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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

Ζ παξνύζα εξεπλεηηθή δηδαθηνξηθή δηαηξηβή επηδεηεί ηνλ ιεηηνπξγηθό 

ραξαθηεξηζκό ηεο λέαο, κεξηθώο ραξαθηεξηζκέλεο αλζξώπηλεο ππξεληθήο πξσηεΐλεο, 

hCINAP (human Coilin Interacting Nuclear ATPase Protein). Ζ hCINAP 

πξσηναλαθαιύθζεθε κέζσ ηνπ ζπζηήκαηνο ησλ δύν πβξηδίσλ ζην δπκνκύθεηα, θαζώο 

βξέζεθε λα αιιειεπηδξά κε ηελ πξσηεΐλε coilin, ζπζηαηηθό ησλ ζσκαηηδίσλ Cajal (CBs), 

ελδνππξεληθώλ δνκώλ πνπ δξνπλ σο ρώξνη ζπλαξκνιόγεζεο θαη σξίκαλζεο ππξεληθώλ 

ξηβνλνπθιενπξσηετληθώλ ζπκπιεγκάησλ. 

Ζ hCINAP παξνπζηάδεηαη θπινγελεηηθά ζπληεξεκέλε ζηα θύξηα επθαξπσηηθά 

θύια. Αλ θαη έρεη νξηζηεί σο αδελπιηθή θηλάζε (ΑΚ6), εκθαλίδεη αζπλήζηζηα επξεία 

εμεηδίθεπζε σο πξνο ην ππόζηξσκα,  δνκηθά ραξαθηεξηζηηθά ηεο νηθνγέλεηαο ησλ 

ATPαζώλ/GTPαζώλ (κνηίβα Walker A θαη Β) θαη δηπιή ελεξγόηεηα ΑΚ/ΑΣΡάζεο. 

Παξνπζηάδεη δηάρπηε ππξελνπιαζκαηηθή θαηαλνκή, εμαηξεηένπ ηνπ ππξελίζθνπ θαη 

ζπαλίσο εληνπίδεηαη ζηα ίδηα ηα CBs. Τπεξέθθξαζε ηεο ζε θύηηαξα HeLa κε παξνδηθή 

επηκόιπλζε, έρεη σο απνηέιεζκα ηε κείσζε ηνπ αξηζκνύ ησλ CBs/ππξήλα, 

ππνδειώλνληαο πσο ε αιιειεπίδξαζε hCINAP-coilin επεξεάδεη ηε ζπγθξόηεζε ησλ 

ζσκαηηδίσλ απηώλ. 

Με βάζε ηελ πθηζηάκελε γλώζε, ζηόρνο ηεο εξγαζίαο κνπ ήηαλ ν πεξαηηέξσ 

ραξαθηεξηζκόο ηεο hCINAP, γηα ηε θαηαλόεζε ηνπ ιεηηνπξγηθνύ ξόινπ πνπ επηηειεί ζηνλ 

επθαξπσηηθό ππξήλα. 

Ζ hCINAP θσδηθνπνηείηαη σο ελαιιαθηηθό κεηαγξάθεκα από ηνλ γελεηηθό ηόπν 

TAF9 έρνληαο θνηλά ηα δύν πξώηα εμόληα κε ηνλ κεηαγξαθηθό παξάγνληα TAFIID32, 

ρσξίο όκσο πξσηετληθή νκνηόηεηα. Σα κεηαγξαθήκαηα ησλ TAFIID32 θαη hCINAP, 

εθθξάδνληαη ζε ζηνηρεηνκεηξία 1:1 ζε όινπο ηνπο αλζξώπηλνπο ηζηνύο θαη θπηηαξνζεηξέο 

πνπ εμεηάζηεθαλ. 

Ζ αιιειεπίδξαζε ησλ πξσηετλώλ hCINAP θαη coilin επηβεβαηώζεθε κε πεηξάκαηα 

ζπλ-επηινγήο θαη ε ραξηνγξάθεζε ηεο πεξηνρήο αιιειεπίδξαζεο ησλ δύν πξσηετλώλ, 

αλέδεημε ηα 215 θαξβνμπηειηθά θαηάινηπα ηεο coilin. Δπηπιένλ, επηρεηξήζεθε ε 

ηαπηνπνίεζε πξσηετλώλ πνπ παξνπζηάδνπλ θπζηθή αιιειεπίδξαζε κε ηελ hCINAP κε 

δύν in vivo ηερληθέο καδηθήο ζάξσζεο πξσηετληθώλ αιιειεπηδξάζεσλ: α) ζάξσζε cDNA 

βηβιηνζήθεο από θύηηαξα HeLa, κε ρξήζε ηνπ ζπζηήκαηνο ησλ δύν πβξηδίσλ ζην 

δπκνκύθεηα θαη β) ζπλδπαζηηθή ηερληθή SILAC/θαζκαηνζθνπία κάδαο. Απηέο 

απνθάιπςαλ αξηζκό ππνςήθησλ πξσηετληθώλ ζηόρσλ πνπ επηρεηξήζεθε λα επηβεβαησζνύλ 

πεξαηηέξσ. 
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Καηαζθεπάζηεθε ζηαζεξά κεηαζρεκαηηζκέλε θπηηαξνζεηξά HeLa
GFP-hCINAP

, 

ραξαθηεξίζηεθε θαη ρξεζηκνπνηήζεθε ζε ζεηξά in vivo πεηξακάησλ. Μέζσ FRAP 

πξνέθπςε όηη ε hCINAP δηαρέεηαη ειεύζεξα ζηνλ ππξήλα (t1/2=0.29±0.03s) θαη πνζνζηό 

ηεο (11%±4) είλαη ζηαζεξά πξνζδεδεκέλε. Δπηπιένλ, κειεηήζεθε θαηλνηππηθά θαηά ηε 

δηάξθεηα ηεο κίησζεο κε ηερληθή κηθξνζθνπίαο πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ. 

Σόζν ε ελδνγελήο hCINAP όζν θαη ε GFP-hCINAP, κεηά από κεηαγξαθηθή 

θαηαζηνιή ηεο RNA pol.II, αλαθαηαλέκνληαη ζηνπο δαθηπιίνπο Dark Nucleolar Caps 

(DNCs) γύξσ από ηνπο ππξελίζθνπο, όπνπ ζπλεληνπίδνληαη κε ηελ πξσηεΐλε ησλ 

παξαδηάζηηθησλ ζσκαηηδίσλ, PSP1. Ο ζπλεληνπηζκόο hCINAP/PSP1 παξαηεξείηαη επίζεο 

ζε εζηίεο ζηνλ ππξήλα θαη ζηνπο ππξελίζθνπο, κεηά από έθζεζε ησλ θπηηάξσλ ζε 

αθηηλνβνιία UV-C. 

Σέινο, κε βάζε ηελ δνκή ηεο hCINAP επηιέρζεθαλ θαη κεηαιιάρζεθαλ 

ζπληεξεκέλα ακηλνμηθά θαηάινηπα ηεο, ζεκαληηθά γηα ηε δξάζε ηεο σο ATPάζεο (T17A 

θαη Ζ79G). Έθθξαζε ησλ κεηαιιαγκάησλ ζε θύηηαξα HeLa, είρε σο απνηέιεζκα αιιαγή 

ηνπ κέζνπ όξνπ ηνπ αξηζκνύ ησλ CBs αλά θύηηαξν θαη δξακαηηθή αιιαγή ηεο θαηαλνκήο 

ηνπ αξηζκνύ ηνπο ζηνλ πιεζπζκό, κε θύηηαξα πνπ παξνπζίαδαλ είηε πνιύ κηθξό αξηζκό 

(0-1 CB) είηε πνιύ κεγάιν αξηζκό (30 CBs) αλά ππξήλα. Δπίζεο παξαηεξήζεθε 

ηνμηθόηεηα θαη κείσζε ηεο θπηηαξηθήο βησζηκόηεηαο. 

Σα επξήκαηα εηζεγνύληαη πηζαλή εκπινθή ηεο hCINAP ζε κνλνπάηηα απόθξηζεο 

κεηά από θπηηαξηθό ζηξεο θαη ζηνλ έιεγρν ηεο ζπλαξκνιόγεζεο θαη  απνζπλαξκνιόγεζεο 

ησλ CBs ζηνπο ππξήλεο ησλ αλζξώπηλσλ θπηηάξσλ. 
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Abstract 

The aim of this PhD thesis was the functional characterization of a novel, partially 

characterised human nuclear protein, termed as hCINAP (human Coilin Interacting 

Nuclear ATPase Protein). hCINAP was originally identified, using the yeast two-hybrid 

system, as a protein interacting with coilin, a marker  of Cajal bodies (CB), nuclear 

organelles involved in the maturation of snRNPs and snoRNPs ribonucleoprotein 

complexes.  

hCINAP is highly conserved across its full-length in all species. Although previously 

designated as an adenylate kinase (AK6), its unusually broad substrate specificity, 

structural features characteristic of ATPase/GTPase proteins (Walker A and B motifs) and 

ATPase activity establish it as a dual-activity AK/ATPase. 

hCINAP exhibits a diffuse nucleoplasmic pattern, excluding nucleoli, with 

occasional concentration in CBs. Its transient overexpression in HeLa cells results in a 

decrease of the average number of CBs per nucleus, indicating that the functional 

interaction of hCINAP-coilin affects their assembly. 

Based on existing knowledge, the purpose of my thesis was to further characterise the 

functional role of hCINAP in the eukaryotic nucleus. 

The hCINAP mRNA is an alternatively spliced transcript from the TAF9 locus, 

sharing the first two exons with the basal transcription factor subunit TAFIID32, without 

having any similarities in their respective protein sequence. The TAFIID32 and hCINAP 

transcripts are stoichiometrically expressed in a 1:1 ratio in all human tissues and cell lines 

examined. 

The interaction between hCINAP and coilin was confirmed through in vitro co-

selection experiments. The interacting domain was mapped within the 215 carboxy-

terminal amino acids of coilin. Furthermore, the identification of additional hCINAP-

interacting proteins was pursued, using two large scale in vivo techniques: (a) screening of 

a HeLa cDNA library, using the yeast two-hybrid system and (b) the combination of 

SILAC and mass spectrometry. These screens revealed a number of putative candidates 

that were further validated. 

A stable cell line HeLa
GFP-hCINAP was constructed, characterised and used in a series of 

in vivo experiments. Using FRAP, hCINAP was shown to freely diffuse within the nucleus 

(t1/2=0.29±0.03) with only a small fraction (11%±4) binding to nuclear structures. The 

dynamic protein cycle was also monitored with time-lapse microscopy. 

Upon specific transcriptional inhibition of RNA pol.II, hCINAP or GFP-hCINAP 

segregates in perinucleolar Dark Nucleolar Caps (DNCs), where it co-localizes with the 
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Paraspeckle protein 1 (PSP1). The co-segregation of these two proteins is also observed in 

nuclear and nucleolar foci formed upon UV-C irradiation. 

Finally, according to the solved structure of hCINAP, conserved amino acid residues, 

critical for its ATPase activity, were selected and point mutated (T17A and H79G). 

Expression of these mutants in HeLa cells resulted in the change of the mean number of 

CB per nucleus, as well as the dramatic change of their distribution within the population, 

having cells with either abnormally small (0-1 CB/cell) or high (30 CB/cell) number per 

nucleus. Moreover, toxicity and severe reduction of cell proliferation have been observed.  

Our combined findings suggest an involvement of hCINAP in stress response 

signalling pathways and in the pathway controlling the assembly and disassembly of CBs 

in the nucleus of human cells. 
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Δπραξηζηώ ζεξκά, 

 

ηελ θαζεγήηξηα κνπ Νηόβε ΢αληακά γηα ηελ εκπηζηνζύλε πνπ κνπ έδεημε παξέρνληαο κνπ 

ηελ επθαηξία λα δηεμάγσ απηή ηε δηδαθηνξηθή Γηαηξηβή. Ζ ζπλερήο θαζνδήγεζε ηεο, ε 

απεξηόξηζηε θαη πνιύηηκε βνήζεηα ηεο ήηαλ γηα κέλα πνιύ ζεκαληηθά. Κνληά ηεο είρα ηελ 

επθαηξία λα γλσξίζσ θαη λα ζπλεξγαζηώ κε επηζηήκνλεο πνπ ραίξνπλ δηεζλνύο 

αλαγλώξηζεο θαη θαηαμίσζεο, θαη λα θαηαλνήζσ ην επίπεδν ηνπ επαγγεικαηηζκνύ, ηεο 

επηθνηλσλίαο θαη ηεο δεκηνπξγηθόηεηαο πνπ απαηηείηαη ζηελ έξεπλα, βνεζώληαο κε λα 

σξηκάζσ επηζηεκνληθά.       

 

ζηνπο κεηαδηδαθηνξηθνύο ζπλεξγάηεο, Γξα ΢πύξν Εσγξάθν θαη Γξα Carsten Laderer γηα 

ηελ άςνγε ζπλεξγαζία όια απηά ηα ρξόληα, ηελ αλεθηίκεηε βνήζεηα ηνπο ζηελ εθηέιεζε 

πεηξακάησλ θαη γηα ηηο αηειείσηεο επηζηεκνληθέο ζπδεηήζεηο.   

 

ηo Γξα Angus Lamond γηα ηε θηινμελία ζην εξγαζηήξηo ηνπ (WTB), όπνπ δηεμάρζεθε έλα 

κεγάιν κέξνο ησλ πεηξακάησλ κνπ (in vivo πεηξάκαηα κηθξνζθνπίαο, ηερληθή SILAC/MS), 

θαζώο θαη όια ηα άηνκα ηνπ εξγαζηεξίνπ ηνπ γηα ηελ αλεθηίκεηε βνήζεηα ηνπο ζηελ 

εμνηθείσζε κνπ κε πξσηνπνξηαθέο ηερληθέο ζην ρώξν ηεο επηζηήκεο.  

 

όια ηα παιηά θαη θαηλνύξγηα κέιε ηνπ εξγαζηεξίνπ καο, ηδηαίηεξα ηνπο κεηαπηπρηαθνύο 

θνηηεηέο Γέζπνηλα Υαξαιάκπνπο, Γξεγνξία Υαηδεγηάλλε, θαη Αληώλε Βεξβέξε θαη ηε 

Γξα Έιελα Κππξή, γηα ην πλεύκα άξηζηεο ζπλεξγαζίαο θαη θαηαλόεζεο πνπ ππήξρε όια 

απηά ηα ρξόληα αλάκεζά καο, ηε ζπλερή ππνζηήξημε ηνπο θαη ηελ απιόρεξε βνήζεηα ηνπο 

όπνηε ρξεηάζηεθε.  

 

ηνπο γνλείο κνπ θαη ην ζύδπγν κνπ γηα ηελ απεξηόξηζηε αγάπε, ηελ θαηαλόεζε θαη ηε 

ζπλερή ζπκπαξάζηαζε θαη πνιύπιεπξε ππνζηήξημε ηνπο ζε όιε ηε δηάξθεηα ησλ ζπνπδώλ 

κνπ.  
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 1 

 

1. ΔΗ΢ΑΓΧΓΖ 

Ζ ενεοκδηζηή ιμο δζαηνζαή πναβιαηεφεηαζ ημ θεζημονβζηυ παναηηδνζζιυ ιζαξ κέαξ, 

ακενχπζκδξ πονδκζηήξ πνςηεΐκδξ, ηδξ hCINAP, δ μπμία πνςημακαηαθφθεδηε ζε ζάνςζδ 

cDNA HeLa αζαθζμεήηδξ ςξ αθθδθεπζδνχζα πνςηεΐκδ ηδξ πνςηεΐκδξ coilin, πνςηεΐκδ ηςκ 

ζςιαηζδίςκ Cajal.  

 

 

1.1 Σαπηνπνίεζε ηεο πξσηεΐλεο hCIΝΑP (human Coilin Interacting Nuclear ATPase 

Protein) (Santama et al., 2005) 

Με ζημπυ ηδκ εφνεζδ πνςηεσκχκ μζ μπμίεξ αθθδθεπζδνμφκ ιε ηδκ πνςηεΐκδ coilin, 

πμο εκημπίγεηαζ ζηα Cajal bodies, δζελάπεδηακ πεζνάιαηα ιε ηδ ιέεμδμ ηςκ δφμ οανζδίςκ 

ζημ ζαηπανμιφηδηα (yeast two-hybrid system), ιέζς ηδξ μπμίαξ έβζκε ζάνςζδ cDNA 

αζαθζμεήηδξ απυ ηφηηανα HeLa, πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ «δυθςια» ημ cDNA ηδξ coilin. Μεηά 

απυ ζάνςζδ 2x106 cDNA ηθχκςκ, εκεκήκηα ήηακ εεηζημί ηαζ ηέζζενζξ ελ’ αοηχκ 

ηςδζημπμζμφζακ ηδκ ίδζα πνςηεΐκδ υπςξ απμδείπηδηε απυ ακάθοζδ ηδξ αθθδθμοπίαξ ημο 

cDNA.  

Γζα ηδκ επζαεααίςζδ υηζ δ αθθδθμοπία αοηή ηςδζημπμζμφζε ιζα βκήζζα ακενχπζκδ 

πνςηεΐκδ, απμιμκχεδηε ημ ιεηαβνάθδια ηδξ απυ cDNA ακενχπζκμο πθαημφκηα ιε ηδκ 

ιέεμδμ ηδξ RT-PCR ηαζ ημ πνμσυκ ηδξ PCR αθθδθμοπήεδηε πθήνςξ, δίκμκηαξ ιία 

πακμιμζυηοπδ αθθδθμοπία, ιεβέεμοξ πενίπμο 500 bp, ιε αοηή πμο θήθεδηε απυ ηα 

ηφηηανα HeLa, ακηαπμηνζκυιεκδ ζημ πθήνεξ ακμζηηυ πθαίζζμ ακάβκςζδξ (open reading 

frame, ORF) (΢πήια 1.1). ΢’ αοηή ηδκ πνςηεΐκδ δυεδηε ημ υκμια hCIΝΑP (human Coilin 

Interacting ATPase Protein) ηαζ έηοπε πεναζηένς παναηηδνζζιμφ. 

To cDNA αοηυ, πνδζζιμπμζήεδηε επζπθέμκ ςξ ακζπκεοηήξ βζα απμηφπςζδ ηαηά 

Northern blot βζα ελέηαζδ polyA+ RNA απυ δζάθμνμοξ ακενχπζκμοξ ζζημφξ. Σμ 

απμηέθεζια έδεζλε οανζδζζιυ ημο ακζπκεοηή ζε έκα ιεηαβνάθδια πενίπμο 1.2 Kb, ημ μπμίμ 

εηθναγυηακ ζε υθμοξ ημοξ ζζημφξ πμο ιεθεηήεδηακ, ιε ιεβαθφηενδ έηθναζδ ζημκ ζζηυ ημο 

ζηεθεηζημφ ιουξ. 

΢φβηνζζδ ηδξ αθθδθμοπίαξ ηδξ hCIΝΑP πμο πνμέηορε, ιε δζαεέζζιεξ αάζεζξ 

κμοηθεμηζδζηχκ δεδμιέκςκ, απμηάθορε υηζ ηςδζημπμζμφζε ιζα ηυηε εκηεθχξ ηαζκμφνβζα 

ηαζ ιδ παναηηδνζζιέκδ πνςηεΐκδ. Πανμοζίαγε 90% μιμζυηδηα ιε κμοηθεμηζδζηή 

αθθδθμοπία EST (expressed sequence tag), δ μπμία πνμενπυηακ απυ πμκηζηυ, ηαζ 100% 

ηαφηζζδ ηδξ ιε ακενχπζκδ EST δ μπμία πενζείπε επζπθέμκ αθθδθμοπία UTR ζηδκ 
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ηαηεφεοκζδ ημο 3’ άηνμο. Ζ αθθδθμοπία αοηή ηαηαηέεδηε ζηδ αάζδ δεδμιέκςκ 

GenBank
TM

/EBI, ιε ημοξ ηςδζημφξ εζζυδμο AJ878880 ηαζ AJ878881.  

 

 

  1 atg ttg ctt ccg aac atc ctg ctc acc ggt aca cca ggg gtt gga aaa acc aca cta ggc 

      M   L   L   P   N   I   L   L   T   G   T   P   G   V   G   K   T   T   L   G 

 61 aaa gaa ctt gcg tca aaa tca gga ctg aaa tac att aat gtg ggt gat tta gct cga gaa 

      K   E   L   A   S   K   S   G   L   K   Y   I   N   V   G   D   L   A   R   E 

121 gag caa ttg tat gat ggc tat gat gaa gag tat gac tgt ccc att tta gat gaa gac aga 

      E   Q   L   Y   D   G   Y   D   E   E   Y   D   C   P   I   L   D   E   D   R 

181 gta gtt gat gag tta gat aac caa atg aga gaa ggt gga gtt att gtt gat tac cat ggt 

      V   V   D   E   L   D   N   Q   M   R   E   G   G   V   I   V   D   Y   H   G 

241 tgt gat ttc ttc cct gaa cgc tgg ttt cat ata gtt ttt gtg ctg aga aca gat acc aat 

      C   D   F   F   P   E   R   W   F   H   I   V   F   V   L   R   T   D   T   N 

301 gta ttg tac gaa aga ctt gaa aca agg ggt tat aat gag aag aaa cta aca gac aat att 

      V   L   Y   E   R   L   E   T   R   G   Y   N   E   K   K   L   T   D   N   I 

361 cag tgt gag att ttt caa gtt ctt tat gaa gaa gcc aca gca tcc tac aag gaa gaa atc 

      Q   C   E   I   F   Q   V   L   Y   E   E   A   T   A   S   Y   K   E   E   I 

421 gtg cat cag ctg ccc agt aat aaa cca gaa gag cta gaa aat aat gta gat cag atc ttg 

      V   H   Q   L   P   S   N   K   P   E   E   L   E   N   N   V   D   Q   I   L 

481 aaa tgg att gag cag tgg atc aaa gat cat aac tct tga 

      K   W   I   E   Q   W   I   K   D   H   N   S   *  

 

΢ρήκα 1.1: Ννπθιενηηδηθή (καύξν ρξώκα) θαη ακηλνμηθή (κπιε ρξώκα) αιιεινπρία ηεο 

hCINAP, όπσο πξνέθπςε από θισλνπνίεζε ηνπ cDNA ηεο, από HeLa cDNA βηβιηνζήθε.  

 

 

Ζ hCINAP ηςδζημπμζείηαζ ςξ εκαθθαηηζηυ ιεηαβνάθδια απυ ημκ βεκεηζηυ ηυπμ 

TAF9, πμο ανίζηεηαζ ζηδ εέζδ 68.7 Mb ζημ πνςιυζςια 5, μ μπμίμξ ηςδζημπμζεί αηυια 3 

ιεηαβναθήιαηα. Σμ πνχημ ιεηαβνάθδια (variant 1, ΝΜ_003187.4) ηςδζημπμζεί ηδ 

ιεβαθφηενδ ζζμιμνθή (a) πμο ακηζζημζπεί ζημκ ιεηαβναθζηυ πανάβμκηα TAFIID32 πμο 

ηςδζημπμζείηαζ επίζδξ ηαζ απυ ημ ηέηανημ ιεηαβνάθδια (variant 4, ΝΜ_001015892.1) πμο 

δζαθένεζ ιυκμ ζημ 5’ UTR ζε ζφβηνζζδ ιε ημ ιεηαβνάθδια 1. Σμ δεφηενμ ιεηαβνάθδια 

(variant 2, ΝΜ_016283) έπεζ ημζκά ηα δφμ πνχηα ελυκζα πμο ηςδζημπμζμφκ ηα πνχηα 141 

κμοηθεμηίδζα, ιε ημ ιεηαβνάθδια 1, αθθά πνδζζιμπμζεί ςξ ανπή βζα ηδ ιεηάθναζδ ιζα 

ακμδζηή ηνζπθέηηα ATG πμο έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ ιεηάθναζδ ιζαξ ηεθείςξ δζαθμνεηζηήξ 

πνςηεΐκδξ (ζζμιμνθή b), ηδξ hCINAP. Σμ ηνίημ ιεηαβνάθδια (variant 3, 

ΝΜ_001015891.1), ημ μπμίμ ηςδζημπμζεί ηδκ ζζμιμνθή c, δζαθένεζ ζημ 5’ UTR ηαζ 3’ 

UTR ηαζ δζαθένεζ ιυκμ ζημ αιζκμηεθζηυ ελυκζμ ιε ηδκ hCINAP, πμο έπεζ ςξ απμηέθεζια μζ 

δφμ ζζμιμνθέξ πένα απυ ηα πνχηα 6 δζαθμνεηζηά αιζκμλέα, κα είκαζ ηαηά ηα άθθα μζ ίδζεξ.  

Σμ cDNA ηδξ hCINAP ηςδζημπμζεί ιζα πνςηεΐκδ απμηεθμφιεκδ απυ 172 αιζκμλέα, 

ιε οπμθμβζγυιεκμ ιμνζαηυ αάνμξ 20.048 KDa. Ζ ζφβηνζζδ ηδξ πνςηεσκζηήξ αθθδθμοπίαξ 
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ηδξ, ιε αάζδ δεδμιέκςκ, απμηάθορε υηζ δ hCINAP είκαζ θοθμβεκεηζηά ζοκηδνδιέκδ απυ 

ημκ άκενςπμ ιέπνζ ηα θοηά ηαζ ημ γοιμιφηδηα ηαζ υηζ δεκ πανμοζζάγεζ ορδθή μιμζυηδηα 

ιε ηαιζά άθθδ βκςζηή πνςηεΐκδ. Πανυθα αοηά, πενζέπεζ παναηηδνζζηζηυ ιμηίαμ 

πνυζδεζδξ ηνζθςζθμνζημφ κμοηθεμηζδίμο (ATP ή GTP) ηφπμο P-loop (GX4GKT), 

παναηηδνζζηζηυ ηςκ πνςηεσκχκ δέζιεοζδξ ATP/GTP. Αοηυ ημ ζοκηδνδιέκμ ιμηίαμ είκαζ 

πανυιμζμ ιε αοηυ πμο ειθακίγεηαζ ζηα ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ αδεκοθζηχκ ηζκαζχκ. ΢ε 

ζοιθςκία ιε αοηέξ ηζξ πνμαθέρεζξ δείπεδηε υηζ δ ακαζοκδοαζιέκδ hCINAP πανμοζζάγεζ 

εκγοιζηή εκενβυηδηα ATPάζδξ ιε ιεβάθδ ζοββέκεζα βζα ημ οπυζηνςια ATP (Km=75.3 ± 5 

ιM, Vmax=1.27 ± 0.2 ιmol ζπδιαηζζιέκμο ADP/min.mg) (΢πήια 1.2). 

 

     

 

΢ρήκα 1.2: Δλδπκηθή ελεξγόηεηα ηεο πξσηεΐλεο hCINAP σο πξνο ην ATP. Γναθζηή 

πανάζηαζδ ηδξ ηαπφηδηαξ οδνυθοζδξ ημο ATP ζε ζοκάνηδζδ ιε ηδ ζοβηέκηνςζδξ ημο ATP (0.05-

1 mM). Ζ ηαιπφθδ δδιζμονβήεδηε ζφιθςκα ιε ηδ ζπέζδ Michaelis-Menten (GraFit) απυ ηδκ 

μπμία πνμζδζμνίζηδηακ μζ ηζκδηζηέξ πανάιεηνμζ: Km=75.3±5 ιM and Vmax=1.27±0.02 ιmol 

ζπδιαηζζιέκμο ADP.min
-1

.mg
-1

. Ζ εζςηενζηή βναθζηή πανάζηαζδ ακηζπνμζςπεφεζ ηδκ 

ακηίζηνμθή ηαπφηδηα οδνυθοζδξ ηδξ ίδζα ακηίδναζδξ ζε ζοκάνηδζδ ιε ηδ ζοβηέκηνςζδ ημο ATP.  

 

 

 

 

 

 

ΑΝ
ΝΑ

 Μ
ΑΛ
ΕΚ
ΚΟ
Υ



   - 4 - 

1.2 Αδελπιηθέο Κηλάζεο (ΑΚs) 

Ζ δμιή ηδξ hCINAP πανμοζζάγεζ ανηεηέξ μιμζυηδηεξ ιε ηζξ δμιέξ ηςκ άθθςκ 

αδεκοθζηχκ ηζκαζχκ (AKs), βζα αοηυ ημ θυβμ πνμηάεδηε ςξ δ 6
δ
 ζζμιμνθή αοηχκ ηαζ 

μκμιάζηδηε AK6 (Ren et al., 2005).  

Οζ Αδεκοθζηέξ Κζκάζεξ [Adenylate kinases (AK)] απμηεθμφκ ιζα μζημβέκεζα 

εκγφιςκ πμο δζαδναιαηίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζημ ιεηααμθζζιυ ηςκ κμοηθεμηζδίςκ ηαζ 

ζηo ηοηηανζηυ ζζμγφβζμ εκένβεζαξ, ηαηαθφμκηαξ ηδκ ιεηαθμνά ηδξ α- ηαζ β- θςζθμνζηήξ 

μιάδαξ απυ έκα δυηδ θςζθυνμο (ζοκήεςξ ATP) ζημ AMP, ιε ηδκ εθεοεένςζδ 2 ιμνίςκ 

ADP, ζφιθςκα ιε ηδκ ακηζζηνεπηή ακηίδναζδ: Mg
2+

ADP + ADP ↔ Mg
2+

ATP + AMP 

(Noda, 1973).  

Ζ ακηίδναζδ αοηή είκαζ ηνίζζιδ βζα ηδ δζαηήνδζδ ηδξ γςήξ ηαεχξ δζαδναιαηίγεζ 

ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ μιμζυζηαζδ ηςκ αδεκζκμ-κμοηθεμηζδίςκ ATP, ADP ηαζ AMP 

δζαηδνχκηαξ ηζξ εκδμηοηηάνζεξ ζοβηεκηνχζεζξ αοηχκ ζηα θοζζμθμβζηά επίπεδα. Οζ AKs 

έπμοκ ακαβκςνζζηεί ςξ αζζεδηήνεξ ηδξ ηοηηανζηήξ εκενβεζαηήξ ηαηάζηαζδξ, 

ιεηαθνάγμκηαξ ιζηνέξ ιεηααμθέξ ζηζξ ζοβηεκηνχζεζξ ATP ηαζ ADP ζε ζπεηζηά ορδθέξ 

ιεηααμθέξ ζηδ ζοβηέκηνςζδ ημο AMP, εκενβμπμζχκηαξ έκγοια ηαζ ιεηααμθζημφξ 

αζζεδηήνεξ, πμο επδνεάγμκηαζ απυ ημ ΑΜΡ, χζηε κα ακηαπμηνίκμκηαζ ιε ιεβαθφηενδ 

εοαζζεδζία ηαζ αηνίαεζα ζε ελςηενζηά ενεείζιαηα ηαζ ζήιαηα ηαηαπυκδζδξ (ζηνεξ) 

(Dzeja and Terzic, 2009).  

΢ηα εδθαζηζηά έπμοκ ακαηαθοθεεί ιέπνζ ζήιενα 8 ζζμέκγοια ηδξ αδεκοθζηήξ 

ηζκάζδξ (ΑΚ1-8), ηα μπμία δζαθένμοκ ςξ πνμξ ημ ιμνζαηυ αάνμξ, ηζξ ηζκδηζηέξ ζδζυηδηεξ, 

ηδκ ελεζδίηεοζδ ςξ πνμξ ημ οπυζηνςια ηαζ ηδκ εκδμηοηηάνζα ηαηακμιή ημοξ (Bae and 

Phillips, 2006). Αοηυ ημ δίηηομ ηςκ μπηχ δζαθμνεηζηχκ αδεκοθζηχκ ηζκαζχκ, είκαζ 

δζαζημνπζζιέκμ ζε υθα ηα ηοηηανζηά δζαιενίζιαηα, νοειίγμκηαξ ηα εκενβεζαηά ηαζ 

ιεηααμθζηά ιμκμπάηζα ακάθμβα ιε ηζξ ημπζηέξ ιεηααμθζηέξ απαζηήζεζξ (van Rompay et al., 

2000; Dzeja and Terzic, 2009).  

Οζ ΑΚ1 ηαζ ΑΚ2, εκημπίγμκηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια ηαζ ζημ ιζημπμκδζαηυ 

δζαιειανακζηυ δζάζηδια ακηίζημζπα, ηαζ εοκμμφκ ηδ ζφκδεζδ ημο ΑΣΡ ζε ζπέζδ ιε ηα 

άθθα ηνζθςζθμνζηά κμοηθεμηίδζα εκχ δεζιεφμοκ εζδζηά ημ ΑΜΡ (Tanabe et al., 1993). 

Έπμοκ ανεεεί δζαθμνεηζηέξ οπμιμνθέξ ηδξ ΑΚ1 (ΑΚ1-1 ηαζ ΑΚ1-2) (Janssen et al., 2004) 

ηαζ εκαθθαηηζηέξ ιμνθέξ ιαηίζιαημξ ημο βμκζδίμο ηδξ ΑΚ2 (ΑΚ2Α-D) (Lee et al., 1998) 

ιε δζαθμνεηζηέξ δθεηηνμθμνδηζηέξ ηζκδηζηυηδηεξ ηαζ παναηηδνζζηζηέξ ηζκδηζηέξ 

ζδζυηδηεξ. Ζ ΑΚ3 είκαζ ιζα GTP:AMP θςζθμηνακζθενάζδ εζδζηή βζα ηδ θςζθμνοθίςζδ 

ημο εκδμ-ιζημπμκδνζαημφ ΑΜΡ πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ οπυζηνςια ημ GTP ή ημ ITP 

(Tomasselli et al., 1979). Ζ ΑΚ4 εκημπίγεηαζ ζηδ ιζημπμκδνζαηή ιήηνα ηαζ πανυθμ πμο 

ΑΝ
ΝΑ

 Μ
ΑΛ
ΕΚ
ΚΟ
Υ



   - 5 - 

δεκ έπεζ εκγοιζηή δναζηζηυηδηα, δζαηδνεί ηδκ ζηακυηδηα κα πνμζδέκεζ κμοηθεμηίδζα ηαζ κα 

αθθδθεπζδνά ιε ηδ ιζημπμκδνζαηή ADP/ATP ιεηαημπάζδ (Yoneda et al., 1998). Ζ ΑΚ5 

εκημπίζηδηε ζημ ηοηηανυπθαζια ηςκ ακενχπζκςκ α-παβηνεαηζηχκ ηοηηάνςκ ηαζ 

ειπθέηεηαζ ζηδ νφειζζδ ημο ηακαθζμφ Κ
+
-ΑΣΡ (Stanojevic et al., 2008). H ΑΚ5 δζαεέηεζ 

ζδιακηζηέξ κεονμ-εζδζηέξ ιεηααμθζηέξ θεζημονβίεξ, ζηζξ μπμίεξ πενζθαιαάκμκηαζ δ 

ιεηαθμνά εκένβεζαξ ιεηαλφ ηςκ ηοηηανζηχκ δζαιενζζιάηςκ ηαζ δ ζφκεεζδ DNA ηαζ RNA 

(Ren et al., 2005). Ζ ΑΚ6 (hCINAP) εκημπίγεηαζ ζημκ πονήκα ηςκ ηοηηάνςκ (Santama et 

al., 2005), υπμο δ δζμπέηεοζδ κμοηθεμηζδίςκ ηαζ εκένβεζαξ παίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδ 

ζφκεεζδ ημο DNA ηαζ ζηδκ επελενβαζία ηδξ βεκεηζηήξ πθδνμθμνίαξ. H AK7 εκημπίγεηαζ 

ζηζξ αθεθανίδεξ (cilia), υπμο θαίκεηαζ κα ζοκδέεηαζ ιε ηδκ ηοηηανζηή ηίκδζδ ηαζ ηδ 

θεζημονβία ημο αθεθανζδζημφ ζχιαημξ (ciliary) (Fernandez-Gonzalez et al., 2009), ηαζ ζημ 

ηοηηανυπθαζια υπμο εκημπίγεηαζ ηαζ δ ΑΚ8 (Panayiotou et al., 2011).  

 

 

1.3 Γνκή ησλ αδελπιηθώλ θηλαζώλ 

Οζ αθθδθμοπίεξ ηςκ ΑΚs, πανμοζζάγμοκ ιεηαλφ ημοξ ανηεηέξ ζοκηδνδιέκεξ 

πενζμπέξ. Έκα ορδθά ζοκηδνδιέκμ ιμηίαμ ζημ Ν-ηεθζηυ άηνμ, ιε μιυθςκδ αθθδθμοπία 

G/AxxxxGK(x)S/T, πμο μκμιάγεηαζ Walker A ιμηίαμ ή εδθζά πνυζδεζδξ θςζθμνζηχκ 

(phosphate binding loop, P-loop), ηαζ ηζξ πενζμπέξ NMP bind domain ηαζ LID domain (Bae 

and Phillips, 2006).  

Γμιζηά, είκαζ ηοπζηέξ α/α πνςηεΐκεξ, μζ μπμίεξ ιμζνάγμκηαζ ημζκή ανπζηεηημκζηή. 

Πενζέπμοκ ιία ηεκηνζηή αοημηεθή δμιζηή πενζμπή (CORE domain) ηαζ ηζξ πθεονζηέξ 

πενζμπέξ, ηδκ LID domain ηαζ ηδκ NMP bind domain (πενζμπή δέζιεοζδξ 

ιμκμζθςζθμνζηχκ κμοηθεμηζδίςκ). Ζ CORE domain απμηεθείηαζ απυ έκακ πονήκα α-

πηοπςηχκ επζθακεζχκ, μ μπμίμξ πενζηθείεηαζ απυ α-έθζηεξ (Schulz et al., 1990). Ζ πενζμπή 

πνυζδεζδξ ημο ΑΣΡ ζπδιαηίγεηαζ απυ αιζκμλέα ηδξ LID domain ηαζ απυ ηδκ P-loop.  

Ζ ηεκηνζηή πενζμπή ηαζ δ NMP bind domain είκαζ δζαηδνδιέκεξ ζε υθεξ ηζξ 

αδεκοθζηέξ ηζκάζεξ, εκχ δ LID domain είκαζ ανηεηά δζαθμνεηζηή. Με αάζδ ημ ιήημξ ηδξ 

LID domain μζ AKs ηαηαηάζζμκηαζ ζε δφμ ηαηδβμνίεξ: ηδξ αναπείαξ ιμνθήξ, υπμο δ LID 

domain είκαζ ιζα απθή ιεηααθδηή εδθζά (ΑΚ1, ΑΚ5, ΑΚ6), ηαζ ηδξ ιαηνάξ ιμνθήξ (ΑΚ2, 

ΑΚ3, ΑΚ4) πμο απμηεθείηαζ απυ ακηζ-πανάθθδθεξ α-αθοζίδεξ (Fukami-Kobayashi et al., 

1996).  
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1.4 Γνκή ηεο πξσηεΐλεο hCINAP 

Ζ hCINAP είκαζ ιζα ηοπζηή α/α πνςηεΐκδ (΢πήια 1.3) πμο πενζέπεζ ηνεζξ 

θεζημονβζηέξ οπμ-πενζμπέξ:  

i) Μζα ηεκηνζηή πηοπςηή επζθάκεζα ιε πέκηε α-ηθχκμοξ (CORE domain), δ μπμία 

πενζηθείεηαζ απυ εθηά α-έθζηεξ ηαζ πενζθαιαάκεζ ηδ εέζδ πνυζδεζδξ ημο ΑΣΡ. 

ii) Σδκ NMP bind domain πμο ζπδιαηίγεηαζ απυ ηζξ έθζηεξ α2, α3 ηαζ α4 ηαζ έκα ιαηνφ 

ανυπμ ιεηαλφ ηςκ αιζκμλζηχκ ηαηαθμίπςκ 33-58. 

iii) Σδκ LID domain πμο πενζθαιαάκεζ ηζξ έθζηεξ α5 ηαζ α6. 

 

 

 

 

 

΢ρήκα 1.3: Γηάγξακκα ηεο δνκήο ηεο πξσηεΐλεο hCINAP (Ζ δμιή πανάπεδηε ιε ημ 

πνυβναιια PREPI v0.9). Ζ πνςηεΐκδ πενζέπεζ 7 α-έθζηεξ (ιπθε ημνδέθεξ), 5 α-ηθχκμζ (θζθά ηυλα) 

ηαζ ιζα ιαηνζά εδθζά NMP (βηνίγμ ηιήια). ΢ημ ζπήια επίζδξ πανμοζζάγμκηαζ μζ 3 θεζημονβζηέξ 

οπυ-πενζμπέξ: ημ ηαηαθοηζηυ ηέκηνμ (core), δ πενζμπή lid ηαζ δ πενζμπή δέζιεοζδξ NMP. Δπίζδξ 

θαίκεηαζ ημ ζυκ ημο εεζσημφ μλέςξ, ςξ ζθαίνα Corey-Pauling-Koltun sphere (S: ηίηνζκμ, O: 

ηυηηζκμ), ημ μπμίμ εκημπίγεηαζ ζηδ P-loop (Ακαπαναβςβή εζηυκαξ απυ Ren et al., 2005).  
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1.5 Γηαθνξνπνίεζε ηεο hCINAP από ηελ νηθνγέλεηα ησλ αδελπιηθώλ θηλαζώλ 

Ακ ηαζ δ hCINAP ηαηαηάπεδηε ζηδκ μζημβέκεζα ηςκ αδεκοθζηχκ ηζκαζχκ, θυβς ηδξ 

μιμζυηδηαξ ζηδ δμιή (Ren et al., 2005), πανμοζζάγεζ ανηεηά παναηηδνζζηζηά βκςνίζιαηα, 

υζμκ αθμνά ημ οπυζηνςια θςζθμνοθίςζδξ ηαζ ηδ δμιή, πμο ηδκ δζαθμνμπμζμφκ απυ ηζξ 

άθθεξ AKs. Ζ hCINAP ζε ακηίεεζδ ιε ηζξ άθθεξ AKs, μζ μπμίεξ πανμοζζάγμοκ 

επζθεηηζηυηδηα οπμζηνχιαημξ, πανμοζζάγεζ έκα αζοκήεζζηα ιεβάθμ εφνμξ εζδζηχκ 

οπμζηνςιάηςκ δμηχκ ηαζ δεηηχκ (Ren et al., 2005), ηαεχξ ηαζ μοζζαζηζηή εκενβυηδηα 

ATPase (Santama et al., 2005). Ζ ιαηνζά εδθζά (33-58 αα) δ μπμία ανίζηεηαζ ζηδ πενζμπή 

NMP binding domain, δεκ έπεζ παναηδνδεεί ζηζξ άθθεξ AKs. ΢ε ακηίεεζδ ιε ηζξ δμιέξ ηςκ 

άθθςκ AKs, υπμο μζ πενζμπέξ δέζιεοζδξ NMP ηαζ lid δεκ αθθδθεπζδνμφκ, ζηδ πενίπηςζδ 

ηδξ hCINAP, ζηδκ «ακμζηηή» δζαιυνθςζδ, μζ πενζμπέξ αοηέξ αθθδθεπζδνμφκ (Ren et al., 

2005).  

Σέθμξ, δ δμιή ηδξ hCINAP απακηάηαζ ζοπκά ηαζ ζε ηζκάζεξ πμο θςζθμνοθζχκμοκ 

οπμζηνχιαηα δζαθμνεηζηά απυ κμοηθεμηίδζα. Καηανπήκ, ζημ ζοκηδνδιέκμ ιμηίαμ Walker 

A ζηζξ ΑΚ1-ΑΚ5 ημ αιζκμλφ ζημ ηέθμξ ηδξ P-loop είκαζ βθοηίκδ (Gly). ΢ηδ hCINAP ημ 

ηαηάθμζπμ αοηυ ηδξ Gly απμοζζάγεζ, ηαζ ζηδ εέζδ ημο οπάνπεζ ιζα ενεμκίκδ (Thr) 

(αιζκμλζηυ ηαηάθμζπμ 17). Αοηυ ημ παναηηδνζζηζηυ είκαζ ημζκυ βζα ηζξ ATPάζεξ ηαζ ηζξ 

GTPάζεξ, υπςξ ηδ ιομζίκδ (Rayment et al., 1993; Fisher et al., 1995; Smith and Rayment,  

1996) ηαζ ηάπμζεξ G-πνςηεΐκεξ (Pai et al., 1989; Kjeldgaard et al., 1993; Noel et al., 1993; 

Coleman et al., 1994; Al-Karadaghi et al., 1996), υπμο ημ ηαηάθμζπμ ηδξ ενεμκίκδξ ή 

ζενίκδξ ζοκημκίγεζ ημ ζυκ Mg
2+

, πμο είκαζ απαναίηδημ βζα ηδκ ηαηάθοζδ.  

Δπζπθέμκ, δ hCINAP, ζε ακηίεεζδ ιε ηζξ άθθεξ αδεκοθζηέξ ηζκάζεξ, πενζέπεζ έκα 

ιμηίαμ Walker B (αιζκμλζηά ηαηάθμζπα 74-80). Σμ ιμηίαμ αοηυ, ιε αθθδθμοπία 

hhhDYHG (μπμο h μπμζμδήπμηε οδνυθμαμ αιζκμλφ), είκαζ ορδθά δζαηδνδιέκμ ζηζξ 

ATPάζεξ ηαζ GTPάζεξ (Walker et al., 1982), πνμζδέκμκηαξ ηδκ β-θςζθμνζηή μιάδα ημο 

ATP ηαζ ημο GTP ηαζ οθίζηαηαζ ιεβάθεξ αθθαβέξ δζαιυνθςζδξ ιεηά ηδκ ηαηάθοζδ (Pai 

et al., 1989; Kjeldgaard et al., 1993; Noel et al., 1993).  

Όθα αοηά ζοκδβμνμφκ υηζ δ hCINAP ίζςξ κα επζηεθεί ιζα θεζημονβία δζαθμνεηζηή/ ή 

επζπνυζεεηδ απυ αοηή ηδξ αδεκοθζηήξ ηζκάζδξ. 
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1.6 Καηλνύξγηα δεδνκέλα γηα ηε δνκή ηεο hCINAP (Drakou et al., in review) 

΢ε πνυζθαηδ πεζναιαηζηή ενβαζία, πμο πναβιαημπμζήεδηε απυ ημ ενβαζηήνζμ ημο 

Γν. ΢πφνμο Εςβνάθμο, Δνβαζηήνζμ Ονβακζηήξ & Φανιαηεοηζηήξ Υδιείαξ, Δεκζηυ 

Ίδνοια Δνεοκχκ Δθθάδαξ, έπμοκ πνμηφρεζ ηαζκμφνβζα ηαζ ζδιακηζηά δεδμιέκα πμο 

αθμνμφκ ηδ δμιή ηαζ ηαη’ επέηηαζδ ηδ θεζημονβία ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP.  

Γζα πνχηδ θμνά, έπμοκ πνμζδζμνζζεεί ιε ιεβάθδ εοηνίκεζα δ δμιή ηδξ πνςηεΐκδξ 

hCINAP ζε ζφιπθμημ ιε ημ οπυζηνςια ADP (ηαζ dADP) ηαζ ημ ηνζπθυ ζφιπθμημ 

hCINAP-Mg
2+

ADP-Pi (Drakou et al., in review). Δπζπθέμκ, έπεζ πνμζδζμνζζηεί ιε 

ιεβαθφηενδ εοηνίκεζα δ δμιή ηδξ hCINAP ιε ημ εεζσηυ ζυκ ζηδκ πενζμπή δέζιεοζδξ ημο 

AMP, πνμζεέημκηαξ επζπνυζεεηα ζημζπεία υζμκ αθμνά ηδ δμιή, πμο πανμοζζάγμκηακ 

αζαθή ζηδκ πνμδβμφιεκδ πνμζδζμνζζιέκδ δμιή (Ren et al., 2005).  

Απυ ηδκ ακάθοζδ ηδξ δμιήξ ηδξ hCINAP ιε ημ ιυνζμ ADP (΢πήια 1.4), πνμέηορε 

υηζ ημ ιυνζμ ADP δεζιεφεηαζ ζε ιζα ημζθυηδηα ημκηά ζηδκ επζθάκεζα ηδξ πνςηεΐκδξ, ιε ημ 

δαηηφθζμ ηδξ αδεκίκδξ κα ηαηαθαιαάκεζ ηδκ είζμδμ ημο ηαηαθοηζημφ ηέκηνμο ηαζ ηζξ 

θςζθμνζηέξ μιάδεξ κα πνμζακαημθίγμκηαζ πνμξ ηδκ πενζμπή ηδξ P-Loop. Ζ δμιή ημο 

ηνοζηάθθμο έδεζλε υηζ ημ δεζιεοιέκμ ADP δδιζμονβεί δεζιμφξ οδνμβυκμο ηαζ δεζιμφξ 

lower case Van der Waals ιε ηα ηαηάθμζπα ηδξ πενζμπήξ δέζιεοζδξ ημο ATP. Οζ δεζιμί 

οδνμβυκμο ζπδιαηίγμκηαζ ηονίςξ ιεηαλφ ηςκ θςζθμνζηχκ μιάδςκ ημο ADP ηαζ ηςκ 

αιζκμλέςκ ηδξ P-loop (αιζκμλέα 10-17) ηαζ ηδξ Arg109 ημο LID domain. Ζ αδεκμζίκδ ημο 

ADP, ζοιιεηέπεζ ιυκμ ζε ηνεζξ δεζιμφξ οδνμβυκμο ιε ηαηάθμζπα ηδξ πνςηεΐκδξ, πμο 

είκαζ ζε ζοιθςκία ιε ημ ιεβάθμ εφνμξ εζδζηχκ οπμζηνςιάηςκ πμο ηαηέπεζ δ hCINAP.  

Δπζπνυζεεηα, δ ιεβάθδ εοηνίκεζα ηδξ δμιήξ επέηνερε ημκ αηνζαή πνμζδζμνζζιυ ηδξ 

NMP binding domain (ηςκ αιζκμλζηχκ ηαηαθμίπςκ 45–55), δ μπμία ενιδκεφηδηε ςξ ιζα 

ιδ δμιδιέκδ πενζμπή ζε πνμδβμφιεκδ ακάθοζδ (Ren et al., 2005). Βνέεδηε υηζ δ εδθζά 

NMP binding οζμεεηεί ιζα δμιή α πηοπςηή-ζηνμθή-α πηοπςηή (Drakou et al., in review).  

Αοηή δ ιμνθμθμβία ηδξ εδθζάξ NMP binding πανμοζζάγεηαζ ηαζ ζηδ δμιή hCINAP-

SO4
2-

, οπμδδθχκμκηαξ υηζ δεκ ελανηάηαζ απυ ημκ οπμηαηαζηάηδ. Δπζπθέμκ, ζηδ δμιή 

hCINAP-SO4
2-

 παναηδνήεδηακ δφμ ζυκηα SO4
2-

 δεζιεοιέκα ζημ ηαηαθοηζηυ ηέκηνμ ημο 

εκγφιμο. Σμ πνχημ ζυκ ανζζηυηακ ζοκδειέκμ ζηδκ P-loop, ηαζ ημ δεφηενμ ακάιεζα ζηδκ 

His79 ηαζ ηδκ Arg39.  
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΢ρήκα 1.4: Απεηθόληζε ηνπ δηθηύνπ ησλ πδξνγνλνδεζκώλ πνπ ζρεκαηίδεη ην ADP κε ηα 

ακηλνμέα ηεο πξσηεΐλεο θαη κε ηα κόξηα ηνπ ύδαηνο. 

 

 

Δπζπνυζεεηα, θυβς ηδξ δοζημθίαξ ηςκ άιεζςκ ηνοζηαθθμβναθζηχκ ζημζπείςκ βζα 

ηδ εέζδ δέζιεοζδξ ημο AMP, πμο απαζηείηαζ βζα ηδκ εκενβυηδηα ηδξ AK, 

πναβιαημπμζήεδηε πνυαθερδ ημο ηνζπθμφ ζοιπθυημο hCINAP-Mg
2+

ATP-AMP, ιε ηδκ 

οπμθμβζζηζηή ιέεμδμ docking (IFD), ιε ηδκ μπμία έβζκε πνυαθερδ ηςκ δμιζηχκ αθθαβχκ 

μζ μπμίεξ πνμηαθμφκηαζ ζε αοηή ηδκ πενίπηςζδ. Σμ ιμκηέθμ πνυαθερε υηζ δ εέζδ 

δέζιεοζδξ ημο AMP ανίζηεηαζ ιεηαλφ ημο ιμηίαμο Walker B ηαζ ηδξ Arg39.  

Ζ εέζδ αοηή ανίζηεηαζ ημκηά ζηδ εέζδ ηδξ α-θςζθμνζηήξ μιάδαξ ημο ΑΜΡ ηαζ 

είκαζ πμθφ πανυιμζα ιε αοηή πμο παναηδνείηαζ ζηζξ αδεκοθζηέξ ηζκάζεξ απυ E.coli 

(AKeco) ηαζ Sulfolobus acidocaldarius (AKas), 1ANK (PDB ID) ηαζ 1NKS (PDB  ID) 

ακηίζημζπα, ζηζξ μπμίεξ ημ εεζζηυ ζυκ αθθδθεπζδνά ιε έκα ζοκηδνδιέκμ ηαηάθμζπμ 

ανβζκίκδξ (Arg36 ηαζ Arg54 ακηίζημζπα) (Berry et al., 1994; Vonrhein et al., 1998). Σμ 

εφνδια αοηυ οπμζηδνίγεζ υηζ δ εέζδ πμο ηαηαθαιαάκεηαζ απυ ημ εεζζηυ ζυκ ζε αοηή ηδ 

δμιή ακηζπνμζςπεφεζ ηδ εέζδ ακαβκχνζζδξ ηδξ α-θςζθμνζηήξ μιάδαξ ημο AMP ζημ 

έκγοιμ hCINAP. 

Πμθφ ζδιακηζηά ήηακ ηαζ ηα εονήιαηα πμο πνμέηορακ απυ ηδ δμιή ηδξ hCINAP ιε 

ημ δεζιεοιέκμ ζφιπθμημ Mg
2+

ADP-PO4
3-

. Ζ δμιή αοηή πνμέηορε ιεηά απυ πνήζδ ημο 

ακαζημθέα Ap5A, πμο δνα ςξ ακαζημθέαξ ηςκ αδεκοθζηχκ ηζκαζχκ ιε πνυζδεζδ ημο ηαζ 

ζηα δφμ ηέκηνα ζφκδεζδξ οπμζηνςιάηςκ. Υνδζζιμπμζήεδηε βζα κα δζενεοκδεεί δ εέζδ 
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πνυζδεζδξ ημο ΑΜΡ ηαζ κα «ζοθθδθεεί» ημ ιεηαααηζηυ ζηάδζμ ηδξ ακηίδναζδξ ηδξ 

αδεκοθζηήξ ηζκάζδξ. Ζ θδθεείζα ηνοζηαθθζηή δμιή (΢πήια 1.5) ακηζζημζπμφζε ζε έκα 

ιεηα-οδνμθοηζηυ ζηάδζμ ηαζ απμηάθορε υηζ:  

i. Ζ εέζδ πνυζδεζδξ ημο ΑΣΡ είκαζ ηαηεζθδιιέκδ απυ ημ ζφιπθμημ Mg
2+

ADP ηαζ 

απυ έκα ζυκ PO4
3-

 πμθφ ημκηά ζηδκ His79 ημο ιμηίαμο Walker Β.  

ii. Τπάνπεζ ιζα αθθαβή ζηδ βςκία ζηνέρδξ ηδξ ηφνζαξ αθοζίδαξ ηδξ His79 πμο 

ζοκμδεφεηαζ απυ ιζα ιεηαηίκδζδ ημο ζιζδαγμθζημφ δαηηοθίμο ηαηά 2.1Å ιαηνζά απυ ημ 

ηέκηνμ ημο ΑΣΡ, χζηε κα δδιζμονβδεμφκ δεζιμί ιεηαλφ ηδξ Ζ79 ηαζ ηδξ εθεφεενδξ 

θςζθμνζηή μιάδαξ.  

iii. Σμ ζυκ Mg
2+

 έπεζ μηηαεδνζηή βεςιεηνία ιε έλδ άημια μλοβυκμο ζηδκ ελςηενζηή 

ζθαίνα ζφκηαλδξ. Γφμ απυ ηα μλοβυκα ζοκεζζθένμκηαζ απυ ηδ α-θςζθμνζηή μιάδα ηαζ 

ηδκ οδνμλοθζηή μιάδα ηδξ Thr17, εκχ ηα οπυθμζπα ηέζζενα απυ ιυνζα φδαημξ.  

iv. Σμ ιυνζμ ημο ADP ηαηαθαιαάκεζ αηνζαχξ ηδκ ίδζα εέζδ ιε αοηή ζημ ζφιπθμημ 

hCINAP-ADP.  

Αλίγεζ κα ζδιεζςεεί υηζ αοηυ είκαζ ημ πνχημ πανάδεζβια αδεκοθζηήξ ηζκάζδξ πμο 

έπεζ δεζιεοιέκμ ζυκ Mg
2+

 ζηδκ ηνοζηαθθζηή δμιή ηδξ.  

 
 

 
 

 

΢ρήκα 1.5: Απεηθόληζε ηνπ δηθηύνπ δεζκώλ πνπ ζρεκαηίδνληαη ζην ζύκπινθν hCINAP-

Mg
2+

ADP-PO4
3-

. Έκα εηηεκέξ δίηηομ πμθζηχκ δεζιχκ ζπδιαηίγεηαζ ιεηαλφ ημο Mg
2+

ADP, ημο 

PO4
3-

, ηςκ αιζκμλέςκ ηδξ P-loop (Lys16, Thr17 ηαζ Thr18), ηδξ His79 ημο B ιμηίαμο ηαζ ηδξ 

Arg109 ημο LID domain. 
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Με αάζδ ηα δεδμιέκα πμο πνμέηορακ απυ ηζξ ηαζκμφνβζεξ δμιέξ ηδξ hCINAP, 

ζοκεπάβεηαζ υηζ ημ ηαηαθοηζηυ ηέκηνμ ηδξ πνςηεΐκδξ απμηεθείηαζ απυ ηα αιζκμλέα 10-17 

ημο ιμηίαμο Walker-A (P-loop), ηδκ Arg109 πμο ανίζηεηαζ ζηδκ πενζμπή LID ηαζ ηδκ 

His79 ημο ιμηίαμο Walker B.  

Δπζπθέμκ, δ πενζμπή ηδξ εδθζάξ απυ ηδκ Asp77 ςξ ηδκ Pro85, ζοιπενζθαιαακμιέκμο 

ηαζ ημο ιμηίαμο Walker B, έπεζ δζαθμνεηζηυ πνμζακαημθζζιυ ζε ζφβηνζζδ ιε ηζξ άθθεξ 

AKs (΢πήια 1.6), πανμοζζάγμκηαξ δμιζηά παναηηδνζζηζηά ηοπζηά βζα ηδκ μζημβέκεζα ηςκ 

ATPαζχκ/GTPαζχκ πανά ηςκ AKs. Πζεακυηαηα, αοηυξ μ δζαθμνεηζηυξ πνμζακαημθζζιυξ 

κα είκαζ ζδιακηζηυξ βζα ηδκ ειθάκζζδ ηδξ εκενβυηδηαξ ATPάζδξ.  

 

 

΢ρήκα 1.6: Απεηθόληζε ηεο δνκήο ηεο hCINAP (πξάζηλν) ζε ζύγθξηζε κε ηηο άιιεο 

αδελπιηθέο θηλάζεο (ΑΚ1: κπιε, ΑK2: ξνδ, AK3: θίηξηλν, ΑΚ4: κνβ, AK5: γθξη). Σμ ιμηίαμ 

Walker A (P-loop) είκαζ ορδθά ζοκηδνδιέκμ εκχ δ πενζμπή πμο ζοκδέεζ ηζξ επζθάκεζεξ α3 ηαζ α4 

ζηδ hCINAP απμηεθείηαζ απυ ιζα ιεβάθδ εδθζά ηδκ μπμία αημθμοεεί ιζα έθζηα 310. Ζ πενζμπή 

αοηή πενζέπεζ ηαζ έκα Walker B ιμηίαμ παναηηδνζζηζηυ βζα ηζξ ΑΣΡάζεξ/GTPάζεξ, αθθά υπζ βζα 

ηζξ αδεκοθζηέξ ηζκάζεξ. Ο πνμζακαημθζζιυξ ηδξ πενζμπήξ αοηήξ επζηνέπεζ ζηδκ His79 κα εζζπςνεί 

ζηδ εέζδ πνυζδεζδξ ημο ΑΣΡ, ηαηαδεζηκφμκηαξ έκα πζεακυ νυθμ ημο αιζκμλέμξ αοημφ ζηδκ 

ηαηάθοζδ. ΢ηζξ άθθεξ αδεκοθζηέξ ηζκάζεξ ηςκ εδθαζηζηχκ δ ακηίζημζπδ εέζδ ηδξ His79 

ηαηαθαιαάκεηαζ απυ έκα οδνυθμαμ αιζκμλφ πμο πνμζακαημθίγεηαζ πνμξ ηδ εέζδ πνυζδεζδξ ημο 

ΑΜΡ. 
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Ο ζοκδοαζιυξ υθςκ ηςκ δμιζηχκ ζημζπείςκ πμο πνμέηορακ, ηαεχξ ηαζ δ απυδεζλδ 

υηζ δ hCINAP πανμοζζάγεζ αζοκήεζζηδ ορδθή εκενβυηδηα ATPάζδξ (Santama et al., 

2005; Drakou et al., in review), επζπνυζεεηα ηδξ εκενβυηδηαξ AK (Ren et al., 2005), 

οπμζηδνίγμοκ ηδκ φπανλδ δζπθήξ εκενβυηδηαξ AK/ATPάζδξ βζα ηδκ πνςηεΐκδ hCINAP.  

Σέθμξ, πνμηείκεηαζ έκαξ πζεακυξ δμιζηυξ ιδπακζζιυξ (΢πήια 1.7), μ μπμίμξ επζηνέπεζ 

ηδκ επζθμβή ιεηαλφ ηδξ εκενβυηδηαξ ATPάζδξ ηαζ AK. Ο δαηηφθζμξ ημο ζιζδαγμθίμο ηδξ 

His79 ιπμνεί κα ιεηαααίκεζ ιεηαλφ δφμ πζεακυκ δζεοεφκζεςκ. ΢ηδ πνχηδ δζαιυνθςζδ 

(«flip» ή «ηαηάζηαζδ AK»), ημ άγςημ ημο ζιζδαγμθίμο ακηζηνίγεζ ηδ εέζδ δέζιεοζδξ 

AMP ηαζ ζοκ-ηαηεοεφκεζ ημκ α-θςζθυνμ ημο AMP ιαγί ιε ηδκ Arg39. ΢ηδ δεφηενδ 

δζαιυνθςζδ («flop» ή ηαηάζηαζδ «ATPάζδξ»), ημ άγςημ ημο ζιζδαγμθίμο ακηζηνίγεζ ημ 

ηαηαθοηζηυ ηέκηνμ Mg
+2

ATP ηαζ δ οδνυθοζδ ημο ΑΣΡ ιπμνεί κα πναβιαημπμζείηαζ 

ζφιθςκα ιε ημ ιδπακζζιυ πμο έπεζ πνμηαεεί βζα ηδ ιομζίκδ (Okimoto et al., 2001). 

΢φιθςκα ιε ημ ιδπακζζιυ αοηυ δ His79 δνα ζακ ηαηαθοηζηή αάζδ βζα κα εκενβμπμζήζεζ 

έκα ιυνζμ φδαημξ, πνμάβμκηαξ έηζζ ηδκ πονδκυθζθδ πνμζαμθή ζηδ βεζημκζηή β-θςζθμνζηή 

μιάδα ημο ΑΣΡ. Σμ απεθεοεενςιέκμ θςζθμνζηυ ζυκ ζπδιαηίγεζ ζηδ κέα ημο εέζδ 

δεζιμφξ οδνμβυκμο ιε ημ ζιζδαγμθζηυ άγςημ ηδξ His79 ηαζ ηδξ Lys16. Σμ ζυκ Mg
2+

 

δζαηδνεί ηδ εέζδ ημο ιε έκα ιυνζμ φδαημξ κα ηαηαθαιαάκεζ πθέμκ ηδ εέζδ ημο μλοβυκμο 

ηδξ β-θςζθμνζηήξ μιάδαξ (Drakou et al., in review). 

΢οκεπχξ, δ His79 ημπμεεηείηαζ ζηδκ εοηίκδηδ πενζμπή ιεηαλφ ηςκ εέζεςκ 

δέζιεοζδξ ATP ηαζ AMP, πανέπμκηαξ ηδ δοκαηυηδηα ηδξ εκαθθαβήξ ιεηαλφ ηςκ 

δζαιμνθχζεςκ flip ηαζ flop. Ωξ εη ημφημο ιπμνεί κα δζαδναιαηίγεζ νυθμ δμιζημφ 

δζαηυπηδ πνμηζιχκηαξ ιία εη ηςκ δφμ δζαιμνθχζεςκ, ιε επαηυθμοεμ ηδκ επζθμβή ιζαξ εη 

ηςκ δφμ εκγοιζηχκ εκενβμηήηςκ, AK ή ATPάζδξ.  
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΢ρήκα 1.7: Μνληέιν δνκηθνύ κεραληζκνύ κεηάβαζεο ηεο hCINAP κεηαμύ ησλ ελεξγνηήησλ 

ATPάζεο θαη AK. Ακηζπανάεεζδ ηςκ δφμ δζαιμνθχζεςκ ηδξ His79. ΢ηδ δζαιυνθςζδ ηδξ 

ΑΣΡάζδξ, ημ ζιζδαγμθζηυ άγςημ ND1 ηδξ His79 είκαζ ζηναιιέκμ πνμξ ηδ εέζδ πνυζδεζδξ ημο 

ΑΣΡ ηαζ εκενβμπμζεί έκα ιυνζμ φδαημξ χζηε κα πναβιαημπμζδεεί δ ακηίδναζδ. ΢ηδ δζαιυνθςζδ 

AK δ His79 ζηνέθεηαζ χζηε κα ζπδιαηίζεζ ηδ εέζδ ακαβκχνζζδξ ημο ΑΜΡ ιαγί ιε ηζξ αιζδζηέξ 

μιάδεξ ηδξ Arg39.  

 

 

Δπζπνυζεεηα πναβιαημπμζήεδηε ιεηάθθαλδ ζημ ηνίζζιμ ηαηάθμζπμ His79 ιε 

ιεηαηνμπή ηδξ ζζηζδίκδξ ζε βθοηίκδ (H79G) ηαζ απυ ηζκδηζηά πεζνάιαηα πμο έβζκακ 

πνμέηορε υηζ δ ιεηάθθαλδ αοηή ιεζχκεζ πενίπμο 72% ηδκ εκγοιζηή δναζηζηυηδηα ηδξ AK 

ηαζ 76% ηδξ ATPάζδξ ζε ζφβηνζζδ ιε ηδκ πνςηεΐκδ ημο θοζζημφ ηφπμο. Σμ βεβμκυξ αοηυ, 

δδθχκεζ υηζ μ νυθμξ ηδξ His79 είκαζ ζδιακηζηυξ ζηδκ ηαηάθοζδ ηαζ ηςκ δφμ ακηζδνάζεςκ 

(Drakou et al., in review).  

Σα δεδμιέκα οπμδεζηκφμοκ υηζ δ His79 ζοιαάθθεζ ηονίςξ ζηδκ ακαβκχνζζδ ημο 

ΑΣΡ (δ Km βζα ημ ATP δζπθαζζάγεηαζ), αθθά δεκ είκαζ ηνίζζιμ αιζκμλφ βζα ηδκ ηαηάθοζδ, 

αθμφ δ ιεηάθθαλδ ημο ζοκμδεφεηαζ απυ ζπεηζηά ιζηνή επίδναζδ ζηδ ηαηαθοηζηή 

ηαπφηδηα. Δκδζαθένμκ πανμοζζάγεζ ημ βεβμκυξ υηζ ημ έκγοιμ hCINAP-H79G ειθακίγεζ βζα 

ημ AMP ιζηνυηενδ ΚΜ (ιεβαθφηενδ ζοββέκεζα). Ζ ηζκδηζηή ακάθοζδ ημο εκγφιμο ζε 

ζοκδοαζιυ ιε ηα δμιζηά ζημζπεία μδδβεί ζηδκ πνυηαζδ υηζ αοηή δ ιεηάθθαλδ «ηθεζδχκεζ» 

ηδ εέζδ πνυζδεζδξ ημο AMP ζε ιζα πζμ ηθεζζηή δζαιυνθςζδ ιε ιεβαθφηενδ ζοββέκεζα 

βζα ημ AMP.  

΢οιπεναζιαηζηά, αάζεζ ηςκ δμιζηχκ ηαζ ηζκδηζηχκ απμηεθεζιάηςκ, δ hCINAP 

πνμηείκεηαζ κα θεζημονβεί ςξ αζζεδηήναξ ηδξ δζαεεζζιυηδηαξ ηςκ οπμζηνςιάηςκ ηαζ δ 

επζθμβή ηδξ ηαηαθοηζηήξ εκενβυηδηαξ (AK πνμξ ATPase) κα νοειίγεηαζ απυ ημ 

εκδμηοηηάνζμ πενζαάθθμκ ημο εκγφιμο ηαζ ηδ δοκαιζηή πνμζανιμβή ζηδκ εκένβεζα ηαζ 
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ζηζξ ιεηααμθζηέξ απαζηήζεζξ ημο ηοηηάνμο μπμζαδήπμηε ζηζβιή, δζαδναιαηίγμκηαξ ηνίζζιμ 

νυθμ βζα ηδκ νφειζζδ ηςκ θοζζμθμβζηχκ επζπέδςκ ηςκ κμοηθεμηζδίςκ ζημκ εοηανοςηζηυ 

πονήκα. 

H πνςηεΐκδ hCINAP εκημπίγεηαζ δζάποηδ ζημ πονδκυπθαζια, ελαζνεηέμο ημο 

πονδκίζημο ηαζ ζπακίςξ ζηα ζςιαηίδζα Cajal (Santama et al., 2005), οπμπονδκζηχκ 

δμιχκ ημο πονήκα. Ωξ εη ημφημο ζηδ ζοκέπεζα δίκμκηαζ πθδνμθμνίεξ βζα ηδ δοκαιζηή 

μνβάκςζδ ημο πονήκα ζηα εοηανοςηζηά ηφηηανα ιε εηηεηαιέκδ ακαθμνά ζηα ζςιαηίδζα 

Cajal ηαζ ηδκ πνςηεΐκδ coilin, ζοζηαηζηυ ηςκ δμιχκ αοηχκ.  

 

 

1.7 Ο Ππξήλαο  

΢ημοξ εοηανοςηζημφξ μνβακζζιμφξ, μ ηοηηανζηυξ πονήκαξ απμηεθεί ιζα πμθφ 

μνβακςιέκδ δμιή, πμο πενζέπεζ δμιζηά ηαζ θεζημονβζηά δζαηνζηά οπμδζαιενίζιαηα, πμθθά 

απυ ηα μπμία ελαημθμοεμφκ κα ιδκ είκαζ πθήνςξ παναηηδνζζιέκα.  

΢ε αοηά ηα πονδκζηά ζςιαηίδζα ή δζαιενίζιαηα, ζοιπενζθαιαάκμκηαζ μ πονδκίζημξ, 

ηα δζάζηζηηα (speckles), ηα παναδζάζηζηηα (paraspeckles), ηα ζςιαηίδζα Cajal (Cajal 

bodies), ηα gems ηαζ ηα ζςιαηίδζα PML (Promyelocytic Leukaemia bodies) (Matera, 

1999). Αοηά ηα μνβακίδζα ακ ηαζ δεκ πενζηθείμκηαζ απυ ιειανάκεξ, είκαζ δζαηνζηά απυ ημ 

πονδκυπθαζια πμο ηα πενζαάθεζ ηαζ είκαζ ειπθμοηζζιέκα ιε ζοβηεηνζιέκεξ πονδκζηέξ 

πνςηεΐκεξ ή ζοιπθέβιαηα πνςηεσκχκ-RNA, πμο μδδβεί ζημ ζοιπέναζια υηζ θεζημονβμφκ 

ςξ πενζμπέξ ζοκανιμθυβδζδξ πενίπθμηςκ ιμνζαηχκ ζοιπθυηςκ (ππ. ιεηαβναθήξ) ηαζ 

ειπθέημκηαζ ζε δζάθμνεξ πονδκζηέξ δζαδζηαζίεξ, υπςξ δ αζμβέκεζδ ηςκ νζαμζςιάηςκ, δ 

ιεηαβναθή ηαζ ημ ιάηζζια ημο RNA.  

Τπάνπμοκ ανηεηά ζημζπεία υηζ δ εζςηενζηή μνβάκςζδ ημο πονήκα πανμοζζάγεζ 

δοκαιζηή ιμνθή ηαζ ςξ εη ημφημο ηαζ πμθθέξ πνςηεΐκεξ ηαζ πανάβμκηεξ ηςκ RNP ημο 

πονήκα πανμοζζάγμοκ ακηίζημζπα δοκαιζηή ιμνθή. Ζ εκδμπονδκζηή ηαηακμιή πμθθχκ 

πνςηεσκχκ ηαζ ηαηά ζοκέπεζα δ μνβάκςζδ ημο πονήκα, ιεηααάθθεηαζ ηαηά ηδ δζάνηεζα 

ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαζ ζε απυηνζζδ ζηδκ ηοηηανζηή ιεηααμθζηή δναζηδνζυηδηα. Γζα 

πανάδεζβια ιεηά απυ πνυηθδζδ ιεηαβναθζηήξ ηαηαζημθήξ ιε δζάθμνεξ μοζίεξ [ππ. 

αηηζκμιζηφκδ (actD) ηαζ 5,6-δζπθςνμ-1-α-D-νζαμθμονακμζοθαεκγζιζδαγμθζμ (DRB)] 

πμθθμί πονδκζημί πανάβμκηεξ απμδζμνβακχκμκηαζ ηαζ επακαδζμνβακχκμκηαζ ζε 

δζαθμνεηζηέξ πονδκζηέξ πενζμπέξ, ιεηααάθθμκηαξ ιε αοηυ ημ ηνυπμ ηδ ιμνθμθμβία ηςκ 

οπμδζαιενζζιάηςκ ημο πονήκα (Shav-Tal et al., 2005).  
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1.8 Σν ζσκαηίδην Cajal (CB) 

Μία απυ αοηέξ ηζξ εκδμπονδκζηέξ δμιέξ είκαζ ημ ζςιάηζμ Cajal, ημ μπμίμ έπεζ 

πνμζεθηφζεζ ημ εκδζαθένμκ ιεηά ηδκ ακαηάθορδ υηζ πενζέπεζ ρδθή ζοβηέκηνςζδ απυ 

νζαμπονδκμπνςηεσκζηά ζςιαηίδζα (snRNPs) πμο ειπθέημκηαζ ζηδ δζαδζηαζία ημο 

«ιαηίζιαημξ» ημο πνυδνμιμο RNA (RNA splicing) (Lamond and Carmo-Fonseca, 1993).  

 

 

1.8.1 Αλαθάιπςε ησλ Cajal Bodies  

Ζ δμιή πμο είκαζ ζήιενα βκςζηή ςξ Cajal body, ακαβκςνίζηδηε ανπζηά ημ 1903 απυ 

ημκ δζάζδιμ Ηζπακυ ηοηηανμθυβμ Ramon-y-Cajal, μ μπμίμξ παναηήνδζε υηζ μζ κεονχκεξ 

πενζείπακ παναηηδνζζηζηέξ ζθαζνζηέξ δμιέξ ζημκ πονήκα, μζ μπμίεξ αάθμκηακ έκημκα ιεηά 

απυ πνχζδ ανβφνμο. Δπεζδή ανίζημκηακ πμθφ ημκηά ζημκ πονδκίζημ ηζξ μκυιαζε 

«ελανηήιαηα ημο πονδκίζημο» (nucleolar accessory bodies). Ανβυηενα, ημ 1969, δ ίδζα 

δμιή «λακα-ακαηαθφθεδηε» ιε ημ δθεηηνμκζηυ ιζηνμζηυπζμ ηαζ ηδξ δυεδηε ημ υκμια 

«ζπεζνςιέκμ ζςιάηζμ» θυβς ηδξ ιμνθμθμβίαξ ηδξ δζαιυνθςζδξ ηδξ (ιπθεβιέκα 

ζπεζνςιέκα ζπεζνάιαηα) (Monneron and Bernhard, 1969). ΢ήιενα μκμιάγμκηαζ Cajal 

Bodies πνμξ ηζιή ημο Ramon-y-Cajal πμο ηα πνςημακαηάθορε.  

Σα Cajal bodies (CBs) είκαζ πανυκηα ζε υθμοξ ημοξ εοηανοςηζημφξ μνβακζζιμφξ πμο 

έπμοκ ελεηαζηεί, έπμκηαξ ηδκ ίδζα ιμνθμθμβία ηυζμ ζηα θοηζηά υζμ ηαζ ζηα γςζηά 

ηφηηανα. Δκημπίγμκηαζ είηε εθεφεενα ζημ πονδκυπθαζια είηε ζοκδέμκηαζ ιε ηδκ 

πενζθένεζα ημο πονδκίζημο (΢πήια 1.8). Έπμοκ αηυια ακζπκεοηεί ηαζ ιέζα ζημκ 

πονδκίζημ ζε ακενχπζκα ηανηζκζηά ηφηηανα ιαζημφ ηαζ ζε δπαηζηά ηφηηανα (Malatesta et 

al., 1994). Σα CBs ειθακίγμκηαζ ςξ πονδκζηέξ εζηίεξ, ζοκήεςξ 1-6 ζε ανζειυ ηαζ ημ 

ιέβεεμξ ημοξ ηοιαίκεηαζ απυ 0.2 ιm ιέπνζ 2 ιm ή αηυια ιεβαθφηενμ, υιςξ, ηυζμ ημ 

ιέβεεμξ υζμ ηαζ μ ανζειυξ ημοξ ακά πονήκα πμζηίθεζ ακάθμβα ιε ημκ ηοηηανζηυ ηφπμ ηαζ 

ημκ μνβακζζιυ (Platani et al., 2000).  

Σα CBs είκαζ πενζζζυηενμ ειθακή ζε ηφηηανα πμο πανμοζζάγμοκ ορδθά επίπεδα 

ιεηαβναθζηήξ εκενβυηδηαξ, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηςκ ηοηηάνςκ πμο δζαθμνμπμζμφκηαζ 

ή δζαζνμφκηαζ πμθφ βνήβμνα υπςξ ηα ηανηζκζηά ή ηα ηφηηανα πμο είκαζ ιεηααμθζηχξ 

εκενβά υπςξ μζ κεονχκεξ (Carmo-Fonseca et al., 1993, Fernandez et al., 2002).  
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΢ρήκα 1.8: Cajal bodies.  

Α: Κφηηανα HeLa πμο εηθνάγμοκ ηδκ οανζδζηή πνςηεΐκδ FP–coilin (ηα αέθδ οπμδεζηκφμοκ ηα 

Cajal bodies). Β: Δζηυκα θεμνζζιμφ απμιμκςιέκςκ CBs, πμο έπμοκ ζδιακεεί ιε ακηίζςια έκακηζ 

ηδξ coilin. C: Πεδίμ απυ εζηυκα απμιμκςιέκμο CB ιε ζάνςζδ δθεηηνμκζημφ ιζηνμζημπίμο. D: 

Δζηυκα απυ δθεηηνμκζηυ ιζηνμζηυπζμ ιεηαθμνάξ, απμιμκςιέκμο CB. Ζ πνςηεΐκδ coilin 

ζδιάκεδηε ιε πνοζυ 5 nm (αέθδ) ηαζ δ SMN (Survival of Motor Neuron) ιε πνοζυ 10 nm 

(ηεθαθέξ αέθςκ). Κθίιαηα: 10 ιm (A ηαζ B), 500 nm (C), 200 nm (D) (Ακαπαναβςβή εζηυκαξ απυ 

Ogg and Lamond, 2002). 

  

 

1.8.2 Σα ζπζηαηηθά πνπ εληνπίδνληαη ζηα Cajal Bodies (CBs) 

Ζ ιεβαθφηενδ πνυμδμξ υζμκ αθμνά ηδκ ιεθέηδ ηςκ CBs, επζηεφπεδηε ιε ηδκ 

ακαηάθορδ εκυξ ακηζζχιαημξ πμο απμιμκχεδηε απυ έκακ αζεεκή, ιε αοημ-άκμζμ 

κυζδια, ημ μπμίμ ακαβκχνζγε επζθεηηζηά ηάπμζμ ακηζβυκμ ζηα CBs. ΢οβηεηνζιέκα έκα 

ακηζβυκμ ιε δθεηηνμθμνδηζηή ηζκδηζηυηδηα ζε πήηηςια πμθοαηνοθαιίδδξ ~80 KDa. 

Μεθέηεξ ακμζμθεμνζζιμφ πμο έβζκακ ιε πνήζδ ημο ακηζζχιαημξ αοημφ έδεζλακ υηζ ηα 

CBs ήηακ μζ ηφνζεξ πονδκζηέξ εζηίεξ εκημπζζιμφ ηδξ πνςηεΐκδξ αοηήξ, πμο επίζδξ 

εκημπζγυηακ δζάποηδ ζημ πονδκυπθαζια. Λυβς ημο ιεβέεμοξ ηδξ ηαζ ημο ζοβηεηνζιέκμο 

εκημπζζιμφ ηδξ ζηα Cajal bodies μκμιάζηδηε p80 coilin (Andrade et al., 1991). 
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Δηηυξ απυ ηδκ πνςηεΐκδ p80 coilin, υπςξ έβζκε βκςζηυ ιέζς ακαθφζεςκ 

ακμζμθεμνζζιμφ ηαζ οανζδζζιμφ, έκαξ ιεβάθμξ ανζειυξ πονδκζηχκ ακηζβυκςκ εκημπίγεηαζ 

ζηα CBs, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηςκ snRNPs (small nuclear ribonucleoprotein particles-

ιζηνά πονδκζηά νζαμκμοηθεμπνςηεσκζηά ζοιπθέβιαηα). 

Σα snRNPs είκαζ ζφιπθμηα ιζηνχκ πονδκζηχκ ιμνίςκ RNA (snRNA) ηαζ εζδζηχκ 

πνςηεσκχκ, ηςκ Sm (Smith), μζ μπμίεξ είκαζ απαναίηδηα ζοζηαηζηά ημο ζςιαηίμο 

ιαηίζιαημξ (spliceosome), πμο απαζηείηαζ βζα ηδκ δζαδζηαζία ιαηίζιαημξ ημο πνυδνμιμο 

mRNA (pre-mRNA).  

Μέπνζ ζήιενα έπεζ απμδεζπηεί υηζ ζηα CBs πενζέπμκηαζ ηνεζξ ηφνζεξ ηαηδβμνίεξ 

ιζηνχκ πονδκζηχκ νζαμκμοηθεμπνςηεσκχκ. Αοηέξ είκαζ μζ ζζμιμνθέξ U1, U2, U3, U4, U5 

ηαζ U6 ηςκ snRNPs μζ μπμίεξ είκαζ οπμιμκάδεξ ηςκ ζοιπθυηςκ ιαηίζιαημξ 

(επακαζοκδεμζχιαηςκ) (Carvalho et al., 1999), ημ U7 snRNA ημ μπμίμ ίζςξ κα απαζηείηαζ 

βζα ηδκ ακηζβναθή ημο 3’ άηνμο ηςκ mRNAs ηςκ ζζημκχκ (Wu et al., 1996; Pillai et al., 

2001) ηαζ ηα ιζηνά RNAs ημο πονδκίζημο (snoRNAs) U3 ηαζ U8 ηαζ άθθα snoRNPs, ηα 

μπμία θαιαάκμοκ ιένμξ ζηδ δζαδζηαζία επελενβαζίαξ ημο πνυδνμιμο rRNA (Jimenez-

Garcia et al., 1994; Bauer et al., 1994; Boulon et al., 2004).  

Δπίζδξ ζηα CBs εκημπίγμκηαζ νοειζζηζηέξ πνςηεΐκεξ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, ηαζ 

εειεθζχδεζξ ιεηαβναθζημί πανάβμκηεξ. ΢οβηεηνζιέκα, πενζθαιαάκμοκ ηζξ πονδκζηέξ 

πνςηεΐκεξ Nopp140 ηαζ NAP57 (Meier and Blobel, 1994), ηδκ ζκζδζηή πονδκζηή πνςηεΐκδ 

fibrillarin (Frey and Matera, 1995), ηδκ νζαμζςιζηή πνςηεΐκδ S6 (Jimenez-Garcia et al., 

1994) ηαεχξ ηαζ ηζξ πνςηεΐκεξ SMN ηαζ SIP1 μζ μπμίεξ εκημπίγμκηαζ ζηδκ ίδζα εέζδ ιε ηα 

snRNPs ηαζ ειπθέημκηαζ ζηδ αζμβέκεζδ ημοξ (Carvalho et al., 1999). Αηυια ηα CBs 

ζοιπενζθαιαάκμοκ έκα ανζειυ πνςηεσκζηχκ ηζκαζχκ (kinases): ηδκ ελανηχιεκδ απυ ηδκ 

cdk ηζκάζδ, δ μπμία αθθδθεπζδνά ιε ημκ ιεηαβναθζηυ πανάβμκηα TFIIH, ηδκ ελανηχιεκδ 

απυ ημ cAMP πνςηεσκζηή ηζκάζδ ηαζ ηδκ δζπθμεθζηςιέκδ RNA πνςηεσκζηή ηζκάζδ DAI 

(Jordan et al., 1997).  

 

 

1.8.3 Ζ δπλακηθή θύζε ησλ Cajal bodies 

Σα Cajal bodies είκαζ δοκαιζηέξ ιμνθέξ, μζ μπμίεξ οθίζηακηαζ ηφηθμοξ μνβάκςζδξ 

ηαζ απμδζμνβάκςζδξ, ςξ πνμξ ηδ ιμνθμθμβία ηαζ ημ πενζεπυιεκμ ημοξ. Δπδνεάγμκηαζ απυ 

πανάβμκηεξ μζ μπμίμζ ιεηααάθθμοκ: ηδκ βμκζδζαηή έηθναζδ, υπςξ είκαζ ημ ζηάδζμ ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο, ημ ζηάδζμ ηδξ ηοηηανζηήξ δζαθμνμπμίδζδξ, δ εενιμηναζία ηαζ δ 

πνήζδ ιεηαβναθζηχκ ακαζημθέςκ. Αοηυ έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδ ιεηααμθή ημο ιεβέεμοξ 

ηαζ ημο ανζειμφ ημοξ ζηα ηφηηανα, ηδκ ιεηααμθή ηδξ ζφκδεζδξ ηαζ ηδξ πμζυηδηαξ ηςκ 
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snRNPs πμο ανίζημκηαζ ζ’ αοηά ηαζ ημ ααειυ θςζθμνοθίςζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ coilin 

(Lamond and Carmo-Fonseca, 1993).  

 Έπμοκ παναηδνδεεί ιεηααμθέξ ζημ ιέβεεμξ ηαζ ζημκ ανζειυ ηςκ CBs ηαηά ηδ 

δζάνηεζα ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο. ΢ηδ ιίηςζδ είκαζ ζε ιεβάθμ ααειυ απμδζμνβακςιέκα 

ηαζ δ πνςηεΐκδ coilin είκαζ δζάποηδ ζημ ηοηηανυπθαζια υπςξ ηαζ ηα snRNPs. Μυκμ ιζηνά 

ηαηάθμζπα ηςκ CBs ιπμνμφκ κα ακζπκεοημφκ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ιεηάθαζδξ ηαζ ηδξ 

ακάθαζδξ. Γεκ ακζπκεφμκηαζ ηαευθμο CBs ζηα εοβαηνζηά ηφηηανα ηαηά ηδ δζάνηεζα ημο 

πνχζιμο G1 ζηαδίμο, αθθά βίκμκηαζ δζαηνζηά ανβυηενα ηαζ παναιέκμοκ ζηαεενά ηαηά ηδ 

ιεζυθαζδ. Ο ανζειυξ ηςκ CBs ηαζ ημ ιέβεεμξ ημοξ είκαζ ιέβζζηα ζηδκ ιεηαβςβή απυ ηδκ 

G1 ζηδκ S θάζδ (Andrade et al., 1993; Fernandez et al., 2002). 

Δίκαζ εκδζαθένμκ ημ βεβμκυξ υηζ δ πνςηεΐκδ coilin οθίζηαηαζ οπενθςζθμνοθίςζδ 

ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ιίηςζδξ. Δίκαζ πζεακυκ αοηή δ θςζθμνοθίςζδ ζηδ ιεηάθαζδ κα 

απμηεθεί έκαοζια βζα ηδκ απμδζμνβάκςζδ ηςκ CBs (Lamond and Carmo-Fonseca, 1993). 

Σα CBs οπυηεζκηαζ ζ’ έκα βνήβμνμ ηφηθμ μνβάκςζδξ/ απμδζμνβάκςζδξ υπςξ θαίκεηαζ 

απυ δφμ ζημζπεία. Καηά πνχημκ, δ ελςβεκμφξ πνμέθεοζδξ πνςηεΐκδ coilin πμο εηθνάγεηαζ 

ζε ηοηηανμηαθζένβεζεξ, ιπμνεί κα εκημπζζηεί ζ’ αοηά άιεζα, ηαζ ηαηά δεφηενμκ δ πνήζδ 

ακαζημθέςκ ηαηά ηδξ πνςηεΐκμζφκεεζδξ πνμηαθεί ζηαδζαηή ελαθάκζζδ ηςκ CBs (Rebelo 

et al., 1996).  

Δίκαζ βκςζηυ επί παναδείβιαηζ, υηζ δ πανμοζία ηςκ snRNPs ζηα CBs είκαζ 

ελανηχιεκδ απυ ηδκ ιεηαβναθή. Όηακ δ ιεηαβναθή ανίζηεηαζ ζε ηαηαζημθή, ηα snRNPs 

δεκ ακζπκεφμκηαζ πθέμκ ζηα CBs, μφηε ηαζ ζοκδέμκηαζ ιε ηδκ πνςηεΐκδ coilin, αθθά ζε 

ακηίεεζδ, ζοκαενμίγμκηαζ ζε ιεβάθα ζοιπθέβιαηα πάκς ζε ηειάπζα πνςιαηίκδξ 

(Bohmann et al., 1995). Κάης απυ ζοκεήηεξ έκημκμο εενιζημφ ζμη, υπμο επίζδξ 

ηαηαζηέθθεηαζ δ ιεηαβναθή ηςκ πενζζζμηένςκ βμκζδίςκ, παναηδνείηαζ επίζδξ 

απμδέζιεοζδ ηςκ snRNPs απυ ηα CBs. Ακηίεεηα, μ ανζειυξ ηςκ CBs ακά πονήκα 

αολάκεηαζ ηάης απυ ζοκεήηεξ πμο ηα ηφηηανα δζεβείνμκηαζ χζηε κα ακαπηοπεμφκ ιε 

βνήβμνμοξ νοειμφξ ή υηακ πνμηαθείηαζ βμκζδζαηή έηθναζδ ζε ρδθά επίπεδα (Carmo-

Fonseca et al., 1992; Lamond and Carmo-Fonseca, 1993). Απυ ηα δεδμιέκα αοηά 

πνμηφπηεζ υηζ δ ζπέζδ πμο οπάνπεζ ιεηαλφ ηςκ snRNPs ηαζ ηςκ CBs είκαζ δοκαιζηήξ 

θφζεςξ ηαζ υηζ δ ζφκδεζδ ημοξ εκζζπφεηαζ υηακ κέα ακηίβναθα ζοκηίεεκηαζ. Δπζπθέμκ 

οπμδεζηκφεηαζ υηζ είκαζ απίεακμ ηα CBs κα εκενβμφκ ςξ πχνμζ απμεήηεοζδξ βζα ηα 

ακεκενβά snRNPs ηα μπμία ζοζζςνεφμκηαζ ζ’ αοηά ζηδκ απμοζία ιεηαβναθήξ.  

Αηυια ιζα έκδεζλδ υηζ ηα CBs απμηεθμφκ δοκαιζηέξ ιμνθέξ, είκαζ δ εκδμπονδκζηή 

ημοξ ηίκδζδ. Έπεζ παναηδνδεεί έκα εφνμξ ηζκήζεςκ, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηδξ ηίκδζδξ 

ημοξ δζαιέζμο ημο πνςημπθάζιαημξ ημο πονήκα, ηδξ ζοκέκςζδξ ηαζ ηδξ απμιάηνοκζδξ 

ΑΝ
ΝΑ

 Μ
ΑΛ
ΕΚ
ΚΟ
Υ



   - 19 - 

ιειμκςιέκςκ CBs. Έπεζ παναηδνδεεί επίζδξ δ ηίκδζδ ημοξ πνμξ ηαζ απυ ηδκ πενζθένεζα 

ημο πονδκίζημο ηαζ εκηυξ αοημφ (Platani et al., 2000; Platani et al., 2002). Δπμιέκςξ ηα 

CBs, είκαζ πμθφ εοηίκδηα ηαζ πανμοζζάγμοκ απνμζδυηδηα ιεβάθδξ ειαέθεζαξ ηζκήζεζξ, μζ 

μπμίεξ ίζςξ κα είκαζ ζδιακηζηέξ βζα ηδκ εκδμηοηηάνζα θεζημονβία ημοξ. Αοηέξ μζ ηζκήζεζξ 

ίζςξ κα είκαζ ημ ζοκδοαζιέκμ απμηέθεζια ηδξ εκενβμφ νφειζζδξ ηδξ δέζιεοζδξ ζηα 

εκδμπονδκζηά ζοζηαηζηά ηαζ ηδξ παεδηζηήξ δζάποζδξ ημοξ εκηυξ ημο πονδκμπθάζιαημξ.  

Οζ πεζναιαηζηέξ ιεθέηεξ ιε αάζδ αοηά ηα ζημζπεία, απμηάθορακ ηδκ φπανλδ δφμ 

ηφπςκ CBs, ηα μπμία δζαθένμοκ ζημ ιέβεεμξ, ζηδ ιμνζαηή ζφκεεζδ ηαζ ζηδ δοκαιζηή 

ζοιπενζθμνά ηαζ επμιέκςξ εκδέπεηαζ κα εηπθδνχκμοκ δζαθμνεηζηέξ θεζημονβίεξ ζημκ 

πονήκα. Ο πνχημξ ηφπμξ απμηεθείηαζ απυ CBs ιε δζάιεηνμ 0.4-0.7 ιm εκχ μ δεφηενμξ 

ηφπμξ απυ CBs ιε δζάιεηνμ <0.2 ιm. ΢ηα CBs ημο πνχημο ηφπμο ακζπκεφμκηαζ μζ 

πνςηεΐκεξ fibrillarin ηαζ Sm snRNP, μζ μπμίεξ δεκ ακζπκεφμκηαζ ζε υθα ηα ζςιάηζα ημο 

δεφηενμο ηφπμο. Δπζπνυζεεηα, δ ιμνζαηή ζφκεεζδ ηςκ CBs ημο δεφηενμο ηφπμο πμζηίθεζ 

απυ ζςιάηζμ ζε ζςιάηζμ, οπμδδθχκμκηαξ ηδκ φπανλδ ίζςξ ηαζ άθθςκ οπμηαηδβμνζχκ. 

Όζμκ αθμνά ηδκ δοκαιζηή ημοξ ζοιπενζθμνά, μζ δφμ αοημί ηφπμζ δζαθένμοκ ζηδκ 

ηαπφηδηα ηαζ ζηδκ ειαέθεζα ηίκδζδξ ημοξ. Σα CBs ημο δεφηενμο ηφπμο ηζκμφκηαζ ιε 

ιεβαθφηενεξ ηαπφηδηεξ ηαζ ζε ιεβαθφηενμ εφνμξ απ’ υηζ ημο πνχημο (Platani et al., 2000). 

Δπζπθέμκ, πεζνάιαηα θςημθεφηακζδξ (FRAP) πμο έπμοκ δζελαπεεί, εζζδβμφκηαζ ιζα 

ζοκεπή ηίκδζδ ηαζ ηαπεία εκαθθαβή ηςκ πνςηεσκχκ ιεηαλφ ηςκ CBs ηαζ ημο 

πονδκμπθάζιαημξ (Sleeman et al., 2003; Dundr et al., 2004).  

  

  

1.8.4 Πηζαλή ιεηηνπξγία ησλ Cajal Bodies 

Ζ πθήνδξ θεζημονβία πμο επζηεθμφκ ηα CBs παναιέκεζ ιέπνζ ζηζβιήξ αδζεοηνίκζζηδ, 

πανά ημ βεβμκυξ ημο ζοκεπμφξ ειπθμοηζζιμφ ηςκ δεδμιέκςκ πμο αθμνμφκ ηδ ζφκεεζδ, 

ημκ εκημπζζιυ ηαζ ηδ δζαιυνθςζδ αοηχκ ηςκ δμιχκ. Ανηεηά δζαθμνεηζηά ιμκηέθα έπμοκ 

πνμηαεεί βζα ηδκ ελήβδζδ ηδξ θεζημονβίαξ αοηήξ. Πμθθά απυ αοηά έπμοκ εβηαηαθεζθεεί, 

θυβς κεχηενςκ πεζναιαηζηχκ δεδμιέκςκ, εκχ άθθα ακηαπμηνίκμκηαζ ηαθφηενα ζηα 

οθζζηάιεκα πεζναιαηζηά δεδμιέκα.  

Όπςξ έπεζ πνμακαθενεεί, ηα CBs είκαζ πθμφζζα ζε ιζηνέξ πονδκζηέξ 

νζαμκμοηθεμπνςηεΐκεξ (snRNPs). Ανπζηά ηα ιζηνά πονδκζηά RNA (snRNA) ζοκηίεεκηαζ 

ζημκ πονήκα ηαζ έπεζηα ελάβμκηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια υπμο ζοβηνμημφκηαζ ιε ηζξ 7 

πνςηεΐκεξ Sm, ιε ηδ αμήεεζα ημο ζοιπθέβιαημξ ηδξ SMN (8 πνςηεΐκεξ Gemins ιαγί ιε ηδ 

SMN). Οζ πνςηεΐκεξ Sm, πνδζζιεφμοκ ςξ ζήια βζα ηζξ δζαδζηαζίεξ οπεν-ιεεοθίςζδξ ημο 

ηαθφιιαημξ m
7
G ημο 5’ ηαζ ηδ δζάζπαζδ ημο 3’ άηνμο ηςκ snRNA. Όηακ μθμηθδνςεμφκ 
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αοηά ηα αήιαηα, επακεζζάβμκηαζ ζημκ πονήκα ςξ νζαμπνςηεσκζηά ζςιαηίδζα 

(επακαζοκδεμζχιαηα) (Wahl et al., 2009) (΢πήια 1.9).  

Ανηεηά πεζναιαηζηά δεδμιέκα δεζηκφμοκ υηζ, υηακ ηα ζοιπθέβιαηα αοηά εζζέθεμοκ 

ζημ πονήκα, ανπζηά ζοκαενμίγμκηαζ ζηα CBs ηαζ έπεζηα ιεηαηζκμφκηαζ ζηα πονδκζηά 

speckles, μ μπμίμξ είκαζ μ πχνμξ απμεήηεοζδξ ηςκ ιεηαβναθζηχκ παναβυκηςκ (Sleeman 

and Lamond, 1999) ηαζ ακηίζημζπα ηα U3 ηαζ U8 snoRNAs ζοκαενμίγμκηαζ πανμδζηά ζηα 

CBs πνζκ ηδκ ηίκδζδ ημοξ πνμξ ημκ πονδκίζημ (Narayanan et al., 1999). Δπελενβαζία ηςκ 

ηοηηάνςκ ιε ημκ ακαζημθέα Λεπημιοηίκδ Β, μ μπμίμξ ακαζηέθθεζ ηδκ έλμδμ ηςκ 

κεμζοκηζεέιεκςκ ιεηαβναθδιάηςκ snRNA ζημ ηοηηανυπθαζια ηαζ ςξ επαηυθμοεμ 

ακαπαζηίγεηαζ δ παναβςβή ηςκ snRNPs, πνμηαθεί επίζδξ ηδκ ηέκςζδ ηςκ CBs απυ ηα 

snRNPs (Carvalho et al., 1999).  

Ο εκημπζζιυξ αοηχκ ηςκ πνςηεσκζηχκ ζοιπθεβιάηςκ ζηα CBs οπμδδθχκεζ ηδκ 

εκδεπυιεκδ ειπθμηή ημοξ ζηδ δζαδζηαζία ημο ιαηίζιαημξ ημο πνυδνμιμο mRNA. Ωζηυζμ 

μζ δμιέξ αοηέξ δεκ πενζέπμοκ μφηε DNA (Thiry, 1994), μφηε άθθεξ πνςηεΐκεξ, non-snRNP, 

υπςξ ηζξ πνςηεΐκεξ SR ηαζ ημκ πανάβμκηα U2AF65, απαναίηδηεξ βζα ηδ δζαδζηαζία ημο 

ιαηίζιαημξ, μφηε ηαζ ηα ίδζα ηα πνςημβεκή ιεηαβναθήιαηα (Carmo-Fonseca et al., 1992). 

Δπμιέκςξ, ηα CBs είκαζ απίεακμ κα απμηεθμφκ ηζξ ηφνζεξ εζηίεξ δζελαβςβήξ ημο 

ιαηίζιαημξ ημο πνυδνμιμο mRNA, αθθά θαίκεηαζ κα ειπθέημκηαζ ζηζξ δζαδζηαζίεξ 

ζοκανιμθυβδζδξ, ςνίιακζδξ ηαζ ιεηαθμνάξ ηςκ snRNPs ηαζ snoRNPs ζηα ζδιεία 

θεζημονβίαξ ημοξ ηαζ πζεακυκ ηαζ άθθςκ ιαηνμιμνζαηχκ ζοιπθεβιάηςκ (Gall et al., 

1999). 

Σμ ζφιπθεβια SMN ζοκμδεφεζ ηα snRNPs απυ ημ ηοηηανυπθαζια ζημ πονήκα ηαζ 

έπεζηα ζηα CBs. Γζα ηδ ζημπεουιεκδ αοηή ηίκδζδ ζηα CBs είκαζ απαναίηδηδ δ άιεζδ 

αθθδθεπίδναζδ αοημφ ημο ζοιπθέβιαημξ ιε ηδκ πνςηεΐκδ coilin, ιέζς ηδξ ζοιιεηνζηήξ 

δζιεεοθίςζδξ ηςκ αιζκμλζηχκ ηαηαθμίπςκ ανβζκίκδξ ζηδ δμιή RG ηδξ coilin (Hebert et 

al., 2001). Δπζπθέμκ, δ SMN αθθδθεπζδνά ιε πανυιμζα αιζκζκμλζηά ηαηάθμζπα 

δζιεεοθανβζκίκδξ ιε μνζζιέκεξ απυ ηζξ Sm πνςηεΐκεξ ημο ίδζμο ζοιπθέβιαημξ (Friesen et 

al., 2001). Δπμιέκςξ ηα CBs, ιπμνεί κα απμηεθμφκ πχνμοξ υπμο ημ ζφιπθεβια SMN 

εθεοεενχκεηαζ απυ ηα snRNPs ηαζ ακαηοηθχκεηαζ πίζς ζημ ηοηηανυπθαζια, δεδμιέκμο 

υηζ μζ δμιέξ RG ηςκ πνςηεσκχκ coilin ηαζ Sm ζοκαβςκίγμκηαζ βζα ηδ δέζιεοζδ ηδξ SMN, 

εκχ δ coilin αθθδθεπζδνά ιε δζαθμνεηζηή πενζμπή ηςκ Sm πνςηεσκχκ απυ υηζ δ SMN 

(Hebert et al., 2001).  
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΢ρήκα 1.9: Σν κνλνπάηη βηνγέλεζεο ησλ κηθξώλ ππξεληθώλ ξηβνλνπθιενπξσηετλώλ 

(snRNPs). a: ΢ημ ηοηηανυπθαζια μζ 7 πνςηεΐκεξ Sm δεζιεφμκηαζ ζηδκ πνςηεΐκδ νφειζζδξ 

αβςβζιυηδηαξ πθςνίμο, pICln (chloride conductance regulatory protein), ιε ημ ζφιπθμημ ηδξ 

ιεεοθμηνακζθενάζδξ ανβζκίκδξ 5 (PRMT5) - δ μπμία δζιεεοθζχκεζ ζοιιεηνζηά ηζξ SmB, SmD1 

ηαζ SmD3 – ηαζ ιε ημ ζφιπθεβια ηδξ SMN (survival motor neuron). b: Σμ ζφιπθεβια ηδξ SMN 

απμηεθείηαζ απυ ηζξ πνςηεΐκεξ SMN (ζε μθζβμιενή ιμνθή), GEMIN2–8 ηαζ ηδκ UNR-interacting 

protein (UNRIP). c: ηα snRNA ιεηαβνάθμκηαζ ζημκ πονήκα ηαζ ζηδ ζοκέπεζα δεζιεφμκηαζ ζηζξ 

πνςηεΐκεξ ελαβςβήξ, ημκ θςζθμνοθζςιέκμ πνμζανιμβέα ημο RNA (PHAX), ημ ζφιπθεβια 

πνυζδεζδξ ηαθφιιαημξ (CBC), ηδκ exportin (XPO1) ηαζ ηδκ πονδκζηή πνςηεΐκδ GTP 

ζοκδεδειέκδ ιε ημκ Ras (RAN) ηαζ ελάβμκηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια. d: Σμ ζφιπθεβια ηδξ SMN 

ημπμεεηεί ηζξ πνςηεΐκεξ Sm ζηα snRNA. Σμ ηάθοιια 7-ιεεοθβμοακμζίκδξ (m
7
G) ηςκ snRNA 

οπενιεεοθζχκεηαζ απυ ηδκ ζοκεεηάζδ ηδξ ηνζιεεοθμβμοακμζίκδξ 1 (TGS1), επζηνέπμκηαξ ζημ 

ζφιπθεβια κα πνμζδέζεζ ηζξ snurportin ηαζ importin, πμο ιεζμθααμφκ βζα ηδκ είζμδμ ημο 

ζοιπθέβιαημξ SMN ιε ηζξ snRNP ζημκ πονήκα. e: ΢ημκ πονήκα, ημ ζφιπθεβια αοηυ εκημπίγεηαζ 

ζηα Cajal bodies ηαζ ηα snRNPs οθίζηακηαζ πεναζηένς ςνίιακζδ (Ακαπαναβςβή εζηυκαξ απυ 

Burghes and Beattie, 2009). 
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Δπίζδξ έπεζ ανεεεί δ φπανλδ ιζηνχκ RNAs (scaRNAs), ηα μπμία εκημπίγμκηαζ εζδζηά 

ζηα CBs ηαζ δζαδναιαηίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζηζξ ιεηα-ιεηαβναθζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ ηςκ 

πθμφζζςκ ζε μονζδίκδ (U) snRNAs (Darzacq et al., 2002), υπςξ 2’-Ο-νζαμζςιζηή-

ιεεοθίςζδ ηαζ ρεοδμ-μονζδοθίςζδξ, εκζζπφμκηαξ έηζζ ημ νυθμ ηςκ CBs ζηδ αζμβέκεζδ 

ηςκ snRNPs (Jady et al., 2003). 

Πμθφ πζεακυκ ηα CBs κα δζαδναιαηίγμοκ ηαζ επζπθέμκ νυθμ ζημκ πονήκα. Έπεζ 

δεζπεεί, υηζ ζοκδέμκηαζ εζδζηά ιε ζοβηεηνζιέκμοξ βμκζδζαημφξ ηυπμοξ, 

ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηςκ ζζημκχκ (Frey et al., 1999) ηαζ ηςκ ζοιπθεβιάηςκ ηςκ 

βμκζδίςκ U1 ηαζ U2 snRNA ηαζ U3 snoRNA (Smith et al., 1995), ηαζ ίζςξ κα νοειίγμοκ 

ηδκ βμκζδζαηή έηθναζδ ζε ζοβηεηνζιέκμοξ ηυπμοξ ή κα εθμδζάγμοκ ιε ιεηαβναθζημφξ 

πανάβμκηεξ ή άθθα ζοζηαηζηά πμο είκαζ απαναίηδηα βζα ηδκ απμηεθεζιαηζηή έηθναζδ ζε 

αοηά ηα ζδιεία (Frey and Matera, 2001).  

Ζ ζφκδεζδ ηςκ CBs ιε ημ βεκεηζηυ ηυπμ ηςκ snRNA, ζοκδέεηαζ ζοπκά ιε ηα 

ζςιαηίδζα PML, ηα μπμία είκαζ πθμφζζα ζε ιεηαβναθζημφξ πανάβμκηεξ ηαζ αοηή δ 

ζφκδεζδ επζηοβπάκεηαζ ιε ηδκ αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ ηδξ coilin ηαζ ηδξ πνςηεΐκδξ ηςκ 

PML, PIASy (Sun et al., 2005).  

Έπεζ πνμηαεεί επίζδξ υηζ ίζςξ κα νοειίγμοκ ηδ ζοκανιμθυβδζδ εκυξ ιεβάθμο 

εφνμοξ ιαηνμιμνζαηχκ ζοιπθεβιάηςκ, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηςκ ζοιπθεβιάηςκ ηδξ 

ιεηαβναθήξ. Αοηυ θυβς ημο εκημπζζιμφ ζηα CBs ημο Xenopus, πμθθαπθχκ ιεηαβναθζηχκ 

παναβυκηςκ (ιεηαβναθζηχκ, ζπδιαηζζιμφ ηαθφιιαημξ, ιαηίζιαημξ, πμθοαδεκοθίςζδξ 

ηαζ δζάζπαζδξ ηςκ pre-mRNAs) ηδξ RNA πμθοιενάζδξ ΗΗ (RNA pol II). Αοημί μζ 

ιεηαβναθζημί πανάβμκηεξ ζοιπενζθαιαάκμοκ ηζξ οπμιμκάδεξ ηδξ pol II (Morgan et al., 

2000; Doyle et al., 2002), ημκ βεκζηυ ιεηαβναθζηυ πανάβμκηα TFIIF (Gall et al., 1999), 

ηδκ οπμιμκάδα TBP ημο TFIID (Gall, 2000), ημ πανάβμκηα ζφκδεζδξ ιε ημκ TBP, 

TAFII70 (Bucci et al., 2001) ηαζ ημκ πανάβμκηα επζιήηοκζδξ TFIIS (Smith et al., 2003). Ο 

ειπθμοηζζιυξ ηςκ CBs ιε ιεηαβναθζημφξ πανάβμκηεξ, δδθχκεζ υηζ ζοκανιμθμβμφκηαζ ή 

ηοβπάκμοκ επελενβαζίαξ εηεί, πνζκ ιεηαθενεμφκ ζηα ζδιεία θεζημονβίαξ ημοξ ηαζ 

εκδεπμιέκςξ ημ πμθοπαναβμκηζηυ ζφιπθεβια ηδξ RNA Pol ΗΗ, κα πνμζοκανιμθμβείηαζ 

ανπζηά ζηα CBs (Morgan et al., 2000; Smith et al., 2003).  

Ζ μθμέκα αολακυιεκδ θίζηα ηςκ πνςηεσκχκ πμο εκημπίγμκηαζ ζηα CBs δζεονφκεζ ηαζ 

ημ θάζια ηςκ θεζημονβζχκ πμο πζεακυκ κα επζηεθμφκ ηα CBs. Μάθζζηα, δ πανμοζία ηδξ 

ακενχπζκδξ ηεθμιενάζδξ, ιε εκημπζζιυ ηδξ εζςηενζηήξ ιήηναξ RΝΑ (hTR) (Jady et al., 

2004) ηαζ ηδξ έηθναζδξ ηδξ ηαηαθοηζηήξ οπμιμκάδαξ hTERT (Zhu et al., 2004) ζηα CBs, 

εζζδβείηαζ πζεακή ζπέζδ ιεηαλφ ηςκ CBs ηαζ ηδξ βήνακζδξ. Σα CBs ειπθέημκηαζ, είηε 
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ζηδκ ςνίιακζδ ηςκ ζοζηαηζηχκ ηδξ RNA ηεθμιενάζδξ ή/ηαζ ζηδ ζοκανιμθυβδζδ ηςκ 

εκενβχκ RNP ζοιπθυηςκ.  

Πμθθμί απυ ημοξ πανάβμκηεξ πμο ζοκαενμίγμκηαζ ζηα CBs είκαζ θεζημονβζηά 

ζοκδεδειέκμζ ιε ημκ ηοηηανζηυ πμθθαπθαζζαζιυ. Ζ ζοβηέκηνςζδ ημοξ ζηα CBs 

αολάκεηαζ ζε ηφηηανα πμο δζαθμνμπμζμφκηαζ ηαζ δ εκδμηοηηάνζα ημοξ ζοβηέκηνςζδ 

ελανηάηαζ απυ ηδ ιζηςηζηή δζέβενζδ ηςκ ηοηηάνςκ, υπςξ ζηδ πενίπηςζδ ημο πζεακμφ 

ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα ZPR1, πμο αθθδθεπζδνα ιε ηδκ SMN (Gangwani et al., 2001) 

ηαζ ημο αολδηζημφ πανάβμκηα FGF-2 (fibroblast growth factor 2) (Claus et al., 2003). H 

πανμοζία ζηα CBs, ηδξ NPAT (Zhao et al., 2000) ηαζ ημο ζοιπθέβιαημξ cdk2/cyclin E 

ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ G1/S ιεηάααζδξ (Liu et al., 2000), οπμζηδνίγμοκ υηζ ίζςξ ηα CBs κα 

ζοιιεηέπμοκ ζε πμθθά θαζκυιεκα πμο έπμοκ ζπέζδ ιε ηςκ πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ 

ηοηηάνςκ, υπςξ είκαζ δ πνυμδμξ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαζ δ αζμζφκεεζδ ηςκ ζζημκχκ. 

Δπζπθέμκ, δ NPAT αθθδθεπζδνά ιε ηδκ CBP (CREB-binding protein), δ μπμία είκαζ 

ζοζηαηζηυ ηςκ ζςιαηζδίςκ PML ηαζ είκαζ ζδιακηζηή βζα ηδκ πνυμδμ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο ηαζ δ οπενέηθναζδ αοηχκ ηςκ δφμ έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ επίζπεοζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ βζα είζμδμ ημοξ ζηδκ S θάζδ (Wang et al., 2004).  

Αηυια έκα πανάδεζβια ηδξ ζφκδεζδξ ηςκ CBs ιε ηδκ πνυμδμ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο, είκαζ δ πανμοζία ζε αοηά ημο ζοιπθέβιαημξ CAK (cyclin-dependent-activating 

kinase) (Jordan et al., 1997), ημ μπμίμ θςζθμνοθζχκεζ ηαζ εκενβμπμζεί ηα ζφιπθμηα 

ιεηαλφ ηζκαζχκ (CDKs) ηαζ ηοηθζκχκ, ζδζαίηενα ηςκ ζοιπθεβιάηςκ cdk2/cyclin A ηαζ 

cdk2/cyclin E.   

Ζ πανμοζία ηδξ οπενμλονεδμλίκδξ V (peroxiredoxin V) (Kropotov et al., 2004) ηαζ 

ηςκ πνςηεσκχκ πμο αθθδθεπζδνμφκ ιε ηδκ p53 (SMN ηαζ PKR), υπςξ ηαζ ηδξ ίδζαξ ηδξ 

p53 ζηα CBs, ζε ζοκεήηεξ ζηνεξ, μδδβεί ζηδ πζεακή ειπθμηή ηςκ CBs ζε ιμκμπάηζα 

απυηνζζδξ ιεηά απυ ηοηηανζηυ ζηνεξ (Cioce and Lamond, 2005). Ζ p53 απμηεθεί έκα 

ελαίνεημ αζζεδηήνα ημο ηοηηανζημφ ζηνεξ ηαζ δζαδναιαηίγεζ ζδιακηζημφξ νυθμοξ ζηδ 

νφειζζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, ζηδκ επζδζυνεςζδ ημο DNA ηαζ εθέβπμο ηδξ 

ιεηαβναθήξ ηαζ ηδξ απυπηςζδξ (Jin and Levine, 2001).  

Αηυια ιζα εκδζαθένμοζα πνμμπηζηή βζα ημ νυθμ πμο δζαδναιαηίγμοκ ηα CBs, ηαζ 

ηαη’ επέηηαζδ ηςκ πνςηεσκχκ πμο εκημπίγμκηαζ ζε αοηά, είκαζ δ πζεακή ζφκδεζδ ημοξ ιε 

έκα εφνμξ ακενχπζκςκ αζεεκεζχκ, υπςξ είκαζ μζ κεονμεηθοθζζηζηέξ αζεέκεζεξ. Ακάθοζδ 

ακενχπζκςκ κεονχκςκ, απυ αζεεκείξ ιε κεονμεηθοθζζηζηέξ αζεέκεζεξ [Huntington’s 

(HD), dentatorublal-pallidoluysian atrophy (DRPLA) ηαζ Machado-Joseph’s (MJD)], πμο 

μθείθμκηαζ ζε επζιήηοκζδ ηςκ επακαθήρεςκ CAG (polyQ) ζηζξ αθθδθμοπίεξ ηςκ 

βμκζδίςκ ημοξ, έδεζλε ζηεκή ζφκδεζδ ηςκ CBs ιε ηα πονδκζηά κεονζηά ζοζζςιαηχιαηα 
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(NIIs), πμο παναηδνμφκηαζ ζ’ αοηέξ ηζξ αζεέκεζεξ. Αοηά ηα πονδκζηά κεονζηά 

ζοζζςιαηχιαηα είκαζ παναηηδνζζηζηά βζα μηηχ polyQ αζεέκεζεξ, ηαεχξ επίζδξ ηαζ βζα 

άθθεξ κεονμεηθοθζζηζηέξ αζεέκεζεξ, υπςξ Alzheimer’s ηαζ Parkinson’s, πμο δε 

παναηηδνίγμκηαζ απυ ηδκ επέηηαζδ ηςκ πμθοβθμοηαιζηχκ επακαθήρεςκ, οπμδδθχκμκηαξ 

υηζ ίζςξ αοηέξ μζ αζεέκεζεξ κα ιμζνάγμκηαζ ημζκμφξ ιμνζαημφξ ιδπακζζιμφξ ή ημζκμφξ 

ιμνζαημφξ ηνμπμπμζδηέξ. ΢οκήεςξ, αοηή δ ζφκδεζδ πανμοζζάγεηαζ, είηε ιε απεοεείαξ 

επαθή ημοξ, είηε ιε ιεζμθάαδζδ ιεηαλφ ημοξ δμιχκ ζκζδίςκ (Yamada et al., 2001).  

Θα πνέπεζ κα ζδιεζςεεί υηζ αηυια ηζ ακ ηα πζμ πάκς ιμκηέθα θεζημονβίαξ ηςκ CBs 

εεςνδεμφκ μνεά (΢πήια 1.10), δεκ απμηθείεηαζ δ πζεακυηδηα φπανλδξ επζπθέμκ 

θεζημονβζχκ πμο εα ιπμνμφζακ κα επζηεθμφκ αοηά ηα ζςιαηίδζα. Δπί ημο πανυκημξ πμθθά 

πεζνάιαηα ανίζημκηαζ ζε ελέθζλδ ιε ηδκ εθπίδα εφνεζδξ κέςκ ζημζπείςκ πμο εα 

μδδβήζμοκ ζηδκ εφνεζδ ηδξ αηνζαμφξ θεζημονβίαξ ή θεζημονβζχκ ηςκ CBs υπςξ ηαζ άθθςκ 

εκδμπονδκζηχκ δμιχκ, έπμκηαξ ςξ απχηενμ ζηυπμ ηδκ εφνεζδ ηδξ αηνζαμφξ θεζημονβζηήξ 

μνβάκςζδξ ημο πονήκα.  

 

 

΢ρήκα 1.10: Γηαγξακκαηηθό κνληέιν πνπ παξνπζηάδεη ην εύξνο ησλ πηζαλώλ ιεηηνπξγηώλ ησλ 

CBs. (Ακαπαναβςβή εζηυκαξ απυ Cioce and Lamond, 2005).  
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1.9 p80 coilin – ην αληηγόλν ησλ Cajal bodies 

Ζ πνςηεΐκδ p80 coilin είκαζ ιζα πονδκζηή πνςηεΐκδ 576 αιζκμλέςκ ηαζ εκημπίγεηαζ 

ζηα CBs, αθθά ηαζ δζάποηδ ζημ πονδκυπθαζια, δζαηδνχκηαξ έκα δοκαιζηυ ζζμγφβζμ 

εκημπζζιμφ ιεηαλφ ηςκ δφμ αοηχκ πενζμπχκ (Platani et al., 2000). Ζ πνςηεΐκδ coilin είκαζ 

θοθμβεκεηζηά ζοκηδνδιέκδ, αθθά δεκ πανμοζζάγεζ ηαιία μιμθμβία ιε άθθδ βκςζηή 

πνςηεΐκδ, εηηυξ απυ ηδκ πνςηεΐκδ Sphl ημο Xenopus (Tuma et al., 1993), ιε ηδκ μπμία 

πανμοζζάγεζ ρδθυ πμζμζηυ μιμζυηδηαξ ιυκμ ζηδκ αιζκμλζηή αθθδθμοπία ημο άιζκμ- ηαζ 

ηαναυλο- ηεθζημφ άηνμο (Bohmann et al., 1995). 

 Πεζνάιαηα πανμδζηήξ οπενέηθναζδξ ηδξ coilin ζε ηφηηανα HeLa, είπακ ςξ 

απμηέθεζια ηδκ αφλδζδ ηδξ πονδκμπθαζιαηζηήξ ζοβηέκηνςζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ, πςνίξ 

υιςξ ηακέκα απμηέθεζια ζημκ ανζειυ ηαζ ηδ ιμνθμθμβία ηςκ CBs, δδθχκμκηαξ υηζ δ 

ζοβηέκηνςζδ ηδξ coilin δεκ είκαζ μ ηαεμνζζηζηυξ πανάβμκηαξ βζα ηδ ζοκανιμθυβδζδ ηςκ 

CBs (Hebert and Matera, 2000).  

Μεθέηεξ απαθμζθήξ ή ιεζμννφειζζδξ ηδξ πνςηεσκδξ coilin, έδεζλακ υηζ δ πνςηεΐκδ 

coilin είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ θοζζμθμβζηή δδιζμονβία ηςκ CBs ηαζ ηδξ ζφζηαζδξ ημοξ 

(Collier et al., 2006; Liu et al., 2009; Lemm et al., 2006; Whittom et al., 2008). ΢ηδκ 

Drosophila ηαζ ζηδκ Arabidopsis δεκ παναηδνήεδηε ηακέκαξ θαζκυηοπμξ ζηδκ ακάπηολδ 

ηςκ ιεηαθθαβιέκςκ μνβακζζιχκ πμο απμοζίαγε δ πνςηεΐκδ coilin (Liu et al., 2009; 

Collier et al., 2006). Δκ ημφημζξ, ζε ηφηηανα HeLa πμο πναβιαημπμζήεδηε ηαηαζημθή ηδξ 

πνςηεΐκδξ coilin ιε ηδ ιέεμδμ RNAi, παναηδνήεδηε ιείςζδ ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ 

ηοηηάνςκ (Lemm et al., 2006; Whittom et al., 2008), εκχ πμκηίηζα ζηα μπμία έβζκε 

απαθμζθή ημο βμκζδίμο ηδξ coilin, πανμοζίαγακ ιείςζδ ηδξ αζςζζιυηδηαξ, ημο νοειμφ 

αφλδζδξ ηαζ ηδξ βμκζιυηδηαξ (Walker et al., 2009). Όπςξ πνμηφπηεζ, δ πνςηεΐκδ coilin ηαζ 

ηαη’ επέηηαζδ ηα CBs, δεκ είκαζ απαναίηδηα βζα ηδκ επζαίςζδ, αθθά δ ζοκηδνδιέκδ 

φπανλδ ημοξ (εδθαζηζηά, θοηά, ιφβεξ) οπμδδθεί ηάπμζμ ζδιακηζηυ νυθμ.    

Ζ coilin αθθδθεπζδνά ιε ημκ εαοηυ ηδξ ηαζ αοηή δ αθθδθεπίδναζδ ηαεμνίγεηαζ απυ 

ηα 93 αιζκμλέα ηδξ αιζκμηεθζηήξ ηδξ πενζμπήξ, ηα μπμία είκαζ απαναίηδηα βζα ηδ ζηυπεοζδ 

ηδξ ζηα CBs (Hebert and Matera, 2000). Απμιάηνοκζδ είηε ηδξ άιζκμ-, είηε ηδξ ηαναυλο- 

ηεθζηήξ αθθδθμοπίαξ ηδξ coilin, είπε ςξ απμηέθεζια ηδκ απμηνμπή ημο εκημπζζιμφ ηδξ ζηα 

CBs. Δπμιέκςξ, βζα ηδκ πανμοζία ηδξ ζ’ αοηά, απαζημφκηαζ ηαηά ιήημξ ηδξ πνςηεΐκδξ, 

πμθθαπθέξ, επακαθαιαακυιεκεξ αθθδθμοπίεξ (Sleeman and Lamond, 1999). 

Δπζπθέμκ ιεηα-ιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ, υπςξ θςζθμνοθίςζδ ηαζ ιεεοθίςζδ, 

πμο πανμοζζάγμκηαζ ζημ ηαναμλοηεθζηυ άηνμ ηδξ coilin επδνεάγμοκ ηδ ζοβηνυηδζδ ηςκ 

ζςιαηζδίςκ Cajal (Hebert and Matera, 2000; Hebert et al., 2002). Ζ αθθδθμοπία ηδξ coilin 

πενζθαιαάκεζ ιεβάθμ πμζμζηυ ζενζκχκ, πμθθέξ απυ ηζξ μπμίεξ είκαζ θςζθμνοθζςιέκεξ in 
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vivo (Carmo-Fonseca et al., 1993). ΢διεζαηέξ ιεηαθθάλεζξ (Ser ζε Asp) ζηα πνμαθεπυιεκα 

ζδιεία θςζθμνοθίςζδξ ζηδ ζοκηδνδιέκδ ηαναμλοηεθζηή πενζμπή, έπεζ ςξ απμηέθεζια 

εκηοπςζζαηή αθθαβή ζημκ ανζειυ ηςκ CBs ηαζ δδιζμονβία ακάθμβςκ δμιχκ ιέζα ζημκ 

πονδκίζημ (Sleeman et al., 1998).  

Ακάθμβμ απμηέθεζια θήθεδηε ηαζ ιεηά απυ έηεεζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζε εζδζηυ 

ακαζημθέα ηδξ θςζθαηάζδξ Ser/Thr, οπμδδθχκμκηαξ υηζ δ δζθςζθμνοθίςζδ ηδξ 

πνςηεΐκδξ είκαζ ακαβηαία βζα ηδκ ζοβηνυηδζδ ηςκ CBs (Lyon et al., 1997). Δπίζδξ, έπεζ 

δεζπεεί υηζ ζοιιεηνζηή δζιεεοθίςζδ ηςκ ηαηαθμίπςκ ανβζκίκδξ πμο ανίζημκηαζ ζημ 

ιμηίαμ ημο RG box ηδξ coilin είκαζ γςηζηήξ ζδιαζίαξ βζα ηδκ εκζςιάηςζδ ημο 

ζοιπθέβιαημξ ηδξ SMN ζηα CBs, ιέζς αθθδθεπίδναζδξ ιε ηδκ coilin (Hebert et al., 

2002). Ακηζεέηςξ, Sm πνςηεΐκεξ αθθδθεπζδνoμφκ ιε ηδ coilin ηαζ αοηή δ αθθδθεπίδναζδ 

δεκ επδνεάγεηαζ απυ ηδκ δζιεεοθίςζδ (Xu et al., 2005). Δπμιέκςξ, μζ ιεηαβναθζηέξ 

ηνμπμπμζήζεζξ ηδξ coilin ίζςξ κα πνμηαθμφκ αθθαβή ζηδ δμιή ηδξ πνςηεΐκδξ πμο κα 

δζεοημθφκμοκ ηδκ αθθδθεπίδναζδ ηδξ ιε ημκ εαοηυ ηδξ ή ιε άθθεξ πνςηεΐκεξ ηνίζζιεξ βζα 

ηδ ζοκανιμθυβδζδ ηςκ CBs.    

Δηηυξ απυ ημκ ηνίζζιμ νυθμ πμο δζαδναιαηίγεζ δ coilin ζηδκ αηεναζυηδηα ηςκ CBs, 

θίβα είκαζ βκςζηά βζα ηδκ θεζημονβία πμο επζηεθεί δ πονδκμπθαζιαηζηή coilin. Πνυζθαηεξ 

ιεθέηεξ, οπμδεζηκφμοκ υηζ δ πονδκμπθαζιαηζηή coilin ίζςξ κα θαιαάκεζ ιένμξ ζηα 

ιμκμπάηζα επζδζυνεςζδξ ημο DNA ηαζ απυηνζζδξ ζημ ηοηηανζηυ ζηνεξ (Gilder et al., 

2011; Velma et al., 2010; Morency et al., 2007; Cioce et al., 2006). 

Δπίζδξ παναηδνήεδηε, υηζ ιεηά απυ αθάαδ ημο DNA, πμο επάβεηαζ ιε πνήζδ 

Cisplatin ή έηεεζδ αηηζκμαμθίαξ β, μζ μπμίεξ πνμηαθμφκ λεπςνζζηά είδδ αθάαδξ, 

πνμηαθμφκ ηδ ζοζζχνεοζδ ηδξ πνςηεΐκδξ coilin ζημοξ πονδκίζημοξ οπυ ιμνθή 

ζοζζςιαηςιάηςκ, βεβμκυξ πμο ζοιπίπηεζ πνμκζηά ιε ηδκ ηαηαζημθή ηδξ εκενβυηδηαξ ηδξ 

RNA πμθοιενάζδξ I (Pol I). Δπζπθέμκ, ηυζμ δ cisplatin υζμ ηαζ δ αηηζκμαμθία β, επάβμοκ 

ημκ ζοκεκημπζζιυ ηδξ coilin ιε ηδκ RPA-194, δ μπμία απμηεθεί ηδ ιεβαθφηενδ οπμιμκάδα 

ηδξ RNA Pol I, ιε ηδκ μπμία αθθδθεπζδνά εζδζηά δ coilin υπςξ ηαζ ιε ημκ πανάβμκηα UBF 

(upstream binding factor) πμο απμηεθεί ημκ ηφνζμ νοειζζηή ηδξ εκενβυηδηαξ ηδξ Pol I. Με 

ακμζμηαηααφεζζδ ηδξ πνςιαηίκδξ, πανέπμκηαζ ζημζπεία υηζ δ coilin ζοκημκίγεζ ηδκ 

ζφκδεζδ ηδξ Pol I ιε ημ νζαμζςιζηυ DNA (Gilder et al., 2011). 

Ζ πνςηεΐκδ coilin, έπεζ ανεεεί κα αθθδθεπζδνά ιε ηζξ πνςηεΐκεξ Ku70 ηαζ Ku80, μζ 

μπμίεξ δζαδναιαηίγμοκ ημκ ηονίανπμ νυθμ ζηδκ δζαδζηαζία ηδξ επζδζυνεςζδξ ημο DNA. 

΢ημοξ ακχηαημοξ εοηανοςηζημφξ μνβακζζιμφξ, μζ Ku δδιζμονβμφκ ζφιπθεβια ιε ηδκ 

ηαηαθοηζηή οπμιμκάδα ηδξ DNA ελανηχιεκδξ ηζκάζδξ DNA-PK [DNA-dependent 

protein kinase catalytic subunit (DNA-PKcs)] (Carter et al., 1990) ηαζ εεςνμφκηαζ υηζ 
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θεζημονβμφκ ςξ πνςηεΐκεξ ζηνζχιαηα (scaffold), ζηζξ μπμίεξ ιπμνμφκ κα πνμζδεεμφκ 

άθθεξ πνςηεΐκεξ πμο ειπθέημκηαζ ζηδ δζαδζηαζία επζδζυνεςζδξ ημο ιδ μιυθμβμο 

εναφζιαημξ ηδξ δζπθήξ έθζηαξ ημο DNA [non-homologous DNA end joining (NHEJ)]. Ζ 

coilin είκαζ ζηακή κα ηαηαζηείθεζ in vitro ηδ δζαδζηαζία αοηή ηαζ επεζδή μζ πνςηεΐκεξ Ku 

δεκ εκημπίγμκηαζ ζηα CBs, πμθφ πζεακυκ ζηδ νφειζζδ ηδξ επζδζυνεςζδξ ημο DNA κα 

ζοιιεηέπεζ δ κμοηθεμπθαζιαηζηή coilin (Velma et al., 2010).  

Ζ ηαναμλοηεθζηή πενζμπή ηδξ coilin [460–576] έπεζ απμδεζπεεί ιε ηδ ιέεμδμ NMR, 

υηζ πενζέπεζ δμιή Tudor, δ μπμία είκαζ ιζα άηοπδ δμιή πμο μθείθεηαζ ζηδ πανμοζία 2 ιδ 

δμιδιέκςκ εδθζχκ, ιε ιία απυ αοηέξ κα είκαζ ιεβαθφηενδ απυ 30 αιζκμλέα ζε ιήημξ 

(Shanbhag et al., 2010). Οζ δμιέξ Tudor έπμοκ εκημπζζηεί ζε πμθθέξ πνςηεΐκεξ πμο 

ζοκεκημπίγμκηαζ ιε ηζξ νζαμκμοηθεμπνςηεΐκεξ ή ιε ζοιπθέβιαηα πμο ζοκδέμκηαζ ιε ιμκή 

αθοζίδα DNA ζημ πονήκα, ηδκ ιζημπμκδζαηή ιειανάκδ ή ζημ ηζκδηυπςνμ. Έπεζ δεζπεεί 

υηζ δεζιεφμοκ DNA ηαζ RNA ηαζ ηνμπμπμζμφκ αιζκμλέα (Ponting, 1997). 

Ζ coilin έπεζ δεζπεεί επίζδξ κα απμηνίκεηαζ ζηδ αθάαδ ηςκ ηεκηνμιενζδίςκ ηδξ 

ιεζυθαζδξ, πμο δδιζμονβείηαζ απυ ηδκ πνμζαμθή ημο ζμφ ημο Ένπδηα ηφπμο 1 [Herpes 

simplex virus type 1 (HSV-1)] ηαζ κα ζοκαενμίγεηαζ ζε αοηά (Morency et al., 2007). Ο 

HSV-1, επάβεζ ηδκ απμζηαεενμπμίδζδ ηςκ ηεκηνμιενζδίςκ ηαηά ηδ ιεζυθαζδ, 

απμηνέπμκηαξ ηδκ ζοκανιμθυβδζδ ημο ηζκδημπχνμο ηαζ ηδ δέζιεοζδ ηςκ 

ιζηνμζςθδκίζηςκ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ιίηςζδξ (Everrett et al., 1999). Ο πανάβμκηαξ πμο 

εοεφκεηαζ βζα αοηυ είκαζ δ ζσηή πνςηεΐκδ ICP0, δ μπμία εκημπίγεηαζ ζηα ηεκηνμιενίδζα ηαζ 

πνμάβεζ ηδκ απμζημδυιδζδ απυ ημ πνςηευζςια ηςκ CENP-A, -B ηαζ -C (Everrett et al., 

1999a; Lomonte and Morency, 2007). Ωξ απμηέθεζια αοημφ, ηα ηφηηανα ιπθμηάνμκηαζ 

ζηα ανπζηά ζηάδζα ηδξ ιίηςζδξ ηαζ ηεθζηά οθίζηακηαζ πνυςνδ ηοηηανζηή δζαίνεζδ, πςνίξ 

ημ δζαπςνζζιυ ηςκ πνςιμζςιάηςκ, μδδβχκηαξ ζε ακεοπθμεζδία (Lomonte and Everett, 

1999). Σμ θαζκυιεκμ αοηυ ιπμνεί κα πνμηφρεζ απυ μπμζμδήπμηε ζηνεξ πμο ιπμνεί κα 

επζθένεζ αθάαδ ζημ DNA ή ηδκ πνςιαηίκδ.  

Πνζκ ηδ ιίηςζδ, ςξ βκςζηυ ηα ηφηηανα πναβιαημπμζμφκ έθεβπμ βζα αθάαδ ζημ DNA 

ημοξ, ηαεχξ επίζδξ ηαζ βζα ηδ ζςζηή δμιή ηδξ αηνάηημο. Καηά ηδ δζάνηεζα ηδξ 

ιεζυθαζδξ, ηα ηφηηανα επίζδξ εθέβπμοκ ηα ηεκηνμιενίδζα ημοξ ιε έκα άβκςζημ 

ιδπακζζιυ. Οζ πνςηεΐκεξ coilin, fibrillarin ηαζ SMN, ανέεδηακ κα ζοκαενμίγμκηαζ ζηα 

πνμζαεαθδιέκα ηεκηνμιενίδζα, πςνίξ υιςξ κα ακηζηαεζζημφκ ηζξ CENPs πμο 

απμοζζάγμοκ. Οζ πνςηεΐκεξ αοηέξ εκημπίγμκηαζ ςξ βκςζηυ ζηα CBs, πμο πενζέπμοκ ιζηνά 

RNAs ηαζ ίζςξ μ νυθμξ ημοξ κα είκαζ δ ιεηαθμνά αοηχκ ζηα ηεκηνμιενίδζα, βζα κα 

εκενβμπμζήζμοκ ηδκ επζδζυνεςζδ ημοξ (Morency et al., 2007). 
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Δπζπθέμκ, έηεεζδ ζε αηηζκμαμθία πμο επάβεζ ηδκ αθάαδ ημο DNA, έπεζ ςξ 

απμηέθεζια ηδκ απμδζμνβάκςζδ ηςκ CBs ηαζ ακαηαηακμιή εκ ιένεζ ηςκ ζοζηαηζηχκ 

ημοξ. Οζ πνςηεΐκεξ fibrillarin, NPAT ηαζ NOPP140 παναιέκμοκ ζηα CBs, εκχ μζ 

πνςηεΐκεξ coilin ηαζ SMN ηαζ ηα snRNP δεκ εκημπίγμκηακ πθέμκ ζηα CBs. Ζ coilin 

ειθακίγεηαζ ζε εηαημκηάδεξ ιζηνμεζηίεξ ζημ πονδκυπθαζια ηαζ εκ ιένεζ εκημπίγεηαζ ζηα 

speckles, εκχ δ SMN πανμοζζάγεζ δζαζπμνά ζημ ηοηηανυπθαζια ηαζ ηα snRNAs ηαζ μζ 

πνςηεΐκεξ snRNP πανμοζζάγμοκ κμοηθεμπθαζιαηζηή δζαζπμνά ηαζ ζοζζχνεοζδ ζηα 

speckles. Ζ απυηνζζδ αοηή ηςκ CBs, ζημ ενέεζζια ηδξ αηηζκμαμθίαξ UV-C, επζηοβπάκεηαζ 

εκ ιένεζ ιε ηδκ δζαιεζμθάαδζδ ημο PA28β (οπμιμκάδα β ημο εκενβμπμζδηή ημο 

πνςηεαζχιαημξ), πμο έπεζ δεζπεεί υηζ αθθδθεπζδνά ιε ηδκ coilin ηαζ δ οπενέηθναζδ ημο 

πνμηαθεί ημκ ίδζμ θαζκυηοπμ ιε αοηυ ηδξ αηηζκμαμθίαξ UV-C (Cioce et al., 2006).  

Σα εονήιαηα αοηά πμο αθμνμφκ ηδ coilin, είκαζ ζδιακηζηά βζαηί οπμδδθχκμοκ 

ηαζκμφνβζεξ θεζημονβίεξ ηδξ πνςηεΐκδξ αοηήξ, πμο είκαζ ακελάνηδηεξ απυ ηδ αζμβέκεζδ 

ηςκ snRNPs.  

 

 

1.10 Μεξηθόο Υαξαθηεξηζκόο hCINAP 

 

1.10.1 Δλδνθπηηάξηνο εληνπηζκόο ηεο hCINAP θαη επηβεβαίσζε ηεο αιιειεπίδξαζεο 

ηεο κε ηελ πξσηεΐλε coilin (Santama et al, 2005)  

Ζ ακαζοκδοαζιέκδ πνςηεΐκδ hCINAP, έπμκηαξ ζημ αιζκμηεθζηυ ηδξ άηνμ 

ζοβπςκεοιέκμ ημ επζηυπζμ ηδξ ελα-ζζηζδίκδξ (6xHis), εηθνάζηδηε ζε ορδθά επίπεδα ζε 

εηενυθμβμ ζφζηδια έηθναζδξ ζε ααηηήνζα E. coli ηαζ ζηδ ζοκέπεζα πνδζζιμπμζήεδηε βζα 

παναβςβή πμθοηθςκζημφ ακηζζχιαημξ ζε ημοκέθζα (anti-rec.hCIΝΑP). Δπζπθέμκ, 

δδιζμονβήεδηε πμθοηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ πεπηζδζηήξ αθθδθμοπίαξ ηςκ 19 

αιζκμλζηχκ ηαηαθμίπςκ ημο ηαναμλοηεθζημφ άηνμο (157-175 α.α) ηδξ hCIΝΑP ηαζ πάθζ ζε 

ημοκέθζα. Σα δφμ αοηά ακηζζχιαηα, ιεηά απυ πναβιαημπμίδζδ ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά 

Western, ακαβκχνζγακ ηυζμ ηδκ ακαζοκδοαζιέκδ πνςηεΐκδ his6-hCINAP ιεηά απυ 

έηθναζδ ζε ααηηήνζα, υζμ ηαζ ηδκ εκδμβεκή πνςηεΐκδ hCIΝΑP ζε ηφηηανα HeLa. 

Δπζπθέμκ, ακαβκχνζγακ ηδκ οανζδζηή πνςηεΐκδ YFP-hCINAP, δ μπμία εηθναγυηακ ιεηά 

απυ πανμδζηή επζιυθοκζδ ζε ηοηηάνα HeLa.  

 Γζα ημκ πνμζδζμνζζιυ ημο εκδμηοηηάνζμο εκημπζζιμφ ηδξ hCIΝΑP ζηα ηφηηανα 

HeLa, πναβιαημπμζήεδηε ακμζμθεμνζζιυξ ιε ηα δφμ εζδζηά ακηζζχιαηα, ηυζμ βζα 

μθυηθδνδ ηδκ πνςηεΐκδ υζμ ηαζ βζα ηδκ πεπηζδζηή αθθδθμοπία εκηυξ ηδξ πνςηεΐκδξ. Ο 

ακμζμθεμνζζιυξ πμο πναβιαημπμζήεδηε ήηακ δζπθυξ, ακζπκεφμκηαξ ηαοηυπνμκα ηζξ 
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πνςηεΐκεξ hCIΝΑP ηαζ p80 coilin. Καζ ζηζξ δφμ πενζπηχζεζξ απμηαθφθεδηε υηζ δ hCIΝΑP 

πανμοζίαγε δζάποηδ ηαηακμιή ζημ πονδκυπθαζια ιε ελαίνεζδ ημκ πονδκίζημ (΢πήια 1.11 

Α, Β). ΢ε μνζζιέκα ηφηηανα, ιπμνμφζακ κα παναηδνδεμφκ εοδζάηνζηα ζήιαηα 

ζοκεκημπζζιμφ ηδξ hCIΝΑP ιε ηδκ coilin, οπμδδθχκμκηαξ υηζ δ hCINAP ζοβηεκηνχκεηαζ 

πανμδζηά ζηα Cajal bodies. ΢οκεπχξ, ημ πονδκυπθαζια εα ιπμνμφζε κα εεςνδεεί ςξ δ 

ηονζυηενδ πενζμπή ημο εκδμηοηηάνζμο εκημπζζιμφ ημο ζοκυθμο ηδξ hCIΝΑP, ηαζ δ 

ακίπκεοζδ ηδξ ζηα CBs εηπνμζςπεί ιζα πενζζηαζζαηή ακίπκεοζδ. 

Ο εκημπζζιυξ ηαζ δ ηαηακμιή ηδξ εκδμβεκμφξ πνςηεΐκδξ hCIΝΑP, υπςξ ελάπεδηε 

απυ ηα πεζνάιαηα ημο ακμζμθεμνζζιμφ, επζαεααζχεδηε ιε πεζνάιαηα πανμδζηήξ 

οπενέηθναζδξ (transient transfection) ζε ηφηηανα HeLa, ιεηά απυ ζοβπχκεοζδ ζηδ 

hCIΝΑP ημο επζημπίμο YFP (YFP-hCINAP). Σα απμηεθέζιαηα αοηά ήηακ απμθφηςξ 

ζοβηνίζζια ιε ηα απμηεθέζιαηα πμο παναηδνήεδηακ ηαηά ημκ εκημπζζιυ ηδξ εκδμβεκμφξ 

πνςηεΐκδξ hCINAP.  

Γζα ηδκ επζαεααίςζδ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ηδξ hCINAP ιε ηδκ πνςηεΐκδ coilin ζε 

ηφηηανα εδθαζηζηχκ, πναβιαημπμζήεδηε πανμδζηή οπενέηθναζδ ηδξ YFP-hCINAP ζε 

ηφηηανα HeLa ηαζ αημθμφεςξ ακμζμηαηααφεζζδ ηδξ ιε ακηίζςια έκακηζ ηδξ θεμνίγμοζαξ 

πνςηεΐκδξ. Παναηδνήεδηε εκημπζζιυξ ηδξ coilin ιυκμ ζηδ πανμοζία ηδξ YFP-hCINAP, 

δδθχκμκηαξ ηδξ αθθδθεπίδναζδ ηςκ δφμ αοηχκ πνςηεσκχκ. Δπζπνυζεεηα, βζα ηδ 

δζενεφκδζδ ακ ηα ζοιπθέβιαηα ηςκ hCINAP-coilin in vivo, πανμοζίαγακ ηαζ άθθμοξ 

βκςζημφξ πανάβμκηεξ ιε ημοξ μπμίμοξ ςξ βκςζηυ αθθδθεπζδνά δ coilin ή πανάβμκηεξ πμο 

εκημπίγμκηαζ ζηα CBs, πναβιαημπμζήεδηε εη κέμο πανμδζηή οπενέηθναζδ ηαζ 

ακμζμηαηααφεζζδ ηδξ YFP-hCINAP ζε ηφηηανα HeLa ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ακμζμαπμηφπςζδ 

ηαηά Western ιε πνήζδ εζδζηχκ ακηζζςιάηςκ έκακηζ ηςκ πνςηεσκχκ fibrillarin, SMN, Sm, 

Sp100 ηαζ U1A snRNP. Σμ απμηέθεζια έδεζλε, υηζ ζε ακηίεεζδ ιε ηδκ πανμοζία ηδξ 

coilin, ηακέκαξ απυ αοημφξ ημοξ πανάβμκηεξ δεκ ζοκ-ακμηαηααοεζγυηακ ιε ηδκ YFP-

hCINAP, δδθχκμκηαξ υηζ δ αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ είκαζ εζδζηή ηαζ 

δεκ ειπθέηεζ ηακέκα απυ ημοξ πανάβμκηεξ ηςκ CBs πμο ελεηάζηδηακ.  

 

 

1.10.2 Παξνδηθή ππεξέθθξαζε (transient overexpression) ηεο hCINAP ζε αλζξώπηλα 

θύηηαξα HeLa (Santama et al., 2005) 

Όπςξ πνμακαθένεδηε, ζημ πονδκυπθαζια εκημπίγεηαζ επίζδξ δζάποηδ πμζυηδηα ηδξ 

πνςηεΐκδξ coilin εηηυξ ημο εκημπζζιμφ ηδξ ζηα CBs. Δπμιέκςξ εκδέπεηαζ ημ 

πονδκυπθαζια κα είκαζ μ πχνμξ αθθδθεπίδναζδξ ηςκ δφμ αοηχκ πνςηεσκχκ. 

Δπζπνυζεεηα, δ αθθδθεπίδναζδ ηςκ δφμ αοηχκ πνςηεσκχκ ίζςξ κα είκαζ δοκαιζηήξ 
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θφζεςξ. Έπεζ παναηδνδεεί υηζ δ οπενέηθναζδ ηδξ hCIΝΑP επδνεάγεζ ημκ ανζειυ ηςκ 

CBs, ιεζχκμκηαξ ημκ, ζημοξ πονήκεξ ηςκ ηοηηάνςκ HeLa πμο ιεθεηήεδηακ.  

Σμ ζοιπέναζια αοηυ ελάπεδηε απυ πεζνάιαηα πανμδζηήξ οπενέηθναζδξ ηδξ YFP-

hCINAP ζε ηφηηανα HeLa, ζηα μπμία πναβιαημπμζήεδηε δζπθυξ ακμζμθεμνζζιυξ ιε 

πνήζδ ημο ακηζζχιαημξ έκακηζ ηδξ coilin, ιε πνήζδ πανάθθδθα, ςξ δείβια εθέβπμο, ημ 

πθαζιίδζμ YFP. ΢ε ιζα ζεζνά απυ ηοπαία επζθεβιέκεξ πενζμπέξ ηαηαιεηνήεδηε μ ανζειυξ 

ηςκ CBs ζε 200 ηφηηανα ζηα μπμία πναβιαημπμζήεδηε οπενέηθναζδ ηδξ YFP-hCIΝΑP ή 

ηδξ YFP ιυκμ ηαζ ζε 200 ηφηηανα πμο δεκ πναβιαημπμζήεδηε οπενέηθναζδ. Σα 

απμηεθέζιαηα έδεζλακ ηδκ αζζεδηή ιείςζδ ημο ιέζμο υνμο ημο ανζειμφ ηςκ CBs ακά 

ηφηηανμ (πενίπμο 3 θμνέξ ιείςζδ) ζηα ηφηηανα πμο έβζκε οπενέηθναζδ ηδξ YFP-

hCIΝΑP, ζε ζφβηνζζδ ιε ηα ηφηηανα ζηα μπμία έβζκε οπενέηθναζδ ιυκμ ηδξ YFP ή δεκ 

έβζκε οπενέηθναζδ. Σα απμηεθέζιαηα αοηά επαθδεεφηδηακ ιε πνήζδ ηδξ οανζδζηήξ 

πνςηεΐκδξ myc-hCINAP (΢πήια 1.11 C2,C3).  

 Όθα ηα πζμ πάκς πεζναιαηζηά δεδμιέκα δδθχκμοκ ηδκ φπανλδ ζπέζδξ ζφκδεζδξ 

ιεηαλφ ηςκ δομ πνςηεσκχκ.  

 

 

 

΢ρήκα 1.11: Δλδνθπηηάξηνο εληνπηζκόο ηεο ελδνγελνύο πξσηεΐλεο hCIΝΑP (εηθόλεο A1 θαη 

B1) θαη ππεξέθθξαζε ηεο myc-hCIΝΑP (εηθόλα C2) ζε θύηηαξα HeLa. 

A1: ακηίζςια έκακηζ μθυηθδνδξ ηδξ αθθδθμοπίαξ ηδξ ακαζοκδοαζιέκδξ πνςηεΐκδξ hCIΝΑP (anti-

hCIΝΑP). B1: πεπηζδζηυ ακηίζςια έκακηζ ζοβηεηνζιέκδξ αθθδθμοπίαξ ηδξ hCIΝΑP ζημ 

ηαναμγοηεθζηυ άηνμ. A2, B2: ακηίζςια έκακηζ ηδξ πνςηεΐκδξ coilin (anti-coilin) ζηα ίδζα ηφηηανα. 

A3, B3: επζηάθορδ ηςκ εζηυκςκ A1 ηαζ A2 ηαζ B1 ηαζ B2, ακηίζημζπα. C1: εζηυκα ζοκεζηζαημφ 

ιζηνμζημπίμο ημο ηοηηάνμο C2: οπενέηθναζδ ηδξ myc-hCINAP ηαζ ακίπκεοζδ ηδξ ιε ακηίζςια 

έκακηζ ημο επζημπίμο myc C3: ακίπκεοζδ ηδξ coilin ιε ακηίζςια έκακηζ ηδξ ζημ ίδζμ ηφηηανμ. ΢ημ 

ηφηηανμ πμο οπενεηθνάγεηαζ δ myc-hCINAP μ ανζειυξ ηςκ CBs είκαζ ιζηνυηενμξ ζε ζφβηνζζδ ιε 

αοηά πμο δεκ ηδκ εηθνάγμοκ.  
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1.10.3 Καηαζηνιή ηνπ κεηαγξαθήκαηνο ηεο hCINAP (RNAi)  

΢ε πνυζθαηδ δδιμζίεοζδ (Zhang et al., 2010), έπεζ δεζπεεί ζε ακηίεεζδ ιε δζηά ιαξ 

πεζναιαηζηά απμηεθέζιαηα (Santama et al., 2005), υηζ δ hCINAP, ζε ηφηηανα ΖΔΚ 293 Σ, 

αθθδθεπζδνά ιε ζδιακηζημφξ πανάβμκηεξ ηςκ CBs, υπςξ δ fibrillarin, δ SMN ηαζ δ 

NPAT. Δπζπθέμκ, δ ίδζα μιάδα έδεζλε υηζ ηαηαζημθή ημο ιεηαβναθήιαημξ ηδξ hCINAP, 

πνμηαθεί πνυαθδια ζηδκ μνβάκςζδ ηςκ CBs ηαζ δζαηανάζζεζ ηδκ εκδμηοηηάνζα 

ηαηακμιή ηςκ ααζζηχκ ζοζηαηζηχκ ηςκ CBs, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηδξ coilin, ηδξ 

SMN, ηςκ spliceosomal snRNP, ηδξ fibrillarin ηαζ ηδξ NPAT (Zhang et al., 2010). Αοηέξ 

μζ παναηδνήζεζξ ήηακ πανυιμζεξ ιε αοηέξ πμο θήθεδηακ ιεηά απυ ιεζμννφειζζδ ηδξ 

έηθναζδξ ζοζηαηζηχκ ηςκ CBs, υπςξ ηδξ SMN ηαζ ηδξ FLASH (FLICE-associated huge 

protein) (Lemm et al., 2006; Barcaroli et al., 2006). ΢ηα ηφηηανα ζηα μπμία 

πναβιαημπμζήεδηε δ ιείςζδ ηδξ hCINAP, ηα 5’-m3G cap U snRNAs πμο εκημπίγμκηακ 

ζηα CBs, απμδζμνβακχεδηακ ηαζ δζαζημνπίζηδηακ ζημ πονδκυπθαζια, ιε εκημπζζιυ 

ιυκμ ζηα speckles. Δπζπθέμκ, έθεβπμξ ηςκ επζπέδςκ ηςκ snRNAs, θακένςζε υηζ δ ιείςζδ 

ηδξ hCINAP πνμηαθμφζε ιείςζδ επζπθέμκ ηςκ U1, U2, U4 ηαζ U5 snRNAs (Zhang et al., 

2010). Ωξ βκςζηυ, δ ζοκεπήξ αζμβέκεζδ ηςκ U snRNP είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ 

αηεναζυηδηα ηςκ CBs (Lemm et al., 2006) ηαζ πζεακυκ, δ θάεμξ ηαηακμιή ηδξ SMN ηαζ 

ηα παιδθά επίπεδα ηςκ snRNAs, κα ακαζηέθθμοκ ηδκ αζμβέκεζδ ηςκ νζαμζςιζηχκ U 

snRNPs ηαζ ίζςξ αοηυ κα ελδβεί βζαηί ηα CBs απμδζμνβακχκμκηαζ. 

Ζ πνςηεΐκδ NPAT απμηεθεί επίζδξ ζοζηαηζηυ ηςκ CBs ηαζ δζαδναιαηίγεζ ζδιακηζηυ 

νυθμ ζηδ ιεηαβναθή ηςκ βμκζδίςκ ηςκ ζζημκχκ ηαζ ζηδκ είζμδμ ηδξ S θάζδξ ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο ηονίςξ ιε ηδκ θςζθμνοθίςζδ ηδξ ή ιε ηδκ ζοκανιμθυβδζδ άθθςκ 

παναβυκηςκ ζημοξ οπμηζκδηέξ ηςκ βμκζδίςκ ηςκ ζζημκχκ (Ye et al., 2003; Ma et al., 

2000). Ζ ιείςζδ ηδξ hCINAP ιε RNAi, είπε ςξ ζοκέπεζα ηδ δζαηαναπή ημο ηακμκζημφ 

εκημπζζιμφ ηδξ NPAT ηαζ επζπθέμκ ηδκ ηαηαζημθή ηδξ ιεηαβναθήξ ηςκ βμκζδίςκ ηςκ 

ζζημκχκ, υιςξ ιυκμ ζηδ πενίπηςζδ πμο ηα επίπεδα ημο mRNA ηδξ hCINAP ιεζχκμκηακ 

δναζηζηά (ζημ 5% ημο δείβιαημξ ακαθμνάξ) (Zhang et al., 2010). Σα CBs ζοκδέμκηαζ ιε 

ημ ζφιπθεβια ηςκ βμκζδίςκ ηδξ ζζηυκδξ ηαζ νοειίγμοκ ηδκ ιεηαβναθή ημοξ (Gall, 2001) 

ηαζ ςξ εη ημφημο ίζςξ δ hCINAP κα δζαδναιαηίγεζ έιιεζμ νυθμ ζηδ νφειζζδ ηδξ 

ιεηαβναθήξ ηδξ ζζηυκδξ.  

Δηηυξ αοημφ, δ ιείςζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ hCINAP έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδ ιείςζδ 

ηδξ αζςζζιυηδηαξ ηςκ ηοηηάνςκ, ιε αφλδζδ ηςκ απμπηςηζηχκ ηοηηάνςκ (Zhang et al., 

2010). 
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1.11 Οκόινγεο πξσηεΐλεο ηεο hCINAP ζε άιινπο νξγαληζκνύο 

Μέπνζ ζηζβιήξ έπμοκ ιεθεηδεεί μνευθμβα ηδξ hCINAP ζημ Saccharomyces 

cerevisiae (Fap7), ζημ Caenorhabditis elegans (cAK6) ηαζ ζηδ Drosophila melanogaster 

(dAK6).  

 

 

1.11.1 Ζ πξσηεΐλε Fap7  

Ζ ηαθφηενα παναηηδνζζιέκδ εκδμπονδκζηή δμιή είκαζ αοηή ημο πονδκίζημο, υπμο 

ηα βμκίδζα ημο νζαμζςιζημφ RNA (rRNA) ακηζβνάθμκηαζ ηαζ ημ πνυδνμιμ rRNA (pre-

rRNA) ηοβπάκεζ επελενβαζίαξ ηαζ ζοβηνμηείηαζ ζε νζαμζςιζηέξ οπμιμκάδεξ. 

΢ημκ πονδκίζημ, δ RNA πμθοιενάζδ I ιεηαβνάθεζ ημ πνυδνμιμ rRNA (pre-rRNA), 

ημ μπμίμ απμηεθείηαζ απυ ηα 18S, 25S/28S ηαζ 5.8S rRNA, υπςξ ηαζ ανηεηέξ εζςηενζηέξ 

ηαζ ελςηενζηέξ πενζμπέξ μζ μπμίεξ δεκ ηςδζημπμζμφκηαζ. Σμ pre-rRNA ηνμπμπμζείηαζ 

πδιζηά ηαζ δζαζπάηαζ απυ έκδμ- ηαζ ελς- κμοηθεάζεξ βζα ηδκ παναβςβή ημο χνζιμο 

rRNA. Αοηή δ δζαδζηαζία έπεζ ιεθεηδεεί εηηεκχξ ζημ ζαηπανμιφηδηα (Saccharomyces 

cerevisiae), υπμο ημ ανπζηυ 35S pre-rRNA δζαζπάηαζ ζηα ζδιεία Α0, Α1 ηαζ Α2, βζα κα 

δχζεζ ηα εκδζάιεζα 20S ηαζ 27SA2 pre-rRNA. Αοηά ηα αήιαηα δζάζπαζδξ επζηοβπάκμκηαζ 

ιε ηδ ιεζμθάαδζδ ηςκ ζοζηαηζηχκ ηδξ 80S ιζηνήξ οπμιμκάδαξ (SSU) 90S πνμ-

νζαμζςιάηςκ. Σμ 20S pre-rRNA, παηεηάνεηαζ ζηα 43S πνμ-νζαμζχιαηα ηαζ ελάβεηαζ ζημ 

ηοηηανυπθαζια, υπμο δζιεεοθζχκεηαζ απυ ημ Dim1 ηαζ ηοβπάκεζ επελενβαζίαξ ζηδ εέζδ 

D βζα κα δδιζμονβδεεί ημ χνζιμ 18S rRNA ηαζ ςξ εη ημφημο ηαζ ηδ 40S νζαμζςιζηή 

οπμιμκάδα (SSU) (Venema and Tollervey, 1999; Raue, 2004).  

΢ημ ζαηπανμιφηδηα, ημ ηεθζηυ ηοηηανμπθαζιαηζηυ αήια ζηδκ ςνίιακζδ ηςκ 40S 

νζαμζςιάηςκ πενζθαιαάκεζ ηδ δζάζπαζδ ημο 20S rRNA βζα ηδ δδιζμονβία ημο χνζιμο 3´ 

άηνμο ημο 18S rRNA. Πμθθαπθμί ζοιπθδνςιαηζημί πανάβμκηεξ ειπθέημκηαζ ζε αοηυ ημ 

ζηάδζμ, ιεηαθθάλεζξ ηςκ μπμίςκ μδδβμφκ ζηδ ζοζζχνεοζδ ημο 20S rRNA ζημ 

ηοηηανυπθαζια ηαζ ηδκ απμηοπία ηδξ δδιζμονβίαξ χνζιςκ ηαζ εκενβχκ νζαμζςιάηςκ 

(Peng et al., 2003).  

Έκαξ ηέημζμξ πανάβμκηαξ είκαζ δ Fap7, δ μπμία πενζέπεζ μιυθμβδ αθθδθμοπία 

ATPase ηαζ απμηεθεί ηδκ μιυθμβδ πνςηεΐκδ ηδξ hCINAP ζημ ζαηπανμιφηδηα. Ζ 

πνςηεΐκδ Fap7 είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ δζάζπαζδ ημο ζδιείμο D ζημ ηοηηανυπθαζια ηαζ 

υπζ ζε μπμζμδήπμηε άθθμ αήια ηδξ δζαδζηαζίαξ, δδθχκμκηαξ υηζ δζαδναιαηίγεζ νυθμ ζημ 

ηεθζηυ αήια ημο δζαπςνζζιμφ πμο μδδβεί ζηδκ χνζιδ 40S νζαμζςιζηή οπμιμκάδα (SSU) 

(Granneman et al., 2005). 
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Καηαζημθή ημο ιεηαβναθήιαημξ ηδξ Fap7, είπε ςξ απμηέθεζια ηδκ ζοζζχνεοζδ 

αζοκήεζζηα ρδθχκ επζπέδςκ ημο 20S pre-rRNA ζημ ηοηηανυπθαζια (20 θμνέξ 

ορδθυηενα). Δπμιέκςξ, δ Fap7, πζεακυκ κα ιδκ απμηεθεί δμιζηυ ζοζηαηζηυ ηςκ 43S πνμ-

νζαμζςιάηςκ, αθθά κα αθθδθεπζδνά πανμδζηά ιε αοηά ηα ζοιπθέβιαηα ιε ηδκ άιεζδ 

αθθδθεπίδναζδ ιε ηδκ Rps14, ιε ηδκ μπμία ανέεδηε κα αθθδθεπζδνά, ηαζ ίζςξ κα ηδκ 

ημπμεεηεί ζε άιεζδ επαθή ιε ημ ζδιείμ δζάζπαζδξ D (Granneman et al., 2005).  

Δπζπθέμκ, ιεηαθθάλεζξ πμο είπακ εζζαπεεί ζε ζοβηεηνζιέκα πνςηεσκζηά ηαηάθμζπα 

ηδξ Fap7, ζε παναηηδνζζηζηά ζοκηδνδιέκα ιμηίαα πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ οδνυθοζδ ημο 

ATP, Κ20R (Walker A) ηαζ D82AH84A (Walker B), έδεζλακ υηζ είκαζ ηνίζζια βζα ηδκ 

θεζημονβία ηδξ Fap7 ηαζ είκαζ απαναίηδηα βζα ηδκ δζαδζηαζία ημο 20S pre-rRNA in vivo 

(Granneman et al., 2005).  

Ζ Fap7, έπεζ επίζδξ εκμπμπμζδεεί βζα ηδκ ειπθμηή ηδξ ζηδ νφειζζδ ηδξ 

ιεηαβναθζηήξ απυηνζζδξ ιεηά απυ μλεζδςηζηυ ζηνεξ (Juhnke et al., 2000). Ζ ιεηαβναθζηή 

εκενβμπμίδζδ πμθθχκ βμκζδίςκ, ιεηά απυ μλεζδςηζηυ ζηνεξ, νοειίγεηαζ ηονίςξ απυ δομ 

ιεηαβναθζημφξ πανάβμκηεξ, ημκ Yap1 ηαζ Pos9 (Izawa et al., 1996; Stephen and Jamieson, 

1997; Charizanis et al., 1999a). Σμ βμκίδζμ ηδξ Fap7, ηαοημπμζήεδηε ςξ επζγχκ ηθχκμξ ιε 

ζδιεζαηή ιεηάθθαλδ ιεηά απυ ζάνςζδ ιεηαθθάλεςκ πμο ειπθέημκηακ ζηδκ 

εκενβμπμίδζδ ημο ζοζηήιαημξ ακαθμνάξ πμο ααζζγυηακ ζημ οανίδζμ ημο ιεηαβναθζημφ 

πανάβμκηα Gal4-Pos9, ιεηά απυ πνυηθδζδ μλεζδςηζημφ ζηνεξ. 

Ζ ζδιεζαηή ιεηάθθαλδ πμο εοεοκυηακ βζα ηδ ιδ εκενβμπμίδζδ αοημφ ημο 

ζοζηήιαημξ, ακηζζημζπμφζε ζηδ ιεηάθθαλδ Gly19→Ser, δ μπμία εκημπζγυηακ ζημ ιμηίαμ 

ATP/GTP (P-loop), ημ μπμίμ είκαζ ζοκηδνδιέκμ ζε υθεξ ηζξ αδεκοθζηέξ ηζκάζεξ. Δπζπθέμκ, 

δ ιεηάθθαλδ πνμζέδζδε ανβή ακάπηολδ ημο ηθχκμο, δδθχκμκηαξ υηζ ημ ζοβηεηνζιέκμ 

ηαηάθμζπμ είκαζ ζδιακηζηυ βζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηδξ Fap7 (Juhnke et al., 2000).  

Δπίζδξ, εζζήπεδηε ιεηάθθαλδ ζηδ εέζδ 21 ιε ιεηαηνμπή Ser21→Gly, βζα κα 

ιεθεηδεεί πςξ αοηή δ ιεηάθθαλδ επδνεάγεζ ηδκ εκενβυηδηα ηδξ πνςηεΐκδξ. Ζ βθοηίκδ ζε 

αοηή ηδ εέζδ είκαζ ζοκηδνδιέκδ ζημ ιμηίαμ P-loop ζε υθεξ ηζξ αδεκοθζηέξ ηζκάζεξ, ζε 

ακηίεεζδ ιε ηδκ Fap7, υπμο ζε αοηή ηδ εέζδ πανμοζζάγεηαζ ζενίκδ. Ο θαζκυηοπμξ πμο 

πανμοζζάζηδηε ήηακ πζμ ήπζμξ απυ αοηυκ ηδξ ιεηάθθαλδξ ζημ αιζκμλζηυ ηαηάθμζπμ ηδξ 

εέζδξ 19, πανμοζζάγμκηαξ υπζ ηυζμ έκημκδ ηαηαζημθή ηδξ ακάπηολδξ (Juhnke et al., 

2000). 

Σέθμξ, δζαβναθή ημο βμκζδίμο Fap7 ήηακ εκδζζβυκμξ βζα ηα ηφηηανα (Juhnke et al., 

2000), ηαζ ςξ εη ημφημο ζοιθςκμφζε ιε ηδκ παναηήνδζδ υηζ πμθθμί πανάβμκηεξ πμο 

ζοκδέμκηαζ ιε ηδ ιδπακή ιεηαβναθήξ είκαζ απαναίηδημζ βζα ηα ηφηηανα (Hampsey, 1998).  
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1.11.2 Ζ πξσηεΐλε ADLP 

Ζ πνςηεΐκδ ADLP απυ ημκ C. elegans, είκαζ ιζα πνςηεΐκδ 182 αιζκμλέςκ ιε 

άβκςζηδ θεζημονβία ηαζ πανμοζζάγεζ πενίπμο 40% μιμζυηδηα (ζε επίπεδμ αθθδθμοπίαξ)  

ιε ηδκ πνςηεΐκδ hCINAP, εκχ δ μιμθμβία ηδξ ιε ηζξ οπυθμζπεξ αδεκοθζηέξ ηζκάζεξ είκαζ 

παιδθυηενδ απυ ημ 20%. Αοηή δ πνςηεΐκδ πανμοζζάγεζ υπςξ ηαζ δ hCINAP, πονδκζηή 

εκδμηοηηάνζα ηαηακμιή ηαζ εκγοιζηή εκενβυηδηα αδεκοθζηήξ ηζκάζδξ, ιε ηα AMP ηαζ 

dAMP ηαζ ημ ζζηζιζηυ μλφ (shikimic acid) κα απμηεθμφκ ηα ηαθφηενα οπμζηνχιαηα 

απμδμπήξ ηδξ θςζθμνζηήξ μιάδαξ απυ ηδκ οδνυθοζδ ημο ATP, ημ μπμίμ ηνίεδηε ςξ ημ 

ηαθφηενμ ηνζκμοηθεμηίδζμ δυηδξ (Zhai et al., 2006).  

Μεηά απυ απμζζχπδζδ ημο βμκζδίμο ηδξ ADLP ιε RNAi, παναηδνήεδηε ανβή 

ακάπηολδ ηςκ ζημοθδηζχκ ζηδκ F1 βεκεά ηαζ επζπθέμκ ημ ιέβεεμξ ημοξ ήηακ ιζηνυηενμ 

ζοβηνζκυιεκμ ιε ηςκ ζημοθδηζχκ πμο δεκ έηοπακ απμζζχπδζδξ, ακ ηαζ δεκ πανμοζίαγακ 

δζαθμνά ζηδ ζφκεεζδ ηςκ ηιδιάηςκ ημοξ ή ζηδ ηίκδζδ ημοξ. Δπμιέκςξ ίζςξ δ ADLP κα 

δζαδναιαηίγεζ νυθμ ζημ ηοηηανζηυ πμθθαπθαζζαζιυ (Zhai et al., 2006).  

 

 

1.11.3 Ζ πξσηεΐλε DAK6 

Σμ cDNA ηδξ DAK6 ζηδ Drosophila, ηςδζημπμζεί ιζα πνςηεΐκδ 175 αιζκμλέςκ, πμο 

πανμοζζάγεζ 47.85% μιμζυηδηα ιε ηδκ ακενχπζκδ AK6 (hCINAP). Υαναηηδνζζιυξ ηδξ 

εκενβυηδηαξ αοηήξ ηδξ πνςηεΐκδξ, έδεζλε υηζ πανμοζζάγεζ εκενβυηδηα αδεκοθζηήξ ηζκάζδξ 

ηαζ ηα ηνζκμοηθεμηίδζα AMP ηαζ CMP (UMP ςξ έκα ααειυ) απμηεθμφζακ ηα πνμηζιδηέα 

οπμζηνχιαηα, ιε ημ ATP κα δνα ςξ μ ηαθφηενμξ δυηδξ θςζθυνμο. Ο εκδμηοηηάνζμξ 

εκημπζζιυξ ηδξ ήηακ ηονίςξ πονδκζηυξ (Meng et al., 2008).  

Ζ πνςηεΐκδ ΑΚ6 υπςξ πνμέηορε, πανμοζζάγεηαζ ςξ ζφιπθεβια δζιενμφξ ηαζ 

ιμκμιενμφξ ιμνθήξ, θυβς ηςκ ηνζχκ ηαηαθμίπςκ ηοζηεΐκδξ πμο οπάνπμοκ ζε αοηή (Ren 

et al., 2004). Δπεζδή δ DAK6 πενζέπεζ ηέζζενα ηαηάθμζπα ηοζηεΐκδξ, απυ ηα μπμία ηα δφμ 

(Cys49 ηαζ Cys77) είκαζ ζοκηδνδιέκα ζηδκ μζημβέκεζα ηδξ AK6, πζεακυκ κα δδιζμονβεί 

δζιενή ή πμθοιενή θυβς ημο ζπδιαηζζιμφ δζζμοθθζδζηχκ δεζιχκ ιεηαλφ ηςκ ιμνίςκ. Σα 

απμηεθέζιαηα ηδξ πνςιαημβναθίαξ ιμνζαηήξ δζήεδζδξ έδεζλακ υηζ δ DAK6 

πανμοζζάγεηαζ οπυ ιμνθή δζιενμφξ ηαζ ιμκμιενμφξ (Meng et al., 2008).  
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1.12 ΢ηόρνη δηδαθηνξηθήο έξεπλαο 

Ζ πανμφζα δζδαηημνζηή ενβαζία είπε ςξ ζηυπμ, ιε ζοκδοαζιυ ηεπκζηχκ ιμνζαηήξ 

ηαζ ηοηηανζηήξ αζμθμβίαξ, αζμπδιείαξ ηαζ βεκεηζηήξ, ημκ πθήνδ δμιζηυ ηαζ θεζημονβζηυ 

παναηηδνζζιυ ηδξ κέαξ ακενχπζκδξ πονδκζηήξ πνςηεΐκδξ, ηδξ hCINAP (human Coilin 

Interacting Nuclear ATPase Protein).  

Ζ πνςηεΐκδ αοηή είπε ηαοημπμζδεεί απυ πνμδβμφιεκδ ιεθέηδ, πμο ζηυπμ είπε ηδκ 

εφνεζδ πνςηεσκχκ πμο αθθδθεπζδνμφκ ιε ηδκ πνςηεΐκδ coilin, πμο εκημπίγεηαζ ζηα 

ζςιαηίδζα Cajal (CBs). Ζ πνςηεΐκδ αοηή μκμιάζηδηε ζοκημιμβναθζηά hCINAP ηαζ 

παναηηδνίζηδηε ιενζηχξ (οπμηεθάθαζμ 1.10). Σμ βεβμκυξ υηζ δ hCINAP πανμοζζάγεηαζ 

ζοκηδνδιέκδ ζε υθμ ημ θάζια ημο εοηανοςηζημφ θοθμβεκεηζημφ δέκηνμο (εδθαζηζηά, 

θοηά ηαζ γοιμιφηδηα), εηθνάγεηαζ ζε έκα ιεβάθμ ανζειυ ακενχπζκςκ ζζηχκ, 

αθθδθεπζδνά ιε ηδκ πνςηεΐκδ coilin πμο ζοιιεηέπεζ ζε ιζα ελεθζηηζηά ζοκηδνδιέκδ δμιή 

-ημ ζςιαηίδζμ Cajal- ηαζ ιάθζζηα δ αθθδθεπίδναζδ ημοξ έπεζ δοκαιζηή ιμνθή, αθμφ 

οπενέηθναζδ ηδξ hCINAP έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδ ζδιακηζηή ιείςζδ ημο ανζειμφ ηςκ 

CBs ακά πονήκα, δδθχκεζ υηζ δ θεζημονβία πμο πναβιαημπμζεί δ hCINAP ίζςξ κα είκαζ 

ζδιακηζηή ζημκ πονήκα ημο ηοηηάνμο.  

Δπζπθέμκ, δ πνςηεΐκδ αοηή δεκ πανμοζζάγεζ ορδθή μιμζυηδηα ιε ηαιία άθθδ 

βκςζηή πνςηεΐκδ αθθά πενζέπεζ παναηηδνζζηζηυ ιμηίαμ πνυζδεζδξ ηνζθςζθμνζημφ 

κμοηθεμηζδίμο (ATP ή GTP) ηφπμο P-loop, πανυιμζμ ιε αοηυ πμο πανμοζζάγεηαζ ζηδκ 

μζημβέκεζα ηςκ αδεκοθζηχκ ηζκαζχκ (Santama et al., 2005). ΢ε ζοιθςκία ιε ηδκ 

πνυαθερδ αοηή δείπεδηε υηζ έπεζ δμιή αδεκοθζηήξ ηζκάζδξ (ΑΚ) (Ren et al., 2005) ηαζ 

πανμοζζάγεζ εκγοιζηή εκενβυηδηα ηυζμ AK (Ren et al., 2005) υζμ ηαζ ATPάζδξ (Santama 

et al., 2005). Έπεζ πνμηφρεζ (Drakou et al., in review) υηζ ιπμνεί κα δνα ιε αθθαβή 

δζαιυνθςζδξ, είηε ςξ ΑΚ, είηε ςξ ATPάζδ, δδθχκμκηαξ ηδ ζδιακηζηυηδηα πμο ιπμνεί κα 

ηαηέπεζ ζημκ ιεηααμθζζιυ ημο πονήκα, δζαδναιαηίγμκηαξ εκδεπμιέκςξ ακελάνηδηεξ 

θεζημονβίεξ.  

Σα CBs, ζφιθςκα ιε πνυζθαηεξ ιεθέηεξ, ειπθέημκηαζ ζε πμθθέξ δζαθμνεηζηέξ 

θεζημονβίεξ πένα απυ ηδκ ήδδ βκςζηή θεζημονβία πμο επζηεθμφκ ζηδκ ςνίιακζδ ηςκ 

snRNPs ηαζ snoRNPs, υπςξ ηδκ αζμζφκεεζδ ηςκ ζζημκχκ, ηδκ πνυμδμ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο, ζηα ιμκμπάηζα επζδζυνεςζδξ ημο DNA ηαζ απυηνζζδξ ζημ ηοηηανζηυ ζηνεξ ηαζ 

επζπθέμκ ζφκδεζδξ ημοξ ιε πθδεχνα κεονμεηθοθζζηζηχκ αζεεκεζχκ. Δπμιέκςξ εα ήηακ 

εκδζαθένμοζα δ πνμζπάεεζα ζφκδεζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP, ιε ηάπμζμ απυ αοηά ηα 

εκδεπυιεκα θεζημονβζηά ιμκμπάηζα ηαζ εφνεζδ ημο αζμθμβζημφ νυθμο πμο επζηεθεί ζημ 

ηφηηανμ.  
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Με αάζδ ηδκ οθζζηάιεκδ βκχζδ, δ δζδαηημνζηή ιμο δζαηνζαή είπε ςξ ηεκηνζηυ 

ζηυπμ ημκ πεναζηένς παναηηδνζζιυ ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP, βζα ηδκ πζεακή ηαηακυδζδ 

ημο αζμθμβζημφ νυθμο πμο επζηεθεί ζημκ εοηανοςηζηυ πονήκα ηαζ ηα πεζνάιαηα 

μνβακχεδηακ βφνς απυ ημοξ πζμ ηάης εζδζημφξ ζηυπμοξ:  

 

Α) Γνκηθόο ραξαθηεξηζκόο 

Πνμζπάεεζα ηνοζηάθθςζδξ ηαζ επίθοζδξ πνςηεσκζηήξ δμιήξ ηδξ hCINAP ιε 

πνςηεσκζηή ηνοζηαθθμβναθία αηηίκςκ-Υ. Ζ πεζναιαηζηή αοηή πνμζέββζζδ 

εβηαηαθήθεδηε απυ ιέκα, ιεηά απυ δδιμζίεοζδ ηδξ δμιήξ ηδξ hCINAP απυ ημκ Ren ηαζ 

ημοξ ζοκενβάηεξ ημο (Ren et al., 2005). (Οζ πεζναιαηζηέξ δζαδζηαζίεξ, μζ ζοκεήηεξ 

ηνοζηάθθςζδξ πμο δμηζιάζηδηακ, ηαεχξ ηαζ εκ ιένεζ απμηεθέζιαηα πμο πνμέηορακ, 

παναηίεεκηαζ ζοκμπηζηά ζημ Πανάνηδια ΗΗ).  

΢οκεπίζηδηε δ πνμζπάεεζα ζοκηνοζηάθθςζδξ ιε οπμζηνχιαηα απυ ημκ ενεοκδηζηυ 

ιαξ ζοκενβάηδ Γνα ΢πφνμ Εςβνάθμ (Δνβαζηήνζμ Φανιαηεοηζηήξ ηαζ Ονβακζηήξ 

Υδιείαξ, Δεκζηυ Ίδνοια Δνεοκχκ Δθθάδαξ) ηαζ ηα απμηεθέζιαηα αοηά πανμοζζάγμκηαζ 

ζηδκ ενβαζία ιαξ Drakou et al. (in review).  

 

Β) Λεηηνπξγηθόο ραξαθηεξηζκόο 

1. Σδκ ακάθοζδ ημο ημπζημφ πνμηφπμο έηθναζδξ ημο ιεηαβναθήιαημξ ηδξ hCINAP 

2. Δπζαεααίςζδ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ ηςκ πνςηεσκχκ hCINAP ηαζ coilin ηαζ 

παναηηδνζζιυξ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ αοηήξ, ιε πανημβνάθδζδ ηςκ πενζμπχκ 

αθθδθεπίδναζδξ ημοξ.  

3. Γζενεφκδζδ κέςκ αθθδθεπζδνςζχκ πνςηεσκχκ ιε ηδκ hCINAP.  

4. Καηαζημθή ημο ιεηαβναθήιαημξ ηδξ hCINAP (RNAi) ηαζ ακάθοζδ ηςκ επζπηχζεςκ.  

5. Καηαζηεοή ηαζ πνήζδ ζηαεενάξ ιεηαζπδιαηζζιέκδξ ηοηηανμζεζνάξ HeLa
GFP-hCINAP 

ζε 

in vivo πεζνάιαηα:  

α) ακάθοζδ ημο πνςηεσκζημφ ηφηθμο γςήξ ηδξ ιε αζκηεμζημπία πναβιαηζημφ πνυκμο. 

α) ιεθέηδ ηδξ εκδμηοηηάνζαξ ηαηακμιήξ ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP ιεηά απυ 

πεζναιαηζημφξ πεζνζζιμφξ πμο πνμάβμοκ ηδκ ιεηαβναθζηή ηαηαζημθή, αθάαδ ημο 

DNA ηαζ οπενςζιςηζηυ ζηνεξ.  

6. ΢ημπεοιέκδ ζδιεζαηή ιεηαθθαλμβέκεζδ ηνίζζιςκ αιζκμλέςκ ηδξ hCINAP ηαζ ιεθέηδ 

ηδξ έηθναζδξ ημοξ ζε ηφηηανα HeLa.  
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1.13 Γνκή ηεο παξνύζαο δηδαθηνξηθήο Γηαηξηβήο 

Ζ πανμφζα δζδαηημνζηή Γζαηνζαή απμηεθείηαζ απυ πέκηε Κεθάθαζα ηαζ δφμ 

Πανανηήιαηα υπμο ζημ ηαεέκα παναηίεεκηαζ δζαθμνεηζηά δεδμιέκα πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ημ 

ακηζηείιεκμ ηδξ ενβαζίαξ. 

 Σμ Κεθάθαζμ 1 (Δζζαβςβή) απμηεθεί ημ εεςνδηζηυ οπυααενμ ηδξ υθδξ ενβαζίαξ ηαζ ζε 

αοηυ παναηίεεκηαζ ααζζηέξ πθδνμθμνίεξ ααζζζιέκεξ είηε ζηδκ οπάνπμοζα δζεεκή 

αζαθζμβναθία, είηε ζε αδδιμζίεοηα δζηά ιαξ πεζναιαηζηά δεδμιέκα, πμο ζημζπεζμεεημφκ 

ημ επζζηδιμκζηυ οπυααενμ πάκς ζημ μπμίμ ζηδνίγεηαζ μ ζπεδζαζιυξ ηδξ πανμφζαξ 

δζδαηημνζηήξ ένεοκαξ.  

 ΢ημ Κεθάθαζμ 2 (Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ), πανμοζζάγεηαζ δ πεζναιαηζηή πνμζέββζζδ ηδξ 

δζδαηημνζηήξ ενβαζίαξ ηαζ πενζθαιαάκμκηαζ ακαθοηζηά μζ δζάθμνεξ ηεπκζηέξ ηαζ ηα 

δζάθμνα πνςηυημθθα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδ δζεηπεναίςζδ ηςκ πεζναιάηςκ πμο 

πενζβνάθμκηαζ ζηδ Γζαηνζαή. 

 ΢ημ Κεθάθαζμ 3 (Απμηεθέζιαηα), παναηίεεκηαζ ακαθοηζηά ηα απμηεθέζιαηα πμο 

θήθεδηακ απυ ηδ ηάεε πεζναιαηζηή πμνεία πμο αημθμοεήεδηε, πθαζζζςιέκα απυ ηα 

ακηίζημζπα ζπήιαηα ιε αάζδ ηα μπμία ελάπεδηακ ηα απμηεθέζιαηα ηςκ επζιένμοξ 

πεζναιάηςκ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ενεοκδηζηήξ ενβαζίαξ, ηα μπμία ενιδκεφμκηαζ ηαζ 

ζογδημφκηαζ.  

 ΢ημ ηεθάθαζμ 4 (΢ογήηδζδ), πνμηείκμκηαζ ηα ζοκμθζηά ζοιπενάζιαηα πμο ελάπεδηακ 

απυ ηδκ επελενβαζία ηςκ πνςημβεκχκ απμηεθεζιάηςκ ηαζ ζογδημφκηαζ ιέζα ζημ 

πθαίζζμ ηδξ δζεεκμφξ αζαθζμβναθίαξ. Δπίζδξ ζογδημφκηαζ ιεθθμκηζημί ζηυπμζ ηαζ 

πνμμπηζηέξ ηδξ πανμφζαξ δζδαηημνζηήξ δζαηνζαήξ.  

 Σμ Κεθάθαζμ 5 (Βζαθζμβναθία) πενζθαιαάκεζ ακαθοηζηυ ηαηάθμβμ ημο ζοκυθμο ηδξ 

δζεεκμφξ αζαθζμβναθίαξ πμο πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδ ζοββναθή ηδξ πανμφζαξ 

Γζαηνζαήξ. 

 Σμ Πανάνηδια Η, πενζέπεζ επζπνυζεεηα ζπήιαηα ηαζ πίκαηεξ ηαζ ζοιπθδνςιαηζηά 

ζημζπεία πμο ζοκμδεφμοκ ημ ηεθάθαζμ ηςκ Απμηεθεζιάηςκ. 

 Σμ Πανάνηδια ΗΗ, πενζέπεζ ζοκμπηζηά ηδκ πεζναιαηζηή ιεεμδμθμβία ηαζ ηζξ ζοκεήηεξ 

πμο δμηζιάζηδηακ ηαηά ηδκ πνμζπάεεζα ηνοζηάθθςζδξ ηδξ hCINAP.  
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Σα απμηεθέζιαηα ηδξ πανμφζαξ δζδαηημνζηήξ δζαηνζαήξ δδιμζζεφμκηαζ ζηα αηυθμοεα 

άνενα (επζζοκάπημκηαζ ζημ Πανάνηδια ΗΗI): 

1. Santama, N., Ogg, S.C., Malekkou, A., Zographos, S.E., Weis, K. and Lamond AI. 

(2005). Characterization of hCINAP, a novel coilin-interacting protein encoded by a 

transcript from the transcription factor TAFIID32 locus. J. Biol. Chem. 280: 36429-

36441.  

2. Malekkou, Α., Lederer, C.W., Lamond, A.I. and Santama, N. (2010). The nuclear 

ATPase/adenylate kinase hCINAP is recruited to perinucleolar caps generated upon 

RNA pol.II inhibition. FEBS Letters. 584: 4559-4564.  

3. Drakou, C.E., Malekkou, A., Hayes, J.M., Lederer, C.W., Leonidas, D.D., 

Oikonomakos, N.G., Lamond, A.I., Santama, N. and Zographos, S.E. hCINAP is an 

atypical mammalian nuclear adenylate kinase with ATPase motif: structural and 

functional studies. (in review). 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 2 

 

2. ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

2.1 Μέζνδνη Μνξηαθήο Βηνινγίαο 

 

2.1.1 ΢ην ζαθραξνκύθεηα  

 

2.1.1.1 ΢ηειέρε ζαθραξνκύθεηα Saccharomyces cerevisiae θαη πιαζκίδηα πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

 

 

΢ηέιερνο 

ζαθραξνκύθεηα 

S. cerevisiae 

Γνλόηππνο Γνλίδηα 

αλαθνξάο 

Μάξηπξεο 

κεηαζρεκαηηζκνύ 

AH109 MATª, trp1-901, leu 2-3, 112, 

ura3-52, his3-200, gal4Δ, gal80Δ, 

LYS2::  GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3, 

MEL1 

GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, 

URA3:: MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ 

HIS3, 

ADE2, 

lacZ, 

MEL1 

trp1, leu2 

Y187 MATα, ura3-52, his3-200, ade2-

101, trp1-901, leu 2-3, 112, gal4Δ, 

met, gal80Δ, URA3::GAL1UAS-

GAL1TATA-lacZ, MEL1  

lacZ, 

MEL1 

trp1, leu2 

 

 
Πίλαθαο 2.1: ΢ηειέρε ζαθραξνκύθεηα S. cerevisiae πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ παξνύζα 

εξγαζία. 

 

 

 

 
Πίλαθαο 2.2: Πιαζκηδηαθνί θνξείο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζην ζύζηεκα ησλ δπν πβξηδίσλ. 

 

Πιαζκηδηαθνί  

Φνξείο (Clontech) 

Πεξηγξαθή Δπηινγή ζε 

ζξεπηηθό 

πιηθό SD 

Μέγεζνο 

kb 

pACT2  GAL4(768-881) AD, LEU2, amp
r
, 

επζηυπζμ HA  

-Leu 8.1 

pAS2-1  GAL4(1-147) DNA-BD, TRP1, 

amp
r
, CYH

s
2 

-Trp 8.4 

pGBKT7-53 Murine p53(72-390) in pGBKT7, 

TRP1,  kan
r
 

-Trp  8.3 

pGADT7-T SV40 large T-antigen(84-708) in 

pGADT7, LEU2, amp
r
 

-Leu 10.0 

pTD1-1 SV40 large T-antigen(84-708)  in 

pACT2, LEU2, amp
r
 

-Leu ~10.0 
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2.1.1.2 Δπηιεθηηθά ζξεπηηθά πιηθά γηα θαιιηέξγεηεο ζαθραξνκύθεηα 

1. Τγξό ζξεπηηθό πιηθό YPD: 20 g/L πεπηυκδ (Difco), 10 g/L εηπφθζζια γφιδξ (Difco), 

2% (w/v) βθοηυγδ, pH 6.5. 

2. ΢ηεξεό ζξεπηηθό πιηθό YPD:  20 g/L πεπηυκδ, 10 g/L εηπφθζζια γφιδξ, 2% (w/v) 

βθοηυγδ, 20 g/L άβαν (Difco), pH 6.5. 

3. Τγξό ζξεπηηθό πιηθό YPDA: 20 g/L πεπηυκδ, 10 g/L εηπφθζζια γφιδξ, 2% (w/v) 

βθοηυγδ, 0.003% (w/v) adenine hemisulfate, pH 6.5. 

4. ΢ηεξεό ζξεπηηθό πιηθό YPDA: 20 g/L πεπηυκδ, 10 g/L εηπφθζζια γφιδξ, 2% (w/v) 

βθοηυγδ, 0.003% (w/v) adenine hemisulfate, 20 g/L άβαν, pH 6.5. 

5. Δπηιεθηηθό ζξεπηηθό πιηθό SD (synthetic dropout): 6.7 g/L αγςημφπεξ αάζεζξ 

ζαηπανμιφηδηα πςνίξ αιζκμλέα (Yeast Nitrogen Base, Difco), 100 ml/L  απυ ημ 10Υ 

ενεπηζηυ οθζηυ πμο απμοζζάγμοκ ζοβηεηνζιέκα αιζκμλέα (Dropout Solution, DO), 2% 

(w/v) βθοηυγδ ηαζ 20 g/L άβαν ζε πενίπηςζδ ζηενεμφ ενεπηζημφ οθζημφ.  

 

 

Ακηλνμέα 

(Sigma) 

΢πγθέληξσζε 

10X  

mg/L 

L-Αδεκίκδ hemisulfate 200 

L-Ανβζκίκδ HCl 200 

L-Ηζηζδίκδ HCl monohydrate 200 

L-Ηζμθεοηίκδ 300 

L-Λεοηίκδ 1000 

L-Λοζίκδ HCl  300 

L-Μεεεζμκίκδ  200 

L-Φαζκοθαθακίκδ 500 

L-Θνεμκίκδ 2000 

L-Σνοπνμθάκδ 200 

L-Σονμζίκδ 300 

L-Οοναηίθδ 200 

L-Βαθίκδ 1500 

 

Πίλαθαο 2.3: Ακηλνμέα πνπ πεξηέρνληαη ζηα δηάθνξα επηιεθηηθά κέζα. 
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Ζ επζθμβή ηςκ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ηοηηάνςκ ζαηπανμιφηδηα ιε πθαζιίδζα πμο 

πνμζδίδμοκ αολμηνμθία ζε ζοβηεηνζιέκα αιζκμλέα βίκεηαζ ιε πνήζδ επζθεηηζηχκ 

ενεπηζηχκ οθζηχκ απυ ηα μπμία απμοζζάγμοκ ηα ζοβηεηνζιέκα αιζκμλέα. ΢ηδκ πανμφζα 

ενβαζία παναζηεοάζηδηακ ηα ενεπηζηά οθζηά απυ ηα μπμία απμοζίαγακ: 

1. δ θεοηίκδ (SD,-Leu). 

2. δ ηνοπημθάκδ (SD,-Trp). 

3. δ ηνοπημθάκδ ηαζ δ θεοηίκδ (SD,-Trp/-Leu).  

4. δ ηνοπημθάκδ, δ θεοηίκδ ηαζ δ ζζηζδίκδ (SD,-Trp/-Leu/-His). 

5. δ ηνοπημθάκδ, δ θεοηίκδ, δ ζζηζδίκδ ηαζ δ αδεκίκδ (SD,-Trp/-Leu/-His/-Ade). 

 

 

2.1.1.3 Καιιηέξγεηα θαη ρεηξηζκόο ζηειερώλ ζαθραξνκύθεηα:   

 

2.1.1.3.1 Καηάςπμε ζηειερώλ ζαθραξνκύθεηα 

Σα ζηεθέπδ ημο ζαηπανμιφηδηα δζαηδνμφκηαζ έπ’ άπεζνμκ ζημοξ -80 
o
C ζε οβνυ 

ενεπηζηυ οθζηυ YPD ζηδκ πανμοζία 25% (v/v) βθοηενυθδξ. Γζα ηα ιεηαζπδιαηζζιέκα 

ζηεθέπδ είκαζ ηαθφηενμ κα βίκεηαζ δ θφθαλδ ημοξ ζημ ηαηάθθδθμ επζθεηηζηυ ενεπηζηυ 

οθζηυ SD, χζηε κα δζαηδνδεεί δ επζθμβή ημο πθαζιζδίμο. 

 

Τιηθά: 

1. Απμζηεζνςιέκεξ εζδζηέξ θααίδεξ ιίαξ πνήζδξ (loops). 

2. Σνοαθίμ ιε ακαπηοβιέκεξ απμζηίεξ ζαηπανμιφηδηα. 

3. Απμζηεζνςιέκδ 50% (v/v) βθοηενυθδ. 

4. Θνεπηζηυ οθζηυ YPD ή ηαηάθθδθμ επζθεηηζηυ ενεπηζηυ οθζηυ SD. 

5. Απμζηεζνςιέκμζ ζςθήκεξ Eppendorf ηςκ 1.5 ml.  

 

Μέζνδνο: 

1. Λαιαάκεηαζ ιε απμζηεζνςιέκδ εζδζηή θααίδα απυ έκα ηνοαθίμ, ιζα απμιμκςιέκδ 

απμζηία. 

2. Σα ηφηηανα ηδξ απμζηίαξ επακαδζαζπείνμκηαζ ζε 500 ιl ενεπηζημφ οθζημφ YPD ή 

ηαηάθθδθμο επζθεηηζημφ ενεπηζημφ οθζημφ SD πμο πενζέπμκηαζ ζε απμζηεζνςιέκμ 

ζςθήκα Eppendorf ηςκ 1.5 ml. 

3. Πνμζηίεεκηαζ 500 ιl 50% (v/v) απμζηεζνςιέκδξ βθοηενυθδξ (ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 

25%). Ο ζςθήκαξ ακαδεφεηαζ ηαθά ηαζ θοθάβεηαζ ζε ροηηζηυ εάθαιμ -80 
o
C. 
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2.1.1.3.2 Αλάθηεζε θαηεςπγκέλσλ θπηηάξσλ ζαθραξνκύθεηα 

 

Τιηθά: 

1. Γθοηενυθδ απυ ηαηεροβιέκα ζηεθέπδ ζαηπανμιφηδηα. 

2. Σνοαθία ιε ζηενευ ενεπηζηυ οθζηυ YPD ή ηαηάθθδθμ επζθεηηζηυ ενεπηζηυ οθζηυ SD. 

3. Απμζηεζνςιέκεξ εζδζηέξ θααίδεξ ιίαξ πνήζδξ (loops). 

 

Μέζνδνο: 

1. Μζηνή πμζυηδηα βθοηενυθδξ απυ ηαηεροβιέκα ηφηηανα ζαηπανμιφηδηα θαιαάκεηαζ 

ιε ηδ αμήεεζα εζδζηήξ θααίδαξ ηαζ δζαζπείνεηαζ ζε ηνοαθία ιε ζηενευ ενεπηζηυ οθζηυ 

YPD ή ηαηάθθδθμ επζθεηηζηυ ενεπηζηυ οθζηυ SD. 

2. Σα ηνοαθία επςάγμκηαζ ζημοξ 30 
μ
C έςξ υημο κα δζαηνζεμφκ απμζηίεξ δζαιέηνμο 2 mm 

(2-5 ιένεξ). 

3. Σέθμξ ηα ηνοαθία ηθείκμκηαζ ιε θφθθμ παναθίκδξ ηαζ απμεδηεφμκηαζ ζημοξ 4 
μ
C ιέπνζ  

2 ιήκεξ. 

 

 

2.1.1.3.3 Καιιηέξγεηεο ζαθραξνκύθεηα 

 

Τιηθά: 

1. Σνοαθίμ ιε θνέζηεξ απμζηίεξ. 

2. Απμζηεζνςιέκεξ εζδζηέξ θααίδεξ ιίαξ πνήζδξ (loops). 

3. Θνεπηζηυ οθζηυ YPD ή ηαηάθθδθμ επζθεηηζηυ ενεπηζηυ οθζηυ SD. 

 

Μέζνδνο: 

1. Υνδζζιμπμζείηαζ θνέζηζα απμζηία (δζαιέηνμο 2-3 mm) απυ ηνοαθίμ  (< 2 ιήκεξ) βζα 

ειαμθζαζιυ 5 ml ενεπηζημφ οθζημφ.  

2. Σα ηφηηανα δζαζπείνμκηαζ ζημ ενεπηζηυ οθζηυ ιε πνήζδ voltex βζα 1 min. 

3. Οζ ηαθθζένβεζεξ επςάγμκηαζ ζημοξ 30 ºC οπυ ζοκεπή ακάδεοζδ ζηζξ 230-270 rpm βζα 

16-18 h. Γζα ηα πενζζζυηενα ζηεθέπδ αοηυ εα δχζεζ ηαθθζένβεζα ζε θάζδ πθαηχ (OD 

> 1.5). 

4. ΢ε πενίπηςζδ πμο απαζηείηαζ ηαθθζένβεζα ζε εηεεηζηή θάζδ, ειαμθζάγεηαζ ηαζκμφνβζα 

ηαθθζένβεζα ιε πνμζεήηδ ιένμοξ ηδξ ανπζηήξ ηαθθζένβεζαξ ζε ηαζκμφνβζμ ενεπηζηυ 

οθζηυ έηζζ χζηε δ μπηζηή ποηκυηδηα κα είκαζ OD600 = 0.2-0.3. ΢ηδ ζοκέπεζα επςάγεηαζ 
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ζημοξ 30 ºC οπυ ζοκεπή ακάδεοζδ ζηζξ 230-250 rpm βζα 3-5 h. Γζα ηα πενζζζυηενα 

ζηεθέπδ αοηυ εα δχζεζ ηαθθζένβεζα ζε εηεεηζηή θάζδ ιε OD ~ 0.4-0.6. 

 

 

2.1.1.4 Μεηαζρεκαηηζκόο ζε ζαθραξνκύθεηα κηθξήο θιίκαθαο 

Ο ιεηαζπδιαηζζιυξ ζε ζαηπανμιφηδηα έβζκε ιε πνήζδ ηδξ ιεευδμο ημο μλζημφ 

θζείμο αάζεζ ημο πνςημηυθθμο ηςκ Gietz and Woods, (2002) ιε ηδκ μπμία θαιαάκμκηαζ 

10
5 

ιεηαζπδιαηζζιέκα ηφηηανα γφιδξ/ιg πθαζιζδζαημφ DNA. 

 

Τιηθά: 

1. YPAD ή ημ ηαηάθθδθμ επζθεηηζηυ οβνυ ενεπηζηυ οθζηυ SD. 

2. Σνοαθία ιε ηαηάθθδθμ επζθεηηζηυ ζηενευ ενεπηζηυ οθζηυ SD. 

3. Απμζηεζνςιέκμ νοειζζηζηυ δζάθοια 10Υ ΣΔ: 100 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 

7.5. 

4. Απμζηεζνςιέκμ δζάθοια 10Υ LiAc: 1M μλζηυ θίεζμ (Sigma) pH 7.5 

5. 50% (w/v) PEG 4000 (Fluca). 

6. 100% DMSO (Sigma). 

7. Απμζηεζνςιέκμ δζάθοια PEG/LiAc (εημζιάγεηαζ πάκηα θνέζημ πνζκ κα 

πνδζζιμπμζδεεί).  

 

8. 2 mg/ml ιμκήξ έθζηαξ ιεηαθμνέαξ DNA (single stand-carrier DNA) ζε νοειζζηζηυ 

δζάθοια ΣΔ. Ο ιεηαθμνέαξ αοηυξ είκαζ ορδθμφ ιμνζαημφ αάνμοξ DNA ηαζ πζμ 

ζοβηεηνζιέκα άθαξ καηνίμο ημο δεμλονζαμκμοηθεσημφ μλέμξ ηφπμο III απυ υνπεζξ 

ζμθςιμφ (Deoxyribonucleic acid sodium salt type III from salmon testes) (Sigma). 

Πνζκ ηδκ πνήζδ απμδζαηάζζεηαζ ιε ανάζζιμ βζα 20 min ηαζ έπεζηα ρφλδ ζε πάβμ.  

9. Καηάθθδθμ πθαζιζδζαηυ DNA. 

10. Καηάθθδθμ ζηέθεπμξ ζαηπανμιφηδηα βζα παναζηεοή δεηηζηχκ ηοηηάνςκ. 

11. Απμζηεζνςιέκα βοάθζκα ζθαζνίδζα βζα δζαζπμνά ηςκ ηοηηάνςκ ζηα ηνοαθία.  

 

 

 

Αληηδξαζηήξηα Σειηθή ζπγθέληξσζε αλά αληίδξαζε  

PEG 4000 50% (w/v) 40% (w/v) 

10X LiAc 1X 

10X TE 1X 
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Μέζνδνο: 

 

2.1.1.4.1 Παξαζθεπή δεθηηθώλ θπηηάξσλ ζαθραξνκύθεηα 

1. Διαμθζάγμκηαζ ζε 1 ml ενεπηζημφ οθζημφ YPAD ή ηαηάθθδθμο επζθεηηζημφ ενεπηζημφ 

οθζημφ SD, 2-3 απμζηίεξ (δζάιεηνμ 2-3 mm) απυ ημ ηαηάθθδθμ ζηέθεπμξ (ΑΖ109, 

Τ187 ή Y190) ηαζ ηα ηφηηανα δζαζπείνμκηαζ ζημ ενεπηζηυ οθζηυ ιε πνήζδ voltex βζα 5 

min. 

2. ΢ηδ ζοκέπεζα ημ 1 ml ιεηαθένεηαζ ζε ηςκζηή θζάθδ πμο πενζέπεζ 50 ml ηαηάθθδθμο 

ενεπηζημφ οθζημφ ηαζ επςάγεηαζ ζημοξ 30 ºC οπυ ζοκεπή ακάδεοζδ ζηζξ 250 rpm βζα 

16-18 h (OD > 1.5). 

3. Σδκ επυιεκδ ιένα, ιεηαθένμκηαζ 30 ml ηδξ ανπζηήξ ηαθθζένβεζαξ ζε ηςκζηή θζάθδ 

πμο πενζέπεζ 300 ml ενεπηζημφ οθζημφ YPD ηαζ δ ηαθθζένβεζα θςημιεηνείηαζ ζηα 600 

nm. Ζ ηζιή ηδξ μπηζηήξ ποηκυηδηαξ εα πνέπεζ κα είκαζ ίζδ ιε 0.2-0.3 (OD600 = 0.2-

0.3). ΢ηδ πενίπηςζδ πμο δεκ είκαζ, πνμζηίεεηαζ επζπθέμκ πμζυηδηα ανπζηήξ 

ηαθθζένβεζαξ, χζηε κα βίκεζ.  

4. Ζ ηαθθζένβεζα αοηή επςάγεηαζ ζημοξ 30 ºC οπυ ζοκεπή ακάδεοζδ (230 rpm) βζα 3 h. 

΢ε αοηυ ημ ζδιείμ δ μπηζηή ποηκυηδηα εα πνέπεζ κα είκαζ 0.4-0.6. 

5. Σα ηφηηανα ζηδ ζοκέπεζα θοβμηεκηνμφκηαζ ζηα 1000 g βζα 5 min ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο.  

6. Σμ οπενηείιεκμ απμιαηνφκεηαζ ηαζ ηα ηφηηανα επακαδζαζπείνμκηαζ ζε 25 ml 

απμζηεζνςιέκμο ddH2O. 

7. Αημθμοεεί θοβμηέκηνδζδ ζηα 1000 g βζα 5 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο.  

8. Σμ οπενηείιεκμ απμιαηνφκεηαζ ηαζ ηα ηφηηανα επακαδζαζπείνμκηαζ ζε 1.5 ml 

θνέζημο απμζηεζνςιέκμο δζαθφιαημξ 1Υ ΣΔ/1Υ LiAc.  

9. Με ηα ηφηηανα αοηά ιπμνμφκ κα πναβιαημπμζδεμφκ 15 ιζηνήξ ηθίιαηαξ ακηζδνάζεζξ 

ιεηαζπδιαηζζιμφ. 

 

 

2.1.1.4.2 Μεηαζρεκαηηζκόο δεθηηθώλ θπηηάξσλ ζαθραξνκύθεηα 

1. Γζα ηάεε ακηίδναζδ ιεηαζπδιαηζζιμφ πμο εα πναβιαημπμζδεεί ημπμεεημφκηαζ ζε 

απμζηεζνςιέκμ ζςθήκα eppendorf ηςκ 1.5 ml, 100 ιg πθαζιζδζαημφ DNA ηαζ 100 mg  

herring testes DNA ηαζ ακαιεζβκφμκηαζ.  

2. ΢ηδ ζοκέπεζα ζημκ ηάεε ζςθήκα πνμζηίεεκηαζ 100 ιl δεηηζηχκ ηοηηάνςκ 

ζαηπανμιφηδηα πμο έπμοκ παναζηεοαζεεί πνμδβμοιέκςξ ηαζ ακαιεζβκφμκηαζ ηαθά ιε 

πνήζδ vortex.   
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3. Αημθμφεςξ πνμζηίεεκηαζ ζε ηάεε ζςθήκα 600 ιl απμζηεζνςιέκμο δζαθφιαημξ 

PEG/LiAc ηαζ ακαιεζβκφμκηαζ ηαθά ιε πνήζδ vortex ζε ορδθή ηαπφηδηα βζα 10 sec.  

4. Οζ ζςθήκεξ επςάγμκηαζ ζημοξ 30 ºC βζα 30 min οπυ ακάδεοζδ ζηζξ 200 rpm.  

5. Αημθμφεςξ πνμζηίεεκηαζ 70 ιl DMSO ηαζ ηα ηφηηανα ακαδεφμκηαζ ήπζα ιε 

ακαζηνμθή ηςκ ζςθήκςκ. 

6. Αημθμοεεί εενιζηυ ζμη ζημοξ 42
 o

C βζα 15 min ηαζ έπεζηα ηα ηφηηανα ρφπμκηαζ ζε 

πάβμ βζα 1-2 min. 

7. Αημθμφεςξ θοβμηεκηνμφκηαζ ζηζξ 13000 rpm βζα 5 sec ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ηαζ 

απμιαηνφκεηαζ ημ οπενηείιεκμ.  

8. Σα ηφηηανα επακαδζαζπείνμκηαζ ζε 0.5 ml απμζηεζνςιέκμο δζαθφιαημξ 1Υ ΣΔ.  

9. 100 ιl απυ αοηά ζηνχκμκηαζ ζε ηνοαθίμ ηςκ 100 mm ιε ημ ηαηάθθδθμ επζθεηηζηυ SD 

ενεπηζηυ οθζηυ, χζηε κα επζθεβμφκ ηα ακηίζημζπα ιεηαζπδιαηζζιέκα πθαζιίδζα. Γζα 

κα είκαζ ζίβμονμ υηζ εα οπάνλμοκ δζαηνζημί δζαπςνζζιέκμζ ηθχκμζ ζηνχκμκηαζ επίζδξ 

100 ιl απυ δζάθμνεξ αναζχζεζξ: 1:1000, 1:100 ηαζ 1:10.  

10. Σα ηνοαθία επςάγμκηαζ ζημοξ 30 
μ
C έςξ υημο βίκμοκ δζαηνζηέξ απμζηίεξ (2-5 ιένεξ). 

11. Γζα κα οπμθμβζζηεί δ απμηεθεζιαηζηυηδηα ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ, ιεηνμφκηαζ μζ 

απμζηίεξ πμο ακαπηφζζμκηαζ ζημ ηνοαθίμ ιε ηδκ ηαηάθθδθδ αναίςζδ, χζηε κα 

πανμοζζάγμκηαζ 30-300 απμζηίεξ ηαζ οπμθμβίγεηαζ ιε αάζεζ ημκ ηφπμ:  

 

Transf. Efficiency=cfuxSuspension Vol. (ml)/Vol. plated (ml) x amount of DNA (ιg)   

 

12. Σέθμξ ηθείκμκηαζ ιε θφθθμ παναθίκδξ ηαζ απμεδηεφμκηαζ ζημοξ 4 
μ
C βζα 3-4 

εαδμιάδεξ. 

 

 

2.1.1.5 Παξαζθεπή πξσηετληθνύ εθρπιίζκαηνο από θύηηαξα ζαθραξνκύθεηα 

 

2.1.1.5.1 Καιιηέξγεηα ζαθραξνκύθεηα γηα παξαζθεπή πξσηετληθνύ εθρπιίζκαηνο 

 

Τιηθά: 

1. Καηάθθδθμ επζθεηηζηυ ενεπηζηυ οθζηυ SD. 

2. Τβνυ ενεπηζηυ οθζηυ YPD. 

3. Παβςιέκμ Ζ20 

4. Τβνυ άγςημ. 
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Μέζνδνο: 

1. Απυ ηάεε ιεηαζπδιαηζζιέκμ ζηέθεπμξ ζαηπανμιφηδηα πμο επζεοιείηαζ κα ιεθεηδεεί  

δ έηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ ζε αοηυ ιε ηδ ιέεμδμ Western, θαιαάκεηαζ ιία θνέζηα 

απμζηία (ιε δζάιεηνμ 1-2 mm, υπζ πάκς απυ 4 ιένεξ) ηαζ ειαμθζάγεηαζ ζε 5 ml 

επζθεηηζηυ ενεπηζηυ οθζηυ SD. Δπίζδξ θαιαάκεηαζ ηαζ ιία απμζηία απυ ημ ιδ 

ιεηαζπδιαηζζιέκμ ζηέθεπμξ, ημ μπμίμ εα πνδζζιμπμζδεεί ςξ ανκδηζηυ δείβια, ηαζ 

ειαμθζάγεηαζ ζε 10 ml ενεπηζημφ οθζημφ YPD. Οζ απμζηίεξ επςάγεηαζ ζημοξ 30 
o
C οπυ 

ακάδεοζδ ζηζξ 200 rpm βζα 16-18 h. 

2. Σδκ επυιεκδ ιένα δ ηάεε ηαθθζένβεζα ιεηαθένεηαζ ζε 50 ml ενεπηζημφ οθζημφ YPD 

ηαζ επςάγεηαζ ζημοξ 30 
o
C οπυ ακάδεοζδ ζηζξ 200 rpm έςξ υημο δ μπηζηή ποηκυηδηα 

ημοξ θηάζεζ ηα 0.4-0.6 ζηα 600 nm (OD600 = 0.4-0.6). Υνεζάγμκηαζ πενίπμο 4-8 h 

ακάθμβα ιε ηδκ πνςηεΐκδ. 

3. Ο ζοκμθζηυξ ανζειυξ ηςκ ιμκάδςκ μπηζηήξ ποηκυηδηαξ (total number of OD600 units) 

μ μπμίμξ εα πνδζζιμπμζδεεί ιεηέπεζηα οπμθμβίγεηαζ πμθθαπθαζζάγμκηαξ ηδκ μπηζηή 

ποηκυηδηα (OD600) απυ 1 ml ηαθθζένβεζαξ ιε ημκ ζοκμθζηυ υβημ ηδξ ηαθθζένβεζαξ (π.π. 

0.6 Υ 55 = 33 ζοκμθζηέξ ιμκάδεξ μπηζηήξ ποηκυηδηαξ). 

4. Οζ ηαθθζένβεζεξ παβχκμκηαζ αιέζςξ ιε ημπμεέηδζδ ημοξ ζε ζςθήκεξ ηςκ 50 ml 

βειάημοξ ηαηά ημ ιζζυ ιε πάβμ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα θοβμηεκηνμφκηαζ ζηζξ 2000 rpm βζα 5 

min ζημοξ 4 
μ
C.  

5. Απμιαηνφκεηαζ ημ οπενηείιεκμ ηαζ ημ ίγδια επακαδζαθφεηαζ ζε 50 ml παβςιέκμ 

απμζηεζνςιέκμ d-H2O. 

6. Πναβιαημπμζείηαζ θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 2000 rpm βζα 5 min ζημοξ 4 
μ
C.  

7. Σα ηοηηανζηά ζγήιαηα παβχκμκηαζ ιε οβνυ άγςημ ηαζ θοθάβμκηαζ ζημοξ -80 
o
C ιέπνζ 

ηδκ πνήζδ ημοξ. 

 

 

2.1.1.5.2 Παξαζθεπή πξσηετληθνύ εθρπιίζκαηνο από θύηηαξα ζαθραξνκύθεηα κε 

ρξήζε ηξηρισξν-νμηθνύ νμέσο [Trichloroacetic acid (TCA)] 

 

Τιηθά: 

1. 100X PMSF (phenylmethyl-sulfonyl fluoride-θαίκοθ-ιέεοθ-ζμοθθυκοθμθεμνίδζμ, 

Sigma). 0.1742 g PMSF δζαθφμκηαζ ζε 10 ml ζζμπνμπακυθδξ. Ο ζςθήκαξ ηοθίβεηαζ ιε 

αθμοιζκυπανημ βζα πνμζηαζία απυ ημ θςξ ηαζ δζαηδνείηαζ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο.  

2. Ροειζζηζηυ δζάθοια TCA: 20 mM Tris-HCl pH 8, 50 mM μλζηυ αιιχκζμ, 2 mM 

EDTA, 1Υ complete (ακαζημθείξ πνςηεαζχκ), 1Υ PMSF. 
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3. Γζάθοια 20% (w/v) TCA ζε κενυ.  

4. Γζάθοια SDS/βθοηενυθδξ: 7.3% (w/v) SDS, 29.1% (v/v) βθοηενυθδ, 83.3 mM Tris-

base, ηοακυ ηδξ ανςιμθαζκυθδ. 

5. Γζάθοια Tris/EDTA: 200 mM Tris-base, 20 mM EDTA. 

6. Ροειζζηζηυ δζάθοια θμνηχιαημξ δεζβιάηςκ TCA-Laemmli: 0.48% (v/v) δζάθοια 

SDS/βθοηενυθδξ, 0.4% (v/v) δζάθοια Tris/EDTA, 2x PMSF, 1Υ complete (ακαζημθείξ 

πνςηεαζχκ), 0.720 M α-ιενηαπημαζεακυθδ. 

7. Γοάθζκα ζθαζνίδζα (425-600 ιm, Sigma). 

 

Μέζνδνο: 

1. Σα ηοηηανζηά ζγήιαηα λεπαβχκμκηαζ ζημ πάβμ (10-20 min) ηαζ ημ ηάεε έκα 

ακαδζαζπείνεηαζ ζε 100 ιl παβςιέκμο νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ TCA βζα ηάεε 7.5 

ιμκάδεξ μπηζηήξ ποηκυηδηαξ OD600. (π.π. ακ μ ζοκμθζηυξ ανζειυξ ηςκ ιμκάδςκ 

μπηζηήξ ποηκυηδηαξ ζζμφηαζ ιε 33 ηυηε ηα ηφηηανα ακαδζαζπείνμκηαζ ζε 440 ιl 

νοειζζηζηυ δζάθοια TCA). 

2. Αημθμφεςξ ημ ηάεε ακαδζαζπεζνυιεκμ ηοηηανζηυ ίγδια ιεηαθένεηαζ λεπςνζζηά ζε 

ζςθήκα μ μπμίμξ πενζέπεζ βοάθζκα ζθαζνίδζα ηαζ παβςιέκμ δζάθοια 20% (w/v) TCA. 

Υνδζζιμπμζμφκηαζ 100 ιl βοάθζκα ζθαζνίδζα ηαζ 100 ιl 20% (w/v) TCA βζα ηάεε 7,5 

OD600 ιμκάδεξ. 

3. Σα ηφηηανα θφμκηαζ ιε vortex ζε ιέβζζηδ ηαπφηδηα βζα 10 min ζημοξ 4 
o
C ηαζ ημ 

οπενηείιεκμ, ημ μπμίμ απμηεθεί ημ πνχημ ηοηηανζηυ εηπφθζζια, ιεηαθένεηαζ ζε 

ηαεανυ ζςθήκα μ μπμίμξ ημπμεεηείηαζ ζημ πάβμ.  

4. Σα βοάθζκα ζθαζνίδζα λεπθέκμκηαζ ιε πνμζεήηδ ζε αοηά 500 ιl ιείβιαημξ 1:1 20% 

(v/v) TCA: νοειζζηζηυ δζάθοια TCA, vortex ζε ιέβζζηδ ηαπφηδηα βζα 5 min ζημοξ 4 

o
C ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ημ οπενηείιεκμ ιεηαθένεηαζ ηαζ εκχκεηαζ ιε ημ πνχημ ηοηηανζηυ 

εηπφθζζια απυ ημ αήια 3.  

5. Σμ ηοηηανζηυ εηπφθζζια θοβμηεκηνείηαζ ζηζξ 13000 rpm βζα 10 min ζημοξ 4 
o
C χζηε 

κα ηαηααοεζζημφκ μζ πνςηεΐκεξ ηαζ ημ οπενηείιεκμ απμιαηνφκεηαζ εκηεθχξ. 

6. Κάεε πνςηεσκζηυ ίγδια ακαδζαζπείνεηαζ ζε νοειζζηζηυ δζάθοια θμνηχιαημξ 

δεζβιάηςκ TCA-Laemmli. Υνδζζιμπμζμφκηαζ 10 ιl βζα ηάεε ιμκάδα μπηζηήξ 

ποηκυηδηαξ ηςκ ηοηηάνςκ. 

7. Σα δείβιαηα ανάγμκηαζ ζημοξ 100 
o
C βζα 10 min ηαζ θοβμηεκηνμφκηαζ ζηζξ 13000 rpm 

βζα 5 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 

8. Σμ οπενηείιεκμ ιεηαθένεηαζ ζε ηαεανυ ζςθήκα ηαζ ηα δείβιαηα ακαθφμκηαζ ιε SDS-

δθεηηνμθυνδζδ ηαζ ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western. 
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2.1.1.6 Απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA από ζαθραξνκύθεηα  

 

Τιηθά: 

1. Καηάθθδθμ SD επζθεηηζηυ ενεπηζηυ οθζηυ. 

2. Γζάθοια θφζδξ: 2% (v/v) Triton X-100, 1% (w/v) SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-

Cl, pH 8.0, 1 mM EDTA, 100 ιg/ml RNAse. 

3. Γζάθοια θαζκυθδξ : πθςνμθυνιζμο : ζζμαιοθζηήξ αθημυθδξ (25:24:1) (v/v/v). 

4. 10 Μ μλζηυ αιιχκζμ. 

5. 100% αζεακυθδ. 

6. Γοάθζκα ζθαζνίδζα (425-600 ιm, Sigma). 

 

 

Μέζνδνο: 

1. Μία ιεηαζπδιαηζζιέκδ απμζηία ζαηπανμιφηδηα ειαμθζάγεηαζ ζε 1.5 ml οβνμφ 

επζθεηηζημφ ενεπηζημφ οθζημφ ηαζ επςάγεηαζ ζημοξ 30 
μ
C οπυ ακάδεοζδ ζηζξ 250 rpm 

βζα 16-18 h. 

2. Αημθμφεςξ θοβμηεκηνείηαζ ζηζξ 13000 rpm βζα 5 min ηαζ απμιαηνφκεηαζ ημ 

οπενηείιεκμ.  

3. Σα ηφηηανα ακαδζαζπείνμκηαζ ζε 0.2 ml δζάθοια θφζδξ ηαζ βίκεηαζ πνμζεήηδ 0.2 ml 

ιείβιαημξ θαζκυθδξ:πθςνμθυνιζμο:ζζμαιοθζηήξ αθημυθδξ 25:24:1 (v/v/v) ηαζ 0.3 g 

βοάθζκςκ ζθαζνζδίςκ. 

4. Αημθμοεεί θφζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε πνήζδ vortex ζε ιέβζζηδ ηαπφηδηα βζα 5 min ζημοξ 

4
 μ
C ηαζ έπεζηα θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13000 rpm βζα 10 min. 

5. Ζ οδαηζηή θάζδ ζηδκ μπμία πενζέπεηαζ ημ πθαζιζδζαηυ DNA ιεηαθένεηαζ ζε ηαεανυ 

ζςθήκα. 

6. Σμ πθαζιζδζαηυ DNA ηαηααοείγεηαζ ιε 100% παβςιέκδ αζεακυθδ ίζδ ιε 2.5 θμνέξ 

ημκ υβημ ημο οπενηείιεκμο ζηδκ πανμοζία 2 mM μλζημφ αιιςκίμο, ιε ημπμεέηδζδ 

ηςκ ζςθήκςκ ζημοξ -80 
o
C βζα 1 h. 

7. Αημθμοεεί θοβμηέκηνδζδ ηςκ ζςθήκςκ ζηζξ 13000 rpm βζα 15 min ζημοξ 4 
o
C ηαζ δ 

αζεακυθδ απμιαηνφκεηαζ. Σμ πθαζιζδζαηυ ίγδια λεπθέκεηαζ ιε δζάθοια 70% (v/v) 

αζεακυθδξ ηαζ αθήκεηαζ κα ζηεβκχζεζ ζημ αένα. 

8. Σμ πθαζιζδζαηυ ίγδια δζαθοημπμζείηαζ ζε 20 ιl νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ ΣΔ. 
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2.1.1.7 Αλίρλεπζε β-γαιαθηνζηδάζεο επί θίιηξνπ (β-galactosidase filter Assay)  

Ζ ακίπκεοζδ ηδξ α-βαθαηημζζδάζδξ απυ απμζηίεξ ζαηπανμιφηδηα επί θίθηνμο 

πνδζζιμπμζείηαζ βζα βνήβμνδ ζάνςζδ ηςκ ηθχκςκ ζηδ ιέεμδμ δζοανζδζζιμφ ζε ζφζηδια 

ζαηπανμιφηδηα χζηε κα εθεβπεεί αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ δφμ πνςηεσκχκ.  

 

Τιηθά: 

1. Απμζηεζνςιέκα δζδεδηζηά πανηζά Whatman. 

2. Ροειζζηζηυ δζάθοια Ε: 60 mM Na2HPO4, 60 mM NaH2PO4, 10 mM KCl, 1 mM 

MgSO4, pH 7.0. 

3. 20 mg/ml X-gal (5-ανςιμ-4-πθςνμ-3-ζκδμθοθμ-α-D-βαθαηημπονακμζίδζμ) ζε DMF 

(N,N-δζιεεοθμθμνιαιίδζμ).  

4. 14.4 Μ α-ιενηαπημαζεακυθδ (Sigma). 

5. X-gal/ Ροειζζηζηυ δζάθοια Z: 0.33 mg/ml X-gal, 40 mM α-ιενηαπημαζεακυθδ ζε 

νοειζζηζηυ δζάθοια Ε. 

6. Τβνυ άγςημ. 

 

 

Μέζνδνο: 

1. Γζα ηάεε ηνοαθίμ, ζημ μπμίμ οπάνπμοκ ιεηαζπδιαηζζιέκεξ απμζηίεξ ζαηπανμιφηδηα 

(2-4 διενχκ), ζηζξ μπμίεξ εα βίκεζ ακίπκεοζδ ηδξ εκενβυηδηαξ ηδξ α-βαθαηημζζδάζδξ, 

αοείγεηαζ έκα δζδεδηζηυ πανηί ζε 5 ml Z-δζαθφιαημξ/Υ-gal δζαθφιαημξ ζε ηαεανυ 

ηνοαθίμ. 

2. Αημθμφεςξ ημπμεεηείηαζ ζηεβκυ δζδεδηζηυ πανηί πάκς ζηδκ επζθάκεζα ημο ηνοαθίμο 

ιε ηζξ απμζηίεξ πμο εα ακαθοεμφκ ηαζ δ ιεηαθμνά ηςκ απμζηζχκ ζημ πανηί 

οπμαμδεείηαζ ιε απαθή πίεζδ ιέζς πνήζδξ θααίδαξ. 

3. ΢ημ δζδεδηζηυ πανηί, ηαεχξ ηαζ ζημ ηνοαθίμ ζδιεζχκμκηαζ ηνία αζφιιεηνα ζδιεία βζα 

κα δζεοημθοκεεί δ ακαβκχνζζδ ημο πνμζακαημθζζιμφ, ηαζ κα ιπμνμφκ εη ηςκ 

οζηένςκ, κα ηαοημπμζδεμφκ μζ απμζηίεξ. 

4. Σμ δζδεδηζηυ πανηί απμιαηνφκεηαζ απυ ημ ηνοαθίμ, αοείγεηαζ βζα 10 sec ζε οβνυ 

άγςημ ηαζ αθήκεηαζ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα κα λεπαβχζεζ. 

5. Αημθμφεςξ ημπμεεηείηαζ, ιε ηζξ απμζηίεξ πνμξ ηα πάκς, επί δζδεδηζημφ πανηζμφ πμο 

είκαζ αοεζζιέκμ ζε Z-δζάθοια/ Υ-gal ιέζα ζε ηαεανυ ηνοαθίμ (απυ ημ αήια 1). 

6. Αημθμοεεί επχαζδ ζημοξ 30 
μ
C ηαζ πενζμδζηυξ έθεβπμξ βζα ηδκ ειθάκζζδ ιπθε 

πνχιαημξ. Ο πνυκμξ πμο παίνκεζ βζα κα ειθακζζηεί ημ ιπθε πνχια ηοιαίκεηαζ 

ζοκήεςξ απυ 30 min ςξ 8 h. 
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7. Ζ εέζδ ηςκ απμζηζχκ, πμο δίκμοκ ιπθε πνχια, ακαβκςνίγεηαζ ιε ηδ αμήεεζα ηςκ 

αζφιιεηνςκ ζδιαδζχκ πμο ημπμεεηήεδηακ ζημ πανηί ηαζ ημ ηνοαθίμ (αήια 3) ηαζ μζ 

απμζηίεξ ιεηαθένμκηαζ ζε ηνοαθίμ ιε ημ ηαηάθθδθμ επζθεηηζηυ ενεπηζηυ οθζηυ. ΢ηζξ 

απμζηίεξ αοηέξ ιεηαβνάθεηαζ ημ βμκίδζμ ακαθμνάξ, lacZ ηαζ πανάβεηαζ δ α-

βαθαηημζζδάζδ πανμοζία ηδξ μπμίαξ ημ οπυζηνςια X-gal βίκεηαζ ιπθε. Οζ απμζηίεξ 

αοηέξ εεςνμφκηαζ “εεηζηέξ” αθμφ δ ιεηαβναθή ημο βμκζδίμο ακαθμνάξ απμηεθεί 

ζμαανή έκδεζλδ υηζ βίκεηαζ αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ ηδξ πνςηεΐκδξ-“δυθςια” ηαζ ηδξ 

πνςηεΐκδξ απυ cDNA αζαθζμεήηδ. 

 

 

2.1.1.8 cDNA βηβιηνζήθε 

΢ηδ πανμφζα ενεοκδηζηή ενβαζία πνδζζιμπμζήεδηε cDNA αζαθζμεήηδ (BD 

Biosciences) απυ ακενχπζκα ηφηηανα HeLa, πμο ηςδζημπμζμφζε πνςηεΐκεξ 

ζοβπςκεοιέκεξ ιε ηδκ πενζμπή εκενβμπμίδζδξ (Activation Domain) ημο ιεηαβναθζημφ 

πανάβμκηα GAL4.  

Σα δζάθμνα cDNA ήηακ ηθςκμπμζδιέκα ζημ πθαζιίδζμ pACT2 ηαζ 

ιεηαζπδιαηζζιέκα ζημ ζηέθεπμξ ημο ζαηπανμιφηδηα Y187. Αβμνάζηδηε ηαηεροβιέκδ 

ηαθθζένβεζα αοηχκ ζε ενεπηζηυ οθζηυ ηαηάρολδξ (5 х 1 ml).  

Ο ανζειυξ ηςκ ακελάνηδηςκ ηθχκςκ πμο πενζέπμκηαζ ζηδ αζαθζμεήηδ είκαζ 1.3 х 10
7 

ηαζ ημ ιέβεεμξ ηςκ cDNA ηοιαίκεηαζ απυ 0.5 έςξ ≥ 3 kb. 

 

 

2.1.1.8.1 Μέζνδνο δηπβξηδηζκνύ ζε ζύζηεκα ζαθραξνκύθεηα (Yeast two-hybrid 

system) 

(Yeast Protocols Handbook, 2000;  Matchmaker Gal4 Two-Hybrid User manual, 2000) 

Σμ ζφζηδια ηςκ δφμ οανζδίςκ ζημ γοιμιφηδηα (Y2H) είκαζ έκα ζζπονυ ενβαθείμ 

πμο πνδζζιμπμζείηαζ εονέςξ βζα ηδκ ακίπκεοζδ αθθδθεπζδνάζεςκ πνςηεΐκδξ-πνςηεΐκδξ in 

vivo. Δπζηνέπεζ ηδ ζάνςζδ εκυξ ιεβάθμο ανζειμφ πνςηεσκχκ (π.π. αοηχκ πμο 

ηςδζημπμζμφκηαζ απυ ιζα αζαθζμεήηδ cDNA), βζα ηδκ ακίπκεοζδ αοηχκ πμο πανμοζζάγμοκ 

θοζζηή αθθδθεπίδναζδ ιε ηδκ οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδ, ή ιειμκςιέκςκ οπμρήθζςκ 

πνςηεσκχκ βζα ηδκ επαθήεεοζδ πζεακχκ αθθδθεπζδνάζεςκ. Μπμνεί επίζδξ ιε ημ ζφζηδια 

αοηυ κα βίκεζ πεναζηένς ακάθοζδ ηαζ κα απμηαθοθεμφκ ηα επζιένμοξ ηιήιαηα ή αιζκμλέα 

ηςκ πνςηεσκχκ πμο είκαζ ακαβηαία βζα ηδκ αθθδθεπίδναζδ. 

Ζ ανπή θεζημονβίαξ ημο Y2H ααζίγεηαζ ζημ βεβμκυξ υηζ μζ ιεηαβναθζημί πανάβμκηεξ 

απμηεθμφκηαζ απυ δφμ πςνζζηέξ, δζαηνζηέξ δμιέξ: ηδκ πενζμπή πνυζδεζδξ ημο DNA 
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[DNA-binding domain (DBD)], δ μπμία πνμζδέκεηαζ ζε ζοβηεηνζιέκδ αθθδθμοπία ημο 

οπμηζκδηδ, ηαζ ηδκ πενζμπή εκενβμπμίδζδξ [activation domain (AD)] πμο αθθδθεπζδνά ιε 

ηδκ RNA-πμθοιενάζδ. Ωζηυζμ έκαξ ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ ιπμνεί κα δδιζμονβδεεί 

ηεπκδηά απυ δφμ δζαθμνεηζηέξ πνςηεΐκεξ μζ μπμίεξ αθθδθεπζδνμφκ ιεηαλφ ημοξ, υπμο δ 

ιία θένεζ ηδ DBD ηαζ δ άθθδ ηδκ AD. Όηακ αοηέξ μζ δφμ πνςηεΐκεξ αθθδθεπζδνάζμοκ εα 

πναβιαημπμζδεεί ιεηαβναθή ηάπμζςκ βμκζδίςκ ακαθμνάξ (αολμηνμθία ζε επζθεηηζηά 

ενεπηζηά ιέζα, εκενβμπμίδζδ ημο βμκζδίμο lacZ).       

΢ηδκ πανμφζα ενβαζία πνδζζιμπμζήεδηε ημ ζφζηδια ηδξ εηαζνείαξ CLONTECH, 

MACHMAKER Two-Hybrid System 2 ημ μπμίμ πενζέπεζ: 

1. Σμ ζηέθεπμξ Saccharomyces cerevisiae AH109 (Πίκαηαξ 2.1). 

2. Σμ ζηέθεπμξ Saccharomyces cerevisiae Y187 ιε ιεηαζπδιαηζζιέκδ cDNA αζαθζμεήηδ 

HeLa ζημ πθαζιίδζμ pACT2-1 (Πίκαηαξ 2.1). 

3. Σμ πθαζιίδζμ pAS2-1 (Πίκαηαξ 2.2). 

4. Σμ πθαζιίδζμ pACT2-1 (Πίκαηαξ 2.2). 

5. Σμ πθαζιίδζμ pGBK53 (Πίκαηαξ 2.2). 

6. Σμ πθαζιίδζμ pTD1-1 (Πίκαηαξ 2.2). 

7. Σμ πθαζιίδζμ pGADT7-T (Πίκαηαξ 2.2). 

Ζ ανπή ηδξ ιεευδμο είκαζ δ ελήξ: 

1. Ανπζηά ημ βμκίδζμ ηδξ οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδξ (hCINAP), πνςηεΐκδ-δυθςια, 

ζοβπςκεφεηαζ ιε ηδκ πενζμπή πνυζδεζδξ ζημ DNA (DNA-BD-DNA-Binding Domain) 

ημο ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα GAL4 ημο ζαηπανμιφηδηα ιε πνήζδ ημο πθαζιζδίμο 

pAS2-1 ημ μπμίμ θένεζ ημ βμκίδζμ ηδξ TRP1, πανέπμκηαξ αολμηνμθία ζημ αιζκμλφ 

ηνοπημθάκδ. 

2. Σμ βμκίδζμ ιζαξ πνςηεΐκδξ Υ πμο πζεακυκ κα αθθδθεπζδνά ιε ηδκ πνςηεΐκδ-δυθςια 

είκαζ ζοβπςκεοιέκμ ιε ηδκ πενζμπή εκενβμπμίδζδξ (AD-Activation Domain) ημο 

ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα GAL4 ζημ πθαζιίδζμ pACT2 ημ μπμίμ θένεζ ημ βμκίδζμ ηδξ 

LEU2 πανέπμκηαξ αολμηνμθία ζημ αιζκμλφ θεοηίκδ. 

3. Σμ πθαζιίδζμ pAS2-1 ιε ηδκ οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδ ιεηαζπδιαηίγεηαζ ζημ ζηέθεπμξ ημο 

ζαηπανμιφηδηα ΑΖ109 ημ μπμίμ θένεζ ζημ βμκζδίςια ημο ηνία βμκίδζα ακαθμνάξ πμο 

εθέβπμκηαζ απυ δζαθμνεηζηέξ αθθδθμοπίεξ εκενβμπμίδζδξ (UASs) ηαζ TATA boxes:  

α) ημο HIS3 πμο υηακ εηθνάγεηαζ δίκεζ ηδ δοκαηυηδηα ζηα ηφηηανα κα ιεβαθχκμοκ ζε 

επζθεηηζηυ ενεπηζηυ οθζηυ απυ ημ μπμίμ απμοζζάγεζ ημ αιζκμλφ ζζηζδίκδ, α) ημο ADE2 

πμο υηακ εηθνάγεηαζ δίκεζ ηδ δοκαηυηδηα ζηα ηφηηανα κα ιεβαθχκμοκ ζε επζθεηηζηυ 

ενεπηζηυ οθζηυ απυ ημ μπμίμ απμοζζάγεζ δ αδεκίκδ ηαζ β) lacZ ημ μπμίμ ηςδζημπμζεί 

ηδκ α-βαθαηημζζδάζδ, πανμοζία ηδξ μπμίαξ ημ οπυζηνςια X-gal βίκεηαζ ιπθε. Ζ 
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πανμοζία ηςκ ηνζχκ βμκζδίςκ ακαθμνάξ ελοπδνεηεί ζημκ απμηθεζζιυ ρεοδχξ εεηζηχκ 

απμηεθεζιάηςκ. Δπίζδξ απυ ηα ζηεθέπδ ζαηπανμιφηδηα πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ έπμοκ 

δζαβναθεί απυ ημ βμκζδίςια ημοξ ηα βμκίδζα ηςκ εκδμβεκχκ πνςηεσκχκ GAL4 ηαζ 

GAL80 (απμοζία βαθαηηυγδξ πνμζδέκεηαζ ζηδκ GAL4 ηαζ ακαζηέθθεζ ηδκ θεζημονβία 

ηδξ).  

4. Αθθδθεπίδναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ-δυθςια ιε ηδκ πνςηεΐκδ Υ θένκεζ ημκηά ηα DNA-BD 

ηαζ AD, εκενβμπμζχκηαξ ημ ιεηαβναθζηυ πανάβμκηα GAL4 επζηνέπμκηαξ ηδκ έηθναζδ 

ηςκ βμκζδίςκ ακαθμνάξ ηάκμκηαξ ηδκ αθθδθεπίδναζδ θαζκμηοπζηά δζαηνζηή. 

 

 

2.1.1.8.2 ΢ύδεπμε ζαθραξνκύθεηα (Yeast Mating) 

Με αοηή ηδ ιέεμδμ ηφηηανα ζαηπανμιφηδηα ηφπμο “α” ιεηαζπδιαηζζιέκα ιε έκα 

πθαζιίδζμ ηαζ ηφηηανα ζαηπανμιφηδηα ηφπμο “a” ιεηαζπδιαηζζιέκα ιε έκα άθθμ 

πθαζιίδζμ, αθήκμκηαζ κα ζογεοπεμφκ, ηαζ έηζζ πνμηφπημοκ δζπθμεζδή ηφηηανα 

ζαηπανμιφηδηα πμο πενζέπμοκ ηαζ ηα δφμ πθαζιίδζα. Ζ ζφγεολδ ζαηπανμιφηδηα 

πνδζζιεφζεζ ζηδ βνήβμνδ ακαβκχνζζδ ηςκ ρεοδχξ εεηζηχκ ηθχκςκ ηαζ ηαη’ επέηηαζδ 

ζημκ απμηθεζζιυ ημοξ (Matchmaker Gal4 Two-Hybrid User manual, 2000). 

 

Τιηθά: 

1. Τβνυ ενεπηζηυ οθζηυ YPD. 

2. Σνοαθία ιε ζηενευ επζθεηηζηυ ενεπηζηυ οθζηυ SD/-Trp/-Leu. 

3. Σνοαθία ιε ζηενευ επζθεηηζηυ ενεπηζηυ οθζηυ SD/-Trp/-Leu/-His. 

4. Σνοαθία ιε ζηενευ επζθεηηζηυ ενεπηζηυ οθζηυ SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade. 

 

Μέζνδνο:  

1. Δπζθέβεηαζ ιία ιεηαζπδιαηζζιέκδ απμζηία απυ ημκ ηάεε ηφπμ ζαηπανμιφηδηα ηαζ μζ 

δφμ απμζηίεξ ειαμθζάγμκηαζ ζε 0.5 ml YPD ενεπηζημφ οθζημφ ζε ζςθήκα ηςκ 1.5 ml. 

Σα ηφηηανα επακαδζαζπείνμκηαζ ιε vortex. 

2. Ζ ηαθθζένβεζα επςάγεηαζ ζημοξ 30 
μ
C οπυ ακάδεοζδ ζηζξ 200 rpm βζα 20-24 h. 

3. 100 ιl απυ ηδκ ηαθθζένβεζα ιεηαθένμκηαζ ηαζ επακαδζαζπείνμκηαζ ζε ηνοαθίμ ιε 

επζθεηηζηυ ενεπηζηυ οθζηυ SD/-Trp/-Leu, ημ μπμίμ επζηνέπεζ ιυκμ ζηα δζπθμεζδή 

ηφηηανα ζαηπανμιφηδηα κα επζγήζμοκ ή ζε SD/-Trp/-Leu/-His, πμο επζηνέπεζ ηδκ 

επζθμβή ημο βμκζδίμο ακαθμνάξ His3 (ήπζα επζθμβή) ή ζε SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade, πμο 

επζηνέπεζ ηδκ επζθμβή ημο βμκζδίμο ακαθμνάξ Ade2 (πζμ αοζηδνή επζθμβή).  
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4. Σα ηνοαθία επςάγμκηαζ ζημοξ 30 
μ
C βζα 3-8 ιένεξ ζηδ πενίπηςζδ ημο επζθεηηζημφ 

ιέζμο SD/-Trp/-Leu/-His ή βζα 6-18 ιένεξ ζηδ πενίπηςζδ ημο επζθεηηζημφ ιέζμο SD/-

Trp/-Leu/-His/-Ade. 

 

Μέζνδνο (κηθξήο θιίκαθαο): 

Όηακ οπάνπμοκ πμθθά πθαζιίδζα ηα μπμία πνέπεζ κα ιεθεηδεμφκ ηυηε 

πνδζζιμπμζείηαζ δ ιέεμδμξ ζφγεολδξ ζε ιζηνμηθίιαηα ηαζ βζα ημ ζημπυ αοηυ 

πνδζζιμπμζείηαζ ηνοαθίμ πςνζζιέκμ ζε πμθθά ηεθζά (microtiter plate) 

 

1. Ανπζηά βειίγμκηαζ ηα ηεθζά ημο ηνοαθίμο ιε 160 ιl ενεπηζηυ οθζηυ YPD. 

2. Γζα ηάεε πθαζιίδζμ πμο εα ακαθοεεί ειαμθζάγεηαζ ιία ιεηαζπδιαηζζιέκδ απμζηία ζε 1 

ml ενεπηζηυ οθζηυ YPD. 

3. Γζα ηάεε ηφπμ πθαζιζδίμο πμο εα πνδζζιμπμζδεεί ςξ δείβια ακαθμνάξ ειαμθζάγμκηαζ 

2-3 ιεηαζπδιαηζζιέκεξ απμζηίεξ ζε 3 ml ενεπηζηυ οθζηυ YPD.  

4. Οζ ζηήθεξ ημο ηνοαθίμο ειαμθζάγμκηαζ ιε 20 ιl απυ ηδκ ηαθθζένβεζα ημο αήιαημξ 2. 

5. Οζ ζεζνέξ ειαμθζάγμκηαζ ιε 20 ιl απυ ηδκ ηαθθζένβεζα ημο αήιαημξ 3. Γζα ηάεε 

λεπςνζζηυ ηφπμ πθαζιζδίμο ακαθμνάξ πνδζζιμπμζείηαζ λεπςνζζηή ζεζνά ηεθζχκ ζημ 

ηνοαθίμ. 

6. Σμ ηνοαθίμ επςάγεηαζ ζημοξ 30 
μ
C οπυ ακάδεοζδ ζηζξ 200 rpm βζα 6-18 h. 

7. 100 ιl απυ ηάεε λεπςνζζηή ζογεοβιέκδ ηαθθζένβεζα ιεηαθένμκηαζ ηαζ 

επακαδζαζπείνμκηαζ ζε ηνοαθία ιε επζθεηηζηά ενεπηζηά οθζηά SD υπςξ ηαζ 

πνμδβμοιέκςξ.  

8. Σα ηνοαθία επςάγμκηαζ ζημοξ 30 
μ
C υπςξ ηαζ πνμδβμοιέκςξ. 
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2.1.2 Μέζνδνη ζηα Βαθηήξηα 

 

2.1.2.1 ΢ηειέρε Βαθηεξίνπ Escherichia coli  θαη πιαζκηδηαθνί θνξείο 

 

΢ηέιερνο βαθηεξίνπ 

E.coli 
Γνλόηππνο Αληηβηνηηθό 

XL1-Blue 

E.coli lamda
-
 F

-
 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 

hsdR17 supE44 relA1 lac [F
ʾ
 proAB 

lacI
q
ΖΔΜ15 Tn10 (Tet

r
)] 

Σεηναηοηθίκδ 

BL21 (DE3)-pLysS 
E.coli B F

-
 ompT dcm hsdS (rB

-
 mB

-
) gal 

θ(DE3) [pLysS Cam
r
] 

Υθςναιθαζκζηυθδ 

BL21-codonplus (DE3)-

RIL 

E.coli B F
-
 ompT  hsdS (rB

-
 mB

-
) dcm+ Tet

r
 gal 

θ(DE3) endA Hte [argU ileW Cam
r
] 

Υθςναιθαζκζηυθδ, 

Σεηναηοηθίκδ 

TOP10F
´
 (InVitrogen) 

F´{lacI
q
 Tn10 (Tet

r
)} mcrA Γ(mrr-hsdRMS-

mcrBC) Φ80lacΕΓΜ15 ΓlacX74 recA1 

araD139 Γ(ara-leu)7697 galU galK rpsL 

endA1 nupG 

Σεηναηοηθίκδ  

 

Πίλαθαο 2.4: ΢ηεθέπδ ααηηδνίμο E.coli πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδκ πανμφζα ενβαζία. 

 

 

Πιαζκηδηαθνί θνξείο Πεξηγξαθή 
Δπηινγή ζε 

ζξεπηηθό κέζν 

Μέγεζνο  

Kb 

pCR2.1 (InVitrogen) 
Σιήια lacZa, amp

r
, kan

r
 Αιπζηζθθίκδ ή 

Κακαιοηίκδ 
3.9 

pGEX-4T-1 (Amesham 

Pharmacia Biotech) 

Αιζκμηεθζηυ επζηυπζμ ηνακζθενάζδ ηδξ 

S-βθμοηαεεζυκδξ (26KDa GST) amp
r
, 

αθθδθμοπία ενμιαίκδξ 

 

Αιπζηζθθίκδ 
4.96 

pHAT2  

(Peranen et al, 1996) 

Αιζκμηεθζηυ επζηυπζμ ελα-ζζηζδίκδξ 

(6xHis), amp
r
 

Αιπζηζθθίκδ 2.95 

pET32a+  

(Novagen) 

Αιζκμηεθζηυ επζηυπζμ ελα-ζζηζδίκδξ 

(6xHis), αθθδθμοπία εεζμνεδμλίκδξ 

(Trx), amp
r
 

Αιπζηζθθίκδ 5.9 

pRSETA,B,C 

(Invitrogen) 

Αιζκμηεθζηυ επζηυπζμ ελα-ζζηζδίκδξ 

(6xHis), amp
r
 

Αιπζηζθθίκδ 2.9 

 

Πίλαθαο 2.5: Πθαζιζδζαημί θμνείξ βζα ηθςκμπμίδζδ ηαζ έηθναζδ ζε ααηηήνζα E.coli, πμο 

πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδκ πανμφζα ενβαζία. 

 

 

 

 

ΑΝ
ΝΑ

 Μ
ΑΛ
ΕΚ
ΚΟ
Υ



   - 55 - 

2.1.2.2 Δπηιεθηηθά ζξεπηηθά πιηθά γηα βαθηεξηαθέο θαιιηέξγεηεο 

1. Θξεπηηθό πιηθό LB (Luria Bertani Medium): 1% (w/v) ηνοπηυκδ, 0.5% (w/v) 

εηπφθζζια γφιδξ, 0.71 Μ NaCl, pH 7.0. 

2. Θξεπηηθό πιηθό SOC: 2% (w/v) ηνοπηυκδ, 0.5% (w/v) εηπφθζζια γφιδξ, 10 mΜ 

NaCl, 2.4 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM βθοηυγδ. 

3. ΢ηεξεό ζξεπηηθό πιηθό LB κε άγαξ (ηξπβιία): 1% (w/v) ηνοπηυκδ, 0.5% (w/v) 

εηπφθζζια γφιδξ, 0.171 Μ NaCl ηαζ 1.5% (w/v) άβαν, pH 7.0. 

 

Σα πθαζιίδζα πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ βζα ηδκ ηθςκμπμίδζδ ημο DNA πμο ιαξ 

εκδζαθένεζ πενζέπμοκ βμκίδζμ/α πμο πνμζδίδμοκ ακεεηηζηυηδηα ζε ζοβηεηνζιέκα 

ακηζαζμηζηά έηζζ χζηε κα είκαζ δοκαηή δ ηαθθζένβεζα ηςκ ααηηδνζαηχκ απμζηζχκ πμο ηα 

θένμοκ ζε επζθεηηζηυ ιέζμ. Μενζηά απυ ηα πνδζζιμπμζμφιεκα ααηηδνζαηά ζηεθέπδ 

δζαεέημοκ επίζδξ ακεεηηζηυηδηα ζε μνζζιέκα ακηζαζμηζηά θυβς εζζδμπήξ ζπεηζημφ 

βμκζδίμο ζημ πνςιυζςια ημοξ (αθ. Πίκαηα 2.4). Δπμιέκςξ δ επζθμβή ηςκ ααηηδνζαηχκ 

ηθχκςκ βίκεηαζ αάζεζ ηδξ ακεεηηζηυηδηάξ ημοξ ζηα ηαηάθθδθα ακηζαζμηζηά ηαζ ζηζξ 

ηαηάθθδθεξ ζοβηεκηνχζεζξ (αθ. Πίκαηα 2.6), ακάθμβα ιε ημ πθαζιίδζμ ηαζ ημ ααηηδνζαηυ 

ζηέθεπμξ πμο πνδζζιμπμζείηαζ. 

 

Αληηβηνηηθό ΢πγθεληξσκέλν 

δηάιπκα 

Σειηθή ΢πγθέληξσζε 

ζην ζξεπηηθό κέζν 

Αιπζηζθθίκδ 50mg/ml 100ιg/ml 

Υθςναιθαζκζηυθδ 30mg/ml 30ιg/ml 

Σεηναηοηθίκδ 5mg/ml 25ιg/ml 

Κακαιοηίκδ 50mg/ml 50ιg/ml 

Πίλαθαο 2.6: Ακηζαζμηζηά πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδκ πανμφζα ενβαζία βζα ηδκ παναζηεοή 

επζθεηηζηχκ ενεπηζηχκ ιέζςκ. 

 

 

2.1.2.3 Καηάςπμε βαθηεξηαθώλ ζηειερώλ 

Απυ ιζηνέξ οβνέξ ααηηδνζαηέξ ηαθθζένβεζεξ πμο ακαπηφζζμκηαζ βζα 12-16 h ηαζ 

πνμένπμκηαζ απυ απμιμκςιέκεξ απμζηίεξ ηνοαθίμο ιεηαθένμκηαζ 0.5 ml ζε ζςθήκεξ 

ηφπμο eppendorf μζ μπμίμζ πενζέπμοκ ήδδ 0.5 ml απμζηεζνςιέκδξ βθοηενυθδξ 50% (v/v) 

ηαζ ακαιεζβκφμκηαζ. Οζ ζςθήκεξ απμεδηεφμκηαζ ζημοξ -80 ºC έπ’ άπεζνμκ, έηζζ χζηε κα 

ΑΝ
ΝΑ

 Μ
ΑΛ
ΕΚ
ΚΟ
Υ



   - 56 - 

πνδζζιμπμζμφκηαζ ακά πάζα ζηζβιή ςξ απμεέιαηα βζα ηδκ ακαπαναβςβή ηςκ 

ααηηδνζαηχκ ηθχκςκ. 

 

 

2.1.2.4 Αλάθηεζε θαηεςπγκέλσλ βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ 

 

Τιηθά: 

1. Καηεροβιέκα ααηηδνζαηά ζηεθέπδ ζε βθοηενυθδ. 

2. LB ηνοαθία. 

3. Απμζηεζνςιέκεξ εζδζηέξ θααίδεξ ιζαξ πνήζδξ (loops). 

 

Μέζνδνο: 

1. Μζηνή πμζυηδηα βθοηενυθδξ απυ ηαηεροβιέκα ααηηδνζαηά ηφηηανα θαιαάκεηαζ ηαζ 

δζαζπείνεηαζ ζε ηνοαθία ιε ζηενευ ενεπηζηυ οθζηυ LB. 

2. Σα ηνοαθία επςάγμκηαζ ζημοξ 37 °C βζα 16-18 h ιέπνζ κα δζαηνζεμφκ απμζηίεξ (12-18 

h). 

3. Σέθμξ ηθείκμκηαζ ιε θφθθμ παναθίκδξ ηαζ απμεδηεφμκηαζ ζημοξ 4 °C ιέπνζ 1 ιήκα. 

 

 

2.1.2.5 Παναζηεοή δεηηζηχκ ααηηδνίςκ βζα πθαζιζδζαηυ ιεηαζπδιαηζζιυ ιε πνήζδ 

πθςνζμφπμο αζαεζηίμο 

Τιηθά: 

1. Τβνυ ενεπηζηυ οθζηυ Luria-Bertani (LB) ιε ηα ηαηάθθδθα ακηζαζμηζηά. 

2. Σνοαθία ιε ηα ίδζα ακηζαζμηζηά υπςξ ηαζ ημο ενεπηζημφ οθζημφ. 

3. 0.1 M CaCl2 απμζηεζνςιέκμ ιέζς θίθηνμο 0.45 ιm. 

4. Απμζηεζνςιέκδ 50% (v/v) βθοηενυθδ. 

 

Μέζνδνο: 

1. Απυ ηαηεροβιέκα (-80 ºC) ααηηδνζαηά απμεέιαηα ζε βθοηενυθδ ειαμθζάγμοιε 

ηνοαθίμ πμο πενζέπεζ ηα ηαηάθθδθα ακηζαζμηζηά. ΢ηδ ζοκέπεζα ημπμεεημφιε ημ ηνοαθίμ 

ζημοξ 37 ºC βζα 16-20 h βζα  ακάπηολδ ηθχκςκ. 

2.  Παίνκμοιε έκα ηθχκμ (2-3 mm) απυ απμιμκςιέκεξ απμζηίεξ πoο ακαπηφπεδηακ ζε  

αοηυ ηαζ ειαμθζάγμοιε ιζηνή ηαθθζένβεζα (3 ml) οβνμφ ενεπηζημφ οθζημφ LB ηαζ ηδκ 

αθήκμοιε κα ιεβαθχζεζ βζα πενίπμο 12 h. 
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3. ΢ηδ ζοκέπεζα ιεηαθένμοιε 1 ml απυ ηδ ιζηνή ηαθθζένβεζα ζε 100 ml LB ιέζα ζε 

ηςκζηή θζάθδ ηςκ 500 ml ηαζ ηδκ αθήκμοιε βζα επχαζδ ζημοξ 37 ºC οπυ ζοκεπή 

ακάδεοζδ ζηζξ 250-300 rpm. ΢ε ηαηηά πνμκζηά δζαζηήιαηα παίνκμοιε δείβια απυ ηδκ 

ηαθθζένβεζα ηαζ ιεηνμφιε ηδκ μπηζηή ποηκυηδηα (OD) ζηα 600 nm, ςξ δείηηδ βζα ηδκ 

ακάπηολδ ηδξ. Δίκαζ απαναίηδημ κα πνδζζιμπμζδεμφκ ααηηήνζα ζε εηεεηζηή θάζδ 

ακάπηολδξ (πενίπμο OD600 = 0.4), υπμο δζαζνμφκηαζ ιε πμθφ βνήβμνμ νοειυ. Γζα κα 

ελαηνζαςεεί αοηυ ιπμνμφιε κα ηαηαζηεοάζμοιε ημ δζάβναιια ηδξ μπηζηήξ 

ποηκυηδηαξ ζοκανηήζεζ ημο πνυκμο [OD=f(t)]. ΢’ αοηυ ημ δζάβναιια αθέπμοιε ανπζηά 

ιζα ιζηνή ιεηααμθή ηδξ ηζιήξ ηδξ μπηζηήξ ποηκυηδηαξ ζοκανηήζεζ ημο πνυκμο ηαζ απυ 

έκα ζδιείμ ηαζ ιεηά ιζα απυημιδ αθθαβή ζηδ ηθίζδ ηδξ ηαιπφθδξ, εκδεζηηζηυ υηζ ηα 

ααηηήνζα έπμοκ ιπεζ ζηδκ εηεεηζηή θάζδ. ΢ημ ηεθεοηαίμ ηιήια ημο δζαβνάιιαημξ 

(ζηάζζιδ θάζδ) δ ηζιή ηδξ μπηζηήξ ποηκυηδηαξ παναιέκεζ ζηαεενή ιε ηδ πάνμδμ ημο 

πνυκμο, έκδεζλδ υηζ υζα ααηηήνζα δζαζνμφκηαζ ηυζα πεεαίκμοκ. Σεθζηά επένπεηαζ 

ιείςζδ ηδξ μπηζηήξ ποηκυηδηαξ ιε ηδ πάνμδμ ημο πνυκμο, υπμο ηα ααηηήνζα 

πεεαίκμοκ θυβς έθθεζρδξ ενεπηζημφ οθζημφ ή μλοβυκμο ή θυβς ηδξ έηηνζζδξ πδιζηχκ 

απμαθήηςκ. Δπμιέκςξ βζα κα πεηφπεζ έκαξ ιεηαζπδιαηζζιυξ εα πνέπεζ μζ ααηηδνζαηέξ 

ηαθθζένβεζεξ κα δζαηδνδεμφκ ζηδκ ανπή ηδξ εηεεηζηήξ θάζδξ, χζηε κα είκαζ δοκαηή δ 

ακάπηολδ ημοξ ζημ ζηενευ οπυζηνςια. 

4. Δκυζς δ ηαθθζένβεζα ανίζηεηαζ ζηδκ ανπή ηδξ εηεεηζηήξ θάζδξ ιεηαθένεηαζ αζδπηζηά 

ιέζα ζε παβςιέκμοξ ζςθήκεξ ηςκ 50 ml, μζ μπμίμζ ημπμεεημφκηαζ ζε πάβμ βζα 10 min. 

5. ΢ηδ ζοκέπεζα θοβμηεκηνμφκηαζ ζηζξ 4000 rpm βζα 10 min, ζημοξ 4 ºC. 

6. Σμ οπενηείιεκμ απμιαηνφκεηαζ ηαζ μζ ζςθήκεξ αθήκμκηαζ ακαπμδμβονζζιέκμζ βζα έκα 

θεπηυ χζηε κα ζηεβκχζμοκ. 

7. Σα ααηηήνζα ημο ηάεε ζςθήκα επακαδζαζπείνμκηαζ ζε 10 ml παβςιέκμο δζαθφιαημξ 

0.1 Μ CaCl2. 

8. Δπακαθαιαάκμκηαζ ηα αήιαηα 4 ηαζ 5. 

9. Σέθμξ, ηα ααηηήνζα ημο ηάεε ζςθήκα επακαδζαζπείνμκηαζ ζε 2 ml παβςιέκμο 

δζαθφιαημξ 0.1 Μ CaCl2. 

10. Σα ααηηήνζα ίδζαξ ηαθθζένβεζαξ, ιεηαθένμκηαζ ζε έκα ζςθήκα ηαζ πνμζηίεεκηαζ 2.4 ml 

απμζηεζνςιέκδξ βθοηενυθδξ 50% (v/v). 

11. Οζ ζςθήκεξ ημπμεεημφκηαζ ζε πάβμ ηαζ ηαηυπζ ζημ ροβείμ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ 

κφπηαξ. Σδκ επυιεκδ ιένα ημ πενζεπυιεκμ ημο ηάεε ζςθήκα πςνίγεηαζ ζε ζςθήκεξ 

ηφπμο Eppendorf ακά δυζεζξ ηςκ 100 ιl (aliquots), μζ μπμίμζ θοθάβμκηαζ ζημοξ -80 ºC 

βζα ιεθθμκηζηή πνήζδ ιεηαζπδιαηζζιμφ.  
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2.1.2.6 Βαθηεξηαθόο κεηαζρεκαηηζκόο δεθηηθώλ βαθηεξίσλ (transformation) 

 Σμ πνςηυημθθμ αοηυ πνδζζιμπμζήεδηε ζε υθεξ ηζξ πενζπηχζεζξ εηηυξ απυ αοηέξ πμο 

έβζκε πνήζδ ημο παηέημο Σ/Α Cloning (InVitrogen).  

 

Τιηθά: 

1. Τβνυ ενεπηζηυ οθζηυ πςνίξ ακηζαζμηζηά. 

2. Σνοαθία ιε ηα ηαηάθθδθα ακηζαζμηζηά ακάθμβα ιε ημ είδμξ ημο πθαζιζδίμο ηαζ 

ααηηδνίμο πμο εα πνδζζιμπμζδεεί. 

3. Απμιμκςιέκμ πθαζιίδζμ. 

4. Βαηηήνζα δεηηζηά βζα ιεηαζπδιαηζζιυ. 

 

Μέζνδνο: 

1. Ακάθμβα ιε ημκ ανζειυ ηςκ ιεηαζπδιαηζζιχκ, θαιαάκμκηαζ απυ ημοξ -80 ºC ζςθήκεξ 

ιε 100 ιl δεηηζηχκ ααηηδνίςκ ηαζ λεπαβχκμκηαζ βνήβμνα πάκς ζε πάβμ. 

2. ΢ε ηάεε ζςθήκα πνμζηίεεκηαζ 50-100 ng πθαζιζδίμο ηαζ ακαιζβκφμκηαζ πμθφ απαθά. 

Οζ ζςθήκεξ αθήκμκηαζ ζημκ πάβμ βζα 30 min. 

3. ΢ηδ ζοκέπεζα ηα ααηηήνζα οπμαάθθμκηαζ ζε εενιζηυ ζμη ζημοξ 42 ºC βζα 45 sec χζηε 

δ ιειανάκδ ημοξ κα βίκεζ πανμδζηά δζαπεναηή επζηνέπμκηαξ κα δζεζζδφζεζ δζα ιέζμο 

αοηήξ πμζυηδηα πθαζιζδίμο. 

4. Οζ ζςθήκεξ ημπμεεημφκηαζ ζημκ πάβμ βζα 1-2 min ηαζ έπεζηα ζημκ ηάεε ζςθήκα 

πνμζηίεεκηαζ 400 ιl οβνμφ ενεπηζημφ οθζημφ LB πςνίξ ακηζαζμηζηά.  

5. Οζ ζςθήκεξ επςάγμκηαζ ζημοξ 37 ºC βζα 1 h οπυ ζοκεπή ακάδεοζδ (200 cycles/min), 

χζηε ηα ααηηήνζα κα εηθνάζμοκ ημ βμκίδζμ πμο ημοξ πνμζδίδεζ ακεεηηζηυηδηα ζε έκα 

ζοβηεηνζιέκμ ακηζαζμηζηυ ηαζ ημ μπμίμ ανίζηεηαζ εκζςιαηςιέκμ ζημ πθαζιίδζμ. 

6. ΢ηδ ζοκέπεζα ιεηαθένμκηαζ 100 ιl ηαζ 150 ιl ααηηδνζαηήξ ηαθθζένβεζαξ απυ ημκ ηάεε 

ζςθήκα ζε ακηίζημζπα ηνοαθία, πμο πενζέπμοκ ηα ηαηάθθδθα ακηζαζμηζηά βζα αοζηδνή 

επζθμβή ηθχκςκ. Με ηδ αμήεεζα απμζηεζνςιέκςκ βοάθζκςκ ζθαζνζδίςκ ημ οβνυ 

δζαζπείνεηαζ ιε απαθέξ ηοηθζηέξ ηζκήζεζξ ζε υθδ ηδκ επζθάκεζα ημο ηνοαθίμο.  

7. ΢ηδ ζοκέπεζα ηα ηνοαθία ημπμεεημφκηαζ ακαπμδμβονζζιέκα ζε επςαζηήνα, ζημοξ 37 

ºC βζα 16-18 h χζηε κα ακαπηοπεμφκ ααηηδνζαηέξ απμζηίεξ. 
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2.1.2.7 Απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA κηθξήο θαη κεζαίαο θιίκαθαο (Mini and Midi 

Preps) από βαθηεξηαθά ζηειέρε 

Υνδζζιμπμζήεδηακ ηα παηέηα απμιυκςζδξ πθαζιζδζαημφ DNA (QIAGEN) 

 

Τιηθά: 

1. Τβνυ ενεπηζηυ οθζηυ LB ιε ηα ηαηάθθδθα ακηζαζμηζηά. 

2. Ροειζζηζηυ δζάθοια P1: 50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 100 ιg/mL RNase A,  pH 

8.0. 

3. Ροειζζηζηυ δζάθοια P2: 200 mM NaOH, 1%  (w/v) SDS. 

4. Ροειζζηζηυ δζάθοια P3: 3.0 M CH3COOK, pH 5.5. 

5. Ροειζζηζηυ δζάθοια QBT: 750 mM NaOH, 50 mM MOPS, 15% (v/v)  αζεακυθδ, 

0.15%  (v/v) Triton X-100, pH 7.0. 

6. Ροειζζηζηυ δζάθοια QC: 1.0 M NaOH, 50 mM MOPS, 15%  (v/v)  αζεακυθδ, pH 7.0. 

7. Ροειζζηζηυ δζάθοια QF: 1.25 M NaOH, 50 mM Tris-HCl, 15%  (v/v) αζεακυθδ, pH 

8.5. 

8. Ροειζζηζηυ δζάθοια TE: 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0. 

9. Αζεακυθδ 75% ηαζ 100% (v/v). 

10. Ηζμπνμπακυθδ 100% (v/v). 

11. Ακζμακηαθθαηηζηή ζηήθδ: QIAGEN-tip 20 ή QIAGEN-tip 100  

 

Μέζνδνο: 

1. Απυ οβνή ααηηδνζαηή ηαθθζένβεζα ημπμεεημφκηαζ 3 ml ή 50 ml ζε απμζηεζνςιέκμοξ 

ζςθήκεξ ηαζ θοβμηεκηνμφκηαζ ζηζξ 6000 rpm βζα 5 min. 

2. Απμιαηνφκεηαζ ημ οπενηείιεκμ ηαζ ημ ααηηδνζαηυ ίγδια επακαδζαζπείνεηαζ ιε 

πνμζεήηδ 300 κl ή 4 ml νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ P1. Σμ δζάθοια αοηυ είκαζ 

οπενημκζηυ ηαζ πνμηαθεί δζυβηςζδ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ πενζέπεζ επίζδξ RNAάζδ βζα 

απμζημδυιδζδ ημο RNA ηςκ ααηηδνίςκ υηακ αοηά ανεεμφκ ζε αθηαθζηέξ ζοκεήηεξ ιε 

ηδκ πνμζεήηδ ημο δζαθφιαημξ P2. 

3. Πνμζηίεεκηαζ ζε ηάεε ζςθήκα 300 κl ή 4 ml νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ P2, ημ μπμίμ 

πνμηαθεί θφζδ ηςκ ηοηηανζηχκ ιειανακχκ. Αημθμοεεί απαθή ακάδεοζδ ηαζ επχαζδ 

υπζ πενζζζυηενμ απυ 5 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Σμ SDS πμο πενζέπεηαζ ζε αοηυ 

ημ δζάθοια δζαθοημπμζεί ηα θςζθμθζπίδζα ηαζ ηα πνςηεσκζηά ζοζηαηζηά ηδξ 

ααηηδνζαηήξ ιειανάκδξ πνμηαθχκηαξ ηδκ απεθεοεένςζδ ημο εζςηενζημφ 

πενζεπμιέκμο ηςκ ααηηδνίςκ. Σμ NaOH απμδζαηάζεζ ηα πνςιμζςιζηά ηαζ 

πθαζιζδζαηά DNAξ ηαζ ηζξ πνςηεΐκεξ. Σμ δζάθοια αοηυ είκαζ αθηαθζηυ ηαζ έηζζ μ 
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πνυκμξ παναιμκήξ ζε αθηαθζηέξ ζοκεήηεξ εα πνέπεζ κα είκαζ ηέημζμξ χζηε κα οπάνπεζ 

ιέβζζηδ απεθεοεένςζδ πθαζιζδζαημφ DNA απυ ηα ααηηήνζα πςνίξ κα 

εναοζιαημπμζείηαζ ημ πνςιμζςιζηυ DNA ηαζ πςνίξ κα οπάνπεζ ηίκδοκμξ ημ 

πθαζιζδζαηυ DNA κα απμδζαηαπεεί ζε ηέημζμ ααειυ χζηε ιεηά κα ιδκ ιπμνεί κα 

επακαδζαηαπεεί.  

4. Πνμζηίεεκηαζ ζε ηάεε ζςθήκα 300 κl ή 4 ml νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ P3 ηαζ 

αημθμοεεί απαθή ακάδεοζδ ηαζ επχαζδ βζα 10 min ή 15 min ζημκ πάβμ. Tμ υλζκμ 

δζάθοια P3 ελμοδεηενχκεζ ηζξ αθηαθζηέξ ζοκεήηεξ πμο επζηναημφκ ζημ P2, ιε 

απμηέθεζια κα ηαηααοείγμκηαζ ημ SDS, μζ απμδζαηαβιέκεξ πνςηεΐκεξ ηαζ ημ 

πνςιμζςιζηυ DNA. Σα οπυθμζπα οπμηοηηανζηά μνβακίδζα παβζδεφμκηαζ ζε ζφιπθμηα 

πμο ζπδιαηίγμκηαζ απυ ημ μλζηυ ηάθζμ ιε ημ SDS. Σμ πθαζιζδζαηυ DNA 

επακαδζαηάζεηαζ ηαζ παναιέκεζ ζημ οπενηείιεκμ. 

5. Αημθμοεεί θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13000 rpm βζα 15 min ζημοξ 4 ºC. 

6. Μεηαθένεηαζ ημ οπενηείιεκμ (πμο θένεζ ημ πθαζιζδζαηυ DNA) ζε ηαεανυ ζςθήκα. 

7. Δπακαθαιαάκμκηαζ ηα αήιαηα 5-6. 

8. Μζα ακζμακηαθθαηηζηή ζηήθδ QIAGEN-tip 20 ή QIAGEN-tip 100 ελζζμννμπείηαζ ιε 

1 ml ή 4 ml νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ QBT ηαζ αθήκεηαζ κα αδεζάζεζ, θυβς αανφηδηαξ. 

9. Σμ οπενηείιεκμ απυ ημ αήια 7 πνμζηίεεηαζ ζηδ ζηήθδ ηαζ αθήκεηαζ κα πενάζεζ δζα 

ιέζμο ηδξ ζηήθδξ. 

10. Ζ ζηήθδ λεπθέκεηαζ ηέζζενζξ θμνέξ ιε 1 ml ή 2 θμνέξ ιε 10 ml νοειζζηζημφ 

δζαθφιαημξ QC. 

11. Ζ έηθμοζδ ημο DNA βίκεηαζ ιε 0.8 ml ή 5 ml νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ QF ηαζ 

θαιαάκεηαζ ζε ηαεανυ ζςθήκα. 

12. ΢ημ έηθμοζια πνμζηίεεηαζ ζζμπνμπακυθδ ίζδ ιε 0.7 θμνέξ ημκ υβημ ημο 

οπενηείιεκμο. 

13. Αημθμοεεί θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13000 rpm βζα 30 min ζημοξ 4 ºC ηαζ απμιάηνοκζδ ηδξ 

ζζμπνμπακυθδξ. 

14. Σμ πθαζιζδζαηυ ίγδια λεπθέκεηαζ ιε δζάθοια 70% (v/v) αζεακυθδξ ηαζ αθήκεηαζ κα 

ζηεβκχζεζ. 

15. Σμ ίγδια δζαθοημπμζείηαζ ζε ηαηάθθδθμ υβημ νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ ΣΔ. 

16. Σμ απμιμκςιέκμ πθαζιίδζμ θοθάβεηαζ ζημοξ -20 ºC βζα πεναζηένς πνήζδ. 
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2.1.2.8 Καηαβύζηζε πιαζκηδηαθνύ DNA κε αηζαλόιε 

 

Τιηθά:  

1. Απμιμκςιέκμ πθαζιίδζμ.  

2. 100% (v/v) παβςιέκδ αζεακυθδ. 

3. Αθάξ (Πίκαηαξ 2.7). 

4. 70 % (v/v) αζεακυθδ. 

 

Μέζνδνο: 

Αημθμοεμφκηαζ ηα αήιαηα 1-7 ηδξ πνμδβμφιεκδξ ιεευδμο (2.1.2.7). 

8. ΢ηδ ζοκέπεζα πνμζηίεεκηαζ ζημ οπενηείιεκμ 100% (v/v) παβςιέκδ αζεακυθδ ίζδ ιε 

2.5 θμνέξ ημκ υβημ ημο οπενηείιεκμο. Ζ αζεακυθδ πνμηαθεί ηδκ ηαηααφεζζδ ημο 

πθαζιζδζαημφ DNA ζηδκ πανμοζία ζηακμπμζδηζηήξ ζοβηέκηνςζδξ άθαημξ (εεηζηχκ 

ζυκηςκ). Ζ ηαηααφεζζδ ιπμνεί κα επζηεοπεεί επίζδξ ιε ηδ πνήζδ ζζμπνμπακυθδξ ζε 

υβημ 0.7-1 θμνέξ ημκ υβημ ηδξ οδαηζηήξ θάζδξ ζηδκ πανμοζία ηςκ πζμ ηάης αθάηςκ 

(Πίκαηαξ 2.7). 

9. Γζα κα είκαζ πζμ απμηεθεζιαηζηή δ ηαηααφεζζδ μζ ζςθήκεξ ημπμεεημφκηαζ ζημοξ -20 

ºC βζα 30 min. 

10. Αημθμοεεί θοβμηέκηνδζδ ημο δείβιαημξ ζηζξ 13000 rpm βζα 15 min ζημοξ 4 ºC ηαζ δ 

αζεακυθδ απμιαηνφκεηαζ. Σμ πθαζιζδζαηυ ίγδια λεπθέκεηαζ ιε δζάθοια 70% (v/v) 

αζεακυθδξ, θοβμηεκηνείηαζ ηαζ πάθζ ζηζξ 13000 rpm, βζα 5 min ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο. Σμ οπενηείιεκμ απμιαηνφκεηαζ ηαζ ημ πθαζιζδζαηυ ίγδια αθήκεηαζ κα 

ζηεβκχζεζ ζημκ αένα.  

11. Σμ ίγδια δζαθοημπμζείηαζ ζε 40 ιl νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ ΣΔ ηαζ μζ ζςθήκεξ ιε  ημ 

απμιμκςιέκμ πθαζιίδζμ θοθάβμκηαζ ζημοξ  -20 ºC. Σμ EDTA πμο πενζέπεηαζ ζημ 

δζάθοια αοηυ δνα ςξ ηαηαζημθέαξ εκδμκμοηθεαζχκ πμο πνμηαθμφκ απμζημδυιδζδ 

ημο  DNA. 

 

Άιαο Σειηθή ΢πγθέληξσζε 

Ολζηυ αιιχκζμ/ 10 Μ 2-2.5 Μ 

Υθςνζμφπμ θίεζμ/ 8 Μ 0.8 Μ 

Ολζηυ κάηνζμ/ 3 Μ pH 5.2 0.3 Μ 

Πίλαθαο 2.7: Σεθζηή ζοβηέκηνςζδ άθαημξ πμο πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηδκ ηαηααφεζζδ DNA. 
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2.1.3 Σερληθέο αλαζπλδπαζκέλνπ DNA 

 

2.1.3.1 Δλδνλνπθιενιπηηθή δηάζπαζε πιαζκηδηαθνύ DNA κε πεξηνξηζηηθά έλδπκα 

Σα πενζμνζζηζηά έκγοια, πμο θέβμκηαζ ηαζ πενζμνζζηζηέξ εκδμκμοηθεάζεξ, 

ακαβκςνίγμοκ εζδζηέξ αθθδθμοπίεξ αάζεςκ ζε δζπθή έθζηα DNA ηαζ δζαζπμφκ ηαζ ηζξ δφμ 

αθοζίδεξ ηδξ δζπθήξ έθζηαξ ζε ζοβηεηνζιέκεξ εέζεζξ. Οζ πενζζζυηενεξ απ’ αοηέξ 

ακαβκςνίγμοκ ιζα εζδζηή αθθδθμοπία απυ ηέζζενα έςξ έλζ γεφβδ αάζεςκ ηαζ οδνμθφμοκ 

έκακ ιυκμ θςζθμνμδζεζηενζηυ δεζιυ ζε ηάεε ιζα αθοζίδα ημο ζηυπμο. Ζ αθθδθμοπία πμο 

ακαβκςνίγεηαζ είκαζ παθίκδνμιδ ηαζ μζ εέζεζξ δζάζπαζδξ είκαζ ημπμεεηδιέκεξ ζοιιεηνζηά. 

     

Τιηθά: 

1. Πμζυηδηα 500-1000 ng πθαζιζδίμο. 

2. Υνήζδ ηαηάθθδθμο νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ (10Υ), εζδζημφ βζα ημ ηάεε έκγοιμ.  

3. Γζάθοια 10Υ αθαμοιίκδξ απυ αυεζμ μνυ (BSA), ζηζξ πενζπηχζεζξ υπμο πνεζάγεηαζ. 

4. Πμζυηδηα εκγφιμο (1U/ιg DNA) 1/10 ημο ηεθζημφ υβημο (New England Biolabs). 

5. Απεζηαβιέκμ κενυ ddH2O ιέπνζ ζοιπθήνςζδξ επζεοιδημφ ηεθζημφ υβημο. 

 

Μέζνδνο: 

1. ΢ε ζςθήκα ηφπμο eppendorf πνμζηίεεκηαζ ηα πζμ πάκς οθζηά πάκηα ηαηά ηδκ 

αηυθμοεδ ζεζνά: α) απζμκζζιέκμ κενυ, α) νοειζζηζηυ δζάθοια (1X), β) BSA (1Υ), δ) 

πθαζιίδζμ ηαζ ε) έκγοιμ. Ο ηεθζηυξ υβημξ ηδξ ακηίδναζδξ είκαζ 20 ιl. 

2. Ζ ακηίδναζδ βίκεηαζ ιε επχαζδ βζα 2 h ζε ηαηάθθδθδ εενιμηναζία πμο ελανηάηαζ απυ 

ημ έκγοιμ πμο πνδζζιμπμζείηαζ , ζοκήεςξ 37 ºC. 

3. 5-10 ιl απυ ηάεε ακηίδναζδ εθέβπεηαζ ιε δθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια αβανυγδξ. 

 

 

2.1.3.2 Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο  

Οζ ιζηνέξ δζαθμνέξ ιάγαξ ιεηαλφ ζοββεκχκ ιμνίςκ DNA ιπμνμφκ εφημθα κα 

ακζπκεοημφκ ιέζς δζαπςνζζιμφ ηαζ ειθάκζζδξ ιε δθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια αβανυγδξ 

πμο θεζημονβεί ςξ ιμνζαηυξ δειυξ. Καηά ηδκ δθεηηνμθυνδζδ ηα ηιήιαηα ημο DNA, πμο 

είκαζ ανκδηζηά θμνηζζιέκα, ηζκμφκηαζ πνμξ ηδκ άκμδμ ιε ηδκ εθανιμβή δθεηηνζημφ πεδίμο 

ιεηαλφ ηςκ δφμ δθεηηνμδίςκ. Ζ δθεηηνμθμνδηζηή ηζκδηζηυηδηα ηςκ ηιδιάηςκ DNA είκαζ 

ακηζζηνυθςξ  ακάθμβδ ημο θμβανίειμο ημο ανζειμφ ηςκ γεοβχκ αάζεςκ.   

Οζ γχκεξ ηςκ ηιδιάηςκ DNA ζ’ έκα πήηηςια ειθακίγμκηαζ ιε αάρζιμ ημο 

πδηηχιαημξ ιε ανςιζμφπμ αζείδζμ, πμο δίκεζ έκημκμ πμνημηαθί πνχια θεμνζζιμφ ηάης 
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απυ οπενζχδδ αηηζκμαμθία (θ=260 nm) ηαζ υηακ αοηυ είκαζ δεζιεοιέκμ ζε 

δζπθμεθζηςιέκμ DNA. 

 

Τιηθά: 

1. Αβανυγδ (Sigma). 

2. Ροειζζηζηυ δζάθοια 10Υ TRIS-Borate/ EDTA (TBE) pH 8.0 (0.5 M EDTA pH 8.0,  

0.3 Μ αάζδ TRIS, 0.5 Μ αμνζηυ μλφ). 

3. Βνςιζμφπμ αζείδζμ (EtBr), 10 mg/ml (Sigma). 

4. 5X Ροειζζηζηυ δζάθοια θμνηχιαημξ δεζβιάηςκ (gel-loading buffer): 0.25% (w/v) 

ιπθε ηδξ ανςιμθαζκυθδξ, 0.25% (v/v) ηοακμφκ ημο λοθεκίμο FF, 15% (v/v) πνςζηζηή 

Ficoll-400, (Amersham Pharmacia Biotech), 35% (v/v) κενυ. 

5. Γείηηεξ ιμνζαημφ αάνμοξ: 1 kb ladder ηαζ 100 bp (Amersham-Pharmacia ή 

Invitrogen). 

 

Μέζνδνο: 

1. Ακάθμβα ιε ημ ιέβεεμξ ημο ηιήιαημξ ημο DNA πμο εα ιεθεηδεεί, επμιέκςξ ηαζ ημο 

ιεβέεμοξ ηςκ πυνςκ ημο πδηηχιαημξ πμο πνεζάγεηαζ, επζθέβεηαζ δ επί ηδξ εηαηυ 

πενζεηηζηυηδηα ημο δζαθφιαημξ ζε αβανυγδ (΢ηδκ πανμφζα ενβαζία 

πνδζζιμπμζήεδηακ πδηηχιαηα πενζεηηζηυηδηαξ 8%, 1%, 1.5% ηαζ 2% w/v). Με 

εένιακζδ δζαθοημπμζείηαζ αοηή δ πμζυηδηα ζε 100 ml δζαθφιαημξ 1Υ TBE. 

2. Αημθμφεςξ πνμζηίεεηαζ ανςιζμφπμ αζείδζμ ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 0.5 ιg/ml.  

3. Σμ δζάθοια πφκεηαζ ζε ζοζηεοή δθεηηνμθυνδζδξ (μνζγυκηζαξ δθεηηνμθυνδζδξ βζα 

ιζηνά πδηηχιαηα) αθμφ πνμδβμοιέκςξ έπμοκ ημπμεεηδεεί ηα εζδζηά δζαπςνζζηζηά ηαζ 

δ ηηέκα, ιε ηδκ αμήεεζα ηδξ μπμίαξ εα δδιζμονβδεμφκ εζδζημί οπμδμπείξ (ηεθζά) ιέζα 

ζημοξ μπμίμοξ εα βίκεζ ημ θυνηςια ηςκ δεζβιάηςκ, υηακ ημ πήηηςια ζηενεμπμζδεεί. 

4. Όηακ πθέμκ ημ πήηηςια ζηενεμπμζείηαζ, δ πηέκα ηαζ ηα δζαπςνζζηζηά αθαζνμφκηαζ ηαζ 

πνμζηίεεηαζ νοειζζηζηυ δζάθοια 1Υ TBE, χζηε κα ηαθφπηεηαζ ημ πήηηςια. 

5. Σα δείβιαηα DNA ακαιεζβκφμκηαζ ιε ηαηάθθδθμ υβημ 5X νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ 

θμνηχιαημξ, χζηε δ ηεθζηή ημο ζοβηέκηνςζδ κα βίκεζ 1Υ.  

6. Έπεζηα ηα δείβιαηα θμνηχκμκηαζ ζηα εζδζηά ηεθζά ημο πδηηχιαημξ, ηαεχξ επίζδξ ηαζ 

δείηηεξ ιμνζαημφ αάνμοξ (500-700 ng marker DNA) ηαζ εθανιυγεηαζ δθεηηνζηυ πεδίμ 

90 V. Σα δείβιαηα, ανκδηζηά θμνηζζιέκα, ανπίγμοκ κα ιεηαηζκμφκηαζ πνμξ ηδκ άκμδμ. 

7. Με ημ πέναξ ηδξ δθεηηνμθυνδζδξ ημ πήηηςια ελεηάγεηαζ ηάης απυ πδβή οπενζχδμοξ 

αηηζκμαμθίαξ ηαζ θςημβναθίγεηαζ βζα ανπεζμεέηδζδ ιε ηδκ αμήεεζα ρδθζαηήξ ηάιεναξ 

BioCap1, ιε ηδ πνήζδ ημο θμβζζιζημφ πνμβνάιιαημξ BIO-CAPTV.99. 
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2.1.3.3 Δμαγσγή θαη θαζαξηζκόο ηκήκαηνο DNA από πήθησκα αγαξόδεο (Gel 

extraction) 

 

Τιηθά: 

1. Σα δζαθφιαηα ηαζ μζ ημθχκεξ πμο πενζέπμκηαζ ζημ παηέημ QIAquick Gel Extraction 

Kit (QIAGEN): α) Ροειζζηζηυ δζάθοια πνυζδεζδξ QG (Binding Buffer). 

α) Ροειζζηζηυ δζάθοια έηπθοζδξ PE (Wash Buffer) ημ μπμίμ πενζέπεζ 

αζεακυθδ. 

β) Ροειζζηζηυ δζάθοια έηθμοζδξ EB (Elution Buffer): 10 mM Tris, 

pH 8.5. 

δ) Μζηνμζηήθεξ QIAquick Spin ιε ημοξ ζςθήκεξ ημοξ. 

2. Ηζμπνμπακυθδ 100% (v/v). 

3. Απμζηεζνςιέκεξ θεπίδεξ. 

 

Μέζνδνο: 

1. Μεηά ηδκ δθεηηνμθυνδζδ ημ επζεοιδηυ ηιήια ημο DNA απμηυπηεηαζ απυ ημ 

πήηηςια αβανυγδξ ιε ηαεανή απμζηεζνςιέκδ θεπίδα ηάης απυ παιδθήξ έκηαζδξ 

οπενζχδδ αηηζκμαμθία. 

2. Σμ ημιιάηζ ημο πδηηχιαημξ ημπμεεηείηαζ ζ’ έκα ζςθήκα ηφπμο Δppendorf ηαζ 

γοβίγεηαζ. Έπεζηα πνμζηίεεηαζ ηνζπθάζζμξ υβημξ δζαθφιαημξ QG απυ ημ αάνμξ ημο (βζα 

πανάδεζβια βζα ηάεε 100 mg πδηηχιαημξ πνμζηίεεκηαζ 300 ιl δζαθφιαημξ QG).   

3. Ο ζςθήκαξ επςάγεηαζ ζημοξ 50 ºC βζα 10 min. Γζα κα οπμαμδεδεεί ημ θζχζζιμ ημο 

πδηηχιαημξ μ ζςθήκαξ ακηζζηνέθεηαζ 2-3 θμνέξ. 

4. Όηακ ημ πήηηςια θζχζεζ, πνμζηίεεκηαζ έκαξ υβημξ 100% (v/v) ζζμπνμπακυθδξ ζημ 

δείβια ηαζ ακαδεφεηαζ. 

5. Σμπμεεηείηαζ δ εζδζηή ζηήθδ ζε ζςθήκα ηςκ 2 ml ηαζ πνμζηίεεηαζ ζ’ αοηή ημ 

πενζεπυιεκμ ημο ζςθήκα (θζςιέκμ πήηηςια ηαζ ηιήια DNA ημο εκδζαθένμκημξ). 

6. Ο ζςθήκαξ ιε ηδ ζηήθδ θοβμηεκηνμφκηαζ βζα 1 min ζηζξ 13000 rpm. Με αοηυ ημκ 

ηνυπμ ημ δζάθοια ημο θζςιέκμο πδηηχιαημξ αβανυγδξ ιεηαθένεηαζ ζημ ζςθήκα εκχ 

ημ ημιιάηζ ημο DNA πνμζδέκεηαζ πάκς ζηδ ζηήθδ. 

7. Απμιαηνφκεηαζ ημ δζάθοια απυ ημ ζςθήκα ηαζ ακαημπμεεηείηαζ ζ’ αοηυκ δ ζηήθδ, 

ζηδκ μπμία πνμζηίεεκηαζ 0.5 ml νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ QG ηαζ θοβμηεκηνείηαζ ηαζ 

πάθζ ζηζξ 13000 rpm βζα 1 min. 

8. Απμιαηνφκεηαζ εη κέμο ημ δζάθοια ηαζ δ ζηήθδ λεπθέκεηαζ ιε 0.75 ml δζαθφιαημξ PE 

ιε θοβμηέκηνδζδ βζα 1 min ζηζξ 13000 rpm. Ακ ημ ημιιάηζ ημο DNA πμο εα 

ΑΝ
ΝΑ

 Μ
ΑΛ
ΕΚ
ΚΟ
Υ



   - 65 - 

απμιμκςεεί εα πνδζζιμπμζδεεί βζα άιεζμ ακαζοκδοαζιυ ή αθθδθμφπδζδ ή βζα 

δζάζπαζδ ιε έκγοια παιδθχκ αθάηςκ, ακαιέκμκηαζ 5 min πνζκ ηδ θοβμηέκηνδζδ. 

9. Σμ πενζεπυιεκμ ημο ζςθήκα αδεζάγεηε ηαζ επακαθαιαάκεηαζ δ θοβμηέκηνδζδ βζα 

πθήνδ απμιάηνοκζδ ημο δζαθφιαημξ PE. Σμ δζάθοια αοηυ πενζέπεζ αζεακυθδ ηαζ 

ηοπυκ παναιμκή ηδξ ζηδ ζηήθδ, εα ιπμνμφζε κα ακαζηείθεζ ιεηαβεκέζηενεξ εκγοιζηέξ 

ακηζδνάζεζξ. 

10. Σέθμξ, δ ζηήθδ ημπμεεηείηαζ ζε ηαεανυ ζςθήκα ηαζ πνμζηίεεηαζ ζ’ αοηήκ 50 ιl 

δζαθφιαημξ 10 mM Tris/ HCl, pH 8.5 (ή dH2O), βζα έηθμοζδ ημο DNA απυ ηδ ζηήθδ. 

Σμ γδημφιεκμ ηιήια ημο DNA εθεοεενχκεηαζ ιυκμ ζηδκ πανμοζία δζαθφιαημξ ιε 

παιδθή πενζεηηζηυηδηα ζε άθαηα. Αθήκεηαζ βζα 1 min ηαζ έπεζηα θοβμηεκηνείηαζ βζα 1 

min ζηζξ 13000 rpm ηαζ ημ γδημφιεκμ ηιήια ημο DNA ζοθθέβεηαζ ζημκ ηαεανυ 

ζςθήκα, μ μπμίμξ θοθάβεηαζ ζημοξ -20 ºC βζα πεναζηένς πνήζδ. 

 

 

2.1.3.4 ΢πγθόιιεζε (ligation) DNA 

Όπςξ ακαθένεδηε ηαζ πζμ πάκς, δ ζοιιεηνζηή δζάζπαζδ ζε ακηίπμδα ζδιεία εκυξ 

πθαζιζδίμο πμο πνμηαθείηαζ απυ ηα πενζμνζζηζηά έκγοια, δίκεζ ζοιπθδνςιαηζηά 

ιμκυηθςκα άηνα πμο έπμοκ εζδζηή ζοββέκεζα ημ έκα ιε ημ άθθμ ηαζ είκαζ βκςζηά ςξ 

ζοκεηηζηά άηνα. Οπμζμδήπμηε εναφζια DNA ιπμνεί κα ημπμεεηδεεί ιέζα ζημ πθαζιίδζμ 

εθ’ υζμκ έπεζ ηα ίδζα ζοκεηηζηά άηνα. Σμ ηιήια ημο DNA ηαζ ημ ακμζβιέκμ πθαζιίδζμ 

ιπμνμφκ κα επακεθζηςεμφκ ηαζ κα εκςεμφκ ιε ημ έκγοιμ ηδξ DNA θζβάζδξ, ημ μπμίμ 

ηαηαθφεζ ημκ ζπδιαηζζιυ εκυξ θςζθμδζεζηενζημφ δεζιμφ ιεηαλφ ηςκ δφμ αθοζίδςκ 

DNA. H DNA θζβάζδ απαζηεί έκα εθεφεενμ ΟΖ ζημ 3’ άηνμ ηδξ ιζαξ αθοζίδαξ ηαζ ιζα 

θςζθμνζηή μιάδα ζημ 5’ άηνμ ηδξ άθθδξ. 

 

Τιηθά: 

1. Σ4 DNA θζβάζδ (4 Weiss units/ιl, Invitrogen). 

2. Ροειζζηζηυ δζάθοια θζβάζδξ δέηα θμνέξ ζοβηεκηνςιέκμ (10Υ): 50 mM Tris-HCl, pH 

7.5, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 1 mM ATP, 25 ιg/ml BSA. 

3. Πθαζιζδζαηυξ θμνέαξ 50 ng. 

4. Έκεεια (150 ng). 

5. dd-H2O: απμζηεζνςιέκμ, δζπθμαπζμκζζιέκμ κενυ. 
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Μέζνδνο: 

1. Ο πθαζιζδζαηυξ θμνέαξ ηαζ ημ έκεεια ηοβπάκμοκ ηδξ ίδζαξ εκδμκμοηθεμθοηζηήξ 

δζάζπαζδξ βζα ηδ δδιζμονβία ζοκεηηζηχκ άηνςκ ζφιθςκα ιε ηδ ιέεμδμ 2.1.3.1  

2. ΢ηδ ζοκέπεζα ημ DNA ημο πθαζιζδζαημφ θμνέα ηαζ ημο εκεέιαημξ απμιμκχκμκηαζ ιε 

ελαβςβή ηαζ ηαεανζζιυ απυ πήηηςια αβανυγδξ (ιέεμδμξ 2.1.3.3). 

3. ΢ε έκα ζςθήκα ημπμεεημφκηαζ μζ ηαηάθθδθεξ πμζυηδηεξ ηςκ ηιδιάηςκ DNA πμο 

απμιμκχεδηακ ηαζ έπεζηα πνμζηίεεκηαζ μζ ακάθμβεξ πμζυηδηεξ ημο εκγφιμο DNA 

θζβάζδ (5 units) ηαζ ημο νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ θζβάζδξ χζηε κα έπεζ ηεθζηή 

ζοβηέκηνςζδ 1Υ. Γίκεηαζ ζοιπθήνςζδ ημο ηεθζημφ υβημο ηδξ ακηίδναζδξ (10 ιl) ιε 

απζμκζζιέκμ απμζηεζνςιέκμ κενυ. 

4. Σέθμξ, μ ζςθήκαξ επςάγεηαζ ζημοξ 16 ºC βζα πενίπμο 16 h, έηζζ χζηε ηα 

ζοιπθδνςιαηζηά άηνα ημο πθαζιζδίμο ηαζ ημο εκεέιαημξ κα οανζδζζημφκ ιε ηδ 

αμήεεζα ηδξ DNA θζβάζδξ (ηθςκμπμίδζδ). 

5. Σδκ επυιεκδ ιένα πναβιαημπμζείηαζ ααηηδνζαηυξ ιεηαζπδιαηζζιυξ (ιέεμδμξ 2.1.2.6) 

ή δ ακηίδναζδ θοθάβεηαζ ζημοξ -20 ºC βζα ιεηέπεζηα πνήζδ.    

 

 

2.1.3.5 Απνθσζθνξπιίσζε 5´-άθξσλ γξακκηθνύ πιαζκηδηαθνύ DNA  

Ζ αθηαθζηή θςζθαηάζδ (SAP, Shrimp Alkaline Phosphatase) είκαζ έκγοιμ ημ μπμίμ 

απμιαηνφκεζ ηζξ θςζθμνζηέξ μιάδεξ απυ ημ 5’ άηνμ εκυξ βναιιζημφ DNA. 

Υνδζζιμπμζείηαζ βζα ηδκ απμθςζθμνοθίςζδ πθαζιζδζαημφ DNA ιε ζοιπθδνςιαηζηά ή 

ηοθθά άηνα χζηε ηα άηνα ημο πθαζιζδίμο κα ιδ ιπμνμφκ κα ζοκδεεμφκ ιεηαλφ ημοξ. Έκα 

εηενυθμβμ ηιήια cDNA ιε άεζηηα 5´-ηεθζηά θςζθμνζηά ηαηάθμζπα ιπμνεί κα οανζδζζηεί 

ιέζς ζοιπθδνςιαηζηυηδηαξ ιε ημ απμθςζθμνοθζςιέκμ πθαζιζδζαηυ DNA, ιε αοηυ ημ 

ηνυπμ δ απμθςζθμνοθίςζδ πνδζζιεφεζ βζα δζεοηυθοκζδ ηδξ δζαδζηαζίαξ ηθςκμπμίδζδξ. 

 

Τιηθά: 

1. Πθαζιζδζαηυ DNA ιεηά απυ εκδμκμοηθεμηζηή δζάζπαζδ.  

2. 10Υ νοειζζηζηυ δζάθοια απμθςζθμνοθίςζδξ: 5 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH 8.5 

(Roche).  

3. Αθηαθζηή θςζθαηάζδ απυ βανίδα SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) 1000 units/ ml 

(Roche). 

4. ddH2O: απμζηεζνςιέκμ, δζπθμαπζμκζζιέκμ κενυ. 
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Μέζνδνο: 

1. ΢ε ζςθήκα ηφπμο Eppendorf πνμζηίεεκηαζ ηα πζμ πάκς οθζηά ηαζ ηέθμξ ημ κενυ χζηε μ 

ηεθζηυξ υβημξ ηδξ ακηίδναζδξ κα είκαζ 40 ιl. 

2. O ζςθήκαξ επςάγεηαζ βζα 45 min ζημοξ 37 ºC βζα κα δνάζεζ ημ έκγοιμ ηαζ αημθμφεςξ 

βζα 20 min ζημοξ 65 ºC βζα απεκενβμπμίδζδ ημο. 

 

 

2.1.3.6 Απνκόλσζε poly(A)
+
 RNA  

(Δηηεθείηαζ αάζεζ πνςημηυθθμο ημο παηέημο Oligotex
TM

 Direct mRNA Mini ηδξ εηαζνείαξ 

Qiagen). 

 

Τιηθά: 

1. Σα δζαθφιαηα πμο πενζέπμκηαζ ζημ παηέημ Oligotex Direct mRNA ηδξ Qiagen:  

α) Γζάθοια θφζδξ OL1:10 mM Tris·Cl pH 7.5, 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 1% (v/v) 

Nonidet  P-40 ηαζ πνζκ ηδ πνήζδ πνμζηίεμκηαζ 20 ιl α-ιενηαπημαζεακυθδξ/600 ιl 

δζαθφιαημξ.   

α) Γζάθοια αζςνήιαημξ ζθαζνζδίςκ Oligotex (1 mg/10 ιl) 

β) Γζάθοια αναίςζδξ ΟDB 

δ) ΢ηήθεξ 

ε) Γζάθοια έηπθοζδξ OW1 

ζη) Γζάθοια έηπθοζδξ OW2 

γ) Γζάθοια έηθμοζδξ OEB 

2. ddH2O: απμζηεζνςιέκμ, δζπθμαπζμκζζιέκμ κενυ απαθθαβιέκμ απυ RNAάζεξ. 

3. ΢ςθήκεξ ηςκ 2 ml, απμζηεζνςιέκμζ ηαζ απαθθαβιέκμζ απυ RNAάζεξ. 

4. Οιμβεκμπμζδηήξ πεζνυξ.  

5. 14.3 Μ α-ιενηαπημαζεακυθδ (α-ME). 

 

Μέζνδνο: 

1. Ανπζηά πνμεημζιάγμκηαζ ηα ηφηηανα ή/ ηαζ μζ ζζημί πμο εα πνδζζιμπμζδεμφκ βζα ηδκ 

απμιυκςζδ ημο poly(A)
+
 RNA (ιπμνμφκ κα πνδζζιμπμζδεμφκ ιέπνζ 2 Υ 10

7
 ηφηηανα 

ή 100 mg ζζημφ).  

Σα ηφηηανα λεπθέκμκηαζ ιε PBS ηαζ έπεζηα απμημθθχκηαζ ιε ηδ αμήεεζα ηδξ ενορίκδξ 

ηαζ ιεηαθένμκηαζ ζε απμζηεζνςιέκμ ζςθήκα ηςκ 2 ml. Σα ηφηηανα θοβμηεκηνχκηαζ 

ζηζξ 1000 rpm βζα 5 min ηαζ ζηδ ζοκέπεζα απμιαηνφκεηαζ ημ οπενηείιεκμ. 

Οζ ζζημί (θνέζημζ ή παβςιέκμζ) δεκ πνεζάγμκηαζ μπμζαδήπμηε πνμεημζιαζία.  
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2. Ανπζηά πνμζηίεεηαζ ζημ δζάθοια θφζδξ OL1 δ α-ιενηαπημαζεακυθδ (20 ιl α-

ιενηαπημαζεακυθδξ βζα ηάεε 600 ιl δζαθφιαημξ θφζδξ). ΢ηδ ζοκέπεζα, ηα ηφηηανα 

επακαδζαζπείνμκηαζ ζε 600 ιl δζαθφιαημξ θφζδξ ηαζ ημπμεεημφκηαζ ζε μιμβεκμπμζδηή 

πεζνυξ ηαζ μ ζζηυξ ημπμεεηείηαζ ζε μιμβεκμπμζδηή πεζνυξ ηαζ πνμζηίεεκηαζ ζε αοηυκ 

600 ιl δζαθφιαημξ θφζδξ. 

3. Πναβιαημπμζείηαζ μιμβεκμπμίδζδ. 

4. Πνμζηίεεκηαζ 2 υβημζ δζαθφιαημξ αναίςζδξ (1200 ιl) ηαζ ημ δζάθοια ιεηαθένεηαζ ζε 

ζςθήκεξ ηςκ 2 ml. Ακαιεζβκφμκηαζ ηαθά ηαζ έπεζηα θοβμηεκηνμφκηαζ ζηζξ 13000 rpm 

βζα 3 min, βζα κα απμιαηνοκεμφκ μζ ιειανάκεξ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ηάπμζεξ πνςηεΐκεξ 

πμο ηαηαηνδικίγμκηαζ. Σμ οπενηείιεκμ ιεηαθένεηαζ ζε ηαεανυ ζςθήκα.  

5. Πνμζηίεεκηαζ 20 ιl αζςνήιαημξ ζθαζνζδίςκ Oligotex, μζ ζςθήκεξ ακαιεζβκφμκηαζ ηαζ 

αθήκμκηαζ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 10 min. ΢’ αοηυ ημ ζηάδζμ πναβιαημπμζείηαζ 

δ οανζδμπμίδζδ ιεηαλφ ημο oligo dT30, πμο ανίζηεηε πνμζδεδειέκμ ζηα ζθαζνίδζα ηαζ 

ηςκ poly(A)
 
ηαηαθμίπςκ ημο mRNA.       

6. Φοβμηεκημφκηαζ ζηζξ 13000 rpm βζα 5 min ηαζ απμιάηνοκζδ ημο οπενηεζιέκμο.  

7. Πνμζηίεεκηαζ ζηα ζθαζνίδζα 300 ιl δζαθφιαημξ έηπθοζδξ OW1 ηαζ ακαιεζβκφμκηαζ, 

έπεζηα ιεηαθένμκηαζ ζε ζηήθδ πμο ημπμεεηείηαζ ζε ζςθήκα ηςκ 1.5 ml ηαζ ηέθμξ 

θοβμηεκηνμφκηαζ ζηζξ 13000 rpm βζα 30 sec.  

8. Ζ ζηήθδ ιεηαθένεηαζ ζε ηαζκμφνβζμ ζςθήκα ηαζ πνμζηίεεκηαζ ζε αοηή 350 ιl 

δζαθφιαημξ έηπθοζδξ OW2 ηαζ θοβμηεκηνείηαζ υπςξ πνμδβμοιέκςξ. 

9. Δπακαθαιαάκεηαζ ημ ζηάδζμ 8. 

10.  Ζ ζηήθδ ιεηαθένεηαζ ζε ηαζκμφνβζμ ζςθήκα ηαζ πνμζηίεεκηαζ ζε αοηή 20-100 ιl 

δζαθφιαημξ έηθμοζδξ πμο έπεζ πνμεενιακεεί ζημοξ 70 ºC. Σα ζθαζνίδζα 

επακαδζαζπείνμκηαζ ηαζ έπεζηα θοβμηεκηνμφκηαζ  υπςξ πνμδβμοιέκςξ. 

11. Σμ mRNA πμο εηθμφεηαζ απυ ηα ζθαζνίδζα είηε πνδζζιμπμζείηαζ αιέζςξ βζα παναβςβή 

cDNA ιε ηδ ιέεμδμ ηδξ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ, είηε θοθάβεηαζ ζημοξ -80 ºC βζα 

ιεθθμκηζηή πνήζδ.   

 

 

2.1.3.7 Απνκόλσζε ζπλνιηθνύ RNA 

 

2.1.3.7.1 Βάζεη πξσηνθόιινπ ηνπ παθέηνπ RNeasy Mini Kit ηεο εηαηξείαο Qiagen 

 

Τιηθά: 

1. ΢ηήθεξ θοβμηέκηνδζδξ RNeasy (Mini Spin Columns). 

2. ΢ςθήκεξ ηςκ 1.5 ml ηαζ 2 ml, απμζηεζνςιέκμζ ηαζ απαθθαβιέκμζ απυ RNAάζεξ. 
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3. Γζάθοια RLT 

4. Γζάθοια RW1  

5. Γζάθοια RPE (ζοβηεκηνςιέκμ).  

6. ddH2O: απμζηεζνςιέκμ ηαζ δζπθμαπζμκζζιέκμ κενυ απαθθαβιέκμ απυ RNAάζεξ. 

7. 14.3 Μ α-ιενηαπημαζεακυθδ (α-ME). 

8. Αζεακυθδ (96-100%). 

9. Έκγοιμ DNase I, 1500 Kunitz units (Qiagen). 

10. Γζάθοια RDD ηδξ DNase I.  

11. ΢φνζββα ιε αεθυκα δζαιέηνμο 0.9 mm.  

 

Μέζνδνο: 

1. Αημθμοεείηαζ ημ πνχημ ζηάδζμ ηδξ ιεευδμο 2.1.3.6 (ιπμνμφκ κα πνδζζιμπμζδεμφκ 

ιέπνζ 1 Υ 10
7
 ηφηηανα ή 30 mg ζζημφ).  

2. Σα ηφηηανα επακαδζαζπείνμκηαζ πμθφ ηαθά ζε 600 ιl δζαθφιαημξ RLT. Πνζκ ηδ πνήζδ 

πνμζηίεεηαζ ζημ δζάθοια RLT α-ιενηαπνμαζεακυθδ (10 ιl α-ME βζα ηάεε 1 ml 

δζαθφιαημξ).  

3. Σμ θφια ηςκ ηοηηάνςκ μιμβεκμπμζείηαζ ιε πέναζια 5-6 θμνέξ δζαιέζμο ζφνζββαξ ιε 

αεθυκα δζαιέηνμο 0.9 mm.  

4. ΢ημ μιμβεκμπμζδιέκμ θφια πνμζηίεεηαζ έκαξ υβημξ αζεακυθδξ 70% (v/v) ηαζ 

ακαιζβκφεηαζ ηαθά ιε πνήζδ πζππέηαξ.   

5. Μεηαθένμκηαζ ιέπνζ 700 ιl ημο δείβιαημξ, ζοιπενζθαιαακμιέκμο ηζ μπμζμοδήπμηε 

ζγήιαημξ πμο πζεακυκ κα δδιζμονβδεεί, ζηδκ ζηήθδ RNeasy, δ μπμία ημπμεεηείηαζ ζε 

έκα ζςθήκα ηςκ 2 ml. Σμ πχια ηθείκεηαζ ηαζ μ ζςθήκαξ θοβμηεκηνείηαζ ζηζξ 10000 

rpm βζα 15 sec.  

6. ΢ηδ ζοκέπεζα ημ δζάθοια πμο πέναζε απυ ηδκ ζηήθδ απμιαηνφκεηαζ ηαζ 

επακαθαιαάκεηαζ ημ ζηάδζμ 5 ακ μ υβημξ λεπενκά ηα 700 ιl ιε πνμζεήηδ ημο 

οπυθμζπμο δείβιαημξ ζηδκ ίδζα ζηήθδ.  

7. Πνμζηίεεκηαζ 350 ιl δζαθφιαημξ RW1 ζηδ ζηήθδ. Κθείκεηαζ ημ πχια ηαζ μ ζςθήκα 

θοβμηεκηνείηαζ ζηζξ 10000 rpm βζα 15 sec, βζα έηπθοζδ ηδξ ιειανάκδξ ηδξ ζηήθδξ.  

8. Πνμζηίεεκηαζ 10 ιl DNase I ζε 70 ιl δζαθφιαημξ RDD ηαζ ακαιεζβκφμκηαζ ιε 

ακαπμδμβφνζζια ημο ζςθήκα. Ο ζςθήκαξ θοβμηεκηνείηαζ ζφκημια ηαζ ημ πενζεπυιεκμ 

ημο πνμζηίεεηαζ ζηδκ ιειανάκδ ηδξ ζηήθδξ ηαζ επςάγεηαζ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο 

βζα 15 min. 
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9. ΢ηδ ζοκέπεζα, πνμζηίεεκηαζ 350 ιl ημο δζαθφιαημξ RW1 ζηδ ζηήθδ. Σμ πχια 

ηθείκεηαζ ηαζ δ ζηήθδ θοβμηεκηνείηαζ ζηζξ 10000 rpm βζα 15 sec ηαζ απμιαηνφκεηαζ ημ 

δζάθοια πμο ιαγεφεηαζ ζημκ ζςθήκα ηάης απυ ηδ ζηήθδ. 

10.  Πνμζηίεεκηαζ 500 ιl ημο δζαθφιαημξ  RPE ζηδ ζηήθδ, ημ πχια ηθείκεηαζ ηαζ δ ζηήθδ 

θοβμηεκηνείηαζ ζηζξ 10000 rpm βζα 15 sec βζα κα λεπθοεεί δ ζηήθδ ηαζ έπεζηα 

απμιαηνφκεηαζ ημ δζάθοια πμο ιαγεφεηαζ ζημκ ζςθήκα ηάης απυ ηδ ζηήθδ. Πνζκ 

πνδζζιμπμζδεεί ημ δζάθοια RPE αναζχκεηαζ ηαζ πνμζηίεεηαζ ζε αοηυ αζεακυθδ (4 

υβημζ αζεακυθδξ).   

11. Δπακαθαιαάκεηαζ ημ ζηάδζμ 10 ιε ηδ δζαθμνά υηζ δ θοβμηέκηνδζδ πναβιαημπμζείηαζ 

βζα 2 min χζηε κα ζηεβκχζεζ ηεθείςξ δ ζηήθδ απυ ηδκ αζεακυθδ δ μπμία εα επδνεάζεζ 

ηζξ πεναζηένς δζαδζηαζίεξ (ππ. ζηδ ζφκεεζδ cDNA) .   

12. Ζ ζηήθδ ημπμεεηείηαζ ζε ηαζκμφνβζμ ζςθήκα ηςκ 2 ml ηαζ θοβμηεκηνείηαζ βζα 1 min 

επζπθέμκ. 

13. Σέθμξ δ ζηήθδ ημπμεεηείηαζ ζε ηαζκμφνβζμ ζςθήκα ηςκ 1.5 ml ηαζ πνμζηίεεηαζ 

απεοεείαξ ζηδ ιειανάκδ ηδξ ζηήθδξ 30–50 ιl ddH2O απαθθαβιέκμ απυ RΝΑάζεξ ηαζ 

θοβμηεκηνείηαζ ζηζξ 10000 rpm βζα 1 min βζα ηδκ έηθμοζδ ημο RNA. 

 

 

2.1.3.7.2 Βάζεη πξσηνθόιινπ ηνπ αληηδξαζηεξίνπ Trizol ηεο εηαηξίαο InVitrogen 

 

Τιηθά: 

1. Ακηζδναζηήνζμ Trizol (Invitrogen). 

2. Υθςνμθυνιζμ 100% (v/v). 

3. Ηζμπνμπακυθδ 100% (v/v).  

4. 75% (v/v) αζεακυθδ. 

5. ddH2O: απμζηεζνςιέκμ ηαζ δζπθμαπζμκζζιέκμ κενυ απαθθαβιέκμ απυ RNAάζεξ. 

 

Μέζνδνο: 

1. Υνδζζιμπμζείηαζ 1 ml ακηζδναζηδνίμο Trizol βζα μιμζμβεκμπμίδζδ 1Υ10
6
 ηοηηάνςκ (ή 

150 ιl βζα ηάεε ηαθοπηνίδα. 

2. Πνμαζνεηζηά, ημ μιμζμβεκμπμίδια θοβμηεκηνείηαζ ζηζξ 13000 rpm βζα 10 min ζημοξ 4 

ºC βζα απμιάηνοκζδ ηοηηανζηχκ πνςηεσκχκ, πμθοζαηπανζηχκ ηαζ ρδθμφ ιμνζαημφ 

αάνμοξ DNA ηαζ ημ οπενηείιεκμ ιεηαθένεηαζ ζε ηαεανυ ζςθήκα. 
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3. Σμ μιμζμβεκμπμίδια επςάγεηαζ βζα 5 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο χζηε κα 

απμζοκδεεμφκ ηα κμοηθεμπνςηεσκζηά ζφιπθμηα. ΢ε αοηυ ημ ζηάδζμ ιπμνεί κα 

θοθαπηεί ζημοξ -80 ºC βζα πεναζηένς πνήζδ. 

4. Αημθμφεςξ πνμζηίεεκηαζ πνμζεηηζηά 200 ιl πθςνμθυνιζμ ζε ηάεε δείβια, ακαδεφεηαζ 

έκημκα ιε ημ πένζ βζα 15 sec ηαζ αθήκεηαζ βζα 15 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 

5. ΢ηδ ζοκέπεζα ηα δείβιαηα θοβμηεκηνμφκηαζ ζηζξ 13000 rpm βζα 15 min ζημοξ 4 ºC πμο 

έπεζ ςξ απμηέθεζια ημκ δζαπςνζζιυ ηνζχκ θάζεςκ: ζηδκ ηαηχηενδ μνβακζηή θάζδ 

(θαζκυθδ-πθςνμθυνιζμ), ζηδκ μπμία οπάνπμοκ μζ πνςηεΐκεξ, ζηδ ιεζυθαζδ ζηδκ 

μπμία οπάνπεζ ημ DNA ηαζ ζηδκ άπνςιδ οδάηζκδ θάζδ, δ μπμία πενζέπεζ ημ RNA. 

6. Ζ οδαηζηή θάζδ ιεηαθένεηαζ ζε ηαεανυ ζςθήκα ηαζ ζε αοηή πνμζηίεεηαζ 500 ιl 

100% (v/v) ζζμπνμπακυθδξ βζα κα αμδεήζεζ ζηδκ ηαηααφεζζδ ημο RNA. Σα δείβιαηα 

ακαδεφμκηαζ βζα 15 sec ηαζ επςάγμκηαζ βζα 10 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 

7. Σα δείβιαηα θοβμηεκηνμφκηαζ ζηζξ 13000 rpm βζα 30 min ζημοξ 4 ºC ηαζ 

απμιαηνφκεηαζ ημ οπενηείιεκμ. 

8. Σμ ίγδια ημο RNA λεπθέκεηαζ ιε 1 ml παβςιέκδξ 75% (v/v) αζεακυθδξ, 

θοβμηεκηνείηαζ ζηζξ 7500 rpm βζα 10 min ζημοξ 4 ºC ηαζ απμιαηνφκεηαζ ημ 

οπενηείιεκμ. 

9. Σμ ίγδια RNA αθήκεηαζ κα ζηεβκχζεζ ηαθά ζημκ αένα, επακαδζαζπείνεηαζ ζε 50 ιl 

ddH2O ηαζ επςάγεηαζ ζημκ πάβμ βζα 30 min. Ακ ημ ίγδια δεκ δζαθοεεί επςάγεηαζ 

ζημοξ 55 ºC βζα 5 min ηαζ έπεζηα θοθάβεηαζ ζημοξ -80 ºC.   

 

 

2.1.3.8 Πξνζδηνξηζκόο ηεο ζπγθέληξσζεο ησλ λνπθιετληθώλ νμέσλ RNA θαη DNA κε 

θσηνκέηξεζε 

  Σα εηποθίζιαηα ηςκ DNA ηαζ RNA πμο απμιμκχκμκηαζ, πνμζδζμνίγμκηαζ 

πμζμηζηά ιε ηδ ιέεμδμ ηδξ θαζιαημζημπίαξ οπενζχδμοξ (UV). Ζ ιέεμδμξ αοηή ααζίγεηαζ 

ζηδκ ζηακυηδηα ηςκ κμοηθεσκζηχκ μλέςκ (DNA ηαζ RNA) κα απμννμθμφκ ζε ιήημξ 

ηφιαημξ 260 nm, ηςκ πνςηεσκχκ ζηα 280 nm, εκχ ηςκ θαζκμθζηχκ ζηα 240 nm. Σζιή 

απμννυθδζδξ ζηα 260 nm ίζδ ιε 1 (Α260 = 1) ζζμδοκαιεί ιε 40 ιg/ml RNA ή ιμκήξ 

έθζηαξ DNA (ιμκυηθςκμο DNA), 50 ιg/ml δζπθήξ έθζηαξ DNA ηαζ πενίπμο 20 ιg/ml 

μθζβμκμοηθεμηζδίςκ. Πμζμηζηά ηνζηήνζα ηδξ ηαεανυηδηαξ ηςκ απμιμκςιέκςκ RNAs είκαζ 

δ ακαθμβία απμννυθδζδξ ιεηαλφ κμοηθεσκζηχκ μλέςκ, πνςηεσκχκ ηαζ θαζκμθζηχκ. Έηζζ, 

πανάθθδθα βζα ηάεε δείβια πμο θςημιεηνείηαζ θαιαάκεηαζ ηαζ δ ηζιή απμννυθδζδξ ζηα 

280 nm ηαζ 240 nm. Ο θυβμξ Α260/Α280 βζα ηαεανά δείβιαηα κμοηθεσκζηχκ μλέςκ 

ζοκζζηάηαζ κα ηοιαίκεηαζ ζε ηζιέξ Α260/Α280 ≥1.8 ηαζ μ θυβμξ Α260/Α240 ≥1. Ακ ζηα 
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δείβιαηα οπάνπμοκ πνμζιίλεζξ απυ πνςηεΐκεξ ή θαζκυθδ ηυηε δ ηζιή πμο θαιαάκεηαζ είκαζ 

ιζηνυηενδ. 

 

Μέζνδνο: 

1. ΢ε ηορεθίδα παθαγία πνμζηίεεκηαζ 500 ιl ddH2O ηαζ δ ηορεθίδα ημπμεεηείηαζ ζηδ 

εζδζηή οπμδμπή ημο θςηυιεηνμο ηαζ ημ θςηυιεηνμ ιδδεκίγεηαζ ζηα 260 nm. 

2. 5 ιl δείβιαημξ αναζχκμκηαζ ζε 495 ιl ddH2O ηαζ ημπμεεημφκηαζ ζε ηορεθίδα παθαγία 

ηαζ έπεζηα ζηδκ εζδζηή εέζδ ημο θςηυιεηνμο.  

3. Πναβιαημπμζείηαζ θςημιέηνδζδ ζηα 260 nm, 280 nm ηαζ 240 nm ηαζ ηαηαβνάθμκηαζ 

μζ απμννμθήζεζξ.   

4. ΢ηδ ζοκέπεζα οπμθμβίγμκηαζ ηα πμζμηζηά παναηηδνζζηζηά ημο δείβιαημξ ηαζ μζ 

ζοβηεκηνχζεζξ ηςκ δεζβιάηςκ. 

[RNA] (mg/ml) = Abs260 nm x 40 ιg/ml x dilution factor 

[DNA] (mg/ml) = Abs260 nm x 50 ιg/ml x dilution factor 

 

 

2.1.3.9 Σερληθή ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο  

Ζ ηεπκζηή ηδξ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ πνδζζιεφεζ βζα ηδ δδιζμονβία “δελαιεκήξ” 

cDNA απυ ηάπμζμ ζζηυ ή ηφηηανα. Ανπζηά απμιμκχκεηαζ ημ ζοκμθζηυ αββεθζμθυνμ-RNA 

[mRNA (polyA
+ 

RNA)] ηαζ ακηζβνάθεηαζ ζε cDNA (complementary DNA) ιέζς ημο 

εκγφιμο ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθάζδξ. Υνδζζιμπμζείηαζ έκα μθζβμκμοηθεμηίδζμ - εηηζκδηήξ 

(ζοκήεςξ ημ oligo-dT), ημ μπμίμ είκαζ ζοιπθδνςιαηζηυ βζα ηδκ poly-A μονά ημο 3´ άηνμο 

ημο χνζιμο mRNA.  

 

Τιηθά: 

1. Υνδζζιμπμζήεδηε ημ παηέημ ProtoScript (New England Biolabs) ημ μπμίμ πενζέπεζ: 

α)  25units/ιl ιεηαβναθάζδ [Moloney-Murine Leukemia Virus (M-MuLV)]. 

α) 10Υ νοειζζηζηυ δζάθοια ημο εκγφιμο: 500 mM Tris-HCl, pH 8.3, 750 mM KCl, 30 

mM MgCl2, 100 mM DTT. 

β) 50 ιM (dT23VN) εηηζκδηζηυ ιυνζμ (primer). 

δ) 10 mΜ ιείβια dNTPs (2.5 mM απυ ημ ηάεε έκα). 

ε) 10 units/ιl ακαζημθέα ηδξ RNA-άζδξ (απυ ακενχπζκμ πθαημφκηα). 

ζη) 2 units/ιl RNAάζδ. 

γ) ddH2O απαθθαβιέκμ απυ κμοηθεάζεξ. 

2. Απμιμκςιέκμ ζοκμθζηυ RNA (ιέεμδμξ 2.3.7). 
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3. Μζηνμζςθήκεξ ιε θεπηά ημζπχιαηα βζα PCR ηςκ 0.2 ml (Perkin-Elmer GMbH,    

Germany). 

4. ΢οζηεοή PCR (DNA Engine, M.J.R.). 

 

Μέζνδνο: 

(Δηηεθείηαζ αάζεζ πνςημηυθθμο ημο ηαηαζηεοαζηή ημο παηέημο ProtoScript New England 

Biolabs). 

1. ΢ε έκα ζςθήκα Δppendorf ακαιεζβκφμκηαζ: 

Οθζηυ RNA 1-10 ιl (1 ng-2 ιg) 

Δηηζκδηζηυ ιυνζμ dT23VN 2 ιl 

Μείβια dNTPs 4 ιl 

ddH2O απαθθαβιέκμ απυ κμοηθεάζεξ x ιl ιέπνζ ηεθζημφ υβημο 16 ιl 

 

2. Αημθμφεςξ ημ ιείβια εενιαίκεηαζ ζημοξ 70 °C βζα 5 min, χζηε κα απμδζαηαπεεί ημ 

RNA ηαζ ημπμεεηείηαζ αιέζςξ ζημ πάβμ. 

3. ΢ηδ ζοκέπεζα πνμζηίεεκηαζ ζημ ιείβια ημο ζηαδίμο 1: 

10Υ νοειζζηζηυ δζάθοια πμθοιενάζδξ 2 ιl  

Ακαζημθέαξ RNAάζδξ 1 ιl 

Ακηίζηνμθδ ιεηαβναθάζδ 1 ιl 

 

4. Ο ζςθήκαξ επςάγεηαζ ζημοξ 42 °C βζα 1 h. 

5. Αημθμφεςξ ημ έκγοιμ ηδξ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθάζδξ απεκενβμπμζείηαζ ιε εένιακζδ 

ζημοξ 95 °C βζα 5 min. 

6. Αθμφ μθμηθδνςεεί δ ακηίδναζδ, ημ RNA απμζημδμιείηαζ ιε πνμζεήηδ 1 ιl (2 units) 

RNAάζδξ H ηαζ επχαζδ ζημοξ 37 °C βζα 20 min. Έπεζηα, δ RNAάζδ H 

απεκενβμπμζείηαζ ιε εένιακζδ ζημοξ 95 °C βζα 5 min. 

7. Σέθμξ, δ ακηίδναζδ αναζχκεηαζ ιέπνζ ηα 30 ιl ηαζ μζ ζςθήκεξ ιε ηα cDNAs 

θοθάβμκηαζ ζημοξ -80 °C, βζα ιεθθμκηζηή πνήζδ.  

 

 

2.1.3.10 Σερληθή ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο (PCR) 

Ζ αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ (PCR) είκαζ ιία in vitro ιέεμδμξ βζα ηδκ 

απμιυκςζδ ηαζ ημκ πμθθαπθαζζαζιυ αθθδθμοπίαξ DNA, ιέζς ηδξ εκγοιζηήξ 

ακαπαναβςβήξ ημο DNA ηαζ ααζίγεηαζ ζημκ επακαθαιαακυιεκμ ηφηθμ ηνζχκ απθχκ 

ακηζδνάζεςκ, μζ μπμίεξ δζαθένμοκ ζηδ εενιμηναζία ηαζ ημ πνυκμ.  
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Κάεε ηφηθμξ απμηεθείηαζ απυ ηα ελήξ ζηάδζα (΢πήια 2.1): 

1. Απμδζάηαλδ ημο δίηθςκμο DNA. 

2. Τανζδζζιυξ ηςκ εηηζκδηχκ ιε ηδκ αθθδθμοπία-ζηυπμ (primer annealing). 

3. ΢φκεεζδ ζοιπθδνςιαηζηχκ ηθχκςκ ημο DNA ιε επέηηαζδ ημο 3’ άηνμο ηςκ 

εηηζκδηχκ ιε ηδ αμήεεζα ηδξ εενιμακεεηηζηήξ πμθοιενάζδξ (primer 

extension). 

 

 

 

 

 

 

 

 

΢ρήκα 2.1: Αλαπαξάζηαζε ζηαδίσλ αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο (PCR). 

 

΢ημ πνχημ αήια ημο ηφηθμο βίκεηαζ απμδζάηαλδ ημο DNA πμο έπεζ απμιμκςεεί απυ 

ημ δείβια, αολάκμκηαξ ηδ εενιμηναζία ηδξ ακηίδναζδξ ζοκήεςξ ζημοξ 94 ºC. ΢ημ δεφηενμ 

αήια ιε ιείςζδ ηδξ εενιμηναζίαξ ηδξ ακηίδναζδξ (50-65 ºC) επζηοβπάκεηαζ μ οανζδζζιυξ 

ηςκ εηηζκδηχκ ιε ηδκ αθθδθμοπία ημο DNA. Οζ εηηζκδηέξ (primers) είκαζ ζοκεεηζηά 

μθζβμκμοηθεμηίδζα, ιήημοξ 18-30 αάζεςκ, ηα μπμία είκαζ ζοιπθδνςιαηζηά ιε ηδκ 

αθθδθμοπία ημο DNA πμο πνυηεζηαζ κα πμθθαπθαζζαζηεί. Οζ εηηζκδηέξ απμηεθμφκηαζ απυ 

δζαθμνεηζηέξ, ιδ ζοιπθδνςιαηζηέξ αθθδθμοπίεξ, ιε απμηέθεζια κα ιδκ οανζδίγμκηαζ 

ιεηαλφ ημοξ αθθά ιε ηζξ ζοιπθδνςιαηζηέξ αθθδθμοπίεξ ημο DNA. ΢ημ ηνίημ ηαζ ηεθεοηαίμ 

αήια πναβιαημπμζείηαζ δ ζφκεεζδ ηςκ ζοιπθδνςιαηζηχκ ηθχκςκ ημο DNA ζε 

εενιμηναζία 72 ºC. Αοηυ ημ αήια επζηοβπάκεηαζ ιε ηδ πνήζδ ημο εκγφιμο DNA 

πμθοιενάζδ πμο επζηνέπεζ ηδ ζφκεεζδ ημο DNA ζε ηαηεφεοκζδ 5’ πνμξ 3’. Μεβάθδ 

χεδζδ ζηδκ ηεπκζηή PCR έδςζε δ ακαηάθορδ ημο εενιμακεεηηζημφ εκγφιμο 

πμθοιενάζδξ ημο ααηηδνζδίμο Thermus Aquaticus (Taq Polymerase). Ζ Taq Polymerase 

ζοκεέηεζ πενίπμο 2000 κμοηθεμηίδζα ακά θεπηυ. Ο πνυκμξ πμο απαζηείηαζ βζα ηδκ 

ακηζβναθή ημο DNA-ζηυπμο ελανηάηαζ απυ ημ ιήημξ ημο πνμσυκημξ ηδξ PCR. 

΢ε ιζα ηοπζηή ακάθοζδ PCR μ ηφηθμξ απμδζάηαλδξ, οανζδζζιμφ ηαζ ζφκεεζδξ κέμο 

DNA ιπμνεί κα επακαθδθεεί πμθθέξ θμνέξ, ζοκήεςξ 30 ή 40, ηαηαθήβμκηαξ ζημ 

ζπδιαηζζιυ πενζζζυηενςκ απυ 1 δζζεηαημιιφνζμ, αηνζαχκ ακηζβνάθςκ ημο ανπζημφ 

ηιήιαημξ ημο DNA. 
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Ζ ακηίδναζδ PCR ιπμνεί κα πναβιαημπμζδεεί είηε ιε πνήζδ ιείβιαημξ DNA 

πμθοιενάζςκ ορδθήξ πζζηυηδηαξ, υηακ ημ πνμσυκ πμο πνυηεζηαζ κα πμθθαπθαζζαζηεί 

πνέπεζ κα είκαζ πζζηυ ακηίβναθμ ημο ανπζημφ ιμνίμο cDNA πςνίξ κα πενζέπεζ ζδιεζαηέξ 

ιεηαθθάλεζξ, είηε ιε πνήζδ ηδξ εενιμακεεηηζηήξ DNA πμθοιενάζδξ Taq (δ μπμία είκαζ 

μζημκμιζηυηενδ), υηακ πνυηεζηαζ κα πνδζζιμπμζδεεί βζα ηδ βνήβμνδ ζάνςζδ δζαθυνςκ 

ηθχκςκ ή βζα ηδ ιεθέηδ ημο πνμκζημφ ηαζ ημπζημφ πνμηφπμο ηδξ βμκζδζαηήξ έηθναζδξ 

εκυξ βμκζδίμο δζελάβμκηαξ διζπμζμηζηή ακηίδναζδ RT-PCR.  

 

 

2.1.3.10.1 PCR κε ρξήζε κείγκαηνο DNA-πνιπκεξαζώλ πςειήο πηζηόηεηαο 

 

Τιηθά: 

1. Μείβια πμθοιενάζςκ ορδθήξ πζζηυηδηαξ (Expand Long Template PCR), 3.5 units/ιl 

(Roche)  

2.  3  νοειζζηζηά δζαθφιαηα 10X ηδξ πμθοιενάζδξ ιε δζαθμνεηζηή ζοβηέκηνςζδ MgCl2: 

(1) ιε 17.5 mM MgCl2,  (2) ιε 27.5 mM MgCl2 ηαζ (3) ιε 27.5 mM MgCl2 ηαζ 

απμννοπακηζηά.  

3. Οθζβμκμοηθεμηίδζα (20 pmole/ιl), ημ ηαεέκα πνδζζιμπμζείηαζ ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 

20 pmole ακά ακηίδναζδ. 

4. dNTPs: ιείβια ηςκ ηεζζάνςκ δεμλοκμοηθεμηζδίςκ 10 mM απυ ημ ηαεέκα (Amersham 

Pharmacia Biotech). 

5. cDNA ή απμιμκςιέκμ πθαζιζδζαηυ DNA. 

6. d.d-H2O: δζπθμαπζμκζζιέκμ απμζηεζνςιέκμ κενυ. 

7. Μζηνμζςθήκεξ ιε θεπηά ημζπχιαηα βζα PCR ηςκ 0.2 ml (Perkin-Elmer GMbH, 

Germany). 

8. Απμζηεζνςιέκμζ ζςθήκεξ ηφπμο Eppendorf.  

9. ΢οζηεοή PCR (DNA Engine, M.J.R.). 

 

Μέζνδνο: 

(Δηηεθείηαζ αάζεζ μδδβζχκ ημο ηαηαζηεοαζηή Roche). 

1. Γζα ηάεε ακηίδναζδ PCR επζθέβεηαζ ημ ζφζηδια ημ μπμίμ εα πνδζζιμπμζδεεί, ακάθμβα 

ιε ημ ιέβεεμξ ημο DNA πμο επζεοιείηαζ κα πμθθαπθαζζαζηεί ηαζ εημζιάγεηαζ δ 

ακηίδναζδ. Ο υβημξ ηαζ δ ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ ηςκ ζοζηαηζηχκ πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ 

θαίκεηαζ ζημκ πζμ ηάης πίκαηα:  
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Πνι/ζκόο Γελνκηθνύ 

DNA 

0.5-9 Kb  

΢ύζηεκα 1 

΢ύζηεκα 2 

9-12 Kb 

΢ύζηεκα 3 

> 12 Kb 

Αληηδξαζηήξηα Όβημξ ΢οβη. Όβημξ ΢οβη. Όβημξ ΢οβη. 

dNTPs 1.75 ιl 350 mM 2.5 ιl 500 mM 2.5 ιl 500 mM 

Οιηγνλνπθιενηίδην 1 X ιl  300 nM X ιl  300 nM X ιl  300 nM 

Οιηγνλνπθιενηίδην 2 Y ιl 300 nM Y ιl 300 nM Y ιl 300 nM 

10Υ Ρπζκηζηηθό 

Γηάιπκα 

5 ιl δζαθφιαημξ 1 5 ιl δζαθφιαημξ 2 5 ιl δζαθφιαημξ 3 

Μήηξα DNA  Z ιl 1.75 mM Z ιl 2.75 mM Z ιl 2.75 mM 

Έλδπκν  0.75 ιl  0.75 ιl  0.75 ιl  

ddH2O Μέπνζ 50 ιl Μέπνζ 50 ιl Μέπνζ 50 ιl 

 

2. Οζ ζςθήκεξ ημπμεεημφκηαζ ζηδ ιδπακή PCR, δ μπμία πνμβναιιαηίγεηαζ ζφιθςκα ιε 

ημ πνςηυημθθμ πμο θαίκεηαζ ζημκ πζμ ηάης πίκαηα.  

 

 Θεξκνθξαζίαο Υξόλνο Κύθινη 

Αξρηθή απνδηάηαμε 

ηεο κήηξαο DNA 

94 ºC 2 min 1 

Απνδηάηαμε  94 ºC 10 sec  

29 Τβξηδηζκόο 45-65 ºC 
α
 30 sec 

Πνιπκεξηζκόο 68 ºC 45 s-30 min 
α
 

Σειηθή επηκήθπλζε 68 ºC 7 min 1 

Φύμε 4 ºC Έπ’ άπεζνμκ   

α
: Τανζδζζιυξ ζηδκ ηαηάθθδθδ εενιμηναζία ακάθμβα ιε ηα μθζβμκμοηθεμηίδζα πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ, 

ζφιθςκα ιε ηδ ζπέζδ TH = Tm – (2-5
 
ºC). Διπεζνζηά: Σm = [(2x αν. γεοβχκ AT) + (4x αν. γεοβχκ GT)]. 

α
: Ο πνυκμξ ημο πμθοιενζζιμφ ελανηάηαζ απυ ημ ιέβεεμξ ημο ηιήιαημξ ημο DNA πμο εα πμθθαπθαζζαζηεί 

(2 min βζα 3 kb, 4 min βζα 6 kb, 8 min βζα 10 kb, 15 min βζα 20 kb). 
 

3. 5-10 ιl απυ ηάεε ακηίδναζδ PCR εθέβπμκηαζ ιε δθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια 

αβανυγδξ (Βθέπε ιέεμδμ 2.1.12) ηαζ ημ οπυθμζπμ δείβια δζαηδνείηαζ ζημκ πάβμ ηαζ 

είηε αημθμοεείηαζ ηθςκμπμίδζδ ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ PCR ιε πνήζδ ημο ζοζηήιαημξ 

T/A cloning, είηε απεοεείαξ ηθςκμπμίδζδ ημο πνμσυκημξ ζημκ ηεθζηυ πθαζιζδζαηυ 

θμνέα ιεηά απυ εκδμκμοηθεμηζδζηή δζάζπαζδ, ηνέλζιμ ζε πήηηςια, απμιυκςζδ ημο 

ηαζ ζοκέκςζδ ημο ζημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα.   
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2.1.3.10.2 PCR κε ρξήζε ηεο ζεξκναλζεθηηθήο DNA-πνιπκεξάζεο Σaq 

 

Τιηθά: 

1. Έκγοιμ Ampli-Σaq πμθοιενάζδ, 5 units/ιl (Amersham Pharmacia Biotech). 

2. 10Υ νοειζζηζηυ δζάθοια πμθοιενάζδξ Ampli-Σaq. 

 

Μέζνδνο: 

Αημθμοεείηαζ δ ίδζα δζαδζηαζία ιε ηδ ιέεμδμ 2.1.3.10.1 ιε ηδ δζαθμνά υηζ 

εημζιάγεηαζ έκα ιείβια ακηίδναζδξ υπςξ θαίκεηαζ ζημ πζμ ηάης πίκαηα ηαζ υηζ δ 

εενιμηναζία πμθοιενζζιμφ βζα ηδκ Σaq DNA-πμθοιενάζδ βίκεηαζ ζημοξ 72 
o
C ακηί 

ζημοξ 68 
o
C. 

 

Αληηδξαζηήξηα ΢πγθέληξσζε αλά αληίδξαζε 

dNTPs 0.5 mM 

Οθζβμκμοηθεμηίδζμ 1 20 pmole 

Οθζβμκμοηθεμηίδζμ 2 20 pmole 

10Υ Ροειζζηζηυ Γζάθοια Πμθοιενάζδξ  1Υ 

Ampli-Σaq πμθοιενάζδ 1.25 units 

Απμιμκςιέκμ πθαζιίδζμ ή cDNA 10 ng ή 3-5 ιl 

ddH2O Μέπνζ κα ζοιπθδνςεμφκ 50 ιl 

 

 

2.1.3.11 Κισλνπνίεζε cDNA κε ηε κέζνδν T/A (T/A Cloning ) θαη επηινγή ησλ 

θιώλσλ in situ κε έιεγρν ελεξγόηεηαο ηεο β-γαιαθηνζηδάζεο 

Ο πθαζιζδζαηυξ θμνέαξ pCR2.1-TOPO είκαζ βναιιζηυξ ιε 3´-εθεφεενα άηνα 

δεμλοεοιίκδξ ηαζ ιε ηδκ ημπμσζμιενάζδ Η μιμζμπμθζηά πνμζδειέκδ ζε αοηυκ. Οζ 

εενιμακεεηηζηέξ DNA πμθοιενάζεξ έπμοκ εκενβυηδηα ηνακζθενάζδξ, πμο δεκ ελανηάηαζ 

απυ ημ οπυζηνςια, ηαζ πνμζεέημοκ δεμλοαδεκμζίκδ ζηα 3´-άηνα ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ PCR. 

Ο pCR2.1-TOPO δζαεέηεζ ζηα 3´-άηνα ημο ηαηάθμζπα δεμλοεοιίκδξ ηαζ επζηνέπεζ ζηα 

εκεέιαηα ηδξ PCR κα ζοβημθθδεμφκ ιε ημκ θμνέα ιέζς ηδξ δνάζδξ ηδξ ημπμζζμιενάζδξ 

Η. Σμ ζηέθεπμξ TOP10F´ πμο πνδζζιμπμζείηαζ οπενεηθνάγεζ ημκ ηαηαζημθέα Lac (lacI
q
), 

πμο δίκεζ ηδκ δοκαηυηδηα βζα επζθμβή ιπθε (ανκδηζηχκ) ή άζπνςκ (εεηζηχκ) ααηηδνζαηχκ 

απμζηζχκ ζηδκ πανμοζία ημο επαβςβέα IPTG ζηα ηνοαθία, μ μπμίμξ εκενβμπμζεί ηδ 

ιεηαβναθή ημο βμκζδίμο-ιάνηονα ηδξ α-βαθαηημζζδάζδξ. Ζ πενζμπή εκζςιάηςζδξ ημο 

εκεέιαημξ ζημ πθαζιίδζμ pCR2.1-TOPO είκαζ εκηυξ ημο βμκζδίμο ηδξ α-gal ηαζ έηζζ μζ 
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ακαζοκδοαζιέκμζ ηθχκμζ παναιέκμοκ άζπνμζ αθμφ δ πανμοζία ημο εκεέιαημξ δζαηυπηεζ 

ημ ακμζηηυ πθαίζζμ ακάβκςζδξ ημο βμκζδίμο-ιάνηονα. 

 

Τιηθά: 

1. Γναιιζηυ T/A πθαζιίδζμ pCR2.1-TOPO (Invitrogen). 

2. Πνμσυκ PCR. 

3. Γζάθοια άθαημξ: 1.2 M NaCl, 0.06 M MgCl2. 

4. ddH2O: δζπθμαπζμκζζιέκμ, απμζηεζνςιέκμ κενυ.  

5. Βαηηήνζα E.coli ηφπμο TOP10F´ (Invitorgen). 

6. Θνεπηζηυ οθζηυ SOC. 

7. Σνοαθία ιε ακηζαζμηζηυ 50 ιg/ml ηακαιοηίκδ. 

8. Ανπζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ: 0.1 Μ IPTG ηαζ 20 mg/ml X-gal. 

 

Μέζνδνο: 

(Δηηεθείηαζ αάζεζ πνςημηυθθμο ηδξ εηαζνείαξ Invitrogen). 

1. ΢ε ιζηνμζςθήκεξ ιε θεπηά ημζπχιαηα βζα PCR ηςκ 200 ιl πνμζηίεεκηαζ 0.5-4 ιl 

θνέζημο πνμσυκημξ PCR (ακάθμβα ιε ηδ πμζυηδηα πμο πανάβεηαζ ηαηά ηδ PCR), 1 ιl 

δζαθφιαημξ άθαημξ, 1 ιl (10 ng) βναιιζημφ Σ/Α πθαζιζδίμο pCR2.1-TOPO ηαζ κενυ 

ιέπνζ ηεθζηυ υβημ 6 ιl. 

2. Σμ ιίβια ηδξ ακηίδναζδξ ακαδεφεηαζ απαθά ηαζ επςάγεηαζ βζα 5-30 min ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο. 

3. ΢ε ζςθήκα πμο πενζέπμκηαζ 50 ιl δεηηζηχκ ααηηδνίςκ ηφπμο TOP10F´, πνμζηίεεκηαζ 

2-4 ιl απυ ηδκ ακηίδναζδ ηαζ αημθμοεεί επχαζδ ζημ πάβμ βζα 30 min. 

4. Σα ααηηήνζα οπμαάθθμκηαζ ζε εενιζηυ ζμη ζημοξ 42 ºC βζα 30 sec ηαζ ιεηαθένμκηαζ 

αιέζςξ βζα ακάηαιρδ ζημκ πάβμ βζα 1-2 min. 

5. Πνμζηίεεκηαζ 250 ιl ενεπηζημφ οθζημφ SOC ηαζ ηα ααηηήνζα επςάγμκηαζ ζημοξ 37 ºC 

βζα 1 h οπυ ζοκεπή ακάδεοζδ ζηζξ 225 rpm βζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ημο πθαζιζδίμο 

πμο έπμοκ πνμζθάαεζ. 

6. Απυ ηδ ιεηαζπδιαηζζιέκδ ηαθθζένβεζα δζαζπείνμκηαζ ζε ηνοαθίμ πμο πενζέπεζ 50 

ιg/ml ηακαιοηίκδ, 100 ιl IPTG (100 mM) ηαζ 100 ιl X-gal (40 ιg/ml).  

7. Σα ηνοαθία επςάγμκηαζ ζημοξ 37 ºC βζα 16-18 h βζα ηδκ ακάπηολδ ιπθε/άζπνςκ 

απμζηζχκ.  

8. Δπζθέβμκηαζ βζα έθεβπμ έκαξ ανζειυξ άζπνςκ ηθχκςκ πμο ακαιέκεηαζ κα πενζέπμοκ ημ 

έκεεια ηδξ PCR. 
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2.1.3.12 ΢ηνρεπόκελε ζεκεηαθή κεηαιιαμνγέλεζε κε ρξήζε ζπλζεηηθώλ 

νιηγνλνπθιενηηδίσλ (site-directed mutagenesis) 

Ζ αθθδθμοπία ηςκ κμοηθεμηζδίςκ εκυξ ηθςκμπμζδιέκμο ηιήιαημξ ημο βεκεηζημφ 

οθζημφ ιπμνεί κα ηνμπμπμζδεεί ζε ζοβηεηνζιέκεξ πνμεπζθεβιέκεξ εέζεζξ ιε ζημπεουιεκδ 

ιεηαθθαλμβέκεζδ. Ζ πθέμκ ζοκδεζζιέκδ πνμζέββζζδ είκαζ δ πνήζδ εκυξ γεφβμοξ 

ζοιπθδνςιαηζηχκ μθζβμκμοηθεμηζδίςκ, ζοιπθδνςιαηζηχκ ςξ πνμξ έκα ζοβηεηνζιέκμ 

ηιήια ιζαξ δίηθςκδξ DNA ιήηναξ, ημ μπμίμ πενζέπεζ ιζα θακεαζιέκδ αάζδ (mismatch) 

χζηε κα είκαζ ζε εέζδ κα ηαηεοεφκεζ ηδκ ιεηάθθαλδ. Με ηδ ιέεμδμ αοηή είκαζ δοκαηυ κα 

πνμηθδεμφκ υπζ ιυκμ ζδιεζαηέξ ιεηαθθάλεζξ, αθθά ηαζ ηνμπμπμζήζεζξ ιεβαθφηενδξ 

έηηαζδξ πμο αθμνμφκ δφμ ή πενζζζυηενεξ αάζεζξ, πνμζεήηεξ (insertions) ηαζ εθθείρεζξ 

(deletions).   

Ζ ιέεμδμξ αοηή πναβιαημπμζήεδηε ιε αάζδ ημ παηέημ QuikChange® II Site-

Directed Mutagenesis Kit ηδξ εηαζνείαξ Stratagene. ΢ημ ΢πήια 2.2 ακαπανζζηάκμκηαζ ηα 

αήιαηα αοηήξ ηδξ ιεευδμο.  

 

Τιηθά: 

1. Πθαζιζδζαηυ DNA ζημ μπμίμ είκαζ ηθςκμπμζδιέκμ ημ cDNA πμο ζημπεφεηε δ 

ιεηαθθαλμβέκεζδ.  

2. Καηάθθδθα μθζβμκμοηθεμηίδζα πμο θένμοκ ηδκ ζδιεζαηή ιεηάθθαλδ. 

3. Έκγοιμ PfuUltra™ High-Fidelity DNA πμθοιενάζδ (2.5 U/ιl).  

4. 10Υ νοειζζηζηυ δζάθοια πμθοιενάζδξ.  

5. dNTPs: ιείβια ηςκ ηεζζάνςκ δεμλοκμοηθεμηζδίςκ (10 mM απυ ημ ηαεέκα). 

6. Έκγοιμ εκδμκμοηθεάζδξ Dpn I (10 U/ιl). 

7. Τπεν-δεηηζηά ααηηήνζα E. coli (supercompetent cells) ηφπμο XL1-Blue έημζια βζα 

ιεηαζπδιαηζζιυ.  

8. Απμζηεζνςιέκμ δζπθά απζμκζζιέκμ κενυ (d.dH2O). 

9. Μζηνμζςθήκεξ ιε θεπηά ημζπχιαηα βζα PCR ηςκ 0.2 ml (Perkin-Elmer GMbH). 

10. ΢οζηεοή PCR (M.J.R.). 

 

Μέζνδνο: 

1. ΢φκεεζδ ηαηάθθδθςκ μθζβμκμοηθεμηζδίςκ. Σα μθζβμκμοηθεμηίδζα πμο 

πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδκ πανμφζα ενβαζία θαίκμκηαζ ζημκ Πίκαηα 2.8.  

Σα μθζβμκμοηθεμηίδζα εηηζκδηέξ πμο θένμοκ ηζξ ιεηαθθάλεζξ ηαζ πνδζζιμπμζμφκηαζ ζε 

αοηυ ημ πνςηυημθθμ, ζπεδζάγμκηαζ ακελάνηδηα ακάθμβα ιε ηδκ επζεοιδηή ιεηάθθαλδ 

ηαζ αημθμοεμφκ ημοξ πζμ ηάης ηακυκεξ: 
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 πνέπεζ κα πενζέπμοκ ηδκ επζεοιδηή ιεηάθθαλδ ηαζ κα οανζδίγμκηαζ ζηδκ ίδζα 

κμοηθεμηζδζηή αθθδθμοπία, ζηζξ ακηίεεηεξ αθοζίδεξ ημο πθαζιζδίμο.  

 πνέπεζ κα έπμοκ ιέβεεμξ απυ 25 ιέπνζ 45 αάζεζξ, ιε εενιμηναζία ηήλεςξ (Tm) 

≥78°C. 

                                  Tm= 81.5 + 0.41(% GC) – 675/N – % mismatch  

            Όπμο N: ιέβεεμξ εηηζκδηή ζε αάζεζξ  

                      % GC: πμζμζηυ ηςκ αάζεςκ G ηαζ C (εθάπζζημ πμζμζηυ 40%) 

                      % mismatch: πμζμζηυ ιδ οανζδζζιμφ   

 δ επζεοιδηή ιεηάθθαλδ (έθθεζρδ ή πνμζεήηδ) εα πνέπεζ κα είκαζ ζημ ιέζμ ημο 

εηηζκδηή ηαζ κα πθαζζζχκεηαζ ιε ~10–15 αάζεζξ ηαζ ζηζξ δφμ πθεονέξ.  

 

Πίλαθαο 2.8: Οιηγνλνπθιενηίδηα κνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηε παξνύζα εξεπλεηηθή εξγαζία 

ζηε δηαδηθαζία ηεο κεηαιιαμνγέλεζεο.   

 

2. Δημζιαζία ηδξ ακηίδναζδξ ςξ αημθμφεςξ: 

Αληηδξαζηήξηα ΢πγθέληξσζε αλά αληίδξαζε 

10Υ νοειζζηζηυ δζάθοια πμθοιενάζδξ 5 ιl (1Υ) 

Μήηνα πθαζιζδζαημφ dsDNA X ιl (20 ng) 

Οθζβμκμοηθεμηζδζηυξ εηηζκδηήξ 1 X ιl (125 ng) 

Οθζβμκμοηθεμηζδζηυξ εηηζκδηήξ 2 X ιl (125 ng) 

Mείβια dNTPs 1 ιl 

 DNA πμθοιενάζδ PfuUltra HF 1 ιl (2.5 Units) 

ddH2O Y ιl ιέπνζ ημκ ηεθζηυ υβημ ηςκ 50 ιl 

Name of 

primer 

Sequence of primer N %  

GC 

%  

mis 

Tm 

POS16_FW 

 

POS16_RV 

ggtccagggtggGCAccaactggcaacttg   

 

tagtgtggttgctccaacccctggtgtacc 

 

37 56.7 5.4 81.1 

POS17_FW 

 

POS17_RV 

acaccaggggttggaaaaGCCacactaggcaaagaactt 

 

aagttctttgcctagagtggcttttccaacccctggtgt 

39 48.7 2.56 81.6 

POS18_FW 

 

POS18_RV 

ccaggggttggaaaaaccGCActaggcaaagaacttgcg 

 

cgcaagttctttgcctagtgcggtttttccaacccctgg 

39 53.8 2.56 83.7 

POS109_FW 

 

POS109_RV 

cgaaagacttgaaacaGCGggttataatgagaagaaactaaca

gac 

 

gtctgttagtttcttctcattataacccgctgtttcaagtctttcg 

46 39.1 4.3 78.5 
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2. Οζ ζςθήκεξ ημπμεεημφκηαζ ζηδ ιδπακή PCR, δ μπμία πνμβναιιαηίγεηαζ ζφιθςκα ιε 

ημ πνςηυημθθμ πμο θαίκεηαζ ζημκ πζμ ηάης πίκαηα.  

 

΢ΣΑΓΗΟ ΚΤΚΛΟ΢ ΘΔΡΜΟΚΡΑ΢ΗΑ  ΥΡΟΝΟ΢ 

1 1 95 ºC 30 sec 

2 12-18 
α
 95 ºC 30 sec 

55 ºC 1 min 

68 ºC 1 min/ kb ιήημοξ 

ημο πθαζιζδίμο 

α
: Οζ ηφηθμζ ημο ζηαδίμο 2 ηαεμνίγμκηαζ απυ ημκ ηφπμ ηδξ ιεηάθθαλδξ πμο εέθμοιε κα επζηφπμοιε 

ηαζ θαίκμκηαζ ζημκ πζμ ηάης πίκαηα.   

 

ΣΤΠΟ΢ ΜΔΣΑΛΛΑΞΖ΢ ΑΡΗΘΜΟ΢ ΚΤΚΛΧΝ 

΢διεζαηή ιεηάθθαλδ 12 

Αθθαβή εκυξ αιζκμλέςξ 16 

Πμθθαπθέξ εθθείρεζξ ή πνμζεήηεξ αιζκμλέςκ 18 

 

3. Οζ ζςθήκεξ, υηακ ηεθεζχζεζ δ PCR, ημπμεεημφκηαζ ζημ πάβμ βζα 2 min βζα κα ιεζςεεί 

δ εενιμηναζία ηδξ ακηίδναζδξ.  

4.  ΢ηδ ζοκέπεζα, πνμζηίεεηαζ 1 ιl ημο εκγφιμο Dpn I (10 U/ιl) ζε ηάεε ακηίδναζδ ηαζ ημ 

δζάθοια ακαηαηεφεηαζ ιε πζππέηα πμθφ ηαθά.  

5. Αιέζςξ, μζ ζςθήκεξ επςάγμκηαζ ζημοξ 37 ºC, βζα 1 h, έηζζ χζηε κα δζαζπαζηεί ημ 

οπενεθζηςιέκμ dsDNA πμο δεκ πενζέπεζ ηζξ ζδιεζαηέξ ιεηαθθάλεζξ.  

6. Σέθμξ, πναβιαημπμζείηαζ ιεηαζπδιαηζζιυξ ιε 1 ιl ηδξ ακηίδναζδξ ζε δεηηζηά XL1-

Blue ααηηήνζα βζα ιεηαζπδιαηζζιυ.  

7. Σμ DNA απμιμκχκεηαζ απυ ημοξ ηθχκμοξ πμο ακαπηφζζμκηαζ ηαζ αθθδθμοπείηαζ, βζα 

εφνεζδ αοημφ πμο πενζέπεζ ηδ ζςζηή ιεηάθθαλδ. Έπεζηα ημ ηαηάθθδθμ πθαζιίδζμ 

πμθθαπθαζζάγεηαζ. 
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Σύνθεζη ηης μεηαλλαγμένης αλσζίδας 

1) Απνδηάηαμε ηεο κήηξαο. 

2) Υβξηδηζκόο ηωλ νιηγνλνπθιενηηδίωλ 

πνπ θέξνπλ ηε κεηάιιαμε. 

3) Πνιπκεξηζκόο ηεο κήηξαο κε ηελ DNA 

 πνιπκεξάζε PfuUltra. 

 

 

Νοσκλεοηιδική διάζπαζη ηης μήηρας  

με ηο ένζσμο Dpn I 

Τν Dpn I δηαζπά κεζπιηωκέλε θαη ππεξ- 

κεζπιηωκέλε δηπιή έιηθα DNA.  

 

Μεηαζτημαηιζμός 

Τα βαθηήξηα ζηειέρε επηδηνξζώλνπλ ην 

nick ηωλ κεηαιιαγκέλωλ κνξίωλ DNA.  

Σύνθεζη ηης μεηαλλαγμένης αλσζίδας 

1) Απνδηάηαμε ηεο κήηξαο. 

2) Υβξηδηζκόο ηωλ νιηγνλνπθιενηηδίωλ 

πνπ θέξνπλ ηε κεηάιιαμε. 

3) Πνιπκεξηζκόο ηεο κήηξαο κε ηελ DNA 

 πνιπκεξάζε PfuUltra. 

 

 

Νοσκλεοηιδική διάζπαζη ηης μήηρας  

με ηο ένζσμο Dpn I 

Τν Dpn I δηαζπά κεζπιηωκέλε θαη ππεξ- 

κεζπιηωκέλε δηπιή έιηθα DNA.  

 

Μεηαζτημαηιζμός 

Τα βαθηήξηα ζηειέρε επηδηνξζώλνπλ ην 

nick ηωλ κεηαιιαγκέλωλ κνξίωλ DNA.  

Σύνθεζη ηης μεηαλλαγμένης αλσζίδας 

1) Απνδηάηαμε ηεο κήηξαο. 

2) Υβξηδηζκόο ηωλ νιηγνλνπθιενηηδίωλ 

πνπ θέξνπλ ηε κεηάιιαμε. 

3) Πνιπκεξηζκόο ηεο κήηξαο κε ηελ DNA 

 πνιπκεξάζε PfuUltra. 

 

 

Νοσκλεοηιδική διάζπαζη ηης μήηρας  

με ηο ένζσμο Dpn I 

Τν Dpn I δηαζπά κεζπιηωκέλε θαη ππεξ- 

κεζπιηωκέλε δηπιή έιηθα DNA.  

 

Μεηαζτημαηιζμός 

Τα βαθηήξηα ζηειέρε επηδηνξζώλνπλ ην 

nick ηωλ κεηαιιαγκέλωλ κνξίωλ DNA.  

 

 

΢ρήκα 2.2: Αλαπαξάζηαζε ηεο δηαδηθαζίαο πνπ αθνινπζήζεθε θαηά ηε κέζνδν ηεο 

κεηαιιαμνγέλεζεο   
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2.2 ΜΔΘΟΓΟΗ ΒΗΟΥΖΜΗΚΖ΢ ΑΝΑΛΤ΢Ζ΢ 

2.2.1 Δπαγσγή έθθξαζεο αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο ζε βαθηεξηαθά ζπζηήκαηα 

έθθξαζεο 

Γζα ηδκ παναβςβή ζηακμπμζδηζηχκ πμζμηήηςκ πνςηεΐκδξ πνδζζιμπμζμφκηαζ 

ααηηδνζαηά ζοζηήιαηα έηθναζδξ ζηα μπμία εζζάβμκηαζ ηα πθαζιίδζα έηθναζδξ πμο 

θένμοκ ημ cDNA ηδξ πνςηεΐκδξ ημο εκδζαθένμκημξ. Ζ εκενβμπμίδζδ ηδξ έηθναζδξ ημο 

εκζςιαηςιέκμο cDNA ζημ πθαζιίδζμ βίκεηαζ ιε ηδ πνήζδ ζζμπνμποθ-α-D-

βαθαηημπονακμζζδίμο (IPTG), ημ μπμίμ επάβεζ ημ ιδπακζζιυ ιεηαβναθήξ ηςκ ααηηδνίςκ 

κα ακαβκςνίγεζ ηζξ αθθδθμοπίεξ ηςκ οπμηζκδηχκ ηςκ πθαζιζδίςκ ηαζ κα ανπίγεζ δ 

ιεηαβναθή ημο οπυ ελέηαζδ cDNA. 

΢ηδκ πανμφζα ενβαζία πνδζζιμπμζήεδηακ μζ πθαζιζδζαημί θμνείξ ηαζ ηα 

ααηηδνζαηά ζηεθέπδ E.coli πμο θαίκμκηαζ ζημοξ Πίκαηεξ 2.5 ηαζ 2.4, ακηίζημζπα. 

 

 

2.2.2 Γηεξεύλεζε βέιηηζησλ ζπλζεθώλ επαγσγήο έθθξαζεο εηεξόινγεο πξσηεΐλεο 

ζε βαθηήξηα (Μηθξή θιίκαθα/ Μεγάιε θιίκαθα) 

 

Τιηθά: 

1. Σνοαθία ιε θνέζηεξ ιεηαζπδιαηζζιέκεξ απμζηίεξ ααηηδνίςκ ιε ημ πθαζιίδζμ πμο ιαξ 

εκδζαθένεζ. 

2. Τβνυ ενεπηζηυ οθζηυ LB ιε ηα ηαηάθθδθα ακηζαζμηζηά. 

3. Απμζηεζνςιέκμ (ιέζς θίθηνμο 0.22 ιm) δζάθοια ζζμπνμποθ-α-D-εεζμβαθαηημ-

πονακμζζδίμο (IPTG) 100 mM. 

4. Κθεζζιέκεξ ιε ααιαάηζ ηαζ απμζηεζνςιέκεξ ηςκζηέξ θζάθεξ ηςκ 100 ml ή 1 L. 

5. Απμζηεζνςιέκμζ ζςθήκεξ ηςκ 1.5 ml (Eppentorf) ή 50 ml 

 

Μέζνδνο: 

1. Διαμθζάγεηαζ ιζα ιεηαζπδιαηζζιέκδ απμζηία (δζαιέηνμο 2-3 mm) ζε οβνή 

ηαθθζένβεζα 5 ml οβνμφ ενεπηζημφ οθζημφ LB ιε ηα ηαηάθθδθα ακηζαζμηζηά ηαζ 

επςάγεηαζ ζημοξ 37 ºC οπυ ακάδεοζδ βζα 16-18 h. 

2. Μεηαθένμκηαζ αζδπηζηά 10 ml ή 200-500 ml οβνμφ ενεπηζημφ οθζημφ LB ιε ηα 

ηαηάθθδθα ακηζαζμηζηά ζε ηάεε ηςκζηή θζάθδ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ηάεε θζάθδ 

ειαμθζάγεηαζ ιε πμζυηδηα απυ ηδ ιζηνή ηαθθζένβεζα ζε αναίςζδ 1:100. Ζ ηαθθζένβεζα 

επςάγεηαζ ζημοξ 37 ºC οπυ ζοκεπή ακάδεοζδ ηαζ ηαηά δζαζηήιαηα θαιαάκμκηαζ 

δείβιαηα ηαζ θςημιεηνζηέξ ιεηνήζεζξ μπηζηήξ ποηκυηδηαξ ζηα 600 nm ιέπνζ κα 
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πανμοζζαζηεί εηεεηζηή θάζδ ακάπηολδξ ηδξ ηαθθζένβεζαξ (πενίπμο OD=0.4). Όηακ 

αοηέξ εζζέθεμοκ ζηδκ εηεεηζηή θάζδ πνμζηίεεηαζ μ επαβςβέαξ IPTG ζε ηεθζηή 

ζοβηέκηνςζδ 0.2 mM-1.0 mM.  

3. ΢ηδ ζοκέπεζα, δ ηαθθζένβεζα επςάγεηαζ ζημοξ 20-25 ºC οπυ ζοκεπή ακάδεοζδ (250-

300 rpm), ηαεχξ ηα ααηηήνζα πμθθαπθαζζάγμκηαζ ανπίγμοκ κα ιεηαθνάγμοκ ημ cDNA 

ηδξ εηενυθμβδξ πνςηεΐκδξ. Ζ ακάπηολδ βίκεηαζ ζε αοηή ηδ εενιμηναζία βζα κα έπμοιε 

υζμ ημ δοκαηυ ιεβαθφηενδ πμζυηδηα δζαθοηήξ πνςηεΐκδξ. 

4. Γζα ηδκ παναημθμφεδζδ ηδξ ελέθζλδξ ηδξ έηθναζδξ θαιαάκμκηαζ δείβιαηα ηςκ 1.5 ml 

ζε ζςθήκεξ (Eppendorf) ηαηά ηαηηά πνμκζηά δζαζηήιαηα (t = 0, 1, 2, 3 ηαζ 18 h). ΢ηδ 

πενίπηςζδ ηδξ ιεβάθδξ ηθίιαηαξ μζ ζοκεήηεξ έπμοκ εκημπζζηεί απυ πνζκ ηαζ δ 

ηαθθζένβεζα πςνίγμκηαζ ζε ζςθήκεξ ηςκ 50 ml.  

5. Σα δείβιαηα θοβμηεκηνμφκηαζ ζηζξ 5000 rpm βζα 5 min ζημοξ 4 ºC ηαζ ημ οπενηείιεκμ 

απμιαηνφκεηαζ. Οζ ζςθήκεξ ιε ηα ααηηήνζα ημπμεεημφκηαζ αιέζςξ ζε οβνυ άγςημ ηαζ 

έπεζηα θοθάβμκηαζ ζημοξ -20 ºC ή -80 ºC ακάθμβα ιε ημ δζάζηδια θφθαλδξ ημοξ, βζα 

ιεθθμκηζηή πνήζδ. Σα δείβιαηα ακαθφμκηαζ ανβυηενα ιέζς SDS-PAGE ηαζ 

ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western.  

 

2.2.3 Πξνεηνηκαζία δεηγκάησλ γηα ειεθξνθόξεζε πνιπαθξπιακίδεο (SDS-PAGE) 

Πνζκ ηδκ δθεηηνμθυνδζδ ημ ιείβια ηςκ πνςηεσκχκ δζαθφεηαζ πνχηα ζε δζάθοια 

δςδεηάηοθ-εεζζημφ καηνίμο (SDS), εκυξ ακζμκηζημφ απμννοπακηζημφ πμο ηαηαζηνέθεζ 

ζπεδυκ υθεξ ηζξ ιδ μιμζμπμθζηέξ αθθδθεπζδνάζεζξ ιζαξ θοζζηήξ πνςηεΐκδξ. ΢ημ δζάθοια 

αοηυ πενζέπεηαζ επίζδξ ιενηαπημαζεακυθδ πμο ακάβεζ ημοξ δζζμοθθζδζημφξ δεζιμφξ ζε 

ζμοθθοδνίθζα. 

Σα ακζυκηα ημο SDS δεζιεφμκηαζ ζηζξ πεπηζδζηέξ αθοζίδεξ ζε ακαθμβία εκυξ ιμνίμο 

ακά δφμ αιζκμλέα. Πνμζδίδεζ έηζζ ζημ ζφιπθμημ SDS-απμδζαηαβιέκδ πνςηεΐκδ έκα 

ιεβάθμ ανκδηζηυ θμνηίμ, πενίπμο ακάθμβμ ιε ηδ ιάγα ηδξ πνςηεΐκδξ. Σμ ανπζηυ θμνηίμ 

ηδξ πνςηεΐκδξ ηαείζηαηαζ αιεθδηέμ εθυζμκ αοηυ πμο απμηηάηαζ απυ ηδ δέζιεοζδ ημο 

SDS είκαζ πμθφ ιεβαθφηενμ απ’ ημ ανπζηυ θμνηίμ ηδξ θοζζηήξ πνςηεΐκδξ ηαζ πνμζδίδεζ 

έκα ζηαεενυ θυβμ ανκδηζημφ θμνηίμο/ ιάγα βζα υθεξ ηζξ πνςηεΐκεξ ηαζ επμιέκςξ αοηέξ 

ιπμνμφκ κα δζαπςνζζημφκ ιε αάζδ ηδ δζαθμνά ηδξ ιάγαξ ημοξ.  

    

Τιηθά: 

1. Ροειζζηζηυ δζάθοια δεζβιάηςκ 5Υ (sample buffer): 250 mM Tris-HCl pH 6.8, 50% 

(v/v) βθοηενυθδ 50%, 10% (w/v) δζαθφιαημξ δςδεηάηοθ-εεζζημφ καηνίμο (SDS), 0.57 

Μ α-ιενηαπημαζεακυθδξ ηαζ 1% (w/v) ηοακμφκ ηδξ ανςιμθαζκυθδξ.  
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2. Ροειζζηζηυ δζάθοια θφζδξ (lysis buffer): 150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7.4-7.6, 0.5% 

(v/v) Tween-20, 10% (v/v) βθοηενυθδ, 10 mM α-ιενηαπημαζεακυθδ ηαζ ημηηέζθ 

ακαζημθέςκ πνςηεαζχκ (ζε 0.5 ml ημο δζαθφιαημξ πνμζεέημοιε 20 ιl ημηηέζθ 25Υ). 

 

Μέζνδνο:  

1. Γηα έιεγρν ηεο πξσηετληθήο έθθξαζεο ζοθθέβμκηαζ δείβιαηα ααηηδνζαηχκ ζγδιάηςκ 

ζε δζαθμνεηζημφξ πνυκμοξ. ΢ηα δείβιαηα ηςκ πνυκςκ t =0, 1 ηαζ 2 h πνμζηίεεκηαζ 100 

ιl sample buffer 1Υ (20 ιl 5Υ sample buffer ηαζ 80 ιl dH2O) ηαζ επακαδζαζπείνεηαζ 

ημ ίγδια. ΢ηα δείβιαηα ηςκ πνυκςκ t =3 h πνμζηίεεκηαζ 150 ιl sample buffer 1Υ (30 

ιl 5Υ sample buffer ηαζ 120 ιl dH2O) ηαζ επακαδζαζπείνεηαζ ημ ίγδια. ΢ηα δείβιαηα 

ηςκ πνυκςκ t =16-18 h πνμζηίεεκηαζ 200 ιl sample buffer 1Υ (40 ιl 5Υ sample buffer 

ηαζ 160 ιl dH2O) ηαζ επακαδζαζπείνεηαζ ημ ίγδια. Αημθμοεεί ανάζζιμ ηςκ δεζβιάηςκ 

βζα 5 min ζημοξ 95 ºC ηαζ θοβμηέκηνδζδ βζα 5 min ζηζξ 13000 rpm χζηε κα 

δζαπςνζζημφκ ηα αδζάθοηα οπμηοηηανζηά μνβακίδζα ηαζ πνςιμζχιαηα απυ ηζξ 

πνςηεΐκεξ. Υνδζζιμπμζείηαζ ημ οπενηείιεκμ βζα θυνηςια ζημ πήηηςια 

πμθοαηνοθαιίδδξ. 

 

2. Γηα έιεγρν ηεο δηαιπηόηεηαο ζηα δείβιαηα ηςκ ααηηδνζαηχκ ζγδιάηςκ πμο έπμοκ 

ζοθθεπεεί βζα πνυκμ t =3 h ηαζ t =16-18 h πνμζηίεεκηαζ 200 ιl lysis buffer ηαζ 

επακαδζαζπείνεηαζ ημ ίγδια. Αημθμοεεί θφζδ ηςκ ααηηδνίςκ ιε οπενήπμοξ (παθιμί 

15 sec ιε εκδζάιεζα δζαθείιιαηα ηαζ ημπμεέηδζδ ημο δείβιαημξ ζε πάβμ). Ζ 

δζαδζηαζία βίκεηαζ πνμζεηηζηά χζηε κα ιδ εενιακεμφκ ή κα αθνίζμοκ ηα δείβιαηα βζα 

κα απμθεοπεεί δ πνςηευθοζδ ηαζ δ μλείδςζδ ηςκ πνςηεσκχκ ακηίζημζπα. Μεηά ηδ 

θφζδ αημθμοεεί θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13000 rpm βζα 15 min ζημοξ 4 ºC. Σμ οπενηείιεκμ 

απμιαηνφκεηαζ ηαζ ημπμεεηείηαζ ζε ηαεανυ ζςθήκα. ΢ημ οπενηείιεκμ ανίζημκηαζ μζ 

δζαθοηέξ πνςηεΐκεξ εκχ ζημ ίγδια μζ αδζάθοηεξ. ΢ημ οπενηείιεκμ πνμζηίεεκηαζ 50 ιl 

5Υ sample buffer (ζοκμθζηυξ υβημξ 250 ιl) εκχ ζημ ίγδια 35 ιl 5Υ sample buffer ηαζ 

140 ιl dH2O  (ζοκμθζηυξ υβημξ 175 ιl, ιζζυξ οπενηείιεκμο). Σα δείβιαηα ανάγμκηαζ 

βζα 5 min ζημοξ 94 ºC ηαζ θοβμηεκηνμφκηαζ βζα 5 min ζηζξ 13000 rpm. Σα δείβιαηα 

είκαζ ηχνα έημζια βζα ηδκ δθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια πμθοαηνοθαιίδδξ.   
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2.2.4 Ζιεθηξνθόξεζε SDS-πνιπαθξπιακίδεο (SDS-PAGE) 

      

Τιηθά: 

1. Γζάθοια 40% αηνοθαιίδδξ/ δζξ-αηνοθαιίδδξ (RapidGel-XL 40% concentrated, 

Amersham Pharmacia Biotech).   

2. Γζάθοια οπενεεζσημφ αιιςκίμο 10% (APS). 

3. Γζάθοια Ν,Ν,Ν’,Ν’-ηεηναιεεοθεκμδζαιίκδξ (ΣΔΜΔΣ).  

4. Βμοηακυθδ 100%. 

5. 5-15% (v/v) πήηηςια δζαπςνζζιμφ (running gel): 1.5 M Tris pH 8.8, 8 mM EDTA, 

0.4% (w/v) SDS, 5-15% δζάθοια αηνοθαιζδίμο, 0.04% (v/v) APS, 0.2% (v/v) 

TEMED.  

6. 4.5% (v/v) πήηηςια ζοζζχνεοζδξ (stacking gel): 0.5 M Tris pH 6.8, 8 mM EDTA, 

0.4% (w/v) SDS, 4.5% δζάθοια αηνοθαιζδίμο, 0.04% (v/v) APS, 0.5% (v/v) TEMED.  

7. Ροειζζηζηυ δζάθοια δθεηηνμθυνδζδξ 1Υ, pH 8.3:  25 mM Tris, 250 mM βθοηίκδ ηαζ 

0.1% (w/v) SDS. 

8. Γζάθοια πνςιαηζζιμφ ημο πδηηχιαημξ (Staining solution): 0.5% (w/v) ηοακμφκ ηδξ 

coomassie, 50% ιεεακυθδ, 10% μλζηυ μλφ (v/v) ηαζ 40% dH2O. 

9. Γζάθοια απμπνςιαηζζιμφ ημο πδηηχιαημξ (Destaining solution): 10% (v/v) 

ιεεακυθδ, 7% (v/v) μλζηυ μλφ ηαζ 83% (v/v) dH2O. 

10. Πνςηεσκζημί δείηηεξ ιμνζαημφ αάνμοξ (Fermentas). 

 

Μέζνδνο: 

1. Ανπζηά ζοκανιμθμβείηαζ δ ζοζηεοή δθεηηνμθυνδζδξ αάζεζ ηςκ μδδβζχκ ημο 

ηαηαζηεοαζηή. ΢ηδκ πανμφζα ενβαζία πνδζζιμπμζήεδηε δ ζοζηεοή ηάεεηδξ 

δθεηηνμθυνδζδξ ηδξ εηαζνίαξ BioRad βζα ιζηνά πδηηχιαηα (Protean mini gel system). 

Υνδζζιμπμζμφκηαζ δομ βοάθζκεξ πθάηεξ ηαζ δομ δζαπςνζζηζηά πάπμοξ 1.0 mm βζα ηδκ 

ηαηαζηεοή ηάεε πδηηχιαημξ. 

2. Δημζιάγεηαζ ημ πήηηςια δζαπςνζζιμφ (running gel) ηαζ ακαδεφεηαζ πνμζεηηζηά χζηε 

κα ιδκ δδιζμονβδεεί αθνζζιυξ ηαζ πφκεηαζ ζηδ ζοζηεοή ιέπνζ πενίπμο ηα 10 cm ηαζ  

αιέζςξ ιεηά ημπμεεηείηαζ ιζα ζημζαάδα αμοηακυθδξ, έηζζ χζηε κα ιδκ ένπεηαζ ημ 

πήηηςια ζε επαθή ιε ημ μλοβυκμ, ημ μπμίμ ηενιαηίγεζ ημκ πμθοιενζζιυ 

ηαηαζηνέθμκηαξ ηζξ εθεφεενεξ νίγεξ. Σμ πήηηςια αθήκεηαζ κα πμθοιενζζηεί βζα 

πενίπμο 30 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο.  

3. Όηακ ζηενεμπμζδεεί ημ πήηηςια δζαπςνζζιμφ, απμιαηνφκεηαζ δ αμοηακυθδ, 

εημζιάγεηαζ ηαζ πνμζηίεεηαζ απυ πάκς ημ πήηηςια ζοζζχνεοζδξ. Αιέζςξ 
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ημπμεεηείηαζ δ πηέκα ιε ηδκ αμήεεζα ηδξ μπμίαξ δδιζμονβμφκηαζ εζδζημί οπμδμπείξ 

(ηεθζά) ιέζα ζημοξ μπμίμοξ βίκεηαζ ημ θυνηςια ηςκ δεζβιάηςκ, υηακ ημ πήηηςια 

ζηενεμπμζδεεί. Σμ πήηηςια αθήκεηαζ κα πμθοιενζζηεί βζα 30 min ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο. 

4. Αθμφ ζηενεμπμζδεεί ημ πήηηςια αθαζνείηαζ δ πηέκα ηαζ ημ πήηηςια ημπμεεηείηαζ 

ζηδκ εζδζηή ζοζηεοή δθεηηνμθυνδζδξ. ΢ηδ ζοκέπεζα πνμζηίεεκηαζ πενίπμο 800 ml 

νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ δθεηηνμθυνδζδξ 1Υ ηαζ ηα δείβιαηα θμνηχκμκηαζ. 

5. Δθανιυγεηαζ δθεηηνζηυ πεδίμ 100 V ηαζ ηα δείβιαηα πμο είκαζ ανκδηζηά θμνηζζιέκα 

ανπίγμοκ κα ιεηαηζκμφκηαζ πνμξ ηδκ άκμδμ πμο ανίζηεηαζ ζημ ηάης ιένμξ ημο 

πδηηχιαημξ.  

6. Με ημ πέναξ ηδξ δθεηηνμθυνδζδξ απμιαηνφκεηαζ ημ πήηηςια ζοζζχνεοζδξ ηαζ ημ 

πήηηςια δζαπςνζζιμφ είηε αάθεηαζ οπυ εθαθνζά ακαηίκδζδ βζα 20 min είηε 

πνδζζιμπμζείηαζ βζα ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western. ΢ηδκ πνχηδ πενίπηςζδ, ημ 

πήηηςια λεπθέκεηαζ ιε ημ δζάθοια απμπνςιαηζζιμφ ηαζ έπεζηα αθήκεηαζ ηαηά ηδ 

δζάνηεζα ηδξ κφπηαξ ιε αοηυ ημ δζάθοια βζα πθήνδ απμπνςιαηζζιυ. Μεηά απυ αοηή ηδ 

δζαδζηαζία μζ δζαπςνζζιέκεξ ιπάκηεξ ηςκ πνςηεσκχκ βίκμκηαζ  μναηέξ. 

7. Σέθμξ ημ πήηηςια θςημβναθίγεηαζ ηαζ ζχγεηαζ ιε ηδ αμήεεζα δθεηηνμκζημφ 

οπμθμβζζηή ηαζ ηάιεναξ BioCap1, ιε ηδ πνήζδ ημο θμβζζιζημφ πνμβνάιιαημξ BIO-

CAPT V.99.  

 

 

2.2.5 Αλνζναπνηύπσζε θαηά Western (Western Blotting) 

Αοηή δ ιέεμδμξ είκαζ έκα πμθφ πνήζζιμ ενβαθείμ βζα ηδκ ακαβκχνζζδ ηαζ ηδ 

πμζμηζηή ηαζ πμζμηζηή ακίπκεοζδ ιζαξ οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδξ ιέζα ζε έκα πνςηεσκζηυ 

δείβια. Ζ ηαοημπμίδζδ βίκεηαζ ιε εζδζηά ακηζζχιαηα ηα μπμία ακαβκςνίγμοκ ιυκμ αοηή 

ηαζ πζμ ζοβηεηνζιέκα ιζα εζδζηή εέζδ ηδξ πμο μκμιάγεηαζ ακηζβμκζηυξ πνμζδζμνζζηήξ ή 

επζηυπζμ.  

Οζ πνςηεΐκεξ εκυξ δείβιαημξ, αθμφ δζαπςνζζημφκ ζε πήηηςια πμθοαηνοθαιζδίμο, 

ιεηαθένμκηαζ ιε απμηφπςζδ ζε θφθθμ κζηνμηοηηανίκδξ, πάκς ζημ μπμίμ ακζπκεφμκηαζ ιε 

ηδ πνήζδ ημο εζδζημφ ακηζζχιαημξ. Σμ ζφιπθμημ πνςηεΐκδξ-1μο ακηζζχιαημξ ιπμνεί κα 

ακζπκεοεεί ιε ηδκ πνμζεήηδ εκυξ δεφηενμο ακηζζχιαημξ εζδζημφ βζα ημ πνχημ, ημ μπμίμ 

είκαζ ζδιαζιέκμ ιε έκγοιμ. Με πνμζεήηδ ημο ηαηάθθδθμο οπμζηνχιαημξ δδιζμονβείηαζ 

έβπνςιμ πνμσυκ πμο ιπμνεί κα ακζπκεοεεί ζε θζθι αοημναδζμβναθίαξ (υπςξ ζηδ 

πνδζζιμπμζμφιεκδ ιέεμδμ πδιεζμθςηαφβεζαξ, Chemiluminesce). 
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Τιηθά: 

1. ΢οζηεοή ιεηαθμνάξ Mini Trans-Blot, wet transfer (BioRad). 

2. Μειανάκδ ιεηαθμνάξ κζηνμηοηηανίκδξ (Hybond ECL Nitrocellulose membrane, 

Amersham Pharmacia Biotech). 

3. Γζδεδηζηυ πανηί Whatman 3 mm.  

4. Ροειζζηζηυ δζάθοια ιεηαθμνάξ (Blot buffer): α) 10 mM NaHCO3, 3 mM Na2CO3, 

20% (v/v) ιεεακυθδ, pH 9,9 (νφειζζδ ιε Na2CO3) ή α) 48 mM Tris pH 9.2, 39 mM 

βθοηίκδ, 20% (v/v)  ιεεακυθδ (ηα δζαθφιαηα αοηά δζαηδνμφκηαζ ζημοξ 4 ºC). 

5. Ροειζζηζηυ δζάθοια PBS (Phosphate buffered saline): 1 mM KH2PO4, 10 mM 

Na2HPO4, 137 mM NaCl ηαζ 2.7 mM KCl, pH 7.4. 

6. Γζάθοια PBS-Tween-20 0.1% (v/v).  

7. 5% (w/v) απμαμοηονςιέκδ ζηυκδ βάθαηημξ (Marvel) ζε δζάθοια PBS-Tween-20 

0.1% (v/v).  

8. Καηάθθδθα ακηζζχιαηα ακάθμβα ιε ηδκ πνςηεΐκδ πμο εα ακζπκεοεεί (2.4.2.1). 

 

Μέζνδνο: 

1. Ανπζηά πναβιαημπμζείηαζ δ δζαδζηαζία ηδξ ιεευδμο 2.2.4.  

2. Καεχξ δ δζαδζηαζία ηδξ δθεηηνμθυνδζδξ ανίζηεηαζ ζε ελέθζλδ, ηυαμκηαζ 6 δζδεδηζηά 

πανηζά Whatman ζημ ιέβεεμξ ημο πδηηχιαημξ ηαζ ημπμεεημφκηαζ ζημ δζάθοια 

ιεηαθμνάξ, ηαεχξ επίζδξ ηαζ έκα ημιιάηζ ιειανάκδξ κζηνμηοηηανίκδξ ζ’ αοηυ ημ 

ιέβεεμξ. Ζ ιειανάκδ εκοδαηχκεηαζ ιε ημπμεέηδζδ ηδξ ζε dH2O ηαζ αημθμφεςξ 

ημπμεεηείηαζ ζημ δζάθοια ιεηαθμνάξ.  

3. Αθμφ μθμηθδνςεεί δ δθεηηνμθυνδζδ, απμιαηνφκεηαζ ημ πήηηςια ζοζζχνεοζδξ απυ 

ημ ηονίςξ πήηηςια ηαζ ημ ηονίςξ πήηηςια ημπμεεηείηαζ ζημ δζάθοια ιεηαθμνάξ.   

4. Γζα ηδ δζαδζηαζία ηδξ ιεηαθμνάξ πνδζζιμπμζείηαζ δ ζοζηεοή Trans-Blot ηδξ 

BIORAD, είηε βζα ζπεδυκ ζηεβκή ιεηαθμνά (semidry), είηε βζα οβνή ιεηαθμνά. ΢ηδκ 

πνχηδ πενίπηςζδ ανέπεηαζ ημ έκα δθεηηνυδζμ ιε ημ νοειζζηζηυ δζάθοια ιεηαθμνάξ 

ηαζ πάκς ζε αοηυ ημπμεεημφκηαζ ιε ζεζνά: ηνία πανημκάηζα, δ ιειανάκδ 

κζηνμηοηηανίκδξ, ημ πήηηςια πμθοαηνοθαιίδδξ ηαζ ηέθμξ ηα οπυθμζπα 3 πανημκάηζα 

(«ζάκημοζηξ»). ΢ε ηάεε αήια ηδξ δζαδζηαζίαξ απμιαηνφκμκηαζ ηοπυκ θοζαθίδεξ αένα 

μζ μπμίεξ πζεακυκ κα έπμοκ εβηθςαζζηεί ιεηαλφ ηςκ «ζηνςιάηςκ» ιε ηδ αμήεεζα ιζαξ 

νάαδμο, δζυηζ δ φπανλδ θοζαθίδςκ πανειπμδίγεζ ηδκ ιεηαθμνά. Σέθμξ, ανέπεηαζ ηαζ 

ημ άθθμ δθεηηνυδζμ ηδξ ζοζηεοήξ ιε ημ νοειζζηζηυ ιεηαθμνάξ ηαζ δ ζοζηεοή 

ηθείκεηαζ. Ζ ιεηαθμνά πναβιαημπμζείηαζ βζα 1 h ζηα 10-15 V. ΢ηδκ δεφηενδ 

πενίπηςζδ, αθμφ δδιζμονβδεεί ημ «ζάκημοζηξ» ημπμεεηείηαζ ζε εζδζηή ηαζεηίκα 
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ιεηαλφ δφμ εζδζηχκ ζθμοββανζχκ ηαζ έπεζηα ημπμεεηείηαζ ζηδκ εζδζηή ζοζηεοή δ 

μπμία βειίγεηαζ ιε δζάθοια ιεηαθμνάξ. Ζ ιεηαθμνά πναβιαημπμζείηαζ οπυ ζοκεπή 

ακάδεοζδ βζα 1h ζηα 100V. Δκυζς μζ ανκδηζηά θμνηζζιέκεξ πνςηεΐκεξ ιεηαθένμκηαζ 

απυ ημ πήηηςια πνμξ ηδκ άκμδμ ζοκακημφκ ηδκ ιειανάκδ πάκς ζηδκ μπμία 

δεζιεφμκηαζ ιζαξ ηαζ δ ίδζα είκαζ θμνηζζιέκδ εεηζηά. 

5. Με ημ πέναξ ηδξ ιεηαθμνάξ δ ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ ημπμεεηείηαζ ζε δζάθοια 5% 

(w/v) βάθαηημξ PBS-Tween-20 0.1% (v/v) βζα 30 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο 

οπμαάθθμκηαξ έηζζ ηδ ιειανάκδ ζε «ημνεζιυ» ηςκ εθεφεενςκ εέζεςκ δέζιεοζδξ 

(blocking) βζα κα απμθεοπεεί δ ιδ ελεζδζηεοιέκδ δέζιεοζδ ημο πνχημο  ακηζζχιαημξ 

πάκς ζηδ ιειανάκδ ηδξ κζηνμηοηηανίκδξ. 

6. Αημθμφεςξ, δ ιειανάκδ επςάγεηαζ ιε ημ πνχημ ακηίζςια ημ μπμίμ αναζχκεηαζ είηε 

ζε δζάθοια 3% (w/v) βάθαηημξ PBS-Tween-20 0.1% (v/v), είηε ζε δζάθοια PBS-

Tween-20 0.1% (v/v) ακάθμβα ιε ημ ακηίζςια πμο πνδζζιμπμζείηαζ. Ζ επχαζδ 

πναβιαημπμζείηαζ βζα 2 h ή βζα 12-14 h ακάθμβα ιε ημ ακηίζςια. 

7. Ζ ιειανάκδ αθαζνείηαζ απυ ημ πνχημ ακηίζςια ηαζ λεπθέκεηαζ δφμ θμνέξ ιε δζάθοια 

PBS-Tween-20 0.1% (v/v) βζα 10 min ηδκ ηάεε θμνά. 

8. ΢ηδ ζοκέπεζα δ ιειανάκδ επςάγεηαζ βζα 1 h ιε ημ δεφηενμ ακηίζςια ημ μπμίμ ηαζ πάθζ 

αναζχκεηαζ ζε δζάθοια PBS-Tween-20 0.1% (v/v). Ζ αναίςζδ είκαζ ακάθμβδ ιε ημ 

ακηίζςια ημ μπμίμ πνδζζιμπμζείηαζ.  

9. Σέθμξ, ημ δεφηενμ ακηίζςια αθαζνείηαζ ηαζ δ ιειανάκδ λεπθέκεηαζ ιζα θμνά ιε PBS-

Tween 20 0.1% (v/v) βζα 10 min ηαζ βζα άθθα 10 min ιε PBS ιυκμ. 

 

 

2.2.6 Απηνξαδηνγξάθεκα αλνζναπνηύπσζεο 

Ζ ακίπκεοζδ ηδξ πνςηεΐκδξ υπςξ πνμακαθένεδηε βίκεηαζ ακηζθδπηή ιε ηδκ ειθάκζζδ 

ιζαξ ζημηεζκήξ βναιιήξ ζε θζθι υηακ αοηυ ένεεζ ζε επαθή ιε ηδ εκγοιζηή ζήιακζδ ημο 

δεφηενμο ακηζζχιαημξ. Αοηή δ ζήιακζδ είκαζ ημ έκγοιμ οπενμλεζδάζδ (HRP) ημ μπμίμ 

είκαζ ζοκδεδειέκμ ιε ημ δεφηενμ ακηίζςια. Σμ έκγοιμ αοηυ μλεζδχκεζ ηοηθζηά 

δζαηοθοδναγίδζα ζε αθηαθζηέξ ζοκεήηεξ. Με ηδκ μλείδςζδ ημοξ αοηά δζεβείνμκηαζ ηαζ ιε 

ηδκ απμδζέβενζδ ζηδ ααζζηή ημοξ ηαηάζηαζδ εηπέιπμοκ θςξ, ημ μπμίμ ιπμνεί κα 

ακζπκεοεεί ιε ζφκημιδ έηεεζδ ζε θζθι αοημναδζμβναθίαξ (θεμνζζιυξ). Γζα αφλδζδ ηδξ 

έκηαζδξ ημο εηπειπυιεκμο θςηυξ ςξ επίζδξ ηαζ ημο πνυκμο εηπμιπήξ (εκζζποιέκδ 

πδιεζμθςηαφβεζα) βίκεηαζ πνήζδ εκζζποηζηχκ εκχζεςκ υπςξ είκαζ μζ θαζκυθεξ. 
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Τιηθά: 

1. Γζαθφιαηα ειθάκζζδξ 1 ηαζ 2 απυ ημ παηέημ Enhanced Chemiluminescence (ECL) 

(Amersham Pharmacia Biotech). 

2. Φζθι αοημναδζμβναθίαξ (Hyperfilm ECL, Amersham Pharmacia Biotech). 

3. Καζεηίκα ειθάκζζδξ (Amersham Pharmacia Biotech). 

 

Μέζνδνο: 

1. Ζ ιειανάκδ ηδξ κζηνμηοηηανίκδξ ειααπηίγεηαζ ζημ δζάθοια ειθάκζζδξ πμο 

παναζηεοάγεηαζ ιε πνμζεήηδ ίζςκ υβηςκ απυ ηα 2 δζαθφιαηα βζα 1 min. Σα 

δζαθφιαηα πενζέπμοκ ημ οπυζηνςια πμο εα μλεζδςεεί, οπυ ηδκ επίδναζδ ημο εκγφιμο 

HRP πμο θένεζ ημ δεφηενμ ακηίζςια, εηπέιπμκηαξ θςξ.  

2. Ζ ιειανάκδ αθαζνείηαζ απυ ημ δζάθοια ειθάκζζδξ, ηοθίβεηαζ ζε δζάθακμ ζεθμθάκ ηαζ 

ημπμεεηείηαζ ζε εζδζηή ηαζεηίκα ειθάκζζδξ αοημναδζμβναθίαξ. 

3. ΢ε ζημηεζκυ εάθαιμ ημπμεεηείηαζ θζθι αοημναδζμβναθίαξ πάκς απυ ηδ ιειανάκδ βζα 

πνυκμ πμο εα ελανηδεεί απυ ημ πυζμ έκημκεξ είκαζ μζ ιπάκηεξ πάκς ζημ θζθι 

(ζοκήεςξ 10 sec-10 min) ηαζ ημ θζθι ειθακίγεηαζ ιε ημκ εζδζηυ αοηυιαημ επελενβαζηή 

(KODAK M35 X-OMAT processor).   

 

 

2.2.7 Απνκάθξπλζε αληηζσκάησλ θαη επαλαλίρλεπζεο κεκβξαλώλ (stripping and         

reprobing) 

Αοηή δ ιέεμδμξ πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηδκ απμιάηνοκζδ ήδδ δεζιεοιέκςκ 

ακηζζςιάηςκ απυ ηζξ ιειανάκεξ κζηνμηοηηανίκδξ. Δπμιέκςξ πςνίξ κα πνεζαζηεί κα 

επακαθδθεεί δ ακμζμαπμηφπςζδ (2.2.5) δ ιειανάκδ ιπμνεί κα λακαεπςαζηεί ιε 

δζαθμνεηζηά ακηζζχιαηα πμο ακαβκςνίγμοκ ηδκ ίδζα ή δζαθμνεηζηή πνςηεΐκδ ή κα 

πνδζζιμπμζδεμφκ δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ακηζζςιάηςκ ιε ζημπυ ηδκ εφνεζδ ηδξ 

ηαηαθθδθυηενδξ.  

 

Τιηθά:  

1. Ροειζζηζηυ δζάθοια απμιάηνοκζδξ (Stripping buffer): (α) 100 mM α-

ιενηαπημαζεακυθδ, 2% (w/v) SDS ηαζ 62.5 mM Tris-HCl pH 6.8 ή (α) 0.1Μ ΝαΟΖ. 

2. PBS-Tween-20 0.1% (v/v). 

3. 3% (w/v) απμαμοηονςιέκδ ζηυκδ βάθαηημξ (Marvel) ζε δζάθοια PBS-Tween-20 

0.1% (w/v). 
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Μέζνδνο: 

1. Ζ ιειανάκδ ημπμεεηείηαζ ζημ νοειζζηζηυ δζάθοια απμιάηνοκζδξ: (α) βζα 30 min 

ζημοξ 50 ºC ή (α) βζα 10 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο, οπυ εθαθνζά ακάδεοζδ, 

ακάθμβα ιε ημ δζάθοια απμιάηνοκζδξ πμο επζθέβεηαζ [(α) ή (α)]. Ζ επζθμβή ημο 

δζαθφιαημξ βίκεηαζ αάζεζ ημο πυζμ έκημκδ επζεοιείηαζ κα είκαζ δ απμιάηνοκζδ ηςκ 

ανπζηχκ ακηζζςιάηςκ ηαζ ηδξ πμζυηδηαξ ηςκ πνςηεσηχκ δεζβιάηςκ. 

2. ΢ηδ ζοκέπεζα λεπθέκεηαζ δφμ θμνέξ απυ 15 min ιε δζάθοια PBS-Tween-20 0.1% (v/v) 

ζε εενιμηναζία δςιαηίμο πνδζζιμπμζχκηαξ ιεβάθμοξ υβημοξ δζαθφιαημξ. 

3. Ζ ιειανάκδ οπμαάθθεηαζ ζε ημνεζιυ ηςκ εθεφεενςκ εέζεςκ δέζιεοζδξ (Blocking) 

ιε 3% (w/v) απμαμοηονςιέκδ ζηυκδ βάθαηημξ ζε PBS-Tween-20 0.1% (v/v) βζα 1 h 

ζε εενιμηναζία δςιαηίμο, οπυ ζοκεπή ακάδεοζδ.  

4. Αημθμοεμφκηαζ ηα αήιαηα ηςκ ιεευδςκ 2.2.5 ηαζ 2.2.6. 

 

 

2.2.8 Μέζνδνο πξνζδηνξηζκνύ πξσηετλώλ θαηά Bradford  

Ζ ιέεμδμξ Bradford (Bradford, 1976) είκαζ ιζα βνήβμνδ ηαζ εφημθδ ιέεμδμξ βζα ηδκ 

ιέηνδζδ ζοβηέκηνςζδξ πνςηεσκχκ. Ζ ιέεμδμξ ααζίγεηαζ ζηδκ αθθαβή πνχιαημξ ημο 

υλζκμο δζαθφιαημξ ηδξ πνςζηζηήξ Coomassie Brilliant Blue G-250 υηακ αοηή ακηζδνάζεζ 

δεζιεοηεί ζε πνςηεΐκεξ, πνμηαθχκηαξ ιεηααμθή ηδξ απμννυθδζδξ απυ ηα 465 nm ζηα 

595 nm. 

 

Τιηθά: 

1. Ακηζδναζηήνζμ Bradford (BioRad). 

2. Κορεθίδεξ ημο 1 ml 

3. 1 mg/ml BSA ζε ddH2O. 

 

Μέζνδνο: 

 

2.2.8.1 Καηαζθεπή θακπύιεο αλαθνξάο 

1. Ανπζηά θηζάπκμκηαζ ηα δζαθφιαηα ηςκ 0.125, 0.250, 0.5 ηαζ 1 mg/ml BSA ζε ddH2O. 

2. Γζα ηάεε 800ιl δζαθφιαημξ BSA πνμζηίεεκηαζ 200 ιl ακηζδναζηδνίμο Bradford ηαζ 

επςάγμκηαζ βζα 15-30 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Σαοηυπνμκα εημζιάγεηαζ ηαζ 

ηοθθυ δείβια ημ μπμίμ πενζέπεζ 800 ιl κενυ ηαζ 200 ιl ακηζδναζηδνίμο Bradford. 

3. Σα δείβιαηα θςημιεηνμφκηαζ, ιεηνχκηαξ ηδκ απμννυθδζδ ζε ιήημξ ηφιαημξ 595 nm. 

4. Αημθμφεςξ ηαηαζηεοάγεηαζ δ ηαιπφθδ ακαθμνάξ A595nm= f [C] 
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2.2.8.2 Φσηνκέηξεζε δεηγκάησλ 

1. ΢ε κενυ πνμζηίεεηαζ ιένμξ ημο πνςηεσκζημφ δείβιαημξ πμο εα ιεηνδεεί έηζζ χζηε μ 

ηεθζηυξ υβημξ κα είκαζ ίζμξ ιε 800ιl ηαζ αημθμφεςξ πνμζηίεεκηαζ 200 ιl 

ακηζδναζηδνίμο Bradford. 

2. Σα δείβιαηα επςάγμκηαζ βζα 15-30 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ηαζ ιεηνάηαζ δ 

απμννυθδζδ ημοξ ζηα 595 nm. 

3. Βάζεζ ηδξ ηαιπφθδξ ακαθμνάξ οπμθμβίγεηαζ δ ζοβηέκηνςζδ ηδξ πνςηεΐκδξ ζε ηάεε 

δζάθοια.   

 

 

2.2.9 Σερληθή ηεο ζπλ-επηινγήο (Pull down assay ή co-selection)  

Δίκαζ ιζα αζμπδιζηή ιέεμδμξ δζενεφκδζδξ/επζαεααίςζδξ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ δφμ 

πνςηεσκχκ, δ μπμία ααζίγεηαζ ζηζξ ανπέξ ηδξ πνςιαημβναθίαξ πδιζηήξ ζοββέκεζαξ 

(affinity chromatography). Ζ ηεπκζηή αοηή εηιεηαθθεφεηαζ ηδκ ορδθή ζοββέκεζα ηδξ ιζαξ 

εη ηςκ δφμ πνςηεσκχκ βζα εζδζηυ οπυζηνςια πμο ανίζηεηαζ μιμζμπμθζηά πνμζδεδειέκμ ζε 

ιήηνα αδνακμφξ οθζημφ (ζθαζνίδζα). Ζ ορδθή ζοββέκεζα ηδξ πνςηεΐκδξ βζα ημ οπυζηνςια 

αοηυ μθείθεηαζ ζε εζδζηή αθθδθμοπία (επζηυπζμ), πμο ανίζηεηαζ ζοβπςκεοιέκδ ζημ 5’ άηνμ 

ημο ηθςκμπμζδιέκμο βμκζδίμο ηδξ εηενυθμβδξ πνςηεΐκδξ. Ζ ιέεμδμξ πνμτπμεέηεζ ηδ 

ζήιακζδ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ ιε δζαθμνεηζηά ηαηάθθδθα επζηυπζα (epitope tagging) έηζζ 

χζηε ιυκμ δ ιζα εη ηςκ δφμ πνςηεσκχκ κα έπεζ ζοββέκεζα ιε ημ οπυζηνςια ηδξ ιήηναξ.  

Ζ ηαηαζηεοή οανζδζηχκ πνςηεσκχκ πμο κα θένμοκ δζαθμνεηζηά επζηυπζα 

επζηοβπάκεηαζ ιε ζοβπχκεοζδ ηςκ cDNA ηςκ δφμ πνςηεσκχκ ζε ηαηάθθδθμοξ 

πθαζιζδζαημφξ θμνείξ. ΢ηδκ πανμφζα ενβαζία πνδζζιμπμζήεδηακ πθαζιίδζα ηα μπμία 

πενζείπακ βμκίδζα βζα ιεηάθναζδ ηςκ επζηυπζςκ ηδξ ηνακζθενάζδξ ηδξ βθμοηαεεζυκδξ 

(GST) ηαζ ηδξ ελα-ζζηζδίκδξ (6xhis) (Πίκαηαξ 2.5) ηαζ πνδζζιμπμζήεδηε ακηίζημζπα, ιήηνα 

αδνακμφξ οθζημφ (ζθαζνίδζα) ιε οπυζηνςια βθμοηαεεζυκδξ (Sepharose 4B beads) ή 

ζοιπθυηςκ κζηεθίμο (Ni
2+

-ΝΣΑ agarose beads).   

   

Τιηθά: 

1. Mήηνα αδνακμφξ οθζημφ, ζθαζνίδζα ζεθανυγδξ, ιε οπυζηνςια βθμοηαεεζυκδξ 

(Sepharose 4B beads, Sigma).  

2. Mήηνα αδνακμφξ οθζημφ, ζθαζνίδζα αβανυγδξ, ιε ζφιπθμηα κζηεθίμο (Ni
2+

-ΝΣΑ 

agarose beads).   

3. Γζάθοια Α: 1X PBS (140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.8 mM 

KH2PO4, pH 7.3), 1% Tween-20 ηαζ ημηηέζθ ακαζημθέςκ πνςηεαζχκ 1Υ. 
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4. Γζάθοια Β: 100 mM NaCl, 20 mM Tris pH 7.8, 5 mM MgCl2, 1mM Na2HPO4, 10 

mM α-ιενηαπημαζεακυθδ, 10 mM ζιζδαγμθίμο ηαζ ημηηέζθ ακαζημθέςκ πνςηεαζχκ 

1Υ (πςνίξ EDTA). 

5. Γζάθοια 1M Guanidium-HCl (Gu-HCl). 

6. Ροειζζηζηυ δζάθοια δεζβιάηςκ 5 ηαζ 2 θμνέξ (5Υ ηαζ 2Υ) ζοβηεκηνςιέκμ (sample 

buffer), (βζα ζοκηαβή αθ. 2.12). 

  

     Γζα ηδκ πναβιαημπμίδζδ ηςκ πζμ ηάης πεζναιάηςκ, πνδζζιμπμζήεδηακ ααηηδνζαηά 

ζγήιαηα δεζβιάηςκ (2 ml), πμο είπακ ζοθθεβεί απυ ααηηδνζαηέξ ηαθθζένβεζεξ ζημκ 

ηαηάθθδθμ πνυκμ (t =3h ή t =16-18 h) ιεηά ηδκ επαβςβή ημοξ ιε IPTG ηαζ ηα μπμία 

έηοπακ ηαηάθθδθδξ επελενβαζίαξ (2.11). 

        

Μέζνδνο: 

1. Σμ ααηηδνζαηυ ίγδια ηδξ οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδξ ζοβπςκεοιέκδξ ιε ημ ηαηάθθδθμ 

επζηυπζμ, GST ή His6, επακαδζαζπείνεηαζ ζε 200 ιl ημο δζαθφιαημξ Α ή Β ακηίζημζπα.  

2. Σα δείβιαηα μιμβεκμπμζμφκηαζ ιε οπενήπμοξ (θφζδ ααηηδνίςκ ιε παθιμφξ 10 sec ιε 

εκδζάιεζα δζαθείιιαηα ηςκ 10 sec ηαζ ημπμεέηδζδ ημο δείβιαημξ ζε πάβμ), έηζζ χζηε 

κα ιδ εενιακεμφκ ή κα αθνίζμοκ βζα κα απμθεοπεεί δ πνςηευθοζδ ηαζ δ μλείδςζδ 

ακηίζημζπα. 

3. Πναβιαημπμζείηαζ θοβμηέκηνδζδ βζα 20 min ζηζξ 13000 rpm ζημοξ 4 ºC ηαζ 

ζοθθέβεηαζ ημ οπενηείιεκμ ημ μπμίμ πενζέπεζ ηζξ δζαθοηέξ πνςηεΐκεξ ηςκ ααηηδνίςκ 

ιαγί ηαζ ηδκ οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδ. 

4. ΢ε ζςθήκεξ ηφπμο eppendorf ημπμεεημφκηαζ 13.5 ιl ζθαζνίδζα, θοβμηεκηνμφκηαζ ζηζξ 

2000 rpm, βζα 5 min, ζημοξ 4 ºC ηαζ ημ οπενηείιεκμ (δζάθοια αζεακυθδξ) 

απμιαηνφκεηαζ ηαζ ηα ζθαζνίδζα λεπθέκμκηαζ 3 θμνέξ ιε 150 ιl δζαθφιαημξ Α ή Β. 

Κάεε θμνά θοβμηεκηνμφκηαζ ζηζξ ίδζεξ ζοκεήηεξ ιε πζμ πάκς ηαζ ημ οπενηείιεκμ 

απμιαηνφκεηαζ.  

5. ΢ημ ζηάδζμ αοηυ ιπμνμφκ κα αημθμοεδεμφκ 3 δζαθμνεηζηά πνςηυημθθα: 

 

1
ν
 Πξσηόθνιιν: 

α) Σμ οπενηείιεκμ ημο ζηαδίμο 3 πνμζηίεεηαζ ζηα έημζια ζθαζνίδζα ηαζ επςάγεηαζ βζα 

30 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ή 1 h ζημοξ 4 ºC οπυ εθαθνζά ακάδεοζδ. Με ηδκ 

επχαζδ αοηή ακαιέκεηαζ δ οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδ ιε ημ ηαηάθθδθμ επζηυπζμ κα 

πνμζδεεεί εηθεηηζηά πάκς ζημ ακηίζημζπμ οπυζηνςια ηςκ ζθαζνζδίςκ. 
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α) ΢ηδ ζοκέπεζα ηα ζθαζνίδζα θοβμηεκηνμφκηαζ ζηζξ 2000 rpm, βζα 5 min, ζημοξ 4 ºC 

ηαζ ημ οπενηείιεκμ ζοθθέβεηαζ (απμηεθεί ημ αδέζιεοημ ηθάζια). 

β) Σα ζθαζνίδζα λεπθέκμκηαζ 3 θμνέξ ιε 100 ιl δζαθφιαημξ Α ή Β, ημ μπμίμ 

απμιαηνφκεζ ηζξ πνςηεΐκεξ μζ μπμίεξ δεκ έπμοκ εζδζηή ζοββέκεζα ιε ημ οπυζηνςια. 

δ) Αημθμφεςξ πνμζηίεεηαζ ημ οπενηείιεκμ ηδξ δεφηενδξ οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδξ ηαζ 

πναβιαημπμζείηαζ επχαζδ ηαζ πάθζ βζα 30 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ή 1 h ζημοξ 

4 ºC, οπυ ζοκεπή ακάδεοζδ.  

 

2
ν
 Πξσηόθνιιν 

α) ηα πνςηεσκζηά θφιαηα απυ ηζξ δφμ οανζδζηέξ πνςηεΐκεξ ζοκδοάγμκηαζ ηαζ 

επςάγμκηαζ ηάης απυ ηζξ ίδζεξ ζοκεήηεξ υπςξ ηαζ πνμδβμοιέκςξ.  

α) ιεηά ηδκ επχαζδ πνμζηίεεκηαζ ζημ δζάθοια ηα πνμεπελενβαζιέκα ζθαζνίδζα ηαζ 

αημθμοεεί ηαζ πάθζ επχαζδ ζηζξ ίδζεξ ζοκεήηεξ.  

 

3
ν
 Πξσηόθνιιν 

α) Αημθμοεμφκηαζ ηα αήιαηα ημο πνχημο πνςημηυθθμο αθθά ιε ηδ δζαθμνά υηζ ιεηά 

ηδκ δέζιεοζδ ηδξ πνχηδξ πνςηεΐκδξ πναβιαημπμζείηαζ λέπθοια ηςκ ζθαζνζδίςκ ιε 

100 ιl δζαθφιαημξ 1Μ Gu-HCl, βζα απμδζάηαλδ ηδξ οπυ ιεθέηδξ πνςηεΐκδξ. 

α) Σα ζθαζνίδζα ζηδ ζοκέπεζα λεπθέκμκηαζ ηαζ επςάγμκηαζ ιε ηδκ δεφηενδ οπυ ιεθέηδ 

πνςηεΐκδ.  

 

6. ΢ηα δείβιαηα ηςκ ζθαζνζδίςκ πνμζηίεεκηαζ 60 ιl 2x Sample buffer, εκχ ζηα 

αδέζιεοηα δείβιαηα πμο ζοθθέβδηακ απυ ημ ηάεε ζηάδζμ 50 ιl 5x Sample buffer ηαζ 

εενιαίκμκηαζ βζα 5 min ζημοξ 96 ºC.   

7. Σέθμξ, πναβιαημπμζείηαζ δθεηηνμθυνδζδ ηαζ ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western βζα 

έθεβπμ ημο απμηεθέζιαημξ. 
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2.3 ΜΔΘΟΓΟΗ ΚΤΣΣΑΡΗΚΖ΢ ΒΗΟΛΟΓΗΑ΢ 

΢ηδ πανμφζα ενβαζία, ηα πεζνάιαηα πναβιαημπμζήεδηακ ζε ηοηηανμηαθθζένβεζα 

ηφπμο HeLa. Σα ηφηηανα HeLa είκαζ ακενχπζκα επζεδθζαηά ηφηηανα πμο πνμένπμκηαζ απυ 

αδεκμηανηίκςια ηναπήθμο ηδξ ιήηναξ. Δίκαζ ηα πνχηα ακενχπζκα ηφηηανα  απυ ηα μπμία 

δδιζμονβήεδηε ιυκζιδ ηοηηανζηή ζεζνά (1951) ηαζ πνμήθεακ απυ ημκ ζζηυ ηδξ Henrietta 

Lacks, ιζαξ Αιενζηακήξ, Αθνζηακζηήξ ηαηαβςβήξ βοκαίηαξ 31 πνμκχκ.   

Οζ αηυθμοεεξ ιέεμδμζ, πναβιαημπμζήεδηακ οπυ αζδπηζηέξ ζοκεήηεξ ζε εάθαιμ 

ηάεεηδξ κδιαηζηήξ νμήξ αένα (Laminar Air Flow). 

 

 

2.3.1 Θξεπηηθά Τιηθά θαη άιια αληηδξαζηήξηα απαξαίηεηα γηα ηελ αλάπηπμε 

θπηηαξνθαιιηέξγεηαο HeLa 

1. D-MEM: Dulbecco’s Μodified Eagle Medium (GIBGO-Invitrogen). 

΢ημ ενεπηζηυ οθζηυ DMEM πενζέπμκηαζ 4500 mg/L D- βθοηυγδ, GlutaMAX (L-

Alanul-L-Glutamine) ημ μπμίμ ακηζηαεζζηά ηδκ L-βθμοηαιίκδ ζε ίζδ ιμνζαηή 

ακαθμβία, 25 mM HEPES πςνίξ πονμζηαθοθζηυ κάηνζμ.  

2. Θενιζηά απεκενβμπμζδιέκμξ ειανοσηυξ αυεζμξ μννυξ - FBS (fetal bovine serum) 

(GIBGO-Invitrogen). 

3. D-PBS (Dulbecco’s PBS) πςνίξ CaCl2 ηαζ MgCl2 (GIBGO-Invitrogen). 

4. Γζάθοια εκγφιμο ενορίκδξ-EDTA·4Nα: 0.25% (v/v) ενορίκδ, 1 mM EDTA·4Nα 

(GIBGO-Invitrogen).  

5. Μείβια ακηζαζμηζηχκ πεκζηζθθίκδ/ ζηνεπημιοηίκδ: 10000 U/ml πεκζηζθθίκδ G (άθαξ 

καηνίμο), 10000 U/ml εεζσηή ζηνεπημιοηίκδ ζε θοζζμθμβζηυ μννυ (GIBGO-

Invitrogen).  

6. Ακηζαζμηζηυ 50 mg/ml Geneticin® (G418) (GIBGO-Invitrogen).  

7. Μέζμ ηαηάρολδξ ηοηηάνςκ: 70% (v/v) FCS, 20% (v/v) DMEM ηαζ 10% (v/v) DMSO 

(δζιέεοθμ-ζμοθδμλείδζμ).  

 

Γζα ηα ιεηέπεζηα ζηάδζα πνδζζιμπμζείηαζ πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ ημ μπμίμ 

ηαηαζηεοάγεηαζ ιε πνμζεήηδ ζε ενεπηζηυ οθζηυ DMEM-GlutaMAX-I (500ml) 10% (v/v) 

FCS ηαζ 50 U/ml πεκζηζθθίκδ ηαζ ζηνεπημιοηίκδ.  
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2.3.2 Αλάπηπμε θπηηαξνθαιιηέξγεηαο από θαηεςπγκέλα θύηηαξα 

Ζ δζαηήνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ βζα ιεβάθμ πνμκζηυ δζάζηδια επζηοβπάκεηαζ ιε 

απμεήηεοζδ ημοξ ζε οβνυ άγςημ (-195 ºC).  

   

Τιηθά 

1. 100 mm ηνοαθία βζα ηοηηανμηαθθζένβεζεξ (Corning incorporated, CORNING). 

2. Πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ DMEM-GlutaMAX-I. 

3. Καηεροβιέκα ηφηηανα HeLa. 

 

Μέζνδνο 

1. ΢ε ηνοαθίμ ηςκ 100 mm πνμζηίεεκηαζ 7 ml πθήνμοξ ενεπηζημφ οθζημφ DMEM-

GlutaMAX-I, ημ μπμίμ πνμδβμοιέκςξ πνμεενιαίκεηαζ ζημοξ 37 
o
C ζε οδαηυθμοηνμ. 

2. Αημθμφεςξ, απυ ημ οβνυ άγςημ ζημ μπμίμ δζαηδνμφκηαζ μζ ζςθήκεξ ιε ηα ηφηηανα, 

ιεηαθένεηαζ έκαξ ζςθήκαξ ιε ηφηηανα HeLa, ζε πμηήνζ γέζεςξ πμο πενζέπεζ κενυ 37
 

o
C βζα άιεζμ λεπάβςια. ΢ηδ ζοκέπεζα ηα ηφηηανα δζαζπείνμκηαζ ζημ πνμεημζιαζιέκμ 

ηνοαθίμ.  

3. Σα ηφηηανα επςάγμκηαζ ζημοξ 37 
o
C ζε αηιυζθαζνα πμο πενζέπεζ οβναζία ηαζ 5% CO2 

έςξ υημο ηαθοθεεί ημ 80-90% ηδξ επζθάκεζαξ ημο ηνοαθίμο δδθαδή δ ηαθθζένβεζα κα 

ανίζηεηαζ ζε εηεεηζηή θάζδ ακάπηολδξ. ΢οκήεςξ πνεζάγμκηαζ 3-4 ιένεξ βζα κα 

επζηεοπεεί αοηυ. 

 

 

2.3.3 Δπαλαδηαζπνξά θπηηάξσλ γηα αλαθαιιηέξγεηα ηνπο 

Σα ηφηηανα ηαθθζενβμφκηαζ πνμζημθθδιέκα ζε επίπεδα απμζηεζνςιέκα ηνοαθία 

ιέπνζ κα ακαπηοπεμφκ πθήνςξ υπμο πανμοζζάγεηαζ ακαζημθή ηδξ ακάπηολδξ ημοξ θυβς 

επαθήξ, ηα ηφηηανα ακαδζαζπείνμκηαζ (αναζχκμκηαζ) ηαζ πμζυηδηα αοηχκ 

ακαηαθθζενβείηαζ.  

 

Τιηθά: 

1. Πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ DMEM-GlutaMAX-I. 

2. D-PBS. 

3. Γζάθοια πνςηεμθοηζημφ εκγφιμο ενορίκδξ-EDTA·4Nα. 

4. Κοηηανμηαθθζένβεζα HeLa ζε εηεεηζηή θάζδ ακάπηολδξ. 

5. 100 mm ηνοαθία βζα ηοηηανμηαθθζένβεζεξ (Corning incorporated, CORNING). 
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 Μέζνδνο: 

1. Απυ έκα ηνοαθίμ ηςκ 100 mm, ζημ μπμίμ ιεβαθχκoοκ ηφηηανα HeLa πμο ανίζηεηαζ ζε 

εηεεηζηή θάζδ ακάπηολδξ, απμιαηνφκεηαζ ημ ενεπηζηυ οθζηυ ιε ακαννυθδζδ ιε 

απμζηεζνςιέκδ πζπέηα Pasteur πμο είκαζ ζοκδεδειέκδ ιε ακηθία ηεκμφ.  

2. Σα ηφηηανα λεπθέκμκηαζ δφμ θμνέξ ιε 10 ml πνμεενιαζιέκμο νοειζζηζημφ 

δζαθφιαημξ D-PBS. Με ηδκ έηπθοζδ ηςκ ηοηηάνςκ αθαζνείηαζ πθήνςξ μ μνυξ πμο 

πενζέπεζ ημ DMEM ηαζ μ μπμίμξ δνα ακαζηαθηζηά ζηδκ εκενβυηδηα ημο επυιεκμο 

πεζνζζιμφ πμο είκαζ δ ηνορζκμπμίδζδ. 

3. Γζα κα απμημθθδεμφκ ηα ηφηηανα απυ ηδκ επζθάκεζα ημο ηνοαθίμο πνμζηίεεηαζ 1 ml 

δζαθφιαημξ εκγφιμο ενορίκδ-EDTA·4Nα ηαζ ημ ηνοαθίμ ημπμεεηείηαζ ζημκ 

επςαζηήνα πενίπμο βζα 1 min χζηε κα δνάζεζ δ ενορίκδ ηαζ κα απμημθθδεμφκ ηα 

ηφηηανα. Ζ απμηυθθδζδ επζαεααζχκεηαζ ιε ηδ αμήεεζα ημο ζηενεμζημπίμο.  

4. Αημθμφεςξ πνμζηίεεκηαζ ζημ ηνοαθίμ 5 ml πθήνμοξ ενεπηζημφ οθζημφ DMEM 

(αναίςζδ 1:6), ημ μπμίμ απεκενβμπμζεί ηδκ ενορίκδ. Σα ηοηηανζηά ζοζζςιαηχιαηα 

δζαζπχκηαζ ιε ηδ αμήεεζα ηδξ αοηυιαηδξ ζοζηεοήξ ακαννυθδζδξ-εηνυθδζδξ ηαζ 

απμζηεζνςιέκδξ πζπέηαξ ηςκ 10ml.  

5. 1 ml απυ ημ ηοηηανζηυ εκαζχνδια ιεηαθένεηαζ ζε ηνοαθίμ ηςκ 100 mm ζημ μπμίμ 

πενζέπμκηαζ 7 ml πνμεενιαζιέκμο (37 ºC) πθήνμοξ ενεπηζημφ οθζημφ DMEM, 

ακαδεφμκηαζ ήπζα ηαζ επςάγμκηαζ ζε αηιυζθαζνα πμο πενζέπεζ οβναζία ηαζ 5% CO2 

έςξ υημο ηαθοθεεί ημ 80% ηδξ επζθάκεζαξ ημο ηνοαθίμο. 

  

 

2.3.4 Κξπνδηαηήξεζε θπηηαξνθαιιηέξγεηαο-Πάγσκα θπηηάξσλ 

Γζα ηδ δζαηήνδζδ απμεειάηςκ ηοηηανμηαθθζένβεζαξ ηα ηφηηανα θοθάζζμκηαζ ζε 

εενιμηναζία -135 ºC ζε οβνυ άγςημ ζηδκ πανμοζία ηνομπνμζηαηεοηζημφ ιέζμο υπςξ 

DMSO (δζιέεοθμ-ζμοθθμλείδζμ) ημ μπμίμ απμηνέπεζ ηδ δδιζμονβία ηνοζηάθθςκ πάβμο 

ζημ εζςηενζηυ ηςκ ηοηηάνςκ.  

 

Τιηθά: 

1. Πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ DMEM-GlutaMAX-I. 

2. D-PBS. 

3. Γζάθοια πνςηεμθοηζημφ εκγφιμο ενορίκδξ-EDTA·4Nα. 

4. Μέζμ ηαηάρολδξ ηοηηάνςκ: 70% (v/v) FCS, 20% (v/v) DMEM ηαζ 10% (v/v) DMSO 

(δζιέεοθμ-ζμοθθμλείδζμ).  
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5. Κνομβυκμζ ζςθήκεξ NALGENE
® 

(cryogenic vial) ηςκ 2 ml βζα ηαηάρολδ 

ηοηηανμηαθθζένβεζαξ (Nalge Nunc International). 

6. Κνομρφηηδξ NALGENE
® 

(Nalge Nunc International).  

 

Μέζνδνο: 

1. Αημθμοεμφκηαζ ηα αήιαηα 1-4 απυ ηδ δζαδζηαζία επακαδζαζπμνάξ ηοηηάνςκ (2.3.3). 

2. Σα ηφηηανα ημπμεεημφκηαζ ζε ζςθήκα ηςκ 15 ml ηαζ θοβμηεκηνμφκηαζ ζηζξ 1000 rpm 

βζα 4 min.   

3. ΢ηδ ζοκέπεζα απμιαηνφκεηαζ ημ ενεπηζηυ οθζηυ ιε ακαννυθδζδ ιε απμζηεζνςιέκδ 

πζπέηα Pasteur πμο είκαζ ζοκδεδειέκδ ιε ακηθία ηεκμφ ηαζ ηα ηφηηανα 

ακαδζαζπείνμκηαζ ζε 1 ml ιέζμο παβχιαημξ ηοηηάνςκ ημ μπμίμ ιεηαθένεηαζ ζε 

ηνομβυκμ ζςθήκα. 

4. Γζα ηδ ζηαδζαηή ηαζ εθεβπυιεκδ ρφλδ ηςκ ηοηηάνςκ πνζκ ηδ ιεηαθμνά ζε 

εενιμηναζία οβνμφ αγχημο, ημπμεεημφκηαζ ζε ηνομρφηηδ NALGENE
® 

ζημοξ -80 ºC 

βζα 18-24 h.  

5. Σδκ επυιεκδ ιένα μ ζςθήκαξ ιεηαθένεηαζ ηαζ απμεδηεφεηαζ ζε οβνυ άγςημ. 

 

 

2.3.5 Μέηξεζε βηώζηκσλ θπηηάξσλ 

Ζ ιέηνδζδ ηςκ αζχζζιςκ ηοηηάνςκ έβζκε ιε ηδ πνήζδ εκυξ αζιμηοηηανμιέηνμο ηαζ 

ηδξ πνςζηζηήξ Trypan blue, δ μπμία έπεζ ηδκ ζδζυηδηα κα πνςιαηίγεζ ιπθε ηα κεηνά 

ηφηηανα.   

 

Τιηθά:  

1. Πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ DMEM-GlutaMAX-I. 

2. D-PBS. 

3. Γζάθοια πνςηεμθοηζημφ εκγφιμο ενορίκδξ-EDTA·4Nα. 

4. Υνςζηζηήξ Trypan blue 0.4% (v/v) (Invitrogen). 

5. Αζιμηοηηανυιεηνμ (Hirschmann). 

 

Μέζνδνο: 

1. Αημθμοεμφκηαζ ηα αήιαηα 1-4 απυ ηδ δζαδζηαζία επακαδζαζπμνάξ ηοηηάνςκ (2.3.3). 

2. Σα ηφηηανα ημπμεεημφκηαζ ζε ζςθήκα ηςκ 15 ml ηαζ θοβμηεκηνμφκηαζ ζηζξ 1000 rpm 

βζα 4 min.   
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3. ΢ηδ ζοκέπεζα απμιαηνφκεηαζ ημ ενεπηζηυ οθζηυ ιε ακαννυθδζδ ιε απμζηεζνςιέκδ 

πζπέηα Pasteur πμο είκαζ ζοκδεδειέκδ ιε ακηθία ηεκμφ ηαζ ηα ηφηηανα 

ακαδζαζπείνμκηαζ ζε 5 ml πθήνμο ενεπηζημφ οθζημφ DMEM-GlutaMAX-I ιε ηαθή 

ακάιζλδ, έηζζ χζηε ημ ηεθζηυ εκαζχνδια ηςκ ηοηηάνςκ κα είκαζ μιμζμβεκέξ ηαζ ηα 

ηφηηανα κα ιδκ πανμοζζάγμοκ ζοζζςιαηχιαηα.     

4. ΢ηδ ζοκέπεζα πναβιαημπμζείηαζ ακάιζλδ 20 ιl εκαζςνήιαημξ ηοηηάνςκ ιε 20 ιl 

πνςζηζηήξ Trypan blue ζε ζςθήκα ηφπμο Eppendorf  (αναίςζδ 1:1). 

5. 10 ιl απυ ημ ιίβια αοηυ ιεηαθένεηαζ ζημ εάθαιμ εζζαβςβήξ δείβιαημξ ημο 

αζιμηοηηανμιέηνμο ηαζ πναβιαημπμζείηαζ ιέηνδια ηςκ αζχζζιςκ ηοηηάνςκ, ιδ 

πνςιαηζζιέκα ηφηηανα, ιε ηδ αμήεεζα ιζηνμζημπίμο.  

6. Γίκεηαζ οπμθμβζζιυξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε αάζδ ημκ ηφπμ:  

4cells in 4 quadrens cells
10

2 ml
   

 

 

2.3.6 Σερληθή ηεο επηκόιπλζεο (transfection) 

Ζ ηεπκζηή ηδξ επζιυθοκζδξ πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηδκ εζζαβςβή εκυξ εηενυθμβμο 

cDNA ζε ηοηηανμηαθθζένβεζα ηοηηάνςκ εδθαζηζηχκ. ΢ηδκ πανμφζα ενβαζία 

πνδζζιμπμζήεδηε δ ηεπκζηή ηδξ πανμδζηήξ επζιυθοκζδξ (transient transfection) ιε 

θςζθμνζηυ αζαέζηζμ (calcium-phosphate-mediated) ηαζ δ ηεπκζηή επζιυθοκζδξ ιε πνήζδ 

ηαηζμκζηχκ θζπζδίςκ.  

 

2.3.6.1 Σερληθή παξνδηθήο επηκόιπλζεο κε θσζθνξηθό αζβέζηην 

Ζ ηεπκζηή αοηή πνμάβεζ ηδ δδιζμονβία ζοιπθυημο ιεηαλφ ημο DNA ηαζ ημο 

θςζθμνζημφ αζαεζηίμο, ημ μπμίμ ηαηααοείγεηαζ, πνμζνμθάηαζ ζηδκ επζθάκεζα ηςκ 

ηοηηάνςκ ηαζ αημθμφεςξ εζζάβεηαζ ζε αοηά ιέζς ημο ιμκμπαηζμφ ηδξ εκδμηφηςζδξ 

(Graham and van der Eb, 1973). ΢ηδκ πανμφζα ενβαζία πνδζζιμπμζήεδηε ημ πνςηυημθθμ 

ηςκ Santama et al., 1998. 

 

Τιηθά: 

1. Κοηηανμηαθθζένβεζα ηφπμο HeLa ζε εηεεηζηή θάζδ ακάπηολδξ. 

2. Πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ DMEM.  

3. Ροειζζηζηυ δζάθοια 2Υ HBS: 54 mM HEPES [4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethane-

sulfonic acid], 1.5 mM Na2HPO4, 280 mM NaCl, pH 7.0. (Σμ δζάθοια θζθηνάνεηαζ ιε 

θίθηνμ 22 ιm, πςνίγεηαζ ζε ζςθήκεξ ηςκ 2 ml, μζ μπμίμζ θοθάβμκηαζ ζημοξ -20 ºC). 
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4. 2 M CaCl2 (Σμ δζάθοια θζθηνάνεηαζ ιε θίθηνμ 22 ιm, πςνίγεηαζ ζε ζςθήκεξ ηςκ 2 ml, 

μζ μπμίμζ θοθάβμκηαζ ζημοξ 4 ºC). 

5. 1 ιg/ιl πθαζιίδζμ αναζςιέκμ ζε TE. 

6. Απμζηεζνςιέκμ ddH2O. 

7. 100 mm ηνοαθία βζα ηοηηανμηαθθζένβεζεξ (Corning incorporated, CORNING). 

8. Kαθοπηνίδεξ (coverslips) 12 x 12 mm (Marienfeld GmbH). 

9. ΢ςθήκεξ ηφπμο Eppendorf ηςκ 1.5 ml. 

 

Μέζνδνο: 

1. Σα ηφηηανα ηοηηανμηαθθζένβεζαξ HeLa πμο ανίζηεηαζ ζηδκ εηεεηζηή θάζδ ακάπηολήξ 

αναζχκμκηαζ ιε πνήζδ ενορίκδξ, έηζζ χζηε κα ηαθφπημοκ ημ 30% ηδξ επζθάκεζαξ ημο 

ηνοαθίμο, ημοθάπζζημ 2 h πνζκ ηδκ δζαδζηαζία ηδξ επζιυθοκζδξ (2.3.3) ηαζ 

ιεηαθένμκηαζ ζε ηνοαθία ηςκ 100 mm πμο θένμοκ ηαθοπηνίδεξ ηαζ 4 ml πθήνμοξ 

ενεπηζημφ οθζημφ DMEM.  

2. Σα ηνοαθία επςάγμκηαζ ζημοξ 37 
o
C ζε αηιυζθαζνα πμο πενζέπεζ οβναζία ηαζ 5% CO2, 

ιέπνζ ηδ ζηζβιή ηδξ επζιυθοκζδξ.  

3. Ξεπαβχκμκηαζ υζμζ ζςθήκεξ εα πνεζαζημφκ, 2Υ HBS, ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Γζα 

ηάεε ηνοαθίμ ηςκ 100 mm, ημπμεεημφκηαζ 0.5 ml 2Υ HBS ζε απμζηεζνςιέκμ ζςθήκα 

ηςκ 1.5 ml. 

4. ΢ε λεπςνζζηυ ζςθήκα ηςκ 1.5 ml ημπμεεημφκηαζ 10 ιg DNA, 61 ιl 2 M CaCl2 ηαζ 

πμζυηδηα απμζηεζνςιέκμο ddH2O ιέπνζ ηεθζημφ υβημο 0.5 ml. Σμ ιείβια 

ακαιεζβκφεηαζ  ηαθά ηαζ επςάγεηαζ βζα 5 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο (ζηδ θάζδ 

αοηή εα πνέπεζ κα είκαζ δζαηνζηυ εθαθνφ άζπνμ ίγδια). 

5. ΢ηδ ζοκέπεζα ημ ιείβια DNA/CaCl2 πνμζηίεεηαζ ζημ ζςθήκα πμο πενζέπεζ ημ 2Υ HBS, 

ακά ζηαβυκα ιε ηαοηυπνμκδ ακάδεοζδ ημο ζςθήκα.  

6. Σμ ηεθζηυ ιείβια πνμζηίεεηαζ ζηαβυκα-ζηαβυκα ζηα ηνοαθία πμο πενζέπμοκ ηα 

ηφηηανα ηαζ αοηά επςάγμκηαζ ζημοξ 37 
o
C βζα 16-24 h ζε αηιυζθαζνα πμο πενζέπεζ 

οβναζία ηαζ 5% CO2.  

7. Σδκ επυιεκδ ιένα (16-24 h) ημ ιέζμ επζιυθοκζδξ απμιαηνφκεηαζ ηαζ ηα ηφηηανα 

λεπθέκμκηαζ δφμ θμνέξ ιε πνμεενιαζιέκμ ζημοξ 37 
o
C PBS. 

8. Σέθμξ πνμζηίεεκηαζ 7 ml πθήνμοξ DMEM ζηδκ ηοηηανμηαθθζένβεζα ηαζ επςάγεηαζ 

ζημοξ 37 
o
C ζε αηιυζθαζνα πμο πενζέπεζ οβναζία ηαζ 5% CO2. 

9. Οζ ηαθοπηνίδεξ ζοθθέβμκηαζ ιεηά ηδκ απμιάηνοκζδ ημο ιέζμο επζιυθοκζδξ ζηδκ 

επζεοιδηή χνα ακάθμβα ιε ημ εηάζημηε πείναια (24-48 h) ηαζ ηα εκαπμιείκακηα 

ηφηηανα ζημ ηνοαθίμ ιπμνμφκ κα ζοθθεπεμφκ βζα πεναζηένς ιεθέηδ. 
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2.3.6.2 Σερληθή επηκόιπλζεο κε ρξήζε θαηηνληθώλ ιηπηδίσλ  

΢ηδ ζοβηεηνζιέκδ ιέεμδμ δ ιεηαθμνά ημο DNA βίκεηαζ ιε πνήζδ ηαηζμκζηχκ 

θζπμζςιάηςκ ηα μπμία δδιζμονβμφκ εεηζηά θμνηζζιέκα ζφιπθμηα ιε ηα ακζμκηζηά ιυνζα 

ημο DNA. Σα εεηζηά θμνηζζιέκα ζφιπθμηα θζπμζςιάηςκ-DNA αθθδθεπζδνμφκ ιε ηδκ 

ανκδηζηά θμνηζζιέκδ ιειανάκδ ηαζ ημ DNA εζζάβεηαζ ζημ ηφηηανμ ιέζς ημο ιμκμπαηζμφ 

ηδξ εκδμηφηςζδξ ή ιε ζοβπχκεοζδ ημο ηαηζμκζημφ θζπζδίμο ιε ηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ δ 

μπμία επζηνέπεζ ηδκ είζμδμ ημο DNA ζημ ηοηηανυπθαζια. 

΢ηδκ πανμφζα ενβαζία πνδζζιμπμζήεδηε ημ πμθοηαηζμκηζηυ θζπίδζμ 

Lipofectamine
TM 

2000 (Invitrogen). 

 

Τιηθά: 

1. Κοηηανμηαθθζένβεζα ηφπμο HeLa ζε εηεεηζηή θάζδ ακάπηολδξ. 

2. 1 mg/ml Lipofectamine
TM 

2000 (Invitrogen).  

3. Πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ DMEM πςνίξ ακηζαζμηζηά. 

4. Πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ DMEM ιε ακηζαζμηζηά. 

5. Θνεπηζηυ οθζηυ Opti-MEM
®

I Reduced serum Media (GIBGO-Invitrogen). 

6. D-PBS.  

7. Γζάθοια ενορίκδξ-EDTA·4Nα. 

8. 4 ιg πθαζιζδζαημφ DNA. 

9. Σνοαθία βζα ηοηηανμηαθθζένβεζεξ ηςκ 60 mm (IWAKI).  

10. Απμζηεζνςιέκεξ ηαθοπηνίδεξ (Marienfeld GmbH). 

 

Μέζνδνο: (Δηηεθείηαζ αάζεζ μδδβζχκ ημο ηαηαζηεοαζηή Invitrogen) 

1. 24 h πνζκ ηδκ δζαδζηαζία ηδξ επζιυθοκζδξ, ηα ηφηηανα ηοηηανμηαθθζένβεζαξ HeLa πμο 

ανίζηεηαζ ζηδκ εηεεηζηή θάζδ ακάπηολήξ, αναζχκμκηαζ ιε πνήζδ ενορίκδξ (2.3.3) ηαζ 

ιεηαθένμκηαζ 5Υ10
5
- 2Υ10

6
 ηφηηανα ζε ηάεε ηνοαθίμ ηςκ 60 mm πμο θένεζ 

ηαθοπηνίδεξ ηαζ πενζέπεζ 4 ml πθήνμοξ ενεπηζημφ οθζημφ DMEM πςνίξ ακηζαζμηζηά.  

2. Αημθμφεςξ δ ηαθθζένβεζα επςάγεηαζ ζημοξ 37 
o
C βζα 24 h ζε αηιυζθαζνα πμο 

πενζέπεζ οβναζία ηαζ 5% CO2. Σα ηφηηανα εα πνέπεζ ζε αοηή ηδ θάζδ κα ηαθφπημοκ 

ημ 90-95% ηδξ επζθάκεζαξ ημο ηνοαθίμο. 

3. ΢ε έκα ζςθήκα ηφπμο eppendorf ακαιεζβκφμκηαζ 5 ιg πθαζιζδίμο ιε 500 ιl Opti-

MEM
®
 I ενεπηζημφ οθζημφ. 

4. Σαοηυπνμκα ζε έκα άθθμ ζςθήκα ηφπμο eppendorf ακαιεζβκφμκηαζ 5 ιg 

Lipofectamine
TM 

2000 ιε 500 ιl Opti-MEM
®
 I ενεπηζημφ οθζημφ ηαζ επςάγμκηαζ ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 5 min. 
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5. Αημθμφεςξ ημ αναζςιέκμ DNA πνμζηίεεηαζ ζηδκ αναζςιέκδ Lipofectamine
TM 

2000, 

ακαιεζβκφμκηαζ ηαζ επςάγμκηαζ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 30 min χζηε κα 

δδιζμονβδεμφκ ηα ζφιπθμηα DNA- Lipofectamine
TM 

2000. 

10. Σμ ιείβια ημο 1 ml πνμζηίεεηαζ ακά ζηαβυκα ζημ ηνοαθίμ ηςκ 60 mm πμο πενζέπεζ ηα 

ηφηηανα, ημ μπμίμ ηαοηυπνμκα ακαδεφεηαζ απαθά ηαζ έπεζηα επςάγεηαζ ζημοξ 37 ºC 

βζα 6 h ζε αηιυζθαζνα πμο πενζέπεζ οβναζία ηαζ 5% CO2.  

11. Μεηά ηζξ 6 h ημ ενεπηζηυ οθζηυ ακηζηαείζηαηαζ ιε πθήνεξ DMEM ημ μπμίμ πενζέπεζ 

ακηζαζμηζηά ηαζ ημ ηνοαθίμ επακαημπμεεηείηαζ πίζς ζημκ επςαζηήνα.  

12. Οζ ηαθοπηνίδεξ ζοθθέβμκηαζ ιεηά ηδκ επζιυθοκζδ, ζηδκ επζεοιδηή χνα ακάθμβα ιε ημ 

εηάζημηε πείναια.  

 

 

2.3.6.3 Σερληθή παξνδηθήο επηκόιπλζεο κε ρξήζε ξηβννιηγνλνθιενηηδίσλ 

απνζηώπεζεο (siRNA) 

Ζ ηαηαζημθή/απμζζχπδζδ ημο RNA είκαζ έκαξ ιδπακζζιυξ βμκζδζαηήξ νφειζζδξ ζηα 

εδθαζηζηά ηαζ ζηα θοηά, μ μπμίμξ ιεζχκεζ ηα ιεηαβνάθδηα επίπεδα είηε ιε ηαηαζημθή ηδξ 

βμκζδζαηήξ ιεηαβναθήξ (transcriptional gene silencing), είηε ιε εκενβμπμίδζδ ηδξ 

δζαδζηαζίαξ απμζημδυιδζδξ ζοβηεηνζιέκδξ αθθδθμοπίαξ ημο mRNA (RNA interference, 

RNAi). ΢ημ RNAi ςξ εκενβμπμζδηήξ/επαβςβέαξ αοηήξ ηδξ δζαδζηαζίαξ είκαζ έκα ιυνζμ 

δίηθςκμο RNA (dsRNA) ημ μπμίμ ιε εκγοιζηή πέρδ ιε RNAse III (Dicer) ηυαεηαζ ζε 

ιζηνυηενμο ιήημοξ ηιήιαηα, 21 ηαζ 22 κμοηθεμηζδίςκ (siRNA), ηα μπμία ιε ηδ ζεζνά ημοξ 

εκχκμκηαζ ιε ζοιπθέβιαηα πμθοκμοηθεαζχκ (RISC) ηαζ απμζημδμιμφκ ημ μιυθμβμ 

mRNA ζηυπμ (Bernstein et al., 2001, Agrawal et al., 2003). 

΢ηδκ πανμφζα πεζναιαηζηή ενβαζία πναβιαημπμζήεδηε ηαηαζημθή/ιεζμννφειζζδ 

ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP, ζε ηοηηανμζεζνά ηφπμο HeLa, ιε πνήζδ ζφκεεηςκ δίηθςκςκ 

ιμνίςκ RNA, 25 κμοηθεμηζδίςκ, ηα μπμία επζθέπεδηακ ιε ημ πνυβναιια Custom-made 

Stealth siRNA duplexes ηδξ εηαζνίαξ Invitrogen, απυ ηδκ μπμία ηαζ  ηαηαζηεοάζηδηακ. 

 

Τιηθά: 

1. Κοηηανμηαθθζένβεζα ηφπμο HeLa. 

2. Lipofectamine
TM

 2000 πμθοηαηζμκηζημφ θζπζδίμο (1 mg/ml) (Invitrogen). 

3. Θνεπηζηυ οθζηυ πθήνμοξ DMEM πςνίξ ακηζαζμηζηά.  

4. Θνεπηζηυ οθζηυ πθήνμοξ DMEM ιε ακηζαζμηζηά.  

5. Γζάθοια ενορίκδξ-EDTA·4Nα. 

6. D-PBS. 
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7. Opti-MEM I Reduced Serum. 

8. Zεφβδ ελεζδζηεοιέκςκ μθζβμκμοηθεμηζδίςκ απμζζχπδζδξ (siRNA1 ηαζ siRNA2), 

ζοβηέκηνςζδξ 20ιM (InVitrogen) (Πίκαηαξ 2.9).    

9. Εεφβμξ μθζβμκμοηθεμηζδίςκ ακαθμνάξ MED GC (medium GC content), 

ζοβηέκηνςζδξ 20 ιM (InVitrogen). 

10. Σνοαθία βζα ηοηηανμηαθθζένβεζεξ ηςκ 60 mm (IWAKI).  

11. Απμζηεζνςιέκεξ ηαθοπηνίδεξ (Marienfeld GmbH). 

 

Μέζνδνο: (εηηεθείηαζ αάζεζ μδδβζχκ ημο ηαηαζηεοαζηή Invitrogen) 

1. Μζα ιένα πνζκ ηδκ επζιυθοκζδ ηα ηφηηανα αναζχκμκηαζ ηαζ ημπμεεημφκηαζ ζε ηνοαθίμ 

ηςκ 60 mm πμο θένεζ ηαθοπηνίδεξ ηαζ πενζέπεζ 4 ml πθήνεξ DMEM πςνίξ 

ακηζαζμηζηά, έηζζ χζηε κα ηαθφπημοκ ημ 30-50% ηδξ επζθάκεζαξ ημο ηνοαθίμο ηαηά ηδκ 

επζιυθοκζδ ηδκ επυιεκδ ιένα. Σμ ηνοαθίμ επςάγεηαζ ζημκ επςαζηήνα (37 °C, 5% 

CO2) βζα 24 h. 

2. ΢ε ζςθήκεξ ηφπμο eppendorf ακαιεζβκφμκηαζ 8 ιl ή 16 ιl (160 pM ή 320 pM ζοκμθζηή 

ζοβηέκηνςζδ μθζβμκμοηθεμηζδίςκ, ακηίζημζπα) απυ ημ ηάεε γεφβμξ 

μθζβμκμοηθεμηζδίςκ siRNA ηαεχξ ηαζ απυ ημ γεφβμξ μθζβμκμοηθεμηζδίςκ ακαθμνάξ 

(medium GC content) ζε 100 ιl ενεπηζημφ οθζημφ Opti-MEM I. 

3. ΢ε έκα ζςθήκα ηφπμο eppendorf ακαιεζβκφμκηαζ 8 ιl ή 16 ιl Lipofectamine
TM

 2000 ζε 

100 ιl ενεπηζηυ οθζηυ Opti-MEM I. 

4. Οζ ζςθήκεξ επςάγμκηαζ βζα 5 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 

5. Σα αναζςιέκα siRNAs πνμζηίεεηαζ ζηδκ αναζςιέκδ Lipofectamine
TM

 2000, 

ακαιεζβκφμκηαζ απαθά ηαζ επςάγμκηαζ βζα 20 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο χζηε κα 

δδιζμονβδεμφκ ηα ζφιπθμηα RNA-Lipofectamine
TM

 2000. 

6. Σμ δζάθοια πνμζηίεεηαζ ζηαβυκα-ζηαβυκα ζημ ηνοαθίμ ηςκ 60 mm πμο πενζέπεζ ηα 

ηφηηανα ηαζ ακαδεφεηαζ απαθά. Σμ ηνοαθίμ επςάγεηαζ ζημκ επςαζηήνα (37 °C, 5% 

CO2) βζα 6 h ηαζ ιεηά ημ ενεπηζηυ οθζηυ ακηζηαείζηαηαζ ιε πθήνεξ DMEM ιε 

ακηζαζμηζηά.  

7. Σα ηφηηανα αθήκμκηαζ ζημκ επςαζηήνα βζα 24-72 h ηαζ είηε ζοθθέβμκηαζ ηαζ 

πνδζζιμπμζμφκηαζ βζα απμιυκςζδ ζοκμθζημφ RNA, ζοκμθζηήξ πνςηεΐκδξ ηαεχξ 

επίζδξ ηαζ μζ ηαθοπηνίδεξ ζοθθέβμκηαζ βζα πνδζζιμπμίδζδ ζε πεζνάιαηα 

ακμζμθεμνζζιμφ, είηε ηοβπάκμοκ ηαζ δεφηενδ επζιυθοκζδ ιε ηζξ ίδζεξ ζοβηεκηνχζεζξ 

(ζηάδζα 2-5) πνζκ πναβιαημπμζδεεί αοηυ.  
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Πίλαθαο 2.9: Οιηγνλνπθιενηίδηα απνζηώπεζεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ παξνύζα 

εξγαζία.  

 

 

2.3.7 Γεκηνπξγία ζηαζεξά κεηαζρεκαηηζκέλεο θπηηαξνζεηξάο HeLa
GFP-hCINAP

 

 

 

Τιηθά: 

1. Κοηηανμηαθθζένβεζα ηοηηάνςκ HeLa ζε εηεεηζηή θάζδ ακάπηολδξ. 

2. 1 ιg/ιl πθαζιίδζμ pEGFP-hCINAP αναζςιέκμ ζε TE. 

3. 1 mg/ml Lipofectamine
TM 

2000 (Invitrogen). 

4. Θνεπηζηυ οθζηυ Opti-MEM
®

I Reduced serum Media (GIBGO-Invitrogen). 

5. Θνεπηζηυ οθζηυ πθήνεξ DMEM πςνίξ ακηζαζμηζηά. 

6. Γζάθοια ενορίκδξ-EDTA·4Nα. 

7. Ακηζαζμηζηυ 50 mg/ml Γεκεηζζίκδ [Geneticin® (G418), GIBGO-Invitrogen]. 

8. Σνοαθία βζα ηοηηανμηαθθζένβεζεξ ηςκ 60 mm (IWAKI). 

9. Σνοαθία βζα ηοηηανμηαθθζένβεζεξ ηςκ 100 mm (IWAKI).  

10. Σνοαθία ηςκ 24 ηεθίςκ (IWAKI). 

11. Σνοαθία ηςκ 12 ηεθίςκ (IWAKI). 

12. Σνοαθία ηςκ 6 ηεθίςκ (IWAKI). 

13. Απμζηεζνςιέκεξ ηαθοπηνίδεξ (Marienfeld GmbH).  

  

Μέζνδνο: 

1. Ανπζηά πναβιαημπμζείηαζ ηζηθμδυηδζδ ηςκ ηοηηάνςκ HeLa ιε ημ ακηζαζμηζηυ G418 

(300, 400 ηαζ 500 ιg/ml) βζα κα ανεεεί δ ηαηάθθδθδ ζοβηέκηνςζδ ημο ακηζαζμηζημφ 

πμο ζημηχκεζ ηα ηφηηανα (πμο δεκ εηθνάγμοκ ημ πθαζιίδζμ), ζε πενίμδμ 2 αδμιάδςκ 

ηαζ δ μπμία εα πνδζζιμπμζδεεί ζηδ ζοκέπεζα βζα ηδ επζθμβή ηαζ ηδ δδιζμονβία ηδξ 

ζηαεενάξ ιεηαζπδιαηζζιέκδξ ηοηηανμζεζνάξ.   

2. Αημθμοεμφκηαζ ηα αήιαηα 1-11 απυ ημ ηιήια 2.3.6.2, ηδξ επζιυθοκζδξ ηοηηάνςκ, ιε 

πνήζδ 5 ιg πθαζιζδίμο pEGFP-hCINAP, είηε ηοηθζηυ, είηε βναιιζηυ. Σμ πθαζιίδζμ 

Όκμια μθζβμκμοηθεμηζδίμο 
Νμδιαηζηή αθθδθμοπία 5’-3’ 

Ακηζκμδιαηζηή αθθδθμοπία 3’-5’ 

siRNA1 
GCAGAACCAGCAGGUGGAUAGUAUA 

UAUACUAUCCACCUGCUGGUUCUGC 

siRNA2 
CGUGCAUCAGCUGCCCAGUAAUAAA 

UUUAUUACUGGGCAGCUGAUGCACG 
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αοηυ θένεζ βμκίδζα πμο πνμζδίδμοκ ακεεηηζηυηδηα ζηα ακηζαζμηζηά ηακαιοηίκδ ηαζ 

κεμιοηίκδ (G418) βζα επζθμβή ζε ααηηήνζα ηαζ ηφηηανα εδθαζηζηχκ ακηίζημζπα.  

3. Σδκ επυιεκδ ιένα απμιαηνφκεηαζ ημ ενεπηζηυ οθζηυ ηαζ ηα ηφηηανα 

επακαδζαζπείνμκηαζ (2.3.3) ζε 7 ml πθήνμοξ ενεπηζημφ οθζημφ ηαζ έπεζηα ημ 

εκαζχνδια ημοξ αναζχκεηαζ ζε δζάθμνεξ ζοβηεκηνχζεζξ (1:50-1:10 000) ζε 

ηαζκμφνβζα ηνοαία πμο πενζέπμοκ πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ ιε 500 ιg/ml G418.  

4. Πναβιαημπμζείηαζ ηαεδιενζκή αθθαβή ημο ενεπηζημφ οθζημφ ιε ηαζκμφνβζμ πθήνεξ 

ενεπηζηυ οθζηυ πμο πενζέπεζ 500 ιg/ml G418. Με ηδκ πάνμδμ ημο πνυκμο, αοηυ εα  

επζθέλεζ ηα ηφηηανα ηα μπμία έπμοκ εκζςιαηχζεζ ημ πθαζιίδζμ pEGFP-hCINAP, ζημ 

βεκςιζηυ ημοξ DNA. Αοηή δ επζθμβή δζανηεί βζα 2 αδμιάδεξ. 

5. ΢ε ηάπμζμ πνμκζηυ ζδιείμ εα οπάνλεζ ιαγζηυξ εάκαημξ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ απμηυθθδζδ 

ημοξ απυ ημκ πάημ ηςκ ηνοαθίςκ, αθήκμκηαξ πίζς ημοξ απμζηίεξ ιε ζηαεενά 

ιεηαζπδιαηζζιέκα ηφηηανα. ΢ε ηάπμζμ απυ ηα ηνοαθία ιε ηζξ δζάθμνεξ αναζχζεζξ εα 

οπάνλμοκ απμζηίεξ μζ μπμίεξ είκαζ ηαθά δζαπςνζζιέκεξ πμο κα ιπμνμφκ κα θδθεμφκ. 

6. Γζα ηδ θήρδ ηςκ απμζηζχκ, πνμεημζιάγεηαζ έκα ηνοαθίμ ηςκ 24 ηεθίςκ πνμζεέημκηαξ  

1 ml πθήνμοξ ενεπηζημφ οθζημφ πμο πενζέπεζ 500 ιg/ml G418 ζε ηάεε ηεθί.  

7. Αημθμφεςξ ημ ηνοαθίμ λεπθέκεηαζ ιε 10 ml PBS ηαζ έπεζηα πνμζεέηεηαζ ζε αοηυ 

δζάθοια PBS (37 ºC) πμο πενζέπεζ 5% ενορίκδ (1 ml ενορίκδ-EDTA ζε 19 ml PBS). 

Οζ απμζηίεξ ιπμνμφκ κα ζοθθεπεμφκ ηάης απυ ζηενεμζηυπζμ πνδζζιμπμζχκηαξ πζπέηα 

Gilson ιε εθαθνφ λφζζιμ ηαζ ακαννυθδζδ ημοξ ηαζ ημπμεέηδζδ ημοξ ζε ηνοαθίμ ηςκ 

24 ηεθίςκ. Κάεε απμζηία ημπμεεηείηαζ ζε δζαθμνεηζηυ ηεθί.  

8. Όηακ ηα ηεθζά είκαζ 80-90% πθήνδξ, λεπθέκμκηαζ ιε PBS ηαζ βίκεηαζ ηνορζκμπμίδζδ 

ημοξ ιε πνμζεήηδ 100 ιl δζαθφιαημξ ηνορίκδξ-EDTA. Σμ επακαζχνδια ηςκ 

ηοηηάνςκ πςνίγεηαζ ζε δφμ ηεθζά εκυξ ηνοαθίμο ηςκ 12 ηεθζχκ. ΢ε έκα εη’ ηςκ δφμ 

ηεθζχκ ημπμεεηείηαζ βζα ηάεε ηθχκμ ιζα ηαθοπηνίδα. Σα ηφηηανα ζε αοηέξ ηζξ 

ηαθοπηνίδεξ υηακ ανίζημκηαζ ζε πθδνυηδηα 80% (2-4 ιένεξ ακάθμβα ιε ηδκ απμζηία) 

ιμκζιμπμζμφκηαζ βζα κα εθεβπεμφκ ιζηνμζημπζηά βζα κα απμθαζζζεεί πμίεξ απυ αοηέξ 

ηζξ απμζηίεξ αλίγμοκ κα θοθαπημφκ – πανμοζζάγμοκ θεμνζζιυ ηαζ δ GFP-hCINAP έπεζ 

ζςζηυ εκδμηοηηάνζμ εκημπζζιυ – ηαζ πμίεξ πνεζάγμκηαζ πεναζηένς οπμηθςκμπμίδζδ 

(subcloning) βζα κα θεάζμοκ ζε μιμβέκεζα > 95%. 

9. Όθμζ μζ ηθχκμζ πμο ηνίκμκηαζ ζςζημί ηαζ εα θοθαπημφκ ιεηαθένμκηαζ ιε 

ηνορζκμπμίδζδ απυ ημ ηνοαθίμ ηςκ 12 ηεθζχκ ζε ηνοαθίμ ηςκ 6 ηεθζχκ ηαζ ζηδ 

ζοκέπεζα ζε 3 ηνοαθία ηςκ 100 mm: ημ έκα βζα ηνομδζαηήνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ (ζηάδζμ 

0), ημ δεφηενμ βζα δζαηήνδζδ ηοηηανμηαθζένβεζαξ ηαζ ημ ηνίημ βζα οπμηθςκμπμίδζδ 
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υπμο πνεζάγεηαζ (10 ιl απυ αναίςζδ 1:5 απυ ημ ηνοαθίμ ηςκ 6 ηεθζχκ ζε ηνοαθίμ ηςκ 

100 mm). 

10. Όηακ ηεθζηά θδθεεί μ ηθχκμξ πμο ιαξ εκδζαθένεζ, ιεβαθχκεηε ζε ιζηνυηενδ 

ζοβηέκηνςζδ G418 (300 ιg/ml) βζα δζαηήνδζδ ημο. Φοθάβμκηαζ ηφηηανα ζε ηάζηα 

πνμκζηά δζαζηήιαηα χζηε ακά πάζα πνμκζηή ζηζβιή κα οπάνπεζ δ δοκαηυηδηα, ζε 

πενίπηςζδ πμο ζοιαεί ηάηζ, κα ακαηνέλεζ ηακείξ ζε αοηά. Ζ ζηαεενυηδηα ημο ηάεε 

ηθχκμο δζαθένεζ ηαζ ζε μνζζιέκεξ πενζπηχζεζξ ιπμνεί ιεηά απυ ηάπμζμ πνμκζηυ 

δζάζηδια κα παεεί μ θεμνζζιυξ.  

 

 

2.3.8 Σερληθή ηνπ αλνζνθζνξηζκνύ 

Ζ ηεπκζηή ημο ακμζμθεμνζζιμφ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ πανμφζα ενβαζία βζα ημκ 

εκδμηοηηανζηυ εκημπζζιυ ηςκ οπυ ελέηαζδ πνςηεσκχκ ζε ηοηηανμηαθθζένβεζα ηφπμο 

HeLa. ΢ηδκ ηεπκζηή αοηή πνδζζιμπμζείηαζ ακηίζςια ημ μπμίμ ακαβκςνίγεζ ηαζ 

πνμζδέκεηαζ εζδζηά ζηδκ οπυ ελέηαζδ πνςηεΐκδ ηαζ αημθμφεςξ έκα δεφηενμ ακηίζςια ημ 

μπμίμ θένεζ ιζα θεμνίγμοζα μιάδα ηαζ ακαβκςνίγεζ ηαζ πνμζδέκεηαζ ζημ πνχημ ακηίζςια 

πμο πνδζζιμπμζήεδηε. Με πνήζδ ιζηνμζημπίαξ θεμνζζιμφ είκαζ δοκαηυξ μ εκημπζζιυξ ηδξ 

οπυ ελέηαζδ πνςηεΐκδξ. ΢ηδκ πανμφζα ενβαζία πνδζζιμπμζήεδηε ημ ακεζηναιιέκμ 

ιζηνμζηυπζμ θεμνζζιμφ Zeiss Axiovert 200M, ιε ρδθζαηή ηάιενα Axiocam ηαζ 

θμβζζιζηυ Axiovision 4.2. 

 

 

2.3.8.1 Μνληκνπνίεζε, δηαπεξαηόηεηα θαη θάιπςε ησλ θπηηάξσλ 

Παναθαιαάκμκηαζ μζ ηαθοπηνίδεξ απυ ηα ηνοαθία ζηα μπμία ακαπηφζζμκηαζ ηφηηανα  

ηοηηανμηαθθζένβεζαξ, ηα μπμία έπμοκ ηαθφρεζ πενίπμο 50-70% ηδξ επζθάκεζαξ ημο 

ηνοαθίμο ακάθμβα ιε εηάζημηε πείναια. 

 

Τιηθά: 

1. Ροειζζηζηυ δζάθοια 2Υ PHEM, pH 7.0: 130 mM PIPES, 60 mM HEPES, 20 mM 

EGTA, 4 mM MgCl2. Σμ δζάθοια θζθηνάνεηαζ ηαζ πςνίγεηαζ ζε ζςθήκεξ ηςκ 50 ml, μζ 

μπμίμζ παβχκμκηαζ ηαζ λεπαβχκμκηαζ ακά πείναια.    

2. 8% (w/v) παναθμνιαθδεΰδδ (PFA) ζε νοειζζηζηυ δζάθοια PHEM, pH 8.0 (βζα κα 

δζαθοεεί δ PFA πνεζάγεηαζ εένιακζδ). Σμ δζάθοια θζθηνάνεηαζ ηαζ πςνίγεηαζ ζε 

ζςθήκεξ ηςκ 15 ml, μζ μπμίμζ παβχκμκηαζ ηαζ λεπαβχκμκηαζ ακά πείναια.    

3. Γζάθοια ιμκζιμπμίδζδξ: Ακαιεζβκφμκηαζ ίζμζ υβημζ δζαθοιάηςκ 2Υ PHEM ηαζ 8% 

PFA. 
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4. 0.5% (v/v) TritonX-100 ζε νοειζζηζηυ δζάθοια 1Υ PHEM. 

5. 0.2% (v/v) SDS ζε νοειζζηζηυ δζάθοια 1Υ PHEM. 

6. Ροειζζηζηυ δζάθοια PBS. 

7. 50 mM NH4Cl ζε νοειζζηζηυ δζάθοια PBS. 

8. 0.05% (v/v) Tween-20 ζε νοειζζηζηυ δζάθοια PBS. 

 

2.3.8.1.1 Μέζνδνο Α (Κιαζζηθό πξσηόθνιιν κνληκνπνίεζεο κε PFA) 

1. Οζ ηαθοπηνίδεξ μζ μπμίεξ θαιαάκμκηαζ απυ ηνοαθία ζηα μπμία ακαπηφζζεηαζ 

ηοηηανμηαθθζένβεζα, λεπθέκμκηαζ βζα απμιάηνοκζδ ημο ενεπηζημφ οθζημφ ιε ζηζβιζαία 

αφεζζδ ημφξ ζε πνμεενιαζιέκμ ζημοξ 37 
μ
C δζάθοια PHEM ηαζ απμιαηνφκεηαζ δ 

πενίζζεζα ημο δζαθφιαημξ ιε ημπμεέηδζδ ηδξ άηνδξ ημοξ ζε πανημιάκηζθμ. 

2. ΢ηδ ζοκέπεζα μζ ηαθοπηνίδεξ ημπμεεημφκηαζ ζε ηνοαθίμ ηςκ 12 ηεθζχκ ημ μπμίμ 

πενζέπεζ δζάθοια 4% (w/v) PFA/ 1Υ PHEM βζα 10 min, βζα ιμκζιμπμίδζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ.  

3. Αημθμοεεί έηπθοζδ ημοξ ηνεζξ θμνέξ ιε νοειζζηζηυ δζάθοια 1Υ PHEM βζα 5 min. 

4. Καηυπζκ, ζηα ηεθζά ιε ηζξ ηαθοπηνίδεξ πνμζηίεεηαζ 1 ml δζαθφιαημξ 0.5% (v/v) Triton 

X-100 ζε PHEM ή 0.2% (v/v) SDS ζε νοειζζηζηυ δζάθοια 1Υ PHEM, βζα 10 min 

χζηε ηα ηφηηανα κα βίκμοκ δζαπεναηά. 

5. Αημθμφεςξ μζ ηαθοπηνίδεξ λεπθέκμκηαζ 2 θμνέξ απυ 5 min ιε δζάθοια 1Υ PHEM. 

6. ΢ηδ ζοκέπεζα βίκεηαζ ημνεζιυξ (quenching) ηςκ ηοηηάνςκ βζα ημκ αοημ-θεμνζζιυ, ιε 

50 mM NH4Cl ζε νοειζζηζηυ δζάθοια PBS βζα 15 min.  

7. Tα ηφηηανα λεπθέκμκηαζ 2 θμνέξ απυ 5 min ιε δζάθοια PBS. ΢ημ ζδιείμ αοηυ μζ 

ηαθοπηνίδεξ ιπμνμφκ κα πνδζζιμπμζδεμφκ αιέζςξ βζα κα ζδιακεμφκ ιε ηα 

ηαηάθθδθα ακηζζχιαηα βζα ηζξ πνςηεΐκεξ-ζηυπμοξ ή κα θοθαπημφκ ζημοξ 4 °C βζα ιζα 

εαδμιάδα βζα ιεθθμκηζηή πνήζδ.  

 

2.3.8.1.2 Μέζνδνο Β [Πξσηόθνιιν κνληκνπνίεζεο κε PFA κε πξν-εθρύιηζε (pre-

extraction)] 

[΢οκήεςξ πνδζζιμπμζείηαζ υηακ δ ζήιακζδ βίκεηαζ ιε πεπηζδζηά ακηζζχιαηα (anti-peptide 

ab)] 

1. Οζ ηαθοπηνίδεξ μζ μπμίεξ θαιαάκμκηαζ απυ ηνοαθία ζηα μπμία ακαπηφζζεηαζ 

ηοηηανμηαθθζένβεζα, λεπθέκμκηαζ βζα απμιάηνοκζδ ημο ενεπηζημφ οθζημφ ιε ζηζβιζαία 

αφεζζδ ημφξ ζε πνμεενιαζιέκμ ζημοξ 37 
μ
C δζάθοια PHEM ηαζ απμιαηνφκεηαζ δ 

πενίζζεζα ημο δζαθφιαημξ ιε ημπμεέηδζδ ηδξ άηνδξ ημοξ ζε πανημιάκηζθμ. 
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2. Οζ ηαθοπηνίδεξ ημπμεεημφκηαζ ζε δζάθοια 0.5% (v/v) Triton–X ζε 1Υ PHEM βζα ιυκμ 

5 sec, χζηε ηα ηφηηανα κα βίκμοκ δζαπεναηά ηαζ αιέζςξ ιεηά λεπθέκμκηαζ ιε 

ζηζβιζαία ημπμεέηδζδ ημοξ ζε δζάθοια 1Υ PHEM. 

3. Αημθμφεςξ, μζ ηαθοπηνίδεξ ημπμεεημφκηαζ ζε ηνοαθίμ ηςκ 12 ηεθζχκ ημ μπμίμ 

πενζέπεζ δζάθοια 4% (w/v) PFA/ 1Υ PHEM βζα 10 min, βζα ιμκζιμπμίδζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ ηαζ έπεζηα αημθμοεμφκηαζ ηα ζηάδζα 5-7 ηδξ Α ιεευδμο.   

 

 

2.3.8.2 ΢ήκαλζε κε ρξήζε αληηζσκάησλ θαη ηνπνζέηεζε ησλ δεηγκάησλ ζε 

αληηθεηκελνθόξν πιάθα κηθξνζθνπίνπ 

 

Τιηθά: 

1. Ροειζζηζηυ δζάθοια ηάθορδξ 100%: 2% FCS (v/v), 2% BSA (w/v), 0.2% (v/v) 

γεθαηίκδ απυ δένια ρανζμφ ζε νοειζζηζηυ δζάθοια PBS. 

2. 5% (v/v) νοειζζηζηυ δζάθοια ηάθορδξ ζε PBS. 

3. 0.05% (v/v) Tween 20 ζε νοειζζηζηυ δζάθοια PBS. 

4. Ροειζζηζηυ δζάθοια PBS. 

5. Πνχηα ακηζζχιαηα (2.4.1). 

6. Γεφηενα ακηζζχιαηα (2.4.2). 

7. Hoechst 33342, ανπζηήξ ζοβηέκηνςζδξ 10mg/ml (Sigma). 

8. Mowiol ιε 100 ιg/ml DABCO (antifading agent) (1,4 diazabicyclo-[2,2,2] octane). 

9. Aκηζηεζιεκμθυνεξ πθάηεξ ιζηνμζημπίμο 26 x 76 mm (EUROTUBO
® 

DELTALAB). 

 

Μέζνδνο: 

1. Σα ηφηηανα πμο ανίζημκηαζ ζηζξ ηαθοπηνίδεξ αθμφ ιμκζιμπμζδεμφκ ηαζ βίκμοκ 

δζαπεναηά (2.3.8.1) επςάγμκηαζ ιε ημ νοειζζηζηυ δζάθοια ηάθορδξ (blocking mix) βζα 

15-30 min χζηε κα ιεζςεεί δ ιδ εζδζηή δέζιεοζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ. 

2. Οζ ηαθοπηνίδεξ λεπθέκμκηαζ ιε 0.05% (v/v) Tween-20 ζε PBS βζα 1 min. 

3. ΢ηδ ζοκέπεζα ηα ηφηηανα επςάγμκηαζ βζα 1 h ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ιε ημ πνχημ 

ακηίζςια, ημ μπμίμ αναζχκεηαζ ηαηάθθδθα ζε 5% (v/v) νοειζζηζηυ δζάθοια ηάθορδξ 

(ακ εα βίκεζ πνήζδ ηαζ εκυξ άθθμο πνχημο ακηζζχιαημξ απυ δζαθμνεηζηυ είδμξ ηυηε 

βίκεηαζ ηαοηυπνμκδ επχαζδ).  

4. Με ημ πέναξ ηδξ επχαζδξ λεπθέκμκηαζ ηνεζξ θμνέξ ιε 0.05% (v/v) Tween-20 ζε 

νοειζζηζηυ δζάθοια PBS βζα 3 min. 
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5. Αημθμφεςξ επςάγμκηαζ ιε ημ δεφηενμ ακηίζςια βζα 45 min ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο, ημ μπμίμ ηαζ πάθζ αναζχκεηαζ ηαηάθθδθα ζε 5% (v/v) νοειζζηζηυ δζάθοια 

ηάθορδξ ηαζ  έπεζηα λεπθέκμκηαζ 2 θμνέξ ιε 0.05% (v/v) Tween-20 ζε νοειζζηζηυ 

δζάθοια PBS βζα 5 min. 

6. ΢ηδ ζοκέπεζα, βίκεηαζ ζήιακζδ ημο DNA ιε δζάθοια πνςζηζηήξ Ζoechst 33342, δ 

μπμία αναζχκεηαζ δζάθοια PBS ζε ακαθμβία 1:20000, βζα 1 min ηαζ λεπθέκμκηαζ ιία 

θμνά ιε 0.05% (v/v) Tween 20 ζε νοειζζηζηυ δζάθοια PBS βζα 5 min ηαζ ιία θμνά ιε 

νοειζζηζηυ δζάθοια PBS βζα 5 min. 

7. Σέθμξ, μζ ηαθοπηνίδεξ ημπμεεημφκηαζ ιε ηδκ πθεονά πμο ακαπηφπεδηακ ηα ηφηηανα 

πάκς ζε ιεβάθδ ακηζηεζιεκμθυνμ πθάηα βζα παναηήνδζδ ιε ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ 

ιε πνήζδ Mμwiol ζηδ πανμοζία DABCO, μ μπμίμξ είκαζ πανάβμκηαξ πμο ηαεοζηενεί 

ηδ δζαδζηαζία λεεςνζάζιαημξ επζηνέπμκηαξ ηδ ιεθέηδ ηςκ δεζβιάηςκ (antifading 

agent). 

8. Σα δείβιαηα αθήκμκηαζ κα ζηεβκχζμοκ ηαζ ελεηάγμκηαζ ιε πνήζδ ημο ακεζηναιιέκμο 

ιζηνμζημπίμο θεμνζζιμφ Axiovert 200M (C. Zeiss) ιε ιδπακζηή ηνάπεγα ενβαζίαξ. Oζ 

εζηυκεξ θαιαάκμκηαζ ιε ρδθζαηή θςημβναθζηή ιδπακή Axiocam MRm ιέζς ημο 

πνμβνάιιαημξ Zeiss Axiovision 4.3 ηαζ ηοβπάκμοκ ρδθζαηήξ ακάθοζδξ επελενβαζίαξ 

ιε ηα πνμβνάιιαηα Adobe Photoshop CS3 ηαζ Adobe Illustrator CS3. 

 

 

2.3.9 Πεηξακαηηθνί ρεηξηζκνί θπηηάξσλ  

 

Τιηθά: 

1. Κοηηανμζεζνά HeLa.  

2. ΢ηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκδ ηοηηανμζεζνά HeLa
GFP-hCINAP 

(ηθχκμζ 33C ηαζ 62L).  

3. ΢ηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκδ ηοηηανμζεζνά HeLa
GFP

. 

4. Πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ DMEM. 

5. Γζάθοια D-PBS (Invitrogen). 

6. Γζάθοια 2.5 mg/ml αηηζκμιοηίκδξ D (actD, Sigma). 

7. Γζάθοια 5 mg/ml 5,6-δζπθςνμ-α-D-νζαμθμονακμζοθαεκγζιζδαγμθίμο (DRB, Sigma). 

8. ΢μναζηυθδ (Sigma).  

9. Σνοαθία ηςκ 12 ηεθζχκ (IWAKI). 

10. Απμζηεζνςιέκεξ ηαθοπηνίδεξ (Marienfeld GmbH).  

11. ΢οζηεοή UV Stratalinker 2400 (Stratagene). 
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Μέζνδνο: 

 

2.3.9.1 Μεηαγξαθηθή θαηαζηνιή 

1. ΢ε 4 ηνοαθία ηςκ 12 ηεθζχκ, ημπμεεημφκηαζ ηαθοπηνίδεξ ηαζ έπεζηα ηφηηανα απυ ηζξ 4 

ηοηηανμζεζνέξ: HeLa, HeLa
GFP

 ηαζ HeLa
GFP-hCINAP 

(ηθχκμζ 33C ηαζ 62L), ιεηά απυ 

αναίςζδ ηοηηάνςκ πμο ακαπηφζζμκηακ ζε επςαζηήνα (37 °C, 5% CO2), έηζζ χζηε 

ηδκ επυιεκδ ιένα ηα ηφηηανα κα ηαθφπημοκ ημ 40-50% ηδξ επζθάκεζαξ ημο ηνοαθίμο.   

2. Σδκ επυιεκδ ιένα απμιαηνφκεηαζ ιε ακαννυθδζδ ημ ενεπηζηυ οθζηυ ηαζ ζηδ εέζδ ημο 

πνμζηίεεηαζ ηαζκμφνβζμ ζημ μπμίμ πνμδβμοιέκςξ αναζχκεηαζ είηε actD ζε ηεθζηή 

ζοβηέκηνςζδ 0.04 ιg/ml ηαζ 1.0 ιg/ml, είηε DRB ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 25 ιg/ml 

ηαζ 50 ιg/ml.  

3. Σα ηνοαθία ημπμεεημφκηαζ πίζς ζημκ επςαζηήνα βζα πενίμδμ 3 h.   

4. ΢ηδ ζοκέπεζα ακαννμθείηαζ ημ ενεπηζηυ οθζηυ ηαζ ηα ηφηηανα λεπθέκμκηαζ ιε δζάθοια 

PBS ηαζ έπεζηα ιμκζιμπμζμφκηαζ ιε PFA (2.3.8.1) ζηζξ ηαθοπηνίδεξ ηαζ ζδιαίκμκηαζ 

ιε ηδ πνήζδ ηαηάθθδθςκ ακηζζςιάηςκ (2.3.8.2).  

 

2.3.9.2 Αθηηλνβνιία UV-C 

1. ΢ε ηνοαθία ηςκ 12 ηεθζχκ, ημπμεεημφκηαζ ηαθοπηνίδεξ ηαζ έπεζηα ηφηηανα απυ ηζξ 4 

ηοηηανμζεζνέξ: HeLa, HeLa
GFP

 ηαζ HeLa
GFP-hCINAP 

(ηθχκμζ 33C ηαζ 62L), ιεηά απυ 

αναίςζδ ηοηηάνςκ πμο ακαπηφζζμκηακ ζε επςαζηήνα (37°C, 5% CO2), έηζζ χζηε ηδκ 

επυιεκδ ιένα ηα ηφηηανα κα ηαθφπημοκ ημ 50-60% ηδξ επζθάκεζαξ ημο ηνοαθίμο.  

2. Σδκ επυιεκδ ιένα ημ ενεπηζηυ οθζηυ ζοθθέβεηαζ ηαζ ηναηείηαζ ζε ζςθήκεξ ηςκ 50 ml  

ζημοξ 37 ºC ηαζ ηα ηφηηανα λεπθέκμκηαζ ιε δζάθοια PBS.  

3. Σμ δζάθοια PBS απμιαηνφκεηαζ ιε ακαννυθδζδ ηαζ ηα ηνοαθία ιε ηα ηφηηανα πμο εα 

ηφπμοκ αηηζκμαμθία UV ημπμεεημφκηαζ ζηδ ζοζηεοή UV Stratalinker 2400, υπμο 

αηηζκμαμθμφκηαζ ιε θοπκία 254 nm ζηα 30 J/m
2
, εκχ ηα ηνοαθία πμο εα 

πνδζζιμπμζδεμφκ ςξ ανκδηζηά δείβιαηα εθέβπμο αθήκμκηαζ ζημ εάθαιμ ηάεεηδξ νμήξ 

βζα ημ ίδζμ πνμκζηυ δζάζηδια.  

4. ΢ηδ ζοκέπεζα ημ ενεπηζηυ οθζηυ πμο θοθάπηδηε ημπμεεηείηαζ πίζς ζημ ηάεε ηνοαθίμ 

ηαζ ηα ηνοαθία ημπμεεημφκηαζ πίζς ζημκ επςαζηήνα. 

5. ΢ηζξ εκδεδεζβιέκεξ χνεξ, 6 h, 8 h, 10 h ηαζ 24 h, ζοθθέβμκηαζ ηαθοπηνίδεξ ηυζμ απυ ηα 

ηφηηανα πμο οπέζηδζακ αηηζκμαμθία, υζμ ηαζ απυ ηα ηφηηανα πμο δεκ έηοπακ 

(ανκδηζηά δείβιαηα εθέβπμο) ηαζ ηα ηφηηανα ιμκζιμπμζμφκηαζ ιε PFA (2.3.8.1) ηαζ 

ζδιαίκμκηαζ ιε ηαηάθθδθα ακηζζχιαηα (2.3.8.2).  
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2.3.9.3 Τπεξσζκσηηθό ζηξεο 

Πναβιαημπμζείηαζ δ ίδζα δζαδζηαζία ιε ηδ δζαδζηαζία ηδξ ιεηαβναθζηήξ ηαηαζημθήξ 

(2.3.9.1) ιε ηδ δζαθμνά υηζ ζηα ηφηηανα πνμζηίεεηαζ ηαζκμφνβζμ πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ 

ζημ μπμίμ έπεζ δζαθοεεί ζμναζηυθδ ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 0.5 M ηαζ ηέθμξ ηα ηφηηανα 

ιμκζιμπμζμφκηαζ ζε πνυκμ 1 h ηαζ 2 h.  

 

 

2.3.10 Κπηηαξνκεηξία ξνήο (FACS) 

Ζ Κοηηανμιεηνία νμήξ είκαζ ιία ηεπκζηή βζα ηδ ιέηνδζδ ηαζ ημκ παναηηδνζζιυ 

ιζηνμζημπζηχκ ζςιαηζδίςκ ζε νέμκ οβνυ. Δπζηνέπεζ ηδκ ηαοηυπνμκδ ακάθοζδ πμθθχκ 

παναιέηνςκ ηςκ θοζζηχκ ή πδιζηχκ παναηηδνζζηζηχκ ιειμκςιέκςκ ηοηηάνςκ ηα μπμία 

νέμοκ δζαιέζμο ιζαξ ζοζηεοήξ μπηζηήξ ή/ηαζ δθεηηνμκζαηήξ ακίπκεοζδξ.  

Μία δέζιδ θςηυξ (θέζγεν) εκυξ ιειμκςιέκμο ιήημοξ ηφιαημξ ηαηεοεφκεηαζ 

δζαιέζμο ιζαξ οδνμδοκαιζηά ζοβηθίκμοζαξ νμήξ οβνμφ. Έκαξ ανζειυξ ακζπκεοηχκ 

πενζαάθθμοκ ημ ζδιείμ υπμο δ δέζιδ ημο θςηυξ δζαπενκάεζ ηδ νμή ημο οβνμφ: έκαξ ζε 

εοεοβνάιιζζδ ιε ηδ δέζιδ θςηυξ, ηάπμζμζ άθθμζ ηάεεημζ ζε αοηήκ ηαζ έκαξ ή 

πενζζζυηενμζ ακζπκεοηέξ θεμνζζιμφ. Κάεε ζςιαηίδζμ ιεηαλφ 0.2 ηαζ 150 ιζηνμιέηνςκ 

αζςνμφιεκμ ζημ οβνυ πμο πενκά δζαιέζμο ηδξ δέζιδξ ζηεδάγεζ ημ θςξ πνμξ ηάπμζα 

ηαηεφεοκζδ ηαζ πανάθθδθα ηα θεμνίγμκηα πδιζηά πμο ανίζημκηαζ ζημ ζςιαηίδζμ ή επί 

ηδξ επζθάκεζάξ ημο ιπμνμφκ κα δζεβενεμφκ ηαζ κα εηπέιρμοκ θςξ άθθμο ιήημοξ ηφιαημξ 

απυ αοηυ ηδξ πδβήξ. Αοηυξ μ ζοκδοαζιυξ ζηεδαζιέκμο ηαζ θεμνίγμκημξ θςηυξ 

παναθαιαάκεηαζ απυ ημοξ ακζπκεοηέξ ηαζ ιεηά απυ ακαθφζεζξ είκαζ δοκαηή δ απμηυιζζδ 

πθδνμθμνζχκ ζπεηζηχκ ιε ηδ θοζζηή ηαζ πδιζηή δμιή ηάεε ιειμκςιέκμο ζςιαηζδίμο. Ζ 

ειπνυζεζα ζηέδαζδ "FSC" (Forward Scattering) ζπεηίγεηαζ ιε ημκ υβημ ημο ηοηηάνμο ηαζ 

δ πθάβζα ζηέδαζδ "SSC" (Side Scattering) ελανηάηαζ απυ ηδκ εζςηενζηή πμθοπθμηυηδηα 

ημο ζςιαηζδίμο (π.π. ζπήια ημο πονήκα, ανζειυξ ηοηηανμπθαζιαηζηχκ ζςιαηζδίςκ ή 

αδνυηδηα ηοηηανζηήξ ιειανάκδξ).  

 

Τιηθά: 

1. Γζάθοια PBS. 

2. 70% αζεακυθδ. 

3. Ηςδζμφπμ πνμπίδζμ [propidium iodide (PI), 1 mg/ml stock]  

4. RNase A (10 mg/ml stock) (Roche).   

5. ΢ςθήκεξ ηςκ 15 ml.  

6. Δζδζηά θίθηνα ηοηηάνςκ (BD Biosciences). 
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7. Δζδζημί πθαζηζημί ζςθήκεξ ιε ζηνμββοθυ ποειέκα βζα ακάθοζδ FACS (BD 

Biosciences). 

8. ΢φζηδια ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ FACSVantage SE (BD Biosciences). 

 

Μέζνδνο: 

1. Ακαπηφζζεηαζ ηοηηανμηαθθζένβεζα ζε εηεεηζηή θάζδ (πενίπμο 1Υ10
6 

ηφηηανα) ηφπμο 

HeLa, είηε ηςκ ζηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ηοηηανμζεζνχκ, είηε ηοηηάνςκ πμο έπμοκ 

ηφπεζ επζιυθοκζδξ ιε πθαζιίδζμ πνμδβμοιέκςξ.  

2. Σα ηφηηανα ζοθθέβμκηαζ ιε ηδ αμήεεζα ενορίκδξ ηαζ ημπμεεημφκηαζ ζε ζςθήκεξ ηςκ 

15 ml, θοβμηεκηνμφκηαζ ζηζξ 1000 rpm ηαζ απμιαηνφκεηαζ ημ οπενηείιεκμ.  

3. Σα ηφηηανα επακαδζαζπείνμκηαζ ηαζ λεπθέκμκηαζ ζε 10 ml δζαθφιαημξ PBS, 

θοβμηεκηνμφκηαζ ζηζξ 1000 rpm ηαζ απμιαηνφκεηαζ ηαζ πάθζ ημ οπενηείιεκμ. 

4. Σα  ηφηηανα επακαδζαζπείνμκηαζ πμθφ ηαθά ζε 0.5 ml PBS, χζηε κα επζηεοπεεί 

αζχνδια ιε ιμκήνδ ηφηηανα.   

5. Αιέζςξ, πνμζηίεεκηαζ 5 ml παβςιέκδξ 70% (v/v) αζεακυθδξ, ακαιεζβκφμκηαζ ηαθά ηαζ 

ημπμεεημφκηαζ ζημοξ 4 ºC βζα ημοθάπζζημ 2 h, χζηε ηα ηφηηανα κα ιμκζιμπμζδεμφκ.  

6. Όηακ ημ ιδπάκδια ακάθοζδξ FACS είκαζ έημζιμ, ηα ηφηηανα θοβμηεκηνμφκηαζ ζηζξ 

1000 rpm, απμιαηνφκεηαζ ημ οπενηείιεκμ ηαζ ηα ηφηηανα λεπθέκμκηαζ ιε 10 ml PBS.  

7. Σα ηφηηανα θοβμηεκηνμφκηαζ ζηζξ 1000 rpm ηαζ απμιαηνφκεηαζ υζμ ημ δοκαηυ 

πενζζζυηενμ οπενηείιεκμ πνμζέπμκηαξ κα ιδκ παεμφκ ηφηηανα.  

8. Σα ηφηηανα ηάεε ζςθήκα επακαδζαζπείνμκηαζ πμθφ ηαθά ζε 1 ml δζαθφιαημξ PI (20 ιl 

PI, 20 ιl RNase ηαζ 960 ιl PBS) ηαζ επςάγμκηαζ βζα 40 min ζημοξ 37 ºC βζα κα 

ζδιακεεί ημ DNA.  

9. Σέθμξ ηα ηφηηανα θζθηνάνμκηαζ ιε εζδζηυ θίθηνμ, βζα κα απμιαηνοκεμφκ ηοπυκ 

ζοζζςιαηχιαηα ηαζ ημπμεεημφκηαζ ζε εζδζημφξ ηοηθζημφξ ζςθήκεξ βζα ηδκ ακάθοζδ 

FACS.   

10. Αθμφ θδθεμφκ ηα δεδμιέκα βζα ημ ηάεε δείβια ιε ημ ζφζηδια ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ 

FACSVantage SE, πναβιαημπμζείηαζ ακάθοζδ ηςκ δεδμιέκςκ βζα δζαζπμνά ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο ιε ημ πνυβναιια ModFit (Verity Software House).  
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2.3.11 ΢πγρξνληζκόο θπηηαξνζεηξάο HeLa  

 

Τιηθά: 

1. Κοηηανμζεζνά HeLa. 

2. Πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ. 

3. Γζάθοια PBS. 

4. Γζάθοια Θοιζδίκδ ζε PBS. 

 

Μέζνδνο: 

1. Ακαπηφζζεηαζ ηοηηανμηαθζένβεζα ηφπμο HeLa, ζε πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ DMEM ζε 

ηνοαθία ηςκ 100 mm ιέπνζ πθδνυηδηαξ πενίπμο 40%. Ακαπηφζζμκηαζ 2 ηνοαθία, έκα 

βζα ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ηαζ αηυιδ έκα βζα ακάθοζδ FACS, βζα ηάεε 

πνμκζηή ζηζβιή πμο εα θδθεμφκ δείβιαηα ιεηά ημκ ζοβπνμκζζιυ ηδξ 

ηοηηανμηαθθζένβεζαξ (12 ζδιεζαηά δείβιαηα ακά 2 h). 

2. ΢ηδ ζοκέπεζα πνμζηίεεηαζ ζε ηάεε ηνοαθίμ δζάθοια εοιζδίκδξ, χζηε δ ηεθζηή 

ζοβηέκηνςζδ ηδξ κα είκαζ ζημ ενεπηζηυ οθζηυ 2 mM.  

3. Σα ηνοαθία ημπμεεημφκηαζ ζημκ επςαζηήνα (37 ºC, 5% CO2) βζα 19 h (αοζηδνυ αοηυ 

ημ πνμκζηυ πθαίζζμ). 

4. Μεηά ηδκ επχαζδ ηα ηφηηανα λεπθέκμκηαζ 3 θμνέξ ιε δζάθοια PBS ηαζ πνμζηίεεηαζ 

ηαζκμφνβζμ πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ πςνίξ εοιζδίκδ ηαζ ηα ηνοαθία ημπμεεημφκηαζ ηαζ 

πάθζ ζημκ επςαζηήνα βζα 9 h. 

5. Έπεζηα πνμζηίεεηαζ δζάθοια εοιζδίκδξ ηεθζηήξ ζοβηέκηνςζδξ 2 mM ηαζ ηα ηνοαθία 

επζζηνέθμκηαζ ζημκ επςαζηήνα βζα αηυια 16 h. 

6. Σέθμξ ηα ηφηηανα λεπθέκμκηαζ ηαζ πάθζ 3 θμνέξ ιε δζάθοια PBS ηαζ πνμζηίεεηαζ 

ηαζκμφνβζμ πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ. Σα ηφηηανα ζε αοηυ ημ ζδιείμ έπμοκ ζοβπνμκζζηεί 

ζηδ δζαπςνζζηζηή θάζδ G1/S. Θα παναιείκμοκ ζοβπνμκζζιέκα βζα πενίπμο 1-2 

ηοηηανζηέξ δζαζνέζεζξ ηαζ ιεηά εα λακαεπζζηνέρμοκ ζηδκ αζοβπνυκζζηδ ιμνθή ημοξ.     

7. Δπμιέκςξ θαιαάκμκηαζ δείβιαηα ακά 2 h βζα ηζξ επυιεκεξ 24 h. Γζα ηάεε πνμκζηή 

ζηζβιή, λεπθέκεηαζ έκα ηνοαθίμ ιε δζάθοια PBS ηαζ έπεζηα παβχκεηαζ ημ ηνοαθίμ ηαζ 

ιεθθμκηζηή πνήζδ ζε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western (2.2.5) ηαζ έκα δεφηενμ ηνοαθίμ 

ηοβπάκεζ ηδ δζαδζηαζία ηδξ ιμκζιμπμίδζδξ ιε 70% (v/v) αζεακυθδ βζα ηδκ ιεθθμκηζηή 

ακάθοζδ ιε ηδ ιέεμδμ FACS (2.3.10).  
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2.3.12 Μηθξνζθνπία ζε δσληαλά θύηηαξα (in vivo πεηξάκαηα)  

Σα ηεθεοηαία πνυκζα έπεζ ακαπηοπεεί ιζα ζεζνά ιεευδςκ πμο επζηνέπμοκ ηδκ 

απεζηυκζζδ ηαζ ηδκ ιεθέηδ αζμιμνίςκ ζε γςκηακά ηφηηανα. ΢ε αοηυ ζοκηέθεζε ηαηά ηφνζμ 

θυβμ δ ακαηάθορδ ηαζ ηθςκμπμίδζδ ηδξ πνάζζκδξ θεμνίγμοζαξ πνςηεΐκδξ (Green 

Fluorescence Protein-GFP, Prasher et al.1992), δ μπμία έδςζε χεδζδ ζηδ Κοηηανζηή 

Βζμθμβία ηαζ άκμζλε κέμοξ μνίγμκηεξ ζηδκ ακάθοζδ ηαζ ηαηακυδζδ ηδξ θεζημονβίαξ ηςκ 

αζμιμνίςκ.  

Σμ πθεμκέηηδια ηδξ πνςηεΐκδξ GFP είκαζ υηζ επζηνέπεζ ημκ άιεζμ εκημπζζιυ ηςκ 

αζμιμνίςκ ζε δσληαλά ηφηηανα πανέπμκηαξ ηαοηυπνμκα ηνπηθέο ηαζ ρξνληθέο 

πθδνμθμνίεξ, δδθαδή ημκ εκδμηοηηανζηυ εκημπζζιυ ηδξ πνςηεΐκδξ ζε ζοκάνηδζδ ιε ημ 

πνυκμ. Αοηυ επζηοβπάκεηαζ ιε ζφγεολδ ηδξ πνςηεΐκδξ GFP ιε ημ οπυ ιεθέηδ ιυνζμ ηαζ 

έηθναζδ πθέμκ ημο οανζδζημφ ιμνίμο ζηα οπυ ιεθέηδ ηφηηανα. ΢ηδ ζοβηεηνζιέκδ ιεθέηδ 

πνδζζιμπμζήεδηε ζηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκδ ηοηηανμζεζνά HeLa
GFP-hCINAP

, υπμο δ 

πνςηεΐκδ ημο εκδζαθένμκημξ (hCINAP) εηθναγυηακ ζηαεενά ζοβπςκεοιέκδ ιε ηδκ 

πνςηεΐκδ GFP ζε ηφηηανα HeLa.   

 

Τιηθά: 

1. ΢ηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκδ ηοηηανμζεζνά HeLa
GFP-hCINAP

 (ηθχκμζ 33C ηαζ 62L) 

2. Πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ DMEM. 

3. CO2-ακελάνηδημ ενεπηζηυ οθζηυ πςνίξ ηυηηζκμ ηδξ θαζκυθδξ (Invitrogen). 

4. Σνοαθίμ WillCo 35 mm ιε βοάθζκμ ποειέκα (Intracel). 

5. Γοάθζκμξ εάθαιμξ Lab-Tek (chambered cover glass) (Sigma). 

6. Υνςζηζηή Hoechst-33342 (bisbenzimide) βζα πνχζδ ημο DNA ζε γςκηακά ηφηηανα 

(Sigma).  

Παναζηεοάγεηαζ ανπζηυ δζάθοια 5 mg/ml ζε dH2O ηαζ θοθάβεηαζ ζημοξ 4 ºC. Σμ 

δζάθοια πμο εα πνδζζιμπμζδεεί παναζηεοάγεηαζ θνέζημ ηάεε θμνά ιε αναίςζδ 

1:1000 απυ ημ ανπζηυ ζε dH2O (ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 25 ιg/ml) ηαζ απυ αοηυ 

πνδζζιμπμζμφκηαζ 20 ιl ζε 2 ml ενεπηζημφ οθζημφ DMEM. 

6. Καηαδοηζηυ έθαζμ (ηεδνέθαζμ) βζα θαημφξ (Applied Precision).  
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2.3.12.1 Μηθξνζθνπία πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ (Time-lapse microscopy) 

 

Μέζνδνο: 

1. Ακαπηφζζεηαζ ζηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκδ ηοηηανμζεζνά HeLa
GFP-hCINAP

 (ηθχκμζ 33C 

ηαζ 62L) ζε πθήνεξ ενεπηζηυ ιέζμ DMEM πμο πενζέπεζ 300 ιg/ml G418.  

2. Μζα ιένα πνζκ ημ πείναια, ηα ηφηηανα αναζχκμκηαζ ιε ηδ αμήεεζα ενορίκδξ ηαζ 

ημπμεεημφκηαζ ζε πμζμζηυ 30% ζε ηνοαθίμ WillCo 35 mm ιε βοάθζκμ ποειέκα, εζδζηυ 

βζα ιζηνμζημπία πναβιαηζημφ πνυκμο, ζε 2 ml ενεπηζημφ οθζημφ.  

3. Σδ ιένα ημο πεζνάιαημξ απμιαηνφκεηαζ ημ ενεπηζηυ οθζηυ ιε ακαννυθδζδ ηαζ 

πνμζηίεεκηαζ 2 ml ενεπηζημφ οθζημφ ημ μπμίμ πενζέπεζ 20 ιl πνςζηζηήξ Hoechst-33342 

ηαζ ημ ηνοαθίμ ημπμεεηείηαζ πίζς ζημκ επςαζηήνα βζα 30 min, έηζζ χζηε κα ζδιακεεί 

ημ DNA εκχ ηα ηφηηανα παναιέκμοκ γςκηακά.  

4. ΢ηδ ζοκέπεζα απμιαηνφκεηαζ ημ ενεπηζηυ οθζηυ ιε ακαννυθδζδ, ηαζ ηα ηφηηανα 

λεπθέκμκηαζ 2 θμνέξ ιε 3 ml δζαθφιαημξ PBS.  

5. ΢ημ ηνοαθίμ πνμζηίεεκηαζ 2 ml CO2-ακελάνηδημο ενεπηζημφ οθζημφ πςνίξ ηυηηζκμ ηδξ 

θαζκυθδξ ζημ μπμίμ έπεζ πνμζηεεεί FBS ηαζ ηα ακηζαζμηζηά πεκζηζθίκδ-ζηνεπημιοηίκδ 

ηαζ ημ ηνοαθίμ ιεηαθένεηαζ ζημκ εζδζηυ βοάθζκμ εάθαιμ ημο ιζηνμζημπίμο, μ μπμίμξ 

δζαηδνεί ηδκ εενιμηναζία ζημοξ 37 ºC ηαζ ημ CO2 ζε πμζμζηυ 5%.  

6. Σα ηφηηανα ηα μπμία εα ιπμοκ ζημκ ηοηηανζηυ ηφηθμ ακζπκεφμκηαζ ιε ημ 

παναηηδνζζηζηυ ιμηίαμ ημο ζοιπηοβιέκμο DNA, επζθέβμκηαζ (πενίπμο 10 ηφηηανα ζε 

ηάεε πείναια) ηαζ θοθάβμκηαζ μζ ζοκηεηαβιέκεξ ημοξ.  

7. Σμ ιζηνμζηυπζμ νοειίγεηαζ χζηε κα θαιαάκεζ εζηυκεξ ηαηά ηαπηά πνμκζηά δζαζηήιαηα 

(πενίπμο ηάεε 10 ή 20 min) βζα πενίμδμ 24 h,  ιε ιζηνμφξ πνυκμοξ έηεεζδξ χζηε ημ 

πμζυ ημο θςηυξ πμο θαιαάκμοκ ηα ηφηηανα κα είκαζ υζμ ημ δοκαηυ θζβυηενμ, αθθά κα 

επζηοβπάκεηαζ επανηήξ εοηνίκεζα.  

 

 

2.3.12.2 Δπαλαθνξά Φζνξηζκνύ Μεηά από Φσηνιεύθαλζε (FRAP-Fluorescence 

Recovery After Photobleaching) 

Ζ πνςηεΐκδ GFP έπεζ πνδζζιμπμζδεεί εηηεκχξ ηαζ ζε ιζα άθθδ ζφβπνμκδ ηεπκζηή, ηδ 

ηεπκζηή ηδξ επακαθμνάξ θεμνζζιμφ ιεηά απυ θςημθεφηακζδ (FRAP). Ζ ηεπκζηή FRAP 

πανέπεζ πθδνμθμνίεξ πμο αθμνμφκ ηδκ ηζκδηζηυηδηα ηςκ πνςηεσκχκ ιέζα ζημ ηφηηανμ. Οζ 

πθδνμθμνίεξ αοηέξ ιπμνμφκ κα πνδζζιμπμζδεμφκ βζα κα ελάβμοιε αζμθμβζηά 

ζοιπενάζιαηα, υπςξ ακ δ οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδ δζαπέεηαζ εθεφεενα ιέζα ζημ ηφηηανμ, ακ 
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απμηεθεί ιέθμξ εκυξ ιεβαθφηενμο ζοιπθυημο ή ακ πνμζδέκεηαζ ζηαεενά ζε 

οπμηοηηανζηέξ δμιέξ ή ζημ DNA ημο ηοηηάνμο.   

Καηά ηδ ιέεμδμ αοηή, πνμηαθείηαζ θςημθεφηακζδ θυβς ορδθήξ έκηαζδξ ημο θέζγεν 

ζε ιζα ιζηνή πενζμπή ημο πονήκα θεμνίγμκημξ γςκηακμφ ηοηηάνμο ηαζ ηαηαβνάθεηαζ δ 

αφλδζδ ηδξ έκηαζδξ ημο θεμνζζιμφ (επακαθμνά ημο θεμνζζιμφ) ζε αοηή ηδκ πενζμπή ζε 

ζπέζδ ιε ημ πνυκμ. Θα πνέπεζ κα ημκζζεεί υηζ δ θςημθεφηακζδ αθμνά ηαηαζηνμθή ηςκ 

ιμνίςκ GFP ηαζ υπζ ηδξ ζοκηδβιέκδξ ιε αοηά πνςηεΐκδξ. Οπυηε πθέμκ ιέζα ζημ ηφηηανμ 

οπάνπμοκ δομ πθδεοζιμί ηδξ πνςηεΐκδξ: ιυνζα πνςηεΐκδξ πμο θεμνίγμοκ ηαζ ιυνζα 

πνςηεΐκδξ πμο δεκ θεμνίγμοκ.  

Ακ δ οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδ δζαπέεηαζ εθεφεενα ιέζα ζημ ηφηηανμ, ηυηε ακαιέκεηαζ 

ζε πμθφ ζφκημιμ πνμκζηυ δζάζηδια μ θεμνζζιυξ κα επακέθεεζ ζηα επίπεδα ηδξ ανπζηήξ 

ημο έκηαζδξ ζηδκ πενζμπή υπμο έπεζ πναβιαημπμζδεεί δ θςημθεφηακζδ θυβς ακηαθθαβήξ 

ηςκ ιμνίςκ πμο δεκ θεμνίγμοκ ιε ηα ιυνζα πμο θεμνίγμοκ. Ακ υιςξ δ πνςηεΐκδ θυβς 

ζοβηεηνζιέκδξ αζμθμβζηήξ δνάζδξ δεκ δζαπέεηαζ εθεφεενα ιέζα ζημ ηφηηανμ, ηυηε 

ακαιέκμοιε κα οπάνπεζ ηαεοζηένδζδ ζημ πνυκμ πμο πνεζάγεηαζ βζα κα επακέθεεζ μ 

θεμνζζιυξ ζηα ανπζηά ημο επίπεδα. Ακ δε δ πνςηεΐκδ πνμζδέκεηαζ πμθφ ζηαεενά ζε δμιέξ 

ημο ηοηηάνμο, ηυηε εκδέπεηαζ κα ιδκ οπάνλεζ επακαθμνά ζηα ανπζηά επίπεδα θεμνζζιμφ 

(βζα ημ πνυκμ πμο παναηδνμφιε ημ θαζκυιεκμ). Ζ δζαθμνά ακάιεζα ζηδκ ανπζηή έκηαζδ 

ημο θεμνζζιμφ ηαζ ζηδκ έκηαζδ πμο παναηδνείηαζ ιεηά ηδ θςημθεφηακζδ ηαζ επακαθμνά 

πανέπεζ ηδκ επζπνυζεεηδ πθδνμθμνία ημο επί ημζξ εηαηυ πμζμζημφ ηδξ πνςηεΐκδξ δ μπμία 

είκαζ πνμζδειέκδ ιε ηδ ζηαεενή αοηή δμιή. 

 

Μέζνδνο: 

1. Αημθμοεμφκηαζ ηα αήιαηα 1-5 ηδξ ιεευδμο 2.3.12.2.   

2. Ανπζηά θαιαάκμκηαζ 3 εζηυκεξ ημο ηοηηάνμο, ημ μπμίμ επζθέβεηαζ, πνζκ ηδκ 

θςημθεφηακζδ. 

3. Έπεζηα θςημθεοηαίκεηαζ ιζα ζοβηεηνζιέκδ πενζμπή πενίπμο ζημ 50% ηδξ ανπζηήξ ηδξ 

έκηαζδξ (100% ζζπφξ ημο θέζγεν βζα δζάνηεζα 0.15 s), πνδζζιμπμζχκηαξ ηδκ 

θςημηζκδηζηή θεζημονβία ημο ιζηνμζημπίμο. 

4. ΢ηδ ζοκέπεζα θαιαάκμκηαζ μπηζηέξ εζηυκεξ ηαηά ηδ δζάνηεζα ημο πνυκμο ιεηά ηδ 

θςημθεφηακζδ, ιε πνυκμ έηεεζδξ 0.1 s βζα ηάεε εζηυκα, έηζζ χζηε κα βίκεζ 

παναημθμφεδζδ ηδξ επακαθμνάξ ημο ζήιαημξ θεμνζζιμφ ζηδκ πενζμπή πμο έπεζ 

θςημθεοηακεεί.  

5. Σέθμξ, πνδζζιμπμζείηαζ ημ πνυβναιια SoftWoRx βζα ηδκ απυηηδζδ ηδξ εζηυκαξ ηαζ 

βζα ημκ οπμθμβζζιυ ηδξ έκηαζδξ ημο θεμνζζιμφ ζε ιζα πενζμπή πμο θςημθεοηάκεδηε 
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ηαζ πμο δεκ θςημθεοηάκεδηε, πνζκ ηαζ ιεηά ηδ πνήζδ ημο θέζγεν. Απυ ηα δεδμιέκα 

αοηά οπμθμβίγεηαζ ημ ηζκδηυ ηθάζια ηδξ πνςηεΐκδξ ηαζ μ πνυκμξ t1/2, μ μπμίμξ 

απμηεθεί ημ πνμκζηυ δζάζηδια πμο απαζηείηαζ δ έκηαζδ ημο θεμνζζιμφ κα θηάζεζ ζημ 

50% ηδξ ηεθζηήξ. 

 

 

2.3.12.3 Μηθξνζθόπην πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηα in vivo πεηξάκαηα 

Σα πεζνάιαηα ιζηνμζημπίαξ πναβιαηζημφ πνυκμο ηαζ FRAP, πναβιαημπμζήεδηακ 

ζημ ιζηνμζηυπζμ DeltaVision Spectris wide-field deconvolution (Applied Precision), ημ 

μπμίμ ήηακ εθμδζαζιέκμ ιε ηνζζδζάζηαηδ ηζκμφιεκδ έδνα ηαζ εάθαιμ εθέβπμο ηδξ 

εενιμηναζίαξ ηαζ ημο CO2 (Solent Scientific) ηαζ ιε δίμδμ laser 488 nm (βζα 

θςημθεφηακζδ ηδξ GFP). Οζ εζηυκεξ ζοθθέπηδηακ πνδζζιμπμζχκηαξ απμπνςιαηζηυ θαηυ 

60x NA 1.4 Plan (Olympus) ηαζ ιαβκδημζημπήεδηακ ιε ηάιενα CoolSNAP coupled-

charge device (CCD) (Roper Scientific). Σμ ιζηνμζηυπζμ εθεβπυηακ απυ ηδκ απεζηυκζζδ 

SoftWorx ηαζ ηα μπηζηά δεδμιέκα έηοπακ επελενβαζία ιε ελεζδζηεοιέκμ θμβζζιζηυ 

(deconvolution, Applied Precision), βζα ορδθήξ εοηνίκεζαξ ηνζζδζάζηαηδ απεζηυκζζδ ηδξ 

δμιήξ. Γίκεηαζ πνήζδ ζοβηεηνζιέκςκ θίθηνςκ απμννυθδζδξ/εηπμιπήξ (Chroma 

Technology), υπςξ θαίκμκηαζ ζημκ Πίκαηα 2.10, βζα ημκ δζαπςνζζιυ ηςκ δζαθμνεηζηχκ 

θεμνμθυνςκ ζδιάηςκ ηαζ βζα ηδκ ιείςζδ ημο bleed-through ηςκ θαζιάηςκ.  

 

 

Πίλαθαο 2.10: Φίιηξα απνξξόθεζεο/εθπνκπήο ηνπ κηθξνζθνπίνπ DeltaVision Spectris wide-

field deconvolution 

 

 

 

 

 

ΦΗΛΣΡΑ ΑΠΟΡΡΟΦΖ΢Ζ ΔΚΠΟΜΠΖ ΦΘΟΡΟΦΟΡΟ 

DAPI/PC  360/40 nm  457/50 nm  
DAPI, Hoechst No. 

33342  

FITC/PC  490/20 nm  528/38 nm  Fluorescein; EGFP  

RD-TR-PE/PC  555/28 nm  617/73 nm  
Rhodamine; Texas 

red  

CFP/JP4  436/10 nm  470/30 nm  ECFP  

YFP/JP4  500/20 nm  535/30 nm  EYFP  
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2.3.13 SILAC (stable isotope labeling of amino acids in culture) θαη θαζκαηνζθνπία 

κάδαο (MS) 

Ζ ηεπκζηή αοηή απμηεθεί ημκ ζοκδοαζιυ ηδξ ιεευδμο SILAC (stable isotope labeling 

of amino acids in culture) ηαζ ηδξ πμζμηζηήξ πνςηεμιζηήξ ακάθοζδξ, ιε πνήζδ ορδθήξ 

εοηνίκεζαξ θαζιαημζημπίαξ ιάγαξ (Trinkle-Mulcahy et al., 2006). Καηά ηδ ιέεμδμ αοηή 

μζ πονήκεξ ηςκ ηοηηάνςκ ζδιαίκμκηαζ ιε ναδζεκενβά ζζυημπα ηαζ ζηδ ζοκέπεζα 

πναβιαημπμζείηαζ ακμζμηαηααφεζζδ ηαζ ακάθοζδ ζε ιεβάθδ ηθίιαηα (high throughput) 

ηςκ θεζημονβζηχκ αθθδθεπζδνάζεςκ ηδξ οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδξ.  

Σα πθεμκεηηήιαηα αοηήξ ηδξ ιεεμδμθμβίαξ είκαζ, πένα απυ ηδ δοκαηυηδηά ηδξ κα 

ακαηαθφπηεζ ημ ζφκμθμ ηςκ αθθδθεπζδνάζεςκ ιαγζηά ηαζ ηαοηυπνμκα, δ δοκαηυηδηα 

πμζμηζημπμίδζδξ ηςκ απμηεθεζιάηςκ, δ ελεζδίηεοζδ (απμθοβή ρεοδχξ εεηζηχκ 

αθθδθεπζδνάζεςκ θυβς ηδξ πνδζζιμπμίδζδξ ςξ εζςηενζημφ εθέβπμο ακαθμνάξ δζαθμνζηά 

ζδιαζιέκδξ ηοηηανμηαθθζένβεζαξ π.π. HeLa
GFP

) ηαζ δ ιεβάθδ εοαζζεδζία ηδξ πμο 

επζηνέπεζ ηδκ ακίπκεοζδ αθθδθεπζδνάζεςκ ιεβάθδξ ζζπφμξ ιεκ, αθθά ιε πνςηεΐκεξ 

παιδθήξ εκδμηοηηάνζαξ ζοβηέκηνςζδξ, πμο ζοκήεςξ δεκ είκαζ ακζπκεφζζιεξ ιε ηζξ άθθεξ 

δζαεέζζιεξ ηεπκζηέξ.   

 

 

2.3.13.1 Παξαζθεπή ζξεπηηθώλ πιηθώλ 

1. Πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ DMEM (Invitrogen). 

2. Γζάθοια PBS (Invitrogen). 

3. Θενιζηά απεκενβμπμζδιέκμξ ειανοσηυξ αυεζμξ μννυξ - FBS (fetal bovine serum) ιεηά 

απυ δζαπίδοζδ (GIBGO Invitrogen). 

4. Όλζκμ ακεναηζηυ κάηνζμ (NaHCO3) (Sigma).   

5. Ακηζαζμηζηυ 50 mg/ml G148.  

6. ΢οζηεοαζία ζηυκδξ ημο ενεπηζημφ οθζημφ Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

(High Glucose, w/L-Glutamine, w/Sodium Pyruvate, w/o Sodium Bicarbonate) 

(Biowest). Ζ ζηυκδ δζαθφεηαζ ζε ddH2O οπυ ζοκεπή ακάδεοζδ, πςνίξ εένιακζδ ηαζ 

ζηδ ζοκέπεζα πνμζηίεεκηαζ ζημ δζάθοια 3.7 g NaHCO3/ L ενεπηζημφ οθζημφ πμο εα 

παναζηεοαζεεί ηαζ νοειίγεηαζ ημ pH ημο ζε 0.1-0.3 ιμκάδεξ ηάης απυ ημ επζεοιδηυ 

(pH 7.0). Έπεζηα  ζοιπθδνχκεηαζ μ ηεθζηυξ ημο υβημξ ιε πνμζεήηδ κενμφ, 

θζθηνάνεηαζ αιέζςξ πνδζζιμπμζχκηαξ θίθηνμ ιε πυνμοξ 0.22 ιm ηαζ ιεηαθένεηαζ 

αζδπηζηά ζε απμζηεζνςιέκμ δμπείμ. 

7. Βαζζηά αιζκμλέα: L-arginine, L-lysine, L-Methionine βζα ημ ενεπηζηυ οθζηυ R0K0 

(Sigma).        
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Παναζηεοάγμκηαζ ζοβηεκηνςιέκα δζαθφιαηα ηςκ ηνζχκ αιζκμλέςκ (Arg0: 84 mg/ml, 

Lys0: 146 mg/ml ηαζ Met0: 30 mg/ml) ζε PBS ηαζ έπεζηα πςνίγμκηαζ ζε ζςθήκεξ ηςκ 

0.5 ml ηαζ θοθάβμκηαζ ζημοξ -20 ºC. Υνδζζιμπμζείηαζ έκαξ ζςθήκαξ απυ ημ ηάεε 

αιζκμλφ βζα ηδκ παναζηεοή ημο ενεπηζημφ οθζημφ R0K0 ηαζ έκαξ ζςθήκαξ Met0 βζα 

έηαζημ απυ ηα αηυθμοεα ενεπηζηά οθζηά: R6K6, R6K4 ηαζ R10K8. 

8. Ηζμημπζηά ζδιαζιέκα αιζκμλέα L-Arginine:HCl (U-13C6, 98%) ηαζ L-Lysine-2HCl 

(U-13C6, 98%) βζα ημ ενεπηζηυ οθζηυ R6K6 (Cambridge Isotope Lab). 

Σα ζζυημπα παναζηεοάγμκηαζ ζοβηεκηνςιέκα (Arg6: 84 mg/ml, Lys6: 146 mg/ml) ζε 

PBS ηαζ έπεζηα πςνίγμκηαζ ζε ζςθήκεξ ηςκ 0.5 ml ηαζ θοθάβμκηαζ ζημοξ -20 ºC. 

9. Γζάθοια απμζφκδεζδξ ηςκ ηοηηάνςκ (Invitrogen). 

Γεκ πνδζζιμπμζείηαζ δζάθοια ενορίκδξ ζηα πεζνάιαηα SILAC βζαηί πζεακχκ κα 

πενζέπμκηαζ αιζκμλέα. 

10. Θνεπηζηυ οθζηυ SILAC: 

 ΢ε 500 ml οβνμφ ενεπηζημφ οθζημφ πνμζηίεεκηαζ:  50 ml FBS   

5.5 ml Pen/Strep  

3 ml G418 (300 ιg/ml) 

0.5 ml Met0 

0.5 ml Arg  (R0 ή R6) 

0.5 ml Lys (K0 ή K6) 

Σμ δζάθοια ακαιζβκφεηαζ ηαθά, θζθηνάνεηαζ ιέζς θίθηνμο 0.22 ιm ιε ηδκ αμήεεζα 

ακηθίαξ ηεκμφ ηαζ θοθάβεηαζ ζημοξ 4 ºC. 

 

 

2.3.13.2 Καιιηέξγεηα θαη ζήκαλζε θπηηαξνζεηξώλ   

 

Τιηθά: 

1. ΢ηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκδ ηοηηανμζεζνά HeLa
GFP

 

2. ΢ηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκδ ηοηηανμζεζνά HeLa
GFP-hCINAP 

3. Θνεπηζηά οθζηά (2.3.13.1 )
 

4. Σνοαθία βζα ηοηηανμηαθθζένβεζεξ ηςκ 10 cm (IWAKI).
 

5. Σνοαθία βζα ηοηηανμηαθθζένβεζεξ ηςκ 14 cm (IWAKI).
 

 

Μέζνδνο: 

1. Ξεπαβχκμκηαζ 2 ζςθήκεξ ιε παβςιέκα ηφηηανα (2.3.2) απυ ηζξ δφμ ζηαεενά 

ιεηαζπδιαηζζιέκεξ ηοηηανμζεζνέξ HeLa
GFP

 ηαζ HeLa
GFP-hCINAP

.   
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2. Όηακ ηα ηφηηανα ηαθφρμοκ ηαηά 80% ηδκ επζθάκεζα ημο ηνοαθίμο, λεπθέκμκηαζ ιε 

πνμεενιαζιέκμ δζάθοια  PBS ηαζ ζηδ ζοκέπεζα πνμζηίεεηαζ ζε αοηά 0.5 ml 

δζαθφιαημξ απμζφκδεζδξ ηοηηάνςκ ηαζ αθήκμκηαζ 5 min ζημοξ 37 ºC βζα κα 

απμημθθδεμφκ ηα ηφηηανα απυ ημκ ποειέκα ημο ηνοαθίμο.  

6. ΢ηδ ζοκέπεζα πνμζηίεεηαζ ιζηνή πμζυηδηα οβνμφ ενεπηζημφ οθζημφ R0K0 ηαζ R6K6 

ζηζξ ηοηηανμζεζνέξ HeLa
GFP

 ηαζ HeLa
GFP-hCINAP

 ακηίζημζπα ηαζ ηα ηφηηανα ιαγεφμκηαζ 

ζε ζςθήκα ηςκ 15 ml. 
 

7. Πναβιαημπμζείηαζ θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 1000 rpm βζα 4 min ηαζ απμιαηνφκεηαζ ημ 

ενεπηζηυ οθζηυ. Σα ηφηηανα επακαδζαζπείνμκηαζ ζε οβνυ ενεπηζηυ οθζηυ R0K0 (1:10 

αναίςζδ) ή R6K6 (1:2 αναίςζδ). 
 

5. Σα ηφηηανα αναζχκμκηαζ ζε ηνοαθία ηςκ 14 cm  πμο πενζέπμοκ 12 ml ενεπηζημφ 

οθζημφ R0K0 ή R6K6 ηαζ ημπμεεημφκηαζ ζε επςαζηήνα ιε αηιυζθαζνα πμο πενζέπεζ 

οβναζία ηαζ 5% CO2.  

5. Ζ δζαδζηαζία επακαθαιαάκεηαζ ιέπνζ κα απμηηδεμφκ 10 ηνοαθία ηςκ 14 cm ηαζ ηα 

ηφηηανα κα ηάκμοκ 5 ηφηθμοξ ζηα ενεπηζηά οθζηά ηδξ SILAC, χζηε κα ζδιακεμφκ 

ηαηάθθδθα.  

 

 

2.3.13.3 Απνκόλσζε ππξήλσλ 

 

Τιηθά: 

1. Γηάιπκα Α: 10 mM Hepes pH 7.9, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.5 mM DTT. 

2. Γηάιπκα S1: 0.25 M Sucrose, 10 mM MgCl2.  

3. Γηάιπκα S2: 0.35 M Sucrose, 0.5 mM MgCl2.  

4. Γηάιπκα S3: 0.88 M Sucrose, 0.5 mM MgCl2. 

Όθα ηα πζμ πάκς δζαθφιαηα πενζέπμοκ 1Υ complete (Proteins inhibitors, Roche). 

5. Γζάθοια PBS 

 

Μέζνδνο:  

1. Ανπζηά ακαπηφζζεηαζ ηοηηανμηαθθζένβζα ηφπμο HeLa ζε 10 ηνοαθία ηςκ 14 cm 

(πενίπμο 10
7
 ηφηηανα ακά ηνοαθίμ). 

2. 1 h πνζκ απυ ηδκ απμιυκςζδ ηςκ πονήκςκ, ημ ενεπηζηυ οθζηυ ακηζηαείζηαηαζ απυ 

ηαζκμφνβζμ πνμεενιαζιέκμ.  
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3. Σα ηφηηανα λεπθέκμκηαζ 3 θμνέξ ιε πνμεενιαζιέκμ δζάθοια PBS ηαζ έπεζηα 

πνμζηίεεηαζ ζε αοηά 2 ml δζαθφιαημξ ενορίκδξ ηαζ ημπμεεημφκηαζ ζημκ επςαζηήνα 

βζα 2 min, έηζζ χζηε ηα ηφηηανα κα απμημθθδεμφκ απυ ηα ηνοαθία.  

4. Πνμζηίεεηαζ πνμεενιαζιέκμ πθήνεξ ενεπηζηυ οθζηυ ζε ηάεε ηνοαθίμ, ηα ηφηηανα 

ακαδζαζπείνμκηαζ ηαζ ζοθθέβμκηαζ ζε δφμ ζςθήκεξ ηςκ 50 ml.  

5. Φοβμηεκηνμφκηαζ ζηζξ 1000 rpm ζημοξ 4 
o
C ηαζ ημ οπενηείιεκμ (ενεπηζηυ οθζηυ) 

απμιαηνφκεηαζ ιε ακαννυθδζδ.   

6. Σα ηφηηανα λεπθέκμκηαζ 3Υ ιε παβςιέκμ δζάθοια PBS ιε θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 1000 

rpm, ζημοξ 4 ºC. 

7. Μεηά ημ ηεθεοηαίμ λέπθοια ιε PBS, ηα ηφηηανα επακαδζαζπείνμκηαζ ζε 5 ml ημο 

δζαθφιαημξ Α ηαζ επςάγμκηαζ ζημ πάβμ βζα 5 min. Σμπμεεηείηαζ ιζα ιζηνή ζηαβυκα 

απυ ημ εκαζχνδια ζε έκα βοάθζκμ πθαηίδζμ ηαζ εθέβπεηαζ ηάης απυ ιζηνμζηυπζμ 

ακηίεεηδξ θάζδξ (phase contrast), Zeiss Axiovert 25. Σα ηφηηανα εα πνέπεζ κα 

δζμβηςεμφκ αθθά υπζ κα ζπάζμοκ. Οζ πονδκίζημζ ηςκ εδθαζηζηχκ ηοηηάνςκ πμο 

ηαθθζενβμφκηαζ απμδζμνβακχκμκηαζ ζημοξ 37 ºC ηάης απυ οπμημκζηέξ ζοκεήηεξ 

(Zatsepina et al, 1997), βζα αοηυ ημ θυβμ ημ εκαζχνδια δζαηδνείηαζ ζημ πάβμ ηαηά ηδ 

δζάνηεζα αοημφ ημο ζηαδίμο.  

8. ΢ηδ ζοκέπεζα ιεηαθένεηαζ ημ εκαζχνδια ηςκ ηοηηάνςκ ζε παβςιέκμ μιμβεκμπμζδηή 

ηςκ 7 ml (Wheaton Scientific Product) ηαζ πναβιαημπμζείηαζ μιμβεκμπμίδζδ βζα 10 

θμνέξ ζημ πάβμ. Σα μιμβεκμπμζδιέκα ηφηηανα εθέβπμκηαζ ηαζ πάθζ ηάης απυ ημ 

ιζηνμζηυπζμ ακηίεεηδξ θάζδξ. Ζ μιμβεκμπμίδζδ ζηαιαηά υηακ ημ >90% ηςκ 

ηοηηάνςκ έπεζ ζπάζεζ ηαζ μζ πονήκεξ δζαηνίκμκηαζ.  

9. Σα μιμβεκμπμζδιέκα ηφηηανα ιεηαθένμκηαζ ζε ζςθήκα ηςκ 15 ml ηαζ  

θοβμηεκηνμφκηαζ ζηζξ 1000 rpm (218g) βζα 5 min ζημοξ 4 °C. Σμ ίγδια πενζέπεζ 

ειπθμοηζζιέκμοξ πονήκεξ, αθθά υπζ ζε ρδθή ηαεανυηδηα.  

10. Σμ ίγδια ηςκ πονήκςκ επακαδζαζπείνεηαζ ζε 3 ml ημο δζαθφιαημξ S1. Ακ ημ ίγδια δε 

ιπμνεί κα δζαθοεεί ηυηε ζδιαίκεζ υηζ μζ πονήκεξ έπμοκ θοεεί ηαζ δ δζαδζηαζία εα 

πνέπεζ κα δζαημπεί.  

11. ΢ηδ ζοκέπεζα πνμζηίεεκηαζ πνμζεηηζηά ιε ηδκ αμήεεζα πζππέηαξ 3 ml ημο δζαθφιαημξ 

S2 ζημκ ποειέκα ημο ζςθήκα, χζηε κα ζπδιαηζζημφκ δφμ δζαηνζηά ζηνχιαηα ηςκ δφμ 

δζαθοιάηςκ, θυβμ ηδξ δζαθμνεηζηήξ ημοξ πενζεηηζηυηδηαξ ζε ζμοηνυγδ.   

12. Αημθμοεεί θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 2500 rpm (1430 g) βζα 5 min ζημοξ 4 °C ηαζ ημ 

οπενηείιεκμ απμιαηνφκεηαζ πνμζεηηζηά. Αοηυ ημ αήια έπεζ ςξ επαηυθμοεμ ηδκ θήρδ 

ηαεανυηενμο πονδκζημφ ζγήιαημξ. Οζ απμιμκςιέκμζ πονήκεξ ιπμνμφκ κα παβςεμφκ 
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ιε οβνυ άγςημ ηαζ κα θοθαπημφκ ζημοξ -80 ºC ή κα θοεμφκ ηαζ κα πναβιαημπμζδεεί 

απεοεείαξ ακμζμηαηααφεζζδ (2.3.13.5).  

 

 

2.3.13.4 Πξόζδεζε αληηζώκαηνο κε νκνηνπνιηθό ηξόπν ζε ζθαηξίδηα κε κήηξα 

ζεθαξόδεο (protein G Sepharose beads) 

 

Τιηθά: 

1. ΢θαζνίδζα ιε ιήηνα ζεθανυγδξ (protein G Sepharose). 

2. Ακηίζςια anti-GFP (Roche). 

3. Γζάθοια PBS 

4. Γζάθοια 0.1 M Βμνζηυ κάηνζμ (sodium borate), pH 9 (Sigma). 

5. DMP (dimethyl pimelimidate) (Sigma). 

6. 50 mM βθοηίκδ (glycine), pH 2.5 (Fluka). 

 

Μέζνδνο:  

1. Σα ζθαζνίδζα ζεθανυγδξ (0.1 ml) λεπθέκμκηαζ 3 θμνέξ ιε 1 ml PBS (10X ημκ υβημ 

ημοξ) ηαζ επςάγμκηαζ ζε ζςθήκα Eppendorf ηςκ 1.5 ml ιε 500 ιl PBS πμο πενζέπεζ 2 

mg/ml ακηίζςια έκακηζ-GFP, ζημοξ 4 ºC, βζα 4 h ή βζα 16 h οπυ ζοκεπή ακάδεοζδ.   

2. Μεηά ηδκ επχαζδ ηα ζθαζνίδζα λεπθέκμκηαζ 3 θμνέξ ιε 1 ml PBS βζα κα 

απμιαηνοκεεί ημ ιδ δεζιεοιέκμ ακηίζςια ηαζ ζηδ ζοκέπεζα 2 θμνέξ ιε 10Υ ημκ υβημ 

ηςκ ζθαζνζδίςκ (1 ml) ιε δζάθοια 0.1 M αμνζημφ καηνίμο pH 9.  

3. Σα ζθαζνίδζα θοβμηεκηνμφκηαζ ηαζ επακαδζαζπείνμκηαζ ζε 1 ml δζαθφιαημξ 20 mM 

DMP/αμνζημφ καηνίμο ηαζ επςάγμκηαζ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 30 min οπυ 

ζοκεπή ακάδεοζδ. Σμ δζάθοια αοηυ είηε παναζηεοάγεηαζ ηαζ θοθάζζεηαζ ζηδκ 

ηαηάρολδ ηαζ πνδζζιμπμζείηαζ ιυκμ ιζα θμνά είηε παναζηεοάγεηαζ αιέζςξ πνζκ ηδ 

πνήζδ ημο.   

4. Αημθμοεεί θοβμηέκηνδζδ, ημ οπενηείιεκμ απμιαηνφκεηαζ, ηα ζθαζνίδζα 

επακαδζαζπείνμκηαζ εη κέμο ζε 1 ml δζαθφιαημξ 20 mM DMP/αμνζημφ καηνίμο ηαζ 

επςάγμκηαζ ηαζ πάθζ υπςξ ηαζ πνμδβμοιέκςξ.  

5. ΢ηδ ζοκέπεζα πναβιαημπμζείηαζ θοβμηέκηνδζδ, απμιαηνφκεηαζ ημ οπενηείιεκμ ηαζ ηα 

ζθαζνίδζα λεπθέκμκηαζ 2 θμνέξ ιε 1 ml δζαθφιαημξ 50 mM βθοηίκδξ, pH 2.5 ηαζ 

έπεζηα ανηεηέξ θμνέξ ιε δζάθοια PBS.  

6. Σέθμξ, πνμζεέηεηαζ υβημξ δζαθφιαημξ PBS ίζμξ ιε ημκ υβημ ηςκ ζθαζνζδίςκ (0.1 ml 

ζθαζνίδζα ηαζ 0.1 ml PBS) ηαζ θοθάβμκηαζ ζημοξ 4 ºC.  
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2.3.13.5 Αλνζνθαηαβύζηζε 

 

Τιηθά: 

1. Γζάθοια RIPA: 50 mM Tris pH 7.0, 150 mM NaCl, 1% (v/v) NP-40, 0.5% (v/v) 

Deoxycholate, 1X Complete EDTA free. 

2. ΢οζηεοή οπενήπςκ virsonic 600 (VirTis).  

 

Μέζνδνο:  

1. Οζ απμιμκςιέκμζ πονήκεξ επακαδζαζπείνμκηαζ ζε 2 ml παβςιέκμο νοειζζηζημφ 

δζαθφιαημξ θφζδξ RIPA ηαζ ημπμεεημφκηαζ ζε πάβμ βζα 30 min.  

2. Πναβιαημπμζείηαζ μθζηή θφζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε παθιμφξ οπένδπςκ ηςκ 10 sec ηαζ 

εκδζάιεζα δζαθείιιαηα ηςκ 10 sec ιέζα ζε πάβμ βζα κα απμθεοπεεί δ οπενεένιακζδ 

ηαζ δ πνςηευθοζδ ημο δείβιαημξ. Λαιαάκεηαζ δείβια ακά ηαηηά πνμκζηά δζαζηήιαηα 

ηαζ εθέβπεηαζ ηάης απυ ζηενεμζηυπζμ ημ ζπάζζιμ ηςκ πονήκςκ. Ζ δζαδζηαζία 

μθμηθδνχκεηαζ υηακ ημ 90% ηςκ πονήκςκ έπμοκ θοεεί.    

3. Αημθμοεεί θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13000 rpm βζα 20 min ζημοξ 4 ºC. 

4. Σμ οπενηείιεκμ ιεηαθένεηαζ ζε ηαεανυ ζςθήκα ηαζ ηναηείηαζ ζημκ πάβμ. 

5. ΢ηδ ζοκέπεζα ζημ ηάεε οπενηείιεκμ πνμζηίεεκηαζ 50 ιl ζθαζνζδίςκ Sepharose-G, ηα 

μπμία έπμοκ λεπθοεεί 3 θμνέξ πνμδβμοιέκςξ ιε δζάθοια RIPA. 

6. Σμ οπενηείιεκμ ιε ηα ζθαζνίδζα επςάγεηαζ βζα  30 min, ζημοξ 4 
μ
C, οπυ ζοκεπή 

ακάδεοζδ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα μζ ζςθήκεξ θοβμηεκηνμφκηαζ ηαζ ημ οπενηείιεκμ ηναηείηαζ 

ζε ηαεανυ ζςθήκα. Ζ δζαδζηαζία αοηή πναβιαημπμζείηαζ βζα κα απμιαηνοκεμφκ ηοπυκ 

πνςηεΐκεξ μζ μπμίεξ δεζιεφμκηαζ ιδ εζδζηά ζηα ζθαζνίδζα, έηζζ χζηε κα ιδκ 

πανειπμδίζμοκ ηδκ ιεηέπεζηα δζαδζηαζία.      

7. H ζοβηέκηνςζδ ηςκ πνςηεσκχκ ζημ ηάεε δείβια οπμθμβίγεηαζ ιε ηδ ιέεμδμ Bradford.  

8. Ακαιεζβκφμκηαζ ίζεξ πμζυηδηεξ μθζηχκ πνςηεσκχκ απυ ηζξ δφμ ζηαεενά 

ιεηαζπδιαηζζιέκεξ ηοηηανμζεζνέξ: HeLa
GFP-hCINAP 

ηαζ HeLa
GFP

 (ηοηηανμζεζνά 

εθέβπμο) ηαζ πνμζηίεεκηαζ ηα ζθαζνίδζα Sepharose-G ζηα μπμία έπεζ πνμζδεεεί ήδδ ημ 

ακηίζςια ηδξ GFP ζε αοηά (2.3.13.4).  

9. ΢ηδ ζοκέπεζα πναβιαημπμζείηαζ επχαζδ βζα 3 h, ζημοξ 4 
μ
C, οπυ ζοκεπή ακάδεοζδ.  

10. Μεηά ηδκ πάνμδμ ηδξ επχαζδξ ηα ζθαζνίδζα ιε ηα δεζιεοιέκα ακμζμζοιπθέβιαηα, 

θοβμηεκηνμφκηαζ ζηζξ 2000 rpm βζα 5 min. Σμ οπενηείιεκμ απμιαηνφκεηαζ ηαζ ηα 

ζθαζνίδζα λεπθέκμκηαζ 3 θμνέξ ιε 10Υ ημκ υβημ ηςκ ζθαζνζδίςκ ιε δζάθοια RIPA.  

11. ΢ηα ζθαζνίδζα πνμζηίεεκηαζ 30 ιl 5X νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ θμνηχιαημξ δεζβιάηςκ 

(sample buffer) βζα SDS-PAGE δθεηηνμθυνδζδ ηαζ ανάγμκηαζ βζα 5 min.  
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2.3.13.6 Γηαρσξηζκόο ησλ πξσηετλώλ ζε πήθησκα αθξπιακηδίνπ θαη ρξώζε ηνπ  

 

Τιηθά: 

1. Πήηηςια αηνοθαιζδίμο 4–12% (NuPAGE Novex Bis-Tris). 

2. Υνςζηζηή Coomassie blue (Novex colloidal blue staining kit, Invitrogen) 

3. Γζάθοια ιμκζιμπμίδζδξ: 40 ml dH2O, 50 ml ιεεακυθδ ηαζ 10 ml μλζηυ μλφ. 

4. Γζάθοια πνχζδξ: 55 ml dH2O, 20 ml ιεεακυθδ, 20 ml πνςζηζηή Α ηαζ 5 ml πνςζηζηή 

Β πμο πνμζηίεεηαζ ιεηά.  

 

Μέζνδνο: 

1. Σμ δείβια θμνηχκεηαζ ζε δζαααειζγυιεκμ πήηηςια αηνοθαιζδίμο 4–12% ηαζ 

πναβιαημπμζείηαζ δθεηηνμθυνδζδ ζηα 200 V βζα 25 min (ιέπνζ κα θηάζεζ ζηδ ιέζδ).  

2. ΢ηδ ζοκέπεζα ημ πήηηςια αάθεηαζ ιε ηδ πνςζηζηή Coomassie blue. Γζα ηδ ιείςζδ ηςκ 

επζιμθφκζεςκ, υθα ηα αήιαηα  πναβιαημπμζμφκηαζ ζε απμζηεζνςιέκμ ηνοαθίμ ηςκ 14 

cm.  

3. Σμ πήηηςια ημπμεεηείηαζ ζημ ηνοαθίμ πμο πενζέπεζ δζάθοια ιμκζιμπμίδζδξ ηαζ 

ακαδεφεηαζ βζα 10 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο.  

4. Έπεζηα ημ δζάθοια αοηυ απμιαηνφκεηαζ ηαζ πνμζηίεεηαζ ημ δζάθοια πνχζδξ απυ ημ 

μπμίμ απμοζζάγεζ δ πνςζηζηή Β ηαζ ακαδεφεηαζ ηαζ πάθζ βζα 10 min.  

5. Μεηά ηδκ πάνμδμ ηςκ 10 min πνμζηίεεηαζ δ πνςζηζηή Β ζημ πνμτπάνπμκ δζάθοια ηαζ 

ημ πήηηςια ακαδεφεηαζ ζε αοηυ βζα 3 h.  

6. ΢ηδ ζοκέπεζα απμιαηνφκεηαζ ημ δζάθοια πνχζδξ ηαζ πνμζηίεεκηαζ 200 ml 

απζμκζζιέκμο κενμφ. Σμ πήηηςια αθήκεηαζ οπυ ακάδεοζδ ημ εθάπζζημ βζα 7 h βζα κα 

επζηεοπεεί απμπνςιαηζζιυξ ημο πμο εα έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ ειθάκζζδ ηςκ 

πνςηεσκζηχκ ιπακηχκ.  

 

   

2.3.13.7 Δμαγσγή ησλ πξσηετληθώλ κπαληώλ από ην πήθησκα 

Ζ δζαδζηαζία αοηή πναβιαημπμζείηαζ ζε εάθαιμ ηάεεηδξ κδιαηζηήξ νμήξ αένα 

(Laminar Air Flow). 

 

Τιηθά: 

1. Δζδζηά θφθθα δζαθάκεζαξ. 

2. Απμζηεζνςιέκμ ηνοαθίμ ηςκ 14 cm. 

3. Απμζηεζνςιέκδξ θεπίδα 
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4. ΢ςθήκεξ Lobind Eppendorf. 

 

Μέζνδνο: 

1. Πνζκ ηδκ ελαβςβή ηςκ πνςηεσκζηχκ ιπακηχκ ημ πήηηςια ζανχκεηαζ χζηε κα οπάνπεζ 

εζηυκα ηαζ κα ζδιεζςεεί ζε αοηή πμο εα βίκεζ ημ ηυρζιμ ημο πδηηχιαημξ. Γζα κα 

πναβιαημπμζδεεί αοηυ, ημ πήηηςια ημπμεεηείηαζ ιεηαλφ δφμ εζδζηά θφθθα δζαθάκεζαξ, 

ηα μπμία πνμδβμοιέκςξ λεπθέκμκηαζ ιε dH2O ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ημπμεεηείηαζ ζε 

ζανςηή. Έπεζηα ημ πήηηςια επζζηνέθεηαζ ζημ ηνοαθίμ ιε ημ dH2O.  

2. Σμ πήηηςια ιεηαθένεηαζ ζε ηαεανυ απμζηεζνςιέκμ ηνοαθίμ ηςκ 14 cm ηαζ ιε ηδ 

αμήεεζα απμζηεζνςιέκδξ θεπίδα ηυαμκηαζ ηαζ απμιαηνφκμκηαζ ηα απνείαζηα ιένδ ημο 

(πάκς ηαζ ηάης ιένμξ ηαζ ημ δείβια ημο ιεβέεμοξ ακαθμνάξ).     

3. ΢ηδ ζοκέπεζα ημ πήηηςια ζηδ πενζμπή ημο δείβιαημξ ηυαεηαζ ζε 5-12 ηιήιαηα, 

ακάθμβα ιε ημ πνμθίθ ηδξ πνχζδξ ημο πδηηχιαημξ ιε ημ Coomassie blue. Σα ηιήιαηα 

αοηά ζδιεζχκμκηαζ ζηδκ εηηφπςζδ ηδξ ζάνςζδξ.  

4. Κάεε ηιήια απυ ημ πήηηςια ηειαπίγεηαζ ζε ιζηνυηενα ηιήιαηα ηςκ 1Υ1 mm ιε 

δζαθμνεηζηή απμζηεζνςιέκδ θεπίδα ηαζ ημπμεεηείηαζ ζημκ ακηίζημζπμ ανζειδιέκμ 

ζςθήκα Lobind Eppendorf ιε ηδ αμήεεζα ηδξ ζπάημοθαξ. Ζ δζαδζηαζία αοηή πνέπεζ κα 

πναβιαημπμζδεεί ζφκημια βζαηί ιε ημ πέναζια ημο πνυκμο, ηα ηιήιαηα ημο 

πδηηχιαημξ βίκμκηαζ πζμ ημθθχδδ ηαζ δοζημθεφμοκ ηδ δζαδζηαζία.  

 

 

2.3.13.8 Απνρξσκαηηζκόο ησλ ηκεκάησλ ηνπ πεθηώκαηνο 

 

Τιηθά: 

1. dH2O. 

2. Γζάθοια αηεηοθμκζηνζθίμο (CH3CN, Sigma).  

3. Γζάθοια 20 mM NH4HCO3 (Sigma). 

4. Ακηθία ηεκμφ.  

 

Μέζνδνο:  

1. ΢ε ηάεε ζςθήκα, πμο πενζέπεζ ηα ηιήιαηα ημο πδηηχιαημξ, πνμζηίεεκηαζ 300 ιl dH2O 

ηαζ ζείμκηαζ βζα 15 min. ΢ηδ ζοκέπεζα πνμζηίεεκηαζ 300 ιl CH3CN ηαζ δ δζαδζηαζία 

ζοκεπίγεηαζ βζα αηυια 15 min. 
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2. Απμιαηνφκεηαζ ημ οπενηείιεκμ ιε ηδ αμήεεζα ηδξ πζππέηαξ (Σμπμεεηείηαζ έκα tip P10 

πάκς ζε tip P1000, βζαηί ηα ημιιάηζα ιπμνμφκ κα ακαννμθδεμφκ ιε πνήζδ ιυκμ ημο  

tip P1000) ηαζ πνμζηίεεκηαζ 300 ιl δζαθφιαημξ 20 mM NH4HCO3 (Sigma) βζα 15 min. 

3. Απμιαηνφκεηαζ ημ οπενηείιεκμ ηαζ πνμζηίεεκηαζ εη κέμο 300 ιl δζαθφιαημξ 20 mM 

NH4HCO3 / CH3CN (50:50 v/v) βζα 15 min. ΢ε αοηυ ημ ζδιείμ ηα ηιήιαηα ημο 

πδηηχιαημξ εα πνέπεζ κα ζοννζηκςεμφκ ηαζ κα θαίκμκηαζ αδζαθακή. Σέθμξ, ημ 

οπενηείιεκμ απμιαηνφκεηαζ.  

4. Ακ ηα ηιήιαηα ημο πδηηχιαημξ ζοκεπίγμοκ κα πανμοζζάγμοκ ιπθε πνχια ηυηε 

επακαθαιαάκεηαζ ημ ζηάδζμ 3.  

5. Πνμζηίεεκηαζ 100 ιl CH3CN βζα 5 min, βζα ηδκ εκοδάηςζδ ηςκ ηιδιάηςκ ημο 

πδηηχιαημξ, ηα μπμία εα πνέπεζ κα ζοννζηκςεμφκ ηαζ κα θαίκμκηαζ ηεθείςξ άζπνα.  

6. Απμιαηνφκεηαζ ημ οπενηείιεκμ ηαζ ηα ηιήιαηα ημο πδηηχιαημξ λδναίκμκηαζ ζε 

ακηθία ηεκμφ βζα πενίμδμ 5 min. 

 

 

2.3.13.9 Αλαγσγή/ Αιθπιίσζε ησλ πξσηετληθώλ ηκεκάησλ πεθηώκαηνο 

Ζ ακαβςβή ηαζ δ αθηοθίςζδ ηςκ αιζκμλζηχκ ηαηαθμίπςκ ηοζηεΐκδξ, ιε πνήζδ DTT 

ηαζ IAA ακηίζημζπα, αεθηζχκεζ ηδκ ακάηηδζδ ηςκ πεπηζδίςκ πμο πενζέπμοκ ηοζηεΐκδ ηαηά 

ηδ δζάνηεζα ηδξ πέρδξ ηςκ πνςηεσκχκ ζηα ηιδιάηςκ ημο πδηηχιαημξ ηαζ ιεζχκεζ ηδκ 

ειθάκζζδ άβκςζηςκ ιμνζαηχκ ιαγχκ ζηδκ ακάθοζδ θαζιαημζημπίαξ ιάγαξ (MS) θυβς 

δδιζμονβίαξ δζζμοθθζδζηχκ δεζιχκ ηαζ ηνμπμπμζήζεςκ ζηδκ πθεονζηή αθοζίδα.  

 

Τιηθά: 

1. Γζάθοια 1 M DTT (BDH). 

2. Γζάθοια 100 mM NH4HCO3. 

3. Γζάθοια 1 Μ ζςδμ-αηεηαιζδίμο (ΗΑΑ) (Sigma). 

4. Γζάθοια CH3CN. 

 

Μέζνδνο: 

1. Πνμζηίεεκηαζ 50 ιl/ιπάκηα πδηηχιαημξ, δζαθφιαημξ 10 mM DTT ζε 100 mM 

NH4HCO3 ηαζ επςάγεηαζ βζα 1 h ζημοξ 56 ºC.  

2. Σμ οπενηείιεκμ απμιαηνφκεηαζ ηαζ πνμζηίεεκηαζ 50 ιl/ιπάκηα πδηηχιαημξ, 

δζαθφιαημξ 10 mM ΗΑΑ ζε 100 mM NH4HCO3 πμο παναζηεοάγεηαζ θνέζημ ηαζ 

επςάγεηαζ βζα 30 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο.  
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3. Σα ηιήιαηα ημο πδηηχιαημξ λεπθέκμκηαζ βζα 15 min οπυ ακάδεοζδ, ιε 300 ιl 

δζαθφιαημξ 100 mM NH4HCO3. 

4. Σμ οπενηείιεκμ απμιαηνφκεηαζ ηαζ ηα ηιήιαηα ημο πδηηχιαημξ λεπθέκμκηαζ οπυ 

ακάδεοζδ βζα 15 min ιε 300 ιl δζαθφιαημξ 20 mM NH4HCO3/ CH3CN (50:50 v/v). 

5. Σμ οπενηείιεκμ απμιαηνφκεηαζ ηαζ πνμζηίεεκηαζ 100 ιl δζαθφιαημξ CH3CN βζα 5 min 

πμο ζημπυ έπεζ ηδκ αθοδάηςζδ ηςκ ηιδιάηςκ ημο πδηηχιαημξ. 

6. Σέθμξ ημ οπενηείιεκμ απμιαηνφκεηαζ ηαζ ηα ηιήιαηα ημο πδηηχιαημξ λδναίκμκηαζ ιε 

πνήζδ ακηθίαξ ηεκμφ οπυ θοβμηέκηνδζδ βζα 5 min.  

  

 

2.3.13.10 Πέςε ησλ πξσηετληθώλ κπαληώλ ζηα ηκήκαηα ηνπ πεθηώκαηνο  

Ζ ενορίκδ είκαζ ιζα πνςηεάζδ ηδξ ζενίκδξ, δ μπμία δζαζπά εζδζηά πεπηζδζημφξ 

δεζιμφξ ζημ ηαναμλοηεθζηυ άηνμ ηςκ αιζκμλζηχκ ηαηάθμζπςκ ηδξ θοζίκδξ ηαζ ηδξ 

ανβζκίκδξ. Όιςξ δ δζάζπαζδ ιπμνεί κα ακαπαζηζζηεί ή κα επζαναδοκεεί απυ βεζημκζηά 

μλζηά ή ανςιαηζηά αιζκμλζηά ηαηάθμζπα ή ηαηάθμζπα πνμθίκδξ, δ μπμία πανμοζζάγεζ ηδ 

ζδιακηζηυηενδ επίδναζδ. Δπμιέκςξ, πεπηζδζηά ηιήιαηα πμο δεκ έπμοκ δζαζπαζηεί ζε έκα 

ζδιείμ είκαζ επζηαθοπηυιεκα ηαζ εα πνέπεζ κα θαιαάκμκηαζ οπυρδ ηαηά ηδ δζάνηεζα 

ακάθοζδξ ιάγαξ.  

 

Τιηθά: 

1. Έκγοιμ Θνορίκδξ (Gold, Promega).  

2. Γζάθοια 20 mM NH4HCO3. 

3. Παναζηεοάγεηαζ δζάθοια ενορίκδξ 0.5 ιg/ιl ζε 20 mM NH4HCO3 ηαζ θοθάβεηαζ 

ζημοξ -20 ºC. 

 

Μέζνδνο: 

1. ΢ε ηάεε ζςθήκα, πμο πενζέπεζ ηιήια ημο πδηηχιαημξ, πνμζηίεεκηαζ 0.5 ιg ενορίκδξ 

ζε 20 ιl δζαθφιαημξ 20 mM NH4HCO3.   

2. Οζ ζςθήκεξ επςάγμκηαζ βζα 30 min. Σα ηιήιαηα ημο πδηηχιαημξ εα απμηηήζμοκ ημ 

ανπζηυ ημοξ ιέβεεμξ ηαζ εα πνέπεζ κα οπάνπεζ ανηεηυ δζάθοια ενορίκδξ χζηε κα 

ηαθφπημκηαζ. Ακ είκαζ απαναίηδημ πνμζηίεεηαζ επζπθέμκ δζάθοια 20 mM NH4HCO3 

πςνίξ ημ έκγοιμ, χζηε κα ηαθφπημκηαζ ηαζ ζδιεζχκεηαζ μ αηνζαήξ υβημξ πμο 

πνμζηέεδηε μ μπμίμξ εα πνεζαζηεί ιεηά ηαηά ηδκ ελαβςβή ηςκ πεπηζδίςκ. 

3. Οζ ζςθήκεξ επςάγμκηαζ πςνίξ ακάδεοζδ, ζημοξ 30 ºC, βζα ηδ δζάνηεζα ηδξ κφπηαξ (> 

16 h).  
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2.3.13.11 Δμαγσγή ησλ πεπηηδίσλ 

Όθα ηα αήιαηα πναβιαημπμζμφκηαζ ζε πθαηθυνια πμο ηζκείηαζ βζα κα δζααεααζςεεί 

δ ελαβςβή ηςκ πεπηζδίςκ.  

 

Τιηθά: 

1. CH3CN. 

2. 100% θμνιζηυ μλφ (BDH). 

3. ΢ημονυπνςιμζ ζςθήκεξ ιε εζδζηυ πχια βζα πνήζδ ζημ θαζιαημβνάθμ ιάγαξ 

(Kinesis). 

Μέζνδνο: 

1. ΢ε ηάεε ζςθήκα πνμζηίεεηαζ ίζμξ υβημξ δζαθφιαημξ CH3CN ιε ημκ υβημ ημο 

δζαθφιαημξ πέρδξ ημο πνμδβμφιεκμο ζηαδίμο ηαζ μζ ζςθήκεξ επςάγμκηαζ ζημοξ 30 °C 

βζα 30 min. 

2. Σμ οπενηείιεκμ, ημ μπμίμ πενζέπεζ ηα πεπηίδζα πμο εα ακαθοεμφκ, ιεηαθένεηαζ ζε κέμ 

ηαεανυ ζςθήκα Eppendorf LoBind. 

3. ΢ε ηάεε ζςθήκα ιε ηα ηιήιαηα ημο πδηηχιαημξ πνμζηίεεκηαζ 50 ιl 1% (v/v) 

θμνιζημφ μλέςξ (ή ανηεηή πμζυηδηα χζηε κα ηαθοθεμφκ ηα ηιήιαηα ημο 

πδηηχιαημξ) ηαζ επςάγμκηαζ βζα 20 min. 

4. Σμ οπενηείιεκμ ιεηαθένεηαζ ζημ ζςθήκα ημο αήιαημξ 2. 

5. ΢ηδ ζοκέπεζα επακαθαιαάκμκηαζ ηα αήιαηα 3 ηαζ 4 βζα αηυια ιζα θμνά.  

6. Έπεζηα ζε ηάεε ζςθήκα πνμζηίεεκηαζ 150 ιl CH3CN ηαζ επςάγμκηαζ βζα 10 min. Σα 

ηιήιαηα ημο πδηηχιαημξ εα πνέπεζ κα ζοννζηκςεμφκ ηαζ κα πάνμοκ άζπνμ πνχια.  

7. Σμ οπενηείιεκμ ιεηαθένεηαζ ηαζ πάθζ ζημ ζςθήκα ημο αήιαημξ 2.  

8. Οζ ζςθήκεξ ημο αήιαημξ 2 ημπμεεημφκηαζ ζε θοβυηεκηνδ ακηθία ηεκμφ ζημοξ 60 °C, 

ιέπνζ ηα πεπηίδζα πμο έπμοκ απμιμκςεεί κα λδναεμφκ ηεθείςξ.  

9. Σέθμξ, επακαδζαζπείνεηαζ ημ «αυναημ» ίγδια ζε 1% (v/v) θμνιζημφ μλέςξ. Γζα κα 

επζηεοπεεί αέθηζζηδ δζαθοημπμίδζδ ηςκ πεπηζδίςκ, ανπζηά πνμζηίεεκηαζ 10 ιl 5% (v/v) 

θμνιζημφ μλέςξ, ακάιζλδ ιε vortex, ηαζ έπεζηα πνμζεήηδ 40 ιl dH2O. Οζ ζςθήκεξ ιε 

ηα πεπηίδζα θοθάβμκηαζ ζηδκ ηαηάρολδ.  

10. Γζα ηδκ έβποζδ ζημ θαζιαημβνάθμ ιάγαξ, ηα πεπηίδζα λεπαβχκμκηαζ, 

θοβμηεκηνμφκηαζ βζα 10 min ζηζξ 13000 rpm ηαζ ιεηαθένμκηαζ 15-20 ιl ζε 

ζημονυπνςιμ εζδζηυ ζςθήκα ιε πχια. Ζ οπυθμζπδ πμζυηδηα θοθάβεηαζ ζηδκ 

ηαηάρολδ.  
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2.3.13.12 Φαζκαηνζθνπία κάδαο θαη αλάιπζε δεδνκέλσλ 

Ζ ακάθοζδ ηςκ πεπηζδίςκ πναβιαημπμζείηαζ ιε ορδθήξ εοηνίκεζαξ θαζιαημζημπζηή 

ακάθοζδ ιάγαξ υπςξ έπεζ πενζβναθεί πνμδβμοιέκςξ (Andersen et al, 2005) 

πνδζζιμπμζχκηαξ ημκ θαζιαημβνάθμ LTQ-FT-ICR (Thermo Finnigan). Ζ ακαθμβία ηςκ 

πνςηεσκχκ οπμθμβίγεηαζ βζα ηάεε ανβζκίκδ πμο πενζέπεηαζ ζημ πεπηίδζμ ςξ ημ πδθίημ ημο 

ειααδμφ ηδξ ημνοθήξ [
13

C]/[
15

N]Arg δζα ηδξ [
12

C]Arg βζα ηάεε θάζια ιάγαξ. Ζ ακάθοζδ 

ηςκ δεδμιέκςκ ηδξ θαζιαημζημπίαξ, δ ηαοημπμίδζδ ηαζ πμζμηζημπμίδζδ ηςκ ηνοπηζηχκ 

πεπηζδίςκ, ηαζ ζοκεπχξ ημο ζοκυθμο ηςκ πνςηεσκχκ πμο αθθδθεπζδνμφκ ιε ηδκ hCINAP, 

δζελάβεηαζ ιε ημ θμβζζιζηυ MS-Quant ζε ζοκδοαζιυ ιε ηδ αάζδ δεδμιέκςκ Mascot 

HTML database search files (Matrix Science).  

 

 

2.4 Αληηζώκαηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ παξνύζα εξγαζία 

 

2.4.1 Πξώηα αληηζώκαηα 

1. Πμθοηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ μθυηθδνδξ ηδξ αθθδθμοπίαξ ηδξ ακαζοκδοαζιέκδξ 

πνςηεΐκδξ His6-hCINAP πμο πανάπεδηε ζε ημοκέθζ ζηζξ εβηαηαζηάζεζξ ημο EMBL 

(Santama et al., 2005), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή ημο ακμζμθεμνζζιμφ 

ζε αναίςζδ 1:800 (μνυξ απυ ηνίηδ αθαίιαλδ).   

2. Πμθοηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ μθυηθδνδξ ηδξ αθθδθμοπίαξ ηδξ ακαζοκδοαζιέκδξ 

πνςηεΐκδξ His6-hCINAP πμο πανάπεδηε ζε ημοκέθζ ζηζξ εβηαηαζηάζεζξ ημο WTB απυ 

ημκ Dr. Stephen Org, ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά 

Western ζε αναίςζδ 1:1000 ηαζ ζηδ ηεπκζηή ηδξ ακμζμηαηααφεζζδξ (3 ιl απυ ημκ μνυ 

ηδξ ηνίηδξ αθαίιαλδξ).   

3. Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ πνάζζκδξ θεμνίγμοζαξ πνςηεΐκδξ (anti-GFP) απυ 

πμκηίηζ (Roche), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά 

Western ζε αναίςζδ 1:1000. 

4. Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ημο DNA-BD ημο ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα GAL-4 

(anti-DNA-BDGAL4) απυ πμκηίηζ (Clontech), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή 

ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western ζε αναίςζδ 1:5000. 

5. Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ ηνακζθενάζδξ ηδξ S-βθμοηαεεζυκδξ (anti-GST) 

απυ πμκηίηζ (Sigma), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά 

Western ζε αναίςζδ 1:4000. 
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6. Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ α-ημοιπμοθίκδξ (anti-α-tubulin) απυ πμκηίηζ 

(Sigma, clone T5168), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή ακμζμθεμνζζιμφ ζε 

αναίςζδ 1:6000.  

7. Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ δοκεΐκδξ (anti-dynein) απυ πμκηίηζ (Santa Cruz), ημ 

μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western ζε αναίςζδ 

1:600. 

8. Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ α-αηηίκδξ (anti-α-actin) απυ πμκηίηζ (Sigma), ημ 

μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western ζε αναίςζδ 

1:5000.  

9. Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ Cyclin A (anti-Cyclin A) απυ πμκηίηζ (ηθχκμξ 

E23.1, Abcam), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά 

Western ζε αναίςζδ 1:200. 

10. Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ Cyclin B1 (anti-Cyclin B1) απυ πμκηίηζ (ηθχκμξ 

V152, Abcam), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά 

Western ζε αναίςζδ 1:400. 

11. Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ Cyclin D1 (anti-Cyclin D1) απυ πμκηίηζ (ηθχκμξ 

DCS-6, Abcam), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά 

Western ζε αναίςζδ 1:200. 

12. Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ αθοδνμβμκάζδξ ηδξ 3-θςζθμνζηήξ 

βθοηενζκαθδεΰδδξ (GAPDH) (anti-GAPDH) απυ πμκηίηζ (ηθχκμξ 6C5, Santa Cruz), ημ 

μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western ζε αναίςζδ 

1:1000. 

13. Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ fibrillarin (anti-fibrillarin) απυ πμκηίηζ (ηθχκμξ 

AFB01, tebu-bio), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή ακμζμθεμνζζιμφ ζε 

αναίςζδ 1:200.  

14. Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ coilin (anti-Coilin) απυ πμκηίηζ (ηθχκμξ δ4, 

εοβεκήξ παναπχνδζδ απυ ηδκ Γνα. Carmo-Fonseca), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ 

ηεπκζηή ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western ζε αναίςζδ 1:1000.  

15. Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ coilin (anti-Coilin) απυ πμκηίηζ (ηθχκμξ 5P10, 

εοβεκή παναπχνδζδ απυ ημκ Γν. Angus Lamond, WTB), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε 

ζηδκ ηεπκζηή ακμζμθεμνζζιμφ ζε αναίςζδ 1:50.  

16. Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ SMN (anti-SMN) απυ πμκηίηζ (εοβεκήξ 

παναπχνδζδ απυ ημκ Γν. Angus Lamond, WTB), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ 

ηεπκζηή ακμζμθεμνζζιμφ ζε αναίςζδ 1:100.  
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17. Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ημο ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα  HIF-1a (anti-HIF-1a) 

απυ πμκηίηζ (ηθχκμξ H1a 67, Santa Cruz), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή 

ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western ζε αναίςζδ 1:200.  

18. Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηςκ ζοιπθυηςκ RNA-πνςηεσκχκ (anti-Sm) απυ 

πμκηίηζ (ηθχκμξ YI2, εοβεκήξ παναπχνδζδ απυ ημκ Γν. Angus Lamond, WTB), ημ 

μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή ακμζμθεμνζζιμφ ζε αναίςζδ 1:700.  

19. Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηςκ ζοιπθυηςκ RNA-πνςηεσκχκ (anti-Sm) απυ 

πμκηίηζ (ηθχκμξ YI2, Abcam), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή 

ακμζμθεμνζζιμφ ζε αναίςζδ 1:250.  

20. Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ PML (anti-PML) απυ πμκηίηζ (ηθχκμξ PG-M3 

(Santa Cruz), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή ακμζμθεμνζζιμφ ζε 1:100.  

21. Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ hnRNP U (anti-hnRNP U) απυ πμκηίηζ (ηθχκμξ 

3G6, Αbcam), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά 

Western ζε αναίςζδ 1:1000.  

22. Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ DNA-PKcs (anti-DNA-PKcs) απυ πμκηίηζ (ηθχκμξ 

18-2, Αbcam), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά 

Western ζε αναίςζδ 1:400.  

23. Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ DJ-1 (anti-DJ-1) απυ πμκηίηζ (ηθχκμξ 3E8, MBL 

Medical & Biological Laboratories), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή 

ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western ζε αναίςζδ 1:200.  

24. Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ p14ARF (anti-p14ARF) απυ πμκηίηζ (ηθχκμξ 

DCS-240, MBL Medical & Biological Laboratories), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ 

ηεπκζηή ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western ζε αναίςζδ 1:200.  

25. Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ p14ARF (anti-p14ARF) απυ πμκηίηζ (ηθχκμξ 

14P02, Abcam), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή ακμζμθεμνζζιμφ ζε αναίςζδ 

1:100.  

26. Πμθοηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP (anti-hCINAP) απυ ημοκέθζ, ημ 

μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή ακμζμθεμνζζιμφ ζε αναίςζδ 1:800 ηαζ ζηδκ 

ηεπκζηή ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western ζε αναίςζδ 1:1000.  

27. Πμθοηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ πνςηεΐκδξ PSP1 (anti-PSP1) απυ ημοκέθζ (ηθχκμξ  

48, εοβεκήξ παναπχνδζδ απυ ημκ Γν. Angus Lamond, WTB), ημ μπμίμ 

πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή ακμζμθεμνζζιμφ ζε αναίςζδ 1:250 ηαζ ζηδκ ηεπκζηή 

ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western ζε αναίςζδ 1:5000.  
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28. Πμθοηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ πνςηεΐκδξ coilin (anti-coilin) απυ ημοκέθζ (ηθχκμξ 

204/10, εοβεκήξ παναπχνδζδ απυ ημκ Γν. Angus Lamond, WTB), ημ μπμίμ 

πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή ακμζμθεμνζζιμφ ζε αναίςζδ 1:250.  

29. Πμθοηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ πνςηεΐκδξ SMC1 (anti-SMC1) απυ ημοκέθζ 

(Abcam), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western ζε 

αναίςζδ 1:500.  

30. Πμθοηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ πνςηεΐκδξ SMC3 (anti-SMC3) απυ ημοκέθζ 

(Abcam), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western ζε 

αναίςζδ 1:5000.  

31. Πμθοηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ πνςηεΐκδξ p14ARF (anti-p14ARF) απυ ημοκέθζ 

(ηθχκμξ H-132, Santa Cruz), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή 

ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western ζε αναίςζδ 1:50.  

32. Πμθοηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ πνςηεΐκδξ PHD1 (anti-PHD1) απυ ηαηζίηζ (ηθχκμξ 

N-13, Santa Cruz), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ ηεπκζηή ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά 

Western ζε αναίςζδ 1:700.  

 

 

2.4.2 Γεύηεξα αληηζώκαηα  

 

2.4.2.1 Γηα αλνζναπνηύπσζε θαηά Western 

1. Ακηίζςια έκακηζ ηδξ IgG ημο πμκηζημφ, ζοκεγεοβιέκμ ιε ημ έκγοιμ HRP (Amersham-

Pharmacia) ζε πνυααημ, ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζε αναίςζδ 1: 6000. 

2. Ακηίζςια έκακηζ ηδξ IgG ημο ημοκεθζμφ, ζοκεγεοβιέκμ ιε ημ έκγοιμ HRP (Roche) ζε 

βάζδανμ, ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζε αναίςζδ 1: 30000. 

3. Ακηίζςια έκακηζ ημο IgG ημο ηαηζζηζμφ, ζοκεγεοβιέκμ ιε ημ έκγοιμ HRP 

(Amersham-Pharmacia), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζε αναίςζδ 1:6000. 

 

2.4.2.2 Γηα αλνζνθζνξηζκό 

1. Ακηίζςια έκακηζ ηδξ IgG ημο πμκηζημφ ζε ηαηζίηα ζοκεγεοβιέκμ ιε Alexa Fluor 488 

(Molecular Probes), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζε αναίςζδ 1:700. 

2. Ακηίζςια έκακηζ ημο IgG ημο ημοκεθζμφ ζε ημηυπμοθμ ή ηαηζίηα ζοκεγεοβιέκμ ιε 

Alexa Fluor 488 (Molecular Probes), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζε αναίςζδ 1:600. 

3. Ακηίζςια έκακηζ ηδξ IgG ημο πμκηζημφ ζε βασδμφνζ ζοκεγεοβιέκμ ιε Alexa Fluor 555 

(Molecular Probes), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζε αναίςζδ 1:2000. 
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4. Ακηίζςια έκακηζ ηδξ IgG ημο ημοκεθζμφ ζε βασδμφνζ ζοκεγεοβιέκμ ιε Alexa Fluor 555 

(Molecular Probes), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζε αναίςζδ 1:1000. 

5. Ακηίζςια έκακηζ ηδξ IgG ημο ημοκεθζμφ ζε ηαηζίηα ζοκεγεοβιέκμ ιε Alexa Fluor 568 

(Molecular Probes), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζε αναίςζδ 1:1500. 

6. Ακηίζςια έκακηζ ηδξ IgG ημο πμκηζημφ ζε ηαηζίηα ζοκεγεοβιέκμ ιε Alexa Fluor 350 

(Molecular Probes), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζε αναίςζδ 1:100. 

7. Ακηίζςια έκακηζ ηδξ IgG ημο πμκηζημφ ζε ηαηζίηα ζοκεγεοβιέκμ ιε Cy5 (Jackson 

ImmunoResearch Laboratories), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζε αναίςζδ 1:100. 

8. Ακηίζςια έκακηζ ηδξ IgG ημο ημοκεθζμφ ζε ηαηζίηα ζοκεγεοβιέκμ ιε TRITC (Jackson 

ImmunoResearch Laboratories), ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ζε αναίςζδ 1:500. 

 

 

2.5 Οιηγνλνπθιενηίδηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ ηερληθή ηεο PCR, ζηελ παξνύζα 

εξγαζία  

 

ΟΛΗΓΟΝΟΤΚΛΔΟΣΗΓΗΑ 

ΟΝΟΜΑ ΑΛΛΖΛΟΤΥΗΑ (5’-3’) ΢ΚΟΠΟ΢ 

VIIIPCR5΄ cggaattcatgttgcttccgaacatcctg Γζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδκ 

ηθςκμπμίδζδ ημο ακμζηημφ πθαζζίμο 

ακάβκςζδξ ημο cDNA ηδξ hCINAP ζημ 

πθαζιίδζμ pRSETΒ 

VIIIPCR3΄ acgcgtcgacttaagtagctagccttataag 

gTAF.3 ccagactccatgatatccgatgatc Γζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ εκυξ 

ημιιαηζμφ cDNA ηδξ TAFDII32 (~150 

bp) ζε ζοκδοαζιυ ιε ημ 

μθζβμκμοηθεμηίδζμ VIIIPCR5΄ 

CIPFW_121 cggaatgagaagagcaattgtatgatgg Γζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδκ 

ηθςκμπμίδζδ ημο ημιιαηζμφ 121- 550 

nt ημο cDNA ηδξ hCINAP ζημ 

πθαζιίδζμ pAS2-1 ζε ζοκδοαζιυ ιε ημ 

μθζβμκμοηθεμηίδζμ VIIIPCR3 

CIPRV_329 acgcgtcgacttcaagtctttcgtacaatac Γζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδκ 

ηθςκμπμίδζδ ημο ημιιαηζμφ 1-329 nt 

ημο cDNA ηδξ hCINAP ζημ πθαζιίδζμ 

pAS2-1 ζε ζοκδοαζιυ ιε ημ 

μθζβμκμοηθεμηίδζμ VIIIPCR5΄ 

CIPFW_204 cggaattcgataaccaaatgagagaaggtgg Γζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδκ 

ηθςκμπμίδζδ ημο ημιιαηζμφ 204-550 

nt ημο cDNA ηδξ hCINAP ζημ 

πθαζιίδζμ pAS2-1 ζε ζοκδοαζιυ ιε ημ 

μθζβμκμοηθεμηίδζμ VIIIPCR5 

CIPFW_330 cggaattcacaaggggttataatgagaagaaac Γζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδκ 

ηθςκμπμίδζδ ημο ημιιαηζμφ 330-550 

nt ημο cDNA ηδξ hCINAP ζημ 

πθαζιίδζμ pAS2-1 ζε ζοκδοαζιυ ιε ημ 

μθζβμκμοηθεμηίδζμ VIIIPCR5΄ 
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CIPFW-pACT2 
tcccccggggatgttgcttccgaacat 

Γζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδκ 

ηθςκμπμίδζδ ημο ακμζηημφ πθαζζίμο 

ακάβκςζδξ ημο cDNA ηδξ hCINAP ζημ 

πθαζιίδζμ  pACT2 
CIPRV-pACT2 ccggaattcttaagtagctagccttataag 

COILFW-1 catgccatggcagcttccgagacg Γζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδκ 

ηθςκμπμίδζδ ημο ακμζηημφ πθαζζίμο 

ακάβκςζδξ ημο cDNA ηδξ coilin ζημ 

πθαζιίδζμ  pAS2-1 

COILRV-1728 cgggatccggcaggttctgtacttg 

COILRV-1086 cgggatcctgcagtctgtgatag Γζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδκ 

ηθςκμπμίδζδ ημο ημιιαηζμφ 1-1086 nt 

ημο cDNA ηδξ coilin ζημ πθαζιίδζμ 

pAS2-1 ζε ζοκδοαζιυ ιε ημ 

μθζβμκμοηθεμηίδζμ  COILFW-1 

COILRV-477 cgggatccgctgacagtctgatctg Γζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδκ 

ηθςκμπμίδζδ ημο ημιιαηζμφ 1-477 nt 

ημο cDNA ηδξ coilin ζημ πθαζιίδζμ 

pAS2-1 ζε ζοκδοαζιυ ιε ημ 

μθζβμκμοηθεμηίδζμ  COILFW-1 

COILFW-1084 catgccatggcaggtgctgctgga Γζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδκ 

ηθςκμπμίδζδ ημο ημιιαηζμφ 1084-

1728 nt ημο cDNA ηδξ coilin ζημ 

πθαζιίδζμ pAS2-1 ζε ζοκδοαζιυ ιε ημ 

μθζβμκμοηθεμηίδζμ 

GAL4BDFW tcatcggaagagagtagtaacaaaggtcaaag Γζα ηδκ δζαβκςζηζηή ακηίδναζδ 

φπανλδξ εκεέιαημξ ζημ πθαζιίδζμ 

pAS2-1, ζε ζοκδοαζιυ ιε 

μθζβμκμοηθεμηίδζμ έκακηζ ηδξ οπυ 

ιεθέηδ πνςηεΐκδξ     

AD_UP tataacgcgtttggaatcactaca Γζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ημο cDNA 

ηδξ πενζμπήξ εκενβμπμίδζδξ (AD) ημο 

πθαζιζδίμο έηθναζδξ pACT2-1 AD_DO ttgcggggtttttcagtatctac 

PUMI_UP tgaggtgtgcaccatgaac Γζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ δζαβκςζηζημφ 

ημιιαηζμφ ημο cDNA ηδξ PUMI ζημκ 

άκενςπμ PUMI_DO cagaatgtgcttgccatagg 

EGLN2-EcoRI 

(FW) 

ggaattcatggacagcccgtgccagc Γζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδκ 

ηθςκμπμίδζδ ημο ακμζηημφ πθαζζίμο 

ακάβκςζδξ ημο cDNA ηδξ EGLN2  ζηα 

πθαζιίδζα pGEX-4T-1 ηαζ pHAT2 
EGLN2-SalI 

(RV) 

acgcgtcgacctaggtgggcgtaggc 

EGLN2-XhoI 

(FW)   

ccgctcgagatatggacagcccgtgcca Γζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδκ 

ηθςκμπμίδζδ ημο ακμζηημφ πθαζζίμο 

ακάβκςζδξ ημο cDNA ηδξ EGLN2  ζημ 

πθαζιίδζμ  DsRed2C1 ζε ζοκδοαζιυ ιε 

ημ μθζβμκμοηθεμηίδζμ EGLN2-SalI 

(RV) 

GAPDH-SalI 

(FW) 

acgcgtcgacatggggaaggtgaagg Γζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδκ 

ηθςκμπμίδζδ ημο ακμζηημφ πθαζζίμο 

ακάβκςζδξ ημο cDNA ημο GAPDH  

ζηα πθαζιίδζα  DsRed2C1 ηαζ  pHAT2 
GAPDH-BamHI 

(FW) 

cgggatccatggggaaggtgaagg 

GAPDH-BamHI 

(FV) 

cgggatccttactccttggaggccat Γζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδκ 

ηθςκμπμίδζδ ημο ακμζηημφ πθαζζίμο 

ακάβκςζδξ ημο cDNA ημο GAPDH  

ζηα πθαζιίδζα pGEX-4T-1 ηαζ  

pRSETA 

GAPDH-EcoRI 

(RV) 

ggaattcttactccttggaggccatg 

GFP (FW) ctcgtgaccaccctgacctac Γζα ηδκ δζάηνζζδ οανζδζηχκ cDNA 

ζοβπςκεοιέκα ιε ημ cDNA ηδξ 

πνςηεΐκδξ GFP 

ΑΝ
ΝΑ

 Μ
ΑΛ
ΕΚ
ΚΟ
Υ



   - 135 - 

L19 (FW) ggctgctcagaagataccgtg  

 

Γζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ δζαβκςζηζημφ 

ημιιαηζμφ ημο cDNA ηδξ L19 ζημκ 

άκενςπμ L19 (RV) ggcgcttgcgtgcttccttgg 

 

 
Πίλαθαο 2.11: Σα νιηγνλνπθιενηίδηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ παξνύζα εξγαζία. 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 3 

3. ΑΠΟΣΔΛΔ΢ΜΑΣΑ 

 

3.1 Έθθξαζε ησλ κεηαγξαθεκάησλ ησλ hCINAP θαη TAFIID32 ζε δηάθνξνπο ηζηνύο 

Όπςξ έπεζ ήδδ ακαθενεεί, δ hCINAP ηαζ μ ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ TAFIID32, 

ηςδζημπμζμφκηαζ απυ δφμ ιεηαβναθήιαηα πμο πνμηφπημοκ απυ εκαθθαηηζηυ ιάηζζια ημο 

ίδζμο βεκεηζημφ ηυπμο (TAF9), μ μπμίμξ πανμοζζάγεηαζ ζοκηδνδιέκμξ ζε υθα ηα 

εδθαζηζηά, αθθά υπζ ζε άθθα ζπμκδοθυγςα (ράνζα, αιθίαζα), δδθχκμκηαξ υηζ μζ δφμ 

πνςηεΐκεξ είκαζ βεκεηζηά αθθά υπζ θοζζηά ζοκδεδειέκεξ. Παναδυλςξ υιςξ, μζ δφμ αοηέξ 

πνςηεΐκεξ δεκ πανμοζζάγμοκ ηαιία μιμζυηδηα ζε αιζκμλζηυ επίπεδμ βζαηί δ εηηίκδζδ ηδξ 

ιεηάθναζδξ ημοξ πναβιαημπμζείηαζ απυ δζαθμνεηζηά ηςδζηυκζα ATG ζε δζαθμνεηζηά 

ακμζηηά πθαίζζα ακάβκςζδξ (ORF).  

Γζα ηδκ δζενεφκδζδ ηδξ ζοβηνζηζηήξ έηθναζδξ αοηχκ ηςκ δφμ ιεηαβναθδιάηςκ ζε 

δζάθμνμοξ ζζημφξ (πθαημφκηα, πμνζμκζηέξ θάπκεξ ηαζ ηζκδηζηυ θθμζυ εβηεθάθμο) ηαζ δφμ 

ακενχπζκεξ ηοηηανμζεζνέξ (HeLa ηαζ παβηνεαηζηή ηοηηανμζεζνά ASPC1) 

πναβιαημπμζήεδηε διζ-πμζμηζηή ακηίζηνμθδ αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ (RT-

PCR) ιε πνήζδ ηαηάθθδθςκ κμοηθεμηζδίςκ βζα ημ ηάεε ιεηαβνάθδια.   

Γζα ημκ ανπζηυ ηαεμνζζιυ ηςκ ζοκεδηχκ ηδξ RT-PCR ακηίδναζδξ, 

πναβιαημπμζήεδηακ πεζνάιαηα ιε πνήζδ πθαζιζδζαηχκ θμνέςκ (pRSETΒ-hCINAP ηαζ 

Topo-TAFIID32) πμο έθενακ ηα cDNA ηςκ δφμ πνςηεσκχκ, ιε πνήζδ ηαηάθθδθςκ 

εηηζκδηζηχκ μθζβμκμοηθεμηζδίςκ (Πίκαηαξ 2.11) πμο πμθθαπθαζίαγακ είηε ημ πθήνεξ 

cDNA ηδξ hCINAP (μθζβμκμοηθεμηίδζα: PCR5 ηαζ PCR3), είηε έκα ιένμξ ηδξ αθθδθμοπίαξ 

(1-180 nt) ζηδκ πενίπηςζδ ηδξ TAFIID32 (μθζβμκμοηθεμηίδζα: PCR5 ηαζ gTAF), δίκμκηαξ 

δζαθμνεηζημφ δζαβκςζηζημφ ιεβέεμοξ πνμσυκηα. 

Οζ δζαβκςζηζηέξ ακηζδνάζεζξ πναβιαημπμζήεδηακ ηάης απυ ηζξ ίδζεξ ζοκεήηεξ, 

πνδζζιμπμζχκηαξ ηδκ ίδζα ζοβηέκηνςζδ πθαζιζδζαημφ DNA (20 ng) ςξ ιήηνα ηαζ βζα ηα 

δφμ πθαζιίδζα, βζα 18, 23 ηαζ 28 ηφηθμοξ (΢πήια 3.1, Πανάνηδια). Σα απμηεθέζιαηα 

έδεζλακ υηζ ζημ εηεεηζηυ ιένμξ ηδξ ακηίδναζδξ (πμο επζηεφπεδηε ιεηαλφ 18-23 ηφηθςκ), δ 

ζοβηέκηνςζδ ηςκ πνμσυκηςκ ηςκ δφμ βμκζδίςκ ήηακ ζοβηνίζζιδ.  

Έπεζηα, πναβιαημπμζήεδηε ηάης απυ ηζξ ίδζεξ ζοκεήηεξ διζπμζμηζηή ακηίδναζδ RT-

PCR ιε ηδ πνήζδ cDNAs απυ δζάθμνμοξ ζζημφξ ηαζ ηφηηανα. Πανάθθδθα 

πναβιαημπμζήεδηακ ηαζ ακηζδνάζεζξ εζςηενζημφ εθέβπμο ιε ηδ πνήζδ εζδζηχκ 

μθζβμκμοηθεμηζδίςκ βζα ημ cDNA ημο βμκζδίμο ηδξ αθοδνμβμκάζδξ ηδξ 3-θχζθμ-

βθοηενζκαθδεΰδδξ [Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)]. Σα 

απμηεθέζιαηα (΢πήια 3.2) έδεζλακ υηζ ηα cDNA βζα ηδκ hCINAP ηαζ ηδκ TAFIID32, 
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θαίκμκηαζ κα εηθνάγμκηαζ πενίπμο ζε ζζμιμνζαηή ακαθμβία (1:1) ζε ηάεε ζζηυ ή 

ηοηηανμζεζνά πμο ιεθεηήεδηε.  

 

 

     

 

 

΢ρήκα 3.2: Έθθξαζε ησλ κεηαγξαθεκάησλ ησλ ηζνκνξθώλ hCINAP θαη TAFIID32. 

Ακηίδναζδ RT-PCR ανπίγμκηαξ ιε ζζυπμζα RNAs απυ δζάθμνμοξ ακενχπζκμοξ ζζημφξ ηαζ 

ακενχπζκεξ ηοηηανμζεζνέξ  ιε πνήζδ εζδζηχκ εηηζκδηζηχκ μθζβμκμοηθεμηζδίςκ βζα ηα cDNA ηςκ 

hCINAP ηαζ TAFIID32. 
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3.2 Αιιειεπίδξαζε κεηαμύ ησλ πξσηετλώλ hCINAP θαη coilin 

΢ηυπμξ ηδξ πανμφζαξ πεζναιαηζηήξ εκυηδηαξ ήηακ ηαηά πνχημκ δ επζαεααίςζδ ηδξ 

αθθδθεπίδναζδξ (protein-protein interaction) ιεηαλφ ηςκ δφμ ακενχπζκςκ πονδκζηχκ 

πνςηεσκχκ, hCINAP ηαζ coilin, ηαζ ηαηά δεφηενμκ δ δζενεφκδζδ ηαζ μ εκημπζζιυξ ηςκ 

πενζμπχκ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ πμο είκαζ ζηακέξ βζα ηδκ ιεηαλφ ημοξ αθθδθεπίδναζδ. 

 

 

3.2.1 Δπηβεβαίσζε ηεο αιιειεπίδξαζεο ησλ πξσηετλώλ hCINAP θαη coilin 

Όπςξ πνμακαθένεδηε, δ αθθδθεπίδναζδ ηςκ πνςηεσκχκ coilin ηαζ hCINAP είπε 

ανπζηά ακζπκεοεεί ιε αάζδ πνμδβμφιεκδ πεζναιαηζηή ενβαζία ηάκμκηαξ πνήζδ ηδξ 

βεκεηζηήξ ιεευδμο ηςκ δφμ οανζδίςκ ζε ζαηπανμιφηδηα (yeast two-hybrid system) 

(Santama et al, 2005). Ζ ιέεμδμξ αοηή δεκ εηθαιαάκεηαζ υιςξ ςξ αδζαιθζζαήηδηδ 

απυδεζλδ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ηαζ ηνίκεηαζ ακαβηαία δ δζενεφκδζδ ηαζ επζαεααίςζδ αοηήξ 

ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιε ιζα άθθδ ζοιπθδνςιαηζηή, ακελάνηδηδ ιέεμδμ, δ μπμία κα 

εκζζπφεζ ημ εφνδια ηδξ αθθδθεπίδναζδξ. 

Αοηή δ δζενεφκδζδ/ επζαεααίςζδ δζελήπεδ ιε αζμπδιζηά in vitro πεζνάιαηα ιε ηδ 

ιέεμδμ ηδξ ζοκ-επζθμβήξ, δ μπμία ααζίγεηαζ ζηζξ ανπέξ ηδξ πνςιαημβναθίαξ πδιζηήξ 

ζοββέκεζαξ (affinity chromatography). Ζ ηεπκζηή αοηή εηιεηαθθεφεηαζ ηδκ ορδθή 

ζοββέκεζα ηδξ ιζα εη ηςκ δφμ πνςηεσκχκ, πμο ιεθεημφκηαζ βζα ηδκ αθθδθεπίδναζδ, βζα 

εζδζηυ οπυζηνςια (βθμοηαεεζυκδξ) ή ιέηαθθμ (Ni
2+

) πμο ανίζηεηαζ μιμζμπμθζηά 

πνμζδεδειέκμ ζε ιήηνα αδνακμφξ οθζημφ (ζθαζνίδζα αβανυγδξ). Ζ ορδθή αοηή ζοββέκεζα 

ηδξ πνςηεΐκδξ βζα ημ οπυζηνςια μθείθεηαζ ζε εζδζηή αθθδθμοπία (επζηυπζμ), πμο 

ανίζηεηαζ ζημ 5’ άηνμ ημο ηθςκμπμζδιέκμο βμκζδίμο ηδξ εηενυθμβδξ πνςηεΐκδξ. Ζ 

ιέεμδμξ πνμτπμεέηεζ ηδ ζοβπχκεοζδ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ ιε δζαθμνεηζηά ηαηάθθδθα 

πνςηεσκζηά επζηυπζα (epitope tagging), έηζζ χζηε ιυκμ δ ιία εη ηςκ δφμ πνςηεσκχκ κα έπεζ 

ζοββέκεζα ιε ημ οπυζηνςια ηδξ ιήηναξ βζα κα ελαζθαθίγεηαζ δ εβηονυηδηα ηδξ 

αθθδθεπίδναζδξ. 

Γζα κα είκαζ εθζηηή δ πναβιαημπμίδζδ ηςκ πεζναιάηςκ ηδξ ζοκ-επζθμβήξ ήηακ 

ακαβηαία, δ έηθναζδ ηςκ ακαζοκδοαζιέκςκ βμκζδίςκ ηδξ hCINAP ηαζ ηδξ coilin, ζε 

ζηακμπμζδηζηά επίπεδα ηαζ ζε δζαθοηή ιμνθή. Ζ παναβςβή ηςκ πνςηεσκχκ επζηεφπεδηε ιε 

πνήζδ ηθαζζηχκ ιεευδςκ εηενυθμβδξ έηθναζδξ ζε ααηηήνζα.  

΢ηδ πανμφζα ενεοκδηζηή ενβαζία ελεηάζηδηακ ηνεζξ ακαζοκδοαζιέκμζ πθαζιζδζαημί 

θμνείξ βζα ηδκ πνςηεΐκδ coilin: pGEX-4T-1, pET32a+ ηαζ pHAT2 ηαζ δφμ 

ακαζοκδοαζιέκμζ πθαζιζδζαημί θμνείξ βζα ηδκ πνςηεΐκδ hCIΝΑP: pRSETΒ ηαζ pGEX-

4T-1. Με ηδ πνήζδ ηςκ πθαζιζδίςκ pET32a+, pHAT2 ηαζ pRSETΒ δ πνςηεΐκδ εηθνάγεηαζ 
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ζοβπςκεοιέκδ ιε ημ επζηυπζμ 6-ζζηζδζκχκ (6xHis) ζημ αιζκμηεθζηυ ηδξ άηνμ, εκχ ζημκ 

pGEX-4T-1 δ πνςηεΐκδ εηθνάγεηαζ ζοβπςκεοιέκδ ιε ημ επζηυπζμ ηδξ ηνακζθενάζδξ ηδξ 

S-βθμοηαεεζυκδξ (GST- Glutathione-S-Trasferase) ζημ αιζκμηεθζηυ ηδξ άηνμ. Δπζπθέμκ 

πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ λεκζζηέξ δφμ ααηηδνζαηά ζηεθέπδ ηδξ E.coli: ηα ααηηήνζα BL21 

codonplus-DE3-RIL ηαζ ηα ααηηήνζα BL21 LysS. Ζ ιεθέηδξ ηδξ έηθναζδξ ηαζ ηδξ 

δζαθοηυηδηαξ ηδξ πνςηεΐκδξ coilin πναβιαημπμζήεδηε ιε πνήζδ ηαζ ηςκ δφμ ααηηδνζαηχκ 

ζηεθεπχκ, εκχ δ ίδζα ιεθέηδ βζα ηδκ πνςηεΐκδ hCIΝΑP πναβιαημπμζήεδηε ιυκμ ιε πνήζδ 

ημο ααηηδνζαημφ ζηεθέπμοξ BL21 codonplus-DE3-RIL. Σα επίπεδα ηδξ έηθναζδξ ηαζ ηδξ 

δζαθοηυηδηαξ εθέπεδζακ ιε δθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια πμθοαηνοθαιίδδξ (SDS-PAGE) 

ηαζ ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western.  

΢ηδκ πενίπηςζδ ηδξ hCINAP, δεκ οπήνπε πενζμνζζιυξ ζηδκ επζθμβή ημο πθαζιζδίμο 

πμο εα πνδζζιμπμζείημ, ηαεχξ δζαπζζηχεδηε υηζ δεκ οπήνπε αζζεδηή δζαθμνά ζημ επίπεδμ 

έηθναζδξ ηαζ ημ πμζμζηυ δζαθοηυηδηαξ ιε πνήζδ είηε ημο πθαζιζδίμο pRSETΒ, είηε ημο 

pGEX-4T-1. Με αάζδ ηζξ απαζηήζεζξ πμο πνμτπήνπακ (έηθναζδ, δζαθοηυηδηα ηαζ 

δζαθμνεηζηά επζηυπζα) ηαζ ηα θδθεέκηα πεζναιαηζηά απμηεθέζιαηα βζα ηδκ πνςηεΐκδ 

coilin, πμο θαίκμκηαζ ζοκμπηζηά ζημκ Πίκαηα 3.1, ςξ ηαηαθθδθυηενμζ βζα ηδκ δζελαβςβή 

ηςκ πεζναιάηςκ ηδξ ζοκ-επζθμβήξ ηνίεδηακ μζ ακαζοκδοαζιέκμζ πθαζιζδζαημί θμνείξ 

pET32α+-coilin ζημ ααηηδνζαηυ ζηέθεπμξ BL21 LysS ηαζ pGEX-4T-1-hCIΝΑP ζημ 

ααηηδνζαηυ ζηέθεπμξ BL21 codonplus- DE3-RIL ιε πνμζεήηδ ημο επαβςβέα IPTG ζε 

ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 1 mM, ζε εενιμηναζία επαβςβήξ 25 
μ
C βζα 3 h.  

Δθυζμκ έβζκε ηαημνεςηή δ παναβςβή ηςκ δφμ αοηχκ πνςηεσκχκ, αημθμοεήεδηε δ 

πεναζηένς ιεθέηδ ημοξ ιε αζμπδιζηά πεζνάιαηα ζοκ-επζθμβήξ, πμο απμζημπμφζακ ζηδκ 

επζαεααίςζδ ηδξ αθθδθεπίδναζήξ ημοξ ηαζ δζενεφκδζδ εκ ιένεζ ηςκ ζοκεδηχκ ηαηά ηζξ 

μπμίεξ επζηοβπάκεηαζ αοηή δ αθθδθεπίδναζδ. Γζα ημ ζημπυ αοηυ πναβιαημπμζήεδηακ ηνία 

δζαθμνεηζηά πνςηυημθθα, ηαηά ηα μπμία δ επχαζδ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ (αθθδθεπίδναζδ 

ημοξ) επζηοβπάκεηαζ ηάης απυ δζαθμνεηζηέξ ζοκεήηεξ. 

Καηά ημ πνχημ πνςηυημθθμ, πναβιαημπμζήεδηε πνχηα δέζιεοζδ ηδξ GST-hCIΝΑP 

πάκς ζημ εζδζηυ οπυζηνςια ηδξ S-βθμοηαεεζυκδξ ηςκ ζθαζνζδίςκ. ΢ηδ ζοκέπεζα μζ δφμ 

πνςηεΐκεξ αθέεδηακ κα αθθδθεπζδνάζμοκ ιε επχαζδ ημο μιμβεκμπμζδιέκμο δζαθφιαημξ 

ηδξ his-coilin ιε ηα ζθαζνίδζα πμο είπακ ήδδ δεζιεοιέκδ ηδκ GST-hCIΝΑP. 
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Πίλαθαο 3.1. ΢πλνπηηθόο πίλαθαο απνηειεζκάησλ γηα ηελ έθθξαζε θαη ηελ δηαιπηόηεηα ηεο πξσηεΐλεο coilin ζηα ηξία πιαζκηδηαθά ζπζηήκαηα πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ  

 

 

Πθαζιζδζαηυξ 

θνξέαο 

Αλακελόκελν 

κέγεζνο 

πβξηδηθήο 

πξσηεΐλεο 

(kDa) 

 

Βαθηεξηαθό 

ζηέιερνο 

E. coli 

Έθθξαζε Γηαιπηόηεηα  

Δπηινγή 

γηα 

έθθξαζε 

ηεο coilin 

 

SDS-PAGE 

 

Western 

%  

Γηαιπηή 

%  

Αδηάιπηε 

 

 

pGEX-4T-1 

 

 

92 

BL21-

codonPlus 

(DE3)-RIL 

Γζαηνζηέξ 

ιπάκηεξ ζημ 

ακαιεκυιεκμ 

ιέβεεμξ 

Θεηζηυ ζήια  

ακαιεκυιεκμο 

ιεβέεμοξ 

 

0 

 

100 

 

 

 

 

pET32a+ 

 

 

 

78.7 

BL21- 

codonPlus 

(DE3)-RIL 

Μδ δζαηνζηέξ 

ιπάκηεξ 

Θεηζηυ ζήια  

ακαιεκυιεκμο 

ιεβέεμοξ 

 

95 

 

5 

 

 

BL21 LysS 

Μδ δζαηνζηέξ 

ιπάκηεξ 

Θεηζηυ ζήια  

ακαιεκυιεκμο 

ιεβέεμοξ 

 

100 

 

0 
 

√ 

 

 

 

pHAT2 

 

 

            

66.7 

BL21-

codonPlus 

(DE3)-RIL 

Μδ δζαηνζηέξ 

ιπάκηεξ 

Θεηζηυ ζήια  

ακαιεκυιεκμο 

ιεβέεμοξ 

 

95 

 

5 

 

 

BL21 LysS 

Μδ δζαηνζηέξ 

ιπάκηεξ 

Θεηζηυ ζήια  

ακαιεκυιεκμο 

ιεβέεμοξ 

 

100 

 

 

0 
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Καηά ημ δεφηενμ πνςηυημθθμ πναβιαημπμζήεδηε ανπζηά δ επχαζδ ηςκ δφμ 

πνςηεσκχκ ιε επχαζδ ηςκ μιμβεκμπμζδιέκςκ δζαθοιάηςκ ημοξ (οπενηεζιέκμο), ηαζ 

έπεζηα επζδζχπεδηε δ πνυζδεζδ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ οπυ ιμνθή ζοιπθυημο ζημ 

οπυζηνςια ηςκ ζθαζνζδίςκ ιε επχαζδ ημο δζαθφιαημξ αοημφ ιε ηα ζθαζνίδζα S-

βθμοηαεεζυκδξ. Σμ ζφιπθμημ αοηυ δεζιεφηδηε ζηα ζθαζνίδζα θυβς ηδξ εζδζηήξ ζοββέκεζαξ 

πμο πανμοζίαγε δ GST-hCIΝΑP βζα ημ οπυζηνςια. 

΢ημ ηνίημ πνςηυημθθμ πναβιαημπμζήεδηε δ ίδζα δζαδζηαζία πμο πναβιαημπμζήεδηε 

ζημ πνχημ πνςηυημθθμ ιε ηδ ιυκδ δζαθμνά υηζ δ ήδδ δεζιεοιέκδ GST- hCIΝΑP 

απμδζαηάπεδηε ιε ηδ πνήζδ δζαθφιαημξ 1M Guanidium-HCl ηαζ έπεζηα ιε πνήζδ 

ηαηάθθδθμο νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ δ πνςηεΐκδ επακαδζαηάπεδηε, πνζκ κα 

πναβιαημπμζδεεί δ επχαζδ ηδξ ιε ηδκ his-coilin.  

Πανάθθδθα, ζε υθα ηα πεζνάιαηα πνδζζιμπμζήεδηε ςξ ανκδηζηυ δείβια ακαθμνάξ δ 

επχαζδ ηςκ μιμβεκμπμζδιέκςκ ααηηδνζαηχκ ζγδιάηςκ ημο πθαζιζδίμο pGEX-4T-1 

(πςνίξ εκζςιαηςιέκμ ημ cDNA ηδξ hCIΝΑP) ηαζ ηδξ οανζδζηήξ πνςηεΐκδξ his-coilin.    

Δπζπθέμκ, επεζδή δ hCIΝΑP θένεζ ζημ άιζκμ-ηεθζηυ ηδξ άηνμ ιμηίαμ πνυζδεζδξ 

ATP, ηνίεδηε ακαβηαίμ κα δζενεοκδεεί ημ ηαηά πυζμ δ αθθδθεπίδναζδ ελανηάημ απυ ηδκ 

φπανλδ ή υπζ ηδξ ηνζθςζθμνζηήξ αδεκμζίκδξ (ATP). Γζα ημ θυβμ αοηυ ζηα πεζνάιαηα πμο 

δζελήπεδζακ, ηαζ ζηα ηνία πνςηυημθθα, πναβιαημπμζήεδηακ ηαοηυπνμκα ηέζζενζξ 

επςάζεζξ ιε δζαθμνεηζηή ζοβηέκηνςζδ ATP (0, 1, 2 ηαζ 3mM).  

Γζα ηάεε εκυηδηα πεζναιάηςκ πναβιαημπμζήεδηακ ζοκεπχξ έλδ επςάζεζξ: ηέζζενζξ 

επςάζεζξ ηςκ GST-hCIΝΑP ηαζ his-coilin, υπμο δ ηαεειία πενζείπε δζαθμνεηζηή 

ζοβηέκηνςζδ ATP (0-3 mM), ηαζ δφμ επςάζεζξ ηςκ his-coilin ηαζ pGEX-4T-1, υπμο δ ιζα 

πενζείπε 0 mM ηαζ δ άθθδ 2 mM ATP (ςξ ανκδηζηά δείβιαηα ακαθμνάξ). Αοηά ηα έλδ 

δείβιαηα ηαεχξ ηαζ ηα δείβιαηα ημο αδέζιεοημο οπενηεζιέκμο (input), πνμεημζιάζηδηακ 

βζα ακάθοζδ. Κάεε δείβια πςνίζηδηε ζε δφμ ζζυπμζα ιένδ ηαζ ακαθφεδηε ζε δφμ 

πδηηχιαηα αηνοθαιζδίμο ζηα μπμία δζεκενβήεδηε δθεηηνμθυνδζδ πανάθθδθα. ΢ημ έκα 

εη ηςκ δφμ πδηηςιάηςκ πναβιαημπμζήεδηε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western, ιε πνήζδ 

ημο ιμκμηθςκζημφ ακηζζχιαημξ ακηί-coilin δ4, εκχ ζημ άθθμ δθεηηνμθυνδια, δ hCINAP 

ιπμνμφζε κα ακζπκεοεεί απεοεείαξ ιε πνχζδ ημο ιε Coomassie, έηζζ ιε ημ 

δθεηηνμθυνδια ηαζ ημ αοημναδζμβνάθδια, είκαζ δοκαηή δ ακίπκεοζδ ηςκ οανζδζηχκ 

πνςηεσκχκ GST-hCIΝΑP ηαζ his-coilin ακηίζημζπα. 

΢οβηνίκμκηαξ ηα απμηεθέζιαηα απυ ηζξ ηνεζξ πεζναιαηζηέξ πμνείεξ πμο 

αημθμοεήεδηακ, αθθδθεπίδναζδ ακζπκεφεδηε ιε ηα πνςηυημθθα 1 ηαζ 2 (απυ ηα μπμία ημ 

πνςηυημθθμ 2 πανμοζίαγε αολδιέκδ εοαζζεδζία), εκχ ημ ηνίημ πνςηυημθθμ δεκ 

πανμοζίαζε ηαιία έκδεζλδ βζα ηδκ αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ.   
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΢ημ εκδεζηηζηυ δθεηηνμθυνδια (Πνςηυημθθμ 2, ΢πήια 3.3 Α) είκαζ δζαηνζηέξ 

έκημκεξ ιπάκηεξ ζημ ακαιεκυιεκμ ιέβεεμξ (46 KDa) ζηα 4 πνχηα δείβιαηα ηδξ επχαζδξ, 

μζ μπμίεξ ακηζζημζπμφκ ζηδκ οανζδζηή πνςηεΐκδ GST-hCIΝΑP, εκχ ζηα 2 ανκδηζηά 

δείβιαηα, υπςξ ακαιέκεηαζ, δεκ οπάνπμοκ ακηίζημζπεξ ιπάκηεξ. Δπζπθέμκ οπάνπμοκ 

δζαηνζηέξ ιπάκηεξ πμο ακηζζημζπμφκ ζηδκ ακαιεκυιεκδ ιάγα (78.7 KDa) ηδξ οανζδζηήξ 

πνςηεΐκδξ his-coilin ηαζ ζηα 4 αοηά δείβιαηα ηδξ επχαζδξ.  

΢ημ ακηίζημζπμ αοημναδζμβνάθδια ημο ίδζμο πεζνάιαημξ (΢πήια 3.3 Β) 

δζαπζζηχκμκηαζ έκημκα εεηζηά ζήιαηα ζηα 4 δείβιαηα ηδξ επχαζδξ, πμο ζοιπίπημοκ ιε ηζξ 

παναηδνμφιεκεξ ζημ δθεηηνμθυνδια ιπάκηεξ ηδξ οανζδζηήξ πνςηεΐκδξ his-coilin, εκχ δεκ 

οπάνπμοκ εεηζηά ζήιαηα ζηα δφμ ανκδηζηά δείβιαηα.  

 Όζμκ αθμνά ημ νυθμ πμο δζαδναιαηίγεζ δ πανμοζία ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ημο ATP 

ζηδ πμνεία ηδξ αθθδθεπίδναζδξ, θάκδηε απυ ηα πνμηφπημκηα πεζναιαηζηά απμηεθέζιαηα, 

υηζ δ πανμοζία ημο δεκ ήηακ απαναίηδηδ πνμτπυεεζδ βζα ηδκ αθθδθεπίδναζδ ηςκ δφμ 

πνςηεσκχκ. ΢ηα δείβιαηα πμο ιεθεηήεδηακ, ηα μπμία πενζείπακ δζαθμνεηζηή ζοβηέκηνςζδ 

ATP (0-3mM), δε παναηδνήεδηε δναζηζηά αζζεδηή δζαθμνά ζημ απμηέθεζια ηδξ 

αθθδθεπίδναζδξ υπςξ αοηυ ελάπεδηε απυ ηδκ έκηαζδ ηςκ ζδιάηςκ πμο θήθεδηακ ζημ 

αοημναδζμβνάθδια. Αλζμπνυζεηημ είκαζ επίζδξ ημ βεβμκυξ υηζ δ αθθδθεπίδναζδ ηςκ δφμ 

πνςηεσκχκ είκαζ ημ ίδζμ ζδιακηζηή ζηδ πανμοζία ή υπζ ημο ATP.  

Σα πζμ πάκς απμηεθέζιαηα εειεθζχκμοκ ημ εφνδια υηζ μζ δφμ πνςηεΐκεξ, hCIΝΑP 

ηαζ coilin, αθθδθεπζδνμφκ ηαζ επζαεααζχκεηαζ ιε αοηυ ημκ ηνυπμ ημ απμηέθεζια πμο 

θήθεδηε απυ ηα πνμδβμφιεκα πεζνάιαηα πμο δζελάπεδηακ ιε ηδ ιέεμδμ ηςκ δφμ οανζδίςκ 

ζε ζαηπανμιφηδηα.  
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΢ρήκα 3.3: Δπηβεβαίσζε ηεο αιιειεπίδξαζεο ησλ πξσηετλώλ hCINAP θαη coilin.  

Α: Ζθεηηνμθυνδια ζε πήηηςια πμθοαηνοθαιζδίμο ιεηά απυ πνχζδ ιε Coumassie blue ηαζ 

ακίπκεοζδ ηδξ οανζδζηήξ πνςηεΐκδξ GST-hCINAP (ηεθάθζ αέθμοξ) ηαζ coilin (αέθμξ), ιεηά απυ 

ηαηααφεζζδ ηςκ ζοιπθεβιάηςκ ζε ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ. Δλεηάζηδηακ 4 δείβιαηα ζθαζνζδίςκ 

ιε δζαθμνεηζηή ζοβηέκηνςζδ ATP (0-3 mM), ηαεχξ επίζδξ ηαζ 2 ανκδηζηά δείβιαηα ζθαζνζδίςκ 

(επχαζδ his-coilin ιε pGEX πςνίξ GST-hCINAP), υπςξ ηαζ ηα αδέζιεοηα οπενηείιεκα ηδξ 

επχαζδξ ηςκ δεζβιάηςκ αοηχκ.   

Β: Σμ ακηίζημζπμ αοημναδζμβνάθδια ηαηά Western, βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηδξ οανζδζηήξ πνςηεΐκδξ 

his-coilin, ιεηά απυ επχαζδ ιε ημ ιμκμηθςκζηυ ακηίζςια δ4 anti-coilin. Σα απμηεθέζιαηα έδεζλακ 

υηζ δ coilin είκαζ ακζπκεφζζιδ ζηα ζθαζνίδζα ιυκμ ζηδκ πανμοζία ηδξ GST-hCINAP ηαζ υηζ δ 

αθθδθεπίδναζδ δεκ ελανηάηαζ απυ ηδκ πανμοζία ή υπζ ημο ATP.  
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3.2.2 Υαξαθηεξηζκόο αιιειεπίδξαζεο  

Γζα ηδ δζενεφκδζδ ηαζ ημκ εκημπζζιυ ηςκ επζιένμοξ πενζμπχκ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ, 

hCINAP ηαζ coilin, πμο είκαζ ακαβηαίεξ ηαζ ζηακέξ βζα ηδκ ιεηαλφ ημοξ αθθδθεπίδναζδ, 

ηαηαζηεοάζηδηακ δζαδμπζηά ηιήιαηα ηςκ δφμ πνςηεσκχκ ηαζ εθέπεδζακ ιε ηδ ιέεμδμ 

Y2H βζα ηδκ αθθδθεπίδναζδ ιε ηδκ πθήνδ αθθδθμοπία ηδξ άθθδξ πνςηεΐκδξ. 

  

3.2.2.1 Υαξηνγξάθεζε ηεο πεξηνρήο αιιειεπίδξαζεο ηεο coilin κε ηελ hCINAP 

Γζα ηδ δδιζμονβία ηςκ δζάθμνςκ ηιδιάηςκ ηδξ coilin πνδζζιμπμζήεδηε είηε δ 

ηεπκζηή ηδξ αθοζζδςηήξ ακηίδναζδξ πμθοιενάζδξ (PCR), βζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ημο 

ακηίζημζπμο πζζημφ ακηίβναθμο ημο ηάεε ηιήιαημξ, ιε πνήζδ ηαηάθθδθςκ 

μθζβμκμοηθεμηζδίςκ (Πίκαηαξ 3.2, Πανάνηδια) ηαζ ςξ ιήηνα ημ πθαζιίδζμ pHAT2-coilin, 

είηε εκδμκμοηθεμθοηζηή δζάζπαζδ ημο πθαζιζδζαημφ θμνέα pHAT2-coilin ιε ηαηάθθδθα 

πενζμνζζηζηά έκγοια πμο δζαζπμφζακ ζε εζςηενζηέξ εέζεζξ ηδκ coilin.  

Καηαζηεοάζηδηακ έλδ ακαζοκδοαζιέκμζ πθαζιζδζαημί θμνείξ pAS2-1-coilin, υπμο 

μ ηάεε έκαξ είπε εκζςιαηςιέκμ δζαθμνεηζηυ ηιήια ημο cDNA ηδξ coilin, ζοβπςκεοιέκμ 

ιε ηδκ πενζμπή BD (΢πήια 3.5). Σμ πχξ πνμέηορακ ηα δζάθμνα ηιήιαηα θαίκμκηαζ ζημκ 

Πίκαηα 3.2 (Πανάνηδια). Ακηίζημζπα, βζα ηδ δδιζμονβία ημο ακαζοκδοαζιέκμο 

πθαζιζδζαημφ θμνέα pACT2-hCINAP πμο πενζείπε ημ πθήνεξ cDNA ηδξ hCINAP 

ζοβπςκεοιέκμ ιε ηδκ πενζμπή ΑD, πνδζζιμπμζήεδηε ακηίζημζπδ δζαδζηαζία.  

Οζ ακαζοκδοαζιέκμζ πθαζιζδζαημί θμνείξ πμο πνμέηορακ, ιεηαζπδιαηίζηδηακ ζημ 

ζηέθεπμξ ημο γοιμιφηδηα ΑΖ109 (2.1.1.4) ηαζ ελεηάζηδηακ πνχηα βζα ηοπυκ 

(ακεπζεφιδηδ) αοημεκενβμπμίδζδ ηςκ βμκζδίςκ ακαθμνάξ, χζηε κα επζαεααζςεεί δ 

ηαηαθθδθυηδηα ημοξ βζα πνήζδ ζημ εκ θυβς ζφζηδια δζοανζδζζιμφ. Ο έθεβπμξ αοηυξ 

ακέδεζλε υηζ υθα ηα ηιήιαηα ηδξ πνςηεΐκδξ coilin δοζηοπχξ εκενβμπμζμφζακ ηδ 

ιεηαβναθζηή δναζηδνζυηδηα ημο GAL4 (αολμηνμθία ηαζ εκενβμπμίδζδ ημο lacZ βμκζδίμο) 

ηαζ έηζζ ηνίεδηε ακαβηαία δ πνήζδ άθθμο πθαζιζδζαημφ θμνέα (pGBKT7) ζημκ μπμίμ 

ηθςκμπμζήεδηακ ηα ηιήιαηα ηδξ coilin. Ο έθεβπμξ αοηή ηδ θμνά ήηακ ανκδηζηυξ ηαζ 

ζοκεπίζηδηε δ δζαδζηαζία.  

΢ηδ ζοκέπεζα, βζα κα δζαπζζηςεεί δ έηθναζδ ημο ηάεε ηιήιαημξ ηδξ πνςηεΐκδξ ζηα 

ηφηηανα ημο γοιμιφηδηα, παναζηεοάζηδηακ πνςηεσκζηά εηποθίζιαηα ιέζς ηαηααφεζζδξ 

ιε ηνζπθςνμμλζηυ μλφ (2.1.1.5). Σα πνςηεσκζηά αοηά δείβιαηα, ιαγί ιε εεηζηυ (pGBKT7-

53) ηαζ ανκδηζηυ (ιυκμ ημ ζηέθεπμξ ΑΖ109) δείβια ακαθμνάξ, ακαθφεδηακ ιε 

δθεηηνμθυνδζδ SDS-PAGE ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ιε 

πνήζδ ημο ιμκμηθςκζημφ ακηζζχιαημξ έκακηζ ηδξ πενζμπήξ GAL4-DBD (1-144 αα). Σμ 
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ακμζμαπμηφπςια αοηυ έδεζλε υηζ ηαζ ηα 6 ηιήιαηα ηδξ coilin εηθνάγμκηακ ζηακμπμζδηζηά 

ζημ ζηέθεπμξ ημο γοιμιφηδηα ΑΖ109 (΢πήια 3.4). 

 

 

 

΢ρήκα 3.4: Έθθξαζε ησλ δηάθνξσλ ηκεκάησλ ηεο coilin σο πβξίδηα κε ην DBD ζην ζηέιερνο 

ΑΖ109.  ΢ημ αοημναδζμβνάθδια ηαηά Western πανμοζζάγμκηαζ ιπάκηεξ ζηα ακαιεκυιεκα ιεβέεδ 

πμο ακηζζημζπμφκ ζηα 5 δζαθμνεηζηά ηιήιαηα ηδξ coilin (N1, N2, N3, N4 ηαζ C), ηαεχξ ηαζ ζηδκ 

πθήνδ πνςηεΐκδ (FL). Ωξ εεηζηυ δείβια ακαθμνάξ πνδζζιμπμζήεδηε ημ πθαζιίδζμ pGBKT7-p53 

ηαζ ςξ ανκδηζηυ ημ ζηέθεπμξ ΑΖ109.   

 

 

 

Γζα κα εθεβπεεί δ αθθδθεπίδναζδ ηάεε εκυξ ηιήιαημξ ιε ηδκ hCINAP, 

πναβιαημπμζήεδηε ηαοηυπνμκμξ ιεηαζπδιαηζζιυξ ηάεε εκυξ απυ αοηά ιαγί ιε ημ 

πθαζιίδζμ pACT2-hCINAP, ζημ ζηέθεπμξ ημο γοιμιφηδηα ΑΖ109. Ανπζηά, ηα δζπθά 

ιεηαζπδιαηζζιέκα ηφηηανα ιεβάθςζακ ζε δζπθυ ιέζμ επζθμβήξ (SD/-Trp, -Leu), βζα 

επζθμβή ηςκ ηθχκςκ πμο πενζείπακ ηαζ ηα δφμ πθαζιίδζα ακηίζημζπα ηαζ ζηδ ζοκέπεζα μζ 

ηθχκμζ πμο ακαπηφπεδηακ ιεηαθένεδηακ ζε ηεηναπθυ ιέζμ επζθμβήξ (-QDO) ηαζ ιεηά 

απυ πάνμδμ 4 διενχκ πναβιαημπμζήεδηε ακηίδναζδ α-βαθαηημζζδάζδξ, εκδεζηηζηή ηδξ 

ιεηαβναθζηήξ εκενβμπμίδζδξ ημο βμκζδίμο εθέβπμο. Αθθδθεπίδναζδ μνίζηδηε δ ζηακυηδηα 

ηςκ δζπθά ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ηθχκςκ κα πανμοζζάγμοκ αολμηνμθία ζημ ηεηναπθυ ιέζμ 

επζθμβήξ ηαζ ηαοηυπνμκα κα δίδμοκ εεηζηή ιπθε πνςιαηζηή αθθαβή ζηδκ ακηίδναζδ ηδξ α-

βαθαηημζζδάζδξ. ΢ηδ δζαδζηαζία αοηή πναβιαημπμζήεδηακ πανάθθδθα υθα ηα 

απαναίηδηα πεζνάιαηα ανκδηζημφ εθέβπμο.  

Σα απμηεθέζιαηα αοηήξ ηδξ πεζναιαηζηήξ δζαδζηαζίαξ, υπςξ θαίκμκηαζ ζημ ΢πήια 

3.5, θακένςζακ υηζ ιυκμ μ ζοκδοαζιυξ ημο ηαναμλοηεθζημφ άηνμο ηςκ 215 αιζκμλέςκ 
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ηδξ coilin (C1: 362-576 aa) ιαγί ιε ηδκ πθήνδ αθθδθμοπίαξ ηδξ hCINAP ήηακ ζηακυξ κα 

ειθακίζεζ αθθδθεπίδναζδ, εηηυξ απυ ημκ ζοκδοαζιυ ηςκ πθήνςκ cDNA ηςκ δφμ 

πνςηεσκχκ, πμο ήηακ ακαιεκυιεκμξ (εεηζηυξ έθεβπμξ). Δπμιέκςξ, ακαδείπεδηε υηζ δ 

απαναίηδηδ πενζμπή βζα ηδκ αθθδθεπίδναζδ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ εκημπίγεηαζ ζηα ηεθεοηαία 

215 ηαναμλοηεθζηά ηαηάθμζπα ηδξ πνςηεΐκδξ coilin. Αοηυ απμηεθεί έκα ζδιακηζηυ 

απμηέθεζια βζαηί έπεζ ήδδ δεζπεεί ζε πνυζθαηεξ ιεθέηεξ (αθ. Δζζαβςβή) υηζ ημ 

ηαναμλοηεθζηυ άηνμ ηδξ coilin ιπμνεί κα επδνεάγεζ ηδ ζοβηνυηδζδ ηςκ ζςιαηζδίςκ Cajal 

ηαεχξ ηαζ ημκ ανζειυ ημοξ ακά πονήκα.  

    

 

 

 

 

΢ρήκα 3.5: Υαξηνγξάθεζε ηεο πεξηνρήο αιιειεπίδξαζεο ηεο coilin κε ηελ hCINAP. 

Μέεμδμξ ηςκ δφμ οανζδίςκ ζημ γοιμιφηδηα ιε ηαοηυπνμκμ ιεηαζπδιαηζζιυ ζημ ζηέθεπμξ AH109 

ημο πθήνμοξ cDNA ηδξ hCINAP, ιε έκα απυ ηα επζιένμοξ ηιήιαηα ηδξ coilin (Ν1, Ν2, Ν3, Ν4 ηαζ 

C1) πμο πανμοζζάγμκηαζ ζπδιαηζηά ζημ ανζζηενυ ηιήια ημο ζπήιαημξ. Αθθδθεπίδναζδ μνίζηδηε 

δ ζηακυηδηα ηςκ δζπθά ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ηθχκςκ κα πανμοζζάγμοκ αολμηνμθία ζημ ηεηναπθυ 

ιέζμ επζθμβήξ ηαζ κα δίκμοκ ιπθε πνςιαηζηή αθθαβή ζηδκ ακηίδναζδ α-gal.  
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3.2.2.2 Υαξηνγξάθεζε ηεο πεξηνρήο αιιειεπίδξαζεο ηεο hCINAP κε ηελ coilin 

Γζα ημκ εκημπζζιυ ηδξ ακηίζημζπδξ πενζμπήξ ηδξ hCINAP, δ μπμία είκαζ ακαβηαία βζα 

ηδκ αθθδθεπίδναζδ ιε ηδκ coilin, πναβιαημπμζήεδηε δ ίδζα δζαδζηαζία υπςξ ηαζ 

πνμδβμοιέκςξ. Αοηή ηδ θμνά πνδζζιμπμζήεδηε ημ πθήνεξ cDNA ηδξ πνςηεΐκδξ coilin 

ηθςκμπμζδιέκμ ζημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα pACT2 ηαζ δζάθμνα ηιήιαηα ηδξ hCINAP 

(Πίκαηαξ 3.3, Πανάνηδια), ηθςκμπμζδιέκα ζημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα pGBKT7. Σα 

απμηεθέζιαηα (΢πήια 3.6) δεκ μδήβδζακ ζε εεηζηυ απμηέθεζια βζα ηακέκα απυ ηα 

επζιένμοξ ηιήιαηα πανά ιυκμ βζα ηδκ πθήνδ αθθδθμοπία ηδξ hCINAP. Ζ επζθμβή ζημ 

ηεηναπθυ ιέζμ ήηακ ανκδηζηή, δδθχκμκηαξ είηε υηζ δ πθήνδξ αθθδθμοπία ηδξ hCINAP 

είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ αθθδθεπίδναζδ, είηε υηζ μ δζαπςνζζιυξ ηδξ hCINAP ζηα 

ζοβηεηνζιέκα επί ιένμοξ ηιήιαηα ηαηάζηνερε ηα πζεακά επζηυπζα ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ή 

επδνέαζε ιε απαβμνεοηζηυ ηνυπμ ηδ δεοηενμηαβή/ηνζημηαβή δμιή ηδξ πνςηεΐκδξ.    

 

 

 

 

΢ρήκα 3.6: Υαξηνγξάθεζε ηεο πεξηνρήο αιιειεπίδξαζεο ηεο hCINAP κε ηελ coilin. 

Μέεμδμξ ηςκ δφμ οανζδίςκ ζημ γοιμιφηδηα ιε ηαοηυπνμκμ ιεηαζπδιαηζζιυ ζημ ζηέθεπμξ AH109 

ημο πθήνμοξ cDNA ηδξ coilin, ιε έκα απυ ηα επζιένμοξ ηιήιαηα ηδξ hCINAP πμο πανμοζζάγμκηαζ 

ζπδιαηζηά ζηα ανζζηενά ημο ζπήιαημξ. Αθθδθεπίδναζδ μνίζηδηε δ ζηακυηδηα ηςκ δζπθά 

ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ηθχκςκ κα πανμοζζάγμοκ αολμηνμθία ζημ ηεηναπθυ ιέζμ επζθμβήξ ηαζ κα 

δίκμοκ ιπθε πνςιαηζηή αθθαβή ζηδκ ακηίδναζδ α-gal.  
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3.3 Πξνζπάζεηα ηαπηνπνίεζεο πξσηετληθώλ αιιειεπηδξάζεσλ ηεο hCINAP  

΢ε αοηή ηδκ πεζναιαηζηή εκυηδηα έβζκε πνμζπάεεζα ελεφνεζδξ ηαζκμφνζςκ 

πνςηεσκζηχκ αθθδθεπζδνάζεςκ ηδξ hCINAP, μζ μπμίεξ απμζημπμφζακ ζηδκ πανμπή 

αλζυπζζηςκ πθδνμθμνζχκ βζα ηζξ θεπημιενείξ ηοηηανζηέξ δζαδζηαζίεξ ζηζξ μπμίεξ πζεακυκ 

κα εκέπεηαζ δ hCINAP, πμο είπε ςξ απχηενμ ζηυπμ ηδκ απμζαθήκζζδ ημο θεζημονβζημφ 

ιμκμπαηζμφ ηαζ πενζαάθθμκημξ ζηα πθαίζζα ημο μπμίμο δναζηδνζμπμζείηαζ.  

Ζ οθμπμίδζδ ημο ζηυπμο αοημφ επζπεζνήεδηε ιε ηδ πνήζδ δφμ δζαθμνεηζηχκ in vivo 

ηεπκζηχκ: α) ημο ζοζηήιαημξ ηςκ δφμ οανζδίςκ ζημ ζαηπανμιφηδηα ιε ζάνςζδ cDNA 

αζαθζμεήηδξ ηαζ α) ιε ηδ ζφκεεηδ ηεπκζηή SILAC (Stable Isotope Labeling of Amino acid 

in Cell culture), ζε ζοκδοαζιυ ιε θαζιαημζημπία ιάγαξ.    

 

 

3.3.1 Γηεξεύλεζε λέσλ αιιειεπηδξσζώλ πξσηετλώλ ηεο hCINAP κε ην ζύζηεκα ησλ 

δύν πβξηδίσλ ζην δπκνκύθεηα κε ζάξσζε cDNA βηβιηνζήθεο 

Σμ ζφζηδια ηςκ δφμ οανζδίςκ ζημ γοιμιφηδηα πνδζζιμπμζήεδηε, υπςξ ήδδ 

πνμακαθένεδηε, ηαζ ακέδεζλε ηδκ αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ ηςκ πνςηεσκχκ coilin ηαζ 

hCINAP (Santama et al., 2005). Σμ ζφζηδια αοηυ πνδζζιμπμζήεδηε επίζδξ ηαζ ζε αοηή 

ηδκ πεζναιαηζηή εκυηδηα, βζα ηδκ πνμζπάεεζα εφνεζδξ κέςκ πνςηεσκζηχκ 

αθθδθεπζδνάζεςκ ηδξ hCINAP.  

 Απυ ημ απμηέθεζια ημο ηιήιαημξ 3.1, πνμέηορε υηζ ημ ιεηαβνάθδια ηδξ hCINAP 

ζηδκ ηοηηανμζεζνά HeLa εηθναγυηακ ζε ορδθά επίπεδα, βζα ημ θυβς αοηυ 

πναβιαημπμζήεδηε ζάνςζδ cDNA αζαθζμεήηδξ ηοηηανμζεζνάξ ηφπμο HeLa. Γζα ηδκ 

επίηεολδ ηδξ ζάνςζδξ είκαζ ακαβηαία ανπζηά δ επζθμβή ημο ηαηάθθδθμο «δμθχιαημξ» ηδξ 

πνςηεΐκδξ (ιπμνεί κα ιδκ είκαζ εθζηηή δ πνδζζιμπμίδζδ μθυηθδνμο ημο cDNA ηδξ 

πνςηεΐκδξ), χζηε κα ιδκ επάβεζ ηδκ αοημεκενβμπμίδζδ ηςκ βμκζδίςκ ακαθμνάξ ηαζ κα 

εηθνάγεηαζ ζημ γοιμιφηδηα.  

 

 

3.3.1.1 Καηαζθεπή αλαζπλδπαζκέλσλ πιαζκηδηαθώλ θνξέσλ θαη έιεγρνο 

κεηαγξαθηθήο απηνελεξγνπνίεζεο  

Ανπζηά ηαηαζηεοάζηδηε μ ακαζοκδοαζιέκμξ πθαζιζδζαηυξ θμνέαξ pAS2-1-hCINAP, 

ζημκ μπμίμ ημ πθήνεξ cDNA ηδξ hCINAP ηθςκμπμζήεδηε ιεηά απυ κμοηθεμθοηζηή 

δζάζπαζδ ημο πθαζιζδίμο pGEX-4T-1-hCINAP, ιε ηα πενζμνζζηζηά έκγοια EcoRI-SalI.  

Μεηαζπδιαηζζιέκμζ ιε αοηυκ ηθχκμζ ελεηάζηδηακ βζα αοημεκενβμπμίδζδ ηςκ 3 

βμκζδίςκ ακαθμνάξ: HIS3, ADE2 ηαζ LACZ (MEL1). ΢ε αοηή ηδκ πενίπηςζδ μζ ηθχκμζ 
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δεκ εα έπνεπε κα πανμοζζάγμοκ αολμηνμθία ζηα επζθεηηζηά ενεπηζηά ιέζα, μφηε κα 

ειθακίγμοκ ιπθε πνχια ιε πναβιαημπμίδζδ πεζνάιαημξ α-βαθαηημζζδάζδξ (βμκίδζμ 

ακαθμνάξ), ελαζηίαξ ημο βεβμκυημξ υηζ είκαζ πανμφζα ιυκμ δ πενζμπή GAL4-DBD δ μπμία 

δε εα έπνεπε κα επάβεζ απυ ιυκδ ηδξ ηα βμκίδζα ακαθμνάξ. Ο έθεβπμξ αοηυξ ακέδεζλε υηζ 

ημ πθαζιίδζμ αοηυ δοζηοπχξ εκενβμπμζμφζε ηδκ ιεηαβναθζηή δναζηδνζυηδηα ημο GAL4 

(αολμηνμθία ηαζ εκενβμπμίδζδ ημο lacZ βμκζδίμο). 

Με αάζδ ηδκ αζαθζμβναθία (Ruden et al., 1991), αοηυ ιπμνεί κα ζοιααίκεζ θυβς ηδξ 

φπανλδξ ζηδκ αθθδθμοπία ηδξ πνςηεΐκδξ ιζαξ πενζμπήξ εκενβμπμίδζδξ ή ιζαξ πενζμπήξ ιε 

ιεβάθμ ανζειυ ανκδηζηά θμνηζζιέκςκ αιζκμλέςκ πμο έπμοκ ςξ απμηέθεζια ηδκ 

αοημεκενβμπμίδζδ ηδξ GAL4. Δπμιέκςξ ηνίεδηε ακαβηαίμξ μ εκημπζζιυξ ιζαξ ηέημζα 

πενζμπήξ ηαζ δζαβναθήξ ηδξ, χζηε κα ιπμνεί κα πνδζζιμπμζδεεί αοηή δ πνςηεΐκδ βζα 

ζάνςζδ cDNA αζαθζμεήηδξ.  

Γζα ημ ζημπυ αοηυ, ηαηαζηεοάζηδηακ δζάθμνμζ ακαζοκδοαζιέκμζ πθαζιζδζαημί 

θμνείξ πμο πενζείπακ ηθςκμπμζδιέκμ δζαθμνεηζηυ ηιήια ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP, 

ζοβπςκεοιέκμ ιε ηδκ πενζμπή BD. Γζα ηδ δδιζμονβία ηςκ δζάθμνςκ ηιδιάηςκ ηδξ 

hCINAP, πνδζζιμπμζήεδηε είηε δ ηεπκζηή ηδξ αθοζζδςηήξ ακηίδναζδξ πμθοιενάζδξ 

(PCR) ιε πνήζδ ηαηάθθδθςκ μθζβμκμοηθεμηζδίςκ (Πίκαηαξ 2.11) πμο έθενακ ζηα άηνα 

ημοξ εζδζηέξ εέζεζξ ακαβκχνζζδξ ηαηάθθδθςκ πενζμνζζηζηχκ εκγφιςκ ηαζ ςξ ιήηνα ημ 

πθαζιίδζμ pAS2-1-hCINAP, είηε ιε εκδμκμοηθεμθοηζηή δζάζπαζδ ημο πθαζιζδζαημφ 

θμνέα pAS2-1-hCINAP ιε ηδ πνήζδ ημο πενζμνζζηζημφ εκγφιμο XhoI, αάζεζ ημο μπμίμο 

δδιζμονβήεδηακ δφμ επζιένμοξ ηιήιαηα ηδξ hCINAP: 1-120 nt ηαζ 120-550 nt. Σα 

ηιήιαηα πμο πνμέηορακ ηθςκμπμζήεδηακ ζηδ ζοκέπεζα ζημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα pAS2-1. 

Οζ ακαζοκδοαζιέκμζ πθαζιζδζαημί θμνείξ πμο πνμέηορακ, ιεηαζπδιαηίζηδηακ ηαζ 

πάθζ ζημ ζηέθεπμξ ημο γοιμιφηδηα ΑΖ109 ηαζ ελεηάζηδηακ ηαζ πάθζ βζα 

αοημεκενβμπμίδζδ ηςκ βμκζδίςκ ακαθμνάξ (Πίκαηα 3.4, Πανάνηδια). Ο έθεβπμξ ακέδεζλε 

υηζ υθα ηα ηιήιαηα ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP αοημεκενβμπμζμφζακ ηαζ πάθζ ηδκ 

ιεηαβναθζηή δναζηδνζυηδηα ημο GAL4 (αολμηνμθία ηαζ εκενβμπμίδζδ ημο lacZ βμκζδίμο) 

ηαζ ηνίεδηε ακαβηαία δ πνήζδ άθθμο πθαζιζδζαημφ θμνέα, ημο pGBKT7, ζημκ μπμίμ 

ηθςκμπμζήεδηακ ιε εκδμκμοηθεμθοηζηή δζάζπαζδ ηα δζάθμνα ηιήιαηα ηδξ hCINAP. Οζ 

ιεηαζπδιαηζζιέκμζ ηθχκμζ εθέπεδζακ ηαζ πάθζ βζα αοημεκενβμπμίδζδ ηςκ βμκζδίςκ 

ακαθμνάξ ηαζ απυ ημ απμηέθεζια πνμέηορε υηζ υθα ηα επζιένμοξ ηιήιαηα ηδξ hCINAP 

εκενβμπμζμφζακ ηαζ πάθζ ημ βμκίδζμ ακαθμνάξ LACZ, αθθά υπζ ηαζ ηα βμκίδζα 

αολμηνμθίαξ (Πίκαηα 3.4, Πανάνηδια), εκχ μθυηθδνμ ημ cDNA ηδξ hCINAP 

αοημεκενβμπμζμφζε υθα ηα βμκίδζα ακαθμνάξ.  
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Οζ ιεηαζπδιαηζζιέκμζ ηθχκμζ ιεθεηήεδηακ επίζδξ βζα ηδκ έηθναζδ ηςκ επζιένμοξ 

ηιδιάηςκ ηδξ πνςηεΐκδξ ηαζ υπςξ θαίκεηαζ απυ ημ ΢πήια 3.7 θήθεδηακ ιπάκηεξ ζημ 

ακαιεκυιεκμ ιέβεεμξ ζηδ πενίπηςζδ ηδξ πθήνμοξ πνςηεΐκδξ (40 KDa) ηαζ ζημ ηιήια ηδξ 

hCINAP πμο ακηζζημζπμφζε ζηα 204-550nt (32,6 KDa) (αέθμξ), ηαεχξ επίζδξ ηαζ βζα ημ 

εεηζηυ δείβια. Λαιαάκμκηαξ οπυρδ αοηά ηα απμηεθέζιαηα ηαζ ηα απμηεθέζιαηα ημο 

εθέβπμο αοημενβμπμίδζδξ, απμθαζίζεδηε υπςξ πνδζζιμπμζδεεί ημ πθαζιίδζμ pGBKT7-

hCINAP [204-550nt] ςξ «δυθςια», βζα ηδ ζάνςζδ ηδξ cDNA αζαθζμεήηδξ.  

 

 

 

΢ρήκα 3.7: Πξσηετληθή έθθξαζε ησλ δηάθνξσλ ηκεκάησλ ηεο hCINAP ζην ζηέιερνο 

ζαθραξνκύθεηα ΑΖ109. ΢ημ αοημναδζμβνάθδια ηαηά Western θαίκμκηαζ ηα δζάθμνα 

πνςηεσκζηά δείβιαηα ηςκ ηιδιάηςκ ηδξ hCINAP ζοβπςκεοιέκα ιε ημ GAL4-DNA-BD 

(16 kDa), ημ εεηζημφ δείβια (pGBKT7-p53) ηαζ ημ ανκδηζηυ δείβια (ΑΖ109). Με αέθμξ 

θαίκεηαζ δ έηθναζδ ημο πθήνμοξ cDNA ηδξ hCINAP, ηαεχξ ηαζ ημο ηιήιαημξ 204-550 nt 

(pGBKT7-hCINAP[204-550nt]) πμο επζθέβδηε βζα ζάνςζδ ηδξ cDNA αζαθζμεήηδξ. 
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3.3.1.2 ΢άξσζε cDNA βηβιηνζήθεο 

Ο ακαζοκδοαζιέκμξ πθαζιζδζηυξ θμνέαξ pGBKT7-hCINAP [204-550nt], 

ιεηαζπδιαηίζηδηε ζημ ζηέθεπμξ AH109 (MATa). Σμ ζηέθεπμξ αοηυ δζαεέηεζ 3 βμκίδζα 

ακαθμνάξ εθεβπυιεκςκ απυ ηδκ UAS: ημο HIS3 ηαζ ADE2, πμο δίκμοκ ηδ δοκαηυηδηα ζηα 

ηφηηανα κα ιεβαθχκμοκ ζε επζθεηηζηυ ενεπηζηυ οθζηυ απυ ημ μπμίμ απμοζζάγε ημ αιζκμλφ 

ζζηζδίκδ ηαζ δ αγςημφπμξ αάζδ αδεκίκδ ακηίζημζπα, ηαζ ημο MEL1 (ή lacZ) πμο 

ηςδζημπμζεί ηδκ α-βαθαηημζζδάζδ, πανμοζία ηδξ μπμίαξ ημ οπυζηνςια Υ-gal βίκεηαζ 

ιπθε.  

 Αημθμφεςξ πναβιαημπμζήεδηε ζοκμθζηή ζάνςζδ πνςηεσκχκ ιε ηδ πνδζζιμπμίδζδ 

cDNA αζαθζμεήηδξ απυ ηφηηανα HeLa (Clontech), δ μπμία ήηακ ήδδ ιεηαζπδιαηζζιέκδ 

ζημ ζηέθεπμξ Y187 (MATα), πμο απμηάθορε ανζειυ πζεακχκ αθθδθεπζδνάζεςκ ηδξ 

πνςηεΐκδξ hCINAP (Πίκαηαξ 3.5).  

 Πζμ ακαθοηζηά, δ δζαδζηαζία ελεθίπεδηε ςξ αημθμφεςξ: πναβιαημπμζήεδηε 

γεοβάνςια ζε οβνή ηαθθζένβεζα ημο ζηεθέπμοξ AH109 (MATa) πμο είπε ήδδ 

εκζςιαηςιέκμ ημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα ιε ηδκ οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδ, pGBKT7-hCINAP 

(204-550nt), ιε ημ ζηέθεπμξ Y187 (MATα) ζημ μπμίμ ανζζηυηακ ιεηαζπδιαηζζιέκδ 

cDNA αζαθζμεήηδ απυ ηφηηανα ηφπμο HeLa. Ζ ηαθθζένβεζα ζηνχεδηε ζε ηνοαθία ιε 

ηεηναπθυ επζθεηηζηυ ιέζμ -QDO (SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade) ηαζ ηα ηνοαθία επςάζηδηακ 

βζα 2 αδμιάδεξ ζημοξ 30 ºC, βζα επζθμβή ηςκ εεηζηχκ ηθχκςκ πμο ελέθναγακ ηα βμκίδζα 

ακαθμνάξ HIS3 ηαζ ADE2. Οζ ηθχκμζ αοημί, 700 ζημ ζφκμθμ, ιεηαθένεδηακ ζε 

ηαζκμφνβζα ηνοαθία –QDO, ανζειήεδηακ ηαζ οπμαθήεδηακ ζε ιζα δζαδζηαζία ζηαδζαημφ 

παναηηδνζζιμφ (΢πήια 3.8).  

Δπεζδή ηα ηφηηανα ζαηπανμιφηδηα έπμοκ ηδκ ζηακυηδηα κα θαιαάκμοκ ηαηά ημ 

ιεηαζπδιαηζζιυ ημοξ έκα ή πενζζζυηενα πθαζιίδζα ήηακ απαναίηδημ ημ ζηνχζζιμ ηςκ 

εεηζηχκ ηθχκςκ ζε ενεπηζηυ ιέζμ SD/-leu/-trp ημοθάπζζημ 3 θμνέξ, έηζζ χζηε κα 

απμιαηνοκεμφκ ηοπυκ επζπθέμκ πθαζιίδζα πνμενπυιεκα απυ ηδκ αζαθζμεήηδ, ηα μπμία εα 

δοζηυθεοακ ηδκ πεναζηένς ακάθοζδ. ΢ηδ ζοκέπεζα μζ εκαπμιείκακηεξ ηθχκμζ (595) 

ζηνχεδηακ ζε ενεπηζηυ ιέζμ -QDO ηαζ οπμαθήεδηακ ζε ακηίδναζδ α-βαθαηημζζδάζδξ 

βζα κα ανεεμφκ μζ ηθχκμζ αοημί πμο εκενβμπμζμφζακ ηαζ ημ ηνίημ βμκίδζμ ακαθμνάξ, εηηυξ 

απυ ηδκ αολμηνμθία, lacZ, βζα κα απμηθεζζημφκ μζ ρεοδχξ εεηζημί ηθχκμζ. Ζ ακηίδναζδ 

αοηή πναβιαημπμζήεδηε επί θίθηνμο, ζηδ πανμοζία ημο οπμζηνχιαημξ X-gal ημ μπμίμ 

δζαζπάηαζ απυ ηδ α-βαθαηημζζδάζδ, δίκμκηαξ ιπθε πνςιαηζηή αθθαβή.  

Αημθμφεςξ, απυ ηάεε εεηζηυ ηθχκμ απμιμκχεδηε ημ ιίβια ηςκ δφμ πθαζιζδίςκ: 

pGBKT7-hCINAP (204-550nt) ηαζ pGADΣ7-Rec-cDNA αζαθζμεήηδξ, ηαζ βζα επζθμβή ηαζ 

απμιυκςζδ ιυκμ ημο πθαζιζδίμο ηδξ αζαθζμεήηδξ, πναβιαημπμζήεδηε ιεηαζπδιαηζζιυξ 
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ημο ιίβιαημξ ηςκ δφμ πθαζιζδίςκ ζε δεηηζηά ααηηήνζα E. coli DH5a, ηα μπμία 

ακαπηφπεδηακ ζε επζθεηηζηυ ενεπηζηυ ιέζμ πμο πενζείπε αιπζηζθθίκδ. Ζ επζθμβή αοηή 

ήηακ ηαημνεςηή βζαηί ιυκμ μ πθαζιζδζαηυξ θμνέαξ pGADΣ7-Rec θένεζ βμκίδζμ πμο 

πνμζδίδεζ ακηίζηαζδ ζημ ακηζαζμηζηυ αοηυ, εκχ μ πθαζιζδζαηυξ θμνέαξ pGBKT7 θένεζ 

βμκίδζμ πμο πνμζδίδεζ ακηίζηαζδ ζημ ακηζαζμηζηυ ηακαιοηίκδ. Οζ ηθχκμζ πμο 

ακαπηφπεδηακ, ιεβάθςζακ ζε οβνυ ενεπηζηυ ιέζμ ηαζ ημ DNA ημο ηάεε ηθχκμο 

απμιμκχεδηε βζα πεναζηένς ακάθοζδ. 

Δπυιεκμ αήια ήηακ μ απμηθεζζιυξ ηςκ ρεοδχξ εεηζηχκ ηθχκςκ ηαζ αοηυ έβζκε 

ηαημνεςηυ ιε ημ ιεηαζπδιαηζζιυ ημο ηάεε απμιμκςιέκμο πθαζιζδζμφ ηδξ αζαθζμεήηδξ 

λεπςνζζηά ζημ ζηέθεπμξ ημο γοιμιφηδηα ΑΖ109 ηαζ έπεζηα ζφγεολδ ημο ιε ημ ζηέθεπμξ 

Τ187 πμο πενζείπε είηε ημ πθαζιίδζμ pGBKT7-hCINAP (204-550nt), είηε ημ πθαζιίδζμ 

pGBKT7-p53 (ζοβπςκεοιέκδ δ πνςηεΐκδ p53) ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε ςξ έθεβπμξ βζα 

απυννζρδ ηςκ ιδ πναβιαηζηχκ αθθδθεπζδνάζεςκ. 

Οζ ηαθθζένβεζεξ ηδξ ζφγεολδξ ζηνχεδηακ ζε ηνοαθία ιε ενεπηζηυ οθζηυ –QDO. 

Θεηζημί ηθχκμζ εεςνήεδηακ ιυκμ αοημί μζ ηθχκμζ ηδξ αζαθζμεήηδξ πμο ακαπηφζζμκηακ ζ’ 

αοηυ ημ επζθεηηζηυ ιέζμ ζηδκ πανμοζία ιυκμ ηδξ οανζδζηήξ πνςηεΐκδξ GAL4-DBD-

hCINAP ηαζ υπζ ζηδκ πανμοζία ηδξ GAL4-DBD-p53, ηαεχξ επίζδξ πανμοζίαγακ 

εκενβυηδηα α-βαθαηημζζδάζδξ. ΢ημ ηέθμξ αοηήξ ηδξ δζαδζηαζίαξ πανέιεζκακ 52 ζεηηθνί 

θιώλνη, μζ μπμίμζ έηοπακ πεναζηένς ακάθοζδξ.  

Οζ εεηζημί ηθχκμζ ηαηδβμνζμπμζήεδηακ ζε μιάδεξ ιε αάζδ ηα παναηηδνζζηζηά 

πνυηοπα πμο θήθεδηακ ζε πήηηςια αβανυγδξ (΢πήια 3.9), ιεηά απυ πμθθαπθαζζαζιυ 

ηςκ εεηζηχκ cDNAs ηδξ αζαθζμεήηδξ ιε αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ (PCR) ηαζ ιε 

κμοηθεμηζδζηή δζάζπαζδ ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ ακηίδναζδξ ιε ημ έκγοιμ AluI. 

Ακηζπνμζςπεοηζηά cDNA απυ ηάεε μιάδα οπμαθήεδηακ ζε αθθδθμφπδζδ.  

Ακηζπανααμθή ηδξ πνμηφπημοζαξ αθθδθμοπίαξ ιε ηζξ δζαεέζζιεξ δθεηηνμκζηέξ 

Βάζεζξ Νμοηθεμηζδζηχκ Αθθδθμοπζχκ μδήβδζε ζηδκ ηαοημπμίδζδ ηδξ ιεηαθναγυιεκδξ 

πνςηεΐκδξ ζε ηάεε πενίπηςζδ (Πίκαηαξ 3.5).  
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 Σύδεπμε θπηηάξωλ δπκνκύθεηα ΑH109 θαη Υ187, πνπ 

πεξηέρνπλ αληίζηνηρα ην πιαζκίδην κε ην cDNA ηεο 

CINAP θαη cDNA από HeLa βηβιηνζήθε 

Επίζηξωζε θαιιηέξγεηαο ζε ηεηξαπιό κέζν  (SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade) γηα επηινγή ηωλ θιώλωλ 

πνπ εθθξάδνπλ ηα γνλίδηα αλαθνξάο His3 θαη Ade2 

Αριθμός κλώνων: 700 

Μεηαθνξά (3 θνξέο) ηωλ θιώλωλ απηώλ ζε δηπιό επηιεθηηθό κέζν (SD/-Trp-/Leu) γηα 

απνκάθξπλζε επηπιένλ ελζωκαηωκέλωλ πιαζκηδίωλ (πέξα από έλα) από ηελ cDNA βηβιηνζήθε. 

Μεηαθνξά ηωλ θιώλωλ μαλά ζε ηεηξαπιό κέζν, πγξέο θαιιηέξγεηεο θαη θύιαμε γιπθεξόιωλ 

Αριθμός κλώνων: 595 

Αληίδξαζε ελεξγόηεηαο β-γαιαθηνζηδάζεο γηα εύξεζε ηωλ θιώλωλ πνπ ελεξγνπνηνύλ ην γνλίδην 

αλαθνξάο lacZ 

Αριθμός κλώνων: 286 

Απνκόλωζε κίγκαηνο πιαζκηδίωλ (BD-CINAP, AD-library) από θάζε θιώλν 

Αριθμός πλαζμιδίων: 286 
 

Μεηαζρεκαηηζκόο κίγκαηνο πιαζκηδίωλ ζε E.coli, επηινγή θαη απνκόλωζε κόλν ηνπ πιαζκηδίνπ 

πνπ πξνέξρεηαη από ηελ βηβιηνζήθε 

Αριθμός πλαζμιδίων: 278 

Μεηαζρεκαηηζκόο ηνπ θάζε πιαζκηδίνπ ηεο βηβιηνζήθεο ζην ζηέιερνο ηνπ δπκνκύθεηα ΑΗ109 

Αριθμός πλαζμιδίων: 275 

Εύξεζε αιεζώο ζεηηθώλ θιώλωλ κε ζύδεπμε ηωλ κεηαζρεκαηηζκέλωλ θπηηάξωλ κε ηα πιαζκίδηα 

BD-CINAP θαη BD-p53  

Αριθμός πλαζμιδίων: 52 

Αληίδξαζε PCR θαη AluI ελδνλνπθιενιπηηθή δηάζπαζε θαη ηαμηλόκεζε 

ηωλ πιαζκηδίωλ ζε νκάδεο  

Αιιεινύρεζε 47 πλαζμιδίων ηεο cDNA βηβιηνζήθεο 

 

 

΢ρήκα 3.8: ΢ρεκαηηθή πνξεία ηεο ζπλνιηθήο πνξείαο θαη ησλ απνηειεζκάησλ ηεο κεζόδνπ 

ησλ δύν πβξηδίσλ ζην δπκνκύθεηα (Yeast Two-Hybrid System).  
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΢ρήκα 3.9: Γηαρσξηζκόο ζε πήθησκα αγαξόδεο ησλ πξντόλησλ ηεο PCR ησλ ζεηηθώλ 

θιώλσλ θαη ησλ ζξαπζκάησλ απηώλ, πνπ πξνέθπςαλ κε λνπθιενηηδηθή δηάζπαζε AluI. 
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TABLE  

CLONE  

NUMBER 

IDENTITY   BASIC FUNCTION ACCESSION  

NUMBER 
4, 18  Member RAS oncogene family (RAB1B) 

 

Small GTPase, involved in transfer from ER to Golgi. 
 

 NM_030981.1 

 7  Choroideremia-like (Rab assort protein2) 

 

Rab protein geranylgeranyltransferase activity, GTPase activator 

activity, Rab escort protein activity. 
 

 NM_001821.2 

 14, 20, 33, 36  HCLS1 associated protein X-1 (HAX1), transcript 

variant 1 

 

Associates with hs1, may function in promoting cell survival and may 

associate with cortactin/ems1. 

HAX-1 is RNA binding protein, which suggests new role in mRNA 

translation and/or perinuclear localization (3' untranslated region of 

human vimentin mRNA interacts with protein complexes containing 

eEF-1gamma and HAX1). 
 

 NM_006118.3 

21   Coatomer protein complex subunit beta (COPB) 

 

Golgi coatomer complex, component of the coat of the non clathrin-

coated vesicle, involved in regulation membrane trafficking. 

 NM_016451.3 

24  Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 

(EEF1A1) 

 

Responsible for GTP-dependant binding of aminoacyl-tRNAs to 

ribosomes. 

 NM_001402.5 

54  Ribosomal protein S4 X-linked (RPS4X) 

 

RNA binding, protein biosynthesis  NM_001007.3 

66  Amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family A,  

member 2 binding protein (APBA2BP),  

transcript variant 1 and transcript variant 2 
 

Oxidoreductase activity, protein binding, calcium ion binding, 

regulation of amyloid precursor. 
 

 NM_031232.2 

 67  Proteasome (prosome, macropain) subunit beta type 9  

(large multifunctional protease 2) 

 

Involved in the degradation of cytoplasmic antigens for MHC class I 

antigen presentation pathways (in an ATP/ ubiquitin-dependent non-

lysosomal proteolytic pathway). 
 

 CR541656.1 
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168   LanC lantibiotic sythetase component C-like 1 

(bacterial) (LANCL1) 

 

G-protein coupled receptor activity/ signalling pathway. May play a 

role as a peptide-modifying enzyme component.  
 

 NM_006055.1 

 117  Coenzyme Q9 homolog (S. cerevisiae) 

 

Hypothetical protein LOC57017 

Protein alignment: Ubiquinone biosynthesis protein COQ9, 

mitochondrial precursor. 

Uncharacterized conserved protein (Function unknown). 
 

 NM_020312.1 

259  ACN9 homolog (S. cerevisiae) 

 

Acn9 is a novel protein of gluconeogenesis that is located in the 

mitochondrial intermembrane space. 
 

 BC028409.1 

 73  Egl nine homolog 2 (C.elegans) (EGLN2),  

transcript variant 1 and 3 

 

Regulator of hypoxia inducible factor HIF, alpha-1 subunit by hydro-

xyprenylation and targeting it to proteasome degradation, contributing 

in a non-redundant manner to the regulation of both HIF-1 alpha and 

HIF-2 alpha subunits 
 

 NM_080732.1 

 NM_053046.2 

 478  NODAL modulator 3 (NOMO3) 

 NODAL modulator 2 (NOMO2), transcript variant 2 

 

Part of a protein complex that participates in the Nodal signaling 

pathway during vertebrate development. May antagonize nodal 

signalling (by similarity). 
 

 NM_001004067.1 

 NM_173614.2 

298   Major histocompatibility complex, class I, B Involved in the presentation of foreign antigens to the immune system. 
 

 BC013187.1 

528  Major histocompatibility complex, class I, C Involved in the presentation of foreign antigens to the immune system. 
 

 BC002463.1 

271  Beta actin Involved in cell motility, structure and integrity. 
 

 AK223055.1 

257 Ferritin, light polypeptide Storage of iron in soluble and non-toxic state. 
 

BC016346.1 

546 Ancient ubiquitous protein 1 (AUP1) Unknown function  NM_181575.3 

5, 135 Electron-transfer-flavoprotein alpha polypeptide  

(glutaric aciduria II) (ETFA) 

Auxiliary transport protein activity 
 

NM_000126.2 

507 DAZ associated protein 2 (DAZAP2) RNA-binding protein with 2 RNP motifs. Interact with germ-cell-

specific RNA-binding proteins DAZ (cell differentiation, fertilization, 

spermatogenesis) and DAZL1 (regulation of translation). 
 

NM_014764.2 
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72 Golgi reassemble stacking protein 2 (GORASP2) May be involved in assembly and membrane stacking of the Golgi 

cisternae, and in the process by which Golgi stacks reform after mitotic 

breakdown.   

NM_015530.3 

8 Disulfide isomerase family A, member 6 (PDIA6) Electron transport activity, isomerase activity, protein disulfide 

isomerase activity. 
 

NM_005742.2 

195, 529 Intestinal alkaline phosphatase (ALPI) Alkaline phosphatase activity, hydrolase activity, magnesium ion 

binding 
 

HUMALPI 

68 Glyceroldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) NAD binding, phosphorylating activity, oxidoreductase activity. 

Displays multiple activities, independent of its role in energy 

generation. This functional diversity is dependent on its membrane, 

cytoplasmic or nuclear localization. 

NM_002046 

229 Carbamoy 1-phosphate synthetase 1, mitochondrial 

(CPS1) 

Involved in the urea cycle where the enzyme plays an important role in 

removing excess ammonia from the cell. 
 

NM_001875.2 

493 1-acylglycerol-3-phosphate O- acyltransferase 7 

(lysophosphatidic acid acyltransferase, eta) (AGPAT7) 

 

Acyltransferase activity, calcium ion binding NM_153613.2 

 505  Procollagen-lysine 1, oxoglutarate 5-dioxygenase 1 

(PLOD1) 

Forms hydroxylysine residues in -xaa-lys-gly- sequences in collagens, 

essential for the stability of the intermolecular collagen crosslinks. 
 

NM_000302.2 

 649  Ornithine decarboxylase antizyme1 (OAZ1) Ornithine decarboxylase inhibitor activity 
 

NM_004152.2 

 38  Hypothetical protein FLJ20628 Protein alignment: Chain B, Human putative Trna [1-methyladenosine 

methyltransferase] (334/334 aa). 
 

NM_017910.2 

244 Parvin alpha (PARVA) May regulate reorganization of the actin cytoskeleton in cell division. 
 

NM_018222.2 

 

Πίλαθαο 3.5: Πξσηεΐλεο πνπ βξέζεθαλ λα αιιειεπηδξνύλ κε ηε πξσηεΐλε hCINAP κε ην ζύζηεκα ησλ δύν πβξηδίσλ ζην δπκνκύθεηα. Με ιπθε πνχια 

θαίκμκηαζ μζ πνςηεΐκεξ πμο εεςνήεδηακ πζμ ζδιακηζηέξ ιε αάζδ ηδκ θεζημονβία (υπςξ ελάπεδηε απυ ηδκ αζαθζμβναθία) ηαζ ημκ εκδμηοηηάνζμ εκημπζζιυ 

(πονδκμπθαζιαηζηυξ) βζα πεναζηένς ιεθέηδ.   
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3.3.2 Γηεξεύλεζε πηζαλώλ αιιειεπηδξάζεσλ ηεο hCINAP 

 

3.3.2.1 Γηεξεύλεζε ησλ αιιειεπηδξάζεσλ ηεο hCINAP πνπ πξνέθπςαλ από ην 

ζύζηεκα ησλ δύν πβξηδίσλ ζην δπκνκύθεηα 

Μεηά ηδ ζοζηδιαηζηή ζάνςζδ ηδξ cDNA αζαθζμεήηδξ ηοηηανμζεζνάξ HeLa, πμο 

δζεκενβήεδηε, ηαοημπμζήεδηε έκαξ ανζειυξ ζηυπςκ πμο θαίκεηαζ κα αθθδθεπζδνμφκ ιε ηδκ 

hCINAP (Πίκαηαξ 3.5). ΢ημ ηαηάθμβμ αοηυ, δεκ ειθακζγυηακ ηαιία βκςζηή πνςηεΐκδ πμο 

ειπθέηεηαζ ζημ θεζημονβζηυ ιμκμπάηζ ηδξ coilin ή ηςκ CBs, υπςξ ακαιεκυηακ. Δπζπθέμκ, 

παναηδνείηαζ δ φπανλδ ανηεηχκ πνςηεσκχκ, πμο μ εκδμηοηηάνζμξ εκημπζζιυξ ημοξ ιε 

αάζδ ηδκ αζαθζμβναθία, πανμοζζάγεηαζ ζε ζοβηεηνζιέκα μνβακίδζα ημο ηοηηάνμο υπςξ 

ιζημπυκδνζα, εκδμπθαζιαηζηυ δίηηομ ηαζ ζοζηεοή Golgi ή ζε ζοβηεηνζιέκεξ πενζμπέξ ημο 

ηοηηάνμο υπςξ ηοηηανυπθαζια ηαζ πθαζιαηζηή ιειανάκδ. Ο εκδμηοηηάνζμξ εκημπζζιυξ 

αοηχκ ηςκ πνςηεσκχκ ςξ εη ημφημο, δεκ ηαοηίγεηαζ ιε αοηυκ πμο πανμοζζάγεζ δ πνςηεΐκδ 

hCINAP, δ μπμία πανμοζζάγεηαζ δζάποηδ ζημ πονδκυπθαζια ηαζ ςξ αοημφ ηνίεδηε 

απίεακμ κα αθθδθεπζδνμφκ. Πμθθέξ απυ αοηέξ ηζξ πνςηεΐκεξ, πανμοζζάγμοκ θεζημονβία 

εκγφιςκ πμο ηαηαθφμοκ ζοβηεηνζιέκεξ ακηζδνάζεζξ.  

Σμ βεβμκυξ αοηυ ιπμνεί κα ιδκ είκαζ ηοπαίμ. Ωξ βκςζηυ, δ πνςηεΐκδ hCINAP 

ηαηαηάπηδηε ζηδκ μζημβέκεζα ηςκ αδεκοθζηχκ ηζκαζχκ (AKs) θυβς ηδξ μιμζυηδηαξ ζηδκ 

αθθδθμοπία ηαζ ηδ δμιή πμο πανμοζζάγεζ (Ren et al., 2005). Μέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ 

AKs έπμοκ εκδμηοηηάνζα ηαηακμιή είηε ζηα ιζημπυκδζα, είηε ζημ ηοηηανυπθαζια (αθ. 

Δζζαβςβή) ηαζ ζοκαπμιμκχκμκηαζ ηαζ πζεακχξ κα πανμοζζάγμοκ αθθδθεπίδναζδ ιε 

πμθθά βθοημθοηζηά έκγοια (Dzeja et al., 1985, Gellerich, 1992) ή αθθδθεπζδνμφκ άιεζα 

ιε πμθθά έκγοια ημο ζοιπθέβιαημξ ηδξ dNTP ζοκεάζδξ (Kim et al., 2005).   

Ακάιεζα ζε αοημφξ ημοξ πνςηεσκζημφξ ζηυπμοξ, ηνίεδηακ ςξ ζδζαίηενα 

εκδζαθένμκηεξ, ημ έκγοιμ αθοδνμβμκάζδ ηδξ 3-θςζθμνζηήξ-D-βθοηενζκαθδεΰδδξ 

(GAPDH) ηαζ δ πνμθοθ-οδνμλοθάζδ PHD1. Οζ δφμ αοηέξ πνςηεΐκεξ πανμοζζάγμοκ 

πονδκζηή εκδμηοηηάνζα ηαηακμιή, πμο ζοιθςκεί ιε αοηή ηδξ hCINAP ηαζ επζπθέμκ 

δζαδναιαηίγμοκ ζδιακηζηέξ θεζημονβίεξ ζημκ πονήκα ηαζ εα ήηακ εκδζαθένμκ κα 

ιεθεηδεεί ηαηά πυζμ δ hCINAP ειπθέηεηαζ ζε αοηέξ. Σμ GAPDH ηα ηεθεοηαία πνυκζα 

έπεζ ακαδεζπεεί ςξ έκα πμθο-θεζημονβζηυ ιυνζμ ζημκ πονήκα θαιαάκμκηαξ ιένμξ ζε 

δζαδζηαζίεξ υπςξ δ πονδκζηή ελαβςβή ημο RNA, δ ακηζβναθή ηαζ επζδζυνεςζδ ημο DNA, 

δ εκίζποζδ ηδξ βμκζδζαηήξ έηθναζδξ, δ μβημβέκεζδ ηαζ δ απυπηςζδ (Sirover, 1999), 

επζπνυζεεηα απυ ηδ βκςζηή ημο δνάζδ ηαηά ηδ βθοηυθοζδ. H PHD1, είκαζ ιζα πνμθφθ-

οδνμλοθάζδ πμο θεζημονβεί οδνμλοθζχκμκηαξ ημκ ιεηαβναθζηυ πανάβμκηα HIF-1α ζε 

ηακμκζηή ζοβηέκηνςζδ μλοβυκμο (20% O2) πνμςεχκηαξ ηδκ μοαζηζηζθίςζδ ηαζ ηδκ 
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ζηυπεοζδ ημο ζημ πνςηεάζςια πνμξ απμζημδυιδζδ (Pugh and Ratcliffe, 2003). 

Ακηζεέηςξ, ηάης απυ ζοκεήηεξ παιδθήξ ζοβηέκηνςζδξ μλοβυκμο (1% Ο2, οπμλία), δ 

PHD1 είκαζ ζδιακηζηά ακεκενβή, μδδβχκηαξ ζηδ ζηαεενμπμίδζδ ημο HIF-1α, μ μπμίμξ 

επάβεζ ηδκ εκενβμπμίδζδ πενίπμο 60 βμκζδίςκ (Fedele et al., 2002).    

Όπςξ πνμακαθένεδηε, δ ιέεμδμξ ηςκ δφμ οανζδίςκ, δεκ εηθαιαάκεηαζ ςξ 

αδζαιθζζαήηδηδ απυδεζλδ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ δφμ πνςηεσκχκ, ηαζ έηζζ ήηακ 

ακαβηαία δ δζενεφκδζδ ηαζ δ επζαεααίςζδ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιε άθθεξ 

ζοιπθδνςιαηζηέξ, ακελάνηδηεξ ιεευδμοξ, μζ μπμίεξ εα εκίζποακ ημ εφνδια ηδξ 

αθθδθεπίδναζδξ. Γζα ημ ζημπυ αοηυ πναβιαημπμζήεδηακ δφμ πανάθθδθεξ, 

ζοιπθδνςιαηζηέξ πνμζεββίζεζξ: α) αζμπδιζηά πεζνάιαηα ζοκ-επζθμβήξ (co-selection) in 

vitro ηαζ α) ζοκ-ακμζμηαηααφεζζδ (co-immunoprecipitation). 

Ζ ιέεμδμξ ηδξ ζοκ-επζθμβήξ, δ μπμία ααζίγεηαζ ζηζξ ανπέξ ηδξ πνςιαημβναθίαξ 

ζοββέκεζαξ. Ωξ πνχημ αήια, ήηακ δ ηθςκμπμζήζδ ημο πθήνμοξ cDNA πμο ηςδζημπμζμφζε 

ηδκ ηάεε «εκ δοκάιεζ» αθθδθεπζδνχζα πνςηεΐκδ, PHD1 ηαζ GAPDH, ζε ηαηάθθδθμοξ 

πθαζιζδζαημφξ θμνείξ, μζ μπμίμζ πενζείπακ βμκίδζα βζα ιεηάθναζδ ηςκ επζημπίςκ είηε ηδξ 

ηνακζθενάζδξ ηδξ S-βθμοηαεεζυκδξ (GST) [pGEX-4T-1 (Amersham Pharmacia)], είηε ηδξ 

ελα-ζζηζδίκδξ (His6) [pHAT2 ηαζ pRSETA/B, (Invitrogen)]. Σμ ηάεε cDNA 

πμθθαπθαζζάζηδηε ιε ηδκ ηεπκζηή ηδξ PCR ιε ηδ πνήζδ mRNA απυ ηοηηανμζεζνά HeLa 

ηαζ ηαηάθθδθα εηηζκδηζηά μθζβμκμοηθεμηίδζα (Πίκαηαξ 2.11).  

Έπεζηα, πναβιαημπμζήεδηε ιεθέηδ ηδξ έηθναζδξ ηαζ ηδξ δζαθοηυηδηαξ ηςκ 

ακαζοκδοαζιέκςκ πνςηεσκχκ ζηα ααηηήνζα BL21(DE3)-pLysS ηαζ BL21-codonplus 

(DE3)-RIL, ιε πνήζδ ζοκδοαζιμφ παναιέηνςκ (ζοβηέκηνςζδ IPTG: 0.05 mM ηαζ 1 mM, 

πνυκμξ: 3 h, 5 h ηαζ 16 h), βζα ηδκ εφνεζδ ηςκ ζδακζηυηενςκ ζοκεδηχκ. Πανάθθδθα 

πνδζζιμπμζήεδηακ ανκδηζηά δείβιαηα εθέβπμο (πθαζιζδζαημί θμνείξ πςνίξ έκεεια) βζα 

ημκ έθεβπμ ηδξ εβηονυηδηαξ ηςκ απμηεθεζιάηςκ.  

Σα επίπεδα έηθναζδξ ηαζ ημ πμζμζηυ δζαθοηυηδηαξ ηδξ ηάεε οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδξ, 

εθέπεδζακ ιε δθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια πμθοαηνοθαιίδδξ (SDS-PAGE) ηαζ 

ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western ιε εζδζηά ακηζζχιαηα έκακηζ ηςκ οπμ-ιεθέηδ πνςηεσκχκ 

(2.4).  

΢ημοξ Πίκαηεξ 3.6 ηαζ 3.7 παναηίεεκηαζ μζ ζοκεήηεξ πμο δμηζιάζηδηακ βζα ηάεε 

πθαζιίδζμ πμο πνδζζιμπμζήεδηε, ακηίζημζπα βζα ηδκ πνςηεΐκδ EGLN2 ηαζ GAPDH, 

ηαεχξ επίζδξ ηαζ ημ ηαθφηενμ απμηέθεζια πμο πνμέηορε ζπεηζηά ιε ηδκ έηθναζδ ηαζ ημ 

πμζμζηυ δζαθοηυηδηαξ ηδξ ηάεε οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδξ. Γζα ηδκ πνςηεΐκδ EGLN2 ηνίεδηε 

ηαηαθθδθυηενμ ημ πθαζιίδζμ pGEX-4T-1 ζημ ααηηδνζαηυ ζηέθεπμξ BL21-codonplus 

(DE3)-RIL, εκχ βζα ηδκ πνςηεΐκδ GAPDH ημ πθαζιίδζμ pGEX-4T-1 ζημ ααηηδνζαηυ 
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ζηέθεπμξ BL21(DE3)-pLysS. Καζ ζηζξ δφμ αοηέξ πενζπηχζεζξ, μζ ηαηαθθδθυηενεξ 

ζοκεήηεξ πνμέηορακ απυ επαβςβή ηδξ έηθναζδξ ιε IPTG ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 1 mM 

ηαζ ζοθθμβή ηςκ δεζβιάηςκ ιεηά απυ 6 h βζα ηδκ EGLN2 ηαζ 18 h βζα ημ GAPDH. Γζα ηδκ 

πνςηεΐκδ hCINAP ήηακ ήδδ βκςζηυ υηζ εηθναγυηακ ζε ρδθά επίπεδα ηονίςξ ζε δζαθοηή 

ιμνθή ζημ πθαζιίδζμ pRSETB ζημ ααηηδνζαηυ ζηέθεπμξ BL21(DE3)-pLysS, ιε επαβςβή 

ηδξ έηθναζδξ ιε IPTG ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 1 mM ηαζ ζοθθμβή ηςκ δεζβιάηςκ ιεηά 

απυ 3 h. 

Γζα ηδκ δζενεφκδζδ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ηδξ hCINAP ιε ηδκ EGLN2 ηαζ ακηίζημζπα 

ιε ηδκ GAPDH, θφεδηακ δείβιαηα ηςκ ακαζοκδοαζιέκςκ πνςηεσκχκ 6xHis-hCINAP, 

GST-EGLN2 ηαζ GST-GAPDH, ηαεχξ ηαζ ημο πθαζιζδίμο pGEX-4T-1 ςξ δείβια 

ανκδηζημφ εθέβπμο. Ανπζηά ημ πνςηεσκζηυ θφια ηδξ ακαζοκδοαζιέκδξ πνςηεΐκδξ hCINAP 

πςνίζηδηε ζε 3 ζζυπμζα ιένδ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ζε ηαεέκα απυ αοηά πνμζηέεδηε ημ 

πνςηεσκζηυ θφια ηςκ GST-EGLN2, GST-GAPDH ηαζ GST (απυ pGEX-4T-1) ηαζ 

αημθμφεδζε επχαζδ βζα 1 h ζημοξ 4 ºC, έηζζ χζηε ακ μζ πνςηεΐκεξ αθθδθεπζδνμφζακ κα 

δδιζμονβήζμοκ ζφιπθμημ. Έπεζηα ζημ ιείβια ηςκ πνςηεσκχκ πνμζηέεδηακ ζθαζνίδζα πμο 

έθενακ αηζκδημπμζδιέκδ βθμοηαεεζυκδ ηαζ επςάζηδηακ βζα αηυια 1 h ζημοξ 4 ºC.   

Σμ ηάεε δείβια πςνίζηδηε ζε δφμ ζζυπμζα ιένδ ηαζ θμνηχεδηε ζε δφμ πδηηχιαηα 

αηνοθαιζδίμο πμο δθεηηνμθμνήεδηακ. ΢ηδκ ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western πμο 

αημθμφεδζε πνδζζιμπμζήεδηε ζηδ ιία ιειανάκδ ημ ακηίζςια έκακηζ ηδξ hCINAP ηαζ ζηδ 

δεφηενδ ιειανάκδ ημ ακηίζςια έκακηζ ηδξ EGLN2 ή ηδξ GAPDH (ημ ζπήια δε 

παναηίεεηαζ). Απυ ημ απμηέθεζια πνμέηορε υηζ δ πνςηεΐκδ 6xHis-hCINAP ειθακζγυηακ 

ζημ αοημναδζμβνάθδια εηηυξ απυ ηα δείβιαηα ιε ηα ζθαζνίδζα πμο πενζείπακ ηδκ GST-

EGLN2 ηαζ GST-GAPDH ηαζ ζημ δείβια ιε ηα ζθαζνίδζα πμο πενζείπε ημ πθαζιίδζμ 

pGEX-4T-1, ημ μπμίμ θεζημονβμφζε ςξ ανκδηζηυ δείβια ακαθμνάξ, ιε αηνζαχξ ηδκ ίδζα 

έκηαζδ. ΢οκεπχξ ιε ηδ ιεεμδμθμβία αοηή δεκ ήηακ δοκαηή δ επζαεααίςζδ ηδξ 

αθθδθεπίδναζδξ.  
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Πίλαθαο 3.6: ΢πλνπηηθόο πίλαθαο ζπλδπαζηηθώλ παξακέηξσλ έθθξαζεο θαη δηαιπηόηεηαο ηεο αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο EGLN2 ζηα ηξία πιαζκίδηα 

θαη ζηα δύν βαθηεξηαθά ζηειέρε πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ. Οζ ηαθφηενεξ ζοκεήηεξ έηθναζδξ ηαζ δζαθοηυηδηαξ πμο επζηεφπεδηακ θαίκμκηαζ ιε βηνίγμ πνχια.  

Πιαζκίδην 

 

΢ηέιερνο  

E. coli 

Σειηθή 

ζπγθέληξσζε 

IPTG (mM) 

Υξόλνο 

Δπαγσγήο 

(h) 

 

SDS-PAGE 

Γηαιπηόηεηα Αλνζν- 

απνηύπσζε 

θαηά  

Western 

Γηαιπηή 

(%) 

Αδηάιπηε 

(%) 

 

 

pGEX-4T-1 

BL21(DE3)-

pLysS 

1 4  Γζαηνζηή ιπάκηα  60 40 Θεηζηυ ζήια 

18 Γζαηνζηή ιπάκηα 100 0 

BL21-codonplus 

(DE3)-RIL 

1 6 Έκημκδ δζαηνζηή ιπάκηα 50 50 Έκημκμ εεηζηυ 

ζήια 18 Έκημκδ δζαηνζηή ιπάκηα 50 50 

 

 

pHAT2 

BL21(DE3)-

pLysS 

1 4   Απκή ιπάκηα  0 100 Μδ εεηζηυ  

ζήια 
18 Γζαηνζηή ιπάκηα  50 50 

BL21-codonplus 

(DE3)-RIL 

1 6 Γζαηνζηή ιπάκηα 80 20 Θεηζηυ ζήια 

18 Έκημκδ δζαηνζηή ιπάκηα 80 20 

 

 

pRSETΒ 

 

BL21(DE3)-

pLysS 

1 4 Γζαηνζηή ιπάκηα 0 100 / 

18 Μδ δζαηνζηή ιπάκηα / / 

BL21-codonplus 

(DE3)-RIL 

0.05 5 Μδ δζαηνζηή ιπάκηα / / Αζεεκέξ εεηζηυ 

ζήια 18 Γζαηνζηή ιπάκηα 80 20 
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Πίλαθαο 3.7: ΢πλνπηηθόο πίλαθαο ζπλδπαζηηθώλ παξακέηξσλ έθθξαζεο θαη δηαιπηόηεηαο ηεο αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο GAPDH ζηα ηξία πιαζκίδηα 

θαη ζηα δύν βαθηεξηαθά ζηειέρε πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ. Οζ ηαθφηενεξ ζοκεήηεξ έηθναζδξ ηαζ δζαθοηυηδηαξ πμο επζηεφπεδηακ θαίκμκηαζ ιε βηνίγμ πνχια.  

 

 

Πιαζκίδην 

 

 

΢ηέιερνο 

E. coli 

 

Σειηθή 

ζπγθέληξσζε 

IPTG (mM) 

Υξόλνο 

Δπαγσγήο 

(h) 

 

 

SDS-PAGE 

 

Γηαιπηόηεηα 

Αλνζν- 

απνηύπσζε 

θαηά 

Western 

Γηαιπηή 

(%) 

Αδηάιπηε 

(%) 

 

pGEX-4T-1 

BL21(DE3)-

pLysS 

1 4 Έκημκεξ ιπάκηεξ ζημ 

ακαιεκυιεκμ ιέβεεμξ  

10 9  

Έκημκμ εεηζηυ 

ζήια 18 Έκημκεξ ιπάκηεξ ζημ 

ακαιεκυιεκμ ιέβεεμξ 

60 40 

 

 

pHAT2 

BL21(DE3)-

pLysS 

1 4 Μδ δζαηνζηή ιπάκηα / /  

 

Αζεεκέξ 

εεηζηυ ζήια 

18 Μδ δζαηνζηή ιπάκηα / / 

BL21-

codonplus 

(DE3)-RIL 

 5 Μδ δζαηνζηή ιπάκηα / / 

18 Μδ δζαηνζηή ιπάκηα / / 

 

 

pRSETΑ 

 

BL21(DE3)-

pLysS 

1 3 Έκημκεξ ιπάκηεξ ζημ 

ακαιεκυιεκμ ιέβεεμξ 

0 100  

 

 

Θεηζηυ ζήια 
18 Μπάκηεξ ζημ 

ακαιεκυιεκμ ιέβεεμξ 

0 100 

BL21-

codonplus 

(DE3)-RIL 

0.05 5 Έκημκεξ ιπάκηεξ ζημ 

ακαιεκυιεκμ ιέβεεμξ 

0 100 

18 Έκημκεξ ιπάκηεξ ζημ 

ακαιεκυιεκμ ιέβεεμξ 

0 100 
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Έηζζ, επζπεζνήεδηε επακάθδρδ ημο πεζνάιαημξ ιε πνήζδ ζθαζνζδίςκ κζηεθίμο (Ni
2+

-

ΝΣΑ) βζα δέζιεοζδ ηδξ 6xHis-hCINAP ζε αοηά ηαζ εθέβπμο δέζιεοζδξ ηςκ πνςηεσκχκ 

GST-EGLN2 ή GST-GAPDH ακηίζημζπα. Ωξ ανκδηζηυ δείβια ακαθμνάξ, ζε αοηή ηδκ 

πενίπηςζδ πνδζζιμπμζήεδηε ημ πθαζιίδζμ pRSETB. Απυ ηα απμηεθέζιαηα αοημφ ημο 

πεζνάιαημξ, πνμέηορε ηαζ πάθζ υηζ μζ πνςηεΐκεξ GST-EGLN2 ηαζ GST-GAPDH 

δεζιεφμκηακ ζηα ζθαζνίδζα Ni
2+

-ΝΣΑ, ηυζμ ζηδκ πανμοζία ηδξ 6xHis-hCINAP υζμ ηαζ 

ζηδκ πανμοζία ιυκμ ημο πθαζιζδίμο pRSETB (ανκδηζηυ δείβια). Ακ ηαζ δ έκηαζδ ζημ 

ανκδηζηυ δείβια ήηακ ειθακχξ ιζηνυηενδ ζε ζφβηνζζδ ιε ημ εεηζηυ δείβια, δεκ ιπμνμφζε 

κα ελαπεεί αζθαθέξ ζοιπέναζια βζα ηδκ αθθδθεπίδναζδ ηςκ οπυ ιεθέηδ πνςηεσκζηχκ 

γεοβανζχκ hCINAP-EGLN2 ηαζ hCINAP-GAPDH (ημ ζπήια δε παναηίεεηαζ).  

 Λυβς ημο βεβμκυημξ υηζ δεκ ιπμνμφζε κα ελαπεεί ζοιπέναζια βζα ηδκ επζαεααίςζδ 

ημο απμηεθέζιαημξ ηςκ αθθδθεπζδνάζεςκ ιε ηδ ιέεμδμ ηδξ ζοκ-επζθμβήξ, επζπεζνήεδηε 

δζενεφκδζδ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιε ηδ ιέεμδμ ηδξ ζπλ-αλνζνθαηαβύζηζεο. Καηά ηδ 

ιέεμδμ αοηή, πναβιαημπμζήεδηε θφζδ ηοηηάνςκ HeLa ηαζ πςνζζιυξ ημο ζε δφμ ίζα ιένδ. 

΢ημ έκα πνμζηέεδηε ελεζδζηεοιέκμ ακηίζςια έκακηζ ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP ηαζ ζημ άθθμ 

ακηίζςια πνζκ ηδκ ακμζία ημο γχμο (pre-immune), ημ μπμίμ θεζημφνβδζε ςξ ανκδηζηυ 

δείβια ακαθμνάξ ηαζ πναβιαημπμζήεδηε επχαζδ ζημοξ 4 ºC βζα 3 h, οπυ ζοκεπή 

ακάδεοζδ. Σα ζπδιαηζζεέκηα ακμζμζοιπθέβιαηα ηδξ hCINAP ακμζμηαηααοείζηδηακ ιε 

ζθαζνίδζα G-Sepharose ζηα μπμία πνμζδέεδηε ημ ακηίζςια, ακαθφεδηακ ιε 

δθεηηνμθυνδζδ SDS-PAGE ηαζ έπεζηα ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western, ιε πνήζδ 

ακηζζςιάηςκ έκακηζ ηςκ οπυ ιεθέηδ πνςηεσκχκ. 

Απυ ημ ακμζμαπμηφπςια (΢πήια 3.10) πνμέηορε, υηζ εκχ δ πνςηεΐκδ hCINAP 

δεζιεουηακ ηαζ ακμζμηαηααοεζγυηακ ιυκμ ζηδ πενίπηςζδ πμο πνδζζιμπμζείημ ημ 

ακηίζςια έκακηζ ηδξ, ηαζ υπζ ζηδ πενίπηςζδ ημο ανκδηζημφ δείβιαημξ ακαθμνάξ (pre-

immune), μζ πνςηεΐκεξ EGLN2 ηαζ GAPDH ακμζμηαηααοείγμκηακ ηυζμ ζηδκ πενίπηςζδ 

πμο ζηα ζθαζνίδζα ήηακ δεζιεοιέκμ ημ ακηίζςια έκακηζ ηδξ hCINAP υζμ ηαζ ζηδκ 

πενίπηςζδ πμο ζηα ζθαζνίδζα ήηακ δεζιεοιέκμ ημ pre-immune (ιάθζζηα ζηδ πενίπηςζδ 

ημο GAPDH ημ ζήια ζημ ανκδηζηυ δείβια ακαθμνάξ ήηακ ηαζ ιεβαθφηενδξ έκηαζδξ απυ 

ημ δείβια εθέβπμο). Θα πνέπεζ κα ζδιεζςεεί υηζ δ ιπάκηα πμο ειθακίγεηαζ ζηα δείβιαηα 

ηςκ ζθαζνζδίςκ, πζμ ρδθά απυ ηδκ hCINAP (πάκς απυ ηα 26 kDa), ακηζζημζπεί ζηδκ 

εθαθνζά αθοζίδα ημο ακηζζχιαημξ (Light Chain IgG). 

Με αάζδ ηα απμηεθέζιαηα πμο πνμέηορακ απυ ηζξ δφμ ζοιπθδνςιαηζηέξ 

πνμζεββίζεζξ πμο αημθμοεήεδηακ, δεκ ήηακ δοκαηή δ επζαεααίςζδ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ 

ιεηαλφ ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP ηαζ ηςκ πνςηεσκχκ EGLN2 ηαζ GAPDH. Δπμιέκςξ, είκαζ 

πζεακυκ μζ πνςηεΐκεξ αοηέξ κα έδςζακ ρεοδχξ εεηζηά απμηεθέζιαηα ζηδ ιέεμδμ ημο 
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ζοζηήιαημξ ηςκ δφμ οανζδίςκ. Σα ρεοδχξ εεηζηά απμηεθέζιαηα, ιπμνεί κα μθείθμκηαζ 

αοηυ ηαε’ αοηυ ζημ ζοβηεηνζιέκμ ζφζηδια ημ μπμίμ είκαζ βκςζηυ υηζ πανμοζζάγεζ ρεοδχξ 

εεηζηά απμηεθέζιαηα ή ζημ βεβμκυξ υηζ βζα ηδ ζάνςζδ ηδξ cDNA αζαθζμεήηδξ 

πνδζζιμπμζήεδηε ακαβηαζηζηά ηιήια ημο cDNA ηδξ hCINAP, αθμφ μθυηθδνμ ημ cDNA 

εκενβμπμζμφζε ηα βμκίδζα ακαθμνάξ ηαζ δεκ ήηακ εθζηηυ κα πνδζζιμπμζδεεί.    

 

 

 

 

 

 

΢ρήκα 3.10: Γηεξεύλεζε ηεο αιιειεπίδξαζεο ηεο πξσηεΐλεο hCINAP κε ηηο πξσηεΐλεο 

EGLN2 θαη GAPDH. ΢ημ ζπήια πανμοζζάγεηαζ ημ ακμζμαπμηφπςια ηαηά Western ιεηά απυ 

πείναια ακμζμηαηααφεζζδξ πμο πναβιαημπμζήεδηε ιε ζθαζνίδζα ζεθανυγδξ Α, ζηα μπμία 

δεζιεφηδηε ακηίζςια είηε έκακηζ ηδξ hCINAP, είηε μνυξ πνζκ ηδκ ακμζία ημο γχμο (pre-immune), 

ημ μπμίμ είκαζ ανκδηζηυ δείβια εθέβπμο. ΢ημ ζπήια θαίκμκηαζ ηα δείβιαηα πμο ακηζζημζπμφκ ζε 

αοηά ηα ζθαζνίδζα, ηαεχξ επίζδξ ημ ανπζηυ δείβια ημο πνςηεσκζημφ θφιαημξ, υπςξ ηαζ ηα 

αδέζιεοηα δείβιαηα. Με αέθμξ δδθχκεηαζ δ ιπάκηα πμο ακηζζημζπεί ζηδκ εθαθνζά αθοζίδα ημο 

ακηζζχιαημξ.   
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3.3.2.2 Δμέηαζε αιιειεπίδξαζεο ηεο hCINAP κε ηνλ επαγόκελν από ηελ ππνμία, 

κεηαγξαθηθό παξάγνληα HIF-1α 

Πανάθθδθα ιε ηδκ δζελαβςβή πεζναιάηςκ ζημ ηιήια 3.3.2.1, βζα ηδκ επζαεααίςζδ 

ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ηδξ hCINAP ιε ηζξ πνςηεΐκεξ EGLN2 (PHD1) ηαζ GAPDH υπςξ 

αοηέξ πνμέηορακ απυ ημ ζφζηδια ηςκ δφμ οανζδίςκ, επζπεζνήεδηε δ δζενεφκδζδ ηδξ 

αθθδθεπίδναζδξ ηδξ hCINAP ιε ηδ ιέεμδμ ημο Τ2Ζ, ιε ημ ιεηαβναθζηυ πανάβμκηα HIF-

1α, μ μπμίμξ οδνμλοθζχκεηαζ απυ ηδκ EGLN2, ζοκεζζθένμκηαξ έηζζ ζηδκ απμζημδυιδζή 

ημο ζε ζοκεήηεξ ηακμκζηήξ ηάζδξ Ο2.  

Όπςξ έπεζ πνμακαθενεεί, μ HIF-1α είκαζ ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ ηαζ υπςξ είκαζ 

θοζζηυ δζαεέηεζ ηαζ ηζξ δφμ πενζμπέξ (DBD ηαζ AD) πμο είκαζ ζηακέξ βζα κα πνμάλμοκ ηδκ 

εκενβμπμίδζδ ηςκ βμκζδίςκ ακαθμνάξ υπςξ έπεζ ελδβδεεί πνμδβμοιέκςξ. Δπμιέκςξ βζα 

ηδ πνήζδ αοηήξ ηδξ πνςηεΐκδξ ζε αοηυ ημ ζφζηδια, έπνεπε κα δζαβναθεί ιία εη ηςκ δφμ 

ηδξ πενζμπχκ ηαζ απυ ηδ δμιζηή ηαζ θεζημονβζηή ηδξ ζφζηαζδ ήηακ θακενυ υηζ αοηή ήηακ 

δ DBD. Σμ πθαζιίδζμ πμο πνδζζιμπμζήεδηε ζε αοηή ηδκ πεζναιαηζηή δζαδζηαζία ήηακ μ 

pAS2-1 ζημκ μπμίμ ήηακ εκζςιαηςιέκμ ημ ηιήια ημο cDNA ημο HIF-1α (576-826 αα), ημ 

μπμίμ είπε ελαζθαθζζεεί απυ ημκ Γνα Gregg Semenza (Johns Hopkins Institute for Cell 

Engineering) ηαζ είπε ήδδ πνδζζιμπμζδεεί απυ ηδκ μιάδα ημο βζα ζάνςζδ cDNA 

αζαθζμεήηδξ (Mahon et al., 2001).  

Σμ πθαζιίδζμ αοηυ ιεηαζπδιαηίζηδηε ζημ ζηέθεπμξ AH109, εκχ πανάθθδθα ημ 

πθαζιίδζμ pACT2-hCINAP ιεηαζπδιαηίζηδηε ζημ ζηέθεπμξ Y187. Δπίζδξ 

ιεηαζπδιαηίζηδηακ ηαζ μζ πθαζιζδζαημί θμνείξ πςνίξ έκεεια (ανκδηζηά δείβιαηα 

εθέβπμο) ζηα δφμ ζηεθέπδ. ΢ηδ ζοκέπεζα ηα ιεηαζπδιαηζζιέκα ηφηηανα ζαηπανμιφηδηα 

ζογεφπεδηακ (pAS2-1-HIF-1α/pACT2-hCINAP, pAS2-1/pACT2-hCINAP, pAS2-1-HIF-

1α/pACT2) ηαζ αθέεδηακ κα ιεβαθχζμοκ ζε δζπθυ, ηνζπθυ ηαζ ηεηναπθυ ενεπηζηυ ζηενευ 

οθζηυ. ΢ηδκ πενίπηςζδ πμο δ δφμ πνςηεΐκεξ εα αθθδθεπζδνμφζακ εα ακαπηφζζμκηακ 

ηθχκμζ ζε πενίμδμ ιζα αδμιάδαξ ζηα ηνζπθά ηαζ ηεηναπθά ενεπηζηά ιέζα. Σμ απμηέθεζια 

αοηήξ ηδξ ιεευδμο ήηακ ανκδηζηυ ηαζ επμιέκςξ μζ δφμ πνςηεΐκεξ θαίκεηαζ κα ιδκ 

αθθδθεπζδνμφκ ή δεκ αθθδθεπζδνμφκ ηάης απυ ηζξ ζοκεήηεξ πμο ιεθεηήεδηακ.     
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3.3.3 Πξσηενκηθή αλάιπζε αιιειεπηδξάζεσλ ηεο hCINAP κε ηε κέζνδν SILAC-MS 

΢’ αοηή ηδκ πεζναιαηζηή εκυηδηα επζπεζνήεδηε πμζμηζηή ηαζ πμζμηζηή ηαοημπμίδζδ 

ηςκ ζοκμθζηχκ αθθδθεπζδνάζεςκ ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP ζημκ πονήκα ημο ακενχπζκμο 

ηοηηάνμο ιε πνδζζιμπμίδζδ ημο ζοκδοαζιμφ ηδξ ιεευδμο SILAC (stable isotope labeling 

of amino acids in culture) ηαζ ηδξ ορδθήξ εοηνίκεζαξ θαζιαημζημπίαξ ιάγαξ (Trinkle-

Mulcahy et al., 2006).  

Γζα ηδκ πναβιαημπμίδζδ ημο ζηυπμο αοηήξ ηδξ εκυηδηαξ ήηακ ανπζηά απαναίηδηδ δ 

ηαηαζηεοή ζηαεενάξ ιεηαζπδιαηζζιέκδξ ηοηηανμζεζνάξ HeLa
GFP-hCINAP

, ζηδκ μπμία δ 

πνςηεΐκδ hCINAP ανζζηυηακ ζοβπςκεοιέκδ ιε ηδκ πνάζζκμ-θεμνίγμοζα πνςηεΐκδ (GFP). 

Ζ ηαηαζηεοή ηαζ μ παναηηδνζζιυξ ηδξ ηοηηανμζεζνάξ αοηήξ ακαθφμκηαζ ζημ ηιήια 3.4. 

 Δπζπθέμκ, ήηακ ακαβηαία δ πανάθθδθδ πνήζδ ηδξ ζηαεενάξ ιεηαζπδιαηζζιέκδξ 

ηοηηανμζεζνάξ HeLa
GFP

 ςξ δείβια ακαθμνάξ, δ μπμία ηαηαζηεοάζηδηε ηαζ 

παναπςνήεδηε απυ ημ ενβαζηήνζμ ημο ηαεδβδηή Angus Η. Lamond (University of Dundee, 

UK), ζηα πθαίζζα ενεοκδηζηήξ ζοκενβαζίαξ, ζημ ενβαζηήνζμ ημο μπμίμο δζελάπεδηε δ 

ιέεμδμξ αοηή, υπςξ ηαζ έκα ιεβάθμ ιένμξ ηςκ πεζναιάηςκ πμο αημθμοεμφκ 

(οπμηεθάθαζα 3.5, 3.6, 3.7), ηαηά ηδ δζάνηεζα οπμηνμθίαξ ιζηνήξ δζάνηεζαξ (3 ιήκεξ) πμο 

ιμο απεκειήεδ απυ ημ EMBO (EMBO short-term fellowship).  

  

 

3.3.3.1 Πηινηηθό πείξακα αλνζνθαηαβύζηζεο ηεο πβξηδηθήο πξσηεΐλεο GFP-hCINAP  

Γζα ηδκ επζαεααίςζδ ηδξ ακμζμηαηααφεζζδξ ηδξ GFP-hCINAP, ζημοξ δφμ ηθχκμοξ 

ηδξ ζηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκδξ ηοηηανμζεζνάξ HeLa
GFP-hCINAP 

πμο ηαηαζηεοάζηδηε, ηαζ 

επζθμβή ημο ηαηαθθδθυηενμο βζα πναβιαημπμίδζδ ηδξ δζαδζηαζίαξ ηδξ SILAC, 

πναβιαημπμζήεδηε ανπζηά πζθμηζηυ πείναια ακμζμηαηααφεζζδξ ηδξ, ιε ακηίζςια έκακηζ 

ηδξ πνςηεΐκδξ GFP.  

Έηζζ πναβιαημπμζήεδηε ακμζμηαηααφεζζδ ιε πνήζδ ζθαζνζδίςκ G-Sepharose υπμο 

πνμζδέεδηε ζε αοηά ακηίζςια έκακηζ ηδξ GFP ηαζ αθμφ ηα ζθαζνίδζα πςνίζηδηακ ζε ηνία 

ίζα ιένδ πνμζηέεδηακ ζε αοηά πονδκζηά πνςηεσκζηά εηποθίζιαηα απυ ηζξ ηνεζξ 

ηοηηανμζεζνέξ 33C, 62L ηαζ GFP (δείβια εθέβπμο). Σα δείβιαηα έηοπακ δθεηηνμθυνδζδξ 

ζε πήηηςια αηνοθαιίδδξ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western, ιε πνήζδ ημο 

ακηζζχιαημξ έκακηζ ηδξ GFP.  

Σμ ακμζμαπμηφπςια (΢πήια 3.11) έδεζλε υηζ δ πνςηεΐκδ GFP-hCINAP ήηακ ζηακή 

κα ακμζμηαηααοεζζηεί ηαζ ζημοξ δφμ ηθχκμοξ πμο ιεθεηήεδηακ. Δπζπνυζεεηα, βζα 

επζαεααίςζδ ηδξ θεζημονβζηυηδηαξ ηδξ GFP-hCINAP ζημοξ δφμ αοημφξ ηθχκμοξ, 

δζενεοκήεδηε ηαηά πυζμ επζηοβπακυηακ ηαοηυπνμκδ ηαηααφεζζδ ηδξ πνςηεΐκδξ coilin, δ 
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μπμία είπε ήδδ απμδεζπεεί υηζ αθθδθεπζδνά ιε ηδκ hCINAP. Σμ απμηέθεζια έδεζλε υηζ 

υκηςξ μζ δφμ πνςηεΐκεξ (GFP-hCINAP ηαζ coilin) ζοβηαηααοείγμκηακ ηαζ ζημοξ δφμ 

ηθχκμοξ, εκχ υπζ ζηδκ πενίπηςζδ πμο πνδζζιμπμζήεδηε ςξ ανκδηζηυ δείβια ακαθμνάξ δ 

ζηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκδ ηοηηανμζεζνά HeLa
GFP 

(΢πήια 3.11, ηάης ζεζνά).  

 

 

 

΢ρήκα 3.11: Πηινηηθό πείξακα αλνζνθαηαβύζηζεο ησλ πξσηετλώλ GFP-hCINAP θαη GFP 

ζηνπο δύν θιώλνπο 62L θαη 33C. Υνδζζιμπμζήεδηε ακηίζςια έκακηζ ηδξ πνςηεΐκδξ GFP βζα 

ακμζμηαηααφεζζδ ηαζ βζα ακίπκεοζδ ηςκ πνςηεσκχκ GFP-hCINAP ηαζ GFP (ακηίζημζπα αέθδ) ηαζ 

έκακηζ ηδξ coilin (ηάης ζεζνά). Ζ πνςηεΐκδ coilin ακμζμηαηααοεζγυηακ, υπςξ ακαιεκυηακ, ζηδκ 

πενίπηςζδ ηδξ GFP-hCINAP ζημοξ δφμ ηθχκμοξ αθθά υπζ ζηδ πενίπηςζδ ηδξ GFP.   

 

 

Γζα ηδκ πναβιαημπμίδζδ ηδξ ιεευδμο SILAC, απμθαζίζηδηε δ πνδζζιμπμίδζδ ημο 

ηθχκμο 33C, βζαηί δ έηθναζδ, ηαζ ηαηά ζοκέπεζα ημ πμζμζηυ ημο πνμζδεδειέκμο 

ηθάζιαημξ ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP ζε αοηυκ, ήηακ ορδθυηενμ απυ υηζ ημο 62L ηαζ 

ζοβηνίζζιμ ιε αοηυ ημο GFP (΢πήια 3.11). Έηζζ πναβιαημπμζήεδηε πζθμηζηυ πείναια ιε 

ημκ ηθχκμ αοηυ (΢πήια 3.12), υπμο επζαεααζχεδηε υηζ επζηοβπακυηακ πνυζδεζδ ηδξ GFP-

hCINAP ηαηά ημ ήιζζο ζηα ζθαζνίδζα, πμο ήηακ ζοβηνίζζιδ ιε ηδκ πμζυηδηα ηδξ 

πνμζδεδειέκδξ GFP.      
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΢ρήκα 3.12: Πηινηηθό πείξακα αλνζνθαηαβύζηζεο γηα SILAC. Σμ πμζμζηυ πνυζδεζδξ ηδξ 

πνςηεΐκδξ GFP-hCINAP είκαζ ζοβηνίζζιμ ιε αοηυ ηδξ GFP.  

 

 

3.3.3.2 Μέζνδνο SILAC/MS 

Ζ μθζηή δζαδζηαζία πμο αημθμοεήεδηε θαίκεηαζ ζημ ΢πήια 3.15. Ανπζηά δ 

ηαηαζηεοαζεήζα ηοηηανμζεζνά HeLa
GFP-CINAP

 ηαθθζενβήεδηε ηαζ ζδιάκεδηε βζα 6 

ηοηηανζηέξ βεκεέξ ζηδκ πανμοζία ζδιαζιέκμο ενεπηζημφ οθζημφ ημο αιζκμλέμξ L-

ανβζκίκδξ, πμο έθενε ηα ναδζεκενβά ζζυημπα 13 15

6 4C N . Ζ ηοηηανμζεζνά HeLa
GFP

 

ηαθθζενβήεδηε ζε ιδ ναδζεκενβά ζδιαζιέκμ οπυζηνςια L-ανβζκίκδξ. Οζ πονήκεξ ηςκ 

ηοηηάνςκ ηςκ δφμ ζηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ηοηηανμζεζνχκ απμιμκχεδηακ, υπςξ 

έπεζ πενζβναθεί πνμδβμοιέκςξ (Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ, Andersen et al, 2002) ηαζ ηα 

ηοηηανζηά εηποθίζιαηα απυ ηάεε ηφπμ ηοηηανμζεζνάξ (HeLa
GFP-CINAP

 ηαζ HeLa
GFP

) 

ακαιίπεδηακ ζε ακαθμβία 1:1 ιε αάζδ ηδκ ζοβηέκηνςζδ ηςκ μθζηχκ πνςηεσκχκ. Οζ 

πνςηεΐκεξ GFP-hCINAP ηαζ GFP ακμζμηαηααοείζηδηακ, πνδζζιμπμζχκηαξ ιμκμηθςκζηυ 

ακηίζςια έκακηζ ηδξ πνςηεΐκδξ GFP (GFP binder), ημ μπμίμ δεζιεφηδηε ζε ζθαζνίδζα G-

Sepharose. Γζα ημκ έθεβπμ ηδξ επζηοπίαξ δέζιεοζδξ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ ζηα ζθαζνίδζα 

ηναηήεδηακ δείβιαηα (α) ηυζμ ηςκ δφμ λεπςνζζηχκ δεζβιάηςκ πνζκ ηδκ ακάιζλδ, (α) υζμ 

ηαζ ιεηά ηδκ ακάιζλδ, (β) πνζκ ηαζ ιεηά ηδκ πνμζεήηδ ηςκ ζθαζνζδίςκ ηαζ (δ) ζημ ηέθμξ 

ηδξ υθδξ δζαδζηαζίαξ πναβιαημπμζήεδηε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ιε πνήζδ ημο 

ακηζζχιαημξ έκακηζ ηδξ GFP (΢πήια 3.13). 

Απυ ημ απμηέθεζια θάκδηε υηζ επζηεφπεδηε δέζιεοζδ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ ζηα 

ζθαζνίδζα, υιςξ εκχ δ GFP-hCINAP δεζιεφηδηε ηαηά ημ ήιζζο (υπςξ έδεζλε ηαζ ημ 

πζθμηζηυ πείναια), δ GFP δεζιεφηδηε ζπεδυκ ελ’ μθμηθήνμο, δνχκηαξ έηζζ 

ακηαβςκζζηζηά. Ζ δζαθμνά ιε ημ πζθμηζηυ πείναια (πνδζζιμπμζήεδηε ακηίζςια έκακηζ ηδξ 

GFP απυ ηδκ εηαζνεία Roche) ήηακ υηζ πνδζζιμπμζήεδηε έκα ηαζκμφνβζμ ακηίζςια 

ηαηαζηεοαζιέκμ ζε ηαιήθα, πμο μκμιαγυηακ GFP-binder, ηαζ υπςξ θάκδηε 
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ιεηαβεκέζηενα (Trinkle-Mulcahy et al., 2008), είκαζ πζμ ζζπονυ ακηίζςια ηαζ είκαζ ζηακυ 

κα ακμζμηαηααοείζεζ ζπεδυκ ελ μθμηθήνμο ηδκ πμζυηδηα ηδξ GFP. Σμ πενίενβμ ήηακ πμο 

θεζημφνβδζε επζθεηηζηά ιυκμ ιε ηδκ πνςηεΐκδ GFP ηαζ υπζ ιε ηδκ GFP-hCINAP.   

 

 

΢ρήκα 3.13: Αλνζνθαηαβύζηζε κεζόδνπ SILAC. ΢ημ ακμζμαπμηφπςια ηαηά Western πμο 

θήθεδηε ιεηά ηδκ ακμζμηαηααφεζζδ θαίκμκηαζ μζ πνςηεΐκεξ GFP ηαζ hCINAP πνζκ ηδκ ακάιζλδ 

ημοξ (δφμ πνχηα δείβιαηα ακηίζημζπα) ηαζ ιεηά ηδκ ακάιζλδ ημοξ ζε ακαθμβία 1:1 πνζκ ηδκ 

πνμζεήηδ (ηνίημ δείβια) ηαζ ιεηά ηδκ πνμζεήηδ (ηέηανημ δείβια) ηςκ ζθαζνζδίςκ. Σμ ακηίζςια 

πμο πνδζζιμπμζήεδηε ήηακ έκακηζ ηδξ GFP (GFP-binder).  

 

 

΢ηδ ζοκέπεζα μζ ακμζμηααοεζγυιεκεξ πνςηεΐκεξ δζαπςνίζηδηακ ζε πήηηςια 

NuPAGE 4-12% Bis-Tris (΢πήια 3.14) ηαζ έπεζηα ημ πήηηςια ηειαπίζηδηε ζε ιζηνά 

ηιήιαηα (8 ηιήιαηα) ηα μπμία έηοπακ πνςηεμθοηζηήξ δζάζπαζδξ ιε ενορίκδ πάκς ζημ 

πήηηςια (in-gel). Με ηδ ναδζεκενβυ ζήιακζδ ηδξ ανβζκίκδξ, μζ πνςηεΐκεξ ζδιάκεδηακ 

ζοβηεηνζιέκα ζηα ζδιεία ηα μπμία δζαζπχκηαζ απυ ηδ ενορίκδ ηαζ αοηυ δζεοηυθοκε ηδκ 

πεναζηένς ακάθοζδ ημοξ.  

Σα παναβυιεκα ηνοπηζηά πεπηίδζα ελήπεδζακ απυ ηα ηιήιαηα ημο πδηηχιαημξ, 

βζα ηδκ αοημιαημπμζδιέκδ ακάθοζδ ιε θαζιαημζημπία ιάγαξ, ιε ημκ θαζιαημβνάθμ 

LTQ-FT-ICR (Thermo Finnigan). Ζ ακάθοζδ ηςκ δεδμιέκςκ ηδξ θαζιαημζημπίαξ, δ 

ηαοημπμίδζδ ηαζ πμζμηζημπμίδζδ ηςκ ηνοπηζηχκ πεπηζδίςκ, ηαζ ζοκεπχξ ημο ζοκυθμο 

ηςκ πνςηεσκχκ πμο αθθδθεπζδνμφκ ιε ηδκ hCINAP, πναβιαημπμζήεδηε ιε ημ θμβζζιζηυ 

MS-Quant ζε ζοκδοαζιυ ιε ηδ αάζδ δεδμιέκςκ Mascot HTML database search files 

(Matrix Science). Σμ ζφκμθμ ηςκ πνςηεσκχκ πμο θαίκεηαζ υηζ αθθδθεπζδνμφκ ιε ηδκ GFP-

hCINAP, υπςξ αοηά πνμέηορακ ιεηά απυ ηδκ ακάθοζδ ηςκ δεδμιέκςκ ηδξ 

θαζιαημζημπίαξ ιάγαξ, θαίκμκηαζ ζημκ Πίκαηα 3.8 (Πανάνηδια).  
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΢ρήκα 3.14: Αλνζνθαηαβύζηζε ηεο δηαδηθαζίαο SILAC. ΢ημ πήηηςια αηνοθαιζδίμο NuPAGE 

4-12% Bis-Tris θαίκεηαζ ημ δείβια υπςξ αοηυ πνμέηορε ιεηά ηδκ ακμζμηαηααφεζζδ ηδξ SILAC 

(ηαηααοεζζιέκεξ πνςηεΐκεξ) ιεηά ηδκ απμδζάηαλδ ηαζ απμδέζιεοζδ ημο απυ ηα ζθαζνίδζα. ΢ημ 

πήηηςια είκαζ δζαηνζηέξ μζ δφμ βκςζηέξ πνςηεΐκεξ GFP ηαζ hCINAP (αέθδ), εκχ δελζά 

ζδιεζχκμκηαζ ηα 8 ηιήιαηα ζηα μπμία ηειαπίζηδηε ζηδ ζοκέπεζα ημ πήηηςια.  
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΢ρήκα 3.15: ΢ρεδηάγξακκα ηεο ζύλζεηεο πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο ηεο κεζόδνπ SILAC  
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3.3.3.3 Γηεξεύλεζε ηεο αιιειεπίδξαζεο ησλ πξσηετλώλ πνπ πξνέθπςαλ κε ηε κέζνδν 

SILAC κε πεηξάκαηα αλνζνθαηαβύζηζεο  

Ζ ακάθοζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ, απυ ηδ θαζιαημζημπία ιάγαξ, μδήβδζε ζηδκ 

ηαοημπμίδζδ ηςκ ακηίζημζπςκ πνςηεσκχκ ηαζ απυ αοηέξ επζθέβδηακ ανπζηά μζ πνςηεΐκεξ 

μζ μπμίεξ πανμοζίαγακ ακαθμβία GFP-hCINAP:GFP πάκς απυ 1.5 (Πίκαηαξ 3.8, 

Πανάνηδια). Αθμφ ιεθεηήεδηακ πνμζεηηζηά ηα θάζιαηα πμο έδςζακ ηα πεπηίδζα ζε 

ηάεε πενίπηςζδ λεπςνζζηά, επζθέβδηακ μζ πνςηεΐκεξ αοηέξ (βηνίγμ ηαζ πνάζζκμ πνχια), 

βζα ηζξ μπμίεξ ηα ηνφπηζηα πεπηίδζα επζαεααίςκακ ιε αζθαθή ηνυπμ ηα θδθεέκηα 

ανζειδηζηά απμηεθέζιαηα. Απυ αοηέξ οπήνπακ ανηεηέξ πνςηεΐκεξ μζ μπμίεξ είκαζ βκςζηυ 

υηζ ζε πεζνάιαηα SILAC ακμζμηαηααοείγμκηαζ υπζ εζδζηά ηαζ ιάθζζηα ζε ακαθμβία 

ιεβαθφηενδ απυ 1, υπςξ είκαζ δζάθμνεξ δμιζηέξ πνςηεΐκεξ ηαζ πνςηεΐκεξ ημο 

ηοηηανμζηεθεημφ (δζάθμνα είδδ ηεναηζκχκ, ιομζίκδ, αηηίκδ, πθεηηίκδ, ημοιπμοθίκδ η.α), 

μζ μπμίεξ ηαζ απμηθείζηδηακ (Trinkle-Mulcahy, αδδιμζίεοηα πεζναιαηζηά δεδμιέκα). ΢ηδ 

ζοκέπεζα απυ ημ ζφκμθμ ηςκ πνςηεσκχκ αοηχκ, επζθέπεδηακ βζα πεναζηένς δζενεφκδζδ 

αοηέξ (πνάζζκμ πνχια) πμο εεςνήεδηακ πζμ εκδζαθένμοζεξ ςξ πνμξ ηδκ θεζημονβία ηαζ 

ημκ εκδμηοηηανζηυ εκημπζζιυ (πονδκζηέξ) ηαζ επζπθέμκ, οπήνπακ δζαεέζζια ειπμνζηά 

ακηζζχιαηα έκακηζ ημοξ.     

Σα απμηεθέζιαηα πμο πνμέηορακ ιε ηδκ ζοκδοαζηζηή ηεπκζηή SILAC-MS, 

επζπεζνήεδηε κα επζαεααζςεμφκ ιε ηδκ ηεπκζηή ηδξ ακμζμηαηααφεζζδξ, ηυζμ ιε πνήζδ 

πονδκζηχκ πνςηεσκζηχκ ηθαζιάηςκ απυ ηδ ζηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκδ ηοηηανμζεζνά 

33C (GFP-hCINAP) υζμ ηαζ απυ ηδκ ηοηηανμζεζνά HeLa (εκδμβεκήξ hCINAP). Γζα ηδκ 

πναβιαημπμίδζδ ηςκ πεζναιάηςκ αοηχκ πνδζζιμπμζήεδηακ ζθαζνίδζα G-Sepharose ηαζ 

Α-Sepharose ζηα μπμία πνμζδέεδηακ ηα ακηζζχιαηα έκακηζ ημο GFP ηαζ ηδξ hCINAP ή 

pre-immune, ακηίζημζπα. Ωξ ανκδηζηά δείβιαηα εθέβπμο πνδζζιμπμζήεδηακ: δ ζηαεενά 

ιεηαζπδιαηζζιέκδ ηοηηανμζεζνά HeLa
GFP

 ζηδ πνχηδ πενίπηςζδ ηαζ ημ ακηίζςια pre-

immune ζηδ δεφηενδ πενίπηςζδ.  

Γζα ημκ έθεβπμ ημο απμηεθέζιαημξ, ηα δείβιαηα πςνίζηδηακ ζε δφμ ζζυπμζα ιένδ, 

θμνηχεδηακ ζε δφμ πακμιμζυηοπα πδηηχιαηα αηνοθαιζδίμο ηαζ πναβιαημπμζήεδηε 

πανάθθδθδ δθεηηνμθυνδζδ ζηδκ ίδζα ζοζηεοή αημθμοεμφιεκδ απυ ακμζμαπμηφπςζδ 

ηαηά Western. Υνδζζιμπμζήεδηακ ακηζζχιαηα anti-GFP ηαζ anti-hCINAP βζα ηδκ 

επζαεααίςζδ ηδξ δέζιεοζδξ ηςκ ακηίζημζπςκ πνςηεσκχκ πάκς ζηα ζθαζνίδζα (επζηοπία 

ακμζμηαηααφεζζδξ) ηαζ ελεζδζηεοιέκα ακηζζχιαηα έκακηζ ηςκ οπυ ιεθέηδ πνςηεσκχκ.  

΢ημ ΢πήια 3.16, θαίκμκηαζ ηα απμηεθέζιαηα ηα μπμία πνμέηορακ ιεηά απυ 

ακμζμηαηααφεζζδ. ΢ημ πάκς ιένμξ ημο ζπήιαημξ, πανμοζζάγεηαζ ημ ακμζμαπμηφπςια 

πμο θήθεδηε ιε πνήζδ ημο ακηζζχιαημξ έκακηζ ηδξ GFP. Παναηδνείηαζ υηζ μζ δφμ 
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πνςηεΐκεξ δεζιεφμκηαζ ζε πμθφ ζηακμπμζδηζηυ ααειυ ζηα ακηίζημζπα ζθαζνίδζα. ΢ημ ίδζμ 

ζπήια θαίκμκηαζ ηα ακηίζημζπα ακμζμαπμηοπχιαηα βζα ηζξ δζάθμνεξ πνςηεΐκεξ πμο 

επζθέπεδηακ κα δζενεοκδεμφκ. Απυ ημ απμηέθεζια, βίκεηαζ ακηζθδπηυ υηζ μζ πνςηεΐκεξ 

αοηέξ ακμζμηαηααοείγμκηαζ ιε ημ ίδζμ πενίπμο πμζμζηυ ηυζμ ιε ηα ζθαζνίδζα πμο είκαζ 

πνμζδεδειέκδ δ πνςηεΐκδ GFP-hCINAP, υζμ ηαζ ιε ηα ζθαζνίδζα ζηα μπμία είκαζ 

πνμζδεδειέκδ ιυκμ δ πνςηεΐκδ GFP (ανκδηζηυ δείβια εθέβπμο). Αοηυ ζοιααίκεζ ιε υθεξ 

ηζξ πνςηεΐκεξ, εηηυξ απυ ηδκ πενίπηςζδ ηδξ ηαηαθοηζηήξ οπμιμκάδαξ ηδξ ελανηχιεκδξ 

ηζκάζδξ ημο DNA (catalytic subunit of the DNA-dependent protein kinase, DNA-PKCs), δ 

μπμία δεκ ακζπκεφεηαζ ζε ηακέκα απυ ηα δείβιαηα ηςκ ζθαζνζδίςκ. 

Ακηίζημζπα απμηεθέζιαηα βζα ηζξ οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκεξ θήθεδηακ ηαζ ιε ηδκ 

ακμζμηαηααφεζζδ ηδξ εκδμβεκμφξ πνςηεΐκδξ hCINAP (ημ ζπήια δε παναηίεεηαζ). Βάζεζ 

ηςκ απμηεθεζιάηςκ αοηχκ, δεκ ιπμνεί δοζηοπχξ κα ελαπεεί εεηζηυ απμηέθεζια βζα ηδκ 

αθθδθεπίδναζδ ηςκ πνςηεσκχκ αοηχκ ιε ηδκ πνςηεΐκδ hCINAP.  

Δπμιέκςξ, απυ ηδκ πναβιαημπμίδζδ ηδξ ιεευδμο SILAC/MS, δεκ έβζκε ηαημνεςηυ 

κα ηαοημπμζδεμφκ μζ πνςηεσκζημί εηαίνμζ ηδξ hCINAP, πμο ήηακ μ ζηυπμξ ηδξ πανμφζαξ 

εκυηδηαξ. Οζ πνςηεΐκεξ μζ μπμίεξ επζθέβδηακ κα ιεθεηδεμφκ δεκ έδςζακ εεηζηά 

απμηεθέζιαηα. ΢πεδυκ υθεξ μζ πνςηεΐκεξ ακμζμηαηααοείγμκηακ ηυζμ ιε ηδκ hCINAP υζμ 

ηαζ ιε ηδκ GFP, δδθχκμκηαξ ηδκ φπανλδ ιδ εζδζηυηδηαξ πνμξ ηδκ αθθδθεπίδναζδ. Άνενμ 

ημ μπμίμ δδιμζζεφηδηε ιεηά ηδκ επζθμβή αοηχκ ηςκ πνςηεσκχκ ηαζ ηδκ πναβιαημπμίδζδ 

ηδξ δζενεφκδζδξ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ηαηάηαλε πμθθέξ απυ αοηέξ ηζξ πνςηεΐκεξ ζημκ 

ηαηάθμβμ ηςκ πνςηεσκχκ πμο ακζπκεφμκηαζ ζηδ ιέεμδμ SILAC ςξ πνςηεΐκεξ πμο 

δεζιεφμκηαζ ιδ εζδζηά ιε ηδκ πνςηεΐκδ GFP ή ζηα ζθαζνίδζα ζεθανυγδξ ηαζ ειθακίγμκηαζ 

εεηζηέξ (Trinkle-Mulcahy et al., 2008). Πανυθμ πμο δ ηεπκζηή SILAC πανέπεζ ιεβάθδ 

αμήεεζα ζηδκ δζαθμβή ηςκ εζδζηχκ απυ ηζξ ιδ εζδζηέξ αθθδθεπζδνάζεζξ, πνμηφπηεζ υηζ δεκ 

ιπμνμφκ υθεξ μζ «εζδζηέξ» αθθδθεπζδνάζεζξ κα επζαεααζςεμφκ πςνίξ αιθζαμθία, εζδζηά 

αοηέξ πμο έπμοκ παιδθυ θυβμ πνςηεΐκδξ:GFP.    

Μεθθμκηζηά, εα ιπμνμφζακ κα επζθεβμφκ ηαζ κα ιεθεηδεμφκ ηάπμζεξ απυ ηζξ 

πνςηεΐκεξ πμο πνμέηορακ, μζ μπμίεξ δεκ πανμοζζάγμκηαζ ζημκ ηαηάθμβμ ηςκ ιδ εζδζηχκ 

αθθδθεπζδνάζεςκ. Δπζπθέμκ, εκδζαθένμκ εα απμηεθμφζε δ δζενεφκδζδ ηδξ 

αθθδθεπίδναζδξ ηδξ hCINAP ιε ηδ νζαμζςιζηή πνςηεΐκδ RPS14. Ακ ηαζ μζ νζαμζςιζηέξ 

πνςηεΐκεξ ζοβηαηαθέβμκηαζ ζηδ θίζηα ηςκ ιδ εζδζηχκ αθθδθεπζδνάζεςκ, ζηδ ιέεμδμ 

SILAC, ημ βεβμκυξ υηζ δ μιυθμβδ ηδξ RPS14 ζε δφμ μνβακζζιμφξ, ζημ ζαηπανμιφηδηα 

ηαζ ζηδ Γνμζυθζθα, πανμοζζάγεζ αθθδθεπίδναζδ ιε ηζξ μιυθμβεξ πνςηεΐκεξ ηδξ hCINAP 

ζε αοημφξ ημοξ μνβακζζιμφξ, ηδκ FAP7 (Granneman et al., 2005) ηαζ ηδκ DAK6 (Giot et 

al., 2003) ακηίζημζπα, ηδκ ηαηαηάζζεζ ςξ έκακ εκδζαθένμκηα ζηυπμ πνμξ δζενεφκδζδ.  
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΢ρήκα 3.16: Αλνζνθαηαβύζηζε/Γηεξεύλεζε αιιειεπίδξαζεο ηεο πξσηεΐλεο GFP-hCINAP, 

κε κέξνο πξσηετλώλ πνπ πξνέθπςαλ από ηε κέζνδν SILAC.  
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3.4 Καηαζθεπή θαη ραξαθηεξηζκόο ηεο ζηαζεξά κεηαζρεκαηηζκέλεο θπηηαξνζεηξάο 

(stable transformant) HeLa
GFP-hCINAP

  

 

 

3.4.1 Καηαζθεπή ζηαζεξά κεηαζρεκαηηζκέλεο θπηηαξνζεηξάο ηύπνπ HeLa
GFP-hCINAP

  

Γζα ηδκ πναβιαημπμίδζδ ηςκ ζηυπςκ αοηήξ ηδξ πεζναιαηζηήξ εκυηδηαξ ήηακ 

ακαβηαία δ ηαηαζηεοή ζηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκδξ ηοηηανμζεζνάξ (stable transformant) 

ηφπμο HeLa
GFP-hCINAP 

(2.3.7), ζηδκ μπμία δ πνςηεΐκδ hCINAP ήηακ ζοβπςκεοιέκδ ιε ηδκ 

πνάζζκμ-θεμνίγμοζα πνςηεΐκδ (Green Fluorescent Protein).  

Σμ πνχημ αήια βζα ηδκ ηαηαζηεοή αοηήξ ηδξ ηοηηανμζεζνάξ ήηακ δ ηθςκμπμίδζδ 

ημο cDNA ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP ζημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα pEGFP (Clontech). Αοηυξ μ 

πθαζιζδζαηυξ θμνέαξ πενζέπεζ βμκίδζα πμο πνμζδίδμοκ ακεεηηζηυηδηα ζηα ακηζαζμηζηά 

ηακαιοηίκδ (kan
r
), βζα επζθμβή ζηα ααηηήνζα, ηαζ κεμιοηίκδ (neo

r
) βζα επζθμβή ζε 

πνμηανοςηζηά ηαζ εοηανοςηζηά ηφηηανα. Γζα ημ ζημπυ αοηυ πναβιαημπμζήεδηε 

εκδμκμοηθεμθοηζηή δζάζπαζδ ημο πθαζιζδίμο pAS2-1-hCINAP ιε ηα έκγοια EcoRI-SalI 

ηαζ ηθςκμπμίδζδ ημο cDNA ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP ζημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα pEGFP. 

Γεφηενμ αήια ζηδ δδιζμονβία ζηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκδξ ηοηηανμζεζνάξ 

απμηέθεζε μ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ επζεοιδηήξ ζοβηέκηνςζδξ ημο ακηζαζμηζημφ βεκεηζζίκδξ 

(G418), πμο ήηακ ζηακή κα ζημηχζεζ ηα ηφηηανα HeLa. Ζ G418 απμηεθεί ακάθμβμ ηδξ 

κεμιοηίκδξ ηαζ πνδζζιμπμζείηαζ βζα επζθμβή ζηα εοηανοςηζηά ηφηηανα πανειπμδίγμκηαξ 

ηδκ πνςηεσκμζφκεεζδ, ιε απμηέθεζια ημ ζηαδζαηυ εάκαημ ηςκ ηοηηάνςκ ζε πενίμδμ 2 

αδμιάδςκ. Ζ ζοβηέκηνςζδ πμο απαζηείηαζ δζαθένεζ ακαθυβςξ ιε ηδκ ηοηηανζηή ζεζνά πμο 

πνδζζιμπμζείηαζ. ΢οβηεηνζιέκα, ηαθθζενβήεδηακ ηφηηανα HeLa ζηδκ πανμοζία 

δζαθμνεηζηχκ ζοβηεκηνχζεςκ ημο ακηζαζμηζημφ ηαζ πνμζδζμνίζηδηε δ ιζηνυηενδ 

πμζυηδηα ημο ακηζαζμηζημφ πμο ήηακ ζηακή κα εακαηχζεζ ηα ηφηηανα, 500 ιg/ml, ηαζ δ 

μπμία πνδζζιμπμζήεδηε ζηδ ζοκέπεζα βζα ηδκ ηαηαζηεοή ηδξ ζηαεενάξ 

ιεηαζπδιαηζζιέκδξ ηοηηανμζεζνάξ, βζα ηδκ επζθμβή ηςκ ηοηηάνςκ πμο ελέθναγακ ημ 

δζαβμκίδζμ GFP-hCINAP.  

Δκ ζοκεπεία, ηοηηανμηαθθζένβεζα ηφπμο HeLa επζιμθφκεδηε ιε ημ πθαζιίδζμ 

pEGFP-hCINAP, είηε ζηδ ηοηθζηή ημο ιμνθή είηε ζηδ βναιιζηή ιεηά απυ 

εκδμκμοηθεμθοηζηή ημο δζάζπαζδ ιε ημ έκγοιμ MluI ηαζ πναβιαημπμζήεδηε επζθμβή ηςκ 

ζηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ηθχκςκ ιε ημ ακηζαζμηζηυ βεκεηζζίκδ (G418) βζα πενίμδμ 2 

αδμιάδςκ. Δπμιέκςξ, ζηδκ ηαθθζένβεζα εοκμήεδηε δ ακάπηολδ ιυκμ εηείκςκ ηςκ 

ηοηηάνςκ, ηα μπμία είπακ εκζςιαηχζεζ ημ πθαζιίδζμ ζημ βεκεηζηυ ημοξ οθζηυ, εκχ ηα 

οπυθμζπα ηφηηανα μδδβήεδηακ ζε εάκαημ.  
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Με ηδκ πάνμδμ ημο πνυκμο, ιε αοηυ ημκ ηνυπμ, επζθέβδηακ ηα ηφηηανα πμο 

πανμοζίαγακ ακεεηηζηυηδηα ζημ ακηζαζμηζηυ G418 ηαζ απμιμκχεδηακ 70 ακεεηηζηέξ 

απμζηίεξ. Αημθμφεδζε έθεβπμξ ημοξ ιε ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ ηαζ ακμζμαπμηφπςζδ 

ηαηά Western. 

Οζ ιμκήνεζξ απμζηίεξ παναηδνήεδηακ ιε ιζηνμζηυπζμ θεμνζζιμφ βζα εκημπζζιυ 

εηείκςκ πμο ημ πμζμζηυ ηςκ ηοηηάνςκ ημοξ πμο πανμοζίαγε θεμνζζιυ ήηακ ≥50% ηαζ 

επζπθέμκ μ εκδμηοηηάνζμξ εκημπζζιυξ ζοιθςκμφζε ιε αοηυκ πμο πανμοζίαγε δ GFP-

hCINAP. Δπζπνυζεεηα, μζ ηθχκμζ ιεθεηήεδηακ ιε ηδκ ηεπκζηή ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά 

Western, ιε ακηίζςια έκακηζ ηδξ GFP ηαζ ηδξ hCINAP, βζα κα δζαπζζηςεεί δ πανμοζία 

ηδξ οανζδζηήξ πνςηεΐκδξ ηαζ βζα κα βίκεζ ζφβηνζζδ ηςκ επζπέδςκ έηθναζδξ ηδξ ιε ηδκ 

εκδμβεκή hCINAP. ΢ε ανηεημφξ απυ ημοξ ηθχκμοξ αοημφξ δεκ ήηακ δοκαηή δ ακίπκεοζδ 

ηδξ οανζδζηήξ πνςηεΐκδξ, πζεακυκ θυβς ηδξ ζδζαίηενα παιδθήξ έηθναζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ ή 

θυβς ημο υηζ ηα ηφηηανα ιε ηάπμζμ ηνυπμ απμζζςπμφκ ημ εκζςιαηςιέκμ ζημ βμκζδίςια 

ημοξ οανζδζηυ δζαβμκίδζμ GFP-hCINAP.  

Αημθμφεςξ, μζ εεηζημί ηθχκμζ αναζχεδηακ δζαδμπζηά βζα ηδκ παναβςβή 

ηοηηανμζεζνάξ ορδθήξ απυδμζδξ, ζηδκ μπμία ημ 95% ηςκ ηοηηάνςκ ελέθναγε ηδκ 

οανζδζηή πνςηεΐκδ GFP-hCINAP. Οζ ακηίζημζπμζ ιμκήνεζξ ηθχκμζ, θοθάπηδηακ ζε οβνυ 

άγςημ βζα ιεθθμκηζηά πεζνάιαηα.  

 

 

3.4.2 Υαξαθηεξηζκόο ησλ δύν ζηαζεξά κεηαζρεκαηηζκέλσλ θιώλσλ, 33C θαη 62L, 

HeLa
GFP-hCINAP

 

Απυ ημοξ ηθχκμοξ ηδξ ζηαεενάξ ιεηαζπδιαηζζιέκδξ ηοηηανμζεζνάξ HeLa
GFP-hCINAP

 

πμο θοθάπεδηακ, επζθέπεδηακ δφμ βζα πεναζηένς ακάθοζδ: μζ ηθχκμζ 33C ηαζ 62L. Σμ C 

δδθχκεζ υηζ μ ηθχκμξ αοηυξ πνμήθεε ιεηά απυ επζιυθοκζδ ημο πθαζιζδίμο GFP-hCINAP 

ζε ηοηθζηή ιμνθή ηαζ ημ L ζε βναιιζηή ιμνθή, ακηίζημζπα. Οζ ηθχκμζ αοημί ιεθεηήεδηακ 

ςξ πνμξ ηα ιεηαβναθζηά ηαζ πνςηεσκζηά επίπεδα, ημκ εκδμηοηηάνζμ εκημπζζιυ ηδξ 

εηθναγυιεκδξ πνςηεΐκδξ ηαζ ηδ ηαηακμιή ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο.  

 

 

3.4.2.1 Έιεγρνο κεηαγξαθηθώλ θαη πξσηετληθώλ επηπέδσλ 

Γζα κα επζαεααζςεεί υηζ ημ cDNA ηδξ hCINAP είπε εκζςιαηςεεί ζημ βμκζδίςια ηςκ 

ηοηηάνςκ ζηζξ δφμ αοηέξ ηοηηανμζεζνέξ (33C ηαζ 62L) ηαζ βζα κα βίκεζ ζφβηνζζδ ηςκ 

ιεηαβναθζηχκ επζπέδςκ ημο πναβιαημπμζήεδηε RT-PCR (΢πήια 3.17). Γζα ηδκ PCR 

πνδζζιμπμζήεδηε εηηζκδηζηυ μθζβμκμοηθεμηίδζμ ημο 5’ άηνμο (Πίκαηαξ 2.11), ημ μπμίμ 
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οανζδζγυηακ ζε αθθδθμοπία ηδξ GFP ηαζ υπζ ηδξ εκδμβεκμφξ hCINAP, ηαζ εηηζκδηζηυ 

μθζβμκμοηθεμηίδζμ ημο 3’ άηνμο ημ μπμίμ οανζδζγυηακ ζηδκ αθθδθμοπία ηδξ hCINAP, 

πμθθαπθαζζάγμκηαξ έηζζ εζδζηά ημ ιεηαβνάθδια ηδξ GFP-hCINAP (GFPUP ηαζ CIPRV-

pACT2), δίκμκηαξ έκα πνμσυκ 1055 bp. Σαοηυπνμκα, πναβιαημπμζήεδηακ ηαζ ακηζδνάζεζξ 

εζςηενζημφ εθέβπμο ιε ηδ πνήζδ εζδζηχκ μθζβμκμοηθεμηζδίςκ βζα ηα εκδμβεκή 

ιεηαβναθήιαηα ηδξ hCINAP (VIIIPCR5΄ ηαζ CIPRV-pACT2) ηαζ ημο βμκζδίμο Pumilio 1 

(PMU1, housekeeping gene) (PUM1UP ηαζ PUM1RV), δίκμκηαξ ακηίζημζπα πνμσυκηα 530 

bp ηαζ 186 bp.  

 

 

 

 

 

΢ρήκα 3.17: Δπηβεβαίσζε ηεο ελζσκάησζεο ηνπ cDNA ηεο GFP-hCINAP ζηηο δύν ζηαζεξέο 

κεηαζρεκαηηζκέλεο θπηηαξνζεηξέο, 33C θαη 62L θαη ζύγθξηζε ησλ κεηαγξαθηθώλ ηνπο 

επηπέδσλ. Ακίπκεοζδ ιε ηδκ ιέεμδμ RT-PCR ημο cDNA ηδξ GFP-hCINAP (πάκς ζεζνά), ηδξ 

εκδμβεκμφξ hCINAP (ιεζαία ζεζνά) ηαζ ημο βμκζδίμο PUM1 (housekeeping gene) πμο θεζημφνβδζε 

ςξ εζςηενζηυ δείβια εθέβπμο (ηάης ζεζνά), ζηζξ ζηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκεξ ηοηηανμζεζνέξ 33C 

ηαζ 62L, ηαεχξ επίζδξ ηαζ ζηδ ηοηηανμζεζνά HeLa. Γζα ημκ έθεβπμ ηδξ ακηίδναζδξ 

πνδζζιμπμζήεδηε δείβια πμο πενζείπε ημ mRNA απυ ημκ ηθχκμ 33C ζημ μπμίμ πναβιαημπμζήεδηε 

δ ακηίδναζδ πςνίξ ακηίζηνμθδ ιεηαβναθάζδ (33C-RT).  

 

Πανάθθδθα, βζα ηδκ ζφβηνζζδ ηςκ επζπέδςκ πνςηεσκζηήξ έηθναζδξ ζηζξ δφμ 

ζηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκεξ ηοηηανμζεζνέξ, πνςηεσκζηά εηποθίζιαηα απυ ηζξ δφμ 

ηοηηανμζεζνέξ, ηαεχξ ηαζ απυ ηδκ ηοηηανμζεζνά HeLa, πμο θεζημονβμφζε ςξ δείβια 

εθέβπμο, ακαθφεδηακ ιε δθεηηνμθυνδζδ πμθοαηνοθαιζδίμο ηαζ ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά 

Western ιε πνήζδ ακηζζςιάηςκ έκακηζ ηςκ πνςηεσκχκ hCINAP (΢πήια 3.18, πάκς ηαζ 

ηάης, ζεζνά δελζά) ηαζ GFP (΢πήια 3.18, πάκς ζεζνά, ανζζηενά), ηαεχξ επίζδξ ηαζ έκακηζ 

ΑΝ
ΝΑ

 Μ
ΑΛ
ΕΚ
ΚΟ
Υ



   - 178 - 

ηδξ δοκεΐκδξ ημ μπμίμ θεζημφνβδζε ςξ δείβια εζςηενζημφ εθέβπμο βζα ημ ζζυπμζμ 

θυνηςια ηςκ δεζβιάηςκ (΢πήια 3.18, ηάης ζεζνά, ανζζηενά).    

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

΢ρήκα 3.18: ΢ύγθξηζε πξσηετληθώλ επηπέδσλ ηεο GFP-hCINAP, ζηηο δύν ζηαζεξά 

κεηαζρεκαηηζκέλεο θπηηαξνζεηξέο 33C θαη 62L κε ηελ ελδνγελή πξσηεΐλε. 

Αοημναδζμβνάθδια ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western ηαζ ακίπκεοζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ 

ηδξ πνςηεΐκδξ GFP-hCINAP (πάκς ανζζηενή ηαζ δελζά ζεζνά) ηαζ ηδξ εκδμβεκμφξ πνςηεΐκδξ 

hCINAP (endog.) (ηάης δελζά ζεζνά), ιε πνήζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ anti-GFP ηαζ anti-hCINAP, 

υπςξ δδθχκμκηαζ ζημ ζπήια. Ωξ δείβια εθέβπμο πνδζζιμπμζήεδηε δ ηοηηανμζεζνά HeLa. Ζ 

ακίπκεοζδ ηδξ δοκεΐκδξ (dynein) πνδζζιμπμζήεδηε ςξ εζςηενζηυ δείβια ακαθμνάξ θμνηχιαημξ 

(ζζυπμζα δείβιαηα). Σα ηέζζενα αοημναδζμβναθήιαηα πνμήθεακ απυ δφμ πακμιμζυηοπα 

πδηηχιαηα SDS–PAGE πμο έηνελακ πανάθθδθα, αθθά ηυπδηακ ηαζ επςάζηδηακ ιε δζαθμνεηζηά 

ακηζζχιαηα. Ο πνυκμξ έηεεζδξ ήηακ 10 s, εηηυξ απυ ημ ηιήια ηδξ εκδμβεκμφξ hCINAP πμο ήηακ 

20 s.  
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Απυ ημ απμηέθεζια ηδξ RT-PCR, θαίκεηαζ υηζ ημ δζαβμκίδζμ GFP-hCINAP έπεζ 

εκζςιαηςεεί ζημοξ δφμ ηθχκμοξ, 33C ηαζ 62L, ηαζ ιάθζζηα ημ επίπεδμ έηθναζδξ ημο 

ιεηαβναθήιαημξ ημο ζε αοημφξ είκαζ ζοβηνίζζιμ ιε αοηυ ηδξ εκδμβεκμφξ hCINAP. 

Δπζπθέμκ πνμηφπηεζ, υηζ δ έηθναζδ ημο ιεηαβναθήιαημξ ηδξ GFP-hCINAP ζημκ ηθχκμ 

33C είκαζ πενίπμο 3 θμνέξ πζμ ρδθή ζε ζπέζδ ιε αοηήκ ημο 62L.  

Ακηίζημζπα, απυ ηδκ ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western πνμηφπηεζ υηζ ηα επίπεδα 

έηθναζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ GFP-hCINAP ζημκ ηθχκμ 62L είκαζ ζοβηνίζζια ιε αοηά ηδξ 

εκδμβεκμφξ hCINAP, δεδμιέκμο ημο βεβμκυημξ υηζ μ πνυκμξ έηεεζδξ ημο 

αοημναδζμβναθήιαημξ ηδξ GFP-hCINAP (΢πήια 3.18, πάκς ανζζηενή ζεζνά) είκαζ μ 

ιζζυξ αοημφ ηδξ hCINAP (΢πήια 3.18, ηάης ανζζηενή ζεζνά), εκχ ημο 33C είκαζ πμθφ 

ιεβαθφηενα απυ αοηά ηδξ εκδμβεκμφξ πνςηεΐκδ hCINAP ηαζ ηαηά ζοκέπεζα ηαζ ημο 

ηθχκμο 62L (πενίπμο 15 θμνέξ).  

 

 

3.4.2.2 Μειέηε ηνπ ελδνθπηηάξηνπ εληνπηζκνύ  

Με πνήζδ ηδξ ηεπκζηήξ ημο ακμζμθεμνζζιμφ επζαεααζχεδηε υηζ δ πνςηεΐκδ GFP-

hCINAP ηαζ ζημοξ δομ αοημφξ ηθχκμοξ, πανμοζίαγε ζςζηυ εκδμηοηηάνζμ εκημπζζιυ 

(΢πήια 3.19, Α ηαζ Β), ηαοηυζδιμ ιε αοηυ πμο πανμοζίαγε ιεηά απυ πανμδζηή 

επζιυθοκζδ ιε ημ πθαζιίδζμ pEGFP-hCINAP (΢πήια 3.19, C) ηαζ αοηυκ ηδξ εκδμβεκμφξ 

πνςηεΐκδξ hCINAP (΢πήια 3.19, D), υπςξ αοηή ακζπκεφηδηε ιε πμθοηθςκζηυ ακηίζςια 

έκακηζ ηδξ. Σμ επίπεδμ ηδξ έηθναζδξ ηδξ GFP-hCINAP, υπςξ ακζπκεφεδηε απυ ηδ 

ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ, ήηακ ειθακχξ πμθφ ιεβαθφηενμ ζημ ηθχκμ 33C (΢πήια 3.19, Β) 

ζε ζφβηνζζδ ιε ημκ ηθχκμ 62L (΢πήια 3.19, Α). Να ζδιεζςεεί υηζ μ πνυκμξ έηεεζδξ ημο 

33C ήηακ 7 θμνέξ θζβυηενμξ ζε ζπέζδ ιε αοηυκ ημο 62L ζηδ θςημβναθία ημο ζπήιαημξ 

3.19. Σμ απμηέθεζια αοηυ είκαζ ζε ζοιθςκία ιε ημ απμηέθεζια πμο πνμέηορε απυ ημκ 

έθεβπμ ηδξ έηθαζδξ ηςκ ιεηαβναθζηχκ ηαζ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ, υπμο δ έηθναζδ ζημκ 

33C είκαζ πμθφ ιεβαθφηενδ ζε ζφβηνζζδ ιε ημκ 62L.  
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΢ρήκα 3.19: Δλδνθπηηάξηνο εληνπηζκόο θαη έθθξαζε ηεο πβξηδηθήο πξσηεΐλεο GFP-

hCINAP. Ακμζμθεμνζζιυξ ηδξ οανζδζηήξ πνςηεΐκδξ GFP-hCINAP, ζηζξ δφμ ζηαεενά 

ιεηαζπδιαηζζιέκεξ ηοηηανμζεζνέξ HeLa
GFP-hCINAP

, 62L (Α) ηαζ 33C (Β) ή ζε ηφηηανα HeLa ιεηά 

απυ πανμδζηή επζιυθοκζδ ιε ημ πθαζιίδζμ GFP-hCINAP (C). Γζα ζφβηνζζδ, πανμοζζάγεηαζ δ 

εκδμβεκήξ hCINAP, υπςξ αοηή ακζπκεφεηαζ ιε πμθοηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ (D). Σμ πνάζζκμ 

πνχια ακηζπνμζςπεφεζ είηε ημκ θεμνζζιυ απυ ηδκ GFP-hCINAP (Α, Β ηαζ C), είηε ημκ θεμνζζιυ 

απυ ημ δεφηενμ ακηίζςια (D), εκχ ημ ιπθε πνχια ημοξ πονήκεξ πμο ζδιάκεδηακ ιε ηδ πνςζηζηή 

Hoechst 33342. Κθίιαηα: 10 ιm.  
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3.4.2.3 Έιεγρνο θπηηαξηθνύ θύθινπ  

Γζα ημκ πεναζηένς παναηηδνζζιυ ηςκ δφμ ηθχκςκ, πναβιαημπμζήεδηε 

ηοηηανμιεηνία νμήξ (FACS) βζα κα ιεθεηδεεί μ ηοηηανζηυξ ηφηθμξ ημο πθδεοζιμφ ηςκ 

δφμ ηθχκςκ (33C ηαζ 62L) ζε ζπέζδ ιε ηδκ ηοηηανμζεζνά HeLa, πνμηεζιέκμο κα 

δζαπζζηςεεί ακ δ οανζδζηή πνςηεΐκδ GFP-hCINAP νοειίγεηαζ ηαηά ημκ ίδζμ ηνυπμ ιε ηδκ 

εκδμβεκή πνςηεΐκδ.  

Κφηηανα ηςκ ηνζχκ δζαθμνεηζηχκ ηοηηανμζεζνχκ πμο ανίζημκηακ ζε εηεεηζηή θάζδ 

ακάπηολδξ, ιμκζιμπμζήεδηακ ιε ηδ αμήεεζα 70% αζεακυθδξ ηαζ αημθμφεδζε πνχζδ ημο 

DNA ιε πνμζεήηδ δζαθφιαημξ ζςδζμφπμο πνμπζμκζδίμο/RNase (2.3.10) ηαζ οπμαθήεδηακ 

ζε ακάθοζδ ιε ηοηηανμιεηνία νμήξ (FACS).  

Σα δζαβνάιιαηα ιζαξ εκδεζηηζηήξ πεζναιαηζηήξ εκυηδηαξ απυ ηδκ ακάθοζδ FACS, 

βζα ηζξ ηνεζξ ηοηηανμζεζνέξ, πανμοζζάγμκηαζ ζημ ΢πήια 3.20 Α, εκχ δ πμζμηζημπμίδζδ ηδξ 

ηαηακμιήξ ηςκ θάζεςκ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο βζα ηάεε ηοηηανμζεζνά πανμοζζάγεηαζ ζημ 

πίκαηα ημο ΢πήιαημξ 3.20 (ηιήια Β), ιε οπυδεζλδ ημο ιέζμο υνμο ηνζχκ δζαθμνεηζηχκ 

πεζναιάηςκ ηαζ ηζξ ηοπζηέξ απμηθίζεζξ ζε ηάεε πενίπηςζδ. Σμ ίδζμ απμηέθεζια 

πανμοζζάγεηαζ οπυ ιμνθή νααδμβνάιιαημξ (΢πήια 3.20 Γ) ιε ημοξ αζηενίζημοξ κα 

οπμδδθχκμοκ ηδκ ιεβαθφηενδ απυηθζζδ, ζοβηνίκμκηαξ ηδκ ηάεε θάζδ λεπςνζζηά. Απυ ηα 

απμηεθέζιαηα αοηά, βίκεηαζ ζαθέξ υηζ μζ ζηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκεξ ηοηηανμζεζνέξ 

ειθακίγμοκ πανυιμζα ηαηακμιή ηςκ θάζεςκ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ιε αοηή πμο 

ειθακίγεζ δ ηοηηανμζεζνά HeLa, ιε ιζηνέξ ιυκμ δζαθμνέξ ζηζξ θάζεζξ, ιε πζμ ειθακή ηδκ 

ιζηνή αφλδζδ ηςκ ακεοπθμεζδχκ ηοηηάνςκ ζηζξ δφμ ζηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκεξ 

ηοηηανμζεζνέξ, 33C ηαζ 62L ζε ζφβηνζζδ ιε ηδ ηοηηανμζεζνά HeLa. Δπμιέκςξ, δ 

εκζςιάηςζδ ημο δζαβμκζδίμο ζηα ηφηηανα ηαζ δ έηθναζδ ημο οανζδζημφ ιμνίμο GFP-

hCINAP δε θαίκεηαζ κα πνμηαθεί πνμαθήιαηα ζημκ ηοηηανζηυ ηφηθμ. 
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΢ρήκα 3.20: ΢ύγθξηζε ηνπ πξνηύπνπ θαηαλνκήο ησλ θάζεσλ ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ ησλ 

δύν θιώλσλ, 33C θαη 62L, κε ηελ θπηηαξνζεηξά HeLa, κεηά από αλάιπζε θπηηαξνκεηξίαο 

ξνήο (FACS). Α: Πανμοζζάγμκηαζ ηα δζαβνάιιαηα ηαηακμιήξ ηςκ θάζεςκ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο βζα ηζξ ηνεζξ ηοηηανμζεζνέξ, υπςξ αοηά πνμέηορακ ιε ακάθοζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ FACS 

ιε ημ πνυβναιια ModFit. Β: ΢ημκ πίκαηα ακαβνάθμκηαζ ηα ακηίζημζπα % πμζμζηά ημο ιέζμο 

υνμο ηςκ ηοηηάνςκ, ηςκ ηνζχκ ηοηηανμζεζνχκ, πμο ανίζημκηαζ ζηζξ ακηίζημζπεξ θάζεζξ ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο, υπςξ πνμέηορακ απυ 3 ακελάνηδηα πεζνάιαηα. ΢ε ηάεε πενίπηςζδ 

ζδιεζχκμκηαζ μζ ζηαηζζηζηέξ απμηθίζεζξ. Γ: Πανμοζζάγμκηαζ ηα ίδζα απμηεθέζιαηα οπυ ιμνθή 

νααδμβνάιιαημξ, ιε ημοξ αζηενίζημοξ κα οπμδδθχκμοκ ηδκ ιεβαθφηενδ απυηθζζδ ζοβηνίκμκηαξ 

ηδκ ηάεε θάζδ λεπςνζζηά (G1/G0: HeLa vs. 62L p=0.0397938, 33C vs. 62L p=0.0067896, G2/M: 

HeLa vs. 33C p=0.0338386, 33C vs. 62L p=0.0459393, Aneuploid: HeLa vs. 33C p=0.0457571, 

HeLa vs. 62L p=0.0035021) υπςξ πνμέηορε απυ ημ heteroschedastic t-test (Microsoft Excel). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΑΝ
ΝΑ

 Μ
ΑΛ
ΕΚ
ΚΟ
Υ



   - 183 - 

Γζα πζμ εκδεθεπή ιεθέηδ ηδξ ιίηςζδξ, έβζκε πμζμηζημπμίδζδ ηςκ επζιένμοξ 

οπμθάζεςκ ηδξ, ηαεχξ επίζδξ ηαζ ημο ανζειμφ ηςκ πονήκςκ ακά ηφηηανμ ιε πνήζδ 

ιζηνμζημπίαξ θεμνζζιμφ. ΢ε ηφηηανα ηςκ δφμ ζηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκςκ 

ηοηηανμζεζνχκ, ηαεχξ ηαζ ηδξ ηοηηανμζεζνάξ HeLa, πναβιαημπμζήεδηε ζήιακζδ ηςκ 

ιζηνμζςθδκίζηςκ (ακηίζςια πμο ακαβκχνζγε ηδκ α-ημοιπμοθίκδ) ηαζ ημο DNA 

(πνςζηζηή Hoechst), έηζζ χζηε κα είκαζ ειθακήξ δ ιζηςηζηή άηναηημξ ηαζ ηαη’ επέηηαζδ 

μζ δζάθμνεξ οπμθάζεζξ ηδξ ιίηςζδξ. Κάης απυ ιζηνμζηυπζμ θεμνζζιμφ, ιεηνήεδηε 

ιεβάθμξ ανζειυξ ηοηηάνςκ (n=6000 βζα ηάεε ηοηηανζηή ζεζνά), ηαζ ζε δζάθμνα μπηζηά 

πεδία πνμζδζμνίζηδηε μ ανζειυξ ηςκ ιεζμθαζζηχκ ηαζ ιζηςηζηχκ ηοηηάνςκ, ηαεχξ ηαζ μ 

ανζειυξ ηςκ ηοηηάνςκ ζε ηάεε επζιένμοξ οπμθάζδ ηδξ ιίηςζδξ. 

Σα απμηεθέζιαηα ημο ιέζμο υνμο ηςκ ιεηνήζεςκ πμο πνμέηορακ απυ ηνία 

δζαθμνεηζηά πεζνάιαηα, υπςξ ηαζ μζ ζηαηζζηζηέξ απμηθίζεζξ, θαίκμκηαζ ζημ ΢πήια 3.21. 

Σα απμηεθέζιαηα έηοπακ επελενβαζίαξ ιε ζηαηζζηζηή ακάθοζδ two-way ANOVA ιε ημ 

Bonferroni post-test (GraphPad Prism). Πνμέηορε υηζ οπήνπε ιζα ιζηνή αολμιείςζδ ζηζξ 

οπμθάζεζξ ηδξ ιίηςζδξ ιε ηδ ηοηηανμζεζνά 33C κα πανμοζζάγεζ ιζηνή αθθά ζηαηζζηζηά 

ζδιακηζηή δζαθμνά απυ ηδκ ηοηηανμζεζνά εθέβπμο HeLa, υπςξ οπμδδθχκεηαζ απυ ηα 

αζηενάηζα ζημ νααδυβναιια (΢πήια 3.21). Ζ ηοηηανμζεζνά 33C πανμοζίαγε ιζηνή 

ιείςζδ ημο ανζειμφ ηςκ ηοηηάνςκ πμο ανίζημκηακ ζηδ ιεηάθαζδ ηαζ ιζηνή αφλδζδ 

αοηχκ ηδξ ηεθυθαζδξ. Ωζηυζμ ημ πμζμζηυ ηςκ ιζηςηζηχκ ηοηηάνςκ πμο πνμέηορε δεκ 

πανμοζίαγε δζαθμνά ιεηαλφ ηςκ ηοηηανμζεζνχκ HeLa, 33C ηαζ 62L, πμο ήηακ 6.40% 

(n=6297), 6.26% (n=6379) ηαζ 6.26% (n=5274), ακηίζημζπα.  

 

΢οκμρίγμκηαξ ηα απμηεθέζιαηα πμο θήθεδηακ απυ ημ παναηηδνζζιυ ηςκ δφμ 

ζηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ηοηηανμζεζνχκ HeLa
GFP-hCINAP

, μζ δφμ ηθχκμζ, 33C ηαζ 62L, 

πανμοζίαγακ θοζζμθμβζηή ιμνθμθμβία, ζηαεενή έηθναζδ ηαζ ζςζηυ εκδμηοηηάνζμ 

εκημπζζιυ ηδξ GFP-hCINAP, θοζζμθμβζηυ ηοηηανζηυ ηφηθμ ηαζ ηνίεδηακ ηαηάθθδθμζ βζα 

πναβιαημπμίδζδ ηςκ πεναζηένς πεζναιάηςκ.  
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΢ρήκα 3.21: Καηαλνκή ησλ Μηησηηθώλ Φάζεσλ, όπσο απηέο πξνέθπςαλ από Μηθξνζθνπία 

Φζνξηζκνύ. Σα ηφηηανα ζδιάκεδηακ ιε ακηί-α-tubulin ηαζ Hoechst 33342 ηαζ 

πμζμηζημπμζήεδηακ ςξ ιεζμθαζζηά ή ηφηηανα ζοβηεηνζιέκςκ ιζηςηζηχκ οπμθάζεςκ. ΢ημ 

νααδυβναιια θαίκμκηαζ μζ δζάθμνεξ θάζεζξ ηδξ ιίηςζδξ βζα ηζξ 3 ηοηηανμζεζνέξ (HeLa, 33C ηαζ 

62L) ηαζ μζ ανζειμί απμηεθμφκ ημ % πμζμζηυ ημοξ επί ηςκ ιζηςηζηχκ ηοηηάνςκ. Οζ αζηενίζημζ 

δδθχκμοκ ηζξ δζαθμνέξ μζ μπμίεξ είκαζ ζηαηζζηζηά ζδιακηζηέξ (metaphase: p<0.01, telophase: 

p<0.001), υπςξ αοηέξ πνμέηορακ απυ ηδκ ακάθοζδ two-way ANOVA ιε Bonferroni post-test 

(GraphPad Prism).  
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3.5 Υξήζε ηεο ζηαζεξάο επηκνιπζκέλεο θπηηαξνζεηξάο HeLa
GFP-hCINAP 

ζε in vivo 

πεηξάκαηα  

Ζ πναβιαημπμίδζδ ηςκ πεζναιάηςκ αοηήξ ηδξ εκυηδηαξ δζελήπεδζακ ζημ 

ενβαζηήνζμ ημο Καεδβδηή Angus I. Lamond (University of Dundee, UK), ημ μπμίμ δζέεεηε 

υθμ ημκ απαναίηδημ ελμπθζζιυ, ιεηά απυ οπμηνμθία ιζηνήξ δζάνηεζαξ (3 ιήκεξ) πμο ιμο 

απμκειήεδ απυ ημ EMBO.  

 

 

3.5.1 Μειέηε ηεο θηλεηηθόηεηαο ηεο πβξηδηθήο πξσηεΐλεο GFP-hCINAP κε 

επαλαθνξά Φζνξηζκνύ Μεηά από Φσηνιεύθαλζε (FRAP-Fluorescence Recovery 

After Photobleaching) 

Ζ ηεπκζηή ηδξ Δπακαθμνάξ Φεμνζζιμφ Μεηά απυ Φςημθεφηακζδ (FRAP) πανέπεζ 

πθδνμθμνίεξ ζπεηζηά ιε ηδκ ηζκδηζηή πμο ειθακίγεζ δ οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδ, ηαεχξ ηαζ ηδ 

δοκαιζηή πμο ειθακίγμοκ μζ αθθδθεπζδνάζεζξ ηδξ ιε άθθα αζμθμβζηά ιαηνμιυνζα. Οζ 

πθδνμθμνίεξ πμο πνμηφπημοκ απυ ηδκ ηεπκζηή αοηή ιπμνμφκ κα πνδζζιμπμζδεμφκ βζα κα 

ελαπεμφκ αζμθμβζηά ζοιπενάζιαηα, υπςξ ακ δ hCINAP δζαπέεηαζ εθεφεενα ιέζα ζημ 

ηφηηανμ, ακ απμηεθεί ιέθμξ εκυξ ιεβαθφηενμο ζοιπθυημο ή ακ πνμζδέκεηαζ ζηαεενά ζε 

οπμηοηηανζηέξ δμιέξ ή ζημ DNA ημο ηοηηάνμο.  

 Γζα ηδκ πναβιαημπμίδζδ ημο πεζνάιαημξ FRAP (2.3.12.2), ηα ηφηηανα ηδξ 

ζηαεενάξ ιεηαζπδιαηζζιέκδξ ηοηηανμζεζνάξ HeLa
GFP-hCINAP(33C) 

ημπμεεηήεδηακ ζημκ 

εζδζηυ εενιαζκυιεκμ εάθαιμ ημο ιζηνμζημπίμο DeltaVision Spectris wide-field 

deconvolution μ μπμίμξ δζέεεηε ακηθία πανμπήξ δζμλεζδίμο ημο άκεναηα, αθμφ 

πνμδβμοιέκςξ είπακ ακαπηοπεεί ζε εζδζηά ηνοαθία 35 mm µε βοάθζκμ ποεµέκα ηαζ ημ 

ενεπηζηυ οθζηυ ακηζηαηαζηάεδηε ιε ενεπηζηυ οθζηυ ακελάνηδημ ημο CO2 πμο δεκ πενζείπε 

ηυηηζκμ ηδξ θαζκυθδξ. Ανπζηά, θήθεδηακ 3 θςημβναθίεξ ημο ηοηηάνμο ηαζ έπεζηα 

πνμηθήεδηε θςημθεφηακζδ ιε ημ θςημηζκδηζηυ ιμκηέθμ ημο ιζηνμζημπίμο ζε ιζα ιζηνή 

πενζμπή ημο πονήκα ιε πνήζδ θέζγεν ζηα 488 nm (100% ηδξ ζζπφξ ημο θέζγεν βζα 

δζάζηδια 0.15 s). Θα πνέπεζ κα ημκζζεεί υηζ δ θςημθεφηακζδ αθμνά ηαηαζηνμθή ηςκ 

ιμνίςκ GFP ηαζ υπζ ηδξ ζοκηδβιέκδξ ιε αοηά πνςηεΐκδξ (Ζ θεμνίγμοζα μιάδα ζε αοηή 

ηδκ πενζμπή, θαιαάκεζ ηυζμ ορδθήξ έκηαζδξ αηηζκμαμθίαξ, πμο πανένπεηαζ δ δζάνηεζα ημο 

θεμνζζιμφ ηδξ). Έπεζηα θήθεδηακ ζοκεπυιεκεξ θςημβναθίεξ, ιε πνυκμ έηεεζδξ 0.1 s βζα 

ηάεε εζηυκα, βζα ηδ παναημθμφεδζδ ηδξ ακάηαιρδξ ημο ζήιαημξ θεμνζζιμφ ζηδκ πενζμπή 

πμο έηοπε θςημθεφηακζδ. Έκα ακηζπνμζςπεοηζηυ πανάδεζβια θςημθεφηακζδξ πμο 

πναβιαημπμζήεδηε θαίκεηαζ ζημ ΢πήια 3.22 Α.  
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Γζα ηδκ επελενβαζία ηςκ απμηεθεζιάηςκ πνδζζιμπμζήεδηε ημ θμβζζιζηυ SoftWoRx, 

ιε ημ μπμίμ έβζκε πμζμηζημπμίδζδ ηδξ έκηαζδξ ημο θεμνζζιμφ ζηδκ πενζμπή ηδξ 

θςημθεφηακζδξ πνζκ ηαζ ιεηά ηδ δζαδζηαζία. ΢ηδ ζοκέπεζα πναβιαημπμζήεδηε δ βναθζηή 

πανάζηαζδ ηδξ έκηαζδξ ημο θεμνζζιμφ ςξ ζοκάνηδζδ ημο πνυκμο (ηαιπφθδ επακαθμνάξ, 

΢πήια 3.22 Β) ηαζ οπμθμβίζηδηε απυ αοηή μ πνυκμξ t1/2, μ μπμίμξ απμηεθεί ημ πνμκζηυ 

δζάζηδια πμο απαζηείηαζ χζηε δ έκηαζδ ημο θεμνζζιμφ κα θηάζεζ ζημ 50% ηδξ ηεθζηήξ. 

Δπίζδξ πνμζδζμνίζηδηε ημ επί ημζξ εηαηυ πμζμζηυ ηδξ πνςηεΐκδξ πμο είκαζ ζηαεενά 

πνμζδεδειέκμ, πμο μνίγεηαζ ςξ δ δζαθμνά ηδξ ανπζηήξ έκηαζδξ θεμνζζιμφ ηαζ ημο 

θεμνζζιμφ επακαθμνάξ ιεηά ηδκ θςημθεφηακζδ.  

Ζ θςημθεφηακζδ πναβιαημπμζήεδηε ζοκμθζηά ζε 50 ηφηηανα ζε δζάθμνα ζδιεία 

ημο πονδκμπθάζιαημξ ηαζ μ t1/2, υπςξ πνμέηορε απυ ημκ ιέζμ υνμ, ήηακ 0.29±0.03 s, μ 

μπμίμξ είκαζ πανυιμζμξ ιε αοηυκ ηδξ GFP (t =0.21 s), υπςξ πνμηφπηεζ απυ ηδκ 

αζαθζμβναθία, ηαζ ημ πμζμζηυ ημο ηζκδημφ ηθάζιαημξ 89%±4. Σα απμηεθέζιαηα αοηά 

δδθχκμοκ υηζ δ πνςηεΐκδ hCINAP δζαπέεηαζ εθεφεενα ιέζα ζημ ηφηηανμ, ηαζ υηζ ιυκμ έκα 

ιζηνυ πμζμζηυ ηδξ (11%±4) πνμζδέκεηαζ ζηαεενά ζε δμιέξ ημο ηοηηάνμο.  
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΢ρήκα 3.22: Μειέηε ηεο θηλεηηθόηεηαο ηεο πβξηδηθήο πξσηεΐλεο GFP-hCINAP. 

A. Φςημβναθζηά ζηζβιζυηοπα ηαηά ηδκ πναβιαημπμίδζδ ηδξ ηεπκζηήξ FRAP. Ζ ανπζηή εζηυκα 

απμηεθεί εζηυκα πνζκ ηδκ θςημθεφηακζδ, δ δεφηενδ ηδκ ζηζβιή ηδξ θςημθεφηακζδξ ηαζ μζ 

οπυθμζπεξ εζηυκεξ ηαημπζκά ζηζβιζυηοπα ηδξ θςημθεφηακζδξ ιέπνζ επακαθμνάξ ηδξ έκηαζδξ 

θεμνζζιμφ. Κθίιαηα: 10 ιm. B. Καιπφθδ επακαθμνάξ ημο θεμνζζιμφ ηδξ GFP-hCINAP ζε 

ζοκάνηδζδ ιε ημκ πνυκμ ιεηά απυ πεζνάιαηα FRAP ζηδ ζηαεενά επζιμθοζιέκδ ηοηηανμζεζνά 

HeLa
GFP-hCINAP (33C)

. Οζ ιεηνήζεζξ απυ ηα πεζνάιαηα FRAP έπμοκ ακαπεεί ιε ηέημζμ ηνυπμ χζηε δ 

πνζκ ηδ θςημθεφηακζδ έκηαζδ ημο θεμνζζιμφ κα ακηζζημζπεί ζηδ ιμκάδα, εκχ ηδ ζηζβιή ηδξ 

θςημθεφηακζδξ (t=0 sec) δ έκηαζδ κα ζζμφηαζ ιε ημ ιδδέκ. 
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3.5.2 Αλάιπζε πξσηετληθνύ θύθινπ δσήο ηεο hCINAP κε βηληενκηθξνζθνπία ζε 

πξαγκαηηθό ρξόλν (Time-lapse microscopy)  

Γζα ηδκ δζενεφκδζδ ηδξ δοκαιζηήξ ζοιπενζθμνάξ ηδξ hCINAP ζημκ εοηανοςηζηυ 

πονήκα ηαηά ηδ δζάνηεζα ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο γςήξ, πναβιαημπμζήεδηε ζηζβιζμηοπζηή 

αζκηεμιζηνμζημπία πναβιαηζημφ πνυκμο. Ζ ηεπκζηή αοηή, ιπμνεί κα πανάζπεζ αηνζαείξ 

πθδνμθμνίεξ ζπεηζηά ιε ηδκ πνμκζηή αθθδθμοπία ηςκ βεβμκυηςκ πμο ζοιααίκμοκ ζημ 

ηφηηανμ.  

Γζα κα είκαζ εθζηηή δ πνήζδ αοηήξ ηδξ ηεπκζηήξ εα πνέπεζ δ οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδ κα 

πανμοζζάγεηαζ ςξ οανίδζμ ιε ηδκ αοημθεμνίγμοζα πνςηεΐκδ GFP (πναζζκμ-θεμνίγμοζα). 

Δπμιέκςξ βζα ηδκ πναβιαημπμίδζδ αοηήξ ηδξ πεζναιαηζηήξ εκυηδηαξ πνδζζιμπμζήεδηε 

ηαζ πάθζ δ ζηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκδ ηοηηανμζεζνά HeLa
GFP-CINAP

 ( ηθχκμζ 33C ηαζ 

62L).  

Σα ηφηηανα ιζα ιένα πνζκ ηδκ παναηήνδζδ ηάης απυ ημ ιζηνμζηυπζμ DeltaVision 

Spectris wide-field deconvolution (Applied Precision), ιεηαθένεδηακ ζε εζδζηά ηνοαθία 

35 mm µε βοάθζκμ ποεµέκα ηαζ ηαηά ηδ δζάνηεζα ημο πεζνάιαημξ δζαηδνήεδηακ ζε 

ενεπηζηυ οθζηυ ακελάνηδημ ημο CO2, πμο δεκ πενζείπε ηυηηζκμ ηδξ θαζκυθδξ, αθμφ 

πνμδβμοιέκςξ ζδιάκεδηε ημ DNA ηςκ πονήκςκ ιε αναζυ δζάθοια πνςζηζηήξ Hoechst-

33342 (2.3.12.1).  

΢ηδ ζοκέπεζα ηα ηφηηανα ημπμεεηήεδηακ ζημκ εζδζηυ εενιαζκυιεκμ εάθαιμ ημο 

ιζηνμζημπίμο μ μπμίμξ δζέεεηε ακηθία πανμπήξ δζμλεζδίμο ημο άκεναηα, χζηε δ 

παναηήνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ κα επζηοβπακυηακ οπυ θοζζμθμβζηέξ βζα ημ ηφηηανμ ζοκεήηεξ 

(37 ºC εενιμηναζία ηαζ αηιυζθαζνα 5% CO2). Σα ηφηηανα οπμαθήεδηακ ζε ζοζηδιαηζηή 

ζηζβιζμηοπζηή ηαηαβναθή ημο θεμνζζιμφ ιε θήρδ δέζιδξ οπένθεπηςκ (0.2 ιm) μπηζηχκ 

ημιχκ (πενίπμο 20) ακά 20 min, βζα δζάζηδια πενίπμο 24 h, ιε αοημιαημπμζδιέκμ ηνυπμ, 

ηάης απυ οπενζχδδ αηηζκμαμθία παιδθήξ έκηαζδξ, ιε αάζδ ημ πνςηυημθθμ ηςκ Platani et 

al., 2000. Σέθμξ, ηα μπηζηά δεδμιέκα έηοπακ επελενβαζίαξ ιε ελεζδζηεοιέκμ αθβυνζειμ 

(iterative constrained deconvolution algorithm) ηαζ δ δμιή απεζημκίζηδηε ηνζζδζάζηαηα ιε 

ορδθή εοηνίκεζα (Swedlow et al., 1997). Έκα ηέημζμ πανάδεζβια πανμοζζάγεηαζ ζημ 

΢πήια 3.23.  

Απυ ηα πεζνάµαηα αζκηεμζημπίαξ πναβιαηζημφ πνυκμο πμο πναβιαημπμζήεδηακ, ηαζ 

ηζξ ηαζκίεξ πμο θήθεδηακ βζα ηφηηανα πμο δζαζνμφκηαζ [10 ηαζκίεξ βζα 62L ηαζ 17 ηαζκίεξ 

βζα 33C (19 ηοηηανζηέξ δζαζνέζεζξ βζα ηάεε ηοηηανμζεζνά)], ελάβμκηαζ μζ ελήξ 

παναηδνήζεζξ/ ζοιπενάζιαηα: 

1) ΢ηα δζάθμνα μπηζηά πεδία παναηδνήεδηακ ηφηηανα ιε δζαθμνεηζηή έκηαζδ θεμνζζιμφ 

ηδξ πνςηεΐκδξ GFP-hCINAP. Δηείκμ πμο παναηδνήεδηε ζηζξ ηαζκίεξ, είκαζ υηζ ηα 
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επίπεδα θεμνζζιμφ ηδξ πνςηεΐκδξ αολμιεζχκμκηακ ζε ζοκάνηδζδ ιε ημκ πνυκμ ηαζ 

αοηυ οπμδδθχκεζ ηαη’ επέηηαζδ υηζ δ πνςηεσκζηή έηθναζδ ηδξ, είκαζ δζαθμνεηζηή ζηα 

δζάθμνα ζηάδζα ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο. Ζ έκηαζδ θεμνζζιμφ ηδξ GFP-hCINAP 

ανίζηεηαζ ζε παιδθυηενα επίπεδα ζημ ιζηςηζηυ ηφηηανμ, εκχ ζηαδζαηά ηα επίπεδα 

θεμνζζµμφ αολάκμκηαζ ηαεχξ ημ ηφηηανμ εζζένπεηαζ ζηδ θάζδ G0/G1 (4-9 h ιεηά ηδκ 

δζαίνεζδ ημο ηοηηάνμο, ΢πήια 3.23).  

2) Καεχξ ημ ηφηηανμ εζζένπεηαζ ζηδκ ιίηςζδ δ πνςηεΐκδ δζαπέεηαζ, ηαζ δεκ ζοκημπίγεηαζ 

ιε ημ DNA, πανά ιυκμ ζηδ ηεθυθαζδ (΢πήια 3.24).  

3) Σα πεζνάιαηα πναβιαημπμζήεδηακ ηαζ ιε ηζξ δφμ ζηαεενά επζιμθοζιέκεξ 

ηοηηανμζεζνέξ, 33C (ρδθή έηθναζδ) ηαζ 62L (παιδθή έηθναζδ), ηαζ έηζζ έβζκε 

πνμζπάεεζα ζοζπέηζζδξ ηςκ επζπέδςκ έηθναζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ ιε ηδκ δζαδζηαζία ηδξ 

ιίηςζδξ. Παναηδνήεδηε υηζ έκα πμζμζηυ 53% ηςκ ιζηςηζηχκ ηοηηάνςκ ημο 62L (10 

απυ ηα 19 ηφηηανα) ιπυνεζακ κα μθμηθδνχζμοκ θοζζμθμβζηά ηδ δζαδζηαζία ηδξ 

ιίηςζδξ ζε ζπέζδ ιε 21% ημο 33C (4 απυ ηα 19 ηφηηανα), ζημκ μπμίμ πανμοζζάγμκηακ 

δζάθμνεξ ακςιαθίεξ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ιζηςηζηήξ δζαίνεζδξ (Πίκαηαξ 3.9).  

4) Παναηδνήεδηε υηζ δ ιίηςζδ ζηα ηφηηανα πμο ηαηάθενκακ κα μθμηθδνχζμοκ ηδ 

δζαδζηαζία ηδξ θοζζμθμβζηά, δζανημφζε 80 min, ιε δζαθμνά 20 min ιεηαλφ υθςκ ηςκ 

ιζηςηζηχκ οπμθάζεςκ. Δλαίνεζδ απμηέθεζε ιυκμ έκα ηφηηανμ ηδξ ηοηηανμζεζνάξ 33C 

υπμο πνυκμξ ιεηαλφ ηςκ δζάθμνςκ ηοηηανζηχκ οπμθάζεςκ ήηακ 10 min.  

5) Τπήνπε έκαξ ρδθυξ ανζειυξ ηοηηάνςκ [47% βζα 62L (9 απυ 19 ηφηηανα), 79% βζα 

33C (15 απυ 19 ηφηηανα)] πμο πανμοζίαγακ ακςιαθίεξ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ 

ηοηηανζηήξ δζαίνεζδξ (Πίκαηαξ 3.9), υπςξ: 

α) παναιμκή βζα ανηεηυ πνμκζηυ δζάζηδια ζηδ πνμιεηάθαζδ ή ιεηάθαζδ ή ζε 

ηάπμζεξ πενζπηχζεζξ ιεηααίααζδ ηςκ ηοηηάνςκ απυ ηδ ιζα θάζδ ζηδκ άθθδ, πςνίξ ηα 

ηφηηανα κα ηαηαθένκμοκ κα ζημζπίζμοκ ηα πνςιμζχιαηα ημοξ ηαζ ζημ ηέθμξ 

παναηδνήεδηε απυπηςζδ ημοξ (2 απυ ηα 19 ηφηηανα βζα 62L ηαζ 8 απυ ηα 19 ηφηηανα 

βζα 33C), υπςξ θάκδηε απυ ηδ ιμνθμθμβία ημο ηοηηάνμο (ζοννίηκςζδ ηοηηάνμο ηαζ 

ζοιπφηκςζδ DNA) (΢πήια 3.25 Α).  

α) πναβιαημπμίδζδ ηδξ ηοηηανζηήξ δζαίνεζδξ θοζζμθμβζηά, αθθά ζημ ηέθμξ ηα 

ηφηηανα (3 απυ ηα 19 ηφηηανα βζα 62L ηαζ 1 απυ ηα 19 ηφηηανα βζα 33C) πανάιεκακ 

ζηδκ ηοημηίκδζδ βζα ανηεηυ πνμκζηυ δζάζηδια, ιενζηέξ θμνέξ ιέπνζ ηαζ 20 h (΢πήια 

3.25 Β). ΢ε ηάπμζεξ απυ ηζξ ηαζκίεξ, θαίκεηαζ υηζ ηα ηφηηανα πνμααίκμοκ ζημ ηέθμξ ζε 

απυπηςζδ ή έκςζδ ημοξ ηαζ δδιζμονβία πμθοπφνδκςκ ηοηηάνςκ. Ζ απυπηςζδ 

ζοκέααζκε ζηζξ πενζπηχζεζξ πμο πανμοζζάγμκηακ ακςιαθίεξ ηαηά ηδ ιζηςηζηή 

δζαίνεζδ. ΢ηδ πθεζμρδθία ηςκ ηοηηάνςκ δ απυπηςζδ ζοκέααζκε υηακ ηα ηφηηανα 
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πανέιεκακ ζε ηάπμζα οπμθάζδ ηδξ ιίηςζδξ βζα ανηεηή χνα ή ιεηέααζκακ απυ ηδ 

ιεηάθαζδ ζηδκ πνμιεηάθαζδ, πςνίξ κα ιπμνμφκ κα μθμηθδνχζμοκ ηδκ ηοηηανζηή 

δζαίνεζδ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίλαθαο 3.9: Αλσκαιίεο πνπ παξνπζηάζηεθαλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο θπηηαξηθήο δηαίξεζεο 

ζηηο δύν ζηαζεξά κεηαζρεκαηηζκέλεο θπηηαξνζεηξέο HeLa
GFP-hCINAP

.  

 

 

 

 

 

 

 

Αλσκαιίεο Κπηηαξηθήο δηαίξεζεο 62L  33C 

Παναιμκή πνμιεηάθαζδ  0 2 

Καεοζηένδζδ ζηδ ιεηάθαζδ 2 5 

Μεηααίααζδ απυ ιεηάθαζδ ζε πνμιεηάθαζδ 

ή πνυθαζδ ηαζ πάθζ πίζς  

2 4 

Παναιμκή ή ηαεοζηένδζδ ζηδ ηοημηίκδζδ  3 3 

Γδιζμονβία πμθοπφνδκςκ ηοηηάνςκ 1 2 

Απυπηςζδ  2 8 
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΢ρήκα 3.23: Παξαθνινύζεζε ηεο πβξηδηθήο πξσηεΐλεο GFP-hCINAP ζε δσληαλά θύηηαξα 

κε κηθξνζθνπία πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ (time-lapse microscopy).  

΢ημ ζπήια πανμοζζάγμκηαζ μζ εζηυκεξ εκυξ μπηζημφ πεδίμο πμο θήθεδηακ ακά 20 min ηαηά ηδ 

δζάνηεζα παναημθμφεδζδξ ηδξ ηοηηανμζεζνάξ HeLa
GFP-hCINAP(33C)

, ηάης απυ εζδζηυ ιζηνμζηυπζμ 

DeltaVision Spectris wide-field deconvolution (Applied Precision). Κθίιαηα 10 ιm.  
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΢ρήκα 3.24: ΢ηηγκηόηππα πνπ ιήθζεθαλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο κίησζεο ζε δσληαλά θύηηαξα 

HeLa
GFP-hCINAP(33C)

.  

Πανμοζζάγμκηαζ μζ δζάθμνεξ οπμθάζεζξ ηδξ ιίηςζδξ, υπςξ αοηέξ δζαηνίκμκηαζ απυ ηδ ιμνθμθμβία 

ημο DNA, ημ μπμίμ ζδιάκεδηε ιε πνςζηζηή Hoechst-33342 (ιπθε πνχια) ηαζ μ εκδμηοηηάνζμξ 

εκημπζζιυξ ηδξ οανζδζηήξ πνςηεΐκδξ GFP-hCINAP (πνάζζκμ πνχια). Κθίιαηα: 5 ιm.  
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΢ρήκα 3.25: Αλσκαιίεο πνπ παξνπζηάζηεθαλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο θπηηαξηθήο δηαίξεζεο, 

όπσο θαηαγξάθεθαλ ζε δσληαλά θύηηαξα HeLa
GFP-hCINAP(33C)

, κε κηθξνζθνπία πξαγκαηηθνύ 

ρξόλνπ.  

Α: Πανμοζζάγμκηαζ δφμ ηφηηανα, ηα μπμία παναιέκμοκ βζα ανηεηυ πνμκζηυ δζάζηδια ζηδ 

πνυθαζδ-πνμιεηάθαζδ (100 min) ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ημ έκα εη ηςκ δφμ πνμπςνά ζηδ ιεηάθαζδ, 

υπμο ηα πνςιμζχιαηα θαίκμκηαζ ιδ ζημζπζζιέκα (110 min). ΢ημ ηέθμξ ηα δφμ ηφηηανα 

πνμααίκμοκ ζε απυπηςζδ. Β: Πανμοζζάγεηαζ έκα πανάδεζβια ηεθυθαζδξ-ηοημηίκδζδξ, υπμο ηα 

ηφηηανα παναιέκμοκ εκςιέκα, δεκ μθμηθδνχκεηαζ δ ηοημηίκδζδ αηυια ηαζ ιεηά απυ 20 h. ΢ημ 

ηάεε ζπήια πανμοζζάγμκηαζ εζηυκεξ ιε εκδεζηηζημφξ πνυκμοξ. Κθίιαηα 10 ιm.   
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Σα απμηεθέζιαηα ηδξ ιζηνμζημπίαξ πναβιαηζημφ πνυκμο ακέδεζλακ υηζ πζεακυκ δ 

πνςηεΐκδ hCINAP κα ειπθέηεηαζ ζηζξ δζαδζηαζίεξ ηδξ ηοηηανζηήξ δζαίνεζδξ ηαζ εα πνέπεζ 

ιεθθμκηζηά κα δζενεοκδεεί πζμ δζελμδζηά. Καηά ηδκ πναβιαημπμίδζδ ημο πεζνάιαημξ, 

ανπζηά δεκ ήηακ δοκαηυ κα παναηδνδεμφκ ιζηςηζηέξ δζαζνέζεζξ. Γζα ημ θυβμ αοηυ 

ιεζχεδηε μ πνυκμξ έηεεζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ζηδκ αηηζκμαμθία, ιε ιείςζδ ημο πνυκμο 

έηεεζδξ ηαηά ηδ θήρδ ηδξ εζηυκαξ ηαζ ιείςζδ ηςκ ημιχκ ημο ηοηηάνμο (απυ 20-24 ζε 10-

12). Απυ ηα απμηεθέζιαηα αοηά πνμέηορε υηζ έκα πμζμζηυ 53% ηςκ ηοηηάνςκ ημο 

ηθχκμο 62L ηαηάθενακ κα μθμηθδνχζμοκ θοζζμθμβζηά ηδκ ηοηηανζηή δζαίνεζδ ζε 

ακηίεεζδ ιε 21% ηςκ ηοηηάνςκ ημο 33C πμο πανμοζίαγακ πενζζζυηενεξ ακςιαθίεξ, υπςξ 

ιδ ζημίπζζδ πνςιμζςιάηςκ ηαηά ηδ ιεηάθαζδ ιε παναηήνδζδ απυπηςζδξ ή παναιμκή 

ζηδ ηοημηίκδζδ. Ζ δζαθμνά ιεηαλφ ηςκ δφμ αοηχκ ηθχκςκ ιπμνεί κα μθείθεηαζ ζηδκ 

δζαθμνά ηδξ πνςηεσκζηήξ έηθναζδξ ηδξ hCINAP (ιεβαθφηενδ έηθναζδ ζημκ 33C). Όιςξ 

μ ιζηνυξ ανζειυξ ηςκ ιζηςηζηχκ ηοηηάνςκ πμο θήθεδηακ, δεκ επζηνέπεζ ηδκ ελαβςβή 

ηεθζηχκ ζοιπεναζιάηςκ. Δπμιέκςξ, εα πνέπεζ κα βίκμοκ επζπθέμκ πεζνάιαηα υπςξ 

οπμθμβζζιυξ ηςκ απμπηςηζηχκ ηοηηάνςκ, βζα κα ιπμνέζεζ κα ακαδεζπεεί ιζα εκδεπυιεκδ 

ζοιιεημπή ηδξ hCINAP ζηδκ ιίηςζδ. 

 

 

3.6 ΢πγρξνληζκόο θπηηαξνζεηξάο HeLa θαη αλίρλεπζε ηεο hCINAP ζηηο δηάθνξεο 

θάζεηο ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ 

Απυ ηδκ ακάθοζδ ημο πνςηεσκζημφ ηφηθμο γςήξ ηδξ πνςηεΐκδξ GFP-hCINAP, 

πνμέηορε υηζ δ πνςηεσκζηή έηθναζδ ηδξ hCINAP δεκ είκαζ ζηαεενή, αθθά πανμοζζάγεζ 

αολμιεζχζεζξ ηαηά ηδ δζάνηεζα ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο. Έηζζ, επζπεζνήεδηε ιεθέηδ ηδξ 

πνςηεσκζηήξ έηθναζδξ ηδξ εκδμβεκμφξ πνςηεΐκδξ hCINAP ζηζξ δζάθμνεξ θάζεζξ ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο, χζηε κα πνμζδζμνζζηεί ζε πζμ ζοβηεηνζιέκμ ζδιείμ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο πανμοζζάγεηαζ αοηή δ αφλδζδ.  

Γζα ημ ζημπυ αοηυ, επζηεφπεδηε ζοβπνμκζζιυξ ηοηηανμηαθζένβεζαξ ηφπμο HeLa 

ζηδκ θάζδ G1/S ιε ηδ ιέεμδμ ημο δζπθμφ ιπθμηανίζιαημξ ιε δζάθοια εοιζδίκδξ (2.3.11). 

΢ηδ ζοκέπεζα θήθεδηακ δείβιαηα ακά 2 h βζα δζάζηδια εζημζζηεζζένςκ ςνχκ, ηυζμ βζα 

ακάθοζδ FACS, υζμ ηαζ βζα ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western. Οζ δζάθμνεξ θάζεζξ ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο, πμο επζηναημφζακ ζε ηάεε δείβια εθέπεδζακ ιε ηδκ αμήεεζα ηδξ 

ακάθοζδξ FACS, ηα μπμία θαίκμκηαζ ζημ ΢πήια 3.26. Απυ ηδκ ακάθοζδ FACS, 

επζαεααζχεδηε μ ζοβπνμκζζιυξ ηδξ ηοηηανμζεζνάξ HeLa, μ μπμίμξ δζαηδνήεδηε ιέπνζ ηζξ 

14 πνχηεξ χνεξ ιεηά ηδκ εθεοεένςζδ απυ ηδκ εοιζδίκδ.  
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΢ηα ακηίζημζπα δείβιαηα πμο πνμμνίγμκηακ βζα ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western, 

απμιμκχεδηακ μζ ζοκμθζηέξ πνςηεΐκεξ ηαζ ηα δείβιαηα θςημιεηνήεδηακ βζα οπμθμβζζιυ 

ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ηςκ μθζηχκ πνςηεσκχκ. Έπεζηα πναβιαημπμζήεδηε ακμζμαπμηφπςζδ 

ηαηά Western πνδζζιμπμζχκηαξ ζζυπμζα δείβιαηα ηοηηανζηχκ εηποθζζιάηςκ ηαζ 

ακηζζχιαηα έκακηζ ηοηθζκχκ πμο είκαζ ιάνηονεξ ζοβηεηνζιέκςκ θάζεςκ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο (΢πήια 3.27 Α). ΢ηα ίδζα πνςηεσκζηά δείβιαηα πναβιαημπμζήεδηε 

ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western (΢πήια 3.27 Β) ιε ακηίζςια ηυζμ έκακηζ ηδξ πνςηεΐκδξ 

hCINAP υζμ ηαζ ηδξ actin, δ μπμία πνδζζιμπμζήεδηε ςξ εζςηενζηυ δείβια ακαθμνάξ βζα 

ηδκ πμζμηζημπμίδζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP. Ζ πμζμηζημπμίδζδ ηςκ 

απμηεθεζιάηςκ έβζκε ιε ημ πνυβναιια Scion Image, ιε ημ μπμίμ οπμθμβίζηδηε δ έκηαζδ 

ημο ζήιαημξ απυ ηζξ ιπάκηεξ ηδξ hCINAP ηαζ ηδξ actin ηαζ ζηδ ζοκέπεζα μ θυβμξ ηςκ 

εκηάζεςκ hCINAP/actin πμο πνμέηορε ηαευνζζε ηαζ ημ πμζμζηυ έηθναζδξ ηδξ 

πνςηεΐκδξ. Σα απμηεθέζιαηα ηδξ πμζμηζημπμίδζδξ παναηίεεκηαζ ζημ ηάης ιένμξ ημο 

΢πήιαημξ 3.27. Απυ αοηά πνμηφπηεζ υηζ δ πνςηεΐκδ hCINAP εηθνάγεηαζ πενζζζυηενμ ζηα 

δείβιαηα ηςκ 12 ηαζ 14 ςνχκ, ηα μπμία ακηζζημζπμφκ ζηδκ G0/G1 θάζδ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο.    
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΢ρήκα 3.26: Αλάιπζε FACS ησλ πξώησλ 8 δεηγκάησλ πνπ πξνέθπςαλ από ζπγρξνληζκό ηεο 

θπηηαξνζεηξάο HeLa, κεηά από δηπιό κπινθάξηζκα κε ζπκηδίλε.  
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΢ρήκα 3.27: Αμηνιόγεζε ηεο έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο hCINAP ζηηο δηάθνξεο θάζεηο ηνπ 

θπηηαξηθνύ θύθινπ. Ηζυπμζα δείβιαηα ηοηηανζηχκ εηποθζζιάηςκ, πμο πνμέηορακ ιεηά απυ 

ζοβπνμκζζιυ ηοηηανμζεζνάξ HeLa, έηοπακ ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western πνδζζιμπμζχκηαξ 

ακηζζχιαηα έκακηζ ηςκ ηοηθζκχκ πμο είκαζ ιάνηονεξ ζοβηεηνζιέκςκ θάζεςκ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο (Α) ηαζ έκακηζ ηδξ hCINAP ηαζ actin βζα πμζμηζημπμίδζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ hCINAP, 

υπςξ πναβιαημπμζήεδηε ιε ημ πνυβναιια Scion Image (Β) 
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3.7 Μειέηε ηεο ελδνθπηηάξηαο θαηαλνκήο ηεο πξσηεΐλεο hCINAP κεηά από 

πεηξακαηηθνύο ρεηξηζκνύο 

Ζ ιμνθμθμβία ηαζ δ ζφκεεζδ ηςκ οπμπονδκζηχκ μνβακζδίςκ, υπςξ ηα Cajal bodies 

(CBs), μ πονδκίζημξ ηαζ άθθα πονδκζηά ζςιαηίδζα, πανμοζζάγμοκ δοκαιζηή θφζδ ηαζ 

ιπμνμφκ κα ιεηααθδεμφκ ιεηά απυ απυηνζζδ ζε πμζηζθυιμνθα ελςηενζηά ενεείζιαηα 

(ζηνεξ) πμο οθίζηαηαζ ημ ηφηηανμ (Cioce et al., 2006). Σα ηφηηανα πμο οπυηεζκηαζ ζε 

αηηζκμαμθία UV, μλεζδςηζηυ, ιδπακζηυ ή ςζιςηζηυ ζηνεξ, οθίζηακηαζ ηυζμ 

ιεζμπνυεεζια υζμ ηαζ ιαηνμπνυεεζια, ιεηααμθέξ ζηδ θεπηή δμιή ημο πονήκα (Lang et 

al., 1998).  

Θέθμκηαξ κα δζενεοκήζμοιε ηδκ ιεηααμθή ζημκ εκδμηοηηάνζμ εκημπζζιυ ηδξ 

πνςηεΐκδξ hCINAP ηαζ ημκ πζεακυ νυθμ πμο δζαδναιαηίγεζ ζηδκ δοκαιζηή μνβάκςζδ ημο 

πονήκα, πναβιαημπμζήζαιε πεζνάιαηα πνυηθδζδξ ζηνεξ ζηζξ δφμ ηοηηανμζεζνέξ HeLa
GFP-

hCINAP
 (33C ηαζ 62L), πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ δείβιαηα εθέβπμο ηζξ ηοηηανμζεζνέξ HeLa ηαζ 

HeLa
GFP

. 

 

 

3.7.1 Μεηαγξαθηθή θαηαζηνιή 

Δίκαζ ήδδ βκςζηυ, υηζ ανζειυξ πνςηεσκχκ πμο εκημπίγμκηαζ ζημοξ πονδκίζημοξ ηαζ 

ζημ πονδκυπθαζια (ηονίςξ πνςηεΐκεξ πμο πνμζδέκμκηαζ ζε RNA), υπςξ ηαζ RNAs (pre-

rRNAs, U1snRNA, 7SK RNA, snoRNAs, U93 scaRNA) ακαηαηακέιμκηαζ οπυ ιμνθή 

δαηηοθίςκ (caps) βφνς απυ ημοξ πονδκίζημοξ ηάης απυ θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ 

ηαηαζημθήξ ηδξ ιεηαβναθήξ. Ακαπαναβςβή αοηήξ ηδξ δζαδζηαζίαξ ιπμνεί κα βίκεζ ιε 

πνήζδ ηςκ μοζζχκ αηηζκμιοηίκδξ D (actinomycin D, actD) ηαζ 5,6-δζπθςνμ-α-D-

νζαμθμονακμζοθαεκγζιζδαγμθίμο (5,6-dichloro-beta-D-ribofuranosylbenzimidazole, 

DRB), πμο δνμοκ ςξ ακαζημθείξ ηδξ ιεηαβναθήξ (Shav-Tal et al., 2005).    

Γζα κα ιεθεηδεεί ηοπυκ αθθαβή ηδξ εκδμηοηηάνζαξ ηαηακμιήξ ηδξ πνςηεΐκδξ 

hCINAP ηάης απυ ζοκεήηεξ ιεηαβναθζηήξ ηαηαζημθήξ, πνδζζιμπμζήεδηε ανπζηά δ 

ηοηηανμζεζνά 33C ηαζ μ ακαζημθέαξ actD ζε ζοβηέκηνςζδ l ιg/ml, πμο πνμηαθεί 

ηαηαζημθή ηυζμ ηδξ RNA Pol. II, υζμ ηαζ ηδξ RNA Pol. I ηαζ ηα ηφηηανα 

ιμκζιμπμζήεδηακ ιεηά απυ 3 h ηδξ πνμζεήηδξ ηδξ actD.  

Απυ ημκ ακμζμθεμνζζιυ έβζκε ακηζθδπηυ υηζ ιένμξ ηδξ πονδκμπθαζιαηζηήξ GFP-

hCINAP ειθακζγυηακ ζε δαηηοθίμοξ βφνς απυ ημοξ πονδκίζημοξ, ηαεχξ επίζδξ ιενζηέξ 

θμνέξ ηαζ ζε ζοζζςιαηχιαηα ιέζα ζημοξ πονδκίζημοξ (΢πήια 3.28, αέθδ ηαζ ηεθαθή 

αέθμοξ ακηίζημζπα). Σμ απμηέθεζια ειθακζγυηακ ζε πμζμζηυ >80% ηςκ ηοηηάνςκ πμο 

έηοπακ επελενβαζίαξ ιε ηδκ actD.  
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΢ρήκα 3.28: Δληνπηζκόο ηεο GFP-hCINAP ζε δνκέο γύξσ από ηνπο ππξελίζθνπο (caps) κεηά 

από κεηαγξαθηθή θαηαζηνιή ηεο RNA Pol. I θαη Pol. II. A: Μεηαβναθζηή ηαηαζημθή ιε πνήζδ 

αηηζκμιοηίκδξ D (ActD, 1 ιg/ml) ηαζ δδιζμονβία δαηηοθίςκ βφνς απυ ημο πονδκίζημοξ (αέθδ) 

ηδξ GFP-hCINAP ηαζ εζηζχκ ιέζα ζημοξ πονδκίζημοξ (ηεθαθέξ αέθςκ). Β: Κφηηανμ εθέβπμο, πμο 

δεκ οπέζηδ ηδκ δζαδζηαζία ηδξ ηαηαζημθήξ. Ζ GFP-hCINAP πανμοζζάγεηαζ ιε πνάζζκμ εκχ ημ 

DNA ιε ιπθε. Κθίιαηα: 5 ιm. 
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΢ηδ ζοκέπεζα, βζα κα επζαεααζςεεί υηζ δ πνςηεΐκδ GFP-hCINAP ζοιπενζθενυηακ 

ηαηά ημκ ίδζμ ηνυπμ ιε ηδκ εκδμβεκή πνςηεΐκδ hCINAP, πναβιαημπμζήεδηε ημ ίδζμ 

πείναια ζε ηακμκζηή ηοηηανμζεζνά HeLa. Ο θαζκυηοπμξ επζαεααζχεδηε ιε ακίπκεοζδ ηδξ 

εκδμβεκμφξ πνςηεΐκδξ, ιε πνήζδ πμθοηθςκζημφ ακηζζχιαημξ έκακηζ ηδξ (΢πήια 3.29, 

Πανάνηδια). Σμ απμηέθεζια επζαεααζχεδηε επζπθέμκ ηαζ ζημκ ηθχκμ 62L, πμο 

πανμοζίαγε αηνζαχξ ημκ ίδζμ θαζκυηοπμ ιε ημκ 33C (δ εζηυκα δεκ παναηίεεηαζ). Γζα ηδκ 

πεναζηένς δζενεφκδζδ ημο θαζκμηφπμο επζθέβδηε δ πνδζζιμπμίδζδ ημο ηθχκμο 33C.  

΢ε ζοκεήηεξ ιεηαβναθζηήξ ηαηαζημθήξ, είκαζ βκςζηή απυ ηδ αζαθζμβναθία δ φπανλδ 

δφμ ηφνζςκ δζαθμνεηζηχκ ηφπςκ caps: ηα Dark Nucleolar Caps (DNCs), ηα μπμία 

ανίζημκηαζ ζοζζςνεοιέκα ζηδκ πενζθένεζα ημο πονδκίζημο ηαζ ηα Light Nucleolar Caps 

(LNCs), ηα μπμία έπμοκ ιμνθή ηυλμο ηαζ δεκ ανίζημκηαζ ζε άιεζδ επαθή ιε ηδκ 

πενζθένεζα ημο πονδκίζημο αθθά θαίκεηαζ κα πνμελέπμοκ απυ αοηυκ (Shav-Tal et al., 

2005).  

Όπςξ είκαζ ήδδ βκςζηυ, δ πνςηεΐκδ hCINAP αθθδθεπζδνά ιε ηδκ πνςηεΐκδ coilin 

(Santama et al., 2005) ηαζ επίζδξ, δ coilin εκημπίγεηαζ ζημοξ δαηηοθίμοξ LNCs ιεηά απυ 

ηαηαζημθή ηδξ ιεηαβναθήξ (Raska et al., 1990; Carmo-Fonseca et al., 1992). Γζα ηδ 

δζενεφκδζδ πζεακμφ ζοκεκημπζζιμφ ηςκ δφμ αοηχκ πνςηεσκχκ ζηζξ δμιέξ αοηέξ 

πναβιαημπμζήεδηε δζπθυξ ακμζμθεμνζζιυξ ηδξ GFP-hCINAP ηαζ ηδξ coilin (΢πήια 3.30 

Α). Πανάθθδθα πναβιαημπμζήεδηε δζπθυξ ακμζμθεμνζζιυξ ηδξ GFP-hCINAP ιε ηδκ 

fibrillarin (΢πήια 3.30 Β), ζοζηαηζηυ ηςκ πονδκίζηςκ ηαζ ηςκ Cajal bodies, δ μπμία είκαζ 

επίζδξ βκςζηυ υηζ ακαηαηακέιεηαζ ζηα LNCs ιεηά απυ ιεηαβναθζηή ηαηαζημθή (Santama 

et al., 1996) ηαζ ζοκεκημπίγεηαζ ιενζηχξ ιε ηδκ coilin (Shav-Tal et al., 2005).  

Παναδυλςξ, ηαζ ζηζξ δφμ πενζπηχζεζξ δ GFP-hCINAP δεκ ζοκεκημπζγυηακ ιε ηαιία 

απυ αοηέξ ηζξ δφμ πνςηεΐκεξ. Δπμιέκςξ ηα πενζπονδκζηά caps, ζηα μπμία εκημπίγεηαζ δ 

hCINAP, δεκ είκαζ ηα LNCs ηαζ πανά ημ βεβμκυξ υηζ μζ πνςηεΐκεξ hCINAP ηαζ coilin 

αθθδθεπζδνμφκ, ακαηαηακέιμκηαζ δζαθμνεηζηά ιεηά απυ ιεηαβναθζηή ηαηαζημθή.  

Ωξ εη ημφημο, ηνίεδηε ακαβηαία δ πεναζηένς δζενεφκδζδ ημο ηφπμο ηςκ δαηηοθίςκ 

πμο δδιζμονβεί δ GFP-hCINAP. Ζ πνςηεΐκδ PSP1 (Paraspeckle Protein 1), πμο 

εκημπίγεηαζ ζηα πονδκζηά ζςιαηίδζα πμο μκμιάγμκηαζ Paraspeckles, ζοκαενμίγεηαζ ιεηά 

απυ ηαηαζημθή ηδξ RNA Pol. II ζε πενζπονδκζηά caps (Fox et al., 2002), πμο έπμοκ 

ηαοημπμζδεεί ςξ DNCs. Δπμιέκςξ, επζπεζνήεδηε δζπθυξ ακμζμθεμνζζιυξ ηδξ GFP-

hCINAP ιε ηδκ PSP1. Απυ ημ απμηέθεζια ημο ακμζμθεμνζζιμφ έβζκε ακηζθδπηυ υηζ δ 

πνςηεΐκδ GFP-hCINAP ζοκεκημπζγυηακ ιε ηδκ πνςηεΐκδ PSP1 (΢πήια 3.30 C), 

οπμδεζηκφμκηαξ έηζζ υηζ μζ δαηηφθζμζ ηδξ GFP-hCINAP ακηζζημζπμφζακ ιε DNCs Caps.  
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΢ρήκα 3.30: Δλδνθπηηάξηα θαηαλνκήο ηεο GFP-hCINAP κεηά από κεηαγξαθηθή θαηαζηνιή 

ησλ RNA Pol. I θαη RNA Pol. II. Ζ GFP-hCINAP ειθακίγεηαζ ηαζ ζοκεκημπίγεηαζ ιε ηδκ PSP1 

ζημοξ δαηηοθίμοξ βφνς απυ ημοξ πονδκίζημοξ (caps) DNC, υπςξ ηαζ ζε ζοζζςιαηχιαηα ιέζα 

ζημοξ πονδκίημοξ, ιεηά απυ ιεηαβναθζηή ηαηαζημθή. Ζ ζηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκδ 

ηοηηανμζεζνά HeLa
GFP-hCINAP(33C) 

εηηέεδηε βζα 3 h ζε ενεπηζηυ οθζηυ πμο πενζείπε 1 ιg/ml 

Actinomycin D. Σμ πνάζζκμ πνχια ακηζπνμζςπεφεζ ηδκ GFP-hCINAP, ημ ηυηηζκμ ηδκ coilin (A), 

fibrillarin (B) ηαζ PSP1 (C), ιεηά απυ πνήζδ ηαηάθθδθςκ ακηζζςιάηςκ. Οζ πονήκεξ ζδιάκεδηακ 

ιε Hoechst 33342 (ιπθε). Κθίιαηα: 5 ιm. 
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΢ρήκα 3.31: Ο ελδνθπηηάξηνο εληνπηζκόο ζε θύηηαξα ειέγρνπ, ησλ πξσηετλώλ coilin (A), 

fibrillarin (B) θαη PSP1 (C), ζε ζπλδπαζκό κε ηελ πξσηεΐλε GFP-hCINAP (Α-C), ζηελ 

ζηαζεξά κεηαζρεκαηηζκέλε θπηηαξνζεηξά HeLa
GFP-hCINAP(33C)

. Σμ πνάζζκμ πνχια 

ακηζπνμζςπεφεζ ηδκ GFP-hCINAP, ημ ηυηηζκμ ηδκ coilin (A), fibrillarin (B) ηαζ PSP1 (C), ιεηά 

απυ πνήζδ ηαηάθθδθςκ ακηζζςιάηςκ. Οζ πονήκεξ ζδιάκεδηακ ιε Hoechst 33342 (ιπθε). 

Κθίιαηα: 5 ιm. 
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Ο εκδμηοηηάνζμξ εκημπζζιυξ ηςκ πνςηεσκχκ coilin, fibrillarin ηαζ PSP1, ζε 

ζοκδοαζιυ ιε ηδκ πνςηεΐκδ GFP-hCINAP, ζε ηφηηανα εθέβπμο (ηφηηανα πμο δεκ 

οπέζηδζακ ηδκ δζαδζηαζία ηδξ ιεηαβναθζηήξ ηαηαζημθήξ) θαίκεηαζ ζημ ΢πήια 3.31.   

Δπεζδή δ πνήζδ ηδξ actD ζε ζοβηέκηνςζδ l ιg/ml πνμηαθεί ηαηαζημθή ηυζμ ηδξ 

RNA pol.II, υζμ ηαζ ηδξ RNA pol.I (Sobell, 1985), επζπεζνήεδηε πεναζηένς ιεθέηδ ημο 

θαζκμηφπμο, ιε πνήζδ ηδξ actD ζε ζοβηέκηνςζδ 0.04 ιg/ml πμο πνμηαθεί ηαηαζημθή 

ιυκμ ηδξ RNA pol.I ηαζ ηδξ DRB. Ζ DRB ζε ζοβηέκηνςζδ 25 ή 50 ιg/ml, ηαηαζηέθθεζ 

ζοβηεηνζιέκεξ CTD ηζκάζεξ (carboxyterminal domain kinases), αθθά ηονίςξ δνα ςξ 

εζδζηυξ ακαζημθέαξ ηδξ ιεηαβναθήξ ηδξ RNA Pol. II (te Poele et al., 1999). Γζα ημκ έθεβπμ 

ημο απμηεθέζιαημξ, πναβιαημπμζήεδηε ηαζ πάθζ δζπθυξ ακμζμθεμνζζιυξ έκακηζ ηδξ GFP-

hCINAP ηαζ ηάεε ιίαξ εη ηςκ ηνζχκ πνςηεσκχκ: coilin, fibrillarin ηαζ PSP1.   

Σα απμηεθέζιαηα έδεζλακ υηζ ζηα ηφηηανα πμο πναβιαημπμζήεδηε ηαηαζημθή ηδξ 

ιεηαβναθήξ ιε ζοβηέκηνςζδ 0.04 ιg/ml actD, πανμοζζάγμκηακ μζ παναηηδνζζηζημί 

δαηηφθζμζ (caps) LNCs βζα ηζξ πνςηεΐκεξ coilin ηαζ fibrillarin, εκχ μζ πνςηεΐκεξ GFP-

hCINAP ηαζ PSP1 δζαηδνμφζακ ηδκ θοζζμθμβζηή ημοξ εκδμηοηηάνζα ηαηακμιή (΢πήια 

3.32).  

Δπζπθέμκ, ζηα ηφηηανα πμο πναβιαημπμζήεδηε ηαηαζημθή ηδξ ιεηαβναθήξ ιε DRB, 

δ GFP-hCINAP ηαζ δ PSP1 ειθακίγμκηακ ςξ ζοζζςιαηχιαηα ημκηά ζημοξ πονδκίζημοξ 

ηαζ ζοκεκημπίγμκηακ ηαζ πάθζ ζε πμζμζηυ >80% ηςκ ηοηηάνςκ (΢πήια 3.33 C). Ζ coilin 

εκημπζγυηακ, υπςξ ηαζ πνμδβμοιέκςξ, οπυ ιμνθή caps βφνς απυ ημοξ πονδκίζημοξ 

(΢πήια 3.33 A) εκχ δ fibrillarin εκημπζγυηακ οπυ ιμνθή caps ιυκμ ζε πμζμζηυ 10% ηςκ 

ηοηηάνςκ (΢πήια 3.33 Β, αεθάηζα) ηαζ ζημ ιεβαθφηενμ πμζμζηυ ηςκ ηοηηάνςκ (~80%) 

ήηακ απμδζμνβακςιέκδ υπςξ θαίκεηαζ ηαζ ζημ ΢πήια 3.33 Β (ηεθαθή αέθμοξ).  

Γζα πεναζηένς ιεθέηδ ημο ζοκεκημπζζιμφ ηδξ GFP-hCINAP ιε ηδ PSP1, 

πναβιαημπμζήεδηε ηνζπθυξ ακμζμθεμνζζιυξ: GFP-hCINAP (πνάζζκμ), PSP1 (ηυηηζκμ) 

ηαζ fibrillarin (ιπθε) ηαζ ημ απμηέθεζια έδεζλε λεηάεανα υηζ μζ πνςηεΐκεξ GFP-hCINAP 

ηαζ PSP1 ζοκεκημπίγμκηακ ηαζ ανίζημκηακ πμθφ ημκηά ή ζε άιεζδ επαθή ιε ηδκ 

απμδζμνβακςιέκδ fibrillarin, ςξ απμηέθεζια ηδξ απμδζμνβάκςζδξ ημο πονδκίζημο (΢πήια 

3.34 Α, ζε ιεβαθφηενδ ιεβέκεοζδ ζημ έκεεημ θαίκεηαζ μ θεπημιενήξ αοηυξ 

ζοκεκημπζζιυξ) (Martin et al., 2009). Ο εκημπζζιυξ ηςκ ηνζχκ πνςηεσκχκ ζε ηφηηανα 

εθέβπμο θαίκεηαζ ζημ ΢πήια 3.34 Β.  

Απυ ημ ζοκδοαζιυ ηςκ πζμ πάκς απμηεθεζιάηςκ, πνμηφπηεζ υηζ δ hCINAP 

ακαηαηακέιεηαζ απυ ημ πονδκυπθαζια ζημοξ δαηηοθίμοξ DNCs βφνς απυ ημοξ 

πονδκίζημοξ, υπμο ζοκεκημπίγεηαζ εηεί ιε ηδκ πνςηεΐκδ PSP1, πμο ζηναημθμβείηαζ απυ 

ηδκ απμζοκανιμθυβδζδ ηςκ Paraspeckles, ιυκμ ιεηά απυ ηαηαζημθή ηδξ RNA 
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πμθοιενάζδξ ΗΗ. Αλζμζδιείςημ είκαζ επίζδξ ημ βεβμκυξ υηζ δ hCINAP ζοβηαηαθέβεηαζ ζημ 

ιζηνυ ανζειυ ημο πονδκμπθαζιαηζηχκ πνςηεσκχκ πμο δδιζμονβμφκ caps ηάης απυ αοηέξ 

ηζξ ζοκεήηεξ. Οζ πενζζζυηενεξ πονδκμπθαζιαηζηέξ πνςηεΐκεξ ηαζ μζ πνςηεΐκεξ πμο 

εκημπίγμκηαζ ζηα ζςιαηίδζα speckle, δζαηδνμφκ ηδκ εκδμηοηηάνζα ηαηακμιή ημοξ (Shav-

Tal et al., 2005) 
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΢ρήκα 3.32: Δλδνθπηηάξηα θαηαλνκήο ηεο GFP-hCINAP κεηά από κεηαγξαθηθή θαηαζηνιή 

ηεο RNA Pol. I. Μεηά απυ ιεηαβναθζηή ηαηαζημθή μζ πνςηεΐκεξ coilin (Α) ηαζ fibrillarin (Β) 

πανμοζζάγμοκ ημοξ παναηηδνζζηζημφξ δαηηοθίμοξ βφνς απυ ημοξ πονδκίζημοξ (caps), αθθά υπζ μζ 

PSP1 (C) ηαζ GFP-hCINAP, μζ μπμίεξ μφηε ζοκεκημπίγμκηακ. Ζ ζηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκδ 

ηοηηανμζεζνά HeLa
GFP-hCINAP(33C) 

εηηέεδηε βζα 3 h ζε ενεπηζηυ οθζηυ πμο πενζείπε 0.04 ιg/ml 

Actinomycin D. Σμ πνάζζκμ πνχια ακηζπνμζςπεφεζ ηδκ GFP-hCINAP, ημ ηυηηζκμ ηδκ coilin (A), 

fibrillarin (B) ηαζ PSP1 (C), ιεηά απυ πνήζδ ηαηάθθδθςκ ακηζζςιάηςκ. Οζ πονήκεξ ζδιάκεδηακ 

ιε Hoechst 33342 (ιπθε). Κθίιαηα: 5 ιm.  
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΢ρήκα 3.33: Δλδνθπηηάξηα θαηαλνκήο ηεο GFP-hCINAP κεηά από κεηαγξαθηθή θαηαζηνιή 

ηεο RNA pol.IΗ. Ζ GFP-hCINAP ζοκεκημπίγεηαζ ιε ηδκ PSP1 ζε ζοζζςιαηχιαηα ημκηά ζημοξ 

πονδκίζημοξ (C), εκχ δ coilin εκημπίγεηαζ οπυ ιμνθή δαηηοθίςκ (caps) βφνς απυ ημοξ 

πονδκίζημοξ (Α). Ζ fibrillarin (Β) εκημπίγεηαζ οπυ ιμνθή caps ιυκμ ζε πμζμζηυ 10% ηςκ 

ηοηηάνςκ (αεθάηζα) ηαζ ζημ ιεβαθφηενμ πμζμζηυ ηςκ ηοηηάνςκ (~80%) ειθακίγεηαζ 

απμδζμνβακςιέκδ (ηεθαθή αέθμοξ). Ζ ζηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκδ ηοηηανμζεζνά HeLa
GFP-

hCINAP(33C) 
εηηέεδηε βζα 3 h ζε ενεπηζηυ οθζηυ πμο πενζείπε 25 ιg/ml DRB. Σμ πνάζζκμ πνχια 

ακηζπνμζςπεφεζ ηδκ GFP-hCINAP, ημ ηυηηζκμ ηδκ coilin (A), fibrillarin (B) ηαζ PSP1 (C), ιεηά 

απυ πνήζδ ηαηάθθδθςκ ακηζζςιάηςκ. Οζ πονήκεξ ζδιάκεδηακ ιε Hoechst 33342 (ιπθε). 

Κθίιαηα: 5 ιm. 
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΢ρήκα 3.34: Δλδνθπηηάξηα θαηαλνκήο ηεο πβξηδηθή πξσηεΐλεο GFP-hCINAP κεηά από 

κεηαγξαθηθή θαηαζηνιή ηεο RNA pol.IΗ. Α: Σνζπθυξ ακμζμθεμνζζιυξ ηςκ ηοηηάνςκ HeLa
GFP-

hCINAP(33C)
, ιεηά απυ ιεηαβναθζηή ηαηαζημθή ιε DRB, υπμο πανμοζζάγεηαζ δ GFP-hCINAP 

(πνάζζκμ), δ PSP1 (ηυηηζκμ) ηαζ δ fibrillarin (ιπθε). Ζ ιεβέεοκζδ ηδξ οπένεεζδξ υπςξ θαίκεηαζ 

ζημ έκεεημ, πανμοζζάγεζ ηδκ πενζμπή πμο είκαζ εεηζηή βζα ηδκ fibrillarin ημκηά ζημκ πονδκίζημ, μ 

μπμίμξ δεκ πανμοζζάγεζ ηυζμ ζοιπαβή δμιή, κα ανίζηεηαζ πμθφ ημκηά ή ζε άιεζδ επαθή ιε ηδκ 

πενζμπή ζοκεκημπζζιμφ ηδξ GFP-hCINAP ηαζ ηδξ PSP1. Β: Ακηίζημζπμ πανάδεζβια απυ ηφηηανα 

πμο δεκ έηοπακ ηδκ επελενβαζία (ηφηηανα εθέβπμο). Κθίιαηα: 5 ιm. 
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3.7.2 Αθηηλνβνιία UV-C 

Έπεζ δεζπεεί υηζ ηα ζςιαηίδζα CBs αθθάγμοκ ζε ανζειυ ηαζ ειθάκζζδ ιεηά απυ 

αηηζκμαμθία UV-C, ιε ηδκ coilin κα δζαζπείνεηαζ ζε εηαημκηάδεξ ιζηνμεζηζαηά 

ζοιπθέβιαηα ζε υθμ ημ πονδκυπθαζια (Cioce et al., 2006). Ζ ιέβζζηδ επίπηςζδ ζηδ 

δζαζπμνά ηδξ coilin παναηδνήεδηε ζε πνυκμ 6 h ιεηά ηδκ έηεεζδ ζε UV-C ηαζ μζ 

επζπηχζεζξ ήηακ εκ ιένεζ ακηζζηνεπηέξ ιε επακαθμνά ηδξ θοζζμθμβζηήξ ηαηακμιήξ ηδξ 

coilin ζημ ~40% ηςκ ηοηηάνςκ πμο οπέζηδζακ αηηζκμαμθία, ιεηά απυ 10-12 h. Μένμξ ηςκ 

αηηζκμαμθδιέκςκ ηοηηάνςκ ιεηά απυ 8-10 h, πανμοζίαγακ δαηηοθίμοξ βφνς απυ ημοξ 

πονδκίζημοξ. Δπζπθέμκ, έπεζ δεζπεεί υηζ δ αηηζκμαμθία UV-C επδνεάγεζ ηδκ ηαηακμιή ηαζ 

άθθςκ πνςηεσκχκ μζ μπμίεξ εκημπίγμκηαζ οπυ θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ ζηα CBs, υπςξ δ 

πνςηεΐκδ επζαίςζδξ ηςκ ηζκδηζηχκ κεονχκςκ (survival of motor neuron, SMN) (Cioce et 

al., 2006).  

Γζα ηδ ιεθέηδ, ακηίζημζπα, ηδξ εκδμηοηηάνζαξ ηαηακμιήξ ηδξ hCINAP ηάης απυ 

ζοκεήηεξ αηηζκμαμθίαξ UV-C ηαζ βζα ηδκ δζενεφκδζδ ηοπυκ ζοκεκημπζζιμφ ηςκ 

πνςηεσκχκ hCINAP ηαζ PSP1 ηαζ ζε αοηέξ ηζξ ζοκεήηεξ, εηηυξ απυ ζοκεήηεξ 

ιεηαβναθζηήξ ηαηαζημθήξ, πναβιαημπμζήεδηακ πεζνάιαηα ιε αηηζκμαμθία UV-C 

πνδζζιμπμζχκηαξ ηδκ ζηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκδ ηοηηανμζεζνά 33C, ηαεχξ ηαζ ηδ 

ηοηηανμζεζνά HeLa ςξ δείβια εθέβπμο.  

Σα ηφηηανα έηοπακ αηηζκμαυθδζδ ζηα 254 nm ιε 30 J/m
2 

ιε πνήζδ ηδξ ζοζηεοήξ 

UV Stratalinker 2400 (2.3.9.2), ηαζ έπεζηα ιμκζιμπμζήεδηακ ζηζξ εκδεδεζβιέκεξ χνεξ, 6 h, 

8 h, 10 h ηαζ 24 h, ηαεχξ επίζδξ ηαζ ηφηηανα πμο δεκ οπέζηδζακ αηηζκμαμθία (ανκδηζηά 

δείβιαηα εθέβπμο).   

Γζα ημκ έθεβπμ ημο απμηεθέζιαημξ πναβιαημπμζήεδηε ακμζμθεμνζζιυξ ιε πνήζδ 

ηαηάθθδθςκ ακηζζςιάηςκ έκακηζ ηδξ SMN ηαζ ηδξ coilin πμο είκαζ ήδδ βκςζηή δ 

εκδμηοηηάνζα δζαζπμνά ημοξ ιεηά απυ αηηζκμαμθία UV-C (Cioce et al., 2006), ηαεχξ ηαζ 

βζα ηδκ PSP1. Σα ηφηηανα πμο θήθεδηακ ζηζξ 6 h, έδεζλακ υπςξ ακαιεκυηακ, υηζ δ 

πνςηεΐκδ SMN δζαπευηακ ζημ ηοηηανυπθαζια (΢πήια 3.35 Β, Πανάνηδια) εκχ δ 

πνςηεΐκδ coilin ακαηαηακειυηακ ζε δεηάδεξ ιζηνμεζηζαηά ζοιπθέβιαηα ζημ 

πονδκυπθαζια (΢πήια 3.36 Β). Ζ πνςηεΐκδ GFP-hCINAP ακηζεέηςξ, ζπδιάηζγε ιεβάθεξ 

ζηνμββοθέξ πονδκζηέξ δμιέξ, ηαεχξ ηαζ ιζηνυηενεξ εζηίεξ ζημκ πονήκα ηαζ ιέζα ζημοξ 

πονδκίζημοξ (΢πήια 3.36, Β, αεθάηζα). Απυ ημκ ηνζπθυ ακμζμθεμνζζιυ (GFP-hCINAP, 

coilin ηαζ PSP1), θάκδηε υηζ μζ πνςηεΐκεξ GFP-hCINAP ηαζ PSP1 ζοκεκημπίγμκηακ ηυζμ 

ζηζξ πονδκζηέξ εζηίεξ υζμ ηαζ ζηζξ εζηίεξ ιέζα ζημοξ πονδκίζημοξ, μζ μπμίεξ ήηακ 

δζαθμνεηζηέξ απυ ηζξ ιζηνμεζηίεξ πμο εκημπζγυηακ δ coilin ζημ πονδκυπθαζια (΢πήια 

3.36 Β). 
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Απυ ηα ηφηηανα πμο θήθεδηακ ζε ιεηαβεκέζηενμοξ πνυκμοξ (8 h, 10 h ηαζ 24 h), 

έβζκε ακηζθδπηυ υηζ μζ επζπηχζεζξ ήηακ εκ ιένεζ ακηζζηνεπηέξ πενίπμο ζημ 40% ηςκ 

ηοηηάνςκ ζηζξ 10 h, εκχ ζ’ έκα πμζμζηυ ηςκ ηοηηάνςκ ζηζξ 8 ηαζ 10 h δ coilin 

εκημπζγυηακ οπυ ιμνθή caps βφνς απυ ημοξ πονδκίζημοξ ηαεχξ επίζδξ ηαζ μζ πνςηεΐκεξ 

GFP-hCINAP ηαζ PSP1, μζ μπμίεξ υιςξ ζοκεκημπίγμκηακ ζε δζαθμνεηζηά caps απυ αοηά 

ηδξ coilin (΢πήια 3.36 C ηαζ D). Σμ θαζκυιεκμ αοηυ πανμοζζαγυηακ επίζδξ ζε έκα ιζηνυ 

πμζμζηυ ηοηηάνςκ αηυια ηαζ ιεηά απυ 24 h απυ ηδκ αηηζκμαμθία, ιε ηδκ GFP-hCINAP 

κα εκημπίγεηαζ πενζζζυηενμ ςξ δαηηφθζμξ ιέζα ζημοξ πονδκίζημοξ ή ζε caps αηυια ηαζ 

υηακ δ coilin επακενπυηακ εκ ιένεζ ζηδκ θοζζμθμβζηή ηδξ ηαηάζηαζδ (΢πήια 3.36 Δ). Σα 

ακηίζημζπα απμηεθέζιαηα παναηδνήεδηακ ηαζ ζηδκ πενίπηςζδ ηδξ SMN (΢πήια 3.35, 

Πανάνηδια).  

 

΢οκμρίγμκηαξ, δ πνςηεΐκδ GFP-hCINAP ιεηά απυ 6 h απυ ηδκ αηηζκμαμθία UV-C, 

πμο πανμοζζάγεηαζ μ πζμ έκημκμξ θαζκυηοπμξ, ακαηαηακέιεηαζ ζε ιζηνέξ εζηίεξ ζημκ 

πονήκα ηαζ ιέζα ζημοξ πονδκίζημοξ, υπμο ζοκεκημπίγεηαζ ηαζ πάθζ ιε ηδκ πνςηεΐκδ 

PSP1, υπςξ ηαζ ζηδ πενίπηςζδ ηδξ ιεηαβναθζηήξ ηαηαζημθήξ. ΢ε ιεηαβεκέζηενμ πνυκμ 

(10 ηαζ 24 h), ζηα ηφηηανα πμο δεκ επακαθένεηαζ δ θοζζμθμβζηή ηαηακμιή, 

ζοκεκημπίγεηαζ ηαζ πάθζ οπυ ιμνθή δαηηοθίςκ (DNCs) ιε ηδκ PSP1 ηαζ δζαθένμοκ απυ 

αοημφξ πμο εκημπίγεηαζ δ coilin (΢πήια 3.36 D). Παναηδνήεδηακ ηφηηανα, πμο εκχ δ 

πνςηεΐκδ coilin ηαζ SMN επακένπμκηακ εκ ιένεζ ζηδ θοζζμθμβζηή ημοξ ηαηακμιή, δ GFP-

hCINAP ελαημθμοεμφζε κα πανμοζζάγεζ ημκ ίδζμ θαζκυηοπμ, βεβμκυξ πμο οπμδδθχκεζ υηζ 

πζεακυκ δ επακαθμνά ηδξ κα βίκεηαζ ιε πζμ ανβμφξ νοειμφξ ή κα πανμοζζάγεζ ιεβαθφηενδ 

εοαζζεδζία ζηδκ αηηζκμαμθία. 

Δπζπθέμκ, δ GFP-hCINAP ηάης απυ αοηέξ ηζξ ζοκεήηεξ, ζε υθμοξ ημοξ πνυκμοξ πμο 

παναηδνήεδηακ ηα ηφηηανα, εκημπζγυηακ επζπνυζεεηα ηαζ ζε πζμ ιεβάθεξ πονδκζηέξ 

δμιέξ, ζοζζςιαηςιάηςκ. Με ηδκ πάνμδμ ημο πνυκμο μζ δμιέξ αοηέξ εθαηηχκμκηακ ζε 

ανζειυ ηαζ αολάκμκηακ ζε ιέβεεμξ. Οζ δμιέξ αοηέξ ίζςξ αλίγεζ ζημ ιέθθμκ κα ιεθεηδεμφκ 

ηαζ κα δζενεοκδεεί ηαηά πυζμ αοηά ηα ζοζζςιαηχιαηα απανηίγμκηαζ ηαζ απυ άθθεξ 

πνςηεΐκεξ ή πανάβμκηεξ ηαζ κα βίκεζ ηαοημπμίδζδ ημοξ.   
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΢ρήκα 3.36: Δλδνθπηηάξηνο εληνπηζκόο ηεο πβξηδηθήο πξσηεΐλεο GFP-hCINAP κεηά από 

αθηηλνβνιία UV-C θαη ζπλεληνπηζκόο ηεο κε PSP1. A: Κφηηανμ ημ μπμίμ δεκ οπέζηδ 

αηηζκμαμθία. Β-Δ: ηφηηανα πμο οπέζηδζακ αηηζκμαμθία UV-C ηαζ ιμκζιμπμζήεδηακ ζημοξ 

εκδεδεζβιέκμοξ πνυκμοξ. Β,C: Ζ πνςηεΐκδ GFP-hCINAP ζπδιαηίγεζ ιεβάθεξ ζηνμββοθέξ 

πονδκζηέξ δμιέξ ηαεχξ ηαζ ιζηνυηενεξ εζηίεξ ζημκ πονήκα ηαζ ζημοξ πονδκίζημοξ ζηζξ μπμίεξ 

ζοκεκημπίγεηαζ ιε ηδκ PSP1 ηαζ υπζ ηδκ coilin (Β, αέθδ). D, Δ: δ GFP-hCINAP πανμοζζάγεζ 

δαηηοθίμοξ βφνς απυ ημοξ πονδκίζημοξ ηαζ ζοκεκημπίγεηαζ ιε ηδκ PSP1 ηαζ υπζ ηδκ coilin. Σμ 

πνάζζκμ πνχια ακηζπνμζςπεφεζ ηδκ GFP-hCINAP, ημ ηυηηζκμ ηδκ PSP1 ηαζ ημ ιπθε ηδκ coilin, 

ιεηά απυ πνήζδ ηαηάθθδθςκ ακηζζςιάηςκ. Κθίιαηα: 5 ιm. 
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3.7.3 Τπεξσζκσηηθό ζηξεο 

Γζα ιεθέηδ ηδξ εκδμηοηηάνζαξ ηαηακμιήξ ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP ηάης απυ 

ζοκεήηεξ οπενςζιςηζημφ ζηνεξ, πνδζζιμπμζήεδηε ζμναζηυθδ πμο είκαζ βκςζηή βζα ηδ 

δνάζδ ηδξ ςξ πανάβμκηα πνμχεδζδξ αοημφ ημο ζηνεξ (Caruccio et al., 1997). Ζ ζηαεενά 

ιεηαζπδιαηζζιέκδ ηοηηανμζεζνά HeLa
GFP-hCINAP 

(33C)
 
επςάζηδηε βζα 1 h ζε ενεπηζηυ 

οθζηυ ιε 0.5 M ζμναζηυθδ (2.3.9.3) ηαζ ζηδ ζοκέπεζα πνδζζιμπμζήεδηε ιζηνμζημπία 

θεμνζζιμφ βζα ημκ πνμζδζμνζζιυ ημο εκδμηοηηάνζμο εκημπζζιμφ ηδξ GFP-hCINAP. 

Πανάθθδθα, πνδζζιμπμζήεδηακ ηαηάθθδθα ακηζζχιαηα πμο ακαβκχνζγακ ηζξ πνςηεΐκεξ 

PSP1 ηαζ coilin, βζα δζενεφκδζδ πζεακμφ ζοκεκημπζζιμφ ηδξ GFP-hCINAP ηάης απυ 

αοηέξ ηζξ ζοκεήηεξ ιε ηδκ PSP1, ηαζ ζήιακζδ ημο πονήκα ιε ηδ πνςζηζηή Hoechst 33342.  

Απυ ημ απμηέθεζια ημο ακμζμθεμνζζιμφ θάκδηε υηζ δ GFP-hCINAP εκημπζγυηακ 

οπυ ιμνθή ζοζζςιαηςιάηςκ ζημ πονδκυπθαζια, ζηζξ πενζμπέξ υπμο δεκ ήηακ 

ζοιποηκςιέκμ ημ DNA (΢πήια 3.37 Α). Ζ πνςηεΐκδ PSP1, ζε έκα ανζειυ ηοηηάνςκ 

θάκδηε κα απμδζμνβακχκεηαζ ηαζ κα δζαζπείνεηαζ ζημ πονδκυπθαζια, ειθακίγμκηαξ πμθφ 

ιζηνέξ εζηίεξ μζ μπμίεξ δεκ θαίκμκηακ κα πανμοζζάγμοκ ζοκεκημπζζιυ ιε ηδκ GFP-

hCINAP (΢πήια 3.37 Α). ΢ηδ πθεζμρδθία ηςκ ηοηηάνςκ υιςξ, μ εκδμηοηηανζηυξ 

εκημπζζιυξ ηςκ πνςηεσκχκ coilin ηαζ PSP1 δεκ παναηδνήεδηε κα ιεηααάθθεηαζ (΢πήια 

3.37 Β).    

Ζ πνςηεΐκδ hCINAP, ηάης απυ ζοκεήηεξ οπενςζιςηζημφ ζηνεξ πανμοζίαγε επίζδξ 

δμιέξ ή ζοζζςιαηχιαηα ζημ πονδκυπθαζια, υπςξ ηαζ ζηδ πενίπηςζδ ηδξ αηηζκμαμθίαξ 

UV-C, ηα μπμία δεκ ειθάκζγακ υιςξ ηδκ ίδζα ιμνθμθμβία. ΢ε αοηή ηδκ πενίπηςζδ μζ 

δμιέξ αοηέξ ήηακ πενζζζυηενεξ, ιζηνυηενεξ ηαζ δεκ πανμοζίαγακ ηυζμ ζηνμββοθή δμιή 

υπςξ πνμδβμοιέκςξ. Αοηή ήηακ δ ιυκδ πενίπηςζδ, πμο δ hCINAP δεκ ειθάκζγε ηακέκα 

ζοκεκημπζζιυ ιε ηδκ πνςηεΐκδ PSP1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΑΝ
ΝΑ

 Μ
ΑΛ
ΕΚ
ΚΟ
Υ



   - 212 - 

 

 

 

 

 

 

΢ρήκα 3.37: Δλδνθπηηάξηνο εληνπηζκόο ηεο GFP-hCINAP κεηά από ππεξσζκσηηθό ζηξεο.  

A: Ζ GFP-hCINAP ειθακίγεηαζ οπυ ιμνθή ζοζζςιαηςιάηςκ ζημ πονδκυπθαζια ζηζξ πενζμπέξ 

ιεηαλφ ηδξ ζοιποηκςιέκδξ πνςιαηίκδξ ηαζ δ PSP1 απμδζμνβακςιέκδ ζε ιζηνμεζηίεξ. Β: Οζ 

πνςηεΐκεξ PSP1 ηαζ coilin δεκ πανμοζζάγμοκ δμιζηέξ αθθαβέξ ζηδκ πθεζμρδθία ηςκ ηοηηάνςκ 

πανάθθδθα ιε αθθαβή ζηδ ιμνθμθμβία ηδξ GFP-hCINAP. Οζ πνςηεΐκεξ GFP-hCINAP ηαζ PSP1 

δεκ θαίκμκηαζ κα ζοκεκημπίγμκηαζ ηάης απυ αοηέξ ηζξ ζοκεήηεξ. Σα ηφηηανα HeLa
GFP-hCINAP(33C)

 

πνζκ ιμκζιμπμζδεμφκ, επςάζηδηακ βζα 1 h ζε ενεπηζηυ οθζηυ πμο πενζείπε 0.5 Μ ζμναζηυθδ. Σμ 

πνάζζκμ πνχια ακηζπνμζςπεφεζ ηδκ GFP-hCINAP, ημ ηυηηζκμ ηδκ PSP1 ηαζ ημ ιπθε ημ DNA (A) 

ηαζ ηδκ coilin (Β), ιεηά απυ πνήζδ ηαηάθθδθςκ ακηζζςιάηςκ ή ηδξ πνςζηζηήξ Hoechst 33342. 

Κθίιαηα: 5 ιm. 
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3.8 Καηαζηνιή ηνπ κεηαγξαθήκαηνο ηεο hCINAP (RNAi) θαη αλάιπζε ησλ 

επηπηώζεσλ 

 (Σα πεζνάιαηα αοηά έβζκακ απυ ηδ ηονία Γνδβμνία Υαηγδβζάκκδ ηαζ πανμοζζάγμκηαζ ιε 

ηδκ εοβεκή ζοβηαηάεεζδ ηδξ).  

Σμ βεβμκυξ υηζ δ hCINAP πανμοζζάγεηαζ ζοκηδνδιέκδ ζε υθμ ημ θάζια ημο 

εοηανοςηζημφ θοθμβεκεηζημφ δέκηνμο (εδθαζηζηά, θοηά ηαζ γοιμιφηδηα), ημ υηζ 

αθθδθεπζδνά ιε ηδκ πνςηεΐκδ coilin πμο ζοιιεηέπεζ ζε ιζα ελεθζηηζηά ζοκηδνδιέκδ δμιή 

-ημ ζςιαηίδζμ Cajal- ηαζ ηέθμξ ημ βεβμκυξ υηζ δζαβναθή ημο βμκζδίμο ηδξ ζημκ 

γοιμιφηδηα (S. cerevisiae) είκαζ εκδζζβυκμξ (Juhnke et al., 2000), απμηεθμφκ ζζπονυηαηεξ 

εκδείλεζξ υηζ δ θεζημονβία πμο επζηεθεί ζοκυδεοζε ελεθζηηζηά ηδ βέκεζδ ημο πονήκα 

(ειθάκζζδ εοηανοςηζηχκ μνβακζζιχκ) ηαζ είκαζ γςηζηήξ ζδιαζίαξ βζα ημκ ηοηηανζηυ 

ιεηααμθζζιυ.  

΢οκεπχξ δ ιεεμδμθμβία ηαηαζημθήξ ή ιείςζδξ ηδξ έηθναζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ 

hCINAP ακαιεκυηακ κα δδιζμονβήζεζ θαζκυηοπμ ηαζ εκδεπυιεκεξ δμιζηέξ ακςιαθίεξ 

ζημκ πονήκα, πμο δ ακάθοζδ ημοξ εα ήηακ δζαθςηζζηζηή βζα ηζξ θοζζμθμβζηέξ θεζημονβίεξ 

ημο πονήκα πμο επδνεάγμκηαζ απυ ηδκ έθθεζρδ αοηήξ ηδξ πνςηεΐκδξ ηαζ ηαη’ επέηηαζδ 

ημκ πεναζηένς θεζημονβζηυ παναηηδνζζιυ ηδξ οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδξ, hCINAP. Έηζζ 

πναβιαημπμζήεδηε ηαηαζημθή/ιεζμννφειζζδ ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP ζε ηοηηανμζεζνά 

ηφπμο HeLa, ιέζς ηδξ ηεπκζηήξ ηδξ απμζζχπδζδξ RNA (RNA interference-RNAi).  

΢ε πνμηαηανηηζηά πεζνάιαηα πμο πναβιαημπμζήεδηακ, ιεθεηήεδηε ηυζμ δ 

απμηεθεζιαηζηυηδηα ηςκ δφμ δζαθμνεηζηχκ siRNAs πμο είπακ ζπεδζαζηεί (Πίκαηαξ 2.9, 

2.3.6.3) ηαεχξ ηαζ μ πνυκμξ ζοθθμβήξ ηςκ δεζβιάηςκ (24, 48 ηαζ 120 h). Σα ηφηηανα πμο 

οπέζηδζακ ηδ δζαδζηαζία RNAi ηαεχξ επίζδξ ηφηηανα ακαθμνάξ (ηφηηανα πμφ δεκ 

οπέζηδζακ ηαηαζημθή) ηαζ εθέβπμο (ηφηηανα πμο οπέζηδζακ ηαηαζημθή ιε ιδ εζδζηυ βζα 

ηδκ πνςηεΐκδ siRNA) ακαθφεδηακ ανπζηά πμζμηζηά βζα ημκ πνμζδζμνζζιυ ημο ααειμφ 

ηαηαζημθήξ ημο ιεηαβναθήιαημξ ηδξ hCINAP. Γζα ημ ζημπυ αοηυ, πναβιαημπμζήεδηε 

RT-PCR ιε πνήζδ εζδζηχκ μθζβμκμοηθεμηζδίςκ πμο ακαβκχνζγακ ηα πνχηα 350 nt ηδξ 

hCINAP (Πίκαηαξ 2.11). Γζα ηα ιεηέπεζηα πεζνάιαηα απμθαζίζηδηε δ πνήζδ ημο Si1 ζηζξ 

48 h. 

΢ημ ΢πήια 3.38 Α θαίκεηαζ ημ απμηέθεζια ηδξ RT-PCR εκυξ εκδεζηηζημφ 

πεζνάιαημξ απμζζχπδζδξ, υπμο θαίκεηαζ υηζ ηα επίπεδα ημο mRNA ηδξ hCINAP ιε ηδ 

δζαδζηαζία ηδξ απμζζχπδζδξ ιεζχεδηακ πενίπμο ηαηά 70% ζε ζφβηνζζδ ιε ημ δείβια 

εθέβπμο (GC control) ηαζ ημ δείβια ακαθμνάξ (Reference). Γζα ημκ εζςηενζηυ έθεβπμ ηδξ 

εζδζηυηδηαξ ημο απμηεθέζιαημξ πνδζζιμπμζήεδηακ επίζδξ εζδζηά μθζβμκμοηθεμηίδζα 

(Πίκαηαξ 2.11) πμο ακαβκχνζγακ 200 nt ημο L19 (housekeeping gene).  
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΢ρήκα 3.38: Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ηνπ βαζκνύ θαηαζηνιήο ηεο hCINAP. 

 Α) Ζθεηηνμθυνδια αβανυγδξ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ηαηαζημθήξ ηςκ επζπέδςκ ημο mRNA, ιεηά 

απυ ιεηαβναθζηή απμζζχπδζδ ηδξ hCINAP ιέζς RNAi, υπςξ αοηά πνμέηορακ ιε ηδ ηεπκζηή ηδξ 

RT-PCR. Γζα ημκ έθεβπμ ημο απμηεθέζιαημξ πνδζζιμπμζήεδηακ εζδζηά μθζβμκμοηθεμηίδζα πμο 

ακαβκχνζγακ ηα πνχηα 350 nt ηδξ hCINAP ηαζ ηα 200 nt ημο L19, πμο πνδζζιμπμζήεδηε ςξ 

εζςηενζηυ δείβια ακαθμνάξ. B) Αοημναδζμβνάθδια απμηφπςζδξ ηαηά Western ηςκ 

απμηεθεζιάηςκ ηαηαζημθήξ ηςκ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ηδξ hCINAP, ιεηά απυ ιεηαβναθζηή 

απμζζχπδζδ ηδξ hCINAP ιέζς RNAi. Γζα ημκ έθεβπμ ημο απμηεθέζιαημξ πνδζζιμπμζήεδηακ 

εζδζηά ακηζζχιαηα πμο ακαβκχνζγακ ηδκ hCINAP ηαζ ηδκ δοκεΐκδ, πμο πνδζζιμπμζήεδηε ςξ 

εζςηενζηυ δείβια ακαθμνάξ. ΢ηα ζπήιαηα θαίκμκηαζ: ημ δείβια πμο έηοπε απμζζχπδζδ (siRNA), 

ημ δείβια εθέβπμο (GC control) ηαζ ημ δείβια ακαθμνάξ (Reference). 
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΢ρήκα 3.39: Δλδνθπηηάξηνο εληνπηζκόο ησλ πξσηετλώλ hCINAP, firillarin, PML θαη coilin 

ζε θύηηαξα κεηά από θαηαζηνιή ηνπ κεηαγξαθήκαηνο ηεο hCINAP (siRNA) θαη θύηηαξα 

ειέγρνπ (GC).  Σμ πνάζζκμ πνχια ακηζπνμζςπεφεζ ηδκ hCINAP, ημ ηυηηζκμ ηδκ fibrillarin, PML 

ηαζ coilin ιεηά ηδ πνήζδ ηαηάθθδθςκ ακηζζςιάηςκ ηαζ ημ ιπθε ημ DNA. Κθίιαηα: 5 ιm. 
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Ακηίζημζπα δζαπζζηχεδηε, ιε ηδκ ηεπκζηή ηδξ ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western, 

πνδζζιμπμζχκηαξ ημ ακηίζςια πμο ακαβκχνζγε ηδκ hCINAP, ζε ζζυπμζα πνςηεσκζηά 

δείβιαηα, υπςξ αοηυ επζαεααζχεδηε ιε πνήζδ ακηζζχιαημξ έκακηζ ηδξ δοκεΐκδξ, υηζ ηα 

επίπεδα έηθναζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP ιεζχεδηακ ηαηά 90% ζε ζφβηνζζδ ιε ηα 

δείβιαηα ακαθμνάξ ηαζ εθέβπμο (΢πήια 3.38 Β).  

Αθμφ επζαεααζχεδηε δ απμηεθεζιαηζηή απμζζχπδζδ, ζηδ ζοκέπεζα βζα ηδκ 

αλζμθυβδζδ/ιεθέηδ ηοπυκ επζπηχζεςκ πμο ιπμνμφζε κα επζθένεζ ζηδ δμιή ημο πονήκα 

ηαζ ζημ ηφηηανμ δ ιείςζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ hCINAP, πναβιαημπμζήεδηε ιζηνμζημπζηή 

ακάθοζδ ημο ηοηηανζημφ θαζκμηφπμο ιε πνήζδ ελεζδζηεοιέκςκ ακηζζςιάηςκ έκακηζ ηδξ 

hCINAP ηαζ έκακηζ οπμπονδκζηχκ δμιχκ ή δζαιενζζιάηςκ [fibrillarin-πονδκίζημξ, coilin-

Cajal bodies, Sm ηαζ PSP1-speckles, PML-PML) ηαζ εζδζηή πνχζδ ημο πνςιμζςιζημφ 

DNA ιε ηδ πνςζηζηή Hoechst. 

Απυ ηα απμηεθέζιαηα ηδξ ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ, ζοβηνίκμκηαξ ηα ηφηηανα πμο 

έηοπακ επζιυθοκζδ ιε ημ siRNA εθέβπμο ηαζ αοηά πμο έηοπακ επζιυθοκζδ ιε ημ siRNA 

έκακηζ ηδξ hCINAP, δεκ πνμέηορε ηαιζά ειθακήξ θαζκμηοπζηή δζαθμνά ιεηαλφ ημοξ 

(΢πήια 3.39).  

Ακ ηαζ δ ιεηαβναθζηή απμζζχπδζδ (siRNA) πμο πναβιαημπμζήεδηε ήηακ επζηοπήξ, 

ιεζχκμκηαξ ζδιακηζηά ηυζμ ηα επίπεδα ημο mRNA (ηαηά 70%), υζμ ηαζ ηα επίπεδα 

έηθναζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP (ηαηά 90%), δεκ θάκδηε κα επζθένεζ ιζηνμζημπζηά 

ακζπκεφζζιεξ θαζκμηοπζηέξ αθθαβέξ ζηδ δμιή ηαζ ηδκ μνβάκςζδ ημο πονήκα. Μζα ηέημζα 

ηεπκζηή ακαιεκυηακ κα δχζεζ εκδεπυιεκεξ δμιζηέξ ακςιαθίεξ ζημκ πονήκα, πμο δ 

ακάθοζδ ημοξ εα ήηακ ίζςξ δζαθςηζζηζηή βζα ηζξ θοζζμθμβζηέξ θεζημονβίεξ πμο επζηεθεί δ 

hCINAP, πμο επδνεάγμκηαζ απυ ηδκ έθθεζρδ ηδξ. Ίζςξ ημ πμζμζηυ ηαηαζημθήξ πμο 

επζηεφπεδηε κα ιδκ ήηακ ζηακυ κα επζθένεζ ηέημζεξ ιεηααμθέξ.  

Πνυζθαηδ δδιμζίεοζδ (Zhang et al., 2010), έπεζ δείλεζ υηζ ηαηαζημθή ηδξ hCINAP 

ιε ηδ ιέεμδμ RNAi, πνμηαθεί πνυαθδια ζηδκ δυιδζδ ηςκ CBs ηαζ δζαηανάζζεζ ηδκ 

εκδμηοηηάνζα ηαηακμιή ηςκ ααζζηχκ ζοζηαηζηχκ ηςκ CBs, ζοιπενζθαιαακμιέκμο ηδξ 

coilin, ηδξ SMN, ηςκ spliceosomal snRNP, ηδξ fibrillarin ηαζ ηδξ NPAT (nuclear protein 

ataxia-telangiectasia). ΢ημ άνενμ αοηυ, βζα κα είκαζ μναηυξ μ θαζκυηοπμξ αοηυξ, 

επζηεφπεδηε ιείςζδ ηςκ επζπέδςκ ημο mRNA ηδξ hCINAP ηαηά 95% ηαζ δ πνςηεΐκδ 

hCINAP ιπμνμφζε κα δζαηνζεεί ιε δοζημθία ιεηά απυ ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western. Ζ 

ιείςζδ αοηή έβζκε ηαημνεςηή ιε πνήζδ εζδζημφ πθαζιζδίμο (pSUPER), ημ μπμίμ πνμηαθεί 

ιε πζμ απμηεθεζιαηζηυ, ιείςζδ ηδξ έηθναζδξ ημο οπυ ιεθέηδ βμκζδίμο (stable loss-of-

function) (Brummelkamp et al., 2002).  
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3.9 ΢εκεηαθή κεηαιιαμνγέλεζε θαη έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο GFP-hCINAP ζε 

θύηηαξα HeLa   

Απυ ημ ενβαζηήνζμ ημο Γνα ΢πφνμο Εςβνάθμο (Ονβακζηή & Φανιαηεοηζηή 

Υδιεία, Δεκζηυ Ίδνοια Δνεοκχκ Δθθάδαξ), ιε ημ μπμίμ ζοκενβαγυιαζηε, έπμοκ 

επζηεοπεεί ηαζ πνμζδζμνζζηεί, υπςξ έπεζ ακαθενεεί ακαθοηζηά ζηδκ εζζαβςβή 

(οπμηεθάθαζμ 1.6), ιε ιεβάθδ εοηνίκεζα ηνεζξ δμιέξ ηδξ hCINAP: δ πνμτπάνπμοζα δμιή 

ιε ημ εεζζηυ ζυκ ζηδκ πενζμπή δέζιεοζδξ ημο AMP ηαζ δφμ ηαζκμφνβζεξ δμιέξ α) δ δμιή 

ηδξ hCINAP ζε ζοκδοαζιυ ιε ηδκ δέζιεοζδ ημο ηνζκμοηθεμηζδίμο ADP (ηαζ dADP) ζημ 

ηέκηνμ πνυζδεζδξ ημο Mg
2+

ATP ηαζ α) δ δμιή ημο ηνζπθμφ ζοιπθυημο hCINAP-

Mg
2+

ADP-Pi. Δπζπθέμκ, επεζδή δεκ ήηακ δοκαηυξ μ πεζναιαηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ δμιή 

ημο ηνζπθμφ ζοιπθυημο hCINAP-Mg
2+

ATP-AMP, πναβιαημπμζήεδηε πνυαθερδ ηδξ ιε 

ηδκ οπμθμβζζηζηή ιέεμδμ docking (IFD) (Drakou et al., in review).  

Απυ ηδκ ακάθοζδ ηςκ δμιχκ αοηχκ, πνμέηορακ πμθφ ζδιακηζηά δεδμιέκα πμο 

αθμνμφκ ηδ δμιή ηαζ, ηαη’ επέηηαζδ, ηδ θεζημονβία ηδξ hCINAP. Πνμέηορε υηζ ημ 

ηαηαθοηζηυ ηέκηνμ ζπδιαηίγεηαζ απυ ηα ηνίζζια αιζκμλέα 10-17 ημο ιμηίαμο Walker-A 

(P-loop), ηδκ Arg109 πμο ανίζηεηαζ ζηδκ πενζμπή LID ηαζ ηδκ His79 ημο ιμηίαμο Walker 

B.  

Αοηά ηα αιζκμλζηά ηαηάθμζπα πανμοζζάγμκηαζ είηε ηαοηυζδια είηε ςξ ζοκηδνδιέκεξ 

ακηζηαηαζηάζεζξ ημοξ ζηα μνευθμβα ηδξ hCINAP ζημοξ εοηανοςηζημφξ μνβακζζιμφξ. 

Δπζπθέμκ, ηα αιζκμλζηά ηαηάθμζπα Lys16 ηαζ Arg109 είκαζ ηαοηυζδια ιε αοηά ηςκ 

αδεκοθζηχκ ηζκαζχκ, εκχ ηα αιζκμλζηά ηαηάθμζπα Thr17 ηαζ His79, πμο είκαζ ηνίζζια βζα 

ηδ δμιή ηδξ hCINAP (Drakou et al., in review) δζαθένμοκ απυ ηζξ οπυθμζπεξ ΑΚs.  

H His79, δζαδναιαηίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδ δμιή ηδξ πνςηεΐκδξ θαιαάκμκηαξ δφμ 

δζαθμνεηζηέξ δζαιμνθχζεζξ: «flip» ή «ηαηάζηαζδ AK» ηαζ «flop» ή «ηαηάζηαζδ 

ATPάζδξ», ιε αθθαβή ηδξ δζαιυνθςζδξ ημο ζιζδαγμθίμο (αθ. Δζζαβςβή, οπμηεθάθαζμ 

1.6). ΢ηδ δζαιυνθςζδ ATPάζδξ, ημ άγςημ ημο ζιζδαγμθίμο ακηζηνίγεζ ημ ηαηαθοηζηυ 

ηέκηνμ Mg
+2

ATP ηαζ ζοκ-ηαηεοεφκεζ ημ ιυνζμ ημο κενμφ ιαγί ιε ημ ηαηάθμζπμ ηδξ Lys16 

βζα ηδκ πονδκυθζθδ ακηίδναζδ ζημ β-θςζθυνμ ημο ATP, εκχ δ Thr17, δνα ζοκημκίγμκηαξ 

ημ ζυκ Mg
2+

.  

Λυβς ηδξ ζδιακηζηυηδηαξ ηςκ αιζκμλζηχκ αοηχκ ηαηαθμίπςκ ζηδ δμιή ηαζ ηαη΄ 

επέηηαζδ ζηδ θεζημονβία ηδξ hCINAP, πναβιαημπμζήεδηε ζδιεζαηή ιεηαθθαλμβέκεζδ 

ηςκ ηαηαθμίπςκ αοηχκ, υπςξ θαίκεηαζ ζημκ Πίκαηα 3.10 ηαζ μζ ιεηαθθαβιέκεξ ιμνθέξ 

ηδξ hCINAP πμο πνμέηορακ ιεθεηήεδηακ ηυζμ θαζκμηοπζηά υζμ ηαζ βζα ηδκ ειπθμηήξ 

ημοξ ζηδ θεζημονβζηή μνβάκςζδ ημο πονήκα.   
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Θέζε ακηλνμηθώλ 

θαηαινίπσλ  

 

 

Υαξαθηεξηζηηθά 

 

΢εκεηαθέο 

Μεηαιιάμεηο 

16 (Walker A, P-loop) 

 

΢οκηδνδιέκμ ζε υθεξ ηζξ ΑKs L16A 

17 (Walker A, P-loop) 

 

Γζαθένεζ απυ ηζξ άθθεξ ΑKs μζ 

μπμίεξ πανμοζζάγμοκ Gly ζηδ 

εέζδ αοηή ακηί Lys 

T17A 

18 (Walker A, P-loop) 

 

΢οκηδνδιέκμ ζε υθεξ ηζξ ΑKs T18A 

79 (Walker B) 

 

Γζαθένεζ απυ ηζξ άθθεξ ΑKs  Ζ79G 

109 (LID domain) 

 

΢οκηδνδιέκμ ζε υθεξ ηζξ ΑKs R109A 

 

 

 Γηπιέο ζεκεηαθέο 

Μεηαιιάμεηο 

  L16A ηαζ R109A 

 

  T17A ηαζ R109A 

 

  T18A ηαζ R109A 

 

 

Πίλαθαο 3.10: Θέζεηο ακηλνμηθώλ θαηαινίπσλ ζηα νπνία πξαγκαηνπνηήζεθε ζεκεηαθή 

κεηαιιαμνγέλεζε ηεο πξσηεΐλεο hCINAP.  

 

 

 

Ανπζηά πναβιαημπμζήεδηε δ ηεπκζηή ηδξ ζδιεζαηήξ ιεηαθαλμβέκεζδξ (2.1.3.12), ιε 

πνήζδ εζδζημφ παηέημο ηαζ εζδζηχκ μθζβμκμοηθεμηζδίςκ πμο έθενακ ηζξ ζδιεζαηέξ 

ιεηαθθάλεζξ ζηζξ ζοβηεηνζιέκεξ εέζεζξ κμοηθεμηζδίςκ, υπςξ θαίκμκηαζ ζημ Πίκαηα 2.8, ιε 

πνήζδ ημο πθαζιζδίμο pEGFP-hCINAP. Σα πθαζιίδζα πμο πνμέηορακ αθθδθμοπήεδηακ 

βζα επζαεααίςζδ ηαζ ηα επζεοιδηά πθαζιίδζα πμθθαπθαζζάζηδηακ. Ζ ιεηαθθαβιέκδ 

ιμνθή GFP-hCINAP-H79G πνμέηορε απυ εκδμκμοηθεμθοηζηή δζάζπαζδ ημο πθαζιζδίμο 

pGEX-6P-hCINAPH79G, ημ μπμίμ ηαηαζηεοάζηδηε απυ ημ ενβαζηήνζμ ημο Γν. ΢πφνμο 

Εςβνάθμο, ηαζ ηθςκμπμζήεδηε ζημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα pEGFP. 

΢ηδ ζοκέπεζα πναβιαημπμζήεδηε πανάθθδθδ επζιυθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ HeLa, ηυζμ 

ηςκ πθαζιζδίςκ πμο έθενακ ηδκ ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή ηδξ hCINAP, υζμ ηαζ ημο θοζζημφ 

ηφπμο ηδξ hCINAP (WT). Σα ηφηηανα, ιεηά απυ πάνμδμ 16-20 h απυ ηδκ επζιυθοκζδ, 

ιεθεηήεδηακ ηυζμ βζα ηδκ έηθναζδ υζμ ηαζ βζα ηδκ ζηαεενυηδηα ιε ακμζμαπμηφπςζδ 

ηαηά Western, πνδζζιμπμζχκηαξ βζα ηδκ ακίπκεοζδ ημοξ ακηίζςια έκακηζ ηδξ πνςηεΐκδξ 

GFP (ημ ζπήια δεκ παναηίεεηαζ). Όθεξ μζ ιεηαθθαβιέκεξ ιμνθέξ ηδξ hCINAP ήηακ 

ακζπκεφζζιεξ.  
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Γζα ιεθέηδ ημο εκδμηοηηάνζμο εκημπζζιμφ ηδξ πνςηεΐκδξ GFP-hCINAP ηαζ πχξ 

αοηυξ επδνεαγυηακ ιε ηδκ φπανλδ ιεηαθθάλεςκ ζε θεζημονβζηά ζοκηδνδιέκα ηαηάθμζπα 

ηδξ πνςηεΐκδξ, πναβιαημπμζήεδηε εη κέμο επζιυθοκζδ ηοηηάνςκ HeLa ιε ηα δζάθμνα 

πθαζιίδζα πμο έθενακ ηζξ ζδιεζαηέξ ιεηαθθάλεζξ. ΢ηδ ζοκέπεζα αθμφ ηα ηφηηανα 

ιμκζιμπμζήεδηακ, ζδιάκεδηακ ιε ηδ ιέεμδμ ημο ακμζμθεμνζζιμφ μζ πονδκίζημζ, ιε 

ακηίζςια έκακηζ ηδξ fibrillarin ηαζ ημ DNA ιε ηδ πνςζηζηή Ζoechst 33342. Σα 

απμηεθέζιαηα ηδξ εκδμηοηηάνζαξ ηαηακμιήξ ηδξ GFP-hCINAP, βζα ηάεε ηφπμ οανζδίμο, 

θαίκμκηαζ ζημ ΢πήια 3.40 α ηαζ α. 

Απυ ημκ ακμζμθεμνζζιυ, έβζκε ακηζθδπηυ υηζ ηα ιεηαθθαβιέκα οανίδζα ηδξ hCINAP 

(GFP-hCINAP) πανμοζίαγακ θαζκμηοπζηά, ζε έκα πμζμζηυ ηςκ ηοηηάνςκ ημοξ, δζαθμνέξ 

ςξ πνμξ ημκ εκδμηοηηάνζμ εκημπζζιυ ημοξ ζοβηνζηζηά ιε ημ οανίδζμ ημο θοζζημφ ηφπμο 

ηδξ hCINAP (΢πήια 3.40 Α).   

Ζ GFP-hCINAPL16A ζηδ ιεβάθδ πθεζμρδθία ηςκ ηοηηάνςκ πανμοζίαγε ζςζηυ 

εκδμηοηηάνζμ εκημπζζιυ, εηηυξ ημο βεβμκυημξ υηζ ειθακζγυηακ κα εκημπίγεηαζ εθαθνχξ 

ηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια ηαζ μζ πονδκίζημζ ήηακ πζμ δζαηνζημί. ΢ε ηφηηανα υπμο δ 

πνςηεΐκδ αοηή οπενεηθναγυηακ, ειθακίγμκηακ ζοζζςιαηχιαηα ζημ ηοηηανυπθαζια 

(15% πενίπμο ηςκ επζιμθοζιέκςκ ηοηηάνςκ) (΢πήια 3.40 Β). Ζ δζπθά ιεηαθθαβιέκδ 

GFP-hCINAPL16A/R109A πανμοζίαγε ηα ίδζα βκςνίζιαηα ιε ηδκ L16A, αθθά 

επζπνυζεεηα ζε έκα ιζηνυ πμζμζηυ (πενίπμο 5% ηςκ επζιμθοζιέκςκ ηοηηάνςκ) 

πανμοζζαγυηακ ηοηηανμπθαζιαηζηή ημκηά ζημκ πονήκα, πζεακχξ ζημ εκδμπθαζιαηζηυ 

δίηηομ (΢πήια 3.40 F).  

Ζ GFP-hCINAPT17A πανμοζίαγε ιεζςιέκα επίπεδα έηθναζδξ (πενίπμο ζημ 50% 

ηςκ επζιμθοζιέκςκ ηοηηάνςκ), ιε ηδκ πνςηεΐκδ κα ειθακίγεηαζ δζάποηδ ζημκ πονήκα 

αθθά ηαζ ιέζα ζημοξ πονδκίζημοξ (΢πήια 3.40 C), εκχ ζηα ηφηηανα ζηα μπμία δ έηθναζδ 

ήηακ ζε ρδθά επίπεδα δ πνςηεΐκδ ειθακζγυηακ κα ηαηέπεζ ηδκ θοζζμθμβζηή ηδξ ηαηακμιή. 

Ζ δζπθά ιεηαθθαβιέκδ GFP-hCINAPT17A/R109A, ζηα ηφηηανα ζηα μπμία εηθναγυηακ 

ζε ρδθά επίπεδα, πανμοζίαγε ζοζζςιαηχιαηα ζημ πονδκυπθαζια (΢πήια 3.40 G).  

Συζμ δ GFP-hCINAPT18A (΢πήια 3.40 D), υζμ ηαζ δ δζπθά ιεηαθθαβιέκδ GFP-

hCINAPT18A/R109A (΢πήια 3.40 Ζ) πανμοζίαγακ θοζζμθμβζηή εκδμηοηηάνζα ηαηακμιή. 

Ζ GFP-hCINAPR109A, εκχ είπε θοζζμθμβζηή ηαηακμιή ζηδ πθεζμρδθία ηςκ ηοηηάνςκ, 

ζε έκα πμζμζηυ 10% ηςκ ηοηηάνςκ εκημπζγυηακ ζημοξ πονδκίζημοξ οπυ ιμνθή ημοηηίδαξ 

(΢πήια 3.40 Δ, αεθάηζα).   

Σέθμξ, δ GFP-hCINAPH79G πανμοζίαγε πακμιμζυηοπδ ηαηακμιή ιε ηδκ θοζζηή 

πνςηεΐκδ GFP-hCINAP, ιε εθαθνχξ αολδιέκμο ηοηηανμπθαζιαηζημφ εκημπζζιμφ (΢πήια 

3.40 I).   
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΢ρήκα 3.40α: Δλδνθπηηάξηνο εληνπηζκόο ησλ κνξθώλ ηεο GFP-hCINAP πνπ θέξνπλ 

ζπγθεθξηκέλεο ζεκεηαθέο κεηαιιάμεηο (Πίλαθαο 3.10) ζε θξίζηκα θαηάινηπα ηεο. A: GFP-

hCINAP θοζζημφ ηφπμο (WT). Β: GFP-hCINAPL16A, 15% ηςκ επζιμθοζιέκςκ ηοηηάνςκ 

πανμοζίαγακ ζοζζςιαηχιαηα ζημ ηοηηανυπθαζια. C: GFP-hCINAPT17A, 50% ηςκ 

επζιμθοζιέκςκ ηοηηάνςκ ελέθναγακ ζε παιδθά επίπεδα ηδκ πνςηεΐκδ, πμο πανμοζζαγυηακ 

δζάποηδ ζημ πονδκυπθαζια ηαζ ζημοξ πονδκίζημοξ. D: GFP-hCINAPT18A, πακμιμζυηοπδ 

ηαηαηακμιή ιε WT. E: GFP-hCINAPR109A, ζημ 15% ηςκ επζιμθοζιέκςκ ηοηηάνςκ εκημπζγυηακ 

ζημοξ πονδκίζημοξ οπυ ιμνθή ημοηηίδαξ. 
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΢ρήκα 3.40β: Δλδνθπηηάξηνο εληνπηζκόο ησλ κνξθώλ ηεο GFP-hCINAP πνπ θέξνπλ 

ζπγθεθξηκέλεο ζεκεηαθέο κεηαιιάμεηο (Πίλαθαο 3.10) ζε θξίζηκα θαηάινηπα ηεο. 

F: GFP-hCINAPL16A/R109A, ζημ 5% ηςκ επζιμθοζιέκςκ ηοηηάνςκ εκημπζγυηακ ζημ 

ηοηηανυπθαζια, πζεακχξ ζημ εκδμπθαζιαηζηυ δίηηομ. G: GFP-hCINAPT17A/R109A, ζηα 

ηφηηανα πμο οπενεηθναγυηακ, πανμοζίαγακ ζοζζςιαηχιαηα ζημ πονδκυπθαζια. H: 

hCINAPT18A/R109A, πακμιμζυηοπδ ηαηαηακμιή ιε WT. I: GFP-hCINAPH79G, πακμιμζυηοπδ 

ηαηακμιή ιε ηδκ WT, εθαθνχξ αολδιέκμο ηοηηανμπθαζιαηζημφ εκημπζζιμφ. Με πνάζζκμ πνχια 

θαίκμκηαζ μζ ιεηαθθαβιέκεξ οανζδζηέξ πνςηεΐκεξ ηδξ GFP-hCINAP, ιε ηυηηζκμ πνχια δ fibrillarin 

ιεηά απυ ζήιακζδ ιε ελεζδζηεοιέκμ ακηίζςια ηαζ ιπθε πνχια ημ DNA, ιεηά απυ ζήιακζδ ιε ηδκ 

πνςζηζηή Ζoechst 33342. Κθίιαηα: 5 ιm.  
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Με ηδκ θαζκμηοπζηή παναηήνδζδ ηςκ δζάθμνςκ ιμνθχκ ηδξ GFP-hCINAP, πμο 

έθενακ ζοβηεηνζιέκεξ ιεηαθθάλεζξ ζε ζοβηεηνζιέκα πνςηεσκζηά ηαηάθμζπα (Πίκαηαξ 

3.10), πνμέηορε υηζ μζ ιεηαθθαβιέκεξ ιμνθέξ ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP πανμοζίαγακ ζςζηυ 

εκδμηοηηάνζμ εκημπζζιυ ζηδκ πθεζμρδθία ηςκ ηοηηάνςκ, ιε πμθφ ιζηνέξ δζαθμνέξ ζημ 

θαζκυηοπμ ζε έκα πμζμζηυ ηςκ ηοηηάνςκ, υπςξ πανμοζζάγεηαζ ακαθοηζηά πζμ πάκς. Σα 

ζοζζςιαηχιαηα πμο παναηδνήεδηακ ζε μνζζιέκεξ πενζπηχζεζξ, ηαζ ηονίςξ ζε 

πενζπηχζεζξ οπενέηθναζδξ, ίζςξ κα μθείθμκηαζ ζε απμδζάηαλδ ηδξ δμιήξ ηδξ πνςηεΐκδξ.  

Ζ ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή GFP-hCINAPT17A, θαζκυηακ κα πανμοζζάγεζ ημκ πζμ 

έκημκμ θαζκυηοπμ, ιε ηδκ πνςηεΐκδ κα εηθνάγεηαζ ζε παιδθά επίπεδα ζημ 50% ηςκ 

επζιμθοζιέκςκ ηοηηάνςκ ηαζ κα εκημπίγεηαζ ζε αοηά δζάποηδ ζημοξ πονδκίζημοξ. Δπίζδξ 

ζημοξ πονδκίζημοξ θάκδηε κα εκημπίγεηαζ ηαζ δ ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή GFP-

hCINAPR109A, ζε πμζμζηυ 10% ηςκ επζιμθοζιέκςκ ηοηηάνςκ, δ μπμία υιςξ 

εκημπζγυηακ οπυ ιμνθή ημοηηίδαξ, πανμιμίςξ ιε ημκ θαζκυηοπμ πμο παναηδνήεδηε ιεηά 

απυ ηαηαζημθή ηδξ ιεηαβναθήξ ηυζμ ηδξ RNA Pol I υζμ ηαζ ηδξ II, ιε πνήζδ 1 ιg/ml 

actD ηαζ ιεηά απυ έηεεζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζε αηηζκμαμθία UV-C (αθ. 3.7.2).  

Αλζμζδιείςημ είκαζ ημ βεβμκυξ υηζ μζ ιεηαθθαβιέκεξ ιμνθέξ GFP-hCINAPT18A ηαζ 

hCINAPT18A/R109A, δεκ πανμοζίαζακ ηαιία θαζκμηοπζηή δζαθμνά ζημκ εκδμηοηηάνζμ 

εκημπζζιυ ημοξ ζε ζφβηνζζδ ιε ημκ θοζζηυ ηφπμ ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP. Οζ πνςηεΐκεξ 

αοηέξ πενζέπμοκ ηδκ ιεηάθθαλδ T18Α, δ Thr ζηδ εέζδ αοηή είκαζ ζοκηδνδιέκδ ζε υθεξ ηζξ 

ΑΚs, αθθά δεκ απμηεθεί ιένμξ ηςκ ηνίζζιςκ αιζκμλέςκ ημο ηαηαθοηζημφ ηέκηνμο ηδξ 

hCINAP.   

Δπζπθέμκ, μ θαζκυηοπμξ ηδξ πνςηεΐκδξ fibrillarin, πμο πνδζζιμπμζήεδηε βζα ζήιακζδ 

ηςκ πονδκίζηςκ, δεκ πανμοζίαγε ηαιζά θαζκμηοπζηή δζαθμνά ζηζξ δζάθμνεξ 

ιεηαθθαβιέκεξ ιμνθέξ ηδξ hCINAP, αηυια ηαζ ζε εηείκεξ ηζξ πενζπηχζεζξ (GFP-

hCINAPT17A ηαζ GFP-hCINAPR109A) πμο εζζένπμκηακ ζημκ πονδκίζημ.  

Γζα πεναζηένς ιεθέηδ ηςκ ιεηαθθαβιέκςκ οανζδίςκ, επζπεζνήεδηε δ δζενεφκδζδ ηδξ 

πζεακήξ ειπθμηήξ ημοξ ζηδ θεζημονβζηή μνβάκςζδ ημο πονήκα ηαζ πζμ ζοβηεηνζιέκα 

δζενεοκήεδηε ακ επδνεάγμοκ θαζκμηοπζηά ηδκ πνςηεΐκδ coilin ηαζ ηαη’ επέηηαζδ ηα Cajal 

bodies (CBs). Όπςξ έπεζ ήδδ απμδεζπεεί, δ πνςηεΐκδ hCINAP αθθδθεπζδνά ιε ηδκ coilin, 

ηδκ πνςηεΐκδ ηςκ CBs ηαζ δ οπενέηθναζδ ηδξ πνμηαθεί ιείςζδ ημο ανζειμφ ηςκ CBs ακά 

πονήκα (Santama et al., 2005). Γζα ημ ζημπυ αοηυ πναβιαημπμζήεδηε επζιυθοκζδ 

ηοηηάνςκ HeLa, υπςξ ηαζ πνμδβμοιέκςξ, πνδζζιμπμζχκηαξ ηα 8 πθαζιίδζα ηςκ 

ιεηαθθαβιέκςκ οανζδζηχκ πνςηεσκχκ ηαζ πανάθθδθα ημ πθαζιίδζμ ημο θοζζημφ ηφπμο 

ηδξ hCINAP (WT). ΢ηδ ζοκέπεζα ηα CBs ζδιάκεδηακ ιε ηδκ ηεπκζηή ημο 

ακμζμθεμνζζιμφ ιε εζδζηυ ακηίζςια πμο ακαβκχνζγε ηδξ coilin ηαζ ημ DNA ιε ηδκ 
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πνςζηζηή Ζoechst 33342. ΢ηδ ζοκέπεζα ιεηνήεδηε ιζηνμζημπζηά, βζα ημ ηάεε πθαζιίδζμ 

λεπςνζζηά, ηαεχξ επίζδξ ηαζ ιδ επζιμθοζιέκςκ ηοηηάνςκ HeLa, μ ανζειυξ ηςκ CBs πμο 

εκημπζγυηακ ζημοξ πονήκεξ ηςκ επζιμθοζιέκςκ ηοηηάνςκ, ζε ηοπαία μπηζηά πεδία απυ 

ηνία ακελάνηδηα πεζνάιαηα.  

Σα θδθεέκηα απμηεθέζιαηα έηοπακ επελενβαζίαξ ιε ζηαηζζηζηή ακάθοζδ ιε ημ 

πνυβναιια Prism (GraphPad Software). Αθμφ οπμθμβίζηδηε μ ιέζμξ υνμξ ημο ανζειμφ 

ηςκ CBs ακά ηφηηανμ ηαζ μζ ηοπζηέξ απμηθίζεζξ ημοξ, εθέπεδζακ ζηαηζζηζηχξ ιε ημ 

Welch’s t-test. Δπζπθέμκ, δδιζμονβήεδηε ημ ζζηυβναιια ηαηακμιήξ ημο ανζειμφ ηςκ CBs 

βζα ηάεε οανίδζμ λεπςνζζηά ηαζ δ δζαζπμνά ζοβηνίεδηε ιε ηδ ιέεμδμ 2-way ANOVA ιε 

ηδκ ηαηακμιή ηςκ ηοηηάνςκ εθέβπμο (mock). Απυ ηδκ ακάθοζδ αοηή πνμέηορε υηζ 

ζηαηζζηζηχξ ζδιακηζηέξ ήηακ μζ δζαζπμνέξ πμο ακηζζημζπμφζακ ζηζξ οανζδζηέξ πνςηεΐκεξ 

GFP-hCINAP-T17A ηαζ GFP-hCINAP-H79G (΢πήια 3.41 Α). Όπςξ θάκδηε απυ ημ 

δζάβναιια δζαζπμνάξ ηςκ CBs (΢πήια 3.41 Β), πανμοζζαγυηακ ακμιμζμβέκεζα ζημκ 

ανζειυ ηςκ CBs ακά πονήκα βζα ηζξ 2 ιεηαθθαβιέκεξ οανζδζηέξ πνςηεΐκεξ.  

Ακηζπνμζςπεοηζηέξ εζηυκεξ αοηήξ ηδξ ηαηακμιήξ ηςκ δφμ ιεηαθθαβιέκςκ 

οανζδζηχκ πνςηεσκχκ, GFP-hCINAP-T17A ηαζ GFP-hCINAPH79G, ζε ζφβηνζζδ ιε ηδκ 

GFP-hCINAP (WT) θαίκμκηαζ ζημ ΢πήια 3.42. Σα ηφηηανα πμο ελέθναγακ ηδκ GFP-

hCINAP-T17A, πανμοζίαγακ ηαηακμιή ιε μιάδεξ ηοηηάνςκ ιε ιεβαθφηενμ ανζειυ CBs 

απυ ημκ ανζειυ ημο ιέζμο υνμο ηδξ WT (ηαζ ηςκ ηοηηάνςκ εθέβπμο). ΢οβηεηνζιέκα, 

οπήνπακ μιάδεξ ηοηηάνςκ πμο πανμοζίαγακ 10 CBs (΢πήια 3.42 Α2) ή 20-30 CBs 

(΢πήια 3.42 Α1). ΢ηδ πενίπηςζδ ηδξ GFP-hCINAP-H79G, πανμοζζάγμκηακ μιάδεξ 

ηοηηάνςκ πμο είπακ είηε θζβυηενα CBs ακά πονήκα (0-2) (΢πήια 3.42 Α2), είηε 

ιεβαθφηενμ ανζειυ CBs, ιέπνζ 30 ακά πονήκα (΢πήια 3.42 Α1), ζε ζφβηνζζδ ιε ημκ 

ανζειυ ημο ιέζμο υνμο ηδξ WT (ή ηςκ ηοηηάνςκ εθέβπμο).  

Οζ δφμ αοηέξ οανζδζηέξ ιεηαθθαβιέκεξ πνςηεΐκεξ (GFP-hCINAPT17A ηαζ GFP-

hCINAPH79G) επζθέπεδηακ βζα πεναζηένς ιεθέηδ ηοπυκ θαζκμηοπζηχκ αθθαβχκ ηςκ 

πονδκζηχκ δμιχκ ηδξ πνμιοεθζηήξ θεοπαζιίαξ (Pro Myeloid Leukemia Bodies, PML) ηαζ 

ηςκ speckles, ιε πνήζδ ηαηάθθδθςκ ακηζζςιάηςκ πμο ακαβκχνζγακ ηζξ πνςηεΐκεξ αοηχκ 

ηςκ δμιχκ [Promyelocytic leukemia protein (PML) ηαζ Smith protein (Sm)] ηαζ 

ιζηνμζημπίαξ θεμνζζιμφ. Όπςξ θαίκεηαζ ηαζ ζηα ΢πήιαηα 3.43 ηαζ 3.44, δεκ 

πανμοζζαγυηακ ηαιζά δζαηνζηή θαζκμηοπζηή αθθαβή είηε ζημκ ανζειυ είηε ζηδκ μνβάκςζδ 

αοηχκ ηςκ δμιχκ ζηα ηφηηανα πμο ελέθναγακ ηζξ ιεηαθθαβιέκεξ οανζδζηέξ πνςηεΐκεξ, 

ζοβηνζκυιεκα ιε ηα ακηίζημζπα ημο θοζζημφ ηφπμο. Αοηυ οπμδδθχκεζ υηζ μζ επζπηχζεζξ 

ζηδκ μνβάκςζδ ηςκ CBs ζημκ πονήκα ηςκ ηοηηάνςκ ιεηά ηδκ οπενέηθναζδ ηςκ 
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ζοβηεηνζιέκςκ ιεηαθθαβιέκςκ πνςηεσκχκ, είκαζ εζδζηέξ ηαζ υπζ δεοηενεφμοζεξ πμο 

πνμηφπημοκ απυ βεκζηεοιέκεξ αθθαβέξ επί ηδξ πονδκζηήξ δμιήξ.  
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΢ρήκα 3.41: Ζ ππεξέθθξαζε ησλ GFP-hCINAPH79G θαη GFP-hCINAPT17A ζε θύηηαξα 

HeLa νδεγεί ζηελ απνδηνξγάλσζε ησλ Cajal bodies (CBs), ηόζν κε αιιαγή ηνπ κέζνπ όξνπ 

όζν θαη ηεο θαηαλνκήο ηνπο. Α: Μέζμξ υνμξ ημο ανζειμφ ηςκ CBs ιε ηοπζηή απυηθζζδ ζε 

ηφηηανα HeLa ηαζ ηφηηανα πμο ελέθναγακ ηζξ GFP-hCINAPWT, GFP-hCINAPH79G ηαζ GFP-

hCINAPT17A, ιεηά απυ επζιυθοκζδ ηοηηάνςκ HeLa. Ο ιέζμξ υνμξ ηςκ CBs ηςκ H79G ηαζ 

T17A ήηακ ζδιακηζηά ρδθυηενμξ ζοβηνίκμκηαξ ημκ ιε αοηυ ηςκ ηοηηάνςκ, p=0.034 ηαζ 

p=0.0121, ακηίζημζπα (Welch’s t-test). Β: Γζάβναιια ηαηακμιήξ ημο ανζειμφ ηςκ CBs ακά 

πονήκα ζημοξ 3 δζαθμνεηζημφξ πθδεοζιμφξ επζιμθοζιέκςκ ηοηηάνςκ, ζε ζφβηνζζδ ιε ηα ηφηηανα 

HeLa (mock). Ζ μθζηή δζαζπμνά ηςκ CBs είκαζ δζαθμνεηζηή ηαζ ζηαηζζηζηχξ ζδιακηζηή (two-way 

ANOVA) ζηα ηφηηανα πμο εηθνάγμοκ ηδκ GFP-hCINAPH79G ζε ζφβηνζζδ ιε αοηά πμο 

εηθνάγμοκ ηδκ WT (p=0.0151) ή ζε ζφβηνζζδ ιε ηα ηφηηανα HeLa (p=0.0122), εκχ ηδξ GFP-

hCINAPT17A ζηαηζζηζηχξ ζδιακηζηή ιε ηδκ WT (0.0049).  

Β 

ΑΝ
ΝΑ

 Μ
ΑΛ
ΕΚ
ΚΟ
Υ



   - 226 - 

 

 

΢ρήκα 3.42: Αληηπξνζσπεπηηθέο εηθόλεο ηεο αιιαγήο ηνπ αξηζκνύ ησλ CBs ζε θύηηαξα HeLa 

πνπ έρνπλ επηκνιπλζεί κε ηηο κεηαιιαγκέλεο κνξθέο GFP-hCINAPH79G (Α1 θαη Α2) θαη 

GFP-hCINAPT17A (C1 θαη C2) ζε ζύγθξηζε κε ηελ GFP-hCINAP-WT (Β). ΢ηδ πενίπηςζδ 

ηδξ ιεηάθθαλδξ H79G, μ ανζειυξ ηςκ CBs είηε αολάκεηαζ δναιαηζηά, 20-30 CBs (Α1), είηε 

ιεζχκεηαζ (Α2) ζε ζφβηνζζδ ιε ημ WT (Β) ηαζ ηα ηφηηανα πμο δεκ είκαζ επζιμθοζιέκα ζημ ίδζμ 

μπηζηυ πεδίμ, εκχ ζηδ πενίπηςζδ ηδξ T17A, μ ανζειυξ ηςκ CBs είηε αολάκεηαζ δναιαηζηά, 20-30 

CBs (C1), είηε θζβυηενμ, 5-7 CBs (C2). Με πνάζζκμ πνχια θαίκμκηαζ ηα επζιμθοζιέκα ηφηηανα 

(αεθάηζα) ηδξ ηάεε πενίπηςζδξ (H79G, T17A ή WT), ιε ηυηηζκμ πνχια δ coilin ιεηά απυ 

ζήιακζδ ιε ελεζδζηεοιέκμ ακηίζςια ηαζ ιε ιπθε πνχια ημ DNA, ιεηά απυ ζήιακζδ ιε ηδκ 

πνςζηζηή Ζoechst 33342. Κθίιαηα: 20 ιm.  
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΢ρήκα 3.43: Οη ππξεληθέο δνκέο PML δελ παξνπζηάδνληαη αιινησκέλεο, κεηά από 

επηκόιπλζε θπηηάξσλ HeLa κε ηηο κεηαιιαγκέλεο πβξηδηθέο πξσηεΐλεο GFP-CINAPH79G 

θαη GFP-hCINAPT17A ζε ζύγθξηζε κε ηελ πβξηδηθή πξσηεΐλε GFP-hCINAPWT.  

Σοπαία μπηζηά πεδία πμο πανμοζζάγμοκ ηφηηανα επζιμθοζιέκα (πνάζζκμ πνχια), ιε ηζξ ηνεζξ 

οανζδζηέξ πνςηεΐκεξ H79G, T17A ηαζ WT. Οζ πονήκεξ έπμοκ ζδιακεεί ιε ηδ πνςζηζηή Hoechst 

(ιπθε πνχια), εκχ ιε ηυηηζκμ πνχια ηα ζςιαηίδζα PML ιε ελεζδζηεοιέκμ ακηίζςια έκακηζ ηδξ 

πνςηεΐκδξ PML. Κθίιαηα: 20 ιm. 
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΢ρήκα 3.44: Οη ππξεληθέο δνκέο Speckles, δελ παξνπζηάδνληαη αιινησκέλεο, κεηά από 

επηκόιπλζε θπηηάξσλ HeLa κε ηηο κεηαιιαγκέλεο πβξηδηθέο πξσηεΐλεο GFP-CINAPH79G 

θαη GFP-hCINAPT17A ζε ζύγθξηζε κε ηελ πβξηδηθή πξσηεΐλε GFP-hCINAPWT.  

Σοπαία μπηζηά πεδία πμο πανμοζζάγμοκ ηφηηανα επζιμθοζιέκα (πνάζζκμ πνχια), ιε ηζξ ηνεζξ 

οανζδζηέξ πνςηεΐκεξ H79G, T17A ηαζ WT. Οζ πονήκεξ έπμοκ ζδιακεεί ιε ηδ πνςζηζηή Hoechst 

(ιπθε πνχια), εκχ ιε ηυηηζκμ πνχια ηα ζςιαηίδζα Speckles ιε ελεζδζηεοιέκμo ακηίζςια έκακηζ 

ηςκ πνςηεσκχκ Sm. Κθίιαηα: 20 ιm. 
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Καηά ηδ δζάνηεζα ηςκ πζμ πάκς πεζναιάηςκ, παναηδνήεδηε υηζ επζιυθοκζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ ιε ηα πθαζιίδζα πμο έθενακ ηδξ ζδιεζαηέξ ιεηαθθάλεζξ ηδξ hCINAP, είπε 

ανκδηζηυ ακηίηηοπμ ηυζμ ζηδκ απμηεθεζιαηζηυηδηα ηδξ επζιυθοκζδξ υζμ ηαζ ηδξ 

επζαίςζδξ ηςκ ηοηηάνςκ πμο έθενακ αοηά ηα πθαζιίδζα, ιε ειθάκζζδ ηοηηάνςκ ζε 

ηαηάζηαζδ απυπηςζδξ (΢πήια 3.45 C). Γζα ηδκ πμζμηζημπμίδζδ ηςκ απμπηςηζηχκ 

ηοηηάνςκ, ζηδκ ηάεε πενίπηςζδ λεπςνζζηά, πναβιαημπμζήεδηε ιμκζιμπμίδζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ ζηζξ 24 ηαζ 30 h ιεηά ηδκ επζιυθοκζδ ημοξ ιε ηα πθαζιίδζα πμο έθενακ ηζξ 

GFP-hCINAP-T17A ηαζ GFP-hCINAP-H79G, ηαεχξ ηαζ ηδκ GFP-hCINAP (WT) ηαζ ζηδ 

ζοκέπεζα αθμφ ζδιάκεδηε ημ DNA ιε ηδκ πνςζηζηή Ζoechst 33342 ηαηαιεηνήεδηακ ιε 

ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ ηα απμπηςηζηά ηφηηανα, ιε αάζδ ηδκ ιμνθμθμβία πμο 

πανμοζίαγε ημ DNA ημοξ (ζοζπείνςζδ ηαζ παναιυνθςζδ πνςιαηίκδξ, δδιζμονβία 

απμπηςηζηχκ ζςιαηίςκ), ζε ζφκμθμ 5000 ηοηηάνςκ ζε ηάεε πενίπηςζδ.  

΢ηζξ 24 h ιεηά ηδκ επζιυθοκζδ, μ πθδεοζιυξ ηςκ GFP-hCINAP-T17A 

επζιμθοζιέκςκ απμπηςηζηχκ ηοηηάνςκ (22.67%) ήηακ 2 θμνέξ ιεβαθφηενμξ ζε ζφβηνζζδ 

ιε αοηχκ ηδξ GFP-hCINAP (WT) (10.41%), εκχ ηςκ GFP-hCINAP-H79G (43.14%) 

ηέζζενζξ θμνέξ ιεβαθφηενμξ, ιε ζηαηζζηζηά ζδιακηζηή δζαθμνά (p=0.005 βζα T17A ηαζ 

p≤0.001 βζα H79G) υπςξ πνμέηορε ιε ζηαηζζηζηή ακάθοζδ ANOVA (Tukey’s multiple 

comparison post-test) (΢πήια 3.45 Α). Σα ίδζα απμηεθέζιαηα παναηδνήεδηακ επίζδξ ζηζξ 

30 h ιεηά ηδκ επζιυθοκζδ (΢πήια 3.45 Β), υπμο μ πθδεοζιυξ ηςκ επζιμθοζιέκςκ 

απμπηςηζηχκ ηοηηάνςκ ζηδ πενίπηςζδ ηδξ GFP-hCINAP-T17A (19.72%) ηαζ ηδξ GFP-

hCINAP-H79G (42,87%) ήηακ ηαζ πάθζ ζηαηζζηζηά ζδιακηζηά ζε ζφβηνζζδ ιε ηδκ 

θοζζημφ ηφπμο πνςηεΐκδ GFP-hCINAP (12.56%).  

Δπζπθέμκ, παναηδνήεδηε υηζ ηαηά ηδκ ιεηάααζδ απυ ηζξ 24 ζηζξ 30 h, ιυκμ ηα 

ηφηηανα πμο ήηακ δζαιμθοζιέκα ιε ημκ WT ηφπμ έδεζλακ αφλδζδ ηςκ ηοηηάνςκ πμο 

ελέθναγακ δζαβμκζδζαηυ οανίδζμ (απυ 25.27% ζε 27.13%), εκχ ηα εεηζηά ηφηηανα ηςκ δφμ 

ιεηαθθαβιέκςκ πνςηεσκχκ GFP-hCINAP-T17A ηαζ GFP-hCINAP-H79G πανμοζίαζακ 

ιείςζδ απυ 14.79% ζε 9.55% ηαζ απυ 16.40% ζε 7.42%, ακηίζημζπα, ιε ιεβαθφηενδ 

ιείςζδ αοηχκ ηδξ GFP-hCINAP-H79G ιε ορδθή ζηαηζζηζηή ζδιαζία (P=0.0053). Σα 

απμηεθέζιαηα αοηά δδθχκμοκ ηδκ ζοζπέηζζδ ηςκ ιεηαθθαβιέκςκ ιμνθχκ ηδξ πνςηεΐκδξ 

hCINAP ιε ηδκ επζαίςζδ ηαζ ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ ηοηηάνςκ.      
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΢ρήκα 3.45: Ζ έθθξαζε ησλ κεηαιιαγκέλσλ πβξηδηθώλ πξσηετλώλ GFP-CINAPH79G θαη 

GFP-CINAPT17A είλαη ηνμηθά θαη απμάλεη ηελ απόπησζε ζηα θύηηαξα HeLa, ηα νπνία είλαη 

επηκνιπζκέλα κε απηά. ΢φβηνζζδ ημο πμζμζημφ ηςκ απμπηςηζηχκ ηοηηάνςκ ζημκ ανζειυ ηςκ 

επζιμθοζιέκςκ ηοηηάνςκ ιε ηζξ GFP-hCINAP (WT), GFP-hCINAP H79G ηαζ GFP-CINAPT17A, 

ζε πνυκμοξ 24 h (Α) ηαζ 36 h (Β), ιεηά ηδκ επζιυθοκζδ. Σα απμπηςηζηά ηφηηανα, πμο 

πανμοζίαγακ απμδζμνβακςιέκμ πονήκα (C) ιεηνήεδηακ ηάης απυ ακηεζηναιιέκμ ιζηνμζηυπζμ 

θεμνζζιμφ. ΢ε ηάεε πενίπηςζδ, ζηδκ ηάεε πνμκζηή ζηζβιή ιεηνήεδηακ πάκς απυ 5000 ηφηηανα. 

Σμ πμζμζηυ ηςκ απμπηςηζηχκ ηοηηάνςκ ιε ηζξ H79G ηαζ T17A ήηακ ζηαηζζηζηά πμθφ ρδθυηενμ 

ζε ζφβηνζζδ ιε ηδκ WT (p≤0.001 βζα H79G ηαζ p=0.005 βζα T17A) (Tukey's Multiple Comparison 

Test). 
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΢οκμρίγμκηαξ ηα απμηεθέζιαηα ηςκ δφμ αοηχκ ιεηαθθαβιέκςκ ιμνθχκ ηδξ 

hCINAP ζε θεζημονβζηυ επίπεδμ, ηαηαθήβμοιε ζημ ζοιπέναζια υηζ δ έηθναζδ ημοξ έπεζ 

ςξ απμηέθεζια ηδκ απμδζμνβάκςζδ ηςκ CBs ιε δδιζμονβία εηενμβεκμφξ δζαζπμνάξ ζημκ 

ανζειυ ημοξ ακά πονήκα, πμο έπεζ ςξ επαηυθμοεμ ηδκ ειθάκζζδ ημλζηυηδηαξ ιε αφλδζδ 

ηδξ απυπηςζδξ ή ηαζ ηδκ ιείςζδ ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ ζοβηεηνζιέκςκ ηοηηάνςκ.  
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 4 

 

4. ΢ΤΕΖΣΖ΢Ζ 

 

4.1 Μεξηθόο ιεηηνπξγηθόο ραξαθηεξηζκόο ηεο πξσηεΐλεο hCINAP 

Σμ εκδζαθένμκ ιαξ ζηδκ πανμφζα ιεθέηδ εζηζάζηδηε ζηδ πνμζπάεεζα ημο 

πθδνέζηενμο θεζημονβζημφ παναηηδνζζιμφ ιζαξ ηαζκμφνβζαξ ιενζηχξ παναηηδνζζιέκδξ 

ακενχπζκδξ πονδκζηήξ πνςηεΐκδξ, ηδξ hCINAP.  

Ζ πνςηεΐκδ hCINAP (Coilin Interacting Nuclear ATPase Protein) ηαοημπμζήεδηε 

ιεηά απυ ζάνςζδ cDNA αζαθζμεήηδξ απυ ηφηηανα HeLa, ιε ημ ζφζηδια ηςκ δφμ 

οανζδίςκ ζημ γοιμιφηδηα, πμο ζημπυ είπε ηδκ εφνεζδ πνςηεσκχκ μζ μπμίεξ 

αθθδθεπζδνμφκ ιε ηδκ πονδκζηή πνςηεΐκδ coilin. H coilin είκαζ ζοζηαηζηυ ηςκ 

εκδμπονδκζηχκ ζςιαηζδίςκ Cajal (CBs), ηα μπμία ειπθέημκηαζ ηονίςξ ζηδκ ςνίιακζδ 

ηςκ νζαμκμοηθεμπνςηεσκζηχκ ζοιπθεβιάηςκ.   

Σμ cDNA ηδξ hCINAP ηςδζημπμζεί ιζα πνςηεΐκδ απμηεθμφιεκδ απυ 172 αιζκμλέα, 

ιε οπμθμβζγυιεκμ ιμνζαηυ αάνμξ 20.048 KDa. Ζ ζφβηνζζδ ηδξ αθθδθμοπίαξ ηδξ ιε αάζδ 

δεδμιέκςκ, απμηάθορε υηζ δ hCINAP είκαζ θοθμβεκεηζηά ζοκηδνδιέκδ απυ ημκ άκενςπμ 

ιέπνζ ηα θοηά ηαζ ημ ζαηπανμιφηδηα ηαζ δεκ πανμοζζάγεζ ορδθή μιμθμβία ιε ηαιζά άθθδ 

βκςζηή πνςηεΐκδ.  

Ζ μνευθμβδ πνςηεΐκδ ηδξ hCINAP ζημ ζαηπανμιφηδηα, Fap7, είκαζ απαναίηδηδ βζα 

ηδ αζςζζιυηδηα ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ εκμπμπμζείηαζ βζα ηδκ ειπθμηή ηδξ ζηδ νφειζζδ ηδξ 

ιεηαβναθζηήξ απυηνζζδξ ιεηά απυ μλεζδςηζηυ ζηνεξ (Juhnke et al., 2000). Δπίζδξ, 

δζαδναιαηίγεζ νυθμ ζηδκ ςνίιακζδ ηδξ 40S νζαμζςιζηήξ οπμιμκάδαξ (SSU) (Granneman 

et al., 2005), εκχ δ μνευθμβδ ηδξ ζημκ C. elegans, ADLP, θαίκεηαζ κα ειπθέηεηαζ ζημ 

ηοηηανζηυ πμθθαπθαζζαζιυ (Zhai et al., 2006).  

Ζ αθθδθμοπία ηδξ hCINAP πενζέπεζ παναηηδνζζηζηυ ιμηίαμ πνυζδεζδξ 

ηνζθςζθμνζημφ κμοηθεμηζδίμο (ATP ή GTP) ηφπμο P-loop, ημ μπμίμ ειθακίγεηαζ 

πανυιμζμ ιε αοηυ πμο ειθακίγεηαζ ζηα ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ ATP/GTPαζχκ ή 

αδεκοθζηχκ ηζκαζχκ. ΢ε ζοιθςκία ιε αοηή ηδκ πνυαθερδ, δείπεδηε υηζ δ 

ακαζοκδοαζιέκδ hCINAP πανμοζζάγεζ εκγοιζηή εκενβυηδηα ATPάζδξ, ιε Km=75.3 ± 5 

ιM, Vmax=1.27 ± 0.2 ιmol ζπδιαηζζιέκμο ADP.min
-1

.mg
-1

 (Santama et al., 2005).  

Ο πνμζδζμνζζιυξ ηδξ δμιήξ ηδξ hCINAP (Ren et al., 2005) θακένςζε δμιζηή 

μιμζυηδηα, πένα απυ ηδκ μιμζυηδηα ζηδκ αθθδθμοπία, ιε ηδκ μζημβέκεζα ηςκ αδεκοθζηχκ 

ηζκαζχκ (AKs), μζ μπμίεξ δζαδναιαηίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζημ ιεηααμθζζιυ ηςκ 

κμοηθεμηζδίςκ ηαζ ζηo ηοηηανζηυ ζζμγφβζμ εκένβεζαξ, ηαηαθφμκηαξ ηδκ ακηζζηνεπηή 
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ακηίδναζδ ιεηαθμνάξ ηδξ β-θςζθμνζηήξ μιάδαξ απυ έκα δυηδ θςζθυνμο (ζοκήεςξ ATP) 

ζημ AMP, ιε ηδκ εθεοεένςζδ 2 ιμνίςκ ADP (Noda, 1973). Ωξ εη ημφημο, ηαηαηάπεδηε 

ζε αοηή ηδκ μζημβέκεζα ηαζ μκμιάζηδηε AK6 (Adenylate Kinase 6), επεζδή 

ακηζπνμζςπεφεζ ηδκ 6
δ
 ζζμιμνθή ηςκ μηηχ αδεκοθζηχκ ηζκαζχκ (AKs 1-8) πμο έπμοκ 

ηαοημπμζδεεί (Ren et al., 2005).  

Ζ hCINAP ηςδζημπμζείηαζ ςξ εκαθθαηηζηυ ιεηαβνάθδια απυ ημκ βεκεηζηυ ηυπμ 

TAF9 πμο ανίζηεηαζ ζηδ εέζδ 68.7 Mb ζημ πνςιυζςια 5, μ μπμίμξ ηςδζημπμζεί αηυια 3 

ιεηαβναθήιαηα.  

H hCINAP έπεζ ημζκά ηα δφμ πνχηα ελυκζα (141 κμοηθεμηίδζα), ιε ημ mRNA πμο 

ηςδζημπμζεί ημκ ιεηαβναθζηυ πανάβμκηα TAFIID32. Σα δφμ αοηά ιεηαβναθήιαηα ςζηυζμ 

δεκ πανμοζζάγμοκ ηαιία μιμζυηδηα ζηδκ πνςηεσκζηή αθθδθμοπία, θυβς ημο υηζ 

πνδζζιμπμζμφκ δζαθμνεηζηυ ηςδζηυκζμ έκανλδξ. Ζ hCINAP πνδζζιμπμζεί ημ πνχημ 

ηςδζηυκζμ έκανλδξ (ATG) πμο ειθακίγεηαζ ζημ 5’ άηνμ, εκχ δ TAFIID32 έκα εζςηενζηυ 

ATG, 18 κμοηθεμηίδζα ιεηά ηα πνχηα 141 ημζκά κμοηθεμηίδζα. Δπζπθέμκ, ζφβηνζζδ ηςκ 

πνςηεσκζηχκ αθθδθμοπζχκ ηδξ hCINAP ηαζ TAFIID32, έδεζλε υηζ δεκ πανμοζζάγμοκ ηαιία 

μιμζυηδηα ιεηαλφ ημοξ.  

Ζ πνςηεΐκδ TAFIID32 απμηεθεί ιζα απυ ηζξ ιζηνυηενεξ οπμιμκάδεξ (32 kDa) ημο 

ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα TAFIID, μ μπμίμξ είκαζ έκα πμθοπαναβμκηζηυ ζφιπθεβια 

ααζζηχκ ιεηαβναθζηχκ παναβυκηςκ. Απμηεθείηαζ απυ ηδκ πνςηεΐκδ πμο δεζιεφεηαζ ζηδ 

πενζμπή TATA (TATA-binding protein, TBP) ηαζ απυ ιζα μιάδα απυ ζοκηδνδιέκεξ 

πνςηεΐκεξ πμο είκαζ βκςζηέξ ςξ πανάβμκηεξ πμο ζοκδέμκηαζ ιε ηδκ πνςηεΐκδ TBP ή 

TAFs. Οζ TAFs ίζςξ κα ειπθέημκηαζ ζηδ ιεηαβναθή δνχκηαξ ςξ ζοκεκενβμπμζδηέξ βζα 

ηδκ ακαβκχνζζδ ημο οπμηζκδηή ή ζηδ ηνμπμπμίδζδ ααζζηχκ ιεηαβναθζηχκ παναβυκηςκ 

(GTFs), δζεοημθφκμκηαξ ηδ ζοκανιμθυβδζδ ημο ζοιπθυημο ηδξ ιεηαβναθήξ ηαζ ηδκ 

έκανλδ ηδξ ιεηαβναθήξ απυ ηδκ RNA πμθοιενάζδ ΗΗ (Muller and Tora, 2004). 

Παναηδνήεδηε υηζ ηα ιεηαβναθήιαηα ηςκ TAFIID32 ηαζ hCINAP, εηθνάγμκηαζ ζε 

ακαθμβία 1:1 ζε υθμοξ ημοξ ακενχπζκμοξ ζζημφξ (πθαημφκηα, πμνζμκζηέξ θάπκεξ ηαζ 

ηζκδηζηυ θθμζυ εβηεθάθμο) ηαζ ηζξ ηοηηανμζεζνέξ (HeLa ηαζ παβηνεαηζηή ηοηηανμζεζνά 

ASPC1) πμο δμηζιάζηδηακ ζηδκ ενβαζία ιμο.    

Σμ βεβμκυξ υηζ δφμ ιεηαβναθήιαηα απυ ημκ ίδζμ βεκεηζηυ ηυπμ ηςδζημπμζμφκ δφμ 

δζαθμνεηζηέξ πνςηεΐκεξ είκαζ αζοκήεζζημ. Φοθμβεκεηζηή ιεθέηδ έδεζλε υηζ αοηή δ δζάηαλδ 

ημο βμκζδίμο είκαζ ζοκηδνδιέκδ ζε υθα ηα εδθαζηζηά (πζιπαηγήδεξ, ανμοναίμοξ, πμκηίηζα 

ηαζ ζηφθμοξ), αθθά δεκ είκαζ ζοκηδνδιέκδ ζε άθθα ζπμκδοθυγςα, υπςξ ράνζα ηαζ 

αιθίαζα, ζηα μπμία ηςδζημπμζμφκηαζ απυ δζαθμνεηζημφξ βεκεηζημφξ ηυπμοξ, ακ ηαζ ηα 

μνευθμβα ημοξ είκαζ ζοκηδνδιέκα ζε αοημφξ ημο μνβακζζιμφξ. Αοηυ οπμδδθχκεζ υηζ μζ 
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δφμ αοηέξ πνςηεΐκεξ είκαζ βεκεηζηά αθθά υπζ θεζημονβζηά ζοκδεδειέκεξ ηαζ υηζ δ ζφκδεζδ 

ημοξ ζημ βμκζδίςια ζοκέαδηε ζπεηζηά πνυζθαηα ζηδκ ελέθζλδ ηςκ ζπμκδοθυγςςκ.  

Ακ ηαζ ζηζξ αάζεζξ δεδμιέκςκ δ hCINAP ακαθένεηαζ ςξ ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ, 

θυβς ηδξ βεκεηζηήξ ζφκδεζδξ ηδξ ιε ηδκ TAFIID32, δεκ πανμοζζάγεζ πενζμπή δέζιεοζδξ 

ημο DNA (DNA-binding domain) ηαζ δεκ θαίκεηαζ κα θεζημονβεί ςξ ιεηαβναθζηυξ 

πανάβμκηαξ, αθθά αοηυ δεκ απμηθείεζ ημ βεβμκυξ κα θεζημονβεί ιε ηάπμζμ ηνυπμ ζηδ 

ιεηαβναθή. Ζ hCINAP πανμοζζάγεζ δζπθή εκενβυηδηα ATPάζδξ (Santama et al., 2005) 

ηαζ AK (Ren et al., 2005; Drakou et al., in review) ηαζ έπεζ δεζπεεί υηζ ηέημζεξ πνςηεΐκεξ 

θαιαάκμοκ ιένμξ ζηδ ιεηαβναθή, ακ ηαζ δεκ πανμοζζάγμοκ δμιέξ δέζιεοζδξ ημο DNA 

(Brivanlou and Darnell, 2002).  

Ο εκδμηοηηάνζμξ εκημπζζιυξ ηδξ hCINAP, είηε ιε πανμδζηή επζιυθοκζδ ιε ηδκ 

οανζδζηή ηίηνζκμ-θεμνίγμοζα πνςηεΐκδ YFP-hCINAP, είηε ιε ακίπκεοζδ ηδξ εκδμβεκμφξ 

πνςηεΐκδξ πνδζζιμπμζχκηαξ ακηζζχιαηα έκακηζ μθυηθδνδξ ηδξ αθθδθμοπίαξ ή έκακηζ 

πεπηζδζηήξ αθθδθμοπίαξ ζημ ηαναμλοηεθζηυ άηνμ (157-175 αα), έδεζλε υηζ δ πνςηεΐκδ 

πανμοζζάγεζ δζάποηδ πονδκμπθαζιαηζηή ηαηακμιή, ελαζνεηέμο ημο πονδκίζημο, ιε 

επζπθέμκ ηαηακμιή ζηα ζςιαηίδζα Cajal, αθθά υπζ ζε υθα ηα ηφηηανα (Santama et al., 

2005). Δπζπθέμκ, υπςξ πνμέηορε απυ ακάθοζδ ιε ηδκ ηεπκζηή ηδξ επακαθμνάξ θεμνζζιμφ 

ιεηά απυ θςημθεφηακζδ (FRAP-Fluorescence Recovery After Photobleaching), δ 

πνςηεΐκδ hCINAP δζαπέεηαζ εθεφεενα ιέζα ζημ ηφηηανμ, ιε πνυκμ διζγςήξ 

t1/2=0.29±0.03 s, πμο είκαζ ζοβηνίζζιμξ ιε αοηυκ πμο πανμοζζάγεζ δ πνςηεΐκδ GFP 

(t=0.21 s) ηαζ ιυκμ έκα ιζηνυ πμζμζηυ ηδξ (11%±4) πνμζδέκεηαζ ζηαεενά ζε δμιέξ ημο 

ηοηηάνμο.  

 Ζ αθθδθεπίδναζδ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ, hCINAP ηαζ coilin, επζαεααζχεδηε ιε 

πεζνάιαηα, ηυζμ in vivo (ακμζμηαηααφεζζδ) υζμ ηαζ in vitro (ζοκ-επζθμβή) ηαζ 

ζοβηεηνζιέκα έπεζ δεζπεεί υηζ ακαβηαία βζα ηδκ αθθδθεπίδναζδ είκαζ ηα 215 

ηαναμλοηεθζηά αιζκμλέα (362-576 nt) ηδξ coilin. Δπζπθέμκ, πανμδζηή οπενέηθναζδ ηδξ 

hCINAP πμο πναβιαημπμζήεδηε ζε ακενχπζκα ηφηηανα HeLa, έδεζλε ζδιακηζηή ιείςζδ 

ηυζμ ημο ανζειμφ, υζμ ηαζ ημο ιεβέεμοξ ηςκ ζςιαηζδίςκ Cajal (Santama et al., 2005), 

οπμδδθχκμκηαξ υηζ δ αθθδθεπίδναζδ ηςκ δφμ αοηχκ πνςηεσκχκ έπεζ δοκαιζηή ιμνθή ηαζ 

είκαζ ζδιακηζηή βζα ηδ ζοβηνυηδζδ ηαζ ηδ ζηαεενυηδηα ηςκ ζςιαηζδίςκ Cajal (CBs). 

Πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ έπμοκ δείλεζ υηζ ηα 96 ηαναμλοηεθζηά αιζκμλέα ηδξ coilin 

είκαζ απυ ιυκα ημοξ ζηακά κα νοειίγμοκ ημκ ανζειυ ηςκ ζςιαηζδίςκ Cajal, ιεζχκμκηαξ ηα 

ακά πονήκα (Shpargel et al., 2003). Δπζπθέμκ ιεηα-ιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ, υπςξ 

θςζθμνοθίςζδ ηαζ ιεεοθίςζδ, πμο πανμοζζάγμκηαζ ζημ ηαναμλοηεθζηυ άηνμ ηδξ coilin 

επδνεάγμοκ ηδ ζοβηνυηδζδ ηςκ ζςιαηζδίςκ Cajal (Hebert and Matera, 2000; Hebert et al., 
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2002). Δπζπθέμκ, ζδιεζαηέξ ιεηαθθάλεζξ (Ser ζε Asp) ζηα πνμαθεπυιεκα ζδιεία 

θςζθμνοθίςζδξ ζηδ ζοκηδνδιέκδ ηαναμλοηεθζηή πενζμπή, έπεζ ςξ απμηέθεζια 

εκηοπςζζαηή αθθαβή ζημκ ανζειυ ηςκ CBs ηαζ δδιζμονβία ακάθμβςκ δμιχκ ιέζα ζημκ 

πονδκίζημ (Sleeman et al., 1998).  

Σμ βεβμκυξ υηζ δ hCINAP αθθδθεπζδνά ιε ηδκ coilin πνςηεΐκδ πμο εκημπίγεηαζ ζηα 

Cajal bodies, ηαζ μ πανμδζηυξ εκημπζζιυξ ηδξ hCINAP ζε αοηά, ίζςξ κα οπμδδθχκεζ υηζ δ 

hCINAP ζοιιεηέπεζ ηαηά ηάπμζμ ηνυπμ ζηζξ δζαδζηαζίεξ ςνίιακζδξ ηςκ ζοιπθυηςκ ηςκ 

RNA-πνςηεσκχκ ή ζηδ ζοκανιμθυβδζδ ηςκ νζαμκμοηθεμπνςηεσκζηχκ ζοιπθεβιάηςκ, 

δζαδζηαζίεξ ζηζξ μπμίεξ θαιαάκμοκ ιένμξ ηα CBs (Ogg and Lamond., 2002).      

Σα in vivo ζφιπθμηα ηςκ πνςηεσκχκ hCINAP-coilin, πμο πνμέηορακ ιεηά απυ 

ακμζμηαηααφεζζδ ζε ηφηηανα HeLa, έπεζ δεζπεεί υηζ δεκ πανμοζζάγμοκ άθθεξ βκςζηέξ 

πνςηεΐκεξ ιε ηζξ μπμίεξ αθθδθεπζδνά δ πνςηεΐκδ coilin ή άθθα ζοζηαηζηά ηςκ CBs, 

ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηςκ U1A, fibrillarin, SMN (Survival Motor Neuron), Sm 

(Smith antigen) ηαζ Sp100 (Santama et al., 2005), οπμδδθχκμκηαξ υηζ δ ιεηαλφ ημοξ 

αθθδθεπίδναζδ είκαζ ακελάνηδηδ απυ ηδκ φπανλδ άθθςκ πνςηεσκχκ. Σμ βεβμκυξ αοηυ 

εκζζπφεηαζ ηαζ απυ ηδκ άιεζδ αθθδθεπίδναζδ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ, hCINAP ηαζ coilin, 

υπςξ αοηή πνμέηορε απυ ηα in vitrο πεζνάιαηα, απυ ηα μπμία επίζδξ ζοιπεναίκεηαζ υηζ 

βζα ηδκ αθθδθεπίδναζδ αοηή δεκ είκαζ ακαβηαία πνμτπυεεζδ δ πανμοζία ημο ATP.  

΢ε ακηίεεζδ ιε ηα δζηά ιαξ πεζναιαηζηά απμηεθέζιαηα (Santama et al., 2005), έπεζ 

δεζπεεί υηζ δ hCINAP αθθδθεπζδνά ιε ζδιακηζημφξ πανάβμκηεξ ηςκ CBs, υπςξ ηδκ 

fibrillarin, ηδκ SMN ηαζ ηδκ NPAT. Σα πεζνάιαηα αοηά πναβιαημπμζήεδηακ ζε ηφηηανα 

ΖΔΚ 293 Σ ακηί ζε HeLa (Zhang et al., 2010).   

Ζ εφνεζδ πνςηεσκχκ ιε ηζξ μπμίεξ ιζα πνςηεΐκδ αθθδθεπζδνά είκαζ ζδιακηζηυ αήια 

ζηδκ ηαηακυδζδ ημο θεζημονβζημφ νυθμο πμο επζηεθεί. Ακ ηαζ έβζκακ ημπζχδεζξ 

πνμζπάεεζεξ βζα ηδκ εφνεζδ ηαζ ηαοημπμίδζδ ηαζκμφνβζςκ πνςηεσκχκ μζ μπμίεξ κα 

αθθδθεπζδνμφκ ιε ηδκ πνςηεΐκδ hCINAP, ιε δφμ ιεβάθδξ ηθίιαηαξ δζαθμνεηζηέξ in vivo 

ηεπκζηέξ [ζφζηδια ηςκ δφμ οανζδίςκ ζημ ζαηπανμιφηδηα (Yeast two hybrid system) ηαζ 

ζοκδοαζηζηή ηεπκζηή SILAC (Stable Isotope Labeling of Amino acids in Culture) ιε 

θαζιαημζημπία ιάγαξ], δοζηοπχξ δεκ ηαηέζηδ ηεθζηά δοκαηή ιζα ηέημζα ηαοημπμίδζδ. 

Ίζςξ ζημ ιέθθμκ, εα ιπμνμφζακ κα δζενεοκδεμφκ αοηέξ ηάης απυ δζαθμνεηζηέξ ζοκεήηεξ 

ή κα επζθεβμφκ ηάπμζεξ απυ ηζξ πνςηεΐκεξ πμο δεκ επζθέβδηακ ανπζηά απυ ημκ ηαηάθμβμ 

πνςηεσκχκ πμο πνμέηορε ηαζ κα ιεθεηδεμφκ ηάης απυ ημ πνίζια ηαζκμφνβζςκ δεδμιέκςκ 

πμο πνμέηορακ.  

Σμ βεβμκυξ υηζ δ hCINAP πανμοζζάγεηαζ ζοκηδνδιέκδ ζε υθμ ημ θάζια ημο 

εοηανοςηζημφ θοθμβεκεηζημφ δέκηνμο (εδθαζηζηά, θοηά ηαζ γοιμιφηδηα) ηαζ δ δζαβναθή 
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ημο βμκζδίμο ηδξ ζημκ γοιμιφηδηα (S. cerevisiae) είκαζ εκδζζβυκμξ (Juhnke et al., 2000) 

απμηεθμφκ ζζπονυηαηεξ εκδείλεζξ υηζ δ θεζημονβία πμο επζηεθεί ίζςξ κα είκαζ γςηζηήξ 

ζδιαζίαξ βζα ημκ ηοηηανζηυ ιεηααμθζζιυ. Δπζπεζνήεδηε ηαηαζημθή ή ιείςζδξ ηδξ 

έηθναζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP (siRNA). Ακ ηαζ παναηδνήεδηε ιείςζδ ημο 

ιεηαβναθήιαημξ ηδξ hCINAP ηαηά 70% ηαζ ηςκ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ηαηά 90%, δεκ 

θάκδηε κα επζθένεζ ιζηνμζημπζηά ακζπκεφζζιεξ θαζκμηοπζηέξ αθθαβέξ ζηδ δμιή ηαζ ηδκ 

μνβάκςζδ ημο πονήκα.     

΢ε ακηίεεζδ, πνυζθαηδ δδιμζίεοζδ (Zhang et al., 2010), έπεζ δείλεζ υηζ ηαηαζημθή 

ηδξ hCINAP, ιε ηδ πνήζδ εκυξ άθθμο ζοζηήιαημξ πμο πνμηαθεί ζηαεενή ηαηαζημθή ημο 

βμκζδίμο (stable loss-of-function), ηαηά ημ μπμίμ επζηεφπεδηε ζπεδυκ μθμηθδνςηζηή 

ιείςζδ ηςκ ιεηαβναθζηχκ ηαζ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ηδξ hCINAP, είπε ςξ επαηυθμοεμ 

ηδ δζαηάναλδ ηδξ εκδμηοηηάνζαξ ηαηακμιήξ ηςκ ααζζηχκ ζοζηαηζηχκ ηςκ CBs [coilin, 

SMN, snRNPs, fibrillarin ηαζ NPAT (nuclear protein ataxia-telangiectasia)]. Οζ πνςηεΐκεξ 

αοηέξ ανέεδηακ κα δζαπέμκηαζ ζημ πονδκυπθαζια ιεηά ηδκ απμδζμνβάκςζδ ηςκ CBs. 

Δπζπθέμκ, παναηδνήεδηε ιείςζδ ηςκ επζπέδςκ ηςκ snRNPs, ηαηαζημθή ηδξ ιεηαβναθήξ 

ηςκ βμκζδίςκ ηςκ ζζημκχκ ηαζ ιείςζδ ηδξ αζςζζιυηδηαξ ηςκ ηοηηάνςκ, ιε αφλδζδ ηςκ 

απμπηςηζηχκ ηοηηάνςκ.  

Σμ πανάδμλμ πμο πανμοζζάγεζ αοηυ ημ άνενμ, είκαζ μ εκδμηοηηανζηυξ εκημπζζιυξ 

ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP πμο πανμοζζάγεηαζ κα εκημπίγεηαζ ζηαεενά ζηα CBs ηαζ 

ζοιπεναίκεηαζ υηζ είκαζ ζοζηαηζηυ ηςκ CBs. Γζηά ιαξ απμηεθέζιαηα πμο πνμέηορακ, 

ηυζμ ιε ακίπκεοζδ ηδξ εκδμβεκμφξ πνςηεΐκδξ ιε ηδκ πνήζδ δφμ δζαθμνεηζηχκ 

ακηζζςιάηςκ (έκακηζ μθυηθδνδξ ηδξ αθθδθμοπίαξ ή έκακηζ πεπηζδζηήξ αθθδθμοπίαξ ζημ 

ηαναμλοηεθζηυ άηνμ), υζμ ηαζ πανμδζηή επζιυθοκζδ ηςκ οανζδζηχκ πνςηεσκχκ YFP-

hCINAP ηαζ GFP-hCINAP, υζμ ηαζ απυ ζηαεενά δζαιμθοζιέκδ ηοηηανμζεζνά HeLa
GFP-

hCINAP
, οπμδδθχκμοκ υηζ δ hCINAP πανμοζζάγεζ δζάποηδ πονδκμπθαζιαηζηή ηαηακμιή, 

ελαζνεηέμο ημο πονδκίζημο, ιε επζπθέμκ ηαηακμιή ζηα ζςιαηίδζα Cajal, αθθά υπζ ζε υθα 

ηα ηφηηανα ηαζ υπζ ζε υθα ηα CBs ημο ίδζμο ηοηηάνμο (Santama, et al., 2005; Malekkou et 

al., 2010). 

Αοηυ πμφ είκαζ αηυια πζμ απνμζδυηδημ είκαζ υηζ δ ίδζα μιάδα, ζε πνμδβμφιεκμ ηδξ 

άνενμ (Ren et al., 2005), έδεζλε υηζ μ εκδμηοηηάνζμξ εκημπζζιυξ ηδξ hCINAP ήηακ 

πονδκζηυξ ηαζ ήηακ ζε πθήνδ ζοιθςκία ιε ηα δζηά ιαξ πεζνάιαηα. Δπμιέκςξ, αοηυ πμο 

πανμοζζάγεηαζ ζημ ζοβηεηνζιέκμ άνενμ (Zhang et al., 2010), ίζςξ κα απμηεθεί 

απμηέθεζια εκυξ ιυκμ ιένμοξ ηςκ ηοηηάνςκ, ηαζ κα ιδκ είκαζ ακηζπνμζςπεοηζηυ 

απμηέθεζια ή κα μθείθεηαζ ζε ηεπκζηέξ αηέθεζεξ ηδξ πεζναιαηζηήξ δζαδζηαζίαξ (artifacts).   
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Σα CBs είκαζ δοκαιζηέξ ιμνθέξ ιε ηφηθμοξ μνβάκςζδξ ηαζ απμδζμνβάκςζδξ, ιε 

ιεηααμθή ηδξ ιμνθμθμβίαξ ηαζ ηδξ ζφζηαζδξ ημοξ (Lamond and Carmo-Fonseca, 1993). 

Έπμοκ παναηδνδεεί ιεηααμθέξ ζημ ιέβεεμξ ηαζ ζημκ ανζειυ ηςκ CBs ηαηά ηδ δζάνηεζα 

ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο. Πανμοζζάγμκηαζ ιεβαθφηενα ζε ιέβεεμξ ζηζξ S ηαζ G2 θάζεζξ ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο. Καηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ιίηςζδξ ηαζ ηδξ πνχζιδξ G1 θάζδξ δεκ 

παναηδνμφκηαζ CBs, εκχ μ ιεβαθφηενμξ ανζειυξ ημοξ πανμοζζάγεηαζ ανβυηενα, ζηδ ιέζδ 

ηαζ φζηενδ G1 θάζδ (mid- and late G1 phase), υπμο παναηδνμφκηαζ πμθθά ιζηνά CBs. Ζ 

ζοβηέκηνςζδ υιςξ ηδξ πνςηεΐκδξ coilin παναιέκεζ ζηαεενή ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ 

ιίηςζδξ, ιε δζάποζδ ηδξ ζημ ηοηηανυπθαζια. Δπίζδξ, ηα ηφηηανα πμο πμθθαπθαζζάγμκηαζ 

πενζέπμοκ ιεβαθφηενα, πζμ θςηεζκά ηαζ πενζζζυηενα CBs. Δπζπθέμκ, δ πνςηεσκζηή 

έηθναζδ ηδξ coilin ζηα ηφηηανα πμο πμθθαπθαζζάγμκηαζ είκαζ δφμ θμνέξ αολδιέκδ ζε 

ζφβηνζζδ ιε αοηά πμο δεκ πμθθαπθαζζάγμκηαζ, οπμδδθχκμκηαξ υηζ επάβεζ ημκ 

πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ημκ ηφηθμ μνβάκςζδξ ηαζ απμδζμνβάκςζδξ ηςκ CBs (Andrade et al., 

1993). 

Ζ πνςηεΐκδ hCINAP, υπςξ ηαζ δ πνςηεΐκδ coilin, θαίκεηαζ κα νοειίγεηαζ ηαηά ηδ 

δζάνηεζα ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο. Απυ πεζνάιαηα ιζηνμζημπίαξ πναβιαηζημφ πνυκμο πμο 

έβζκακ ζε ζηαεενά ιεηαζπδιαηζζιέκδ ηοηηανμζεζνά HeLa
GFP-hCINAP

, ηα επίπεδα 

θεμνζζιμφ ηδξ πνςηεΐκδξ GFP-hCINAP αολμιεζχκμκηακ ζε ζοκάνηδζδ ιε ημκ πνυκμ 

οπμδδθχκμκηαξ υηζ δ πνςηεσκζηή έηθναζδ ηδξ, είκαζ δζαθμνεηζηή ζηα δζάθμνα ζηάδζα ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο. Ζ έκηαζδ θεμνζζιμφ ηδξ GFP-hCINAP ανίζηεηαζ ζε παιδθυηενα 

επίπεδα ζημ ιζηςηζηυ ηφηηανμ, εκχ ζηαδζαηά ηα επίπεδα θεμνζζµμφ αολάκμκηαζ ηαεχξ ημ 

ηφηηανμ εζζένπεηαζ ζηδ θάζδ G0/G1 (4-9 h ιεηά ηδκ δζαίνεζδ ημο ηοηηάνμο). Μεηά απυ 

ηοηηανζηυ ζοβπνμκζζιυ ηοηηανμζεζνάξ HeLa επζαεααζχεδηε υηζ δ πνςηεσκζηή έηθναζδ 

ηδξ hCINAP ειθακζγυηακ ιεβαθφηενδ ηαηά ηδκ G0/G1 (late G1) θάζδ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο.  

Δπζπθέμκ, απυ ηδ ιζηνμζημπία πναβιαηζημφ πνυκμο πνμηφπηεζ υηζ δ GFP-hCINAP 

δζαπέεηαζ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ιίηςζδξ, πςνίξ κα ζοκεκημπίγεηαζ ιε ημ DNA πανά ιυκμ 

ζηδ ηεθυθαζδ. Ζ οπενέηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ GFP-hCINAP, θαίκεηαζ κα επδνεάγεζ ηδκ 

ηοηηανζηή δζαίνεζδ ιε αφλδζδ ακςιαθζχκ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ιίηςζδξ, υπςξ ιδ 

ζημίπζζδ πνςιμζςιάηςκ ηαηά ηδ ιεηάθαζδ ή παναιμκή ζηδ ηοημηίκδζδ, ιε επαηυθμοεμ 

κα παναηδνείηαζ απυπηςζδ. Όιςξ είκαζ πνυςνμ κα ελαπεεί μπμζμδήπμηε ηεθζηυ 

ζοιπέναζια, υζμ αθμνά ηδκ ειπθμηή ηδξ hCINAP ζηδ δζαδζηαζία ηδξ ιίηςζδξ. Έκαξ 

ηέημζμξ θαζκυηοπμξ ιπμνεί κα παναηδνδεεί ηαζ ηαηά ηδ δζάνηεζα αθάαδξ ημο DNA, ιεηά 

απυ έηεεζδ ημκ ηοηηάνςκ ζε αηηζκμαμθία. Δπμιέκςξ πεναζηένς πεζνάιαηα, ηνίκμκηαζ 
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ακαβηαία βζα ηδ δζαζαθήκζζδ ηδξ πζεακήξ ειπθμηήξ ηδξ hCINAP ζε ιζα ηυζμ ζδιακηζηή 

δζαδζηαζία ημο ηοηηάνμο, υπςξ είκαζ δ ηοηηανζηή δζαίνεζδ.   

 

 

4.2 Πηζαλή εκπινθή ηεο πξσηεΐλεο hCINAP ζηα κνλνπάηηα απόθξηζεο θπηηαξηθνύ 

ζηξεο  

Όπςξ είκαζ ήδδ βκςζηυ, δ ιμνθμθμβία ηαζ δ ζφκεεζδ ηςκ οπμπονδκζηχκ 

μνβακζδίςκ, υπςξ ηα Cajal bodies (CBs), μ πονδκίζημξ ηαζ άθθα πονδκζηά ζςιαηίδζα, 

πανμοζζάγμοκ δοκαιζηή θφζδ ηαζ ιπμνμφκ κα ιεηααθδεμφκ, ιεηά απυ απυηνζζδ ζε 

πμζηζθυιμνθα ελςηενζηά ενεείζιαηα (ζηνεξ) πμο οθίζηαηαζ ημ ηφηηανμ (Cioce et al., 

2006). Πμθθμί πονδκζημί πανάβμκηεξ ιπμνμφκ κα απμδζμνβακχκμκηαζ ηαζ κα 

επακαδζμνβακχκμκηαζ ζε δζαθμνεηζηέξ πονδκζηέξ πενζμπέξ, ζε απυηνζζδ ζηδ ηοηηανζηή 

ιεηααμθζηή δναζηδνζυηδηα, ιεηααάθθμκηαξ ιε αοηυ ημ ηνυπμ ηδ ιμνθμθμβία ηςκ 

οπμδζαιενζζιάηςκ ημο πονήκα (Shav-Tal et al., 2005).  

Γζενεφκδζδ ηδξ εκδμηοηηάνζαξ ηαηακμιήξ ηδξ GFP-hCINAP, ιεηά απυ δζάθμνμοξ 

πεζναιαηζημφξ πεζνζζιμφξ, πμο πνμηαθμφκ είηε ιεηαβναθζηή ηαηαζημθή, είηε αθάαδ ημο 

DNA, είηε οπενςζιςηζηυ ζηνεξ, ακέδεζλε υηζ δ GFP-hCINAP πανμοζζάγεζ δοκαιζηή θφζδ 

ηαζ είκαζ ζηακή κα εκημπζζηεί ζε ζοβηεηνζιέκεξ δμιέξ ιέζα ζημκ πονήκα. 

Σα πεζνάιαηα αοηά πναβιαημπμζήεδηακ ιε πνήζδ ζηαεενάξ ιεηαζπδιαηζζιέκδξ 

ηοηηανμζεζνάξ HeLa
GFP-hCINAP

, πμο ελέθναγε ηδκ πνςηεΐκδ hCINAP ζοβπςκεοιέκδ ιε ηδκ 

πνςηεΐκδ GFP (πναζζκμθεμνίγμοζα πνςηεΐκδ), αθμφ πνχηα δ ηοηηανμζεζνά αοηή 

παναηηδνίζηδηε, ηαζ επζαεααζχεδηε υηζ δ οανζδζηή πνςηεΐκδ GFP-hCINAP 

ζοιπενζθενυηακ πανυιμζα ιε ηδκ εκδμβεκή πνςηεΐκδ. Ζ ηοηηανμζεζνά αοηή πανμοζίαγε 

θοζζμθμβζηή ιμνθμθμβία, θοζζμθμβζηυ ηοηηανζηυ ηφηθμ ηαζ ζηαεενή έηθναζδ ηαζ ζςζηυ 

εκδμηοηηάνζμ εκημπζζιυ ηδξ GFP-hCINAP.  

Δίκαζ ήδδ βκςζηυ υηζ ανζειυξ πνςηεσκχκ πμο εκημπίγμκηαζ ζημοξ πονδκίζημοξ ηαζ 

ζημ πονδκυπθαζια (ηονίςξ πνςηεΐκεξ πμο πνμζδέκμκηαζ ζε RNA), υπςξ ηαζ RNAs (pre-

rRNAs, U1snRNA, 7SK RNA, snoRNAs, U93 scaRNA) ακαηαηακέιμκηαζ οπυ ιμνθή 

δαηηοθίςκ (caps) βφνς απυ ημοξ πονδκίζημοξ (΢πήια 4.1), ηυζμ ηάης απυ θοζζμθμβζηέξ 

ζοκεήηεξ ηαηαζημθήξ ηδξ ιεηαβναθήξ υζμ ηαζ ιε πνήζδ μοζζχκ πμο ηαηαζηέθθμοκ ηδκ 

RNA πμθοιενάζδ Η ηαζ ΗΗ (Shav-Tal et al., 2005). 
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΢ρήκα 4.1: Οη δαθηύιηνη γύξσ από ηνπο ππξελίζθνπο, νη νπνίνη παξαηεξνύληαη κεηά από 

θαηαζηνιή ηεο RNA Pol II. (A) ΢οκδοαζιυξ DIC ηαζ ιζηνμζημπίαξ θεμνζζιμφ ζε ηφηηανα 

HeLa, ιεηά απυ έηεεζδ ηςκ ηοηηάνςκ βζα 4 h ζε αηηζκμιοηίκδ (Actinomycin D), βζα κα επζηεοπεεί 

δ ηαηαζημθή ηδξ ιεηαβναθήξ απυ ηδκ RNA Pol II. Ζ ιμνθμθμβία ημο πονδκίζημο αθθάγεζ ηάης 

απυ αοηέξ ηζξ ζοκεήηεξ, ιε ηδ δδιζμονβία ημο ζχιαημξ ημο πονδκίζημο (Νucleolar body) ηαζ έκα 

ανζειυ απυ δαηηοθίμοξ βφνς απυ ημοξ πονδκίζημοξ (ιζηνυ αέθμξ). Σα ηφηηανα έπμοκ επζιμθοκεεί 

ιε πθαζιίδζμ πμο εηθνάγεζ ηδκ πνςηεΐκδ YFP-PSPC1 (πνάζζκμ), δ μπμία εκημπίγεηαζ ζε caps 

ηάης απυ αοηέξ ηζξ ζοκεήηεξ (ιεβάθμ αέθμξ). Κθίιαηα: 5 mm. (B) Πανμοζζάγμκηαζ ηα δφμ ηφνζα 

είδδ δαηηοθίςκ: ηα Dark Nucleolar Caps (DNCs), ζηα μπμία εκημπίγμκηαζ πνςηεΐκεξ ηςκ 

παναδζάζηζηηςκ ζςιαηζδίςκ (Paraspeckles) ηαζ άθθςκ παναβυκηςκ ηδξ RNA Pol II ηαζ ηα Light 

Nucleolar Caps (LNCs), ζηα μπμία εκημπίγμκηαζ μζ πνςηεΐκεξ fibrillarin ηαζ coilin ηαζ πανάβμκηεξ 

ηδξ RNA Pol I (Shav-tal et al., 2005). (Ακαπαναβςβή εζηυκαξ απυ Fox and Lamond, 2010).  

Μεηά απυ ιεηαβναθζηή ηαηαζημθή ηδξ RNA πμθοιενάζδξ Η ηαζ ΗΗ (1 ιg/ml 

αηηζκμιοηίκδ D), δ GFP-hCINAP ακαηαηακέιεηαζ εκ ιένεζ απυ ημ πονδκυπθαζια ζημοξ 

δαηηοθίμοξ ηςκ πονδκίζηςκ DNCs (Dark Nucleolar Caps) ηαζ ζε εζηίεξ ιέζα ζημοξ 

πονδκίζημοξ, υπμο ζοκεκημπίγεηαζ εηεί ιε ηδκ πνςηεΐκδ ηςκ παναδζάζηζηηςκ ζςιαηζδίςκ 

1, PSP1 (Paraspeckle Protein 1), εκχ μζ πνςηεΐκεξ coilin ηαζ fibrillarin ακαηαηακέιμκηαζ 

ζε λεπςνζζημφξ δαηηοθίμοξ, Light Nucleolar Caps (LNCs). Λυβς ηδξ οθζζηάιεκδξ 

αθθδθεπίδναζδξ ηδξ hCINAP ιε ηδκ πνςηεΐκδ coilin, εα ακαιεκυηακ μζ δφμ αοηέξ 

πνςηεΐκεξ κα ζοκεκημπίγμκηακ, ηάηζ πμο δεκ παναηδνήεδηε. 
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O θαζκυηοπμξ αοηυξ, δεκ παναηδνήεδηε ιε ηαηαζημθή ηδξ RNA Pol I (0.04 ιg/ml 

αηηζκμιοηίκδ D). Οζ δφμ πνςηεΐκεξ, GFP-hCINAP ηαζ PSP1 ηάης απυ αοηέξ ηζξ ζοκεήηεξ 

δζαηδνμφκ ηδκ θοζζμθμβζηή εκδμηοηηάνζα ημοξ ηαηακμιή, εκχ μζ πνςηεΐκεξ coilin ηαζ 

fibrillarin πανμοζίαζακ ημοξ παναηηδνζζηζημφξ δαηηοθίμοξ (caps) LNCs. Ωξ εη ημφημο 

πνμηφπηεζ, υηζ ιυκμ ιεηά απυ ηαηαζημθή ηδξ RNA πμθοιενάζδξ ΗΗ δ hCINAP ιπμνεί κα 

ζηναημθμβδεεί ηαζ κα εκημπζζηεί ζημοξ δαηηοθίμοξ DNCs.   

Ζ πνςηεΐκδ PSP1 είκαζ ζοζηαηζηυ ηςκ παναδζάζηζηηςκ ζςιαηζδίςκ (Paraspeckles) 

ηαζ πανμοζζάγεζ μιμζυηδηα ζηδκ αθθδθμοπία ιε ηζξ πνςηεΐκεξ p54nrb ηαζ PSF, πμο επίζδξ 

είκαζ ζοζηαηζηά ηςκ Paraspeckles, πενζέπμκηαξ δφμ ιμηίαα ακαβκχνζζδξ ημο RNA (RRM, 

RNA Recognition Motif) (Fox et al., 2002). Όθεξ μζ πνςηεΐκεξ ηςκ Paraspeckles 

ακαηαηακέιμκηαζ ζηα ίδζα caps (DNCs) ιεηά απυ ιεηαβναθζηή ηαηαζημθή ηδξ RNA Pol 

II, οπμδδθχκμκηαξ απμδζμνβάκςζδ ηςκ Paraspeckles (Shav-Tal et al., 2005). 

Δκδζαθένμκ, απμηέθεζε ημ βεβμκυξ υηζ δ GFP-hCINAP, ιεηά ηδ ιεηαβναθζηή 

ηαηαζημθή εηηυξ απυ ημκ εκημπζζιυ ηδξ ζημοξ δαηηοθίμοξ εκημπζγυηακ ηαζ ιέζα ζημοξ 

πονδκίζημοξ οπυ ιμνθή εζηζχκ, πμο θαζκμιεκζηά ιμζάγμοκ ιε ηα fibrillar center (FC) 

(΢πήια 4.2). Τπυ θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ, δ hCINAP εκημπίγεηαζ δζάποηδ ζημ 

πονδκυπθαζια ελαζνεηέμο ηςκ πονδκίζηςκ (Santama et al., 2005).     

Αλζμζδιείςημ είκαζ επίζδξ ημ βεβμκυξ υηζ δ hCINAP ζοβηαηαθέβεηαζ ζημ ιζηνυ 

ανζειυ ημο πονδκμπθαζιαηζηχκ πνςηεσκχκ πμο δδιζμονβμφκ caps ηάης απυ αοηέξ ηζξ 

ζοκεήηεξ. Οζ πενζζζυηενεξ πονδκμπθαζιαηζηέξ πνςηεΐκεξ ηαζ μζ πνςηεΐκεξ πμο 

εκημπίγμκηαζ ζηα ζςιαηίδζα speckle, υπςξ έπεζ απμδεζπεεί απυ πνμδβμφιεκδ ακάθοζδ >70 

πονδκζηχκ πνςηεσκχκ πμο επζηεθμφκ δζαθμνεηζηέξ θεζημονβίεξ, δζαηδνμφκ ηδκ 

εκδμηοηηάνζα ηαηακμιή ημοξ (Shav-Tal et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΑΝ
ΝΑ

 Μ
ΑΛ
ΕΚ
ΚΟ
Υ



   - 241 - 

 

 

΢ρήκα 4.2: Μηθξνζθνπία δηαθνξηθήο ζπκβνιήο (Differential Interference Contrast, DIC), 

δσληαλνύ θπηηάξνπ HeLa, όπνπ δηαθξίλνληαη νη ππξελίζθνη. Κθίιαηα: 15 mm (ανζζηενά). 

΢πδιαηζηή απεζηυκζζδ ηδξ ηνζπθήξ εζςηενζηήξ μνβάκςζδξ ημο πονδκίζημο: fibrillar center (FC), 

dense fibrillar component (DFC) ηαζ granular component (GC) (δελζά). (Ακαπαναβςβή εζηυκαξ 

απυ Boulon, et al., 2010).  

 

 

΢ημοξ DNCs δαηηοθίμοξ, ζημοξ μπμίμοξ εκημπίγεηαζ δ hCINAP, έπεζ δεζπεεί υηζ 

εκημπίγμκηαζ ηονίςξ πονδκμπθαζιαηζηέξ πνςηεΐκεξ μζ μπμίεξ ζηδ πθεζμρδθία ημοξ είκαζ 

πνςηεΐκεξ πμο δεζιεφμοκ RNA, πςνίξ υιςξ κα απμηεθεί βεκζηυ ιμκμπάηζ 

ζοκανιμθυβδζδξ υθςκ ηςκ παναβυκηςκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ ιεηαβναθή ηαζ δζαδζηαζία 

ημο RNA (Shav-Tal et al., 2005). Οζ πενζζζυηενεξ απυ αοηέξ ηζξ πνςηεΐκεξ, 

ζοιπενζθαιαακμιέκμο ηαζ ηδξ PSP1, έπμοκ ακζπκεοεεί πνμδβμοιέκςξ κα εκημπίγμκηαζ 

ζημοξ πονδκίζημοξ ιεηά απυ πνςηεμιζηή ακάθοζδ (Andersen et al., 2002; Scherl et al., 

2002). Πανυθα αοηά, αοηέξ μζ πνςηεΐκεξ υπςξ ηαζ δ hCINAP, ειθακίγμοκ 

πονδκμπθαζιαηζηή ηαηακμιή ελαζνεηέμο ηςκ πονδκίζηςκ, υπςξ έπεζ παναηδνδεεί ιε 

ιζηνμζημπία ακμζμθεμνζζιμφ.  

Δπζπθέμκ, ζημοξ DNCs δαηηοθίμοξ, έπεζ ακζπκεοεεί ημ πνυδνμιμ rRNA (pre-rRNA) 

πμο εκημπίγεηαζ θοζζμθμβζηά ζημοξ πονδκίζημοξ ηαζ οπμδδθχκεζ υηζ μ εκημπζζιυξ ηςκ 

πονδκμπθαζιαηζηχκ πνςηεσκχκ πμο ακαηαηακέιμκηαζ ζε αοημφξ δεκ είκαζ ηοπαίμξ, αθθά 

είκαζ απμηέθεζια ηςκ ζδζμηήηςκ ημοξ κα αθθδθεπζδνμφκ ιε ημ RNA (Shav-Tal et al., 

2005).   

Αοηή δ ακαηαηακμιή ηςκ πονδκζηχκ πνςηεσκχκ ζε κεμζοκηζεέιεκα θεζημονβζηά 

δζαιενίζιαηα (υπςξ μζ δαηηφθζμζ βφνς απυ ημοξ πονδκίζημοξ), απμηεθεί έκα ιένμξ ηδξ 

βεκζηήξ απμδεηηήξ δζαδζηαζίαξ ακαδζμνβάκςζδξ ημο πονήκα ηαηά ηδ δζάνηεζα 

ιεηαβναθζηήξ ηαηαζημθήξ ηαζ πενζθαιαάκεζ πνμτπάνπμοζεξ αθθδθεπζδνάζεζξ ιεηαλφ 

RNA-πνςηεσκχκ, ηαεχξ ηαζ ηαζκμφνβζεξ αθθδθεπζδνάζεζξ. Σα απμηεθέζιαηα απυ ηδκ 

ακαηαηακμιή ηδξ hCINAP ηαζ μ ζοκεκημπζζιυξ ηδξ ιε ηδκ PSP1, επζζδιαίκμοκ ηδκ 

παναηήνδζδ αοηή.  
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Ακ ηαζ δ hCINAP αθθδθεπζδνά ιε ηδκ coilin ζε θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ, ηάης απυ 

ιεηαβναθζηή ηαηαζημθή μζ δφμ αοηέξ πνςηεΐκεξ ζοκεκημπίγμκηαζ ζε δζαθμνεηζηά είδδ 

caps, DNCs ηαζ LNCs ακηίζημζπα. Δκχ πνςηεΐκεξ πμο ζε θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ δεκ 

ζοκεκημπίγμκηαζ (ππ. ζηα Paraspeckles) ηαζ μφηε εκδεπμιέκςξ αθθδθεπζδνμφκ, υπςξ μζ 

hCINAP ηαζ PSP1, ζε ζοκεήηεξ ιεηαβναθζηήξ ηαηαζημθήξ ζοκεκημπίγμκηαζ ηαζ 

εκδεπμιέκςξ κα αθθδθεπζδνμφκ. Γεκ έπεζ ακζπκεοεεί άιεζδ αθθδθεπίδναζδ ηςκ δφμ 

αοηχκ πνςηεσκχκ ζε θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ (δζηέξ ιαξ αδδιμζίεοηεξ παναηδνήζεζξ), 

αθθά ίζςξ κα οθίζηαηαζ αζεεκήξ αθθδθεπίδναζδ ηςκ δφμ αοηχκ πνςηεσκχκ ζημ 

πονδκυπθαζια, υπμο εκημπίγμκηαζ, αθθά δ αθθδθεπίδναζδ κα ζηαεενμπμζείηαζ ηάης απυ 

ζοκεήηεξ ιεηαβναθζηήξ ηαηαζημθήξ.    

Ζ εκένβεζα απυ ηα ιμκμπάηζα ηδξ μλεζδςηζηήξ θςζθμνοθίςζδξ είκαζ απαναίηδηδ 

πνμτπυεεζδ βζα ηδ δζαδζηαζία ηδξ ακαδζμνβάκςζδξ ηςκ πονδκζηχκ πνςηεσκχκ ηαζ ηδ 

δδιζμονβία ηςκ δαηηοθίςκ DNCs ηαζ LNCs, ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ιεηαβναθζηήξ 

ηαηαζημθήξ. Ζ πνςηεΐκδ hCINAP πανμοζζάγεζ εκενβυηδηα αδεκοθζηήξ ηζκάζδξ (Ren et 

al., 2005; Drakou et al., in review), επμιέκςξ δ πανμοζία ηδξ ζημοξ δαηηοθίμοξ ίζςξ κα 

ζοκδέεζ ηδ δνάζδ ηδξ βζα παναβςβή εκένβεζαξ.  

Πεναζηένς ιεθέηδ ηδξ ακαηαηακμιήξ ηδξ hCINAP, πναβιαημπμζήεδηε ιε 

ηαηαζημθή ηδξ RNA Pol II [5,6-δζπθςνμ-α-D-νζαμθμονακμζοθαεκγζιζδαγμθίμο (DRB)]. 

Κάης απυ αοηέξ ηζξ ζοκεήηεξ δ GFP-hCINAP ηαζ δ PSP1 ζοκεκημπίγμκηακ ηαζ 

ειθακίγμκηακ ςξ ζοζζςιαηχιαηα ημκηά ζημοξ πονδκίζημοξ ηαζ ανίζημκηακ πμθφ ημκηά 

ή ζε άιεζδ επαθή ιε ηδκ απμδζμνβακςιέκδ fibrillarin. Ζ fibrillarin εκημπζγυηακ οπυ 

ιμνθή caps ιυκμ ζε πμζμζηυ 10% ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ζημ οπυθμζπμ πμζμζηυ ηςκ 

ηοηηάνςκ πανμοζίαγε ιζα απμδζμνβακςιέκδ ιμνθή (΢πήια 4.3), ςξ απμηέθεζια ηδξ 

απμδζμνβάκςζδξ ημο πονδκίζημο, πμο ζοιθςκμφζακ πθήνςξ ιε ηδ αζαθζμβναθία (Martin 

et al., 2009).  

Ζ απμδζμνβάκςζδ ημο πονδκίζημο πμο παναηδνείηαζ ζε αοηή ηδ πενίπηςζδ, ιεηά 

απυ ηδκ ηαηαζημθή ηδξ RNA Pol II (ηαζ υπζ ηδξ RNA Pol I) ηαζ ζοβηεηνζιέκςκ CTD 

ηζκαζχκ (carboxyterminal domain kinases) (David-Pfeuty, 1999; Haaf and Ward, 1996), 

είκαζ δζαθμνεηζηυ θαζκυιεκμ απυ ηδκ ακαδζμνβάκςζδ ημο πονδκίζημο (RNA Pol I ηαζ II). 

Καηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ηαηαζημθήξ ηδξ RNA Pol II, μ πονδκίζημξ θαίκεηαζ κα πανμοζζάγεζ 

επζιήηοκζδ ηαζ ζοκήεςξ κα ανίζηεηαζ ζε επαθή ιε ηδκ πενζθένεζα ημο πονήκα, εκχ ηα 

εκενβά ημο ηέκηνα: fibrillar center (FC), dense fibrillar component (DFC) ηαζ granular 

component (GC) (΢πήια 4.2) πανμοζζάγμκηαζ απμδζμνβακςιέκα ηαζ δζάποηα (΢πήια 4.3, 

ιεζαία εζηυκα) (Martin et al., 2009). 
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Ζ απμδζμνβακςιέκδ δμιή ημο πονδκίζημο πμο πανμοζζάγεηαζ («ημθζέ ιε πάκηνεξ»), 

ακηαπμηνίκεηαζ ζηδκ ηνζζδζάζηαηδ δζαζπμνά ηςκ rDNA (Haaf and Ward 1996; Junera et 

al. 1997) ηαζ πμθθχκ πνςηεσκχκ πμο ειπθέημκηαζ ιεηαβεκέζηενα ζηδ δζαδζηαζία 

ζοκανιμθυβδζδξ ημο νζαμζχιαημξ (Louvet et al., 2005). Κάεε «ζθαίνα» πενζθαιαάκεζ: 

rDNA, rRNAs, pol I, DNA topoisomerase I, UBF ηαζ fibrillarin (Scheer and Benavente 

1990; Haaf et al., 1991; Junera et al., 1997; Le Panse et al., 1999). 

Ζ δθεηηνμκζηή ιζηνμζημπία απμηάθορε υηζ αοηή δ δμιή απμηεθείηαζ απυ FCs 

πνςηεΐκεξ πμο εκχκμκηαζ δ ιζα ιε ηδκ άθθδ ιε DFC πνςηεΐκεξ (Junera et al., 1997; Le 

Panse et al., 1999) ηαζ μζ πενζμπέξ ημκηά ζε αοηέξ πμο πενζέπμοκ πνςηεΐκεξ πμο 

ειπθέημκηαζ ιεηαβεκέζηενα ζηδ δζαδζηαζία ημο rRNA, πμο πνμένπμκηαζ απυ ηζξ GC 

πενζμπέξ (Louvet et al., 2005). Οζ πνςηεΐκεξ αοηέξ ιπμνμφκ κα απμζοκδεεμφκ απυ ηα 

ζδιεία ιεηαβναθήξ ημο rRNA, οπμδδθχκμκηαξ υηζ ηα ιεηαβναθήιαηα rRNA, δεκ είκαζ 

ζηακά κα πνμζδθοηίζμοκ ηζξ πνςηεΐκεξ πμο ειπθέημκηαζ ζηδ δζαδζηαζία ημο rRNA ηαζ μζ 

πνςηεΐκεξ αοηέξ είκαζ ζηακέξ κα δδιζμονβήζμοκ πονδκζηέξ δμιέξ πςνίξ ηδκ πανμοζία ηςκ 

ιεηαβναθδιάηςκ (Hernandez-Verdun, 2005) .  

 

 

 

΢ρήκα 4.3: Γνκέο ηνπ ππξελίζθνπ ζε θύηηαξα κε θαηαζηνιή ηεο ελεξγόηεηαο ηεο RNA 

πνιπκεξάζεο. Κφηηανμ εθέβπμο (ανζζηενά), ηφηηανμ πμο έηοπε επελενβαζία βζα ηδκ ηαηαζημθή 

ηδξ RNA polymerase II [ηέκηνμ, 5,6-δζπθςνμ-α-D-νζαμθμονακμζοθαεκγζιζδαγμθίμο (DRB) βζα 1.5 

χνεξ] ή ηδξ RNA polymerase I [δελζά, αηηζκμιοηίκδ D (Act.D) βζα 1.5 χνεξ]. Οπηζηέξ ημιέξ ηςκ 

επζηναηέζηενςκ δμιχκ πμο παναηδνήεδηακ ζε ηάεε πθδεοζιυ ηοηηάνςκ. Σα ηφηηανα 

ζδιάκεδηακ: fibrillarin (ηυηηζκμ), DNA (Sytox green, πνάζζκμ) ή ηα ηεκηνμιενίδζα (CENP, 

πνάζζκμ). Σα ζπέδζα απεζημκίγμοκ ηζξ επζηναηέζηενεξ δμιέξ ζε ηάεε πθδεοζιυ. (Ακαπαναβςβή 

απυ Martin et al., 2009). 

Μεηά απυ ηδκ απμιάηνοκζδ ημο DRB, μζ πνςηεΐκεξ πμο ειπθέημκηαζ ζηδ δζαδζηαζία 

ημο rRNA ζηναημθμβμφκηαζ ζηα ζδιεία ηδξ ιεηαβναθήξ ηαζ μ πονδκίζημξ 

ζοκανιμθμβείηαζ λακά. Έπεζ απμδεζπεεί υηζ βζα ηδκ επακαζφκδεζδ ηςκ πνςηεσκχκ είκαζ 

απαναίηδηδ δ οδνυθοζδ ATP ή GTP. Αοηυ εζζδβείηαζ υηζ δ θςζθμνοθίςζδ ίζςξ κα 
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δζαδναιαηίγεζ νυθμ ζηδκ επακαζφκδεζδ ηςκ πνςηεσκχκ αοηχκ ηαζ ηδκ επακαδδιζμονβία 

ημο πονδκίζημο (Louvet et al., 2006). Ζ πνςηεΐκδ hCINAP υπςξ έπεζ δεζπεεί, πανμοζζάγεζ 

εκενβυηδηα αδεκοθζηήξ ηζκάζδξ (ΑΚ) (Ren et al., 2005; Drakou et al., in review) ηαζ 

ATPάζδξ (Santama et al., 2005, Drakou et al., in review) ηαζ ίζςξ μ θυβμξ πμο εκημπίγεηαζ 

ζηζξ απμδζμνβακςιέκεξ πενζμπέξ ημο πονδκίημο, κα είκαζ αηνζαχξ δ πνμζθμνά εκένβεζαξ 

ζε αοηά ηα ζδιεία ή δ θςζθμνοθίςζδ ζοβηεηνζιέκςκ οπμζηνςιάηςκ, βζα ηδκ επακαθμνά 

ηδξ δμιήξ ημο πονδκίζημο.  

Ζ πνςηεΐκδ GFP-hCINAP, ιεθεηήεδηε επζπθέμκ ιεηά απυ έηεεζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζε 

αηηζκμαμθία UV-C. Ζ αηηζκμαμθία UV ακηζπνμζςπεφεζ έκα ζφιπθεβια 

πμθοπαναβμκηζηήξ απυηνζζδξ ζημ ζηνεξ, ημ μπμίμ ηαηαζηνέθεζ ηδκ ιεηααμθζηή 

εκενβυηδηα ημο πονήκα ημο ηοηηάνμο. Δπδνεάγεζ δζάθμνεξ πονδκζηέξ δμιέξ 

ζοιπενζθαιαακμιέκμο ημο πονδκίζημο (Al-Baker et al., 2004; Kurki et al., 2004), ηςκ 

ζςιαηζδίςκ PML (Kurki et al., 2003; Seker et al., 2003) ηαζ ηα Cajal Bodies (Cioce et al., 

2006). Ζ αηηζκμαμθία UV πνμηαθεί άιεζδ εκενβμπμίδζδ ημο οπμδμπέα ηςκ ηζκαζχκ 

ηονμζίκδξ (π.π EGF ηαζ PDGF), ηαηά ηνυπμ ιδ ελανηχιεκμ απυ ημ οπυζηνςια, ημ μπμίμ 

πνμηαθείηαζ απυ ηδκ απεκενβμπμίδζδ ηςκ οπμδμπέςκ πμο ηαηεοεφκμκηαζ απυ ηζξ 

θςζθαηάζεξ ηονμζίκδξ (Gross et al., 1999; Gulati et al., 2004). Αημθμφεςξ, πνμηαθείηαζ 

αθάαδ ζημ DNA ιε ηδ δδιζμονβία δζιενχκ θςημπνμσυκηςκ ηοηθμαμοηακζηήξ πονζιζδίκδξ 

(6–4) (Tornaletti and Pfeifer, 1996), παναβςβή εκενβχκ νζγχκ μλοβυκμο (Nishigori, 2006) 

ηαζ ζφκεεηδ ιεηαβναθζηή απυηνζζδ πενζθαιαακμιέκςκ νοειζζηζηχκ βμκζδίςκ πμο 

ζοκδέμκηαζ ιε ημκ ηοηηανζηυ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδκ επζδζυνεςζδ ημο επδνεαγυιεκμο 

DNA (Koch-Paiz et al., 2004). Ζ επυιεκδ θάζδ παναηηδνίγεηαζ είηε απυ ηδκ επζδζυνεςζδ 

ηςκ επδνεαγυιεκςκ πενζμπχκ ημο DNA, είηε απυ ημ εάκαημ ημο ηοηηάνμο ημ μπμίμ δεκ 

ηαηάθενε κα ακηζδνάζεζ ηαηάθθδθα.  

Ζ πνςηεΐκδ GFP-hCINAP, ιεηά απυ έηεεζδ ζε αηηζκμαμθία UV-C, ακαηαηακέιεηαζ 

ζε ιζηνέξ εζηίεξ ζημκ πονήκα ηαζ ιέζα ζημοξ πονδκίζημοξ, υπμο ζοκεκημπίγεηαζ ηαζ πάθζ 

ιε ηδκ πνςηεΐκδ PSP1, εκχ δ πνςηεΐκδ coilin ακαηαηακέιεηαζ ζημ πονδκυπθαζια οπυ 

ιμνθή ιζηνχκ εζηζχκ, πςνίξ υιςξ κα πανμοζζάγεηαζ ζοκεκημπζζιυξ ηδξ ιε ηζξ πνςηεΐκεξ 

GFP-hCINAP ηαζ PSP1. Δπζπθέμκ, δ GFP-hCINAP εκημπίγεηαζ, επζπνυζεεηα, ηαζ ζε πζμ 

ιεβάθεξ πονδκζηέξ δμιέξ.  

Αλζμζδιείςημ είκαζ ημ βεβμκυξ, υηζ μζ ιζηνέξ εζηίεξ, πμο ήηακ πζμ θςηεζκέξ ηαζ ζηζξ 

μπμίεξ μζ δφμ πνςηεΐκεξ, GFP-hCINAP ηαζ PSP1 ζοκεκημπίγμκηακ, πανμοζζάγμκηακ ζηδκ 

πενζθένεζα, ζε έκα ιένμξ ηςκ ιεβαθφηενςκ πονδκζηχκ δμιχκ πμο ζπδιάηζγε δ hCINAP.  

Ο εκημκυηενμξ θαζκυηοπμξ πμο παναηδνήεδηε ήηακ ζηζξ 6 h ηαζ ηα απμηεθέζιαηα 

ηδξ αηηζκμαμθίαξ UV-C ήηακ εκ ιένεζ ακηζζηνεπηά (ιεηά απυ 10 h) ζε ~40% ηςκ 
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ηοηηάνςκ πμο έηοπακ αηηζκμαμθίαξ, ιε επακαθμνά ηδξ θοζζμθμβζηήξ ηαηακμιήξ ηςκ 

πνςηεσκχκ. ΢ε ιεηαβεκέζηενμοξ πνυκμοξ, ζε πμζμζηυ ηςκ ηοηηάνςκ πμο δεκ 

πανμοζζάζηδηε επακαθμνά ημο θοζζμθμβζημφ θαζκμηφπμο (10 ηαζ 24 h), μζ πνςηεΐκεξ 

hCINAP ηαζ PSP1 ζοκεκημπίγμκηακ ηαζ πάθζ οπυ ιμνθή δαηηοθίςκ (DNCs) πμο δζέθενακ 

απυ αοημφξ πμο εκημπζγυηακ δ coilin. Σέθμξ, παναηδνήεδηακ ηφηηανα, πμο εκχ δ 

πνςηεΐκδ coilin ηαζ SMN επακένπμκηακ ζηδ θοζζμθμβζηή ημοξ ηαηακμιή, δ hCINAP 

ελαημθμοεμφζε κα πανμοζζάγεζ ημκ ίδζμ θαζκυηοπμ ή πζμ έκημκμ θαζκυηοπμ ιε δδιζμονβία 

δαηηοθίμο ιέζα ζημοξ πονδκίζημοξ, βεβμκυξ πμο οπμδδθχκεζ υηζ πζεακυκ δ επακαθμνά 

ηδξ κα βίκεηαζ ιε πζμ ανβμφξ νοειμφξ ή κα παναιέκεζ εηεί ςξ απυηνζζδ ζε ιεηαβεκέζηενα 

ζηάδζα ηςκ ιμκμπαηζχκ απυηνζζδξ ημο ζηνεξ. 

Σα απμηεθέζιαηα πμο θήθεδηακ βζα ηδκ πνςηεΐκδ coilin ηαζ SMN, μζ μπμίεξ 

πνδζζιμπμζήεδηακ εκ ιένεζ ςξ πνςηεΐκεξ εθέβπμο βζα ηδ δζαδζηαζία ηδξ αηηζκμαμθίαξ, 

θυβς ηδξ βκςζηήξ εκδμηοηηάνζαξ ημοξ ηαηακμιήξ ηάης απυ ηζξ ίδζεξ ζοκεήηεξ, ήηακ ζε 

πθήνδ ζοιθςκία ιε ηδκ αζαθζμβναθία (Cioce et al., 2006). 

Tυζμ ζε ζοκεήηεξ ιεηαβναθζηήξ ηαηαζημθήξ ηδξ RNA Pol II υζμ ηαζ ζε ζοκεήηεξ 

αθάαδξ ημο DNA, ιεηά απυ έηεεζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζε αηηζκμαμθία UV-C, δ hCINAP 

ακαηαηακέιεηαζ εκ ιένεζ απυ ηδκ πονδκμπθαζιαηζηή ηδξ ηαηακμιή ζε δζαθμνεηζηά 

εκδμπονδκζηά δζαιενίζιαηα ή ζε εζηίεξ ιέζα ζημοξ πονδκίζημοξ, υπμο εηεί 

ζοκεκημπίγεηαζ ιε ηδκ PSP1 ιεηά ηδκ απμδζμνβάκςζδ ηςκ Paraspeckles. Ωξ εη ημφημο 

πνμηφπηεζ υηζ ηαζ μζ δφμ πνςηεΐκεξ, hCINAP ηαζ PSP1, πανμοζζάγμοκ ιζα ημπζηή ή 

θεζημονβζηή ζπέζδ ιε ημκ πονδκίζημ.  

Ζ πνςηεΐκδ PSP1 εκημπίγεηαζ ζοβηεηνζιέκα ζηα paraspeckles, αθθά πανμοζζάγεζ 

δζάποημ εκημπζζιυ ζημ πονδκυπθαζια, ιε ζοκεπή ηίκδζδ ιεηαλφ ηςκ paraspeckles ηαζ ημο 

πονδκίζημο, υηακ είκαζ εκενβή δ ιεηαβναθή (Fox et al., 2002). Δπζπνυζεεηα δ Fap7, δ 

μιυθμβδ πνςηεΐκδ ηδξ hCINAP ζημ ζαηπανμιφηδηα, είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ ςνίιακζδ 

ηςκ 40S νζαμζςιάηςκ ιε ηδ δζάζπαζδ ηδξ 20S pre-rRNA, ιε άιεζδ αθθδθεπίδναζδ ιε 

ηδκ νζαμζςιζηή πνςηεΐκδ RPS14 (Granneman et al., 2005). 

Ζ θεζημονβζηή ζφκδεζδ ιεηαλφ ηδξ hCINAP ηαζ ημο πονδκίζημο εα πνέπεζ 

εκδεπμιέκςξ κα δζεοηνζκζζηεί, ηαεχξ ηα δεδμιέκα εζζδβμφκηαζ ιζαξ πανμδζηή δζαζφκδεζδ 

ηδξ πνςηεΐκδξ αοηήξ ιε ημοξ πονδκίζημοξ. Πνυζθαηα παναηδνήεδηε υηζ δ πνςηεΐκδ 

coilin, ζοζζςνεφεηαζ ζημοξ πονδκίζημοξ οπυ ιμνθή ζοζζςιαηςιάηςκ, ιεηά απυ 

επαβςβή αθάαδξ ημο DNA ιε πνήζδ Cisplatin ή ιεηά απυ έηεεζδ ζε αηηζκμαμθίαξ β, 

βεβμκυξ πμο ζοιπίπηεζ πνμκζηά ιε ηδκ ηαηαζημθή ηδξ εκενβυηδηαξ ηδξ RNA πμθοιενάζδξ 

I (Pol I). Ζ Cisplatin, είκαζ έκα πδιεζμεεναπεοηζηυ θάνιαημ, πμο εζζάβεζ 

ζηαονμζοκδέζιμοξ ζημ DNA ηαηαζηέθθμκηαξ ηδκ ακηζβναθή επάβμκηαξ ηδκ απυπηςζδ 
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(Bartek et al., 2004), εκχ δ αηηζκμαμθία β δδιζμονβεί εναφζιαηα ζηδ δζπθή έθζηα ημο 

DNA. ΢ηδκ ηαηάζηαζδ αοηή, επάβεηαζ μ ζοκεκημπζζιυξ ηδξ coilin ιε ηδκ RPA-194, δ 

μπμία απμηεθεί ηδ ιεβαθφηενδ οπμιμκάδα ηδξ RNA Pol I, ιε ηδκ μπμία ηαζ αθθδθεπζδνά 

υπςξ ηαζ ιε ημκ πανάβμκηα UBF (upstream binding factor) πμο απμηεθεί ημκ ηφνζμ 

νοειζζηή ηδξ εκενβυηδηαξ ηδξ Pol. I. Με ακμζμηαηααφεζζδ ηδξ πνςιαηίκδξ, πανέπμκηαζ 

ζημζπεία υηζ δ coilin ζοκημκίγεζ ηδκ ζφκδεζδ ηδξ Pol. I ιε ημ νζαμζςιζηυ DNA (Gilder et 

al., 2011). Δπμιέκςξ δ πανμοζία ηδξ hCINAP ζημοξ πονδκίζημοξ ίζςξ κα δζαδναιαηίγεζ 

ιζα ζοβηεηνζιέκδ θεζημονβία ιεηά απυ απυηνζζδ ζημ ζηνεξ, πμο ιεθθμκηζηά εα ήηακ 

εκδζαθένμκ κα δζεοηνζκζζεεί. Ο πονδκίζημξ, επζπνυζεεηα απυ ημ νυθμ ημο ζηδ αζμβέκεζδ 

ηςκ νζαμζςιζηχκ RNA, θαίκεηαζ κα ειπθέηεηαζ ζηδ νφειζζδ ηδξ ηοηηανζηήξ επζαίςζδξ 

ηαζ ημο πμθθαπθαζζαζιμφ (Carmo-Fonseca et al., 2000) 

Σέθμξ, μ εκδμηοηηάνζμξ εκημπζζιυξ ηδξ πνςηεΐκδξ GFP-hCINAP ιεθεηήεδηε ηάης 

απυ ζοκεήηεξ οπενςζιςηζημφ ζηνεξ. Σμ οπενςζιςηζηυ ζηνεξ πνμάβεζ βνήβμνα 

αθοδάηςζδ, δ μπμία μδδβεί ζηδκ εκδμηοηηάνζα αφλδζδ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ημο άθαημξ ηαζ 

ιείςζδ ημο ηοηηανζημφ υβημο, δδιζμονβχκηαξ θοζζηή ηάζδ ηυζμ ζημκ ηοηηανμζηεθεηυ 

υζμ ηαζ ζηδκ πθαζιαηζηή ιειανάκδ (Lang et al., 1998). Ωξ απυηνζζδ ζε αοηέξ ηζξ 

αθθαβέξ, ηα ηφηηανα πμθφ ζφκημια εθανιυγμοκ έκα ιμκμπάηζ ζήιαημξ βζα ημ ζηνεξ ηαζ 

επζπεζνμφκ κα επακαθένμοκ ηδκ ζζμ-ςζιςηζηυηδηα ιε ιεηαθμνά ακυνβακςκ ζυκηςκ ηαζ 

πνμααίκμοκ ζηδκ ακαδζμνβάκςζδ ημο ηοηηανμζηεθεημφ ηδξ αηηίκδξ (Haussinger, 1996; Di 

Ciano et al., 2002). Άιεζα, ακάηαιρδ ημο ηοηηανζημφ υβημο επζηοβπάκεηαζ ιε ηδκ 

εκδμηοηηάνζα ζοβηέκηνςζδ ακυνβακςκ ζυκηςκ, ςζηυζμ, αολδιέκα επίπεδα ηςκ 

εκημηοηηάνζςκ αθάηςκ, ιπμνμφκ κα απμαμφκ επζγήιζα ζηδκ δμιή ηαζ ηδκ θεζημονβία ηςκ 

πνςηεσκχκ (Yancey et al., 1982; Russo et al., 2003).  

Μαηνμπνυεεζια δ πνμζανιμβή ζημ οπενςζιςηζηυ ζηνεξ επζηοβπάκεηαζ, δζαιέζμο 

ιμκμπαηζχκ ιεηαβςβήξ ζήιαημξ ηα μπμία επζημζκςκμφκ ιε ηδ ιεηααμθζηή ηαζ 

ιεηαβναθζηή ιδπακή ημο ηοηηάνμο, πμο έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ παναβςβή ή ηδκ 

ζοζζχνεοζδ ηςκ μνβακζηχκ ςζιςθοηχκ πμο αολάκμοκ ηδκ εκδμηοηηάνζα χζιςζδ πςνίξ 

κα επδνεάγμοκ ηδκ δμιή ηαζ ηδκ θεζημονβία ηςκ πνςηεσκχκ (O’Neill, 1999). 

Ζ GFP-hCINAP, ηάης απυ ζοκεήηεξ οπενςζιςηζημφ ζηνεξ, εκημπίζηδηε επίζδξ ζε 

πονδκζηέξ δμιέξ, υπςξ ηαζ ζηδ πενίπηςζδ ηδξ αηηζκμαμθίαξ UV-C, μζ μπμίεξ υιςξ δεκ 

ειθάκζγακ επαηνζαχξ ηδκ ίδζα ιμνθμθμβία, ζε ζφβηνζζδ ιε αοηέξ πμο πανμοζζάζηδηακ 

ηαηά ηδ αηηζκμαμθία UV-C. ΢ε αοηή ηδκ πενίπηςζδ, μζ δμιέξ αοηέξ, πανμοζζάγμκηακ 

πενζζζυηενεξ ζε ανζειυ ηαζ ιζηνυηενεξ ζε ιέβεεμξ ηαζ ηάπμζεξ ανίζημκηακ ζε επαθή.  

Οζ πονδκζηέξ αοηέξ δμιέξ πμο ζδιαίκμκηαζ απυ ηδκ πανμοζία ηδξ πνςηεΐκδξ GFP-

hCINAP ηαζ ειθακίγμκηαζ ζημοξ πονήκεξ ηςκ ηοηηάνςκ ιεηά απυ έηεεζδ ηςκ ηοηηάνςκ 
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ζε αηηζκμαμθία UV-C ηαζ οπενςζιςηζηυ ζηνεξ απμηεθμφκ έκα αηυια ζδιακηζηυ εφνδια 

ημ μπμίμ εα πνέπεζ κα δζενεοκδεεί. Θα πνέπεζ κα δζενεοκδεεί ηαηά πυζμ αοηέξ μζ 

πονδκζηέξ δμιέξ απανηίγμκηαζ απυ άθθεξ πνςηεΐκεξ ή πανάβμκηεξ χζηε κα επζηεοπεεί 

ηαοημπμίδζδ ημοξ.  

Αοηέξ μζ δμιέξ, ίζςξ κα απμηεθμφκ δμιέξ nSBs (nuclear stress body). Οζ δμιέξ 

nSBs, ανπζηά ακζπκεφεδηακ ζε ηφηηανα ιεηά απυ εενιζηυ ζμη (Mahl et al. 1989; Sarge et 

al. 1993) ηαζ δ αηνζαήξ θεζημονβία πμο επζηεθμφκ αοηέξ μζ δμιέξ είκαζ ιέπνζ ζηζβιήξ 

αδζεοηνίκζζηδ. ΢οβηεκηνχκμκηαζ ζε αοηά ιενζηά hnRNP (heterogeneous ribonucleoprotein 

particles) (Chiodi et al., 2000), πανάβμκηεξ ιαηίζιαημξ ημο RNA (Denegri et al., 2001), μ 

ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ ημο εενιζημφ ζμη 1 (HSF1, heat shock transcription factor 1) 

(Sarge et al., 1993), ηαεχξ ηαζ άθθεξ πνςηεΐκεξ. Οζ δμιέξ nSBs πανμοζζάγμκηαζ ζηζξ 

πενζμπέξ ηδξ πνςιαηίκδξ πμο ειθακίγμκηαζ επακαθαιαακυιεκεξ πενζμπέξ ιε satellite III 

ηαζ επάβεηαζ δ ιεηαβναθή ημοξ (Jolly et al., 2004).  

Ζ πανμοζία ηςκ παναβυκηςκ ιαηίζιαημξ ζηα nSBs, οπμδδθχκεζ υηζ ίζςξ αοηέξ μζ 

δμιέξ νοειίγμοκ εκαθθαηηζηυ ιάηζζια ηάης απυ ζοκεήηεξ ζηνεξ (Denegri et al., 2001; 

Metz et al., 2004), αθθά ιέπνζ ζήιενα δ αηνζαήξ δδιζμονβία ηαζ θεζημονβία πμο επζηεθμφκ 

παναιέκμοκ αδζεοηνίκζζηεξ. Δπζπθέμκ, έπεζ απμδεζπεεί υηζ μζ δμιέξ αοηέξ πνμένπμκηαζ απυ 

ηδ ιδ ακαιεκυιεκδ ιεηαβναθή ιεβάθςκ πενζμπχκ πενζηεκηνμιενζηήξ πνςιαηίκδξ απυ 

ιεηαβναθζημφξ πανάβμκηεξ πμο ειπθέημκηαζ ζε απυηνζζδ ζημ ζηνεξ (Jolly et al., 2004; 

Rizzi et al., 2004).  

Αοηέξ μζ δμιέξ έπμοκ επίζδξ παναηδνδεεί ζε ζοκεήηεξ οπενςζιςηζημφ ζηνεξ, υπμο 

μ ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ tonicity enhancer binding protein (TonEBP) μδδβεί ζηδ 

δδιζμονβία ηςκ δμιχκ nSBs ηαζ ζηδ ιεηαβναθή ηςκ αθθδθμοπζχκ Sat III (Valgardsdottir 

et al., 2008). 

Σα απμηεθέζιαηα πμο πνμέηορακ απυ ημοξ δζάθμνμοξ πεζναιαηζημφξ πεζνζζιμφξ, 

ιεηαβναθζηή ηαηαζημθή, αηηζκμαμθία UV-C ηαζ οπενςζιςηζηυ ζηνεξ, οπμδδθχκμοκ υηζ δ 

hCINAP ειπθέηεηαζ ζηζξ δζαδζηαζίεξ απυηνζζδξ ιεηά απυ ζηνεξ ή πνυηθδζδξ αθάαδξ ζημ 

DNA, θαιαάκμκηαξ ιένμξ ζε δοκαιζηέξ δμιέξ ιέζα ζημκ πονήκα. Ο εκδμηοηηάνζμξ 

εκημπζζιυξ ηδξ ζε αοηέξ ηζξ δοκαιζηέξ δμιέξ, οπμδδθχκεζ υηζ ειπθέηεηαζ ζε 

ζοβηεηνζιέκεξ θεζημονβζηέξ δζαδζηαζίεξ ημο πονήκα, εκδεπμιέκςξ ιε ειπθμηή ηδξ ζηδ 

ιεηαβναθή ζοβηεηνζιέκςκ βμκζδίςκ ηαζ ζε ιμκμπάηζα απυηνζζδξ ιεηά απυ ζηνεξ.   

Σμ βεβμκυξ υηζ δ μιυθμβδ πνςηεΐκδ ηδξ hCINAP ζημ ζαηπανμιφηδηα, Fap7, έπεζ 

επίζδξ ακαδεζπεεί βζα ηδκ ειπθμηή ηδξ ζηδ νφειζζδ ηδξ ιεηαβναθζηήξ απυηνζζδξ ιεηά 

απυ μλεζδςηζηυ ζηνεξ (Juhnke et al., 2000), εκζζπφεζ ηδκ οπυεεζδ αοηή. ΢ημ 

ζαηπανμιφηδηα δ ιεηαβναθζηή εκενβμπμίδζδ πμθθχκ βμκζδίςκ, ιεηά απυ μλεζδςηζηυ 
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ζηνεξ, νοειίγεηαζ ηονίςξ απυ δομ ιεηαβναθζημφξ πανάβμκηεξ, ημκ Yap1 ηαζ Pos9 (Izawa 

et al., 1996; Stephen and Jamieson, 1997; Charizanis et al., 1999). Μεηά απυ πνυηθδζδ 

μλεζδςηζημφ ζηνεξ, ημ βμκίδζμ ηδξ Fap7 ηαοημπμζήεδηε ζε επζγχκηεξ ηθχκμοξ πμο 

πενζείπακ ηδ ζδιεζαηή ιεηάθθαλδ Gly19→Ser [ιμηίαμ Walker A (P-loop)], ηαζ απέηοπε 

κα εκενβμπμζήζεζ ζοβηεηνζιέκα βμκίδζα πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ απυηνζζδ ιεηά απυ 

πνυηθδζδ μλεζδςηζημφ ζηνεξ (Juhnke et al., 2000).  

Δπζπθέμκ, δ πνςηεΐκδ Fap7 είκαζ απαναίηδηδ βζα ηζξ θοζζμθμβζηέξ θεζημονβίεξ ημο 

ηοηηάνμο, αθμφ δζαβναθή ημο βμκζδίμο ηδξ είκαζ εκδζζβυκμξ βζα ηα ηφηηανα (Juhnke et al., 

2000), ηαζ ςξ εη ημφημο ζοιθςκεί ιε ηδκ παναηήνδζδ υηζ πμθθμί πανάβμκηεξ πμο 

ζοκδέμκηαζ ιε ηδ ιδπακή ιεηαβναθήξ είκαζ απαναίηδημζ βζα ηα ηφηηανα (Hampsey, 1998). 

Δπζπνυζεεηα, δ πνςηεΐκδ coilin, ιε ηδκ μπμία αθθδθεπζδνά δ hCINAP, έπεζ επίζδξ 

πενζβναθεί βζα ηδκ ειπθμηή ηδξ ζε ιμκμπάηζα επζδζυνεςζδξ ημο DNA ηαζ απυηνζζδξ ζημ 

ηοηηανζηυ ζηνεξ (Cioce et al., 2006; Morency et al., 2007; Velma et al., 2010; Gilder et al., 

2011) (αθ. Δζζαβςβή).  

 

 

4.3 ΢ρέζε δνκήο-ιεηηνπξγίαο ηεο hCINAP 

Οζ ιεηαθθαβιέκεξ ιμνθέξ ηζξ GFP-hCINAP, πμο πενζείπακ είηε ιμκέξ (K16A, T17A, 

T18A, R109A, Ζ79G), είηε δζπθέξ (K16AR109A, T17AR109A, T18AR109A) ζδιεζαηέξ 

ιεηαθθάλεζξ ζε ζοκηδνδιέκα αιζκμλζηά ηαηάθμζπα ηδξ hCINAP ζε θεζημονβζηά ιμηίαα 

(Walker A, LID domain ηαζ Walker B), αθμφ εηθνάζηδηακ ζε ηφηηανα HeLa, 

παναηδνήεδηακ ιζηνμζημπζηά βζα ημκ εκδμηοηηάνζμ εκημπζζιυ. Καιζά απυ αοηέξ ηζξ 

ιεηαθθάλεζξ δεκ ήηακ ζηακή κα ιεηααάθεζ δναιαηζηά ημκ θοζζμθμβζηυ θαζκυηοπμ ημο 

εκδμηοηηάνζμο εκημπζζιμφ ηδξ GFP-hCINAP. Μυκμ έκα ιζηνυ πμζμζηυ ηςκ ηοηηάνςκ 

πμο ηζξ ελέθναγε ζε ηάεε πενίπηςζδ πανμοζίαγε ηάπμζα δζαθμνεηζηά παναηηδνζζηζηά 

βκςνίζιαηα.    

Δηείκμ πμο παναηδνήεδηε ζε ανηεηέξ απυ ηζξ ιεηαθθαβιέκεξ ιμνθέξ ήηακ δ 

πανμοζία ζοζζςιαηςιάηςκ, είηε ζημκ πονήκα είηε ζημ ηοηηανυπθαζια (K16A, 

K16A/R109A, 17A/R109A) ηαζ πανμοζζάζηδηακ ηονίςξ ζε πενζπηχζεζξ οπενέηθναζδξ, 

ίζςξ θυβς απμδζάηαλδξ ηδξ δμιήξ ηδξ πνςηεΐκδξ.  

Ζ ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή GFP-hCINAPR109A, ζε πμζμζηυ 10% ηςκ επζιμθοζιέκςκ 

ηοηηάνςκ εκημπζγυηακ οπυ ιμνθή «ημοηηίδαξ», πανμιμίςξ ιε ημκ θαζκυηοπμ πμο 

παναηδνήεδηε ιεηά απυ ηαηαζημθή ηδξ ιεηαβναθήξ ηυζμ ηδξ RNA Pol I υζμ ηαζ ηδξ II 

ηαζ ιεηά απυ έηεεζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζε αηηζκμαμθία UV-C. Ζ παναηήνδζδ αοηή ίζςξ κα 
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οπμδδθχκεζ υηζ δ ιεηάθθαλδ αοηή κα δδιζμονβεί ιζα δζαιυνθςζδ ηδξ hCINAP δ μπμία κα 

αολάκεζ ηδκ εοαζζεδζία ηδξ ζε ζοκεήηεξ ζηνεξ.   

Ζ ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή GFP-hCINAPT17A, πανμοζίαγε ημκ πζμ έκημκμ θαζκυηοπμ, 

ιε ηδκ πνςηεΐκδ κα εηθνάγεηαζ ζε παιδθά επίπεδα ζημ 50% ηςκ επζιμθοζιέκςκ 

ηοηηάνςκ ηαζ κα εκημπίγεηαζ εηηυξ απυ ημ πονδκυπθαζια δζάποηδ ηαζ ζημοξ πονδκίζημοξ. 

Απυ ηα πεζνάιαηα ιεηαβναθζηήξ ηαηαζημθήξ ηαζ αηηζκμαμθίαξ UV-C είπε πνμηφρεζ υηζ 

εα πνέπεζ κα οπάνπεζ δζαζφκδεζδ ηδξ hCINAP ιε ημοξ πονδκίζημοξ, θυβς ημο βεβμκυημξ 

υηζ δ hCINAP εκημπζγυηακ ζε αοημφξ. Αοηή δ ιεηάθθαλδ είκαζ αηυια ιζα έκδεζλδ υηζ δ 

hCINAP ηάης απυ μνζζιέκεξ ζοκεήηεξ εκημπίγεηαζ ζημοξ πονδκίζημοξ.  

Αλζμζδιείςημ είκαζ ημ βεβμκυξ υηζ μζ ιεηαθθαβιέκεξ ιμνθέξ GFP-hCINAPT18A ηαζ 

hCINAPT18A/R109A, δεκ πανμοζίαζακ ηαιία θαζκμηοπζηή δζαθμνά ζημκ εκδμηοηηάνζμ 

εκημπζζιυ ημοξ ζε ζφβηνζζδ ιε ημκ θοζζηυ ηφπμ ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP. Οζ πνςηεΐκεξ 

αοηέξ πενζέπμοκ ηδκ ιεηάθθαλδ T18Α, ηαζ δ Thr ζηδ εέζδ αοηή είκαζ ζοκηδνδιέκδ ζε 

υθεξ ηζξ ΑΚs, αθθά δεκ απμηεθεί ιένμξ ηςκ ηνίζζιςκ αιζκμλέςκ ημο ηαηαθοηζημφ ηέκηνμο 

ηδξ hCINAP, υπςξ έπεζ πνμηφρεζ απυ ηδκ δμιή (Drakou et al., in review).   

Μεθέηδ ηςκ επζπηχζεςκ ηδξ έηθναζδξ ηςκ ιεηαθθαβιέκςκ ιμνθχκ ηδξ hCINAP, 

ζηδ ζοβηνυηδζδ ηςκ CBs, έδεζλε υηζ ιυκμ μζ ιεηαθθάλεζξ T17A ηαζ Ζ79G ήηακ ζηακέξ κα 

απμδζμνβακχζμοκ ηα CBs, αθθμζχκμκηαξ ηδκ ιμνθμθμβία ηαζ ημκ ανζειυ ημοξ ακά 

πονήκα. Ζ οπενέηθναζδ ηδξ hCINAP έπεζ δεζπεεί υηζ δδιζμονβεί απμδζμνβάκςζδ ηςκ 

CBs ιεζχκμκηαξ ημκ ανζειυ ημοξ ακά ηφηηανμ (Santama et al., 2005), οπμδδθχκμκηαξ 

ειπθμηή ηδξ hCINAP ζηδ νφειζζδ ηδξ μνβάκςζδξ ηςκ CBs, πζεακυηαηα ιέζς 

αθθδθεπίδναζδξ ιε ηδκ πνςηεΐκδ coilin. 

΢ηδ πενίπηςζδ ηδξ οπενέηθναζδξ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ ιμνθήξ GFP-hCINAP-T17A, 

παναηδνήεδηε μ ακηίεεημξ θαζκυηοπμξ ζε ζφβηνζζδ ιε ηδκ GFP-hCINAP ημο θοζζημφ 

ηφπμο, δδθαδή αφλδζδ ημο ιέζμο ανζειμφ ηςκ CBs, ιε απμνφειζζδ ημο εφνμοξ ηδξ 

ηαηακμιήξ ημο πθδεοζιμφ ηςκ CBs, ζε μιάδεξ ηοηηάνςκ πμο ειθάκζγακ πενίπμο 10 CBs 

ακά πονήκα ή αηυια ιεβαθφηενμ ανζειυ, 20-30 CBs ακά πονήκα. Ζ ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή 

GFP-hCINAP-H79G, πανμοζίαγε δφμ δζαθμνεηζηέξ δζαζπμνέξ. Μζα δζαζπμνά ιε 

ιζηνυηενμ ανζειυ CBs (0-2 CBs) ηαζ ιζα ιε ιεβαθφηενμ, 20-30 CBs, πανυιμζμ ιε ημ 

θαζκυηοπμ πμο πανμοζίαγε δ GFP-hCINAP-T17A. 

Οζ δφμ αοηέξ ιεηαθθαβιέκεξ ιμνθέξ, δεκ δδιζμφνβδζακ μπμζεζδήπμηε ιεηααμθέξ 

ζηζξ πονδκζηέξ δμιέξ ηςκ ζςιαηζδίςκ ηδξ πνμιοεθζηήξ θεοπαζιίαξ (PML) ηαζ ηςκ 

speckles ηαζ ημο πονδκίζημο (fibrillarin), οπμδδθχκμκηαξ υηζ μζ επζπηχζεζξ ζηδκ 

μνβάκςζδ ηςκ CBs ζημκ πονήκα ηςκ ηοηηάνςκ ιεηά ηδκ οπενέηθναζδ ηςκ 
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ζοβηεηνζιέκςκ ιεηαθθαβιέκςκ πνςηεσκχκ, είκαζ εζδζηέξ ηαζ υπζ δεοηενεφμοζεξ πμο 

πνμηφπημοκ απυ βεκζηεοιέκεξ αθθαβέξ επί ηδξ πονδκζηήξ δμιήξ.  

Δπζπθέμκ, δ έηθναζδ ζε ηφηηανα HeLa ηςκ ιεηαθθαβιέκςκ ιμνθχκ ηδξ hCINAP, 

πμο έθενακ ηζξ ιεηαθθάλεζξ H79G ηαζ T17A, είπε ςξ απμηέθεζια ειθάκζζδ ημλζηυηδηαξ, 

ιε ιείςζδ ηδξ ηοηηανζηήξ αζςζζιυηδηαξ.  

Σμ βεβμκυξ υηζ ιυκμ αοηέξ μζ ιεηαθθάλεζξ επέθενακ ηυζμ δναζηζηή αθθμίςζδ ζηδκ 

δμιή ηςκ CBs, οπμδδθχκεζ ηδκ ζδιακηζηυηδηα αοηχκ ηςκ πνςηεσκζηχκ ηαηαθμίπςκ ζηδ 

θεζημονβία ηδξ πνςηεΐκδξ ηαζ ηαη’ επέηηαζδ ζηδκ μνβάκςζδ ηςκ CBs. Σα δφμ αοηά 

αιζκμλζηά ηαηάθμζπα, Thr17 ηαζ His79, είκαζ ζοκηδνδιέκα ζε υθα ηα μνευθμβα ηδξ 

hCINAP ζημοξ εοηανοςηζημφξ μνβακζζιμφξ, ηαζ δζαθένμοκ απυ ηα ακηίζημζπα ηςκ 

αδεκοθζηχκ ηζκαζχκ.  

΢ημ ζοκηδνδιέκμ ιμηίαμ Walker A ζηζξ ΑΚ1-ΑΚ5 ημ αιζκμλφ ζημ ηέθμξ ηδξ P-loop 

είκαζ βθοηίκδ (Gly), εκχ ζηδκ hCINAP ημ ηαηάθμζπμ αοηυ ηδξ Gly απμοζζάγεζ, ηαζ ζηδ 

εέζδ ημο οπάνπεζ ιζα ενεμκίκδ (Thr) (αιζκμλζηυ ηαηάθμζπμ 17). Αοηυ ημ παναηηδνζζηζηυ 

είκαζ ημζκυ βζα ηζξ ATPάζεξ ηαζ ηζξ GTPάζεξ, υπςξ ηδ ιομζίκδ (Rayment et al., 1993; 

Fisher et al., 1995; Smith et al., 1996) ηαζ ηάπμζεξ G-πνςηεΐκεξ (Pai et al., 1989; 

Kjeldgaard et al., 1993; Noel et al., 1993; Coleman et al., 1994; Al-Karadaghi et al., 1996), 

υπμο ημ ηαηάθμζπμ ηδξ ενεμκίκδξ ή ζενίκδξ ζοκημκίγεζ ημ ζυκ Mg
2+

, πμο είκαζ απαναίηδημ 

βζα ηδκ ηαηάθοζδ.  

Δπζπθέμκ, δ hCINAP, ζε ακηίεεζδ ιε ηζξ άθθεξ αδεκοθζηέξ ηζκάζεξ, πενζέπεζ ιμηίαμ 

Walker B hhhDYHG (αιζκμλζηά ηαηάθμζπα 74-80), ημ μπμίμ είκαζ ορδθά δζαηδνδιέκμ 

ζηζξ ATPάζεξ ηαζ GTPάζεξ (Walker et al., 1982), πνμζδέκμκηαξ ηδκ β-θςζθμνζηή μιάδα 

ημο ATP ηαζ ημο GTP ηαζ οθίζηαηαζ ιεβάθεξ αθθαβέξ δζαιυνθςζδξ ιεηά ηδκ ηαηάθοζδ 

(Pai et al., 1989; Kjeldgaard et al., 1993; Noel et al., 1993).  

Όθα αοηά ζοκδβμνμφκ υηζ δ hCINAP ίζςξ κα επζηεθεί ιζα θεζημονβία δζαθμνεηζηή/ ή 

επζπνυζεεηδ απυ αοηή ηδξ αδεκοθζηήξ ηζκάζδξ. Γδιζμονβείηαζ ημ εκδεπυιεκμ δ hCINAP 

κα θεζημονβεί ίζςξ ςξ ηζκάζδ θςζθμνοθζχκμκηαξ ηδκ coilin. Ζ hCINAP αθθδθεπζδνά ιε 

ημ ηαναμλοηεθζηυ άηνμ ηδξ coilin, ζημ μπμίμ πανμοζζάγμκηαζ πμθθά θςζθμνοθζςιέκα 

αιζκμλζηά ηαηάθμζπα, ηα μπμία είκαζ ζδιακηζηά βζα ηδ ζοβηνυηδζδ ηςκ ζςιαηζδίςκ Cajal 

(Hebert and Matera, 2000; Hebert et al., 2002). Πζεακυκ δ coilin κα πενζέπεζ ζοβηεηνζιέκα 

θςζθμνοθζςιέκα αιζκμλζηά ηαηάθμζπα ηα μπμία μδδβμφκ ζηδκ δδιζμονβία ηςκ CBs ηαζ 

ηάπμζα άθθα πμο μδδβμφκ ζηδκ απμδζμνβάκςζδ ημοξ (Hebert, 2010).  

Ο πνμζδζμνζζιυξ ηδξ δμιήξ ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP ζε ζοκδοαζιυ ιε ηδκ δέζιεοζδ 

ημο ηνζκμοηθεμηζδίμο ADP (ηαζ dADP) ζημ ηέκηνμ πνυζδεζδξ ημο Mg
2+

ATP ηαζ δ δμιή 

ημο ηνζπθμφ ζοιπθυημο hCINAP-Mg
2+

ADP-Pi, ηαεχξ ηαζ δ οπμθμβζζηζηή πνυαθερδ ημο 
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ηνζπθμφ ζοιπθυημο hCINAP-Mg
2+

ATP-AMP (Drakou et al., in review), εκζζπφμοκ ηδκ 

οπυεεζδ αοηή. Απυ ηδκ ακάθοζδ ηςκ δμιχκ αοηχκ, πνμέηορακ πμθφ ζδιακηζηά δεδμιέκα 

πμο αθμνμφκ ηδ δμιή ηαζ ηαη’ επέηηαζδ ηδ θεζημονβία ηδξ hCINAP. Πνμέηορε υηζ ημ 

ηαηαθοηζηυ ηέκηνμ ζπδιαηίγεηαζ απυ ηα ηνίζζια αιζκμλέα 10-17 ημο ιμηίαμο Walker-A 

(P-loop), ηδκ Arg109 πμο ανίζηεηαζ ζηδκ πενζμπή LID ηαζ ηδκ His79 ημο ιμηίαμο Walker 

B.  

Δπζπθέμκ απυ ηζξ δμιέξ πνμέηορε, υηζ δ πενζμπή ηδξ εδθζάξ απυ ηδκ Asp77 ςξ ηδκ 

Pro85, ζοιπενζθαιαακμιέκμο ηαζ ημο ιμηίαμο Walker B, έπεζ δζαθμνεηζηυ 

πνμζακαημθζζιυ ζε ζφβηνζζδ ιε ηζξ άθθεξ AKs, πανμοζζάγμκηαξ δμιζηά παναηηδνζζηζηά 

ηοπζηά βζα ηδκ μζημβέκεζα ηςκ ATPαζχκ/GTPαζχκ πανά ηςκ AKs. Πζεακυηαηα, αοηυξ μ 

δζαθμνεηζηυξ πνμζακαημθζζιυξ κα είκαζ ζδιακηζηυξ βζα ηδκ ειθάκζζδ ηδξ εκενβυηδηαξ 

ATPάζδξ (Drakou et al., in review). 

Γζα αοηυ ημ θυβμ πνμηάεδηε έκα ιμκηέθμ (Drakou et al., in review) ηαηά ημ μπμίμ δ 

hCINAP ιεηαααίκεζ ιεηαλφ δφμ δζαιμνθχζεςκ βζα επζθμβή ηςκ δφμ δζαθμνεηζηχκ 

εκενβμηήηςκ, ATPάζδξ ηαζ AK. Σμ αιζκμλζηυ ηαηάθμζπμ His79 ημπμεεηείηαζ ζηδκ 

εοηίκδηδ πενζμπή ιεηαλφ ηςκ εέζεςκ δέζιεοζδξ ATP ηαζ AMP ηαζ είκαζ αοηυ πμο 

ηαεμνίγεζ ηζξ δφμ αοηέξ δζαθμνεηζηέξ δζαιμνθχζεζξ: «flip» ή «ηαηάζηαζδ AK» ηαζ «flop» 

ή «ηαηάζηαζδ ATPάζδξ», ιε αθθαβή ηδξ δζαιυνθςζδξ ημο ζιζδαγμθίμο, 

δζαδναιαηίγμκηαξ νυθμ δμιζημφ δζαηυπηδ πνμηζιχκηαξ ιία εη ηςκ δφμ δζαιμνθχζεςκ ιε 

επαηυθμοεμ ηδκ επζθμβή ιζαξ εη ηςκ δφμ εκγοιζηχκ εκενβμηήηςκ, AK ή ATPάζδξ. 

Γζα πανάδεζβια ζηδ πενίπηςζδ ηςκ ABC ιεηαθμνέςκ ηαζ ηςκ ηακαθζχκ ακζυκηςκ 

CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), ηα μπμία ηαηέπμοκ δζπθή 

εκενβυηδηα ATPάζδξ ηαζ GTPάζδξ (δ επζπνυζεεηδ εκενβυηδηα αδεκοθζηήξ ηζκάζδξ 

αιθζζαδηείηαζ απυ ιενζημφξ ζημ πεδίμ), έπεζ οπμηεεεί υηζ ηάης απυ θοζζμθμβζηέξ 

ζοκεήηεξ ιπμνεί δ δζαιυνθςζδ κα ιεηααάθθεηαζ ακάιεζα ζηζξ δζαθμνεηζηέξ εκγοιζηέξ 

ηαηαζηάζεζξ, ιε αάζδ ηδ δζαεεζζιυηδηα ημο οπμζηνχιαημξ ή ηδξ εκένβεζαξ (Randak and 

Welsh, 2005). Ζ πονδκζηή πνςηεΐκδξ Rad50, ιέθμξ ημο ζοιπθέβιαημξ RMN, ημ μπμίμ 

είκαζ οπεφεοκμ βζα ηδκ ακίπκεοζδ δζαζπάζεςκ ζηδ δζπθή έθζηα ημο DNA, είκαζ ATPάζδ 

πμο ηαηέπεζ εκενβυηδηα AK απαναίηδηδξ βζα ηδκ επζδζυνεςζδ ημο DNA (Bhaskara et al., 

2007).  

Ακ ηαζ μζ ιεηαθθάλεζξ H79G ηαζ T17A ζοκμδεφμκηαζ απυ ζπεηζηά ιζηνή επίδναζδ 

ζηδκ ηαηαθοηζηή ηαπφηδηα, πανμοζζάγμοκ ζδιακηζηή αζμθμβζηή επίδναζδ ζημ ηφηηανμ, ιε 

ιείςζδ ημο ανζειμφ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ δναιαηζηή ιεηααμθή ημο ανζειμφ ηςκ CBs. Αοηυ, 

είκαζ ζε ζοιθςκία ιε αοηυ πμο παναηδνείηαζ βζα ηδκ μνευθμβδ πνςηεΐκδ ηδξ hCINAP ζημ 

ζαηπανμιφηδηα Fap7. Ακ ηαζ δ εκενβυηδηα ATPάζδξ ηδξ Fap7 είκαζ αιεθδηέα in vitro, ηα 
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ζηεθέπδ πμο πενζέπμοκ ηζξ ιεηαθθαβιέκεξ ιμνθέξ ηδξ Fap7 K20R (ιμηίαμ Walker A) ή 

D82AH84A (ιμηίαμ Walker B), πανμοζζάγμοκ ζδιακηζηή ιείςζδ ημο νοειμφ ακάπηολδξ 

ζε ζφβηνζζδ ιε ημ ζηέθεπμξ πμο θένεζ ηδκ θοζζημφ ηφπμο πνςηεΐκδ. Αοηά ηα 

ζοκηδνδιέκα αιζκμλζηά ηαηάθμζπα πμο πνμαθέπμκηαζ κα ειπθέημκηαζ ζηδ ζφκδεζδ 

κμοηθεμηζδίςκ ηαζ ζηδκ εκενβυηδηα NTPase, είκαζ απαναίηδηα βζα ηδ θεζημονβία ηδξ Fap7 

(Juhnke et al, 2000).  

Ζ ειπθμηή ηδξ hCINAP ζηδ δζαδζηαζία ημο ηοηηανζημφ πμθθαπθαζζαζιμφ, 

εκζζπφεηαζ ηαζ απυ ημ βεβμκυξ υηζ ιεηά απυ απμζζχπδζδ ημο βμκζδίμο ηδξ μιυθμβδξ 

πνςηεΐκδξ ηδξ hCINAP, ADLP (C. elegans), παναηδνήεδηε ανβή ακάπηολδ ηςκ 

ζημοθδηζχκ ζηδκ F1 βεκεά ιε ιείςζδ ημο ιεβέεμοξ ημοξ, πςνίξ κα πανμοζζάγμοκ δζαθμνά 

ζηδ ζφκεεζδ ηςκ ηιδιάηςκ πμο απμηεθμφκηαζ ή ζηδ ηίκδζδ ημοξ, οπμδδθχκμκηαξ ηδ 

ζοιιεημπή ηδξ ADLP ζημ ηοηηανζηυ πμθθαπθαζζαζιυ (Zhai et al., 2006).  

Δπζπθέμκ, ηαηαζημθή ηδξ πνςηεΐκδξ coilin ιε ηδ ιέεμδμ RNAi, είπε ςξ απμηέθεζια 

ηδ ιείςζδ ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ ηοηηάνςκ (Lemm et al., 2006, Whittom et al., 

2008), εκχ πμκηίηζα ζηα μπμία έβζκε απαθμζθή ημο βμκζδίμο ηδξ coilin, πανμοζίαγακ 

ιείςζδ ηδξ αζςζζιυηδηα, ημο νοειμφ αφλδζδξ ηαζ ηδξ βμκζιυηδηαξ (Walker et al., 2009).  

Με αάζδ ηα ζημζπεία αοηά, πνμηφπηεζ υηζ ίζςξ μζ δομ πνςηεΐκεξ hCINAP ηαζ coilin 

μζ μπμίεξ αθθδθεπζδνμφκ, κα ειπθέημκηαζ απυ ημζκμφ ζε δζαδζηαζίεξ υπςξ νφειζζδξ ημο 

πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ηδξ απυπηςζδξ.  

Δπζπνυζεεηα, δ νφειζζδ ηδξ μνβάκςζδξ ηαζ απμδζμνβάκςζδξ ηςκ CBs ηαηά ηδ 

δζάνηεζα ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, ιε ηδκ πζεακή ειπθμηή ηδξ hCINAP ζε αοηυ, ίζςξ κα 

απμηεθεί ιζα εκδζαθένμοζα πνμμπηζηή. Ίζςξ δ hCINAP επδνεάγεζ ηδκ μιμζυζηαζδ ηςκ 

κμοηθεμηζδίςκ ζημκ πονήκα, ιε επαηυθμοεμ ημκ επδνεαζιυ ηςκ ηζκήζεςκ ηςκ CBs πμο 

ελανηχκηαζ απυ ημ ATP (Platani et al., 2002).  

Ζ δμιζηή ακάθοζδ ηδξ hCINAP (Drakou et al., in review), πένα απυ ηδκ εφνεζδ ημο 

ηαηαθοηζημφ ηέκηνμο, οπμδεζηκφεζ εκαθθαηηζηέξ θεζημονβίεξ ηδξ hCINAP. ΢ηδκ ακμζηηή 

δζαιυνθςζδ πμο θαιαάκεζ δ hCINAP, θυβς ηδξ έηεεζδξ ημο ηαηαθοηζημφ ηέκηνμο ηαζ 

ηδξ πανμοζίαξ ηδξ ιαηνζάξ εδθζάξ, δ μπμία δεκ παναηδνήεδηε ζηζξ άθθεξ αδεκοθζηέξ 

ηζκάζεξ, ημ έκγοιμ πανμοζζάγεζ ιζα ιμνθή πμο πζεακυκ κα ιπμνεί πνμζδέκεζ ηάπμζα 

πνςηεΐκδ. Δπζπθέμκ, ζηδ ηθεζζηή δζαιυνθςζδ ημο ηνζπθμφ ζοιπθυημο hCINAP-

Mg
2+

ADP-PO4
3-

, πανμοζζάγεηαζ έκα ημφκεθ (ηακάθζ), πμο δδιζμονβείηαζ απυ ηδκ NMP-

binding domain ηαζ ηδκ LID domain (΢πήια 4.4). 

Αοηυ ημ ηακάθζ, ιε ημ έκα ημο άηνμ εηηεεεζιέκμ ζημ ελςηενζηυ πενζαάθθμκ ηαζ ημ 

άθθμ ημο άηνμ κα ανίζηεηαζ ζηδ πενζμπή δέζιεοζδξ ημο ATP, ίζςξ κα θεζημονβεί ςξ 

πχνμξ εζζδμπήξ ημο αιζκμηεθζημφ ή ηαναμλοηεθζημφ ιένμοξ ιζα πεπηζδζηήξ αθοζίδαξ. 
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Αοηυ εα επέηνεπε ηδκ θςζθμνοθίςζδ ζοβηεηνζιέκμο οπμζηνχιαημξ πνςηεΐκδξ, 

εκζζπφμκηαξ ηδ πζεακή δνάζδ ηδξ hCINAP ςξ πνςηεσκζηή ηζκάζδ.  

Ζ αθθδθμοπία ημο ιμηίαμο Walker A ηδξ hCINAP πανμοζζάγεζ μιμζυηδηα ιε ηδκ 

αθθδθμοπία ημο ιμηίαμο Walker A πμο πανμοζζάγεηαζ ζηδκ μζημβέκεζα ηςκ ΑΑΑ 

πνςηεσκχκ (GxPGxGKTTL), μζ μπμίεξ απμηεθμφκ ιζα ιεβάθδ μζημβέκεζα πνςηεσκχκ πμο 

ακήημοκ ζηδκ οπενμζημβέκεζα ηςκ P-loop NTPαζχκ. Οζ πνςηεΐκεξ αοηέξ ειπθέημκηαζ ζε 

έκα εφνμξ δζαδζηαζζχκ πμο ελανηχκηαζ απυ ηδκ εκένβεζα, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηδξ 

απμζημδυιδζδξ πνςηεσκχκ, ηδξ ζφκηδλδξ ιειανακχκ, ηδξ δζαηήνδζδξ ηςκ 

ιζηνμζςθδκίζηςκ, ηδξ αζμβέκεζδξ ηςκ οπενλοζςιάηςκ, ηδξ ιεηαβςβήξ ζήιαημξ ηαζ ηδξ 

νφειζζδξ ηδξ βμκζδζαηήξ έηθναζδξ (Koonin, et al., 2004; Lupas and Frickey, 2004). 

Δπμιέκςξ, δ hCINAP εα ιπμνμφζε κα θεζημονβεί ιε πανυιμζμ ηνυπμ ζε ηάπμζα ή ηάπμζεξ 

απυ ηζξ δζαδζηαζίεξ αοηέξ. 
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΢ρήκα 4.4: Αλαπαξάζηαζε επηθάλεηαο ηεο θξπζηαιιηθήο δνκήο ηνπ ηξηπινύ ζπκπιόθνπ 

hCINAP-Mg
2+

ADP-PO4
3-

. Ζ πενζμπή ηδξ P-loop, ημ ιμηίαμ Walker B ηαζ δ NMP-binding domain 

πανμοζζάγμκηαζ ιε ηίηνζκμ, πμνημηαθί ηαζ βαθάγζμ, ακηίζημζπα. Σμ ιυνζμ Mg
2+

ADP δεζιεφεηαζ ζε 

έκα ηακάθζ ημκηά ζηδκ επζθάκεζα ηδξ πνςηεΐκδξ, ιε ημκ δαηηφθζμ ηδξ αδεκίκδξ κα ηαηαθαιαάκεζ 

ηδκ είζμδμ ημο ηέκηνμο δέζιεοζδξ ημο Mg
2+

ATP ηαζ μ θςζθυνμξ κα πενζηθείεηαζ απυ ηα 

ηαηάθμζπα ηδξ P-loop ηαζ κα πνμζακαημθίγεηαζ πνμξ ηδκ πενζμπή ημφ ιμηίαμο Walker-B. Ζ δμιή 

ηδξ πνςηεΐκδξ παναηηδνίγεηαζ επίζδξ απυ έκα ημφκεθ ιε ιήημξ 14 Å, πμο ηα ημζπχιαηα ημο 

δδιζμονβμφκηαζ απυ ηα αιζκμλζηά ηαηάθμζπα ημο ιμηίαμο Walker B (Tyr78 and His79), ηδκ NMP-

binding domain (Tyr51, Asp52, Cys53, Pro54 and Ile55) ηαζ ηδκ LID domain (Lys115, Asp118 

and Asn119). 

 

 

Δπζπθέμκ, ημ εκδεπυιεκμ δ hCINAP κα θεζημονβεί ςξ ηζκάζδ θςζθμνοθζχκμκηαξ 

ηδκ coilin, εα πνέπεζ κα δζενεοκδεεί. Ζ αθθδθεπίδναζδ ηδξ hCINAP ιε ημ ηαναμλοηεθζηυ 

άηνμ ηδξ coilin ζημ μπμίμ πανμοζζάγμκηαζ πμθθά θςζθμνοθζςιέκα αιζκμλζηά ηαηάθμζπα, 

ηα μπμία είκαζ ζδιακηζηά βζα ηδ ζοβηνυηδζδ ηςκ ζςιαηζδίςκ Cajal (Hebert and Matera, 

2000; Hebert et al., 2002), δδιζμονβμφκ ημ εκδεπυιεκμ δ hCINAP κα δνα ςξ ηζκάζδ, ή 

πνςηεΐκδ ζοκμδυξ ή ζοκημκίγεζ ηζξ αθθδθεπζδνάζεζξ ζε θεζημονβζηά ζφιπθμηα.  
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4.4 Αλνηθηόο νξίδνληαο-κειινληηθέο πξνεθηάζεηο ηεο εξεπλεηηθήο εξγαζίαο 

Σμ πζμ εκδζαθένμκ ακμζηηυ ενχηδια-πνυηθδζδ, ςξ απυννμζα ηδξ πανμφζαξ 

ενβαζίαξ, είκαζ δ ηαηακυδζδ ηδξ ειπθμηήξ ηδξ hCINAP ζε έκα ζδιακηζηυ αζμθμβζηυ 

ιμκμπάηζ ημο ηοηηάνμο, ηδξ απυηνζζδξ ζε ηαηαζηάζεζξ ζηνεξ.  

Όπςξ θάκδηε, δ εκδμηοηηάνζα ηαηακμιή ηδξ GFP-hCINAP πανμοζζάγεζ δοκαιζηή 

θφζδ ηαζ ιεηααάθθεηαζ δζαθμνεηζηά ιεηά απυ απυηνζζδ ζε πμζηζθυιμνθα ελςηενζηά 

ενεείζιαηα (ζηνεξ) πμο οθίζηαηαζ ημ ηφηηανμ (ιεηαβναθζηή ηαηαζημθή, αθάαδ ημο DNA, 

οπενςζιςηζηυ ζηνεξ), οπμδδθχκμκηαξ πζεακή ειπθμηή ηδξ ζε ιμκμπάηζα απυηνζζδξ 

ζηνεξ. Δπμιέκςξ, εα ήηακ εκδζαθένμκ κα δζενεοκδεεί ιζα ηέημζα πζεακυηδηα, ακ ηαζ είκαζ 

δφζημθμ κα ηαεμνζζηεί επαηνζαχξ μ νυθμξ ηδξ ζε αοηά, βζαηί πμθθά ζημζπεία ηςκ 

ιμκμπαηζχκ αοηχκ παναιέκμοκ αδζεοηνίκζζηα.  

Δηείκμ πμο εα ιπμνμφζε ανπζηά κα πναβιαημπμζδεεί είκαζ δ ηαοημπμίδζδ ηςκ 

δμιχκ πμο πανμοζζάγμκηαζ ζημ πονδκυπθαζια ηαζ ζδιαίκμκηαζ απυ ηδκ GFP-hCINAP 

ηάης απυ ζοκεήηεξ UV-C ηαζ δ εφνεζδ ηςκ πνςηεσκχκ ή άθθςκ παναβυκηςκ πμο ηζξ 

απανηίγμοκ. Οζ δμιέξ αοηέξ, υπςξ έπεζ ακαθοεεί πζμ πάκς, πζεακυκ κα απμηεθμφκ δμιέξ 

απυηνζζδξ ζημ ζηνεξ (nSBs, nuclear stress bodies), μζ μπμίεξ πανμοζζάγμκηαζ ιεηά απυ 

εενιζηυ ζμη ηαζ εα ήηακ εκδζαθένμκ ακ ιπμνμφζακ κα ηαοημπμζδεμφκ. Θα ιπμνμφζε κα 

βίκεζ ακμζμθεμνζζιυξ ηςκ ηοηηάνςκ πμο οπυηεζκηαζ ζε αηηζκμαμθία UV-C, ιε πνήζδ 

δζαθμνεηζηχκ ακηζζςιάηςκ έκακηζ παναβυκηςκ πμο είκαζ βκςζηυ υηζ εκημπίγμκηαζ ζε 

αοηέξ ηζξ δμιέξ (ππ. HSF1). Δπζπνυζεεηα, εα ιπμνμφζε κα πναβιαημπμζδεεί πνυηθδζδ 

εενιζημφ ζμη, ηαζ ιεθέηδ εη κέμο ηδξ εκδμηοηηάνζαξ ηαηακμιήξ ηδξ hCINAP ζε αοηέξ ηζξ 

ζοκεήηεξ ηαζ πζεακή επζαεααίςζδ ημο εκημπζζιμφ ηδξ hCINAP ζηα nSBs ηαζ 

ζοζπέηζζδ/ζφβηνζζδ ημοξ ιε αοηά πμο παναηδνμφκηαζ ηάης απυ ζοκεήηεξ UV-C.   

Θα ήηακ πνήζζιμ κα δζεοηνζκζζεεί, ακ αοηή δ αθθαβή ηδξ εκδμηοηηάνζαξ ηαηακμιήξ 

ηδξ hCINAP είκαζ βεκζηεοιέκδ ή ακ πανμοζζάγεηαζ ιυκμ ηάης απυ ζοκεήηεξ αηηζκμαμθίαξ 

UV-C, θυβς ηαηαζηνμθήξ ζοβηεηνζιέκδξ πενζμπήξ ημο DNA. Θα ιπμνμφζε κα βίκεζ 

πνήζδ δζαθμνεηζηχκ μοζζχκ ή ζοκεδηχκ πμο πνμηαθμφκ δζαθμνεηζηή αθάαδ ημο DNA, 

υπςξ β-αηηζκμαμθία, οδνμλείδζμ ημο οπενμλεζδίμο, cisplatin ή psoralen ηαζ κα ιεθεηδεεί εη 

κέμο δ εκδμηοηηάνζα ηαηακμιή ηδξ hCINAP.  

Ζ coilin, ιε ηδκ μπμία αθθδθεπζδνά δ hCINAP, πνυζθαηα έπεζ δεζπεεί υηζ ιεηά απυ 

έηεεζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζε Cisplatin ή έηεεζδ αηηζκμαμθίαξ β, ζοζζςνεφεηαζ ζημοξ 

πονδκίζημοξ ηαζ εηεί ζοκημκίγεζ ηδκ ζφκδεζδ ηδξ Pol I ιε ημ νζαμζςιζηυ DNA (Gilder et 

al., 2011). Δπμιέκςξ, εα ήηακ εκδζαθένμκ κα δζενεοκδεεί ηαηά πυζμ δ hCINAP 

ειπθέηεηαζ ζε αοηυ ημ αζμθμβζηυ ιμκμπάηζ ηάης απυ αοηέξ ηζξ ζοκεήηεξ.  
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Δπζπθέμκ, δ coilin, έπεζ ανεεεί κα αθθδθεπζδνά ιε ηζξ πνςηεΐκεξ Ku70 ηαζ Ku80 

(Velma et al., 2010), μζ μπμίεξ δζαδναιαηίγμοκ ημκ ηονίανπμ νυθμ ζηδκ δζαδζηαζία ηδξ 

επζδζυνεςζδξ ημο DNA, δδιζμονβχκηαξ ζφιπθεβια ιε ηδκ ηαηαθοηζηή οπμιμκάδα ηδξ 

DNA ελανηχιεκδξ ηζκάζδξ DNA-PK (DNA-PKcs) ηαζ εεςνμφκηαζ υηζ θεζημονβμφκ ςξ 

πνςηεΐκεξ ζηνζχιαηα (scaffold), ζηζξ μπμίεξ ιπμνμφκ κα πνμζδεεμφκ άθθεξ πνςηεΐκεξ πμο 

ειπθέημκηαζ ζηδ δζαδζηαζία επζδζυνεςζδξ ημο ιδ μιυθμβμο εναφζιαημξ ηδξ δζπθήξ 

έθζηαξ ημο DNA [non-homologous DNA end joining (NHEJ)]. Ζ πνςηεΐκδ DNA-PKcs 

έπεζ πνμηφρεζ απυ ηδκ ακάθοζδ SILAC υηζ αθθδθεπζδνά ιε ηδκ πνςηεΐκδ hCINAP, αθθά 

δεκ επζαεααζχεδηε ιε ακμζμηαηααφεζζδ ηαζ ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western (δεκ 

ακζπκεφηδηε ζηα ζθαζνίδζα), ίζςξ θυβς ημο παιδθμφ εκδμηοηηάνζμο εκημπζζιμφ ή θυβς 

ιειμκςιέκδξ αθθδθεπίδναζδξ ηάης απυ ζοβηεηνζιέκεξ ζοκεήηεξ. Δπμιέκςξ, εα 

ιπμνμφζε κα ιεθεηδεεί αθθδθεπίδναζδ ηςκ δφμ αοηχκ πνςηεσκχκ ηάης απυ ζοκεήηεξ 

αθάαδξ ημο DNA, υπςξ ηαζ ιεθέηδ αθθδθεπίδναζδξ ηδξ hCINAP ιε ηζξ πνςηεΐκεξ Ku70 

ηαζ Ku80 πμο αθθδθεπζδνά δ coilin.  

Ζ δεφηενδ αζμθμβζηή δζενβαζία δ μπμία πνμέηορε, είκαζ δ εκδεπυιεκδ ειπθμηή ηδξ 

hCINAP ζηζξ δζενβαζίεξ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαζ ηζξ απυπηςζδξ, αθμφ μζ 

ιεηαθθαβιέκεξ ιμνθέξ ηδξ hCINAP θαίκεηαζ κα ιεζχκμοκ ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ 

ηοηηάνςκ, υπςξ ηαζ δ μιυθμβδ ηδξ, Fap7 ζημ ζαηπανμιφηδηα, ηαζ αολάκμοκ ηδκ 

απυπηςζδ. Δπμιέκςξ ηνίκεηαζ ακαβηαία δ ιεθέηδ ηδξ ειπθμηήξ ηδξ hCINAP ζηα 

ιμκμπάηζα ηδξ απυπηςζδξ.  

Δπζπθέμκ απυ ηα δεδμιέκα πμο πνμέηορακ, απυ ηδκ επίθοζδ ηδξ δμιήξ ηαζ ηδκ δζπθή 

εκενβυηδηα ηδξ hCINAP ςξ ATPase/AK, ακμίβεηαζ μ μνίγμκηαξ βζα ηδ δνάζδ αοηήξ ηδξ 

πνςηεΐκδξ ζημκ πονήκα ημο εοηανοςηζημφ ηοηηάνμο. Θα ήηακ εκδζαθένμκ κα δζενεοκδεεί 

ηαηά πυζμ δ hCINAP, δνα ςξ ηζκάζδ θςζθμνοθζχκμκηαξ ζοβηεηνζιέκα οπμζηνχιαηα, 

υπςξ ηδκ coilin. Δπμιέκςξ εα ιπμνμφζακ κα πναβιαημπμζδεμφκ πεζνάιαηα πνμξ αοηή ηδκ 

ηαηεφεοκζδ βζα ελεφνεζδ πζεακυκ ζηυπςκ ηδξ hCINAP, πμο εα ιπμνμφζακ κα 

ειπθμοηίζμοκ ηζξ βκχζεζξ πμο έπμοιε βζα αοηή ηδκ πνςηεΐκδ.    
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ΠΑΡΑΡΣΖΜΑ I 

  

 

 

 

΢ρήκα 3.1: Γηαγλσζηηθέο αληηδξάζεηο PCR κε ρξήζε πιαζκηδηαθνύ DNA (20 ng) γηα ηα 

cDNA ηεο hCINAP ή ηεο TAFIID32. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίλαθαο 3.2: Σα δηάθνξα ηκήκαηα ηεο coilin, θαη ν ηξόπνο πνπ πξνέθπςαλ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Γηάθνξα Σκήκαηα coilin  

 
Πώο Πξνέθπςαλ 

Full-length   

1-576 αα (1-1728 nt) 

Δκδμκμοηθεμθοηζηή δζάζπαζδ ημο pHAT2-coilin ιε ηα 

πενζμνζζηζηά έκγοια NcoI ηαζ BamHI  

Ν1               
1-362 αα (1-1086 nt) 

Ακηίδναζδ PCR ιε ηα μθζβμκμοηθεμηίδζα  COILFW-1 ηαζ 

COILRV-1086 

Ν2  
1-290 αα (1-870 nt) 

Δκδμκμοηθεμθοηζηή δζάζπαζδ ημο pHAT2-coilin ιε ηα 

πενζμνζζηζηά έκγοια NcoI ηαζ PstI  

Ν3  
1-159 αα (1-477 nt) 

Ακηίδναζδ PCR ιε ηα μθζβμκμοηθεμηίδζα  COILFW-1 ηαζ  

COILRV-477   

 Ν4   
1-92 αα (1-276 nt) 

Δκδμκμοηθεμθοηζηή δζάζπαζδ ημο pHAT2-coilin ιε ηα 

πενζμνζζηζηά έκγοια NcoI ηαζ EcoRI  

 C1  
362-576 αα (1084-1728 nt) 

Ακηίδναζδ PCR ιε ηα μθζβμκμοηθεμηίδζα  COILFW-1084 

ηαζ COILRV-1728   ΑΝ
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Πίλαθαο 3.3: Σα δηάθνξα ηκήκαηα ηεο hCINAP, θαη ν ηξόπνο πνπ πξνέθπςαλ.  

 

 

 

Πίλαθα 3.4: Σα πιαζκίδηα πνπ δνθηκάζηεθαλ γηα επηινγή ηνπ θαηαιιειόηεξνπ γηα ηε ρξήζε 

ζηε ζάξσζε ηεο cDNA βηβιηνζήθεο, θαζώο θαη ηα απνηειέζκαηα ειέγρνπ ηεο κεηαγξαθηθήο 

απηνελεξγνπνίεζεο ηνπο. Οζ ιεηαζπδιαηζζιέκμζ ηθχκμζ ελεηάζηδηακ βζα αοημεκενβμπμίδζδ ηςκ 

3 βμκζδίςκ ακαθμνάξ: HIS3, ADE2 ηαζ LACZ (MEL1), ιε ζηνχζζιμ ηςκ ηθχκςκ ζε ηνοαθία SD/-

Trp/-His ηαζ SD/-Trp/-Ade ηαζ ιε πναβιαημπμίδζδ πεζνάιαημξ α-βαθαηημζζδάζδξ, ακηίζημζπα.   

 

Γηάθνξα Σκήκαηα 

hCINAP 

 

Πώο Πξνέθπςαλ 

Full-length   

1-550 nt 

Ακηίδναζδ PCR ιε ηα μθζβμκμοηθεμηίδζα PCR5 ηαζ PCR3   

Ν1               
1-329 nt 

Ακηίδναζδ PCR ιε ηα μθζβμκμοηθεμηίδζα PCR5 ηαζ CIPRV-329   

Ν2  
121-329 nt 

Ακηίδναζδ PCR ιε ηα μθζβμκμοηθεμηίδζα CIPFW-121 ηαζ 

CIPRV-329   

C1  
330-550 nt 

Ακηίδναζδ PCR ιε ηα μθζβμκμοηθεμηίδζα CIPFW-330 ηαζ PCR3   

 C2   
204-550 nt 

Ακηίδναζδ PCR ιε ηα μθζβμκμοηθεμηίδζα CIPFW-204 ηαζ PCR3   

 

ΠΛΑ΢ΜΗΓΗΑ 

 

SD/-Trp-His 

 

SD/-Trp-Ade 

 

X-gal 

pAS2-1- hCINAP √ √ √ 

pAS2-1- hCINAP [1-120nt] √ √ √ 

pAS2-1-hCINAP [120-550nt] √ √ √ 

pAS2-1- hCINAP [1-329nt] √ √ √ 

pAS2-1- hCINAP [121-329nt] X X √ 

pAS2-1- hCINAP [330-550nt] √ √ √ 

pAS2-1- hCINAP [204-550] √ √ √ 

pGBKT7- hCINAP √ √ √ 

pGBKT7- hCINAP [1-329nt] X X √ 

pGBKT7-hCINAP [121-329nt] X X √ 

pGBKT7-hCINAP [330-550nt] X X √ 

pGBKT7-hCINAP [204-550nt] X X √ ΑΝ
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MASS 

(Da) 

PEPTS. SCORE IDENTITY   RADIO CHECKED 

VERIFIED 

ACCESSION  

NUMBER 

19793 5 325 hCINAP 50.269 TRUE IPI00556532 
28603 1 14 LOC642451 similar to ribosomal protein L7-like 1 33.321 FALSE IPI00740474 

30582 2 35 HCCS Cytochrome c-type hemelyase 28.108 TRUE IPI00023406 
16174 1 43 CDA Cytidine deaminase 16.47 TRUE IPI00027983 

153797 1 9 RAD50 Isoform 1 of DNA repair protein RAD50 16.152 FALSE IPI00305282 

52133 2 60 OAS1 2'-5' oligoadenylate synthetase 1 p52 isoform 10.67 TRUE IPI00651622 

14719 7 310 UBA52 ubiquitin and ribosomal protein L40 precursor 9.743 TRUE IPI00456429 

51354 24 1388 KRT7 keratin 7 8.081 TRUE IPI00847342 

278021 39 1686 FLNB Isoform 1 of Filamin-B 7.585 TRUE IPI00289334 

17995 3 119 CDKN2A Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, isoform 4 7.429 TRUE IPI00478390 

51386 2 45 KRT7 Keratin, type II cytoskeletal 7 7.191 TRUE IPI00306959 

145526 2 25 CNTNAP4 Cell recognition protein CASPR4 7.025 TRUE IPI00216250 

29645 1 12 LOC439992 similar to ribosomal protein S3a isoform 2 6.656 FALSE IPI00736158 

36712 4 119 AKR1C2 Aldo-keto reductase family 1 member C2 5.742 TRUE IPI00005668 

47139 5 192 ENO1 Isoform alpha-enolase of Alpha-enolase 5.584 TRUE IPI00465248 

49892 1 24 TUBA4A Tubulin alpha-4A chain 5.44 TRUE IPI00007750 
48076 30 1622 KRT17 Keratin, type I cytoskeletal 17 5.435 TRUE IPI00450768 

88199 3 28 IFI16 Isoform 1 of Gamma-interferon-inducible protein Ifi-16 5.328 TRUE IPI00003443 

57900 13 516 PKM2 Isoform M2 of Pyruvate kinase isozymes M1/M2 4.692 TRUE IPI00479186 

50104 7 322 TUBA1A Tubulin alpha-1A chain 4.599 TRUE IPI00180675 

86416 3 86 NSUN2 tRNA 4.289 TRUE IPI00306369 

56160 2 67 PSMD5 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 5 4.129 TRUE IPI00002134 

11730 4 222 TXN Thioredoxin 4.106 TRUE IPI00216298 ΑΝ
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49799 9 616 TUBB2C Tubulin beta-2C chain 4.049 TRUE IPI00007752 

31711 1 49 STOM Erythrocyte band 7 integral membrane protein 3.855 TRUE IPI00219682 

40069 7 268 
SLC25A3 Isoform A of Phosphate carrier protein, mitochondrial 
precursor 3.829 TRUE IPI00022202 

37443 3 89 GPSN2 37 kDa protein 3.795 TRUE IPI00644037 

292745 2 70 GCN1L1 GCN1-like protein 1 3.77 TRUE IPI00001159 

12150 1 45 MGST1 12 kDa protein 3.694 TRUE IPI00796051 

226392 7 177 MYH9 Myosin-9 3.565 TRUE IPI00019502 

32874 16 768 SLC25A5 ADP/ATP translocase 2 3.495 TRUE IPI00007188 

68348 2 16 C20orf119 Polyadenylate-binding protein 1-like 3.463 TRUE IPI00556259 

357974 4 88 RANBP2 E3 SUMO-protein ligase RanBP2 3.43 TRUE IPI00221325 

13706 1 40 B2M Beta-2-microglobulin precursor 3.256 TRUE IPI00004656 

26081 1 10 GSTM2 26 kDa protein 3.156 FALSE IPI00639805 

104788 1 66 ACTN4 Alpha-actinin-4 3.099 TRUE IPI00013808 

40883 7 368 
HLA-B;MICA;LOC730410;HLA-C;HLA-A29.1;HLA-A HLA class I 
histocompatibility antigen, A-68 alpha chain precursor 3.084 TRUE IPI00472882 

11133 1 60 CSTB Cystatin-B 3.048 TRUE IPI00021828 

34040 3 197 SLC25A11 Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein 3.006 TRUE IPI00219729 

178600 5 169 TOP2A Isoform 3 of DNA topoisomerase 2-alpha 3.005 TRUE IPI00218753 

208570 3 128 PDCD11 RRP5 protein homolog 2.988 TRUE IPI00400922 

19878 4 118 PARK7 Protein DJ-1 2.964 TRUE IPI00298547 

66177 6 305 
ATAD3A Isoform 2 of ATPase family AAA domain-containing protein 
3A 2.952 TRUE IPI00295992 

37815 2 172 ERLIN2 Isoform 1 of Erlin-2 precursor 2.908 TRUE IPI00026942 

49639 1 79 TUBB Tubulin beta chain 2.882 TRUE IPI00011654 

39922 1 7 
LOC650909 similar to activating signal cointegrator 1 complex subunit 
3-like 1 2.871 FALSE IPI00735397 
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468788 51 1863 PRKDC Isoform 1 of DNA-dependent protein kinase catalytic subunit 2.849 TRUE IPI00296337 
47239 1 8 ENO2 Gamma-enolase 2.811 FALSE IPI00216171 

69826 1 55 XRCC6 70 kDa protein 2.803 TRUE IPI00465430 

113823 2 88 NNT NAD(P) transhydrogenase, mitochondrial precursor 2.732 TRUE IPI00337541 

53671 39 2376 KRT8 Keratin, type II cytoskeletal 8 2.711 TRUE IPI00554648 

27344 1 51 PSME2 Proteasome activator complex subunit 2 2.703 TRUE IPI00384051 

33276 10 518 PHB2 Prohibitin-2 2.601 TRUE IPI00027252 

22768 1 39 HSPB1 Heat-shock protein beta-1 2.557 TRUE IPI00025512 

32845 5 275 SLC25A6 ADP/ATP translocase 3 2.539 TRUE IPI00291467 

28504 1 6 TPM4 Isoform 1 of Tropomyosin alpha-4 chain 2.514 FALSE IPI00010779 

188031 3 61 SMARCA4 SMARCA4 isoform 2 2.497 TRUE IPI00029822 

32929 2 135 CAPZA2 F-actin capping protein subunit alpha-2 2.443 TRUE IPI00026182 

138346 2 42 RAD50 Isoform 3 of DNA repair protein RAD50 2.439 TRUE IPI00107531 

35596 4 159 SFXN1 Sideroflexin-1 2.378 TRUE IPI00009368 

20240 7 367 RPL11 Isoform 1 of 60S ribosomal protein L11 2.366 TRUE IPI00376798 

27960 2 107 TMEM33 Transmembrane protein 33 2.348 TRUE IPI00299084 

32902 11 445 CAPZA1 F-actin capping protein subunit alpha-1 2.322 TRUE IPI00005969 

54197 13 508 NONO Non-POU domain-containing octamer-binding protein 2.244 TRUE IPI00304596 

56221 3 93 
GSR Isoform Mitochondrial of Glutathione reductase, mitochondrial 
precursor 2.241 TRUE IPI00016862 

531466 98 4430 PLEC1 plectin 1 isoform 6 2.232 TRUE IPI00186711 

33760 4 161 CAPZB Capping protein (Actin filament) muscle Z-line, beta 2.211 TRUE IPI00218782 

149996 2 22 
ABCC11 Isoform 2 of ATP-binding cassette transporter sub-family C 
member 11 2.21 TRUE IPI00152538 

133513 2 13 
ATP8A2 ATPase, aminophospholipid transporter-like, Class I, type 8A, 
member 2 2.174 FALSE IPI00465166 ΑΝ
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141454 4 127 SMC3 Structural maintenance of chromosomes protein 3 2.131 TRUE IPI00219420 

74095 37 2291 LMNA Isoform A of Lamin-A/C 2.115 TRUE IPI00021405 

14706 1 38 LGALS1 Galectin-1 1.98 TRUE IPI00219219 

236372 3 109 NUMA1 Isoform 2 of Nuclear mitotic apparatus protein 1 1.963 TRUE IPI00006196 

57988 1 44 CCT6A T-complex protein 1 subunit zeta 1.944 TRUE IPI00027626 

21878 3 119 PRDX2  Peroxiredoxin-2 1.924 TRUE IPI00027350 

102966 3 79 KIAA1967 Isoform 2 of Protein KIAA1967 1.893 TRUE IPI00182757 

100136 3 149 PSMD2 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 1.876 TRUE IPI00012268 

73108 1 7 DDX3Y ATP-dependent RNA helicase DDX3Y 1.875 FALSE IPI00293616 

-1 1 8 USP9X ubiquitin specific protease 9, X-linked isoform 4 1.858 FALSE IPI00003964 

18879 4 113 LOC641293 Ribosomal protein L21 variant (Fragment) 1.835 TRUE IPI00845507 

14778 1 63 RPL22 60S ribosomal protein L22 1.813 TRUE IPI00219153 

88924 13 503 HNRPU Isoform Short of Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U 1.797 TRUE IPI00479217 
48029 22 1228 KRT18 Keratin, type I cytoskeletal 18 1.76 TRUE IPI00784347 

26671 7 295 RPS3 40S ribosomal protein S3 1.741 TRUE IPI00011253 

89266 4 107 VCP Transitional endoplasmic reticulum ATPase 1.718 TRUE IPI00022774 

70009 8 375 HSPA1B;HSPA1A Heat shock 70 kDa protein 1 1.702 TRUE IPI00304925 

18314 1 7 PRDX4 Protein 1.698 FALSE IPI00639945 

36999 4 163 RPL7 RPL7 protein 1.683 TRUE IPI00472171 

11421 5 193 ATP5L ATP synthase subunit g, mitochondrial 1.631 TRUE IPI00027448 

279843 67 2945 FLNA filamin A, alpha 1.616 TRUE IPI00302592 
60424 2 78 CCT3 chaperonin containing TCP1, subunit 3 isoform b 1.606 TRUE IPI00290770 

121828 8 264 
SMARCA5 SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent 
regulator of chromatin subfamily A member 5 1.604 TRUE IPI00297211 

23757 1 33 BAG2 BAG family molecular chaperone regulator 2 1.587 TRUE IPI00000643 
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Πίλαθαο 3.8: Πξσηεΐλεο πνπ βξέζεθαλ λα αιιειεπηδξνύλ κε ηε πξσηεΐλε hCINAP κε ηε κέζνδν SILAC-MS. ΢ημ πίκαηα θαίκμκηαζ μζ πνςηεΐκεξ πμο είπακ 

ακαθμβία GFP-hCINAP:GFP 1.5 ηαζ πάκς. Με βηνίγμ ηαζ πνάζζκμ πνχια θαίκμκηαζ μζ πνςηεΐκεξ ηςκ μπμίςκ ηα πεπηίδζα εθέβπεδηακ ηαζ πανμοζζάγμκηακ ζςζηά, 

εκχ ιε πνάζζκμ πνχια μζ πνςηεΐκεξ πμο εεςνήεδηακ πζμ ζδιακηζηέξ ιε αάζδ ηδκ θεζημονβία ηαζ ημκ εκδμηοηηάνζμ εκημπζζιυ βζα πεναζηένς δζενεφκδζδ.      

73409 4 143 RECQL ATP-dependent DNA helicase Q1 1.58 TRUE IPI00178431 

16263 5 255 RPS14 40S ribosomal protein S14 1.558 TRUE IPI00026271 

189134 2 52 IQGAP1 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1 1.557 TRUE IPI00009342 

21850 1 28 RPL9 60S ribosomal protein L9 1.552 TRUE IPI00031691 

14159 1 7 HIST1H2BA Histone H2B type 1-A 1.537 FALSE IPI00465363 

143144 6 114 SMC1A Structural maintenance of chromosomes protein 1A 1.469 TRUE IPI00291939 
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΢ρήκα 3.29: Δληνπηζκόο ηεο ελδνγελνύο πξσηεΐλεο hCINAP ζε δαθηπιίνπο γύξσ από ηνπο 

ππξελίζθνπο (caps) κεηά από κεηαγξαθηθή θαηαζηνιή ηεο RNA Pol. I θαη Pol. II. A: 

Μεηαβναθζηή ηαηαζημθή ιε πνήζδ αηηζκμιοηίκδξ D (ActD, 1 ιg/ml) ηαζ δδιζμονβία δαηηοθίςκ 

βφνς απυ ημοξ πονδκίζημοξ ηδξ hCINAP. Ζ εκδμβεκήξ hCINAP ακζπκεφηδηε ιε πνήζδ 

πμθοηθςκζημφ ακηζζχιαημξ έκακηζ ηδξ (πνάζζκμ), δ coilin ιε εζδζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ, εκχ ημ 

DNA ιε ηδ πνςζηζηή Hoechst-33342 (ιπθε). Κθίιαηα: 5 ιm. 
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΢ρήκα 3.35: Δλδνθπηηάξηνο εληνπηζκόο ηεο GFP-hCINAP κεηά από αθηηλνβνιία UV-C θαη 

αλνζνθζνξηζκό κε SMN. A: Κφηηανμ ημ μπμίμ δεκ οπέζηδ αηηζκμαμθία. Β-Δ: ηφηηανα πμο 

οπέζηδζακ αηηζκμαμθία UV-C ηαζ ιμκζιμπμζήεδηακ ζημοξ εκδεδεζβιέκμοξ πνυκμοξ. Β,C: Ζ 

πνςηεΐκδ GFP-hCINAP ζπδιαηίγεζ ιεβάθεξ ζηνμββοθέξ πονδκζηέξ δμιέξ ηαεχξ ηαζ ιζηνυηενεξ 

εζηίεξ ζημκ πονήκα ηαζ ζημοξ πονδκίζημοξ, εκχ δ SMN δζαπέεηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια. D, Δ: δ 

GFP-hCINAP πανμοζζάγεζ δαηηφθζμοξ βφνμ απυ ημοξ πονδκίζημοξ αηυια ηζ υηακ δ SMN 

επακένπεηαζ (D). Σμ πνάζζκμ πνχια ακηζπνμζςπεφεζ ηδκ GFP-hCINAP, ημ ηυηηζκμ ηδκ SMN ηαζ 

ημ ιπθε ηo DNA. Κθίιαηα: 5 ιm. 
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ΠΑΡΑΡΣΖΜΑ ΗΗ 

 

Έκαξ απυ ημοξ ηεκηνζημφξ ζηυπμοξ ηδξ δζδαηημνζηήξ ιμο δζαηνζαήξ, ήηακ μ δμιζηυξ 

παναηηδνζζιυξ ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP. Γζα ημ ζημπυ αοηυ έβζκε πνμζπάεεζα 

ηνοζηάθθςζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP, πμο απμζημπμφζε ζηδκ επίθοζδ ηδξ πνςηεσκζηήξ 

ηδξ δμιήξ ιε πνςηεσκζηή ηνοζηαθθμβναθία αηηίκςκ-Υ. Ζ πεζναιαηζηή αοηή πνμζέββζζδ 

εβηαηαθήθεδηε απυ ιέκα, ιεηά απυ δδιμζίεοζδ ηδξ δμιήξ ηδξ hCINAP απυ ημκ Ren ηαζ 

ημοξ ζοκενβάηεξ ημο (Ren et al., 2005). 

΢ημ πανάνηδια αοηυ παναηίεεηαζ εκ ζοκημιία, δ αέθηζζηδ πμνεία ηδξ δζαδζηαζίαξ 

έηθναζδξ ηαζ ηαεανζζιμφ ηδξ hCINAP πμο πνμέηορε ηαζ μζ ζοκεήηεξ ηνοζηάθθςζδξ 

πμο δμηζιάζηδηακ. Σα πεζνάιαηα αοηήξ ηδξ εκυηδηαξ έβζκακ ηάης απυ ηδ ζηεκή επίαθερδ 

ημο Γνα ΢πφνμο Εςβνάθμο.   

 

 

Πνξεία πνπ αθνινπζήζεθε:  

 

Π1. Κισλνπνίεζε ηεο hCINAP ζηνλ πιαζκηδηαθό θνξέα pRSETB  

Σμ cDNA ημο ακμζηημφ πθαζζίμο ακάβκςζδξ (ORF) ηδξ hCINAP πμθθαπθαζζάζηδηε 

ιε ηδ ιέεμδμ ηδξ PCR, ιε πνήζδ ηαηάθθδθςκ εηηζκδηζηχκ μθζβμκμηθεμηζδίςκ (VIIIPCR5΄ 

ηαζ VIIIPCR3’, Πίκαηαξ 2.11) ηαζ έπεζηα ιε εκδμκμοηθεμθοηζηή δζάζπαζδ 

ηθςκμπμζήεδηε ζημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα pRSETB, ζημκ μπμίμ εηθνάζηδηε ζοβπςκεοιέκδ 

ιε ημ επζηυπζμ ηδξ ελα-ζζηζδίκδξ (his6).  

 

 

Π2. Έθθξαζε θαη βηνρεκηθόο θαζαξηζκόο ηεο αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο his6-

hCINAP 

 

Π2.1 Έθθξαζε ηεο αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο his6-hCINAP 

Ζ ακαζοκδοαζιέκδ πνςηεΐκδ his6-hCINAP εηθνάζηδηε ζε ορδθά επίπεδα ηαζ 

ηονίςξ ζε δζαθοηή ιμνθή ζημ ααηηδνζαηυ ζηέθεπμξ BL21-LysS, ιεηά απυ επαβςβή ιε 1 

mM IPTG, βζα 4 h, ζημοξ 25 ºC. Ζ απυδμζδ ηδξ οπμθμβίζηδηε πενίπμο ζε 10 mg/L 

ηαθθζένβεζαξ.  
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Π2.2 Υξσκαηνγξαθία ζπγγελείαο NTA-Ni
2+

 

Ζ ακαζοκδοαζιέκδ πνςηεΐκδ his-hCINAP ανπζηά απμιμκχεδηε ιε πνήζδ 

πνςιαημβναθίαξ ζοββεκείαξ ιε ιήηνα αβανυγδξ πμο έθενε ζφιπθμηα δζζεεκμφξ κζηεθίμο 

(NTA-Ni
2+

), ζηα μπμία δεζιεφεηαζ ιέζς ημο επζηυπζμο ηδξ ελα-ζζηζδίκδξ (his6).  

Δκ ζοκημιία, ημ μιμβεκμπμζδιέκμ εηπφθζζια ηςκ ααηηδνίςκ πμο ελέθναγε ηδκ his-

hCINAP επςάζηδηε ιε ζθαζνίδζα NTA-Ni
2+

, έηζζ χζηε δ πνςηεΐκδ κα δεζιεοηεί ζε αοηά. 

Αημθμφεςξ ηα ζθαζνίδζα λεπθφεδηακ ιε δζάθοια έηπθοζδξ πμο πενζείπε ιζηνή 

ζοβηέκηνςζδ ζιζδαγμθίμο βζα ηδκ απμιάηνοκζδ ηςκ πνςηεσκχκ πμο δεζιεφμκηαζ ιδ 

εζδζηά ζηα ζθαζνίδζα. Έπεζηα, δ πνςηεΐκδ, εηθμφζηδηε ιε δζάθοια πμο πενζείπε ρδθή 

ζοβηέκηνςζδ ζιζδαγμθίμο, ημ μπμίμ ζοκαβςκζγυηακ ηδ δεζιεοιέκδ πνςηεΐκδ.  

Γζα ηδκ επζαεααίςζδ ημο αζμπδιζημφ ηαεανζζιμφ ηδξ πνςηεΐκδξ, πναβιαημπμζήεδηε  

δθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια πμθοαηνοθαιζδίμο ηαζ πνχζδ ημο πδηηχιαημξ ιε Coumassie 

blue (΢πήια Π1). Σα ηθάζιαηα έηθμοζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ, εκχεδηακ ηαζ 

πναβιαημπμζήεδηε δζαπίδοζδ ηδξ πνςηεΐκδξ, ιε πνήζδ διζπεναηήξ ιειανάκδξ ιε 

ηαηάθθδθμ νοειζζηζηυ δζάθοια, βζα πενίμδμ 16 h ζημοξ 4 ºC ηαζ ηέθμξ ημ δείβια 

ζοιποηκχεδηε ιε οπενδζήεδζδ ιε θίθηνμ 10Κ MWCO, ιέπνζ ηεθζημφ υβημο 0.5-1 ml.          

 

 

 

΢ρήκα Π1: Βηνρεκηθόο θαζαξηζκόο ηεο πξσηεΐλεο his-hCINAP κε ρξσκαηνγξαθία 

ζπγγελείαο κεηάιινπ, ΝΣΑ-Ni
2+

. Ζθεηηνμθυνδια βζα ημκ έθεβπμ ημο αζμπδιζημφ ηαεανζζιμφ ηδξ 

his-hCINAP, υπμο πανμοζζάγμκηαζ ηα δείβιαηα: δζέθεοζδξ απυ ηδ ζηήθδ (flow through), έηπθοζδξ 

(Wash 1 ηαζ 2) ηαζ έηθμοζδξ (Elution 1-4).     
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Π2.3 Υξσκαηνγξαθία κνξηαθήο δηήζεζεο ζε πήθησκα Sephatex G-75 

Γεφηενμ ζηάδζμ ημο ειπθμοηζζιμφ ηδξ πνςηεΐκδξ his-hCINAP, απμηέθεζε μ 

αζμπδιζηυξ ηαεανζζιυξ ηδξ ιε πνςιαημβναθία ιμνζαηήξ δζήεδζδξ ζε πήηηςια Sephatex 

G-75. Ζ ανπή ηδξ ιεευδμο απεζημκίγεηαζ ζημ ΢πήια Π2.   

 

 

 

΢ρήκα Π2: Απεηθόληζε ηεο αξρήο κεζόδνπ ρξσκαηνγξαθίαο κνξηαθήο δηήζεζεο 

(Biochemistry Sixth Edition, StryerL., 2007, W.H Freemanand Company).  

 

Αθμφ δ ζηήθδ πθδνχεδηε ιε ημ πήηηςια, ελζζμννμπήεδηε ζημ ηαηάθθδθμ 

νοειζζηζηυ δζάθοια βζα ημοθάπζζημ δφμ υβημοξ ζηήθδξ. ΢ηδ ζοκέπεζα ημπμεεηήεδηε ημ 

δείβια ηδξ πνςηεΐκδξ ζηδκ ημνοθή ηδξ ζηήθδξ ηαζ εηθμφζηδηε ιε ημ ίδζμ νοειζζηζηυ 

δζάθοια. Σέθμξ,  ζοθθέπεδηακ, ιεηά ημκ κεηνυ υβημ ηδξ ζηήθδξ, ηθάζιαηα ημο 0.5 ml. 

Γζα ηδκ αλζμθυβδζδ ηδξ ηαεανυηδηαξ ηςκ ηθαζιάηςκ πναβιαημπμζήεδηε δθεηηνμθυνδζδ 

πμθοαηνοθαιζδίμο ηςκ 30 πνχηςκ ηθαζιάηςκ (΢πήια Π3).  

Σα ηθάζιαηα πμο δεκ πανμοζίαγακ πνμζιίλεζξ ηαζ δ ζοβηέκηνςζδ ηδξ πνςηεΐκδξ 

ήηακ ρδθή, επζθέβδηακ ηαζ ζοκδοάζηδηακ (δείβιαηα 13-28). Ζ πνςηεΐκδ ζοιποηκχεδηε 

ιε οπενδζήεδζδ ιε πνήζδ θίθηνμο 10 KMWCO, ιέπνζ ηεθζηήξ ζοβηέκηνςζδξ ~ 10 mg/ml.   

Αημθμφεςξ, δ πνςηεΐκδ his-hCINAP, είηε ημπμεεηήεδηε βζα ηνοζηαθθχζεζξ, είηε 

έηοπε πνςηεμθοηζηή δζάζπαζδ, ιε ημ έκγοιμ εκηενμηζκάζδ, βζα απμιάηνοκζδ ημο 

επζημπίμο ηδξ ελα-ζζηζδίκδξ (his6).   
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΢ρήκα Π3: Βηνρεκηθόο θαζαξηζκόο ηεο πξσηεΐλεο his-hCINAP κε ρξσκαηνγξαθία κνξηαθήο 

δηήζεζεο ζε πήθησκα Sephatex G-75. Ζθεηηνμθυνδια βζα ημκ έθεβπμ ημο απμηεθέζιαημξ 

ηαεανζζιμφ, ιε πνήζδ ηςκ 30 πνχηςκ δεζβιάηςκ πμο θαιαάκμκηαζ ιεηά ημκ κεηνυ υβημ ηδξ 

ζηήθδξ.     

 

 

Π3. Πξσηενιπηηθή δηάζπαζε ηεο πξσηεΐλεο his6-hCINAP κε ην έλδπκν εληεξνθηλάζε 

γηα απνκάθξπλζε ηνπ επηηνπίνπ ηεο his6 

 Ζ ζοιποηκςιέκδ πνςηεΐκδ his-hCINAP, πμο πνμέηορε απυ ημκ αζμπδιζηυ 

ηαεανζζιυ, επςάζηδηε ιε ημ έκγοιμ ηδξ εκηενμηζκάζδξ (ΔΚ), βζα 3 h, ζημοξ 4 ºC οπυ 

ζοκεπή ακάδεοζδ. Σμ έκγοιμ αοηυ ακαβκςνίγεζ ηαζ δζαζπά ηδκ αθθδθμοπία 

(AspAspAspAspLys) πμο ανίζηεηαζ ιεηά ημ επζηυπζμ ηδξ ελα-ζζηζδίκδξ αθθά πνζκ ημ 

ακμζηηυ πθαίζζμ ακάβκςζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ. Με αοηυκ ημκ ηνυπμ απμιαηνφκεδηε δ 

επζπθέμκ αθθδθμοπία πμο πανμοζζάγεηαζ ζημ αιζκμλζηυ άηνμ ηδξ πνςηεΐκδξ. ΢ηδ ζοκέπεζα 

ημ έκγοιμ απμιαηνφκεδηε απυ ημ πνςηεσκζηυ δζάθοια ιε ζθαζνίδζα πμο πενζείπακ 

πνμζδεδειέκμ ακηίζςια έκακηζ ηδξ ΔΚ. Σα πνςηεμθοηζηά ημιιάηζα, ηαεχξ ηαζ δ 

αδζάζπαζηδ πνςηεΐκδ, απμιαηνφκεδηακ ιε επχαζδ ιε ζθαζνίδζα ΝΣΑ-Ni
2+

. Σέθμξ 

πναβιαημπμζήεδηε δθεηηνμθυνδζδ πμθοαηνοθαιζδίμο, ιε πνήζδ δεζβιάηςκ απυ ηα 

ζηάδζα αοηά, βζα ημκ έθεβπμ ηδξ δζαδζηαζίαξ (΢πήια Π4).  

 

 

ΑΝ
ΝΑ

 Μ
ΑΛ
ΕΚ
ΚΟ
Υ



   - 289 - 

 

 

΢ρήκα Π4: Πξσηενιπηηθή δηάζπαζε ηεο his6-hCINAP κε ην έλδπκν εληεξνθηλάζε (ΔΚ), γηα 

απνκάθξπλζε ηνπ επηηνπίνπ ηεο his6. Γείβιαηα απυ ηα δζάθμνα ζηάδζα ηδξ ακηίδναζδξ: δείβια 

ιεηά ηδκ ακηίδναζδ ιε ημ έκγοιμ ΔΚ (ΔΚreaction), δείβια ιεηά ηδκ απμιάηνοκζδ ημο εκγφιμο 

(removalEK) ηαζ δείβια ιεηά ηδκ απμιάηνοκζδ ηδξ his6 ιε ζθαζνίδζα NTA-Ni
2+

.   

 

 

Ζ θδθεείζα πνςηεΐκδ hCINAP, ιεηά απυ δζαπίδοζδ ζε νοειζζηζηυ δζάθοια (10 mM 

Tris pH 7.5, 0.1 mM EDTA, 0.02% NaN3, 2% βθοηενυθδ) βζα 16 h, ζοιποηκχεδηε ιε 

οπενδζήεδζδ ιε θίθηνμ 10Κ MWCO, ιέπνζ ηεθζηήξ ζοβηέκηνςζδξ ~10 mg/ml (΢πήια Π5) 

ηαζ πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηνοζηαθθχζεζξ.      

 

 

 

΢ρήκα Π5: ΢πκππθλσκέλε πξσηεΐλε hCINAP κεηά από ρξσκαηνγξαθία ζπγγελείαο 

κεηάιινπ Ni
2+

 θαη κνξηαθήο δηήζεζεο ζε πήθησκα Sephadex G-75.   
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Π4. Πξνζπάζεηεο θξπζηάιισζεο ηεο πξσηεΐλεο his-hCINAP ή hCINAP 

Ζ ακάπηολδ πνςηεσκζηχκ ηνοζηάθθςκ απμηεθεί ημ ζδιακηζηυηενμ αθθά ηαζ ημ 

δοζημθυηενμ ζηάδζμ ζηδκ υθδ ηνοζηαθθμβναθζηή ιεθέηδ, θυβς ημο ιεβάθμο ανζειμφ 

παναβυκηςκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ ακάπηολδ ημοξ (ππ. εενιμηναζία, pH νοειζζηζημφ 

δζαθφιαημξ, ζμκηζηή ζζπφξ, μνβακζημί δζαθφηεξ) ηαζ ζηδκ πενζμνζζιέκδ βκχζδ πμο έπμοιε 

βζα ηδκ πμνεία ακάπηολδξ ηςκ ηνοζηάθθςκ. Ζ ιέεμδμξ πμο εθανιυγεηαζ ζοκήεςξ είκαζ 

αοηή ηδξ δμηζιήξ‐ ζθάθιαημξ (trial and error method), δμηζιάγμκηαξ ηζξ ιέπνζ ηχνα 

βκςζηέξ ζοκεήηεξ ηνοζηάθθςζδξ.  

 

 

Π4.1 Σερληθέο Κξπζηάιισζεο πνπ δνθηκάζηεθαλ 

Ζ ιέεμδμξ ηδξ δζάποζδξ αηιχκ είκαζ δ πθέμκ ζοκδεζζιέκδ ιέεμδμξ 

ηνοζηάθθςζδξ πνςηεσκχκ ηαζ εθανιυγεηαζ ζοκήεςξ ιε ηζξ ηεπκζηέξ ηδξ ηνειάιεκδξ 

ζηαβυκαξ, ηδξ ηαεήιεκδξ ζηαβυκαξ ηαζ ηδξ ιζηνμδζαπίδοζδξ. Αοηέξ είκαζ ηαζ μζ ηεπκζηέξ 

πμο δμηζιάζηδηακ ζηδκ πανμφζα ενβαζία.    

 

1. Σερληθή θξεκκάκελεο ζηαγόλαο (hanging drop) 

Μζα ζηαβυκα ιίβιαημξ πνςηεσκζημφ δζαθφιαημξ ηαζ δζαθφιαημξ ηαηααοεζζηζημφ ζε 

ακαθμβία 1:1 (ζοκήεςξ ακαιζβκφμκηαζ 2-5 ιl απυ ημ ηάεε δζάθοια), ημπμεεηείηαζ ζημ 

ιέζμ ιζαξ οδνυθμαδξ ηαθοπηνίδαξ. Ζ ηαθοπηνίδα ημπμεεηείηαζ ζηδ ζοκέπεζα πάκς απυ 

ζπεηζηά ιεβάθμ υβημ (700-1000 ιl) δζαθφιαημξ ηαηααοεζζηζημφ (δελαιεκή) ηαζ ημ 

ζφζηδια ηθείκεηαζ αενμζηεβχξ δδιζμονβχκηαξ έηζζ έκα απμιμκςιέκμ ζφζηδια υπμο δεκ 

θαιαάκεζ πχνα ακηαθθαβή φθδξ ηαζ εκένβεζαξ. Αοηυ έπεζ ςξ απμηέθεζια, δ ζοβηέκηνςζδ 

ημο ηαηααοεζζηζημφ ζηδ ζηαβυκα κα έπεζ ζοβηέκηνςζδ 50% αοημφ ζηδ δελαιεκή, ηαζ βζα 

ηδκ απμηαηάζηαζδ ηδξ ζζμννμπίαξ απμιαηνφκμκηαζ ιυνζα κενμφ απυ ημ αναζυ δζάθοια, 

δδθαδή ηδκ ζηαβυκα ηαζ ιεηαημπίγεηαζ πνμξ ηδ δελαιεκή ιέπνζ κα απμηαηαζηαεεί 

ζζμννμπία. Καεχξ ζοιααίκεζ αοηυ, δ ζηαβυκα ζε ηάπμζμ ζδιείμ θηάκεζ ζηδ αέθηζζηδ 

ζοβηέκηνςζδ, δδθαδή ζηδ ζοβηέκηνςζδ πμο απαζηείηαζ βζα κα πναβιαημπμζδεεί δ 

ηνοζηάθθςζδ. 

 

2. Σερληθή ηεο επηθαζείκελεο ζηαγόλαο (sitting drop) 

Σμ ζφζηδια ηαζ πάθζ απμιμκχκεηαζ χζηε κα ιδ ζοιααίκεζ ιεηαθμνά ιάγαξ ηαζ 

εκένβεζαξ πνμξ ημ πενζαάθθμκ. Σμ πθεμκέηηδια αοηήξ ηδξ ιεευδμο είκαζ μ ζπεηζηά ιζηνυξ 

πνυκμξ πμο απαζηείηαζ ηαζ δ απθυηδηα ηδξ υθδξ δζαδζηαζίαξ. Σμ ιεζμκέηηδια είκαζ υηζ 
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ιενζηέξ θμνέξ μζ ηνφζηαθθμζ πνμζημθθμφκηαζ ζημ ημίπςια ημο δμπείμο ηαζ 

παναθαιαάκμκηαζ δφζημθα απυ ηδ ζηαβυκα.   

 

3. Σερληθή Μηθξνδηαπίδπζεο (Microdialysis Crystallization) 

Σμ πνςηεσκζηυ δζάθοια ημπμεεηείηαζ ζ’ έκα ημιαίμ ιζηνμδζαπίδοζδξ ημο μπμίμο ημ 

ακμζηηυ άηνμ ηθείκεηαζ ιε ιζα διζπεναηή ιειανάκδ ιέζς ηδξ μπμίαξ ιπμνεί κα πενάζεζ μ 

δζαθφηδξ αθθά υπζ δ πνςηεΐκδ. Σμ ημιαίμ ζηδ ζοκέπεζα ειααπηίγεηαζ ζηδ δελαιεκή ημο 

ηαηααοεζζηζημφ ηαζ θαιαάκεζ ιένμξ ανβή δζάποζδ ημο ηαηααοεζζηζημφ έςξ υημο δ 

ζοβηέκηνςζδ ημο ζημ πνςηεσκζηυ δζάθοια ελζζςεεί ιε ηδ ζοβηέκηνςζδ ημο ζηδ 

δελαιεκή. Δάκ δ πμζυηδηα ηδξ πνςηεΐκδξ είκαζ πμθφ ιζηνή, ακηί ημιαίμ ιπμνεί κα 

πνδζζιμπμζδεεί ηνζπμεζδήξ ζςθήκαξ, πμο ηα δφμ ημο άηνα ηθείκμκηαζ ιε διζδζαπεναηή 

ιειανάκδ.   

 

Απυ πνμδβμφιεκδ πεζναιαηζηή πνμζπάεεζα πμο είπε βίκεζ ζημ ενβαζηήνζμ ιαξ απυ 

ηδκ ιεηαπηοπζαηή θμζηήηνζα Άκηνδ Υαηγδηονζάημο, οπυ ηδκ επίαθερδ ημο Γνα ΢πφνμο 

Εςβνάθμο, επζηεφπεδηε εκ ιένεζ μ πνμζδζμνζζιυξ ηςκ ανπζηχκ ζοκεδηχκ ηνοζηάθθςζδξ 

ηδξ πνςηεΐκδξ his-hCINAP. Δίπε πναβιαημπμζδεεί ζάνςζδ 100 δζαθμνεηζηχκ 

ηαηααοεζζηζηχκ δζαθοιάηςκ απυ ηδκ εηαζνεία Hampton (Crystal Screen I ηαζ ΗΗ) ηαζ είπε 

πνμηφρεζ υηζ μζ ζοκεήηεξ πμο πενζείπακ Li2SO4 ηαζ NH4SO2 εοκμμφζακ ηδ δδιζμονβία 

ηνοζηαθθζημφ ζγήιαημξ ή πμθφ ιζηνχκ ηνοζηάθθςκ.  

΢ηυπμξ ηδξ ενεοκδηζηή ιμο ενβαζίαξ ήηακ δ αεθηίςζδ ηςκ ζοκεδηχκ αοηχκ ηαζ δ 

πνμζπάεεζα ηνοζηάθθςζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP πςνίξ ημ επζηυπζμ ηδξ ελα-ζζηζδίκδξ 

(his6), βζα αεθηίςζδ πζεακυκ ηδξ πμζυηδηαξ ηςκ ηνοζηάθθςκ.   

 

 

Π4.2 ΢πλζήθεο θξπζηάιισζεο πνπ δνθηκάζηεθαλ  

Ανπζηά, βζα ημκ πνμζδζμνζζιυ ηςκ ζοκεδηχκ ηνοζηάθθςζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ hCINAP 

πνδζζιμπμζήεδηακ 100 δζαθμνεηζηά δζαθφιαηα ηαηααοεζζηζηχκ απυ ηδκ εηαζνεία 

Hampton (Crystal Screen I ηαζ ΗΗ) ηαζ ιεηααθήεδηακ δζάθμνεξ ζοκδοαζηζηέξ πανάιεηνμζ: 

i) Σα δζαθφιαηα αοηά πνδζζιμπμζήεδηακ υπςξ είπακ ή αναζχεδηακ ηαηά ημ 

ήιζζο ιε ddH2O. 

ii)  Υνδζζιμπμζήεδηακ ςξ ηεπκζηέξ ηνοζηάθθςζδξ, ηυζμ δ ηεπκζηή ηδξ 

ηνειιάιεκδξ ζηαβυκαξ, υζμ ηαζ ηδξ επζηαεείιεκδξ. 

iii)  Γφμ δζαθμνεηζηέξ εενιμηναζίεξ βζα υθεξ ηζξ πενζπηχζεζξ, εενιμηναζία 

δςιαηίμο (RT) ηαζ 4 ºC.  
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iv) Γζαθμνεηζηή ζοβηέκηνςζδ πνςηεΐκδξ his-hCINAP (2-15 mg/ml).  

Μεηά απυ πάνμδμ 40 διενχκ παναηδνήεδηακ «εκδείλεζξ βζα ηνοζηάθθμοξ» ζηζξ 

ζοκεήηεξ (6, 17 ηαζ 18) ημο Crystal Screen I: 

΢οκεήηδ 6: 30% MPD, 0.1M Tris HCl pH 8.5, 0.2 M MgCl2 (RT) 

΢οκεήηδ 17: 30% PEG 4000, 0.1 M Tris HCl pH 8.5, 0.2 M Li2SO4 (RT) 

΢οκεήηδ 18: 20% PEG 8000, 0.1 M Να Cacodylate pH 6.5, 0.2 M NH4SO2 (4 ºC).  

 

Μεηά απυ αοηέξ ηζξ εκδείλεζξ, παναζηεοάζηδηακ δζάθμνα δζαθφιαηα ιε δζάθμνεξ 

ιεηααθδηέξ παναιέηνμοξ:  

i) Μεηααμθή ημο pH ημο δζαθφιαημξ.  

ii) Μεηααμθή ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ημο ηαηααοεζζηζημφ. 

iii) Μεηααμθή ημο PEG (400, 2000, 4000, 6000) 

iv) Μεηααμθή ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ημο νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ.  

Πναβιαημπμζήεδηακ εη κέμο ηνοζηαθθχζεζξ, ζε εενιμηναζία δςιαηίμο, 18 ºC ηαζ 4 ºC  

ηαζ επζπθέμκ ζηζξ οπμζπυιεκεξ ζοκεήηεξ δμηζιάζηδηακ δζάθμνα πνυζεεηα υπςξ: 

i) AMP, ii) ATP, iii) MgCl2 ηαζ iv) δζάθμνα απμννοπακηζηά (ππ tween ηαζ triton).  

 

Σεθζηά επζηεφπεδηακ ηνφζηαθθμζ πμο είπακ ηδ ιμνθή δειαηίςκ αεθυκςκ (΢πήια Π6)  

ιε ηδ ηεπκζηή επζηαεείιεκδξ ζηαβυκαξ, ζημοξ 18 ºC ηαζ ζοβηέκηνςζδ πνςηεΐκδξ 10 mg/ml 

ζηζξ ελήξ ζοκεήηεξ:  

 0.1 Μ HEPES pH 8.0, 0.4 M Li2SO4 (ιεβαθφηενεξ) 

 0.1 Μ Tris HCl pH 8.0, 0.4 M Li2SO4 

 0.1 M HEPES pH 7, 0.8Μ NH4SO2 

 0.1 Μ Tris HCl pH 8.0, 0.8Μ NH4SO2 

 30% 2-ιεεοθ-1,3-πνμπακμδζυθδ (MPD), 0.1M Tris HCl pH 8.5, 0.2 M MgCl2, ηαζ ιε 

πνυζεεημ ζηδ ζηαβυκα 0.5 mM MgCl2 + 0.5 mΜ AMP.  

 

 

΢ρήκα Π6: Κξύζηαιινη ηεο hCINAP ππό κνξθή δεκαηίσλ βειόλσλ.  
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Απυ ηα πνμηαηανηζηά αοηά απμηεθέζιαηα θαίκεηαζ υηζ ήιαζηακ πμθφ ημκηά ζηζξ 

ζοκεήηεξ ηνοζηάθθςζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ. Ο Ren ηαζ μζ ζοκενβάηεξ ηαηυνεςζακ κα πάνμοκ 

ηνοζηάθθμοξ ζε δζάθοια πμο απμηεθείημ απυ 0.1 Μ HEPES pH 7.5 ηαζ 1.44 M Li2SO4. 

Δηείκμ πμο δζαθμνμπμίδζε ηζξ δζηέξ ημοξ πνμζπάεεζεξ απυ ηζξ δζηέξ ιαξ, είκαζ υηζ 

πνδζζιμπμίδζακ βζα ηνοζηάθθςζδ ιυκμ ηδκ ηνίηδ ημνοθή έηθμοζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ 

hCINAP απυ ηδ πνςιαημβναθία ιμνζαηήξ δζήεδζδξ. ΢ημ πνςιαημβνάθδια, δ πνςηεΐκδ 

εηθμφεηαζ ζε ηνεζξ ημνοθέξ. Ζ πνχηδ ημνοθή πενζέπεζ πνμζιίλεζξ, δ δεφηενδ πζεακυκ κα 

απμηεθεί μθζβμιενέξ ηδξ πνςηεΐκδξ, εκχ ημ ηνίημ, πμο απμηεθεί ημ ιμκμιενέξ ηδξ 

πνςηεΐκδξ ήηακ ημ ιυκμ ζηακυ ηθάζια πμο ιπμνμφζε κα δχζεζ ηνοζηάθθμοξ (Ren et al., 

2004).  

΢ηδ δζηή ιαξ πενίπηςζδ, θυβς έθθεζρδξ ακζπκεοηή ζηδ πνςιαημβναθία ιμνζαηήξ 

δζήεδζδξ, πνδζζιμπμζείημ ημ άενμζζια ημο δεφηενμο ηαζ ηνίημο ηθάζιαημξ, εκχ 

απμιαηνοκυηακ ημ πνχημ ηθάζια, πμο ήηακ μναηυ ζημ δθεηηνμθυνδια πμθοαηνοαιζδίμο. 
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Coilin is amarker protein for theCajal body, a subnuclear domain
acting as a site for assembly andmaturation of nuclear RNA-protein
complexes. Using a yeast two-hybrid screen to identify coilin-inter-
acting proteins, we have identified hCINAP (human coilin interact-
ing nuclear ATPase protein), a nuclear factor of 172 amino acids
with a P-loop nucleotide binding motif and ATPase activity. The
hCINAP protein sequence is highly conserved across its full-length
from human to plants and yeast and is ubiquitously expressed in all
human tissues and cell lines tested. The yeast orthologue of CINAP
is a single copy, essential gene. Tagged hCINAP is present in com-
plexes containing coilin inmammalian cells and recombinant,Esch-
erichia coli expressed hCINAP binds directly to coilin in vitro. The
214 carboxyl-terminal residues of coilin appear essential for the
interaction with hCINAP. Both immunofluorescence and fluores-
cent protein tagging show that hCINAP is specifically nuclear and
distributed in a widespread, diffuse nucleoplasmic pattern, exclud-
ing nucleoli, with some concentration also in Cajal bodies. Overex-
pressionof hCINAP inHeLa cells results in adecrease in the average
number of Cajal bodies per nucleus, consistent with it affecting
either the stability of Cajal bodies and/or their rate of assembly. The
hCINAPmRNA is an alternatively spliced transcript from theTAF9
locus, which encodes the basal transcription factor subunit
TAFIID32. However, hCINAP and TAFIID32 mRNAs are translated
from different ATG codons and use distinct reading frames, result-
ing in themhaving no identity in their respective protein sequences.

Cajal bodies are subnuclear domains that contain newly imported
snRNP3 and snoRNP complexes, as well as certain transcription factors.

They are thought to be centers for the maturation of these nuclear
RNA-protein complexes that are en route to their sites of function in the
nucleoplasm and nucleolus, respectively (for review see Ref. 1).
Although Cajal bodies do not contain DNA, they have been shown to
associate specifically with certain gene loci, including the histone and U
snRNAgene clusters (2–4). In the case of theU2 genes, studies on stable
cell lines containing arrays of exogenous U2 genes showed that Cajal
body association was dependent on the expression of the U2 snRNA
transcripts, rather than on the presence of specific DNA sequences in
the U2 genes (2). It is possible that Cajal bodies can regulate gene
expression from certain loci and/or deliver RNA processing factors or
other components required for efficient expression at these sites.
Coilin is a human autoantigen that is widely used as a marker protein

for Cajal bodies. It is a specifically nuclear protein that is modified by
both serine phosphorylation and symmetrical dimethylation of argi-
nine. Coilin shows a diffuse nucleoplasmic distribution but also concen-
trates within Cajal bodies, appearing as one or more bright nuclear foci
when analyzed by immunofluorescence. Analysis of a mouse knock-out
of coilin has revealed that coilin�/� cells are viable in culture, although
animals lacking coilin show a decrease in embryonic viability, as judged
by the reduced ratios of coilin �/� mice recovered in litters (5). The
coilin �/� cells lack normal Cajal bodies but instead have microbodies
containing a subset of the usual Cajal body components. Deletion
mutants of coilin can disrupt endogenous Cajal bodies when transiently
expressed in mammalian cells (6, 7). Coilin is a self-interacting protein,
dependent upon sequences in the first 92 amino-terminal residues (8).
These data indicate that coilin is likely to play a functional role in the
formation of wild type Cajal bodies.
Several proteins have been shown to bind directly to coilin, including

the survival ofmotor neurons (SMN) protein (7), the nucleolar shuttling
factor NOPP140 (9), and the � importins (10), which are adaptors
involved in nuclear import. In the case of the SMN protein, its binding
to coilin is dependent on the presence in coilin of symmetrical dimethyl
arginine residues, a modification shared with the Sm family of snRNP
proteins, which also localize in Cajal bodies (11). In the case of
NOPP140, it has been shown that deletion mutants removing the ami-
no-terminal portion of NOPP140, which no longer bind to coilin, have a
dominant negative effect on Cajal body formation when exogenously
expressed in mammalian cells (9). These data support the important
role of coilin in Cajal body formation and further indicate that the
mechanisms involved likely require the interaction of coilin with other
partner proteins.
To search for novel interaction partners for coilin we have conducted

a yeast two-hybrid screen using coilin as the bait. Here we report the
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indicate this fact.
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molecular characterization of hCINAP, a highly conserved nuclear pro-
tein that we show binds directly to coilin.

MATERIALS AND METHODS

Cell Line—HeLa cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium containing 10% fetal calf serum (BD Biosciences), 2 mM gluta-
mine, penicillin/streptomycin and maintained at 37 °C in 5% CO2.

Antibodies—Rabbit polyclonal antibodies to full-length, His6-tagged
hCINAP were generated at the EMBL animal facility, and by Diagnos-
tics Scotland (Edinburgh, UK). A second rabbit polyclonal antibody, to
synthetic peptide DQILKWIEQWIKDHNS, corresponding to amino
acid residues 157–175 in hCINAP, was also generated at the EMBL
facility. For both antibodies, the specificity of the antiserum from the
third bleed was characterized by Western blotting (Fig. 4, and data not
shown) and these batches were used for the experiments described here
(1:400 dilution for Western blotting and immunofluorescence with the
anti-recombinant protein antibody, 1:400 for blotting and 1:200 for
immunofluorescence with the anti-peptide antibody).
The following primary antibodies were used: rabit anti-coilin 204/5

(6), mouse anti-coilin monoclonal antibody (mAb) �4 (12), rabit anti-
U1A 856 (13), rabbit anti-fibrillarin Fib42, rabbit anti-SMN (Santa Cruz
Biotechnology), mouse anti-Sm mAb Y12, rabbit anti-Sp100 (Chemi-
con), and mouse mAb 9E10 (anti-myc) (14).
The following secondary antibodies were used (Dianova, Hamburg,

Germany): fluorescein isothiocyanate-conjugated, donkey anti-mouse
IgG, Texas Red-conjugated, goat anti-mouse IgG�M, fluorescein iso-
thiocyanate-conjugated, donkey anti-rabbit IgG, and rhodamine-con-
jugated, donkey anti-rabbit IgG.

Oligonucleotides—The following oligonucleotides were used in
polymerase chain reaction (PCR) amplifications: oligonucleotide 1,
5�-cggaattcatgttgcttccgaacatcctg-3�; oligonucleotide 2, 5�-ccagactccat-
gatatccgatgatc-3�; oligonucleotide 3, 5�-accgtcgacttaagtagctagcct-
tataag-3�; oligonucleotide 4, 5�-acattcagcaaggctagattacag-3�; oligonu-
cleotide 5, 5�-acaccaaagtgtcccttac-3�; oligonucleotide 6, 5�-taatgtggg-
tgatttagctcgagaag-3�; oligonucleotide 7, 5�-cttcattgacctcaactacatggt-3�;
and oligonucleotide 8, 5�-tcatggatgaccttggccaggg-3�.

Two-hybrid System Analysis—Vectors and yeast strains for the two-
hybrid analysis were used as described by Brent and coworkers (15), and
�-galactosidase assays were performed as reported (16, 17). A HeLa
cDNA library was used to generate the activation domain fusion con-
structs. Interacting clones were identified as described (10). For map-
ping the CINAP interaction domain on coilin, deletion constructs of
coilin (as shown in Fig. 7) were subcloned either as restriction- or PCR-
amplified fragments in yeast vector pGBKT7 or vector pACT2 for con-
struct C1. Theywere each tested for interaction by co-transformation in
yeast strain AH109 with full-length hCINAP in yeast vector pACT2 (or
in pGBKT7 for testing with C1), followed by screening of reporter gene
expression on appropriate selective media. First, transformants were
selected with double selection onmedia lacking leucine and tryptophan
and then transferred to quadruple selection on media also lacking ade-
nine and histidine. Clones that were viable on quadruple selection were
subjected to colony �-galactosidase assay for confirmation of the inter-
action. For independent confirmation of the interaction, coilin con-
structs were in vitro transcribed and translated in the presence of
[35S]methionine and incubated either with lysate from bacteria express-
ing glutathione S-transferase (GST)-tagged full-length CINAP after
induction with 1 mM IPTG or without induction as negative control.
Proteins interacting with GST-CINAP were recovered by glutathione-
agarose pull-down and subjected to SDS-PAGE, followed by autora-
diography to detect coilin fragments.

RT-PCR, Semiquantitative RT-PCR for the TAF9 Locus Transcripts,
and PCR on Genomic DNA—cDNAwas synthesized from 1 �g of puri-
fied human placenta poly(A)�RNA (Clontech) and served as a template
for the amplification of the completeORF of hCINAPwith oligonucleo-
tides 1 and 3. The amplified product was digested with EcoRI/SalI,
cloned into Bluescript, and sequenced.
For semiquantitative RT-PCR, poly(A)� RNA was extracted from

human tissues or human cell lines with the Oligotex mRNA mini kit
(Qiagen), according to the manufacturer’s instructions. To evaluate the
efficacy of RT-PCR conditionswith the various tissues, and compare the
hybridization efficiency of the two sets of oligonucleotides used for the
experiments shown in Fig. 3 (B and E) (one set specific for the hCINAP
transcript and two sets specific for the TAFIID32 transcript), control
reactions with plasmid DNA were performed. Reactions were carried
out in parallel with identical conditions, using 20 ng of plasmid as tem-
plate with either TAFIID32- or hCINAP-specific oligonucleotides of the
same concentration at 18, 23, and 28 cycles. The results indicated that,
in the linear range of the reaction (achieved between 18 and 23 cycles),
the concentration of two types of products is comparable (supplemen-
tary Fig. S2). Semiquantitative RT-PCRwas therefore subsequently per-
formedwith the same PCR conditions (except for the increased number
of cycles that were necessary to detect the amplified product from
cDNA samples). Control reactions using glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase-specific oligonucleotides were run in parallel as internal
standards.
For the amplification of human genomic sequences, purified high

molecular weight human genomic DNA (Roche Applied Science) was
used as a template and PCR reactions, with a variety of oligonucleotides
(see “Oligonucleotides”) were carried out with the Expand Long Tem-
plate PCR System (Roche Applied Science), following the exact reaction
and amplification instructions of the manufacturer. PCR products were
directly cloned into vector pCR2.1, using the Original T/A cloning kit
(Invitrogen). DNA sequencing was performed by the EMBL sequencing
service.

Construction of Bacterial Expression and Mammalian Transfection
Vectors—The bacterial expression vector pRSETB-hCINAP was con-
structed by an in-frame EcoRI/SalI insertion of hCINAP, excised from
Bluescript (see previous section) to vector pRSETB (Invitrogen). This
created a 5� His6-tagged version of hCINAP. The same hCINAP insert
was also ligated to expression vector pGEX-4T-1 (Amersham Bio-
sciences) to generateGST-tagged hCINAP. To create YFP-hCINAP, we
made a vector fragment derived from pEYFP-C1 (BD biosciences) by
digestion with BglII and HindIII. An insert fragment containing hCI-
NAP was derived from pRSETB-hCINAP by digestion with BglII and
HindIII.

Bacterial Expression and Purification of His6-hCINAP—Competent
BL21-pLysS strain of E. coli was transformed with pRSETBhCINAP.
Large cultures were induced with 1 mM IPTG during exponential
growth in LB at 37 °C and harvested 3 h post-induction. The bacterial
pellet was resuspended in lysis buffer (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl,
pH 8.0, 10% glycerol, 5 mM �-mercaptoethanol, 0.5% Triton X-100, 10
mM imidazole, and 1 tablet/50 ml of Complete protease inhibitor
(Roche Applied Science), mechanically lysed with a French press and
centrifuged at 13,000 rpm for 15 min at 4 °C. The insoluble pellet was
resuspended in buffer B (as per lysis buffer but with 100 mM NaH2PO4

instead ofNaCl), containing 6MguanidiniumHCl, and the recombinant
protein was purified over a nickel-nitrilotriacetic acid column (Qiagen)
under denaturing conditions, according to the manufacturer’s instruc-
tions. For animal immunization, the purified protein was dialyzed
extensively against PBS.
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The same construct was used for the production of soluble protein,
suitable for enzyme kinetic experiments, with culture growth at 30 °C
for 5 h after induction with 0.5 mM IPTG. This resulted in the produc-
tion of 30–40 mg of soluble His6-hCINAP/liter. The recombinant pro-
tein was affinity purified over a nickel-nitrilotriacetic acid column, fol-
lowed by gel filtration through a Superdex-200 column (Amersham
Biosciences), equilibrated in 25 mM Hepes, pH 7.5, 0.3 M NaCl, 2 mM

MgCl2, and 5 mM �-mercaptoethanol, and desalted by dialysis. It was
stored at�20 °C in a buffer containing 12.5mMHepes, pH 7.5, 12.5 mM

KCl, 1 mMMgCl2, 2.5 mM �-mercaptoethanol, and 50% glycerol for use
in ATPase assays.

ATPase Assays with His6-hCINAP—The ATP hydrolysis activity of
hCINAPwasmeasured by an assay inwhichADP production is coupled
to the �-NADH oxidation by pyruvate kinase and L-lactic dehydrogen-
ase (18). The rate of �-NADH disappearance was monitored at 340 nm,
and all enzymatic reactions were performed at 30 °C. The final assay
mixture was 75 mM Tris-HCl, pH 8.0, 65 mM KCl, 0.2 mM �-NADH, 1
mMphenyl enol pyruvate, 5mMMgCl2, 1mMdithiothreitol, 20 units/ml
pyruvate kinase (Sigma), 20 units/ml L-lactic dehydrogenase (Sigma), 3
�g/ml CINAP, and 0.05–1 mMATP. Control samples, containing reac-
tion mixture without CINAP, were used to subtract background ATP
hydrolysis, mainly due to the activity of pyruvate kinase. Kinetic data
were analyzed with the use of the nonlinear regression program GraFit.
Calculations of molarity were based on amolar extinction coefficient of
6220 M�1 cm�1 for �-NADH at 340 nm.

In Vitro Co-selection Experiments—Plasmid pGEX-4T-1 (Amersham
Biosciences) was used for expression of hCINAP as a GST fusion pro-
tein and pET32a� (Novagen) was used for expression of p80-coilin as a
His6 and thioredoxin fusion. Bacterial expression was carried out as
described in the previous section with culture growth at 25 °C. Two-
milliliter aliquots of bacterial cultureswere collected 3 h post-induction,
bacterial pellets were resuspended in 200 �l of binding buffer (PBS,
containing 1% (v/v) Tween 20 and 1 tablet/50 ml Complete protease
inhibitor, Roche Applied Science) and lysed by brief sonication. After
clarification of bacterial lysates (13,000 rpm at 4 °C for 15 min), GST-
hCINAP, andHis6-coilinweremixed in the presence of 0, 1, 2, and 3mM

ATP, respectively, and incubated for 30 min at room temperature with
constant agitation. An equal volume of pre-equilibrated glutathione-
Sepharose 4B beads (AmershamBiosciences)were then added into each
protein mix, and the solution was incubated with gentle agitation at
room temperature for 30 min. The beads with bound complexes were
collected by centrifugation at 500 rpm for 5 min. The supernatant
(unbound fraction) was saved for analysis. Beads were washed with
ice-cold binding buffer, resuspended in SDS sample buffer, and ana-
lyzed, togetherwith the unbound fractions, by SDS-PAGE, andWestern
blotting.

In Vivo Co-immunoprecipitation Experiments—HeLa cells were
transiently transfected with the pEYFP-hCINAP construct (details
below) using Effectene (Qiagen) according to the manufacturer’s
instructions. Onemicrogram of plasmidDNAwas used per 10-cm dish,
18 h after transfection the dishes were rinsed 2� with warm PBS, and
cells were lysed with 0.5 ml/dish Lysis Buffer (50 mM Tris HCl, pH 7.5,
0.5 M NaCl, 1% v/v Nonidet P-40, 1% w/v deoxycholic acid, 0.1% w/v
SDS, 2 mM EDTA, and 1 tablet/10 ml protease inhibitor Complete,
Roche Applied Science). The cell lysate was scraped into a 1.5-ml
Eppendorf tube, and the DNA was sheared to reduce the viscosity by
processing with a QIAshredder (Qiagen) according to the manufactur-
er’s instructions. The lysate was precleared by incubating with protein
G-Sepharose for 1 h at 4 °C. After brief centrifugation to remove the
protein G-Sepharose, the precleared extract was transferred to a new

tube, and then 1 �l of anti-green fluorescent protein monoclonal anti-
body (Roche Applied Science) was added. Incubation at 4 °C for 1 h
allowed formation of immune complexes, which were subsequently
recovered by adding protein G-Sepharose and rotating overnight at
4 °C. Protein G-Sepharose beads containing the immune complexes
were separated from the supernatant by centrifugation and washed.
Finally, proteins in both the supernatant and pellet fraction were dena-
tured with SDS sample buffer and separated by SDS-PAGE. After trans-
fer to nitrocellulose, the blot was probed with an antibody against coilin
followed by incubation with a second anti-rabbit antibody coupled to
HRP (Pierce, 1:5000).

Standard Molecular Biology and Protein Analysis Techniques—All
molecular biology techniques (cDNA library screening, plasmid purifi-
cations, restriction digests, ligations, blue/white bacterial colony selec-
tion, Northern blotting, and others) were performed according to
standard procedures (19).
SDS-PAGEon amini-gel system (Protean, Bio-Rad) or using gradient

“Novex” gels from Invitrogen was essentially as described (20).Western
blotting was carried out using standard techniques and visualized by the
enhanced chemiluminescence system, ECL-Plus (Amersham Bio-
sciences). HeLa nuclear extracts were obtained commercially from the
Computer Cell Culture Center (Mons, Belgium)

Transient Transfections of Tagged hCINAP in HeLa Cell Line—Expo-
nentially growing HeLa cultures were harvested and replated onto cov-
erslips in 60-mm diameter dishes, 24 h prior to transfection. Transfec-
tions were carried out with the DOTAP reagent (Roche Applied
Science) or with Effectene (Qiagen), according to the manufacturer’s
instructions in each case or with calcium phosphate precipitation (lam-
ondlab.com/f6protocols.htm). Coverslips were retrieved for immuno-
fluorescence 16–20 h after removal of the transfection medium.

Immunolabeling of Cultured Cells—For hCINAP immunofluores-
cence, using the antiserum to hCINAP recombinant protein or the anti-
peptide antiserum, cells grown on glass coverslips were fixed with 3.7%
paraformaldehyde in PHEMbuffer (30mMHepes, 65mM Pipes, pH 6.9,
10 mM EGTA, and 2 mM MgCl2) for 10 min and permeabilized for 15
min with 0.2% SDS in the same buffer. Transfected cells were fixed with
3.7% paraformaldehyde in PHEM buffer for 10 min. They were
quenched with 50 mM NH4Cl in PBS for 10 min, permeabilized for 10
min with 0.5% Triton X-100 in PHEMbuffer, and blocked with 2% BSA,
2% fetal calf serum, 0.2% fish skin gelatin in PBS (“blocking mix”) for 30
min.
Cells were incubated with primary antibodies, in PBS containing 5%

blocking mix, for 1 h at room temperature. For double labeling, incuba-
tion was carried out sequentially for each of the primary antibodies and
secondary antibodies were applied as a mixture. Coverslips were
mounted with Mowiol (Merck, Germany), containing 100 mg/ml
DABCO (Sigma, Germany) as an anti-fading agent.

Confocal and Epifluorescence Microscopy—Immunofluorescent
preparations were analyzed on the EMBL Compact Confocal Micro-
scope (21) or a Zeiss Axiophot lightmicroscope. Excitationwavelengths
of 476 nm (for fluorescein isothiocyanate-coupled antibodies) or 594
nm (Texas Red-coupled antibodies) were selected.
Some images presented in Figs. 5 and 8A were recorded on a Zeiss

Axiovert S100 2TV DeltaVision Restoration microscope (Applied Pre-
cision) using either a Zeiss Plan-apochromat (100�, 1.40 numerical
aperture objective) or a Zeiss Plan-neofluar (40�, 1.30 numerical aper-
ture objective) and a CCD-1300-Y/HS camera (Roper Scientific).
Images were captured and processed by constrained iterative deconvo-
lution using SoftWorx (Applied Precision) and prepared as illustrations
using Adobe Photoshop. Two-dimensional images presented here are
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FIGURE 1. A, identification of hCINAP, a protein that interacts specifically with p80-coilin in the yeast two-hybrid assay. Two-hybrid interactions between LexA-p80 coilin (lanes 1 and
3) and either a hCINAP-B42 hybrid protein (lane 1) or the B42 transcriptional activation domain alone (lane 3) were analyzed by liquid �-galactosidase assays. As a negative control,
the interaction between the hCINAP-B42 hybrid and the unrelated LexA-bcd fusion protein was included (lane 2). For each experiment, the �-galactosidase activity was determined
two times from individual cultures, and �-galactosidase units were calculated as described under “Materials and Methods.” B, cloning by RT-PCR and sequencing of hCINAP from
human placenta: 1, �/HindIII MW markers; 2, amplified product from human placenta cDNA using oligonucleotides 1 and 3; 3, identical reaction with no cDNA template; 4, identical
reaction with 15 ng of pRSETB-hCINAPHeLa as template. The sequence derived from the cloned product in lane 2 was identical to the sequence from the HeLa cDNA library in lane 4.
C, alignment of CINAP protein from different organisms. Sequences were aligned using ClustalX and are represented by the single letter amino acid code. Sequences from human (H.
sapiens, accession numbers AJ878880 and AJ878881), nematode (C. elegans, NP496065), fruit fly (D. melanogaster, NP610797), thale cress (A. thaliana, BAB10972), and baker’s yeast
(S. cerevisiae, AAS56894) are presented. Boxed residues are identical among these five sequences, residues in bold represent conservative amino acid substitutions, and the shaded
sequence represents a conserved domain found in many ATP/GTP binding proteins (P-loop motif).
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maximal intensity projections of three-dimensional volumes along the
optical axis.

RESULTS

To identify novel coilin interacting proteins, a yeast two-hybrid
screen was performed with a HeLa cDNA library, using human coilin as
the bait. Two million colonies were screened and ninety positive clones
identified, as previously described (10, 22). Among the ninety positive
clones four overlapping cDNAs, encoding the same open reading frame,
were isolated. An apparently full-length cDNA clone encoding this pro-
tein was used to quantify its interaction with coilin using a liquid �-ga-
lactosidase yeast two-hybrid assay (Fig. 1A). This showed a strong inter-
action of the hCINAP protein with coilin relative to the negative
controls.
To ensure that the positive clones from the HeLa library encode a

bona fide human protein, the transcript was amplified by PCR from
human placental cDNA (Fig. 1B). This yielded a cDNA amplification
product of identical size to the HeLa cDNA clone (Fig. 1B, compare
lanes 2 and 4). DNA sequence analysis showed that both the original
HeLa and the placental cDNA clones were identical. The sequences
were deposited in the GenBankTM/EBI data base as accession numbers
AJ878880 and AJ878881. We have termed the resulting gene product
hCINAP (human coilin interacting nuclear ATPase protein), which is a
172-amino acid protein of molecular mass 20,048 Da. Fig. 1C shows the
full protein sequence of hCINAP aligned with putative orthologues
from other species spanning the major eukaryotic divide, including
plants, flies, worms, and yeast. This shows that hCINAP is highly con-
served from human to yeast across its entire length. Thus there is a 22%
identity and �46% overall similarity in amino acid sequence conserved
between all orthologues in human, fly, nematode, plants, and yeast. A
direct comparison of the human and Saccharomyces cerevisiae CINAP
protein sequences shows that they are 41% identical and �62% similar.
The hCINAP gene is apparently unique and includes a consensus nucle-
otide (ATP or GTP) binding motif (GX4GKT). Sequence comparison
shows that hCINAP is not highly homologous to any other known pro-
teins. It does however contain an amino-terminal P-loop motif charac-
teristic of ATP/GTP binding proteins. This consensus motif is strictly
conserved in all CINAP orthologues examined and is similar to the

adenylate kinasemotif found inmembers of the adenylate kinase family.
This similarity with adenylate kinase and in particular the conservation
in the P-loop region, suggests that hCINAP likely bindsATP rather than
GTP. Consistent with this prediction, we found that recombinant hCI-
NAP shows ATP hydrolysis activity. A kinetic analysis of ATP hydrol-
ysiswith recombinant hCINAPwas performed (Fig. 2). TheKm value for
ATP was calculated to be 75.3 � 5 �M, whereas the Vmax value was
1.27 � 0.2 �mol of ADP formed�min�1�mg�1 (Fig. 2). These results
showed that hCINAP exhibits a significant ATPase activity and an
apparent high affinity for ATP as a substrate.
The high primary sequence conservation of hCINAP, extending over

the length of the protein, strongly suggests that it is functionally impor-
tant. To test this we knocked out the corresponding orthologue of hCI-
NAP in the budding yeast, S. cerevisiae and observed that it is essential
(data not shown). This essential phenotype has also been independently
described (23). These workers isolated the budding yeast hCINAP
orthologue, which they termed Fap7p, as a factor required for transcrip-
tional regulation of yeast genes upon oxidative stress. Based on its inter-
action with human coilin in the yeast two-hybrid assay, its essential
phenotype in yeast, and its high sequence conservation, we therefore
selected hCINAP for further analysis.
During our characterization of hCINAP, we noticed that the first 141

nucleotides of hCINAPmRNA,which encode the first 41 amino acids of
hCINAP protein, were identical with the 5�-untranslated region of
another human mRNA encoding subunit 9 of the transcription factor
TAFIID (TAFIID32 (24)). However, despite this common nucleotide
sequence, hCINAP does not share any amino acid similarity with
TAFIID32. This observation prompted us to investigate the genomic
organization of hCINAP.
Examination of the Ensembl data base (www.ensembl.org) showed

that the sequences of both the hCINAP and TAFIID32 transcripts arise
from map position 68.7 Mb on chromosome 5 (annotated as the TAF9
locus, Ensembl Gene ID ENSG00000085231). The hCINAP and
TAFIID32mRNAs are generated as alternatively spliced transcripts that
share exons 1 and 2, but diverge downstream of the XhoI site at nucle-
otide 141 (Fig. 3A). Translation of hCINAP initiates at the first ATG
codon in the shared 5�-terminal region of the mRNA. In contrast, initi-
ation of TAFIID32 starts at an internal ATG, which is located 18 nucle-

FIGURE 2. Enzymatic activity of CINAP with
respect to ATP. Plot of Initial ATP hydrolysis veloc-
ities versus various ATP concentrations (0.05 to 1
mM). Best-fit curves were computer-generated by
non-linear regression according to the Michaelis-
Menten equation (GraFit). The apparent kinetic
parameters determined by this method are as fol-
lows: the Km � 75.3 � 5 �M and Vmax � 1.27 � 0.02
�mol of ADP formed. min�1�mg�1. Inset, double
reciprocal plot of initial reaction velocities versus
ATP concentration.
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FIGURE 3. A, model of alternative splicing of two transcripts from the TAF9 locus. Two transcripts, sharing two exons at their 5�-end are generated, the first encoding hCINAP and the
second encoding TAFIID32. Partial characterization of this locus, as shown in this schematic, was achieved with genomic PCR using exon- and intron-spanning oligonucleotides
generating overlapping products for sequencing (oligonucleotides 1, 2, 5, and 6, see “Materials and Methods”; data not shown but available as supplemental Fig. S1). The positions
of complementary sequences to oligonucleotides used for RT-PCR experiments (shown in B and D) are marked as well as the translation start sites for the two transcripts (open
triangles). B, confirmation of the predicted transcripts for the TAF9 locus by amplification with RT-PCR of cDNAs containing full-length ORFs. Simultaneous co-amplification of TAFIID32

hCINAP Is a Coilin-interacting Protein

36434 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY VOLUME 280 • NUMBER 43 • OCTOBER 28, 2005

 by guest, on July 15, 2010
w

w
w

.jbc.org
D

ow
nloaded from

 
http://www.jbc.org/content/suppl/2005/08/03/M501982200.DC1.html
Supplemental Material can be found at:

ΑΝ
ΝΑ

 Μ
ΑΛ
ΕΚ
ΚΟ
Υ

http://www.jbc.org/


otides downstream of the shared 141 nucleotide 5� sequence and is
therefore unique to TAFIID32 (Fig. 3A, open triangles indicate transla-
tion start sites). Although the TAFIID32 mRNA also has the same
upstreamATGused by hCINAP, the downstreamATG actually used to
initiate translation of TAFIID32 is in a different reading frame. Thus, it
appears that, at the TAF9 locus on chromosome 5, alternative splicing
results in two transcripts that encode proteins with zero shared amino
acid sequence, despite the common 5� region of the mRNA. This was a
sufficiently unusual situation that we decided to verify the genomic
organization and transcription pattern at the TAF9 locus directly by

PCR analysis and DNA sequencing using human genomic DNA (sup-
plementary Fig. S1). The data obtained were fully consistent with the
transcript structures reported in the Ensembl annotation, although we
also detected multiple apparent pseudogenes dispersed on different
chromosomes (data not shown), again consistent with Ensembl anno-
tations. Parallel RT-PCR data using probes either specific for hCINAP,
or TAFIID32 ORF sequences, identified two cDNAs of the sizes
expected for hCINAP and TAFIID32 (Fig. 3B). A combination of North-
ern blotting and semiquantitative RT-PCR analyses showed that both
transcripts were expressed in all tissues and cell lines tested (Fig. 3,

FIGURE 4. Recombinant and native expression
and affinity purification of hCINAP. A, SDS-PAGE
showing production of His6-tagged hCINAP
(arrow) in E. coli upon induction with IPTG: 1, total
lysate from uninduced culture; 2, total culture
lysate 3 h post-induction; 3, corresponding super-
natant, following high speed centrifugation of
lysate; 4, corresponding insoluble pellet. B, purifi-
cation of His6-tagged recombinant hCINAP on a
Ni2�-agarose column (1) total culture lysate with
overexpressed recombinant hCINAP; (2) flow-
through fraction; (3) one of the eluted serial frac-
tions (peak) containing purified hCINAP (arrow).
Peak fractions were combined, dialyzed against
PBS and used for rabbit immunization. C, Western
blotting probed with hCINAP anti-peptide anti-
serum, showing: a total bacterial lysate from an
uninduced culture (1) and a total bacterial lysate
from an induced culture (2). D, detection of endog-
enous hCINAP, and YFP-hCINAP by Western blot.
Whole cell lysate from HeLa cells was separated by
SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose mem-
brane, and probed with antibodies specific for hCI-
NAP (lanes 3 and 4), its cognate pre-immune serum
(lanes 1 and 2), or green fluorescent protein (lanes
5 and 6). The lysate in lanes 1, 3, and 5 was from
control cells, whereas the lysate in lanes 2, 4, and 6
was derived from HeLa cells transiently trans-
fected with pEYFP-hCINAP. Arrow indicates the
exogenously expressed YFP-hCINAP and break-
down products, whereas the arrowhead indicates
endogenous hCINAP.

(expected size 950 bp, EMBL accession number U21858) and hCINAP ORF (expected size 550 bp) utilizing a common upstream oligonucleotide (oligo 1, see “Materials and Methods”) and
downstream oligonucleotides 3 (specific for hCINAP) and 4 (specific for TAFIID32) (lane a) and for comparison single amplification of hCINAP (lane b) and single amplification of TAFIID32 (lane
c). C, Northern blot of HeLa poly(A)� RNA probed with a 3�, hCINAP-specific, probe (nucleotides 118–550 of hCINAP transcript) reveals hybridization to a band below the 1.35-kb size marker
(arrow), which is very likely to correspond to the hCINAP transcript. D, multitissue Northern blot using the whole of hCINAP cDNA as a probe, showing ubiquitous expression of hCINAP. E,
semiquantitative RT-PCR with equivalent amounts of cDNA from different human tissues, using hCINAP- and TAFIID32-specific oligonucleotides (oligonucleotides 1 and 3 and oligonucleo-
tides 1 and 2, respectively, see “Materials and Methods”) to generate diagnostic full-length or partial cDNA products. Results indicate that the two cDNAs appear to be expressed in nearly
equimolar concentrations in each tissue type but display a differential pattern of tissue-to-tissue expression. Control reactions using glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-specific
oligonucleotides (oligonucleotides 7 and 8, see “Materials and Methods”) were run in parallel and are shown in the bottom panel. PCR conditions and oligonucleotide hybridization were
tested to ascertain that RT-PCR results for the two DNAs are comparable (data not shown but included in supplemental Fig. S2).
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C–E). Preliminary phylogenetic analysis (data not shown) reveals that
this unusual gene arrangement for hCINAP and TAFIID32 is conserved
in mammals, including specifically chimp, rat, mouse, and dog. How-
ever, it is not conserved in other vertebrates examined, including fish
and amphibians. Outside of mammals, protein orthologues of both
CINAP and TAFIID32 are conserved, but they are encoded at separate
loci. We thus conclude that the hCINAP protein is genetically but not
physically related to TAFIID32.
We next conducted a biochemical characterization of the hCINAP

protein. First, recombinant hCINAP was expressed in Escherichia coli

fused at the amino terminus to a hexahistidine tag (Fig. 4, lanes 1 and 2).
The E. coli-expressed protein was largely insoluble and co-fractionated
with the bacterial pellet after cell lysis (lanes 3 and 4, arrow). Due to its
insolubility, recombinant hCINAP was affinity-purified over a nickel-
nitrilotriacetic acid-agarose column under denaturing conditions, and
the resulting purified protein (Fig. 4B, lane 3, arrow) used for antibody
production in rabbits (see “Materials and Methods”). Protein blotting
analysis using the resulting polyclonal rabbit antiserum showed that it
recognized specifically both recombinant hCINAP and endogenous
hCINAP inHeLa cell extracts and similar results were obtained using an

FIGURE 5. Immunolocalization of native and YFP-tagged hCINAP in HeLa cells. A1, YFP-hCINAP fluorescence; A2, the same cells stained with 204/5 anti-coilin; A3, overlay of
images A1 and A2; B1, anti-hCINAP staining using the antiserum to the whole recombinant protein; B2, anti-coilin; B3, overlay of images B1 and B2; C1, anti-hCINAP staining, using
anti-peptide antiserum; C2, the same cell stained with anti-coilin antiserum; C3, overlay of images C1 and C2; Scale bar in all images: 5 �m.
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independent antibody raised against the synthetic peptide DQILK-
WIEQWIKDHNS, corresponding to carboxyl-terminal amino acid res-
idues 157–175 in hCINAP (Fig. 4, C and D, and other data not shown).
Both antibodies show that the endogenous HeLa hCINAP co-migrated
with the bacterial recombinant protein, indicating that hCINAP is likely
not extensively post-translationally modified (data not shown).
We next examined the cellular localization of hCINAP. An amino-

terminal YFP fusion of hCINAP was constructed (see “Materials and
Methods”), and the fusion protein transiently expressed following
transfection into HeLa cells (Figs. 4 and 5). Protein blotting analysis
confirmed that the YFP-hCINAP, as well as endogenous hCINAP, were

both recognized by the rabbit anti-hCINAP serum (Fig. 4D, lanes 3 and
4, arrows show YFP-hCINAP, arrowhead shows endogenous hCINAP),
whereas an anti-fluorescent protein antiserum specifically recognized
the fusion protein but not endogenous hCINAP (Fig. 4D, lanes 5 and 6).
Fluorescence microscopy analysis of cells transiently expressing YFP-
hCINAP showed that the fusion protein is specifically nuclear, with a
widespread diffuse nucleoplasmic distribution, excluding nucleoli, and
some additional concentration in nuclear bodies (Fig. 5, panel A1). A
similarwidespread nucleoplasmic distribution for endogenous hCINAP
was observed in untransfected HeLa cells using both the polyclonal
antiserum to the full-length recombinant protein and the serum raised

FIGURE 6. Co-selection and immunoprecipitation experiments indicating an interaction between hCINAP and coilin. A, recombinant GST-hCINAP and His6-coilin were
expressed in bacteria and probed for interaction in crude bacterial lysates, as described under “Materials and Methods.” Complexes were immobilized on glutathione beads and
analyzed by SDS-PAGE, followed by visualizing GST-hCINAP and His6-coilin with Coomassie Blue. The molecular mass of recombinant coilin (native form is 66 kDa), expressed from
vector pET2�, which bears in addition to the hexahistidine tag (0.66 kDa) a thioredoxin peptide (12 kDa), totals 78.66kDa. B, immunoblotting of an identical gel, using anti-coilin
antiserum for the detection of coilin. Reactions were carried out either in the absence or presence of ATP (1–3 mM). The results show that coilin is detectable on the glutathione beads
only in the presence of hCINAP and hCINAP-coilin interaction appears to be ATP-independent. Arrows point to the band corresponding to His6-coilin, and an arrowhead to the band
corresponding to GST-hCINAP. C, detection of hCINAP-coilin interaction in vivo. HeLa extract from control cells (lanes 2 and 3) or cells transfected with YFP-hCINAP (lanes 4 and 5) was
subjected to immunoprecipitation under native conditions using an anti-green fluorescent protein antibody to recover YFP-hCINAP and associated proteins. Bound (lanes 3 and 5)
or unbound (lanes 2 and 4) fractions were separated by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose, and native coilin was detected by immunoblotting using a rabbit anti-coilin antibody.
As a marker for coilin, 5 �g of a nuclear extract prepared for in vitro splicing was also included on the gel (lane 1). The arrow indicates coilin band. Molecular weight markers are
indicated.

FIGURE 7. Mapping of the CINAP-interaction domain of coilin within the carboxyl-terminal 214 amino acid residues of coilin. A, yeast strain AH109 was simultaneously
transformed with one of the six coilin bait constructs shown in conjunction with full-length hCINAP. Interaction was defined as the ability of �95% of resulting clones, containing both
bait and prey constructs, to grow on quadruple selective media (-Leu, -Trp, -His, and -Ade) and to also display �-galactosidase activity upon filter assay. In addition to the interaction
observed between full-length coilin and full-length CINAP (positive control), an additional positive result was obtained between coilin construct C1 and full-length CINAP. For
validation of the later, negative controls included co-transformation of C1 and p53 (negative control 1) and of full-length CINAP and AD vector pACT2 (negative control 2), which failed
the interaction tests. B, autoradiogram of in vitro translated coilin C1 fragment after SDS-PAGE, showing that the fragment interacts with GST-CINAP (lanes 4 and 5). Importantly, the
C1 fragment is absent from the pellet of the pull-down (lane 3) when it is incubated with bacterial lysate of an uninduced culture that only contains negligible background
concentration of GST-CINAP. T, total in vitro transcribed product; S, supernatant; P, pellet. The combination of these data revealed that an essential CINAP interaction domain lies
within the carboxyl-terminal 214 amino acid residues of coilin.
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against the hCINAP peptide (Fig. 5, panels B1 and C1). The specific
nuclear localization of hCINAP was further supported by the detection
of the endogenous protein in HeLa nuclear extract by immunoblotting
(data not shown). Aswe observed in some cells additional concentration
of hCINAP in nuclear bodies, we performed double-labeling immuno-
fluorescence experiments to identify these subnuclear structures (Fig. 5,
panels A2–C2 and A3–C3). The nuclear bodies containing hCINAP
co-localized with anti-coilin antibodies, indicating that the structures
are Cajal bodies. This is consistent with the original observation that
hCINAP interacts with coilin in the yeast two-hybrid assay.
We next tested whether hCINAP and coilin interact directly using

purified, tagged recombinant proteins (Fig. 6). A GST-tagged form of
hCINAP was constructed, expressed in E. coli, and incubated together
with E. coli-expressed hexahistidine-tagged coilin for 30 min at room
temperature in the presence of 0–3mMATP (Fig. 6,A andB). Following
incubation, the proteins were mixed with glutathione-Sepharose beads,
the beads were collected by centrifugation, washed, and bound and
unbound fractions were separated by SDS-PAGE (Fig. 6A) and then
transferred to nitrocellulose and probed with an anti-coilin antibody
(Fig. 6B). This shows thatHis6-coilinwas recovered in the pellet fraction
only when incubated in the presence of GST-hCINAP, consistent with
a direct interaction between the two proteins (Fig. 6, A and B, compare
lanes 1–4 with the negative control in lanes 5 and 6, arrows indicate
His6-coilin). In the negative control lacking GST-hCINAP, all of the
His6-coilin was recovered in the supernatant fraction (lanes 7 and 8).
Although hCINAP contains a predicted ATP-binding domain and
exhibits ATPase activity, nomajor change in the level of coilin bound to
hCINAP was observed using the concentrations of ATP tested. We
conclude thatATPdoes not inhibit binding between hCINAP and coilin
and that it is either not strictly required for binding, or it stimulates
binding at very low concentrations. To confirm that interaction
between hCINAP and coilin occurs also in mammalian cells, we tested
for binding of endogenous coilin to YFP-tagged hCINAP in transiently
transfected HeLa cells (Fig. 6C). Using a co-immunoprecipitation assay
with anti-fluorescent protein antibodies, we observe that coilin is recov-
ered in the antibody-bound fraction only in the presence of YFP-hCI-
NAP (compare lanes 3 and 5, arrow shows endogenous coilin). Taken
together, the data indicate strongly that hCINAP is a bona fide interac-
tion partner for coilin.
To test whether the hCINAP-coilin complexes in vivo contain any

other known coilin-interacting proteins or components of Cajal bodies
or other nuclear antigens, we repeated these immunoprecipitation
assays and screened the antibody-bound fractions with antibodies
against the U1A snRNP protein, fibrillarin, SMN, Sm, and Sp100 pro-
teins. In contrast with coilin, none of these factors were co-immunopre-
cipitatedwith CINAP (data not shown). From these results we infer that
the CINAP-coilin interaction is specific and does not involve the other
Cajal body proteins tested. To localize the domain of coilin sufficient for
interaction with hCINAP we constructed a series of progressively trun-
cated fragments of coilin and assayed for their interaction with full-
length hCINAP by the yeast two hybrid assay (Fig. 7). In addition to the
combination of full-length coilin and hCINAP only the combination of
full-length hCINAP and a construct of coilin containing its 214 carbox-
yl-terminal amino acids (residues 362–576, construct C1) was able to

FIGURE 8. Overexpression of hCINAP affects the number of Cajal bodies per
nucleus. A, fluorescence micrographs of HeLa cells transfected with either YFP-hCINAP
(A1, A2, and A3) or unfused YFP control (B1, B2, and B3). Tagged proteins were detected
by fluorescence (A1 and B1), whereas coilin was detected using immunofluorescence (A2
and B2) with a rabbit anti-coilin antibody as described under “Materials and Methods.”
The merged YFP and coilin images are presented in A3 and B3. Untransfected nuclei show
the characteristic coilin staining pattern in both A2 and B2 with both bright foci (arrows)
and a diffuse nucleoplasmic staining. Transfected nuclei, as assessed by detection of the
fluorescent proteins in A1 and B1 (dashed outline in A2 and B2), only show a reduction in
the number of Cajal bodies when transfected with YFP-hCINAP (A2) and not YFP control
(B2, see arrowheads for examples of Cajal bodies in a cell transfected with YFP control).
Scale bars in all images are 20 �m. B, three-dimensional images of random fields of cells
were collected and presented as maximum intensity projections to allow all Cajal bodies
within nuclei to be displayed onto a two-dimensional space. The number of Cajal bodies
(see A for example) were counted from over 200 nuclei resulting from more than 20
images from each of three conditions: untransfected control (top graph); YFP alone trans-
fected control (bottom graph); YFP-hCINAP transfected (middle graph). The results are
displayed as frequency distributions showing the number of Cajal bodies in each nucleus

(x-axis) and the number of nuclei (y-axis). Untransfected control nuclei (8.0 � 0.23 Cajal
bodies) (average � S.E., n � 267) and YFP alone control nuclei (8.5 � 0.21, n � 288) do not
have significantly different numbers of Cajal bodies, whereas those nuclei transfected
with YFP-hCINAP (3.3 � 0.16, n � 221) have a reduced number of Cajal bodies per
nucleus. This difference was confirmed to be statistically significant by performing a
one-tailed t test (p 	 0.0001).
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grow on quadruple selection medium and also displayed �-galactosid-
ase activity (Fig. 7A). This result indicated interaction between hCINAP
and the carboxyl-terminal coilin fragment that resulted in the activation
of the three independent reporter genes (auxotrophy to adenine and
histidine and �-galactosidase activity). The interaction was independ-
ently confirmed by in vitro translating the C1 coilin fragment in the
presence of [35S]methionine, and testing whether it could be recovered
with glutathione-agarose beads after incubationwith a lysatemade from
bacteria expressing GST-tagged CINAP (Fig. 7B, lanes 4 and 5). As a
negative control, bacterial lysate carrying the GST-CINAP plasmid, but
not induced to express GST-CINAP (Fig. 7B, lanes 2 and 3) was also
incubated with the in vitro translated coilin fragment. As shown, the C1
fragment is recovered in the pellet of the glutathione agarose pull-down
only in the presence of GST-CINAP and is absent from the pellet when
GST-CINAP is not expressed. These results are consistent with and
strengthen the results from yeast two-hybrid assay presented above.
Finally, having established the connection between hCINAP and coi-

lin and mapped the CINAP interaction domain on coilin, we examined
whether altering the expression level of hCINAP in vivo might have a
corresponding effect on either coilin or Cajal bodies (Fig. 8). HeLa cells
were transiently transfected with plasmids encoding either full-length
YFP-hCINAP or YFP alone and the number of Cajal bodies, as detected
using an anti-coilin antibody, scored in more than 200 transfected and
200 non-transfected control cells. The transfected cells expressing YFP-
hCINAP were analyzed by direct fluorescence microscopy detection of
the YFP (Fig. 8A). These data show that there is an approximate 3-fold
reduction in the average number of Cajal bodies per nucleus in the cells
that are transiently expressing exogenous hCINAP (Fig. 8B). To confirm
this finding, a similar experiment was performed using a myc-tagged
hCINAP construct, which also showed an approximate 3-fold reduction
in the number of Cajal bodies per nucleus (supplementary Fig. S3).
These data indicate that hCINAP expression levels can influence Cajal
body number and suggest that hCINAP may have a functional role in
modulating either the formation or stability of Cajal bodies.

DISCUSSION

Here we have identified a novel interaction partner for the Cajal body
marker protein, coilin, using a yeast two-hybrid assay with coilin as the
bait. The novel protein, termed hCINAP for human coilin interacting
nuclear ATPase protein, is highly conserved across its full-length in all
species examined, including yeast, plants, and invertebrates. In budding
yeast, the orthologue of hCINAP, termed Fap7p (23), is essential for
viability. hCINAP (whose nucleotide sequence had previously been
reported in cDNA sequencing studies (25–27)) is a predicted ATP-
binding protein that is not highly homologous to any other known pro-
teins, but the amino-terminal P-loop motif shows similarity to the
adenylate kinase family consensus motif. A very recent study (28)
reported the crystal structure of the same protein and proposed to des-
ignate it an adenylate kinase (AK6). It was assigned to a distinct subfam-
ily due to its unusually broad substrate specificity and distinct structural
features as compared with known human adenylate kinase classes
AK1–5. Although in our view the assignment of hCINAP as a bona fide
adenylate kinase remains to be validated, our present data confirm its
status as an ATPase. We show here that recombinant hCINAP exhibits
high apparent affinity ATPase activity (Km � 75.3 � 5 �M and Vmax �
1.27 � 0.2 �mol of ADP formed per min�mg).

Interestingly, hCINAP is expressed as an alternatively spliced tran-
script from the TAF9 locus on human chromosome 5 and shares the
two 5�-terminal exons with the mRNA encoding TAFIID32, despite
there being no common amino acid sequences in the hCINAP and

TAFIID32 proteins. Tagged hCINAP interacts with coilin in mamma-
lian cells and recombinant, E. coli-expressed hCINAP, and coilin bind
each other in vitro. hCINAP-coilin complexes in vivo do not contain
other known coilin-interacting proteins or Cajal body components,
including U1A, fibrillarin, SMN, Sm proteins, and Sp100. Hence the
interaction seems to be distinct and independent of the other proteins
tested. hCINAP appears to interact with the carboxyl terminus of coilin.
It is interesting to note that earlier studies have shown that the carboxyl-
terminal 96 amino acids of human coilin seem to be capable of down-
regulating the number of Cajal bodies per nucleus (29). Furthermore,
post-translational modifications such as phosphorylation and methyla-
tion at the carboxyl terminus of coilin influence Cajal body assembly (8,
11). Here we report that the carboxyl terminus of coilin, which appears
essential for hCINAP-coilin interaction, also appears to influence Cajal
body formation and/or stability, because overexpression of hCINAP
causes a reduction in the average number of Cajal bodies in the nucleus
of HeLa cells. The combination of these findings suggests that carboxyl
terminus of coilin is important for the regulation of Cajal body number
in the nucleus of human cells both through its intrinsic properties
(structure and/or post-translational modifications) and also through
protein-protein interactions with other nuclear proteins (for example
hCINAP).
The hCINAP protein shows the hallmarks of a bona fide coilin-inter-

acting protein. This is evident in its biochemical properties, because it
interacts with coilin in all of the binding assays we have tested and is also
present in complexes containing coilin in vivo. Like coilin, it is also a
specifically nuclear factor. hCINAP is present in a widespread, diffuse
nucleoplasmic pool, excluding nucleoli, and shows some enrichment in
Cajal bodies, although not in all cells. Coilin is amarker protein for Cajal
bodies. However, although it is more obviously concentrated in Cajal
bodies than is evident for hCINAP, previous studies have shown that it
is still a minor fraction of the total pool of nuclear coilin that is located
withinCajal bodies at any one time (30). Themajority of coilin is present
instead in a diffuse nucleoplasmic pool that dynamically exchanges with
the Cajal body fraction. It is possible that the hCINAP and coilin pro-
teins interact therefore mainly in the diffuse nucleoplasmic compart-
ment outside of Cajal bodies. The hCINAP protein was identified as a
putative coilin interaction partner using a yeast two-hybrid screen with
coilin as the bait. This same screen identified a number of other clones,
of which the best characterized to date corresponded to cDNAs encod-
ing nuclear import receptors of the importin �/karyopherin family (10,
22). The interaction of these factors with coilin in vivo is physiologically
significant, because they transport coilin into the nucleus. Nonetheless,
the interaction of these import receptors with coilin is transient, and
they do not colocalize with coilin in vivo. It remains to be established
whether hCINAP is a stable or transient interaction partner for coilin,
despite its ability to bind to coilin in vitro. One possibility that merits
future investigation is that coilin could be a substrate for hCINAP. For
example, the predicted ATP binding of hCINAP and its homology with
the adenylate kinase motif suggests that it may have kinase activity,
which is supported by our finding that hCINAPhydrolyzesATP in vitro.
Consistentwith this idea, coilin is known to be a phosphoprotein in vivo.
Alternatively, the binding of ATP to hCINAP might affect its confor-
mation and regulate its participation in specific complexes and/or
activity.
The primary amino acid sequence of hCINAP is highly conserved,

and its orthologue in budding yeast shows 41% identity and �62% sim-
ilarity across its full length. As expected for such a highly conserved,
single copy gene, knock-out of the gene in budding yeast is lethal, indi-
cating that it has an essential and non-redundant function in the cell.
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The lethal phenotype of the budding yeast CINAP orthologue has been
reported previously in a study of the transcriptional control of genes
regulated in response to oxidative stress (23). The yeast POS9/SKN7
gene encodes a transcription factor that is required for the induction of
genes activated upon oxidative stress. Juhnke et al. (23) conducted a
screen for mutants in budding yeast that failed to activate a POS9-de-
pendent reporter gene and thereby identified a gene they termed FAP7
(Factor activating Pos9p), which corresponds to the S. cerevisiae ortho-
logue of hCINAP.They showed that Fap7/scCINAP, encoding a nuclear
protein, is an essential gene in yeast and further showed that strains
containing the mutant allele fap7-1, which is viable, fail to activate spe-
cifically oxidative stress-dependent genes, but not genes responding to
other forms of stress. The fap7-1 allele results from a point mutation
converting the conserved Gly-19 to Ser within the adenylate kinase-like
P-loop motif. At present it is not clear by what mechanism Fap7p/
scCINAP influences POS9 function or whether the effect results from a
direct or indirect interaction.
Considering the implication from the analysis of Fap7p in yeast that

hCINAP may play a role in the transcriptional control of oxidative
stress-regulated target genes, it is interesting that we find here that
hCINAP is encoded as an alternative transcript from the TAF9 locus
that also encodes a basal transcription factor subunit. The TFIID com-
plex is a multisubunit general transcription factor comprising the
TATA box-binding protein TBP and multiple TBP-associated factors,
called TAFs (31). It binds to the TATA box element and helps to recruit
the TFIIB and TFIIF components of the transcriptionmachinery, form-
ing a protein-DNA complex (preinitiation complex) to which RNA
polymerase II subsequently binds. The TAF9 locus on human chromo-
some 5 encodes a 32-kDa TAFIID subunit (TAFIID32). We show here
that the coilin-interacting protein hCINAP is encoded by an alterna-
tively spliced transcript from this same TAF9 locus and shares the first
2 exons with TAFIID32 at the 5� terminus of both mRNAs. However,
because translation of TAFIID32 initiates at an internal ATG codon
downstream of the first 2 exons that are shared with hCINAP, with a
concomitant shift in the reading frame of TAFIID32 as compared with
the reading frame used by hCINAP, the respective translation products
of hCINAP and TAFIID32 share no common amino acid sequences.
Furthermore, alignment of hCINAP and TAFIID32 protein sequences
shows that they are unrelated. This represents an unusual situation
where two alternative transcripts from the same gene encode com-
pletely distinct protein products and is conserved in mammals but not
other vertebrates. We observe that a similar ratio of hCINAP and
TAFIID32 transcripts is expressed in all the human tissues and cell lines
tested, consistent with their being coordinately regulated. However,
although the lack of sequence relationship does not exclude hCINAP
from playing a possible role in some aspect of transcriptional regulation
or related mechanisms, at present there is no direct evidence that
hCINAP is a transcription factor. We note that in the genome anno-
tation provided by Ensembl the hCINAP transcript is called “tran-
scription factor TAFIID31,” reflecting its genetic relationship with
the known transcription factor TAFIID32. Based on our present data,
we suggest that it is premature to assign the function of “transcrip-
tion factor” to hCINAP. Nonetheless, it is possible that hCINAP
could be a transcription factor and still play other roles. For example,
several nuclear factors have been shown to play dual roles in tran-
scription and RNA binding or processing, including TFIIIA and
WT1 (for review see Ref. 32). The role of hCINAP as a coilin inter-
action partner could be consistent with possible connections to
either transcription or RNA-processing mechanisms, or both. Thus
Cajal bodies play a role as sites of RNA-protein complex maturation

and RNP assembly (1). However, they also contain several transcrip-
tion factors and have been shown to associate with, and potentially
regulate the activity of, specific gene loci, including histones and U
snRNA genes (2–4). Future studies will address further the potential
role of hCINAP in Cajal body assembly and function.
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a b s t r a c t

hCINAP is an atypical nucleoplasmic enzyme, combining structural features of adenylate kinases
and ATPases, which exhibits dual enzymatic activity. It interacts with the Cajal Body marker coilin
and its level of expression and enzymatic activity influence Cajal Body numbers. Here we show that
upon specific transcriptional inhibition of RNA pol.II, hCINAP segregates in perinuclear caps identi-
fied as Dark Nucleolar Caps (DNCs). These are distinct from perinucleolar caps where coilin and
fibrillarin (both Cajal Body components) accumulate. In DNCs, hCINAP co-localizes with Paraspeckle
Protein (PSP1) and also co-segregates with PSP1, and not coilin, in nuclear and nucleolar foci upon
UV irradiation.

Structured summary:
MINT-8048545: hCINAP (uniprotkb:Q9Y3D8) and PSP1 (uniprotkb:Q8WXF1) colocalize (MI:0403) by
fluorescence microscopy (MI:0416)

� 2010 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Human Coilin Interacting Nuclear ATPase Protein (hCINAP) is a
nuclear factor, originally identified as a protein interacting with
the Cajal Body marker protein, p80 coilin [1]. hCINAP exhibits sev-
eral unusual or unique properties. First, the hCINAP mRNA is an
alternatively spliced transcript from the TAF9 locus, which also en-
codes the basal transcription factor TAFIID32, although the two pro-
teins have no identity in their sequence due to differential usage of
ATG starting codons and reading frames in the translation of the
alternative transcripts [1]. Second, crystallographic analysis shows
that while hCINAP has a structure typical for an adenylate kinase
(AK), it also contains features characteristic of ATPase/GTPase pro-
teins. Furthermore, it displays dual enzymatic activity of both an
atypical AK, with unusually broad substrate specificity, and of an
ATPase, an activity not reported for any other human adenylate ki-
nase [2,3]. Intriguingly, His79, a B-motif amino acid residue, is cru-
cial for the regulation of hCINAP’s dual enzyme selectivity, in
response to intracellular substrate concentration [3].

At steady state hCINAP has a diffuse nucleoplasmic localization,
excluding nucleoli, and although it does not concentrate in Cajal
Bodies (CBs), its levels of expression and also its enzymatic activity
influence CB organization. Specifically, overexpression of hCINAP
decreases the average number of CBs per nucleus [1], while deple-
tion of hCINAP causes defects in CB formation and redistribution of
CB components [4]. Expression of an hCINAP mutant with His79
changed to Gly deregulates CB number, both increasing the average
number of CBs per nucleus and also dramatically altering the fre-
quency distribution of CBs, with numbers ranging from 0 to 30
per cell rather than 1–7 as seen when wild-type hCINAP is exoge-
nously expressed [3]. Cajal Bodies are conserved nuclear organelles
that serve as macromolecular assembly platforms (scaffolds), facil-
itating the maturation of splicing snRNPs and snoRNPs and other
small nuclear RNPs involved in nuclear metabolic processes [5–8].

These findings have highlighted the putative importance of
hCINAP in nucleotide homeostasis in the mammalian nucleus
and in the assembly and/or stability of CBs. The challenge remains
however to elucidate what is the mechanism through which hCIN-
AP can impact on nuclear organization and eventually what is the
biological function that is associated with hCINAP’s AK and ATPase
activity in the nucleus, where movement or assembly of chromatin
and nuclear organelles are ATP-dependent processes [9,10]. In this
study we present new findings on hCINAP’s role in nuclear dynam-
ics and organization.

0014-5793/$36.00 � 2010 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.febslet.2010.10.044

Abbreviations: DRB, 5,6-dichloro-b-D-ribofuranosylbenzimidazole; GFP, green
fluorescent protein; hCINAP, human coilin-interacting protein; PSP1, Paraspeckle
Protein 1; RT-PCR, reverse transcription-polymerase chain reaction
⇑ Corresponding author. Fax: +357 22 350557.

E-mail address: santama@ucy.ac.cy (N. Santama).

FEBS Letters xxx (2010) xxx–xxx

journal homepage: www.FEBSLetters .org

Please cite this article in press as: Malekkou, A., et al. The nuclear ATPase/adenylate kinase hCINAP is recruited to perinucleolar caps generated upon RNA
pol.II inhibition. FEBS Lett. (2010), doi:10.1016/j.febslet.2010.10.044

ΑΝ
ΝΑ

 Μ
ΑΛ
ΕΚ
ΚΟ
Υ

http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2010.10.044
mailto:santama@ucy.ac.cy
http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2010.10.044
http://www.FEBSLetters.org
http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2010.10.044


2. Materials and methods

2.1. Cell culture and drug treatments

HeLa cells were cultured in GMax-DMEM (Invitrogen) supple-
mented with 10% fetal bovine serum and 100 U/ml penicillin-
streptomycin at 37 �C with 5% CO2.

DRB (5,6-dichloro-b-D-ribofuranosylbenzimidazole) was added
at a final concentration of 25 or 50 lg/ml and Actinomycin D at
0.04 lg/ml or 1 lg/ml. Cells were incubated for 3 h before sampling.

2.2. UV-C irradiation

Semiconfluent cells were washed with PBS and the medium
was collected and kept at 37 �C. The cells were irradiated in a UV
Stratalinker 2400 oven at 254 nm with 30 J/m2. The saved medium
was added back and cells were incubated for 6 h, prior to micro-
scopic examination.

2.3. Generation of HeLaGFP-hCINAP stable cell lines

For the establishment of HeLaGFP-hCINAP, 5 lg of EGFP-hCINAP
plasmid [circular (C) or linear (L)] was transfected into a 6 cm dish
of HeLa cells using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). After 18 h,
cells were split at different dilutions (1:10–1:500) and medium
containing 400 lg/ml G418 was added to select for cells that had
stably incorporated the plasmid into their genomic DNA. After
14 days, visible colonies were picked, subcloned and expanded
for biochemical and microscopic analyses.

2.4. Antibodies

Primary antibodies were: rabbit anti-hCINAP [1:1000 for Wes-
tern blot (WB) and 1:800 for immunofluorescence (IF)] [1], mouse
monoclonal anti-coilin 5P10 (1:50, IF) [11], rabbit anti-PSP1_48
(1:250, IF) [12], mouse monoclonal anti-fibrillarin AFB01 (1:200,
IF, tebu-bio), mouse anti-GFP (1:1000, WB, Roche), mouse mono-
clonal anti-dynein (1:600, WB, Santa Cruz) and mouse monoclonal
anti-a tubulin T5168 (1:6000, IF, Sigma). Secondary antibodies
were: TRITC-conjugated goat anti rabbit IgGs (1:500, Jackson
ImmunoResearch Laboratories), goat Cy5 anti mouse IgG (1:100,
Jackson ImmunoResearch Laboratories), donkey Alexa Fluor 568
anti-rabbit IgG (1:600, Molecular Probes), donkey Alexa Fluor
555 anti-mouse IgG (1:1500, Molecular Probes), goat Alexa Fluor
350 anti-mouse IgG (H+L) (1:100, Molecular Probes), sheep HRP
anti mouse IgG (1:6000, Amersham Pharmacia Biotech) and don-
key HRP anti rabbit IgG (1:30 000, Santa Cruz). Nuclei were stained
with Hoechst 33342 (0.5 lg/ml, Invitrogen).

2.5. Immunofluorescence microscopy

Immunofluorescence labeling was performed as previously de-
scribed [3]. Deconvoluted fluorescent images were acquired with a
Deltavision Restoration Microscope (Applied Precision) and a
Micromax KAF1400 (Kodak) camera, and conventional fluorescent
images with a C. Zeiss Axiovert 200M inverted fluorescence micro-
scope equipped with an AxioCam MRm camera, using a �63 1.3 or
�100 oil Plan-Apochromat objective lenses.

2.6. Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)

Poly A+ RNA from HeLa cultures was purified with the RNeasy
Mini Kit (Qiagen) and cDNA was reverse transcribed from 2 lg of
RNA using the Protoscript Kit (New England Biolabs). For the detec-
tion of endogenous hCINAP (excluding GFP-hCINAP) by

semi-quantitative PCR, the upstream primer CINAP5UTR
(gtagagcaaagggcacgtgagcgag) and the downstream CINAPRV
(ccggaattcttaagtagctagccttataag) were used (product size 620 bp).
For the detection of GFP-hCINAP (excluding endogenous hCINAP)
the upstream primer GFPUP (ctcgtgaccaccctgacctac) was used in
conjunction with primer CINAPRV (product size 1055 bp). The
amplification of house keeping gene Pumilio 1 (PUM1) with prim-
ers PUM1UP (tgggaacaagagggcatctg) and PUM1RV (tgaggtgtgcac-
catgaac) (product size 186 bp), was used as an internal reference
reaction to normalize reaction conditions across samples. A mock
RT reaction (2 lg of RNA, no reverse transcriptase) was used as
negative control.

2.7. Cell cycle analysis by flow cytometry and analysis of mitotic
progression by microscopy

To analyze cell cycle progression, cells in exponential growth
were fixed with 70% ethanol for 2 h, stained for DNA content with
propidium iodide, scored for their fluorescence on a FACSVantage
SE and analyzed for their cell-cycle distribution using ModFit (Ver-
ity Software House).

The determination of the percentage of mitotic cells (mitotic in-
dex) and their assignment to mitotic subphases (n = 6000 cells) was
performed by visual analysis using fluorescence microscopy of cells
immunofluorescently labeled for a-tubulin and counterstained
with Hoechst 33342. Statistical significance was assigned by two-
way ANOVA analysis with Bonferroni post-test (GraphPad Prism).

3. Results and discussion

As a starting point, we constructed a HeLa cell line stably
expressing GFP-hCINAP, following integration into the genome.
Two stable clones, designated 33C and 62L, were pursued after
purification with limiting dilution and expansion. Both stable
clones displayed correct nuclear localization of GFP-hCINAP
(Fig. 1A1, A2, B1, and B2, respectively), identical to GFP-hCINAP
localization observed after transient transfection (Fig. 1C1 and
C2) and also identical to endogenous hCINAP (Fig. 1D1 and D2).
The level of expression of GFP-hCINAP was markedly greater in
clone 33C compared with 62L, as assessed by fluorescence micros-
copy (note that exposure time in Fig. 1A1 is seven times lower than
in B1) and confirmed (a) by RT-PCR, using oligonucleotide primers
that would specifically amplify the GFP-hCINAP transcript (Fig. 1E,
top panel) and (b) by Western immunoblotting, using anti-GFP tag
antibodies (Fig. 1F, middle left panel) and anti-hCINAP antibodies
(Fig. 1F, middle right panel). Expression levels of endogenous hCIN-
AP transcript and endogenous protein in both clones were compa-
rable to wild-type HeLa cells (Fig. 1E, middle panel; Fig. 1F, bottom
right panel) while expression of GFP-hCINAP protein in clone 33C
was much higher than that of endogenous hCINAP protein (note
that the exposure time of right top immunoblot panel in Fig. 1F
is half of that in the right bottom panel). We further characterized
clones 33C and 62L, by evaluating their cell cycle profiles (Suppl.
Fig. S1 and Suppl. Table 1), quantifying their mitotic indexes and
mitotic phase distribution (Suppl. Fig. S2), and measuring the num-
ber of nuclei per cell (data not shown). There were minor differ-
ences in both clones as compared with wild-type cells, most
notably a small increase in the percentage of aneuploid cells (Sup-
pl. Fig. S1 and Suppl. Table 1) and small fluctuations in the distri-
bution of cell cycle or mitotic subphases (Suppl. Fig. S2).
However, both stable clones maintained a robust proliferation rate,
normal morphology, stable expression and correct localization of
hCINAP. Stable clone 33C was utilized for subsequent experiments.

We subjected clone 33C cells to transcriptional arrest, using
Actinomycin D at a concentration that causes inhibition of both
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RNA pol.II and pol.I (1 lg/ml), and observed a reproducible segre-
gation of at least part of the nucleoplasmic GFP-hCINAP to perinu-
cleolar caps and intranucleolar inclusions (Fig. 2, arrows and

arrowheads, typically in >80% of treated cells). We confirmed that
this phenotype was also detectable with endogenous hCINAP in
wild-type HeLa cells (Suppl. Fig. S3). These perinucleolar caps were

F.E.

stable cell line
GFP-hCINAP 33C

A1. A2.

stable cell line
GFP-hCINAP 62L

B1. B2.

GFP-hCINAP 
transient

C1.
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hCINAP

D.C2.

PUM1

hCINAP endog.

GFP-hCINAP

0.2

0.6

1.0
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33C 62L

GFP-hCINAP
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34

43

55

26
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26

34

43

55

anti-dynein ab anti-CINAP ab

Fig. 1. Generation of stable cell lines. Expression of GFP-hCINAP in stable cell line 33C (A1 and A2), in stable cell line 62L (B1 and B2), or after transient transfection (C1 and
C2), and endogenous hCINAP as detected by antibody staining (D1 and D2). Green panels represent GFP-hCINAP fluorescence or secondary antibody labeling (D1) and nuclei
were labeled with Hoechst 33342 (blue panels). Scale bar 10 lm. (E) Detection by RT-PCR of the cDNA of GFP-hCINAP (top panel), endogenous hCINAP (middle panel), and
equivalent reactions for house keeping gene PUM1 as internal control (bottom panel), in the stable cell lines 33C and 62L. (F) Detection of GFP-hCINAP protein and of
endogenous hCINAP by Western immunoblot in the stable cell lines 33C and 62L by anti-GFP and anti-hCINAP antidodies, as indicated. Detection of dynein was used as
internal loading control. Endog.: endogenous. All four blot panels derive from two identical SDS–PAGE gels that were run simultaneously but cut and probed with different
antibodies. Exposure time for right bottom panel is 20 s and for all other panels 10 s.

Fig. 2. GFP-hCINAP segregates in perinucleolar caps. (A) Transcriptional inhibition of RNA pol.II with Actinomycin D (1 lg/ml) causes the formation of GFP-hCINAP
perinucleolar caps (arrows) and intranucleolar inclusions (arrowheads). GFP-hCINAP in green, nuclei in blue. (B) Equivalent control samples. Scale bar 5 lm.
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reminiscent of typical structures formed upon either physiological
or experimentally-induced transcriptional arrest in mammalian
cells [13,14]. In such conditions, the nucleolar, nucleoplasmic and
nuclear body proteins and RNAs segregate and specifically relocal-
ize into different nuclear subdomains, including distinct types of
perinucleolar caps [10]. The most prominent of such caps are the
so-called Dark Nucleolar Caps (DNCs) and the Light Nucleolar Caps
(LNCs) [10]. Because of the known interaction of hCINAP with p80
coilin [1] and since coilin has been shown to segregate into LNCs
during transcriptional arrest [15,16], we carried out double label-
ing for GFP-hCINAP and coilin to test whether the two proteins
would be co-localized in the perinucleolar caps (Fig. 3A). In paral-
lel, we also performed double labeling for GFP-hCINAP and fibrill-
arin (Fig. 3B), a nucleolar and Cajal Body component, also known to
segregate to LNCs [10] and colocalizing with coilin when transcrip-
tion is inhibited [17,10]. Surprisingly, in both sets of experiments,
the lack of co-localization of GFP-hCINAP with coilin or fibrillarin
(Fig. 3A and B, see also Suppl. Fig. 3 for endogenous hCINAP and
Suppl. Fig. S4 for controls) indicated that (a) despite hCINAP’s
interaction with coilin, the two proteins segregated differentially,
and (b) the perinucleolar caps containing hCINAP were not LNCs.

Paraspeckle Protein 1 (PPS1) is a marker protein of the nuclear
organelle Paraspeckles and when RNA pol.II is inhibited it accumu-
lates in perinucleolar caps [18] that have positively been identified
as DNCs. Hence PPS1 can serve as a marker for DNCs following
transcriptional inhibition [10]. Further analysis demonstrated that
GFP-hCINAP and PPS1 co-localized in the same perinucleolar caps,
therefore identifying these caps as DNCs (Fig. 3C).

Because a high concentration of Actinomycin D causes a simul-
taneous inhibition of both RNA pol.I and pol.II, we sought to better
characterize the co-segregation of hCINAP and PSP1 in DNCs. We
utilized DRB, a widely used nucleoside analog that inhibits certain
CTD kinases (carboxyterminal domain kinases) and affects positive
and negative RNA pol.II elongation factors, thus acting as a specific
inhibitor of RNA pol.II transcription. First, treatment of 33C cells
with DRB, confirmed co-localization of GFP- hCINAP and PSP1 in
DNCs, typically in >80% of treated cells (Fig. 4A for double GFP-
hCINAP/PSP1 labeling). Including anti-fibrillarin as a nucleolar
marker in triple labeling experiments, we also confirmed, as before
with Actinomycin D, absence of co-localization of GFP-hCINAP/
PSP1 with fibrillarin-positive fragments, resulting from the segre-
gation of the nucleolus (Fig. 4B, enlarged detail in inset, and

Fig. 3. GFP-hCINAP co-segregates with PSP1 in DNC, and not LNC, perinucleolar caps and intranucleolar inclusions upon transcriptional inhibition. HeLa 33C stable cell line
was treated with Actinomycin D (1 lg/ml). Red panels: HeLa 33C stable cell line probed with antibodies coilin (A); fibrillarin (B); PSP1 (C); green panels: GFP-hCINAP
fluorescence. Blue panels: nuclei labeled with Hoechst 33342. Equivalent control samples are shown in Suppl. Fig. S4. Scale bars 5 lm.
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Fig. 4C for equivalent controls). Furthermore, when Actinomycin D
was used at a low concentration (0.04 lg/ml), known to only

inhibit RNA pol.I, we observed that GFP-hCINAP did not form
perinucleolar caps or co-segregate with PSP1 (Suppl. Fig. S5).

Fig. 4. Co-localization of GFP-hCINAP with PSP1 is specific to inhibition of RNA pol.II. (A) Double labeling of HeLa 33C stable cell line, treated with DRB. GFP-hCINAP
fluorescence in green, PSP1 labeling in red and nuclei in blue. (B) Triple labeling of HeLa 33C, treated with DRB, showing GFP-hCINAP fluorescence (green), PSP1 (red) and
fibrillarin (blue). The extracted area from the overlay image (dotted rectangle) is shown magnified in the inset and illustrates that fibrillarin-positive fragments of the
nucleolus (blue) are in close proximity or in contact with but are distinct from co-segregated GFP-hCINAP (green) and PSP1 (red) caps. Note that segregation of the nucleolus,
resulting from DRB treatment, has a less compact and more spread-out morphology, compared with the typical morphology resulting from Actinomycin treatment (as also
documented in the literature [22–24]). (C) Equivalent examples as in B from control samples. Scale bar 5 lm.

Fig. 5. GFP-hCINAP co-segregates with PSP1 but not with coilin following UV-irradiation. (A) GFP-hCINAP and PSP1 co-localization in nuclear and intranucleolar foci
indicated with arrows. HeLa GFP-hCINAP fluorescence in green, PSP1 labeling in red and coilin labeling in blue. (B) Equivalent control samples. Scale bar 5 lm.
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These combined experiments therefore revealed that the re-dis-
tribution of hCINAP from its nucleoplasmic distribution to DNCs
and its co-segregation with PSP1, recruited from the disassembled
Paraspeckles, is specific to transcriptional arrest caused by RNA po-
l.II inhibition.

We next tested whether the co-segregation of the hCINAP and
PSP1 proteins was a phenomenon that was only associated with
transcriptional arrest, or if it also resulted from stress responses
known to affect nuclear dynamics. UV-C irradiation, for instance,
causes the disassembly of Cajal bodies to nuclear microfoci and dif-
ferentially redistributes a subset of CB components [19]. Interest-
ingly, when we subjected 33C cells to UV-C irradiation (254 nm
at 30 J/m2) for 6 h, we found that GFP-hCINAP did not form perinu-
cleolar caps but, instead, formed large rounded nuclear structures
as well as small nuclear and intranucleolar foci. GFP-hCINAP and
PSP1 were again co-localized in both nuclear and intranucleolar
foci, which were, however, distinct from the coilin-containing
microfoci resulting from UV-fragmentation of Cajal Bodies
(Fig. 5A, compare with control panels in Fig. 5B).

We have therefore observed that under two physiological con-
ditions, i.e. RNA pol.II-specific transcriptional arrest and UV-in-
duced DNA damage, hCINAP redistributes, at least partly, from its
nucleoplasmic localization to different nuclear or intranucleolar
compartments where, in both cases, it co-localizes with PSP1 that
has relocated from disassembled Paraspeckles. It is unusual for a
nucleoplasmic protein, such as hCINAP, to redistribute in this
way as a previous analysis of >70 endogenous nucleoplasmic pro-
teins has shown that most retained their original localization and
were not compartmentalized upon transcriptional arrest [10].

While the differential redistribution of nucleolar components in
transcriptional inhibition is now well established, our findings
underline that segregation of different nuclear bodies involves a
concerted process of specific redistribution of individual compo-
nents into new compartments (such as the different types of per-
inucleolar caps) that includes the formation of new protein
associations, as seen here between hCINAP and PSP1. We have
not detected direct in vitro interaction between these two proteins
(our unpublished observations), but transient or low affinity
in vivo interaction could occur or these proteins may also associate
indirectly via other partner proteins. Such interactions may take
place in the nucleoplasmic fraction of these proteins in vivo, may
be critical for self-assembly of functional complexes in the nucleus
and may get stabilized in perinucleolar caps when transcription is
inhibited.

Perinucleolar DNCs, where PSP1 and hCINAP transiently associ-
ate under conditions of RNA pol.II arrest, mostly contain proteins
associated with RNA pol.II transcription [10]. Intriguingly however,
both PSP1 and hCINAP also appear to have distinct topological or
functional relationships with the nucleolus. PSP1 continually traf-
fics through nucleoli, despite its distinctive steady-state enrich-
ment within Paraspeckles, a fact that explains its original
identification in the nucleolar proteome [18,20]. Additionally,
Fap7, a yeast ortholog of hCINAP, has been found to be essential
specifically for the cleavage of the 20S pre-rRNA from pre-40S par-
ticles and directly interacting with ribosomal protein RPS14 [21].
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Abbreviations

The abbreviations used are: hCINAP, human coilin-interacting nuclear ATPase protein; AK, 

adenylate kinase; GFP, green fluorescent protein; UsnRNP, Uridine-rich small nuclear 

ribonucleoprotein; snoRNP, small nucleolar ribonucleoprotein; NMP, Nucleoside 

Monophosphate; mab, monoclonal antibody; IPTG, isopropyl-galacto-pyranoside; GST, 

glutathione S-transferase; HEPES, 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid; Tris, 

Tris(hydroxymethyl)aminomethane; PBS, phosphate buffered saline; DMEM, Dulbecco's 

modi�ed Eagle's medium; AP5A, P1,P5-Di(Adenosine-5')Pentaphosphate; AMPPNP, 

Adenosine 5�-(�,�-imido)triphosphate; TLS, Translation/Libration/Screw; OPLS-AA, 

Optimized Potential for Liquid Simulations–All Atoms; IFD, induced fit docking; vdW, van 

der Waals.  
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ABSTRACT

Human Coilin Interacting Nuclear ATPase Protein (hCINAP) directly interacts with coilin, a 

marker protein of Cajal Bodies, nuclear organelles involved in the maturation of small nuclear 

ribonucleoproteins UsnRNPs and snoRNPs. hCINAP has previously been designated as an 

adenylate kinase (AK6), but is very atypical as it exhibits unusually broad substrate 

specificity, structural features characteristic of ATPase/GTPase proteins (Walker motifs A 

and B) and also intrinsic ATPase activity. Despite its intriguing structure, unique properties 

and cellular localisation, the enzymatic mechanism and biological function of hCINAP have 

remained poorly characterised. Here, we offer the first high-resolution structure of hCINAP in 

complex with the substrate ADP (and dADP), the structure of hCINAP with a sulfate ion 

bound at the AMP binding site, and the structure of the ternary complex hCINAP-Mg2+ADP-

Pi. Structural analysis and induced-fit docking calculations suggest a functional role for His79 

in the Walker B-motif. Kinetic analysis of mutant hCINAP-H79G indicates that His79 affects 

both AK and ATPase catalytic efficiency and may also have a regulatory role in the selection 

of catalytic activity (AK vs. ATPase). In addition, we show that in vivo expression of 

hCINAP-H79G in human cells is toxic and drastically deregulates the number and appearance 

of Cajal Bodies (CBs) in the cell nucleus. These findings suggest that hCINAP may be a key 

molecule influencing homeostasis of nuclear nucleotides and possibly affecting the network 

of critical interactions, energy requirements or substrate phosphorylations involved in the 

assembly/disassembly process of Cajal Bodies in the nucleus of human cells.  

 

Keywords: Crystal structure; Adenylate kinase 6; ATPase; Coilin; Cajal Bodies  
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INTRODUCTION

Adenylate kinase (AK; phosphotransferase; EC 2.7.4.3) is an abundant enzyme class, 

catalysing the interconversion of ATP, ADP, and AMP, according to the reversible reaction: 

Mg2+ADP + ADP� Mg2+ATP + AMP. The adenylate kinase system is able to provide ATP 

rapidly during intense activity and thus regarded as a reserve energy system used to 

regenerate ATP from ADP under energy stress conditions. 

Five AK isoforms (AK1–5) with various substrate specificities and tissue distributions 

are known in vertebrates1,2,3,4,5. These isoforms localize to the cytoplasm (AK1 and AK5) or 

mitochondria (AK2, AK3 and AK4). They are key enzymes in nucleotide homeostasis, 

maintaining the physiological nucleotide ratios in different cell compartments and cell types. 

Structurally, AKs are typical �/� proteins sharing a common architecture that is consistent 

with a �-sheet CORE domain, bearing a phosphate binding loop (P-loop), and two flanking 

mobile domains called the LID and NMP bind domains6. hCINAP (Human Coilin Interacting 

Nuclear ATPase Protein), or also assigned as AK6 because of its AK activity2, has unique 

properties relative to the known AKs: it exhibits unusually broad substrate specificity2, 

displays intrinsic ATPase activity1, has a nuclear localisation1and possesses a number of 

atypical structural features for an adenylate kinase, namely a Walker B motif and a metal-

coordinating residue, highly conserved and typical among the members of the 

ATPase/GTPase superfamily7,8,9,10. The question therefore of its enzymatic classification as 

an AK, as well as certain aspects of its enzymatic activity and structure, still remain 

unresolved for hCINAP. 

So far, hCINAP orthologs have been identified in yeast (Fap7), C. elegans (cAK6) 

and D. melanogaster (dAK6)11. In C. elegans, knockdown of the cAK6 gene results in growth 

suspension12. In yeast, Fap7p13 interacts with ribosomal protein RPS14 and appears to be 

involved in pre-rRNA processing: a Walker B motif mutant (D82AH84A) is unable to cleave 

the 20S pre rRNA from 40S pre-rRNA particles14. In human cells, hCINAP was shown to 

interact directly with the carboxyl terminal tail of coilin, a marker protein of Cajal Bodies 

(CBs), which are nuclear organelles involved in the maturation of UsnRNPs and snoRNPs en 

route to their sites of function in the nucleoplasm and nucleolus1. Furthermore, 

overexpression of hCINAP causes a decrease in the average number of CBs per nucleus in 

human cells1. Despite these intriguing associations with RNA metabolism in the nucleus, the 

functional role of hCINAP is also still poorly defined. 

The unique localization and structural features of hCINAP, indicating an atypical dual 

enzymatic activity and its undefined biological function prompted us to undertake this 
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investigation. We present here the structural analysis of hCINAP in complex with ADP, 

dADP, SO42- and Mg2+ADP-PO4
3- and also provide a model for the hCINAP-Mg2+ATP-AMP 

complex. We characterize the dual ATPase and AK activity of hCINAP by kinetic analysis 

and with site-directed mutagenesis in residue H79 within VIVDYHG, a functional Walker B 

motif (hhhDXXG), uncover the effect of this mutation in its kinetic properties and enzymatic 

mode. Furthermore, we demonstrate that an H79G mutation in vivo, has striking effects in the 

formation of Cajal Bodies in the nucleus of human cells. 
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MATERIALS AND METHODS

 

Cell Line – HeLa cells were cultured in DMEM, containing 10% v/v fetal calf serum 

(Gibco/BRL), 2 mM L-glutamine and 50 U/ml of penicillin/streptomycin, and maintained at 

37 ºC in 5% CO2. 

 

Antibodies – The following primary antibodies were used for immunofluorescence: Mouse 

anti-coilin �4 monoclonal antibody (mab) 5P10 TC at 1:50 dilution, mouse anti-PML Bodies 

mab P6-M3 at 1:100 (Santa Cruz Biotech.) and mouse anti-fibrillarin mab AFB01 at 1:200 

(tebu-bio). Secondary antibodies (Molecular Probes) were: Alexa Fluor 555 donkey anti-

mouse IgG, Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit IgG, both at 1:1500 dilution. 

 

Immunofluorescence – Immunofluorescence was carried as described by Santama et. al., 

199815 and labeled cells were analysed on a Zeiss Axiovert 200M inverted fluorescence 

microscope, equipped with a Zeiss AxioCam MRm camera and Zeiss Axiovision 4.2 

software, using a Zeiss Apochromat x63 1.3 oil lens. 

 

Transient Transfections and Statistical Analysis – Exponentially growing HeLa cultures were 

harvested and replated onto coverslips 24 h prior to transfection. Transfections were carried 

out using a Ca2+ / PO4
-3 precipitation protocol1. At 24 and 36 h post transfection, coverslips 

were retrieved for immunofluorescence and microscopic analysis. For analysis of the Cajal 

Bodies phenotypes, random fields of cells were scored for the number of CBs per nucleus (as 

revealed by coilin immunostaining) from three independent experiments (n=571 for GFP-

hCINAP-H79G, n=1439 for GFP-hCINAP-WT and n=1072 for mock-transfected cells). Data 

processing was performed in Excel (Microsoft Corp.) and statistical tests undertaken in Prism 

(GraphPad Software, Inc.). The mean CB number (±sample standard deviation) was 

calculated and statistically tested by Welch’s t-test. A histogram of the number distribution 

was generated for each construct and the distributions compared by 2-way ANOVA. P values 

<0.05, 0.01 and 0.001 were assigned as significant, highly and extremely significant, 

respectively.

 

Construction of Bacterial Expression Vectors – hCINAP cDNA was subloned as a 

BamHI/SalI fragment from pGEX-4T-1-hCINAP [described by Santama et al., 20051] into 
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bacterial expression vector pGEX-6P-3 (Amersham Biosciences). The hCINAP-H79G mutant 

was generated using the QuikChange site-directed mutagenesis kit (Stratagene) and confirmed 

by DNA sequencing (MWG, Germany). 

 

Bacterial Expression and Purification of Recombinant Proteins – For recombinant protein 

expression, competent E. coli B834(DE3)pLysS (Novagen) were transformed with pGEX-6P-

3-hCINAP or pGEX-6P-3-hCINAP-H79G, cultured at 37 ºC until OD600 was 0.4–0.5 AU, 

induced with 0.5 mM isopropyl �-thiogalactopyranose (IPTG, Sigma) and grown at 18 ºC 

overnight. Cells were lysed in lysis buffer [50 mM Tris-HCl pH 8.2, 0.2 M NaCl, 0.5 mM 

DTT, 0.5 mM PMSF, and a mixture of protease inhibitors (Roche)] and disrupted by 

sonication. The cell lysate was clarified (130,000 x g at 4 ºC for 30 min), the cleared 

supernatant was affinity purified onto a GSTrap 4B column (GE Healthcare), followed by on-

column cleavage of the GST tag by injection of 3C protease, performed as described by Dian 

et al., 200216. The eluate was concentrated by ultrafiltration and further purified by gel 

filtration chromatography on a 150-ml Superdex 75 (GE Healthcare) column. Fractions 

containing the hCINAP monomer were pooled, concentrated to 14 mg/ml and used for 

crystallization experiments. Additionally, purified proteins were desalted by dialysis against 

20 mM Tris, pH 7.5 and used for AK or ATPase assays. 

 

�� Assays – AK assays were performed on a dual-beam Cary 100 conc UV/VIS 

spectrophotometer. The rate of �-NADH disappearance was monitored at 340 nm by 

simultaneous measurement of test and reference cell absorbance. Reference samples, 

containing reaction mixture without hCINAP, were used to automatically subtract background 

absorbance, mainly attributable to the ATPase activity of pyruvate kinase and nonenzymatic 

ATP hydrolysis. The AK activity of hCINAP with respect to ATP was measured in the 

presence of 0.3 mM AMP. The final assay mixture (0.2 ml) consisted of 100 mM Tris-HCl, 

pH 7.5, 60 mM KCl, 0.21 mM �-NADH, 1 mM PEP, 5 mM MgCl2, 11.4 U/ml PK (Sigma), 

10.6 U/ml LDH (Sigma), 20 μg hCINAP, 0.3 mM AMP and 0.01–1.0 mM ATP.  

The effects of the AK-specific inhibitor, AP5A, were determined in the presence of 

0.33 mM ATP, 0.3 mM AMP and 1–120 nM AP5A.  

All kinetic data were analyzed with the nonlinear regression program GraFit17. 

 

�TPase Assay – ATPase activity was determined by the malachite-green assay18. The reaction 

mixture (0.2 ml) contained 100 mM Tris-HCl, pH 7.5, 60 mM KCl, 5 mM MgCl2, 0.01–2 
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mM ATP and 20 �g wild-type or mutant enzyme. Parallel control samples, containing 

reaction mixture without hCINAP, were used to subtract absorbance derived mainly from 

nonenzymatic ATP hydrolysis. Blank samples, containing buffer with and without hCINAP, 

showed no absorbance difference and were used to adjust the baseline of the instrument. 

Reactions took place for 10 min at 30 ºC and were stopped by addition of the color reagent. 

Mixtures were allowed to stand for 10 min, and colorimetric determination of PO4
3- liberation 

was monitored at 630 nm.

 

Crystallization and Data Collection – Co-crystals of hCINAP in complex with ADP, dADP 

and Mg2+ADP-PO4
3- (average size of 0.3–0.5 mm), were obtained at 20 ºC using the sitting 

drop vapour diffusion technique in a buffer comprising 14 mg/ml enzyme, 0.1 M HEPES pH 

7.5, 1.5 M Li2SO4, 0.2 M NaCl, 0.5 mM DTT, 25 mM MgCl2, and 2 mM ADP or 2 mM 

dADP or 25 mM AP5A, respectively. Prior to flash freezing for data collection, crystals were 

transferred for 5–15 sec to fresh buffer containing 25% v/v glycerol. Single crystal diffraction 

data were collected on the PX 10.1 beamline (SRS, Daresbury Laboratory), using a 225-mm 

MAR CCD detector. The crystal-to-image plate distance was 150 mm and gave a maximum 

resolution of 1.75 Å at the edge of the detector. 

 

Structure Determination– Integration and data reduction were performed with the programs 

DENZO and SCALEPACK19 or MOSFLM20 and SCALA, from CCP4 suite21, and intensities 

transformed to amplitudes with TRUNCATE22. The crystals were isomorphous with the 

sulfate-bound form (1RKB)2. Phases were obtained with Molrep23, using the 1RKB structure 

as a molecular replacement model (Rf/�= 11.53, Tf/�=35.01). Alternate cycles of manual 

building with the program Coot24 and refinement using the maximum likelihood target 

function as implemented in the program REFMAC25 improved the model phases. At this 

stage, water molecules were added to unidentified Fo–Fc map peaks greater than 1.0 � by 

using the “water find” module of the program Coot. After an additional cycle of refinement 

and manual building, the ligand molecule was included in subsequent refinement cycles. 

ADP, dADP, Mg2+(H2O)6, PO4
3- and SO4

2- models, retrieved from the REFMAC library, were 

fitted into the electron density with Coot. The final model was generated by TLS refinement 

within REFMAC using TLS groups for the protein generated by the TLSMD web server26. 

Details of data processing and refinement statistics are summarized in Table I. 

PROCHECK27 was used to assess the quality of the final structure. Structures were 

analysed by programs “contacts” and “angle” of the CCP4 suite, and hydrogen bonds were 
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assigned if the distance between electronegative atoms was less than 3.3 Å and if both angles 

between these atoms and the preceding atoms were greater than 90º. Van der Waals (vdW) 

contacts were noted for nonhydrogen atoms separated by less than 4 Å.  

Protein Preparation for Substrate Docking Calculations – Using the hCINAP-Mg2+ADP-

PO4
3- X-ray complex coordinates, an initial hCINAP- Mg2+ATP-PO4

3- was prepared by 

conversion of ADP to ATP, based on the position of the extra phosphate group in the 

superimposed AK-AMPPNP-AMP (PDB entry 1ANK) structure28. Wat12 and Wat8 were 

deleted, as the extra phosphate takes their places in coordinating to Mg2+ and forming a 

hydrogen bond contact with Arg109. The initial model was prepared for docking using 

Schrödinger’s Protein Preparation Wizard by deleting residual SO4
2- molecules, the Li atom, 

all crystallographic water molecules beyond 5 Å of Mg2+, ATP or PO4
3-. Two further water 

molecules (Wat9 and Wat10), to accommodate different orientations of the docked AMP 

molecule, were also deleted. Bond orders were assigned and hydrogen atoms added. Initial 

assignment of protonation states for basic and acidic residues and tautomeric states were 

based on pKa at their normal pH (7.0). Subsequent optimization of hydroxyl, His protonation 

states, C/N atom “flips” and side-chain O/N atom “flips” of Asn and Gln was based on 

optimizing hydrogen bonding patterns. His residues were assigned as neutral, either in a HIE 

or HID state. Any steric clashes or bad contacts were removed by a final Impref minimization 

using the OPLS-AA (2001) force field29. 

 

Ligand Preparation for Docking – The AMP and ADP ligands were extracted directly from 

the crystal structures (PDB entries 1ANK and 3IIL, respectively), and ATP from the prepared 

hCINAP-Mg2+ATP-PO4
3- complex. Hydrogens were added, bond orders assigned and 

structures minimized using MacroModel version 9.530 and the OPLS-AA (2005) force 

field29,31, with water solvation effects included via the GB/SA continuum model32. 

 

Rigid Receptor Docking – Initial validation of the hCINAP-Mg2+ATP-PO4
3- model structure 

and the Glide-XP (version 4.5)33 docking method34,35,36 was performed by re-docking of ATP 

to the model. Docking grids were centered on the ATP ligand and prepared with/without the 

PO4
3- ion at the AMP binding site. Glide-XP docking of AMP to the AMP binding site was 

performed with PO4
3- used as the centre for the docking grids. In each case, the grids 

represented the shape and properties of the binding sites with dimensions ~ 30 Å � 30 Å � 30 

Å. 
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Induced Fit Docking – IFD calculations37, including receptor flexibility of AMP to the AMP 

binding site, were performed using the Glide-XP (rigid receptor) top-ranked AMP-pose as 

input. Grids for the hCINAP-Mg2+ATP-AMP model had dimensions of 30 Å � 30 Å � 30 Å, 

centered on AMP. A maximum of 20 ligand binding poses were saved from Stage I Glide-SP 

docking. Stage II was a Prime induced fit, where residues within 5 Å of the AMP ligand 

initial poses were refined. Residues 45–54 of the NMP-binding loop were explicitly included 

and P-loop residues Lys16 and Thr17 explicitly excluded, due to their role in coordinating to 

the Mg2+. For Stage III, up to 20 structures within 30 kcal/mol of the lowest-energy structure 

were used for Glide-XP AMP re-docking. The resulting receptor-ligand poses were analyzed 

in terms of structure, ligand re-docking GlideScore (GS), and IFDScore (ligand re-docking 

GS + 0.05% Prime complex energy). 

 

QM/MM Calculations – QM/MM single point calculations using QSite 5.038 were performed 

on the geometries from the IFD calculations to estimate changes in ESP fit atomic charges as 

the AMP �-phosphate approaches the ATP �-phosphate. The QM region contained: the ATP 

and AMP ligands with the -CH2- groups “hydrogen-capped” in place of the riboses; any 

residue and water molecule directly hydrogen-bonded with the AMP and ATP �- and �-

phosphates; the hexa-coordinated Mg2+, its 3 coordinated waters and the Thr17 side chain. 

The B3LYP39,40 DFT method was used with the 6-31+G* basis set41,42,43, while the OPLS-

AA(2005) force field29,31 was used for the MM region.

Superimposition and Structure Presentation – These were performed with LSQKAB44 and 

SUPERPOSE45. Figures were prepared and rendered with PyMol46. 

The coordinates of the protein complexes have been deposited to the RCSB Protein 

Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb), with codes 3IIJ, 3IIK, 3IIL and 3IIM. 
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RESULTS

The structures of hCINAP in complex with ADP, dADP and SO4
2: identification of 

substrate binding sites 

To re-examine and fully resolve the structural features of hCINAP as an atypical 

putative AK enzyme and probe ADP binding sites for the forward reaction 

(2ADP�ATP+AMP) plus the expected AMP and ATP binding sites for the bisubstrate 

reverse reaction (ATP+AMP�2ADP), we provide here a series of structural analyses. We 

achieved the first structure of hCINAP in complex with ADP, its putative AK substrate (Fig.

1 and 2A, Table I), at a higher resolution (1.76 	) than the existing structure for the sulfate-

bound form at 2 	 resolution (1RKB)2. Inspection of the electron density maps of the 

hCINAP-ADP complex shows a strong Fo-Fc accompanied by a 2Fo-Fc electron density, 

which can neatly accommodate one ADP molecule. The catalytic center is lined by P-loop 

amino acids 10–17, Arg109 from the LID domain and also His79 (Fig. 1 and 2A). ADP binds 

in a groove located near the protein surface with the adenine ring occupying the entrance of 

the catalytic center and the phosphate groups orientated toward the P-Loop region. The crystal 

structure shows that, upon binding to hCINAP, ADP forms numerous polar and non-polar 

contacts with the residues of the ATP binding site (summarized in Sup-Table I). In 

agreement with the broad substrate specificity of hCINAP, the adenosine moiety of ADP 

participates in only three hydrogen bonds with protein residues (Fig. 2A). 

We also conducted the structural analysis of hCINAP-dADP complex at 2 	 

resolution, (Table I), which showed that dADP perfectly overlaps with the ADP molecule 

(RMSD=0.121 	; data not shown), but that the N1 of adenine and the remaining sugar 

oxygen O3’ are not hydrogen bonded, reducing dADP interaction by four hydrogen bonds, 

compared to ADP (Sup-Table II). 

Additionally, in the hCINAP-ADP structure the deduced ATP binding site is bordered 

by a loop composed of residues 78 to 84. This loop links the C-terminal end of the CORE �3 

strand (Asp77) with a 310 helix, and, significantly, bears a Walker B motif, 77-DYHG-80, 

indicating its possible role in catalysis8,9,10,14 (Sup-Fig. 1). In particular, His79 is linked with 

the �-phosphate in the ATP binding site by a hydrogen bond network extending from amide 

ND1 to Wat11, from Wat11 to P loop-Lys16 and from Lys16 back to the �-phosphate. (Fig.

2A). Water molecule Wat11 lies between the �-phosphate (PB) of ADP (PB-OW11; 4.5 	) 

and His79 (OW11-ND1; 2.9 	), and is hydrogen bonded to NZ of Lys16 (2.81 	). OW11 is in-

line with respect to ND1 and PB (angle ND1-OW11-PB=177.12°), suggesting that this 
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position is of high potential for a nucleophilic attack of an oxygen on the �-phosphate of 

acceptor ADP during the forward AK reaction (Fig. 2A). 

In its totality, the tertiary structure of hCINAP bound to ADP (or dADP) (Fig. 1), 

including its ATP binding site, closely resembles the previously reported sulfate-bound 

protein structure2. However, in the ATP site, the most important difference that we have 

identified is a shift by 1.5	 in the side chain of Arg109, which could be associated with a 

conformational change of the LID domain, possibly in order to optimize the contacts with the 

�- and �-phosphate groups of ADP (Fig. 1 and Fig. 2A). Additionally, the higher-resolution 

structure allowed us to build accurately the nucleoside monophosphate-binding loop (NMP-

binding loop; amino acids 45–55), whose residues were interpreted as disordered in a 

previous structural analysis of hCINAP2. In our structure (Fig.1), the NMP-binding loop 

adopts a � strand-turn-� strand conformation and has a well defined electron density with 

average B factor for all atoms 30 	 (Sup-Table V). 

To assess whether the observed structural difference of the NMP-binding domain in 

this work may be due to ADP binding to the enzyme, we obtained data from the hCINAP-

SO4
2- complex at 1.95 	 resolution, and refined to an R-factor of 0.179 (Rfree = 0.206) 

(Table I). In our hCINAP-SO4
2- structure, we observed the same structural motif of the NMP-

binding domain as in the ADP complex, indicating that it is independent of ligand (ADP) 

binding and strengthening our interpretation of the NMP-binding loop (Fig.2B). 

 Finally, in the hCINAP-SO4
2- structure, in addition to a sulphate ion at the ATP-

binding site, we also found a weakly bound sulfate at the AMP-binding site located between 

His79 and Arg39 (Fig. 2B, Sup-Table III). This position is very similar to that observed for 

the �-phosphate moiety of AMP in AKs from Escherichia coli (AKeco) and Sulfolobus 

acidocaldarius (AKas), 1ANK and 1NKS, respectively (Sup-Fig. 2A). SO4
2- interacts with a 

conserved guanidinium group, also present in the AMP binding site of 1ANK and 1NKS 

(Arg36 and Arg54, respectively)47,48. These findings suggest that the location occupied by the 

sulfate ion (known to mimic the PO4
3-) represents the recognition site for the �-phosphate of 

AMP in hCINAP.

 In conclusion therefore, the combination of our structures allowed the identification of 

the ADP binding mode, within the ATP-binding site, and suggested the location of the AMP 

binding site. 
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Mg2+ADP-PO4
3- binding 

To further probe the AMP binding site in hCINAP and, at the same time, capture its 

transition intermediate, we used a known inhibitor of AKs, the bisubstrate analog bis-

adenosine pentaphosphate (AP5A). We found AP5A to be a potent inhibitor of hCINAP with 

an IC50 of 27.03 ± 2.93 nM AP5A (Sup-Fig. 3). 

The hCINAP structure that we obtained in the presence of AK5A (Fig. 2C) did not 

correspond to a transition intermediate, as expected, but appeared to correspond to a post-

hydrolysis state. This may be explained by a technical limitation of the x-ray crystallography 

technique: in our experiments co-crystal formation in the presence of AP5A required 1 month 

and it is therefore likely that the co-crystallized AP5A was slowly hydrolyzed enzymatically 

or chemically during the crystallization period. Soaking of preformed crystals with fresh 

AP5A solution led to crystal deterioration, indicating that the crystal complex formation was 

accompanied by extensive structural re-organisation (as would be expected in AKs).

 The obtained structure revealed that (a) the ATP site was occupied by a Mg2+ADP 

complex and a phosphate group (Pi) in close contact with His79 of the Walker B motif, (b) a 

large shift in the backbone torsional angle of His79 occurred (
Phi=-67.8º), accompanied by 

a shift of the imidazole ring by 2.1 	 away from the ATP site in order to establish contacts 

with the phosphate group (Sup-Fig. 4), (c) the magnesium ion was hexa-coordinated with one 

ligand supplied by a �- phosphate oxygen and a second one supplied by the hydroxyl group of 

Thr17, and finally (d) ADP possessed an identical conformation to that of the ADP complex 

(RMSD=0.061	). 

There is strong evidence that PO4
3- (as a product of hydrolysis), rather than SO4

2-
, was 

bound in the presented crystal structure: (a) We could not detect a SO4
-2 ion in this position or 

a shift in the His79 side chain in any other of the three reported structures (SO4
2-, ADP, 

dADP), but exclusively in the Mg2+ADP-PO43- structure, although the precipitant Li2SO4 was 

present at a concentration of 1.5 M in all four crystallization experiments. Furthermore, (b) 

we have carried out the co-crystallization experiments (data not shown) in the presence of 

Mg2+, Mg2+ADP and Mg2+dADP, but have not obtained SO4
2- in this position, neither a His79 

shift, nor a bound Mg2+ ion. 

The PO4
3-at its position makes hydrogen bonds to the imidazole nitrogen of His79 

(2.65 Å) and the NZ atom of Lys16 (2.83 Å). We propose that during the forward AK 

reaction (2ADP�ATP + AMP) the Mg2+ ion does not follow the movement of the attacking 

�-phosphate, but maintains its observed position and hexa-coordinated geometry, with 2 �-

phosphate oxygens of the produced ATP replacing two water molecules, most probably Wat8 
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and Wat12 (Fig. 2C and Sup-Table IV). 

Therefore, while for technical reasons, this approach did not reveal unequivocally the 

binding site of AMP, the post hydrolysis structure obtained was very informative in 

determining the residues that provide the co-ordination for the Mg2+ ion (this is the first 

example of an AK with a bound Mg2+ ion) and in revealing that P loop His79 is involved in 

the recognition of PO4
3- in the structure with Mg2+ADP-PO4

3- present. 

Prediction of the hCINAP-Mg2+ATP-AMP ternary complex by modeling.

In the difficulty of direct crystallographic evidence for the AMP binding site (required 

for an AK activity) and with hCINAP already classified as an AK2, we decided to model a 

hCINAP-Mg2+ATP-AMP ternary complex in order to predict what structural changes this 

would induce and to gain further insights into the nature of hCINAP if functioning as an AK. 

Successful docking of ATP to the hCINAP-Mg2+ATP-PO4
3- model, prepared from the 

hCINAP-Mg2+ADP-PO4
3- X-ray complex (see Materials & Methods), required removal of the 

PO4
3- ion from the model, indicating unfavorable ATP-PO4

3- electrostatics with PO4
3- in its 

present position at the ATP binding site. All ATP docking poses produced the ATP binding 

conformation in the model complex, with the superimposed RMSD (heavy atoms) for the top-

ranked pose being 0.828 Å, compared to the starting model. 

ATP binding site structural changes going from ADP to ATP are minimal with the 

more significant conformational changes expected in the NMP-bind domain and Walker B-

motif loop in order to accommodate AMP at the AMP binding site. 

In addition, induced fit docking (IFD), including receptor flexibility of AMP to the 

AMP binding site, resulted in eight receptor-ligand binding structures, four of which made 

intuitive sense with the �-phosphate occupying a similar position to the �-phosphate in 1ANK 

(E. coli AK with bound AMPPNP and AMP) and 1NKS (S. acidocaldarius AK with bound 

ADP and AMP) structures (Table II). The hexa-coordinated Mg2+ coordination sphere is 

conserved for all structures. The first three structures (IFD-1 – IFD-3) were also the top-

ranked IFD poses. IFD-1 and IFD-2 poses with the highest IFD scores reproduce best the 

AMP-bound conformations in 1ANK and 1NKS, with superimposed ligand RMSDs (heavy 

atoms) being all less than 1 Å. They both have similar ATP-AMP inter-phosphate P-P 

distances (~ 5 Å) and form 7 direct AMP – protein hydrogen bonds which compares well with 

the homologous 1ANK and 1NKS complexes forming eight hydrogen bonds. The main 

structural differences between IFD-1 and IFD-2 are the length of the hydrogen bonds and the 

AMP �-phosphate position, which differs spatially by about 1 Å. IFD-1 (P-P=5.12 Å), shown 
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in Fig. 3B, forms more favorable contacts with hCINAP as judged by the higher Glide Score 

(-10.17) compared to IFD-2 (-8.82). Compared to the hCINAP-Mg2+ADP-PO4
3- X-ray 

structure, there is a backbone shift in the NMP binding domain (residues 45–55) with the 

largest shifts of 3.5–5 Å for residues 49–51. Accompanying side-chain rearrangements are 

mainly associated with increasing favorable contacts with AMP (Sup-Fig. 2B). 

  The other two receptor-ligand poses in Table II have longer (6.49 Å; IFD-4; Fig. 3A) 

or shorter P-P distances (4.53 Å; IFD-3; Fig. 3C) than those of IFD-1 and IFD-2. The 

structures suggest a key role for water bridging in the approach of an �-AMP phosphate 

towards the �-ATP phosphate, as well as some assistance from the Walker B motif residues, 

Tyr78 and His79. In IFD-3, the AMP ligand is ideally placed for a phosphate transfer 

mechanism involving a nucleophilic attack. The case for such a pathway is accentuated by our 

QM/MM calculations of electrostatic potential (ESP) atomic partial charges at the different P-

P distances for IFD-1, IFD-3 and IFD-4 (Sup-Table VI). As the AMP approaches the ATP, 

an AMP �-phosphate OP1 becomes hydrogen bonded with a Mg2+ coordinated water (Wat5) 

and this is reflected in its estimated partial charge of -0.82 for P-P distance 4.53 Å (Fig. 3C). 

The corresponding partial charge for His79 hydrogen bonded phosphate OP2 is -0.98. 

Approach of a mobile AMP towards an immobile ATP is consistent with a transfer 

mechanism in which the AMP �-phosphate attacks the �-phosphate of ATP, assisted by water 

molecules that bridge ATP �- and AMP �- phosphates. Further, the structures and P-P 

distances reported here, although derived from docking (and should therefore be considered 

with some caution), are consistent with molecular dynamics simulations of E. coli AK 

Mg2+ATP-ADP49.  

 Overall, the modeling strongly indicated that the AMP binding site would lie between 

the B motif and Arg39. This conclusion is strengthened by the fact that Arg39 is a highly 

conserved residue in other known AKs. 

An H79G mutation affects both AK and ATPase activities of hCINAP 

The overall structural analysis and the proposed catalytic mechanism have highlighted 

the significance of certain amino acids in the P loop region (Lys16, Thr17), the LID domain 

(Arg109) and Walker B motif (His79). These residues are either identical or correspond to 

conservative substitutions in orthologs of hCINAP across the eukaryotic phyla. Interestingly, 

in human adenylate kinases AK1–AK5, Lys16 and Arg109 are conserved, while Thr17 and 

His79, perceived as functionally critical for hCINAP, are absent. Because our structural and 
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modeling studies indicate that H79 may be a regulatory residue that responds to substrate 

binding, we decided to generate an hCINAP-H79G mutant and perform kinetic analysis to 

evaluate its effect on catalytic activity. 

We first calculated the AK activities of highly purified hCINAP and hCINAP-H79G 

with respect to ATP, in the presence of a fixed concentration of AMP (0.3 mM). Second, we 

determined ATPase hydrolysis by hCINAP-WT and hCINAP-H79G, in the absence of AMP 

(Table III and Fig. 4). We found that in the presence of the H79 mutation (a) the AK 

enzymatic efficiency (Kcat/Km) is reduced by 72% relative to the wild type enzyme, and (b) 

the efficiency for ATP hydrolysis in the absence of AMP (ATPase activity) is reduced by 

76%, relative to the wild type. Furthermore, the ATPase activity of wild type hCINAP (1.45 

M-1.s-1) is about 1% of its AK activity (140 M-1.s -1). While many protein kinases exhibit ATP 

hydrolysis in the absence of their substrate, the high intrinsic ATPase activity of hCINAP is 

quite unusual for an AK. 

 Kinetic analysis has therefore provided the evidence for a dual enzymatic activity for 

hCINAP that is consistent with the dual structural features of the enzyme, namely the overall 

folding that is appropriate for an AK and a catalytic centre that is characteristic for an 

ATPase. 

The expression of the hCINAP-H79G mutant is toxic and causes a significant change in 

Cajal Body organisation in the nucleus 

hCINAP and Cajal Body protein coilin interact directly via coilin’s 214 carboxy-

terminal residues1. Because of the effect of Walker B motif His79 in enzymatic efficiency, 

affecting both AK and ATPase activity in vitro, we next examined whether expression of 

mutant hCINAP-H79G in vivo might have functional implications for nuclear organization, 

accompanied by a corresponding phenotypic effect on either coilin or CBs. GFP-tagged 

expression vectors of wild-type hCINAP (WT) and mutant hCINAP-H79G were constructed, 

tested by western blot (data not shown) and used for transient transfections of HeLa cells. 

We observed that transfection with a mutant GFP-hCINAP-H79G construct had 

detrimental effects both on transfection efficiency and proliferation of transfected cells: at 24 

h post transfection, the proportion of hCINAP-H79G-transfected apoptotic cells (43%) was 

four times higher than of wild-type GFP-hCINAP (WT) cells (11%) with extreme statistical 

significance, and at 36 h the proportion of apoptotic hCINAP-H79G-transfected cells was 

maintained very high (43% compared to 13% for WT transfected apoptotic cells) with high 

statistical significance (ANOVA with Tukey’s multiple comparison post-test; Sup-Fig. 5), 
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indicative of mutant-specific impairment of proliferation or cell survival. 

The number of CBs per nucleus, as detected with an anti-coilin antibody, was scored 

in cells transfected with GFP-hCINAP-WT (n=1439), GFP-hCINAP-H79G (n=571) and 

mock-transfected control cells (n=1072). In highly-expressing GFP-hCINAP transfected cells, 

we observed profound changes in CB organization: the mean number of CBs per nucleus was 

significantly higher in cells transfected with mutant hCINAP-H79G, as compared to the mock 

transfected cells (Welch's t-test, p=0.034) (Fig. 5A). Importantly, there was a marked 

heterogeneity in the numbers of CBs in the nuclei of hCINAP-H79G transfected cells as 

evidenced by the frequency distribution displayed in Fig. 6B, so that large groups of cells 

either had much fewer CBs than the mean number in WT-hCINAP-expressing or mock-

tranfected cells, or groups of H79G cells possessed unusually high numbers of CBs (up to 30 

per nucleus) (Fig. 5B). Representative examples of hCINAP-H79G-expressing cells with 

either a very large number of CBs (Fig. 5D upper panels) or a small number of CBs (Fig. 5D

bottom panels), are shown in Fig. 5. As a result of this heterogeneity, the frequency 

distribution of CBs in cells expressing the mutant form was significantly different overall 

from that of WT-hCINAP samples (two way ANOVA, p=0.0151) and from mock-transfected 

samples (p=0.0122). 

The same analysis was repeated examining other types of distinct subnuclear 

structures, namely the nucleolus, a site historically linked to Cajal Bodies by Cajal himself50, 

and PML Bodies (Pro Myeloid Leukemia Bodies), a nuclear domain not directly linked to 

CBs. No discernible phenotypic change of the numbers or overall organisation of these two 

nuclear domains was observed in mutant vs. wild type hCINAP expressing cells (Sup-Fig. 6). 

This indicates that the effect of overexpression of hCINAP-H79G on CB organisation (mean 

and distribution) is specific and not secondary to general effects of the mutant enzyme on 

nuclear structure. 

Taken together, these data indicate that the expression of the mutant protein results in 

CB de-regulation (causing an elevated average number and abnormal heterogeneous 

distribution of CB numbers) and is toxic to the cell, resulting in enhanced apoptosis and/or 

reduced proliferation. 
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DISCUSSION

Although the structure of hCINAP in complex with SO4
2- had previously been 

published, the additional 3 structures presented in this work as well as our modeling of the 

hCINAP-Mg2+ATP-AMP ternary complex (a) resolve residues in the predicted AMP binding 

site that were previously interpreted as disordered, (b) confirm that the overall folding of 

hCINAP conforms to that expected for the AK family, with ADP and AMP binding sites in its 

catalytic centers, and (c) reveal that, in the vicinity of the ATP binding site, hCINAP 

possesses structural features typical of the ATPase/GTPase family rather than of AKs. These 

are a Walker-A motif (P-loop), bearing a Mg2+-coordinating residue (Thr17), and a Walker-B 

motif, not reported for any other known AK in any species. hCINAP is thus the first member 

of the adenylate kinase family (AK1–6) carrying a Walker B motif. Additionally, loop region 

Asp77 to Pro85, including the Walker B-motif is oriented quite differently from that of the 

other AKs (Sup-Fig. 1). In all likelihood, this distinct sequence piece and its unusual 

orientation is important for the display of ATPase activity. We corroborated the structural 

evidence by demonstrating that hCINAP has unusually high intrinsic ATPase activity, in 

addition to AK activity, being essentially a dual activity AK/ATPase. 

Based on our structural and modeling analysis, we can propose a possible structural 

mechanism that would allow the selection between ATPase and AK activity in hCINAP. In 

our proposed model of switching of enzymatic activities, shown in Fig. 6, the role of Walker 

B motif His79 is important, as its imidazole ring can flip between two possible orientations 

(rotation about a C�-C� single bond is assumed to be free51). In the first orientation (“flip” or 

“AK mode”), the imidazole nitrogen faces the AMP binding site and co-ordinates the �-

phosphate of AMP together with Arg39 (Fig. 6 – AK mode). In the second orientation 

(“flop” or “ATPase mode”), the imidazole nitrogen faces the Mg+2ATP catalytic center (Fig.

6 – ATPase mode) and co-ordinates a lytic water together with Lys16 for a nucleophilic 

attack on the �-phosphate of ATP, similar to the mechanism which has been proposed for 

myosin by Okimoto and co-workers52. At the same time, the imidazole carbon CE1 faces the 

AMP binding site, thus preventing a phosphoryl transfer reaction by creating a site with low 

affinity for AMP. Therefore, His79, which is located on the flexible region between the ATP 

and AMP binding sites and having the potential to rotate between its flip or flop 

conformations, may thus play a pivotal role as a structural switch favoring, in each of its 

conformations, one of the two enzymatic activities. The role of H79 in catalysis is also 
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important both for the AK and ATPase reactions as we demonstrate that the H79A mutation 

reduces by about 72% the AK enzymatic efficiency and by 76% the ATPase efficiency. 

However the role of H79 as a possible structural transducer between the catalytic centers may 

be even more important. 

The selection of catalytic modes (AK vs. ATPase) may be a more generalized 

modality regulated by the intracellular milieu of the enzyme and dynamically fine-tuned to 

the energy or metabolic requirements of the cell at any given time. For example, in the case of 

the ABC-type transporter and anion channel CFTR (cystic fibrosis transmembrane 

conductance regulator), which displays a double ATPase and GTPase activity (its additional 

AK activity may be the matter of some disagreement in the field), it has been speculated that 

under physiological conditions it may switch back and forth between the different enzymatic 

states, depending on substrate and/or energy availability53. Nuclear protein Rad50, a member 

of the RMN complex that is responsible for detecting double-strand breaks on DNA, is an 

ATPase that possesses an AK activity necessary for DNA tethering54 

In the case of the CBs, highly dynamic and cell cycle-dependent structures, whose 

nuclear movements are ATP-dependent55, the regulation of assembly and disassembly during 

the cell cycle might be intrinsically linked with the activity of enzymes, such as hCINAP, that 

regulate the nucleotide homeostasis in the mammalian nucleus. The expression of the H79G 

mutant in human cells in culture was found to be toxic, reducing proliferation and increasing 

apoptosis compared to the wild-type enzyme (Sup-Fig. 5), and also causing a profound effect 

in Cajal Body (CB) organization in the nucleus (Fig. 5). Essentially, the results indicated that 

CBs are deregulated, causing numbers of this organelle per nucleus to fluctuate widely and 

abnormally (ranging from 0 to over 30 CB/nucleus, with an overall significantly different 

frequency distribution as compared to WT). The known role of the protein coilin in CB 

assembly56,57 and its interaction with hCINAP make it one likely link between the H79 

mutation and the observed phenotype, but the involvement of alternative or additional factors 

cannot be excluded at this stage. Deficiency of hCINAP could bring about a nucleotide pool 

imbalance, possibly affecting the network of other critical interactions, energy requirements 

or substrate phosphorylation during the CB assembly process and thus resulting in the 

observed abnormal heterogeneity of CB numbers in the cell population. How the AK or 

ATPase activity contributes to Cajal Body regulation and how the switch between the two 

activities might be regulated physiologically, are fascinating questions that warrant concerted 

investigation. 
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Table I: Statistics of data collection, processing and refinement of the hCINAP complexes 

hCINAP Complex (PDB ID) SO42- (3IIK) ADP (3IIJ) dADP (3IIM) Mg2+ADP- PO4
3-

(3IIL) 

CCLRC PX10.1; � (	) 1.04498 

 

1.11665 0.979 1.04498 

Space group P61; Cell dimensions (Å), 
a,b,c, �=�=90�, �=120� 

98.67, 98.67, 57.65 99.14, 99.14, 57.84 99.28, 99.28, 
57.97 

99.17, 99.17, 58.05 

Resolution (Å) 34.32-1.95 28.3-1.76 25.0-2.00 34.52-2.00 

Outermost shell (Å) 2.06-1.95 1.79-1.76 2.03-2.00 2.03-2.00 

Reflections measured 188,312 152,209 140,350 144,687 

Unique reflections 23,444 31,610 22,173 22,102 

Rsymma 0.050 (0.449) 0.044 (0.499) 0.066 (0.470) 0.057 (0.461) 

Completeness % 99.9 (100.0) 98.1 (88.4) 100.0 (100.0) 99.9 (100.0) 

<I/�I> 25.80 (4.50) 17.92 (3.41) 17.80 (4.82) 20.13 (4.25) 

Redundancy 8.0 (8.0) 4.9 (4.3) 6.3 (6.2) 6.5 (6.5) 

Final Rcrystb (Rfreec) % 17.98 (20.56) 18.12 (19.51) 18.56 (21.62) 17.10 (19.27) 

No. of protein residues (residue range)d 175 (-2 - 172) 175 (-2 - 172) 174 (-1 - 172) 175 (-2 - 172) 

No. of water molecules in final cycle 200 190 205 201 

R.m.s. deviation in bond lengths (Å)  0.0089 0.0077 0.0097 0.0103 

R.m.s. deviation in bond angles (o) 1.113 1.128 1.160 1.258 

Average B factor (Å2)     

Protein atoms 19.103 19.633 18.752 20.596 

Water molecules 30.903 32.011 31.242 32.233 

Ligand molecules 27.3 (SO4ATP site) 

95.7 (SO4AMP site) 

30.214 (ADP) 

 

32.605 (dADP) 

 

33.099 (ADP) 

36.600 (Mg2+) 

34.058 (Pi) 

Ramachandran (u–w) plot  Residues in most favored regions 93%, Residues in allowed regions 7% 

Values in parentheses are for the outermost shell.  
aRsymm = �h�i|I(h)-Ii(h)/�h�iIi(h) where Ii(h) and I(h) are the ith and the mean measurements of the intensity of reflection h. bRcryst = �h|Fo -
 Fc|/�hFo, where Fo and Fc are the observed and calculated structure factors amplitudes of reflection h, respectively. cRfree is equal 
to Rcryst for a randomly selected 5% subset of reflections not used in the refinement. dResidues -2 to 0 correspond to additional amino acids 
introduced by the cloning procedure.  
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Table II. Output receptor-ligand poses (structures) and data from the IFD calculcations 

Structure P-P

distance (Å)a

H-bondsb RMSD
(Å)c

Prime 
Energy 

(kcal/mol) 

XP
Gscore

IFDScore

1 5.12 7 0.880 

(0.826)

-11316.3 -10.17 -575.98 

2 5.05 7 0.958 

(0.769)

-11319.3 -8.82 -574.78 

3 4.53 5 1.429 

(1.640)

-11328.3 -7.92 -574.33 

4 6.49 6 1.611 

(1.367)

-11331.4 -5.59 -572.15 

aATP-ADP interphosphate distances measured between P atoms. bNumber of direct AMP-
hCINAP hydrogen bonds. cRMSD (heavy atoms) on superimposition of AMP conformation 
on its conformations in the 1ANK and 1NKS (in parentheses) complexes. 
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Table III: Summary of kinetic parameters  

a Best-fit curve obtained by fitting the data to the Hill equation. Km and nH were calculated by linear
regression of the logarithmically transformed data (Hill plots)

A. Adenylate kinase avtivity (ATP +AMP�2ADP) 
Enzyme Specific activity 

(nmol/min /mg) 
Kcat (s-1) Km (μ� ATP) Kcat/Km (M-1s-1) 

hCINAPWT 18±0.9 6.3x10-3 45±5 140
hCINAPH79G 11±0.16 (nH=1.99 a) 3.7x10-3 93±8a 39

 
B. ATPase activity (ATP�ADP + Pi) 

Enzyme Specific activity 
(nmol/min /mg) 

Kcat (s -1) Km (μ� ATP) Kcat/Km (M-1s-1) 

hCINAPWT 1.37±0.08 (nH=1.21a) 4.8x10-4 332±8a 1.45
hCINAPH79G 0.74±0.04 (nH=2.10 a) 2.5x10-4 721±1a 0.34

1
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FIGURE LEGENDS 

FIGURE 1: Structure superimposition of hCINAP-ADP complex (green) onto the 

sulfate-bound form 1RKB (purple). The overall root mean square deviation (RMSD) 

between C� and backbone atoms of hCINAP-ADP and 1RKB was 0.576 and 0.594 	, 

respectively. The NMP binding domain (designated by cyan), which comprises amino acids 

45–55 (average RMSD for C� atoms is 2.43 Å), adopts a � strand-turn-� strand 

conformation. The conserved Lys16 residue adopts identical conformation in the two 

structures, whereas the side chain of the conserved Arg109 shifts by 1.5 	 towards the 

phosphate groups to stabilize the large number of negative charges. The P-loop (a.a.10–17) 

and the Walker B motif (a.a. 77–80) regions are indicated in yellow and orange, respectively.  

FIGURE 2: Structural analysis of hCINAP complexes 

A. Polar contacts of ADP in the vicinity of the Mg2+ATP binding site. Guanidine nitrogen 

of Arg109 from the LID domain makes polar contacts with the �- and �-phosphate oxygens, 

O2A and O2B. The hydroxyl group of Thr17 interacts directly with �-phosphate oxygen 

O3B, whereas NZ of Lys16 forms one hydrogen bond with O1B. The hydroxyl group of 

Thr18 interacts with O1A oxygen. The phosphate moiety makes additional polar contacts 

with water molecules and the main chain O/N atoms of residues Gly13, Gly15, Lys16, Thr17 

and Thr18. The ribose moiety forms only two polar contacts with water molecules. The 

purine moiety interacts with two water molecules, while two additional polar contacts are 

formed between N6 and the carbonylic oxygen of Lys148 and N1 and the amide nitrogen of 

Pro149. 

B. Polar contacts of SO4
2- bound at the AMP binding site. The SO4

2- ion, bound at the 

AMP binding site, makes a direct polar contact with the guanidinum nitrogen NH1 and two 

indirect polar contacts with the NH2 via a water molecule. The imidazole ND1 of His79 is 

hydrogen bonded to water Wat11 (ND1-OW11; 2.82 	), whereas nonpolar-polar contacts are 

formed between imidazole carbon CE1 and the sulfate oxygen O1 (CE1-O1; 3.17 	).  

C. Polar contacts of Mg2+ADP and Pi, in the vicinity of the Mg2+ATP binding site. In the 

vicinity of the Mg2+ATP binding site, an extensive network of hydrogen bonds is created 

between Mg2+ADP, PO4
3-, P-loop residues Lys16, Thr17, Thr18, Walker B motif His79, and 

Arg109 from the LID-domain. The Mg2+ ion is hexa-coordinated, with the hydroxyl group of 

Thr17 and the Wat12 occupying two apical positions. The Wat12 and Wat8 are located in the 

positions that would be occupied by two of the �-phosphate oxygens of ATP. Arg109 forms 

hydrogen bonds with �- and �-phosphate oxygens and Wat8 and is proposed to protect ATP 
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from random hydrolysis. Mg2+ contributes to positive polarization of �-phosphate and makes 

it more susceptible to nucleophilic attack. 

FIGURE 3: Models of the hCINAP-Mg2+ATP-AMP complex from induced fit docking 

calculations. 

Predicted hCINAP-Mg2+ATP-AMP poses with different interphosphate (P-P) distances, 

showing the approach of a mobile AMP towards a fixed ATP. 

A. IFD-4, P-P distance 6.49 Å: AMP phosphate interacts with His79 side chain NH and 

Arg39 guanidine NH2. The Tyr78 side chain hydroxyl hydrogen-bonds with the ribose-ring 

oxygen. The ribose 2’- and 3’-OHs form hydrogen bonds with Arg39 guanidine NH2 (2’-

OH) and backbone carbonyl and amide (3’-OH) of Pro54.  

B. IFD-1, P-P distance 5.12 Å: His79 forms a side-chain bond with the AMP phosphate. The 

Tyr78 side-chain hydroxyl hydrogen-bonds with the ribose-ring oxygen and the adeninine 

nitrogen N1. Water-bridging contacts of the AMP phosphate and the ATP phosphate with the 

Arg39 guanidine side chain (NH2) are formed. Arg39 forms a direct H-bond contact with 

ribose 2’-OH through side-chain guanidine NE and NH2. Ribose-3’-OH hydrogen-bonds with 

the backbone-carbonyl O of Pro54. 

C. IFD-3, P-P distance 4.53 Å: AMP phosphate now interacts with the backbone and side-

chain NHs of His79, and the Mg2+-coordinated water molecules Wat5 and Wat20. Waters 

bridge the AMP (�-) –ATP (�-) phosphates. Arg39 forms a direct H-bond contact with ribose 

2’-hydroxyl through side chain guanidine NH2. Ribose-3’-OH hydrogen bonds with Tyr44 

OH. The Tyr78 side-chain hydroxyl hydrogen-bonds with the ribose-ring oxygen. 

FIGURE 4: Kinetics of hCINAP-WT and hCINAP-H79G.  

A. hCINAP-WT adenylate kinase activity with respect to ATP at a constant concentration of 

AMP. Inset: Double-reciprocal plot.  

B. hCINAP-H79G adenylate kinase activity with respect to ATP. Inset: Hill plot.  

C. Comparison of the AK activities of A and B; hCINAP-WT (
) and hCINAP-H79G (�).  

D. hCINAP-WT ATPase activity. Inset: Hill plot  

E. hCINAP-H79G ATPase activity. Inset: Hill plot.  

F. Comparison of the ATPase activities of D and E; hCINAP-WT (
) and hCINAP-H79G 

(�). All data are means from two experiments.
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FIGURE 5: The overexpression of GFP-hCINAP-H79G alters Cajal Body (CB) 

organization (mean and distribution) in the nucleus of HeLa cells. 

A. Mean number of CB (± sample standard deviation) per nucleus in mock-treated cells, cells 

highly expressing GFP-hCINAP-WT and cells highly expressing GFP-hCINAP-H79G upon 

transient transfection. The mean number of CBs is significantly higher in the hCINAP-H79G 

mutant as compared to the mock transfected cells (Welch’s t-test, p=0.034). 

B. Histogram of the distribution of Cajal Body (CB) numbers per nucleus in the same three 

populations of transiently transfected cells. The overall distribution of CB numbers is 

significantly different in hCINAP-H79G mutant samples compared to the WT control 

samples (p=0.0151) and mock transfected samples (p=0.0122, two-way ANOVA). 

C, D. Representative images of changed CB numbers in cells transiently transfected with 

GFP-hCINAP-H79G (D), as compared to cells transiently transfected with GFP-hCINAP-

WT (C). Hoechst staining of nuclei (blue), GFP-fluorescence indicative of transfected cells in 

each case (WT or mutant H79G) (green panels) and immunostaining of CBs with an anti-

coilin mab (red). In the examples of mutant H79G expression given here, the CBs are either 

considerably increased in number in transfected cells (white arrows) as opposed to non-

transfected cells in the same field (top right panel), or markedly reduced (white arrows, 

bottom right panel). In WT-transfected cells, the number of CBs is more homogeneous from 

nucleus to nucleus (C). Scale bars: 20 �m. 

FIGURE 6: A model of the role of His79 as a structural switch for the selectivity of 

enzymatic activity: Juxtaposition of “ATPase mode” and “AK mode” 

According to the proposed ring-flip hypothesis, based on the structural analysis, the 

imidazole nitrogen ND1 of His79 can coordinate a lytic water molecule (together with the NZ 

of Lys16) during the ATPase reaction (ATP + H2O � ADP + Pi; ATPase-mode) or 

coordinate the �-phosphate of AMP (together with the NH1 of Arg39) during the reverse AK 

reaction (ATP + AMP � 2ADP; AK-mode) (further details in the Discussion section). 
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“hCINAP is an atypical mammalian nuclear adenylate kinase with an ATPase motif: 

Structural and functional studies.”  
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Short title: hCINAP is an atypical nuclear AK and ATPase 

 

Abbreviations 

The abbreviations used are: hCINAP, human coilin-interacting nuclear ATPase protein; AK, 

adenylate kinase; GFP, green fluorescent protein; UsnRNP, uridine-rich small nuclear 

ribonucleoprotein; snoRNP, small nucleolar ribonucleoprotein; NMP, nucleoside 

monophosphate; mab, monoclonal antibody; IPTG, isopropyl-galacto-pyranoside; GST, 

glutathione S-transferase; HEPES, 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid; Tris, 

tris(hydroxymethyl)aminomethane; PBS, phosphate buffered saline; DMEM, Dulbecco's 

modified Eagle's medium; AP5A, P1,P5-di(Adenosine-5')pentaphosphate; AMPPNP, 

adenosine 5�-(�,�-imido)triphosphate; TLS, Translation/Libration/Screw; OPLS-AA, 

optimized potential for liquid simulations–all atoms; IFD, induced fit docking; vdW, van der 

Waals.  
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ABSTRACT 

 

Human Coilin Interacting Nuclear ATPase Protein (hCINAP) directly interacts with coilin, a 

marker protein of Cajal Bodies (CBs), nuclear organelles involved in the maturation of small 

nuclear ribonucleoproteins UsnRNPs and snoRNPs. hCINAP has previously been designated 

as an adenylate kinase (AK6), but is very atypical as it exhibits unusually broad substrate 

specificity, structural features characteristic of ATPase/GTPase proteins (Walker motifs A 

and B) and also intrinsic ATPase activity. Despite its intriguing structure, unique properties 

and cellular localisation, the enzymatic mechanism and biological function of hCINAP have 

remained poorly characterised. Here, we offer the first high-resolution structure of hCINAP in 

complex with the substrate ADP (and dADP), the structure of hCINAP with a sulfate ion 

bound at the AMP binding site, and the structure of the ternary complex hCINAP-Mg2+ADP-

Pi. Structural analysis and induced-fit docking calculations suggest a functional role for His79 

in the Walker B motif. Kinetic analysis of mutant hCINAP-H79G indicates that His79 affects 

both AK and ATPase catalytic efficiency. Finally, we show that in vivo expression of 

hCINAP-H79G in human cells is toxic and drastically deregulates the number and appearance 

of CBs in the cell nucleus. Our findings suggest that hCINAP may not simply regulate 

nucleotide homeostasis, but may have broader functionality, including control of CB 

assembly and disassembly in the nucleus of human cells.  

 

Keywords: crystal structure; adenylate kinase 6; ATPase; coilin; Cajal bodies  
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INTRODUCTION 

Adenylate kinase (AK; phosphotransferase; EC 2.7.4.3) is an abundant enzyme class, 

catalysing the interconversion of ATP, ADP, and AMP, according to the reversible reaction: 

Mg2+ADP + ADP ���� Mg2+ATP + AMP. The adenylate kinase system is able to provide ATP 

rapidly during intense activity and thus regarded as a reserve energy system used to 

regenerate ATP from ADP under energy stress conditions. 

Five AK isoforms (AK1–5) with various substrate specificities and tissue distributions 

are known in vertebrates.1-5 These isoforms localize to the cytoplasm (AK1 and AK5) or 

mitochondria (AK2, AK3 and AK4). They are key enzymes in nucleotide homeostasis, 

maintaining the physiological nucleotide ratios in different cell compartments and cell types. 

Structurally, AKs are typical �/� proteins sharing a common architecture that is consistent 

with a �-sheet CORE domain, bearing a phosphate-binding loop (P-loop), and two flanking 

mobile domains called the LID and NMP-binding domains.6 hCINAP (Human Coilin 

Interacting Nuclear ATPase Protein), also now known as AK6 because of its AK activity,2 

has unique properties compared with the other known AKs. It exhibits unusually broad 

substrate specificity,2 displays intrinsic ATPase activity  and has a nuclear localisation.1 It 

also possesses a number of atypical structural features for an adenylate kinase, namely a 

Walker B motif and a metal-coordinating residue, highly conserved and typical among the 

members of the ATPase/GTPase superfamily.7-10 The enzymatic classification of hCINAP as 

a pure AK therefore remains open to discussion.  

So far, hCINAP orthologs have been identified in yeast (Fap7), C. elegans (cAK6) 

and D. melanogaster (dAK6).11 In C. elegans, knockdown of the cAK6 gene results in growth 

suspension.12 In yeast, Fap7p13 interacts with ribosomal protein RPS14 and appears to be 

involved in pre-rRNA processing: a Walker B-motif mutant (D82AH84A) is unable to cleave 

the 20S pre-rRNA from 40S pre-rRNA particles.14 In human cells, hCINAP was shown to 

interact directly with the carboxy-terminal tail of coilin, a marker protein of Cajal bodies 

(CBs), which are nuclear organelles involved in the maturation of UsnRNPs and snoRNPs en 

route to their sites of function in the nucleoplasm and nucleolus.1 Furthermore, 

overexpression of hCINAP causes a decrease in the average number of CBs per nucleus in 

human cells.1 Despite these intriguing associations with RNA metabolism in the nucleus, the 

functional role of hCINAP is also still poorly defined. 

The unique localization and structural features of hCINAP, indicating an atypical dual 

enzymatic activity and its undefined biological function prompted us to undertake this 

investigation. We present here the structural analysis of hCINAP in complex with ADP, 
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dADP, SO42- and Mg2+ADP-PO4
3- and also provide a model for the hCINAP-Mg2+ATP-AMP 

complex. We characterize the dual ATPase and AK activity of hCINAP by kinetic analysis, 

and with site-directed mutagenesis in residue H79 within VIVDYHG, a functional Walker B 

motif (hhhDXXG), uncover the effect of this mutation on its kinetic properties. Furthermore, 

we demonstrate that an H79G mutation in vivo has striking effects on the formation of CBs in 

the nucleus of human cells. 
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MATERIALS AND METHODS 

 

Cell Line – HeLa cells were cultured in DMEM, containing 10% v/v fetal calf serum 

(Gibco/BRL), 2 mM L-glutamine and 50 U/ml of penicillin/streptomycin, and maintained at 

37 ºC in 5% CO2. 

 

Antibodies – The following primary antibodies were used for immunofluorescence: Mouse 

anti-coilin �4 monoclonal antibody (mab) 5P10 TC at 1:50 dilution, mouse anti-PML Bodies 

mab P6-M3 at 1:100 (Santa Cruz Biotech.) and mouse anti-fibrillarin mab AFB01 at 1:200 

(tebu-bio). Secondary antibodies (Molecular Probes) were: Alexa Fluor 555 donkey anti-

mouse IgG, Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit IgG, both at 1:1500 dilution. 

 

Immunofluorescence – Immunofluorescence was carried as described by Santama et. al., 

199815 and labeled cells were analysed on a Zeiss Axiovert 200M inverted fluorescence 

microscope, equipped with a Zeiss AxioCam MRm camera and Zeiss Axiovision 4.2 

software, using a Zeiss Apochromat x63 1.3 oil lens. 

 

Transient Transfections and Statistical Analysis – Exponentially growing HeLa cultures were 

harvested and replated onto coverslips 24 h prior to transfection. Transfections were carried 

out using a Ca2+ / PO4
-3 precipitation protocol.1 At 24 and 36 h post transfection, coverslips 

were retrieved for immunofluorescence and microscopic analysis. For analysis of the CB 

phenotypes, random fields of cells were scored for the number of CBs per nucleus (as 

revealed by coilin immunostaining) from three independent experiments (n=571 for GFP-

hCINAP-H79G, n=1439 for GFP-hCINAP-WT and n=1072 for mock-transfected cells). Data 

processing was performed in Excel (Microsoft Corp.) and statistical tests undertaken in Prism 

(GraphPad Software, Inc.). The mean CB number (±sample standard deviation) was 

calculated and statistically tested by Welch’s t-test. A histogram of the number distribution 

was generated for each construct and the distributions compared by 2-way ANOVA. P values 

<0.05, 0.01 and 0.001 were assigned as significant, highly and extremely significant, 

respectively. 

 

Construction of Bacterial Expression Vectors – hCINAP cDNA was subloned as a 

BamHI/SalI fragment from pGEX-4T-1-hCINAP (described by Santama et al., 20051) into 
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bacterial expression vector pGEX-6P-3 (Amersham Biosciences). The hCINAP-H79G mutant 

was generated using the QuikChange site-directed mutagenesis kit (Stratagene) and confirmed 

by DNA sequencing (MWG, Germany). 

 

Bacterial Expression and Purification of Recombinant Proteins – For recombinant protein 

expression, competent E. coli B834(DE3)pLysS (Novagen) were transformed with pGEX-6P-

3-hCINAP or pGEX-6P-3-hCINAP-H79G, cultured at 37 ºC until OD600 was 0.4–0.5 AU, 

induced with 0.5 mM isopropyl �-thiogalactopyranose (IPTG, Sigma) and grown at 18 ºC 

overnight. Cells were lysed in lysis buffer [50 mM Tris-HCl pH 8.2, 0.2 M NaCl, 0.5 mM 

DTT, 0.5 mM PMSF, and a mixture of protease inhibitors (Roche)] and disrupted by 

sonication. The cell lysate was clarified (130,000 x g at 4 ºC for 30 min), the cleared 

supernatant was affinity purified onto a GSTrap 4B column (GE Healthcare), followed by on-

column cleavage of the GST tag by injection of 3C protease, performed as described by Dian 

et al., 2002.16 The eluate was concentrated by ultrafiltration and further purified by gel 

filtration chromatography on a 150-ml Superdex 75 (GE Healthcare) column. Fractions 

containing the hCINAP monomer were pooled, concentrated to 14 mg/ml and used for 

crystallization experiments. Additionally, purified proteins were desalted by dialysis against 

20 mM Tris, pH 7.5 and used for AK or ATPase assays. 

 

�� Assays – AK assays were performed on a dual-beam Cary 100 conc UV/VIS 

spectrophotometer. The rate of �-NADH disappearance was monitored at 340 nm by 

simultaneous measurement of test and reference cell absorbance. Reference samples, 

containing reaction mixture without hCINAP, were used to automatically subtract background 

absorbance, mainly attributable to the ATPase activity of pyruvate kinase and nonenzymatic 

ATP hydrolysis. The AK activity of hCINAP with respect to ATP was measured in the 

presence of 0.3 mM AMP. The final assay mixture (0.2 ml) consisted of 100 mM Tris-HCl, 

pH 7.5, 60 mM KCl, 0.21 mM �-NADH, 1 mM PEP, 5 mM MgCl2, 11.4 U/ml PK (Sigma), 

10.6 U/ml LDH (Sigma), 20 μg hCINAP, 0.3 mM AMP and 0.01–1.0 mM ATP.  

The effects of the AK-specific inhibitor, AP5A, were determined in the presence of 

0.33 mM ATP, 0.3 mM AMP and 1–120 nM AP5A.  

All kinetic data were analyzed with the nonlinear regression program GraFit.17 

 

�TPase Assay – ATPase activity was determined by the malachite-green assay.18 The reaction 

mixture (0.2 ml) contained 100 mM Tris-HCl, pH 7.5, 60 mM KCl, 5 mM MgCl2, 0.01–2 
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mM ATP and 20 	g wild-type or mutant enzyme. Parallel control samples, containing 

reaction mixture without hCINAP, were used to subtract absorbance derived mainly from 

nonenzymatic ATP hydrolysis. Blank samples, containing buffer with and without hCINAP, 

showed no absorbance difference and were used to adjust the baseline of the instrument. 

Reactions took place for 10 min at 30 ºC and were stopped by addition of the color reagent. 

Mixtures were allowed to stand for 10 min, and colorimetric determination of PO4
3- liberation 

was monitored at 630 nm. 

 

Crystallization and Data Collection – Co-crystals of hCINAP in complex with ADP, dADP 

and Mg2+ADP-PO4
3- (average size of 0.3–0.5 mm), were obtained at 20 ºC using the sitting-

drop vapour diffusion technique in a buffer comprising 14 mg/ml enzyme, 0.1 M HEPES pH 

7.5, 1.5 M Li2SO4, 0.2 M NaCl, 0.5 mM DTT, 25 mM MgCl2, and 2 mM ADP or 2 mM 

dADP or 25 mM AP5A, respectively. Prior to flash freezing for data collection, crystals were 

transferred for 5–15 sec to fresh buffer containing 25% v/v glycerol. Single crystal diffraction 

data were collected on the PX 10.1 beamline (SRS, Daresbury Laboratory), using a 225-mm 

MAR CCD detector. The crystal-to-image plate distance was 150 mm and gave a maximum 

resolution of 1.75 Å at the edge of the detector. 

 

Structure Determination– Integration and data reduction were performed with the programs 

DENZO and SCALEPACK19 or MOSFLM20 and SCALA, from CCP4 suite,21 and intensities 

transformed to amplitudes with TRUNCATE.22 The crystals were isomorphous with the 

sulfate-bound form (1RKB).2 Phases were obtained with Molrep23, using the 1RKB structure 

as a molecular replacement model (Rf/
= 11.53, Tf/
=35.01). Alternate cycles of manual 

building with the program Coot24 and refinement using the maximum likelihood target 

function as implemented in the program REFMAC25 improved the model phases. At this 

stage, water molecules were added to unidentified Fo–Fc map peaks greater than 1.0 
 by 

using the “water find” module of the program Coot. After an additional cycle of refinement 

and manual building, the ligand molecule was included in subsequent refinement cycles. 

ADP, dADP, Mg2+(H2O)6, PO4
3- and SO4

2- models, retrieved from the REFMAC library, were 

fitted into the electron density with Coot. The final model was generated by TLS refinement 

within REFMAC using TLS groups for the protein generated by the TLSMD web server.26 

Details of data processing and refinement statistics are summarized in Table I. 

PROCHECK27 was used to assess the quality of the final structure. Structures were 

analysed by programs “contacts” and “angle” of the CCP4 suite, and hydrogen bonds were 
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assigned if the distance between electronegative atoms was less than 3.3 Å and if both angles 

between these atoms and the preceding atoms were greater than 90º. Van der Waals (vdW) 

contacts were noted for nonhydrogen atoms separated by less than 4 Å.  

 

Protein Preparation for Substrate Docking Calculations – Using the hCINAP-Mg2+ADP-

PO4
3- X-ray complex coordinates, an initial hCINAP- Mg2+ATP-PO4

3- was prepared by 

conversion of ADP to ATP, based on the position of the extra phosphate group in the 

superimposed AK-AMPPNP-AMP (PDB entry 1ANK) structure.28 Wat12 and Wat8 were 

deleted, as the extra phosphate takes their places in coordinating to Mg2+ and forming a 

hydrogen bond contact with Arg109. The initial model was prepared for docking using 

Schrödinger’s Protein Preparation Wizard by deleting residual SO4
2- molecules, the Li atom, 

all crystallographic water molecules beyond 5 Å of Mg2+, ATP or PO4
3-. Two further water 

molecules (Wat9 and Wat10), to accommodate different orientations of the docked AMP 

molecule, were also deleted. Bond orders were assigned and hydrogen atoms added. Initial 

assignment of protonation states for basic and acidic residues and tautomeric states were 

based on pKa at their normal pH (7.0). Subsequent optimization of hydroxyl, His protonation 

states, C/N atom “flips” and side-chain O/N atom “flips” of Asn and Gln was based on 

optimizing hydrogen bonding patterns. His residues were assigned as neutral, either in a HIE 

or HID state. Any steric clashes or bad contacts were removed by a final Impref minimization 

using the OPLS-AA (2001) force field.29 

 

Ligand Preparation for Docking – The AMP and ADP ligands were extracted directly from 

the crystal structures (PDB entries 1ANK and 3IIL, respectively), and ATP from the prepared 

hCINAP-Mg2+ATP-PO4
3- complex. Hydrogens were added, bond orders assigned and 

structures minimized using MacroModel version 9.530 and the OPLS-AA (2005) force 

field,29,31 with water solvation effects included via the GB/SA continuum model.32 

 

Rigid Receptor Docking – Initial validation of the hCINAP-Mg2+ATP-PO4
3- model structure 

and the Glide-XP (version 4.5)33 docking method34-36 was performed by re-docking of ATP to 

the model. Docking grids were centered on the ATP ligand and prepared with/without the 

PO4
3- ion at the AMP binding site. Glide-XP docking of AMP to the AMP binding site was 

performed with PO4
3- used as the centre for the docking grids. In each case, the grids 

represented the shape and properties of the binding sites with dimensions ~ 30 Å � 30 Å � 30 

Å. 
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Induced Fit Docking – IFD calculations,37 including receptor flexibility of AMP to the AMP 

binding site, were performed using the Glide-XP (rigid receptor) top-ranked AMP-pose as 

input. Grids for the hCINAP-Mg2+ATP-AMP model had dimensions of 30 Å � 30 Å � 30 Å, 

centered on AMP. A maximum of 20 ligand binding poses were saved from Stage I Glide-SP 

docking. Stage II was a Prime induced fit, where residues within 5 Å of the AMP ligand 

initial poses were refined. Residues 45–54 of the NMP-binding loop were explicitly included 

and P-loop residues Lys16 and Thr17 explicitly excluded, due to their role in coordinating to 

the Mg2+. For Stage III, up to 20 structures within 30 kcal/mol of the lowest-energy structure 

were used for Glide-XP AMP re-docking. The resulting receptor-ligand poses were analyzed 

in terms of structure, ligand re-docking GlideScore (GS), and IFDScore (ligand re-docking 

GS + 0.05% Prime complex energy). 

 

QM/MM Calculations – QM/MM single point calculations using QSite 5.038 were performed 

on the geometries from the IFD calculations to estimate changes in ESP fit atomic charges as 

the AMP �-phosphate approaches the ATP �-phosphate. The QM region contained: the ATP 

and AMP ligands with the -CH2- groups “hydrogen-capped” in place of the riboses; any 

residue and water molecule directly hydrogen-bonded with the AMP and ATP �- and �-

phosphates; the hexa-coordinated Mg2+, its 3 coordinated waters and the Thr17 side chain. 

The B3LYP39,40 DFT method was used with the 6-31+G* basis set,41-43 while the OPLS-

AA(2005) force field29,31 was used for the MM region. 

 

Superimposition and Structure Presentation – These were performed with LSQKAB44 for 

hCINAP complexes and with SUPERPOSE45 for comparison between hCINAP and its 

homologues. Figures were prepared and rendered with PyMol.46 

The coordinates of the protein complexes have been deposited to the RCSB Protein 

Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb), with codes 3IIJ, 3IIK, 3IIL and 3IIM. 
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RESULTS 

The structures of hCINAP in complex with ADP, dADP and SO4
2-: identification of 

substrate binding sites 

To re-examine and fully resolve the structural features of hCINAP as an atypical 

putative AK enzyme and probe ADP binding sites for the forward reaction 

(2ADP�ATP+AMP) plus the expected AMP and ATP binding sites for the bisubstrate 

reverse reaction (ATP+AMP�2ADP), we provide here a series of structural analyses. We 

achieved the first structure of hCINAP in complex with ADP, its putative AK substrate (Fig. 

1 and 2A, Table I), at a higher resolution (1.76 �) than the existing structure for the sulfate-

bound form at 2 � resolution (1RKB).2 Inspection of the electron density maps of the 

hCINAP-ADP complex shows a strong Fo-Fc accompanied by a 2Fo-Fc electron density, 

which can neatly accommodate one ADP molecule. The catalytic center is lined by P-loop 

amino acids 10–17, Arg109 from the LID domain and also His79 (Fig. 1 and 2A). ADP binds 

in a groove located near the protein surface with the adenine ring occupying the entrance of 

the catalytic center and the phosphate groups orientated toward the P-Loop region. The crystal 

structure shows that, upon binding to hCINAP, ADP forms numerous polar and non-polar 

contacts with the residues of the ATP binding site (summarized in Sup-Table I). In 

agreement with the broad substrate specificity of hCINAP, the adenosine moiety of ADP 

participates in only three hydrogen bonds with protein residues (Fig. 2A). 

We also conducted the structural analysis of hCINAP-dADP complex at 2 � 

resolution, (Table I), which showed that dADP perfectly overlaps with the ADP molecule 

(RMSD=0.121 �; data not shown), but that the N1 of adenine and the remaining sugar 

oxygen O3’ are not hydrogen bonded, reducing dADP interaction by four hydrogen bonds, 

compared to ADP (Sup-Table II). 

Additionally, in the hCINAP-ADP structure the deduced ATP binding site is bordered 

by a loop composed of residues 78 to 84. This loop links the C-terminal end of the CORE �3 

strand (Asp77) with a 310 helix, and, significantly, bears a Walker B motif, 77-DYHG-80, 

indicating its possible role in catalysis8-10, 14 (Fig. S1). In particular, His79 is linked with the 

�-phosphate in the ATP binding site by a hydrogen bond network extending from amide ND1 

to Wat11, from Wat11 to P loop-Lys16 and from Lys16 back to the �-phosphate (Fig. 2A). 

Water molecule Wat11 lies between the �-phosphate (PB) of ADP (PB-OW11; 4.5 �) and 

His79 (OW11-ND1; 2.9 �), and is hydrogen-bonded to NZ of Lys16 (2.81 �). OW11 is in-line 

with respect to ND1 and PB (angle ND1-OW11-PB=177.12°), suggesting that this position is 
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of high potential for a nucleophilic attack of an oxygen on the �-phosphate of acceptor ADP 

during the forward AK reaction (Fig. 2A). 

In its totality, the tertiary structure of hCINAP bound to ADP (or dADP) (Fig. 1), 

including its ATP binding site, resembles the previously reported sulfate-bound protein 

structure.2 However, in the ATP site, the most important difference that we have identified is 

a shift by 1.5� in the side chain of Arg109, which could be associated with a conformational 

change of the LID domain, possibly in order to optimize the contacts with the �- and �-

phosphate groups of ADP (Fig. 1 and Fig. 2A). Additionally, the higher-resolution structure 

allowed us to build accurately the nucleoside monophosphate-binding loop (NMP-binding 

loop; amino acids 45–55), whose residues were interpreted as disordered in a previous 

structural analysis of hCINAP.2 In our structure (Fig.1), the NMP-binding loop adopts a � 

strand-turn-� strand conformation and has a well-defined electron density with average B 

factor for all atoms 30 � (Sup-Table V). 

To assess whether the observed structural difference of the NMP-binding domain in 

this work may be due to ADP binding to the enzyme, we obtained data from the hCINAP-

SO4
2- complex at 1.95 � resolution, and refined to an R-factor of 0.179 (Rfree = 0.206) 

(Table I). In our hCINAP-SO4
2- structure, we observed the same structural motif of the NMP-

binding domain as in the ADP complex, indicating that it is independent of ligand (ADP) 

binding and strengthening our interpretation of the NMP-binding loop (Fig.2B). 

 Finally, in the hCINAP-SO4
2- structure, in addition to a sulfate ion at the ATP-binding 

site, we also found a weakly bound sulfate at the AMP-binding site located between His79 

and Arg39 (Fig. 2B, Sup-Table III). This position is very similar to that observed for the �-

phosphate moiety of AMP in AKs from Escherichia coli (AKeco) and Sulfolobus 

acidocaldarius (AKas), 1ANK and 1NKS, respectively (Fig. S2A). SO4
2- interacts with a 

conserved guanidinium group, also present in the AMP binding site of 1ANK and 1NKS 

(Arg36 and Arg54, respectively).47,48 These findings suggest that the location occupied by the 

sulfate ion (known to mimic the PO4
3-) represents the recognition site for the �-phosphate of 

AMP in hCINAP. 

 In conclusion, therefore, the combination of our structures allowed the identification 

of the ADP binding mode, within the ATP-binding site, and suggested the location of the 

AMP binding site. 

 

Mg2+ADP-PO4
3- binding 

To further probe the AMP binding site in hCINAP and, at the same time, capture its 
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transition intermediate, we used a known inhibitor of AKs, the bisubstrate analog bis-

adenosine pentaphosphate (AP5A). We found AP5A to be a potent inhibitor of hCINAP with 

an IC50 of 27.03 ± 2.93 nM AP5A (Fig. S3). 

The hCINAP structure that we obtained in the presence of AK5A (Fig. 2C) did not, as 

expected, correspond to a transition intermediate but appeared to correspond to a post-

hydrolysis state. This may be explained by a technical limitation of the X-ray crystallography 

technique: in our experiments co-crystal formation in the presence of AP5A required 1 month, 

and it is therefore likely that the co-crystallized AP5A was slowly hydrolyzed enzymatically 

or chemically during the crystallization period. Soaking of preformed crystals with fresh 

AP5A solution led to crystal deterioration, indicating that the crystal complex formation was 

accompanied by extensive structural re-organisation (as would be expected in AKs).6 

 The obtained structure revealed that (a) the ATP site was occupied by a Mg2+ADP 

complex and a phosphate group (Pi) in close contact with His79 of the Walker B motif, (b) a 

large shift in the backbone torsional angle of His79 occurred (�Phi=-67.8º), accompanied by 

a shift of the imidazole ring by 2.1 � away from the ATP site in order to establish contacts 

with the phosphate group (Fig. S4), (c) the magnesium ion was hexa-coordinated with one 

ligand supplied by a �-phosphate oxygen and a second one supplied by the hydroxyl group of 

Thr17, and finally (d) ADP possessed an identical conformation to that of the ADP complex 

(RMSD=0.061�). 

There is strong evidence that PO4
3- (as a product of hydrolysis), rather than SO4

2-
, was 

bound in the presented crystal structure: (a) We could not detect a SO4
-2 ion in this position or 

a shift in the His79 side chain in any other of the three reported structures (SO4
2-, ADP, 

dADP), but exclusively in the Mg2+ADP-PO43- structure, although the precipitant Li2SO4 was 

present at a concentration of 1.5 M in all four crystallization experiments. Furthermore, (b) 

we have carried out the co-crystallization experiments (data not shown) in the presence of 

Mg2+, Mg2+ADP and Mg2+dADP, but have not obtained SO4
2- in this position, neither a His79 

shift, nor a bound Mg2+ ion. 

The PO4
3- at its position makes hydrogen bonds to the imidazole nitrogen of His79 

(2.65 Å) and the NZ atom of Lys16 (2.83 Å). We propose that during the forward AK 

reaction (2ADP�ATP + AMP) the Mg2+ ion does not follow the movement of the attacking 

�-phosphate, but maintains its observed position and hexa-coordinated geometry, with 2 �-

phosphate oxygens of the produced ATP replacing two water molecules, most probably Wat8 

and Wat12 (Fig. 2C and Sup-Table IV). 

Therefore, while for technical reasons this approach did not reveal unequivocally the 
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binding site of AMP, the post-hydrolysis structure obtained was very informative in 

determining the residues that provide the co-ordination for the Mg2+ ion (this is the first 

example of an AK with a bound Mg2+ ion) and in revealing that P loop His79 is involved in 

the recognition of PO4
3- in the structure with Mg2+ADP-PO4

3- present. 

 

Prediction of the hCINAP-Mg2+ATP-AMP ternary complex by modeling.  

In the absence�of direct crystallographic evidence for the AMP binding site (required 

for an AK activity) and with hCINAP already classified as an AK,2 we decided to model a 

hCINAP-Mg2+ATP-AMP ternary complex in order to predict what structural changes this 

would induce compared with the ADP bound complexes and to gain further insights into the 

nature of hCINAP if functioning as an AK. Successful docking of ATP to the hCINAP-

Mg2+ATP-PO4
3- model, prepared from the hCINAP-Mg2+ADP-PO4

3- X-ray complex (see 

Materials & Methods), required removal of the PO4
3- ion from the model, indicating 

unfavorable ATP-PO4
3- electrostatics with PO4

3- in its present position. On removal of PO43-, 

all ATP docking poses produced the ATP binding conformation in the model complex, with 

the superimposed RMSD (heavy atoms) for the top-ranked pose being 0.828 Å, compared to 

the starting model. 

ATP binding site structural changes going from ADP to ATP are minimal with the 

more significant conformational changes expected in the NMP-binding domain and Walker 

B-motif loop in order to accommodate AMP at the AMP binding site. 

Meanwhile, induced fit docking (IFD), including receptor flexibility of AMP to the 

AMP binding site, resulted in eight receptor-ligand binding structures, four of which made 

intuitive sense with the �-AMP phosphate occupying a similar position to the �-AMP 

phosphate in 1ANK (E. coli AK with bound AMPPNP and AMP) and 1NKS (S. 

acidocaldarius AK with bound ADP and AMP) structures (Table II). The hexa-coordinated 

Mg2+ coordination sphere is conserved for all structures. The first three structures (IFD-1 – 

IFD-3) were also the top-ranked IFD poses. IFD-1 and IFD-2 poses with the highest IFD 

scores reproduce best the AMP-bound conformations in 1ANK and 1NKS, with 

superimposed ligand RMSDs (heavy atoms) being all less than 1 Å. They both have similar 

ATP-AMP inter-phosphate P-P distances (~ 5 Å) and form seven direct AMP-protein 

hydrogen bonds, which compares well with the eight hydrogen bonds formed by the 

homologous 1ANK and 1NKS complexes. The main structural differences between IFD-1 

and IFD-2 are the length of the hydrogen bonds and the AMP �-phosphate position, which 

differs spatially by about 1 Å. IFD-1 (P-P=5.12 Å), shown in Fig. 3B, forms more favorable 
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contacts with hCINAP as judged by the higher Glide Score (-10.17) compared to IFD-2 (-

8.82). Compared to the hCINAP-Mg2+ADP-PO4
3- X-ray structure, there is a backbone shift in 

the NMP-binding domain (residues 45–55) with the largest shifts of 3.5–5 Å for residues 49–

51. Accompanying side-chain rearrangements are mainly associated with increasing favorable 

contacts with AMP (Fig. S2B). 

  The other two receptor-ligand poses in Table II have longer (6.49 Å; IFD-4; Fig. 3A) 

or shorter P-P distances (4.53 Å; IFD-3; Fig. 3C) than those of IFD-1 and IFD-2. The 

structures suggest a key role for water bridging in the approach of an �-AMP phosphate 

towards the �-ATP phosphate, as well as some assistance from the Walker B-motif residues, 

Tyr78 and His79. In IFD-3, the AMP ligand is ideally placed for a phosphate transfer 

mechanism involving a nucleophilic attack. The case for such a pathway is accentuated by our 

QM/MM calculations of electrostatic potential (ESP) atomic partial charges at the different P-

P distances for IFD-1, IFD-3 and IFD-4 (Sup-Table VI). As the AMP approaches the ATP, 

an AMP �-phosphate OP1 becomes hydrogen bonded with a Mg2+ coordinated water (Wat5) 

and this is reflected in its estimated partial charge of -0.82 for P-P distance 4.53 Å (Fig. 3C). 

The corresponding partial charge for His79 hydrogen bonded phosphate OP2 is -0.98. 

Approach of a mobile AMP towards an immobile ATP is consistent with a transfer 

mechanism in which the AMP �-phosphate attacks the �-phosphate of ATP, assisted by water 

molecules that bridge ATP �- and AMP �-phosphates. Further, the structures and P-P 

distances reported here, although derived from docking (and therefore to be considered with 

some caution), are consistent with molecular dynamics simulations of E. coli AK Mg2+ATP-

ADP.49 Of note in this context is a recent publication by Nucci et al.,50 which highlights the 

limitations of the "static" picture of water molecule positions, as given by crystal structure 

determination, compared with a more detailed dynamic picture, which can be produced by 

NMR reverse micelle technology. To address this shortcoming, retention and modeling of 

water molecules in our IFD calculations attempt to account for some of the dynamic water 

behavior associated with the approach of AMP towards ATP at different P-P distances in our 

proposed models. 

 Overall, the modeling strongly indicated that the AMP binding site would lie between 

the B motif and Arg39. This conclusion is strengthened by the fact that Arg39 is a highly 

conserved residue in other known AKs. 
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An H79G mutation affects both AK and ATPase activities of hCINAP 

The overall structural analysis and the proposed catalytic mechanism have highlighted 

the significance of certain amino acids in the P loop region (Lys16, Thr17), the LID domain 

(Arg109) and Walker B motif (His79). These residues are either identical or correspond to 

conservative substitutions in orthologs of hCINAP across the eukaryotic phyla. Interestingly, 

in human adenylate kinases AK1–AK5, Lys16 and Arg109 are conserved, while Thr17 and 

His79, perceived as functionally critical for hCINAP, are absent. Because our structural and 

modelling studies indicate that H79 may be a regulatory residue that responds to substrate 

binding, we decided to generate an hCINAP-H79G mutant and perform kinetic analysis to 

evaluate its effect on catalytic activity. 

We first measured the AK activities of highly purified hCINAP and hCINAP-H79G 

with respect to ATP, in the presence of a fixed concentration of AMP (0.3 mM). Second, we 

determined ATPase hydrolysis by hCINAP-WT and hCINAP-H79G, in the absence of AMP 

(Table III and Fig. 4). We found that in the presence of the H79 mutation (a) the AK 

enzymatic efficiency (kcat/Km) is reduced by 72% relative to the wild-type enzyme, and (b) the 

efficiency for ATP hydrolysis in the absence of AMP (ATPase activity) is reduced by 76% 

relative to the wild type. Furthermore, the ATPase activity of wild type hCINAP (1.45 M-1.s-

1) is about 1% of its AK activity (140 M-1.s -1). While many protein kinases exhibit ATP 

hydrolysis in the absence of their substrate, the high intrinsic ATPase activity of hCINAP is 

quite unusual for an AK. 

 Kinetic analysis has therefore provided the evidence for a dual enzymatic activity for 

hCINAP that is consistent with the dual structural features of the enzyme, namely the overall 

folding typical of an AK and a catalytic centre characteristic for an ATPase. 

 

The expression of the hCINAP-H79G mutant is toxic and causes a significant change in 

Cajal Body organisation in the nucleus 

hCINAP and CB protein coilin interact directly via the latter’s 214 carboxy-terminal 

residues.1 Because of the effect of Walker B-motif His79 in enzymatic efficiency, affecting 

both AK and ATPase activity in vitro, we next examined whether expression of mutant 

hCINAP-H79G in vivo might have functional implications for nuclear organization, 

accompanied by a corresponding phenotypic effect on either coilin or CBs. GFP-tagged 

expression vectors of wild-type hCINAP (WT) and mutant hCINAP-H79G were constructed, 

tested by Western blot (data not shown) and used for transient transfections of HeLa cells. 

We observed that transfection with a mutant GFP-hCINAP-H79G construct had 
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detrimental effects both on transfection efficiency and proliferation of transfected cells: at 24 

h post transfection, the proportion of hCINAP-H79G-transfected apoptotic cells (43%) was 

four times higher than that of wild-type GFP-hCINAP (WT) cells (11%) with extreme 

statistical significance, and at 36 h the proportion of apoptotic hCINAP-H79G-transfected 

cells was maintained very high (43% compared to 13% for WT transfected apoptotic cells) 

with high statistical significance (ANOVA with Tukey’s multiple comparison post-test; Fig. 

S5), indicative of mutant-specific impairment of proliferation or cell survival. 

The number of CBs per nucleus, as detected with an anti-coilin antibody, was scored 

in cells transfected with GFP-hCINAP-WT (n=1439), GFP-hCINAP-H79G (n=571) and 

mock-transfected control cells (n=1072). In highly-expressing GFP-hCINAP transfected cells, 

we observed profound changes in CB organization: the mean number of CBs per nucleus was 

significantly higher in cells transfected with mutant hCINAP-H79G, as compared with the 

mock transfected cells (Welch's t-test, p=0.034) (Fig. 5A). Importantly, there was a marked 

heterogeneity in the numbers of CBs in the nuclei of hCINAP-H79G transfected cells as 

evidenced by the frequency distribution displayed in Fig. 5B, so that large groups of cells 

either had much fewer CBs than the mean number in WT-hCINAP-expressing or mock-

tranfected cells, or groups of H79G cells possessed unusually high numbers of CBs (up to 30 

per nucleus) (Fig. 5B). Representative examples of hCINAP-H79G-expressing cells with 

either a very large number of CBs (Fig. 5D upper panels) or a small number of CBs (Fig. 5D 

bottom panels), are shown in Fig. 5. As a result of this heterogeneity, the frequency 

distribution of CBs in cells expressing the mutant form was significantly different overall 

from that of WT-hCINAP samples (two way ANOVA, p=0.0151) and from mock-transfected 

samples (p=0.0122). 

The same analysis was repeated examining other types of distinct subnuclear 

structures, namely the nucleolus, a site historically linked to CBs by Cajal himself,51 and PML 

Bodies (Pro Myeloid Leukemia Bodies), a nuclear domain not directly linked to CBs. No 

discernible phenotypic change of the numbers or overall organisation of these two nuclear 

domains was observed in mutant vs. wild-type hCINAP-expressing cells (Fig. S6). This 

indicates that the effect of overexpression of hCINAP-H79G on CB organisation (mean and 

distribution) is specific and not secondary to general effects of the mutant enzyme on nuclear 

structure. 

Taken together, these data indicate that the expression of the mutant protein results in 

CB de-regulation (causing an elevated average number and abnormal heterogeneous 

distribution of CB numbers) and is toxic to the cell, resulting in enhanced apoptosis and 
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reduced proliferation. 

 

 

DISCUSSION 

Although the structure of hCINAP in complex with SO4
2- had previously been 

published, the additional four structures presented in this work as well as our modeling of the 

hCINAP-Mg2+ATP-AMP ternary complex (a) resolve residues in the predicted AMP binding 

site that were previously interpreted as disordered, (b) confirm that the overall folding of 

hCINAP conforms to that expected for the AK family, with ADP and AMP binding sites in its 

catalytic centers, and (c) reveal that, in the vicinity of the ATP binding site, hCINAP 

possesses structural features typical of the ATPase/GTPase family rather than of AKs. These 

are a Walker A motif (P-loop), bearing a Mg2+-coordinating residue (Thr17), and a Walker B 

motif, not reported for any other known AK in any species. hCINAP is thus the first member 

of the adenylate kinase family (AK1–6) carrying a Walker B motif. Additionally, loop region 

Asp77 to Pro85, including the Walker B motif is oriented quite differently from that of the 

other AKs (Fig. S1). In all likelihood, this distinct sequence piece and its unusual orientation 

is important for the display of ATPase activity. We corroborated the structural evidence by 

demonstrating that hCINAP has unusually high intrinsic ATPase activity, in addition to AK 

activity, being essentially a dual-activity AK/ATPase. The role of H79 in catalysis was found 

to be equally important both for the AK and ATPase reactions, as we demonstrate that the 

H79G mutation reduces by approximately 72% the AK enzymatic efficiency and by 76% the 

ATPase efficiency. 

Based on our structural and modeling analysis, we can propose a possible structural 

mechanism that accounts for the participation of His79 in both ATPase and AK reactions. In 

our proposed model shown in Fig. 6, the imidazole ring of His79 can flip between two 

possible orientations (rotation about a C�-C� single bond is assumed to be free52). In the first 

orientation (“flip” or “AK mode”), the imidazole nitrogen faces the AMP binding site and co-

ordinates the �-phosphate of AMP together with Arg39 (Fig. 6 – AK mode). In the second 

orientation (“flop” or “ATPase mode”), the imidazole nitrogen faces the Mg+2ATP catalytic 

center (Fig. 6 – ATPase mode) and co-ordinates a lytic water together with Lys16 for a 

nucleophilic attack on the �-phosphate of ATP, similar to the mechanism which has been 

proposed for myosin by Okimoto and co-workers.53 
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The expression of the H79G mutant in human cells in culture was found to be toxic, 

reducing proliferation and increasing apoptosis compared to the wild-type enzyme (Fig. S5), 

and also exerting a profound and specific effect on CB organization in the nucleus (Fig. 5). 

The observed CB deregulation was detectable as a significantly altered frequency distribution 

compared with controls, and an abnormally wide range of between 0 and over 30 

CBs/nucleus. The observed dramatic effect of the H79 mutation is in agreement with that 

observed for the yeast ortholog of hCINAP, FAP7.14 While FAP7 ATPase activity is 

negligible in vitro, strains harboring  Fap7 K20R (Walker A motif) or D82AH84A (Walker B 

motif) mutations exhibit a significantly reduced growth rate compared to the wild-type strain 

and show that conserved amino acids predicted to be involved in nucleotide binding and 

NTPase activity are essential for Fap7 function in vivo. Likewise, regulation of CB assembly 

and disassembly during the cell cycle could be intrinsically linked with the putative 

involvement of hCINAP in nucleotide homeostasis in the mammalian nucleus, which might 

affect the ATP-dependent movement54 of these highly dynamic and cell cycle-dependent 

structures. At the same time, the relatively low in vitro catalytic activities measured, such as 

an AK activity of approximately 1/1000 that of AK1, bring into question whether enzymatic 

activity of hCINAP is its main feature in vivo. Indeed, the relatively small effect of the H79G 

mutation on catalytic activities combined with its significant biological effect raises the 

possibility that H79 may mediate an alternative function of hCINAP, including involvement 

in formation or dissolution of protein complexes and the recognition of a substrate not tested 

in our in vitro assays.  

Intriguingly, our structural analysis beyond the catalytic center points towards possible 

alternative functions of hCINAP. The protein possesses an enclosed tunnel, formed by the 

long NMP-binding domain and the LID domain (Fig. S7). This tunnel, with one end exposed 

to the bulk solvent and the opposite end to the ATP binding site, might constitute the path for 

the N- or C-terminus of a peptide chain. This would allow phosphorylation of a specific 

protein substrate (should hCINAP act as a protein kinase) or other energy-dependent 

processes, including the conformational correction of a misfolded target protein (should 

hCINAP act as a molecular chaperone). For instance, the known role of the phosphoprotein 

coilin in CB assembly55,56 and its interaction with hCINAP warrant further investigation of 

whether hCINAP may act on coilin as a kinase, a chaperone or a coordinator of its interaction 

in functional protein complexes 

In conclusion, the unique properties of hCINAP relative to other AK isoforms, 

including differences in structure, substrate preference, intrinsic ATPase activity and cellular 
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localization, indicate that its function in vivo may also be exceptional amongst AKs. Ongoing 

investigation into the intriguing link between hCINAP and CB regulation might hold the key 

to its principal biological action. 
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FIGURE LEGENDS 

FIGURE 1: Structure superimposition of hCINAP-ADP complex (green) onto the 

sulfate-bound form 1RKB (purple). The overall root mean square deviation (RMSD) 

between C� and backbone atoms of hCINAP-ADP and 1RKB was 0.576 and 0.594 �, 

respectively. The NMP binding domain (designated by cyan), which comprises amino acids 

45–55 (average RMSD for C� atoms is 2.43 Å), adopts a � strand-turn-� strand conformation. 

The conserved Lys16 residue adopts identical conformation in the two structures, whereas the 

side chain of the conserved Arg109 shifts by 1.5 � towards the phosphate groups to stabilize 

the large number of negative charges. The P-loop (a.a.10–17) and the Walker B motif (a.a. 

77–80) regions are indicated in yellow and orange, respectively.  

 

FIGURE 2: Structural analysis of hCINAP complexes 

A. Polar contacts of ADP in the vicinity of the Mg2+ATP binding site. Guanidine nitrogen 

of Arg109 from the LID domain makes polar contacts with the �- and �-phosphate oxygens, 

O2A and O2B. The hydroxyl group of Thr17 interacts directly with �-phosphate oxygen O3B, 

whereas NZ of Lys16 forms one hydrogen bond with O1B. The hydroxyl group of Thr18 

interacts with O1A oxygen. The phosphate moiety makes additional polar contacts with water 

molecules and the main chain O/N atoms of residues Gly13, Gly15, Lys16, Thr17 and Thr18. 

The ribose moiety forms only two polar contacts with water molecules. The purine moiety 

interacts with two water molecules, while two additional polar contacts are formed between 

N6 and the carbonylic oxygen of Lys148 and N1 and the amide nitrogen of Pro149. 

B. Polar contacts of SO4
2- bound at the AMP binding site. The SO4

2- ion, bound at the 

AMP binding site, makes a direct polar contact with the guanidinum nitrogen NH1 and two 

indirect polar contacts with the NH2 via a water molecule. The imidazole ND1 of His79 is 

hydrogen bonded to water Wat11 (ND1-OW11; 2.82 �), whereas nonpolar-polar contacts are 

formed between imidazole carbon CE1 and the sulfate oxygen O1 (CE1-O1; 3.17 �).  

C. Polar contacts of Mg2+ADP and Pi, in the vicinity of the Mg2+ATP binding site. In the 

vicinity of the Mg2+ATP binding site, an extensive network of hydrogen bonds is created 

between Mg2+ADP, PO4
3-, P-loop residues Lys16, Thr17, Thr18, Walker B motif His79, and 

Arg109 from the LID-domain. The Mg2+ ion is hexa-coordinated, with the hydroxyl group of 

Thr17 and the Wat12 occupying two apical positions. The Wat12 and Wat8 are located in the 

positions that would be occupied by two of the �-phosphate oxygens of ATP. Arg109 forms 

hydrogen bonds with �- and �-phosphate oxygens and Wat8 and is proposed to protect ATP 
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from random hydrolysis. Mg2+ contributes to positive polarization of �-phosphate and makes 

it more susceptible to nucleophilic attack. 

 

FIGURE 3: Models of the hCINAP-Mg2+ATP-AMP complex from induced fit docking 

calculations. 

Predicted hCINAP-Mg2+ATP-AMP poses with different interphosphate (P-P) distances, 

showing the approach of a mobile AMP towards a fixed ATP. 

A. IFD-4, P-P distance 6.49 Å: AMP phosphate interacts with His79 side chain NH and 

Arg39 guanidine NH2. The Tyr78 side chain hydroxyl hydrogen-bonds with the ribose-ring 

oxygen. The ribose 2�- and 3�-OHs form hydrogen bonds with Arg39 guanidine NH2 (2�-OH) 

and backbone carbonyl and amide (3�-OH) of Pro54.  

B. IFD-1, P-P distance 5.12 Å: His79 forms a side-chain bond with the AMP phosphate. The 

Tyr78 side-chain hydroxyl hydrogen-bonds with the ribose-ring oxygen and the adeninine 

nitrogen N1. Water-bridging contacts of the AMP phosphate and the ATP phosphate with the 

Arg39 guanidine side chain (NH2) are formed. Arg39 forms a direct H-bond contact with 

ribose 2�-OH through side-chain guanidine NE and NH2. Ribose-3�-OH hydrogen-bonds with 

the backbone-carbonyl O of Pro54. 

C. IFD-3, P-P distance 4.53 Å: AMP phosphate now interacts with the backbone and side-

chain NHs of His79, and the Mg2+-coordinated water molecules Wat5 and Wat20. Waters 

bridge the AMP (�-) –ATP (�-) phosphates. Arg39 forms a direct H-bond contact with ribose 

2�-hydroxyl through side chain guanidine NH2. Ribose-3�-OH hydrogen bonds with Tyr44 

OH. The Tyr78 side-chain hydroxyl hydrogen-bonds with the ribose-ring oxygen. 

 

FIGURE 4: Kinetics of hCINAP-WT and hCINAP-H79G.  

A. hCINAP-WT adenylate kinase activity with respect to ATP at a constant concentration of 

AMP. Inset: Double-reciprocal plot.  

B. hCINAP-H79G adenylate kinase activity with respect to ATP. Inset: Hill plot.  

C. Comparison of the AK activities of A and B; hCINAP-WT (
) and hCINAP-H79G (�).  

D. hCINAP-WT ATPase activity. Inset: Hill plot  

E. hCINAP-H79G ATPase activity. Inset: Hill plot.  

F. Comparison of the ATPase activities of D and E; hCINAP-WT (
) and hCINAP-H79G 

(�). All data are means from two experiments. 
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FIGURE 5: The overexpression of GFP-hCINAP-H79G alters Cajal Body (CB) 

organization (mean and distribution) in the nucleus of HeLa cells. 

A. Mean number of CB (± sample standard deviation) per nucleus in mock-treated cells, cells 

highly expressing GFP-hCINAP-WT and cells highly expressing GFP-hCINAP-H79G upon 

transient transfection. The mean number of CBs is significantly higher in the hCINAP-H79G 

mutant as compared to the mock transfected cells (Welch’s t-test, p=0.034). 

B. Histogram of the distribution of Cajal Body (CB) numbers per nucleus in the same three 

populations of transiently transfected cells. The overall distribution of CB numbers is 

significantly different in hCINAP-H79G mutant samples compared to the WT control 

samples (p=0.0151) and mock transfected samples (p=0.0122, two-way ANOVA). 

C, D. Representative images of changed CB numbers in cells transiently transfected with 

GFP-hCINAP-H79G (D), as compared to cells transiently transfected with GFP-hCINAP-WT 

(C). Hoechst staining of nuclei (blue), GFP-fluorescence indicative of transfected cells in 

each case (WT or mutant H79G) (green panels) and immunostaining of CBs with an anti-

coilin mab (red). In the examples of mutant H79G expression given here, the CBs are either 

considerably increased in number in transfected cells (white arrows) as opposed to non-

transfected cells in the same field (top right panel), or markedly reduced (white arrows, 

bottom right panel). In WT-transfected cells, the number of CBs is more homogeneous from 

nucleus to nucleus (C). Scale bars: 20 �m. 

 

FIGURE 6: A model of the role of His79 in enzymatic activities: Juxtaposition of 

“ATPase mode” and “AK mode” 

According to the proposed ring-flip hypothesis, based on the structural analysis, the imidazole 

nitrogen ND1 of His79 can coordinate a lytic water molecule (together with the NZ of Lys16) 

during the ATPase reaction (ATP + H2O � ADP + Pi; ATPase-mode) or coordinate the �-

phosphate of AMP (together with the NH1 of Arg39) during the reverse AK reaction (ATP + 

AMP � 2ADP; AK-mode) (further details in the Discussion section).  
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Table I: Statistics of data collection, processing and refinement of the hCINAP complexes 

 

hCINAP Complex (PDB ID) SO42- (3IIK) ADP (3IIJ) dADP (3IIM) Mg2+ADP- PO4
3-

(3IIL) 

CCLRC PX10.1; � (�) 1.04498 

 

1.11665 0.979 1.04498 

Space group P61; Cell dimensions (Å), 
a,b,c, �=�=90˚, �=120˚ 

98.67, 98.67, 57.65 99.14, 99.14, 57.84 99.28, 99.28, 
57.97 

99.17, 99.17, 58.05 

Resolution (Å) 34.32-1.95 28.3-1.76 25.0-2.00 34.52-2.00 

Outermost shell (Å) 2.06-1.95 1.79-1.76 2.03-2.00 2.03-2.00 

Reflections measured 188,312 152,209 140,350 144,687 

Unique reflections 23,444 31,610 22,173 22,102 

Rsymma 0.050 (0.449) 0.044 (0.499) 0.066 (0.470) 0.057 (0.461) 

Completeness % 99.9 (100.0) 98.1 (88.4) 100.0 (100.0) 99.9 (100.0) 

<I/
I> 25.80 (4.50) 17.92 (3.41) 17.80 (4.82) 20.13 (4.25) 

Redundancy 8.0 (8.0) 4.9 (4.3) 6.3 (6.2) 6.5 (6.5) 

Final Rcrystb (Rfreec) % 17.98 (20.56) 18.12 (19.51) 18.56 (21.62) 17.10 (19.27) 

No. of protein residues (residue range)d 175 (-2 - 172) 175 (-2 - 172) 174 (-1 - 172) 175 (-2 - 172) 

No. of water molecules in final cycle 200 190 205 201 

R.m.s. deviation in bond lengths (Å)  0.0089 0.0077 0.0097 0.0103 

R.m.s. deviation in bond angles (o) 1.113 1.128 1.160 1.258 

Average B factor (Å2)     

Protein atoms 19.103 19.633 18.752 20.596 

Water molecules 30.903 32.011 31.242 32.233 

Ligand molecules 27.3 (SO4ATP site) 

95.7 (SO4AMP site) 

30.214 (ADP) 

 

32.605 (dADP) 

 

33.099 (ADP) 

36.600 (Mg2+) 

34.058 (Pi) 

Ramachandran (u–w) plot  Residues in most favored regions 93%, Residues in allowed regions 7% 

Values in parentheses are for the outermost shell.  
aRsymm = �h�i|I(h)-Ii(h)/�h�iIi(h) where Ii(h) and I(h) are the ith and the mean measurements of the intensity of reflection h. bRcryst = �h|Fo -
 Fc|/�hFo, where Fo and Fc are the observed and calculated structure factors amplitudes of reflection h, respectively. cRfree is equal 
to Rcryst for a randomly selected 5% subset of reflections not used in the refinement. dResidues -2 to 0 correspond to additional amino acids 
introduced by the cloning procedure.  
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Table II. Output receptor-ligand poses (structures) and data from the IFD calculcations 

Structure P-P 

distance (Å)a 

H-bondsb RMSD 
(Å)c 

Prime 
Energy 

(kcal/mol) 

XP 
Gscore 

IFDScore 

1 5.12 7 0.880 

(0.826) 

-11316.3 -10.17 -575.98 

2 5.05 7 0.958 

(0.769) 

-11319.3 -8.82 -574.78 

3 4.53 5 1.429 

(1.640) 

-11328.3 -7.92 -574.33 

4 6.49 6 1.611 

(1.367) 

-11331.4 -5.59 -572.15 

 

aATP-ADP interphosphate distances measured between P atoms. bNumber of direct AMP-
hCINAP hydrogen bonds. cRMSD (heavy atoms) on superimposition of AMP conformation 
on its conformations in the 1ANK and 1NKS (in parentheses) complexes. 
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Table III: Summary of kinetic parameters  

a Best-fit curve obtained by fitting the data to the Hill equation. Km and nH were calculated by linear 
 regression of the logarithmically  transformed data (Hill plots) 

 
 
 

A. Adenylate kinase avtivity (ATP +AMP����2ADP) 
Enzyme Specific activity 

(nmol/min /mg) 
kcat (s

-1) Km (�� ATP) kcat/Km (M-1s-1) 

hCINAPWT 18±0.9 6.3x10-3 45±5  140 
hCINAPH79G 11±0.16 (nH=1.99 a) 3.7x10-3 93±8a  39 

 
B. ATPase activity (ATP����ADP + Pi) 

Enzyme Specific activity 
(nmol/min /mg) 

kcat (s
 -1) Km (�� ATP) kcat/Km (M-1s-1) 

hCINAPWT 1.37±0.08 (nH=1.21a) 4.8x10-4 
332±8a 1.45 

hCINAPH79G 0.74±0.04 (nH=2.10 a) 2.5x10-4 721±1a 0.34 
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