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1.  ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Η µελέτη ενός ιδιαίτερα πολύπλοκου Συστήµατος όπως το Νευρικό που ελέγχει τόσο βασικές όσο 

και ανώτερες πνευµατικές λειτουργίες του ανθρώπου, αποτελεί αναµφίβολα ένα συναρπαστικό πεδίο 

συστηµατικής και διαρκώς εξελισσόµενης έρευνας. Η ανάπτυξη των κυττάρων του νευρικού ιστού, η 

διαφοροποίησή τους προς συγκεκριµένους τύπους και ο σχηµατισµός πολύπλοκων δικτύων µεταξύ 

τους, είναι ζωτικής σηµασίας για τους οργανισµούς, καθώς ρυθµίζουν µεταξύ άλλων την κίνηση, την 

εύρυθµη λειτουργία εσωτερικών οργάνων, την πρόσληψη ερεθισµάτων απ’ το περιβάλλον, την 

απόκρισή τους σε αυτά. Ανώτερες νοητικές διεργασίες όπως η σκέψη, η µνήµη, η µάθηση, η οµιλία, 

τα συναισθήµατα που στο σύνολό τους συνιστούν τη συµπεριφορά, εδράζονται σε συγκεκριµένες 

περιοχές του εγκεφάλου και κατέστησαν τον άνθρωπο το καλύτερα προσαρµοσµένο είδος κατά τη 

διάρκεια της εξελικτικής του πορείας. Η αποκρυπτογράφηση των σηµατοδοτικών µηχανισµών που -

ούτε λίγο ούτε πολύ- καθορίζουν την ίδια την ύπαρξη του ανθρώπου, αναµένεται να προσφέρει 

σηµαντικές πληροφορίες τόσο για τη φυσιολογία του Νευρικού Συστήµατος όσο και για την 

επιδιόρθωση παθολογικών καταστάσεων που ανακύπτουν σε περιπτώσεις νευροεκφυλιστικών 

νοσηµάτων, ή βλάβης των επιµέρους δοµών του.    

 

1.1 ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΙ ΤΥΠΟΙ ΤΟΥ ΝΕΥΡΙΚΟΥ ΣΥΣΤΗΜΑΤΟΣ 
 

H πολυπλοκότητα της λειτουργίας του Νευρικού Συστήµατος, αντικατοπτρίζεται στην ποικιλία και 

την εξειδίκευση των κυττάρων που το απαρτίζουν. Βάσει των χαρακτηριστικών και του ρόλου τους, 

τα κύτταρα του Νευρικού συστήµατος κατατάσσονται σε δύο κύριες κατηγορίες: α) στους νευρώνες 

και β) στα κύτταρα γλοίας.  

Οι νευρώνες, οι βασικές µονάδες µετάδοσης νευρικών σηµάτων-ώσεων στο νευρικό σύστηµα, 

ποικίλλουν ως προς τη µορφή και το µέγεθος και διαθέτουν τέσσερις µορφολογικά διακριτές περιοχές: 

το κυτταρικό σώµα, τους δενδρίτες, το νευράξονα και τα προσυναπτικά τελικά κοµβία. Το κυτταρικό 

σώµα, περιέχει τον πυρήνα και τα ριβοσώµατα, ενώ οι δενδρίτες σχηµατίζουν µια σειρά από 

εκβλαστήσεις µε πολλές διακλαδώσεις κατάλληλα διαµορφωµένες ώστε να δέχονται ένα µεγάλο 

αριθµό τελικών απολήξεων από άλλα κύτταρα. Ο νευράξονας, που συχνά αποκαλείται και νευρική 

ίνα, είναι µια µονήρης µακριά αποφυάδα που εκτείνεται από το κυτταρικό σώµα µέχρι τα κύτταρα-

στόχους. Μάλιστα, όσο µεγαλύτερος είναι ο βαθµός διακλάδωσης του κυρίου άξονα και των 
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παράπλευρων νευραξόνων του, τόσο µεγαλύτερη είναι και η σφαίρα επιρροής ενός κυττάρου. Κάθε 

κλάδος τερµατίζει σε µία αξονική απόληξη (ή αξονικό τερµατικό ή τελικό κοµβίο) που είναι υπεύθυνη 

για την απελευθέρωση νευροδιαβιβαστών (Arthur J. Vander 2001).  

Οι νευρώνες διαιρούνται λειτουργικά σε τρεις κατηγορίες: τους προσαγωγούς ή κεντροµόλους, τους 

απαγωγούς ή φυγόκεντρους και τους διανευρώνες ή διάµεσους νευρώνες. Οι προσαγωγοί, µεταφέρουν 

πληροφορίες από τους ιστούς και τα όργανα στο ΚΝΣ, ενώ οι απαγωγοί άγουν ηλεκτρικές ώσεις από 

το ΚΝΣ προς την περιφέρεια, τα εκτελεστικά κύτταρα. Τέλος, οι διανευρώνες, συνδέουν νευρώνες 

µέσα στο ΚΝΣ και αποτελούν την πολυπληθέστερη οµάδα, καθώς υπολογίζεται πως σε κάθε 

προσαγωγό νευρώνα που εισέρχεται στο ΚΝΣ, αντιστοιχούν 10 απαγωγοί και 200.000 διανευρώνες.  

Η ανατοµικά εξειδικευµένη σύνδεση µεταξύ δύο νευρώνων, όπου ο ένας τροποποιεί τη 

δραστηριότητα του άλλου ονοµάζεται σύναψη. Ο νευρώνας που άγει σήµατα προς µία σύναψη 

ονοµάζεται προσυναπτικός, ενώ εκείνος που αποµακρύνει σήµατα από µία σύναψη µετασυναπτικός. 

Στις περισσότερες συνάψεις, το σήµα µεταδίδεται από τον ένα νευρώνα στον άλλον µε τη βοήθεια 

νευροδιαβιβαστών (χηµικές συνάψεις), σε αντίθεση µε τις ηλεκτρικές όπου οι κυτταροπλασµατικές 

µεµβράνες των προ- και µετα-συναπτικών νευρώνων ενώνονται µε χασµατικές συνδέσεις, 

επιτρέποντας στα τοπικά ηλεκτρικά ρεύµατα να µετακινηθούν µέσω των συνδετικών διαύλων σε µια 

από τις δύο κατευθύνσεις (Arthur J. Vander 2001). 

Οι νευρώνες αποτελούν περίπου το 10% των κυττάρων στο κεντρικό νευρικό σύστηµα. Τα 

υπόλοιπα είναι νευρογλοιακά κύτταρα ή νευρογλοία που υποστηρίζουν φυσιολογικά και µεταβολικά 

τους νευρώνες. Υπάρχουν τέσσερις βασικοί τύποι γλοιοκυττάρων: 

1) Τα αστροκύτταρα, που εµφανίζουν πολυάριθµες αποφύσεις ακτινωτά γύρω από το κύτταρο, 

δίνοντας την εικόνα αστεριού. Μέσα στο κεντρικό νευρικό σύστηµα (ΚΝΣ), κάποιες από τις 

απολήξεις καταλήγουν στην επιφάνεια των αιµοφόρων αγγείων. Τα αστροκύτταρα που εδρεύουν στη 

λευκή ουσία του εγκεφάλου καλούνται ινώδη (fibrous astrocytes), λόγω του µεγάλου αριθµού των 

νευροϊνιδίων που είναι παρόντα στο κυτταρόπλασµα του σώµατος και των αποφύσεων. Εκείνα πάλι 

που εντοπίζονται στη φαιά ουσία, διαθέτουν λιγότερα νευροϊνίδια και καλούνται πρωτοπλασµατικά 

(protoplasmic astrocytes). Τα αστροκύτταρα, συµβάλλουν στην οµοιόσταση της συγκέντρωσης του 

καλίου και του γλουταµικού οξέος στον εξωκυττάριο χώρο του CNS. Επιπρόσθετα, παρέχουν δοµική 

στήριξη στους νευρώνες, ενώ συµµετέχουν και σε επιδιορθωτικές διεργασίες σε περιπτώσεις 

τραυµατισµού των προαναφερθέντων. 
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2) Τα ολιγοδενδροκύτταρα, που φέρουν λιγότερους και λεπτότερους βραχίονες συγκριτικά µε τα 

αστροκύτταρα και διαθέτουν σχετικά µικρό ποσό νευροϊνιδίων. Βασική τους λειτουργία είναι ο 

σχηµατισµός µυελίνης που περιβάλλει τους άξονες στο κεντρικό νευρικό σύστηµα (ΚΝΣ), ενώ έχει 

προταθεί και η «συµβιωτική» τους σχέση µε ορισµένους νευρώνες, υπό την έννοια της µεταξύ τους 

ανταλλαγής µεταβολικών προϊόντων. 

3) Η µικρογλοία, που είναι υπεύθυνη για τη λειτουργία του ανοσοποιητικού συστήµατος στο ΚΝΣ. 

Πιο συγκεκριµένα, αποτελείται από µικρά κύτταρα, διάσπαρτα µέσα στο νευρικό σύστηµα, τα οποία, 

οπουδήποτε υφίσταται τραυµατισµός ή εκφυλισµός, πολλαπλασιάζονται, µετασχηµατίζονται σε 

µεγάλα µακροφάγα και µετακινούµενα, φαγοκυτταρώνουν κάθε κυτταρικό ή άλλο θραύσµα. 

4) Τα κύτταρα Schwann, τα νευρογλοιακά κύτταρα του περιφερικού νευρικού συστήµατος, που 

έχουν τις περισσότερες από τις ιδιότητες της νευρογλοίας του κεντρικού νευρικού συστήµατος, µε 

σηµαντικότερη εκείνη της κατασκευής µυελίνης γύρω από τους άξονες των νευρώνων. 

 

1.2 ∆ΟΜΗ ΤΟΥ ΝΕΥΡΙΚΟΥ ΣΥΣΤΗΜΑΤΟΣ 
 

Οι δοµές του Νευρικού Συστήµατος αν και στενά συνδεδεµένες µεταξύ τους, διακρίνονται στο 

Κεντρικό Νευρικό Σύστηµα (ΚΝΣ), που περιλαµβάνει αδρά τον εγκέφαλο και το νωτιαίο µυελό και το 

Περιφερικό Νευρικό Σύστηµα (ΠΝΣ) που περιλαµβάνει τα νεύρα που εκτείνονται από τον εγκέφαλο ή 

το νωτιαίο µυελό προς την περιφέρεια (µυς, αδένες, αισθητήρια όργανα).  

 

1.2.1 Το Κεντρικό Νευρικό Σύστηµα (ΚΝΣ) 
 

Τα κύρια µέρη από τα οποία απαρτίζεται το ΚΝΣ είναι: 1) ο νωτιαίος µυελός, 2) το  εγκεφαλικό 

στέλεχος, 3) η παρεγκεφαλίδα και 4) ο πρόσθιος εγκέφαλος (Εικ.1.1) (Arthur J. Vander 2001). 

Ο νωτιαίος µυελός, αποτελεί το πιο ουραίο τµήµα του ΚΝΣ που δέχεται και επεξεργάζεται 

αισθητικές πληροφορίες από το δέρµα, τις αρθρώσεις και τους µυς των άκρων και του κορµού 

ελέγχοντας τις κινήσεις αυτών. Υποδιαιρείται σε αυχενική, θωρακική, οσφυϊκή και ιερή µοίρα. 

Το εγκεφαλικό στέλεχος συνίσταται από τον προµήκη µυελό, τη γέφυρα και το µεσεγκέφαλο και από 

αυτό διέρχονται όλες οι νευρικές ίνες που φέρουν πληροφορίες µεταξύ νωτιαίου µυελού, προσθίου 

εγκεφάλου και παρεγκεφαλίδας. Ο προµήκης µυελός, βρίσκεται ακριβώς επάνω από το νωτιαίο µυελό 

και περιλαµβάνει κέντρα υπεύθυνα για αρκετές ζωτικές αυτόνοµες λειτουργίες όπως η πέψη, η 
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αναπνοή και ο έλεγχος του καρδιακού ρυθµού. Η γέφυρα, µεταφέρει πληροφορίες σχετικές µε την 

κίνηση από τα εγκεφαλικά ηµισφαίρια προς την παρεγκεφαλίδα, ενώ ο µεσεγκέφαλος ή µέσος 

εγκέφαλος τοποθετείται πάνω από τη γέφυρα και ελέγχει πολλές αισθητικές και κινητικές λειτουργίες, 

περιλαµβανοµένων των οφθαλµικών κινήσεων και του συντονισµού των οπτικών και ακουστικών 

αντανακλαστικών. 

Η παρεγκεφαλίδα, βρίσκεται πίσω από το στέλεχος και αποτελεί κέντρο του συντονισµού των 

κινήσεων και του ελέγχου της στάσης και της ισορροπίας. Λαµβάνει πληροφορίες από τους µυς και 

τις αρθρώσεις, το δέρµα, τους οφθαλµούς και τα ώτα, τα σπλάχνα και από τα µέρη του εγκεφάλου που 

παίζουν ρόλο στον έλεγχο της κίνησης. 

Ο πρόσθιος εγκέφαλος αποτελείται από τα δύο εγκεφαλικά ηµισφαίρια στο µεγαλύτερο µέρος του 

και από το διεγκέφαλο στο κεντρικό του τµήµα. Τα εγκεφαλικά ηµσφαίρια συνίστανται από τον 

εγκεφαλικό φλοιό, ένα εξωτερικό κέλυφος φαιάς ουσίας (αθροίσµατα σωµάτων των νευρώνων) που 

καλύπτει τη λευκή ουσία (εµµύελες νευρικές ίνες). Οι εγκεφαλικές λειτουργίες που σχετίζονται µε τις 

γνωστικές µας ικανότητες εντοπίζονται κατά κύριο λόγο στο φλοιό των εγκεφαλικών ηµισφαιρίων. Σε 

κάθε ένα από τα ηµισφαίρια, ο φλοιός διαιρείται σε τέσσερις ανατοµικά διακριτούς λοβούς: το 

µετωπιαίο, το βρεγµατικό, τον κροταφικό και τον ινιακό, τα ονόµατα των οποίων προκύπτουν από τα 

αντίστοιχα των υπερκείµενων οστών του κρανίου. Οι λοβοί αυτοί έχουν εξειδικευµένες λειτουργίες. Ο 

µετωπιαίος λοβός σχετίζεται σε µεγάλο βαθµό µε τον προγραµµατισµό της µελλοντικής δράσης και µε 

τον έλεγχο της κίνησης. Ο βρεγµατικός λοβός σχετίζεται µε τη σωµατική αισθητικότητα και τη 

σωµατική εικόνα, ενώ ο ινιακός µε την όραση. Τέλος ο κροταφικός λοβός σχετιζεται µε την ακοή και 

µέσω των εν τω βάθει δοµών -του ιπποκάµου και της αµυγδαλής- µε πλευρές της µάθησης, της 

µνήµης και του συναισθήµατος. Αν και το πάχος του είναι µόνο 3 mm κατά µέσο όρο, ο εγκεφαλικός 

φλοιός παρουσιάζει πολλές αναδιπλώσεις µε αποτέλεσµα ν’ αυξάνει το εµβαδό του χωρίς να 

µεταβάλλεται ο όγκος του. Τα χαρακτηριστικά ελικοειδή επάρµατα που σχηµατίζονται από τις 

αναδιπλώσεις ονοµάζονται έλικες και µεταξύ αυτών παρεµβάλλονται οι αύλακες. Οι υποφλοιικοί 

πυρήνες είναι ετερογενείς οµάδες φαιάς ουσίας, που βρίσκονται βαθιά µέσα στα εγκεφαλικά 

ηµισφαίρια. Τα βασικά γάγγλια κατέχουν εξέχουσα θέση µεταξύ των πυρήνων των ηµισφαιρίων, 

παίζοντας σηµαντικό ρόλο στον έλεγχο της κίνησης και της στάσης αλλά και σε πιο σύνθετες 

συµπεριφορές. Ο διεγκέφαλος ή διάµεσος εγκέφαλος, η δεύτερη σηµαντική δοµή του προσθίου 

εγκεφάλου, συνίσταται από το θάλαµο και τον υποθάλαµο. Ο θάλαµος επεξεργάζεται τις περισσότερες 

από τις πληροφορίες που φθάνουν στο φλοιό των ηµισφαιρίων προερχόµενες από το υπόλοιπο 
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νευρικό σύστηµα ενώ συµµετέχει και στη µη ειδική εγρήγορση και την προσήλωση της προσοχής. Ο 

υποθάλαµος βρίσκεται κάτω από το θάλαµο και περιέχει διαφορετικές κυτταρικές οµάδες και οδούς 

που αποτελουν το κέντρο ελέγχου του νευρικού και ενδοκρινικού συντονισµού. Αποτελεί τη µόνη και 

πλέον σηµαντική περιοχή ελέγχου της της οµοιοστατικής ρύθµισης και των λειτουργιών που 

σχετίζονται µε την αυτοσυντήρηση (πρόσληψη τροφής και νερού, αναπαραγωγή). Στο κάτω µέρος του 

υποθαλάµου, προσκολληµένη µέσω ενός µίσχου, εντοπίζεται η υπόφυση, µία σηµαντική δοµή του 

ενδοκρινικού συστήµατος. 

 

 

Εικ.1.1 Σχηματική απεικόνιση σε επιμήκη τομή των βασικών περιοχών του εγκεφάλου. 

 
1.2.2 Το Περιφερικό Νευρικό Σύστηµα (ΠΝΣ) 
 
 Οι νευρικές ίνες του Περιφερικού Νευρικού Συστήµατος µεταφέρουν σήµατα µεταξύ του ΚΝΣ και 

των αισθητήρων και εκτελεστικών οργάνων από την περιφέρεια. Οι νευρικές ίνες συνιστούν δέσµες 

που καλούνται νεύρα και το ΠΝΣ αποτελείται από 43 ζεύγη νεύρων: 12 ζεύγη εγκεφαλικών 

(κρανιακών) και 31 ζεύγη νωτιαίων, εκπορευόµενων από το νωτιαίο µυελό. Κάθε νεύρο περιλαµβάνει 

νευρικές ίνες που είναι άξονες απαγωγών ή προσαγωγών νευρώνων ή και των δύο και κάθε νευρική 

ίνα περιβάλλεται από ένα κύτταρο Schwann. Οι προσαγωγοί νευρώνες µεταφέρουν πληροφορίες από 

τους αισθητήρες των περιφερικών τους απολήξεων στο ΚΝΣ, ενώ οι απαγωγοί µεταφέρουν σήµατα 

έξω από το ΚΝΣ προς τους µυς και τους αδένες. Το απαγωγό σκέλος του ΠΝΣ είναι περισσότερο 
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σύνθετο από το προσαγωγό και διαιρείται περαιτέρω σε σωµατικό και αυτόνοµο νευρικό σύστηµα. Η 

απλούστερη διάκριση µεταξύ των δύο παραπάνω υποδιαιρέσεων είναι πως οι νευρώνες του 

σωµατικού νευρικού συστήµατος νευρώνουν τους σκελετικούς µυς ενώ εκείνοι του αυτόνοµου, τους 

αδένες, τους λείους µυς, το µυοκάρδιο και τους νευρώνες στο γαστρεντερικό σωλήνα. 

 

1.3 Η ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΤΟΥ ΝΕΥΡΙΚΟΥ ΣΥΣΤΗΜΑΤΟΣ 
 
 Κατά την ανάπτυξη του εµβρύου και ειδικότερα µετά τις διαδοχικές διαιρέσεις του ζυγωτού, θα 

προκύψει το πολυκύτταρο γαστρίδιο, στο οποίο τρεις διαφορετικοί τύποι κυττάρων (εξωδερµικά, 

µεσοδερµικά και ενδοδερµικά), διατάσσονται ιεραρχικά και αλληλεπιδρούν µεταξύ τους προκειµένου 

να σχηµατίσουν τα όργανα του σώµατος, σε µία διαδικασία που καλείται οργανογένεση. Τόσο το 

Νευρικό Σύστηµα όσο και η επιδερµίδα προέρχονται από το εξώδερµα (Gilbert 2000).  

Στα πρώτα στάδια της νευριδίωσης, της δηµιουργίας, δηλαδή, του νευρικού συστήµατος, µία 

οµάδα εξωδερµικών κυττάρων στη ραχιαία πλευρά του εµβρύου διαφοροποιείται και σχηµατίζει τη 

νευρική πλάκα (neural plate) (Εικ. 1.2). Ο σχηµατισµός της νευρικής πλάκας λαµβάνει χώρα µε 

σηµαντική επιµήκυνση του µεσοπλευρικού άξονα των τοπικών κυττάρων, ενώ τα επαγωγικά σήµατα 

που απαιτούνται για το συγκεκριµένο αναπτυξιακό στάδιο καθώς και για την επακόλουθη δηµιουργία 

του νευρικού σωλήνα, προέρχονται από κύτταρα της υποκείµενης νωτιαίας χορδής, µεσοδερµικής 

προέλευσης. Σύντοµα, πλευρικά και κατά µήκος της νευρικής πλάκας αναπτύσσονται οι νευρικές 

πτυχές (neural folds). Η νευρική πλάκα αρχίζει να βυθίζεται και ονοµάζεται πλέον νευρική αύλακα 

(neural groove) ενώ οι νευρικές πτυχές ανυψώνονται, συγκλίνουν και συντήκονται στη ραχιαία 

πλευρά σχηµατίζοντας το νευρικό σωλήνα (neural tube). Κατά τη σύντηξη των νευρικών πτυχών, µία 

οµάδα κυττάρων αποχωρίζεται από τη ραχιαία πλευρά του νευρικού σωλήνα και σχηµατίζει τη 

νευρική ακρολοφία. Τα κύτταρα της νευρικής ακρολοφίας πολύ γρήγορα µετά το σχηµατισµό της, 

αρχίζουν να µεταναστεύουν από τη ραχιαία επιφάνεια του νευρικού σωλήνα προς διάφορες 

κατευθύνσεις και διαφοροποιούνται σ’ έναν µεγάλο αριθµό κυτταρικών τύπων, δίδοντας -µεταξύ 

πολλών άλλων- κύτταρα Schwann, κρανιακά, ραχιαία, εντερικά και αυτόνοµα γάγγλια καθώς και. 

µελανοκύτταρα της επιδερµίδας. Τα σήµατα που δέχονται απ΄το περιβάλλον κατά τη µετανάστευσή 

τους, είναι και εκείνα που καθορίζουν την αναπτυξιακή τους τύχη (Gilbert 2000; Κουσουλάκος 2002).   
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Εικ.1.2 Σχηματική απεικόνιση των κυριότερων σταδίων της νευριδίωσης. 

 

Η διαδικασία ανάπτυξης και διαφοροποίησης του νευρικού σωλήνα, λαµβάνει χώρα σε τρία 

επίπεδα: σε επίπεδο ανατοµικό, µε το νευρικό σωλήνα να αναδιαµορφώνεται προκειµένου να 

σχηµατίσει τις δοµές του ΚΝΣ, σε επίπεδο ιστολογικό, µε τους κυτταρικούς πληθυσµούς στα 

τοιχώµατα του νευρικού σωλήνα ν’ ανακατανέµονται ώστε να διαµορφώσουν τις επιµέρους 

λειτουργικές περιοχές του εγκεφάλου και του νωτιαίου µυελού και σε επίπεδο κυτταρικό µε τα 

νευροεπιθηλιακά κύτταρα να διαφοροποιούνται σε πολυάριθµους τύπους νευρώνων και 

γλοιοκυττάρων. Σε αντίθεση µε τα αµφίβια όπου ο νευρικός σωλήνας σχηµατίζεται σχεδόν 

ταυτόχρονα σε όλο το µήκος του εµβρύου, στα αµνιωτά ζώα η νευριδίωση αρχίζει στο πρόσθιο τµήµα 

του σώµατος και προχωρεί σταδιακά προς τα πίσω. Έτσι, ενώ ο νευρικός σωλήνας έχει κλείσει στο 

πρόσθιο τµήµα του εµβρύου, στο οπίσθιο µόλις αρχίζουν να εγείρονται οι νευρικές πτυχές. Κατά το 

κλείσιµο του νευρικού σωλήνα στα αµνιωτά ζώα, το πρόσθιο και το οπίσθιο τµήµα παραµένουν για 

µικρό χρονικό διάστηµα ανοικτά και συνιστούν τον πρόσθιο και οπίσθιο νευριδιοπόρο (ή νευροπόρο) 

αντίστοιχα. Λόγω του κυτταρικού πολλαπλασιασµού και της µετανάστευσης των νευρώνων, τα 

τοιχώµατα του νευρικού σωλήνα παχαίνουν και εκείνος διαφοροποιείται σε επόµενα στάδια σε 

προσεγκέφαλο, µεσεγκέφαλο και ροµβοεγκέφαλο (Εικ.1.3). Μετά το ροµβοεγκέφαλο ακολουθεί ο 

νωτιαίος µυελός. Ο προσεγκέφαλος διακρίνεται περαιτέρω σε τηλεγκέφαλο και διεγκέφαλο: από τον 

τηλεγκέφαλο θα προκύψουν οι οσφρητικοί λοβοί του εγκεφάλου και τα εγκεφαλικά ηµισφαίρια 

(αίσθηση, κίνηση, συνειρµός, µνήµη, κ.ά), ενώ από το διεγκέφαλο οι οφθαλµικοί κάλυκες, ο 
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επιθάλαµος (επίφυση και σταθµοί οσφρητικών οδών), ο θάλαµος (σταθµός οπτικών και ακουστικών 

πληροφοριών) και ο υποθάλαµος (θερµορρύθµιση, αναπνοή, ρυθµός ύπνου, οπτικό χίασµα, ορµονικές 

λειτουργίες). Ο µεσεγκέφαλος διαφοροποιείται σε εγκεφαλικά σκέλη (crura cerebri, νευρικές οδοί 

µεταξύ προσθίου και οπισθίου εγκεφάλου) και οπτική οροφή (optic tectum, όπου λαµβάνουν χώρα 

οπτικά αντανακλαστικά). Τέλος, ο ροµβοεγκέφαλος διαφοροποιείται σε µετεγκέφαλο και 

µυελεγκέφαλο, µε τον πρώτο να δίδει την παρεγκεφαλίδα (συντονισµός πλύπλοκων µυϊκών κινήσεων) 

και το δεύτερο τον προµήκη µυελό (κέντρα αναπνοής, καρδιακής λειτουργίας, κά) (Gilbert 2000; 

Κουσουλάκος 2002). 

 

 

 

 

Εικ.1.3 Σχηματική απεικόνιση της διαφοροποίησης του νευρικού σωλήνα στις επιμέρους δομές του 

εγκεφάλου και του νωτιαίου μυελού.  

 

1.4 Η ΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΒΙΟΛΟΓΙΑ ΤΗΣ ΝΕΥΡΟΓΕΝΕΣΗΣ 

 Κατά την ανάπτυξη του νευρικού συστήµατος, τα νευρικά βλαστικά κύτταρα δίνουν γένεση σε 

όλους τους νευρώνες του ΚΝΣ των θηλαστικών. Αποτελούν ακόµη την πηγή των δύο τύπων 

µακρογλοιακών κυττάρων του ΚΝΣ, των αστροκυττάρων και των ολιγοδενδροκυττάρων. ∆ύο βασικά 

κριτήρια χρησιµοποιούνται προκειµένου να χαρακτηριστεί ένα κύτταρο ως βλαστικό: η 

αυτοανανέωσή του µέσα από έναν απεριόριστο αριθµό κυτταρικών διαιρέσεων και η 

πολυδυναµικότητά του, η ικανότητά του δηλαδή να δίνει γένεση σε ποικίλους τύπους 

διαφοροποιηµένων κυττάρων. Η αυτοανανέωση των νευρικών βλαστικών κυττάρων λαµβάνει χώρα 
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είτε µέσω συµµετρικών διαιρέσεων απ’ όπου προκύπτουν δύο πανοµοιότυπα θυγατρικά κύτταρα, είτε 

µέσω ασύµµετρων διαιρέσεων απ’ όπου προκύπτουν ένα κύτταρο πανοµοιότυπο µε το µητρικό κι ένα 

δεύτερο διαφορετικού τύπου (Gotz and Huttner 2005; Salomoni and Calegari 2010).  

Στη διάρκεια της ανάπτυξης και πριν τη νευρογένεση, τα νευροεπιθηλιακά κύτταρα τα οποία 

µπορούν να θεωρηθούν ως βλαστικά, συνιστούν µία µονή στιβάδα, το νευροεπιθήλιο, που καλύπτει 

τόσο τη νευρική πλάκα όσο και το νευρικό σωλήνα. Τα νευροεπιθηλιακά κύτταρα εµφανίζουν 

χαρακτηριστικά επιθηλιακών κυτάρων, διαθέτοντας µία βασική και µία κορυφαία πλευρά, µεταξύ των 

οποίων οι πυρήνες των κυττάρων µεταναστεύουν κατά τον κυτταρικό κύκλο (Huttner and Brand 

1997). Προς την κορυφαία πλευρά και πλαγίως της πλασµατικής µεµβράνης (µεταξύ γειτονικών 

κυττάρων) παρατηρούνται στενοσύνδεσµοι (tight junctions). Ο ρόλος αυτών των συνδέσµων είναι να 

εµποδίζουν τη διακίνηση (διάχυση) των διαµεµβρανικών συστατικών (υποδοχέων, ενζύµων κλπ) από 

τη µία πλευρά του κυττάρου στην άλλη, διατηρώντας έτσι µία πολικότητα στη κατανοµή τους. Τα 

νευροεπιθηλιακά κύτταρα υφίστανται αρχικά συµµετρικές διαιρέσεις αυξάνοντας τον αριθµό τους και 

στη συνέχεια, µέσω ασύµµετρων διαιρέσεων, δίνουν γένεση σε πιο διαφοροποιηµένους τύπους 

κυττάρων όπως µη βλαστικά προγονικά νευρικά κύτταρα (ακτινωτά κύτταρα γλοίας, Radial Glial 

cells) ή νευρώνες (Εικ.1.4). Τα µη βλαστικά προγονικά νευρικά κύτταρα, υφίστανται κατόπιν 

ασύµµετρες ή συµµετρικές διαιρέσεις µέσω των οποίων προκύπτουν διαφοροποιηµένα µετα-µιτωτικά 

κύτταρα  

 

Εικ.1.4 Σχηματική απεικόνιση της διαδικασίας της νευρογένεσης. Τα νευροεπιθηλιακά κύτταρα 

(Neuroepithelial cells, NE), πολλαπλασιάζονται μέσω συμμετρικών διαιρέσεων, αυξάνοντας τον αριθμό τους, 

ενώ μέσω ασύμμετρων διαιρέσεων δίνουν γένεση σε ακτινωτά κύτταρα γλοίας (Radial Glial cells, RG), ή 

νευρώνες (Neurons, N). Τροποποιημένο από (Gotz and Huttner 2005). 
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 Με την έναρξη της νευρογένεσης, στα νευροεπιθηλιακά κύτταρα εξαλείφονται σταδιακά κάποια 

χαρακτηριστικά επιθηλιακών κυττάρων όπως οι στενοσύνδεσµοι ή η πολικότητα ως προς την 

κατανοµή των συστατικών τους µεταξύ κορυφαίας και βασικής πλευράς τους και χαρακτηριστικά 

αστρογλοιακής φύσης κάνουν την εµφάνισή τους. Οι νέοι κυτταρικοί τύποι που προκύπτουν 

καλούνται ακτινωτά κύτταρα γλοίας (Radial Glial cells, RG) και θεωρούνται πλέον προγονικά 

κύτταρα δεσµευµένα προς συγκεκριµένη γενεαλογία, παρά νευροεπιθηλιακά, δίνοντας γένεση είτε 

άµεσα είτε έµµεσα σε όλους σχεδόν τους νευρώνες του εγκεφάλου. Συγχρόνως, το νευροεπιθήλιο, 

µεταµορφώνεται σε έναν ιστό µε πολλαπλές στιβάδες, µε εκείνη που βρίσκεται πλησιέστερα της 

κοιλίας και περιέχει τα κυτταρικά σώµατα των περισσότερων προγονικών κυττάρων, να αποτελεί την 

κοιλιακή ζώνη (Gotz and Huttner 2005).  

Τα ακτινωτά κύτταρα γλοίας συνεχίζουν να εκφράζουν πρωτεΐνες των επιθηλιακών κυττάρων όπως 

η νεστίνη (nestin, πρωτεΐνη των ενδιάµεσων ινιδίων), ενώ διατηρούν ως ένα βαθµό την πολικότητά 

τους. Επιπλέον, ο πυρήνας τους µετακινείται κατά τη µίτωση προς την κορυφαία πλευρά της 

κοιλιακής ζώνης και κατά την S φάση του κύκλου µεταναστεύει προς τη βασική. Σε αντίθεση πάλι µε 

τα νευροεπιθηλιακά, τα ακτινωτά κύτταρα γλοίας αρχίζουν να εκφράζουν κατά τη νευρογένεση 

πρωτεΐνες των αστροκυττάρων, όπως τον ειδικό µεταφορέα γλουταµικού οξέος (GLAST), την 

πρωτεΐνη S100β που δεσµεύει ασβέστιο ή την πρωτεΐνη των ινιδίων γλοίας (GFAP).  

Τα βασικά προγονικά κύτταρα (Basal progenitors) αποτελούν έναν ακόµη τύπο προγονικών 

νευρικών κυττάρων που εµφανίζεται κατά την έναρξη της νευρογένεσης και προέρχονται από 

µιτωτικές διαιρέσεις τόσο των νευροεπιθηλιακών όσο και των ακτινωτών κυττάρων γλοίας στο 

επίπεδο της κοιλιακής ζώνης (Εικ.1.5). Σε µεταγενέστερα στάδια της νευρογένεσης, τα βασικά 

προγονικά κύτταρα συνιστούν την υποκοιλιακή ζώνη (subventricular zone), µία κυτταρική στιβάδα 

στη βάση της κοιλιακής ζώνης που εντοπίζεται σε συγκεκριµένες περιοχές του εγκεφάλου και µέσω 

συµµετρικών διαιρέσεων, συνεισφέρουν στην περαιτέρω αύξηση του αριθµού των νευρώνων (Gotz 

and Huttner 2005).  
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Εικ.1.5 Η παρουσία των βασικών προγονικών κυττάρων (Basal Progenitors, BP) στην πορεία της 

νευρογένεσης. Τα νευροεπιθηλιακά κύτταρα (Neuroepithelial cells, NE), μέσω ασύμμετρων διαιρέσεων δίνουν 

γένεση στα περισσότερο διαφοροποιημένα ακτινωτά κύτταρα γλοίας (Radial Glial cells, RG) και βασικά 

προγονικά κύτταρα (ΒΡ). Τα τελευταία μέσω συμμετρικών κυτταρικών διαιρέσεων δίνουν γένεση σε 

νευρώνες (Ν). Τροποποιημένο από (Gotz and Huttner 2005). 

 

 

1.5 ΣΗΜΑΤΟ∆ΟΤΙΚΑ ΜΟΝΟΠΑΤΙΑ ΠΟΥ ΡΥΘΜΙΖΟΥΝ ΤΗ ΓΕΝΕΑΛΟΓΙΑ ΤΩΝ 

ΝΕΥΡΙΚΩΝ ΠΡΟΓΟΝΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ.  

 Στο νευρικό σύστηµα σχεδόν όλων των ειδών, συγκεκριµένοι τύποι νευρώνων προέρχονται από 

κύτταρα που διαιρούνται σε συγκεκριµένες χρονικές περιόδους. Στα σπονδυλωτά, αυτό είναι εµφανές 

ιστολογικά από την αρχιτεκτονική των βασικών δοµών του νευρικού συστήµατος, όπου διαφορετικές 

κυτταρικές στιβάδες συνίστανται από κύτταρα διαφορετικής χρονικής προέλευσης. Χαρακτηριστικό 

είναι το παράδειγµα του εγκεφαλικού φλοιού, µε τα πιο πρώιµα κύτταρα να εντοπίζονται σε βαθύτερα 

στρώµατα και τα µεταγενέστερα σε πιο επιφανειακά. Έτσι, διαφορετικές γενεαλογίες καθορίζονται σε 

συγκεκριµένα αναπτυξιακά στάδια ή µετά από ένα ορισµένο αριθµό κυτταρικών διαιρέσεων. 

Εντούτοις, δεν υπάρχουν απλοί κανόνες που ακολουθούνται στη λήψη αποφάσεων για την πορεία των 

προγονικών νευρικών κυττάρων. Η δέσµευση για παράδειγµα ενός προγονικού κυττάρου είτε σε 

πρόδροµο νευρωνικό είτε σε πρόδροµο κύτταρο γλοίας, µπορεί να καθορίζεται κατά τη διάρκεια του 

πολλαπλασιασµού του, ενώ η απόφαση για το λειτουργικό είδος του νευρώνα (νευρώνας 

αµφιβληστροειδούς ή νωτιαίου µυελού) µπορεί να λαµβάνεται κατά τον τελευταίο κυτταρικό κύκλο. 

Γενικότερα, έχει δειχθεί πως υπάρχει άµεση αλληλεξάρτηση της ρύθµισης του κυτταρικού κύκλου µε 

το µηχανισµό καθορισµού της µοίρας των κυττάρων (Εικ.1.6). Τα προϊόντα έκφρασης, δηλαδή, των 

γονιδίων που ελέγχουν την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου, ρυθµίζουν τα προϊόντα έκφρασης των 
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υπεύθυνων γονιδίων για τον καθορισµό της µοίρας των κυττάρων και αντίστροφα (Ohnuma, Philpott, 

and Harris 2001). 

 

 

 

 

  
Εικ.1.6 Πιθανές αλληλεπιδράσεις μεταξύ της ρύθμισης του κυτταρικού κύκλου και του καθορισμού της 

νευρωνικής διαφοροποίησης: (Α) Η ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου υπερισχύει του καθορισμού της 

κυτταρικής μοίρας, ελέγχοντάς την άμεσα και περιορίζοντας τα πλαίσια δράσης παραγόντων 

διαφοροποίησης. Το αντίστροφο συμβαίνει στην περίπτωση (Β). Στην περίπτωση (Γ) Οι δύο διαδικασίες 

ρυθμίζονται ανεξάρτητα, ενώ στη Δ), όπου απεικονίζεται και ο επικρατέστερος μηχανισμός, η νευρική 

διαφοροποίηση είναι προϊόν συνέργειας και των δύο διαδικασιών (Ohnuma, Philpott, and Harris 2001).  

 

1.5.1 Ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου και κυτταρική διαφοροποίηση.  

 Στους πολυκύτταρους οργανισµούς, η ακριβής ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου κατά τη διάρκεια 

της ανάπτυξης είναι καθοριστική για τη διαµόρφωση του µεγέθους και του σχήµατος κάθε ιστού. Ο 

κυτταρικός πολλαπλασιασµός ελέγχεται από ένα πολύπλοκο δίκτυο σηµατοδοτικών µονοπατιών που 

επηρεάζονται τόσο από εξωκυττάρια σήµατα σχετιζόµενα µε την ταυτότητα και το πλήθος των 

γειτονικών κυττάρων όσο και από ενδοκυττάρια, σχετιζόµενα µε το αναπτυξιακό πρότυπο του ιδίου 

κυττάρου. Ο κυτταρικός κύκλος διαθέτει δύο κενά (gaps),τα G1 και G2 που διαχωρίζουν τη φάση 
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σύνθεσης του DNA (φάση S µεταξύ G1 και G2) από εκείνη της κυτταρικής διαίρεσης/κυτοκίνησης 

(φάση Μ µεταξύ G2 και G1) (Εικ.1.7).  

Οι περισσότερες µελέτες που αφορούν στον κυτταρικό κύκλο των θηλαστικών, έχουν 

πραγµατοποιηθεί σε καλλιέργειες κυττάρων µε χρήση συγκεκριµένων αυξητικών παραγόντων 

(µιτογόνα) στο θρεπτικό υλικό, οι οποίοι επάγουν τον πολλαπλασιασµό (Harvey Lodish 2000). Η 

δέσµευση των αυξητικών παραγόντων σε ειδικούς υποδοχείς της πλασµατικής µεµβράνης των 

κυττάρων, έχει ως αποτέλεσµα την ενεργοποίηση πολλαπλών µονοπατιών σηµατοδότησης µε τελική 

κατάληξη τη µεταγραφή γονιδίων σχετικών µε τη ρύθµιση του κύκλου. Τα κύτταρα ανταποκρίνονται 

στην παρουσία ή απουσία µιτογόνων στο περιβάλλον τους στην πρώιµη G1 φάση, ενώ σε άλλα 

χρονικά στάδια, τα µιτογόνα δεν φαίνεται να επηρεάζουν την πρόοδο του κύκλου, µε αποτέλεσµα τα 

κύτταρα να προχωρούν κανονικά στις φάσεις S, G2, και M. Κάτω από συνθήκες µεγάλης κυτταρικής 

πυκνότητας ή απουσίας αυξητικών παραγόντων, τα κύτταρα εισέρχονται σε µία φάση αδράνειας (G0), 

από την οποία ενδέχεται και να επιστρέψουν στο φυσιολογικό τους κύκλο.   

Η έξοδος των κυττάρων από τον κύκλο προηγείται της διαφοροποίησής τους και ο µηχανισµός 

συντονισµού των δύο αυτών διαδικασιών ελέγχεται από ένα πλήθος παραγόντων, πολλοί εκ των 

οποίων καθορίζουν και τη γενεαλογία των πρόδροµων νευρικών κυττάρων (Hindley and Philpott 

2012). Για τη διαφοροποίηση των πολλαπλασιαζόµενων κυττάρων, η G1 αποτελεί αναµφίβολα την 

πιο ενδιαφέρουσα φάση του κύκλου, όχι µόνο γιατί χαρακτηρίζεται από τις περισσότερες µεταβολές 

κατά την ανάπτυξη αλλά και γιατί εκεί λαµβάνεται η απόφαση για το αν τα κύτταρα θα 

εξακολουθήσουν να πολλαπλασιάζονται ή θα εισέλθουν στη φάση αδράνειας G0 (Blomen and 

Boonstra 2007). Έχει προταθεί πως η διάρκεια της φάσης G1 από µόνη της, δύναται να επηρεάζει τη 

διαφοροποίηση ορισµένων τύπων βλαστικών κυττάρων: αυξανοµένης της διάρκειάς της, ευνοείται η 

συγκέντρωση περισσότερων παραγόντων απαραίτητων για τη διαφοροποίηση, κάτι που δεν συµβαίνει 

όταν είναι σύντοµη, οπότε και διατηρείται µία κατάσταση αυτo-ανανέωσης και πολυδυναµικότητας 

(Lange and Calegari 2010). Πρόκειται για µία υπόθεση αρκετά δύσκολη στο να ελεγχθεί επαρκώς, 

καθώς πέρα από τους αποκλειστικούς ρυθµιστές του κυτταρικού κύκλου όπως οι κυκλίνες και οι 

κυκλινο-εξαρτώµενες κινάσες, ένας µεγάλος αριθµός παραγόντων που επάγουν τη διαφοροποίηση, 

επίσης υπεισέρχεται και στην πρόοδο του κύκλου (βλ.παρ. 1.5.3).  

Σε αντίθεση µε ορισµένους τύπους διαφοροποιηµένων κυττάρων, όπως οι ινοβλάστες και τα 

λεµφοκύτταρα, που δύνανται υπό την επίδραση κατάλληλων ερεθισµάτων να εισέλθουν και πάλι στον 

κύκλο και να πολλαπλασιαστούν, τα κύτταρα που έχουν εξέλθει οριστικά του κύκλου καλούνται µετα-
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µιτωτικά. Η µετάβαση µεταξύ των φάσεων του κύκλου, διαµεσολαβείται από τα καλά 

χαρακτηρισµένα σύµπλοκα κυκλινών (Cyclins) και κυκλινο-εξαρτώµενων κινασών σερίνης/θρεονίνης 

(Cyclin Dependent Kinases, CDKs) καθώς και από τους αναστολείς αυτών (Cyclin Dependent Kinases 

inhibitors, CDKis), που στο σύνολό τους συνιστούν τους «ρυθµιστές του κυτταρικού κύκλου» (cell 

cycle regulators).  

 

 

Εικ.1.7 Σχηματική απεικόνιση των φάσεων του κυτταρικού κύκλου και των βασικότερων ρυθμιστικών 

συμπλόκων κυκλινών-κινασών σε καθεμία από αυτές. Το περιοριστικό σημείο ελέγχου κατά το οποίο τα 

κύτταρα «λαμβάνουν την απόφαση» να ολοκληρώσουν τον κύκλο τους, μη ανταποκρινόμενα πλέον σε 

εξωκυττάρια σήματα, βρίσκεται εντός της φάσης G1. Πριν το σημείο αυτό, τα κύτταρα ενδέχεται να εισέλθουν 

σε ένα στάδιο αδρανοποίησης (G0) από το οποίο και επανέρχονται με τη δράση των συμπλόκων Cyclin D–

CDK4 και Cyclin D–CDK6. Τροποποιημένο από (Coller 2007). 

 

1.5.1.1 Κυκλίνες και κυκλινο-εξαρτώµενες κινάσες. 

Στους ζυµοµύκητες, εκφράζεται µία κύρια κυκλινο-εξαρτώµενη κινάση, η Cdk1 (ανάλογη των 

p34
Cdc28

 στον S.cerevisiae και p34
Cdc2

 στον S.pombe), η οποία ρυθµίζει τόσο τη µετάβαση G1/S όσο 

και τη G2/M, συνεργαζόµενη κάθε φορά µε διαφορετικές κυκλίνες. Στους ανώτερους εξελικτικά 

οργανισµούς, έχουν ταυτοποιηθεί λειτουργικά οµόλογες µε την Cdk1 και εξειδικευµένες για κάθε 

φάση του κύκλου κινάσες. Η ανακάλυψη 20 περίπου Cdk-σχετιζόµενων πρωτεϊνών, οδήγησε στο 
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σκεπτικό ότι στα ανώτερα ευκαρυωτικά κύτταρα, ο κύκλος ρυθµίζεται από πολυάριθµους 

συδυασµούς κυκλινών (Α1-2, Β1-3, C, D1-3, E1-2, F) και κινασών (Cdk 1-8) παρέχοντας 

επιπρόσθετο έλεγχο σε κάθε στάδιο (Εικ.1.8).  

 

 

 

Εικ.1.8 Τα μέλη της οικογένειας των Cdks των θηλαστικών και οι αλληλεπιδρώσες με αυτά κυκλίνες. Παρόλο 

που έχουν ταυτοποιηθεί πάνω από 20 κινάσες, εδώ απεικονίζονται εκείνες των οποίων η δράση στον 

κυτταρικό κύκλο έχει μελετηθεί εκτενώς (Τροποποιημένο από Satyanarayana Α. and Kaldis P., 2009). 

 

 Σύµφωνα µε το συγκεκριµένο µοντέλο, στην πρώιµη G1 φάση, η Cdk4 ή/και η Cdk6 

ενεργοποιούνται από τις κυκλίνες τύπου D και φωσφορυλιώνουν τα µέλη της οικογένειας της 

πρωτεΐνης του ρετινοβλαστώµατος (Rb) (Rb, p107 και p130) (Sherr and Roberts 2004, 1999). Τα µέλη 
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της οικογένειας αυτής, διαθέτουν λειτουργικές περιοχές (περιοχές-θύλακες, pocket domains) µε τις 

οποίες αλληλεπιδρούν µε πολλούς µεταγραφικούς παράγοντες, όπως ο E2F.  

O E2F σε ετεροδιµερές σύµπλοκο µε την πρωτεΐνη DP (Dimerization Partner Protein), αναγνωρίζει 

και δεσµεύεται στην αλληλουχία TTT(G:C)(G:C)CG(G:C) των υποκινητών πολλών γονιδίων που 

εµπλέκονται στην αντιγραφή του DNA , όπως η DNA πολυµεράση ή η κινάση θυµιδίνης καθώς και 

άλλων που σχετίζονται µε την κυτταρική αύξηση όπως το c-myc, αλλά και ο ίδιος ο Ε2F1. Με τον 

τρόπο αυτό επιτυγχάνεται και η ρύθµιση της προόδου του κυτταρικού κύκλου. Η οικογένεια των 

µεταγραφικών παραγόντων E2F περιλαµβάνει πέντε µέλη εκ των οποίων τα τρία πρώτα (E2F1-3) 

δεσµεύονται εκλεκτικά στην πρωτεΐνη Rb και τα υπόλοιπα δύο (E2F4 και E2F5) στις p107 και p130 

και λιγότερο στην Rb. Η φωσφορυλίωση και αποφωσφορυλίωση της Rb, ρυθµίζει την πρόσδεσή της 

στον παράγοντα E2F: στην υποφωσφορυλιωµένη της µορφή κατά τη G1 φάση, είναι δεσµευµένη στον 

E2F καταστέλλοντας τη µεταγραφική του ενεργότητα και εµποδίζοντας τα κύτταρα να εισέλθουν στην 

S φάση. Αντίθετα, στα πολλαπλασιαζόµενα κύτταρα, προς το τέλος της G1 φάσης, οι κυκλινο-

εξαρτώµενες κινάσες Cdks4/6 και Cdk2 σε σύµπλοκο µε τις αντίστοιχες κυκλίνες D και E, 

φωσφορυλιώνουν την Rb µε αποτέλεσµα η τελευταία να αποµακρύνεται από τον E2F και ο κύκλος να 

προχωρά στην επόµενη φάση (Yoshikawa 2000) (Εικ.1.9).  

H Cdk2 διαδραµατίζει κατόπιν σηµαντικό ρόλο και στην πρόοδο της S φάσης, ως σύµπλοκο µε την 

κυκλίνη Α. Οι κυκλίνες τύπου Α, συντίθενται στην έναρξη της S φάσης και φωσφορυλιώνουν 

πρωτεΐνες εµπλεκόµενες στην αντιγραφή του DNA (Petersen et al. 1999; Coverley et al. 2000). Κατά 

τη µετάβαση G2/M, η ενεργότητα του συµπλόκου Cdk1/cyclin A είναι απαραίτητη για την έναρξη της 

πρόφασης (Furuno, den Elzen, and Pines 1999), ενώ τα σύµπλοκα Cdk1/cyclin Β, συµµετέχουν 

ενεργά στην ολοκλήρωση της µίτωσης (Riabowol et al. 1989). 
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Εικ.1.9 Παράγοντες ρύθμισης του κυτταρικού κύκλου κατά τη μετάβαση G1/S. Στην υποφωσφορυλιωμένη της 

μορφή, η πρωτεΐνη του ρετινοβλαστώματος Rb διατηρεί σε καταστολή το ετεροδιμερές σύμπλοκο E2F/DP, 

άρα και την καταλυτική του ενεργότητα. Τα σύμπλοκα Cyclins/Cdks, φωσφορυλιώνουν την Rb και την 

απομακρύνουν από τον E2F, επιτρέποντας τη μεταγραφή των απαραίτητων για την S φάση γονιδίων που 

βρίσκονται υπό τον έλεγχό του. Οι αναστολείς p15, p16, p21 επιδρούν στις κινάσες cdk4/6 ενώ οι p21 και p27 

στη Cdk2. Η κύρια ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη p53 επάγει την έκφραση της p21 και κατ’ επέκταση τη 

φωσφορυλίωση της Rb. Σημειώνεται πως κατά τη φάση G0 ο παράγοντας E2F μπορεί να καταστέλλεται από 

την πρωτεΐνη p130 (Yoshikawa 2000). 

 

Οι κυκλίνες, παράγονται και αποικοδοµούνται σε συγκεκριµένες φάσεις του κυτταρικού κύκλου 

και φαίνεται να συνεισφέρουν στη συνολική λειτουργικότητα του συµπλόκου (ενεργοποίηση, 

απενεργοποίηση, εντοπισµός), καθώς και στην εξειδικευµένη αλληλεπίδραση αυτού µε το υπόστρωµα 

(Satyanarayana and Kaldis 2009). Εκτεταµένες µελέτες σε µοντέλα διαγονιδιακών ποντικών, έδειξαν 

πως η απουσία µεµονοµένων κυκλινών δεν έχει σηµαντική επίδραση στη ρύθµιση του κυτταρικού 
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κύκλου ή την επιβίωση των οργανισµών, καθώς κάθε οικογένεια κυκλινών αποτελείται από 

πολυάριθµα µέλη µε αντισταθµιστική µεταξύ τους δράση. Στα κύτταρα των θηλαστικών έχουν 

ταυτοποιηθεί τέσσερις κύριες τάξεις (D,E,A,B) που εµφανίζουν δυναµική ενδοκυττάρια κατανοµή µε 

τις τύπου Β να είναι κυρίως κυτταροπλασµατικές και τις υπόλοιπες κυρίως πυρηνικές (Pines and 

Hunter 1991; Ohtsubo et al. 1995; Sherr 1993). Οι κυκλίνες D (D1, D2, D3) εκφράζονται σε ποικίλους 

κυτταρικούς τύπους και ιστούς και η D1 ειδικότερα είναι η πιο συχνά απαντώµενη.  

Επιπρόσθετα της γενικής τους συµµετοχής στη διάρκεια της φάσης G1 του κύκλου, οι κυκλίνες 

τύπου D έχει δειχθεί πως διαθέτουν διακριτούς ρόλους, εντός του νευρικού συστήµατος, ως προς τη 

διατήρηση του πληθυσµού των προγονικών κυττάρων και τον καθορισµό της µετέπειτα ταυτότητάς 

τους. Για παράδειγµα, η κυκλίνη D1 (cyclin D1) εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα στον αµφιβληστροειδή 

και την παρεγκεφαλίδα κατά τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων και όταν απαλείφεται σε 

διαγονιδιακά ποντίκια (Cyclin D1
-
/
-
), αυτά εµφανίζουν µειωµένο πάχος στις κυτταρικές στιβάδες του 

αµφιβληστροειδούς (Ma, Papermaster, and Cepko 1998; Sicinski et al. 1995). Παράλληλα, σε 

διαγονιδιακά ποντίκια που έχει απαλειφθεί το γονίδιο της κυκλίνης D2 (Cyclin D2
-
/
-
) παρατηρείται 

µειωµένος αριθµός κοκκιωδών κυττάρων στην παρεγκεφαλίδα και πλήρης απουσία ενδιάµεσων 

νευρώνων αστεροειδούς µορφής (stellate interneurons), γεγονός που καταδεικνύει την ικανότητα της 

κυκλίνης να καθορίζει τους νευρωνικούς υποτύπους (Huard et al. 1999). Εντούτοις, σε µία πρόσφατη 

µελέτη (Leto et al. 2011), υποστηρίχθηκε πως η συγκεκριµένη κυκλίνη είναι περισσότερο υπεύθυνη 

για τη δυναµική του κυτταρικού κύκλου και τη διατήρηση του πληθυσµού των προγονικών νευρικών 

κυττάρων, παρά για τον καθορισµό του τύπου τους. Από την άλλη πλευρά, η έκφραση της κυκλίνης 

D3 καταστέλλεται ειδικά στα κύτταρα γλοίας Müller του αµφιβληστροειδούς (Dyer and Cepko 2000; 

Sun et al. 1996).  

Αξίζει να σηµειωθεί πως βιβλιογραφικά, πέρα από τη δεδοµένη δράση της, η κυκλίνη D1 

εµφανίζεται –παραδόξως- να επάγει τη νευρωνική διαφοροποίηση, τόσο in vitro όσο και in vivo. Στην 

περίπτωση των PC12 κυττάρων (Yan and Ziff 1995), υπό την επίδραση παραγόντων διαφοροποίησης 

όπως ο NGF ή ο FGF, τα επίπεδα της κυκλίνης αυξήθηκαν δραµατικά, κάτι που δεν παρατηρήθηκε 

υπό την επίδραση παραγόντων πολλαπλασιασµού όπως ο EGF ή η ινσουλίνη. Στο νωτιαίο µυελό 

εµβρύων ποντικού και κοτόπουλου, η υπερ-έκφραση της κυκλίνης D1 δύναται να επάγει τη νευρική 

διαφοροποίηση, ενώ η υπερ-έκφραση της D2 διατηρεί τα κύτταρα στον κύκλο. Επιπρόσθετα, η 

καταστολή της έκφρασης της D1 στο νωτιαίο µυελό του κοτόπουλου µείωσε τον πληθυσµό των 

προγονικών κυττάρων που είναι δεσµευµένα προς διαφοροποίηση (NeuroM+/Olig2+) καθώς επίσης 
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και τον αριθµό των διαφοροποιηµένων νευρώνων. Με εξωγενή έκφραση της D1, όχι όµως και της D2, 

ο φαινότυπος αποκαταστάθηκε, δηλώνοντας έτσι έναν µηχανισµό ρύθµισης της διαφοροποίησης, 

ανεξάρτητο εκείνου του κυτταρικού κύκλου (Lukaszewicz and Anderson 2011).  

Και η κυκλίνη Ε (Cyclin E) φαίνεται να διαδραµατίζει πολλαπλούς ρόλους, πέραν της ρύθµισης της 

φάσης G1 του κύκλου. Στη Drosophila melanogaster η κυκλίνη Ε συµµετέχει στον καθορισµό της 

µοίρας των νευροβλαστών ΝΒ6-4, δρώντας αναρροϊκά των γονιδίων prospero και GCM (glial cells 

missing), τα οποία είναι υπεύθυνα για τη νευρωνική διαφοροποίηση (Berger et al. 2005). Στους µετα-

µιτωτικούς νευρώνες, συµβάλλει στη διατήρηση των κυττάρων εκτός του κύκλου, καθώς αλληλεπιδρά 

και καταστέλλει την ενεργότητα κινάσης της CDK5. Η απενεργοποίηση της CDK5 απαιτείται για την 

αποτελεσµατική συναπτογένεση, γι’ αυτό και τα επίπεδα της κυκλίνης Ε παραµένουν σε υψηλά 

επίπεδα στον εγκέφαλο του ποντικού, εν αντιθέσει µε τα υπόλοιπα όργανα (Odajima et al. 2011). 

Μάλιστα, η απαλοιφή του γονιδίου της κυκλίνης Ε ή η υπερ-έκφραση της CDK5 στους νευρώνες 

ιπποκάµπου ποντικού, οδήγησε σε µείωση του αριθµού των σχηµατιζόµενων συνάψεων. 

 

1.5.1.2 Αναστολείς των κυκλινο-εξαρτώµενων κινασών (CDKis). 

  Η δραστικότητα των συµπλόκων Cdk/cyclin τόσο σε φυσιολογικές όσο και σε συνθήκες στρες 

(π.χ. καταστροφή DNA, δυσλειτουργία τελοµερών), ρυθµίζεται από δύο οικογένειες αναστολέων 

κυκλινο-εξαρτώµενων κινασών (CDKis): την INK4 (p16
INK4a

, p15INK4b, p18
INK4c

, p19
INK4d

) και την 

Cip/Kip (p21Cip1, p27Kip1, p57Kip2) (Satyanarayana and Kaldis 2009). Τα µέλη της πρώτης οικογένειας, 

δεσµεύονται ειδικά στις κινάσες Cdk4 και Cdk6, εµποδίζοντας την ενεργότητα των κυκλινών τύπου D 

ενώ εκείνα της δεύτερης αναστέλλουν την ενεργότητα των συµπλόκων Cdk2/cyclinE, Cdk2/cyclinA, 

Cdk1/cyclinA και Cdk1/cyclinB (Toyoshima and Hunter 1994; Aprelikova, Xiong, and Liu 1995; 

O'Connor 1997). Οι αναστολείς, επάγουν την έξοδο των κυττάρων από τον κυτταρικό κύκλο 

εµποδίζοντας τη δέσµευση ΑΤΡ από τα σύµπλοκα κυκλινών-κινασών, αναστέλλοντας έτσι την 

καταλυτική τους ικανότητα (Sherr and Roberts 1999). Επιπρόσθετα, η έκφρασή τους βρίσκεται υπό 

τον άµεσο έλεγχο µεταγραφικών παραγόντων που αναστέλλουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό. 

Χαρακτηριστικό είναι το παράδειγµα της ογκοκατασταλτικής πρωτεΐνης p53 που επάγει τη 

µεταγραφή της p21 µε αποτέλεσµα την επιµήκυνση του κύκλου και τη µείωση του πληθυσµού των 

νευρικών προγονικών κυττάρων στον αναπτυσσόµενο (Francoz et al. 2006) και ενήλικο (Medrano et 

al. 2009) εγκέφαλο. Αντίστροφα, η απώλεια της p53 οδήγησε σε αυξηµένο κυτταρικό 
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πολλαπλασιασµό τόσο στον εµβρυικό (Armesilla-Diaz et al. 2009) όσο και στον ενήλικο (Meletis et 

al. 2006) εγκέφαλο, µε επακόλουθη υπερπλασία, φαινόµενο που οφείλεται και σε µειωµένη 

απόπτωση. 

  Η διάρκεια της φάσης G1 του κυτταρικού κύκλου, είναι κρίσιµη για τη ρύθµιση της ισορροπίας 

µεταξύ του αριθµού των προγονικών κυττάρων και των διαφοροποιηµένων νευρώνων. Ειδικότερα, η 

αναστολή της έκφρασης ή η παρεµπόδιση της δράσης παραγόντων που προάγουν τον κυτταρικό 

κύκλο, οδηγούν σε αυξηµένη διαφοροποίηση των κυττάρων και µείωση του πληθυσµού των 

προγονικών. Όπως έχει δειχθεί, κατά την εµβρυική ανάπτυξη, οι αναστολείς των κυκλινο-

εξαρτώµενων κινασών (CDKis) συσσωρεύονται στα προγονικά κύτταρα κατόπιν αλλεπάλληλων 

διαιρέσεων, µε αποτέλεσµα ν’ αυξάνουν σταδιακά τη διάρκεια της G1 φάσης (Durand, Gao, and Raff 

1997; Fero et al. 1996; Kiyokawa et al. 1996). Από in vitro µελέτες σε κύτταρα 

φαιοχρωµοκυττώµατος αρουραίου (PC12), φάνηκε πως η χηµική αναστολή ή η καταστολή της 

έκφρασης της CDKi p21
cip1

, οδήγησε σε αυξηµένη νευρική διαφοροποίηση (Dobashi et al. 2000; Yan 

and Ziff 1995), ενώ σε µία σχετικά πρόσφατη in utero µελέτη, δείχθηκε πως η υπερέκφραση του 

συµπλόκου CyclinD1/CDK4 στο φλοιό του αναπτυσσόµενου εµβρύου ποντικού, καθυστερεί τη 

νευρογένεση και ενισχύει τον πληθυσµό των βασικών προγονικών κυττάρων. Αντίθετα, η καταστολή 

της έκφρασης του συµπλόκου µε shRNA (small hairpin RNA), αυξάνει τον αριθµό των 

διαφοροποιηµένων νευρώνων κατά 40% (Lange, Huttner, and Calegari 2009). 

 Ο p27
Kip1 

θεωρείται ο σηµαντικότερος αναστολέας στην ανάπτυξη του φλοιού των εγκεφαλικών 

ηµισφαιρίων. Σε ποντικούς που έχει απαλειφθεί το γονίδιο p27 (p27
-
/
-
), παρατηρείται έντονος 

κυτταρικός πολλαπλασιασµός που αντικατοπτρίζεται σε αύξηση του µεγέθους του εγκεφάλου (Fero et 

al. 1996). Αναλυτική µελέτη της λειτουργίας του p27
Kip1 

στον εµβρυικό φλοιό πρωτευόντων, έδειξε 

πως η έκφρασή του στα προγονικά κύτταρα του φλοιού, σχετίζεται τόσο µε τη διάρκεια του κύκλου, 

όσο και µε την πιθανότητα εξόδου των κυττάρων από αυτόν, εποµένως και µε τη γένεση ώριµων 

νευρώνων (Lukaszewicz et al. 2005; Caviness et al. 2003). Μάλιστα, η έκφρασή του ποικίλει µεταξύ 

των περιοχών του φλοιού, γεγονός που σχετίζεται ενδεχοµένως και µε τοπολογικές διαφορές στην 

παραγωγή των νευρώνων. Αξίζει να σηµειωθεί πως η έκφραση του p27
Kip1 

δεν περιορίζεται στα 

προγονικά κύτταρα, αλλά συνεχίζεται και στους µετα-µιτωτικούς νευρώνες κατά τη µετανάστευση και 

διαφοροποίησή τους (van Lookeren Campagne and Gill 1998), δηλώνοντας πως ο συγκεκριµένος 

αναστολέας δύναται να επηρεάσει αρκετά στάδια της νευρογένεσης ανεξάρτητα του ρόλου που 

διατηρεί στον κυτταρικό κύκλο.   
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Όσον αφορά στον p57Kip2 της ίδιας οικογένειας, έχει δειχθεί τόσο in vivo σε εγκεφάλους εµβρύων 

αρουραίου όσο και in vitro σε πρωτογενείς καλλιέργειες φλοιικών προγονικών νευρικών κυττάρων 

εµβρύων ποντικού και αρουραίου, πως η υπερέκφραση του αναστολέα οδηγεί σε έξοδο των 

πρόδροµων κυττάρων από τον κύκλο και επάγει τη νευρωνική διαφοροποίηση. Το αντίθετο 

παρατηρείται σε καλλιέργειες φλοιικών προγονικών νευρικών κυττάρων όπου έχει κατασταλεί η 

έκφραση του p57Kip2 (Tury, Mairet-Coello, and DiCicco-Bloom 2011). Στη µελέτη αυτή εξετάστηκε 

συγκριτικά και η δράση του p27
Kip1 

στο φαινόµενο της διαφοροποίησης in vitro. Φάνηκε πως ενώ ο 

p57
Kip2 

ήταν πιο αποτελεσµατικός στην επαγωγή νευρωνικού φαινοτύπου, εµποδίζοντας τη 

διαφοροποίηση προς την κατεύθυνση κυττάρων γλοίας, ο p27
Kip1

 λειτουργούσε κατ’ αντίστροφο 

τρόπο. Συνεπώς αν και οι δύο αναστολείς κατέχουν παρόµοιο ρόλο στον κυτταρικό κύκλο και τη 

διαφοροποίηση, εντούτοις παρουσιάζουν σηµαντικές διαφορές ως προς την κατεύθυνση και την 

αποτελεσµατικότητα της τελευταίας. Η επίδραση αυξητικών παραγόντων καθώς και το αναπτυξιακό 

στάδιο του οργανισµού, οπωσδήποτε συµβάλλουν καθοριστικά στη δράση των υπό εξέτασιν 

αναστολέων. 

 

1.5.2 Η ρύθµιση των επιπέδων της κυκλίνης D1 στη µετάβαση G1/S του κυτταρικού κύκλου. 

 H κυκλίνη D1, οπως αναφέρθηκε εκτενώς και παραπάνω, κατέχει κοµβικό ρόλο στη ρύθµιση του 

κυτταρικού κύκλου, ειδικότερα κατά τη µετάβαση G1/S. Βάσει άλλων µελετών, συµβάλλει 

επιπρόσθετα και στη ρύθµιση της µεταγραφής γονιδίων, αλληλεπιδρώντας µε µεταγραφικούς 

παράγοντες καθώς και µε την αποακετυλάση των ιστονών 3 (HDAC3), επηρεάζοντας την ενεργότητά 

τους (Coqueret 2002). Η κυκλίνη D1 έχει δειχθεί πως είναι ασταθής, µε µικρό χρόνο ηµιζωής (~24 

λεπτά) και αποικοδοµείται κυρίως µέσω του 26S πρωτεασώµατος κατά τρόπο εξαρτώµενο από 

ουβικίτινη (Diehl, Zindy, and Sherr 1997). ∆ιάφορες πρωτεΐνες έχουν ταυτοποιηθεί να σχηµατίζουν 

σύµπλοκα και να λειτουργούν ως Ε3 λιγάσες, µεταφέροντας µόρια ουβικιτίνης στη φωσφορυλιωµένη 

κυκλίνη D1 προκειµένου εκείνη ν’ αποικοδοµηθεί (Yu, Gervais, and Zhang 1998; Lin et al. 2006; 

Okabe et al. 2006). 

 

1.5.2.1 Η εξαρτώµενη από την GSK3β αποικοδόµηση της κυκλίνης D1.  

 Τα επίπεδα της κυκλίνης D1 αρχίζουν ν’ αυξάνονται νωρίς κατά την G1 φάση και προς το τέλος 

αυτής γρήγορα ελαττώνονται προκειµένου να επιτευχθεί η µετάβαση στη φάση S. Η αποικοδόµηση 
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της κυκλίνης είναι αναγκαία για την πρόοδο του κύκλου, καθώς έχει δειχθεί πως ινοβλάστες στους 

οποίους η κυκλίνη D1 υπερεφράστηκε εξωγενώς, δεν κατάφεραν να εισέλθουν στη φάση S (Fukami-

Kobayashi and Mitsui 1999; Pagano et al. 1994). Πιο συγκεκριµένα, η κυκλίνη δεσµευόµενη στο 

πυρηνικό αντιγόνο PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) και τη cdk2, εµπόδισε ευθέως τη 

σύνθεση του DNA.  

 Η αποικοδόµηση της κυκλίνης D1 µέσω πρωτεασώµατος σχετίζεται άµεσα µε τη φωσφορυλίωσή 

της στη θρεονίνη 286 (Τ286), όπως είχε φανεί σε κάποιες αρχικές µελέτες (Diehl, Zindy, and Sherr 

1997). Παρατηρήθηκε ακόµη πως η φωσφορυλίωση της κυκλίνης ενισχύεται απ΄τη δέσµευσή της στη 

cdk4, ενώ η µεταλλαγή της θρεονίνης 286 σε αλανίνη (Τ286Α) αυξάνει τη σταθερότητα της 

πρωτεΐνης, διατηρώντας τον πυρηνικό της εντοπισµό καθ’ όλη τη διάρκεια του κύκλου. Η κινάση που 

διαµεσολαβεί για τη φωσφορυλίωση της κυκλίνης, την έξοδό της από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασµα 

και την αποικοδόµησή της από το 26S πρωτεάσωµα, είναι η GSK3β (Glycogen synthase kinase 3β) 

(Diehl et al. 1998) (Εικ1.10) και καθώς εκείνη ρυθµίζεται αρνητικά από το σηµατοδοτικό µονοπάτι 

Ras-PI3Κ-Akt (Cross et al. 1994; Saito, Vandenheede, and Cohen 1994), όλα τα παραπάνω ευρήµατα 

συνδέουν τη σταθερότητα της κυκλίνης D1 µε τη δράση αυξητικών παραγόντων (µιτογόνων).  

 

1.5.2.2 Η ανεξάρτητη από την GSK3β αποικοδόµηση της κυκλίνης D1: ο ρόλος των κινασών 

Mirk/Dyrk.  

 H κυκλίνη D1 δύναται να αποικοδοµείται µέσω του πρωτεασώµατος και ανεξάρτητα της κινάσης 

GSK3β, όπως έδειξαν σχετικές µελέτες (Germain et al. 2000). Ειδικότερα, δύο µεταλλαγµένες µορφές 

της κυκλίνης D1, η Τ286Α και η D1-KE η οποία δεν µπορεί να προσδεθεί στη cdk4, εξακολουθούσαν 

να υφίστανται ουβικιτίνωση και επακόλουθη αποικοδόµηση απ’ το πρωτεάσωµα. Το γεγονός αυτό 

υποστηρίζει την παρουσία και ενός δεύτερου µονοπατιού ανακύκλωσης της κυκλίνης, που δεν απαιτεί 

αφ’ ενός τη φωσφορυλίωση στη θρεονίνη T286, ρυθµίζει αφ’ ετέρου τα κυτταρικά επίπεδα της 

ελεύθερης µορφής της από σύµπλοκα µε τη cdk4.  

 Οι κινάσες σερίνης/θρεονίνης που ρυθµίζονται από φωσφορυλίωση σε κατάλοιπο τυροσίνης 

DYRKs (Dual-specificity tyrosine phosphorylation-regulated kinases), συνιστούν µία εξελικτικά 

συντηρηµένη οικογένεια κινασών µε κοινά δοµικά, βιοχηµικά και λειτουργικά χαρακτηριστικά 

ανάµεσα σε σπονδυλωτούς, ασπόνδυλους και κατώτερους ευκαρυωτικούς οργανισµούς (Aranda, 

Laguna, and de la Luna 2011). Τα µέλη της οικογένειας των DYRKs διαθέτουν σηµαντικό ρόλο στον 
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έλεγχο του κυτταρικού πολλαπλασιασµού και της διαφοροποίησης, φωσφορυλιώνοντας διάφορα 

υποστρώµατα συµπεριλαµβανοµένων κρίσιµων ρυθµιστών του κυτταρικού κύκλου όπως η κυκλίνη 

D1 και ο αναστολέας των κυκλινο-εξαρτώµενων κινασών p27
Kip1

. Οι συγκεκριµένες κινάσες 

ενεργοποιούνται µε αυτοφωσφορυλίωση σε κατάλοιπο τυροσίνης και επάγουν τη διαφοροποίηση σε 

διάφορους ιστούς και τύπους κυττάρων όπως τα µυικά (Mirk/Dyrk1B) (Mercer et al. 2005), τα 

νευρικά (Dyrk1A) (Tejedor et al. 1995; Arron et al. 2006), τα ερυθροποιητικά (Dyrk3) (Geiger et al. 

2001; Li et al. 2002)  και τα σπερµατικά (Dyrk4) (Sacher et al. 2007). 

Η κινάση Mirk/Dyrk1B (Minibrain-related kinase/dual-specificity tyrosine-regulated kinase 1) που 

είναι ενεργή κατά την G0/πρώιµη G1 φάση του κύκλου, δείχθηκε να φωσφορυλιώνει την κυκλίνη D1 

στη θρεονίνη T288, σε επιθηλιακά κύτταρα πνεύµονα (Mv1Lu) (Zou et al. 2004). Η καταστολή της 

κινάσης οδήγησε σε αύξηση των πρωτεϊνικών επιπέδων της κυκλίνης, χωρίς όµως να επηρεαστούν τα 

επίπεδα του mRNA. Επιπρόσθετα, η µείωση των επιπέδων της κυκλίνης D1 λόγω της Mirk/ Dyrk1B, 

δεν παρεµποδίστηκε από χλωριούχο λίθιο (LiCl), έναν αναστολέα της GSK3β, γεγονός που 

υποδηλώνει ένα συµπληρωµατικό/αντισταθµιστικό ρόλο των δύο κινασών ως προς τη ρύθµιση της 

κυκλίνης (Εικ1.10). Ανάλογη ρύθµιση των επιπέδων της κυκλίνης D1 µέσω της Mirk/ Dyrk1B έχει 

παρατηρηθεί σε κύτταρα HeLa (Takahashi-Yanaga et al. 2006) αλλά και στην ανθρώπινη καρκινική 

σειρά επιθηλιακών κυττάρων εντέρου, HD6 (Jin et al. 2009). 

Αξίζει να σηµειωθεί πως στα κύτταρα των θηλαστικών, οι βλάβες στο DNA, το περιβαλλοντικό 

στρες και οι ιικές επιµολύνσεις, επίσης επάγουν την αποικοδόµηση της κυκλίνης D1 από το 26S 

πρωτεάσωµα µέσω ουβικιτίνωσης. Κατόπιν έκθεσης των κυττάρων σε ιονίζουσα ακτινοβολία, 

ενεργοποιείται η πρωτεόλυση της κυκλίνης, όµως στην περίπτωση αυτή απαραίτητη είναι η παρουσία 

του συµπλόκου επαγωγής της ανάφασης (Anaphase Promoting Complex, APC) και λαµβάνει χώρα 

ανεξάρτητα της GSK3β (Agami and Bernards 2000). Από την άλλη πλευρά, σε συνθήκες οσµωτικού 

στρες ή επίδρασης υπεριώδους ακτινοβολίας, η φωσφορυλίωση της κυκλίνης D1 στη θρεονίνη Τ286 

και η επακόλουθη αποικοδόµησή της, πραγµατοποιείται από µία διαφορετική κινάση, την p38
ΜAPK 

(Εικ1.10). Συµπερασµατικά, τα πρωτεϊνικά επίπεδα της κυκλίνης D1, ρυθµίζονται αναλόγως της 

φάσης του κύκλου που βρίσκεται το κύτταρο και των περιβαλλοντικών του συνθηκών, από 

διαφορετικές κάθε φορά κινάσες και µέσω περισσοτέρων του ενός σηµατοδοτικών µονοπατιών. 
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Εικ.1.10 Ρύθμιση της αποικοδόμησης της κυκλίνης D1. (A) H κυκλίνη D1 δεν περιέχει στην αλληλουχία της 

σήμα πυρηνικού εντοπισμού (nuclear localization signal, NLS) γι’ αυτό και αθροίζεται στο κυτταρόπλασμα. (Β) 

Η κυκλίνη μεταφέρεται στον πυρήνα σε σύμπλοκο με πρωτεΐνες με τις οποίες αλληλεπιδρά (π.χ. cdk4, 

μεταγραφικοί παράγοντες, transcription factors, TF). (Γ,Δ,ΣΤ) Μέσα στον πυρήνα οι ενεργές κινάσες cdk4 ή 

cdk6 φωσφορυλιώνουν την πρωτεΐνη του ρετινοβλαστώματος (Rb), επάγοντας την πρόοδο του κυτταρικού 

κύκλου. Αντίθετα, η κινάση GSK3β φωσφορυλιώνοντας την κυκλίνη D1 στη θρεονίνη T286 και στέλνοντάς την 

στο πρωτεάσωμα για αποικοδόμηση, εμποδίζει την είσοδο του κυττάρου στην φάση S του κύκλου. Η 

μετατόπιση της φωσφορυλιωμένης κυκλίνης απ΄τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα λαμβάνει χώρα με τη 

συνδρομή ειδικών υποδοχέων στην πυρηνική μεμβράνη όπως η CRM1 (Chromosome Region Maintenance 1, 

exportin1). (Z) Στο κυτταρόπλασμα, οι πρωτεΐνες FBX4 και FBXW8 που λειτουργούν ως Ε3 λιγάσες, 
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ουβικιτινώνουν τη φωσφορυλιωμένη κυκλίνη D1, στέλνοντάς την στo 26S πρωτεάσωμα. (Η) Είναι άγνωστο αν 

οι συγκεκριμένες πρωτεΐνες (FBX4 και FBXW8) συσχετίζονται με την επαγόμενη από την κινάση p38
ΜAPK

 

αποικοδόμηση της κυκλίνης. (Ε) Εναλλακτικά, τα πρωτεϊνικά επίπεδα της κυκλίνης D1 ρυθμίζονται και μέσω 

της κινάσης Mirk/Dyrk1B, η οποία φωσφορυλιώνει την πρώτη στη θρεονίνη T288 επάγοντας την 

αποικοδόμησή της. (Θ) Εντός του πυρήνα η κυκλίνη D1 δύναται να επηρεάζει την ενεργότητα διαφόρων 

μεταγραφικών παραγόντων (TF), ανεξάρτητα του ρόλου που διαδραματίζει σε σύμπλοκο με τις 

cdks.Τροποποιημένο από (Alao 2007)  

 

 

1.5.2.2.1 Η κινάση Mirk/ Dyrk1B 

Η κινάση Mirk/Dyrk1B, εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα στο σκελετικό µυ συγκριτικά µε άλλους 

φυσιολογικούς ιστούς. Η ωρίµανση των µυικών κυττάρων ρυθµίζεται σ’ ένα µεγάλο ποσοστό από το 

µεταγραφικό παράγοντα MyoD, δοµής έλικας-θηλιάς-έλικας (bHLH), ο οποίος ενεργοποιείται από 

την GTPάση Rho. Η ίδια GTPάση επάγει και την έκφραση της κινάσης Mirk/Dyrk1B, 

δεκαπλασιάζοντας τα επίπεδα της τελευταίας κατά τη διαφοροποίηση (Deng et al. 2003). Η Mirk δρα 

επίσης και ως µεταγραφικός ενεργοποιητής για τον παράγοντα HNF1α (Lim, Jin, and Friedman 2002) 

καθώς και για τον MEF2, ο οποίος εµπλέκεται στη διαφοροποίηση των µυοβλαστών (Deng et al. 

2005).  

Σε κυτταρική σειρά µυοβλαστών C2C12 και σε συνθήκες στρες (αφαίρεση ορού από το υλικό 

καλλιέργειας), η Mirk/Dyrk1B οδήγησε τα πολλαπλασιαζόµενα κύτταρα στη φάση αδράνειας G0, 

φωσφορυλιώνοντας τόσο την κυκλίνη D1 στη θρεονίνη Τ288 και επάγοντας την αποικοδόµησή της, 

όσο και την p27
kip1

 στη σερίνη S10 και επάγοντας τη σταθεροποίησή της (Deng et al. 2004). Καθώς 

τα φυσιολογικά κύτταρα σε αδράνεια ενεργοποιούν σηµατοδοτικά µονοπάτια σαν το προαναφερθέν 

για την προστασία τους από το µεταβολικό στρες, φαίνεται πως και υποπληθυσµοί καρκινικών 

κυττάρων χρησιµοποιούν παρόµοιους µηχανισµούς για την επιβίωσή τους. Από µελέτες καταστολής 

της σε καρκινικά κύτταρα διαφόρων τύπων (εντερικά, παγκρεατικά, ωοθηκικά), έχει δειχθεί πως η 

Mirk/Dyrk1B συµµετέχει σ’ ένα ανεξάρτητο µονοπάτι προκειµένου τα κύτταρα να εξέρχονται της 

φάσης αδράνειας G0 µέσω ρύθµισης της αποικοδόµησης της κυκλίνης D1 και της σταθεροποίησης 

της p27
kip1

 (Hu, Nakhla, and Friedman 2011; Jin et al. 2009; Deng, Ewton, and Friedman 2009). 

Ειδικότερα, στην περίπτωση των καρκινικών κυττάρων του εντέρου (κυτταρικές σειρές HD6, SW480 

και colo320) η καταστολή της έκφρασης της Mirk/Dyrk1B οδήγησε τα κύτταρα ν΄αποκτήσουν 

βιοχηµικά χαρακτηριστικά, όµοια µε εκείνα που διαθέτουν τα κύτταρα στη φάση G1 του κύκλου: 

αυξηµένα επίπεδα των κυκλινών D1 και D3, αυξηµένη ενεργότητα των συµπλόκων CDK4/cyclin D 
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και αυξηµένη φωσφορυλίωση των στόχων των CDK4, p130/Rb2.  Τέλος, σε µία αρκετά πρόσφατη 

µελέτη (Gao et al. 2013) διαπιστώθηκε πως σε ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα ωοθηκών και πνεύµονα, 

όπου η κινάση Mirk/Dyrk1B εκφράζεται ευρέως, τα πρωτεϊνικά επίπεδα της τελευταίας βρίσκονται σε 

θετική συσχέτιση µε τα αντίστοιχα της ενεργοποιηµένης κινάσης ERK1/2, υποδηλώνοντας πως το 

σηµατοδοτικό µονοπάτι MAPK/ERK ενδεχοµένως να εµπλέκεται στη δράση της κινάσης 

Mirk/Dyrk1B. 

 

1.5.2.2.2  Η κινάση Dyrk1Α 

Η Mnb/Dyrk1A αποτελεί ένα από τα καλύτερα χαρακτηρισµένα µέλη της συγκεκριµένης 

οικογένειας των κινασών. Εκφράζεται σε αφθονία στο νευρικό σύστηµα συµµετέχοντας σε 

σηµαντικές διαδικασίες όπως ο κυτταρικός πολλαπλασιασµός, η νευρωνική διαφοροποίηση, η 

συναπτογένεση αλλά και ο κυτταρικός θάνατος (Tejedor and Hammerle 2011). Το γονίδιο που 

κωδικοποεί για την Dyrk1Α εντοπίζεται στο χρωµόσωµα 21 και εποµένως  υπερεκφράζεται στο 

σύνδροµο Down (τρισωµία 21) (Dowjat et al. 2007). Ενδείξεις από διαγονιδιακά µοντέλα ποντικών, 

καθώς και από µελέτες στο κοτόπουλο και τη µύγα Drosophila (όπου το ορθόλογο γονίδιο της 

Dyrk1A ονοµάζεται Minibrain), οδήγησαν στο συµπέρασµα πως τόσο η υπερ-έκφραση όσο και η 

καταστολή της έκφρασης της Dyrk1A συµβάλλουν σε νευροαναπτυξιακές διαταραχές, λόγω 

απορρύθµισης της νευρογένεσης. Από in vivo και in vitro πειράµατα φάνηκε πως η υπερέκφραση της 

Dyrk1A επάγει πρώιµη διαφοροποίηση των νευρικών προγονικών κυττάρων καθώς και των κυττάρων 

PC12 (Kelly and Rahmani 2005; Yabut, Domogauer, and D'Arcangelo 2010). Επιπλέον, έχει δειχθεί 

πως συντονίζει την έξοδο των πρόδροµων νευρωνικών κυττάρων από τον κυτταρικό κύκλο µε τη 

νευρωνική διαφοροποίηση, µέσω επαγωγής της έκφρασης της p27
kip1

 και καταστολής του 

σηµατοδοτικού µονοπατιού Notch (Hammerle et al. 2011). Σε µία αρκετά πρόσφατη µελέτη (Soppa et 

al. 2014) διαπιστώθηκε πως η υπερέκφραση της Dyrk1A σε ανθρώπινα κύτταρα νευροβλαστώµατος 

SH-SY5Y, αναστέλλει την πρόοδο του κύκλου στη φάση G1, οδηγώντας τα κύτταρα σε νευρωνική 

διαφοροποίηση. Πιο συγκεκριµένα, µέσω φωσφορυλίωσης η Dyrk1A επάγει την αποικοδόµηση της 

κυκλίνης D1 και παράλληλα τη σταθεροποίηση της p27
kip1

.  
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1.5.3 Μόρια-ρυθµιστές της γενεαλογίας των νευρικών προγονικών κυττάρων. 

1.5.3.1 Προνευρικά γονίδια: γενικά χαρακτηριστικά. 

 Ακόµη και σε οργανισµούς πολύ διαφορετικούς µεταξύ τους, όπως η µύγα ή ο ποντικός, τα 

προνευρικά γονίδια διαθέτουν παρόµοια δράση. Και στα δύο είδη είναι απαραίτητα για την επιλογή 

και τη διαφοροποίηση προγονικών κυττάρων προς µία ορισµένη γενεαλογία, λειτουργία που 

επιτελείται εν µέρει από την ενεργοποίηση του σηµατοδοτικού µονοπατιού του Notch. Εντούτοις, 

υπάρχουν σηµαντικές διαφορές σε κυτταρικό επίπεδο ανάµεσα στη Drosophila και τους 

σπονδυλωτούς οργανισµούς ως προς τις αποφάσεις που λαµβάνονται µε τη συµµετοχή των 

προνευρικών γονιδίων. Στη Drosophila, τα προνευρικά γονίδια εκφράζονται αρχικά σε εξωδερµικά 

κύτταρα που έχουν δυναµικό τόσο επιδερµικής όσο και νευρωνικής διαφοροποίησης. Η δράση τους, 

οδηγεί στην επιλογή προγονικών κυττάρων δεσµευµένων σε νευρική µοίρα που παραµένουν όµως 

πολυδύναµα, δίνοντας γένεση σε νευρώνες αλλά και κύτταρα γλοίας. Αντίθετα, στους σπονδυλωτούς 

οργανισµούς τα προνευρικά γονίδια εκφράζονται αρχικά σε αυτο-ανανεούµενα νευροεπιθηλιακά 

κύτταρα των οποίων η νευρική µοίρα είναι ήδη καθορισµένη (Εικ.1.11). Η δράση τους οδηγεί στη 

γένεση πρόδροµων κυττάρων δεσµευµένων σε νευρωνική κατεύθυνση µε περιορισµένο 

πολλαπλασιαστικό δυναµικό (Bertrand, Castro, and Guillemot 2002). 

 

 

Εικ.1.11 Σχηματική απεικόνιση του ρόλου των προνευρικών γονιδίων στη Drosophila και στους σπονδυλωτούς 

οργανισμούς (Bertrand, Castro, and Guillemot 2002). 

 

 Απώλεια της λειτουργικότητας των προνευρικών γονιδίων στη Drosophila επιφέρει µεταβολές 

στην κυτταρική ταυτότητα, µε τα κύτταρα που προορίζονταν ν’αποτελέσουν µέρος των αισθητηρίων 
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οργάνων, να µετατρέπονται σε επιδερµικά (Dominguez and Campuzano 1993) (Εικ.1.12). Στην 

περίπτωση πάλι της εκτοπικής έκφρασης προνευρικών γονιδίων, λαµβάνει χώρα το αντίστροφο 

φαινόµενο (Rodriguez et al. 1990). Στον ποντικό, η απώλεια της προνευρικής λειτουργικότητας, 

οδηγεί σε αδυναµία των νευροεπιθηλιακών κυττάρων να δώσουν γένεση σε πρόδροµα νευρωνικά 

κύτταρα, µε αποτέλεσµα την εµφάνιση πρόδροµων κυττάρων γλοίας (Guillemot et al. 1993; Ma et al. 

1999). Στο κοτόπουλο, η πρώιµη έκφραση προνευρικών γονιδίων προκαλεί παύση του 

πολλαπλασιασµού των νευροεπιθηλιακών κυττάρων και πρόωρη νευρωνική διαφοροποίηση. 

Εποµένως, ο καθορισµός της κυτταρικής µοίρας µέσω της δράσης των προνευρικών πρωτεϊνών 

εξαρτάται τόσο από το είδος του οργανισµού, όσο και από τις χαρακτηριστικές ιδιότητες των 

κυτταρικών τύπων εντός του ιδίου οργανισµού. 

 

 

 

Εικ.1.12 Απώλεια ή υπερέκφραση των προνευρικών γονιδίων οδηγεί σε διαταραχή της κυτταρικής 

γενεαλογίας. Στην επάνω σειρά ( Drosophila) με πράσινο χρώμα σημαίνονται τα κύτταρα των αισθητηρίων 

οργάνων, ενώ με πορτοκαλί τα επιδερμικά κύτταρα. Στην κάτω σειρά (Σπονδυλωτά), με κίτρινο χρώμα 

σημαίνονται τα νευροεπιθηλιακά κύτταρα, με ανοικτό πράσινο τα πρόδρομα νευρωνικά, με σκούρο πράσινο 

οι νευρώνες και με θαλασσί τα κύτταρα γλοίας (Bertrand, Castro, and Guillemot 2002).  
 

1.5.3.1.1  Σηµαντικά προνευρικά γονίδια που κωδικοποιούν για µεταγραφικούς παράγοντες. 

Ο οµοιωτικός µεταγραφικός παράγοντας Prospero που εκφράζεται στη Drosophila, αποτελεί έναν 

ιδιαίτερα σηµαντικό ρυθµιστή της ισορροπίας µεταξύ της αυτοανανέωσης των νευρικών βλαστικών 



             

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

 

29 

 

κυττάρων και της διαφοροποίησής τους (Li and Vaessin 2000; Choksi et al. 2006). Η απώλεια του 

συγκεκριµένου γονιδίου οδηγεί σε αποκλίνουσα έκφραση γονιδίων του κυτταρικού κύκλου (cyclin A, 

cyclin E και γονίδια string) και εκτοπικό πολλαπλασιαστικό δυναµικό. Γι’ αυτό και νευροβλάστες από 

τους οποίος εκλείπει ο Prospero, σχηµατίζουν όγκους στο εµβρυϊκό νευρικό σύστηµα της Drosophila. 

Αντίθετα, η εκτοπική έκφραση του prospero προκαλεί µεταγραφική καταστολή των ρυθµιστικών 

γονιδίων του κύκλου (όσα αναφέρθηκαν παραπάνω και του µεταγραφικού παράγοντα E2F) και 

πρώιµη λήξη της κυτταρικής διαίρεσης.  

Στα θηλαστικά, δύο γονίδια, το Prox1 (Prospero-related homeobox 1) και το Mash1 (Mammalian 

achaete-scute homolog 1), κατέχουν κοµβικό ρόλο στην ανάπτυξη και διαµόρφωση του νευρικού 

συστήµατος. Το Mash1 είναι το οµόλογο του συµπλέγµατος achaete-scute (AS-C) στη Drosophila, το 

οποίο εκφράζεται στους νευροβλάστες καθώς και στα δευτερογενή πρόδροµα κύτταρα GMCs 

(gaglion mother cells), συµµετέχοντας σε διάφορα στάδια της νευρογένεσης. Οµοίως, το Mash1 

εκφράζεται στο αναπτυσσόµενο Περιφερικό Νευρικό Σύστηµα και ειδικότερα θεωρείται απαραίτητο 

για τη διαµόρφωση του αυτόνοµου συστήµατος (Sommer et al. 1995). Παρόλο που η έκφραση του 

Mash1 είναι ευρεία και στο Κεντρικό Νευρικό Σύστηµα, δεν έχουν παρατηρηθεί, ιστολογικά, 

ανωµαλίες στον εγκέφαλο ποντικών στους οποίους έχει απαλειφθεί το συγκεκριµένο γονίδιο (Mash-1 

knock-out mice), εκτός από κάποιες περιπτώσεις οσφρητικών και νοραδρενεργικών νευρώνων 

(Guillemot et al. 1993; Hirsch et al. 1998). Για το λόγο αυτό, δεν είναι ακόµη πλήρως κατανοητό πώς 

η Mash1 εµπλέκεται στη νευρογένεση του ΚΝΣ. Το γονίδιο Prox-1 κωδικοποεί για µία οµοιωτική 

πρωτεΐνη οµόλογη της Prospero στη Drosophila και δρα καταρροϊκά των προνευρικών γονιδίων κατά 

τη νευρογένεση. Σε µία πρόσφατη µελέτη (Kaltezioti et al. 2010), δείχθηκε πως ο µεταγραφικός 

παράγοντας Prox-1 κατέχει θεµελιώδη ρόλο στη µετάβαση προς τη διαφοροποίηση. Ειδικότερα, 

καταστέλλει στα παραγόµενα πρόδροµα νευρωνικά κύτταρα την έκφραση του υποδοχέα Notch1, 

εµποδίζοντάς τα να λαµβάνουν ανασταλτικά σήµατα (για τη διαφοροποίηση) από τα προσδέµατα του 

Notch1 υποδοχέα, που είναι παρόντα σε γειτονικά κύτταρα. Αυτή η µεταγραφική καταστολή δύναται 

να ρυθµίζει την έξοδο απ’ τον κυτταρικό κύκλο και τη διαφοροποίηση των νευρικών προγονικών 

κυττάρων (NPCs, Neural Progenitor Cells) κατά τη µετανάστευσή τους στις διαφορετικές περιοχές 

του νευρικού συστήµατος και την απόκτηση της τελικής τους ταυτότητας. 

H συνδροµή του σηµατοδοτικού µονοπατιού του Notch1 είναι καθοριστική για τη διατήρηση της 

αδιαφοροποίητης κατάστασης των νευρικών προγονικών κυττάρων (NPCs) και την αναστολή της 

νευρωνικής διαφοροποίησης. Όπως έχει περιγραφεί και στις αρχικές ενότητες, στο αναπτυσσόµενο 
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νευρικό σύστηµα, τα νευρικά προγονικά κύτταρα υφίστανται αρχικά συµµετρικές διαιρέσεις 

αυξάνοντας τον πληθυσµό τους και στη συνέχεια κατά τη φάση της νευρογένεσης προχωρούν σε 

ασύµµετρες, από τις οποίες προκύπτει ένα προγονικό κι ένα πρόδροµο νευρωνικό κύτταρο που 

προορίζεται για νευρώνας. Σ’ αυτούς τους πρώιµους νευρώνες, τα προνευρικά γονίδια επάγουν την 

έκφραση των προσδεµάτων του Notch1, Delta1 και Jagged, τα οποία µε τη σειρά τους ενεργοποιούν 

το Notch1 στα γειτονικά νευρικά προγονικά κύτταρα. Η αλληλεπίδραση του Notch1 µε τα 

προσδέµατά του οδηγεί σε αποκοπή του ενδοκυττάριου τµήµατος του Notch (Notch intracellular 

domain, NICD) από το σύµπλεγµα πρεσενιλίνης/γ-σεκρετάσης (presenilin/γ-secretase) και τη 

µετατόπισή του στον πυρήνα όπου σχηµατίζει σύµπλοκο µε την πρωτεΐνη RBP-J (CBF1). Το 

τελευταίο σύµπλοκο ενεργοποιεί τη µεταγραφή των γονιδίων Hes1 και Hes5 τα οποία δρουν 

καταρροϊκά του Notch1 καταστέλλοντας την έκφραση των προνευρικών γονιδίων και εµποδίζοντας τη 

νευρογένεση (Selkoe and Kopan 2003). Με αυτή τη διαδικασία γνωστή και ως πλευρική αναστολή 

(lateral inhibition), οι νέοι νευρώνες που παράγονται εµποδίζουν τα γειτονικά νευρικά προγονικά 

κύτταρα να διαφοροποιηθούν, ελέγχοντας έτσι τον αριθµό των νευρώνων που γενώνται σε δεδοµένη 

χρονική περίοδο και διατηρώντας έναν πληθυσµό προγονικών κυττάρων µε δυναµικό µεταγενέστερης 

διαφοροποίησης είτε σε νευρώνες είτε σε κύτταρα γλοίας (Εικ.1.13).  

 

 

           
 

Εικ.1.13 Σχηματική απεικόνιση του σηματοδοτικού μονοπατιού του Notch1. Προνευρικά γονίδια όπως η 

Mash1 ή η Ngn2 επάγουν την έκφραση των προσδεμάτων Delta-like1 (Dll1) και Jagged1, τα οποία 

ενεργοποιούν τον υποδοχέα Notch σε γειτονικά κύτταρα. Το ενδοκυττάριο τμήμα του τελευταίου, κατόπιν 

αποκοπής του, μεταφέρεται στον πυρήνα όπου και σχηματίζει σύμπλοκο με την πρωτεΐνη Rbpj που 

προσδένεται στο DNA και τον μεταγραφικό ενεργοποιητή Maml.  Το σύμπλοκο NICD–Rbpj–Maml επάγει την 
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έκφραση μεταγραφικών καταστολέων των προνευρικών γονιδίων, όπως οι Hes1 και Hes5 (Shimojo, Ohtsuka, 

and Kageyama 2011). 

 

Η Νeurogenin 2 (_gn2), ένας ιστοειδικός µεταγραφικός παράγοντας δοµής έλικας-θηλειάς-έλικας 

(basic Helix-Loop-Helix, bHLH), κρίνεται απαραίτητος για την ανάπτυξη των κρανιακών και 

αισθητικών γαγγλίων του νωτιαίου µυελού. Παράλληλα, έχει δειχθεί πως στον εµβρυϊκό εγκέφαλο 

ποντικού, συµµετέχει στη δέσµευση των προγονικών κυττάρων σε νευρωνική κατεύθυνση, µε 

αναστολή της αστροκυτταρικής µοίρας καθώς επίσης και στη διαφοροποίηση των γλουταµατεργικών 

νευρώνων. Η Ngn2 επάγει τη µεταγραφή πολλών γονιδίων-στόχων µεταξύ των οποίων και ο 

µεταγραφικός παράγοντας Neuro D. Η µελέτη µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων στη Ngn2 έχει 

αναδείξει σηµαντικές πτυχές στη λειτουργικότητά της. Η φωσφορυλίωση, για παράδειγµα, στην 

τυροσίνη Y241, συνδέεται µε τη µετανάστευση και τη διαµόρφωση του δενδριτικού πλέγµατος των 

φλοιϊκών νευρώνων (Hand et al. 2005). ∆ύο ακόµη φωσφορυλιώσεις σε ισάριθµες σερίνες του 

καρβοξυτελικού της άκρου (S231 και S234), έχει δειχθεί να συµβάλλουν στον καθορισµό της 

ταυτότητας των κινητικών νευρώνων, διευκολύνοντας πιθανότατα την αλληλεπίδραση της Ngn2 µε 

τους µεταγραφικούς παράγοντες της οικογένειας LIM (Ma et al. 2008). Ως ιδιαίτερης σηµασίας 

αξιολογούνται οι πολλαπλές φωσφορυλιώσεις σε κατάλοιπα σερίνης της Ngn2 από κυκλινο-

εξαρτώµενες κινάσες (CDKs), οι οποίες αναστέλλουν τη µεταγραφική της ικανότητα γονιδίων που 

επάγουν τη νευρωνική διαφοροποίηση (Ali et al. 2011). Πρόκειται µάλιστα για µία ενδεικτική 

περίπτωση, κατά την οποία η διάρκεια της φάσης G1 επηρεάζει τη διαφοροποίηση:  όταν η G1 είναι 

µικρής διάρκειας, οι CDKs αθροίζονται γρήγορα και φωσφορυλιώνουν τη Ngn2, περιορίζοντας έτσι 

τη µεταγραφική ικανότητα της τελευταίας. Αντίστροφα, µε την επιµήκυνση της φάσης G1, τα επίπεδα 

των CDKs παραµένουν χαµηλά και η υπο-φωσφορυλιωµένη Νgn2 επάγει τη νευρωνική 

διαφοροποίηση, ενεργοποιώντας τη µεταγραφή γονιδίων-στόχων. 

  

1.5.3.2 Τα µορφογόνα και ο ρόλος τους στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό και τον καθορισµό της 

κυτταρικής ταυτότητας. 

 Τα µορφογόνα αποτελούν εξωκυττάρια σηµατοδοτικά µόρια που δρουν σε απόσταση από το 

σηµείο παραγωγής τους και σε βαθµίδωση συγκέντρωσης, επηρεάζοντας το πρότυπο της 

διαφοροποίησης κυτταρικών πληθυσµών στον αναπτυσσόµενο ιστό (Ulloa and Briscoe 2007). 

Επιπλέον, πολλά µορφογόνα έχει δειχθεί να λειτουργούν και ως µιτογόνοι παράγοντες, οδηγώντας στο 
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συµπέρασµα πως ο πολλαπλασιασµός και η κυτταρική διαφοροποίηση δύνανται να ρυθµίζονται από 

τα ίδια µόρια. 

1.5.3.2.1 Οι αυξητικοί παράγοντες των ινοβλαστών (Fibrolasts Growth Factors, FGFs). 

 Οι αυξητικοί παράγοντες των ινοβλαστών (Fibrolasts Growth Factors, FGFs), συνιστούν µία 

µεγάλη οικογένεια εκκρινόµενων πρωτεϊνών που δεσµεύονται σε υποδοχείς κινάσης τυροσίνης και 

είναι γνωστοί πρωτίστως για τη µιτογόνο δράση τους. Η τελευταία, επεκτείνεται και στα νευρικά 

προγονικά κύτταρα, καθώς η σηµατοδότηση µέσω των FGFs είχε δειχθεί από αρκετά χρόνια πριν να 

εµπλέκεται στην ανάπτυξη in vitro των νευρικών βλαστικών κυττάρων (Vescovi et al. 1993). 

Επιπρόσθετα του ρόλου τους στον έλεγχο του πολλαπλασιασµού, οι FGFs διαθέτουν πολλαπλούς 

ρόλους κατά την εµβρυϊκή ανάπτυξη συµπεριλαµβανοµένων και γεγονότων διαµόρφωσης και 

κυτταρικής εξειδίκευσης του κεντρικού νευρικού συστήµατος (Thisse and Thisse 2005). Κατά το 

σχηµατισµό του νευρικού σωλήνα, ένας πληθυσµός νευρικών προγονικών κυττάρων στην ουραία 

περιοχή διατηρείται µέσω σηµατοδότησης των FGFs (και ειδικότερα µέσω του FGF8) σε 

αδιαφοροποίητη κατάσταση (Delfino-Machin et al. 2005). Μέσα στη βλαστική αυτή ζώνη, 

εµποδίζεται η έκφραση ενός αριθµού γονιδίων υπεύθυνων για τη διαµόρφωση του ραχιαιο-κοιλιακού 

άξονα (π.χ. Pax6, Irx3 και Dbx1/2), η οποία επάγεται αργότερα κατά τη διαφοροποίηση. Όταν τα 

συγκεκριµένα προγονικά κύτταρα εκτίθενται κατόπιν σε ρετινοϊκό οξύ (RA) παραγόµενο από τους 

παρακείµενους σωµίτες, η επίδραση του FGF ελαττώνεται µε αποτέλεσµα εκείνα να 

απελευθερώνονται από την ανασταλτική του δράση και να ανταποκρίνονται σε σήµατα 

διαφοροποίησης σε νευρώνες (π.χ. Shh) (Diez del Corral and Storey 2004). Σηµειώνεται ακόµη πως 

στην παρεγκεφαλίδα, ο FGF αναστέλλει τη σηµατοδότηση του Shh  µέσω των κινασών ERK και JNK, 

αναρροϊκά των µεταγραφικών παραγόντων Gli οι οποίοι ελέγχονται από το Shh (Fogarty et al. 2007).  

1.5.3.2.2  Το µονοπάτι σηµατοδότησης Sonic hedgehog (Shh). 

Το µορφογόνο Sonic hedgehog (Shh) είναι ένα µέλος της οικογένειας hedgehog των εκκρινόµενων 

γλυκοπρωτεϊνών, που επηρεάζουν την ανάπτυξη πολλών κυτταρικών οµάδων και οργάνων. 

Εκφράζεται στη νωτοχορδή, κοιλιακά του νευρικού σωλήνα και ο ρόλος του είναι κρίσιµος για τη 

γένεση πέντε υποτύπων νευρικών προγονικών κυττάρων (Briscoe and Ericson 2001). Το Shh δρα 

µέσω του συµπλέγµατος υποδοχέων  Patched 1 (Ptc1)–Smoothened (Smo), ώστε να ενεργοποιηθεί 

καταρροϊκά το µονοπάτι σηµατοδότησής του. Τα κύτταρα που ανταποκρίνονται στο Shh, αυξάνουν 
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την έκφραση του τύπου zinc-finger µεταγραφικού παράγοντα Gli1, ενώ δύο ακόµη µέλη τα Gli2 και 

Gli3 συµµετέχουν συνδυαστικά στη µεταγωγή του σήµατος: τα Gli1 και Gli2 ενισχύουν περαιτέρω τη 

δράση του Shh ενώ το Gli3 (και ορισµένες φορές µεµονωµένα το Gli2) την ανταγωνίζεται (Ruiz i 

Altaba, Palma, and Dahmane 2002). Η υπερέκφραση του Shh ραχιαία του νευρικού σωλήνα, προάγει 

τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, όµως από ένα σηµείο και µετά τα κύτταρα σταµατούν να 

διαιρούνται, παρά το γεγονός ότι το µονοπάτι του Shh διατηρείται ενεργό. Από την άλλη πλευρά, η 

τελική νευρωνική διαφοροποίηση των µεταµιτωτικών κυττάρων σε κύτταρα θετικά για το νευρωνικό 

µάρτυρα Tuj1, αναστέλλεται από την υπερέκφραση του Shh υποδεικνύοντας πως το συγκεκριµένο 

µορφογόνο έχει διττό ρόλο: αφ’ενός ενεργοποιεί τον κυτταρικό κύκλο, αφ’ετέρου αναστέλλει τη 

διαφοροποίηση (Rowitch et al. 1999). Οµοίως, το Shh εµποδίζει τη διαφοροποίηση και επάγει τον 

πολλαπλασιασµό των πρόδροµων κοκκιωδών κυττάρων στην αναπτυσσόµενη παρεγκεφαλίδα 

(Wechsler-Reya and Scott 1999). Κοιλιακά του νευρικού σωλήνα, το Shh καθορίζει την κυτταρική 

µοίρα διαφόρων τάξεων νευρώνων κατά τρόπο εξαρτώµενο της συγκέντρωσής του: υψηλή 

συγκέντρωση του Shh επάγει διαφοροποίηση σε κινητικούς νευρώνες, όταν όµως το σηµατοδοτικό 

του µονοπάτι µπλοκάρεται τότε γενώνται διάµεσοι νευρώνες (Briscoe et al. 2000). Ιδιαίτερα 

σηµαντική κρίνεται η συνδροµή του Shh στη ρύθµιση του πολλπλασιασµού και τη διατήρηση των 

νευρικών βλαστικών κυττάρων, τόσο στον εµβρυικό όσο και στον ενήλικο εγκέφαλο (Palma and Ruiz 

i Altaba 2004; Palma et al. 2005).  

1.5.3.2.3  Το µονοπάτι σηµατοδότησης των Wnts. 

 Ο πολλαπλασιασµός των νευρικών προγονικών κυττάρων εξασφαλίζεται από επιπρόσθετα 

µιτογόνα µόρια, όπως οι εκκρινόµενες γλυκοπρωτεΐνες της οικογένειας Wnt, που εκφράζονται στον 

αναπυσσόµενο νευρικό σωλήνα κι έχει δειχθεί να συµµετέχουν στον καθορισµό του κεφαλουραίου 

του άξονα και το σχηµατισµό της νευρικής ακρολοφίας. Επιπλέον τα µέλη Wnt1 και Wnt3a που 

εµφανίζουν υψηλή έκφραση ραχιαία του νευρικού σωλήνα, συµµετέχουν σε αναπτυξιακές διαδικασίες 

και κατά το ραχιαιο-κοιλιακό άξονα του νωτιαίου µυελού (Ciani and Salinas 2005). Ο ρόλος του 

σηµατοδοτικού µονοπατιού Wnt στην πρόοδο του κυτταρικού κύκλου και την κυτταρική επιβίωση 

είναι καλά µελετηµένος σε διάφορα συστήµατα. Ποντίκια στα οποία είχει απαλειφθεί το γονίδιο Wnt1 

εµφάνισαν σηµαντικές ανωµαλίες στη διαµόρφωση µεγάλου µέρους του εγκεφάλου (µεσεγκέφαλος, 

πρόσθιος εγκέφαλος) και την παρεγκεφαλίδα (Thomas and Capecchi 1990; McMahon and Bradley 

1990). Από την άλλη πλευρά, κάτι αντίστοιχο συνέβη µε τον ιππόκαµπο στην περίπτωση ποντικών 
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στους οποίους είχε απαλειφθεί το γονίδιο Wnt3a (Lee et al. 2000). Στο διαµορφούµενο νωτιαίο µυελό, 

οι εκκρινόµενες µε βαθµίδωση στη συγκέντρωσή τους Wnts (κυρίως οι Wnt1 και Wnt3a), έχει 

προταθεί να ρυθµίζουν τον πληθυσµό των νευρικών προγονικών κυττάρων, επάγοντας τον 

πολλαπλασιασµό τους και εµποδίζοντας την έξοδό τους από τον κυτταρικό κύκλο (Megason and 

McMahon 2002). Αυτό λαµβάνει χώρα εν µέρει µέσω της µεταγραφικής ρύθµισης των κυκλινών D1 

και D2. Το σηµατοδοτικό µονοπάτι που ξεκινά από το µορφογόνα wnts, περιλαµβάνει το µεταγραφικό 

συν-ενεργοποιητή β-catenin, ο οποίος µετατοπίζεται στον πυρήνα και ρυθµίζει τη µεταγραφή γονιδίων 

αλληλεπιδρώντας µε πρωτεΐνες της οικογένειας TCF/Lef. Έτσι, στο νευρικό σωλήνα οι παράγοντες 

Wnt-β-catenin επάγουν την έκφραση των κυκλινών της φάσης G1 του κύκλου (Cyclin D1 και Cyclin 

D2) προκειµένου να τα κύτταρα να παραµείνουν στον κύκλο, όχι όµως κι εκείνες της φάσης G2/M 

(Cyclin A1 ή Cyclin B3). Σηµειώνεται δε, πως η κυτταρική απόκριση στα συγκεκριµένα µιτογόνα 

σινιάλα, ενδέχεται να πραγµατοποιείται και µέσω άλλων στόχων και όχι αποκλειστικά των κυκλινών. 

1.5.3.2.4  Οι πρωτεΐνες BMPs δύνανται να ρυθµίζουν το µονοπάτι σηµατοδότησης των Wnts. 

 Οι πρωτεΐνες µορφογένεσης των οστών (Bone morphogenetic proteins, BMPs), είναι πολυ-

λειτουργικοί αυξητικοί παράγοντες που ανήκουν στην υπερ-οικογένεια του αυξητικού παράγοντα 

µετασχηµατισµού β (Transforming Growth Factor beta, TGFbeta). Μαζί µε τα σηµατοδοτικά µόρια 

Wnts φαίνεται να διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στη διαµόρφωση του ραχιαιο-κοιλιακού άξονα του 

νευρικού σωλήνα και ειδικότερα στο σωστό καθορισµό των τοπικών κυτταρικών τύπων (Wine-Lee et 

al. 2004). ∆ύο τάξεις υποδοχέων µε ενεργότητα κινάσης σερίνης/θρεονίνης µετάγουν το σήµα των 

BMPs στους µεταγραφικούς παράγοντες της οικογένειας Smad, οι οποίοι στην ενεργή 

(φωσφορυλιωµένη) τους µορφή εισέρχονται στον πυρήνα και ρυθµίζουν τη γονιδιακή έκφραση. 

Σηµειώνεται πως οι BMPs συµµετέχουν στη ρύθµιση του πολλαπλασιασµού των νευρικών 

προγονικών κυττάρων και µάλιστα το επιτυγχάνουν σε αλληλεπίδραση µε το σηµατοδοτικό µονοπάτι 

των Wnts: η µεταγραφή των Wnt1 και Wnt3a καθώς και άλλων µορίων του µονοπατιού, επάγεται από 

τις BMPs και αντίστροφα η µεταγραφή των τελευταίων επάγεται από τις Wnts (Chesnutt et al. 2004; 

Ille et al. 2007). Αυτή η στενή σχέση των δύο µονοπατιών καθιστά πολύπλοκη την ερµηνεία 

δεδοµένων που προκύπτουν από τη µελέτη καθενός ξεχωριστά. Πρόσφατες σχετικά µελέτες 

αναδεικνύουν µία ανταγωνιστική δράση των εν λόγω µορίων κατά την ανάπτυξη του νευρικού 

σωλήνα. Η BMP2, µειώνει τα επίπεδα της επαγόµενης από Wnt κυκλίνης D1 σε πρωτογενείς 

καλλιέργειες νευροσφαιρών από νωτιαίο µυελό αρουραίου. Αντίστροφα, κάτω από τις ίδιες συνθήκες, 
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το µιτογόνο Wnt1 ανταγωνίζεται την επαγόµενη από BMP2 νευρωνική διαφοροποίηση (Ille et al. 

2007). 

1.6 Η ΝΕΥΡΟΕΙ∆ΙΚΗ ΠΡΩΤΕΪΝΗ ΒΜ88/CEND1 

 Όπως έχει ήδη αναφερθεί, η έξοδος απ’ τον κυτταρικό κύκλο των πρόδροµων νευρικών κυττάρων 

που πρόκειται να δώσουν γένεση σε νευρώνες, συνοδεύεται από την απόκτηση και διατήρηση ενός 

νευρωνικού φαινοτύπου. Σ’ αυτήν την προκαθορισµένη και καλά οργανωµένη διαδικασία εµπλέκεται 

ένας µεγάλος αριθµός εκφραζόµενων γονιδίων, µεταξύ των οποίων τα προνευρικά καθώς και γονίδια 

που κωδικοποιούν για µεταγραφικούς παράγοντες της οικογένειας «έλικας-θηλειάς-έλικας» (helix-

loop-helix). Επίσης, συµµετέχουν πρωτεΐνες που επηρεάζουν τον κυτταρικό κύκλο και εδράζονται είτε 

στον πυρήνα του κυττάρου είτε στο κυτταρόπλασµα. Ως ιδιαίτερης σηµασίας κρίνεται ο τελευταίος 

κύκλος των πρόδροµων κυττάρων για το είδος της νευρωνικής µοίρας που πρόκειται ν’ ακολουθηθεί, 

γι’ αυτό και η µελέτη των γονιδίων που εµπλέκονται στη συγκεκριµένη φάση αποκτά ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον.   

 Η πρωτεΐνη ΒΜ88/Cend1 (cell cycle exit and neuronal differentiation), ανιχνεύθηκε για πρώτη 

φορά µε τη χρήση µονοκλωνικού αντισώµατος στο εργαστήριο Κυτταρικής και Μοριακής 

Νευροβιολογίας του Ελληνικού Ινστιτούτου Παστέρ (Patsavoudi, Hurel, and Matsas 1989). 

Εντοπίζεται τόσο στο κεντρικό όσο και στο περιφερικό νευρικό σύστηµα των θηλαστικών όπως του 

ποντικού, του αρουραίου, του κουνελιού, του χοίρου και του ανθρώπου (Gaitanou et al. 2001; 

Patsavoudi et al. 1995), ενώ σχετικά πρόσφατα αποµονώθηκε το cDNA της ΒΜ88/Cend1 και από το 

κοτόπουλο (Politis, Rohrer, and Matsas 2007). Πρόκειται για διαµεµβρανική πρωτεΐνη αποτελούµενη 

από δύο όµοιες πολυπεπτιδικές αλυσίδες µεγέθους 22-23 kDa ανάλογα µε το είδος του ζώου, οι οποίες 

δεν είναι γλυκοζυλιωµένες και συγκρατούνται µεταξύ τους µε δισουλφιδικό δεσµό (Patsavoudi, Hurel, 

and Matsas 1991). Μελέτες ηλεκτρονικής µικροσκοπίας σε εγκέφαλο ενήλικου αρουραίου, έδειξαν ότι 

η ΒΜ88/Cend1 εντοπίζεται κυρίως στη µεµβράνη ενδοκυτταρικών οργανιδίων όπως το 

ενδοπλασµατικό δίκτυο, τα συναπτικά κυστίδια και στην εξωτερική µεµβράνη των µιτοχονδρίων 

(Patsavoudi et al. 1995). Αξίζει να σηµειωθεί πως το ανθρώπινο γονίδιο της Cend1 εντοπίζεται στο 

χρωµόσωµα 11p15.5, σε µία περιοχή που συνδέεται µε γενετικές διαταραχές και διαφόρους τύπους 

καρκίνων (Gaitanou et al. 2001). Η ανάλυση του υποκινητή του ανθρώπινου γονιδίου της Cend1, 

ανέδειξε την Sp1 ως υπεύθυνο µεταγραφικό παράγοντα για την ενεργοποίησή του σε πρωτογενείς 



             

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

 

36 

 

καλλιέργειες νευρώνων (Papadodima et al. 2005), ενώ είναι γνωστό πως δυσλειτουργίες 

σηµατοδοτικών µονοπατιών εξαρτώµενων από την Sp1, βρίσκονται στη βάση νευροεκφυλιστικών 

νόσων. 

Η ΒΜ88/Cend1 εντοπίστηκε αρχικά σε ώριµους νευρώνες. Σε επόµενες µελέτες όµως, φάνηκε πως 

σηµατοδοτεί τα νευρωνικά κύτταρα καθ’ όλη τη διάρκεια της γενεαλογίας τους. Η έκφρασή της είναι 

χαµηλή στα προγονικά νευρικά κύτταρα και κατόπιν αυξάνεται κατά τη νευρογένεση στα πρόδροµα 

κύτταρα που είναι δεσµευµένα ν΄ακολουθήσουν τη νευρωνική κατεύθυνση (Εικ.1.14). Τα επίπεδα της 

Cend1 παραµένουν υψηλά στους πρώιµους αλλά και στους ώριµους µεταµιτωτικούς νευρώνες, ενώ 

στον ενήλικο εγκέφαλο η Cend1 ανιχνεύεται και στα πρόδροµα νευρωνικά κύτταρα των περιοχών 

όπου λαµβάνει χώρα η δευτερογενής νευρογένεση, δηλαδή στην υποκοιλιακή ζώνη και τον ιππόκαµπο 

(Katsimpardi et al. 2008; Koutmani et al. 2004). Σηµειώνεται πως η Cend1 δεν ανιχνεύεται σε 

κύτταρα γλοίας, τόσο πρόδροµα όσο και ώριµα, στον εγκέφαλο εµβρύου αλλά και νεογέννητου 

αρουραίου (Koutmani et al. 2004). Στοιχειοθετείται συνεπώς µία ενδιαφέρουσα σύνδεση µεταξύ της 

έκφρασης της Cend1 και της διαφοροποίησης των πρόδροµων νευρικών κυττάρων προς τη νευρωνική 

κατεύθυνση. Το γεγονός µάλιστα ότι η Cend1 σχετίζεται in vivo µε ασύµετρες κυτταρικές διαιρέσεις 

από τις οποίες προκύπτει ένα προγονικό κύτταρο όµοιο µε το µητρικό και ένα κύτταρο της 

νευρωνικής γενεαλογίας (Koutmani et al. 2004), ενώ επάγει in vitro τη διαφοροποίηση κυττάρων 

νευροβλαστώµατος ποντικού (Neuro 2a) (Mamalaki et al. 1995), υποστηρίζει ακόµη περισσότερο την 

πιθανή λειτουργική δράση της στις εν λόγω αναπτυξιακές διαδικασίες.  

 

 

 

Εικ.1.14 Σχηματική απεικόνιση της δράσης της Cend1 στη ρύθμιση της εξόδου απ’ τον κυτταρικό κύκλο και τη 

διαφοροποίηση των πρόδρομων νευρωνικών κυττάρων. Στα πρώιμα αναπτυξιακά στάδια των σπονδυλωτών, 

η διαδικασία που οδηγεί από τα πολυδύναμα νευρικά βλαστικά κύτταρα (neural stem cells) στα νευρικά 

προγονικά κύτταρα και στη συνέχεια στα δεσμευμένα προς νευρωνική μοίρα πρόδρομα κύτταρα, ελέγχεται 
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ιεραρχικά από μία ποικιλία μεταγραφικών παραγόντων. Τα προνευρικά γονίδια έχουν την ικανότητα να 

επάγουν τη νευρογένεση, ενώ η Cend1 δρώντας κατά πάσα πιθανότατα καταρροϊκά αυτών των γονιδίων, 

ρυθμίζει την έξοδο απ’ τον κυτταρικό κύκλο και τη νευρωνική διαφοροποίηση.Τροποποιημένο από (Politis et 

al. 2007). 

 

Περαιτέρω in vitro µελέτη σε κύτταρα νευροβλαστώµατος ποντικού, έδειξε ότι η Cend1 

συµµετέχει στην ολοκλήρωση της εξόδου από τον κυτταρικό κύκλο και στη διαφοροποίηση των 

Νeuro 2a κυττάρων, ενεργοποιώντας το σηµατοδοτικό µονοπάτι των p53-pRb. Επιπρόσθετα, η αντι-

πολλαπλασιαστική δράση της Cend1 συνδυάζεται µε µείωση των επιπέδων της κυκλίνης D1 και 

µετατόπιση της τελευταίας στο κυτταρόπλασµα καθώς και µε αύξηση της υποφωσφορυλιωµένης 

µορφής της pRb (Georgopoulou et al. 2006) (Εικ.1.15). In vivo πειράµατα σε έµβρυο κοτόπουλου 

επιβεβαίωσαν το ρόλο της Cend1 ως προς τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό και τη διαφοροποίηση: η 

εκτοπική έκφραση της Cend1 στο νευρικό σωλήνα του εµβρύου (ηλικιακό στάδιο ΗΗ 12-13), είχε 

ισχυρή αντι-πολλαπλασιαστική δράση, οδηγώντας τα πρόδροµα νευρικά κύτταρα σε πρόωρη έξοδο 

από τον κυτταρικό κύκλο και τη δέσµευσή τους σε µονοπάτια διαφοροποίησης. Ειδικότερα, η Cend1 

οδήγησε τα πρόδροµα νευρικά κύτταρα να ξεπεράσουν το φραγµό στη διαφοροποίησή τους λόγω 

πλευρικής αναστολής, καταστέλλοντας το Notch1 και την εκτελεστική πρωτεΐνη αυτού Hes5. 

Προέκυψε έτσι ένας σηµαντικός αριθµός γειτονικών µετα-µιτωτικών νευρώνων σε µία περιοχή της 

κοιλιακής ζώνης (VZ) στην οποία φυσιολογικά εκφραζόταν το Notch1. Αξίζει να σηµειωθεί πως η 

ταυτότητα των εκτοπικών νευρώνων δεν επηρεάστηκε από την έκφραση της Cend1 αλλά από την 

τοπολογία τους, υποδηλώνοντας πως η Cend1 σχετίζεται µε τη γενικότερη νευρωνική διαφοροποίηση 

και όχι µε τη γένεση εξειδικευµένων νευρωνικών υποτύπων. Αντίστροφα, η καταστολή της έκφρασης 

της Cend1 µε χρήση siRNA (µικρού µεγέθους RNAs που µπλοκάρουν ειδικά τη µετάφραση των 

mRNAs της Cend1) σε καλλιέργειες νευρικών προγονικών κυττάρων από νωτιαίο µυελό εµβρύου 

ποντικού (Ε12.5), ενίσχυσαν τον πολλαπλασιασµό και εµπόδισαν την νευρωνική διαφοροποίηση 

(Politis et al. 2007).   

Από την άλλη πλευρά, τόσο in vitro όσο και in vivo µελέτες παρέχουν ενδείξεις πως η Cend1 

αποτελεί µέρος ενός σηµατοδοτικού µονοπατιού ενεργοποιούµενο από προνευρικά γονίδια ώστε να 

πυροδοτηθεί η νευρωνική διαφοροποίηση (Papadodima et al. 2005; Politis et al. 2007). Στον 

αναπτυσσόµενο νευρικό σωλήνα του κοτόπουλου, η Cend1 φαίνεται να επάγεται κατόπιν 

υπερέκφρασης του προνευρικού γονιδίου Mash1 (Papadodima et al. 2005; Politis et al. 2007). 

Επιπλέον, ο πλησιέστερος υποκινητής του ανθρώπινου γονιδίου της Cend1, περιέχει τη 



             

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

 

38 

 

χαρακτηριστική αλληλουχία-µοτίβο E-box που αποτελεί σηµείο πρόσδεσης µεταγραφικών 

παραγόντων τύπου έλικας-θηλειάς-έλικας (bHLH). Πράγµατι, η neurogenin1 που ανήκει στη 

συγκεκριµένη κατηγορία µεταγραφικών παραγόντων, έχει δειχθεί να ενεργοποιεί τον υποκινητή της 

Cend1 (Papadodima et al. 2005), υποδηλώνοντας πως η τελευταία τοποθετείται καταρροϊκά της 

δράσης προνευρικών γονιδίων, χωρίς όµως να αποκλείεται και το ενδεχόµενο µιας θετικής ή 

αρνητικής ανάδρασης (Εικ.1.14). 

                           

 

Εικ.1.15 Η BM88/Cend1 εμπλέκεται στο σηματοδοτικό μονοπάτι p53-cyclin D1-pRb οδηγώντας σε αναστολή  

της προόδου του κυτταρικού κύκλου στη φάση G0. Ειδικότερα, η BM88/Cend1 επάγει τη δράση της p53 και 

του αναστολέα των κυκλινοεξαρτώμενων κινασών CDK4/CDK6 p21, ο οποίος βρίσκεται υπό τον έλεγχο της 

p53, ενώ παρεμβαίνει και στη σηματοδότηση της κυκλίνης D1. 

 

  Ο φυσιολογικός ρόλος της Cend1 µελετήθηκε και στο µοντέλο της παρεγκεφαλίδας, µιας περιοχής 

του εγκεφάλου όπου η έκφρασή της είναι ιδιαίτερα υψηλή. Πιο συγκεκριµένα, σε διαγονιδιακά 

ποντίκια, στα οποία είχε απαλειφθεί πλήρως το γονίδιο της Cend1 (Cend1
-
/
-
), διαπιστώθηκε 

εντονότερος πολλαπλασιασµός πρόδροµων κοκκιωδών κυττάρων, καθυστερηµένη µετανάστευση 

κοκκιωδών κυττάρων από την έξω στην έσω κοκκιώδη στιβάδα της παρεγκεφαλίδας, καθώς και 

ελλιπής ανάπτυξη του δενδριτικού πλέγµατος των κυττάρων Purkinje (Sergaki, Guillemot, and Matsas 

2010). Οι αναπτυξιακές αυτές βλάβες αποτυπώνονταν στην κινητική συµπεριφορά των Cend1-/- 

ποντικών, οι οποίοι εµφάνιζαν αταξική βάδιση και προβλήµατα στο συντονισµό των κινήσεων. 

Περαιτέρω µελέτη µε βιοχηµικές και ανοσοϊστοχηµικές µεθόδους, της παρεγκεφαλίδας των Cend1
-
/
-
 

ποντικών συγκριτικά µε τους αγρίου τύπου (wild type), ανέδειξε ενδιαφέρουσες διαφορές στην 

έκφραση γονιδίων σχετικών µε τον πολλαπλασιασµό και τη διαφοροποίηση.  
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 Πιο συγκεκριµένα, τα πρωτεϊνικά αλλά και τα επίπεδα mRNA της κυκλίνης D1 εµφανίστηκαν 

αυξηµένα στους Cend1
-
/
-
 ποντικούς, ενώ δεν παρατηρήθηκε µεταβολή στα επίπεδα της p27

kip1
. Καθώς 

ο µιτογόνος παράγοντας Sonic hedgehog (Shh) αποτελεί το βασικό σήµα πολλαπλασιασµού των 

πρόδροµων κοκκιωδών κυττάρων της παρεγκεφαλίδας (GCP) και ελέγχει την έκφραση της κυκλίνης 

D1 (Corrales et al. 2006), διερευνήθηκε το µονοπάτι αυτό και στους Cend1
-
/
-
 ποντικούς. Παρόλο που 

δεν διαπιστώθηκαν µεταβολές στα επίπεδα mRNA του Shh ανάµεσα στις δύο οµάδες ποντικών 

(Cend1
-
/
- 
και wt), τα επίπεδα mRNA του υποδοχέα Patched1 του Shh, εµφανίστηκαν µειωµένα κατά 

τη γέννηση (P0) των Cend1
-
/
-
. Από την άλλη πλευρά, όταν εξετάστηκε η έκφραση τιυ νευροτροφικού 

παράγοντα BDNF ο οποίος έχει δειχθεί να επάγει τη µετανάστευση των κοκκιωδών κυττάρων (GC) 

(Borghesani et al. 2002), βρέθηκε ελαττωµένη στους Cend1
-
/
-
 ποντικούς συγκριτικά µε τους wt, 

υποδηλώνοντας µία συσχέτιση της µειωµένης έκφρασής του µε την προβληµατική µετανάστευση των 

κυττάρων. Σηµειώνεται ακόµη πως η απαλοιφή του γονιδίου της Cend1 οδήγησε σε ελλιπή 

διαφοροποίηση των κυττάρων Purkinje, µε εµφανώς µειωµένη έκταση του δενδριτικού τους 

πλέγµατος, ένας φαινότυπος που απαντάται και κατοπιν καταστολής της πρωτεΐνης reelin 

(Trommsdorff et al. 1999). H reelin εµπλέκεται στην ωρίµανση των δενδριτών όχι µόνο των κυττάρων 

Purkinje της παρεγκεφαλίδας, αλλά και εκείνων των νευρώνων του ιπποκάµπου (Niu et al. 2004) και η 

έκφρασή της µειώθηκε σηµαντικά στους Cend1
-
/
-
 ποντικούς. 

 Ο µηχανισµός µιας πιθανής συνδυασµένης δράσης των Cend1, BDNF και reelin κατά την 

ανάπτυξη της παρεγκεφαλίδας δεν είναι γνωστός. Εντούτοις, βάσει των προαναφερθέντων ενδείξεων 

θα υποθέταµε πως η ρύθµιση της έκφρασης ή η σταθεροποίηση του BDNF από την Cend1 στα 

κοκκιώδη κύτταρα και ίσως στα κύτταρα Purkinje, λαµβάνει χώρα µέσω σηµατοδότησης ασβεστίου 

(Kokubo et al. 2009; Masgrau et al. 2009). Όπως φαίνεται σχηµατικά στην εικόνα Εικ.1.16, η έκκριση 

του BDNF επάγει τη µετανάστευση των κοκκιωδών κυττάρων (Borghesani et al. 2002), δύναται όµως 

και να επηρεάζει τη διαφοροποίηση των κυττάρων Purkinje είτε άµεσα κατά αυτοκρινή/παρακρινή 

τρόπο, είτε έµµεσα ρυθµίζοντας την έκφραση της reelin στα πρόδροµα κοκκιώδη κύτταρα η οποία µε 

τη σειρά της ελέγχει την ανάπτυξη των κυττάρων Purkinje. Εναλλακτικά, είναι πιθανό οι αλλαγές στο 

σηµατοδοτικό µονοπάτι shh/cyclin D1 αλλά και στα επίπεδα έκφρασης της reelin, να οφείλονται στην 

παρατεταµένη παραµονή των πρόδροµων κοκκιωδών κυττάρων στην εξωτερική κοκκιώδη στιβάδα 

(EGL). Πράγµατι, έχει δειχθεί πως τα τελευταία εξακολουθούν να πολλαπλασιάζονται όταν εκτίθενται 

σε µιτογόνα σινιάλα στην εξωτερική κοκκιώδη στιβάδα, ενώ οδηγούνται σε έξοδο από τον κυτταρικό 

κύκλο καθώς µεταναστεύουν µακριά από τη συγκεκριµένη περιοχή (Choi et al. 2005).    
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Εικ.1.16 Σχηματική απεικόνιση της συμμετοχής της Cend1 στα πιθανά σηματοδοτικά μονοπάτια ανάπτυξης 

της παρεγκεφαλίδας. 

 

1.7 ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΕΣ ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΕΙΣ ΤΗΣ ΒΜ88/ CEND1. 

 Αν και η δράση της ΒΜ88/Cend1 έχει δειχθεί τόσο in vitro όσο και in vivo, λίγα είναι γνωστά για 

τις φυσικές της αλληλεπιδράσεις µε άλλες πρωτεΐνες και κατ’ επέκτασιν για το σηµατοδοτικό 

µονοπάτι στο οποίο συµµετέχει προκειµένου να επιτελέσει το διπλό της ρόλο. Προς την κατεύθυνση 

εξεύρεσης αλληλεπιδρουσών πρωτεϊνών µε την ΒΜ88/Cend1, προκαταρκτικές µελέτες σάρωσης 

cDNA βιβλιοθήκης από εγκέφαλο ενήλικου ποντικού σε σύστηµα ζύµης δύο υβριδίων, ανέδειξαν την 

πρωτεΐνη RanBPM (Ran-Binding Protein M) ως αλληλεπιδρούσα µε την Cend1. 

1.7.1 Η πρωτεΐνη RanBPM: γενικά χαρακτηριστικά. 

 H RanBPM λειτουργεί ως µόριο-ικρίωµα πολλών πρωτεϊνικών συµπλόκων, λαµβάνοντας µέρος σε 

ποικίλα µονοπάτια σηµατοδότησης κυττάρων τόσο του ανοσοποιητικού όσο και του νευρικού 

συστήµατος (Suresh, Ramakrishna, and Baek 2012; Murrin and Talbot 2007). H RanBPM 

ταυτοποιήθηκε αρχικά ως µία πρωτεΐνη µεγέθους 55 kDa (Nakamura et al. 1998), στη συνέχεια όµως 

από µελέτες της ίδιας ερευνητικής οµάδας φάνηκε πως το µέγεθός της είναι 90 kDa περιέχοντας 

πολλά κατάλοιπα προλίνης και γλουταµίνης στο αµινοτελικό της άκρο (Nishitani et al. 2001). 

Παράλληλα, εµφάνιζε ασθενή αλληλεπίδραση µε την πρωτεΐνη Ran και ο ενδοκυτταρικός της 

εντοπισµός δεν περιοριζόταν στην περιοχή οργάνωσης των µικροσωληνίσκων, στο κεντρόσωµα, όπως 

αρχικά είχε διαπιστωθεί. Από τα δέκα µέλη της οικογένειας των πρωτεϊνών που δεσµεύονται στη Ran 
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Ran-Binding Proteins), η RanBPM (RanBP9) και η RanBP10 διαφοροποιούνται στο ότι αφ’ ενός δεν 

λειτουργούν ως µεταφορείς υποστρωµάτων από το κυτταρόπλασµα στον πυρήνα και αντίστροφα, αφ’ 

ετέρου δεν αλληλεπιδρούν µε τη Ran.  

H RanBPM εµφανίζεται καλά συντηρηµένη ανάµεσα στα είδη όπως: ο βάτραχος, ο ποντικός, ο 

πίθηκος και ο άνθρωπος. Εκφράζεται σε όλους τους ιστούς και τις κυτταρικές σειρές των θηλαστικών 

και περισσότερο στην καρδιά, τους νεφρούς και τον εγκέφαλο (Rao et al. 2002; Wang, Li, et al. 2002). 

Η κατανοµή της ενδοκυτταρικά είναι πρωτίστως κυτταροπλασµατική και δευτερευόντως πυρηνική.  

 Η ανάλυση της δοµής της RanBPM σε συνδυασµό µε περαιτέρω λειτουργικές µελέτες, 

υποστήριξαν ένα ρόλο της συµπληρωµατικό στη δράση υποδοχέων και άλλων σηµαντικών 

σηµατοδοτικών πρωτεϊνών. Από την αµινοξική της αλληλουχία (Εικ1.17), εντοπίστηκαν πολλαπλές 

περιοχές που παρέχουν θέσεις πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων. Το πλoύσιο σε προλίνες αµινοτελικό 

της άκρο περιέχει έξι θέσεις δέσµευσης SH3 περιοχών, ενώ το µοτίβο SPRY αποτελεί τη θέση 

αλληλεπίδρασης της RanBPM µε τον υποδοχέα τυροσινικής κινάσης του αυξητικού παράγοντα 

ηπατοκυττάρων ΜΕΤ (Wang, Li, et al. 2002). Επιπρόσθετα, η RanBPM περιέχει τα µοτίβα LisH/ 

CTLH (Lissencephaly type-1-like homology/C-terminal to LisH) που ρυθµίζουν τη δέσµευση στους 

µικροσωληνίσκους κι εποµένως την αγκυροβόληση της πρωτεΐνης στον κυτταροσκελετό, ενώ το ίδιο 

µοτίβο έχει δειχθεί πως εµπλέκεται στον οµοδιµερισµό πρωτεϊνών που το φέρουν (Mateja et al. 2006). 

Ένα τέταρτο µοτίβο, το CRA (CT11- RanBPM) (Menon, Gibson, and Pastore 2004) που αποτελείται 

από εκατό περίπου αµινοξέα στο καρβοξυ-τελικό άκρο της RanBPM, κρίνεται σηµαντικό για την 

αλληλεπίδραση αυτής µε την πρωτεΐνη FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein), χωρίς όµως να 

του έχει αποδοθεί ακόµη κάποια επιπλέον ιδιότητα. 
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Εικ1.17 Σχηματική απεικόνιση των χαρακτηριστικών δομικών μοτίβων αλληλεπίδρασης με άλλες πρωτεΐνες 

της ανθρώπινης RanBPM (Suresh, Ramakrishna, and Baek 2012). 

 

1.7.2 Οι πρωτείνικές αλληλεπιδράσεις της RanBPM. 

1.7.2.1 Συµµετοχή στη σταθερότητα πρωτεϊνών. 

 Η RanBPM έχει χαρακτηριστεί ως ενεργοποιητής αποπτωτικών σηµατοδοτικών µονοπατιών στα 

κύτταρα HeLa (Atabakhsh et al. 2009). Η υπερέκφρασή της ενεργοποιεί τη δραστικότητα της 

κασπάσης-3 και επάγει τον κυτταρικό θάνατο, ενώ η καταστολή της αυξάνει την κυτταρική επιβίωση 

σε συνθήκες έντονου στρες (ακτινοβολία). Κατόπιν ακτινοβόλησης των κυττάρων και βλάβης του 

DNA, παρατηρήθηκε µετατόπιση της RanBPM από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασµα, γεγονός που 

υποστηρίζει τη δράση της ως ρυθµιστής ενδογενών µονοπατιών κυτταρικού θανάτου. Ως 

προαποπτωτική πρωτεΐνη, η RanBPM δεσµεύεται και τροποποιεί τη λειτουργικότητα και τη 

σταθερότητα άλλων πρωτεϊνών που ελέγχουν την απόπτωση όπως η p73. H αλληλεπίδραση των δύο 

αυτών πρωτεϊνών, οδηγεί σε µετατόπιση της RanBPM από το κυτταρόπλασµα στον πυρήνα και 

σταθεροποίηση της p73 µέσω παρεµπόδισης της αποικοδόµησής της από το πρωτεάσωµα (Kramer et 

al. 2005). 
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 Σε µία ανεξάρτητη, σχετικά πρόσφατη µελέτη, δείχθηκε πως η RanBPM αλληλεπιδρά µε την 

ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη Mgl-1 (mammalian lethal giant larvae-1), ενισχύοντας τα πρωτεϊνικά της 

επίπεδα και επεκτείνοντας το χρόνο ηµιζωής της, µέσω παρεµπόδισης της αποικοδόµησής της (Suresh 

et al. 2010). Οι δύο προαναφερθείσες αλληλεπιδράσεις µε την p73 και την Mgl-1, θα µπορούσαν 

ν΄αποδώσουν στη RanBPM ένα ρόλο πρωτεϊνικού σταθεροποιητή. Λαµβάνοντας ακόµη υπ’όψιν και 

την αλληλεπίδραση της τελευταίας µε το ένζυµο απo-ουβικιτίνωσης USP11 (Ideguchi et al. 2002), θα 

προέκυπτε ένα υποθετικό µοντέλο δράσης, σύµφωνα µε το οποίο η RanBPM διαµεσολαβεί 

ενδεχοµένως στην προσέγγιση της USP11 µε τις p73 και Mgl-1 κι εποµένως στην αναστολή 

αποικοδόµησής τους. 

1.7.2.2 Συµµετοχή στη ρύθµιση αναπτυξιακών κυτταρικών διαδικασιών. 

 Το γονίδιο της RanBPM έχει αναγνωριστεί ως απαραίτητο για τη φυσιολογική ανάπτυξη των 

γονάδων και στα δύο φύλα (Puverel et al. 2011). Αρσενικοί ποντικοί στους οποίους το γονίδιο της 

RanBPM είχε απαλειφθεί (RanBPM
-
/
-
), εµφάνισαν ατροφία στις γονάδες και κατά συνέπεια µειωµένο 

πολλαπλασιασµό των σπερµατογονίων µετά τη γέννησή τους. Οµοίως και στα θηλυκά ποντίκια, η 

απαλοιφή της RanBPM, οδήγησε σε µη φυσιολογικό σχηµατισµό των ωοθηκών λόγω απώλειας 

πληθυσµού των γεννητικών κυττάρων στο τέλος της πρόφασης Ι. 

 Και στην περίπτωση όµως της ανάπτυξης των µυοινιδίων στο γραµµωτό µυ, η RanBPM φαίνεται 

να διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο, αλληλεπιδρώντας µε την περιοχή Rho-GEF (Rho-guanine 

nucleotide exchange factor) της πρωτεΐνης obscurin, η οποία ρυθµίζει το σηµατοδοτικό µονοπάτι της 

µορφογένεσης του µυός (Bowman et al. 2008).  

1.7.2.3 Η RanBPM ως ρυθµιστική πρωτεΐνη της µεταγραφικής ενεργότητας. 

 Η RanBPM αλληλεπιδρά µε πολλούς µεταγραφικούς παράγοντες, επάγοντας ή καταστέλλοντας την 

ενεργότητά τους. Χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελεί ο υποδοχέας ανδρογόνων (androgen receptor, 

AR), ένας µεταγραφικός παράγοντας µε δράση εξαρτώµενη από το υπόστρωµά του, απαραίτητος για 

τη φυσιολογική ανάπτυξη του προστάτη αδένα. Ανήκει σε µία µεγάλη οικογένεια υποδοχέων 

στεροειδών µαζί µε τον υποδοχέα προγεστερόνης και τον υποδοχέα γλυκοκορτικοειδών 

(Glucocorticoid Receptor, GR). Η RanBPM, υπερεκφραζόµενη σε κυτταρική σειρά προστάτη (PC3) 

επάγει ειδικά τόσο την ενεργοποίηση του υποδοχέα ανδρογόνων, αλληλεπιδρώντας µαζί του σε 

πολλαπλές περιοχές, όσο και εκείνη του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών. Αντίθετα, καµία µεταβολή 
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δεν παρατηρείται στην ενεργότητα του υποδοχέα οιστρογόνων (Rao et al. 2002). Η RanBPM 

επιπρόσθετα, µέσω του αµινοτελικού της άκρου, αλληλλεπιδρά µε τον υποδοχέα της ορµόνης του 

θυρεοειδούς (thyroid hormone receptor, TR) ενεργοποιώντας τον, κατά τρόπο ανεξάρτητο της 

πρόσδεσης σε αυτόν υποστρώµατος (Poirier, Laflamme, and Langlois 2006).  

 Η RanBPM έχει δειχθεί να αλληλεπιδρά µε µόρια κυτταρικής συνάφειας (Denti et al. 2004; Cheng, 

Lemmon, and Lemmon 2005). Το αντιγόνο LFA-1 (Leukocyte- or lymphocyte-function-associated 

antigen 1) είναι ένα µέλος της οικογένειας των ιντεγκρινών, απαραίτητο σε πολλά στάδια της 

ανοσολογικής απόκρισης και εµπλεκόµενο άµεσα στην αιτιολογία διαφόρων φλεγµονωδών νόσων. 

Ειδικότερα, η LFA-1, διαµεσολαβεί στις διακυτταρικές αλληλεπιδράσεις και ως υποδοχέας 

σηµατοδοτικού µονοπατιού, ρυθµίζει την κυκλοφορία και ενεργοποίηση των λευκοκυττάρων. Στη 

µελέτη των Denti S. και συνεργατών, διαπιστώθηκε η φυσική αλληλεπίδραση των RanBPM και LFA-

1 και πως η πρώτη υπερ-εκφραζόµενη σε κύτταρα COS7 επάγει τη µεταγραφική ενεργότητα της 

δεύτερης. Φάνηκε επίσης πως στην υπερ-φωσφορυλιωµένη της µορφή η ενδογενής RanBPM 

εντοπίζεται στην κυτταρική µεµβράνη, ενώ στη µη φωσφορυλιωµένη στο κυτταρόπλασµα, 

καθιστώντας την έτσι ένα µόριο που λειτουργεί ιδανικά ως πλατφόρµα σύνδεσης ποικίλων 

σηµατοδοτικών µονοπατιών που ξεκινούν από το περιβάλλον του κυττάρου και καταλήγουν στον 

πυρήνα. Κάτι τέτοιο παρατηρείται και στα Β-λεµφοκύτταρα, όπου η RanBPM αλληλεπιδρώντας µε το 

αντιγόνο CD39 µέσω του µοτίβου της SPRY, συµµετέχει και πάλι σε µηχανισµούς φλεγµονής (Wu et 

al. 2006).  

 Το συγκεκριµένο µοτίβο SPRY, χρησιµεύει όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, για την 

αλληλεπίδραση της RanBPM, in vitro και in vivo, µε τον υποδοχέα τυροσινικής κινάσης του 

αυξητικού παράγοντα ηπατοκυττάρων ΜΕΤ (Wang, Li, et al. 2002). Ο αυξητικός παράγοντας 

ηπατοκυττάρων HGF (hepatocyte growth factor), είναι µία πολυλειτουργική κυτοκίνη που ελέγχει την 

αύξηση, τη µορφογένεση και την κινητικότητα των κυττάρων. O υποδοχέας ΜΕΤ φαίνεται να υπερ-

εκφράζεται σε πολλούς τύπους καρκίνου του ανθρώπου, ενώ η RanBPM µέσω της φυσικής της 

αλληλεπίδρασης, η οποία ενισχύεται ακόµη περισσότερο παρουσία του HGF, ενεργοποιεί το 

σηµατοδοτικό µονοπάτι Ras-Erk-SRE, στρατολογώντας την πρωτεΐνη Sos.  
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1.7.2.4 Η δράση της RanBPM σε κύτταρα του νευρικού συστήµατος. 

 Σε πολλές µελέτες έχει επισηµανθεί ο σηµαντικός ρόλος των αλληλεπιδράσεων της RanBPM µε 

πρωτεΐνες που εµπλέκονται σε λειτουργίες των κυττάρων του νευρικού συστήµατος. Οι 

νευροτροφίνες (Neurοtrophins, NTs) είναι απαραίτητες για τη φυσιολογική ανάπτυξη και την 

ωρίµανση του νευρικού συστήµατος και η βιολογική τους δράση εξαρτάται από δύο τύπους 

υποδοχέων: εκείνους της οικογένειας Trk (tropomyosin-related kinases) (Yuan et al. 2006) και τον 

p75NTR (pan-neurotrophin receptor 75 kDa) (Bai, Chen, and Huang 2003). Αλληλεπιδρώντας η 

RanBPM µε τον TrkA, παρεµποδίζει την επαγόµενη από το νευρικό αυξητικό παράγοντα (NGF, nerve 

growth factor) µεταγραφή γονιδίων. Αντίθετα, στην περίπτωση αλληλεπίδρασης µε τον TrkΒ, η 

RanBPM ενισχύει το επαγόµενο από τον BDNF (brain-derived neurotrophic factor) σηµατοδοτικό 

µονοπάτι MAPK (mitogen-activated protein kinase)/Akt (Yin et al. 2010). Σηµειώνεται πως ο 

νευροτροφικός παράγοντας BDNF εµπλέκεται σε διαδικασίες νευρωνικής επιβίωσης σε συνθήκες 

στρες, διαφοροποίησης και µορφογένεσης, γι’ αυτό και η περαιτέρω µελέτη της RanBPM ως 

ρυθµιστικού µορίου τέτοιων µηχανισµών αποκτά ιδιαίτερο ενδιαφέρον.  

 Η RanBPM αλληλεπιδρά µε τον υποδοχέα Plexin-A, διαµεσολαβώντας στο µονοπάτι των 

εκκρινόµενων πρωτεϊνών Semaphorin3A, οι οποίες λειτουργούν ως σήµατα καθοδήγησης των αξόνων 

των κυττάρων κατά τη νευρωνική µετανάστευση (Togashi, Schmidt, and Strittmatter 2006). 

Παράλληλα, έχει δειχθεί ν’ αλληλεπιδρά και µε την L1, ένα µόριο προσκόλλησης των νευρικών 

κυττάρων, που συµµετέχει κι εκείνο σε αναπτυξιακές διαδικασίες όπως ο σχηµατισµός των νευριτών, 

η δηµιουργία δεσµίδων αξόνων, η µυελινοποίηση και η µετανάστευση των πρόδροµων νευρωνικών 

κυττάρων (Cheng, Lemmon, and Lemmon 2005). Ειδικότερα για την ανάπτυξη των νευριτών, η L1 

ενεργοποιεί το µονοπάτι ERK και η RanBPM, υπερ-εκφραζόµενη σε πρωτογενείς καλλιέργειες 

φλοιϊκών νευρώνων, εν µέρει το αναστέλλει.  

 Η RanBPM εκφράζεται σε αρκετές περιοχές του εγκεφάλου, µεταξύ των οποίων και στον 

αµφιβληστροειδή. Εκεί, περιορίζεται σε µία εσωτερική κυτταρική στιβάδα που χαρακτηρίζεται από 

πολυάριθµες συνάψεις και συν-εντοπίζεται µε σηµαντικό αριθµό ισοµορφών υποδοχέων γλουταµικού 

οξέος (mGlu). H αλληλεπίδρασή της µε τους περισσότερους από αυτούς τους υποδοχείς, υποδηλώνει 

κι έναν ενδεχόµενο ρόλο της RanBPM στη ρύθµιση της συναπτικής διαβίβασης (Seebahn, Rose, and 

Enz 2008). 
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 Μία ακόµη ενδιαφέρουσα αλληλεπίδραση της RanBPM είναι εκείνη µε τον παράγοντα 

ενεργοποίησης της µεταγραφής TAF4. O TAF4 ανήκει σε µία οµάδα εξελικτικά συντηρηµένων 

πρωτεϊνών (TBP-associated factors, TAFs) και µαζί µε την πρωτεΐνη TBP (TATA-binding protein), 

αποτελούν τα κυρίαρχα συστατικά του συµπλέγµατος µε το µεταγραφικό παράγοντα IID 

(transcription factor IID, TFIID). Έτσι, οι πρωτεΐνες TAFs συµµετέχουν άµεσα στην αναγνώριση του 

υποκινητή ή την τροποποίηση γενικών µεταγραφικών παραγόντων, ώστε να διευκολυνθεί η έναρξη 

της µεταγραφής. O TAF4 συµµετέχει στη µεταγραφική ρύθµιση γονιδίων µέσω αλληλεπίδρασης µε 

τον παράγοντα CREB, ο οποίος µε τη σειρά του εµπλέκεται στην ανάπτυξη και επιµήκυνση των 

νευριτών κατά τη νευρωνική διαφοροποίηση. Σηµειώνεται πως ο  TΑF4 σχετίζεται και µε  

µηχανισµούς νευροεκφυλισµού, καθώς αλληλεπιδρά µε τη χαντιγκτίνη (Huntingtin) τροποποιώντας 

την εξαρτώµενη από CREB και Sp1 µεταγραφή γονιδίων. Η RanBPM συν-εντοπίζεται και 

αλληλεπιδρά µε την TAF4 in vitro και in vivo στο αναπτυσσόµενο ΚΝΣ, ενώ η υπερ-έκφραση των 

δύο µορίων σε νευρικά βλαστικά κύτταρα από εγκέφαλο αρουραίου, ανέδειξε τη συνεργιστική τους 

δράση στην αύξηση του αριθµού των νευριτών, όχι όµως και του συνολικού µήκους αυτών 

(Brunkhorst et al. 2005). 

1.7.2.5 Η δράση της RanBPM στον κυτταρικό κύκλο.  

 Ο ρόλος της RanBPM στον κυτταρικό κύκλο είναι συνυφασµένος µε την κινάση CITK (citron 

kinase), η οποία έχει δειχθεί να συµµετέχει στη ρύθµιση του πολλπλασιασµού των πρόδροµων 

νευρικών κυττάρων και πιο συγκεκριµένα σε µιτώσεις που συνδυάζονται µε νευρογένεση. 

Μεταλλαγές στη CITK οδηγούν σε µη οµαλή µίτωση, αποτυχηµένη κυτοκίνηση και κυτταρικό θάνατο 

των πρόδροµων νευρωνικών κυττάρων κατά την ανάπτυξη του ΚΝΣ. Η RanBPM αλληλεπιδρά µε τη 

CITK, αποκτώντας έναν επιπλέον ρόλο στην πρόοδο του κύκλου των πρόδροµων κυττάρων του 

νεοφλοιού, στην επιφάνεια της κοιλιακής ζώνης (Chang et al. 2010). Η καταστολή της ενδογενούς 

RanBPM στον αναπτυσσόµενο νεοφλοιό αρουραίου, είχε ως αποτέλεσµα την αύξηση του αριθµού 

των κυττάρων που βρίσκονται στη µίτωση µε σύγχρονη επιβράδυνση της εισόδου τους στην 

κυτοκίνηση. Ο µηχανισµός λειτουργίας της RanBPM, βάσει και του υποθετικού µοντέλου που 

προτείνεται στη µελέτη αυτή, φαίνεται να είναι τόσο εξαρτώµενος όσο και ανεξάρτητος της κινάσης 

CITK.  

 Η YPEL5 αποτελεί ένα µέλος της οικογένειας των YPEL γονιδίων που είναι καλά συντηρηµένα 

στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς και σχετίζονται µε διαδικασίες κυτταρικής διαίρεσης. Σε µία 
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πρόσφατη σχετικά µελέτη τόσο η RanBPM όσο και η RanBP10 ταυτοποιήθηκαν ως άµεσα 

αλληλεπιδρούσες πρωτεΐνες µε την YPEL5, παρέχοντας περαιτέρω ενδείξεις για ενδεχόµενο 

ρυθµιστικό ρόλο τους στην πρόοδο του κυτταρικού κύκλου (Hosono et al. 2010).  

1.7.2.6 Η αλληλεπίδραση της RanBPM µε την Mirk/Dyrk1B. 

Όπως αναφέρθηκε και στη παράγραφο 1.5.2.2, η κινάση Mirk/Dyrk1B κατέχει ιδιαίτερα σηµαντικό 

ρόλο στην πρόοδο του κυτταρικού κύκλου, ενώ έχει δειχθεί να αλληλεπιδρά και µε τη RanBPM (Zou 

et al. 2003). Πρόκειται για µία κινάση σερίνης-θρεονίνης, που εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα στο 

φυσιολογικό σκελετικό µυ, σε πολλές καρκινικές σειρές και σε χαµηλότερα σε άλλους φυσιολογικούς 

ιστούς. Πέραν της κυκλίνης D1 την οποία φωσφορυλιώνει στην Τ288 επάγοντας την αποικοδόµησή 

της, υποστρώµατα της Mirk/Dyrk1B αποτελούν επίσης η MBP (Myelin Basic Protein) ή ο 

µεταγραφικός παράγοντας HNF1a. Στη ίδια µελέτη των Zou και συνεργατών (Zou et al. 2003), η 

RanBPM, µέσω της φυσικής της αλληλεπίδρασης µε την κινάση Mirk/Dyrk1B, παρεµποδίζει τη 

δράση της τελευταίας και ενισχύει ακόµη περισσότερο το σηµατοδοτικό µονοπάτι που ξεκινά από τον 

υποδοχέα ΜΕΤ και ρυθµίζει την κινητικότητα των επιθηλιακών κυττάρων πνεύµονα Mv1Lu.  

Επιπλέον, λόγω της αλληλεπίδρασής της και µε την κινάση Dyrk1A, µέλος την ευρύτερης οικογένειας 

των κινασών minibrain, η οποία εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα στον εγκέφαλο, ο ρόλος της RanBPM 

επεκτείνεται και στα κύτταρα του νευρικού συστήµατος.  

1.8 ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ∆ΙΑΤΡΙΒΗΣ. 

 Σκοπό της παρούσας διατριβής, απετέλεσε η ταυτοποίηση των άγνωστων πρωτεϊνικών 

αλληλεπιδράσεων της νευροειδικής πρωτεΐνης BM88/Cend1, προκειµένου να διαλευκανθεί το 

σηµατοδοτικό µονοπάτι µέσω του οποίου επιτελεί το διπλό της ρόλο: την έξοδο από τον κυτταρικό 

κύκλο των πρόδροµων νευρωνικών κυττάρων και τη διαφοροποίησή τους σε ώριµους νευρώνες. 

Βάσει προγενέστερων µελετών του εργαστηρίου, είχε δειχθεί in vitro και in vivo πως δύο είναι τα 

κυριότερα µονοπάτια στα οποία φαίνεται να εµπλέκεται η Cend1: εκείνο της cyclin D1/pRb που 

διαδραµατίζει κοµβικό ρόλο κατά τη µετάβαση G1/S του κυτταρικού κύκλου και εκείνο του Notch 

που θεωρείται από τα σηµαντικότερα στη διαδικασία της διαφοροποίησης.  

 Καθώς η πρωτεΐνη RanBPM είχε αναδειχθεί από προκαταρκτικές µελέτες ως υποψήφια 

αλληλεπιδρούσα µε τη Cend1, επιχειρήθηκε αρχικά η επιβεβαίωση αυτής της αλληλεπίδρασης µε 

βιοχηµικές µεθόδους και στη συνέχεια µελετήθηκε in vitro το αποτέλεσµα της αλληλεπίδρασης των 
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δύο µορίων στον πολλαπλασιασµό και τη διαφοροποίηση σε κύτταρα νευροβλαστώµατος ποντικού 

Neuro-2a.  

 Προκειµένου να ερµηνευθεί περαιτέρω ο µηχανισµός µε τον οποίο οι Cend1 και RanBPM 

παρεµβαίνουν στον κυτταρικό κύκλο, αναζητήθηκαν βιβλιογραφικά επιπρόσθετοι πρωτεϊνικοί 

συνεργάτες της RanBPM, µε το ενδιαφέρον να εστιάζεται στην κινάση σερίνης/θρεονίνης 

Mirk/Dyrk1B, η οποία συµµετέχει σ’ ένα εναλλακτικό µονοπάτι ρύθµισης των επιπέδων της κυκλίνης 

D1. Ως επόµενος στόχος της διατριβής, τέθηκε η διερεύνηση του ρόλου της Mirk/Dyrk1B στα 

κύτταρα Neuro-2a, καθώς και η συνδυασµένη δράση της µε τις RanBPM και Cend1 ως προς τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασµό και τη διαφοροποίηση.  

 Τέλος, η έκφραση των τριών πρωτεϊνών εξετάστηκε και σε πρωτογενείς καλλιέργειες φλοιικών 

νευρώνων αλλά και σε εγκεφάλους ποντικών αγρίου τύπου και Cend1-/- ως ένα πρώτο βήµα 

µελλοντικής τους µελέτης in vivo.  
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2.ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

2.1 ΥΛΙΚΑ 

2.1.1 ΧΗΜΙΚΑ ΚΑΙ ΒΙΟΛΟΓΙΚΑ ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ 

2.1.1.1 Χηµικά αντιδραστήρια 

• Κοινά χηµικά αναλυτικού βαθµού (BDH, Sigma, Biorad, Merk, Promega) καθώς και χηµικά υψηλού 

 βαθµού καθαρότητας 99%, ελεύθερα από DNAάσες και RNAάσες, χρησιµοποιήθηκαν για τις 

 τεχνικές Βιοχηµείας και Μοριακής Βιολογίας. 

• Οι στρογγυλές καλυπτρίδες που χρησιµοποιήθηκαν για την καλλιέργεια ευκαρυωτικών κυττάρων 

 επιστρώθηκαν µε διάλυµα υδροβρωµιδίου της πολύ-L-λυσίνης (poly-L-lysine Hydrobromide) από την 

 εταιρία Sigma.  

• Ως αναστολέας της ενεργότητας της κινάσης Dyrk1Β, χρησιµοποιήθηκε η χηµική ουσία χαρµίνη 

 Harmine) από την εταιρία Ascent Scientific. 

• Για την εµφάνιση των ανοσοαποτυπωµάτων και αυτοραδιογραφιών χρησιµοποιήθηκαν υγρά 

 εµφάνισης Κodak (X-Ray developer, X-Ray fixer).    

• Για όλα τα διαλύµατα χρησιµοποιήθηκε δις-απεσταγµένο και απιονισµένο νερό (d.d.H2O). Όπου 

 χρειαζόταν ακολουθούσε υγρή αποστείρωση σε κλίβανο για 20 λεπτά υπό πίεση 15 lb/in
2
 ή 

 φιλτράρισµα µέσα από φίλτρα µε διάµετρο πόρων 0,2 µm (Sterile Acrodisc, Gelman).  

 

2.1.1.2 Υλικά κυτταροκαλλιέργειας 

• DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) από την εταιρία Gibco. 

2.1.1.3 Οροί 

• FCS (Fetal Calf Serum, ορός από έµβρυο βοδιού) από την εταιρία Gibco. 

• NGS (Normal Goat Serum, ορός αίγας) από την εταιρία Chemicon. 

• NDS (Normal Donkey Serum, ορός όνου) από την εταιρία Chemicon 
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2.1.1.4 Ένζυµα  

• Για την αποκόλληση των ευκαρυωτικών κυττάρων από το υπόστρωµα των φλασκών καλλιέργειας 

 χρησιµοποιήθηκε το διάλυµα Τρυψίνη/EDTA της εταιρίας Gibco. 

• Περιοριστικές ενδονουκλεάσες BamHI, EcoRI ,SmaI, XhoI, HIndIII, και άλλες από την εταιρία New 

 England Biolabs. 

• Phusion DNA πολυµεράση, από την εταιρία Finnzymes. 

• Αλκαλική φωσφατάση από την εταιρία Roche. 

• T4 DNA λιγάση από την εταιρία Roche. 

• Τ7 RNA πολυµεράση από την εταιρία Promega. 

 

2.1.1.5 Αντισώµατα και µόρια ιχνηθέτησης  

 Για τις τεχνικές ανοσοφθορισµού σε κύτταρα καθώς και για τα ανοσοαποτυπώµατα (western blot) 

χρησιµοποιήθηκαν τα πρωτογενή και δευτερογενή αντισώµατα που αναγράφονται στους παρακάτω 

πίνακες:  
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• Πίνακας 2.1. Πρωτογενή αντισώµατα 

Αντιγόνο Χαρ/κά Αντιγόνου Ξενιστής Τύπος  

αντισώματος 

Εταιρεία 

Cend1/BM88 Νευροειδική πρωτεΐνη Κουνέλι  Πολυκλωνικό 
Παρασκευάζεται  

στο εργαστήριο 

Dyrk1B Κινάση σερίνης/θρεονίνης Κουνέλι  Πολυκλωνικό Cell Signaling 

Dyrk1B Κινάση σερίνης/θρεονίνης Κουνέλι  Μονοκλωνικό Abcam 

Dyrk1A Κινάση σερίνης/θρεονίνης Κουνέλι  Πολυκλωνικό Cell Signaling 

FLAG Επίτοπος χιμαιρικών πρωτεϊνών Ποντικός  Μονοκλωνικό Sigma-Aldrich 

FLAG M2 

FITC conjugated 
Επίτοπος χιμαιρικών πρωτεϊνών Ποντικός  Μονοκλωνικό Sigma-Aldrich 

FLAG M2  

HRP conjugated 
Επίτοπος χιμαιρικών πρωτεϊνών Ποντικός  Μονοκλωνικό Sigma-Aldrich 

RanBPM 
Πρωτεΐνη με πυρηνικό  

και κυτταροπλασματικό εντοπισμό 

Αίγα  

 
Πολυκλωνικό Abcam 

Cyclin D1 
Κυκλίνη με κομβικό ρόλο στην  

G1/S φάση του κυτταρικού κύκλου 
Ποντικός  Μονοκλωνικό Santa Cruz 

β-tubulin Πρωτεΐνη του κυτταροσκελετού Κουνέλι Πολυκλωνικό Santa Cruz 

β-actin Πρωτεΐνη του κυτταροσκελετού Αίγα  Πολυκλωνικό Santa Cruz 

GAPDH Ένζυμο της γλυκόλυσης Ποντικός Μονοκλωνικό Santa Cruz 

PH3 Πρωτεΐνη νουκλεοσωμάτων Κουνέλι Πολυκλωνικό Upstate 

BrdU 
Μάρτυρας πολλαπλασιαζόμενων  

κυττάρων 
Αρουραίος Πολυκλωνικό 

Oxford  

biotechnology 

 

 

• Πίνακας 2.2. ∆ευτερογενή αντισώµατα 

Αντίσωμα Συζευγμένος ιχνηθέτης  Ξενιστής Αραίωση Εταιρεία 

Rabbit IgG (H+L) HRP Αίγα  1/1000 (WB) Thermo 

Mouse IgG (H+L) HRP Αίγα  1/1000 (WB) Thermo 

Goat IgG HRP Όνος  1/2000 (WB) Santa Cruz Biotechnology 

Mouse IgG AlexaFluor 488 (πράσινο) Αίγα  1/300 (IF) Molecular Probes (Invitrogen) 

Mouse IgG AlexaFluor 546 (κόκκινο) Αίγα  1/300 (IF) Molecular Probes (Invitrogen) 

Mouse IgG AlexaFluor 647 (μπλε) Όνος 1/300 (IF) Molecular Probes (Invitrogen) 

Rabbit IgG AlexaFluor 488 (πράσινο) Αίγα  1/300 (IF) Molecular Probes (Invitrogen) 

Rabbit IgG AlexaFluor 546 (κόκκινο) Αίγα  1/300 (IF) Molecular Probes (Invitrogen) 

Rabbit IgG AlexaFluor 647 (μπλε) Όνος 1/300 (IF) Molecular Probes (Invitrogen) 

Rat IgG AlexaFluor 488 (πράσινο) Αίγα  1/300 (IF) Molecular Probes (Invitrogen) 

Rat IgG AlexaFluor 546 (κόκκινο) Αίγα  1/300 (IF) Molecular Probes (Invitrogen) 

Goat IgG AlexaFluor 488 (πράσινο) Όνος  1/300 (IF) Molecular Probes (Invitrogen) 

Goat IgG AlexaFluor 546 (κόκκινο) Όνος  1/300 (IF) Molecular Probes (Invitrogen) 
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• Για την ιχνηθέτηση των πυρήνων των κυττάρων µε σκοπό την παρατήρησή τους σε µικροσκόπιο 

φθορισµού χρησιµοποιήθηκαν οι χρωστικές Hoechst (bisbenzimide) και ΤΟ-PRO-3 της εταιρίας 

Molecular Probes. 

 

2.1.1.6 Αντιβιοτικά 

• Για την προστασία των καλλιεργειών ευκαρυωτικών κυττάρων, από βακτηριακές µολύνσεις, 

 χρησιµοποιήθηκαν τα αντιβιοτικά Πενικιλίνη-Στρεπτοµυκίνη της εταιρίας Gibco. 

• Για τις βακτηριακές καλλιέργειες χρησιµοποιήθηκε  το αντιβιοτικό αµπικιλίνη (Bristol). 

 

2.1.1.7 Ραδιενεργά υλικά 

•  20 µCi 
35

S-methionine 

 

2.1.1.8 Αναισθητικά  

• Isoflurane (Forenium, από την εταιρία ABBOTT), αναισθητικό δι’ εισπνοής, για την 

 αναισθητοποίηση των ποντικών 

2.1.1.9 Άλλα βιολογικά αντιδραστήρια 

 

• Αντιδραστήρια της QIAGEN (Maxi and mini Plasmid Purification Kit) για τη συστηµατοποιηµένη 

 µέθοδο αποµόνωσης σε µεγάλη κλίµακα, πλασµιδιακού DNA από βακτηριακές καλλιέργειες. 

• Αντιδραστήρια της QIAGEN (QIAquick  Gel Extraction Kit) για τη συστηµατοποιηµένη µέθοδο 

 αποµόνωσης DNA από πηκτώµατα αγαρόζης. 

• Αντιδραστήρια της QIAGEN (QIAquick PCR Purification Kit)  για τη συστηµατοποιηµένη µέθοδο 

 καθαρισµού των προϊόντων αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης, µε σκοπό τη χρήση τους σε 

 κλωνοποίηση. 

• Αντιδραστήρια της BioRad  (Dc Protein Assay), για την ποσοτικοποίηση της συγκέντρωσης των 

 πρωτεϊνών σε κυτταρικά εκχυλίσµατα, κατά Lowry.  
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• Για την ανίχνευση αντιγόνων από συν-ανοσοκατακρηµνίσεις, που έχουν διαχωριστεί σε πηκτώµατα 

 πολυακρυλαµίδης κι έχουν αποτυπωθεί  σε µεµβράνες νιτροκυτταρίνης, χρησιµοποιήθηκε το 

 αντιδραστήριο της Thermo, Clean Blot IP Detection  reagent. 

• Για την in vitro µεταγραφή και µετάφραση ραδιενεργά σεσηµασµένων πρωτεϊνών, σε σύστηµα 

 δικτυοερυθροκυττάρων κουνελιού, χρησιµοποιήθηκαν τα αντιδραστήρια της Promega (TNT T7 

 Coupled Reticulocyte Lysate System). 

• Για τα πειράµατα ανοσοκατακρηµνίσεων χρησιµοποιήθηκαν σφαιρίδια αγαρόζης µε πρωτεΐνη Α από 

 την εταιρία Thermo. 

• Για τα πειράµατα GST-καταβυθίσεων, χρησιµοποιήθηκαν σφαιρίδια σεφαρόζης µε γλουταθειόνη από 

 την εταιρία GE Healthcare.  

• Πρωτεϊνικοί δείκτες µε εύρος 10-170 kDa από την εταιρία Fermentas, χρησιµοποιήθηκαν για τις 

 ηλεκτροφορήσεις πρωτεϊνών σε πηκτώµατα πολυακρυλαµίδης. 

• ∆είκτες νουκλεϊκών οξέων µε εύρος 100 bp-1,5 Kb και 500 bp-10 Kb από την εταιρία New England 

 Biolabs, χρησιµοποιήθηκαν για τις ηλεκτροφορήσεις νουκλεϊκών οξέων σε πηκτώµατα αγαρόζης. 

 

2.1.2 ∆ΙΑΛΥΜΑΤΑ 

2.1.2.1 Θρεπτικά υλικά κυτταροκαλλιέργειας 

DMEM χωρίς ορό 

DMEM 500 ml 

Πενικιλίνη/Στρεπτοµυκίνη 1 % κ.ό 

DMEM µε ορό 

DMEM 500 ml 

Πενικιλίνη/Στρεπτοµυκίνη 1% κ.ό 

FCS 10% κ.ό 

2.1.2.2 Θρεπτικά υλικά για βακτηριακές καλλιέργειες 

LB (Luria-Bertani) pH 7.5 (1 lt) 

NaCl 10 g 

Bacto-tryptone 10 g 

Yeast-extract 5 g 

Για τις στερεές καλλιέργειες προστίθενται 15 g Agar/lt υλικού 
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2.1.2.3 Ρυθµιστικά διαλύµατα 

10Χ ΤΒΕ (∆ιάλυµα ηλεκτροφόρησης νουκλεϊκών οξέων) (1L) 

Tris 108 g 

Boric acid 55 g 

EDTA  7,5 g 

ή διάλυµα EDTA (pH 8.0) 40 ml 

10Χ PBS (pH 7.4)(1L) 

NaCl 80 g 

Na2HPO4 x (2H2O) 14,4 g 

ή Na2HPO4 x (7H2O) 10,84 g 

KCl 2 g 

KH2PO4 2,4 g 

10X TBS (pH 7.4)(1L) 

Tris 60,75 g 

NaCl 87,66 g 

2X HBS (pH 7.05) 

HEPES (pH 7.05) 

KCl 10 mM 

Dextrose 12 mM 

NaCl 280 mM 

Na2HPO4  1,5 mM 

TE (1:0.1) 

Tris-HCl (pH 8.0) 10 mM 

EDTA (pH 8.0) 1 mM 

10X ρυθµιστικό διάλυµα Klenow 

Tris-HCl (pH 7.5) 0,5 mM 

MgCl2 0,1 mM 

DTT 10 mM 

BSA 0,5 mg/ml 

5X Ρυθµιστικό διάλυµα λιγάσης 

Tris-Cl, pH 7.6   250 mM  

MgCl2 50 mM 

ATP 5 mM 
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DTT 25% κ.β.  

PEG 8.000 5 mM 

10X Ρυθµιστικό διάλυµα αποφωσφορυλίωσης 

Tris-Cl (pH 8.5) 0,5 Μ 

EDTA (pH 8.0) 1 mM 

10X cocktail inhibitors (µίγµα αναστολέων πρωτεασών)  

Tris pH 7.4 (1M) 100 mM  

EDTA pH 8.0 (0.5 M) 10 mM  

Aprotinin (5 mg/ml) 50 µg/ml  

Pepstatin A (5 mg/ml) 50 µg/ml  

Leupeptin (5 mg/ml) 50 µg/ml  

PMSF (100 mM) 0,5 mM  

6X ρυθµιστικό διάλυµα φόρτωσης δειγµάτων DNA (DNA loading buffer) 

Bromophenol blue 0,25% κ.ό 

Σακχαρόζη  40% κ.ό 

6X ρυθµιστικό διάλυµα φόρτωσης δειγµάτων RNA (RNA loading buffer) (10 ml) 

Φορµαµίδιο 4.8 ml 

MOPS 10x 1,066 ml 

Φορµαλδεΰδη 37% 1,733 ml 

H2O 1,733 ml 

Γλυκερόλη 100%  668 µl 

Bromophenol blue 0,1% κ.ό 

2.1.2.4 ∆ιαλύµατα τεχνικών πρωτεοµικής 

∆ιάλυµα ακρυλαµιδίου 30% κ.ό 

Aκρυλαµίδιο 29,2% κ.ό 

Ν,Ν-µεθυλεν-δις-ακρυλαµίδιο 0,8% κ.ό 

Πήκτωµα διαχωρισµού 12% κ.ό (1 gel) 

dH2O 1,6 ml 

Tris-HCl (pH 8.8)  1,3 ml 

∆ιάλυµα ακρυλαµιδίου (30% κ.ό) 2 ml 

SDS (10%) 50ml 

Yπερθειικό αµµώνιο (APS)(10%) 50ml 

TEMED  2ml 
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Πήκτωµα συµπύκνωσης 5% κ.ό (1 gel) 

dH2O 1,4 ml 

Tris-HCl (pH 6.8)  250 µl 

∆ιάλυµα ακρυλαµιδίου (30% κ.ό) 330 µl 

SDS (10%) 20ml 

Yπερθειικό αµµώνιο (APS)(10%) 20ml 

TEMED  2ml 

∆ιάλυµα ηλεκτροδίων (Electrode buffer) 

Tris-HCl (pH 8.65) 0,025 Μ 

Γλυκίνη 0,192 M 

SDS 0,1% κ.ό 

∆ιάλυµα φόρτωσης πρωτεϊνών 3Χ (SDS loading buffer) 

Tris- HCl pH 6.8 0,24 M 

SDS  3% κ.ό 

β-µερκαπτοαιθανόλη 15% κ.ό 

Γλυκερόλη 30% κ.ό 

Μπλε της βρωµοφαινόλης 0,05% κ.ό 

∆ιάλυµα χρώσης (Stain solution) 

Ισοπροπανόλη 25% κ.ό 

Οξικό οξύ 10% κ.ό 

Coomassie brilliant blue R-250 0,06% κ.ό 

∆ιάλυµα αποχρωµατισµού (Destain solution) 

Ισοπροπανόλη 5% κ.ό 

Οξικό οξύ 10% κ.ό 

∆ιάλυµα ηλεκτροµεταφοράς πρωτεϊνών (Transfer Buffer) 

Γλυκίνη 192 mM 

Tris 25 mM 

Μεθανόλη 20% κ.ό 

Το pH του παραπάνω διαλύµατος ρυθµίζεται µε HCl σε 8.65 

 
∆ιάλυµα Ponceau S για τη χρώση πρωτεϊνικών στυπωµάτων 

Ponceau S 0,2% κ.ό 

ΤCA (τριχλωροξικό οξύ) 3% κ.ό 
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∆ιάλυµα αποχρωµατισµού χρώσης Ponceau S 

1Χ TBS 

∆ιάλυµα κυτταρικής λύσης I (Mild lysis buffer) 

Tris-Cl (pH 7.4) 20 mM 

NaCl 150 mM 

EDTA 0,1 mM 

NP40 0,1% κ.ό 

Cocktail inhibitors  1X 

∆ιάλυµα κυτταρικής λύσης II (RIPA buffer)  

Hepes (pH 7.6)  10 mM 

NaCl  100 mM 

NaF  1 mM 

Na3Vo4  2 mM 

DTT  1 mM 

PMSF  1 mM 

Cocktail inhibitors  1X 

Glycerol  10% 

Sodium Deoxycholate  1% 

SDS 0,10% 

Triton X-100  1% 

Υποτονικό διάλυµα κλασµάτωσης Α (Buffer A) 

HEPES (pH 7.9) (1 M) 10 mM 

MgCl2 (1 M) 1.5 mM 

KCl (2.5 M) 10 mM 

DTT (1 M) 0,5 mM 

Coctail inhibitors 1X 

dH2O έως  τον τελικό όγκο 

∆ιάλυµα σουκρόζης S1 

Σουκρόζη (2,5 Μ) 0,25 mΜ 

MgCl2 (1 M) 10 mM 

Coctail inhibitors 1X 

dH2O έως  τον τελικό όγκο 

∆ιάλυµα σουκρόζης S3 

Σουκρόζη (2,5 Μ) 0,88 mΜ 

MgCl2 (1 M) 0,5 mM 

Coctail inhibitors 1X 
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dH2O έως  τον τελικό όγκο 

∆ιάλυµα χηµειοφωταύγειας Ι (10ml) 

Tris-Cl (pH 8.8) 1.5 M 0,67 ml 

Luminol (250 mM in DMSO) 100 µl 

Coumaric acid (90 mM in DMSO) 44 µl 

Μέχρι τα 10 ml το διάλυµα συµπληρώνεται µε dH2O 

∆ιάλυµα χηµειοφωταύγειας ΙI (10ml) 

Tris-Cl (pH 8.8) 1.5 M 0,67 ml 

H2O2 (30%) 7 µl 

Μέχρι τα 10 ml το διάλυµα συµπληρώνεται µε dH2O 

2.1.2.5 ∆ιαλύµατα ανοσοκυτταροχηµείας και ανοσοφθορισµού 

∆ιάλυµα κάλυψης µη ειδικών θέσεων (Mabs)[1] 

FCS 10% κ.ό. 

Λυσίνη 1,23% κ.ό 

σε PBS 

∆ιάλυµα κάλυψης µη ειδικών θέσεων µε ορό αίγας (Normal Goat Serum Blocking solution) 

NGS 5% κ.ό 

Aζίδιο του Νατρίου 0,02% κ.ό 

σε PBS 

∆ιάλυµα κάλυψης µη ειδικών θέσεων µε ορό όνου (Νοrmal Donkey Serum Blocking solution) 

NGS 5% κ.ό 

Aζίδιο του Νατρίου 0,02% κ.ό 

σε PBS 

∆ιάλυµα επικάλυψης παρασκευασµάτων για µικροσκοπία (Mowiol) 

MOWIOL 4-88 (Calbiochem) 2,4 g 

Γλυκερόλη 6 g 

ddH2O 6 ml 

Tris-Cl 2M (pH 8.5) 12 ml 

 

[1]  Όταν πρόκειται να γίνει ανίχνευση ενδοκυτταρικών αντιγόνων, στα διαλύµατα κάλυψης  

προστίθεται το απορρυπαντικό Triton X-100 στη συγκέντρωση που αναφέρεται στο αντίστοιχο κείµενο.  
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2.1.2.6 Αναστολείς 

Αναστολέας 26S πρωτεασώµατος MG132 (30 µΜ Cτελ) 
 
Αναστολέας Dyrk κινασών χαρµίνη (10 µΜ Cτελ) 
 
2.1.2.7 ∆ιαλύµατα GST-καταβυθίσεων 

GST solution (20 ml) 

20 mM Tris-Cl (pH 7.5) (1 M) 400 µl 

150 mM NaCl (5 M) 600 µl 

1 mM DTT (1 M) 20 µl 

1 mM EDTA (0,5 M) 40 µl 

0.1% Triton X-100 (10%) 200 µl 

1 mM PMSF (0,1 M) 200 µl 

1X cocktail inhibitors (10x) 2 ml 

TNT binding buffer (25 ml) 

20 mM Hepes pH 7.6 (1 M) 500 µl 

150 mM NaCl (5 M) 700 µl 

10 mM KCl (2.5 M) 100 µl 

2.5 mM MgSO4 (1 Μ) 62,5 µl 

0.5 mM DTT (1 M) 12,5 µl 

1% NP40 (10%) 25 µl 

0.1 mM ATP (100 mM)  2,5 ml 

2.1.2.8 ∆ιαλύµατα αποµόνωσης πρωτεϊνών από βακτηριακά έγκλειστα σωµάτια (inclusion bodies) 

∆ιάλυµα επαναδιάλυσης (Solution buffer) pH 8,0 (50 ml) 

1 M Tris-Cl pH 8.0 2,5 ml    

1 M DTT  500 µl 

0.5 M NaEDTA pH 8.0 100 µl 

2% NaAzide 2,5 ml 

25% sucrose 12,5 g 

∆ιάλυµα λύσης (Lysis buffer) pH 8.0 (50 ml)    

1 M Tris-Cl pH 8.0  2,5 ml 

20% Triton X-100 2,5 ml 

10% Na deoxycholate 5 ml 

5 M NaCl  1 ml 
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1 M DTT 2,5 ml 

2% NaAzide 500 µl 

∆ιάλυµα πλύσης µε απορρυπαντικό (Wash buffer with Triton) pH 8,0 (50 ml)      

1 M Tris-Cl pH 8.0  2,5 ml 

20% Triton X-100 2,5 ml 

1 M DTT 1 ml 

0,5 M NaEDTA pH 8.0 100 µl 

2% NaAzide 2,5 ml  

5 M NaCl 50 µl 

∆ιάλυµα πλύσης χωρίς απορρυπαντικό (Wash buffer without Triton) pH 8,0 (50 ml)      

1 M Tris-Cl pH 8.0  2,5 ml 

5 M NaCl 1 ml 

1 M DTT 100 µl 

2% NaAzide 2,5 ml 

0.5 M NaEDTA pH 8.0 50 µl 

∆ιάλυµα επαναπτύχωσης (Refolding buffer) (50 ml)   

1 M Tris-Cl pH 8.0 5 ml  

L-Arginine 4,214 g 

0.5 M NaEDTA pH 8.0 200 µl 

1 M DTT 500 µl 

1X cocktail inhibitors (10X) 5 ml 

2.1.2.9 ∆ιαλύµατα αποµόνωσης πλασµιδιακού DNA σε µικρή και µεγάλη κλίµακα 

∆ιάλυµα Ρ1 (resuspension buffer) 

50 mM Tris-Cl (pH 8.0) 

10 mM EDTA 

100 µg/ml RNase A 

∆ιάλυµα Ρ2 (lysis buffer) 

200 mM NaOH 

1% SDS (w/v) 

∆ιάλυµα Ρ3 (neutralization buffer) 

3.0 M potassium acetate (pH 5.5) 
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∆ιάλυµα QBT (equilibration buffer) 

750 mM NaCl 

50 mM MOPS (pH 7.0) 

15% isopropanol (v/v) 

0,15% Triton X-100 (v/v) 

∆ιάλυµα QC (wash buffer) 

1.0 M NaCl 

50 mM MOPS (pH 7.0) 

15% isopropanol (v/v) 

 
∆ιάλυµα QF (elution buffer) 

1,25 M NaCl 

50 mM Tris-Cl (pH 8.5) 

15% isopropanol (v/v) 

 

2.1.3 ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΖΩΑ 

 

 Τα πειραµατόζωα προέρχονται από το Τµήµα Ζωικών Προτύπων Βιοϊατρικής Έρευνας του 

Ελληνικού Ινστιτούτου Παστέρ. Χρησιµοποιήθηκαν ποντικοί της σειράς C57BL/6J, αγρίου τύπου και 

διαγονιδιακοί, στους οποίους έχει απαλειφθεί το γονίδιο Cend1/BM88.  Οι ποντικοί θυσιάστηκαν σε 

διάφορες ηλικίες µετά τη γέννησή τους προκειµένου ν’ αφαιρεθούν οι εγκέφαλοι και να 

παρασκευαστεί πρωτεϊνικό οµογενοποίηµα ή να γίνουν πρωτογενείς καλλιέργειες φλοιοικών 

νευρώνων. Η παρούσα µελέτη διεξήχθη σε αυστηρή συµµόρφωση σύµφωνα µε την Ευρωπαϊκή και 

Εθνική Νοµοθεσία για τα Εργαστηριακά Ζώα (Οδηγία 2010/63/ΕΕ και του Ελληνικού Νόµου 161/91), 

και σύµφωνα µε τις προτάσεις του FELASA για την ευθανασία και τον Οδηγό για την Φροντίδα και 

Χρήση των Πειραµατόζωων των Εθνικών Ινστιτούτων Υγείας. Όλοι οι χειρισµοί στα πειραµατόζωα 

διεξήχθησαν σύµφωνα µε πειραµατικά πρωτόκολλα που εγκρίθηκαν από την Υγειονοµική υπηρεσία 

και την Επιτροπή Χρήσης Πειραµατοζώων του Ελληνικού Ινστιτούτου Pasteur (Animal House, 

Κωδικός: EL 25 BIO 013). Επιπρόσθετα η απαραίτητη Άδεια Πειραµατισµού µε αριθµό:2375/04-04-

2012 εκδόθηκε από την Ελληνικές Αρχές, και συγκεκριµένα το Τµήµα Κτηνιατρικών Θεµάτων της 

Αθήνας.  
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2.1.4  ΚΥΤΤΑΡΙΚΕΣ ΣΕΙΡΕΣ 

 Χρησιµοποιήθηκαν οι εξής κυτταρικές σειρές:  

• Neuro-2a κυτταρική σειρά νευροβλαστώµατος ποντικού.  

• ΗΕΚ 293Τ κυτταρική σειρά ανθρώπινων εµβρυικών κυττάρων νεφρού. 

 

2.1.5 ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΑ ΣΤΕΛΕΧΗ  

 Χρησιµοποιήθηκαν βακτήρια του στελέχους της E.coli XL10 από τη Stratagene (XL10 Gold
®

 

Ultracompetent Cells), DH5A και TOP10 από την Invitrogen, για το µετασχηµατισµό τους µε 

πλασµιδιακές κατασκευές (προϊόντα κλωνοποίησης ή και απλά υπερελικωµένα πλασµίδια) και κατόπιν 

την παραγωγή και αποµόνωση αυτών σε µεγάλη κλίµακα. Επιπλέον, χρησιµοποιήθηκαν τα βακτήρια 

του στελέχους της E.coli BL21, για την έκφραση, παραγωγή και αποµόνωση σε µεγάλη κλίµακα των 

χιµαιρικών πρωτεϊνών GST-Cend1, GST-RanBPM και της GST. 

 

2.1.6 ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΑΚΕΣ ΚΑΤΑΣΚΕΥΕΣ 

 Η κωδική περιοχή (cDNA) του γονιδίου του ποντικού της Cend1, χωρίς το τµήµα εκείνο που 

κωδικοποιεί για το διαµεµβρανικό κοµµάτι της και την καρβοξυτελική της «ουρά» αποµονώθηκε µε 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης και τη χρήση εκκινητών M88FOR και M88REV (βλ. πίνακα 2.3). 

Tο προϊόν της αντίδρασης (PCR product 375 bp) κλωνοποιήθηκε στον πλασµιδιακό φορέα έκφρασης 

pGEX-4T-1 (Amersham), στις θέσεις πέψης των περιοριστικών ενδονουκλεασών BamHI και EcoR I 

στο ίδιο ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης µε την κωδική περιοχή του επιτόπου GST και της θροµβίνης. Η 

συγκεκριµένη πλασµιδιακή κατασκευή, στην οποία  πραγµατοποιήθηκε και αλληλούχιση, χρησίµευσε 

στο µετασχηµατισµό βακτηριακών κυττάρων του στελέχους BL21 για την παραγωγή της χιµαιρικής 

πρωτεΐνης  GST-Cend1. Κατά τον ίδιο τρόπο, αλλά στις θέσεις των περιοριστικών ενδονουκλεασών 

Sma I και Xho I, κλωνοποιήθηκαν δύο διαφορετικές κωδικές περιοχές της RanBPM (981 bp και 1731 

bp) µε τη χρήση των εκκινητών RanBPM FORA/ RanBPM REVA (981 bp) και RanBPM FOR A/ 

RanBPM REVB (1731 bp) (βλ. πίνακα 2.3). Σχηµατικά οι παραπάνω πλασµιδιακές κατασκευές 

απεικονίζονται ως ακολούθως: 
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 Για την έκφραση σε κυτταρικές σειρές θηλαστικών, η κωδική περιοχή του γονιδίου της Cend1 

κλωνοποιήθηκε στον πλασµιδιακό φορέα pcDNA3 (Invitrogen) ενώ σε ορισµένα πειράµατα 

χρησιµοποιήθηκε η κατασκευή RV-pCAG-IRES-GFP, στην οποία το γονίδιο της Cend1 βρίσκεται 

κάτω από τον υποκινητή της β-ακτίνης µε τον ενισχυτή του κυτταροµεγαλοϊού (pCAG) και εκφράζεται 

µαζί µε την φθορίζουσα πρωτεΐνη GFP (ευγενική προσφορά της Κ. Αραβαντινού-Φατώρου, Ελληνικό 

Ινστιτούτο Παστέρ). Όσον αφορά στη RanBPM, ένα µικρότερο τµήµα της κωδικής της περιοχής (942 

bp) που εκφράζει τις σηµαντικές για τις αλληλεπιδράσεις της περιοχές SPRY-LISH-CTLH, 

κλωνοποιήθηκε στο πλασµίδιο pcDNA3.1- Myc-His (A) στις θέσεις Xho I και Hind III µε τη χρήση 

των εκκινητών RanBPM FORΒ/ RanBPM REVC (βλ. πίνακα 2.3). Παράλληλα, για τους 

µετασχηµατισµούς στα κύτταρα ΗΕΚ293Τ χρησιµοποιήθηκε το πλασµίδιο p3xFLAG-CMV7.1 

(Sigma) που περιείχε ολόκληρη την κωδική περιοχή της «ανθρώπινης» RanBPM, ενωµένη µε τον 

επίτοπο FLAG για την ανίχνευσή της. Ο κλώνος αυτός, ήταν µια ευγενική προσφορά της ∆ρ. Sang-

Ohk Shim (Department of _eurology, School of Medicine, Yale University, USA). Σχηµατικά, οι 

προαναφερθείσες  πλασµιδιακές κατασκευές απεικονίζονται ως ακολούθως: 
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 Για την έκφραση του γονιδίου της κινάσης Dyrk1B στα κύτταρα Neuro-2a και ΗΕΚ293Τ, 

χρησιµοποιήθηκε ο κλώνος pCMV-SPORT6-Dyrk1B (mouse cDNA) από την εταιρεία U.K. Human 

Genome Mapping Project Resource Centre (Hinxton, Cambridge). 

 

• Πίνακας 2.3. Εκκινητές των γονιδίων που χρησιµοποιήθηκαν στην αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυµεράσης (PCR) 

 

Όνοµα εκκινητή                                            Αλληλουχία 

M88FOR 5’-CGCGGATCCATGGAATCCCGAGGAAAGTC-3’ 

M88REV 5’-CCGGAATTCTCACAGCAAAGGGGTCAAGTT-3’ 

RanBPM FORA 5’-TCCCCCGGGACGCCTCTACCCGGCTGTGGAT-3’ 

RanBPM REVA 5’-CCGCTCGAGTCGGCCTCCCAAACACCGCAC- 3’ 
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RanBPM REVB 5’-CCGCTCGAGATGTAGGTAGTCTTCCACTGTGGCAAA-3’ 

RanBPM FORB                     5’-CCGCTCGAGATGCGCCTCTACCCGGCTGTG-3’ 

RanBPM REVC                    5’-CCCAAGCTTTCGGCCTCCCAAACACCGCAC-3’. 

 

 

2.1.7 ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΟΣ ΕΞΟΠΛΙΣΜΟΣ 

2.1.7.1  Όργανα και συσκευέ ς. 

• Επωαστήρας καλλιεργειών ευκαρυωτικών κυττάρων Heraeus B5060 EK/CO2.  

• Θάλαµος κάθετης ροής Hera Safe KS12. 

• Φυγόκεντροι πάγκου της εταιρίας Beckman, µοντέλο CPR και της εταιρίας Jouan, µοντέλο CR412. 

• Φυγόκεντρος Sorvall, της εταιρίας DuPont (RC-5C). 

• Φυγόκεντρος Kubota (7780).  

• Επιτραπέζια µικροφυγόκεντρος της εταιρίας Eppendorf  (5417C). 

• Επιτραπέζια ψυχόµενη µικροφυγόκεντρος της εταιρίας Eppendorf  (5417R). 

• Φυγόκεντρος εξάχνωσης υπό κενό Eppendorf concentrator 5301. 

• Επωαστήρας βακτηριακών καλλιεργειών µε βάση ανακίνησης-ανάδευσης από την εταιρία 

 Gallenkamp. 

• Συσκευή υπερήχων για λύση βακτηριακών κυττάρων Misonix 3000.  

• Συσκευές οριζόντιας ηλεκτροφόρησης νουκλεϊκών οξέων σε πήκτωµα αγαρόζης, της εταιρίας BRL.  

• Συσκευή κάθετης ηλεκτροφόρησης πηκτωµάτων πολυακρυλαµιδίου πρωτεϊνών της εταιρίας Biorad 

 µοντέλο Mini Protean II. 

• Συσκευή για τη µεταφορά πρωτεϊνών σε νιτροκυτταρίνη της εταιρίας Biorad µοντέλο Mini Trans-

 Blot.  

• Τροφοδοτικά LKB, Biorad, Pharmacia. 

• Αφυγραντήρας υπό κενό για ξήρανση και µονιµοποίηση πηκτωµάτων πολυακρυλαµίδης, της 

 εταιρίας Biorad (Gel Dryer Model 583). 

• Θάλαµος Biorad (Biorad Universal Hood II SN 765), µε λάµπα εκποµπής υπεριώδους ακτινοβολίας 

 µήκους κύµατος 302 nm και προσαρµοσµένη κάµερα, για την οπτικοποίηση και φωτογράφηση 
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ηλεκτροφορήσεων νουκλεϊκών οξέων σε πηκτώµατα αγαρόζης κατόπιν ιχνηθέτησης µε βρωµιούχο 

αιθίδιο.  

• Φωτόµετρο ορατής και υπεριώδους ακτινοβολίας BioRad Smartspec Plus. 

• Καταψύκτες -20
ο
C (Liebherr) και -70

o
C (New Brunswick Scientific και Forma Scientific).  

• Θερµικός κυκλοποιητής (συσκευή PCR) της εταιρίας MJ Research (µοντέλο PTC-200). 

• Θερµαινόµενη πλάκα µε εύρος θερµοκρασίας 20
ο
C-100

o
C, µε υποδοχείς για σωληνάρια τύπου 

 eppendorf χωρητικότητας 1,5 ml και για σωληνάρια τύπου falcon, της εταιρίας Falc (TD 150 P2).  

• Μηχανικές πιπέττες Gilson. 

• Ηλεκτρονικό pHµετρο ORION 3 STAR από την εταιρία Thermo.  

• Υδατόλουτρο JULABO. 

• Θερµαινόµενος µαγνητικός αναδευτήρας STUART SB162. 

• Επιτραπέζιοι αναδευτήρες από τις εταιρίες GFL (3005) και Heidolph. 

• Επιτραπέζιος περιστροφικός αναδευτήρας (spiramix). 

• Ηλεκτρικός αναδευτήρας (vortex) από την εταιρία ΙΚΑ (Genius 3). 

• Ηλεκτρονικός ζυγός από την εταιρία Mettler (PE 3600). 

• Ηλεκτρονικός µικροζυγός από την εταιρία Adam Equipment (ESJ-205). 

• Φούρνος Heraeus Function Line. 

• Φούρνος µικροκυµάτων DAEWOO (KOG-892X). 

• Ηλεκτρικός σακουλοποιός της εταιρίας Severin, για την έγκλειση, µέσα σε σακουλάκια, µεµβρανών 

 νιτροκυτταρίνης µαζί µε το αραιωµένο αντίσωµα, για επώαση.  

2.1.7.2 Γυαλικά, πλαστικά και λοιπά υλικά. 

• Πλαστικά ακρορύγχια (tips) των εταιριών Greiner Bio-one. 

• Πλαστικά ακρορύγχια µε φίλτρο (filter tips) της εταιρίας Sarstedt. 

• Πλαστικοί σωλήνες (τύπου eppendorf) χωρητικότητας 1,5 ml των εταιριών Greiner Bio-one. 

• Προαποστειρωµένοι δοκιµαστικοί σωλήνες πολυπροπυλενίου µε βιδωτό πώµα, όγκου 15 και 50 ml 

 (Falcon tubes) των εταιριών Sarstedt. 

• Αποστειρωµένες πλαστικές πιπέττες των 1, 2, 5, 10 ml των εταιριών Sarstedt.  

• Αποστειρωµένες πλαστικές φλάσκες κυτταροκαλλιέργειας, εµβαδού 75 cm
2
, της εταιρίας Costar. 
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• Αποστειρωµένα πλαστικά τρυβλία κυτταροκαλλιέργειας, διαµέτρου 35 και 65 mm, της εταιρίας 

 Corning. 

• Αποστειρωµένες πλαστικές πλάκες κυτταροκαλλιέργειας  6, 24 ή 48 πηγαδιών από τις εταιρίες 

 Costar και Nunc.  

• Αποστειρωµένα πλαστικά τρυβλία για καλλιέργειες βακτηρίων, διαµέτρου 10 cm, bacterial grade, 

 της εταιρίας VIVE.  

• Πλαστικοί και γυάλινοι ογκοµετρικοί κύλινδροι 10-100-250-1000-2000 ml. 

• Πλαστικά και γυάλινα ποτήρια ζέσεως 100-500-1000-2000 ml. 

• Μαγνήτες διαφόρων µεγεθών για ανάδευση διαλυµάτων. 

• Γυάλινος οµογενοποιητής χειρός Wheaton. 

• Αντικειµενοφόρες πλάκες και καλυπτρίδες της εταιρίας Knittel-Glässer. 

• Φίλτρα αποστείρωσης  µε διάµετρο πόρων 0,45/0,2 µm (από την εταιρία PALL) και 0,45 µm (από 

 την εταιρία Schleicher schuell). 

• Πλαστικές κυψελίδες µίας χρήσης για φωτοµέτρηση από την εταιρία Sarstedt.  

• Μεταλλικές λαβίδες (απλές και τύπου McDonald), ψαλίδια και νυστέρια για χειρουργική αφαίρεση 

 εγκεφάλων ποντικών. 

• Μεµβράνη νιτροκυτταρίνης της εταιρίας Biorad (0,45 µm), για τη µεταφορά πρωτεϊνών. 

• Φιλµ αυτοραδιογραφίας από τις εταιρίες  Kodak  (Χ-Ray X-Omat AR) και Santa-Cruz Biotechnology 

 (Ultra-Cruz Autoradiography Film Blue) . 

• Κασέτα αυτοραδιογραφίας για την έκθεση των µεµβρανών νιτροκυτταρίνης (που φέρουν ραδιενεργά 

 σηµασµένες πρωτεΐνες) σε φιλµ.  

2.1.7.3 Μικροσκόπια και λογισµικά επεξεργασίας εικόνaς. 

• Ανάστροφο µικροσκόπιο φωτεινού πεδίου και αντίθεσης φάσης της εταιρίας Zeiss, µοντέλο ID02 

 για την παρατήρηση ζωντανών κυττάρων. 

• Ανάστροφο µικροσκόπιο φωτεινού πεδίου, αντίθεσης φάσης και φθορισµού της εταιρίας Leica. 

• Ορθό µικροσκόπιο φωτεινού πεδίου, αντίθεσης φάσης και φθορισµού Zeiss-Axiophot.  

• Συνεστιακό ορθό µικροσκόπιο σάρωσης laser (Confocal Laser Scanning Micorscope) της εταιρίας 

 Leica, µοντέλο TCP-SP, εξοπλισµένο µε λογισµικό τρισδιάτατης ανάλυσης (Leica 3D analysis 

 software). 
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• Σύστηµα επεξεργασίας και ποσοτικής ανάλυσης εικόνας Image Pro Plus.  

 

2.2 ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

2.2.1 ΚΥΤΤΑΡΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ 

2.2.1.1  Καλλιέργειες κυτταρικών σειρών _euro-2a και ΗΕΚ293Τ. 

 Η καλλιέργεια των κυτταρικών σειρών που χρησιµοποιήθηκαν γίνεται σε θρεπτικό υλικό DMEM µε 

10% κ.ό ορό και τα αντιβιοτικά πενικιλίνη και στρεπτοµυκίνη (εκτός αν αναφέρεται διαφορετικά), σε 

αποστειρωµένες πλαστικές φλάσκες κυτταροκαλλιέργειας 25 cm
2
 ή 75 cm

2
, µέσα σε επωαστικό 

κλίβανο σταθερής θερµοκρασίας 37
ο
C, υγρασίας και συγκέντρωσης CO2 5% κ.ό. Όταν τα κύτταρα 

σχηµατίζουν πλήρες ταπήτιο, χρησιµοποιείται διάλυµα τρυψίνης/EDTA (ΤΕ) για 1-2 λεπτά, για την 

αποκόλληση τους από τον πυθµένα της φλάσκας καλλιέργειας. Στη συνέχεια τα κύτταρα 

επαναιωρούνται σε φρέσκο θρεπτικό υλικό και επιστρώνονται σε καινούργια φλάσκα. Σε ορισµένες 

περιπτώσεις είναι απαραίτητο τα κύτταρα να επιστρωθούν σε συγκεκριµένο αριθµό ανά µονάδα 

επιφάνειας οπότε, µετά την επαναραίωσή τους, ο αριθµός τους ανά µονάδα όγκου του υλικού 

προσδιορίζεται µε τη βοήθεια του αιµατοκυτταροµέτρου, τύπου Neubauer και καθορίζεται έτσι ο νέος 

όγκος στον οποίο θα επαναιωρηθούν για να επιστρωθούν.  

 Σε περίπτωση που η απαιτούµενη πυκνότητα των κυττάρων είναι µικρότερη από την πυκνότητα που 

αποκτάται µε την επαναδιάλυσή τους, τότε τα κύτταρα φυγοκεντρούνται σε φυγόκεντρο Beckman για 

10 λεπτά στις 1200 rpm. Στη συνέχεια το υπερκείµενο θρεπτικό υλικό απορρίπτεται και τα κύτταρα 

επαναιωρούνται στον κατάλληλο όγκο.  

 Όταν τα κύτταρα πρόκειται να αποθηκευτούν για µεγάλο χρονικό διάστηµα, µετά την αποκόλλησή 

τους επαναιωρούνται σε υλικό καλλιέργειας στο οποίο προστίθεται 20% κ.ό FCS και 10% κ.ό DMSO 

(dimethylsulfoxide) και φυλάσσονται σε βαθιά κατάψυξή -80
ο
C ή σε δεξαµενή υγρού αζώτου µέσα σε 

ειδικά φιαλίδια κρυοπροστασίας όγκου 1,8 ml. 

.  

2.2.1.2 Παροδικός µετασχηµατισµός της κυτταρικών σειρών _euro-2a και ΗΕΚ293Τ µε πλασµιδιακούς 

φορείς για την εξωγενή υπερέκφραση πρωτεϊνών. 

 Ο παροδικός µετασχηµατισµός των κυττάρων Νeuro-2a και ΗΕΚ293Τ πραγµατοποιείται µε την 

τεχνική του χλωριούχου ασβεστίου, βάσει της οποίας το πλασµιδιακό DNA αναµιγνύεται µε 
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χλωριούχο ασβέστιο σε διάλυµα που περιέχει φωσφορικά ιόντα. Τα προκύπτοντα φωσφορικά 

ασβέστια δηµιουργούν σύµπλοκα µε το DNA και προσκολλώνται στην κυτταρική µεµβράνη, 

εισερχόµενα κατόπιν στο κυτταρόπλασµα µε ενδοκύτωση. Συνοπτικά, πραγµατοποιούνται τα εξής 

βήµατα: 

• Τα κύτταρα Νeuro-2a επιστρώνονται σε πλάκα κυτταροκαλιέργειας µε συγκέντρωση 2,5Χ10
5
 

κύτταρα/πηγάδι 35 mm, σε όγκο θρεπτικού υλικού 1 ml. 

• 48 ώρες µετά, 5-10 µg DNA διαλύονται σε 2M CaCl2/H2O µέχρι τελικού όγκου 75 µl. Ακολουθεί 

προσθήκη 75 ml διαλύµατος 2X ΗΒS (pH 7,05) κάνοντας, ταυτόχρονα, φυσαλίδες στο διάλυµα. 

Αµέσως µετά (µέσα σε 1-2 λεπτά) το διάλυµα µε το DNA προστίθεται στα κύτταρα. 

• 5 ώρες αργότερα, το διάλυµα του µετασχηµατισµού αποµακρύνεται από τα κύτταρα και 

αντικαθίσταται µε 1 ml θρεπτικού υλικού.   

• Την επόµενη µέρα και πιο συγκεκριµένα 16 ώρες µετά, τα κύτταρα συλλέγονται µε κρύο PBS 1X, 

πλένονται µε το ίδιο διάλυµα προκειµένου ν’ αποµακρυνθούν υπολείµµατα θρεπτικού υλικού, 

φυγοκεντρούνται στα 250 g και έπεται η λύση τους για αποµόνωση του συνολικού πρωτεϊνικού 

εκχυλίσµατος µε κατάλληλο διάλυµα (lysis buffer).  

 Στην περίπτωση που η επίστρωση των κυττάρων πραγµατοποιείται σε πιάτα κυτταροκαλλιέργειας 

petri των 100 mm, ώστε να αποµονώσουµε µεγαλύτερο ποσό πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος, η ποσότητα 

(µg) του DNA καθώς και ο όγκος των λοιπών διαλυµάτων προσαρµόζονται ανάλογα. 

 Στην περίπτωση των κυττάρων ΗΕΚ293Τ των οποίων το πολλαπλασιαστικό δυναµικό είναι 

υψηλότερο από εκείνο των Neuro-2a, η επίστρωσή τους πραγµατοποιείται σε χαµηλότερη 

συγκέντρωση. 

2.2.1.3 Πρωτογενείς καλλιέργειες νευρώνων φλοιού εγκεφάλου από έµβρυο ποντικού. 

 Οι πρωτογενείς καλλιέργειες νευρώνων φλοιού εγκεφάλου προήλθαν από έµβρυα ποντικών ηλικίας 

Ε16.5. Οι έγκυες θυσιάστηκαν δι’ εισπνοής ισοφλουρανίου και στη συνέχεια τα έµβρυα 

αποµονώθηκαν από τη µήτρα. Μετά την εκτοµή του εγκεφάλου από κάθε έµβρυο, ο φλοιός των 

ηµισφαιρίων τεµαχίστηκε και επωάστηκε σε διάλυµα πέψης (0.025% τρυψίνη σε HBSS) για 15 λεπτά, 

στους 37°C. Η ενζυµική αντίδραση τερµατίστηκε µε την προσθήκη 1 ml θρεπτικού υλικού DMEM µε 

ορό και η διάσπαση του ιστού συνεχίστηκε µηχανικά, µε γυάλινη πιπέττα παστέρ της οποίας το στόµιο 

είχε λειανθεί σε φλόγα και η διάµετρός του έχει µειωθεί ώστε να διευκολύνεται ο διαχωρισµός των 
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κυττάρων χωρίς να προκαλείται ο θάνατός τους. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 800 × g για 10 λεπτά 

και το ίζηµα των κυττάρων επαναδιαλύθηκε σε  υλικό κυτταροκαλιέργειας Neurobasal/ B-27/ 2 mM L-

glutamine/ αντιβιοτικά (όλα από Invitrogen). Κατόπιν, τα κύτταρα επιστρώθηκαν σε µία συγκέντρωση 

2x10
5 

κύτταρα/cm
2
 είτε σε στρογγυλές καλυπτρίδες επικαλυµµένες µε πολύ-L-λυσίνη (PLL) (για 

ανοσοκυτταροχηµεία), είτε σε πιάτα κυτταροκαλιέργειας 6 πηγαδιών (6-well plates) (για 

ανοσοαποτύπωµα κατά western). Αφού αφέθηκαν στην καλλιέργεια για 8 ηµέρες, µε ανοσοφθορισµό 

έναντι του νευρωνικού δείκτη βΙΙΙ-σωληνίνη (βΙΙΙ-tubulin)  και του δείκτη αστροκυττάρων GFAP, 

διαπιστώθηκε πως η καθαρότητα του νευρωνικού πληθυσµού έφτανε το 90%, γεγονός που οφείλεται 

στο επιλεκτικό για νευρώνες θρεπτικό υλικό καλλιέργειας που χρησιµοποιήθηκε. 

2.2.2 ΕΠΕΜΒΑΣΕΙΣ ΣΕ ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΖΩΑ  

2.2.2.1 Χειρουργική αφαίρεση εγκεφάλων ποντικών. 

 Ενήλικοι ποντικοί του στελέχους C57BL/6J, επιλέγονται για τη χειρουργική αφαίρεση  των 

εγκεφάλων τους και την παρασκευή πρωτεϊνικού οµογενοποιήµατος. Ειδικότερα, οι ποντικοί 

αναισθητοποιούνται δι’ εισπνοής µε ισοφλουράνιο και στη συνέχεια θυσιάζονται µε σύνθλιψη της 

σπονδυλικής τους στήλης. Κατόπιν, µε τη χρήση ψαλιδιού και λαβίδας, αφού αφαιρεθεί το τριχωτό της 

κεφαλής, κόβεται περιµετρικά το κρανίο ξεκινώντας από τη βάση του στο ύψος του προµήκους  και 

ανοίγεται το άνω µέρος του, αποκαλύπτοντας τον εγκέφαλο. Ο τελευταίος αφαιρείται µε λαβίδα 

McDonald και τοποθετείται ταχέως σε κωνικό δοκιµαστικό σωλήνα τύπου falcon, µέσα σε πάγο, όπου 

και διατηρείται µέχρι τα επόµενα στάδια παρασκευής του οµογενοποιήµατος. 

2.2.2.2 Παρασκευή πρωτεϊνικού οµογενοποιήµατος από εγκέφαλο ποντικού. 

 Οι εγκέφαλοι, ξεπλένονται τρεις φορές µέσα στο δοκιµαστικό σωλήνα µε κρύο διάλυµα TBS 1X, 

ζυγίζονται και τοποθετούνται σε τρυβλίο petri µέσα σε φελιζόλ µε πάγο, όπου και τεµαχίζονται σε 

µικρά κοµµάτια µε χρήση νυστεριού. Στη συνέχεια, οµογενοποιούνται σε διάλυµα Tris pH 7,4 που 

περιέχει µίγµα αναστολέων πρωτεασών και σε όγκο δέκα φορές µεγαλύτερο του βάρους τους. Η 

οµογενοποίηση λαµβάνει χώρα σε γυάλινο οµογενοποιητή χειρός Wheaton. Το προκύπτον 

οµογενοποίηµα, διαλυτοποιείται σε αναλογία 1:1 µε διάλυµα ΤΝΤ. Κατόπιν, αφήνεται για 3 ώρες να 

αναδεύεται σε επιτραπέζιο περιστροφικό αναδευτήρα (spiramix) µέσα στον ψυχρό θάλαµο (4
ο
C) και 

στη συνέχεια, ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 30 λεπτά στους 4
ο
C. Το υπερκείµενο που 
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περιέχει το σύνολο των πρωτεϊνών, είτε χρησιµοποιείται άµεσα, είτε διαχωρίζεται σε πλαστικούς 

σωλήνες (τύπου eppendorf) χωρητικότητας 1,5 ml και φυλάσσεται στους -80
 ο
C. 

 

2.2.3 ΒΙΟΧΗΜΙΚΕΣ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

2.2.3.1 Συλλογή και λύση κυττάρων για την παρασκευή πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος. 

 Προκειµένου να αναλυθούν οι πρωτεΐνες των κυττάρων Neuro-2a και ΗΕΚ293Τ µε την τεχνική της 

ηλεκτροφόρησης και του ανοσοαποτυπώµατος (Western blot), τα κύτταρα που καλλιεργούνται είτε σε 

τρυβλίο διαµέτρου 100 mm, είτε σε πλάκα κυτταροκαλλιέργειας έξι πηγαδιών (6-well plate), 

ξεπλένονται δύο φορές µε παγωµένο PBS και συλλέγονται µε µηχανική πιπέττα Gilson ή µε πλαστική 

πιπέττα των 5-10 ml σε πλαστικούς σωλήνες τύπου eppendorf ή falcon, αναλόγως την περίπτωση. 

Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 1500 rpm,  για 15 λεπτά στους 4
ο
C και το προκύπτον ίζηµα 

επαναδιαλύεται σε διάλυµα λύσης (lysis buffer) και παραµένει υπό ανάδευση σε επιτραπέζιο 

περιστροφικό αναδευτήρα (spiramix) µέσα στον ψυχρό θάλαµο (4
ο
C) για τρεις ώρες. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm για 15 λεπτά στους 4
ο
C και µία ποσότητα από το υπερκείµενο 

πρωτεϊνικό εκχύλισµα, χρησιµοποιείται για τον προσδιορισµό της συγκέντρωσης των πρωτεϊνών µε τη 

µέθοδο Lowry. 

2.2.3.2 Αποµόνωση πυρηνικού και κυτταροπλασµατικού κλάσµατος κυττάρων _euro-2a. 

 Προκειµένου ν’ αποµονωθεί ξεχωριστά το πρωτεϊνικό εκχύλισµα του κυτταροπλάσµατος κι εκείνο 

του πυρήνα, ακολουθείται το πρωτόκολλο των Sutherland H.G. και συν. (2004). Εν συντοµία, τα 

κύτταρα πλένονται αρχικά µε κρύο PBS και στη συνέχεια µε πενταπλάσιο όγκο (σε σχέση µε το ίζηµα 

που σχηµατίζουν) υποτονικού διαλύµατος (10 mM HEPES pH 7.9, 1.5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 0.2 

mM PMSF, 0.5 mM DTT, 1Χ µίγµα αναστολέων πρωτεασών). Στο ίδιο υποτονικό διάλυµα και σε 

τριπλάσιο όγκο, τα κύτταρα παραµένουν στον πάγο για 10 λεπτά και ακολουθεί λύση αυτών µε έντονο 

πιπετάρισµα και φυγοκέντρηση στα 3300 × g για 15 λεπτά. Το υπερκείµενο, φυλάσσεται ως το 

κυτταροπλασµατικό κλάσµα ενώ το ίζηµα που συνίσταται από τους πυρήνες επαναδιαλύεται σε ίσο 

όγκο διαλύµατος χαµηλής αλατότητας (20 mM HEPES pH 7,9, 25% glycerol, 1,5 mM MgCl2, 0,02 M 

KCl, 0,2 mM EDTA, 0,2 mM PMSF, 0,5 mM DTT, 1Χ µίγµα αναστολέων πρωτεασών). Κατόπιν, 

προστίθεται σταγόνα-σταγόνα διάλυµα υψηλής αλατότητας, ίσου όγκου µε το ίζηµα (σ.σ. ως προς τη 
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σύσταση είναι ίδιο µε εκείνο της χαµηλής αλατότητας και έχει επιπρόσθετα και 0,4 Μ KCl), και 

ακολουθεί επώαση υπό ανάδευση στους 4
ο
C για µισή ώρα. Το πυρηνικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα 

συλλέγεται µετά από φυγκέντρηση στα 25.000 × g στο υπερκείµενο  

2.2.3.3 Προσδιορισµός της συγκέντρωσης των πρωτεϊνών µε τη µέθοδο Lowry. 

 Για τον προσδιορισµό της συγκέντρωσης των πρωτεϊνών, ακολουθήθηκε η µέθοδος Lowry 

χρησιµοποιώντας τα αντιδραστήρια της Biorad (Biorad Dc Protein Assay). Ο χηµικός µηχανισµός της 

µεθόδου εξελίσσεται σε δύο στάδια: στο πρώτο, πραγµατοποιείται σε αλκαλικές συνθήκες ο 

σχηµατισµός κυανέρυθρων συµπλόκων µεταξύ ιόντων Cu
2+

 και πρωτεϊνών. Στο δεύτερο, οι τυροσίνες 

και οι τρυπτοφάνες του πρωτεϊνικού µέρους του συµπλόκου, ανάγουν τα φωσφοµολυβδαινικά και 

φωσφοβολφραµικά άλατα του αντιδραστηρίου Folin-Ciocalteau και παράγεται ένα επιπρόσθετο έντονο 

µπλε-πράσινο χρώµα το οποίο εµφανίζει µέγιστη απορρόφηση στα 750 nm. Για τον προσδιορισµό της 

άγνωστης συγκέντρωσης πρωτεϊνών σ’ ένα εκχύλισµα, απαιτείται η κατασκευή πρότυπης καµπύλης µε 

τιµές που προκύπτουν από την φωτοµέτρηση και ποσοτικοποίηση ενός διαλύµατος πρωτεΐνης, 

γνωστής αρχικής συγκέντρωσης και σε διάφορες αραιώσεις. Εδώ χρησιµοποιήθηκε διάλυµα 

αλβουµίνης από ορρό βοδιού (BSA), σ’ ένα εύρος συγκεντρώσεων 0,156-2,5 mg/ml.  

 Αφού ετοιµαστούν τα δείγµατα, τόσο της πρότυπης καµπύλης όσο και του άγνωστου πρωτεϊνικού 

εκχυλίσµατος (έχοντας πάντα κι ένα δείγµα-µάρτυρα), προστίθενται τα αντιδραστήρια της εταιρίας 

στην αναλογία που υποδεικνύει το πρωτόκολλο και µόλις το πρωτεϊνικά δείγµατα λάβουν το 

χαρακτηριστικό µπλε χρώµα,  αφήνονται στο σκοτάδι για δέκα λεπτά προκειµένου να φθάσει στο 90% 

η απόδοση της χηµικής αντίδρασης (αναγωγής). Κατόπιν, τα δείγµατα φωτοµετρούνται στα 750 nm 

και προσδιορίζεται η συγκέντρωση του πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος. 

2.2.3.4 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε κάθετο πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου/δισ-ακρυλαµιδίου, παρουσία 

θειικού δωδεκυλικού νατρίου (SDS), (SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE). 

 Για την ανάλυση των πρωτεϊνικών δειγµάτων χρησιµοποιήθηκε η τεχνική της ηλεκτροφόρησης σε 

κάθετο πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου, παρουσία θειϊκού δωδεκυλικού νατρίου (SDS-PAGE) (Laemmli 

1970). Η οµοιόµορφη δέσµευση του φορτισµένου απορρυπαντικού SDS στις πρωτεΐνες τις κάνει να 

αποκτήσουν σταθερό αρνητικό φορτίο µε αποτέλεσµα, παρουσία ηλεκτρικού πεδίου, η κινητικότητα 

τους να εξαρτάται µόνο από το µοριακό βάρος τους. Η ταχύτητα µετακίνησης των πρωτεϊνών 

εξαρτάται από το µέγεθος των πόρων του πηκτώµατος, το οποίο ρυθµίζεται µε τη µεταβολή της 
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περιεκτικότητας του σε ακρυλαµίδιο. Χρησιµοποιήθηκαν µικρά πηκτώµατα διαχωρισµού, 

συγκέντρωσης ακρυλαµιδίου 12% κ.ό (mini gel). Τα δείγµατα φορτώνονται στο πήκτωµα αφού 

προστεθεί σε αυτά το ειδικό διάλυµα φόρτωσης δείγµατος (loading buffer). Τα δείγµατα βράζονται για 

5 λεπτά στους 95
o
C για να αποδιαταχθούν. Η παρουσία του DTT (διθειοθρεϊτόλη) ή εναλλακτικά της 

β-µερκαπτοαιθανόλης στο διάλυµα φόρτωσης προκαλεί την αναγωγή των δισουλφιδικών δεσµών της 

πρωτεΐνης. Το πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου στο οποίο φορτώνονται τα δείγµατα είναι συγκέντρωσης 

4% κ.ό και καλείται πήκτωµα συµπύκνωσης. Η ηλεκτροφόρηση πηκτωµάτων πραγµατοποιείται σε 

σταθερή τάση 160 Volt για 12 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου, ενώ των µικρών σε τάση 200 Volt για 

µιάµιση περίπου ώρα, επίσης σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης το 

πήκτωµα κατεργάζεται µε έναν από τους δύο ακόλουθους τρόπους: 

1. Εµφάνιση των πρωτεϊνικών ζωνών µε διάλυµα χρώσης και αποχρωµατισµού (Stain-Destain 

solution). 

2. Ηλεκτροφορητική µεταφορά κατά western των πρωτεϊνών σε νιτροκυτταρίνη και δηµιουργία 

ανοσοαποτυπώµατος µε τη χρήση αντισωµάτων έναντι συγκεκριµένων πρωτεϊνών.  

2.2.3.5 Χρώση των πρωτεϊνικών ζωνών µε διάλυµα Coomassie Brilliant Blue R-250.  

 Το πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου εµβαπτίζεται σε διάλυµα Coomassie Brilliant Blue R-250 και 

επωάζεται στους 37οC για 30 λεπτά. Κατόπιν, µεταφέρεται σε διάλυµα αποχρωµατισµού όπου και 

αναδεύεται ήπια για 2 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου και στη συνέχεια σε δις-απεσταγµένο νερό 

µέχρι την επόµενη ηµέρα. Το πήκτωµα αφού αποχρωµατιστεί, προκειµένου να διατηρηθεί, 

αποξηραίνεται µε τη χρήση συσκευής αφύγρανσης υπό κενό σε ένα κοµµάτι χαρτί Whatmann 3MM 

ίσης περίπου διάστασης.  

2.2.3.6 Ηλεκτροφορητική µεταφορά πρωτεϊνών σε νιτροκυτταρίνη και δηµιουργία ανοσοαποτυπώµατος 

(western blot). 

 Η ηλεκτροµεταφορά πραγµατοποιείται µε κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα  (Towbin, Staehelin, and 

Gordon 1979). Ένα κοµµάτι νιτροκυτταρίνης (Nitrocellulose membrane 0.45 µM, Biorad) και δύο 

κοµµάτια χαρτιού Whatmann 3MΜ κόβονται σε µέγεθος λίγο µεγαλύτερο από το πήκτωµα και 

εµβαπτίζονται στη συνέχεια στο παραπάνω ρυθµιστικό διάλυµα. Στην πλάκα όπου θα εφαρµοστεί το 

ηλεκτρόδιο του αρνητικού πόλου τοποθετούνται µε την ακόλουθη σειρά: ένα απορροφητικό χαρτί 

Whatmann, το πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου (χωρίς να εγκλωβιστούν φυσαλίδες αέρα), η 
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νιτροκυτταρίνη κι ένα απορροφητικό χαρτί Whatmann . Τέλος τοποθετείται η πλάκα όπου θα 

εφαρµοστεί το ηλεκτρόδιο του θετικού πόλου.  Η ηλεκτρική µεταφορά των πρωτεϊνών 

πραγµατοποιείται στους 4
ο
C µε ρεύµα σταθερής έντασης 300 mA. Η διάρκεια της ηλεκτροµεταφοράς 

καθορίζεται από το µέγεθος των πρωτεϊνών. Για πρωτεΐνες Μ.Β. 10-100 kD, αρκούν 2 ώρες 

ηλεκτροµεταφοράς. Οι ζώνες των πρωτεϊνών γίνονται ορατές µε χρώση της νιτροκυτταρίνης µε 

διάλυµα Ponceau S, ώστε να επιβεβαιωθεί και η επιτυχής µεταφορά τους και στη συνέχεια ο 

αποχρωµατισµός της µεµβράνης πραγµατοποιείται µε διάλυµα ΤΒS 1Χ.  

 Η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης επωάζεται στη συνέχεια µε 5% κ.ό λυοφιλιωµένο γάλα σε 1Χ ΤBS, 

για 30 λεπτά στους 37
ο
C. Με τη διαδικασία αυτή, παρεµποδίζεται η µη ειδική πρόσδεση του 

αντισώµατος. Κατόπιν, λαµβάνει χώρα επώαση της νιτροκυτταρίνης µε πρώτο αντίσωµα έναντι του 

υπό ανίχνευση αντιγόνου στους 4οC, για 16 ώρες υπό συνεχή και ήπια ανάδευση. Το αντίσωµα 

αραιώνεται σε 2,5% κ.ό. λυοφιλιωµένο γάλα σε 1Χ TBS. Ακολουθούν την επόµενη ηµέρα 3 

πλυσίµατα των 10 λεπτών µε διάλυµα 1Χ TBS-Tween 0.1% και επώαση µε δευτερογενές αντίσωµα 

συζευγµένο  µε το ένζυµο υπεροξειδάση (HRP- Horse Radish Peroxidase) για 2 ώρες σε θερµοκρασία 

δωµατίου υπό συνεχή ανάδευση. Το δευτερογενές αντίσωµα που χρησιµοποιείται αναγνωρίζει τις 

ανοσοσφαιρίνες του ποντικού ή του κουνελιού, ανάλογα µε το είδος του πρωτογενούς αντισώµατος. 

Ακολουθούν 3 πλυσίµατα των 10 λεπτών µε διάλυµα 1Χ TBS-Tween 0.1% και εµφάνιση των υπό 

ανίχνευση πρωτεϊνικών ζωνών µε τη µέθοδο της ενισχυµένης χηµειοφωταύγειας. 

2.2.3.7 Ανοσοενζυµική ανίχνευση των πρωτεϊνών: Μέθοδος ενισχυµένης χηµειοφωταύγειας (Enhanced 

Chemo-Luminescence). 

 Η διαδικασία που ακολουθείται για την ανίχνευση των πρωτεϊνικών ζωνών µε τη µέθοδο της 

ενισχυµένης χηµειοφωταύγειας, λαµβάνει χώρα σε σκοτεινό θάλαµο και απαιτεί τη χρήση 

συγκεκριµένων αντιδραστηρίων για την ολοκλήρωση της βιοχηµικής αντίδρασης (λουµινόλη, 

κουµαρικό οξύ, υπεροξείδιο του υδρογόνου) καθώς επίσης φιλµ αυτοραδιογραφίας και διαλύµατα για 

την ανάπτυξη και µονιµοποίηση του σήµατος της χηµειοφωταύγειας επάνω στο φιλµ.  

 Η αρχή της µεθόδου βασίζεται στην οξειδοαναγωγική αντίδραση µεταξύ της λουµινόλης και του 

υπεροξειδίου του υδρογόνου, που καταλύεται από το συζευγµένο στο δεύτερο αντίσωµα ένζυµο της 

υπεροξειδάσης. Το διεγερµένο χηµικό ενδιάµεσο που παράγεται από την παραπάνω αντίδραση, 

µεταπίπτει στη συνέχεια σε µία κατάσταση χαµηλότερης ενέργειας εκπέµποντας φως. Η παρουσία 

ενισχυτικών υποστρωµάτων όπως είναι το κουµαρικό οξύ, αυξάνει έως και 1000 φορές την ένταση του 
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εκπεµπόµενου φωτός το οποίο και αποτυπώνεται στο φιλµ. Η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης που φέρει τις 

αποδιαταγµένες  πρωτεΐνες, εµβαπτίζεται στο διάλυµα των αντιδραστηρίων και παραµένει για ένα µε 

δύο λεπτά. Κατόπιν, τυλίγεται σε πλαστική µεµβράνη και από πάνω τοποθετείται το φιλµ υπό πίεση 

προκειµένου ν’ αποτυπωθεί το σήµα της χηµειοφωταύγειας. Ο χρόνος έκθεσης της µεµβράνης στο 

φιλµ ποικίλλει ανάλογα µε την ένταση του σήµατος και κυµαίνεται από ένα έως και είκοσι λεπτά. 

Πέραν αυτού του χρονικού διαστήµατος το σήµα έχει αποδυναµωθεί πλήρως και δεν δύναται να µας 

προσφέρει κάποια επιπρόσθετη πληροφορία για το πείραµά µας. Η εµφάνιση των σεσηµασµένων από 

τη φωταύγεια πρωτεϊνικών ζωνών, πραγµατοποιείται µε την εµβάπτιση του φιλµ σε διάλυµα 

ανάπτυξης (GDX Developer, Kodak) και στη συνέχεια σε διάλυµα µονιµοποίησης (GBX Fixer, 

Kodak), ούτως ώστε να διατηρηθεί η εικόνα που λαµβάνουµε. 

2.2.3.8 Ανοσοκυτταροχηµεία-Aνοσοφθορισµός. 

 Η µέθοδος του ανοσοφθορισµού επιτρέπει την ανίχνευση ενός αντιγόνου και τον εντοπισµό της 

θέσης του σε κυτταρικό και υποκυτταρικό επίπεδο αλλά και σε επίπεδο ιστών. Στηρίζεται στη χρήση 

ιχνηθετηµένων µε φθορίζουσες ουσίες δευτερογενών αντισωµάτων τα οποία αναγνωρίζουν και 

προσδένονται στη σταθερή περιοχή των πρωτογενών αντισωµάτων που χρησιµοποιούνται για τη 

δέσµευση του επιθυµητού αντιγόνου. Σε συνδυασµό µε την τεχνολογία της συνεστιακής µικροσκοπίας 

και ανάλυσης εικόνας, ο ανοσοφθορισµός επιτρέπει την ταυτόχρονη ανίχνευση δύο ή περισσότερων 

αντιγόνων, καθώς και την ποσοτικοποίηση των επιπέδων έκφρασής τους.  Προκειµένου να γίνουν 

πειράµατα ανοσοφθορισµού σε κύτταρα θα πρέπει αυτά να επιστρωθούν σε γυάλινες καλυπτρίδες που 

έχουν προηγουµένως επικαλυφθεί µε πολυ-L-λυσίνη. Για το σκοπό αυτό τα κύτταρα αποκολλώνται 

είτε µηχανικά είτε ενζυµικά από το τρυβλίο καλλιέργειάς τους και επιστρώνονται σε συγκεκριµένη 

πυκνότητα, π.χ. 20.000 κύτταρα ανά καλυπτρίδα διαµέτρου 10 mm, µε τη µορφή σταγόνας όγκου 50-

80 µl, µέσα σε πλάκα κυτταροκαλλιέργειας 48-θέσεων. Όταν τα κύτταρα προσκολληθούν στο 

υπόστρωµα, προστίθεται θρεπτικό υλικό µέχρις όγκου 200 µl και ακολουθεί επώαση για 24-48 ώρες. 

Μετά από το χρονικό αυτό διάστηµα, το θρεπτικό υλικό αποµακρύνεται και τα κύτταρα ξεπλένονται 

µε PBS. Ακολουθεί η µονιµοποίηση των κυττάρων για 20 λεπτά µε διάλυµα 2 ή 4% κ.ό 

παραφορµαλδεΰδη (αναλόγως το πρωτογενές αντίσωµα) σε PBS και 3 πλυσίµατα µε PBS. Στη 

συνέχεια γίνεται η κάλυψη των µη-ειδικών αντιγονικών θέσεων µε επώαση των κυττάρων για µία ώρα, 

σε θερµοκρασία δωµατίου σε διάλυµα Mabs το οποίο περιέχει ορό µοσχαριού και λυσίνη.  
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 Ακολουθεί η επώαση των κυττάρων µε το διάλυµα των πρωτογενών αντισωµάτων. Η αραίωση των 

αντισωµάτων γίνεται στο ίδιο διάλυµα µε το οποίο έγινε η κάλυψη των µη-ειδικών θέσεων, 

προκειµένου να περιοριστεί ο «θόρυβος». Τα πρωτογενή αντισώµατα µπορούν να χρησιµοποιηθούν σε 

συνδυασµούς ανά δύο ή ακόµα και ανά τρία αρκεί να έχουν παραχθεί σε διαφορετικό ξενιστή και να 

αντιδρούν κατόπιν κοινής επεξεργασίας των δειγµάτων (π.χ. µονοκλωνικό αντίσωµα αντι-Cyclin D1 

που έχει παραχθεί σε ποντικό και πολυκλωνικό αντίσωµα αντι-Dyrk1B που έχει παραχθεί σε κουνέλι). 

Ο διαφορετικός ξενιστής εξασφαλίζει ότι στο επόµενο στάδιο που είναι η αντίδραση της σταθερής 

περιοχής του πρωτογενούς αντισώµατος µε το δευτερογενές, συζευγµένο µε φθορίζουσα χρωστική, 

αντίσωµα θα υπάρξει εξειδίκευση των δύο δευτερογενών αντισωµάτων [π.χ. goat anti-mouse IgG-

AlexaFluor 488 (πράσινο) και goat anti-rabbit IgG-AlexaFluor 546 (κόκκινο)]. Τα πρωτογενή 

αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν αναφέρονται στον πίνακα 2.1, όπου αναφέρεται και η αραίωση 

για το καθένα από αυτά (εκτός αν αναφέρεται διαφορετικά στο κείµενο) και οι συνδυασµοί τους για το 

κάθε πείραµα αναφέρονται στα αντίστοιχα πεδία της ενότητας των αποτελεσµάτων. Η επώαση µε τα 

πρωτογενή αντισώµατα γίνεται για 12-16 ώρες στους 4
ο
C, σε ειδικό δοχείο µε υγρασία.  

 Μετά από αυτό το χρονικό διάστηµα, οι καλυπτρίδες µε τα κύτταρα ξεπλένονται 3 φορές µε PBS 

και ακολουθεί η επώαση µε τον κατάλληλο συνδυασµό δευτερογενών αντισωµάτων, συζευγµένων µε 

φθορίζουσες χρωστικές, ώστε να επιτευχθεί διπλός ανοσοφθορισµός. Τα δευτερογενή αντισώµατα που 

χρησιµοποιήθηκαν αναφέρονται στον πίνακα 2.2 και οι συνδυασµοί τους για κάθε πείραµα 

αναφέρονται στα αντίστοιχα πεδία της ενότητας των αποτελεσµάτων. Η επώαση µε τα δευτερογενή 

αντισώµατα γίνεται για 2 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου, σε ειδικό φωτοστεγές δοχείο µε υγρασία. 

Ως αρνητικοί µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα που επωάστηκαν  µόνο µε δεύτερο αντίσωµα. Στη 

συνέχεια οι καλυπτρίδες µε τα κύτταρα ξεπλένονται 3 φορές µε PBS και µία φορά µε d.d.H2O και 

ακολουθεί η τοποθέτησή τους σε αντικειµενοφόρες πλάκες µε τη µέσολάβηση του υλικού Mowiol. 

Όταν τα παρασκευάσµατα στεγνώσουν είναι έτοιµα για παρατήρηση σε µικροσκόπιο φθορισµού.  

Ειδικές τροποποιήσεις του πρωτοκόλλου 

• Για την ανίχνευση του BrdU που έχει ενσωµατωθεί στο DNA των πολλαπλασιαζόµενων κυττάρων, 

µετά τη µονιµοποίηση, τα κύτταρα επωάζονται µε 2Ν HCl, 0,1% κ.ό Τriton X-100 για 10 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Ακολουθεί επώαση µε ρυθµιστικό διάλυµα εξισορρόπησης βορικού οξέος 0,1 

Μ για 20 λεπτά και 3 πλυσίµατα µε PBS, πριν από την επώαση κάλυψης των µη-ειδικών θέσεων.  
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2.2.3.9 Συν-ανοσοκατακρηµνίσεις. 

 Με τη µέθοδο της ανοσοκατακρήµνισης, που βασίζεται στη χηµική συγγένεια µεταξύ αντιγόνου και 

αντισώµατος, πεπτίδια ή πρωτεΐνες δύνανται ν’ αποµονωθούν. Η κατακρήµνιση του συµπλέγµατος 

πρωτεΐνης-αντισώµατος πραγµατοποιείται µε την προσθήκη στο διάλυµα αδιάλυτων σφαιριδίων 

αγαρόζης που φέρουν στην επιφάνειά τους πρωτεΐνη Α (protein A) ή πρωτεΐνη G (protein G) ανάλογα 

µε τον ισότυπο του πρώτου αντισώµατος που χρησιµοποιείται. Οι τελευταίες, δεσµεύουν το αντίσωµα 

και µαζί µε το αντιγόνο που αυτό φέρει, το κατακρηµνίζουν µετά από φυγοκέντρηση. Στην περίπτωση 

µελέτης των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων ενός µορίου, ιδιαίτερο ενδιαφέρον αποκτά και η συν-

κατακρήµνιση, η ανίχνευση δηλαδή πιθανών πρωτεϊνικών συνεργατών που συµπαρασύρονται λόγω 

αλληλεπίδρασης µε το αντιγόνο που δεσµεύει το αντίσωµα. Η επιλογή της ακινητοποιηµένης στα 

σφαιρίδια πρωτεΐνης, σχετίζεται µε το είδος του οργανισµού στο οποίο έχει παραχθεί το αντίσωµα. 

Έτσι, η πρωτεΐνη Α δεσµεύει καλά τα IgGs αντισώµατα από κουνέλι, γάτα, άνθρωπο και χοίρο καθώς 

και τα IgG2a και IgG2b από ποντίκι. Η πρωτεΐνη G δεσµεύει ισχυρά τα IgGs αντισώµατα από 

αγελάδα, κατσίκα, πρόβατο, άλογο και τα IgG1 και IgG3 από ποντίκι.  

 Το πρωτεϊνικό εκχύλισµα (~2 mg) που αποµονώνεται είτε από παροδικά µετασχηµατισµένα 

κύτταρα είτε από οµογενοποίηµα εγκεφάλου ποντικού, υπόκειται σε καθαρισµό µε 40 µl σφαιριδίων 

αγαρόζης που φέρουν πρωτεΐνη Α ούτως ώστε ν’ αποµακρυνθούν µόρια που θα δεσµεύονταν µη ειδικά 

στα σφαιρίδια κατά την ανοσοκατακρήµνιση. Η διαδικασία πραγµατοποιείται στους 4
ο
C για 2 ώρες 

υπό ανάδευση. Στη συνέχεια το εκχύλισµα φυγοκεντρείται στις 1000 rpm για 5 λεπτά και το 

υπερκείµενο χρησιµοποιείται για την ανοσοκατακρήµνιση. Η ποσότητα του αντισώµατος που 

συνίσταται για την κατακρήµνιση του αντιγόνου που δεσµεύει, από τη συγκεκριµένη ποσότητα 

πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος (~2 mg), είναι περίπου 10 µg, αλλά εξαρτάται και από τη σχετική αφθονία 

της πρωτεΐνης στο πρωτεϊνικό εκχύλισµα. Το εκχύλισµα επωάζεται υπό ανάδευση στους 4
ο
C για 12-16 

ώρες, ενώ ως αρνητικοί µάρτυρες της κατακρήµνισης χρησιµοποιούνται ένα τυχαίο αντίσωµα καθώς 

και δείγµα χωρίς αντίσωµα παρά µόνο µε την προσθήκη σφαιριδίων. Την επόµενη ηµέρα, 

προστίθενται 40-50  µl σφαιριδίων αγαρόζης µε πρωτεΐνη Α και το εκχύλισµα επωάζεται για 2 ώρες 

υπό ανάδευση σε θερµοκρασία δωµατίου. Τα σφαιρίδια αφήνονται να πέσουν µε τη δύναµη της 

βαρύτητας και πλένονται τρεις φορές µε κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα ώστε ν’ αποµακρυνθούν 

διάφορες προσµίξεις. Κατόπιν, οι πρωτεΐνες που έχουν κατακρηµνιστεί συλλέγονται µε το διάλυµα 
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φόρτωσης πρωτεϊνών (SDS-loading buffer), µε σκοπό την ηλεκτροφόρησή τους σε πήκτωµα 

πολυακρυλαµιδίου και τη δηµιουργία ανοσοαποτυπώµατος κατά western. 

2.2.3.10 GST-κατακρηµνίσεις. 

 Μία µέθοδος εξακρίβωσης των αλληλεπιδράσεων µεταξύ δύο πρωτεϊνών, είναι και η 

χρωµατογραφία συγγένειας, η οποία, βασίζεται στην υψηλή χηµική συγγένεια που αναπτύσσεται 

ανάµεσα σε δύο συγκεκριµένες πρωτεΐνες σε σχέση µε τις υπόλοιπες ενός µίγµατος. Εφαρµογή της 

µεθόδου αυτής, αποτελούν οι GST-κατακρηµνίσεις που χρησίµευσαν για την ανίχνευση των 

αλληλεπιδράσεων του αντιγόνου Cend1 µε άλλες πρωτεΐνες από εκχύλισµα κυττάρων ΗΕΚ293Τ ή 

οµογενοποίηµα εγκεφάλου ποντικού. 

 Βάσει της  συγκεκριµένης τεχνικής, χιµαιρικές πρωτεΐνες που φέρουν τον επίτοπο GST, 

χρησιµοποιούνται ως δολώµατα για την κατακρήµνιση πρωτεϊνών µε τις οποίες ενδεχοµένως 

αλληλεπιδρούν, ενώ βασική προύπόθεση αποτελεί η χρήση σφαιριδίων σεφαρόζης µε συζευγµένη 

γλουταθειόνη, η οποία δεσµεύει τον GST επίτοπο.  

 Αρχικά, οι χιµαιρικές πρωτεΐνες που έχουν παραχθεί και αποµονωθεί σε µεγάλη κλίµακα από το 

βακτηριακό στέλεχος BL21 της  E.coli, προσδένονται στα σφαιρίδια σεφαρόζης µε γλουταθειόνη, 

ύστερα από επώαση υπό ανάδευση για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου. Τα σφαιρίδια πλένονται τρεις 

φορές µε κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα (GST wash buffer) προκειµένου ν’ αποµακρυνθούν 

προσµίξεις και µία µικρή ποσότητα αυτών, διαλυτοποιείται σε διάλυµα φόρτωσης πρωτεϊνών (SDS-

loading buffer). Ακολουθεί ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου και χρώση µε Coomassie 

Brilliant Blue, ώστε να διαπιστωθεί η επιτυχής δέσµευση των χιµαιρικών πρωτεϊνών στα σφαιρίδια. 

Στη συνέχεια, τα σφαιρίδια που φέρουν δεσµευµένες τις χιµαιρικές πρωτεΐνες, προστίθενται στο 

εκχύλισµα κυττάρων ή οµογενοποιήµατος εγκεφάλου (~50 µl σφαιριδίων/2 mg πρωτεϊνικού 

εκχυλίσµατος) και επωάζονται υπό ανάδευση για 12-16 ώρες στους 4
ο
C. Σηµειώνεται πως το 

πρωτεϊνικό εκχύλισµα, προτού χρησιµοποιηθεί στη συγκεκριµένη δοκιµασία, έχει επωαστεί για 3 ώρες 

υπό ανάδευση στους 4
ο
C µε 50 µl σφαιριδίων σεφαρόζης µε γλουταθειόνη ούτως ώστε ν’ 

αποµακρυνθούν µόρια που προσδένονται µη ειδικά. Μετά τη GST-κατακρήµνιση ακολουθεί πλύσιµο 

των σφαιριδίων που φέρουν τις χιµαιρικές πρωτεΐνες και ό,τι έχουν εκείνες καταβυθίσει, 

διαλυτοποίηση αυτών σε διάλυµα φόρτωσης πρωτεϊνών (SDS-loading buffer) και ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου. Στο ανοσοαποτύπωµα κατά western που έπεται, χρησιµοποιείται 

αντίσωµα έναντι της πιθανής αλληλεπιδρώσας πρωτεΐνης µε την Cend1, ώστε να επιβεβαιωθεί ή όχι η 
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παρουσία της στην συν-ανοσοκαταβύθιση. Ως αρνητικός µάρτυρα του πειράµατος χρησιµοποιείται 

σκέτη GST πρωτεΐνη αντί του «δολώµατος» GST- Cend1 ή GST-RanBPM αντίστοιχα . 

 

2.2.4 ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΜΟΡΙΑΚΗΣ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ 

2.2.4.1 Ηλεκτροφόρηση νουκλεϊκών οξέων σε πήκτωµα αγαρόζης. 

 Ο διαχωρισµός και η ταυτοποίηση των µορίων DNA πραγµατοποιείται µε βάση το µοριακό τους 

βάρος, µε εφαρµογή ηλεκτρικού πεδίου (ηλεκτροφόρηση) σε οριζόντιο πήκτωµα αγαρόζης (φυτικός 

πολυσακχαρίτης). Κατά την ηλεκτροφόρηση, τα µόρια DNA τα οποία είναι αρνητικά φορτισµένα 

λόγω του ιονισµού των φωσφορικών οµάδων τους µετακινούνται προς το θετικό πόλο µε ταχύτητα 

αντιστρόφως ανάλογη του µεγέθους τους. Ανάλογα µε το µέγεθος των προς ανάλυση µορίων DNA, 

χρησιµοποιούνται και διαφορετικής συγκέντρωσης σε αγαρόζη πηκτώµατα. Μεγάλου µεγέθους µόρια 

DNA απαιτούν χαµηλή συγκέντρωση αγαρόζης, 0,8% κ.β. προκειµένου να µπορούν να µετακινηθούν 

µέσω των πόρων του πηκτώµατος. Αντίθετα, µικρού µεγέθους µόρια, της τάξεως λίγων εκατοντάδων 

bp, χρειάζονται αρκετά πυκνό πήκτωµα, 2% κ.β. σε αγαρόζη, το οποίο θα τα συγκρατήσει και δε θα τ’ 

αφήσει να διαφύγουν στο ρυθµιστικό διάλυµα κατά την ηλεκτροφόρηση. Το ρυθµιστικό διάλυµα που 

χρησιµοποιείται είναι ΤΒΕ 1Χ µε βρωµιούχο αιθίδιο 0,5 µg/ml.  

    Τα δείγµατα DNA µετά από προσθήκη διαλύµατος φόρτωσης δείγµατος (loading buffer) (Vloading 

buffer/Vολικό = 1/10) ηλεκτροφορούνται υπό σταθερή τάση 150 Volts, σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Παράλληλα µε τα προς εξέταση δείγµατα, στο πήκτωµα ηλεκτροφορείται κι ένας µάρτυρας (DNA 

ladder) γνωστών µοριακών µεγεθών. Μετά την ολοκλήρωση της ηλεκτροφόρησης, το πήκτωµα 

εκτίθεται σε υπεριώδη ακτινοβολία (UV) µήκους κύµατος 302 nm, εντός κατάλληλου θαλάµου (Gel 

Doc™ XR/BIORAD), όπου λόγω της φθορίζοντος βρωµιούχου αιθιδίου που ενσωµατώνεται µεταξύ 

των αζωτούχων βάσεων του DNA, τα µόρια DNA σχηµατίζουν ορατές ζώνες στις θέσεις που έχουν 

µεταναστεύσει µε βάση το µοριακό τους βάρος. Η εικόνα του πηκτώµατος αγαρόζης λαµβάνεται µέσω 

προσαρµοσµένης κάµερας σε Η/Υ και εν συνεχεία µε κατάλληλο λογισµικό (Gel Doc XR), οι ζώνες 

δύνανται να ποσοτικοποιηθούν. Η µέθοδος της ηλεκτροφόρησης, εφαρµόζεται επίσης και κατά τη 

διαδικασία της αποµόνωσης και καθαρισµού των µορίων DNA. Στην περίπτωση αυτή, 

χρησιµοποιούνται παρασκευαστικά πηκτώµατα αγαρόζης, από τα οποία αποκόβονται τα τµήµατα 

εκείνα που περιέχουν τις επιθυµητές ζώνες του DNA και κατόπιν εφαρµόζονται µέθοδοι καθαρισµού 

DNA. 
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2.2.4.2  Πέψη D_A µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες. 

 Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες είναι ένζυµα που προέρχονται από µικροοργανισµούς, τα οποία 

αναγνωρίζουν συγκεκριµένες αλληλουχίες και κόβουν το DNA σπάζοντας ένα φωσφοδιεστερικό 

δεσµό σε συγκεκριµένη θέση, σε κάθε αλυσίδα. Το πρότυπο πέψης ενός µορίου DNA µε µία ειδική 

ενδονουκλεάση χρησιµοποιείται ευρέως, τόσο για την ταυτοποίηση όσο και για την αποµόνωση 

συγκεκριµένων τµηµάτων DNA. Οι πέψεις πραγµατοποιούνται σε περιβάλλον (ιοντική ισχύς, 

θερµοκρασία, pH, παρουσία ή απουσία απορρυπαντικού, κλπ.) που ευνοεί την δράση του εκάστοτε 

ενζύµου. Οι συνθήκες αυτές καθορίζονται από την εταιρεία παρασκευής του εκάστοτε ενζύµου. Σε µία 

τυπική αντίδραση πέψης 1 µg DNA επωάζεται στο κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα µε 3-5 µονάδες 

ενεργότητας ενζύµου, στην κατάλληλη θερµοκρασία για 2 ώρες και σε τελικό όγκο πέψης 20 µl. Τα 

προϊόντα της πέψης αναλύονται ηλεκτροφορητικά σε πήκτωµα αγαρόζης.  

2.2.4.3 Καθαρισµός D_A από πήκτωµα αγαρόζης µε τη συστηµατοποιηµένη µέθοδο QIAquick Gel 

Extraction kit (QIAGE_ Inc.). 

 Σύµφωνα µε τη µέθοδο αυτή, χρησιµοποιούνται κολώνες QIAquick spin columns ικανές να 

δεσµεύσουν µέχρι 10 µg δίκλωνου DNA (dsDNA) µεγέθους 70 bp-10 kb. Το καθαρό DNA που 

ανακτάται φτάνει το 70-80% της αρχικής ποσότητας που χρησιµοποιήθηκε. 

• Αρχικά, κόβεται και ζυγίζεται η επιθυµητή ζώνη του DNA από το παρασκευαστικό πήκτωµα 

αγαρόζης. 

•  Προστίθεται διάλυµα QG (διάλυµα χαοτροπικών αλάτων) σε όγκο τριπλάσιο από τη µάζα του 

τµήµατος του πηκτώµατος αγαρόζης (π.χ. για 100 mg πηκτώµατος, προστίθενται 300 µl διαλύµατος 

QG). Το διάλυµα QG συµβάλλει στη διαλυτοποίηση του τµήµατος του πηκτώµατος και παρέχει τις 

κατάλληλες συνθήκες για τη δέσµευση του DNA στη µεµβράνη της κολώνας. Επιπρόσθετα, περιέχει 

δείκτη που προσδίδει κίτρινο χρώµα στο διάλυµα όταν το pH λαµβάνει τιµές ≤7,5, δηλώνοντας πως 

είναι εφικτή η προσρόφηση του DNA. 

• Ακολουθεί επώαση στους 50ºC για 10 λεπτά προκειµένου να διαλυθεί τελείως η αγαρόζη. 

• Τοποθετείται το δείγµα στην κολώνα και φυγοκεντρείται για 60 sec (το DNA δεσµεύεται στην 

κολώνα). 
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• Αποµακρύνεται το εκλουόµενο κλάσµα και η κολώνα πλένεται µε προσθήκη 0,75 ml διαλύµατος ΡΕ 

που περιέχει 80% αιθανόλη (η σύνθεση του διαλύµατος δεν αναφέρεται από τον κατασκευαστή). Η 

πλύση πραγµατοποιείται µε φυγοκέντρηση για 60 sec. 

• Αποµακρύνεται το εκλουόµενο κλάσµα και πραγµατοποιείται φυγοκέντρηση για 1 λεπτό επιπλέον 

στις 13000 rpm. 

• Τοποθετείται η κολώνα σ’ ένα καθαρό eppendorf και η έκλουση του DNA λαµβάνει χώρα µε 50 µl 

ddH20 και φυγοκέντρηση για 60 sec. 

Η συγκέντρωση και η ποιότητα του αποµονωµένου DNA ελέγχεται µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα 

αγαρόζης. 

2.2.4.4 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR). 

 Η τεχνική αυτή (Saiki et al. 1986) χρησιµοποιείται µε σκοπό τον πολλαπλασιασµό in vitro µιας 

περιοχής ενός µορίου DNA (µήτρα), µε τη βοήθεια δύο ολιγονουκλεοτιδίων-εκκινητών 

συµπληρωµατικών προς κάθε µία από τις δύο αλυσίδες του προς ενίσχυση τµήµατος DNA. Κατά την 

αντίδραση, ξεκινώντας από τους δύο εκκινητές, πραγµατοποιείται συγχρόνως επιµήκυνση και των δύο 

αλυσίδων µε τη βοήθεια ειδικής θερµοανθεκτικής DNA πολυµεράσης. Η αντίδραση πραγµατοποιείται 

παρουσία dNTP και ιόντων Mg
2+

. Κάθε νεοσχηµατιζόµενη αλυσίδα χρησιµοποιείται µε τη σειρά της 

σαν µήτρα µε αποτέλεσµα η συγκεκριµένη περιοχή του DNA να πολλαπλασιάζεται εκθετικά. 

Συνοπτικά ο κάθε κύκλος περιλαµβάνει τα εξής στάδια: (α) αποδιάταξη της µήτρας, (β) αναδιάταξη 

των µονόκλωνων αλυσίδων του DNA µε τα συµπληρωµατικά ολιγονουκλεοτίδια-εκκινητές και (γ) 

επιµήκυνση της νέας αλυσίδας. Αναλυτικά, σε µία τυπική αντίδραση χρησιµοποιούνται τα εξής:  

Μήτρα: 10-100 ng πλασµιδιακού DNA ή 100-500 ng χρωµοσωµικού DNA χρησιµοποιούνται σαν 

µήτρα.  

Εκκινητές: 0,2-0,5 pmoles/µl από κάθε εκκινητή. Οι δύο εκκινητές που χρησιµοποιούνται έχουν 

αντιπαράλληλη κατεύθυνση και είναι συµπληρωµατικοί για την κάθε µία αλυσίδα του DNA. Το µήκος 

τους κυµαίνεται µεταξύ 15-30 βάσεων και δεν πρέπει να υπάρχουν τµήµατα συµπληρωµατικά µεταξύ 

τους, είτε µεταξύ τµηµάτων του ίδιου εκκινητή. Επιπλέον, στο 3΄ άκρο είναι επιθυµητή η ύπαρξη ενός 

δινουκλεοτιδίου GC, που σταθεροποιεί την υβριδοποίηση του εκκινητή στη µήτρα. Η διαφορά των 

σηµείων τήξης (Tm) µεταξύ των δύο εκκινητών δεν πρέπει να υπερβαίνει τους 5
o
C. Οι εκκινητές που 

χρησιµοποιηθήκαν στην παρούσα διατριβή αναφέρονται στην παράγραφο 2.1.6. 
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Ένζυµο πολυµερισµού του D_A. Στην συγκεκριµένη περίπτωση χρησιµοποιήθηκε η θερµοανθεκτική 

Phusion DNA πολυµεράση της εταιρείας Finnzymes που παρουσιάζει βέλτιστη θερµοκρασία 

πολυµερισµού του DNA στους 72
o
C, ενδείκνυται για µεγάλου µήκους µήτρες (έως 3 Kb). και επιπλέον 

χαρακτηρίζεται από πιστότητα στην αντιγραφή (proofreading polymerase). 

Ρυθµιστικό διάλυµα αντίδρασης 10X, το οποίο εξασφαλίζει περιβάλλον αντίδρασης µε τις βέλτιστες 

συνθήκες δράσης του ενζύµου. Τo διάλυµα αυτό διαφέρει ανάλογα µε το συγκεκριµένο ένζυµο και 

προµηθεύεται από την κάθε εταιρία µαζί µε το ένζυµο. Απαραίτητη σε κάθε περίπτωση είναι η 

παρουσία ιόντων Mg
2+

. Το ρυθµιστικό διάλυµα που συνοδεύει την πολυµεράση Phusion της εταιρίας 

Finnzymes αποτελεί ευρεσιτεχνία της εταιρίας. Η συγκέντρωσή του ως προς το MgCl2
 
είναι τέτοια 

ώστε να παρέχει στην αντίδραση τελική συγκέντρωση ίση µε 1,5 mΜ.  

Μίγµα των τεσσάρων δεοξυνουκλεοτιδίων, τελικής συγκέντρωσης 250 µΜ ανά δεοξυνουκλεοτίδιο.  

 Σε ειδικά σωληνάκια λεπτού τοιχώµατος και χωρητικότητας 200 µl προστίθενται όλα τα παραπάνω 

συστατικά. Ο τελικός όγκος της αντίδρασης είναι 50 µl. Στις αντιδράσεις PCR περιλαµβάνεται πάντα 

ένα δείγµα χωρίς DNA, µόνο µε νερό, ως αρνητικός µάρτυρας. Ένα τυπικό πρόγραµµα PCR έχει ως 

εξής: 1 λεπτό στους 94
o
C, 1 λεπτό συνήθως στους 55-68

o
C, όπου η θερµοκρασία εξαρτάται από τους 

εκάστοτε εκκινητές, 1-3 λεπτά στους 72oC, όπου ο χρόνος εξαρτάται από το µέγεθος του τµήµατος που 

θα ενισχυθεί. Τα βήµατα αυτά επαναλαµβάνονται συνήθως για 30 κύκλους. Ακολουθεί επώαση για 10 

λεπτά στους 72
 o

C όπου συµπληρώνονται τυχόν τµήµατα των νεοσυντιθέµενων αλυσίδων που δεν 

έχουν ολοκληρωθεί. Τέλος, τα δείγµατα διατηρούνται στους 4
o
C µέχρι την περαιτέρω επεξεργασία 

τους. 

 

2.2.4.5 Καθαρισµός προϊόντων αντίδρασης PCR µε τη συστηµατοποιηµένη µέθοδο QIAquick 

purification kit (QIAGE_ Inc.). 

 Στη µέθοδο αυτή χρησιµοποιούνται κολώνες QIAquick spin columns, ικανές να δεσµεύσουν µέχρι 

10 µg DNA µεγέθους 100 bp-10 kb, για τον καθαρισµό του προϊόντος της αντίδρασης PCR από τα 

εναρκτήρια µόρια, τα ελεύθερα µονονουκλεοτίδια και το ένζυµο (πολυµεράση). Το καθαρό DNA που 

ανακτάται φτάνει το 90-95% της αρχικής ποσότητας που χρησιµοποιήθηκε. 

• Αρχικά προστίθενται 5 όγκοι διαλύµατος PB (η σύνθεση του διαλύµατος δεν αναφέρεται από τον 

κατασκευαστή) για κάθε όγκο προϊόντος αντίδρασης PCR. 
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• Τοποθετείται το δείγµα στην κολώνα και φυγοκεντρείται στις 13.000 rpm για 60 sec. σε 

θερµοκρασία δωµατίου. 

• Το εκλουόµενο κλάσµα αποµακρύνεται, προστίθεται στην κολώνα 0,75 ml διαλύµατος PE και  

φυγοκεντρείται στις 13.000 rpm για 60 sec. σε θερµοκρασία δωµατίου. 

• Το εκλουόµενο κλάσµα αποµακρύνεται και ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm για επιπλέον 

60 sec. 

• Η κολώνα τοποθετείται σε καθαρό eppendorf και η έκλουση του DNA πραγµατοποιείται µε 50 µl 

ddH2O, φυγοκεντρώντας στις 13.000 rpm για 60 sec. 

 

2.2.4.6 Αποφωσφορυλίωση γραµµικού πλασµιδιακού D_A. 

 Σε ορισµένες περιπτώσεις κλωνοποίησης, εισαγωγής δηλαδή µίας αλληλουχίας DNA σ’ ένα 

πλασµιδιακό φορέα, δύναται ο τελευταίος να διαθέτει ισοτελή άκρα ή να έχει κοπεί µε ένα µόνο 

περιοριστικό ένζυµο που δηµιουργεί συµπληρωµατικά κολλώδη άκρα. Υπάρχει συνεπώς η πιθανότητα 

κατά την αντίδραση σύνδεσης του πλασµιδίου µε το προς κλωνοποίηση µόριο, τα άκρα αυτά να 

επανασυνδεθούν µεταξύ τους (self-ligation) αποκλείοντας την επιτυχή είσοδο του DNA στον 

πλασµιδιακό φορέα. Προκειµένου ν’ αποφευχθεί κάτι παρόµοιο, χρησιµοποιείται το ένζυµο της 

αλκαλικής φωσφατάσης από έντερο µοσχαριού (calf intestinal alkaline phosphatase, CIAP), το οποίο 

αποφωσφορυλιώνει τα 5΄ άκρα του γραµµικού πλασµιδιακού DNA. Για κάθε µg πλασµιδιακού DNA 

απαιτούνται περίπου 3 units ενζύµου και η αντίδραση λαµβάνει χώρα στους 37
ο
C για 15 λεπτά. Το 

ένζυµο κατόπιν, πρέπει ν’ απενεργοποιηθεί πριν την κλωνοποίηση γι’ αυτό και το µίγµα της 

αντίδρασης θερµαίνεται στους 65ºC για 15 λεπτά. Ακολουθεί καθαρισµός τόσο του πλασµιδιακού 

φορέα όσο και του προς κλωνοποίηση µορίου DNA (insert) µε τη συστηµατοποιηµένη µέθοδο 

QIAquick purification kit (QIAGEN Inc.) και τέλος η αντίδραση συνένωσής τους (ligation). 

 

2.2.4.7 Αντίδραση σύνδεσης µορίων D_A µε τη χρήση Τ4 D_A λιγάσης. 

 Κατά την αντίδραση σύνδεσης των µορίων DNA, πρέπει να λαµβάνεται υπ’ όψιν η φύση των 

άκρων τόσο στο τµήµα DNA που πρόκειται να κλωνοποιηθεί όσο και στο πλασµιδιακό DNA. Τα δύο 

µόρια DNA µετά την πέψη µε περιοριστικές  ενδονουκλεάσες υπάρχει πιθανότητα να διαθέτουν 

συµπληρωµατικά κολλώδη άκρα (cohesive ends) ή /και ισοτελή άκρα (blunt ends). Στην πρώτη 
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περίπτωση, η αναλογία µορίων του προς κλωνοποίηση τµήµατος DNA και του πλασµιδίου που 

εφαρµόζεται είναι 1:1 ή 3:1. Στη δεύτερη περίπτωση η αναλογία γίνεται 10:1. 

    Η αντίδραση σύνδεσης των µορίων DNA πραγµατοποιείται σε τελικό όγκο 10-30 µl, αναµιγνύοντας 

200 ng γραµµικού πλασµιδιακού DNA µε την κατάλληλη ποσότητα του προς κλωνοποίηση µορίου 

DNA. Προστίθεται το ρυθµιστικό διάλυµα λιγάσης το οποίο περιέχει ΑΤΡ (συµπαράγοντας για τη 

λειτουργία του ενζύµου) και στη συνέχεια 1 µl (1 U) διαλύµατος Τ4 DNA λιγάσης. Το µίγµα 

επωάζεται στους 16ºC Ο/Ν. Παράλληλα, πραγµατοποιείται µία αντίδραση-µάρτυρας στην οποία δεν 

προστίθεται το προς κλωνοποίηση µόριο DNA. Στην αντίδραση αυτή ελέγχεται κατά πόσο σ’ ένα 

πλασµίδιο που διαθέτει αποφωσφορυλιωµένα ισοτελή ή συµπληρωµατικά κολλώδη άκρα ή ακόµη και 

ετερόλογα άκρα που έχουν προκύψει από δύο διαφορετικά περιοριστικά ένζυµα, γίνεται επανασύνδεση 

των άκρων του (self-ligation). Μετά το τέλος της επώασης, η αντίδραση χρησιµοποιείται για το 

µετασχηµατισµό βακτηρίων. 

 

2.2.4.8 Μετασχηµατισµός βακτηρίων µε τη µέθοδο του θερµικού σοκ. 

 Για την παραγωγή και αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µεγάλη κλίµακα, ακολουθείται ο 

µετασχηµατισµός βακτηρίων υψηλά δεκτικών στην εξωγενή πρόσληψη γενετικού υλικού, µε τη 

µέθοδο του θερµικού σοκ. Η αρχή της µεθόδου, βασίζεται στην αύξηση της διαπερατότητας της 

βακτηριακής µεµβράνης για το DNA, παρουσία κατιόντων (π.χ. ασβέστιο, µαγνήσιο), κατά την 

απότοµη αύξηση της θερµοκρασίας (για σύντοµο χρονικό διάστηµα) από τους 4
o
C (πάγος) στους 42

o
C.  

Πιο συγκεκριµένα, επιλέγεται το στέλεχος της E.coli XL10 (XL10-Gold Ultracompetent cells-

Stratagene) που διαθέτει ιδιαίτερα υψηλή δεκτικότητα (≥5Χ10
9
 cfu.µg pUC18 DNA). Τα βακτήρια 

επωάζονται µαζί µε το DNA (πλασµιδιακό ή το προϊόν της αντίδρασης σύνδεσης /ligation) για 30 

λεπτά στους 4
o
C παρουσία CaCl2 και αναδεύονται ήπια ανά τακτά χρονικά διαστήµατα. Η ποσότητα 

του DNA που χρησιµοποιείται  κυµαίνεται από 0,1 έως 50 ng και εξαρτάται από το εάν θέλουµε να 

µετασχηµατίσουµε τα βακτήρια µ’ ένα απλό υπερελικωµένο πλασµίδιο (οπότε µία µικρή ποσότητα 

είναι αρκετή) ή µε το προϊόν της αντίδρασης σύνδεσης. Κατόπιν, το µίγµα µεταφέρεται στους 42
o
C για 

30 sec και αµέσως µετά πάλι στον πάγο. Ακολουθεί εµβολιασµός των µετασχηµατισµένων βακτηρίων 

σε 1 ml θρεπτικού υλικού LB χωρίς αντιβιοτικό και επώαση στους 37
ο
C για 1 ώρα υπό ανάδευση. Το 

υλικό στη συνέχεια επιστρώνεται σε βακτηριακά πιάτα που περιέχουν LB-άγαρ µε το κατάλληλο 

αντιβιοτικό, ώστε να γίνει η επιλογή των βακτηρίων (θα επιβιώσουν στην καλλιέργεια τα βακτήρια 
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που έχουν προσλάβει το πλασµίδιο, το οποίο φέρει το γονίδιο ανθεκτικότητας έναντι του 

συγκεκριµένου αντιβιοτικού). Τα πιάτα αφήνονται για επώαση στους 37
ο
C για 12-16 ώρες και όταν 

αναπτυχθούν οι επιθυµητές αποικίες, ανακαλλιεργούνται µε σκοπό να αποµονωθεί σε µεγάλη 

ποσότητα το πλασµιδιακό DNA (ανασυνδυασµένο ή µη) που µας ενδιαφέρει. 

2.2.4.9 Παρασκευή και αποµόνωση πλασµιδιακού D_A σε µικρή κλίµακα µε τη συστηµατοποιηµένη 

µέθοδο της QIAGE_ Inc. 

 Με τη µέθοδο αυτή, αποµονώνεται γρήγορα µικρή ποσότητα µερικώς µόνο καθαρισµένου 

πλασµιδιακού DNA από υγρές καλλιέργειες εµβολιασµένες µε αποικίες µετασχηµατισµένων 

βακτηρίων. Το πλασµιδιακό DNA ελέγχεται στη συνέχεια µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες και 

εντοπίζονται έτσι οι κλώνοι που φέρουν το επιθυµητό ανασυνδυασµένο πλασµίδιο. 

• Αρχικά εµβολιάζονται 3 ml διαλύµατος θρεπτικού υλικού που περιέχει αµπικιλλίνη (Cτελική = 100 

µg/ml) µε µία αποικία µετασχηµατισµένων βακτηρίων. Ακολουθεί επώαση µε ανάδευση στους 37ºC 

για 12-16 ώρες. 

• Μεταφορά 1,5 ml από τη βακτηριακή καλλιέργεια σε σωλήνα eppendorf και φυγοκέντρηση στις 

10.000 rpm για 30 sec. σε θερµοκρασία δωµατίου. Το υπόλοιπο της βακτηριακής καλλιέργειας 

φυλάσσεται στους 4ºC. 

• Το υπερκείµενο απορρίπτεται και το ίζηµα των βακτηριακών κυττάρων επαναδιαλύεται µε προσθήκη 

100 µl κατάλληλου διαλύµατος (resuspension buffer Ρ1) και έντονη ανάδευση. Κατόπιν, προστίθενται 

200 µl  διαλύµατος λύσης (lysis buffer Ρ2) και τέλος 150 µl διαλύµατος εξουδετέρωσης του όξινου pH  

(neutralization buffer Ρ3). Ακολουθεί ήπια ανάδευση και φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στις 13.000 rpm. 

• Το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέο eppendorf και προστίθεται 1 ml αιθανόλης 100%. Η ανάµιξη 

πραγµατοποιείται µε αναστροφή των σωλήνων eppendorf και ακολουθεί φυγοκέντρηση για 10 λεπτά  

στις 13.000 rpm. 

• Το υπερκείµενο αποµακρύνεται και το ίζηµα αφήνεται να στεγνώσει στο φούρνο στους 55ºC. 

• Η επαναδιάλυση του DNA γίνεται σε 50 µl ddH2O. 

 Όπως αναφέρθηκε και στην αρχή, µία ποσότητα του αποµονωµένου DNA (10 µl) θα υποστεί πέψη µε 

περιοριστικές ενδονουκλεάσες, προκειµένου να διαπιστωθεί στη συνέχεια µε ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωµα αγαρόζης ποιοι κλώνοι φέρουν το επιθυµητό ανασυνδυασµένο πλασµίδιο. 
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2.2.4.10 Παρασκευή και αποµόνωση πλασµιδιακού D_A σε µεγάλη κλίµακα (maxi prep). 

 Με τη µέθοδο αυτή, αποµονώνεται µεγάλη ποσότητα υψηλής καθαρότητας πλασµιδιακού DNA.  

• Έχοντας εκ των προτέρων προσδιορίσει µε αποµόνωση σε µικρή κλίµακα, ποια αποικία-κλώνος 

φέρει το επιθυµητό ανασυνδυασµένο πλασµίδιο, µεταφέρουµε µέρος της αρχικής µικρής υγρής 

καλλιέργειας των 3 ml σε 500 ml θρεπτικού διαλύµατος LB που έχει εµβολιαστεί µε αµπικιλλίνη 

(Cτελική = 100 µg/ml). Ακολουθεί επώαση µε ανάδευση στους 37ºC για 12-16 ώρες. 

• Την επόµενη µέρα, πραγµατοποιείται φυγοκέντρηση στις 4.000 rpm για 15 λεπτά στους 4ºC. Το 

υπερκείµενο απορρίπτεται και το ίζηµα (βακτηριακά κύτταρα) επαναδιαλύεται σε 10 ml κατάλληλου 

διαλύµατος (resuspension buffer Ρ1). 

• Προστίθενται 10 ml διαλύµατος λύσης (lysis buffer Ρ2) και µετά από ήπια ανάδευση επωάζουµε σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 5 λεπτά. 

• Προστίθενται 10 ml διαλύµατος εξουδετέρωσης του όξινου pH (neutralization buffer Ρ3) και µετά 

από ήπια ανάδευση επωάζουµε στον πάγο για 20 λεπτά. 

• Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13.000  rpm για 30 λεπτά στους 4ºC, σε φυγόκεντρο Sorvall SS-34. 

Το ίζηµα απορρίπτεται και το υπερκείµενο που περιέχει το πλασµιδιακό DNA επαναφυγοκεντρείται 

για 15 λεπτά στις ίδιες συνθήκες. 

• Σε κολώνα QIAGEN-tip 500 προστίθενται 10 ml διαλύµατος εξισορρόπησης (equilibration buffer 

QBT) το οποίο διαµορφώνει τις κατάλληλες συνθήκες αλατότητας και pH προκειµένου στη συνέχεια, 

κατά το «πέρασµα» του δείγµατος να συγκρατηθεί από το φίλτρο µόνο το πλασµιδιακό DNA, ενώ 

άλλες προσµίξεις όπως κυτταρικές πρωτεΐνες ή µεταβολίτες ν’ αποµακρυνθούν. Αφήνουµε το διάλυµα 

QBT να περάσει από την κολώνα µε τη δύναµη της βαρύτητας. 

• Στη συνέχεια, προστίθεται στην κολώνα το υπερκείµενο της τελευταίας φυγοκέντρησης το οποίο και 

πάλι περνά µε τη δύναµη της βαρύτητας. 

• Η κολώνα ξεπλένεται δύο φορές µε 30 ml, την καθεµία, διαλύµατος πλύσης (wash buffer QC) το 

οποίο αποµακρύνει οποιαδήποτε πρόσµιξη χωρίς να επηρεάζει τη δέσµευση του πλασµιδιακού DNA. 

Επιπρόσθετα, εµποδίζει τις µη ειδικές αλληλεπιδράσεις και αποµακρύνει τις πρωτεΐνες που 

προσδένονται στο DNA, χωρίς τη χρήση φαινόλης. 

• Η έκλουση του DNA λαµβάνει χώρα µε 15 ml κατάλληλου διαλύµατος (elution buffer QF). Κατόπιν, 

το DNA κατακρηµνίζεται µε 10,5 ml ισοπροπανόλης και φυγοκέντρηση στις 10.000 rpm για 30 λεπτά 

στους 4ºC.  
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• Προσεκτικά αποµακρύνεται το υπερκείµενο και ο γυάλινος σωλήνας φυγοκέντρησης (correx), 

αφήνεται να στεγνώσει στο φούρνο στους 65ºC.  

 Το DNA που έχει συγκεντρωθεί στα τοιχώµατα του σωλήνα, επαναδιαλύεται σε διάλυµα Tris-

EDTA 1:0,1, δηλαδή Tris 1mM pH 7,5:EDTA 0,1 mM pH 8. Η µικρή συγκέντρωση σε EDTA 

εξυπηρετεί στο ν’ αποφευχθούν προβλήµατα στις πέψεις µε ένζυµα (το EDTA προστατεύει το DNA 

από τη δράση DNAασών όπως οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες, δεσµεύοντας ιόντα-συµπαράγοντες). 

2.2.4.11 Έκφραση και αποµόνωση GST-χιµαιρικών πρωτεΐνών σε βακτήρια.  

Ανάπτυξη µετασχηµατισµένων κυττάρων  

 Τα µετασχηµατισµένα βακτήρια Ε.coli BL-21 µε το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο pGEX-4T-1 που 

φέρει το επιθυµητό γονίδιο, αφού αναπτυχθούν σε µικρές υγρές καλλιέργειες και εξακριβωθεί µετά 

από αποµόνωση  του πλασµιδιακού τους DNA και πέψη µε τις κατάλληλες περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες, πως φέρουν πραγµατικά τον επιθυµητό κλώνο, ανακαλλιεργούνται σε µεγαλύτερη 

κλίµακα ως εξής: εµβολιάζεται αρχικά µία καλλιέργεια των 50 ml 2X Υ.Τ.+ αµπικιλλίνη, µε 500 µl 

µικρής υγρής καλλιέργειας. Ακολουθεί επώαση µε ανάδευση για 12-16 ώρες στους 37ºC και την 

επόµενη µέρα 25 ml από την καλλιέργεια, µεταφέρονται σε µία νέα των 450 ml (2X Υ.Τ.+ 50 µg/ ml 

αµπικιλλίνη). Έπεται νέα επώαση υπό ανάδευση στους 30ºC για 2-3 ώρες έως ότου η οπτική 

πυκνότητα στα 600 nm (OD600 nm) λάβει τιµές ανάµεσα σε 0,5-2. Τότε τα βακτήρια βρίσκονται στην 

εκθετική φάση ανάπτυξής τους και στην καλλιέργεια προστίθεται ο παράγοντας ενεργοποίησης του 

υποκινητή, IPTG (β-ισοπροπυλο-D-θειογαλακτοζίδιο) 100 mM , σε τελική συγκέντρωση 0,2 mM. 

Πραγµατοποιείται επώαση υπό ανάδευση στους 30ºC για επιπλέον 3 h.  

Αποµόνωση χιµαιρικής πρωτεΐνης στο υπερκείµενο της βακτηριακής καλλιέργειας  

 Προκειµένου ν’ αποµονωθεί η παραγόµενη χιµαιρική πρωτεΐνη, ακολουθείται η εξής πορεία: 200 

ml από τη βακτηριακή καλλιέργεια φυγοκεντρούνται στους 4ºC για 15 min στις 2000 rpm. Το 

υπερκείµενο απορρίπτεται και το ίζηµα επαναδιαλύεται σε παγωµένο GST solution buffer (50 µl GST 

solution buffer ανά ml καλλιέργειας). Ακολουθεί σπάσιµο των κυττάρων µε υπερήχους (sonication), 

τρεις φορές από 2 min. Κατόπιν, προστίθενται 10% Triton σε τελική συγκέντρωση 1% και 100% 

γλυκερόλη σε τελική συγκέντρωση 10%, ώστε να διευκολυνθεί το σπάσιµο των κυττάρων. Η 

διαλυτοποίηση πραγµατοποιείται µε ανάδευση στο spiramix για 30 min στους 4ºC. Στη συνέχεια, 
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πραγµατοποιείται φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm, στους 4ºC για 30 min. Κρατάµε το υπερκείµενο για 

τη δέσµευσή του στα σφαιρίδια σεφαρόζης και το ίζηµα απορρίπτεται.  

Αποµόνωση χιµαιρικής πρωτεΐνης από βακτηριακά έγκλειστα σωµάτια (inclusion bodies) 

    Όταν επάγεται η έκφραση µιας πρωτεΐνης σε βακτηριακή καλλιέργεια µε τη χρήση IPTG, συµβαίνει 

συχνά να µην είναι δυνατόν να ληφθεί  η  πρωτεΐνη αυτή στο υπερκείµενο της καλλιέργειας, µετά από 

φυγοκέντρηση. Τούτο οφείλεται στο γεγονός, ότι όταν υπερεκφράζεται µια πρωτεΐνη και µάλιστα ξένη 

για το βακτήριο, αυτή µπορεί ν’ αποβεί τοξική για το τελευταίο, εµποδίζοντας την ανάπτυξη και 

επιβίωσή του. Ως άµυνά του το βακτήριο, εγκλείει τη συγκεκριµένη πρωτεΐνη σε ειδικά σωµάτια 

(inclusion bodies), τα οποία κατά τη φυγοκέντρηση µεταφέρονται στο ίζηµα µαζί µε άλλα κυτταρικά 

συστατικά. Τέτοια περίπτωση αποτελεί η έκφραση της χιµαιρικής πρωτεΐνης GST-RanBPM, η  

αποµόνωση της οποίας από παρόµοια έγκλειστα σωµάτια απαιτεί την εφαρµογή ειδικού πρωτοκόλλου: 

• Το ίζηµα της βακτηριακής καλλιέργειας 1 lt, επαναδιαλύεται σε 13 ml κατάλληλου διαλύµατος 

(solution buffer) και µεταφέρεται σε δοκιµαστικό σωλήνα φυγοκέντρησης των 30 ml (correx). 

• Πραγµατοποιείται λύση των κυττάρων µε υπερήχους (sonication σε 3 περιόδους των 30 sec). 

• Προστίθενται 100 µl λυσοζύµη, 250 µl DNAase I και 50 µl MgCl2 και έπεται ανάδευση (vortex). 

• Προστίθενται 12,5 ml διαλύµατος λύσης και ακολουθεί σύντοµη ανάδευση (vortex). 

• Επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου (RT) για 30-60 λεπτά. 

• Προσθήκη 350 µl NaEDTA. 

• Πάγωµα σε υγρό άζωτο (το περιεχόµενο του δοκιµαστικού σωλήνα έχει µεταφερθεί σε πλαστικό 

κωνικό σωλήνα τύπου falcon των 50 ml, ο οποίος ολόκληρος εµβαπτίζεται στο υγρό άζωτο). Αµέσως 

µετά, µεταφορά σε υδατόλουτρο στους 37ºC για 30 min. 

• Προσθήκη 200 µl MgCl2. 

• Αναµονή για 30-60 λεπτά έως ότου µειωθεί το ιξώδες. 

• Προσθήκη 350 µl NaEDTA. 

Από το σηµείο αυτό και µετά, όλες οι διαδικασίες πρέπει να γίνονται υποχρεωτικά στον πάγο. 

• Φυγοκέντρηση στις 11.000 rpm, για 20 λεπτά στους 4ºC. Φυλάσσεται ένα δείγµα από το υπερκείµενο 

(S1) και το υπόλοιπο απορρίπτεται. 
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• Επαναδιάλυση του ιζήµατος σε 10 ml διαλύµατος πλύσης (wash buffer) µε Triton. 

• Sonication σε τρεις περιόδους των 30 sec. 

• Φυγοκέντρηση στις 11.000 rpm, για 20 λεπτά στους 4ºC. Φυλάσσεται ένα δείγµα από το υπερκείµενο 

(S2) και το υπόλοιπο απορρίπτεται.. 

• Επαναδιάλυση του ιζήµατος σε 10 ml διαλύµατος πλύσης (wash buffer) χωρίς Triton. 

• Sonication σε τρεις περιόδους των 30 sec. 

• Φυγοκέντρηση στις 11.000 rpm, για 20 λεπτά στους 4ºC. Φυλάσσεται  ένα δείγµα από το 

υπερκείµενο (S3) και το υπόλοιπο απορρίπτεται..  

• Επαναδιάλυση του ιζήµατος σε 12 ml 8 Μ ουρίας σε θερµοκρασία δωµατίου (RT) που έχει ως 

αποτέλεσµα την αποδιάταξη της χιµαιρικής πρωτεΐνης. 

• Η επαναπτύχωσή της (refolding) πραγµατοποιείται ως εξής: σε 4 ml διαλύµατος επαναπτύχωσης 

(refolding buffer) προστίθενται σταγόνα-σταγόνα µε σύριγγα του 1 ml, 2 ml από τα 12 του διαλύµατος 

ουρίας. Το νέο µίγµα αναδεύεται για 3 ώρες στους 4ºC στο spiramix. 

• Λαµβάνεται δείγµα από το διάλυµα επαναπτύχωσης και εν συνεχεία αναµιγνύεται µε σφαιρίδια 

σεφαρόζης µε γλουταθειόνη προκειµένου να πραγµατοποιηθεί η πρόσδεση της GST-χιµαιρικής 

πρωτεΐνης σ’ αυτά. 

2.2.4.12 In vitro σύνθεση ραδιενεργά σηµασµένων πρωτεϊνών. 

 Στην περίπτωση της in vitro σύνθεσης ραδιενεργά σεσηµασµένης πρωτεΐνης, ακολουθήθηκε η 

συστηµατοποιηµένη µέθοδος της Promega (TNT
®

 Coupled Reticulocyte Lysate Systems). Το σύστηµα 

περιλαµβάνει εκχύλισµα δικτυοερυθροκυττάρων κουνελιού, Τ7 RNA πολυµεράση, µίγµα αµινοξέων 

από το οποίο απουσιάζει η µεθειονίνη κι έναν αναστολέα RNAσών. Για τη διεξαγωγή του πειράµατος 

απαιτείται επιπρόσθετα ραδιενεργός µεθειονίνη (
35

S-Methionine) καθώς και το πλασµιδιακό DNA που 

φέρει την κωδική περιοχή του επιθυµητού γονιδίου καταρροϊκά του υποκινητή της Τ7 RNA 

πολυµεράσης.  

 Η αρχή της µεθόδου βασίζεται στην in vitro µεταγραφή και µετάφραση του cDNA της RanBPM 

που έχει εισαχθεί στο πλασµίδιο. Η ραδιενεργός µεθειονίνη, ενσωµατώνεται στη συντιθέµενη 

πρωτεΐνη µε αποτέλεσµα εκείνη ν’ ανιχνεύεται µε αυτοραδιογραφία. Η αντίδραση λαµβάνει χώρα σε 

µικρό όγκο (50 µl), για 90 λεπτά στους 30ºC και απαιτεί 1 µg πλασµιδίου και 20 µCi 
35

S-Μethionine. 

Σαν θετικός µάρτυρας της αντίδρασης, χρησιµοποιείται πλασµίδιο που φέρει το γονίδιο της 
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λουσιφεράσης υπό τον υποκινητή της Τ7 RNA πολυµεράσης. Ένα µέρος της αντίδρασης, 

ηλεκτροφορείται σε πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου και υπόκειται σε αυτοραδιογραφία προκειµένου να 

διαπιστωθεί η επιτυχής σύνθεση της ραδιενεργά σεσηµασµένης πρωτεΐνης. Εν συντοµία, το πήκτωµα 

αποξηρένεται υπό κενό στον αφυγραντήρα, τοποθετείται επάνω του ένα φιλµ αυτοραδιογραφίας και 

εσωκλείεται µέσα σε µία «κασέτα». Η τελευταία, εισάγεται και παραµένει στους -80ºC για τρεις 

ηµέρες, ώστε να αποτυπωθεί πλήρως η εκπεµπόµενη γ-ακτινοβολία στο φιλµ, η οποία και εµφανίζεται 

στη συνέχεια µε τη χρήση των κατάλληλων διαλυµάτων (X-Ray Developer, X-Ray Fixer) στο 

σκοτεινό θάλαµο. Έχοντας πλέον επιβεβαιώσει την παρουσία της σεσηµασµένης πρωτεΐνης, 

συνεχίζουµε στη δοκιµασία της GST-κατακρήµνισης,  µε τη χρήση GST-Cend1 χιµαιρικής πρωτεΐνης 

και µε τρόπο όµοιο µε εκείνον που περιγράφηκε στην παράγραφο 2.2.3.9. 

 

2.2.4.13 Αποµόνωση ολικού R_A από κύτταρα _euro-2a. 

 Ολικό RNA αποµονώθηκε από κύτταρα Neuro-2a, µονά µετασχηµατισµένα είτε µε το πλασµίδιο 

που κωδικοποιεί για τη Cend1, είτε για το αντίστοιχο που κωδικοποιεί για την Dyrk1B καθώς επίσης 

και διπλά µετασχηµατισµένα για τους συνδυασµούς πλασµιδίων Cend1/RanBPM-FLAG, 

Dyrk1B/RanBPM-FLAG, Dyrk1B/GFP. Για την αποµόνωση του RNA χρησιµοποιήθηκε το 

αντιδραστήριο TrizoL (Ambion), του οποίου η σύσταση (φαινόλη, ισοθειοκυανική γουανιδίνη και 

άλλα έκδοχα), όχι µόνο διευκολύνει την αποµόνωση του RNA αλλά διασφαλίζει και την ακεραιότητά 

του, χάρη στην ανασταλτική του δραστικότητα έναντι των ενζύµων που το διασπούν (RNAασες). Το 

πρωτόκολο αποµόνωσης που ακολουθήθηκε ήταν το παρεχόµενο από την εταιρία. Εν συντοµία, αφού 

αφαιρέθηκε το υπερκείµενο υλικό των κυττάρων, 1 ml αντιδραστηρίου TrizoL προστέθηκε σε κάθε 

πηγάδι διαµέτρου 35 mm από το πιάτο κυτταροκαλλιέργειας 6 πηγαδιών (6 well plate) και ακολούθησε 

λύση των κυττάρων. Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε ο διαχωρισµός των φάσεων των 

οµογενοποιηµάτων ως εξής:                           

1. Τα δείγµατα επωάστηκαν για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου ώστε να λυθούν ολοκληρωτικά τα 

νουκλεοπρωτεϊνικά σύµπλοκα. 

2. Προστέθηκαν 0.2 mL χλωροφορµίου για κάθε 1 mL του αντιδραστηρίου TRIzol
®

. 

3. Τα δείγµατα ανακινήθηκαν έντονα για 15 δευτερόλεπτα. 

4. Ακολούθησε επώαση για 2–3 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. 

5. Τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν στα 12.000 × g για 15 λεπτά στους 4°C. 
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Μετά τη φυγοκέντρηση, παρατηρήθηκε πως τα µίγµατα διαχωρίζονται σε φάσεις: µία κατώτερη 

ερυθρού χρώµατος που συνίσταται από φαινόλη-χλωροφόρµιο, µία ενδιάµεση και µία ανώτερη 

υδατική που περιέχει αποκλειστικά το RNA. Αφού αφαιρέθηκε προσεκτικά η υδατική φάση, ώστε να 

µην υπάρξει πρόσµιξη από τις υπόλοιπες, ακολούθησε η αποµόνωση του RNA:  

1. Προστέθηκε 0.5 mL 100% ισοπροπανόλη στην υδατική φάση, για κάθε 1 mL αντιδραστηρίου 

TRIzol® που είχε χρησιµοποιηθεί στην οµογενοποίηση. 

3. Τα δείγµατα επωάστηκαν για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. 

4. Κατόπιν, φυγοκεντρήθηκαν στα 12,000 × g για 10 λεπτά στους 4°C 

Στη συνέχεια, πραγµατοποιήθηκαν πλύσεις του ιζήµατος που περιέχει το RNA µε 1 mL 75% αιθανόλη 

για κάθε 1 mL αντιδραστηρίου TRIzol
®

 που είχε χρησιµοποιηθεί στην οµογενοποίηση. Ακολούθησε 

έντονη ανακίνηση των δειγµάτων (vortex) και φυγοκέντρηση στα 7500 × g για 5 λεπτά στους 4°C.  

Τα ιζήµατα, αφέθηκαν να στεγνώσουν για 10 λεπτά και επαναδιαλύθηκαν σε 50 µl υπερ-καθαρού 

νερού, ελεύθερου RNAασών. 

  

2.2.4.14 Ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης πραγµατικού χρόνου σε προϊόν αντίστροφης 

µεταγραφής (Real-time RT-qPCR). 

 Για την αντίστροφη µεταγραφή του RNA και τη σύνθεση συµπληρωµατικού µονόκλωνου DNA 

(cDNA), χρησιµοποιήθηκε 1µg αποµονωµένου RNA από κύτταρα Neuro 2a. H διαδικασία που 

ακολουθήθηκε, βασίστηκε στη συστηµατοποιηµένη µέθοδο της εταιρίας Takara (PrimeScript RT 

reagent Kit). Εν συντοµία, παρασκευάστηκε ένα µίγµα που περιείχε το ένζυµο αντίστροφη 

µεταγραφάση (PrimeScript
TM

 RT Enzyme), το κατάλληλο διάλυµα-buffer που απαιτείται για την 

ενζυµική αντίδραση (5 × PrimeScript
TM

 Buffer) και τα τυχαία εξαµερή-εκκινητές τα οποία 

υβριδοποιούνται µε το RNA και συµµετέχουν στο σχηµατισµό του cDNA παρουσία της αντίστροφης 

µεταγραφάσης. Στο µίγµα αυτό προστέθηκε η απαιτούµενη ποσότητα του αποµονωµένου RNA (1µg) 

και ο τελικός όγκος της αντίδρασης συµπληρώθηκε µε νερό ελεύθερο RNAσών. Συνοπτικά, οι 

ποσότητες των συστατικών του µίγµατος µε τις τελικές τους συγκεντρώσεις παρατίθενται στον 

ακόλουθο πίνακα: 
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Υλικό Ποσότητα Τελική Συγκέντρωση 

5 × PrimeScriptTM Buffer 2 µl 1x 

PrimeScriptTM RT Enzyme 0.5 µl  

Random 6 mers (100 µM) 0.5 µl 50 pmol 

Ολικό RNA 1 µg  

RNase Free dH2O   

Σύνολο 10 µl  

 

 Στη συνέχεια και προκειµένου να λάβει χώρα η αντίδραση αντίστροφης µεταγραφής, το µίγµα 

επωάστηκε στους 37°C για 15 λεπτά, ενώ ακολούθησαν και 5 δευτερόλεπτα θέρµανσης στους 85°C 

ώστε ν’ απενεργοποιηθεί το ένζυµο. 

 Για την ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης πραγµατικού χρόνου (Real-time qPCR), 

ακολουθήθηκε η µέθοδος µε τη χρωστική SYBR green, χρησιµοποιώντας το αντίστοιχο πρωτόκολλο 

της εταιρίας Takara [SYBR
®

 Premix Ex Taq TM (Perfect Real Time) (TaKaRa Cat.#RR041A)]. Η 

αρχή της µεθόδου βασίζεται στη δέσµευση της φθορίζουσας χρωστικής SYBR Green στο DNA και 

την ανίχνευση του εκπεµπόµενου σήµατος κατά τη διάρκεια της αντίδρασης του πολυµερισµού. Στο 

διάλυµα της αντίδρασης, τα αδέσµευτα µόρια της χρωστικής φθορίζουν ελάχιστα ενώ κατά τη φάση 

της επιµήκυνσης, δεσµεύονται στο δίκλωνο DNA, µε αποτέλεσµα να αποτυπώνεται σε πραγµατικό 

χρόνο στο κατάλληλο µηχάνηµα (ABI Prism SDS 7000) µία αύξηση του φθορισµού (Εικ.2.1). Η 

αύξηση αυτή, σηµατοδοτεί ουσιαστικά και την αύξηση των αντιγράφων των περιοχών του DNA που 

έχουν «ενισχυθεί» παρουσία της πολυµεράσης, σε πραγµατικό χρόνο. Όταν πάλι το DNA 

αποδιατάσσεται κατά τους προγραµµατισµένους κύκλους του πολυµερισµού, ο φθορισµός µειώνεται.  
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Εικ.2.1 Σχηματική απεικόνιση της ποσοτικής αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης πραγματικού χρόνου με τη 

χρήση της χρωστικής SYBR green. Όσο διαρκεί η αντίδραση πολυμερισμού του DNA, τόσο περισσότερα μόρια 

χρωστικής δεσμεύονται ανάμεσα στις δύο έλικες και εντονότερος γίνεται ο φθορισμός που ανιχνεύεται μέσω 

κατάλληλου μηχανήματος (ABI Prism SDS 7000). Αντίθετα, στη φάση της αποδιάταξης του DNA, τα μόρια της 

χρωστικής παραμένουν ελεύθερα στο διάλυμα της αντίδρασης και ο φθορισμός είναι ελάχιστος. 

Τροποποιημένο από (Bustin 2000). 

 

 

• Πίνακας 2.5. Εκκινητές των γονιδίων που χρησιµοποιήθηκαν στην ποσοτική αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυµεράσης (qPCR) πραγµατικού χρόνου σε προϊόν αντίστροφης µεταγραφής. 

 

Όνοµα εκκινητή                  Αλληλουχία 

mDyrk1B FOR 5’- GGTCCTTTCTCTGGCTTTCC -3’ 

mDyrk1B REV 5’- TTGATGAGGTCCACCGAGA -3’ 

mCyclinD1 FOR 5’- TAGGCCCTCAGCCTCACTC -3’ 
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mCyclinD1 REV 5’- CCACCCCTGGGATAAAGCA - 3’ 

mGAPDH FOR 5’- AACTTTGGCATTGTGGAAGG -3’ 

mGAPDH REV 5’- GGATGCAGGGATGATGTTCT -3’ 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.1  Η πρωτεΐνη ΒΜ88/Cend1 αλληλεπιδρά µε την RanBPM. 

 Η ταυτοποίηση της πρωτεΐνης RanBPM ως αλληλεπιδρώσας µε την ΒΜ88/Cend1, είχε 

πραγµατοποιηθεί µετά από σάρωση cDNA βιβλιοθήκης έκφρασης εγκεφάλου ενήλικου ποντικού σε 

σύστηµα ζύµης δύο υβριδίων. Ως «δόλωµα» χρησιµοποιήθηκε το cDNA της ΒΜ88/Cend1 του 

ποντικού που κωδικοποιεί για το τµήµα της πρωτεΐνης που βρίσκεται εκτεθειµένο εντός του 

κυτταροπλάσµατος και παρέχει µια «επιφάνεια» αλληλεπίδρασης µε άλλες πρωτεΐνες.  Από το τµήµα 

της πρωτεΐνης ΒΜ88/Cend1 που χρησιµοποιήθηκε ως «δόλωµα» απουσίαζε η περιοχή εκείνη που 

κωδικοποιεί για το υδρόφοβο διαµεµβρανικό κοµµάτι της πρωτεΐνης των 20 αµινοξέων, καθώς επίσης 

και για το καρβοξυτελικό µοτίβο των τριών θετικά φορτισµένων αµινοξικών καταλοίπων RKK, που 

χρησιµεύουν για την ενδοκυττάρια στόχευση της ΒΜ88/Cend1 πρωτεΐνης στην εξωτερική µεµβράνη 

των µιτοχονδρίων (Gaitanou and Matsas, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα) (Εικ. 3.1Α). Συγκεκριµένα, 

συνολικά 3x10
6
 ανεξάρτητοι κλώνοι σαρώθηκαν και από αυτούς αποµονώθηκαν 13 θετικοί κλώνοι. 

Ακολούθησε ανάλυση της νουκλεοτιδικής τους αλληλουχίας και εύρεση οµολογίας µε ήδη γνωστές 

cDNA αλληλουχίες µε τη χρήση του αλγορίθµου BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.). Από 

την ανάλυση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των θετικών κλώνων που αποµονώθηκαν, προέκυψαν 

τρεις κλώνοι που αντιστοιχούν στο cDNA της πρωτεΐνης RanBPM.  Κανένας από τους τρεις κλώνους 

της RanBPM που αποµονώθηκαν δεν ήταν πλήρους µεγέθους. Αναλυτικότερα, οι τρεις ανεξάρτητοι 

κλώνοι της RanBPM που αποµονώθηκαν (#106, #110, #318) ήταν επικαλυπτόµενοι και διέφεραν σε 

µήκος στο 5’ άκρο τους [από το µεγαλύτερο κλώνο (#106) έλειπαν τα πρώτα 37 αµινοξέα, ενώ από 

τους δύο µικρότερους (#110 και #318) τα πρώτα 99 και 134 αµινοξέα αντίστοιχα], γεγονός που 

υποδεικνύει ότι τα πρώτα 134 αµινοξέα της πρωτεΐνης RanBPM δεν είναι απαραίτητα για την 

αλληλεπίδρασή της µε την BM88/Cend1. Επιπλέον και οι τρεις επικαλυπτόµενοι κλώνοι 

κωδικοποιούσαν για τα χαρακτηριστικά µοτίβα SPRY-LiSH-CTLH-CRA που διαµεσολαβούν στις 

περισσότερες πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις της RanBPM µε άλλες πρωτεΐνες (Εικ. 3.1Β & 3.1Γ). Στα 

πλαίσια της παρούσας διδακτορικής διατριβής αρχικά έλαβε χώρα, η επιβεβαίωση της αλληλεπίδρασης 

των δύο παραπάνω πρωτεϊνών in vitro και in vivo, µέσω βιοχηµικών µεθόδων όπως οι GST-

καταβυθίσεις (GST- pull down) και οι συν-ανοσοκατακρηµνίσεις (co-immunoprecipitations). 
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Εικ.3.1 Σχηματική αναπαράσταση  των Cend1 και RanBPM κλώνων καθώς και των αντίστοιχων πρωτεϊνικών 

τμημάτων που κωδικοποιούν. (Α) Το κυτταροπλασματικό τμήμα της Cend1 (τα πρώτα 124 αμινοξέα), 

χρησιμοποιήθηκε τόσο ως «δόλωμα» στη σάρωση βιβλιοθήκης ζύμης δύο υβριδίων όσο και στην κατασκευή 

GST-χιμαιρικής πρωτεΐνης για τις δοκιμασίες των GST-καταβυθίσεων. (Β-Γ) Οι τρεις επικαλυπτόμενοι κλώνοι 

της RanBPM (#106, #110, #318, «λεία» στη σάρωση βιβλιοθήκης ζύμης δύο υβριδίων),  κωδικοποιούν για τα 

χαρακτηριστικά μοτίβα SPRY-LiSH-CTLH-CRA, ενώ για την κατασκευή GST-χιμαιρικών πρωτεϊνών 

χρησιμοποιήθηκαν τμήματα εντός των απομονωμένων κλώνων #318 και #110  μεγέθους  981 και 1731 bp που 

κωδικοποιούν αντίστοιχα για 327 και 577 αμινοξέα.  
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3.1.1 Η χιµαιρική πρωτεΐνη GST-Cend1 καταβυθίζει την in vitro συντιθέµενη και ραδιενεργά σηµασµένη 

περιοχή 
35

S-SPRY-LiSH-CTLH της RanBPM. 

 ∆εδοµένου ότι η πρωτεΐνη RanBPM αλληλεπιδρά µε µια πληθώρα πρωτεΐνών σε διάφορους ιστούς 

(Murrin and Talbot 2007), µέσω της περιοχής της που εµπεριέχει τα χαρακτηριστικά µοτίβα SPRY-

LiSH-CTLH καθώς και ότι και οι τρείς επικαλυπτόµενοι κλώνοι της RanBPM που αποµονώθηκαν από 

το σύστηµα ζύµης δύο υβριδίων εµπεριείχαν τα συγκεκριµένα µοτίβα, διερευνήθηκε αρχικά εάν η 

περιοχή αυτή είναι ικανή και επαρκής για την αλληλεπίδρασή της µε την πρωτεΐνη ΒΜ88/Cend1. Η in 

vitro επιβεβαίωση της αλληλεπίδρασης πραγµατοποιήθηκε ως ακολούθως: ένα µικρό τµήµα της 

RanBPM (942 bp) που περιέχει τα µοτίβα SPRY-LiSH-CTLH (314 αµινοξέα) (Εικόνα 3.1 Β,Γ), 

συντέθηκε in vitro και σηµάνθηκε µε ραδιενεργή µεθειονίνη, σύµφωνα µε τη συστηµατοποιηµένη 

µέθοδο της Promega και όπως περιγράφηκε στην παράγραφο 2.2.4.12. Το διάλυµα που περιείχε την in 

vitro συντιθέµενη και ραδιενεργά σεσηµασµένη περιοχή 
35

S-SPRY-LiSH-CTLH της RanBPM 

επωάστηκε µε την χιµαιρική GST-ΒΜ88/Cend1 πρωτεΐνη και µετά την καταβύθιση ακολούθησε 

µονοδιάστατη ηλεκτροφόρηση υπό αποδιατακτικές συνθήκες σε πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου και 

αυτοραδιογραφία. Όπως φαίνεται και στην Εικόνα 3.2, η περιοχή 
35

S-SPRY-LiSH-CTLH της 

RanBPM καταβυθίζεται ειδικά από τη GST-ΒΜ88/Cend1, όχι όµως και από την GST (αρνητικός 

µάρτυρας του πειράµατος). Ως εκ τούτου η περιοχή SPRY-LiSH-CTLH της πρωτεΐνης RanBPM είναι 

επαρκής για την δέσµευση-πρόσδεση της RanBPM στην πρωτεΐνη ΒΜ88/Cend1 και καταβυθίζονται 

µαζί in vitro σε ένα σύστηµα ελεύθερο κυττάρων, υποδεικνύοντας επιπλέον το άµεσο της 

αλληλεπίδρασής τους χωρίς τη µεσολάβηση άλλου παράγοντα.  
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Εικ.3.2 Αυτοραδιογραφία καταβύθισης του ραδιενεργά σεσημασμένου τμήματος SPRY-LiSH-CTLH, με 
35

S-

μεθειονίνη, της πρωτεΐνης RanBPM, από τη χιμαιρική πρωτεΐνη GST-Cend1. Στη διαδρομή 3, αποτυπώνεται η 

ραδιενεργά σημασμένη RanBPM στο διάλυμα της in vitro σύνθεσής της (input), καθώς επίσης και μετά την 

καταβύθισή της από την GST-Cend1 (διαδρομή 2). Όταν για την καταβύθιση χρησιμοποιείται σκέτη GST 

πρωτεΐνη (αρνητικός μάρτυρας), η RanBPM δεν ανιχνεύεται (διαδρομή 1). Στις διαδρομές 4 και 5, 

παρατίθενται οι GST-Cend1 και GST πρωτεΐνες που χρησιμοποιήθηκαν στο πείραμα καταβύθισης, μετά από 

ηλεκτροφόρησή τους υπό αποδιατακτκές συνθήκες και χρώση Coomassie. 

 

3.1.2 Η χιµαιρική πρωτεΐνη GST-RanBPM καταβυθίζει την ΒΜ88/Cend1 από οµογενοποίηµα εγκεφάλου 

ενήλικου ποντικού. 

 Προκειµένου να επιβεβαιωθεί περαιτέρω η αλληλεπίδραση των δύο πρωτεϊνών πραγµατοποιήθηκαν 

αντίστροφες GST-καταβυθίσεις. Συγκεκριµένα χρησιµοποιήθηκαν δύο περιοχές του cDNA της 

RanBPM, µεγέθους 981 bp και 1731 bp, που περιείχαν την περιοχή SPRY-LiSH-CTLH και SPRY-

LiSH-CTLH-CRA αντίστοιχα (Εικ.3.1Β,Γ), και χρησίµευσαν για την παραγωγή  GST-RanBPM 

χιµαιρικών πρωτεϊνών σε βακτήρια του στελέχους BL21 της Escherichia.coli. Η παραγωγή και 

αποµόνωση των πρωτεϊνών αυτών, πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο που αναλύθηκε 

στην παράγραφο 2.2.4.11. Κατόπιν, οι χιµαιρικές πρωτεΐνες προσδέθηκαν σε σφαιρίδια σεφαρόζης µε 

γλουταθειόνη και χρησιµοποιήθηκαν ως «δόλωµα» σε οµογενοποίηµα εγκεφάλου ενήλικου ποντικού, 

προκειµένου να καταβυθίσουν ειδικά την πρωτεΐνη ΒΜ88/Cend1. Ως αρνητικός µάρτυρας του 

πειράµατος, χρησιµοποιήθηκε η GST πρωτεΐνη προσδεµένη σε σφαιρίδια σεφαρόζης µε γλουταθειόνη, 

ενώ ως θετικός µάρτυρας του πειράµατος, πραγµατοποιήθηκε αντίδραση ανοσοκατακρήµνισης (IP), µε 

τη χρήση ειδικού πολυκλωνικού αντισώµατος έναντι της πρωτεΐνης ΒΜ88/Cend1. Όπως φαίνεται και 

στο ανοσοαποτύπωµα, η ΒΜ88/Cend1 καταβυθίζεται ειδικά από το πολυκλωνικό ανοσοκαθαρισµένο 

ΒΜ88 αντίσωµα όσο και από την GST-RanBPM (τόσο από το µεγάλο τµήµα της των 577 αµινοξέων 

όσο και από το µικρότερο των 327 αµινοξέων), όχι όµως και από την GST πρωτεΐνη (Εικόνα 3.3).  
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Εικ.3.3 Ανοσοαποτύπωμα κατά western με αντίσωμα έναντι της πρωτεΐνης Cend1, κατόπιν κατακρήμνισής της 

από πρωτεϊνικό ομογενοποίημα εγκεφάλου. Στις διαδρομές 1-3 (άνω μέρος, input), ελέγχθηκε η έκφραση της 

Cend1 στο πρωτεϊνικό εκχύλισμα εγκεφάλου ποντικού στο οποίο έχουν προστεθεί ξεχωριστά η χιμαιρική 

πρωτεΐνη GST-RanBPM (327 αα, διαδρομή 1), GST-RanBPM (577 αα, διαδρομή 2) και η GST πρωτεΐνη 

(αρνητικός μάρτυρας του πειράματος, διαδρομή 3). Ως θετικός μάρτυρας της GST-καταβύθισης, προστέθηκε 

στο ομογενοποίημα ειδικό πολυκλωνικό αντίσωμα έναντι της Cend1 με σκοπό την ανοσο-κατακρήμνισή της (IP, 

διαδρομή 4). Όπως φαίνεται στο κάτω μέρος των διαδρομών 1-4, η Cend1 ανιχνεύεται μόνο κατόπιν 

καταβύθισής της (Pull-down)  από την RanBPM (1,2), καθώς και από το ειδικό αντίσωμα (4). Στις διαδρομές 5-

7, παρίστανται οι χιμαιρικές πρωτεΐνες GST-RanBPM (327 αμινοξέα), GST-RanBPM (577 αμινοξέα)  και η GST 

μετά από ηλεκτροφόρηση υπό αποδιατακτκές συνθήκες και χρώση Coomassie (GST-loading).  

 

3.1.3 Η χιµαιρική πρωτεΐνη GST-Cend1 καταβυθίζει την FLAG-RanBPM από εκχύλισµα κυττάρων 

ΗΕΚ293Τ. 

 Η αλληλεπίδραση των δύο πρωτεϊνών in vitro, επιβεβαιώθηκε και κατ’ αντίστροφο τρόπο, 

ελέγχοντας αν η Cend1 χρησιµοποιούµενη ως δόλωµα, δύναται να καταβυθίσει επιλεκτικά την 

RanBPM από αποµονωµένο κυτταρικό εκχύλισµα. Τα ανθρώπινα εµβρυϊκά κύτταρα νεφρού της 

σειράς ΗΕΚ293Τ εµφανίζουν υψηλό πολλαπλασιαστικό δυναµικό και µετασχηµατίζονται εξωγενώς σε 

µεγάλο ποσοστό, γι’ αυτό και επιλέχθηκαν για τη διεξαγωγή του συγκεκριµένου πειράµατος. Αρχικά,  

µετασχηµατίστηκαν παροδικά µε το πλασµίδιο p3xFLAG-CMV7.1 (Sigma) που περιείχε ολόκληρη 

την κωδική περιοχή της «ανθρώπινης» RanBPM, ενωµένη µε τον επίτοπο FLAG (µια ευγενική 
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προσφορά της Dr. Sang-Ohk Shim). Το κυτταρικό εκχύλισµα αποµονώθηκε και χρησιµοποιήθηκε σε 

GST-καταβυθίσεις µε τη χρήση χιµαιρικής GST-ΒΜ88/Cend1 πρωτεΐνης και αρνητικό µάρτυρα σκέτη 

GST πρωτεΐνη. Όπως φαίνεται και στην Εικόνα 3.4, στο ανοσοαποτύπωµα κατά western, µόνο η GST-

ΒΜ88/Cend1, καταβυθίζει ειδικά την FLAG -RanBPM.   

 

Εικ.3.4 Ανοσοαποτύπωμα κατά western με αντίσωμα έναντι του επιτόπου FLAG της χιμαιρικής FLAG-RanBPM 

πρωτεΐνης, κατόπιν καταβύθισής της από τη χιμαιρική GST-Cend1 πρωτεΐνη. Στο πλαίσιο Ι) παρίστανται οι 

πρωτεΐνες GST-Cend1 (διαδρομή 1) και GST (διαδρομή 2) όπως αυτές χρησιμοποιήθηκαν στο πείραμα 

καταβύθισης, μετά από ηλεκτροφόρησή τους υπό αποδιατακτκές συνθήκες και χρώση Coomassie. Στο πλαίσιο 

ΙΙ) η εξωγενώς εκφρασμένη FLAG-RanBPM πρωτεΐνη, ανιχνεύεται στο κυτταρικό εκχύλισμα ΗΕΚ293Τ 

κυττάρων, στο οποίο πραγματοποιείται καταβύθιση είτε με την GST-Cend1 (1), είτε με την GST (2). Στο πλαίσιο 

ΙΙΙ) δείχνεται πως η  FLAG-RanBPM- καταβυθίζεται μόνο από την GST-Cend1. 
                                                                         

3.1.4 Η πρωτεΐνη ΒΜ88/Cend1 συν-κατακρηµνίζεται µε την RanBPM σε κύτταρα ΗΕΚ293Τ. 

 Η δοκιµασία της συν-κατακρήµνισης αποτελεί ίσως την ισχυρότερη ένδειξη αλληλεπίδρασης µεταξύ 

δύο πρωτεϊνών, λόγω χρήσης ειδικού αντισώµατος έναντι της µιας προκειµένου να κατακρηµνιστεί και 

στη συνέχεια ανίχνευση της άλλης ως µέρος ενός συµπλόκου που καταβυθίζεται. Κύτταρα της σειράς 

ΗΕΚ293Τ, µετασχηµατίστηκαν παροδικά µε τα πλασµίδια p3xFLAG-RanBPM-CMV7.1 και pcDNA3-

BM88/Cend1, είτε µεµονωµένα είτε σε συνδυασµό. 48 ώρες µετά το µετασχηµατισµό, τα κύτταρα 

συλλέχθηκαν και υπέστησαν λύση σε κατάλληλο διάλυµα (lysis buffer) για 3 ώρες στους 4oC. Στο 

κυτταρικό εκχύλισµα που αποµονώθηκε, πραγµατοποιήθηκε προσδιορισµός της συγκέντρωσης των 

πρωτεϊνών µε τη συστηµατοποιηµένη µέθοδο Lowry ενώ παράλληλα δείγµα του εκχυλίσµατος 

υποβλήθηκε σε SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση και ανοσοαποτύπωµα κατά western ώστε να επιβεβαιωθεί 

η παρουσία των πρωτεϊνών µε ειδικό αντίσωµα για καθεµία από αυτές. Στην ανοσοκατακρήµνιση που 
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ακολούθησε (βλ. παρ. 2.2.3.8), χρησιµοποιήθηκε αντίσωµα έναντι του επιτόπου FLAG της πρωτεΐνης 

FLAG-RanBPM. Σε µία ξεχωριστή αντίδραση-αρνητικό µάρτυρα του πειράµατος-χρησιµοποιήθηκε 

ένα τυχαίο αντίσωµα εταιρείας (anti-PRDX2). Όπως φαίνεται και στο ανοσοαποτύπωµα κατά western 

της Εικόνας 3.5, το anti-FLAG αντίσωµα καταβυθίζει ειδικά την RanBPM, όπου εκείνη εκφράζεται 

και µαζί της συν-ανοσοκατακρηµνίζεται και η BM88/Cend1 όπου συνεκφράζεται µαζί µε την 

RanBPM. Αντίθετα, στην περίπτωση του αρνητικού µάρτυρα, το τυχαίο αντίσωµα δεν αναγνωρίζει και 

ως εκ τούτου δεν καταβυθίζει την FLAG-RanBPM αλλά ούτε και την αλληλεπιδρούσα BM88/Cend1. 

 

 

Εικ.3.5 Ανοσοαποτύπωμα (ΙΒ) κατά western, κατόπιν συν-ανοσοκατακρήμνισης (ΙΡ) της Cend1 από τη RanBPM-

FLAG. Στις διαδρομές 1-3, οι πρωτεΐνες ανιχνεύονται στο εκχύλισμα κυττάρων ΗΕΚ293Τ στα οποία 

εκφράζονται εξωγενώς, είτε η καθεμία πρωτεΐνη ξεχωριστά (2,3) είτε και οι δύο μαζί (1). Στις διαδρομές 4-6, η 

FLAG-RanBPM ανιχνεύεται κατόπιν ανοσοκατακρήμνισής της, σε εκχύλισμα κυττάρων μετασχηματισμένων είτε 

μόνο με FLAG-RanBPM (διαδρομή 5), είτε με FLAG-RanBPM και Cend1 (διαδρομή 4).  Αντίθετα, η Cend1 

ανιχνεύεται μόνο κατόπιν συν-ανοσοκατακρήμνισης σε διπλά μετασχηματισμένα κύτταρa με FLAG-RanBPM 

(διαδρομή 4). Όπως είναι αναμενόμενο, σε κύτταρα που εκφράζουν εξωγενώς μόνο τη Cend1, καμία από τις 

δύο πρωτεΐνες δεν ανοσοκατακρημνίζεται (διαδρομή 6). Η συν-ανοσοκατακρήμνιση της Cend1 από την FLAG-

RanBPM είναι ειδική, καθώς όταν χρησιμοποιείται για την αντίδραση ανοσοκατακρήμνισης ένα τυχαίο 

αντίσωμα εταιρίας (αντί-PRX2), η Cend1 δεν ανιχνεύεται στο ανοσοαποτύπωμα (διαδρομή 7). Για την 

ανοσοκατακρήμνιση καθώς και για την ανίχνευση της RanBPM χρησιμοποιήθηκε αντίσωμα έναντι του 

επιτόπου της FLAG. 
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3.1.5 Η πρωτεΐνη ΒΜ88/Cend1 συνεντοπίζεται ενδοκυτταρικά µε την RanBPM σε κύτταρα _euro-2a, 

όπου τα δύο µόρια συνεκφράζονται. 

 Ο ενδοκυτταρικός συνεντοπισµός δύο ή και περισσότερων µορίων αποτελεί βασική προϋπόθεση 

µιας ενδεχόµενης µεταξύ τους αλληλεπίδρασης. Από παλαιότερες βιβλιογραφικές αναφορές, έχει 

δειχθεί πως η µεµβρανική πρωτεΐνη Cend1 είναι αγκυροβοληµένη µέσω µιας διαµεµβρανικής περιοχής 

µήκους 20 υδρόφοβων αµινοξέων, που εδράζεται στο καρβοξυτελικό της άκρο, στις µεµβράνες των 

ενδοκυττάριων οργανιδίων των νευρώνων, µε κυριώτερο τον εντοπισµό της στην εξωτερική µεµβράνη  

των µιτοχονδρίων και στο ενδοπλασµατικό δίκτυο (Gaitanou et al. 2001; Mamalaki et al. 1995; 

Patsavoudi et al. 1995). Προκειµένου να εξεταστεί ο κυτταρικός συνεντοπισµός της RanBPM µε τη 

Cend1, κύτταρα της σειράς νευροβλαστώµατος του ποντικού Neuro-2a, µετασχηµατίστηκαν παροδικά, 

µε τα πλασµίδια p3xFLAG-RanBPM-CMV7.1 και pcDNA3-BM88/Cend1. Σηµειώνεται πως τα 

κύτταρα Neuro-2a εκφράζουν ενδογενώς σε χαµηλά επίπεδα την πρωτεΐνη BM88/Cend1, όπως έχει 

δειχθεί µε ανοσοαποτύπωµα και ανοσοκυτταροχηµεία (Georgopoulou et al. 2006; Mamalaki et al. 

1995) ενώ δεν φαίνεται να εκφράζουν ενδογενώς την πρωτεΐνη RanBPM, όπως προκύπτει µε 

ανοσοαποτύπωµα του κυτταρικού τους εκχυλίσµατος και τη χρήση ειδικού αντι-RanBPM αντισώµατος 

(Abcam), (αποτελέσµατα που δεν παρουσιάζονται). Συγκεκριµένα, 48 ώρες µετά τον παροδικό 

µετασχηµατισµό των Neuro-2a κυττάρων µε τα πλασµίδια p3xFLAG-RanBPM-CMV7.1 και pcDNA3-

BM88/Cend1 µαζί, ακολουθήθηκε η διαδικασία της ανοσοκυτταροχηµείας/ανοσοφθορισµού όπως 

περιγράφεται στην παράγραφο 2.2.1.3. Πραγµατοποιήθηκαν διπλές χρώσεις µε τη χρήση πρωτογενών 

αντισωµάτων έναντι της BM88/Cend1 και της FLAG-RanBPM.  Για την ανίχνευση της RanBPM 

χρησιµοποιήθηκε αντίσωµα έναντι του επιτόπου FLAG αλλά και ειδικό αντίσωµα αντι-RanBPM 

έναντι της πρωτεΐνης RanBPM.  Η ανίχνευση των πρωτογενών αντισωµάτων πραγµατοποιήθηκε µε τη 

χρήση δευτερογενών αντισωµάτων συζευγµένων µε φθοριοχρώµατα Alexa-488 (πράσινο), Alexa-546 

(κόκκινο). Για τη σήµανση των πυρήνων χρησιµοποιήθηκε η χρωστική TO-PRO-3. Οι εικόνες των 

φθοριζόντων κυττάρων ελήφθησαν σε συνεστιακό µικροσκόπιο σάρωσης (Confocal Microscopy). 

 Συµβατά µε όσα ήταν ήδη γνωστά από τη βιβλιογραφία (Denti et al. 2004; Nakamura et al. 1998; 

Nishitani et al. 2001; Zou et al. 2003) και δεδοµένης της αλληλεπίδρασής της µε τη BM88/Cend1, η 

RanBPM εντοπίζεται κυρίως στο κυτταρόπλασµα µαζί µε την BM88/Cend1, αλλά ανιχνεύεται εν µέρει 

και στον πυρήνα ιδίως µε τη χρήση του αντι-FLAG αντισώµατος (Εικόνα 3.6 i-iv). Ο υποκυττάριος 

εντοπισµός της RanBPM στο κυτταρόπλασµα και στον πυρήνα επιβεβαιώθηκε περαιτέρω και µε τη 

χρήση του ειδικού πολυκλωνικού αντισώµατος του εµπορίου αντι-RanBPM (Εικόνα 3.6 v-viii).  
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Εικ.3.6 Ανοσοφθορισμός σε διπλά μετασχηματισμένα με Cend1 και RanBPM κύτταρα Neuro 2a. Η πρωτεΐνη 

Cend1 εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα (i,v) ενώ η RanBPM τόσο στο κυτταρόπλασμα όσο και στον πυρήνα 

(ii,vi). Οι πυρήνες των κυττάρων έχουν σημανθεί με τη χρωστική TO-PRO-3 (iii, vii), ενώ στις φωτογραφίες (iv, 

viii) παρατηρούμε τον κυτταροπλασματικό συνεντοπισμό των δύο μορίων. Η ανίχνευση της RanBPM, 

επιβεβαιώθηκε τόσο με τη χρήση αντι-FLAG αντισώματος (i-iv), όσο και με τη χρήση αντι-RanBPM 

αντισώματος (v-viii), που παρέχει ισχυρότερο κυτταροπλασματικό παρά πυρηνικό σήμα. Κλίμακα: 10 μm.  

 

 Επιπρόσθετα, η ενδοκυττάρια κατανοµή της RanBPM ταυτοποιήθηκε και µε διαχωρισµό του 

κυτταροπλασµατικού και πυρηνικού κλάσµατος πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος παροδικά 

µετασχηµατισµένων Neuro 2a κυττάρων µε τo πλασµίδιο που εκφράζει την πρωτεΐνη RanBPM, Όπως 

φαίνεται και στην Εικόνα 3.7 στο ανοσοαποτύπωµα κατά western, που ακολούθησε την κλασµάτωση, 

η RanBPM ανιχνεύεται τόσο στο κυτταροπλασµατικό όσο και στο πυρηνικό κλάσµα των κυττάρων, 

ενώ ως µάρτυρες της καθαρότητας των κλασµάτων χρησιµοποιήθηκαν αντισώµατα έναντι της 

κυτταροπλασµατικής δεΰδρογενάσης της 3-φωσφορο-γλυκεραλδεΰδης (GAPDH) και της πυρηνικής 

φωσφο-ιστόνης-3 (PH3). 
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Εικ.3.7 Ανοσοαποτύπωμα κατά western με αντίσωμα έναντι του επιτόπου FLAG της χιμαιρικής FLAG-RanBPM 

πρωτεΐνης, για ανίχνευσή της τόσο στο κυτταροπλασματικό (C) όσο και στο πυρηνικό (N) κλάσμα των 

μετασχηματισμένων Neuro 2a κυττάρων. Ως μάρτυρες της καθαρότητας των κλασμάτων, χρησιμοποιούνται 

αντισώματα έναντι της κυτταροπλασματικής δεΰδρογενάσης της 3-φωσφορο-γλυκεραλδεΰδης (GAPDH) και 

της πυρηνικής φωσφο-ιστόνης-3 (PH3). 

 

3.2 Η αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών BM88/Cend1 και RanBPM οδηγεί σε αύξηση των επιπέδων 

της κυκλίνης D1 και αυξηµένη ενσωµάτωση 5-βρωµο-2´-δεόξυ-ουριδίνης (BrdU). 

 Όπως έχει δειχθεί σε προγενέστερες µελέτες, η υπερέκφραση της BM88/Cend1 σε κύτταρα 

νευροβλαστώµατος ποντικού Νeuro 2a, οδηγεί σε µείωση του πολλαπλασιαστικού δυναµικού των 

κυττάρων µε σύγχρονη µείωση των πρωτεϊνικών επιπέδων της κυκλίνης D1. Το αντίθετο φαινόµενο 

παρατηρείται µε την αποσιώπηση της ενδογενούς έκφρασης της BM88/Cend1, στην ίδια κυτταρική 

σειρά (BM88/Cend1 knock-down) (Georgopoulou et al. 2006; Politis et al. 2008). Προκειµένου να 

ερµηνευθεί η λειτουργική σηµασία της αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών Cend1 και RanBPM, τα Neuro 

2a κύτταρα µετασχηµατίστηκαν παροδικά µε τα πλασµίδια που εκφράζουν τις πρωτεΐνες Cend1 και 

RanBPM , είτε ξεχωριστά, είτε σε συνδυασµό µεταξύ τους (και σε αναλογία 1:1), χρησιµοποιώντας σε 

κάθε περίπτωση έναν κενό πλασµιδιακό φορέα έκφρασης ως αρνητικό µάρτυρα του πειράµατος. Τα 

κύτταρα συλλέχθηκαν 48 ώρες µετά το µετασχηµατισµό τους και αφού υπέστησαν λύση, το 

πρωτεϊνικό τους εκχύλισµα ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου υπό αποδιατακτικές 

συνθήκες κι ακολούθησε ανάλυση κατά western. Η ανίχνευση των πρωτεϊνικών µορίων, 

πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση των κατάλληλων αντισωµάτων. Όπως φάνηκε,  η υπερέκφραση µόνο 

της RanBPM δεν επηρέασε τα πρωτεϊνικά επίπεδα της κυκλίνης D1 εν συγκρίσει µε τα κύτταρα που 

είτε δεν είχαν υποστεί παροδικό µετασχηµατισµό, είτε είχαν µετασχηµατιστεί µε έναν κενό 

πλασµιδιακό φορέα. Αντίθετα, ο παροδικός µετασχηµατισµός µε την Cend1 µείωσε τα πρωτεϊνικά 

επίπεδα της κυκλίνης D1 κατά 20% σε σχέση µε τα µητρικά Νeuro 2a κύτταρα, γεγονός που 

αναστράφηκε στα διπλά µετασχηµατισµένα κύτταρα µε Cend1 και RanBPM (Εικ. 3.8Α).  Ειδικότερα, 
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από την ποσοτικοποίηση των πρωτεϊνικών επιπέδων της κυκλίνης D1 και την κανονικοποίηση αυτών 

ως προς τα επίπεδα της α-ακτίνης, προέκυψε πως η κυκλίνη D1 αυξήθηκε κατά 1,6 φορές στα διπλά 

µετασχηµατισµένα Neuro 2a  κύτταρα µε Cend1 και RanBPM, συγκριτικά µε τα µονά 

µετασχηµατισµένα µε Cend1 Neuro 2a  κύτταρα (Εικ. 3.8Β, p=0.0226). Από την άλλη πλευρά, βάσει 

της ποσοτικοποίησης των επιπέδων του mRNA της κυκλίνης D1 που πραγµατοποιήθηκε µε ποσοτική 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης πραγµατικού χρόνου σε προϊόν αντίστροφης µεταγραφής (real-

time RT-qPCR), δεν παρατηρήθηκε κάποια στατιστικά σηµαντική µεταβολή ανάµεσα στις δύο 

συνθήκες (µονά µετασχηµατισµένα µε Cend1 και διπλά µετασχηµατισµένα µε Cend1 και RanBPM 

κύτταρα) (Εικ. 3.8Γ). Από τα παραπάνω συνάγεται πως η δράση της RanBPM στην κυκλίνη D1, 

λαµβάνει χώρα σε µετα-µεταγραφικό επίπεδο.  

 

 

 

 

 

 

A) 

Β) Γ) 
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Εικ.3.8 Το αποτέλεσμα της αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών Cend1 και RanBPM στην κυκλίνη D1. (Α) 

Ανοσοαποτύπωμα κατά western εκχυλισμάτων κυττάρων τα οποία είναι: μη μετασχηματισμένα (CTL, 

διαδρομή 1), μετασχηματισμένα με πλασμίδιο που δεν διαθέτει κωδική περιοχή (mock, διαδρομή 2), 

μετασχηματισμένα μόνο με το πλασμίδιο της RanBPM (διαδρομή 3), μετασχηματισμένα μόνο με το πλασμίδιο 

της Cend1 (διαδρομή 4), μετασχηματισμένα και με τα δύο πλασμίδια (διαδρομή 5). Όπως φαίνεται, τα 

επίπεδα της κυκλίνης D1 δεν μεταβάλλονται στη διαδρομή 3 σε σχέση με τις διαδρομές 1,2, ενώ εντυπωσιακή 

είναι η διαφορά στη διαδρομή 5 εν συγκρίσει με τη διαδρομή 4. (Β-Γ) Η ποσοτικοποίηση των πρωτεϊνικών 

επιπέδων της κυκλίνης D1 (με χρήση του προγράμματος imageJ) και των επιπέδων mRNAs (με real-time RT-

qPCR) υποδεικνύει πως η δράση της RanBPM στα διπλά μετασχηματισμένα κύτταρα με Cend1 σε σχέση με τα 

μονά μετασχηματισμένα με Cend1, λαμβάνει χώρα σε μετα-μεταγραφικό επίπεδο. Στα γραφήματα 

απεικονίζεται και το τυπικό σφάλμα (standard error). Η στατιστική ανάλυση έγινε με Student’s t test, *p<0.001. 

 

 Καθώς η κυκλίνη D1 αποτελεί βασικό ρυθµιστή της µετάβασης G1/S του κυτταρικού κύκλου, 

φαίνεται πως η λειτουργική αλληλεπίδραση της RanBPM µε την Cend1 επάγει τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό. Προκειµένου να επιβεβαιώσουµε πως κάτι τέτοιο όντως λαµβάνει χώρα, µετρήσαµε 

µε τεχνικές ανοσοκυτταροχηµείας/ανοσοφθορισµού, την ενσωµάτωση 5-βρωµο-2´-δεόξυ-ουριδίνης 

(BrdU) έπειτα από χορήγησή της για µία ώρα, σε πολλαπλασιαζόµενα κύτταρα Neuro-2a, µη 

µετασχηµατισµένα (κύτταρα-µάρτυρες), αλλά και µετασχηµατισµένα, είτε µε καθένα από τα δύο µόρια 

ξεχωριστά (RanBPM, Cend1), είτε σε συνδυασµό (RanBPM/Cend1). ∆εν παρατηρήθηκαν στατιστικά 

σηµαντικές διαφορές µεταξύ των µη µετασχηµατισµένων κυττάρων και εκείνων που είχαν 

µετασχηµατιστεί µόνο µε RanBPM. Αντίθετα, µία µείωση της τάξης του 25% ως προς την 

ενσωµάτωση BrdU, παρατηρήθηκε στα µετασχηµατισµένα κύτταρα µε Cend1, συγκριτικά µε τα 

κύτταρα µάρτυρες. Σηµειώνεται πως οι µετρήσεις για τα µη µετασχηµατισµένα κύτταρα-µάρτυρες 

αφορούσαν στον πληθυσµό των θετικών για BrdU κυττάρων (BrdU
+
) ως προς το συνολικό πληθυσµό 

των κυττάρων (32.15 ± 1.79 % BrdU
+
), ενώ για τα µετασχηµατισµένα κύτταρα (είτε µε RanBPM, είτε 

µε Cend1), αφορούσαν στον πληθυσµό των BrdU+ κυττάρων, ως προς τον πληθυσµό των κυττάρων 

που ήταν θετικός για καθένα από τα δύο µόρια [30.48 ± 2.79 % BrdU
+
/RanBPM

+
 (p=0.6288, n=6) και 

24.24 ± 1.94% BrdU
+
/Cend1

+
 (p=0.0171, n=6) αντίστοιχα]. Η ενσωµάτωση BrdU ήταν υψηλότερη 

κατά 2.5 φορές στα διπλά µετασχηµατισµένα κύτταρα (RanBPM/Cend1), συγκριτικά µε τα µονά 

µετασχηµατισµένα µε Cend1. Ειδικότερα, οι µετρήσεις που ελήφθησαν ήταν οι ακόλουθες: 60.46 ± 

5.48 % BrdU+/Cend1+/RanBPM+ συγκριτικά µε 24.24 ± 1.94 % BrdU+/Cend1+ (p=0.0008, n=6). Η 

αυξηµένη ενσωµάτωση BrdU στα διπλά µετασχηµατισµένα κύτταρα είναι ενδεικτική του αυξηµένου 

πολλαπλασιασµού, χωρίς βέβαια να αποκλείεται και µία ενδεχόµενη αύξηση στη διάρκεια της S-φάσης 

του κυτταρικού κύκλου.  
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Εικ.3.9 Η συνέκφραση των Cend1/RanBPM ενισχύει την ενσωμάτωση BrdU στα Neuro-2a κύτταρα.Η εκτίμηση 

της ενσωμάτωσης BrdU στην καλλιέργεια-μάρτυρα (CTL), πραγματοποιήθηκε μετρώντας BrdU+ κύτταρα ως 

προς το σύνολο των κυττάρων. Στα μονά μετασχηματισμένα κύτταρα (με Cend1 ή RanBPM) μετρώντας 

BrdU
+
/Cend1

+
 ή RanBPM

+
 ως προς το σύνολο των Cend1

+
 ή RanBPM

+
, ενώ στα διπλά μετασχηματισμένα 

κύτταρα (με Cend1 και RanBPM) μετρώντας BrdU
+
/Cend1

+
/RanBPM

+
 ως προς το σύνολο των Cend1

+
/RanBPM

+
 

κυττάρων. 

 

 Η ενεργός κυκλίνη D1 κατά τη διάρκεια της G1 φάσης του κυτταρικού κύκλου εντοπίζεται στον 

πυρήνα ενώ η απενεργοποίησή της λαµβάνει χώρα στο κυτταρόπλασµα µέσω αποικοδόµησης από το 

πρωτεάσωµα (Alao 2007). Στα κύτταρα Neuro-2a, η κυκλίνη D1 εντοπίζεται στον πυρήνα πρακτικά 

όλων των διπλά µετασχηµατισµένων κυττάρων Cend1-RanBPM, γεγονός που υποδηλώνει ότι η 

λειτουργική αλληλεπίδραση των δύο πρωτεϊνών σταθεροποιεί την κυκλίνη D1 στον πυρήνα (Εικ. 

3.10Γ). Από την άλλη πλευρά, όπως έχει δειχθεί και σε προγενέστερες µελέτες (Georgopoulou et al. 

2006), σε Neuro-2a κύτταρα µετασχηµατισµένα µε Cend1, η κυκλίνη D1 εντοπίζεται στο 

κυτταρόπλασµα των µισών περίπου Cend1 θετικών κυττάρων και περιστασιακά µόνο στον πυρήνα 

τους, ενώ σε άλλα από αυτά εξαφανίζεται (Εικ. 3.10Α). Τέλος, σε κύτταρα µετασχηµατισµένα µόνο µε 

RanBPM, η κυκλίνη D1 βρίσκεται είτε στον πυρήνα είτε στο κυτταρόπλασµα παρόµοια µε ότι 

συµβαίνει στα κύτταρα-µάρτυρες (Εικ. 3.10Β). 
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Εικ.3.10 Η συνέκφραση των Cend1 και RanBPM, σταθεροποιεί την κυκλίνη D1 στον πυρήνα. (Α) Σε κύτταρα 

Neuro-2a παροδικά μετασχηματισμένα με Cend1, η κυκλίνη D1 είτε εξαφανίζεται (μαύρες κεφαλές βελών) είτε 

εξέρχεται του πυρήνα στο κυτταρόπλασμα (λευκά βέλη) και μόνο περιστασιακά διατηρείται στον πυρήνα των 

Cend1+ κυττάρων. (Β) Στα μονά μετασχηματισμένα με RanBPM κύτταρα, η κυκλίνη D1 εντοπίζεται στον 

πυρήνα (λευκές κεφαλές βελών) ή εξαφανίζεται (μαύρες κεφαλές βελών), όπως συμβαίνει και στα μη 

μετασχηματισμένα κύτταρα-μάρτυρες. (Γ) Αντίθετα, σε όλα τα διπλά μετασχηματισμένα κύτταρα για Cend1 και 

RanBPM, η κυκλίνη D1 εμφανίζεται στον  πυρήνα (λευκές κεφαλές βελών). Κλίμακα: 10 μm.  

 

3.3 Οι πρωτεΐνες Cend1, RanBPM και Mirk/Dyrk1B εκφράζονται στον εγκέφαλο του ποντικού 

και σχηµατίζουν συµπλέγµατα. 

 Προκειµένου να διερευνηθεί  πώς η αλληλεπίδραση  της RanBPM µε τη Cend1  αναστρέφει τη 

δράση της Cend1 στα Neuro-2a κύτταρα επηρεάζοντας θετικά την κυκλίνη D1 και κατ’ επέκταση τον 

κυτταρικό κύκλο, αναζητήθηκαν βιβλιογραφικά άλλες πρωτεΐνες-συνεργάτες της RanBPM που θα 

σχετίζονταν άµεσα ή έµµεσα και µε το λειτουργικό ρόλο της Cend1. Μεταξύ αυτών η κινάση 

σερίνης/θρεονίνης Mirk/Dyrk1B (Zou et al. 2003) που φωσφορυλιώνει διάφορα υποστρώµατα όπως 
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τον πυρηνικό παράγοντα των ηπατοκυττάρων 1α (Ηepatocyte Nuclear Factor 1α, HNF1α) ή τη βασική 

πρωτεΐνη της µυελίνης (myelin basic protein, MBP), απέκτησε ιδιαίτερο ενδιαφέρον καθώς η δράση 

της τελευταίας αναστέλλεται µέσω της φυσικής της αλληλεπίδρασης µε τη RanBPM. Επιπρόσθετα, 

έχει ήδη αναφερθεί,ότι η συγκεκριµένη κινάση, φωσφορυλιώνει την κυκλίνη D1 στη θρεονίνη Τ288  

επάγοντας τη µετατόπισή της  από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασµα και τελικά την αποικοδόµησή της 

από το πρωτεάσωµα, προκαλώντας έτσι την έξοδο των κυττάρων από τον κυτταρικό κύκλο (Zou et al. 

2004).   

 Αρχικά, επιβεβαιώθηκε η έκφραση και των τριών πρωτεϊνών Cend1, RanBPM και Mirk/Dyrk1B σε 

οµογενοποίηµα εγκεφάλου ενήλικου ποντικού µε τη χρήση ανοσοαποτυπώµατος κατά western καθώς 

και η έκφραση της συγγενικής της κινάσης Dyrk1Α,  η οποία ανήκει στην ίδια οικογένεια µε την 

Mirk/Dyrk1B και έχει δειχθεί πως σχετίζεται επίσης µε την έξοδο από τον κυτταρικό κύκλο και τη 

διαφοροποίηση των πρόδροµων νευρωνικών κυττάρων (Hammerle et al. 2011; Yabut, Domogauer, and 

D'Arcangelo 2010) (Εικόνα 3.11). 

 

 

Εικ.3.11 Ανοσοαποτύπωμα στο οποίο απεικονίζεται η έφραση των πρωτεϊνών Cend1, RanBPM, Dyrk1B στον 

εγκέφαλο του ποντικού. Τέσσερα ξεχωριστά δείγματα πρωτεϊνικού εκχυλίσματος  εγκεφάλου ποντικού (60 μg 

έκαστο), ηλεκτροφορήθηκαν υπό αποδιατακτικές συνθήκες και με τα κατάλληλα αντισώματα έναντι των 

Cend1 (διαδρομή 1), RanBPM (διαδρομή 4), Dyrk1B (διαδρομή 3), Dyrk1A (διαδρομή 2), ανιχνεύθηκε σε 

ανοσοαποτύπωμα κατά western η έκφραση των αντίστοιχων πρωτεϊνών. Στην διαδρομή 1, η μπάντα των 23 

kDa αντιστοιχεί στη μία από τις δύο όμοιες πολυπεπτιδικές αλυσίδες της Cend1, που συγκρατούνται μεταξύ 

τους με δισουλφιδικό δεσμό.  
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 Στη συνέχεια, µε σκοπό να διερευνηθεί η πιθανή τριµερής αλληλεπίδραση µεταξύ των Cend1, 

RanBPM και Mirk/Dyrk1B εξετάστηκε αρχικά αν η RanBPM συν-κατακρηµνίζεται µε τις άλλες δύο 

πρωτεΐνες σε οµογενοποίηµα εγκεφάλου ποντικού. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε ένα διαθέσιµο 

πολυκλωνικό αντίσωµα έναντι της RanBPM (goat polyclonal anti-RanBPM, Abcam), το οποίο όµως 

δεν ήταν ικανό να κατακρηµνίσει την πρωτεΐνη RanBPM από οµογενοποίηµα εγκεφάλου ποντικού. 

Εξαιτίας αυτού πραγµατοποιήθηκαν διπλοί και τριπλοί µετασχηµατισµοί  κυττάρων ΗΕΚ293Τ µε τα 

πλασµίδια που εκφράζουν τις πρωτεΐνες Cend1, RanBPM και Mirk/Dyrk1B και στη συνέχεια 

ακολούθησε ανοσοκατακρήµνιση µε αντίσωµα έναντι του FLAG επιτόπου της FLAG-RanΒPM 

πρωτεΐνης και ανοσοαποτύπωµα. Εδώ αξίζει να σηµειωθεί πως οι RanBPM και Mirk/Dyrk1B 

πρωτεΐνες δεν ήταν εφικτό να ανιχνευθούν ενδογενώς στα ΗΕΚ293Τ κύτταρα µε τα διαθέσιµα 

αντισώµατα του εµπορίου. Ως αρνητικός µάρτυρας της ανοσοκατακρήµνισης, χρησιµοποιήθηκε 

εκχύλισµα τριπλά µετασχηµατισµένων κυττάρων, στα οποία εκφράστηκε η GFP πρωτεΐνη αντί της 

Cend1 (Εικόνα 3.12). Επιπρόσθετα, σε κύτταρα που συνέκφραζαν µόνο Cend1 και Dyrk1B, 

επιχειρήθηκε ανοσοκατακρήµνιση µε αντίσωµα έναντι του επιτόπου FLAG της RanBPM, ώστε να 

επιβεβαιωθεί ότι εκείνο δεν δεσµεύεται µη ειδικά σε κάποιο από τα δύο µόρια. Όπως φαίνεται από το 

ανοσοαποτύπωµα κατά western της Εικόνας 3.12, η RanBPM συν-κατακρηµνίζεται είτε µε τη Dyrk1B 

(διαδροµή 6), είτε µε τη Cend1 (διαδροµή 7) στα διπλά µετασχηµατισµένα κύτταρα. Στα τριπλά 

µετασχηµατισµένα κύτταρα  και οι τρεις πρωτεΐνες συν-κατακρηµνίζονται (διαδροµή 8) και εφ’ όσον 

η Cend1 απαντάται στο κυτταρόπλασµα ενώ η Dyrk1B στον πυρήνα, θα  µπορούσε να υποστηριχθεί 

πως η RanBPM έχει την ικανότητα να σχηµατίζει ανεξάρτητα ετεροδιµερή σύµπλοκα 

(RanBPM/Cend1, RanBPM/Dyrk1B). Στις διαδροµές 1-4, ανιχνεύεται η έκφραση των πρωτεϊνών στα 

διπλά και τριπλά µετασχηµατισµένα κύτταρα ενώ η διαδροµή 5 φέρει το εκχύλισµα µη 

µετασχηµατισµένων κυττάρων- αρνητικών µαρτύρων της δοκιµασίας  Όπως ήταν αναµενόµενο, καµία 

πρωτεΐνη δεν ανοσοκατακρηµνίζεται από το εκχύλισµα των µη µετασχηµατισµένων κυττάρων  µε τη 

χρήση αντί-FLAG αντισώµατος (διαδροµή 10), ενώ το ίδιο συµβαίνει και στα διπλά 

µετασχηµατισµένα µε  Cend1 και Dyrk1B κύτταρα (διαδροµή 12). 
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Εικ.3.12 Ανοσοαποτύπωμα κατά western κατόπιν συν-ανοσοκατακρήμνισης των Cend1-Dyrk1B από την 

RanBPM-FLAG. Στις διαδρομές 1-4, ανιχνεύονται οι πρωτεΐνες που εκφράζονται στα διπλά και τριπλά 

μετασχηματισμένα κύτταρα ΗΕΚ293Τ (input), ενώ στις διαδρομές 6-9 οι πρωτεΐνες που συν-

ανοσοκατακρημνίζονται με τη RanBPM-FLAG (IP). Οι διαδρομές 5 και 10 αποτελούν τους αρνητικούς μάρτυρες 

της δοκιμασίας (μη μετασχηματισμένα κύτταρα). Προκειμένου να ελεγχθεί η ειδικότητα δέσμευσης του αντί-

FLAG αντισώματος στη RanBPM-FLAG το αντίσωμα χρησιμοποιείται για ανοσοκατακρήμνιση σε εκχύλισμα 

κυττάρων που εκφράζουν μόνο Cend1 και Dyrk1B (διαδρομή 12)και όπως είναι αναμενόμενο καμία από τις 

δύο πρωτεΐνες δεν ανοσοκατακρημνίζεται. Η έκφραση των πρωτεϊνών στο συγκεκριμένο κυτταρικό εκχύλισμα 

απεικονίζεται στη διαδρομή 11. 
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3.4 In vitro µελέτη  της δράσης της κινάσης Mirk/Dyrk1Β στα Neuro-2a κύτταρα. 

 Βάσει των παραπάνω δεδοµένων, πραγµατοποιήθηκε αρχικά η in vitro µελέτη της δράσης της 

Dyrk1Β κινάσης στα Neuro-2a κύτταρα και στη συνέχεια η µελέτη της συνδυασµένης δράσης των 

τριών πρωτεϊνών (Cend1-RanBPM-Dyrk1Β) στη ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου, µε επίκεντρο τη 

µετάβαση G1/S, όπου κυρίαρχο ρόλο διαδραµατίζει η κυκλίνη D1. Εδώ πρέπει να σηµειωθεί ότι η 

ενδογενής έκφραση της Dyrk1B δεν ήταν ανιχνεύσιµη στη συγκεκριµένη κυτταρική σειρά των Neuro-

2a κυττάρων µε το αντίσωµα αντι-Dyrk1B του εµπορίου (rabbit polyclonal anti-Dyrk1B, Cell 

Signaling) και για το λόγο αυτό, πραγµατοποιήθηκε παροδικός µετασχηµατισµός των Neuro-2a 

κυττάρων χρησιµοποιώντας το πλασµίδιο έκφρασης της Dyrk1B κινάσης. Παρατηρήθηκε πως η 

έκφρασή της Dyrk1B πρωτεΐνης ήταν µέγιστη στις 16 ώρες µετά τον παροδικό µετασχηµατισµό, ενώ 

στη συνέχεια µειωνόταν µέχρι τις 48 ώρες, οπότε και ανιχνευόταν µε ανοσοαποτύπωµα κατά western 

σε χαµηλά επίπεδα (Εικ. 3.13). Το γεγονός αυτό δεν συµβάδιζε µε την έκφραση των Cend1 και 

RanBPM, οι οποίες 48 ώρες µετά το µετασχηµατισµό συνέχιζαν να εκφράζονται ισχυρά. Παράλληλα, 

µε τεχνικές ανοσοφθορισµού και λήψη εικόνων συνεστισκής µικροσκοπίας, φάνηκε πως στα µονά 

µετασχηµατισµένα Neuro-2a  κύτταρα µε την Dyrk1B , η Dyrk1B είχε αποκλειστικά πυρηνικό 

εντοπισµό 16 ώρες µετά το µετασχηµατισµό, ενώ στις 48 ώρες ανιχνευόταν στο κυτταρόπλασµα (Εικ. 

3.14). Επιπλέον ποσοτική µελέτη των επιπέδων έκφρασης του mRNA της Dyrk1B, που 

πραγµατοποιήθηκε µε ποσοτική PCR ανάλυση σε πραγµατικό χρόνο κατόπιν αντίστροφης µεταγραφής 

(RT-qPCR), έδειξε µια στατιστικά σηµαντική µείωση των επιπέδων του mRNA της Dyrk1B από τις 16 

στις 48 ώρες µετά το µετασχηµατισµό. Το γεγονός αυτό επιβεβαιώνει τη λογικά αναµενόµενη 

εξάλειψη του εξωγενούς cDNA µε το χρόνο στα παροδικά µετασχηµατισµένα κύτταρα καθώς και της 

έκφρασης του mRNA της Dyrk1B, ανεξάρτητα της σταθερότητας και του χρόνου ζωής της πρωτεΐνης 

Dyrk1B (Εικόνα 3.16Α).  
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Εικ.3.13 Η έκφραση της εξωγενούς Dyrk1Β και της ενδογενούς κυκλίνης D1 σε κύτταρα Neuro-2a, απουσία και 

παρουσία του αναστολέα του πρωτεασώματος MG132, με ανοσοαποτύπωμα κατά western. Η κινάση Dyrk1B 

δεν ανιχνεύεται ενδογενώς στα μη μετασχηματισμένα κύτταρα-μάρτυρες (CTL) με το διαθέσιμο αντίσωμα 

αντι-Dyrk1B του εμπορίου, ενώ όταν εκφράζεται εξωγενώς σε κύτταρα Neuro-2a, τα επίπεδά της μειώνονται 

από τις 16 έως τις 48 ώρες με σύγχρονη αύξηση των επιπέδων της ενδογενούς κυκλίνης D1. Παρουσία του 

αναστολέα MG132, τόσο η Dyrk1B (περισσότερο στις 16 ώρες και λιγότερο στις 48 ώρες) όσο και η κυκλίνη D1 

αθροίζονται, υποδηλώνοντας την εξαρτώμενη από το πρωτεάσωμα αποικοδόμησή τους. 

 

 

Εικ.3.14 Εικόνες συνεστιακής μικροσκοπίας, όπου με ανοσοφθορισμό η κινάση Dyrk1B ανιχνεύεται 16 ώρες 

μετά τον μετασχηματισμό των Neuro-2a κυττάρων στον πυρήνα τους, ενώ 48 ώρες μετά τον μετασχηματισμό 

ανιχνεύεται στο κυτταρόπλασμα. Να σημειωθεί ότι η κινάση Dyrk1B  με τη χρήση του συγκεκριμένου 

αντισώματος δεν ανιχνεύεται στα μη μετασχηματισμένα Neuro-2a κύτταρα. Τα κύτταρα που επισημαίνονται 

με άσπρα βέλη παρίστανται από κάτω σε μεγαλύτερη μεγέθυνση. Με TO-PRO-3 σημαίνονται οι πυρήνες των 

κυττάρων. Κλίμακα: 10μm. 

 

 Σε συµφωνία µε τα υπάρχοντα βιβλιογραφικά δεδοµένα σχετικά µε τη δράση της κινάσης Dyrk1B 

ως προς την έξοδο των κυττάρων από τον κυτταρικό κύκλο λόγω φωσφορυλίωσης της κυκλίνης D1 και 

της ακόλουθης µετατόπισής της από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασµα, µε τελικό αποτέλεσµα την 

αποικοδόµησή της από το 26S πρωτεάσωµα (Aranda, Laguna, and de la Luna 2011), τα επίπεδα της 

κυκλίνης D1 εµφανίζονται µειωµένα στα µονά µετασχηµατισµένα µε Dyrk1B Neuro-2a κύτταρα 16 

ώρες µετά τον παροδικό µετασχηµατισµό τους, συγκριτικά µε τα κύτταρα-µάρτυρες (Εικ. 3.13). Αξίζει 

να σηµειωθεί πως τα πρωτεϊνικά επίπεδα της κυκλίνης D1, αυξάνονται 48 ώρες µετά το 
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µετασχηµατισµό, οπότε και τα αντίστοιχα της Dyrk1B έχουν µειωθεί (Εικ. 3.13). Επιπρόσθετα, η 

κυκλίνη D1 συγκεντρώνεται αποκλειστικά στο κυτταρόπλασµα των κυττάρων αυτών, όπως φάνηκε 

από την κλασµάτωση του πρωτεϊνικού τους εκχυλίσµατος σε κυτταροπλασµατικό και πυρηνικό 

κλάσµα και στη συνέχεια µε ανοσοαποτύπωµα κατά western (Εικ. 3.15). Μια αντίστοιχη µετατόπιση 

της κυκλίνης στο κυτταρόπλασµα, σε µικρότερη ίσως έκταση, φαίνεται να λαµβάνει χώρα και στα 

µονά µετασχηµατισµένα µε Cend1 κύτταρα. Το γεγονός αυτό επιβεβαιώνει περαιτέρω τη δράση της 

Cend1 επί της κυκλίνης D1, όπως έχει προκύψει από παλαιότερες µελέτες του εργαστηρίου 

(Georgopoulou et al. 2006). Όσον αφορά τα µετασχηµατισµένα µε RanBPM κύτταρα, εκεί 

παρατηρείται η κυκλίνη D1 να ανιχνεύεται περισσότερο στο πυρηνικό κλάσµα από ότι στο 

κυτταροπλασµατικό, υποδηλώνοντας σταθεροποίηση της κυκλίνης D1 από τη RanBPM και παραµονή 

των κυττάρων στον κυτταρικό κύκλο, ενώ στα µονά µετασχηµατισµένα µε Cend1 κύτταρα φαίνεται να 

υπάρχει περισσότερη κυκλίνη D1 στο κυτταρόπλασµα από ότι στον πυρήνα (Εικ. 3.15).   

 

 

 

Εικ.3.15 Ανάλυση κλασμάτων μονά μετασχηματισμένων Neuro-2a κυττάρων με ανοσοαποτύπωμα. Στα μονά 

μετασχηματισμένα με Dyrk1B κύτταρα, η κυκλίνη D1 ανιχνεύεται αποκλειστικά στο κυτταροπλασματικό (C) 

κλάσμα, ενώ στα αντίστοιχα με RanBPM κυρίως στο πυρηνικό (Ν). Τέλος, στα μονά μετασχηματισμένα με 

Cend1 κύτταρα, το μεγαλύτερο ποσοστό της κυκλίνης D1 έχει κυτταροπλασματικό εντοπισμό (C). Ως δείκτες 

καθαρότητας των κλασμάτων, χρησιμοποιήθηκαν αντισώματα έναντι της κυτταροπλασματικής πρωτεΐνης 

GAPDH και της πυρηνικής PH3.  

 

 Με τη χρήση του ειδικού αναστολέα του 26S πρωτεασώµατος MG132, ο οποίος προστέθηκε στο 

υλικό καλλιέργειας των κυττάρων 6 ώρες πριν τη συλλογή τους, παρατηρήθηκε µία άθροιση τόσο της 

κυκλίνης D1 όσο και της Dyrk1B, σε µικρότερο βαθµό,  µε ανοσοαποτύπωµα κατά western, 

υποδεικνύοντας έτσι πως η αποικοδόµηση και των δύο πρωτεϊνών είναι εξαρτώµενη από το 

πρωτεάσωµα (Εικ. 3.13). Από την άλλη πλευρά, καµία στατιστικά σηµαντική µεταβολή δεν βρέθηκε 

στα ενδογενή επίπεδα του mRNA της κυκλίνης D1 µεταξύ των 16 και 48 ωρών µετά τον παροδικό 
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µετασχηµατισµό των Neuro-2a κυττάρων µε την κινάση Dyrk1B, γεγονός που υποστηρίζει την 

επίδραση της Dyrk1B στην κυκλίνη D1 σε µετα-µεταγραφικό στάδιο (Εικ. 3.16Β). 

 

 

Εικ.3.16 (Α,Β) Ανάλυση των επιπέδων mRNA της κινάσης Dyrk1B και της κυκλίνης D1, 16 και 48 ώρες μετά τον 

παροδικό μετασχηματισμό Neuro-2a κυττάρων με Dyrk1B. Τα επίπεδα mRNA της Dyrk1B εμφανίζουν 

στατιστικά σημαντική μείωση μεταξύ 16 και 48 ωρών σε σχέση με τα μη μετασχηματισμένα κύτταρα-μάρτυρες 

(CTL), κάτι που δεν συμβαίνει με τα αντίστοιχα επίπεδα της κυκλίνης D1 (**p <0.01, n= 3). 

 

 Υποστηρικτικές των όσων αναφέρθηκαν παραπάνω, είναι και οι παρατηρήσεις της συνεστιακής 

µικροσκοπίας που ακολούθησαν την ανοσοϊστοχηµεία και δείχνουν την κυτταροπλασµατική 

µετατόπιση από τον πυρήνα της Dyrk1B στις 48 ώρες µετά τον µετασχηµατισµό (Εικ. 3.13Β), την 

αποκλειστική άθροιση-εντοπισµό της κυκλίνης D1 στο κυτταρόπλασµα στα µονά µετασχηµατισµένα 

Dyrk1B-Neuro-2a κύτταρα (Εικ. 3.14), καθώς και τη δραµατική µείωση της κυκλίνης D1 στα Dyrk1B- 

Neuro-2a  κυττάρα (Εικ. 3.19). 

  Στη συνέχεια εξετάστηκε περαιτέρω η σταθερότητα και ο χρόνος ζωής της κινάσης Mirk/Dyrk1B 

καθώς και του φυσικού της υποστρώµατος για φωσφορυλίωση, της κυκλίνης D1. Η µελέτη της 

σταθερότητας των πρωτεϊνών έγινε µε τη χρήση του αναστολέα της πρωτεϊνικής βιοσύνθεσης, 

κυκλοεξιµίδιο, το οποίο υπεισέρχεται στη φάση της επιµήκυνσης κατά τη µετάφραση του mRNA. 

Κύτταρα Neuro-2a µετασχηµατίστηκαν παροδικά µε το cDNA της Dyrk1B και 16 ώρες µετά το 

µετασχηµατισµό, χρόνος στον οποίο είχε παρατηρηθεί το µέγιστο της έκφρασης για την πρωτεΐνη 

Dyrk1B, προστέθηκε στο υλικό της καλλιέργειας κυκλοεξιµίδιο σε τελική συγκέντρωση 100 µg/ml. Τα 

κύτταρα συλλέχθηκαν κατόπιν σε διάφορους χρόνους (t=4, t=8, t=24 ώρες, που αντιστοιχούν σε 20, 24 

και 40 ώρες συνολικά µετά τον παροδικό µετασχηµατισµό των κυττάρων µε την κινάση Dyrk1B) και 

ακολούθησε ανοσοαποτύπωµα κατά western (Εικ. 3.17Α). Ως αρνητικός µάρτυρας του πειράµατος, 
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συλλέχθηκαν µετασχηµατισµένα κύτταρα µε Dyrk1B, πριν την προσθήκη κυκλοεξιµιδίου (t=0). 

Επιπρόσθετα, κύτταρα Neuro-2a µετασχηµατίστηκαν µόνο µε το cDNA της GFP, προκειµένου να 

αξιολογηθεί η δράση του κυκλοεξιµιδίου στην Dyrk1B συγκριτικά και µε µία ανεξάρτητη, εξωγενώς 

εκφραζόµενη πρωτεΐνη (Εικ. 3.17Β). Φάνηκε, λοιπόν, πως η κινάση Dyrk1B και ακόµη περισσότερο η 

κυκλίνη D1, διαθέτουν µειωµένο χρόνο ζωής και υπόκεινται σε γρήγορη ανακύκλωση (protein 

turnover) σε σχέση µε την παρατηρούµενη σταθερότητα της GFP έως και 24 ώρες µετά τη δράση του 

κυκλοεξιµιδίου (40 ώρες δηλαδή συνολικά µετά τον παροδικό µετασχηµατισµό των κυττάρων µε την 

GFP). 

 

 

 

Εικ.3.17 (A) Μελέτη του χρόνου ημιζωής των πρωτεϊνών Dyrk1B και κυκλίνης D1 με τη χρήση κυκλοεξιμιδίου 

και ανοσοαποτύπωμα. (B) Η εξωγενώς εκφραζόμενη πρωτεΐνη GFP παραμένει σταθερή έως και 24 ώρες μετά 

τη δράση του κυκλοεξιμιδίου, συγκριτικά με τις Dyrk1B και κυκλίνη D1.  

 

 Σύµφωνα µε τα παραπάνω αποτελέσµατα, όλα τα λειτουργικά πειράµατα που ακολούθησαν στα 

Neuro-2a κύτταρα, πραγµατοποιήθηκαν 16 ώρες µετά τον παροδικό µετασχηµατισµό τους, οπότε και η 

κινάση Dyrk1B εµφάνιζε το µέγιστο της έκφρασής της. Σε αυτό το χρονικό σηµείο και σε συµφωνία µε 

την επαγόµενη από την Dyrk1B µείωση των επιπέδων της κυκλίνης D1, η ενσωµάτωση της 5-βρωµο-

2-δεοξυ-ουριδίνης (BrdU) στα παροδικά µετασχηµατισµένα µε Dyrk1B Neuro-2a κύτταρα, µειώθηκε 

κατά 8,4 φορές σε σχέση µε τα µη µετασχηµατισµένα (4.23 ± 0.06% BrdU
+
/Dyrk1B

+
 κύτταρα ως προς 

το σύνολο των Dyrk1Β
+
 κυττάρων συγκριτικά µε 35.68 ±0.04% BrdU

+
/Dyrk1B

-
 κύτταρα ως προς το 

σύνολο των Dyrk- κυττάρων, p=0.00146, n=5) (Εικ. 3.18). 
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Εικ.3.18 Η έκφραση της κινάσης Dyrk1B ελαττώνει την ενσωμάτωση BrdU σε παροδικά μετασχηματισμένα 

Dyrk1B -Neuro-2a κύτταρα στις πρώτες 16 ώρες της έκφρασής της. Student’s t-test: ** p=0.00146, n=5. 

 

 Όπως έχει αναφερθεί η φωσφορυλίωση της κυκλίνης D1 στη θρεονίνη T288 από την κινάση 

Mirk/Dyrk1B, στην κυτταρική σειρά επιθηλίων πνεύµονα (Mv1Lu) επάγει την αποικοδόµησή της 

µέσω πρωτεασώµατος (Zou et al. 2004). Προκειµένου να επιβεβαιωθεί πως κάτι παρόµοιο συµβαίνει 

και στα  Neuro-2a κύτταρα, χρησιµοποιήθηκε ένας υψηλής συγγένειας αναστολέας για την οικογένεια 

των Dyrk κινασών, η χαρµίνη (Frost D. et al., 2011). Τα Neuro-2a κύτταρα µετασχηµατίστηκαν 

παροδικά µε το cDNA της Dyrk1B και αφού αφαιρέθηκε το µίγµα του µετασχηµατισµού, προστέθηκε 

στο υλικό της καλλιέργειας η χαρµίνη σε τελική συγκέντρωση 10 µM. 16 ώρες µετά και αφού η 

Dyrk1B είχε εκφραστεί στο µέγιστό της, τα κύτταρα συλλέχθηκαν και ακολούθησε ανοσοαποτύπωµα 

καθώς και ανοσοκυτταροχηµεία/ανοσοφθορισµός. Παρατηρήθηκε πως η χαρµίνη µπορούσε ν’ 

αναστείλει αποτελεσµατικά την ενεργότητα της Dyrk1B, καθώς τα πρωτεϊνικά επίπεδα της κυκλίνης 

D1 παρέµεναν σταθερά στο ανοσοαποτύπωµα (Εικ. 3.19Α). Η ειδικότητα της δράσης της χαρµίνης 

επιβεβαιώνεται από το γεγονός ότι καµία διαφορά δεν υπήρξε στα µη µετασχηµατισµένα κύτταρα-

µάρτυρες απουσία ή παρουσία του αναστολέα, ενώ και στις δύο συνθήκες τα πρωτεϊνικά επίπεδα της 

Dyrk1B παρέµειναν ανεπηρέαστα (Εικ. 3.19 Α,Β).  
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Εικ.3.19 (A) Ανοσοαποτύπωμα κατά western στο οποίο επιβεβαιώνεται πως η εξαρτώμενη από την Dyrk1B 

μείωση των πρωτεϊνικών επιπέδων της κυκλίνης D1 (αριστερή κολώνα), αναστέλλεται από τη χαρμίνη (δεξιά 

κολώνα). (B) Ποσοτικοποίηση των πρωτεϊνικών επιπέδων της Dyrk1B, τα οποία απουσία ή παρουσία χαρμίνης 

παραμένουν ανεπηρέαστα. 

 

 Τα δεδοµένα αυτά υποστηρίχθηκαν περαιτέρω µε πειράµατα ανοσοκυτταροχηµείας/ 

ανοσοφθορισµού και εικόνες συνεστιακής µικροσκοπίας, όπου  διαπιστώθηκε πως στα παροδικά 

µετασχηµατισµένα µε Dyrk1B κύτταρα παρουσία χαρµίνης, η κυκλίνη D1 παρέµενε σταθερά στον 

πυρήνα, ενώ απουσία αυτής εξαφανιζόταν (Εικ. 3.20). Συµπερασµατικά, η κινάση Dyrk1B στοχεύει 

την κυκλίνη D1, πυροδοτώντας την κυτταροπλασµατική της µετατόπιση και την αποικοδόµησή της 

µέσω του πρωτεασώµατος. 

 

Εικ.3.20 Η κυκλίνη D1 εξαφανίζεται από τον πυρήνα των Dyrk1b+ παροδικά μετασχηματισμένων κυττάρων 

(βέλη i-iv), αλλά παραμένει παρουσία χαρμίνης (βέλη v-viii). Τα κύτταρα είναι διπλά σημασμένα για Dyrk1B 

(πράσινο) και κυκλίνη D1 (κόκκινο), ενώ οι πυρήνες σημαίνονται με TO-PRO-3 (μπλε). Κλίμακα: 8μm.  

 

3.5 Η RanBPM διευκολύνει την αποικοδόµηση της Dyrk1B µέσω πρωτεασώµατος, 

σταθεροποιώντας την κυκλίνη D1.  

 Όπως έχει αναφερθεί και βιβλιογραφικά, η αλληλεπίδραση της RanBPM µε την Dyrk1B αναστέλλει 

την ενεργότητα της τελευταίας ως προς διάφορα φυσικά της υποστρώµατα όπως η MBP (Myelin Basic 

Protein) ή ο µεταγραφικός παράγοντας HNF1a (Zou et al. 2003). Έχοντας µελετήσει την έκφραση της 
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Dyrk1B στα Neuro-2a κύτταρα, τη σταθερότητά της αλλά και την επίδραση αυτής στην κυκλίνη D1 

και κατά συνέπεια στον κυτταρικό κύκλο, ακολούθησε η αποσαφήνιση της λειτουργικής 

αλληλεπίδρασης της RanBPM µε την Dyrk1B στα Neuro-2a κύτταρα. Για το σκοπό αυτό, 

πραγµατοποιήθηκαν διπλοί µετασχηµατισµοί κυττάρων µε σταθερή ποσότητα πλασµιδίου Dyrk1B 

(5µg) και αξανόµενη από το µηδέν ποσότητα πλασµιδίου RanBPM (0, 1, 5µg). Ως µάρτυρες του 

πειράµατος χρησιµοποιήθηκαν αυξανόµενες ποσότητες πλασµιδίου που εκφράζει GFP το οποίο 

αντικατέστησε τη RanBPM σε διπλά µετασχηµατισµένα µε Dyrk1B κύτταρα. Το πείραµα έλαβε χώρα 

εις διπλούν, απουσία και παρουσία του αναστολέα MG132, ο οποίος και προστέθηκε στο υλικό της 

καλλιέργειας 6 ώρες πριν τη συλλογή των κυττάρων. Σε ανοσοαποτύπωµα κατά western που 

ακολούθησε, διαπιστώθηκε απροσδόκητα πως η RanBPM ενίσχυσε την πρωτεϊνική αποικοδόµηση της 

Dyrk1B κατά ένα δοσο-εξαρτώµενο τρόπο, φαινόµενο που αναστράφηκε µε τη χρήση του αναστολέα 

του πρωτεασώµατος MG132 (Εικ. 3.21Α). Επιπρόσθετα, η µείωση των πρωτεϊνικών επιπέδων της 

Dyrk1B, συνοδεύτηκε από αύξηση των αντίστοιχων επιπέδων της κυκλίνης D1. Παράλληλα, η 

ποσοτικοποίηση των επιπέδων του mRNA τόσο της Dyrk1B όσο και της κυκλίνης D1, δεν ανέδειξε 

στατιστικά σηµαντικές µεταβολές, υποδηλώνοντας πως η δράση της RanBPM στη Dyrk1B και κατ’ 

επέκτασιν στην κυκλίνη D1, λαµβάνει χώρα µετά την µεταγραφή σε πρωτεϊνικό επίπεδο (Εικ. 3.21Β). 

Και στην περίπτωση όµως του διπλού µετασχηµατισµού µε αυξανόµενη ποσότητα GFP, τα επίπεδα 

mRNAs των Dyrk1B και κυκλίνης D1 παρέµειναν πρακτικά αµετάβλητα (Εικ. 3.21Γ). 
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Εικ.3.21 (Α) Ανοσοαποτύπωμα κατά western εκχυλίσματος κυττάρων Neuro-2a, παροδικά μετασχηματισμένων 

με Dyrk1B (5 μg πλασμιδίου) και αυξανόμενες ποσότητες RanBPM (0,1,5 μg πλασμιδίου αντίστοιχα) απουσία ή 

παρουσία  αναστολέα του πρωτεασώματος (MG132). Απουσία του αναστολέα η RanBPM οδηγεί την Dyrk1B σε 

αποικοδόμηση κατά ένα δοσο-εξαρτώμενο τρόπο, ενώ τα επίπεδα της κυκλίνης D1 αυξάνονται. Όταν το 

πρωτεάσωμα μπλοκάρεται, παρατηρείται άθροιση της Dyrk1B, με σύγχρονη άθροιση και της κυκλίνης D1 η 

οποία επίσης αποικοδομείται μέσω του πρωτεασώματος. (Β) Δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές 

μεταβολές στα επίπεδα των mRNAs τόσο της Dyrk1B όσο και της κυκλίνης D1 στα διπλά μετασχηματισμένα με 

Dyrk1B/RanBPM Neuro-2a κύτταρα, γεγονός που υποδηλώνει πως η δράση της RanBPM στη Dyrk1B και κατά 

συνέπεια στην κυκλίνη, είναι μετα-μεταγραφικού τύπου. (Γ) Καμία στατιστικά σημαντική μεταβολή δεν 

παρατηρήθηκε στα επίπεδα mRNAs των Dyrk1B και κυκλίνης D1 στην περίπτωση των διπλά 

μετασχηματισμένων κυττάρων με GFP αντί της RanBPM.   

 

 Περαιτέρω µελέτη των διπλά µετασχηµατισµένων κυττάρων RanBPM
+
/Dyrk1B

+
 µε 

ανοσοκυτταροχηµεία/ανοσοφθορισµό και συνεστιακή µικροσκοπία, έδειξε πως η RanBPM 

διευκολύνει τη µετατόπιση της Dyrk1B από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασµα, 16 ώρες µετά το 

µετασχηµατισµό. Προκειµένου να διαπιστωθεί αν αυτή η µετατόπιση της κινάσης Dyrk1B επηρεάζει 
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την κυκλίνη D1, πραγµατοποιήθηκε τριπλή χρώση για τα δύο εξωγενώς εκφραζόµενα µόρια (Dyrk1B 

και RanBPM) και την ενδογενή κυκλίνη D1 (Εικ.3.22). Στα RanBPM
+
/Dyrk1B

+
 κύτταρα, η Dyrk1B 

παρουσία της RanBPM φαίνεται να µετατοπίζεται από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασµα (Εικ.3.22Α) 

όπως συµβαίνει όταν η Dyrk1B εκφράζεται µόνη της 48 ώρες µετά τον µετασχηµατισµό των 

κυττάρων, ενώ στα ίδια κύτταρα η κυκλίνη D1 σταθεροποιείται στον πυρήνα (Εικ.3.22Β, λευκά βέλη). 

Από την άλλη πλευρά, σε κύτταρα τα οποία εκφράζουν µόνο την κινάση Dyrk1B (πυρηνική), η 

κυκλίνη D1 εξαφανίζεται από τον πυρήνα (Εικ.3.21Β, κεφαλές λευκών βελών). 

 

Εικ.3.22 Εικόνες συνεστιακής μικροσκοπίας σάρωσης από διπλούς και τριπλούς ανοσοφθορισμούς για τις 

RanBPM, Dyrk1B, κυκλίνη D1. (A) Η RanBPM επάγει τη μετατόπιση της Dyrk1B από τον πυρήνα στο 

κυτταρόπλασμα στα διπλά μετασχηματισμένα RanBPM
+
/Dyrk1B

+
 κύτταρα. (B) Στα κύτταρα αυτά η κυκλίνη D1 

σταθεροποιείται στον πυρήνα (λευκά βέλη), ενώ στα αντίστοιχα που εκφράζουν μόνο Dyrk1B, η κυκλίνη δεν 

ανιχνεύεται στον πυρήνα (Β, κεφαλές βελών). Κλίμακα: 8 μm.  

 

 Συνεκτιµώντας όλα τα παραπάνω δεδοµένα από τις διαφορετικές πειραµατικές προσεγγίσεις 

(ανοσοαποτύπωµα κατά western, Real-time RT-qPCR, συνεστιακή µικροσκοπία), θα µπορούσε να 

υποστηριχτεί πως η RanBPM ουδετεροποιεί τη δράση κινάσης της Dyrk1B στην κυκλίνη D1, 

επάγοντας τη µετατόπιση της κινάσης στο κυτταρόπλασµα και την αποικοδόµησή της από το 26S 

πρωτεάσωµα. Η κυκλίνη συνεπώς, παραµένει ανεπηρέαστη στον πυρήνα του κυττάρου συµµετέχοντας 

στην πρόοδο του κυτταρικού κύκλου µέσω της µετάβασης G1/S.  
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3.6 Οι λειτουργικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ των  Cend1, RanBPM και Dyrk1B επηρεάζουν τα 

πρωτεϊνικά επίπεδα της κυκλίνης D1. 

 Προκειµένου να µελετηθεί η συνεργιστική δράση και των τριών υπό εξέταση µορίων (Cend1, 

RanBPM και Dyrk1B) στην κυκλίνη D1 και κατ’επέκταση στον κυτταρικό κύκλο, πραγµατοποιήθηκε 

ο τριπλός µετασχηµατισµός των Neuro-2a κυττάρων µε τα αντίστοιχα πλασµίδια έκφρασης και 16 

ώρες µετά τον µετασχηµατισµό, το εκχύλισµά τους αναλύθηκε µε ανοσοαποτύπωµα. Επειδή το 

ποσοστό του παροδικού µετασχηµατισµού των Neuro-2a κυττάρων δεν ξεπερνά το 20-30% του 

συνολικού πληθυσµού, ενώ τα επίπεδα της ενδογενούς κυκλίνης D1 που εξετάστηκαν αναφέρονται σε 

όλο τον πληθυσµό των κυττάρων, τα αποτελέσµατα που αφορούν τη δράση των εξωγενώς 

εκφρασµένων πρωτεΐνών Cend1, RanBPM και Dyrk1B πάνω στην κυκλίνη D1 µπορεί να είναι υπό-

εκτιµηµένα. Όπως έχει ήδη παρατηρηθεί, στα διπλά µετασχηµατισµένα µε τη RanBPM κύτταρα 

(Dyrk1B/RanBPM ή Cend1/RanBPM) τα επίπεδα της κυκλίνης D1 αυξάνονται σηµαντικά σε σχέση 

είτε µε τα µονά µετασχηµατισµένα (Dyrk1B ή Cend1), είτε µε τα µη µετασχηµατισµένα κύτταρα-

µάρτυρες (Εικ. 3.23 Α,Β). Κατόπιν ποσοτικοποίησης, η κυκλίνη D1, εµφανίστηκε αυξηµένη στα διπλά 

µετασχηµατισµένα Dyrk1B/RanBPM κύτταρα κατά 2,2 φορές συγκριτικά µε τα µονά Dyrk1B 

µετασχηµατισµένα κύτταρα και κατά 1,4 φορές συγκριτικά µε τα  µη µετασχηµατισµένα Neuro-2a 

(Εικ. 3.23 B). Από την άλλη πλευρά, στην περίπτωση των τριπλά µετασχηµατισµένων κυττάρων 

(Cend1/RanBPM/Dyrk1B), η κυκλίνη D1 ελαττώνεται στα επίπεδα των µονών µετασχηµατισµένων µε 

Dyrk1B κυττάρων (Εικ. 3.23 Α,Β), χωρίς όµως να µεταβληθούν τα επίπεδα της Dyrk1B, όπως ήταν 

άλλωστε αναµενόµενο. Σηµειώνεται πως σε κάθε περίπτωση, οι παρατηρούµενες µεταβολές 

αναφέρονται στα συνολικά πρωτεϊνικά επίπεδα της κυκλίνης D1 και όχι στη φωσφορυλιωµένη ή µη 

µορφή της. Το διαθέσιµο ειδικό αντίσωµα του εµπορίου αναγνωρίζει τη φωσφορυλιωµένη κυκλίνη D1 

στην Τ286 και όχι στην Τ288 όπου και φωσφορυλιώνεται από την Dyrk1B, µε αποτέλεσµα να µην 

είναι εφικτή η ανίχνευσή της. 
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Εικ.3.23 Οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ των Cend1-RanBPM-Dyrk1B, επηρεάζουν τα πρωτεϊνικά επίπεδα της 

κυκλίνης D1. (Α) Μονοί, διπλοί και τριπλοί μετασχηματισμοί με τα πλασμίδια των Cend1-RanBPM-Dyrk1B 

πραγματοποιήθηκαν σε Neuro-2a κύτταρα. 16 ώρες μετά το μετασχηματισμό, το κυτταρικό εκχύλισμα 

απομονώθηκε και ακολούθησε ανοσοαποτύπωμα κατά western, με τη χρήση κατάλληλων αντισωμάτων. (Β) 

Για την ποσοτικοποίηση των πρωτεϊνικών επιπέδων της κυκλίνης D1 σε σχέση με τη β-τουμπουλίνη, 

χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό ImageJ (**Student’s t-test, p<0.01, n= 10). Είναι εμφανής η αύξηση της 

κυκλίνης D1  στα διπλά μετασχηματισμένα με RanBPM κύτταρα συγκριτικά με τα μονά με Dyrk1B, ενώ στα 

τριπλά μετασχηματισμένα η κυκλίνη μειώνεται στα επίπεδα των μονών μετασχηματισμένων με Dyrk1B. CTL: 

μη μετασχηματισμένα κύτταρα, mock: κύτταρα με πλασμίδιο άνευ κωδικής περιοχής.  

 

 Τα δεδοµένα αυτά, υποστηρίζουν πως όταν η Cend1, η Dyrk1B και η RanBPM  συν-εκφράζονται 

στα Neuro-2a, η ικανότητα της RanBPM να σταθεροποιεί την κυκλίνη D1 ελαττώνεται. Μία πιθανή 

εξήγηση είναι πως η Cend1 ανταγωνίζεται την Dyrk1B ως προς τη δέσµευσή της στην RanBPM, µε 

αποτέλεσµα η κινάση Dyrk1B να παραµένει στον πυρήνα και να φωσφορυλιώνει την κυκλίνη D1 

επάγοντας την αποικοδόµησή της από το πρωτεάσωµα (Zou et al. 2004). Προκειµένου να διερευνηθεί 

ένα τέτοιο ενδεχόµενο, παρατηρήθηκε η τοπολογία της Dyrk1B µε 

ανοσοκυτταροχηµεία/ανοσοφθορισµό στα διπλά µετασχηµατισµένα µε Dyrk1B/RanBPM και τριπλά 

µετασχηµατισµένα µε Dyrk1B/RanBPM/Cend1 Neuro-2a κύτταρα. Πράγµατι, από εικόνες 

συνεστιακής µικροσκοπίας δείχθηκε πως στα διπλά µετασχηµατισµένα κύτταρα, η παρουσία της 

RanBPM διευκολύνει τη µετατόπιση της Dyrk1B από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασµα (Εικ. 3.24Α). 

Αντίθετα, όταν τα Neuro-2a συν-εκφράζουν και τις τρεις πρωτεΐνες (Dyrk1B/RanBPM/Cend1), η 
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κινάση Dyrk1B ανιχνεύεται στον πυρήνα των κυττάρων 16 ώρες (Εικ. 3.24Β), αλλά ακόµα και 48 

ώρες µετά το µετασχηµατισµό τους (αποτελέσµατα που δεν παρουσιάζονται). Το γεγονός αυτό 

υποδηλώνει πως η παρουσία της Cend1 σταθεροποιεί και διασώζει την Dyrk1B από τη δράση της 

RanBPM διατηρώντας την στον πυρήνα (Εικ. 3.24Β).  

 

 

Εικ.3.24 Διπλοί  και τριπλοί ανοσοφθορισμοί μετασχηματισμένων Neuro-2a κυττάρων με Dyrk1B και RanBPM 

ή με Dyrk1B, RanBPM και Cend1 αντίστοιχα. (Α) Στα διπλά μετασχηματισμένα κύτταρα, η RanBPM (πράσινο) 

διευκολύνει τη μετατόπιση της Dyrk1B (κόκκινο) στο κυτταρόπλασμα ενώ στα τριπλά μετασχηματισμένα (Β) η 

παρουσία της Cend1 (κόκκινο) σταθεροποιεί την Dyrk1B κινάση (μπλε) στον πυρήνα στις 16 ώρες μετά τον 

παροδικό μετασχηματισμό των Neuro-2a  κυττάρων.  

 

 

3.7 Οι αλληλεπιδράσεις της RanBPM είτε µε την Dyrk1B είτε µε τη Cend1, επηρεάζουν τη 

διαφοροποίηση των Neuro-2a κυττάρων. 

 Καθώς η πρόοδος του κυτταρικού κύκλου και η έξοδος από αυτόν είναι άρρηκτα συνδεδεµένες µε 

την κυτταρική διαφοροποίηση, η δέσµευση της RanBPM είτε στην Dyrk1Β είτε στη Cend1, θα 

µπορούσε ενδεχοµένως να επιδράσει στη διαφοροποίηση των Neuro-2a κυττάρων. Προκειµένου να 

εξεταστεί ένα τέτοιο ενδεχόµενο, µετασχηµατίστηκαν παροδικά τα Neuro-2a κύτταρα: α) µε το 

πλασµίδιο που εκφράζει την Dyrk1B, β) µε το πλασµίδιο pCAG-Cend1-IRES-GFP που εκφράζει 

συγχρόνως τη Cend1 και τη GFP, γ) µε τα πλασµίδια που εκφράζουν την Dyrk1B και τη RanBPM 

(διπλός µετασχηµατισµός), δ) µε τα πλασµίδια που εκφράζουν τη Cend1-GFP και τη RanBPM (διπλός 
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µετασχηµατισµός). 16 ώρες µετά το µετασχηµατισµό και αφού οι πρωτεΐνες είχαν παραχθεί, 

προστέθηκαν στην καλλιέργεια 20 µΜ ρετινοϊκού οξέος (RA) σε υλικό που περιείχε 2% ορρό (FCS), 

ώστε τα κύτταρα να κατευθυνθούν προς διαφοροποίηση. 48 ώρες µετά τα κύτταρα µονιµοποιήθηκαν 

και µε ανοσοφθορισµό ανιχνεύθηκαν τα µόρια Cend1, Dyrk1B, RanBPM καθώς και ο µάρτυρας 

νευρωνικής διαφοροποίησης βΙΙΙ-σωληνίνη (βΙΙΙ-tubulin, Tuj1) (Εικ. 3.25Α).  

 Σε δύο ανεξάρτητα πειράµατα παρατηρήθηκε πως στα µονά µετασχηµατισµένα µε Dyrk1B 

κύτταρα, το ποσοστό το κυττάρων που εκφράζουν Dyrk1B (Dyrk1B
+
) και έχουν διαφοροποιηθεί είναι 

68% ενώ στα διπλά µετασχηµατισµένα Dyrk1B
+
/RanBPM

+
 κύτταρα το ποσοστό αυτό µειώνεται στο 

38% (µείωση >40%). Στην περίπτωση των µονά µετασχηµατισµένων µε Cend1, το ποσοστό 

διαφοροποίησης των Cend1+ κυττάρων ήταν 59,5 ± 2,6% και µειωνόταν στο 30,2 ± 2,2% στα διπλά 

µετασχηµατισµένα Cend1
+
/RanBPM

+
 κύτταρα (n=3, p=0,00097) (~50% µείωση).  

 Στη συνέχεια, ακολούθησε η εκτίµηση του µέσου µήκους των νευριτών τόσο στους 

µετασχηµατισµένους όσο και στους µη µετασχηµατισµένους πληθυσµούς κυττάρων (Εικ. 3.25Β). 

∆ιαπιστώθηκε πως το µέσο µήκος των νευριτών στην περίπτωση των µονά µετασχηµατισµένων 

Dyrk1B+ κυττάρων, ήταν σηµαντικά υψηλότερο από το αντίστοιχο των µη µετασχηµατισµένων (83.21 

± 2.99 µm συγκριτικά µε 40.14 ± 0.17 µm, n=3, p= 0.00481). Παράλληλα, µία µικρότερη αλλά 

στατιστικά σηµαντική αύξηση παρατηρήθηκε στο µήκος των νευριτών των µονά µετασχηµατισµένων 

Cend1
+
 κυττάρων σε σχέση µε το αντίστοιχο των µη µετασχηµατισµένων (44.97 ± 2.59 µm συγκριτικά 

µε 36.23 ± 0.94 µm, n=3, p= 0.05), ενώ δεν υπήρξε σηµαντική διαφορά µεταξύ των µονά 

µετασχηµατισµένων µε RanBPM+ κυττάρων και των κυττάρων-µαρτύρων (p= 49.18 ± 7.28 µm 

συγκριτικά µε 44.31 ± 3.74 µm, n=3, p= 0.59332). Αξίζει να σηµειωθεί πως τα µη µετασχηµατισµένα 

κύτταρα-µάρτυρες, δεν παρουσίαζαν στατιστικά σηµαντικές µεταβολές µεταξύ των διαφορετικών 

εξεταζόµενων οµάδων. Όσον αφορά στα διπλά µετασχηµατισµένα κύτταρα Dyrk1B
+
/RanBPM

+
, 

διαπιστώθηκε µία δραµατική µείωση του µήκους των νευριτών σε σχέση µε το αντίστοιχο εκείνων των 

µονά µετασχηµατισµένων Dyrk1B+ (83.21 ± 2.99 µm στα Dyrk1B+ κύτταρα συγκριτικά µε 50.03 ± 

3.28 µm στα Dyrk1B
+
/RanBPM

+
 κύτταρα, n=3, p= 0.00171). Οµοίως και τα διπλά µετασχηµατισµένα 

Cend1
+
/RanBPM

+
 κύτταρα, εµφάνισαν σηµαντική µείωση στο µήκος των αξόνων τους συγκρινόµενα 

µε τα µονά Cend1
+
 κύτταρα (44.97 ± 2.59 µm στα Cend1

+
 συγκριτικά µε 27.11 ± 2.19 µm στα 

Cend1
+
/RanBPM

+
, n=3, p= 0.00628). Συµπερασµατικά, τα παραπάνω αποτελέσµατα καταδεικνύουν τη 

θετκή δράση τόσο της Dyrk1B όσο και της Cend1 στη διαφοροποίηση των Νeuro-2a κυττάρων, ενώ το 

φαινόµενο αυτό ανστρέφεται κατόπιν αλληλεπίδρασης καθενός µορίου ξεχωριστά µε τη RanBPM. 
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Εικ.3.25 Η αλληλεπίδραση της RanBPM είτε με την Dyrk1B είτε με τη Cend1, επηρεάζει αρνητικά τη 

διαφοροποίηση των Neuro-2a κυττάρων. (Α) Μονά και διπλά παροδικά μετασχηματισμένα κύτταρα με Cend1-

GFP, RaNBPM, Dyrk1B όπου φαίνεται η αρνητική δράση της RanBPM στην κυτταρική διαφοροποίηση όταν 

αλληλεπιδρά με την Dyrk1B (xiii-xvi συγκριτικά με i-iv) ή τη Cend1 (xvii-xx συγκριτικά με v-viii). Ως μάρτυρας της 

νευρωνικής διαφοροποίησης έχει επιλεγεί η βΙΙΙ-τουμπουλίνη (κόκκινο). Η συνέκφραση της Cend1 με την GFP 

από το ίδιο πλασμίδιο, διευκολύνει την ανίχνευση των Cend1 θετικών κυττάρων. Κλίμακα: 40 μm. (B) 

Ποσοτικοποίση του μέσου μήκους των αξόνων στα μονά και διπλά μετασχηματισμένα κύτταρα, καθώς και σε 

μη μετασχηματισμένα κύτταρα-μάρτυρες. #: στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ μετασχηματισμένων και 

μη μετασχηματισμένων κυττάρων της ίδιας ομάδας *: στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ 

μετασχηματισμένων κυττάρων διαφορετικών ομάδων. Η σύγκριση μεταξύ διαφορετικών ομάδων 

πραγματοποιείται στατιστικά με «Ανάλυση διακύμανσης μιας διαδρομής» (one-way ANOVA) ακολουθούμενη  

από Student’s t-test: *** p<0.001, **: p<0.01, *: p<0.05, n= 3. 

 

3.8 Οι πρωτεΐνες Cend1, RanBPM και Dyrk1B εκφράζονται ενδογενώς σε πρωτογενείς 

καλλιέργειες φλοιικών νευρώνων ποντικού. 

 Οι λειτουργικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ των τριών πρωτεϊνών (Cend1, RanBPM και Dyrk1B) και ο 

πιθανός τους ρόλος στη ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου και τη νευρωνική διαφοροποίηση, 

µελετήθηκαν, έως ένα βαθµό, in vitro στο κυτταρικό σύστηµα του νευροβλαστώµατος ποντικού 

(Neuro-2a).  Προκειµένου να εξεταστεί εάν τα ευρήµατα της παραπάνω µελέτης, αποκτούν κάποια 

σηµασία in vivo ως προς τη φυσιολογία των νευρώνων, πραγµατοποιήθηκε σ’ ένα πρώτο στάδιο η 

καλλιέργεια νευρώνων από φλοιό εµβρύων ποντικών ηλικίας Ε16.5. Οι φλοιικοί νευρώνες, 

καλλιεργήθηκαν για 8 ηµέρες in vitro και ακολούθησαν διπλοί ανοσοφθορισµοί (για καθένα από τα 
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υπό εξέταση µόρια µαζί µε το µάρτυρα νευρωνικής διαφοροποίησης βΙΙΙ-τουµπουλίνη) και συνεστιακή 

µικροσκοπία (Εικ. 3.26Α). Σε συµφωνία µε τις παρατηρήσεις στα Neuro-2a κύτταρα, η πρωτεΐνη 

Cend1 εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα ενώ η RanBPM, αν και κυρίως κυτταροπλασµατική, 

ανιχνεύεται και στον πυρήνα των νευρώνων. Από την άλλη πλευρά, η κινάση Dyrk1B είναι πρωτίστως 

πυρηνική και σε µικρότερο βαθµό κυτταροπλασµατική. Η ανίνευση των τριών πρωτεϊνών στους 

φλοιικούς νευρώνες πραγµατοποιήθηκε και µε ανοσοαποτύπωµα κατά western (Εικ. 3.26B). 
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Εικ.3.26 Εμβρυικοί φλοιικοί νευρώνες σε καλλιέργεια εκφράζουν Cend1, RanBPM και Dyrk1B. (Α) 

Ανοσοφθορισμός και ανάλυση με συνεστιακή μικροσκοπία εμβρυικών φλοιικών νευρώνων Ε16.5, σε 

καλλιέργεια 8 ημερών in vitro. Οι νευρώνες σημάνθηκαν για τις Cend1, RanBPM και Dyrk1B (πράσινο), σε 

συνδυασμό με το μάρτυρα νευρωνικής διαφοροποίησης βΙΙΙ-τουμπουλίνη (Tuj1). Δεξιά των εικόνων που 

δείχνουν την επικάλυψη των ανιχνευόμενων μορίων, παρατίθεται σε μεγέθυνση η περιοχή που εσωκλείεται 

στο λευκό πλαίσιο με τις διακεκομμένες γραμμές. Κλίμακα: 20 μm. (Β) Ανοσοαποτύπωμα κατά western σε 

κυτταρικό εκχύλισμα εμβρυικών φλοιικών νευρώνων (Ε16.5), όπου επιβεβαιώνεται η έκφραση των τριών υπό 

εξέτασιν πρωτεϊνών. 

 

3.9 Μελέτη της έκφρασης των Cend1, RanBPM και Dyrk1B σε εγκεφάλους ποντικών αγρίου 

τύπου (wt) και ποντικών µε κατεσταλµένο το γονίδιο της Cend1 (KO-Cend1). 

 Όπως έχει αναφερθεί βιβλιογραφικά, διαγονιδιακοί ποντικοί του στελέχους C57BL/6J, στους 

οποίους έχει απαλειφθεί το γονίδιο bm88/cend1 (ΚΟ-Cend1), εµφανίζουν αυξηµένο πολλαπλασιασµό 

των πρόδροµων κοκκιωδών κυττάρων της παρεγκεφαλίδας (συνοδευόµενο από υψηλά επίπεδα της 

κυκλίνης D1), καθώς και προβληµατική διαφοροποίηση των κυττάρων Purkinje (Sergaki, Guillemot, 

and Matsas 2010). Σε ένα τελευταίο στάδιο της παρούσας µελέτης, επιλέχθηκαν οι συγκεκριµένοι 

ποντικοί προκειµένου να εξεταστούν συγκριτικά µε τoυς αντίστοιχους αγρίου τύπου (wt), ως προς την 

έκφραση των Cend1, RanBPM και Dyrk1B, σε διάφορα ηλικιακά στάδια µετά τη γέννηση. Πρωτεϊνικά 

οµογενοποιήµατα από εγκεφάλους ποντικών wt και ΚΟ-Cend1, ηλικίας P5, P10, P15 και 2 µηνών, 

παρασκευάστηκαν και υποβλήθηκαν σε ηλεκτροφόρηση υπό αποδιατακτικές συνθήκες και ανάλυση 

κατά western. Με τη χρήση κατάλληλων αντισωµάτων, διαπιστώθηκε πως στους ποντικούς αγρίου 
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τύπου (wt), η έκφραση των Cend1 και Dyrk1B πρωτεϊνών αυξάνεται µε την ηλικία, άρα και όσο 

προχωρά η νευρωνική διαφοροποίηση, ενώ εκείνη της RanBPM δεν παρουσίαζε σηµαντικές µεταβολές 

(Εικ. 3.27Α). Αντίθετα, η κινάση Dyrk1A που αποτελεί το νευροειδικό µέλος της οικογένειας των 

Dyrk κινασών, φαίνεται να εκφράζεται πρωτίστως στον εµβρυϊκό εγκέφαλο (δεδοµένα που δεν 

παρατίθενται) και έως τις πρώτες 10 ηµέρες µετά τη γέννηση, ενώ στη συνέχεια η έκφρασή της φθίνει 

σηµαντικά. Όσον αφορά στους ποντικούς ΚΟ-Cend1, η έκφραση της Dyrk1B παρουσιάζεται µειωµένη 

συγκριτικά µε τους wt, ιδίως 2 µήνες µετά τη γέννηση, µε σύγχρονη ενίσχυση της έκφρασης της 

Dyrk1A, η οποία παραµένει σταθερά έντονη µέχρι και 15 ηµέρες µετά τη γέννηση (Εικ. 3.27B). 

Σηµαντικές µεταβολές της RanBPM δεν σηµειώνονται ούτε στην περίπτωση των KO-Cend1 ποντικών. 

Βάσει λοιπόν των παραπάνω δεδοµένων, διαφαίνεται µία συνεισφορά της Cend1 στη διατήρηση των 

επιπέδων της κινάσης Dyrk1B, ενώ µία πιθανή αντισταθµιστική δράση της Dyrk1A ως προς την 

Dyrk1B, ιδιαίτερα στα πρώτα ηλικιακά στάδια µετά τη γέννηση και ιδίως στην ηλικία P15 στα KO-

Cend1 ποντίκια, θα µπορούσε επίσης να προταθεί.  
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Εικ.3.27 (Α, Β) Αναπτυξιακό πρότυπο έκφρασης των μορίων Cend1, RanBPM, Dyrk1B σε εγκεφάλους ποντικών 

αγρίου τύπου (wt) και ποντικών στους οποίους έχει απαλοιφθεί το γονίδιο της Cend1 (ΚΟ-Cend1), σε 

διάφορες ηλικίες μετά τη γέννηση. Με ανοσοαποτύπωμα κατά western και τη χρήση κατάλληλων 

αντισωμάτων, ανιχνεύεται η έκφραση των υπό εξέτασιν πρωτεϊνών σε ομογενοποιήματα εγκεφάλων 

διαφόρων ηλικιών μετά τη γέννηση. 
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4. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

 Η ρύθµιση της εξόδου των πρόδροµων νευρωνικών κυττάρων απ’ τον κυτταρικό κύκλο, θεωρείται 

κρίσιµη για την επακόλουθη διαφοροποίησή τους και τη δηµιουργία πληθυσµών ώριµων νευρώνων 

στον κατάλληλο τόπο και χρόνο. Η πρωτεΐνη BM88/Cend1 που ταυτοποιήθηκε για πρώτη φορά στο 

εργαστήριο Κυτταρικής και Μοριακής Νευροβιολογίας του Ελληνικού Ινστιτούτου Παστέρ, 

εκφράζεται σε χαµηλά επίπεδα σε πρόδροµα κύτταρα νευρωνικής γενεαλογίας ενώ αυξάνεται στους 

διαφοροποιηµένους νευρώνες κι έχει δειχθεί in vitro και in vivo ότι σηµατοδοτεί την έξοδο των 

πρόδροµων νευρωνικών κυττάρων απ’ τον κυτταρικό κύκλο, ευνοώντας τη διαφοροποίησή τους 

(Georgopoulou et al. 2006; Katsimpardi et al. 2008; Mamalaki et al. 1995; Politis et al. 2007; Sergaki, 

Guillemot, and Matsas 2010; Wakabayashi et al. 2010). Βάσει των συγκεκριµένων µελετών, φάνηκε 

πως η ανασταλτική δράση της BM88/Cend1 στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό σχετίζεται µε το 

σηµατοδοτικό µονοπάτι της κυκλίνης D1, η οποία κατέχει κοµβικό ρόλο στη µετάβαση G1/S του 

κυτταρικού κύκλου. Παράλληλα, η συµµετοχή της Cend1 στη νευρωνική διαφοροποίηση συνδυάζεται 

και µε την καταστολή του σηµατοδοτικού µονοπατιού του Notch και την ενεργοποίηση προνευρικών 

γονιδίων. Εντούτοις, ο ακριβής µηχανισµός δράσης της BM88/Cend1 παρέµενε άγνωστος, καθώς δεν 

είχαν προσδιοριστεί οι άµεσες αλληλεπιδράσεις της µε άλλες πρωτεΐνες, που θα διαλεύκαναν το 

σηµατοδοτικό της µονοπάτι.  

 Σκοπός της παρούσας διατριβής, ήταν η ταυτοποίηση πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν άµεσα µε την  

BM88/Cend1 και η συσχέτισή της µε σηµατοδοτικά µόρια που συµµετέχουν στη ρύθµιση του 

κυτταρικού κύκλου και τη διαφοροποίηση των κυττάρων. Ήδη, προς την κατεύθυνση αυτή, 

αποτελέσµατα από προκαταρκτικά πειράµατα σάρωσης cDNA βιβλιοθήκης έκφρασης εγκεφάλου 

ποντικού σε σύστηµα ζύµης δύο υβριδίων, είχαν αναδείξει την πρωτεΐνη RanBPM ως υποψήφια προς 

αλληλεπίδραση µε τη Cend1. Στα πλαίσια της διατριβής, η συγκεκριµένη αλληλεπίδραση 

επιβεβαιώθηκε in vitro και µελετήθηκε ο λειτουργικός ρόλος της σε κύτταρα νευροβλαστώµατος 

ποντικού Neuro-2a. ∆είχθηκε πως η RanBPM µέσω της πρόσδεσής της αναστρέφει τη δράση της 

Cend1 στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, µε αποτέλεσµα να αυξάνονται τα πρωτεϊνικά επίπεδα της 

κυκλίνης D1, ενώ και η κινάση σερίνης-θρεονίνης Mirk/Dyrk1B συµµετέχει λειτουργικά στον 

παραπάνω µηχανισµό. Η κινάση Μirk/Dyrk1B, έχει ταυτοποιηθεί ως πρωτεϊνικός συνεργάτης της 

RanBPM σε επιθηλιακά κύτταρα πνεύµονα, όπου ρυθµίζει αρνητικά τη δράση της κυκλίνης D1 

φωσφορυλιώνοντάς την στη θρεονίνη Τ288 (Zou et al. 2004). Από την άλλη πλευρά, η RanBPM µέσω 
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φυσικής  αλληλεπίδρασης,  αναστέλλει την ενεργότητα κινάσης της Mirk/Dyrk1B έναντι διαφόρων 

υποστρωµάτων της, όπως ο HNF1α ή η MBP (Zou et al. 2003). Συνεπώς, βάσει των βιβλιογραφικών 

δεδοµένων ο ρόλος των τριών πρωτεϊνών και η συνδυαστική τους δράση, απέκτησαν ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον αναφορικά µε τη µελέτη του σηµατοδοτικού µονοπατιού της Cend1.   

 Αρχικά διαπιστώθηκε πως και οι τρεις πρωτεΐνες που µελετήθηκαν, οι Cend1, RanBPM και 

Mirk/Dyrk1B, εκφράζονται στον εγκέφαλο του ενήλικου ποντικού καθώς και σε φλοϊκούς νευρώνες 

εγκεφάλου εµβρύου ποντικού που καλλιεργούνται in vitro, ενώ η RanBPM δύναται να σχηµατίζει 

σύµπλοκα τόσο µε τη Cend1 όσο και µε την Dyrk1B. Ενδιαφέρον ήταν το εύρηµα ότι η Dyrk1B 

µειώνει δραµατικά τα πρωτεϊνικά επίπεδα της κυκλίνης D1, όταν εκφράζεται εξωγενώς στα κύτταρα 

Neuro-2a, αναστέλλοντας τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό και όπως και στην περίπτωση της Cend1, 

το φαινόµενο αναστρέφεται όταν συνεκφράζεται µε τη RanBPM. Όπως δείχθηκε στην παρούσα 

µελέτη, το γεγονός αυτό οφείλεται στο ότι η RanBPM διευκολύνει την αποικοδόµηση της κινάσης 

Dyrk1B από το 26S πρωτεάσωµα, σταθεροποιώντας έτσι τα επίπεδα της κυκλίνης D1 στον πυρήνα 

του κυττάρου. Τέλος, δείχθηκε πως η επαγόµενη αποικοδόµηση της κινάσης Dyrk1B από τη 

RanBPM, αναστέλλεται παρουσία της Cend1, σε τριπλά µετασχηµατισµένα κύτταρα Neuro-2a. Βάσει 

των προαναφερθέντων, προκύπτει µία σειρά λειτουργικών αλληλεπιδράσεων που αφ’ ενός ρυθµίζουν 

τα επίπεδα της κυκλίνης D1 και κατ’ επέκταση την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου σε κύτταρα 

νευροβλαστώµατος ποντικού, αφ’ ετέρου επηρεάζουν τη διαδικασία της διαφοροποίησης σε 

πρωτογενείς καλλιέργειες νευρώνων. Για µία ακόµη φορά επιβεβαιώνεται η στενή σύνδεση του 

κυτταρικού πολλαπλασιασµού µε τη νευρωνική διαφοροποίηση, καθώς και η συνδροµή της Cend1 

στον έλεγχο της ισορροπίας των δύο διαδικασιών. 

 Από προγενέστερες µελέτες του εργαστηρίου, έχει δειχθεί πως η Cend1 εκφράζεται εκτενώς στο 

αναπτυσσόµενο νευροεπιθήλιο των σπονδυλωτών κατά τη νευρογένεση και πως η έκφρασή της στο 

Κεντρικό Νευρικό Σύστηµα του ποντικού και του κοτόπουλου συνδέεται µε τη νευρωνική, όχι όµως 

και µε την αστρογλοιακή ή την ολιγοδενδριτική γενεαλογία των προγονικών νευρικών κυττάρων 

(Koutmani et al. 2004; Politis, Rohrer, and Matsas 2007). Παράλληλα, η έκφρασή της βρίσκεται σε 

χαµηλά επίπεδα στα πρόδροµα νευρωνικά κύτταρα και σε υψηλότερα επίπεδα στους 

διαφοροποιηµένους νευρώνες, γεγονός που ενισχύει τον ενδεχόµενο ρόλο της στην έξοδο απ’ τον 

κυτταρικό κύκλο και τη διαφοροποίηση. Σε συµφωνία µε τα παραπάνω, η εκτοπική έκφραση της 

Cend1 in vitro σε κύτταρα Neuro-2a ή σε νευρικά βλαστικά κύτταρα αλλά και in vivo στο νευρικό 

σωλήνα του κοτόπουλου, παρείχε ενδείξεις πως, πράγµατι, η υπερ-έκφραση της Cend1 επάγει την 
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έξοδο των κυττάρων απ’ τον κύκλο, οδηγώντας τα σε νευρωνική διαφοροποίηση (Georgopoulou et al. 

2006; Katsimpardi et al. 2008; Makri et al. 2010). Το αντίθετο συµβαίνει µε την siRNA σίγαση της 

Cend1 σε νευρικά προγονικά κύτταρα ή µε την απαλοιφή του γονιδίου σε διαγονιδιακά ποντίκια 

(Cend1
-
/
-
) (Katsimpardi et al. 2008; Sergaki, Guillemot, and Matsas 2010). Ειδικότερα, στην 

περίπτωση των Cend1-/- ποντικών, παρατηρήθηκε αυξηµένος πολλαπλασιασµός των πρόδροµων 

κοκκιωδών κυττάρων της παρεγκεφαλίδας στην εξωτερική βλαστική στιβάδα, µε αποτέλεσµα να 

καθυστερεί η ακτινωτή µετανάστευσή τους καθώς και ελλιπής διαφοροποίηση των κυττάρων 

Purkinje, φαινόµενα που συνοδεύονταν από προβλήµατα στη βάδιση και στο συντονισµό της κίνησης.  

 Όπως αναφέρθηκε αρχικά, το σηµατοδοτικό µονοπάτι p53/cyclin D1/pRb είναι κρίσιµο για την 

πρόοδο του κυτταρικού κύκλου στα πρόδροµα νευρικά κύτταρα και συµβάλλει µεταξύ άλλων και 

στην επιβίωση των νεο-σχηµατιζόµενων νευρώνων (Sumrejkanchanakij et al. 2003; Das et al. 2009). 

Η αύξηση της έκφρασης της Cend1 κατά τη νευρωνική διαφοροποίηση, συνδέεται λειτουργικά µε 

µείωση των πρωτεϊνικών επιπέδων της κυκλίνης D1 τόσο in vitro όσο και in vivo (Georgopoulou et al. 

2006; Katsimpardi et al. 2008; Politis et al. 2007). Στην παρούσα µελέτη, η αλληλεπίδραση της 

RanBPM µε τη Cend1 ήταν επαρκής για να αυξήσει τα πρωτεϊνικά επίπεδα της κυκλίνης D1 στα 

κύτταρα Neuro-2a όπου συνεκφράζονταν οι δύο πρωτεΐνες, συγκριτικά µε  τα αντίστοιχα κύτταρα 

µάρτυρες. Το γεγονός µάλιστα πως τα επίπεδα mRNA της κυκλίνης D1 παρέµειναν αµετάβλητα, 

υποδηλώνει ότι η ρύθµιση γίνεται σε µετα-µεταγραφικό επίπεδο. Επιπρόσθετα, παρατηρήθηκε αύξηση 

της ενσωµάτωσης της 5-βρωµο-2-δεοξυ-ουριδίνης (BrdU), στα διπλά µετασχηµατισµένα Neuro-2a 

κύτταρα µε Cend1 και RanBPM, σε σχέση µε τα µονά µετασχηµατισµένα αλλά και τα κύτταρα 

µάρτυρες, χαρακτηριστική της ενίσχυσης του πολλαπλασιασµού τους (Εικ. 3.8, 3.9). Σύµφωνα µε τα 

αποτελέσµατα αυτά, συνεπάγεται ότι η αλληλεπίδραση µεταξύ Cend1 και RanBPM σταθεροποιεί την 

κυκλίνη D1 στον πυρήνα, ώστε να οδηγηθούν τα κύτταρα από την G1 στην S φάση του κύκλου.  

 Σε συµφωνία µε τα ευρήµατα της παρούσας διατριβής, η RanBPM έχει αναφερθεί σε προηγούµενες 

µελέτες να υπεισέρχεται στην πρόοδο του κύκλου των πρόδροµων νευρωνικών κυττάρων (Chang et 

al. 2010), καθώς επίσης και να αλληλεπιδρά µε τις κινάσες HIPK2 (Homeodomain-interacting protein 

kinase-2), και Mirk/Dyrk1B, οι οποίες διαδραµατίζουν ρυθµιστικό ρόλο σε διαφορετικές φάσεις του 

κυτταρικού κύκλου (Wang, Marion Schneider, et al. 2002; Zou et al. 2003). Από τη στιγµή που η 

Mirk/Dyrk1B κινάση έχει δειχθεί να στοχεύει άµεσα και να φωσφορυλιώνει την κυκλίνη D1 στη 

θρεονίνη Τ288, επάγοντας την αποικοδόµησή της µέσω του πρωτεασώµατος (Zou et al. 2004), 

αποφασίστηκε να διερευνηθεί η πιθανή συσχέτισή της µε τις πρωτεΐνες Cend1 και RanBPM και η 
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ενδεχόµενη αλληλεπίδραση των τριών µορίων στη ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου και τη 

διαφοροποίηση. Ανάλογη ρύθµιση των επιπέδων της κυκλίνης D1 µέσω της Mirk/Dyrk1B έχει 

παρατηρηθεί σε κύτταρα HeLa (Takahashi-Yanaga, Mori et al. 2006), αλλά και στην ανθρώπινη 

καρκινική σειρά HD6 (Jin, Ewton et al. 2009). Η επαγόµενη από τη Mirk/Dyrk1B φωσφορυλίωση και 

αποικοδόµηση της κυκλίνης D1, θεωρείται ως εναλλακτικό µονοπάτι ρύθµισης της προόδου του 

κύκλου σε σχέση µε το αντίστοιχο, καλά µελετηµένο µονοπάτι της GSK3β, η οποία φωσφορυλιώνει 

την κυκλίνη D1 στη θρεονίνη Τ286. Αξίζει να σηµειωθεί πως  η κινάση Dyrk1B, λόγω της 

υψηλότερης έκφρασής της στο σκελετικό µυ συγκριτικά µε τους υπόλοιπους φυσιολογικούς ιστούς, 

έχει διερευνηθεί εκτενώς σε κυτταρικά συστήµατα µυοβλαστών και άλλων καρκινικών σειρών για τη 

συµµετοχή της στο µηχανισµό πολλαπλασιασµού και διαφοροποίησής τους. Στα νευρικά κύτταρα η 

δράση της Dyrk1B παραµένει άγνωστη, σε αντίθεση µε την κινάση Dyrk1Α της οποίας η έκφραση στο 

νευρικό σύστηµα είναι σαφώς υψηλότερη και ο ρόλος της στη νευρωνική διαφοροποίηση µελετηµένος 

τόσο in vitro όσο και in vivo (Park et al. 2010; Yabut, Domogauer, and D'Arcangelo 2010). Πιο 

συγκεκριµένα, στα κύτταρα νευροβλαστώµατος ποντικού Neuro-2a η υπερέκφραση της Dyrk1A 

οδήγησε την κυκλίνη D1 σε έξοδο από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασµα και αποικοδόµησή της από το 

πρωτεάσωµα (Yabut, Domogauer, and D'Arcangelo 2010). 

 Αντίστοιχα, όπως φάνηκε και στην παρούσα µελέτη, στην ίδια κυτταρική σειρά (Neuro-2a) η 

εξωγενής έκφραση της Dyrk1B είχε ως αποτέλεσµα τη µετατόπιση της κυκλίνης D1 από τον πυρήνα 

στο κυτταρόπλασµα φαινόµενο άµεσα εξαρτώµενο από την ενεργότητα κινάσης της Dyrk1B. Προς 

υποστήριξη, όταν η ενεργότητα κινάσης παρεµποδίστηκε µε τη χρήση ειδικού αναστολέα της 

οικογένειας των Dyrk κινασών, τη χαρµίνη, η κυκλίνη D1 παρέµεινε στον πυρήνα (Εικ. 3.19, 3.20). 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι η RanBPM, στα διπλά µετασχηµατισµένα 

Dyrk1B
+
/RanBPM

+
 κύτταρα διευκόλυνε τη µετατόπιση της Dyrk1B από τον πυρήνα στο 

κυτταρόπλασµα και την αποικοδόµησή της από το 26S πρωτεάσωµα, όπως φάνηκε µε τη χρήση του 

αναστολέα ΜG132 (Εικ. 3.21). Ως αποτέλεσµα, η κυκλίνη D1 παρέµεινε άθικτη στον πυρήνα 

επάγοντας τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό (Εικ. 3.22). Τα δεδοµένα µας αναφορικά µε το ρόλο της 

RanBPM, βρίσκονται σε συµφωνία µε προγενέστερες αναφορές βάσει των οποίων η RanBPM 

συµβάλλει στη σταθερότητα και το χρόνο ηµιζωής άλλων πρωτεϊνών µε τις οποίες αλληλεπιδρά, όπως 

ο µεταγραφικός παράγοντας p73 και η ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη των θηλαστικών Mgl-1 (Kramer 

et al. 2005; Suresh et al. 2010). Από την άλλη πλευρά, οι Zou και συνεργάτες σε δική τους µελέτη 

(Zou et al. 2003) είχαν επισηµάνει ότι η RanBPM αναστέλλει την ενεργότητα κινάσης της Dyrk1B 
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όταν προσδένεται σε αυτήν. Καθώς όµως τα αποτελέσµατά τους είχαν προκύψει από βιοχηµικές 

δοκιµασίες ενεργότητας κινάσης µε χρήση χιµαιρικών GST πρωτεϊνών εκτός κυτταρικού 

περιβάλλοντος (cell free), δεν είχαν τη δυνατότητα να ελέγξουν σε κυτταρικό επίπεδο την επαγόµενη 

από τη RanBPM αποικοδόµηση της Dyrk1B µέσω του πρωτεασώµατος. Συνεπώς τα ευρήµατα, της 

παρούσας διατριβής συµπληρώνουν τα προαναφερθέντα των Zou και συνεργατών και αναδεικνύουν 

το διπλό ρόλο της RanBPM σε κύτταρα νευροβλαστώµατος ποντικού όπου, αφ’ ενός αναστέλλει την 

ενεργότητα κινάσης της Dyrk1B και αφ’ ετέρου διευκολύνει την αποικοδόµησή µέσω του 

πρωτεασώµατος.    

 Η επαγόµενη από τη RanBPM αποικοδόµηση της Dyrk1B αναστέλλεται από την παρουσία της 

Cend1, σε τριπλά µετασχηµατισµένα Neuro-2a κύτταρα. Στην περίπτωση αυτή, η κινάση Dyrk1B 

παραµένει στον πυρήνα όπου και φωσφορυλιώνει την κυκλίνη D1 επάγοντας µε τον τρόπο αυτόν την 

αποικοδόµησή της. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα τα πρωτεϊνικά επίπεδα της κυκλίνης D1 να µειώνονται 

και πάλι και να εµφανίζονται αντίστοιχα µε εκείνα που παρατηρούνται στα µονά µετασχηµατισµένα 

µε Dyrk1B κύτταρα Neuro-2a. (Εικ. 3.23, 3.24). 

 Καθώς η έξοδος απ’ τον κυτταρικό κύκλο συνδέεται άµεσα µε τη νευρωνική διαφοροποίηση, 

εξετάστηκε το αποτέλεσµα της συνδυασµένης δράσης των τριών πρωτεϊνών και στη συγκεκριµένη 

διαδικασία. Πράγµατι, παρατηρήθηκε στατιστικά σηµαντική µείωση του αριθµού των 

διαφοροποιηµένων κυττάρων στα διπλά µετασχηµατισµένα µε RanBPM Neuro-2a κύτταρα 

(Dyrk1B
+
/RanBPM

+
, Cend1

+
/RanBPM

+
) σε σχέση µε τα µονά µετασχηµατισµένα (Dyrk1B

+
, Cend1

+
). 

Επιπρόσθετα, το µήκος των νευριτών στα διπλά µετασχηµατισµένα κύτταρα εµφάνισε δραµατική 

µείωση συγκριτικά µε το αντίστοιχο εκείνων των µονά µετασχηµατισµένων, καταδεικνύοντας έτσι τη 

θετική συνεισφορά τόσο της Cend1 όσο και της Dyrk1Β στο φαινόµενο της διαφοροποίησης, όπως 

και την αναστροφή αυτού παρουσία της RanBPM. 

 Τα ευρήµατα αυτά υποδεικνύουν ότι οι πρωτεΐνες Cend1 και Dyrk1B ανταγωνίζονται µεταξύ τους 

αναφορικά µε την πρόσδεση της RanBPM, παρ’ότι εδράζονται σε διαφορετικά κυτταρικά 

διαµερίσµατα. Είναι γνωστό ότι η RanBPM έχει την ιδιότητα να µετατοπίζεται από το κυτταρόπλασµα 

στον πυρήνα και αντίστροφα, όπου αντίστοιχα προσδένεται σε διαφορετικά µόρια διαµεσολαβώντας 

µε τον τρόπο αυτό την πληθώρα των δράσεών της στο κύτταρο (Murrin and Talbot 2007; Suresh, 

Ramakrishna, and Baek 2012). Από την άλλη πλευρά, η Cend1 βρίσκεται αγκυροβοληµένη στην 

εξωτερική µεµβράνη υποκυτταρικών οργανιδίων µε το µεγαλύτερο τµήµα της στραµµένο προς το 

κυτταρόπλασµα, ενώ η Dyrk1B περιορίζεται λειτουργικά στον πυρήνα. Τα αποτελέσµατά µας 
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προτείνουν ένα µοριακό µηχανισµό σύµφωνα µε τον οποίο η επιλεκτική πρόσδεση της RanBPM από 

τη Cend1 εµποδίζει τη µετατόπισή της στον πυρήνα κι εποµένως αναστέλλει την πρόσδεσή της στη 

Dyrk1B. Σύµφωνα µε το προτεινόµενο µοντέλο, η Dyrk1B µη συνδεόµενη µε την RanBPM, 

παραµένει ενεργή στον πυρήνα και οδηγεί στην αποικοδόµηση της κυκλίνης D1 και την έξοδο από τον 

κυτταρικό κύκλο. Αντίστροφα, η αποσύνδεση της RanBPM από τη Cend1 έχει ως συνέπεια την 

απρόσκοπτη µετατόπισή της στον πυρήνα όπου αφού προσδεθεί στην Dyrk1B επάγει την 

αποικοδόµησή της, σταθεροποιώντας έτσι την κυκλίνη D1 και την πρόοδο του πολλαπλασιασµού. 

 Η έκφραση των Cend1, RanBPM και Dyrk1B στους νευρώνες του εγκεφάλου υποδηλώνει ότι η 

τριµερής συσχέτιση των εν λόγω πρωτεϊνών, πιθανόν να έχει βιολογική σηµασία κατά τη 

διαφοροποίηση των συγκεκριµένων κυττάρων. Προτείνεται ότι στα νευρικά βλαστικά ή προδροµα 

κύτταρα όπου η έκφραση της Cend1 είναι χαµηλή, η RanBPM αλληλεπιδρά µε την Dyrk1B και ευνοεί 

την αποικοδόµησή της από το 26S πρωτεάσωµα. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα η κυκλίνη D1 να 

παραµένει άθικτη και να είναι ενεργή στον πυρήνα όπου σε σύµπλοκο µε τις CDK4/6-PCNA 

φωσφορυλιώνει την πρωτεΐνη του ρετινοβλαστώµατος (Rb) επάγοντας την πρόοδο του κυτταρικού 

κύκλου. Από την άλλη πλευρά, όταν τα πρόδροµα νευρωνικά κύτταρα οδεύουν προς τις τελικές τους 

διαιρέσεις, τα επίπεδα των πρωτεϊνών που συµβάλλουν στη νευρωνική διαφοροποίηση όπως η Cend1 

αυξάνονται. Στην περίπτωση αυτή η  RanBPM δεσµεύεται από τη Cend1 στο κυτταρόπλασµα, κατά 

συνέπεια η κινάση Dyrk1B  διατηρείται  άθικτη στον πυρήνα όπου και φωσφορυλιώνει την κυκλίνη 

D1 επάγοντας την αποικοδόµησή της και εποµένως την αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασµού 

(Εικ. 4.1). 
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 Εικ.4.1 Προτεινόμενο μοντέλο δράσης των τριών αλληλεπιδρουσών πρωτεϊνών Cend1, RanBPM και Dyrk1B 

στη ρύθμιση της προόδου του κυτταρικού κύκλου και της εξόδου από αυτόν.  

 

 Όπως αναφέρθηκε και αρχικά, η µελέτη των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων της Cend1 µε απώτερο 

σκοπό την αποσαφήνιση του µηχανισµού δράσης της, κατέστη ο βασικός άξονας της παρούσας 

διατριβής. Το in vitro σύστηµα των κυττάρων νευροβλαστώµατος ποντικού Neuro-2a, απετέλεσε ένα 

χρήσιµο εργαλείο για τη µελέτη της άµεσης επίδρασης των τριών πρωτεϊνών, ξεχωριστά αλλά και σε 

συνδυασµό, στη ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου. Τα ευρήµατα που προέκυψαν κυρίως από 

πειράµατα εκτοπικής έκφρασης των υπό εξέτασιν µορίων, παρείχαν βάσιµες ενδείξεις για την ύπαρξη 

του µηχανισµού δράσης στο συγκεκριµένο σύστηµα της κυτταρικής σειράς και πιθανόν κατά τη 

διαφοροποίηση των νευρικών προδροµικών κυττάρων. Καθώς µελλοντικά η επιβεβαίωση ενός 

παρόµοιου µηχανισµού και in vivo θ’ αποκτούσε ιδιαίτερο ενδιαφέρον, επιχειρήθηκε σ’ ένα πρώτο 

στάδιο η ανίχνευση της ενδογενούς έκφρασης των τριών πρωτεϊνών σε πρωτογενείς καλλιέργειες 

φλοιϊκών νευρώνων εµβρύου ποντικού. Στις καλλιέργειες αυτές διαπιστώθηκε  ότι και οι τρεις 

πρωτεΐνες εκφράζονται ενδογενώς και η τοπολογία τους συνάδει µε αυτή των κυττάρων Neuro-2a. Για 

την περαιτέρω µελέτη των αναπτυξιακών µηχανισµών in vivo, στους οποίους συµµετέχουν τα µόρια 
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της παρούσας διατριβής, ένα κυτταρικό σύστηµα αναφοράς που θα µπορούσε να χρησιµοποιηθεί είναι 

εκείνο των νευρικών βλαστικών κυττάρων (neural stem cells). Τα νευρικά βλαστικά κύτταρα 

αποµονώνονται από την υποκοιλιακή ζώνη (Subventricular zone, SVZ) του φλοιού του εγκεφάλου 

εµβρύου ποντικού και δύνανται να καλλιεργηθούν in vitro σε συνθήκες που ευνοούν τόσο τον 

πολλαπλασιασµό όσο και τη διαφοροποίησή τους. Με την καταστολή ή την εκτοπική έκφραση των 

ενδογενών Cend1, Dyrk1B και RanBPM, ξεχωριστά ή σε συνδυασµό, θα ληφθούν περισσότερες 

πληροφορίες για το ρόλο των λειτουργικών τους αλληλεπιδράσεων στη ρύθµιση του κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού και της διαφοροποίησης.  

 Επιπρόσθετα, σε εξεταζόµενους εγκεφάλους ποντικών διαφόρων ηλικιών µετά τη γέννηση, στους 

οποίους είχε απαλειφθεί το γονίδιο της Cend1 (Cend1-/- ποντίκια), παρατηρήθηκαν µειωµένα 

πρωτεϊνικά επίπεδα της Dyrk1B, συγκριτικά µε τις αντίστοιχες ηλικίες ποντικών αγρίου τύπου. 

Αντίθετα, τα επίπεδα της Dyrk1A, του νευροειδικού µέλους της οικογένειας Dyrk, εµφανίστηκαν 

αυξηµένα στα Cend1
-
/
-
 ποντίκια, ιδιαίτερα στην ηλικία των 15 ηµερών µετά τη γέννηση, 

υποδηλώνοντας µία αντισταθµιστική δράση της κινάσης Dyrk1A. Υπενθυµίζεται πως στους 

διαγονιδιακούς Cend1-/- ποντικούς, τα πρόδροµα κοκκιώδη κύτταρα της παρεγκεφαλίδας 

καθυστερούν να εξέλθουν του κυτταρικού κύκλου, ενώ τα κύτταρα Purkinje, εµφανίζουν ελλιπή 

διαφοροποίηση. Συνεπώς, φαίνεται στις διαδικασίες αυτές να υπάρχει και ιn vivo µία συσχέτιση της 

Cend1 µε την Dyrk1B, η οποία πιθανότατα να επηρεάζει τον κυτταρικό κύκλο, τουλάχιστον στο 

εξεταζόµενο σύστηµα της παρεγκεφαλίδας. Σε κάθε περίπτωση, η επιβεβαίωση των παραπάνω 

αρχικών ενδείξεων προϋποθέτει περαιτέρω µελέτη των διαγονιδιακών ποντικών, ενδεχοµένως και σε 

περισσότερα ηλικιακά στάδια. Η χρήση ανοσοϊστοχηµικών µεθόδων θα παρείχε ακόµη µία σαφέστερη 

εικόνα της ενδοκυττάριας τοπολογίας των εξεταζόµενων µορίων καθώς και του πιθανού 

συνεντοπισµού τους. 

 Παρόµοιος φαινότυπος µη οµαλής ανάπτυξης της παρεγκεφαλίδας και συνεπακόλουθης αταξίας, 

χαρακτηρίζει και το σύνδροµο Joubert, µία αυτοσωµική υπολειπόµενη διαταραχή του νευρικού 

συστήµατος, που σχετίζεται µε µεταλλάξεις στο γονίδιο της Ahi1 (Abelson helper integration site 

gene) (Ferland et al. 2004). H πρωτεΐνη Ahi1 είναι κυτταροπλασµατική και διαθέτει χαρακτηριστικές 

αµινοξικές αλληλουχίες που διαµεσολαβούν στις πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις της, όπως οι WD40 

και SH3. Παράλληλα, πολυµορφισµοί στο γονίδιό της, έχουν αναφερθεί βιβλιογραφικά να 

εµπλέκονται και σε περιπτώσεις σχιζοφρένειας ή αυτισµού (Torri et al. 2010; Alvarez Retuerto et al. 

2008). Η πρόσφατη αναφορά της αλληλεπίδρασης της Ahi1 µε τη Cend1 (Weng et al. 2013), 
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επιβεβαιώνει και επεκτείνει τις προοπτικές για τον πιθανό ρόλο της Cend1 σε νευροαναπτυξιακές 

διαταραχές. Στη συγκεκριµένη ανεξάρτητη µελέτη, φάνηκε µεταξύ άλλων πως η εκτοπική έκφραση 

της Cend1 σε υποθαλαµικούς νευρώνες Ahi1-/- ποντικών µε προβληµατική ανάπτυξη των νευριτών, 

οδήγησε σε διάσωση του νευρωνικού τους φαινοτύπου, υποστηρίζοντας έτσι τη δράση της Cend1 στη 

διαδικασία της διαφοροποίησης. Από την άλλη πλευρά, στους εγκεφάλους διαγονιδιακών ποντικών 

Ahi1
-
/
-
 οι οποίοι εµφάνιζαν καθυστερηµένη ανάπτυξη, δείχθηκε πως τα επίπεδα της Cend1 ήταν 

µειωµένα συγκριτικά µε τους εγκεφάλους ποντικών αγρίου τύπου. Συνεπώς, η συσχέτιση της Cend1 

µε έναν παθολογικό αναπτυξιακό µηχανισµό, καθιστά ακόµη πιο σηµαντική την περαιτέρω 

διαλεύκανση του σηµατοδοτικού της µονοπατιού, µε απώτερο σκοπό τόσο την καλύτερη κατανόηση 

τη φυσιολογικής της δράσης, όσο και την εξεύρεση πιθανών θεραπευτικών στόχων. 

 Άλλωστε, προς την κατεύθυνση αποσαφήνισης της σηµατοδότησης της πρωτεΐνης Cend1, 

πραγµατοποιούνται και βρίσκονται σε εξέλιξη πειράµατα φασµατογραφίας µάζας, σε συνεργασία µε 

τη Μονάδα Πρωτεωµικής του Ιδρύµατος Ιατρο-Βιολογικών Ερευνών της Ακαδηµίας Αθηνών (∆ρ. 

Τσάγκαρης Γ.). Πιο συγκεκριµένα, σε οµογενοποιήµατα εγκεφάλου ποντικών αγρίου τύπου 

πραγµατοποιούνται GST καταβυθίσεις µε τη χιµαιρική GST-Cend1 πρωτεΐνη και τη σκέτη GST ως 

µάρτυρα, ακολουθούµενες από δισδιάστατη ηλεκτροφόρηση και φασµατογραφία µάζας (MALDI-

TOF) προκειµένου ν’ αποκαλυφθούν και άλλες πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν ειδικά µε τη Cend1. Η 

ταυτοποίηση νέων µορίων, που σχετίζονται ενδεχοµένως και µε ρυθµιστικούς µηχανισµούς 

πολλαπλασιασµού και διαφοροποίησης των κυττάρων, θα συµβάλλει αναµφίβολα στο σχηµατισµό 

µιας πιο ολοκληρωµένης εικόνας της δράσης της νευροειδικής πρωτεΐνης Cend1 στην 

παθοφυσιολογία του εγκεφάλου. 
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5. ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 Κατά την ανάπτυξη του Κεντρικού Νευρικού Συστήµατος, η συντονισµένη ρύθµιση της εξόδου 

από τον κυτταρικό κύκλο και της διαφοροποίησης των πρόδροµων νευρωνικών κυττάρων αποτελεί 

προϋπόθεση για την παραγωγή του απαιτούµενου αριθµού νευρώνων στο σωστό τόπο και χρόνο. 

Μελέτες έχουν δείξει ότι τα κύρια ρυθµιστικά µόρια που ελέγχουν την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου 

επηρεάζουν την κυτταρική µοίρα και τη νευρωνική διαφοροποίηση ενώ, αντίστροφα, µόρια που 

καθορίζουν την κυτταρική µοίρα και επάγουν τη διαφοροποίηση ρυθµίζουν τον κυτταρικό κύκλο. 

 Η νευροειδική πρωτεΐνη BM88/Cend1 (cell cycle exit and neuronal differentiation1) συµµετέχει σε 

σηµατοδοτικά µονοπάτια που συντονίζουν την έξοδο των προγονικών νευρικών κυττάρων από τον 

κυτταρικό κύκλο και επάγουν τη νευρωνική διαφοροποίηση. Ο µοριακός χαρακτηρισµός της Cend1, 

όπως πραγµατοποιήθηκε µετά από κλωνοποίηση από τον εγκέφαλο χοίρου, ποντικού, ανθρώπου και 

κοτόπουλου, έδειξε ότι πρόκειται για διαµεµβρανική πρωτεΐνη, αποτελούµενη από δύο όµοιες 

πολυπεπτιδικές αλυσίδες µεγέθους 22-23 kDa, που συγκρατούνται µεταξύ τους µε δισουλφιδικό 

δεσµό. Μελέτες οπτικής και ηλεκτρονικής µικροσκοπίας έδειξαν ότι η πρωτεΐνη Cend1 εντοπίζεται 

στην εξωτερική µεµβράνη ενδοκυττάριων οργανιδίων, όπως τα µιτοχόνδρια, το ενδοπλασµατικό 

δίκτυο και άλλα κυστίδια. Η Cend1 είναι αγκυροβοληµένη στις µεµβράνες των οργανιδίων αυτών 

µέσω του καρβοξυτελικού άκρου κατά τέτοιο τρόπο ώστε το αµινοτελικό της τµήµα που περιλαµβάνει 

το κύριο σώµα της πρωτεΐνης και διαµεσολαβεί τις πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις, να βρίσκεται 

στραµµένο προς το κυτταρόπλασµα.  

Η Cend1 παρουσιάζει δυναµικό πρότυπο έκφρασης κατά την ανάπτυξη του Κεντρικού Νευρικού 

Συστήµατος: εκφράζεται σε χαµηλά επίπεδα στα πρόδροµα νευρικά κύτταρα των βλαστικών στιβάδων 

του εγκεφάλου και αυξάνεται σε υψηλότερα επίπεδα καθώς τα πρόδροµα νευρικά κύτταρα οδηγούνται 

σε έξοδο από τον κυτταρικό κύκλο ενώ διατηρείται σε υψηλά επίπεδα και στους διαφοροποιηµένους 

νευρώνες. Από την άλλη πλευρά παύει να εκφράζεται στα προγονικά κύτταρα που πρόκειται να 

ακολουθήσουν γενεαλογία κυττάρων γλοίας.  

Λειτουργικές µελέτες υπερέκφρασης της Cend1 σε νευρικά βλαστικά κύτταρα εγκεφάλου ή 

νωτιαίου µυελού εµβρύου ποντικού και κοτόπουλου καθώς και σε βλαστικά κύτταρα της 

µεταγεννητικής υποκοιλιακής ζώνης του εγκεφάλου ποντικού, έδειξαν ότι έχει αρνητική επίδραση 

στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό ενώ επάγει τη νευρωνική διαφοροποίηση. Αντίστροφα, η σίγαση της 

έκφρασης της Cend1 µε τη χρήση µικρών παρεισφρητικών µορίων RNA (siRNAs) ή η γενετική 

απαλοιφή του γονιδίου σε ποντικούς (ΚΟ-Cend1), οδήγησαν στον αντίστροφο φαινότυπο. Τα 
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ευρήµατα αυτά υποδεικνύουν πως τα επίπεδα της Cend1 είναι σηµαντικά για τον έλεγχο του 

πολλαπλασιασµού έναντι της διαφοροποίησης των πρόδροµων νευρικών κυττάρων. Σύµφωνα µε τις 

µελέτες αυτές αποκαλύφθηκε ότι η αρνητική επίδραση της Cend1 στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό 

λαµβάνει χώρα µέσω του σηµατοδοτικού µονοπατιού της κυκλίνης D1 και της πρωτεΐνης του 

ρετινοβλαστώµατος (cyclin D1/pRb) που ρυθµίζουν την ισορροπία µεταξύ κυτταρικού κύκλου και 

διαφοροποίησης ενώ η ικανότητά της να επάγει τη νευρωνική διαφοροποίηση σχετίζεται µε την 

καταστολή του σηµατοδοτικού µονοπατιού Notch και την ενεργοποίηση προνευρικών γονιδίων. Παρά 

την κατ’ αρχήν διαλεύκανση του µηχανισµού δράσης της, οι πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν άµεσα µε 

τη Cend1 παρέµεναν άγνωστες.  

 Στην παρούσα µελέτη προσδιορίστηκε η πρωτεΐνη Ran-binding protein M (RanBPM) ως µόριο που 

αλληλεπιδρά άµεσα µε τη Cend1. Η πρωτεΐνική αλληλεπίδραση µεταξύ των δύο µορίων 

προσδιορίστηκε µε την εφαρµογή συστήµατος ζύµης δύο υβριδίων και στη συνέχεια επιβεβαιώθηκε 

µε βιοχηµικές µεθόδους.  Η RanBPM χαρακτηρίζεται ως «µόριο-ικρίωµα» µε κοµβικό ρόλο τόσο στο 

νευρικό όσο και το ανοσοποιητικό σύστηµα όπου συµµετέχει σε πληθώρα σηµατοδοτικών 

µονοπατιών. Αλληλεπιδρά µε πολλές και διαφορετικές πρωτεΐνες, όπως µεταγραφικοί παράγοντες, 

άλλες πυρηνικές πρωτεΐνες, κυτταροπλασµατικές κινάσες,  υποδοχείς της πλασµατικής µεµβράνης 

κ.α. Έτσι συµµετέχει σε διάφορα µονοπάτια µεταγωγής σήµατος από τον εξωκυττάριο χώρο προς το 

κυτταρόπλασµα και τον πυρήνα και αντίστροφα. Μεταξύ αυτών, υπάρχουν ενδείξεις για συµµετοχή 

της στην πρόοδο του κυτταρικού κύκλου των πρόδροµων νευρικών κυττάρων µέσω άγνωστου µέχρι 

στιγµής µηχανισµού ενώ σε επιθηλιακά κύτταρα πνεύµονα έχει ταυτοποιηθεί ως πρωτεϊνικός 

συνεργάτης της η διπλής εξειδίκευσης κινάση σερίνης/θρεονίνης Mirk/Dyrk1B. Η Dyrk1B ανήκει 

στην ευρύτερη οικογένεια των Dyrk κινασών (dual specificity tyrosine-phosphorylation regulated 

kinases) που περιλαµβάνει ορθόλογα µέλη στα σπονδυλωτά, τα ασπόνδυλα και τους κατώτερους 

ευκαρυώτες, χαρακτηριζόµενα από ισχυρά συντηρηµένη οµολογία των αλληλουχιών τους, ιδίως των 

τµηµάτων που σχετίζονται µε τη λειτουργία της κινάσης. Οι κινάσες των θηλαστικών Dyrk1A και 

Dyrk1B, καθώς και εκείνη της µύγας Drosophila, έχει δειχθεί ότι επηρεάζουν τον πολλαπλασιασµό 

και/ή τη διαφοροποίηση σε µία ποικιλία κυτταρικών τύπων, ρυθµίζοντας τα επίπεδα της κυκλίνης D1. 

Εντούτοις, η έκφραση και ο ρόλος της Dyrk1B στο νευρικό σύστηµα παραµένει αδιευκρίνιστος. 

 Στα πλαίσια διατριβής, µελετήθηκε η συνδυασµένη δράση των τριών πρωτεϊνών Cend1, RanBPM 

και Dyrk1B στην πρόοδο του κυτταρικού κύκλου των νευρικών κυττάρων. Αρχικά δείχθηκε πως και 

οι τρεις πρωτεΐνες εκφράζονται στον εγκέφαλο του ποντικού καθώς και σε πρωτογενείς καλλιέργειες 
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φλοιικών νευρώνων εµβρύου ποντικού, ενώ δύνανται να σχηµατίζουν σύµπλοκα όταν εκφράζονται 

εξωγενώς σε κύτταρα ΗΕΚ293Τ. Στη συνέχεια, µε πειράµατα συνέκφρασης σε παροδικά 

µετασχηµατισµένα κύτταρα νευροβλαστώµατος ποντικού Neuro-2a, διαπιστώθηκε πως η επαγόµενη 

από την Cend1 ή την Dyrk1B  µείωση των πρωτεϊνικών επιπέδων της κυκλίνης D1, αναστρέφεται 

παρουσία της RanBPM. Ειδικότερα, η αλληλεπίδραση της RanBPM είτε µε την Cend1 είτε µε την 

Dyrk1B, σταθεροποιεί την κυκλίνη D1 στον πυρήνα, ευνοώντας τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό. 

Στην περίπτωση της αλληλεπίδρασης µεταξύ των Dyrk1B και RanBPM, αυτό συµβαίνει γιατί η 

RanBPM διευκολύνει την αποικοδόµηση της κινάσης Dyrk1B από το 26S πρωτεάσωµα. Όταν πάλι 

και οι τρεις πρωτεΐνες συνεκφράζονται στα κύτταρα Neuro-2a, η Dyrk1B διασώζεται στον πυρήνα 

όπου φωσφορυλιώνει την κυκλίνη D1 και καταστέλλει τον πολλαπλασιασµό. Επιπρόσθετα, η 

αλληλεπίδραση της RanBPM είτε µε την Cend1 είτε µε την Dyrk1B, φάνηκε να επηρεάζει αρνητικά 

τη διαφοροποίηση των κυττάρων Neuro-2a παρουσία ρετινοϊκού οξέος, σε σύγκριση µε κύτταρα 

µετασχηµατισµένα µε καθεµία από τις τρεις πρωτεΐνες ξεχωριστά. Συµπερασµατικά, τα αποτελέσµατα 

της µελέτης υποδεικνύουν πως η αλληλεπίδραση των τριών πρωτεϊνών επηρεάζει την ισορροπία 

µεταξύ κυτταρικού πολλαπλασιασµού και διαφοροποίησης σε κύτταρα Neuro-2a. Η µελέτη µας 

ανέδειξε ένα νέο ρυθµιστκό σηµατοδοτικό µονοπάτι που είναι πιθανόν να ελέγχει τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό και τη νευρωνική διαφοροποίηση στα πρόδροµα νευρικά κύτταρα.  
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6. ABSTRACT 
 

 During development of the central nervous system (CNS), coordinated regulation of cell cycle 

progression/exit and differentiation of neuronal precursors is essential for generation of appropriate 

number of neurons at the right time and place. A number of studies have shown that key regulators of 

cell cycle progression influence neural cell fate and differentiation and conversely, cell fate 

determinants and differentiation-inducing proteins regulate the cell cycle. 

 BM88/Cend1 is a neuronal-lineage specific modulator participating in signaling pathways which 

affect the coordination of cell cycle exit and neuronal differentiation of neural stem/precursor cells. 

Cend1 displays a dynamic expression pattern during central nervous system development: it is 

expressed at low levels in neurogenic progenitors residing at germinal layers and is upregulated as 

neuronal precursors exit the cell cycle and differentiate, while it persists at high levels in differentiated 

neurons. Accordingly, Cend1 ceases to be expressed in neural stem/progenitor cells when they switch 

from a neurogenic to a gliogenic fate. Gain- of-function approaches in neural stem/precursor cells 

generated from the embryonic brain and spinal cord or the postnatal subventricular zone, demonstrated 

that Cend1 negatively regulates proliferation, while promoting a neuronal fate. Conversely, Cend1 

silencing using RNA interference or Cend1 ablation in Cend1-null mice resulted in the opposite 

phenotype. These findings suggest that Cend1 levels are important for controlling proliferation versus 

differentiation of neuronal precursors. The negative influence of Cend1 on cell proliferation is 

mediated through the cyclin D1/pRb signaling pathway that controls the balance between cell cycle 

progression and exit while its neuronal differentiation-promoting activity involves downregulation of 

Notch signaling and activation of proneural gene networks and downstream signaling pathways. 

However, the protein partners interacting directly with Cend1 were not known.  

 Cend1 cloned from porcine, mouse, human and chick brain is an integral membrane protein 

composed of two 22-23 kDa polypeptide chains linked together by disulphide bridges. Cend1 is C-tail 

anchored to the outer membrane of intracellular organelles, such as mitochondria, the endoplasmic 

reticulum and other electrolucent vesicles, with the bulk of the protein facing the cytoplasm.  

 In the present study we have identified Ran-binding protein M (RanBPM) as direct interacting 

partner for Cend1 using a yeast-two hybrid system. RanBPM is a multi-domain intracellular protein 

that shuttles between the cytoplasm and the nucleus and has been shown to act as a scaffold for signal 

transduction for several receptors, nuclear proteins, transcription factors and cytoplasmic kinases in the 

immune and nervous systems. Interestingly, RanBPM has been implicated in cell cycle progression of 
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neuronal precursors via an as yet unknown mechanism while it has been identified as a binding partner 

for the growth arrest protein Dyrk1B in lung epithelial cells. Dyrk1B belongs to the nuclear family of 

dual specificity tyrosine-phosphorylation regulated kinases which include several vertebrate, 

invertebrate and lower eukaryotic orthologs characterized by highly conserved Dyrk homology and 

kinase domains. Mammalian Dyrk1A and Dyrk1B and the Drosophila Minibrain kinases have been 

shown to affect proliferation and/or differentiation in a variety of cell types by regulating cyclin D1 

levels. However, the expression and role of Dyrk1B in neuronal cells remain elusive. 

 Here we investigated the possible cross-talk between Cend1, RanBPM and Dyrk1B in cell cycle 

progression/exit of neuronal cells. First we showed that Cend1, RanBPM and Dyrk1B are expressed in 

mouse brain and in cultured embryonic cortical neurons while they can form complexes when 

expressed in HEK293T cells. Further, by co-expression experiments in transiently transfected mouse 

neuroblastoma Neuro 2a cells, we found that the Cend1-dependent or Dyrk1B-dependent down-

regulation of cyclin D1 is reversed following their interaction with RanBPM. More specifically, 

binding of RanBPM with either Cend1 or Dyrk1B stabilizes cyclin D1 in the nucleus and enhances 

cellular proliferation. In the case of Dyrk1B-RanBPM interaction this occurs because RanBPM 

facilitates Dyrk1B proteasomal turnover. However, when all three proteins are co-expressed Dyrk1B is 

rescued in the nucleus to target cyclin D1 and exert its antiproliferative function. Additionally, 

coexpression of RanBPM with either BM88/Cend1 or Dyrk1B also had a negative effect on Neuro 2a 

cell differentiation in the presence of retinoic acid as compared with cells expressing each protein 

separately. Our results show that the functional interaction between Cend1, RanBPM and Dyrk1B 

influences the balance between cellular proliferation and differentiation in Neuro 2a cells. This novel 

regulatory signaling pathway may also be operative in neuronal precursors to control the balance 

between cellular proliferation and neuronal differentiation. 
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