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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Η κατανόηση της δομής και της λειτουργίας των ενδιάμεσων ινιδίων κρίνεται 

απαραίτητη, προκειμένου να εξηγήσουμε γιατί πάνω από 70 γονίδια ενδιάμεσων ινιδίων 

έχουν εξελιχθεί στα σπονδυλωτά, διατηρώντας παράλληλα την ιστοειδική τους έκφραση. 

Η δεσμίνη είναι μέλος της μεγάλης και ποικίλης αυτής οικογένειας πρωτεϊνών και 

εκφράζεται ειδικά στα μυοκύτταρα. Έτσι, αρχικά, χρησιμοποιήσαμε τη μεθοδολογία yeast 

two hybrid system, ώστε να αναγνωρίσουμε τις πιθανές πρωτεΐνες δέσμευσης στην 

περιοχή κεφαλή της δεσμίνης που βιβλιογραφικά φαίνεται πως εξέχει κατά το σχηματισμό 

των ενδιάμεσων ινιδίων δεσμίνης. Εντοπίσαμε, λοιπόν, μία μιτοχονδριακή και μία 

λυσοσωματική πρωτεΐνη, τις NDUFS2 και saposin D αντιστοίχως. Θελήσαμε να 

επιβεβαιώσουμε περαιτέρω αυτή την αλληλεπίδραση, εφαρμόζοντας τη μέθοδο GST pull 

down. Στη συνέχεια, καθώς η απομόνωση της δεσμίνης καθίσταται ιδιαιτέρως δύσκολη, 

χρησιμοποιήσαμε μεθόδους βιοπληροφορικής για τη δημιουργία ενός 3D μοντέλου για την 

περιοχή κεφαλή της δεσμίνης και παρατηρήσαμε την ταύτιση των περιοχών 

αλληλεπίδρασης των NDUFS2 και saposin D με την ίδια περιοχή από την κεφαλή της 

δεσμίνης (αμινοξέα Arg16 και Ser32). Η αλληλεπίδραση αυτή δομείται και στις δυο 

περιπτώσεις από το σχηματισμό μιας δέσμης τριών α-ελίκων, όπου η μία ανήκει στη 

δεσμίνη και οι δυο στη NDUFS2 ή στη saposin D.   

 

 

Λέξεις κλειδιά: δεσμίνη, NDUFS2, saposin D, μιτοχόνδρια, λυσοσώματα.  
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Εισαγωγή 

 

Ο κυτταροσκελετός όλων των μεταζώων περιέχει 3 συστήματα ινιδίων: τα 

μικροϊνίδια (MFs), τους μικροσωληνίσκους (MTs) και τα ενδιάμεσα ινίδια (IFs). Τα 

ενδιάμεσα ινίδια υπάρχουν σε σχεδόν όλα τα ευκαρυωτικά κύτταρα των πολυκύτταρων 

οργανισμών, αλλά η παρουσία τους αμφισβητείται στους μύκητες και τους υπόλοιπους 

κατώτερους οργανισμούς. Ωστόσο, πρόσφατα ανακαλύφθηκε ότι τα βακτήρια διαθέτουν 

ένα ινώδες κυτταροσκελετικό στοιχείο που απαιτείται για τον καθορισμό του σχήματος 

στο Caulobacter crescentus. Η πρωτεΐνη αυτή ονομάστηκε crescentin και σχηματίζει 

ενδοκυτταρικά ινίδια, όμοια με αυτά των ενδιάμεσων ινιδίων των ευκαρυωτικών 

κυττάρων. [Ausmees, 2003] 

Είναι αξιοσημείωτο ότι εξελικτικά, στα ανώτερα μετάζωα οι πρωτεΐνες των 

ενδιάμεσων ινιδίων κωδικοποιούνται από μεγάλες οικογένειες γονιδίων. Παρά το γεγονός 

ότι διαφορετικές πρωτεΐνες IFs παρουσιάζουν διαφορετική πρωτοταγή δομή και 

βιοχημικές ιδιότητες, όλες μοιράζονται ένα κοινό δομικό πλαίσιο, διατηρώντας 

ταυτόχρονα την ιστοειδική τους έκφραση. [Herrmann & Aebi, 2004] Στον άνθρωπο έχουν 

αναγνωριστεί και αλληλουχηθεί περίπου 70 γονίδια, όπως και τα ορθόλογά τους σε 

ποικίλα άλλα είδη. [Conway & Parry, 1988/ Herrmann & Aebi, 1998/ Hesse et al, 2001] 

Επιπλέον, τα ορθόλογα γονίδια των ενδιάμεσων ινιδίων παρουσιάζουν υψηλή 

συντηρητικότητα στην αλληλουχία και τη ρύθμιση στα θηλαστικά και τα άλλα ανώτερα 

σπονδυλωτά. Υποστηρίζεται, μάλιστα, ότι το αρχέγονο γονίδιο κωδικοποιούσε μια 

κυτταροπλασματική πρωτεΐνη των ενδιάμεσων ινιδίων και ότι ο διαχωρισμός των 

γονιδίων των λαμινών από τα υπόλοιπα γονίδια των IFs έγινε αρκετά νωρίς στην εξέλιξη 

των ευκαρυωτικών κυττάρων. Τα γονίδια της κερατίνης, από την άλλη, δημιουργήθηκαν 

αργότερα κατά την εξέλιξη των μεταζώων, αλλά εξελίχθηκαν πολύ πιο γρήγορα από τα 

γονίδια των IFs τύπου ΙΙΙ. [Coulombe, 2001/ Erber, 1998] Βέβαια, αξίζει να αναφέρουμε 

ότι πρόσφατα ερευνητές ανακάλυψαν μια νέα, κυτταροπλασματική μάλιστα, πρωτεΐνη 

ενδιάμεσων ινιδίων σε ένα είδος αρθρόποδου, στο Isotomurus maculatus, την οποία και 

ονόμασαν isomin. Ενώ, μέχρι πρότινος είχαν αναγνωριστεί μόνο οι πυρηνικές λαμίνες ως 

πρωτεΐνες ενδιάμεσων ινιδίων που εντοπίζονται σε αρθρόποδα, θεωρώντας έτσι ότι τα 

αρθρόποδα δεν εκφράζουν κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες IFs. [Mencarelli et al, 2011]   

Η κατανόηση της δομής και της λειτουργίας των ενδιάμεσων ινιδίων αναμένεται να 

δώσει απαντήσεις στην αναγκαιότητα διατήρησης αυτής της πολύπλοκης οργάνωσης.  
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Εικόνα 1.1 Κατανομή των πρωτεϊνών των ενδιάμεσων ινιδίων στο ανθρώπινο σώμα, όπου διακρίνεται η ιστοειδική 
τους έκφραση (από Toivola et al, 2005). 

 

 

1.1 Ενδιάμεσα ινίδια 
 

Δομή 

 

Οι πρωτεΐνες των ενδιάμεσων ινιδίων, παρουσιάζουν τριμερή δομή, αποτελούμενη 

από μια αμφιπαθή κεντρική περιοχή συσπειρωμένης σπείρας (coiled-coil) α-ελίκων (rod 

domain) που πλαισιώνεται από τις πιο εύκαμπτες – μη α-ελικοειδείς – περιοχές, την 

«κεφαλή» (head domain) (στο άμινο άκρο) και την «ουρά» (tail domain) (στο καρβόξυ 

άκρο). 

Η βασική δομική μονάδα είναι το διμερές, που αποτελείται από δύο παράλληλες και 

στη σειρά πρωτεϊνικές αλυσίδες. Συγκεκριμένα, τέσσερα coiled-coil τμήματα, που 

διακόπτονται από τρεις κοντούς συνδέτες (L1, L12 και L2), παράγουν 40 με 45 nm 

μακριά ραβδοειδή διμερή με μέση διάμετρο 2nm. [Kreplak, 2004/ Goldman, 1999/ 
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Strelkov, 2003] Ενώ, τα τετραμερή δομούνται από γραμμικές συστοιχίες αντιπαράλληλων 

και διαβαθμισμένων διμερών. Στην Εικόνα 1.2 αποτυπώνεται με ακρίβεια σε σχηματική 

ακολουθία η πορεία δημιουργίας των ενδιάμεσων ινιδίων.  

 

 

Εικόνα 1.2 Αναπαράσταση του σχηματισμού των ενδιάμεσων ινιδίων, από μονομερή σε διμερή και από ‘κει σε 
τετραμερή και ου τω καθεξής (από Molecular Biology of the Cell, 4

th
 Edition). 

 

In vitro μελέτες έχουν δείξει ότι η συγκρότηση των IFs είναι μια διαδικασία τριών 

σταδίων (Εικόνα 1.3): 

1. Αλληλεπίδραση μεταξύ τετραμερών IFs, τα οποία συνδέονται πλευρικά 

δημιουργώντας μια δομή με διάμετρο περίπου 60nm που αποκαλείται ULF (Unit 

Length Filaments).  

2. Αλληλεπίδραση των άκρων των ULFs και δημιουργία των πρώιμων ινιδίων με 

μήκος αρκετών εκατοντάδων nm.  

3. Μετατροπή των επιμηκών αυτών δομών χωρίς μεταβολή του λόγου μάζα/μήκος 

στα ώριμα ενδιάμεσα ινίδια. Αυτό που μεταβάλλεται είναι η διάμετρός τους, η 

οποία φτάνει για παράδειγμα στα IFs βιμεντίνης 10nm ή στην περίπτωση της 

δεσμίνης 14nm. [Strelkov, 2003] 
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Εικόνα 1.3 Συγκρότηση των ενδιάμεσων ινιδίων. 

 

Οι rod περιοχές παρουσιάζουν πάνω από 90% αλληλουχική ομοιότητα μεταξύ των 

διαφόρων ειδών ενδιάμεσων ινιδίων (Εικόνα 1.4). Η αλληλουχία/ δομή της rod περιοχής 

είναι αυτή που διαχωρίζει τις πρωτεΐνες των ενδιάμεσων ινιδίων από τις άλλες πρωτεΐνες 

που σχηματίζουν συσπειρωμένες σπείρες (coiled coils) και είναι αυτή που καθορίζει τα 

γνήσια ενδιάμεσα ινίδια. Εν αντιθέσει, οι περιοχές κεφαλή και ουρά είναι δομικά πιο 

μεταβλητές, με ευρεία διακύμανση στο μήκος και στην αλληλουχία τους. Ωστόσο, οι 

περιοχές αυτές φαίνεται να εμπλέκονται τόσο στην τελική συγκρότηση των ενδιάμεσων 

ινιδίων όσο και στην αλληλεπίδραση με άλλες πρωτεΐνες. Μάλιστα, έχει προταθεί ότι το 

καταφέρνουν αυτό, γιατί εξέχουν από τα πλήρως σχηματιζόμενα ενδιάμεσα ινίδια, 

επιτρέποντας κατ’ αυτό τον τρόπο την πρόσβαση σε άλλες κυτταρικές πρωτεΐνες 

[Coulombe 2001, Goldman 1999]. Πιθανόν, κατά την εξέλιξη οι περιοχές κεφαλή και 

ουρά να προσαρμόστηκαν, ώστε να διαμορφώσουν μια συγκεκριμένη πρωτεΐνη 

ενδιάμεσων ινιδίων, κατάλληλη για έναν κυτταρικό τύπο και ακατάλληλη για έναν άλλο.  
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Εικόνα 1.4 Ομολογία των ενδιάμεσων ινιδίων κατά τάξεις (από Chang & Goldman, 2004). 

 

Τα ενδιάμεσα ινίδια φαίνεται πως δρουν σε πολλαπλά επίπεδα. Διαδραματίζουν 

σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση κυτταρικών και υποκυτταρικών διαδικασιών μέσω 

μηχανικών και μη-μηχανικών επιδράσεων, έτσι εξυπηρετούν και άλλους σκοπούς, 

λειτουργώντας ως αισθητήρες στρες ή στην πρωτεϊνική στόχευση. [Toivola et al, 2005]  

Επίσης, in vivo τα ενδιάμεσα ινίδια έχει δειχθεί πως λειτουργούν σε στενή αλληλεπίδραση 

με σχετικά κυτταροσκελετικά συστατικά, όπως είναι κινητικές πρωτεΐνες και τύπου-

πλακίνης πρωτεΐνες. [Herrmann & Aebi, 2000] Μεταλλάξεις στα ενδιάμεσα ινίδια 

προκαλούν ή προδιαθέτουν για περισσότερες από 30 ανθρώπινες ασθένειες. [Toivola et 

al, 2005]  

Τέλος, αν και οι περισσότεροι τύποι των ενδιάμεσων ινιδίων εντοπίζονται 

κυτταροπλασματικά, ένας εξ αυτών, ο τύπου V, που περιλαμβάνει τις λαμίνες, 

οριοθετείται εντός του πυρήνα. 

 

 

1.2 Δεσμίνη 
 

Η δεσμίνη είναι μία μυο-ειδική πρωτεΐνη των ενδιάμεσων ινιδίων, η οποία 

σχηματίζει ένα δίκτυο που συνδέει τη συσταλτή συσκευή των σαρκομεριδίων στα 

κοσταμερή της κυτταροπλασματικής μεμβράνης, τους παρεμβαλλόμενους z-δίσκους, τον 

πυρήνα, αλλά και άλλα μεμβρανώδη οργανίδια, όπως τα μιτοχόνδρια και τα 

λυσσοσώματα. [Capetanaki et al, 2007] H δεσμίνη ανακαλύφθηκε από τους Lazarides και 

Hubbard (1976) που της έδωσαν το όνομα «desmin» από την ελληνική λέξη δεσμός, λόγω 
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της πρόσδεσής της με τα σαρκομερίδια. Το γονίδιο της δεσμίνης ήταν το πρώτο των 

ενδιάμεσων ινιδίων που έγινε η πλήρης αλληλούχισή του [Capetanaki et al, 1984] και 

βρίσκεται στη χρωμοσωμική περιοχή 2q35m στον άνθρωπο και στο χρωμόσωμα 1 στη 

ζώνη C3 στο ποντίκι. Το γονίδιο περιέχει 9 εξώνια και 8 ιντρόνια και κωδικοποιεί ένα 

2,1kb mRNA και μία 52kDa πρωτεΐνη (470 αμινοξέα). [Carlsson & Thornell, 2001]  

 

 

Εικόνα 1.5 Σχηματική αναπαράσταση κυτταρικής κατανομής των ενδιάμεσων ινιδίων δεσμίνης (από Capetanaki et 
al, 2000). 

 

Όπως όλες οι πρωτεΐνες των ενδιάμεσων ινιδίων, έτσι και η δεσμίνη, παρουσιάζει 

τριμερή δομή. Διαθέτει, δηλαδή, την τυπική κεντρική α-ελικοειδή ραβδοειδή περιοχή με 

υψηλά συντηρημένη δομή, η οποία περικλείεται από μη-ελικοειδείς περιοχές. Οι περιοχές 

της κεφαλής και της ουράς είναι θέσεις μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων 

(φωσφορυλίωσης και γλυκοζυλίωσης). Όσον αφορά την ομολογία μεταξύ των ειδών, η 

σύγκριση της αλληλουχίας των αμινοξέων μεταξύ της δεσμίνης του ποντικού και της 

δεσμίνης άλλων ειδών αποκάλυψε μεγάλη ομοιότητα, με μεγαλύτερη αυτή του hamster 

(98,7%), του ανθρώπου (95,1%) και της όρνιθας (80,2%). Ενώ, η σύγκριση της δεσμίνης 

με άλλα ενδιάμεσα ινίδια αποκάλυψε μεγάλη ομολογία με τη βιμεντίνη (61%). [Li et al, 

1994] 
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1.2.1 Ο ρόλος της δεσμίνης  
 

Για αρκετά χρόνια, ο μοναδικός ρόλος που αποδίδονταν στη δεσμίνη ήταν καθαρά 

μηχανικός, επειδή η δεσμίνη είναι μια πρωτεΐνη του κυτταροσκελετού. Πλέον έχουν 

διασαφηνιστεί πολλοί ακόμα ρόλοι της δεσμίνης και έχει πλέον αποδειχθεί ότι δεν 

συμβάλλει μόνο στη μηχανική σταθερότητα των μυών. Βάσει των συνδέσεων του 

πλέγματος δεσμίνης με τους Ζ-δίσκους, την πλασματική μεμβράνη, τον πυρήνα και άλλα 

κυτταρικά οργανίδια, έχει προταθεί ότι η δεσμίνη (μόνη της ή μαζί με άλλα ενδιάμεσα 

ινίδια) μπορεί μηχανικά να συγκροτεί όλες τις συσταλτές δράσεις μιας μυϊκής ίνας. Η 

λειτουργία αυτή, της δεσμίνης, επιτυγχάνεται μέσω ένωσης πλευρικά των μυϊκών ινών 

στην περιφέρεια των Ζ-δίσκων και μέσω ένωσης των Ζ-δίσκων με την πλασματική 

μεμβράνη, την πυρηνική μεμβράνη και άλλα κυτταρικά οργανίδια (πχ μιτοχόνδρια, 

λυσοσώματα). [Capetanaki et al, 2007] 

Το σχήμα και η μορφολογία της επιφάνειας του πυρήνα των μυϊκών κυττάρων 

αλλάζουν κατά τη διάρκεια της μυϊκής συστολής και χάλασης. Αυτό που φαίνεται να 

συμβαίνει είναι ότι τα ενδιάμεσα ινίδια δεσμίνης «τραβούν» τον πυρηνικό φάκελο, 

αλλάζοντας ενεργά το σχήμα του πυρήνα και ίσως δυνητικά τη διαμόρφωση της 

ετεροχρωματίνης. Αφού, τα ινίδια δεσμίνης φαίνεται να εκτείνονται από τους 

περιπυρηνικούς Ζ-δίσκους προς τους πυρηνικούς πόρους, οι οποίοι περικυκλώνονται από 

ινίδια λαμίνης Β, τα οποία συνδέονται με την ετεροχρωματίνη. [Lockard & Bloom, 1993] 

Επίσης, παλαιότερες in vitro μελέτες πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων έχουν δείξει ότι η 

δεσμίνη αλληλεπιδρά άμεσα με τη λαμίνη Β μέσω των καρβοξυτελικών τους άκρων (tail-

tail) [Georgatos et al, 1987], χωρίς ωστόσο αυτή η αλληλεπίδραση να έχει επιβεβαιωθεί in 

vivo. Επιπλέον, γνωρίζουμε ότι η δεσμίνη σχετίζεται με τον μεταγραφικό παράγοντα 

myoD και φαίνεται πως έτσι μπορεί να επιδρά εμμέσως στη γονιδιακή ρύθμιση. [Li et al, 

1994] Βέβαια, να αναφέρουμε ότι η δεσμίνη, όπως και οι υπόλοιπες πρωτεΐνες 

ενδιάμεσων ινιδίων τύπου ΙΙΙ, μπορεί να δεσμεύεται απευθείας στο DNA με τρόπο που θα 

αναλύσουμε στο επόμενο κεφάλαιο. [Wang et al, 2001]     

Η αφθονία των ενδιάμεσων ινιδίων δεσμίνης σε περιοχές που βρίθουν 

μιτοχονδρίων, υποδηλώνει μια πιθανή σύνδεση της δεσμίνης με τη μιτοχονδριακή 

μεμβράνη άμεσα ή έμμεσα μέσω μιας πρωτεΐνης προσαρμογέα (adaptor) [Tokuyasu et al, 

1983]. Βέβαια, υπάρχουν μελέτες, οι οποίες ύστερα από ηλεκτρονική μικροσκοπία 

προτείνουν ότι η συνδετική πρωτεΐνη πλεκτίνη (plectin), ενδεχομένως να συμμετέχει σε 

αυτή την αλληλεπίδραση. [Reipert et al, 1999] Η πλεκτίνη διασυνδέει τα τρία συστατικά 

του κυτταροσκελετού: μικροϊνίδια ακτίνης, ενδιάμεσα ινίδια, μικροσωλινίσκους, αφού 

αποδεδειγμένα αλληλεπιδρά μαζί τους. [Wiche, 1998] Επιπλέον, άλλες μελέτες που 

εστιάζουν στη σύνδεση δεσμίνης και μιτοχονδρίων υποστηρίζουν ότι η δεσμίνη παίζει 

ρόλο στην σωστή τοπολογία των μιτοχονδρίων και την αναπνευστική λειτουργία στον 

καρδιακό και σκελετικό μυ [Milner, 2000]. Παρόλα αυτά, δεν είναι ακόμη γνωστός ο 

τρόπος με τον οποίο διαμεσολαβείται αυτή η αλληλεπίδραση.  

Επίσης, η δεσμίνη φαίνεται να επηρεάζει και ένα άλλο σημαντικό οργανίδιο του 

κυττάρου, τα λυσοσώματα. Πρόσφατα δεδομένα του εργαστηρίου, τα οποία θα 

αναπτύξουμε και παρακάτω, δείχνουν ότι απουσία δεσμίνης τα λυσοσώματα αδυνατούν 
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να κατανεμηθούν ευρέως στο κυτταρόπλασμα, αλλά συγκεντρώνονται γύρω από τον 

πυρήνα. [Kouloumenta et al, 2007] Ενώ, ταυτόχρονα, η δεσμίνη φαίνεται να αλληλεπιδρά 

με την μυοσπρίνη μια πρωτεΐνη που έχει συσχετιστεί με τα λυσοσώματα μέσω της 

αλληλεπιδρασής της με την dysbidin. Επιπρόσθετα, μια άλλη κυτταρική διεργασία, αυτή 

της αυτοφαγίας, η οποία περιλαμβάνει τη σύντηξη των αυτοφαγοσωμάτων με τα 

λυσοσώματα, φαίνεται να επηρεάζεται απουσία δεσμίνης, καθώς σε παρατηρήσεις με 

ηλεκτρονικό μικροσκόπιο καρδιακών τομών μυών desmin null, εντοπίζονται ασυνήθιστα 

μεγάλα αυτοφαγοσώματα. [Milner et al, 2000]   

Τέλος, η έλλειψη δεσμίνης οδηγεί σε ανεπαρκή μεταβίβαση σήματος για μηχανικό 

στρες (υπεύθυνο για την ανάπτυξη και διαφοροποίηση του μυός), καθώς και σε 

μεταβολικές αλλαγές προκειμένου να αντισταθμιστούν οι αυξημένες ενεργειακές 

απαιτήσεις [Capetanaki & Milner, 1998], ενώ άλλες μελέτες έχουν δείξει ότι η δεσμίνη 

μπορεί να αποτελεί ρυθμιστικό μόριο στη μυογένεση [Li et al, 1994/ Weitzer et al, 1995] 

Όλα τα προηγούμενα ενισχύονται από το γεγονός ότι σε knockout ποντίκια για το 

γονίδιο της δεσμίνης (des
-/-

) παρουσιάζονται σοβαρά προβλήματα σε όλους τους τύπους 

μυών (σκελετικό, λείο και καρδιακό) [Milner et al, 1996/ Li et al, 1997]. Βέβαια, οι πιο 

σοβαρές ανωμαλίες από την έλλειψη δεσμίνης παρατηρούνται στην καρδιά, όπου η 

παροδική υπερτροφία των καρδιομυοκυττάρων ακολουθείται από ανάπτυξη διατατικής 

καρδιομυοπάθειας (DCM) [Milner et al, 2000], η οποία καταλήγει σε καρδιακή 

ανεπάρκεια και χαρακτηρίζεται από εκτεταμένο κυτταρικό θάνατο, ίνωση, φλεγμονή, 

ασβεστίωση και πολυάριθμα δομικά ελαττώματα. Τα ελαττώματα αυτά περιλαμβάνουν 

διακεκομμένη στοίχιση των μυοϊνιδίων λόγω έλλειψης της δεσμίνης από τους Ζ-δίσκους, 

αλλαγή του σχήματος, του εντοπισμού και του μεγέθους του πυρήνα, περιοχές 

κυτταροπλάσματος χωρίς συσταλτή συσκευή και σοβαρές μιτοχονδριακές ανωμαλίες 

(απώλεια της σωστής κατανομής, του αριθμού, της μορφολογίας και της λειτουργίας των 

μιτοχονδρίων). [Capetanaki, 2000] Παρόλα αυτά, ο μηχανισμός με τον οποίο η απουσία 

δεσμίνης οδηγεί στις παρατηρούμενες μιτοχονδριακές ανωμαλίες και σε κυτταρικό 

θάνατο δεν έχει ακόμα διευκρινιστεί. 

 

 

1.2.2 Ο ρόλος της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης 

 

Πριν απ’ όλα αξίζει να σημειωθεί ότι το πρόσφατο δομικό μοντέλο της rod περιοχής 

της δεσμίνης προέρχεται από τις δομικές αναλύσεις της πολύ κοντινής πρωτεΐνης 

βιμεντίνης (vimentin), η οποία ανήκει και αυτή στον τύπο ΙΙΙ των ενδιάμεσων ινιδίων.  
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Εικόνα 1.6 Η 3D δομή διμερών και τετραμερών μορίων βιμεντίνης. Α) Η δομή της σπείρας-1 (coil-1) (με τη σπείρα-
1Α, τον συνδέτη L1 και τη σπείρα-1Β να παρουσιάζονται με κίτρινο, πορτοκαλί και πράσινο αντιστοίχως) και η 
δομή της σπείρας-2 (μπλε), βασίζονται στην υπέρθεση των κρυσταλικών δομών τους. Ο συνδέτης L12, για τον 

οποίο δεν υπάρχουν κρυσταλλογραφικά δεδομένα παρουσιάζεται με ροζ. Στη δομή του πλήρους διμερούς, η rod 
περιοχή πλαισιώνεται από τις εύκαμπτες περιοχές κεφαλή και ουρά, για τις οποίες επίσης δεν υπάρχουν 
κρυσταλλογραφικές πληροφορίες. Β) Η δομή του τετραμερούς βιμεντίνης, η οποία αποτελείται από δυο 

αντιπαράλληλα διμερή, όπως προκύπτει από τη κρυσταλλική δομή (PDB entry 3UF1) (από Chernyatina et al, 2012). 

Ο δομικός ρόλος της περιοχής κεφαλή, φαίνεται να έγκειται στη σωστή 

συναρμολόγηση και δημιουργία των τελικά σχηματιζόμενων ενδιάμεσων ινιδίων, αφού 

ανασυνδυασμένα μόρια βιμεντίνης χωρίς την περιοχή κεφαλή από άνθρωπο ή βάτραχο 

ήταν αδύνατο να σχηματίσουν ινίδια, ακόμα και κάτω από ιδανικές συνθήκες [Herrmann 

et al, 1996]. Πιο συγκεκριμένα, η περιοχή κεφαλή φαίνεται πως παίζει ουσιώδη ρόλο, ήδη 

από το στάδιο δημιουργίας των τετραμερών, αφού μεταλλαγμένα μόρια βιμεντίνης 

(εκτεταμένη εξάλειψη του αμινοτελικού άκρου) δε συναρμολογούνταν πέρα από το 

στάδιο των διμερών. [Herrmann et al, 1996] Παρομοίως, μεταλλαγές στην περιοχή 

κεφαλή της δεσμίνης μετέβαλλαν εμφανώς τη συναρμολόγηση και το σχηματισμό του 

δικτύου των ενδιάμεσων ινιδίων δεσμίνης, όπως διαφαίνεται στην Εικόνα 1.7. [Sharma et 

al, 2009]  

 

Εικόνα 1.7 Μεταβολές στη συναρμολόγηση και στο σχηματισμό του δικτύου ενδιάμεσων ινιδίων δεσμίνης εξαιτίας 
μεταλλαγών στην περιοχή κεφαλή της δεσμίνης. Μελέτες επιμόλυνσης με μεταλλαγμένες μορφές δεσμίνης στην 
περιοχή κεφαλή (S13F και R16C) σε SW13 κύτταρα και σε εμβρυικούς ινοβλάστες μυών vim

-/-
, όπου και στις δυο 

κυτταρικές σειρές απουσιάζουν ενδογενώς κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες ενδιάμεσων ινιδίων (από Sharma et al, 
2009). 
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Επίσης, η περιοχή κεφαλή φαίνεται να αλληλεπιδρά με συγκεκριμένες περιοχές της 

ραβδοειδούς περιοχής για το σχηματισμό των ινιδίων. [Strelkov et al, 2002] Μια άλλη 

ομάδα ερευνητών μελέτησε αυτή την αλληλεπίδραση στη βιμεντίνη in vitro και κατέληξε 

πως η περιοχή κεφαλή αλληλεπιδρά με την περιοχή σπείρα-1A μεταξύ των αμινοξέων 17 

και 137 αντιστοίχως και μάλιστα πολύ νωρίς, κατά των σχηματισμό των διμερών. [Aziz et 

al, 2010]  

 

 

Εικόνα 1.8 Σχηματισμός διμερούς βιμεντίνης. Αλληλεπίδραση της περιοχής κεφαλής με τη rod περιοχή μεταξύ των 
αμινοξέων 17 (πράσινο) και 137 (μωβ), καθώς οι πολυπεπτιδικές αλυσίδες των κεφαλών έρχονται σε στενή επαφή, 

αναδιπλώνονται και παρατίθενται συμμετρικά στις rod περιοχές, προσδίδοντας τελικά μια ασυμμετρία στο 
διμερές. (από Aziz et al, 2010)   

 

Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι το αμινοξύ 17, όπως και οι μεταλλάξεις 

S13F και R16C, ανήκει στο εξαιρετικά συντηρημένο εννεα-πεπτίδιο motif-1 

(“SSYRRTFGG”). Το οποίο μοτίβο φαίνεται πως παίζει σπουδαίο ρόλο, καθώς σε μελέτη 

των δομικών στοιχείων της περιοχής κεφαλή της βιμεντίνης, απεδείχθη ότι θα πρέπει να 

διατηρήσει τη δομική του σύνθεση, προκειμένου να επιτευχθεί τόσο η συναρμολόγηση 

των ενδιάμεσων ινιδίων (in vitro), όσο και ο σχηματισμός του δικτύου των τελικά 

διαμορφωμένων ενδιάμεσων ινιδίων (in vivo), ενώ απαραίτητη κρίνεται η ύπαρξη ενός εκ 

των δυο γειτονικών αμινοξέων αργινίνης. [Beuttenmuller et al, 1994] 

Ένα άλλο φαινόμενο που παρατηρείται, είναι το εξής: η συναρμολόγηση των 

κυτταροπλασματικών πρωτεϊνών ενδιάμεσων ινιδίων, όπως της βιμεντίνης, ξεκινά με την 

πλευρική ένωση των διμερών σε τετραμερή και σταδιακά σε ULFs, τα οποία ακολούθως 

αρχίζουν να αναδιατάσσονται κατά μήκος, δομώντας τελικά τα ώριμα ενδιάμεσα ινίδια. 

Αντίθετα, στις πυρηνικές λαμίνες, η συναρμολόγηση ξεκινά με τον head-to-tail 

πολυμερισμό των διμερών, πριν συμβεί οποιαδήποτε πλευρική συσχέτιση, 

επισημαίνοντας έτσι τη σημαντικότητα των περιοχών αυτών στην τελική διαμόρφωση 

των λαμινών. [Stuurman et al, 1998]  

Ακόμη, μετά-μεταφραστικές τροποποιήσεις παρουσιάζουν και την ανάλογη 

σημασία στη δομή των ενδιάμεσων ινιδίων. Όπως για παράδειγμα, η φωσφορυλλίωση 

στην περιοχή κεφαλή της GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein), μιας άλλης πρωτεΐνης 

που ανήκει και αυτή στον τύπο ΙΙΙ των ενδιάμεσων ινιδίων, μπορεί να επηρεάσει τη 

σταθερότητα των ινιδίων, ενώ ταυτόχρονα μπορεί να προσδώσει έναν προστατευτικό 

ρόλο στην αναδίπλωση της GFAP, καθώς και ένα συνεργατικό ρόλο στη δημιουργία 

ινιδίων σε συνδυασμό με μόρια βιμεντίνης. [Takemura et al, 2002]  
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Από την άλλη, η ομάδα του Wang θέλησε να εντοπίσει σε αρκετές από τις 

πρωτεΐνες των ενδιάμεσων ινιδίων, τις περιοχές που είναι υπεύθυνες για τη σταθερή 

πρόσδεση νουκλεϊκών οξέων. Οι πρωτεΐνες αυτές, περιελάμβαναν τις τύπου Ι και ΙΙ 

κερατίνες Κ8, Κ18 και Κ19, τις τύπου ΙΙΙ δεσμίνη, GFAP, περιφερίνη και βιμεντίνη και 

την τύπου IV NF-L (NeuroFilament-L) πρωτεΐνη του νευρικού κυττάρου. Η θέση, λοιπόν, 

πρόσδεσης των νουκλεϊκών οξέων αποδείχθηκε πως βρίσκεται στη μη α-ελικοειδή, 

αμινοτελική περιοχή κεφαλή όλων των πρωτεϊνών ενδιάμεσων ινιδίων που μελετήθηκαν. 

Μάλιστα, η κύρια θέση πρόσδεσης νουκλεϊκών οξέων για τις περισσότερες πρωτεΐνες 

φαίνεται να τοποθετείται στο κέντρο της περιοχής κεφαλή και πιο συγκεκριμένα σε 

αμινοξέα που εντοπίζονται σε συντηρημένες εννεαπεπτιδικές (nonapeptide) περιοχές που 

είναι απαραίτητες για το σχηματισμό ινιδίων. [Wang et al, 2001] Επιπρόσθετα, σε άλλα 

πειράματα με τη βοήθεια ηλεκτρονικού μικροσκοπίου, παρατηρήθηκαν αρκετές 

πυρηνικές αλλαγές σε κυτταροκαλλιέργειες ανθρώπινων ινοβλαστών, ύστερα από έγχυση 

HIV-1 πρωτεάσης. Η περαιτέρω έρευνα έδειξε ότι αμινοτελικά πολυπεπτίδια βιμεντίνης 

ήταν υπεύθυνα για τις μεταβολές στην πυρηνική αρχιτεκτονική, καθώς και για τη 

διατάραξη της οργάνωσης και της κατανομής της χρωματίνης. [Shoeman et al, 2001]   

Σύμφωνα με πρόσφατα αποτελέσματα του εργαστηρίου, υποδεικνύεται ότι το 

αμινοτελικό άκρο της δεσμίνης αλληλεπιδρά με μια πρωτεΐνη TRIM (tripartite motif-

containing protein), την μυοσπρίνη (myospryn), με μοριακό βάρος 413kDa. Η μυοσπρίνη 

εκφράζεται τόσο στο σκελετικό όσο και στο καρδιακό μυ και συνεντοπίζεται με τη 

δεσμίνη στην περιφέρεια του πυρήνα σε καρδιομυοκύτταρα νεογέννητων μυών, ενώ σε 

καρδιομυοκύτταρα ενήλικων μυών απαντώνται στους εμβόλιμους δίσκους και τα 

κοσταμερή. [Kouloumenta et al, 2007] Η μυοσπρίνη αλληλεπιδρά, μέσω της dysbindin, με 

το σύμπλοκο βιογένεσης των οργανιδίων BLOC-1 (Biogenesis of Lysosome-related 

Organelles Complex-1) που σχετίζεται με τα λυσοσώματα. Το σύμπλοκο αυτό εμπλέκεται 

στη μετακίνηση των πρωτεϊνών και τη βιογένεση των οργανιδίων. [Li et al, 2003] 

Επομένως, είναι πιθανό τα ενδιάμεσα ινίδια δεσμίνης ή οι πρωτεΐνες που σχετίζονται με 

αυτή, να παίζουν ρόλο είτε στη μετακίνηση κυστιδίων είτε και στη βιογένεση οργανιδίων.  

Τέλος, στον άνθρωπο έχουν βρεθεί μεταλλάξεις στο γονίδιο της δεσμίνης που 

συνδέονται με την εμφάνιση διαφόρων ασθενειών και μάλιστα μεταλλάξεις στην περιοχή 

κεφαλή της δεσμίνης, όπως η S13F μετάλλαξη που έχει συσχετισθεί με δεσμινοπάθεια, 

καρδιακό αποκλεισμό [Pica et al, 2008] και αρρυθμογενή μυοκαρδιοπάθεια δεξιάς κοιλίας 

[van Tintelen et al, 2009]. Από την άλλη, η R16C μετάλλαξη της δεσμίνης έχει 

συσχετισθεί με περιοριστική μυοκαρδιοπάθεια και κολποκοιλιακό αποκλεισμό [Arbustini 

et al, 2006], ενώ η S46F με μυοπάθεια μυοϊνιδίων [Selcen et al, 2004], ενισχύοντας τη 

σημαντικότητα της περιοχής κεφαλής της δεσμίνης στην εύρυθμη λειτουργία των μυών 

και ειδικά του καρδιακού μυ. 

 

1.3 Η σπουδαιότητα της Βιοπληροφορικής ως εργαλείο 
 

Η λειτουργικότητα ή αλλιώς η βιολογική δράση των πρωτεϊνών εξαρτάται κυρίως 

από την στερεοδιάταξή τους, από τον τρόπο δηλαδή με τον οποίο η γραμμική αμινοξική 
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τους ακολουθία αναδιπλώνεται στο χώρο. Προς το παρόν, μόνο μια λεπτομερής 

κρυσταλλογραφική ανάλυση με περίθλαση ακτίνων-Χ μπορεί να δώσει τις καλύτερες 

πληροφορίες για τη στερεοδιάταξη μιας πρωτεΐνης. Έτσι, η τρισδιάστατη δομή μερικών 

χιλιάδων πρωτεϊνών σε ατομική ή περίπου ατομική διακριτικότητα, αποκαλύφθηκε με 

μεθόδους κρυσταλλογραφίας ακτίνων-Χ μονοκρυστάλλων. [Sussman et al, 1998] Αυτή η 

μέθοδος είναι δαπανηρή, επίπονη και χρονοβόρα, ενώ ταυτόχρονα απαιτεί τη χρήση 

μονοκρυστάλλων, που δεν δημιουργούνται εύκολα για αρκετές πρωτεΐνες. Άλλες μέθοδοι 

που αναπτύχθηκαν είναι η φασματοσκοπία NMR (πυρηνικός μαγνητικός συντονισμός), 

όπου μέσω της παρατήρησης ειδικών κβαντικών μαγνητικών ιδιοτήτων του ατομικού 

πυρήνα προσδιορίζεται η δομή πολλών ενώσεων, ο οπτικός στροφικός διασκεδασμός 

(ORD), προκειμένου να συσχετιστεί η αμινοξική σύσταση και η περιεκτικότητα των 

πρωτεϊνών σε έλικες, κα.  

Μέχρι σήμερα, σύμφωνα, με την Protein Data Bank είναι γνωστή η δομή πάνω από 

100.000 πρωτεϊνών, ενώ ο ρυθμός νέων εισαγωγών κάθε χρόνο μειώνεται 

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Επομένως, προέκυψε η ανάγκη να ληφθούν 

πληροφορίες για την πρωτεϊνική αναδίπλωση με άλλες μεθόδους, καθώς και η οργάνωση 

(αξιολόγηση και αξιοποίηση) των συνεχώς αυξανόμενων πληροφοριών σχετικά με τις 

ακολουθίες πρωτεϊνών που συσσωρεύονταν με τα χρόνια. Η τεχνολογική επανάσταση 

στον τομέα των Υπολογιστικών Συστημάτων και της Πληροφορικής, ήρθε να λύσει τα 

χέρια και  παρέχει σήμερα αξιόλογα εφόδια για τη δημιουργία νέων αλλά και τη βελτίωση 

παλαιών προγνωστικών αλγορίθμων και μεθόδων. Δυο από αυτά τα σημαντικά εργαλεία 

της Υπολογιστικής Βιολογίας που χρησιμοποιούνται, κυρίως, είναι η ομόλογη 

μοντελοποίηση και το docking. Η ομόλογη μοντελοποίηση αφορά την πρόβλεψη της 

τριτοταγούς δομής των πρωτεϊνών, ενώ η μέθοδος docking διερευνά την υπόθεση 

σύζευξης δυο μορίων.   
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Σκοπός 

 

Είναι γνωστό ότι η πλειοψηφία των κυτταρικών διαδικασιών επιτελούνται με τη 

μεσολάβηση πρωτεϊνικών συμπλόκων και ότι οι πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις είναι 

κομβικά σημεία όλων των κυτταρικών διεργασιών, η αναγνώριση, εξακρίβωση και 

μελέτη της δομής και λειτουργίας των πρωτεϊνών που σχετίζονται με τη δεσμίνη είναι το 

κλειδί για την αποσαφήνιση και την κατανόηση της λειτουργίας και του ρόλου της 

δεσμίνης. 

Προκειμένου, λοιπόν, να βρεθούν οι αλληλεπιδράσεις της δεσμίνης με άλλες 

πρωτεΐνες στον καρδιακό μυϊκό ιστό εφαρμόστηκε η μεθοδολογία yeast two hybrid 

system (σύστημα διπλού υβριδίου ζύμης), η οποία χρησιμοποιεί τη σύντηξη κυττάρων 

ζύμης για την εύρεση πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων. Έτσι, με τη μεθοδολογία αυτή 

προέκυψαν σημαντικά ευρήματα, καθώς μία πληθώρα πρωτεϊνών φάνηκε να αλληλεπιδρά 

με τη δεσμίνη και συγκεκριμένα με το αμινοτελικό άκρο της δεσμίνης (Head-NH2, 1-

109aa). Μεταξύ των πρωτεϊνών που βρέθηκαν να αλληλεπιδρούν, εν δυνάμει 

τουλάχιστον, με την περιοχή κεφαλή της δεσμίνης ήταν η πρωτεΐνη saposin-D και η 

πρωτεΐνη NDUFS2 [NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 2, 49kDa]. 

Οι saposins (sphingolipid activator proteins, SAPs) είναι μία ομάδα τεσσάρων 

μικρών γλυκοπρωτεϊνών που συμμετέχουν στη λυσοσωματική υδρόλυση αρκετών 

σφιγγολιπιδίων από συγκεκριμένες λυσοσωματικές υδροξυλάσες. Πρόκειται για μικρές 

θερμο-σταθερές πρωτεΐνες, γλυκοζυλιωμένες και αρνητικά φορτισμένες. Η prosaposin, 

μία γλυκοπρωτεΐνη 511αμινοξέων, αποτελεί το πρόδρομο μόριο για τις τέσσερις saposins 

(A, B, C και D). Η prosaposin εντοπίζεται σε δυο μορφές, είτε στην εξωκυττάρια-

εκκρινόμενη μορφή των 70kDa που δρα κυρίως ως μεταφορέας λιπιδίων ή ως 

νευροτροφικός παράγοντας, είτε στην ενδοκυττάρια μορφή των 65kDa. Η τελευταία, των 

65kDa, είναι αυτή που υφίσταται πρωτεόλυση στα λυσοσώματα στα τέσσερα μικρότερα 

ενεργά πεπτίδια (saposins A, B, C και D). Προέρχεται από μετα-μεταφραστική 

τροποποίηση μιας ενδογενούς πρωτεΐνης 53kDa. Η saposin-D, πιο συγκεκριμένα, 

βρίσκεται στο καρβοξυτελικό άκρο της prosaposin και διεγείρει τη δράση της οξικής 

σφιγγομυελινάσης (acid sphingomyelinase) και την υδρόλυση του κεραμιδίου που 

καταλύεται από την κεραμιδάση (ceramidase).  

Η πρωτεΐνη NDUFS2 είναι σημαντική υπομονάδα της NADH αφυδρογονάσης 

(σύμπλοκο Ι) της αναπνευστικής αλυσίδας που εντοπίζεται στην εσωτερική μεμβράνη των 

μιτοχονδρίων. Στα θηλαστικά το σύμπλοκο Ι αποτελείται από τουλάχιστον 43 

διαφορετικές υπομονάδες. Το πρωτεϊνικό κλάσμα σιδήρου-θείου του συμπλόκου Ι 

αποτελείται από 7 υπομονάδες, συμπεριλαμβανομένης της NDUFS2. Το σύμπλοκο Ι 

καταλύει την οξείδωση του NADH, ενώ ταυτόχρονα ανάγει την ουβικινόνη, προκειμένου 

αυτή να προωθήσει τα ηλεκτρόνια στο σύμπλοκο ΙΙ και εκλύει τα πρωτόνια που 

προκύπτουν στη μιτοχονδριακή διαμεμβρανική περιοχή. Μεταλλάξεις στο γονίδιο που 

κωδικοποιεί την NDUFS2 έχουν συσχετισθεί με την ανεπάρκεια του μιτοχονδριακού 

συμπλόκου Ι.  
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Προκειμένου να διευκρινιστεί αν υπάρχει άμεση σύνδεση των ενδιάμεσων ινιδίων 

δεσμίνης με τα μιτοχόνδρια και επομένως άμεση συσχέτιση των φαινομένων που 

παρατηρούνται στα αντίστοιχα ζωικά μοντέλα, όπως αναφέραμε προηγουμένως, 

επιλέχθηκε η πρωτεΐνη NDUFS2 (κλώνος Η111.9 από το σύστημα διπλού υβριδίου 

ζύμης), ως συστατικό των μιτοχονδρίων, αφού αποτελεί συστατικό του συμπλόκου Ι της 

αναπνευστικής αλυσίδας, για τη διερεύνηση της αλληλεπίδρασης με τη δεσμίνη. Ομοίως, 

επιλέχθηκε η saposin-D για να εξετάσουμε περαιτέρω τη φύση της αλληλεπίδρασης με 

την δεσμίνη,  κυρίως in silico. 

Σκοπός, λοιπόν, της παρούσας διπλωματικής εργασίας είναι πρωταρχικά η 

εξακρίβωση της αλληλεπίδρασης της δεσμίνης με την NDUFS2 in vitro με τη μέθοδο 

GST pull down, καθώς και in silico και για τις δυο πρωτεΐνες για περαιτέρω ανάλυση σε 

ατομικό επίπεδο των αλληλεπιδράσεων. Ενώ, σε κυτταρικό επίπεδο, είναι η 

πραγματοποίηση της μεθόδου του ανοσοφθορισμού έναντι των πρωτεϊνών NDUFS2 και 

saposin-D σε καρδιές επίμυων, ώστε να διερευνηθεί περαιτέρω η κυτταρική κατανομή και 

ο πιθανός συνεντοπισμός τους με τη δεσμίνη.  
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Υλικά και Μέθοδοι 

 

2.Α Εργαστηριακό Μέρος – In vitro  
 

Προκειμένου να εξακριβώσουμε την αλληλεπίδραση της δεσμίνης με την NDUFS2 

in vitro με τη μέθοδο GST pull down, ενθέσαμε το γονίδιο της δεσμίνης στο φορέα 

pGEX5x.1, ώστε να εκφράσουμε και στη συνέχεια να απομονώσουμε από τα 

μετασχηματισμένα βακτήρια τη χιμαιρική πρωτεΐνη GST-desmin. Επίσης, 

χρησιμοποιήσαμε ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισμα από καρδιακό ιστό μυών με έλλειψη 

δεσμίνης (desmin null) ως πηγή NDUFS2 για την αλληλεπίδραση με τη GST-desmin, την 

οποία και θέλαμε να επιβεβαιώσουμε με ανοσοαποτύπωση κατά Western έναντι της 

NDUFS2 με ειδικό αντίσωμα.  

 

2.A1 Ζωικά πρότυπα 

 

Τα πειραματόζωα μοντέλα που χρησιμοποιήσαμε στην εν λόγω μελέτη 

φυλάσσονται σε κλωβούς σε ειδικά διαμορφωμένο περιβάλλοντα χώρο, ελεύθερο 

παθογόνων (specific pathogen free, SPF), σύμφωνα με τα σύγχρονα διεθνή πρότυπα 

[Association for the Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care 

(AAALAC) και Federation of European Laboratory Animal Science Association 

(FELASA), βλ. www.bioacademy.gr/lab/lab.php?lb=25)]. 

 

 

2.A2 Απομόνωση πρωτεϊνικού εκχυλίσματος από καρδιακό ιστό ως 

πηγή NDUFS2. 

 

Οι καρδιακοί ιστοί μυών αρχικά κονιορτοποιούνται ως ακολούθως. Μετά τη θυσία 

υπό αναισθησία με αιθέρα, η καρδιά αφού διηθηθεί με 10ml φυσιολογικού ορού (PBS) 

αφαιρείται και βυθίζεται σε υγρό άζωτο για να επιτευχθεί άμεση ψύξη. Κατόπιν, ο ιστός 

μεταφέρεται σε ιγδίο όπου και λειοτριβείται με τη χρήση υγρού αζώτου. Οι 

κονιορτοποιημένοι ιστοί μπορούν να φυλαχτούν σε υπερ-καταψύκτη (-80
ο
C) ή να 

προχωρήσουν απευθείας σε διαδικασία εκχύλισης. 

Στον κονιορτοποιημένο καρδιακό ιστό προστίθεται κρύο (4
ο
C) ρυθμιστικό διάλυμα 

εκχύλισης [extraction buffer: 1X PBS, 2mM αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ (EDTA), 

0,1% Tween-20, 1mM διθειοθρεϊτόλη (DTT), 0,2mM Na2VO3, 1mM NaF], και 

αναστολείς πρωτεασών (protease inhibitors cocktail, Sigma και Pefablock). Έτσι, το 

μίγμα ομογενοποιείται με τη βοήθεια ηλεκτρικού ομογενοποιητή τύπου polytron και 

http://www.bioacademy.gr/lab/lab.php?lb=25
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τοποθετείται σε υδατόλουτρο υπερήχων για 1΄. Εν συνεχεία, επωάζουμε το 

ομογενοποίημα σε ανακινητή τύπου rocker για 15΄ στους 4
o
C. Ακολούθως, 

φυγοκεντρούμε για 10΄ στα 13000xg, στους 4
o
C. Τέλος, κρατάμε το υπερκείμενο, το 

οποίο και αποτελεί το πρωτεϊνικό εκχύλισμα, στους -80
o
C. Όλη η διαδικασία γίνεται στον 

πάγο. Επίσης, δημιουργούμε aliquots έτσι ώστε τα δείγματα να αποψύχονται μία φορά. 

 

 

2.A3 Πέψεις με Ένζυμα Περιορισμού 
 

Τα ένζυμα που χρησιμοποιήθηκαν στις πέψεις με ένζυμα περιορισμού ήταν από την 

εταιρεία New England Biolabs και η συγκέντρωσή τους σε κάθε αντίδραση ήταν 20U 

ενζύμου/2μg πλασμιδιακού DNA. Οι πέψεις επωάζονται για περίπου 3 ώρες στους 37ºC. 

Μετά το τέλος της επώασης τα ένζυμα απενεργοποιούνται με θέρμανση στους 60ºC για 

10 λεπτά. 

 

 

2.A4 Απομόνωση DNA από πήκτωμα αγαρόζης 

 

Η απομόνωση DNA από πήκτωμα αγαρόζης έγινε με τη βοήθεια του Nucleospin 

Extract II (#740609.50, www.mn-net.com) της Macherey-Nagel και σύμφωνα με το 

πρωτόκολλο της εταιρείας. Η μέθοδος αυτή στηρίζεται στην πρόσδεση του DNA υπό την 

παρουσία χαοτροπικών αλάτων σε μια μεμβράνη πυριτίου. Οι προσμίξεις όπως άλατα και 

υδατοδιαλυτά μακρομόρια απομακρύνονται με έκπλυση με αιθανολικό διάλυμα. Το 

καθαρό DNA εκλούεται υπό συνθήκες χαμηλής ιοντικής ισχύς με το ελαφρώς αλκαλικό 

διάλυμα ΝΕ (5mM Tris-HCl, pH 8.5) ή με απιονισμένο νερό. 

 

 

2.A5 Σύνδεση των ενθεμάτων στους φορείς 

 

Για τη σύνδεση του ενθέματος (γονίδιο δεσμίνης) στο φορέα (pGEX5x.1, Εικόνα 

2.1), το ένθεμα και ο φορέας χρησιμοποιήθηκαν σε αναλογία 3:1. Η αντίδραση της 

σύνδεσης επωάζεται στους 16ºC για 16-18h. Το ένζυμο που χρησιμοποιήθηκε για τη 

σύνδεση ήταν η λιγάση της New England Biolabs (#M0202L) σε συγκέντρωση 

20U/αντίδραση. 
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Εικόνα 2.1 Ο χάρτης του πλασμιδιακού φορέα pGEX-5X-1. 

 

2.A6 Παρασκευή Θρεπτικών Υλικών 

 

LB Θρεπτικό Μέσο: 10g/L bacto-tryptone, 5g/L yeast extract, 10g/L NaCl (pH=7.0 → 

Αποστείρωση) 

LB-agar Τρυβλία: 10g/L bacto-tryptone, 5g/L yeast extract, 10g/L NaCl (pH=7.0 → 

Προσθήκη 20g/L agar → Αποστείρωση → Προσθήκη κατάλληλου αντιβιωτικού→ 

Τρυβλία) 

2X YTA: 8gr tryptone, 5gr yeast extract, 2,5gr NaCl, H2O έως τα 500ml (pH=7.0 → 

Αποστείρωση) 

 

 

2.A7 Μετασχηματισμός Βακτηριακών Κυττάρων με πλασμιδιακό DNA 

 

1. Προσθήκη σε σωληνάκια των 1,5ml 10μl από την αντίδραση σύνδεσης (όπως 

περιγράφθηκε παραπάνω) και 50μl Library Efficiency DH5a Competent Cells (Invitrogen 

#18263-012). 

2. Επώαση στον πάγο για 30min. 
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3. Επώαση για 45sec στους 42ΟC. 

4. Μεταφορά σε πάγο για 2min. 

5. Μεταφορά σε σωληνάκια 15ml και προσθήκη 950μl LB θρεπτικό μέσο. 

6. Επώαση για 1h στους 37
ο
C και στις 200rpm ανάδευση. 

7. Φυγοκέντρηση για 5min στις 2500rpm. 

8. Απόρριψη του υπερκείμενου και επαναδιάλυση των κυττάρων στο εναπομένον υγρό. 

9. Επίστρωση των κυττάρων στα τρυβλία με το αντιβιοτικό επιλογής. 

10. Επώαση στους 37
ο
C για 16-18h για την ανάπτυξη των αποικιών. 

 

 

2.A8 Απομόνωση Πλασμιδιακού DNA 

 

 Μεγάλης Κλίμακας Απομόνωση πλασμιδιακού DNA 

Η μεγάλης κλίμακας απομόνωση πλασμιδιακού DNA έγινε με τη βοήθεια του 

Plasmid MidiKit της Qiagen (#12143, www.qiagen.com) και σύμφωνα με τις οδηγίες που 

αναγράφονται στο φυλλάδιο της εταιρείας. Η απομόνωση έγινε από 50ml βακτηριακή 

καλλιέργεια με αλκαλική λύση των κυττάρων, η οποία πρωτοπεριγράφθηκε από τους 

Birnboin και Doly το 1979 [Maniatis, 1989], σε συνδυασμό με χρωματογραφία 

ιονανταλλαγής. Η έκλουση του DNA από την κολώνα γίνεται με διάλυμα υψηλής 

ιοντικής ισχύς (QF: 50mM Tris-HCl με pH=8,5, 1.25M NaCl, 15% isopropanol). Στη 

συνέχεια ακολουθεί κατακρήμνιση του DNA με 0,75 όγκους ισοπροπανόλης και 

επαναδιάλυση σε 500μl H2O. Η συγκέντρωση του πλασμιδιακού DNA κυμαινόταν από 

0,3-0,6 mg/ml. 

 Μικρής Κλίμακας Απομόνωση πλασμιδιακού DNA 

Η μικρής κλίμακας απομόνωση πλασμιδιακού DNA έγινε με τη βοήθεια του 

Nucleospin Plasmid της Macherey-Nagel (#740588.250, www.mn-net.com) και σύμφωνα 

με τις οδηγίες που αναγράφονται στο φυλλάδιο της εταιρείας. Η απομόνωση έγινε από 

5ml βακτηριακή καλλιέργεια με αλκαλική λύση των κυττάρων σε συνδυασμό με 

πρόσδεση του πλασμιδιακού DNA σε μεμβράνη silica. Το καθαρό πλασμιδιακό DNA 

εκλούεται υπό συνθήκες χαμηλής ιοντικής ισχύς με 50μl ελαφρώς αλκαλικού διαλύματος 

(ΑΕ: 5mM Tris-HCl pH=8,5). Η συγκέντρωση του πλασμιδιακού DNA κυμαινόταν από 

0,05-0,2 mg/ml. 

 

2.A9 Προσδιορισμός νουκλεοτιδικής αλληλουχίας 

 

Τα δείγματα πλασμιδιακού DNA που απομονώθηκαν, στάλθηκαν στη συνέχεια 

στην εταιρεία Macrogen για τον προσδιορισμό της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας. Η 
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επιβεβαίωση-έλεγχος των αλληλουχιών πραγματοποιήθηκε, χρησιμοποιώντας το 

πρόγραμμα BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 

 

 

2.A10 Έκφραση Χιμαιρικών Βακτηριακών Πρωτεϊνών 
 

Glutathione S-Transferase (GST) Gene Fusion System 

Το GST Gene Fusion System είναι ένα σύστημα για έκφραση, καθαρισμό και 

ανίχνευση χιμαιρικών πρωτεϊνών που παράγονται σε E. coli. Το σύστημα βασίζεται στην 

επαγώγιμη και σε υψηλά επίπεδα έκφραση γονιδίων ή γονιδιακών τμημάτων μετά από 

σύντηξη με την GST του Schistosoma japonicum. Η έκφραση σε E. coli παράγει τις 

χιμαιρικές πρωτεΐνες με την GST ομάδα στο αμινοτελικό άκρο και την πρωτεΐνη στο 

καρβοξυτελικό άκρο. Η GST είναι μία 26kDa πρωτεΐνη που μπορεί να εκφραστεί σε E. 

coli με πλήρη ενζυμική δραστηριότητα. Οι GST χιμαιρικές πρωτεΐνες καθαρίζονται από 

τα βακτηριακά εκχυλίσματα με χρωματογραφία συγγένειας με τη χρήση 

ακινητοποιημένης γλουταθειόνης. Οι GST χιμαιρικές πρωτεΐνες «αιχμαλωτίζονται» από 

το μέσο συγγένειας και οι προσμίξεις απομακρύνονται με εκπλύσεις. Η διαδικασία 

καθαρισμού διατηρεί την αντιγονικότητα και λειτουργικότητα της πρωτεΐνης. Οι 

χιμαιρικές πρωτεΐνες μπορούν να ανιχνευθούν με τη χρήση χρωματομετρικών ή 

ανοσολογικών μεθόδων. Το GST Gene Fusion System έχει επιτυχώς χρησιμοποιηθεί σε 

πολλές εφαρμογές, συμπεριλαμβανομένων μοριακής ανοσολογίας, εμβόλια και μελέτες 

που περιλαμβάνουν αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης-πρωτεΐνης ή DNA-πρωτεΐνης. Οι GST 

χιμαιρικές πρωτεΐνες κατασκευάζονται μέσω ένθεσης ενός γονιδίου ή γονιδιακού 

τμήματος στην κατάλληλη περιοχή του pGEX φορέα. Η έκφραση είναι υπό τον έλεγχο 

του tac promoter, ο οποίος επάγεται από το ανάλογο της λακτόζης, το isopropyl β-D 

thiogalactoside (IPTG). Όλοι οι pGEX φορείς διαθέτουν το lacIa γονίδιο, το προϊόν του 

οποίου είναι μια πρωτεΐνη καταστολέας που προσδένεται στην περιοχή χειριστή του tac 

promoter, εμποδίζοντας την έκφραση μέχρι αυτή να επαχθεί από το IPTG. Έτσι, 

διατηρείται αυστηρός έλεγχος στην έκφραση του ενθέματος. Αν και μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν πληθώρα E. coli δεκτικών στελεχών για κλωνοποίηση και έκφραση με 

τους pGEX φορείς προτείνεται η χρήση των E. coli BL21 στελεχών. Τα στελέχη αυτά 

είναι ελαττωματικά στην παραγωγή πρωτεασών OmpT και Lon και έχουν δειχθεί να 

εκφράζουν σε υψηλά επίπεδα τις GST χιμαιρικές πρωτεΐνες. 

 

Υλικά και Διαλύματα 

IPTG 100mM (isopropyl-β-D-thiogalactoside) 

Διάλυμα A΄: 0,5% Triton X-100, 5mM DTT, 5mM EDTA, 20mM Tris-Hcl pH=8,8, 5% 

γλυκερόλη, αναστολείς πρωτεασών (PIC, TPCK, leupeptin) 

Διάλυμα 6Μ ουρίας: 6M ουρία, 5mM Tris-Hcl pH=6,8, 1mM EDTA, 1mM DTT, 10mM 

AcNA pH=6,3 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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Διαδικασία 

1. Ανάπτυξη μετασχηματισμένων BL21 βακτηρίων που φέρουν τα πλασμίδια με τα 

επιθυμητά ενθέματα (pGEX+ένθεμα, pET+ένθεμα) σε LB τρυβλία με το αντιβιοτικό 

επιλογής μετά από επώαση στους 37°C για 16-18h. 

2. Μεταφορά μοναδικής αποικίας από τα μετασχηματισμένα βακτήρια σε 500μl 2X ΥΤΑ 

θρεπτικό μέσο. 

3. Επώαση στους 37°C για 16-18h υπό ανάδευση. 

4. Μεταφορά 250μl από τις καλλιέργειες σε 40ml 2X YTA. 

5. Επώαση στους 37°C υπό ανάδευση, έως ότου OD600nm= 04-0,6 (περίπου 3h). 

6. Προσθήκη 1mM IPTG. 

7. Επώαση στους 37°C για 2½h υπό ανάδευση. 

8. Φυγοκέντρηση στα 5000g για 5min. 

-Απομάκρυνση του υπερκείμενου. 

9. Επαναδιάλυση του ιζήματος σε 5ml διαλύματος A΄. 

-Μεταφορά σε σωληνάκια των 12ml. 

10. Εφαρμογή υπερήχων: 3 φορές από 3min. 

-Ενδιάμεσα επώαση στον πάγο για 1min. 

11. Ανάδευση στους 4°C για 20min. 

12. Φυγοκέντρηση στα 5000g για 15min και στους 4°C. 

-Αποθήκευση υπερκείμενων. 

13. Προσθήκη στο ίζημα 2ml διαλύματος 6Μ ουρίας + αναστολείς πρωτεασών + 

0,5%Triton-X. 

14. Εφαρμογή υπερήχων 2 φορές από 3min. 

-Ενδιάμεσα επώαση στον πάγο για 1min. 

15. Ανάδευση στους 4°C για 20min. 

16. SDS-PAGE Ηλεκτροφόρηση για την ανίχνευση των χιμαιρικών βακτηριακών 

πρωτεϊνών σε 12% πηκτώματος πολυακρυλαμιδίου. 
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2.A11 Καθαρισμός Χιμαιρικών Βακτηριακών Πρωτεϊνών από την ουρία 

με διαπίδυση 
 

Υλικά και Διαλύματα 

Μεμβράνες Διαπίδυσης: Dialysis Tubing Benzoylated 32mm, (Sigma-Aldrich 

#105K7011) 

Διάλυμα B: 10mM Tris-Hcl pH=8, 5mM EDTA, 0,1% NP-40, 0,1% DOC, 2mM DTT, 

5% Γλυκερόλη, 20mM NaCl, 1Μ Ουρία, αναστολείς πρωτεασών (PIC, TPCK, leupeptin, 

1mM pefablock) 

Διάλυμα Β΄: 10mM Tris-Hcl pH=8, 5mM EDTA, 0,1% NP-40, 0,1% DOC, 2mM DTT, 

5% Γλυκερόλη, 20mM NaCl, αναστολείς πρωτεασών (PIC, TPCK, leupeptin) 

 

Διαδικασία 

1. Τοποθέτηση των βακτηριακών πρωτεϊνών (περίπου 2ml) σε μεμβράνη διαπίδυσης και 

στη συνέχεια έγινε διαπίδυση έναντι 1L Διαλύματος Β για 18h στους 4ºC. 

2. Μεταφορά των μεμβρανών διαπίδυσης σε 1L Διάλυμα Β΄. 

3. Επώαση με ανάδευση στους 4°C για 24h. 

4. Μεταφορά των πρωτεϊνών σε σωληνάκια. 

-Φυγοκέντρηση στις 10.000rpm για 5min. 

5. Μεταφορά των υπερκείμενων σε νέα σωληνάκια και επαναδιάλυση των ιζημάτων σε 

600μl διαλύματος 6M ουρίας. 

6. SDS-PAGE Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών με δείγματα τα υπερκείμενα και τα ιζήματα σε 

πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου. 

 

 

2.A12 GST pull down assay 

 

Υλικά και Διαλύματα 

Glutathione Sepharose 4B beads (Amersham Bioscience # 17-0756-01) 

Διάλυμα C: 10mM Tris-Hcl pH=8,8, 5mM EDTA, 0,1% NP-40, 0,1% DOC, αναστολείς 

πρωτεασών (PIC Sigma) 

Διάλυμα C΄: 10mM Tris-Hcl pH=7,4, 5mM EDTA, 0,1% TritonX-100, 1mM DTT, 

αναστολείς πρωτεασών (PIC Sigma) 

Σωληνάκια LPB (Low Protein Binding) του 1,5ml με μικρή πρόσδεση πρωτεϊνών στα 

τοιχώματα 
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Διαδικασία 

1. Τοποθέτηση 40μl Glutathione Sepharose 4B beads σε σωληνάκια των 1,5ml LPB. 

2. Προσθήκη 1000μl 1Χ sterile PBS. 

- Φυγοκέντρηση στα 3000g για 5min. 

- Απομάκρυνση υπερκείμενου. 

3. Επανάληψη του βήματος 2 στο ίζημα δύο φορές. 

4. Προσθήκη 1000μl διάλυμα C΄ στο ίζημα. 

- Φυγοκέντρηση στα 3000g για 5min. 

- Απομάκρυνση υπερκείμενου. 

5. Στα ιζήματα προστίθενται 80μl GST-desmin και 60μl GST κατ’ αναλογία σε 

περιεκτικότητα πρωτεΐνης αντιστοίχως, καθώς και διάλυμα C΄ έως τελικό όγκο 280μl.  

6. Επώαση με περιστροφή για 5hrs στους 4
ο
C και 1h σε θερμοκρασία δωματίου. 

7. Φυγοκέντρηση στα 3000g για 5min. 

- Αποθήκευση υπερκείμενων.  

8. Εκπλύσεις των ιζημάτων με 600μl διάλυμα C΄. 

- Επώαση με περιστροφή για 3min σε θερμοκρασία δωματίου. 

- Φυγοκέντρηση στα 3000g για 5min 

- Αποθήκευση των πρώτων υπερκειμένων 

Επανάληψη των εκπλύσεων (βήμα 8) άλλες 3 φορές. 

- Απομάκρυνση υπερκείμενων.  

9. Στα ιζήματα Glutathione Sepharose 4B beads/ GST- θα προσθέτουμε 200μl total 

cardiac extract (des-/-, ELISA sup) ως πηγή NDUFS2, μέχρι τελικό όγκο 250μl με 

διάλυμα C΄. 

- Επώαση με περιστροφή Ο/Ν στους 4
ο
C. 

- Φυγοκέντρηση στα 3000g για 5min. 

- Αποθήκευση υπερκείμενων. 

13. Έκπλυση με 1000μl διαλύματος C. 

- Επώαση με περιστροφή για 3min σε θερμοκρασία δωματίου. 

- Φυγοκέντρηση στα 3000g για 5min 

- Αποθήκευση των πρώτων υπερκειμένων 

Επανάληψη των εκπλύσεων (βήμα 13) άλλες 4 φορές. 

- Απομάκρυνση υπερκείμενων.  

14. Προσθήκη στα ιζήματα 80μl 1Χ SDS sample buffer με 10mM DTT. 
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15. Η πιστοποίηση της NDUFS2 στη χιμαιρική πρωτεΐνη GST-desmin γίνεται με 

ανοσοαποτύπωση έναντι της NDUFS2 στα δείγματα του βήματος 12. 

 

2.A13 Ποσοτικός Προσδιορισμός Πρωτεϊνών με τη μέθοδο Bradford 

 

Με τη μέθοδο Bradford προσδιορίζεται η συγκέντρωση πρωτεϊνικών δειγμάτων. Η 

δέσμευση της χρωστικής coomassie briliant blue στα βασικά αμινοξέα των πρωτεϊνών 

αποτελεί τη βάση της μεθόδου αυτής. Η δέσμευση αυτή είναι ανάλογη της ποσότητας της 

πρωτεΐνης και μετατοπίζει το μήκος κύματος μέγιστης απορρόφησης της χρωστικής από 

τα 470nm στα 595nm. Το χρώμα του συμπλόκου πρωτεΐνης-χρωστικής είναι σταθερό για 

μία ώρα περίπου και έχει υψηλό μοριακό συντελεστή απορρόφησης που συνεπάγεται 

υψηλή ευαισθησία στις ποσοτικές μετρήσεις πρωτεϊνικών δειγμάτων. Με τη βοήθεια 

διαλυμάτων αλβουμίνης ορού βοός (BSA) γνωστών συγκεντρώσεων, κατασκευάζεται η 

πρότυπη καμπύλη από την οποία και υπολογίζονται οι συγκεντρώσεις των δειγμάτων σε 

πρωτεΐνη. 

 

2.A14 SDS-PAGE Ηλεκτροφόρηση Πρωτεϊνών 

 

Το ακρυλαμίδιο πολυμερίζεται και σχηματίζονται αλυσίδες πολυακρυλαμιδίου, στις 

οποίες ενσωματώνονται κατά διαστήματα μόρια Ν-Ν-μεθυλενο-δις-ακρυλαμιδίου (bis). 

Τα μόρια bis μπορούν να ενσωματώνονται σε δύο διαφορετικές αλυσίδες και έτσι, 

δημιουργείται ένα πλέγμα. Ο πολυμερισμός του ακρυλαμιδίου επιτυγχάνεται με το 

TEMED (τετρμεθυλοδιαμίνη) για τη δράση του οποίου είναι απαραίτητη η παρουσία 

υπερθειϊκών ιόντων. Οι αποδιατακτικοί παράγοντες που χρησιμοποιούνται είναι το 

ιοντικό απορρυπαντικό θειϊκό δωδεκυλικό νάτριο (SDS) και η διθειοθρειτόλη (DTT). Το 

SDS δεσμεύεται στις πρωτεΐνες με σταθερή αναλογία βάρους (1,4gr SDS/ gr πρωτεΐνης) 

προσδίδοντάς τους αρνητικό φορτίο, ανάλογο του μεγέθους τους. Η χρήση DTT έχει ως 

αποτέλεσμα την αναγωγή των δισουλφιδικών δεσμών της πολυπεπτιδικής αλυσίδας αλλά 

και αυτών που συνδέουν διαφορετικές πολυπεπτιδικές αλυσίδες πολυμερών πρωτεϊνών. Η 

πλήρης μετουσίωση των πρωτεϊνών επιτυγχάνεται με θέρμανση στους 85ºC για 15min. 

Με τον τρόπο αυτό, τα πολυπεπτίδια τα οποία αναλύονται σε SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση 

αποκτούν αρνητικό φορτίο και η ηλεκτροφορητική τους κινητικότητα είναι συνάρτηση 

του μοριακού τους βάρους. [Lodish et al, 2000] 

 

Υλικά και Διαλύματα 

30% acrylamide mix (BIO-RAD Laboratories #161-0156) 

1.5M Tris (pH=8.8) 

1M Tris (pH=6.8) 

10% Sodium dodecyl sulfate (SDS) 
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10% Ammonium persulfate (APS) 

TEMED (Promega #V3161) 

Ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης: 25mM Tris base,250mM Glycine pH=8,3, 0,1% 

SDS 

Συσκευή Ηλεκτροφόρησης (Biorad-Mini Protein #116EPS3) 

Τζάμια 10cm X 8cm X 1,5cm 

BenchMark Pre-Stained Protein Ladder (Invitrogen #10748-010) 

SeaBlue Plus2 Pre-Stained Standard (Invitrogen #LC5925) 

4X SDS Sample Buffer: 200mM Tris-HCL pH=6,8, 400mM DTT, 8% SDS, 0,4% 

bromophenol blue, 

40% glycerol 

1M DTT (dithiotreitol): Σε 20ml H2O προσθήκη 3,09gr DTT → Αποστείρωση με 

φιλτράρισμα 

Διάλυμα χρωστικής coomassie: 0,25g coomassie brilliant blue R250, 45ml H2O, 45ml 

Μεθανόλη, 

10ml glacial acetic acid 

Διάλυμα αποχρωματισμού: 45%methanol / 5% acetic acid 

 

Διαδικασία 

1.Στήσιμο της συσκευής. 

2. Κατασκευή του πηκτώματος διαχωρισμού (8-15% πολυακρυλαμίδιο/Bis 30:1, 1.5M 

Tris pH=8.8, 

10% SDS, 10% APS, 8%TEMED). 

3. Πήξιμο του πηκτώματος, αφού τοποθετηθεί ένα στρώμα H2O στην κορυφή. 

4. Κατασκευή του πηκτώματος επιστοίβαξης (5% πολυακρυλαμίδιο/Bis 30:1, 1M Tris 

pH=6.8, 10% 

SDS, 10% APS, 10%TEMED). 

5. Ετοιμασία των πρωτεϊνικών δειγμάτων με προσθήκη 1Χ SDS sample buffer τελική 

συγκέντρωση και θέρμανση στους 85ºC για 15min. 

6. Φόρτωμα των πρωτεϊνικών δειγμάτων στα φρεάτια του πηκτώματος επιστοίβαξης. 

7.Ανάλυση των πρωτεϊνικών δειγμάτων στη συσκευή ηλεκτροφόρησης υπό την παρουσία 

ρυθμιστικού διαλύματος ηλεκτροφόρησης με 30mA για περίπου 2h. 

8. Χρωματισμός του πηκτώματος με διάλυμα coomassie για 1h. 

9. Εμφάνιση των πρωτεϊνικών ζωνών με το διάλυμα αποχρωματισμού. 
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2.A15 Ανοσοαποτύπωση 

 

Οι πρωτεΐνες μεταφέρονται στις μεμβράνες, δεσμεύονται μέσω υδρόφοβων 

αλληλεπιδράσεων, διατηρώντας τις αντιγονικές τους ιδιότητες και έτσι διευκολύνεται η 

αναγνώρισή τους από τα αντισώματα. Η μεμβράνη επωάζεται με το αντίσωμα έναντι της 

Fc περιοχής του πρώτου αντισώματος. Στο δεύτερο αντίσωμα βρίσκεται ομοιοπολικά 

συνδεδεμένο το ένζυμο της υπεροξειδάσης και με χημειοφωταύγεια παίρνουμε σήμα στο 

σημείο που βρίσκεται η πρωτεΐνη που μας ενδιαφέρει.[Lodish et al, 2000] 

 

Υλικά και Διαλύματα 

Μεμβράνη PVDF Biorad – Immune BlotTM PVDF membrane for protein Blotting 0,2μm 

(26cm x 3.3m, #162-0177) 

Ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς: 39mM Glycine-pH=8,3, 48mM Tris base, 0,037% SDS, 

20% Μεθανόλη 

Μεθανόλη 

Αντισώματα 

10 X PBS: 1,4M NaCl, 27mM KCl, 100mM Na2HPO4, 18mM K2HPO4, H2O, pH=7,4 

Διάλυμα μπλοκαρίσματος: 5% πρωτεΐνη γάλακτος (Applichem #A08300 500) σε PBS 

SuperSignal WestPico Chemiluminescent Substrate (Pierce #GD94683) 

Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences #RPN 3103K) 

 

Διαδικασία 

Μεταφορά Πρωτεϊνών σε Μεμβράνη: 

1. Εμποτισμός της PVDF μεμβράνης με μεθανόλη. 

2. Ακολούθως τόσο η μεμβράνη, όσο και τα Whatmann και τα σφουγγαράκια 

εμποτίζονται σε transfer buffer.  

Σφουγγάρι + 2 Whatmann + Πήκτωμα + PVDF + 2 Whatmann + Σφουγγάρι 

3. Το πήκτωμα τοποθετείται στον αρνητικό πόλο και η μεμβράνη στο θετικό πόλο. 

4. Εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου σταθερής έντασης για τη μεταφορά των πρωτεϊνών από 

το πήκτωμα στη μεμβράνη. Η μεταφορά γινόταν σε ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς με 

ένα γινόμενο χρόνο-έντασης ρεύματος περίπου 220 mA·h. 

Μετά τη μεταφορά: 

1. Βάψιμο της μεμβράνης με coomassie και εμφάνιση των πρωτεϊνικών ζωνών με διάλυμα 

αποχρωματισμού. 

2. Έκπλυση της μεμβράνης σε PBS. 

3. Επώαση σε blocking buffer υπό συνεχή ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου. 
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4. Επώαση με το πρώτο αντίσωμα. 

5. Εκπλύσεις 3 Χ 5min με PBS-0,02%Tween 20. 

6. Επώαση με το δεύτερο αντίσωμα. 

7. Εκπλύσεις 3 Χ 10min με PBS-0,02%Tween 20. 

Εμφάνιση της μεμβράνης: 

1. Ανάμιξη ίσων όγκων από τα διαλύματα Peroxidase Solution και Luminol/Enhancer 

Solution. 

2. Επώαση της μεμβράνης στο παραπάνω διάλυμα για 5min. 

3. Τοποθέτηση φιλμ πάνω από τη μεμβράνη. 

4. Εμφάνιση φιλμ μετά από 2-20min. 

 

 

2.A16 Ανοσοφθορισμός 
 

Οι τομές των καρδιακών ιστών προέρχονται από ζωικά πρότυπα που αναφέραμε 

προηγουμένως και τα οποία θυσιάστηκαν με αυχενική μετατόπιση μετά από αναισθησία 

με αιθέρα. Έπειτα, αφαιρέσαμε τους καρδιακούς ιστούς και αφού τους καλύψαμε με το 

μέσο OCT (optimum cutting temperature), τους αποθηκεύσαμε στους -80
ο
C. Τέλος, με τη 

βοήθεια κρυομικροτόμου, τοποθετήσαμε τις επιθυμητές τομές σε πλακάκια, τα οποία 

επίσης αποθηκεύσαμε στους -80
ο
C.   

 

Διαδικασία 

1. Οι τομές μονιμοποιούνται με απόλυτη ακετόνη για 25 λεπτά στους -20oC 

2. Ακολουθούν 3 πλυσίματα σε PBS, για 2 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου και υπό 

ελαφρά ανάδευση. 

3. Οι ιστοί κατόπιν επωάζονται με 5% αλβουμίνη από ορό βοός (Bovine Serum Albumin) 

σε PBS-0.05% Τween-20 για 40 λεπτά σε θερμοκρασία 37
o
C, ώστε να δεσμευτούν από 

την αλβουμίνη οι μη ειδικές θέσεις πρόσδεσης των αντισωμάτων πάνω στις τομές.  

4. Επίδραση με διάλυμα πρώτων αντισωμάτων στις κατάλληλες αραιώσεις. Τα 

αντισώματα προστίθενται σε 2.5% BSA σε PBS-0.05%Tween-20. Η αντίδραση 

πραγματοποιείται στους 4
ο
C για 16-18 ώρες, υπό ανάδευση, ή 3-4 ώρες σε RT. 

5. Ο ιστός ξεπλένεται με PBS-0.01% Tween-20 (3 x 5΄). 

6. Ακολουθεί επώαση με το ανάλογο δευτερογενές αντίσωμα (έναντι της Fc περιοχής του 

πρώτου) το οποίο είναι συνδεδεμένο με κατάλληλη φθορίζουσα ουσία. Η επώαση αυτή 

διαρκεί 1.5 ώρες σε RT και στο ίδιο διάλυμα επώασης με αυτό των πρωτογενών 

αντισωμάτων. 
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7. Ο ιστός ξεπλένεται με PBS- 0.01% Tween-20 (3 x 5΄) και μία πλύση με PBS (1 x 5΄). 

8. Ακολουθεί χρώση με DAPI (1:1000) για να σημανθεί το πυρηνικό υλικό. 3 λεπτά σε 

RT, σε σκοτεινό χώρο. 

9. Ο ιστός ξεπλένεται με PBS (1 x 5΄). 

10. Οι τομές που έχουν επωαστεί με αντισώματα συνδεδεμένα με φθορίζουσες ουσίες 

επικαλύπτονται με ειδικό υλικό (mounting medium, Dako), το οποίο διατηρεί την ένταση 

του φθορισμού σε υψηλά επίπεδα και για μεγάλο χρονικό διάστημα, υπό την προϋπόθεση 

οι τομές να διατηρούνται στο σκοτάδι και στους 4
o
C. 

11. Αφήνουμε τις τομές να στεγνώσουν στο σκοτάδι για 10 λεπτά περίπου και μετά 

παρατηρούμε τη χρώση σε μικροσκόπιο φθορισμού, χρησιμοποιώντας τα κατάλληλα 

φίλτρα. 

 

 

2.A17 Μικροσκοπία 
 

Η παρατήρηση, καθώς και η ανάλυση των τομών ανοσοφθορισμού, 

πραγματοποιήθηκε σε συνεστιακό μικροσκόπιο φθορισμού της εταιρείας Leica, μοντέλο 

TCS SP5, DMI6000 microscope (inverted, with the acquisition software LAS-AF, at 23-

24°C, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). 
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2.B Βιοπληροφορική Ανάλυση – In silico 
 

Αφού επιβεβαιώσαμε in vitro την αλληλεπίδραση της δεσμίνης με την NDUFS2 με 

τη μέθοδο GST-pull down, θελήσαμε να διερευνήσουμε in silico σε ατομικό επίπεδο την 

αλληλεπίδραση αυτή. Και πιο ειδικά, ακόμη, με την περιοχή κεφαλή της δεσμίνης, όπως 

προέκυψε αρχικά με τη μέθοδο yeast to hybrid.  

Καθότι, δεν είναι γνωστή η δομή της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης, ούτε της 

NDUFS2, χρειάστηκε να χρησιμοποιήσουμε αλγορίθμους πρόβλεψης των τριτοταγών 

δομών τους. Στη συνέχεια, αφού αξιολογήσαμε και βελτιστοποιήσαμε τα παραγόμενα 3D 

μοντέλα με τα κατάλληλα μέσα, προχωρήσαμε στην εφαρμογή μεθόδων μοριακής 

σύνδεσης (molecular docking) μεταξύ της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης και των μορίων 

NDUFS2 και saposin-D, για την οποία υπάρχει κρύσταλλος. Ολοκληρώσαμε, τέλος, τα 

πρότυπα διεπαφής, αξιολογώντας και βελτιστοποιώντας τις μοριακές συνδέσεις που 

προέκυψαν αρχικά.     

 

2.Β1 Φυλογενετικό δέντρο 

 

Η στοίχιση των πρωτεϊνικών αλληλουχιών έγινε με το MUSCLE (multiple sequence 

comparison by log-expectation) [Edgar, 2004] και οπτικοποιήθηκε με το Jalview 

[Waterhouse et al, 2009]. Μόνο οι ξεκάθαρα ομόλογες περιοχές επελέγησαν για 

φυλογενετική ανάλυση, ενώ η βελτιστοποίηση της στοίχισης έγινε με το υπολογιστικό 

πρόγραμμα MacClade [Maddison & Maddison, 1989]. Στη συνέχεια, βέβαια, η στοίχιση 

των πρωτεϊνικών αλληλουχιών συνδυάστηκε με τα δομικά δεδομένα για την κάθε 

πρωτεΐνη, προκειμένου να κατασκευάσουμε το δέντρο σύμφωνα όχι μόνο με την 

αλληλουχία, αλλά και με τη 3D δομή. Ύστερα, το κατάλληλο εξελικτικό μοντέλο 

προέκυψε σύμφωνα με τα πρότυπα και την εφαρμογή του ProtTest (selection of best-fit 

models of protein evolution) [Abascal et al, 2005]. Η φυλογενετική ανάλυση 

πραγματοποιήθηκε με τις μεθόδους Bayesian (Θεώρημα Bayes) και ML (maximum-

likelihood) – στατιστικά μοντέλα και μοντέλα πιθανοτήτων [βλ Vlachakis et al, 2013]. 

Τέλος, το φυλογενετικό δέντρο οπτικοποιήθηκε με τη χρήση του Figtree v1.4 

[http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/].  

 

2.Β2 Προβλέψεις Πρωτεϊνικών Δομών  

 

Όπως έχουμε ήδη αναφέρει, η βιολογική δράση των πρωτεϊνών εξαρτάται κυρίως 

από την στερεοδιάταξή τους. Οι πρωτεΐνες αρχικά προκύπτουν ως απλές, μη 

διακλαδισμένες αλληλουχίες αμινοξέων, δηλαδή πεπτιδίων ή πολυπεπτιδίων, 

σχηματίζοντας την πρωτοταγή δομή. Στη συνέχεια, όλα τα πολυπεπτίδια υφίστανται μια 

φυσική διαμόρφωση, προκειμένου να αποκτήσουν μια δευτεροταγή δομή, η οποία 

προκαλείται από δεσμούς υδρογόνου που αναπτύσσονται μεταξύ των καρβοξυλομάδων 

http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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και των αμινομάδων των αμινοξέων. Σε αυτό το στάδιο, έχουμε τη δημιουργία δυο 

διαμορφώσεων πολυπεπτιδίου τη λεγόμενη «α-έλικα», δεξιόστροφη, όπου οι σπείρες 

διατηρούνται στη θέση τους με δεσμούς υδρογόνου και τη λεγόμενη «β-πτυχωτή 

επιφάνεια», όπου στην περίπτωση αυτή διασταυρώνονται παράλληλες αλυσίδες 

πολυπεπτιδίων που ενώνονται στις διασταυρώσεις με δεσμούς υδρογόνου σχηματίζοντας 

έτσι μια εξαιρετικά σφιχτή δομή. Έπειτα, τα πολυπεπτίδια υφίστανται ακόμα πιο 

περίπλοκο δίπλωμα (πτύχωση), την τριτοταγή δομή. Με τον όρο τριτοταγή δομή, 

εννοούμε το τελικό και λειτουργικό σχήμα που αποκτά το πολυπεπτίδιο, οπότε και 

ονομάζεται πλέον πρωτεΐνη. Αυτή η αναδίπλωση πραγματοποιείται από την 

αλληλεπίδραση των πλευρικών ομάδων των αμινοξέων (πχ σχηματισμός δισουλφιδικών 

δεσμών μεταξύ δύο κυστεϊνών). Τέλος, υπάρχουν και πρωτεΐνες που αποτελούνται από 

πολλές πολυπεπτιδικές αλυσίδες που είναι χαλαρά ενωμένες και αυτό αποτελεί την 

τεταρτοταγή δομή.  

Κατά τη διάρκεια της εξέλιξης, παρατηρούμε ότι η δομή μιας πρωτεΐνης αλλάζει με 

πολύ πιο αργούς ρυθμούς από ότι η αντίστοιχη αλληλουχία της [Rost, 1998]. Αυτό έχει ως 

αποτέλεσμα παρόμοιες αλληλουχίες να υιοθετούν πρακτικά ίδιες δομές, αλλά και μακριά 

συσχετιζόμενες αλληλουχίες να αναδιπλώνονται σε παρόμοιες δομές [Sanchez & Sali, 

1997]. Βέβαια, τα πειραματικά δεδομένα συμφωνούν με όλο και μεγαλύτερη βεβαιότητα 

στη διαπίστωση ότι η απαραίτητη πληροφορία για την αναδίπλωση μιας πρωτεΐνης 

υπάρχει στην πρωτοταγή της δομή [Anfinsen, 1973]. Ένα γεγονός που ενισχύει τη 

θεώρηση αυτή, είναι η παρατήρηση πως πρωτεΐνες με πολύ μικρή ομολογία (μικρότερη 

από 30%) σε επίπεδο αμινοξικής αλληλουχίας, φαίνεται να έχουν την ίδια αναδίπλωση 

στο χώρο και την ίδια λειτουργία. Επιπλέον, η πλειοψηφία ζευγών πρωτεϊνών με 

παρόμοιες δομές παρουσιάζουν σχετικά χαμηλή ομολογία στην πρωτοταγή τους δομή 

[Rost 1997, Rost, 1998]. Καταλήγουμε, λοιπόν, ότι η πρωτεϊνική δομή είναι περισσότερο 

διατηρημένη από την ακολουθία [Chothia and Lesk, 1986]. 

Για όσες πρωτεΐνες δε διαθέτουμε πληροφορίες σχετικά με τη δομή τους μπορούμε 

να προβλέψουμε την πιθανή διαμόρφωσή τους μέσω γνωστών δομών με τη χρήση 

ελεύθερων προγραμμάτων στο διαδίκτυο που χρησιμοποιούν αλγόριθμους και τις 

εκάστοτε ενημερωμένες βάσεις δεδομένων.  

 

2.B2.1 Πρόβλεψη δευτεροταγούς δομής 

 

Οι προβλέψεις των δευτεροταγών δομών των μορίων που κληθήκαμε να 

μελετήσουμε έγιναν χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα Jpred 4
η
 έκδοση 

(http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/), το οποίο δεν είναι ένα μεμονωμένο 

πρόγραμμα, αλλά ένα δικτυακό σύστημα που τρέχει μια ποικιλία προγραμμάτων 

πρόβλεψης δευτεροταγούς δομής και συγκρίνει τα αποτελέσματά τους, προκειμένου να 

προκύψει ένα συνδυαστικό αποτέλεσμα πρόβλεψης. Είναι, λοιπόν, ένας server που 

δέχεται είτε μια πρωτεϊνική ακολουθία, είτε μια πολλαπλή στοίχιση πρωτεϊνικών 

ακολουθιών και προβλέπει τη δευτεροταγή δομή. [Cuff & Barton, 1999] 
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2.B2.2 Πρόβλεψη τριτοταγούς δομής – Ανάπτυξη 3D μοντέλου  

 

Η πρόγνωση της τριτοταγούς δομής είναι μια δύσκολη διαδικασία και δεν υπάρχει 

ακόμα, μία και μόνο μέθοδος, η οποία να πληροί όλα εκείνα τα χαρακτηριστικά, τα οποία 

θα είναι ικανά να προσδιορίσουν μια επιτυχημένη πρόγνωση. Πρόκειται για μια 

πολύπλοκη και τεχνικά απαιτητική μέθοδο, η οποία απαιτεί καθαρά υπολογιστικές 

τεχνικές και για το λόγο αυτό έχουν αναπτυχθεί τρεις βασικές κατηγορίες αλγορίθμων. Η 

πρώτη, η ομόλογη μοντελοποίηση (Homology modeling), χρησιμοποιεί γνωστές 

πρωτεϊνικές δομές ως πρότυπα για τη δημιουργία μοντέλων των άγνωστων δομών.  H 

δεύτερη, γνωστή ως Theading (fold recognition) αναζητά δομές με παρόμοια αναδίπλωση, 

χωρίς προφανή ομοιότητα ακολουθίας, ενώ η τρίτη είναι αυτούσιο το υπολογιστικό τμήμα 

του προβλήματος της αναδίπλωσης των πρωτεϊνών (Ab initio structure prediction) [Xiang, 

2006]. Εμείς χρησιμοποιήσαμε τις μεθόδους, ομόλογη μοντελοποίηση και Ab-initio 

(“from the beginning”). 

Μια από τις πιο ισχυρές τεχνικές πρόγνωσης τριτοταγούς δομής είναι η ομόλογη 

μοντελοποίηση (homology modeling). Το πλεονέκτημα της μεθόδου -αλλά και το 

μειονέκτημά της ταυτόχρονα- βασίζεται στο γεγονός ότι η δομή μιας πρωτεΐνης είναι 

περισσότερο συντηρημένη από την αλληλουχία της. Βέβαια, έχουν αναφερθεί 

περιπτώσεις στις οποίες παρόλο που υπήρχε υψηλή ομολογία αλληλουχίας, μια σημειακή 

μετάλλαξη ήταν ικανή να προκαλέσει μεγάλη αλλαγή στη δομή της πρωτεΐνης [Glykos et 

al, 1999]. Η τεχνική αυτή αφορά την κατασκευή και ανάλυση πρωτεϊνικών μοντέλων και 

πιο συγκεκριμένα έχει τη δυνατότητα να προβλέπει την τριτοταγή δομή μιας πρωτεϊνικής 

αλληλουχίας στόχου (target) βασιζόμενη στις δομικές πληροφορίες ομόλογων πρωτεϊνών 

που αντλούνται από τη στοίχιση του στόχου με μία ή περισσότερες πρωτεΐνες γνωστής 

δομής (template) [Sali, 1995].  

Αρχικά, απαιτείται η εύρεση όσο το δυνατόν περισσότερων πρωτεϊνών με γνωστή 

δομή, οι οποίες να είναι ομόλογες με την αλληλουχία της πρωτεΐνης στόχου. Στη 

συνέχεια, παράγεται η καλύτερη δυνατή στοίχιση μεταξύ της άγνωστης αλληλουχίας-

στόχου και των αλληλουχιών των πρότυπων δομών. Έπειτα, δημιουργείται το μοντέλο 

του πρωτεϊνικού σκελετού της πρωτεΐνης-στόχου, χρησιμοποιώντας ως μήτρα τις ήδη 

γνωστές δομές. Στις περιοχές που κρίνεται αδύνατη η ακριβής μοντελοποίηση, δηλαδή 

όπου υπάρχουν κενά είτε στο στόχο είτε στο πρότυπο (με αποτέλεσμα την εμφάνιση 

εισαγωγών-διαγραφών), τα κενά αυτά μοντελοποιούνται με τη μορφή βρόχων αντίστοιχου 

μήκους (loop modeling). Τέλος, προστίθενται οι πλευρικές ομάδες των αμινοξέων στον 

πρωτεϊνικό σκελετό, βελτιστοποιείται η γεωμετρία τους, καθώς και ολόκληρη η δομή με 

μεθόδους ελαχιστοποίησης ενέργειας (energy minimization) [Sanchez & Sali, 1997/ Fiser 

& Sali, 2003]. 

Έπειτα, χρησιμοποιήσαμε συμπληρωματικά, όπου κρίθηκε απαραίτητο, τη μέθοδο 

Ab initio. Μία μέθοδο όπου οι προβλέψεις γίνονται μόνο βάσει ενός υπολογιστικού 

μοντέλου, χωρίς να γίνεται σύγκριση με τα υπάρχοντα δεδομένα. η μέθοδος στηρίζεται 

στις αρχές και στους νόμους της φύσης, χωρίς πρόσθετες παραδοχές ή ειδικά μοντέλα. 
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Εικόνα 2.2 Σχηματική αναπαράσταση των βημάτων που ακολουθούνται κατά την ομόλογη μοντελοποίηση. 

 

2.Β2.3 Αξιολόγηση και Βελτιστοποίηση του παραγόμενου 3D μοντέλου  

 

Τα παραγόμενα μοντέλα αξιολογήθηκαν εντός του πακέτου ΜΟΕ (Molecular 

Operating Environment, version 2004.03) (https://www.chemcomp.com/MOE-

Molecular_Operating_Environment.htm) βάσει της ποιότητας της αναδίπλωσης των 

αμινοξέων. Αυτή η λειτουργία βασίζεται στον αριθμό των εσωτερικών μη πολικών 

ομάδων των πλευρικών αλυσίδων, καθώς και στους δεσμούς υδρογόνου. Επιπρόσθετα, 

χρησιμοποιήθηκε το ProCheck, το οποίο ελέγχει τη στερεοχημική ποιότητα της δομής 

μιας πρωτεΐνης, αναλύοντας τη γεωμετρία αμινοξύ προς αμινοξύ, αλλά και ως σύνολο, 

προκειμένου να αξιολογήσουμε περαιτέρω την ποιότητα του κάθε ενός από τα τρία 

μοντέλα που προέκυψαν για τη δεσμίνη.  

https://www.chemcomp.com/MOE-Molecular_Operating_Environment.htm
https://www.chemcomp.com/MOE-Molecular_Operating_Environment.htm
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Εικόνα 2.3. Το διάγραμμα Ramachandran, στο οποίο διαφαίνονται οι επιτρεπτές διαμορφώσεις δευτεροταγούς 
δομής σύμφωνα με τις δίεδρες γωνίες φ και ψ που δημιουργούνται μεταξύ των αμινοξέων κατά μήκος της 

πολυπεπτιδικής αλυσίδας.  

 

Προκειμένου να είναι λειτουργική μία πρωτεΐνη πρέπει να αναδιπλωθεί σε μια 

συγκεκριμένη τρισδιάστατη δομή (φυσική κατάσταση). [Caflish, 2004] Η πρωτεϊνική 

αναδίπλωση είναι μια περίπλοκη διαδικασία, η οποία περιλαμβάνει μη ομοιοπολικές 

αλληλεπιδράσεις σε ολόκληρο το μόριο, πολλούς βαθμούς ελευθερίας και μια ισορροπία 

ανάμεσα στην συμβολή της ενθαλπίας και της εντροπίας στην ελεύθερη ενέργεια. [Dill et 

al, 1997] Η αναδίπλωση μιας πρωτεΐνης εξαρτάται από την αμινοξική σύνθεση, το 

περιβάλλον διάλυμα (σύνθεση και pH) και τη θερμοδυναμική κατάσταση (θερμοκρασία 

και πίεση). Οι αλληλεπιδράσεις που συμβαίνουν σε ατομικό επίπεδο, είναι αυτές που 

καθορίζουν την ισορροπία μεταξύ των αναδιπλωμένων και αποδιαταγμένων παραγόντων. 

Έτσι, οι υπολογιστικές προσομοιώσεις μπορούν να χρησιμοποιηθούν για να υπολογιστεί 

αυτή η ισορροπία αναδιπλωμένης/ αποδιαταγμένης δομής, ενώ παράλληλα οι 

προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής (MD, Molecular Dynamics) μπορούν να αποδώσουν 

την κινητική της διαδικασίας αναδίπλωσης. [van Gunsteren et al, 2001]  

Στην ολική ενέργεια του συστήματος, εκτός από την κινητική ενέργεια 

συμπεριλαμβάνεται και η δυναμική. Η δυναμική ενέργεια υπολογίζεται με βάση τα 

δυναμικά πεδία (force fields) ή αλλιώς εμπειρικές συναρτήσεις δυναμικής ενέργειας, τα 

οποία αποτελούνται από ένα σετ παραμέτρων και επιχειρούν να αναπαράγουν εμπειρικά 

φυσικές ιδιότητες, όπως δομικά, δυναμικά και θερμοδυναμικά δεδομένα. Υπάρχουν 

διάφορα force fields για πρωτεΐνες, όπως τα AMBER, CHARMM, OPLSAA. Η δυναμική 

ενέργεια υπολογίζεται από το άθροισμα της ενέργειας των εσωτερικών αλληλεπιδράσεων 

των δεσμικών ατόμων (γωνίες, μήκη και περιστροφές δεσμών) με την ενέργεια 

εξωτερικών αλληλεπιδράσεων (van der Waals και ηλεκτροστατικές) των μη δεσμικών 

ατόμων.   

 

Μοριακό Ηλεκτροστατικό Δυναμικό 

Το ηλεκτροστατικό δυναμικό υπολογίζεται με την επίλυση της μη γραμμικής 

εξίσωσης των Poisson-Boltzmann, χρησιμοποιώντας τη μέθοδο πεπερασμένων διαφορών, 
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όπως αυτή εφαρμόζεται στο λογισμικό Pymol. Το δυναμικό υπολογίστηκε με σημεία 

πλέγματος σε κάθε πλευρά (65, 65, 65) ενώ η παράμετρος «πλέγμα που γεμίζει με 

διαλυμένη ουσία» ορίστηκε σε 80%. Οι διηλεκτρικές σταθερές του διαλύτη και της 

διαλυμένης ουσίας ορίστηκαν αντιστοίχως σε 80.0 και 20.0. Στο σύστημα εφαρμόστηκε 

ιοντική ακτίνα αποκλεισμού 2.0Å, ιοντική ακτίνα διαλύτη 1.4Å και ιοντική ισχύς διαλύτη 

0.145Μ. Για τον υπολογισμό χρησιμοποιήσαμε το Amber99 (Assisted Model Building 

with Energy Refinement).  

 

Ελαχιστοποίηση Ενέργειας και Μοριακή Δυναμική 

Η ελαχιστοποίηση της δυναμικής ενέργειας του συστήματος έγινε εντός του 

πακέτου MOE, χρησιμοποιώντας αρχικά το Amber99 για τα δυναμικά πεδία, το οποίο 

υλοποιήθηκε εντός του ίδιου πακέτου, σε μια κλίμακα RMSD μέχρι 0.0001, ώστε να 

αφαιρέσουμε τη γεωμετρική τάση. Η κλίμακα RMSD (root-mean-square deviation) είναι 

το μέτρο της μέσης απόστασης μεταξύ των ατόμων των υπερκείμενων πρωτεϊνών. Στη 

μελέτη των σφαιρικών πρωτεϊνικών διαμορφώσεων, συνήθως μετράμε την ομοιότητα της 

τρισδιάστατης δομής μέσω του RMSD και των συντεταγμένων των Cα ατόμων, έπειτα 

από τη βέλτιστη υπέρθεση.   

Ιδιαίτερη προσοχή χρειάζεται να δοθεί στην ενυδάτωση του μορίου και την 

προσθήκη ιόντων, ώστε να προσεγγίσουμε συνθήκες όσο το δυνατόν πιο ρεαλιστικές, 

όπως αυτές που επικρατούν σε ένα φυσιολογικό υδατικό περιβάλλον. Για τον 

προσδιορισμό των ορίων του συστήματος εφαρμόζονται περιοδικές οριακές συνθήκες, 

ενώ ταυτόχρονα επιτυγχάνεται αποτελεσματικά η ελάττωση της επιφανειακής τάσης των 

μορίων νερού. Έτσι, μια προσομοίωση εκτελείται χρησιμοποιώντας ένα σχετικά μικρό 

αριθμό μορίων με τέτοιο τρόπο ώστε τα μόρια να υφίστανται δυνάμεις σαν να βρίσκονται 

σε όγκο διαλύματος. Στις περιοδικές οριακές συνθήκες, το σύστημα τοποθετείται σε ένα 

κεντρικό κουτί και θεωρείται ότι έχει απείρως πολλά είδωλα και στις τρεις διαστάσεις. Το 

κουτί αυτό μπορεί να έχει σχήμα κυβικό, εξαγωνικού πρίσματος, ρομβικού δωδεκαέδρου, 

επιμηκυμένου δωδεκαέδρου ή κολοβωμένου οκταέδρου. Προκειμένου να επιτύχουμε την 

επιθυμητή συγκέντρωση ιόντων σε ένα σύστημα, η τοποθέτηση τους γίνεται με ειδικούς 

αλγορίθμους που εμπεριέχονται στα προγράμματα μοριακής δυναμικής. 

Έτσι, το μοντέλο μας διαλυτοποιείται σε SPC νερό (simple point charge water 

model), χρησιμοποιώντας ένα κεντρικό κουτί σχήματος κολοβωμένου οκτάεδρου, το 

οποίο εκτείνεται σε 7Å σε σχέση με το μοντέλο και τα μοριακά δυναμικά έγιναν σε 

συνθήκες 300Κ, 1atm και 2fseconds με τη χρήση του NVT συνόλου σε κανονικό 

περιβάλλον. Το NVT αναφέρεται στον αριθμό των ατόμων, τον όγκο και τη θερμοκρασία, 

τα οποία και παραμένουν σταθερά καθ’ όλο τον υπολογισμό.  

Ο στόχος αυτής της ενέργειας είναι να καταλήξουμε σε μια σταθερή προσομοίωση, 

ενώ παράλληλα μας βοηθά να κατανοήσουμε τις αλλαγές που συμβαίνουν στη 

διαμόρφωση σε ατομικό επίπεδο. Τα αποτελέσματα των μοριακών δυναμικών της 

προσομοίωσης συλλέγονται σε μια βάση δεδομένων από το MOE και μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν για περαιτέρω ανάλυση.  
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2.Β3 Μελέτες σύνδεσης και αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης-πρωτεΐνης 
 

Οι μελέτες σύνδεσης (docking studies) αναφέρονται στην εφαρμογή μεθόδων 

πρόβλεψης της σύζευξης δυο μορίων. Στην περίπτωσή μας, μεταξύ δυο πρωτεϊνών. 

Πέραν, όμως, της ύπαρξης πρόσδεσης, προσδιορίζεται και ο προσανατολισμός του ενός 

μορίου σε σχέση με το άλλο, όταν επιτυγχάνεται η δημιουργία ενός σταθερού 

συμπλέγματος. Η γνώση σχετικά με τον προσανατολισμό των δυο μορίων συμβάλλει στην 

πρόβλεψη της ισχύος πρόσδεσης. Η λογική της μεθόδου, συνοψίζεται στη λύση ενός 

προβλήματος κλειδιού-κλειδαριάς (όπως για παράδειγμα στα ένζυμα), στο οποίο αυτό που 

μας ενδιαφέρει είναι η επίτευξη του σωστού προσανατολισμού του κλειδιού, ώστε να 

συνδεθεί με την κλειδαριά. Έπειτα, η λύση υποβάλλεται σε συνεχείς βελτιστοποιήσεις, 

προκειμένου να προβλεφθεί ο καλύτερος δυνατός προσανατολισμός μεταξύ των δυο 

πρωτεϊνών. Σε αυτό το στάδιο πρέπει να ικανοποιούνται δυο κριτήρια, πρώτον, στο 

σημείο πρόσδεσης τα δυο μόρια να παρουσιάζουν συμπληρωματικές επιφάνειες και, 

δεύτερον, ο προσανατολισμός τους να είναι τέτοιος ώστε η ελεύθερη ενέργεια του 

συστήματος να ελαχιστοποιείται.  

 

2.Β3.1 Ανάπτυξη 3D μοντέλων διεπαφής 

 

Οι μελέτες σύνδεσης (docking studies) μεταξύ των διαφόρων κατασκευασμένων 

μοντέλων ή κρυσταλλικών δομών πραγματοποιήθηκαν με τη βοήθεια του προγράμματος 

(αλγορίθμου) ZDOCK, έκδοση 3.0. Ενώ εν συνεχεία, το RDOCK ήταν αυτό που 

χρησιμοποιήθηκε για να ελαχιστοποιήσουμε τις σύνθετες αποδόσεις του συστήματος που 

προέκυψαν από το ZDOCK, ώστε να τις ανακατατάξουμε βάσει της εκ νέου εκτίμησης 

των ελεύθερων ενεργειών σύνδεσης. Κατά τα πειράματα σύνδεσης όλα τα μοριακά 

συστήματα υποβλήθηκαν σε εκτενείς ελαχιστοποιήσεις ενέργειας μιας κλίμακας 

G<0.0001, χρησιμοποιώντας το δυναμικό πεδίο Charmm27, όπως αυτό υλοποιείται στο 

πρόγραμμα Gromacs 4.5.5, για την ανάπτυξη της γραφικής διεπαφής μεταξύ των 

πρωτεϊνών.    
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Εικόνα 2.4 Σχηματική αναπαράσταση της μελέτης σύνδεσης μεταξύ δύο πρωτεϊνών και της δημιουργίας του 
προβλεπόμενου συμπλόκου. QPs: queries per second, T-PIP: template based protein interface prediction.  

 

2.Β3.2 Αξιολόγηση και Βελτιστοποίηση των μοντέλων διεπαφής 

 

Ενεργειακές ελαχιστοποιήσεις πριν τη δυναμική 

Η ενεργειακή ελαχιστοποίηση εφαρμόστηκε αρχικά για να απομακρύνουμε τυχόν 

εναπομείνασα γεωμετρική τάση στη δομή του αρχείου συντεταγμένων PDB. Τα 

πρωτεϊνικά σύμπλοκα υποβάλλονται σε εκτενή ενεργειακή ελαχιστοποίηση υπό τη χρήση 

του Amber99 [Hess & van der Vegt, 2006] για τα δυναμικά πεδία, όπως αυτό υλοποιείται 

στο Gromacs μέσω της ίδιας γραφικής διεπαφής που αναπτύξαμε προηγουμένως [Sellis et 

al, 2009]. Σε αυτό το στάδιο επιλέχθηκε η χρήση του implicit Generalized Born solvation, 

στην προσπάθεια να επιταχυνθεί η διαδικασία. Η implicit solvation είναι μία μέθοδος που 

παρουσιάζει το διαλύτη ως συνεχές μέσο, αντί ως επιμέρους διακριτά μόρια διαλύτη, και 
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χρησιμοποιείται συχνά στις προσομοιώσεις μοριακών δυναμικών, ενώ το πρότυπο 

Generalized Born αποτελεί προσέγγιση της εξίσωσης Poisson-Boltzmann, η οποία γίνεται 

γραμμική.  

 

Μοριακή Δυναμική 

Προκειμένου να διερευνήσουμε περαιτέρω το χώρο αλληλεπίδρασης και τη 

δυναμικότητα της διεπαφής, τα συνδεδεμένα μοριακά σύμπλοκα υποβλήθηκαν σε 

ελεύθερες προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής υπό το Gromacs, έκδοση 4.5.5. Πιο 

συγκεκριμένα, οι προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής έγιναν σε περιοδικό περιβάλλον 

(periodic boundary conditions, PBC), το οποίο στη συνέχεια διαλυτοποιήθηκε με SPC 

νερό, χρησιμοποιώντας ένα κεντρικό κουτί σχήματος κολοβωμένου οκτάεδρου έκτασης 

7Å από κάθε μόριο. Επιπρόσθετα, όπως κρίνεται απαραίτητο σε αυτές τις περιπτώσεις 

ενεργήσαμε κατάλληλα, ώστε να πετύχουμε ουδέτερο φορτίο για το σύστημα (προσθήκη 

ιόντων). Οι συνθήκες του συστήματος τέθηκαν σε 300Κ, 1atm και 2fsec.  

Σε αυτό το σημείο, εφαρμόσαμε ένα σενάριο, το οποίο ξεκινά με τη θέρμανση του 

συστήματος από 0Κ έως 300Κ και συνεχίζει με μια φάση εξισορρόπησης και μια φάση 

παραγωγής, ενώ το τελευταίο βήμα περιλαμβάνει τη ψύξη του συστήματος από 300Κ σε 

0Κ. Αναλυτικά, το στάδιο της θέρμανσης ορίζεται στα 10nsec, το οποίο ακολουθείται από 

μια φάση εξισορρόπησης των 10nsec για κάθε μοριακό σύμπλοκο, χρησιμοποιώντας το 

NVT σύνολο σε ένα κανονικό περιβάλλον. Στη συνέχεια, έχουμε μια φάση παραγωγής 

των 500nsec, χρησιμοποιώντας πάλι το NVT σύνολο. Το NVT να επαναλάβουμε ότι 

αναφέρεται στον αριθμό των ατόμων, τον όγκο και τη θερμοκρασία που παραμένουν 

σταθερά καθ’ όλο τον υπολογισμό. Τέλος, κάθε μοριακό σύστημα ψύχθηκε από 300K σε 

0Κ, σε ένα στάδιο ψύξης για άλλα 10nsec. 

Τα αποτελέσματα που προέκυψαν από τις προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής, 

συλλέχθηκαν σε μια βάση δεδομένων για επιπλέον ανάλυση. 

 

Ανάλυση μετά τη μοριακή δυναμική – Οπτικοποίηση των μοντέλων διεπαφής 

Η οπτικοποίηση σε υψηλής ανάλυσης 3D εικόνων των πρωτεϊνών έγινε 

χρησιμοποιώντας το PyMol [DeLano, 2002], ενώ με τη βοήθεια του Deep-View 

υπολογίσαμε την απόσταση RMS (root-mean-square) και τον αριθμό των Ca ατόμων 

[Guex & Peitsch, 1997]. Έτσι, η ανάλυση των αποτελεσμάτων της μοριακής δυναμικής 

επικεντρώθηκε στις δομικές αποκλίσεις των μοριακών συστημάτων από την πρότυπη 

διαμόρφωσή τους. Οι τελικές διαμορφώσεις αξιολογήθηκαν εντός του πακέτου Gromacs 

που εκτιμά την ποιότητα της αναδίπλωσης των αμινοξέων. Αυτή η λειτουργία βασίζεται 

στον αριθμό των εσωτερικών μη πολικών ομάδων των πλευρικών αλυσίδων, καθώς και 

στους δεσμούς υδρογόνου. Επιπλέον, τα προγράμματα ProCheck [Laskowski et al, 1996] 

και Verify3D [Bowie et al, 1991], χρησιμοποιήθηκαν για τον ποιοτικό προσδιορισμό της 

δομικής βιωσιμότητας του κάθε πρωτεϊνικού συμπλόκου, όπως προέκυψε από τις 

προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής. Τέλος, η απεικόνιση των μοριακών συστημάτων 

αποδόθηκε με τη βοήθεια του Chimera [Pettersen et al, 2004].      
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Αποτελέσματα 

3.1 Ανάλυση με σύστημα διπλού υβριδίου ζύμης έδειξε ότι η 

δεσμίνη αλληλεπιδρά με την NDUFS2 και τη saposin D 
 

H μεθοδολογία «yeast two hybrid system» (σύστημα διπλού υβριδίου ζύμης), 

χρησιμοποιεί τη σύντηξη κυττάρων ζύμης για την εύρεση πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων. 

Έτσι, με τη μεθοδολογία αυτή προέκυψαν σημαντικά ευρήματα, καθώς μία πληθώρα 

πρωτεϊνών φάνηκε να αλληλεπιδρά με τη δεσμίνη και συγκεκριμένα με το αμινοτελικό 

άκρο της δεσμίνης (Head-NH2, 1-109aa). Μεταξύ των πρωτεϊνών που βρέθηκαν να 

αλληλεπιδρούν, εν δυνάμει τουλάχιστον, με την περιοχή κεφαλή της δεσμίνης ήταν η 

πρωτεΐνη saposin-D (κλώνος Η145.1, αδημοσίευτα αποτελέσματα εργαστηρίου Δρ. 

Μαυροειδή) και η πρωτεΐνη NDUFS2 (NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 

2, 49kDa, κλώνος H111.9) όπως απεικονίζεται στην Εικόνα 3.1. 

 

Εικόνα 3.1 Αλληλεπιδρώντες με την περιοχή κεφαλή της δεσμίνης πρωτεΐνες σύμφωνα με τη μεθοδολογία yeast to 
hybrid. 

 

Επιπλέον, αποτελέσματα του εργαστηρίου έχουν δείξει την αλληλεπίδραση της 

περιοχής κεφαλή της δεσμίνης με τη saposin-D in vitro μέσω της μεθόδου GST pull 

down, όπως μπορούμε να διακρίνουμε στην Εικόνα 3.2. 
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Εικόνα 3.2 Ανοσοαποτύπωση κατά Western έναντι της δεσμίνης, όπου διαπιστώνουμε ότι η αλληλεπίδρασή της με 
τον κλώνο 145 οφείλεται στο τμήμα που αντιστοιχεί στην saposin-D (1337-1564aa). Το αποτέλεσμα είναι ειδικό και 

αξιόπιστο, καθώς φαίνεται ότι η δεσμίνη δεν αλληλεπιδρά με τη GST. 

 

3.2 Επιβεβαίωση αλληλεπίδρασης της δεσμίνης με την NDUFS2 
 

 Η αλληλεπίδραση της δεσμίνης με την NDUFS2, στην παρούσα εργασία, 

επιβεβαιώνεται και in vitro με τη μέθοδο GST pull-down. Για να το επιτύχουμε αυτό 

εκφράσαμε τη δεσμίνη ως χιμαιρική πρωτεΐνη με την τρανσφεράση της γλουταθειόνης 

(GST) σε βακτήρια BL21 και παράλληλα χρησιμοποιήσαμε ως πηγή NDUFS2 πρωτεϊνικά 

εκχυλίσματα από καρδιακούς ιστούς μυών. Για την έκφραση των χιμαιρικών πρωτεϊνών 

ακολουθήθηκε η πορεία που περιγράφεται στο παρακάτω σχήμα: 

 

Εικόνα 3.3 Περιγραφή των βημάτων που ακολουθήσαμε για την επιβεβαίωση της αλληλεπίδρασης της δεσμίνης με 
την NDUFS2. Από τη στιγμή που είχαμε το πλασμίδιο pGEX5x.1-desmin για την έκφραση και απομόνωση της 



50 
 

χιμαιρικής πρωτεΐνης GST-desmin, μέχρι την πραγματοποίηση της μεθόδου GST-pull down και την εφαρμογή της 
ανοσοαποτύπωσης κατά Western έναντι της NDUFS2.  

 

3.2.1 Παραγωγή του πλασμιδίου pGEX5x.1-desmin 
 

Για τη σύνδεση του ενθέματος (cDNA δεσμίνης ποντικιού) στο φορέα (pGEX5x.1), 

κατασκευάστηκε με PCR το cDNA δεσμίνης ποντικιού που περιείχε στα άκρα του τις 

θέσεις για τα ένζυμα περιορισμού EcoRI και BamHI. Κατόπιν, τόσο στο cDNA της 

δεσμίνης, όσο και στο πλασμίδιο pGEX5x.1 έγινε πέψη με τα ένζυμα περιορισμού EcoRI 

και BamHI. Αφού απομονώθηκαν και καθαρίστηκαν από πήκτωμα αγαρόζης, όπως 

περιγράφεται στην πειραματική πορεία (βλ. παράγραφο 2.Α4) έγινε αντίδραση σύνδεσης 

με λιγάση (βλ. παράγραφο 2.A5). Έπειτα, ακολούθησε μετασχηματισμός σε DH5a 

δεκτικά κύτταρα με τη συγκεκριμένη αντίδραση σύνδεσης, προκειμένου να 

κλωνοποιήσουμε το cDNA της δεσμίνης στο φορέα (pGEX5x.1). Τα βακτήρια 

επωάστηκαν στους 37ºC και από τις αποικίες που αναπτύχθηκαν, επιλέχθηκαν μοναδικές 

αποικίες, από τις οποίες έγινε απομόνωση πλασμιδίου μικρής κλίμακας, σύμφωνα με το 

πρωτόκολλο που αναφέρεται στην πειραματική πορεία (βλ. παράγραφο 2.Α8) και στη 

συνέχεια, έγινε διαγνωστική πέψη με EcoRI και BamHI για να βρεθούν οι κλώνοι που 

περιείχαν το ένθεμα της δεσμίνης. 

Τέλος, για επιβεβαίωση, προσδιορίσαμε τη νουκλεοτιδική αλληλουχία του 

πλασμιδιακού DNA που απομονώσαμε και αποδείχθηκε ότι πράγματι ο φορέας έφερε σε 

κάθε περίπτωση το γονίδιο της δεσμίνης στο σωστό αναγνωστικό πλαίσιο (βλ. παράγραφο 

2.Α9).  

 

3.2.2 Έκφραση της χιμαιρικής πρωτεΐνης GST-desmin 
 

Εφόσον, το πλασμίδιο pGEX5x.1-desmin επιβεβαιώθηκε και με τον προσδιορισμό 

της αλληλουχίας, ότι έχει τη σωστή αλληλουχία και στο σωστό αναγνωστικό πλαίσιο, 

χρησιμοποιήθηκε για το μετασχηματισμό BL21 βακτηριακών στελεχών. Τα βακτηριακά 

αυτά στελέχη είναι κατάλληλα για την έκφραση χιμαιρικών πρωτεϊνών, καθώς στερούνται 

πρωτεασών που θα μπορούσαν να αποικοδομήσουν τις παραγόμενες πρωτεΐνες. Μετά το 

μετασχηματισμό των BL21 βακτηρίων με τα pGEX5x.1-desmin και pGEX5x.1, 

ακολούθησε η παραγωγή -έκφραση και απομόνωση- των χιμαιρικών βακτηριακών 

πρωτεϊνών σύμφωνα με το πρωτόκολλο που περιγράφεται στην πειραματική πορεία (βλ. 

παράγραφο 2.Α10). Για τη συνέχεια των πειραμάτων χρησιμοποιήθηκαν τα πρωτεϊνικά 

βακτηριακά εκχυλίσματα των GST-desmin και GST, τα οποία ήταν απαλλαγμένα από την 

ουρία, προέρχονταν από το υπερκείμενο της τελικής φυγοκέντρησης (μετά και τη δεύτερη 

διαπίδυση, βλ παράγραφο 2.Α11) και η ανάλυσή τους με SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση 

παρουσιάζεται στην Εικόνα 3.4. 
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Εικόνα 3.4 SDS-PAGE ανάλυση των πρωτεϊνικών βακτηριακών εκχυλισμάτων των δειγμάτων: GST και GST-desmin, 
στα 26kDa και 79kDa αντίστοιχα, τα οποία ήταν απαλλαγμένα από την ουρία, δηλαδή προέρχονταν από το 

υπερκείμενο της τελικής φυγοκέντρησης κατά τη διαδικασία της απομόνωσης, μετά και τη δεύτερη διαπίδυση. 

 

3.2.3 Απομόνωση πρωτεϊνικού εκχυλίσματος 
 

Ως πηγή NDUFS2, για την επιβεβαίωση της αλληλεπίδρασής της με τη δεσμίνη σε 

πειράματα GST pull-down, χρησιμοποιήθηκε η ΝDUFS2 που περιλαμβάνεται στο ολικό 

πρωτεϊνικό εκχύλισμα από καρδιακό ιστό μυών και προέκυψε σύμφωνα με τη διαδικασία 

που περιγράφεται στο πειραματικό μέρος (βλ παράγραφο 2.Α2). Γεγονός που 

επιβεβαιώνεται από την ανοσοαποτύπωση κατά Western έναντι της πρωτεΐνης NDUFS2 

στα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα που προέκυψαν τόσο από desmin null όσο και wild type 

ιστούς (Εικόνα 3.5). 

 

3.2.4 GST pull-down 
 

Για την πραγματοποίηση του in vitro πειράματος για την εύρεση της πιθανής 

αλληλεπίδρασης της δεσμίνης με την μιτοχονδριακή πρωτεΐνη NDUFS2, η χιμαιρική 

βακτηριακή πρωτεΐνη GST-desmin και η GST (πείραμα ελέγχου), προσδέθηκαν σε 

σφαιρίδια γλουταθειόνης σεφαρόζης. Εν συνεχεία, οι προσδεμένες πρωτεΐνες επωάστηκαν 

με ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισμα από καρδιακό ιστό μυών (ως πηγή NDUFS2), όπως 

αναλύεται στην πειραματική πορεία (βλ παράγραφο 2.Α12). Ύστερα από τις απαραίτητες 

εκπλύσεις, οι προσδεμένες αλληλεπιδρώντες χιμαιρικές πρωτεΐνες εκλούστηκαν από τα 

σφαιρίδια γλουταθειόνης-σεφαρόζης με βρασμό και SDS-sample buffer και η πρόσδεση 

της NDUFS2 πιστοποιήθηκε με ανοσοαποτύπωση κατά Western (Εικόνα 3.5). Ως πρώτο 

αντίσωμα χρησιμοποιήθηκε το goat anti-NDUFS2 (Thermo Scientific, PA5-19342) σε 

5%milk σε PBS, 0,01% Tween-20 με αραίωση 1:400. Η επώαση με το πρώτο αντίσωμα 

έγινε στους 4ºC για 16h.  
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Εικόνα 3.5 Ανοσοαποτύπωση κατά Western έναντι της NDUFS2 των δειγμάτων που προέκυψαν από τη μέθοδο 
GST-pull down, ακολουθούν ολικά πρωτεϊνικά καρδιακά εκχυλίσματα από des -/- και WT ζώα, με τα πρώτα 

μάλιστα να έχουν χρησιμοποιηθεί ως πηγή NUFS2 στην πειραματική διαδικασία.    

 

Όπως φαίνεται και στην Εικόνα 3.5, η NDUFS2 έχει προσδεθεί ειδικά στη χιμαιρική 

βακτηριακή πρωτεΐνη GST-desmin, ενώ δεν υπάρχει δέσμευση της NDUFS2 στη GST 

βακτηριακή πρωτεΐνη (πείραμα ελέγχου). Επίσης στο παραπάνω ανοσοτύπωμα αλλά και 

ανάλυση σε άλλα καρδιακά εκχυλίσματα από des -/- και WT ζώα (n=3) έδειξε ότι η 

έκφραση της NDUFS2 στην καρδιά ποντικιών αγρίου τύπου (WT) είναι 1.6 φορές 

περισσότερη σε σύγκριση με τα αντίστοιχα δείγματα από ζώα με έλλειψη δεσμίνης. 

 

3.3 Προσπάθεια έκφρασης της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης ως 

GST-desminHead χιμαιρική πρωτεΐνη 
 

Εφόσον, η μέθοδος yeast two hybrid μας υπέδειξε ότι το αμινοτελικό άκρο (περιοχή 

κεφαλή) είναι το τμήμα της δεσμίνης που αλληλεπιδρά με τις πρωτεΐνες που μελετάμε, 

θελήσαμε να εκφράσουμε την περιοχή κεφαλή της δεσμίνης ως GST-desminHead 

χιμαιρική πρωτεΐνη, προκειμένου να εξακριβώσουμε την ειδική αυτή αλληλεπίδραση.  

Αρχικά, πάλι με PCR κατασκευάσαμε την αλληλουχία (78-403bp) που αντιστοιχεί 

στην περιοχή κεφαλή της δεσμίνης έχοντας βάλει στα άκρα τις θέσεις περιορισμού EcoRI 

και BamHI. Ομοίως, έγινε ένθεση στο πλασμίδιο pGEX5x.1 στις θέσεις περιορισμού 

EcoRI και BamHI και αφού απομονώσαμε κλώνους στους οποίους πιστοποιήσαμε το 

σωστό αναγνωστικό πλαίσιο με αλληλούχηση DNA, στη συνέχεια, θελήσαμε να 

εκφράσουμε τη χιμαιρική πρωτεΐνη GST-desminHead σε βακτηριακά στελέχη BL21, 

όπως κάναμε και με ολόκληρη τη δεσμίνη. Όμως, όπως φάνηκε με ανάλυση σε πήκτωμα 

πολυακρυλαμιδίου και χρώση με coomassie, ακόμα και κάτω από διαφορετικές συνθήκες 

απομόνωσης (θερμοκρασία, συγκέντρωση IPTG, χρόνοι επώασης) δεν καταφέραμε να 

εκφράσουμε την κεφαλή της δεσμίνης ως χιμαιρική πρωτεΐνη με την GST. 
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3.4 Εντοπισμός της NDUFS2, της saposin-D και της δεσμίνης σε 

καρδιομυοκύτταρα με ανοσοφθορισμό 
 

Όπως έχουμε αναφέρει και στο σκοπό, επιθυμούμε να διερευνήσουμε περαιτέρω 

την κυτταρική κατανομή και τον πιθανό συνεντοπισμό της δεσμίνης με την NDUFS2 και 

τη saposin-D. Αυτό το επιτύχαμε, εφαρμόζοντας τη μέθοδο του ανοσοφθορισμού έναντι 

της πρωτεΐνης NDUFS2 και έναντι της πρωτεΐνης saposin-D αλλά και δεσμίνης, όπως 

έχουμε περιγράψει στο πειραματικό μέρος (βλ. παράγραφο 2.Α16), σε τομές καρδιών 

ενήλικων αρουραίων (Εικόνες 3.6 και 3.7).  

 

 

Εικόνα 3.6 Εντοπισμός δεσμίνης (πράσινη) και NDUFS2 (κόκκινη) σε τομές καρδιών αρουραίων. Η δεσμίνη 
εντοπίζεται στους εμβόλιμους δίσκους (αστέρι) και στους z-δίσκους (τρίγωνα). Η NDUFS2 ως συστατικό των 

μιτοχονδρίων εντοπίζεται σε κατά μήκος σχηματισμούς (βέλη) παράλληλους και μεταξύ των μυοϊνιδίων. 
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Εικόνα 3.7 Εντοπισμός δεσμίνης (πράσινη) και saposin D (κόκκινη) σε τομές καρδιών αρουραίων. Η δεσμίνη συν-
εντοπίζεται με την saposin-D στους z-δίσκους (βέλη). Επίσης, παρατηρείται έντονη παρουσία της saposin D στα 

αιμοφόρα αγγεία, όπου συνεντοπίζεται με τη δεσμίνη προφανώς στα λεία μυϊκά κύτταρα (πάνω δεξιά, αστέρι). 

 

3.5 Βιοπληροφορική Ανάλυση 
 

Προκειμένου να αναλύσουμε περαιτέρω την αλληλεπίδραση της περιοχής κεφαλή 

(head domain) της δεσμίνης, σε ατομικό επίπεδο, τόσο με την NDUFS2 όσο και με την 

saposin-D, επιχειρήσαμε μια in silico προσέγγιση, χρησιμοποιώντας αλγορίθμους 

πρόβλεψης των τριτοταγών δομών τους, καθώς μόνο για την saposin-D υπάρχει 

κρυσταλλική δομή.  

 

3.5.1 Φυλογενετική ανάλυση της αλληλουχίας της περιοχής κεφαλή 

των ενδιάμεσων ινιδίων τύπου ΙΙΙ 
 

Αρχικά, θελήσαμε να διερευνήσουμε τη φυλογενετική σχέση μεταξύ των ειδών των 

αλληλουχιών της περιοχής κεφαλή σε όλα τα ενδιάμεσα ινίδια τύπου ΙΙΙ, στα οποία 

ανήκει η πρωτεΐνη ενδιαφέροντός μας, δεσμίνη, καθώς και οι πρωτεΐνες: glial fibrillary 

acidic protein, vimentin, peripherin και alpha-internexin. 



55 
 

 

Εικόνα 3.8  Α. Φυλογενετικό δένδρο για την αλληλουχία της περιοχής της κεφαλής των ενδιάμεσων ινιδίων τύπου 
ΙΙΙ P (INA: α-internexin, GFAP: glial fibrillary acidic protein, desmin, vimentin και peripherin) μεταξύ των ειδών. Β. 
Δύο περιοχές με μεγάλη ομολογία (motif-1 και λιγότερο για το motif-2) εντοπίστηκαν στις αλληλουχίες της 
περιοχής κεφαλή των ενδιάμεσων ινιδίων τύπου ΙΙΙ. 

 

Από την ανάλυση φαίνεται ότι φυλογενετικά (όσον αφορά τουλάχιστον την 

αλληλουχία της περιοχής κεφαλή) οι πρωτεΐνες vimentin και α-internexin βρίσκονται πιο 

κοντά, όπως και η glial fibrillary acidic protein, με την peripherin. Η δεσμίνη, από την 

άλλη, φαίνεται να συνδέεται περισσότερο με την ομάδα των vimentin και alpha-internexin 

(Εικονα 3.8Α). Επίσης, εντοπίστηκαν και δύο περιοχές (Εικονα 3.8Β και 3.9) με μεγάλη 

ομολογία στην αλληλουχία τους ιδιαίτερα για το motif-1 και λιγότερο για το motif-2.   

 

Α Β 
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Εικόνα 3.9 Πολλαπλή στοίχιση των αλληλουχιών της περιοχής της κεφαλής των ενδιάμεσων ινιδίων τύπου ΙΙΙ 
(desmin, vimentin, alpha-internexin, peripherin και glial fibrillary acidic protein) που χρησιμοποιήθηκε για την 

κατασκευή του φυλογενετικού δένδρου. 
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3.5.2 Το 2D μοντέλο της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης 
 

Σύμφωνα με την εφαρμογή της αμινοξικής αλληλουχίας της περιοχής κεφαλή της 

δεσμίνης στον αλγόριθμο Jpred4 προέκυψε η πιθανή δόμηση της δευτεροταγούς δομής 

της (Εικόνα 3.10). Παρατηρούμε ότι κατά μήκος της αλληλουχίας υπάρχουν τρία β-

πτυχωτά φύλλα, εκ των οποίων μόνο για το ένα μπορούμε να είμαστε πιο σίγουροι, 

εφόσον παρουσιάζει τα ανάλογα υψηλά ποσοστά αξιοπιστίας, καθώς και την ύπαρξη μίας 

μόνο α-έλικας και μάλιστα με υψηλά ποσοστά αξιοπιστίας.  

 

 

Εικόνα 3.10 Πιθανή δόμηση της δευτεροταγούς δομής της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης. Με πράσινο 
απεικονίζονται οι δομές β-πτυχωτών φύλλων, ενώ με κόκκινο οι α-έλικες.  

 

 

3.5.3 Το 3D μοντέλο της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης 

 

Επιθυμώντας, την περαιτέρω ανάλυση της διαμόρφωσης στο χώρο της περιοχής 

κεφαλή της δεσμίνης, προχωρήσαμε στη δημιουργία ενός 3D μοντέλου, μέσω ομόλογης 

μοντελοποίησης και Ab-initio.  

Όπως προέκυψε από τη στοίχιση, η κρυσταλλική δομή του ενζύμου methylmalonyl-

CoA mutase βακτηριακής προέλευσης, χρησιμοποιήθηκε ως μήτρα για την ομόλογη 

μοντελοποίηση της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης (RCSB entry: 1REQ). Η ταυτοποίηση 

και η ομοιότητα της αλληλουχίας ήταν 31% και 44% αντιστοίχως (Εικόνα 3.11), ποσοστά 

τα οποία οριακά μας επιτρέπουν να λάβουμε υπόψη και να συνεχίσουμε στα συμβατικά 

πρωτόκολλα ομολογίας.  

 

 

Εικόνα 3.11 Στοίχιση της αλληλουχίας της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης με τμήμα της περιοχής Β της μουτάσης 
του μεθυλομαλονυλο-CoA βακτρηιακής προέλευσης, όπως αυτή προέκυψε από την εφαρμογή του αλγορίθμου 

blastp. 
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Για την παραγωγή του 3D μοντέλου της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης 

χρησιμοποιήσαμε τρεις αλγορίθμους. Αρχικά, του πακέτου ΜΟΕ (2004.03) και 

συμπληρωματικά του Ab-initio για την κάλυψη των κενών στη στοίχιση, καθώς και του 

ProCheck για την εκτίμηση της γεωμετρίας του μοντέλου που προέκυψε, όπως έχουμε 

ήδη περιγράψει στην πειραματική πορεία (βλ. παράγραφο 2.Β1.2 και 2.Β1.3). 

Έπειτα, το παραγόμενο μοντέλο υποβλήθηκε και στον αλγόριθμο του Verify3D για 

πιο ενδελεχή αξιολόγηση. Το Verify3D αξιολόγησε τη συμβατότητα του 3D μοντέλου με 

το 3D μοντέλο της κεφαλής της δεσμίνης, με τη δική της αλληλουχία αμινοξέων. Με 

βάση τη θέση και το περιβάλλον, εκχωρείται για κάθε αμινοξύ μια δομική κλάση. Μια 

συλλογή από δομές αναφοράς χρησιμοποιείται σαν μάρτυρας (control), ώστε να 

υπολογιστεί μια βαθμολογία για κάθε αμινοξύ. Το μοντέλο της κεφαλής της δεσμίνης 

κυμαινόταν από +0,45 έως +0,71. Το αποτέλεσμα αυτό, επιβεβαιώνει ότι το μοντέλο μας 

είναι υψηλής ποιότητας, καθώς οι βαθμολογίες κάτω του +0,1 είναι αυτές που 

υποδηλώνουν σοβαρά προβλήματα στο μοντέλο.      

Το 3D ομόλογο μοντέλο της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης αποτελείται από μια 

σειρά από μοτίβα α-ελίκων που περιβάλλουν ένα κεντρικό μοτίβο, αποτελούμενο από δύο 

παράλληλα β-πτυχωτά φύλλα. Η πλειονότητα των α-ελίκων είναι σχετικά μικρού μήκους, 

το οποίο κυμαίνεται από 5-6 μέχρι 10-12 αμινοξέα. Βέβαια, να αναφέρουμε ότι 

παρατηρείται μια εξαίρεση α-έλικας με σημαντικά μεγαλύτερο μήκος στη 

μοντελοποιημένη 3D δομή της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης (Εικόνα 3.12).   

 

   

Εικόνα 3.12 Το παραγόμενο 3D μοντέλο, υπό διαφορετικές γωνίες, της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης, όπως 
προέκυψε από την ομόλογη μοντελοποίηση και την Ab-initio (με καφέ χρώμα), όπου διακρίνονται ξεκάθαρα 

οι δομές α-ελίκων και β-πτυχωτών φύλλων.  

 

3.5.4 Το 3D μοντέλο της NDUFS2 και η κρυσταλλική δομή της 

Saposin D 
 

Από τη μία, το ομόλογο μοντέλο του κλώνου-111.9 (NDUFS2, NM_004550) 

κατασκευάστηκε με παρόμοιο τρόπο, όπως περιγράφηκε προηγουμένως για την 
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περιοχή κεφαλή της δεσμίνης, με την προϋπόθεση ότι ως μήτρα χρησιμοποιήθηκε η 

κρυσταλλική δομή της υδρόφιλης περιοχής του αναπνευστικού συμπλόκου Ι από τον 

μικροοργανισμό Thermus Thermophilus (RCSB entry: 2FUG). Η αλληλουχική 

ταυτότητα και ομοιότητα είναι 46% και 66% αντιστοίχως. Στην Εικόνα 3.13 φαίνεται 

το 3D ομόλογο μοντέλο της NDUFS2, όπως αυτό προέκυψε κατά την ομόλογη 

μοντελοποίηση. 

 

 

Εικόνα 3.13 Το 3D μοντέλο της NDUFS2, όπως προέκυψε από την ομόλογη μοντελοποίηση.  

 

Από την άλλη, βρέθηκε ότι η 3D δομή της πρωτεΐνης του κλώνου-145.1 

(prosaposin, NM_002778) έχει προσδιοριστεί κρυσταλλογραφικά (RCSB entry: 

3BQP). Βέβαια, μόνο ένα μέρος ολόκληρης της πρωτεΐνης prosaposin έχει 

κρυσταλλοποιηθεί και έχει δομικά προσδιοριστεί μέσω κρυσταλλογραφίας ακτινών-

X (Εικόνα 3.14). Παρόλα αυτά, η νουκλεοτιδική αλληλουχία που κυμαίνεται στις 

1337-1562 βάσεις, η οποία καλύπτει πλήρως την πρωτεΐνη saposin-D που βρέθηκε να 

αλληλεπιδρά με την περιοχή κεφαλή της δεσμίνης μέσω μεθόδων yeast to hybrid και 

GST-pull down, ανήκει στο αναλυθέν τμήμα του κρυστάλλου. 

 



60 
 

 

Εικόνα 3.14 Η 3D δομή της saposin-D, όπως έχει προσδιοριστεί κρυσταλλογραφικά (από Popovic & Prive, 
2008) 

 

Στη συνέχεια, το παραχθέν ομόλογο μοντέλο και η δομή κρυστάλλου ακτίνων-

Χ, προετοιμάστηκαν κατάλληλα για το πείραμα σύνδεσης που ακολουθήθηκε με το 

ομόλογο μοντέλο της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης. 

 

 

3.5.5 Μοριακή Σύνδεση του 3D μοντέλου της περιοχής κεφαλή της 

δεσμίνης και του 3D μοντέλου της NDUFS2 
 

Τα πειράματα μοριακής σύνδεσης πραγματοποιήθηκαν σε δυο στάδια. Πρώτα, 

χρησιμοποιήθηκε ο αλγόριθμος Zdock για την επιλογή της εύλογα αποδεκτής 

διαμόρφωσης μεταξύ της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης και των μοριακών εταίρων 

της. Ύστερα, εφαρμόστηκε σε κάθε σύστημα μοριακού συμπλόκου ένας αλγόριθμος 

ελαχιστοποίησης ενέργειας χωρίς περιορισμούς, προκειμένου να εξαλείψουμε τυχόν 

γεωμετρικές τάσεις των αμινοξέων από την προηγούμενη φάση σύνδεσης. 

Το πείραμα σύνδεσης απέδωσε μόνο μία βιώσιμη λύση ως πιθανή 

αλληλεπίδραση μεταξύ της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης και της NDUFS2 (Εικόνα 

3.15). Η διεπαφή περιλαμβάνει τη δημιουργία μιας δέσμης τριών α-ελίκων, 

αποτελούμενη από μία α-έλικα από τη δεσμίνη και δύο α-έλικες από την NDUFS2 

(Εικόνα 3.16). Η αλληλεπίδραση επιτελείται από μια σειρά τόσο δεσμών υδρογόνου 

όσο και υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων. Το μοριακό σύστημα, το οποίο είχε ήδη 

υποβληθεί σε ελαχιστοποίηση ενέργειας, εκτέθηκε στην ενσωματωμένη ενότητα 

Ligplot 2D μοριακής απεικόνισης του MOE (Εικόνα 3.18). Τέλος, διαπιστώσαμε ότι 

οι μόνοι δεσμοί υδρογόνου που προσδίδουν σταθερότητα, βρίσκονται στα άκρα της 

α-έλικας της κεφαλής της δεσμίνης με τα αντίστοιχα αμινοξέα σε άμεση γειτνίαση 

της NDUFS2. Ο κύριος κορμός της διεπαφής σταθεροποιείται μέσω υδρόφοβων 
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αλληλεπιδράσεων που διαμορφώνονται στον εσωτερικό χώρο της δέσμης των τριών 

α-ελίκων.  

 

 

Εικόνα 3.15 Απεικόνιση της μοριακής αλληλεπίδρασης/ διεπαφής μεταξύ της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης 
(πράσινο) με την NDUFS2 (κόκκινο).  

 

Εικόνα 3.16 Απεικόνιση του σχηματισμού της δέσμης μεταξύ των τριών α-ελίκων, εκ των οποίων οι δυο 
ανήκουν στη NDUFS2 (κόκκινο) και η μία στην περιοχή κεφαλή της δεσμίνης (πράσινο). 

 

Σε μια προσπάθεια να ισχυροποιήσουμε αυτή την άποψη, το ενεργειακά 

ελάχιστο μοριακό σύμπλοκο τέθηκε σε ένα δοκιμαστικό τεστ, υποβάλλοντάς το σε 

προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής. Το αποτέλεσμα επιβεβαίωσε το πρότυπο 

αλληλεπίδρασης που αναπτύξαμε προηγουμένως (Εικόνα 3.18). Πράγματι, η δεσμίνη 

φαίνεται να δημιουργεί ένα δεσμό υδρογόνου μεταξύ της Arg16 και της His199 από 

την NDUFS2. Ομοίως, ένας άλλος δεσμός υδρογόνου δημιουργείται μεταξύ της 

Ser32 και των Arg281 και Arg284 (Εικόνα 3.17). Να αναφέρουμε δε, ότι η δεσμίνη 

φέρει δυο πανομοιότυπα πολικά αμινοξέα σε κάθε αλληλεπιδρών άκρο της α-έλικας. 

Αυτό πιστεύεται ότι ανταποκρίνεται σε ένα μηχανισμό συντήρησης έναντι τυχαίων 

δυσλειτουργιών ή μεταλλάξεων που θα μπορούσαν να διαταράξουν τις ιδιότητες και 

ικανότητες αλληλεπίδρασης της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης.      
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Εικόνα 3.17 Η αλληλεπίδραση της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης με την NDUFS2. Σημειώνεται ότι, η Arg16 
βρίσκεται δίπλα στην Arg15 και η Ser32 βρίσκεται δίπλα στη Ser31. Αυτό είναι ένα μέτρο ασφαλείας που 

εξασφαλίζει τη βιωσιμότητα της αλληλεπίδρασης του δεσμού υδρογόνου σε περίπτωση μεταλλαγής ή 
έλλειψης είτε της Arg16 είτε της Ser32. Ο πυρήνας της αλληλεπιδρώσας α-έλικας της περιοχής κεφαλή της 
δεσμίνης αποτελείται από μία σειρά τριών γλυκινών (Gly20, Gly23 και Gly27), η οποία συνεισφέρει τόσο 

στερεοχημικά όσο και ηλεκτροχημικά στη σταθεροποίηση της διεπαφής.  
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Εικόνα 3.18 Μοριακή απεικόνιση μέσω του 2D Ligplot της αλληλεπίδρασης μεταξύ της περιοχής κεφαλή της 
δεσμίνης και της NDUFS2. (A) Ειδικές αλληλεπιδράσεις μετά το πείραμα σύνδεσης, πριν τις προσομοιώσεις 
μοριακής δυναμικής. Όπως φαίνεται, μόνο οι δεσμοί υδρογόνου βρίσκονται στις εξωτερικές πλευρές της 

αλληλεπιδρώσας α-έλικας της δεσμίνης. (B) Παρομοίως, μόνο αυτές είναι οι αλληλεπιδράσεις μετά τη 
προσομοίωση μοριακής δυναμικής. Είναι ξεκάθαρο, ότι οι δεσμοί υδρογόνου διατήρησαν επιτυχώς τη 

δύναμη/ τη θέση τους μετά την προσομοίωση. Να σημειωθεί δε, ότι ο χάρτης αλληλεπίδρασης έχει στραφεί 
οριζόντια μέσω του Ligplot. 

  

3.5.6 Μοριακή Σύνδεση του 3D μοντέλου της περιοχής κεφαλή της 

δεσμίνης με τη saposin-D 
 

Το πείραμα μοριακής σύνδεσης της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης με την 

saposin-D έδωσε και αυτό μόνο μία βιώσιμη διαμόρφωση που να ευνοεί την 

αλληλεπίδραση των δυο δομών (Εικόνα 3.19). Να σημειώσουμε, βέβαια, ότι η 

αξιοπιστία του πειράματος σύνδεσης αυξάνει δραματικά από τη στιγμή που η 3D 

δομή της saposin-D έχει προσδιοριστεί μέσω κρυσταλλογραφίας ακτίνων-Χ. 

Εξαιρετικό είναι δε, το γεγονός ότι, αυτή η μοναδική απόδοση αλληλεπίδρασης, 

ακολουθεί το ίδιο πρότυπο με το σύμπλοκο της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης με την 
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NDUFS2, δηλαδή τη δημιουργία μιας δέσμης τριών α-ελίκων που σταθεροποιείται 

από το συνδυασμό δεσμών υδρογόνου και υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων. Οι δεσμοί 

υδρογόνου δομούνται πάλι στα άκρα της αλληλεπιδρώσας α-έλικας της κεφαλής της 

δεσμίνης, ενώ στον πυρήνα την αλληλεπίδρασης των δυο πρωτεϊνών εδρεύουν 

κυρίως υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις.  

 

 

Εικόνα 3.19 Απεικόνιση της μοριακής αλληλεπίδρασης/ διεπαφής μεταξύ της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης 
(πράσινο) με τη saposin-D (κόκκινο). 

 

Παρομοίως, το ενεργειακά ελάχιστο μοριακό σύμπλοκο τέθηκε σε ένα 

δοκιμαστικό τεστ, υποβάλλοντάς το σε προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής. Το 

αποτέλεσμα επιβεβαίωσε και πάλι το πρότυπο αλληλεπίδρασης που αναπτύξαμε 

προηγουμένως (Εικόνα 3.20). Πράγματι, η δεσμίνη φαίνεται να δημιουργεί πάλι ένα 

δεσμό υδρογόνου μεταξύ της Arg16 και της Glu33 από την saposin D. Και ομοίως, ο 

δεύτερος δεσμός υδρογόνου δημιουργείται μεταξύ της Ser32 και των αμινοξέων 

Lys45/Asp48 από την saposin D.  
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Εικόνα 3.20 Μοριακή απεικόνιση μέσω του 2D Ligplot της αλληλεπίδρασης μεταξύ της περιοχής κεφαλή της 
δεσμίνης και της saposin-D. (A) Ειδικές αλληλεπιδράσεις μετά το πείραμα σύνδεσης, πριν τις προσομοιώσεις 
μοριακής δυναμικής. Οι μόνοι δεσμοί υδρογόνου εντοπίζονται μεταξύ Arg16 και Glu33 και μεταξύ Ser32 και 
Lys45/Asp48.  (B) Παρομοίως, μόνο αυτές είναι οι αλληλεπιδράσεις μετά τη προσομοίωση μοριακής 
δυναμικής. Είναι ξεκάθαρο και σε αυτή την περίπτωση, ότι οι δεσμοί υδρογόνου διατήρησαν επιτυχώς τη 
δύναμη/ τη θέση τους μετά την προσομοίωση. Να σημειωθεί δε, ότι ο χάρτης αλληλεπίδρασης έχει στραφεί 
οριζόντια μέσω του Ligplot. 

 

3.5.7 Σύγκριση μοριακών συνδέσεων    
 

Καθώς το πρότυπο αλληλεπίδρασης της NDUFS2 και της saposin-D με την 

περιοχή κεφαλή της δεσμίνης είναι παρόμοιας φύσης, θελήσαμε να υπερθέσουμε 

επάλληλα τα μόρια δεσμίνης από το κάθε ξεχωριστό πείραμα σύνδεσης και να 

μελετήσουμε έτσι τη σχετική τοποθέτηση των συνδεόμενων μορίων NDUFS2 και 

saposin-D (Εικόνα 3.21). Το εντυπωσιακό, λοιπόν, ήταν ότι διαπιστώσαμε πως το 

αλληλεπιδρών τμήμα της δεσμίνης και με τα δυο μόρια είναι σχεδόν πανομοιότυπο, 

καθώς μοιράζονται μια κλίμακα RMSD λιγότερη από 1Å.        
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Εικόνα 3.21 Απεικόνιση της μοριακής αλληλεπίδρασης/ διεπαφής της δεσμίνης (πράσινο) τόσο με την 
NDUFS2 (κόκκινο) όσο και με τη saposin-D (θαλασσί), όπου διακρίνουμε το κοινό πρότυπο αλληλεπίδρασης. 
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Συζήτηση – Συμπεράσματα 

 

Σύμφωνα με προηγούμενα εργαστηριακά δεδομένα, καθώς και με τα 

αποτελέσματα της παρούσας διπλωματικής εργασίας προστίθενται νέα στοιχεία 

σχετικά με το ρόλο και τη δράση της δεσμίνης και του κυτταροσκελετού των 

ενδιάμεσων ινιδίων στα καρδιακά μυϊκά κύτταρα. Όπως αναφέρθηκε και στην 

εισαγωγή, η δεσμίνη αλληλεπιδρά άμεσα ή έμμεσα με διάφορες πρωτεΐνες και οι 

αλληλεπιδράσεις αυτές φαίνεται να συμβάλλουν ενεργά στη δράση και το ρόλο των 

ενδιάμεσων ινιδίων δεσμίνης. [Costa, 2004]   

 

Τριτοταγής δομή της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης 
 

Η ομόλογη μοντελοποίηση της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης, 

χρησιμοποιώντας ως μήτρα την κρυσταλλική δομή της Β αλυσίδας του ενζύμου 

methylmalonyl-CoA mutase βακτηριακής προέλευσης, οδήγησε σε ένα εξαιρετικά 

καινοφανές αποτέλεσμα. Σύμφωνα, λοιπόν, με το 3D ομόλογο μοντέλο, η περιοχή 

κεφαλή της δεσμίνης αποτελείται από μια σειρά από μοτίβα α-ελίκων που 

περιβάλλουν ένα κεντρικό μοτίβο, αποτελούμενο από δύο παράλληλα β-πτυχωτά 

φύλλα. Γεγονός, που έρχεται σε αντίθεση με την προηγούμενη πεποίθηση, ότι η δομή 

των πρωτεϊνών των ενδιάμεσων ινιδίων γενικά, αλλά και ειδικά της δεσμίνης, 

αποτελείται από μια κεντρική α-ελικοειδή ραβδοειδή περιοχή με υψηλά συντηρημένη 

δομή που στα άκρα της περιβάλλεται από μη-ελικοειδείς περιοχές. Βέβαια, να 

προσθέσουμε σε αυτό το σημείο ότι το αποτέλεσμά μας έρχεται σε συνάφεια με τα 

πρώιμα αποτελέσματα μιας ομάδας ερευνητών στη in vitro μελέτη τους σχετικά με τη 

δομή της περιοχής κεφαλή της βιμεντίνης, η οποία κατέληξε ότι η περιοχή κεφαλή 

είναι δυναμική, μεταβάλλεται κατά τη σύνθεση των ενδιάμεσων ινιδίων και 

σχηματίζει ανώτερες δομές από μια απλή εκτεταμένη αλυσίδα αμινοξέων, καθώς 

κατά το σχηματισμό του διμερούς οι πολυπεπτιδικές αλυσίδες των κεφαλών έρχονται 

κατά μήκος σε εγγύτητα, αναδιπλώνονται και παρατίθενται συμμετρικά στις rod 

περιοχές, προσδίδοντας έτσι τελικά μια ασυμμετρία στο διμερές (Εικόνα 1.8). [Aziz 

et al, 2010] Επίσης, η παρουσία των αμινοξέων τυροσίνης και φαινυλαλανίνης στην 

υδρόφιλη κυρίως περιοχή της «κεφαλής» είναι αξιοσημείωτη, καθώς πιστεύεται ότι 

τα αρωματικά αμινοξέα σταθεροποιούν την τριτοταγή δομή, ενισχύοντας έτσι την 

πιθανότητα η περιοχή κεφαλή της δεσμίνης να οργανώνεται σε ανώτερες δομές. 

[Herrmann et al, 1998]   
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Αλληλεπίδραση της δεσμίνης με τη NDUFS2 
 

Αρχικά, η μέθοδος yeast two hybrid αποκάλυψε ότι πλήθος πρωτεϊνών φαίνεται 

να αλληλεπιδρά, εν δυνάμει τουλάχιστον, με τη δεσμίνη και πιο συγκεκριμένα με το 

αμινοτελικό άκρο της, την περιοχή κεφαλή δηλαδή. Μεταξύ αυτών, ήταν και ο 

κλώνος H111.9, ή αλλιώς η πρωτεΐνη NDUFS2.  

Εν συνεχεία, για να ενισχύσουμε την αξιοπιστία του αποτελέσματος αυτού, 

προχωρήσαμε σε in vitro επιβεβαίωση, μέσω της μεθόδου GST pull down. Έτσι, 

χρησιμοποιώντας τη χιμαιρική βακτηριακή πρωτεΐνη GST-desmin και ολικό 

πρωτεϊνικό εκχύλισμα από καρδιακό ιστό μυών ως πηγή NDUFS2, καθώς και με τη 

βοήθεια της ανοσοαποτύπωσης κατά Western έναντι της  NDUFS2, καταλήξαμε ότι η 

NDUFS2 προσδένεται ειδικά στη χιμαιρική βακτηριακή πρωτεΐνη GST-desmin, ενώ 

δεν υπάρχει δέσμευσή της στη GST βακτηριακή πρωτεΐνη (πείραμα ελέγχου). 

Ακολούθως, για να διερευνήσουμε περισσότερο αυτή την πρόσδεση 

προχωρήσαμε σε πείραμα μοριακής σύνδεσης του 3D μοντέλου της δεσμίνης με τη 

NDUFS2. Το πείραμα σύνδεσης απέδωσε μόνο μία πιθανή αλληλεπίδραση μεταξύ 

της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης και της NDUFS2, με τη διεπαφή να ορίζεται από 

μια δέσμη τριών ελίκων, αποτελούμενη από μία α-έλικα από τη δεσμίνη και δύο α-

έλικες από την NDUFS2. Ο κύριος κορμός της διεπαφής σταθεροποιείται μέσω 

υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων που διαμορφώνονται στον εσωτερικό χώρο της δέσμης 

των τριών α-ελίκων, ενώ διαπιστώσαμε ότι, οι μόνοι δεσμοί υδρογόνου που 

προσδίδουν σταθερότητα, βρίσκονται στα άκρα της α-έλικας της κεφαλής της 

δεσμίνης με τα αντίστοιχα αμινοξέα σε άμεση γειτνίαση της NDUFS2. Επίσης 

σημαντικό να αναφερθεί είναι ότι η δεσμίνη φέρει δυο πανομοιότυπα πολικά 

αμινοξέα (Arg15, Arg16 και Ser31,Ser32) σε κάθε αλληλεπιδρών άκρο της α-έλικας. 

Αυτό πιστεύεται ότι ανταποκρίνεται σε ένα μηχανισμό συντήρησης έναντι τυχαίων 

δυσλειτουργιών ή μεταλλάξεων που θα μπορούσαν να διαταράξουν τις ιδιότητες και 

ικανότητες αλληλεπίδρασης της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης. 

Τέλος, θελήσαμε να εξετάσουμε περαιτέρω την αλληλεπίδραση, μελετώντας σε 

κυτταρικό επίπεδο την κυτταρική κατανομή των πρωτεϊνών, αλλά και το 

συνεντοπισμό τους με τη μέθοδο του ανοσοφθορισμού σε τομές καρδιών από 

αρουραίους. Παρατηρήσαμε ότι, η δεσμίνη εντοπίζεται στους εμβόλιμους δίσκους 

και στους z-δίσκους, ενώ η NDUFS2 ως συστατικό των μιτοχονδρίων εντοπίζεται σε 

κατά μήκος σχηματισμούς, παράλληλους και μεταξύ των μυοϊνιδίων (Εικόνα 3.6). 

Δεν είναι ξεκάθαρος, λοιπόν, ο συνεντοπισμός των δυο πρωτεϊνών, χωρίς βέβαια 

αυτό να σημαίνει ότι αυτός δεν υφίσταται, καθώς η μέθοδος δεν είναι τόσο ακριβής, 

ή ότι δεν υπάρχει αλληλεπίδραση μεταξύ δεσμίνης και μιτοχονδρίων.   

Πιθανόν, τα ενδιάμεσα ινίδια δεσμίνης να σταθεροποιούν τη μιτοχονδριακή 

τοποθέτηση σε περιοχές υψηλής ενεργειακής απαίτησης ή κοντά σε άλλα οργανίδια 

όπου κρίνεται απαραίτητη η άμεση και λειτουργική επικοινωνία τους. Επίσης, μπορεί 

να επηρεάζουν άμεσα τη λειτουργικότητα της μιτοχονδριακής μεμβράνης ή έμμεσα 

να ασκούν προστατευτική δράση, εμποδίζοντας μόρια που ενεργοποιούν την 
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απόπτωση. Έτσι, λόγω της έλλειψης της σωστής συνδεσιμότητας μεταξύ του δικτύου 

ενδιάμεσων ινιδίων δεσμίνης και μιτοχονδρίων να παρατηρούνται τα αντίστοιχα 

φαινόμενα στα καρδιομυοκύτταρα απουσία δεσμίνης.  

 

Αλληλεπίδραση της δεσμίνης με τη saposin-D 
 

Παρομοίως, η μέθοδος yeast two hybrid αποκάλυψε την εν δυνάμει 

αλληλεπίδραση της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης με τον κλώνο H145.1, που 

αναφέρεται στην πρωτεΐνη prosaposin. Ενώ, in vitro. η μέθοδος GST pull down 

υπέδειξε ότι η saposin-D, από την prosaposin, είναι αυτή που αλληλεπιδρά με τη 

δεσμίνη. 

Αντιστοίχως, συνεχίσαμε σε πείραμα μοριακής σύνδεσης του 3D μοντέλου της 

δεσμίνης με τη saposin-D. Όπου και σε αυτή την περίπτωση παρατηρούμε ότι  η 

αλληλεπίδραση ακολουθεί το ίδιο πρότυπο, καθώς πήραμε μόνο μία βιώσιμη 

διαμόρφωση που να ευνοεί την αλληλεπίδραση, υπό το σχηματισμό μιας δέσμης 

τριών α-ελίκων που σταθεροποιείται από το συνδυασμό δεσμών υδρογόνου στα άκρα 

και υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων στον πυρήνα. Να σημειωθεί δε ότι οι δεσμοί 

υδρογόνου δημιουργούνται από τα ίδια αμινοξέα Arg16 και Ser32. 

Τέλος, θελήσαμε να εξετάσουμε περαιτέρω την αλληλεπίδραση, μελετώντας σε 

κυτταρικό επίπεδο την κυτταρική κατανομή των δύο πρωτεϊνών, αλλά και το 

συνεντοπισμό τους με τη μέθοδο του ανοσοφθορισμού σε τομές καρδιών αρουραίων. 

Σε αυτή την περίπτωση, παρατηρήσαμε ότι, η δεσμίνη συνεντοπίζεται με την saposin 

D στους z-δίσκους στα καρδιομυοκύτταρα, ενώ ταυτόχρονα παρατηρείται και μια 

έντονη παρουσία της saposin D στα αιμοφόρα αγγεία, όπου κι εκεί συνεντοπίζεται με 

τη δεσμίνη, η οποία, όμως, πιθανόν να ανήκει στα λεία μυϊκά κύτταρα.  

Η αλληλεπίδραση αυτή ενδεχομένως να εμπλέκει τη δεσμίνη στη διαλογή και 

μεταφορά της prosaposin στα λυσοσώματα. Μέχρι στιγμής, γνωστό είναι ότι 

προκειμένου να μεταφερθεί η prosaposin στα λυσοσώματα απαιτείται η 

αλληλεπίδραση της saposin D με τη σφιγγομυελίνη και η πρόσδεση του 

καρβοξυτελικού άκρου της prosaposin (PMBDsap περιοχή) στον sortilin υποδοχέα. 

[Lefrancois, 2002/ Lefrancois, 2003]. Στη δρομολόγηση της prosaposin στα 

λυσοσώματα φαίνεται να εμπλέκεται και ο σχηματισμός συμπλόκου της prosaposin 

με την procathepsin D, μία λυσοσωμική πρωτεΐνη που έχει επίσης βρεθεί να 

αλληλεπιδρά με τη δεσμίνη (αδημοσίευτα εργαστηριακά αποτελέσματα). Είναι 

αξιοσημείωτο το γεγονός ότι η κεφαλή της δεσμίνης αλληλεπιδρά με δύο 

λυσοσωμικές πρωτεΐνες, την prosaposin και την procathepsin D, οι οποίες 

σχηματίζουν σύμπλοκο πριν μεταφερθούν στα λυσοσώματα. Συγκεκριμένα, η 

δεσμίνη αλληλεπιδρά με τη saposin D περιοχή της prosaposin και την procathepsin D 

και η procathepsin D αλληλεπιδρά με τη saposin C περιοχή της prosaposin [Zhu, 

1994]. Ενδεχομένως, λοιπόν, η δεσμίνη να φέρνει σε επαφή τις πρόδρομες μορφές 
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prosaposin και procathepsin D κατά τη σύνθεσή τους, ώστε να διευκολύνει τη 

δημιουργία του συμπλόκου. 

 

 

Εικόνα 4.1 Πιθανός ρόλος της δεσμίνης στη μεταφορά των prosaposin-procathepsin D στα λυσοσώματα. 

 

Κοινό πρότυπο αλληλεπίδρασης 
 

Σε αυτό το σημείο και με αφορμή ότι τα πρότυπα αλληλεπίδρασης της 

NDUFS2, καθώς και της saposin D, με την περιοχή κεφαλή της δεσμίνης ομοιάζουν, 

ύστερα από την επάλληλη υπέρθεση των μορίων της δεσμίνης από το κάθε ξεχωριστό 

πείραμα με τα συνδεόμενα μόρια NDUFS2 και saposin-D, καταλήξαμε στο 

συμπέρασμα ότι το αλληλεπιδρών τμήμα της δεσμίνης και με τα δυο μόρια είναι 

σχεδόν πανομοιότυπο (Εικόνα 3.21). Αυτό το εύρημα είναι πολύ σημαντικό, καθώς 

εκλογικεύει τον τρόπο της 3D χωρικής διαμόρφωσης που χρειάζεται να υιοθετηθεί 

για την επιτυχή αλληλεπίδραση και επισημαίνει το γεγονός ότι οι NDUFS2 και 

saposin D μοιράζονται την ίδια αλληλεπιδρώσα περιοχή από τη δεσμίνη. Το 

τελευταίο δε γεγονός, ευνοεί θετικά την αξιοπιστία του 3D ομόλογου μοντέλου μας 

με την πρωτεΐνη NDUFS2, δεδομένου ότι το μοντέλο της saposin-D έχει προκύψει 

από κρύσταλλο υψηλής αξιοπιστίας.  

Προκειμένου να υποστηρίξουμε την υπόθεση ότι αυτό το πρότυπο 

αλληλεπίδρασης μεταξύ των πρωτεϊνών είναι εφικτό και στη φύση ας παραθέσουμε 

τη μελέτη μιας ομάδας ερευνητών σχετικά με τον τρόπο αλληλεπίδρασης στην 

επικάλυψη/ αλληλεπίδραση head-to-tail κατά το σχηματισμό των ενδιάμεσων ινιδίων 

λαμίνης και η οποία κατέληξε σε δύο υποθετικά μοντέλα, όπως παρουσιάζονται στην 

Εικόνα 4.2.  
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Εικόνα 4.2 Πιθανός τρόπος αλληλεπίδρασης head-to-tail κατά το σχηματισμό των ενδιάμεσων ινιδίων 
λαμίνης (από Kapinos et al, 2010).  

 

Σύμφωνα, με αυτό το πρότυπο και τα δικά μας πειράματα μοριακής σύνδεσης 

καταλήξαμε σε ένα υποθετικό πρότυπο αλληλεπίδρασης της περιοχής κεφαλής της 

δεσμίνης με τις συνδεόμενες πρωτεΐνες NDUFS2 και saposin-D μεταξύ των α-

ελίκων, όπως παρουσιάζεται στην παρακάτω Εικόνα 4.3. 

 

 

Εικόνα 4.3 Πιθανό πρότυπο αλληλεπίδρασης της περιοχής κεφαλή της δεσμίνης με τις NDUFS2 και saposin-D, 
πρότυπο δέσμη των τριών α-ελίκων, μίας από τη δεσμίνη και δύο από τις αλληλεπιδρώσες πρωτεΐνες. 

 

Επιπλέον, να προσθέσουμε ότι η αλληλεπιδρώσα α-έλικα από την πλευρά της 

περιοχής κεφαλή της δεσμίνης περιλαμβάνει το εξαιρετικά συντηρημένο motif-1 

(SSYRRTFGG) μεταξύ των ειδών, αλλά και των λοιπών πρωτεϊνών των ενδιάμεσων 
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ινιδίων της οικογένειας τύπου ΙΙΙ (εκτός από την GFAP, Εικόνα 3.9), καθώς 

εμπεριέχει το αμινοξύ Arg16 που παίζει καταλυτικό ρόλο στη δημιουργία ενός εκ των 

δυο δεσμών υδρογόνου με τις αλληλεπιδρώσες πρωτεΐνες και επομένως στην 

επίτευξη της αλληλεπίδρασης. Το γεγονός αυτό ενισχύει τη σημαντικότητα ως προς 

την αξιοπιστία του αποτελέσματος, καθώς μόνο μια αλληλουχία τόσο σημαντική για 

την εύρυθμη λειτουργία μιας πρωτεΐνης και κατ’ επέκταση του κυττάρου θα 

παρέμενε εξελικτικά τόσο συντηρημένη (βλ. παράγραφο 1.2.2). Ταυτόχρονα, ενισχύει 

και τη σχετικότητα μεταξύ των πρωτεϊνών των ενδιάμεσων ινιδίων τύπου ΙΙΙ, καθώς 

πολύ πιθανόν και εκείνες να αλληλεπιδρούν με παρόμοιο τρόπο με αντίστοιχες 

πρωτεΐνες.     
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