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ΕΥΡΗΤΗΡΙΟ – ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 

24-well: 24 well cell culture plate mH3.3: Mouse core histone 

H3 family 3 

A260: Absorption at 260 nm MnCl2.H2O: Manganese(II) 

chloride monohydrate 

A280: Absorption at 280 nm mRNA: Messenger ribonucleic 

acid 

ADP: Adenosine diphosphate MST: Microscale 

thermophoresis 

ANP32A: Acidic leucine-rich nuclear 

phosphoprotein 32 family 

member A 

mut: Mutation 

ANP32B: Acidic leucine-rich nuclear 

phosphoprotein 32 family 

member B 

Myb-1A: Myb-binding protein 

1A 

ANP32E: Acidic leucine-rich nuclear 

phosphoprotein 32 family 

member E 

N1/N2 proteins: N1 and N2 neutrophils 

ATP: Adenosine triphosphate NaCl: Sodium chloride 

B53: Nucleophosmin NaOH: Sodium hydroxide 

B56: B56 subunit of PP2A NAP: Nucleosome assembly 

protein 

BSA: Bovine serum albumin NAP1L1: Nucleosome assembly 

protein 1-like 1 

CaCl2.H2O: Calcium chloride 

monohydrate 

NAP1L4: Nucleosome assembly 

protein 1-like 4 

CAN: NUP14 gene NEU: Neutralization buffer 

CBP: CREB-binding protein NF45: Nuclear factor 45 

CCPs: Cytosolic 

carvoxypeptidases 

NLS: Nuclear localization 

signal 

Cdk2: Cyclin-dependent kinase 2 NMR: Nuclear magnetic 

resonance 

spectroscopy 

CDNA: Concentration of DNA NotI: Restriction enzyme 

NotI 

CGAS: Nucleotide transferase NUP214: Nucleoporin 214 

Ch1: Channel 1 N-τελικό 

άκρο/περιοχή: 

Αμινοτελικό 

άκρο/περιοχή 

Ch2: Channel 2 OD: Optical density 

ClaI: Restriction enzyme ClaI p21cip1: Cyclin-dependent 

kinase inhibitor 1 

c-myc: Proto-oncogene c-myc p300: Transcriptional 

coactivator p300 

CO2: Carbon dioxide p53: Tumor suppressor p53 

C-τελικό 

άκρο/περιοχή: 

Καρβοξυτελικό 

άκρο/περιοχή 

ParaT: Parathymosin 

ddH2O: Double distilled water PBS: Phosphate buffered 

saline 
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DH10B: DH10B competent cells PCAF: P300/CBP-associated 

factor 

DHFR: Dihydrofolate reductase PCAs: Protein-fragment 

complementation 

assays 

DMEM Plain 

ή Plain: 

DMEM, as it comes from 

the company SIGMA  

PCDNA: Cell proliferation 

nuclear antigen 

PCDNA 

DMEM: Dulbecco's modified eagle 

medium 

pcDNA3.1: Mammalian 

expression vector with 

the CMV promoter 

DNA: Deoxyribonucleic acid pCMV vector: Hygro-negative 

control vector 

dNTPs: Deoxynucleotide 

triphosphates 

PCR: Polymerase chain 

reaction 

DTT: Dithiothreitol PDK2: Pyruvate 

dehydrogenase kinase 

isoform 2 

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic 

acid 

PEI: Polyethylenimine 

ELU: Elution buffer PELP1: Proline-, glutamic 

acid- and leucine-rich 

protein 1 

EQU: Equilibration buffer PFA: Paraformaldehyde 

EYFP: Enhanced mutant of green 

fluorescence protein 

(Enhanced yellow 

fluorescence protein) 

pH: Potential hydrogen 

(pH scale) 

FBS: Fetal bovine serum PHAPII: Oncoprotein SET 

FRAP: Fluorescence recovery 

after photobleaching 

pI: Isoelectric point 

GART: Trifunctional purine 

biosynthetic protein 

adenosine-3 

Pipes: A zwitterionic, 

piperazinic buffer 

GCN4: General control 

transcription factor GCN4 

PLB: Passive lysis buffer 

GFP: Green fluorescence protein poly(A) ή 

πολυ(Α): 

Poly-adenine sequence 

(πολυαδενική 

αλληλουχία) 

GLI1: Zinc finger protein GLI1 Poly-E: Polyglutamic 

sequence 

Glu amino 

acid: 

Glutamic acid PP2A: Protein phosphatase 2 

GLuc: Gaussia luciferase ProTα: Prothymosin alpha 

Gly amino 

acid: 

Glycine Ptma: Gene of prothymosin 

alpha 

GST: Glutathione S-transferase PTMs: Posttranslational 

modifications 

GTPase: GTP-binding protein Q amino acid: Glutamine 
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H1.2: Linker histone subtype 

H1.2 

Rac1: Ras-related C3 

botulinum toxin 

substrate 1 

H2A: Core histone H2A RbCl2: Rubidium chloride 

H2B: Core histone H2B RES: Resuspension buffer 

H3F3A: Core histone H3 family 

3A 

RFU (I/Io): Relative fluorescence 

unit 

H3F3B: Core histone H3 family 3B Rho: Rho-related GTP-

binding protein 

H4: Core histone H4 RNA: Ribonucleic acid 

h-ctz: 2-deoxycoelenterazine RNAase: Ribonuclease 

HDACs: Histone deacetylases ROI: Region of interest 

HEK293 

mcherry-

H1.2: 

Immortalized human 

embryonic kidney cell line 

HEK293 endogenously 

expressing mcherry-H1.2 

rpm: Revolutions per 

minute 

HEK293: Immortalized human 

embryonic kidney cell line 

HEK293 

SAP18: Histone deacetylase 

complex subunit 

SAP18 

HeLa: Immortalized human rare 

cervix adenocarcinoma 

cell line HeLa 

SDS: Sodium dodecyl 

sulfate 

HGG: High-grade glioblastoma Ser amino acid: Serine 

hGLuc PCA: Humanized Gaussia 

luciferase protein-

fragment complementation 

assay 

SET: SE translocation 

hGLuc: Humanized Gaussia 

luciferase 

SPR: Surface plasmon 

resonance 

hGLuc1: N-terminus of humanized 

Gaussia luciferase 

STRING: Search tool for the 

retrieval of interacting 

genes 

hGLuc2: C-terminus of humanized 

Gaussia luciferase 

SUFU: Suppressor of fused 

homolog 

Hh: Hedgehog t: Time 

HiFi: High Fidelity t1/2 ή τ1/2: Half time 

HMG 

proteins: 

High-mobility group 

proteins 

TAF-Iβ: Oncoprotein SET 

I2PP2A: Inhibitor of protein 

phosphatase 2A, 

oncoprotein SET 

TEM-1 β-

lactamase: 

Plasmid-encoded β-

lactamase in Gram-

negative bacteria 

IDPs: Intrinsically disordered 

proteins 

TFI: Transformation buffer 

1 

IDRs: Intrinsically disordered 

regions 

TFII: Transformation buffer 

2 

IGAAD: Oncoprotein SET Thr amino acid: Threonine 

INHAT: Inhibitor of 

acetyltransferases 

Tris-HCl: Tris hydrochloride 

K amino acid: Lysine TTLL4: Tubulin tyrosine ligase 

like 4 
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kDa: Kilodalton TTLL4-active: Active enzyme of 

TTLL4 

polyglutamylase 

KLF4: Krüppel-like factor 4 TTLL4-inactive: Inactive enzyme of 

TTLL4 

polyglutamylase 

LB: Lysogeny broth USPS: Ubiquitin split protein 

sensor 

LLPS: Liquid-liquid phase 

separation 

UV: Ultraviolet radiation 

LYS: Lysis buffer WASH: Washing buffer 

M2 

isoenzyme: 

Pyruvate kinase 

isoenzyme type M2 

Zeo-Zipper-L: GCN4 leucine zipper 

mcherry: Red fluorescence protein Zip: Leucine zipper of 

transcription factor 

GCN4  

MES: 2-(N-

morpholino)ethanesulfonic 

acid 

ZnBP: Zinc-binding protein 

Mf: Plateau ΔG: Change in Gibbs free 

energy 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Οι εγγενώς μη δομημένες ή εύκαμπτες πρωτεΐνες (IDPs), καθώς και οι εγγενώς μη 

δομημένες ή εύκαμπτες περιοχές (IDRs) πρωτεϊνών, βρίσκονται σε αφθονία στους 

ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Οι IDPs και IDR πρωτεΐνες είναι πολυλειτουργικές και 

σημαντικές για την εύρυθμη λειτουργία των κυττάρων. Επηρεάζουν όλα τα επίπεδα 

του κυττάρου, από το γονιδίωμα, μέχρι το πρωτέωμα. Έχουν συσχετιστεί με διάφορα 

σηματοδοτικά μονοπάτια, όπως με αυτό του μονοπατιού Hedgehog, που διαδραματίζει 

κρίσιμο ρόλο σε διάφορες πτυχές της εμβρυϊκής ανάπτυξης, της ομοιόστασης των 

ιστών και της κυτταρικής διαφοροποίησης των σπονδυλωτών. Επίσης, η απορρύθμιση 

των IDPs και IDR πρωτεϊνών σχετίζεται με διάφορα είδη καρκίνων. Η παρούσα 

εργασία έχει σκοπό την in vivo μελέτη των αλληλεπιδράσεων των πρωτεϊνών 

προθυμοσίνη α (ProTα) και παραθυμοσίνη (ParaT) με την συνδετική ιστόνη H1.2. Η 

ProTα και η ParaT αποτελούν πολυλειτουργικές πρωτεΐνες και λόγω της απουσίας 

σταθερής δευτεροταγούς, αλλά και τριτοταγούς δομής, κατατάσσονται στις εγγενώς μη 

δομημένες ή εύκαμπτες πρωτεΐνες (IDPs). Παράλληλα, μελετήθηκε η αλληλεπίδραση 

της ογκοπρωτεΐνης SET, η οποία περιέχει στη δομή της μια εγγενώς μη 

δομημένη/εύκαμπτη περιοχή (IDR), με την συνδετική ιστόνη H1.2 και την πυρηνική 

ιστόνη mH3.3. Ως μέθοδος ανάλυσης των προαναφερόμενων αλληλεπιδράσεων 

χρησιμοποιήθηκε η hGLuc Protein-Fragment Complementation Assay (hGLuc PCA) 

που βασίζεται στον ημι-ποσοτικό προσδιορισμό της βιοφωταύγειας της βελτιωμένης 

Gaussia λουσιφεράσης in vivo και in vitro. Η μέθοδος στηρίζεται στην έκφραση δύο 

συμπληρωματικών τμημάτων της βελτιωμένης Gaussia princeps λουσιφεράσης 

(πρωτεΐνη αναφοράς) με δύο πρωτεΐνες ενδιαφέροντος. Αν αυτές οι πρωτεΐνες 

αλληλεπιδράσουν, τα δύο συμπληρωματικά τμήματα της λουσιφεράσης 

αναδιπλώνονται μεταξύ τους, γίνεται ανασύσταση του ενεργού ενζύμου της Gaussia 

λουσιφεράσης και παράγεται βιοφωταύγεια. Ένας επιπλέον στόχος της εργασίας αυτής 

ήταν η μελέτη της επίδρασης της TTLL4 επαγόμενης πολυγλουταμυλίωσης των 

πρωτεϊνών ProTα, ParaT και SET, στην αλληλεπίδρασή τους με την H1.2. Σύμφωνα 

με τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας επιβεβαιώθηκε η άμεση αλληλεπίδραση 

των πρωτεϊνών ProTα, ParaT και SET με την συνδετική ιστόνη H1.2, καθώς και της 

SET με την mH3.3, και έγινε ημι-ποσοτικοποίηση των αλληλεπιδράσεων αυτών τόσο 

in vivo, όσο και in vitro. Βρέθηκε ότι, η πολυγλουταμυλίωση, ως μετα-μεταφραστική 

τροποποίηση, έχει θετική επίδραση στις αλληλεπιδράσεις ProTα-Η1.2, ParaT-H1.2 και 

SET-H1.2. Επίσης, μελετήθηκε η κατανομή, καθώς και η κινητικότητα μέσω της 

τεχνικής FRAP, της συνδετικής ιστόνης H1.2, παρουσία των πρωτεϊνών ProTα, ParaT, 

SET και TTLL4, στην κυτταρική σειρά HEK293 mcherry-H1.2. Τα αποτελέσματά μας 

έδειξαν ότι η H1.2 δεν εμφανίζει κάποια διαφορά ως προς την κατανομή της στον 

πυρήνα των κυττάρων, όταν συνεκφράζεται με τις παραπάνω πρωτεΐνες, στα κύτταρα 

HEK293 mcherry-H1.2. Όσον αφορά την κινητικότητα της Η1.2, μέσω της τεχνικής 

FRAP παρατηρήθηκαν σημαντικές αλλαγές μετά την υπερέκφραση των πρωτεϊνών 

ProTα, ParaT και SET, λόγω της αλληλεπίδρασης της ιστόνης με αυτές τις πρωτεΐνες, 

όπως ήταν αναμενόμενο. Στα ίδια κύτταρα, μέσω της τεχνικής FRAP, αποδείχθηκε ότι 

η υπερέκφραση της πολυγλουταμυλάσης TTLL4 επηρεάζει την κινητικότητα της 

συνδετικής ιστόνης H1.2 στον πυρήνα τους, τόσο απουσία, όσο και παρουσία των 

πρωτεϊνών ProTα, ParaT και SET. 
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ABSTRACT 

Intrinsically disordered proteins (IDPs), as well as intrinsically disordered regions 

(IDRs) of proteins, are abundant in eukaryotic organisms. IDPs or IDR proteins are 

multifunctional and important for the proper functioning of cells. They affect all levels 

of the cell, from the genome to the proteome. They have been associated with various 

signaling pathways, such as the Hedgehog pathway, which plays a critical role in 

various aspects of embryonic development, tissue homeostasis and cell differentiation 

in vertebrates. Also, dysregulation of IDPs or IDR proteins is associated with various 

types of cancer. The purpose of this work is the in vivo study of the interactions of 

prothymosin α (ProTα) and parathymosin (ParaT) proteins with the linker histone H1.2. 

ProTα and ParaT are multifunctional proteins and due to the absence of stable 

secondary and tertiary structure, they are classified as intrinsically disordered proteins 

(IDPs). In parallel, the interaction of the oncoprotein SET, which contains in its 

structure an intrinsically disordered domain (IDR), with the linker histone H1.2 and the 

core histone mH3.3 was studied. The hGLuc Protein-Fragment Complementation 

Assay (hGLuc PCA), which is based on the semi-quantitative determination of the 

bioluminescence of humanized Gaussia luciferase in vivo and in vitro, used as a method 

to analyze the aforementioned interactions. The method is based on the expression of 

two complementary parts of the humanized Gaussia princeps luciferase (reporter 

protein) with two proteins of interest. If these proteins interact, the two complementary 

luciferase segments fold together, the active Gaussia luciferase enzyme is reconstituted, 

and bioluminescence is produced. An additional aim of this work was to study the effect 

of TTLL4-mediated polyglutamylation of ProTα, ParaT and SET proteins, on their 

interaction with H1.2. According to the results of this work, the direct interaction of 

ProTα, ParaT and SET proteins with the linker histone H1.2, as well as the direct 

interaction of SET with mH3.3 was confirmed, and semi-quantification of these 

interactions was done both in vivo and in vitro. Polyglutamylation, as a post-

translational modification, was found to have a positive effect on ProTα-H1.2, ParaT-

H1.2 and SET-H1.2 interactions. In addition, the distribution, as well as the mobility 

through the FRAP technique, of the linker histone H1.2, in the presence of ProTα, 

ParaT, SET and TTLL4 proteins, in the HEK293 mcherry-H1.2 cell line was studied. 

Our findings suggest that H1.2 does not show any difference in its nuclear distribution 

when co-expressed with the above proteins in HEK293 mcherry-H1.2 cells. Regarding 

to the mobility of H1.2, significant changes were observed by the FRAP technique after 

overexpression of ProTα, ParaT and SET proteins, due to histone interaction with these 

proteins, as expected. In the same cell line, through the FRAP technique, it was proven 

that the overexpression of TTLL4 polyglutamylase affects the mobility of the linker 

histone H1.2 in the cell nucleus, both in absence and in presence of ProTα, ParaT and 

SET proteins. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1. Εγγενώς μη δομημένες πρωτεΐνες 

 

Τα τελευταία χρόνια, πολλά βιβλιογραφικά δεδομένα έχουν δείξει ότι πολλές 

πρωτεΐνες που εμπλέκονται σε κυτταρικές αλληλεπιδράσεις είναι πλήρως ή εν μέρει μη 

δομημένες υπό φυσιολογικές συνθήκες (Wright & Dyson, 2009; Habchi et al., 2014). 

Μερικές από αυτές τις εγγενώς μη δομημένες πρωτεΐνες (IDPs) σχηματίζουν 

καθορισμένες τρισδιάστατες δομές κατά τη σύνδεση με τους στόχους τους (Wright & 

Dyson, 2009). Σε άλλα συμπλέγματα, τμήματα των IDPs παραμένουν αδόμητα. Είναι 

γνωστό ένα ευρύ φάσμα αυτών των πρωτεϊνικών συμπλεγμάτων με διαφορετικούς 

βαθμούς δομικής αταξίας (Tompa & Fuxreiter, 2008). Σε ορισμένες περιπτώσεις, μια 

καλά καθορισμένη και δομημένη περιοχή/πρωτεΐνη στη διεπαφή σύνδεσης 

σχηματίζεται στη δεσμευμένη κατάσταση και μόνο ορισμένα άκρα της πολυπετιδικής 

αλυσίδας παραμένουν αδόμητα. Σε άλλες περιπτώσεις, κατά την αλληλεπίδραση των 

δύο πρωτεϊνών η μια από αυτές παραμένει σχεδόν εντελώς μη δομημένη στο 

σύμπλεγμα και τα πολλαπλά μοτίβα σύνδεσης αλληλεπιδρούν δυναμικά με την άλλη 

αναδιπλωμένη πρωτεΐνη. Η υποκείμενη πολυσθενής δέσμευση επιτρέπει μοναδικούς 

ρυθμιστικούς μηχανισμούς (Csizmok et al., 2016) και μπορεί να μεσολαβήσει στον 

σχηματισμό διαχωρισμού υγρής-υγρής φάσης (Banani et al., 2017), υποδεικνύοντας 

την εμφάνιση νέων βιομοριακών αλληλεπιδράσεων, οι οποίοι βασίζονται σε 

διαφορετικές αρχές (Borgia et al., 2018). 

Αναλυτικότερα, οι εγγενώς μη δομημένες πρωτεΐνες δεν έχουν μια μοναδική 

σταθερή δομή ή μια μοναδική αναδιπλούμενη διάταξη στο «τοπίο» της ελεύθερης 

ενέργειας (Uversky & Dunker, 2010). Οι εγγενώς μη δομημένες πρωτεΐνες και οι 

πρωτεΐνες που περιέχουν εγγενώς μη δομημένες περιοχές (IDRs) είναι άφθονες σε 

όλους τους οργανισμούς, ειδικά σε ευκαρυωτικά πρωτεώματα. Στο ανθρώπινο 

γονιδίωμα, περίπου το 40% των γονιδίων κωδικοποιούν πρωτεΐνες που περιέχουν μη 

δομημένες περιοχές μήκους >30 αμινοξέων (Ward et al., 2004; Minezaki et al., 2006; 

van der Lee et al., 2014). Επίσης, οι IDPs θεωρούνταν η «σκοτεινή ύλη» στη δομική 

βιολογία για μεγάλο χρονικό διάστημα, επειδή είναι δύσκολο να χαρακτηριστούν με 

παραδοσιακά εργαλεία βιοφυσικής. Σήμερα, αυξανόμενα στοιχεία έχουν αποκαλύψει 

ότι οι IDPs εμπλέκονται σε διάφορες σημαντικές βιολογικές λειτουργίες, 

συμπεριλαμβανομένης της μεταγωγής σήματος, της κυτταρικής ρύθμισης, της 

γονιδιακής μεταγραφής και της αντιγραφής. Πιθανώς λόγω της δομικής τους ευελιξίας, 

η κυρίαρχη λειτουργία των IDPs είναι η αλληλεπίδραση πρωτεΐνης-πρωτεΐνης, αν και 

η ενζυμική δραστικότητα των IDPs ανακαλύφθηκε πρόσφατα (Schulenburg & Hilvert, 

2013). Υπάρχουν επίσης τα λεγόμενα εξαιρετικά fuzzy συμπλέγματα, τα οποία 

περιλαμβάνουν IDPs, που διατηρούν τη δομική τους αταξία και τη δομική τους 

δυναμική στα συμπλέγματα, αντί να υιοθετούν μια πιο σταθερή ή καλά καθορισμένη 

δομή μετά τη δέσμευση με άλλες πρωτεΐνες (W. Wang & Wang, 2019; Hazra & Levy, 

2022). 

Τέλος, μερικές ομάδες IDPs και IDR πρωτεϊνών μπορούν να λειτουργήσουν σαν 

ηλεκτρολύτες ή πολυηλεκτρολύτες και λόγω αυτής τους της ιδιότητας να επάγουν 

μεταβάσεις φάσεων. Αυτή την ιδιαιτερότητα έχουν και τα extremely fuzzy complexes, 

τα οποία συμπεριλαμβάνουν IDPs και IDR πρωτεΐνες και μπορούν να επάγουν την 

μετάβαση φάσης υγρού-υγρού (LLPS). 
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Ένα αξιοσημείωτα μεγάλο πλήθος πρωτεϊνών που εμπλέκονται στη μεταγραφή, τη 

μοριακή συναρμολόγηση και τη σηματοδότηση σε ανώτερους ευκαρυώτες περιέχει μη 

δομημένες περιοχές που εμπλέκονται σε διαδικασίες αναγνώρισης και δέσμευσης (van 

der Lee et al., 2014). Αν και σε πολλές περιπτώσεις οι λεπτομερείς ρόλοι τους είναι 

ακόμα ασαφείς, αυξανόμενα στοιχεία δείχνουν ότι αυτές οι εγγενώς μη δομημένες 

πρωτεΐνες (IDPs) επεκτείνουν σημαντικά το ρεπερτόριο των μηχανισμών βιομοριακής 

αλληλεπίδρασης (Berlow et al., 2015; Csizmok et al., 2016). Παραδείγματα 

περιλαμβάνουν το σχηματισμό εύκαμπτων πρωτεϊνικών ικριωμάτων που μπορούν να 

λειτουργήσουν ως κόμβοι και να ενσωματώσουν σήματα δεσμευόμενοι ταυτόχρονα με 

πολλούς συνεργάτες αλληλεπίδρασης (Dunker et al., 2005). Πολλές από αυτές τις 

εγγενώς μη δομημένες πρωτεΐνες έχουν χαμηλή πολυπλοκότητα αλληλουχίας και 

μπορούν να περιγραφούν ως αλυσίδες πολυηλεκτρολύτη ή εύκαμπτοι 

πολυηλεκτρολύτες, που αποτελούνται από ή περιέχουν τμήματα φορτισμένων 

καταλοίπων αμινοξέων, καθώς επίσης δεν διαθέτουν συγκεκριμένες θέσεις δέσμευσης. 

Το αποτέλεσμα είναι να αποκτούν ένα εξαιρετικά δυναμικό σύνολο διαμορφώσεων που 

αλληλομετατρέπονται γρήγορα και οι οποίες κυριαρχούνται από ηλεκτροστατικές 

αλληλεπιδράσεις. Επιπλέον, η δέσμευση αντίθετα φορτισμένων ειδών προκαλεί 

μετατόπιση ιόντων και εντροπικά καθοδηγούμενη σύνδεση (Turner et al., 2018; Sottini 

et al., 2020). 

Επειδή οι IDPs που συμμετέχουν σε extremely fuzzy complexes, λειτουργούν ως 

πολυηλεκτρολύτες, μπορούν να επάγουν μεταβάσεις φάσης, όχι μόνο in vivo αλλά και 

in vitro. Επιπλέον, η προηγούμενη ικανότητα είναι εμφανής τόσο μεταξύ των IDPs, 

όσο και μεταξύ των IDPs και του DNA ή του RNA. Ωστόσο, μέσω της μετάβασης 

πολλοί άλλοι παράγοντες μπορούν να παίξουν ρόλο. Ένας από αυτούς τους παράγοντες 

είναι μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις, όπως η φωσφορυλίωση ή η 

πολυγλουταμυλίωση. Επίσης, η ιοντική ισχύς του περιβάλλοντος μπορεί να καθορίσει 

τις αλληλεπιδράσεις και την μετάβαση φάσης των παραπάνω μορίων (Schuler et al., 

2020; Bose et al., 2022; Carey & Guo, 2022; Lenne & Trivedi, 2022). 

 

 
Εικόνα 1. Αναπαράσταση συμπλόκων IDPs που αποκαλύπτουν την δομική τους 

δυναμική κατά τις αλληλεπιδράσεις τους. Οι IDPs, μπορούν να σχηματίσουν σύμπλοκα 

με: (α) καλά καθορισμένες τρισδιάστατες δομές όταν συνδέονται με τους στόχους τους, 

(β) ή να διατηρούν την εντελώς μη δομημένη διαμορφωτική τους δυναμική στο σύμπλοκο. 

Αυτά τα σύμπλοκα ονομάζονται extremely fuzzy complexes και η υποκείμενη πολυσθενής 
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δέσμευση των extremely fuzzy complexes επιτρέπει μοναδικούς ρυθμιστικούς 

μηχανισμούς, υποδεικνύοντας την εμφάνιση νέων τρόπων βιομοριακών 

αλληλεπιδράσεων. Στην Εικόνα Α παρουσιάζεται σε κρυσταλλική δομή ένα σύμπλοκο της 

κατηγορίας (α). Το σύμπλοκό τους έχει καλά καθορισμένες τρισδιάστατες δομές (κατά τη 

σύνδεση). Στη Εικόνα Β παρουσιάζεται ένα  σύμπλοκο της κατηγορίας (β). Και οι δύο 

εικόνες είναι αναπαραστάσεις NMR (Schuler et al., 2020). 

 

 

1.1 Οι IDPs που περιέχουν poly-E περιοχές λειτουργούν σαν πολυηλεκτρολύτες 

 

Οι πρωτεΐνες που περιέχουν IDRs με συσσωρευμένα φορτία λόγω των φορτισμένων 

τους σε εκείνη την περιοχή αμινοξέων λειτουργούν ως πολυηλεκτρολύτες. Μια τέτοια 

κατηγορία είναι οι τρεις πρωτεΐνες ProTα, ParaT και SET που παρουσιάζονται σε αυτή 

την διπλωματική εργασία και περιέχουν στην δομή τους IDRs ή όξινες περιοχές με 

πολυ-γλουταμικό/poly-E μοτίβο (κέντρα συσσώρευσης αρνητικού φορτίου), είτε αυτό 

βρίσκεται στο κέντρο της πρωτεϊνικής τους αλληλουχίας (ProTα και ParaT), είτε στον 

καρβοξυτελικό τους άκρο (SET). 

Γενικά, η ProTα, ParaT και SET είναι πολυλειτουργικά μόρια με ευρεία εμπλοκή σε 

βιολογικές διαδικασίες και αλληλεπιδράσεις. Επίσης, η ProTα και SET θεωρούνται, 

βάσει πολυετών ερευνών και πρόσφατων ευρημάτων, έμμεσοι ρυθμιστές του 

σηματοδοτικού μονοπατιού Hedgehog, κάτι το οποίο είναι ακόμα υπό διερεύνηση, με 

την ProTα να έχει βρεθεί ότι εμπλέκεται στον σχηματισμό extremely fuzzy complexes 

(Borgia et al., 2018; Feng et al., 2018). 

 

 
Εικόνα 2. Απεικόνιση σχηματισμού συσσωματωμάτων από θετικά και αρνητικά 

φορτισμένους πολυηλεκτρολύτες IDPs. Σχηματισμός σταγονιδίων μετάβασης υγρής-

υγρής φάσης σε υψηλές συγκεντρώσεις Η1 και ProTα in vitro που παρατηρούνται με 

μικροσκοπία βίντεο (κλίμακα 50 mm). Ο σχηματισμός των συσσωματωμάτων είναι μια 

ειδική περίπτωση του διαχωρισμού φάσεων που επάγεται από τις IDPs (Schuler et al., 

2020). 

 

 

 

 

 



15 

2. Η προθυμοσίνη α (ProTα) 

 

Η προθυμοσίνη α (ProTα) είναι ένα μικρό όξινο πεπτίδιο μοριακού βάρους 12,5 kDa 

με pI 3,5. Απομονώθηκε για πρώτη φορά από τον θύμο αδένα αρουραίου, από όπου 

πήρε και το όνομά της, ως ορμόνη το 1984 (Haritos, Goodall, et al., 1984), αλλά 

σύντομα ανιχνεύθηκε σε διάφορους ιστούς θηλαστικών (Haritos, Tsolas, et al., 1984; 

Clinton et al., 1989). Πρόκειται για μια από τις πιο όξινες πρωτεΐνες που απαντώνται 

στη φύση. Σε γονιδιωματικό επίπεδο, το γονίδιο της (Ptma) έχει χαρακτηριστεί καλά 

στον άνθρωπο. Κωδικοποιείται από μια οικογένεια που αποτελείται από επτά μέλη 

(Eschenfeldt et al., 1989; Rubtsov & Vartapetian, 1995). Το γονίδιο που κυρίως 

κωδικοποιεί την ProTα  εντοπίζεται στο ανθρώπινο χρωμόσωμα 2 (Szabo et al., 1993) 

έχει 5 εξώνια, 4 ιντρόνια (Piñeiro et al., 2000) και τυπικά ρυθμιστικά σήματα, ενώ τα 

άλλα στερούνται ιντρόνια και πιθανώς είναι ψευδογονίδια (Manrow et al., 1992). 

Μεταγραφήματα του Ptma έχουν αποκαλυφθεί σε όλους τους ανθρώπινους ιστούς: 

εγκέφαλο, καρδιά, ήπαρ, μύες, σπλήνα, έντερο, πνεύμονα, παρεγκεφαλίδα και όρχεις 

και, συνολικά, το γονίδιο Ptma είναι ένα από τα πιο εκφρασμένα γονίδια, μαζί με την 

πρωτεΐνη θερμικού σοκ 90, την ελαφριά αλυσίδα της μυοσίνης και τις ριβοσωμικές 

πρωτεΐνες (Adams et al., 1995). 

 

 

2.1 Δομή της προθυμοσίνης α 

 

Η δομή της ProTα στερείται αρωματικών αμινοξέων, κυστεϊνών και μεθειονινών, 

και περίπου το 50% της πρωτογενούς της δομής αποτελείται από γλουταμικά και 

ασπαρτικά αμινοξέα (Εικόνα 3), τα οποία στην πλειοψηφία τους συσσωρεύονται στο 

κεντρικό τμήμα της πρωτεΐνης δημιουργώντας μια όξινη περιοχή 30 περίπου 

καταλοίπων (αμινοξέα 49-84) (Frangou-Lazaridis et al., 1988). Αναλυτικότερα, η 

ProTα περιλαμβάνει 109-111 αμινοξικά κατάλοιπα, ανάλογα με το είδος από το οποίο 

προέρχεται. H N-τελική της αλληλουχία (αμινοξέα 1-28) αντιστοιχεί στην θυμοσίνη α1 

και είναι πλήρως συντηρημένη σε όλα τα είδη. Αντίθετα, το C-τελικό της άκρο είναι 

λιγότερο συντηρημένο. Οχτώ κατάλοιπα λυσίνης είναι συντηρημένα σε όλα τα είδη, 

από τα οποία τα τέσσερα συγκεντρώνονται στην Ν-τελική περιοχή, ενώ τα υπόλοιπα 

απαντώνται στην C-τελική περιοχή. Ο ισχυρά όξινος χαρακτήρας της και η παρουσία 

μιας όξινης περιοχής στο κέντρο του μορίου της, αποτελούν δύο σημαντικές 

ομοιότητες με πυρηνικά εντοπισμένες πρωτεΐνες όπως η νουκλεοπλασμίνη, οι HMG 

πρωτεΐνες και οι N1/N2 πρωτεΐνες. Επιπλέον, η αλληλουχία 101KKQK104 στο C-τελικό 

άκρο της λειτουργεί ως σήμα πυρηνικής μετατόπισης και είναι φυλογενετικά 

διατηρημένο (Venditti & Minucci, 2017). 

Για αυτούς τους λόγους, η ProTα μπορεί να θεωρηθεί ως μια από τις πιο όξινες 

πρωτεΐνες που υπάρχουν στη φύση (Gοmez-Marquez & Rodriguez, 1998). Τα αρνητικά 

φορτία που υπάρχουν σε αυτή την πρωτεΐνη, λόγω του μεγάλου αριθμού όξινων 

αμινοξέων που φέρει η αλληλουχία της, ορίζουν την υιοθέτηση μιας τυχαίας 

διαμόρφωσης σπείρας χωρίς δευτεροταγή ή τριτοταγή δομή (Gast et al., 1995). Αυτά 

τα χαρακτηριστικά καθιστούν την ProTα ικανή να αλληλεπιδρά με πολλά κατιονικά 

μόρια και, ενδεχομένως, με μεμβράνες και υποδοχείς. Η απουσία τριτοταγούς δομής 

δεν αποτελεί λειτουργικό περιορισμό, καθώς ορισμένες πρωτεΐνες είναι σε θέση να 
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αναδιπλώνονται κατά την αλληλεπίδραση τους με άλλα μόρια, αποκτώντας 

μεταβατικές διαμορφώσεις που είναι βιολογικά ενεργές. Ο εντοπισμός της ProTα είναι 

εκτεταμένος στα κύτταρα και οφείλεται στη δομική της ευελιξία ή ευκαμψία. Έχει 

επιβεβαιωθεί κυρίως στον πυρήνα, αλλά και στο κυτταρόπλασμα και το εξωκυτταρικό 

διαμέρισμα (Enkemann et al., 2000; Mosoian, 2011). 

Η δομή, η εκτεταμένη κατανομή και η συσχέτιση με αρκετούς μοριακούς παρτενέρ 

υποδηλώνουν εν συντομία ότι η ProTα θα μπορούσε να εκτελέσει ρόλους που 

ξεπερνούν την ανοσογονική της φύση. Μεταξύ των πολλαπλών λειτουργιών που έχουν 

συσχετιστεί με την ProTα είναι η αλληλεπίδρασή της με την ιστόνη Η1 και η 

αναδιαμόρφωση της χρωματίνης (Karetsou et al., 1998), ο κυτταρικός θάνατος (Ueda, 

2009), η μεταγραφική ρύθμιση (Karetsou et al., 2002) η ανάπτυξη καρκίνου (Zhang et 

al., 2014) και η ανοσία (Voutsas et al., 2000). Επιπλέον, προσφάτως έχει επισημανθεί 

η δράση της ως σημαντικός αντι-αποπτωτικός παράγοντας και μεσολαβητής του 

κυτταρικού πολλαπλασιασμού που θα μπορούσε τελικά να γίνει στόχος για 

θεραπευτικές προσεγγίσεις σε ασθένειες όπως ο καρκίνος, η φλεγμονή και η σήψη 

(Samara et al., 2017). Τέλος, η έλλειψη σταθερής δευτεροταγούς της δομής την 

κατατάσσει στις εγγενώς μη δομημένες (εύκαμπτες) πρωτεΐνες (IDPs). 

Αρχικά, είχε βρεθεί ότι μια από τις μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις που 

επιδέχεται η προθυμοσίνη α είναι η φωσφορυλίωση από την κινάση 2 της καζεΐνης 

(casein kinase 2) σε κατάλοιπα όπως η σερίνη και η θρεονίνη που εντοπίζονται στα 14 

πρώτα αμινοξέα της αλληλουχίας της (Barcia et al., 1992). Ωστόσο, με περαιτέρω 

μελέτες έγινε γνωστό ότι η το ένζυμο που φωσφορυλιώνει εν τέλει την προθυμοσίνη α 

είναι το Μ2-ισοένζυμο της κινάσης του πυροσταφυλικού, το οποίο στοχεύει μόνο 

κατάλοιπα θρεονίνης στις θέσεις 7, 12 και 13 (Barcia et al., 1993; Díaz-Jullien et al., 

2011). Αργότερα, αναδείχθηκε ότι η φωσφορυλίωση συνδέεται με την ογκογόνο δράση 

της πρωτεΐνης, κάτι που φάνηκε από πειράματα σε λεμφοκύτταρα, στα οποία η Thr7, 

12 και 13 είναι φωσφορυλιωμένες υπό φυσιολογικές συνθήκες, ενώ σε καρκινικούς 

φαινοτύπους τους μόνο το κατάλοιπο Thr7 της πρωτεΐνης είναι φωσφορυλιωμένο (M. 

Freire et al., 2016). Δεν έχει δειχθεί ότι η φωσφορυλιωμένη κατάσταση της 

προθυμοσίνης α αλλάζει με τον κυτταρικό κύκλο (Smith, 1995). 

Επιπλέον, έχει βρεθεί ότι το N-τελικό άκρο της προθυμοσίνης α ακετυλιώνεται και 

πιο συγκεκριμένα η ακετυλοσερίνη της που βρίσκεται εκεί αποτελεί δυνητικό στόχο 

φωσφορυλίωσης (Sburlati et al., 1993). 

 

 
Εικόνα 3. Αμινοξική αλληλουχία της ανθρώπινης προθυμοσίνης α, με επισήμανση 

της όξινης περιοχής της. 
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Εικόνα 4. Απεικόνιση της δομής της ProTα στον χώρο 

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/P06454/entry). 

 

 

2.2 Φυσιολογική λειτουργία της προθυμοσίνης α 

 

Στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό: 

Η προθυμοσίνη α διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό 

καθώς αλληλοεπιδρά με πρωτεΐνες του κυτταρικού κύκλου, όπως η κυκλινο-

εξαρτώμενη κινάση 2 (Cdk2), η κυκλίνη 2 και το πυρηνικό αντιγόνο κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού PCDNA (J. Freire et al., 2001). Επίσης, ανιχνεύεται αυξημένη σε 

ταχέως πολλαπλασιασμένους ιστούς (Vareli et al., 1996). 

 

Στον καρκίνο: 

H ProTα αποτελεί ένα δυνητικά ογκογόνο μόριο που εμπλέκεται στην ανάπτυξη και 

την εξέλιξη πολλών περιπτώσεων καρκίνου (Ioannou et al., 2012). Το γονίδιο της 

ProTα επάγεται από το ογκογονίδιο c-myc (παράγοντα «κλειδί» στην καρκινογένεση) 

(Eilers et al., 1991), ενώ φαίνεται να επηρεάζει επίσης τη μεταγραφική ενεργότητα της 

ογκοκατασταλτικής πρωτεΐνης p53. 

 

Στο επίπεδο των γονιδίων και της χρωματίνης: 

H προθυμοσίνη α έχει αποδειχθεί ότι διαδραματίζει καίριο ρόλο στην 

αναδιοργάνωση της χρωματίνης και τη ρύθμιση της μεταγραφής, καθώς αλληλεπιδρά 

επιλεκτικά με τη συνδετική ιστόνη Η1 (όπως φαίνεται στην Εικόνα 5), η οποία είναι 

υπεύθυνη για την οργάνωση και τη σταθεροποίηση των ανώτερων δομών της 

χρωματίνης, και έτσι ρυθμίζει την αλληλεπίδραση της ιστόνης με την χρωματίνη 

(Papamarcaki & Tsolas, 1994; Karetsou et al., 1998). Επίσης, συνδέεται και με τις 

πυρηνικές ιστόνες Η3 και H4 (Díaz-Jullien et al., 1996). H ProTα αλληλεπιδρά και 

σχηματίζει σύμπλοκο με την ογκοπρωτεΐνη SET, κάτι που συμβάλει στη συνολική 

αποσυμπύκνωση της χρωματίνης (Karetsou et al., 2004). Τέλος, η πρωτεΐνη 

αλληλεπιδρά με την ακετυλοτρανσφεράση των ιστονών CBP (CREB-binding protein) 

(Karetsou et al., 2002), αλλά και με πολλές άλλες πρωτεΐνες όπως απεικονίζεται στην 

Εικόνα 6. Τα παραπάνω στοιχεία υποδεικνύουν ότι η ProTα αποτελεί δυνητικά έμμεσο 

ρυθμιστή του σηματοδοτικού μονοπατιού Hedgehog. 
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Στην απόπτωση: 

H ProTα έχει αντιαποπτωτική δράση στα καρκινικά κύτταρα, η οποία έχει 

διατηρηθεί από τον άνθρωπο μέχρι και το zebrafish (Emmanouilidou et al., 2013). 

Επίσης, η προθυμοσίνη α αναστέλλει την ενεργοποίηση των κασπασών μέσω μιας 

σειράς αλληλεπιδράσεων. Τέλος, η ProTα λειτουργεί ως μοριακός διακόπτης μεταξύ 

νευρωνικής νέκρωσης και απόπτωσης (Ueda et al., 2007). 

 

 

 
Η1-ProTα 

Εικόνα 5. Δομή του συμπλόκου της H1 (σκούρο μωβ) με την ProTα (ανοιχτό μωβ). 

Και οι δύο πρωτεΐνες είναι IDPs (Hazra & Levy, 2022). 

 

 

3. Η παραθυμοσίνη (ParaT) 

 

Σε σύγκριση με την προθυμοσίνη, πολύ λιγότερα είναι γνωστά για την 

παραθυμοσίνη. Λόγω πολλών ομοιοτήτων τους, η προθυμοσίνη και η παραθυμοσίνη 

πιστεύεται ότι δημιουργούν μια οικογένεια πρωτεϊνών, τις θυμοσίνες, με παρόμοιες 

λειτουργίες. Ωστόσο, υπάρχουν διαφορές στη βιολογική τους λειτουργία (Hannappel 

& Huff, 2003). 

H παραθυμοσίνη (ParaT) είναι μια όξινη (pI 4,15), πυρηνική πρωτεΐνη, μοριακού 

βάρους 11,5 kDa. Όπως η ProTα, απομονώθηκε και αυτή για πρώτη φορά από τον θύμο 

αδένα αρουραίου, από όπου πήρε και το όνομά της, ως ορμόνη ένα χρόνο μετά την 

προθυμοσίνη άλφα, δηλαδή το 1985 (Haritos et al., 1985). 

H παραθυμοσίνη, όπως και η προθυμοσίνη, έχει εντοπιστεί σε ποικίλους ιστούς με 

τις μεγαλύτερες ποσότητες της να έχουν ανιχνευτεί στο συκώτι, στους νεφρούς και τον 

εγκέφαλο. Επίσης, έχει τεκμηριωθεί ότι ιστοί με υψηλά ποσοστά έκφρασης της 

παραθυμοσίνης τείνουν να έχουν χαμηλά ποσοστά έκφρασης της προθυμοσίνης 

(Clinton et al., 1989). Γενικά, όλοι οι ιστοί, εκτός των ερυθροκυττάρων, εκφράζουν 

την παραθυμοσίνη (Brand & Heinickel, 1991). 

Το γονίδιο της ανθρώπινης παραθυμοσίνης εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 17 και 

αποτελείται από πέντε εξώνια που μεσολαβούνται από ένα μεγάλο ιντρόνιο (2589 bp) 

και άλλα τρία μικρά ιντρόνια (191, 150 και 167 bp) (Szabo et al., 1989; Bruniquel et 

al., 1997). Η παραθυμοσίνη, όπως και η προθυμοσίνη, συντίθεται χωρίς σχηματισμό 

μεγαλύτερου προδρόμου μορίου (Trompeter & Söling, 1992). 

H παραθυμοσίνη δεσμεύει ψευδάργυρο (ZnBP) και αναστέλλει τον γλυκολυτικό 

ένζυμο φωσφοφρουκτοκινάση-1 (Brand & Söling, 1986). Περιλαμβάνει 101 αμινοξικά 

κατάλοιπα (Εικόνα 6, αν δεν συμπεριληφθεί η αρχική μεθειονίνη), τα οποία δεν 

αλλάζουν σε αριθμό μεταξύ των διαφόρων ειδών. Η παραθυμοσίνη είναι γενικά υψηλά 
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συντηρημένη μεταξύ των διαφόρων ειδών, κάτι που αποδείχθηκε με σύγκριση της 

πρωτοταγούς της δομής. Παρουσιάζει 45% ομοιότητα με την προθυμοσίνη α, βάσει 

των αμινοξικών τους αλληλουχιών. Όλες οι παραθυμοσίνες είναι ακετυλιωμένες στον 

N-τελικό τους άκρο (1-37 αμινοξέα), ενώ το C-τελικό τους άκρο φέρει αλληλουχία 

σήματος πυρηνικού εντοπισμού (NLS), παρόμοιο με αυτό της προθυμοσίνης α 

(Trompeter et al., 1996). Το μεγαλύτερο ποσοστό των όξινων αμινοξέων της ParaT 

συγκεντρώνονται στο κέντρο του μορίου, δημιουργώντας μια όξινη περιοχή (38-74 

αμινοξέα), πλούσια σε γλουταμικά και ασπαρτικά κατάλοιπα. Όπως η ProTα, έτσι και 

η ParaT δεν έχει αρωματικά και θειούχα αμινοξέα (Hoch & Volk, 2016), καθώς επίσης 

δεν εμφανίζει σταθερή δευτεροταγή ή τριτοταγή δομή, αλλά διαμορφώνεται στον χώρο 

ως τυχαίο σπείραμα (Εικόνα 7). Η έλλειψη σταθερής δευτεροταγούς της δομής την 

κατατάσσει στις εγγενώς μη δομημένες (εύκαμπτες) πρωτεΐνες (IDPs). Τέλος, η 

πρωτεΐνη εντοπίζεται τόσο στον πυρήνα, όσο και στο κυτταρόπλασμα, ανάλογα με τον 

κυτταρικό τύπο, την φάση του κυτταρικού κύκλου αλλά και την κυτταρική πυκνότητα 

(Brand & Heinickel, 1991; Trompeter et al., 1999). 

Τέλος, πρέπει να επισημανθεί το γεγονός ότι δεν υπάρχουν αναφορές για πιθανή 

φωσφορυλίωση ή οποιεσδήποτε άλλες μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις της 

παραθυμοσίνης, εκτός από την ακετυλίωση της σερίνης του Ν-τελικού της άκρου 

(Komiyama et al., 1986). Αυτό είναι ιδιαίτερα παράξενο λόγω της ομολογίας της 

αμινοξικής της αλληλουχίας με την προθυμοσίνη (Hannappel & Huff, 2003). 

 

 
Εικόνα 6. Αμινοξική αλληλουχία της ανθρώπινης παραθυμοσίνης, με επισήμανση 

της όξινης περιοχής της. 

 

 

 
Εικόνα 7. Απεικόνιση της δομής της ParaT στον χώρο 

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/P20962/entry). 
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3.1 Φυσιολογική λειτουργία της παραθυμοσίνης 

 

Στο επίπεδο της χρωματίνης: 

H παραθυμοσίνη συνδέεται ειδικά με την συνδετική ιστόνη Η1 τόσο in vitro, όσο 

και in vivo (Kondili et al., 1996). Με αυτόν τον τρόπο ρυθμίζει την πρόσδεση της H1 

στο νουκλεόσωμα και επηρεάζει την αναδιαμόρφωση της χρωματίνης (Martic et al., 

2005). 

 

Στα γλυκοκορτικοειδή: 

Η ParaΤ μέσω της όξινης περιοχής της συνδέεται σε περιοχές του DNA, που 

σχετίζονται με τα γλυκοκορτικοειδή (glucocorticoid-response elements), εμποδίζοντας 

με αυτό τον τρόπο την πρόσδεση του ενεργοποιημένου υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών σε αυτές, επάγοντας έτσι τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και 

αναστέλλοντας την διαφοροποίηση. Η ParaT μπορεί επομένως να λειτουργήσει ως 

μοριακός «διακόπτης» των προαναφερόμενων κυτταρικών διαδικασιών (Okamoto & 

Isohashi, 2000). 

 

 

4. Η ογκοπρωτεΐνη SET (TAF1β/I2PP2A) 

 

Η SET (SE Translocation) είναι μια πολυλειτουργική ογκοπρωτεΐνη η ταυτοποίηση 

της οποίας έγινε για πρώτη φορά το 1992  στα πλαίσια μελετών χρωμοσωμικών 

μεταθέσεων με το γονίδιο CAN (γνωστό πλέον ως NUP214) σε ασθενή με οξεία 

αδιαφοροποίητη λευχαιμία (Von Lindern et al., 1992). Πρόκειται για μια 

φωσφοπρωτεΐνη με μοριακό βάρος 39 kDa, που εκφράζεται σε διάφορους ιστούς και 

εντοπίζεται ως επί το πλείστων εντός του πυρήνα, τόσο στον άνθρωπο, όσο και στο 

ποντίκι. Ωστόσο, έχει παρατηρηθεί και έκφραση της στο κυτταρόπλασμα (Nagata et 

al., 1998). Φέρει διάφορα ονόματα, όπως SET/TAF-Ιβ, I2PP2A, PHAP II και IGAAD, 

καθένα από τα οποία αντιστοιχεί σε μια συγκεκριμένη λειτουργία της. 

Η SET αποτελεί υπομονάδα του συμπλόκου του αναστολέα των 

ακετυλοτρανσφερασών (INHAT) που ρυθμίζει την ακετυλίωση των ιστονών και τη 

γονιδιακή μεταγραφή (Seo et al., 2001). Επίσης, αποτελεί μέρος της οικογένειας των 

NAP πρωτεϊνών (πρωτεΐνες συναρμολόγησης νουκλεοσώματος) και μάλιστα είναι 

ομόλογη με την NAP-1 (Muto et al., 2007). Επιπλέον, είναι ένας ισχυρός αναστολέας 

της φωσφατάσης σερίνης-θρεονίνης PP2A, που είναι βασικός ρυθμιστής του 

κυτταρικού κύκλου (M. Li et al., 1996). Τέλος, η SET ανήκει σε μια οικογένεια 

πρωτεϊνών που περιέχουν όξινες περιοχές και αλληλεπιδρούν με τις πλούσιες σε λυσίνη 

περιοχές των μεταγραφικών ρυθμιστών (D. Wang et al., 2016). Πρόσφατη έρευνα του 

εργαστηρίου έδειξε πως η ογκοπρωτεΐνη SET είναι ένας νέος ρυθμιστής της 

σηματοδότησης Hedgehog, καθώς η στόχευση της αναστέλλει τη μεταγραφή του GLI1, 

βασικού μεταγραφικού παράγοντα της σηματοδότησης Hh. Η SET αλληλεπιδρά ειδικά 

με τον αναστολέα του σηματοδοτικόύ μονοπατιού SAP18 και επηρεάζει άμεσα την 

πορεία της κυτταρικής σηματοδότησης (Serifi et al., 2021). 
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4.1 Δομή της SET 

 

Το γονίδιο της SET εντοπίζεται στη θέση 9q34.11 του χρωμοσώματος 9 και 

κωδικοποιεί συνολικά τέσσερις παραλλαγές της πρωτεΐνης: α) 290 αμινοξέα και 

μοριακό βάρος 41 kDa, β) 277 αμινοξέα και μοριακό βάρος 39 kDa, γ) 265 αμινοξέα 

και δ) 268 αμινοξέα. Οι τέσσερις αυτές μορφές διαφέρουν στα πρώτα εξόνια και έχουν 

κοινές αλληλουχίες από το εξόνιο 5 έως το εξόνιο 11. 

Κρυσταλλογραφική ανάλυση, αποκάλυψε ότι η SET σχηματίζει ένα διμερές με 

χαρακτηριστικό σχήμα/μορφή ακουστικών (headphone-like shape). Δομικά κάθε 

υπομονάδα της SET διακρίνεται σε «τέσσερις περιοχές», καθεμία από τις οποίες έχει 

συγκεκριμένες λειτουργίες. Η πρώτη είναι μια αμινοτελική περιοχή (που καλύπτει τα 

κατάλοιπα αμινοξέων 1-24),  η δεύτερη είναι μια έλικα που αποτελεί τον σκελετό της 

πρωτεΐνης, “backbone helix” (25-78 αμινοξέα), η τρίτη είναι μια περιοχή ακουστικού 

“earmuff” (79-225 αμινοξέα), που μαζί με την δεύτερη περιοχή αποτελούν την περιοχή 

της πρωτεΐνης συναρμολόγησης νουκλεοσώματος (NAP) (25-225 αμινοξέα). Τέλος, η 

τέταρτη περιοχή (226-277 αμινοξέα) αφορά το όξινο καρβοξυτελικό άκρο της 

πρωτεΐνης, το οποίο αποτελείται από 42 κατάλοιπα γλουταμικού και ασπαρτικού, 

μεταξύ των οποίων παρεμβάλλονται κατάλοιπα γλυκίνης, όπως φαίνεται στην Εικόνα 

8. Αυτή η περιοχή λόγω του μεγάλου αρνητικού φορτίου που συσσωρεύει και της 

τυχαίας διαμόρφωσης που υιοθετεί χαρακτηρίζεται ως εγγενώς μη δομημένη ή 

εύκαμπτη (IDR) (McBryant et al., 2003; Park et al., 2005; Muto et al., 2007). Να 

σημειωθεί ότι η αμινοτελική περιοχή (1-76 αμινοξέα) είναι απαραίτητη για τον 

διμερισμό της SET. Επιπλέον, στο διμερές οι δύο έλικες “backbone helix”, 

αλληλεπιδρούν μέσω υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων με αντιπαράλληλο τρόπο (ten 

Klooster et al., 2007). 

Συνολικά, κάθε υπομονάδα της SET, αποτελείται από μια ευέλικτη α-έλικα υψηλής 

κινητικότητας, μια backbone helix και μια α+β περιοχή (earnmuff domain) την οποία 

συνιστούν έξι α-έλικες τοποθετημένες πάνω σε μια β-πτυχωτή επιφάνεια τεσσάρων 

κλώνων, όπως φαίνεται στην Εικόνα 9 (Muto et al., 2007). 

Όσον αφορά τις μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις έχει ανιχνευτεί η 

φωσφορυλίωση της SET στο κατάλοιπο της σερίνης 9, η οποία έχει αποδειχθεί ότι 

αυξάνει τη συγγένεια μεταξύ SET και PP2A, και μεσολαβεί στη συσσώρευση της SET 

στο κυτταρόπλασμα (Yu et al., 2013). Επιπλέον, η συγκεκριμένη τροποποίηση 

εμπλέκεται στην κυτταρική μετανάστευση, μέσω της αλληλεπίδρασης της 

κυτταροπλασματικής μονομερούς SET με την Rac1 (ten Klooster et al., 2007). 

Επίσης, έχει αναγνωριστεί και η φωσφορυλίωση της σερίνης στη θέση 11, ως μια 

ακόμα σημαντική μετα-μεταφραστική τροποποίηση της SET. Η συγκεκριμένη 

φωσφορυλίωση καταλύεται από την PDK2 σε ενεργοποιημένα Τ λεμφοκύτταρα και 

οδηγεί σε μείωση της ανασταλτικής δράσης της SET έναντι της PP2A (Irie et al., 2012). 
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Εικόνα 8. Αμινοξική αλληλουχία της ανθρώπινης SET, με επισήμανση της όξινης 

περιοχής της. 

 

 

 
Εικόνα 9. Η κρυσταλλική δομή της SET. A) Οι αμινοξικές αλληλουχίες των SET και 

NAP-1. Με κίτρινο υποδεικνύονται οι α-έλικες, με πράσινο τα β-πτυχωτά φύλλα και με 

ανοιχτό γκρί η όξινη περιοχή. Β) Η συνολική δομή του διμερούς της SET (headphone-

like shape). Γ) Η δομή της περιοχής ακουστικού (earmuff) (Seo et al., 2001). 

 

 

4.2 Φυσιολογική λειτουργία της SET 

 

Στο επίπεδο της χρωματίνης: 

H SET, ως μέλος της οικογένειας πρωτεϊνών NAP, αποτελεί μόριο-συνοδό των 

ιστονών. Αλληλεπιδρά με όλες τις πρωτεΐνες του νουκλεοσώματος, μέσω της περιοχής 

ακουστικού «earmuff», ωστόσο απουσία του C-τελικού άκρου της αλληλεπιδρά μόνο 

με τις H3 και H4 (core histones). Επίσης, τελευταίες έρευνες έχουν αναδείξει ότι η SET 

αλληλεπιδρά και με την συνδετική ιστόνη H1 (Kato et al., 2011). Επιπλέον, η SET 

αναστέλλει την ακετυλίωση των ιστονών, μέσω ενός «histone masking» μηχανισμού, 

Α 
Β 

Γ 
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μέσω του οποίου η πρωτεΐνη παρεμποδίζει την πρόσβαση των ακετυλοτρανσφερασών 

p300/CBP και PCAF στις ιστόνες (Seo et al., 2001). Όπως προαναφέρθηκε, η SET 

αλληλεπιδρά και σχηματίζει σύμπλοκο με την ProTα, επάγοντας τη συνολική 

αποσυμπύκνωση της χρωματίνης (Karetsou et al., 2004). 

 

Στην αντιγραφή και τη μετάφραση: 

H SET επάγει την μεταγραφή ενός συνόλου γονιδίων μέσω ενός μηχανισμού, ο 

οποίος είναι ανεξάρτητος από την ιδιότητά της να ακετυλιώνει τις ιστόνες (Kato et al., 

2007). Η άμεση αλληλεπίδραση της πρωτεΐνης με τον μεταγραφικό παράγοντα CBP 

(CREB-binding protein) έχει επίσης ως αποτέλεσμα την ενεργοποίηση της μεταγραφής 

(Karetsou et al., 2005). Τέλος, η SET αλληλεπιδρά με τον ενεργοποιημένο υποδοχέα 

των γλυκοκορτικοειδών και οδηγεί σε αναστολή της μεταγραφικής του ενεργότητας 

(Ichijo et al., 2008). 

 

Στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου: 

H SET αλληλεπιδρά ειδικά με τις κυκλίνες τύπου Β, αλλά όχι με τις κυκλίνες τύπου 

Α (Kellogg et al., 1995). H SET επιπροσθέτως αλληλεπιδρά άμεσα με την 

καρβοξυτελική περιοχή του αναστολέα p21Cip1 (Estanyol et al., 1999). 

 

Στη Μείωση ΙΙ: 

Η SET αναστέλλει την δράση του συμπλόκου PP2A-B56 κατά την Μείωση ΙΙ 

επάγοντας έτσι τον διαχωρισμό των αδελφών χρωματίδων (Chambon et al., 2013). 

 

Στην κυτταρική μετανάστευση: 

Η SET εμπλέκεται στην κυτταρική μετανάστευση μέσω της αλληλεπίδρασής της με 

τους παράγοντες/πρωτεΐνες Rho, GTPase και Rac1 (ten Klooster et al., 2007). 

 

Στην απόπτωση: 

H SET, ως αναστολέας των ακετυλοτρανσφερασών, αναστέλλει την παύση του 

κυτταρικού κύκλου και την απόπτωση ρυθμίζοντας αρνητικά την p53 (Kim et al., 

2012). 

 

Στον καρκίνο: 

Υπερέκφραση της SET έχει αναφερθεί σε διάφορους συμπαγείς όγκους και 

αιματολογικές κακοήθειες, όπως ο μη μικροκυτταρικός καρκίνος του πνεύμονα και 

διάφορα λεμφώματα (Christensen et al., 2011; Liu et al., 2015). Επίσης, η έκφραση της 

πρωτεΐνης έχει συνδεθεί λειτουργικά με την κακή πρόγνωση, την εξέλιξη της 

νεοπλασματικής νόσου και την ανάπτυξη αντίστασης στη θεραπεία. Ως εκ τούτου, η  

SET αποτελεί πιθανό στόχο θεραπευτικής προσέγγισης του καρκίνου (Di Mambro & 

Esposito, 2022). 
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Εικόνα 10. Σχηματική αναπαράσταση των λειτουργιών της SET. Η ογκοπρωτεΐνη 

SET συμμετέχει σε πολλαπλές κυτταρικές διεργασίες, συμπεριλαμβανομένης της 

κυτταρικής μετανάστευσης, του κυτταρικού κύκλου, της απόπτωσης, της γονιδιακής 

μεταγραφής και της επιδιόρθωσης του DNA (Bayarkhangai et al., 2018). 

 

 

5. Η συνδετική ιστόνη Η1.2 

 

Το νουκλεόσωμα είναι η θεμελιώδης δομική μονάδα της χρωματίνης, το οποίο 

αποτελείται από περίπου 147 ζεύγη βάσεων DNA τυλιγμένα γύρω από το οκταμερές 

των ιστονών, που περιέχει δύο αντίγραφα από καθεμία από τις βασικές ιστόνες H2A, 

H2B, H3 και H4 (Misteli et al., 2000; Harshman et al., 2013). Οι συνδετικές ιστόνες 

ανήκουν στην οικογένεια πρωτεϊνών πλούσιων σε λυσίνη, που είναι υπεύθυνη για τη 

συμπύκνωση του DNA και βρίσκονται στη βάση του νουκλεοσώματος, στη θέση 

εισόδου/εξόδου του DNA, και ρυθμίζουν το σχηματισμό δομών χρωματίνης ανώτερης 

τάξης (Catez et al., 2006; Healton et al., 2020). Κάθε υπότυπος συνδετικής ιστόνης Η1 

έχει την ίδια τριμερή δομή σε ανώτερους ευκαρυώτες, η οποία περιέχει μια βραχεία Ν-

τελική ουρά, μια κεντρική σφαιρική περιοχή και μια μακρά εύκαμπτη και εξαιρετικά 

βασική C-τελική ουρά (Talbert & Henikoff, 2021). Η λειτουργία του C-τελικού άκρου 

και της σφαιρικής περιοχής είναι να δεσμεύουν την Η1 με το νουκλεόσωμα και να 

διατηρούν τη συμπαγή δομή της χρωματίνης ανώτερης τάξης (30 nm). Δεδομένου ότι 

η Ν-τελική περιοχή είναι πλούσια σε αλανίνη και προλίνη, καθώς και σε άλλα 

υδρόφοβα αμινοξέα, δεν έχει υψηλή συγγένεια με το DNA. Επιπλέον, τόσο η Ν-τελική 

ουρά, όσο και η σφαιρική περιοχή στη συνδετική ιστόνη Η1 μπορούν να υποστούν 

διάφορες μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις (PTMs), οι οποίες έχουν βασικές 

λειτουργίες στη ρύθμιση της λειτουργίας και της δομής της χρωματίνης (Fyodorov et 

al., 2018).  

Η οικογένεια της συνδετικής ιστόνης Η1 περιλαμβάνει 11 υπότυπους στα κύτταρα 

των θηλαστικών, με διακριτές λειτουργίες όπως η συγγένεια πρόσδεσης στη 
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χρωματίνη, η ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης και η αλληλεπίδραση με 

συγκεκριμένες πρωτεΐνες (Lai et al., 2022). Μεταξύ αυτών, η Η1.2 από το 

Caenorhabditis elegans ως τον άνθρωπο, είναι ο πιο συντηρημένος υπότυπος μεταξύ 

των πέντε σωματικών υπότυπων της ιστόνης H1 (H1.1-H1.5), γεγονός που αναδεικνύει 

την εξελικτική και λειτουργική της σημασία (Happel & Doenecke, 2009). Η ιστόνη 

H1.2 είναι μια πρωτεΐνη μοριακού βάρους 21,4 kDa  με 213 αμινοξέα (Εικόνα 11), η 

οποία ανιχνεύεται εκτενώς σε πολυάριθμους ιστούς και κύτταρα, με βασικές 

λειτουργίες σε κυτταρικές διεργασίες όπως η απόπτωση, η αυτοφαγία, ο έλεγχος του 

κυτταρικού κύκλου, η γονιδιακή μεταγραφή και η επιδιόρθωση βλάβης στο DNA. 

Επίσης, συνδέεται με την καρκινογένεση, συμπεριλαμβανομένου του λεμφώματος, του 

ηπατικού καρκινώματος και του καρκίνου της ουροδόχου κύστης (Yuan et al., 2023). 

Οι μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις (PTMs) που υφίσταται η ιστόνη H1.2 είναι η 

φωσφορυλίωση, η ουβικουϊτινοποίηση, η ADP ριβοζυλίωση και η μεθυλίωση (Εικόνα 

13) (Lai et al., 2022). 

H ProTα, ParaT και SET έχουν ταυτοποιηθεί ως πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν με 

την H1 και συγκεκριμένα με τον υπότυπο H1.2, όπως αναφέρθηκε στις προηγούμενες 

ενότητες, συμβάλλοντας έτσι στην αναδιαμόρφωση της χρωματίνης. 

Στην παρούσα διπλωματική εργασία, η αλληλεπίδραση της SET με την ιστόνη Η1.2 

χρησιμοποιήθηκε ως αλληλεπίδραση αναφοράς για την αξιολόγηση των 

αποτελεσμάτων της αλληλεπίδρασης της ProTα και ParaT με την Η1.2, τόσο σε 

φυσιολογικές συνθήκες, όσο και υπό την επίδραση μετα-μεταφραστικής τροποποίησης 

(πολυγλουταμυλίωσης) στις υπό μελέτη αλληλεπιδράσεις. 

 

 
Εικόνα 11. Αμινοξική αλληλουχία της ανθρώπινης Η1.2 

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/P16403/entry). 

 

 

 
Εικόνα 12. Απεικόνιση της δομής της Η1.2 στον χώρο 

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/P16403/entry). 

 

 

https://www.uniprot.org/uniprotkb/P16403/entry
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Εικόνα 13. Σχήμα λειτουργικών περιοχών και μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων 

της ιστόνης Η1.2 (Lai et al., 2022). 

 

 

 
Εικόνα 14. Ο βιολογικός μηχανισμός της συνδετικής ιστόνης Η1/Η1.2 (Shaytan et 

al., 2015, 2016). 

 

 

6. Η πυρηνική ιστόνη Η3.3 

 

Οι τέσσερις πυρηνικές ιστόνες H2A, H2B, H3 και Η4 είναι σχετικά μικρές (11-15 

kDa), πολύ βασικές πρωτεΐνες που διατηρούνται σε μεγάλο βαθμό μεταξύ των 

ευκαρυωτικών ειδών.  Η αμινοτελική περιοχή των πυρηνικών ιστονών αντιστοιχεί στο 

25% της συνολικής δομής και είναι εγγενώς μη δομημένη απουσία DNA ή άλλων 

μακρομοριακών αλληλεπιδράσεων. Η α-ελικοειδής C-τελική περιοχή, επάγει 

αλληλεπιδράσεις ιστόνης-ιστόνης για να σχηματιστεί η οκταμερής δομή τους, που 

ομοιάζει με στήλη, πάνω στην οποία είναι τυλιγμένο το DNA μήκους 147 ζευγών 

βάσεων (Arents et al., 1991) (Εικόνα 15 και 16).  

Τα γονίδια του υπότυπου H3.3, συγκεκριμένα H3F3A και H3F3B στους ανθρώπους, 

βρίσκονται έξω από τις ομάδες (clusters) γονιδίων των ιστονών. Είναι παρόμοια με τα 

περισσότερα άλλα ευκαρυωτικά γονίδια στο ότι περιέχουν ιντρόνια και τα mRNAs 

τους έχουν ουρές πολυ(Α). Γενικά, το «κανονικό» H3 εκφράζεται και ενσωματώνεται 

στη χρωματίνη στη φάση S του κυτταρικού κύκλου με τρόπο που εξαρτάται από την 

αντιγραφή (Krimer et al., 1993; Akhmanova et al., 1995; Frank et al., 2003; Okada et 

al., 2005). Αντίθετα, ο υπότυπος Η3.3 εκφράζεται σε όλο τον κυτταρικό κύκλο. Κατά 

συνέπεια, η H3.3 μπορεί να ενσωματωθεί στη χρωματίνη είτε μέσω μιας οδού 

συζευγμένης με την αντιγραφή κατά τη φάση S, είτε μέσω ενός τρόπου ανεξάρτητου 
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από την αντιγραφή, εκτός της φάσης S (Wu et al., 1982; Krimer et al., 1993; Castiglia 

et al., 1994). Επίσης, η H3.3 είναι αρκετά συντηρημένη μεταξύ των ειδών. 

Σε επίπεδο πρωτεΐνης, η Η3.3 αποτελείται από 136 αμινοξέα στον άνθρωπο και στον 

ποντικό (Εικόνα 15) με μοριακό βάρος 15,3 kDa (περίπου). Επίσης, βάσει αμινοξικής 

αλληλούχισης έχει αποδειχθεί ότι η ανθρώπινη και η ποντικίσια H3.3 είναι ίδιες, με 

100% αντιστοίχιση. Η H3.3 διαφέρει από την κανονική ιστόνη Η3 σε μόνο 4 ή 5 

αμινοξέα, με μικρές διαφοροποιήσεις μεταξύ των οργανισμών. Στους ανθρώπους, οι 

διαφορές μεταξύ Η3.3 και Η3 ορίζονται από τα κατάλοιπα 87, 89, 90 και 96 στην 

περιοχή αναδίπλωσης της ιστόνης και το κατάλοιπο 31 στη Ν-τελική ουρά. Αν και οι 

αλλαγές στην αλληλουχία αμινοξέων είναι μικρές, αυτά τα συγκεκριμένα κατάλοιπα 

συμβάλλουν στις διακριτές ιδιότητες του υπότυπου H3.3. Η Η3.3 ρυθμίζεται ειδικά 

από διάφορες πρωτεΐνες-παράγοντες και οι γενετικές μεταλλάξεις της Η3.3 σχετίζονται 

με την ανάπτυξη διαφόρων τύπων καρκίνου στον άνθρωπο, όπως το παιδιατρικό HGG 

(high-grade glioblastoma) (Shi et al., 2017). 

Η SET έχει ταυτοποιηθεί ως πρωτεΐνη που αλληλεπιδρά ισχυρά με την H3 και 

συγκεκριμένα με την παραλλαγή H3.3, με την ιδιότητα της πρωτεΐνης-συνοδού, όπως 

αναφέρθηκε σε προηγούμενη ενότητα (Kato et al., 2007; Petrozziello et al., 2020). 

Στην παρούσα διπλωματική εργασία, η αλληλεπίδραση της SET με την ιστόνη Η3.3 

(πιο συγκεκριμένα την mouse H3.3-mH3.3, παρόμοια της ανθρώπινης H3.3) 

χρησιμοποιήθηκε ως αλληλεπίδραση αναφοράς για την αξιολόγηση των 

αποτελεσμάτων της αλληλεπίδρασης της SET με την Η1.2. 

 

 
Εικόνα 15. Αμινοξική αλληλουχία και σχηματική αναπαράσταση της ποντικίσιας 

H3.3 (https://www.uniprot.org/uniprotkb/P84244/entry; Cutter & Hayes, 2015). 

 

 

 
Εικόνα 16. Απεικόνιση της δομής της mΗ3.3 στον χώρο 

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/P84244/entry). 

 

  

https://www.uniprot.org/uniprotkb/P84244/entry
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7. Η πολυγλουταμυλίωση ως μετα-μεταφραστική τροποποίηση 

 

Η πολυγλουταμυλίωση είναι μια μετα-μεταφραστική τροποποίηση που έχει 

διατηρηθεί εξελικτικά μεταξύ των διαφόρων ειδών, αφού έχει ανιχνευτεί από τους 

μονοκύτταρους οργανισμούς (Bré et al., 1994; Weber et al., 1997; Schneider et al., 

1997, 1998) μέχρι και τα θηλαστικά (Fouquet et al., 1994). Η πολυγλουταμυλίωση 

ανιχνεύτηκε αρχικά στην τουμπουλίνη α και β (πρωτεΐνες που δομούν τους 

μικροσωληνίσκους του κυτταροσκελετού), όπου με την δράση της ρυθμίζει τη 

λειτουργία και την οργάνωση των συγκεκριμένων δομών (Westermann & Weber, 

2003). Είναι μια μετα-μεταφραστική τροποποίηση κατά την οποία γλουταμικά 

αμινοξέα/κατάλοιπα συνδέονται ομοιοπολικά σε ένα ή περισσότερα γλουταμικά μιας 

πολυγλουταμικής περιοχής εντός της αμινοξικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης-στόχου. 

Η διαδοχική προσθήκη γλουταμικών έχει ως συνέπεια τον σχηματισμό όξινων 

πλευρικών αλυσίδων, ενισχύοντας με αυτό τον τρόπο τον όξινο χαρακτήρα της 

πρωτεΐνης, που επιδέχεται την τροποποίηση. Ως προς το μήκος των σχηματιζόμενων 

πολυγλουταμικών αλυσίδων έχει γίνει γνωστό ότι αυτό ποικίλει και μπορεί να 

ξεπεράσει σε ορισμένες περιπτώσεις ακόμα και τα 20 κατάλοιπα αμινοξέος. Επίσης, 

έχει αναδειχθεί ότι η προσθήκη του πρώτου γλουταμικού γίνεται μέσω αμιδικού 

δεσμού στη γ-καρβοξυλική ομάδα του γλουταμικού της πρωτεΐνης-στόχου. Η 

αντίδραση αυτή ορίζεται ως «έναρξη» (initiation). Η επακόλουθη προσθήκη 

γλουταμικών και επομένως η αύξηση του μήκους της πολυγλουταμικής αλυσίδας, 

ορίζεται ως αντίδραση «επιμήκυνσης» (elongation) και γίνεται κατά προτίμηση στην 

α-καρβοξυλική ομάδα του τελευταίου γλουταμικού και όχι στην γ-καρβοξυλική ομάδα 

που είναι επίσης διαθέσιμη (Redeker et al., 1991; Wolff et al., 1994) (Εικόνα 17). 

 

 
Εικόνα 17. Μηχανισμός πολυγλουταμυλίωσης. Η πολυγλουταμυλίωση λαμβάνει χώρα 

σε ένα κατάλοιπο γλουταμικού εντός της πρωτογενούς αλληλουχίας της τροποποιημένης 

πρωτεΐνης (τροποποιημένο Glu). Η πρώτη αντίδραση, η οποία είναι η έναρξη-initiation 

(πράσινη), δημιουργεί έναν αμιδικό δεσμό μεταξύ της γ-καρβοξυλικής ομάδας του 

τροποποιημένου γλουταμικού της πρωτεΐνης-στόχου και της αμινομάδας της πρώτου 

γλουταμικού που προστίθεται (Glu1). Οι επόμενες αντιδράσεις επιμήκυνσης-elongation 

(πορτοκαλί) συνδέουν την α-καρβοξυλομάδα του προηγούμενου καταλοίπου γλουταμικού 
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με την αμινομάδα του επόμενου καταλοίπου (Glu2, Glu3 κ.ο.κ.). Η ενζυμική προσθήκη 

γλουταμικών καταλύεται από τις πολυγλουταμυλάσες (polyglutamylases), ενώ η ενζυμική 

απομάκρυνση από τις από-γλουταμυλάσες (deglutamylases) (Janke et al., 2008). 

 

 

Η πολυγλουταμυλίωση διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη και την 

λειτουργία των νευρώνων, καθώς κατά τα αρχικά στάδια ανάπτυξης του εγκεφάλου, τα 

επίπεδά της είναι ιδιαίτερα αυξημένα (Audebert et al., 1994). Επίσης, έχει αναδειχθεί 

ότι επηρεάζει την νευρωνική δραστηριότητα μέσω ρύθμισης της μεταφοράς των 

συναπτικών κυστιδίων (Ikegami et al., 2007). Τελευταίες μελέτες έχουν επισημάνει και 

την άμεση συσχέτιση της αυξημένης πολυγλουταμυλίωσης με τον νευροεκφυλισμό 

(Rogowski et al., 2010). Η πολυγλουταμυλίωση εμπλέκεται επιπροσθέτως με την νόσο 

του Alzheimer, μέσω της ενεργοποίησης της πρωτεΐνης spastin (Zempel et al., 2013). 

Βάσει πολυετών ερευνών, έχει επισημανθεί η εμπλοκή της πολυγλουταμυλίωσης, 

ως μετα-μεταφραστικής τροποποίησης, στον έλεγχο του κυτταρικού κύκλου (Regnard 

et al., 1999) και στην κίνηση των μαστιγίων και των κροσσών (beating) (Suryavanshi 

et al., 2010). Επιπλέον, αυξημένα επίπεδα της τροποποίησης έχουν χαρακτηριστεί ως 

διαμεσολαβητές της καρκινικής εξέλιξης (Souček et al., 2006). 

Τέλος, η πολυγλουταμυλίωση ως μετα-μεταφραστική τροποποίηση δρα σε ένα 

μεγάλο εύρος υποστρωμάτων, όπως φαίνεται στον Πίνακα 1. 

 

Πρωτεΐνη Μοριακό μέγεθος 

(kDa) 

Ισοηλεκτρικό σημείο 

(pI) 

Νουκλεοπορίνη 358 5,9 

Πρωτεΐνη σύνδεσης Myb-1A 149 9,3 

PELP1 120 4,3 

NAP-1 45 4,4 

NF45 45 8,3 

NAP-2 43 4,6 

SET 33 4,2 

PHAPII 32 4,1 

Νουκλεοφωσμίνη Β23 31 4,7 

ANP32E 31 3,8 

ANP32A 29 4,0 

ANP32B 22 4,2 

Πίνακας 1. Πιθανές πρωτεΐνες-στόχοι της πολυγλουταμυλίωσης (van Dijk et al., 

2008). 
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7.1 Πολυγλουταμυλάσες και από-γλουταμυλάσες 

 

Τα ένζυμα που καταλύουν την πολυγλουταμυλίωση, οι λεγόμενες 

πολυγλουταμυλάσες, είναι μέλη της οικογένειας πρωτεϊνών TTLL (Tubulin Tyrosine 

Ligase-Like) (van Dijk et al., 2007). Πρόκειται για πρωτεϊνικά μόρια που εμφανίζουν 

ομολογία με την λιγάση TTL (Tubulin Tyrosine Ligase), η οποία καταλύει την 

προσθήκη τυροσίνης στην τουμπουλίνη (Ersfeld et al., 1993). Έχουν ταυτοποιηθεί 13 

πρωτεΐνες TTLL, των οποίων η καταλυτική περιοχή διακρίνεται σε 2 επιμέρους 

περιοχές: μια περιοχή-πυρήνα (core domain), που είναι κοινή σε όλες τις πρωτεΐνες, 

και μια εκτεταμένη περιοχή (extended domain), που είναι διατηρημένη σε μεγάλο 

βαθμό (Εικόνα 18). Μεταξύ των TTLL πρωτεϊνών, οι TTLL1, 4, 5, 6, 7, 11 και 13 είναι 

ενεργές πολυγλουταμυλάσες, που δεν χρειάζονται ρύθμιση από άλλον παράγοντα ώστε 

να ασκήσουν την ενζυματική τους δράση. Καθεμία από αυτές τις πολυγλουταμυλάσες 

εμφανίζει «προτίμηση» ως προς το υπόστρωμα που θα δράσει/τροποποιήσει και ως 

προς την αντίδραση που θα καταλύσει (έναρξη ή επιμήκυνση). Επιπλέον, η εκτεταμένη 

περιοχή των παραπάνω TTLL πρωτεϊνών, που είναι κοινή μεταξύ τους, συνδέεται με 

την εξειδίκευση των ενζύμων ως προς την προσθήκη γλουταμικών στις πρωτεΐνες-

στόχους, κάτι που γίνεται φανερό και από το γεγονός ότι οι TTLL3, 8 και 10, όπου 

απουσιάζει η εκτεταμένη περιοχή, καταλύουν μια διαφορετική μετα-μεταφραστική 

τροποποίηση, αυτή της πολυγλυκυλίωσης (Ikegami et al., 2008; Rogowski et al., 2009). 

Η πολυγλουταμυλίωση είναι μια αντιστρεπτή μετα-μεταφραστική τροποποίηση. Η 

ισορροπία μεταξύ των ενζύμων που προσθέτουν γλουταμικά και εκείνων που τα 

αφαιρούν, αποτελεί ένα μηχανισμό ελέγχου που καθορίζει το μήκος των 

πολυγλουταμικών αλυσίδων. Τα ένζυμα που καταλύουν την απομάκρυνση των 

γλουταμικών από τις πρωτεΐνες-στόχους της πολυγλουταμυλίωσης ή από τις 

πολυγλουταμικές αλυσίδες (από-γλουταμυλάσες) είναι μέλη της οικογένειας των 

κυτοσολικών καρβοξυπεπτιδασών (cytosolic carvoxypeptidases-CCPs). Έχει γίνει 

ταυτοποίηση και ανίχνευση 4 ενζύμων της οικογένειας CCP με ενεργότητα από-

γλουταμυλάσης. Αυτά είναι η CCP1, η CCP4, η CCP5 και η CCP6, που διακρίνονται 

(όπως και οι πολυγλουταμυλάσες) ανάλογα με την αντίδραση εξειδίκευσής τους 

(Kimura et al., 2010; Rogowski et al., 2010).  

 

 
Εικόνα 18. Η οικογένεια των TTLL πρωτεϊνών. Σχηματική αναπαράσταση των 13 

μελών της TTLL (Tubulin Tyrosine Ligase-Like) οικογένειας που εμφανίζουν ομολογία 
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με την TTL (Tubulin Tyrosine Ligase). H περιοχή-πυρήνας της TTL είναι το κοινό 

χαρακτηριστικό ολόκληρης της οικογένειας πρωτεϊνών TTLL (κίτρινο πλαίσιο). Η 

εκτεταμένη περιοχή TTL (πορτοκαλί κουτί), είναι χαρακτηριστικό των 

πολυγλουταμυλασών. Η περιοχή που είναι απαραίτητη για τη δέσμευση του ATP (κόκκινη 

ράβδος) έχει πολύ υψηλή ομολογία αλληλουχίας μεταξύ όλων των TTLL. Τα μη 

διατηρημένα μέρη των αλληλουχιών σχεδιάζονται με λευκό χρώμα (van Dijk et al., 

2007). 

 

 

Η πολυγλουταμυλάση TTLL4: 

Η πολυγλουταμυλάση TTLL4 χρησιμοποιείται στην παρούσα διπλωματική εργασία 

ώστε να μελετηθεί το αποτέλεσμα της τροποποίησης, που αυτή επάγει, στις 

αλληλεπιδράσεις των πρωτεϊνών ProTα, ParaT και SET με την συνδετική ιστόνη H1.2. 

Οι τρεις αυτές πρωτεΐνες περιέχουν εκτενείς περιοχές γλουταμικών αμινοξέων και 

αμινοξική αλληλουχία με έλλειψη σε υδροφοβικά κατάλοιπα. Κυρίως όμως το γεγονός 

ότι διαθέτουν poly-E (πολυγλουταμικές) περιοχές και κατατάσσονται στις IDPs και 

IDR πρωτεΐνες, τις εντάσσει στο σύνολο των στόχων των μετα-μεταφραστικών 

τροποποιήσεων και πιο συγκεκριμένα της ΤΤLL4 επαγόμενης πολυγλουταμυλίωσης. 

Δεν είναι γνωστό από την βιβλιογραφία ότι, η ProTα και ParaT αποτελούν 

υποστρώματα της πολυγλουταμυλάσης TTLL4, ωστόσο το γεγονός αυτό 

υποστηρίζεται από αδημοσίευτα δεδομένα του εργαστηρίου μας. 

Πιο συγκεκριμένα, η TTLL4 είναι μια μονογλουταμυλάση 1199 αμινοξέων και 

μοριακού βάρους περίπου 133,4 kDa (Εικόνα 19) που τροποποιεί τόσο την 

τουμπουλίνη, όσο και άλλες πρωτείνες, προσθέτοντας ένα μόνο γλουταμικό στην 

ομάδα γ-καρβοξυλίου καταλοίπων γλουταμικού των πρωτεϊνών-στόχων (van Dijk et 

al., 2007; Lacroix et al., 2010; Rogowski et al., 2010; Xia et al., 2016a). Συμμετέχει 

στο στάδιο έναρξης της πλευρικής αλυσίδας της αντίδρασης πολυγλουταμυλίωσης 

αλλά όχι στο στάδιο επιμήκυνσης (van Dijk et al., 2007; Rogowski et al., 2010). 

Τροποποιεί κατά προτίμηση την β-τουμπουλίνη, έναντι της α-τουμπουλίνης (van Dijk 

et al., 2007). Μονογλουταμυλιώνει τις πρωτεΐνες συναρμολόγησης νουκλεοσώματος 

της οικογένειας NAP, στην οποία ανήκει και η ογκοπρωτεΐνη SET (van Dijk et al., 

2007). Επίσης, μονογλουταμυλιώνει τη νουκλεοτιδυλοτρανσφεράση CGAS, 

οδηγώντας σε αναστολή της καταλυτικής δραστικότητας της CGAS, αποτρέποντας 

έτσι την αντιϊκή αμυντική λειτουργία (Xia et al., 2016b). Συμμετέχει στη 

γλουταμυλίωση της KLF4, η οποία εμποδίζει την ουβικουϊτινοποίησή της, οδηγώντας 

έτσι σε επαναπρογραμματισμό των σωματικών κυττάρων, διατήρηση της 

πολυδυναμίας και εμβρυογένεση (Ye et al., 2018). Η TTLL4 είναι η μόνη 

πολυγλουταμυλάση, η οποία έχει ευρεία εξειδίκευση σε υποστρώματα πέρα της 

τουμπουλίνης (Πίνακας 2). Τέλος, δεν υπάρχει καθορισμένη αλληλουχία που 

αναγνωρίζει η συγκεκριμένη πολυγλουταμυλάση στις πρωτεΐνες-στόχους της (van Dijk 

et al., 2007). 
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Εικόνα 19. Αμινοξική αλληλουχία της ανθρώπινης TTLL4 

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q14679/entry). 

 

 

 
Εικόνα 20. Απεικόνιση της δομής της TTLL4 στον χώρο 

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q14679/entry). 

 

 

https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q14679/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q14679/entry
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Πίνακας 2. Ειδικές δραστικότητες πολυγλουταμυλασών (van Dijk et al., 2007). 

 

 

8. Protein-Fragment Complementation Assays (PCAs) 

 

Ο Stephen W. Μichnick και οι συνεργάτες του, στο Πανεπιστήμιο του Μόντρεαλ 

του Καναδά, ανέπτυξαν την στρατηγική των Protein-Fragment Complementation 

Assays (PCAs) για τη μελέτη των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων. Περιλαμβάνουν τη 

διάσπαση μιας πρωτεΐνης αναφοράς σε δύο ξεχωριστά τμήματα, καθένα από τα οποία 

είναι συνενωμένο με μια πρωτεΐνη-στόχο ενδιαφέροντος. Η αρχή που διέπει τα PCAs 

είναι πως εάν οι δύο πρωτεΐνες-στόχοι αλληλεπιδρούν, θα φέρουν τα τμήματα της 

πρωτεΐνης αναφοράς σε κοντινή απόσταση, επιτρέποντας την ανασύστασή τους στη 

αρχική δομή και την επακόλουθη ανίχνευσή τους (Pelletier et al., 1999; S. W. Michnick 

et al., 2000). Η πειραματική αυτή προσέγγιση είναι εμπνευσμένη από την έρευνα των 

Johnsson και Varshavsky που αναλύουν τον "ubiquitin split protein sensor" (USPS) 

(Johnsson & Varshavsky, 1994) και η οποία δίνει απαντήσεις, με ημι-ποσοτική 

προσέγγιση, σε in vivo και in vitro αλληλεπιδράσεις. 
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Εικόνα 21. Γενικός μηχανισμός των Protein Fragment Complementation Assays. Δύο 

πρωτεΐνες ενδιαφέροντος συνδέονται η καθεμία με συμπληρωματικά τμήματα μιας 

πρωτεΐνης αναφοράς. Εάν οι πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν, τα τμήματα της πρωτεΐνης 

αναφοράς αναδιπλώνονται στη αρχική δομή και αναδημιουργείται η δραστικότητα της 

(S. W. Michnick et al., 2011). 

 

 

8.1 Γενικά χαρακτηριστικά γνωρίσματα των PCAs 

 

Η στρατηγική των PCAs έχει τις ακόλουθες δυνατότητες: (i) επιτρέπει την ημι-

ποσοτική ανίχνευση αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-πρωτεΐνης in vivo (σε μονοκύτταρο 

ή πολυκύτταρο οργανισμό) και in vitro σε οποιονδήποτε τύπο κυττάρου, (ii) επιτρέπει 

την ανίχνευση αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-πρωτεΐνης (οποιουδήποτε μοριακού 

βάρους), εκφρασμένων στα ενδογενή τους επίπεδα, σε κατάλληλα υποκυτταρικά 

διαμερίσματα ή οργανίδια, όπου και επιδέχονται μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις 

και αποικοδόμηση, (iii) επιτρέπει την ανίχνευση αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-

πρωτεΐνης που επάγονται σε αναπτυξιακά, διατροφικά, περιβαλλοντικά ή ορμονικά 

μονοπάτια και (iv) επιτρέπει τον έλεγχο και διαλογή των βιβλιοθηκών cDNA για 

αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης-πρωτεΐνης σε οποιονδήποτε τύπο κυττάρου.  

Εκτός από τις ειδικές δυνατότητες των PCAs που περιγράφονται παραπάνω, 

υπάρχουν ειδικά χαρακτηριστικά που τα καθιστούν κατάλληλα για διαλογή μοριακών 

αλληλεπιδράσεων, συμπεριλαμβανομένων των ακόλουθων:  

(i) Στα PCAs οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ δύο πρωτεϊνών πρέπει να συμβαίνουν με 

τέτοιο τρόπο ώστε η πρωτεΐνη αναφοράς να μπορεί να αναδιπλωθεί. 

(ii) Τα PCAs οφείλουν να είναι πλήρως αντιστρεπτά για να μπορούν να επιτρέψουν 

άμεσες μελέτες για την δυναμική του σχηματισμού και της διάσπασης των 

πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων. 

(iii) Ένα κρίσιμο χαρακτηριστικό των PCA τμημάτων είναι ότι πρέπει να μην 

αναδιπλώνονται αυθόρμητα. Η αυθόρμητη αναδίπλωση θα οδηγούσε σε 

ψευδώς θετικό σήμα. 

(iv) Τα PCAs μπορεί να επιλεγούν για μελέτη των αλληλεπιδράσεων κάποιας 

κατηγορίας πρωτεϊνών για έναν συγκεκριμένο τύπο κυττάρων.  

(v) Τα PCAs είναι φθηνά και δεν απαιτούν εξειδικευμένα αντιδραστήρια. 
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(vi) Τα PCAs μπορούν να αυτοματοποιηθούν και θα μπορούσε να γίνει έλεγχος σε 

κλίμακα υψηλής απόδοσης.  

(vii) Τα PCAs έχουν σχεδιαστεί στο επίπεδο της ατομικής δομής των 

χρησιμοποιούμενων ενζύμων. Εξαιτίας αυτού, υπάρχει πρόσθετη ευελιξία στο 

σχεδιασμό των τμημάτων ανιχνευτή/πρωτεΐνης αναφοράς για τον έλεγχο της 

ευαισθησίας και της αυστηρότητας των αναλύσεων. 

(viii) Τα PCAs μπορούν να βασίζονται σε ένζυμα για τα οποία η ανίχνευση 

αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-πρωτεΐνης μπορεί να προσδιοριστεί μέσω 

παραγωγής ενός φθορίζοντος ή έγχρωμου προϊόντος (Gegg et al., 1996; Remy 

& Michnick, 1999, 2006b; Tarassov et al., 2008; S. W. Michnick et al., 2011). 

 

 
Εικόνα 22. Αρχές της PCA μεθόδου. Στο πάνω σχήμα παρουσιάζεται η ελεύθερη 

ενέργεια αναδίπλωσης της πρωτεΐνης αναφοράς σε μια δοκιμή PCA. Η διαδικασία 

προχωρά επειδή η διαφορά στην ελεύθερη ενέργεια μεταξύ των μη-αναδιπλωμένων και 

αναδιπλωμένων καταστάσεων (ΔGfolded-unfolded) είναι αρνητική. Επίσης, απεικονίζεται και 

η πορεία που ακολουθεί το σύμπλοκο για να φτάσει στην δεσμευμένη κατάσταση που 

είναι ενεργειακά χαμηλότερη από την αδέσμευτη και φυσικά από την μεταβατική 

κατάσταση, και άρα πιο σταθερή. Στο κάτω σχήμα παρουσιάζεται η αναστρέψιμη PCA 

που επιτρέπει την ανίχνευση της διάστασης συμπλεγμάτων πρωτεϊνών. Απεικονίζονται 

τρεις καταστάσεις του συστήματος PCA. Η αναδίπλωση των τμημάτων στις ενεργές 

πρωτεΐνες αναφοράς συμβαίνει μόνο εάν οι πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν φέρουν τα 

τμήματα κοντά στον χώρο (1→2→3) (S. W. Michnick et al., 2007). 

 

 



36 

8.2 PCAs βασισμένα σε φθορίζουσες πρωτεΐνες και λουσιφεράσες 

 

Ως πρωτεΐνη αναφοράς, στη στρατηγική των PCAs, μπορεί να χρησιμοποιηθούν 

διάφορα ένζυμα όπως η διυδροφυλλική αναγωγάση (DHFR), η κινάση των 

αμινογλυκοσιδών, η GART (Glycinamide ribonucleotide transformylase), η TEM-1 β-

λακταμάση, η κινάση της υγρομυκίνης Β, η πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (GFP) και 

η Gaussia princeps λουσιφεράση (Remy & Michnick, 1999; Ghosh et al., 2000; S. W. 

Michnick et al., 2000; Remy & Michnick, 2006a). Λόγω αυτής της ποικιλίας, τα PCAs 

μπορούν να παρέχουν διαφορετικούς τύπους δεδομένων, ανάλογα με την επιθυμητή 

εφαρμογή. Γενικότερα, τα ένζυμα που χρησιμοποιούνται σε αυτό το σύνολο 

αναλύσεων είναι μικρά και μονομερή για να εξασφαλίζεται ότι οι αλληλεπιδράσεις 

πρωτεϊνών που ανιχνεύονται είναι δυαδικές και όχι ανώτερης τάξης (S. Michnick, 

2001). 

Οι λουσιφεράσες είναι μια γενική ονομασία για τα ένζυμα που παράγουν φως σε 

ζωντανούς οργανισμούς (Laios et al., 2000). Υπάρχουν δύο βασικές απαιτήσεις για την 

παραγωγή βιοφωταύγειας, συμπεριλαμβανομένου του ενζύμου που είναι υπεύθυνο για 

την κατάλυση της αντίδρασης και την παραγωγή φωτός (λουσιφεράση) και το 

υπόστρωμα για αυτό το ένζυμο (λουσιφερίνη) (England et al., 2016). To εξωγενές 

υπόστρωμα καθώς και το σήμα βιοφωταύγειας σε αντίθεση με τις φθορίζουσες 

πρωτεΐνες, οι οποίες μπορούν να παράγουν σταθερά ανιχνεύσιμα σήματα, μειώνονται 

σταδιακά επειδή καθορίζονται από μια χημική αντίδραση (Lang et al., 2019). Στη 

βιβλιογραφία αναφέρονται επτά λουσιφεράσης, οι οποίες μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν για την μελέτη αλληλεπιδράσεων πρωτεϊνών, όπως φαίνεται στον 

Πίνακα 3. 

Στην παρούσα διπλωματική εργασία, ως μέθοδος ανάλυσης των πρωτεϊνικών 

αλληλεπιδράσεων επιλέχθηκε μια μέθοδος PCA, η οποία βασίζεται στον προσδιορισμό 

βιοφωταύγειας μέσω της Gaussia λουσιφεράσης. Το συγκεκριμένο σύστημα παρέχει 

όλα τα χαρακτηριστικά μιας PCA (όπως αυτά αναλύθηκαν προηγουμένως), αλλά σε 

αυτό προσδίδεται και η ιδιαιτερότητα που παρέχουν οι λουσιφεράσες. Αυτή η 

ιδιαιτερότητα έγκειται στο ότι οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ των πρωτεϊνών ανιχνεύονται 

σε ενδογενή επίπεδα in vivo και στο ότι μπορούν να μελετηθούν δυναμικές αλλαγές 

τόσο στο σχηματισμό όσο και στη διάσπαση των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων σε 

διάστημα δευτερολέπτων (Remy & Michnick, 2006a; Stefan et al., 2007). 

 

 
Πίνακας 3. Ενζυμα λουσιφεράσης με την προέλευση, τα απαιτούμενα υποστρώματα 

και συμπαράγοντες, το μοριακό βάρος και το μέγιστο μήκος κύματος εκπομπής τους 

(England et al., 2016). 
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8.3 Η Gaussia princeps λουσιφεράση 

 

Η Gaussia princeps λουσιφεράση (GLuc) έχει απομονωθεί από το θαλάσσιο 

κωπήποδο Gaussia princeps (Εικόνα 23). Πρόκειται για μια μονομερή πρωτεΐνη με μια 

κωδική αλληλουχία 555 ζεύγη βάσεων που αποτελείται από 185 αμινοξέα (19,9 kDa). 

Είναι η μοναδική λουσιφεράση που εκκρίνεται φυσικά και επιπλέον δεν απαιτεί 

συμπαράγοντες για να είναι ενεργή. Η συγκεκριμένη λουσιφεράση καταλύει την 

οξείδωση του υποστρώματος coelenterazine και εκπέμπει μπλε φως στα 480 nm (Szent-

Gyorgyi et al., 1999). Το υπόστρωμα μπορεί να διαπεράσει τις κυτταρικές μεμβράνες 

και να διαχέεται σε όλα τα κυτταρικά διαμερίσματα, επιτρέποντας ημι-ποσοτική 

ανάλυση σε ζωντανά κύτταρα (Remy & Michnick, 2006a). Η βελτιωμένη μορφή της 

Gaussia λουσιφεράσης (hGLuc) προέκυψε από βελτιστοποίηση κωδικονίων της GLuc 

για έκφραση σε κύτταρα θηλαστικών. Συνεπώς, εκφράζεται περισσότερο σε κύτταρα 

θηλαστικών σε σύγκριση με τη μορφή άγριου τύπου της και δίνει μια αξιοσημείωτα 

υψηλότερη ένταση βιοφωταύγειας σε σύγκριση με τις άλλες καλά μελετημένες 

βελτιωμένες μορφές λουσιφερασών (Tannous et al., 2005). Συμπερασματικά, τα 

χαρακτηριστικά που προαναφέρθηκαν καθιστούν την Gaussia princeps λουσιφεράση 

ιδανικό ένζυμο για την ανάπτυξη μιας μεθόδου PCA. 

 

 
Εικόνα 23. Το θαλάσσιο κωπήποδο Gaussia princeps. Α) Μικρογραφία του G. 

princeps (μήκους περίπου 6 mm από το κεφάλι έως το πτερύγιο). B) Ψευδοχρωματικές 

εικόνες ηλεκτρονικού μικροσκοπίου σάρωσης του G. princeps (Tannous et al., 2005). 

 

 

 
Εικόνα 24. Απεικόνιση της δομής της Gaussia princeps λουσιφεράσης στον χώρο 

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9BLZ2/entry). 

https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9BLZ2/entry
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Εικόνα 25. Ενζυμική αντίδραση της Gaussia princeps λουσιφεράσης. Η Gaussia 

λουσιφεράση (GLuc) απαιτεί μόνο κοελεντεραζίνη και οξυγόνο για την παραγωγή φωτός 

στα 480 nm. Τα προϊόντα της ενζυμικής αντίδρασης είναι το κοελεντεραμίδιο και το 

διοξείδιο του άνθρακα (England et al., 2016). 

 

 

8.4 Σχεδιασμός των PCAs με βάση την hGLuc ως πρωτεΐνη ανιχνευτή 

 

Στη στρατηγική PCA, οι πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις μελετώνται με τη έκφραση 

καθεμίας από τις πρωτεΐνες ενδιαφέροντος με τις συμπληρωματικές αμινοτελικές (Ν-) 

ή καρβοξυλοτελικές (C-) περιοχές μιας πρωτεΐνης-αναφοράς, που έχει διαχωριστεί 

ορθολογικά με τη χρήση στρατηγικών πρωτεϊνικής μηχανικής (Pelletier et al., 1998). 

Για την ανάπτυξη του hGLuc PCA, οι Remy & Michnick το 2006 αναγνώρισαν 

συμπληρωματικά τμήματα της hGLuc δημιουργώντας μια βιβλιοθήκη τμημάτων με 

PCR από το γονίδιο που κωδικοποιεί την hGLuc (με χρήση του pCMV-GLUC vector), 

εξαιρουμένης της αλληλουχίας σήματος έκκρισης, η οποία αντιστοιχεί σε 16 αμινοξέα 

του N-τελικού άκρου της hGLuc (Remy & Michnick, 2006a). Ακολούθως, επέλεξαν 

θέσεις σχάσης σύμφωνα με μια πρόβλεψη δευτεροταγούς δομής της hGLuc 

χρησιμοποιώντας τον αλγόριθμο PHD (Rost, 1996) (Εικόνα 26). Η βιβλιοθήκη 

αποτελούνταν από ζεύγη τμημάτων στα οποία οι θέσεις σχάσης βρίσκονταν εντός 

τριών περιοχών της πρωτεϊνικής αλληλουχίας της hGLuc που προβλεπόταν ότι θα ήταν 

μη δομημένη (αμινοξέα 65-109, Εικόνα 27). Στη συνεχεία, οι αλληλουχίες 5' 

(hGLuc(1)-Ντελικό άκρο) και η 3' (hGLuc(2)-Cτελικό άκρο) που αντιστοιχούν στα 

αμινοξέα 1-93 της hGLuc, και 94-169 της hGLuc, αντίστοιχα συντήχθηκαν  με 

αλληλουχίες κωδικοποίησης του φερμουάρ λευκίνης του μεταγραφικού παράγοντα 

GCN4. Επίσης, εισήγαγαν στον πλασμιδιακό φορέα έκφρασης μεταξύ της πρωτεΐνης 

ενδιαφέροντος και των τμημάτων της hGLuc μια αλληλουχία μήκους 10 αμινοξέων 

που κωδικοποιεί έναν εύκαμπτο πολυπεπτιδικό συνδέτη (linker), ο οποίος αποτελείται 

από (Gly.Gly.Gly.Gly.Ser)2. Αυτός ο συνδέτης επιλέχθηκε επειδή ήταν ο πιο ευέλικτα 

δυνατός και είχαν παρατηρήσει εμπειρικά ότι οι συνδέτες αυτού του μήκους επιτρέπουν 

στα τμήματα της λουσιφεράσης να αναδιπλωθούν, ανεξάρτητα από το μέγεθος των 

πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν, με τις οποίες συντήκονται/συνδέονται τα τμήματα 

(Remy & Michnick, 2001). Οι δύο τελικές προκύπτουσες συντήξεις DNA 

υποκλωνοποιήθηκαν στον φορέα έκφρασης θηλαστικών pcDNA3.1 (Invitrogen). H 

συνέκφραση των πλασμιδίων Zip-hGLuc(1) και Zip-hGLuc(2) σε κύτταρα HEK293 

είχε ως αποτέλεσμα την αναδίπλωση και ανασύσταση της δραστικότητας της hGLuc 
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(μόνο από τα λειτουργικά τμήματα), κάτι που προκαλείται από τον ομοδιμερισμό του 

φερμουάρ λευκίνης GCN4, παράγοντας έτσι βιοφωταύγεια (Εικόνα 27). Ωστόσο, 

συνενώσεις των τμημάτων με το φερμουάρ λευκίνης του μεταγραφικού παράγοντα 

GCN4, που εκφράστηκαν μόνες τους δεν είχαν ως αποτέλεσμα ανιχνεύσιμη 

βιοφωταύγεια, υποδεικνύοντας ότι τα τμήματα  hGLuc από μόνα τους δεν έχουν καμία 

δραστικότητα, όπως φαίνεται επίσης στην Εικόνα 27 (Remy & Michnick, 2006a). 

Να σημειωθεί ότι οι κατασκευές που διαχωρίστηκαν μεταξύ Gly93 και Glu94 είχαν 

την υψηλότερη δραστικότητα και για αυτό επιλέχθηκαν για την hGLuc PCA (Εικόνα 

26) (Remy & Michnick, 2006a). Επιπρόσθετα, ο προσανατολισμός της σύντηξης 

(αμινο-τελικό ή καρβοξυ-τελικό άκρο)  μπορεί να επηρεάσει την ένταση της 

βιοφωταύγειας (Z. Li et al., 2017) και για αυτό μπορεί να απαιτηθεί η δοκιμή πολλών 

ή όλων των πιθανών συνδυασμών, πριν την τελική επιλογή των τμημάτων διάσπασης 

της λουσιφεράσης, όπως και έγινε στην προκειμένη περίπτωση. 

 

 
Εικόνα 26. Ανάπτυξη μεθόδου PCA βασισμένη στην Gaussia princeps λουσιφεράση. 

Α) Αμινοξική αλληλουχία της βελτιωμένης λουσιφεράσης του Gaussia princeps. Η 

αλληλουχία σήματος έκκρισης 16 αμινοξέων στο αμινοτελικό άκρο δεν περιλαμβάνεται. 

Με κίτρινο διακρίνεται η θέση σχάσης μεταξύ των αμινοξέων Gly93 και Glu94. Β) Η 

ανασύσταση του ένζυμου μετά από τον ομοδιμερισμό του φερμουάρ λευκίνης GCN4 

προκαλεί βιοφωταύγεια. Στον άξονα y διακρίνεται η ένταση της βιοφωταύγειας της 

hGLuc, ενώ στον άξονα x υποδεικνύονται οι αμινοξικές θέσεις σχάσης. Παρατηρείται 

πως η θέση σχάσης μεταξύ των Gly93 και Glu94 αντιστοιχεί στην ισχυρότερη σε ένταση 

βιοφωταύγεια (Remy & Michnick, 2006a). 

 

 

Α 

Β 
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Εικόνα 27. Προσδιορισμός της βιοφωταύγειας των τμημάτων του Zip-hGLuc μετά 

από υπερέκφραση σε κύτταρα HEK293, μαζί και μεμονωμένα. Η  ανάλυση της 

βιοφωταύγειας πραγματοποιήθηκε σε ζωντανά κύτταρα (Remy & Michnick, 2006a). 

 

 

Συμπερασματικά, η PCA είναι μια απλή μέθοδος που επιτρέπει την ανάλυση της 

δράσης γονιδίων. Αυτό επιτυγχάνεται, πρώτον, μετρώντας τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ 

των πρωτεϊνών που κωδικοποιούν τα γονίδια ενδιαφέροντος και δεύτερον, 

παρατηρώντας τι συμβαίνει σε αυτές τις αλληλεπιδράσεις όταν αυτές διαταραχθούν 

από ένα φάρμακο, μια ορμόνη, με την εξάλειψη άλλων γονιδίων, καθώς και μέσω μετα-

μεταφραστικών τροποποιήσεων. Οι μέθοδοι PCAs μπορούν να δημιουργηθούν με 

πολλές πρωτεΐνες αναφοράς. Αποτελούν επομένως εργαστηριακά εργαλεία, από τα 

οποία μπορεί να επιλεγεί η κατάλληλη ανάλυση για συγκεκριμένες εφαρμογές (S. W. 

Michnick et al., 2007). 
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ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ – ΕΠΙΣΤΗΜΟΝΙΚΗ ΣΗΜΑΣΙΑ 

Οι εγγενώς μη δομημένες πρωτεΐνες (IDPs) και οι πρωτεΐνες που περιέχουν εγγενώς 

μη δομημένες περιοχές (IDRs) είναι άφθονες σε όλους τους οργανισμούς, ειδικά σε 

ευκαρυωτικά πρωτεώματα. Ειδικότερα, στο ανθρώπινο γονιδίωμα περίπου το 40% των 

γονιδίων κωδικοποιούν πρωτεΐνες που περιέχουν μη δομημένες περιοχές μήκους >30 

αμινοξέων (Ward et al., 2004; Minezaki et al., 2006; van der Lee et al., 2014). Μέσω 

πληθώρας ερευνών, έχει αναδειχθεί ότι οι IDPs και οι IDR πρωτεΐνες εμπλέκονται σε 

διάφορες σημαντικές βιολογικές λειτουργίες, συμπεριλαμβανομένης της μεταγωγής 

σήματος, της κυτταρικής ρύθμισης, της γονιδιακής μεταγραφής και της αντιγραφής. 

Προσφάτως, βρέθηκε ότι οι IDPs εμπλέκονται στον σχηματισμό εξαιρετικά fuzzy 

συμπλεγμάτων (extremely fuzzy complexes), όπου διατηρούν τη δομική τους αταξία 

και τη δομική τους δυναμική, αντί να υιοθετούν μια πιο σταθερή ή καλά καθορισμένη 

δομή μετά τη δέσμευση με άλλες πρωτεΐνες (W. Wang & Wang, 2019; Hazra & Levy, 

2022). Επίσης, μερικές ομάδες IDPs και IDR πρωτεϊνών μπορούν να επάγουν την 

μετάβαση φάσης υγρού-υγρού (LLPS). 

O σκοπός της παρούσας διπλωματικής εργασίας ήταν η in vivo μελέτη των 

αλληλεπιδράσεων δύο IDP πρωτεϊνών, της προθυμοσίνης α και της παραθυμοσίνης 

(ProTα και ParaT), καθώς και της ογκοπρωτεΐνης SET, η οποία περιέχει μια IDR. Για 

τoν λόγο αυτό χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος hGLuc Protein-Fragment Complementation 

Assay (hGLuc PCA). Η συγκεκριμένη μέθοδος δίνει την δυνατότητα ανίχνευσης και 

ημι-ποσοτικοποίησης πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων σε in vivo και σε in vitro 

συστήματα. Η αρχή της μεθόδου βασίζεται στο γεγονός ότι όταν δύο συμπληρωματικά 

τμήματα της βελτιωμένης Gaussia princeps λουσιφεράσης (πρωτεΐνη αναφοράς) 

συνδέονται με δύο πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν, τα δύο συμπληρωματικά τμήματα 

της λουσιφεράσης αναδιπλώνονται στον χώρο και γίνεται ανασύσταση του ενεργού 

ενζύμου της Gaussia λουσιφεράσης, με αποτέλεσμα να παράγεται βιοφωταύγεια. 

Συγκριμένα, το παραπάνω σύστημα χρησιμοποιήθηκε για την μελέτη και την ημι-

ποσοτική ανάλυση σε κυτταρικά εκχυλίσματα και σε ζωντανά κύτταρα HEK293:  

(α) των αλληλεπιδράσεων των πρωτεϊνών ProTα, ParaT και SET με την συνδετική 

ιστόνη H1.2. 

(β) της αλληλεπίδρασης της ογκοπρωτεΐνης SET με την πυρηνική ιστόνη mH3.3. 

(γ)  της επίδρασης της TTLL4 επαγόμενης πολυγλουταμυλίωσης στις πρωτεΐνες ProTα, 

ParaT και SET, κατά την αλληλεπίδρασή τους με την H1.2. 

Τέλος, μελετήθηκε η κατανομή και η κινητικότητα της συνδετικής ιστόνης H1.2 

στην κυτταρική σειρά HEK293 mcherry-Η1.2, μετά από υπερέκφραση των υπό μελέτη 

πρωτεϊνών. 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

1. Καλλιέργεια κυττάρων 

 

1.1 Κυτταρικές σειρές 

 

Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική σειρά  ΗΕΚ293 (Human 

Embryonic Kidney cells 293), η οποία προήλθε από ένα υγιές έμβρυο μετά από 

έκτρωση, τη δεκαετία του 1970. Τα κύτταρα HEK293 καλλιέργησε για πρώτη φορά ο 

Alex Van der Eb. Ο Frank Graham ήταν ωστόσο αυτός που μετασχημάτισε την 

καλλιεργούμενη κυτταρική σειρά σε αθάνατη, διαμολύνοντας την με DNA από αδενοϊό 

τύπου 5, το οποίο ενσωματώθηκε στο ανθρώπινο χρωμόσωμα 19 των κυττάρων HEK. 

Ως συνέπεια της διαμόλυνσης και της ενσωμάτωσης αυτού του DNA ήταν η αποτροπή 

της απόπτωσης, οδηγώντας έτσι στη συνεχή παραγωγή της κυτταρικής σειράς. Ο Frank 

Graham για να επιτύχει τον παραπάνω σκοπό του, εκτέλεσε 293 πειράματα, για αυτό 

και τα κύτταρα πήραν την ονομασία HEK293. Ωστόσο, μέχρι και σήμερα τα κύτταρα 

αυτά είναι μη καθορισμένης προέλευσης, καθώς για αρκετό χρονικό διάστημα 

θεωρούνταν ότι προέρχονται από ενδοθηλιακό, επιθηλιακό ή ινοβλαστικό κύτταρο του 

εμβρυϊκού νεφρού. Παρόλα αυτά, τα συγκεκριμένα κύτταρα εκφράζουν τους δείκτες 

των νεφρικών προγονικών κυττάρων, των νευρικών κυττάρων και των επινεφριδίων. 

Συνεπώς, τα κύτταρα HEK293 μπορεί να είναι νευρωνικής γενεαλογίας (Shaw et al., 

2002; Stepanenko & Dmitrenko, 2015; Hu et al., 2018). 

Επιπλέον, στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε και η κυτταρική σειρά HEK293 

mcherry-H1.2. Η συγκεκριμένη σειρά μας δόθηκε από το εργαστήριο του Δρ. Frank 

Fackelmayer. Είναι ακριβώς ίδια με τα HEK293, με την διαφορά ότι στο γονιδίωμα 

των κυττάρων αυτών έχει ενσωματωθεί μέσω διαμόλυνσης το γονίδιο της mcherry-

H1.2, μετά από έναν συνεχώς ενεργό γονιδιακό προαγωγέα. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα 

η χιμαιρική πρωτεΐνη mcherry-H1.2 να παράγεται συνεχώς, καθιστώντας τα κύτταρα 

αυτά ιδανικά για απεικόνιση μέσω συνεστιακής μικροσκοπίας και αναλύσεις FRAP 

(Ανάκτησης Φθορισμού μετά από Φωτολεύκανση). 

 

 

1.2 Συνθήκες κυτταρικής καλλιέργειας 

 

Για την καλλιέργεια και ανάπτυξη των ευκαρυωτικών κυττάρων, χρησιμοποιήθηκε 

το θρεπτικό μέσο DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Sigma), το οποίο 

εμπλουτίστηκε επιπλέον με 10% v/v εμβρυικό ορό βοός (FBS), 100 U/ml πενικιλίνη, 

100 μg/ml στρεπτομυκίνη, 4mM L-γλουταμίνη και 100mM πυροσταφυλικό νάτριο. Ο 

ορός FBS απενεργοποιήθηκε πριν την χρήση του μέσω θέρμανσης στους 58οC για 45 

λεπτά. Ο χειρισμός των κυττάρων πραγματοποιήθηκε αποκλειστικά σε θάλαμο 

κάθετης νηματικής ροής (Safeflow 1.2, Bioair Instruments) και η ανάπτυξη τους 

λάμβανε χώρα σε επωαστικό κλίβανο (Forma Direct Heat CO2 Incubator) με σταθερή 

θερμοκρασία στους 37οC, σταθερή παροχή 5% CO2 και σε ατμόσφαιρα κορεσμένη με 

υδρατμούς, προκειμένου να διατηρηθεί σταθερό το pH του θρεπτικού υλικού της 

καλλιέργειας. Επίσης, ο θάλαμος και ο κλίβανος ήταν αποστειρωμένοι, ώστε να 

αποφευχθεί οποιαδήποτε διαμόλυνση των κυττάρων. 
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Η καλλιέργεια των κυττάρων πραγματοποιούνταν σε πιάτα κυτταροκαλλιέργειας 

(cell culture dishes, 100x20 mm, Greiner Bio-One). Αν η πληρότητα της επιφάνειας του 

πιάτου προσέγγιζε το ~80-90%, τα κύτταρα είχαν αναπτυχθεί σε ικανοποιητικό βαθμό 

για να χωριστούν και να μεταφερθούν σε νέο πιάτο, με τον εξής τρόπο: 

• Αφαίρεση του παλιού θρεπτικού υλικού (DMEM) από το πιάτο. 

• Πλύση με 2ml PBS (Phosphate buffered saline) 1x (η διαδικασία 

επαναλαμβανόταν 2 φορές). 

• Προσθήκη 2ml θρυψίνης (Trypsin-EDTA 1X in PBS 1:1, Βiowest) και επώαση 

3-5 λεπτά στον επωαστικό κλίβανο. 

• Προσθήκη τουλάχιστον 2 ml φρέσκου θρεπτικού υλικού DMEM προκειμένου 

να απενεργοποιηθεί η θρυψίνη (1:1 αναλογία θρυψίνης με DMEM, για 

απενεργοποίηση). 

• Ισχυρή επαναιώρηση με την πιπέτα (10ml, 1/10, Serological Pipet) με σκοπό 

τον αποτελεσματικό διαχωρισμό των κυττάρων και την αποφυγή δημιουργίας 

συσσωματωμάτων. 

• Υπολογισμός της επιθυμητής αραίωσης και αντίστοιχη προσθήκη ποσότητας 

κυττάρων στο νέο πιάτο, και συμπλήρωση του νέου πιάτου με φρέσκο θρεπτικό 

υλικό DMEM μέχρι τελικού όγκου 10 ml. 

 

 

2. Πλασμιδιακές κατασκευές (Constructs) 

 

Με σκοπό την μελέτη των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων ProTα-hGLuc1/-hGLuc2, 

ParaT-hGLuc1/-hGLuc2 και SET-hGLuc1/-hGLuc2 με την H1.2-hGLuc2/-hGLuc1, 

καθώς και της πρωτεϊνικής αλληλεπίδρασης SET-hGLuc1/-hGLuc2 με την mH3.3-

hGLuc2/-hGLuc1 έγινε προσθήκη των γονιδίων ProTα, ParaT, SET, H1.2 και mH3.3 

σε πλασμιδιακό φορέα έκφρασης θηλαστικών pcDNA3.1 που περιείχε τις 

συγχωνεύσεις Zip-hGLuc1 και Zip-hGLuc2. Τα προαναφερόμενα γονίδια 

προστέθηκαν μεταξύ των θέσεων αναγνώρισης των περιοριστικών ενδονουκλεασών 

NotI και ClaI, στη θέση δηλαδή που βρίσκεται η αλληλουχία κωδικοποίησης του 

φερμουάρ λευκίκης GCN4. 
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Εικόνα 28. Οι πλασμιδιακοί φορείς έκφρασης θηλαστικών pcDNA3.1 με τα τμήματα 

της hGLuc, Zip-hGLuc1 και Zip-hGLuc2 (Gerak et al., 2021). 

 

 

2.1 Σχεδιασμός εκκινητών για αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) 

 

Για το γονίδιο της ProTα: 

Σαν DNA εκμαγείο (DNA template) για την αντίδραση PCR χρησιμοποιήθηκε το 

CMV-PRO (πλασμιδιακός φορέας που φέρει τον CMV προαγωγέα και το γονίδιο της 

προθυμοσίνης). Μετά την PCR έγινε πέψη του προϊόντος με τα περιοριστικά ένζυμα 

ClaI και NotI και κλωνοποίηση στους φορείς pcDNA3.1-Zeo-Zipper-L-hGLuc1 και 

pcDNA3.1-Zeo-Zipper-L-hGLuc2, οι οποίοι είχαν ήδη κοπεί με τα ίδια ένζυμα. 

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την PCR ήταν: 

• 5’-CCCGAGCGGCCGCACCATGTCAGACGCGGCAG-3’ (Forward Primer) 

• 5’-GGGCCATCGATGTCATCCTCATCAGTCTTCTTC-3’ (Reverse Primer) 
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Για το γονίδιο της ParaT: 

Σαν DNA εκμαγείο (DNA template) για την αντίδραση PCR χρησιμοποιήθηκε το 

CMV-PARA (πλασμιδιακός φορέας που φέρει τον CMV προαγωγέα και το γονίδιο της 

παραθυμοσίνης). Μετά την PCR έγινε πέψη του προϊόντος με τα περιοριστικά ένζυμα 

ClaI και NotI και κλωνοποίηση στους φορείς pcDNA3.1-Zeo-Zipper-L-hGLuc1 και 

pcDNA3.1-Zeo-Zipper-L-hGLuc2, οι οποίοι είχαν ήδη κοπεί με τα ίδια ένζυμα. 

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την PCR ήταν: 

• 5’-CCCGAGCGGCCGCACCATGTCGGAGAAGAGCG-3’ (Forward Primer) 

• 5’-GGGCCATCGATAGCCGACGCCCCGTTTTC-3’ (Reverse Primer) 

 

Για το γονίδιο της SET: 

Σαν DNA εκμαγείο (DNA template) για την αντίδραση PCR χρησιμοποιήθηκε το 

pSG-FLAG-SET (πλασμιδιακός φορέας που φέρει τον CMV προαγωγέα και το γονίδιο 

της ογκοπρωτεΐνης SET). Μετά την PCR έγινε πέψη του προϊόντος με τα περιοριστικά 

ένζυμα ClaI και NotI και κλωνοποίηση στους φορείς pcDNA3.1-Zeo-Zipper-L-

hGLuc1 και pcDNA3.1-Zeo-Zipper-L-hGLuc2, οι οποίοι είχαν ήδη κοπεί με τα ίδια 

ένζυμα. 

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την PCR ήταν: 

• 5’-CCCGAGCGGCCGCACCATGTCGGCGCCGGCG-3’ (Forward Primer) 

• 5’-GGGCCATCGATGTCATCTTCTCCTTCATCCTC-3’ (Reverse Primer) 

 

Για το γονίδιο της H1.2: 

Σαν DNA εκμαγείο (DNA template) για την αντίδραση PCR χρησιμοποιήθηκε το 

pEGFP-H1.2 (πλασμιδιακός φορέας που φέρει τον CMV προαγωγέα και το γονίδιο της 

συνδετικής ιστόνης H1.2). Μετά την PCR έγινε πέψη του προϊόντος με τα περιοριστικά 

ένζυμα ClaI και NotI και κλωνοποίηση στους φορείς pcDNA3.1-Zeo-Zipper-L-

hGLuc1 και pcDNA3.1-Zeo-Zipper-L-hGLuc2, οι οποίοι είχαν ήδη κοπεί με τα ίδια 

ένζυμα. 

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την PCR ήταν: 

• 5’-CCGGAGCGGCCGCACCATGTCCGAGACTGCTC-3’ (Forward Primer) 

• 5’-GGCCCATCGATTTTCTTCTTGGGCGCCGC-3’ (Reverse Primer) 

 

Για το γονίδιο της mH3.3: 

Σαν DNA εκμαγείο (DNA template) για την αντίδραση PCR χρησιμοποιήθηκε το 

mH3.3 [Mouse Histone H3.3, lenti_H2B_H3_3  Katerina] (πλασμιδιακός φορέας που 

φέρει τον CMV προαγωγέα και το γονίδιο της ιστόνης ποντικού mH3.3). Μετά την 

PCR έγινε πέψη του προϊόντος με τα περιοριστικά ένζυμα ClaI και NotI και 

κλωνοποίηση στους φορείς pcDNA3.1-Zeo-Zipper-L-hGLuc1 και pcDNA3.1-Zeo-

Zipper-L-hGLuc2, οι οποίοι είχαν ήδη κοπεί με τα ίδια ένζυμα. 

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την PCR ήταν: 

• 5’-CCGGAGCGGCCGCACCATGGCTCGTACAAAGC-3’ (Forward Primer) 

• 5’-GGCCCATCGATAGCACGTTCTCCGCGTATG-3’ (Reverse Primer) 

 

Για την ενίσχυση των γονιδίων ProTα, ParaT, SET, H1.2, mH3.3, 

πραγματοποιήθηκε η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR). Στον Πίνακα 4 
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αναγράφονται οι όγκοι που χρησιμοποιήθηκαν από κάθε συστατικό για την 

πραγματοποίηση της PCR, ενώ ακολουθεί και το αντίστοιχο πρωτόκολλο. 

 

Συστατικά αντίδρασης PCR  Τελικοί όγκοι 

5x KAPA HiFi Buffer  10 μl 

10 mM KAPA dNTPs mix  1,5 μl 

100 μΜ Forward Primer  0,3 μl 

100 μΜ Reverse Primer  0,3 μl 

Template DNA (50 ng/μl)  1 μl 

KAPA HiFi DNA Polymerase (1 

U/μl) 

 1 μl 

PCR-grade water   35,9 μl 

Συνολικός όγκος αντίδρασης   50 μl 

Πίνακας 4. Σύσταση της PCR και όγκοι των επιμέρους συστατικών της. 

 

 

Πρωτόκολλο/Πρόγραμμα της PCR που εκτελείται στον θερμοκυκλωτή: 

 95oC για 5 λεπτά  1 κύκλος 

 98oC για 20 δευτερόλεπτα 

 69 oC για 15 δευτερόλεπτα 25 κύκλοι 

 72 oC για 30 δευτερόλεπτα 

 72 oC για 5 λεπτά  1 κύκλος 

 4 oC για αποθήκευση 

 

Να σημειωθεί ότι, μετά την διαδικασία της PCR, ακολουθεί το πρωτόκολλο του 

PCR clean-up για τα παραγόμενα προϊόντα, που παρέχεται από την εταιρία Macherey-

Nagel. 

Για ταυτοποίηση των παραγόμενων προϊόντων της PCR εκτελέστηκε 

ηλεκτροφόρηση DNA σε μικρό gel αγαρόζης 2%. 

 

 

2.2 Πέψεις (digestions) και σύνδεση (ligation) DNA με πλασμιδιακούς φορείς (vectors) 

 

• Μετά την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) και το PCR clean-up 

έγιναν πέψεις των παραγόμενων DNA (ProTα, ParaT, SET, Η1.2 και mH3.3), 

και των πλασμιδιακών φορέων pcDNA3.1-Zeo-Zipper-L-hGLuc1 και 

pcDNA3.1-Zeo-Zipper-L-hGLuc2, με τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες ClaI 

και NotI. 

• Τα προϊόντα των πέψεων ηλεκτροφορήθηκαν σε μεγάλο gel αγαρόζης 2%. 

• Ακολούθως, εκτελέστηκε το πρωτόκολλο του DNA extraction από gel 

αγαρόζης για καθένα από τα παραπάνω DNA, που παρέχεται από την εταιρία 

Macherey-Nagel. 

• Τέλος, πραγματοποιήθηκε σύνδεση (ligation) του εκάστοτε DNA με τους 

αντίστοιχους πλασμιδιακούς φορείς, ώστε να δημιουργηθούν οι πλασμιδιακές 

κατασκευές ProTα-hGLuc1/-hGLuc2, ParaT-hGLuc1/-hGLuc2, SET-
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hGLuc1/-hGLuc2, H1.2-hGLuc2/-hGLuc1 και mH3.3-hGLuc2/-hGLuc1. Η 

σύνδεση έγινε με την T4 DNA λιγάση της NEB. 

 

 

2.3 Παρασκευή επιδεκτικών βακτηριακών κυττάρων ή βακτηρίων 

 

Για την παρασκευή επιδεκτικών βακτηρίων χρησιμοποιήθηκαν τα βακτηριακά 

κύτταρα Escherichia coli του στελέχους DH10B. Τα κύτταρα αυτά καλλιεργήθηκαν σε 

5ml θρεπτικού μέσου LB (το οποίο περιέχει 1% w/v τρυπτόνη, 0.5% εκχύλισμα 

ζυμομύκητα και 1% w/v NaCl) για 16-18 ώρες στους 37οC, υπό συνεχή ανάδευση. 

Μετά το πέρας των ωρών προστέθηκε 1 ml από την καλλιέργεια σε 200 ml LB και τα 

κύτταρα επωάστηκαν υπό ανάδευση στους 37οC, μέχρι η τιμή της οπτικής πυκνότητας, 

μετρούμενη σε απλό φασματοφωτόμετρο στα 600 nm, να φτάσει το 0,42 (OD=0,42). 

Ακολούθως, η καλλιέργεια προστέθηκε στον πάγο για 10 λεπτά. Πραγματοποιήθηκε 

φυγοκέντρηση της καλλιέργειας στις 3000 rpm στους 4οC για 10 λεπτά. Ακολούθησε 

επαναιώρηση του ιζήματος με 40 ml διαλύματος TFI και παραμονή στον πάγο για 5 

λεπτά. Το στάδιο της φυγοκέντρησης στις 3000 rpm στους 4οC για 10 λεπτά 

επαναλήφθηκε, έγινε επαναιώρηση του ιζήματος με 3,5 μl διαλύματος TFII και 

παραμονή στον πάγο για 15 λεπτά. Το τελικό διάλυμα μοιράστηκε σε  σωληνάρια τύπου 

eppendorf, τα οποία είχαν προψυχθεί σε πάγο, σε ποσότητες των 100 μl και 

μεταφέρθηκαν άμεσα σε υγρό άζωτο θερμοκρασίας -192οC. Τέλος, τα σωληνάρια 

τύπου eppendorf με τα επιδεκτικά βακτήρια DH10B αποθηκεύτηκαν στους -80οC. 

Παρακάτω, αναφέρονται αναλυτικά τα επιμέρους συστατικά των διαλυμάτων TFI και 

TFII. 

 

Διάλυμα TFI (pH=5,8): 

• 45 mM MnCl2.H2O 

• 100 mM RbCl2 

• 10 mM CaCl2.H2O 

• 10 mM MES 

 

Διάλυμα TFII (pH=6,5): 

• 10 mM RbCl2 

• 50 mM CaCl2.H2O 

• 10 mM Pipes 

• 15% γλυκερόλη (glycerol) 

 

Να σημειωθεί ότι, τα διαλύματα TFI και TFII πρέπει να είναι σχετικά φρέσκα, οπότε 

φτιάχτηκαν την ίδια μέρα, λίγο πριν την εκτέλεση του πρωτοκόλλου των επιδεκτικών 

βακτηρίων DH10B. Επίσης, αποστειρώθηκαν με φίλτρο σύριγγας Whatman 0,2 μm. 
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2.4 Μετασχηματισμός επιδεκτικών βακτηρίων Escherichia coli DH10B με DNA 

 

• Τα επιδεκτικά βακτήρια DH10B αφαιρέθηκαν από τους -80oC (όπου ήταν 

αποθηκευμένα) και παρέμειναν 20 λεπτά στον πάγο.  

• Στη συνέχεια, προστέθηκαν 100 μl βακτηριακού εναιωρήματος σε 5 μl του 

επιθυμητού DNA και επωάστηκαν για 20 λεπτά στον πάγο, ύστερα από ήπια 

ανάδευση με την μηχανική πιπέτα.  

• Ακολούθως, τα κύτταρα υπέστησαν θερμικό σοκ, μέσω θέρμανσής τους στους 

42oC για 1 λεπτό. 

• Στη συνέχεια, προστέθηκε στο μίγμα 1 ml θρεπτικού μέσου LB, χωρίς 

αντιβιοτικό, και πραγματοποιήθηκε ανάδευση των κυττάρων για 1 ώρα στους 

37oC.  

• Μετά το πέρας της μιας ώρας, έγινε φυγοκέντρηση στις 5000 rpm για 5 λεπτά.  

• Το υπερκείμενο απομακρύνθηκε, ενώ το ίζημα επαναιωρήθηκε με 100 μl LB.  

• Τέλος, έγινε επίστρωση όλης της ποσότητας των κυττάρων σε στερεό θρεπτικό 

μέσο, το οποίο περιείχε το αντιβιοτικό αμπικιλλίνη.  

• Το τρυβλίο Petri επωάστηκε ανάποδα για 16-18 ώρες στους 37oC και 

εμφανίστηκαν αποικίες επιτυχώς μετασχηματισμένων βακτηρίων DH10B. 

 

 

2.5 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μικρή κλίμακα (Mini Prep) 

 

• Σε στείρες συνθήκες, απομονώθηκαν 6 αποικίες των μετασχηματισμένων 

βακτηρίων DH10B, για το εκάστοτε πλασμιδιακή κατασκευή (σύνολο: 60 

αποικίες). 

• Καθεμία τοποθετήθηκε σε 3 ml θρεπτικού μέσου LB που περιέχει 3 μl 

αμπικιλλίνης.  

• Ακολούθησε επώαση των 60 προκαλλιεργειών για 16-18 ώρες στους 37οC υπό 

ανάδευση.  

• Μετά το πέρας των ωρών, πάρθηκαν 1,5 ml από κάθε προκαλλιέργεια και 

προστέθηκαν σε νέα σωληνάρια τύπου eppendorf.  

• Τα κύτταρα φυγοκεντρήθηκαν στις 15.000 rpm για 5 λεπτά, σε θερμοκρασία 

δωματίου.  

• Tο ίζημα επαναιωρήθηκε με 100 μl διαλύματος P1 (10 mM EDTA, 50 mM Tris-

HCl pH=8, 100 μg/ml RNAase).  

• Προστέθηκαν 100 μl διαλύματος P2 (1% SDS, 200 mM NaOH) και 

ακολούθησε ισχυρή ανάδευση 6 φορές. 

• Προστέθηκαν 100 μl διαλύματος  P3 (3M Οξικό Κάλιο pH=5.5) και 

ακολούθησε ισχυρή ανάδευση 6 φορές.  

• Το εναιώρημα φυγοκεντρήθηκε στις 15.000 rpm για 5 λεπτά, σε θερμοκρασία 

δωματίου.  

• Το υπερκείμενο, το οποίο περιείχε το πλασμιδιακό DNA, μεταφέρθηκε σε νέα 

σωληνάρια τύπου eppendorf.  

• Σε αυτά προστέθηκε 1 ml 100% αιθανόλης.  
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• Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε φυγοκέντρηση στις 15.000 rpm για 10 λεπτά, 

σε θερμοκρασία δωματίου.  

• Ακολούθως, έγινε απόρριψη του υπερκειμένου. 

• Προστέθηκαν 500 μl 70% αιθανόλης στο κατακρημνισμένο DNA (ίζημα). 

• Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 15.000 rpm για 10 λεπτά στους 4οC.  

• Η αιθανόλη απορρίφθηκε με αναρρόφηση και τα σωληνάρια τύπου eppendorf, 

με το ίζημα που περιείχε το DNA, αφέθηκαν για 10 λεπτά στους 37οC με σκοπό 

την πλήρη απομάκρυνση της αιθανόλης.  

• Τέλος, έγινε επαναιώρηση του ιζήματος με 30 μl απεσταγμένου νερού (ddH2O). 

 

Μετά το πείρας της διαδικασίας του Mini Prep, τα δείγματα DNA ProTα-hGLuc1/-

hGLuc2, ParaT-hGLuc1/-hGLuc2, SET-hGLuc1/-hGLuc2, H1.2-hGLuc2/-hGLuc1 

και mH3.3-hGLuc2/-hGLuc1 κόπηκαν με τα περιοριστικά ένζυμα ClaI και NotI. 

Συγκεκριμένα στον Πίνακα 5 αναγράφονται αναλυτικά οι ποσότητες των 

αντιδραστηρίων που χρησιμοποιήθηκαν. 

 

Πέψη με ClaI 

 

Πέψη με NotI 

15 μl DNA 20 μl αρχικού μίγματος 

0,5 μl ενζύμου ClaI 0,5 μl ενζύμου NotI 

2 μl Buffer cut r3.1 0,5 μl Buffer cut r3.1 

2,5 μl απεσταγμένο H2O 4 μl απεσταγμένο H2O 

Συνολικός όγκος αρχικού 

μίγματος: 20μl 

Συνολικός όγκος τελικού 

μίγματος: 25 μl 

Πίνακας 5. Πέψη του ανασυνδυασμένου DNA με τα περιοριστικά ένζυμα ClaI και 

NotI. Πρώτα, πραγματοποιήθηκε η πέψη με ClaI και ακολούθως με NotI. 

 

 

Τέλος, πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση 25 μl κάθε δείγματος DNA σε μικρό gel 

αγαρόζης 2% για ποιοτικό έλεγχο, δηλαδή διακρίβωση της ορθότητας της μέχρι τώρα 

διαδικασίας της κλωνοποίησης και επιλογή των προκαλλιεργειών, που θα 

χρησιμοποιηθούν για την ανάπτυξη σε καλλιέργεια των 200 ml, με σκοπό την 

απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μεσαία κλίμακα. 

 

 

2.6 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μεσαία κλίμακα (Midi Prep) 

 

Για την απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μεσαία κλίμακα χρησιμοποιήθηκε το 

πρωτόκολλο που παρέχεται από την εταιρία Macherey-Nagel, με προϊόν το 

Nucleobond Xtra Midi kit. 

• Αρχικά, ποσότητα 200 μl μετασχηματισμένων βακτηρίων DH10B από θετική 

προκαλλιέργεια, προστέθηκε σε 200 ml θρεπτικού μέσου LB παρουσία 200 μl 

αμπικιλλίνης (100 μg/μl) και αναπτύχθηκε για 16-18 ώρες στους 37οC, υπό 

ανάδευση. 

• Η καλλιέργεια χωρίστηκε ακολούθως σε 4 σωληνάρια τύπου falcon των 50 ml. 

• Φυγοκεντρήθηκε για 10 λεπτά στους 4οC στις 6000 rpm.  
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• Στη συνέχεια, απορρίφθηκε όλο το θρεπτικό μέσο για κάθε σωληνάριο τύπου 

falcon. 

• Το βακτηριακό ίζημα επαναιωρήθηκε σε 8 ml διαλύματος RES Buffer. 

• Ακολούθησε ανάδευση σε vortex και προσθήκη ακόμα 1 ml διαλύματος RES 

Buffer για τυχόν υπολείμματα στα τοιχώματα.  

• Επόμενο βήμα ήταν η προσθήκη 8 ml διαλύματος LYS Buffer, ελαφριά 

ανάδευση 5 φορές και αναμονή σε θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά.  

• Έπειτα, προστέθηκαν 8 ml διαλύματος NEU Buffer και πραγματοποιήθηκε 

ανακίνηση μέχρις ότου να χαθεί το μπλε χρώμα που προέκυψε από την 

προσθήκη του διαλύματος LYS Buffer στο εναιώρημα βακτηρίων.  

• Το τελικό εκχύλισμα βακτηριακών κυττάρων προστέθηκε διαδοχικά στη στήλη 

Nucleobond Xtra Midi σε μικρές σχετικά ποσότητες, στην οποία είχαν ήδη 

προστεθεί 12 ml διαλύματος EQU Buffer, κατά την διάρκεια των 

προαναφερόμενων 5 λεπτών.  

• Αφού πέρασε όλο το εκχύλισμα από την στήλη, ακολούθησε η πρώτη πλύση 

κατά την οποία προστέθηκαν 5 ml EQU Buffer στο φίλτρο.  

• Το φίλτρο απορρίφθηκε σε ένα χαρτί και πραγματοποιήθηκε η δεύτερη πλύση 

με την προσθήκη 8 ml WASH Buffer στη στήλη.  

• Στη συνέχεια, έγινε έκλουση του δεσμευμένου DNA από τη στήλη με την 

προσθήκη 5 ml διαλύματος ELU Buffer, τα οποία συλλέχθηκαν σε σωληνάριο 

τύπου falcon.  

• Τα 5 ml ακολούθως ισομοιράστηκαν σε 6 σωληνάρια τύπου eppendorf (830 μl 

σε κάθε eppendorf) και προστέθηκαν 583 μl ισοπροπανόλης, σε καθένα από 

αυτά. 

• Ακολούθησε ανάδευση σε vortex και φυγοκέντρηση στους 4οC, για 30 λεπτά, 

στις 16100 rpm. 

• Έπειτα έγινε απόρριψη της ισοπροπανόλης προσεκτικά με αναρρόφηση και 

προσθήκη 1 ml αιθανόλης 70% σε κάθε σωληνάριο τύπου eppendorf.  

• Τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν για 15 λεπτά στις 15000 rpm, σε θερμοκρασία 

δωματίου.  

• Πραγματοποιήθηκε ακολούθως αναρρόφηση της αιθανόλης με προσοχή και 

προσθήκη των δειγμάτων στους 50οC για τουλάχιστον 10 λεπτά, στο 

θερμομπλόκ, για την πλήρη εξάτμισή της.  

• Σε κάθε σωληνάριο τύπου eppendorf προστέθηκαν 25μl απεσταγμένου νερού 

(ddH2O) και έγινε επώαση και πάλι στους 50οC για 5 λεπτά, ώστε το εκάστοτε 

πλασμίδιο που έχει καθιζάνει σαν ίζημα, να «χαλαρώσει».  

• Ακολούθως, έγινε spin down στο κάθε σωληνάριο τύπου eppendorf, από τα 

παραπάνω. 

• Τέλος, τα δείγματα επαναιωρήθηκαν με πιπέτα και μεταφέρθηκαν διαδοχικά σε 

ένα τελικό σωληνάριο τύπου eppendorf. 

 

 

 

 

 



51 

2.7 Ποσοτικοποίηση DNA 

 

Μετά το πέρας της διαδικασίας του Midi Prep, προσδιορίστηκε η συγκέντρωση του 

DNA. Για αυτό αραιώθηκε το παραγόμενο DNA  σε αναλογία 1:100 με ddH2O και 

προσδιορίσθηκε η συγκέντρωση του DNA με φωτομέτρηση, μετρώντας την 

απορρόφηση στα 260 nm και εφαρμόζοντας την εξής εξίσωση: 

• CDNA (μg/μl) =Α260 x 50 x παράγοντας αραίωσης 

Το φασματοφωτόμετρο, στο οποίο πραγματοποιείται η μέτρηση, δίνει και τον λόγο 

R= Α260/Α280, από την τιμή του οποίου απορρέει η καθαρότητα του DNA. Αποδεκτές 

θεωρούνται οι τιμές του λόγου R που κυμαίνονται μεταξύ του 1,70 και του 1,99. 

Μικρότερες τιμές του λόγου υποδεικνύουν ότι το δείγμα περιέχει αυξημένη 

συγκέντρωση πρωτεΐνης, ενώ μεγαλύτερες τιμές δείχνουν πως το δείγμα περιέχει 

προσμίξεις RNA. 

Επιπρόσθετα, για καθένα από τα παραγόμενα DNA (ProTα-hGLuc1/-hGLuc2, 

ParaT-hGLuc1/-hGLuc2, SET-hGLuc1/-hGLuc2, H1.2-hGLuc2/-hGLuc1, mH3.3-

hGLuc2/-hGLuc1) έγινε επιβεβαίωση της αλληλουχίας του (sequencing) σε αυτόματο 

αναλυτή αλληλουχίας (MWG-Biotech), προκειμένου να μπορούν να χρησιμοποιηθούν 

αυτές οι πλασμιδιακές κατασκευές σε πειράματα hGLuc PCA, σε πειράματα δηλαδή 

διαμόλυνσης στα ευκαρυωτικά κύτταρα HEK293. 

 

 

3. Διαμόλυνση ευκαρυωτικών κυττάρων για hGLuc PCA 

 

Χωρίς την επίδραση της πολυγλουταμυλάσης TTLL4: 

Η  διαμόλυνση των ανθρώπινων κυττάρων HEK293 με πλασμιδιακό DNA έγινε με 

την χρήση του αντιδραστηρίου πολυαιθυλενιμίνη (PEI, Sigma-Aldrich). Μια ημέρα 

πριν από την διαμόλυνση έγινε προετοιμασία των κυττάρων HEK293 για την hGLuc 

PCA. Κατά την προετοιμασία αυτή επιστρώνονταν αυτά τα κύτταρα σε 24-well, σε 

τέτοια ποσότητα ώστε την επομένη να έχουν καλύψει το 60-70% της επιφάνειας των 

πηγαδιών (60-70% πληρότητα). Την ημέρα της διαμόλυνσης, προστέθηκαν 400 ng 

πλασμιδιακού DNA σε σωληνάριο τύπου eppendorf και αναμείχθηκαν με 5,13 μl 

θρεπτικού μέσου DMEM Plain. Όπου, DMEM Plain ή Plain είναι το θρεπτικό μέσο 

χωρίς επιπλέον εμπλουτισμό με 10% v/v εμβρυικό ορό βοός (FBS), 100 U/ml 

πενικιλίνη, 100 μg/ml στρεπτομυκίνη, 4mM L-γλουταμίνη και 100mM πυροσταφυλικό 

νάτριο, δηλαδή όπως έρχεται από την εταιρεία SIGMA. Στη συνέχεια, σε διαφορετικό 

σωληνάριο τύπου eppendorf προστέθηκαν 9 μl 25% w/v PEI και 500 μl ddH2O 

(Working PEI). Ποσότητα 0,19 μl από το Working PEI τοποθετήθηκε σε ένα τρίτο 

σωληνάριο τύπου eppendorf μαζί με 15,60 μl Plain. Ο συνολικός όγκος των 15,80 μl 

προστέθηκε στο αρχικό σωληνάριο που περιείχε το πλασμιδιακό DNA με τα 5,13 μl 

DMEM Plain. Ωστόσο, επειδή οι ποσότητες είναι πολύ μικρές και εμείς δουλέψαμε ως 

επί των πλείστων με τριάδες και σπανιότερα με δυάδες wells του 24-well, οι ποσότητες 

του πρώτου σωληνάριου τύπου eppendorf τριπλασιάζονταν ή διπλασιάζονταν, 

αντίστοιχα. Επίσης, για το τρίτο σωληνάριο τύπου eppendorf όπου γίνεται η ανάμιξη 

Working PEI με Plain (Master Mix PEI) οι ποσότητες πολλαπλασιάζονταν αναλόγως 

με τα τελικά πηγάδια του 24-well, που θα χρησιμοποιούνταν. Ακολούθως, ο συνολικός 

όγκος του δείγματος επωάστηκε για 20-30 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου μέσα στον 
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θάλαμο νηματικής ροής. Κατά την διάρκεια της επώασης, γινόταν απόρριψη του 

παλιού θρεπτικού μέσου από τα πηγάδια του 24-well, και προσθήκη 400 μl φρέσκου 

θρεπτικού μέσου DMEM. Με το πέρας, των 20-30 λεπτών το τελικό διάλυμα 

προστέθηκε σταγόνα-σταγόνα στο αντίστοιχο πηγάδι του 24-well. Ακολούθησε 

επώαση του 24-well στον κλίβανο για 4 ώρες στους 37οC. Στη συνέχεια, έγινε 

αντικατάσταση της ποσότητας του παλιού θρεπτικού μέσου με 1 ml φρέσκου θρεπτικού 

μέσου DMEM. Στις 16-18 ώρες μετά από την παραπάνω αντικατάσταση γινόταν άλλη 

μια αλλαγή θρεπτικού μέσου και αυτή με απόρριψη του παλιού και προσθήκη 1 ml 

φρέσκου θρεπτικού μέσου DMEM. 

Όλοι οι συνδυασμοί που χρησιμοποιήθηκαν είναι οι εξής:  

Zip-hGLuc1+Zip-hGLuc2 

ProTα-hGLuc1+H1.2-hGLuc2 ProTα-hGLuc2+H1.2-hGLuc1 

ParaT-hGLuc1+H1.2-hGLuc2 ParaT-hGLuc2+H1.2-hGLuc1 

SET-hGLuc1+H1.2-hGLuc2 SET-hGLuc2+H1.2-hGLuc1 

SET-hGLuc1+mH3.3-hGLuc2 SET-hGLuc2+mH3.3-hGLuc1 

Η ποσότητα διαμόλυνσης του κάθε construct ήταν 200 ng. Ωστόσο, πέρα από τους 

συνδυασμούς γινόταν έλεγχος του κάθε construct ως μονάδα, οπότε σε εκείνες τις 

περιπτώσεις «γεμίζαμε» με 200 ng του ίδιου φορέα έκφρασης χωρίς το εκάστοτε 

γονίδιο. Έτσι, προκύπτει συνολική ποσότητα DNA 400 ng, στο κάθε πηγάδι, του 

χρησιμοποιούμενου 24-well. 

 

Με την επίδραση της πολυγλουταμυλάσης TTLL4: 

Το πρωτόκολλο της διαμόλυνσης των ανθρώπινων κυττάρων HEK293 με 

πλασμιδιακό DNA είναι ίδιο με παραπάνω. Η διαφορά έγκειται σε μερικές ποσότητες, 

οι οποίες είναι οι εξής: 

• 600 ng πλασμιδιακού DNA 

• 7,63 μl θρεπτικού μέσου DMEM Plain 

• 0,28 μl Working PEI 

• 23,2 μl Plain 

• συνολικός όγκος: 23,5 μl 

Όλοι οι συνδυασμοί που χρησιμοποιήθηκαν είναι οι εξής:  

ProTα-hGLuc1+H1.2-hGLuc2+TTLL4-

inactive 

ProTα-hGLuc1+H1.2-hGLuc2+TTLL4-

active 

ParaT-hGLuc1+H1.2-hGLuc2+TTLL4-

inactive 

ParaT-hGLuc1+H1.2-hGLuc2+TTLL4-

active 

SET-hGLuc1+H1.2-hGLuc2+TTLL4-

inactive 

SET-hGLuc1+H1.2-hGLuc2+TTLL4-

active 

SET-hGLuc2+mH3.3-hGLuc1+TTLL4-

inactive 

SET-hGLuc2+mH3.3-hGLuc1+TTLL4-

active 

Η ποσότητα διαμόλυνσης του κάθε construct ήταν 200 ng. Στις περιπτώσεις 

πηγαδιών που δεν έφταναν τα 600 ng συνολικού DNA (είτε μονήρη, είτε ζεύγη 

constructs) «γεμίζαμε», και σε αυτή την περίπτωση, με τον ίδιο φορέα έκφρασης χωρίς 

το εκάστοτε γονίδιο. Έτσι, προκύπτει συνολική ποσότητα DNA 600 ng, στο κάθε 

πηγάδι, του χρησιμοποιούμενου 24-well. 

Να σημειωθεί ότι, η TTLL4-active είναι το ενεργό ένζυμο που επάγεται από τον 

φορέα έκφρασης mTTLL4s_pEYFP. Βασικά, είναι το ένζυμο TTLL4_C639-EYFP 

(ενεργή μορφή της πολυγλουταμυλάσης TTLL4), που αποτελείται από τα τελευταία 
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639 αμινοξέα της TTLL4 πλήρους αλληλουχίας (αμινοξέα 555-1193). Η TTLL4-

inactive είναι το ανενεργό ένζυμο που επάγεται από τον φορέα έκφρασης 

mTTLL4s_mut1_pEYFP. Βασικά, είναι η ανενεργή μορφή του ενζύμου TTLL4_C639-

EYFP, που φέρει σημειακή μετάλλαξη E901G στην περιοχή πρόσδεσης ATP (van Dijk 

et al., 2007). Τα δύο αυτά constructs ήταν ήδη έτοιμα στο εργαστήριό μας, από 

προηγούμενες ερευνητικές εργασίες. 

 

 

4. Μέτρηση της βιοφωταύγειας της Gaussia λουσιφεράσης σε ζωντανά κύτταρα 

 

Τα κύτταρα HEK293 επωάστηκαν για 48 ώρες σε 24-well στους 37οC, αφαιρέθηκε 

το παλιό θρεπτικό μέσο DMEM και πραγματοποιήθηκε πλύση με 200 μl PBS 1x cold, 

σε κάθε πηγάδι. Στη συνέχεια, προστέθηκαν 100 μl/well DMEM χωρίς phenol red και 

τα κύτταρα επωάστηκαν για τουλάχιστον 10 λεπτά στους 37οC. Μετά το πέρας των 10 

λεπτών, προστέθηκαν 100 μl/well Buffer DMEM without phenol red+h-ctz και 

πραγματοποιήθηκε καλή ανάδευση με την πιπέτα. Η παρασκευή του διαλύματος 

DMEM without phenol red+h-ctz (2-deoxycoelenterazine) έγινε πριν την αρχική πλύση 

με 200 μl PBS 1x cold, καθώς το διάλυμα πρέπει να παραμείνει σε σκοτεινό μέρος για 

30 λεπτά πριν την χρήση του. Επίσης, η τελική συγκέντρωση του h-ctz στα  200 μl 

είναι 20 μΜ, κάτι που πετυχαίνεται με αραίωση καθώς το αρχικό υπόστρωμα της 

Gaussia λουσιφεράσης h-ctz είναι συγκέντρωσης 2 mM. Ακολούθησε μεταφορά όλης 

της ποσότητας κάθε well  (200 μl) σε σωληνάκι για μέτρηση στο λουμινόμετρο. Κάθε 

μέτρηση πρέπει να γίνεται ~10 δευτερόλεπτα μετά την προηγούμενη. Τέλος, με την 

ολοκλήρωση όλων των μετρήσεων, το εναιώρημα ζωντανών κυττάρων από κάθε  

σωληνάκι μεταφέρεται σε σωληνάρια τύπου eppendorf. Σε αυτά γίνεται προσθήκη 400 

μl PLB 1x (Promega Passive Lysis Buffer) και ακολούθως αναδεύονται για 30 λεπτά 

στην τραμπάλα, προκειμένου να λυθούν. Εν συνεχεία, τα λυμένα κύτταρα είτε 

αποθηκεύονται στους -20οC, είτε χρησιμοποιούνται άμεσα σε διάφορες μεθόδους, 

όπως είναι ο ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεΐνης με την μέθοδο Bradford.  

Συνοπτικά, τα στάδια μέτρησης της βιοφωταύγειας της Gaussia λουσιφεράσης σε 

ζωντανά κύτταρα, είναι τα εξής: 

i. Διαμόλυνση και επώαση των κυττάρων HEK293 για 48 ώρες σε 24-well 

ii. Απόρριψη παλιού DMEM 

iii. Προσεκτική πλύση κάθε well με 200 μl PBS 1x cold 

iv. Προσθήκη σε κάθε well 100 μl DMEM χωρίς phenol red 

v. Επώαση στον κλίβανο για τουλάχιστον 10 λεπτά 

vi. Προσθήκη 100 μl υποστρώματος (DMEM without phenol red+h-ctz) 

vii. Μέτρηση βιοφωταύγειας της Gaussia λουσιφεράσης στο λουμινόμετρο 

 

 

5. Μέτρηση της βιοφωταύγειας της Gaussia λουσιφεράσης σε κυτταρικά 

εκχυλίσματα 

 

Τα κύτταρα HEK293 επωάστηκαν για 48 ώρες σε 24-well στους 37οC, αφαιρέθηκε 

το παλιό θρεπτικό μέσο DMEM και πραγματοποιήθηκε πλύση με 200 μl PBS 1x cold, 

σε κάθε πηγάδι. Στη συνέχεια, προστέθηκαν 100 μl/well θρυψίνης (Trypsin-EDTA 1X 
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in PBS, Βiowest) και τα κύτταρα επωάστηκαν στους 37οC για 3-5 λεπτά. Ακολούθησε 

ισχυρή επαναιώρηση κάθε πιάτου με 500 μl PBS 1x cold και προσθήκη του 

εναιωρήματος κάθε πιάτου σε σωληνάρια τύπου eppendorf. Τα δείγματα 

φυγοκεντρήθηκαν για 1 λεπτό, στους 4οC, στα 10000 g και πραγματοποιήθηκε 

απόρριψη του υπερκειμένου με προσεκτική αναρρόφηση. Κάθε ίζημα επαναιωρήθηκε 

με 400 μl DMEM without phenol red. Εν συνεχεία, τα κυτταρικά δείγματα ψύχθηκαν 

για 10 λεπτά στους -80οC και αποψύχθηκαν στους 37οC, σε υδατόλουτρο. Ο κύκλος 

ψύξης-απόψυξης επαναλήφθηκε 2 φορές, ώστε να «σπάσουν» τα κύτταρα και να 

προκύψουν τα κυτταρικά εκχυλίσματα. Έπειτα, πραγματοποιήθηκε φυγοκέντρηση των 

δειγμάτων για 5 λεπτά στους 4οC, στα 10000 g με σκοπό την απόρριψη κυτταρικών 

μεμβρανών και άλλων συστατικών που καθιζάνουν ως ίζημα. Τα υπερκείμενα, που 

αποτελούν τα τελικά κυτταρικά εκχυλίσματα, συλλέγονται σε καινούργια σωληνάρια 

τύπου eppendorf και μπορούν είτε να αποθηκευτούν στους -20οC, είτε να 

χρησιμοποιηθούν για την μέτρηση της βιοφωταύγειας της Gaussia luciferase. Στην 

δεύτερη περίπτωση, 40 μl κυτταρικού εκχυλίσματος αναμειγνύεται με 100 μl 

διαλύματος DMEM without phenol red+h-ctz (2-deoxycoelenterazine), το οποίο πρέπει 

να παραμείνει σε σκοτεινό μέρος για 30 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου πριν την 

χρήση του. Η τελική συγκέντρωση του h-ctz στα 140 μl πρέπει να είναι 20 μΜ. Ο 

συνολικός όγκος των 140 μl συλλέχθηκε σε σωληνάκι για μέτρηση στο λουμινόμετρο. 

Κάθε μέτρηση πρέπει να γίνεται ~10 δευτερόλεπτα μετά την προηγούμενη. Σε αντίθεση 

με τα ζωντανά κύτταρα, τα κυτταρικά εκχυλίσματα είναι σε θέση να χρησιμοποιηθούν 

άμεσα σε διάφορες μεθόδους χωρίς την μεσολάβηση PLB 1x. Μια μέθοδος που 

μπορούν να χρησιμοποιηθούν, εκτός της μέτρησης της βιοφωταύγειας της Gaussia 

λουσιφεράσης, είναι ο ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεΐνης με την μέθοδο Bradford. 

Συνοπτικά, τα στάδια μέτρησης της βιοφωταύγειας της Gaussia λουσιφεράσης σε 

κυτταρικά εκχυλίσματα, είναι τα εξής: 

i. Διαμόλυνση και επώαση των κυττάρων HEK293 για 48 ώρες σε 24-well 

ii. Απόρριψη παλιού DMEM 

iii. Προσεκτική πλύση κάθε well με 200 μl PBS 1x cold 

iv. Προσθήκη 100 μl/well θρυψίνης 

v. Επαναιώρηση των κυττάρων με 500 μl PBS 1x cold 

vi. Φυγοκέντρηση στους 4οC, στα 10000 g για 1 λεπτό 

vii. Επαναιώρηση του ιζήματος με 400 μl DMEM without phenol red 

viii. Κύκλος ψύξης για 10 λεπτά στους -80οC και απόψυξης για 10 λεπτά στους 37οC 

(επί 2 φορές), για λύση των κυττάρων 

ix. Φυγοκέντρηση στους 4οC, στα 10000 g για 5 λεπτά 

x. Συλλογή υπερκειμένων 

xi. Προσθήκη 100 μl υποστρώματος (DMEM without phenol red+h-ctz) σε 40 μl 

υπερκειμένου (κυτταρικά εκχυλίσματα) 

xii. Μέτρηση βιοφωταύγειας της Gaussia λουσιφεράσης στο λουμινόμετρο 
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6. Ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεΐνης με τη μέθοδο Bradford 

 

Για την κανονικοποίηση των τιμών που πάρθηκαν από την μέτρηση βιοφωταύγειας 

της  Gaussia luciferase τόσο στα ζωντανά κύτταρα, όσο και στα κυτταρικά 

εκχυλίσματα, χρησιμοποιήθηκε η φασματοσκοπική μέθοδος Bradford, για τον 

προσδιορισμό της συγκέντρωσης της ολικής πρωτεΐνης στα κύτταρα. Από κάθε δείγμα 

κυτταρικού εκχυλίσματος πάρθηκαν 2 μl, τα οποία προστέθηκαν σε σωληνάρια τύπου 

eppendorf που περιείχαν 798 μl απεσταγμένου νερού (ddH2O). Έπειτα, προστέθηκαν 

200 μl του αντιδραστηρίου Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate και τα 

δείγματα επωάστηκαν για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Η μέτρηση της 

απορρόφησης των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε στα 595 nm σε φασματοφωτόμετρο, 

με απλή πλαστική κυψελίδα. Οι συγκεντρώσεις της ολικής πρωτεΐνης κάθε δείγματος 

υπολογίστηκαν, με την βοήθεια μιας πρότυπης καμπύλης αναφοράς, η οποία 

κατασκευάστηκε χρησιμοποιώντας γνωστές ποσότητες πρωτεΐνης ορού βοός (BSA). 

 

 

7. Διαμόλυνση ευκαρυωτικών κυττάρων ΗΕΚ293 mcherry-H1.2 για τεχνικές 

μικροσκοπίας 

 

Η  διαμόλυνση των ανθρώπινων κυττάρων HEK293 mcherry-H1.2 (στα οποία 

παράγεται ενδογενώς η mcherry-H1.2) με πλασμιδιακό DNA έγινε με την χρήση του 

αντιδραστηρίου πολυαιθυλενιμίνη (PEI, Sigma-Aldrich). Μια ημέρα πριν από την 

διαμόλυνση έγινε προετοιμασία των κυττάρων HEK293 mcherry-H1.2. Οι τεχνικές 

μικροσκοπίας στις οποίες χρησιμοποιήθηκαν αυτά τα κύτταρα ήταν η απεικόνιση 

συνεστιακής μικροσκοπίας (confocal imaging) και η τεχνική FRAP. Στην πρώτη 

τεχνική χρησιμοποιήθηκαν καλυπτρίδες επεξεργασμένες με Alcian Blue 8 GS (e.g. 

Roth Art.No. 3082.2, Serva Cat.No. 12021.01) που τοποθετούνταν σε 35 mm 

διαμέτρου πιατάκι κυτταροκαλλιέργειας, στη συνέχεια επιστρώνονταν τα κύτταρα σε 

τέτοια ποσότητα ώστε την επομένη να έχουν καλύψει το 60-70% της επιφάνειας του 

πιάτου, που φέρει τις καλυπτρίδες (60-70% πληρότητα). Στην δεύτερη τεχνική 

χρησιμοποιήθηκε ειδικό πιατάκι συνεστιακής μικροσκοπίας (ibidi) επεξεργασμένο και 

αυτό με Alcian Blue 8 GS (e.g. Roth Art.No. 3082.2, Serva Cat.No. 12021.01), όπου 

και επιστρώνονταν τα κύτταρα σε τέτοια ποσότητα ώστε την επομένη να έχουν επίσης 

καλύψει το 60-70% της επιφάνειας του πιάτου (60-70% πληρότητα). Τα δύο 

προαναφερόμενα πιατάκια (35mm διαμέτρου πιατάκι κυτταροκαλλιέργειας και ειδικό 

πιατάκι συνεστιακής μικροσκοπίας (ibidi)) χωράνε τον ίδιο όγκο υγρού, οπότε η 

διαμόλυνση και για τις δύο τεχνικές γινόταν με τον ίδιο ακριβώς τρόπο και με τις ίδιες 

ποσότητες αντιδραστηρίων.  

Το πρωτόκολλο της διαμόλυνσης των ανθρώπινων κυττάρων HEK293 mcherry-

H1.2 με πλασμιδιακό DNA είναι ίδιο με αυτό της Ενότητας 3, παραπάνω. Η διαφορά 

έγκειται στο ότι στην συγκεκριμένη περίπτωση χρησιμοποιείται 35mm διαμέτρου 

πιατάκι κυτταροκαλλιέργειας και ειδικό πιατάκι συνεστιακής μικροσκοπίας (ibidi), και 

όχι 24-well, καθώς επίσης αλλάζουν μερικές ποσότητες, οι οποίες είναι οι εξής: 

• 2000 ng πλασμιδιακού DNA 

• 25 μl θρεπτικού μέσου DMEM Plain 

• 0,9 μl Working PEI 
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• 75 μl Plain 

• συνολικός όγκος: 75,9 μl 

• οι ποσότητες του φρέσκου θρεπτικού μέσου DMEM που προστέθηκαν, είναι: 1 

ml πριν την προσθήκη του τελικού διαλύματος διαμολύνοντος DNA σταγόνα-

σταγόνα, και 2 ml πριν τις 16-18 ώρες επώασης στους 37οC στον κλίβανο. 

Μετά το πέρας των 16-18 ωρών, τα κύτταρα στο πιατάκι ήταν έτοιμα για την 

εκάστοτε τεχνική μικροσκοπίας. 

Στην παρούσα διπλωματική εργασία, δουλέψαμε στα κύτταρα HEK293 mcherry-

H1.2 με τους ακόλουθους συνδυασμούς, τόσο στην απεικόνιση συνεστιακής 

μικροσκοπίας (confocal imaging), όσο και στην τεχνική FRAP: 

mcherry-H1.2+GFP-ProTα mcherry-H1.2+GFP-ParaT 

mcherry-H1.2+GFP-SET mcherry-H1.2+TTLL4-inactive 

mcherry-H1.2+TTLL4-active  

  

mcherry-H1.2+ProTα+TTLL4-inactive mcherry-H1.2+ProTα+TTLL4-active 

mcherry-H1.2+ParaT+TTLL4-inactive mcherry-H1.2+ParaT+TTLL4-active 

mcherry-H1.2+SET+TTLL4-inactive mcherry-H1.2+SET+TTLL4-active 

Η ποσότητα διαμόλυνσης του κάθε construct ήταν 2000 ng, εκτός από τις 

περιπτώσεις που γίνονταν διπλή διαμόλυνση στα κύτταρα HEK293 mcherry-H1.2, 

όπου πάντα η TTLL4-inactive και η TTLL4-active είχαν ποσότητα διαμόλυνσης 1500 

ng, ενώ το άλλο construct του συνδυασμού έχει ποσότητα διαμόλυνσης 500 ng. 

Να σημειωθεί ότι, η mcherry-H1.2 που παράγεται ενδογενώς από τα κύτταρα 

HEK293 mcherry-H1.2, θεωρείται μέλος των παραπάνω συνδυασμών καθώς ο 

κόκκινος φθορισμός της ήταν καίριος για την εκτέλεση των πειραμάτων που 

αναφέρθηκαν παραπάνω. Επίσης, η mcherry-H1.2 θεωρείται (θετικό) control, τόσο στο 

κομμάτι της απεικόνισης συνεστιακής μικροσκοπίας, λόγω της κατ’ αυτής κατανομής 

της στον πυρήνα των κυττάρων, όσο και στο κομμάτι της τεχνικής FRAP, λόγω της 

κατ’ αυτής μελέτης της κινητικότητάς της. 

 

 

8. Απεικόνιση συνεστιακής μικροσκοπίας (confocal microscopy-confocal imaging) 

 

Ο ενδοκυττάριος εντοπισμός/κατανομή των υπό μελέτη πρωτεϊνών σε ζωντανά 

κύτταρα HEK293 mcherry-H1.2 έγινε μέσω συνεστιακής μικροσκοπίας σάρωσης με 

λέιζερ (Laser Scanning Confocal Microscopy, LSCM). Η μελέτη αυτή διεκπεραιώθηκε 

με συνεστιακό μικροσκόπιο Leica TCS SP5 II (ΙΜΒΒ/ΙΤΕ, Τμήμα Βιοϊατρικής 

Έρευνας, Ιωάννινα) εξοπλισμένο με λέιζερ Argon/SS-561 και λογισμικό Las AF Lite. 

Για την παρακολούθηση χρησιμοποιήθηκε ο φακός Leica 63x 1.4 NA oil UV. Η 

συχνότητα σάρωσης πραγματοποιήθηκε στα 400 Ηz, με διάφραγμα δέσμης (pinhole) 1 

ΑU (Airy) και ανάλυση εικόνας 512x512 pixels. 

Να σημειωθεί ότι, στα πειράματα αυτά χρησιμοποιήθηκαν ζωντανά κύτταρα 

επιστρωμένα σε καλυπτρίδες, επεξεργασμένες με Alcian Blue 8 GS. 

 

 

 

 



57 

9. Ανάκτηση φθορισμού μετά από φωτολεύκανση (FRAP, Fluorescence Recovery 

After Photobleaching) 

 

Η ανάκτηση φθορισμού μετά από φωτολεύκανση (FRAP) είναι μια μεθοδολογία 

βασισμένη στο μικροσκόπιο για τη διερεύνηση της μοριακής δυναμικής μέσα στα 

ζωντανά κύτταρα. Ενώ η παραδοσιακή μικροσκοπία φθορισμού δίδει πληροφορίες με 

έναν ποιοτικό τρόπο προς τον εντοπισμό των μορίων στα κύτταρα, το FRAP επιτρέπει 

να διασαφηνιστεί η δυναμική της κατανομής της πρωτεΐνης ενδιαφέροντος. Για να 

εκτελεστούν πειράματα FRAP, η πρωτεΐνη ενδιαφέροντος πρέπει να επισημανθεί με 

ένα φθοροφόρο μόριο. Η πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (GFP) είναι μια καλά 

χαρακτηρισμένη ετικέτα σύντηξης που χρησιμοποιείται ευρέως για την επισήμανση 

πρωτεϊνών σε ζωντανά κύτταρα. Ωστόσο, χρησιμοποιούνται και διάφορες άλλες 

φθορίζουσες πρωτεΐνες ως ετικέτες σύντηξης, όπως οι κόκκινες φθορίζουσες πρωτεΐνες 

mcherry και RFP. Στο FRAP, τα φθορίζοντα μόρια που εντοπίζονται σε μια περιοχή 

ενδιαφέροντος (ROI) και λευκαίνονται (bleached) μη αναστρέψιμα χρησιμοποιώντας 

φωτισμό λέιζερ υψηλής ισχύος. Η ανάκτηση φθορισμού με την πάροδο του χρόνου 

εντός του ROI παρέχει λεπτομέρειες σχετικά με τη δυναμική της πρωτεΐνης 

ενδιαφέροντος (Axelrod et al., 1976) (Εικόνα 29). Ο ρυθμός ανάκτησης φθορισμού 

διέπεται από δύο κύρια γεγονότα (Sprague & Mcnally, 2005). Το πρώτο είναι η διάχυση 

της πρωτεΐνης με τον φθορισμό εντός του εντοπισμένου περιβάλλοντος, μια γρήγορη 

διαδικασία που συμβαίνει σε λίγα χιλιοστά του δευτερολέπτου. Το δεύτερο γεγονός 

είναι οι αλληλεπιδράσεις της φθορίζουσας πρωτεΐνης εντός του ROI. Οι περισσότερες 

πρωτεΐνες σε ένα κύτταρο υφίστανται συνεχή ανακύκλωση εντός συμπλόκων 

επιτρέποντας στις λευκασμένες (bleached) φθορίζουσες πρωτεΐνες να 

αντικατασταθούν από πρόσφατα στρατολογημένες φθορίζουσες πρωτεΐνες, οδηγώντας 

έτσι στην ανάκτηση του φθορισμού. Μια τέτοια ανάκτηση μπορεί να ποσοτικοποιηθεί 

σχεδιάζοντας την ένταση του φθορισμού με την πάροδο του χρόνου εντός του 

καθορισμένου ROI, πριν, κατά τη διάρκεια και μετά το συμβάν φωτολεύκανσης 

(Εικόνα 29). Περαιτέρω μαθηματική ανάλυση, συμπεριλαμβανομένης της 

προσαρμογής σε καμπύλη, επιτρέπει στη συνέχεια μια λεπτομερή αξιολόγηση της 

κινητικής συμπεριφοράς μιας πρωτεΐνης με σήμανση φθορισμού εντός ζωντανών 

κυττάρων (Carisey et al., 2011). 
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Εικόνα 29. Καμπύλη ανάκτησης που δείχνει ανάκτηση χρόνου ημιζωής (τ1/2), κινητό 

(mobile) και ακίνητο (immobile) κλάσμα (Carnell et al., 2015). 

 

 

Συνοπτικά, η πρωτεΐνη ενδιαφέροντος επισημαίνεται με μια «ετικέτα» φθορισμού 

και φωτίζεται με δέσμη λέιζερ για να χαθεί ο φθορισμός της σε μια μικρή περιοχή 

ενδιαφέροντος (ROI). Τα μη φωτολευκασμένα μόρια πρωτεΐνης από τη γύρω περιοχή 

μπορούν στη συνέχεια να μετακινηθούν στην φωτολευκασμένη περιοχή με διάχυση. Η 

ένταση του φθορισμού στην περιοχή παρακολουθείται με την πάροδο του χρόνου για 

να προσδιοριστεί ο ρυθμός ανάκτησης, ο οποίος αντανακλά την κινητικότητα της 

πρωτεΐνης. 

 

Στην παρούσα διπλωματική εργασία, για την μελέτη της κινητικότητας της 

συνδετικής ιστόνης H1.2 παρουσία των πρωτεϊνών ProTα, ParaT, SET, TTLL4-active 

και TTLL4-inactive σε ζωντανά κύτταρα, χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική σειρά 

HEK293 mcherry-H1.2, στην οποία εκφράζεται ενδογενώς η κόκκινη φθορίζουσα 

πρωτεΐνη mcherry-H1.2. Επομένως, εφόσον η συνδετική ιστόνη H1.2 μας παρέχεται 

ενδογενώς από τα χρησιμοποιούμενα κύτταρα, έγινε διαμόλυνση αυτών με 

πλασμιδιακούς φορείς έκφρασης των υπόλοιπων προαναφερόμενων πρωτεϊνών, αλλά 

και με συνδυασμούς αυτών. Επίσης, να σημειωθεί ότι στην τεχνική FRAP που 

χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία έγινε φωτολεύκανση (bleach) της κόκκινης 

φθορίζουσας πρωτεΐνης mcherry της Η1.2. 

Η μελέτη αυτή έγινε με συνεστιακό μικροσκόπιο Leica TCS SP5 II (ΙΜΒΒ/ΙΤΕ, 

Τμήμα Βιοϊατρικής Έρευνας, Ιωάννινα) εξοπλισμένο με λέιζερ Argon/SS-561 και 

λογισμικό Las AF Lite. Για την τεχνική FRAP χρησιμοποιήθηκε ο φακός Leica 63x 1.4 

NA oil UV. Η συχνότητα σάρωσης πραγματοποιήθηκε στα 700 Ηz, με διάφραγμα 

δέσμης (pinhole) 2 ΑU (Airy) και ανάλυση εικόνας 128x128 pixels. 

Μετρήθηκαν τουλάχιστον 15 κύτταρα ανά πείραμα, σε ειδικό πιατάκι συνεστιακής 

μικροσκοπίας (ibidi) επεξεργασμένο με Alcian Blue 8 GS, και κάθε φορά επιλεγόταν 

μια οριζόντια πυρηνική περιοχή με ύψος 2,4 nm (ROI). Αυτή η περιοχή, στη συνέχεια 

δεχόταν ακτίνα λέιζερ  χρησιμοποιώντας 100% ισχύ λέιζερ. Η αποκατάσταση 
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παρακολουθήθηκε με τη χρήση του λογισμικού FRAP Wizard, με τη λήψη 250 εικόνων 

εντός 50 δευτερολέπτων σε ένταση λέιζερ 5-8%. Για να εκτιμηθεί η συνολική απώλεια 

φθορισμού στον πυρήνα, ορίστηκαν δύο επιπλέον περιοχές ενδιαφέροντος εντός του 

ίδιου πυρήνα, αλλά εκτός της περιοχής που δέχτηκε την ακτίνα λέιζερ (περιοχή 

φωτολεύκανσης). Οι περιοχές αυτές χρησίμευσαν ως σημεία αναφοράς για τη 

σύγκριση της έντασης φθορισμού πριν και μετά την απώλεια φθορισμού. Για την 

ανάλυση των δεδομένων χρησιμοποιήθηκε το Microsoft Excel. Οι εντάσεις των 

διαγραμμάτων σε διάφορα χρονικά διαστήματα προσαρμόστηκαν στο μέσο όρο των 

δύο σημείων αναφοράς (μη φωτολευκασμένες περιοχές) και στο αρχικό επίπεδο 

φωτεινότητας της περιοχής (ROI) πριν από την απώλεια φθορισμού (φωτολεύκανση). 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Οι IDPs και IDR πρωτεΐνες εκτός από την αφθονία τους σε όλους τους οργανισμούς, 

διαδραματίζουν επίσης ποικίλες λειτουργίες σε πολλά σηματοδοτικά μονοπάτια, 

κυρίως στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Το γεγονός ότι είναι πολυλειτουργικά 

μόρια/πρωτεΐνες οφείλεται στην ευέλικτη δομή τους, η οποία δεν υιοθετεί σταθερή 

δευτεροταγή δομή και έτσι είναι σε θέση να αλληλεπιδράσουν με πολυάριθμες 

πρωτεΐνες και να επηρεάζουν σημαντικές βιολογικές λειτουργίες, όπως η μεταγωγή 

σήματος μεταξύ κυττάρων, η ρύθμιση κύριων σηματοδοτικών μονοπατιών (π.χ. 

Hedgehog), η γονιδιακή μεταγραφή και η αντιγραφή. Πολλές IDPs και IDR πρωτεΐνες 

εμπλέκονται στον σχηματισμό extremely fuzzy complexes, αλλά και στην 

καρκινογένεση μέσω απορρύθμισης της δράσης τους. Στην παρούσα διπλωματική 

εργασία επιλέχτηκαν οι πρωτεΐνες προθυμοσίνη α (ProTα) και παραθυμοσίνη (ParaT), 

οι οποίες είναι IDPs, καθώς και η ογκοπρωτεΐνη  SET, η οποία χαρακτηρίζεται ως IDR 

πρωτεΐνη. Οι πρωτεΐνες αυτές περιέχουν στην αλληλουχία τους εκτενείς poly-E 

περιοχές και είναι πολυλειτουργικοί παράγοντες σε πολλά σηματοδοτικά μονοπάτια, 

όπως αναφέρθηκε και στην βιβλιογραφία. Πιο συγκεκριμένα, στην παρούσα 

διπλωματική εργασία μελετήθηκαν οι αλληλεπιδράσεις των παραπάνω πρωτεϊνών με 

την συνδετική ιστόνη H1.2 ημι-ποσοτικά in vivo και in vitro με την μέθοδο Protein-

Fragment Complementation Assay (PCA). Επιπρόσθετα, έγινε έλεγχος της 

αλληλεπίδρασης της SET με την πυρηνική ιστόνη H3.3. Σε αυτές τις αλληλεπιδράσεις 

μελετήθηκε επίσης το αποτέλεσμα της επίδρασης μιας μετα-μεταφραστικής 

τροποποίησης, της πολυγλουταμυλίωσης.  

 

 

1. Μέτρηση της βιοφωταύγειας των γονιδίων αναφοράς σε ζωντανά κύτταρα και 

κυτταρικά εκχυλίσματα 

 

Η μελέτη των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων πραγματοποιήθηκε σε ζωντανά 

κύτταρα, αλλά και σε κυτταρικά εκχυλίσματα της ανθρώπινης σειράς HEK293, με την 

μέθοδο των Protein-Fragment Complementation Assays (PCAs), η οποία βασίζεται  

στον προσδιορισμό βιοφωταύγειας της Gaussia princeps λουσιφεράσης. Προκειμένου 

να βεβαιωθούμε ότι η μέθοδος PCA είναι λειτουργική σε κάθε πείραμα, έγινε μέτρηση 

της αλληλεπίδρασης των γονίδιων αναφοράς Zip-hGLuc1 και Zip-hGLuc2. 

Τα γονίδια αναφοράς Zip-hGLuc1 και Zip-hGLuc2 συνεκφράστηκαν σε κύτταρα 

HEK293, και στη συνέχεια μετρήθηκε η ένταση της βιοφωταύγειας σε ζωντανά 

κύτταρα και σε κυτταρικά εκχυλίσματα. Στην αλληλεπίδραση των Zip-hGLuc1 και 

Zip-hGLuc2 πραγματοποιείται ομοδιμερισμός του φερμουάρ λευκίνης του 

μεταγραφικού παράγοντα GCN4, και επάγεται ανασύσταση του ενεργού ενζύμου 

hGLuc, το οποίο παρουσία του υποστρώματος παράγει βιοφωταύγεια. Συνεπώς, η 

συγκεκριμένη αλληλεπίδραση είναι η ισχυρότερη και λειτουργεί ως αναφορά για τις 

αλληλεπιδράσεις που θα μελετηθούν. Ακολούθησε στατιστική ανάλυση με το 

πρόγραμμα IBM SPSS Statistics και διεξαγωγή διαγραμμάτων με το πρόγραμμα 

Graphpad Prism (κάτι το οποίο ακολουθήθηκε σε όλα τα επόμενα πειράματα). 

Διαπιστώθηκε ότι προκύπτει μια μεγάλη διαφορά στην αύξηση της έντασης της 

βιοφωταύγειας σε κυτταρικά εκχυλίσματα συγκριτικά με τα ζωντανά κύτταρα. Στα 

ζωντανά κύτταρα η ένταση της βιοφωταύγειας είναι 9 περίπου φορές υψηλότερη από 
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τα controls, ενώ  στα κυτταρικά εκχυλίσματα η αύξηση της βιοφωταύγειας είναι 60 

περίπου φορές υψηλότερη από τα controls τους, όπως φαίνεται στην Εικόνα 30. Η 

κανονικοποίηση των παρακάτω δεδομένων/διαγραμμάτων έγινε με την μέθοδο 

Brandford (βλέπε Υλικά και Μέθοδοι). 

 

 
Εικόνα 30. Αλληλεπίδραση της Zip-hGLuc1 με την Zip-hGLuc2. Α) Σχηματική 

αναπαράσταση των χιμαιρικών πρωτεϊνών Zip-hGLuc1/-hGLuc2. Β) Ημι-ποσοτικός 

προσδιορισμός της έντασης βιοφωταύγειας της αλληλεπίδρασης των χιμαιρικών 

πρωτεϊνών Zip-hGLuc1 και Zip-hGLuc2 σε ζωντανά κύτταρα και Γ) σε κυτταρικά 

εκχυλίσματα (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). Τα πειράματα έχουν επαναληφθεί τρεις 

φορές σε τριπλέτες. 

 

 

Τα πειράματα της μεθόδου hGLuc PCA πραγματοποιήθηκαν εις τριπλούν, τόσο για 

την συγκεκριμένη αλληλεπίδραση, όσο και για όλες τις επακόλουθες αλληλεπιδράσεις, 

χωρίς ή με την επίδραση της πολυγλουταμυλάσης TTLL4. Οπότε, κάθε διάγραμμα 

είναι το συνολικό αποτέλεσμα τριών ίδιων πειραμάτων, με κάθε στήλη να αναπαριστά 

9 πανομοιότυπα δείγματα, εφόσον σε κάθε πείραμα δουλέψαμε με τριπλέτες σε 24-

well πιατάκι. 

 

 

2. Μελέτη της αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών ProTα και Η1.2 

 

Όπως έχει αναφερθεί στα βιβλιογραφικά δεδομένα, η προθυμοσίνη α (ProTα) 

διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην αναδιοργάνωση της χρωματίνης και τη ρύθμιση 

της μεταγραφής, καθώς αλληλεπιδρά επιλεκτικά με τη συνδετική ιστόνη Η1 (Hazra & 

Levy, 2022), η οποία είναι υπεύθυνη για τη σταθεροποίηση των ανώτερων δομών της 

χρωματίνης (Papamarcaki & Tsolas, 1994; Karetsou et al., 1998). Επίσης, είναι γνωστό 

ότι η ProTα αλληλεπιδρά και με τον υπότυπο Η1.2 (Hazra & Levy, 2022). Η ProTα δρα 

ως πρωτεΐνη-συνοδός της συνδετικής ιστόνης H1 αλληλεπιδρώντας με αυτή και 

A) 

Γ) Β) 
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αυξάνοντας την κινητικότητα της στον πυρήνα (George & Brown, 2010). Βάσει 

παλιότερων ερευνών του εργαστηρίου μας, έχει αναδειχθεί ότι η αλληλεπίδραση 

μεταξύ της προθυμοσίνης α και της συνδετικής ιστόνης H1 συμβαίνει μεταξύ της 

όξινης πολυγλουταμικής περιοχής (αμινοξέα 49-84) της πρώτης και της σφαιρικής 

περιοχής της δεύτερης (Papamarcaki & Tsolas, 1994; Karetsou et al., 1998). Πρόσφατα 

βιβλιογραφικά δεδομένα, έδειξαν ότι η αλληλεπίδραση της ProTα με την Η1 

δημιουργεί ένα extremely fuzzy complex (Borgia et al., 2018; W. Wang & Wang, 2019). 

Για να μελετηθεί ημι-ποσοτικά η αλληλεπίδραση αυτών των δύο πρωτεϊνών, με την 

μέθοδο PCA Gaussia princeps λουσιφεράση, κατασκευάστηκαν οι πλασμιδιακοί 

φορείς έκφρασης ProTα-hGLuc1/-hGLuc2 και H1.2-hGLuc1/-hGLuc2 (Εικόνα 31). 

Στο Σχήμα 31Α απεικονίζεται ο συνδυασμός των ανωτέρω χιμαιρικών πρωτεϊνών, οι 

οποίες συνεκφράστηκαν σε κύτταρα HEK293. Ακολούθως, μετρήθηκε η ένταση της 

βιοφωταύγειας του ενζύμου σε ζωντανά κύτταρα και σε κυτταρικά εκχυλίσματα. 

 

 
Εικόνα 31. Αλληλεπίδραση της ProTα με την Η1.2. Α) Σχηματική αναπαράσταση των 

χιμαιρικών πρωτεϊνών ProTα-hGLuc1/-hGLuc2 και Η1.2-hGLuc2/-hGLuc1. Β) Ημι-

ποσοτικός προσδιορισμός της έντασης βιοφωταύγειας της αλληλεπίδρασης των 

χιμαιρικών πρωτεϊνών ProTα-hGLuc1+H1.2-hGLuc2 και ProTα-hGLuc2+H1.2-

hGLuc1 σε ζωντανά κύτταρα και Γ) σε κυτταρικά εκχυλίσματα (*p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001). Τα πειράματα έχουν επαναληφθεί τρεις φορές σε τριπλέτες. 

 

 

A) 

B) Γ) 
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Η συγκεκριμένη αλληλεπίδραση είναι στατιστικά σημαντική κυρίως σε ζωντανά 

κύτταρα και όχι τόσο σε κυτταρικά εκχυλίσματα, καθώς η λειτουργικότερη 

αλληλεπίδραση χιμαιρικών πρωτεϊνών ProTα-hGLuc1+H1.2-hGLuc2 φαίνεται να 

είναι 2,5 περίπου φορές υψηλότερα σε βιοφωταύγεια από τα controls στα ζωντανά 

κύτταρα, ενώ μόνο 1,2 περίπου φορές υψηλότερα σε βιοφωταύγεια από τα controls στα 

κυτταρικά εκχυλίσματα (Εικόνα 31).  

Η ανασύσταση της ενεργής μορφής της hGLuc φαίνεται να μην είναι δυνατή με την 

αλληλεπίδραση ProTα-hGLuc2+H1.2-hGLuc1, τόσο στα ζωντανά κύτταρα, όσο και 

στα κυτταρικά εκχυλίσματα. Αυτό πιθανά συμβαίνει, λόγω του διαφορετικού 

προσανατολισμού στον χώρο των πρωτεϊνών ProTα και H1.2, μετά την σύντηξή τους 

με τα συγκεκριμένα τμήματα της λουσιφεράσης, όπως έχει παρατηρηθεί και σε άλλες 

πρωτεΐνες που έχουν μελετηθεί με το σύστημα αυτό (Remy & Michnick, 2006a). 

 

 

3. Μελέτη της αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών ParaT και Η1.2 

 

Όπως έχει αναφερθεί στα βιβλιογραφικά δεδομένα, η παραθυμοσίνη (ParaT) λόγω 

της μεγάλης ομολογίας που έχει με την προθυμοσίνη α (ProTα), έχει αποδειχθεί ότι 

διαδραματίζει και αυτή σημαντικό  ρόλο στην ρύθμιση της μεταγραφής (Papamarcaki 

& Tsolas, 1994; Karetsou et al., 1998). 

Η παραθυμοσίνη συνδέεται ειδικά με την συνδετική ιστόνη Η1 (και με τον υπότυπό 

της, H1.2) τόσο in vitro, όσο και in vivo (Kondili et al., 1996). Με αυτόν τον τρόπο 

ρυθμίζει την πρόσδεση της H1 στο νουκλεόσωμα και επηρεάζει την αναδιαμόρφωση 

της χρωματίνης (Martic et al., 2005). Βάσει παλιότερων ερευνών του εργαστηρίου μας, 

έχει αναδειχθεί ότι η αλληλεπίδραση μεταξύ της παραθυμοσίνης και της συνδετικής 

ιστόνης H1 συμβαίνει μεταξύ της όξινης πολυγλουταμικής περιοχής (αμινοξέα 38-74) 

της πρώτης και της σφαιρικής περιοχής της δεύτερης (Kondili et al., 1996; Martic et 

al., 2005). Για να μελετηθεί ημι-ποσοτικά η αλληλεπίδραση αυτών των δύο πρωτεϊνών, 

με την μέθοδο PCA Gaussia princeps λουσιφεράση, κατασκευάστηκαν οι 

πλασμιδιακοί φορείς έκφρασης ParaT-hGLuc1/-hGLuc2 και H1.2-hGLuc1/-hGLuc2 

(Εικόνα 32). Στο Σχήμα 32Α απεικονίζεται ο συνδυασμός των ανωτέρω χιμαιρικών 

πρωτεϊνών, οι οποίες συνεκφράστηκαν σε κύτταρα HEK293. Ακολούθως, μετρήθηκε 

η ένταση της βιοφωταύγειας του ενζύμου σε ζωντανά κύτταρα και σε κυτταρικά 

εκχυλίσματα. 
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Εικόνα 32. Αλληλεπίδραση της ParaT με την Η1.2. Α) Σχηματική αναπαράσταση των 

χιμαιρικών πρωτεϊνών ParaT-hGLuc1/-hGLuc2 και Η1.2-hGLuc2/-hGLuc1. B) Ημι-

ποσοτικός προσδιορισμός της έντασης βιοφωταύγειας της αλληλεπίδρασης των 

χιμαιρικών πρωτεϊνών ParaT-hGLuc1+H1.2-hGLuc2 και ParaT-hGLuc2+H1.2-

hGLuc1 σε ζωντανά κύτταρα και Γ) σε κυτταρικά εκχυλίσματα (*p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001). Τα πειράματα έχουν επαναληφθεί τρεις φορές σε τριπλέτες. 

 

 

Η συγκεκριμένη αλληλεπίδραση είναι στατιστικά σημαντική κυρίως σε ζωντανά 

κύτταρα και όχι τόσο σε κυτταρικά εκχυλίσματα, καθώς η λειτουργικότερη 

αλληλεπίδραση χιμαιρικών πρωτεϊνών ParaT-hGLuc1+H1.2-hGLuc2 φαίνεται να είναι 

3,6 περίπου φορές υψηλότερα σε βιοφωταύγεια από τα controls στα ζωντανά κύτταρα, 

ενώ μόνο 1,4 περίπου φορές υψηλότερα σε βιοφωταύγεια από τα controls στα 

κυτταρικά εκχυλίσματα (Εικόνα 32). 

H αλληλεπίδραση ParaT-hGLuc2+H1.2-hGLuc1 φαίνεται να μην είναι λειτουργική, 

τόσο στα ζωντανά κύτταρα, όσο και στα κυτταρικά εκχυλίσματα, για τον ίδιο λόγο που 

αναλύθηκε και στην αλληλεπίδραση ProTα-hGLuc2+H1.2-hGLuc1. 

H αλληλεπίδραση των χιμαιρικών πρωτεϊνών ParaT-hGLuc1+H1.2-hGLuc2 

φαίνεται να είναι υψηλότερα σε βιοφωταύγεια από την αλληλεπίδραση των χιμαιρικών 

πρωτεϊνών ProTα-hGLuc1+H1.2-hGLuc2, τόσο στα ζωντανά κύτταρα, όσο και στα 

κυτταρικά εκχυλίσματα. Το γεγονός αυτό, μπορεί να οφείλεται στο ότι η ParaT είναι 

B) Γ) 

A) 
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μικρότερη σε μέγεθος πρωτεΐνη από την ProTα, κάτι που την καθιστά ευκολότερα 

προσβάσιμη από την H1.2, διευκολύνοντας έτσι την μεταξύ τους αλληλεπίδραση. 

 

 

4. Μελέτη των αλληλεπιδράσεων της SET με τη συνδετική ιστόνη Η1.2 και την 

πυρηνική ιστόνη Η3.3 

 

4.1 Μελέτη της αλληλεπίδρασης SET-H1.2 

 

Όπως έχει αναφερθεί στα βιβλιογραφικά δεδομένα, η ογκοπρωτεΐνη SET, ως μέλος 

της οικογένειας πρωτεϊνών NAP1, αποτελεί μόριο-συνοδό των ιστονών  και 

συμμετέχει στη συγκρότηση της χρωματίνης, την αναδιοργάνωση του 

νουκλεοσώματος και τη μεταγραφική ενεργοποίηση (Karetsou et al., 2009). Ένας από 

τους μηχανισμούς μέσω των οποίων η SET εμπλέκεται στη ρύθμιση της  δομής της 

χρωματίνης είναι η αλληλεπίδρασή της με την συνδετική ιστόνη H1. Μέσω αυτής  της 

αλληλεπίδρασης, η SET ρυθμίζει την πρόσδεση της H1 στο νουκλεόσωμα και 

επηρεάζει την αναδιαμόρφωση της χρωματίνης. Αναλύσεις ανοσοκατακρήμνισης και 

φασματομετρίας μάζας έχουν δείξει ότι, η SET συνδέεται με τουλάχιστον τρεις 

υπότυπους της Η1, που εξαρτώνται από τον κυτταρικό κύκλο (H1.2, H1.4, H1.5), και 

τον υπότυπο Η1Χ, ο οποίος είναι ανεξάρτητος από τον κυτταρικό κύκλο, στο πυρηνικό 

κλάσμα κυττάρων HeLa. Αναλυτικότερα, έχει αποδειχθεί ότι η  καρβοξυτελική όξινη 

περιοχή της SET (αμινοξέα 25-277) είναι απαραίτητη για την δράση της ως πρωτεΐνη-

συνοδός των συνδετικών ιστονών, αλλά όχι για την δέσμευσή της με την συνδετική 

ιστόνη H1. Επίσης, in vitro αναλύσεις έχουν δείξει ότι η ογκοπρωτεΐνη SET συνδέεται 

κατά προτίμηση στην πολύ βασική καρβοξυτελική περιοχή της H1 (Kato et al., 2011). 

Για να μελετηθεί ημι-ποσοτικά η αλληλεπίδραση αυτών των δύο πρωτεϊνών, με την 

μέθοδο PCA Gaussia princeps λουσιφεράση, κατασκευάστηκαν οι πλασμιδιακοί 

φορείς έκφρασης SET-hGLuc1/-hGLuc2 και H1.2-hGLuc1/-hGLuc2 (Εικόνα 33). Στο 

Σχήμα 33Α απεικονίζεται ο συνδυασμός των ανωτέρω χιμαιρικών πρωτεϊνών, οι οποίες 

συνεκφράστηκαν σε κύτταρα HEK293. Ακολούθως, μετρήθηκε η ένταση της 

βιοφωταύγειας του ενζύμου σε ζωντανά κύτταρα και σε κυτταρικά εκχυλίσματα. 
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Εικόνα 33. Αλληλεπίδραση της SET με την Η1.2. Α) Σχηματική αναπαράσταση των 

χιμαιρικών πρωτεϊνών SET-hGLuc1/-hGLuc2 και Η1.2-hGLuc2/-hGLuc1. B) Ημι-

ποσοτικός προσδιορισμός της έντασης βιοφωταύγειας της αλληλεπίδρασης των 

χιμαιρικών πρωτεϊνών SET-hGLuc1+H1.2-hGLuc2 και SET-hGLuc2+H1.2-hGLuc1 

σε ζωντανά κύτταρα και Γ) σε κυτταρικά εκχυλίσματα (*p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001). Τα πειράματα έχουν επαναληφθεί τρεις φορές σε τριπλέτες. 

 

 

Η συγκεκριμένη αλληλεπίδραση είναι στατιστικά σημαντική τόσο σε ζωντανά 

κύτταρα όσο και σε κυτταρικά εκχυλίσματα, καθώς η λειτουργικότερη αλληλεπίδραση 

χιμαιρικών πρωτεϊνών SET-hGLuc1+H1.2-hGLuc2 φαίνεται να είναι 3,1 περίπου 

φορές υψηλότερα σε βιοφωταύγεια από τα controls στα ζωντανά κύτταρα, και 2,4 

περίπου φορές υψηλότερα σε βιοφωταύγεια από τα controls στα κυτταρικά 

εκχυλίσματα. Η λιγότερο λειτουργική αλληλεπίδραση χιμαιρικών πρωτεϊνών SET-

hGLuc2+H1.2-hGLuc1 φαίνεται να είναι στατιστικά σημαντική μόνο στα κυτταρικά 

εκχυλίσματα, με ένταση βιοφωταύγειας 1,6 περίπου φορές υψηλότερα από τα controls 

(Εικόνα 33). Αυτό πιθανά συμβαίνει, λόγω του διαφορετικού προσανατολισμού στον 

χώρο των πρωτεϊνών SET και H1.2, μετά την σύντηξή τους με τα συγκεκριμένα 

τμήματα της λουσιφεράσης, όπως έχει παρατηρηθεί και προηγουμένως. 

Η αλληλεπίδραση SET-H1.2, μπορεί να αποτελέσει αλληλεπίδραση αναφοράς για 

την αξιολόγηση των αλληλεπιδράσεων των ProTα-Η1.2 και ParaT-H1.2, καθώς η SET 

αποτελεί μια εν μέρει εγγενώς μη δομημένη πρωτεΐνη, σε αντίθεση με τις ProTα και 

ParaT που είναι εξ’ ολοκλήρου εγγενώς μη δομημένες πρωτεΐνες. 

A) 

B) Γ) 
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4.2 Μελέτη της αλληλεπίδρασης SET-H3.3 

 

Όπως έχει αναφερθεί στα βιβλιογραφικά δεδομένα, η SET, ως μέλος της οικογένειας 

πρωτεϊνών NAP1, αποτελεί μόριο-συνοδό των ιστονών. Αλληλεπιδρά με όλες τις 

πρωτεΐνες του νουκλεοσώματος, μέσω της περιοχής ακουστικού «earmuff», ωστόσο 

απουσία του C-τελικού άκρου της αλληλεπιδρά μόνο με τις H3 και H4 (core histones) 

(Kato et al., 2011). Για να μελετηθεί ημι-ποσοτικά η αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών 

SET και H3.3, με την μέθοδο PCA Gaussia princeps λουσιφεράση, κατασκευάστηκαν 

οι πλασμιδιακοί φορείς έκφρασης SET-hGLuc1/-hGLuc2 και mH3.3-hGLuc1/-

hGLuc2 (Εικόνα 34). Στο Σχήμα 34Α απεικονίζεται ο συνδυασμός των ανωτέρω 

χιμαιρικών πρωτεϊνών, οι οποίες συνεκφράστηκαν σε κύτταρα HEK293. Ακολούθως, 

μετρήθηκε η ένταση της βιοφωταύγειας του ενζύμου σε ζωντανά κύτταρα και σε 

κυτταρικά εκχυλίσματα. 

 

 
Εικόνα 34. Αλληλεπίδραση της SET με την mH3.3. Α) Σχηματική αναπαράσταση των 

χιμαιρικών πρωτεϊνών SET-hGLuc1/-hGLuc2 και mH3.3-hGLuc2/-hGLuc1. B) Ημι-

ποσοτικός προσδιορισμός της έντασης βιοφωταύγειας της αλληλεπίδρασης των 

χιμαιρικών πρωτεϊνών SET-hGLuc1+mH3.3-hGLuc2 και SET-hGLuc2+mH3.3-

hGLuc1 σε ζωντανά κύτταρα και Γ) σε κυτταρικά εκχυλίσματα (*p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001). Τα πειράματα έχουν επαναληφθεί τρεις φορές σε τριπλέτες. 

 

 

B) Γ) 

A) 
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Η συγκεκριμένη αλληλεπίδραση είναι στατιστικά σημαντική κυρίως σε ζωντανά 

κύτταρα και όχι τόσο σε κυτταρικά εκχυλίσματα, καθώς η λειτουργικότερη 

αλληλεπίδραση χιμαιρικών πρωτεϊνών SET-hGLuc2+mH3.3-hGLuc1 φαίνεται να 

είναι 1,8 περίπου φορές υψηλότερα σε βιοφωταύγεια από τα controls στα ζωντανά 

κύτταρα, ενώ μόνο 1,3 περίπου φορές υψηλότερα σε βιοφωταύγεια από τα controls στα 

κυτταρικά εκχυλίσματα (Εικόνα 34). 

H αλληλεπίδραση SET-hGLuc1+mH3.3-hGLuc2 φαίνεται να μην είναι 

λειτουργική, τόσο στα ζωντανά κύτταρα, όσο και στα κυτταρικά εκχυλίσματα, εξαιτίας 

της υιοθέτησης μη ιδανικού προσανατολισμού από τις χιμαιρικές πρωτεΐνες, ώστε να 

αλληλεπιδράσουν και να γίνει ανασύσταση του ενεργού ενζύμου της hGLuc. 

Η αλληλεπίδραση SET-H3.3, μελετήθηκε ώστε να αποτελέσει μέτρο σύγκρισης της 

αλληλεπίδρασης αναφοράς SET-H1.2. Ωστόσο, φαίνεται ότι τόσο στα ζωντανά 

κύτταρα, όσο και στα κυτταρικά εκχυλίσματα η αλληλεπίδραση SET-H1.2 αποδίδει 

μεγαλύτερη ένταση βιοφωταύγειας από αυτή της SET-mH3.3. 

 

 

5. Μελέτη της επίδρασης της πολυγλουταμυλίωσης στις πρωτεϊνικές 

αλληλεπιδράσεις IDR πρωτεϊνών που περιέχουν poly-E περιοχές με το σύστημα 

PCA 

 

Βάσει βιβλιογραφικών δεδομένων, η πολυγλουταμυλίωση είναι μια μετα-

μεταφραστική τροποποίηση κατά την οποία γλουταμικά αμινοξέα/κατάλοιπα 

συνδέονται ομοιοπολικά σε ένα ή περισσότερα γλουταμικά, που βρίσκονται εντός της 

αμινοξικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης-στόχου. Συνεπώς, οι poly-E κεντρικές περιοχές 

των ProTα και ParaT, καθώς και η καρβοξυτελική όξινη πολυγλουταμική περιοχή της 

SET αποτελούν πιθανό στόχο των ενζύμων της πολυγλουταμυλίωσης (van Dijk et al., 

2008). 

Στην παρούσα διπλωματική εργασία, χρησιμοποιήθηκε η πολυγλουταμυλάση 

TTLL4 ώστε να μελετηθεί το αποτέλεσμα της μετα-μεταφραστικής τροποποίησης που 

αυτή επάγει, στην αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών ProTα, ParaT και SET με την 

συνδετική ιστόνη H1.2. 

Στα πειράματα που ακολουθούν, χρησιμοποιήθηκαν δύο μορφές της 

πολυγλουταμυλάσης TTLL4, η TTLL4-active, η οποία είναι το ενεργό ένζυμο 

TTLL4_C639-EYFP, και η TTLL4-inactive, η οποία είναι το ανενεργό ένζυμο της 

TTLL4_C639-EYFP, αφού φέρει σημειακή μετάλλαξη E901G στην περιοχή 

πρόσδεσης ATP (van Dijk et al., 2007). 

 

 

5.1 Μελέτη της πολυγλουταμυλίωσης στην αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών ProTα και 

Η1.2 

 

Η πολυγλουταμυλίωση συμβαίνει στο όξινο κέντρο της πρωτεΐνης και πιο 

συγκεκριμένα στα κατάλοιπα γλουταμικού οξέος, που είναι άφθονα στη περιοχή 53-84 

(εγγενώς μη δομημένη περιοχή) της αμινοξικής αλληλουχίας της ProTα, βάσει των 

εργαστηριακών μας δεδομένων και της βιβλιογραφίας  (Iakoucheva, 2004; van Dijk et 

al., 2008). Αυτή η μετα-μεταφραστική τροποποίηση έχει ως πιθανή συνέπεια αλλαγή 
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της δυναμικής της πρωτεΐνης μέσα στο κύτταρο και άρα αλλαγή στην αλληλεπίδρασή 

της με άλλες πρωτεΐνες, όπως με την συνδετική ιστόνη Η1.2. 

Επομένως, έγινε μελέτη της βιοφωταύγειας της Gaussia λουσιφεράσης μετά την 

έκφραση των χιμαιρικών πρωτεϊνών ProTα-hGLuc1 και H1.2-hGLuc2 

(λειτουργικότερη αλληλεπίδραση) σε ζωντανά κύτταρα και κυτταρικά εκχυλίσματα, 

παρουσία των ενζύμων TTLL4-inactive και TTLL4-active. 

 

 
Εικόνα 35. Αλληλεπίδραση της ProTα με την Η1.2 παρουσία TTLL4. Α) Σχηματική 

αναπαράσταση των χιμαιρικών πρωτεϊνών ProTα-hGLuc1 και Η1.2-hGLuc2, παρουσία 

TTLL4-inactive/-active. Β) Ημι-ποσοτικός προσδιορισμός της έντασης βιοφωταύγειας 

της αλληλεπίδρασης των χιμαιρικών πρωτεϊνών ProTα-hGLuc1+Η1.2-hGLuc2, 

παρουσία TTLL4-inactive/-active σε ζωντανά κύτταρα και Γ) σε κυτταρικά εκχυλίσματα. 

Η κανονικοποίηση των δεδομένων έγινε με την μέθοδο Bradford (*p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001). Τα πειράματα έχουν επαναληφθεί τρεις φορές σε τριπλέτες. 

 

 

Στα ζωντανά κύτταρα, η αλληλεπίδραση των χιμαιρικών πρωτεϊνών ProTα-

hGLuc1+Η1.2-hGLuc2, παρουσία TTLL4-inactive, είναι 2 περίπου φορές υψηλότερα 

σε βιοφωταύγεια από τα controls. Αντίθετα, παρουσία TTLL4-active η βιοφωταύγεια 

αυξάνεται 3,5 περίπου φορές από τα controls. 

Στα κυτταρικά εκχυλίσματα, η αλληλεπίδραση των χιμαιρικών πρωτεϊνών ProTα-

hGLuc1+Η1.2-hGLuc2, παρουσία TTLL4-inactive, είναι 1,2 περίπου φορές 

B) Γ) 

A) 
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υψηλότερα σε βιοφωταύγεια από τα controls (στατιστικά μη σημαντική). Αντίθετα, 

παρουσία TTLL4-active η βιοφωταύγεια αυξάνεται 2 περίπου φορές από τα controls. 

Συνεπώς, η αλληλεπίδραση της ProTα με την H1.2, παρουσία TTLL4, φαίνεται ότι 

λειτουργεί καλύτερα στα ζωντανά κύτταρα. Επίσης, τα αποτελέσματα της Εικόνα 35, 

Β και Γ, υποδεικνύουν ότι η πολυγλουταμυλίωση της κεντρικής όξινης περιοχής της 

ProTα έχει θετική επίδραση στη αλληλεπίδραση ProTα-H1.2. 

 

 

5.2 Μελέτη της πολυγλουταμυλίωσης στην αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών ParaT και 

Η1.2 

 

Η ParaT παρουσιάζει 45% ομοιότητα με την προθυμοσίνη α (Trompeter et al., 1996) 

και η πολυγλουταμυλίωση συμβαίνει στο όξινο κέντρο της πρωτεΐνης και πιο 

συγκεκριμένα στα κατάλοιπα γλουταμικού οξέος, που είναι άφθονα στη περιοχή 36-77 

(εγγενώς μη δομημένη περιοχή) της αμινοξικής αλληλουχίας της ParaT, βάσει των 

εργαστηριακών μας δεδομένων και της βιβλιογραφίας (Iakoucheva, 2004; van Dijk et 

al., 2008). Αυτή η μετα-μεταφραστική τροποποίηση έχει ως πιθανή συνέπεια αλλαγές 

στην δυναμική δέσμευσής/αλληλεπίδρασής της με τη συνδετική ιστόνη Η1.2. Άρα, 

αναμένεται ότι η επίδραση της TTLL4 στην αλληλεπίδραση ParaT-H1.2, να είναι 

παρόμοια με αυτή στην αλληλεπίδραση ProTα-Η1.2.  

Επομένως, έγινε μελέτη της βιοφωταύγειας της Gaussia λουσιφεράσης μετά την 

έκφραση των χιμαιρικών πρωτεϊνών ParaT-hGLuc1 και H1.2-hGLuc2 

(λειτουργικότερη αλληλεπίδραση) σε ζωντανά κύτταρα και κυτταρικά εκχυλίσματα, 

παρουσία των ενζύμων TTLL4-inactive και TTLL4-active. 
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Εικόνα 36. Αλληλεπίδραση της ParaT με την Η1.2 παρουσία TTLL4. Α) Σχηματική 

αναπαράσταση των χιμαιρικών πρωτεϊνών ParaT-hGLuc1 και Η1.2-hGLuc2, παρουσία 

TTLL4-inactive/-active. Β) Ημι-ποσοτικός προσδιορισμός της έντασης βιοφωταύγειας 

της αλληλεπίδρασης των χιμαιρικών πρωτεϊνών ParaT-hGLuc1+Η1.2-hGLuc2, 

παρουσία TTLL4-inactive/-active σε ζωντανά κύτταρα και Γ) σε κυτταρικά εκχυλίσματα. 

Η κανονικοποίηση των δεδομένων έγινε με την μέθοδο Bradford (*p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001). Τα πειράματα έχουν επαναληφθεί τρεις φορές σε τριπλέτες. 

 

 

Στα ζωντανά κύτταρα, η αλληλεπίδραση των χιμαιρικών πρωτεϊνών ParaT-

hGLuc1+Η1.2-hGLuc2, παρουσία TTLL4-inactive, είναι 2,2 περίπου φορές 

υψηλότερα σε βιοφωταύγεια από τα controls. Αντίθετα, παρουσία TTLL4-active η 

βιοφωταύγεια αυξάνεται 4,6 περίπου φορές από τα controls. 

Στα κυτταρικά εκχυλίσματα, η αλληλεπίδραση των χιμαιρικών πρωτεϊνών ParaT-

hGLuc1+Η1.2-hGLuc2, παρουσία TTLL4-inactive, είναι 1,1 περίπου φορές 

υψηλότερα σε βιοφωταύγεια από τα controls (στατιστικά μη σημαντική). Αντίθετα, 

παρουσία TTLL4-active η βιοφωταύγεια αυξάνεται 1,7 περίπου φορές από τα controls. 

Συνεπώς, η αλληλεπίδραση της ParaT με την H1.2, παρουσία TTLL4, φαίνεται ότι 

λειτουργεί καλύτερα στα ζωντανά κύτταρα. Επίσης, τα αποτελέσματα της Εικόνα 36, 

Β και Γ, υποδεικνύουν ότι η πολυγλουταμυλίωση της κεντρικής όξινης περιοχής της 

ParaT έχει θετική επίδραση στη αλληλεπίδραση ParaT-H1.2. 

 

 

B) Γ) 

A) 
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5.3 Μελέτη της πολυγλουταμυλίωσης στην αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών SET και 

Η1.2 

 

Η πρωτεΐνη SET αποτελεί ένα από τα υποστρώματα της πολυγλουταμυλάσης, 

καθώς η καρβοξυτελική περιοχή (IDR, εγγενώς μη δομημένη περιοχή) της πρωτεΐνης 

και πιο συγκεκριμένα τα αμινοξέα 226-277 περιέχουν κατάλοιπα γλουταμικού οξέος 

(Iakoucheva, 2004; van Dijk et al., 2008). 

Επομένως, έγινε μελέτη της βιοφωταύγειας της Gaussia λουσιφεράσης μετά την 

έκφραση των χιμαιρικών πρωτεϊνών SET-hGLuc1 και H1.2-hGLuc2 (λειτουργικότερη 

αλληλεπίδραση) σε ζωντανά κύτταρα και κυτταρικά εκχυλίσματα, παρουσία των 

ενζύμων TTLL4-inactive και TTLL4-active. 

 

 
Εικόνα 37. Αλληλεπίδραση της SET με την Η1.2 παρουσία TTLL4. Α) Σχηματική 

αναπαράσταση των χιμαιρικών πρωτεϊνών SET-hGLuc1 και Η1.2-hGLuc2, παρουσία 

TTLL4-inactive/-active. B) Ημι-ποσοτικός προσδιορισμός της έντασης βιοφωταύγειας 

της αλληλεπίδρασης των χιμαιρικών πρωτεϊνών SET-hGLuc1+Η1.2-hGLuc2, παρουσία 

TTLL4-inactive/-active σε ζωντανά κύτταρα και Γ) σε κυτταρικά εκχυλίσματα. Η 

κανονικοποίηση των δεδομένων έγινε με την μέθοδο Bradford (*p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001). Τα πειράματα έχουν επαναληφθεί τρεις φορές σε τριπλέτες. 

 

 

Στα ζωντανά κύτταρα, η αλληλεπίδραση των χιμαιρικών πρωτεϊνών SET-

hGLuc1+Η1.2-hGLuc2, παρουσία TTLL4-inactive, είναι 1,1 περίπου φορές 

B) Γ) 

A) 
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υψηλότερα σε βιοφωταύγεια από τα controls (στατιστικά μη σημαντική). Αντίθετα, 

παρουσία TTLL4-active η βιοφωταύγεια αυξάνεται 2,5 περίπου φορές από τα controls. 

Στα κυτταρικά εκχυλίσματα, η αλληλεπίδραση των χιμαιρικών πρωτεϊνών SET-

hGLuc1+Η1.2-hGLuc2, παρουσία TTLL4-inactive, είναι 2,1 περίπου φορές 

υψηλότερα σε βιοφωταύγεια από τα controls. Αντίθετα, παρουσία TTLL4-active η 

βιοφωταύγεια αυξάνεται 5 περίπου φορές από τα controls. 

Συνεπώς, η αλληλεπίδραση της SET με την H1.2, παρουσία TTLL4, φαίνεται ότι 

λειτουργεί καλύτερα στα κυτταρικά εκχυλίσματα. Μια πιθανή εξήγηση είναι ότι, στα 

κυτταρικά εκχυλίσματα η SET είναι περισσότερο προσβάσιμη από την 

πολυγλουταμυλάση TTLL4. Επίσης, τα αποτελέσματα της Εικόνα 37, Β και Γ, 

υποδεικνύουν ότι η πολυγλουταμυλίωση της καρβοξυτελικής όξινης περιοχής της SET 

έχει θετική επίδραση στη αλληλεπίδραση SET-H1.2. 

 

Συμπερασματικά, η μέθοδος PCA της Gaussia λουσιφεράσης μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για την ημι-ποσοτική εκτίμηση αλληλεπιδράσεων πρωτεϊνών, 

παρουσία ενζύμων που καταλύουν μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις.  

 

 

6. Μελέτη της πυρηνικής εντόπισης των πρωτεϊνών ProTα, ParaT, SET και H1.2 σε 

ζωντανά κύτταρα HEK293 mcherry-H1.2 

 

Από την βιβλιογραφία, είναι γνωστό ότι οι πρωτεΐνες ProTα, ParaT και SET 

αλληλεπιδρούν με την συνδετική ιστόνη H1, επάγοντας αναδιαμόρφωση της 

χρωματίνης (Kondili et al., 1996; Karetsou et al., 1998; Martic et al., 2005; Kato et al., 

2011).  

Για να μελετηθεί επομένως, η κατανομή των πρωτεϊνών ProTα, ParaT, SET και Η1.2 

σε ζωντανά κύτταρα, χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική σειρά HEK293 mcherry-H1.2, 

στην οποία εκφράζεται ενδογενώς η κόκκινη φθορίζουσα πρωτεΐνη mcherry-H1.2. Τα 

κύτταρα αυτά διαμολύνθηκαν με πλασμιδιακούς φορείς έκφρασης των πράσινων 

φθοριζουσών πρωτεϊνών GFP-ProTα, GFP-ParaT και GFP-SET, ώστε να μελετηθεί με 

συνεστιακή μικροσκοπία η κατανομή τους, αλλά και η κατανομή της συνδετικής 

ιστόνης H1.2 (Εικόνα 38). 
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Εικόνα 38. Ενδοκυτταρική κατανομή των πρωτεϊνών GFP-ProTα, GFP-ParaT, 

GFP-SET και mcherry-H1.2 σε ζωντανά κύτταρα HEK293 mcherry-H1.2. 

Απεικόνιση ζωντανών κυττάρων ΗEK293 mcherry-H1.2, στα οποία εκφράζεται 

ενδογενώς η mcherry-H1.2 (κόκκινο) συνεκφρασμένη με τις πρωτεΐνες: GFP-ProTα, 

GFP-ParaT και GFP-SET (πράσινο). Κλίμακα (scale bar): 5 μm. 

 

 

Από την Εικόνα 38, παρατηρείται ότι η έκφραση των πρωτεϊνών GPF-ProTα, GFP-

ParaT και GFP-SET είναι κυρίως πυρηνική. Επίσης, η Η1.2 δεν εμφανίζει κάποια 

διαφορά στα διαμολυσμένα κύτταρα σε σύγκριση με τα controls, ως προς την 

μορφολογία και την τοπολογία της. 

 

 

7. Μελέτη της κυτταρικής εντόπισης της συνδετικής ιστόνης H1.2 σε ζωντανά 

κύτταρα HEK293 mcherry-H1.2 παρουσία της πολυγλουταμυλάσης TTLL4 

 

Βάσει της βιβλιογραφίας, οι μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις (PTMs) που 

υφίσταται η συνδετική ιστόνη H1.2, στην Ν-τελική ουρά και στην σφαιρική περιοχή 

της, είναι η φωσφορυλίωση, η ουβικουϊτινοποίηση, η ADP ριβοζυλίωση και η 

μεθυλίωση (Fyodorov et al., 2018; Lai et al., 2022). Επομένως, η H1.2 δεν υφίσταται 

πολυγλουταμυλίωση και άρα δεν επηρεάζεται άμεσα από την δράση της 

πολυγλουταμυλάσης TTLL4. 
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Ωστόσο, για να μελετηθεί και επιβεβαιωθεί ότι η TTLL4 δεν επηρεάζει την H1.2 

και ως προς την κατανομή της, κύτταρα HEK293 mcherry-H1.2 διαμολύνθηκαν με 

πλασμιδιακούς φορείς έκφρασης των πράσινων φθοριζουσών πρωτεϊνών TTLL4-

active (TTLL4-active-EYFP) και TTLL4-inactive (TTLL4-inactive-EYFP), για 

παρακολούθηση μέσω συνεστιακής μικροσκοπίας (Εικόνα 39). 

 

 
Εικόνα 39. Ενδοκυτταρική κατανομή της συνδετικής ιστόνης H1.2 παρουσία της 

πολυγλουταμυλάσης TTLL4 σε ζωντανά κύτταρα HEK293 mcherry-H1.2. 

Απεικόνιση ζωντανών κυττάρων ΗEK293 mcherry-H1.2, στα οποία εκφράζεται 

ενδογενώς η mcherry-H1.2 (κόκκινο) συνεκφρασμένη με τις πρωτεΐνες: TTLL4-active-

EYFP και TTLL4-inactive-EYFP (πράσινο). Κλίμακα (scale bar): 5 μm. 

 

 

Από την Εικόνα 39, παρατηρείται ότι η H1.2 δεν εμφανίζει κάποια διαφορά στα 

διαμολυσμένα κύτταρα, σε σύγκριση με τα controls, ως προς την μορφολογία και την 

τοπολογία της. Επίσης, η TTLL4-active ακολουθεί την κατανομή της τουμπουλίνης, 

αφού την τροποποιεί, ενώ η TTLL4-inactive έχει διαφορετική κατανομή, σύμφωνα και 

με την βιβλιογραφία (van Dijk et al., 2007). 

 

 

8. Μελέτη της επίδρασης της πολυγλουταμυλίωσης στην υποπυρηνική κατανομή 

της συνδετικής ιστόνης H1.2 παρουσία των πρωτεϊνών ProTα, ParaT και SET σε 

ζωντανά κύτταρα HEK293 mcherry-H1.2 

 

Είναι γνωστό από τα εργαστηριακά μας δεδομένα και την βιβλιογραφία ότι, οι poly-

E κεντρικές περιοχές των ProTα και ParaT, καθώς και η καρβοξυτελική όξινη 

πολυγλουταμική περιοχή της SET αποτελούν στόχο των ενζύμων της 

πολυγλουταμυλίωσης (van Dijk et al., 2008). Αυτή η μετα-μεταφραστική τροποποίηση 

έχει ως πιθανή συνέπεια αλλαγή της δυναμικής των πρωτεϊνών ProTα, ParaT και SET 
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μέσα στο κύτταρο και άρα αλλαγή στην αλληλεπίδρασή τους με άλλες πρωτεΐνες, όπως 

με την συνδετική ιστόνη Η1.2 (Iakoucheva, 2004; van Dijk et al., 2008). 

Επομένως, για να μελετηθεί η κατανομή των πρωτεϊνών ProTα, ParaT, SET και της 

συνδετικής ιστόνης H1.2, παρουσία πολυγλουταμυλάσης TTLL4, κύτταρα HEK293 

mcherry-H1.2 διαμολύνθηκαν με πλασμιδιακούς φορείς έκφρασης των πράσινων 

φθοριζουσών πρωτεϊνών GFP-ProTα, GFP-ParaT και GFP-SET σε συνδυασμό με 

TTLL4-active και TTLL4-inactive, για παρακολούθηση μέσω συνεστιακής 

μικροσκοπίας (Εικόνα 40). 

 

 
Εικόνα 40. Ενδοκυτταρική κατανομή των πρωτεϊνών GFP-ProTα, GFP-ParaT, 

GFP-SET και mcherry-H1.2 παρουσία της πολυγλουταμυλάσης ΤΤLL4 σε ζωντανά 

κύτταρα HEK293 mcherry-H1.2. Απεικόνιση ζωντανών κυττάρων ΗEK293 mcherry-

H1.2, στα οποία εκφράζεται ενδογενώς η mcherry-H1.2 (κόκκινο) συνεκφρασμένη με τις 

πρωτεΐνες (και συνδυασμούς αυτών): GFP-ProTα, GFP-ParaT, GFP-SET, TTLL4-

active-EYFP και TTLL4-inactive-EYFP (πράσινο). Κλίμακα (scale bar): 5 μm. 

 

 

Από την Εικόνα 40, συμπεραίνεται ότι η κυτταρική εντόπιση της H1.2, και σε αυτή 

την περίπτωση, δεν εμφανίζει σημαντική διαφορά στα διπλά διαμολυσμένα κύτταρα, 

τόσο μεταξύ τους (συνδυασμοί με TTLL4-active και συνδυασμοί με TTLL4-inactive), 

όσο και σε σύγκριση με τα controls, ως προς την μορφολογία και την τοπολογία της. 
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9. Μελέτη της κινητικότητας της συνδετικής ιστόνης H1.2 παρουσία των πρωτεϊνών 

ProTα, ParaT, SET και TTLL4 σε ζωντανά κύτταρα HEK293 mcherry-H1.2 

 

Οι πρωτεΐνες ProTα, ParaT και SET αλληλεπιδρούν με την συνδετική ιστόνη Η1.2 

μέσω των όξινων περιοχών, στις οποίες περιέχονται θέσεις πολυγλουταμυλίωσης. Η 

μετα-μεταφραστική αυτή τροποποίηση αναμένεται να αυξήσει το συνολικό αρνητικό 

φορτίο των πρωτεϊνών. Με βάση το σκεπτικό αυτό, μελετήθηκε η κινητικότητα των 

πρωτεϊνών αυτών μετά από υπερέκφραση της πολυγλουταμυλάσης ΤΤLL4 στην 

κυτταρική σειρά HEK293 mcherry-H1.2, μέσω της τεχνικής ανάκτησης φθορισμού 

μετά από φωτολεύκανση (FRAP). 

 

 

9.1 Μελέτη της κινητικότητας της συνδετικής ιστόνης H1.2 παρουσία ProTα 

 

Για να διερευνηθεί ο ρόλος της ProTα στην κινητικότητα της ιστόνης Η1.2 

πραγματοποιήθηκαν πειράματα FRAP σε κύτταρα HEK293 mcherry-H1.2, που 

διαμολύνθηκαν με πλασμιδιακό φορέα έκφρασης για την πράσινη φθορίζουσα 

πρωτεΐνη GFP-ProTα. Επιλέχθηκαν 25 κύτταρα μετά την διεξαγωγή των πειραμάτων 

FRAP (Εικόνα 41). 
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Εικόνα 41. Κινητικότητα της συνδετικής ιστόνης Η1.2 παρουσία της ProTα σε 

κύτταρα HEK293 mcherry-H1.2. A) Απεικόνιση του ROI σε πυρήνα κυττάρου HEK293 

mcherry-H1.2, που υπερεκφράζεται η ProTα. Κλίμακα (scale bar): 5 μm. Β) Scatter plot 

του πλατό (Mf ή Plateau) σε συνάρτηση με τον χρόνο ημιζωής (t1/2 ή half life) του 

καθενός από τα 25 κύτταρα του πειράματος. Τα Mf και t1/2 προσδιορίστηκαν με το 

Graphpad Prism ως best-fit values του one-phase decay. Γ) Κινητικότητα mcherry-H1.2 

παρουσία/απουσία ProTα. Δ) Οι τιμές του t1/2 (χρόνου ημιζωής) και οι τιμές του Mf 

(πλατό ή Plateau) των mcherry-H1.2 (H1.2 Control) και mcherry-H1.2+ProTα 

(ProTα). 

 

 

Από την Εικόνα 41, παρατηρούμε ότι η H1.2 παρουσία ProTα είναι πιο κινητική, 

από την H1.2 Control, λόγω της αλληλεπίδρασης των δύο πρωτεϊνών. H σύγκριση των 

Γ) 

Α) Β) 

Δ) 
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πειραματικών αποτελεσμάτων βασίστηκε στις τιμές του χρόνου ημιζωής (t1/2), καθώς 

θεωρείται πιο αξιόπιστη μεταβλητή, σε σχέση με το Mf. 

Επίσης, στο παραπάνω διάγραμμα (Εικόνα 41Γ) παρουσιάζονται οι σχετικές 

εντάσεις φθορισμού (RFU) συναρτήσει  του χρόνου. Οι μετρήσεις πριν από την 

απώλεια φθορισμού της mcherry-H1.2 ορίζονται ως 1. Το ίδιο ισχύει και για τις 

επόμενες καμπύλες ανάκτησης I/Io=f(t). 

Επιπλέον, τα κύτταρα στα πειράματα FRAP, της παρούσας διπλωματικής εργασίας, 

συγκλίνουν προς μια κοινή καμπύλη ανάκαμψης, χωρίς μεγάλες 

αποκλίσεις/διακυμάνσεις, λόγω της μεγάλης περιοχής που λαμβάνουμε σαν ROI, όπου 

και γίνεται το bleach (π.χ. Εικόνα 41Α). Για αυτό τον λόγο, είναι δυνατό να βγάλουμε 

ένα πόρισμα, ακόμα και με αριθμό κυττάρων ≥15. Τέλος, η κίνηση των κυττάρων δεν 

ήταν ιδιαίτερο πρόβλημα, λόγω και πάλι του μεγέθους του ROI, που χρησιμοποιήθηκε. 

 

 

9.2 Μελέτη της κινητικότητας της συνδετικής ιστόνης Η1.2 παρουσία ParaT 

 

Ο ρόλος της ParaT στην κινητικότητα της ιστόνης Η1.2 μελετήθηκε, όπως και στην 

περίπτωση της ProTα, με πειράματα FRAP σε κύτταρα HEK293 mcherry-H1.2. Τα 

κύτταρα αυτά διαμολύνθηκαν με πλασμιδιακό φορέα έκφρασης για την πράσινη 

φθορίζουσα πρωτεΐνη GFP-ParaT. Επιλέχθηκαν 25 κύτταρα μετά την διεξαγωγή των 

πειραμάτων FRAP (Εικόνα 42). 
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Εικόνα 42. Κινητικότητα της συνδετικής ιστόνης Η1.2 παρουσία της ParaT σε 

κύτταρα HEK293 mcherry-H1.2. A) Απεικόνιση του ROI σε πυρήνα κυττάρου HEK293 

mcherry-H1.2, που υπερεκφράζεται η ParaT. Κλίμακα (scale bar): 5 μm. Β) Scatter plot 

του πλατό (Mf ή Plateau) σε συνάρτηση με τον χρόνο ημιζωής (t1/2 ή half life) του 

καθενός από τα 25 κύτταρα του πειράματος. Τα Mf και t1/2 προσδιορίστηκαν με το 

Graphpad Prism ως best-fit values του one-phase decay. Γ) Κινητικότητα mcherry-H1.2 

παρουσία/απουσία ParaT. Δ) Οι τιμές του t1/2 (χρόνου ημιζωής) και οι τιμές του Mf 

(πλατό ή Plateau) των mcherry-H1.2 (Η1.2 Control) και mcherry-H1.2+ParaT 

(ParaT). 

 

 

Από την Εικόνα 42, παρατηρούμε ότι η κινητικότητα της Η1.2 αυξάνεται μετά την 

υπερέκφραση της ParaT, λόγω της αλληλεπίδρασης των δύο πρωτεϊνών. 

 

Α) 

Α) 

Β) 

Γ) 

Δ) 
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9.3 Μελέτη της κινητικότητας της συνδετικής ιστόνης Η1.2 παρουσία SET 

 

Τέλος, για την μελέτη της SET, επιλέχθηκαν 24 κύτταρα, στα οποία 

παρακολουθήσαμε την κινητικότητα της H1.2, μετά από υπερέκφραση της SET, σε 

πειράματα FRAP (Εικόνα 43). Χρησιμοποιήθηκαν και σε αυτή την περίπτωση κύτταρα 

HEK293 mcherry-H1.2, που διαμολύνθηκαν με πλασμιδιακό φορέα έκφρασης για την 

πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη GFP-SET. 

 

 

 
Εικόνα 43. Κινητικότητα της συνδετικής ιστόνης Η1.2 παρουσία της SET σε 

κύτταρα HEK293 mcherry-H1.2. A) Απεικόνιση του ROI σε πυρήνα κυττάρου HEK293 

mcherry-H1.2, που υπερεκφράζεται η SET. Κλίμακα (scale bar): 5 μm. Β) Scatter plot 

του πλατό (Mf ή Plateau) σε συνάρτηση με τον χρόνο ημιζωής (t1/2 ή half life) του 

καθενός από τα 25 κύτταρα του πειράματος. Τα Mf και t1/2 προσδιορίστηκαν με το 

Α) Β) 

Γ) 

Δ) 
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Graphpad Prism ως best-fit values του one-phase decay. Γ) Κινητικότητα mcherry-H1.2 

παρουσία/απουσία SET. Δ) Οι τιμές του t1/2 (χρόνου ημιζωής) και οι τιμές του Mf (πλατό 

ή Plateau) των mcherry-H1.2 (H1.2 Control) και mcherry-H1.2+SET (SET). 

 

 

Βάσει της Εικόνας 43, διαπιστώνεται ότι η υπερέκφραση της SET μεταβάλλει την 

κινητικότητα της συνδετικής ιστόνης H1.2, αυξάνοντάς την. Η αύξηση αυτή, είναι 

αποτέλεσμα της αλληλεπίδρασης των δύο πρωτεϊνών. 

 

 

9.4 Συγκριτική ανάλυση των αποτελεσμάτων της κινητικότητας της συνδετικής 

ιστόνης Η1.2 παρουσία των πρωτεϊνών ProTα, ParaT και SET 

 

Βάσει των αποτελεσμάτων της κινητικότητας της Η1.2 παρουσία των ProTα, ParaΤ 

και SET, έγινε σύγκριση των παραπάνω δεδομένων, όπως φαίνεται στα παρακάτω 

διαγράμματα (Εικόνα 44). 

 



83 

  
Εικόνα 44. Κινητικότητα της συνδετικής ιστόνης Η1.2 παρουσία της ProTα, ParaT 

και SET σε κύτταρα HEK293 mcherry-H1.2. A) Κινητικότητα mcherry-H1.2 

παρουσία/απουσία ProTα, ParaT και SET. B) Οι τιμές του t1/2 (χρόνου ημιζωής) και οι 

τιμές του Mf (πλατό ή Plateau) των mcherry-H1.2 (H1.2 Control), mcherry-

H1.2+ProTα (ProTα), mcherry-H1.2+ParaT (ParaT) και mcherry-H1.2+SET (SET). 

Τα Mf και t1/2 προσδιορίστηκαν με το Graphpad Prism ως best-fit values του one-phase 

decay. 

 

 

Α) 

B) 
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Παρατηρούμε ότι, η αύξηση της κινητικότητας της Η1.2 είναι παρόμοια παρουσία 

της SET, της ProTα και της ParaT. Οι διαφορές στην κινητικότητα της H1.2, με την 

υπερέκφραση των τριών πρωτεϊνών, είναι μικρές και όχι ιδιαίτερα διακριτές. Για τον 

λόγο αυτό, επόμενα πειράματα με ανάλυση μεγαλύτερου αριθμού κυττάρων 

απαιτούνται για περαιτέρω μελέτη του θέματος αυτού. 

 

 

9.5 Μελέτη της κινητικότητας της συνδετικής ιστόνης Η1.2 παρουσία της 

πολυγλουταμυλάσης TTLL4 

 

Για να διερευνηθεί ο ρόλος της πολυγλουταμυλάσης TTLL4 στην κινητικότητα της 

ιστόνης Η1.2 πραγματοποιήθηκαν πειράματα FRAP σε κύτταρα HEK293 mcherry-

H1.2, που διαμολύνθηκαν με πλασμιδιακούς φορείς έκφρασης για τις πράσινες 

φθορίζουσες πρωτεΐνες TTLL4-inactive (TTLL4-inactive-EYFP) και TTLL4-active 

(TTLL4-active-EYFP). Επιλέχθηκαν 27 κύτταρα μετά την διεξαγωγή των πειραμάτων 

FRAP, για την καθεμία αλληλεπίδραση (Εικόνα 45). 
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Εικόνα 45. Κινητικότητα της συνδετικής ιστόνης Η1.2 παρουσία της TTLL4 σε 

κύτταρα HEK293 mcherry-H1.2. Απεικονίσεις των ROI σε πυρήνες κυττάρων HEK293 

mcherry-H1.2, που υπερεκφράζονται οι Α) TTLL4-inactive και Β) TTLL4-active. 

Κλίμακα (scale bar): 5 μm. Scatter plots του πλατό (Mf ή Plateau) σε συνάρτηση με τον 

χρόνο ημιζωής (t1/2 ή half life) του καθενός από τα 27 κύτταρα των πειραμάτων της Γ) 

mcherry-H1.2+TTLL4-inactive και Δ) mcherry-H1.2+TTLL4-active. Τα Mf και t1/2 

προσδιορίστηκαν με το Graphpad Prism ως best-fit values του one-phase decay. E) 

Κινητικότητα mcherry-H1.2 παρουσία/απουσία TTLL4-inactive/-active. ΣΤ) Οι τιμές 

του t1/2 (χρόνου ημιζωής) και οι τιμές του Mf (πλατό ή Plateau) των mcherry-H1.2 (H1.2 

Α) 

B) 

Γ) 

Δ) 

Ε) 

ΣΤ) 
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Control), mcherry-H1.2+TTLL4-inactive (TTLL4-inactive) και mcherry-H1.2+TTLL4-

active (TTLL4-active). 

 

 

Από την Εικόνα 45, παρατηρούμε ότι η κινητικότητα της H1.2 παρουσία TTLL4-

active αυξάνεται στον πυρήνα των κυττάρων, σε σχέση με την H1.2 Control, ενώ 

παρουσία της TTLL4-inactive, η κινητικότητα της Η1.2 είναι σχεδόν αμετάβλητη. 

Πιθανώς, η μεταβολή της κινητικότητας σχετίζεται με την αλληλεπίδραση της Η1.2 με 

άλλους ενδογενείς παράγοντες/πρωτεΐνες, όπως η ProTα, ParaT και SET, οι οποίες 

αποτελούν υποστρώματα της πολυγλουταμυλάσης. 

 

 

9.6 Μελέτη της κινητικότητας της συνδετικής ιστόνης Η1.2 παρουσία της ProTα και 

της πολυγλουταμυλάσης TTLL4 

 

Για να διερευνηθεί ο ρόλος της πρωτεΐνης ProTα σε συνδυασμό με την 

πολυγλουταμυλάση TTLL4 στην κινητικότητα της ιστόνης Η1.2 πραγματοποιήθηκαν 

πειράματα FRAP. Στα κύτταρα HEK293 mcherry-H1.2 εκφράστηκαν οι χιμαιρικές 

πρωτεΐνες GFP-ProTα, TTLL4-inactive-EYFP και TTLL4-active-EYFP μετά από 

διαμόλυνση με τα αντίστοιχα πλασμίδια. Έγινε επιλογή 18 κυττάρων για τις 

αλληλεπιδράσεις mcherry-H1.2+ProTα+TTLL4-inactive και mcherry-

H1.2+ProTα+TTLL4-active, μετά την διεξαγωγή των πειραμάτων FRAP (Εικόνα 46). 
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Εικόνα 46. Κινητικότητα της συνδετικής ιστόνης Η1.2 παρουσία της ProTα και 

TTLL4 σε κύτταρα HEK293 mcherry-H1.2. Α) Κινητικότητα mcherry-H1.2 

παρουσία/απουσία TTLL4-inactive/-active, με ή χωρίς ProTα. Β) Οι τιμές του t1/2 

(χρόνου ημιζωής) και οι τιμές του Mf (πλατό ή Plateau) των mcherry-H1.2 (H1.2 

Control), mcherry-H1.2+TTLL4-inactive (TTLL4-inactive), mcherry-H1.2+TTLL4-

active (TTLL4-active), mcherry-H1.2+ProTα+TTLL4-inactive (ProTα+TTLL4-

inactive) και mcherry-H1.2+ProTα+TTLL4-active (ProTα+TTLL4-active). 

 

 

Από την Εικόνα 46, διαπιστώνεται ότι υπάρχουν διαφορές στην κινητικότητα της 

H1.2, με την υπερέκφραση των τριών πρωτεϊνών. Ωστόσο, η υπερέκφραση της ProTα 

στα πειράματα FRAP της H1.2, παρουσία TTLL4-inactive/-active, δεν επηρεάζει ή 

επηρεάζει ελάχιστα την κινητικότητα της συνδετικής ιστόνης στον πυρήνα των 

κυττάρων. 

 

Α) 

Β) 
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9.7 Μελέτη της κινητικότητας της συνδετικής ιστόνης Η1.2 παρουσία της ParaT και 

της πολυγλουταμυλάσης TTLL4 

 

Η ParaT, όπως και η ProTα, αποτελεί υπόστρωμα της πολυγλουταμυλάσης TTLL4, 

επομένως θελήσαμε να διερευνήσουμε την επίδραση της συνέκφρασής της με την 

TTLL4, στην κινητικότητα της συνδετικής ιστόνης H1.2. Για αυτόν τον λόγο, κύτταρα 

HEK293 mcherry-H1.2, διαμολύνθηκαν με πλασμιδιακούς φορείς έκφρασης των 

χιμαιρικών πρωτεινών GFP-ParaT, TTLL4-inactive-EYFP και TTLL4-active-EYFP, 

ώστε να πραγματοποιηθούν πειράματα FRAP. Με το πέρας των πειραμάτων 

επιλέχθηκαν 19 κύτταρα για την αλληλεπίδραση mcherry-H1.2+ParaT+TTLL4-

inactive και 17 κύτταρα για την αλληλεπίδραση mcherry-H1.2+ParaT+TTLL4-active 

(Εικόνα 47). 

 

 

Β) 

Α) 
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Εικόνα 47. Κινητικότητα της συνδετικής ιστόνης Η1.2 παρουσία της ParaT και 

TTLL4 σε κύτταρα HEK293 mcherry-H1.2. Α) Κινητικότητα mcherry-H1.2 

παρουσία/απουσία TTLL4-inactive/-active, με ή χωρίς ParaT. Β) Οι τιμές του t1/2 

(χρόνου ημιζωής) και οι τιμές του Mf (πλατό ή Plateau) των mcherry-H1.2 (H1.2 

Control), mcherry-H1.2+TTLL4-inactive (TTLL4-inactive), mcherry-H1.2+TTLL4-

active (TTLL4-active), mcherry-H1.2+ParaT+TTLL4-inactive (ParaT+TTLL4-

inactive) και mcherry-H1.2+ParaT+TTLL4-active (ParaT+TTLL4-active). 

 

 

Παρατηρούμε ότι, η υπερέκφραση των τριών πρωτεινών μεταβάλλει την 

κινητικότητα της H1.2. H υπέκφραση της ParaT δεν επηρεάζει ή επηρεάζει ελάχιστα 

την κινητικότητα της H1.2, παρουσία TTLL4-active. Αντιθέτως, η υπερέκφρασή της 

στα πειράματα FRAP της H1.2, παρουσία TTLL4-inactive, μειώνει αισθητά την 

κινητικότητα της συνδετικής ιστόνης στον πυρήνα των κυττάρων, κάτι που αποκλίνει 

από το αναμενόμενο και μπορεί να αποδοθεί στον μικρό αριθμό κυττάρων για το 

συγκεκριμένο πείραμα, καθώς και στην απόδοση της διαμόλυνσης των κυττάρων. 

Επιπλέον πειράματα απαιτούνται για διερεύνηση του θέματος αυτού. 

 

 

9.8 Μελέτη της κινητικότητας της συνδετικής ιστόνης Η1.2 παρουσία της SET και 

της πολυγλουταμυλάσης TTLL4 

 

Η ογκοπρωτεΐνη SET αποτελεί ένα από τα βασικά υποστρώματα της 

πολυγλουταμυλίωσης (van Dijk et al., 2008). Επομένως, θελήσαμε να διερευνήσουμε 

την επίδρασή της στην κινητικότητα της συνδετικής ιστόνης H1.2, παρουσία της 

πολυγλουταμυλάσης TTLL4. Έτσι, πραγματοποιήθηκαν πειράματα FRAP σε κύτταρα 

HEK293 mcherry-H1.2, που διαμολύνθηκαν με πλασμιδιακούς φορείς έκφρασης των 

χιμαιρικών πρωτεϊνών GFP-SET, TTLL4-inactive-EYFP και TTLL4-active-EYFP. 

Επιλέχθηκαν 15 κύτταρα για την αλληλεπίδραση mcherry-H1.2+SET+TTLL4-inactive 

και 17 κύτταρα για την αλληλεπίδραση mcherry-H1.2+SET+TTLL4-active, μετά την 

διεξαγωγή των πειραμάτων (Εικόνα 48). 

 



90 

 
Εικόνα 48. Κινητικότητα της συνδετικής ιστόνης Η1.2 παρουσία της SET και 

TTLL4 σε κύτταρα HEK293 mcherry-H1.2. Α) Κινητικότητα mcherry-H1.2 

παρουσία/απουσία TTLL4-inactive/-active, με ή χωρίς SET. Β) Οι τιμές του t1/2 (χρόνου 

ημιζωής) και οι τιμές του Mf (πλατό ή Plateau) των mcherry-H1.2 (H1.2 Control), 

mcherry-H1.2+TTLL4-inactive (TTLL4-inactive), mcherry-H1.2+TTLL4-active 

(TTLL4-active), mcherry-H1.2+SET+TTLL4-inactive (SET+TTLL4-inactive) και 

mcherry-H1.2+SET+TTLL4-active (SET+TTLL4-active). 

 

 

Βάσει της Εικόνας 48, διαπιστώνεται ότι υπάρχουν διαφορές στην κινητικότητα της 

H1.2, με την υπερέκφραση των τριών πρωτεϊνών. Ωστόσο, η υπερέκφραση της SET 

στα πειράματα FRAP της H1.2, παρουσία TTLL4-inactive/-active, δεν επηρεάζει ή 

επηρεάζει ελάχιστα την κινητικότητα της συνδετικής ιστόνης στον πυρήνα των 

κυττάρων. 

Α) 

Β) 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Οι πρωτεΐνες που περιέχουν εγγενώς μη δομημένες περιοχές (IDRs) και οι εγγενώς 

μη δομημένες πρωτεΐνες (IDPs) θεωρούνταν η «σκοτεινή ύλη» στη δομική βιολογία 

για μεγάλο χρονικό διάστημα, επειδή είναι δύσκολο να χαρακτηριστούν με 

παραδοσιακά εργαλεία βιοφυσικής. Σήμερα, αυξανόμενα στοιχεία υποδεικνύουν ότι 

εμπλέκονται σε διάφορες σημαντικές βιολογικές λειτουργίες, συμπεριλαμβανομένης 

της μεταγωγής σήματος, της κυτταρικής ρύθμισης, της γονιδιακής μεταγραφής και της 

αντιγραφής. Υπάρχουν επίσης τα λεγόμενα εξαιρετικά fuzzy συμπλέγματα (extremely 

fuzzy complexes), τα οποία περιλαμβάνουν IDPs, που διατηρούν τη δομική τους 

αταξία και τη δομική τους δυναμική, αντί να υιοθετούν μια πιο σταθερή ή καλά 

καθορισμένη δομή μετά τη δέσμευση με άλλες πρωτεΐνες (W. Wang & Wang, 2019; 

Hazra & Levy, 2022). Τέλος, να σημειωθεί ότι οι IDPs μπορούν να λειτουργήσουν σαν 

ηλεκτρολύτες (ή πολυηλεκτρολύτες) και λόγω αυτής τους της ιδιότητας να επάγουν 

μεταβάσεις φάσεων. Αυτή την ιδιαιτερότητα έχουν και τα extremely fuzzy complexes, 

τα οποία συμπεριλαμβάνουν IDPs και IDR πρωτεΐνες και μπορούν να επάγουν την 

μετάβαση φάσης υγρού-υγρού (LLPS).  

 

Στην παρούσα διπλωματική εργασία, θελήσαμε αρχικά να μελετήσουμε με μία 

διαφορετική προσέγγιση τις αλληλεπιδράσεις των IDP πρωτεϊνών ProTα και ParaT με 

την συνδετική ιστόνη H1.2, εφόσον ήταν γνωστό από την βιβλιογραφία ότι οι 

πρωτεΐνες αυτές αλληλεπιδρούν με την συγκεκριμένη ιστόνη. Επίσης, μελετήσαμε την 

αλληλεπίδραση της SET με την συνδετική ιστόνη Η1.2. Η SET είναι μια εν μέρει μη 

δομημένη πρωτεΐνη, εφόσον περιέχει μια IDR στο καρβοξυτελικό της άκρο. 

 

Προηγούμενες μελέτες έχουν αναλύσει τις αλληλεπιδράσεις της ProTα και της SET 

με την ιστόνη H1.2. Οι περισσότερες από αυτές, βασίστηκαν σε in vitro τεχνικές, όπως 

τα GST pull down assays και οι μέθοδοι ανοσοκατακρήμνισης. Ωστόσο, στην παρούσα 

διπλωματική εργασία οι παραπάνω αλληλεπιδράσεις μελετήθηκαν και in vivo 

χρησιμοποιώντας ως μέθοδο ανάλυσης τα protein-fragment complementation assays 

(PCAs), μια μέθοδο η οποία βασίζεται στον προσδιορισμό βιοφωταύγειας της Gaussia 

princeps λουσιφεράσης. Αναλυτικότερα, χρησιμοποιήθηκε μια μέθοδος PCA 

βασισμένη στην βελτιωμένη μορφή της Gaussia princeps λουσιφεράσης (hGLuc), η 

οποία είναι πλήρως αναστρέψιμη και εύκολα διαχειρίσιμη, επιτρέποντας έτσι τη μελέτη 

της δυναμικής πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων σε οποιοδήποτε τύπο κυττάρου (Remy 

& Michnick, 2006b). Δύο ήταν τα βασικά πλεονεκτήματα που μας προέτρεψαν να 

χρησιμοποιήσουμε αυτό το σύστημα στις υπό μελέτη αλληλεπιδράσεις. Το πρώτο ήταν 

ότι το σύστημα αυτό μας επιτρέπει τη διερεύνηση των αλληλεπιδράσεων σε ζωντανά 

κύτταρα, παρέχοντας πολύτιμες πληροφορίες για τη δυναμική τους. Tο δεύτερο ήταν 

το γεγονός ότι μας παρέχει τη δυνατότητα ημι-ποσοτικοποίησης των αποτελεσμάτων, 

μέσω της κανονικοποίησής τους με άλλες συμπληρωματικές μεθόδους (S. Michnick, 

2001; Dixon et al., 2016). 

Οι Remy και Michnick το 2006 τμηματοποίησαν την hGLuc σε δύο κομμάτια 

(hGLuc1 και hGLuc2), μετά από πληθώρα δοκιμών σύντηξης με διάφορες πρωτεΐνες 

(Remy & Michnick, 2006b). Οι ίδιοι χρησιμοποίησαν στα πειράματα τους το φερμουάρ 

λευκίνης του μεταγραφικού παράγοντα GCN4 ως πρωτεΐνη σύντηξης με τα τμήματα 

hGLuc1 και hGLuc2 (Zip-hGLuc1 και Zip-hGLuc2, αντίστοιχα), διότι βρέθηκε ότι με 
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την ένωση των τμημάτων hGLuc που προκαλείται από τον ομοδιμερισμό του 

φερμουάρ λευκίνης GCN4 προκύπτει αναδίπλωση και ανασύσταση της δραστικότητας 

της hGLuc, παράγοντας έτσι την μεγαλύτερη βιοφωταύγεια που ήταν δυνατόν να 

παρατηρήσουν με αυτό το σύστημα σε ζωντανά κύτταρα. Θεώρησαν οπότε ως πλατό 

του πειράματος την αλληλεπίδραση των Zip-hGLuc1 και Zip-hGLuc2, και τα ίδια ως 

γονίδια αναφοράς. 

Βασιζόμενοι στα πειράματα των Remy και Michnick (2006), χρησιμοποιήσαμε ως 

γονίδια αναφοράς τα Zip-hGLuc1 και Zip-hGLuc2. Ωστόσο, συντήξαμε με τα τμήματα 

hGLuc1 και hGLuc2 τα γονίδια των πρωτεϊνών ενδιαφέροντός μας, δημιουργώντας 

έτσι ένα σύνολο constructs, ως εξής: ProTα-hGLuc1/-hGLuc2, ParaT-hGLuc1/-

hGLuc2, SET-hGLuc1/-hGLuc2, Η1.2-hGLuc1/-hGLuc2 και mH3.3-hGLuc1/-

hGLuc2. Μετά από μια σειρά πειραμάτων σε ζωντανά κύτταρα και κυτταρικά 

εκχυλίσματα βρέθηκε ότι οι λειτουργικότερες αλληλεπιδράσεις είναι, οι εξής:  

• ProTα-hGLuc1+H1.2-hGLuc2 

• ParaT-hGLuc1+H1.2-hGLuc2  

• SET-hGLuc1+H1.2-hGLuc2 

• SET-hGLuc2+mH3.3-hGLuc1 

 

Αλληλεπιδράσεις Χιμαιρικών 

Πρωτεϊνών 
Ζωντανά κύτταρα Κυτταρικά εκχυλίσματα 

Zip-hGLuc1+Zip-hGLuc2 9 60 

ProTα-hGLuc1+H1.2-hGLuc2 2,5 1,2 

ParaT-hGLuc1+H1.2-hGLuc2 3,6 1,4 

SET-hGLuc1+H1.2-hGLuc2 3,1 2,4 

SET-hGLuc2+mH3.3-hGLuc1 1,8 1,3 

Πίνακας 6. Συνοπτική παρουσίαση των τιμών έντασης βιοφωταύγειας της Gaussia 

λουσιφεράσης των λειτουργικότερων αλληλεπιδράσεων των χιμαιρικών πρωτεϊνών. 

 

 

Από τα δεδομένα του Πίνακα 6, γίνεται φανερό ότι οι αλληλεπιδράσεις των ProTα-

H1.2, ParaT-H1.2, SET-H1.2 και SET-H3.3 είναι πιο αποδοτικές σε ζωντανά κύτταρα, 

παρά σε κυτταρικά εκχυλίσματα. Το γεγονός αυτό, υποδεικνύει ότι το φυσιολογικό, 

περιορισμένο και συνωστισμένο περιβάλλον του κυττάρου, καθώς και οι συνθήκες 

συγκεκριμένης ρύθμισης, είναι απαραίτητες προϋποθέσεις για την μελέτη της 

αλληλεπίδρασης των παραπάνω πρωτεϊνών. Επομένως, το PCA σύστημά μας 

αποδείχθηκε ικανό να ημι-ποσοτικοποιήσει τις προαναφερόμενες αλληλεπιδράσεις in 

vivo, αλλά δεν μας έδωσε ικανοποιητικά αποτελέσματα στο in vitro κομμάτι, πιθανώς 

λόγω του ότι έχει χαθεί το κυτταρικό πλαίσιο και οι αλληλεπιδράσεις καθίστανται 

τυχαίες σε μεγάλο βαθμό. 

Η αλληλεπίδραση SET-hGLuc1-H1.2-hGLuc2 βρέθηκε σημαντική τόσο στα 

ζωντανά κύτταρα όσο και σε κυτταρικά εκχυλίσματα. Να σημειωθεί και σε αυτό το 

σημείο ότι, η αλληλεπίδραση SET-H1.2, μπορεί να αποτελέσει αλληλεπίδραση 
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αναφοράς για την αξιολόγηση των αλληλεπιδράσεων των ProTα-Η1.2 και ParaT-H1.2, 

καθώς η SET αποτελεί μια εν μέρει εγγενώς μη δομημένη πρωτεΐνη, σε αντίθεση με τις 

ProTα και ParaT που είναι εξ’ ολοκλήρου/πλήρως εγγενώς μη δομημένες πρωτεΐνες. 

Η αλληλεπίδραση SET-H3.3, μελετήθηκε ώστε να αποτελέσει μέτρο σύγκρισης της 

αλληλεπίδρασης αναφοράς SET-H1.2. Ωστόσο, φαίνεται ότι τόσο στα ζωντανά 

κύτταρα, όσο και στα κυτταρικά εκχυλίσματα η αλληλεπίδραση SET-H1.2 αποδίδει 

μεγαλύτερη ένταση βιοφωταύγειας από αυτή της SET-mH3.3. Η αλληλεπίδραση της 

SET με την mH3.3 δεν αναλύθηκε περαιτέρω, εφόσον αυτή της SET με την H1.2, 

έδωσε μεγαλύτερη και στατιστικά σημαντική ένταση βιοφωταύγειας in vivo και in 

vitro. 

Οι εντάσεις βιοφωταύγειας της Gaussia λουσιφεράσης και των τριών πειραμάτων 

αλληλεπίδρασης είναι συγκρίσιμες με αυτές της αλληλεπίδρασης αναφοράς Zip-

hGLuc1+Zip-hGLuc2 στα ζωντανά κύτταρα (τιμή έντασης βιοφωταύγειας της Gaussia 

λουσιφεράσης γύρω στο 9), φανερώνοντας έτσι την άμεση αλληλεπίδραση των τριών 

πρωτεϊνών με την συνδετική ιστόνη. 

Επίσης, όσον αφορά τους συνδυασμούς υπάρχει επιλεκτικότητα ως προς το ποιο 

τμήμα της λουσιφεράσης έχει συντηχθεί με το καρβοξυτελικό άκρο των υπό μελέτη 

πρωτεϊνών (ProTα, ParaT, SET, H1.2 και mH3.3), ώστε να γίνει ανασύσταση του 

ενεργού της ενζύμου. Ωστόσο, να σημειωθεί ότι, θα ήταν σημαντικό να δοκιμάσουμε 

την συνθήκη να εισάγουμε το εκάστοτε τμήμα της λουσιφεράσης στο αμινοτελικό άκρο 

των υπό μελέτη πρωτεϊνών και όχι στο καρβοξυτελικό τους άκρο, που έχουμε 

πραγματοποιήσει στην παρούσα διπλωματική. Αυτή η εναλλαγή πιθανότατα να μας 

έδινε μια άλλη «εικόνα» των λειτουργικότερων συνδυασμών ή αλληλεπιδράσεων, 

καθώς και πληθώρα νέων πειραματικών αποτελεσμάτων. 

 

Επόμενος στόχος της διπλωματικής εργασίας ήταν η διερεύνηση του ρόλου της 

μετα-μεταφραστικής τροποποίησης της πολυγλουταμυλίωσης στις αλληλεπιδράσεις 

των ProTα, ParaT και SET με την ιστόνη Η1.2. Η συγκεκριμένη τροποποίηση 

επιλέχτηκε διότι και οι τρεις πρωτεΐνες (ProTα, ParaT και SET) διαθέτουν όξινες 

πολυγλουταμικές περιοχές (IDRs) στην αμινοξική τους αλληλουχία, οι οποίες 

αποτελούν δυνητικούς στόχους της πολυγλουταμυλάσης TTLL4. Η τροποποίηση αυτή 

αλλάζει, βάσει της βιβλιογραφίας, την δυναμική αναδιαμόρφωσης και αλληλεπίδρασης 

και των τριών αυτών πρωτεϊνών. 

Να αναφερθεί και σε αυτό το σημείο ότι, δεν είναι γνωστό από την βιβλιογραφία 

πως η ProTα και ParaT αποτελούν υποστρώματα της πολυγλουταμυλάσης TTLL4, 

ωστόσο το γεγονός αυτό υποστηρίζεται από αδημοσίευτα δεδομένα του εργαστηρίου 

μας. Η SET αποτελεί υπόστρωμα της TTLL4, κάτι που είναι γνωστό και από την 

βιβλιογραφία (van Dijk et al., 2007). 

Για την αξιολόγηση της επίδρασης της πολυγλουταμυλάσης TTLL4 

χρησιμοποιήθηκαν δύο μορφές της. Η TTLL4-active, η οποία είναι το ενεργό ένζυμο 

TTLL4_C639-EYFP, και η TTLL4-inactive, η οποία είναι το ανενεργό ένζυμο της 

TTLL4_C639-EYFP, αφού φέρει σημειακή μετάλλαξη E901G στην περιοχή 

πρόσδεσης ATP (van Dijk et al., 2007). Αυτές οι δύο μορφές χρησιμοποιήθηκαν στα 

παραπάνω πειράματα αλληλεπίδρασης και έτσι δημιουργήθηκαν οι εξής συνδυασμοί: 

• ProTα-hGLuc1+H1.2-hGLuc2+TTLL4-inactive/-active 

• ParaT-hGLuc1+H1.2-hGLuc2+TTLL4-inactive/-active 
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• SET-hGLuc1+H1.2-hGLuc2+TTLL4-inactive/-active 

 

Πειράματα 

Αλληλεπιδράσεων 

Ζωντανά 

κύτταρα 
Διαφορά 

Κυτταρικά 

εκχυλίσματα 
Διαφορά 

ProTα-hGLuc1+H1.2-

hGLuc2+TTLL4-inactive 
2 

1,5 (↑) 

1,2 

0,8 (↑) 
ProTα-hGLuc1+H1.2-

hGLuc2+TTLL4-active 
3,5 2 

ParaT-hGLuc1+H1.2-

hGLuc2+TTLL4-inactive 
2,2 

2,4 (↑) 

1,1 

0,6 (↑) 
ParaT-hGLuc1+H1.2-

hGLuc2+TTLL4-active 
4,6 1,7 

SET-hGLuc1+H1.2-

hGLuc2+TTLL4-inactive 
1,1 

1,4 (↑) 

2,1 

2,9 (↑) 
SET-hGLuc1+H1.2-

hGLuc2+TTLL4-active 
2,5 5 

Πίνακας 7. Συνοπτική παρουσίαση των τιμών έντασης βιοφωταύγειας της Gaussia 

λουσιφεράσης των πειραμάτων αλληλεπίδρασης και η μεταξύ τους διαφορά. ↑: 

αύξηση της τιμής έντασης βιοφωταύγειας της Gaussia λουσιφεράσης. 

 

 

Από τα δεδομένα του Πίνακα 7, γίνεται φανερό ότι οι αλληλεπιδράσεις των ProTα 

και ParaT με την H1.2, παρουσία TTLL4, φαίνεται ότι λειτουργούν καλύτερα στα 

ζωντανά κύτταρα, από ότι σε κυτταρικά εκχυλίσματα, όπως είδαμε και παραπάνω, 

αφού ο περιορισμένος κυτταρικός χώρος φαίνεται να λειτουργεί ευνοϊκά για τις 

αλληλεπιδράσεις. 

Η αλληλεπίδραση SET-H1.2, παρουσία TTLL4, είναι αποδοτικότερη σε κυτταρικά 

εκχυλίσματα, από ότι σε ζωντανά κύτταρα. Η ιδιαιτερότητα αυτή, μπορεί να οφείλεται 

στο ότι η SET είναι μια μεγάλη πρωτεΐνη που υιοθετεί μια εν μέρει σταθερή δομή στο 

χώρο του κύτταρου, δηλαδή είναι μια εν μέρει εγγενώς μη δομημένη πρωτεΐνη σε 

σχέση με τις άλλες δύο, που είναι πλήρως εγγενώς μη δομημένες. Οι στερεοχημικές 

παρεμποδίσεις ελαχιστοποιούνται στα κυτταρικά εκχυλίσματα και έτσι αποδίδεται 

μεγαλύτερη ένταση βιοφωταύγειας σε αυτά. Επίσης, υπάρχει το ενδεχόμενο ότι λόγω 

στερεοχημικών παρεμποδίσεων, που ενισχύονται από την αλληλεπίδραση SET-H1.2, η 

TTLL4 να μην μπορεί να στοχεύσει και να πολυγλουταμυλιώσει εύκολα την SET, στον 

πυρήνα των κυττάρων. 

Επομένως, βάσει των παραπάνω συμπεραίνεται ότι η πολυγλουταμυλίωση δρα 

θετικά στις αλληλεπιδράσεις ProTα-Η1.2, ParaT-Η1.2 και SET-H1.2, in vivo και in 

vitro, ενισχύοντας ή διευκολύνοντάς τις. Αυτό συμβαίνει λόγω αύξησης των αρνητικών 

φορτίων στις πρωτεΐνες ProTα, ParaT και SET, αλλά και λόγω της ιδιαίτερης 

παρουσίας αυτών των φορτίων. 

Επίσης, βάσει όλων των πειραμάτων που πραγματοποιήθηκαν με την μέθοδο hGLuc 

PCA, είτε χωρίς, είτε με την επίδραση της πολυγλουταμυλάσης TTLL4, θέσαμε ως 

κατώτατο όριο των τιμών έντασης βιοφωταύγειας των αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-

>
 

>
 

>
 

>
 

>
 

>
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πρωτεΐνης το ≥ 1,5. Από την τιμή αυτή και πάνω, θεωρούμε ότι μια αλληλεπίδραση 

είναι λειτουργική ή σημαντική, ώστε να μας δώσει ένα αποτέλεσμα ή συμπέρασμα. 

 

Επόμενο βήμα στην παρούσα διπλωματική εργασία, αποτέλεσε η μελέτη της 

κατανομής των πρωτεϊνών ProTα, ParaT, SET, Η1.2 και TTLL4-active/-inactive σε 

ζωντανά κύτταρα, όπου και χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική σειρά HEK293 mcherry-

H1.2, στην οποία εκφράζεται ενδογενώς η κόκκινη φθορίζουσα πρωτεΐνη mcherry-

H1.2. Στα κύτταρα αυτά, έγινε διαμόλυνση με πλασμιδιακούς φορείς έκφρασης των 

πρωτεϊνών ProTα, ParaT, SET και TTLL4-active/-inactive, αλλά και με συνδυασμούς 

αυτών. Η κατανομή μελετήθηκε μέσω απεικόνισης συνεστιακής μικροσκοπίας. Τα 

δεδομένα, υποστηρίζουν ότι: 

a) Η έκφραση των πρωτεϊνών GPF-ProTα, GFP-ParaT και GFP-SET είναι κυρίως 

πυρηνική. 

b) Η TTLL4-active ακολουθεί την κατανομή της τουμπουλίνης, αφού την τροποποιεί, 

ενώ η TTLL4-inactive έχει διαφορετική κατανομή, σύμφωνα και με την 

βιβλιογραφία (van Dijk et al., 2007). 

c) H H1.2 δεν εμφανίζει κάποια διαφορά ως προς την κατανομή της στον πυρήνα των 

κυττάρων, κατά την υπερέκφραση των πρωτεϊνών ProTα, ParaT, SET και TTLL4, 

καθώς και συνδυασμών αυτών. 

 

Τελευταίο στάδιο της παρούσας διπλωματικής εργασίας, αποτέλεσε η μελέτη της 

κινητικότητας της συνδετικής ιστόνης H1.2 παρουσία των πρωτεϊνών ProTα, ParaT, 

SET, και TTLL4 σε ζωντανά κύτταρα, στην κυτταρική σειρά HEK293 mcherry-H1.2. 

Η κινητικότητα μελετήθηκε μέσω πειραμάτων ανάκτησης φθορισμού μετά από 

φωτολεύκανση (FRAP), της κόκκινης φθορίζουσας πρωτεΐνης mcherry της Η1.2. 

Μετά την διεξαγωγή των πειραμάτων FRAP και την επεξεργασία των δεδομένων 

τους, κατασκευάστηκαν καμπύλες ανάκτησης φθορισμού για το κάθε πείραμα, 

ξεχωριστά. Από αυτές τις καμπύλες, μέσω περαιτέρω ανάλυσης στο πρόγραμμα 

Graphpad Prism, προσδιορίστηκαν οι τιμές t1/2, που παρουσιάζονται στον Πίνακα 8, 

που ακολουθεί, και μας δίνουν μια ποσοτική εκτίμηση των δεδομένων/αποτελεσμάτων 

μας. 
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Κατά Φθίνουσα Σειρά t1/2 = Χρόνος Ημιζωής (Δευτερόλεπτα) 

ParaT+TTLL4-inactive 22,51 Πιο Αργή Ανάκτηση 

TTLL4-inactive 18,57  

ProTα+TTLL4-inactive 18,26  

SET+TTLL4-inactive 17,85  

H1.2 Control 16,12  

ParaT 15,01  

ProTα 14,68  

SET 13,20  

ParaT+TTLL4-active 7,70  

SET+TTLL4-active 7,07  

TTLL4-active 6,86  

ProTα+TTLL4-active 5,77 Πιο Γρήγορη Ανάκτηση 

Πίνακας 8. Οι τιμές του t1/2 (χρόνου ημιζωής), κατά φθίνουσα σειρά, των δώδεκα 

ενδεικνυόμενων πειραμάτων, κατηγοριοποιημένων σε ομάδες βάσει χρώματος. 

 

 

Το τελικό πόρισμα των πειραμάτων FRAP γίνεται εμφανές από τον χρόνο ημιζωής. 

Η αύξηση της κινητικότητας της Η1.2 είναι παρόμοια παρουσία της SET, της ProTα 

και της ParaT. Οι διαφορές στην κινητικότητα της H1.2, με την υπερέκφραση των τριών 

πρωτεϊνών, είναι μικρές και όχι ιδιαίτερα διακριτές. Για τον λόγο αυτό, επόμενα 

πειράματα με ανάλυση μεγαλύτερου αριθμού κυττάρων απαιτούνται για περαιτέρω 

μελέτη του θέματος αυτού. 

Όλα τα πειράματα της TTLL4-active ομαδοποιούνται, κάτι που υποδεικνύει ότι δεν 

υπάρχουν μεγάλες διαφορές στις τιμές του t1/2 μεταξύ των πειραμάτων μιας ομάδας. 

Οπότε, η προσθήκη/υπερέκφραση (μέσω διαμόλυνσης) των πρωτεϊνών ProTα, ParaT 

και SET δεν επηρεάζει ιδιαίτερα την κινητικότητα της συνδετικής ιστόνης Η1.2, 

παρουσία της TTLL4-active. Πιθανότατα, η TTLL4 στοχεύει και τροποποιεί 

πολυάριθμους παράγοντες ή πρωτεΐνες, πέρα των ProTα, ParaT και SET, που επίσης 

αλληλεπιδρούν με την συνδετική ιστόνη H1.2, για αυτό και εμφανίζεται το 

προαναφερόμενο αποτέλεσμα. 

Τα πειράματα της TTLL4-inactive θα μπορούσαν επίσης να ομαδοποιηθούν και να 

βγει το πόρισμα ότι με υπερέκφραση της TTLL4-inactive, αλλά και των πρωτεϊνών 

ProTα, ParaT και SET, παρουσία της, δεν επηρεάζεται ιδιαίτερα η κινητικότητα της 

συνδετικής ιστόνης Η1.2 (Η1.2 Control). Ωστόσο, εμπόδιο του πορίσματος αυτού 

αποτελεί η απόκλιση, που παρατηρείται κατά την υπερέκφραση της ParaT στα 

πειράματα FRAP της H1.2, παρουσία TTLL4-inactive. 
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Μια πιθανή μελλοντική προσέγγιση, βάσει των όσων ειπώθηκαν και 

παρατηρήθηκαν μέχρι στιγμής, θα ήταν η περαιτέρω χρήση της hGLuc PCA στη 

μελέτη των αλληλεπιδράσεων των πρωτεϊνών, παρουσία μετα-μεταφραστικών 

τροποποιήσεων. Επίσης, η χρήση διαφόρων φαρμάκων, που επηρεάζουν τις μετα-

μεταφραστικές τροποποιήσεις, θα ήταν μια ενδιαφέρουσα μελέτη, ώστε να 

παρατηρηθεί, μέσω του συστήματος hGLuc PCA, η επίδραση που θα είχαν αυτά στις 

πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις. Παράδειγμα αποτελεί η τριχοστατίνη α, ένα οργανικό 

μόριο που αναστέλλει τις αποακετυλάσες HDACs, επάγοντας με αυτόν τον τρόπο 

υπερακετυλίωση των πρωτεϊνών στο κύτταρο. Η επίδρασή της θα μπορούσε να 

μελετηθεί στο πλαίσιο των αλληλεπιδράσεων της συνδετικής ιστόνης Η1.2, καθώς η 

ίδια περιέχει θέσεις για ακετυλίωση σε μεγάλο ποσοστό της αμινοξικής της 

αλληλουχίας. Οι αλληλεπιδράσεις αυτές θα μπορούσαν να γίνονται τόσο με άλλα 

μόρια-συνοδούς της H1.2, όσο και με τις πρωτεΐνες ProTα, ParaT και SET, που 

μελετήθηκαν στην παρούσα διπλωματική εργασία και αλληλεπιδρούν άμεσα με αυτήν. 

Επιπρόσθετα, πέρα από την hGLuc PCA που χρησιμοποιήθηκε στο εργαστήριο μας 

για την μελέτη των αλληλεπιδράσεων IDPs και IDR πρωτεϊνών με την συνδετική 

ιστόνη Η1.2, μελλοντικά θα μπορούσαν να γίνουν τα παρακάτω: 

✓ Μελέτη των επιδράσεων των μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων των 

πρωτεϊνών ProTα, ParaT και SET στον διαχωρισμό υγρής-υγρής φάσης, εφόσον 

είναι γνωστό ότι οι IDPs και IDR πρωτεΐνες παίζουν σημαντικό ρόλο στην 

διαδικασία αυτή. 

✓ In silico μελέτες των επιδράσεων των PTMs των πρωτεϊνών μας, στις 

αλληλεπιδράσεις τους με την συνδετική ιστόνη H1.2. 

Οι δύο αυτές κατευθύνσεις περιλαμβάνουν την χρήση βιοφυσικών μεθόδων, όπως 

η MST (microscale thermophoresis) και η SPR (surface plasmon resonance), καθώς και 

υπολογιστικών συστημάτων με δυνατότητα εξαγωγής δικτύων αλληλεπιδράσεων, 

όπως το STRING. Οι παραπάνω μεθοδολογίες αποτελούν τα τελευταία χρόνια εστία 

ενδιαφέροντος για τους ερευνητές από όλο τον κόσμο. 
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