέλος η ερυθροποίηση έχει 

µελετηθεί εκτεταµένα και στη όρνιθα η οποία προσφέρει πλεονεκτήµατα όσον 

αφορά τη δηµιουργία και τη διαφοροποίηση των ερυθρών κυττάρων. Για 

παράδειγµα µελετώντας την διαδικασία ερυθροποίησης στην όρνιθα 

διαπιστώθηκε η ένδο-εµβρυική προέλευση της οριστικής ερυθροποίησης (97), 

η οποία αργότερα αποδείχθηκε και στα θηλαστικά.  

20. 1.7 DNMT-1 

21. 1.7.1 Λειτουργία της DNMT-1.  

 Η µεθυλίωση του DNA είναι η βιοχηµική διαδικασία προσθήκης 

µεθυλοµάδας µε οµοιοπολικό δεσµό στις βάσεις κυτοσίνης ή αδενίνης του 

DNA και παρατηρήθηκε για πρώτη φορά σε θύµο αδένα βοός (98). Στα 

θηλαστικά η µεθυλίωση του DNA συµβαίνει στις βάσεις κυτοσίνης στις θέσεις 

C5 κυρίως στο πλαίσιο δινουκλεοτιδίων CpG και πιο σπάνια σε µη CpG 

περιοχές. Ωστόσο µόνο συγκεκριµένες περιοχές CpG είναι µεθυλιωµένες, 

συγκεκριµένα από τις 56 εκατοµµύρια CpG περιοχές του ανθρώπινου 

γονιδιώµατος οι 50–60 % είναι µεθυλιωµένες το οποίο αντιστοιχεί σε 4-6% 

όλων των κυτοσινών (99).  

 Η µεθυλίωση του DNA γίνεται από µια οµάδα ενζύµων που 

ονοµάζονται DNA µεθυλοτρανσφεράσες (DNA methyl-transferases, DNMTs). 

Τα συγκεκριµένα ένζυµα καταλύουν τη µεταφορά µεθυλοµάδας από την S-

αδενοσυλοµεθειονίνη (SAM) στη θέση C5 των κυτοσινών. Η προσθήκη της 

µεθυλοµάδας δεν παρεµβαίνει στη δηµιουργία ζεύγους βάσεων Watson – 

Crick επειδή η µεθυλοµάδα βρίσκεται στη µεγάλη αύλακα του DNA όπου 

µπορεί να αναγνωριστεί αποτελεσµατικά από πρωτεΐνες που προσδένονται 

σε µεθυλιωµένο DNA. Στα θηλαστικά υπάρχουν δυο κατηγορίες ενζύµων που 

είναι υπεύθυνες για τη µεθυλίωση των CpG: η µια είναι οι de novo 

µεθυλοτρανσφεράσες και η άλλη είναι η µεθυλοτρανσφεράση συντήρησης. 

Στις de novo µεθυλοτρανσφεράσες ανήκουν οι DNMT-3a, DNMT-3b και 
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DNMT3L µε την τελευταία όµως να µην εµφανίζει καταλυτική δράση. Στις 

µεθυλοτρανσφεράσες συντήρησης ανήκει µόνο η DNΜΤ-1.  

 H DNMT-1 είναι η πρώτη µεθυλοτρανσφεράση που κλωνοποιήθηκε και 

χαρακτηρίστηκε βιοχηµικά (100). H DNMT-1 έχει µεγαλύτερη συγγένεια για το 

ηµιµεθυλιωµένο DNA έναντι του µη µεθυλιωµένου (101) και εντοπίζεται, σε 

αντίθεση µε τις άλλες µεθυλοτρανσφεράσες, στις εστίες της αντιγραφής του 

DNA κατά τη διάρκεια της φάσης S (102,103). Ο ρόλος της DNMT-1 είναι 

ουσιαστικά η διατήρηση της µεθυλίωσης στις νεοσυντιθέµενες αλυσίδες του 

DNA που προκύπτουν κατά της διάρκεια της αντιγραφής, και για αυτό το λόγο 

χαρακτηρίζεται και ως µεθυλοτρανσφεράση συντήρησης.  

 Από γενετικές µελέτες σε ποντίκια έχει δειχθεί ότι η αποσιώπηση του 

γονιδίου της DNMT-1 οδηγεί σε εκτεταµένη αποµεθυλίωση του γονιδιώµατος 

και εµβρυικό θάνατο λίγο µετά το στάδιο της γαστριδίωσης, υποδεικνύοντας 

της αναγκαιότητα της DNMT-1 στα αρχικά στάδια της ανάπτυξης (104). 

Μεταλλάξεις του γονιδίου της DNMT-1 ή µη λειτουργική πρωτεΐνη οδηγούν σε 

απώλεια της γενοµικής αποτύπωσης όπως και σε προβληµατική 

απενεργοποίηση του Χ χρωµοσώµατος (105). Στα εµβρυικά βλαστικά 

κύτταρα από τα οποία απουσιάζει η DNMT-1 είναι βιώσιµα και δεν 

εµφανίζουν αναπτυξιακές η µορφολογικές ανωµαλίες παρά το αρκετά 

µειωµένο επίπεδο µεθυλίωσης (60%) (104), ωστόσο όταν γίνει επαγωγή της 

διαφοροποίησης τα κύτταρα πεθαίνουν. Διατάραξη της έκφρασης του γονιδίου 

της DNMT-1 σε καρκινικά κύτταρα του παχέος εντέρου οδηγεί σε απώλεια του 

πολλαπλασιασµού µε προβλήµατα κατά το στάδιο της µίτωσης µε 

επακόλουθο κυτταρικό θάνατο (106). Όλες οι µελέτες της λειτουργίας της 

DNMT-1 υποδεικνύουν το ρόλο της στη φυσιολογική ανάπτυξη τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό και την επιβίωση.  Επιπλέον απώλεια της DNMT-1 σε 

ποντίκια τα καθιστά ευάλωτα στην ανάπτυξη όγκων καθώς δηµιουργείται 

χρωµοσωµική αστάθεια (107).  

22. 1.7.2 Δοµή και λειτουργικές περιοχές της DNMT-1 

 H DNMT-1 είναι ένα µεγάλο ένζυµο το οποίο αποτελείται από 1620 

αµινοξέα στον ποντικό και 1616 στον άνθρωπο. To αµινο-τελικό µέρος της 

DNMT-1 αποτελείται από αρκετές λειτουργικές περιοχές ενώ στο καρβοξυ-

τελικό µέρος εντοπίζεται η καταλυτική περιοχή (Εικόνα 4). Αναλυτικότερα στην 



 39 

αµινο-τελική περιοχή περιέχεται η περιοχή DMAP η οποία ευθύνεται για την 

αλληλεπίδραση µε τον µεταγραφικό καταστολέα DMAP και εµπλέκεται στη 

σταθερότητα της DNMT-1 (108,109). H συγκεκριµένη περιοχή έχει δειχθεί ότι 

έχει την ικανότητα να προσδένεται και στο DNA σε CpG περιοχές (110). H 

περιοχή πρόσδεσης της πρωτεΐνης PCNA (PCNA binding domain, PBD) 

ευθύνεται για την αλληλεπίδραση της DNMT-1 µε την PCNA που έχει σαν 

αποτέλεσµα  την παρουσία της DNMT-1 στις εστίες της αντιγραφής (111). 

 

 

Εικόνα 4. H DNA µεθυλοτρανσφεράση 1 αποτελείται από 6 λειτουργικές περιοχές. 

DMAP: περιοχή αλληλεπίδρασης µε τη πρωτεΐνη DMAP, PBD: περιοχή 

αλληλεπίδρασης µε τη PCNA (PCNA binding domain), NLS: σήµα πυρηνικού 

εντοπισµού (nuclear localization signal), TS: αλληλουχία στόχευσης (targeting 

sequence), PBHD: polybromo homology domain, Catalytic domain: καταλυτική 

περιοχή 

 To σήµα πυρηνικού εντοπισµού (nuclear localization signal, NLS) 

εξυπηρετεί τη µεταφορά της DNMT-1 στον πυρήνα. H αλληλουχία στόχευσης 

(targeting sequence, TS) εµπλέκεται στη µετάβαση της DNMT-1 στη 

χρωµατίνη και στις εστίες της αντιγραφής (112). Πέρα από αυτό το ρόλο έχει 

αναφερθεί ότι η περιοχή εξυπηρετεί το διµερισµό της DNMT-1, αν και η 

λειτουργική σηµασία σχηµατισµού του διµερούς παραµένει ακόµη άγνωστη 

(113). Στο άµινο-τελικό άκρο της DNMT-1 περιέχεται ακόµη η polybromo 

homology domain (PBHD). H PBHD αποτελείται από τις περιοχές BAH1 και 

BAH2 (Bromo-adjacent homology 1 and 2) οι οποίες απαντώνται σε πολλές 

πρωτεΐνες και σχετίζονται µε τη µεταγραφική ρύθµιση των γονιδίων. Έχει 

αναφερθεί ως περιοχή αλληλεπίδρασης µεταξύ των πρωτεϊνών µε σκοπό τη 

µεταγραφική καταστολή ωστόσο o λειτουργικός της συγκεκριµένης περιοχής 

στη DNMT-1 είναι ακόµη άγνωστος.  
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 H καρβοξυ-τελική περιοχή της DNMT-1 ενώνεται µε την αµινο-τελική 

µέσω από µια σειρά πεπτιδίων λυσίνης και γλυκίνης (KG repeats). Τα KG 

πεπτίδια έχει δειχθεί ότι προσδένονται σε Z-DNA και ενδεχοµένως να 

συνεισφέρουν στη στόχευση της DNMT-1 σε εστίες της αντιγραφής (114). To 

καρβοξυ-τελικό άκρο της DNMT-1 αποτελείται αποκλειστικά από την 

καταλυτική περιοχή και έχει δειχθεί από πειράµατα µε απαλειπτικές 

µεταλλάξεις πως η περιοχή από µόνη της δεν είναι ενεργή ούτε in vitro ούτε in 

vivo παρά την παρουσία όλων των αµινοξέων που απαιτούνται για τη 

µεθυλίωση του DNA. (110). 

 O υποπυρηνικός εντοπισµός της DNMT-1 αλλάζει δυναµικά κατά τη 

διάρκεια του κυτταρικού κύκλου. Κατά τη διάρκεια της µεσόφασης η DNMT-1 

είναι διάχυτα κατανεµηµένη στον πυρήνα του κυττάρου. Στην αρχή και µέση 

της S-φάσης εντοπίζεται στις εστίες της αντιγραφής (112). Οι περιοχές PBD, 

TS και PBHD έχουν εµπλακεί στη στόχευση της πρωτεΐνης στις εστίες της 

αντιγραφής. Ωστόσο η απάλειψη των περιοχών TS και PBHD δεν επηρεάζει 

τη µετάβαση της DNMT-1 στα σηµεία της αντιγραφής υποδηλώνοντας ότι η 

περιοχή PBD διαδραµατίζει τον κεντρικό ρόλο για αυτή τη διαδικασία. 

Επιπλέον ποσότητα της DNMT-1 παραµένει στη κεντροµερή ετεροχρωµατίνη 

στο τέλος της S-φάσης και κατά τη διάρκεια της G2, ακόµη και µετά την 

αντιγραφή της ετεροχρωµατίνης. Η αλληλεπίδραση µεταξύ DNMT-1 και 

ετεροχρωµατίνης γίνεται µέσω της περιοχής TS ανεξάρτητα από την 

αντιγραφή του DNA. Οι δυναµικές αλλαγές που παρατηρούνται στον 

υποπυρηνικό εντοπισµό της DNMT-1 κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου 

υποδηλώνουν την άµεση ρύθµιση της DNMT-1 από τον κυτταρικό κύκλο 

 Όπως προαναφέρθηκε DNMT-1 έχει µεγαλύτερη συγγένεια για το ηµι-

µεθυλιωµένο DNA ως υπόστρωµα έναντι του µη µεθυλιωµένου γεγονός το 

οποίο υποστηρίζει και το ρόλο της ως µεθυλοτρανσφεράση συντήρησης 

(101). Ουσιαστικά διαβάζει τη µεθυλίωση της µητρικής αλυσίδας την οποία και 

µεταφέρει στην νεοσυντιθέµενη αλυσίδα DNA. H DNMT-1 είναι ένζυµο µε 

ικανότητα µεθυλίωσης µεγάλων περιοχών του DNA χωρίς να αποµακρύνεται 

από την εστία της αντιγραφής (115). Η προτίµηση της DNMT-1 για ηµι-

µεθυλιωµένο DNA οφείλεται στην ειδική αλληλεπίδραση των 

ηµιµεθυλιωµένων CG περιοχών που δηµιουργούνται κατά την αντιγραφή του 

DNA µε το καταλυτικό κέντρο του ενζύµου η οποία οδηγεί σε δοµικές αλλαγές 
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και στην ενεργοποίηση του. Ωστόσο ο ακριβής µηχανισµός αναγνώρισης της 

µεθυλιωµένης κυτοσίνης στην αλυσίδα του DNA δεν είναι ακόµη γνωστός.  

 Η DNMT-1 έχει την ικανότητα να αλληλεπιδρά µε πολλές πρωτεΐνες 

στις οποίες συµπεριλαµβάνονται: οι HDAC1 (116),  HDAC2 (108), DNMT3a 

και DNMT3b (117), οι µεταγραφικοί παράγοντες Rb και E2F1 (116), οι 

µεθυλοτρανσφεράσες των ιστονών Suv39H1 (118), Set7/9 (119), G9a (120) 

και EZH2 (121). Επιπρόσθετα έχει δειχθεί ότι αλληλεπιδρά και µε τις 

πρωτεΐνες HP1 (heterochromatin protein 1) (118), MeCP2 (122) και UHRF1 

(123). Τέλος όπως αναφέρθηκε προηγουµένως έχει δειχθεί ότι η DNMT-1 

αλληλεπιδρά µε τις PCNA (111) και DMAP1 (108). 

 Συνοψίζοντας τα παραπάνω τόσο από τις λειτορυργικές όσο και από 

τις βιοχηµικές µελέτες γίνεται αντιληπτό ότι DNMT-1 διαδραµατίζει πολύ 

σηµαντικό ρόλο στη διατήρηση της µεθυλίωσης του γονιδιώµατος ρόλο τον 

οποίο τον εκπληρώνει µε τη βοήθεια πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων µε 

πλήθος πρωτεϊνών.  

23. 1.8. Πρωτεΐνες που σχετίζονται µε τη TBP (TBP associated proteins, 
TAF) 

 Όπως προαναφέρθηκε στη ενότητα 1.3.1 η έναρξη της µεταγραφής 

απαιτεί το σχηµατισµό του προ-εναρκτήριου συµπλόκου PIC (preinitiation 

complex) το οποίο θα ενεργοποίησει την RNA πολυµεράση ΙΙ. Ανάµεσα στους 

έξι βασικούς µεταγραφικούς παράγοντες (TFIIA, B, D, E, F, H) και την RNA 

πολυµεράση ΙΙ που απαιτούνται για το σχηµατισµό του συµπλόκου PIC, ο 

TFIID είναι σηµαντικός για την αναγνώριση του υποκινητή αλλά και την 

αλληλεπίδραση µε τους συµπαράγοντες.  

 Ο παράγοντας TFIID είναι ένα πρωτεϊνικό σύµπλοκο που αποτελείται 

από την πρωτεΐνη πρόσδεσης ΤΑΤΑ (TATA binding protein, TBP) και 13 

άλλες σχετιζόµενες µε την TBP πρωτεΐνες (TBP associated factors, TAFs) 

(124). Πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης (Chromatin 

Immunoprecipitation, ChIP) έδειξαν ότι το σύπλοκο ΤFIID εντοπίζεται κυρίως  

σε υποκινητές όπου απουσιάζει η αλληλουχία TATA ενώ το σύµπλοκο SAGA, 

το οποίο µοιράζεται 5 υποµονάδες µε το TFIID, φαίνεται πως είναι υπεύθυνο 

για τη µεταφορά του TBP στους υποκινητές που περιέχουν TATA (125). Η 

αλληλεπίδραση διαφορετικών TAFs µε µεταγραφικούς ρυθµιστές και 
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συµπαράγοντες ορίζει την ειδικότητα του υποκινητή και την ιστοειδικότητα της 

έκφρασης (126).  

 Η TAF10 είναι µία από τις πιο µικρές υποµονάδες (30 kDa) του 

συµπλόκου TFIID και των πρωτεϊνικών συµπλοκων SAGA. Στα πρωτεϊνικά 

σύπλοκα SAGA περιλαµβάνονται: στα θηλαστικά το σύµπλοκο των TAF που 

δεν περιέχει TBP (TBP-free TAF-containing complex, TFTC), το σύµπλοκο µε 

τον παράγοντα p300/CBP (PCAF) και το σύµπλοκο που περιέχει SPT3-TAF9-

GCN5 (STAGA complex) ενώ στο ζυµοµήκυτα το σύµπλοκο SPT-ADA-GCN5 

(SAGA complex) (127).  

 H παρουσία του συµπλόκου TFIID αλλά και των µη «κανονικών» 

συµπλόκων όπως αυτά που δεν περιέχουν την TBP, διευρύνουν αρκετά την 

ποικιλία των µηχανισµών ενεργοποίησης και ελέγχου της διαδικασίας της 

µεταγραφής. Ένα τέτοιο παράδειγµα απαντάται στη διαφοροποίηση των 

µυικών κυττάρων όπου το σύµπλοκο TFIID αντικαθίσταται σταδιακά από ένα 

σύµπλοκο που περιέχει TBP και TAFs (TAF3-TRF3). Από τα παραπάνω 

διαπιστώνεται ο σηµαντικός ρόλος των TAF πρωτεϊνών στη µεταγραφή.  

24. 1.9 Φασµατοµετρία µάζας 

 Ό όρος πρωτεωµική χρησιµοποιείται για να περιγράψει τη µεγάλη 

κλίµακας µελέτη των πρωτεϊνών και ιδιαίτερα τη δοµή και τη λειτουργία τους 

(128). Ως πρωτέωµα ορίζεται η γνώση της δοµής και της λειτουργίας όλων 

των πρωτεϊνών που εκφράζονται µια δεδοµένη στιγµή σε ένα κύτταρο (129). 

H πρωτεωµική χρησιµοποιεί αρκετές τεχνικές για το διαχωρισµό και την 

ταυτοποίηση των πρωτεϊνών. Η χρησιµότητα της πρωτεωµικής προέρχεται 

από τη χρήση του φασµατογράφου µάζας για τη ταυτοποίηση των 

πρωτεϊνών.  

 Ο φασµατογράφος µάζας είναι ένα αναλυτικό όργανο το οποίο µπορεί 

να µετρήσει το λόγο µάζας προς φορτίου (m/z) ιόντων σε κενό (130). Από τα 

αποτελέσµατα µπορούν να καθοριστούν η µοριακή µάζα µε µεγάλη ακρίβεια 

επιτρέποντας τον µοριακό καθορισµό ενός συγκεκριµένου αναλύτη. Στην 

περίπτωση της πρωτεωµικής ο αναλύτης είναι µια συλλογή από πεπτίδια που 

προέρχονται από ένα πρωτεϊνικό δείγµα το οποίο έχει επεξεργαστεί µε 

θρυψίνη η κάποια άλλη παρόµοια πρωτεάση.  
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 Οι φασµατογράφοι µάζας έχουν 3 βασικά µέρη: τη πηγή ιοντισµού, τον 

αναλυτή µάζας και τον ανιχνευτή ιόντων. Ο ρόλος της πηγής ιοντισµού είναι η 

µετατροπή του αναλύτη σε ιόντα στην αέρια φάση υπό κενό. Τα ιόντα 

επιταχύνονται υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου προς τον αναλυτή, ο 

οποίος τα ξεχωρίζει ανάλογα το λόγο m/z κατά τη διαδροµή τους προς τον 

ανιχνευτή. Ο ρόλος του ανιχνευτή είναι η καταγραφή της πρόσκρουσης των 

µεµονωµένων ιόντων.  

25. 1.9.1 Πηγές Ιοντισµού.  

 Για τη φασµατοµετρία µάζας πρωτεϊνών είναι πολύ σηµαντική η 

παραγωγή ανέπαφων ιόντων των  πεπτιδίων γεγονός το οποίο καθιστά εφικτή 

την ταυτοποίηση τους. Για το σκοπό αυτό δύο είναι οι κύριοι τρόποι 

παραγωγής ιόντων ο ιονισµός µε ηλεκτροψεκασµό (electrospray ionization, 

ESI) και ο MALDI (matrix assisted laser desorption/ionization). Όταν  πηγή 

ιονισµού που χρησιµοποιείται είναι MALDI τότε ο αναλύτης αναµιγνύεται µε 

µια αρωµατική ένωση (διαλύτης) που χρησιµοποιείται ως µήτρα και µπορεί να 

απορροφήσει την ενέργεια από το λέιζερ που χρησιµοποιείται. Η χρήση 

µεταλλικής πλάκας οδηγεί στην εξάτµιση του διαλύτη αφήνοντας κρυστάλλους 

της µήτρας που εµπεριέχουν τον αναλύτη ο οποίος περνάει σε θάλαµο κενού 

του φασµατοµέτρου µάζας όπου του εφαρµόζεται υψηλή τάση. Ταυτόχρονα 

στους κρυστάλλους εφαρµόζεται µικρής διάρκειας παλµός λέιζερ. H ενέργεια 

από το λέιζερ απορροφάται από τους κρυστάλλους και εκπέµπεται ως 

θερµότητα οδηγώντας σε γρήγορη εξάχνωση που µετατρέπει τον αναλύτη σε 

ιόντα στην αέρια φάση. Η πηγή ιονισµού MALDI χρησιµοποιείται για την 

ανάλυση απλών πεπτιδικών δειγµάτων όπως αυτά που προκύπτουν από 

ζώνες πηκτωµάτων πολυακρυλαµίδης δύο διαστάσεων (131).  

 Η πιο διαδεδοµένη µέθοδος για την παραγωγή ιόντων στη 

φασµατοµετρία µάζας για την ανάλυση πρωτεϊνών είναι ο ιονισµός µε 

ηλεκτροψεκασµό (ESI). Ο αναλύτης διαλύεται και περνάει από στενή βελόνα 

στην οποία εφαρµόζεται υψηλή τάση. Το εκνέφωµα που δηµιουργείται από 

φορτισµένα σταγονίδια µεταφέρεται µέσω ενός µικρού στοµίου από τη βελόνα 

στο θάλαµο κενού του φασµατογράφου µάζας. Καθώς εισέρχονται στο 

φασµατογράφο µάζας οι σταγόνες στεγνώνουν µε τη βοήθεια ρεύµατος 

αδρανούς αερίου το οποίο οδηγεί στη δηµιουργία ιόντων στην αέρια φάση τα 
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οποία επιταχύνονται µέσω του αναλυτή προς τον ανιχνευτή. Το µεγάλο 

πλεονέκτηµα της ESI σε σχέση µε τις άλλες µεθόδους παραγωγής ιόντων 

είναι ότι µπορεί να συζευχθεί άµεσα µε τις µεθόδους διαχωρισµού των 

πεπτιδίων που προηγούνται και χρησιµοποιούν τεχνικές υγρής 

χρωµατογραφίας. Ενώ η MALDI χρησιµοποιείται γα την ανάλυση απλών 

πεπτιδικών δειγµάτων η ESI έχει την δυνατότητα να χρησιµοποιηθεί για την 

ανάλυση πιο πολύπλοκων δειγµάτων (131) 

26. 1.9.2 Αναλυτές φασµατογράφων µάζας  

 Υπάρχουν τέσσερις βασικοί τύποι αναλυτών φασµατογράφου µάζας 

που χρησιµοποιούνται στην πρωτεωµική ανάλυση µε διαφορετικά 

χαρακτηριστικά όσον αφορά την ακρίβεια, την ευαισθησία και διακριτική 

ικανότητα. Στους πιο συχνά χρησιµοποιούµενους αναλυτές  περιλαµβάνονται 

o ανιχνευτής τριπλού τετραπόλου (triple quadrupole, TQ) και ο ανιχνευτής 

χρόνου πτήσης (time of flight, TOF).  

 To τετράπολο αποτελείται από ένα ζεύγος τεσσάρων µεταλλικών 

ράβδων τα οποία είναι ηλεκτρικά ενωµένα ώστε να µπορεί να εφαρµοστεί 

τάση σε όλο το πλάτος τους. Οι φασµατογράφοι µάζας που φέρουν τριπλό 

τετράπολο ουσιαστικά αποτελούνται από τρία τέτοια τετράπολα συνδεδεµένα 

σε σειρά. Κάθε τετράπολο µπορεί να λειτουργήσει σε κατάσταση 

ραδιοσυχνότητας (Radio Frequency, RF-mode) η οποία επιτρέπει τα ιόντα 

οποιουδήποτε m/z λόγου να διέλθουν µέσα από αυτό και σε κατάσταση 

σάρωσης (scanning mode) όπου εφαρµόζεται διαφορά δυναµικού οπότε το 

τετράπολο λειτουργεί ως φίλτρο µάζας. Στην τελευταία περίπτωση ιόντα 

συγκεκριµένου λόγου m/z µπορούν να διέλθουν µέσα από τον ανιχνευτή ενώ 

όλα τα υπόλοιπα εκτρέπονται από τη γραµµική διαδροµή τους και 

αποκλείονται από την µετέπειτα ανάλυση. Με εναλλαγή της τάσης κατά την  

πάροδο του χρόνου επιτρέπεται σε ιόντα µε διαφορετικό λόγο m/z να 

διέλθουν στον ανιχνευτή µε αποτέλεσµα τα καταγραφεί το φάσµα µάζας του 

αναλυτή (131).  

 Οι φασµατογράφοι µάζας που χρησιµοποιούν αναλυτή τριπλού 

τετραπόλου µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την ανάλυση ακέραιων 

πεπτιδίων ή για την ανάλυση των θρυµµατισµένων παράγωγων ιόντων τους. 

Στην πρώτη περίπτωση χρησιµοποιείται µόνο ένα τετράπολο για τη σάρωση 
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ενώ τα υπόλοιπα δυο τετράπολα λειτουργούν σε κατάσταση RF. Στη δεύτερη 

περίπτωση το πρώτο τετράπολο σαρώνει τη ροή των ιόντων και κατευθύνει 

τα ιόντα επιλεγµένου λόγου m/z στο δεύτερο τετράπολο, το οποίο λειτουργεί 

σε κατάσταση RF και λειτουργεί ως κελί σύγκρουσης. Ο θρυµµατισµός των 

ακέραιων πεπτιδικών ιόντων ενισχύεται από τη σύγκρουση τους µε ροή 

αδρανούς αερίου (πχ. Αργού), η διαδικασία αυτή ονοµάζεται επαγωγική 

διάσπαση (Collision induced dissociation, CID). Στη συνέχεια το τρίτο 

τετράπολο σαρώνει τη ροή των θρυµµατισµένων ιόντων που δηµιουργείται 

από την επαγωγική σύγκρουση και δηµιουργεί το φάσµα CID (ουσιαστικά το 

φάσµα µάζας των θραυσµάτων που προέρχονται από ένα συγκεκριµένο 

πεπτίδιο. Όταν η διαδικασία της ανάλυσης ολοκληρωθεί τότε το πρώτο 

τετράπολο επαναδιοχετεύει ένα νέο ακέραιο πεπτιδικό ιόν και η διαδικασία 

επαναλαµβάνεται. H χρήση δύο αναλυτών σε σειρά για το διαχωρισµό 

ακέραιων ιόντων και µετέπειτα των θραυσµάτων που προκύπτουν από 

αυτούς ονοµάζεται δίδυµη φασµατοµετρία µάζας (tandem Mass 

Spectrometry, MS/MS) (131).  

 Σε αντίθεση µε τα τετράπολα όργανα οι αναλυτές χρόνου πτήσης δεν 

χρειάζονται ηλεκτρικό πεδίο για το διαχωρισµό των ιόντων. Οι αναλυτές 

χρόνου πτήσης (TOF) εκµεταλλεύονται το γεγονός ότι σε οποιοδήποτε δείγµα 

πεπτιδίων που φέρει το ίδιο φορτίο, τα βαρέα ιόντα θα χρειαστούν 

περισσότερο χρόνο να διασχίσουν το πεδίο χωρίς ηλεκτρικό ρεύµα από ότι τα 

ελαφριά ιόντα. Οι αναλυτές TOF συνήθως είναι συζευγµένοι µε πηγή 

ιοντισµού MALDI. Πρόσφατα οι πηγές MALDΙ έχουν συνδεθεί µε 

φασµατογράφους µάζας που περιέχουν στη σειρά αναλυτές TOF κάνοντας µε 

αυτό τον τρόπο εφικτή την απόκτηση φάσµατος CID. Οι φασµατογράφοι 

µάζας MALDI-TOF-TOF είναι εξαιρετικά ευαίσθητοι και µπορούν να 

αναλύσουν µεγάλο αριθµό δειγµάτων ταυτόχρονα. 

 Στην παρούσα διδακτορική διατριβή τα πειράµατα φασµατοµετρίας 

µάζας που παρουσιάζονται έχουν γίνει στο εργαστήριο Erasmus Proteomics 

Center του Ιατρικού Κέντρου του Πανεπιστηµίου Erasmus της Ολλανδίας. Ο 

φασµατογράφος µάζας που χρησιµοποιήθηκε είναι LTQ Orbitrap XL 

(σύστηµα τροχιακής παγίδας ιόντων) που χρησιµοποιεί πηγή ιονισµού ESI και 

είναι συζευγµένος µε σύστηµα υγρής χρωµατογραφίας για το διαχωρισµό των 

πεπτιδίων. 
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 Ο αναλυτής τροχιακής παγίδας ιόντων (Orbitrap) ξεκίνησε να 

χρησιµοποιείται τα τελευταία χρόνια. Η χρήση της συγκεκριµένης τεχνολογίας 

στη φασµατοµετρία µάζας περιγράφηκε το 2000 (132) και από τότε 

χρησιµοποιείται ευρέως στον τοµέα της πρωτεωµικής. Ο αναλυτής Orbitrap 

αποτελείται από ένα εξωτερικό ηλεκτρόδιο σχήµατος βαρελιού και εσωτερικό 

οµοαξονικό ηλεκτρόδιο µε σχήµα ατράκτου που δηµιουργούν ηλεκτρικό πεδίο 

λογαριθµικού δυναµικού (Εικόνα 5). Ο φασµατογράφος µάζας αποτελείται 

από την πηγή παραγωγής ιόντων, τη γραµµική παγίδα ιόντων, τη παγίδα-C, 

τη κυψελίδα HCD και τον αναλυτή Orbitrap. Τα ιόντα που παράγονται από την 

πηγή ιόντων συλλέγονται από τη γραµµική παγίδα ιόντων τα οποία 

µεταφέρονται µε εκτίναξη στη παγίδα-C. Ο σκοπός της παγίδας-C είναι να 

φυλάξει και να ψύξει τα ιόντα πριν από την έγχυση τους στον αναλυτή 

Orbitrap. Τα ιόντα παγιδεύονται στον αναλυτή Orbitrap µε τη χρήση 

αυξανόµενης έντασης ηλεκτρικού πεδίου. Το σήµα από τον ανιχνευτή Orbitrap 

ενισχύεται και µετατρέπεται σε φάσµα συχνότητας µε τη χρήση 

µετασχηµατισµού Fourier το οποίο µε τη σειρά του µετατρέπεται τελικώς σε 

φάσµατα µάζας.  

 

Εικόνα 5. Ο φασµατογράφος µάζας LTQ Orbitrap XL. Ο φασµατογράφος µάζας 

αποτελείται: από την πηγή ιόντων, τη γραµµική παγίδα ιόντων (linear ion trap), την 

παγίδα-C (C-trap), την κυψελίδα υψηλότερης ενέργειας διάσπασης (higher energy 

collisional dissociation, HCD) και τον αναλυτή Orbitrap 

 O φασµατογράφος µάζας τύπου Orbitrap έχει την ικανότητα 

προσδιορισµού της µάζας µε υψηλή ακρίβεια. Στην βιβλιογραφία αναφέρονται 
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µετρήσεις µάζας κάτω από τα 2 ppm για πολύπλοκα µίγµατα πεπτιδίων (133) 

αλλά και ολόκληρων πρωτεϊνών (134). To µεγαλύτερο πλεονέκτηµα του 

ανιχνευτή Orbitrap είναι το δυναµικό εύρος µέσα στο οποίο µπορούν να 

γίνουν µετρήσεις ακριβείας το οποίο τον καθιστά πολύτιµο στη ταυτοποίηση 

των πρωτεϊνών. Ο ανιχνευτής µάζας Orbitrap προσφέρει ακριβείς µετρήσεις 

µάζας µέσα ένα φάσµα για εύρος έντασης της τάξεως του 5000 (135). To 

γεγονός αυτό επιτρέπει την ταυτοποίηση πεπτιδίων και κατά συνέπεια 

πρωτεϊνών που υπάρχουν σε χαµηλή ποσότητα. Επιπλέον η µεγάλη 

διακριτική ικανότητα σε µικρούς χρόνους καθιστά πολύ γρήγορη την ανάλυση 

του δείγµατος. Τέλος ένα ακόµα πλεονέκτηµα του φασµατογράφου µάζας 

Orbitrap είναι ότι η χρήση του τόσο για την ταυτοποίηση πρωτεϊνών σε 

πολύπλοκα βιολογικά δείγµατα όσο και για την ταυτοποίηση µετα-

µεταφραστικών τροποποιήσεων µιας συγκεκριµένης πρωτεΐνης.  

27. 1.9.3 Ταυτοποίηση πρωτεϊνών 

 Η ταυτοποίηση των πρωτεϊνών στη φασµατοµετρία µάζας γίνεται από 

την ανάλυση των αποτελεσµάτων που προκύπτουν σχετικά µε τη µάζα των 

πεπτιδίων η τεχνική αυτή ονοµάζεται πεπτιδικό αποτύπωµα µάζας (protein 

mass fingerprinting, PMF). Η αρχή της συγκεκριµένης τεχνικής είναι ότι κάθε 

πρωτεΐνη µπορεί να ταυτοποιηθεί από τις µάζες των πεπτιδίων που την 

απαρτίζουν. Το µοναδικό αυτό αποτύπωµα είναι γνωστό ως πεπτιδικό 

αποτύπωµα µάζας (peptide mass fingerprint). Αλγόριθµοι οι οποίοι 

επιτρέπουν τη αναζήτηση σε βάσεις δεδοµένων µε κριτήριο τη µάζας του 

πεπτιδίου αναπτύχθηκαν ταυτόχρονα από διαφορετικές ερευνητικές οµάδες 

και έχουν συµπεριληφθεί σε λογισµικά πακέτα πολλά από τα οποία είναι 

διαθέσιµα και στο διαδίκτυο.  

 Τα βήµατα τα οποία απαιτούνται προκειµένου να ταυτοποιηθεί µια 

πρωτεΐνη µε τη χρήση φασµατοµετρίας µάζας συµπεριλαµβάνουν τα εξής: 

1. Το δείγµα προς ανάλυση θα πρέπει να αποτελείται από µια πρωτεΐνη  

ή από ένα απλό δείγµα πρωτεϊνών πχ ένα κλάσµα πεπτιδίων που έχει 

προκύψει ύστερα από διαχωρισµό υγρής χρωµατογραφίας.  

2. Οι µοριακές µάζες των πεπτιδίων καθορίζονται από το φασµατογράφο 

µάζας. 
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3. Επιλογή των βάσεων δεδοµένων για πρωτεϊνικές αλληλουχίες που θα 

χρησιµοποιηθούν για το συσχετισµό των πεπτιδίων µε τις αντίστοιχες 

πρωτεΐνες πχ. SWISS-PROT 

4. Ο αλγόριθµος διεξάγει θεωρητική πρωτεόλυση της κάθε πρωτεΐνης στη 

βάση δεδοµένων χρησιµοποιώντας ως ένζυµο τη θρυψίνη (ή 

οποιαδήποτε άλλη πρωτεάση έχει χρησιµοποιηθεί πειραµατικά) και 

υπολογίζει τις θεωρητικές µάζες των πεπτιδίων για κάθε πρωτεΐνη.  

5. Απόπειρα συσχετισµού των θεωρητικών µαζών των πεπτιδίων µε τις 

πειραµατικά καθορισµένες. 

6. Οι πρωτεΐνες στη βάση δεδοµένων ταξινοµούνται µε βάση την 

καλύτερη συσχέτιση (correlation), ενώ ορίζεται και το κατώτατο όριο 

(threshold) που ο είναι ο ελάχιστος αριθµός των πεπτιδίων που 

ταυτίζονται. 

 Στην περίπτωσή µας το λογισµικό που χρησιµοποιήθηκε για την 

ταυτοποίηση των πρωτεϊνών ήταν το MASCOT, το οποίο λειτουργεί ακριβώς 

µε τη διαδικασία που παρουσιάστηκε παραπάνω.  

28. 1.10 In vivo βιοτινυλίωση 

 Η µέθοδος της in vivo βιοτινυλίωσης βασίζεται στη σύζευξη ενός 

πεπτιδίου σήµανσης (tag) είτε 15 είτε 23 αµινοξέων στο αµινο-τελικό άκρο της 

υπό µελέτη πρωτεΐνης. Η συγκεκριµένη πεπτιδική αλληλουχία έχει την 

ικανότητα να βιοτινυλιώνεται in vivo από τη βακτηριακή λιγάση BirA. Η in vivo 

βιοτινυλίωση εκµεταλλεύεται την πολύ υψηλή συγγένεια της στρεπταβιδίνης 

για τη βιοτίνη για τη (KD=10-15). H βακτηριακή λιγάση καταλύει την αντίδραση 

µεταφοράς της βιοτίνης στη λυσίνη του σηµασµένου πεπτιδίου που φέρει η 

προς µελέτη πρωτεΐνη. Στη συνέχεια µε τη χρήση σφαιριδίων στρεπταβιδίνης 

λαµβάνει χώρα η κατακρήµνιση της βιοτινυλιωµένης πρωτεΐνης µαζί µε την 

οποία συγκατακρηµνίζονται και οι πρωτεΐνες οι οποίες αλληλεπιδρούν µαζί 

της. Το κατακρηµνισµένο υλικό διαχωρίζεται σε πηκτή πολυακρυλαµίδης και 

ακολουθεί αποµόνωση ολόκληρης της διαδροµής των διαχωρισµένων 

πρωτεϊνών που ταυτοποιούνται µε φασµατοµετρία µάζας. Η συγκεκριµένη 

µέθοδος έχει αποδειχθεί πολύτιµη στη µελέτη των πρωτεϊνικών 

αλληλεπιδράσεων και έχει εφαρµοστεί επιτυχώς για τη αποµόνωση και τη 
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µελέτη των πρωτεϊνικών συµπλόκων του µεταγραφικού παράγοντα GATA-1 

(136,137). 

 Η σύζευξη της συγκεκριµένης µεθόδου µε φασµατοµετρία µάζας οδηγεί 

στην ταυτοποίηση µεγάλου αριθµού πρωτεϊνών. Επίσης στα πλεονεκτήµατα 

της in vivo βιοτινυλίωσης συµπεριλαµβάνεται και η ικανότητα χρήσης 

διαλυµάτων υψηλής αλατότητας για εκπλύσεις χωρίς να υπάρχει ο κίνδυνος 

έκλουσης της δεσµευµένης πρωτεΐνης. Με τον τρόπο αυτό είναι εφικτή η 

αποµάκρυνση των µη ειδικά προσδεδεµένων πρωτεΐνών (background). 

Επειδή ο αριθµός των φυσικά απαντώµενων βιοτινυλιωµένων πρωτεϊνών 

είναι πολύ µικρός (138), το σήµα υποβάθρου που προέρχεται από ειδική 

πρόσδεση πρωτεϊνών είναι σχετικά µικρό. Οι φυσικά απαντώµενες 

βιοτινυλιωµένες πρωτεΐνες είναι τέσσερις (τρεις µιτοχονδριακές και µια 

κυτταροπλασµατική) και ανήκουν όλες στην κατηγορία των καρβοξυλασών. 

Κάθε µέθοδος κατακρήµνισης σηµασµένων µε επίτοπο πρωτεϊνών οδηγεί και 

στη µη ειδική πρόσδεση πρωτεϊνών για αυτό το λόγο όπως θα αναφερθεί και 

στη συνέχεια έγινε προσπάθεια µείωσης του υποβάθρου.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 
ΣΚΟΠΟΣ ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗΣ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ 

 Η παρούσα διδακτορική διατριβή στοχεύει στη διαλεύκανση του 

µοριακού µηχανισµού λειτουργίας του µεταγραφικού παράγοντα GATA-1 στη 

διαφοροποίηση των ερυθροκυττάρων  

 Η ερυθροποίηση είναι η διαδικασία παραγωγής των ώριµων 

ερυθροκυττάρων του αίµατος από τα αιµατοποιητικά βλαστικά κύτταρα. Η 

διαδικασία της ερυθροποίησης είναι απαραίτητη για τη δηµιουργία και τη 

διατήρηση της ζωής καθώς τα ερυθροκύτταρα είναι απαραίτητα για τη 

µεταφορά του οξυγόνου. Η ερυθροποίηση είναι µια πολύπλοκη διαδικασία η 

οποία περιλαµβάνει τον πολλαπλασιασµό και τη διαφοροποίηση 

διαφορετικών πληθυσµών κυττάρων. Απόκλιση από τη φυσιολογική 

διαδικασία της ερυθροποίησης έχει ως συνέπεια την εµφάνιση παθολογικών 

καταστάσεων όπως οι αναιµίες. 

 Η ερυθροποίηση αποτελεί επίσης ένα πολύ καλά µελετηµένο µοντέλο 

όσο αφορά τη διαφοροποίηση των κυττάρων όπως και των µοριακών 

µηχανισµών που είναι υπεύθυνοι για τη διαφοροποίηση. Συγκεκριµένα, η 

ερυθροποίηση χρησιµοποιείται για τη µελέτη της λειτουργίας των 

µεταγραφικών παραγόντων, οι οποίοι είναι και οι κύριοι ρυθµιστές της όλης 

διαδικασίας διαφοροποίησης µέσω της ικανότητας που έχουν να 

ενεργοποιούν ή να αποσιωπούν γονίδια. Όπως έχει δειχθεί, η ικανότητα αυτή 

των µεταγραφικών παραγόντων ρυθµίζεται σε µεγάλο βαθµό από το 

σχηµατισµό πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων µε άλλους µεταγραφικούς 

παράγοντες και συµπαράγοντες. 

 Με άξονα τα παραπάνω, η µελέτη µας εστιάζεται στον προσδιορισµό 

νέων πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων του κύριου µεταγραφικού παράγοντα 

της ερυθροποίησης GATA-1 µε τη χρήση της µεθόδου της in vivo 

βιοτινυλίωσης. Η συγκεκριµένη στρατηγική περιλαµβάνει τη βελτίωση της 

µεθόδου µε σκοπό τη µείωση του υποβάθρου και τον εµπλουτισµό της 

πρωτεΐνης GATA-1 και των συµπλόκων της στα πυρηνικά εκχυλίσµατα. Ο 

χαρακτηρισµός και η επιβεβαίωση των νέων πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν 
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µε τη GATA-1 αναµένεται να συµβάλλει στην κατανόηση των µηχανισµών 

µέσω των οποίων η GATA-1 µπορεί και ρυθµίζει όλα τα ερυθροειδικά γονίδια.  
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KΕΦΑΛΑΙΟ 3 
ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ - ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

Γενικά τα χηµικά που αναφέρονται στα υλικά των επιµέρους µεθόδων 

έχουν αγοραστεί από την Applichem, εκτός αν αναγράφεται διαφορετικά. 

29. 3.1. ΚΥΤΤΑΡΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ – ΕΠΙΜΟΛΥΝΣΗ ΚΥΤΤΑΡΩΝ 

30. 3.1.1 Η κυτταρική σειρά MEL (Murine erythroleukemia) 

Στην παρούσα διατριβή χρησιµοποιήθηκε εκτενώς η κυτταρική σειρά 

MEL επιµολυσµένη όπως θα αναφερθεί παρακάτω µε διάφορους 

πλασµιδιακούς φορείς. Η συγκεκριµένη κυτταρική σειρά προέρχεται από 

ερυθροειδή προγονικά κύτταρα του σπλήνα ποντικού που έχουν επιµολυνθεί 

µε τον ιό Friend (93). Τα µετασχηµατισµένα από τον ιό κύτταρα έχουν παύσει 

τη διαφοροποίηση τους στο στάδιο του προερυθροβλάστη και µπορούν να 

διατηρηθούν σε καλλιέργεια επ’ άπειρον. Ένα µικρό ποσοστό των κυττάρων 

αυτών σε καλλιέργεια (περίπου 1%) µπορεί αυθόρµητα να συνεχίσει την 

ερυθρή διαφοροποίηση, ανάλογα µε τις συνθήκες καλλιέργειας. Ωστόσο, µε τη 

χρήση διαφόρων χηµικών παραγόντων είναι εφικτό να επαχθεί ερυθροειδής 

διαφοροποίηση σε πολύ µεγαλύτερα ποσοστά (30-100%). Μεταξύ των πιο 

ικανών επαγωγικών χηµικών παραγόντων είναι το διµεθυλοσουλφοξείδιο 

(DMSO) και άλατα λιπαρών οξέων (πχ. βουτυρικό νάτριο, ρετινοϊκό οξύ κ.α.) 

(93). 

Η τερµατική ερυθροειδής διαφοροποίηση των κυττάρων MEL σε 

καλλιέργεια χαρακτηρίζεται από αλλαγές που είναι ανάλογες µε την ωρίµανση 

των φυσιολογικών ερυθρών κυττάρων (93). Σε αυτές τις αλλαγές 

περιλαµβάνονται: 

1. Μαζική σύνθεση αιµοσφαιρίνης (hemoglobin, Hb) 

2. Αύξηση των ενζύµων που εµπλέκονται στη βιοσύνθεση της 

αίµης. 

3. Εµφάνιση των ερυθροειδικών µεµβρανικών πρωτεϊνών όπως η 

α,β –σπεκτρίνη, ζώνης 3 (band 3) και ζώνης 4. 

4. Συµπύκνωση χρωµατίνης και άλλες µορφολογικές αλλαγές µε 

πιο σηµαντικές την παύση της κυτταρικής διαίρεσης και την 
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εκπυρήνωση που παρατηρείται όµως σε µικρό ποσοστό των 

διαφοροποιηµένων κυττάρων MEL. 

Εξαιτίας λοιπόν της µεγάλης οµοιότητας που παρουσιάζουν τα MEL 

κύτταρα όσον αφορά στη διαδικασία της ερυθροειδικής 

διαφοροποίησης σε σχέση µε τα ερυθροκύτταρα, µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν ως µοντέλο για τη µελέτη ρύθµισης ερυθροειδικών 

γονιδίων.  

31. 3.1.2 Καλλιέργεια κυττάρων MEL C88 

Το στέλεχος της κυτταρικής σειράς  MEL που χρησιµοποιήθηκε είναι το 

C88 (139). Η κυτταρική σειρά είναι ηµιπροσφυόµενη (semi-adherent) στις 

επιφάνειες των σκευών καλλιέργειας. Τα κύτταρα C88 διαιρούνται κάθε 12 

ώρες και µπορούν να µεγαλώσουν σε πολύ µεγάλη πυκνότητα. Όλοι οι 

χειρισµοί που αφορούν κύτταρα γίνονται ασηπτικά σε θάλαµο νηµατικής ροής 

αέρα.  

Υλικά 

Ø Κυτταρική σειρά ΜΕL στελέχους C88. 

Ø Θρεπτικό υλικό DMEM µε L-Γλουταµίνη (Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium, Gibco) 

Ø 10% (v/v) ορός εµβρύου βοός (Fetal Bovine Serum, FBS, Gibco) 

Ø 1% (v/v) πενικιλλίνη (100 unitis/mL, Gibco) 

Ø 1% (v/v) στρεπτοµυκίνη (100µg/mL, Gibco) 

Όργανα 

Ø Κλίβανος επώασης σταθερής θερµοκρασίας 37 0C, ατµόσφαιρα 

περιεκτικότητας 5% CO2 και σχετικής υγρασίας 95% (Thermo 

Scientific).  

Ø Θάλαµος νηµατικής ροής αέρα (Holten). 

Ø Υδατόλουτρο ρυθµισµένο στους 37 0C 

Ø Οπτικό µικροσκόπιο Nikon (TMS) µε φακούς 4x, 10x, 20x. 

Πορεία µεθόδου 

  Για την καλλιέργεια τους απαιτείται πλήρες θρεπτικό µέσο που 

αποτελείται από θρεπτικό υλικό DMEM συµπληρωµένο µε 10% (v/v)  ορό 

εµβρύου βοός, 1% (v/v) πενικιλλίνη στρεπτοµυκίνη όπως και επωαστικός 
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κλίβανος σταθερής θερµοκρασίας. Τα κύτταρα αναπτύσσονται σε φλάσκες 

διαφορετικού µεγέθους ανάλογα µε το µέγεθος της καλλιέργειας που 

απαιτείται. Η ανακαλλιέργεια πραγµατοποιείται κάθε 2-3 ηµέρες όταν τα 

κύτταρα έχουν καταλάβει το 80 – 90% του της επιφάνειας της φλάσκας µέσα 

στην οποία βρίσκονται και αραιώνονται σε αναλογία 1:10.  

32. 3.1.3 Κατάψυξη και απόψυξη κυττάρων MEL C88.  

Υλικά 

Ø Κυτταρική σειρά ΜΕL στελέχους C88. 

Ø Θρεπτικό υλικό DMEM µε L-Γλουταµίνη (Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium, Gibco) 

Ø 10% (v/v) ορός εµβρύου βοός (Fetal Bovine Serum, Gibco) 

Ø 1% (v/v) πενικιλλίνη (100 unitis/mL, Gibco) 

Ø 1% (v/v) στρεπτοµυκίνη (100µg/mL, Gibco) 

Ø 100% ορός εµβρύου βοός 

Ø 10% (v/v) Διµεθυλοσουλφοξείδιο (DMSO) 

Όργανα 

Ø Κλίβανος επώασης σταθερής θερµοκρασίας 37 0C, ατµόσφαιρα 

περιεκτικότητας 5% CO2 και σχετικής υγρασίας 95% (Thermo 

Scientific).  

Ø Θάλαµος νηµατικής ροής αέρα (Holten). 

Ø Φυγόκεντρος Sorvall RT7 plus µε κεφαλή RTH-750. 

Ø Σωλήνες τύπου Falcon 50 mL (Sarstedt)  

Ø Σωλήνες τύπου Falcon 15 mL (Sarstedt)  

Ø Σύστηµα κενού 

Ø Ειδικά πλαστικά φιαλίδια χωρητικότητας 2mL (Corning 2mL cryovials) 

Ø Δοχείο πολυαιθυλενίου που περιέχει ισοπροπανόλη (Nalgene, 

Cryobox) 

Ø Υπερ-καταψύκτης ελάχιστης θερµοκρασίας -80 0C 

Ø Δεξαµενή υγρού αζώτου για τη φύλαξη των κυττάρων 

Ø Υδατόλουτρο ρυθµισµένο στους 37 0C 

Ø Οπτικό µικροσκόπιο Nikon (TMS) µε φακούς 4x, 10x, 20x. 

Πορεία µεθόδου 
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 Για την ψύξη κυττάρων  MEL C88 που βρίσκονται σε καλλιέργεια 

ακολουθείται η εξής διαδικασία: 20 mL καλλιέργειας κυττάρων MEL (όπως 

περιγράφεται στην ενότητα 4.1.1) που έχει φτάσει σε πυκνότητα 80%, 

αποχύνεται σε σωλήνα τύπου Falcon και φυγοκεντρείται στα 250 x g για 5 

λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια µε τη χρήση συστήµατος 

κενού γίνεται αναρρόφηση του υπερκείµενου θρεπτικού µέσου και τα κύτταρα 

αναδιασπείρονται σε 2mL FBS. Σε αυτά προστίθενται άλλα 2mL FBS τα 

οποία περιέχουν 20% (v/v) DMSO, ώστε η τελική συγκέντρωση του DMSO να 

είναι 10% (v/v). To κυτταρικό εναιώρηµα µοιράζεται σε 4 φιαλίδια µέγιστης 

χωρητικότητας 2mL κατάλληλα για ψύξη και τοποθετούνται σε δοχείο 

πολυαιθυλενίου που περιέχει ισοπροπανόλη. Το δοχείο µεταφέρεται σε υπερ-

καταψύκτη θερµοκρασίας -80 0C για τουλάχιστον 16 ώρες, ώστε να επιτευχθεί ́

η σταδιακή́ κατάψυξη των κυττάρων κατά -1 0C / λεπτό. Τέλος, τα φιαλίδια 

µεταφέρονται την επόµενη µέρα σε δεξαµενή υγρού αζώτου στην οποία 

µπορούν να παραµείνουν επ’ αόριστον. 

 Για την απόψυξη των κυττάρων MEL C88 που έχουν αποθηκευθεί σε 

δεξαµενή υγρού αζώτου ακολουθείται η εξής διαδικασία: Το ειδικό φιαλίδιο 

που περιέχει το παγωµένο κυτταρικό εναιώρηµα που προέκυψε όπως 

περιγράφεται παραπάνω τοποθετείται σε υδατόλουτρο θερµοκρασίας 37 0C. 

Το περιεχόµενο του φιαλιδίου αραιώνεται σε 10 mL πλήρους θρεπτικού 

µέσου και το κυτταρικό εναιώρηµα φυγοκεντρείται σε ταχύτητα 250 x g για 

πέντε λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Αµέσως µετά µε τη βοήθεια κενού 

γίνεται αναρρόφηση του υπερκείµενου υγρού ώστε να αποµακρυνθεί  ο κρυο-

προστατευτικός παράγοντας DMSO. Τα κύτταρα αναδιασπείρονται σε 10 mL 

πλήρους θρεπτικού µέσου και µεταφέρονται στα κατάλληλα τρυβλία για την 

περαιτέρω καλλιέργεια τους. 

33. 3.1.4 Καλλιέργεια, ψύξη και απόψυξη κυττάρων BirA MEL  

Υλικά 

Ø Κυτταρική σειρά BirA MEL. 

Ø 5 µg/mL πουροµυκίνη  

Πορεία µεθόδου 
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 Η κυτταρική σειρά BirA MEL έχει προκύψει από τη επιµόλυνση µε 

ηλεκτροδιαπόρηση της σειράς C88 µε τον πλασµιδιακό φορέα  BirA – pEV-

puromycin (136). Ο συγκεκριµένος πλασµιδιακός φορέας έχει προκύψει από 

την κλωνοποίηση του cDNA της βακτηριακής λιγάσης BirA στη θέση της 

περιοριστικής ενδονουκλεάσης BglII του πλασµιδίου έκφρασης pEV (136). Ο 

συγκεκριµένος πλασµιδιακός φορέας περιέχει το γονιδιακό τόπο του ελέγχου 

της ανθρώπινης β-σφαιρίνης (human β-globin Locus Control Region, 

miniLCR), τον υποκινητή της β-σφαιρίνης και το δεύτερο ιντρόνιο της β-

σφαιρίνης. Το πλασµίδιο αυτό επιπλέον φέρει και  γονίδιο αντίστασης για το 

αντιβιοτικό πουροµυκίνης ώστε να µπορεί να γίνει επιλογή των θετικών 

κλώνων που εκφράζουν τη λιγάση BirA. 

 Η κυτταρική σειρά BirA MEL εµφανίζει ακριβώς τις ίδιες ιδιότητες µε τη 

C88 αφού ουσιαστικά έχει προκύψει από αυτή. Ακολουθείται ακριβώς  η ίδια 

διαδικασία για την ανακαλλιέργεια της, κατάψυξη και απόψυξη όπως 

περιγράφεται στην ενότητα 4.1.1. και 4.1.2. Να σηµειωθεί όµως ότι µετά την 

πρώτη ανακαλλιέργεια των κυττάρων προστίθεται στο πλήρες θρεπτικό µέσο 

πουροµυκίνη σε τελική συγκέντρωση 5µg/mL ώστε να γίνει επιλογή των 

κυττάρων που εκφράζουν BirA.  

34. 3.1.5 Καλλιέργεια, ψύξη και απόψυξη κυττάρων bioGATA-1 MEL  

Υλικά 

Ø Κυτταρική σειρά BirA MEL. 

Ø 5 µg/mL πουροµυκίνη (Santa Cruz) 

Ø 0,8 mg/mL G418 (Gibco) 

Πορεία µεθόδου 

 Η κυτταρική σειρά bioGATA-1 MEL έχει προκύψει από τη επιµόλυνση 

µε ηλεκτροδιαπόρηση της σειράς BirA MEL (ενότητα 4.1.3.) µε τον 

πλασµιδιακό φορέα bioGATA-1-pEV-Neomycin (136). Στο GATA-1 cDNA 

προστέθηκαν στην θέση της περιοριστικής ενδονουκλεάσης NcoΙ στο αµινο-

τελικό άκρο τα ολογονουκλεοτίδια εκείνα που κωδικοποιούν το πεπτίδιο 

σήµανσης (bio) που βιοτινυλιώνεται από τη λιγάση BirA. Το bioGATA-1 cDNA 

στη συνέχεια κλωνοποιήθηκε στην θέση της περιοριστικής ενδονουκλεάσης 

Bgl II του πλασµιδίου pEV-neomycin (136)To πλασµίδιο αυτό φέρει το γονίδιο 
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αντίστασης για το αντιβιοτικό G418 (νεοµυκίνη) ώστε να µπορεί να γίνει 

επιλογή των θετικών κλώνων.  

 Η κυτταρική σειρά bioGATA-1 MEL εµφανίζει ακριβώς τα ίδια 

χαρακτηριστικά µε τη C88 και BirA MEL και ο χειρισµός της γίνεται µε τον 

τρόπο που περιγράφηκε στην ενότητα 4.1.1. και 4.1.2. Μετά την πρώτη 

ανακαλλιέργεια στο πλήρες θρεπτικό µέσο γίνεται προσθήκη στο πλήρες 

θρεπτικό µέσο πουροµυκίνης και G418 σε τελική συγκέντρωση 5µg/mL και 

0,8 mg/mL αντίστοιχα για την αποµάκρυνση µη θετικών κλώνων τόσο σε BirA 

όσο και bioGATA-1.  

35. 3.1.6 Καλλιέργεια, ψύξη και απόψυξη κυττάρων bioDNMT-1 MEL  

Υλικά 

Ø Κυτταρική σειρά BirA MEL. 

Ø 5 µg/mL πουροµυκίνη (Santa Cruz) 

Ø 0,8 mg/mL G418 (Gibco) 

Πορεία µεθόδου 

 H κυτταρική σειρά bioDNMT-1 έχει προκύψει από επιµόλυνση µε 

ηλεκτροδιαπόρηση της σειράς BirA MEL (ενότητα 4.1.3.) µε το πλασµιδιακό 

φορέα biοDNMT-1-pEV-Neomycin. Η κλωνοποίηση έγινε όπως και για τη 

σειρά bioGATA-1.  

 Η κυτταρική σειρά bioGATA-1 MEL εµφανίζει ακριβώς τα ίδια 

χαρακτηριστικά µε τη C88 και BirA MEL και ο χειρισµός της γίνεται µε τον 

τρόπο που περιγράφηκε στην ενότητα 4.1.1. και 4.1.2. Μετά την πρώτη 

ανακαλλιέργεια στο πλήρες θρεπτικό µέσο γίνεται προσθήκη στο πλήρες 

θρεπτικό µέσο πουροµυκίνης και G418 σε τελική συγκέντρωση 5µg/mL και 

0,8 mg/mL αντίστοιχα για την αποµάκρυνση µη θετικών κλώνων τόσο σε BirA 

όσο και bioDNMT-1. 

 

36. 3.1.7 Καλλιέργεια κυττάρων HEK 

 Η κυτταρική σειρά HEK 293 προέρχεται από αθανοτοποιηµένα 

κύτταρα νεφρού ανθρωπίνου εµβρύου. Τα κύτταρα αυτά προσκολλώνται στην 

επιφάνεια των τριβλίων καλλιέργειας και πολλαπλασιάζονται µέχρι να 

καλύψουν ολόκληρη την επιφάνεια  
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Υλικά 

Ø Κυτταρική σειρά HEK 293 

Ø Θρεπτικό υλικό DMEM µε L-Γλουταµίνη (Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium, Gibco) 

Ø 10% (v/v) ορός εµβρύου βοός (Fetal Bovine Serum, FBS, Gibco) 

Ø 1% (v/v) πενικιλλίνη (100 unitis/mL, Gibco) 

Ø 1% (v/v) στρεπτοµυκίνη (100µg/mL, Gibco) 

Ø Διάλυµα φωσφορικών αλάτων pH=7,4 (PBS): 137 mM NaCl, 2,7 mM 

KCl, 4,3 mM Na2HPO4, 1,8 KH2PO4. 

Ø 0,25% (w/v) trypsin-EDTA (1X) (Gibco)  

Όργανα 

Ø Κλίβανος επώασης σταθερής θερµοκρασίας 37 0C, ατµόσφαιρα 

περιεκτικότητας 5% CO2 και σχετικής υγρασίας 95% (Thermo 

Scientific).  

Ø Θάλαµος νηµατικής ροής αέρα (Holten). 

Ø Υδατόλουτρο ρυθµισµένο στους 37 0C 

Ø Φυγόκεντρος Sorvall RT7 plus µε κεφαλή RTH-750. 

Ø Οπτικό µικροσκόπιο Nikon (TMS) µε φακούς 4x, 10x, 20x. 

Πορεία µεθόδου 

 Σε κύτταρα τα οποία βρίσκονται σε καλλιέργεια γίνεται απόρριψη του 

θρεπτικού µέσου και έκπλυση µε διάλυµα φωσφορικών αλάτων pH = 7,4. H 

έκπλυση γίνεται µε σκοπό να αποµακρυνθεί το FBS, διότι αποτελεί 

ανασταλτικό παράγοντα της δράσης της θρυψίνης. Χρησιµοποιείται ο ίδιος 

όγκος PBS όσο ήταν και ο όγκος του θρεπτικού µέσου που κάλυπτε τη 

καλλιέργεια. Το διάλυµα PBS απορρίπτεται και προστίθεται διάλυµα 

θρυψινοποίσης ικανού όγκου ώστε να καλυφθεί η επιφάνεια των κυττάρων και 

ακολουθεί επώαση στους 37 0C για 1 λεπτό. Η θρυψίνη είναι µια πρωτεάση 

σερίνης και χρησιµοποιείται µε σκοπό να πρωτεολυθούν οι πρωτεΐνες µέσω 

των οποίων τα κύτταρα προσκολλούνται στην επιφάνεια των τρυβλίων. Στη 

συνέχεια γίνεται προσθήκη θρεπτικού µέσου αναδιασπορά των κυττάρων και 

φυγοκέντρηση ώστε να αποµακρυνθεί το διάλυµα θρυψινοποίσης. Τα κύτταρα 

φυγοκεντρούνται σε 207 x g αποµακρύνεται το υπερκείµενο και τα κύτταρα 
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επαναδιασπείρονται στον ίδιο µε την καλλιέργεια όγκο θρεπτικού µέσου. 

Ακολουθεί κατάλληλη αραίωση για τη συνέχιση της καλλιέργειας.  

37. 3.1.8 Κατάψυξη και απόψυξη κυττάρων HEK293 

 Για την ψύξη και απόψυξη κυττάρων ΗΕΚ χρησιµοποιούνται τα υλικά 

και η πορεία µεθόδου που περιγράφηκαν στην ενότητα 4.1.2. 

38. 3.1.9. Μέτρηση κυττάρων µε τη χρήση αιµατοκυττόµετρου 

 Υλικά 

Ø Κυτταρική σειρά σε καλλιέργεια  

Ø Διάλυµα PBS 

Όργανα 

Ø Αιµατοκυττόµετρο  

Ø Φυγόκεντρος Sorvall RT7 plus µε κεφαλή RTH-750. 

Ø Οπτικό µικροσκόπιο Nikon (TMS) µε φακούς 4x, 10x, 20x. 

Πορεία µεθόδου 

 Κύτταρα τα οποία βρίσκονται σε καλλιέργεια συλλέγονται (σε 

περίπτωση κυττάρων HEK ακολουθείται διαδικασία θρυψινοποίησης) µε 

φυγοκέντρηση σε ταχύτητα 207 x g για 5 λεπτά και εκπλένονται 1 φορά µε τη 

χρήση διαλύµατος PBS. Στη συνέχεια αναδιασπείρονται πάλι σε διάλυµα PBS 

και γίνεται αραίωση ανάλογα µε την πυκνότητα τους είτε 1:10 είτε 1:100. Το 

αιµατοκυττόµετρο καλύπτεται µε ειδική γυάλινη καλυπτρίδα και από τα 

αραιωµένα κύτταρα χρησιµοποιούνται 10 µl για την πλήρωση του 

αιµατοκυττόµετρου. Κάθε αιµατοκυττόµετρο αποτελείται από 2 πλέγµατα 

µέτρησης (Εικόνα 6 Α) 9 mm2, δηλαδή 1 cm2 κάθε  τετράγωνο (Εικόνα 6 Β). Η 

απόσταση µεταξύ της καλυπτρίδας και του πλέγµατος είναι 0,1 mm, οπότε 

συνολικά ο όγκος του υγρού που καταλαµβάνεται σε ένα τέτοιο τετράγωνο 

είναι 0,1 mm3 (10-4 mL). Για την εύρεση του συνολικού αριθµού των κυττάρων 

γίνεται µέτρηση του αριθµού των κυττάρων και στα 4 τετράγωνα Β και 

εξάγεται ο µέσος όρος. Να σηµειωθεί ότι η µεσαία γραµµή από τις τρεις του 

τετραγώνου είναι το όριο της περιοχής. Μετρούνται τα κύτταρα που 

ακουµπούν µόνο τις δυο µεσαίες γραµµές στις δυο πλευρές τα άλλα 

απορρίπτονται (πχ Εικόνα 4 Β δεν µετριούνται τα κύτταρα Ø). Έχουµε λοιπόν 

α αριθµό κυττάρων σε 4 mm2 που σηµαίνει α/4 ανά mm2 ή (α/4) κύτταρα / 10-4 
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mL. Οπότε έχουµε (α/4 x 104 κύτταρα / mL) x αραίωση. Ο συγκεκριµένος 

υπολογισµός µας δίνει τον αριθµό των κυττάρων ανά mL. Αν α αριθµός των 

κυττάρων πολλαπλασιαστεί µε το συνολικό όγκο των κυττάρων τότε 

καταλήγουµε στον συνολικό αριθµό των κυττάρων.  

 

Εικόνα 6. Αιµατοκυττόµετρο που χρησιµοποιείται για τη µέτρηση των κυττάρων. 

Α) Το πλέγµα του θαλάµου του αιµατοκυττοµέτρου όπως αυτό απεικονίζεται κάτω από 

οπτικό µικροσκόπιο. Β) Μεγέθυνση του τετραγώνου µέτρησης του αιµατοκυττοµέτρου. 

39. 3.1.10 Επαγόµενη διαφοροποίηση της κυτταρικής σειράς MEL 

Υλικά 

Ø DMSO (HPLC grade) 

Ø Θρεπτικό υλικό DMEM µε L-Γλουταµίνη (Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium, Gibco) 

Ø 10% (v/v) ορός εµβρύου βοός (Fetal Bovine Serum, FBS, Gibco) 

Ø 1% (v/v) πενικιλλίνη (100 unitis/mL, Gibco) 

Ø 1% (v/v) στρεπτοµυκίνη (100µg/mL, Gibco) 

Όργανα 

Ø Κλίβανος επώασης σταθερής θερµοκρασίας 37 0C, ατµόσφαιρα 

περιεκτικότητας 5% CO2 και σχετικής υγρασίας 95% (Thermo 

Scientific).  

Ø Θάλαµος νηµατικής ροής αέρα (Holten). 

Ø Οπτικό µικροσκόπιο Nikon (TMS) µε φακούς 4x, 10x, 20x. 
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Πορεία µεθόδου 

 Σε κύτταρα MEL που βρίσκονται σε καλλιέργεια επάγεται ερυθροειδή 

διαφοροποίηση µε την προσθήκη DMSO (93). H διαδικασία που ακολουθείται 

είναι η εξής: 

- 1η ηµέρα: Σε καλλιέργεια κυττάρων MEL η οποία έχει φτάσει 

πυκνότητα 80% προστίθεται ίσο όγκος πλήρους θρεπτικού µέσου µε 

αυτό της καλλιέργειας και ο οποίος περιέχει 4% (v/v) DMSO. Η τελική 

συγκέντρωση του DMSO στη κυτταρική καλλιέργεια είναι 2% (v/v). 

- 2η ηµέρα: Στην κυτταρική καλλιέργεια προστίθεται ο ίδιος όγκος 

πλήρους θρεπτικού µέσου µε τη 1η ηµέρα και περιεκτικότητα 2% (v/v) 

σε DMSO. Η τελική συγκέντρωση της καλλιέργειας σε DMSO είναι 2% 

(v/v). 

- 3η και 4η ηµέρα: Τα κύτταρα αφήνονται χωρίς την προσθήκη 

θρεπτικού µέσου να διαφοροποιηθούν.  

- 5η ηµέρα: Γίνεται η περισυλλογή των κυττάρων για την περαιτέρω 

επεξεργασία τους.  

Η συγκεκριµένη µέθοδος διαφοροποίησης των κυττάρων MEL 

εφαρµόζεται για την επαγόµενη διαφοροποίηση όλων των σειρών: BirA, 

bioGATA-1, bioDNMT-1.  

40. 3.1.11 Επιµόλυνση κυττάρων ΗΕΚ293 µε τη µέθοδο της 
συγκατακρήµνισης κατιόντων DNA  

Υλικά 

Ø Διάλυµα 2x HEBS: 

• 280 mM NaCl 

• 50 mM HEPES 

• 1,5 mM Na2HPO4 

Ø Διάλυµα 2,5 Μ CaCl2 

Ø Ενέσιµο Ύδωρ 

Όργανα 

Ø Σωλήνες 5mL πολυστυρενίου (Becton Dickinson, USA) 

Ø Αυτόµατες πιππέτες 

Ø Οπτικό µικροσκόπιο Nikon (TMS) µε φακούς 4x, 10x, 20x. 
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Αρχή µεθόδου 

Η συγκεκριµένη µέθοδος βασίζεται στο σχηµατισµό κατακρηµνισµάτων, που 

δηµιουργούνται από την αλληλεπίδραση των θετικά φορτισµένων ιόντων 

ασβεστίου µε τα αρνητικά φορτισµένα φωσφορικά ιόντα και τα µόρια του 

DNA. Τα σύµπλοκα κατακρηµνίζονται στην επιφάνεια των κυττάρων σε pH = 

7,10 και εισέρχονται στα κύτταρα µε ενδοκύττωση (140). Απαραίτητη 

προϋπόθεση για την υψηλή απόδοση της επιµόλυνσης είναι η χρήση DNA 

υψηλής καθαρότητας, ενώ επίσης σηµαντικό ρόλο παίζει και η συγκέντρωση 

του DNA που χρησιµοποιείται.  

Πορεία µεθόδου 

 Την προηγούµενη µέρα της επιµόλυνσης πραγµατοποιείται 

ανακαλλιέργεια των κυττάρων ΗΕΚ 293 µε σκοπό τη δηµιουργία καλλιεργειών 

που θα βρίσκονται σε αραίωση 1:6 ή 1:7. Την ηµέρα της επιµόλυνσης 

πραγµατοποιείται αλλαγή του θρεπτικού υλικού τουλάχιστον 2 ώρες πριν 

προστεθούν στα κύτταρα τα συγκατακρηµνίσµατα DNA. Τα κύτταρα τη 

δεδοµένη χρονική στιγµή θα πρέπει να καλύπτουν περίπου το 60% - 70% της 

επιφάνειας του τριβλίου. O όγκος του διαλύµατος επιµόλυνσης είναι το 1/10 

του θρεπτικού µέσου καλλιέργειας, κατά συνέπεια για ένα τριβλίο διαµέτρου 

15 cm ο όγκος είναι 20 mL. Για τo διάλυµα επιµόλυνσης 2 mL αναµίχθηκε σε 

σωλήνα πολυστυρενίου κατάλληλος όγκος της πλασµιδιακής κατασκευής µε 

νερό ώστε ο τελικός όγκος να είναι 800 µl και σε αυτό προστίθενται 200 µl 

από 2,5 Μ CaCl2 και 1 mL από 2x HEBS. Στη συνέχεια παρασκευάζεται το 

διάλυµα επιµόλυνσης επωάζεται σε θερµοκρασία δωµατίου για 20 λεπτά, 

ώστε να σχηµατιστεί το συγκατακρήµνισµα των µορίων του DNA και 

προστίθεται στάγδην στις καλλιέργειες των κυττάρων. Μετά το πέρας 36 

ωρών από τη επιµόλυνση, τα κύτταρα µπορούν να ελεγχθούν για την 

έκφραση της επιθυµητής πρωτεΐνης.  

41. 3.2 ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΗΣ ΧΗΜΕΙΑΣ 

42. 3.2.1 Παραγωγή πρωτεϊνικών πυρηνικών εκχυλισµάτων 

 Η παραγωγή πρωτεϊνικών πυρηνικών εκχυλισµάτων από κύτταρα που 

βρίσκονται σε καλλιέργεια αποτελεί κρίσιµο στάδιο, διότι αποτελεί το υλικό 

πάνω στο οποίο βασίζεται η µελέτη των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων που 
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περιγράφονται στη παρούσα διατριβή. Θα πρέπει από κάθε παρασκευή να 

διασφαλίζεται η επαναληψιµότητα της ποιότητας των πυρηνικών 

εκχυλισµάτων, ακόµη και µεταξύ διαφορετικών κυτταρικών σειρών.  

 Η παραγωγή πυρηνικών πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων από κυτταρικές 

σειρές ουσιαστικά χωρίζεται σε δυο στάδια: α) Στη συλλογή των κυττάρων 

που βρίσκονται σε καλλιέργεια και αποµόνωση πυρήνων από αυτά και β) την 

εκχύλιση των πρωτεϊνών από τους αποµονωµένους πυρήνες µε τη χρήση 

διαφορετικών διαλυµάτων. Το στάδιο (α) κάνει χρήση ενός υποτονικού 

ρυθµιστικού διαλύµατος που ουσιαστικά διογκώνει τα κύτταρα και στη 

συνέχεια µε την επίδραση είτε µηχανικού στρες (οµογενοποιητής τύπου 

Dounce) είτε χηµικού  (απορρυπαντικό Nonidet P – 40) γίνεται ρήξη της 

κυτταρικής µεµβράνης και απελευθερώνονται οι πυρήνες. Στο στάδιο (β) 

χρησιµοποιούνται ρυθµιστικά διαλύµατα (υψηλής αλατότητας, NUN και RIPA) 

ώστε να εκχυλιστούν οι πυρηνικές πρωτεΐνες  

43. 3.2.1.1 Αποµόνωση πυρήνων µε τη χρήση υποτονικού διαλύµατος 
και οµογενοποιητή τύπου Dounce.  

Υλικά 

Ø Κυτταρική σειρά MEL σε καλλιέργεια (ή οποιαδήποτε άλλη από τις 

κυτταρικές σειρές που χρησιµοποιήθηκαν στη παρούσα διατριβή).  

Ø Διάλυµα φωσφορικών αλάτων pH=7,4 (PBS) 

Ø Υποτονικό ρυθµιστικό διάλυµα: 10 mM HEPES,pH 7,9 στους 4 0C, 1,5 

mM MgCl2, 10 mM KCl, 0.2 mM PMSF (ή protease inhibitor cocktail, 

Roche, προστίθεται πριν από κάθε χρήση), 0,5 mM DTT.  

Ø Χρώση Unna (ή χρώση πράσινου του µεθυλίου – πυρονίνης) 50 mL: 2 

mL από 2% (w/v) πράσινο του µεθυλίου, 3 mL από 2 % (w/v) πυρονίνη 

Y,  1 mL από 100% (v/v) αιθανόλη, 26,4 mL από 0,1 Μ οξικό νάτριο και 

17,6 mL από 0,1 Μ οξικό οξύ.  

Όργανα 

Ø Φυγόκεντρος Sorvall RT7 plus µε κεφαλή RTH-750. 

Ø Δοχεία φυγοκέντρησης χωρητικότητας 750 mL (Beckman).  

Ø Σωλήνες τύπου Falcon 50 mL (Sarstedt)  

Ø Σωλήνες τύπου Falcon 15 mL (Sarstedt)  

Ø Υάλινος οµογενοποιητής τύπου Dounce (γουδοχέρι τύπου Β) 
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Ø Οπτικό µικροσκόπιο Nikon (TMS) µε φακούς 4x, 10x, 20x. 

Πορεία µεθόδου 

 Όλα τα βήµατα της διαδικασίας που ακολουθούνται για την 

αποµόνωση των πυρήνων λαµβάνουν χώρα σε θερµοκρασία 0 ως 4 0C. Όλα 

τα διαλύµατα ο εξοπλισµός και οι φυγοκεντρήσεις λαµβάνουν χώρα σε αυτή 

τη θερµοκρασία. Το πρωτόκολλο που ακολουθείται βασίζεται στη χρήση 

υποτονικού διαλύµατος σε συνδυασµό µε οµογενοποιητή Dounce για τη λύση 

των κυττάρων καθώς οι πυρήνες δεν επηρεάζονται από τη χαµηλή αλατότητα 

(141). Τα κύτταρα που βρίσκονται σε καλλιέργεια συλλέγονται ανάλογα µε τον 

όγκο της καλλιέργειας είτε σε δοχεία χωρητικότητας 750 mL είτε σε σωλήνες 

τύπου φάλκον και φυκοκεντρούνται στα 829 x g για 30 min. Μετά το τέλος 

γίνεται απόρριψη του υπερκείµενου και τα κύτταρα αναδιασπείρονται σε όγκο 

PBS που είναι ίσος µε 5 φορές τον όγκο τους µετά τη φυγοκέντρηση (packed 

cell volume). Τα κύτταρα εκπλένονται ακόµα δυο φορές και µετά 

αναδιασπείρονται στο υποτονικό ρυθµιστικό διάλυµα µε όγκο 5 φορές τον 

όγκο pcv και φυγοκεντρούνται αµέσως για 5 λεπτά σε ταχύτητα 829 x g. Το 

συγκεκριµένο βήµα πρέπει να γίνει πολύ γρήγορα γιατί είναι πιθανό να 

εκχυλιστούν πρωτεΐνες από τα κύτταρα και να αποµακρυνθούν µαζί µε το 

υπερκείµενο. Ο σκοπός της συγκεκριµένης έκπλυσης µε το υποτονικό 

διάλυµα είναι να αποµακρυνθεί αποτελεσµατικά εντελώς το PBS από τις 

προηγούµενες πλύσεις και να γίνει αποτελεσµατική διόγκωση των κυττάρων 

στο επόµενο βήµα. Μετά λοιπόν από τη φυγοκέντρηση τα κύτταρα 

αναδιασπείρονται σε όγκο 3 pcv και αφήνονται για διογκωθούν στον πάγο για 

10 λεπτά. Τα κύτταρα µεταφέρονται σε οµογενοποιητή τύπου Dounce στον 

πάγο όπου και γίνεται η λύση τους 10 κινήσεις του εµβόλου. Η λύση των 

κυττάρων µπορεί να επιβεβαιωθεί µετά από χρώση Unna 20 µl από το 

οµογενοποιηµένο υλικό αναµιγνύεται µε τη χρωστική Unna και ύστερα από 

επώαση 5 λεπτών το µίγµα τοποθετείται σε πλακάκι και παρατηρείται κάτω 

από το οπτικό µικροσκόπιο. Με τη συγκεκριµένη χρωστική οι πυρήνες 

βάφονται µπλε και το κυτταροπλασµατικό υλικό  ροζ. Η λύση των κυττάρων 

µε τη συγκεκριµένη µέθοδο είναι κατ’ επανάληψη >90%. Το οµογενοποιηµένο 

υλικό µεταφέρεται σε σωλήνες τύπου falcon και οι πυρήνες συλλέγονται µε 

φυγοκέντρηση στα 207 x g για 5 λεπτά. Το υπερκείµενο αποµακρύνεται και 
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αποθηκεύεται ως το κυτταροπλασµατικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα και οι πυρήνες 

επεξεργάζονται όπως περιγράφεται στις ενότητες  

44. 3.2.1.2 Αποµόνωση πυρήνων µε τη χρήση διαλύµατος λύσης 
Nonidet P-40 (NP-40).  

Υλικά 

Ø Κυτταρική σειρά MEL σε καλλιέργεια (ή οποιαδήποτε άλλη από τις 

κυτταρικές σειρές που χρησιµοποιήθηκαν στη παρούσα διατριβή) 

Ø Διάλυµα φωσφορικών αλάτων pH=7,4 (PBS) 

Ø Nonidet P-40 ρυθµιστικό διάλυµα λύσης: 10 mM Tris�Cl, pH 7,4, 10 

mM NaCl, 3 mM MgCl2, 0,5% (v/v) NP-40 και 1mM PMSF (προσθήκη 

αµέσως πριν τη χρήση) 

Ø Χρώση Unna (υλικά ενότητας 4.3.1.) 

Όργανα 

Ø Τα ίδια όργανα που χρησιµοποιήθηκαν και στην ενότητα 4.3.1. 

Ø Περιστρεφόµενη τροχό επώασης στους 4 0C 

Πορεία µεθόδου 

 Στη συγκεκριµένη µέθοδο χρησιµοποιείται διάλυµα λύσης των 

κυττάρων το οποίο περιέχει το µη επιφανειοδραστικό απορρυπαντικό Nonidet 

P – 40 (142). Το συγκεκριµένο απορρυπαντικό λύει την κυτταρική µεµβράνη 

των κυττάρων που βρίσκονται στο υποτονικό διάλυµα, χωρίς να χρειάζεται η 

χρήση του οµογενοποιητή Dounce ο οποίος µπορεί να επηρεάσει τον 

πυρηνικό φάκελο.  

Τα κύτταρα που βρίσκονται σε καλλιέργεια συλλέγονται ανάλογα µε τον 

όγκο της καλλιέργειας είτε σε δοχεία χωρητικότητας 750 mL είτε σε σωλήνες 

τύπου φάλκον και φυγοκεντρούνται στα 829 x g για 30 min. Μετά το τέλος 

γίνεται απόρριψη του υπερκείµενου και τα κύτταρα αναδιασπείρονται σε όγκο 

PBS που είναι ίσος µε 5 φορές το pcv. Τα κύτταρα εκπλένονται ακόµα δυο 

φορές, µετά αναδιασπείρονται ελαφρώς στο διάλυµα λύσης NP-40 όγκου 

τριπλάσιου του pcv και µεταφέρονται για επώαση 10 λεπτών σε 

περιστρεφόµενη τροχό στους 4 0C. Στο σηµείο αυτό µπορεί να ελεγχθεί η 

λύση των κυττάρων µε τον ίδιο ακριβώς τρόπο που περιγράφηκε στην 

ενότητα 4.3.1. Οι πυρήνες µετέπειτα φυγοκεντρούνται σε ταχύτητα 207 x g για 

5 λεπτά. Το υπερκείµενο αποτελεί το κυτταροπλασµατικό κλάσµα και µπορεί 
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να αποθηκευθεί. Οι πυρήνες αναδιασπείρονται ξανά στον ίδιο όγκο που 

χρησιµοποιήθηκε προηγουµένως διαλύµατος λύσης NP-40 και 

φυγοκεντρούνται πάλι σε ταχύτητα 207 x g. Το υπερκείµενο απορρίπτεται και 

οι αποµονωµένοι πυρήνες επεξεργάζονται όπως περιγράφεται στις ενότητες. 

45. 3.2.2 Εκχύλιση πυρηνικών πρωτεϊνών µε τη χρήση διαλύµατος 
υψηλής αλατότητας (high salt nuclear extraction).   

Υλικά 

Ø Αποµονωµένοι πυρήνες µε τις µεθόδους που περιγράφηκαν στις 

ενότητες 4.3.1 ή 4.3.2.  

Ø Διάλυµα λύσης υψηλής αλατότητας (Nuclear Lysis Buffer): 10 mM 

HEPES pH 7.9, 400 mM KCl, 3 mM MgCl2, 0.2 mM , EDTA, 20% 

Glycerol µε αναστολείς πρωτεασών ή 1mM PMSF (προστίθενται πριν 

από κάθε χρήση). 

Όργανα 

Ø Φυγόκεντρος Sorvall RC 26 plus µε κεφαλή SA-300. 

Ø Σωλήνες τύπου Falcon 50 mL (Sarstedt)  

Ø Σωλήνες τύπου Falcon 15 mL (Sarstedt)  

Ø Περιστρεφόµενος τροχός επώασης στους 4 0C 

Ø Δοχείο Dewar περιέχει υγρό άζωτο.  

Πορεία µεθόδου 

 Οι πυρήνες που έχουν αποµονωθεί όπως περιγράφηκε στις ενότητες 

4.3.1 και 4.3.2. αναδιασπείρονται στο διάλυµα λύσης υψηλής αλατότητας 

(Nuclear Lysis Buffer). Ο όγκος του διαλύµατος λύσης που χρησιµοποιείται 

είναι δυο φορές ο όγκος των πυρήνων µετά τη φυγοκέντρηση. Οι πυρήνες 

µεταφέρονται στη συνέχεια σε περιστρεφόµενο τροχό. στους 4 0C όπου και 

επωάζονται για 1  ώρα ώστε να εκχυλιστούν οι πυρηνικές πρωτεΐνες. Μετά 

την εκχύλιση γίνεται φυγοκέντρηση σε ταχύτητα 18254 x g για 35 λεπτά και το 

υπερκείµενο ανάλογα µε τον όγκο του χωρίζεται σε µικρότερες ποσότητες των 

500 µl και ψύχεται άµεσα µε τη χρήση υγρού αζώτου. Το πυρηνικό εκχύλισµα 

φυλάσσεται σε καταψύκτη -80 0C µέχρι να χρησιµοποιηθεί. To αδιάλυτο ίζηµα 

που προκύπτει επεξεργάζεται όπως περιγράφεται στην ενότητα.  
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46. 3.2.3 Εκχύλιση πυρηνικών πρωτεϊνών µε τη χρήση διαλύµατος NUN 

Υλικά 

Ø Αποµονωµένοι πυρήνες µε τις µεθόδους που περιγράφηκαν στις 

ενότητες 4.3.1 ή 4.3.2.  

Ø Διάλυµα αποθήκευσης πυρήνων (Nuclear Storage Buffer, NSB): 20mM 

Tris-HCl pH 7.9, 75 mM NaCl, 0.5mM EDTA, 0,85mM DTT, 50% 

γλυκερόλη και αναστολείς πρωτεασών (Roche, protease inhibitor 

cocktail) ή 1 mM PMSF. 

Ø Διάλυµα 1,1Χ NUN: 1.1M Urea, 0.33M NaCl, 1.1%Nonidet P-40, 27.5 

mM HEPES pH7.6, 1.1 mM DTT µε αναστολείς πρωτεασών ή 1 mM 

PMSF. 

Όργανα 

Ø Τα ίδια όργανα που χρησιµοποιήθηκαν και στην ενότητα 4.3.3. 

Πορεία µεθόδου 

 Οι πυρήνες που έχουν αποµονωθεί όπως περιγράφηκε στις ενότητες 

4.3.1 και 4.3.2. αναδιασπείρονται στον ελάχιστο δυνατό όγκο στο διάλυµα 

αποθήκευσης πυρήνων (NSB) (143). Σε αυτό το σηµείο οι πυρήνες µπορούν 

να αποθηκευθούν στους – 80 0C αφού πρώτα ψυχθούν άµεσα σε υγρό 

άζωτο. Στη συνέχεια γίνεται προσθήκη διαλύµατος 1,1Χ NUN (143) το οποίο 

έχει 9 φορές τον όγκο που του NSB που προστέθηκε προηγουµένως (πχ. Για 

500 µl διαλύµατος NSB προστίθενται 4,5 mL διαλύµατος NUN). Οι πυρήνες 

µεταφέρονται στη συνέχεια σε περιστρεφόµενο τροχό στους 4 0C όπου και 

επωάζονται για 1  ώρα ώστε να εκχυλιστούν οι πυρηνικές πρωτεΐνες. To 

µίγµα στη συνέχεια φυγοκεντρείται σε ταχύτητα 18254 x g για 35 λεπτά. και το 

υπερκείµενο ανάλογα µε τον όγκο του χωρίζεται σε µικρότερες ποσότητες των 

500 µl και ψύχεται άµεσα µε τη χρήση υγρού αζώτου. Το πυρηνικό εκχύλισµα 

φυλάσσεται σε καταψύκτη -80 0C µέχρι να χρησιµοποιηθεί. To αδιάλυτο ίζηµα 

που προκύπτει επεξεργάζεται όπως περιγράφεται στην ενότητα.  

47. 3.2.4 Εκχύλιση πυρηνικών πρωτεϊνών µε τη χρήση διαλύµατος RIPA 
(-SDS) 

Υλικά 

Ø Αποµονωµένοι πυρήνες µε τις µεθόδους που περιγράφηκαν στις 

ενότητες 4.3.1 ή 4.3.2.  
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Ø Διάλυµα RIPA (-SDS): 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 1% NP-40, 0.25%Na-

Deoxycholate, 150 mM NaCl, 1mM EDTA, 10% γλυκερόλη µε 

αναστολείς πρωτεασών ή 1 mM PMSF. 

Όργανα 

Ø Τα ίδια όργανα που χρησιµοποιήθηκαν και στην ενότητα 4.3.3. 

Πορεία µεθόδου 

 Οι πυρήνες που έχουν αποµονωθεί όπως περιγράφηκε στις ενότητες 

4.3.1 και 4.3.2. αναδιασπείρονται σε διάλυµα RIPA (-SDS). Οι πυρήνες 

µεταφέρονται στη συνέχεια σε περιστρεφόµενη τροχό στους 4 0C όπου και 

επωάζονται για 1  ώρα ώστε να εκχυλιστούν οι πυρηνικές πρωτεΐνες. To 

µίγµα στη συνέχεια φυγοκεντρείται σε ταχύτητα 18254 x g για 35 λεπτά. και το 

υπερκείµενο ανάλογα µε τον όγκο του χωρίζεται σε µικρότερες ποσότητες των 

500 µl και ψύχεται άµεσα µε τη χρήση υγρού αζώτου. Το πυρηνικό εκχύλισµα 

φυλάσσεται σε καταψύκτη -80 0C µέχρι να χρησιµοποιηθεί. To αδιάλυτο ίζηµα 

που προκύπτει επεξεργάζεται όπως περιγράφεται στην ενότητα.  

48. 3.2.5 Επεξεργασία των αδιάλυτων ιζηµάτων µετά από αποµόνωση 
των πυρηνικών πρωτεϊνών. 

Υλικά 

Ø 6x διάλυµα Laemmli:  

• 10% (w/v) SDS 

• 36% (v/v) Γλυκερόλη 

• 5% (v/v) β-µερκαπτοαιθανόλη  

• 350 mM Tris – HCl, pH 6.8  

• 0,005% (w/v) Μπλε της βρωµοφαινόλης 

Όργανα 

Ø Συσκευή υπερήχων (Sonicator Probe, Sonics Vibra Cell) 

Πορεία µεθόδου 

 Το αδιάλυτο ίζηµα που προκύπτει µετά τη φυγοκέντριση κατά τη 

αποµόνωση των πυρηνικών πρωτεϊνών επαναδιαλυτοποιείται όσο καλύτερα 

γίνεται σε κατάλληλο όγκο διαλύµατος Laemmli 2x. Για τη διάσπαση του DNA 

και την πλήρη επαναδιαλυτοποίηση του ιζήµατος γίνεται χρήση συσκευής 

υπερήχων όπου εφαρµόζονται 5 «χτυπήµατα» (bursts) για 30 δευτερόλεπτα 
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µε κενό 30 δευτερολέπτων και στη συνέχεια τα δείγµατα αποθηκεύονται 

στους -20 0C.   

49. 3.2.6 Μέτρηση πρωτεϊνικής συγκέντρωσης µε τη µέθοδο Bradford. 

Υλικά 

Ø Αντιδραστήριο Bradford 5x (Bio-Rad Protein Assay reagent) 

Ø Πρότυπα διάλυµα αλβουµίνης βοός (BSA) συγκέντρωσης 1 µg/µl 

Όργανα 

Ø Φωτόµετρο ορατού – υπεριώδους (Eppendorf, bio-Photometer) 

Ø Σωλήνες τύπου Eppendorf 1,5 mL 

Ø Αυτόµατες πιπέτες  

Ø Πλαστικές κυψελίδες του 1mL 

Αρχή µεθόδου 

 Η µέθοδος αυτή στηρίζεται αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών µε τη 

χρωστική Coomassie Blue R-250 σε όξινα υδατικά διαλύµατα. Η ανιονική 

µορφή της χρωστικής δεσµεύεται στις πρωτεΐνες, κυρίως µέσω 

ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων, δεσµών Van der Waals, καθώς και µέσω 

της ανάπτυξης υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων µεταξύ των σουλφονικών 

οµάδων της χρωστικής και των αµινοξέων (κυρίως της  αργινίνης, αλλά και 

ιστιδίνης, λυσίνης, τυροσίνης τρυπτοφάνης και φαινυλαλανίνης). Η 

αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών µε τη χρωστική οδηγεί στη δηµιουργία 

σταθερού́ εγχρώµου προϊόντος, το οποίο εµφανίζει µέγιστο απορρόφησης 

στα 595 nm (144). Το προϊόν είναι σταθερό, απουσία φωτός, για µια περίπου 

ώρα, ενώ ο σχηµατισµός του επηρεάζεται ελάχιστα από άλλες χηµικές 

ενώσεις, που εµπεριέχονται στα κυτταρικά εκχυλίσµατα. 

Πορεία µεθόδου 

 Ο υπολογισµός της συγκέντρωσης του υπό εξέταση πρωτεϊνικού 

διαλύµατος γίνεται µε τη βοήθεια πρότυπης καµπύλης. Από το πρότυπο 

διάλυµα BSA συγκέντρωσης 1 µg/µl προστίθενται 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 

18 και 20 µl σε 800, 798, 796, 794, 792, 790, 788, 786, 784, 782, 780 µl 

νερού αντίστοιχα. Στη συνέχεια γίνεται προσθήκη 200 µl αντιδραστηρίου 

Bradford 5x γίνεται ζωηρή ανάδευση και τα δείγµατα επωάζονται για 10 λεπτά 

σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετά το πέρας της επώασης τα δείγµατα 

φωτοµετρούνται στα 595 nm και καταγράφεται η απορρόφηση του κάθε 
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δείγµατος. Το τυφλό είναι το δείγµα που περιέχει 800 µl νερό και 200 µl 

αντιδραστηρίου Bradford. Η ευθεία που προκύπτει από το σχεδιασµό των 

τιµών της µάζας του BSA ως συνάρτηση της απορρόφησης είναι η πρότυπη 

καµπύλη και από τη εξίσωση της ευθείας  µπορεί να γίνει ο υπολογισµός της 

συγκέντρωσης αγνώστου πρωτεϊνικού δείγµατος. Όταν είναι γνωστή η 

εξίσωση της πρότυπης καµπύλης η εύρεση της συγκέντρωσης γίνεται ως 

εξής: C = (µl δείγµατος / συντελεστής κλίσης ευθείας) x αραίωση του 

δείγµατος.  

50. 3.2.7 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε αποδιατακτικό πήκτωµα 
ακρυλαµιδίου (SDS PAGE electrophoresis) 

Υλικά 

Ø Πήκτωµα φόρτωσης (Stacking Gel):  

• 4% - 6%(w/v) διάλυµα ακρυλαµιδίου 30% (Βιο Rad), 

• 125mM Tris-HCl, pH 6,8  

• 0,1%(w/v) SDS,  

• 0,05%(w/v) APS (υπερθειικό αµµώνιο) 

• 0,1% (v/v) TEMED (Ν,Ν,Ν’,Ν-τετραµεθυλ-αιθυλενοδιαµίνη 

Ø Πήκτωµα διαχωρισµού (Resolving Gel): 

• 6% – 12% (w/v) διάλυµα ακρυλαµιδίου 30% (Βιο Rad) 

• 0,38 Μ Tris – HCl, pH 8,8 

• 0,1%(w/v) SDS,  

• 0,05%(w/v) APS (υπερθειικό αµµώνιο) 

• 0,06% (v/v) TEMED (Ν,Ν,Ν’,Ν-τετραµεθυλ-αιθυλενοδιαµίνη 

Ø Διάλυµα ηλεκτροφόρησης 1x: 

• 25 mM Tris base 

• 192 mM γλυκίνη 

• 0,1 % (w/v) SDS 

Ø Διάλυµα Laemmli 6x (ενότητα 4.3.6) 

Ø Benchmark Pre – Stained Protein Ladder (Invitrogen)  

Όργανα 

Ø Biorad Mini - PROTEAN electrophoresis system (Βιο Rad) 

Ø Biorad PowerPac Basic supply (Biorad, USA) 
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Αρχή µεθόδου 

 Η ηλεκτροφόρηση είναι µια αναλυτική µέθοδος, η οποία στηρίζεται 

στην ιδιότητα των φορτισµένων σωµατιδίων να µετακινούνται υπό την 

επίδραση ηλεκτρικού φορτίου προς τον αντίθετο από το φορτίο τους πόλο, σε 

υδατικά διαλύµατα. Έτσι η κινητικότητα τους εξαρτάται από τη σταθερά pK και 

το µοριακό βάρος του φορτισµένου σωµατιδίου καθώς επίσης από το pH, την 

ένταση του ηλεκτρικού πεδίου, τη θερµοκρασία και τη φύση του υλικού στο 

οποίο πραγµατοποιείται η ηλεκτροφόρηση.  

 Η ηλεκτροφόρηση σε αποδιατακτικό πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 

χρησιµοποιείται για το διαχωρισµό των πρωτεϊνών µε βάση το µοριακό βάρος 

τους. Η πολυακρυλαµίδη έχει το πλεονέκτηµα να αποτελεί συνθετικό 

πήκτωµα µε εύρος πόρων ρυθµιζόµενο από την αναλογία των 

συγκεντρώσεων µεταξύ του ακρυλαµιδίου και του συνδετικού παράγοντα bis-

ακρυλαµιδίου (145). Στα πηκτώµατα πολυακρυλαµίδης γίνεται επίσης και 

προσθήκη δωδεκακυλοθειϊκού νατρίου (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS) (146). 

Όταν οι πρωτεΐνες αναδιατάσσονται µέσω βρασµού, παρουσία SDS και 

άλλων αναγωγικών παραγόντων όπως η β-µερκαπτοαιθανόλη και η 

διθειοθρεϊτόλη, τα µόρια του απορρυπαντικού αλληλεπιδρούν µε τα 

πρωτεϊνικά δηµιουργώντας σύµπλοκα. Το αρνητικό φορτίο του SDS καλύπτει 

το φορτίο των αποδιατεταγµένων πρωτεϊνών αποδίδοντας σε όλες τις 

πρωτεΐνες το ίδιο φορτίο ώστε υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου οι 

πρωτεΐνες να µπορούν να διαχωριστούν ανάλογα µε το µέγεθος τους.  

 Στη συνήθη εργαστηριακή πρακτική χρησιµοποιείται το σύστηµα Tris – 

γλυκίνης το οποίο εισήγαγε ο Laemmli το 1970 (147). Στο σύστηµα αυτό η 

ηλεκτροφόρηση είναι ασυνεχής και αποτελείται από δυο διαδοχικά 

πηκτώµατα: το πήκτωµα φόρτωσης του δείγµατος (stacking gel) και το 

πήκτωµα διαχωρισµού (resolving gel). Στο πήκτωµα φόρτωσης, το οποίο έχει 

µεγαλύτερους πόρους και pH 6,8 το δείγµα «συµπυκνώνεται» σχηµατίζοντας 

µια λεπτή ζώνη, ώστε όλες οι πρωτεΐνες να εισέλθουν ταυτόχρονα στο 

πήκτωµα διαχωρισµού.  

Πορεία µεθόδου 

 Σε όλα τα πειράµατα που χρειάστηκε ηλεκτροφορητικός διαχωρισµός 

πρωτεϊνών χρησιµοποιήθηκαν οι συσκευές mini PROTEAN cell της Biorad και 
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η συναρµολόγηση της συσκευής πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε τις οδηγίες 

του κατασκευαστή. Ο πολυµερισµός του πηκτώµατος διαχωρισµού µεταξύ 

των γυάλινων πλακών που παρέχονται από τον κατασκευαστή της συσκευής 

ηλεκτροφόρησης. Στην επιφάνεια του πηκτώµατος διαχωρισµού τοποθετείται 

µικρή ποσότητα ισοπροπανόλης που συµβάλλει στην ευθυγράµµιση του 

µετώπου του πηκτώµατος διαχωρισµού. Μετά την ολοκλήρωση του 

πολυµερισµού αφαιρείται η ισοπροπανόλη και τοποθετείται το προς 

πολυµερισµό πήκτωµα φόρτωσης µαζί µε το ειδικό χτένι που θα σχηµατίσει 

τις θέσεις φόρτωσης του δείγµατος. Συναρµολογείται η συσκευή 

ηλεκτροφόρησης και προστίθεται το  διάλυµα ηλεκτροφόρησης 1x.  

 Τα προς ανάλυση πρωτεϊνικά δείγµατα ετοιµάζονται µε την προσθήκη 

διαλύµατος Laemmli 6x (tτελική συγκέντρωση 1x) και επώαση για 10 λεπτά 

στους 80 0C. Στη συνέχεια τα δείγµατα φορτώνονται στις ειδικά 

διαµορφωµένες θέσεις του άνω µέρους του πηκτώµατος φόρτωσης ενώ 

παράλληλα γίνεται και φόρτωση των πρωτεϊνικών δεικτών µε γνωστά µοριακά 

βάρη για την ευκολότερη αναγνώριση της υπό µελέτη πρωτεΐνης. Μετά το 

πέρας της φόρτωσης εφαρµόζεται σταθερή τάση 100V  

51. 3.2.8 Χρώση πρωτεϊνών σε πηκτώµατα ακρυλαµιδίου µε χρωστική 
Coomassie Blue R-250 

Υλικά 

Ø Διάλυµα χρώσης πρωτεϊνών: 

• 40% (v/v) µεθανόλη 

• 10% (v/v) Οξικό οξύ 

• 0,033% (w/v) χρωστική µπλε του Coomassie R-250 

Ø Διάλυµα αποχρωµατισµού πρωτεϊνών: 

• 40% (v/v) µεθανόλη 

• 10% (v/v) οξικό οξύ 

Όργανα 

Ø Περιστρεφόµενη πλατφόρµα 

Αρχή µεθόδου 

 Η χρωστική Coomassie προσδένεται µη οµοιοπολικά στις αµινικές 

οµάδες των αµινοξέων συµβάλλοντας τόσο στην ποιοτική όσο και ποσοτική 
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ανίχνευση των πρωτεϊνών που έχουν αναλυθεί ηλεκτροφορητικά σε 

αποδιατακτικά πηκτώµατα ακρυλαµιδίου. Η χρώση µε την Coomassie Blue R-

250 πραγµατοποιήθηκε για πρώτη φορά το 1963 (148)  

Πορεία µεθόδου 

 Μετά την ολοκλήρωση της ηλεκτροφόρησης το πήκτωµα εµβαπτίζεται 

στο διάλυµα χρώσης πρωτεϊνών και επωάζεται σε θερµοκρασία δωµατίου για 

τουλάχιστον 1 ώρα υπό κίνηση στην περιστρεφόµενη πλατφόρµα. Στη 

συνέχεια αποµακρύνεται το διάλυµα χρώσης και γίνονται διαδοχικές πλύσεις 

µε το διάλυµα αποχρωµατισµού. Για  αποχρωµατισµό το πήκτωµα αφήνεται 

στο διάλυµα αποχρωµατισµού ολονύκτια µε συνεχή ανάδευση σε 

θερµοκρασία δωµατίου.  

52. 3.2.9 Χρώση πρωτεϊνών σε πηκτώµατα ακρυλαµιδίου µε χρωστική 
Colloidal Coomassie Blue G-250 

Υλικά 

Ø Διάλυµα µονιµοποίησης πρωτεϊνών: 

• 40% (v/v) µεθανόλη 

• 10% (v/v) Οξικό οξύ 

Ø Διάλυµα χρώσης πρωτεϊνών (Συµπυκνωµένο διάλυµα):  

• 10% (w/v) θειικό αµµώνιο 

• 1% (v/v) φωσφορικό οξύ 

• 0,1% (w/v) χρωστική Coomassie Blue G-250 

Ø Διάλυµα χρώσης πρωτεϊνών (Αραιωµένο διάλυµα / Διάλυµα 

Εργασίας): 

• 8% (w/v) θειικό αµµώνιο 

• 0,8% (v/v) φωσφορικό οξύ 

• 20% (v/v) µεθανόλη 

• 0,08% (w/v) χρωστική Coomassie Blue G-250 

Ø Διάλυµα αποχρωµατισµού πρωτεϊνών: 

• Απιονισµένο νερό 

Όργανα 

Ø Περιστρεφόµενη πλατφόρµα 

Αρχή µεθόδου 
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 Η χρώση µε colloidal Coomassie Blue G-250 αποτελεί ουσιαστικά 

παραλλαγή της χρώσης µε Coomassie Blue R-250. Η Coomassie Blue G-250 

φέρει επιπλέον δυο µεθυλοµάδες στο µόριο της, οι οποίες καθιστούν τη 

χρώση περισσότερο ευαίσθητη, 

Πορεία µεθόδου 

 Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης το πήκτωµα εµβαπτίζεται στο 

διάλυµα µονιµοποίησης και επωάζεται στο διάλυµα µονιµοποίησης για 1 ώρα, 

σε θερµοκρασία δωµατίου υπό ανάδευση. Ύστερα γίνεται απόρριψη του 

διαλύµατος µονιµοποίησης και το πήκτωµα καλύπτεται για ολονύκτια επώαση 

από το διάλυµα χρώσης των πρωτεϊνών (διάλυµα εργασίας)  Την επόµενη 

µέρα απορρίπτεται (το διάλυµα δύναται να επαναχρησιµοποιηθεί) και 

ακολουθούν διαδοχικές πλύσεις µε απιονισµένο νερό.  

53. 3.2.10 Χρώση πρωτεϊνών µε νιτρικό άργυρο 

Υλικά 

Ø Διάλυµα µονιµοποίησης: 

• 50% (v/v) µεθανόλη 

• 5% (v/v) οξικό οξύ 

Ø Διάλυµα έκπλυσης: 

• 50% (v/v) µεθανόλη 

Ø Διάλυµα ευαισθητοποίησης: 

• 0,02% (w/v) θειοθειικό νάτριο 

Ø Διάλυµα αναγωγής: 

• 5µg/mL DTT 

Ø Διάλυµα χρώσης: 

• 0,1% (w/v) νιτρικός άργυρος 

Ø Διάλυµα εµφάνισης: 

• 2% (w/v) ανθρακικό νάτριο 

• Σε 100 mL διαλύµατος προστίθενται 40µl 37% (v/v) 

φορµαλδεΰδης  

Ø Διάλυµα εξουδετέρωσης: 

• 5%  οξικό οξύ 

Ø Διάλυµα αποχρωµατισµού (φωτοευαίσθητο): 
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• 30 mM σιδηροκυανιούχο κάλιο [Κ3(FeCN)6] 

• 100 mM θειοθειικό νάτριο 

Όργανα 

Ø Περιστρεφόµενη πλατφόρµα 

Αρχή µεθόδου 

 Η χρώση µε νιτρικό άργυρο αποτελεί την πιο ευαίσθητη χρωµοµετρική 

µέθοδο ανίχνευσης πρωτεϊνών. Η µέθοδος στηρίζεται στο σχηµατισµό 

ιζήµατος µεταλλικού αργύρου  στην επιφάνεια του πηκτώµατος, στα σηµεία 

εκείνα όπου εντοπίζονται οι ζώνες των ηλεκτροφορητικά αναλυµένων 

πρωτεϊνών. Η χρώση µε νιτρικό άργυρο που πραγµατοποιήθηκε στην 

παρούσα διατριβή είναι συµβατή µε τη φασµατοµετρία µάζας (149), (150).  

Πορεία µεθόδου 

 Μονιµοποίηση του πηκτώµατος µε το διάλυµα µονιµοποίησης για 20 

λεπτά υπό ανάδευση σε θερµοκρασία δωµατίου. Έκπλυση του πηκτώµατος 

διάρκειας 10 λεπτών, υπό ανάδευση και σε θερµοκρασία δωµατίου µε το 

διάλυµα έκπλυσης. Πολλαπλές εκπλύσεις του πηκτώµατος µε απεσταγµένο 

νερό υπό ανάδευση και σε θερµοκρασία δωµατίου. Οι εκπλύσεις 

πραγµατοποιούνται για συνολικό χρόνο 2 ωρών. Η ευαισθητοποίηση των 

πρωτεϊνών για χρόνο επώασης λιγότερο του ενός λεπτού υπό ανάδευση µε 

το αντίστοιχο διάλυµα και ακολουθούν δυο διαδοχικές πλύσεις µε απιονισµένο 

νερό διάρκειας 1 λεπτού υπό ανάδευση. Στη συνέχεια η αναγωγή των 

πρωτεϊνών γίνεται πάλι µέσω του αντίστοιχου διαλύµατος µε επώαση 30 

λεπτών, ύστερα αποµακρύνεται το διάλυµα και προστίθεται κρύο διάλυµα 

χρώσης και το πήκτωµα επωάζεται για 20 λεπτά αναδευόµενο σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Γίνονται δυο διαδοχικές εκπλύσεις του πηκτώµατος 

µε απιονισµένο νερό για 1 λεπτό και προστίθεται το διάλυµα εµφάνισης υπό 

ανάδευση µέχρι ότου το επιθυµητό επίπεδο ευαισθησίας της χρώσης. 

Αποµακρύνεται το διάλυµα εµφάνισης και προστίθεται το διάλυµα 

εξουδετέρωσης µε το οποίο πραγµατοποιούνται και δυο διαδοχικές εκπλύσεις 

των 10 λεπτών υπό ανάδευση σε θερµοκρασία δωµατίου.  

 Μετά τη χρώση το πήκτωµα φυλάσσεται είτε σε αραιωµένο διάλυµα 

εξουδετέρωσης (1% v/v οξικό οξύ) είτε σε απιονισµένο νερό στους 4 0C. Σε 

περίπτωση που η χρώση µε νιτρικό άργυρο δεν είναι ικανοποιητική τότε 
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µπορεί να χρησιµοποιηθεί το διάλυµα αποχρωµατισµού, ώστε στη συνέχεια 

να χρησιµοποιηθεί κάποια άλλη χρώση.  

54. 3.2.11 Μεταφορά πρωτεϊνών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης 

Υλικά 

Ø Διάλυµα µεταφοράς πρωτεϊνών: 

• 25 mM Tris – Hcl pH 7.4 

• 192mM Γλυκίνη 

• 20% (v/v) Μεθανόλη 

• 0,05% (w/v) SDS 

Ø Πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 

Ø Νιτροκυτταρίνη Protran (Whatman) 

Ø Χαρτιά τύπου Whatman 

Όργανα 

Ø Trans-Blot Cell (Biorad, USA) 

Ø Biorad PowerPac Basic supply (Biorad) 

Αρχή µεθόδου 

 Σε περιπτώσεις που απαιτείται η ανάλυση των πρωτεϊνών κατά 

Western πραγµατοποιείται ηλεκτροαποτύπωση των πρωτεϊνών σε µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης µετά τον ηλεκτροφορητικό διαχωρισµό τους. Η µεταφορά των 

πρωτεϊνών από το πήκτωµα σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης βασίζεται στην 

έκλουση των πρωτεϊνών από το πήκτωµα παρουσία ηλεκτρικού δυναµικού. Η 

πρόσδεση τους στη µεµβράνη γίνεται µέσω υδρόφοβων και ηλεκτροστατικών 

αλληλεπιδράσεων. Στη παρούσα διατριβή χρησιµοποιήθηκε το πρωτόκολλο 

της ηλεκτροµεταφοράς σε υγρή φάση (151).  

Πορεία µεθόδου 

 Μετά το τέλος της ηλεκτροφορητικής διαδικασίας το πήκτωµα 

ακρυλαµιδίου εξισορροπείται σε διάλυµα µεταφοράς πρωτεϊνών, ταυτόχρονα 

η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης διαβρέχεται µε απιονισµένο νερό και 

εξισορροπείται, επίσης στο διάλυµα µεταφοράς πρωτεϊνών. Γίνεται 

συναρµολόγηση της συσκευής Trans-Blot Cell (Biorad) σύµφωνα µε τις 

οδηγίες του κατασκευαστή και εφαρµόζεται ρεύµα σταθερής έντασης 350 mΑ 

για συνολικό χρόνο 60 λεπτών στους 4 0C.  
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55. 3.2.12 Χρώση πρωτεϊνών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης µε Ponceau 
S 

Υλικά 

Ø Μεµβράνη νιτροκυτταρίνης 

Ø Διάλυµα χρώσης Ponceau S: 

• 0,1% (w/v) Ponceau S  

• 5% (v/v) οξικό οξύ 

Ø Διάλυµα αποχρωµατισµού: 

• PBS – 0,1% Tween 20 

Όργανα 

Ø Περιστρεφόµενη πλατφόρµα 

Αρχή µεθόδου 

 Η χρώση Ponceau S σε συνθήκες όξινου pH µπορεί να 

αλληλεπιδράσει µε τις πρωτεΐνες που έχουν ηλεκτροαποτυπωθεί πάνω στη 

µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. Η αλληλεπίδραση αυτή οδηγεί  σε χρώση των 

πρωτεϊνών η οποία είναι αναστρέψιµη κατά την αύξηση του pΗ (152). Μετά 

τον αποχρωµατισµό η µεµβράνη µπορεί να χρησιµοποιηθεί για ανάλυση κατά 

Western.  

Πορεία µεθόδου 

 Μετά το πέρας της ηλεκτροαποτύπωσης των πρωτεϊνών σε µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης γίνονται 2 εκπλύσεις των 3 λεπτών µε απιονισµένο νερό. Η 

µεµβράνη διαβρέχεται µε το διάλυµα χρώσης για 5 λεπτά και στη συνέχεια το 

διάλυµα αποµακρύνεται (το διάλυµα χρώσης µπορεί να φυλαχτεί ώστε να 

επαναχρησιµοποιηθεί στο µέλλον). Στο σηµείο αυτό µπορούν να γίνουν δυο 

εκπλύσεις µε απιονισµένο νερό ώστε να αποµακρυνθεί η περίσσεια του 

διαλύµατος χρώσης και να εµφανιστούν καλύτερα οι πρωτεΐνες. Για τον 

πλήρη αποχρωµατισµό της µεµβράνης γίνονται 3 εκπλύσεις των 5 λεπτών µε 

το διάλυµα αποχρωµατισµού.  

56. 3.2.14 Ανάλυση πρωτεϊνών µε ανοσοαποτύπωση κατά Western 

Υλικά 

Ø Διάλυµα έκπλυσης (PBS-T): 

• PBS – 0,1% Tween 20 
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Ø Διάλυµα κάλυψης των µη ειδικών θέσεων:  

• 5% (w/v) άπαχο αποξηραµένο γάλα (Regilait) 

• PBS – 0,1% Tween 20 

Ø 10% (w/v) Αζίδιο του Αζώτου (ή Νατραζίδιο)  

Ø Πρωτογενή (Πίνακας 1) και δευτερογενή αντισώµατα (Πίνακας 2) 

Ø ECL Plus chemiluminescent (GE Healthcare) 

 

Πίνακας 1. Τα πρωτογενή αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα 

διατριβή. 

Α/Α Αντίσωµα 
Εταιρεία - 
Κωδικός 

Οργανισµός 

προέλευσης 

του 
αντισώµατος 

Αραίωση 

Μοριακό 

βάρος της 

πρωτεΐνης 
(kDa) 

001 GATA-1 (N6) 
Santa Cruz (sc-

265) 
Αρουραίος 1:5000 49 

002 GATA-1 (M20) 
Santa Cruz (sc-

1234) 
Κατσίκα 1:4000 49 

003 
GATA-1 

(11852) 
Abcam (Ab11852) Κουνέλι 1:5000 49 

004 FOG-1 (M20) 
Santa Cruz (sc-

9361) 
Κατσίκα 1:3000 120 

005 FOG-1 (M216) 
Santa Cruz (sc-

10754) 
Κουνέλι 1:3000 120 

006 FOG-1 (A20) 
Santa Cruz (sc-

93620 
Κατσίκα 1:5000 120 

007 
Mi-2b     (H-

242) 
Santa Cruz (sc-

11378) 
Κουνέλι 1:500 220 

008 Gfi-1b (D19X) 
Santa Cruz (sc-

8599X) 
Κατσίκα 1:500 37 

009 Gfi-1b    (B-7) 
Santa Cruz (sc-

28356) 
Ποντίκι 1:500 37 

010 DNMT-1 (1- Bioacademia (70- Κουνέλι 1:10.000 180 
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 248) 201) 

011 ZBP-89 
Alan Cantor 

(Harvard) 
Κουνέλι 1:1000 90 

012 ZBP-89 Abcam (Ab69933) Κουνέλι 1:1000 90 

015 ZBP-89 
Rockland (100-

401-685) 
Κουνέλι 1:1000 90 

016 Nucleophosmin Baylor College Ποντίκι 1:10.000 40 

017 ZNF143 Gary Kunkel Κουνέλι  1:5000 80 

018 ZNF143 (M01) 
Abnova 

(H00007702 - 

M01) 
Ποντίκι 1:5000 80 

019 GFP (3H9) Chromotek (3H9) Αρουραίος 1:1000 Επίτοπο 

020 GFP (B-2) 
Santa Cruz (sc-

9996) 
Ποντίκι 1:1000 Επίτοπο 

021 HDAC1 (10E2) 
Santa Cruz (sc-

81598) 
Ποντίκι 1:1000 60 

022 HDAC2 (C-8) 
Santa Cruz (sc-

9959) 
Ποντίκι 1:500 60 

023 NF-1A 
Active Motif 

(39397) 
Κουνέλι 1:1000 60 

024 NF-1X 
Active Motif 

(39348) 
Κουνέλι 1:500 60 

025 TRRAP (2D5) Dr. L. Tora Ποντίκι 1:500 250 

026 GCN5 (2C11) Dr. L. Tora Ποντίκι 1:500 91 

027 SPT20 (2487) Dr. L. Tora Κουνέλι 1:500 50 

028 TAF10 (2B11) Dr. L. Tora Ποντίκι 1:500 30 

029 TAF4 (2B9) Dr. L. Tora Ποντίκι 1:500 100 

030 TAF5 (1C2) Dr. L. Tora Ποντίκι 1:500 80 

031 TAF6 (2G7) Dr. L. Tora Ποντίκι 1:500 49 
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Πίνακας 2. Τα δευτερογενή αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα 

διατριβή 

Α/Α Αντίσωµα 
Εταιρεία - 

Κωδικός 
Οργανισµός προέλευσης 

του αντισώµατος 
Αραίωση 

1 

Έναντι 

κουνελιού -

HRP 

Dako (P0448) Κατσίκα 1:30.000 

2 

Έναντι 

αρουραίου - 

HRP 

Dako (P0450) Κουνέλι 1:5000 

3 
Έναντι 

κατσίκας- HRP 

Santa Cruz 

(sc-2020) 
Όνος 1:5000 

4 

Έναντι 

ποντικού – 

HRP 

Santa Cruz 

(sc-2005) 
Κατσίκα 1:5000 

5 
Streptavidin – 

HRP 

Perkin Elmer 

(NEL7500) 
 1:15.000 

 

Όργανα 

Ø Περιστρεφόµενη πλατφόρµα 

Ø Φωτογραφικό Φιλµ (Fuji Medical Xray Film) 

Ø Μηχάνηµα εµφάνισης Kodak X-OMAT 1000 Processor (Kodak, USA) 

Αρχή µεθόδου 

 Στις περιπτώσεις όπου απαιτείται η ανίχνευση µιας πρωτεΐνης η οποία 

εµπεριέχεται σε µικρή ποσότητα, σε ένα πολύπλοκο δείγµα, όπως τα 

πυρηνικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα, εφαρµόζεται η τεχνική της ανοσο-

αποτύπωσης κατά Western. Η τεχνική βασίζεται στην ειδική αναγνώριση του 

υπό µελέτη πρωτεϊνικού επιτόπου από αντισώµατα, που έχουν αναπτυχθεί 

έναντι της συγκεκριµένης πρωτεΐνης. Η ανίχνευση της πρωτεΐνης γίνεται µε τη 

βοήθεια δευτερογενούς αντισώµατος που αναγνωρίζει Fc τµήµατα του 

πρωτογενούς Το δευτερογενές αντίσωµα είναι συζευγµένο µε την 

υπεροξειδάση της χραίνας. (Horse Radish Peroxidase, HRP) και παρουσία 
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του υποστρώµατος του αποδίδει φθορίζον σήµα, το οποίο και ανιχνεύεται µε 

τη βοήθεια φωτογραφικού φιλµ (151), (153)  

Πορεία µεθόδου 

 Η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης µετά την µεταφορά των πρωτεϊνών 

ξεπλένεται µερικές φορές µε απιονισµένο νερό και επωάζεται για 1 ώρα σε 

θερµοκρασία δωµατίου υπό ανάδευση διάλυµα κάλυψης των µη ειδικών 

θέσεων πρόσδεσης του αντισώµατος. Ακολουθεί ολονύκτια επώαση υπό 

ανάδευση στους 4 0C µε διάλυµα κάλυψης που περιέχει το πρωτογενές 

αντίσωµα στην κατάλληλη αραίωση. Ύστερα από την επώαση το πρωτογενές 

αντίσωµα µπορεί να συλλεχθεί και να φυλαχθεί στους 4 0C αφού προστεθεί 

νατραζίδιο σε τελική συγκέντρωση 0,02%. H µεµβράνη εκπλένεται 3 φορές 

για 5 λεπτά µε το διάλυµα PBS-T, και επωάζεται για 1 ώρα µε το 

δευτερογενές αντίσωµα υπό ανάδευση, το οποίο έχει αραιωθεί επίσης στο 

διάλυµα κάλυψης, σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετά το πέρας της επώασης 

πραγµατοποιούνται 5 εκπλύσεις διάρκειας 5 λεπτών υπό ανάδευση µε τη 

χρήση διαλύµατος PBS-T το ανοσοαποτύπωµα αναπτύσσεται µετά τη 

επώαση του µε το αντιδραστήριο ECL Plus (GE Healthcare) χρήση 

φωτογραφικού φιλµ το οποίο εµφανίζεται σε αυτόµατο µηχάνηµα Kodak X-

OMAT.  

57. 3.2.15 Επεξεργασία των πυρηνικών πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων µε 
Βενζονάση και RΝάση  

Υλικά 

Ø Πυρηνικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα 

Ø Βενζονάση 25 U/µl (Millipore, USA) 

Ø RNάση 10 mg/mL 

Ø 1M MgCl2 

Ø Κοκτέιλ Αναστολέων Πρωτεασών  (Roche, Switzerland) 

Όργανα 

Ø Παγόλουτρο 

Πορεία µεθόδου 

 Στο πυρηνικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα προστίθεται Βενζονάση 25 U ανά 

mg συνολικής πρωτεΐνης και RNάση ώστε η τελική της συγκέντρωση να είναι 
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0,2 mg/mL. Επίσης προστίθεται και MgCl2 ώστε η τελική του συγκέντρωση να 

είναι 2 mΜ και γίνεται επώαση για τουλάχιστον 2 ώρες σε παγόλουτρο. Για 

την επιβεβαίωση της πέψης του DNA και RNA από ένα µικρό µέρος του 

πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος γίνεται αποµόνωση DNA το οποίο φορτώνεται σε 

πηκτή αγαρόζης όπως περιγράφεται στην ενότητα. 

58. 3.2.15 Κατακρήµνιση βιοτινυλιωµένων πρωτεϊνών µε τη χρήση 
µαγνητικών σφαιριδίων στρεπταβιδίνης  

Υλικά 

Ø Παραµαγνητικά σφαιρίδια στρεπταβιδίνης (Dynabeads M280, 

Invitrogen, USA) 

Ø Διάλυµα PBS 

Ø Αλβουµίνη από αυγό όρνιθας 20 mg/mL (Chicken egg albumin, CEA) 

Ø Διάλυµα HENG: 

• 10 mM HEPES – KOH pH 7,9 

• 1,5 mM MgCl2 

• 0,25 mM EDTA 

• 20% glycerol 

• 1 mM PMSF ή αναστολείς πρωτεασών. Προστίθεται ακριβώς 

πριν από τη χρήση.  

Ø 1M MgCl2 

Ø 10 mg/mL EtBr 

Ø Διάλυµα εκπλύσεων HENG (HENG WASH):  

• Διάλυµα HENG 

• 300 mM KCl 

• 0,3% NP-40 

Ø 1x Laemmli Buffer 

Όργανα 

Ø Μαγνήτης (Dynal MPC-1)  

Ø Περιστρεφόµενη τροχό. 

Ø Πλάκα ξηρής θερµότητας 

Αρχή µεθόδου 
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 Η µέθοδος εκµεταλλεύεται την υψηλή συγγένεια της βιοτίνης για τη 

στρεπταβιδίνη. Ουσιαστικά η βιοτινυλιωµένη πρωτεΐνη προσκολλάται στα 

παραµαγνητικά σφαιρίδια στρεπταβιδίνης και κατακρηµνίζεται µαζί µε τις 

πρωτεΐνες τις οποίες ενδεχοµένως να αλληλεπιδρά.   

Πορεία µεθόδου 

 Το πυρηνικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα αφήνεται στον πάγο να λιώσει και 

στη συνέχεια επεξεργάζεται µε βενζονάση και RNάση όπως περιγράφεται 

στην ενότητα. Για την κατακρήµνιση βιοτινυλιωµένων πρωτεϊνών 

χρησιµοποιούνται 40 µl παραµαγνητικών σφαιριδίων στρεπταβιδίνης ανά 1 

mg πρωτεΐνης. Για το διαχωρισµό των σφαιριδίων από τα διαλύµατα γίνεται 

χρήση µαγνήτη. Τα παραµαγνητικά σφαιρίδια εκπλένονται 3 φορές µε 1 mL 

PBS και στη συνέχεια επωάζονται σε διάλυµα αλβουµιίνης από αυγό όρνιθας 

συγκέντρωσης 200 µg/mL για 1 ώρα σε περιστρεφόµενο τροχό. Η 

συγκεκριµένη επώαση εξυπηρετεί στη µείωση της µη ειδικής πρόσδεσης των 

πρωτεϊνών στα σφαιρίδια (background binding). Ταυτόχρονα το πρωτεϊνικό 

πυρηνικό εκχύλισµα µετά την επεξεργασία του αραιώνεται 3 φορές µε τη 

χρήση διαλύµατος HENG. Στο αραιωµένο διάλυµα προστίθεται MgCl2 ώστε η 

τελική του συγκέντρωση να παραµείνει 2 mM όπως και EtBr µε τελική 

συγκέντρωση 50 µg/mL. Αφού απορριφθεί το διάλυµα αλβουµίνης 

προστίθεται το αραιωµένο διάλυµα του πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος και το 

µίγµα τοποθετείται σε περιστρεφόµενη τροχό στους 4 0C για ολονύκτια 

επώαση.  

 Την επόµενη µέρα αποµακρύνεται το υπερκείµενο διάλυµα και τα 

σφαιρίδια εκπλένονται 5 φορές (2 άµεσες πλύσεις και 3 πλύσεις των 10 

λεπτών) µε το διάλυµα εκπλύσεων HENG και 2 φορές µε διάλυµα PBS. Μετά 

το πέρας των εκπλύσεων οι προσδεδεµένες πρωτεΐνες εκλούονται από τα 

σφαιρίδια στρεπταβιδίνης µε τη χρήση 1x Laemmli και θέρµανση τους στους 

80 0C. Η ανάλυση των κατακρηµνισµένων πρωτεϊνών γίνεται µε 

ανοσοαποτύπωση κατά Western. Στο πήκτωµα φορτώνονται το 8% του 

πυρηνικού πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος, το κατακρηµνισµένο υλικό και 8% του 

υπερκείµενου πυρηνικού εκχυλίσµατος µετά την κατακρήµνιση.  

59. 3.2.17 Ανοσοκατακρήµνιση πρωτεϊνών 

Υλικά 
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Ø Παραµαγνητικά σφαιρίδια πρωτεΐνης Α ή G (Dynabeads protein A, 

Dynabeads protein G, Invitrogen, USA)ig 

Ø Πρωτογενή αντισώµατα  

Ø Φυσιολογική ανοσοσφαιρίνη IgG: 

• Κουνελιού  200 µg / 0,5 mL (normal rabbit IgG, Santa Cruz, sc-

2027) 

• Ποντικού 200 µg / 0,5 mL (normal mouse IgG, Santa Cruz, sc-

2025) 

• Αρουραίου 200 µg / 0,5 mL (normal rat IgG, Santa Cruz, sc-

2026) 

• Κατσίκας 200 µg / 0,5 mL (normal goat IgG, Santa Cruz, sc-

2028) 

Ø Διάλυµα PBS 

Ø Αλβουµίνη από αυγό όρνιθας 20 mg/mL (Chicken egg albumin, CEA) 

Ø 100 mM κιτρικό νάτριο pH 5,0 (Sodium Citrate) 

Ø 200 mM τριαιθανολαµίνη (TEA) 

Ø 20 mM Dimethyl pimelimidate (DMP) διαλυµένα σε 200 mM TEA 

Ø 50 mM Tris – HCl pH 7,5 

Ø PBS – 0,01 % Tween 20  

Ø Διάλυµα HENG: 

• 10 mM HEPES – KOH pH 9 

• 1,5 mM MgCl2 

• 0,25 mM EDTA 

• 20% glycerol 

• 1 mM PMSF ή Αναστολείς Πρωτεασών Κοκτέιλ. Προστίθενται 

ακριβώς πριν από τη χρήση.  

Ø 1M MgCl2 

Ø 10 mg/mL EtBr 

Ø Διάλυµα εκπλύσεων HENG (HENG WASH):  

• Διάλυµα HENG 

• 300 mM KCl 

• 0,3% NP-40 

Ø 1x Laemmli Buffer 
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Όργανα 

Ø Μαγνήτης: Dynal MPC-1  

Ø Περιστρεφόµενη τροχό. 

Ø Πλάκα ξηρής θερµότητας 

Αρχή µεθόδου 

 Για την ανοσοκατακρήµνιση πρωτεϊνών χρησιµοποιούνται 

παραµαγνητικά σφαιρίδια στα οποία έχει συζευχθεί πρωτεΐνη G ή Α. Η 

πρωτεΐνη G εκφράζεται στα βακτήρια στρεπτόκοκκου και έχει την ικανότητα 

να προσδένει ανοσοσφαιρίνες συγκεκριµένα στη Fab και Fc περιοχή (154). 

Αντίστοιχα και η πρωτεΐνη Α που εκφράζεται σε βακτήρια στρεπτόκοκκου 

προσδένει τις ίδιες περιοχές (155). Η πρωτεΐνη Α και G έχουν διαφορετικές 

συγγένειες πρόσδεσης του αντισώµατος ανάλογα µε τον οργανισµό από τον 

οποίο έχει προέλθει το αντίσωµα. Ο κατασκευαστής προµηθεύει αναλυτικές 

οδηγίες σχετικά µε την συγγένεια της πρωτεΐνης Α ή G ανάλογα µε τον 

οργανισµό. Συνήθως για την περίπτωση µονοκλωνικού αντισώµατος 

χρησιµοποιείται πρωτεΐνη G ενώ για πολυκλωνικό η A. Η ανοσοκατακρήµνιση 

πρωτεϊνών γίνεται µε τη χρήση πρωτεΐνης Α ή G όπου προσδένεται το προς 

χρήση αντίσωµα και κατακρηµνίζεται µαζί µε το αντίστοιχο αντιγόνο και κατά 

συνέπεια οι πρωτεΐνες µε τις οποίες αλληλεπιδρά το αντιγόνο. Ως δείγµα 

ελέγχου χρησιµοποιείται κατάλληλη ανοσοσφαιρίνη IgG (από τον ίδιο 

οργανισµό µε το αντιγόνο) η οποία επίσης προσδένεται.  

 Στην παρούσα διατριβή σε όλες τις πρωτεϊνικές ανοσοκατακρηµνίσεις 

έγινε διασύζευξη (crosslink) του αντισώµατος µε το αντιγόνο µε τη χρήση 

DMP. Το DMP (dimethyl pimelimidate) είναι ιµιδοεστέρας που µπορεί να 

αντιδράσει µε πρωτοταγείς αµινοµάδες (πχ ε-αµινοµάδες της λυσίνης) και 

ουσιαστικά να ενώσει µε οµοιοπολικό δεσµό πρωτεΐνες. Η σύνδεση αυτή 

γίνεται ώστε να µειωθεί το σήµα υπόβαθρου στην ανάλυση µε Western των 

ανοσοκατακρηµνισµένων πρωτεϊνών.  

Πορεία µεθόδου 

 Για την ανοσοκατακρήµνιση χρησιµοποιούνται 100 µl σφαιριδίων 

πρωτεΐνης Α ή G για 25 µl ανοσοσφαρίνης IgG και 50 µl σφαιριδίων 

πρωτεϊνης A ή G για 8 µg αντισώµατος ανά 500 µg  πυρηνικού πρωτεϊνικού 

εκχυλίσµατος. Το πυρηνικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα αφήνεται στον πάγο να 
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λιώσει και στη συνέχεια επεξεργάζεται µε βενζονάση και RNάση όπως 

περιγράφεται στην ενότητα. 

 Τα πρωτεϊνικά σφαιρίδια εκπλένονται 3 φορές µε PBS και 2 φορές µε 

κιτρικό νάτριο 100 mM pH 5,0. Το κιτρικό νάτριο αποµακρύνεται και τα 

σφαιρίδια αναδιασπείρονται σε διάλυµα HENG όπου προστίθενται  η 

φυσιολογική ανοσοσφαιρίνη IgG και το αντίσωµα (σε ξεχωριστούς σωλήνες) 

και αφήνονται σε περιστρεφόµενο τροχό σε θερµοκρασία δωµατίου για 2 

ώρες (στάδιο πρόσδεσης). Στη συνέχεια απορρίπτεται το διάλυµα και γίνεται 

έκπλυση 2 φορές µε κιτρικό νάτριο και τα σφαιρίδια αναδιασπείρονται σε 

διάλυµα τριεθανολαµίνης 200 mM pH 8,2. Γίνεται απόρριψη της 

τριεθανολαµίνης, προστίθεται διάλυµα 20 mM DMP (διαλυµένο σε 200 mM 

TEA) και λαµβάνει χώρα επώαση σε περιστρεφόµενο τροχό για 45 λεπτά 

(στάδιο διασύζευξης). Μετά το πέρας των 45 λεπτών το διάλυµα του DMP 

απορρίπτεται, προστίθεται στα σφαιρίδια 50 mM Tris pH 7,5 το οποίο και 

αφαιρείται αµέσως και στη συνέχεια γίνεται έκπλυση µε 50 mM Tris pH 7,5 για 

15 λεπτά (παύση της διασύζευξης). Τα σφαιρίδια εκπλένονται 3 φορές µε 

διάλυµα PBS – 0,01% Tween 20. Σε αυτό το σηµείο είναι δυνατό τα σφαιρίδια 

πρωτεΐνης Α ή G µε τα διασυζευγµένα αντισώµατα να αποθηκευθούν στους 4 
0C ως και µια εβδοµάδα.  

 Το PBS – 0,01% Tween 20 των διασυζευγµένων σφαιριδίων µε 

ανοσοσφαιρίνη IgG απορρίπτεται. Τα σφαιρίδια αναδιασπείρονται σε διάλυµα 

αλβουµίνης τελικής συγκέντρωσης 200 µg / mL και επωάζονται για 1 ώρα σε 

περιστρεφόµενο τροχό σε θερµοκρασία δωµατίου. Τα σφαιρίδια µε το 

διασυζευγµένο αντίσωµα για αυτό το χρονικό διάστηµα κρατούνται στους 4 
0C. Μετά το πέρας της επώασης το διάλυµα αλβουµίνης απορρίπτεται, στα 

σφαιρίδια µε IgG προστίθεται το επεξεργασµένο πρωτεϊνικό εκχύλισµα το 

οποίο αραιώνεται 3 φορές µε διάλυµα HENG και ακολουθεί επώαση σε 

περιστρεφόµενο τροχό για 1h . Το αραιωµένο διάλυµα θα πρέπει να περιέχει 

2 mM MgCl2, 50 µg/µl EtBr και αναστολείς πρωτεασών. Ταυτόχρονα στα 

σφαιρίδια µε το αντίσωµα αφαιρείται το PBS – 0,01% Tween 20, προστίθεται 

διάλυµα αλβουµίνης 200 µg/µl και τα σφαιρίδια επωάζονται σε θερµοκρασία 

δωµατίου για 1 ώρα σε περιστρεφόµενο τροχό. Μετά το τέλος της επώασης 

το αραιωµένο πρωτεϊνικό εκχύλισµα αφαιρείται από τα σφαιρίδια IgG και 

προστίθεται στα σφαιρίδια του αντισώµατος, τα οποία και επωάζονται 
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ολονύκτια σε περιστρεφόµενο τροχό στους 4 0C. Τα σφαιρίδια IgG 

εκπλένονται 5 φορές για 5 λεπτά µε το διάλυµα εκπλύσεων HENG (HENG 

WASH σε θερµοκρασία δωµατίου, στη συνέχεια γίνονται δυο πλύσεις µε PBS 

όπου και γίνεται µεταφορά των σφαιριδίων σε νέο σωλήνα ώστε να µειωθεί η 

µη ειδική πρόσδεση των πρωτεϊνών στα τοιχώµατα του σωλήνα. Οι 

προσδεδεµένες πρωτεΐνες εκλούονται από το αντιγόνο µε τη χρήση 

διαλύµατος 1x Laemmli και θέρµανση τους στους 80 0C. Το συγκεκριµένο 

δείγµα αποτελεί τον αρνητικό µάρτυρα του πειράµατος. Ταυτόχρονα 

ετοιµάζεται δείγµα από ένα ποσοστό (8%) του αρχικού πυρηνικού 

εκχυλίσµατος για να φορτωθεί σε πηκτή πολυακρυλαµίδης (input). 

 Την εποµένη µέρα το υπερκείµενο πυρηνικό εκχύλισµα διαχωρίζεται 

από τα σφαιρίδια αντισώµατος και φυλάσσεται (supernatant) και τα σφαιρίδια 

εκπλένονται 5 φορές για 5 λεπτά στους  4 0C µε διάλυµα HENG. Ακολουθούν 

δύο πλύσεις µε PBS και τα σφαιρίδια µεταφέρονται σε νέο σωλήνα. Οι 

προσδεδεµένες πρωτεΐνες εκλούονται από το αντιγόνο µε τη χρήση 

διαλύµατος 1x Laemmli και θέρµανση τους στους 80 0C. Ταυτόχρονα 

ετοιµάζεται ποσοστό (8%) από το υπερκείµενο. Συνολικά στο πήκτωµα 

πολυακρυλαµίδης, φορτώνεται 8% αρχικού δείγµατος (input), δείγµα 

κατακρηµνισµένου υλικού από το αντιγόνο(pull down), δείγµα κατακρήµνισης 

IgG (IgG control), 8% υπερκείµενου δείγµατος (supernatant).  

60.  3.2.18 Χρωµατογραφία µοριακής διήθησης µε τη χρήση 
πακεταρισµένης στήλης Superose 6 

Υλικά 

Ø Στήλη χρωµατογραφίας µοριακής διήθησης Superose 6 (GE 

Healthcare, USA)  

Ø Διάλυµα χρωµατογραφίας Superose 6 (Φιλτραρισµένο, απαερωµένο):  

• 20 mM HEPES pH 7,9 

• 0.5 mM EGTA  

• 1 mM MgCl2  

• 200 mM KCl  

• 10% glycerol.  
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Ø Πρότυποι δείκτες χρωµατογραφίας χρωµατογραφίας (Gel Filtration 

Standard, Biorad, USA) 

Ø Πυρηνικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα 

Ø 1mL, 5mL σύριγγες 

Ø Ενέσιµο ύδωρ 

Ø Διάλυµα αιθανόλης 20% (v/v) 

Όργανα 

Ø Akta FPLC Purifier (GE Healthcare) 

Αρχή µεθόδου 

 H µέθοδος βασίζεται στο διαχωρισµό των πρωτεϊνών ανάλογα µε το 

µοριακό τους βάρος. Όσο µικρότερο το µέγεθος της πρωτεΐνης τόσο 

περισσότερο εισέρχεται στους πόρους του υλικού µε αποτέλεσµα να 

επιβραδύνεται η διήθηση του και να εκλούεται αργότερα σε σχέση µε µια 

πρωτεΐνη µεγαλύτερου µοριακού βάρους. Πρωτεΐνες µεγάλου µοριακού 

βάρους εκλούνται πολύ γρήγορα διότι δεν εισέρχονται στους πόρους του 

χρωµατογραφικού υλικού διήθησης. Η χρωµατογραφική στήλη πληρώνεται µε 

πορώδες υλικό Superose το οποίο είναι διασυζευγµένο µε σωµατίδια 

αγαρόζης. Το υλικό Superose έχει µεγάλη φυσική και χηµική σταθερότητα και 

εύρος των εκλουώµενων πρωτεϊνών κυµαίνεται από 2 MDa έως 5 kDa.  

Πορεία µεθόδου 

 Η στήλη χρωµατογραφίας µοριακής διήθησης Superose 6% διατηρείται 

σε διάλυµα αιθανόλης 20% (v/v). Η στήλη συνδέεται στο σύστηµα 

χρωµατογραφίας Akta purifier από το οποίο µε τη χρήση ειδικού λογισµικού 

ελέγχονται ο όγκος και η ταχύτητα ροής των διαλυµάτων που θα τη 

διαπεράσουν. Για την αφαίρεση της αιθανόλης η στήλη εκπλένεται µε ενέσιµο 

ύδωρ για 2 όγκους στήλης (48 mL) σε ταχύτητα ροής 0,3 mL / min ή 0,5 mL / 

min. Στη συνέχεια για την εξισορρόπηση της στήλης σε διάλυµα 

χρωµατογραφίας Superose 6 χρησιµοποιούνται 2 όγκοι στήλης. Για κάθε 

πρωτεϊνικό δείγµα που διατρέχεται από τη Superose 6 χρησιµοποιείται 

µέθοδος για τη ρύθµιση όλων των παραµέτρων ή οποία δηµιουργείται µε τη 

χρήση του ειδικού λογισµικού που συνοδεύει το Akta Purifier. Οι τιµές των 

παραµέτρων που χρησιµοποιούνται στη µέθοδο είναι: 
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- Ταχύτητα ροής: 0.5 mL / min 

- Όγκος εξισορρόπησης στήλης 24 mL  

- Εισαγωγή δείγµατος στη στήλη µε τη χρήση 2.5 mL διαλύµατος 

- 24 mL ο όγκος του διαλύµατος για την έκλουση των πρωτεϊνών 

- Συλλογή κλασµάτων ανά 500 µl για όγκο 24 mL 

- Μέγιστη επιτρεπόµενη πίεση συστήµατος 1,5 MPa. 

 Για τη βαθµόνηση της στήλης Superose 6, δηλαδή την αντιστοίχηση 

πρωτεϊνών γνωστού µοριακού βάρους σε κλάσµα έκλουσης (ή όγκου 

έκλουσης) γίνεται χρήση δεικτών πρωτεϊνών µοριακής διήθησης (Gel filtration 

standards, Biorad). Τα πυρηνικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα διαπερνώνται από 

τη στήλη µε τη χρήση της ίδιας µεθόδου,  τα συλλεγόµενα κλάσµατα 

επεξεργάζονται όπως περιγράφεται στην ενότητα και στη συνέχεια 

αναλύονται µε ανοσοαποτύπωση κατά Western.  

61. 3.2.19 Κατακρήµνιση πρωτεϊνών µε τη χρήση τριχλωροξικού οξέος 

Υλικά 

Ø 100% (v/v) τριχλωροοξικό οξύ (TCA) 

Ø 100% (v/v) Ακετόνη  

Ø 1x Laemmli 

Όργανα 

 Ψυχόµενη φυγόκεντρος για σωλήνες 1,5mL. (Mikro 22R Hettich, 

Germany) 

Αρχή µεθόδου 

 Η χρήση του TCA για την κατακρήµνιση πρωτεϊνών ρίχνει σηµαντικά το 

pH του διαλύµατος των πρωτεϊνών µε αποτέλεσµα να αλλάζει η δοµή των 

πρωτεϊνών και να δηµιουργούνται υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις οι οποίες 

οδηγούν στο σχηµατισµό συσσωµατωµάτων (156), (157), (158). 

Πορεία µεθόδου 

 Γίνεται προσθήκη TCA ώστε ή τελική συγκέντρωση του οξέως στο 

πρωτεϊνικό διάλυµα να είναι 20% (v/v) και το διάλυµα επωάζεται στους 4 0C 

για 1 ώρα. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 18.890 x g για 20 λεπτά στους 4 0C  

ώστε να γίνει κατακρήµνιση πρωτεϊνών και το υπερκείµενο απορρίπτεται. 

Προστίθεται διάλυµα 1% TCA και επαναλαµβάνεται η φυγοκέντριση στην ίδια 
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ταχύτητα για 15 λεπτά στους 4 0C. Μετά τη φυγοκέντριση προστίθεται 

ακετόνη και γίνεται φυγοκέντριση όπως ακριβώς και προηγουµένως και το 

ίζηµα επαναιωρείται σε κατάλληλο όγκο 1x Laemmli οπότε και µπορεί να 

αναλυθεί µε Western.  

62. 3.3 ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΜΟΡΙΑΚΗΣ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ 

63. 3.3.1 Πλασµιδιακές κατασκευές και βακτηριακά στελέχη  

 Οι πλασµιδιακές κατασκευές και οι φορείς κλωνοποίησης που 

χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή ήταν: 

 

Πίνακας 3. Τα πλασµίδια που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή 

Πλασµίδιο 
Γονίδιο 

ανθεκτικότητας σε 
αντιβιοτικά 

Χρήση Προέλευση 

GMT1L Αµπικιλλίνη 
Φορέας έκφρασης της 

DNMT1 συζευγµένη µε 

GFP 

Δρ. Cardoso, 

Technische 

Universität 

Darmstadt 

GMT Αµπικιλλίνη 

Φορέας έκφρασης της 

ελλειπτικής µετάλλαξης 

GMT της DNMT1 

συζευγµένη µε GFP 

Δρ. Cardoso, 

Technische 

Universität 

Darmstadt 

GMTΔPBD Αµπικιλλίνη 

Φορέας έκφρασης της 

ελλειπτικής µετάλλαξης 

GMTΔPBD της DNMT1 

συζευγµένη µε GFP 

Δρ. Cardoso, 

Technische 

Universität 

Darmstadt 

GMTΔTS Αµπικιλλίνη 

Φορέας έκφρασης της 

ελλειπτικής µετάλλαξης 

GMTΔTS της DNMT1 

συζευγµένη µε GFP 

Δρ. Cardoso, 

Technische 

Universität 

Darmstadt 
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MTNG.1 Αµπικιλλίνη 

Φορέας έκφρασης της 

ελλειπτικής µετάλλαξης 

MTNG.1 της DNMT1 

συζευγµένη µε GFP 

Δρ. Cardoso, 

Technische 

Universität 

Darmstadt 

GMT1LF169S Αµπικιλλίνη 

Φορέας έκφρασης της 

εµετάλλαξης MTNG.1 

της DNMT1 

συζευγµένη µε GFP 

Δρ. Cardoso, 

Technische 

Universität 

Darmstadt 

PBQ162E Αµπικιλλίνη 

Φορέας έκφρασης 

τµήµατος PBD µε 

σηµειακή µετάλλαξη Q 

σε Ε 

Geneart 

 

Το στέλεχος του βακτηρίου Escherichia coli που χρησιµοποιήθηκε στη 

παρούσα διατριβή για την αντιγραφή πλασµιδίων ήταν: 

Ø DH5a δεκτικά βακτηριακά κύτταρα (Subcloning efficiency DH5a 

competent cells, Invitrogen, USA). 

64. 3.3.2 Μετασχηµατισµός βακτηρίων 

Υλικά 

Ø Δεκτικά κύτταρα DH5a (Subcloning effieciency DH5a competent cells, 

Invitrogen, USA) 

Ø Πλασµιδιακό DNA 

Ø LB θρεπτικό µέσο: 

• 10 g/l Tρυπτόνη (Tryptone) 

• 10 g/l NaCl 

• 10 g/l (Yeast Extract) 

Ø Τριβλία LB-άγαρ µε κατάλληλη συγκέντρωση αντιβιοτικού: 

• 100 µg/mL Αµπικιλλίνη 

• 50 µg/mL Καναµυκίνη 

• 50 µg/mL Ζεοκίνη 

Όργανα 

Ø Υδατόλουτρο 
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Ø Θερµαινόµενη περιστρεφόµενη πλατφόρµα 

Ø Φυγόκεντρος σωλήνες 1,5 mL τύπου Eppendorf 

Ø Επωαστικός κλίβανος ρυθµισµένος στους 37 0C.  

Αρχή µεθόδου 

 Κατά το µετασχηµατισµό (transformation) γίνεται εισαγωγή εξωγενούς 

γενετικού υλικού (πλασµιδιακού DNA) σε βακτήρια.  Η επιλογή των κυττάρων 

που έχουν µετασχηµατιστεί γίνεται µε βάση την ανθεκτικότητα τους σε κάποιο 

αντιβιοτικό, ιδιότητα που προσδίδεται από το πλασµίδιο που έχουν δεχθεί. Η 

διαδικασία του µετασχηµατισµού βασίζεται στην επίδραση θερµικού σοκ, κατά 

την οποία ανοίγουν οι πόροι στο κυτταρικό τοίχωµα των «δεκτικών» 

(competent) βακτηρίων και γίνεται είσοδος του εξωγενούς DNA (159)  

Πορεία µεθόδου 

 50 µl δεκτικών βακτηριακών κυττάρων αποψύχονται σταδιακά στον 

πάγο. Μικρή ποσότητα πλασµιδιακού DNA (50 – 100 ng) αναµιγνύεται µε τα 

βακτηριακά κύτταρα και ακολουθεί επώαση των κυττάρων στον πάγο, για 20 

λεπτά. Στη συνέχεια τα κύτταρα υποβάλλονται σε θερµικό σοκ (heat shock), 

µέσω επώασης τους σε υδατόλουτρο 42 0C, για 20 δευτερόλεπτα ενώ 

αµέσως µετά µεταφέρονται στον πάγο όπου και παραµένουν για 2 ακόµα 

λεπτά. Ακολούθως στα κύτταρα προστίθεται 1 mL θρεπτικού µέσου LB το 

οποίο δεν εµπεριέχει αντιβιοτικό και γίνεται επώαση στους 37 βαθµούς υπό 

συνεχή ανάδευση για 1 ώρα. Μετά το πέρας της επώασης γίνεται 

φυγοκέντριση στις 3000 rpm για 5 λεπτά, σε θερµοκρασία δωµατίου και 

απόρριψη µέρους του LB. Τα κύτταρα αναδιασπείρονται στο εναποµείναν 

θρεπτικό µέσο και το κυτταρικό αιώρηµα επιστρώνεται σε τριβλία µε στερεό 

θρεπτικό µέσο, που φέρει αντιβιοτικό επιλογής. Τα τριβλία τοποθετούνται 

ανεστραµµένα σε επωαστικό κλίβανο στους 37 0C για 16 ώρες ώστε να 

σχηµατισθούν αποικίες. 

 Ο έλεγχος της πρόσληψης του πλασµιδιακού DNA γίνεται µε 

καλλιέργεια µεµονωµένων αποικιών σε θρεπτικό µέσο, αποµόνωση του 

πλασµιδιακού DNA σε µικρή κλίµακα, πέψη µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες 

και έλεγχος του προτύπου των προϊόντων των πέψεων.  
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65. 3.3.3 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA 

Υλικά 

Ø Διάλυµα Ι (αποστειρωµένο): 

• 50 mM Γλυκόζη 

• 25 mM Tris – HCl pH 8 

• 10 mM EDTE pH 8 

Ø Διάλυµα ΙΙ (παρασκευάζεται αµέσως πριν τη χρήση του): 

• 1Μ NaOH  

• 1% (w/v) SDS 

Ø Διάλυµα ΙΙΙ (διατηρείται σε θερµοκρασία δωµατίου): 

• 3Μ οξικό κάλιο 

• 11.5% (v/v) οξικό οξύ 

Ø Φαινόλη / Χλωροφόρµιο / Ισοαµυλική αλκοόλη (25:24:1, v/v) 

Ø Ισοπροπανόλη100%  (v/v) 

Ø Αιθανόλη 70% (v/v) 

Ø Διάλυµα ΤΕ: 

• 10 mM Tris – HCl pH 7.5 

• 1mM EDTA pH 8 

Ø RNάση 10mg/mL 

Όργανα 

Ø Θερµαινόµενη περιστρεφόµενη πλατφόρµα 

Ø Φυγόκεντρος για σωλήνες 1,5 mL τύπου Eppendorf 

Ø Σωλήνες καλλιέργειας βακτηρίων 13 mL (αποστειρωµένους)  

Αρχή µεθόδου 

 Για την αποµόνωση πλασµιδιακού DNA χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος 

της αλκαλικής λύσεως, η οποία στηρίζεται στην επίδραση του ιοντικού 

απορρυπαντικού SDS σε αλκαλικό περιβάλλον (160). Οι συνθήκες 

προκαλούν ρήξη του κυτταρικού τοιχώµατος και αποδιάταξη των πρωτεϊνών 

και του χρωµοσωµικού DNA. Παρόλο που το αλκαλικό περιβάλλον 

διαταράσσει το ζευγάρωµα των βάσεων, οι αλυσίδες του πλασµιδιακού DNA 

δεν µπορούν να διαχωριστούν εξαιτίας της υπερελίκωσης του πλασµιδίου και 

επανέρχονται στη φυσιολογική τους µορφή, όταν το διάλυµα λύσης 

εξουδετερωθεί.  
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Πορεία µεθόδου 

 Υγρή καλλιέργεια βακτηρίων E.coli όγκου 3mL, εµβολιάζεται µε τυχαία 

αποικία κυττάρων µετασχηµατισµένων µε το επιθυµητό πλασµίδιο και 

αναπτύσσεται για 16 ώρες στους 37 υπό ανάδευση. 1,5 mL από καλλιέργεια 

µεταφέρεται σε σωλήνα τύπου Eppendorf και φυγοκεντρείται στις 13.000 rpm 

για 1 λεπτό σε θερµοκρασία δωµατίου. Το υπερκείµενο απορρίπτεται ενώ το 

ίζηµα διαλυτοποιείται σε 100 µL του διαλύµατος Ι. Η λύση των κυττάρων 

πραγµατοποιείται µε προσθήκη 200 µL διαλύµατος ΙΙ και ήπια ανάδευση για 1 

λεπτό (αποφεύγεται η έντονη ανάδευση διότι µπορεί να προκαλέσει διάσπαση 

του DNA). Το αλκαλικό διάλυµα λύσης εξουδετερώνεται µε προσθήκη 150 µl 

διαλύµατος ΙΙΙ και ανάδευση. Ακολουθεί φυγοκέντριση στις 13.000 rpm, για 5 

λεπτά, στους 4 0C και µεταφορά του υπερκείµενου σε νέο σωλήνα 1,5 mL. Σε 

αυτό γίνεται προσθήκη ίσου όγκου φαινόλης / χλωροφόρµιου το µίγµα 

αναµιγνύεται και φυγοκεντρείται στις 13.000 rpm για 5 λεπτά σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Η υδατική φάση µεταφέρεται σε νέο σωλήνα 1,5 mL, προστίθεται 

ισοπροπανόλη ίσου όγκου και ακολουθεί επώαση του µίγµατος διάρκειας 30 

λεπτών στους 4 0C. Τα νουκλεικά οξέα καθιζάνουν µε φυγοκέντριση του 

µίγµατος στις 13.000 rpm, για 30 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Το ίζηµα 

που προκύπτει από τη φυγοκέντριση ξεπλένεται µε 70% (v/v) αιθανόλη και 

αφήνεται να στεγνώσει στον αέρα. Τα νουκλεϊκά οξέα αναδιασπείρονται µε 

χρήση διαλύµατος TE pH 7,5. Η πέψη του RNA πραγµατοποιείται µέσω 

επώασης του διαλύµατος των νουκλεικών οξέων µε ένζυµο ριβονουκλεάσης 

Α. (RNάση). Στο διάλυµα προστίθεται RNάση ώστε η τελική της συγκέντρωση 

να είναι 100 µg/mL και επωάζεται για 30 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Το 

αποµονωµένο DNA διατηρείται έως ότου χρησιµοποιηθεί στους – 20 
0C.  

 Η αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µεγαλύτερη κλίµακα βασίστηκε 

στην ίδια αρχή και πραγµατοποιήθηκε µε το εµπορικά διαθέσιµο κιτ 

Nucleobond Xtra Midi Prep (Macherey Nagel).  

66. 3.3.4 Πέψη µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες 

Υλικά 

Ø DNA 

Ø Περιοριστική ενδονουκλεάση 

Ø Διάλυµα λειτουργίας περιοριστική ενδονουκλεάσης 
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Ø Ενέσιµο ύδωρ 

Ø Φαινόλη / χλωροφόρµιο / ισοαµυλική αλκοόλη (25:24:1, v/v) 

Ø 100% (v/v) αιθανόλη 

Ø 70% (v/v) αιθανόλη 

Όργανα 

Ø Υδατόλουτρο θερµοκρασίας 37 0C 

Ø Φυγόκεντρος για σωλήνες 1,5 mL τύπου Eppendorf 

Αρχή µεθόδου 

 Η πέψη DNA έγινε µε χρήση περιοριστικών ενδονουκλεασών, δηλαδή 

ενζύµων που αναγνωρίζουν συγκεκριµένες αλληλουχίες και κόβουν τη διπλή 

έλικα του DNA δηµιουργώντας µονόκλωνα προεξέχοντα ή δίκλωνα άκρα.  

Πορεία µεθόδου 

 Για την πέψη 1 µg DNA χρησιµοποιήθηκαν 3 units ενζύµου, το διάλυµα 

λειτουργίας της περιοριστικής ενδονουκλεάσης και ο όγκος της αντίδρασης 

ρυθµίζεται κατάλληλα µε τη χρήση ενέσιµου νερού. Η πέψη λαµβάνει χώρα σε 

υδατόλουτρο στους 37 0C για 2 ώρες. Μέρος της αντίδρασης µπορεί να 

αναλυθεί µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης ώστε να διαπιστωθεί η πέψη 

του DNA. Στη συνέχεια ακολουθεί καθαρισµός του δείγµατος µε φαινόλη / 

χλωροφόρµιο (προσθήκη ίσου όγκου και φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm) 

αποµάκρυνση της υδατικής φάσης και προσθήκη διπλάσιου όγκου 100% (v/v) 

αιθανόλης. Το µίγµα επωάζεται για 1 ώρα σε θερµοκρασία – 20 0C και στη 

συνέχεια φυγοκεντρείται στις 13.000 rpm για 15 λεπτά στους 4 0C. Το 

υπερκείµενο απορρίπτεται, το ίζηµα εκπλένεται µε 70% (v/v) αιθανόλης, 

φυγοκεντρείται πάλι στις 13.000 rpm και αφήνεται να στεγνώσει. Το DNA 

επαναιωρείται µε χρήση διαλύµατος TE pH 7,5 και είναι έτοιµο για τα 

ακόλουθα βήµατα τα οποία ενδεχοµένως να περιλαµβάνουν µια ακόµη πέψη 

ή αποφωσφορυλίωση των άκρων µε αλκαλική φωσφατάση.  

67. 3.3.5 Κατεργασία DNA µε το ένζυµο αλκαλική φωσφατάση.  

Υλικά 

Ø DNA 

Ø Εντερική αλκαλική φωσφατάση (Calf intestinal phosphatase, CIAP) 

Ø Διάλυµα λειτουργίας αλκαλικής φωσφατάσης 
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Ø Ενέσιµο ύδωρ 

Όργανα 

Ø Υδατόλουτρο θερµοκρασίας 37 0C 

Ø Θερµαινόµενο µπλοκ ρυθµισµένο στους 65 0C 

Αρχή µεθόδου 

 Η αλκαλική φωσφατάση αποφωσφορυλιώνει τα 5’ άκρα µορίων DNA, 

µε αποτέλεσµα να εµποδίζει την επανένωση των άκρων που προέκυψαν από 

πέψη µε την ίδια περιοριστική ενδονουκλεάση.  

Πορεία µεθόδου 

 Στα πειράµατα της παρούσας διατριβής έγινε χρήση εντερικής 

φωσφατάσης µόσχου (Calf intestinal phosphatase, CIAP) πριν τη 

πραγµατοποίηση αντιδράσεων λιγάσης , όταν τα δύο άκρα του πλασµιδίου 

ήταν συµβατά µεταξύ τους. Στην περίπτωση αυτή, ανά µg πλασµιδίου 

προστίθενται κατάλληλος όγκος διαλύµατος λειτουργίας αλκαλικής 

φωσφατάσης, 2 units ενζύµου CIAP και ο όγκος της αντίδρασης ρυθµίζεται 

στα 50 µl µε προσθήκη ενέσιµου ύδατος. Η αντίδραση πραγµατοποιείται µε 

επώαση του δείγµατος στους 37 0C για 1 ώρα και στη συνέχεια το ένζυµο 

απενεργοποιείται µε θέρµανση στους 65 0C για 20 λεπτά. To DNA µετά την 

αντίδραση αναλύεται σε πηκτή αγαρόζης και αποµονώνεται από αυτή µε τη 

χρήση εµπορικά διαθέσιµου πακέτου αντιδραστηρίων (DNA extraction kit, 

Invitrogen, USA). 

68. 3.3.6 Ηλεκτροφόρηση DNA σε πηκτώµατα αγαρόζης 

Υλικά 

Ø Διάλυµα ΤΑΕ (50x), pH 8: 

• 2 M Tris – Οξικό οξύ pH 8 

• 50 mM EDTA pH 8 

Ø Διάλυµα φόρτωσης δείγµατος (5x): 

• 25% (v/v) γλυκερόλη 

• 5x διάλυµα ΤΑΕ 

• 0,25% (w/v) µπλε της βρωµοφαινόλης 

• 0,25% (w/v) κυανό της ξυλένης.  

Όργανα 
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Ø Φούρνος µικροκυµάτων 

Ø Συσκευή ηλεκτροφόρησης (Fischer Scientific) 

Ø Biorad PowerPac Basic supply (Biorad) 

Ø Σύστηµα απεικόνισης του πηκτώµατος µε λαµπτήρα υπεριώδους 

ακτινοβολίας.(UVP Gel Doc-it Imaging System, USA)  

Αρχή µεθόδου 

 Ο διαχωρισµός µορίων DNA διαφορετικού µεγέθους γίνεται µε 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης. Η επιλογή της συγκέντρωσης της 

αγαρόζης εξαρτάται από το µέγεθος των µορίων DNA που πρέπει να 

διαχωριστούν, καθώς όσο µικρότερο είναι το µέγεθος των µορίων DNA, τόσο 

µεγαλύτερη είναι η συγκέντρωση της αγαρόζης. Το πήκτωµα περιέχει επίσης 

βρωµιούχο αιθίδιο, το οποίο παρεµβάλλεται µεταξύ της διπλής έλικας και 

επιτρέπει την ανίχνευση των µορίων DNA, µε λαµπτήρα υπεριώδους 

ακτινοβολίας. Τα αρνητικά φορτισµένα µόρια DNA κινούνται προς το θετικό 

πόλο έπειτα από την εφαρµογή ηλεκτρικής τάσης στα άκρα του πηκτώµατος 

(161).  

Πορεία µεθόδου 

 Αρχικά παράγεται το πήκτωµα αγαρόζης κατάλληλης συγκέντρωσης 

ανάλογα µε το µέγεθος του DNA. Η αγαρόζη αναµιγνύεται µε διάλυµα 1x TAE 

και θερµαίνεται σε φούρνο µικροκυµάτων έως την πλήρη τήξη της αγαρόζης 

και προστίθεται βρωµιούχο αιθίδιο σε τελική συγκέντρωση 0.5 µg/mL. Το 

πήκτωµα µεταφέρεται στη συσκευή ηλεκτροφόρησης όπου και τοποθετείται 

χτένα για τη δηµιουργίας θέσεων φόρτωσης των δειγµάτων και αφήνεται 

µέχρι την πλήρη πήξη του. Στη συνέχεια η χτένα αφαιρείται και το πήκτωµα  

αγαρόζης καλύπτεται πλήρως µε διάλυµα 1x TAE. Στα δείγµατα του DNA 

προστίθεται διάλυµα φόρτωσης και τοποθετούνται στις ειδικές θέσεις 

πηκτώµατος. Το διάλυµα φόρτωσης συµβάλλει στην τοποθέτηση των 

δειγµάτων καθώς και στον έλεγχο της εξέλιξης της ηλεκτροφόρησης. 

Εφαρµόζεται τάση 100 V και µετά την ολοκλήρωση της ηλεκτροφόρησης το 

πήκτωµα παρατηρείται µε τη χρήση της συσκευής απεικόνισης µε λαµπτήρα 

υπεριώδους ακτινοβολίας.  
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69. 3.3.7 Αντίδραση λιγάσης 

Υλικά 

Ø 10x ρυθµιστικό διάλυµα λιγάσης T4. 

Ø T4 DNA λιγάση 

Ø Ενέσιµο ύδωρ 

Όργανα 

Ø Υδατόλουτρο ρυθµισµένο στους 16 0C. 

Αρχή µεθόδου 

 Η λιγάση T4 καταλύει το σχηµατισµό φωσφοδιεστερικού δεσµού 

µεταξύ των 3’ και 5’ άκρων νουκλεϊκών οξέων. Απαραίτητη προϋπόθεση για 

να συνδεθεί ο φορέας κλωνοποίησης µε το ένθεµα είναι να διαθέτουν κοινά 

µονόκλωνα προεξέχοντα ή δίκλωνα άκρα, τα οποία προκύπτουν από τη πέψη 

µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες. (162). 

Πορεία µεθόδου 

 H αντίδραση σύνδεσης γίνεται µε ανάµιξη 100 ng φορέα µε τη 

αλληλουχία εισδοχής σε ανάλογία 1:3. Στην αντίδραση επίσης προστίθεται 

ρυθµιστικό διάλυµα λιγάσης, λιγάση και συµπληρώνεται ενέσιµο ύδωρ σε 

τελικό όγκο 10 µl. Η αντίδραση επωάζεται σε υδατόλουτρο στους 16 0C για 16 

ώρες.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

70. 4.1 ΒΕΛΤΙΣΤΟΠΟΙΗΣΗ ΜΕΘΟΔΟΥ IN VIVO ΒΙΟΤΙΝΥΛΙΩΣΗΣ ΚΑΙ 
ΑΠΟΜΟΝΩΣΗΣ ΣΥΜΠΛΟΚΩΝ 

 Ο πρώτος εκ των στόχων της παρούσας διατριβής ήταν η 

βελτιστοποίηση της µεθόδου της in vivo βιοτινυλίωσης µε σκοπό την εύρεση 

και ταυτοποίηση νέων αγνώστων πρωτεϊνικών συµπλόκων που σχηµατίζει ο 

µεταγραφικός παράγοντας GATA-1. Η βελτιστοποίηση της µεθόδου όπως θα 

περιγραφεί στη συνέχεια έγινε σε δυο επίπεδα α) στη µείωση του σήµατος 

υποβάθρου (background) που προέρχεται από τις ενδογενείς βιοτινυλιωµένες 

πρωτεΐνες (καρβοξυλάσες) µε χρήση µη ιονικών απορρυπαντικών και β) στη 

εφαρµογή διαφορετικών µεθόδων αποµόνωσης πυρηνικών εκχυλισµάτων µε 

σκοπό αποδοτικότερη εκχύλιση της GATA-1 πρωτεΐνης και κατά συνέπεια 

των πρωτεϊνικών συµπλόκων της.  

71. 4.1.1 Επιβεβαίωση της έκφρασης του βιοτινυλιωµένου GATA-1 σε 
bio-GATA-1 MEL κύτταρα.  

 Κύτταρα C88, BirA, bioGATA-1 MEL καλλιεργήθηκαν όπως 

περιγράφηκε στην ενότητα Υλικά και Μέθοδοι και στη συνέχεια 

διαφοροποιήθηκαν µε τη χρήση 2% DMSO. Τα διαφοροποιηµένα κύτταρα 

συλλέχθηκαν, από αυτά παράχθηκαν πυρηνικά εκχυλίσµατα µε τη χρήση 

υποτονικού διαλύµατος για την αποµόνωση  των πυρήνων και διάλυµα 

υψηλής αλατότητας. για την εκχύλιση των πυρηνικών πρωτεϊνών (163), (137). 

Η ποσότητα της πρωτεΐνης των πυρηνικών εκχυλισµάτων ποσοτικοποιήθηκε 

µε τη χρήση της µεθόδου Bradford. Πυρηνικά εκχυλίσµατα από κύτταρα 

bioGATA-1 MEL, bioGATA-1 χωρίς βακτηριακή λιγάση BirA, BirA MEL και 

C88 MEL αναλύθηκαν µε ανοσοαποτύπωση κατά Western για την παρουσία 

GATA-1 και στρεπταβιδίνης.  

 Με τη χρήση αντισώµατος έναντι της πρωτεΐνης GATA-1 στα bio-

GATA-1MEL (1+5)  εκχυλίσµατα ανιχνεύεται η ενδογενής και η σηµασµένη 

πρωτεΐνη (Εικόνα 7). Για να επιβεβαιωθεί ότι η σηµασµένη πρωτεΐνη GATA-1 

είναι και βιοτινυλιωµένη από τη BirA η οποία συνεκφράζεται στα κύτταρα 

χρησιµοποιήθηκε στρεπταβιδινη – HRP οπότε και ανιχνεύθηκε η 
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βιοτινυλιωµένη GATA-1 (Εικόνα 7, ζώνη µε αστερίσκο). Τα εκχυλίσµατα 

bioGATA-1 χωρίς BirA , BirA και C88 MEL χρησιµοποιούνται ως εσωτερικοί 

µάρτυρες ώστε να επαληθευθεί η βιοτινυλίωση της GATA-1. Συνεπώς η 

κυτταρική σειρά εκφράζει βιοτινυλιωµένη GATA-1.  

 

 

Εικόνα 7. Ανίχνευση της έκφρασης βιοτινυλιωµένης GATA-1 στα κύτταρα 

bioGATA-1 MEL. Πυρηνικά εκχυλίσµατα διαµολυσµένων κυττάρων (1+5) bioGATA-

1 MEL, (2+6) bioGATA-1 χωρίς BirA,(3+7) BirA MEL, (4+8) C88 MEL αναλύθηκαν  

κατά Western  και η ανίχνευση των πρωτεϊνών έγινε µε αντίσωµα GATA-1 (1, N6) και 

στρεπταβιδίνη – HRP. 

72. 4.1.2 Μείωση σήµατος υποβάθρου (background) µε τη χρήση 
διαλύµατος NP-40.  

 Όπως έχει ήδη προαναφερθεί η in vivo βιοτινυλίωση βασίζεται στη 

δέσµευση της σηµασµένης βιοτινυλιωµένης πρωτεΐνης από σφαιρίδια που 

φέρουν στρεπταβιδίνη και την κατακρήµνισή της. Σε αυτή τη διαδικασία 

δεσµεύονται και οι ενδογενείς κυτταροπλασµατικές βιοτινυλιωµένες πρωτεΐνες 

(κυρίως καρβοξυλάσες) (164), προφανώς λόγω µόλυνσης των πυρηνικών 

εκχυλισµάτων µε κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες. Ο συνηθέστερος τρόπος 

αποµόνωσης πυρηνικών εκχυλισµάτων προβλέπει τη χρήση υποτονικού 

διαλύµατος για τη διόγκωση των κυττάρων σε συνδυασµό µε οµογενοποιητή 

τύπου Dounce για τη διάρρηξη της κυτταρικής µεµβράνης και στη συνέχεια 

διάλυµα υψηλής αλατότητας για την εκχύλιση των πυρηνικών πρωτεϊνών 

(high salt nuclear extraction). Υποθέσαµε ότι η µεθοδολογία αυτή δύναται να 

έχει ως αποτέλεσµα τη µόλυνση των πυρηνικών εκχυλισµάτων µε 
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κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες, πιθανώς λόγω προσκόλλησης του 

ενδοπλασµατικού δικτύου και των µιτοχονδρίων στην πυρηνική µεµβράνη 

κατά την αποµόνωση των πυρήνων. Συνεπώς, επιχειρήσαµε να 

εφαρµόσουµε εναλλακτικές µεθοδολογίες αποµόνωσης πυρήνων µε στόχο 

την ελάττωση της κυτταροπλασµατικής µόλυνσης και της µείωσης της 

πρόσδεσης υπόβαθρου ενδογενών βιοτινυλιωµένων πρωτεϊνών στα 

σφαιρίδια στρεπταβιδίνης.  

 

Εικόνα 8. Μείωση των ενδογενών βιοτινυλιωµένων πρωτεϊνών µε χρήση 

διαλύµατος λύσης NP-40 σε πυρηνικά εκχυλίσµατα διαφοροποιηµένων κυττάρων 

bioGATA-1 MEL. Πυρηνικά εκχυλίσµατα διαφοροποιηµένων κυττάρων bio-GATA-1 

MEL που παράχθηκαν είτε µε τη χρήση διαλύµατος NP-40 / υψηλής αλατότητας είτε µε 

υποτονικό / υψηλής αλατότητας αναλύθηκαν µε Western χρησιµοποιώντας αντίσωµα 

για GATA-1 (001) και στρεπταβιδίνης – HRP. 

 Αρχικά, αποµονώθηκαν πρωτεϊνικά πυρηνικά εκχυλίσµατα µε τη 

µέθοδο υψηλής αλατότητας από διαφοροποιηµένα κύτταρα bio-GATA-1 MEL, 

και τα οποία αναλύθηκαν µε Western χρησιµοποιώντας αντίσωµα για την 

πρωτεΐνη GATA-1 και στρεπταβιδίνη – HRP (Εικόνα 8). Διαπιστώνεται ότι µε 

τη χρήση υποτονικού διαλύµατος οι ενδογενείς κυτταροπλασµατικές 

βιοτυνιλιωµένες πρωτεΐνες ανιχνεύονται στο πυρηνικό εκχύλισµα (Εικόνα 8, 

δεξιά). 
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Εικόνα 9. Μείωση των ενδογενών βιοτινυλιωµένων πρωτεϊνών µε χρήση 

διαλύµατος λύσης NP-40 σε πυρηνικά εκχυλίσµατα µη διαφοροποιηµένων 

κυττάρων bioGATA-1 MEL. Πυρηνικά εκχυλίσµατα µη διαφοροποιηµένων κυττάρων 

bio-GATA-1 MEL που παράχθηκαν είτε µε τη χρήση διαλύµατος NP-40 / υψηλής 

αλατότητας είτε µε υποτονικό / υψηλής αλατότητας αναλύθηκαν µε Western 

χρησιµοποιώντας αντίσωµα για GATA-1  (001) και στρεπταβιδίνης – HRP. 

 Στην προσπάθεια ελάττωσης του σήµατος υποβάθρου και κατά 

συνέπεια της ποσότητας αυτών των πρωτεϊνών χρησιµοποιήθηκε διάλυµα 

λύσης των κυττάρων που περιείχε Nonidet-40 (NP-40). To NP-40 ανήκει στην 

κατηγορία των µη ιονικών απορρυπαντικών, τα συγκεκριµένα απορρυπαντικά 

χαρακτηρίζονται από αφόρτιστες υδρόφιλες οργανικές οµάδες. Το 

συγκεκριµένο διάλυµα  επιτρέπει τη λύση των κυττάρων και την αποµόνωση 

πυρήνων εξαιτίας του απορρυπαντικού που περιέχει χωρίς τη χρήση 

µηχανικού στρες (οµογενοποιητή Dounce). Η χρήση του NP-40 εξαιτίας του 

ουδέτερου φορτίου δεν επηρεάζει τη δοµή των πρωτεϊνών. Σε πυρηνικά 

εκχυλίσµατα που ετοιµάστηκαν µε τη συγκεκριµένη µέθοδο και αναλύθηκαν 

για την παρουσία βιοτινυλιωµένων πρωτεϊνών παρατηρήθηκε ότι η ανίχνευση 

τους µειώθηκε σε µεγάλο βαθµό (Εικόνα 8).  

 Για να επαληθευθεί ότι η συγκεκριµένη µείωση των ενδογενών 

βιοτινυλιωµένων πρωτεϊνών δεν παρατηρείται µόνο σε διαφοροποιηµένα bio-

GATA-1 MEL κύτταρα, έγινε παραγωγή πυρηνικών εκχυλισµάτων από 

κύτταρα bio–GATA-1 τα οποία δεν έχουν διαφοροποιηθεί µε DMSO. Στη 

συνέχεια µε ανίχνευση Western και στρεπταβιδίνης – HRP έγινε ανίχνευση για 

την παρουσία βιοτινυλιωµένων πρωτεϊνών (Εικόνα 9). Όπως και µε τα 
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διαφοροποιηµένα bio-GATA-1 MEL κύτταρα, παρατηρήθηκε ότι η χρήση του 

διαλύµατος NP-40 οδηγεί σε σηµαντική µείωση των ενδογενών 

βιοτινυλιωµένων πρωτεϊνών.  

 

Εικόνα 10. Μείωση της κυτταροπλασµατικής µόλυνσης µε χρήση διαλύµατος 

λύσης NP-40 σε πυρηνικά εκχυλίσµατα διαφοροποιηµένων κυττάρων. Πυρηνικά 

εκχυλίσµατα διαφοροποιηµένων κυττάρων BirA MEL που παράχθηκαν είτε µε τη 

χρήση διαλύµατος NP-40 / υψηλής αλατότητας είτε µε υποτονικό / υψηλής αλατότητας 

αναλύθηκαν µε Western χρησιµοποιώντας αντίσωµα για GATA-1 (001), 

στρεπταβιδίνης – HRP και c-RAF µε GATA-1 ταυτόχρονα.BirA MEL. 

 Το ίδιο ακριβώς πείραµα µε τα παραπάνω έγινε και σε πυρηνικά 

εκχυλίσµατα διαφοροποιηµένων κυττάρων BirA που εκφράζουν µόνο 

ενδογενείς βιοτινυλιωµένες πρωτεΐνες και ενδογενή GATA-1 (Εικόνα 10). 

Ταυτόχρονα στα ίδια πυρηνικά εκχυλίσµατα έγινε ανίχνευση για την παρουσία 

της πρωτεΐνης c-Raf, η οποία αποτελεί µάρτυρα ένδειξης της µόλυνσης των 

πυρηνικών εκχυλισµάτων από κυτταροπλασµατικό υλικό. Και σε αυτή την 

περίπτωση, παρατηρείται ότι η χρήση διαλύµατος λύσης NP – 40 οδηγεί στη 

µείωση των ενδογενών βιοτινυλιωµένων πρωτεϊνών, κυρίως καρβοξυλασών, 

που ανιχνεύονται σε σχέση µε τη χρήση υποτονικού διαλύµατος. Οι 

εξαρτώµενες από τη βιοτίνη καρβοξυλάσες είναι συνολικά 4 (165), οι τρεις 

από τις οποίες βρίσκονται στα µιτοχόνδρια και µια στο κυτταρόπλασµα. Η 

παρουσία τους στα πυρηνικά εκχυλίσµατα υποδηλώνει ότι υπάρχει 

γενικότερη κυτταροπλασµατική µόλυνση. Παρατηρούµε όµως ότι µε τη χρήση 

του διαλύµατος NP – 40, πέρα από τη µείωση των βιοτινυλιωµένων 

πρωτεϊνών µειώνεται, και η ποσότητα της πρωτεΐνης c-Raf (Εικόνα 10) κατά 
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συνέπεια και το συνολικό ποσό κυτταροπλασµατικού υλικού που µολύνει τα 

πυρηνικά εκχυλίσµατα. 

 Προκειµένου να εξακριβωθεί αν η µείωση που παρατηρείται στο 

επίπεδο του σήµατος υποβάθρου µε τη χρήση διαλύµατος µε ΝΡ-40 ισχύει 

και στο επίπεδο της φασµατοµετρίας µάζας που πραγµατοποιείται µετά από 

κατακρήµνιση στρεπταβιδίνης, τα πυρηνικά εκχυλίσµατα (υποτονικό και ΝΡ-

40) υποβλήθηκαν σε κατακρήµνιση στρεπταβιδίνης και το κατακρηµνισµένο 

υλικό διαχωρίσθηκε σε προπαρασκευασµένο πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 

γραµµικής συγκέντρωσης 4 -12 % (Εικόνα 11). Για τη χρώση του πηκτώµατος 

πολυακρυλαµίδης χρησιµοποιήθηκε νιτρικός άργυρος εξαιτίας της 

ευαισθησίας που προσφέρει. Παρατηρείται ότι η µη ειδική πρωτεϊνική 

πρόσδεση είναι σηµαντικά µειωµένη στα εκχυλίσµατα µε NP – 40. 

 Το κατακρηµνισµένο υλικό της Εικόνας 11, τόσο µε τη µέθοδο NP – 40 

όσο και µε το υποτονικό διάλυµα, υποβλήθηκε σε φασµατοµετρία µάζας. Να 

σηµειωθεί ότι σε φασµατοµετρία µάζας υποβλήθηκαν ολόκληροι οι διάδροµοι 

µε το κατακρηµνισµένο υλικό και όχι συγκεκριµένες ζώνες. Από τα 

αποτελέσµατα (Πίνακας 4) διαπιστώνεται ότι στα πυρηνικά εκχυλίσµατα που 

έχει χρησιµοποιηθεί διάλυµα λύσης NP – 40 για την παρασκευή τους ο 

αριθµός των πεπτιδίων που ταυτοποιούνται (ολικά ή µοναδικά) αλλά και το 

ποσοστό πρωτεϊνικής κάλυψης είναι σηµαντικά µειωµένα σε σχέση µε το 

υποτονικό διάλυµα. Συµπεραίνουµε λοιπόν ότι υπάρχει συνολικά µικρότερο 

υπόβαθρο (ειδικό ή µη ειδικό) το οποίο δύναται να προσδεθεί στα σφαιρίδια 

στρεπταβιδίνης κατά την εκτέλεση του πειράµατος κατακρήµνισης 

δηµιουργώντας αποτελέσµατα φασµατοµετρίας µάζας υψηλής βεβαιότητας.  
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Εικόνα 11. Μείωση των µη ειδικά προσδεδεµένων πρωτεϊνών µε χρήση 

διαλύµατος λύσης NP-40 σε κατακρήµνιση στρεπταβιδίνης πυρηνικών 

εκχυλισµάτων διαφοροποιηµένων κυττάρων BirA MEL. Πυρηνικά εκχυλίσµατα 

διαφοροποιηµένων κυττάρων BirA MEL που παράχθηκαν είτε µε τη χρήση διαλύµατος 

NP-40 / υψηλής αλατότητας είτε µε υποτονικό / υψηλής αλατότητας  υποβλήθηκαν σε 

κατακρήµνιση µε στρεπταβιδίνη και στη συνέχεια αναλύθηκαν σε προπαρασκευασµένο 

πήκτωµα ακρυλαµίδης 4-12% . Η χρώση του πηκτώµατος έγινε µε τη χρήση νιτρικού 

αργύρου και για την κατακρήµνιση στρεπταβίδίνης χρησιµοποιήθηκαν 15 mg πυρηνικού 

εκχυλίσµατος. 
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Πίνακας 4. Η χρήση του διαλύµατος λύσης NP-40 οδηγεί στην ταυτοποίηση 

λιγότερου βιοτινυλιωµένου υποβάθρου κατά τη φασµατοµετρία µάζας. Αριθµός 

συνολικών, µοναδικών πεπτιδίων αλλά και πρωτεϊνικής κάλυψης των καρβοξυλασών 

που προέκυψε µε φασµατοµετρία µάζας από κατακρήµνισµατα στρεπταβιδίνης 15 mg 

πυρηνικών εκχυλισµάτων υποτονικού ή NP – 40 / υψηλής αλατότητας (Εικόνα 5), 

 

 Αριθµός ολικών 

πεπτιδίων 
Αριθµός µοναδικών 

πεπτιδίων 
Ποσοστό (%) 

πρωτεϊνικής κάλυψης 

Πρωτεΐνη Υποτονικό NP-40 Υποτονικό NP–40 Υποτονικό NP–40 

Καρβοξυλάση 

του ακέτυλο 

συνενζύµου Α 
89 27 46 17 21,9 7,8 

Πυροσταφυλική 

καρβοξυλάση 
659 24 62 11 64 12,1 

Καρβοξυλάση 

του προπιόνυλο 

συνενζύµου Α, α 

– υποµονάδα 

397 22 40 16 56,5 27,2 

Καρβοξυλάση 

του προπιόνυλο 

συνενζύµου Α, β 

– υποµονάδα 

161 3 26 3 64,5 7,2 

Καρβοξυλάση 

του µεθυλ 

κροτονυλ 

συνένζυµου Α, α 

– υποµονάδα 

292 23 36 11 65,4 20,4 

Καρβοξυλάση 

του µέθυλ 

κροτονυλ 

συνένζυµου Α β 

– υποµονάδα 

18 Κανένα 11 Κανένα 25,4 Κανένα 
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 Κατά τη εφαρµογή της µεθόδου αποµόνωσης πυρήνων µε τη χρήση 

διαλύµατος λύσης NP–40 σε συγκέντρωση 0,5% το ίζηµα (των πυρήνων) που 

δηµιουργείται µπορεί πολύ εύκολα να επαναιωρηθεί χωρίς να παρατηρείται 

αύξηση του ιξώδους του δείγµατος γεγονός που σηµαίνει ότι οι πυρήνες δεν 

έχουν επηρεαστεί (µορφολογικά τουλάχιστον) από τη χρήση του 

απορρυπαντικού.  

 Ωστόσο για να αποκλειστεί το γεγονός ότι η χρήση του NP-40 

επηρεάζει τον πυρηνικό φάκελο έλαβε χώρα χρώση µε FITC–IgG πυρήνων 

(από διαφοροποιηµένα BirA MEL) που έχουν αποµονωθεί µε χρήση ΝP- 40 

συγκέντρωσης 0,5% ώστε να ελεγχθεί η διαπερατότητα της πυρηνικής 

µεµβράνης (Εικόνα 12). Υπό κανονικές συνθήκες οτιδήποτε έχει µέγεθος 

µικρότερο από 40 kDa µεταφέρεται εντός και εκτός πυρήνα µέσω παθητικής 

διάχυσης ενώ για µέγεθος µεγαλύτερο από 40 απαιτείται ενεργή µεταφορά. 

Ως αρνητικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκαν άθικτα κύτταρα που βάφτηκαν µε 

FITC–IgG ενώ ως θετικός κύτταρα που επωάστηκαν µε 0,2 % Triton X–100 

και βάφτηκαν επίσης µε FITC–IgG. To Triton X–100 ως πιο ισχυρό 

απορρυπαντικό κάνει διαπερατό τον πυρηνικό φάκελο. Ταυτόχρονα έγινε 

χρώση και µε DAPI το οποίο µπορεί να εισέλθει στον πυρήνα και να χρώσει 

το DNA. Σε περίπτωση που ο πυρηνικός φάκελος έχει διαρρηχθεί από τη 

χρήση του NP–40 τότε το FITC–IgG µπορεί να εισέλθει στον πυρήνα και να 

τον χρώσει διαφορετικά λόγω υψηλού µοριακού βάρους (~180 kDa) 

παραµένει εκτός. Διαπιστώνεται (Εικόνα 12) ότι η πυρηνική µεµβράνη δεν 

επηρεάζεται καθώς το FITC–IgG για συγκέντρωση 0,5% NP-40 παραµένει 

εκτός πυρήνα (Εικόνα 12 Β) σε αντίθεση µε το DAPI το οποίο εισέρχεται. 

 Χρησιµοποιώντας FITC–IgG επιβεβαιώθηκε ότι η διαπερατότητα της 

πυρηνικής µεµβράνης δεν επηρεάζεται από την χρήση NP-40, ωστόσο 

εξαιτίας παθητικής διάχυσης είναι δυνατό να διαφύγουν µόρια από τον 

πυρήνα και να διαταραχθούν τα προς αποµόνωση πρωτεϊνικά σύµπλοκα. Για 

να αποκλειστεί το ενδεχόµενο της διατάραξης των πρωτεϊνικών συµπλόκων 

έγινε χρήση χρωµατογραφίας µοριακής διήθησης µε στήλη Superose 6. Η 

στήλη βαθµονοµήθηκε µε τη χρήση προτύπου διαλύµατος πρωτεϊνών (Biorad 

Gel Filtration Standard) γνωστού µοριακού βάρους (Πίνακας 5). Τα πυρηνικά 

πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα (NP–40 / υψηλής αλατότητας) από διαφοροποιηµένα 
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BirA υποβλήθηκαν σε χρωµατογραφία µοριακής διήθησης και τα πρωτεϊνικά 

κλάσµατα συλλέχθηκαν, υποβλήθηκαν σε κατακρήµνιση µε χρήση 

τριχλωροξικού οξέος (TCA).  

 

Εικόνα 12. Η χρήση του διαλύµατος NP-40 για τη λύση των κυττάρων δεν 

επηρεάζει τον πυρηνικό φάκελο των κυττάρων MEL. (Α) Σε διαφοροποιηµένα 

κύτταρα BirA MEL που δεν έχουν έρθει σε επαφή µε NP-40 έγινε χρώση µε FITC- IgG 

και DAPI (αρνητικός µάρτυρας), (Β) Από διαφοροποιηµένα κύτταρα BirA MEL 

αποµονώθηκαν πυρήνες χρησιµοποιώντας διάλυµα λύσης NP-40 (0,5% v/v NP-40) και 

έγινε χρώση µε FITC- IgG και DAPI., (Γ) Η πυρηνική µεµβράνη διαφοροποιηµένων 

κυττάρων BirA MEL έγινε διαπερατή µε τη χρήση 0,2% Triton X–100 και στη συνέχεια 

έγινε χρώση µε FITC-IgG και DAPI (θετικός µάρτυρας). 

Τα κατακρηµνισµένο υλικό των κλασµάτων µε περιττό αριθµό αναλύθηκε µε 

ανοσοαποτύπωση κατά Western για την παρουσία των πρωτεϊνών GATA-1 

και FOG-1 (Εικόνα 13). Διαπιστώνεται ότι το µεγαλύτερο ποσοστό της GATA-

1 εκλούεται στα υψηλά µοριακά βάρη ενώ το µοριακό βάρος της πρωτεΐνης 

είναι 49 kDa, γεγονός το οποίο υποδηλώνει ότι η ικανότητα της πρωτεΐνης να 

σχηµατίζει πρωτεϊνικά σύµπλοκα. δεν επηρεάζεται. Επιπλέον παρατηρώντας 

το προφίλ έκλουσης της πρωτεΐνης FOG-1 είναι εµφανές ότι το µεγαλύτερο 

κοµµάτι της πρωτεΐνης εκλούεται σε µοριακό βάρος µεγαλύτερο από το δικό 

της υποδηλώνοντας ότι τα σύµπλοκα που σχηµατίζει δεν επηρεάζονται.  

  



 109 

Πίνακας 5. Αντιστοίχιση κλασµάτων έκλουσης σε γνωστά µοριακά βάρη 

πρωτεϊνών. Διάλυµα πρωτεϊνών γνωστού µοριακού βάρους διαχωρίστηκε από τη 

στήλη Superose 6 και τα εκλουόµενα κλάσµατα αντιστοιχήθηκαν µε τις πρωτεΐνες 

γνωστού µοριακού βάρους. 

Αριθµός κλάσµατος 
(Περιττός) Μοριακό βάρος 

9 2 MDa 
9 -19 2MDa - 670 kDa 

19 - 25 670 kDa - 158 kDa 
25 - 29 158 kDa - 44 kDa 
29 - 33 44 kDa - 2 kDa 

 

Εικόνα 13. Η χρήση του διαλύµατος λύσης δεν επηρεάζει την ικανότητα των 

πρωτεϊνών GATA-1 και FOG-1 να σχηµατίζουν πρωτεϊνικά σύµπλοκα. Πυρηνικά 

εκχυλίσµατα από διαφοροποιηµένα κύτταρα BirA MEL µε τη µέθοδο NP-40 / υψηλή 

αλατότητα υποβλήθηκαν σε χρωµατογραφία µοριακής διήθησης µε τη χρήση στήλης 

Superose 6. Τα κλάσµατα µε περιττό αριθµό υποβλήθηκαν σε κατακρήµνιση µε χρήση 

TCA και αναλύθηκαν µε Western χρησιµοποιώντας αντισώµατα για GATA-1 και FOG-

1 

 Συνοψίζοντας τα παραπάνω αποτελέσµατα συµπεραίνουµε ότι η 

χρήση υποτονικού διαλύµατος που περιέχει NP-40 για τη λύση των κυττάρων 

και την παραγωγή πυρηνικών εκχυλισµάτων οδηγεί στη µείωση των 

ενδογενών βιοτινυλιωµένων πρωτεϊνών (καρβοξυλασών) που µπορούν να 

προσδεθούν στη στρεπταβιδίνη και να αυξήσουν το υπόβαθρο στο πλαίσιο 

της in vivo βιοτινυλίωσης. H µείωση των καρβοξυλασών αντικατοπτρίζει τη 

γενικότερη µείωση της κυτταροπλασµατικής µόλυνσης χωρίς ωστόσο να 

διαταράσσονται τα πυρηνικά πρωτεϊνικά σύµπλοκα τα οποία σχηµατίζουν οι 

υπό µελέτη πρωτεΐνες.  
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73. 4.1.3 Εµπλουτισµός πυρηνικών εκχυλισµάτων σε GATA-1 µε τη 
χρήση εναλλακτικών µεθόδων αποµόνωσης πυρηνικών πρωτεϊνών.  

 Όπως έχει αναφερθεί ο στόχος της βελτίωσης της in vivo βιοτινυλίωσης 

ήταν σε δύο επίπεδα. Πρώτον να µειωθεί το υπόβαθρο και στη συνέχεια να 

αυξηθεί η ποσότητα της υπό µελέτης πρωτεΐνης στα πυρηνικά εκχυλίσµατα, 

δηλαδή της GATA-1, ώστε να εµπλουτιστούν τα σύµπλοκα που έχει τη 

δυνατότητα να σχηµατίζει. Η αποµόνωση περισσότερης πρωτεΐνης GATA–1 

συνεπάγεται τη δυνατότητα χαρακτηρισµού νέων πρωτεϊνικών συµπλόκων 

µέσω της in vivo βιοτινυλίωσης.  

 O λόγος για τον οποίο αναζητήθηκαν νέες µέθοδοι παραγωγής 

πυρηνικών εκχυλισµάτων, πέραν της υψηλής αλατότητας, ήταν διότι µε την 

τελευταία µέθοδο και µετά τη αποµόνωση διαλυτών πυρηνικών 

εκχυλισµάτων, παραµένει µεγάλη ποσότητα GATA-1 στο αδιάλυτο ίζηµα 

(Εικόνα  14). Διαπιστώνεται ότι όταν συγκριθεί το ποσό της πρωτεΐνης GATA-

1 που εκχυλίζεται από τον ίδιο αριθµό διαφοροποιηµένων κυττάρων BirA MEL 

µε αυτό που παραµένει στο αδιάλυτο ίζηµα µετά την εκχύλιση βλέπουµε ότι το 

µεγαλύτερο µέρος της πρωτεΐνης εντοπίζεται στο αδιάλυτο ίζηµα. Να 

σηµειωθεί όπως αναφέρθηκε και στην ενότητα Υλικά και Μέθοδοι, ότι για να 

απελευθερωθούν οι πρωτεΐνες από το αδιάλυτο ίζηµα χρειάστηκε να γίνει 

αναδιασπορά σε διάλυµα 2x Laemmli και υπερήχηση για τη µείωση του 

ιξώδους DNA, χειρισµοί που φυσικά αποδιατάσσουν τυχόν πρωτεϊνικά 

σύµπλοκα που υπάρχουν στο αδιάλυτο ίζηµα.  

 Ύστερα από διερεύνηση στη βιβλιογραφία εντοπίστηκε εναλλακτική 

µέθοδος παραγωγής πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων η οποία χρησιµοποιεί το 

διάλυµα NUN για την εκχύλιση πρωτεϊνών από τους πυρήνες (166). Η 

συγκεκριµένη µέθοδος ευνοεί την καλύτερη εκχύλιση πυρηνικών πρωτεϊνών 

(εκτός από ιστόνες) καθώς περιέχει υψηλή συγκέντρωση NaCl (0,3 Μ) και 

ουρίας (1 Μ) όπως επίσης και 0,3% (v/v) NP–40, ώστε να 

αποσταθεροποιηθούν οι γέφυρες άλατος, οι δεσµοί υδρογόνου και οι 

υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις, αντίστοιχα. Παράλληλα µε το NUN 

χρησιµοποιήθηκε και το διάλυµα RIPA, χωρίς την προσθήκη SDS. Το 

συγκεκριµένο διάλυµα χρησιµοποιείται για την παραγωγή ολικών 

εκχυλισµάτων από κύτταρα εξαιτίας της πολύ καλής ικανότητας στη εκχύλιση 
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πρωτεϊνών (167). Αφαιρέθηκε το SDS ώστε να µην επηρεάζεται το φορτίο και 

η δοµή των πρωτεϊνών (κατά συνέπεια των συµπλόκων) και χρησιµοποιήθηκε 

για την εκχύλιση των πρωτεϊνών από τους πυρήνες. Η εκχύλιση των 

πρωτεϊνών βασίζεται στην παρουσία των απορρυπαντικών NP-40 (1% v/v) 

και δεοξυχολικού νατρίου (0,25 % v/v). 

 

Εικόνα 14. Η χρήση της µεθόδου υψηλής αλατότητας αφήνει µεγάλη ποσότητα 

GATA-1 στο αδιάλυτο ίζηµα. Πυρηνικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα από 

διαφοροποιηµένα κύτταρα BirA MEL που προέκυψαν από τη χρήση της µεθόδου 

υψηλής αλατότητας και τα αδιάλυτο ίζηµα αναλύθηκαν µε Western για την παρουσία 

της GATA-1 (001, Ν6). Η ποσότητα της πρωτεΐνης σε κάθε ζώνη κανονικοποιήθηκε 

ανάλογα µε τον αριθµό των κυττάρων. 

 Για να εξεταστεί αν η χρήση των διαλυµάτων NUN και RIPA βελτιώνει 

την εκχύλιση των πυρηνικών πρωτεϊνών σε σχέση µε τη µέθοδο υψηλής 

αλατότητας προετοιµάστηκαν πυρηνικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα από τον ίδιο 

αριθµό κυττάρων µε τη χρήση των τριών διαφορετικών µεθόδων (υψηλής 

αλατότητας, NUN και RIPA). Για να εξασφαλιστεί ότι για κάθε µέθοδο θα 

χρησιµοποιηθεί ο ίδιος αριθµός κυττάρων, στο στάδιο των εκπλύσεων µε PBS 

τα κύτταρα συλλέγονται, αναδιασπείρονται όλα µαζί ώστε να µην 

σχηµατίζονται συσσωµατώµατα και στη συνέχεια χωρίζονται σε 3 ίσα µέρη 

ώστε να εξασφαλίζεται ότι για κάθε µέθοδο θα έχουµε τον ίδιο αριθµό 

κυττάρων. Με τη χρήση αιµατοκυττοµέτρου µετρήθηκε ο αριθµός των 

κυττάρων ώστε να διασφαλισθεί ότι για κάθε συνθήκη έχουµε τον ίδιο αριθµό. 

Ο τελικός όγκος που επαναιωρήθηκαν οι πυρήνες για κάθε µέθοδο είναι ο 
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ίδιος ώστε να αναλογεί ο ίδιος αριθµός κυττάρων στον ίδιο όγκο, οπότε οι 

µέθοδοι να είναι συγκρίσιµες µεταξύ τους. Τα αδιάλυτα ιζήµατα που 

προκύπτουν για κάθε µέθοδο επαναδιαλυτοποιούνται σε ίδιο όγκο 2x 

Laemmli ώστε να αντιστοιχούν στον ίδιο αριθµό κυττάρων και να είναι 

συγκρίσιµα.  

 

 

Εικόνα 15. Η χρήση NUN και RIPA οδηγεί στην εκχύλιση του ίδιου ποσού 

συνολικής πρωτεΐνης από τον ίδιο αριθµό κυττάρων. Πρωτεϊνικά πυρηνικά 

εκχυλίσµατα (δ) αλλά και τα αδιάλυτα ιζήµατα (ι) από τον ίδιο αριθµό 

διαφοροποιηµένων κυττάρων BirA MEL για τις µεθόδους υψηλής αλατότητας, NUN 

και RIPA αναλύθηκαν σε πηκτή ακρυλαµίδης σταθερής συγκέντρωσης 10% (αριστερά) 

και γραµµικής 4%-20% (δεξιά). 

 Το διαλυτό µέρος (δ) από τα πυρηνικά εκχυλίσµατα που 

αποµονώθηκαν  µαζί µε τα επεξεργασµένα αδιάλυτα ιζήµατα (ι) αναλύθηκαν 

σε πηκτή πολυακρυλαµίδης συγκέντρωσης 10%. (Εικόνα 15, αριστερά). 

Παρατηρείται ότι η χρήση εναλλακτικών µεθόδων NUN και RIPA δεν οδηγεί 

στην εκχύλιση περισσότερης ολικής πρωτεΐνης από τον ίδιο αριθµό κυττάρων. 

Για να αποκλειστεί το γεγονός ότι ενδεχοµένως να εκχυλίζεται περισσότερη 

συνολική πρωτεΐνη µε τις µεθόδους NUN και RIPA αλλά εξαιτίας της σταθερής 

συγκέντρωσης της πολυακρυλαµίδης η διαφορά να µην είναι εµφανής, το ίδιο 

ακριβώς πείραµα επαναλήφθηκε χρησιµοποιώντας προπαρασκευασµένα 

πηκτώµατα γραµµικής συγκέντρωσης (4% - 20%) πολυακρυλαµίδης (Εικόνα 
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15, δεξιά). Η µεταβλητότητα της συγκέντρωσης της πολυακρυλαµίδης 

επιτρέπει την καλύτερη απεικόνιση των πρωτεϊνών από µεγάλα µοριακά βάρη 

(~250 kDa) έως αρκετά µικρά (~6 kDa) προσφέροντας τη δυνατότητα 

καλύτερης σύγκρισης των µεθόδων. Συγκρίνοντας λοιπόν τις µεθόδους ακόµα 

και σε γραµµική συγκέντρωση πολυακρυλαµίδης γίνεται αντιληπτό ότι η 

ποσότητα της συνολικής πρωτεΐνης που εκχυλίζεται δεν εµφανίζει διαφορά. 

 Από το γεγονός ότι χρήση των µεθόδων NUN και RIPA οδηγεί στην 

εκχύλιση παραπλήσιων ποσών συνολικής πυρηνικής πρωτεΐνης,  προκύπτει 

το ερώτηµα κατά πόσο ισχύει το ίδιο για την εκχύλιση συγκεκριµένων 

πρωτεϊνών. Η εφαρµογή των συγκεκριµένων µεθόδων έγινε µε σκοπό να 

εµπλουτιστεί το πυρηνικό εκχύλισµα σε GATA-1 πρωτεΐνη καθώς, όπως 

δείχθηκε παραπάνω, µεγάλο µέρος αυτής παραµένει στο αδιάλυτο ίζηµα. 

Όπως προηγουµένως, τα πυρηνικά εκχυλίσµατα που παρασκευάστηκαν µε 

τις µεθόδους υψηλής αλατότητας, NUN και RIPA µαζί µε τα αντίστοιχα 

αδιάλυτα ιζήµατα αναλύθηκαν µε Western για την παρουσία της πρωτεΐνης 

GATA–1 (Εικόνα 16 Α).  

 Διαπιστώνεται ότι µε τη χρήση διαλύµατος NUN αποµονώνεται 

περισσότερη πρωτεΐνη GATA–1 σε σχέση µε το διάλυµα υψηλής αλατότητας. 

Παρατηρείται  επίσης ότι το ποσό της GATA–1 το οποίο παραµένει στο 

αδιάλυτο ίζηµα που προκύπτει από τη µέθοδο NUN είναι αρκετά µικρότερο. 

Επιπλέον  η χρήση του διαλύµατος RIPA χωρίς SDS  εκχυλίζει περισσότερη 

πρωτεΐνη GATA–1 σε σχέση µε την υψηλή αλατότητα. Ταυτόχρονα 

χρησιµοποιώντας λογισµικό ποσοτικοποίησης της έντασης του σήµατος του 

Western (Image J) υπολογίστηκε ότι µε τη χρήση της µεθόδου NUN 

αποµονώνεται ~2,5 φορές περισσότερη GATA–1 ενώ µε τη RIPA ~1,5 φορά 

περισσότερη πρωτεΐνη σε σχέση µε την υψηλή αλατότητα (Εικόνα 16 Β). 

Συνοψίζοντας τα προηγούµενα γίνεται εµφανές ότι παρόλο που η χρήση των 

εναλλακτικών µεθόδων εκχύλισης δεν οδηγεί σε αύξηση του συνολικού 

ποσού πυρηνικής πρωτεΐνης ωστόσο καταφέρνει να αυξήσει σηµαντικά το 

ποσό της GATA-1 που εκχυλίζεται. 
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Εικόνα 16. Η χρήση των µεθόδων NUN και RIPA οδηγεί στη  εκχύλιση 

µεγαλύτερης ποσότητας GATA-1 από τον ίδιο αριθµό κυττάρων. (Α) Πυρηνικά 

πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα που παρασκευάστηκαν από τον ίδιο αριθµό κυττάρων µε τις 

µεθόδους υψηλής αλατότητας , NUN, RIPA και τα αντίστοιχα αδιάλυτα ιζήµατα τους  

αναλύθηκαν µε ανοσοαποτύπωση κατά Western για την πρωτεΐνη GATA–1 (001, N6) 

(Β) Ποσοτικοποίηση του σήµατος του Western  µε τη χρήση λογισµικού Image J του 

σήµατος της εικόνας (Α). 

 Διαπιστώνοντας ότι τα πυρηνικά εκχυλίσµατα εµπλουτίζονται σε 

GATA–1 διερευνήσαµε τι συµβαίνει µε άλλες πυρηνικές πρωτεΐνες και 

συγκεκριµένα µε αυτές µε τις οποίες η GATA-1 σχηµατίζει σύµπλοκα όπως 

αναφέρεται στη βιβλιογραφία (168), (169), (92) αλλά και όπως περιγράφεται 

στην ενότητα της εισαγωγής. Για το λόγο αυτό πυρηνικά εκχυλίσµατα των 

τριών µεθόδων µε τα αντίστοιχα αδιάλυτα ιζήµατα υποβλήθηκαν σε ανάλυση 

κατά Western και στη συνέχεια έγινε ανίχνευση για τις πρωτεΐνες HDAC1, 

FOG–1, DNMT–1, ZNF143, GFΙ–1b και ZBP–89 (Εικόνα 17). 

 Το µοτίβο που παρατηρείται για τη βελτίωση της εκχύλισης της GATA–

1 δεν ισχύει για όλες τις πρωτεΐνες που ελέγχθηκαν. Αναλυτικότερα 

παρατηρείται ότι για τις πρωτεΐνες FOG-1, ZNF143 και ZBP–89 δεν 

διαφαίνονται ιδιαίτερες διαφορές µεταξύ τους, ενώ ελάχιστη πρωτεΐνη 

παραµένει στο αδιάλυτο ίζηµα της µεθόδου υψηλής αλατότητας. Με τη χρήση 

NUN και RIPA εκχυλίζονται πλήρως και δεν εµφανίζονται στο αδιάλυτο ίζηµα. 

Για τις πρωτεΐνες HDAC1 και DNMT-1 η χρήση των NUN και RIPA επίσης δεν 

οδηγεί σε σηµαντική βελτίωση της εκχύλισης της πρωτεΐνης, παρατηρούµε 

ωστόσο ότι µε τη χρήση του NUN και RIPA παραµένει λιγότερη ποσότητα 

πρωτεΐνης στο αδιάλυτο ίζηµα. Τέλος για την πρωτεΐνη Gfi–1b η χρήση των 
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εναλλακτικών µεθόδων δεν έχει καµία επίδραση καθώς δεν αυξάνεται το 

ποσό της εκχύλισης, ενώ αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι και στις τρεις 

περιπτώσεις παραµένει σηµαντική ποσότητα της Gfi-1b πρωτεΐνης στο 

αδιάλυτο ίζηµα.  

 

Εικόνα 17. Η χρήση NUN και RIPA επιτυγχάνει να εκχυλίσει µεγαλύτερη 

ποσότητα πρωτεϊνών που βρίσκονται σε σύµπλοκο µε τη GATA-1. Πυρηνικά 

πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα που παρασκευάστηκαν από τον ίδιο αριθµό κυττάρων µε τις 

µεθόδους υψηλής αλατότητας , NUN, RIPA και τα αντίστοιχα αδιάλυτα ιζήµατα τους 

αναλύθηκαν µε ανοσοαποτύπωση κατά Western για τις πρωτεΐνες HDAC–1 (021, 

10E2), FOG–1 (006, A20), DNMT-1 (010), ZNF143 (018, M01), Gfi 1b ( 009, Β-7) 

και ZBP – 89 (011). 

 Λαµβάνοντας υπόψη τα παραπάνω µπορούµε να πούµε ότι µε τη 

χρήση των εναλλακτικών µεθόδων παραγωγής εκχυλισµάτων είναι δυνατό να 

εµπλουτιστούν τα σύµπλοκα που σχηµατίζει κυρίως η GATA–1. Η 

παρατήρηση αυτή εγείρει την πιθανότητα να εκχυλίζονται άγνωστα µέχρι 

τώρα πρωτεϊνικά σύµπλοκα της GATA-1, κάτι που ενισχύεται από την 

παρατήρηση ότι η εκχύλιση γνωστών πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν µε την 

GATA-1, όπως η FOG-1, δεν επηρεάζεται ιδιαίτερα από τη χρήση 

διαφορετικών µεθόδων εκχύλισης. 

 Αφού έγινε εφικτό να εκχυλιστεί περισσότερη πρωτεΐνη GATA–1, το 

επόµενο βήµα ήταν να διαπιστώσουµε αν η χρήση των NUN και RIPA τυχόν 

αποδιατάσσει γνωστά πρωτεϊνικά σύµπλοκα της GATA-1. Για το λόγο αυτό 

χρησιµοποιήθηκε στήλη µοριακής διήθησης Superose 6 µε τη βοήθεια της 
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οποίας αναλύθηκαν πυρηνικά εκχυλίσµατα που παρασκευάστηκαν και µε τις 

3 µεθόδους.  

 

Εικόνα 18. Η χρήση NUN και RIPA δεν επηρεάζει τη δυνατότητα σχηµατισµού 

συµπλόκων της GATA-1. Πυρηνικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα που παρασκευάστηκαν 

µε τις µεθόδους υψηλής αλατότητας, NUN και RIPA υποβλήθηκαν σε χρωµατογραφία 

µοριακής διήθησης µε τη χρήση στήλης Superose 6. Τα κλάσµατα αναλύθηκαν µε 

Western χρησιµοποιώντας aντισώµατα για GATA-1 και FOG–1. 

 Τα κλάσµατα συγκεντρώθηκαν µετά από καθίζηση µε τη χρήση 

τριχλωροοξικού οξέος για την κατακρήµνιση των πρωτεϊνών και στη συνέχεια 

µε ανοσοαποτύπωση κατά Western έγινε ανίχνευση για τις πρωτεΐνες GATA–

1 και FOG-1 (Εικόνα 18 Α). Συγκρίνοντας τα προφίλ έκλουσης της GATA-1 

µεταξύ των διαφορετικών µεθόδων διαπιστώνεται ότι τόσο η χρήση του NUN 

όσο και η χρήση RIPA δεν επηρεάζει το σχηµατισµό των συµπλόκων καθώς 

µεγάλο µέρος της GATA–1 εκλούεται στα υψηλά µοριακά βάρη. Αντίστοιχο µε  

το προφίλ έκλουσης της GATA–1 είναι και αυτό της πρωτεΐνης FOG–1 

(Εικόνα 18 Β) επιβεβαιώνοντας ότι τα σύµπλοκα δε διαταράσσονται. 
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74. 4.1.4 Αξιολόγηση των µεθόδων NUN και RIPA στο πλαίσιο της in vivo 
βιοτινυλίωσης. 

 To επόµενο στάδιο στην αξιολόγηση των µεθόδων  NUN και RIPA ήταν 

να επιβεβαιώσουµε ότι δεν δηµιουργείται πρόβληµα στη  κατακρήµνιση της 

βιοτινυλιωµένης GATA–1 από σφαιρίδια στρεπταβιδίνης ώστε να 

µπορέσουµε να προχωρήσουµε σε κατακρήµνιση µεγάλης κλίµακας. Για το 

λόγο αυτό έγινε παραγωγή πυρηνικών εκχυλισµάτων από διαφοροποιηµένα 

κύτταρα bio-GATA-1 MEL µε τη µέθοδο NP-40 / ΝUN και NP-40 / RIPA ώστε 

να χρησιµοποιηθούν για κατακρήµνιση στρεπταβιδίνης. Ο µέχρι τώρα 

χρησιµοποιούµενος τρόπος παρασκευής πυρηνικών εκχυλισµάτων bioGATA-

1 κάνει χρήση της µεθόδου υψηλής αλατότητας (137). Επειδή η υψηλή 

συγκέντρωση άλατος στα πυρηνικά εκχυλίσµατα καταστέλλει το σχηµατισµό 

δεσµού µεταξύ βιοτίνης και στρεπταβιδίνης, πρέπει πριν από κάθε 

κατακρήµνιση το πυρηνικό εκχύλισµα να αραιώνεται 3 φορές ώστε η τελική 

συγκέντρωση KCl να είναι 150 mM.  

 Προκειµένου να εξετασθεί η συµπεριφορά των NUN και RIPA, έγινε  

κατακρήµνιση στρεπταβιδίνης για αυτά τα δύο εκχυλίσµατα. Η κατακρήµνιση 

έλαβε χώρα χωρίς αραίωση των δειγµάτων ώστε να διαπιστωθεί κατά πόσο η 

σύνθεση των NUN (Εικόνα 19 Α) και RIPA (Εικόνα 19 Β) είναι συµβατές µε 

την πρόσδεση της βιοτίνης στη στρεπταβιδίνη. Η ανάλυση έγινε µε Western 

και χρησιµοποιήθηκαν αντισώµατα GATA-1 (001, Ν6) και στρεπταβιδίνης –

HRP. Κρίνοντας από τη ποσότητα βιοτινυλιωµένης GATA–1 πρωτεΐνης που 

παραµένει στο υπερκείµενο κλάσµα, παρατηρούµε ότι και για τα δυο 

διαλύµατα το µεγαλύτερο µέρος της GATA-1 προσδένεται στα σφαιρίδια. 

Επιπλέον να σηµειωθεί ότι η ενδογενής πρωτεΐνη GATA -1 δεν προσδένεται 

στη στρεπταβιδίνη.  

 Συνοψίζοντας τα παραπάνω µπορούµε να υποστηρίξουµε ότι η χρήση 

του NUN και RIPA δεν επηρεάζει το σχηµατισµό των πρωτεϊνικών 

συµπλόκων της GATA -1 και επιπλέον επιτρέπει την άµεση χρήση των 

εκχυλισµάτων για κατακρήµνιση στρεπταβιδίνης χωρίς προηγούµενη 

αραίωση µε αρκετά µεγάλη αποτελεσµατικότητα.  
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Εικόνα 19. Οι µέθοδοι NUN και RIPA επιτρέπουν τη απευθείας χρήση των 

πυρηνικών εκχυλισµάτων χωρίς αραίωση γα κατακρήµνιση βιοτινυλιωµένης 

πρωτεΐνης. Πυρηνικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα από διαφοροποιηµένα κύτταρα bio – 

GATA-1 MEL παρασκευασµένα µε τη χρήση NP-40 / NUN (Α) και NP-40 / RIPA 

υποβλήθηκαν σε κατακρήµνιση στρεπταβιδίνης. Τα τρία κλάσµατα της κατακρήµνισης 

(15% πυρηνικό εκχύλισµα, δεσµευµένο, 15% υπερκείµενο) αναλύθηκαν µε Western 

χρησιµοποιώντας αντισώµατα για GATA-1 (001, N6) και στρεπταβιδίνη – HRP. 

75. 4.1.5 Μεγάλης κλίµακας κατακρήµνιση στρεπταβιδίνης σε 
εκχυλίσµατα bio-GATA-1 MEL από NUN και RIPA. 

 Αφού αποδείξαµε ότι µε τη χρήση NUN και RIPA είναι εφικτό να: (α) 

αποµονωθεί περισσότερη GATA–1 από MEL κύτταρα χωρίς τη διατάραξη 

των πρωτεϊνικών συµπλόκων και (β) η κατακρήµνιση της βιοτινυλιωµένης 

πρωτεΐνης να πραγµατοποιείται µε µεγάλη αποτελεσµατικότητα, έλαβε χώρα 

µεγάλη κλίµακας κατακρήµνιση µε σκοπό την ταυτοποίηση πιθανών νέων 

πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων της GATA-1. 

 Αποµονώθηκαν πυρηνικά εκχυλίσµατα χρησιµοποιώντας τις µεθόδους 

ΝP-40 / NUN και NP-40 / RIPA από διαφοροποιηµένα MEL κύτταρα BirA και 

bio-GATA – 1. Χρησιµοποιήθηκαν 50 mg πρωτεΐνης για κατακρήµνιση 

στρεπταβιδίνης για κάθε ένα από τα πυρηνικά εκχυλίσµατα. Το 

κατακρηµνισµένο υλικό όπως έχει περιγραφεί εκλούστηκε από τα σφαιρίδια 

στρεπταβιδίνης µε τη χρήση 1x Laemmli και στη συνέχεια αναλύθηκε σε 

πηκτή πολυακρυλαµίδης συγκέντρωσης 10% (Εικόνα 20). Η χρώση έγινε 
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χρησιµοποιώντας Colloidal Coomassie Blue G-250 και οι 4 ζώνες 

υποβλήθηκαν σε φασµατοµετρία µάζας για την ταυτοποίηση των πρωτεϊνών. 

Το κατακρηµνισµένο υλικό από τα πυρηνικά εκχυλίσµατα BirA 

χρησιµοποιείται ως αρνητικός µάρτυρας.  

 

 

Εικόνα 20. Μεγάλης κλίµακας κατακρήµνιση στρεπταβιδίνης σε εκχυλίσµατα BirA 

και bioGATA-1 παρασκευασµένα µε χρήση NUN, RIPA. 50 mg πρωτεϊνικών 

πυρηνικών εκχυλισµάτων από διαφοροποιηµένα κύτταρα BirA MEL παρασκευασµένα 

µε τη χρήση NP-40 / NUN, NP-40 / RIPA και bio-GATA – 1 MEL παρασκευασµένα µε 

τη χρήση NP-40 / NUN, NP-40 / RIPA υποβλήθηκαν σε κατακρήµνιση στρεπταβιδίνης. 

Το κατακρηµνισµένο υλικό αναλύθηκε σε πηκτή πολυακρυλαµίδης 10% µε χρώση 

Colloidal Coomassie Blue G-250 και στη συνέχεια και οι 4 ζώνες υποβλήθηκαν σε 

φασµατοµέτρία µάζας 
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76. 4.1.6 Παρουσίαση των αποτελεσµάτων της φασµατοµετρίας µάζας 
στα εκχυλίσµατα bio-GATA-1 MEL από NUN και RIPA.  

 Από τα αποτελέσµατα της φασµατοµετρίας µάζας χρησιµοποιώντας τις 

µεθόδους NUN RIPA ταυτοποιήθηκαν αρκετές νέες πρωτεΐνες οι οποίες 

χρίζουν περαιτέρω µελέτης και επιβεβαίωσης. Στους παρακάτω πίνακες 

παρουσιάζονται ενδεικτικά τα αποτελέσµατα από την κατακρήµνιση NUN 

Στον πίνακα 6 παρουσιάζονται οι πρωτεΐνες που είχαν ταυτοποιηθεί σε 

προηγούµενα πειράµατα κατακρήµνισης που έλαβαν χώρα στο εργαστήριο 

και περιελάµβαναν τη χρήση της µεθόδου υψηλής αλατότητας.  

 

Πίνακας 6. Ταυτοποιηµένες πρωτεΐνες σε παλαιότερα πειράµατα κατακρήµνισης 

σε εκχυλίσµατα υψηλής αλατότητας. Πρωτεΐνες που ταυτοποιήθηκαν από τη 

φασµατοµετρία µάζας στην κατακρήµνιση των εκχυλισµάτων NUN και RIPA και είχαν 

ταυτοποιηθεί και σε παλαιότερα πειράµατα κατακρήµνισης εκχυλισµάτων υψηλής 

αλατότητας. 

Ταυτότητα 
Πρωτεΐνης 

Μοναδικά 
πεπτίδια 

Συνολικά 
πεπτίδια 

Βαθµολογία 
MASCOT Σχόλια 

GATA-1 17 390 1229 

Ήδη	  
ταυτοποιημένες	  
σε	  εκχυλίσματα	  
υψηλής	  
αλατότητας	  
 

FOG-‐1 36 215 2775 

NuRD 
(Mi2a,	  RbAp46/48,	  
MTA1,	  MTA2,	  p66,	  
Mdb2/3,	  HDAC1) 

13-‐30 50-‐100 1100-‐1400 

TAL-1	  complex 
(Ldb1,	  LMO2,	  E2A,	  
ETO-‐2,	  Cdk9) 

6-10 10-‐15 305-‐408 

Gfi-‐1b 7 30 376 

WSTF/ACF	  complex 
(Acf1,	  Snf2h,	  WSTF) 18-‐36 20-‐72 809-‐2309 
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Στον πίνακα 7 παρουσιάζονται οι πρωτεΐνες που ταυτοποιήθηκαν από τη 

φασµατοµετρία και έχουν αναφερθεί στη βιβλιογραφία ότι αλληλεπιδρούν µε 

τη GATA-1 ωστόσο δεν είχαν ταυτοποιηθεί ποτέ σε προηγούµενα πειράµατα 

του εργαστηρίου που έκαναν χρήση της µεθόδου υψηλής αλατότητας.  

 

Πίνακας 7. Ταυτοποιηµένες πρωτεΐνες ως αλληλεπιδρώσες µε τη GATA-1 

βιβλιογραφικά. Πρωτεΐνες που ταυτοποιήθηκαν από τη φασµατοµετρία µάζας στην 

κατακρήµνιση των εκχυλισµάτων NUN και έχουν χαρακτηριστεί ως αλληλεπιδρώσες µε 

τη GATA-1 στη βιβλιογραφία. 

Ταυτότητα 
Πρωτεΐνης 

Μοναδικά 
πεπτίδια 

Συνολικά 
πεπτίδια 

Βαθµολογία 
Μαscot Σχόλια 

ZBP-89 13 26 1059 Aλληλεπιδρώσα µε GATA-
1 

CBP/p300 10 15 350 

Μεθυλτρανσφεράση 
ιστονών αλληλεπιδρά µε 
πολλούς µεταγραφικούς 
παράγοντες 

PIASy 8 13 456 SUMO λιγάση 
αλληλεπιδρά µε GATA-1 

Fli1 7 13 241 

Μεταγραφικός 
παράγοντας που 
αλληλεπιδρά µε GATA-1 
στα µεγακαρυοκύτταρα 

Runx1 13 56 870 

Απαραίτητος 
µεταγραφικός παράγοντας 
που αλληλεπιδρά µε 
GATA-1 

Ikaros 5 7 227 

Απαραίτητος 
µεταγραφικός παράγοντας 
που αλληλεπιδρά µε 
GATA-1 

Mediator 19 7 12 801 
Αλληλεπιδρά µε GATA-1 
για την ενεργοποίηση 
γονιδίων.  

 

 Στον πίνακα 8 παρουσιάζονται οι πρωτεΐνες που ταυτοποιήθηκαν από 

τη φασµατοµετρία µάζας στη κατακρήµνιση NUN και αποτελούν νέες πιθανές 

αλληλεπιδρώσες πρωτεΐνες µε τη GATA-1. Να σηµειωθεί πως υπάρχει 

αλληλεπικάλυψη µεταξύ των πρωτεϊνών που ταυτοποιούνται µε τη χρήση των 
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NUN και  RIPA ωστόσο υπάρχουν και πρωτεΐνες που ταυτοποιούνται µόνο 

στη µια ή την άλλη µέθοδο.  

 

Πίνακας 8. Πιθανώς νέες αλληλεπιδρώσες πρωτεΐνες µε τη GATA-1. Πρωτεΐνες 

που ταυτοποιήθηκαν από τη φασµατοµετρία µάζας στην κατακρήµνιση των 

εκχυλισµάτων NUN και δεν έχουν αναφερθεί στο παρελθόν ως αλληλεπιδρώσες µε τη 

GATA-1 

Ταυτότητα 
Πρωτεΐνης 

Μοναδικά 
πεπτίδια 

Συνολικά 
πεπτίδια 

Βαθµολογία 
Mascot Σχόλια 

DNMT1 52 95 3228 Υπεύθυνη για τη διατήρηση 
της µεθυλίωσης του DNA κατά 
την αντιγραφή, µεταγραφικός 
καταστολέας 

ZNF143 5 9 242  Γενικός µεταγραφικός 
παράγοντας, αλληλεπιδρά µε 
GATA-1 στα 
µεγακαρυοκύτταρα 

CTCF 3 3 186 Εµπλέκεται στη αναδίπλωση 
του DNA στο γονιδιακό τόπο 
της β-σφαιρίνης.  

Cbfb 39 119 2565 Αιµοποιητικός µεταγραφικός 
παράγοντας που εµπλέκεται 
στη λευχαιµία 

CEBP zeta 8 9 341 Αιµοποιητικός µεταγραφικός 
παράγοντας που εµπλέκεται 
στη λευχαιµία 

ATRX 14 20 400 Εµπλέκεται στην 
αναδιαµόρφωση της 
χρωµατίνης, ρυθµιστής της α-
σφαιρίνης 

KLF13 3 3 252 Εµπλέκεται στην 
ερυθροποίηση καταστολέας 
του BclXL 

MLL2 8 10 224 Μεθυλτρανσφεράση των 
ιστονών , εµπλέκεται στη 
ρύθµιση της β-σφαιρίνης 

HoxB13 5 7 220 Ογκογονίδιο 

MLLT10 6 6 294 Μεταγραφικός παράγοντας 
που εµπλέκεται στη λευχαιµία 
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 Όπως διαπιστώνεται από τον πίνακα 8 µια από τις πρωτεΐνες που 

προκύπτει ως πιθανώς αλληλεπιδρώσα µε τη GATA-1 και µάλιστα µε πολύ 

υψηλή βαθµολογία Mascot. είναι η DNMT-1 η οποία και µελετάται εκτενώς 

στη συνέχεια.  

77. 4.1.7 Βελτιστοποίηση συνθηκών για την αποµάκρυνση του DNA και 
RNA από τα πυρηνικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα.  

 Αναλύοντας τα αποτελέσµατα από τη φασµατοµετρία µάζας για τα BirA 

και bio-GATA-1 διαπιστώθηκε ότι υπάρχει ένας αριθµός πρωτεϊνών ο οποίος 

φέρεται να κατακρηµνίζεται µη ειδικά, δηλαδή όχι εξαιτίας της 

αλληλεπίδρασης µε τη GATA–1, αλλά εξαιτίας της παρουσίας DNA και RNA 

στο πρωτεϊνικό εκχύλισµα (background). Για να µειωθούν οι µη ειδικές 

αλληλεπιδράσεις (ψευδή θετικά αποτελέσµατα) µεταξύ των πρωτεϊνών, 

κρίθηκε απαραίτητη η αφαίρεση του DNA και RNA από τα πυρηνικά 

εκχυλίσµατα. Επιπλέον πρέπει να ληφθεί υπόψη ότι η χρήση µόνο 

βρωµιούχου αιθιδίου στα πυρηνικά εκχυλίσµατα όπου ελέγχονται οι 

πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις δεν είναι αρκετή για την εξάλειψη των ψευδών 

θετικών αλληλεπιδράσεων (170), (171). 

 

 

Εικόνα 21. Τα πυρηνικά εκχυλίσµατα περιέχουν µεγάλες ποσότητες νουκλεϊκών 

οξέων. Από πυρηνικά εκχυλίσµατα διαφοροποιηµένων κυττάρων BirA µε NUN και 
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RIPA αποµονώθηκε DNA και RNA το οποίο αναλύθηκε σε πηκτή αγαρόζης 

συγκέντρωσης 1%. 

 Το πρώτο βήµα ήταν να διαπιστώσουµε την ύπαρξη DNA και RNA στα 

αποµονωµένα πυρηνικά εκχυλίσµατα. Για την αποµόνωση των νουκλεϊκών 

οξέων, πυρηνικά εκχυλίσµατα NUN και RIPA διαφοροποιηµένων κυττάρων 

BirA MEL επωάστηκαν µε πρωτεϊνάση Κ για την πέψη των πρωτεϊνών, τα 

νουκλεϊκά οξέα εκχυλίστηκαν µε τη χρήση φαινόλης – χλωροφόρµιου, 

κατακρηµνίστηκαν µε αιθανόλη και στη συνέχεια αναλύθηκαν σε πηκτή 

αγαρόζης συγκέντρωσης 1%. Η χρώση των νουκλεϊκών οξέων έγινε µε 

βρωµιούχο αιθίδιο (Εικόνα 21). Παρατηρούµε ότι στα πυρηνικά εκχυλίσµατα 

τόσο του NUN και του RIPA ανιχνεύεται µεγάλη ποσότητα DNA και RNA.  

 Για την πέψη των νουκλεϊκών οξέων, πυρηνικά εκχυλίσµατα από 

διαφοροποιηµένα κύτταρα BirA (NUN) και ΒirA (RIPA) επωάστηκαν σε 

θερµοκρασία δωµατίου 30 λεπτά παρουσία 100 µg/mL RNάσης και 200 

µg/mL DNάσης (τελικές συγκεντρώσεις). Τα νουκλεϊκά οξέα αποµονώθηκαν 

και αναλύθηκαν σε πηκτή αγαρόζης µε χρώση βρωµιούχου αιθιδίου (Εικόνα 

22).  

 

Εικόνα 22. Η χρήση DNάσης, RNάσης στα πυρηνικά εκχυλίσµατα δεν  

αποµακρύνει πλήρως τα νουκλεϊκά οξέα. Πυρηνικά εκχυλίσµατα διαφοροποιηµένων 

κυττάρων BirA υψηλής αλατότητας, RIPA επεξεργάστηκαν  µε RNάση (τελικής 

συγκέντρωσης στο δείγµα 100 µg/ml), DNάση (τελικής συγκέντρωσης στο δείγµα 200 
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µg/ml) και αναλύθηκαν σε πηκτή αγαρόζης 1%. (Μ.Ε. : µη επεξεργασµένα, Ε. : 

επεξεργασµένα.) 

 Η ανάλυση των νουκλεïκών οξέων δείχνει ότι παρά τη χρήση ικανής 

συγκέντρωσης DNάσης και RNάσης, η πέψη των νουκλεϊκών οξέων δεν ήταν 

πλήρης. Το γεγονός αυτό πιθανώς οφείλεται στο ότι τα συγκεκριµένα ένζυµα 

χρησιµοποιήθηκαν απευθείας στα πυρηνικά εκχυλίσµατα. Τα διαλύµατα 

εκχύλισης των πυρηνικών πρωτεϊνών (NUN, RIPA) περιέχουν υψηλές 

συγκεντρώσεις αλάτων αλλά και απορρυπαντικών τα οποία µπορεί να 

περιορίζουν τη δραστικότητα των ενζύµων.  

 Το γεγονός ότι δεν αποµακρύνονται πλήρως τα νουκλεϊκά οξέα σε 

συνδυασµό µε το γεγονός ότι οι επωάσεις µε DNάση και RNάση λαµβάνουν 

χώρα σε θερµοκρασία δωµατίου, µας οδήγησε στην αναζήτηση εναλλακτικών 

νουκλεασών. Για το λόγο αυτό δοκιµάστηκε η βενζονάση µια γενετικά 

τροποποιηµένη νουκλεάση (172) η οποία µπορεί να αποδοµήσει όλες τις 

µορφές του DNA και του RNA και είναι δραστική σε ευρύ φάσµα λειτουργικών 

συνθηκών. Μετά το πέρας της πέψης παράγονται 5’-µονοφωσφορικά 

ολιγονουκλεοτίδια µεγέθους 2 µε 5 βάσεων.  

 Για να ελεγχθεί η ικανότητα της βενζονάσης να αποδοµήσει DNA και 

RNA, πυρηνικά εκχυλίσµατα που έχουν παρασκευαστεί και µε τις τρεις 

µεθόδους (υψηλή αλατότητα, NUN και RIPA χωρίς SDS) επωάστηκαν για 2 

ώρες στους 40C (Εικόνα 23). Η ποσότητα της βενζονάσης που 

χρησιµοποιήθηκε ήταν 50 U / mg συνολικής πρωτεΐνης µε ταυτόχρονη 

προσθήκη ΜgCl2 τελικής συγκέντρωσης 2mM (η προσθήκη του ΜgCl2 είναι 

καθοριστική καθώς διασφαλίζει τη δραστικότητα του ενζύµου). 

 Διαπιστώθηκε ότι η επώαση µε βενζονάση είχε ως αποτέλεσµα την 

πέψη του DNA και RNA χωρίς πρότερη επεξεργασία του πυρηνικού 

εκχυλίσµατος. Επιπλέον διαπιστώνεται ότι το ένζυµο είναι λειτουργικό 

ανεξάρτητα από τη σύνθεση του διαλύµατος που χρησιµοποιήθηκε για την 

εκχύλιση των πυρηνικών πρωτεϊνών. Τέλος η ικανότητα της βενζονάσης να 

είναι λειτουργική στους 40C αποτρέπει τη διατάραξη των πρωτεϊνικών 

συµπλόκων. Εφεξής, όλα τα πυρηνικά εκχυλίσµατα επεξεργάσθηκαν µε 

βενζονάση µε σκοπό την αποµάκρυνση των νουκλεϊκών οξέων.  
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Εικόνα 23. Η βενζονάση αποικοδοµεί τα νουκλεϊκά οξέα σε όλες τις µεθόδους 

χωρίς προηγούµενη επεξεργασία των δειγµάτων. Πυρηνικά εκχυλίσµατα 

διαφοροποιηµένων BirA που παρασκευάστηκαν  και µε τις τρεις µεθόδους (υψηλής 

αλατότητας, NUN, RIPA) επωάστηκαν µε βενζονάση (50U / mg πρωτεΐνης) στους 4 0C 

για 2h. Το DNA αποµονώθηκε και αναλύθηκε σε πηκτή αγαρόζης 1% . (Μ.Ε. :µη 

επεξεργασµένο, Ε : επεξεργασµένο).  

 Από τα παραπάνω διαπιστώνεται ότι η ύπαρξη νουκλεϊκών οξέων στα 

πυρηνικά εκχυλίσµατα δύναται να αυξήσει τη µη ειδική πρόσδεση πρωτεϊνών 

οδηγώντας έτσι στη εµφάνιση ψευδώς θετικών αποτελεσµάτων. Μια τέτοια 

περίπτωση είναι αυτή που παρουσιάζεται παρακάτω για τις αλληλεπιδράσεις 

που ανιχνεύονται µεταξύ της GATA-1 και των πρωτεϊνών TAF.  

 

78. 4.2.1 Ανάλυση των αλληλεπιδράσεων µεταξύ GATA -1 και των 
πρωτεϊνών TAF (TBP associated Factors).  

 Από τα αποτελέσµατα της φασµατοµετρίας µάζας προκύπτει ότι η 

GATA-1 φέρεται να αλληλεπιδρά µε ένα µεγάλο πλήθος πρωτεϊνών TAF 

(παράγοντες που σχετίζονται µε τη πρωτεΐνη TBP: TATA binding protein) 

(Πίνακας 9, Πίνακας 10).  
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Πίνακας 9. Η GATA-1 φέρεται να αλληλεπιδρά µε τις πρωτεΐνες TAF 

(εκχυλίσµατα NUN). Συγκεντρωτικός πίνακας των πρωτεϊνών TAF που 

ταυτοποιήθηκαν από φασµατοµετρία µάζας στο κατακρηµνισµένο υλικό πυρηνικών 

εκχυλισµάτων NUN της βιοτινυλιωµένης GATA-1 (Εικόνα 18). 

 

NUN 

 bioGATA-1 BirA 

Πρωτεΐνη Μοναδικά 
πεπτίδια 

Συνολικά 
Πεπτίδια 

Βαθµολογία 
Mascot 

Μοναδικά 
πεπτίδια 

Συνολικά 
Πεπτίδια 

Βαθµολογία 
Mascot 

GATA-1 15 523 1229 2 6 169 
TAF2 3 81 108 2 127 63 
TAF1 16 20 687 5 15 101 
TBP 3 12 163 0 0 0 

TAF9b 5 11 271 0 0 0 
TAF4a 7 10 233 2 6 53 
TAF6L 8 8 409 0 0 0 
TAF5L 7 8 382 0 0 0 
TAF5 2 2 45 0 0 0 
TAF6 1 1 50 0 0 0 

TAF10 1 1 45 0 0 0 
GCN5 5 12 366 0 0 0 
SPT20 5 5 219 0 0 0 
TRRAP 23 35 966 6 10 121 

 

Παρατηρούµε ότι όταν η κατακρήµνιση της βιοτινυλιωµένης GATA – 1 γίνεται 

σε πυρηνικά εκχυλίσµατα που έχουν παρασκευαστεί µε τη µέθοδο RIPA 

ταυτοποιείται µεγαλύτερος αριθµός πρωτεϊνών TAF µε υψηλότερη 

βαθµολογία Mascot (αλλά και αριθµό πεπτιδίων) σε σχέση µε τη µέθοδο 

NUN. Η βαθµολογία Mascot όπως έχει προαναφερθεί ουσιαστικά υποδηλώνει 

την πιθανότητα η πρωτεΐνη που έχει αναγνωριστεί να είναι όντως αυτή. Στην 

παρούσα ανάλυση συµπεριλαµβάνονται πρωτεΐνες οι οποίες εµφανίζουν 

βαθµολογία Mascot από 40 και άνω. 
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Πίνακας 10. Η GATA-1 φέρεται να αλληλεπιδρά µε τις πρωτεΐνες TAF 

(εκχυλίσµατα RIPA). Συγκεντρωτικός πίνακας των πρωτεϊνών TAF που 

ταυτοποιήθηκαν από φασµατοµετρία µάζας στο κατακρηµνισµένο υλικό πυρηνικών 

εκχυλισµάτων RIPA της βιοτινυλιωµένης GATA-1 (Εικόνα 18) 

 

RIPA 

bioGATA-1 BirA 

Πρωτεΐνη Μοναδικά 
πεπτίδια 

Συνολικά 
Πεπτίδια 

Βαθµολογία 
Mascot 

Μοναδικά 
πεπτίδια 

Συνολικά 
Πεπτίδια 

Βαθµολογία 
Mascot 

GATA-1 14 507 1195 2 7 126 
TAF2 1 91 43 4 116 112 
TAF1 7 11 176 7 12 157 
TBP 4 8 173 0 0 0 

TAF9b 6 8 346 0 0 0 
TAF4a 4 4 217 0 0 0 
TAF6L 7 8 333 4 4 148 
TAF5L 10 10 537 0 0 0 
TAF6 6 6 256 0 0 0 

TAF10 1 2 154 0 0 0 
TAF9 14 20 745 5 6 108 

TAF15 3 9 171 5 17 346 
TAF11 2 2 65 0 0 0 
TAF3 2 2 43 0 0 0 
GCN5 0 0 0 0 0 0 
SPT20 0 0 0 0 0 0 
TRRAP 77 123 3992 18 30 554 

 

 Τα αποτελέσµατα της φασµατοµετρίας µάζας υποδεικνύουν ότι η 

πρωτεΐνη GATA – 1 πιθανώς αλληλεπιδρά µε πλήθος πρωτεϊνών TAF.  

Παράλληλα όµως η παρουσία κάποιων πρωτεϊνών TAF στην κατακρήµνιση 

των πυρηνικών εκχυλισµάτων BirA εγείρει την πιθανότητα ότι κάποιες 

τουλάχιστον από τις αλληλεπιδράσεις να είναι µη ειδικές. Η διαδικασία που 

ακολουθήθηκε ώστε να επιβεβαιωθεί το κατά πόσο οι συγκεκριµένες 

πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις είναι πραγµατικές ήταν: α) έλεγχος της 

έκφρασης των πρωτεϊνών και β) κατακρήµνιση της ενδογενούς  GATA–1 σε 

κύτταρα MEL. Καταρχήν διερευνήθηκε η έκφραση των πρωτεϊνών: GCN5, 

SPT20, TAF10, TAF4, TAF5, TAF6 και TRAPP στα διαφοροποιηµένα MEL 

κύτταρα. Πυρηνικά εκχυλίσµατα διαφοροποιηµένων κυττάρων BirA MEL τα 
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οποία έχουν παρασκευαστεί µε τη µέθοδο RIPA αναλύθηκαν µε 

ανοσοαποτύπωση κατά Western για την παρουσία των πρωτεϊνών TAF που 

αναφέρθηκαν παραπάνω (Εικόνα 24). Επιλέχθηκε η µέθοδος RIPA εφόσον 

µέσω της συγκεκριµένης µεθόδου ανιχνεύθηκαν µε υψηλή Mascot 

βαθµολογία οι πιθανές αλληλεπιδράσεις µε τις πρωτεΐνες TAF. Διαπιστώνεται 

λοιπόν ότι όλα τα αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν για την ανίχνευση των 

πρωτεϊνών TAF ήταν λειτουργικά και το σήµα που ανιχνεύθηκε κατά την 

ανοσοαποτύπωση ήταν στο αναµενόµενο µέγεθος. 

 

Εικόνα 24. Τα αντισώµατα για τις TAF είναι λειτουργικά και τις ανιχνεύουν στα 

πυρηνικά εκχυλίσµατα BirA MEL. Πυρηνικά εκχυλίσµατα από διαφοροποιηµένα 

κύτταρα BirA MEL το οποία παρασκευάστηκαν χρησιµοποιώντας τη µέθοδο RIPA 

υποβλήθηκαν σε ανοσοαποτύπωση κατά Western για την παρουσία των πρωτεϊνών: 

TRRAP, GCN5, TAF10, TAF4, TAF5, TAF5, TAF6 και SPT20. 

 Η λειτουργικότητα των αντισωµάτων επιτρέπει τη µελέτη των 

αλληλεπιδράσεων µεταξύ της GATA–1 και των TAF όπως αυτές προέκυψαν 

από τη φασµατοµετρία µάζας. Για να επιβεβαιωθούν οι συγκεκριµένες 

πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις, παρασκευάστηκαν πρωτεϊνικά πυρηνικά 

εκχυλίσµατα RIPA (χωρίς SDS). Συγκρίνοντας τους πίνακες  παρατηρούµε ότι 

υπάρχει διαφορική ταυτοποίηση των πρωτεϊνών πχ. οι πρωτεΐνες GCN5 και 

SPT20 δεν ανιχνεύονται καθόλου στο κατακρηµνισµένο υλικό από RIPA ενώ 

ανιχνεύονται στο NUN. Ενώ αντίστροφα οι πρωτεΐνες  TRRAP ταυτοποιούνται 

µε µεγαλύτερη βεβαιότητα στις συγκατακρηµνισµένες πρωτεΐνες από 
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εκχύλισµα NUN. Ωστόσο η χρήση της µεθόδου RIPA οδηγεί στην 

ταυτοποίηση µεγαλύτερου αριθµού πρωτεϊνών TAF, για το λόγο αυτό 

επιλέχθηκε η πειραµατική επιβεβαίωση αλληλεπιδράσεων σε εκχυλίσµατα 

RIPA.  

 Λαµβάνοντας υπόψη τα παραπάνω προετοιµάστηκαν πυρηνικά 

εκχυλίσµατα διαφοροποιηµένων κυττάρων BirA MEL χρησιµοποιώντας RIPA 

(χωρίς SDS). Τα πυρηνικά εκχυλίσµατα αφού επεξεργάστηκαν επιπλέον  µε 

βενζονάση για την αποµάκρυνση του DNA, RNA χρησιµοποιήθηκαν για την 

ανοσοκατακρήµνιση της ενδογενούς GATA–1 πρωτεΐνης και το 

κατακρηµνισµένο υλικό αναλύθηκε µε Western για την συγκατακρήµνιση των 

πρωτεϊνών: GCN5 (026), SPT20 (027), TAF10 (028), TAF4 (029), TAF5 

(030), TAF6 (031) και TRAPP (025) (Εικόνα 23). Παράλληλα έγινε ανίχνευση 

της FOG–1 πρωτεΐνης ως θετικός µάρτυρας αλληλεπίδρασης µε την GATA–1. 

 Από την ανάλυση µε Western γίνεται αντιληπτό ότι η πρωτεΐνη GATA -

1 κατακρηµνίζεται επιτυχώς µε τη χρήση του αντισώµατος 001. Η 

κατακρήµνιση είναι αρκετά αποτελεσµατική καθώς παραµένει αρκετά λιγότερη 

ποσότητα πρωτεΐνης GATA – 1 στο υπερκείµενο.  Για την ανίχνευση της 

GATA–1 χρησιµοποιήθηκαν δυο αντισώµατα: το 001 (µε το οποίο έγινε και η 

ανοσοκατακρήµνιση) αλλά και µε το 003 ώστε να επιβεβαιωθεί ότι δεν 

υπάρχει µη ειδική κατακρήµνιση της GATA – 1 από την IgG (background). Με 

την πρωτεΐνη GATA–1 συγκατακρηµνίζεται και η FOG–1 γεγονός το οποίο 

υποδηλώνει την παρουσία αναγνωρισµένων πρωτεϊνικών συµπλόκων της 

GATA – 1 (Εικόνα 25 Α). Χρησιµοποιώντας αντισώµατα για τις πρωτεΐνες  

GCN5, SPT20, TAF10, TAF4, TAF5, TAF6 και TRAPP φαίνεται πως µόνο για 

την πρωτεΐνη TAF10 ανιχνεύεται αλληλεπίδραση µε την GATA–1 η οποία 

όµως είναι σχετικά ασθενής καθώς δεν συγκατακρηµνίζεται µεγάλη ποσότητα 

αυτής. Σε αντίθεση µε τα αποτελέσµατα της φασµατοµετρίας µάζας οι 

υπόλοιπες πρωτεΐνες που εξετάστηκαν (TRRAP, TAF4, GCN5, TAF5 και 

SPT20) δεν συγκατακρηµνίζονται µε την GATA–1 (Εικόνα 25 Β). 
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Εικόνα 25. Η GATA-1 αλληλεπιδρά µόνο µε την TAF10. Σε πυρηνικά εκχυλίσµατα 

διαφοροποιηµένων κυττάρων BirA MEL µε τη µέθοδο RIPA έγινε 

ανοσοκατακρήµνιση της ενδογενούς GATA–1 µε τη χρήση του αντισώµατος για τη 

GATA-1 N6 (001). Το κατακρηµνισµένο υλικό παράλληλα µε το τυφλό IgG 

αναλύθηκαν µε Western για την παρουσία των πρωτεϊνών: (Α) GATA–1 (001 Ν6 και 

003 11852) και FOG–1 (006 A20), (B) GCN5 (026), SPT20 (027), TAF10 (028), 

TAF4 (029), TAF5 (030), TAF6 (031) και TRAPP (025). Για την κατακρήµνιση 

χρησιµοποιήθηκαν 500µg πυρηνικού εκχυλίσµατος (για κάθε κατακρήµνιση) ενώ για το 

πυρηνικό εκχύλισµα και το υπερκείµενο φορτώθηκε το 10% το συνολικού 

εκχυλίσµατος.  

 Για να επιβεβαιωθεί η αλληλεπίδραση που ανιχνεύεται µεταξύ GATA -1 

και TAF10, πραγµατοποιήθηκε αντίστροφο πείραµα ανοσοκατακρήµνισης της 

TAF10 σε πυρηνικά εκχυλίσµατα διαφοροποιηµένων κυττάρων BirA και 

ανίχνευση της GATA-1 πρωτεΐνης. Όπως και προηγουµένως τα πυρηνικά 

εκχυλίσµατα υπέστησαν πέψη µε βενζονάση για την αποµάκρυνση των 
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νουκλεϊκών οξέων. Μετά την ανοσοκατακρήµνιση ακολούθησε ανάλυση µε 

Western όπου έγινε χρήση των αντισωµάτων GATA–1 001, GATA–1 003, 

LDB-1 και TAL–1 (Εικόνα 26).  

 

Εικόνα 26. H ΤAF10 αλληλεπιδρά µε τη GATA-1. Σε πυρηνικά εκχυλίσµατα 

διαφοροποιηµένων κυττάρων BirA MEL µε τη µέθοδο RIPA έγινε 

ανοσοκατακρήµνιση της ενδογενούς TAF10 µε τη χρήση του αντισώµατος για τη 

TAF10 (028). Το κατακρηµνισµένο υλικό παράλληλα µε το τυφλό IgG αναλύθηκαν µε 

Western για την παρουσία των πρωτεϊνών:  GATA–1 (001 Ν6 και 003 11852), LDB-1, 

TAL-1 και TAF10 (028). Για την κατακρήµνιση χρησιµοποιήθηκαν 500µg πυρηνικού 

εκχυλίσµατος (για κάθε κατακρήµνιση) ενώ για το πυρηνικό εκχύλισµα και το 

υπερκείµενο φορτώθηκε το 10% το συνολικού εκχυλίσµατος.  

 Ο λόγος για τον οποίο επιλέξαµε να ελέγξουµε το κατά πόσο η TAF10 

αλληλεπιδρά µε τους αιµοποιητικούς µεταγραφικούς παράγοντες ήταν α) διότι 

έχει αναφερθεί και στο παρελθόν αλληλεπίδραση των TAFs µε 

συγκεκριµένους αιµοποιητικούς µεταγραφικούς παράγοντες όπως TAL-1, 

EKLF1 (173) και β) διότι ύστερα από κατακρήµνιση της TAF10 σε συνδυασµό 
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µε φασµατοµετρία µάζας ταυτοποιήθηκαν οι πρωτεΐνες TAL–1 και LDB–1 

(Πέτρος Παπαδόπουλος, Erasmus Medical Center, προσωπική επικοινωνία, 

µη δηµοσιευµένα αποτελέσµατα). Παρατηρείται ότι η κατακρήµνιση της 

πρωτεΐνης TAF10 συγκατακρηµνίζει τη GATA–1 όχι  όµως και τις TAL–1 και 

LDB–1. Όπως και στην περίπτωση της GATA-1, έτσι και η TAF10 φαίνεται να 

αλληλεπιδρά ασθενώς µε την GATA–1. Τα αποτελέσµατα αυτά 

επιβεβαιώνουν την αλληλεπίδραση της GATA-1  µε την TAF10 σε κύτταρα 

MEL, η οποία όµως, κρίνοντας από τις ποσότητες των δύο 

ανοσοκατακρηµνισµένων πρωτεïνών, φαίνεται να είναι ασθενής. 

 Ανακεφαλαιώνοντας τα παραπάνω αποτελέσµατα παρατηρείται 

γενικότερα ότι οι πρωτεΐνες που ταυτοποιούνται από τη φασµατοµετρία µάζας 

δεν είναι απαραίτητο να σχηµατίζουν πραγµατικά πρωτεϊνικά σύµπλοκα και 

απαιτείται επιβεβαίωση µέσω ανοσοκατακρήµνισης της ενδογενούς 

πρωτεΐνης από πυρηνικά εκχυλίσµατα τα οποία έχουν υποστεί πέψη µε 

βενζονάση. Στην περίπτωση των παραγόντων TAF που µελετήθηκε, 

διαπιστώνεται ότι ενώ από τη φασµατοµετρία µάζας προκύπτει ότι η GATA – 

1 αλληλεπιδρά µε αρκετές TAF αλλά και πρωτεΐνες του συµπλόκου SAGA, 

στις ανοσοκατακρηµνίσεις της ενδογενούς GATA-1 δεν παρατηρείται κάτι 

τέτοιο.  Να σηµειωθεί ότι τα πυρηνικά εκχυλίσµατα BirA και bio-GATA–1 τα 

οποία χρησιµοποιήθηκαν για τη φασµαταµετρία µάζας δεν είχαν υποβληθεί 

σε επεξεργασία µε βενζονάση, καθώς από τη ανάλυσή τους προέκυψε η 

αναγκαιότητα επεξεργασίας µε νουκλεάσες για τη µείωση της µη ειδικής 

πρόσδεσης. Όπως έχει αναφερθεί και στο παρελθόν, η παρουσία νουκλεïκών 

οξέων και ιδιαίτερα του  DNA είναι ικανή να οδηγήσει στην ανίχνευση ψευδώς 

θετικών αποτελεσµάτων εξαιτίας εγγύτητας των πρωτεϊνών που 

προσδένονται στο DNA χωρίς όµως αυτές να αλληλεπιδρούν µεταξύ τους 

(170). Ουσιαστικά η αποµάκρυνση του DNA στις ανοσοκατακρηµνίσεις των 

ενδογενών πρωτεϊνών έδειξε ότι πολλές από τις αλληλεπιδράσεις της GATA -

1 µε τις ΤAF δεν είναι πραγµατικές ακόµα και αν ανιχνεύονται µε υψηλή 

βαθµολογία και µεγάλο αριθµό πεπτιδίων από τη φασµατοµετρία µάζας. 

Παρόλα αυτά, επιβεβαιώνεται η αλληλεπίδραση της GATA–1 µε την TAF10 

παρόλο που στη φασµατοµετρία µάζας δεν έχει υψηλή βαθµολογία και 

ανιχνεύεται µε χαµηλό αριθµό πεπτιδίων. Συνεπώς καταλήγουµε στο 
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συµπέρασµα ότι τα αποτελέσµατα της φασµατοµετρίας µάζας που αφορούν 

την αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών θα πρέπει να επιβεβαιώνονται µε 

κατακρηµνίσεις (τουλάχιστον) ώστε να αποκλειστεί το γεγονός του λάθους. 

79. 4.3 ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ DNMT-1 ΜΕ ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΟΥΣ 
ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ 

80. 4.3.1 Μεγάλης κλίµακας κατακρήµνιση της DNMT-1 

 Όπως προέκυψε από την ανάλυση των αποτελεσµάτων 

φασµατοµετρίας µάζας της βιοτινυλιωµένης GATA-1, άλλη µια από τις 

πρωτεΐνες που ταυτοποιείται ως πιθανώς αλληλεπιδρώσα µε την GATA-1 και 

που χρήζει περαιτέρω διερεύνησης είναι η DNMT-1 DNA µεθυλτρανσφεράση. 

Ταυτόχρονα έλαβε χώρα και το αντίστροφο πείραµα, δηλαδή µεγάλης 

κλίµακας κατακρήµνιση της βιοτινυλιωµένης DNMT-1 σε διαφοροποιηµένα 

κύτταρα MEL και στη συνέχεια φασµατοµετρία µάζας για την ανάλυση του 

κατακρηµνισµένου υλικού. To κατακρηµνισµένο υλικό αναλύθηκε σε πηκτή 

πολυακρυλαµίδης συγκέντρωσης 6% και σε φασµατοµετρία µάζας 

υποβλήθηκε ολόκληρη η ζώνη (Εικόνα 27 Α). Παράλληλα µε 

ανοσοαποτύπωση κατά Western έγινε ανάλυση της αποτελεσµατικότητας της 

κατακρήµνισης της βιοτινυλιωµένης πρωτεΐνης (Εικόνα 27 Β).  

 Να σηµειωθεί ότι για την παραγωγή των πυρηνικών εκχυλισµάτων 

χρησιµοποιήθηκε NP-40 σε συνδυασµό µε διάλυµα υψηλής αλατότητας. 

Παρατηρούµε ότι µετά την κατακρήµνιση της DNMT-1 δεν ανιχνεύεται 

καθόλου βιοτινυλιωµένη πρωτεΐνη στο υπερκείµενο κλάσµα. Η µεγάλη 

κλίµακας κατακρήµνιση της DNMT-1 επαναλήφθηκε άλλες δυο φορές και το 

υλικό αναλύθηκε µε φασµατοµετρία µάζας. Σε όλα τα παραπάνω πειράµατα 

όπως και αυτά που θα ακολουθήσουν, τα πυρηνικά εκχυλίσµατα έτυχαν 

επεξεργασίας µε τις κατάλληλες νουκλεάσες για την αποµάκρυνση του DNA 

και RNA. 
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Εικόνα 27. Μεγάλης κλίµακας κατακρήµνιση στρεπταβιδίνης σε πυρηνικά 

εκχυλίσµατα bioDNMT1 παρασκευασµένα µε χρήση διαλύµατος υψηλής 

αλατότητας. (Α) 30 mg πρωτεϊνικού πυρηνικού εκχυλίσµατος από διαφοροποιηµένα 

κύτταρα bioDNMT-1 MEL παρασκευασµένα µε τη χρήση NP-40 / υψηλής αλατότητας 

υποβλήθηκαν σε κατακρήµνιση στρεπταβιδίνης. Το κατακρηµνισµένο υλικό αναλύθηκε 

σε πηκτή πολυακρυλαµίδης 6% µε χρώση Colloidal Coomassie Blue G-250 και στη 

συνέχεια ολόκληρη η ζώνη υποβλήθηκε σε φασµατοµετρία µάζας. (B) Μέρος του 

κατακρηµνισµένου υλικού αναλύθηκε µε Western χρησιµοποιώντας αντίσωµα για την 

πρωτεΐνη DNMT-1 (010) και στρεπταβιδίνη – HRP. Για το πυρηνικό εκχύλισµα και το 

υπερκείµενο χρησιµοποιήθηκε το 2% του συνολικού εκχυλίσµατος. 

81. 4.3.2 Ανάλυση αποτελεσµάτων φασµατοµετρίας µάζας της 
κατακρηµνισµένης bio-DNMT-1.  

 Από τα τρία πειράµατα φασµατοµετρίας µάζας ταυτοποιήθηκε ένας 

µεγάλος αριθµός πρωτεϊνών που φέρονται να αλληλεπιδρούν µε τη DNMT-1. 

Στις πρωτεΐνες που αναγνωρίστηκαν υπήρχαν αρκετοί µεταγραφικοί 

παράγοντες µε αιµοποιητικούς αλλά και ευρύτερους ρόλους (Πίνακας 11). 

Από τα αποτελέσµατα της φασµατοµετρίας µάζας παρατηρείται ότι όχι µόνο 
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ανιχνεύεται η GATA-1 αλλά επίσης και οι πρωτεΐνες ZBP-89, ZNF143, Gfi-1b 

και FOG-1 που είναι γνωστό ότι σχηµατίζουν σύµπλοκα µε τη GATA-1  

  Ειδικότερα είναι γνωστό ότι η DNMT-1 πέρα από το ρόλο που έχει να 

διατηρεί τη µεθυλίωση του DNA κατά τη διάρκεια της αντιγραφής εµφανίζεται 

επίσης να αλληλεπιδρά µε αρκετούς µεταγραφικούς παράγοντες (174). 

Ωστόσο στη συγκεκριµένη δηµοσίευση η ανίχνευση των αλληλεπιδράσεων 

γίνεται από υβριδισµό της DNMT-1 σε συστοιχία από µεταγραφικούς 

παράγοντες. Τα αποτελέσµατα από τη φασµατοµετρία συνάδουν µε τη 

συγκεκριµένη δηµοσίευση όσο αφορά τη GATA-1. Από την βιβλιογραφία 

γνωρίζουµε επίσης ότι προκειµένου να υπάρξει φυσιολογική ερυθροποίηση 

είναι απαραίτητος ο ευρεία εκφραζόµενος µεταγραφικός παράγοντας ZBP-89 

ο οποίος αλληλεπιδρά µε την GATA-1. (169). 

Πίνακας 11. Η πρωτεΐνη DNMT-1 φέρεται να αλληλεπιδρά µε αρκετούς 

µεταγραφικούς παράγοντες. Συγκεντρωτικός πίνακας των µεταγραφικών παραγόντων 

που ταυτοποιήθηκαν από φασµατοµετρία µάζας στο κατακρηµνισµένο υλικό πυρηνικών 

εκχυλισµάτων υψηλής αλατότητας της βιοτινυλιωµένης DNMT-1 (Εικόνα 25). 

 
Πείραµα #1 Πείραµα #2 Πείραµα #3 

Πεπτίδια  Πεπτίδια  Πεπτίδια  

Πρωτεΐνη	   Μοναδικά	   Συνολικά	  
%	  κάλυψη	  

πρωτεΐνης	  
Μοναδικά	   Συνολικά	  

%	  κάλυψη	  

πρωτεΐνης	  
Μοναδικά	   Συνολικά	  

%	  κάλυψη	  

πρωτεΐνης	  

DNMT-

1 
106 2690 67,1 108 2579 69,4 91 3261 58 

ZBP-89 15 38 36,3 12 29 24,1 15 49 33 

Gfi-1b 6 12 30,6 7 13 34,5 2 2 10,9 

GATA-1 2 4 5,1 5 8 23,5 1 1 2,4 

ZNF143 2 2 7,3 3 3 11,8 5 11 14,9 

RBP-J 5 8 13,6 5 6 11,8 4 6 9,9 

NFI-A 5 5 16,1 4 4 10 6 6 24,6 

NFI-X 4 5 12,7 7 8 22,4 2 2 5,1 

YY1 6 8 26,3 - - - 10 25 30 

SAFB1 2 3 4,1 6 13 9,2 -  - 

FOG-1 - - -   - 2 3 3,4 

 

 Επίσης είναι γνωστό ότι στα µεγακαρυοκύτταρα υπάρχει 

αλληλεπίδραση µεταξύ των πρωτεϊνών GATA-1 / FOG-1 / ZBP-89 και 
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ZNF143 (92). Άλλος ένας µεταγραφικός παράγοντας που αναγνωρίζεται είναι 

ο Gfi-1b που και αυτός είναι γνωστό ότι βρίσκεται σε σύµπλοκο µε τη GATA-1 

(175). Από τα τρία πειράµατα φασµατοµετρίας µάζας της DNMT-1 µόνο σε 

ένα ταυτοποιείται η πρωτεΐνη FOG-1. Άλλες πρωτεΐνες που αναγνωρίζονται 

είναι οι µεταγραφικοί παράγοντες RBP-J, NF-1A, NF-1X, YY1 και SAF-B1. Οι 

συγκεκριµένοι µεταγραφικοί παράγοντες είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία ότι 

εµπλέκονται στην αιµατοποίηση. Η RBP-J εµπλέκεται στη σηµατοδοτική 

πορεία Notch, όπως και στη διατήρηση των αιµοποιητικών βλαστικών 

κυττάρων (HSC) ενώ στην ερυθροποίηση εµφανίζεται να έχει αντιαποπτοτικές 

ιδιότητες (176), (177). Η SAFB-1 έχει ένα ευρύ φάσµα λειτουργιών καθώς 

εµπλέκεται σε διάφορες κυτταρικές λειτουργίες όπως η κυτταρική ανάπτυξη, η 

απόπτωση και η απάντηση στο στρες (178). Σε ποντίκια όπου έχει γίνει 

αποσιώπηση του γονιδίου εµφανίζεται ερυθροποιητικός φαινότυπος. Η YY1 

είναι µέλος των πρωτεϊνών Polycomb και ενδεχοµένως να συµµετέχει στην 

ρύθµιση των γονιδίων των σφαιρινών. H NF-1A προωθεί τη διαφοροποίηση 

των ερυθρών κυττάρων µέσα από τη ενεργοποίηση των σφαρινών και τη 

καταστολή των γονιδίων της µυελοποίησης  

82. 4.3.3 Επαλήθευση αποτελεσµάτων φασµατοµετρίας µάζας µε 
κατακρήµνιση βιοτινυλιωµένης DNMT-1.  

 Το πρώτο βήµα για να επαληθεύσουµε κατά πόσο οι πρωτεΐνες που 

αναγνωρίζονται µέσω φασµατοµετρίας µάζας όντως αλληλεπιδρούν µε τη 

DNMT-1, προχωρήσαµε σε κατακρήµνιση στρεπταβιδίνης µε πυρηνικά 

εκχυλίσµατα από διαφοροποιηµένα bio-DNMT-1 MEL κύτταρα και 

ακολούθησε ανάλυση της κατακρήµνισης για τους µεταγραφικούς παράγοντες 

που ταυτοποιήθηκαν από τη φασµατοµετρία µάζας µε ανοσοαποτύπωση 

κατά Western (Εικόνα 28). Παρατηρούµε ότι σχεδόν όλοι οι µεταγραφικοί 

παράγοντες (εκτός του NF-1X) που ανιχνεύθηκαν µε φασµατοµετρία µάζας 

κατακρηµνίζονται µε τη βιοτινυλιωµένη DNMT-1 στα εκχυλίσµατα των 

κυττάρων bio-DNMT-1, χωρίς αυτό να παρατηρείται στα BirA εκχυλίσµατα τα 

οποία αποτελούν αρνητικό µάρτυρα. Η κατακρήµνιση  µε στρεπταβιδίνη 

αποτελεί µια πρώτη απόδειξη των αλληλεπιδράσεων µεταξύ της DNMT-1 και 

των µεταγραφικών παραγόντων.  
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 Από τα αποτελέσµατα της φασµατοµετρίας µάζας εκτός από 

µεταγραφικούς παράγοντες ταυτοποιήθηκαν και πρωτεΐνες που απαρτίζουν 

το σύµπλοκο NuRD αλλά και HDACs. Πειραµατικά έχει δειχθεί ότι η DNMT-1 

αλληλεπιδρά µε τις HDAC-1 (179) και HDAC-2 (108) όπως επίσης µε τις 

MBD2 και MBD3 (180). Για αυτό το λόγο όπως και προηγουµένως 

προχωρήσαµε σε κατακρήµνιση στρεπταβιδίνης σε διαφοροποιηµένα 

bioDNMT-1 MEL κύτταρα χρησιµοποιώντας BirA MEL ως αρνητικό µάρτυρα. 

Η ανάλυση της κατακρήµνισης έγινε µε ανοσοαποτύπωση κατά Western 

χρησιµοποιώντας αντισώµατα για τις πρωτεΐνες που απαρτίζουν το σύµπλοκο 

NuRD και HDACs (Εικόνα 29).  

 Από την ανοσοκατακρήµνιση στρεπταβιδίνης διαπιστώνουµε ότι η 

βιοτινυλιωµένη DNMT-1 συγκατακρηµνίζεται µε τις πρωτεΐνες που απαρτίζουν 

το σύµπλοκο NuRD. Συγκεκριµένα διαπιστώνεται αλληλεπίδραση µε τις 

HDAC-1, HDAC-2 και RbAp46, RbAp48 τον πυρήνα δηλαδή του αυµπλόκου. 

Η αλληλεπίδραση της DNMT-1 µε τις HDACs είναι σύµφωνη και µε την 

βιβλιογραφία (179),(108).  

 Επιπρόσθετα διερευνήθηκε αν µε την DNMT-1 συγκατακρηµνίζεται η 

πρωτεΐνη p66 που έχει αναφερθεί ως µέλος του NuRD συµπλόκου (181) 

ωστόσο δεν ανιχνεύθηκε αισθητή αλληλεπίδραση. Επίσης, υπήρχε 

συγκατακρήµνιση της DNMT-1 µε την MeCP2 η οποία ανήκει στην κατηγορία 

πρωτεϊνών που φέρουν δοµή δέσµευσης µεθυλοµάδων (methyl binding 

domain, MBD) και εµπλέκεται στη σίγαση της µεταγραφής (182). Στην ίδια 

κατηγορία ανήκουν και οι MBD2 και MBD3. 

 Συνοψίζοντας όλα τα παραπάνω, διαπιστώθηκε ότι οι πρωτεΐνες που 

ταυτοποιούνται από τη φασµατοµετρία µάζας ως πιθανώς συµπλεκόµενες µε 

τη βιοτινυλιωµένη DNMT-1 συγκατακρηµνίζονται χρησιµοποιώντας σφαιρίδια 

στρεπταβιδίνης, προσδίδοντας έτσι τη πρώτη απόδειξη ότι η DNMT-1 

αλληλεπιδρά µε τις συγκεκριµένες πρωτεΐνες. Τα παραπάνω αποτελέσµατα 

ενισχύονται περισσότερο από το γεγονός ότι ανιχνεύουµε την αλληλεπίδραση 

της DNMT-1 µε τις πρωτεΐνες HDACs, αλληλεπιδράσεις οι οποίες έχουν 

αναφερθεί στη βιβλιογραφία κατά το παρελθόν. 
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Εικόνα 28. Η βιοτινυλιωµένη DNMT-1 αλληλεπιδρά µε τους µεταγραφικούς 

παράγοντες που ανιχνεύθηκαν από τη φασµατοµετρία µάζας. Σε πυρηνικά 

εκχυλίσµατα διαφοροποιηµένων κυττάρων bio-DNMT-1 και BirA που 

παρασκευάστηκαν χρησιµοποιώντας NP-40 / διάλυµα υψηλής αλατότητας έγινε 

κατακρήµνιση µε σφαιρίδια στρεπταβιδίνης των βιοτινυλιωµένων πρωτεϊνών. Το 

κατακρηµνισµένο υλικό αναλύθηκε για την παρουσία των πρωτεϊνών: DNMT-1 (010), 

GATA-1 (001), FOG-1(006), ZBP-89 (011), ZNF143 (017), Gfi-1b (008), YY1 (024), 

SAFB-1 (032), και NF-1X (105). (Χρησιµοποιήθηκε 5% του συνολικού πυρηνικού 

εκχυλίσµατος της κατακρήµνισης για τα κλάσµατα του πυρηνικού εκχυλίσµατος και του 

υπερκείµενου. Τα πυρηνικά εκχυλίσµατα επεξεργάστηκαν πριν από την κατακρήµνιση 

για την αφαίρεση των νουκλεϊκών οξέων.) 
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Εικόνα 29. Η βιοτινυλιωµένη DNMT-1 αλληλεπιδρά µε τις πρωτεΐνες του 

συµπλόκου NuRD και HDACs που ταυτοποποιήθηκαν από τη φασµατοµετρία 

µάζας ύστερα από κατακρήµνιση στρεπταβιδίνης. Σε πυρηνικά εκχυλίσµατα 

διαφοροποιηµένων κυττάρων bio-DNMT-1 και BirA που παρασκευάστηκαν 

χρησιµοποιώντας NP-40 / διάλυµα υψηλής αλατότητας έγινε κατακρήµνιση µε 

σφαιρίδια στρεπταβιδίνης των βιοτινυλιωµένων πρωτεϊνών. Το κατακρηµνισµένο υλικό 

αναλύθηκε για την παρουσία των πρωτεϊνών: DNMT-1 (010), Mi-2b (007), 

MTA1(033), MTA2 (034), MTA3 (035), HDAC-1 (008), HDAC-2 (022), RbAp48 

(036), RbAp46 (037), MBD2/3 (038), p66. (Χρησιµοποιήθηκε 5% του συνολικού 

πυρηνικού εκχυλίσµατος της κατακρήµνισης για τα κλάσµατα του πυρηνικού 

εκχυλίσµατος και του υπερκείµενου. Τα πυρηνικά εκχυλίσµατα έτυχαν επεξεργασίας 

πριν από την κατακρήµνιση για την αφαίρεση των νουκλεϊκών οξέων). 
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83. 4.3.4 Επαλήθευση αποτελεσµάτων της φασµατοµετρίας µάζας µε 
χρήση ανοσοκατακρήµνισης των ενδογενών πρωτεϊνών.  

 Στα παραπάνω πειράµατα που έγιναν για τη διερεύνηση των 

πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων των πρωτεϊνών DNMT-1 και GATA-1 έγινε 

κατακρήµνιση των βιοτινυλιωµένων πρωτεϊνών (είτε GATA-1 είτε DNMT-1). 

Για να αποκλειστεί το ενδεχόµενο ότι οι συγκεκριµένες αλληλεπιδράσεις που 

περιγράφονται είναι πραγµατικές η κατακρήµνιση στρεπταβιδίνης δεν είναι 

αρκετή διότι στηρίζεται στην κατακρήµνιση σηµασµένων πρωτεϊνών σε 

επιµολυσµένα κύτταρα. Για το λόγο αυτό λοιπόν προχωρήσαµε µε τη χρήση 

κατάλληλων αντισωµάτων σε ανοσοκατακρηµνίσεις των ενδογενών 

πρωτεϊνών σε κύτταρα αγρίου τύπου.  

 Αρχικά χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα C88 MEL στα οποία έγινε επαγωγή 

της διαφοροποίησης όπως είχε συµβεί και στα προηγούµενα πειράµατα µε τα 

bioGATA-1,bioDNMT-1 και BirA. Στα πυρηνικά εκχυλίσµατα (NP-40 / Υψηλής 

αλατότητας) των C88 κυττάρων ανοσοκατακρηµνίστηκε η ενδογενής 

πρωτεΐνη GATA-1 και το κατακρηµνισµένο υλικό αναλύθηκε για την παρουσία 

των πρωτεϊνών DNMT-1, ZBP-89 και ZNF143 (Εικόνα 30). Η 

ανοσοκατακρήµνιση της ενδογενούς GATA-1 είναι επιτυχής και για την 

ανίχνευση της πρωτεΐνης GATA-1 χρησιµοποιήθηκε διαφορετικό αντίσωµα 

από αυτό της κατακρήµνισης ώστε να µην υπάρχει διασταυρούµενη 

αντίδραση η οποία θα εµφανίζεται στην ανοσοαποτύπωση κατά Western. 

Διαπιστώνεται ότι η ενδογενής GATA-1 συγκατακρηµνίζεται επιτυχώς µε τη 

DNMT-1 ενώ στη ζώνη του αρνητικού µάρτυρα δεν ανιχνεύονται πρωτεΐνες. 

Ταυτόχρονα µε την DNMT-1 ελέγχθηκε και η παρουσία των πρωτεϊνών ZBP-

89 και ZNF143 που όπως έχουµε αναφέρει είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία 

(169), (92) ότι αλληλεπιδρούν. Να σηµειωθεί ωστόσο ότι η αλληλεπίδραση 

µεταξύ του GATA-1 και του ZNF143 δεν έχει αναφερθεί σε διαφοροποιηµένα 

ερυθροκύτταρα αλλά µόνο σε µεγακαρυοκύτταρα (92). 
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Εικόνα 30. Η πρωτεΐνη GATA-1 αλληλεπιδρά µε την DNMT-1 σε κύτταρα MEL. 

Σε πυρηνικά εκχυλίσµατα διαφοροποιηµένων κυττάρων C88 MEL µε τη µέθοδο NP-40 

/ Υψηλής αλατότητας έγινε ανοσοκατακρήµνιση της ενδογενούς GATA-1 µε τη χρήση 

του αντισώµατος για τη GATA-1 (001) Το κατακρηµνισµένο υλικό παράλληλα µε το 

τυφλό IgG αναλύθηκαν µε Western για την παρουσία των πρωτεϊνών:  GATA–1 (002) 

DNMT-1 (010), ZBP-89 (011) και ZNF143 (017). Για την κατακρήµνιση 

χρησιµοποιήθηκαν 500µg πυρηνικού εκχυλίσµατος (για κάθε κατακρήµνιση) ενώ για το 

πυρηνικό εκχύλισµα και το υπερκείµενο φορτώθηκε το 5% το συνολικού εκχυλίσµατος. 

 Αντίστροφα, ελέγχθηκε κατά πόσο η ενδογενής DNTM-1 

συγκατακρηµνίζεται µε τους συγκεκριµένους µεταγραφικούς παράγοντες 

όπως συµβαίνει παραπάνω µε την κατακρήµνιση στρεπταβιδίνης. Για αυτό το 

λόγο έγινε ανοσοκατακρήµνιση της ενδογενούς DNMT-1 σε πυρηνικά 

εκχυλίσµατα  διαφοροποιηµένων κυττάρων C88 MEL και το κατακρηµνισµένο 

υλικό αναλύθηκε για την παρουσία των πρωτεϊνών GATA-1, FOG-1, ZBP-89, 

Gfi-1b και ΖNF143 (Εικόνα 31).  
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Εικόνα 31. Η ενδογενής πρωτεΐνη DNMT-1 αλληλεπιδρά µε GATA-1 και άλλους 

αιµοποιητικούς µεταγραφικούς παράγοντες. Σε πυρηνικά εκχυλίσµατα 

διαφοροποιηµένων κυττάρων C88 MEL µε τη µέθοδο NP-40 / Υψηλής αλατότητας 

έγινε ανοσοκατακρήµνιση της ενδογενούς DNMT-1 µε τη χρήση του αντισώµατος για τη 

DNMT-1 (010) Το κατακρηµνισµένο υλικό παράλληλα µε το τυφλό IgG αναλύθηκαν µε 

Western για την παρουσία των πρωτεϊνών:  GATA–1 (001) DNMT-1 (010), ZBP-89 

(011), ZNF143 (017), FOG-1 και Gfi-1b. Για την κατακρήµνιση χρησιµοποιήθηκαν 

500µg πυρηνικού εκχυλίσµατος (για κάθε κατακρήµνιση) ενώ για το πυρηνικό 

εκχύλισµα και το υπερκείµενο φορτώθηκε το 5% το συνολικού εκχυλίσµατος. 
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Εικόνα 32. Η ανοσοκατακρήµνιση της πρωτεΐνης ZNF143 επαληθεύει την ύπαρξη 

του συµπλόκου GATA-1/DNMT-1/ZNF143/ZBP-90/FOG-1. Σε πυρηνικά 

εκχυλίσµατα διαφοροποιηµένων κυττάρων C88 MEL µε τη µέθοδο NP-40 / Υψηλής 

αλατότητας έγινε ανοσοκατακρήµνιση της ενδογενούς ZNF143 µε τη χρήση του 

αντισώµατος για ZNF143 (018). Το κατακρηµνισµένο υλικό παράλληλα µε το τυφλό 

IgG αναλύθηκαν µε Western για την παρουσία των πρωτεϊνών:  GATA–1 (001) 

DNMT-1 (010), ZBP-89 (011), ZNF143 (017), FOG-1 (006) και Gfi-1b (009). Για την 

κατακρήµνιση χρησιµοποιήθηκαν 500µg πυρηνικού εκχυλίσµατος (για κάθε 

κατακρήµνιση) ενώ για το πυρηνικό εκχύλισµα και το υπερκείµενο φορτώθηκε το 5% 

το συνολικού εκχυλίσµατος. 

 Όπως διαπιστώθηκε η κατακρήµνιση της ενδογενούς DNMT-1 

συγκατακρηµνίζει τις πρωτεΐνες GATA-1, FOG-1, ZBP-89, Gfi-1b και ZNF143.  

Επιπλέον παρατηρείται ότι µε τη κατακρήµνιση της ενδογενούς DNMT-1 

ανιχνεύεται και η FOG-1 σε αντίθεση µε την περίπτωση της κατακρήµνισης µε 

στρεπταβιδίνη της bio-DNMT-1 όπου δεν συγκατακρηµνιζόταν. Τέλος 

παρατηρείται συγκατακρήµνιση της ΥΥ1 και της SAFB-1 όπως συνέβη και στη 
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κατακρήµνιση στρεπταβιδίνης επιβεβαιώνοντας µε αυτό το τρόπο τα 

αποτελέσµατα από τη φασµατοµετρία µάζας. 

 Μέχρι στιγµής έχουν επιβεβαιωθεί οι αλληλεπιδράσεις της DNMT-1 και 

της GATA-1 µε ZBP-89, ΖNF143, Gfi-1b και FOG-1 µέσω των 

κατακρηµνίσεων των ενδογενών GATA-1 και DNMT-1. Ελέγχθηκε επίσης αν 

οι αλληλεπιδράσεις αυτές ανιχνεύονται και στην περίπτωση 

ανοσοκατακρηµνίσεων τόσο της ZNF143 όσο και της ZBP-89. Προκειµένου 

να ελεγχθεί η παραπάνω υπόθεση χρησιµοποιήθηκαν αντισώµατα για την 

ανοσοκατακρήµνιση των ενδογενών ZBP-89 (011) και ZNF143 (018) σε 

πυρηνικά εκχυλίσµατα διαφοροποιηµένων κυττάρων C88 MEL. (NP-

40/υψηλής αλατότητας) (Εικόνες 32 και 33). Αναλύοντας τα αποτελέσµατα του 

παραπάνω πειράµατος διαπιστώνεται ότι η πρωτεΐνη ZNF143 είναι ικανή να 

συγκατακρηµνίσει τις GATA-1, DNMT-1, ZBP-89 όχι όµως και τη Gfi-1b. 

Παράλληλα ανοσοκατακρήµνιση της ZBP-89 δίνει το ίδιο ακριβώς 

αποτέλεσµα (Εικόνα 33),  

 

Εικόνα 33. Η ανοσοκατακρήµνιση της πρωτεΐνης ZBP-89 επαληθεύει την ύπαρξη 

του συµπλόκου GATA-1/DNMT-1/ ZNF143/ZBP-89/ FOG-1 σε κύτταρα MEL. Σε 
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πυρηνικά εκχυλίσµατα διαφοροποιηµένων κυττάρων C88 MEL µε τη µέθοδο NP-40 / 

Υψηλής αλατότητας έγινε ανοσοκατακρήµνιση της ενδογενούς ZBP-89 µε τη χρήση του 

αντισώµατος για ZBP-89 (011). Το κατακρηµνισµένο υλικό παράλληλα µε το τυφλό 

IgG αναλύθηκαν µε Western για την παρουσία των πρωτεϊνών:  GATA–1 (001) 

DNMT-1 (010), ZBP-89 (011), ZNF143 (017), FOG-1 (006) και Gfi-1b (009). Για την 

κατακρήµνιση χρησιµοποιήθηκαν 500µg πυρηνικού εκχυλίσµατος (για κάθε 

κατακρήµνιση) ενώ για το πυρηνικό εκχύλισµα και το υπερκείµενο φορτώθηκε το 5% 

το συνολικού εκχυλίσµατος. 

 Από όλες τις παραπάνω ανοσοκατακρηµνίσεις επιβεβαιώνεται η 

ύπαρξη του πρωτεϊνικού συµπλόκου GATA-1, ZNF143, ΖBP-89 και DNMT-1 

το οποίο µπορεί να αλληλεπιδρά µε τη FOG-1 και τη Gfi-1b. Οι παραπάνω 

κατακρηµνίσεις έρχονται να επιβεβαιώσουν τα αποτελέσµατα της 

φασµατοµετρίας µάζας τόσο για τη bio-GATA-1 όσο και για τη bio-DNMT-1. 

Ωστόσο θα πρέπει να σηµειωθεί ότι στις ανοσοκατακρηµνίσεις των ZBP-89 

και ZNF143 δεν ανιχνεύθηκε η πρωτεΐνη Gfi-1b όπως συνέβη στη περίπτωση 

της DNMT-1.  
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84. 4.3.5 Διερεύνηση του πρωτεϊνικού συµπλόκου DNMT-1 / ZBP-89 / 
ZNF143 / GATA-1 σε MEL κύτταρα. 

Εφόσον επιβεβαιώθηκε το σύµπλοκο DNMT-1/ZBP-89/ZNF143/GATA-1 στα 

MEL κύτταρα, το επόµενο ερώτηµα είναι αν όλες αυτές οι πρωτεΐνες 

αλληλεπιδρούν ως ένα σύµπλοκο ή σε διακριτά υποσύµπλοκα. Γι αυτό τον 

σκοπό, ακολουθήθηκε η προσέγγιση της ανοσοεξάντλησης της GATA-1, ώστε 

να αφαιρεθεί πλήρως η πρωτεΐνη από τα πυρηνικά εκχυλίσµατα και της 

µετέπειτα ανοσοκατακρήµνισης της DNMT-1 από τα πυρηνικά εκχυλίσµατα 

που έχει αφαιρεθεί η GATA-1 (Εικόνα 34).  

 

Εικόνα 34. Σχηµατική απεικόνιση του πειράµατος ανοσοεξάντλησης (GATA-1) – 

ανοσοκατακρήµνισης (DNMT-1) σε κύτταρα MEL.  
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Εικόνα 35. Οι πρωτεΐνες DNMT-1/ZBP-89/ZNF-143 σχηµατίζουν πρωτεϊνικό 

σύµπλοκο το οποίο αλληλεπιδρά µε τις GATA-1/FOG-1 και GATA-1/Gfi-1b. Σε 

πυρηνικά εκχυλίσµατα διαφοροποιηµένων κυττάρων MEL έγινε ανοσοκατακρήµνιση 

της ενδογενούς GATA-1 (001) (ζώνη 2), στο υπερκείµενο (ζώνη 5) έγινε δεύτερη 

διαδοχική κατακρήµνιση µε GATA-1 (003) (ζώνη 3), στο υπερκείµενο (ζώνη 6) από τη 

δεύτερη κατακρήµνιση έγινε τρίτη διαδοχική κατακρήµνιση µε DNMT-1 (010) (ζώνη 4) 

µε τη χρήση του αντισώµατος για DNMT-1 (010). Το υπερκείµενο της 

ανοσοκατακρήµνισης DNMT-1 απεικονίζεται στη Ζώνη 7. Το κατακρηµνισµένο υλικό 

για κάθε ανοσοκατακρήµνιση (ζώνες: 2,3,4) µαζί µε τα υπερκείµενα εκχυλίσµατα 

(ζώνες:5,6,7) και τα τυφλά IgG (αρουραίου και κουνελιού, ζώνες:8,9)  αναλύθηκαν µε 

Western για την παρουσία των πρωτεϊνών: GATA-1 (002), DNMT-1 (010), ZBP-89 

(011), ZNF143 (018),), Gfi-1b (009) FOG-1 (006), Μι2-β (007) και HDAC-1 (021). 

Για την κατακρήµνιση χρησιµοποιήθηκαν 300µg πυρηνικού εκχυλίσµατος (για κάθε 

κατακρήµνιση) ενώ για το πυρηνικό εκχύλισµα και κάθε υπερκείµενο φορτώθηκε το 

15% το συνολικού εκχυλίσµατος. (Π.Ε.: πυρηνικό εκχύλισµα, ΑΚ: ανοσοκατακρήµνιση, 

ΥΠ: υπερκείµενο, IgG:ανοσοσφαρίνη G). 
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 Αρχικά για να επιτευχθεί η πλήρης κατακρήµνιση της GATA-1 έγινε 

δοκιµή αρκετών αντισωµάτων και συνθηκών κατακρήµνισης προκειµένου να 

βρεθεί εκείνο το αντίσωµα το οποίο µπορεί να κατακρηµνίσει όλη την 

πρωτεΐνη από τα πυρηνικά εκχυλίσµατα. Ωστόσο κάτι τέτοιο δεν ήταν δυνατό 

καθώς πάντα παρέµενε GATA-1 η οποία ανιχνευόταν στο υπερκείµενο. Για το 

λόγο αυτό επιλέξαµε να χρησιµοποιήσουµε δυο διαδοχικές κατακρηµνίσεις µε 

δυο αντισώµατα για τη GATA-1, ένα µονοκλωνικό (001) και ένα πολυκλωνικό 

(003) (Εικόνα 34). Ειδικότερα, µετά το πέρας της πρώτης κατακρήµνισης 

όπου χρησιµοποιήθηκε το αντίσωµα GATA-1 (001), το υπερκείµενο 

συλλέγεται και υποβάλλεται σε δεύτερη κατακρήµνιση µε το αντίσωµα GATA-

1 (003). Μετά και τη δεύτερη κατακρήµνιση το υπερκείµενο συλλέγεται και 

υποβάλλεται στην τρίτη και τελευταία κατακρήµνιση µε το αντίσωµα για τη 

DNMT-1 (010). Σε κάθε βήµα της διαδικασίας, το κατακρηµνισµένο και 

υπερκείµενο δείγµα αναλύονται µε Western.  

 Η διαδικασία της ανοσοεξάντλησης – ανοσοκατακρήµνισης που 

περιγράφηκε εφαρµόστηκε σε πυρηνικά εκχυλίσµατα διαφοροποιηµένων 

κυττάρων MEL (Εικόνα 35). Από τα αποτελέσµατα διαπιστώνεται καταρχάς 

ότι η χρήση δυο αντισωµάτων για την πλήρη εξάντληση της GATA-1 από τα 

πυρηνικά εκχυλίσµατα είναι επιτυχής καθώς δεν ανιχνεύεται πρωτεΐνη GATA-

1 στο τελικό υπερκείµενο (Διαδροµή 6). Παρατηρείται ότι κατά τη πρώτη 

κατακρήµνιση της GATA-1 (ζώνη 2) συγκατακρηµνίζονται, όπως αναµενόταν, 

οι πρωτεΐνες DNMT-1, ZBP-89, ZNF143, Gfi-1b, Mi2-b και HDAC-1. Επίσης 

από δεύτερη διαδοχική κατακρήµνιση (ζώνη 3) διαπιστώνεται οι παραπάνω 

πρωτεΐνες κατακρηµνίζονται ξανά αν και σε µικρότερη ποσότητα καθώς και η 

ποσότητα της κατακρηµνισµένης GATA-1 είναι µικρή.  

 Εφόσον έχει γίνει πλήρης αποµάκρυνση της GATA-1 από τα πυρηνικά 

εκχυλίσµατα, λαµβάνει χώρα η τρίτη διαδοχική κατακρήµνιση που είναι αυτή 

της DNMT-1 (ζώνη 3). Αρχικά η κατακρήµνιση της DNMT-1 παρόλο που είναι 

αρκετά αποτελεσµατική δεν είναι ικανή να συγκατακρηµνίσει GATA-1 καθώς η 

τελευταία έχει πλήρως αποµακρυνθεί στα προηγούµενα στάδια της 

διαδικασίας. Οι πρωτεΐνες ZBP-89, ZNF143 συγκατακρηµνίζονται µε τη  

DNMT-1 και απουσία της GATA-1 (ζώνη 3), κάτι όµως το οποίο δεν συµβαίνει 

στη περίπτωση των πρωτεϊνών FOG-1 και Gfi-1b. Επιπλέον οι πρωτεΐνες 
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Mi2-β και HDAC-1 κατακρηµνίζονται µε τη DNMT-1 απουσία της GATA-1 

όπως θα ήταν αναµενόµενο όπως έχει δειχθεί βιβλιογραφικά (116).  

 Συµπεραίνεται από τα παραπάνω πειράµατα ότι οι αλληλεπιδράσεις 

της DNMT-1 µε τους συγκεκριµένους µεταγραφικούς παράγοντες λαµβάνουν 

χώρα σε τρία (τουλάχιστον) υποσύµπλοκα. Το υποσύµπλοκο Α περιλαµβάνει 

DNMT-1/GATA-1/Gfi-1b, το υποσύµπλοκο Β DNMT-1/ GATA-1/FOG-1/ZBP-

89 /ZNF143 και το υποσύµπλoκο Γ DNMT-1/ ZBP-89 /ZNF143.  

 

 

Εικόνα 36. Η αλληλεπικάλυψη στα προφίλ έκλουσης των DNMT-1/ZNF143/ZBP-

89/GATA-1 δικαιολογεί την ύπαρξη του πρωτεϊνικού συµπλόκου. Πυρηνικά 

εκχυλίσµατα από διαφοροποιηµένα κύτταρα C88 MEL µε τη µέθοδο NP-40 / υψηλής 

αλατότητας υποβλήθηκαν σε χρωµατογραφία µοριακής διήθησης µε τη χρήση στήλης 

Superose 6. Τα κλάσµατα µε περιττό αριθµό υποβλήθηκαν σε κατακρήµνιση µε χρήση 

TCA και αναλύθηκαν µε Western χρησιµοποιώντας αντισώµατα για GATA-1(001) 

ZNF143 (018) ZBP-89 (011) και DNMT-1 (010).  

 

 Πέρα από τις ανοσοκατακρηµνίσεις για την επιβεβαίωση των 

πρωτεϊνικών συµπλόκων χρησιµοποιήθηκε και χρωµατογραφία µοριακής 

διήθησης. Συγκεκριµένα τα αντίστοιχα πρωτεϊνικά πυρηνικά εκχυλίσµατα που 

χρησιµοποιήθηκαν για τις συγκατακρηµνίσεις διαπεράστηκαν από 
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χρωµατογραφική στήλη Superose 6. Τα κλάσµατα µε περιττό αριθµό 

αναλύθηκαν µε Western αφού πρώτα έγινε επεξεργασία τους µε τριχλωροξικό 

οξύ για τη κατακρήµνιση των πρωτεϊνών (Εικόνα 34). Αναλύοντας το 

χρωµατογραφικό προφίλ έκλουσης των πρωτεϊνών διαπιστώνεται ότι υπάρχει 

αλληλεπικάλυψη στα κλάσµατα 21 – 29, αποτέλεσµα το οποίο καταδεικνύει 

ότι οι πρωτεΐνες DNMT-1/ZBP-89/ZNF143/GATA-1 βρίσκονται στο ίδιο 

σύµπλοκο, γεγονός το οποίο ενισχύει περαιτέρω τα αποτελέσµατα από τα 

προηγούµενα πειράµατα ανοσοκατακρηµνίσεων.  

85. 4.3.6 Επαλήθευση της ύπαρξης του πρωτεϊνικού συµπλόκου DNMΤ-
1/ZBP-89/ZNF143 

 Είναι γνωστό ότι οι πρωτεΐνες DNMT-1 αλλά και οι µεταγραφικοί 

παράγοντες ZBP-89 και ZNF143 εκφράζονται ευρύτερα σε πολλούς ιστούς. 

Συνεπώς, θελήσαµε να διερευνήσουµε αν το σύµπλοκο DNMT1/ZBP-

89/ZNF143 που ανιχνεύσαµε στα MEL κύτταρα απαντάται και σε κύτταρα 

από άλλους ιστούς.  Για αυτό το σκοπό επιλέχθηκε η κυτταρική σειρά HEK293 

η οποία είναι ανθρώπινη εµβρυική νεφρική σειρά, στην οποία εκφράζονται οι 

πρωτεΐνες DNMT-1, ZBP-89, ZNF143 χωρίς ωστόσο να εκφράζονται οι 

ερυθροποιητικοί µεταγραφικοί παράγοντες GATA-1 και FOG-1. Σε πυρηνικά 

εκχυλίσµατα κυττάρων HEK έγινε ανοσοκατακρήµνιση της ενδογενούς 

πρωτεΐνης DNMT-1  και το κατακρηµνισµένο υλικό αναλύθηκε µε Western για 

τις πρωτεΐνες DNMT-1, ZBP-89, ZNF143, Mi -2β και HDAC-1 (Εικόνα 37). 

Από τη ανοσακατακρήµνιση παρατηρείται ότι οι πρωτεΐνες DNMT-1, ZNF143 

και ΖΒP-89 αλληλεπιδρούν στα κύτταρα HEK. Οι πρωτεΐνες Mi-2β και HDAC-

1 χρησιµοποιήθηκαν ως θετικοί µάρτυρες εφόσον είναι γνωστό ότι 

αλληλεπιδρούν µε τη DNMT-1. Συνεπώς, είναι δυνατή η δηµιουργία του 

συµπλόκου DNMT-1/ZBP-89/ZNF143 και σε µη ερυθροειδικά απουσία GATA-

1 και FOG-1.  

 Ανακεφαλαιώνοντας τα αποτελέσµατα από τα παραπάνω πειράµατα, 

διαπιστώνεται ότι η DNMT-1 αλληλεπιδρά µε τις πρωτεΐνες ZBP-89 και 

ZNF143 στα κύτταρα HEK293, συνεπώς η αλληλεπίδραση αυτή φαίνεται να 

µην είναι αποκλειστικά ερυθροειδική. Σε συνδυασµό µε τα πειράµατα 

ανοσοεξάντλησης – ανοσοκατακρήµνισης  συµπεραίνουµε ότι  οι πρωτεΐνες  

DNMT-1/ZBP-89/ZNF143 σχηµατίζουν τον πυρήνα του συµπλόκου το οποίο 
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έχει την ικανότητα στα ερυθροποιητικά κύτταρα να αλληλεπιδρά µε την GATA-

1 και τα υποσύµπλοκα της. 

 

Εικόνα 37. Η πρωτεΐνη DNMT-1 αλληλεπιδρά µε τις ZBP-89 και ZNF143 σε 

κύτταρα HEK 293. Σε πυρηνικά εκχυλίσµατα κυττάρων HEK έγινε 

ανοσοκατακρήµνιση της ενδογενούς DNMT-1 µε τη χρήση του αντισώµατος για 

DNMT-1 (010). Το κατακρηµνισµένο υλικό παράλληλα µε το τυφλό IgG αναλύθηκαν µε 

Western για την παρουσία των πρωτεϊνών: DNMT-1 (010), ZBP-89 (011), ZNF143 

(017), FOG-1 (006) και Gfi-1b (009). Για την κατακρήµνιση χρησιµοποιήθηκαν 500µg 

πυρηνικού εκχυλίσµατος (για κάθε κατακρήµνιση) ενώ για το πυρηνικό εκχύλισµα και 

το υπερκείµενο φορτώθηκε το 5% το συνολικού εκχυλίσµατος. 

 



 153 

 

 

Εικόνα 38. Η GATA-1, αλλά όχι οι FOG-1 και Gfi-1b, αλληλεπιδρά µε τις DNMT-

1, ZBP-89 και ZNF143 στα κύτταρα HEK. Σε πυρηνικά εκχυλίσµατα κυττάρων HEΚ 

τα οποία έχουν διαµολυνθεί µε πλασµιδιακούς φορείς: (Α) bio-GATA-1 και BirA, (Β) 

bio-Gfi-1b και BirA, (Γ) bio-FOG-1 και BirA. (Δ) BirA έγινε κατακρήµνιση 

στρεπταβιδίνης. Το κατακρηµνισµένο υλικό αναλύθηκε µε Western για τη παρουσία των 

πρωτεϊνών GATA-1 (001), Gfi-1b (008), FOG-1 (004), DNMT-1 (010), ZBP-89 (011) 

και ZNF143 (018). Για την κατακρήµνιση χρησιµοποιήθηκαν 500µg πυρηνικού 

εκχυλίσµατος (για κάθε κατακρήµνιση) ενώ για το πυρηνικό εκχύλισµα και το 

υπερκείµενο φορτώθηκε το 10% το συνολικού εκχυλίσµατος. 
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H κυτταρική σειρά ΗΕΚ 293 εξαιτίας του ότι περιέχει ήδη το σύµπλοκο 

DNMT-1/ZBP-89/ZNF143 και µπορεί πολύ εύκολα να διαµολυνθεί µε 

πλασµιδιακούς φορείς, είναι ένα πολύ καλό σύστηµα για να µελετηθούν 

λεπτοµερέστερα οι αλληλεπιδράσεις µε τους ερυθροποιητικούς 

µεταγραφικούς παράγοντες. 

 Όπως αναφέρθηκε η κατακρήµνιση της ενδογενούς DNMT-1 στα 

κύτταρα HEK 293 συγκατακρηµνίζει και τις πρωτεΐνες ΖΝF143 και ZBP-89. 

Στα κύτταρα αυτά έγινε επιµόλυνση µε κάθε ένα από τους πλασµιδιακούς 

φορείς οι οποίοι εκφράζουν τις σηµασµένες πρωτεΐνες bio-GATA-1, bio-Gfi-

1b, και bio-FOG-1 σε συνδυασµό µε πλασµιδιακό φορέα που εκφράζει τη 

βακτηριακή λιγάση BirA ώστε να µπορέσουν οι σηµασµένες πρωτεΐνες να 

βιοτινυλιωθούν. Μετά τη επιµόλυνση των κυττάρων HEK παράχθηκαν 

πυρηνικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα στα οποία έγινε κατακρήµνιση της 

βιοτινυλιωµένης πρωτεΐνης (Εικόνα 38).  

 Αναλύοντας τα αποτελέσµατα της κατακρήµνισης παρατηρείται ότι στα 

κύτταρα HEK η πρωτεΐνη GATA-1 είναι ικανή να αλληλεπιδράσει µε τις 

DNMT-1, ZBP-89 και ZNF143 (Εικόνα 38 Α). Η αλληλεπίδραση της GATA-1 

µε το σύµπλοκο DNMT-1/ZNF143/ZBP89 στα ΗΕΚ υποδεικνύει ότι δεν 

χρειάζεται το ερυθροποιητικό υπόβαθρο προκειµένου να λάβει χώρα η 

αλληλεπίδραση. Επιπλέον διαπιστώνεται ότι οι πρωτεΐνες Gfi-1b (Εικόνα 38 

Β) και FOG-1 (Εικόνα 38 Γ) δεν συγκατακρηµνίζονται µαζί µε τις DNMT-1, 

ZBP-89 και ZNF143. Το γεγονός ότι τόσο η Gfi-1b όσο και η FOG-1 δεν 

µπορούν να αλληλεπιδράσουν µε το σύµπλοκο DNMT-1/ZBP-89/ZNF143 

υποδηλώνει πως ίσως να χρειάζεται η παρουσία του GATA-1 για να 

σχηµατιστεί η αλληλεπίδραση ή γενικότερα πως η παρουσία ερυθροποιητικού 

υποβάθρου είναι απαραίτητη (µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις και 

ερυθροειδικοί παράγοντες).  

86. 4.3.7 Ανάλυση των πρωτεϊνικών περιοχών αλληλεπίδρασης µεταξύ 
της GATA-1 και DNMT-1.  

 Από όλα τα παραπάνω πειράµατα αποδεικνύεται η ύπαρξη του 

πρωτεϊνικού συµπλόκου DNMT-1/ZBP-89/ZNF143 το οποίο δύναται να 

αλληλεπιδρά και µε την πρωτεΐνη GATA-1. Για να αποκαλυφθούν οι 
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λειτουργικές περιοχές της DNMT-1 που µεσολαβούν για την αλληλεπίδραση 

της µε τους παραπάνω µεταγραφικούς παράγοντες, χρησιµοποιήθηκαν 

πλασµιδιακοί φορείς που φέρουν απαλειπτικές µεταλλάξεις της DNMT-1 

συζευγµένες µε τη GFP (Εικόνα 39).  

 

Εικόνα 39. Σχηµατική απεικόνιση των απαλειπτικών µεταλλάξεων της DNMT-1 

συζευγµένες µε GFP. GMT: απαλειπτική µετάλλαξη στη οποία απουσιάζει η περιοχή 

DMAP. GMΤ1L: η πρωτεΐνη DNMT-1. GMTΔTS: απαλειπτική µετάλλαξη στη οποία 

απουσιάζει η περιοχή TS (targeting sequence). GMTPBD: απαλειπτική µετάλλαξη στην 

οποία λείπει η περιοχή PBD (PCNA binding domain). MTNG.1: απαλειπτική 

µετάλλαξη στη οποία λείπει η καταλυτική περιοχή και η PBHD (polybromo homology 

domain). PBDQ162E: η περιοχή PBD της DNMT-1 η οποία φέρει σηµειακή µετάλλαξη 

Q σε Ε. 

 Σε κάθε µια από τις µεταλλάξεις αυτές απουσιάζει µια λειτουργική 

περιοχή της DNMT-1. Συγκεκριµένα στη µετάλλαξη GMT απουσιάζει η 

περιοχή DMAP1 που είναι υπεύθυνη για τη αλληλεπίδραση µε το 

µεταγραφικό καταστολέα DMAP-1. Στη GMTΔTS λείπει η περιοχή TS 

(targeting sequence) που είναι υπεύθυνη για το διµερισµό της πρωτεΐνης, τη 
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στόχευση της πρωτεΐνης στα κεντροµερίδια και στις εστίες της αντιγραφής. 

Στην ελλειπτική µετάλλαξη GMTΔPBD απουσιάζει η περιοχή PBD (PCNA 

binding domain) που είναι η περιοχή πρόσδεσης της PCNA πρωτεΐνη που 

επίσης µεσολαβεί στη στόχευση της DNΜT-1 στις εστίες της αντιγραφής. Στην 

ελλειπτική µετάλλαξη MTNG.1 απουσιάζουν και η καταλυτική περιοχή και η 

PBHD (polybromo homology domain). Η περιοχή PBHD είναι υπεύθυνη για 

τις ιδιότητες µεταγραφικής ρύθµισης που εµφανίζει η DNMT-1 ενώ µέσω της 

καταλυτικής περιοχής γίνεται η µεθυλίωση του DNA. Οι µεταλλάξεις αυτές 

καλύπτουν συνολικά ολόκληρη την DNMT-1. 

 

Εικόνα 40. Έκφραση των απαλειπτικών µεταλλάξεων της DNMT-1 ύστερα απο 

επιµόλυνση κυττάρων HEK293. Κύτταρα HEK 293 επιµολύνθηκαν µε 30 µg από 

κάθε πλασµίδιο απαλειπτικής µετάλλαξης της DNMT-1. Στις 36 ώρες έγινε συλλογή 

των κυττάρων και αποµόνωση πυρηνικών εκχυλισµάτων. Τα πυρηνικά εκχυλίσµατα 

αναλύθηκαν µε Western για την ύπαρξη των διαµολυσµένων πρωτεϊνών 

χρησιµοποιώντας αντισώµατα για GFP (019) και DNMT-1 (010). Οι απαλειπτικές 

µεταλλάξεις της DNMT-1 επεξηγούνται στην εικόνα 37, Η GFP-DNMT-1 Q162E είναι 

η πλήρης πρωτεϊνη DNMT-1 που φέρει τη σηµειακή µετάλλαξη Q162E, και η GFP-

DNMT-1 F169S είναι η πλήρης πρωτεΐνη DNMT-1 που φέρει τη σηµειακή µετάλλαξη 

F169S. 

 Το πρώτο βήµα ήταν η επιµόλυνση των παραπάνω απαλειπτικών 

µεταλλάξεων της DNMT-1 σε κύτταρα HEK293 ώστε να επαληθευθεί η 



 157 

επιτυχής έκφραση τους. Ύστερα από τη επιµόλυνση αποµονώθηκαν 

πυρηνικά εκχυλίσµατα, τα οποία αναλύθηκαν µε Western χρησιµοποιώντας 

αντισώµατα για DNMT-1 (010) και GFP (019) (Εικόνα 40). Παρατηρείται ότι 

υπάρχει επιτυχής έκφραση όλων των µεταλλάξεων που επιτρέπει τη χρήση 

των πλασµιδίων σε επακόλουθα πειράµατα κατακρηµνίσεων.  

 Προκειµένου να διερευνηθεί η πρωτεϊνική περιοχή που οφείλεται για 

την αλληλεπίδραση µεταξύ της DNMT-1 και της GATA-1 έγινε συν-

επιµόλυνση των κυττάρων HEK 293 µε κάθε ένα από τα πλασµίδια που 

φέρουν τις απαλειπτικές µεταλλάξεις της DNMT-1 µαζί µε πλασµίδιο που 

εκφράζει τη GATA-1 και αποµόνωση πυρηνικών εκχυλισµάτων από όλες τις 

διαµολύνσεις.  

 Στα παραπάνω πυρηνικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα έγινε 

ανοσοκατακρήµνιση της GATA-1 και ελέγχθηκε µέσω Western ποιες από τις 

απαλειπτικές µεταλλάξεις της DNMT-1 συγκατακρηµνίζονται (Εικόνα 41). Από 

το αποτέλεσµα των ανοσοκατακρηµνίσεων παρατηρείται πως η πρωτεΐνη 

GATA-1 δύναται να αλληλεπιδράσει µε όλες τις ελλειπτικές µεταλλάξεις της 

DNMT-1, εκτός της GMTΔPBD. Αναλυτικότερα  βλέπουµε πως η GATA-1 

συγκατακρηµνίζει την πλήρη πρωτεΐνη GMT1L αλλά και τις ελλειπτικές 

µεταλλάξεις GMT, GMTΔTS και MTNG.1. Η συγκατακρήµνιση αυτών των 

µεταλλάξεων ανιχνεύεται τόσο µε τη χρήση GFP αντισώµατος όσο και 

αντισώµατος για τη DNMT-1. Με τη χρήση DNMT-1 αντισώµατος ανιχνεύονται 

η ενδογενής και η διαµολυσµένες πρωτεΐνες. Να σηµειωθεί πως το 

χρησιµοποιούµενο αντίσωµα για τη DNMT-1 είναι ικανό να ανιχνεύσει όλες τις 

µεταλλάξεις της DNMT-1 (Εικόνα 40, Εικόνα 41). Τέλος το γεγονός ότι GATA-

1 είναι ικανή να κατακρηµνίσει την πλήρη DNMT-1 συζευγµένη µε GFP 

(GMT1L) αποδεικνύει ότι η GFP δεν αλλοιώνει τη δοµή της DNMT-1.  

 Από όλες τις µεταλλάξεις που δοκιµάστηκαν, εκείνη που δεν µπορεί να 

συγκατακρηµνιστεί µε τη GATA-1 είναι η GMTΔPBD, δηλαδή εκείνη στην 

οποία απουσιάζει η περιοχή PBD (Εικόνα 39). Η έλλειψη της εν λόγω 

περιοχής ουσιαστικά καταργεί την αλληλεπίδραση µε την πρωτεΐνη GATA-1. 

Είναι αξιοσηµείωτο ότι στην ανοσοκατακρήµνιση των πυρηνικών 

εκχυλισµάτων όπου εκφράζονται η GATA-1 και η GMTΔPBD δεν ανιχνεύεται 
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ούτε αλληλεπίδραση µεταξύ της GATA-1 και της ενδογενούς πρωτεΐνης 

DNMT-1.  

 

Εικόνα 41. Η έλλειψη της περιοχής PBD της DNMT-1 προκαλεί απώλεια της 

αλληλεπίδρασης µεταξύ των GATA-1 και DNMT-1. Κύτταρα HEK συν-

επιµολύνθηκαν µε πλασµίδιο που εκφράζει GATA-1 και κάθε µία από τις απαλειπτικές 

µεταλλάξεις της DNMT-1 (Εικόνα 37,38). Από τα διαµολυσµένα κύτταρα  

αποµονώθηκαν πυρηνικά εκχυλίσµατα στα οποία έγινε ανοσοκατακρήµνιση της GATA-

1 (001) και το κατακρηµνισµένο υλικό αναλύθηκε για την παρουσία των GATA-1 (001) 

GFP (019) και DNMT-1 (010). Για κάθε κατακρήµνιση χρησιµοποιήθηκαν 500µg 

πυρηνικού εκχυλίσµατος) ενώ για το πυρηνικό εκχύλισµα και το υπερκείµενο 

φορτώθηκε το 8% του συνολικού εκχυλίσµατος. 

 Όπως έχει αναφερθεί η περιοχή PBD είναι µια µικρή περιοχή που 

απαρτίζεται από 19 αµινοξέα και είναι υπεύθυνη για την αλληλεπίδραση 

µεταξύ της DNMT-1 µε τη PCNA ώστε να µεταφερθεί η πρώτη στις εστίες της 

αντιγραφής. Προκειµένου να αποκλειστεί το ενδεχόµενο ότι η αλληλεπίδραση 

της GATA-1 και DNMT-1 δεν είναι εξαιτίας της ύπαρξης κάποιου συπλόκου 

DNMT-1/GATA-1/PCNA που να σχετίζεται µε την αντιγραφή του DNA, έγινε 

συν-επιµόλυνση των κυττάρων ΗΕΚ µε GATA-1 και τη πλήρη πρωτεΐνη 

DNMT-1 η οποία φέρει τις σηµειακές µεταλλάξεις Q162E είτε F169S. 
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Εικόνα 42. Η GATA-1 αλληλεπιδρά µε DNMT-1 που φέρει σηµειακές µεταλλάξεις 

που απεµπολούν την αλληλεπίδραση της DNMT-1 µε την PCNA. Κύτταρα ΗΕΚ 

συν-επιµολύνθηκαν µε πλασµίδιο που εκφράζει GATA-1 και κάθε µία από τις 

σηµειακές µεταλλάξεις της DNMT-1 Q162E και F169S (Εικόνα 38). Από τα 

διαµολυσµένα κύτταρα  αποµονώθηκαν πυρηνικά εκχυλίσµατα στα οποία έγινε 

ανοσοκατακρήµνιση της GATA-1 (001) και το κατακρηµνισµένο υλικό αναλύθηκε για 

την παρουσία των GATA-1 (001) GFP (019) και DNMT-1 (010). Για κάθε 

κατακρήµνιση χρησιµοποιήθηκαν 500µg πυρηνικού εκχυλίσµατος) ενώ για το πυρηνικό 

εκχύλισµα και το υπερκείµενο φορτώθηκε το 8% του συνολικού εκχυλίσµατος. 

 Οι συγκεκριµένες µεταλλάξεις επιλέχθηκαν επειδή έχει αποδειχθεί 

βιβλιογραφικά (183) ότι είναι ικανές να απεµπολήσουν την αλληλεπίδραση 

µεταξύ της DNMT-1 και της PCNA. Ακολουθώντας την ίδια πειραµατική 

πορεία αποµονώθηκαν πυρηνικά εκχυλίσµατα από τα κύτταρα HEK293 που 

είχαν συν-διαµολυνθεί µε τις GATA-1 και τις δυο σηµειακές µεταλλάξεις της 

DNMT-1 Q162E και F169S µε επακόλουθη κατακρήµνιση της GATA-1. To 

κατακρηµνισµένο υλικό αναλύθηκε για τη παρουσία των GATA-1, και GFP, 

DNMT-1 (Εικόνα 42). Διαπιστώνεται ότι µετάλλαξη των αµινοξέων που 

απαιτούνται ώστε να αλληλεπιδράσει η DNMT-1 µε την PCNA, δηλαδή η 
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γλουταµίνη 162 και η φαινυλαλανίνη 169, δεν επηρεάζουν την αλληλεπίδραση 

της DNMT-1 µε τη GATA-1. Το συµπέρασµα αυτό προκύπτει από το γεγονός 

ότι οι δυο σηµειακές µεταλλάξεις της DNMT-1 είναι ικανές να 

συγκατακρηµνιστούν µαζί µε τη GATA-1.  Συνεπώς, η αλληλεπίδραση της 

GATA-1 µε την DNMT-1 δεν γίνεται στα πλαίσια της παρουσίας της τελευταίας 

στις εστίες διπλασιασµού του DNA.  

 Προκειµένου να αποδειχθεί πέρα από κάθε αµφιβολία ότι η περιοχή 

PBD ευθύνεται για την αλληλεπίδραση µε τη GATA-1 δηµιουργήθηκε 

πλασµιδιακός φορέας ο οποίος περιέχει τη περιοχή αυτή που φέρει τη 

σηµειακή µετάλλαξη Q162E συζευγµένη µε GFP (Εικόνα 39) ώστε να µην 

υπάρχει αλληλεπίδραση µε τη PCNA. Ακολουθώντας την ίδια στρατηγική µε 

τα προηγούµενα πειράµατα ο συγκεκριµένος φορέας συν-διαµολύνθηκε σε 

κύτταρα HEK293 µαζί µε GATA-1 µε επακόλουθη παραγωγή πυρηνικών 

εκχυλισµάτων και ανοσοκατακρήµνιση της GATA-1 (Εικόνα 43).  

 Από τα αποτελέσµατα της κατακρήµνισης παρατηρείται ότι η περιοχή 

PBDQ162E, παρόλο που απαρτίζεται µόνο από 19 αµινοξέα, επαρκεί για να 

αλληλεπιδράσει µε τη GATA-1. Το αντίσωµα έναντι της DNMT-1, όπως και 

στις προηγούµενες περιπτώσεις, ανιχνεύει τόσο την ενδογενή DNMT-1 αλλά 

και τη PBDQ162E. Αξίζει να σηµειωθεί πως η υπερέκφραση της PBDQ162E 

είναι ικανή να διαταράξει την αλληλεπίδραση της GATA-1 µε τη ενδογενή 

DNMT-1 καθώς ανιχνεύεται πολύ µικρότερη ποσότητα της τελευταίας να 

αλληλεπιδρά µε τη GATA-1. Αυτό πιθανώς συµβαίνει διότι ποσότητα της 

πρωτεΐνης GATA-1 αποσπάται από το σύµπλοκο GATA-1/DNMT-1 

προκειµένου να αλληλεπιδράσει µε τη PBDQ162E.  

 Συνοψίζοντας τα παραπάνω αποτελέσµατα, αναγνωρίσαµε την 

περιοχή PBD ως την ελάχιστη ικανή περιοχή της DNMT-1 που είναι 

απαραίτητη ώστε να µπορεί να αλληλεπιδρά µε τη GATA-1. Επιπλέον στην 

αλληλεπίδραση αυτή δεν εµπλέκονται η γλουταµίνη 162 και φαινυλαλανίνη 

169 που οφείλονται για την αλληλεπίδραση της DNMT-1 µε τη PCNA.  
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Εικόνα 43. Η περιοχή PBD που φέρει τη σηµειακή µετάλλαξη Q162E είναι ικανή 

από µόνη της να αλληλεπιδράσει µε τη GATA-1. Κύτταρα ΗΕΚ συν-επιµολύνθηκαν 

µε πλασµίδιο που εκφράζει GATA-1 και το πεπτίδιο PBDQ162E (Εικόνα 37). Από τα 

διαµολυσµένα κύτταρα  αποµονώθηκαν πυρηνικά εκχυλίσµατα στα οποία έγινε 

ανοσοκατακρήµνιση της GATA-1 (001) και το κατακρηµνισµένο υλικό αναλύθηκε για 

την παρουσία των GATA-1 (001) GFP (019) και DNMT-1 (010). Για κάθε 

κατακρήµνιση χρησιµοποιήθηκαν 500µg πυρηνικού εκχυλίσµατος) ενώ για το πυρηνικό 

εκχύλισµα και το υπερκείµενο φορτώθηκε το 8% του συνολικού εκχυλίσµατος. 

 Όπως παρουσιάστηκε παραπάνω σε κύτταρα HEK τα οποία είναι 

διαµολυσµένα µε GATA-1 και GMTΔPBD, η GATA-1 δεν αλληλεπιδρά ούτε µε 

τη απαλειπτική µετάλλαξη GMTΔPBD ούτε όµως και µε την ενδογενή DNMT-

1. Στα πυρηνικά εκχυλίσµατα αυτά ελέγχθηκε αν µε τη κατακρήµνιση της 

GATA-1 ανιχνεύονται οι πρωτεΐνες ZNF143 και ZBP-89 (Εικόνα 44). Πράγµατι 

οι ZBP-89 και ZNF143 συκγκατακρηµνίζονται µε τη GATA-1 παρόλο που η 

τελευταία δεν αλληλεπιδρά ούτε µε τη GMTΔPBD ούτε µε την ενδογενή 

DNMT-1. Συµπεραίνεται ότι η αλληλεπίδραση της GATA-1  µε τις ZBP-89 και 

ZNF143 λαµβάνει χώρα ανεξαρτήτως της DNMT-1 
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Εικόνα 44. Η GATA-1 εξακολουθεί να αλληλεπιδρά µε τις ZBP-89 και ZNF143 

όταν χάνεται η αλληλεπίδραση µε τη GΜΤΔPBD και την ενδογενή DNMT-1. 

Κύτταρα ΗΕΚ συν-επιµολύνθηκαν µε πλασµίδιο που εκφράζει GATA-1 και τη 

GMTΔPBD (Εικόνα 37,38). Από τα διαµολυσµένα κύτταρα  αποµονώθηκαν πυρηνικά 

εκχυλίσµατα στα οποία έγινε ανοσοκατακρήµνιση της GATA-1 (001) και το 

κατακρηµνισµένο υλικό αναλύθηκε για την παρουσία των GATA-1 (001) GFP (019) 

και DNMT-1 (010). Για κάθε κατακρήµνιση χρησιµοποιήθηκαν 500µg πυρηνικού 

εκχυλίσµατος) ενώ για το πυρηνικό εκχύλισµα και το υπερκείµενο φορτώθηκε το 8% 

του συνολικού εκχυλίσµατος. 

 Όπως αποδείξαµε η πρωτεΐνη ZNF143 στα κύτταρα HEK βρίσκεται σε 

σύµπλοκο, µε τις DNMT-1 και ZBP-89. Για να µελετήσουµε ποια περιοχή της 

DNMT-1 είναι απαραίτητη για την αλληλεπίδραση της µε τη ZNF143 

χρησιµοποιήθηκαν όπως και προηγουµένως οι απαλειπτικές µεταλλάξεις της 

DNMT-1 (Εικόνα 39,40). Σε αντίθεση όµως µε τη GATA-1 η ZNF143 

εκφράζεται ενδογενώς στα κύτταρα οπότε δεν χρειάζεται να γίνει συν-

επιµόλυνση. Σε κύτταρα HEK λοιπόν έγινε επιµόλυνση µε τις ελλειπτικές 

µεταλλάξεις της DNMT-1 και επακόλουθη αποµόνωση πυρηνικών 

εκχυλισµάτων. Στα πυρηνικά εκχυλίσµατα έγινε ανοσοκατακρήµνιση της 

ενδογενούς ZNF143 και το κατακρηµνισµένο υλικό ελέγχθηκε για τις 

πρωτεΐνες ZNF143, GFP, DMNT-1 (Εικόνα 45). Από τα αποτελέσµατα 

διαπιστώνεται πως η αλληλεπίδραση µεταξύ της DNMT-1 και της ZNF143 
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χάνεται όταν χρησιµοποιείται η GMTΔPBD υποδεικνύοντας ότι η περιοχή 

PBD είναι απαραίτητη και γι αυτή την αλληλεπίδραση. Παρατηρείται λοιπόν 

πως και στη περίπτωση της ZNF143, όπως και στη GATA-1, η περιοχή PBD 

της DNMT-1 είναι υπεύθυνη για τη δηµιουργία του συµπλόκου.  

 

udΕικόνα 45. Η περιοχή PBD της DNMT-1 είναι υπεύθυνη και για την 

αλληλεπίδραση µε τη ZNF143. Κύτταρα HEK επιµολύνθηκαν µε πλασµίδιο που 

εκφράζει κάθε µία από τις απαλειπτικές µεταλλάξεις της DNMT-1 (Εικόνα 37,38). Από 

τα διαµολυσµένα κύτταρα  αποµονώθηκαν πυρηνικά εκχυλίσµατα στα οποία έγινε 

ανοσοκατακρήµνιση της ZNF143 (018) και το κατακρηµνισµένο υλικό αναλύθηκε για 

την παρουσία των ZNF143 (018) GFP (019) και DNMT-1 (010). Για κάθε 

κατακρήµνιση χρησιµοποιήθηκαν 500µg πυρηνικού εκχυλίσµατος) ενώ για το πυρηνικό 

εκχύλισµα και το υπερκείµενο φορτώθηκε το 8% του συνολικού εκχυλίσµατος. 

 Θελήσαµε επίσης να ελέγξουµε κατά πόσο ισχύει το ίδιο και για την 

πρωτεΐνη ZBP-89. Για το λόγο αυτό επιµολύνθηκαν κύτταρα HEK293 µε τα 

πλασµίδια GMT1L και GMTPBD (Εικόνα 37). Η πρωτεΐνη ZBP-89 εκφράζεται 

ενδογενώς. Από τα κύτταρα αυτά αποµονώθηκαν πυρηνικά εκχυλίσµατα στα 

οποία έγινε ανοσοκατακρήµνιση της ZBP-89 και στη συνέχεια το 

κατακρηµνισµένο υλικό αναλύθηκε µε τη χρήση αντισωµάτων για ZBP-89, 

GFP και DNMT-1 (Εικόνα 46). 
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Εικόνα 46. Η περιοχή PBD της DNMT-1 είναι υπεύθυνη και για την 

αλληλεπίδραση µε τη ZBP-89. Κύτταρα HEK επιµολύνθηκαν µε πλασµίδιο που 

εκφράζει τις GMT1L και GMTΔPBD (Εικόνα 37,38). Από τα διαµολυσµένα κύτταρα  

αποµονώθηκαν πυρηνικά εκχυλίσµατα στα οποία έγινε ανοσοκατακρήµνιση της ZBP-

89 (011) και το κατακρηµνισµένο υλικό αναλύθηκε για την παρουσία των ZBP-89 

(001) GFP (019) και DNMT-1 (010). Για κάθε κατακρήµνιση χρησιµοποιήθηκαν 

500µg πυρηνικού εκχυλίσµατος) ενώ για το πυρηνικό εκχύλισµα και το υπερκείµενο 

φορτώθηκε το 8% του συνολικού εκχυλίσµατος. 

 Παρατηρούµε πως η ελλειπτική µετάλλαξη της DNMT-1 GMTΔPBD δεν 

είναι ικανή να αλληλεπιδράσει µε την ενδογενή ZBP-89. Επιπλέον όπως και 

στην περίπτωση των GATA-1 και ZNF143 όπου εκφράζεται και η GMTPBD 

καταργείται η αλληλεπίδραση και µε την ενδογενή πρωτεΐνη DNMT-1.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 
ΣΥΖΗΤΗΣΗ-ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

87. 5.1 Βελτίωση της in vivo βιοτινυλίωσης 

 Στα πλαίσια της παρούσας διδακτορικής διατριβής ο σκοπός ήταν ο 

χαρακτηρισµός και η µελέτη νέων πρωτεϊνικών συµπλόκων του µεταγραφικού 

παράγοντα GATA-1. Ο GATA-1 που είναι ο κύριος ρυθµιστής της 

ερυθροποίησης, εκπληρώνει τον ρόλο του µέσω του σχηµατισµού 

πρωτεϊνικών συµπλόκων. (10). Με τη χρήση της µεθόδου της in vivo 

βιοτινυλίωσης στο παρελθόν χαρακτηρίστηκαν επιτυχώς νέες 

αλληλεπιδρώσες πρωτεΐνες (168) αποδεικνύοντας τη δύναµη της 

συγκεκριµένης µεθόδου αλλά και το σηµαντικό ρόλο της GATA-1 στη 

ερυθροποίηση. 

 Πρωταρχικός στόχος της παρούσας διδακτορικής διατριβής ήταν η 

βελτίωση της µεθόδου της in vivo βιοτινυλίωσης. Προς αυτή τη κατεύθυνση η 

βελτίωση εστιάστηκε σε δύο τοµείς: α) Στη µείωση του υποβάθρου 

(background) που προσδένεται στα σφαιρίδια στρεπταβιδίνης και β) στον 

εµπλουτισµό των πυρηνικών πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων. Η in vivo 

βιοτινυλίωση σε σύζευξη µε φασµατοµετρία µάζας αποτελεί µια ευρέως 

χρησιµοποιούµενη µέθοδο για την αποµόνωση και χαρακτηρισµό των 

πρωτεϊνικών συµπλόκων. (184). Παρόλο που η συγκεκριµένη µέθοδος 

εξαιτίας της ειδικότητάς της υπερτερεί των πρωτεϊνικών 

ανοσοκατακρηµνίσεων (είτε ενδογενών είτε µε επίτοπο), ωστόσο κατά το 

στάδιο της φασµατοµετρίας µάζας ανιχνεύονται πρωτεΐνες οι οποίες 

προσδένονται τόσο µη ειδικά όσο και ειδικά. Γίνεται λοιπόν αντιληπτό ότι η 

µείωση του σήµατος υποβάθρου θα ενδυναµώσει ακόµη περισσότερο τη 

συγκεκριµένη µέθοδο.  

 Όπως παρουσιάστηκε για τη µείωση του υποβάθρου που προσδένεται 

στα σφαιρίδια στρεπταβιδίνης εφαρµόστηκε διαφορετική µέθοδος 

αποµόνωσης των πυρήνων. Συγκεκριµένα χρησιµοποιήθηκε υποτονικό 

διάλυµα λύσης το οποίο περιέχει το µη ιονικό απορρυπαντικό NP-40. Η 

επιλογή του συγκεκριµένου διαλύµατος έγινε προκειµένου να αποφευχθεί το 

µηχανικό στρες από τον οµογενοποιητή Dounce που µπορεί να αλλοιώσει τη 
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δοµή του πυρηνικού φακέλου και να οδηγήσει σε διαρροή των πυρηνικών 

πρωτεϊνών. Όπως αποδείξαµε πειραµατικά τα πρωτεϊνικά πυρηνικά 

εκχυλίσµατα τα οποία παρασκευάζονται µε τη χρήση του διαλύµατος έχουν 

πολύ σηµαντική µείωση στο ποσό των ενδογενών βιοτινυλιωµένων 

πρωτεϊνών. Χρησιµοποιώντας την πρωτεΐνη c-RAF διαπιστώθηκε ότι η 

παρατηρούµενη µείωση οφείλεται στη γενικότερη µείωση της µόλυνσης από 

τις κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες.  

 Μια ακόµη απόδειξη ότι η χρήση του NP-40 οδηγεί στη µείωση του 

υποβάθρου προέρχεται από πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα  που παρασκευάστηκαν 

µε τη χρήση υποτονικού διαλύµατος και NP-40 και υποβλήθηκαν σε 

κατακρήµνιση στρεπταβιδίνης και φασµατοµετρία µάζας για την ταυτοποίηση 

των πρωτεϊνών. Από τη κατακρήµνιση στρεπταβιδίνης διαπιστώνεται ότι η 

χρήση του NP-40 προκαλεί δραµατική µείωση των ενδογενών 

κυτταροπλασµατικών βιοτινυλιωµένων πρωτεϊνών που προσδένονται στα 

σφαιρίδια. Η συγκεκριµένη µείωση αποτυπώνεται και στα αποτελέσµατα  της 

φασµατοµετρίας µάζας καθώς ανιχνεύεται πολύ µικρότερος αριθµός 

πεπτιδίων που αντιστοιχούν σε καρβοξυλάσες (φυσικά βιοτινυλιωµένες 

πρωτεΐνες).  

 Στο συγκεκριµένο σηµείο θα πρέπει να τονιστεί ότι η χρήση του 

διαλύµατος NP-40 δεν επηρεάζει την ποιότητα των πυρήνων ή των 

πυρηνικών εκχυλισµάτων που αποµονώνονται. Η διαπίστωση αυτή 

προκύπτει από τη χρώση των αποµονωµένων πυρήνων µε FITC-IgG. Στο 

ενδεχόµενο που οι πυρήνες είχαν επηρεαστεί από το απορρυπαντικό τότε το 

FITC-IgG θα ήταν σε θέση να διαπεράσει την πυρηνική µεµβράνη και να την 

χρώσει, γεγονός το οποίο δεν ισχύει στην προκειµένη περίπτωση καθώς 

παραµένει εκτός πυρήνα. Επιπλέον ο σχηµατισµός µεγαλοµοριακών 

συµπλόκων από τις GATA-1 και  FOG-1 όπως αυτά από χρωµατογραφία 

διήθησης Superose 6 δείχνει ότι δεν υπάρχει διατάραξη των πρωτεϊνικών 

αλληλεπιδράσεων εξαιτίας της διαφυγής πυρηνικών πρωτεϊνών προς το 

κυτταρόπλασµα.  

 Το σηµαντικότερο πλεονέκτηµα της µείωσης της κυτταροπλασµατικής 

µόλυνσης στα πυρηνικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα εξαιτίας του NP-40 είναι η 

αύξηση της ποιότητας των αποτελεσµάτων στα αποτελέσµατα της 

φασµατοµετρίας µάζας από την in vivo βιοτινυλίωση. Μικρότερο υπόβαθρο 
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πρόσδεσης σηµαίνει ευκολότερη ταυτοποίηση αλληλεπιδρώσων πρωτεϊνών. 

Η χρήση NP-40 επιτρέπει τον ευκολότερο χειρισµό σε περίπτωση πολλών 

δειγµάτων σε ένα πρωτόκολλο αποµόνωσης πυρηνικών εκχυλισµάτων από 

ότι αν αυτό περιελάµβανε οµογενοποιητή Dounce.  

 Η ικανότητα που εµφανίζει το διάλυµα NP-40 είναι πολύ πιθανό να 

οφείλεται στην αποµάκρυνση των κυτταροπλασµατικών υπολειµµάτων που 

δηµιουργούνται ύστερα από τη λύση των κυττάρων. Η χρήση ενός επιπλέον 

βήµατος έκπλυσης των πυρήνων µε NP-40 στο πρωτόκολλο αποµόνωσης 

πιθανώς αποµακρύνει το κυτταροπλασµατικό υλικό που προσκολλάται στην 

εξωτερική µεριά της πυρηνικής µεµβράνης.  

 Ο δεύτερος στόχος για τη βελτίωση της µεθόδου της in vivo 

βιοτινυλίωσης ήταν στο επίπεδο της αποµόνωσης των πυρηνικών 

εκχυλισµάτων. Αναλυτικότερα όπως προαναφέρθηκε η µέθοδος που 

χρησιµοποιούνταν µέχρι στιγµής για τη παραγωγή πυρηνικών εκχυλισµάτων 

από τα κύτταρα MEL έκανε χρήση διαλύµατος υψηλής αλατότητας για την 

αποµόνωση των πυρηνικών πρωτεϊνών(137). Όπως αποδείχθηκε, η 

συγκεκριµένη µέθοδος έχει το µειονέκτηµα ότι δεν εκχυλίζει µεγάλη ποσότητα 

πρωτεΐνης GATA-1 η οποία και παραµένει στο αδιάλυτο ίζηµα. Για το λόγο 

αυτό έγινε χρήση δυο εναλλακτικών µεθόδων εκχύλισης των πυρηνικών 

πρωτεϊνών µε σκοπό να επιτευχθεί µεγαλύτερη εκχύλιση. Οι δύο αυτές 

µέθοδοι περιλαµβάνουν τη χρήση των διαλυµάτων NUN και RIPA από το 

οποίο όµως απουσιάζει το SDS (166).  

 Συγκρίνοντας το ποσό της συνολικής πρωτεΐνης που εκχυλίζεται από 

τον ίδιο αριθµό κυττάρων χρησιµοποιώντας τα διαλύµατα υψηλής αλατότητας, 

NUN και RIPA διαπιστώθηκε ότι και τα 3 διαλύµατα εµφανίζουν την ικανότητα 

να εκχυλίζουν το ίδιο ποσό συνολικής πρωτεΐνης από  τους πυρήνες . Η 

σύγκριση του ποσού της πρωτεΐνης που εκχυλίζεται από τον ίδιο αριθµό 

κυττάρων έλαβε χώρα σε πηκτή πολυακρυλαµίδης τόσο σταθερής όσο και 

γραµµικής συγκέντρωσης. Η χρήση πηκτώµατος πολυακρυλαµίδης 

γραµµικής συγκέντρωσης 4-20% εξασφαλίζει την ικανότητα σύγκρισης του 

ποσού των πρωτεϊνών υψηλού µοριακού αλλά και χαµηλού µοριακού βάρους 

ταυτόχρονα.  

 Εφόσον διαπιστώθηκε πως το συνολικό ποσό της πρωτεΐνης που 

εκχυλίζεται από τον ίδιο αριθµό κυττάρων φαίνεται το ίδιο και για τις 3 
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µεθόδους στη συνέχεια διερευνήθηκε κατά πόσο υπάρχουν διαφορές στο 

ποσό εκχύλισης συγκεκριµένων πρωτεϊνών. Ειδικότερα έγινε σύγκριση του 

ποσού της πρωτεΐνης GATA-1 που αποµονώνεται στο διαλυτό εκχύλισµα και 

του ποσού που παραµένει στο αδιάλυτο ίζηµα από τον ίδιο αριθµό κυττάρων. 

Η ανάλυση των αποτελεσµάτων της παραπάνω σύγκρισης έδειξε πως τόσο η 

χρήση του διαλύµατος NUN όσο και RIPA (-SDS) έχουν την ικανότητα να 

εκχυλίζουν µεγαλύτερο ποσό πρωτεΐνης  GATA-1 σε σχέση µε τη χρήση 

διαλύµατος υψηλής αλατότητας. Επίσης, τα διαλύµατα NUN και RIPA (-SDS) 

είναι σε θέση να εκχυλίζουν σε µεγαλύτερο βαθµό µερικές από τις πρωτεΐνες 

που αλληλεπιδρούν µε τη GATA-1 όπως τις FOG-1 και ZNF143 καθώς µε τη 

χρήση τους δεν ανιχνεύεται πρωτεΐνη στο αδιάλυτο ίζηµα. Ωστόσο για άλλες 

αλληλεπιδρώσες µε τη GATA-1 πρωτεΐνες, όπως τις Gfi-1b και DNMT-1, η 

χρήση των NUN και RIPA (-SDS) δεν οδηγεί σε µεγαλύτερα ποσά εκχύλισης 

από ότι η χρήση του διαλύµατος υψηλής αλατότητας.  

 Συνεπώς, µε τη χρήση των παραπάνω διαλυµάτων έγινε εφικτή η 

εκχύλιση µεγαλύτερου ποσού GATA-1 πρωτεΐνης στο διαλυτό κλάσµα. 

Ωστόσο η χρήση των συγκεκριµένων µεθόδων εκχύλισης δεν θα είχε καµία 

πρακτική αξία εάν στα αποµονωµένα πυρηνικά εκχυλίσµατα δεν 

σχηµατίζονται πρωτεϊνικά σύµπλοκα. Προκειµένου να διαπιστωθεί ότι η 

σύσταση των διαλυµάτων αυτών δεν επιδρά στην ικανότητα της GATA-1 να 

σχηµατίσει πρωτεϊνικά σύµπλοκα τα πυρηνικά εκχυλίσµατα υποβλήθηκαν σε 

χρωµατογραφία µοριακής διήθησης µε τη χρήση στήλης Superose 6. Από τα 

αποτελέσµατα της χρωµατογραφίας είναι εµφανές πως η χρήση των µεθόδων 

NUN και RIPA (-SDS) επιτρέπει το σχηµατισµό µεγαλοµοριακών πρωτεϊνικών 

συµπλόκων της GATA-1 όπως προκύπτει από το προφίλ της έκλουσης. Το 

ίδιο ισχύει και για τη FOG-1 καθώς και αυτή όπως αποδεικνύεται είναι σε θέση 

να σχηµατίσει πρωτεϊνικά σύµπλοκα.  

 Συγκεντρωτικά αποδεικνύεται πως παρόλο που οι µέθοδοι εκχύλισης 

NUN και RIPA (-SDS) δεν αλλάζουν το ποσό εκχύλισης της συνολικής 

πρωτεΐνης ωστόσο έχουν την ικανότητα να εκχυλίζουν µεγαλύτερο ποσό 

GATA-1 χωρίς η σύσταση τους να επηρεάζει τη δοµή των πυρηνικών 

πρωτεϊνών καθώς η δηµιουργία των πρωτεϊνικών συµπλόκων δεν 

επηρεάζεται. Η  ικανότητα που εµφανίζουν οι συγκεκριµένες µέθοδοι σε 

σχέση µε τη µέθοδο υψηλής αλατότητας να αποµονώνουν µεγαλύτερο ποσό 
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GATA-1 (και όχι µόνο) από τον ίδιο αριθµό κυττάρων οφείλεται πιθανότατα 

στη σύσταση τους η οποία πέρα από αλάτι περιέχει και ικανή συγκέντρωση 

απορρυπαντικών που µπορεί να διαταράξει τις υδροφοβικές 

αλληλεπιδράσεις, τους δεσµούς υδρογόνου και τις ηλεκτροστατικές 

αλληλεπιδράσεις (143) 

 Έχοντας πετύχει το στόχο βελτίωσης της in vivo βιοτινυλίωσης αφενός 

µε τη µείωση του υποβάθρου πρόσδεσης και αφετέρου µε τον εµπλουτισµό 

των πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων σε GATA-1 έγινε µεγάλης κλίµακας 

κατακρήµνιση στρεπταβιδίνης της GATA-1 πυρηνικών εκχυλισµάτων 

παρασκευασµένα από τις συγκεκριµένες µεθόδους προκειµένου να 

αναγνωριστούν νέες αλληλεπιδρώσες πρωτεΐνες. Από την αρχική ανάλυση 

των αποτελεσµάτων διαπιστώσαµε µια αλληλεπικάλυψη πρωτεϊνών µεταξύ 

των µεθόδων NUN και RIPA. Στα αποτελέσµατα της φασµατοµετρίας µάζας 

ταυτοποιήσαµε πρωτεΐνες που στο παρελθόν είχαν χαρακτηριστεί ως 

αλληλεπιδρώσες µε τη GATA-1 σε πυρηνικά εκχυλίσµατα παρασκευασµένα 

µε τη µέθοδο υψηλής αλατότητας (168). Επιπλέον από τα αποτελέσµατα 

ταυτοποιήθηκαν και πρωτεΐνες που είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία ότι 

αλληλεπιδρούν µε τη GATA-1 χωρίς ωστόσο να έχουν ανιχνευθεί στο 

παρελθόν µε τη µέθοδο παραγωγής πυρηνικών εκχυλισµάτων υψηλής 

αλατότητας, ενδυναµώνοντας µε αυτό τον τρόπο την πειραµατική µας 

διαδικασία. Παράλληλα αναγνωρίστηκαν και πρωτεΐνες που δεν έχουν 

αναφερθεί βιβλιογραφικά µέχρι στιγµής ότι αλληλεπιδρούν µε τη GATA-1 και 

χρήζουν περισσότερης ανάλυσης προκειµένου να επιβεβαιωθεί ότι 

αλληλεπιδρούν µε τη GATA-1 όπως και ο λειτουργικός ρόλος της 

συγκεκριµένης αλληλεπίδρασης. Ανάµεσα σε αυτή την κατηγορία πρωτεϊνών 

εντοπίστηκε και η πρωτεΐνη DNMT-1 και την οποία επιλέξαµε να 

επικεντρωθούµε και θα συζητηθεί παρακάτω.  

88. 5.2 Αποµάκρυνση νουκλεϊκών οξέων από τα πυρηνικά εκχυλίσµατα. 

 Ύστερα από σύγκριση των πρωτεϊνών που ανιχνεύονται στην 

κατακρήµνιση των πυρηνικών εκχυλισµάτων bioGATA-1 και BirA (και για τις 

δυο µεθόδους) διαπιστώνεται ότι υπάρχουν αρκετές πρωτεΐνες οι οποίες 

προσδένονται και κατακρηµνίζονται µη ειδικά όπως πχ τοποϊσοµεράσες και 

πρωτεΐνες που εµπλέκονται στην επεξεργασία του DNA και του RNA.  
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 Αρχικώς, προκειµένου να διαπιστωθεί η παραπάνω υπόθεση, έγινε 

αποµόνωση νουκλεϊκών οξέων από τα πυρηνικά εκχυλίσµατα NUN και RIPA 

όπου και επιβεβαιώθηκε η ύπαρξη DNA και RNA. Για την πέψη των 

νουκλεϊκών οξέων έγινε χρήση DNάσης και RNάσης στα πυρηνικά 

εκχυλίσµατα, οι οποίες όµως απέτυχαν να αποµακρύνουν πλήρως τα 

νουκλεïκά οξέα.  Η αποτυχία αυτή οφείλεται στο γεγονός ότι στις συνθήκες 

που επικρατούν στα διαλύµατα NUN και RIPA τα συγκεκριµένα ένζυµα δεν 

είναι δραστικά παρόλο που η επώαση λαµβάνει χώρα σε θερµοκρασία 

δωµατίου.  

 Για το λόγο αυτό έγινε δοκιµή της πέψης των νουκλεϊκών οξέων µε 

χρήση βενζονάσης (172). Με τη χρήση βενζονάσης επιτύχαµε την πλήρη 

πέψη του DNA και του RNA και βρήκαµε τις βέλτιστες συνθήκες λειτουργίας 

της. Η βενζονάση έχει την ικανότητα να είναι πλήρως λειτουργική σε 

θερµοκρασία 4 0C χωρίς να απαιτείται προεργασία για την αλλαγή των 

συσταστικών ή των συγκεντρώσεων των διαλυµάτων εκχύλισης. Με αυτόν 

τον τρόπο δεν υπάρχουν απώλειες στις ποσότητες των πρωτεϊνών και τα 

πρωτεϊνικά σύµπλοκα δεν διαταράσσονται.  

 Η αποµάκρυνση των νουκλεϊκών οξέων από το προς κατακρηµνισµένο 

υλικό είναι ικανή όπως θα συζητηθεί και παρακάτω να αποµακρύνει αρκετές 

από τις πρωτεΐνες που ανιχνεύονται στη φασµατοµετρία. Ο πρώτος λόγος για 

τον οποίο συµβαίνει το συγκεκριµένο οφείλεται στο γεγονός ότι πολλές από 

τις πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις που ανιχνεύονται ενδεχοµένως να 

οφείλονται στην εγγύτητα των πρωτεϊνών εξαιτίας της ικανότητας τους 

πρόσδεσης σε γειτονικές αλληλουχίες του DNA και όχι επειδή µπορούν να 

αλληλεπιδράσουν µεταξύ τους. Ο δεύτερος λόγος είναι ότι πολλές από τις 

πρωτεΐνες που ανιχνεύονται και έχουν σχέση µε την επεξεργασία του DNA και 

του RNA και δε θα ανιχνεύονταν στο κατακρηµνισµένο υλικό εφόσον δεν 

υπήρχαν σε αυτό νουκλεϊκά οξέα.  

 Από τα αποτελέσµατα της φασµατοµετρίας µάζας που 

παρουσιάστηκαν αλλά και όπως συζητείται αναλυτικά στη συνέχεια 

αποφασίσαµε να αναλύσουµε περαιτέρω τις ανιχνευόµενες αλληλεπιδράσεις 

της GATA-1 µε τις πρωτεΐνες TAF αλλά και µε την DNMT-1. H χρήση 

βενζονάσης απέδειξε ότι οι περισσότερες αλληλεπιδράσεις µε τις πρωτεΐνες 

TAF δεν ήταν πραγµατικές. Ωστόσο κάτι τέτοιο δεν ισχύει για την 
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αλληλεπίδραση της GATA-1 µε την DNMT-1 αλλά και της DNMT-1 µε τους 

µεταγραφικούς παράγοντες.  

89. 5.3 Πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις: Παρουσίαση των 
αλληλεπιδράσεων των TAF µε τη GATA-1 

 Όπως προαναφέρθηκε χρησιµοποιώντας τις εναλλακτικές µεθόδους 

αποµόνωσης πυρηνικών εκχυλισµάτων ταυτοποιήθηκε ένας µεγάλος αριθµός 

πρωτεϊνών ως αλληλεπιδρώσες µε τη GATA-1. Ανάµεσα σε αυτές που 

ταυτοποιούνται είναι και αρκετές πρωτεΐνες TAF.  

 Η µελέτη των πρωτεϊνών TAF παρουσιάζει εξαιρετικό ενδιαφέρον 

εξαιτίας της ικανότητας που έχουν να αλληλεπιδρούν µε τη πρωτεΐνη TBP 

σχηµατίζοντας το σύµπλοκο TFIID (185). Η ιδιότητα της TBP να προσδένεται 

στην αλληλουχία TATA προσδίδει στο σύµπλοκο TFIID την ικανότητα 

αναγνώρισης του υποκινητή και µεταγραφή του συγκεκριµένου γονιδίου µέσω 

της αλληλεπίδρασης µε το σύµπλοκο PIC. Επίσης η ιδιότητα των πρωτεϊνών 

TAF να αλληλεπιδρούν µε βασικά στοιχεία του υποκινητή όπως : Inr, DPE και 

DCE προσδίδει την ικανότητα της τοποθέτησης του PIC σε υποκινητές χωρίς 

αλληλουχία TATA (186). Επιπλέον οι ΤAF έχουν την ικανότητα να 

αλληλεπιδράσουν µε τις περιοχές ενεργοποίησης των µεταγραφικών 

παραγόντων (187). Το γεγονός αυτό εγείρει την πιθανότητα ιστοειδικής 

ρύθµισης της µεταγραφής από τις TAF είτε µέσω της δηµιουργίας 

διαφορετικών συµπλόκων είτε µέσω µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων.  

 Για τους παραπάνω λόγους αποφασίσαµε να διερευνήσουµε τις 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ των πρωτεϊνών της GATA-1 και των TAF. Αρχικά 

παρατηρώντας τα αποτελέσµατα της φασµατοµετρίας µάζας διαπιστώθηκε 

πως για τη κατακρήµνιση στα εκχυλίσµατα NUN και RIPA των κυττάρων 

bioGATA-1 ανιχνεύεται µεγάλος αριθµός πρωτεϊνών TAF. Ωστόσο µέρος 

αυτών των πρωτεϊνών ανιχνεύεται και στην κατακρήµνιση των αντίστοιχων 

εκχυλισµάτων των κυττάρων BirA, υποδεικνύεται το ενδεχόµενο οι 

παρατηρούµενες αλληλεπιδράσεις να µην είναι αληθινές. Να σηµειωθεί πως η 

χρήση της µεθόδου RIPA για την παραγωγή των προς κατακρήµνιση 

πυρηνικών εκχυλισµάτων οδηγεί στην ταυτοποίηση περισσοτέρων 

πρωτεϊνών TAF. To γεγονός αυτό οφείλεται στη σύσταση του διαλύµατος 

RIPA που επιτρέπει καλύτερη εκχύλιση για τις συγκεκριµένες πρωτεΐνες.  
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  Ένας ακόµη παράγοντας ο οποίος πρέπει να ληφθεί υπόψη είναι το 

γεγονός ότι τα πυρηνικά εκχυλίσµατα NUN και RIPA στα οποία έγινε 

κατακρήµνιση της βιοτινυλιωµένης GATA-1 και στη συνέχεια ταυτοποίηση 

των κατακρηµνισµένων πρωτεϊνών µε φασµατοµετρία µάζας δεν έχουν 

υποβληθεί σε επεξεργασία µε βενζονάση. Εγείρεται λοιπόν η πιθανότητα ότι 

κάποιες από τις ανιχνευόµενες αλληλεπιδράσεις να µην είναι πραγµατικές. Ως 

ένα τέτοιο παράδειγµα ψευδών θετικών αλληλεπιδράσεων παρουσιάζουµε τις 

πρωτεΐνες TAF. Αναλυτικότερα ύστερα από την επιτυχή εύρεση λειτουργικών 

αντισωµάτων έναντι των TAF, κατέστη εφικτή η δυνατότητα πειραµάτων 

ανοσοκατακρήµνισης µε σκοπό τη διαλεύκανση των αλληλεπιδράσεων.  

 Η κατακρήµνιση της ενδογενούς GATA-1 σε πυρηνικά εκχυλίσµατα 

κυττάρων RIPA τα οποία έχουν υποστεί επεξεργασία µε βενζονάση, έδειξε 

πως αρκετές από τις ανιχνευόµενες µε φασµατοµετρία µάζας 

αλληλεπιδράσεις δεν είναι πραγµατικές. Συγκεκριµένα, η GATA-1 

αλληλεπιδρά ασθενώς µε τη TAF10 ενώ δεν εµφανίζεται να αλληλεπιδρά µε 

τις άλλες πρωτεΐνες που ταυτοποιούνται στη φασµατοµετρία µάζας. Ωστόσο η 

αλληλεπίδραση της GATA-1 µε τη πρωτεΐνη TAF10 είναι πραγµατική καθώς 

το αντίστροφο πείραµα δηλαδή κατακρήµνιση της ενδογενούς TAF10 

κατακρηµνίζει επιτυχώς την ενδογενή GATA-1. Να συµπληρωθεί ότι η TAF10 

δεν αλληλεπιδρά µε τους µεταγραφικούς παράγοντες TAL-1 και LDB-1 µε 

τους οποίους έχει αναφερθεί στον παρελθόν ότι αλληλεπιδρά (Πέτρος 

Παπαδόπουλος, Erasmus Medical Center, µη δηµοσιευµένα αποτελέσµατα).  

 Η ανίχνευση της αλληλεπίδρασης της GATA-1 µε τις πρωτεΐνες TAF 

αποτελεί ένα πολύ καλό παράδειγµα ψευδούς θετικής αλληλεπίδρασης που 

υποδεικνύει ότι κατά τη µελέτη πρωτεϊνών µε ικανότητα πρόσδεσης στο DNA 

θα πρέπει να γίνεται πέψη των νουκλεϊκών οξέων. Η παρατήρηση αυτή 

συνάδει και µε πρόσφατη αναφορά (171) ενός παραδείγµατος ανίχνευσης 

ψευδούς θετικής αλληλεπίδρασης µεταξύ της GATA-1 και του µεταγραφικού 

παράγοντα KLF3. Στη συγκεκριµένη δηµοσίευση χρησιµοποιήθηκε 

κατακρήµνιση GST προκειµένου να διερευνηθεί η αλληλεπίδραση των δυο 

αυτών πρωτεϊνών in vitro και διαπιστώθηκε πως η ανιχνευόµενη 

αλληλεπίδραση τους οφείλεται στην παρουσία νουκλεïκών οξέων. Στο άρθρο 

αυτό διαπιστώνεται η αδυναµία της µεθόδου σήµανσης µε GST για τη µελέτη 

πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων.   
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 Η αλληλεπίδραση της GATA-1 µόνο µε τη TAF10 ενδεχοµένως να 

εξασφαλίζει την ιστοειδική πρόσληψη του συµπλόκου TFIID σε γονίδια που 

ρυθµίζονται µέσω της GATA-1 και ίσως προσφέρει ένα ακόµη στάδιο ελέγχου 

ρύθµισης των γονιδίων αυτών. Παρόλα αυτά χρειάζονται περαιτέρω 

πειράµατα που θα περιλαµβάνουν ανοσοκατακρήµνιση χρωµατίνης ώστε να 

προσδιοριστούν κοινοί γονιδιακοί στόχοι µεταξύ της GATA-1 και της TAF10 

για να αποσαφηνιστεί ο λειτουργικός ρόλος της συγκεκριµένης 

αλληλεπίδρασης.  

90. 5.4 Αλληλεπίδραση GATA-1 µε DNMT-1 

 Στα αποτελέσµατα της φασµατοµετρίας µάζας για τη GATA-1 µια από 

τις πρωτεΐνες που αναγνωρίζεται µε υψηλή βαθµολογία να αλληλεπιδρά µε τη 

GATA-1 είναι η DNMT-1. Σε µελέτες που είχαν λάβει χώρα στο παρελθόν 

σχετικά µε τη ρύθµιση της έκφρασης της γ-σφαιρίνης χαρακτηρίστηκε το 

πρωτεϊνικό  σύµπλοκο DRED (direct repeat erythroid definitive) το οποίο έχει 

την ικανότητα να προσδένεται στην περιοχή DR1 που εντοπίζεται στον 

υποκινητή της γ-σφαρίνης (188). Η ανάλυση του συµπλόκου DRED έδειξε ότι 

κύρια συστατικά του είναι οι πυρηνικοί υποδοχείς TR2/TR4 (Testicular 

receptor 2 / Testicular receptor 4). Σε συνέχεια της συγκεκριµένης µελέτης 

έγινε εφαρµογή της µεθόδου της in vivo βιοτινυλίωσης στους υποδοχείς TR2 

και TR4 σε κύτταρα MEL (189). Από τη φασµατοµετρία µάζας στους 

σηµασµένους µε βιοτίνη υποδοχείς TR2/TR4 υποδοχείς που ακολούθησε 

ταυτοποιήθηκαν αρκετές πρωτεΐνες ανάµεσα στις οποίες ήταν οι DNMT-1, τα 

πρωτεϊνικά σύµπλοκα NuRD και CoREST, όπως και οι HDAC3, TIF1β. Η 

επιβεβειωµένη παρουσία της DNMT-1 στο συγκεκριµένο σύµπλοκο όπως και 

η παρουσία της στα δικά µας αποτελέσµατα σε συνδυασµό µε την ικανότητα 

που εµφανίζει να λειτουργεί και ως καταστολέας της µεταγραφής (116) µας 

οδήγησε στην περαιτέρω µελέτη για τη λειτουργία της στην ερυθροποίηση.  

 Προκειµένου να διευκρινιστεί ο ρόλος ο οποίος διαδραµατίζει η DNMT-

1 στην ερυθροποίηση είναι απαραίτητο να διευκρινιστούν τα πρωτεϊνικά 

σύµπλοκα στα οποία αυτή συµµετέχει. Για το σκοπό αυτό αποφασίσαµε να 

εφαρµόσουµε τη µέθοδο της in vivo βιοτινυλίωσης. Συγκεκριµένα σε κύτταρα 

MEL στα οποία εκφράζεται βιοτινυλιωµένη DNMT-1 έγινε κατακρήµνιση 

στρεπταβιδίνης και οι πρωτεΐνες του κατακρηµνισµένου υλικού 
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ταυτοποιήθηκαν µε φασµατοµετρία µάζας. Στο σηµείο αυτό θα πρέπει να 

σηµειωθεί όπως συζητήθηκε και παραπάνω τα πυρηνικά εκχυλίσµατα 

επεξεργάστηκαν µε βενζονάση προκειµένου να αποµακρυνθεί το υπόβαθρο 

και οι µη ειδικές αλληλεπιδράσεις.  

 Στα αποτελέσµατα της φασµατοµετρίας µάζας για την DNMT-1 

ανιχνεύθηκαν αρκετοί µεταγραφικοί παράγοντες. Είναι πολύ ενδιαφέρον το 

γεγονός ότι µια πρωτεΐνη όπως η DNMT-1 που έχει ως σκοπό τη µεθυλίωση 

του DNA εµφανίζεται να αλληλεπιδρά µε τόσους µεταγραφικούς παράγοντες. 

Αναλύοντας τα αποτελέσµατα από τη φασµατοµετρία παρατηρείται η 

ανίχνευση των µεταγραφικών παραγόντων ΖBP-89, Gfi-1b, ZNF143 και 

GATA-1 που έχουν σηµαντικό ρόλο στην ερυθροποίηση. Από τη βιβλιογραφία 

είναι γνωστό ότι οι πρωτεϊνες ZBP-89, Gfi-1b και ZNF143 αλληλεπιδρούν µε 

τη GATA-1 (92,168,169), µε την αλληλεπίδραση GATA-1/ZNF143 να είναι 

χαρακτηρισµένη µόνο στα µεγακαρυοκύτταρα. Η πρωτεΐνη FOG-1 ανιχνεύεται  

µόνο σε ένα πείραµα φασµατοµετρίας γεγονός το οποίο σηµαίνει ότι υπάρχει 

η πιθανότητα να µην αλληλεπιδρά µε την DNMT-1. Διαπιστώνουµε λοιπόν ότι 

η DNMT-1 µπορεί να αλληλεπιδράσει µε ερυθροποιητικούς µεταγραφικούς 

παράγοντες. Πέρα από τους ερυθροποιητικούς µεταγραφικούς παράγοντες 

που ανιχνεύθηκαν να αλληλεπιδρούν µε τη DNMT-1 ταυτοποιούνται και οι 

µεταγραφικοί παράγοντες RBP-J NFI-A, NFI-X, YY1, που είναι γνωστό 

βιβλιογραφικά ότι έχουν ενεργό ρόλο στην αιµατοποίηση (ενότητα 4.3.2 

Ανάλυση αποτελεσµάτων φασµατοµετρίας µάζας της κατακρηµνισµένης bio-

DNMT-1. 

 Όπως έγινε σαφές από τη µελέτη των ανιχνευόµενων 

αλληλεπιδράσεων της GATA-1 η ταυτοποίηση νέων πρωτεϊνών από τη 

φασµατοµετρία δε συνεπάγεται απαραίτητα ότι συγκεκριµένες πρωτεΐνες 

βρίσκονται στο ίδιο σύµπλοκο. Για το λόγο αυτό είναι απαραίτητο να γίνει 

επιβεβαίωση των ανιχνευόµενων αλληλεπιδράσεων. Στο πρώτο στάδιο 

εφαρµόσαµε κατακρήµνιση στρεπταβιδίνης της βιοτινυλιωµένης DNMT-1 και 

µέσω ανοσοαποτύπωσης διαπιστώσαµε συγκατακρήµνιση όλων των 

παραγόντων που ανιχνεύονται στη φασµατοµετρία µάζας πλήν της FOG-1. 

Ταυτόχρονα µε κατακρήµνιση στρεπταβιδίνης συγκατακρηµνίστηκαν 

επιτυχώς οι πρωτεΐνες MI-2β, MTA2, MTA3, HDAC-1, HDAC-2, RbAp46, 

RbAp48, MBD2 και MBD3, που αποτελούν κύρια συστατικά του συµπλόκου 
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αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης NuRD (190). Πολλές από τις πρωτεΐνες 

που απαρτίζουν το σύµπλοκο NuRD ανιχνεύθηκαν στη φασµατοµετρία µάζας 

για την DNMT-1. Οι συγκεκριµένες κατακρηµνίσεις αποδεικνύουν ότι 

ανιχνευόµενες αλληλεπιδράσεις είναι πραγµατικές.  

 Ανεξάρτητα από την κατακρήµνιση της βιοτινυλιωµένης DNMT-1 έγινε 

και κατακρήµνιση της ενδογενούς DNMT-1 όπου καταφέραµε επίσης 

επιτυχώς να συγκατακρηµνίσουµε όλους του µεταγραφικούς παράγοντες που 

ανεφέρθηκαν παραπάνω. Να σηµειωθεί ότι µε την κατακρήµνιση της 

ενδογενούς πρωτεΐνης ανιχνεύσαµε και την FOG-1 που δεν είχε ανιχνευθεί 

από τις κατακρηµνίσεις στρεπταβιδίνης. Εξαιτίας του ρόλου που έχει η GATA-

1 στην ερυθροποίηση αλλά και από τα αποτελέσµατα φασµατοµετρίας µάζας 

τόσο για τη GATA-1 όσο και για τη DNMT-1 σε συνδυασµό µε τις 

κατακρηµνίσεις επιλέξαµε να µελετήσουµε ειδικότερα την αλληλεπίδραση 

DNMT-1/ GATA-1. Επιβεβαιώσαµε την ικανότητα της ενδογενούς GATA-1 σε 

κύτταρα MEL να συγκατακρηµνίζει την DNMT-1 όπως και τις ZBP-89 και 

ZNF143. Από τα συγκεκριµένα πειράµατα µπορούµε να υποστηρίξουµε την 

ύπαρξη του συµπλόκου GATA-1/DNMT-1/ZNF-143/ZBP-89. H ύπαρξη του 

συµπλόκου αυτού επιβεβαιώνεται επίσης και όταν κατακρηµνίζοντας τις 

ZNF143 και ZBP-89 συγκατακρηµνίζονται οι GATA-1/DNMT-1 αλλά και από 

τα προφίλ έκλουσης σε στήλη χρωµατογραφίας Superose 6. Επιπρόσθετα 

κατακρηµνίζοντας ξεχωριστά τις ενδογενείς DNMT-1, ZNF143 και ZBP-89 

ανιχνεύουµε τη FOG-1 ενώ η Gfi-1b συγκατακρηµνίζεται µόνο µε τη DNMT-1 

και όχι µε τις ZBP-89 και ZNF143.  

 Από τις κατακρηµνίσεις αυτές είναι πολύ δύσκολο να απαντηθεί το 

ερώτηµα αν οι πρωτεΐνες DNMT-1/ZBP-89/ZNF143/GATA-1 στα κύταρρα 

MEL αλληλεπιδρούν ως ένα σύµπλοκο ή σε διακριτά υποσύµπλοκα. Για το 

σκοπό αυτό αφαιρέσαµε πλήρως την GATA-1 από τα πυρηνικά εκχυλίσµατα 

και διαπιστώσαµε πως η DNMT-1 είναι ικανή να αλληλεπιδρά µε τις ZBP-89 

και ZNF143 απουσία της. Ωστόσο απουσία της GATA-1 η DNMT-1 δεν 

αλληλεπιδρά µε τις FOG-1 και Gfi-1b. Συµπεραίνουµε λοιπόν ότι η DNMT-1 

σχηµατίζει τουλάχιστον τρία υποσύµπλοκα: το υποσύµπλοκο Α DNMT-

1/GATA-1/Gfi-1b, το υποσύµπλοκο Β DNMT-1/GATA-1/FOG-1/ZBP-

89/ZNF143 και το υποσύµπλοκο Γ DNMT-1/ZNF143/ZBP-89.  
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 Η ευρεία έκφραση των DNMT-1, ZNF143 και ZBP-89 µας επέτρεψε να 

διαπιστώσουµε πως οι πρωτεΐνες αυτές αλληλεπιδρούν και σε µη 

ερυθροποιητικά κύτταρα όπως τα HEK. Επιπλέον το γεγονός ότι στα HEK δεν 

εκφράζονται και ερυθροποιητικοί παράγοντες µας επέτρεψε τη χρήση τους για 

πειράµατα επιµολύνσεων. Μέσα από αυτά τα πειράµατα αποδείξαµε ότι σε µη 

ερυθροποιητικό υπόβαθρο µόνο η GATA-1 µπορεί και αλληλεπιδρά µε το 

σύµπλοκο DNMT-1/ZNF143/ZBP-89 και όχι οι FOG-1 και Gfi-1b. To γεγονός 

αυτό είναι πολύ πθανό να οφείλεται σε δύο λόγους: α) στο ότι οι FOG-1 και 

Gfi1-b αλληλεπιδρούν µε το σύµπλοκο DNMT-1/ZNF143/ZBP-89 µέσω της 

GATA-1 και β) η έλλειψη ερυθροποιητικού υποβάθρου οδηγεί σε απώλεια 

µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων απαραίτητων για το σχηµατισµό των 

αλληλεπιδράσεων. 

 Για να ανακαλυφθεί η περιοχή της DNMT-1 που είναι απαραίτητη για 

την αλληλεπίδραση της DNMT-1 µε τη GATA-1 χρησιµοποιήσαµε 

απαλειπτικές µεταλλάξεις της DNMT-1 µε τις οποίες επιµολύναµε κύτταρα 

HEK. Να σηµειωθεί πως επειδή η χρήση αντισώµατος GFP για την 

κατακρήµνιση των απαλειπτικών µεταλλάξεων της DNMT-1 οδηγούσε στη 

συγκατακρήµνιση και της ενδογενούς πρωτεΐνης DNMT-1 χρειάστηκε να 

ακολουθήσουµε την αντίστροφη στρατηγική. Για το λόγο αυτό προχωρήσαµε 

σε κατακρήµνιση της GATA-1 ελέγχοντας ποια από τις µεταλλάξεις δεν 

κατακρηµνίζεται. H µετάλλαξη της DNMT-1 που δεν µπορεί να 

αλληλεπιδράσει µε τη GATA-1 είναι εκείνη στην οποία απουσιάζει η PBD 

περιοχή.  

 Η χρήση των σηµειακών µεταλλάξεων της DNMT-1 Q162E και F169S 

που δεν µπορούν να αλληλεπιδράσουν (183) µε την PCNA αλληλεπιδρούν µε 

GATA-1 αποδεικνύει ότι η αλληλεπίδραση δεν γίνεται µέσω της PCNA ή των 

αµινοξέων που χρειάζονται για την αλληλεπίδραση µε τη PCNA. Εκφράζοντας 

την πεπτιδική αλληλουχία PBDQ162E σηµασµένη µε GFP σε κύτταρα HEK 

µαζί µε GATA-1 δείξαµε πως µόνο αυτό το µικρό κοµµάτι της DNNMT-1 είναι 

ικανό να αλληλεπιδρά µε τη GATA-1 χωρίς να χρειάζονται οι υπόλοιπες 

λειτουργικές περιοχές. Ακολουθώντας την ίδια στρατηγική για τις ZBP-89 και 

ΖNF143 διαπιστώσαµε πως η περιοχή PBD απαιτείται και για την 

αλληλεπίδραση των δυο αυτών πρωτεϊνών µε τη DNMT-1.  
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 Στο σηµείο αυτό πρέπει να τονισθούν δυο αποτελέσµατα. Πρώτον 

εκφράζοντας την απαλειπτική µετάλλαξη GMTΔPBD παρατηρούµε την 

απώλεια αλληλεπίδρασης της GATA-1 µε τη συγκεκριµένη µετάλλαξη όπως 

και απώλεια της αλληλεπίδρασης της GATA-1 µε την ενδογενή DNMT-1 

πρωτεΐνη. Δεύτερον η έκφραση της PBDQ162E-GFP αποσπά τη µεγαλύτερη 

ποσότητα της GATA-1 µε αποτέλεσµα να διαταράσσεται η αλληλεπίδραση της 

GATA-1 µε την ενδογενή DNMT-1. Η χρήση των δυο αυτών 

συµπληρωµατικών µεταλλάξεων µας επιτρέπει µε βεβαιότητα να 

υποστηρίξουµε ότι η περιοχή PBD ευθύνεται αποκλειστικά για την 

αλληλεπίδραση των δυο πρωτεϊνών  

 Λαµβάνοντας υπόψη τα παραπάνω γίνεται αντιληπτό ότι µετά το 

χαρακτηρισµό της περιοχής της DNMT-1 που απαιτείται για την 

αλληλεπίδραση της µε τη GATA-1 µπορούµε να προχωρήσουµε σε 

πειράµατα προκειµένου να εξακριβώσουµε τη λειτουργική σηµασία της 

συγκεκριµένης αλληλεπίδρασης. Η αποσιώπηση της έκφρασης της DNMT-1 

στα MEL (πχ µε τη χρήση shRNA) αποτελεί µια πολύ καλή στρατηγική για τη 

µελέτη της γενικότερης λειτουργίας της εν λόγω πρωτεΐνης ωστόσο δεν 

µπορεί να προσφέρει πληροφορίες για το ρόλο της αλληλεπίδρασης GATA-

1/DNMT-1. O µοναδικός τρόπος για να διαπιστωθεί η λειτουργία της GATA-1 

είναι η διατάραξη της αλληλεπίδρασης των δύο πρωτεϊνών. Σε πειράµατα που 

βρίσκονται σε εξέλιξη έγινε έκφραση της πρωτεΐνης PBDQ163E-GFP από το 

υποκινητή του γονιδίου της GATA-1 σε ποντικούς. Σκοπός του πειράµατος 

είναι η PBDQ162E να αλληλεπιδράσει µε την GATA-1 ώστε να διαταράξει την 

αλληλεπίδραση DNMT1 - GATA-1 και εφόσον η αλληλεπίδραση αυτή έχει 

κάποιο ρόλο στη φυσιολογία του ζώου θα οδηγήσει στη δηµιουργία κάποιου 

φαινότυπου. Η ανάλυση του φαινοτύπου θα οδηγήσει στην κατανόηση της 

σηµασίας της αλληλεπίδρασης. Παρόµοια στρατηγική έχει ακολουθηθεί και 

από άλλες ερευνητικές οµάδες για τη µελέτη αλληλεπιδράσεων της GATA-1 

µε πρωτεΐνες που έχουν διαχειριστικό ρόλο στο κύτταρο (housekeeping gene) 

(191).  

 Ο ολοένα αυξανόµενος αριθµός µελετών για το ρόλο της DNMT-1 στην 

αιµατοποίηση και γενικότερα στην κυτταρική διαφοροποίηση αποδεικνύει τη 

γενικότερη προσπάθεια αποσαφήνισης της λειτουργίας της ως πιθανού 

ρυθµιστή της µεταγραφής. Όσον αφορά την αιµατοποίηση οι µέχρι στιγµής 
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µελέτες δίνουν αντιφατικά αποτελέσµατα (192,193), καθώς µειωµένη έκφραση 

της DNMT-1 σε HSC στην µια περίπτωση δηµιουργεί προβλήµατα 

διαφοροποίησης της λεµφικής σειράς χωρίς να επηρεάζεται η λεµφική ενώ 

στην άλλη περίπτωση παρατηρείται το ακριβώς αντίθετο. Η απουσία της 

DNMT-1 σε προγονικά κύτταρα του παγκρέατος έχει ως αποτέλεσµα την 

ανικανότητα ανάπτυξης του ιστού (194). Επίσης σε µια ακόµα µελέτη 

διαπιστώνεται η ανάγκη της DNMT-1 για τη διαµόρφωση του κερατοειδούς 

του οφθαλµού (195). Γίνεται λοιπό αντιληπτό ότι η DNMT-1 πέρα από το ρόλο 

που εµφανίζεται να έχει στη διαφοροποίηση των κυττάρων του 

αιµατοποιητικού συστήµατος εµπλέκεται και στη διαφοροποίηση των 

κυττάρων και άλλων ιστών.  

 Όσον αφορά τον µοριακό µηχανισµό των χαρακτηρισµένων 

αλληλεπιδράσεων µέχρι στιγµής δεν είναι δυνατό να ειπωθεί κάτι 

συγκεκριµένο. Ευελπιστούµε πως η διατάραξη της αλληλεπίδρασης στα 

ποντίκια θα οδηγήσει στη δηµιουργία κάποιου φαινοτύπου η µελέτη του 

οποίου θα εξηγήσει το µοριακό µηχανισµό. Είναι πολύ πιθανό ο µηχανισµός 

δράσης της DNMT-1 να είναι ανεξάρτητος από το ρόλο της ως 

µεθυλοτρανσφεράση.. Η συγκεκριµένη υπόθεση βασίζεται σε πρόσφατες  

αναφορές (194) που δείχνουν πως σε προγονικά κύτταρα του παγκρέατος 

στα οποία απουσιάζει η DNMT-1 υπάρχει σηµαντική συσσώρευση της p53. 

Μέρος της εν λόγω συσσώρευσης οφείλεται στην ανικανότητα καταστολής 

του γονιδίου της p53 εξαιτίας της απουσίας της DNMT-1 από τον υποκινητή. 

Ωστόσο η µη ύπαρξη µεθυλιωµένων CpG νουκλεοτιδίων γύρω από τον 

υποκινητή υποδηλώνει πως η DNMT-1 λειτουργεί ως καταστολέας της 

έκφρασης ανεξάρτητα από τη µεθυλίωση. Λαµβάνοντας τα παραπάνω υπόψη 

υποθέτουµε πως η αλληλεπίδραση της DNMT-1 µε µεταγραφικούς 

παράγοντες προσφέρει ένα επιπλέον επίπεδο ρύθµισης της γονιδιακής 

έκφρασης πέρα από τη µεθυλίωση. Οι διάφορες αλληλεπιδράσεις της DNMT-

1 µε µεταγραφικούς παράγοντες ενδεχοµένως να προσδίδουν εξειδίκευση στη 

ρύθµιση της έκφρασης των γονιδιακών στόχων.  

91. 5.5 Σύνοψη 

Συνοπτικά λοιπόν στην παρούσα διδακτορική διατριβή: 



 179 

1. Έλαβε χώρα η βελτίωση της µεθόδου της in vivo βιοτινυλίωσης µε 

µείωση του υποβάθρου που προκύπτει από την ειδική πρόσδεση των 

ενδογενώς βιοτινυλιωµένων πρωτεϊνών µέσω χρήσης του µη ιονικού 

επιφανειοδραστικού παράγοντα NP-40 για τη λύση των κυττάρων. 

2. Έγινε εµπλουτισµός των πυρηνικών εκχυλισµάτων κυττάρων MEL σε 

πρωτεΐνη GATA-1 µε τη χρήση εναλλακτικών µεθόδων αποµόνωσης 

πυρηνικών εκχυλισµάτων NUN και RIPA 

3. Αποµακρύνθηκαν επιτυχώς τα νουκλεϊκά οξέα από τα πυρηνικά 

εκχυλίσµατα τα οποία οδηγούν στην ανίχνευση ψευδώς θετικών 

πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων. 

4. Με την εφαρµογή της βελτιωµένης in vivo βιοτινυλίωσης ταυτοποιήθηκε 

η DNMT-1 ως νέα αλληλεπιδρούσα GATA-1 πρωτεΐνη. 

5. Χαρακτηρίστηκε επιτυχώς η περιοχή της DNMT-1 που είναι 

απαραίτητη για την αλληλεπίδραση µε την GATA-1 επιτρέποντας 

µελλοντικά πειράµατα διατάραξης της αλληλεπίδρασης ώστε να 

αποκαλυφθεί ο λειτουργικός της ρόλος.  

 
Εικόνα 47: Σχηµατική παρουσίαση της πορείας της διδακτορικής διατριβής.  
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ΠΙΝΑΚΑΣ ΟΡΟΛΟΓΙΑΣ 
 

Πίνακας 12: Πίνακας ορολογίας µε τις αντιστοιχίσεις των ελληνικών και 
ξενόγλωσσων όρων 

Ξενόγλωσσος όρος Ελληνικός Όρος 

Activation domain Περιοχή ενεργοποίησης 

Ammonium persulfate Υπερθειικό αµµώνιο 

Background Υπόβαθρο 

Burst Forming Units – E Μονάδες εκρηκτικής αύξησης  
ερυθροειδών κυττάρων 

Calf intestinal phosphatase Εντερική αλκαλική φωσφατάση 

Catalytic domain Καταλυτική περιοχή 

Chicken Egg Albumin Αλβουµίνη από αυγό όρνιθας 

Chromatin Immunoprecipitation Ανοσκατακρήµνιση χρωµατίνης 

Collision Induced Dissociation Επαγωγική διάσπαση 

Colony Forming Units – E Μονάδες σχηµατισµού αποικιών 
ερυθροειδών κυττάρων 

Common Lymphoid Progenitor Κοινό λεµφικό προγονικό κύτταρο 

Common myeloid Progenitor Κοινό µυελικό προγονικό κύτταρο 

Competent cells Δεκτικά κύτταρα 

Conditional knock out Μερική απαλοιφή γονιδίου 

Definitive Erythropoiesis Οριστική Ερυθροποίηση 

Dimethysulfoxide Διµεθυλοσουλφοξείδιο 

Direcet Repeat Erythroid Definitive Πρωτεϊνικό σύµπλοκο που 
προσδένεται σε αλληλουχίες DR1 

DNA methyl-transferases DNA µεθυλτρανσφεράσες 

Dounce homogenizer Οµογενιποιητής Dounce 

Early T-cell Precursor Πρόδροµο κύτταρο Τ-κυττάρων 
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Electrospray ionization Ιοντισµός µε ηλεκτροψεκασµό  

Elution profile Προφίλ έκλουσης 

Embryoid bodies Εµβρυοειδείς φορείς 

Enhacer Ενισχυτής 

Erythropoietin Ερυθροποιητίνη 

Ethidium bromide Βρωµιούχο αιθίδιο 

Fast protein liquid chromatography Υγρή χρωµατογραφία γρήγορου 
διαχωρισµού πρωτεϊνών 

Fetal Bovine Serum Ορός εµβρύου βοός 

Gel filtration chromatography Χρωµατογραφία µοριακής διήθησης 

Gel filtration standard Πρότυπο διάλυµα για τη 
χρωµατογραφία µοριακής διήθησης 

Gene target Γονιαδιακός στόχος 

Granulocyte Macrophage Progenitor Προγονικό κύτταρο κοκκιοκυττάρων / 
µακροφάγων 

Green fluorescent protein Πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη 

Heat shock Θερµικό σοκ 

Helix – Loop – Helix Μοτίβο έλικας – θηλιάς – έλικας 

Hematopoietic Stem Cell Αιµατοποιητικό βλαστικό κύτταρο 

Hemocytometer Αιµατοκυττόµετρο 

Hemoglobin Αιµοσφαιρίνη 

High performance liquid 
chromatography 

Υψηλής απόδοσης υγρή 
χρωµατογραφία 

Hight salt nuclear extraction 
Εκχύλιση πυρηνικών πρωτεϊνών µε 
τη χρήση διαλύµατος υψηλής 
αλατότητας 

Horseradish peroxidase Υπεροξειδάση χραίνας 

Housekeeping gene Διαχειριστικό γονίδιο 

Immnunoprecipitation Aνοσοκατακρήµνιση 
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Immunodepletion Ανοσοεξάντληση 

Inducer Επαγωγέας 

Input Αρχικό δείγµα που χρησιµοποιείται 
για κατακρήµνιση 

KG repeats Σειρά πεπτιδίων λυσίνης, γλυκίνης 

Knock out gene Καθολική απαλοιφή γονιδίου 

Laminar air flow Διαστρωµατική αέρα 

Leucine zipper Δοµή φερµουάρ λευκίνης 

Locus Control Region Γονιδιακή περιοχή ρύθµισης των 
σφαιρινών 

Long Term Hematopoietic Stem Cell 
Μακράς διάρκειας αιµοποιητικά 
βλαστικά κύτταρα 

Lymphoid Multipotent Progenitor Λεµφικό πολυδύναµο προγονικό 
κύτταρο 

Mass Spectrometry Φασµατοµετρία Μάζας 

Megakaryocyte Erythroid Progenitor Προγονικό κύτταρο της ερυθράς / 
µεγακαρυωτικής σειράς 

Methyl binding domain Δοµή δέσµευσης µεθυλοµάδων 

Microarrays Μικροσυστοιχίες 

Mouse erythroleukemic cells Ερυθρολευχαιµική κυτταρική σειρά 
ποντικού 

Multipotent Progenitor Πολυδύναµο προγονικό κύτταρο 

Natural Killer Cells Φυσικοί φονείς 

Negative control Αρνητικός µάρτυρας 

Nuclear extracts Πυρηνικά εκχυλίσµατα 

Nuclear localization signal Σήµα πυρηνικού εντοπισµού 

Nuclear Lysis Buffer Διάλυµα υψηλής αλατότητας για τη 
λύση των πυρήνων 

Nuclear Storage Buffer Διάλυµα αποθήκευσης πυρήνων 

Nucleosome Remodelling Complex Σύµπλοκο αναδιαµόρφωσης 
χρωµατίνης 
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Orbitrap Τροχιακή παγίδια ιόντων 

PCNA binding domain Περιοχή πρόσδεσης PCNA 

Peptide mass fingerprinting Πεπτιδικό αποτύπωµα µάζας 

Phosphate buffer saline Διάλυµα φωσφορικών αλάτων 

Plasmid Πλασµιδιακός φορέας ή πλασµίδιο 

Polyacrylamide gel Πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 

Positive control Θετικός  µάρτυρας 

Preinitiation complex Προ-εναρκτήριο σύµπλοκο 

 Primitive Erythropoiesis Αρχέγονη Ερυθροποίηση 

Pro B Πρόδροµο κύτταρο Β-κυττάρων 

Promoter Υποκινητής 

Protease inhibitor cocktail Κοκτέιλ αναστολέων πρωτεασών 

Protein A beads Σφαιρίδια πρωτεΐνης A 

Protein complexes Πρωτεϊνικά σύµπλοκα 

Protein G beads Σφαιρίδια πρωτεΐνης G 

Protein marker Πρωτεϊνικός δείκτης 

Protein pull down Κατακρήµνιση πρωτεϊνών 

Proteomics Πρωτεωµική 

Resolving gel Πήκτωµα διαχωρισµού 

Restriction enzyme Περιοριστική ενδονουκλεάση 

Reticulocyte Δικτυοερυθροκύτταρα 

Semi-adherent cell line Ηµιπροσφυόµενη κυτταρική σειρά 
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Short Term Hematopoietic Stem Cell 
Μικρής διάρκειας αιµοποιητικά 
βλαστικά κύτταρα. 

Size exclusion chromatography Χρωµατογραφία µοριακού 
αποκλεισµού 

Stacking gel Πήκτωµα φόρτωσης του δείγµατος 

Stem cell factor Παράγοντας βλαστικών κυττάρων 

Streptavidin beads Σφαιρίδια στρεπταβιδίνης 

Supernatant Υπερκείµενο 

Tagged protein Σηµασµένη πρωτεΐνη 

Tandem mass spectrometry Δίδυµη φασµατοµερία µάζας 

Targeting sequence Αλληλουχία στόχευσης 

Targeting sequence Αλληλουχία στόχευσης 

TATA binding protein Πρωτεΐνη που προσδένεται στην 
περιοχή TATA 

TBP associated proteins Πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε τη 
ΤBP 

Tetramethylethylenediamine Τετραµεθυλ-αιθυλενοδιαµίνη 

Time of flight Ανιχνευτής χρόνου πτήσης. 

Transfection Επιµόλυνση 

Transformation Μετασχηµατισµός 

Tricloroacetic acid Τριχλωροξικό οξύ 

Triple Quadrupole Ανιχνευτής τριπλού τετράπολου 

Water for injection Ενέσιµο ύδωρ 

Western blot Ανοσοαποτύπωση κατά Western 

Yeast two hybrid Διπλά υβρίδια ζυµοµύκήτων 

Yolk sac Λεκιθικός σάκος 

Zebrafish Ψάρι ζέβρα 
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Zinc finger Δάκτυλο ψευδαργύρου 
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92. ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ – ΑΡΚΤΙΚΟΛΕΞΑ – ΑΚΡΩΝΥΜΙΑ 

Πίνακας 13. Ακρωνύµια και ανάπτυξη τους 

AD Activation Domain 

APS Ammonium persulfate 

BFU-E Burst Forming Units – E 

CEA Chicken Egg Albumin 

CFU – E Colony Forming Units – E 

CHD8 Chromodomain-helicase-DNA binding protein 

ChIP Chromatin Immunoprecipitation 

CIAP Calf Intestinal Phosphatase 

CID Collision Induced Dissociation 

CLP Common Lymphoid Progenitor 

CMP Common Myeloid Progenitor 

CTD Carboxy-terminal Domain 

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 

DMP Dimethyl pimelimidate 

DMSO Dimethylsulfoxide 

DNMT DNA methyl – transferases 

DRED Direct Repeat Erythroid Definitive 

DTT Dithiothreitol 

EB Embryoid Bodies 

ES Embryonic stem cells 

ESI Electrospray ionization 

EtBr Ethidium Bromide 

ETP Early T-Cell Precursor 

FBS Fetal Bovine Serum 

FOG Friend of GATA 

FPLC Fast Protein Liquid Chromatography 

GMP Granulocyte Macrophage Progenitor 

Hb Hemoglobin 

HDAC Histone Deacetylase 

HEK  Human Embryonic Kidney 
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HLH Helix – Loop - Helix 

HRP Horseradish Peroxidase 

HSC Hematopoietic Stem Cell 

IgG Immunoglobulin G  

LCR Locus Control Region 

LMPP Lymphoid Multipotent Progenitor 

LT-HSC Long Term Hematopoietic Stem Cell 

MALDI matrix-assisted laser desorption/ionization 

MBD Methyl Binding Domain 

MEL Murine Erythroleukemia cells 

MEP Megakaryocyte Erythroid Progenitor 

MPP Multipotent Progenitor 

MS Mass Spectrometry 

MS/MS Tandem mass spectrometry 

NK Natural Killer cells 

NLS Nuclear Localization Signal 

NP-40  Nonidet P – 40 (detergent) 

NSB Nuclear Storage Buffer 

NUN Solution containing NaCl, Urea and NP-40 

NuRD Nucleosome Remodeling Complex 

PAGE Poly Acrylamide Gel Electrophoresis 

PBD PCNA Binding Domain 

PBHD Polybromo Homology Domain 

PBS Phosphate Buffer Saline 

PBS-T Phosphate Buffer Saline – Tween 20 

PCAF p300/CBP associated factor 

PCNA Proliferationg Cell Nuclear Antigen 

PEST  Proline, glutamic acid, Serine, Threonine 

PIC Pre-initiation  Complex 

PMF Peptide mass fingerprinting 

PMSF Phenyl methyl sulfonyl fluoride 

RIPA Radio immunoprecipitation solution 

SAGA SPT-ADA-GCN5 acetylase complex 
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SAM S-adenosyl methionine 

SCF Stem Cell Factor 

SDS Sodium Dodecyl Sulfate 

ST-HSC Short Term Hematopoietic Stem Cell 

STAF Selenocysteine tRNA gene transcription activating factor 

STAGA SPT3-TAF9-GCN5 containing complex 

TAE Tris, Acetic Acid, EDTA solution 

TAF TBP Associated Factors 

TBP TATA Binding Protein 

TCA Trichloroacetic Acid 

TE Tris EDTA solution 

TEA Triethanolamine 

TEMED Tetramethylethylenediamine 

TFII Transcription Factor II 

TFTC TBP-free containing complex 

TOF Time of flight 

TQ Triple quadrupole 

TR2 Testicular Receptor 2 

TR4 Testicular Receptor 4 

TS Targeting Sequence 

UV Ultra violet 

Ε. Επεξεργασµένα 

Μ.Ε. Μη επεξεργασµένα 
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