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ΠΕΡΙΛΗΨΗ  
 

Η αλίρλεπζε απηναληηζσκάησλ ζηνλ νξφ αζζελψλ παίδεη θεληξηθφ 

ξφιν γηα ηε ζσζηή δηάγλσζε θαη θαηάηαμε ησλ απηνάλνζσλ λνζεκάησλ.  

Τφζν ζε εξεπλεηηθά φζν θαη θιηληθά εξγαζηήξηα ρξεζηκνπνηνχληαη νη 

ηερληθέο ηνπ έκκεζνπ αλνζνθζνξηζκνχ, ηεο ELISA θαη ηεο 

αλνζναπνηχπσζεο. Δεδνκέλεο ηεο κεγάιεο απφθιηζεο πνπ παξνπζηάδνπλ 

δεκνζηεπκέλεο κειέηεο φζνλ αθνξά ζηε ζπρλφηεηα εκθάληζεο 

απηναληηζσκάησλ ηνπ ππξήλα ζε νξνχο αζζελψλ κε PBC, θχξηνο ζηφρνο ηεο 

κειέηεο απηήο ήηαλ λα εδξαηψζνπκε, λα ρξεζηκνπνηήζνπκε θαη λα 

ζπγθξίλνπκε φιεο ηηο δηαζέζηκεο ηερληθέο γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ 

απηναληηζσκάησλ ηνπ ππξήλα.   

Γηα ηνλ ζθνπφ απηφ α) εδξαηψζακε αξρηθά κηα κεζνδνινγία 

αλίρλεπζεο ησλ αληηζσκάησλ κε έκκεζν αλνζνθζνξηζκφ θαη ηαπηνπνίεζεο 

απηναληηζσκάησλ γηα ζπγθεθξηκέλα αληηγφλα ηνπ ππξεληθνχ θαθέινπ κε 

βηνρεκηθέο θαη αλνζνρεκηθέο πξνζεγγίζεηο, ρξεζηκνπνηψληαο λέα 

ππνζηξψκαηα θαη πιηθά θαη β) πξνζδηνξίζακε ηε ζπρλφηεηα εκθάληζεο 

απηναληηζσκάησλ γηα αληηγφλα ηνπ ππξήλα θαη ηνπ ππξεληθνχ θαθέινπ ζε 

103 νξνχο αζζελψλ κε PBC.  

Τα ζεκαληηθφηεξα ζπκπεξάζκαηα ηεο κειέηεο καο είλαη ηα παξαθάησ: 

1. Ο έμμεζος ανοζοθθοριζμός είλαη κηα εμαηξεηηθά απνηειεζκαηηθή ηερληθή 

γηα ηελ αλίρλεπζε πεξηππξεληθψλ απηναληηζσκάησλ ππφ ηελ πξνυπφζεζε φηη 

ρξεζηκνπνηνχληαη θαηάιιεια ππνζηξψκαηα θαη αληηδξαζηήξηα.  

Η ρξεζηκνπνίεζε θαζαξψλ ππξήλσλ ρσξίο ηελ παξνπζία 

θαηαινίπσλ ηνπ θπηηαξνπιάζκαηνο, κεζνδνινγία εμαηξεηηθά επαίζζεηε, εηδηθή 

θαη επθφισο ρξεζηκνπνηνχκελε, έδεημε φηη ε ζπρλφηεηα πεξηππξεληθψλ 

απηναληηζσκάησλ ζηε PBC είλαη πςειή θαη αληηζηνηρεί πεξίπνπ ζην 50% ησλ 

αζζελψλ.  

Επίζεο, ζηε πιεηνςεθία ησλ νξψλ ζπλππάξρνπλ πεξηππξεληθά 

απηναληηζψκαηα ηάμεο IgG θαη IgM, ελψ ηα αληη-θεληξνκεξηδηαθά θαη ηα αληη-

sp100 είλαη θαηά θχξην ιφγν αλνζνζθαηξίλεο G ηάμεο. 

2. Η ήδε ππάξρνπζα θαη εκπνξηθά δηαζέζηκε μεθοδολογία ELISA δελ 

επαξθεί γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ αληη-gp210 απηναληηζσκάησλ.  Ωο εθ ηνχηνπ, 



ζεσξνχκε αλαγθαία ηελ αλάπηπμε κεζνδνινγίαο κε λέα αληηγνληθά 

ππνζηξψκαηα θαη δεπηεξνγελή αληηζψκαηα. 

3. Η ανοζοαποηύπωζη κφλε ηεο ή ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ 

ανοζοκαηακρήμνιζη απνηεινχλ απνηειεζκαηηθέο κεζφδνπο γηα ηελ 

αλίρλεπζε απηναληηζσκάησλ γηα ζπγθεθξηκέλεο πξσηεΐλεο ηνπ ππξεληθνχ 

θαθέινπ. 

Με αλνζναπνηχπσζε ρξεζηκνπνηψληαο εθρπιίζκαηα ππξεληθψλ 

θαθέισλ βξήθακε φηη ε πξσηετληθή δψλε ζηα 210kDa πνπ αλαγλσξίδνπλ νη 

νξνί νθείιεηαη ζε αληη-gp210 θαη επνκέλσο ε ζπγθεθξηκέλε κεζνδνινγία 

απνηειεί έλα απιφ ηξφπν πξνζδηνξηζκνχ ηνπο,  ζηελ PBC.  

Χξεζηκνπνηψληαο σο ππφζηξσκα θαζαξέο ιακίλεο θαη 

αλαζπλδπαζκέλν ακηλνηειηθφ ηκήκα ηνπ LBR, βξήθακε φηη ε ζπρλφηεηα 

απηναληηζσκάησλ γηα ηηο ππξεληθέο ιακίλεο θαη ηνλ LBR είλαη ρακειή θαη ζε 

ζπκθσλία κε πξνεγνχκελεο κειέηεο. 

Χξεζηκνπνηψληαο σο ππφζηξσκα ηελ p62 θαη ηελ gp210, 

δηαπηζηψζακε φηη δελ ππάξρνπλ αληη-p62 απηναληηζψκαηα εθηφο αλ 

πθίζηαληαη ζε εμαηξεηηθά ρακειφ ηίηιν, ελψ ηα αληη-gp210 αληηζψκαηα είλαη ηα 

ραξαθηεξηζηηθά πεξηππξεληθά απηναληηζψκαηα ζηε PBC (1/3 ζπλφινπ νξψλ 

θαη 2/3 νξψλ κε πεξηππξεληθά απηναληηζψκαηα). 

Ελ θαηαθιείδη, ε έξεπλά καο έδεημε φηη ε ρξεζηκνπνίεζε ηεο ζσζηήο 

ηερληθήο  απαηηεί κεηαμχ άιισλ γλψζε ησλ δπλαηνηήησλ θαη πεξηνξηζκψλ ηεο. 

Δεδνκέλεο ηεο αλαδπφκελεο ζεκαζίαο ησλ ζπγθεθξηκέλσλ αληηζσκάησλ 

ζηελ δηάγλσζε θαη πξφγλσζε ηεο PBC θαη βαζηδφκελνη ζηα απνηειέζκαηα 

ηεο κειέηεο καο, πξνηείλνπκε ηελ αλάπηπμε λέσλ δηαγλσζηηθψλ παθέησλ IIF 

θαη ELISA γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηνπ πεξηππξεληθνχ θζνξηζκνχ θαη αληη-

gp210 ζε νξνχο αζζελψλ κε PBC. 

 



Abstract 
 

Detection of autoantibodies giving nuclear rim pattern by 

immunofluorescence (anti-nuclear envelope antibodies - ANEA) in sera from 

patients with primary biliary cirrhosis (PBC) is a useful tool for the diagnosis 

and prognosis of the disease. Differences in the prevalence of ANEA in PBC 

sera so far reported have been attributed to the methodology used for the 

detection as well as to ethnic/geographical variations. Therefore, we 

evaluated the prevalence of ANEA in sera of Greek patients with PBC by 

using methods widely used by clinical laboratories and a combination of 

techniques and materials. 

We screened 103 sera by immunoblotting on nuclear envelopes and 

indirect immunofluorescence (IIF) using cells and purified nuclei. Reactivities 

against specific autoantigens were assessed using purified proteins, ELISA, 

immunoprecipitation and mass spectrometry. 

We found higher prevalence of ANEA when sera were assayed by IIF 

on purified nuclei or cultured cells (50%) compared to Hep2 commercially 

available slides (15%). Anti-gp210 antibodies were identified in 22.3% and 

33% of sera using ELISA for the C-terminal of gp210 or both ELISA and 

immunoprecipitation, respectively. Immunoblotting on nuclear envelopes 

revealed that immunoreactivity for the 210 kDa zone is related to antigp210 

antibodies (p < 0.0001). Moreover, we found that sera had antibodies for 

lamins A (6.8%), B (1%) and C (1%) and LBR (8.7%), whereas none at all had 

detectable anti-p62 antibodies. 

The prevalence of ANEA or anti-gp210 antibodies is under-estimated 

in PBC sera which are analyzed by conventional commercially available IIF or 

ELISA, respectively. Therefore, new substrates for IIF and ELISA should be 

included by clinical laboratories in the analysis of ANEA in autoimmune sera. 
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2 

1. Ο ΠΤΡΖΝΑ 

 

1.1. ύζηαζε ηνπ ππξήλα.  

ηα εοηανοςηζηά ηφηηανα ημ βεκεηζηυ οθζηυ πενζαάθθεηαζ απυ δζπθή ιειανάκδ ηαζ 

απμηεθεί ημ μνβακίδζμ ημο πονήκα, οπεφεοκμ βζα ηδκ έηθναζδ ηςκ βμκζδίςκ. Η θεζημονβία 

ημο πονήκα επζηοβπάκεηαζ ιε ηδ ζοιαμθή ηςκ δζαθυνςκ πονδκζηχκ ζςιαηζδίςκ. Η φπανλδ 

ζςιαηζδίςκ ή ελεζδζηεοιέκςκ πενζμπχκ ιέζα ζημκ πονήκα επζαεααζχεδηε ιεηά απυ 

εηηεηαιέκεξ ιεθέηεξ (Lamond and Earnshaw 1998). Δπζπθέμκ ζημ εζςηενζηυ ημο πονήκα 

εηηυξ απυ ηδ πνςιαηίκδ ηαζ ηα πονδκζηά ζςιαηίδζα οπάνπμοκ ηαζ άθθα ζημζπεία υπςξ ζυκηα, 

πνςηεΐκεξ ηαζ κμοηθεμηίδζα (Lamond and Earnshaw 1998; Burke and Stewart 2002).   

ηα εοηανοςηζηά ηφηηανα, ηα ελαζνεηζηά επζιήηδ, δίηθςκα ιυνζα ημο DNA 

αθθδθεπζδνμφκ ιε ελεζδζηεοιέκεξ πνςηεΐκεξ, μζ μπμίεξ δζπθχκμοκ ηαζ ζοζηεοάγμοκ ηζξ 

θεπηέξ ίκεξ ημο DNA ζε ιζα πζμ ζοιπαβή δμιή, ηα πνςιμζχιαηα, ηα μπμία πςνμφκ ιέζα 

ζημκ πονήκα ηαζ δζαιμζνάγμκηαζ ζηα δφμ εοβαηνζηά ηφηηανα ζε ηάεε ηοηηανζηή δζαίνεζδ. Η 

ααζζηή οπμιμκάδα ηδξ πνςιαηίκδξ είκαζ ηα κμοηθεμζχιαηα ηα μπμία αημθμοεμφκ έκα ημζκυ 

δμιζηυ πνυηοπμ ζε υθμοξ ημοξ εοηανοςηζημφξ μνβακζζιμφξ. Ο πονήκαξ εκυξ 

κμοηθεμζχιαημξ απμηεθείηαζ απυ έκα ζφιπθμημ απμηεθμφιεκμ απυ μηηχ ιυνζα ζζημκχκ 

(δφμ ιυνζα απυ ηάεε ζζηυκδ) ηαζ έκα ηιήια δίηθςκμο DNA ιήημοξ πενίπμο 146 γεοβχκ 

κμοηθεμηζδίςκ (Mosammaparast, Ewart et al. 2002).  Οζ ζζηυκεξ είκαζ ιζηνέξ πνςηεΐκεξ 

ιμνζαημφ αάνμοξ 11-16 kDa (102-135 αιζκμλέα), μζ μπμίεξ πενζέπμοκ ιεβάθμ πμζμζηυ 

εεηζηά θμνηζζιέκςκ αιζκμλέςκ (θοζίκδ ηαζ ανβζκίκδ) ηαζ ακήημοκ ζηζξ πθέμκ ζοκηδνδιέκεξ 

απυ ελεθζηηζηή άπμρδ εοηανοςηζηέξ πνςηεΐκεξ (Bottomley 2004). Σα εεηζηά θμνηία 

αμδεμφκ ηζξ ζζηυκεξ κα ζοκδεεμφκ ζζπονά ιε ημκ ανκδηζηά θμνηζζιέκμ ζαηπανμθςζθμνζηυ 

ζηεθεηυ ημο DNA, άζπεηα απυ ηδκ αθθδθμοπία ηςκ κμοηθεμηζδίςκ ημο. Τπάνπμοκ πέκηε 

ηφπμζ ζζημκχκ μζ μπμίεξ πςνίγμκηαζ ζε δφμ μιάδεξ, ζηζξ ζζηυκεξ ημο κμοηθεμζχιαημξ (core 

histones) Η3, Η4, Η2Α, Η2Β ηαζ ζηδ ζοκδεηζηή (linker) ζζηυκδ Η1. Οζ κμοηθεμζςιαηζηέξ 

ζζηυκεξ είκαζ οπεφεοκεξ βζα ηδκ πενζέθζλδ ημο DNA ζημ κμοηθευζςια, ημ μπμίμ απμηεθεί ημ 

πνχημ ηαζ πζμ ααζζηυ επίπεδμ ζοζηεοαζίαξ ηδξ πνςιαηίκδξ. πδιαηίγμοκ δζιενή Η2Α/Η2Β 

ηαζ ηεηναιενή Η3/Η4, ηα μπμία ζηδ ζοκέπεζα ζοκδέμκηαζ έηζζ χζηε κα ζπδιαηζζηεί έκα 

μηηαιενέξ ζζημκχκ (Adams and Kamakaka 1999). Σμ ηέκηνμ ημο κμοηθεμζχιαημξ 

ηαηαθαιαάκεηαζ απυ έκα ηεηναιενέξ ζζημκχκ (Η3-Η4)2, εκχ ζηζξ δφμ άηνεξ εκημπίγμκηαζ 

ακηίζημζπα δφμ δζιενή ηςκ ζζημκχκ Η2Α-Η2Β. Σμ μηηαιενέξ ηςκ ζζημκχκ ζπδιαηίγεζ έκα 

πνςηεσκζηυ πονήκα βφνς απυ ημκ μπμίμ πενζεθίζζεηαζ δ δίηθςκδ έθζηα ημο DNA. (Δηθόλα 
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1.1.2.) Σα κμοηθεμζχιαηα ζοκδέμκηαζ ιεηαλφ ημοξ ιε ζοκδεηζηυ DNA (linker DNA) ημο 

μπμίμο ημ ιήημξ πμζηίθθεζ απυ 8 bp έςξ ηαζ 114 bp ακά κμοηθευζςια. ημ ζοκδεηζηυ DNA 

ζοκδέεηαζ έκα ιυνζμ ζζηυκδξ (Η1) πμο ανίζηεηαζ ζημ ζδιείμ εζζυδμο ηαζ ελυδμο ημο DNA 

ζημ κμοηθευζςια. 

ηα ηεκηνμιενή, δ  ζζηυκδ Η3 οπμηαείζηαηαζ απυ ηδ CenH3,  έκα 

δζαθμνμπμζδιέκμ ακάθμβμ ηδξ Η3 ζζηυκδξ. H CenH3 ζε ακηίεεζδ ιε ηδκ Η3 δεκ είκαζ 

ελεθζηηζηά ζοκηδνδιέκδ πνςηεΐκδ ηαζ αθθδθεπζδνά ιυκμ ιε ημ ηεκηνμιενζδζαηυ DNA, πμο 

επίζδξ δεκ είκαζ ελεθζηηζηά ζοκηδνδιέκμ (Malik and Henikoff 2001; Talbert, Masuelli et al. 

2002). Η  CenH3 είκαζ ζοκηδνδιέκδ ζηα εοηανοςηζηά ηφηηανα (Sullivan, Santiago et al. 

2001). 

 Συζμ ημ κμοηθευζςια πμο ζοζηαηζηυ ημο απμηεθεί δ Η3 υζμ ηαζ ημ κμοηθευζςια 

ιε ηδ CenH3 έπμοκ ηδκ ίδζα δμιή (μηηαιενέξ) (Blower, Sullivan et al. 2002; Foltz, Jansen et 

al. 2006) αθθά δζαθμνεηζηέξ δμιζηέξ ζδζυηδηεξ Σα (CenH3CENP-A/H4)2 κμοηθεμζχιαηα 

είκαζ πζμ ζοιπαβή ηαζ πζμ άηαιπηα (Black, Foltz et al. 2004) ελαζηίαξ ηδξ ιεβάθδξ δζαθμνάξ 

πμο πανμοζζάγμοκ μζ αθθδθμοπίεξ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ (Η3 ηαζ CenH3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 1.1.2. ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο νξγάλσζεο ησλ ηζηνλώλ ηνπ πξσηετληθνύ ππξήλα 

(core) ηνπ  λνπθιενζώκαηνο  (Molecular Biology of the Cell, 4
th
 Edition, Alberts et al., Gaarland 

Science, 2001)  

 

Η πνςιαηίκδ απμηεθεί ιζα δοκαιζηή δμιή δ μπμία ζοιποηκχκεηαζ ηαζ δζπθχκεηαζ 

(ηαζ ακηίζηνμθα) ιε νοειζγυιεκμ ηνυπμ, έηζζ χζηε κα δζεοεεηεί πμζηίθεξ δζενβαζίεξ υπςξ 

είκαζ δ ιεηαβναθή, δ ακηζβναθή ηαζ μ δζαπςνζζιυξ ηςκ πνςιμζςιάηςκ (Verreault 2000; 
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Kruhlak, Hendzel et al. 2001). Απυ εζηυκεξ δθεηηνμκζηήξ ιζηνμζημπίαξ πνμηφπηεζ υηζ ζημ 

πνχημ επίπεδμ ζοιπφηκςζδξ δ πνςιαηίκδ μνβακχκεηαζ ζε δμιέξ πμο πενζβνάθμκηαζ απυ ημκ 

υνμ "πάκηνεξ ημιπμθμβζμφ" (beads-on-a-string) (Δηθόλα 1.1.3). ε αοηέξ ηζξ δμιέξ 

κμοηθεμζχιαηα πμο πενζέπμοκ ζζηυκδ CenH3 ακαιζβκφμκηαζ ιε κμοηθεμζχιαηα πμο 

πενζέπμοκ H3 ζζηυκδ (Blower, Sullivan et al. 2002) ηαζ ζπδιαηίγμοκ ελεζδζηεοιέκεξ 

ακχηενεξ δμιέξ, ζηα ιζηςηζηά πνςιμζχιαηα, υπμο ηα κμοηθεμζχιαηα ιε ηδκ H3 κα 

ανίζημκηαζ ιεηαλφ ηςκ δφμ πνςιαηίδςκ εκχ ηα κμοηθεμζχιαηα ιε ηδ CenH3 ανίζημκηαζ 

ζηδκ πθεονά ημο ηζκδημπχνμο. Έηζζ δζαζθαθίγεηαζ μ ζπδιαηζζιυξ ηςκ ηζκδημπχνςκ ζηζξ 

ακηίεεηεξ πθεονέξ ηςκ αδεθθχκ πνςιαηίδςκ.(Δηθόλα 1.1.4)  

ηα ηεκηνμιενή ανίζηεηαζ ζοβηεηνζιέκμξ ηφπμξ αθθδθμοπίαξ DNA, πμο 

μκμιάγεηαζ δμνοθμνζηυ DNA. Οζ αημθμοείεξ αοηέξ δεζιεφμοκ ζοβηεηνζιέκεξ πνςηεΐκεξ, 

πμο μκμιάγμκηαζ CEN. Πμθθά απυ ηα πνςηεσκζηά ζοζηαηζηά ηςκ ηεκηνμιενχκ έπμοκ 

ηαοημπμζδεεί. ηα ακενχπζκα πνςιμζχιαηα μζ πνςηεΐκεξ ηςκ ηεκηνμιενχκ/ηζκδημπχνμο 

(CENPA, CENP-B, CENP-C)  είκαζ μζ πνχηεξ πμο ηαοημπμζήεδηακ πνδζζιμπμζχκηαξ μνμφξ 

ιε ακηζηεκηνμιενζδζαηά ακηζζχιαηα απυ αζεεκείξ ιε αοημάκμζμ κυζδια (Earnshaw and 

Rothfield 1985). Οζ πνςηεΐκεξ αοηέξ είκαζ απυ ηα απαναίηδηα ζοζηαηζηά ηςκ ηεκηνμιενχκ 

πμο ζοιαάθθμοκ ζηδ δζαηήνδζδ ηδξ δμιήξ ηαζ ηδξ ηαοηυηδηάξ ημο, αθμφ ζοκεπίγμοκ  κα 

οπάνπμοκ ηαευθδ ηδ δζάνηεζα ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο.  

Η CENP-A, είκαζ δ ηεκηνμιενζδζαηή ζζηυκδ Η3 (CenH3). Η CENP-A είκαζ 

απαναίηδηδ βζα ηδκ επζαίςζδ ηςκ μνβακζζιχκ ηαζ επζπθέμκ απαζηείηαζ βζα ημ ζπδιαηζζιυ 

άθθςκ ζοζηαηζηχκ ηςκ ηεκηνμιενχκ/ηζκδημπχνςκ υπςξ ηδξ CENP-C ζηα πμκηίηζα 

(Howman, Fowler et al. 2000), C. elegans ηαζ Schizosacharomyces pombe. Οζ παναηδνήζεζξ 

αοηέξ υπςξ ηα πνμακαθενεέκηα (αθ.ζεθ.3-4) δείπκμοκ υηζ δ CENP-A είκαζ πνςηανπζηήξ 

ζδιαζίαξ ζοζηαηζηυ ηδξ εζδζηήξ πνςιαηζκζηήξ δμιήξ ηςκ ηεκηνμιενχκ. 

Η CENP-B είκαζ ζοκηδνδιέκδ ζηα εδθαζηζηά ηαζ οπάνπεζ ελεζδζηεοιέκα ζηα 

ηεκηνμιενή ηςκ πνςιμζςιάηςκ ημο ακενχπμο ηαζ ημο πμκηζημφ (Earnshaw, Machlin et al. 

1987). Η CENP-B οπάνπεζ ζηα εκενβά ηαζ ακεκενβά ηεκηνμιενή ηαζ ζηα δζηεκηνζηά 

πνςιμζχιαηα αθθά δεκ οπάνπεζ ζηα Τ πνςιμζχιαηα ηαζ ζηα ηαζ ζηα κεμηεκηνμιενή 

(Earnshaw, Ratrie et al. 1989; Sullivan, Santiago et al. 2001). Ονβακζζιμί ζημοξ μπμίμοξ 

θείπεζ δ CENP-B επζαζχκμοκ (Hudson, Fowler et al. 1998) ζε ακηίεεζδ ιε μνβακζζιμφξ ζημοξ 

μπμίμοξ θείπεζ δ CENP-A, βεβμκυξ πμο ζδιαίκεζ υηζ δ φπανλδ ηδξ CENP-B δεκ είκαζ ηυζμ 

απαναίηδηδ βζα ηδ θεζημονβία ημο ηζκδημπχνμο. 
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Δηθόλα 1.1.3. Oξγάλσζε ηεο ρξσκαηίλεο. πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ημο πνχημο επζπέδμο 

μνβάκςζδξ ηαζ ζοζηεοαζίαξ ηδξ πνςιαηίκδξ εκυξ ιεηαθαζζημφ πνςιμζχιαημξ (The major 

chromatin structures,Richard Wheeles, 2005). 

 

Δηθόλα 1.1.4. Ζ δνκή θαη ε νξγάλσζε ηεο CenH3 ρξσκαηίλεο. (Α) Σα κμοηθεμζχιαηα ηδξ 

CenH3 απμηεθμφκηαζ απυ μηηαιενή (CenH3/H4/H2A/H2B)2 .(Β) ηδκ ηεκηνμιενζδζαηή πνςιαηίκδ, 

ηα κμοηθεμζχιαηα ιε Η3 ζζηυκδ ανίζημκηαζ ακάιζηηα ιε ηα κμοηθεμζχιαηα ηδξ CenH3 ζζηυκδξ 

ζηζξ δμιέξ πνχημο επζπέδμο ζοιπφηκςζδξ ηδξ πνςιαηίκδξ. Καηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ιίηςζδξ δ 

ηεκηνμιενζδζαηή πνςιαηίκδ ζοιποηκχκεηαζ ιε ηέημζμ ηνυπμ, χζηε ηα κμοηθεμζχιαηα ιε ηδκ Η3 

ζζηυκδ κα ανίζημκηαζ ιεηαλφ ηςκ δφμ πνςιαηίδςκ εκχ ηα κμοηθεμζχιαηα ιε ηδκ CenH3 απυ ηδκ 

πθεονά ημο ηζκδημπχνμο. Με ημκ ηνυπμ αοηυ δζαζθαθίγεηαζ μ ζπδιαηζζιυξ ηςκ ηζκδημπχνςκ ζηζξ 

ακηίεεηεξ πθεονέξ ηςκ αδενθχκ πνςιαηίδςκ (Torras-Llort, Moreno-Moreno et al. 2009).  
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Η CENP-C ανίζηεηαζ ζηα εζςηενζηά ζηνχιαηα ημο ηζκδημπχνμο ζηα ιζηςηζηά 

πνςιμζχιαηα. Δίκαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ θεζημονβία ηςκ ηεκηνμιενζδίςκ (Saitoh, Tomkiel et 

al. 1992) ηαζ είκαζ ζοκηδνδιέκδ ιεηαλφ ημο ακενχπμο, ημο πμκηζημφ, ηςκ πηδκχκ ηαζ ημο 

C.elegan. Ονβακζζιμί ζημοξ μπμίμοξ θείπεζ δ CENP-C δεκ επζαζχκμοκ, βεβμκυξ πμο είκαζ 

απμηέθεζια ημο ιδ ηακμκζημφ δζαπςνζζιμφ ηςκ πνςιμζςιάηςκ (Kalitsis, Fowler et al. 

1998). Η CENP-C είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ δζαδζηαζία δζαπςνζζιμφ ηςκ πνςιμζςιάηςκ.  

Δπζπθέμκ ζοζηαηζηά ηςκ ηεκηνμιενχκ απμηεθμφκ μζ πνςηεΐκεξ CENP-H (Sugata, 

Li et al. 2000), hMis6 (CENP-I) ηαζ hMis12 (Goshima, Kiyomitsu et al. 2003). Συζμ δ 

CENP-H υζμ ηαζ δ Mis6 μιυθμβμ ηδξ CENP-I είκαζ απαναίηδηεξ βζα ηδκ εκηυπζζδ ηδξ 

CENP-C ζηα DT40, ηφηηανα πηδκχκ (Fukagawa, Mikami et al. 2001; Nishihashi, Haraguchi 

et al. 2002).  Η φπανλδ ηδξ CENP-C ζημκ ηζκδημπχνμ δεκ ελανηάηαζ απυ ηδκ φπανλδ ηςκ 

μιμθυβςκ ηδξ CENP-I (hMis6 ηαζ hMis12) ηαζ μ εκημπζζιυξ ηδξ hMis12 είκαζ ακελάνηδημξ 

απυ ημκ εκημπζζιυ ηδξ CENP-A (Goshima, Kiyomitsu et al. 2003).   

 

1.2. Πεξηνρέο θαη ζσκαηίδηα ηνπ ππξήλα. 

Οζ δζενβαζίεξ πμο θαιαάκμοκ πχνα ζηδκ έηθναζδ ηςκ βμκζδίςκ είκαζ 

ηαηαιενζζιέκεξ ζε ζοβηεηνζιέκεξ πενζμπέξ ημο πονδκμπθάζιαημξ. ηζξ πενζμπέξ αοηέξ 

ιπμνεί κα οπάνπμοκ ημηηζχιαηα ή ζοζζςιαηχιαηα. Δπζπθέμκ έπεζ παναηδνδεεί δ φπανλδ 

ζςιαηζδίςκ ζημ πονδκυπθαζια, ηςκ μπμίςκ δ θεζημονβία δεκ έπεζ δζεοηνζκζζηεί. Σα 

ζςιαηίδζα ημο πονήκα ηαζ δ θεζημονβία ημοξ θαίκεηαζ ζηδκ εηθόλα 1.2.1 ηζ ακαβνάθεηε 

επζβναιιαηζηά ζημκ πίλαθα 1.2.1. 

Ο πονδκίζημξ είκαζ ημ πζμ ειθακέξ ζςιαηίδζμ ημο πονήκα. Δίκαζ οπεφεοκμξ  βζα ηδ 

ζφκεεζδ ηαζ ηδκ ηαηενβαζία ημο rRNA αθθά ηαζ ημκ ζπδιαηζζιυ ηςκ νζαμζςιάηςκ (Spector 

1993). Σα πενζζζυηενα ηφηηανα ζηα εδθαζηζηά πενζέπμοκ 1-5 πονδκίζημοξ, δζαιέηνμο 0,5-

5,0 ιm. ημκ πονδκίζημ δζαηνίκμκηαζ ηνεζξ πενζμπέξ. Σα ζκζδζαηά ηέκηνα είκαζ μζ πενζμπέξ 

ημο πονδκίζημο, πμο εεςνμφκηαζ ημ ιεζμθαζζηυ ακάθμβμ ηςκ πενζμπχκ ηςκ πνςιμζςιάηςκ 

πμο μνβακχκμκηαζ απυ ημοξ πονδκίζημοξ (nucleolar-organising regions of chromosomes, 

NORs). Σα ακενχπζκα ηφηηανα πενζέπμοκ πενίπμο 250 ακηίβναθα απυ rDNA ημ μπμίμ 

ανίζηεηαζ ζηα NORs ζε πέκηε δζαθμνεηζηά γεφβδ πνςιμζςιάηςκ. Η ιεηαβναθή ηαζ δ 

επελενβαζία ημο rRNA πζζηεφεηαζ υηζ βίκεηαζ ιέζα ζε ζοιπαβή ζκζδζαηά ζςιαηίδζα (Δηθόλα 

1.2.1, κπιε δίθηπν, ππξελίζθνπ), ιία πενζμπή πμο πενζαάθθεζ ηαζ ηάπμζεξ θμνέξ εηηείκεηαζ 

ιεηαλφ ηςκ ζκζδζαηχκ ηέκηνςκ. Σα ημηηχδδ ζςιαηίδζα (πμο δίκμκηαζ ςξ πνάζζκμζ  

 



7 

 

Δηθόλα 1.2.1. ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο νξγάλσζεο ηνπ ππξήλα. Cleavage body: ζςιαηίδζα 

δζαπςνζζιμφ, Nuclear speckles: ημηηζχδδ ζςιαηίδζα, Paraspeckle: παναημηηζχδδ ζςιαηίδζα, 

Perinucleolar compartment: πανα-ημηηζχδδ ζςιαηίδζα, SAM 68 nuclear body: πονδκζηυ ζςιαηίδζμ 

ζηδκ επζθάκεζα ημο πονδκίζημο, PML Body: ζςιαηίδζα PML, Cajal body: ζςιαηίδζα Cajal, Gem: 

δοάδα ζςιαηζδίςκ Cajal , PcG Body: ζςιαηίδζα PcG , Cleavage Body: ζςιαηίδζα δζαπςνζζιμφ, OPT 

domain: πενζμπή OPT, Transcription site: πενζμπή ιεηαβναθήξ, Nuclear lamina: Πονδκζηή θάιζκα, 

Nuclear pore complex: φιπθμηα πονδκζηχκ πυνςκ (Spector 2001). 
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Πίλαθαο 1.2.1. Σα ζσκαηίδηα ηνπ ππξήλα θαη ε ιεηηνπξγία ηνπο. 

 

Ππξεληθά σκαηίδηα 

 

Πεξηγξαθή ιεηηνπξγίαο 

ΟPT Ο νυθμξ ημο είκαζ άβκςζημξ. 

Ππξελίζθνη 
Η ζφκεεζδ ηζ δ ηαηενβαζία ημο rRNA αθθά 

ηαζ μ ζπδιαηζζιυξ ηςκ νζαμζςιάηςκ 

σκαηίδηα Cajal 
Λαιαάκμοκ ιένμξ ζηδ αζμβέκεζδ ηαζ ηδ 

ιεηαθμνά ηςκ snRNPs ηαζ ηςκ snoRNPs. 

Ππξεληθά Κνθθηώκαηα 

(Nuclear Speckle) 

οζζςιαηχιαηα ηςκ παναβυκηςκ 

ζονναθήξ ημο πνμ-mRNA 

PNC Ο νυθμξ ημο είκαζ άβκςζημξ 

SAM68 Ο νυθμξ ημο είκαζ άβκςζημξ 

PML 
Σα ζςιαηίδζα PML έπεζ πνμηαεεί υηζ 

ζοιαάθθμοκ ζηδ νφειζζδ ηδξ ιεηαβναθήξ. 

Gems Ωνίιακζδ ηςκ snRNPs 

σκαηίδηα δηαρσξηζκνύ 

Cleavage bodies 

πδιαηζζιμί πμο δδιζμονβμφκηαζ ηαηά ηδκ 

ζοζζχνεοζδ ηςκ παναβυκηςκ πμο 

θαιαάκμοκ ιένμξ ζηδκ ημπή ή ηδκ 

πμθοαδεκοθίςζδ ηςκ πνμ-mRNA 

ICGs 

Δζηάγεηαζ υηζ ειπθέημκηαζ ζηδκ δζάηαλδ 

ηαζ/ή δζαθμνμπμίδζδ ηςκ ζογεοηηζηχκ 

παναβυκηςκ ημο πνμ-mRNA 

PcG 

Γεκ έπεζ δζεοηνζκζζηεί  ακ ηα ζςιαηίδζα 

αοηά είκαζ απμεδηεοηζηά ή ακ ζοιαάθθμοκ 

ζηδκ απμζζχπδζδ ηςκ βμκζδίςκ. 

Παξα-θνθθηώδε σκαηίδηα 

(Paraspeckles) 
Μεηαβναθή απυ ηδκ RNA Pol II. 
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ηυηημζ) απμηεθείηαζ απυ πνμ-νζαμζςιζηά ζςιαηίδζα ζε δζαθμνεηζηά ζηάδζα ςνίιακζδξ ηαζ 

νζαμζςιζηέξ οπμιμκάδεξ ηυζμ ιεβάθεξ υζμ ηαζ ιζηνέξ.   

Σα ζςιαηίδζα πμο ανίζημκηαζ πενί ημκ πονδκίζημ (PNC) ηαζ ημ πονδκζηυ 

ζςιαηίδζμ SAM68 (Huang 2000) είκαζ λεπςνζζηέξ δμιέξ μζ μπμίεξ ζοζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ 

επζθάκεζα ημ πονδκίζημο ηαζ εεςνείηαζ υηζ παίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζημ ιεηααμθζζιυ ημο 

RNA. Η δζάιεηνμξ ημοξ ηοιαίκεηαζ ιεηαλφ 0,25-1,0 ιm ηαζ ηάεε πονήκαξ πενζέπεζ 1-10. Σα 

PNC πενζέπμοκ ιζα ζεζνά απυ ιζηνά RNAs, πμο ιεηαβνάθδηακ απυ ηδκ RNA πμθοιενάζδ 

ΙΙΙ, ηαζ πμθθέξ άθθεξ πνςηεΐκεξ πμο δέκμοκ ζημ RNA, πενζθαιαακμιέκδξ ηαζ ηδξ πνςηεΐκδξ 

πμο δέκεζ ζηδκ πμθοπονζιζδζκζηή πενζμπή (PTB). Σα πονδκζηά ζςιαηίδζα SAM68, πενζέπμοκ 

ιέθδ απυ ιία μιάδα RNA-ζοκδευιεκςκ πνςηεσκχκ, πμο πενζέπμοκ ιία GSG πενζμπή, δ 

μπμία μκμιάγεηαζ ηαζ πενζμπή STAR (signal transduction and activation of RNA, ιεηάθθαλδ 

ζήιαημξ ηαζ εκενβμπμίδζδ ημο RNA). Η πενζμπή STAR απμηεθείηαζ απυ αθθδθμοπία 

αιζκμλέςκ ηαζ ειθακίγεζ ιεβάθδ μιμθμβία ιε ηδκ πενζμπή KH, πμο ανίζηεηαζ ζηα hnRNP K. 

Πανυθμ πμο δ θεζημονβία ηςκ ζςιαηζδίςκ PNC ηαζ SAM68 είκαζ άβκςζηδ ηαζ μζ δφμ δμιέξ 

εκημπίγμκηαζ ςξ επί ημ πθείζημκ ζε ηανηζκζηέξ ζεζνέξ ηαζ ζπάκζα ζε πνςημβεκή ηφηηανα. 

Σα ζςιαηίδζα PML (Maul, Negorev et al. 2000), είκαζ δζαιέηνμο 0,3-1,0 ηζ 

μκμιάγμκηαζ επίζδξ ND10, PODs (PML oncogenic domains, PML μβημβμκζηέξ πενζμπέξ) ηαζ 

ζςιαηίδζα Kr. Δηηυξ απυ ηδκ πνςηεΐκδ PML ζηα ζςιαηίδζα αοηά έπμοκ ανεεεί μζ πνςηεΐκεξ 

Sp100, SUMO1, HAUSP ηαζ δ CBP, μζ μπμίεξ ζοκακηζμφκηαζ επίζδξ ηαζ ζημ πονδκυπθαζια. 

Σα ζςιαηίδζα αοηά εζηάγεηαζ υηζ είκαζ πμθοθεζημονβζηά ηαζ ειπθέημκηαζ ζηδ ιεηαβναθζηή 

νφειζζδ αθθά ηζ υηζ απμηεθμφκ ζηυπμοξ βζα ζζηή ιυθοκζδ (Matera, Weiner et al. 1990). 

Οζ πανάβμκηεξ ζονναθήξ ημο πνμ-mRNA ανίζημκηαζ είηε ζε ζπδιαηζζιυ ηςκ 25-

50 πονδκζηχκ ημηηζςιάηςκ είηε δζάποημζ ζημ πονδκυπθαζια (Spector 1993). Πμθθά απυ ηα 

ιεβάθα ημηηζχιαηα είκαζ ζοιπθέβιαηα ηυηηςκ εοπνςιαηίκδξ (interchromatin granule 

clusters, ICGs), πμο πζζηεφεηαζ υηζ ειπθέημκηαζ ζημκ ζπδιαηζζιυ ή ηδ δζαθμνμπμίδζδ ηςκ 

παναβυκηςκ ζονναθήξ ημο πνμ-mRNA. Σα πονδκζηά ημηηζχιαηα είκαζ δοκαιζηέξ δμιέξ. 

Πανάβμκηεξ ζονναθήξ ημο πνμ-mRNA  ιεηαημπίγμκηαζ απυ αοηά ζηζξ ιεηαβναθζηέξ 

πενζμπέξ (πενζπνςιαηζκζηά ζκίδζα). Μεηαβναθζηέξ πενζμπέξ εκημπίγμκηαζ ζε υθμ ημ 

πονδκυπθαζια ζοιπενζθαιαακμιέκδξ ηαζ ηδξ πενζθένεζαξ ηςκ ICGs αθθά ηαζ 

ζοβηεκηνςιέκμζ ζηδκ πενζμπή OPT (Oct1/PTF/transcription). Οζ πενζμπέξ αοηέξ είκαζ 

δζαιέηνμο 1,0-1,5ιm ηαζ πενζέπμοκ κεμζοκηζεέιεκα ιεηαβναθήιαηα, ιεηαβναθζημφξ 

πανάβμκηεξ ηζ εθάπζζημοξ πανάβμκηεξ πμο ειπθέημκηαζ ζηδ ηαηενβαζία ημο RNA (Grande, 

van der Kraan et al. 1997; Pombo, Cuello et al. 1998). Οζ OPT πενζμπέξ ειθακίγμκηαζ ηαηά 
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ηδκ θάζδ G1, υπμο ζοπκά ιεηαημπίγμκηαζ δίπθα ζημκ πονδκίζημ, ηζ ελαθακίγμκηαζ ηαηά ηδκ 

S θάζδ. Η θεζημονβία ημοξ είκαζ άβκςζηδ. 

Η φπανλδ ηςκ πανα-ημηηζχδςκ ζςιαηζδίςκ δζαπζζηχεδηε απυ ημοξ Fox et al. ημ 

2002. Δίκαζ δοκαιζηέξ δμιέξ πμο εδνάγμκηαζ ζηδκ εοπνςιαηζκζηή πενζμπή ημο πονήκα ηαζ 

δζαθμνμπμζμφκηαζ, ςξ απμηέθεζια απυηνζζδξ ημοξ ζηζξ αθθαβέξ ηδξ ιεηααμθζηήξ 

δναζηδνζυηδηαξ ηςκ ηοηηάνςκ. Απμοζία ηδξ ιεηαβναθήξ απυ ηδκ RNA Pol II, δ φπανλδ ηςκ 

δμιχκ ακαζνείηαζ ηαζ ηα πνςηεσκζηά ζοζηαηζηά ημοξ (PSP1, p54nrb, PSP2, CFI(m)68 ηαζ 

PSF) ιεηαημπίγμκηαζ δδιζμονβχκηαξ έκα ζπδιαηζζιυ ελςηενζηά απυ ημκ πονδκίζημ (Spector 

1993). Σμ θαζκυιεκμ αοηυ παναηδνείηαζ ζηδ δζάνηεζα ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο. Σα 

παναημηηζχδδ ζςιαηίδζα είκαζ ειθακή ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ιεζυθαζδξ ηαζ υθςκ ηςκ 

ζηαδίςκ ηδξ ιίηςζδξ εηηυξ απυ ηδκ ηεθυθαζδ, υπμο δεκ βίκεηαζ ιεηαβναθή RNA ηαζ μζ 

πνςηείκεξ ανίζημκηαζ ζε ζπδιαηζζιυ ελςηενζηά ημο πονδκίζημο (Fox, Bond et al. 2005).    

ε πμθθά είδδ ηοηηάνςκ μζ πανάβμκηεξ ζονναθήξ ημο πνμ-mRNA εκημπίγμκηαζ ζηα 

ζςιαηίδζα Cajal (Gall 2000). Σα ζςιαηίδζα Cajal πζζηεφεηαζ υηζ θαιαάκμοκ ιένμξ ζηδ 

αζμβέκεζδ ηαζ ιεηαθμνά snRNPs ηαζ snoRNPs, υπμο μζ πανάβμκηεξ ζονναθήξ U1, U2, 

U4/U6 ηαζ U5 snRNPs υπςξ ηαζ μ U7 snRNP θαιαάκμοκ ιένμξ ζηδκ ςνίιακζδ ημο 3´-

άηνμο ηςκ ζζημκχκ εκχ μζ U3 ηαζ U8 snoRNPs ζηδκ ςνίιακζδ ημο πνμ-RNA. Πζζηεφεηαζ 

υηζ μζ πανάβμκηεξ πενκμφκ δζα ιέζμο ηςκ ζςιαηζδίςκ Cajal, ζηδ δζαδνμιή ημοξ βζα ηα 

ζςιαηίδζα ηςκ πονδκζηχκ ημηζςιάηςκ (snRNPs) ή ημοξ πονδκίζημοξ (snoRNPs). Δπζπθέμκ 

έπεζ ανεεεί υηζ ηα ζςιαηίδζα Cajal ζοκδέμκηαζ ιε ηζξ ζζημκζηέξ πενζμπέξ υπςξ επίζδξ ηαζ ιε 

ηα ζοιπθέβιαηα ηςκ βμκζδίςκ U1, U2 ηαζ U3 (Matera 1999). 

Γεζημκζηά ηςκ ζςιαηζδίςκ Cajal ανίζημκηαζ ηα ζςιαηίδζα Gems (δοάδα απυ 

ζςιαηίδζα Cajal, gemini of Cajal bodies) πμο ακαθυβςξ ημο είδμοξ ηδξ ηοηηανζηήξ ζεζνάξ, 

πμθθέξ θμνέξ ζοιπίπημοκ ιε ηα ζςιαηίδζα Cajal. Υαναηηδνίγμκηαζ απυ ηδκ πανμοζία ημο 

παναβχβμο ημο βμκζδίμο επζαίςζδξ ηςκ ηζκδηήνζςκ κεονυκςκ (SMN) ηαζ εκυξ 

ζοζπεηζγυιεκμο πανάβμκηα, ημο Gemin2 (Matera 1999). Η ηοηηανμπθαζιαηζηή δελαιεκή 

ηςκ SMN ηαζ Gemin2 θαιαάκεζ ιένμξ ζηδ ζφγεολδ ηςκ snRNPs εκχ δ πονδκζηή δελαιεκή 

ζηδκ ςνίιακζδ ημοξ.  

ημ ζηάδζμ ηδξ ημπήξ ηαζ ηδξ πμθοαδεκοθίςζδξ ηςκ πνμ-mRNA θαιαάκμοκ ιένμξ 

δζάθμνμζ πανάβμκηεξ (π.π. CstF ηαζ CPSF), πμο ανίζημκηαζ δζάποημζ ζημκ πονήκα ή 

ζοζζςνεοιέκμζ ζε ζπδιαηζζιμφξ πμο μκμιάγμκηαζ ζςιαηίδζα δζαπςνζζιμφ (Schul, 

Groenhout et al. 1996). Οζ δμιέξ αοηέξ βεζημκεφμοκ ή ηαζ επζηαθφπημοκ ηα ζςιαηίδζα Cajal. 

Σα ζςιαηίδζα δζαπςνζζιμφ πμο δεκ επζηαθφπημοκ ηα ζςιαηίδζα Cajal, πενζέπμοκ 

κεμζοκηζεέιεκμ RNA. 
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Σα Pc G ζςιαηίδζα ζοκδέμκηαζ ιε ηδκ πενζηεκηνμιενζδζαηή εηενμπνςιαηίκδ ηαζ 

πενζέπμοκ ιία πμθοζοιποηκςιέκδ μιάδα πνςηεσκχκ (π.π. RING1, BMI1, hPc2) (Saurin, 

Shiels et al. 1998). Γεκ έπεζ δζεοηνζκζζηεί ακ μ νυθμξ ηςκ ζςιαηζδίςκ αοηχκ είκαζ 

απμεδηεοηζηυξ ή ακ ειπθέημκηαζ ζηδκ απμζζχπδζδ ηςκ βμκζδίςκ. Δηηυξ απυ ηα ζςιαηίδζα 

πμο έπμοκ ακαθενεεί ζημοξ πονήκεξ ηςκ εδθαζηζηχκ οπάνπμοκ ηαζ άθθα ηα μπμία 

ζπεηίγμκηαζ ιε ημ είδμξ ημο ηοηηάνμο ή ηδξ θοζζμθμβζηήξ ημο ηαηάζηαζδξ, υπςξ ηα 

πονδκζηά ζςιαηίδζα GATA-1, πενζέπμοκ ιεηαβναθζημφξ πανάβμκηεξ GATA, ζε 

αζιμπμζδηζηά ηφηηανα πμκηζημφ (Elefanty, Antoniou et al. 1996). Σα ζςιαηίδζα αοηά δεκ 

είκαζ εκενβά ηαηά ηδ ιεηαβναθή. Σα ζςιαηίδζα HSF1, πμο πενζέπμοκ ημκ ιεηαβναθζηυ 

πανάβμκηα, heat shock 1, έπμοκ ανεεεί ζε πονήκεξ ηοηηάνςκ ηα μπμία έπμοκ οπμζηεί 

οπενεενιία. Σα ζςιαηίδζα αοηά δεκ ζοκεκημπίγμκηαζ ιε ηζξ ιεηαβναθζηέξ πενζμπέξ ηςκ 

HSP70 ηαζ ηςκ HSP90 (Jolly, Morimoto et al. 1997). 

 

2. Ο ΠΤΡΖΝΗΚΟ ΦΑΚΔΛΟ 

2.1. Γνκή, ύζηαζε θαη Οξγάλσζε ηνπ Ππξεληθνύ Φαθέινπ 

Ο πονήκαξ πενζαάθθεηαζ απυ ημκ πονδκζηυ θάηεθμ. ηα ζδιεία υπμο μζ δφμ 

ιειανάκεξ, ημο πονδκζημφ θαηέθμο, εκχκμκηαζ ζπδιαηίγμκηαζ μζ πονδκζημί πυνμζ, ιέζς ηςκ 

μπμίςκ επζηοβπάκεηαζ δ επζημζκςκία ιεηαλφ πονήκα ηαζ ηοηηανμπθάζιαημξ (Stoffler, 

Fahrenkrog et al. 1999). Μία αλζμζδιείςηδ δμιή ημο πονδκζημφ πυνμο (NPC) είκαζ ημ 

πονδκζηυ ηαθάεζ (nuclear basket), πμο εηηείκεηαζ ζημ πονδκυπθαζια. Η ελςηενζηή πονδκζηή 

ιειανάκδ απμηεθεί ζοκέπεζα ημο αδνμφ εκδμπθαζιαηζημφ δζηηφμο εκχ δ εζςηενζηή  

οπμζηδνίγεηαζ απυ ημ δίηηομ ηςκ θαιζκχκ. Η εέζδ ηαζ δ δοκαιζηή ημο πονήκα ηαεμνίγεηαζ 

απυ ιεβαθμιμνζαηά ζφιπθμηα πμο ζπδιαηίγμκηαζ ιεηαλφ ημο πονδκμζηεθεημφ ηαζ ημο 

ηοηηανμζηεθεημφ, πμο μκμιάγμκηαζ ζφιπθμηα LINC. οβηεηνζιέκα μζ δζαιειανακζηέξ 

πνςηεΐκεξ, ηδξ εζςηενζηήξ πονδκζηήξ ιειανάκδξ, Sun1 ηαζ Sun2, αθθδθεπζδνμφκ ιέζς ημο 

Ν-ηεθζημφ άηνμο ιε ηζξ θαιίκεξ ηφπμο Α ηαζ Β (Hodzic, Yeater et al. 2004; Crisp, Liu et al. 

2006; Haque, Lloyd et al. 2006; Wang, Du et al. 2006; Razafsky and Hodzic 2009) εκχ ιέζς 

ημο C-ηεθζημφ άηνμο αθθδθεπζδνμφκ ιε δζαιειανακζηέξ πνςηεΐκεξ ηδξ έλς πονδκζηήξ 

ιειανάκδξ, ηζξ Syne-1 ηαζ -2 ή Nesprin-1 ηαζ -2 (Apel, Lewis et al. 2000; Razafsky and 

Hodzic 2009). Σμ C-ηεθζηυ άηνμ ηςκ SUN αθθδθεπζδνά ιε ημ C-ηεθζηυ άηνμ ηςκ Nesprin 

ηαζ ζοβηεηνζιέκα ιε ηδ ζοκηδνδιέκδ KASH πενζμπή. Σμ ιένμξ ηςκ πνςηεσκχκ Nesprin-1 

ηαζ -2 πμο ανίζηεηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια αθθδθεπζδνά ιε ημκ ηοηηανμζηεθεηυ 

δδιζμονβχκηαξ ιία ζφκδεζδ ιε ημκ πονήκα. (Δηθόλα 1.1.1) 
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ηζξ πξσηεΐλεο ηεο ΗΝΜ πμο έπμοκ ιεθεηδεεί εηηεκχξ, ακήημοκ μ LBR (lamin B 

receptor), δ LAP1 (Lamin associated polypeptide 1), δ LAP2 (Lamin associated polypeptide 

2), δ ειενίκδ ηαζ δ MAN1. (Δηθόλα 2.1.1)   

Ο LBR είκαζ δ πζμ ηαθά ιεθεηδιέκδ πνςηεΐκδ ηδξ ΙΝΜ ηαζ εηθνάγεηαζ ζε υθα ηα 

ιεηάγςα. Ανπζηά απμιμκχεδηε ηαζ παναηηδνίζηδηε ζηα ενοενμηφηηανα ηςκ πηδκχκ. 

Απμηεθείηαζ απυ ιζα επζιήηδ άιζκμ-ηεθζηή πενζμπή, επηά ή μπηχ οδνυθμαα δζαιειανακζηά 

ηιήιαηα ηαζ ιζα ηαναυλο-ηεθζηή μονά (Worman, Yuan et al. 1988; Worman, Evans et al. 

1990; Ye and Worman 1994). Σμ άιζκμ-ηεθζηυ ηιήια ημο ιμνίμο εηηείκεηαζ ζημ 

πονδκυπθαζια ηαζ πενζθαιαάκεζ εηηεηαιέκεξ πενζμπέξ πμο απμηεθμφκηαζ απυ 

εκαθθαζζυιεκεξ ζενίκεξ ηαζ ανβζκίκεξ (SR motifs) μζ μπμίεξ θςζθμνοθζχκμκηαζ απυ ηζξ 

ηζκάζεξ SRPK1 ηαζ cdc2 (Nikolakaki, Simos et al. 1996; Nikolakaki, Meier et al. 1997). Απυ 

in vitro ιεθέηεξ πνμηφπηεζ υηζ μ LBR ιπμνεί κα ζπδιαηίζεζ μθζβμιενή ιέζς ηδξ άιζκμ-

ηεθζηήξ ημο πενζμπήξ (Makatsori, Kourmouli et al. 2004) ηαζ απμηεθεί ιένμξ εκυξ 

πμθοπνςηεσκζημφ ζοιπθυημο, ημ μπμίμ πενζθαιαάκεζ ηζξ θαιίκεξ Α ηαζ Β, ιζα εζδζηή ηζκάζδ 

(LBR ηζκάζδ), ηδκ δζαιειανακζηή πνςηεΐκδ p18 ηαεχξ ηαζ ηδκ p32/p34 (Simos and 

Georgatos 1992; Simos and Georgatos 1994). H ηζκάζδ ημο LBR είκαζ υιμζα ιε ηδκ ηζκάζδ 

SRΡK1 δ μπμία θςζθμνοθζχκεζ αθθδθμοπίεξ SR. Η θςζθμνοθίςζδ ηςκ SR έπεζ ςξ  

απμηέθεζια ηδκ απμδέζιεοζδ ηδξ p32/p34 απυ ημ ζφιπθμημ, αθθά δεκ επδνεάγεζ ηδ 

ζφκδεζδ ηςκ θαιζκχκ.Η p18 έπεζ δμιζηή μιμζυηδηα ιε ημοξ οπμδμπείξ ηςκ αεκγμδζαγεπζκχκ, 

εηθνάγεηαζ ζε πενζμνζζιέκμ ανζειυ ηαθά δζαθμνμπμζδιέκςκ ηοηηάνςκ ηαζ ζοκδέεηαζ in 

vitro ιε ημκ LBR ηαζ ηζξ θαιίκεξ ηφπμο Β (Simos, Maison et al. 1996). 

   Η LAP1 είκαζ ιζα δζαιειανακζηή πνςηεΐκδ ηφπμο ΙΙ. Απμηεθείηαζ απυ ιζα ηαναυλο-

ηεθζηή πενζμπή πμο εηηείκεηαζ ζημκ πενζπονδκζηυ πχνμ, ιζα ηεκηνζηή δζαιειανακζηή 

πενζμπή ηαζ έκα αιζκμηεθζηυ ηιήια πνμξ ηδκ πθεονά ημο πονδκμπθάζιαημξ.  Έπεζ ηνεζξ 

ζζμιμνθέξ, ηζξ LAP1A, B ηαζ C, μζ μπμίεξ πνμένπμκηαζ απυ εκαθθαηηζηυ ιάηζζια ημο 

ιεηαβναθήιαημξ ημο βμκζδίμο ηδξ LAP1. H LAP1C εηθνάγεηαζ ζε υθμοξ ημοξ ηφπμοξ 

ηοηηάνςκ ζε ακηίεεζδ ιε ηζξ άθθεξ δφμ ζζμιμνθέξ, μζ μπμίεξ εηθνάγμκηαζ ζε ηαθά 

δζαθμνμπμζδιέκα ηφηηανα (Foisner and Gerace 1993). 

Όπςξ μ LBR έηζζ ηαζ δ LAP1 έπεζ πνμηαεεί υηζ απμηεθεί ζοζηαηζηυ εκυξ πμθοπνςηεσκζημφ 

ζοιπθυημο, ημ μπμίμ πενζθαιαάκεζ, υπςξ πνμηφπηεζ απυ πεζνάιαηα ζοβηαηαηνήικζζδξ, 

θαιίκεξ ηφπμο Β, ηαεχξ ηαζ ιζα ηζκάζδ, ηδξ μπμίαξ δ θεζημονβία ελανηάηαζ απυ ζυκηα 

αζαεζηίμο (Maison, Pyrpasopoulou et al. 1997). Απυ ηδκ ακάθοζδ ηδξ αιζκμλζηήξ 

αημθμοείαξ πνμηφπηεζ υηζ ζημ αιζκμηεθζηυ άηνμ ηςκ LAP1A ηαζ LAP1B πενζέπεηαζ πενζμπή 

coiled-coil ιήημοξ 27 αιζκμλέςκ, δ μπμία πζεακυηαηα ειπθέηεηαζ ζημ ζπδιαηζζιυ 
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μιμδζιενχκ (Martin, Toda et al. 1995). Μεθέηεξ ιε δθεηηνμκζηή ιζηνμζημπία οπμδεζηκφμοκ 

ημ ζπδιαηζζιυ ζοζηάδςκ LAP1 μζ μπμίεξ ηαηακέιμκηαζ ηαηά ιήημξ ημο πονδκζημφ θαηέθμο 

(Maison, Pyrpasopoulou et al. 1997). 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 1.1.1. Ο εκημπζζιυξ ηαζ δ θεζημονβία ηςκ ζοιπθυηςκ LINC. ημ δζαιειανακζηυ  πχνμ δ 

αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ ηςκ πενζμπχκ SUN(πμνημηαθί) ηαζ KASH(πνάζζκμ), ζοκδέεζ ηδκ πονδκζηή 

θάιζκα ιε ηα ηφνζα ζοζηαηζηά ημο ηοηηανμζηεθεημφ υπςξ δ αηηίκδ ηαζ ημ δίηηομ ηςκ 

ιζηνμζςθδκίζηςκ. Η ζφκδεζδ αοηή επζηνέπεζ ηδ ιεηαηίκδζδ-αβηονμαυθδζδ ημο πονήκα ιέζα ζημ 

ηφηηανμ. Δπζπθέμκ μζ αθθδθεπζδνάζεζξ SUN-KASH ζοιαάθθμοκ ζδιακηζηά ζηδκ δοκαιζηή ηςκ 

πνςιμζςιάηςκ ηαζ ηδκ πνυζδεζή ημοξ ζημκ πονδκζηυ θάηεθμ (Razafsky and Hodzic 2009) 
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Δηθόλα 2.1.1. ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ησλ πξσηετλώλ ηεο έζσ ππξεληθήο κεκβξάλεο. 

Ακαπανζζημφκηαζ δμιζηά ηαζ ημπμθμβζηά παναηηδνζζηζηά βκςζηχκ πνςηεσκχκ ηδξ έζς πονδκζηήξ 

ιειανάκδξ ηαζ ημο πονδκζημφ πυνμο ηαεχξ ηαζ δ ζφκδεζή ημοξ ιε ηδκ πονδκζηή θάιζκα αθθά ηαζ ηδ 

πνςιαηίκδ (Foisner 2001). 
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Η LAP2 είκαζ επίζδξ ιζα πμθοιμνθζηή πνςηεΐκδ. Δκαθθαηηζηυ ιάηζζια ημο ίδζμο 

βμκζδίμο έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ πανμοζία ηνζχκ ζζμιμνθχκ ζημκ άκενςπμ (LAP2α, α, β) 

ηαζ επηά ζημκ πμκηζηυ (LAP2α, α, α΄, β, δ, ε, γ). Οζ ζζμιμνθέξ α, α΄, β, δ, ε είκαζ πνςηεΐκεξ 

ηφπμο ΙΙ μζ μπμίεξ δζαεέημοκ ιζα ηεκηνζηή δζαιειανακζηή πενζμπή, ημ αιζκμηεθζηυ ημοξ άηνμ  

εηηείκεηαζ ζημ πονδκυπθαζια, εκχ ημ ηαναυλο-ηεθζηυ ημοξ άηνμ εκημπίγεηαζ ζημκ 

πενζπονδκζηυ πχνμ. Απυ ηζξ LAP2α ηαζ γ απμοζζάγεζ δ δζαιειανακζηή πενζμπή, επμιέκςξ μζ 

πνςηεΐκεξ αοηέξ εκημπίγμκηαζ ιυκμ ζημ πονδκυπθαζια. Σμ άιζκμ-ηεθζηυ άηνμ ηδξ LAP2α 

έπεζ ιήημξ πενίπμο 400 αιζκμλέςκ ζε ακηίεεζδ ιε εηείκμ ηςκ ζζμιμνθχκ β, δ ηαζ ε ημ μπμίμ 

είκαζ ηαηά πμθφ ιζηνυηενμ. Η LAP2α δζαθένεζ ηαηά πμθφ απυ ηα οπυθμζπα ιέθδ ηδξ 

μζημβέκεζαξ, έπμκηαξ δζαηδνήζεζ ιυκμ έκα ιζηνυ ηιήια ηδξ άιζκμ-ηεθζηήξ πενζμπήξ ηδξ 

LAP2α (Dechat, Korbei et al. 2000). Όπςξ ηαζ ζηδκ πενίπηςζδ ημο LBR ηαζ ηδξ LAP1, δ 

LAP2α ζοκδέεηαζ ιε θαιίκεξ ηφπμο Β. Η ιζηςηζηή θςζθμνοθίςζδ ηδξ LAP2α έπεζ ςξ 

απμηέθεζια ηδκ απμδέζιεοζδ ηδξ απυ ηζξ θαιίκεξ (Maison, Pyrpasopoulou et al. 1997). Η 

LAP2α ζοιιεηέπεζ ζημ ζπδιαηζζιυ εκυξ ιεβάθμο ιεβέεμοξ πνςηεσκζημφ ζοιπθυημο, ημ 

μπμίμ πενζθαιαάκεζ ηζξ θαιίκεξ ηφπμο Β, ηδκ ειενίκδ, ημκ LBR ηαζ ηδκ ΗΑ95 (Martins, Eide 

et al. 2000).  

 Η εκεξίλε έπεζ έκα άιζκμ-ηεθζηυ ηιήια πθμφζζμ ζε ζενίκεξ ημ μπμίμ εκημπίγεηαζ 

ζηδκ πενζμπή ημο πονδκμπθάζιαημξ, ιζα δζαιειανακζηή πενζμπή ηαεχξ ηαζ έκα αναπφ 

ηαναυλο-ηεθζηυ άηνμ ημ μπμίμ εηηείκεηαζ ζημκ πενζπονδκζηυ πχνμ. Σμ ζφιπθμημ ηδξ 

ειενίκδξ πενζθαιαάκεζ ημκ LBR, ηδκ LAP2α ηαεχξ ηαζ θαιίκεξ ηφπμο Β. Δπζπθέμκ δ 

ειενίκδ ζοκδέεηαζ ιε θαιίκεξ ηφπμο Α (Martin, Toda et al. 1995; Clements, Manilal et al. 

2000). 

 H MAN1 απμηεθείηαζ απυ δφμ δζαιειανακζηά ηιήιαηα, ηαεχξ ηαζ απυ ιζα ιαηνζά 

άιζκμ-ηεθζηή πενζμπή ηαζ έκα αναπφ ηαναυλο-ηεθζηυ άηνμ ηα μπμία εηηείκμκηαζ ζημ 

πονδκυπθαζια (Lin, Blake et al. 2000). Όπςξ πνμηφπηεζ απυ ακάθοζδ ηδξ αημθμοείαξ ηςκ 

αιζκμλέςκ, δ MAN1 ιμζνάγεηαζ ιε ηδκ LAP2 ηαζ ηδκ ειενίκδ έκα ηιήια 40 πενίπμο 

αιζκμλέςκ ιε παναηηδνζζηζηή δμιή (LEM module).  

 Ο υνμξ ππξεληθή ιάκηλα ακαθένεηαζ ζε έκα μνβακςιέκμ δζζδζάζηαημ δίηηομ 

εκδζαιέζςκ ζκζδίςκ, ηα μπμία ηαθφπημοκ ηαζ ζηδνίγμοκ ηδκ εζςηενζηή πονδκζηή ιειανάκδ. 

Πνυηεζηαζ βζα έκα μνεμηακμκζηυ πθέβια, ημ μπμίμ απμηεθείηαζ απυ εκδζάιεζα ζκίδζα 

θαιζκχκ. Ακηίζημζπα ιε ηζξ άθθεξ πνςηεΐκεξ πμο ζοιιεηέπμοκ ζημ ζπδιαηζζιυ εκδζαιέζςκ 

ζκζδίςκ, ημ ιυνζμ ηςκ θαιζκχκ πενζθαιαάκεζ ιζα ιζηνή άιζκμ-ηεθζηή ηεθαθή, έκα ιεζαίμ 

ηιήια ιε παναηηδνζζηζηή εθίηςζδ coiled-coil ηαζ ιζα ηαναυλο-ηεθζηή μονά. Οζ πενζμπέξ 

coiled-coil δφμ ιμνίςκ θαιίκδξ ζοκδέμκηαζ πανάθθδθα, ιε απμηέθεζια ημ ζπδιαηζζιυ 
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πμθζηχκ δζιενχκ, ηα μπμία ζηδ ζοκέπεζα δζαηάζζμκηαζ ακηζπανάθθδθα ηαζ δδιζμονβμφκ 

πμθοιενή. Σα πμθοιενή ιε ηδ ζεζνά ημοξ δζαηάζζμκηαζ ακηζπανάθθδθα ηαζ ζοκδέμκηαζ 

εβηάνζζα ιεηαλφ ημοξ (Stuurman, Heins et al. 1998). 

Οζ ιακίλεο δζαηνίκμκηαζ ζε δφμ ηαηδβμνίεξ, ηζξ ηφπμο Α ηαζ ηφπμο Β ακάθμβα ιε ηδ 

δμιή ηαζ ημ πνυηοπμ έηθναζήξ ημοξ. Οζ θαιίκεξ ηφπμο Β εηθνάγμκηαζ απυ ηα δζαθμνεηζηά 

βμκίδζα LMNB1ηαζ LMNB2 ηα μπμία ηςδζημπμζμφκ ηδ θαιίκδ Β1 ηαεχξ ηαζ ηζξ θαιίκεξ Β2 

ηαζ Β3 ακηίζημζπα. Ακηίεεηα ηέζζενεζξ ημοθάπζζημκ θαιίκεξ ηφπμο Α (A, ΑΓ10, C, C2) 

θαιαάκμκηαζ απυ εκαθθαηηζηυ ιάηζζια ημο βμκζδίμο LMNA. Οζ θαιίκεξ ηφπμο Β 

εηθνάγμκηαζ ζε υθα ηα εοηανοςηζηά ηφηηανα ζε ακηίεεζδ ιε ηζξ ηφπμο Α μζ μπμίεξ 

εκημπίγμκηαζ ιυκμ ζε ηαθά δζαθμνμπμζδιέκα ηφηηανα (Broers and Ramaekers 2004). 

Γζαθμνεηζημφ ηφπμο θαιίκεξ θαίκεηαζ κα έπμοκ ελεζδζηεοιέκεξ θεζημονβίεξ ακάθμβα 

ιε ημκ ηοηηανζηυ ηφπμ, ημκ ααειυ δζαθμνμπμίδζδξ, ηζξ πνςηεΐκεξ πμο αθθδθεπζδνμφκ ηαζ 

ηδκ ημπμθμβία ημοξ. Τπάνπμοκ εκδείλεζξ υηζ μζ θαιίκεξ ηφπμο Β είκαζ απαναίηδηεξ βζα ηδκ 

επζαίςζδ εκυξ μνβακζζιμφ ζε ακηίεεζδ ιε ηζξ θαιίκεξ Α πμο πζεακυκ ελοπδνεημφκ πζμ 

ελεζδζηεοιέκεξ θεζημονβίεξ (Pekovic, Harborth et al. 2007).  

 Όθεξ μζ θαιίκεξ ηφπμο Β ηαεχξ ηαζ δ θαιίκδ Α, ιεηαθνάγμκηαζ ςξ πνμθαιίκεξ 

(pre-lamins) ηαζ πενζέπμοκ ζημ ηαναμλοηεθζηυ άηνμ ιζα παναηηδνζζηζηή αημθμοεία CaaX 

(cysteine-alophatic-alihatic-any amino acid) δ μπμία οθίζηαηαζ ηνεζξ ιεηα-ιεηαθναζηζηέξ 

ηνμπμπμζήζεζξ. Η δζαδζηαζία πενζθαιαάκεζ δζαδμπζηά ζζμπνεκοθίςζδ ηδξ ηοζηεΐκδξ, 

πνςηεμθοηζηή απμιάηνοκζδ ηςκ ηνζχκ ηαναυλο-ηεθζηχκ αιζκμλέςκ (aaX) ηαζ 

ηαναμλοιεεοθίςζδ ηδξ ζζμπνεκοθζςιέκδξ ηοζηεΐκδξ. Οζ θαιίκεξ ηφπμο Α οθίζηακηαζ ιζα 

επζπθέμκ ιεηα-ιεηαθναζηζηή ηνμπμπμίδζδ πμο μδδβεί ζηδκ απμιάηνοκζδ ημο 

ζζμπνεκοθζςιέκμο ηαναυλο-ηεθζημφ άηνμο (Weber, Plessmann et al. 1989; Mattout, Dechat 

et al. 2006; Scaffidi and Misteli 2006). 

 H θάιζκα ζοκδέεηαζ ιε ημκ πονδκζηυ θάηεθμ ιέζς ηςκ δζαιειανακζηχκ πνςηεσκχκ 

LBR, LAP1, LAP2, ειενίκδ ηαζ MAN1 (Georgatos 2001). Η εκζςιάηςζδ ηςκ 

κεμζοκηζεέιεκςκ θαιζκχκ οπμαμδεείηαζ απυ ηδκ πανμοζία ηδξ αημθμοείαξ CaaX. ηδ 

ιεζυθαζδ δ ζφκδεζδ ιε ημ θάηεθμ, αθθά ηαζ δ ζοβηνυηδζδ ή δ ακαδζάηαλδ ηςκ ζκζδίςκ 

νοειίγεηαζ ιε θςζθμνοθίςζδ ζε ηαηάθμζπα ζενίκδξ, ενεμκίκδξ ηαζ ηονμζίκδξ. Με ηδκ 

έκανλδ ηδξ ιίηςζδξ, δ οπενθςζθμνοθίςζδ ηςκ θαιζκχκ πνμηαθεί ελαζεέκδζδ ηςκ 

αθθδθεπζδνάζεςκ θαιίκδξ-θαιίκδξ ηαζ ζηαδζαηυ απμπμθοιενζζιυ ηδξ θάιζκαξ (Stuurman, 

Heins et al. 1998).  

 Δπμιέκςξ, δ πονδκζηή θάιζκα πνμζδίδεζ ζπήια ηαζ ζηαεενυηδηα ζημκ πονδκζηυ 

θάηεθμ ζημκ μπμίμ ζοκδέεηαζ ιέζς ηςκ ΝPCs αθθά ηαζ ηδξ ΙΝM ηαζ πανέπεζ ημ δμιζηυ 
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ζφκδεζιμ ιεηαλφ ημο DNA ηαζ ηδξ εζςηενζηήξ πονδκζηήξ ιειανάκδξ. ε ακηίεεζδ ιε ηα 

ηοηηανμπθαζιαηζηά εκδζάιεζα ζκίδζα ηα μπμία είκαζ ανηεηά ζηαεενά, ηα εκδζάιεζα ζκίδζα 

ηδξ πονδκζηήξ θάιζκαξ απμζοκανιμθμβμφκηαζ ηαζ λακαζπδιαηίγμκηαζ ζε ηάεε ηοηηανζηή 

δζαίνεζδ. 

Όπςξ έπεζ ήδδ ακαθενεεί, δ πνςηεσκζηή ζφζηαζδ ηδξ ελςηενζηήξ πονδκζηήξ 

ιειανάκδξ (ΟΝΜ), είκαζ πανυιμζα ιε εηείκδ ημο εκδμπθαζιαηζημφ δζηηφμο. Απυ πνυζθαηεξ 

ιεθέηεξ πνμηφπηεζ υηζ δ ΟΝΜ πενζέπεζ ανηεηέξ ιμκαδζηέξ πνςηεΐκεξ, μζ μπμίεξ ιέζς 

αθθδθεπζδνάζεςκ ιε πνςηεΐκεξ ηδξ εζςηενζηήξ πονδκζηήξ ιειανάκδξ (ΙΝΜ), ζοκδέμοκ ημκ 

πενζθενζηυ ζηεθεηυ ημο πονήκα ιε ημκ ηοηηανμζηεθεηυ (Δηθόλα 1.1.1.).   

Κμζκυ παναηηδνζζηζηυ υθςκ ηςκ πνςηεσκχκ ηδξ ΙΝΜ, είκαζ μζ ιεβάθμο ιεβέεμοξ 

πονδκμπθαζιαηζηέξ πενζμπέξ μζ μπμίεξ πενζέπμοκ αθθδθμοπίεξ πμο ηνμπμπμζμφκηαζ απυ 

δζάθμνεξ ηζκάζεξ ηαεχξ ηαζ coiled-coil ιμηίαα (LAP1, LAP2, MAN1, ειενίκδ) ιέζς ηςκ 

μπμίςκ ιπμνμφκ κα ζπδιαηίζμοκ μιμ- ηαζ εηενμδζιενή in vivo. Οζ πενζμπέξ αοηέξ 

εκημπίγμκηαζ ζημ αιζκμηεθζηυ άηνμ ηαζ ζοκδέμκηαζ ιε ηδκ πονδκζηή θάιζκα ηαζ ιε πνςηεΐκεξ 

ηδξ πνςιαηίκδξ υπςξ είκαζ δ ΗΡ1 (heterochromatin protein 1), μ πανάβμκηαξ ΒΑF (barrier–

to autointegration factor) ηαζ δ ΗΑ95 (Δηθόλα 2.1.2) (Martin, Toda et al. 1995; Georgatos 

2001). 

Οζ ιμνζαηέξ αθθδθεπζδνάζεζξ ιεηαλφ ηςκ πνςηεσκχκ ηδξ εζςηενζηήξ πονδκζηήξ 

ιειανάκδξ ηαζ ηδξ πνςιαηίκδξ έπμοκ δζπθή ζδιαζία. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, δ πνυζδεζδ ηςκ 

πνςηεσκχκ αοηχκ ζηδ ζοιποηκςιέκδ πνςιαηίκδ πανέπεζ ηδκ ηζκδηήνζα δφκαιδ βζα ηδκ 

ακαζοβηνυηδζδ ημο πονδκζημφ θαηέθμο ιεηά ημ ηέθμξ ηδξ ιίηςζδξ (Georgatos and 

Theodoropoulos 1999). Δπζπνυζεεηα, δ ζφκδεζδ πνςιαηζκζηχκ πενζμπχκ ζημκ θάηεθμ έπεζ 

ςξ απμηέθεζια ηδκ ιεηαβναθζηή ημοξ απμζζχπδζδ (Andrulis, Neiman et al. 1998). 

Πζεακυηαηα ζηδκ εζςηενζηή πονδκζηή ιειανάκδ ζοβηεκηνχκμκηαζ πανάβμκηεξ μζ μπμίμζ 

πνμηαθμφκ αθθαβή ζηδ δμιή ηδξ πνςιαηίκδξ.  
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Δηθόλα 2.1.2. Σνπνινγία θαη νξγάλσζε πξσηετλώλ ηεο έζσ ππξεληθήο κεκβξάλεο. (A) 

πδιαηζηυ δζάβναιια πμο ακαπανζζηά δμιζηά ηαζ ημπμθμβζηά παναηηδνζζηζηά βκςζηχκ 

δζαιειανακζηχκ πνςηεσκχκ ηδξ έζς πονδκζηήξ ιειανάκδξ.  Σα οδνυθζθα άηνα (αηακυκζζηεξ 

βναιιέξ) εηηείκμκηαζ ζημ πονδκυπθαζια ηαζ ηδκ πενζπονδκζηή πενζμπή, εκχ μζ οδνυθμαεξ πενζμπέξ 

(ηφθζκδνμζ) δζαζπίγμοκ ηδκ έζς πονδκζηή ιειανάκδ (B) Τπμεεηζηυ ιμκηέθμ πνςηεσκζηχκ 

ζοιπθυηςκ ηδξ έζς πονδκζηήξ ιειανάκδξ ηα μπμία απμηεθμφκηαζ απυ μθζβμιενή ιειανακζηχκ 

πνςηεσκχκ, νοειζζηζηά έκγοια ηαζ ζημζπεία ζοκδεδειέκα ιε ηδκ πνςιαηίκδ (Georgatos 2001). 
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Tα ζύκπινθα ησλ ππξεληθώλ πόξσλ (Nuclear pore complexes, NPCs) απμηεθμφκ 

ηα ηακάθζα ιεηαθμνάξ ηςκ ιαηνμιμνίςκ ιέζα ή έλς απυ ημκ πονήκα. Σα NPCs 

απμηεθμφκηαζ απυ πνςηεσκζηέξ δμιέξ μζ μπμίεξ δζαπενκμφκ ηδκ θζπζδζηή δζπθμζημζαάδα ημο 

πονδκζημφ θαηέθμο. Η ζοκμθζηή ημοξ ιάγα είκαζ ζηα εδθαζηζηά πενίπμο 60-125MDa ηαζ 

ζημ ζαηπανμιφηδηα πενίπμο 40-60MDa (D'Angelo and Hetzer 2008). Ο ανζειυξ ηςκ 

πονδκζηχκ πυνςκ ακά πονήκα είκαζ βζα ηα εδθαζηζηά 2000-5000 ζε ακηίεεζδ ιε ημκ 

ιζηνυηενμο ιεβέεμοξ πονήκα ημο ζαηπανμιφηδηα μ μπμίμξ πενζέπεζ πενίπμο 200 NPCs 

(Gerace and Burke 1988; Gorlich and Kutay 1999). Σα ζφιπθμηα ηςκ πυνςκ (Δηθόλα 2.1.3) 

ζοβηνμημφκηαζ απυ 30 ημοθάπζζημκ δζαθμνεηζηέξ πνςηεΐκεξ, ηζξ κμοηθεμπμνίκεξ (Nups), μζ 

μπμίεξ ανίζημκηαζ ζε πμθθαπθά ακηίβναθα ηαζ δζεοεεημφκηαζ έηζζ χζηε κα πνμηφρεζ έκα 

ηακάθζ ιε ζοιιεηνία υβδμδξ ηάλδξ ςξ πνμξ ημκ ηεκηνζηυ άλμκα ημο πυνμο (Pante and Aebi 

1996). Έηζζ μ πονδκζηυξ πυνμξ απμηεθείηαζ απυ ημ ααζζηυ ηοθζκδνζηυ ηακάθζ, ημκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηυ δαηηφθζμ ιε ηα μηηχ εηθουιεκα ηοηηανμπθαζιαηζηά ζκίδζα, ηαζ ημκ 

πονδκμπθαζιαηζηυ δαηηφθζμ ιε μηηχ εηθουιεκα ζκίδζα ηα μπμία εκχκμκηαζ ζε έκα πζμ 

απμιαηνοζιέκμ δαηηφθζμ ηαζ ζπδιαηίγμοκ ημ “πονδκζηυ ηαθάεζ” (Lim, Aebi et al. 2008). 

ηα ηοηηανμπθαζιαηζηά ζκίδζα έπεζ ανεεεί δ Nup358 (Wilken, Senecal et al. 1995; 

Cronshaw, Krutchinsky et al. 2002) ηαζ ζημκ ηοηηανμπθαζιαηζηυ δαηηφθζμ έπμοκ ανεεεί μζ 

πνςηεΐκεξ CAN/Nup214 (Kraemer, Wozniak et al. 1994; Pante and Aebi 1994), Nup84/88 

(Bastos, Ribas de Pouplana et al. 1997), hCG1/NLP1 (Cronshaw, Krutchinsky et al. 2002) , δ 

ALADIN (Cronshaw, Krutchinsky et al. 2002) αθθά ηαζ μζ  Nup98 ηαζ  Rae1, μζ μπμίεξ 

ανίζημκηαζ επίζδξ ηαζ ζημκ πονδκζηυ δαηηφθζμ ιαγί ιε ηδκ Nup50 (D'Angelo and Hetzer 

2008). Σα πονδκζηά ζκίδζα πμο δίκμοκ ημ πονδκζηυ ηαθάεζ απμηεθμφκηαζ απυ ηδκ Nup153 ηαζ 

ηδκ Tpr (D'Angelo and Hetzer 2008). 

Σμ ζδιείμ ζημ μπμίμ ζοκακηχκηαζ δ εζςηενζηή ηαζ ελςηενζηή πονδκζηή ιειανάκδ 

μκμιάγεηαζ ιειανάκδ ηςκ πυνςκ ηαζ πενζέπεζ εζδζηέξ πνςηεΐκεξ υπςξ δ gp210 ηαζ δ 

POM121, μζ μπμίεξ ζοβηναημφκ ημ πμθοπνςηεσκζηυ ζφιπθεβια ηςκ πυνςκ ζηδ θζπζδζηή 

δζπθμζημζαάδα (Lyman and Gerace 2001). Σέθμξ ζημ ηεκηνζηυ ηακάθζ ανίζημκηαζ ηα 

ζφιπθμηα ηςκ Nup107-160 ηαζ ηδξ p62 αθθά ηαζ δ Nup 205 πμο αθθδθεπζδνά ιε ηζξ 

Nup155, Nup 188, Nup 35 ηαζ Nup 93.  

H ηφνζα θεζημονβία ηςκ ζοιπθυηςκ ηςκ πονδκζηχκ πυνςκ είκαζ δ νφειζζδ ηδξ 

επζημζκςκίαξ ιεηαλφ πονήκα ηαζ ηοηηανμπθάζιαημξ.  Η δζαηίκδζδ ιμνίςκ δζαιέζμο ηςκ 

πυνςκ βίκεηαζ ηαζ πνμξ ηζξ δφμ ηαηεοεφκζεζξ. Πνςηεσκζηά ιυνζα απυ ημ ηοηηανυπθαζια 

εζζένπμκηαζ ζημκ πονήκα, εκχ ιυνζα RNA ηαζ νζαμζςιζηέξ οπμιμκάδεξ πμο ζοκηίεεκηαζ 

ζημκ πονήκα, ελένπμκηαζ πνμξ ημ ηοηηανυπθαζια. Δπμιέκςξ ηα NPCs είκαζ ελεζδζηεοιέκα  
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Δηθόλα 2.1.3. Γνκή θαη ζύλζεζε ηνπ ππξεληθνύ πόξνπ. α) πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ηδξ δμιήξ 

ημο ζοιπθυημο ημο πονδκζημφ πυνμο α) Πνμζδζμνζζιυξ ηδξ εέζδξ ηςκ ζοιπθυηςκ ημο πονδκζημφ 

πυνμο (D'Angelo and Hetzer 2008). 
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ηακάθζα ιεηαθμνάξ ιέζς ηςκ μπμίςκ επζηοβπάκεηαζ δ ιεηαηίκδζδ ηςκ ιαηνμιμνίςκ απυ ημ 

ηοηηανυπθαζια ζημκ πονήκα ηαζ ακηίζηνμθα αθθά ηαοηυπνμκα πανέπμοκ έκα ζδιακηζηυ 

ζδιείμ εθέβπμο ηδξ έηθναζδξ ηςκ βμκζδίςκ (Adam 2001).  

Κάεε πυνμξ πενζέπεζ έκακ ή πενζζζυηενμοξ οδνυθζθμοξ δζαφθμοξ ιέζς ηςκ μπμίςκ 

ιζηνά οδαημδζαθοηά ιυνζα δζαηζκμφκηαζ, εθεφεενα ηαζ ιδ επζθεηηζηά, ιεηαλφ ημο πονήκα 

ηαζ ημο ηοηηανμπθάζιαημξ. Δπίζδξ ζυκηα, ιεηααμθίηεξ ηαζ πνςηεΐκεξ ιεβέεμοξ ιζηνυηενμο 

απυ 9nm ζε δζάιεηνμ ή 30-40kDa ζε ιάγα, ιπμνμφκ κα δζαπενάζμοκ ηα NPCs ιε απθή 

δζάποζδ. Απυ ιεθέηεξ ηνομδθεηηνμκζηήξ ιζηνμζημπίαξ, πνμηφπηεζ υηζ δ δμιή ηςκ NPCs 

ιπμνεί κα δζαζηέθθεηαζ πενζζηαζζαηά έηζζ χζηε κα δζεοημθοκεεί δ ιεηαθμνά ιεβαθοηένςκ 

ζςιαηζδίςκ. (Δηθόλα 2.1.4) 

Η ιεηαθμνά ηςκ ιαηνμιμνίςκ ιεζμθααείηαζ απυ δζαθοημφξ πανάβμκηεξ 

(ιεηαθμνείξ) μζ μπμίμζ αθθδθεπζδνμφκ ιε ζοζηαηζηά ηςκ NPCs (κμοηθεμπμνίκεξ) ηαζ 

ιεηαηζκμφκηαζ ιέζς ηςκ ηακαθζχκ απυ ηαζ πνμξ ημκ πονήκα (Suntharalingam and Wente 

2003). Οζ ιεηαθμνείξ ζηδκ πθεζμρδθία ημοξ ακήημοκ ζηδκ μζημβέκεζα ηςκ πνςηεσκχκ πμο 

ακαθένμκηαζ ςξ karyopherins (μζημβέκεζα karyopherin-α). Η μζημβέκεζα ηςκ karyopherins 

ανζειεί 20 ιέθδ ζημκ άκενςπμ ηαζ 14 ιέθδ ζημκ ζαηπανμιφηδηα. Οζ karyopherins πμο 

οπμαμδεμφκ ηδκ είζμδμ ιμνίςκ ζημκ πονήκα ηαθμφκηαζ importins εκχ εηείκεξ πμο 

ιεζμθααμφκ ζηδκ έλμδμ ιμνίςκ παναηηδνίγμκηαζ ςξ exportins (Πίλαθαο 2.1.1). Η importin-

α, δ μπμία ακαηαθφθεδηε πνχηδ, είκαζ ημ πζμ ηαθά παναηηδνζζιέκμ ιέθμξ ηδξ μζημβέκεζαξ 

ηαζ βζα ημ θυβμ αοηυ μζ karyopherins ακαθένμκηαζ ηαζ ςξ importin-α like proteins (Kuersten, 

Ohno et al. 2001; Pemberton and Paschal 2005). 

ηδ δζαηίκδζδ ηςκ ιμνίςκ ιε ηδ αμήεεζα δζαθοηχκ παναβυκηςκ ζοιαάθθμοκ μζ 

κμοηθεμπμνίκεξ ιε FXFG αθθδθμοπίεξ, υπςξ ημ ζφιπθμημ ημο ηεκηνζημφ ηακαθζμφ p62, δ 

Nup358 ηςκ ηοηηανμπθαζιαηζηχκ ζκζδίςκ ηαζ δ Nup153 ηςκ πονδκμπθαζιαηζηχκ ζκζδίςκ 

πμο ζπδιαηίγμοκ ημ πονδκζηυ ηαθάεζ. 

Η κμοηθεμπμνίκδ p62 έπεζ ηνμπμπμζήζεζξ απυ Ο-δεζιεουιεκδ Ν-

αηεηοθμβθοημζαιίκδ (GlcNAc) (Davis and Blobel 1987; D'Onofrio, Starr et al. 1988; 

Wesierska-Gadek, Klima et al. 2007) ηαζ πενζμπέξ ιε ζάηπανα εκςιέκα ιε ηαηάθμζπα 

ζενίκδξ ηαζ ενεμκίκδξ, ζηδκ πθμφζζα απυ ενεμκίκδ πενζμπή πμο εκχκεζ ημ άιζκμ-ηεθζηυ άηνμ 

ιε ημ ηαναυλο-ηεθζηυ άηνμ. To Ν-ηεθζηυ άηνμ πενζέπεζ ημοθάπζζημκ 11 FXFG αθθδθμοπίεξ 

(Buss, Kent et al. 1994; Wesierska-Gadek, Klima et al. 2007). Πζζηεφεηαζ υηζ δ 

βθοημζοθίςζδ ηδξ πνςηεΐκδξ βίκεηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια είηε ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ 

ιεηάθναζδξ (D'Onofrio, Starr et al. 1988; Wesierska-Gadek, Klima et al. 2007) είηε ιεηά ημ 
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ηέθμξ ηδξ ζφκεεζδξ ηδξ (Starr and Hanover 1990; Wesierska-Gadek, Klima et al. 2007). 

(Δηθόλα 2.1.5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίλαθαο 2.1.1.  Μέιε ηεο νηθνγέλεηαο Karyopherin-β ζηνλ άλζξσπν θαη ζηνλ ζαθραξνκύθεηα 

(Pemberton and Paschal 2005).  
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Δηθόλα 2.1.5. Γνκηθή νξγάλσζε ηεο λνπθιενπνξίλεο p62 (Wesierska-Gadek, Klima et al. 2007). 

 

 

 

 

 

 

          

Δηθόλα 2.1.4. 

ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηνπ θεληξηθνύ 

θαη ησλ πεξηθεξηθώλ θαλαιηώλ ηνπ πόξνπ 

(Hinshaw, Carragher et al. 1992; Spector 

1993; Lim, Aebi et al. 2008). 
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Με ηδ αμήεεζα ηδξ δθεηηνμκζηήξ ιζηνμζημπίαξ FXFG αθθδθμοπίεξ έπμοκ 

εκημπζζηεί ζηζξ κμοηθεμπμνίκεξ ημο ηεκηνζημφ ηακαθζμφ αθθά ηαζ ηδξ ηοηανμπθαζιαηζηήξ 

ηαζ πονδκμπθαζιαηζηήξ πθεονάξ εζζυδμο ημο πονδκζημφ πυνμο (Grote, Kubitscheck et al. 

1995; Stoffler, Fahrenkrog et al. 1999; Rout, Aitchison et al. 2000). Οζ FXFG αθθδθμοπίεξ 

έπμοκ ζοζπεηζζηεί ιε ηδκ ιεηαθμνά ημο ζοιπθυημο ιεηαθμνέα-θμνηίμο δζα ιέζμο ημο 

ηεκηνζημφ ηακαθζμφ ημο πονδκζημφ  πυνμο (Rexach and Blobel 1995; Damelin and Silver 

2000). Οζ κμοηθεμπμνίκεξ πενζέπμοκ 10-30 FXFG αθθδθμοπίεξ ηαζ θυβς ηδξ μηηαπθήξ 

ζοιιεηνίαξ ημο πονδκζημφ πυνμο δ ζοβηέκηνςζδ αθθδθμοπζχκ πμο πνμαθέπεηαζ είκαζ 

ιεβάθδ (ηδξ ηάλεςξ ηςκ 50mM) (Bayliss, Ribbeck et al. 1999). (Δηθόλα 2.1.6) 

 

2.2. Γηάζπαζε θαη επαλαζπγθξόηεζε  ηνπ ππξεληθνύ θαθέινπ 

Ο πονδκζηυξ θάηεθμξ ηςκ ακχηενςκ εοηανοςηζηχκ ηοηηάνςκ απμδμιείηαζ ζηδκ 

ανπή ηδξ ιίηςζδξ, επζηνέπμκηαξ ηδκ αθθδθεπίδναζδ ηςκ ιζηνμζςθδκίζηςκ ηδξ ιζηςηζηήξ 

αηνάηημο ιε ηα πνςιμζχιαηα, ηαζ επακαζοβηνμηείηαζ βφνς απυ ηζξ αδεθθέξ πνςιαηίδεξ 

ζηα ηεθεοηαία ζηάδζα ηδξ ηοηηανζηήξ δζαίνεζδξ (Gonczy 2002). (Δηθόλα 2.2.1) Η 

απμδυιδζδ ημο θαηέθμο ανπίγεζ ζηζξ πνχζιεξ θάζεζξ ηδξ πνυθαζδξ ηαζ πενζθαιαάκεζ ημκ 

απμπμθοιενζζιυ ηδξ θάιζκαξ, ηδκ εναοζιαημπμίδζδ ηαζ απμιάηνοκζδ ηςκ πονδκζηχκ 

ιειανακχκ απυ ηδκ πνςιαηίκδ ηαεχξ ηαζ ηδκ απμζοκανιμθυβδζδ ηςκ ζοιπθυηςκ ηςκ 

πονδκζηχκ πυνςκ (Aitchison and Rout 2002). Ο ιδπακζζιυξ ιέζς ημο μπμίμο 

πναβιαημπμζείηαζ δ δζάζπαζδ ημο πονδκζημφ θαηέθμο απμηεθεί ακηζηείιεκμ εηηεηαιέκςκ 

ενεοκχκ.  

Απυ πεζνάιαηα ηθαζζζηήξ δθεηηνμκζηήξ ιζηνμζημπίαξ ηα μπμία πναβιαημπμζήεδηακ 

43 πνυκζα πνζκ είπε πνμηαεεί υηζ δ δζάζπαζδ ημο πονδκζημφ θαηέθμο ζπεηίγεηαζ ιε ημοξ 

ιζηνμζςθδκίζημοξ, δεδμιέκδξ ηδξ ζηεκήξ ζφκδεζδξ ηδξ αηνάηημο ιε ημκ θάηεθμ ηαεχξ ηαζ 

ηδξ πανμοζίαξ εβημθπχζεςκ ημκηά ζηα ηεκηνμζςιάηζα (Robbins and Marcus 1964). Απυ 

ιεθέηεξ πμο έβζκακ απυ ημ ενβαζηήνζμ ιαξ, πνμηάεδηε υηζ μζ ζοβηεηνζιέκεξ εβημθπχζεζξ 

απμηεθμφκ πενζμπέξ ζηζξ μπμίεξ μζ ιζηνμζςθδκίζημζ πμο ακαπηφζζμκηαζ απυ ηα 

ηεκηνμζςιάηζα πζέγμοκ ακηζδζαιεηνζηά ημκ πονδκζηυ θάηεθμ δδιζμονβχκηαξ εκημιέξ 

(Georgatos, Pyrpasopoulou et al. 1997). Απυ πνυζθαηεξ ιεθέηεξ ζε γςκηακά ηφηηανα 

πνμηάεδηε υηζ μζ παναπάκς εκημιέξ ζπδιαηίγμκηαζ υηακ μζ ιζηνμζςθδκίζημζ ηδξ ιζηςηζηήξ 

αηνάηημο πζέγμοκ ηδκ πονδκζηή ιειανάκδ πνμξ ηδκ ηαηεφεοκζδ ηςκ ηεκηνμζςιαηίςκ. Η 

επαηυθμοεδ δζάηνδζδ ημο θαηέθμο θαιαάκεζ πχνα υπζ ζηζξ πενζμπέξ ηςκ εβημθπχζεςκ 

αθθά ζηδκ ακηίεεηδ πθεονά ημο πονήκα υπμο δ ηάζδ είκαζ ιεβαθφηενδ.  Δπζπνυζεεηα,  
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Δηθόλα 2.1.6.  

ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηνπ ζπκπιόθνπ 

κεηαθνξέα-θνξηίνπ δηα κέζνπ ηνπ 

ππξεληθνύ πόξνπ, ζπλδεόκελν ζηηο FXFG 

αιιεινπρίεο ησλ λνπθιενπνξηλώλ. Σμ 

ζφιπθμημ ιεηαθμνέα-θμνηίμο ανπζηά 

αθθδθεπζδνά ιε ηζξ FXFG αθθδθμοπίεξ ηςκ 

κμοηθεμπμνζκχκ ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ 

πθεονάξ ημο NPC. Οζ αθθδθεπζδνάζεζξ ιεηαλφ 

ιεηαθμνέα ηαζ FXFG αθθδθμοπζχκ ηςκ 

κμοηθεμπμνζκχκ ζοκεπίγμκηαζ ηαηά ιήημξ ημο 

ηεκηνζημφ ηακαθζμφ ημο NPC. ημ πονδκζηυ 

ηαθάεζ δ RanGTP δεζιεφεζ ημκ ιεηαθμνέα, ιε 

απμηέθεζια ημ θμνηίμ κα εθεοεενχκεηαζ. 

(Bayliss, Corbett et al. 2000) 
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Δηθόλα 2.2.1. Γηάζπαζε θαη επαλαζπλθξόηεζε ηνπ ππξεληθνύ θαθέινπ θαηά ηε κίησζε. Δζηυκεξ 

ακμζμθεμνζζιμφ ζε ηφηηανα απυ κεθνά ανμοναίμο, υπμο θαίκμκηαζ ημ DNA (ιπθε), μζ 

ιζηνμζςθδκίζημζ (ηυηηζκμ) ηαζ μ πονδκζηυξ θάηεθμξ (πνάζζκμ, POM121) (a)Μεζυθαζδ, μ 

πονδκζηυξ θάηεθμξ δζαβνάθεηαζ μιαθά. (b) Πνυθαζδ, έκημκδ ζοζζχνεοζδ ζςιαηζδίςκ ηδξ 

πονδκζηήξ ιειανάκδξ βφνς απυ ηα ηεκηνμζςιάηζα. (c) Πνμιεηάθαζδ, μ πονδκζηυξ θάηεθμξ 

ανίζηεηαζ οπυ ιμνθή εναοζιάηςκ. (d)  Μεηάθαζδ, μ πονδκζηυξ θάηεθμξ είκαζ δζάζπανημξ. (e) 

Σέθμξ ακάθαζδξ, μ πονδκζηυξ θάηεθμξ έπεζ εκ ιένεζ ακαζοκηαπεεί. (f) Κοημηίκδζδ, μζ εοβαηνζημί 

πονήκεξ έπμοκ ζπδιαηζζηεί πθήνςξ. Scale bar in f, 10 m. (Burke and Ellenberg 2002). 
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ανέεδηε υηζ μ ηζκδηήναξ δοκεΐκδ, εκημπίγεηαζ ζηδκ ελςηενζηή πθεονά ημο πονδκζημφ 

θαηέθμο πνζκ απυ ηδ δζάζπαζδ ημο, υπμο ζοκδευιεκδ ιε ηδκ πνςηεΐκδ δοκαηηίκδ πζέγεζ ηζξ 

πονδκζηέξ ιειανάκεξ ηαεχξ ηαζ άθθα ζημζπεία ημο πονδκζημφ θαηέθμο ηαηά ιήημξ ηςκ 

ιζηνμζςθδκίζηςκ πνμξ ηδκ πθεονά ηςκ ηεκηνμζςιαηίςκ (Beaudouin, Gerlich et al. 2002; 

Salina, Bodoor et al. 2002). (Δηθόλα 2.2.2)   

Η πονδκζηή θάιζκα απμπμθοιενίγεηαζ ιε νοειζγυιεκμ ηνυπμ. ηδκ ανπή ηδξ 

πνυθαζδξ απμπμθοιενίγμκηαζ μζ θαιίκεξ ηφπμο Α ηαζ δζαπέμκηαζ ζημ πονδκυπθαζια εκχ 

αημθμοεεί δ δζαθοημπμίδζδ ηςκ θαιζκχκ ηφπμο Β (Georgatos, Pyrpasopoulou et al. 1997). 

Σα ζφιπθμηα ηςκ πονδκζηχκ πυνςκ απμζοκανιμθμβμφκηαζ ηαζ ηα ζοζηαηζηά ημο 

πονδκμπθάζιαημξ ηαζ ημο ηοηηανμπθάζιαημξ ακαιεζβκφμκηαζ, ηαεχξ ελαθακίγεηαζ δ 

δζαιενζζιαημπμίδζδ ημο ηοηηάνμο, πνμηεζιέκμο κα ζπδιαηζζηεί δ ιζηςηζηή άηναηημξ 

(Hetzer, Walther et al. 2005). Ο απμπμθοιενζζιυξ ηδξ θάιζκαξ απμηεθεί πνμτπυεεζδ βζα ηδ 

δζάζπαζδ ημο πονδκζημφ θαηέθμο ζε ιειανακζηά ηοζηίδζα, ηα μπμία ιαγί ιε ηα ζοζηαηζηά 

ημο πονήκα δζαζημνπίγμκηαζ ζε μθυηθδνμ ημ ηοηηανυπθαζια (Georgatos, Pyrpasopoulou et 

al. 1997). Η θαιίκδ Β ζοκεκημπίγεηαζ ιε ημκ LBR ζε ιειανακζηά ηοζηίδζα (Meier and 

Georgatos 1994) εκχ έκαξ οπμπθδεοζιυξ ηοζηζδίςκ θαιίκδξ Β- LAP1 αβηονμαμθεί ζηδ 

ιζηςηζηή άηναηημ (Maison, Pyrpasopoulou et al. 1997).  

Έπμοκ πνμηαεεί δζαθμνεηζηά ιμκηέθα βζα ηδκ δζάζπαζδ ημο πονδκζημφ θαηέθμο. 

φιθςκα ιε ημ πνχημ, μζ ιειανάκεξ απμζοκηίεεκηαζ ζε ηοζηίδζα, ηα μπμία δζαηνίκμκηαζ απυ 

ημ αηέναζμ ιζηςηζηυ εκδμπθαζιαηζηυ δίηηομ (ER) (Vigers and Lohka 1991; Sasagawa, 

Yamamoto et al. 1999; Collas and Poccia 2000). Σμ δεφηενμ ιμκηέθμ οπμζηδνίγεζ υηζ μζ 

ιειανάκεξ ηαεχξ ηαζ ηα πνςηεσκζηά ημοξ ζοζηαηζηά απμννμθμφκηαζ ζημ ER ηαηά ηδ 

δζάνηεζα ηδξ ιίηςζδξ (Ellenberg, Siggia et al. 1997; Daigle, Beaudouin et al. 2001). ε ιζα 

πνμζπάεεζα κα ζοκδοαζημφκ μζ παναπάκς εεςνίεξ, πνμηάεδηε έκα ηνίημ ιμκηέθμ ζφιθςκα 

ιε ημ μπμίμ μζ πνςηεΐκεξ ημο θαηέθμο δζακέιμκηαζ ζημ ER, αθθά παναιέκμοκ δζαπςνζζιέκεξ 

ζε ιζηνμπενζμπέξ ημο δζηηφμο (Mattaj 2004). 

Η απμζοκανιμθυβδζδ ηςκ ιειανακχκ ημο πονδκζημφ θαηέθμο ηαζ μ δζαζημνπζζιυξ 

ηςκ κμοηθεμπμνζκχκ, θαιζκχκ ηαζ ηςκ πνςηεσκχκ ηδξ ΙΝΜ απμηεθμφκ ηαεμνζζηζηυ βεβμκυξ 

βζα ηδκ ελέθζλδ ηδξ ιίηςζδξ. Ακ ηαζ ηα πενζζζυηενα ζοζηαηζηά δζαπέμκηαζ ζημ ΔR, 

ζοβηεηνζιέκεξ κμοηθεμπμνίκεξ, υπςξ ημ ζφιπθμημ Nup107-160, ζοκδέμκηαζ ιε ημκ 

ηζκδημπχνμ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ηοηηανζηήξ δζαίνεζδξ (Belgareh, Rabut et al. 2001; 

Enninga, Levay et al. 2003; Salina, Enarson et al. 2003; Loiodice, Alves et al. 2004). Δπίζδξ 

δ Nup358 ζοκδευιεκδ ιε ηδκ RanGAP εκημπίγεηαζ ζημκ ηζκδημπχνμ ηαζ ζε ζοβηεηνζιέκεξ 

πενζμπέξ ηδξ αηνάηημο (Joseph, Tan et al. 2002). ε ιζηςηζηά ηφηηανα ηα μπμία δζαεέημοκ 
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ακέπαθμ ζφζηδια ιζηνμζςθδκίζηςκ, ημ ιεβαθφηενμ ιένμξ ηςκ ηοζηζδίςκ ιε θαιίκεξ ηφπμο 

Β-LAP1C παναιέκεζ ζοκδεδειέκμ ιε ηδκ ιζηςηζηή άηναηημ (Maison, Pyrpasopoulou et al. 

1997).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 2.2.2 Μεραληζκόο ηεο 

δηάζπαζεο ηνπ ππξεληθνύ θαθέινπ 

ζηελ αξρή ηεο κίησζεο  (a) Ta 

πνςιμζχιαηα έπμοκ δζπθαζζαζηεί 

ηαζ ανίζημκηαζ ζε ιδ-ζοιποηκςιέκδ 

ιμνθή.  Δπίζδξ, έπμοκ δζπθαζζαζηεί 

ηα ηεκηνμζςιάηζα ηα μπμία 

ανίζημκηαζ έλς απυ ημκ πονήκα (b) 

H πνςηεΐκδ ηζκδηήναξ δοκεΐκδ 

ζοβηεκηνχκεηαζ ζηδκ ελςηενζηή 

επζθάκεζα ημο πονδκζημφ θαηέθμο 

ηαζ αθθδθεπζδνά ιε ημοξ 

ιζηνμζςθδκίζημοξ (c) H δοκεΐκδ 

ηνααάεζ ηα ζοζηαηζηά ημο πονδκζημφ 

θαηέθμο ηαηά ιήημξ ηςκ 

ιζηνμζςθδκίζηςκ πνμξ ηα 

ηεκηνμζςιάηζα (d)  Η πίεζδ πμο 

αζηείηαζ πνμξ ηδκ ακηίεεηδ απυ ηδκ 

πενζμπή ηςκ ηεκηνμζςιαηίςκ 

πθεονά ημο πονήκα έπεζ ςξ 

απμηέθεζια ηδ δζάηνδζδ ηδξ 

πονδκζηήξ ιειανάκδξ (e) Μεηά ηδ 

δζάζπαζδ ημο πονδκζημφ θαηέθμο ηα 

ζοιποηκςιέκα πνςιμζχιαηα 

ζοκδέμκηαζ ιε ημοξ 

ιζηνμζςθδκίζημοξ ηαζ 

δζαπςνίγμκηαζ (Spector 1993; Salina, 

Bodoor et al. 2002). 
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Ο πονδκζηυξ θάηεθμξ απμηεθείηαζ απυ δοκαιζηέξ δμιέξ, ζδζαίηενα ηαηά ηδ δζάνηεζα 

ηδξ ηοηηανζηήξ δζαίνεζδξ, υπμο οπμαάθθεηαζ ζε έκακ πθήνδ ηφηθμ απμζφκεεζδξ ηαζ 

επακαζπδιαηζζιμφ (Hetzer, Walther et al. 2005; Schirmer and Gerace 2005). Καηά ηδ 

δζάνηεζα ηδξ ιίηςζδξ μ πονδκζηυξ θάηεθμξ δζαζπάηαζ ηαζ μζ ΝPCs απμζοκδέμκηαζ απυ ηζξ 

ιειανάκεξ ηαζ απμζημδμιμφκηαζ ελμθμηθήνμο. Οζ κμοηθεμπμνίκεξ  Nup153, Nup358 ηαζ 

gp210 έπμοκ ζοζπεηζζηεί ιε ηδ δζάζπαζδ ημο πονδκζημφ θαηέθμο. Οζ δφμ πνχηεξ ηαηά ηδ 

ιίηςζδ είκαζ οπενθςζθμνοθζςιέκεξ (Favreau, Worman et al. 1996) εκχ δ gp210 

θςζθςνοθζχκεηαζ πζεακυκ απυ ηδ ηοηθίκδ Β-p34
cdc2

, ζηδ ζενίκδ Ser
1880

, δ μπμία ανίζηεηαζ 

ζημ ηαναυλο-ηεθζηυ άηνμ (Favreau, Worman et al. 1996).  

ε in vitro πεζνάιαηα ιε έιανοα C. Elegans παναηδνήεδηε υηζ δ αδνακμπμίδζδ ηδξ 

gp210 πανειπυδζγε ημκ απμπμθοιενζζιυ ηδξ θαιίκδξ ηαζ ημκ ακαζοκδοαζιυ ηδξ 

πνςιαηίκδξ, πνάβια πμο μδδβμφζε ζημ ζπδιαηζζιυ δίδοιςκ πονήκςκ ηαζ δμιέξ πμο 

ιμζάγμοκ ιε πονδκμπθαζιαηζηέξ ιειανάκεξ ζημ ηοηηανυπθαζια (Galy, Antonin et al. 2008). 

ηδκ ίδζα δμοθεζά ανέεδηε, ηαζ πάθζ ιε in vitro πεζνάιαηα, υηζ ακηζζχιαηα έκακηζ επζηυπμο 

ζημ C-ηεθζηυ άηνμ ηδξ πανειπμδίγμοκ ηδ δζάζπαζδ ημο πονδκζημφ θαηέθμο ζηδ ιίηςζδ, 

εκχ ζηδ ιεζυθαζδ δεκ επδνεάγμοκ ηαιία θεζημονβία ημο πυνμο. Ο θυβμξ πμο δεκ δζαζπάηαζ 

μ πονδκζηυξ θάηεθμξ ηαηά ηδ ιίηςζδ ήηακ ημ βεβμκυξ υηζ δ πανμοζία ηςκ ακηζζςιάηςκ 

πανειπυδζζε ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ πνςηεΐκδξ ζημ C-ηεθζηυ άηνμ (Galy, Antonin et al. 

2008). 

Ο πονδκζηυξ θάηεθμξ ακαζοβηνμηείηαζ ζημ ηεθζηυ ζηάδζμ ηδξ ιίηςζδξ (ηεθυθαζδ), 

υπμο ηα ζοζηαηζηά ημο πονδκμπθάζιαημξ ηαζ ημο ηοηηανμπθάζιαημξ δζαπςνίγμκηαζ ηαζ 

βφνς απυ ηάεε μιάδα πνςιμζςιάηςκ δδιζμονβείηαζ έκα πονδκζηυ πενίαθδια έηζζ χζηε κα 

ζπδιαηζζημφκ δφμ εοβαηνζημί πονήκεξ. Ο επακαζπδιαηζζιυξ ηςκ NPCs λεηζκάεζ ζηδ 

πνςιαηίκδ. Σμ ζφιπθμημ Nup107-160, απαναίηδημ βζα ημκ ζπδιαηζζιυ NPC, 

επακαζοκηάζεηαζ ηαζ αημθμοεμφκ μζ Nup153 ηαζ Nup50. Η επακαζφκηαλδ ηδξ gp210 βίκεηαζ 

ζημ ηέθμξ ηδξ ιίηςζδξ (Bodoor, Shaikh et al. 1999).  

ηδ θάζδ αοηή, μζ πνςηεσκζηέξ οπμιμκάδεξ ηςκ θαιζκχκ πμο είπακ θςζθμνοθζςεεί 

ηαηά ηδκ πνυθαζδ, απμθςζθμνοθζχκμκηαζ ηαζ αθθδθεπζδνμφκ ιεηαλφ ημοξ βζα κα 

ζπδιαηίζμοκ ηδκ πονδκζηή θάιζκα. ηδ ζοκέπεζα βφνς απυ ηα πνςιμζχιαηα 

ζοκαενμίγμκηαζ ηοζηίδζα ηδξ πονδκζηήξ ιειανάκδξ ηα μπμία αθθδθεπζδνμφκ ιε πνςηεΐκεξ 

ηδξ πνςιαηίκδξ. Πμθθέξ πνςηεΐκεξ ηδξ εζςηενζηήξ πονδκζηήξ ιειανάκδξ (ΙΝΜ) ζοκδέμκηαζ 

ιε ζοζηαηζηά ηδξ πνςιαηίκδξ υπςξ είκαζ δ ΗΡ1 (heterochromatin protein 1), δ ΒΑF 

(barrier–to autointegration factor) ηαζ δ ΗΑ95 (Georgatos 2001). Απυ ιεθέηεξ πνμηφπηεζ υηζ 

δ δζαιειανακζηή πνςηεΐκδ LBR, δ μπμία ζοκδέεηαζ ζηδκ ΗΡ1 απαζηείηαζ βζα ηδκ πνυζδεζδ 



30 

ηςκ ιειανακζηχκ ηοζηζδίςκ ζηδκ πνςιαηίκδ in vitro (Collas, Courvalin et al. 1996; 

Pyrpasopoulou, Meier et al. 1996). Έπεζ πνμηαεεί υηζ μζ αθθδθεπζδνάζεζξ ακάιεζα ζηδκ 

πνςιαηίκδ ηαζ ζε πνςηεΐκεξ ηδξ ΙΝΜ πανέπμοκ ηδκ ηζκδηήνζμ δφκαιδ βζα ηδ 

ζοκανιμθυβδζδ ημο πονδκζημφ θαηέθμο ιεηά ημ ηέθμξ ηδξ ιίηςζδξ (Georgatos and 

Theodoropoulos 1999). Δπίζδξ, μ ζοκεκημπζζιυξ πμθθχκ πνςηεσκχκ ημο θαηέθμο ιε 

ιζηνμζςθδκίζημοξ ηδξ ιζηςηζηήξ αηνάηημο ηαζ μζ αθάαεξ ημο πονδκζημφ θαηέθμο πμο 

πνμηφπημοκ υηακ ιεηααάθθεηαζ δ δοκαιζηή ηςκ ιζηνμζςθδκίζηςκ πανμοζία ακηζιζηςηζηχκ 

θανιάηςκ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ιίηςζδξ (Maison, Pyrpasopoulou et al. 1997; 

Theodoropoulos, Polioudaki et al. 1999) δείπκμοκ ημκ ζδιακηζηυ νυθμ πμο δζαδναιαηίγμοκ 

μζ ιζηνμζςθδκίζημζ ζηδκ ζοβηνυηδζδ εκυξ θεζημονβζημφ πονδκζημφ θαηέθμο.  

 

2.3. πζηαηηθά ηνπ ππξεληθνύ θαθέινπ κε απηναληηγνληθή δξάζε 

Απυ ηα πενζζζυηενμ ιεθεηδιέκα αοημακηζβυκα ημο πονδκζημφ θαηέθμο είκαζ μζ 

θαιίκεξ (McKeon, Tuffanelli et al. 1983; Guilly, Danon et al. 1987; Reeves, Chaudhary et al. 

1987; Lassoued, Guilly et al. 1988; Enarson, Rattner et al. 2004). 

 Σα αοημακηζζχιαηα έκακηζ θαιζκχκ δεκ πανμοζζάγμοκ ηάπμζα ελεζδίηεοζδ ηαεχξ 

έπμοκ ανεεεί ζε μνυ απυ αζεεκείξ ιε ζφκδνμιμ πνυκζαξ ημπχζεςξ (CFS), ιε ζοζηδιαηζηυ 

ενοεδιαηχδδ θφημ (Systemic Erythematosus Lupus, SLE) ηαζ πνςημπαεή πμθζηή ηίννςζδ 

(Primary Billiary Cirrhosis, PBC) (Enarson, Rattner et al. 2004). ε αζεεκείξ ιε SLE 

ακζπκεφεδηακ ακηζζχιαηα ζε πμζμζηυ 21% ηονίςξ έκακηζ ηδξ θαιίκδξ Β ηαζ θζβυηενμ έκακηζ 

ηςκ θαιζκχκ Α ηαζ C (Chou, Ali et al. 1991; Chou and Reeves 1992; Senecal, Rauch et al. 

1999; Nesher, Margalit et al. 2001). Όζμκ αθμνά ημ CFS μζ αζεεκείξ πανμοζζάγμοκ 

ακηζζχιαηα ιυκμ έκακηζ ηδξ θαιίκδξ Β1, πςνίξ κα οπάνπμοκ ηαευθμο ακηζζχιαηα έκακηζ 

ηςκ θαιζκχκ Α ηαζ C, ηδξ gp210 ηαζ ηδξ Lap2 (Nesher, Margalit et al. 2001). Σα 

αοημακηζζχιαηα  έκακηζ ηςκ θαιζκχκ πμο έπμοκ ανεεεί ζε μνυ απυ αζεεκείξ ιε PBC, 

ζημπεφμοκ ηονίςξ ηζξ θαιίκεξ Α ηαζ C. Σα πμζμζηά ηςκ μνχκ ιε PBC πμο έπμοκ ακαθενεεί 

ιε ακηζζχιαηα έκακηζ θαιζκχκ είκαζ ζημ 8% (Wesierska-Gadek, Penner et al. 1988; Nesher, 

Margalit et al. 2001).  

Αοημακηζζχιαηα έκακηζ ημο LBR έπμοκ ανεεεί ζε μνυ αζεεκχκ μζ μπμίμζ πάζπμοκ 

υθμζ απυ PBC (Courvalin, Chaudhary et al. 1990; Nickowitz, Wozniak et al. 1994; Bandin, 

Courvalin et al. 1996; Lin, Noyer et al. 1996; Miyachi, Shibata et al. 1996; Nesher, Margalit 

et al. 2001), ιμθμκυηζ ημ δείβια ήηακ πενζμνζζιέκμ. Σα ακηζ-LBR ακηζζχιαηα εκχ δείπκμοκ 

εζδζηυηδηα βζα ηδκ PBC, δ εοαζζεδζία ημοξ θηάκεζ ιυκμ ιέπνζ 1% ιε 3% (Nickowitz, 
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Wozniak et al. 1994; Miyachi, Shibata et al. 1996; Nesher, Margalit et al. 2001). ε πζμ 

πνυζθαηεξ ένεοκεξ ανέεδηακ ακηζ-LBR αοημακηζζχιαηα ζε πμζμζηά 9% ηαζ 6% ηςκ μνχκ 

αζεεκχκ ιε PBC (Miyachi, Hankins et al. 2003; Muratori, Muratori et al. 2003; Bogdanos, 

Vergani et al. 2004). 

Γζα ηζξ πνςηεΐκεξ LAP έπμοκ ανεεεί ακηζζχιαηα ζε πθδεχνα αοημάκμζςκ αθθά ηαζ 

ιδ αοημάκμζςκ κμζδιάηςκ. ε ιεθέηεξ μνχκ αζεεκχκ ιε PBC, ακηζ-LAP ακηζζχιαηα 

ανέεδηακ ζημ 16% ηαζ ακηζ-LAP2 ζημ 6% (Miyachi, Shibata et al. 1996; Miyachi, Hankins 

et al. 2003). 

Οζ πνςηεΐκεξ ηςκ πονδκζηχκ πυνςκ πμο έπμοκ ακαθενεεί ςξ αοημακηζβυκα είκαζ μζ 

p62, gp210, Σpr, Nup358 ηαζ Nup153. Όπςξ θαίκεηαζ ηαζ ζημκ πίλαθα 2.3.1 ηα 

αοημακηζζχιαηα βζα ηζξ p62 ηαζ nup153 δεκ πανμοζζάγμοκ εζδζηυηδηα αθθά ειθακίγμκηαζ ζε 

πμθθά κμζήιαηα. Σμ ιεβαθφηενμ πμζμζηυ αζεεκχκ ιε αοημακηζζχιαηα έκακηζ ζηδκ p62 

(22%-32%) παναηδνείηαζ ζηδκ PBC εκχ έκακηζ ζηδ nup153 παναηδνμφκηαζ ζηδκ ΗBV ηαζ 

ηδξ κυζμο Wilson’s ζε πμζμζηά 41% ηαζ 40% ακηίζημζπα (Enarson, Rattner et al. 2004). Σμ 

ιεβαθφηενμ πμζμζηυ αζεεκχκ, πμο πάζπμοκ απυ PBC, ιε ακηζ-p62 ακηζζχιαηα (55%) 

ανέεδηε ζε ιεθέηδ πμο πνδζζιμπμζήεδηε ακαζοκδοαζιέκδ ακενχπζκδ πνςηεΐκδ p62, 

ζδιαζιέκδ ιε S
35

. (Wesierska-Gadek, Klima et al. 2007). ε άθθδ ιεθέηδ ανέεδηακ ακηζ-

p62 αοημακηζζχιαηα ζημ 13% αζεεκχκ ιε PBC (Miyachi, Hankins et al. 2003) εκχ ζε 

μνζζιέκεξ ιεθέηεξ δεκ ακζπκεφεδηακ ηα παναπάκς αοημακηζζχιαηα (Enarson, Rattner et al. 

2004; Ou, Enarson et al. 2004).  

Αοημακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ Νup153 έπμοκ ανεεεί ζε 29/65 μνμφξ απυ αζεεκείξ  ιε 

πνυκζα δπαηίηζδα Β (HBV), 1/24 ιε πνυκζα δπαηίηζδα C (HCV), 4/10 ιε κυζμ Wilson’s, 1/11 

ιε ζφκδνμιμ Allagile, 2/11 έθθεζρδ α1 ακηζηνορίκδξ, ηαζ 1/12 ιε SLE ηαζ αοημάκμζδ 

εονμεζδίηζδα (Gregorio, Choudhuri et al. 1999) εκχ έκακηζ ηδξ Nup358  ζε μνμφξ αζεεκχκ ιε 

ημ ζφκδνμιμ ημο ζοκδεηζημφ ζζημφ (Wilken, Kossner et al. 1993). 

Ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ Tpr, πνςηεΐκδξ ηςκ πονδκζηχκ ζκζδίςκ ηςκ NPCs, 

ανέεδηακ ζημ 16% μνχκ απυ αζεεκείξ ιε νεοιαηζηή κυζμ. οβηεηνζιέκα  μζ μνμί αοημί 

ακαβκχνζζακ πνςηεΐκδ ζηα 175kDa, δ μπμία εεςνήεδηε ςξ πνςηεμθοηζηυ ημιιάηζ ηδξ Tpr 

(265kDa). ε ιεηαβεκέζηενδ ιεθέηδ, δ μπμία  ζοιπενζεθάιαακε 75 αζεεκείξ πμο είπακ 

ακηζζχιαηα έκακηζ ζοζηαηζηχκ ηςκ ΝΔ/NPC, ανέεδηε υηζ δ πθεζμρδθία ηςκ ακηζζςιάηςκ 

αοηχκ ήηακ ακηζ-Tpr (Ou, Enarson et al. 2004). 

Σα αοημακηζζχιαηα βζα ηδκ gp210 πανμοζζάγμοκ ιεβάθδ ελεζδίηεοζδ ηαζ 

εοαζζεδζία ζε μνυ αζεεκχκ ιε PBC ηαζ έπμοκ ακαθενεεί υηζ πανμοζζάγμοκ πνμβκςζηζηή 

ζδιαζία. ε ιεθέηεξ πμο έβζκακ πνδζζιμπμζχκηαξ ηδ ιέεμδμ ELISA δ ελεζδίηεοζδ πμο 
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πανμοζζάγμοκ ηα ακηζ-gp210 αοημακηζζχιαηα ακένπεηαζ ζημ 99% εκχ εοαζζεδζία ιεηαλφ 

10-41% (Nakamura, Shimizu-Yoshida et al. 2005; Nakamura, Takii et al. 2006; Gao, Tian et 

al. 2008). Σα ακηζ-gp210 ακηζζχιαηα ειθακίγμκηαζ ηαζ ζε PBC αζεεκείξ πςνίξ 

ακηζιζημπμκδνζαηά ακηζζχιαηα ζε πμζμζηυ 20%-47%. Λυβς ηδξ ιεβάθδξ εζδζηυηδηαξ αθθά 

ηαζ ηδξ ιεβάθδξ εοαζζεδζίαξ πμο ειθακίγμοκ ηα ακηζζχιαηα ακηζ-gp210 ιπμνμφκ κα 

πνδζζιμπμζδεμφκ ζηδκ δζάβκςζδ PBC αζεεκχκ πςνίξ ακηζ-ιζημπμκδνζαηά ακηζζχιαηα 

(Nesher, Margalit et al. 2001). ε ιεθέηδ πμο έβζκε ανέεδηε υηζ πενζζζυηενμζ αζεεκείξ ιε 

ακηζζχιαηα ακηζ-gp210 πεεαίκμοκ απυ δπαηζηή ακεπάνηεζα ζοβηνζηζηά ιε αζεεκείξ πμο δεκ 

έπμοκ ακηζζχιαηα ακηζ-gp210 ηαζ ανίζημκηαζ ζημ ίδζμ ζζημθμβζηυ ζηάδζμ (Itoh, Ichida et al. 

1998).      

οιπεναζιαηζηά ηα ακηζ-πενζπονδκζηά αοημακηζζχιαηα πμο έπμοκ ακαθενεεί ζηδ 

αζαθζμβναθία βζα ηδκ PBC είκαζ ηα ιεβάθδξ ελεζδίηεοζδξ gp210 ηαζ LBR αθθά ηαζ δ p62. 
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Πίλαθαο 2.2.1.  Απηναληηζώκαηα έλαληη ζπζηαηηθώλ ηνπ ππξεληθνύ πόξνπ από δηάθνξα 

απηνάλνζα λνζήκαηα.  

(AATD: a1 antitrypsin deficiency, ALD (autoimmune liver disease): αοημάκμζδ δπαηίηζδα, CFS 

(chronic fatigue syndrome): ζφκδνμιμ πνυκζαξ ημπχζεςξ, HBV (hepatitis B virus infection): ζυξ 

δπαηίηζδαξ Β, HCV (hepatitis C virus infection): ζυξ δπαηίηζδαξ C, MCTD: mixed connective tissue 

disease, NPC (nuclear pore complex) ζφιπθμημ πονδκζημφ πυνμο, PBC (primary biliary cirrhosis): 

πνςημπαεήξ δπαηζηή ηίννςζδ, RD (rheumatic disease): νεοιαηoεζδήξ κυζμξ, SjS (Sjögren’s 

syndrome): ζφκδνμιμ Sjögren’s, SLE (systemic lupus erythematosus): ζοζηδιαηζηυ ενοεδιαηχδδ 

θφημ) (Enarson, Rattner et al. 2004). 
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3. Ζ ΠΡΩΣΟΠΑΘΖ ΥΟΛΗΚΖ ΚΗΡΡΩΖ 

3.1. Γεληθά γηα ηελ πξσηνπαζή ρνιηθή θίξξσζε. 

Η πνςημπαεήξ πμθζηή ηίννςζδ είκαζ ιζα πνυκζα πμθμζηαηζηή κυζμξ ημο ήπαημξ, 

πμο παναηηδνίγεηαζ απυ ηδκ πνμμδεοηζηή ηαηαζηνμθή ηςκ εκδμδπαηζηχκ πμθδθυνςκ, δ 

μπμία μδδβεί ζε ίκςζδ ηαζ ηεθζηά ζε ηίννςζδ (Kaplan and Gershwin 2005; Muratori, 

Granito et al. 2008).  

Η ηαηαζηνμθή ηςκ ιζηνχκ πμθδθυνςκ αββείςκ ζηδκ PBC πμο μδδβεί ζηδ αθάαδ 

ημο ήπαημξ, εεςνείηαζ δεοηενμβεκήξ ακμζμαπυηνζζδ. ε ακηίεεζδ ιε άθθα αοημάκμζα 

κμζήιαηα, δ PBC έπεζ πμθφ ιζηνή απυηνζζδ ζε ακμζμηαηαζηαθηζημφξ πανάβμκηεξ ηαζ μζ 

ιεηααμθέξ ζημκ ηίηθμ ηςκ αοημακηζζςιάηςκ δεκ θαίκεηαζ κα ζοζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ 

ζμαανυηδηα ηδξ κυζμο (Benson, Kikuchi et al. 2004; Selmi and Gershwin 2009), πανά ηδκ 

φπανλδ μνζζιέκςκ ακηίεεηςκ πνμξ αοηή ηδκ άπμρδ δεδμιέκςκ (Muratori, Granito et al. 

2008; Selmi and Gershwin 2009).  

ηδκ πθεζμρδθία ημοξ μζ αζεεκείξ δεκ ειθακίγμοκ ζοιπηχιαηα ηαηά ηδ ζηζβιή ηδξ 

δζάβκςζδξ. Ονζζιέκμζ υιςξ ειθακίγμοκ ζοιπηχιαηα ηυπςζδξ ή/ηαζ ηκδζκμφ. Άθθα 

ζοιπηχιαηα είκαζ δ ειθάκζζδ αζηίηδ, δπαηζηήξ εβηεθαθμπάεεζαξ ηαζ/ή αζιμνναβίεξ απυ 

ηζνζμφξ ημο μζζμθάβμο. Η PBC ιπμνεί κα ειθακζζηεί ηαζ πανμοζία άθθςκ αοημάκμζςκ 

αζεεκεζχκ υπςξ ημ ζφκδνμιμ Sjogren's, ζηθδνυδενια, ημ ζφκδνμιμ Raynaud's ηαζ ημ 

ζφκδνμιμ CREST (Kumagi and Heathcote 2008). 

Η δζάβκςζδ ηδξ PBC ααζίγεηαζ ζηα αηυθμοεα ηνζηήνζα: α) αζμπδιζηά ζημζπεία πμο 

κα απμδεζηκφμοκ πμθυζηαζδ, υπςξ αφλδζδ ηδξ αθηαθζηήξ θςζθαηάζδξ α) πανμοζία 

ακηζιζημπμκδνζαηχκ ακηζζςιάηςκ β) ζζημθμβζηά εονήιαηα απμοζία πμθαβεζζηζδμξ ηαζ 

πανμοζία ηαζ πανμοζία ηαηαζηνμθήξ ιζηνμφ ηαζ ιεζαίμο ιεβέεμοξ πμθδθυνςκ (Lindor, 

Gershwin et al. 2009). Γζα ημοξ αζεεκείξ ιε πμθμζηαηζηή δπαηζηή κυζμ πμο δεκ εµθακίγμοκ 

ακηζµζημπμκδνζαηά ακηζζχµαηα, δ εηηίµδζδ βίκεηαζ µε πμθμαββεζμβναθία ηαζ αζμρία ήπαημξ 

(Kumagi and Heathcote 2008). 

Η ελέθζλδ ηδξ κυζμο είκαζ ανβή. Ιζημθμβζηά δ κυζμξ πςνίγεηαζ ζε ηέζζενα ζηάδζα. 

ε ιζα αζμρία ήπαημξ είκαζ δοκαηυκ κα ζοκοπάνπμοκ ζζημθμβζηά εονήιαηα πμο ηαεμνίγμοκ 

πενζζζυηενα ημο εκυξ ζηαδίμο, βζα ημ θυβμ αοηυ ιία αζμρία βζα κα είκαζ δζαβκςζηζηή εα 

πνέπεζ κα ζοιπενζθαιαάκεζ ημοθάπζζημκ 10 ποθαία δζαζηήιαηα. (Kumagi and Heathcote 

2008). 

Σμ μονζεμδεμλοπμθζηυ μλφ (ursodeoxycholic acid, UDCA) είκαζ ημ ιυκμ βκςζηυ 

θάνιαημ πμο ιπμνεί κα επζαναδφκεζ ηδκ πμνεία ηδξ κυζμο (Kumagi and Heathcote 2008). 



35 

Υνδζζιμπμζείηαζ εονέςξ ηαζ έπεζ ηδκ ζδζυηδηα κα απμηνέπεζ ή κα ηαεοζηενεί ηδ 

ιεηαιυζπεοζδ (Lee, Belanger et al. 2007; Lindor, Gershwin et al. 2009) δ μπμία απμηεθεί ηαζ 

ηδκ ηεθζηή εεναπεοηζηή ακηζιεηχπζζδ. Σμ θάνιαημ πμνδβείηαζ ζημοξ αζεεκείξ ηδξ PBC ζε 

μπμζμδήπμηε ζηάδζμ ηζ ακ ανίζημκηαζ, εθυζμκ δ αζμπδιζηή εζηυκα ημο ήπαημξ δεκ είκαζ δ 

θοζζμθμβζηή. Γεκζηά μζ αζεεκείξ, πμο ανίζημκηαζ ζε ανπζηυ ζηάδζμ πανμοζζάγμοκ αεθηίςζδ 

ηαζ μζ αζεεκείξ, πμο ανίζημκηαζ ζε πνμπςνδιέκμ ζηάδζμ επζαζχκμοκ πενζζζυηενμ ή 

απμθεφβμοκ ηδκ ιεηαιυζπεοζδ ιεηά απυ πμνήβδζδ ημο θανιάημο. (Poupon, Lindor et al. 

1997; Lindor, Gershwin et al. 2009).  

Η πνήζδ ημο UDCA έπεζ ζοζπεηζζηεί ιε ηδκ εθάηηςζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ LDL 

πμθδζηενυθδξ, ηδκ ιείςζδ ηδξ πζεακυηδηαξ ζπδιαηζζιμφ ηζνζχκ ηαζ ηδξ επζανάδοκζδξ ηδξ 

ζζημθμβζηήξ πνμυδμο ηδξ κυζμο. Δπίζδξ μζ Nakamura et al. παναηήνδζακ υηζ αζεεκείξ 

εεηζημί ηαηά ηδ δζάβκςζδ ημοξ ζε ακηζ-gp210 ακηζζχιαηα, έπαρακ κα εηθνάγμοκ ηα 

ζοβηεηνζιέκα ακηζζχιαηα ιενζημφξ ιήκεξ ιεηά ηδκ έκανλδ ηδξ πμνήβδζδξ UDCA 

(Nakamura, Shimizu-Yoshida et al. 2005). Πανυθα αοηά ημ UDCA δεκ αεθηζχκεζ ηα 

ζοιπηχιαηα ηυπςζδξ, ηκδζιμφ, ηδξ ζοζπεηζγυιεκδξ μζηζηήξ αθάαδξ ή ηςκ αοημάκμζςκ 

παναηηδνζζηζηχκ ηδξ PBC (Balan, Dickson et al. 1994; Lindor, Dickson et al. 1995; Lindor, 

Jorgensen et al. 1997; Degott, Zafrani et al. 1999; Lindor, Gershwin et al. 2009). 

Η πνςημπαεήξ πμθζηή ηίννςζδ ειθακίγεηαζ ηαηά πθεζμρδθία ζε βοκαίηεξ 

(ακαθμβία 9:1) ιέζδξ δθζηίαξ ηαζ ζοκήεςξ ιε πνχημο ααειμφ ζοββέκεζα ιεηαλφ ημοξ. Η 

αζηία πνυηθδζδξ ηδξ αοημάκμζμο κυζμο είκαζ άβκςζηδ. Δζηάγεηαζ υηζ ηα άημια πμο κμζμφκ 

έπμοκ ιζα βεκεηζηή πνμδζάεεζδ. Οζ πενζααθθμκηζημί πανάβμκηεξ (ιμθφκζεζξ, πδιζηά, 

ηάπκζζια) ιπμνμφκ επίζδξ κα είκαζ εκ δοκάιεζ αζηίεξ ακάπηολδξ ηδξ κυζμο (Kumagi and 

Heathcote 2008).  

 

Γενεηικοί παράγονηες 

Η μζημβεκεζαηή πνμδζάεεζδ ζηδκ PBC δεκ είκαζ ζπάκζα. Η πζεακυηδηα ειθάκζζδξ 

ηδξ κυζμο ζε άημια ιε πνχημο ααειμφ ζοββέκεζα ιεηαλφ ημοξ, είκαζ αολδιέκδ ηαηά 5% 

(Jones, Watt et al. 1999; Kumagi and Heathcote 2008). ηδ αζαθζμβναθία ακαθένεηαζ υηζ δ 

ειθάκζζδ ηδξ PBC ζε άημια ηδξ ίδζαξ μζημβέκεζαξ ζπεηίγεηαζ ιε πανάβμκηεξ πμο 

ηθδνμκμιμφκηαζ απυ ηδ ιδηένα αθθά ηαζ ημ βεβμκυξ υηζ δ ειθάκζζδ ηδξ κυζμο ζηδ δεφηενδ 

βεκζά ηείκεζ κα βίκεηαζ ζοκημιυηενα (Brind, Bray et al. 1995; Kumagi and Heathcote 2008). 

Σέθμξ ακαθένεηαζ υηζ δ κυζμξ ειθακίγεηαζ ζοπκυηενα ζε δφμ αδενθέξ ή ιδηένα ηαζ ηυνδ 

(Bittencourt, Farias et al. 2004; Kumagi and Heathcote 2008).  
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Η ζοπκυηδηα ειθάκζζδξ ηδξ αζεέκεζαξ ιεηαλφ ιμκμγοβςηζηχκ δζδφιςκ αββίγεζ ημ 

63% εκχ δεκ οπάνπεζ ηαιία ηέημζα ζοπκυηδηα ιεηαλφ ηςκ δζγοβςηζηχκ. ηα ιμκμγοβςηζηά 

δίδοια δ δθζηία ειθάκζζδξ ηδξ αζεέκεζαξ είκαζ πανυιμζα αθθά δζαθένμοκ ςξ πνμξ ηδκ 

πμνεία ηαζ ηδ ζμαανυηδηα ηδξ κυζμο πνάβια πμο απμδεζηκφεζ ηδ ζδιαζία ημο νυθμο ηςκ 

επζβεκεηζηχκ ή απθά ηςκ πενζααθθμκηζηχκ παναβυκηςκ (Selmi, Ross et al. 2004; Kumagi 

and Heathcote 2008). 

Πανυθμ πμο δ κυζμξ δεκ πανμοζζάγεζ δζαθμνέξ ιεηαλφ ακηνχκ ηαζ βοκαζηχκ, 

πνυζθαηα δεδμιέκα εζζδβμφκηαζ υηζ ιεηαλφ ηςκ βοκαζηχκ ιε PBC παναηδνείηαζ εονέςξ δ 

Υ-πνςιμζςιζηή ιμκμζςιία ζηα θειθμεζδή ηφηηανα (Invernizzi, Miozzo et al. 2004; 

Kumagi and Heathcote 2008). Σα βμκίδζα πμο είκαζ οπεφεοκα βζα ηδκ ακμζμακμπή 

ανίζημκηαζ ζημ βμκίδζμ Υ ηαζ δ PBC έπεζ πανμοζζαζηεί ζε βοκαίηεξ ιε ζφκδνμιμ Turner 

(βοκαίηεξ πμο έπμοκ έκα Υ πνςιυζςια ακηί δφμ πμο είκαζ ημ θοζζμθμβζηυ) (Milkiewicz and 

Heathcote 2004; Kumagi and Heathcote 2008).  

 

Περιβαλλονηικοί παράγονηες 

Η φπανλδ υιμζςκ επζηυπςκ ζε πνςηεΐκεξ δζαθυνςκ εζδχκ, πμο δεκ έπμοκ ηαιία 

ζπέζδ ιεηαλφ ημοξ, (molecular mimicry) έπεζ πνμηαεεί ςξ έκαξ πζεακυξ ιδπακζζιυξ άνζδξ 

ηδξ ακμζμακμπήξ ημο ακμζμπμζδηζημφ ζοζηήιαημξ ηαζ πνυηθδζδξ αοημάκμζδξ κυζμο (Van 

de Water, Ishibashi et al. 2001).  

Γζάθμνμζ πενζααθθμκηζημί πανάβμκηεξ έπμοκ πνμηαεεί ςξ εκ δοκάιεζ αζηίεξ 

πνυηθδζδξ ηδξ κυζμο αθθά μ ηφνζμξ πανάβμκηαξ είκαζ ηα ααηηήνζα. ημοξ αζεεκείξ ιε PBC 

έπμοκ παναηδνδεεί ζοπκέξ θμζιχλεζξ ημο μονμπμζδηζημφ (Kumagi and Heathcote 2008) 

βεβμκυξ πμο ηαεζζηά ημ Escherichia coli ημκ πζεακυηενμ οπμρήθζμ, αθμφ είκαζ δ πζμ ζοπκή 

αζηία ηέημζςκ θμζιχλεςκ ζηδκ ηθζκζηή πνάλδ. Δπίζδξ έπεζ παναηδνδεεί πανμοζία 

ααηηδνζαηχκ παναβχβςκ ζε ιμκμπφνδκα ηφηηανα πμο ανίζημκηαζ βφνς απυ ημ 

ηαηεζηναιιέκμ πμθδθυνμ (Tsuneyama, Harada et al. 2001; Selmi and Gershwin 2009). 

Άθθμξ έκαξ μνβακζζιυξ πμο έπεζ πνμηαεεί ςξ πζεακή αζηία βζα ηδκ πνυηθδζδ ηδξ κυζμο είκαζ 

ημ Novosphingobium aromaticivorans. Σμ N. aromaticivorans είκαζ έκα εονέςξ δζαδεδμιέκμ 

ααηηήνζμ, ημ μπμίμ δεκ ακαθένεηαζ ςξ παεμβυκμ βζα ημκ άκενςπμ, ιεηααμθίγεζ πδιζηά 

ζοζηαηζηά ηαζ έπεζ ηδκ ζηακυηδηα κα εκενβμπμζεί ηα μζζηνμβυκα (Long, Quan et al. 2001; 

Shi, Fredrickson et al. 2001; Fujii, Kikuchi et al. 2002; Selmi, Balkwill et al. 2003; Selmi and 

Gershwin 2009). Οζ θυβμζ βζα ημοξ μπμίμοξ μ μνβακζζιυξ αοηυξ έπεζ πνμηαεεί ςξ οπμρήθζμξ 

βζα ηδκ πνυηθδζδ ηδξ αζεέκεζαξ είκαζ: α) μζ αιζκμλζηέξ αθθδθμοπίεξ δφμ πνςηεσκχκ ημο, πμο 

πανμοζζάγμοκ ιεβάθμο ααειμφ μιμθμβία ιε ημκ ακενχπζκμ αοημεπίημπμ ηδξ Δ2 οπμιμκάδαξ 
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ημο ζοιπθυημο ηδξ πονμζηαθοθζηήξ δετδνμβμκάζδξ (PDC-E2, αιζκμλέα 208-237) (Selmi, 

Balkwill et al. 2003; Selmi and Gershwin 2009) β) δ φπανλδ δφμ θζπμτθζςιέκςκ πνςηεΐκχκ 

ιμνζαημφ αάνμοξ 47 ηαζ 50 kDa  ημο N. Aromaticivorans, μζ μπμίεξ ακαβκςνίγμκηαζ απυ 

μνμφξ PBC αζεεκχκ, εεηζημφξ έκακηζ ημο PDC-E2 αθθά αηυια ηαζ ΑΜΑ (Ακηζ 

Μζημπμκδνζαηχκ Αοημακηζζςιάηςκ) ανκδηζηχκ, ακελανηήηςξ ημο ζηαδίμο (Padgett, Selmi 

et al. 2005; Selmi and Gershwin 2009) γ) ημ βεβμκυξ υηζ μζ ηίηθμζ ακηζζςιάηςκ, ζε αζεεκείξ 

ιε PBC, έκακηζ ημο μνβακζζιμφ αοημφ είκαζ πμθφ ορδθυηενμζ απυ αοημφξ έκακηζ ημο E.Coli. 

Σμ ίδζμ ζζπφεζ ηζ υηακ μζ αζεεκείξ ανίζημκηαζ ζε ανπζηά ζηάδζα (Kumagi and Heathcote 

2008) δ) υηζ μ μνβακζζιυξ αοηυξ έπεζ πνμηαθέζεζ παναβςβή αοημακηζζςιάηςκ ιέζς ηςκ Σ 

θειθμηοηηάνςκ ζηα πμθδθυνα αββεία ιμκηέθμο βζα ηδκ PBC (πμκηίηζ) (Mattner, Savage et 

al. 2008; Selmi and Gershwin 2009). Σέθμξ έπεζ ακαθενεεί υηζ ζημ 75% πενίπμο ηςκ 

αζεεκχκ ιε PBC ακζπκεφεηαζ ιυθοκζδ απυ ακενχπζκμ α-νεηνμσυ (μ μπμίμξ έπεζ βμκζδζαηή 

μιμθμβία ιε ημκ ζυ πμο είκαζ οπεφεοκμξ βζα ηδκ μβημβέκεζδ ζημ ιαζηυ πμκηζηχκ) (Xu, Shen 

et al. 2003; Kumagi and Heathcote 2008).  

Η οπυεεζδ ηδξ εκενβμπμίδζδξ ημο ακμζμθμβζημφ ζοζηήιαημξ ιε ιζιδηζζιυ 

(molecular mimicry) ααζίγεηαζ ζηδκ ακαβκχνζζδ πνμηανοςηζηχκ ακηζβυκςκ δζαθυνςκ 

ιζηνμαίςκ, ζοιπενζθαιαακμιέκμο ηαζ ημο E.Coli (Shimoda, Nakamura et al. 2000; Selmi 

and Gershwin 2009), απυ ακηζζχιαηα μνχκ PBC αζεεκχκ, μζ μπμίμζ είκαζ ΑΜΑ εεηζημί ηαζ 

έπμοκ αοημδναζηζηά Σ θειθμηφηηανα. Σα πνμηανοςηζηά ακηζβυκα πανμοζζάγμοκ ηδκ ίδζα 

αθθδθμοπία αιζκμλέςκ (ΔxDK) ζημ ιζιδηζηυ επίημπμ ιε αοηυκ ηςκ ιζημπμκδνζαηχκ 

αοημακηζβυκςκ ηαζ ακαβκςνίγμκηαζ ελίζμο απυ ακηζζχιαηα μνχκ PBC αζεεκχκ, μζ μπμίμζ 

είκαζ ΑΜΑ εεηζημί ηαζ έπμοκ αοημδναζηζηά Σ θειθμηφηηανα. Αθμφ δ αθθδθμοπία ημο 

εκγφιμο PDC είκαζ ζοκηδνδιέκδ ζηα είδδ, δ ακαβκχνζζδ επζηυπςκ άθθςκ εζδχκ είκαζ 

ακαιεκυιεκδ (Van de Water, Ishibashi et al. 2001; Selmi and Gershwin 2009). 

ημ ιμκηέθμ ηδξ εκενβμπμίδζδξ ημο ακμζμπμζδηζημφ ζοζηήιαημξ ιε ιζιδηζζιυ, βζα 

ηδκ έκανλδ ηδξ αζεέκεζαξ είκαζ απαναίηδηδ δ φπανλδ Σ θειθμηοηηάνςκ θοζζηχκ θμκέςκ 

(Natural killers T cells, ΝΚΣ), ηα μπμία ελεζδζηεοιέκα απμηνίκμκηαζ ζημ α-

βαθαηημζοθζμιέκμ ηεναιίδζμ ημο ααηηδνζαημφ ημζπχιαημξ. Γζα ηδ δζάδμζδ ηδξ κυζμο 

οπεφεοκα είκαζ ηα CD8+ Σ θειθμηφηηανα. Δπζπθέμκ ζηδκ έκανλδ ηδξ αζεέκεζαξ ειπθέηεηαζ 

ηαζ δ εκδμβεκήξ ακμζμπμίδζδ (Ehlers and Ravetch 2007; Selmi and Gershwin 2009). Η 

πανμοζία ααηηδνζαημφ DNA εκενβμπμζεί ημκ οπμδμπέα θοζζηήξ ακμζίαξ 9 (toll-like 

receptor, TLR) ζηα Β θειθμηφηηανα (Agrawal and Kandimalla 2003; Selmi and Gershwin 

2009). Η εκενβμπμίδζδ αοηή έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ αολδιέκδ παναβςβή Μ 

ακμζμζθαζνζκχκ (IgM), πμο απμηεθεί παναηηδνζζηζηυ ηδξ κυζμο. Δπζπθέμκ ηα ιμκμηφηηανα 
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ημο πενζθενζημφ αίιαημξ, ζημοξ αζεεκείξ ιε PBC, εηηνίκμοκ ιεβαθφηενεξ πμζυηδηεξ απυ ηζξ 

ηοημηίκεξ, πμο εηηνίκμκηαζ πνζκ ηζξ θθεβιμκέξ, ζοβηνζκυιεκεξ ιε ηα πμζά ηςκ ηοημηζκχκ 

πμο εηηνίκμκηαζ απυ ηα ίδζα ηφηηανα υηακ εκενβμπμζδεμφκ απυ TLR ιε ααηηδνζαηή ή ζζηή 

πνμέθεοζδ (Mao, Lian et al. 2005; Selmi and Gershwin 2009). 

 Δηηυξ απυ ηα ααηηήνζα ηαζ ημοξ ζμφξ, οπμρήθζμζ βζα επαβςβή ηδξ αοημάκμζδξ 

κυζμο είκαζ ηαζ άθθμζ πενζααθθμκηζημί πανάβμκηεξ υπςξ λεκμαζμηζηά ή πδιζηά ζημζπεία πμο 

δεκ ανίζημκηαζ οπυ ηακμκζηέξ ζοκεήηεξ ζημοξ γςκηακμφξ μνβακζζιμφξ. Οζ πανάβμκηεξ αοημί 

εκενβμπμζμφκ ημ ακμζμπμζδηζηυ ζφζηδια ιε ιζιδηζζιυ (Selmi and Gershwin 2009). Σέημζα 

παναδείβιαηα είκαζ μζ κανηςηζηέξ μοζίεξ, ηα ιζηνμαζμηηυκα ή άθθα μνβακζηά ιμκηέθα ηα 

μπμία έπμοκ ηδ δοκαηυηδηα κα ηνμπμπμζήζμοκ ηζξ πνςηεΐκεξ ημο μνβακζζιμφ ζημκ μπμίμ 

ανίζημκηαζ ηαζ κα ηζξ ιεηαηνέρμοκ ζε πζμ ακηζβμκζηέξ. Έκαξ ιεβάθμξ ανζειυξ πδιζηχκ 

λεκμαζμηζηχκ έπεζ ζοζπεηζζεεί ιε δζάθμνεξ αοημάκμζεξ κυζμοξ ζημκ άκενςπμ.(Πίλαθαο 

3.1.1) 

Άθθα πδιζηά πμο έπμοκ ζπέζδ ιε ηα αοημάκμζα κμζήιαηα είκαζ ηα αανέα ιέηαθθα 

υπςξ μ οδνάνβονμξ (Havarinasab and Hultman 2005; Rowley and Monestier 2005; Rieger 

and Gershwin 2007), ημ ζχδζμ (Rose, Bonita et al. 2002; Rieger and Gershwin 2007) , δ 

ηακααακίκδ (Montanaro and Bardana 1991; Rieger and Gershwin 2007) ηαζ ημ αθμεάκζμ (Gut 

1998; Liu, Nishida et al. 2002; Rieger and Gershwin 2007). Η δπαηίηζδα απυ αθμεάκζμ είκαζ 

ιζα κυζμξ ημο ήπαημξ πμο επάβεηαζ απυ λεκμαζμηζηά υηακ πνμηαθείηαζ ακμζμαπυηνζζδ 

έκακηζ ηςκ ακηζβυκςκ ηςκ ηνζθεμνμαηεηοθζςιέκςκ (trifluoroacetylated, TFA) πνςηεσκχκ. Σα 

ακηζ-TFA ακηζζχιαηα πμο δδιζμονβμφκηαζ ακαβκςνίγμοκ ηδκ θζπμτθζμιέκδ έζς-θζπμτθζηή 

πενζμπή ημο PDC-E2 ζημκ άκενςπμ αθθά υπζ ηδκ ιδ θζπμτθζμιέκδ ιμνθή (Christen, Quinn 

et al. 1994; Rieger and Gershwin 2007). 

Σα λεκμαζμηζηά έπμοκ ηδκ δοκαηυηδηα κα ιεηααμθζζημφκ ηαζ κα ιεηαηναπμφκ ζε 

εκδζάιεζα ηα μπμία ζπδιαηίγμοκ ζφιπθμηα ιε ηζξ πνςηεΐκεξ ημο μνβακζζιμφ. Πμθθμί 

πδιζημί πενζααθθμκηζημί πανάβμκηεξ ιεηααμθίγμκηαζ ανπζηά ζημ ήπαν, ζπδιαηίγμκηαξ 

εκενβμφξ ιεηααμθίηεξ μζ μπμίμζ ιπμνμφκ κα ηνμπμπμζήζμοκ ηοηηανζηέξ πνςηεΐκεξ έηζζ μφηςξ 

χζηε κα δδιζμονβήζμοκ κέα-ακηζβυκα. Πανυθμ πμο δεκ είκαζ λεηάεανμ ημ πχξ ηα 

λεκμαζμηζηά ή μζ ηνμπμπμζδιέκεξ ηοηηανζηέξ πνςηεΐκεξ επάβμοκ ηδκ PBC, δζάθμνμζ 

ιδπακζζιμί έπμοκ πνμηαεεί. Έκαξ απυ ημοξ πζεακμφξ ιδπακζζιμφξ είκαζ μ ελήξ: ανπζηά δ 

άιεζδ ημλζηή επίδναζδ ηςκ λεκμαζμηζηχκ ή δ επίδναζδ ηςκ κέμ-ακηζβυκςκ πνμηαθμφκ 

αθφζζημ ηοηηανζηυ εάκαημ ιε απυπηςζδ ή κέηνςζδ, ζοκεήηεξ πμο εοκμμφκ ηδκ δδιζμονβία 

αοημεπζηυπςκ. ηδ ζοκέπεζα, ηα Σ ηαζ Β θειθμηφηηανα πμο έπμοκ δδιζμονβδεεί έκακηζ ηςκ 

κέμ-ακηζβυκςκ, πζεακυκ αθθδθεπζδνμφκ εοημθυηενα ιε θζβυηενμ ακμζμβυκα, βδβεκή, 
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αοημακηζβυκα. Σέθμξ μζ πδιζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ ζηζξ πνςηεΐκεξ ηςκ ηοηηάνςκ υπςξ δ 

απμιάηνοκζδ ή δ αθθαβή ημο απηεκίμο ζε πεπηίδζα, ιπμνεί κα έπμοκ ςξ απμηέθεζια ηδκ 

πανμοζίαζδ ηνοιιέκςκ πεπηζδίςκ (Griem, Wulferink et al. 1998; Rieger and Gershwin 

2007).  

 

 

 

 

 

Πίλαθαο 3.1.1. πζρέηηζε ρεκηθώλ μελνβηνηηθώλ κε απηνάλνζεο λόζνπο ζηνλ άλζξσπν (Rieger 

and Gershwin 2007). 

 

 

 

 

Ξελνβηνηηθά Αζζέλεηεο Αλαθνξέο 

Τδνάνβονμξ 
πδιαηζζιυξ ακμζμζοιπθυημο, 

Νεθνίηζδα ιε θθεβιμκή ηνζπμεζδχκ 

(Havarinasab and Hultman 

2005; Rowley and Monestier 

2005) 

Ιχδζμ Αοημάκμζμξ Θονεμεζδίηδξ (Rose, Bonita et al. 2002) 

Βζκοθμπθςνίδζμ Αζεέκεζεξ ηφπμο ζηθδνμδένιαημξ (D'Cruz 2000) 

Ανςιαηζηέξ αιίκεξ 

οζηειζηυξ Δνοεοιαηχδδξ Λφημξ απυ 

θανιαηεοηζηέξ μοζίεξ 
(Reidenberg 1983) 

Τδναγίκεξ 

οζηειζηυξ Δνοεοιαηχδδξ Λφημξ 

(SLE) 
(Yung and Richardson 1994) 

Γζμλείδζμ ημο πονζηίμο 
Ρεοιαημεζδήξ Ανενίηζδα, SLE, 

ηθδνυδενια 
(Steenland and Goldsmith 

1995) 

Ονβακζημί δζαθοηέξ οζηδιαηζηή ηθήνοκζδ (Silman and Newman 1996) 

Αθμεέκζμ Ηπαηίηζδα (Gut 1998; Liu, Nishida et al. 

2002) 

Κακααακίκδ ζφκδνμια ηφπμο SLE (Montanaro and Bardana 

1991) 

Σμλζηά έθαζα (ακζθίδζα 

θζπανχκ μλέςκ) 

“φκδνμια ημλζηχκ εθαίςκ” 

(αζεέκεζεξ ζοκδεηζημφ ζζημφ ηφπμο 

ζηθδνμδένιαημξ) 

(Borda and Sterin-Borda 

2001) 
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3.2. Σα αληηκηηνρνλδξηαθά απηναληηζώκαηα ζηελ πξσηνπαζή ρνιηθή 

θίξξσζε 

Απυ ακμζμθμβζηήξ πθεονάξ δ PBC παναηηδνίγεηαζ απυ ηδκ πανμοζία ακηζζςιάηςκ 

έκακηζ ιζημπμκδνζαηχκ ακηζβυκςκ. Γζα ηδκ επζθεηηζηή ηαηαζηνμθή ηςκ ιζηνχκ πμθδθυνςκ 

αββείςκ έπμοκ εκμπμπμζδεεί πμθθμί πανάβμκηεξ. ε πνυζθαηδ ιεθέηδ έπεζ ακαθενεεί υηζ 

ιεηά ηδκ απυπηςζδ ημοξ ηα ηφηηανα ηςκ πμθδθυνςκ αββείςκ απεθεοεενχκμοκ άεζηημοξ 

ιζημπμκδνζαημφξ αοημεπζηυπμοξ, πνάβια πμο δζηαζμθμβεί ηδκ εζδζηυηδηα πμο πανμοζζάγμοκ 

ηα ακηζζχιαηα αοηά ςξ πνμξ ηα ιζημπυκδνζα ηςκ πμθδθυνςκ αββείςκ (Lleo, Selmi et al. 

2009). Δπίζδξ ηαηά ηδκ απυπηςζδ ηςκ ηοηηάνςκ ηςκ πμθδθυνςκ αββείςκ παναηδνείηαζ 

οπενέηθναζδ Β θειθμηοηηάνςκ 2 πμο ακαζηέθθεζ ηδ βθμοηαεοθίςζδ ημο PDC-E2, ιε 

απμηέθεζια κα ιδκ πάκεζ ηδκ ακηζβμκζηή ημο δνάζδ (Charlotte, Wechsler et al. 1994; Odin, 

Huebert et al. 2001; Lleo, Selmi et al. 2009).  

Σα ΑΜΑ είκαζ ηα πζμ εζδζηά ακηζζχιαηα ζηδκ ακμζμπαεμθμβία ημο αζεεκμφξ. 

Διθακίγμκηαζ ζημ 95% ηςκ πενζπηχζεςκ PBC (Oertelt, Rieger et al. 2007; Selmi and 

Gershwin 2009). Οζ επίημπμζ βζα ηα  ΑΜΑ είκαζ ηα 2-OADC ιέθδ πμο ανίζημκηαζ ζηδκ έζς-

ιζημπμκδνζαηή ιειανάκδ αθθά απεθεοεενχκμκηαζ ζε ιζα ιδ δζαπςνζζιέκδ ιμνθή 

αημθμοεχκηαξ ηδκ απυπηςζδ ηςκ πμθαββεζμηοηηάνςκ, έκα θαζκυιεκμ πμο ζοιααίκεζ ιυκμ 

ζε αοηυ ημ είδμξ ηοηηάνςκ (Odin, Huebert et al. 2001; Selmi and Gershwin 2009) ηαζ ιπμνεί 

κα είκαζ ηαζ μ θυβμξ πμο ηα ηφηηανα αοηά είκαζ μ ζηυπμξ ηςκ αοημακηζζςιάηςκ (Lleo, Selmi 

et al. 2009; Selmi and Gershwin 2009). Απυ ηα 2-OADC ζφιπθμηα ημ πζμ δζαδεδμιέκμ 

αοημακηζβυκμ είκαζ ημ PDC-E2 ηαζ μζ επίημπμζ ανίζημκηαζ ζηδκ εζςηενζηή ή ελςηενζηή 

θζπμτθζηή πενζμπή (Gershwin and Mackay 2008; Selmi and Gershwin 2009). 

Έπμοκ ανεεεί ημοθάπζζημκ πέκηε δζαθμνεηζηά ακηζβυκα, ζοζηαηζηά ημο ζοιπθυημο 

ηδξ μλμμλζηήξ δετδνμβμκάζδξ (OADC) πμο ανίζηεηαζ ζηδκ έζς-ιζημπμκδνζαηή ιειανάκδ. 

Σα πέκηε ακηζιζημπμκδνζαηά αοημακηζβυκα είκαζ δ E2 οπμιμκάδα ηδξ πονμζηαθοθζηήξ 

δετδνμβμκάζδξ (PDC-E2) ιε ιμνζαηυ αάνμξ 74kDa (Gershwin, Mackay et al. 1987; 

Gershwin, Coppel et al. 1988; He, Ansari et al. 2006; Moritoki, Lian et al. 2007) ηαζ ηα 

ακηζβυκα ηδξ δζτδνμθζπμαιζδζηήξ δετδνμβμκάζδξ: Δ3-ζοκδεδειέκδ πνςηεΐκδ  (Δ3BP, Δ3-

binding protein) ιε ιμνζαηυ αάνμξ 55kDa, δ Δ2 οπμιμκάδα ηδξ δζαηθαδζζιέκδξ αθοζίδαξ 

ημο ζοιπθυημο ηδξ 2-μλμμλζηήξ δετδνμβμκάζδξ (BCOADC-E2, branched chain 2-oxoacid 

dehydrogenase complex) ιε ιμνζαηυ αάνμξ 52kDa, δ Δ2 οπμιμκάδα ημο ζοιπθυημο ηδξ 

μλμβθμοηανζηήξ δετδνμβμκάζδξ (OGDC-E2, oxoglutarate dehydrogenase complex) ιε 

ιμνζαηυ αάνμξ 48kDa ηαζ δ Δ1α οπμιμκάδα ημο ζοιπθυημο ηδξ πονμζηαθοθζηήξ 
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δετδνμβμκάζδξ (PDC-E1a, pyruvate dehydrogenase complex) ιε ιμνζαηυ αάνμξ 38kDa 

(Yeaman, Fussey et al. 1988; Mackay, Rowley et al. 1989).  

ημοξ αζεεκείξ ιε PBC πανμοζζάγμκηαζ ορδθά επίπεδα ζοβηέκηνςζδξ ηςκ ακηζ-

PDC-E2 ακηζζςιάηςκ, πνάβια πμο οπμδεζηκφεζ ηδκ πθήνδ ηαηαζημθή ηδξ ακμπήξ ηςκ Β 

θειθμηοηηάνςκ (Moritoki, Lian et al. 2007). Ωζηυζμ δ ζοζπέηζζδ ηαζ μ ααειυξ ζημκ μπμίμ 

ζοζπεηίγμκηαζ ηα ακηζ-PDC-E2 ιε ηδκ παεμβέκεζα ηδξ PBC παναιέκμοκ άβκςζηα. Η πθήνδξ 

ηαηαζημθή ηδξ ακμπήξ ηςκ Β θειθμηοηηάνςκ έκακηζ ηςκ ιζημπμκδνζαηχκ ακηζβυκςκ, 

απμηεθεί δείηηδ ιε ιεβάθδ εζδζηυηδηα ηαζ ορδθυ ηίηθμ βζα ηδκ PBC (Baum and Cunningham 

1994; Berg and Klein 1995; Csepregi, Obermayer-Straub et al. 2003).    

Ο ηονίανπμξ επίημπμξ ηδξ PDC-E2 βζα ΑΜΑ ζηδκ PBC, ανίζηεηαζ ζηδ 

δζτδνμθζπαιζδζηή ηνακζθενάζδ ηαζ είκαζ ιζα οδνυθζθδ πενζμπή 20 αιζκμλέςκ (167–186) 

βφνς απυ ηδ θοζίκδ πμο είκαζ ζοκδεδειέκδ ιε θζπμσηυ μλφ, ημο έζς θζπμτθζημφ ηιήιαημξ 

(Gershwin, Mackay et al. 1987; Coppel, McNeilage et al. 1988; Van de Water, Gershwin et 

al. 1988; Surh, Coppel et al. 1990; Csepregi, Obermayer-Straub et al. 2003). Σμ ιζηνυ αοηυ 

πεπηίδζμ πανυηζ ηαηέπεζ ηεκηνζηή εέζδ ζημκ ηονίανπμ επίημπμ, δεκ πανμοζζάγεζ ζζπονή 

ακηζβμκζηή δνάζδ. Γζα  κα ειθακζζηεί ιέβζζηδ ακηζβμκζηή δνάζδ, απαζηείηαζ μθυηθδνδ δ έζς 

πενζμπή πμο δεζιεφεζ θζπμτθζηέξ μιάδεξ (128–221) (Burroughs, Butler et al. 1992; Csepregi, 

Obermayer-Straub et al. 2003).  

Έκαξ ιεβάθμξ ανζειυξ αζεεκχκ ιε PBC έπμοκ ακηζζχιαηα βζα ηδκ δζαηθαδζζιέκδ 

αθοζίδα ηδξ αηοθμηνακζθενάζδξ (BCKADC-E2) (Surh, Danner et al. 1989; Csepregi, 

Obermayer-Straub et al. 2003). Άκς ημο 71% ηςκ μνχκ ηςκ αζεεκχκ ιε PBC έπμοκ ανεεεί 

κα ακαβκςνίγμοκ ημ BCKADC-E2. ε πμζμζηυ αζεεκχκ απυ 5-20% ανέεδηακ ακηζζχιαηα 

απμηθεζζηζηά βζα ημ ακηζβυκμ αοηυ πςνίξ ηδκ πανμοζία αοημακηζζςιάηςκ ακηζ-PDC-E2 

(Fregeau, Davis et al. 1989; James, Yeaman et al. 1989; Iwayama, Leung et al. 1992; Leung, 

Chuang et al. 1995; Csepregi, Obermayer-Straub et al. 2003). Η πανμοζία ακηζ-BCKADC-E2 

ακηζιζημπμκδνζαηχκ ακηζζςιάηςκ ακαζηέθθεζ ηδ δνάζδ ημο εκγοιζημφ ζοιπθυημο ηδξ 

δζαηθαδζζιέκδξ αθοζίδαξ ηδξ α-ηέημ-μλμ-δετδνμβμκάζδξ (Fregeau, Davis et al. 1989; 

Csepregi, Obermayer-Straub et al. 2003).    

Ωζηυζμ, ακαθένεηαζ έκα πμζμζηυ 5%-10% αζεεκχκ ζημοξ μπμίμοξ δεκ 

ακζπκεφμκηαζ ακηζιζημπμκδνζαηά ακηζζχιαηα (ΑΜΑ-ανκδηζημί), εκχ ηα ηθζκζηά, αζμπδιζηά 

ηαζ ζζημθμβζηά ζημζπεία δείπκμοκ υηζ έπμοκ PBC, (Liu, Shi et al. 2008) αθθά ακηζζχιαηα βζα 

δμιέξ ηαζ πνςηεΐκεξ ημο πονήκα (ΑΝΑ). ε ακηίεεζδ ιε ημοξ ΑΜΑ εεηζημφξ, μζ ΑΝΑ 

εεηζημί αζεεκείξ πανμοζζάγμοκ ιία πζμ ζμαανή ηαζ πζμ επζεεηζηή ιμνθή ηδξ κυζμο 

(Wesierska-Gadek, Penner et al. 2006; Nakamura, Kondo et al. 2007; Selmi and Gershwin 
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2009). Σα πζμ ελεζδζηεοιέκα ακηζ-πονδκζηά ακηζζχιαηα πμο έπμοκ ανεεεί είκαζ ηα ακηζ-sp100 

ηαζ ηα ακηζ-gp210. Η sp100 πνςηεΐκδ είκαζ ζοζηαηζηυ ηςκ πονδκζηχκ ζςιαηζδίςκ ηαζ δ 

gp210 ζοζηαηζηυ ημο πονδκζημφ πυνμο. Σα ακηζζχιαηα ςξ πνμξ ηζξ πνςηεΐκεξ αοηέξ ακ ηαζ 

πανμοζζάγμοκ παιδθή εοαζζεδζία έπμοκ ιεβάθδ εζδζηυηδηα (>99%) ηαζ ιπμνμφκ κα 

πνδζζιμπμζδεμφκ ςξ δείηηεξ ηδξ κυζμο απμοζία ακηζιζημπμκδνζαηχκ ακηζζςιάηςκ. 

 

3.3. Σα αληηππξεληθά απηναληηζώκαηα ζηελ πξσηνπαζή ρνιηθή θίξξσζε 

Σα ακηζπονδκζηά ακηζζχιαηα ακαθένεδηακ ςξ αοημακηζβυκα βζα ηδκ PBC ηδκ 

δεηαεηία ημο 50. Ακζπκεφεδηακ ανπζηά ιε έιιεζμ ακμζμθεμνζζιυ ζε ημιέξ ήπαημξ ή 

ηφηηανα (Walker, Doniach et al. 1965; Gao, Tian et al. 2008). ημ πέναζια ηςκ πνυκςκ 

δζάθμνεξ πνςηεΐκεξ έπμοκ ακαβκςνζζηεί ςξ ελεζδζηεοιέκα ακηζβυκα βζα ηδκ PBC (Talwalkar 

and Lindor 2003).  

Έκα απυ ηα ακηζπονδκζηά αοημακηζζχιαηα ηδξ PBC πμο πανμοζζάγμοκ ιεβάθδ 

ελεζδίηεοζδ είκαζ δ sp100 (Szostecki, Guldner et al. 1990; Evans, Suenaga et al. 1991; 

Fusconi, Cassani et al. 1991; Orth, Gerken et al. 1997; Zuchner, Sternsdorf et al. 1997; Gao, 

Tian et al. 2008), πνςηεΐκδ ηςκ ζςιαηζδίςκ PML. Δπζπθέμκ έπμοκ ανεεεί αοημακηζζχιαηα 

έκακηζ ηςκ ηεκηνμιενζδίςκ ηαζ ηδξ πνςηεΐκδξ PML, πμο ηαηαζηέθθεζ ημκ ιεηαζπδιαηζζιυ 

ηαζ ηδκ ακάπηολδ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ δ μπμία οπενεηθνάγεηαζ ζηα πνμιοεθςηζηά θεοπαζιζηά 

ηφηηανα. Η PML ζοκεκημπίγεηαζ ιε ηδκ sp100. Σα ακηζηεκηνμιενζδζαηά ακηζζχιαηα (ACA) 

έπμοκ ζοζπεηζζηεί ιε ηδκ πμνεία ηδξ κυζμο (Yang, Yu et al. 2004; Nakamura, Kondo et al. 

2007; Gao, Tian et al. 2008). 

 

Ασηοανηιζώμαηα για ηην sp100 

ε ηάεε πονήκα ακηζζημζπμφκ 10-30 ζςιαηίδζα PML ηα μπμία εζηάγεηαζ υηζ είκαζ 

πμθοθεζημονβζηά ηαζ ειπθέημκηαζ ζηδ ιεηαβναθζηή νφειζζδ αθθά ηζ υηζ απμηεθμφκ ζηυπμοξ 

βζα ζζηή ιυθοκζδ (Matera, Weiner et al. 1990). Με έιιεζμ ακμζμθεμνζζιυ ημ αοημακηζβυκμ 

ηδξ sp100, εκημπίγεηαζ ςξ δζαηνζηυξ ζηζηηυξ ζπδιαηζζιυξ ζε ιεηαθαζζηά ηφηηανα. Η 

πνςηεΐκδ δεκ επδνεάγεηαζ απυ DNAαζεξ ηαζ RNAαζεξ, ελάβεηαζ εφημθα ηαζ έπεζ ιμνζαηυ 

αάνμξ 100kDa (Szostecki, Guldner et al. 1990). Σα ακηζ-sp100 ακηζζχιαηα ακαβκςνίγμοκ 

ημοθάπζζημ ηνείξ ιδ επζηαθοπηυιεκεξ πενζμπέξ ηδξ πνςηεΐκδξ ηαζ ζοβηεηνζιέκα δφμ 

αθθδθμοπίεξ ηςκ 16-20 αιζκμλέςκ, μζ μπμίεξ ιπμνεί κα απμηεθμφκ ημοξ επζηυπμοξ.    

Η πανμοζία ακηζ-sp100 ακαθένεηαζ υηζ ηοιαίκεηαζ ιεηαλφ 13% ηαζ 44% ηςκ 

αζεεκχκ ιε PBC (Evans, Suenaga et al. 1991; Wichmann, Montes-Cano et al. 2003). Δπίζδξ 
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ζε ηνεζξ δζαθμνεηζηέξ ιεθέηεξ, υπμο μ ανζειυξ ηςκ αζεεκχκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ 

ηοιαζκυηακ ιεηαλφ 33 ηαζ 170, ανέεδηακ ακηζ-sp100 ακηζζχιαηα ζε πμζμζηυ 18% - 44% 

ηςκ αζεεκχκ (Evans, Suenaga et al. 1991; Szostecki, Will et al. 1992; Bluthner, Schafer et al. 

1999). ε άθθεξ αηυιδ ιεθέηεξ ακηζζχιαηα βζα ηδκ sp100 ανέεδηακ ζημ 11- 41% ηςκ 

αζεεκχκ (Powell, Schroeter et al. 1984; Muratori, Muratori et al. 2002; Muratori, Muratori et 

al. 2003; Bogdanos, Vergani et al. 2004; Rigopoulou and Dalekos 2004).  

Ονζζιέκμζ ενεοκδηέξ έπμοκ πνμηείκεζ ηδκ sp100 ςξ δζαβκςζηζηυ δείηηδ βζα ηδκ 

PBC, απμοζία ηςκ ΑΜΑ (Hansen, Eriksson et al. 1991; Wichmann, Montes-Cano et al. 

2003) εκχ άθθμζ έπμοκ παναηδνήζεζ αφλδζδ ηδξ ζοπκυηδηαξ ειθάκζζδξ ημο θαζκυηοπμο ημο 

δζαηνζημφ ζηζηημφ θεμνζζιμφ, υηακ δ PBC ζοκμδεφεηαζ απυ ζφκδνμιμ Sjogren (Bernstein 

1984; Cassani, Bianchi et al. 1985; Wichmann, Montes-Cano et al. 2003). Σα εκ θυβς 

ακηζζχιαηα έπμοκ ανεεεί επίζδξ ζε κμζήιαηα ημο ζοκδεηζημφ ζζημφ ηαεχξ ηαζ ζηα άθθα 

κμζήιαηα ημο ήπαημξ, εηηυξ ηδξ PBC, (Pawlotsky, Andre et al. 1992; Wichmann, Montes-

Cano et al. 2003) υπςξ δ αοημάκμζδ δπαηίηζδα.  

Σα ακηζ-sp100 ακηζζχιαηα ζοκεπίγμοκ κα οπάνπμοκ ζε μνμφξ αζεεκχκ αηυια ηαζ 

ιεηά απυ ιεηαιυζπεοζδ ήπαημξ, πςνίξ κα επδνεάγμοκ ζζημθμβζηά ημ ιυζπεοια (Dubel, 

Farges et al. 1998; Luettig, Boeker et al. 1998). Οζ Zuchner et al. παναηήνδζακ υηζ δ 

πανμοζία ακηζζςιάηςκ έκακηζ ηςκ πονδκζηχκ ζςιαηζδίςκ, ζοζπεηίγεηαζ ιε ηδ ιεηααμθή ημο 

ζηαδίμο απυ Ι/ΙΙ ζε ΙΙΙ/ΙV (Zuchner, Sternsdorf et al. 1997; Worman and Courvalin 2003) , 

ιεηά απυ 24 ιήκεξ παναημθμφεδζδ. 

 

Ανηι-κενηρομεριδιακά ασηοανηιζώμαηα 

Σα ακηζηεκηνμιενζδζαηά αοημακηζζχιαηα ακαβκςνίγμοκ ηζξ ηεκηνμιενζδζαηέξ 

πνςηεΐκεξ Α, B, C ηαζ D ιε ιμνζαηά αάνδ 17kDa, 80kDa, 140kDa ηαζ 47kDa ακηίζημζπα, μζ 

μπμίεξ εκημπίγμκηαζ ζηα πνςιμζχιαηα (Shoji, Takagi et al. 1992). H CENP-B, πμο απμηεθεί 

ημ ηφνζμ αοημακηζβυκμ (Earnshaw, Machlin et al. 1987; Shoji, Takagi et al. 1992), είκαζ 

πνςηεΐκδ πμο δέκεζ ζημ DNA ηαζ ζοιιεηέπεζ ζημ ζπδιαηζζιυ ηδξ ηεκηνμιενζδζαηήξ 

εηενμπνςιαηίκδξ (Earnshaw, Machlin et al. 1987; Masumoto, Nakano et al. 2004). 

Ακηζηεκηνμιενζδζαηά ακηζζχιαηα έπμοκ ακαθενεεί ζε αζεεκείξ ιε δζάθμνεξ 

νεοιαηζηέξ δζαηαναπέξ υπςξ ημ ζφκδνμιμ ημο CREST, ημ ζφκδνμιμ Sjogren, δ αζεέκεζα ημο 

Reynaud, νεοιαημεζδήξ ανενίηζδα ηαζ άθθεξ αζεέκεζεξ ιδ ζπεηζγυιεκεξ ιε ημκ ζοκδεηζηυ 

ζζηυ (Tan, Rodnan et al. 1980; Lee, Tsay et al. 1993; Miyawaki, Asanuma et al. 2005; Gao, 

Tian et al. 2008). Δπίζδξ ακηζηεκηνμιενζδζαηά ακηζζχιαηα έπμοκ ακαθενεεί ηαζ ζημ 20-30%, 

πενίπμο, αζεεκχκ ιε PBC (Bernstein, Callender et al. 1982; Makinen, Fritzler et al. 1983; 
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Parveen, Morshed et al. 1995; Gao, Tian et al. 2008). Σα ακηζζχιαηα ACA έπμοκ 

ζοζπεηζζηεί ιε ηδ ζοκφπανλδ κυζςκ. Αζεεκείξ πμο πάζπμοκ απυ  PBC ηαζ ζφκδνμιμ ημο 

CREST πανμοζζάγμοκ ακηζζχιαηα ACA, υπζ ιυκμ βζα ηδκ CENPB αθθά ηαζ βζα ημ CENPC 

ιε ιμνζαηυ αάνμξ 140kDa. Δπζπθέμκ ζηδκ πθεζμρδθία ημοξ πανμοζζάγμοκ ακηζζχιαηα 

έκακηζ ημο ακηζβυκμο PDC-E3 ηαζ θζβυηενμ ςξ πνμξ ημ PDC-E1a (Shoji, Takagi et al. 1992).   

Η ζοζπέηζζδ ηδξ πανμοζίαξ ηςκ ακηζηεηνμιενζδζαηχκ ακηζζςιάηςκ ιε ηδκ πμνεία 

ηδξ κυζμο, έδεζλε υηζ δ πανμοζία ηςκ ζοβηεηνζιέκςκ ακηζζςιάηςκ ζοζπεηίγεηαζ ιε ηδκ 

ποθαία οπένηαζδ (Nakamura, Kondo et al. 2007) ηαζ ηδκ δπαηζηή ακεπάνηεζα (Yang, Yu et 

al. 2004). ε ιεηαβεκέζηενδ ιεθέηδ ανέεδηε υηζ ημ πμζμζηυ ηςκ ACA εεηζηχκ αζεεκχκ πμο 

ειθακίγεζ ποθαία οπένηαζδ είκαζ πμθφ ιεβαθφηενμ απυ αοηυ ηςκ ACA ανκδηζηχκ, υιςξ δεκ 

παναηδνήεδηε ιεβάθδ δζαθμνμπμίδζδ ηςκ πμζμζηχκ ιεηαλφ ACA εεηζηχκ ηαζ ACA 

ανκδηζηχκ υζμκ αθμνά ηδκ ειθάκζζδ δπαηζηήξ ακεπάνηεζαξ (Gao, Tian et al. 2008). Η 

δζαπίζηςζδ αοηή μδήβδζε ζημ ζοιπέναζια υηζ δ πανμοζία ACA ιπμνεί κα εεςνδεεί ςξ 

πνμβκςζηζηυξ δείηηδξ ιυκμ βζα ηδκ ειθάκζζδ ποθαίαξ οπένηαζδξ ηαζ υπζ βζα ηδκ δπαηζηή 

ακεπάνηεζα (Gao, Tian et al. 2008).  

 

3.4. Σα αληηπεξηππξεληθά απηναληηζώκαηα ζηελ πξσηνπαζή ρνιηθή 

θίξξσζε 

Οζ πνςηεΐκεξ πμο έπμοκ ακαθενεεί ςξ αοημακηζβυκα ηδξ PBC είκαζ δφμ ημο 

πονδκζημφ πυνμο, δ βθοημπνςηεΐκδ gp210 (Wozniak, Bartnik et al. 1989) ηαζ δ 

κμοηθεμπμνίκδ p62 (Wesierska-Gadek, Hohenauer et al. 1996), δφμ ηδξ εζςηενζηήξ 

πονδκζηήξ ιειανάκδξ, μ LBR (Lassoued, Danon et al. 1991) ηαζ μζ LAPs (Nesher, Margalit 

et al. 2001) ηαζ μζ θαιίκεξ (Nesher, Margalit et al. 2001). Απυ αοηέξ ελεζδίηεοζδ ζηδ κυζμ 

πανμοζζάγμοκ δ gp210 ηαζ μ LBR. 

 Σα ακηζζχιαηα έκακηζ ημο πονδκζημφ πυνμο δίκμοκ ζηζηηή πενζπονδκζηή πνχζδ ζε 

ιεζμθαζζηυ ηφηηανμ, υηακ εζηζαζηεί μ ζζδιενζκυξ ημο ηοηηάνμο. Δπζπθέμκ, υηακ εζηζάγεηαζ 

δ ημνοθή ημο ζθαζνζημφ πονήκα ηυηε δ επζθάκεζα ημο πονήκα θαίκεηαζ ζηζηηή. (Δηθόλα 

3.4.1.)  

Η ζοζηδιαηζηή δζενεφκδζδ ηςκ ελεζδζηεοιέκςκ αοημακηζζςιάηςκ βζα ηδκ PBC 

έδεζλε ζοζπέηζζδ ηδξ πανμοζίαξ ακηζπονδκζηχκ ακηζζςιάηςκ ιε πζμ ζμαανή ιμνθή  ηδξ 

κυζμο ζε ιεβάθμ ανζειυ αζεεκχκ ( Rigopoulou, Davies et al. 2005). οβηεηνζιέκα ηα 

ακηζζχιαηα έκακηζ ηςκ πνςηεσκχκ ημο πονδκζημφ πυνμο ζοζπεηίζηδηακ ιε ζμαανυηενδ 
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ιμνθή ηδξ κυζμο (Itoh, Ichida et al. 1998; Invernizzi, Podda et al. 2001; Miyachi, Hankins et 

al. 2003; Muratori, Muratori et al. 2003; Wesierska-Gadek, Klima et al. 2007). 

ε πνυζθαηδ ιεθέηδ, ακαθένεηαζ υηζ μζ αζεεκείξ ιε ακηζζχιαηα, έκακηζ ηδξ 

πονδκζηήξ ιειανάκδξ, πανμοζζάγμοκ δοζιεκέζηενα ζζημθμβζηά παναηηδνζζηζηά ηαζ είκαζ 

ζοπκυηενα ηζννςηζημί απυ αοημφξ πμο είκαζ ΑΝΑ ανκδηζημί. ηδκ ίδζα ιεθέηδ ανέεδηε υηζ 

πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ δεοηενμβεκέξ ακηίζςια μθζηή ΙgG δεκ θακενχεδηε ημ πναβιαηζηυ 

πμζμζηυ ηςκ μνχκ ιε ΑΝΑ (15% ANA εεηζημί ιε IgG  ηαζ 65% ΑΝΑ εεηζημί ιε ηδ πνήζδ 

IgG δεοηενμβεκχκ ακηζζςιάηςκ ζοβηεηνζιέκςκ ζζμηφπςκ). Οζ αζεεκείξ πμο είπακ 

ακηζπονδκζηά ακηζζχιαηα ιε ακμζμζθαζνίκεξ ζζμηφπμο G3, πανμοζίαγακ πεζνυηενδ ιμνθή 

ηδξ κυζμο ζοβηνζηζηά ιε αζεεκείξ πμο είπακ ακηζπονδκζηά ακηζζχιαηα, άθθςκ IgG ζζμηφπςκ 

(Rigopoulou, Davies et al. 2005). Απυ ηα δεδμιέκα αοηά δζαθαίκεηαζ επίζδξ υηζ ηα IgG3 

ΑΝΑ πζεακυκ κα παίγμοκ ηάπμζμ νυθμ ζηδκ παεμβέκεζα ηδξ PBC.    

   

Ανηι-LBR 

ε μνμφξ απυ αζεεκείξ ιε PBC, έπμοκ ανεεεί αοημακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ 

δζαιειανακζηήξ πνςηεΐκδξ ηδξ πονδκζηήξ ιειανάκδξ, LBR (Courvalin, Chaudhary et al. 

1990; Worman 2007). Όπςξ απμδείπηδηε ανβυηενα ηα ακηζζχιαηα αοηά ακαβκςνίγμοκ έκα ή 

πενζζζυηενμοξ επζηυπμοξ ζηα πνχηα 60 αιζκμλέα ηδξ πνςηεΐκδξ (Lin, Noyer et al. 1996; 

Worman 2007).  

Σα ακηζζχιαηα ακηζ-LBR πανμοζζάγμοκ ιεβάθδ εζδζηυηδηα ζηδκ PBC αθθά πμθφ 

ιζηνή εοαζζεδζία. οβηεηνζιέκα ειθακίγμκηαζ ζημ 1% ιε 9% ηςκ μνχκ απυ αζεεκείξ ιε 

PBC ηαζ δεκ έπμοκ ανεεεί ζε ηαιία άθθδ κυζμ (Nickowitz, Wozniak et al. 1994; Bandin, 

Courvalin et al. 1996; Miyachi, Hankins et al. 2003; Worman 2007).  

 

Ανηι-Gp210 

Σμ 1985 έβζκε δ πνχηδ ακαθμνά βζα ηδκ φπανλδ ακηζζςιάηςκ ζε μνμφξ αζεεκχκ 

ιε PBC, πμο έδζκακ πενζπονδκζηυ θεμνζζιυ (Ruffatti, Arslan et al. 1985; Worman and 

Courvalin 2003). ηδ ζοκέπεζα ανέεδηε υηζ ηα αοημακηζζχιαηα αοηά ακαβκςνίγμοκ ιία 

πνςηεΐκδ ημο πονδκζημφ πυνμο ιε ιμνζαηυ αάνμξ βφνς ζηα 200kDa (Lassoued, Guilly et al. 

1988; Lozano, Pares et al. 1988; Lassoued, Brenard et al. 1990; Worman and Courvalin 

2003). Σo 1990 ημ ακηζβυκμ ηαοημπμζήεδηε ηαζ ήηακ δ gp210 (Courvalin, Chaudhary et al. 

1990; Worman and Courvalin 2003).  

Η δμιζηή πνςηεΐκδ ηςκ πονδκζηχκ πυνςκ, gp210, ζηα εδθαζηζηά απμηεθείηαζ απυ 

ημ άιζκμ-ηεθζηυ ηδξ άηνμ (1880 αιζκμλέα) πμο ανίζηεηαζ ζημ πχνμ ιεηαλφ έλς ηαζ έζς 
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πονδκζηήξ ιειανάκδξ ηαζ έκα ιζηνυ δζαιειανακζηυ ημιιάηζ ιήημοξ 20 αιζκμλέςκ, πμο 

ηαηαθήβεζ ζημ ηαναυλο-ηεθζηυ ηδξ άηνμ, ιήημοξ 58 αιζκμλέςκ, ημ μπμίμ ανίζηεηαζ ζηδκ 

πενζμπή ημο πυνμο (Wozniak, Bartnik et al. 1989; Greber, Senior et al. 1990; Wozniak and 

Blobel 1992; Worman and Courvalin 2003). 

Σμ άιζκμ-ηεθζηυ άηνμ έπεζ δζάθμνεξ ηνμπμπμζήζεζξ πμο μθείθμκηαζ ζε 

βθοημγοθζχζεζξ (Gerace, Ottaviano et al. 1982; Wozniak, Bartnik et al. 1989; Greber, Senior 

et al. 1990; Worman and Courvalin 2003). Σμ ηαναυλο-ηεθζηυ άηνμ θςζθμνοθζχκεηαζ, 

πζεακυηαηα, απυ ηδκ ηοηθίκδ Β- p34 cdc2 ηζκάζδ (Favreau, Worman et al. 1996; Worman 

and Courvalin 2003).  

Σμ πθέμκ ακηζβμκζηυ ιένμξ ηδξ πνςηεΐκδξ είκαζ ημ C-ηεθζηυ άηνμ (Lozano, Pares et 

al. 1988; Koizumi, Onozuka et al. 1999). οβηεηνζιέκα μ επίημπμξ ζημ ηαναυλο-ηεθζηυ άηνμ 

είκαζ ιία αθθδθμοπία δεηαπέκηε αιζκμλέςκ (DRKASPPSGLWSPAY) (Nickowitz and 

Worman 1993; Miyachi, Hankins et al. 2003; Worman and Courvalin 2003). Η φπανλδ ημο 

επζηυπμο αοημφ έπεζ επζαεααζςεεί ιε δφμ ιεθέηεξ υπμο πνδζζιμπμίδζακ ELISA ιε 

ακαζοκδοαζιέκδ πνςηεΐκδ (Tartakovsky and Worman 1995; Worman and Courvalin 2003), 

ή πμθοπεπηίδζμ (Bandin, Courvalin et al. 1996; Worman and Courvalin 2003). ε άθθδ 

ιεθέηδ ζηδκ μπμία πνδζζιμπμζήεδηε ιένμξ ηδξ gp210, ιεηά απυ πέρδ ιε πνςηεάζδ, ανέεδηε 

υηζ οπάνπμοκ αζεεκείξ μζ μπμίμζ έπμοκ ακηζζχιαηα ηαζ βζα ημ βθοημγοθζςιέκμ ημιιάηζ ηδξ, 

ζημ άιζκμ-ηεθζηυ άηνμ (Wesierska-Gadek, Hohenauer et al. 1995; Wesierska-Gadek, 

Hohenauer et al. 1996; Worman and Courvalin 2003).   

Η αθθδθμοπία ηςκ 15 αιζκμλέςκ ζημ C-ηεθζηυ άηνμ δ μπμία απμηεθεί ηαζ ημκ ηφνζμ 

αοημεπίημπμ, έπεζ ανεεεί κα έπεζ μιμθμβία ιε ιένμξ ηςκ πνςηεσκζηχκ παναβχβςκ ημο E.Coli 

(εηθόλα 3.4.2) ηαζ ηδξ Salmonella typhimurium. Μία αθθδθμοπία έλζ αιζκμλέςκ ήηακ 

πακμιμζυηοπδ ιεηαλφ ηςκ ηνζχκ πνςηεσκχκ.  
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Δηθόλα 3.4.1. Υξώζε ππξεληθώλ πόξσλ ρξεζηκνπνηώληαο νξό από αζζελείο κε PBC, ζε δύν 

δηαθνξεηηθά εζηηαθά επίπεδα. ηα ανζζηενά δ εζηίαζδ έβζκε ζηδκ ημνοθή ημο πονήκα ηαζ είκαζ 

ειθακήξ δ ζηζηηή επζθάκεζα ημο εκχ ζηα δελζά ζημκ ζζδιενζκυ ημο ηοηηάνμο υπμο θαίκεηαζ δ ζηζηηή 

πενζθένεζα ημο πονήκα (Worman and Courvalin 2003).  

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 3.4.2. O ηφνζμξ αοημεπίημπμξ ηδξ gp210 πανμοζζάγεζ μιμθμβία αιζκμλέςκ ιε ηα πνςηεσκζηά 

πανάβςβα ημο E.Coli. 
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Όπςξ μζ αοημεπίημπμζ ζηα ακηζβυκα ηςκ ιζημπμκδνίςκ έηζζ ηαζ μ επίημπμξ ηςκ 15 

αιζκμλέςκ ζημ C-ηεθζηυ άηνμ ηδξ gp210 πανμοζζάγμοκ μιμθμβία ιε ηδκ πνςηεΐκδ ημο 

E.Coli, βθοημζοθάζδ ηδξ αδεκίκδξ. Οζ αθθδθμοπίεξ ηςκ αοημεπζηυπςκ αοηχκ πανμοζζάγμοκ 

μιμθμβία ηαζ ιε πνςηεΐκεξ ημο S. Typhimurium (Desiraju, Shanabruch et al. 1993; Nickowitz 

and Worman 1993). Tα πζμ πάκς δεδμιέκα εκζζπφμοκ ηδκ οπυεεζδ ηδξ εκενβμπμίδζδξ ημο 

ακμζμπμζδηζημφ ζοζηήιαημξ ιε ιζιζηζζιυ, ζημοξ αζεεκείξ ιε PBC.  

Άθθμξ έκαξ πζεακυξ ηνυπμξ ιε ημκ μπμίμ ιπμνεί κα εκενβμπμζδεεί δ 

ακμζμαπυηνζζδ είκαζ δ ειθάκζζδ πμθοπεπηζδίςκ, απυ ημ C-ηεθζηυ άηνμ ηδξ πνςηεΐκδξ, ζηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ. Αοηυ ζοιααίκεζ ιε πεπηίδζα απμζημδμιδιέκςκ πνςηεσκχκ 

πμο πανμοζζάγμκηαζ απυ ηo ηφνζμ ζφιπθμημ ζζημζοιααηυηδηαξ, MHC, ηάλεςξ I (Goldberg 

and Rock 1992; Nickowitz and Worman 1993).   

Σέθμξ παναηδνήεδηε υηζ ηα ακηζιζημπμκδνζαηά ηαζ ακηζ-πενζπονδκζηά ακηζζχιαηα 

ειθακίγμκηαζ ηαοηυπνμκα ζε αζεεκείξ ηδξ PBC. Πεναζηένς ιεθέηδ έδεζλε υηζ μζ επίημπμζ ηςκ 

T-θειθμηοηηάνςκ ζημ PDC-E2 έκγοιμ ηαζ ηδκ gp210, πανμοζζάγμοκ ιεβάθδ μιμζυηδηα, 

πνάβια πμο εζζδβείηαζ υηζ ηα ακηζζχιαηα έκακηζ ηςκ ιζημπμκδνίςκ ιπμνμφκ κα 

ακαβκςνίζμοκ ηαζ πνςηεΐκεξ ημο πονήκα. Κακέκα πεπηίδζμ απυ ηζξ πνςηεΐκεξ p62, LBR, 

CENPC δεκ πανμοζζάγεζ μιμθμβία ιε ημ PDC-E2. Σμ βεβμκυξ αοηυ εα ιπμνμφζε κα 

ελδβήζεζ ηδκ ειθάκζζδ ακμζμαπυηνζζδξ ηαοηυπνμκα έκακηζ ζημ ιζημπμκδνζαηυ έκγοιμ PDC-

E2 ηαζ ηδκ βθοημπνςηεΐκδ ηςκ πονδκζηχκ πυνςκ gp210 (Shimoda, Nakamura et al. 2003). 

ε ακηίεεζδ ιε αοηυ πμο ζοιααίκεζ ιε ηα PDC-E2 ακηζβυκα, μζ επίημπμζ ηςκ Σ ηαζ 

Β θειθμηοηηάνςκ ανίζημκηαζ ζε δζαθμνεηζηέξ πενζμπέξ, ζηδκ gp210. Ο ηφνζμξ αοημεπίημπμξ 

βζα ηα Β θειθμηφηηανα είκαζ ιία πενζμπή πενζμνζζιμφ ιεηαλφ ηςκ αιζκμλέςκ 1869 ηαζ 1883, 

δ μπμία ανίζηεηαζ ζημ ηαναυλο-ηεθζηυ άηνμ ηδξ πνςηεΐκδξ (Nickowitz and Worman 1993; 

Shimoda, Nakamura et al. 2003). O επίημπμξ ηςκ CD4 T θειθμηοηηάνςκ ανίζηεηαζ ιεηαλφ 

ηςκ αιζκμλέςκ 188-201 βεβμκυξ πμο δείπκεζ υηζ μζ επίημπμζ ηςκ Β ηαζ Σ θειθμηοηηάνςκ 

ζηδκ gp210 πνςηεΐκδ ανίζημκηαζ ζε ακηίεεηεξ πενζμπέξ. Γφμ ηθχκμζ T θειθμηοηηάνςκ πμο 

επζθέπεδηακ απυ ακαζοκδοαζιέκδ gp210 δεκ ακαβκχνζγακ ημ πεπηίδζμ 188-201, πμο 

οπμδεζηκφεζ πζεακχξ ηδκ φπανλδ ηζ άθθςκ αοημεπζηυπςκ βζα ηα CD4 T-θειθμηφηηανα 

(Nickowitz and Worman 1993; Shimoda, Nakamura et al. 2003). 

Σμ πμζμζηυ ηςκ αζεεκχκ, ιε δζαβκςζιέκδ PBC, ζημ μπμίμ ακζπκεφεδηακ ακηζ-

gp210 ακηζζχιαηα, ηοιαζκυηακ ιεηαλφ 9,5%-41% (ιε ιέζμ υνμ 25%) (Lozano, Pares et al. 

1988; Lassoued, Brenard et al. 1990; Nickowitz, Wozniak et al. 1994; Wesierska-Gadek, 

Hohenauer et al. 1995; Bandin, Courvalin et al. 1996; Mattalia, Luttig et al. 1997; Worman 

and Courvalin 2003).  
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Ακηζ-gp210 ακηζζχιαηα, βεκζηά, ζοκεπίγμοκ κα οπάνπμοκ ηαζ ιεηά απυ μνεμημπζηή 

ιεηαιυζπεοζδ ήπαημξ, πανυθμ πμο δεκ οπάνπμοκ ζζημθμβζηά ζημζπεία ηδξ αζεέκεζαξ 

(Mattalia, Luttig et al. 1997; Dubel, Farges et al. 1998; Luettig, Boeker et al. 1998; Worman 

and Courvalin 2003).   

Η ελεζδίηεοζδ πμο πανμοζζάγμοκ ηα ακηζζχιαηα ακηζ-gp210 βζα ηδκ PBC, είκαζ 

ιεβαθφηενδ απυ 99% (Nesher, Margalit et al. 2001; Worman and Courvalin 2003; Bauer and 

Habior 2007; Muratori, Granito et al. 2008). ε πμθφ ζπάκζεξ πενζπηχζεζξ ακηζ-gp210 

ακηζζχιαηα έπμοκ ανεεεί ζηδκ αοημάκμζδ δπαηίηζδα, ηδ νεοιαημεζδή ανενίηζδα, ηδ 

πμθοιομζίηζδα ηαζ ημ ζφκδνμιμ Sjogren (Dagenais, Bibor-Hardy et al. 1988; Konstantinov, 

Foisner et al. 1995; Bandin, Courvalin et al. 1996; Nesher, Margalit et al. 2001). Ωξ εη 

ημφημο, ζε πενζπηχζεζξ υπμο ηα AMA έπμοκ πμθφ παιδθυ ηίηθμ ή δεκ οπάνπμοκ ηαευθμο, ηα 

ακηζ-gp210 ακηζζχιαηα πνδζζιμπμζμφκηαζ βζα ηδκ επζαεααίςζδ ηδξ δζάβκςζδξ ηδξ 

αζεέκεζαξ. 

Οζ αζεεκείξ ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ gp210 πανμοζζάγμοκ πανυιμζα ηθζκζηά 

παναηηδνζζηζηά ανίζημκηαζ ζε πνμπςνδιέκμ ζηάδζμ, έπμοκ ορδθυηενα, ακ ηαζ δζαθμνεηζηά, 

επίπεδα ακηζζςιάηςκ IgΜ. (Nakamura, Shimizu-Yoshida et al. 2005).   

Η ζδιαζία ημο ηίηθμο ηςκ ακηζζςιάηςκ ακηζ-gp210 δζενεοκήεδηε ζε ιεθέηδ, πμο 

έβζκε απυ ημοξ Nakamura et al., ζοβηνίκμκηαξ ηδκ ελέθζλδ ηδξ κυζμο ιεηαλφ αζεεκχκ ιε 

ορδθμφ ηίηθμο ακηζ-gp210 ακηζζχιαηα ηαζ αζεεκχκ ηςκ μπμίςκ μ ηίηθμξ ηςκ ακηίζημζπςκ 

ακηζζςιάηςκ εθαηηχεδηε ζε ηακμκζηά ή παιδθά επίπεδα ιεηά απυ έλζ ιήκεξ πνήζδξ ημο 

UDCA. Καηά ηδ δζάνηεζα ηςκ 10 πνυκςκ ηδξ παναημθμφεδζδξ ηςκ αζεεκχκ, ζημ 78,9% ηαζ 

ζημ 6,8% ηςκ αζεεκχκ ιε ορδθυ ηίηθμ ηαζ πςνίξ ακηζ-gp210 ακηζζχιαηα, ακηίζημζπα, έβζκε 

ιεηαιυζπεοζδ ή επήθεε εάκαημξ, βεβμκυξ πμο δεκ ζοκέαδ ζε ηακέκα απυ ημοξ αζεεκείξ ηςκ 

μπμίςκ μ ηίηθμξ ηςκ ακηζ-gp210 ακηζζςιάηςκ εθαηηχεδηε.  Σέθμξ ημ πμζμζηυ ηςκ αζεεκχκ 

πμο ηαηέθδλε ζε δπαηζηή ακεπάνηεζα ή εάκαημ ήηακ ζδιακηζηά ορδθυηενμ ζημοξ ακηζ-

gp210 εεηζημφξ ζοβηνζηζηά ιε ημοξ ακηζ-gp210 ανκδηζημφξ αζεεκείξ (Nakamura, Shimizu-

Yoshida et al. 2005).  Σα ακηζζχιαηα ηςκ μπμίςκ μ ηίηθμξ εθαηηχεδηε είπακ επίημπμ ζημ C-

ηεθζηυ άηνμ. Ο ηίηθμξ έθηαζε ζε ιεζαία ή παιδθά επίπεδα 6 ιήκεξ ιεηά ηδκ έκανλδ ηδξ 

εεναπείαξ (Nakamura, Shimizu-Yoshida et al. 2005). Οζ αζεεκείξ αοημί ηαηά ηδ ζηζβιή ηδξ 

δζάβκςζδξ πανμοζίαγακ πμθφ παιδθυηενα επίπεδα πμθενοενίκδξ ηαζ AST εκγφιμο 

ζοβηνζηζηά ιε ημοξ αζεεκείξ ηςκ μπμίςκ μ ηίηθμξ ηςκ ακηζ-gp210 ακηζζςιάηςκ πανέιεζκε 

ορδθυξ. οιπεναζιαηζηά δ ιεθέηδ αοηή έδεζλε υηζ αζεεκείξ ιε ορδθμφ ηίηθμο ακηζ-gp210 

ακηζζχιαηα ηαηά ηδ ζηζβιή ηδξ δζάβκςζδξ έπμοκ πεζνυηενδ πνυβκςζδ απυ αοημφξ ηςκ 

μπμίςκ μ ηίηθμξ, βζα ηα ακηίζημζπα ακηζζχιαηα, είκαζ παιδθυξ. 
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ε βεκζηέξ βναιιέξ ηα ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ πνςηεΐκδξ gp210 απακημφκηαζ ζημ 

30% πενίπμο ηςκ αζεεκχκ ιε PBC. Πανμοζζάγμοκ ιεβάθδ, ζπεδυκ απμηθεζζηζηή, 

ελεζδίηεοζδ βζα ηδκ αζεέκεζα, βεβμκυξ πμο ηα ηαεζζηά δείηηεξ ζηδ δζάβκςζδ ηδξ.  

 

p62 

Οζ μνμί απυ αζεεκείξ ιε PBC ζε πεζνάιαηα ακμζμαπμηφπςζδξ ακαβκχνζγακ 

πνςηεΐκδ ζηα 60kDa πενίπμο, δ μπμία εζηαγυηακ υηζ ήηακ δ κμοηθεμπμνίκδ p62 (Wesierska-

Gadek, Hohenauer et al. 1996) Η πνςηεΐκδ αοηή απμιμκχεδηε ιε πνςιαημβναθία 

αβπζζηείαξ, WGA (wheet-germ- agglutinin) (D'Onofrio, Starr et al. 1988) ηαζ δζαπζζηχεδηε 

υηζ μζ μνμί ηδκ ακαβκχνζγακ. Ακηζ-p62 ακηζζχιαηα έπμοκ ακαθενεεί ζε πμζμζηυ 23-32% 

ηςκ αζεεκχκ ιε PBC (Miyachi, Shibata et al. 1996; Wesierska-Gadek, Hohenauer et al. 

1996; Invernizzi, Podda et al. 2001; Miyachi, Hankins et al. 2003; Enarson, Rattner et al. 

2004), ηαζ ζε πμζμζηυ 13% αζεεκχκ ιε ζφκδνμιμ Sjogren (Miyachi, Shibata et al. 1996; 

Miyachi, Hankins et al. 2003; Enarson, Rattner et al. 2004). ε ιεθέηδ υπμο δ ηαοημπμίδζδ 

ηδξ p62 ααζίζηδηε ζηδκ ζδζυηδηα ηδξ κα ζοκδέεηαζ ζε θεηηίκδ (δ μπμία ζδζυηδηα 

πνδζζιμπμζήεδηε ηαζ βζα ηδκ απμιυκςζή ηδξ), ανέεδηε εεηζηυ πμζμζηυ 13% ηςκ αζεεκχκ 

(Miyachi, Hankins et al. 2003).  

Με αοηυκ υιςξ ημκ ηνυπμ απμιυκςζδξ, δζάθμνεξ πνςηεΐκεξ ημο πονδκζημφ πυνμο 

πμο έπμοκ πανυιμζα δμιή ιπμνμφκ κα ζοκαπμιμκςεμφκ. Έηζζ δ ηαοηυηδηα ημο 

αοημακηζβυκμο ζηα 60kDa έβζκε βκςζηή υηακ πνδζζιμπμζήεδηε ακαζοκδοαζιέκδ p62 

πνςηεΐκδ απυ ακενχπζκμ βεκεηζηυ οθζηυ ζδιαζιέκδ ιε S
35

 (Wesierska-Gadek, Penner et al. 

2006; Wesierska-Gadek, Klima et al. 2007). Οζ μνμί αζεεκχκ ιε PBC, ακαβκχνζζακ ηδκ 

ακαζοκδοαζιέκδ p62 ηυζμ ζε πεζνάιαηα ακμζμαπμηφπςζδξ υζμ ηαζ ζε πεζνάιαηα 

ακμζμηαηαηνήικζζδξ. Σμ πμζμζηυ ηςκ μνχκ, πμο ακαβκχνζζακ ηδκ ακαζοκδοαζιέκδ p62, 

είκαζ 55%. Δηηυξ απυ ηδκ ακαζοκδοαζιέκδ p62 απυ ακενχπζκμ βεκεηζηυ οθζηυ μζ μνμί απυ 

αζεεκείξ ιε PBC ακαβκςνίγμοκ ηδκ ακαζοκδοαζιέκδ p62 ηαζ απυ βεκεηζηυ οθζηυ ανμοναίμο 

εηθναζιέκδ ζε ηφηηανα εκηυιμο Sf9  ηα μπμία πανάβμοκ ηδκ ηνμπμπμζδιέκδ απυ ημ 

GlcNAc πνςηεΐκδ (Wesierska-Gadek, Klima et al. 2007). Η ακαβκχνζζδ ηδξ 

ακαζοκδοαζιέκδξ πνςηεΐκδξ ηαζ ηςκ δφμ εζδχκ ζδιαίκεζ υηζ μ αοημεπίημπμξ/μζ ανίζημκηαζ 

ζηζξ ζοκηδνδιέκεξ πενζμπέξ ηδξ κμοηθεμπμνίκδξ. Μεβάθδ μιμθμβία ειθακίγεηαζ ιεηαλφ ηδξ 

ακενχπζκδξ DNA αθθδθμοπίαξ ιε ηδκ ακηίζημζπδ ημο ανμοναίμο(Wesierska-Gadek, Klima et 

al. 2007). ε ακηίεεζδ ιε ηζξ πζμ πάκς ιεθέηεξ μζ Ou et al. δεκ ανήηακ ηακέκα μνυ πμο κα 

έπεζ ακηζ-p62 ακηζζχιαηα. ηδ ιεθέηδ αοηή πνδζζιμπμζήεδηε ναδζεκενβά ζδιαζιέκδ p62, δ 
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μπμία πανάπεδηε απυ μθυηθδνμ cDNA.(Enarson, Rattner et al. 2004; Ou, Enarson et al. 

2004).  

 

4. θνπόο ηεο Γηαηξηβήο 

Όπςξ θαίκεηαζ απυ ημ εζζαβςβζηυ ηιήια, ανηεηέξ πνςηεΐκεξ απμηεθμφκ ζηυπμ 

ακηζζςιάηςκ ζε μνμφξ αζεεκχκ ιε πνςημπαεή πμθζηή ηίννςζδ. Δηηυξ ηςκ ακηζ-

ιζημπμκδνζαηχκ ακηζζςιάηςκ ηδκ αζεέκεζα παναηηδνίγμοκ επίζδξ ακηζζχιαηα βζα 

πνςηεΐκεξ πμο ανίζημκηαζ ζημκ πονήκα ηαζ ηονίςξ ζημκ πονδκζηυ θάηεθμ. Ονζζιέκα απυ ηα 

ακηζπονδκζηά ακηζζχιαηα πμο ακζπκεφμκηαζ ζημκ μνυ πανμοζζάγμοκ ιεβάθδ εζδζηυηδηα, 

υιςξ δ ζοπκυηδηα ειθάκζζήξ ημοξ πμζηίθεζ ζδιακηζηά ιεηαλφ ηςκ δδιμζζεοιέκςκ ιεθεηχκ. 

Δπίζδξ, δδιμζζεοιέκα απμηεθέζιαηα οπμδεζηκφμοκ ηδκ φπανλδ ακηζζςιάηςκ βζα ιδ-

παναηηδνζζιέκα αοημακηζβυκα. ημπυξ ηδξ δζδαηημνζηήξ αοηήξ δζαηνζαήξ ήηακ α) κα 

πνμζδζμνζζηεί ιε ιεβάθδ αηνίαεζα δ ζοπκυηδηα ειθάκζζδξ ακηζπονδκζηχκ ακηζζςιάηςκ ηαζ 

α) κα ακζπκεοεμφκ ηαζ κα ηαοημπμζδεμφκ, μζ πνςηεΐκεξ ηονίςξ ημο πονδκζημφ θαηέθμο, μζ 

μπμίεξ είκαζ ζηυπμζ αοημακηζζςιάηςκ ζε μνμφξ αζεεκχκ ιε πνςημπαεή πμθζηή ηίννςζδ. Γζα 

ημκ ζημπυ αοηυ α) εδναζχζαιε ανπζηά ιζα ιεεμδμθμβία ακίπκεοζδξ ηςκ ακηζζςιάηςκ ιε 

έιιεζμ ακμζμθεμνζζιυ ηαζ ηαοημπμίδζδξ αοημακηζζςιάηςκ βζα ζοβηεηνζιέκα ακηζβυκα ημο 

πονδκζημφ θαηέθμο ιε αζμπδιζηέξ ηαζ ακμζμπδιζηέξ πνμζεββίζεζξ, πνδζζιμπμζχκηαξ κέα 

οπμζηνχιαηα ηαζ οθζηά ηαζ α) πνμζδζμνίζαιε ηδ ζοπκυηδηα ειθάκζζδξ αοημακηζζςιάηςκ 

βζα ακηζβυκα ημο πονήκα ηαζ ημο πονδκζημφ θαηέθμο ζε 103 μνμφξ αζεεκχκ ιε PBC, ζε ιία 

απυ ηζξ ιεβαθφηενεξ ζεζνέξ αζεεκχκ. 
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ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 
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1. Τιηθά 

 
Όθα ηα ημζκά ακηζδναζηήνζα ηα μπμία πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδκ πανμφζα ενβαζία ηαζ 

δεκ ακαθένμκηαζ ήηακ ακαθοηζηήξ ηαεανυηδηαξ ηαζ πνμένπμκηαζ απυ ηζξ εηαζνείεξ Merck 

(Darmstradt, Germany), Sigma-Αldrich (Steinheim, Germany), Biorad (Palo Alto, CA, USA), 

Fluka (Switzerland) ηαζ Riedel del Haen (Switzerland). 

Οζ μνμί πμο πνδζζιμπμζήεδηακ πνμένπμκηαζ απυ αζεεκείξ ιε δζαβκςζιέκδ PBC ηαζ 

παναημθμοεμφκηαζ ζηδκ Κθζκζηή Γαζηνμεκηενμθμβίαξ ημο Πακεπζζηδιζαημφ Γεκζημφ 

Νμζμημιείμο Ηναηθείμο.  

Οζ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ ΗeLa ηαζ HepG2 πνμένπμκηαζ απυ ηδκ ΑTCC (American Type 

Culture Collection), εκχ ηα ηφηηανα Ishikawa ήηακ εοβεκζηή πνμζθμνά ημο Δνβαζηδνίμο 

Φανιαημθμβίαξ ημο Σιήιαημξ Ιαηνζηήξ ημο Πακ. Κνήηδξ (Καε. Α. Γνααάκδξ). H πνμιήεεζα 

ηςκ ενεπηζηχκ οθζηχκ, μνμφ ειανφμο αμυξ (FBS), πεκζηζθίκδξ/ζηνεπημιοηίκδξ ηαζ ενορίκδξ 

έβζκε απυ ηδκ εηαζνεία Gibco-BRL Co, MD, USA.  

Γζα πεζνάιαηα ακμζμθεμνζζιμφ ηαζ ακμζμαπμηφπςζδξ πνδζζιμπμζήεδηακ πονήκεξ 

ηαζ πονδκζημί θάηεθμζ απυ δπαημηφηηανα ανμοναίςκ, ηα μπμία απμιμκχεδηακ απυ ήπαν 

οβζχκ ανμοναίςκ ημο γςμηνμθείμο ημο πακεπζζηδιίμο Κνήηδξ. 

Tα πνςηoβεκή ακηζζχιαηα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζε πεζνάιαηα ακμζμαπμηφπςζδξ 

ηαζ έιιεζμο ακμζμθεμνζζιμφ είκαζ:  

 Αοημάκμζμζ μνoí αζεεκχκ ιε πνςημπαεή πμθζηή ηίννςζδ, Human (Κθζκζηή 

Γαζηνμεκηενμθμβίαξ, Πακεπζζηδιζαημφ Γεκζημφ Νμζμημιείμο Ηναηθείμο ) 

 Anti-gp210, rabbit polyclonal, Abcam Inc.,Cambridge 

 Anti-p62, mouse monoclonal, BD Transduction 

 Anti-nuclear pore complex proteins 414,mouse monoclonal, Covance, California 

 Anti-lamin B, rabbit polyclonal, (Theodoropoulos, Polioudaki et al. 1999) 

 Anti-LBR, rabbit polyclonal, (Makatsori, Kourmouli et al. 2004)  

ηδκ ακμζμαπμηφπςζδ πνδζζιμπμζήεδηακ ηα αηυθμοεα δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα:  

 Αnti-human IgG, Horseradish Peroxidase, GE Healthcare, UK 

 Αnti-human IgM, Horseradish Peroxidase, Southern Biotech, USA 

 Αnti-rabbit IgG, Horseradish Peroxidase GE Healthcare, UK 

 Anti-mouse IgG, Horseradish Peroxidase, GE Healthcare, UK 

 

ηα πεζνάιαηα έιιεζμο ακμζμθεμνζζιμφ πνδζζιμπμζήεδηακ ηα αηυθμοεα 

δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα:  
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 Αnti-human FITC, IgG, IΝΟVA Diagnostics, USA 

 Αnti-human FITC, IgM, DAKO, Denmark 

Γζα πεζνάιαηα ακμζμθεμνζζιμφ πνδζζιμπμζήεδηακ ηαζ παναζηεοάζιαηα ηοηηάνςκ 

Ηep2 ηδξ INOVA Diagnostics (San Diego, CA). 

ηα πεζνάιαηα εκγοιμζφκδεηδξ ακμζμπνμζνμθδηζηήξ ιέηνδζδξ (ELISA) 

πνδζζιμπμζήεδηακ ηα QUANTA Lite
TM 

gp210 kit βζα ηδκ βθοημπνςηεΐκδ gp210 ηαζ 

QUANTA Lite
TM

sp100 kit βζα ηδκ πνςηεΐκδ sp100 ηςκ PML ζςιαηζδίςκ ηςκ πυνςκ. 

Υνδζζιμπμζήεδηε επίζδξ ημ IMTEC-LIVER PROFILE S ELISA kit, ημ μπμίμ ακζπκεφεζ 

δζάθμνα αοημακηζζχιαηα πανάθθδθα (LKM1, AMA-M2, sp100, gp210, LBR ηαζ SLA).   

Γζα ηδ δζενεφκδζδ ηδξ φπανλδξ ακηζιζημπμκδνζαηχκ ακηζζςιάηςκ ζημοξ μνμφξ 

πνδζζιμπμζήεδηε ημ Mitochondria Dot kit ημ μπμίμ ακζπκεφεζ ηα αοημακηζζχιαηα ηυζμ G 

υζμ ηαζ Μ ηάλδξ ηςκ M2 ακηζβυκςκ (OGDC-E2, BCOADC-2, PDC-E2).  
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2. Μέζνδνη 

 

2.1. Κπηηαξνθαιιηέξγεηεο 
 

ηδκ πανμφζα ιεθέηδ πνδζζιμπμζήεδηακ μζ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ HeLa (ακενχπζκα 

επζεδθζαηά ηφηηανα απυ αδεκμηανηίκςια ηναπήθμο ιήηναξ) ηαζ HepG2 (ακενχπζκμ 

δπαημηοηηανυ ηανηίκςια). Σα ηφηηανα ηαθθζενβήεδηακ ζε πθαζηζηά ηνοαθία Petri 100mm 

ζημοξ 37°C ηαζ ζε  αηιυζθαζνα 5% CO2. Σμ ενεπηζηυ ιέζμ ηαθθζένβεζαξ ακακεςκυηακ ηάεε 

48 ή 72 χνεξ.   

Ωξ ααζζηυ ιέζμ ηαθθζένβεζαξ βζα ηα HeLa πνδζζιμπμζήεδηε ημ Dulbecco´s MEM 

(4500mg/L βθοηυγδ, L-βθμοηαιίκδ) πμο είκαζ ειπθμοηζζιέκμ ιε 10% v/v αδνακμπμζδιέκμ 

(56°C βζα 30 θεπηά)  FBS ( Fetal Bovine Serum), 1% v/v πονμζηαθοθζηυ κάηνζμ, 1% v/v 

ιείβια πεκζηζθίκδξ/ ζηνεπημιοηίκδξ ηαζ ηα   HepG2 ζε Dulbecco´s MEM-Ηam´s F12 (1X 

medium, stable βθμοηαιίκδ), ημ μπμίμ πενζείπε 10% v/v αδνακμπμζδιέκμ  (56°C βζα 30 

θεπηά)  FBS, 1% v/v πεκζηζθίκδ ηαζ ζηνεπημιοηίκδ. Γζα ηα Ishikawa ημ ιέζμ ακάπηολδξ πμο 

πνδζζιμπμζήεδηε είκαζ ημ ΜΔΜ ειπθμοηζζιέκμ ιε 10% v /v αδνακμπμζδιέκμ  (56°C βζα 30 

θεπηά)  FBS, 1% v/v πεκζηζθίκδ ηαζ ζηνεπημιοηίκδ. 

Όηακ ηα ηφηηανα έθηακακ ζε πθήνδ ακάπηολδ, πνμηεζιέκμο κα ακαηαθθζενβδεμφκ, 

απμημθθμφκηακ απυ ηα ηνζαθία ιεηά απυ επχαζδ ιε δζάθοια ενορίκδξ-ΔDTA βζα 3 θεπηά 

ζημοξ 37°C. Η ενορίκδ αδνακμπμζείηαζ  πνμζεέημκηαξ ίζμ υβημ ενεπηζημφ ιε μνυ ηαζ 

απμιαηνφκεηαζ ιε θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 1400 ζηνμθέξ ημ θεπηυ βζα 5 θεπηά ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο (θοβυηεκηνμξ Kubota 2100). Σα ηφηηανα επακαζςνμφκηαζ ζε ηαηάθθδθδ πμζυηδηα 

ενεπηζημφ οθζημφ ηαθθζένβεζαξ ηαζ ιμζνάγμκηαζ ζε κέα ηνοαθία βζα κα επακαηαθθζενβδεμφκ.        

 

2.2. Απνκόλσζε ππξήλσλ 

2.2.1. Γηαδηθαζία απνκόλσζεο ππξήλσλ από HepG2 θύηηαξα 

Κφηηανα απυ 30 ηνοαθία Petri δζαιέηνμο 100mm, ζοβηεκηνχεδηακ ζε 50mL 

ενεπηζημφ Dulbecco´s MEM (4500mg/L βθοηυγδ, L-βθμοηαιίκδ) πμο πενζείπε 10% v/v FBS 

( Fetal Bovine Serum), 1% v/v πονμζηαθοθζηυ κάηνζμ, 1% v/v πεκζηζθίκδ ηαζ ζηνεπημιοηίκδ. 

ηδ ζοκέπεζα πνμζηεεήηακ 20mM ηοημπαθαζίκδξ ηαζ ηα ηφηηανα επςάζηδηακ ζημοξ 37°C 

βζα 45 θεπηά ιε ακάδεοζδ ηαηά δζαζηήιαηα. Σμ εκαζχνδια θοβμηεκηνήεδηε ζηα 300g βζα 5 

θεπηά ηαζ ημ ίγδια πθφεδηε 3 θμνέξ ιε PBS 1Υ, 1mM PMSF.  

Μεηά ημ ηέθμξ ηςκ πθφζεςκ ημ ίγδια δζαθφεδηε ζε 30mL δζαθφιαημξ Η (10mM 

Tris-HCl pH 7,5, 2mM MgCl2, 0,1mM EGTA, 1mM PMSF, 1mM DTT, 1ιL/mL ακαζημθείξ 
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πνςηεαζχκ) ηαζ πανέιεζκε οπυ ακάδεοζδ ζημοξ 4°C βζα 30 θεπηά. Αημθμφεδζε επακάθδρδ 

ηδξ δζαδζηαζίαξ ηδξ θφζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε εκδζάιεζδ θοβμηέκηνδζδ ζηα 1000g βζα 10 

θεπηά ζημοξ 4°C. Σμ ίγδια επακαδζαθφεδηε ζε 30mL δζαθφιαημξ Η ηζ επςάζηδηε ζημοξ 4°C 

βζα 30 θεπηά. 

ηδ ζοκέπεζα ηα ηφηηανα μιμβεκμπμζήεδηακ πνδζζιμπμζχκηαξ μιμβεκμπμζδηή 

Dounce. Η ελαηνίαςζδ ηδξ ηοηηανζηήξ θφζδξ ημοξ δζαπζζηχεδηε εθέβπμκηαξ ιζηνή 

πμζυηδηα ζε ακάζηνμθμ ιζηνμζηυπζμ. Σμ μιμβεκμπμίδια πέναζε απυ ζφνζββα, βζα κα 

ζπάζμοκ ηοπυκ ζοζζςιαηχιαηα πμο ζπδιαηίζηδηακ ηαζ θοβμηεκηνήεδηε ζηα 1000g βζα 10 

θεπηά ζημοξ 4°C.  

Σμ ίγδια δζαθφεδηε ζε 12mL δζαθφιαημξ Β (1,2Μ ζαηπανυγδ, 25mM KCl, 50mM 

Tris-HCl pH 7,5, 5mM MgCl2, 0,5mM PMSF, 0,5mM DTT, 1ιL/mL ακαζημθείξ 

πνςηεαζχκ) ηαζ θοβμηεκνηήεδηε πάκς απυ ζηνχια δζαθφιαημξ ζαηπανυγδξ (2Μ 

ζαηπανυγδ, 25mM KCl, 50mM Tris-HCl pH 7,5, 5mM MgCl2, 0,5mM PMSF, 0,5mM DTT, 

1ιL/mL ακαζημθείξ πνςηεαζχκ) ζηζξ 30000 ζηνμθέξ ημ θεπηυ βζα 2 χνεξ ζημοξ 4°C 

(θοβυηεκηνμξ Sorval, ηεθαθή TH-641). 

Αημθμφεδζε δζάθοζδ ημο ζγήιαημξ ζε ιζηνή πμζυηδηα δζαθφιαημξ Β ηαζ 

θοβμηέκηνδζδ ζηα 1500g βζα 10 θεπηά ζημοξ 4°C ηαζ ηαηαρφπεδηακ ζε 50% βθοηενυθδ / 

PBS 1X ζημοξ -80°C.  

Η πμζυηδηα ηςκ πονήκςκ πμο απμιμκχεδηακ είκαζ ακάθμβδ ηδξ πμζυηδηα ημο 

DNA. Ο πνμζδζμνζζιυξ ημο DNA  ζηδνίγεηαζ ζηδκ ζδζυηδηα ηςκ αάζεςκ ηςκ κμοηθεμηζδίςκ 

κα απμννμθμφκ ζημ οπενζχδεξ θςξ. Η μπηζηή ποηκυηδηα αναζςιέκμο δζαθφιαημξ (1:1000 

εκαζςνδιέκςκ πονήκςκ) ιεηνάηαζ ζε ιήημξ ηφιαημξ 260 nm (OD260). Όηακ δ μπηζηή 

ποηκυηδηα (OD260) είκαζ 1 ηυηε ζημ δζάθοια ανίζημκηαζ 3x10
6
 πονήκεξ ηαζ αοηυ μνίγεηαζ ςξ 

ιία ιμκάδα πονήκςκ.  

   

2.2.2. Γηαδηθαζία απνκόλσζεο ππξήλσλ από επαηνθύηηαξα αξνπξαίσλ  

Οζ πονήκεξ απυ δπαημηφηηανα ανμοναίςκ απμιμκχεδηακ αημθμοεχκηαξ ηδκ 

δζαδζηαζία πμο πενζβνάθδηε απυ ημοξ Blobel and Potter, ηαηά ηδκ μπμία μζ πονήκεξ 

ζγδιαημπμζμφκηαζ πενκχκηαξ ιέζα απυ ζηνχια δζαθφιαημξ ζμοηνυγδξ. Η ζφζηαζδ ημο 

δζαθφιαημξ αοημφ είκαζ ηέημζα μφηςξ χζηε κα επζηνέπεζ ιυκμ ζημοξ πονήκεξ κα ημ 

δζαπενάζμοκ αθήκμκηαξ ημ εκδμπθαζιαηζηυ δίηηομ ηαζ ηα ιζημπυκδνζα κα επζπθέμοκ ζημ 

δζάθοια (Blobel and Potter 1966; Matunis 2006).  

Καηά ηδ δζαδζηαζία αοηή απμιμκχεδηε ήπαν απυ δέηα κεανμφξ ανμοναίμοξ ηαζ 

ημπμεεηήεδηε ζε παβςιέκμ PBS. ηδ ζοκέπεζα, αθμφ γοβίζηδηε, μ δπαηζηυξ ζζηυξ 
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ιεηαθένεδηε ζημ ροπνυ εάθαιμ (cold room) υπμο ηαζ ηειαπίζηδηε. Αημθμφεδζε ιδπακζηή 

μιμβεκμπμίδζδ ζε ίζμ υβημ δζαθφιαημξ 0,25Μ steak (0,25M ζαηπανυγδ, 12,5mΜ KCl, 

50mM Tris-HCl pH 7,5, 5mM MgCl2, 0,5mM DTT, 1mM PMSF, ακαζημθείξ πνςηεαζχκ 

1ιL ακά mL). Σμ μιμβεκμπμίδια πέναζε απυ θίθηνμ βζα ηδκ απμιάηνοκζδ ηειαπίςκ ζζημφ 

ηαζ θοβμηεκηνήεδηε ζηζξ 2500 ζηνμθέξ ακά θεπηυ βζα  10 θεπηά  ζημοξ 4°C (θοβυηεκηνμξ 

Sorval, ηεθαθή SS-34). Σμ ζπδιαηζγυιεκμ ίγδια δζαθφεδηε ζε υβημ δζαθφιαημξ 2,3Μ steak 

(2,3M ζαηπανυγδ, 12,5mΜ KCl, 50mM Tris-HCl pH 7,5, 5mM MgCl2, 0,5mM DTT, 1mM 

PMSF, ακαζημθείξ πνςηεαζχκ 1ιL ακά mL) ίζμ ιε ηα 2/3 ημο ανπζημφ αάνμοξ, ηζ αθμφ 

μιμβεκμπμζήεδηε πνμζηέεδηε δζπθάζζμξ υβημξ δζαθφιαημξ 2,3Μ steak. Σμ μιμβεκμπμίδια 

θοβμηεκηνήεδηε  πάκς απυ ζηνχια 5mL δζαθφιαημξ 2,3Μ steak ζηζξ 25000 ζηνμθέξ ημ 

θεπηυ βζα ιία χνα (θοβυηεκηνμξ Sorval, ηεθαθή AH 629).  

Σμ οπενηείιεκμ απμιαηνφκεδηε εκχ ημ ίγδια δζαθφεδηε ζε ιζηνή πμζυηδηα 

δζαθφιαημξ 0,25Μ steak, ηζ αημθμφεδζε πνμζδζμνζζιυξ ηδξ απυδμζδξ ημο ζε πονήκεξ, ιε 

αάζδ ηδκ πμζυηδηα ημο DNA. Σέθμξ μζ πονήκεξ θοβμηεκηνήεδηακ ζηζξ 2500 ζηνμθέξ ακά 

θεπηυ ηζ αθμφ απμιαηνφκεδηε ημ οπενηείιεκμ ηαηαρφπεδηακ ζημοξ -80°C. Ο 

πνμζδζμνζζιυξ ημο DNA έβζκε υπςξ πενζβνάθδηε ηαζ πζμ πάκς. 

 

2.3. Απνκόλσζε ππξεληθώλ θαθέισλ από ππξήλεο επαηνθπηηάξσλ 

αξνπξαίσλ 

Γζα ηδκ απμιυκςζδ ηςκ πονδκζηχκ θαηέθςκ αημθμοεήεδηε δζαδζηαζία πμο 

ααζίγεηαζ ζε αοηήκ πμο πενζέβναρακ μζ Dwyer ηαζ Blobel (Dwyer and Blobel 1976) Οζ 

ηαηεροβιέκμζ πονήκεξ δζαθφεδηακ ζε δζάθοια Α (0,1mΜ MgCl2, 1mM DTT, 1ιL/mL 

ακαζημθείξ πνςηεαζχκ) ιε υβημ ακηίζημζπμ ηςκ units (1mL /100units). ηδ ζοκέπεζα 

πνμζηέεδηακ 4mL ακά 100units δζαθφιαημξ Β (10%w/v ζαηπανυγδ, 20mM Tris-HCl pH8,5, 

0,1mM MgCl2, 1mM DTT, 1ιL/mL ακαζημθείξ πνςηεαζχκ). ημ ιείβια πνμζηέεδηακ 10ιg 

/mL RNase ηαζ 10ιg/mL DNase ηζ αθέεδηε οπυ ακάδεοζδ βζα επχαζδ ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο βζα 15 θεπηά. Αημθμφεδζε θοβμηέκηνδζδ πάκς απυ ζηνχια δζαθφιαημξ 

ζαηπανυγδξ (30% ζαηπανυγδ, 20mM Tris-HCl pH7,5, 0,1mM MgCl2, 1mM DTT, 1ιL/mL 

ακαζημθείξ πνςηεαζχκ) ζηζξ 10000 ζηνμθέξ ακά θεπηυ βζα 15 θεπηά ζημοξ 4°C 

(θοβυηεκηνμξ Sorval, ηεθαθή SS-34).  

 Σμ οπενηείιεκμ απμιαηνφκεδηε ηαζ ημ ίγδια επακαδζαθφεδηε ζε 1,2mL ακά 

100units δζαθφιαημξ C (10%w/v ζαηπανυγδ, 20mM Tris-HCl pH7.5, 0.1mM MgCl2, 1mM 

DTT, 1ιL/mL ακαζημθείξ πνςηεαζχκ). Η πέρδ επακαθήθεδηε ιε ηδκ πνμζεήηδ 10ιg /mL 
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RNase ηαζ 10ιg/mL DNase. Αημθμφεδζε θοβμηέκηνδζδ πάκς απυ ζηνχια δζαθφιαημξ 

ζαηπανυγδξ (30% ζαηπανυγδ, 20mM Tris-HCl pH7,5, 0,1mM MgCl2, 1mM DTT, 1ιL/mL 

ακαζημθείξ πνςηεαζχκ) ζηζξ 10000 ζηνμθέξ ακά θεπηυ βζα 15 θεπηά ζημοξ 4°C 

(θοβυηεκηνμξ Sorval, ηεθαθή SS-34).  

Αθμφ απμιαηνφκεδηε ημ οπενηείιεκμ, ημ ίγδια επακαδζαθφεδηε ζε 1mL ακά 

100units δζαθφιαημξ C ηαζ πνμζηέεδηε 0,1mg/mL δπανίκδξ, βζα ηδκ απμιάηνοκζδ ηδξ 

πνςιαηίκδξ (Matunis 2006). Σμ ιίβια θοβμηεκηνήεδηε βζα 15 θεπηά ζηζξ 10000 ζηνμθέξ ακά 

θεπηυ ζημοξ 4°C πάκς απυ ζηνχια δζαθφιαημξ ζαηπανυγδξ (30% ζαηπανυγδ, 20mM Tris-

HCl pH7,5, 0,1mM MgCl2, 1mM DTT, 1ιL/mL ακαζημθείξ πνςηεαζχκ). Σμ ίγδια 

δζαθφεδηε ζε δζάθοια ορδθήξ ζοβηέκηνςζδξ άθαημξ (2Μ KCl, 50mM Tris-HCl pH 7,5, 

1mM DTT, 1mM PMSF) ηαζ θοβμηεκηνήεδηε ζηζξ 10000 ζηνμθέξ ακά θεπηυ βζα 30 θεπηά 

ζημοξ 4°C (θοβυηεκηνμξ Sorval, ηεθαθή SS-34). Σέθμξ ημ ίγδια δζαθφεδηε ζε παβςιέκμ 

κενυ ηαζ θοβμηεκηνήεδηε ζηζξ 15000 ζηνμθέξ ημ θεπηυ βζα 30 θεπηά ζημοξ 4°C 

(θοβυηεκηνμξ Eppendorf ). Οζ πονδκζημί θάηεθμζ (ίγδια) ηαηαρφπεδηακ ζημοξ     -80°C. 

 

2.4. Καζαξηζκόο πξσηετλώλ  

2.4.1. Καζαξηζκόο ιακηλώλ από ππξεληθνύο θαθέινπο επαηνθπηηάξσλ αξνπξαίσλ 

Ο ηαεανζζιυξ ηςκ θαιζκχκ έβζκε απυ εηπφθζζια πονδκζηχκ θαηέθςκ 

δπαημηοηηάνςκ ανμοναίςκ ιε πνςιαημβναθία ζμκημακηαθθαβήξ. ηδκ ζμκημακηαθθαηηζηή 

πνςιαημβναθία πνδζζιμπμζήεδηε δ εεηζηά θμνηζζιέκδ νδηίκδ δζ-αζεοθ-αιζκμ-αίεοθμ 

ηοηηανίκδ. Οζ ανκδηζηά θμνηζζιέκεξ πνςηεΐκεξ δεζιεφεδηακ ζηδ νδηίκδ ηαζ εηθμφζηδηακ 

ιε δζάθοια ορδθήξ ζοβηέκηνςζδξ άθαημξ. οβηεηνζιέκα βζα ημκ ηαεανζζιυ ηςκ θαιζκχκ 

πνδζζιμπμζήεδηε δ νδηίκδ DE52 (Whatman), ιε ηδκ μπμία επζηεφπεδηε μ δζαπςνζζιυξ ηδξ 

θαιίκδξ Β απυ ηζξ θαιίκεξ Α ηαζ C. 

 

 

 

Δηθόλα 2.4.1.1. Μυνζμ δζ-αζεοθ-αιζκμ-αζεοθμ ηοηηανίκδξ. 

 

 

 



59 

2.4.1.1. Πξνεηνηκαζία εθρπιίζκαηνο  ππξεληθώλ θαθέισλ επαηνθπηηάξσλ αξνπξαίσλ 

ημ δζάθοια εηπφθζζδξ ημ ηφνζμ ζοζηαηζηυ ήηακ δ μονία, πμο δζαζπά ημοξ ιδ 

μιμζμπμθζημφξ δεζιμφξ ηςκ πνςηεσκχκ ιε απμηέθεζια ηδκ δζαθοημπμίδζδ ημοξ. Μεηά ηδκ 

οπενθοβμηέκηνδζδ, πμο αημθμφεδζε, μζ δζαιειανακζηέξ πνςηεΐκεξ πανέιεζκακ ζημ ίγδια, 

εκχ μζ θαιίκεξ, μζ πονδκζημί πυνμζ ηζ υζεξ πνςηεΐκεξ είκαζ ζοκδεδειέκεξ ιαγί ημοξ, 

ανέεδηακ ζημ οπενηείιεκμ.     

Η εηπφθζζδ έβζκε ιε δζάθοια μονίαξ (8Μ Οονία, 10mM Tris-HCl pH7,5, 0,5mM 

PMSF, 1mM EDTA, 1mM DTT) ζε εενιμηναζία πενζαάθθμκημξ. ηδ ζοκέπεζα ημ 

εηπφθζζια οπενθοβμηεκηνήεδηε ζηζξ 40000 ζηνμθέξ ημ θεπηυ βζα 30 θεπηά ζημοξ 18ºC 

(θοβυηεκηνμξ Beckman, ηεθαθή 70.1 Ti). Σέθμξ ημ DTT απμιαηνφκεδηε ιε δζαπίδοζδ ζε 

δζάθοια μονίαξ πςνίξ DTT . 

 

2.4.1.2. Υξσκαηνγξαθία ηνληηθναληαιιαγήο DE52  

Ανπζηά, ζηδ νδηίκδ, έβζκακ 2 πθφζεζξ ηςκ 10 θεπηχκ  ιε ίζμ υβημ δζαθφιαημξ 1M 

Tris-HCl pH 7,5, οπυ ακαηίκδζδ, ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Αημθμφεδζακ άθθεξ 2 πθφζεζξ 

ηςκ 10 θεπηχκ ιε νοειζζηζηυ δζάθοια 100mM Tris-HCl pH7,5, ζηζξ ίδζεξ ζοκεήηεξ. Σέθμξ 

αθμφ έβζκε άθθδ ιζα πθφζδ ιε νοειζζηζηυ δζάθοια 10mM Tris-HCl pH7,5, δ νδηίκδ 

αθέεδηε ιε ημ νοειζζηζηυ δζάθοια βζα ιία χνα, οπυ ακαηίκδζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο, 

βζα ηδκ ελζζμννυπδζδ ημο pH. 

Η ελζζμννμπδιέκδ νδηίκδ ημπμεεηήεδηε ζηδ ζηήθδ ιε ιεβάθδ πνμζμπή βζα ηδκ 

απμθοβή ζπδιαηζζιμφ θοζαθίδςκ. Αθμφ πέναζε ημ νοειζζηζηυ δζάθοια, πνμζηέεδηε ημ 

εηπφθζζια μονίαξ, πμο πέναζε ιέζα απυ ηδ νδηίκδ ιε ηδ αμήεεζα ηδξ αανφηδηαξ. Με αοηυ 

ημκ ηνυπμ μζ ανκδηζηά θμνηζζιέκεξ θαιίκεξ δεζιεφεδηακ ζηδκ εεηζηά θμνηζζιέκδ νδηίκδ. 

Σμ οπυθμζπμ εηπφθζζια μονίαξ  ηαηαρφπεδηε ζημοξ -80ºC. 

ηδ ζοκέπεζα αημθμφεδζακ πθφζεζξ ηδξ νδηίκδξ ιε ημ δζάθοια μονίαξ (8Μ Οονία, 

10mM Tris-HCl pH7,5, 0,5mM PMSF, 1mM EDTA, 1mM DTT). Σμ πζμ πάκς δζάθοια 

απμεδηεφεδηε επίζδξ ζημοξ -80ºC.  

Η έηθμοζδ ηςκ θαιζκχκ έβζκε ιε δζάθοια μονίαξ, δζαααειζζιέκδξ ζοβηεκηνχζεςξ 

άθαημξ ( 0-200mΜ NaCl, 8Μ Οονία, 10mM Tris-HCl pH7,5, 0,5mM PMSF, 1mM EDTA, 

1mM DTT). Σμ δζάθοια έηθμοζδξ ζοθθέπεδηε ζε ηθάζιαηα. Σέθμξ βζα ηδκ απμδέζιεοζδ 

υθςκ ηςκ πνςηεσκχκ, δ νδηίκδ πθφεδηε ιε δζάθοια μονίαξ πμο πενζείπε 500 mΜ NaCl. Σμ 

δζάθοια απμεδηεφεδηε ζημοξ -80ºC. 

 



60 

2.4.2. Απνκόλσζε ρηκαηξηθώλ πξσηετλώλ από βαθηήξηα  

Γζα ηδκ παναβςβή ηαζ ηδκ απμιυκςζδ πζιαζνζηχκ GST-πνςηεσκχκ αημθμοεήεδηε 

δ ιέεμδμξ ηςκ Smith and Johnson (1988) (Smith and Johnson 1988). Βαηηδνζαηή 

ηαθθζένβεζα (100ml) ημο ζηεθέπμοξ ηςκ E. Coli, BL21(DE3) επςάζηδηε ζημοξ 37°C βζα 16 

χνεξ.  Σμ ενεπηζηυ οβνυ ηαθθζένβεζαξ (LB) πμο πνδζζιμπμζήεδηε πενζέπεζ 1% w/v ηνοπηυκδ, 

0.5% w/v εηπφθζζια ιαβζάξ, 1% w/v NaCl ηαζ 50ιg/ml αιπζηζθθίκδ. ηδ ζοκέπεζα δ 

ηαθθζένβεζα αναζχεδηε ζε υβημ 750ml ηαζ επςάζηδηε ζημοξ 37°C έςξ υημο δ μπηζηή 

ποηκυηδηα ζηα 600nm θηάζεζ ηδκ ηζιή 0,7.  Η επαβςβή ηδξ έηθναζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ έβζκε ιε 

0,1mM IPTG (isopropyl α-D-Thiogalacto-pyranoside) ζημοξ 30°C βζα 3 χνεξ.  ηδ ζοκέπεζα 

δ ηαθθζένβεζα θοβμηεκηνήεδηε ζηζξ 5000 ζηνμθέξ ακά θεπηυ (θοβυηεκηνμξ Sorvall, ηεθαθή 

SLA-3000) βζα 10 θεπηά ζημοξ 4°C. Σα ααηηήνζα θφεδηακ ζε 5ml δζαθφιαημξ MTPBS (1Υ 

PBS, 1.3mM PMSF, 0.1mM ιενηαπημαζεακυθδ) ιε πνήζδ οπενήπςκ (3 x 10sec).  

Aημθμφεδζε πνμζεήηδ 1% Triton X-100 ηαζ θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 10000 ζηνμθέξ ακά θεπηυ 

βζα 10 θεπηά ζημοξ 4°C (θοβυηεκηνμξ Sorvall, ηεθαθή SS-34). ηδ ζοκέπεζα ημ οπενηείιεκμ 

επςάζηδηε ιε ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ (GST-beads, Glutathione Sepharose 4B, Amersham) 

βζα 30 θεπηά ζημοξ 4°C. Σα ζθαζνίδζα βθμοηαεεζυκδξ πνμδβμοιέκςξ είπακ ελζζμννμπδεεί ιε 

δζάθοια MTPBS, 1% Triton X-100.  Μεηά ηδκ απμιάηνοκζδ ημο οπενηεζιέκμο, ηα 

ζθαζνίδζα, πθφεδηακ ιε ημ ίδζμ δζάθοια (30ml) ηαζ αημθμφεδζε έηθμοζδ ηδξ πνςηεΐκδξ ιε 

δζάθοια 10mM ακδβιέκδξ βθμοηαεεζυκδξ, 50mM Tris-HCl pH 8,0.  

 

2.5. Αλνζνθαηαθξήκληζε 

Η δζαδζηαζία πμο αημθμοεήεδηε βζα ηδκ ακμζμηαηαηνήικζζδ ηςκ αοημακηζβυκςκ 

δζαθένεζ ακάθμβα ιε ημ είδμξ ημο ακηζζχιαημξ. Σα ιμκμηθςκζηά ακηζζχιαηα 

πνμεπςάζηδηακ ιε ημ εηπφθζζια ηαζ ιεηά πνμζηέεδηακ ηα ζθαζνίδζα G πνςηεΐκδξ-

ζεθανυγδξ. ε ακηίεεζδ, ηα πμθοηθςκζηά ακηζζχιαηα πνχηα  επςάζηδηακ ιε ηα ζθαζνίδζα 

G πνςηεΐκδξ-ζεθανυγδξ. Με ηδ αμήεεζα ημο δζιεεοθμ-πζιεθζιζδμ-δζπθςνζδίμο 

ζπδιαηίζηδηακ μιμζμπμθζημί δεζιμί ιεηαλφ ακηζζχιαημξ ηαζ G πνςηεΐκδξ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα 

ηα δεζιεοιέκα ιε ηδ G πνςηεΐκδ, ηςκ ζθαζνζδίςκ, ακηζζχιαηα, επςάζηδηακ ιε ημ 

εηπφθζζια. Σα ιμκμηθςκζηά ακηζζχιαηα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ είκαζ ημ ακηίζςια βζα ηδκ 

p62 ηαζ ημ ακηίζςια 414 πμο ακαβκςνίγεζ ηδκ p62 ηαζ ηζξ πνςηεΐκεξ ημο πονδκζημφ πυνμο ιε 

FXFG αθθδθμοπίεξ (nup358,nup214,nup153,nup54). Πμθοηθςκζηά είκαζ ηα ακηζζχιαηα πμο 

πενζέπμκηαζ ζημοξ μνμφξ ηςκ αζεεκχκ ιε αοημάκμζδ πνςημπαεή πμθζηή ηίννςζδ. 
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2.5.1. Δθρύιηζε πξσηετλώλ ησλ ππξεληθώλ πόξσλ από ππξεληθνύο θαθέινπο 

επαηνθπηηάξσλ αξνπξαίσλ  

Η εηπφθζζδ ηςκ πνςηεσκχκ έβζκε απυ πονδκζημφξ θαηέθμοξ δπαημηοηηάνςκ, ιε 

δζάθοια ορδθήξ ζοβηέκηνςζδξ άθαημξ ηαζ απμννοπακηζημφ. Γζα ηδκ εηπφθζζδ ηδξ p62 

πνδζζιμπμζήεδηε ημ απμννοπακηζηυ Empigen, εκχ βζα ηδκ εηπφθζζδ ηδξ  gp210 ηαεχξ ηαζ 

ηςκ άβκςζηςκ αοημακηζβυκςκ ημ ιδ ζμκζηυ απμννοπακηζηυ Triton. Σμ Empigen έπεζ 

ζδζυηδηεξ ηυζμ ζμκζηχκ υζμ ηαζ ιδ ζμκζηχκ απμννοπακηζηχκ. Έηζζ δζαζπά ημοξ δεζιμφξ 

ιεηαλφ ηςκ πνςηεσκχκ, ζδζυηδηα ηςκ ζμκζηχκ απμννοπακηζηχκ, πςνίξ κα πνμζδίδεζ 

αβςβζιυηδηα ηαζ δθεηηνμθμνδηζηή ηζκδηζηυηδηα, πμο είκαζ παναηηδνζζηζηυ ηςκ ιδ ζμκζηχκ 

απμννοπακηζηχκ.    

Γζα ηδκ εηπφθζζδ ηδξ p62 μζ πονδκζημί θάηεθμζ δπαημηοηηάνςκ ανμοναίμο 

επςάζηδηακ ιε δζάθοια S1 (0,3% Empigen (Fluka), 40mM Tris-HCl pH 7,5, 300mM NaCl, 

10% ζαηπανυγδ, 1mM EGTA, 2mM MgCl2, 1mM PMSF, ακαζημθείξ πνςηεσκχκ) βζα ιία 

χνα ζημκ πάβμ, αθμφ πνχηα μιμβεκμπμζήεδηακ ιε ηδ πνήζδ οπενήπςκ.   Σμ μιμβεκμπμίδια 

θοβμηεκηνήεδηε ζηα 15000g βζα 15 θεπηά ζημοξ 4°C, μφηςξ χζηε κα απμιαηνοκεμφκ απυ ημ 

εηπφθζζια ηα ιδ δζαθοηά ζςιαηίδζα.  

Η ίδζα δζαδζηαζία αημθμοεήεδηε ηαζ βζα ηδκ εηπφθζζδ ηδξ gp210, πνδζζιμπμζχκηαξ 

ημ δζάθοια S2 (2% Triton, 20mM Tris-HCl pH7,5, 300mM NaCl, 10% ζαηπανυγδ, 1mM 

EGTA, 2mM MgCl2, 1mM PMSF, ακαζημθείξ πνςηεσκχκ). 

 

2.5.2. Αλνζνθαηαθξήκληζε απηναληηγόλσλ κε ηε ρξήζε αληηζσκάησλ 

Ακαθοηζηά δ δζαδζηαζία πμο αημθμοεήεδηε βζα ηδκ ακμζμηαηαηνήικζζδ ιε 

ιμκμηθςκζηά ακηζζχιαηα είκαζ δ ελήξ: 

Σμ εηπφθζζια απυ πονδκζημφξ θαηέθμοξ δπαημηοηηάνςκ ανμοναίςκ βζα ηδκ p62 

επςάζηδηε ιε ζθαζνίδζα G πνςηεΐκδξ-ζεθανυγδξ, ηα μπμία πνμεπςάζηδηακ ιε δζάθοια 1% 

θζθηνανζζιέκδξ γεθαηίκδξ δένιαημξ ρανζμφ ζε 1X PBS, βζα 1 χνα ζημοξ 4°C. Με ηδκ 

επχαζδ αοηή απμηνάπδηε δ ιδ εζδζηή επζηάεδζδ πνςηεσκχκ ζηα ζθαζνίδζα. ηδ ζοκέπεζα ημ 

εηπφθζζια επςάζηδηε ιε ημκ μνυ, οπυ ακαηίκδζδ, βζα υθμ ημ ανάδο ζημοξ 4°C. Σδκ επυιεκδ 

ιένα πνμζηέεδηακ ζθαζνίδζα G πνςηεΐκδξ-εθανυγδξ, πνμεπςαζιέκα ιε δζάθοια 1% 

θζθηνανζζιέκδξ γεθαηίκδξ δένιαημξ ρανζμφ ζε 1X PBS, ηαζ επςάζηδηακ  οπυ ακάδεοζδ βζα 

ιζάιζζδ χνα ζημοξ 4°C. Μεηά ημ ηέθμξ ηδξ επχαζδξ ημ οπενηείιεκμ απμιαηνφκεδηε ηαζ ηα 

ζθαζνίδζα ιε ημ ζφιπθμημ ακηζζχιαημξ-ακηζβυκμο πθφεδηακ ιε ημ δζάθοια S1. Σέθμξ ηα 
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ζφιπθμηα ακηζζχιαημξ- ακηζβυκμο απμιαηνφκεδηακ απυ ηα ζθαζνίδζα ιε ηδ αμήεεζα 

απμδζαηαηηζημφ δζαθφιαημξ (Laemli Buffer) ηαζ εένιακζδ ζημοξ 100°C. 

 

2.5.3. Αλνζνθαηαθξήκληζε απηναληηγόλσλ κε ηε ρξήζε απηναληηζσκάησλ. 

Ανπζηά δδιζμονβήεδηακ μιμζμπμθζηά ζοκδεδειέκα αοημακηζζχιαηα ζε ζθαζνίδζα 

G πνςηεσκδξ. Η δζαδζηαζία έπεζ ςξ ελήξ: 

Ο μνυξ επςάζηδηε ιε ηα ζθαζνίδζα G πνςηεΐκδξ-εθανυγδξ ζε δζάθοια S3 (20mM 

Tris-HCl pH7,5, 10% ζαηπανυγδ, 1mM EGTA, 2mM MgCl2, 1mM PMSF, ακαζημθείξ 

πνςηεσκχκ) βζα ιία χνα ζημοξ 4°C. ηδ ζοκέπεζα ηα ζθαζνίδζα πθφεδηακ 2 θμνέξ ιε 

νοειζζηζηυ δζάθοια 0,1Μ ηεηνααμνζημφ καηνίμο pH9 ηζ επςάζηδηακ ιε 20mΜ δζιεεοθμ-

πζιεθζιζδμ-δζτδνμπθςνίδζμ (DMP, Dimethyl pimelimidate dihydrochloride, Sigma) ζε 

δζάθοια 0,1Μ ηεηνααμνζημφ καηνίμο pH9 βζα 30 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο, μφηςξ 

χζηε κα ζπδιαηζζημφκ μιμζμπμθζημί δεζιμί ιεηαλφ ημο ακηζζχιαημξ ηαζ ηδξ G πνςηεΐκδξ 

ηςκ ζθαζνζδίςκ. Η επχαζδ ιε ημ δζάθοια DMP επακαθήθεδηε ηζ αημθμφεδζακ δφμ πθφζεζξ 

ιε δζάθοια 50mΜ βθοηίκδξ pH 2,5 βζα ηδκ απμιάηνοκζδ ηςκ ιδ εζδζηά δεζιεοιέκςκ 

ζςιαηζδίςκ. Σμ εηπφθζζια ηδξ gp210 πνμημφ πνδζζιμπμζδεεί αναζχεδηε ηαζ πνμεπςάζηδηε 

ιε ζθαζνίδζα G πνςηεΐκδξ-εθανυγδξ βζα ιία χνα ζημοξ 4°C. ηδ ζοκέπεζα ηα ζθαζνίδζα ιε 

ηα μιμζμπμθζηά δεζιεοιέκα ακηζζχιαηα αθμφ πθφεδηακ ιε PBS ανηεηέξ θμνέξ ηαζ 

επςάζηδηακ ιε ημ εηπφθζζια υθμ ημ ανάδο ζημοξ 4°C, οπυ ακαηίκδζδ. Σδκ επυιεκδ ιένα ηα 

ζθαζνίδζα ιε ηα μιμζμπμθζηά δειέκα ζφιπθμηα ακηζζχιαημξ-ακηζβυκμο πθφεδηακ ιε ημ 

δζάθοια S3. ηδ ζοκέπεζα ζηα ζθαζνίδζα πνμζηέεδηε απμδζαηαηηζηυ δζάθοια (Laemli Buffer) 

ηαζ εενιάκεδηακ ζημοξ 70°C βζα 15 θεπηά μφηςξ χζηε κα απμδεζιεοεμφκ ηα αοημακηζβυκα.  

 

2.6. Πξνζδηνξηζκόο ζπγθέληξσζεο πξσηετλώλ 

Γζα ημκ πνμζδζμνζζιυ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ηςκ πνςηεσκχκ πνδζζιμπμζήεδηε δ 

πνςιαημιεηνζηή ιέεμδμξ Bradford (Bradford, McRorie et al. 1976), δ μπμία ζηδνίγεηαζ ζημ 

ζπδιαηζζιυ έβπνςιςκ ζοιπθυηςκ ιεηαλφ πνςηεσκζηχκ ιμνίςκ ηαζ ιμνίςκ πνςζηζηήξ 

Coomasie brilliant blue, ηα μπμία απμννμθμφκ ζε ιήημξ ηφιαημξ 595nm.  Γζα ημκ 

οπμθμβζζιυ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ πνςηεσκχκ ζε δείβια πνδζζιμπμζήεδηε ιζα πνυηοπδ ηαιπφθδ 

ακαθμνάξ, δ μπμία ηαηαζηεοάζηδηε ιε ιέηνδζδ ηδξ απμννυθδζδξ δεζβιάηςκ ιε βκςζηέξ 

ζοβηεκηνχζεζξ πνςηεΐκδξ BSA (αθαμοιίκδ μνμφ αμυξ). 
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2.7. Καηαθξήκληζε πξσηετλώλ 

Η ηαηαηνήικζζδ πνςηεσκχκ πμο ανίζημκηαζ ζε ιεβάθμ υβημ δζαθφιαημξ έβζκε ιε 

ηδκ πνμζεήηδ 25% ηνζπθςνμλζημφ μλέμξ. Μεηά ηδκ μιμβεκμπμίδζδ ηςκ δφμ ζημζαάδςκ, πμο 

ζπδιαηίγμκηαζ (οδαηζηή, μνβακζηή), ημ δζάθοια αθέεδηε ζε πάβμ ζημοξ 4°C υθμ ημ ανάδο. 

Σδκ επυιεκδ ιένα θοβμηεκηνήεδηε ζηζξ 15000 ζηνμθέξ ημ θεπηυ (rpm) βζα 30 θεπηά ζημοξ 

4°C. ημ ίγδια έβζκακ δφμ πεκηάθεπηεξ πθφζεζξ ιε αηεηυκδ. Μεηά απυ ηάεε πθφζδ δ 

ακάηηδζδ ημο ζγήιαημξ βζκυηακ ιε θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 14000 ζηνμθέξ ημ θεπηυ (rpm) βζα 15 

θεπηά ζημοξ 4°C. Μεηά ημ ηέθμξ ηςκ πθφζεςκ ημ ίγδια αθέεδηε βζα 5 θεπηά ζημοξ 100°C 

βζα ηδκ πθήνδ απμιάηνοκζδ ηδξ αηεηυκδξ.  

 

2.8. Ζιεθηξνθόξεζε πξσηετλώλ ζε πεθηή SDS-πνιπαθξπιακηδίνπ 

(SDS-PAGE) 

2.8.1. Πξνεηνηκαζία δεηγκάησλ 

Σα πνςηεσκζηά δείβιαηα δζαθφεδηακ ζε απμδζαηαηηζηυ δζάθοια (4Υ Laemmli 

buffer: 250mM Tris-HCL pH 6,8, 9,2% w/v SDS, 40% v/v βθοηενυθδ, 0,2% w/v 

Bromophenol blue, 100mM DTT) ηαζ εενιάκεδηακ ζημοξ 100 ºC βζα 10 θεπηά, χζηε κα 

επζηεοπεεί δ πθήνδξ απμδζάηαλδ ηςκ πνςηεσκχκ. Η πθήνδξ απμδζάηαλδ ηςκ πνςηεσκχκ 

ηαεχξ ηαζ δ ηάθορή ημοξ απυ ιυνζα SDS έπεζ ζακ ζοκέπεζα ηδκ ελάνηδζδ ηδξ 

δθεηηνμθμνδηζηήξ ημοξ ζηακυηδηαξ ιυκμ απυ ημ ιμνζαηυ ημοξ αάνμξ. Αοηυ έπεζ ζακ 

ζοκέπεζα ημκ δζαπςνζζιυ ημοξ ηαηά ιήημξ ημο πδηηχιαημξ ακαθυβςξ ημο ιμνζαημφ ημοξ 

αάνμοξ.      

 

2.8.2. Πξνεηνηκαζία πεθηήο SDS- πνιπαθξπιακηδίνπ 

Η πδηηή SDS- πμθοαηνοθαιζδίμο απμηεθείηαζ απυ δφμ είδδ πδηηςιάηςκ: ημ 

πήηηςια δζαπςνζζιμφ (separating gel: 7,5-12,5% v/v δζάθοια πμθοαηνοθαιζδίμο, 25% v/v 

νοειζζηζηυ δζάθοια δζαπςνζζιμφ: 1,5M Σris-HCl pH 8,8, 0,1% v/v APS, 0,05% v/v 

TEMED) ηαζ ημ πήηηςια επζζημίααλδξ (stacking gel: 4,5% v/v δζάθοια πμθοαηνοθαιζδίμο, 

25% v/v νοειζζηζηυ δζάθοια επζζημίααλδξ: 0,5M Σris-HCl pH 6,8, 0,4% SDS, 0,1% v/v 

APS, 0,1% v/v TEMED). Tα APS ηαζ TEMED θεζημονβμφκ ςξ ηαηαθφηεξ βζα ηδκ έκανλδ ηαζ 

ηδ δζαηήνδζδ ημο πμθοιενζζιμφ ακηίζημζπα μπυηακ πνμζηίεεκηαζ ζημ ηέθμξ.     
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Γζα ηδκ πνμεημζιαζία ηδξ πδηηήξ ανπζηά παναζηεοάζηδηε ημ πήηηςια 

δζαπςνζζιμφ ηζ εηπφεδηε ζημκ ηεκυ πχνμ ιεηαλφ δφμ βοάθζκςκ πθαηχκ πμο δζαπςνίγμκηαζ 

ιε βοάθζκα ηιήιαηα (spacers) πάπμοξ 1,5mm. Αθέεδηε κα πμθοιενζζηεί ηαζ πνμζηέεδηε ημ 

πήηηςια επζζημίααλδξ, ιέζα ζημ μπμίμ ημπμεεηήεδηε ημ πηέκζ βζα ημ ζπδιαηζζιυ ηςκ 

εέζεςκ ημπμεέηδζδξ ηςκ δεζβιάηςκ.  

 

2.8.3. Ζιεθηξνθόξεζε 

Αθμφ ζοκανιμθμβήεδηε δ ζοζηεοή ηαζ δ πδηηή ημπμεεηήεδηε ζηδ εέζδ ηδξ, 

απμιαηνφκεδηε ημ πηέκζ ηαζ πνμζηέεδηε ημ δζάθοια δθεηηνμθυνδζδξ (1Υ Electrophoresis 

buffer: 25mM Tris base, 192mM βθοηίκδ, 0,1% w/v SDS). ηδ ζοκέπεζα ηα δείβιαηα 

ημπμεεηήεδηακ ζηζξ εέζεζξ ημοξ ιε ζφνζββα Hamilton. Γζα πδηηχιαηα ιζηνμφ ιεβέεμοξ (mini 

gels) εθανιυζηδηε ζηαεενή ηάζδ 400V ηζ έκηαζδ 35mA. 

 

2.8.4. Υξώζε πεθηήο πνιπαθξπιακηδίνπ 

Η πνχζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ γςκχκ έβζκε ειααπηίγμκηαξ ηδκ πδηηή ζε δζάθοια 

πνχζδξ (50% v/v ιεεακυθδ, 12% v/v μλζηυ μλφ, 0,1% w/v Coomassie Brilliant Blue R-250) 

βζα 15-30 θεπηά. Αημθμφεςξ ημπμεεηήεδηε ζε δζάθοια απυπνςζδξ(10% v/v ιεεακυθδ, 10% 

v/v μλζηυ μλφ) υπμο πανέιεζκε οπυ ζοκεπή ακάδεοζδ έςξ υημο βίκμοκ μναηέξ μζ πνςηεσκζηέξ 

γχκεξ.  

 

2.9.  Αλνζναπνηύπσζε-Western Blot 

2.9.1. Mεηαθνξά πξσηετλώλ ζε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο 

Οζ πνςηεΐκεξ αθμφ απμδζαηάηηδηακ ηαζ δζαπςνίζηδηακ ζηδκ πδηηή ιε 

δθεηηνμθυνδζδ ιεηαθένεδηακ ζε ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ (PROTRAN 0,2ιm). Η 

ιεηαθμνά επζηεφπεδηε εθανιυγμκηαξ έκηαζδ νεφιαημξ 350mA βζα 1 χνα. Σμ νοειζζηζηυ 

δζάθοια ιεηαθμνάξ πμο πνδζζιμπμζήεδηε πενζείπε 25mΜ Tris base, 192mΜ βθοηίκδ, 0,1% 

w/v SDS ηαζ 20% v/v ιεεακυθδ. 

 

2.9.2. Δπαλαθνξά πξσηετλώλ ζε κε απνδηαηαθηηθή θαηάζηαζε 

Η ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ, αθμφ έβζκε δ ιεηαθμνά ηςκ πνςηεσκχκ, λεπθφεδηε 

ιε δζάθοια ζζμπνμπακυθδξ (20% ζζμπνμπακυθδ, 50mM Tris HCl pH8) μφηςξ χζηε κα 

απμιαηνοκεεί δ απμννοπακηζηή μοζία (SDS) ημο νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ ιεηαθμνάξ. ηδ 

ζοκέπεζα δ ιειανάκδ επςάζηδηε βζα ιία χνα ζημ δζάθοια επακαθμνάξ (7M βμοακζδίκδ, 
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50mM Tris HCl, 2mM EDTA,  5mM DTT). Με ημ πέναξ ηδξ επχαζδξ δ ιειανάκδ 

ειααπηίζηδηε ζε νοειζζηζηυ δζάθοια 20mM Tris-HCl pH 7,4, 155mM NaCl ηαζ 0,1% v/v 

Σween-20, υπμο ηαζ αθέεδηε οπυ ακάδεοζδ βζα 10 θεπηά. Σέθμξ ημπμεεηήεδηε ζε 

νοειζζηζηυ δζάθοια 20mM Tris-HCl pH 7,4, 155mM NaCl ηαζ 0,1% v/v Σween-20, 1% v/v 

γεθαηίκδ απυ δένια ρανζμφ (blocking buffer) βζα 16 χνεξ ζημοξ 4°C.    

 

2.9.3. Γηαδηθαζία αλνζναλίρλεπζεο 

 Η ιέεμδμξ ηδξ ακμζμακίπκεοζδξ ζηδνίγεηαζ ζηδ ζφκδεζδ εκυξ εζδζημφ ακηζζχιαημξ 

ιε ημ ακηίζημζπμ ακηζβυκμ ημ μπμίμ ανίζηεηαζ αηζκδημπμζδιέκμ ζηδ ιειανάκδ. Ανπζηά, δ 

ιειανάκδ ζηδκ μπμία έπμοκ ιεηαθενεεί μζ πνςηεΐκεξ επςάζηδηε ζε νοειζζηζηυ δζάθοια 

20mM Tris-HCl pH 7,4, 155mM NaCl ηαζ 0,1% v/v Σween-20, 1% v/v γεθαηίκδ απυ δένια 

ρανζμφ (blocking buffer) βζα 16 χνεξ ζε εενιμηναζία πενζαάθθμκημξ έηζζ χζηε κα εθαηηςεεί 

δ πζεακυηδηα επζηάεδζδξ ηςκ ακηζζςιάηςκ, ιδ εζδζηά, ζηδ ιειανάκδ. Αημθμφεδζε επχαζδ 

βζα δουιζζδ χνεξ ιε ημ πνςημβεκέξ ακηίζςια, υηακ αοηυ ήηακ αοημάκμζμξ μνυξ ηαζ ακάθμβα 

ιε ηζξ μδδβίεξ ηδξ εηαζνίαξ βζα ηα οπυθμζπα (gp210, mAb414 ηαζ p62: 1h). Σα ακηζζχιαηα 

πμο ηαηαζηεοάζηδηακ απυ ημ ενβαζηήνζμ ιαξ επςάζηδηακ βζα ιία χνα (Lm A/C, LBR). Σα 

ακηζζχιαηα αναζχεδηακ ηαηάθθδθα ζε δζάθοια blocking. ηδ ζοκέπεζα έβζκακ ηνεζξ 

εηπθφζεζξ δζάνηεζαξ 10 θεπηχκ δ ηάεε ιζα ιε ζημπυ ηδκ απμιάηνοκζδ ημο ιδ δεζιεοιέκμο 

ακηζζχιαημξ ηαζ δ ιειανάκδ επςάζηδηε βζα ιία χνα ιε ημ δεοηενμβεκέξ ακηίζςια, 

αναζςιέκμ ζε δζάθοια blocking.  Αημθμφεςξ, δ ιειανάκδ πθφεδηε υπςξ ακαθένεηαζ 

παναπάκς ηαζ επςάζηδηε βζα 5 θεπηά ιε ημ ακηζδναζηήνζμ ειθάκζζδξ. Σέθμξ εηηέεδηε ζε 

θςημβναθζηυ θζθι βζα πνυκμ πμο ελανηάηαζ απυ ηδκ έκηαζδ ημο ζήιαημξ ηδξ 

πδιεζμθςηαφβεζαξ. ηδκ πανμφζα ιεθέηδ πνδζζιμπμζήεδηακ ηα ακηζζχιαηα πμο 

ακαθένμκηαζ ζημοξ πίλαθεο 2.9.3.1. ηαζ 2.9.3.2. ζηζξ ακηίζημζπεξ αναζχζεζξ. 

 

2.9.4. Απνκάθξπλζε αληηζσκάησλ γηα ηελ επαλάιεςε ηεο αλνζναλίρλεπζεο 

 Γζα ηδκ απμιάηνοκζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ δ ιειανάκδ ημπμεεηήεδηε ζε δζάθοια  

62,5mM Tris HCl pH 6,7, 2% w/v SDS, 100mM α-ιενηαπηoαζεακυθδ ηαζ εενιάκεδηε βζα 30 

θεπηά ζημοξ 50οC.  Αημθμφεδζακ 3 εηπθφζεζξ δζάνηεζαξ 10 θεπηχκ ιε 20mM Tris-HCl pH 

7,4, 155mM NaCl ηαζ 0,1% v/v Σween-20 (washing buffer) ηαζ επακάθδρδ ηδξ δζαδζηαζίαξ 

ακμζμακίπκεοζδξ. 
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2.10 Έκκεζνο αλνζνθζνξηζκόο. 

2.10.1. Τπόζηξσκα θπηηάξσλ  HeLa, HepG2 θαη Hep2. 

 Κφηηανα HeLa, HepG2 ηαζ Hep2 ηαθθζενβήεδηακ βζα 24 χνεξ ζε ηαθοπηνίδεξ 

18Υ18mm ηαζ αθμφ έβζκε πθφζδ ιε 1Υ PBS, αημθμφεδζε ιμκζιμπμίδζδ ημοξ ιε δζάθοια 

θμνιαθδεΰδδξ (4% ή 1% ζε 1Υ PBS) βζα 10 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Γζα ηδκ 

απεκενβμπμίδζδ ηδξ θμνιαθδεΰδδξ ηα ηφηηανα επςάζηδηακ ιε δζάθοια 20mM βθοηίκδ ζε 

1Υ PBS (Quench) βζα 5 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. ηδ ζοκέπεζα ηα ηφηηανα 

επςάζηδηακ ιε δζάθοια 1Υ PBS, 0,2% Triton X-100, 0,5% γεθαηίκδ δένιαημξ ρανζμφ ηαζ 

2mM MgCl2 (blocking buffer) βζα 10 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Η επχαζδ ιε ημ 

blocking buffer είπε ςξ ζημπυ ηδκ δζάκμζλδ μπχκ ζηζξ ηοηηανζηέξ ιειανάκεξ, μφηςξ χζηε κα 

βίκεζ δοκαηή δ είζμδμξ ημο ακηζζχιαημξ ζηα ηφηηανα αθθά ηαζ κα απμθεοπεεί δ επζηάεδζδ 

ημο ζε ιδ εζδζηέξ εέζεζξ. Καηυπζκ 50ιl αναζςιέκμο μνμφ (1:80) ζε blocking buffer 

ημπμεεηήεδηακ πάκς ζε ηάεε ηαθοπηνίδα. Σμ πνςημβεκέξ ακηίζςια επςάζηδηε ιε ηα 

ιμκζιμπμζδιέκα ηφηηανα βζα 45 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Αημθμφεδζε πθφζδ ηςκ 

δεζβιάηςκ ιε blocking buffer βζα 10 θεπηά μφηςξ χζηε κα απμιαηνοκεεί ημ ακηίζςια πμο 

δεκ είπε ζοκδεεεί εζδζηά. ηδ ζοκέπεζα ηα ηφηηανα επςάζηδηακ ιε ημ δεοηενμβεκέξ 

ακηίζςια βζα 45 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Αθμφ έβζκακ δφμ πεκηάθεπηεξ πθφζεζξ, 

ιία ιε blocking buffer ηαζ ιία ιε PBS βζα ηδκ απμιάηνοκζδ ηδξ πενίζζεζαξ ημο ακηζζχιαημξ 

πναβιαημπμζήεδηε πνχζδ ηςκ πονήκςκ ηςκ ηοηηάνςκ ιε πνήζδ ηαηάθθδθςκ πνςζηζηχκ 

μοζζχκ υπςξ είκαζ ημ DAPI (4΄-6-Diamidino-2-Phenylindole) ή ημ ΣΟ-PRO-3 iodide. Σμ 

DAPI πνδζζιμπμζήεδηε ζε ζοβηέκηνςζδ 0.004mg/ml ζε PBS ηαζ επςάζηδηε ιε ηα ηφηηανα 

βζα 5 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο.  Η πνχζδ ηςκ πονήκςκ ιε ΣΟ-PRO-3 έβζκε ιεηά απυ 

αναίςζδ 1:1000 ζε PBS ηαζ επχαζδ ηςκ δεζβιάηςκ βζα 10 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 

Οζ παναπάκς πνςζηζηέξ δζαθένμοκ ςξ πνμξ ηα ιήηδ ηφιαημξ δζέβενζδξ ηαζ εηπμιπήξ ζημ 

θάζια θεμνζζιμφ.  

Δπζπθέμκ, πνδζζιμπμζήεδηακ ειπμνζηά δζαεέζζια παναζηεοάζιαηα ηοηηάνςκ Hep2 

απυ 3 δζαθμνεηζηέξ εηαζνίεξ: INOVA Diagnostics (San Diego, CA), Zeus Scientific Inc. 

(Raritan, NJ), BMD (Marne La Vallée, France) αημθμοεχκηαξ ηδ δζαδζηαζία πμο πνμηείκεηαζ 

απυ ηδκ εηαζνία.  
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Πίλαθαο 2.9.3.1. Οζ αναζχζεζξ ηςκ πνςημβεκχκ ακηζζςιάηςκ, πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδκ 

ακμζμακίπκεοζδ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίλαθαο 2.9.3.2. Οζ αναζχζεζξ ηςκ δεοηενμβεκχκ ακηζζςιάηςκ, πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδκ 

ακμζμακίπκεοζδ.  

 

 

 

                Πξσηνγελή αληηζώκαηα              Αξαηώζεηο 

                    103 Aπηνάλνζνη νξνί 

           Πξσηνπαζνύο Υνιηθήο Κίξξσζεο 
                    1:300 

                             αληη- p62                     1:1000 

                              mAb414                     1:1000 

                             αληη-gp210                     1:1000 

                            αληη-LmA/C                     1:1000 

                             αληη-LBR                     1:200 

             Γεπηεξνγελή αληηζώκαηα                 Αξαηώζεηο 

                   Anti-human IgG                  1:10000 

                   Anti-human IgM                  1: 8000 

                   Anti-mouse IgG                  1:10000 

                   Anti-rabbit IgG                  1:10000 
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Σα δείβιαηα εηηζιήεδηακ ιε ζοκεζηζαηυ ιζηνμζηυπζμ θεμνζζιμφ (TCS-NT Laser Scanning 

microscope, Leica) ιε πνήζδ εθαζμηαηαδοηζημφ θαημφ HCX PL APO 40x/1.25. Σα 

ακηζζχιαηα (πνςημβεκή ηαζ δεοηενμβεκή) πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηα πεζνάιαηα 

ακμζμθεμνζζιμφ είκαζ μζ μνμί ιε αοημακηζζχιαηα ζε αναίςζδ 1:80 (πνςημβεκή). Σα 

δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ είκαζ ηα anti-human FITC IgM ζε αναίςζδ 

1:100 ηαζ anti-human FITC IgG (conjugate, INOVA Hep2 ANA kit).  

       

2.10.2. Τπόζηξσκα ππξήλσλ επαηνθπηηάξσλ αξνπξαίσλ θαη θπηηαξηθήο ζεηξάο 

HepG2. 

Οζ ηαθοπηνίδεξ, υπμο ημπμεεηήεδηακ μζ πονήκεξ, ηαθφθεδηακ ανπζηά ιε 0,1% 

Alcian Blue βζα 30 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Με αοηυ ημκ ηνυπμ ηα βοάθζκα 

πθαηάηζα θμνηίζηδηακ εεηζηά, μφηςξ χζηε κα ζπδιαηίγμοκ ζμκζημφξ δεζιμφξ ιε ηζξ ανκδηζηά 

θμνηζζιέκεξ ιειανάκεξ ηςκ πονήκςκ. ηδ ζοκέπεζα, ημ Alcian Blue  απμιαηνφκεδηε, ηα 

πθαηάηζα λεπθφεδηακ 3 θμνέξ ιε απζμκζζιέκμ κενυ ηαζ αθμφ ζηέβκςζακ ηαθά, ηαθφθεδηακ 

ιε εκαζχνδια πονήκςκ ζε PBS, βζα 30 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Μεηά απυ 3 

πθφζεζξ ιε PBS, βζα ηδκ απμιάηνοκζδ υζςκ πονήκςκ δεκ δεζιεφεδηακ ζηζξ ηαθοπηνίδεξ, 

αημθμοεήεδηε δ δζαδζηαζία πμο πενζβνάθδηε βζα ημκ έιιεζμ ακμζμθεμνζζιυ ηςκ ηοηηάνςκ.  

      

2.11 Μέζνδνο ελδπκνζύλδεηεο αλνζνπξνζξνθεηηθήο κέηξεζεο (ELISA) 

Γζα ηδκ ακίπκεοζδ ακηζζςιάηςκ ιε ηδ ιέεμδμ αοηή πνδζζιμπμζήεδηακ 3 

δζαθμνεηζηά ELISA kits απυ 2 εηαζνείεξ, ηδκ INOVA,Diagnostics Ink. ηαζ ηδκ IMTEC, 

Human GmbH. 

Απυ ηδκ INOVA,Diagnostics Ink. πνδζζιμπμζήεδηακ ημ QUANTA Lite
TM

gp210 kit 

βζα ημκ εκημπζζιυ gp210 αοημακηζζςιάηςκ ηαζ ημ QUANTA Lite
TM

sp100 kit βζα ημκ 

εκημπζζιυ αοημακηζζςιάηςκ sp100 ζημοξ μνμφξ πμο ιεθεηήεδηακ. 

ημ gp210 kit δ ιζηνμπθάηα είκαζ επζηαθοιέκδ ιε ημ πεπηίδζμ ημο επζηυπμο ζημ 

ηαναυλο-ηεθζηυ άηνμ ηδξ πνςηεΐκδξ εκχ ζημ sp100 kit δ ιζηνμπθάηα είκαζ επζηαθοιέκδ ιε 

ηδκ πνςηεΐκδ sp100. Σα αοημακηζζχιαηα ηυζμ βζα ηδκ gp210 υζμ ηαζ βζα ηδκ sp100, πμο 

ακζπκεφμκηαζ ιε ηα ζοβηεηνζιέκα ELISA kits έπμοκ ακμζμζθαζνίκεξ ηάλεςξ G. 

Απυ ηδκ IMTEC, Human GmbH πνδζζιμπμζήεδηε ημ IMTEC-LIVER PROFILE S 

ELISA kit, ημ μπμίμ ακζπκεφεζ πμθθά αοημακηζζχιαηα πανάθθδθα. Σα ακηζζχιαηα αοηά 

έπμοκ ακμζμζθαζνίκεξ G ηάλεςξ ηαζ ακαβκςνίγμοκ ηα ακηζβυκα: LKM1, AMA-M2, sp100, 
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gp210, LBR ηαζ SLA. Γζα ηδκ πανμφζα ιεθέηδ πνδζζιμπμζήεδηακ μζ εέζεζξ ηδξ 

ιζηνμπθάηαξ πμο είκαζ επζηαθοιέκεξ ιε ηζξ πνςηεΐκεξ AMA-M2, sp100, gp210 ηαζ LBR, μζ 

μπμίεξ ακαθένμκηαζ ζηδ αζαθζμβναθία ςξ αοημακηζβυκα βζα ζηδκ πνςημπαεή πμθζηή 

ηίννςζδ (PBC). 

Όζμκ αθμνά ηδ ιεεμδμθμβία, αημθμοεήεδηακ μζ μδδβίεξ πμο δίκμκηαζ απυ ηζξ 

ηαηαζηεοάζηνζεξ εηαζνείεξ.  

 

2.12 Μέζνδνο ηαπηνπνίεζεο αληη-κηηνρνλδξηαθώλ απηναληηζσκάησλ 
Η ηαοημπμίδζδ ηςκ ακηζ-ιζημπμκδνζαηχκ αοημακηζζςιάηςκ ηςκ μνχκ απυ αζεεκείξ 

ιε PBC έβζκε πνδζζιμπμζχκηαξ ημ Mitochondria profile dot kit (ΑLPHADIA S.A./ N.V. 

Diagnostic Products. Σμ kit ακζπκεφεζ ακηζζχιαηα έκακηζ ηςκ Μ2 ιζημπμκδνζαη’ςκ 

ακηζβυκςκ OGDC-E2, BCOADC-E2 ηαζ PDC-E2. Όζμκ αθμνά ηδ ιεεμδμθμβία, 

αημθμοεήεδηακ μζ μδδβίεξ ηδξ ηαηαζηεοάζηνζαξ εηαζνείαξ.  
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1. Αλίρλεπζε θαη ζπρλόηεηα απηναληηζσκάησλ κε έκκεζν αλνζνθζνξηζκό 

Η ακίπκεοζδ ηαζ μ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ ζοπκυηδηαξ αοημακηζζςιάηςκ ζε μνμφξ 

αζεεκχκ ιε πνςημπαεή πμθζηή ηίννςζδ έβζκε ιε έιιεζμ ακμζμθεμνζζιυ. Μεθεηήεδηακ ηα 

δζάθμνα πνυηοπα θεμνζζιμφ ζηδ ιεζυθαζδ ηαζ ηδ ιίηςζδ. 

 

1.1 Ρόινο ηνπ ππνζηξώκαηνο θαη είδνπο κνληκνπνίεζεο 

Ανπζηυξ ζηυπμξ ιαξ ήηακ δ εδναίςζδ ηαζ πνδζζιμπμίδζδ ιζαξ ιεευδμο πμο 

επέηνεπε ηδκ απμηεθεζιαηζηή ακίπκεοζδ ηςκ αοημακηζζςιάηςκ, ηονίςξ αοηχκ ηδξ 

πενζθένεζαξ ημο πονήκα. Γζα ημ ζημπυ αοηυ ιεθεηήεδηακ δ επίδναζδ ημο ιμκζιμπμζδηζημφ 

ιέζμο ηαζ δζαθμνεηζηχκ οπμζηνςιάηςκ ζημκ πνμζδζμνζζιυ δζαθυνςκ πνμηφπςκ 

θεμνζζιμφ, ζδζαίηενα ημο πενζπονδκζημφ θεμνζζιμφ.  

Υνδζζιμπμζήεδηακ ηφηηανα Hep2 ηαζ HeLa, ιμκζιμπμζδιέκα ιε θμνιαθδεΰδδ ζε 

δφμ ζοβηεκηνχζεζξ 1% ηαζ 4%, ιε EtOΗ ηαζ ιε MeOH αθθά ηαζ ειπμνζηά δζαεέζζια 

παναζηεοάζιαηα, ηοηηάνςκ Hep2, απυ ηνείξ δζαθμνεηζηέξ εηαζνίεξ. (Δηθόλα 1.1.1. θαη 

Δηθόλα 1.1.2.) Ο πενζπονδκζηυξ θεμνζζιυξ ήηακ ζαθήξ ιυκμ υηακ ηα Hep2 ηφηηανα ήηακ 

ιμκζιμπμζδιέκα ιε θμνιαθδεΰδδ, ζδζαίηενα υηακ δ ιμκζιμπμίδζδ είπε βίκεζ ιε 1% 

θμνιαθδεΰδδ, υπμο μ ηοηηανμπθαζιαηζηυξ θεμνζζιυξ είπε παιδθυηενδ έκηαζδ ή ζε 

μνζζιέκεξ πενζπηχζεζξ ήηακ ζπεδυκ ακφπανηημξ. Πανυιμζα απμηεθέζιαηα ανήηαιε ηαζ βζα 

ηα ηφηηανα HeLa υπμο παναηδνήεδηακ εθαθνχξ ορδθυηενδ έκηαζδ ηαζ ηαθφηενδ εοηνίκεζα 

ημο πενζπονδκζημφ θεμνζζιμφ.  

Δπμιέκςξ, δ ιμκζιμπμίδζδ ιε θμνιαθδεΰδδ εοκμεί ηδκ ακαβκχνζζδ ηςκ 

αοημεπζηυπςκ ηςκ ακηζβυκςκ ημο πονδκζημφ θαηέθμο απυ ηα ακηζζχιαηα ηςκ μνχκ. Δπίζδξ 

ηαηά ηδκ δπζυηενδ ιμκζιμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ, ιε 1% θμνιαθδεΰδδ, δεκ ιμκζιμπμζείηαζ 

ηαθά ημ ηοηηανυπθαζια ιε απμηέθεζια μ πενζπονδκζηυξ θεμνζζιυξ κα είκαζ ζαθήξ, εθυζμκ 

οπάνπεζ. Σα παναπάκς απμηεθέζιαηα δείπκμοκ υηζ ιεζχκμκηαξ ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή 

πνχζδ ακαδεζηκουηακ ημ πνυηοπμ ημο πενζπονδκζημφ θεμνζζιμφ ηαζ ςξ εη ημφημο 

οπμεέζαιε υηζ απμοζία ηοηηανμπθάζιαημξ εα ακζπκεφμκηακ ηαζ ηα παιδθμφ ηίηθμο 

αοημακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ πονδκζηήξ ιειανάκδξ. 

Γζα ημ θυβμ αοηυ δ ακίπκεοζδ ηςκ πενζπονδκζηχκ αοημακηζζςιάηςκ έβζκε 

πνδζζιμπμζχκηαξ πονήκεξ πμο απμιμκχεδηακ απυ HepG2 ηφηηανα ηαζ δπαημηφηηανα 

ανμοναίμο, ηςκ μπμίςκ δ ηαεανυηδηα απυ ηοηηανμπθαζιαηζηέξ πνμζιίλεζξ εθέβπεδηε ιε 

ιμνθμθμβζηέξ ηαζ αζμπδιζηέξ πνμζεββίζεζξ (αθέπε πανάβναθμ 2.1).   
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ηδκ εηθόλα 1.1.3 θαίκμκηαζ ηα ακηζπνμζςπεοηζηά πνμθίθ πμο έδςζακ ηα 

ακηζζχιαηα G ηάλδξ ηςκ μνχκ. ηδκ πνχηδ ηαηδβμνία (ζηήθδ) ηαηαηάζζμκηαζ μζ μνμί ηςκ 

μπμίςκ μ πενζπονδκζηυξ θεμνζζιυξ είκαζ ειθακήξ ζε υθα ηα οπμζηνχιαηα ηαζ ιε ημοξ δφμ 

ηνυπμοξ ιμκζιμπμίδζδξ. ηδ δεφηενδ ηαζ ηνίηδ ηαηδβμνία (ζηήθεξ) ηαηαηάζζμκηαζ μζ μνμί, 

πμο δεκ είκαζ δοκαηή δ ακίπκεοζδ ημο πενζπονδκζημφ θεμνζζιμφ ιε υθα ηα είδδ ηοηηάνςκ 

αθθά είκαζ ιε ημοξ πονήκεξ ηαζ ζηδκ ηέηανηδ ηαηδβμνία (ζηήθδ) ηαηαηάζζμκηαζ μζ μνμί ηςκ 

μπμίςκ μ πενζπονδκζηυξ θεμνζζιυξ ακζπκεφεηαζ ιυκμ ζε οπυζηνςια πονήκςκ. Σέθμξ ζηδκ 

πέιπηδ ζηήθδ ηαηαηάζζμκηαζ μζ μνμί πμο δεκ δίκμοκ ηαευθμο πενζπονδκζηυ θεμνζζιυ ζε 

ηακέκα είδμξ ηοηηάνμο ή πονήκα. 

Απυ ηα παναπάκς απμηεθέζιαηα είκαζ ειθακήξ δ πνδζζιυηδηα ηςκ 

απμιμκςεέκηςκ πονήκςκ βζα ημκ πνμζδζμνζζιυ, ιε ακμζμθεμνζζιυ, ηςκ ζοβηεηνζιέκςκ 

αοημακηζζςιάηςκ 
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Δηθόλα 1.1.1.  Ακμζμθεμνζζιυξ ζε ηφηηανα Hep2 ιε PBC μνμφξ. Υνδζζιμπμζήεδηακ ειπμνζηά δζαεέζζια (εηαζνείεξ Inova, bmd 

ηαζ Zeus) παναζηεοάζιαηα ηοηηάνςκ Hep2 (A) ηαζ  Hep2 ηφηηανα ηαθθζενβδιέκα ζε ηαθοπηνίδεξ (Β) ιμκζιμπμζδιέκα ιε MeOH, 

EtOH, 1% ή 4% θμνιαθδεΰδδ ςξ οπυζηνςιαηα βζα ημοξ μνμφξ (s) 27, 28, 152, 159 ηαζ 161 ζε αναίςζδ 1:80. Bar = 20ιm. 
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Δηθόλα 1.1.2. Ακμζμθεμνζζιυξ ζε ηφηηανα HeLa ιμκζιμπμζδιέκα ιε ιεεακυθδ (MeOH), αζεακυθδ 

(EtOH), 1% ή 4% θμνιαθδεΰδδ (FA) ιε ημοξ μνμφξ (s) 27, 28, 152, 159 ηαζ 161 ζε αναίςζδ 1:80. 

Bar = 20ιm.    
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Δηθόλα 1.1.3. Πξνθίι ησλ αληηζσκάησλ ηάμεσο IgG ζηα δηάθνξα ππνζηξώκαηα 

Ακμζμθεμνζζιυξ ζε ηφηηανα HeLa, HepG2 ιμκζιμπμζδιέκα 1% ή 4% θμνιαθδεΰδδ (FA), ειπμνζηά 

παναζηεοάζιαηα ηοηηάνςκ Hep2 ηαζ πονήκεξ απυ ηφηηανα HepG2 ηαζ οπαημηφηηανα ανμοναίςκ 

(Rat nuclei) ιε ημοξ μνμφξ (s) 54, 32, 16, 189 ηαζ 201 ζε αναίςζδ 1:80. 
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1.2. πρλόηεηα εκθάληζεο απηναληηζσκάησλ γηα πξσηεΐλεο ηνπ ππξεληθνύ 

θαθέινπ 

Γζα ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ αοημακηζζςιάηςκ έκακηζ ημο πονδκζημφ θαηέθμο, ςξ 

οπμζηνχιαηα πνδζζιμπμζήεδηακ ηυζμ μζ ηοηηανμζεζνέξ HeLa ηαζ HepG2 αθθά ηαζ πονήκεξ 

απυ HepG2 ηφηηανα (HepG2nuc) ηαζ δπαημηφηηανα ανμοναίμο (RLN), υπμο δ απμοζία 

ηοηηανμπθάζιαημξ ακαδεζηκφεζ ημ πνυηοπμ ημο πενζπονδκζημφ θεμνζζιμφ. (αθέπε παν.1.1) 

Η ιεβαθφηενδ ζοπκυηδηα ακηζ-πενζπονδκζηχκ αοημακηζζςιάηςκ ανέεδηε ιε ηδ πνήζδ 

πονήκςκ, ςξ οπυζηνςια (ΗepG2nuc: 51,5%, RLN: 48,5%). Υνδζζιμπμζχκηαξ ςξ 

οπμζηνχιαηα ηζξ δφμ ηοηηανμζεζνέξ δ ζοπκυηδηα ηςκ ακηζζςιάηςκ έκακηζ ηδξ πονδκζηήξ 

ιειανάκδξ είκαζ ειθακχξ ιζηνυηενδ (HeLa: 42,7%, HepG2: 40,8%).  Σμ πθέμκ αηαηάθθδθμ 

οπυζηνςια βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ εκ θυβς αοημακηζζςιάηςκ ιμζάγμοκ κα είκαζ ηα ειπμνζηά 

παναζηεοάζιαηα ηοηηάνςκ Hep2, υπμο δ ζοπκυηδηα ειθάκζζδξ πμο ανήηακ (14,6%) ήηακ 

ηαηά πμθφ ιζηνυηενδ απυ ηζξ ζοπκυηδηεξ πμο ανέεδηακ ιε μπμζαδήπμηε άθθμ οπυζηνςια. 

(Γηάγξακκα 1.2.1.) 

 

 

 

Γηάγξακκα 1.2.1. πρλόηεηα αληη-πεξηππξεληθώλ αληηζσκάησλ ζηνπο νξνύο.  

Υνδζζιμπμζήεδηακ ςξ οπυζηνςια μζ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ HeLa ηαζ HepG2, ηα παναζηεοάζιαηα 

ηοηηάνςκ Hep2 ηαζ μζ πονήκεξ απυ ηφηηανα HepG2 ηαζ δπαημηφηηανα ανμοναίςκ (RLN).  
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Δηηυξ απυ ηα IgG ακηζ-πενζπονδκζηά ακηζζχιαηα, ζημοξ μνμφξ ηςκ αζεεκχκ ιε 

PBC ακζπκεφεδηακ ηαζ ακηζζχιαηα IgM ηάλεςξ. Υνδζζιμπμζχκηαξ ςξ οπυζηνςια ειπμνζηά 

δζαεέζζια παναζηεοάζιαηα ηοηηάνςκ Hep2, ηφηηανα HeLa ηαζ πονήκεξ απυ ήπαν 

ανμοναίμο δζαπζζηχεδηε δζαθμνεηζηή απυδμζδ ηςκ οπμζηνςιάηςκ ζηδκ ακίπκεοζδ ηςκ IgM 

αοημακηζζςιάηςκ ηαζ δζαθμνεηζηή ζφζηαζδ ηςκ μνχκ ζε IgG ή/ηαζ IgM ακμζμζθαζνίκεξ. 

(Δηθόλα 1.2.1.) ηδκ πθεζμρδθία ηςκ μνχκ ζοκοπήνπακ αοημακηζζχιαηα ηαζ ηςκ δφμ 

ηάλεςκ ακμζμζθαζνζκχκ, ηυζμ υηακ πνδζζιμπμζήεδηακ ηφηηανα HeLa ςξ οπυζηνςια υζμ ηζ 

υηακ πνδζζιμπμζήεδηακ πονήκεξ απυ δπαημηφηηανα ανμοναίμο (RLN) (37,9% ηαζ 39,8% 

ηςκ μνχκ, ακηίζημζπα). ε ακηίεεζδ υηακ ημ οπυζηνςια ήηακ ηα ειπμνζηά δζαεέζζια 

παναζηεοάζιαηα ηοηηάνςκ Hep2, ζοκφπανλδ IgG ηαζ IgM ακηζζςιάηςκ  ανέεδηε ιυκμ ζημ 

2,9% ηςκ μνχκ (πίλαθαο 1.2.2) 

Σμ ζοκμθζηυ πμζμζηυ ηςκ μνχκ ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ πονδκζηήξ ιειανάκδξ 

αολάκεηαζ ζοκοπμθμβίγμκηαξ ηα πμζμζηά ηςκ IgG ηαζ IgΜ ακηζ-πενζπονδκζηχκ 

αοημακηζζςιάηςκ. οβηεηνζιέκα ημ πμζμζηυ ηςκ IgG ακηζ-πενζπονδκζηχκ ακηζζςιάηςκ, 

πμο ακζπκεφεηαζ πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ οπυζηνςια ηα ειπμνζηά δζαεέζζια παναζηεοάζιαηα 

ηοηηάνςκ Hep2, είκαζ 14,6%. Ακ ζημοξ μνμφξ ιε ακηζ-πενζπονδκζηά ακηζζχιαηα 

ζοιπενζθδθεμφκ ηαζ αοημί ιε IgM ακηζζχιαηα, ηυηε ημ πμζμζηυ ακένπεηαζ ζημ 26,3%. 

Ακηίζημζπεξ ιεηααμθέξ ζηα πμζμζηά ηςκ μνχκ ιε ακηζ-πενζπονδκζηά ακηζζχιαηα 

παναηδνμφκηαζ ηαζ υηακ ςξ οπμζηνχιαηα πνδζζιμπμζδεμφκ ηφηηανα HeLa ηαζ πονήκεξ 

δπαημηοηηάνςκ ανμοναίςκ (RLN) (απυ 37,9% ζε  49,5% ηαζ απυ 39,8% ζε 52,4%, 

ακηίζημζπα). οβηνίκμκηαξ ηα ζοκμθζηά πμζμζηά ηςκ μνχκ ζημοξ μπμίμοξ ακζπκεφεδηακ 

ακηζ-πενζπονδκζηά ακηζζχιαηα (IgG ή/ηαζ IgM) μζ πονήκεξ δπαημηοηηάνςκ ανμοναίςκ 

(RLN) απμηεθμφκ ημ ηαθφηενμ απυ ηα ηνία οπμζηνχιαηα πμο ιεθεηήεδηακ.  

οβηεκηνςηζηά ακηζ-πενζπονδκζηά αοημακηζζχιαηα (IgG ή IgM) ακζπκεφεδηακ ζημ 

53,4% ηςκ μνχκ. Σμ πμζμζηυ, είκαζ ζπεδυκ ημ ίδζμ ιε εηείκμ πμο ανέεδηε πνδζζιμπμζχκηαξ 

απμηθεζζηζηά πονήκεξ δπαημηοηηάνςκ ανμοναίςκ (RLN), πμθφ ημκηά ζε αοηυ πμο 

ακζπκεφεδηε ιε HeLa ηφηηανα ηαζ πμθφ ιεβαθφηενμ απυ ημ πμζμζηυ ηςκ μνχκ υπμο 

ακζπκεφεδηακ ακηζ-πενζπονδκζηά ακηζζχιαηα απυ ηα παναζηεοάζιαηα ηοηηάνςκ Hep2.  
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Κοηηανζηέξ 

εζνέξ 

Ακμζμ- 

θαζνίκεξ 

Hep2 HeLa RLN 
Οπμζμδήπμηε 

οπυζηνςια  

IgG μόνο 11,7% 4,9% 8,7% 5,8% 

IgG μθζηά 14,6% 42,7% 48,5% 49,5% 

IgM μόνο 9,7% 6,8% 3,9% 3,9% 

IgM μθζηά 12,6% 44,7% 43,7% 47,6% 

IgG+IgM 2,9% 37,9% 39,8% 43,7% 

IgG ή/και IgM 24,3% 49,5% 52,4% 53,4% 

 

Πίλαθαο 1.2.2. πρλόηεηα εκθάληζεο αληηπεξηππξεληθώλ αληηζσκάησλ IgG θαη IgM ηάμεο ζε 

δηαθνξεηηθά ππνζηξώκαηα.  ηδκ πνχηδ ηαζ ηνίηδ ζεζνά ηαηαβνάθμκηαζ ηα πμζμζηά ηςκ μνχκ 

ζημοξ μπμίμοξ ανέεδηακ ιυκμ IgG ηαζ ιυκμ IgM αοημακηζζχιαηα, ακηίζημζπα. ηδ δεφηενδ ζεζνά 

(IgG μθζηά)  ηαηαβνάθμκηαζ ηα πμζμζηά ηςκ μνχκ ιε IgG ακηζζχιαηα ακελανηήηςξ ζοκφπανλδξ 

IgM αοημακηζζςιάηςκ ηαζ ζηδκ ηέηανηδ ζεζνά (ΙgM μθζηά) ηα πμζμζηά ηςκ μνχκ ιε IgM 

ακηζζχιαηα ακελανηήηςξ ζοκφπανλδξ IgG ακηζζςιάηςκ. ηδκ πέιπηδ ζεζνά πανμοζζάγμκηαζ ηα 

πμζμζηά ηςκ μνχκ ζημοξ μπμίμοξ ζοκοπήνπακ ακηζζχιαηα ηαζ ηςκ δφμ ηάλεςκ. Σέθμξ ζηδκ έηηδ 

ζεζνά (IgG ή/ηαζ IgM) ηαηαβνάθμκηαζ ηα πμζμζηά ηςκ μνχκ ζημοξ μπμίμοξ παναηδνήεδηε 

πενζπονδκζηυξ θεμνζζιυξ, είηε αοηυξ μθεζθυηακ ζε IgG είηε IgM αοημακηζζχιαηα. ηδκ πνχηδ 

ζηήθδ (Hep2) έπμοκ ηαηαβναθεί ηα πμζμζηά ηςκ μνχκ πμο ακζπκεφεδηακ πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ 

οπυζηνςια ειπμνζηά παναζηεοάζιαηα ηοηηάνςκ Hep2, ζηδ δεφηενδ ζηήθδ (HeLa) ηα ακηίζημζπα 

πμζμζηά ηςκ μνχκ πμο ακζπκεφεδηακ πνδζζιμπμζχκηαξ οπυζηνςια ηοηηάνςκ Ηela ηαζ ζηδκ ηνίηδ 

ζηήθδ (RLN) ηα πμζμζηά πμο βζα ηδκ ακίπκεοζή ημοξ πνδζζιμπμζήεδηε οπυζηνςια πονήκςκ απυ 

δπαημηφηηανα ανμοναίςκ. Σέθμξ ζηδκ ηεθεοηαία ζηήθδ πανμοζζάγμκηαζ ηα πμζμζηά ηςκ μνχκ ιε 

πενζπονδκζηυ θεμνζζιυ, πμο μθείθεηαζ είηε ζε IgG είηε ζε ακμζμζθαζνίκεξ IgM ηάεε είδμξ 

ακηζζςιάηςκ, ακελανηήηςξ ημο είδμοξ ημο οπμζηνχιαημξ πμο πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ ακίπκεοζδ 

ημοξ.    
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Δηθόλα 1.2.1 Καηεγνξίεο νξώλ κε αληη-πεξηππξεληθά αληηζώκαηα. Οζ μνμί πμο ακαθφεδηακ ιε ακμζμθεμνζζιυ ζε οπμζηνχιαηα πονήκςκ απυ 

δπαημηφηηανα ανμοναίςκ (RL nuclei), ηφηηαννα ΗeLa (HeLa Cells) ηαζ παναζηεοάζιαηα ηοηηάνςκ Hep2 (Hep2) ηαζ δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα IgG 

ή IgM. ηδκ πνχηδ ζεζνά (IgG pos, IgM pos) ανίζημκηαζ ακηζπνμζςπεοηζηέξ εζηυκεξ απυ μνμφξ, μζ μπμίμζ έπμοκ ηυζμ IgG υζμ ηαζ IgM ακηζ-

πενζπονδκζηά ακηζζχιαηα. Η δεφηενδ ζεζνά εζηυκςκ (IgG pos*, IgM pos) πανμοζζάγεζ μνμφξ υπμο έπμοκ ανεεεί ηυζμ IgG υζμ ηαζ IgM 

ακηζπενζπονδκζηά ακηζζχιαηα, ηα μπμία υιςξ δεκ ακζπκεφμκηαζ ιε υθα ηα οπμζηνχιαηα. ηδκ ηνίηδ ζεζνά (IgG pos, IgM neg) ανίζημκηαζ 

ακηζπνμζςπεοηζηέξ εζηυκεξ βζα ημοξ μνμφξ πμο έπμοκ ιυκμ IgM ακηζζχιαηα (IgG neg, IgM pos) εκχ ζηδκ ηέηανηδ βζα αοημφξ πμο έπμοκ ιυκμ IgG 

ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ  πονδκζηήξ ιειανάκδξ.
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1.3. πρλόηεηα απηναληηζσκάησλ γηα δνκέο ηνπ ππξελνπιάζκαηνο. 

Γζα ηδκ ακίπκεοζδ ημο πονδκζημφ θεμνζζιμφ, ςξ οπμζηνχιαηα πνδζζιμπμζήεδηακ 

ηονίςξ μζ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ HeLa, HepG2 ηαζ εκαθθαηηζηά ηα ειπμνζηά παναζηεοάζιαηα 

ηοηηάνςκ Hep2. Παναηδνήεδηακ ηέζζενζξ ηονίςξ θαζκυηοπμζ: μ ζηζηηυξ πονδκζηυξ (nuclear 

dots, Multi Nuclear Dots - MND ηαζ Few Nuclear Dots - FNM), μ δζάζηζηημξ (speckled), μ 

ηεκηνμιενζδζαηυξ (centromere) ηαζ μ μιμζμβεκήξ πονδκζηυξ (homogeneμus) θεμνζζιυξ. 

(Δηθόλα 1.3.1)  ε ηάπμζμοξ μνμφξ δεκ ηαηέζηδ δοκαηή δ ακαβκχνζζδ ημο είδμοξ ημο 

πονδκζημφ θεμνζζιμφ θυβς ημο πμθφ παιδθμφ ηίηθμο ηςκ ακηζζςιάηςκ. Ο δζαπςνζζιυξ ημο 

ζηζηημφ πονδκζημφ απυ ημκ ηεκηνμιενζδζαηυ θεμνζζιυ έβζκε ιε παναηήνδζδ ηςκ ιζηςηζηχκ 

ηοηηάνςκ, υπμο μ θεμνζζιυξ ηςκ ηεκηνμιενχκ παναιέκεζ ζηζηηυξ ηζ εκημπίγεηαζ ζηα 

πνςιμζχιαηα.  

Σμ ιεβαθφηενμ πμζμζηυ μνχκ ιε ακηζ-πονδκζηά IgG ακηζζχιαηα ακζπκεφεδηε ιε 

ηδ πνήζδ ηςκ ηοηηάνςκ HeLa ςξ οπυζηνςια. (Πίλαθαο 1.3.1) Οζ πενζζζυηενμζ απυ ημοξ 

μνμφξ ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ημο πονήκα ειθάκζζακ ημκ θαζκυηοπμ ημο ζηζηημφ πονδκζημφ 

θεμνζζιμφ. οβηεηνζιέκα ζηζηηυ πονδκζηυ θεμνζζιυ πανμοζζάγεζ πμζμζηυ 22,3% ηςκ 

μνχκ, δζάζηζηημ πονδκζηυ θεμνζζιυ πανμοζζάγεζ ημ 6,8% ηςκ μνχκ, ηεκηνμιενζδζαηυ 

θεμνζζιυ πανμοζζάγεζ ημ 6,8% ηςκ μνχκ ηαζ μιμζμβεκή πονδκζηυ θεμνζζιυ πανμοζζάγεζ ημ 

4,9% ηςκ μνχκ.  Δπεζδή ηα δφμ απυ ηα πνυηοπα πονδκζημφ θεμνζζιμφ ζπεηίγμκηαζ 

εζδζηυηενα ιε ηδ δζάβκςζδ ηαζ ηδκ πνυβκςζδ ηδξ PBC, μζ μνμί εθέβπεδηακ βζα ηδκ πανμοζία 

ηςκ ζοβηεηνζιέκςκ ακηζζςιάηςκ πνδζζιμπμζχκηαξ παναζηεοάζιαηα ηοηηάνςκ Hep2. 

Βνέεδηε υηζ ηα πμζμζηά ηςκ μνχκ ιε ηεκηνμιενζδζαηυ ή ζηζηηυ θεμνζζιυ ήηακ πανυιμζμζ 

ηαζ ακελάνηδηα ημο οπμζηνχιαημξ.   

 Ο ηεκηνμιενζδζαηυξ ηαζ μ ζηζηηυξ πονδκζηυξ θεμνζζιυξ ειθακίγμκηαζ ηαζ μζ δφμ 

ιε ζηίβιαηα ζημκ πονήκα αθθά ηα ακηζζχιαηα ζηα μπμία μθείθμκηαζ ακαβκςνίγμοκ 

δζαθμνεηζηέξ πνςηεΐκεξ. ημκ πνχημ ηα ακηζβυκα είκαζ πνςηεΐκεξ ηςκ ηεκηνμιενζδίςκ εκχ 

ζημ δεφηενμ θαζκυηοπμ ηα ακηζβυκα είκαζ μζ πνςηεΐκεξ sp100 ηςκ PML ζςιαηζδίςκ ημο 

πονήκα.  

Όθμζ μζ μνμί πμο πανμοζίαγακ ηεκηνμιενζδζαηυ ή ζηζηηυ πονδκζηυ θεμνζζιυ 

(29,1%) δζενεοκήεδηακ πεναζηένς ιε ELISA βζα ηδκ φπανλδ ακηζζςιάηςκ έκακηζ ηδξ 

πνςηεΐκδξ sp100. Aκηζ-sp100 ακηζζχιαηα ανέεδηακ ζημ 16,5% ημο ζοκυθμο ηςκ μνχκ εκχ 

ζε ηνείξ μνμφξ (2,9%) ηα ζοβηεηνζιέκα ακηζζχιαηα ζοκοπάνπμοκ ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ηςκ 

ηεκηνμιενζδίςκ.(Γηάγξακκα 1.3.1) ε μνζζιέκμοξ απυ ημοξ μνμφξ ιε ζηζηηυ πονδκζηυ 
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θεμνζζιυ (5,9% ημο ζοκυθμο) δεκ ανέεδηακ ακηζ-sp100 ακηζζχιαηα, βεβμκυξ πμο ζδιαίκεζ 

υηζ μ ζηζηηυξ πονδκζηυξ θεμνζζιυξ μθείθεηαζ ζε ακηζζχιαηα έκακηζ άθθμο αοημακηζβυκμο.  

ηδ ζοκέπεζα δζενεοκήεδηε δ φπανλδ ακηζ-πονδκζηχκ αοημακηζζςιάηςκ IgM ηάλδξ 

πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ οπυζηνςια ηφηηανα HeLa ηαζ εκαθθαηηζηά παναζηεοάζιαηα 

ηοηηάνςκ Hep2 βζα ηδκ ακίπκεοζδ εζδζηά ημο ζηζηημφ πνμηφπμο. Βνέεδηε (Πίλαθαο 1.3.2.) 

υηζ οπάνπμοκ ακηζζχιαηα IgM ηάλδξ υιςξ ημ πμζμζηυ ημοξ είκαζ ζπεηζηά ιζηνυ, ζδζαίηενα 

βζα ηα ακηζζχιαηα πμο δίκμοκ ζηζηηυ ηαζ ηεκηνμιενζδζαηυ θεμνζζιυ ηαζ ζοβηνζκυιεκα ιε ημ 

πμζμζηυ ηςκ IgG ακηζζςιάηςκ είκαζ πμθφ ιζηνυηενμ. 

 

 

 

Δηθόλα 1.3.1. Δίδε ππξεληθνύ θζνξηζκνύ. ηζηηυξ (nuclear dots), Γζάζηζηημξ (speckled), Οιμβεκήξ 

πονδκζηυξ θεμνζζιυξ (homogeneus) ηαεχξ ηαζ ηεκηνμιενζδζαηυξ θεμνζζιυξ (centromere).  

 

 

 

Δίδδ 

θεμνζζιμφ 

 

Κοηηανμ- 

εζνέξ 

ηζηηυξ Γζάζηζηημξ Κεκηνμιενζδζαηυξ Οιμζμβεκήξ Άθθμ 

HeLa 22,3% 6,8% 6,8% 4,9% 18,4% 

HepG2 19,4% 0,97% 3,9% 1,9% 24,3% 

Hep2 

(INOVA) 
18,4% 

 
6,8% 

  

 

Πίλαθαο 1.3.1. πρλόηεηα δηαθόξσλ πξνηύπσλ ππξεληθνύ θζνξηζκνύ ζην ζύλνιν ησλ νξώλ κε 

IgG αλνζνζθαηξίλεο.  
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Γηάγξακκα 1.3.1.  πρλόηεηα ππνηύπσλ ζηηθηνύ ππξεληθνύ θζνξηζκνύ ζην ζύλνιν ησλ νξώλ κε 

IgG αλνζνζθαηξίλεο. Παναηδνείηαζ υηζ ζηδκ πθεζμρδθία ημοξ μζ μνμί έπμοκ ακηζ-sp100 ακηζζχιαηα 

(13,6%) εκχ ζε έκα ιζηνυ πμζμζηυ ζοκοπάνπμοκ ακηζ-sp100 ηαζ ακηζ-ηεκηνμιενζδζαηά ακηζζχιαηα 

(2,9%). Ακηζηεκηνμιενζδζαηά ακηζζχιαηα ανέεδηακ ζημ 3,9% ηςκ μνχκ εκχ πμζμζηυ 5,9% ηςκ 

μνχκ πανμοζίαγε πονδκζηά ζηίβιαηα  πμο δεκ ήηακ μφηε ακηζηεκηνμιενζδζαηά μφηε ακηζ-sp100 

ακηζζχιαηα. 

Πίλαθαο 1.3.2. πρλόηεηα δηαθόξσλ πξνηύπσλ ππξεληθνύ θζνξηζκνύ ζην ζύλνιν ησλ νξώλ κε 

IgG ή IgM αλνζνζθαηξίλεο. ηζξ ζηήθεξ ανίζημκηαζ ηα πμζμζηά ηςκ μνχκ πμο πανμοζίαζακ ημκ 

ηάεε πονδκζηυ θαζκυηοπμ. ηζξ πνχηεξ δφμ ζεζνέξ είκαζ ηα πμζμζηά ηςκ μνχκ υπμο ακζπκεφεδηακ 

ακηζπονδκζηά ακηζζχιαηα πνδζζιμπμζχκηαξ ηφηηανα HeLa (IgG ζηδκ πνχηδ ζεζνά ηαζ ΙgM ζηδ 

δεφηενδ) εκχ ζηζξ δφμ ηεθεοηαίεξ ηα ακηίζημζπα πμζμζηά πμο ακζπκεφεδηακ πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ 

οπυζηνςια παναζηεοάζιαηα ηοηηάνςκ Hep2 (IgG ζηδκ ηνίηδ ζεζνά ηαζ IgM ζηδκ ηέηανηδ ζεζνά).  

Δίδδ 

θεμνζζιμφ 

 

Κοηηανμ- 

εζνέξ 

ηζηηυξ Γζάζηζηημξ Κεκηνμιενζδζαηυξ Οιμζμβεκήξ Άθθμ 

HeLa ΙgG 22,3% 6,8% 6,8% 4,9% 18,4% 

HeLa ΙgM 2,9% 2,9% 0,97% 0,97% 7,8% 

Hep2 ΙgG 

(INOVA) 
18,4% 

 
6,8% 

  

Hep2 ΙgΜ 

(INOVA) 
1,9% 

 
0% 
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1.4. πλύπαξμε απηναληηζσκάησλ γηα δηαθνξεηηθά θπηηαξηθά 

δηακεξίζκαηα. 

ηδ ιεβάθδ πθεζμρδθία ηςκ μνχκ πμο ιεθεηήεδηακ ζε ηφηηανα HeLa ηαζ HepG2, 

παναηδνήεδηε ζοκφπανλδ ακηζζςιάηςκ ηαζ ηςκ δφμ ηάλεςκ (IgG ηαζ IgM) βζα δζαθμνεηζηά 

ηοηηανζηά δζαιενίζιαηα.  

Ακηζζχιαηα έκακηζ ημο ηοηηανμπθάζιαημξ, ηαζ ηςκ δφμ ηάλεςκ (IgG ηαζ IgM), 

ακζπκεφεδηακ ζηδκ πθεζμρδθία ηςκ μνχκ. (Γηάγξακκα 1.4.1.) οβηεηνζιέκα ΙgG 

ακηζζχιαηα έκακηζ ημο ηοηηανμπθάζιαημξ ακζπκεφεδηακ ζημ 93,2% ηςκ μνχκ, 

πνδζζιμπμζχκηαξ ηφηηανα HeLa, ζημ 97,1% ηςκ μνχκ, πνδζζιμπμζχκηαξ ηφηηανα HepG2 

ηαζ ζημ 84,5% ηςκ μνχκ, πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ οπυζηνςια ειπμνζηά παναζηεοάζιαηα 

ηοηηάνςκ Hep2.  Σα IgM ακηζζχιαηα έκακηζ ημο ηοηηανμπθάζιαημξ ανέεδηακ ζημ 94,2% 

ηςκ μνχκ, πνδζζιμπμζχκηαξ ηφηηανα HeLa ηαζ ζημ 72,8% ηςκ μνχκ πνδζζιμπμζχκηαξ 

ηφηηανα Hep2. Φαίκεηαζ επίζδξ υηζ μζ ιζζμί πενίπμο απυ ημοξ μνμφξ ιε ηοηηανμπθαζιαηζηυ 

θεμνζζιυ έπμοκ ηαζ αοημακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ πονδκζηήξ ιειανάκδξ, 44,8% ζε 

οπυζηνςια ηοηηάνςκ HeLa ηαζ 42% ζε ηφηηανα HepG2. ηα ειπμνζηά παναζηεοάζιαηα 

ηοηηάνςκ Hep2 ημ πμζμζηυ ηςκ μνχκ πμο πανμοζζάγεζ ηοηηανμπθαζιαηζηυ ηαζ πονδκζηυ 

θεμνζζιυ είκαζ πμθφ ιζηνυηενμ (17,2%). Μζηνυ πμζμζηυ ηςκ μνχκ πανμοζίαζε θεμνζζιυ 

ηαζ ζηα ηνία ηοηηανζηά δζαιενίζιαηα. οβηεηνζιέκα ηοηηανμπθαζιαηζηυ, πονδκζηυ ηαζ 

πενζπονδκζηυ θεμνζζιυ πανμοζίαζε ζοβπνυκςξ ημ 16,5% ηςκ μνχκ υηακ πνδζζιμπμζήεδηακ 

ηφηηανα HeLa, ημ 13,6% υηακ  πνδζζιμπμζήεδηακ ηφηηανα HepG2 ηαζ ημ 4,9% υηακ ςξ 

οπυζηνςια πνδζζιμπμζήεδηακ ηα ειπμνζηά παναζηεοάζιαηα ηοηηάνςκ Hep2. 

ηδ ζοκέπεζα δζενεοκήεδηε δ ζοκφπανλδ πονδκζημφ ηαζ πενζπονδκζημφ θεμνζζιμφ.  

Όπςξ θαίκεηαζ ζηνλ πίλαθα 1.4.1, πάκς απυ ημ 50% ηςκ μνχκ ιε ακηζ-πενζπονδκζηά 

ακηζζχιαηα  πανμοζζάγμοκ ηαζ ζηζηηυ πονδκζηυ θεμνζζιυ, ακελανηήηςξ οπμζηνχιαημξ. 

Παναηδνείηαζ υηζ ημ πμζμζηυ ηςκ μνχκ ζημοξ μπμίμοξ ζοκοπάνπεζ πενζπονδκζηυξ ηαζ 

ζηζηηυξ πονδκζηυξ θεμνζζιυξ είκαζ ιεβαθφηενμ απυ ηα πμζμζηά ζοκφπανλδξ ηςκ οπυθμζπςκ 

πνμηφπςκ πονδκζημφ θεμνζζιμφ ιε ημκ πενζπονδκζηυ. 

Σμ βεβμκυξ αοηυ πανμοζζάγεζ εκδζαθένμκ δζυηζ μ ζηζηηυξ πονδκζηυξ θεμνζζιυξ, πμο 

μθείθεηαζ ζε ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ πνςηεΐκδξ sp100 ηςκ ζςιαηζδίςκ PML ημο πονήκα, έπεζ 

ζοζπεηζζηεί ιε ηδκ PBC (Szostecki, Guldner et al. 1990; Evans, Suenaga et al. 1991; Fusconi, 

Cassani et al. 1991; Orth, Gerken et al. 1997; Zuchner, Sternsdorf et al. 1997; Gao, Tian et al. 

2008). Αηυια έκα είδμξ πονδκζημφ θεμνζζιμφ πμο έπεζ ακαθενεεί υηζ ζοζπεηίγεηαζ ιε ηδ 

κυζμ είκαζ μ ηεκηνμιενζδζαηυξ (Bernstein, Callender et al. 1982; Makinen, Fritzler et al. 



84 

1983; Parveen, Morshed et al. 1995; Gao, Tian et al. 2008). Όπςξ θαίκεηαζ ημ πμζμζηυ ηςκ 

μνχκ ζημοξ μπμίμοξ ζοκοπάνπμοκ πενζπονδκζηυξ ηαζ ηεκηνμιενζδζαηυξ θεμνζζιυξ είκαζ 

ανηεηά ορδθυ ζε υθα ηα είδδ ηοηηάνςκ. 

  

 

 

 

Γηάγξακκα 1.4.1. πλύπαξμε θαη ζπρλόηεηα αληηζσκάησλ γηα δηαθνξεηηθά θπηηαξηθά 

δηακεξίζκαηα ζην ζύλνιν ησλ νξώλ.  

 

οκφπανλδ 

πενζ- 

πονδκζημφ 

ιε: 

 

Κοηηανμ- 

εζνέξ 

ηζηηυ Γζάζηζηημ Κεκηνμιενζδζαηυ Οιμζμβεκή Άθθμ 

HeLa ΙgG 52,9% 5,8% 17,6% 23,5% 5,8% 

HepG2 IgG 57,1% 0% 21,4% 14,3% 7,1% 

 

Πίλαθαο 1.4.1. πρλόηεηα ζπλύπαξμεο πεξηππξεληθνύ θαη δηαθόξσλ πξνηύπσλ ππξεληθνύ 

θζνξηζκνύ ζηνπο νξνύο κε αληηπεξηππξεληθά IgG αληηζώκαηα. 
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1.5. Πξόηππα θζνξηζκνύ ησλ απηναληηζσκάησλ ζηε κίησζε.  

Γζα ηδ δζενεφκδζδ ηδξ φπανλδξ ακηζ-ηεκηνμιενζδζαηχκ αοημακηζζςιάηςκ 

παναηδνήεδηακ ηα πνυηοπα θεμνζζιμφ ηςκ αοημακηζζςιάηςκ ζηδ ιίηςζδ. Έηζζ  

ελαηνζαχεδηε μ ανζειυξ ηςκ μνχκ πμο είπακ ακηζζχιαηα έκακηζ ηςκ ηεκηνμιενχκ, αθμφ 

παναηδνείηαζ ζηζηηυξ θεμνζζιυξ ζηα πνςιμζχιαηα. Δπίζδξ ελαηνζαχεδηε δ πανμοζία ηαζ μ 

ανζειυξ ηςκ μνχκ πμο πανμοζζάγμοκ μιμζμβεκή πονδκζηυ θεμνζζιυ. Οζ μνμί αοημί ζε 

οπυζηνςια ιζηςηζηχκ ηοηηάνςκ  πανμοζζάγμοκ μιμζμβεκή πνςιμζςιζηυ θεμνζζιυ.  

Μεθεηήεδηε επίζδξ δ εκηυπζζδ ηςκ αοημακηζβυκςκ, ηαηά ηδ ιίηςζδ, ζε μνμφξ ιε 

πενζπονδκζηυ θεμνζζιυ. Οζ ζοβηεηνζιέκμζ μνμί πανμοζίαζακ δζάποημ θεμνζζιυ πμο 

μθείθεηαζ ζηδκ φπανλδ αοημακηζζςιάηςκ IgG ηαζ IgM ηάλδξ. ε ζοκδοαζιυ ιε ημκ δζάποημ 

θεμνζζιυ μζ μνμί ειθάκζζακ ηαζ άθθα πνυηοπα ζε ιζηςηζηά ηφηηανα, υπςξ θεμνζζιυ ζηα 

ζκίδζα ηδξ ιζηςηζηήξ αηνάηημο, ηςκ ηεκηνμζςιαηίςκ, ηςκ ηεκηνμιενζδίςκ ηαζ ηςκ 

πνςιμζςιάηςκ (Δηθόλα 1.5.1.). Η ζοκφπανλδ δφμ ή ηαζ ηνζχκ πνμηφπςκ θεμνζζιμφ είπε 

παναηδνδεεί ηαζ ζε ιεζμθαζζηά ηφηηανα ηαζ μθείθεηαζ ζηδκ φπανλδ πενζζζυηενςκ ημο εκυξ 

ακηζζςιάηςκ, πμο ζημπεφμοκ ακηζβυκα ζημ ηοηηανυπθαζια, ζημκ πονήκα ή/ηαζ ζηδκ 

πονδκζηή ιειανάκδ. 

Ακαθοηζηά ζημ 22,7% ηςκ μνχκ ιε πενζπονδκζηυ θεμνζζιυ ανέεδηακ IgG 

αοημακηζζχιαηα πμο εκημπίγμκηαζ ζηα ηεκηνμζςιάηζα εκχ πμζμζηυ ηάης ημο 10% (6,8%) 

πανμοζίαζε θεμνζζιυ ζηα ζκίδζα ηδξ αηνάηημο. Σμ πμζμζηυ ηςκ μνχκ ζημοξ μπμίμοξ 

ανέεδηακ IgM αοημακηζζχιαηα πμο ζημπεφμοκ ζηα ηεκηνμζςιάηζα (4,3%) ηαζ ζηα ζκίδζα 

ηδξ αηνάηημο (4,3%) είκαζ ιζηνυηενμ. Σέθμξ ζημ 1% ηςκ μνχκ ανέεδηακ IgΜ 

αοημακηζζχιαηα πμο εκημπίγμκηαζ ζηα πνςιμζχιαηα ή ζηα ηεκηνμιενή πμζμζηυ  

ζδιακηζηά ιζηνυηενo απυ εηείκα 11,4% ηαζ 6,8% IgG ηάλδξ, πμο εκημπίγμκηαζ ζε 

πνςιμζχιαηα ηαζ ηεκηνμιενή, ακηίζημζπα (Πίλαθαο 1.5.1.). Σα απμηεθέζιαηα αοηά 

δείπκμοκ ζοκφπανλδ αοημακηζζςιάηςκ βζα πνςηεΐκεξ ηδξ πενζθένζαξ ημο πονήκα ηαζ ηδξ 

πνςιαηίκδξ ή ηςκ ηεκηνμιενχκ. 
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Δηθόλα 1.5.1. Πξόηππα θζνξηζκνύ ησλ απηναληηζσκάησλ ζηε κίησζε. ηδκ πνχηδ ζηήθδ 

δίκμκηαζ ακηζπνμζςπεοηζηέξ εζηυκεξ απυ μνμφξ ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ηςκ ηεκηνμιενζδίςκ (s4, s207) 

ηαζ έκακηζ ηςκ πνςιμζςιάηςκ (s195). Παναηδνείηαζ υηζ ζηζξ εζηυκεξ ημο s4 οπάνπεζ ηαζ θεμνζζιυξ 

ζηα ηεκηνμζςιάηζα. ηδ δεφηενδ ζηήθδ δίκμκηαζ ακηζπνμζςπεοηζηέξ εζηυκεξ απυ μνμφξ ιε 

ακηζζχιαηα έκακηζ ηςκ ηεκηνμζςιαηίςκ (s192, s217) ηαζ ηδξ ιζηςηζηήξ αηνάηημο (s157, s217). 

Σέθμξ ζηδκ ηεθεοηαία ζηήθδ δίκμκηαζ ακηζπνμζςπεοηζηέξ εζηυκεξ μνχκ πμο πανμοζζάγμοκ δζάποημ 

θεμνζζιυ ηαηά ηδ ιίηςζδ.  Γζάποημξ θεμνζζιυξ παναηδνείηαζ ηυζμ ζηζξ εζηυκεξ ηδξ πνχηδξ υζμ ηαζ 

ηδξ δεφηενδξ ζηήθδξ.  

 

 

 

 

 Γζάποημ Άηναηημξ Κεκηνμζςιάηζα Κεκηνμιενίδζα Υνςιμζχιαηα 

 ΙgG 100% 6,8% 22,7% 11,4% 6,8% 

 IgΜ 89% 4,3% 4,3% 1% 1% 

 

Πίλαθαο 1.5.1. Καηαλνκή απηναληηζσκάησλ IgG θαη IgM ηάμεο ζηε κίησζε.  
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2. Σαπηνπνίεζε απηναληηζσκάησλ γηα ζπγθεθξηκέλεο πξσηεΐλεο ηνπ 

ππξεληθνύ θαθέινπ.      

Η δζενεφκδζδ ηδξ ηαοηυηδηαξ ηςκ αοημακηζζςιάηςκ ημο πονδκζημφ θαηέθμο 

άνπζζε ιε ημκ πνμζδζμνζζιυ ημο ανζειμφ ηαζ ημο ιμνζαημφ αάνμοξ ηςκ αοημακηζβυκςκ πμο 

ακαβκςνίγμοκ. Γζα ημ ζημπυ αοηυ πνδζζιμπμζήεδηε δ ιέεμδμξ ηδξ ακμζμαπμηφπςζδξ, ιε 

οπυζηνςια πονδκζημφξ θαηέθμοξ απυ δπαημηφηηανα ανμοναίμο. Οζ θυβμζ βζα ημοξ μπμίμοξ 

επζθέβπεδηε οπυζηνςια απυ ήπαν ανμοναίμο ήηακ (α) δ ελαζνεηζηή ηαεανυηδηα ημο οθζημφ 

ηαζ δ ηαεζενςιέκδ ιεεμδμθμβία απμιυκςζήξ ημο, (α) δ δζαεεζζιυηδηα ημο ανπζημφ οθζημφ 

ηαζ δ ζηακμπμζδηζηή απυδμζδ ζε πμζυηδηα ηαζ (β) ηα απμηεθέζιαηα ιαξ απυ ηδκ ακίπκεοζδ 

ηςκ αοημακηζζςιάηςκ ιε έιιεζμ ακμζμθεμνζζιυ (εκυηδηα 1) ηα μπμία έδεζλακ ηδκ 

απμηεθεζιαηζηυηδηα ηςκ πονήκςκ απυ ήπαν ανμοναίμο.  

 

2.1. Καζαξόηεηα ππνζηξώκαηνο ππξεληθώλ θαθέισλ  

Η ηαεανυηδηα ημο οθζημφ είκαζ ζδζαίηενα ιεβάθδξ ζδιαζίαξ επεζδή δ πθεζμκυηδηα 

ηςκ μνχκ, πθέμκ ηςκ ακηζ-πενζπονδκζηχκ αοημακηζζςιάηςκ, πενζέπεζ αοημακηζζχιαηα βζα 

ζοζηαηζηά ημο ηοηηανμπθάζιαημξ. Ανπζηά πναβιαημπμζήεδηε έθεβπμξ ηςκ απμιμκςεέκηςκ 

πονήκςκ ιε ακμζμθεμνζζιυ πνδζζιμπμζχκηαξ μνμφξ μζ μπμίμζ εηηυξ απυ πενζπονδκζηυ 

πανμοζίαζακ ηαζ ηοηηανμπθαζιαηζηυ πνυηοπμ θεμνζζιμφ. Καηά ημκ έθεβπμ παναηδνήεδηε 

υηζ απυ ηα ηνία είδδ πονήκςκ πμο απμιμκχζαιε, δδθαδή ηοηηάνςκ HeLa (HeLa nuc), 

HepG2 (HepG2 nuc) ηαζ ήπαημξ ανμοναίςκ (RLN), ηοηηανμπθαζιαηζηέξ πνμζιίλεζξ 

οπήνπακ ιυκμ ζημοξ πνχημοξ. (Δηθόλα 2.1.1.) Έηζζ ηυζμ μζ πονδκζημί θάηεθμζ απυ πονήκεξ 

HepG2 υζμ ηαζ μζ  πονήκεξ δπαημηοηηάνςκ ανμοναίμο απμηεθμφκ ηαηάθθδθμ οπυζηνςια 

βζα ηδκ πεναζηένς δζενεφκδζδ ηςκ ακηζπενζπονδκζηχκ αοημακηζβυκςκ. ηδκ πανμφζα ιεθέηδ 

πνμηζιήεδηακ μζ πονδκζημί θάηεθμζ απυ δπαημηφηηανα ανμοναίμο βζα ημ θυβμ υηζ 

ιπμνμφζακ κα απμιμκςεμφκ ιεβάθεξ πμζυηδηεξ ζε ιζηνυηενμ πνμκζηυ δζάζηδια ηαζ ιε πμθφ 

ιζηνυηενμ μζημκμιζηυ ηυζημξ απυ υηζ μζ πονδκζημί θάηεθμζ απυ πονήκεξ HepG2.  

Αθμφ απμιμκχεδηακ μζ πονδκζημί θάηεθμζ εθέβπεδηακ λακά βζα 

ηοηηανμπθαζιαηζηέξ πνμζιίλεζξ. Ο έθεβπμξ έβζκε ιε ακμζμακίπκεοζδ  πνδζζιμπμζχκηαξ 

μνμφξ ιε απμηθεζζηζηά θαζκυηοπμ ηοηηανμπθαζιαηζημφ θεμνζζιμφ (εηθόλα 2.1.2. Α), ζημοξ 

μπμίμοξ ακζπκεφεδηακ ακηζ-ιζημπμκδνζαηά ακηζζχιαηα. Δπζπθέμκ, ακμζμαπμηφπςζδ ζε 

οπυζηνςια πονδκζηχκ θαηέθςκ απυ δπαημηφηηανα ανμοναίςκ έδεζλε υηζ ημ ζοβηεηνζιέκμ 

οθζηυ δεκ πενζέπεζ πνμζιίλεζξ απυ ιζημπμκδνζαηυ οθζηυ (εηθόλα 2.1.2. C).  
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Δηθόλα 2.1.1. Έιεγρνο θαζαξόηεηαο ππξήλσλ από θπηηαξνπιαζκαηηθέο πξνζκίμεηο. ηδκ εζηυκα 

θαίκμκηαζ δφμ ακηζπνμζςπεοηζημί μνμί, υπμο ζοκοπάνπμοκ ακηζ-ηοηηανμπθαζιαηζηά ακηζζχιαηα 

ιαγί ιε ακηζ-πενζπονδκζηά. Παναηδνείηαζ υηζ ζημοξ πονήκεξ απυ δπαημηφηηανα ανμοναίςκ ηαζ ζημοξ 

πονήκεξ απυ ηφηηανα HepG2 δεκ ακζπκεφεδηακ ηοηηανμπθαζιαηζηέξ πνμζιίλεζξ.  
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Δηθόλα 2.1.2. Έιεγρνο θαζαξόηεηαο ππξήλσλ θαη ππξεληθώλ θαθέισλ από ήπαξ αξνπξαίσλ. 

(Α) Πνυηοπα θεμνζζιμφ ηοηηάνςκ HeLa ηαζ πονήκςκ απυ ήπαν ανμοναίςκ. Οζ ζοβηεηνζιέκμζ μνμί 

δείπκμοκ απμηθεζζηζηά ηοηηανμπθαζιαηζηυ θεμνζζιυ. (Β) Ακάθοζδ dot blot ζοβηεηνζιέκςκ ακηζ-

ιζημπμκδνζαηχκ ακηζζςιάηςκ ιε ειπμνζηά δζαεέζζιμ kit. Οζ μνμί πμο πνδζζιμπμζήζαιε πενζέπμοκ 

απυ 1 έςξ 3 δζαθoνεηζηά ακηζ-ιζημπμκδνζαηά αοημακηζζχιαηα. (C) Ακμζμαπμηφπςζδ ζε οπυζηνςια 

πονδκζηχκ θαηέθςκ απυ ήπαν ανμοναίςκ. Σμ οθζηυ θαίκεηαζ υηζ δεκ πενζέπεζ πνμζιίλεζξ απυ 

ιζημπυκδνζα ηαευηζ μζ μνμί δεκ ακαβκςνίγμοκ πνςηεΐκεξ ημο ζοβηεηνζιέκμο οπμζηνχιαημξ. 
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2.2. Πξνζδηνξηζκόο ηνπ αξηζκνύ θαη ηνπ κνξηαθνύ βάξνπο ησλ 

απηναληηγόλσλ ηεο ππξεληθήο κεκβξάλεο. 

Με ηδ ιέεμδμ ηδξ ακμζμακίπκεοζδξ πνμζδζμνίζηδηε μ ανζειυξ ηαζ ημ ιμνζαηυ 

αάνμξ ηςκ πνςηεσκχκ ημο πονδκζημφ θαηέθμο, μζ μπμίεξ είκαζ αοημακηζβυκα βζα ημοξ PBC 

μνμφξ. Ωξ ακηζβμκζηυ οθζηυ πνδζζιμπμζήεδηακ μζ ηαεανμί απυ πνμζιίλεζξ πονδκζημί 

θάηεθμζ δπαημηοηηάνςκ ανμοναίςκ. ηδ δζαδζηαζία αοηή ζοιπενζθήθεδηακ μζ 52 μνμί 

ζημοξ μπμίμοξ ακζπκεφεδηακ ακηζ-πενζπονδκζηά αοημακηζζχιαηα ιε ακμζμθεμνζζιυ. Σα 

αοημακηζβυκα πμο ακαβκχνζζε μ ηάεε μνυξ ηαεχξ ηαζ ηα ιμνζαηά ημοξ αάνδ, θαίκμκηαζ ζηδκ 

εηθόλα 2.2.1. Παναηδνείηαζ υηζ ηα αοημακηζβυκα πμο ακαβκχνζζε δ πθεζμρδθία ηςκ μνχκ 

μιαδμπμζμφκηαζ ζε δφμ ηονίςξ ηαηδβμνίεξ, ηα ορδθμφ ιμνζαημφ αάνμοξ (βφνς ζηα 210kDa) 

ηαζ ηα ιεηνίμο ιμνζαημφ αάνμοξ (ιεηαλφ 55 ηαζ 75kDa). Σμ 83% ηςκ μνχκ ιε 

αοημακηζζχιαηα έκακηζ ημο πονδκζημφ θαηέθμο έπμοκ αοημακηζζχιαηα έκακηζ ακηζβυκςκ ιε 

ιμνζαηυ αάνμξ ιεηαλφ 55-75kDa ηαζ ημ 66% έπεζ ακηζζχιαηα έκακηζ αοημακηζβυκμο ζηα 

210kDa. Πζεακά αοημακηζβυκα βζα ακηζζχιαηα μνχκ ζε αζεεκείξ ιε PBC απμηεθμφκ δ 

gp210 (210 kDa), μ LBR (58 kDa), μζ πονδκζηέξ θαιίκεξ (64-72 kDa), μζ Laps (LAP1 55-

75kDa, LAP2 53kDa) ηαζ δ p62 (62 kDa). 

  

2.3. Γηεξεύλεζε ηεο ύπαξμεο αληηζσκάησλ γηα ηελ γιπθνπξσηεΐλε gp210.   

Η φπανλδ ακηζ-gp210 αοημακηζζςιάηςκ δζενεοκήεδηε ανπζηά πνδζζιμπμζχκηαξ 

ζοβηεηνζιέκδ ειπμνζηά δζαεέζζιδ ηαζ εονέςξ πνδζζιμπμζμφιεκδ ιέεμδμ ELISA. Απυ ημ 

34% ηςκ μνχκ ιε ακηζζχιαηα έκακηζ πνςηεΐκδξ ιμνζαημφ αάνμοξ ~210kDa ηαοημπμζήεδηε 

υηζ ημ 22,3% ηςκ μνχκ είπακ ακηζζχιαηα G ηάλδξ ακμζμζθαζνζκχκ έκακηζ ηδξ gp210 

βθοημπνςηεΐκδξ ηαζ ζοβηεηνζιέκα έκακηζ ημο επζηυπμο ζημ C-ηεθζηυ άηνμ ηδξ. ημ οπυθμζπμ 

11,7% ηςκ μνχκ ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ημο ιδ ηαοημπμζδιέκμο αοημακηζβυκμο ηςκ 

~210kDa, εα ιπμνμφζακ κα οπάνπμοκ  ακηζ-gp210 ακηζζχιαηα IgM ηάλδξ ή  ακηζζχιαηα 

έκακηζ ημο επζηυπμο ζημ N-ηεθζηυ ηδξ άηνμ ηαεχξ ηαζ ακηζζχιαηα άθθδξ ελεζδίηεοζδξ βζα 

άβκςζημ αοημακηζβυκμ. 

Γζα ηδ δζενεφκδζδ ηςκ πζμ πάκς πενζπηχζεςκ πνδζζιμπμζήεδηε δ ιέεμδμξ ηδξ 

ακμζμηαηαηνήικζζδξ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ηδξ ακμζμαπμηφπςζδξ, πνδζζιμπμζχκηαξ 

δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα IgG ή IgM ηάλδξ. (Δηθόλα 2.3.1) Γζα ηδκ απμιυκςζδ ιε 

ακμζμηαηαηνήικζζδ ηςκ αοημακηζβυκςκ ιμνζαημφ αάνμοξ 210kDa πνδζζιμπμζήεδηακ είηε 

μζ ίδζμζ μζ μνμί, είηε εκαθθαηηζηά μνμί βζα ημοξ μπμίμοξ είπε ελαηνζαςεεί ιε ηδ ιέεμδμ 

ELISA ηαζ θαζιαημζημπία ιαγχκ υηζ πενζείπακ αοημακηζζχιαηα βζα ηδκ gp210. 
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Υνδζζιμπμζχκηαξ ηδκ παναπάκς ιεεμδμθμβία ανέεδηε υηζ υθμζ μζ μνμί, πθδκ εκυξ (s194, 

Δηθόλα 2.3.2) πμο ακαβκςνίγμοκ ηδ γχκδ ζηα 210kDa είπακ αοημακηζζχιαηα βζα ηδκ gp210.  

Έηζζ ημ ηεθζηυ πμζμζηυ ηςκ μνχκ ιε ακηζ-gp210 ακηζζχιαηα ακήθεε ζημ 32%, ημο ζοκυθμο 

ηςκ μνχκ απυ ημ μπμίμ ημ 22,3% είπε ακμζμζθαζνίκεξ G ηάλδξ ακζπκεφζζιεξ ιε ELISA βζα 

ημκ επίημπμ ζημ C-ηεθζηυ άηνμ, ημ 2,9% είπε ακηζζχιαηα M ηάλδξ ακμζμζθαζνζκχκ βζα έκακ 

απυ ημοξ δφμ επζηυπμοξ ηαζ ηέθμξ ημ 7,8% είπε ακηζζχιαηα G ηάλδξ ηςκ μπμίςκ μ ηίηθμξ 

είκαζ εκδεπυιεκα εηηυξ ηςκ μνίςκ ακίπκεοζδξ ακηζζςιάηςκ ιε ELISA ή αθμνά ακηζζχιαηα 

έκακηζ ημο επζηυπμο ζημ Ν-ηεθζηυ άηνμ. (Δηθόλα 2.3.2) 
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Δηθόλα 2.2.1. Σα κνξηαθά βάξε θη ν αξηζκόο ησλ πξσηετλώλ ηνπ ππξεληθνύ θαθέινπ γηα ηηο 

νπνίεο εκθαλίδνπλ απηναληηζώκαηα νη νξνί αζζελώλ κε PBC. Γζα ηδκ ακμζμακίπκεοζδ 

πνδζζιμπμζήεδηακ πονδκζημί θάηεθμζ απυ δπαημηφηηανα ανμοναίμο, ςξ οπυζηνςια. ηα ανζζηενά 

ακαβνάθεηαζ ηθίιαηα ιμνζαηχκ αανχκ. Πάκς απυ ηάεε ζηήθδ ακαβνάθεηαζ μ μνυξ πμο 

πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ ακμζμακίπκεοζδ. 
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Δηθόλα 2.3.1. Μεζνδνινγία γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ απηναληηζσκάησλ αληη-gp210 κε 

αλνζνθαηαθξήκληζε θαη αλνζναπνηύπσζε. (a)  Η ακμζμηαηαηνήικζζδ έβζκε ιε ημκ μνυ s16. Η 

ακμζμαπμηφπςζδ έβζκε ηυζμ ιε ημκ ίδζμ ημκ μνυ βζα κα επζαεααζςεεί δ φπανλδ ηδξ πνςηεΐκδξ υζμ 

ηαζ ιε ημ ακηίζςια ακηζ-gp210 βζα κα απμδεζπεεί υηζ δ πνςηεΐκδ πμο ηαηαηνδικίγεηαζ απυ ημκ μνυ 

s16, είκαζ δ gp210. (b,c) Η ακμζμηαηαηνήικζζδ έβζκε ιε ημκ μνυ s54, πμο απμδείπεδηε υηζ έπεζ 

ακηζζχιαηα βζα ηδκ πνςηεΐκδ gp210 ηυζμ ιε ELISA υζμ ηαζ ιε θαζιαημζημπία ιαγχκ. Ανπζηά 

πζζημπμζήεδηε ιε ακμζμαπμηφπςζδ υηζ δ πνςηεΐκδ ακμζμηαηαηνδικίζεδηε, πνδζζιμπμζχκηαξ ημκ 

μνυ s54 ηαζ ζηδ ζοκέπεζα δζενεοκήεδηε ακ άθθμζ μνμί πενζέπμοκ (s196) ή υπζ (s202) αοημακηζζχιαηα 

IgG ή IgM ηάλδξ βζα ηδκ gp210.  
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Δηθόλα 2.3.2. Σαπηνπνίεζε αληη-gp210 αληηζσκάησλ. Με ηδ ιέεμδμ ELISA ακζπκεφεδηακ IgG 

ακηζζχιαηα πμο ακαβκςνίγμοκ ημκ επίημπμ ζημ C-ηεθζηυ άηνμ (Α). Με ηδ ιέεμδμ 

ακμζμηαηαηνήικζζδξ/ακμζμαπμηφπςζδξ ακζπκεφεδηακ ΙgG ακηζ-gp210 ακηζζχιαηα (Β, C) ηαζ ηα 

ΙgM ακηζ-gp210 ακηζζχιαηα (D).  φιθςκα ιε ηδ ιέεμδμ πμο αημθμοεήεδηε (βιέπε εηθόλα 2.3.1.) 

ζημ (Β) δ gp210 ηαηαηνδικίζηδηε απυ ημκ μνυ ηαζ ηαοημπμζήεδηε ιε ακμζμαπμηφπςζδ απυ ακηζ-

gp210 ακηίζςια. ηα (C) ηαζ (D) δ gp210 πνςηεΐκδ ακμζμηαηαηνδικίζηδηε απυ ημκ μνυ 54  ηαζ 

ακαβκςνίζηδηε ιε ακμζμαπμηφπςζδ απυ ηα ακηζζχιαηα ηςκ μνχκ πνδζζιμπμζχκηαξ δεοηενμβεκή 

ακηίζςια IgG ή IgM ηάλδξ.  
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2.4. Γηεξεύλεζε ηεο ύπαξμεο αληηζσκάησλ γηα ηελ πξσηεΐλε p62.   

Γζα ηδ δζενεφκδζδ ηδξ φπανλδξ ακηζζςιάηςκ ζημοξ μνμφξ έκακηζ ηδξ πνςηεΐκδξ 

p62 πνδζζιμπμζήεδηακ μζ ιεευδμζ ηδξ ακμζμηαηαηνήικζζδξ ηαζ ηδξ ακμζμαπμηφπςζδξ. Γζα 

ηδκ ακμζμηαηαηνήικζζδ ηδξ πνςηεΐκδξ πνδζζιμπμζήεδηακ δφμ ιμκμηθςκζηά ακηζζχιαηα ημ 

ακηζ-p62 πμο έπεζ ςξ επίημπμ ημ Ν-ηεθζηυ άηνμ ηδξ πνςηεΐκδξ ηαζ ημ mAb414 πμο είκαζ 

ακηίζςια ημ μπμίμ ακαβκςνίγεζ ςξ επίημπμ ηδκ FXFG αθθδθμοπία αιζκμλέςκ, ηδκ μπμία έπεζ 

ηαζ δ πνςηεΐκδ p62.  

ηδ ζοκέπεζα ημ οθζηυ πμο ηαηαηνδικίζηδηε ηαεχξ ηαζ δείβια πονδκζηχκ θαηέθςκ 

ηαζ εηπφθζζια αοηχκ πνζκ ηαζ ιεηά ηδκ ακμζμηαηαηνήικζζδ ακμζμαπμηοπχεδηακ 

πνδζζιμπμζχκηαξ υθμοξ ημοξ μνμφξ εηείκμοξ πμο ακαβκχνζζακ πνςηεσκζηή γχκδ ζηα 55-

75kDa. (Δηθόλα 2.2.1) Υαναηηδνζζηζηά παναδείβιαηα ηδξ ζοβηεηνζιέκδξ δζαδζηαζίαξ 

πανμοζζάγμκηαζ ζηδκ εηθόλα 2.4.1.  

ε ηακέκα απυ ημοξ μνμφξ δεκ ανέεδηακ ακηζ-p62 ακηζζχιαηα. Σμ βεβμκυξ αοηυ 

δεκ μθείθεηαζ ζε απμηοπία ηδξ ιεευδμο, πμο αημθμοεήεδηε, δζυηζ υηακ έβζκε 

ακμζμακίπκεοζδ ιε ημ ακηζ-p62 ή ημ mAb414 ακηίζςια θάκδηε υηζ δ πνςηεΐκδ είπε 

ηαηαηνδικζζηεί ηαζ ιάθζζηα πμζμηζηά. (Δηθόλα 2.4.1.) Δπίζδξ μζ πνςηεΐκεξ πμο 

ακαβκςνίγμκηαζ απυ ημοξ μνμφξ ανίζημκηαζ ζημ εηπφθζζια ιεηά ηδκ ακμζμαθαίνεζδ ηδξ p62 

απυ αοηυ.  

 

2.5. Γηεξεύλεζε ηεο ύπαξμεο αληηζσκάησλ έλαληη ησλ ιακηλώλ.  

Η φπανλδ αοημακηζζςιάηςκ έκακηζ ηςκ θαιζκχκ δζενεοκήεδηε ιε ακμζμαπμηφπςζδ 

πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ ακηζβμκζηυ οθζηυ ηθάζιαηα θαιζκχκ, πμο ηαεανίζηδηακ απυ 

πονδκζημφξ θαηέθμοξ δπαημηοηηάνςκ ανμοναίςκ ιε πνςιαημβναθία ζμκημακηαθθαβήξ. Οζ 

θαιίκεξ Α ηαζ C εηθμφμκηαζ ζηα ίδζα ηθάζιαηα εκχ δ θαιίκδ Β εκημπίγεηαζ ζε λεπςνζζηυ 

ηθάζια.(Δηθόλα 2.5.1.)  

Ακηζζχιαηα βζα θαιίκεξ ακζπκεφεδηακ ζε 10 μνμφξ (9,7%) (Δηθόλα 2.5.2). Απυ 

αοημφξ μζ 8 (s16, s19, s32, s50, s204, s205, s211, s219) πενζείπακ ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ 

θαιίκδξ Α εκχ έκαξ μνυξ  πενζείπε ακηζζχιαηα βζα ηάεε ιζα εη ηςκ θαιζκχκ Β (s6) ηαζ C 

(s211). Ο μνυξ s204 δεκ πανμοζζάγεζ πενζπονδκζηυ θεμνζζιυ αθθά πονδκζηυ, θαζκυηοπμξ 

πμο πανμοζζάγεζ δ LmnA εκαθθαηηζηά ημο πενζπονδκζημφ θεμνζζιμφ, θυβς ηδξ πανμοζίαξ 

ηδξ πνςηεΐκδξ ζημ πονδκυπθαζια.   

 

 



96 

2.6. Γηεξεύλεζε ηεο ύπαξμεο απηναληηζσκάησλ έλαληη ηνπ LBR. 

Σμ οπυζηνςια πμο πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ ακηζ-LBR 

ακηζζςιάηςκ ήηακ δ πζιαζνζηή πνςηεΐκδ ΝΣ-LBR-GST πμο πανάπεδηε απυ ααηηήνζα Ε.Coli 

ηαζ ηαεανίζηδηε ιε πνςιαημβναθία αβπζζηείαξ. Η πνςηεΐκδ αοηή πνςηεμθφεηαζ πμθφ 

εφημθα απυ ηδ ζηζβιή ηδξ παναβςβήξ ηδξ, ηαζ ςξ εη ημφημο ζοκμδεφεηαζ απυ ηα 

πνςηεμθοηζηά ηδξ πανάβςβα. ηδκ εηθόλα 2.6.1 θαίκεηαζ μ LBR ζε πδηηή SDS-

πμθοαηνοθαιζδίμο ιε ηα πνςηεμθοηζηά ημο πανάβςβα (d.p.), ζηα δελζά ηαζ ημ 

ακμζμαπμηφπςια ημο (a-LBR) ηαεχξ ηαζ αοηυ παναηηδνζζηζηχκ μνχκ ανκδηζηχκ (s33, 

s201) ηαζ εεηζηχκ ζε a-LBR αοημακηζζχιαηα (s211, s21) ηαζ παιδθμφ ηίηθμο (s196) ζημ 

ανζζηενυ ιένμξ ηδξ εζηυκαξ. 

Ακηζ-LBR ακηζζχιαηα ακζπκεφεδηακ ζημ 8,7% ηςκ μνχκ (Δηθόλα 2.5.2). Γομ μνμί 

(s21, s211) πενζείπακ ορδθμφ ηίηθμο ακηζζχιαηα εκχ μζ οπυθμζπμζ 7 παιδθμφ ηίηθμο (s4, 

s27, s41,s56, s196, s205, s207). Η φπανλδ ακηζ-LBR ακηζζςιάηςκ επζαεααζχεδηε ηαζ ιε ηδ 

ιέεμδμ ELISA, ζημοξ μνμφξ ιε ορδθμφ ηίηθμο ακηζζχιαηα. Οζ μνμί ζημοξ μπμίμοξ ανέεδηακ 

παιδθμφ ηίηθμο ακηζ-LBR ακηζζχιαηα, δ απμννυθδζδ πμο είπακ ήηακ ζηα υνζα εεηζημφ ηαζ 

ανκδηζημφ απμηεθέζιαημξ, βεβμκυξ πμο επζαεααζχκεζ ημκ παιδθυ ηίηθμ. 
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Δηθόλα 2.4.1. Γηεξεύλεζε ηεο ύπαξμεο αληη-p62 αληηζσκάησλ ζηνπο νξνύο ησλ αζζελώλ κε 

PBC. Κάεε μνυξ επςάζηδηε ιε ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ ζηδκ μπμία ηαεδθχεδηακ πονδκζημί 

θάηεθμζ απυ δπαημηφηηανα ανμοναίςκ (RNE), εηπφθζζια ημοξ ιε απμννοπακηζηυ Triton (Ext.), δ 

πνςηεΐκδ p62 πμο ακμζμηαηαηνδικίζηζηε πνδζζιμπμζχκηαξ ημ ακηζ-p62 ακηίζςια (IP p62) ηαζ ημ 

εηπφθζζια πονδκζηχκ θαηέθςκ δπαημηοηηάνςκ ανμοναίςκ ιεηά ηδκ απμιάηνοκζδ ηδξ πνςηεΐκδξ 

p62 (Depl.Ext.).  Η πνχηδ ηεηνάδα οπμζηνςιάηςκ, λεηζκχκηαξ απυ ηα ανζζηενά, επςάζηδηε ιε 

ακηίζςια ακηζ- p62 (a-p62), δ δεφηενδ ιε ημκ μνυ s6, δ ηνίηδ ιε ημκ μνυ s32 ηαζ δ ηέηανηδ ιε ημκ 

μνυ s188.   

 

 

 

 

Δηθόλα 2.5.1. Γηεξεύλεζε ηεο ύπαξμεο αληηζσκάησλ έλαληη ησλ ιακηλώλ. SDS-PAGE θαιζκχκ 

Α/C ηαζ Β. (ανζζηενά) Οζ μνμί πμο θαίκμκηαζ ζηδκ εζηυκα είκαζ μ μνυξ υπμο ακζπκεφεδηακ 

ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ θαιίκδξ Β (s6), μ μνυξ ιε ακηζ- lamin A ακηζζχιαηα (s50) ηαζ έκαξ 

ακηζπνμζςπεοηζηυξ μνυξ ιε ακηζ-lamin A/C ακηζζχιαηα. 
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Δηθόλα 2.5.2. πγθεληξσηηθά απνηειέζκαηα ηαπηνπνίεζεο απηναληηζσκάησλ γηα 

ιακίλεο θαη LBR. Οζ δζάθμνμζ μνμί πμο ακαβκχνζγακ γχκδ(εξ) ιεηαλφ 55 ηαζ 75 kDa 

πανμοζζάγμκηαζ ζημ επάκς ιένμξ εκχ απυ ηάης ζδιεζχκεηαζ δ πανμοζία (+) δ απμοζία (-) ή 

μ παιδθυξ ηίηθμξ (+l) αοημακηζζςιάηςκ βζα ηζξ θαιίκεξ (LmA, LmB, LmC) ηαζ ημκ LBR. 

 

 

   

 

Δηθόλα 2.6.1. Γηεξεύλεζε ηεο ύπαξμεο απηναληηζσκάησλ γηα ηνλ LBR. ημ SDS-PAGE θαίκεηαζ 

ημ άιζκμ ηεθζηυ άηνμ ημο LBR ηαζ ηα πνςηεμθοηζηά ημο πανάβςβα (d.p.). Σμ ακηζ-LBR πμθοηθςκζηυ 

ακηίζςια απυ ημοκέθζ, ακαβκςνίγεζ ηδκ άεζηηδ πνςηεΐκδ εκχ μζ μνμί ακαβκςνίγμοκ ηαζ ηα 

πνςηεμθοηζηά πανάβςβα. Οζ δφμ πνχημζ μνμί (s211, s21) έπμοκ ορδθμφ ηίηθμο ακηζ-LBR 

ακηζζχιαηα, μ ηνίημξ (s196) παιδθμφ ηαζ μζ δφμ ηεθεοηαίμζ (s33, s201) δεκ έπμοκ ακηζ-LBR 

αοημακηζζχιαηα. Απυ ημοξ μνμφξ πμο είκαζ ανκδηζημί μ πνχημξ (s33) έπεζ ακηζ-πενζπονδκζηά 

ακηζζχιαηα εκχ μ δεφηενμξ (s201) έπεζ ακηζζχιαηα ιυκμ έκακηζ ηςκ ιζημπμκδνίςκ.  
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2.7. Σαπηνπνίεζε απηναληηγόλσλ κε θαζκαηνζθνπία καδώλ. 

Με ζημπυ ηδκ επζαεααίςζδ ηδξ ηαοηυηδηαξ ήδδ παναηηδνζζιέκςκ (πανάβναθμζ 2.3 

έςξ 2.5) ακηζβυκςκ ηαεχξ ηαζ ηδ δζενεφκδζδ ηδξ ηαοηυηδηαξ πζεακχκ κέςκ αοημακηζβυκςκ 

πνδζζιμπμζήεδηε δ θαζιαημζημπία ιαγχκ. Όπςξ έπμοιε ήδδ ακαθένεζ (Δζηυκα 2.2.3) 

ανηεημί μνμί ακαβκςνίγμοκ πενζζζυηενεξ ηδξ ιζαξ πνςηεσκζηέξ γχκεξ ιεηά απυ 

ακμζμαπμηφπςζδ ζε οπυζηνςια πονδκζηχκ θαηέθςκ. Ωξ εη ημφημο, πνδζζιμπμζήζαιε ημοξ 

μνμφξ 16, 50 ηαζ 54 πμο πζεακά πενζέπμοκ πενζζζυηενα ημο εκυξ αοημακηζζχιαηα βζα κα 

απμιμκχζμοιε ιε ακμζμηαηαηνήικζζδ ηα ακηίζημζπα αοημακηζβυκα απυ εηποθίζιαηα 

πονδκζηχκ θαηέθςκ δπαημηοηηάνςκ ανμοναίμο.  

Οζ πνςηεΐκεξ πμο ηαηαηνδικίζηδηακ απυ ημκ μνυ 54 δζαπςνίζηδηακ ιε 

δθεηηνμθυνδζδ ηαζ ακμζμαπμηοπχεδηακ απυ ηα αοημακηζζχιαηα ημο μνμφ 54 (Δηθόλα 

2.7.1. A ηαζ Β). Οζ πνςηεσκζηέξ γχκεξ πμο ειθακίζηδηακ ιεηά απυ πνχζδ ηδξ πδηηήξ  

απμιμκχεδηακ απυ αοηήκ (Δηθόλα 2.7.1.Α) ηαζ ηαοημπμζήεδηακ ιε θαζιαημζημπία ιαγχκ 

απυ ηδκ μιάδα ημο Κμο Πακαβζχημο ζημ ενεοκδηζηυ ηέκηνμ «Αθ. Φθέιζβη».  

Οζ πνςηεΐκεξ πμο ηαοημπμζήεδηακ είκαζ δ gp210 (γχκδ 3, 208 kDa), δ RanBP5 ή 

importin B (γχκδ 5, 122 kDa), o ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ Single minded homologe 1, 

SIM1 (γχκδ 6, 86 kDa) ηαζ δ πνςηεΐκδ ηςκ πονδκίζηςκ U3 (small nucleolar RNA associated 

protein), πμο θαιαάκεζ ιένμξ ηαηά ηδκ pre-mRNA δζαδζηαζία (γχκδ 7, 68 kDa) (Δηθόλα 

2.7.1. ηαζ Πίλαθαο 2.7.1). Η gp210 είκαζ πνςηεΐκδ ηςκ πονδκζηχκ πυνςκ εκχ μζ U3 ηαζ 

SIM1 είκαζ πνςηεΐκεξ ηςκ ζςιαηζδίςκ ημο πονήκα (ιεηαβναθζηέξ πενζμπέξ/ΟPT ζςιαηίδζα 

ηαζ πονδκίζημ, ακηίζημζπα) ηαζ δ RanBP5 είκαζ πνςηεΐκδ πμο ιεηαθένεζ, ιέζς ηςκ πυνςκ, 

πνςηεΐκεξ εκηυξ ηαζ εηηυξ ημο πονήκα. Η φπανλδ ακηζζςιάηςκ ακηζ-gp210 ζε μνμφξ 

αζεεκχκ ιε PBC είκαζ βκςζηή απυ ηδ αζαθζμβναθία εκχ μζ οπυθμζπεξ πνςηεΐκεξ δεκ έπμοκ 

ακαθενεεί ςξ αοημακηζβυκα. Οζ πνςηεΐκεξ U3 ηαζ RanBP5 εκχ δεκ απμηεθμφκ ζοζηαηζηά 

ημο πονδκζημφ πυνμο έπμοκ εκημπζζηεί ζε ιεθέηεξ ημο πνςηεχιαημξ ημο (Cronshaw, 

Krutchinsky et al. 2002) ηαζ θαίκεηαζ κα ακαβκςνίγμκηαζ αζεεκχξ απυ αοημακηζζχιαηα ημο 

μνμφ 54 (Δηθόλα 2.7.1. Β). Ακηίεεηα, μ ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ SIM1 δεκ θαίκεηαζ κα 

απμηεθεί αοημακηζβυκμ ηαζ ημ πζεακυηενμ είκαζ κα ζοβηαηαηνδικίγεηαζ ιε ιζα εη ηςκ 3 

άθθςκ πνςηεσκχκ.  

Δπζπθέμκ, πνδζζιμπμζχκηαξ ημοξ μνμφξ s16 ηαζ s50 επζαεααζχεδηε δ φπανλδ 

αοημακηζζςιάηςκ έκακηζ ηςκ πνςηεσκχκ gp210 ηαζ θαιίκδξ Α (LmnA). ημκ μνυ s50 

ανέεδηε πθέμκ ηδξ LmnA, πμο είπε ηαοημπμζδεεί πνμδβμφιεκα ςξ αοημακηζβυκμ, ηαζ δ 

πνςηεΐκδ LAP1. Αοηυ είκαζ ακαιεκυιεκμ θυβς ημο ιμνζαημφ αάνμοξ ηςκ πνςηεσκχκ ηαζ ημο 
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βεβμκυημξ υηζ μζ 2 πνςηείκεξ είκαζ αζαθζμβναθζηά βκςζηυ (Foisner and Gerace 1993; Maison, 

Pyrpasopoulou et al. 1997) υηζ αθθδθεπζδνμφκ. Πανυιμζα απμηεθέζιαηα ανέεδηακ ηαζ ιε 

ημκ μνυ s212, υπμο δ LAP1 ζοκεκημπίζηδηε επίζδξ ιε θαιίκεξ. Σα ζοβηεηνζιέκα 

απμηεθέζιαηα ζοκδβμνμφκ οπέν ηδξ φπανλδξ αοημακηζζςιάηςκ βζα ηδ LAP1 ζδζαίηενα υζμκ 

αθμνά ζημκ μνυ 212 (Δζηυκα 2.5.2) ζημκ μπμίμ δεκ ηαοημπμζήεδηακ αοημακηζζχιαηα βζα ηζξ 

θαιίκεξ, πνδζζιμπμζχκηαξ απμιμκςιέκεξ πνςηεΐκεξ. .  
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Δηθόλα 2.7.1. Πνςηείκεξ πμο ακμζμηαηαηνδιίζηδηακ απυ αοημακηζζχιαηα ημο μνμφ 54. (Α) Ηθεηηνμθμνδηζηυ πνμθίθ  πμο ειθακίγεζ  δείηηεξ 

ιμνζαηχκ αανχκ ηαζ εκδζαθένμοζεξ πνςηεσκζηέξ γχκεξ (1-7) ιε ηα πζεακά ιμνζαηά ημοξ αάνδ (ανζζηενά) ηαζ ημ πήηηςια ιεηά ηδκ απμημπή ηςκ 

γςκχκ (δελζά). (Β) Ακμζμαπμηφπςια εηποθίζιαημξ πονδκζηχκ θαηέθςκ (Tr.Ext.), πνςηεσκχκ πμο ακμζμηαηαηνδικίζηδηακ απυ ημκ μνυ 54 

(IPs54), ακμζμζθαζνζκχκ ημο μνμφ (ακμζμηαηαηνήικζζδ απυ ημκ μνυ 54 απμοζία εηποθίζιαημξ, s54/B) ηαζ εηποθίζιαημξ πονδκζηχκ θαηέθςκ 

πμο απέιεζκε ιεηά απυ ηδκ ακμζμηαηαηνήικζζδ (Depl.Ext.). διαζιέκεξ είκαζ μζ πενζμπέξ πμο ακηζζημζπμφκ ζε πνςηείκεξ πμο ακαβκςνίγμκηαζ 

απυ αοημακηζζχιαηα ημο s54 ζημ εηπφθζζια ηαζ ημ οθζηυ ηδξ ακμζμηαηαηνήικζζδξ (2 πνχηεξ βναιιέξ) ηαζ δεκ απμηεθμφκ γχκεξ πμο μθείθμκηαζ 

ζε μθζβμιενζζιυ ηςκ ακμζμζθαζνζκχκ (ηνίηδ βναιιή, s54/B). 
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Πίλαθαο 2.7.1. Πξσηεΐλεο πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ κε θαζκαηνζθνπία καδώλ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ονμί 

Μμνζαηυ  

Βάνμξ 

(kDa) 

Σαοημπμίδζδ 

  s16 
210 gp210: δμιζηή πνςηεΐκδ ΝPC 

55-75 LmA: πνςηεΐκδ ηδξ θάιζκαξ 

s50 
210 gp210: δμιζηή πνςηεΐκδ ΝPC 

55-75 
LAP1: πνςηεΐκδ ηδξ INM 

Lamins: πνςηεΐκεξ ηδξ θάιζκαξ 

s54 

210 gp210: πνςηεΐκδ ηδξ θάιζκαξ 

127 RanBP5: importin B 

86 SIM1: ιεηαβναθζηυξπανάβμκηαξ 

68 U3: πνςηεΐκδ ηςκ sno RNP 

s212 55-75 
LAP1: πνςηεΐκδ ηδξ INM  

LmB: πνςηεΐκδ ηδξ θάιζκαξ 
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ΤΕΖΣΖΖ 
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Η πνςημπαεήξ πμθζηή ηίννςζδ είκαζ ιζα πνυκζα πμθμζηαηζηή κυζμξ ημο ήπαημξ, 

πμο μδδβεί ηεθζηά ζε ηίννςζδ (Kaplan and Gershwin 2005; Muratori, Granito et al. 2008). 

Διθακίγεηαζ, ςξ επί ημ πθείζημκ, ζε βοκαίηεξ (ακαθμβία 9:1) ιέζδξ δθζηίαξ. Δζηάγεηαζ υηζ ηα 

άημια πμο κμζμφκ έπμοκ βεκεηζηή πνμδζάεεζδ. Δκ δοκάιεζ αζηίεξ ηδξ ακάπηολδξ ηδξ κυζμο 

ιπμνμφκ επίζδξ κα είκαζ πενζααθθμκηζημί πανάβμκηεξ (ιμθφκζεζξ, πδιζηά, ηάπκζζια) 

(Kumagi and Heathcote 2008). Γζα ηδκ ηαηακυδζδ ηδξ παεμθοζζμθμβίαξ ηδξ PBC έπμοκ 

πνμηαεεί δζάθμνμζ ιδπακζζιμί απυ ημοξ μπμίμοξ μ επζηναηέζηενμξ είκαζ δ ιμνζαηή ιίιδζδ 

(molecular mimicry). Η οπυεεζδ ηδξ εκενβμπμίδζδξ ημο ακμζμθμβζημφ ζοζηήιαημξ ιε 

ιζιδηζζιυ (molecular mimicry) ααζίγεηαζ ζηδκ ακαβκχνζζδ αθθδθμοπίαξ αιζκμλέςκ (ΔxDK) 

δ μπμία είκαζ ίδζα (Van de Water, Ishibashi et al. 2001; Selmi and Gershwin 2009) ιε 

πνμηανοςηζηά ακηζβυκα δζαθυνςκ ιζηνμαίςκ, ζοιπενζθαιαακμιέκμο ηαζ ημο E.Coli 

(Shimoda, Nakamura et al. 2000; Selmi and Gershwin 2009). 

Δζδζηά ακηζζχιαηα ζηδκ ακμζμπαεμθμβία ημο αζεεκμφξ ιε PBC είκαζ ηα ΑΜΑ πμο 

ειθακίγμκηαζ ζημ 95% πενίπμο ηςκ πενζπηχζεςκ (Oertelt, Rieger et al. 2007; Selmi and 

Gershwin 2009). Γζάθμνα ααηηήνζα (Novosphingobium aromaticivorans, Lactobacillus 

delbruekii, Escherichia coli) αθθά ηαζ πενζααθθμκηζηά πδιζηά πνμσυκηα (ανςιμελακμσηυξ 

εζηέναξ) έπμοκ μιμθμβία ιε ημ ηφνζμ ακηζ-ιζημπμκδνζαηυ ακηζβυκμ (PDC-E2) (Leung, Quan 

et al. 2003; Selmi, Balkwill et al. 2003; Bogdanos, Smith et al. 2005). ε έκα πμζμζηυ 5%-

10% ηςκ αζεεκχκ δεκ ακζπκεφμκηαζ ακηζ-ιζημπμκδνζαηά ακηζζχιαηα (ΑΜΑ-ανκδηζημί) εκχ 

ηα ηθζκζηά, αζμπδιζηά ηαζ ζζημθμβζηά εονήιαηα δείπκμοκ υηζ έπμοκ PBC (Liu, Shi et al. 

2008). Έπεζ παναηδνδεεί υηζ μζ αζεεκείξ ανκδηζημί ζε ΑΜΑ δζαθένμοκ απυ ημοξ εεηζημφξ ςξ 

πνμξ ημκ ηίηθμ ηςκ ακηζ-πονδκζηχκ ημοξ ακηζζςιάηςκ, πμο είκαζ ορδθυηενμξ, ηαζ ηα επίπεδα 

ηςκ IgM, πμο είκαζ παιδθυηενα (Lacerda, Ludwig et al. 1995; Liu, Shi et al. 2008). ε 

ακηίεεζδ ιε ημοξ ΑΜΑ εεηζημφξ, μζ ΑΝΑ εεηζημί αζεεκείξ πανμοζζάγμοκ ιία πζμ ζμαανή 

ηαζ πζμ επζεεηζηή ιμνθή ηδξ κυζμο (Wesierska-Gadek, Penner et al. 2006; Nakamura, Kondo 

et al. 2007; Selmi and Gershwin 2009).  

ημπυξ ηδξ εηπυκδζδξ ηδξ δζδαηημνζηήξ αοηήξ δζαηνζαήξ ήηακ α) κα πνμζδζμνζζηεί 

ιε ιεβάθδ αηνίαεζα δ ζοπκυηδηα ειθάκζζδξ ακηζπονδκζηχκ ακηζζςιάηςκ ηαζ α) κα 

ακζπκεοεμφκ ηαζ κα ηαοημπμζδεμφκ, μζ πνςηεΐκεξ ηονίςξ ημο πονδκζημφ θαηέθμο, μζ μπμίεξ 

είκαζ ζηυπμζ αοημακηζζςιάηςκ ζε μνμφξ αζεεκχκ ιε πνςημπαεή πμθζηή ηίννςζδ. Γζα ημκ 

ζημπυ αοηυ α) εδναζχζαιε ανπζηά ιζα ιεεμδμθμβία ακίπκεοζδξ ηςκ ακηζζςιάηςκ ιε έιιεζμ 

ακμζμθεμνζζιυ ηαζ ηαοημπμίδζδξ αοημακηζζςιάηςκ βζα ζοβηεηνζιέκα ακηζβυκα ημο 

πονδκζημφ θαηέθμο ιε αζμπδιζηέξ ηαζ ακμζμπδιζηέξ πνμζεββίζεζξ, πνδζζιμπμζχκηαξ κέα 
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οπμζηνχιαηα ηαζ οθζηά ηαζ α) πνμζδζμνίζαιε ηδ ζοπκυηδηα ειθάκζζδξ αοημακηζζςιάηςκ 

βζα ακηζβυκα ημο πονήκα ηαζ ημο πονδκζημφ θαηέθμο ζε 103 μνμφξ αζεεκχκ ιε PBC.  

 

Αλίρλεπζε απηναληηζσκάησλ κε ΗΗF: Ζ ύπαξμε θαη ε έληαζε ηνπ θπηηαξνπιαζκαηηθνύ 

θζνξηζκνύ παξεκπνδίδεη ηελ αλίρλεπζε πεξηππξεληθνύ θζνξηζκνύ.  

ημ 97% ηςκ μνχκ ιε πνςημπαεή πμθζηή ηίννςζδ πμο ιεθεηήεδηακ, ακζπκεφεδηε 

ιε έιιεζμ ακμζμθεμνζζιυ ηοηηανμπθαζιαηζηή πνχζδ, βεβμκυξ πμο είκαζ ακαιεκυιεκμ 

εθυζμκ δ φπανλδ ακηζ-ιζημπμκδνζαηχκ ακηζζςιάηςκ απμηεθεί παναηηδνζζηζηυ ηδξ κυζμο. 

Δλίζμο ελεζδζηεοιέκα αοημακηζζχιαηα βζα ηδκ αζεέκεζα είκαζ ηα ακηζ-πονδκζηά ακηζζχιαηα 

(ΑΝΑ) (Invernizzi, Selmi et al. 2005; Selmi and Gershwin 2009), πμο δ φπανλδ ημοξ έπεζ 

ζοζπεηζζεεί ιε ιία πζμ ζμαανή ηαζ πζμ επζεεηζηή ιμνθή ηδξ κυζμο (Wesierska-Gadek, 

Penner et al. 2006; Nakamura, Kondo et al. 2007; Selmi and Gershwin 2009). Μέπνζ ζήιενα, 

δ ακίπκεοζδ ακηζ-πονδκζηχκ ακηζζςιάηςκ ιε ακμζμθεμνζζιυ βίκεηαζ ζε οπυζηνςια 

παναζηεοαζιάηςκ ηοηηάνςκ Hep2 (Chou, Lee et al. 1995; Konstantinov, Foisner et al. 1995; 

Bandin, Courvalin et al. 1996; Invernizzi, Podda et al. 2001; Miyachi, Hankins et al. 2003; 

Muratori, Muratori et al. 2003; Rigopoulou, Davies et al. 2005), ηo μπμίμ ζοπκά πανμοζζάγεζ  

πνμαθήιαηα ζηδκ ακίπκεοζδ ηςκ ακηζ-πενζπονδκζηχκ ακηζζςιάηςκ. οβηεηνζιέκα μζ Bandin 

et al. είπακ παναηδνήζεζ υηζ ζημ 20,5% ηςκ μνχκ, πμο ιεθέηδζακ, πανμοζζάζηδηε 

πενζπονδκζηυξ θεμνζζιυξ υηακ δ έκηαζδ ημο ηοηηανμπθαζιαηζημφ θεμνζζιμφ εθαηηχεδηε 

(Bandin, Courvalin et al. 1996), εκχ πμθθμί μνμί αζεεκχκ πμο πενζείπακ αοημακηζζχιαηα 

έκακηζ ημο πονδκζημφ θαηέθμο (18,8% ημο ζοκυθμο ηςκ μνχκ, 15,6% ακηζ-gp210 ηαζ 6,3% 

ακηζ-LBR) δεκ πανμοζίαγακ πενζπονδκζηυ θεμνζζιυ (9,4% ημο ζοκυθμο ηςκ μνχκ) 

(Muratori, Muratori et al. 2003). Η ακάδεζλδ ημο πνμηφπμο ημο πενζπονδκζημφ θεμνζζιμφ 

ηαηά ηδκ εθάηηςζδ ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ πνχζδξ παναηδνήεδηε ηαζ ζηδ δζηή ιαξ 

ιεθέηδ ηαζ ςξ εη ημφημο οπμεέζαιε υηζ απμοζία ηοηηανμπθάζιαημξ εα ακζπκεφμκηακ 

ηαθφηενα ηα παιδθμφ ηίηθμο αοημακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ πονδκζηήξ ιειανάκδξ. Έηζζ, 

ιεθεηχκηαξ ηδκ επίδναζδ ημο ιμκζιμπμζδηζημφ ιέζμο ηαζ ημο οπμζηνχιαημξ ζημκ 

πνμζδζμνζζιυ δζαθυνςκ πνμηφπςκ θεμνζζιμφ, ζδζαίηενα ημο πενζπονδκζημφ θεμνζζιμφ, 

εδναζχζαιε ηαζ πνδζζιμπμζήζαιε ιία ιέεμδμ πμο επζηνέπεζ ηδκ απμηεθεζιαηζηή ακίπκεοζδ 

ηςκ ακηζ-πενζπονδκζηχκ αοημακηζζςιάηςκ. 

φιθςκα ιε ηδ κέα ιέεμδμ δ ακίπκεοζδ ηςκ πενζπονδκζηχκ αοημακηζζςιάηςκ 

βίκεηαζ πνδζζιμπμζχκηαξ πονήκεξ πμο απμιμκχκμκηαζ απυ HepG2 ηφηηανα ηαζ 

δπαημηφηηανα ανμοναίμο, ηςκ μπμίςκ δ ηαεανυηδηα απυ ηοηηανμπθαζιαηζηέξ πνμζιίλεζξ 

εθέβπεηαζ ιε ιμνθμθμβζηέξ ηαζ αζμπδιζηέξ πνμζεββίζεζξ. Με ηδ κέα ιέεμδμ πμο εδναζχζαιε 
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ακζπκεφεδηακ ακηζ-πενζπονδκζηά αοημακηζζχιαηα ζημ 53,4% ηςκ μνχκ, πμζμζηυ πμο είκαζ 

απυ ηα ορδθυηενα πμο έπμοκ ακαθενεεί ζηδ αζαθζμβναθία ιε ηδ πνήζδ ακμζμπδιζηχκ ή 

αζμπδιζηχκ ηεπκζηχκ (Lozano, Pares et al. 1988; Lassoued, Brenard et al. 1990; Nickowitz, 

Wozniak et al. 1994; Wesierska-Gadek, Hohenauer et al. 1995; Bandin, Courvalin et al. 

1996; Mattalia, Luttig et al. 1997; Muratori, Muratori et al. 2003; Worman and Courvalin 

2003) εκχ ιε ηα παναζηεοάζιαηα ηοηηάνςκ Hep2 ακζπκεφεδηακ ιυκμ ζημ 24,3% ηςκ μνχκ.  

Με ηδ πνδζζιμπμίδζδ πονήκςκ απαθθαβιέκςκ απυ ηοηηανμπθαζιαηζηά ζημζπεία 

ςξ οπυζηνςια ζημκ ακμζμθεμνζζιυ ακζπκεφμκηαζ ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ πονδκζηήξ 

ιειανάκδξ ζημοξ μνμφξ αζεεκχκ ιε PBC ακελανηήηςξ ηδξ φπανλδξ ακηζζςιάηςκ έκακηζ 

ηςκ ιζημπμκδνίςκ, βεβμκυξ πμο αολάκεζ ηδκ εοαζζεδζία ηδξ ιεευδμο ηαζ επζηνέπεζ ηδκ 

εφημθδ ηαζ πςνίξ οπμηεζιεκζηυηδηα ηαηαβναθή ημο πενζπονδκζημφ θεμνζζιμφ απυ ιδ 

ελεζδζηεοιέκμ επζζηδιμκζηυ πνμζςπζηυ. Ωξ εη ημφημο, εεςνμφιε πμθφ πνήζζιδ ηδκ 

πνδζζιμπμίδζδ ηδξ ιεεμδμθμβίαξ πμο ακαπηφλαιε ζε εονεία ηθίιαηα ζηα δζαβκςζηζηά 

ενβαζηήνζα. Η ακάπηολδ δζαβκςζηζημφ παηέημο πνμζδζμνζζιμφ ηςκ ζοβηεηνζιέκςκ 

αοημακηζζςιάηςκ απμηεθεί ακηζηείιεκμ επαθχκ ιε ελεζδζηεοιέκεξ εηαζνίεξ, ηαεχξ 

πνμηαηανηηζηά απμηεθέζιαηά ιαξ (δεκ πενζβνάθμκηαζ ζηδκ δζαηνζαή) δείπκμοκ υηζ μζ 

πονήκεξ  δζαηδνμφκ ηδκ ελεζδίηεοζή ημοξ βζα επίημπμοξ έκακηζ αοημακηζζςιάηςκ ημο 

πονδκζημφ θαηέθμο ιεηά απυ ηνομζοκηήνδζδ βζα πενίπμο 3 ιήκεξ.  

Λαιαάκμκηαξ οπ’ υρδ ηδ δζαβκςζηζηή ζδιαζία ηςκ ακηζζςιάηςκ έκακηζ ηδξ 

πονδκζηήξ ιειανάκδξ, απμοζία ΑΜΑ απυ ημκ μνυ ηαζ ηδ ζοζπέηζζή ημοξ ιε πζμ ζμαανή 

ζζημθμβζηά ιμνθή ηδξ κυζμο (Rigopoulou, Davies et al. 2005), εεςνμφιε υηζ δ πνήζδ ηδξ εκ 

θυβς ιεευδμο ζοκεζζθένεζ απμηεθεζιαηζηά ηυζμ ζηδ δζάβκςζδ υζμ ηαζ ζηδκ πνυβκςζδ ηδξ 

PBC.  Πνάβιαηζ, ηα δεδμιέκα ιαξ δείπκμοκ υηζ 2 απυ ημοξ 7 ζοκμθζηά μνμφξ πμο έπμοκ 

ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ πονδκζηήξ ιειανάκδξ αθθά υπζ ΑΜΑ, ακζπκεφμκηαζ απμηθεζζηζηά ιε 

ηδ κέα ιέεμδμ. 

 

ηελ πιεηνςεθία ησλ νξώλ ζπλππάξρνπλ αληη-πεξηππξεληθά απηναληηζώκαηα ηάμεο 

IgG θαη IgM ελώ ηα αληη-ππξεληθά είλαη θπξίσο ηάμεο IgG.  

Απυ ημοξ θαζκυηοπμοξ πονδκζημφ θεμνζζιμφ πμο πανμοζίαζακ μζ μνμί, δ ηαοηυηδηα 

ηςκ ακμζμζθαζνζκχκ δζενεοκήεδηε ιυκμ βζα ημ ζηζηηυ πονδκζηυ (IgG: 22,3% vs IgM: 2,9%) 

ηαζ ημκ ηεκηνμιενζδζαηυ (IgG: 6,8% vs IgM: 0,97%) θεμνζζιυ, μζ μπμίμζ μθείθμκηαζ ζε 

ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ πνςηεΐκδξ sp100, ηςκ PML ζςιαηζδίςκ, ηαζ πνςηεσκχκ ηςκ 

ηεκηνμιενζδίςκ, πμο έπμοκ ακαθενεεί ςξ αοημακηζβυκα βζα ηδκ PBC (Szostecki, Guldner et 

al. 1990; Evans, Suenaga et al. 1991; Fusconi, Cassani et al. 1991; Orth, Gerken et al. 1997; 
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Zuchner, Sternsdorf et al. 1997; Gao, Tian et al. 2008) (Yang, Yu et al. 2004; Nakamura, 

Kondo et al. 2007; Gao, Tian et al. 2008). ε ακηίεεζδ ιε ηα ακηζ-πενζπονδκζηά ακηζζχιαηα 

πμο ζηδκ πθεζμρδθεία ηςκ μνχκ ζοκοπάνπμοκ ηα IgG ιε ηα IgM, ηα ακηζ-πονδκζηά 

ακηζζχιαηα είκαζ ηαηά ηφνζμ θυβμ IgG. οκφπανλδ IgG ηαζ IgM ακηζζςιάηςκ 

παναηδνήεδηε ιυκμ ζημ 2,9% ηςκ μνχκ πμο πανμοζζάγμοκ ζηζηηυ πονδκζηυ θεμνζζιυ ηαζ 

ιυκμ ζημ 0,97% ηςκ μνχκ πμο πανμοζζάγμοκ ηεκηνμιενζδζαηυ θεμνζζιυ. Η φπανλδ 

παιδθμφ πμζμζημφ μνχκ ιε IgM ακηζ-πονδκζηά αοημακηζζχιαηα παναηδνήεδηε ηαζ ζε 

πνυζθαηδ ιεθέηδ, ζε ακηίεεζδ ιε ημ ορδθυ πμζμζηυ ηςκ μνχκ ιε ακηζζχιαηα ηςκ 

δζαθυνςκ ζζμηφπςκ ημο IgG (Rigopoulou, Davies et al. 2005).  

Σμ ζοκμθζηυ πμζμζηυ ηςκ μνχκ ιε ακηζ-πενζπονδκζηά IgG ακηζζχιαηα πμο 

ακζπκεφεδηε ζε ηφηηανα HeLa (49,5% ) ήηακ πανειθενέξ ιε ημ ακηίζημζπμ πμζμζηυ (46,7%) 

πμο ανέεδηε ζε ιεθέηδ υπμο δζενεοκήεδηε μ ζζυηοπμξ ηςκ IgG ακηζ-πενζπονδκζηχκ 

αοημακηζζςιάηςκ ζε μνμφξ απυ Έθθδκεξ ηαζ Ιζπακμφξ αζεεκείξ (Rigopoulou, Davies et al. 

2005). ημ 37,9% ηςκ μνχκ ανήηαιε ζοκφπανλδ IgG ηαζ IgΜ ακηζ-πενζπονδκζηχκ 

ακηζζςιάηςκ. ηδ πθεζμρδθεία ηςκ μνχκ (31,1%) μ ηίηθμξ ηςκ  ακηζζςιάηςκ IgG ηαζ IgM 

ήηακ πανυιμζμξ, εκχ ζε 6,8% ηςκ μνχκ ηα ακηζ-πενζπονδκζηά ΙgM ακηζζχιαηα ήηακ 

ορδθυηενμο ηίηθμο απυ ηα IgG. Σμ πμζμζηυ ηςκ μνχκ υπμο ανέεδηακ ιυκμ ΙgM 

ακηζπενζπονδκζηά ακηζζχιαηα ήηακ παιδθυ (3,9%) βεβμκυξ πμο έπεζ ακαθενεεί ζηδ 

αζαθζμβναθία (Rigopoulou, Davies et al. 2005).  Απυ ηα πζμ πάκς ζοιπεναίκεηαζ (α) υηζ ζηδκ 

πθεζμρδθία ηςκ μνχκ αζεεκχκ ιε PBC ζοκοπάνπμοκ IgG ηαζ IgM ακηζ-πενζπονδκζηά 

ακηζζχιαηα ηαζ  (α) υηζ ζημ 10,7% ηςκ μνχκ δεκ εα ακζπκεουηακ ηα ακηζ-πενζπονδκζηά 

ακηζζχιαηα ζε ζοκεήηεξ ακάθοζδξ πμο εθανιυγμκηαζ ζε ηθζκζηά ενβαζηήνζα νμοηίκαξ. 

Αοηυ ζοιααίκεζ δζυηζ ιε ημ ΑΝΑ kit πμο πνδζζιμπμζείηαζ ακζπκεφμκηαζ ιυκμ ηα IgG 

ακηζζχιαηα, εκχ ηα παιδθμφ ηίηθμο IgG ακηζ-πενζπονδκζηά ακηζζχιαηα δεκ εα πανμοζίαγακ 

δζαηνζηυ πενζπονδκζηυ θεμνζζιυ πνδζζιμπμζχκηαξ ζοιααηζηυ ιζηνμζηυπζμ θεμνζζιμφ.   

Η ζδιαζία ηδξ φπανλδξ ακηζζςιάηςκ IgM δεκ έπεζ δζεοηνζκζζηεί. Πεζναιαηζηά 

δεδμιέκα ζε πμκηίηζα πνμηείκμοκ υηζ ηα αοημακηζζχιαηα IgG, ζε ακηίεεζδ ιε ηα IgM, είκαζ 

ζοκήεςξ παεμβυκα (Vaughan 1993; Korganow, Ji et al. 1999). Δπίζδξ εηηνζκυιεκεξ 

ακμζμζθαζνίκεξ IgM θαίκεηαζ υηζ ηαηαζηέθθμοκ ηδκ ακάπηολδ αοημακμζίαξ ηαζ 

αοημακηζζςιάηςκ IgG (Boes, Schmidt et al. 2000). ηα πμκηίηζα (Ogden, Kowalewski et al. 

2005) ηαζ ηα ηφηηανα Jurkat (Zwart, Ciurana et al. 2004), ηα IgM ακηζζχιαηα εκέπμκηαζ, ιε 

ηδ δζαιεζμθάαδζδ ημο ζοιπθδνχιαημξ, ζηδκ απμιάηνοκζδ ηςκ απμπηςηζηχκ ηοηηάνςκ. 

Έπεζ ακαθενεεί υηζ ηαηά ηδ δζαδζηαζία ηδξ απυπηςζδξ, ζημζπεία ημο πονήκα ιεηαθένμκηαζ 

ζε ιειανακζηά ηοζηίδζα (Casciola-Rosen, Anhalt et al. 1994) πζζηεφεηαζ δε υηζ ηα IgM 
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αοημακηζζχιαηα πμο πανάβμκηαζ είηε θοζζηά είηε ηαηά ηδ δζάνηεζα αοημάκμζδξ απυηνζζδξ, 

ιπμνεί κα δεζιεφμκηαζ ζηα αοημακηζβυκα ηαζ κα πνμςεείηαζ δ απμιάηνοκζδ ημοξ δζα ηδξ 

εκενβμπμίδζδξ ημο ζοιπθδνχιαημξ (Lutz, Binder et al. 2009). Σα παναπάκς δεδμιέκα 

ζοκδβμνμφκ οπέν εκυξ πνμζηαηεοηζημφ νυθμο ηςκ ακηζζςιάηςκ IgM ζηδκ ελέθζλδ ηδξ 

κυζμο. Δίκαζ επίζδξ βκςζηυ υηζ δ εκενβμπμίδζδ ημο ζοιπθδνχιαημξ είκαζ έκαξ ιδπακζζιυξ 

ηαηά ημκ μπμίμ ηα ακηζζχιαηα ηαηαζηνέθμοκ ημ ηφηηανμ. Έπεζ ανεεεί υηζ ημ ζοιπθήνςια 

εκενβμπμζείηαζ ιε ιεβάθδ απμηεθεζιαηζηυηδηα απυ ηα ΙgG3 ακηζζχιαηα ελδβχκηαξ ημ 

εφνδια υηζ αζεεκείξ ιε ακηζ-πενζπονδκζηά ηαζ ακηζ-πονδκζηά MND ακηζζχιαηα IgG3 

ζζμηφπμο πανμοζζάγμοκ ζμαανυηενδ κυζμ (Rigopoulou, Davies et al. 2005). Σμ βεβμκυξ υηζ 

ηα IgM αοημακηζζχιαηα δνμοκ ιέζς εκενβμπμίδζδξ ημο ζοιπθδνχιαημξ ηαζ δεδμιέκδξ ηδξ 

ζοκφπανλήξ ημοξ ζημ ιεβαθφηενμ ιένμξ ηςκ μνχκ ιε ακηζζχιαηα IgG δείπκεζ υηζ 

πζεακυηαηα μζ ακμζμζθαζνίκεξ IgM δεκ έπμοκ πνμζηαηεοηζηή δνάζδ ζηδκ PBC. Σμ 

παναπάκς εκζζπφεηαζ απυ ημ βεβμκυξ υηζ δεκ οπάνπεζ ζδιακηζηή δζαθμνμπμίδζδ ζηα 

ζζημθμβζηά παναηηδνζζηζηά ιεηαλφ αζεεκχκ ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ πονδκζηήξ 

ιειανάκδξ IgG ή IgM ηάλδξ. Σέθμξ, δ ζφβπνμκδ πανμοζία ακηζζςιάηςκ IgG ηαζ IgM ζε 

ζοβηεηνζιέκμοξ αζεεκείξ εα ιπμνμφζε κα οπμδεζηκφεζ υηζ ηα αοημακηζβυκα ημο πονδκζημφ 

θαηέθμο είκαζ επανηχξ ηνμπμπμζδιέκα ηαζ πθήνςξ εηηεεδιέκα ζημ ακμζμθμβζηυ ζφζηδια. 

 

Σαπηνπνίεζε απηναληηζσκάησλ πςειήο εμεηδίθεπζεο 

Μενζηά απυ ηα ακηζ-πονδκζηά αοημακηζζχιαηα πανμοζζάγμοκ ελεζδίηεοζδ ζηδκ 

πνςημπαεή πμθζηή ηίννςζδ (Invernizzi, Selmi et al. 2005; Selmi and Gershwin 2009) υπςξ 

είκαζ ηα ακηζ-sp100, ηα ακηζ-gp210 ηαζ ηα ακηζ-LBR. Η sp100 πνςηεΐκδ είκαζ ζοζηαηζηυ ηςκ 

πονδκζηχκ ζςιαηζδίςκ PML, δ gp210 ζοζηαηζηυ ημο ζοιπθυημο ηςκ πονδκζηχκ πυνςκ ηαζ 

μ LBR ζοζηαηζηυ ηδξ εζςηενζηήξ πονδκζηήξ ιειανάκδξ. Έπεζ ανεεεί υηζ μζ αθθδθμοπίεξ ηςκ 

επζηυπςκ ηυζμ ηδξ sp100 υζμ ηαζ ηδξ gp210 πανμοζζάγμοκ μιμθμβία ιε πνςηεσκζηά 

πανάβςβα ααηηδνίςκ. οβηεηνζιέκα μ αοημεπίημπμξ ηδξ sp100 θαίκεηαζ κα έπεζ μιμθμβία ιε 

ιένμξ ηςκ πνςηεσκζηχκ παναβχβςκ ημο E.Coli ηαζ ηδξ Salmonella typhimurium. (Bogdanos, 

Baum et al. 2003) ηαζ μ ηφνζμξ επίημπμξ 15 αιζκμλέςκ ζημ C-ηεθζηυ άηνμ ηδξ gp210, 

πανμοζζάγεζ μιμθμβία ιε ηδκ πνςηεΐκδ ημο E.Coli, βθοημζοθάζδ ηδξ αδεκίκδξ. ηαζ ιε 

πνςηεΐκεξ ημο S. Typhimurium (Desiraju, Shanabruch et al. 1993; Nickowitz and Worman 

1993). Tα πζμ πάκς δεδμιέκα εκζζπφμοκ ηδκ οπυεεζδ ηδξ εκενβμπμίδζδξ ημο 

ακμζμπμζδηζημφ ζοζηήιαημξ ιε ιζιδηζζιυ ζημοξ αζεεκείξ ιε PBC. 
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Σηε πιεηνςεθία ησλ νξώλ ν ππξεληθόο θζνξηζκόο παξνπζηάδεη ζηηθηό πξόηππν.     

Σα ιμηίαα πονδκζημφ θεμνζζιμφ πμο παναηδνήεδηακ είκαζ ζηζηηυξ, δζάζηζηημξ, 

ηεκηνμιενζδζαηυξ ηαζ μιμζμβεκήξ πονδκζηυξ θεμνζζιυξ. Σμ ιεβαθφηενμ πμζμζηυ μνχκ ιε 

πονδκζηυ θεμνζζιυ έδςζε ζηζηηυ πονδκζηυ θεμνζζιυ μ μπμίμξ είκαζ άιεζα ζοκοθαζιέκμξ 

ιε ηδκ φπανλδ ακηζ-sp100 ακηζζςιάηςκ (Szostecki, Guldner et al. 1990). Σμ βεβμκυξ αοηυ 

μθείθεηαζ ζηδκ ελεζδίηεοζδ πμο έπμοκ ηα ακηζ-sp100 ακηζζχιαηα ςξ πνμξ ηδκ PBC. Άθθμ 

έκα είδμξ πονδκζημφ θεμνζζιμφ πμο έπεζ ζοζπεηζζηεί ιε ηδ κυζμ είκαζ μ ηεκηνμιενζδζαηυξ 

θεμνζζιυξ (Bernstein, Callender et al. 1982; Makinen, Fritzler et al. 1983; Parveen, Morshed 

et al. 1995; Gao, Tian et al. 2008).  

Ο ζηζηηυξ πονδκζηυξ ηαζ μ ηεκηνμιενζδζαηυξ θεμνζζιυξ  είκαζ δφζημθμ κα 

δζαπςνζζημφκ ζε ιεζμθαζζηά ηφηηανα. Γζ αοηυ μ δζαπςνζζιυξ έβζκε ζε οπυζηνςια 

ιζηςηζηχκ ηοηηάνςκ. Δπζπθέμκ ζε μνμφξ πμο ζοκοπήνπακ μζ δφμ θαζκυηοπμζ ήηακ αδφκαημκ 

κα πνμζδζμνζζημφκ ιε ακμζμθεμνζζιυ. Έηζζ δ φπανλδ ακηζ-sp100 ακηζζςιάηςκ 

επζαεααζχεδηε ιε ΔLISA. Γζαπζζηχεδηε υηζ ημ 16,5% ηςκ μνχκ είπε ακηζ-sp100 ακηζζχιαηα 

εη ηςκ μπμίςκ ζημ 2,9% ζοκοπήνπακ ηαζ ακηζ-ηεκηνμιενζδζαηά ακηζζχιαηα (ACA). Η 

ζδιαζία ηδξ ακίπκεοζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ sp100 έβηεζηαζ ζημ βεβμκυξ υηζ πανμοζζάγεζ 

εζδζηυηδηα ζηδ ζοβηεηνζιέκδ αζεέκεζα. Σα απμηεθέζιαηα ιαξ δείπκμοκ παιδθυ πμζμζηυ  

(6,8%) ACA, ημ μπμίμ ζοιθςκεί ιε αοηυ πμο έπεζ δδιμζζεοεεί πνδζζιμπμζχκηαξ ELISA 

(10,8%) ζηδ ιεθέηδ ιε Έθθδκεξ ηαζ Ιζπακμφξ αζεεκείξ ιε PBC (Bogdanos, Liaskos et al. 

2007) αθθά δζαθένεζ απυ εηείκα πμο ανέεδηακ ζε δφμ ιεθέηεξ υπμο ACA ανέεδηακ ιε 

ELISA ζημ 26,1% ηςκ μνχκ Ιαπχκςκ αζεεκχκ ηαζ ζημ 29,2% ηςκ μνχκ Κζκέγςκ αζεεκχκ 

ιε IIF (Nakamura, Kondo et al. 2007; Gao, Tian et al. 2008). Η φπανλδ ακηζζςιάηςκ πμο 

δίκμοκ ζηζηηυ MND θεμνζζιυ (Rigopoulou, Davies et al. 2005) θαζκυηοπμ αθθά δεκ είκαζ 

ACA (Bogdanos, Liaskos et al. 2007) έπεζ ζοζπεηζζηεί ιε ζμαανυηενδ ιμνθή ηδξ κυζμο, 

παναηηδνζγυιεκδ απυ ηα ζζημθμβζηά δεδμιέκα, αζεεκχκ απυ Ιζπακία ηαζ Δθθάδα, πανυθμ 

πμο ζε ιεθέηδ ιε Ιάπςκεξ αζεεκείξ (Nakamura, Kondo et al. 2007) παναηδνήεδηε υηζ 

ιεηαλφ ηςκ ACA εεηζηχκ αζεεκχκ ιε PBC ήηακ αολδιέκμ ημ πμζμζηυ αοηχκ πμο 

ακέπηολακ ποθαία οπένηαζδ.  

 

Tα αληη-gp210 είλαη ηα θύξηα αληη-πεξηππξεληθά απηναληηζώκαηα ζηε PBC. Αλαγθαηόηεηα 

βειηίσζεο ηεο ππάξρνπζαο κεζνδνινγίαο πξνζδηνξηζκνύ αληη-gp210 απηναληηζσκάησλ. 

Απυ ηδ αζαθζμβναθία είκαζ βκςζηυ υηζ μζ μνμί αζεεκχκ ηδξ PBC έπμοκ 

αοημακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ gp210 βθοημπνςηεΐκδξ ημο πονδκζημφ πυνμο δ μπμία έπεζ 

ιμνζαηυ αάνμξ 210kDa (Lassoued, Guilly et al. 1988; Lozano, Pares et al. 1988; Courvalin, 
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Chaudhary et al. 1990; Lassoued, Brenard et al. 1990; Worman and Courvalin 2003). Γζα ηδκ 

πνςηεΐκδ αοηή έπμοκ ανεεεί δφμ ακηζβμκζηέξ πενζμπέξ: ιία απμηεθμφιεκδ απυ ηα δεηαπέκηε 

αιζκμλέα ημο ηαναμλο-ηεθζημφ άηνμο (Nickowitz and Worman 1993; Miyachi, Hankins et al. 

2003; Worman and Courvalin 2003) ηαζ ιία δεφηενδ ζημ άιζκμ-ηεθζηυ άηνμ (Wesierska-

Gadek, Hohenauer et al. 1995; Wesierska-Gadek, Hohenauer et al. 1996; Worman and 

Courvalin 2003). Ακηζ-gp210 ακηζζχιαηα ζηδ αζαθζμβναθία ακαθένμκηαζ βζα ημ 11- 41% 

ηςκ αζεεκχκ ιε PBC (Nesher, Margalit et al. 2001; Worman and Courvalin 2003; Bauer and 

Habior 2007; Muratori, Granito et al. 2008). ηζξ παναπάκς ιεθέηεξ δ φπανλδ ηςκ 

ακηζζςιάηςκ πνμζδζμνίζηδηε ιε ELISA πνδζζιμπμζχκηαξ ημ ηαναμλοηεθζηυ άηνμ ηδξ 

gp210 ςξ ακηζβμκζηυ επίημπμ. ηδ ιεθέηδ ιαξ ηα ζοβηεηνζιέκα αοημακηζζχιαηα 

ακζπκεφεδηακ ζημ 32% ηςκ μνχκ. Δκδζαθένμκ εφνδια απμηεθεί ημ βεβμκυξ υηζ πενίπμο ημ 

1/3 ηςκ εεηζηχκ μνχκ ζε ακηζ-gp210 ακηζζχιαηα (ημ 10,7 % ημο ζοκυθμο ηςκ μνχκ) δεκ 

ακζπκεφεδηε ιε ELISA αθθά πνδζζιμπμζχκηαξ ακμζμηαηαηνήικζζδ ηαζ ακμζμαπμηφπςζδ. 

ημ 3% ηςκ μνχκ ζημοξ μπμίμοξ δεκ ακζπκεφεδηακ ακηζ-gp210 ακηζζχιαηα ιε ηδ ιέεμδμ 

ELISA, ανέεδηακ IgM ακηζ-gp210 ακηζζχιαηα εκχ ζε 8 μνμφξ (7,8%) ανέεδηακ IgG ακηζ-

gp210 ακηζζχιαηα. Μζα πζεακή ελήβδζδ βζα ηδκ απμηοπία ηδξ ELISA κα εκημπίζεζ IgG ακηζ-

gp210 ακηζζχιαηα είκαζ δ ιζηνή ζοβηέκηνςζή ημοξ ζημκ μνυ (ζε παιδθυηενμ ηίηθμ απυ 

αοηυκ πμο απαζηείηαζ βζα ηδκ ακίπκεοζδ ιε ELISA ή πζεακυηενα κα έπμοκ δζαθμνεηζηυ 

επίημπμ, δδθαδή κα ακαβκςνίγμοκ ηιήια ημο αιζκμηεθζημφ άηνμο ηδξ πνςηεΐκδξ.  

 Σα εονήιαηα αοηά πζζηεφμοιε υηζ έπμοκ ζδζαίηενδ ζδιαζία, δεδμιέκμο ημο 

πνμβκςζηζημφ νυθμο πμο έπμοκ ηα ακηζ-gp210 ακηζζχιαηα βζα ηδκ PBC. Έπεζ ακαθενεεί υηζ 

ιεβαθφηενμ πμζμζηυ απυ ημοξ αζεεκείξ ιε ακηζ-gp210 ακηζζχιαηα ηαηαθήβεζ ζε δπαηζηή 

ακεπάνηεζα ζοβηνζηζηά ιε ημ ακηίζημζπμ πμζμζηυ αζεεκχκ πςνίξ ακηζ-gp210 ακηζζχιαηα 

(Itoh, Ichida et al. 1998; Nakamura, Shimizu-Yoshida et al. 2005; Wesierska-Gadek, Penner 

et al. 2006; Nakamura, Kondo et al. 2007). Ωξ εη ημφημο, πνμηείκμοιε ηδκ ακάπηολδ κέμο 

δζαβκςζηζημφ παηέημο ELISA, ημ μπμίμ εα πενζθαιαάκεζ αεθηζςιέκμοξ ακηζβμκζημφξ 

επζηυπμοξ ηαζ πενζζζυηενα δεοηενμβεκή ζδιαζιέκα ακηζζχιαηα. 

 

Αληη-LBR αληηζώκαηα, αληρλεύνληαη ζε πνιύ κηθξό πνζνζηό νξώλ κε κεγάιε όκσο εμεηδίθεπζε 

ζηελ PBC.   

Σα ακηζ-LBR ακηζζχιαηα πανυθμ πμο πανμοζζάγμοκ πμθφ ιεβάθδ ελεζδίηεοζδ, 

ακζπκεφμκηαζ ζε πμθφ ιζηνυ πμζμζηυ αζεεκχκ 1%- 9% (Nickowitz, Wozniak et al. 1994; 

Bandin, Courvalin et al. 1996; Miyachi, Hankins et al. 2003; Worman 2007). ηδ ιεθέηδ ιαξ 

ακηζ-LBR ακηζζχιαηα ανέεδηακ ζε 9 αζεεκείξ (8,7% ηςκ μνχκ). Σμ ιεβαθφηενμ ιένμξ ηςκ 
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μνχκ (7,1%) είπε παιδθμφ ηίηθμο ακηζ-LBR ακηζζχιαηα. Σα ακηζζχιαηα αοηά εκχ 

ειθακίγμκηαζ απμηθεζζηζηά ζε αζεεκείξ ιε PBC δεκ είκαζ δοκαηυκ κα πνδζζιμπμζδεμφκ ςξ 

δζαβκςζηζημί δείηηεξ θυβς ηδξ ιζηνήξ ζοπκυηδηαξ ειθάκζζδξ ημοξ. Οζ δφμ αζεεκείξ ζημοξ 

μπμίμοξ ηα ακηζ-LBR ακηζζχιαηα είπακ ορδθυ ηίηθμ, ήηακ μζ ιυκμζ πμο δεκ άνπζζακ 

εεναπεία ιε UDCA αιέζςξ ιεηά ηδ δζάβκςζδ ηδξ αζεέκεζαξ ηαζ είκαζ ηαζ μζ δφμ κεηνμί 

ακελανηήηςξ ημο ζηαδίμο ζημ μπμίμ δζαβκχζηδηακ. Σα παναπάκς δεδμιέκα δείπκμοκ υηζ δ 

φπανλδ ακηζ-LBR ακηζζςιάηςκ ορδθμφ ηίηθμο πζεακυκ κα απμηεθεί ηαηυ πνμβκςζηζηυ 

δείηηδ βζα ηδκ πμνεία ηδξ κυζμο.   

 

Με εηδηθά απηναληηζώκαηα. 

Δηηυξ απυ ηα αοημακηζβυκα ιε ιεβάθδ ελεζδίηεοζδ, έπμοκ ανεεεί ηαζ άθθα ιε 

ιζηνυηενδ ή ηαζ ηαευθμο ελεζδίηεοζδ υπςξ ηα ακηζ-ηεκηνμιενζδζαηά ακηζζχιαηα (ACA), ηα 

ακηζ-p62, ηα ακηζ-LAP ηαζ ηα ακηζζχιαηα έκακηζ πονδκζηχκ θαιζκχκ. 

 

Αληη-θεληξνκεξηδηαθά αληηζώκαηα 

Σμ πμζμζηυ ηςκ μνχκ ιε ακηζ-ηεκηνμιενζδζαηά ακηζζχιαηα (ACA) πμο έπεζ 

ακαθενεεί ζηδκ αζαθζμβναθία πμζηίθεζ. Αοηυ πμο είκαζ ζηαεενυ είκαζ δ πανμοζία  ζοκμδχκ 

κμζδιάηςκ ζημοξ ΑCA- εεηζημφξ PBC αζεεκείξ (Bernstein, Callender et al. 1982; Makinen, 

Fritzler et al. 1983; Parveen, Morshed et al. 1995; Gao, Tian et al. 2008). Η πανμοζία ACA 

έπεζ ακαθενεεζ υηζ ιπμνεί κα εεςνδεεί ςξ πνμβκςζηζηυξ δείηηδξ βζα ηδκ ειθάκζζδ ποθαίαξ 

οπένηαζδξ (Nakamura, Kondo et al. 2007; Gao, Tian et al. 2008). ηδ ιεθέηδ ιαξ ανήηαιε 

ACA ακηζζχιαηα ζε πμζμζηυ 6,8% ηςκ αζεεκχκ ηαζ απυ αοημφξ ιυκo ζημ 1,9% ζοκοπήνπε 

άθθμ αοημάκμζμ κυζδια. 

 

Αληηζώκαηα έλαληη ππξεληθώλ ιακηλώλ 

Σα ακηζζχιαηα έκακηζ ηςκ θαιζκχκ δεκ πανμοζζάγμοκ ελεζδίηεοζδ ζηδ κυζμ. 

Διθακίγμκηαζ ζε πμζμζηυ 8% ζε μνμφξ αζεεκχκ ιε PBC ηαζ ζημπεφμοκ ηονίςξ ηζξ θαιίκεξ 

Α ηαζ C (Wesierska-Gadek, Penner et al. 1988; Nesher, Margalit et al. 2001). Σμ πμζμζηυ 

ηςκ μνχκ ιε αοημακηζζχιαηα έκακηζ ηςκ θαιζκχκ πμο ανήηαιε ακένπεηαζ ζημ 9,7% ηαζ 

ζοιθςκεί ιε ηα αζαθζμβναθζηά δεδμιέκα. ημοξ μνμφξ ανέεδηακ ηονίςξ ακηζζχιαηα έκακηζ 

ηδξ θαιίκδξ Α (8,7%) εκχ ιζα αζεεκήξ ειθάκζζε ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ θαιίκδξ Β.   
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Αληη-LAPs 

Αοημακηζζχιαηα βζα ηζξ πνςηεΐκεξ LAP (Lamina Associated Polypeptide) έπμοκ ανεεεί 

ζε ανηεηέξ αοημάκμζεξ κυζμοξ υπςξ ζοζηειζηυξ ενοεειαημεζδήξ θφημξ (SLE), μνμανκδηζηή 

πμθοανενίηζδα, πνςημπαεέξ ζφκδνμιμ Sjogren, νεοιαηζηή πμθοιοαθβία, ακηζ-

θςζθμθζπζδζηυ ζφκδνμιμ, μπηζηή κεονίηζδα, κεθνζηυ ζφκδνμιμ ηαζ πνυκζα δπαηίηζδα 

(Konstantinov, Foisner et al. 1995; Nesher, Margalit et al. 2001). ε μνμφξ αζεεκχκ ιε PBC 

πζεακή πανμοζία ακηζ-LAP ακηζζςιάηςκ έπεζ ακαθενεεί ιυκμ απυ ημοξ Miyachi et al. ζε 

πμζμζηυ 16% (Miyachi, Shibata et al. 1996; Miyachi, Hankins et al. 2003). Απυ 

πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ έπεζ ανεεεί υηζ μζ LAP1A ηαζ 1B ζοκδέμκηαζ ζε υθεξ ηζξ θαιίκεξ 

(Foisner and Gerace 1993), δ LAP1C ζοβηαηαηνδικίγεηαζ ιυκμ ιε ηδ  θαιίκδ Β (Maison, 

Pyrpasopoulou et al. 1997) εκχ δ LAP2 αθθδθεπζδνά ιυκμ ζηδ θαιίκδ Β1 (Foisner and 

Gerace 1993). ηδ ιεθέηδ ιαξ ηαοημπμζήεδηακ ιε θαζιαημζημπία ιαγχκ, πνςηείκεξ LAP 

πμο ζοκ-ηαηαηνδικίζηδηακ ιε θαιίκεξ απυ ημοξ μνμφξ 50 ηαζ 212. ηαζ ςξ εη ημφημο μζ 

ζοβηεηνζιέκμζ μνμί πενζέπμοκ πζεακυηαηα αοημακηζζχιαηα βζα ηζξ ζοβηεηνζιέκεξ πνςηείκεξ.  

 

Απνπζία αληη-p62 απηναληηζσκάησλ  

H ηαοηυηδηα ημο αοημακηζβυκμο ζηα 60kDa, ημ μπμίμ θένεζ μιάδεξ Ν-αηέηοθμ 

βθοημγαιίκδξ (GlcNAc), έβζκε βκςζηή υηακ πνδζζιμπμζήεδηε ακαζοκδοαζιέκδ p62 

πνςηεΐκδ απυ ακενχπζκμ βεκεηζηυ οθζηυ ζδιαζιέκδ ιε S
35

 (D'Onofrio, Starr et al. 1988; 

Wesierska-Gadek, Penner et al. 2006; Wesierska-Gadek, Klima et al. 2007). Η έηθναζδ ηδξ 

p62 έβζκε ζε ηφηηανα εκηυιμο Sf9, ηα μπμία πανάβμοκ ηδκ ηνμπμπμζδιέκδ ιε GlcNAc 

πνςηεΐκδ. Οζ μνμί απυ αζεεκείξ ιε PBC ακαβκςνίγμοκ επίζδξ ηδκ ακαζοκδοαζιέκδ p62 

ανμοναίμο εηθναζιέκδ ζε ηφηηανα εκηυιμο Sf9 ζηα μπμία βίκεηαζ δ ιεηα-ιεηαθναζηζηή 

ηνμπμπμίδζδ (D'Onofrio, Starr et al. 1988; Wesierska-Gadek, Klima et al. 2007). Σα ακηζ-p62 

ακηζζχιαηα έπμοκ ακαθενεεί ζε πμζμζηυ 23-32% ηςκ αζεεκχκ ιε PBC (D'Onofrio, Starr et 

al. 1988; Miyachi, Shibata et al. 1996; Wesierska-Gadek, Hohenauer et al. 1996; Invernizzi, 

Podda et al. 2001; Miyachi, Hankins et al. 2003; Enarson, Rattner et al. 2004; Wesierska-

Gadek, Klima et al. 2007) αθθά ηαζ ζε πμζμζηυ 55% πνδζζιμπμζχκηαξ, ναδζεκενβά 

ζδιαζιέκδ, ακαζοκδοαζιέκδ πνςηεΐκδ, ςξ ακηζβυκμ. ε άθθεξ ιεθέηεξ δεκ ανέεδηακ μνμί 

πμο πενζείπακ αοημακηζζχιαηα βζα ηδκ πνςηεΐκδ p62 (Enarson, Rattner et al. 2004; Ou, 

Enarson et al. 2004). ημοξ μνμφξ πμο ιεθεηήζαιε πνδζζιμπμζχκηαξ οθζηυ απυ πονδκζημφξ 

θαηέθμοξ δπαημηοηηάνςκ ανμοναίμο ηαζ ιεεμδμθμβία ακμζμηαηαηνήικζζδξ 

αημθμοεμφιεκδ απυ ακμζμαπμηφπςζδ δεκ ανέεδηακ ακηζζχιαηα βζα ηδκ p62. Σμ βεβμκυξ 

υηζ ανηεημί απυ ημοξ μνμφξ πμο ιεθεηήζαιε ακαβκχνζγακ ιε ακμζμαπμηφπςζδ ιζα 
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πνςηεσκζηή γχκδ ζηα 62kDa ζε εηπφθζζια πονδκζηχκ θαηέθςκ ανμοναίμο πνζκ ηαζ ιεηά ηδκ 

ακμζμαθαίνεζδ ηδξ p62 απυ ημ εηπφθζζια δείπκεζ υηζ μζ μνμί πενζέπμοκ ακηζζχιαηα βζα ιζα 

πνςηεΐκδ ημο πονδκζημφ θαηέθμο ιε πανυιμζμ ιμνζαηυ αάνμξ αθθά δζαθμνεηζηή απυ ηδκ 

p62 ή εκαθθαηηζηά βζα ηάπμζμ πνςηευθοια πνςηεΐκδξ ιεβαθφηενμ ιμνζαημφ αάνμοξ, πζεακά 

ηδξ gp210. ηδ ιεθέηδ ηςκ Wesierska-Gadek et al. δ ακίπκεοζδ ηςκ ακηζ-p62 ακηζζςιάηςκ 

πναβιαημπμζήεδηε πνδζζιμπμζχκηαξ ακαζοκδοαζιέκδ ηαζ ζδιαζιέκδ ιε S
35

 πνςηεΐκδ 

(Wesierska-Gadek, Klima et al. 2007) αολάκμκηαξ ςξ εη ημφημο ηδκ δοκαηυηδηα ακίπκεοζδξ 

υπςξ επίζδξ ηαζ ηδκ πζεακυηδηα πεζναιαηζημφ θάεμοξ. Η πζεακυηδηα κα οπάνπμοκ ακηζ-p62 

ακηζζχιαηα ζημοξ μνμφξ ηςκ αζεεκχκ πμο ιεθεηήεδηακ ηαηά ηδκ δζάνηεζα ηδξ δζδαηημνζηήξ 

αοηήξ δζαηνζαήξ είκαζ ιδδαιζκή εηηυξ ηαζ ακ ανίζημκηαζ ζε ελαζνεηζηά παιδθυ ηίηθμ, ιδ 

ακζπκεφζζιμ ιε ηδ ιεεμδμθμβία πμο βεκζηά εθανιυγεηαζ. 

 

Πηζαλά λέα απηναληηγόλα 

Καηά ηδ θαζιαημζημπία ιαγχκ πένακ ηδξ επζαεααίςζδξ ηδξ ηαοηυηδηαξ ήδδ 

παναηηδνζζιέκςκ αοημακηζβυκςκ παναηδνήεδηε υηζ μ μνυξ s54 ηαηαηνήικζζε πνςηεΐκεξ βζα 

ηζξ μπμίεξ δεκ έπεζ ακαθενεεί ακηζβμκζηή δνάζδ ζηδκ PBC. οβηεηνζιέκα εηηυξ απυ ηδκ 

gp210, πμο είκαζ βκςζηυ αοημακηζβυκμ ηδξ PBC, ηαηαηνήικζζε ηδκ RANBP5, ηδκ U3 ηαζ 

ηδκ SIM1. Οζ πνςηεΐκεξ αοηέξ δεκ είκαζ ζοζηαηζηά ημο πονδκζημφ θαηέθμο αθθά μζ δφμ 

ηεθεοηαίεξ απμηεθμφκ ιένμξ πονδκζηχκ ζςιαηζδίςκ εκχ δ πνχηδ είκαζ ιεηαθμνέαξ 

πνςηεσκχκ εκηυξ ηζ εηηυξ ημο πονήκα. Οζ πνςηεΐκεξ U3 ηαζ RanBP5 εκχ δεκ απμηεθμφκ 

ζοζηαηζηά ημο πονδκζημφ θαηέθμο έπμοκ εκημπζζηεί ζε ιεθέηεξ ημο πνςηεχιαημξ ημο 

πονδκζημφ πυνμο (Cronshaw, Krutchinsky et al. 2002) ηαζ θαίκεηαζ κα ακαβκςνίγμκηαζ 

αζεεκχξ απυ αοημακηζζχιαηα ημο μνμφ 54. Ακηίεεηα, μ ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ SIM1, μ 

μπμίμξ θυβς ηδξ ζδζυηδηάξ ημο ηοηθμθμνεί ιέζα ηαζ έλς απυ ημκ πονήκα, δεκ θαίκεηαζ κα 

απμηεθεί αοημακηζβυκμ ηαζ ημ πζεακυηενμ είκαζ κα ζοβηαηαηνδικίγεηαζ ιε ιζα εη ηςκ 3 

άθθςκ πνςηεσκχκ. Λαιαάκμκηαξ οπυρδ ημκ παιδθυ ηίηθμ πμο πανμοζζάγμοκ ηα ακηζζχιαηα 

έκακηζ ηδξ U3 ηαζ ηδξ RANBP5 ηαζ ηδ παιδθή ζοπκυηδηα ημοξ ακάιεζα ζημοξ ακηζ-

πενζπονδκζημφξ μνμφξ, δεκ δζενεοκήεδηακ πεναζηένς ηα ζοβηεηνζιέκα αοημακηζβυκα. 

 

 

ΤΜΠΔΡΑΜΑΣΑ-ΔΠΗΛΟΓΟ 

 

Η ακίπκεοζδ αοημακηζζςιάηςκ ζημκ μνυ αζεεκχκ παίγεζ ηεκηνζηυ νυθμ βζα ηδ 

ζςζηή δζάβκςζδ ηαζ ηαηάηαλδ ηςκ αοημάκμζςκ κμζδιάηςκ.  
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Οζ ηεπκζηέξ πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ εονέςξ ηυζμ ζε ενεοκδηζηά υζμ ηαζ ηθζκζηά 

ενβαζηήνζα είκαζ αοηέξ ημο έιιεζμο ακμζμθεμνζζιμφ, ηδξ ELISA ηαζ ηδξ 

ακμζμαπμηφπςζδξ. Μμθμκυηζ πανμοζζάγμοκ ιεβάθδ εζδζηυηδηα ηαζ εοαζζεδζία, έπμοκ 

ιεζμκεηηήιαηα ηαζ πενζμνζζιμφξ, μνζζιέκεξ είκαζ πνμκμαυνεξ, επίπμκεξ, διζπμζμηζηέξ ηαζ 

δφζημθα ηοπμπμζήζδιεξ. Απμηέθεζια ηςκ παναπάκς είκαζ ηα δζαθμνεηζηά πμζμζηά ζηδ 

ζοπκυηδηα ειθάκζζδξ ζοβηεηνζιέκςκ αοημακηζζςιάηςκ ζε μνμφξ αζεεκχκ πμο έπμοκ 

δδιμζζεοεεί ζε ιεθέηεξ πμο πνδζζιμπμζμφκ είηε ηδκ ίδζα είηε δζαθμνεηζηέξ ηεπκζηέξ. 

Γεδμιέκδξ ηδξ ιεβάθδξ απυηθζζδξ πμο πανμοζζάγμοκ δδιμζζεοιέκεξ ιεθέηεξ υζμκ 

αθμνά ζηδ ζοπκυηδηα ειθάκζζδξ αοημακηζζςιάηςκ ημο πονήκα ζε μνμφξ αζεεκχκ ιε PBC, 

ηφνζμξ ζηυπμξ ηδξ ιεθέηδξ αοηήξ ήηακ κα εδναζχζμοιε, κα πνδζζιμπμζήζμοιε ηαζ κα 

ζοβηνίκμοιε υθεξ ηζξ δζαεέζζιεξ ηεπκζηέξ βζα ημκ πνμζδζμνζζιυ αοημακηζζςιάηςκ ημο 

πονήκα.   

Σα ζδιακηζηυηενα ζοιπενάζιαηα ηδξ ιεθέηδξ ιαξ είκαζ ηα παναηάης: 

 

1. Ο έκκεζνο αλνζνθζνξηζκόο είκαζ ιζα ελαζνεηζηά απμηεθεζιαηζηή ηεπκζηή βζα ηδκ 

ακίπκεοζδ πενζπονδκζηχκ αοημακηζζςιάηςκ οπυ ηδκ πνμτπυεεζδ υηζ πνδζζιμπμζμφκηαζ 

ηαηάθθδθα οπμζηνχιαηα ηαζ ακηζδναζηήνζα. 

Η ιεεμδμθμβία ημο έιιεζμο ακμζμθεμνζζιμφ (IIF) πμο πνδζζιμπμζείηαζ ζήιενα βζα 

ηδκ ακίπκεοζδ αοημακηζζςιάηςκ ζε μνμφξ είκαζ πναηηζηά δ ίδζα ιε εηείκδ πμο εζζήβαβακ μζ 

Weller ηαζ Coons (Weller and Coons 1954) ημ 1954. Υνδζζιμπμζμφκηαζ ηαθθζένβεζεξ 

ηοηηάνςκ ή ημιέξ ζζηχκ πμο επςάγμκηαζ ανπζηά ιε ημκ μνυ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ιε έκα 

ζδιαζιέκμ ιε θεμνζυπνςια δεοηενμβεκέξ ακηίζςια. Σα δζαθμνεηζηά πνυηοπα θεμνζζιμφ 

ακαθφμκηαζ πνδζζιμπμζχκηαξ ιζηνμζηυπζμ θεμνζζιμφ. Σα πθεμκεηηήιαηα ηδξ ιεευδμο είκαζ 

δ ηαθή εοαζζεδζία ηδξ ηαζ ημ παιδθυ ηυζημξ. Σα ιεζμκεηηήιαηα είκαζ ηονίςξ δ δζαθμνεηζηή 

πμζυηδηα ζηα δζαεέζζια οπμζηνχιαηα ηαζ δ ακαβηαζυηδηα ελεζδζηεοιέκμο επζζηήιμκα βζα 

ηδκ ενιδκεία ηςκ απμηεθεζιάηςκ. Σμ ηεθεοηαίμ βίκεηαζ αηυια δοζημθυηενμ υηακ 

ζοκοπάνπμοκ ζημκ μνυ πενζζζυηενα ημο εκυξ αοημακηζζχιαηα ηαζ ςξ εη ημφημο πμθθαπθά 

πνυηοπα θεμνζζιμφ. 

ηδ πενίπηςζδ ζοκφπανλδξ αοημακηζζςιάηςκ βζα δμιέξ ημο ηοηηανμπθάζιαημξ ηαζ 

ημο πονήκα μ ηοηηανμπθαζιαηζηυξ θεμνζζιυξ, πμο πνμένπεηαζ πμθφ ζοπκά απυ ηδκ 

πανμοζία ΑΜΑ ζε μνμφξ αζεεκχκ ιε PBC, επζηαθφπηεζ ηαζ ειπμδίγεζ ηδκ ακίπκεοζδ 

αοημακηζζςιάηςκ βζα πνςηεΐκεξ ηδξ πενζθένεζαξ ημο πονήκα. Αοηυ παναηδνήεδηε ζηδ δζηή 

ιαξ ιεθέηδ ηαζ πζζηεφμοιε υηζ είκαζ δ ηφνζα αζηία βζα ηα δζαθμνεηζηά πμζμζηά ζηδ 
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ζοπκυηδηα ειθάκζζδξ ηςκ  αοημακηζζςιάηςκ βζα πνςηεΐκεξ ηδξ πενζθένεζαξ ημο πονήκα πμο 

έπμοκ δδιμζζεοεεί ιέπνζ ζήιενα.  

Η πνδζζιμπμίδζδ ηαεανχκ πονήκςκ πςνίξ ηδκ πανμοζία ηαηαθμίπςκ ημο 

ηοηηανμπθάζιαημξ, πμο απμηεθεί ιζα ιεεμδμθμβία ελαζνεηζηά εοαίζεδηδ, εζδζηή ηαζ 

εοηυθςξ πνδζζιμπμζμφιεκδ απυ ιδ ελεζδζηεοιέκμ πνμζςπζηυ, έδεζλε υηζ δ ζοπκυηδηα 

πενζπονδκζηχκ αοημακηζζςιάηςκ ζηδ PBC είκαζ ορδθή ηαζ ακηζζημζπεί πενίπμο ζημ 50% 

ηςκ αζεεκχκ.  

Δπίζδξ, δ πνδζζιμπμίδζδ δεοηενμβεκχκ ακηζζςιάηςκ IgG ηαζ IgM έδεζλε υηζ ζηδ 

πθεζμρδθία ηςκ μνχκ ζοκοπάνπμοκ πενζπονδκζηά αοημακηζζχιαηα ηάλδξ IgG ηαζ IgM, εκχ 

ηα ακηζ-ηεκηνμιενζδζαηά ηαζ ηα ακηζ-sp100 είκαζ ηαηά ηφνζμ θυβμ ακμζμζθαζνίκεξ G ηάλδξ. 

 

2. Η ήδδ οπάνπμοζα ηαζ ειπμνζηά δζαεέζζιδ κεζνδνινγία ELISA δεκ επανηεί βζα ημκ 

πνμζδζμνζζιυ ακηζ-gp210 αοημακηζζςιάηςκ.  

Η ιεεμδμθμβία ηδξ ELISA πνδζζιμπμζείηαζ βζα ημκ πνμζδζμνζζιυ αοημακηζζςιάηςκ 

βζα ζοβηεηνζιέκα αοημακηζβυκα. Σα πθεμκεηηήιαηα ηδξ ιεευδμο είκαζ μ διζπμζμηζηυξ 

πνμζδζμνζζιυξ ηςκ αοημακηζζςιάηςκ ιε θαζιαημιεηνζηή ακάβκςζδ ηαζ δ ιδ ακαβηαζυηδηα 

ελεζδζηεοιέκμο πνμζςπζημφ, δεδμιέκα πμο αολάκμοκ ηδκ ακηζηεζιεκζηυηδηα ηδξ ιεευδμο. Σμ 

ααζζηυηενμ ιεζμκέηηδια είκαζ δ πζεακυηδηα ακεπανημφξ ακαβκχνζζδξ ημο επίημπμο απυ 

ζοβηεηνζιέκμ αοημακηίζςια. 

Υνδζζιμπμζχκηαξ ηδκ ιμκαδζηή ειπμνζηά δζαεέζζιδ ηαζ εονέςξ πνδζζιμπμζμφιεκδ 

ELISA, πμο πανμοζζάγεζ ημ ηαναμλοηεθζηυ ηιήια ηδξ gp210 ςξ ακηζβυκμ, ανήηαιε υηζ εκχ 

οπάνπμοκ ηα ακηζ-gp210 αοημακηζζχιαηα δεκ ακζπκεφμκηαζ ζ’έκα ιεβάθμ πμζμζηυ (10,7%) 

ηςκ μνχκ. Ωξ εη ημφημο, εεςνμφιε ακαβηαία ηδκ ακάπηολδ ιεεμδμθμβίαξ ιε κέα ακηζβμκζηά 

οπμζηνχιαηα ηαζ δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα. 

 

3. Η αλνζναπνηύπσζε ιυκδ ηδξ ή ζε ζοκδοαζιυ ιε ηδκ αλνζνθαηαθξήκληζε απμηεθμφκ 

απμηεθεζιαηζηέξ ιεευδμοξ βζα ηδκ ακίπκεοζδ αοημακηζζςιάηςκ βζα ζοβηεηνζιέκεξ 

πνςηεΐκεξ ημο πονδκζημφ θαηέθμο. 

ηδκ ακμζμαπμηφπςζδ πνδζζιμπμζμφκηαζ πνςηεΐκεξ πμο έπμοκ δζαπςνζζηεί ιε 

δθεηηνμθυνδζδ πμθοαηνοθαιζδίμο ηαζ ιεηαθενεεί ζε εζδζηέξ ιειανάκεξ. Η ιεεμδμθμβία 

αοηή, ακ ηαζ πνμκμαυνα, δίκεζ ηδ δοκαηυηδηα ακίπκεοζδξ αοημακηζζςιάηςκ βζα πνςηεΐκεξ 

ζοβηεηνζιέκμο ιμνζαημφ αάνμοξ ή βκςζηήξ ηαοηυηδηαξ, ιε ιεβάθδ εζδζηυηδηα ηαζ 

εοαζζεδζία. 



116 

Με ακμζμαπμηφπςζδ πνδζζιμπμζχκηαξ εηποθίζιαηα πονδκζηχκ θαηέθςκ ανήηαιε 

υηζ δ πνςηεσκζηή γχκδ ζηα 210kDa πμο ακαβκςνίγμοκ μζ μνμί μθείθεηαζ ζε αοημακηζζχιαηα 

βζα ηδκ gp210 ηαζ ςξ εη ημφημο δ ζοβηεηνζιέκδ ιεεμδμθμβία ιπμνεί κα απμηεθέζεζ έκα απθυ 

ηνυπμ πνμζδζμνζζιμφ ακηζ-gp210 αοημακηζζςιάηςκ ζηδκ PBC.  

Υνδζζιμπμζχκηαξ ςξ οπυζηνςια ηαεανέξ θαιίκεξ πμο απμιμκχεδηακ απυ 

εηποθίζιαηα πονήκςκ ηαεχξ ηαζ ακαζοκδοαζιέκμ αιζκμηεθζηυ ηιήια ημο LBR, ανήηαιε 

υηζ δ ζοπκυηδηα αοημακηζζςιάηςκ βζα ηζξ πονδκζηέξ θαιίκεξ ηαζ ημκ LBR είκαζ παιδθή ηαζ 

ζε ζοιθςκία ιε πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ. 

Υνδζζιμπμζχκηαξ ςξ οπυζηνςια ηδκ p62 ηαζ ηδκ gp210 πμο απμιμκχεδηακ ιε 

ακμζμηαηαηνήικζζδ απυ εηποθίζιαηα πονδκζηχκ θαηέθςκ, δζαπζζηχζαιε υηζ δεκ οπάνπμοκ 

ακηζ-p62 αοημακηζζχιαηα εηηυξ ακ οθίζηακηαζ ζε ελαζνεηζηά παιδθυ ηίηθμ, εκχ ηα ακηζ-

gp210 ακηζζχιαηα είκαζ ηα παναηηδνζζηζηά πενζπονδκζηά αοημακηζζχιαηα ζηδ PBC. 

Πενίπμο ημ 1/3 ημο ζοκυθμο ηςκ μνχκ ηαζ ηα 2/3 ηςκ μνχκ ιε πενζπονδκζηά 

αοημακηζζχιαηα πενζέπμοκ ακηζ-gp210 ακηζζχιαηα. 

 

Δκ ηαηαηθείδζ, δ ένεοκά ιαξ έδεζλε υηζ δ πνδζζιμπμίδζδ ηδξ ζςζηήξ ηεπκζηήξ βζα 

ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ αοημακηζζςιάηςκ απαζηεί ιεηαλφ άθθςκ βκχζδ ηςκ δοκαημηήηςκ ηαζ 

πενζμνζζιχκ ηάεε δζαεέζζιδξ ηεπκζηήξ. Μέπνζ ζήιενα θαίκεηαζ υηζ, θυβς ηεπκζηχκ 

αδοκαιζχκ, δ ζοπκυηδηα ηςκ πενζπονδκζηχκ αοημακηζζςιάηςκ δεκ έπεζ εηηζιδεεί ζςζηά. 

Γεδμιέκδξ ηδξ ακαδουιεκδξ ζδιαζίαξ ηςκ ζοβηεηνζιέκςκ ακηζζςιάηςκ ζηδκ δζάβκςζδ ηαζ 

πνυβκςζδ ηδξ PBC ηαζ ααζζγυιεκμζ ζηα απμηεθέζιαηα ηδξ ιεθέηδξ ιαξ, πνμηείκμοιε ηδκ 

ακάπηολδ κέςκ δζαβκςζηζηχκ παηέηςκ IIF ηαζ ELISA βζα ημκ πνμζδζμνζζιυ ημο 

πενζπονδκζημφ θεμνζζιμφ ηαζ αοημακηζζςιάηςκ βζα ηδκ gp210 ζε μνμφξ αζεεκχκ ιε PBC. 
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Abstract
Background: Antinuclear antibodies are useful diagnostic tools in several autoimmune diseases.
However, the routine detection of nuclear envelope autoantibodies using immunofluorescence (IF)
is not always easy to perform in patients' sera because of the presence of autoantibodies to other
nuclear and cytoplasmic components which could mask the characteristic rim-like pattern of
nuclear envelope autoantibodies. This is particularly common in sera from patients with primary
biliary cirrhosis (PBC), which generaly have high titres of anti-mitochondrial antibodies. Therefore,
we have assayed a number of commercial slides and alternative fixation conditions to optimize the
detection of anti-nuclear envelope antibodies (ANEA) in PBC sera.

Methods: We have explored the presence of ANEA in 33 sera from patients with established PBC
using three different Hep2 commercial slides and home-made slides with HeLa and Hep2 cells fixed
with methanol, ethanol, 1% or 4% formaldehyde.

Results: We observed that the IF pattern was related to the cell type used (Hep2 or HeLa), the
manufacturer and the cell fixation scheme. When both cell lines were fixed with 1% formaldehyde,
the intensity of the cytoplasmic staining was considerably decreased regardless to the serum
sample, whereas the prevalence of cytoplasmic autoantibodies was significantly lowered, as
compared to any of the Hep2 commercial slide and fixation used. In addition, the prevalence of
ANEA was importantly increased in formaldehyde-fixed cells.

Conclusion: Immunofluorescence using appropriately fixed cells represent an easy, no time-
consuming and low cost technique for the routine screening of sera for ANEA. Detection of ANEA
is shown to be more efficient using formaldehyde-fixed cells instead of commercially available Hep2
cells.
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Background
Circulating antinuclear antibodies (ANA) is a diverse
group of autoantibodies found in patients with systemic
or organ specific autoimmune diseases and a variety of
infections, but also in asymptomatic normal individuals,
although in low titres. ANA screening helps establishing
diagnosis in patients with clinical features suggestive of an
autoimmune or connective tissue disorders, while exclud-
ing (at least partially) the possibility of an autoimmune
disorder in patients with few or uncertain clinical find-
ings. In addition, they assist in monitoring disease pro-
gression and activity. Nuclear envelope is a complex
structure consisting of outer and inner nuclear mem-
branes, nuclear pore complexes (NPC) and the nuclear
lamina [1]. Autoantibodies against nuclear envelope pro-
teins exhibit a characteristic rim-like/peripheral pattern in
IF. In a number of diseases, such as chronic fatigue syn-
drome, primary biliary cirrhosis and lupus or lupus-like
syndrome the detection of anti-nuclear envelope antibod-
ies may give an additional diagnostic clue [2-5]. In
chronic fatigue syndrome, [6] appr. 52% of patients
develop autoantibodies to components of the nuclear
envelope, mainly nuclear lamins. In systemic lupus ery-
thematosus [5] a strong association of autoantibodies to
human nuclear lamin B1 with lupus anticoagulant anti-
bodies (LAC) has been reported and suggested that the
presence of LAC without anti-lamin B1 may define a sub-
set of SLE patients at greater risk for thrombosis.

In PBC, a chronic destructive cholangitis, although ninety
percent of patients show circulating antimitochondrial
antibodies (AMA) [7], the presence of ANA is highly spe-
cific [8] and can be used as a "positive tool" in the diagno-
sis of AMA-negative PBC cases [9]. Indeed, 64% of sera
from PBC patients were found positive for ANA [10]. Sev-
eral proteins have been recognized as ANA targets in PBC,
such as Sp100 [11] and promyelocytic leukemia proteins
[12], the latter generating a multiple nuclear dot pattern in
IF. Antibodies against proteins of the nuclear pore com-
plex, such as gp210 and p62, have been reported [13,14],
being associated with the activity and severity of the dis-
ease [3]. In addition, it was recently suggested that anti-
p62 antibodies may be related to the progressive or
advanced state of PBC [4]. In rare cases (1–2%) antibodies
against lamin B receptor, an integral protein of the inner
nuclear membrane may be found [8]. Using standard IF
methods, the prevalence of ANEA in PBC, differs consid-
erably amidst references, varying between 29% and 58%
[4,13,15,16]. This discrepancy may be due to the use of
different commercially available slides, or to the simulta-
neous presence of other autoantibodies in patient's sera,
directed against different nucleoplasmic or cytoplasmic
antigens, possibly masking perinuclear staining.

In the present work we propose an alternative protocol,
using formaldehyde-fixed HeLa or Hep2 cells, to improve
recognition of nuclear envelope proteins by circulating
autoantibodies. The specificity of autoantibodies against
nuclear envelope antigens was also confirmed by immu-
noblotting using purified HeLa nuclei and nuclear enve-
lopes. Finally, the IF analysis of 33 sera from patients with
established PBC, using formaldehyde-fixed cells and three
commercially available slides showed that ANEA are more
accurately detected in formaldehyde-fixed cells than in
commercial slides.

Methods
Patients and sera
Frozen (-80°C) serum samples from thirty three patients
(twenty nine women) with PBC were used. Median age at
the time of venesection was 60 years (ranging from 32 to
75 years). All patients had histologically proven PBC, 16
were at stage I-II, 6 at stage III and 11 at stage IV. Patients
were followed at the Department of Gastoenterology,
University Hospital of Heraklion, Greece, were on ursode-
oxycholic acid (15 mg/kg) sinse diagnosis, no one had
ever been on steroids or other immunomodulatory treat-
ment and no one had undergone liver transplantation.
Oral informed concent from all patients participating in
this study was taken, to use their blood samples for
research purposes. Ethical approval was issued by the Sci-
entific and Ethics Committee of the University Hospital of
Heraklion.

Cell lines and culture
Hep2 cells (ECACC 86030501) were found to have a
HeLa profile by DNA fingerprinting and therefore recently
re-designated as "HeLa derivative" cells. Hep2 (larynx and
cervical carcinoma) cells were obtained from the Euro-
pean Collection of Cell Cultures (ECACC, Salisbury, Wilt-
shire) and cervical carcinoma HeLa cells (CCL-2), from
the American Type Tissue Culture Collection (Manassas,
VA). Both cell lines were maintained at 37°C, in a humid-
ified atmosphere containing 5% CO2 and cultured in Dul-
becco's MEM or EMEM for HeLa and Hep2, respectively
(Biochrom, Berlin, Germany), supplemented with 10%
heat-inactivated fetal bovine serum, penicillin and strep-
tomycin.

Indirect immunofluorescence microscopy
Indirect immunofluorescence was performed as described
previously [17]. Briefly, Hep2 and HeLa cells grown on
coverslips were washed with PBS, fixed in 4% or 1% for-
maldehyde for 5 minutes at room temperature or in cold
(-20°C) methanol or ethanol for 5 minutes and permea-
bilized with Triton X-100. Fixed cells were incubated in
blocking buffer (phosphate buffered saline, pH 7.4, 0.5%
Triton X-100 and 1% fish skin gelatin) and then with sera
at a dilution of 1/80 in blocking buffer for 1 hour. The
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specimens were stained with fluorescein conjugated anti-
human IgG, diluted and ready for use (Inova Diagnostics,
San Diego, CA). The same sera (dilution 1/80) were exam-
ined for the presence of ANA using fixed Hep2 cells from
3 different suppliers: Inova Diagnostics (San Diego, CA),
Zeus Scientific Inc. (Raritan, NJ) and bmd (Marne La Val-
lée, France). In all cases, detection was made by a supplied
FITC-coupled anti-human Ig antibody. In all cases, we
have followed the protocols suggested by the manufac-
turer. Fluorescence was routinely assayed in a Leica SP
confocal microscope and a standard fluorescence micro-
scope, with comparable results.

Isolation of cell nuclei and nuclear envelopes
To isolate nuclei and nuclear envelopes, HeLa cells were
detached from the culture dishes, centrifuged at 300 g and
washed three times with phosphate buffered saline pH
7.4, containing 1 mM PMSF. The pellet was resuspended
in an equal volume of ice-cold buffer H (10 mM Hepes-
KOH pH 7.4, 2 mM MgCl2, 0.1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1
mM PMSF and 2 µg/ml each of leupeptin, pepstatin and
aprotinin) and Dounce-homogenized under careful phase
monitoring. The homogenate was centrifuged at 1200 g
for 10 minutes, yielding a pellet (nuclei) and a superna-
tant (cytoplasmic fraction). The nuclear fraction was
washed in buffer H, containing 150 mM NaCl and was
stored at -80°C until use.

Nuclear envelopes were prepared as described previously
[18]. Briefly, nuclei were solubilised in 20 mM Tris buffer
pH 8.5, containing 0.1 mM MgCl2, 0.5 mM PMSF, 1 mM
DTT, 10% sucrose and incubated with 2 mg/ml DNAse I
at room temperature for 15 minutes. DNAse digestion was
repeated in Tris buffer pH 7.5. The insoluble material rep-
resenting nuclear envelopes was separated by centrifuga-
tion and solubilised sequentially in high salt (2 M KCl)
buffer, secondly in 40 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.1 mM
EGTA, 2 mM MgCl2, 1 mM DTT, 1 mM PMSF and finally
in ice-cold distilled H2O, in order to extract most of the
peripheraly attached material.

Immunoblotting
Thirty µg of HeLa nuclei or nuclear envelopes were elec-
trophoresed on a 12.5% SDS polyacrylamide gel and
transfered on nitrocellulose membrane. Immobilized
autoantigens were subjected to a denaturation/renatura-
tion process, in order to obtain correctly folded
autoepitopes and therefore optimize autoantibody reac-
tivity. Briefly, nitrocellulose membranes were first incu-
bated for 5 minutes in 50 mM Tris-HCl pH 8.0,
containing 20% propanol-2 and washed 3 times with
H20. Thereafter, proteins were initially denatured by incu-
bating membrane in 7 M Guanidine-HCl, 50 mM Tris-
HCl pH 8.0, 2 mM EDTA pH 8.0, 5 mM DTT and then
renatured in washing buffer (20 mM Tris-HCl pH 7.4, 155

mM NaCl, 0.1% Tween) for 10 minutes. Free sites on the
membrane were blocked in 20 mM Tris-HCl pH 7.4, 155
mM NaCl, 0.1% Tween, 1% fish skin gelatin overnight at
4°C. Membranes were incubated with sera at 1/300 dilu-
tion in blocking buffer for 1 hour at room temperature
and washed 3 times with the same buffer. Autoantibodies
were recognized using anti-human secondary antibodies
conjugated with HRP at a dilution of 1/10.000 in blocking
buffer and detected using the ECL system (Amersham-
Pharmacia, Buckinghamshire, UK).

Statistical analysis
Comparison of two values was made by calculating the z-
value and reporting to the normal distribution tables.
Comparison of percentages (probabilities) was made by
the calculation of χ2 score.

Results
Anti-nuclear envelope antibodies are specifically detected 
using formaldehyde-fixed HeLa cells
PBC is among autoimmune diseases in which ANEA are
usually detected. In the present study, we tested sera from
patients with diagnosed PBC; representative cytoplasmic
and nuclear envelope IF patterns are depicted in Figure 1.
HeLa cells cultured on coverslips and fixed either with 4%
or 1% formaldehyde were used. When cells were fixed
with 4% FA a peripheral nuclear pattern indicative of
nuclear envelope staining was observed, with the excep-
tion of sera 30 and 161, which presented an intense cyto-
plasmic staining and a non-conclusive nuclear envelope
pattern. However, fixation with 1% FA allowed the detec-
tion of nuclear envelope autoantibodies in serum 161
(Figure 1A).

In order to confirm the results obtained with IF (Figure
1A), we assayed detection of autoantigens by immunob-
lotting using purified nuclei and nuclear envelopes from
HeLa cells. Depending on their molecular weight, nuclear
envelope autoantigens recognized by autoantibodies
present in the sera examined could be grouped in two cat-
egories (Figure 1B): The first comprises autoantigens of
high molecular mass, recognized by sera 176 and 184,
while the second contains a protein of approximately 50
kDa recognized by all sera (27, 159, 161). Two additional
proteins with a molecular mass of ~90 kDa and 40 kDa
were recognized by serum 159, while serum 161 recog-
nized only the former. No signal was detected upon blot-
ting of the afore-mentioned nuclear extracts with a serum
containing anti-mitochondrial antibodies but not ANEA
as verified by IF (Figure 1, s30). Therefore, we concluded
that HeLa cells, appropriately fixed with FA, are suitable
substrates for the specific detection of ANEA in patients'
sera.
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(A) Immunostaining of HeLa cells fixed with 1% or 4% formaldehyde with PBC sera diluted 1/80, Bar = 20 µmFigure 1
(A) Immunostaining of HeLa cells fixed with 1% or 4% formaldehyde with PBC sera diluted 1/80, Bar = 20 µm. (B) Immunoblot-
ing depicting electrophoretically fractionated nuclei and nuclear envelopes (NEs) from HeLa cells that have been probed with 
serum 27 (s27), serum 159 (s159), serum 161 (s161), serum 184 (s184), serum 176 (s176) or serum 30 (s30) at a dilution 1/
300. At the left molecular mass markers at 125, 103, 49, 33, 23 and 18 kDa are indicated.
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Differential detection of anti-nuclear envelope antibodies 
by formaldehyde-fixed cells and commercially available 
Hep2 slides
Three different commercial slides/kits of Hep2 cells and
home-made slides of Hep2 and HeLa cells were used for
the detection of autoantibodies in patients' sera. The
rationale behind the use of these two cell types is that they
are both epithelial in origin (larynx and cervical carci-
noma for Hep2 and cervical carcinoma for HeLa), and
express the same genotype and a similar phenotype.

Characteristic immunofluorescence profiles of three com-
mercially available Hep2 slides and home-made slides of
Hep2 cells fixed with 1% or 4% formaldehyde, methanol
or ethanol are shown in Figure 2. In Figure 2A, typical
staining of sera using commercially available Hep2 slides,
is depicted. Although all sera exhibited a cytoplasmic
staining, its intensity varied depending on the substrate
used. In general, weaker cytoplasmic staining was

observed when slides from Zeus company were used. In
Hep2 slides from Inova, with the exception of serum 27,
no conclusive staining of the nuclear envelope was found:
the perinuclear pattern obtained with sera 152 and 161
was discontinuous in some cells (asterisks), indicating a
rather cytoplasmic staining, while sera 28 and 159 did not
show an accentuation of the peripheral staining, suggest-
ing failure of nuclear envelope antigen recognition. A dis-
continuous perinuclear staining was observed using slides
from bmd, whereas nuclear envelope pattern was revealed
in 3 sera (27, 152 and 159) on Zeus slides.

Analysis of the same sera using home-made slides of Hep2
cells resulted in different IF patterns depending on the fix-
ation conditions. Hep2 cells fixed with methanol or etha-
nol and to a lesser extent with 4% formaldehyde showed
an IF profile very similar to those obtained with commer-
cially available slides (compare Figure 2A and 2B). The IF
pattern was quite different when sera were tested on Hep2

Immunostaining of Hep2 cells with PBC seraFigure 2
Immunostaining of Hep2 cells with PBC sera. Commercially available slides with Hep2 cells (A) and normally growing Hep2 
cells (B) fixed with methanol, ethanol, 1% or 4% formaldehyde were stained with sera (s) 27, 28, 152, 159 and 161 diluted 1/80, 
Bar = 20 µm.
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cells fixed with 1% formaldehyde. As a rule, cytoplasmic
staining was considerably lowered or eliminated thus
revealing a nuclear envelope pattern (Figure 2).

We have further assayed the same sera using HeLa cells, a
cell line widely used in experimental studies (Figure 3). As
shown for Hep2 cells, when HeLa cells were fixed with 1%
formaldehyde, cytoplasmic staining was considerably
reduced and nuclear envelope was revealed as the pre-
dominant stained compartment (compare Figure 2B and
Figure 3).

Extending our analysis in all 33 sera samples from
patients with PBC, usually enriched in anti-mitochondrial
antibodies, we showed that the detection of different
groups of autoantibodies with IF varied considerably,
depending on the provider, the fixation conditions and
the cell type (Hep2, HeLa) used (Table 1). Moreover,
many of the examined sera presented both cytoplasmic
nuclear and/or nuclear envelope staining, while, a signifi-
cant number of sera recognised solely nucleoplasmic or
nuclear envelope antigens, depending on the substrate
used. Concerning the detection of cytoplasmic autoanti-
bodies, the three commercial tests and home-made slides
with cells fixed with 4%FA revealed a number of positive
cases, ranging from 51.5% to 75.7 %. In contrast, when
Hep2 or HeLa cells fixed with 1%FA were used, a signifi-
cantly lower number of positive cases, 30.3% and 27.2%,
respectively were detected (p < 0.05 at least by χ2 analysis,
as compared to the mean of the other tests). Although
nucleoplasmic staining seemed favoured in Zeus test
(positiveness was 54.5%) as compared to other substrates,
(ranging from 30.3% to 45.4%) no statistically significant
difference was found. Finally, HeLa and Hep2 cells, fixed
with either 1% or 4% FA were more efficient in the detec-
tion of ANEA, as compared to Inova and bmd kits, while
Zeus kit showed an equally higher number of ANEA pos-
itive cases (21.1%).

Discussion
The detection of ANA by IF is routinely used for the diag-
nosis of autoimmune diseases. In spite of a relative facil-
ity, parameters such as the IF substrates (tissue or cell
lines), the fixation conditions, the absence of a common
standard and the diagnostic ability of the examiner,
hinder the comparison of results performed in different
laboratories. In addition, the presence of a variety of
autoantibodies, directed against diverse cytoplasmic or
nuclear antigens may obscur the detection of a specific
class of autoantibodies with potential diagnostic rele-
vance in a given disease. Such cases are difficult to resolve
and a number of alternative methods are subsequently
applied, in order to identify the target of circulating
autoantibodies.

Usually, the detection of ANEA is based on the character-
istic perinuclear rim-like fluorescence. Nevertheless, as
shown in Figures 2 and 3, in some cases, this pattern may
be masked by the presence of autoantibodies directed
against other cytoplasmic or nucleoplasmic elements. In
the present study, we report that formaldehyde-fixed cells
are more adequate to reveal the presence of ANEA, com-
pared to commercially available Hep2 cell substrates
(Table 1). It is known that antibody reactivity could be
modulated by the type of fixation. Within this study, we
showed that both normal (4%) and mild (1%) formalde-
hyde fixation are essential to detect the totality of ANEA,
since specific autoantigens were recognized only under a
particular fixation condition. In most cases, mild fixation
of cells with 1% formaldehyde reduced their cytoplasmic
staining. It is likely that 1% FA may not adequately fix
mitochondrial antigens, thus unmasking nuclear enve-
lope structures stained by nuclear envelope autoantibod-
ies. In addition we showed that the NE pattern obtained
in 1% FA fixed cells is specific and irrelevant to autoanti-
gen mislocalisation. Indeed, immunoblot analysis of
nuclear and nuclear envelope fraction with sera, exhibit-

Table 1: Prevalence of cytoplasmic, nucleoplasmic and NE antibodies by immunofluorescence using various substrates and fixation 
schemes in 33 PBC patients' sera.

Cell type/fixation autoantigen localization

Cytoplasmic nucleoplasmic NE

No. % No. % No. %

HeLa/4%FA 19 57.5 10 30.3 11 33.3
HeLa/1%FA 9 27.2 12 36.4 13 39.4
Hep2/4%FA 25 75.7 13 39.4 11 33.3
Hep2/1%FA 10 30.3 15 45.4 15 45.4
Hep2 Inova 18 54.5 13 39.4 5 15.1
Hep2 bmd 19 57.5 12 36.4 4 12.1
Hep2 Zeus 17 51.5 18 54.5 7 21.2
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Immunostaining of HeLa cells with PBC seraFigure 3
Immunostaining of HeLa cells with PBC sera. Normally growing HeLa cells fixed with methanol, ethanol, 1% or 4% formalde-
hyde were stained with sera (s) 27, 28, 152, 159 and 161 diluted 1/80, Bar = 20 µm.
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ing perinuclear staining revealed the presence of specific
nuclear envelope autoantigens. The proteins of high
molecular mass recognized by autoantibodies of sera 176
and 184 correspond probably to gp210 antigen of the
NPC. The rest of autoantigens detected by immunoblot-
ing with an apparent molecular mass of 90 kDa, 50 kDa
and 40 kDa could be components of the NPC, not yet
characterized. Recently, anti-NPC antibodies against pro-
teins with similar molecular mass (86 kDa, 54 kDa and 39
kDa) were identified in PBC sera using the same method,
with frequencies of 29%, 30% and 18%, respectively [4].

Besides serum titration, IF guides further diagnostic proce-
dures, eg ELISA for specific autoantibodies or dot blot
assays, relying on the fluorescence pattern. However, in
sera with a mixture of autoantibodies, the pattern for
ANEA in IF is not always evident and easy to confirm,
especially when AMA are detected in a high titre. In fact,
results reported in various studies show an under- or an
over-estimation of ANEA [4,13,15,16]. The same is also
true for a number of other classes of autoantibodies.
Indeed, analysis of PBC sera has shown that IF is less sen-
sitive in detecting circulating autoantibodies than immu-
noblotting and enzymatic immunoassay [3,16]. More
than 70% of the patients with PBC, who were AMA-nega-
tive by IF, were found AMA-positive using recombinant
autoantigens in a newly developed ELISA [19]. In con-
trast, in another study, 21% of positive sera for ANEA by
IF did not react with nuclear envelope components using
immunoblotting [20]. Generally, immunoblotting analy-
sis showed that antibodies against proteins of the nuclear
pore complex are associated with a more active and severe
liver disease in PBC [3] or with an advanced state of PBC
[4].

Conclusion
Results of the present study indicate that efficient detec-
tion of ANEA may be obtained by indirect IF analysis of
patients' sera using cells appropriately fixed with formal-
dehyde. In particular, mild fixation reduces considerably
the staining of cytoplasmic or nucleoplasmic antigens in
Hep2 and HeLa cells and permits a better resolution of
nuclear membrane epitopes. In view of the potential diag-
nostic significance of ANEA in a number of rheumatic dis-
eases, as well as in PBC, we consider that this method
might be a valuable additional tool to the clinical labora-
tory practice.
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Abstract

Background: Detection of autoantibodies giving nuclear rim pattern by immunofluorescence (anti-nuclear
envelope antibodies - ANEA) in sera from patients with primary biliary cirrhosis (PBC) is a useful tool for the
diagnosis and prognosis of the disease. Differences in the prevalence of ANEA in PBC sera so far reported have
been attributed to the methodology used for the detection as well as to ethnic/geographical variations. Therefore,
we evaluated the prevalence of ANEA in sera of Greek patients with PBC by using methods widely used by clinical
laboratories and a combination of techniques and materials.

Methods: We screened 103 sera by immunoblotting on nuclear envelopes and indirect immunofluorescence (IIF)
using cells and purified nuclei. Reactivities against specific autoantigens were assessed using purified proteins,
ELISA, immunoprecipitation and mass spectrometry.

Results: We found higher prevalence of ANEA when sera were assayed by IIF on purified nuclei or cultured cells
(50%) compared to Hep2 commercially available slides (15%). Anti-gp210 antibodies were identified in 22.3% and
33% of sera using ELISA for the C-terminal of gp210 or both ELISA and immunoprecipitation, respectively.
Immunoblotting on nuclear envelopes revealed that immunoreactivity for the 210 kDa zone is related to anti-
gp210 antibodies (p < 0.0001). Moreover, we found that sera had antibodies for lamins A (6.8%), B (1%) and C (1%)
and LBR (8.7%), whereas none at all had detectable anti-p62 antibodies.

Conclusions: The prevalence of ANEA or anti-gp210 antibodies is under-estimated in PBC sera which are analyzed
by conventional commercially available IIF or ELISA, respectively. Therefore, new substrates for IIF and ELISA should
be included by clinical laboratories in the analysis of ANEA in autoimmune sera.

Background
Nuclear envelope is a complex structure consisting of
outer and inner nuclear membranes, nuclear pore com-
plexes (NPCs) and the nuclear lamina [1]. The outer
nuclear membrane represents an extension of the endo-
plasmic reticulum, whereas the inner part constitutes a
specialized environment that accommodates a unique
set of proteins (LBR, emerin, LAP1s, and LAP2s). The
nuclear lamina is composed of A- and B-type lamins.
These proteins form a polymeric lining that supports
the inner nuclear membrane and imparts elasticity to

the nuclear envelope. NPCs provide the sole means for
regulated transport between the cytoplasm and the
nucleoplasm and are conserved in all eukaryotic cells,
from yeast to human. The mammalian NPCs are 125-
MDa complexes containing 30 distinct polypeptides,
called nucleoporins [2].
In a number of diseases, such as autoimmune liver and

systemic rheumatic pathologies, a correlation with auto-
antibodies against nuclear envelope (ANEA) was
reported [3]. Among them, primary billiary cirrhosis
(PBC) is one of those in which ANEA have been consid-
ered as pathognomonic element [4,5]. However, a signifi-
cant variation of their prevalence (between 10% and 48%)
has been reported, when indirect immunofluorescence
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(IIF) is used for the screening of PBC sera [4,6-11]. This
could be attributed to differences on the processing of
IIF samples, namely substrates and reagents used for the
detection and on the evaluation of the results, especially
when antibodies of cytoplasmic specificities are present
in the same serum [3,4,11].
PBC sera may contain a number of autoantibodies

against specific constituents of the nuclear envelope.
Antibodies against proteins of the nuclear pore complex,
such as gp210, an integral glycoprotein of the nuclear
pore membrane, and p62, a nucleoporin of the central
channel, have been reported [10,12], being associated
with the activity and severity of PBC [13]. In addition, it
was recently suggested that anti-gp210 antibodies may be
related to the hepatic failure-type of the disease [14]. The
presence of anti-gp210 autoantibodies in PBC sera has
been reported for the first time in 1990 [15] and shortly
after, a 15-amino acid linear stretch within the carboxy-
terminal domain of the protein, has been shown to be
the predominant epitope [16]. Moreover, autoantibodies
against gp210 have been demonstrated to recognize at
least two different epitopes: one within the cytoplasmic
tail and another located within the large glycosylated
lumenal domain [17]. However, thereafter and until
today, anti-gp210 antibodies in sera of patients with PBC
from USA [18], Europe [9,19-22] and Asia [14,23,24]
were identified essentially by ELISA, using as an antigen
the carboxy-terminal domain of the protein. These stu-
dies have shown different prevalence (10.4%-44%) for
anti-gp210 autoantibodies, which have been essentially
attributed to geographical and/or ethnic variations.
Autoantibodies against p62 have been reported for the

first time in 1996 by two groups in Europe and Japan
[8,10]. Using immunoblotting, they have shown that
antibodies in PBC sera recognize a 62 kDa protein in a
nuclear pore complex-enriched preparation with a pre-
valence of 32% in PBC patients [10]. An immunoreactive
62 kDa band was shown with a similar frequency (31%),
after immunoblotting of PBC sera on a WGA-bound
fraction of rat liver nuclear envelopes [7]. Using recom-
binant autoantigens, PBC sera was found to react more
frequently with p62 (55%) than gp210 (10%) nucleoporin
[25] and that more than 50% of PBC sera precipitated
35S-radioactively labeled p62 recombinant rat or human
nucleoporin, while 40% recognized this recombinant
antigen by immunoblotting [26].
Antibodies against lamin B receptor (LBR), an integral

protein of the inner nuclear membrane, are specific for
PBC and when detected in sera, their positivity ranged
from 1% to 9% [7,9,15]. It has been also shown that
anti-LBR autoantibodies recognize intact or the N-term-
inal domain of human, rat and chicken LBR [15,27,28].
The aim of this study was to establish an IIF proce-

dure, which allows the efficient and easy detection of

ANEA and to determine the prevalence of different
ANEA autoantibody classes, specific for PBC. We report
that ANEA and more specifically anti-gp210 are present
with high frequency in PBC sera. Antibodies against
other components of the nuclear envelope, such as LBR
and lamins, are detected with low prevalence, whereas
anti-p62 antibodies are absent.

Methods
Patients and sera
Serum samples from one hundred and three (103)
patients (92 female and 11 male) with established PBC
were used. All patients were followed at the Department
of Gastroenterology, University Hospital of Heraklion,
Greece. PBC was diagnosed according to established
clinical, laboratory and histological findings [29] and
86% of sera contained anti-mitochondrial antibodies. In
addition, we analyzed by IIF sera from 10 healthy con-
trols, 25 individuals without autoimmune diseases regis-
tered with the university hospital, 5 patients with viral
hepatitis B, 5 patients with viral hepatitis C and 10
patients with alcoholic cirrhosis. All patients consented
to be included in the study which has been approved by
the Ethics and Scientific Committees of the University
Hospital of Heraklion.

Antibodies
Mouse monoclonal antibody p62 (BD Transduction
Laboratories, Becton Drive, Franklin Lakes, New Jersey,
USA) or mouse monoclonal antibody 414 which binds
to FXFG-containing nup358, nup214, nup153, p62 and
nup54 (Covance, Emeryville, California, USA) were used
for immunoprecipitation and immunoblotting experi-
ments. The characterization of affinity purified, rabbit
polyclonal anti-chicken LBR has been described pre-
viously [30].

Cell lines and culture
HeLa cells (cervical adenocarcinoma) were cultured in
Dulbecco’s MEM (Biochrom, Berlin, Germany), supple-
mented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum,
penicillin and streptomycin. HepG2 cells (Human Hepa-
tocellular liver carcinoma cell line) were maintained in
DMEM/HAM’S F-12 (1:1) with N- Acetyl - L- Alanyl-
L- glutamine (Biochrom, Berlin, Germany) containing
10% FBS, penicillin, and streptomycin. Both cell lines
were obtained from the American Type Tissue Culture
Collection (Manassas, VA) and were grown at 37°C in a
humidified incubator with a 5% CO2 atmosphere.

Isolation of nuclei from rat liver and HepG2 cells
Rat liver nuclei were prepared as described by Blobel
and Potter [31]. To isolate nuclei from HepG2 cell cul-
tures, single cells were incubated in ice-cold hypotonic
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buffer and then Dounce-homogenized as described [11].
Purity of nuclei was examined by indirect immunofluor-
escence and immunoblotting.

Immunostaining and Confocal Microscopy
Sera (dilution 1/80) were tested on HeLa and HepG2
cells grown on coverslips and isolated nuclei from rat
liver and HepG2 cells immobilized on coverslips using
alcian blue by indirect immunofluorescence (IIF) per-
formed as described previously [11]. Sera (dilution 1/80)
were also analyzed using commercially available Hep2
cells (Inova Diagnostics, San Diego, CA) following the
instructions of the supplier. In all cases, detection was
made by a supplied FITC-coupled anti-human IgG anti-
body, diluted and ready for use (Inova Diagnostics, San
Diego, CA) or FITC-coupled anti-human antibody IgM
(DAKO, Carpinteria, CA) at a dilution of 1/100. Fluores-
cence was routinely assayed in a Leica SP confocal micro-
scope (Leica microsystem Heidelberg GmbH, Germany)

Preparation of nuclear envelopes and proteins of the
nuclear envelope
Nuclear envelopes were prepared from isolated rat liver
nuclei following DNAse and RNAse digestion and
washes with high salt buffer and ice-cold distilled water
as previously reported [11].
Lamins A, C and lamin B were extracted from rat liver

nuclear envelopes (RNE) with 8 M urea and further pur-
ified by ion exchange chromatography (DE52, Whatman
International Ltd Maidstone, UK). The nucleoplasmic
amino-terminal domain of chicken LBR fused to glu-
tathione-S-transferase (GST) was expressed in BL21
(DE3) cells and purified from lysates according to stan-
dard procedures.

Immunoblotting
Purified proteins, RNE, or immunoprecipitated material
were electrophoresed on a 7.5% SDS polyacrylamide gel,
transferred on nitrocellulose membrane and immumo-
blotted as previously described [11]. PBC sera, anti-p62
and anti-LBR antibodies were used at 1/300, 1/1000 and
1/200 dilution, respectively. Autoantibodies were recog-
nized using anti-human Ig, IgG (GE Healthcare, Buckin-
ghamshire, UK), (1/10000) or IgM, (Southern Biotech,
Birmingham, Alabama, USA) (1/8000) secondary antibo-
dies; monoclonal or polyclonal antibodies were detected
using anti-mouse or anti-rabbit secondary antibodies, all
conjugated with HRP (GE Healthcare, Buckinghamshire,
UK) at a dilution of 1/10000 and detected using the
ECL system (Thermo Scientific, Rockford, USA).

Immunoprecipitation
Immunoprecipitation of nucleoporin p62 was accom-
plished using monoclonal antibodies and extracts from

RNE. Nuclear pore proteins were extracted from RNE
with buffer S1 (10% sucrose, 40 mM Tris-HCl pH 7.5,
300 mM NaCl,, 1 mM EGTA, 2 mM MgCl2, 1 mM
PMSF, protease inhibitors) containing 0.3% Empigen BB
(Fluka, St Louis MO, USA) [32]. Extract was first clari-
fied by centrifugation (15000 g for 15 min, at 4°C) and
then cleared from proteins which bound to sepharose
beads by incubating clarified supernatant for 1 hour, at
4°C with protein G-Sepharose beads (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK), already treated with 1% filtered
fish skin gelatine. Cleared extract was incubated with 4
μg of mouse monoclonal anti-p62 antibodies (BD Trans-
duction Laboratories, Becton Drive, Franklin Lakes, New
Jersey, USA) or mouse monoclonal antibodies 414 (Cov-
ance, Emeryville, California, USA), overnight at 4°C and
then with gelatine treated protein G-Sepharose beads,
for 1.5 hour at 4°C. The immune complexes were recov-
ered by centrifugation, washed 7 times with buffer S1
and solubilized in loading buffer by heating at 100°C.
For the immunoprecipitation of nuclear envelope anti-

gens, autoantibodies were either absorbed or covalently
coupled to protein G-Sepharose beads (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK). In both protocols RNE were
extracted with buffer S2 (2% Triton X-100, 20 mM Tris-
HCl pH 7.5, 300 mM NaCl, 10% sucrose, 1 mM EGTA,
2 mM MgCl2, 1 mM PMSF, protease inhibitors) for 1
hour on ice. Extract was clarified by centrifugation at
15000 g for 15 minutes at 4°C and mixed with an equal
amount of buffer without NaCl and Triton X-100.
Finally, extract was incubated with gelatine treated pro-
tein G-Sepharose beads, for 1 hour, at 4°C, in order to
be cleared from proteins which they bound to sepharose
beads.
In the first protocol, sera were incubated with extract

overnight at 4°C. The immune complexes were then
incubated with protein G-Sepharose beads for 1.5 hour
at 4°C, washed 7 times with buffer (1% Triton, 150 mM
NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 10% sucrose, 1 mM
EGTA, 2 mM MgCl2, 1 mM PMSF, protease inhibitors)
and eluted in loading buffer by heating at 100°C for
15 minutes.
Alternatively, autoantibodies were covalently coupled

to protein G-Sepharose beads essentially as previously
reported [33]. For this, sera were incubated with protein
G-Sepharose beads for 1 hour at 4°C, washed twice with
0.1 M sodium tetraborate, pH 9 and then incubated
twice with freshly prepared 20 mM DMP (Dimethyl
pimelimidate dihydrochloride, Sigma, St Louis MO,
USA) in 0.1 M sodium tetraborate, pH 9 for 30 minutes
at room temperature. Beads were washed two times
with ice-cold 50 mM glycine, pH 2.5 to remove
uncoupled autoantibodies, and then 7 times with PBS.
Beads bearing the covalently linked autoantibodies were
incubated with extract overnight at 4°C. The immune
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complexes were recovered by centrifugation and washed
7 times with buffer (1% Triton, 150 mM NaCl, 20 mM
Tris-HCl pH 7.5, 10% sucrose, 1 mM EGTA, 2 mM
MgCl2, 1 mM PMSF, protease inhibitors). The elution
of bound autoantigens was performed by adding to
beads an equal volume of loading buffer and heating at
70°C for 15 minutes.

Mass spectrometry
Stained protein bands were in-gel digested with trypsin.
The extracted peptides were analysed by mass spectro-
metry using an LCQ-Deca mass-spectrometer as pre-
viously described [34] while protein identification was
performed with TurboSEQUEST software.

Enzyme-linked immunosorbent assay
The antibody titers to gp210 were determined using
ELISA kit (Inova Diagnostics, San Diego, CA) according
to the manufacturer’s protocol and instructions.

Statistical analysis
Statistical analysis was performed with the SPSS V16
(SPSS, Chicago, IL) program. Comparison between
values was accomplished using the c2 test.

Results
Routine histological slides do not detect ANEA
in all positive sera of PBC patients. Alternative
substrate-fixation methods
Commercial Hep2-based histology slides, coupled with
an anti-IgG-FITC conjugate are routinely used for the

detection of circulating autoantibodies. Using this set of
reagents, we were able to detect ANEA in 15% of sera.
Use of anti-IgM or both anti-IgG and anti-IgM second-
ary antibodies revealed 13% and 23% of sera positive for
ANEA, respectively (Figure 1). However, as we have
reported previously [11] the origin and fixation method
of cells, used as a substrate, may represent sources of
variation of ANEA detection, in patients’ sera. In this
respect, here we tested HeLa and HepG2 cell lines and
isolated nuclei from HepG2 cells and rat liver. The rea-
son for using purified nuclei as substrate for the analysis
of autoimmune sera was to eliminate staining from
autoantibodies directed against cytoplasmic autoantigens
and therefore to enhance sensitivity in the detection of
ANEA (Figure 2). We used nuclei isolated from HepG2
cells instead of HeLa cells because unlike nuclei pre-
parations from HeLa cells, those from HepG2 cells were
free of cytoplasmic contaminations (Figure 3). We also
analyzed sera using nuclei from rat liver because of their
high purity after isolation, the convenience of tissue
availability and the diversity of normal (no cancerous)
cell types that constitute the whole tissue (liver) instead
of a cell line. The latter would enhance identification of
cell-type specific proteins, because liver contains hepato-
cytes, Kupffer cells, sinusoidal epithelia, perisinusoidal
lipocytes, an endothelial vasculature, and muscle cells.
In Figure 2, we show characteristic patterns observed

with a number of patients’ sera, which, as will presented
below, contain autoantibodies against specific nuclear
envelope proteins (anti-gp210-s54, s16, s189-, or anti-
lamin A-s32-). The use of different substrates resulted in

Figure 1 Prevalence of ANEA. Histograms showing the percentage of PBC sera containing ANEA of different Ig class as determined by IIF on
Hep2 slides, HeLa cells, rat liver nuclei (RLN) and either substrate. “IgG Total” or “IgM Total” represent the sum of sera which had ANEA of both
IgG and IgM antibodies (IgG+IgM) and those with either IgG class alone or IgM class alone, respectively.
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pattern variability and we showed that, whenever sera con-
tained low titer of ANEA and/or high titer of antibodies
directed against cytoplasmic autoantigens, isolated nuclei
revealed ANEA more efficiently and easily than whole
cells (Figure 2, panels s32, s16 and s189). Interestingly
enough, rat liver nuclei, in spite of the species difference,
recognize human ANEA with the same efficacy as human
liver (HepG2) nuclei. ANEA detection using purified
nuclei was specific, as no staining of the nuclear periphery
was shown when we used sera containing only cytoplasmic

autoantibodies (Figure 2, panel s201, and Figure 4). In
addition, we did not detect any fluorescence of the nuclear
periphery in both Hep2 commercial slides and purified
nuclei when sera from 10 healthy controls, 25 individuals
without autoimmune diseases registered with the univer-
sity hospital, 5 patients with viral hepatitis B, 5 patients
with viral hepatitis C and finally 10 patients with alcoholic
cirrhosis were analyzed by IIF (not shown).
Staining on different substrates has been further

repeated with an anti-IgM antiserum, to account for

Figure 2 Validation of substrates used in IIF for the detection of ANEA. Hep2 slides, HeLa and HepG2 cells fixed with formaldehyde either
4% (upper panel) or 1% (lower panel) and purified nuclei from HepG2 cells and rat liver were incubated with various PBC sera (s54, s32, s16,
s189 and s201) and secondary anti-human FITC-labeled IgG antibodies, as described in Materials and Methods.
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Figure 3 Purity of isolated nuclei from HEpG2 cells, HeLa cells and rat liver.

Figure 4 Purity of nuclear envelopes isolated from rat liver. (A) Reactivity of PBC sera (s) as detected by IIF on HeLa cells and nuclei isolated
from rat liver. Note the cytoplasmic pattern of fluorescence and the absence of staining on nuclei. The same PBC sera were tested (B) for anti-
mitochondrial autoantibodies by dot blotting (mitochondria profile blot, Alphadia Diagnostic Products, Wavre, Belgium) and (C) on nuclear
envelopes from rat liver by immunoblotting. Note for all sera the presence of anti-mitochondrial autoantibodies and the absence of reactivity on
nuclear envelopes.
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isotype-specific ANEA in sera of PBC patients. Repre-
sentative images are presented in Figure 5. We show
that detection of IgG and/or IgM antibodies was
depending on the patient’s serum, as well as on the sub-
strate used and that isolated nuclei could reveal ANEA
more efficiently than whole cells (Figure 5, panel IgG
pos.*/IgM pos.).
The prevalence of ANEA as determined in the differ-

ent substrate/antiserum used varies within the different
combinations (Figure 1). Alternative substrates (HeLa
cells and isolated nuclei) identify a significantly higher
number of sera, positive for ANEA. No significant dif-
ference was observed in the prevalence determined
using either whole cells or isolated nuclei or when all
methods were pooled for positivity in the totality of 103
sera examined. Most sera (44%) had both IgG and IgM
antibodies, whereas we found low percentage (4%) of
sera containing only IgM antibodies.
In conclusion, these data indicate that substrates and

secondary reagents used in immunofluorescence assays
are determinant factors for the detection of ANEA. Pur-
ified nuclei and appropriately fixed cells are better sub-
strates than commercial Hep2-based histology slides and

should be used for the determination of ANEA by IIF
when their presence is suspected in patients’ sera.

Correlation of immunofluorescence and immunoblotting
in the detection of ANEA
In order to confirm our IIF findings, we have tested all
sera, by immunoblotting, using purified rat liver nuclear
envelopes as substrate. With the exception of sera posi-
tive for anti-mitochondrial autoantibodies (Figure 4), all
sera positive for ANEA by IIF were also positive by
immunoblotting. A variety of reactive protein bands
were revealed (Figure 6); most sera bound to proteins
with an approximate mass of 210 kDa (35, 34% of sera)
and/or 75-55 kDa (39, 37.9% of sera). In order to further
characterize the major antigens targeted by circulating
autoantibodies, we have analyzed them, using a variety
of methods.

Anti-gp210 autoantibodies prevail in ANEA-positive
cases of PBC
Anti-gp210 antibodies were most probable to be present
as it is known that these antibodies are PBC-specific. As
presented above, our PBC sera revealed autoantibodies

Figure 5 Detection of ANEA of IgG and IgM class by IIF. Commercially available slides with Hep2 cells (Hep2 cells), cultured HeLa cells (HeLa
cells) and purified nuclei from rat liver (R.L. nuclei) were incubated with various PBC sera and secondary anti-human FITC-labeled IgG and IgM
antibodies, as described in Materials and Methods.
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for proteins with an apparent molecular mass of
~210 kDa. Using a commercial ELISA kit for anti-gp210
antibody detection, we detected 43.4% of cases positivity,
in ANEA IIF-positive sera. However, from the 35 sera,
exhibiting autoantibodies against a protein substrate of
~210 kDa, only 23 were identified as anti-gp210 positive
with ELISA (Figure 7). This discrepancy could indicate
the existence of other, yet unidentified proteins with a
similar apparent molecular mass, serving as targets of
ANEA autoantibodies. Alternatively, it is also possible
that anti-gp210 antibodies are not detected by ELISA
because they are directed against epitopes other than
the C-terminal of gp210 or belong predominantly to
other classes than IgG.
To discriminate between these possibilities we per-

formed immunoprecipitation experiments using Triton
X-100 extracted material from purified rat liver nuclear
envelopes. Material precipitated by immunoprecipita-
tion-competent sera was further immunoblotted with
anti-gp210 antibodies (Figure 8Ia). Alternatively, for
those sera which were not suitable for immunoprecipita-
tion (i.e. s196 and s202), we used serum 54, which was
competent for immunoprecipitation and positive for
anti-gp210 by ELISA. Immunoprecipitates were then
immunoblotted with the different sera to be tested using
as detection reagents anti-human IgG and, when neces-
sary, IgM secondary antibodies (Figure 8Ib, c). We

found 8/35 additional sera (22.9%) containing anti-
gp210 IgG autoantibodies, not revealed by ELISA,
whereas 3/35 sera (8.6%) contained anti-gp210 autoanti-
bodies of IgM class alone (Figure 7). The identity of the
gp210 substrate was further confirmed by mass spectro-
metry of the protein immunoprecipitated with sera 16
and 54.
Concluding, our results indicate that 34 of PBC sera

(33%) contained anti-gp210 autoantibodies, while 11 of
these sera could not be detected by ELISA, necessitating
additional assays. Also, there is a statistically significant
direct correlation (p < 0.0001) between the 210 kDa
zone detected by immunoblotting (35 sera) and the
identification of gp210 (34 sera) in the PBC sera tested.

Prevalence of anti-p62, anti-LBR and anti-lamin
autoantibodies in PBC sera
The second major protein band identified in 38% of
PBC patients’ sera (39 sera), has an apparent molecular
mass of 55-75 kDa. Therefore, we investigated the pre-
valence of anti-p62, anti-LBR and anti-lamin autoantibo-
dies which have been previously reported to occur in
autoimmune sera [3].
The presence of anti-p62 autoantibodies was studied

by immunoblotting on material immunoprecipitated
using specific monoclonal anti-p62 antibodies. As shown
in Figure 8IV, monoclonal anti-p62 antibodies (a-p62)

Figure 6 Detection of ANEA by immunoblotting. Apparent molecular mass of nuclear envelope proteins from rat liver which are recognized
by autoantibodies comprised in selected PBC sera.
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recognized p62 nucleoporin in nuclear envelope pre-
parations (RNE), on the material extracted (Ext.) and
immunoprecipitated with anti-p62 antibodies (IPp62).
Moreover, is shown that there was no detectable p62 in
the extract after immunoprecipitation (Depl.Ext.) indi-
cating that almost all of the extracted p62 was absorbed
by anti-p62 antibodies. However, none of the patients
sera, recognizing an autoantigen of similar molecular
mass (55-75 kd) could react with the isolated p62, sug-
gesting the absence of specific anti-p62 autoantibodies.
Representative data from selected sera (s6, s32 and
s188) are presented in Figure 8IV, where is shown an
immunoreactivity for proteins of approximately 60 kDa
in the nuclear envelope preparation (RNE) and the
extracted material before (Ext.) and after (Depl.Ext.)
immunodepletion but not for p62 nucleoporin (IPp62).
A similar method was used to investigate the presence

of anti-lamin and anti-LBR autoantibodies. They were
also detected by immunoblotting on the corresponding
purified proteins. Anti-lamin and/or anti-LBR autoanti-
bodies were present in 14 sera; specifically 4 contained
anti-lamin A, 1 anti-lamin B, 6 sera contained a low
titer anti-LBR antibody, 2 sera contained both anti-
lamin A and anti-LBR and finally 1 serum was positive
for anti-lamin A/C and anti-LBR antibodies (Figure 9).

Figure 8II shows characteristic immunoreactivities for
lamin B (s6), lamin A (s50) and both lamins A and C
(s211), whereas in Figure 8III are presented profiles
from sera without (s33, s201) and with high (s211, s21)
or low (s196) titer of anti-LBR autoantibodies. The exis-
tence of anti-lamin A autoantibodies was further con-
firmed by identifying lamin A with mass spectrometry
in the immunoprecipitated material using serum 16.
In conclusion, our data indicate the complete absence

of anti-p62 autoantibodies, while a small number of sera
contained antibodies targeting LBR or nuclear lamins.

Discussion
Standard immunofluorescence has traditionally a lower
sensitivity, as compared to immunoblotting or ELISA,
for the detection of autoantibodies; however, molecular-
based assays enable the detection of a limited number of
selected targets, neglecting others of potential equal or
even higher importance. A contribution of the present
study is the finding that immunofluorescence may be a
powerful technique for the detection of ANEA, which
are often sub-optimally detected when autoantibodies of
other reactivities are equally present in a specific serum
[3,4,11]. In fact, we report high prevalence of autoanti-
bodies against the nuclear periphery (in about half of

Figure 7 Prevalence of anti-gp210 autoantibodies. On the top the reactivity by immunoblotting of the 35 different sera (s) with a protein
zone of approximately 210 kDa is shown. The presence (+) or the absence (-) of autoantibodies against gp210 in these sera is assayed by ELISA
and immunoprecipitation followed by immunoblotting. For details see text and Figure 8.
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patients with PBC) when we used multiple substrates
(cultured cells and purified nuclei) and antisera (IgG
and IgM). In contrast, these antibody classes are under-
estimated, when standard IIF procedure (commercially
available Hep2 cells and IgG antisera) was used for the
detection. Interestingly enough, we further report that
heterologous systems (rat liver nuclei/human sera) may
also reveal, with a high specificity, ANEA autoantibo-
dies, a technique which might be of potential clinical
value.

Previously published studies shows a discrepancy in
the results obtained by IIF and immunoblotting or
ELISA. For example, in PBC sera, it has been shown
that the prevalence of antibodies giving a rim-like mem-
branous fluorescence (10%) by IIF on Hep2 cells was
lower than the prevalence of antibodies assayed by
ELISA against gp210 (16%), which represent one among
other autoantigens of the nuclear envelope. Moreover,
for specific sera which were negative for ANEA by IIF,
antibodies against gp210 or LBR have been detected

Figure 8 Identification of specific ANEA by biochemical approaches. (I) Identification of anti-gp210 autoantibodies. Immunoprecipitation (IP)
of gp210 and immunoblotting (Blot) using IgG (IgG) and IgM (IgM) secondary antibodies. (II) Identification of autoantibodies directed against
lamins A/C (LmA/C) and B (LmB) by immunoblotting (Blot) using purified proteins (SDS-PAGE). (III) Identification of anti-LBR autoantibodies by
immunoblotting (Blot) using purified recombinant LBR (SDS-PAGE). “d.p.” denotes characteristic proteolytic products of LBR that are produced
after expression in bacteria. Sera negative (s33, s201) and highly (s211, s21) or moderately (s196) positive for LBR are shown. (IV) Identification of
anti-p62 autoantibodies.
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using ELISA [9]. Similarly, in another study, anti-NPC
antibodies, against at least one of the two major autoan-
tigens at about 200 and 60 kDa, were detected by
immunoblotting on purified human NPCs in as many as
22% of the ANA-negative by IIF PBC patients [13]. Our
data indicate that an accurate detection of ANEA by IIF
can be accomplished if appropriate substrates are used.
Cytoplasmic staining, which is a major handicap for the
detection of the peripheral nuclear staining very often
shown in PBC sera, was considerably decreased or even
eliminated when appropriately fixed cells or purified
nuclei were used. Sera tested under such conditions
showed high prevalence of ANEA by IIF. Of importance,
all sera which were positive for anti-gp210 and anti-LBR
autoantibodies showed also a peripheral nuclear staining
by IIF, indicating that ANEA specific for PBC, are effi-
ciently detected using our experimental protocol.
Another important finding was the identification of

undetectable by conventional ELISA, anti-gp210 autoan-
tibodies in more than 10% of PBC sera, representing
21% of sera with ANEA and 32% of anti-gp210 positive
sera. Three of 11 sera contained anti-gp210 of only IgM
class, whereas anti-gp210 autoantibodies in the last 8
sera did not reacted with the C-terminal epitope using
an ELISA commercial kit which is widely used in clini-
cal laboratories. Considering the importance of anti-

gp210 antibodies in diagnosis and prognosis of PBC, our
results strongly suggest that additional ELISA kits
should be developed including the N-terminal epitope
as substrate and various secondary reagents for the
identification of anti-gp210 autoantibodies of all specifi-
cities and Ig class.
Finally, we tried to identify the 60-70 kDa protein

zones recognized by almost 40% (39 out of 103 sera) of
our sera after immunoblotting on purified rat nuclear
envelopes. We identified autoantibodies for LBR or
lamins A, B and C, in 14 (36%) of those sera, whereas
we have not detected anti-p62 autoantibodies in our
PBC sera by immunoprecipitation, although p62 was
effectively recognized in the material extracted from rat
nuclear envelopes and precipitated using monoclonal
anti-p62 antibodies. Moreover, the immunoreactivity of
sera with a 60-70 kDa band in nuclear envelope extracts
before and after immunoprecipitation clearly indicated
that autoantibodies reacting with the 60-70 kDa proteins
are not directed against p62 but reacted probably with
degradation products of autoantigens of higher M.W.
(20 of 25 sera had autoantibodies for gp210) or proteins
of the nuclear envelope not yet reported as autoantigens.
The only possible explanation for the lack of detection
of anti-p62 autoantibodies could be their very low titer.
This possibility is supported by the recent identification

Figure 9 Prevalence of autoantibodies for lamins and LBR. On the top the reactivity by immunoblotting of the 39 different sera (s) with a
protein zone of molecular mass between 55 and 75 kDa is shown. The presence (+) or the absence (-) of autoantibodies against lamins A, B, C
and LBR in these sera is assayed by immunoblotting using purified proteins. “+l” denotes low titer for anti-LBR antibodies.
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of autoantibodies against p62 using recombinant rat or
human protein in 50% of PBC sera by immunoprecipita-
tion of 35S-radioactively labeled p62 and in 40% by
immunoblotting [26]. We believe that more studies are
needed to confirm the presence and determine the pre-
valence of anti-p62 antibodies in PBC sera.

Conclusions
Results of the present study indicate high prevalence of
autoantibodies giving rim/peripheral fluorescence in
PBC sera when tested by IIF using multiple secondary
reagents and adequate substrates for the analysis. We
confirm that among many potential ANEA, anti-gp210
antibodies are very specific for PBC, although their sen-
sitivity in PBC sera seems to be underestimated in pre-
vious studies. Giving the importance of ANEA and
particularly anti-gp210 antibodies in diagnosis and prog-
nosis of PBC, we suggest that modifications emerged by
our study, concerning the screening of sera by IIF and
the identification of gp210 antibodies, should be
included for the identification of ANEA in future
studies.
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