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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

 
      Σμ spindle checkpoint ζηαιαηά ηδκ έκανλδ ηδξ ακάθαζδξ όηακ ηα πνςιμζώιαηα 

δεκ έπμοκ δζαηαπεεί ζημ ζζδιενζκό επίπεδμ ιε αηνίαεζα ηαζ πνμζηαηεύεζ από θάεδ 

ζημ δζαπςνζζιό ηςκ πνςιμζςιάηςκ.  Δκενβμπμζείηαζ όηακ μζ ιζηνμζςθδκίζημζ δεκ 

έπμοκ πνμζδεεεί ζημοξ ηζκδημπώνμοξ ή όηακ οπάνπεζ θάεμξ ηάζδ ακάιεζα ζημοξ 

αδεθθμύξ ηζκδημπώνμοξ.  H Chk1 έπεζ ηαθά παναηηδνζζιέκμοξ νόθμοξ ζημ ζδιείμ 

εθέβπμο ημο ηοηηανζημύ ηύηθμο ημ μπμίμ επάβεηαζ από αθάαεξ ημο DNA (DNA 

damage checkpoint) ςζηόζμ μ αηνζαήξ νόθμξ ηδξ Chk1 ηαζ ηα πζεακά οπμζηνώιαηά 

ηδξ ζημ spindle checkpoint δεκ έπμοκ πθήνςξ πενζβναθεί.  Γζα κα ακζπκεύζμοιε 

πνςηεΐκεξ ιε ηζξ μπμίεξ αθθδθεπζδνά δ Chk1 ζημ spindle checkpoint πανμοζία 

ηαλόθδξ ζε ηύηηανα ζπμκδοθμγώςκ πνδζζιμπμζήζαιε δύμ πνμζεββίζεζξ. α) Με ηδ 

ιέεμδμ ηδξ πδιζηήξ βεκεηζηήξ εθέβλαιε εάκ ηύηηανα ημηόπμοθμο DT40 Chk1
as

, ηα 

μπμία εηθνάγμοκ πνςηεΐκδ Chk1 εοαίζεδηδ ζε ακαζημθή από ηζξ μβηώδεζξ πδιζηέξ 

εκώζεζξ ΝΜ-ΡΡ1 ηαζ 3ΜΒ-ΡΡ1, ιπμνμύκ κα πνδζζιμπμζδεμύκ βζα ηδκ ακεύνεζδ 

κέςκ οπμζηνςιάηςκ ηδξ Chk1 ζημ G2/M DNA damage ηαζ ζημ spindle checkpoint, 

α) Απμιμκώζαιε εηπύθζζια ιζηςηζηώκ αηνάηηςκ από ηύηηανα ακενώπμο HeLa ιεηά 

από επώαζδ ιε ηαλόθδ ηαζ ακζπκεύζαιε πνςηεΐκεξ πμο αθθδθεπζδνμύκ ιε ηδκ Chk1 

ιεηά από ακμζμηαηαηνήικζζδ.  Γείλαιε όηζ: α) Σα ηύηηανα DT40 Chk1
as

 δύκακηαζ 

κα πνδζζιμπμζδεμύκ βζα ηδκ ακεύνεζδ κέςκ οπμζηνςιάηςκ ηδξ Chk1 ζημ G2/M 

DNA damage αθθά όπζ ζημ spindle checkpoint, α) Ακζπκεύζαιε πνςηεΐκεξ πμο 

πζεακά αθθδθεπζδνμύκ ιε ηδκ Chk1 ιε ιμνζαηά αάνδ πενίπμο 160, 105 ηαζ 75 kDa.  

Ζ ηαοημπμίδζδ ημοξ ακαιέκεηαζ ιεηά από ακάθοζδ ιε θαζιαημζημπία ιάγαξ.  

Ακίπκεοζδ κέςκ πνςηεΐκώκ πμο αθθδθεπζδνμύκ ιε ηδκ Chk1 ζημ spindle checkpoint 

εα μδδβήζεζ ζηδκ ηαθύηενδ ηαηακόδζδ ηςκ ιδπακζζιώκ ηδξ ηοηηανζηήξ δζαίνεζδξ. 

 

 

 
Λέλεζξ ηθεζδζά: Chk1, spindle checkpoint, πνςηεσκζηέξ αθθδθεπίδναζεζξ,                              

οπμζηνώιαηα, πδιζηή βεκεηζηή 
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ABSTRACT 

 
    Σhe spindle checkpoint blocks initiation of anaphase when chromosomes are not 

bipolarly attached to spindle microtubules and protects against chromosome mis-

segregation.  Σhe spindle checkpoint is triggered by unattached kinetochores or lack 

of tension across attached sister kinetochores.  Chk1 has well-defined roles in the 

DNA damage checkpoints, but the role and substrates of Chk1 in the spindle 

checkpoint have not been fully described.  We used two approaches to identify novel 

proteins that interact with Chk1 during activation of the spindle checkpoint by taxol in 

vertebrate cells : a) Using chemical genetics, we investigated whether avian DT40 

Chk1
as

 cells expressing a mutant Chk1 which is sensitive to inhibition by bulky 

compounds NM-PP1 and 3MB-PP1, may be used to identify novel Chk1 substrates in 

the G2/M DNA damage and spindle checkpoints, b) We isolated mitotic spindles 

extracts from human HeLa cells and detected Chk1-interacting proteins by 

immunoprecipitation experiments.  We showed that: a) DT40 Chk1
as

 cells might be 

used to identify Chk1 substrates in the G2/M DNA damage, but not the spindle 

checkpoint, b) We detected Chk1-interacting candidate proteins with approximate 

masses of 160, 105 and 75 kDa and will identify them by mass-spectrometry.  

Identifying novel Chk1 interacting proteins in the spindle checkpoint will help us to 

better understand the mechanisms of mitotic cell division. 

 

 

 
Key words: Chk1, spindle checkpoint, protein interactions, chemical genetics, 

substrates 
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Η. ΔΗ΢ΑΓΧΓΖ 

 
1. ΢εκεία ειέγρνπ ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ (cell cycle checkpoints)  

      Σα ζδιεία εθέβπμο ημο ηοηηανζημύ ηύηθμο είκαζ ααζζημί ιδπακζζιμί πμο 

εθέβπμοκ ηδκ πνόμδμ ημο ηοηηανζημύ ηύηθμο από ηδ ιζα θάζδ ζηδκ άθθδ ηαζ 

δζαζθαθίγμοκ όηζ ηνίζζια βεβμκόηα ημο ηοηηανζημύ ηύηθμο βίκμκηαζ ιε ηδ ζςζηή 

ζεζνά ηαζ πνμκζηή δζάνηεζα (Abraham, 2001). Δκενβμπμζμύκηαζ ηονίςξ από αθάαεξ 

ημο DNA, ιπθμηάνζζια ηδξ ακηζβναθήξ ηαζ εθαηηώιαηα ηδξ ιζηςηζηήξ αηνάηημο, ιε 

ζηόπμ ημ ζηαιάηδια ημο ηοηηανζημύ ηύηθμο ηαζ ηδκ επζδζόνεςζδ ηςκ αθααώκ ή ηδκ 

απόπηςζδ ζε πενίπηςζδ απμηοπίαξ ηδξ επζδζόνεςζδξ  (Elledge, 1996). Σα ιμκμπάηζα 

πμο ειπθέημκηαζ ζημκ έθεβπμ ημο ηοηηανζημύ ηύηθμο είκαζ ημζκά ζημοξ 

εοηανοςηζημύξ μνβακζζιμύξ, ημκίγμκηαξ ηδ ζοκηήνδζδ ηςκ νοειζζηζηώκ ζημζπείςκ 

πμο ειπθέημκηαζ ζηα ζδιεία εθέβπμο. Απώθεζα ηςκ ζδιείςκ εθέβπμο έπεζ ςξ 

απμηέθεζια ηδκ αζηάεεζα ημο βμκζδζώιαημξ ηαζ ηδ δδιζμονβία ηανηζκζηώκ 

ηοηηηάνςκ (Bartek and Lukas, 2003). 

     Tα ζδιεία εθέβπμο ημο ηοηηανζημύ ηύηθμο πςνίγμκηαζ ακάθμβα ιε ημ είδμξ 

αθάαδξ ζε ηνεζξ ηαηδβμνίεξ: α) ημ επαβώιεκμ από αθάαδ ημο DNA ζδιείμ εθέβπμο 

(DNA damage checkpoint), ημ μπμίμ ακαθόβςξ ιε ηδ θάζδ ημο ηοηηανζημύ ηύηθμο 

πμο ανίζηεηαζ ημ ηύηηανμ οπμδζαζνείηαζ ζε G1, Intra-S ηαζ G2/M ζδιείμ εθέβπμο 

(Samuel et al., 2002), α) ημ επαβώιεκμ από ιπθμηάνζζια ηδξ ακηζβναθήξ ημο DNA 

ζδιείμ εθέβπμο (DNA replication checkpoint), ημ μπμίμ μδδβεί ζε ζηαεενμπμίδζδ 

ηςκ αηζκδημπμζδιέκςκ δζπάθςκ (Desany et al., 1998; Lopes et al., 2001), ηαηαζημθή  

ηδξ πονμδόηδζδξ ηςκ ανπώκ ακηζβναθήξ ώζηε δ ζύκεεζδ ημο DNA κα ζοκεπζζηεί 

ιεηά από επζδζόνεςζδ ηδξ αθάαδξ (Kim and Huberman, 2001; Santocanale and 

Diffley, 1998) ηαζ ζε ηαηαζημθή ηδξ εζζόδμο ημο ηοηηάνμο ζηδ ιίηςζδ πανμοζία ιδ- 

ακηζβναθόιεκμο DNA (S-M checkpoint) (Amon, 1999; Zachos et al., 2005) ηαζ β) ημ 

επαβώιεκμ από αθάαεξ ηδξ ιζηςηζηήξ αηνάηημο ζδιείμ εθέβπμο (mitotic spindle 

checkpoint), ημ μπμίμ δζαζθαθίγεζ ημ ζςζηό δζαπςνζζιό ηςκ πνςιμζςιάηςκ ηαζ 

επμιέκςξ ηδκ πζζηόηδηα ηδξ ιίηςζδξ  (Kang and Yu, 2009; Kops et al., 2005). 
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2. Chk1: Έλαο από ηνπο θύξηνπο ξπζκηζηέο ηωλ ζεκείωλ ειέγρνπ 

     Από ημοξ ηονζόηενμοξ νοειζζηέξ ηςκ ζδιείςκ εθέβπμο ημο ηοηηανζημύ ηύηθμο 

είκαζ δ πνςηεσκζηή ηζκάζδ Chk1 (checkpoint1), ηαηέπμκηαξ ζδιακηζηό νόθμ ζηδκ 

πνόμδμ ηαζ ηδκ πζζηόηδηα ημο ηοηηανζημύ ηύηθμο (Zachos et al., 2007).    

     Chk1 και βιωσιμότητα 

     Ζ Chk1 είκαζ ακαβηαία βζα ηδκ ηοηηανζηή ακάπηολδ ηαζ δζαθμνμπμίδζδ κςνίξ 

ηαηά ηδκ ειανομβέκεζδ ζε πμκηίηζα (Takai et al., 2000) ηαζ βζα ημ αέθηζζημ 

πμθθαπθαζζαζιό ηςκ ζςιαηζηώκ ηοηηάνςκ πηδκώκ (Zachos et al., 2003b). Απαθμζθή 

ηδξ Chk1 (Chk1-/-) ζε ειανοσηά ηύηηανα πμκηζηζώκ έπεζ ςξ απμηέθεζια 

ιμνθμθμβζηέξ ακςιαθίεξ ημο πονήκα ζημ ζηάδζμ ηδξ αθαζημηύζηδξ ηαζ ηεθζηά μδδβεί 

ζε εάκαημ (Takai et al., 2000). Απαθμζθή ηδξ Chk1 ζε DT40 Β-θειθμηύηηανα από 

ημηόπμοθμ έπεζ ςξ απμηέθεζια ιείςζδ ημο νοειμύ πμθθαπθαζζαζιμύ ηαζ αολδιέκα 

πμζμζηά ηοηηανζημύ εακάημο, όιςξ ηα ηύηηανα είκαζ αζώζζια (Zachos et al., 2003b).  

     Δομή τηρ Chk1 

    Ζ Chk1 είκαζ ζοκηδνδιέκδ ηζκάζδ ζενίκδξ-ενεμκίκδξ ιεβέεμοξ 54 kDa ιε 476 

αιζκμλέα ζημκ άκενςπμ (Sanchez et al., 1997) ηαζ απμηεθείηαζ από ιία ορδθά 

ζοκηδνδιέκδ επζηνάηεζα ηζκάζδξ ζημ αιζκμηεθζηό άηνμ (ηαηάθμζπα 1-265) 

αημθμοεώιεκδ από έκα ζοκδέηδ (linker) ηαζ ιία θζβόηενμ ζοκηδνδιέκδ 

ηαναμλοηεθζηή πενζμπή, ~200 αιζκμλέςκ ζε όθα ηα είδδ (Chen et al., 2000), 

απμηεθμύιεκδ από ζοκηδνδιέκα SQ ιμηίαα πμο δζαιμνθώκμοκ ηζξ πζεακέξ εέζεζξ 

θςζθμνοθίςζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ από ηζξ ΑΣΜ ηαζ ΑΣR ηζκάζεξ (Δζηόκα 1Α) (Liu et 

al., 2000; Zhao and Piwnica-Worms, 2001). Ζ ηνοζηαθθζηή δμιή ηδξ ακενώπζκδξ 

επζηνάηεζαξ ηζκάζδξ ηδξ Chk1 ζε ζύιπθμημ ιε ημ AMP-PNP, έκα ακάθμβμ ημο ATP,  

έπεζ πνμζδζμνζζηεί ηαζ απμηαθύπηεζ ιία ηαοηόζδιδ ιε άθθεξ ηζκάζεξ ακμζπηή 

δζαιόνθςζδ (Δζηόκα 1Β). Ζ αιζκμηεθζηή επζηνάηεζα ηδξ Chk1 απμηεθείηαζ από α 

δμιέξ ζημκ έκα θμαό, εκώ ζημκ άθθμ θμαό είκαζ ηαηά ιεβάθμ ιένμξ εθζημεζδήξ. Οζ 

δύμ θμαμί εκώκμκηαζ ιε ιία πενζμπή ζοκδέηδ. Σμ εκενβό ηέκηνμ είκαζ ζημ ζδιείμ 

έκςζδξ ηςκ δύμ θμαώκ. Δπζπθέμκ, δεκ παναηδνείηαζ αθθαβή ζηδ δζαιόνθςζδ ηδξ 

πνςηεΐκδξ πανμοζία AMP-PNP ηαζ ημο απμεκγύιμο (Chen et al., 2000). Yπάνπμοκ 

εκδείλεζξ όηζ ημ ηαναμλοηεθζηό άηνμ ηαηέπεζ ακαζηαθηζηό νόθμ  ιε ημ κα  

ακηαβςκίγεηαζ ηδ εέζδ πνόζδεζδξ ημο ΑΣΡ ζημ ίδζμ ιμνίμ ηαζ κα ιπθμηάνεζ ηδκ 

πνόζδεζδ οπμζηνώιαημξ (Tapia-Alveal et al., 2009). Οζ θςζθμνοθζώζεζξ ζηδ S345 

ηαζ S317 πμο εκενβoπμζμύκ ηδκ Chk1 όηακ οπάνπεζ αθάαδ ζημ DNA πζεακόηδηα 

ζηαιαημύκ αοηή ηδκ αοημηαηαζημθή (Katsuragi and Sagata, 2004). Ζ θςζθμνοθίςζδ 
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ηδξ Chk1 ιπμνεί κα δζεοημθύκεζ ηδκ αθθδθεπίδναζδ ηδξ ιε άθθεξ πνςηεΐκεξ 

ζοκεζζθένμκηαξ ζηα ζδιεία εθέβπμο (Tapia-Alveal et al., 2009).  

 

 

              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Eηθόλα 1. Α. Δπηθξάηεηεο ηεο Chk1 ζηνλ άλζξωπν. H Chk1 απμηεθείηαζ από ιία αιζκμηεθζηή 

επζηηάηεζα εκενβόηδηαξ ηζκάζδξ (ιπθε) ηαζ ιία ηαναμλοηεθζηή νοειζζηζηή επζηνάηεζα (ηίηνζκμ). 

Τπμδεζηκύμκηαζ μζ δύμ ζοκηδνδιέκεξ πενζμπέξ (ηόηηζκμ ηαζ πνάζζκμ) ιεηαλύ ηςκ εζδώκ ηαζ δ 

θςζθμνοθίςζδ εκενβμπμίδζδξ ζηδ S345 ηαηά ημ G2/M (πμνημηαθί) ζημ ηαναμλοηεθζηό άηνμ. Β. 

Κξπζηαιιηθή δνκή ηεο επηθξάηεηαο θηλάζεο ηεο Chk1 ζε ζύκπινθν κε ην ΑΜΡ-ΡΝΡ. Οζ α-έθζηεξ 

ειθακίγμκηαζ ιε ιπθε, μζ α-δμιέξ ιε ηοακό, δ ηαηαθοηζηή θμύπα ιε πμνημηαθί ηαζ δ θμύπα 

εκενβμπμίδζδξ ιε ηόηηζκμ. ΢ημζπεία ηδξ δεοηενμηαβήξ δμιήξ ανζειμύκηαζ από ημ αιζκμηεθζηό πνμξ ημ 

ηαναμλοηεθζηό άηνμ (Chen et al., 2000). 

 

 

3. Chk1 θαη G2/M ζεκείν ειέγρνπ 

      Σμ G2/M ζδιείμ εθέβπμο επάβεηαζ από αθάαδ ημο DNA ηαζ ιπθμηάνεζ ηα 

ηύηηανα ζηδ G2 θάζδ ημο ηοηηανζημύ ηύηθμο, ώζηε κα επζδζμνεςεεί δ αθάαδ πνζκ 

ηδκ έκανλδ ηδξ ιίηςζδξ (Ye et al., 1997). Ζ Chk1 ηαοημπμζήεδηε ζημ 

ζαηπανμιύηδηα ςξ απαναίηδηδ ηζκάζδ βζα ημ G2/M επαβώιεκμ από αθάαδ ημο DNA 

ζδιείμο εθέβπμο (Walworth et al., 1993). Βθάαεξ ζημ DNA ζε  Chk1-/- ηύηηανα. 

εδθαζηζηώκ ηαζ ημηόπμοθμο απμηοπάκμοκ κα ζηαιαηήζμοκ ημκ ηοηηανζηό ηύηθμ 

πνζκ ηδκ έκανλδ ηδξ ιίηςζδξ, επζαεααζώκμκηαξ ηδκ ακαβηαζόηδηα ηδξ Chk1 ζηδ 

Β 

Α 
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νύειζζδ ημο G2/M ζδιείμο εθέβπμο ηύηθμο (Takai et al., 2000); (Zachos et al., 

2003b). 

       Καηά ηδ δδιζμονβία εναοζιάηςκ ημο DNA (double strand breaks) από ζμκίγμοζα 

αηηζκμαμθία ή από  ακαζημθείξ ημπμσζμιεναζώκ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ G2 θάζδξ, μζ 

ATR ηαζ ΑΣΜ ηζκάζεξ ζηναημθμβμύκηαζ ζηδκ πενζμπή ηδξ αθάαδξ, θςζθμνοθζώκμοκ 

ηδκ ακενώπζκδ Chk1 ζηδ S345 ηαζ S317 ηαζ ηδκ εκενβμπμζμύκ (Jazayeri et al., 2006). 

Δπίζδξ, δ Chk1 θςζθμνοθiώκεηαζ από ηδ Cdk1 ζηδ S284 ηαζ S301 (Ikegami et al., 

2008). Ίζςξ, ζοκεζζθένμοκ ζηδ ιεηαθμνά ηδξ Chk1 από ημκ πονήκα ζημ 

ηοηηανόπθαζια ηαηόπζκ απμθςζθμνοθίςζδξ ηδξ ζηδ S345 ηαζ S317 ηαζ 

απεκενβμπμίδζδξ ημο ζδιείμο εθέβπμο (Ikegami et al., 2008). Έκαξ από ημοξ 

ηαθύηενμοξ παναηηδνζζιέκμοξ ζηόπμοξ ηδξ Chk1 είκαζ δ Cdc25C, ιία θςζθαηάζδ 

ηονμζίκδξ δ μπμία απμθςζθμνοθζώκεζ ηδ ηζκάζδ ζενίκδξ/ενεμκίκδξ Cdk1 (ή Cdc2) 

ζηδκ Σ14 ηαζ Τ15 (ακαζηαθηζηέξ θςζθμνοθζώζεζξ), έπμκηαξ ςξ απμηέθεζια ηδκ 

εκενβόηδηα ηδξ ηζκάζδξ ηαζ ηδ ιεηάααζδ ζηδ ιίηςζδ (Δζηόκα 2) (Rhind et al., 2000). 

Ζ θςζθμνοθίςζδ ηδξ Cdc25C ζηδ S216 (Loffler et al., 2007) μδδβεί ζηδ ιεηαθμνά 

ηδξ ζημ ηοηηανόπθαζια ιέζς ηςκ 14-3-3 πνςηεσκώκ, μζ μπμίεξ αθθδθεπζδνμύκ ιε ηδ 

θςζθμνοθζςιέκδ ζηδ S345 ηαζ S317 ιμνθή ηδξ Chk1 (Capasso et al., 2002; Chen et 

al., 1999) έπμκηαξ ςξ απμηέθεζια ηδ ζοζζώνεοζδ ηςκ ακαζηαθηζηώκ 

θςζθμνοθζώζεςκ ζηδ Cdk1 ηαζ ηδκ ακαζημθή ηδξ εζζόδμο ζηδ ιίηςζδ. Ζ Chk1 

επίζδξ εκζζπύεζ ηδκ εκενβόηδηα ηδξ Wee1, ηζκάζδξ πμο θςζθμνοθζώκεζ  άιεζα ηδ 

Cdk1 (ζηδ Σ14 ηαζ Τ15), ιε επαηόθμοεδ απεκενβμπμίδζδ ηδξ (O'Connell et al., 

1997). Ακ ηαζ μζ αηνζαείξ θεπημιένεζεξ δεκ έπμοκ απμδεζπεεί πθήνςξ, βεκεηζηέξ ηαζ 

αζμπδιζηέξ εκδείλεζξ πνμηείκμοκ όηζ οπάνπεζ ιία ζοκημκζζιέκδ νύειζζδ ηςκ 

ανκδηζηώκ ηαζ εεηζηώκ νοειζζηώκ ηδξ θςζθμνοθίςζδξ ηδξ Cdk1 ζηδ Σ14 ηαζ Τ15 

(Raleigh and O'Connell, 2000).  

 

             

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 2. To G2/M ζεκείν ειέγρνπ. Ζ Chk1 

εκενβμπμζείηαζ από ηδκ ATM/ATR ηζκάζδ ηαζ 

θςζθμνοθζώκεζ ηδ Cdc25C θςζθαηάζδ, δ μπμία 

ιεηαθένεηαζ από ηζξ 14-3-3 πνςηεΐκεξ ζημ 

ηοηηανόπθαζια ιε απμηέθεζια δ Cdk1 (Cdc2) κα 

απεκενβμπμζείηαζ (Nyberg et al., 2002).  
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4. Ζ Chk1 ζην Spindle checkpoint  

 

      To spindle checkpoint είκαζ έκαξ ιδπακζζιόξ ημο ηοηηάνμο πμο δζαζθαθίγεζ ημ 

ζςζηό δζαπςνζζιό ηςκ αδεθθώκ πνςιαηίδςκ ειπμδίγμκηαξ ηδ ιεηάααζδ από ηδ 

ιεηάθαζδ ζηδκ ακάθαζδ, όηακ οπάνπμοκ αθάαεξ ζηδ ιζηςηζηή άηναηημ. 

Δκενβμπμζείηαζ όηακ μζ ιζηνμζςθδκίζημζ δεκ έπμοκ πνμζδεεεί ζημοξ ηζκδημπώνμοξ 

ηαεώξ ηαζ όηακ οπάνπεζ έθθεζρδ ηάζδξ ακάιεζα ζηζξ αδεθθέξ πνςιαηίδεξ ζηζξ μπμίεξ 

έπμοκ πνμζδεεεί μζ ιζηνμζςθζκίζημζ (Kops et al., 2005). Δθαηηώιαηα ζημ spindle 

checkpoint μδδβμύκ ζε ακεοπθμεζδία, δ μπμία ζοκδέεηαζ ιε ηδκ ηανηζκμβέκεζδ 

(Bharadwaj and Yu, 2004). 

   Σμ spindle checkpoint ακαζηέθθεζ ηδκ έκανλδ ηδξ ιίηςζδξ ιέζς άιεζδξ πνόζδεζδξ 

ηδξ οπμιμκάδαξ Cdc20 ημο APC/C ζοιπθόημο (Anaphase Promoting 

Complex/Cyclosome) ηαζ επαηόθμοεδ απεκενβμπμίδζή ημο (Δζηόκα 3). Σμ εκενβό 

ΑPC/C είκαζ ιία θζβάζδ μοαζηζηίκδξ,  ημ μπμίμ είκαζ οπεύεοκμ βζα ημ δζαπςνζζιό ηςκ 

αδεθθώκ πνςιαηίδςκ ζημ ζηάδζμ ιεηάθαζδξ-ακάθαζδξ ηαζ δνα  ηαοηόπνμκα ιε δύμ 

ηνόπμοξ: α) απμζημδμιεί ηδ securin ώζηε κα απεθεοεενςεεί δ separase, δ μπμία 

απμζημδμιεί ηζξ ημπεζίκεξ μζ μπμίεξ δζαπςνίγμοκ ηζξ αδεθθέξ πνςιαηίδεξ α) 

απμζημδμιεί ηδ νοειζζηζηή οπμιμκάδα ηδξ Cdk1, ηδ ηοηθίκδ Β, ώζηε κα 

πναβιαημπμζδεεί δ ιζηςηζηή έλμδμξ. Ζ BubR1 ιαγί ιε ηζξ πνςηεΐκεξ Βub1, Βub3, 

Mad1, Mad2, Mps1 ηαζ ημ CPC (Chromosomal Passengers Complex) ημ μπμίμ 

απμηεθείηαζ από ηζξ πνςηεΐκεξ Αurora B, ΗNCENP, Survivin, Borealin ηαζ CSC-1 TD-

60  απμηεθμύκ ηα ηύνζα ζημζπεία ημο spindle checkpoint (Kang and Yu, 2009). Ο 

εκημπζζιόξ ηςκ ΒubR1 ηαζ Mad2 ζημοξ ηζκδημπώνμοξ μδδβμύκ ζηδκ πνόζδεζδ ημο 

Cdc20 ηαζ εκενβμπμζμύκ ηδκ εκενβόηδηα ηδξ Βub1 πνμξ ηδ Cdc20 (Sudakin et al., 

2001) ακαζηέθθςκηαξ ημ APC ηζ επμιέκςξ ημ δζαπςνζζιό ηςκ αδενθώκ πνςιαηίδςκ 

ηαζ ηδκ πνόμδμ πνμξ ηδκ ακάθαζδ ιέπνζ όθμζ μζ ιζηνμζςθδκίζημζ κα πνμζδεεμύκ 

ζημοξ ηζκδημπώνμοξ ιε ηδ ζςζηή ηάζδ (αιθζηεθζηή πνόζδεζδ) (Amon, 1999); 

(Bharadwaj and Yu, 2004). Όηακ αοηό ζοιαεί ηόηε ημ spindle checkpoint 

απεκενβμπμζείηαζ, ημ APC εκενβμπμζείηαζ ιέζς ηδκ πνόζδεζδξ ημο cdc20 ηαζ μ 

ηοηηανζηόξ ηύηθμξ πνμπςνά ζηδ θάζδ ηδξ ακάθαζδξ. 
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Δηθόλα 3. Aπελεξγνπνίεζε ηνπ APC/C ζπκπιόθνπ θαηά ην spindle checkpoint. Δκενβμπμίδζδ ημο 

spindle checkpoint  απεκενβμπμζεί ημ ΑPC/C ιέζς πνόζδεζδξ ηδξ οπμιμκάδαξ Cdc20, 

ηαηαζηέθθςκηαξ ηδ ιεηάααζδ από ηδ ιεηάθαζδ ζηδκ ακάθαζδ. Σμ APC/C οπό θοζζμθμβζηέξ 

ζοκεήηεξ απμζημδμιεί ηδ securin ηαζ απεθεοεενώκεζ ηδ separase, νόθμξ ηδξ μπμίαξ είκαζ δ 

απμζημδόιδζδ ηςκ ημπεζζκώκ ηαζ μ δζαπςνζζιόξ ηςκ πνςιμζςιάηςκ. Δπζπθέμκ, ημ ΑPC/C 

απμζημδμιεί ηδκ ηοηθίκδ Β ηαζ απεκενβμπμζδεεί ηδ Cdk1 ώζηε δ ιίηςζδ κα ηενιαηζζηεί.  

 

    Οζ ιμνζαημί ιδπακζζιμί εκενβμπμίδζδξ ημο spindle checkpoint ελανηώκηαζ από ημ 

είδμξ ηδξ αθάαδξ ηδξ ιζηςηζηήξ αηνάηημο ηαζ εκενβμπμζμύκ ηα ακηίζημζπα ιμκμπάηζα 

ζδιαημδόηδζδξ, ζηα μπμία ειπθέημκηαζ ηζκάζεξ πμο ζοιιεηέπμοκ ζηδκ ακαβέκκδζδ 

ηαζ εκίζποζδ ημο ζήιαημξ. Γζαθμνεηζηά θάνιαηα, ηαλόθδ ηαζ κμημδαγόθδ, μδδβμύκ 

ζε δζαθμνεηζηέξ ζδιαημδμηήζεζξ. Ωζηόζμ μζ αηνζαείξ ιδπακζζιμί ηαζ μ νόθμξ ηδξ 

Chk1 ζε αοημύξ ανίζημκηαζ οπό ελέθζλδ ηαζ δεκ είκαζ αηόιδ πθήνςξ ηαηακμδημί.  

     

Η Chk1 παποςσία  ταξόληρ 

    Ζ Chk1 ανίζηεηαζ ζηδκ ημνοθή εκόξ ιμκμπαηζμύ πμο πενζθαιαάκεζ πνςηεΐκεξ ημο 

spindle checkpoint ηαζ ηαηέπεζ έκα ζδιακηζηό νόθμ βζα ημ ζηαιάηδια ημο ηοηηανζημύ 

ηύηθμο πανμοζία ηαλόθδξ (Zachos et al., 2007). Ζ ηαλόθδ εκενβμπμζεί ημ spindle 

checkpoint ζηαεενμπμζώκηαξ ημοξ ιζηνμζςθδκίζημοξ ιε ημ κα ειπμδίγεζ ημκ 

απμπμθοιενζζιό ηδξ ημοιπμοθίκδξ ηαζ κα ιεζώκεζ ηδκ ηάζδ ζημοξ ηζκδημπώνμοξ 

(Schiff and Horwitz, 1980). Ζ Chk1 είκαζ οπεύεοκδ βζα ηδκ εκενβόηδηα ηδξ ηζκάζδξ 

Αurora-B (Zachos et al., 2007), δ μπμία απμηεθεί ημ θεβόιεκμ ζύιπθμημ CPC 

(Chromosomal Passengers Complex) ιαγί ιε ηζξ πνςηεΐκεξ ΗNCENP, Survivin, 

Borealin, CSC-1 TD-60, μζ μπμίεξ εκημπίγμκηαζ ζημοξ ηζκδημπώνμοξ ζηδκ 

πνμιεηάθαζδ, ζηδ ιεζμγώκδ (midzone) ζηδκ ακάθαζδ  ηαζ ζημ ιεζόζςια 

(midbody) ζηδκ ηεθόθαζδ ώζηε κα εκενβμπμζήζμοκ ζοβηεηνζιέκα οπμζηνώιαηα 

(Vagnarelli and Earnshaw, 2004). Ζ Chk1 θςζθμνοθζώκεζ ηδκ Αurora B, δ μπμία 

θςζθμνοθζώκεζ ηδ BubR1 (Ditchfield et al., 2003). Ωζηόζμ, δ Chk1 είκαζ οπεύεοκδ 
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βζα ηδκ εκενβόηδηα ηαζ ημπμεέηδζδ ηδξ BubR1 ζημοξ ηζκδημπώνμοξ, αθθά δεκ είκαζ 

απαναίηδηδ βζα ηδκ ημπμεέηδζδ ηδξ Aurora-Β (Zachos et al., 2007). Μεθέηεξ 

εκημπζζιμύ θςζθμνοθζώζεςκ ζηδ S345 ηαζ S317 έδεζλακ όηζ δ θςζθμνοθίςζδ ηδξ 

Chk1 ζοιααίκεζ (ιέζς ηςκ ΑΣΜ ηαζ ΑΣR ηζκαζώκ) ζε δζαθμνεηζηέξ εέζεζξ 

πανμοζία ηαλόθδξ από όηζ πανμοζία αθάαδξ ημο DNA, δ μπμία  δεκ είκαζ απαναίηδηδ 

βζα ηδ ημπμεέηδζδ ηδξ Chk1 ζημοξ ηζκδημπώνμοξ, αθθά ιόκμ βζα ηδκ εκενβόηδηά ηδξ 

(Zachos et al., 2007). Ωζηόζμ, οπάνπμοκ ηαζ ακελάνηδημζ ιδπακζζιμί ηδξ Chk1, μζ 

μπμίμζ εκενβμπμζμύκ ηδ Αurora-B πανμοζία ηαλόθδξ, αθμύ απεκενβμπμίδζδ ηδξ 

Αurora-B ζε Chk1-/- ηύηηανα ιεζώκεζ αηόιδ πενζζζόηενμ ηα ιζηςηζηά ηύηηανα 

(Zachos et al., 2007).  

 

Η Chk1 παποςσία νοκοδαζόληρ 

   Chk1 δεκ είκαζ απαναίηδηδ βζα ημ spindle checkpoint πανμοζία κμημδαγόθδξ 

(nocodazole) (Zachos et al., 2007). Αοηό ίζςξ ζοιααίκεζ βζαηί ημ ζήια είκαζ 

ιεβαθύηενμ, αθμύ δ κμημδαγόθδ ειπμδίγεζ ημκ πμθοιενζζιό ηςκ ιζηνμζςθδκίζηςκ 

ηαζ ηαεζζηά ιδ πνμζδεδειέκμοξ ημοξ ηζκδημπώνμοξ, μπόηε δεκ πνεζάγεηαζ δ Chk1 βζα 

εκίζποζδ ημο ζήιαημξ (Samson et al., 1979).  

 

Η Chk1 αποςσία υαπμάκων 

   Ζ Chk1 είκαζ απαναίηδηδ βζα ημ ζςζηό δζαπςνζζιό ηςκ πνςιμζςιάηςκ ηαηά ηδ 

δζάνηεζα ηδξ θοζζμθμβζηήξ ιίηςζδξ ηαζ βζα ηδκ εκενβόηδηα ηδξ Aurora-B, ηδκ 

εκενβόηδηα ηαζ ημκ εκημπζζιό ηδξ BubR1 ζημοξ ηζκδημπώνμοξ  ηαηά ηδ ιίηςζδ 

απμοζία θανιάηςκ (unperturbed) (Peddibhotla et al., 2009). H Chk1 ζοκεκημπίγεηαζ 

ιε ηδκ Αurora B ζημοξ ηζκδημπώνμοξ ηαηά ηδκ πνμιεηάθαζδ, ζηδ ιεζμγώκδ 

(midzone) ζηδκ ακάθαζδ ηαζ ζημ ιεζόζςια (midbody) ηαηά ηδκ ηεθόθαζδ ζε 

ιζηςηζηά ηύηηανα απμοζία θανιάημο (Peddibhotla et al., 2009). ΢ημ ιεζόζςια 

(midbody) ηαηά ηδκ ηεθόθαζδ ζοκεκημπίγεηαζ ιε ηδκ INCENP (Zachos et al., 2007).  
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Δηθόλα 4. Μεραληζκόο ηνπ spindle checkpoint παξνπζία ηαμόιεο θαη λνθνδαδόιεο.  Ζ Chk1 

ειπθέηεηαζ ζημκ έθεβπμ ιόκμ πανμοζία ηαλόθδξ ηαζ όπζ κμημδαγόθδξ. Δκεβμπμζεί ηδκ Αurora B,  δ 

μπμία θςζθμνοθζώκεζ ηδκ BubR1 μδδβώκηαξ ζηδκ πνόζδεζδ ημο Cdc20 ζοιπανάβμκηα ηαζ 

ηαηαζηέθμκηαξ ημ ΑPC. Δοεύκεηαζ βζα ηδκ ημπμεέηδζδ ηδξ BubR1 ζημοξ ηζκδημπώνμοξ. Ακελάνηδημζ 

ηδξ Chk1, αθθά ελανηώιεκμζ ηδξ Αurora ιδπακζζιμί  ειπθέημκηαζ επζπθέμκ ζηδκ                                                                             

εκενβμπμίδζδ ηoο spindle checkpoint πανμοζία ηαλόθδξ. 

 

 

5.  Υεκηθή γελεηηθή: κέζνδνο ηαπηνπνίεζεο ππνζηξωκάηωλ θηλαζώλ 

        H πδιζηή βεκεηζηή ααζίγεηαζ ζηδ πνήζδ ιζηνώκ πδιζηώκ ιμνίςκ πμο έπμοκ ηδκ 

ζηακόηδηα κα πνμζδέκμκηαζ ακηζζηνεπηά ζε αζμθμβζηά ιαηνμιόνζα μδδβώκηαξ ζηδκ 

απεκενβμπμίδζδ ημοξ. Υνδζζιμπμζείηαζ ιε ζημπό ηδκ ηαοημπμίδζδ οπμζηνώιαηςκ 

εκγύιςκ, ηδκ ηαηακόδζδ ηςκ ιμνζαηώκ ιδπακζζιώκ ιε ηζξ μπμίμοξ μζ πνςηεΐκεξ 

πναβιαημπμζμύκ ηζξ αζμθμβζηέξ ημοξ θεζημονβίεξ ηαζ ημκ παναηηδνζζιό ιζηνώκ 

ιμνίςκ-ακαζημθέςκ πμο ίζςξ έπμοκ ιεβάθδ ηθζκζηή ζδιαζία (Ho et al., 2010; 

Smukste and Stockwell, 2005). 

   H ιέεμδμξ εηιεηαθθεύεηαζ ηδ πνήζδ πδιζηώκ ακαζημθέςκ, όπςξ ημκ ΝΜ-ΡΡ1 ηαζ 

3ΜΒ-ΡΡ1, μζ μπμίμζ είκαζ μβηώδεζξ ώζηε κα ιδκ ηαζνζάγμοκ ηδ εέζδ πνόζδεζδξ ημο 

ΑΣΡ ηςκ πενζζζόηενςκ ηζκαζώκ ηαζ επμιέκςξ κα είκαζ αδνακείξ όηακ εθανιόγμκηαζ 

ζε αβνίμο ηύπμο ηύηηανα, αθθά ορδθά εκενβμί ζε ακάθμβα ηζκαζώκ ηα μπμία θένμοκ 

μβηώδδ εέζδ πνόζδεζδξ ημο ΑΣΡ θόβς ιεηάθθαλδξ (Bishop et al., 1998). ΢ηδκ 

πενίπηςζδ ηδξ Chk1, δ εκδμβεκήξ ηζκάζδ έπεζ ακηζηαηαζηαεεί ιε έκα ιεηάθθαβια 

αθακίκδξ ακηί θεοηίκδξ ζηδ εέζδ 84 ζηδ εέζδ πνόζδεζδξ ημο ATP (Chk1
as

), ώζηε κα 

πνμζανιόγεζ μβηώδδ ακάθμβα πμονίκδξ. Υνήζδ ημο ηαηάθθδθμο ακαθόβμο ΑΣΡ, ημ 

μπμίμ έπεζ ίδζα δμιή ιε ημκ θεζημονβζηό πδιζηό ακαζημθέα ηδξ ηζκάζδξ 

πνδζζιμπμζείηαζ ώζηε ιε ηδ πνήζδ ναδζεκένβεζαξ κα ηαοημπμζδεμύκ ηα οπμζηνώιαηα 

ηδξ ηζκάζδξ (Δζηόκα 5) (Bishop et al., 1998). 
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    Ζ ζηναηδβζηή αοηή λεπενκά ημ πνόαθδια πμο ακηζιεηςπίγμοκ ιεθέηεξ αζμθμβζηώκ 

ακαζημθέςκ ηαεώξ είκαζ δύζημθμ κα επζαεααζώζμοκ όηζ ηα απμηεθέζιαηα δεκ 

πνμηύπημοκ από ηδκ απεκενβμπμίδζδ ιδ-εζδζηώκ ζηόπςκ (Randall et al., 2007).  

 

      

 

Δηθόλα 5. Υξήζε ρεκηθήο γελεηηθήο γηα ηαπηνπνίεζε ππνζηξωκάηωλ θηλαζώλ. Α. Ακάθμβα 

ηζκαζώκ πνδζζιμπμζμύκηαζ ιε ακάθμβα ΑΣΡ ζδιαζιέκα ιε ναδζεκενβό θώζθμνμ βζα άιεζδ 

ηαοημπμίδζδ οπμζηνςιάηςκ. ΢ηδκ αβνίμο ηύπμο ηζκάζδ πνμζδέκεηαζ ημ ΑΣΡ, εκώ ζημ ακάθμβμ 

ηζκάζδξ πνμζδέκεηαζ ημ ναδζεκενβό μβηώδεξ ακάθμβμ ημο ΑΣΡ ηαζ ηα οπμζηνώιαηα 

θςζθμνοθζώκμκηαζ. Β. Γμιή ημο ΑΣΡ ηαζ ηςκ ακαζημθέςκ ΝΜ-ΡΡ1 ηαζ 3ΜΒ-ΡΡ1 πμο 

πνδζζιμπμζμύκηαζ βζα ηδκ εύνεζδ ημο ηαηάθθδθμο ακαθόβμο ΑΣΡ.  

 

 

6.  Αληηθείκελν κειέηεο 

      ΢ημπόξ ενβαζίαξ είκαζ δ ηαοημπμίδζδ κέςκ πνςηεσκώκ πμο αθθδθεπζδνμύκ ιε ηδκ 

Chk1 ηαηά ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο spindle checkpoint πανμοζία ηαλόθδξ.  

    Ανπζηά, εθέπεδηε ιέζς πδιζηήξ βεκεηζηήξ δ δνάζδ ηςκ πδιζηώκ ακαζημθέςκ ηδξ 

Chk1, ΝΜ-ΡΡ1 ηαζ 3ΜΒ-ΡΡ1 πανμοζία G2/M DNA damage checkpoint ηαζ spindle 

checkpoint, ώζηε κα ανεεμύκ ηα οπμζηνώιαηα ηδξ Chk1 ιε ηδ πνήζδ ναδζεκενβμύ 

ΑΣΡ ακαθόβμο. Chk1
as

 DT40 Β-θειθμηύηηανα πνδζζιμπμζήεδηακ ιε ζημπό ηδκ 

εύνεζδ ηςκ ζοκεδηώκ πμο θεζημονβμύκ μζ πδιζημί ακαζημθείξ NM-PP1 ηαζ 3MB-

PP1 όηακ εκενβμπμζείηαζ ημ G2/M ηαζ spindle checkpoint.  Κοηηανζηέξ ζεζνέξ αβνίμο 

ηύπμο ηαζ Chk1-/- πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ δείβιαηα εθέβπμο. Οζ παναπάκς ηοηηανζηέξ 

ζεζνέξ ηαθθζενβήεδηακ πανμοζία etoposide, ημ μπμίμ ακαζηέθθεζ ηδκ ημπμσζμιενάζδ 

II ηαζ πνμηαθεί αθάαδ ζημ DNA ηαζ nocodazole, ημ μπμίμ ειπμδίγεζ ημκ πμθοιενζζιό 

                  ATP                                                  NM-ΡΡ1                                                3MB-PP1                                 

Α 

Β 
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ηςκ ιζζηνμζςθδκίζηςκ ή ηαζ ηςκ δύμ, ζε πνμκζηά δζαζηήιαηα ηςκ 0, 4, 8, 12 ηαζ 16 

ςνώκ ώζηε κα εκενβμπμζδεεί ημ G2/M ζδιείμ εθέβπμο. Οζ επςάζεζξ 

πναβιαημπμζήεδηακ πανμοζία ή όπζ ημο NM-PP1 ακαζημθέα. ΢ε δεύηενδ θάζδ, 

ιεθεηήεδηε δ δνάζδ ημο ΝΜ-ΡΡ1 ηαζ 3ΜΒ-ΡΡ1 πανμοζία ηαλόθδξ ζηα ίδζα πνμκζηά 

δζαζηήιαηα, ιε ζημπό κα ιεθεηδεεί δ δνάζδ ημοξ ζημ spindle checkpoint. 

Κοηηανμιεηνία νμήξ ιε πνώζδ PI ηαζ ακηίζςια εκάκηζα ζηδ pH3 πνδζζιμπμζήεδηε 

βζα ημκ εκημπζζιό ηδξ εκενβόηδηαξ ηςκ ακαζημθέςκ. Σμ ζοιπέναζια είκαζ όηζ μ 

πδιζηόξ ακαζημθέαξ ΝΜ-ΡΡ1 ιπθμηάνεζ 38% ηςκ ηοηηάνςκ ζηδ θάζδ G2/M ιεηά 

από 8 ώνεξ επώαζδ ιε etoposide ηαζ είκαζ δοκαηόκ κα πνδζζιμπμζδεεί βζα ηδκ εύνεζδ 

οπμζηνςιάηςκ ηδξ Chk1 ζημ DNA damage checkpoint, εκώ μζ πδιζημί ακαζημθείξ 

ΝΜ-ΡΡ1 ηαζ 3ΜΒ-ΡΡ1 δεκ ιπθμηάνμοκ ηα ηύηηανα ζηδ ιίηςζδ πανμοζία ηαλόθδξ 

ηαζ δεκ είκαζ δοκαηόκ κα πνδζζιμπμζδεμύκ βζα ηδκ εύνεζδ οπμζηνςιάηςκ ζημ 

spindle checkpoint. 

   Με ζημπό ηδκ ηαοημπμίδζδ ηςκ πνςηεσκώκ πμο αθθδθεπζδνμύκ ιε ηδκ Chk1 ζημ 

spindle checkpoint, εθανιόζηδηε ιία δζαθμνεηζηή ιέεμδμξ. ΖeLa ηύηηανα 

πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ημκ ζοβπνμκζζιό ζηδ ιίηςζδ πανμοζία ηαλόθδξ ζε 

ζοβηέκηνςζδ 1 ιΜ βζα 8 ώνεξ. Κοηηανμιεηνία νμήξ έδεζλε πμζμζηό ιζηςηζηώκ 

ηοηηάνςκ 46%, ημ μπμίμ απμηέθεζε ημ ιεβαθύηενμ πμζμζηό από ηζξ επςάζεζξ 4, 8 

ηαζ 12 ςνώκ ηαλόθδξ 1 ιΜ. Αημθμύεδζε απμιόκςζδ ηςκ ιζηςηζηώκ ηοηηάνςκ ιέζς 

πηοπήιαημξ ηδξ θθάζηαξ (shake off) μδδβώκηαξ ζε πμζμζηό ιζηςηζηώκ ηοηηάνςκ 80 

%. Υνήζδ ζοκεζηζαηήξ ιζηνμζημπίαξ επζαεααίςζε όηζ ηα ιζηςηζηά ανζζηόηακ ζηδ 

θάζδ ηδξ πνμιεηάθαζδξ. Μεηά ημ ζοβπνμκζζιό ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ηδκ εθανιμβή ή 

όπζ ημο shake off, απμιμκώεδηε δ Chk1 από ημοξ ηζκδημπώνμοξ ιε ζημπό ηδκ 

απμθοβή ορδθώκ ζοβηεκηνώζεςκ από ημοιπμοθίκδ ηαζ αηηίκδ. Ακμζμηαηαηνήικζζδ 

(ΗΡ) ηδξ Chk1 ηαζ πνώζδ κζηνζημύ ανβύνμο αημθμύεδζε ιε ζημπό ημκ εκημπζζιό ηςκ 

πνςηεσκώκ ιε ηζξ μπμίεξ αθθδθεπζδνά δ Chk1 ιέζς θαζιαημζημπία ιάγαξ. Σα 

απμηεθέζιαηα ζηα ηύηηανα όπμο δεκ έβζκε shake off δεκ ήηακ λεηάεανα θόβς ημο όηζ 

ηα ακηζζώιαηα έηνοαακ πνςηεΐκεξ πμο οπήνπακ ζε πανόιμζα ιμνζαηά αάνδ, εκώ ζηα 

ηύηηανα όπμο πναβιαημπμζήεδηε shake-off πνδζζιμπμζήεδηε cross-linked ακηίζςια 

ηαζ ζηάθεδηε βζα θαζιαημζημπία ιάγαξ. 
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ΗΗ. ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

 
1. Κπηηαξηθέο ζεηξέο θαη θπηηαξνθαιιηέξγεηεο   

      DT40 ηύηηανα, Β θειθμηύηηανα από ημηόπμοθμ, ηαθθζενβήεδηακ ζε ενεπηζηό 

ιέζμ DMEM, ημ μπμίμ πενζείπε 2 mM βθμοηαιίκδ, 10% fetal bovine serum, 1% 

chicken serum, 10 ιM α-ιενηαπημαζεακόθδ, 30 ιg/ml πεκζηζθίκδ ηαζ 50 ιg/ml 

ζηνεπημιοηίκδ ζημοξ 39.5 
o
C, 5% CO2 (όθα ηα ακηζδναζηήνζα από ηδ Gibco). Σα 

Chk1-/- ηύηηανα πνμήθεακ από αβνίμο ηύπμο DT40 ιε απαθμζθή ηςκ εκδμβεκώκ 

αθθδθμιόνθςκ ημο βμκζδίμο ηδξ Chk1 (Zachos et al., 2003a). Σα Chk1
as

 πνμήθεακ 

ιέζς ιεηάθθαλδξ ηδξ θεοηίκδξ ζε αθακίκδ ζηδ εέζδ 84 (L84A) δδιζμονβώκηαξ ιία 

μβηώδδ εέζδ πνόζδεζδξ ημο ΑΣP ιε ζημπό ηδκ πνόζδεζδ ζοβηεηνζιέκςκ πδιζηώκ 

ακαζημθέςκ (δώνμ από ημκ Dr. DA. Gillespie). Σα DT40 ηύηηανα ακαπηύζζμκηαζ ζε 

εκαζώνδια, ειθακίγμοκ ορδθή ζοπκόηδηα ακαζοκδοαζιμύ ηαζ εέπμοκ ιεηάθθαλδ ζημ 

βμκίδζμ p53 ιε απμηέθεζια πανμοζίαξ αθάαδξ DNA, κα ζηαιαημύκ ζηδ G2 θάζδ ηαζ 

όπζ ζηδ G1. 

    Ζ ηοηηανζηή ζεζνά ΖeLa, ακενώπζκα επζεδθζαηά ηύηηανα αδεκμηανηζκώιαημξ, 

ηαθθζενβήεδηε ζε DMEM ενεπηζηό ιέζμ πμο πενζείπε 10% ειανοσηό μνό ιμζπανζμύ 

(FBS), 2 mM L-βθμοηαιίκδ, 30 ιg/ml πεκζηζθθίκδ ηαζ 50 ιg/ml ζηνεπημιοηίκδ  

ζημοξ 37 
o
C πανμοζία 5% CO2 (ηα ακηζδναζηήνζα είκαζ από ηδ Gibco). Μζηςηζηά 

ΖeLa ηύηηανα απμιμκώεδηακ είηε ιε ενορζκμπμίδζδ έπμκηαξ πνμζιίλεζξ από 

ηύηηανα ηςκ οπόθμζπςκ θάζεςκ ημο ηοηηανζημύ ηύηθμο είηε ιε εθαθνύ πηύπδια ημο 

πζάημο μδδβώκηαξ ζε απμπνμζηόθδζδ ηςκ ιζηςηζηώκ ηοηηάνςκ ηαζ εκαζώνδζδ ημοξ 

ζημ ενεπηζηό ιέζμ (shake off). Ο ανζειόξ ηοηηάνςκ πμο ζηήεδηε ήηακ 9x10
6
 ζε 8 

ηαζ ζε 30 πζάηα δζαιέηνμο 150 mm, ακηίζημζπα.  

 

2. Αληηζώκαηα 

      Σα ιμκμηθςκζηά ακηζζώιαηα  βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηδξ Chk1 (G-4) ήηακ από ηδ 

Santa Cruz Biotechnology, ηδξ αηηίκδξ (AC-40) ηαζ ηδξ α-ημοιπμοθίκδξ (DM1A) 

από ηδ Sigma ηαζ  πνδζζιμπμζήεδηακ ζε αναίςζδ 1:2000, 1:5000 ηαζ 1:10000 

ακηίζημζπα βζα ακμζμαπμηύπςζδ, εκώ δ α-ημοιπμοθίκδ πνδζζιμπμζήεδηε ζε 

ακαθμβία 1:300 βζα ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία. Σμ πμθοηθςκζηό ακηίζςια βζα ηδκ 

Plk1 (Ζ-152) ήηακ από ηδ Santa Cruz Biotechnology ηαζ πνδζζιμπμζήεδηε ζε 

αναίςζδ 1:500 ζε ακμζμαπμηύπςζδ. Σμ ακηζζώιαηα anti-mouse-FITC ηαζ ήηακ από 

ηδ Sigma ηαζ πνδζζιμπμζήεδηε ζε αναίςζδ 1:100 ζε ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία. Σα 
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ακηζζώιαηα anti-mouse-HRP ηαζ anti-rabbit HRP ήηακ από ηδ Sigma ηαζ 

πνδζζιμπμζήεδηακ ζε αναίςζδ 1:5000 βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ πνςημβεκώκ 

ακηζζςιάηςκ ζε ακμζμαπμηύπςζδ Western. Σμ πμθοηθςκζηό ακηίζςια βζα ηδκ Chk1 

(FL-476) ηαζ ηα normal mouse IGg ήηακ από ηδκ Santa Cruz Biotechnology  ηαζ 

πνδζζιμπμζήεδηακ ζε αναίςζδ 1:500 ηαζ 1:1000 ακηίζημζπα. ζε  

ακμζμηαηαηνήικζζδ, εκώ ημ πνώημ πνδζζιμπμζήεδηε ηαζ ζε μιμζμπμθζηή ζύκδεζδ ζε 

ζθαζνίδζα ζεθανόγδξ ιε πνςηεΐκδ Α. Σμ πμθοηθςκζηό ακηίζςια ζηδ 

θςζθμνοθζςιέκδ ζζηόκδ 3 ζηδ ζενίκδ 10 (pH3) ήηακ από ηδ Santa Cruz 

Biotechnology ηαζ ημ ακηίζςια anti-rabbit-FITC ήηακ από ηδ Jackson 

Immunoresearch ηαζ πνδζζιμπμζήεδηακ ζε αναίςζδ 1:200 ζε ηοηηανμιεηνία νμήξ. 

 

3. Υεηξηζκνί κε θάξκαθα 

      Σα DT40 ηύηηανα πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ εύνεζδ ηςκ ηαηάθθδθςκ ζοκεδηώκ 

ακαζημθήξ ηδξ Chk1 από ημοξ πδιζημύξ ακαζημθείξ ΝΜ-ΡΡ1 (Cayman Chemical 

Company) ηαζ 3ΜΒ-ΡΡ1 (δώνμ ημο Dr. K.Shokat). Γζα ηδ ιεθέηδ ηδξ εκενβόηδηάξ 

ημοξ επςάζηδηακ ιε etoposide (Calbiochem) ζοβηεκηνώζεςξ 10 ιM,  ή ηαζ 

nocodazole (Sigma) ζοβηεκηνώζεςξ 1ιg/ml ηαζ ιε ηαλόθδ 1 ιΜ βζα 4, 8, 12 ηαζ 16 

hrs. Οζ πδιζημί ακαζημθείξ ΝΜ-ΡΡ1 ηαζ 3MB-PP1 επςάζηδηακ βζα 15 min πνζκ ηδ 

πνήζδ θανιάηςκ ζε ζοβηέκηνςζδ 10 ιM. Tα  ΖeLa ηύηηανα επςάζηδηακ ιε ηαλόθδ 

(Sigma) ζοβηέκηνςζδξ 1 ιΜ  βζα 8 hrs.  

 

4. Αλάιπζε θπηηαξηθνύ θύθινπ κε θπηηαξνκεηξία ξνήο (Flow cytometry) 

      Κοηηανμιεηνία νμήξ πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδ δζαπίζηςζδ ηδξ θάζδξ ημο 

ηοηηανζημύ ηύηθμο πμο ανίζημκηαζ ηα DT40 ηύηηανα ιεηά από επςάζεζξ ηςκ 

θανιάηςκ ηαλόθδξ, etoposide ή ηαζ nocodazole ηαζ πανμοζία ηςκ πδιζηώκ 

ακαζημθέςκ πμο ακαθένεδηακ παναπάκς ηαζ βζα ηδκ εύνεζδ ημο πμζμζημύ ηςκ 

ιζηςηζηώκ HeLa ηοηηάνςκ πανμοζία ηαλόθδξ. Tα ηύηηανα  ιμκζιμπμζήεδηακ ιε 70% 

εεακόθδ ζε 1xPBS  βζα 30 θεπηά ζημοξ 4 
o
C. Eπώαζδ ιε  0.25% Triton X-100 

(Sigma) βζα 15 θεπηά ζημοξ 4 
o
C εθανιόζηδηε ιε ζημπό ηδκ πμζμηζημπμίδζδ ηςκ 

ιζηςηζηώκ ηοηηάνςκ. Αημθμύεδζε επώαζδ ιε ακηίζςια εκάκηζα ζηδ 

θςζθμνοθζςιέκδ ζζηόκδ 3 ζηδ ζενίκδ 10 (pH3)ζε  100 ιl 1% BSA (Applichem) ζε 

PBS βζα 1,5 hr ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Δπακαδζάθοζδ 1ml δζαθύιαημξ 1% BSA 

ζε 1xPBS ηαζ θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 290 g βζα 5 min πναβιαημπμζήεδηακ. Δπώαζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ ιε δεοηενεύμκ πμθοηθςκζηό ακηίζςια ζογεοβιέκμ ιε ημ πνςιμθόνμ 
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fluoresceinvisothiocyanate (FITC) αναζςιέκμ ζε 100ιl 1% BSA ζε PBS αημθμύεδζε 

βζα 30 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Γζα ηδκ πμζμηζημπίδζδ ημο DNA, 

πναβιαημπμζήεδηε επώαζδ ιε ζςδζμύπμ πνμπίδζμ (PI) ζοβηέκηνςζδξ 20 ιg/ml ηαζ ιε 

RNAseA ζοβηέκηνςζδξ  250 ιg/ml ζε 1xPBS βζα 30 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 

Ζ ακάθοζδ βζα ηδ pH3 (Zachos et al., 2005), δ μπμία είκαζ παναηηδνζζηζηή ζηα 

ιζηςηζηά ηύηηανα  ηαζ δ πμζμηζημπμίδζδ ημο DNA βζα ηδ δζάηνζζδ ηςκ θάζεςκ ημο 

ηοηηανζημύ ηύηθμο πναβιαημπμζήεδηε ιε ηδ πνήζδ ημο πνμβνάιιαημξ WinMDI 2.8 

(Windows Multiple Document Interface for Flow Cytometry). Γζα ημκ έθεβπμ ηςκ 

ακαζημθέςκ πανμοζία etoposide πναβιαημπμζήεδηε ιόκμ ιμκζιμπμίδζδ ηαζ επώαζδ 

ιε ζςδζμύπμ πνμπίδζμ ηαζ RNAse ζύιθςκα ιε ηζξ  παναπάκς ζοκεήηεξ. 

 

5. Aλνζνθζνξηζκόο θαη ΢πλεζηηαθή Μηθξνζθνπία (confocal microscopy) 

      α) Μνληκνπνίεζε θπηηάξωλ 

      Με ζημπό ηδκ ελαηνίαςζδ ηςκ πνμιεηαθάζεςκ ιεηά από επώαζδ ηςκ ΖeLa 

ηοηηάνςκ ιε ηαλόθδ βζα 8 ώνεξ ηα ηύηηανα πθύεδηακ ιε 1xPBS ηαζ πνμζδέεδηακ 

πάκς ζε ακηζηεζιεκμθόνμοξ πθάηεξ ηαθοιιέκεξ ιε πμθοθοζίκδ (Thermo Scientific) 

βζα 30 min. Πναβιαημπμζήεδηε ιoκζιμπμίδζδ ιε 4% παναθμνιαθδεΰδδ ζε 

Cytoskeletal buffer pH 6.1 (NaCl 137 mM, KCl 5 mM, Na2HPO4 1.1 mM, KH2PO4 

0.4 mM, MgCl2  2 mM, EGTA 2 mM, PIPES 5 mM, glucose 5.5 mM) βζα 5 min ζε  

εενιμηναζία δςιαηίμο. Αημθμύεδζε επώαζδ ιε 0,5 % Triton X-100 ζε 1 x CSK βζα 

2 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα κα επζηεοπεεί δζαπεναηόηδηα ηςκ ιειανακώκ 

ώζηε κα εζζέθεμοκ ηα ακηζζώιαηα  ηαζ αημθμύεδζακ δύμ πθοζίιαηα ιε 1xPBS. Σα 

δείβιαηα δζαηδνήεδηακ ζημοξ 4
μ
C. 

       β) Υξώζε 

       Σα ιμκζιμπμζδιέκα ηύηηανα επςάζηδηακ ιε 1% ΒSΑ ζε 1xPBS βζα 30 min 

ζημοξ 37
 o

C ιε ζημπό ηδκ απμθοβή ιδ-εζδζηήξ πνόζδεζδξ ημο ακηζζώιαημξ. 

Αημθμύεδζε επώαζδ ιε ακηίζςια εκάκηζα ηδξ α-ημοιπμοθίκδξ βζα 1hr ζημοξ 37 
o
C. 

Σνία πθοζίιαηα ιε 1xPBS  βζα 5 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο πναβιαημπμζήεδηακ 

ηαζ αημθμύεδζε επώαζδ ιε δεοηενεύμκ ακηίζςια ζογεοβιέκμ ιε ημ πνςιμθόνμ 

fluoresceinvisothiocyanate (FITC) βζα ηδκ ακίπκεοζδ ζήιαημξ ηδξ ημοιπμοθίκδξ. Σα 

ακηζζώιαηα αναζώεδηακ ζε δζαθοια 1% ΒSA-1xPBS. Δπζπθέμκ, ζςδζμύπμ πνμπζδζμ 

(SIGMA) ζοβηέκηνςζδξ 100 ιg/ml ηαζ DAPI  ζοβηέκηνςζδξ 50 ιg/ml πνμζηέεδηε 

βζα ηδ πνώζδ ημο DNA. Ζ επώαζδ δζάνηδζε βζα 45 min ζημοξ 37 
o
C. Aημθμύεδζακ 

ηνία πθοζίιαηα ιε 1xPBS  βζα 5 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ηαζ ημπμεεηήεδηε 
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mounting PI (Vector). Ζ επελενβαζία ηςκ δεζβιάηςκ πναβιαημπμζήεδηε ιε 

ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία ηαζ δ πμζμηζημπμίδζδ ημο θεμνζζιμύ έβζκε ιε ημ Leica 

Confocal Software. Όθα ηα δζαθύιαηα ήηακ πνμεενιαζιέκα ζημοξ 37
 o

C, ώζηε κα 

ιδκ απμπμθοιενζζημύκ μζ ιζηνμζςθζκίζημζ. 

 

6. Λύζε θπηηάξωλ (whole cell lysates) 

      ΖeLa ηύηηανα ενορζκμπμζήεδηακ, θοβμηεκηνήεδηακ ζηα 290 g βζα 5 min ηαζ 

πθύεδηακ ιε 1xPBS. Σμ ίγδια επακαδζαθύεδηε ζε ΗΡ δζάθοια (50 mM Hepes pH 7.5, 

150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2.5 mM EGTA, 0.1% Tween-20, 10% glycerol, 0.1 mM 

PMSF, 10 ιg/ml leupeptin, 10 ιg/ml aprotinin) ηαζ εθανιόζηδηακ οπένδπμζ ηνεζξ 

θμνέξ βζα 5 sec. Aημθμύεδζε επώαζδ βζα 30 min ζε πάβμ ηαζ θοβμηέκηνδζδ ζηα 

5700 g βζα 5 min. To οπενηείιεκμ πενζείπε ηζξ πνςηεΐκεξ ηςκ μπμίςκ δ ζοβηέκηνςζδ 

ανέεδηε ιε ηδ πνήζδ Bradford. 

 

7. Aπνκόλωζε εθρπιίζκαηνο κηηωηηθήο αηξάθηνπ 

      HeLa ηύηηανα επςάζηδηακ ιε 1ιΜ ηαλόθδ βζα 8 hrs ηαζ είηε ενορζκμπμζήεδηακ 

είηε ηα ιζηςηζηά ηύηηανα απμιμκώεδηακ ιέζς shake-off.  Ακηίζημζπα, ηύηηανα πςνίξ 

ηδκ πανμοζία θανιάηςκ ηαθθζενβήεδηακ ςξ δείβια εθέβπμο. Φοβμηέκηνδζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ ζηα 290 g βζα 5 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ηαζ πθύζζιμ ιε 1x PBS 

πναβιαημπμζήεδηε. Tα ηύηηανα  επςάζηδηακ ζε δζαδμπζηά δζαθύιαηα ιε ζημπό ηδκ 

απμιόκςζδ ηδξ Chk1 πςνίξ πνμζιίλεζξ από ιδ εζδζηέξ πνςηεσκζηέξ αθθδθεπζδνάζεζξ 

(ηνμπμπμίδζδ ημο πνςημηόθμο ημο (Sillje and Nigg, 2006); (Sauer et al., 2005) ηαζ 

επζημζκςκία ιε Dr. Fr. Barr). Γζα κα επζηεοπεεί αοηό πνδζζιμπμζήεδηακ επζπθέμκ 

δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνώζεζξ ημο ιδ- ζμκηζημύ ακηζδναζηδνίμο Σriton X-100: 0.05%, 

0.035% ηαζ 0.02% v/v ώζηε κα ανεεεί εηείκδ δ ζοβηέκηνςζδ όπμο μζ οδνόθμαεξ 

αθθδθεπζδνάζεζξ ηδξ Chk1 δεκ ηαηαζηνέθμκηαζ ιε απμηέθεζια κα απμιμκώκεηαζ ζημ 

ηέθμξ ηδξ δζαδζηαζίαξ όζμ ημ δοκαηόκ πζμ ηαεανή ιε ηδ πνήζδ ημο ζμκηζημύ NaCl. 

Ανπζηά, πναβιαημπμζήεδηε επώαζδ ιε ημ δζάθοια PTEML   (50 mM PIPES, x % 

Triton X-100, 10 mM EGTA, 1 mM MgCl2, 2 ιg/ml Latrunculin B) βζα 5 min ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο, ώζηε κα θοεμύκ ηα ηύηηανα. Ζ latrunculin b (Sigma) είκαζ 

έκα θάνιαημ απμπμθοιενζζιμύ ηδξ αηηίκδξ, ημ μπμίμ ιεζώκεζ ηδκ επζιόθοκζδ ηδξ 

αηνάηημο ιε αηηίκδ. Tα θοιέκα ηύηηανα  θοβμηεκηνήεδηακ ζηα 200 g βζα 3 min, 

επακαδζαθύεδηακ ζημ ίδζμ δζάθοια, επςάζηδηακ βζα 3 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο 

ηαζ ζοθθέπεδηακ ιε θοβμηέκηνδζδ ζηζξ ίδζεξ ζοκεήηεξ. Δπώαζδ ιε ημ δζάθοια 
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PTEM (50 mM PIPES pH 6.8, x % Triton X-100, 10 mM EGTA, 1 mM MgCl2) 

πναβιαημπμζήεδηε βζα 3 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Μεηά από θοβμηέκηνδζδ, 

έβζκε επακαδζάθοζδ ζε δζάθοια PTCM (50 mM PIPES pH 6.8, x % Triton X-100, 5 

mM CaCl2, 5 mM MgCl2) βζα 20 min ζημοξ 4
o
C. Ζ πνμζεήηδ CaCl2 ηαζ δ παιδθή 

εενιμηναζία μδδβεί ζε απμπμθοιενζζιό ηδξ ιεβαθύηενδξ πμζόηδηαξ ημοιπμοθίκδξ 

ώζηε ημ δείβια κα βίκεζ ηαεανό από ιδ εζδζηέξ πνμζιίλεζξ. Μεηά από αηόθμοεδ 

θοβμηέκηνδζδ ζηα 200 g βζα 3 min ζημοξ 4
o
C, πναβιαημπμζήεδηε επακαδζάθοζδ δύμ 

θμνέξ ζημ δζάθοια PTCM (50 mM PIPES pH 6.8, x % Triton X-100, 1 mM CaCl2, 1 

mM MgCl2) βζα 20 min ζημοξ 4
o
C ώζηε κα απμιαηνοκεεί όζμ ημ δοκαηόκ ιδ-εζδζηή 

ημοιπμοθίκδ. ΢ηδ ζοκέπεζα, αημθμύεδζακ δζαδoπζηέξ επςάζεζξ ιε ηα δζαθύιαηα 

PTCM (50 mM PIPES pH 6.8, x % Triton X-100, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2) 

πανμοζία 50 mM NaCl, 100 mM NaCl, 200 mM NaCl ηαζ 400 mM NaCl  βζα 20 min 

ζημοξ 4
o
C ώζηε κα απμιμκςεεί δ Chk1 ιε ημ ζύιπθμημ πνςηεσκώκ πμο αθθδθεπζδνά. 

Όθα ηα παναπάκς δζαθύιαηα πενζείπακ ημοξ ακαζημθείξ πνςηεαζώκ PMSF 50ιg/ml, 

100 mM ηαζ B-glycerophosphate 20 mM leupeptin 5 ιg/ml, aprotinin 5 ιg/ml ηαζ 

ημοξ ακαζημθείξ θςζθαηαζώκ NaVanadate. 

 

8. Αλνζναπνηύπωζε  Western 

      Με ζημπό ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ πνςηεσκώκ Chk1, ημοιπμοθίκδξ, αηηίκδξ ηαζ Plk1 

ζε ηαεέκα από ηθάζιαηα ημο παναπάκς πνςημηόθθμο, πναβιαημπμζήεδηε 

ακμζμαπμηύπςζδ Western ιε SDS-PAGE. Σα δείβιαηα επςάζηδηακ ζε SDS loading 

δζάθοια ηεθζηήξ ζύζηαζδξ 62.5 mΜ Tris-HCl pH 6.8, 2% w/v SDS, 10% v/v 

βθοηενόθδξ ηαζ 0.01% w/v phenol red πανμοζία  DTT ηεθζηήξ ζοβηέκηνςζδξ 40 mM 

βζα 10 min ζημοξ 94
μ
C (όθα από ηδ BioLabs). Πναβιαημπμζήεδηε δθεηηνμθόνδζδ ζε 

10% πήηηςια πμθοαηνοθαιίδδξ πανμοζία 1x Running buffer (24.8 mM Tris, 250 

mM βθοηίκδ ηαζ 0.1% w/v SDS) ηαζ semi-dry ιεηαθμνά ηςκ πνςηεσκώκ ζε ιειανάκδ 

κζηνμηοηηανίκδξ ιε ηδ πνήζδ δζαθύιαημξ ζύζηαζδξ 48 mM Tris, 39 mM βθοηίκδ, 1.3 

mM SDS, pH 9.2 ηαζ 20% v/v ιεεακόθδ. Έπεζηα από ιπθμηάνζζια ηδξ ιειανάκδξ ιε 

5% βάθα ζε 1 x TBS-T (10 mM Tris, 10 mM NaCl ηαζ 0.1% v/v Tween-20 pH 7.4) 

βζα 30 min, αημθμύεδζε επώαζδ ιε ακηζζώιαηα εκάκηζα ηδξ Chk1, ημοιπμοθίκδξ, 

αηηίκδξ ηαζ Plk1, μθμκύπηζα ζημοξ 4
μ
C. Mεηά από 3 πθύζεζξ ιε 1 x TBS-T βζα 15 

min, πναβιαημπμζήεδηε επώαζδ ιε δεοηενμβεκέξ ακηίζςια ζογεοβιέκμ ιε ημ έκγοιμ 

ηδξ οπενμλεζδάζδξ ΖRP βζα 1 hr ζε εενιμηναζία δςιαηίμο (μζ αναζώζεζξ 
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ακηζζςιάηςκ ακαθένμκηαζ παναπάκς). Ζ ειθάκζζδ πναβιαημπμζήεδηε ιε δζάθοια 

ΔCL . 

 

9. Αλνζνθαηαθξήκληζε (IP) 

      Ζ ιέεμδμξ ηδξ ακμζμηαηαηνήικζζδξ εκάκηζα ηδξ Chk1 εθανιόζηδηε ιε ζημπό 

ηδκ απμιόκςζδ ημο πνςηεσκζημύ ζοιπθόημο ηδξ Chk1 πανμοζία ηαλόθδξ. Tα 

ηθάζιαηα ηςκ 50 mΜ,  100 mΜ, 200 mΜ ηαζ 400 mΜ ΝaCl, επςάζηδηακ ιε 

ζθαζνίδζα ζεθανόγδξ ηαθοιέκα ιε πνςηεΐκδ Α (Ηnvitrogen) βζα 1 hr ζημοξ 4
μ
C, ώζηε 

κα απμιαηνοκεμύκ μζ ιδ-εζδζηέξ πνμζδέζεζξ ζηα ζθαζνίδζα. Aημθμύεδζε 

θοβμηέκηνδζδ ζηα 1000 g βζα 5 min ηαζ είηε επώαζδ ημο οπενηεζιέκμο ιε ακηίζςια 

βζα ηδκ Chk1 oθμκύπηζα ζημοξ 4
μ
C ηαζ ιε ζθαζνίδζα ζεθανόγδξ ηαθοιέκα ιε 

πνςηεΐκδ Α βζα 1 hr ζημοξ 4
μ
C, ηδκ επόιεκδ ιένα είηε ιε ακηίζςια βζα ηδκ Chk1 

ζοκδεδειέιμ ιε ζθαζνίδζα ζεθανόγδξ ηαθοιέκα ιε πνςηεΐκδ Α oθμκύπηζα ζημοξ 4
μ
C 

ιε ζημπό ηδκ απμθοβή πνμζιίλεςκ ακηζζώιαημξ ζημ δείβια. Ωξ δείβια εθέβπμο 

πνδζζιμπμζήεδηε επώαζδ ιε ΗgG ή ιόκμ ζθαζνίδζα ζηζξ ίδζεξ ζοκεήηεξ. 

Αημθμύεδζακ ηνία πθοζίιαηα ιε ηα buffer PTCM (50 mM PIPES pH 6.8, x % Triton 

X-100, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2) πανμοζία 50 mM NaCl, 100 mM NaCl, 200 mM 

NaCl ηαζ 400 mM NaCl  ζηα ακηίζημζπα δείβιαηα ιε δζαδμπζηέξ θοβμηεκηνήζεζξ ζηα 

1000 g βζα 5 min. Tα ζθαζνίδζα επςάζηδηακ ιε 1xSDS loading buffer πανμοζία 

1xDTT βζα 10 min ζημοξ 94 
μ
C ηαζ ημ οπενηείιεκμ  δθεηηνμθμνήεδηε ζε SDS-

PAGE ζοβηέκηνςζδξ 10%.   

 

10. Οκνηνπνιηθή ζύλδεζε ηεο Chk1 ζε πξωηεΐλεο Α ζθαηξίδηα ζεθαξόδεο  

      ΢θαζνίδζα ζεθανόγδξ πνςηεΐκδξ A (Ηnvitrogen) πθύεδηακ δύμ θμνέξ ιε 1xPBS 

ηαζ ακαιείπεδηακ ζε 400 ιl  1xPBS πανμοζία πμθοηθςκζημύ Chk1 ακηζζώιαημξ ζε 

πμζόηδηα 20 ιg / 100 ιl beads. Αημθμύεδζε  μθμκύπηζα επώαζδ ζημοξ 4
o
C. Μεηά 

από θοβμηέκηνδζδ ζηα 1000 g βζα 5 min ηα ζθαζνίδζα πθύεδηακ δύμ θμνέξ ιε 10 

όβημοξ 0,2 M Βμνζημύ Ναηνίμο pH 9. Αημθμύεδζε θοβμηέκηνδζδ ζηα 1000 g for 5 

min ηαζ επακαδζάθοζδ ζε 2,5 όβημοξ 0.2 M Βμνζημύ Ναηνίμο pH 9 ζοβηεκηνώζεςξ  

20 mM DMP. O DMP είκαζ έκαξ δζαζοκδέηδξ (cross-linker), o μπμίμξ είκαζ ζηαεενόξ 

ζε pH 7-9 ηαζ δεκ απμδμιείηαζ πανμοζία DTT. To δείβια επςάζηδηε βζα 30 min ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο επί δύμ θμνέξ. Μεηά από θοβμηέκηνδζδ αημθμύεδζε 

ζηαιάηδια ηδξ εκενβόηδηαξ ημο cross-linker ιε επώαζδ 10 όβηςκ 0.2 M Tris pH 8 
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βζα 1 hr ζε εενιμηναζία δςιαηίμ επζ δύμ θμνέξ. Σα ζθαζνίδζα επακαδζαθύεδηακ ζε 

ακαθμβία 1:1 ζε 1x  PBS. 

 

11. Σαπηνπνίεζε πξωηεϊλώλ κε ρξώζε ληηξηθνύ αξγύξνπ (Silver staining) 

      Ζ ακίπκεοζδ ηαζ ακάθοζδ ηςκ πνςηεσκώκ ιε ηζξ μπμίεξ αθθδθεπζδνά δ Chk1 

πναβιαημπμζήεδηε ιε ηδκ ηεπκζηή πνώζδξ κζηνζημύ ανβύνμο, δ μπμία ακζπκεύεζ 

πμζόηδηα πνςηεΐκδξ ιζηνόηενδ από 1 ng. Μεηά από ακμζμηαηαηνήικζζδ ηαζ 

δθεηηνμθόνδζδ ζε SDS-PAGE, μζ πνςηεΐκεξ ιμκζιμπμζήεδηακ ζε δζάθοια  50% v/v 

ιεεακόθδξ ηαζ 5% v/v μλζημύ μλέμξ βζα 20 min. Αημθμύεδζε επώαζδ ιε 50% v/v 

ιεεακόθδ βζα 10 min ηαζ πθύζζιμ ιε ddH2O, overnight. Γζα ηδκ απμιάηνοκζδ ιδ-

εζδζηώκ αθάηςκ κζηνζημύ ανβύνμο, ημ πήηηςια επςάζηδηε ιε 0,02% w/v 

Νa2SO3.5H2O (sodium thiosulfate pentahydrate) βζα 1 min. Αημθμύεδζακ δύμ 

πθοζίιαηα ιε ddH2O βζα 1 min ηαζ επώαζδ ιε 0.1% w/v ΑgNO3  βζα 20 min ζε 

ζηόημξ. Απμιάηνοκζδ ημο ιδ πνμζδεδειέκμο κζηνζημύ ανβύνμο έβζκε ιε δύμ 

πθοζίιαηα ιε ddH2O βζα 1 min, εκώ δ ακαβςβή ημο ανβύνμο επζηεύπεδηε ιε επώαζδ 

0,04% v/v θμνιαθδεύδδξ ηαζ 2% w/v Νa2CO3 ιέπνζ κα ειθακζζημύκ μζ γώκεξ 

πνςιαηζζιμύ ηζηνζκμ-ηαθέ. Γζα ηδκ απμθοβή ορδθμύ background, δ ακηίδναζδ 

απμζαήζηδηε ιε  5% v/v μλζηό μλύ ηαζ ημ πήηηςια δζαηδνήεδηε ζε 1% v/v μλζηό 

μλύ ή ζε ιειανάκδ ζημοξ 4
μ
C ζε ζηόημξ. 

 

12. Φαζκαηνζθνπία κάδαο (mass-spectrometry) 

      H ηαοημπμίδζδ ηςκ πνςηεσκώκ έβζκε ιε θαζιαημζημπία ιάγαξ MALDI-TOF από 

ημ Βeatson Institute for Cancer Research (BICR). Οζ πνςηεΐκεξ πμο πενζείπε ημ 

πήηηςια αηνοθαιίδδξ ακήπεδζακ, αθηοθζώεδηακ ηαζ πναβιαημπμζήεδηε πέρδ ιε 

ενορίκδ (Nousiainen et al., 2006). Σα πεπηίδζα πμο πνμέηορακ ακαθύεδηακ ιε ημ Q-

star. Σα δεδμιέκα ενεοκήεδηακ ιε ημ Mascot έκακηζ ηδξ SwissProt αάζδξ δεδμιέκςκ.  
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ΗΗΗ. ΑΠΟΣΔΛΔ΢ΜΑΣΑ 

 

Δθανιμβή ηδξ πδιζηήξ βεκεηζηήξ βζα ηδ ιεθέηδ ηςκ θεζημονβζώκ ηδξ 

Chk1  

 

1. Έιεγρνο ηεο ιεηηνπξγίαο ηνπ ρεκηθνύ αλαζηνιέα ΝΜ-ΡΡ1 ζην G2/M 

επαγώκελν από βιάβε ηνπ DNA ζεκείν ειέγρνπ 

 

    Με ζημπό ηδκ ηαοημπμίδζδ ηςκ οπμζηνςιάηςκ ηδξ Chk1 ιέζς πδιζηήξ βεκεηζηήξ, 

εθέβπεδηε δ εκενβόηδηα ημο πδιζημύ ακαζημθέα ΝΜ-ΡΡ1 ηαηά ημ G2/M DNA 

damage checkpoint. Chk1
as

 DT40 Β-θειθμηύηηανα ηαθθζενβήεδηακ πανμοζία ημο 

NM-PP1  ακαζημθέα (10 ιΜ)  ηαζ etoposide (10 ιΜ) ζηα πνμκζηά δζαζηήιαηα ηςκ 4, 

8, 12 ηαζ 16 ςνώκ. Σμ etoposide μδδβεί ζε εκενβμπμίδζδ ημο G2/M DNA damage 

checkpoint ζε DT40 θειθμηύηηανα πνμηαθώκηαξ αθάαδ ζημ DNA ιε ημ κα 

ακαζηέθθεζ ηδκ ημπμσζμιενάζδ II (Schonn et al., 2010). Σα Chk1
as 

ηύηηανα ιπμνμύκ 

κα πνμζδέζμοκ ημκ πδιζηό ακαζημθέα ΝΜ-ΡΡ1 θόβς ηδξ μβηώδμοξ εέζεςξ 

πνόζδεζδξ ημο ΑΣΡ ιεηά από ιεηάθθαλδ ηδξ θεοηίκδξ ζε αθακίκδ ζηδ εέζδ 84 

(L84A). Κοηηανζηέξ ζεζνέξ αβνίμο ηύπμο, Chk1-/- ηαζ Chk1
as 

απμοζία ημο ΝΜ-ΡΡ1 

πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ δείβιαηα εθέβπμο. Σα αβνίμο ηύπμο ηύηηανα αολάκμοκ 

ζηαδζαηά ζηδ θάζδ G2/M πανμοζία etoposide ηαζ ηεθζηά θηάκμοκ ζε πμζμζηό 55% 

G2/M ηοηηάνςκ ιεηά από  16 hrs επώαζδξ. Αοηό ζοιααίκεζ, δζόηζ δ Chk1 είκαζ 

εκενβή ηαζ μδδβεί ζε ζηαιάηδια ημο ηοηηανζημύ ηύηθμο ιέπνζ κα επζδζμνεςεεί δ 

αθάαδ. Σα Chk1-/- δε ζοζζςνεύμκηαζ ζηδ G2/M θάζδ (Zachos et al., 2003b). H 

επώαζδ ημο NM-PP1 ζηα Chk1
as

 ηύηηανα βζα 8 hrs μδδβεί ζε 38% ηςκ ηοηηάνςκ ζηδ 

G2/M θάζδ, εκώ απμοζία ημο ακαζημθέα ηα Chk1
as

 ηύηηανα ειθακίγμοκ 65% G2/M 

ηύηηανα. Ακηζεέηςξ, ιεηά από 16 ώνεξ επώαζδξ, ημ πμζμζηό ηςκ G2/M ηοηηάνςκ 

πανμοζία ακαζημθέα ακεααίκεζ ζημ 56%, εκώ απμοζία ακαζημθέα ηα G2/M ηύηηανα 

θηάκμοκ ζημ 75% (Eζηόκα 6). Οπόηε, μ ακαζημθέαξ ΝΜ-ΡΡ1 ιπμνεί κα 

πνδζζιμπμζδεεί βζα ηδκ εύνεζδ ηςκ οπμζηνςιάηςκ ηδξ Chk1 ιεηά από επώαζδ ιε 

etoposide βζα 8 ώνεξ.  
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Δηθόλα 6. Έιεγρνο ηεο ιεηηνπξγίαο ηνπ ΝΜ-ΡΡ1 ζην G2/M DNA damage ζεκείν ειέγρνπ.  Α. 

Κοηηανμιεηνία νμήξ ιε πνώζδ ζςδζμύπμο πνμπζδίμο πανμοζία etoposide ηαζ ΝΜ-ΡΡ1 ζε Chk1
as 

DT40 

ηύηηανα. Γείβιαηα εθέβπμο απμηεθμύκ ηα αβνίμο ηύπμο, Chk1-/- ηαζ Chk1
as 

ηύηηανα απμοζία ημο ΝΜ-

ΡΡ1. Β. Γζάβναιια πμζμζημύ G2/M ηοηηάνςκ πανμοζία etoposide ζηζξ παναπάκς ηοηηανζηέξ ζεζνέξ 

έδεζλακ όηζ μ ΝΜ-ΡΡ1 ζηαιαηά ημ 38% ηςκ ηοηηάνςκ ζηδ G2/M θάζδ ζηζξ 8 ώνεξ επώαζδξ ιε 

etoposide. 

 

    Γζα κα ελαηνζαςεεί όηζ ηα Chk1
as

 ηύηηανα πνάβιαηζ πνμπςνμύκ ζηδ ιίηςζδ 

πανμοζία ημο NM-ΡΡ1 ακαζημθέα, πναβιαημπμζήεδηακ επςάζεζξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε 

nocodazole ή nocodazole ηαζ etoposide βζα 4, 8, 12 ηαζ 16 hrs ηαζ πνώζδ βζα ηδ pH3, 

παναηηδνζζηζηό δείηηδ ηςκ ιζηςηζηώκ ηοηηάνςκ (Hans and Dimitrov, 2001). Σμ 

nocodazole ειπμδίγεζ ημκ πμθοιενζζιό ηςκ ιζηνμζςθδκίζηςκ ηαζ εκενβμπμζεί ημ 

spindle checkpoint ζηαιαηώκηαξ ηα ηύηηανα ζηδ θάζδ ηδξ πνμιεηάθαζδξ 

ακελανηήηςξ ηδξ ύπανλδξ ηδξ Chk1 (Samson et al., 1979). Γείβιαηα εθέβπμο 

πνδζζιμπμζήεδηακ αβνίμο ηύπμο ηαζ Chk1-/- ηύηηανα ιεηά από επςάζεζξ ιε ηα 

παναπάκς θάνιαηα Tα απμηεθέζιαηα έδεζλακ όηζ πανμοζία ακαζημθέα ιεηά από 

επώαζδ ιε nocodazole βζα 16 ώνεξ, ηα Chk1
as

 ηύηηανα ζηαιαημύκ ζηδ θάζδ ηδξ 

ιίηςζδξ θηάκμκηαξ ζε πμζμζηό 76% ιζηςηζηώκ, πανόιμζμ πμζμζηό ιε αοηό απμοζία 

ακαζημθέα (Δζηόκα 7). Δπμιέκςξ, ηα Chk1
as

 ηύηηανα πανμοζία ακαζημθέα 
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Mitotic index 
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πνμπςνμύκ ηακμκζηά ζηδ ιίηςζδ. Πανμοζία nocodazole ηαζ etoposide, ηα ηύηηανα 

θηάκμοκ ζηδ ιίηςζδ ζε ιζηνό πμζμζηό (~20%) πανόηζ οπάνπεζ μ ακαζημθέαξ, θόβς 

ηδξ εκενβμπμίδζδξ ημο G2/M DNA damage checkpoint. Σα δείβιαηα εθέβπμο έδεζλακ 

όηζ ημ etoposide ηαζ nocodazole θεζημονβμύκ, αθμύ ηα αβνίμο ηύπμο αολάκμοκ ζε 

πμζμζηό ιζηςηζηώκ ηοηηάνςκ ιεηά από επώαζδ ιε nocodazole, εκώ πανμοζία  ηαζ 

ημο etoposide ζηαιαημύκ ζηδ θάζδ G2/M θόβς δνάζδξ ηδξ Chk1. Σα Chk1-/- 

ηύηηανα πανμοζία ή απμοζία etoposide αολάκμοκ ημ πμζμζηό ηςκ ιζηςηζηώκ 

ηοηηάνςκ. 

 

 

                                      
 

 

 

 

                                              

Δηθόλα 7. Έιεγρνο ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ παξνπζία ΝΜ-ΡΡ1 nocodazole θαη etoposide.  Α. 

Κοηηανμιεηνία νμήξ ιε πνώζδ ζςδζμύπμο πνμπζδίμο ηαζ pH3 πανμοζία nocodazole ή etoposide ηαζ 

nocodazole ηαζ ΝΜ-ΡΡ1. Γείβιαηα εθέβπμο απμηεθμύκ ηα αβνίμο ηύπμο, Chk1-/- ηαζ Chk1
as 

ηύηηανα 

απμοζία ημο ΝΜ-ΡΡ1. Β. Γζάβναιια πμζμζημύ ηςκ ιζηςηζηώκ ηοηηάνςκ πανμοζία πανμοζία 

nocodazole ή etoposide ζηζξ παναπάκς ηοηηανζηέξ ζεζνέξ έδεζλακ όηζ μ ηοηηανζηόξ ηύηθμξ πνμπξνάεζ 

ηακμκζηά ζηδ ιίηςζδ πανμοζία ΝΜ-ΡΡ1. Σμ αέθμξ οπμδεζηκύεζ ηδκ πενζμπή πμο ανίζημκηαζ ηα 

ιζηςηζηά ηύηηανα ζε ηάεε δζάβναιια. 
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2. Έιεγρνο ηεο ιεηηνπξγίαο ηνπ ρεκηθνύ αλαζηνιέα ΝΜ-ΡΡ1 θαη 3ΜΒ-ΡΡ1 

ζην spindle checkpoint 

 

      Αημθμύεςξ εθέβπεδηε δ απμηεθεζιαηζηόηδηα ημο πδιζημύ ακαζημθέα ΝΜ-ΡΡ1 

όηακ εκενβμπμζείηαζ ημ spindle checkpoint πανμοζία ηαλόθδξ. Ζ ηαλόθδ εκενβμπμζεί 

ημ spindle checkpoint, ζηαεενμπμζώκηαξ ημοξ ιζηνμζςθζκίζημοξ ηαζ εθαηηώκμκηαξ 

ηδκ ηάζδ ζημοξ ηζκδημπώνμοξ (Schiff and Horwitz, 1980). Chk1
as

 DT40 Β-

θειθμηύηηανα ηαθθζενβήεδηακ πανμοζία ημο NM-PP1  ακαζημθέα (10 ιΜ)  ηαζ 

ηαλόθδξ (1 ιΜ) ζηα πνμκζηά δζαζηήιαηα ηςκ 4, 8 ηαζ 12 ςνώκ. Κοηηανζηέξ ζεζνέξ 

αβνίμο ηύπμο, Chk1-/- ηαζ Chk1
as 

απμοζία ημο ΝΜ-ΡΡ1 πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ 

δείβιαηα εθέβπμο. Μεηά από επώαζδ ιε ηαλόθδ, ηα αβνίμο ηύπμο θηάκμοκ ζημ 

ιέβζζημ πμζμζηό ιζηςηζηώκ ηοηηάνςκ 55%, εκώ ηα Chk1-/- δε ζοζζςνεύμκηαζ ζηδ 

ιίηςζδ (Δζηόκα 8) (Zachos et al., 2007). Σμ πμζμζηό ιζηςηζηώκ ηοηηάνςκ αολάκεηαζ 

ζημ 45% πανμοζία ημο ακαζημθέα, εκώ απμοζία ημο θηάκεζ ζημ 38% ιεηά από 8 hrs 

επώαζδξ ιε ηαλόθδ. Όπςξ δείπκμοκ ηα απμηεθέζιαηα, μ ΝΜ-ΡΡ1 δεκ ιπμνεί κα 

πνδζζιμπμζδεεί βζα ηδκ εύνεζδ ηςκ οπμζηνςιάηςκ ηδξ Chk1 ζημ spindle checkpoint. 

Πανόιμζα πεζνάιαηα πναβιαημπμζήεδηακ  ιε ημκ 3ΜΒ-ΡΡ1, έκα δζαθμνεηζηό 

ακαζημθέα ηδξ Chk1, πανμοζία ηαλόθδξ ηαζ ηα απμηεθέζιαηα ήηακ αηνζαώξ ίδζα ιε 

πνμδβμοιέκςξ (data not shown). 
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Chk1as with NM-PP1 
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Δηθόλα 8. Έιεγρνο ηεο ιεηηνπξγίαο ηνπ ΝΜ-ΡΡ1 ζην spindle checkpoint.  Α. Κοηηανμιεηνία νμήξ 

ιε πνώζδ ζςδζμύπμο πνμπζδίμο ηαζ pH3 ηαλόθδξ 1 ιΜ ηαζ ΝΜ-ΡΡ1. Γείβιαηα εθέβπμο απμηεθμύκ ηα 

αβνίμο ηύπμο, Chk1-/- ηαζ Chk1
as 

ηύηηανα απμοζία ημο ΝΜ-ΡΡ1. Β. Γζάβναιια πμζμζημύ ηςκ 

ιζηςηζηώκ ηοηηάνςκ ζηζξ παναπάκς ηοηηανζηέξ ζεζνέξ έδεζλε όηζ μ ΝΜ-ΡΡ1 ακαζημθέαξ δεκ ζηαιαηά 

ηα ηύηηανα ζηδ ιίηςζδ πανμοζία ηαλόθδξ. Σμ πενίβναιια οπμδεζηκύεζ ηδκ πενζμπή πμο ανίζημκηαζ ηα 

ιζηςηζηά ηύηηανα ζε ηάεε δζάβναιια. 

 

 

Σαοημπμίδζδ ηςκ πνςηεσκώκ πμο αθθδθεπζδνμύκ ιε ηδ Chk1 ιε  

απμιόκςζδ εηποθίζιαημξ ηδξ ιζηςηζηήξ αηνάηημο 

 

3. ΢πγρξνληζκόο ηωλ θπηηάξωλ ΖeLa ζηε κίηωζε παξνπζία ηαμόιεο 

    Γζα κα ανεεμύκ πνςηεΐκεξ πμο αθθδθεπζδνμύκ ιε ηδκ Chk1, ιεηά από 

εκενβμπμίδζδ ημο spindle checkpoint πανμοζία ηαλόθδξ (Zachos et al., 2007), 

πναβιαημπμζήεδηακ επςάζεζξ ηςκ ηοηηάνςκ HeLa ιε ηαλόθδ ζε ζοβηέκηνςζδ 1 

ιΜ ζηα πνμκζηά δζαζηήιαηα ηςκ 4, 8 ηαζ 12 ςνώκ. Ζ ηαλόθδ δνα ειπμδίγμκηαξ 

ημκ απμπμθοιενζζιό ηδξ ημοιπμοθίκδξ ιε απμηέθεζια κα ζηαεενμπμζεί ημοξ 

ιζηνμζςθζκίζημοξ ηαζ κα ιπθμηάνεζ ηα ηύηηηανα ζηδ θάζδ ηδξ πνμιεηάθαζδξ 

(Schiff and Horwitz, 1980). Αημθμύεδζε ενορζκμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ 

ακάθοζδ  ημοξ ιε ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ ιε πνώζδ βζα ηδ θςζθμνοθζςιέκδ ζζηόκδ 

3 ζηδ ζενίκδ 10 (pH3), δ μπμία απμηεθεί δείηηδ ηςκ ιζηςηζηώκ ηοηηάνςκ (Hans 

and Dimitrov, 2001) ηαζ πνώζδ βζα ημ DNA ιε ηδ πνήζδ ζςδζμύπμο πνμπζδίμο 

(PI). Σα απμηεθέζιαηα έδεζλακ όηζ ημ ιεβαθύηενμ πμζμζηό ιζηςηζηώκ ηοηηάνςκ 

ειθακίγεηαζ ιεηά από 8 ώνεξ επώαζδξ ιε ηαλόθδ (42%), εκώ ζε ιεβαθύηενα 

πνμκζηά δζαζηήιαηα ημ πμζμζηό ηςκ ιζηςηζηώκ ηοηηάνςκ ιεζώκεηαζ (Δζηόκα 9 Α. 

Β). Γζα κα ελαηνζαςεεί όηζ ηα ηύηηανα έπμοκ ζοβπνμκζζηεί ζηδκ πνμιεηάθαζδ ιε 

ζπδιαηζζιέκδ άηναηημ ιεηά από επώαζδ ιε ηαλόθδ βζα 8 ώνεξ, 

πναβιαημπμζήεδηε πνώζδ ηςκ ηοηηάνςκ βζα ηδκ α-ημοιπμοθίκδ, πνώζδ ημο 
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DNA ηαζ αημθμύεδζε παναηήνδζδ ιε ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία. Σα 

απμηεθέζιαηα έδεζλακ ζηακμπμζδηζηέξ πνμιεηαθάζεζξ ιε ηα δύμ ηεκηνμζώιαηα 

ζημοξ δύμ πόθμοξ ημο ηοηηάνμο ηαζ ηδκ ημοιπμοθίκδ κα έπεζ πνμζδεεεί ζηα 

πνςιμζώιαηα (Δζηόκα 9 Γ). 

 

       Α    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

0 4 8 12
hrs σε ταξόλη

%
 μ

ιτ
ω

τι
κ
ά

 κ
ύ
ττ

α
ρ

α

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Eηθόλα 9.  Σα ΖeLa θύηηαξα ζπγρξνλίδνληαη ζηε κίηωζε κε ηαμόιε 1κΜ γηα 8hrs. Α. 

Κοηηανμιεηνία νμήξ βζα ηδ pH3 ηαζ ημ DNA ιε πνώζδ ακηζζςιάηςκ ηαζ ζςδζμύπμο πνμπζδίμο 

ακηίζημζπα, βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ ιζηςηζηώκ ηοηηάνςκ. Σμ πενίβναιια οπμδεζηκύεζ ηα ιζηςηζηά 

ηύηηανα ηαζ ημ αέθμξ ζημ ζζηόβναιια οπμδεζηκύεζ ηα G2/M ηύηηανα.  Β. Γζάβναιια ηoο πμζμζημύ 

ηςκ ιζηςηζηώκ ηοηηάνςκ ιεηά από 4, 8 ηαζ 12 hrs επώαζδξ ιε ηαλόθδ. Δπώαζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε 

ηαλόθδ 1ιΜ βζα 8 hrs μδδβεί ζε πμζμζηό ιζηςηζηώκ ηοηηάνςκ 42%. Γ.  Υαναηηδνζζηζηή 

πνμιεηάθαζδ ιεηά από 8 hrs επώαζδ ιε ηαλόθδ, δ μπμία ακαθύεδηε ιε ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία. 

Πνάζζκμ: α-ημοιπμοθίκδ, ιπθε: DNA. Ζ ηθίιαηα είκαζ 5 ιm.  
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4. Απνκόλωζε ηεο Chk1 κε ιύζε θπηηάξωλ νδεγεί ζε πξνζκίμεηο από κε-

εηδηθέο πξωηεΐλεο 
 

      Με ζημπό ηδκ απμιόκςζδ ηδξ Chk1 από ιζηςηζηά ηύηηανα πανμοζία ηαλόθδξ, 

πναβιαημπμζήεδηε θύζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ηδ ιέεμδμ whole cell lysates ηαζ 

ακμζμηαηαηνήικζζδ ηδξ Chk1 ώζηε κα ανεεμύκ μζ πνςηεΐκεξ ιε ηζξ μπμίεξ 

αθθδθεπζδνά. Γείβια εθέβπμο απμηέθεζε δ επώαζδ δείβιαημξ ιόκμ ιε ζθαζνίδζα 

πνςηείκδξ Α. Υνώζδ κζηνζημύ ανβύνμο πναβιαημπμζήεδηε βζα ηδκ εύνεζδ ηςκ 

αθθδθεπζδνώκηςκ πνςηεσκώκ. Πνςηεΐκεξ εζδζηέξ ζοβηνίκμκηαξ ιε ημ δείβια εθέβπμο 

δεκ ήηακ δοκαηόκ κα εκημπζζημύκ θόβς πμθθώκ ιδ- εζδζηώκ γςκώκ (Δζηόκα 10Α). Γζα 

ηδκ επίηεολδ πζμ ηαεανμύ δείβιαημξ πναβιαημπμζήεδηε ηαεανζζιόξ ιε ζθαζνίδζα 

πνςηεΐκδξ Α βζα 1 ώνα ώζηε κα απμιαηνοκεμύκ μζ ιδ-εζδζηέξ πνςηεΐκεξ ηαζ 

αημθμύεςξ ακμζμηαηαηνήικζζδ ηδξ Chk1. Σα δείβιαηα ζοκέπζζακ κα πανμοζζάγμοκ 

πνμζιίλεζξ από ιδ εζδζηέξ πνςηεΐκεξ ηαζ δεκ ήηακ εθζηηόξ μ εκημπζζιόξ (Δζηόκα 

10Β). 

 

Α                                   

Δηθόλα 10.  Αλίρλεπζε ηωλ πξωηεϊλώλ πνπ αιιειεπηδξνύλ κε ηελ Chk1 παξνπζία ηαμόιεο κεηά 

από ιύζε ηωλ ΖeLa θπηηάξωλ κε wce είλαη αδύλαηε ιόγω πξνζκίμεωλ κε-εηδηθώλ πξωηεϊλώλ.  

Α. Υνώζδ κζηνζημύ ανβύνμο ιεηά από θύζδ ηοηηάνςκ ηαζ ακμζμηαηαηνήικζζδ ηδξ Chk1 πανμοζία ή 

απμοζία ηαλόθδξ 1ιΜ βζα 8 hrs. Σμ δείβια εθέβπμο έπεζ επςαζηεί ιόκμ ιε ζθαζνίδζα. Β. Υνώζδ 

κζηνζημύ ανβύνμο ιεηά από ηαεανζζιό από ηζξ ιδ εζδζηέξ αθθδθεπζδνάζεζξ ιε δύμ επςάζεζξ 

ζθαζνζδίςκ πνςηεΐκδξ Α ιε ημ εηπύθζζια ηδξ παναπάκς ιεεόδμο βζα 1 hr. Σα δείβιαηα πανμοζζάγμοκ 

πνμζιίλεζξ από ιδ εζδζηέξ πνςηεΐκεξ ηαζ πάθζ δεκ είκαζ εθζηηόξ μ εκημπζζιόξ εζδζηώκ πνςηεσκώκ 

ακάιεζα ζημ δείβια εθέβπμο ηαζ ζε αοηό πανμοζία ηδξ Chk1 πνςηεΐκδ. 
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5. Ζ Chk1 απνκνλώλεηαη ζε 0,02% Σriton κέζω εθρπιίζκαηνο κηηωηηθώλ 

αηξάθηωλ  

 

    Με ζημπό ηδκ ιείςζδ ηςκ πνμζιίλεςκ ηαηά ηδκ απμιόκςζδ ηδξ Chk1 από 

ιζηςηζηά ΖeLa ηύηηανα, εθανιόζηδηε έκα ηνμπμπμζδιέκμ πνςηόημθθμ απμιόκςζδξ 

ιζηςηζηώκ αηνάηηςκ ((Sillje and Nigg, 2006; Sauer et al., 2005) ηαζ ημο Dr Fr. Barr 

ιεηά από επζημζκςκία) ηαηά ημ μπμίμ ιε ζηαδζαηέξ επςάζεζξ δζαθοιάηςκ 

απμιαηνύκμκηαζ πνςηεΐκεξ, όπςξ ημοιπμοθίκδ ηαζ αηηίκδ ώζηε ζημ ηέθμξ ηδξ 

δζαδζηαζίαξ κα απμιμκςεεί δ Chk1 από ημοξ ηζκδημπώνμοξ όζμ ημ δοκαηόκ 

ηαεανόηενδ. ΢οβηεηνζιέκα, ιεηά από 8 ώνεξ επώαζδ ιε ηαλόθδ ζοβηέκηνςζδξ 1 

ιΜ, ηα ηύηηανα ενορζκμπμζήεδηακ ηαζ επςάζηδηακ ιε ιία ζεζνά δζαθοιάηςκ πμο 

πενζείπακ ανπζηά ζοβηέκηνςζδ Σriton 0,05%. Έθεβπμξ βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ 

πνςηεσκώκ Chk1, ημοιπμοθίκδξ ηαζ αηηίκδξ πναβιαημπμζήεδηε ιέζς 

ακμζμαπμηύπςζδξ Western ιε θόνηςια ηδξ ίδζαξ πμζόηδηαξ δείβιαημξ από ημ 

εηάζημηε οπενηείιεκμ ηάεε επώαζδξ (Δζηόκα 11). Γείβια εθέβπμο (input) απμηέθεζε 

πμζόηδηα πμο θήθεδηε αιέζςξ ιεηά ημ ηέθμξ επώαζδξ ιε ημ πνώημ ζηδ ζεζνά 

δζάθοια, επζαεααζώκμκηαξ ηδκ ύπανλδ ηδξ Chk1 ιεηά από θύζδ ηοηηάνςκ. O δύμ 

πνώηεξ επςάζεζξ πναβιαημπμζήεδηακ ιε ημ δζάθοια PTEML, ημ μπμίμ εηηόξ ηςκ 

άθθςκ πενζέπεζ ηδ latrunculin b, δ μπμία απμπμθοιενίγεζ ηδκ αηηίκδ (Morton et al, 

2000), ώζηε ζηα ηεθεοηαία δείβιαηα ζηα μπμία πνόηεζηαζ κα απμιμκςεεί δ Chk1 κα 

ιδκ οπάνπεζ ιεβάθδ πμζόηδηα αηηίκδξ. Ζ επόιεκδ επώαζδ πναβιαημπμζήεδηε ιε ημ 

δζάθοια PTEM (fraction 3) ζε εενιμηναζία δςιαηίμο, εκώ  μζ επόιεκεξ επςάζεζξ 

πναβιαημπμζήεδηακ πανμοζία αζαεζηίμο ζημοξ 4
μ
C. Οζ ορδθέξ ζοβηεκηνώζεζξ 

αζαεζηίμο ηαζ μζ παιδθέξ εενιμηναζίεξ μδδβμύκ ζε απμπμθοιενζζιό ηδξ 

ημοιπμοθίκδξ, ώζηε κα απμιαηνοκεεί δ πενζζζόηενδ πμζόηδηα ημοιπμοθίκδξ (Κeller 

et al., 1982). Μία επώαζδ ιε ημ δζάθοια PTCM πανμοζία 1 mM CaCl2 (fraction 4) 

ηαζ αηόθμοεεξ επςάζεζξ ημο ίδζμο δζαθύιαημξ πανμοζία ΝaCl ζοβηεκηνώζεςκ 50 

mM, 200 mM ηαζ 400 mM (fraction 5, 6, ηαζ7 ακηίζημζπα) πναβιαημπμζήεδηακ, ιε 

ζημπό ηδκ απμιόκςζδ ηδξ Chk1. Όπςξ θαίκεηαζ ζηδκ Eζηόκα 11, όθδ δ πμζόηδηα 

ηδξ Chk1 έπεζ εηποθζζηεί ιεηά από ηζξ δύμ πνώηεξ επςάζεζξ ιε ημ δζάθοια PTEML 

ζοβηέκηνςζδξ 0,05% Triton (fraction 1 ηαζ 2), εκώ ζηζξ επόιεκεξ επςάζεζξ είκαζ δ 

Chk1 δεκ είκαζ ακζπvεύζζιδ. H πενζζζόηενδ ημοιπμοθίκδ απμιαηνύκεηαζ ιεηά από 

ηνεζξ πνώηεξ επςάζεζξ (fraction 1-3), ηαζ δ πενζζζόηενδ αηηίκδ απμιαηνύκεηαζ ιεηά 

ηζξ δύμ πνώηεξ επςάζεζξ, όπςξ είκαζ θμβζηό θόβς ηδξ ύπανλδξ ηδξ latrunculin. Oπόηε, 
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ζε ζοβηέκηνςζδ 0,05% δ Chk1 απμιαηνύκεηαζ ιεηά από ηζξ δύμ πνώηεξ επςάζεζξ 

ιαγί ιε ορδθέξ ζοβηεκηνώζεζξ ημοιπμοθίκδξ ηαζ αηηίκδξ.  

    Γζα κα επζηεοπεεί δ εηπύθζζδ ηδξ Chk1 ζηα ηεθεοηαία fraction ώζηε κα αθαζνεεεί 

,εβάθμ ιένμξ ηδξ ημοιπμοθίκδξ ηαζ αηηίκδξ, πναβιαημπμζήεδηακ επςάζεζξ ζηζξ ίδζεξ 

ζοκεήηεξ, αθθά ιε ηδ ζοβηέκηνςζδ ημο Triton κα ιεζώκεηαζ ζημ 0,02 %. Σμ Triton 

είκαζ ιδ-ζμκηζηό απμννοπακηζηό, ημ μπμίμ δζαηόπηεζ ηζξ οδνόθζθεξ ηαζ οδνόθμαεξ 

αθθδθεπζδνάζεζξ. Οπόηε ζε πενίπηςζδ πμο δ Chk1 δδιζμονβεί ανηεηέξ οδνόθμαεξ 

αθθδθεπζδνάζεζξ ιε πνςηεΐκεξ ηςκ ηζκδημπώνςκ, δε εα απμιμκςεεί αιέζςξ ζηα 

πνώηα fractions ζε παιδθόηενδ ζοβηέκηνςζδ Σriton. Ακμζμαπμηύπςζδ Western 

έδεζλε όηζ δ Chk1 απμιμκώεδηε ιεηά ηδκ πνώηδ επώαζδ ιε ημ PTEML, ημ PTEM, ημ 

PTCM ηαζ ηα PTCM πανμοζία 50 mΜ ηαζ 200 mM NaCl (fraction 1, 3, 4, 5 ηαζ 6 

ακηίζημζπα). Ζ ημοιπμοθίκδ ζε ακηίεεζδ ιε ηα απμηεθέζιαηα ζοβηέκηνςζδξ 0,05% 

Triton απμιμκώκεηαζ ηαζ αοηή ζε ιεβάθεξ πμζόηδηεξ ςξ ηα 200 mM NaCl, ημ μπμίμ 

ζδιαίκεζ όηζ δ Chk1 έπεζ ανηεηέξ πνμζιίλεζξ από ημοιπμοθίκδ αθθά παιδθή 

ζοβηέκηνςζδ ζε αηηίκδ ζηα ηεθεοηαία fraction, όπςξ θαίκεηαζ ζηδκ Δζηόκα 10. Ωξ 

εεηζηό δείβια εθέβπμο απμηέθεζε δ Plk1, πνςηεΐκδ πμο εκημπίγεηαζ ζημοξ 

ηζκδημπώνμοξ ηαζ δ μπμία ζε παθαζόηενα πεζνάιαηα είπε απμδεζπεεί όηζ 

απμιμκώκεηαζ πανμοζία 50 mM , 200 mM ηαζ 400 mM ΝaCl (Elowe et al., 2007). 

    Γζα κα εθαηηςεεί δ ζοβηέκηνςζδ ημοιπμοθίκδξ ζηα δείβιαηα πμο έπεζ απμιμκςεεί 

δ Chk1, πναβιαημπμζήεδηακ μζ ίδζεξ επςάζεζξ αθθά ζηδ ιεβαθύηενδ ζοβηέκηνςζδ 

Σriton ημο 0,035% ώζηε κα απμιαηνοκεεί δ πενζζζόηενδ ημοιπμοθίκδ ζηα ανπζηά 

δείβιαηα ζηδκ πενίπηςζδ πμο δδιζμονβεί πενζζζόηενεξ οδνόθζθεξ ηαζ οδνόθμαεξ 

αθθδθεπζδνάζεζξ από ηδκ Chk1. Σα απμηεθέζιαηα έδεζλακ όηζ πενζζζόηενδ 

ημοιπμοθίκδ απμιαηνύκεηαζ ζηα πνώηα fraction, αθθά δ Chk1 απμιμκώκεηαζ ζε 

ιζηνέξ πμζόηδηεξ πανμοζία 50 mM ηαζ 200 mM NaCl (Δζηόκα 11). Οπόηε, δ 

ζοβηέκηνςζδ Triton 0,02% εεςνείηαζ δ ηαηαθθδθόηενδ βζα ηδκ απμιόκςζδ ανηεηήξ 

πμζόηδηαξ Chk1, αθθά ημ πνόαθδια πνμζιίλεςκ ιε ημοιπμοθίκδ ηαζ αηηίκδ κα 

παναιέκεζ. 
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Eηθόλα 11. Ζ Chk1 εθρπιίδεηαη από εθρπιίζκαηα ηεο κηηωηηθήο αηξάθηνπ παξνπζία ηαμόιεο ζε 

0.02% Σriton.  Γζαδμπζηέξ επςάζεζξ ιε δζαθύιαηα πμο απμιαηνύκμοκ πνμζιίλεζξ από πνςηείκεξ 

όπςξ ημοιπμοθίκδ ηαζ αηηίκδξ ηαζ δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνώζεζξ Triton πνδζζιμπμζήεδηακ βζα αοηό ημ 

ζημπό. Α. Ακμζμαπμηύπςζδ Western ιεηά από επςάζεζξ ιε 0,05% Triton. B. Ακμζμαπμηύπςζδ 

Western ιεηά από επςάζεζξ ιε 0,035% Triton. Γ. Ακμζμαπμηύπςζδ Western ιεηά από επςάζεζξ ιε 

0,02% Triton. Σα δείβιαηα απμηεθμύκ ημ οπενηείιεκμ ηάεε επώαζδξ. Γείβια 1: PTEML, 2: PTEML, 

3: PTEM, 4: PTCM 1 mM CaCl2,  5: PTCM 1 mM CaCl2  + 50 mM NaCl, 6: PTCM 1 mM CaCl2  + 

200 mM NaCl, 7: PTCM 1 mM CaCl2  + 400 mM NaCl, 8: ίγδια. 

 

6. Απνκάθξπλζε ηεο ηνπκπνπιίλεο κε ηε ρξήζε αζβεζηίνπ  

 

    Με ζημπό ηδκ απμιάηνοκζδ ηδξ ημοιπμοθίκδξ, πναβιαημπμζήεδηακ ηνεζξ 

επςάζεζξ ιε αζαέζηζμ, ιία επώαζδ ζοβηέκηνςζδξ 5 mM ηαζ δύμ αηόθμοεεξ 

επςάζεζξ αζαεζηίμο ζοβηέκηνςζδξ 1 mM, ηνμπμπμζώκηαξ ημ πνςηόημθθμ 

απμιόκςζδξ ηδξ ιζηςηζηήξ αηνάηημο πανμοζία 0,02% Σriton. Δπζπθέμκ, θόβς ημο όηζ 

δ Chk1 απμιμκώκεηαζ ςξ ηα 200 mM NaCl πναβιαημπμζήεδηε ιία επζπθέμκ επώαζδ 

πανμοζία 100 mM NaCl ιε ηδκ πζεακόηδηα κα απμηεθέζεζ έκα ηαεανό ηαζ ζε ανηεηή 

πμζόηδηα ηδξ  Chk1 δείβια. Μεηά από Western απμδείπεδηε όηζ δ Chk1 οπάνπεζ ζε 

ιζηνέξ πμζόηδηεξ ζηα δείβιαηα ηςκ 50 mΜ ηαζ 100 mΜ (fraction 7 ηαζ 8 

ακηίζημζπα), εκώ ζηα 200 mM NaCl (fraction 9) είκαζ ιδ-ακζπκεύζζιδ (Δζηόκα 12). 

Δπίζδξ, δ πμζόηδηα ηδξ ημοιπμοθίκδξ ζε αοηά ηα δείβιαηα έπεζ ιεζςεεί ανηεηά θόβς 

Input  1    2    3   4    5     6    7     8

Chk1

tubulin
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0,02% Triton 

0,05% Triton 0,035% Triton  

taxol treated               

Α Β 
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απμιάηνοκζδξ ηδξ ιεβαθύηενδξ πμζόηδηαξ ιεηά από επώαζδ ιε αζαέζηζμ 5 mM ηαζ 

1 mM ζε πάβμ, μπόηε αοηά ηα δείβιαηα ιπμνμύκ κα πνδζζιμπμζδεμύκ ζε 

ακμζμηαηαηνήικζζδ. 
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- 
Eηθόλα 12. Δπωάζεηο αζβεζηίνπ νδήγεζαλ ζε απνπνιπκεξηζκό ηεο ηνπκπνπιίλεο.  

Ακμζμαπμηύπςζδ Western ιεηά από επςάζεζξ ιε 5 mM CaCl2 ηαζ δύμ θμνέξ ιε 1 mM CaCl2 ζε 

0,02% Σriton πανμοζία ηαλόθδξ. Γείβια 1: PTEML, 2: PTEML, 3: PTEM, 4: PTCM 5 mM CaCl2,  5: 

PTCM 1 mM CaCl2, 6: PTCM 1 mM CaCl2, 7: PTCM 1 mM CaCl2  + 50 mM NaCl, 8: PTCM 1 mM 

CaCl2  + 100 mM NaCl, 9: PTCM 1 mM CaCl2 + 200 mM NaCl, 10: PTCM 1 mM CaCl2  + 400 mM 

NaCl, 11: ίγδια 

 

                                      

7. Αλίρλεπζε ηεο Chk1 θαη ηωλ πξωηεϊλώλ κε ηηο νπνίεο αιιειεπηδξά κεηά 

από αλνζνθαηαθξήκληζε  

 

      H Chk1 εηποθίζηδηε από ιζηςηζηέξ αηνάηημοξ ιε 0,02% Σriton, ιεηά από 

επζπνόζεεηεξ επςάζεζξ αζαεζηίμο ζηα δείβιαηα ηςκ 50 mΜ ηαζ 100 mΜ, 

ακμζμηαηαηνδικίζηδηε ηαζ μζ πνςηεΐκεξ ιε ηζξ μπμίεξ αθθδθεπζδνά ακζπκεύεδηακ ιε 

πνώζδ κζηνζημύ ανβύνμο. Ωξ δείβιαηα εθέβπμο πνδζζιμπμζήεδηακ επςάζεζξ ΗgG ηαζ 

ζθαζνζδίςκ, ώζηε κα ιδ θδθεμύκ οπόρζκ μζ πνςηεΐκεξ πμο πνμζδέκμκηαζ ιδ-εζδζηά ζε 

ζθαζνίδζα ηαζ ακηζζώιαηα. Σα απμηεθέζιαηα έδεζλακ ηδκ ύπανλδ ιίαξ έκημκδξ γώκδξ 

ζημ ιμνζαηό αάνμξ ηςκ 105 kDa ηαζ θζβόηενμ έκημκεξ γώκεξ ημκηά ζηα ιμνζαηά αάνδ 

ηςκ 170 ηαζ 70 kDa ηαζ ζηα δύμ δείβιαηα (Δζηόκα 13Α). Γζα κα επζαεααζςεεί δ 

ύπανλδ ηδξ Chk1 ιεηά από ακμζμηαηαηνήικζζδ πναβιαημπμζήεδηε 

ακμζμαπμηύπςζδ Western. Σα απμηεθέζιαηα έδεζλακ όηζ δ Chk1 οπάνπεζ ιεηά από 

ακμζμηαηαηνήικζζδ ζημ δείβια ηςκ 50 mM ηαζ ηςκ  100 mM NaCl (Δζηόκα 13Β). 

Σμ οπόθμζπμ δείβια εζηάθδ βζα θαζιαημζημπία ιάγαξ ώζηε κα ηαοημπμζδεμύκ μζ 

πνςηεΐκεξ ιε ηζξ μπμίεξ αθθδθεπζδνά δ Chk1 πανμοζία ηαλόθδξ. Σα απμηεθέζιαηα 

ηεθζηά έδεζλακ ηδκ ύπανλδ δύμ ιδ εζδζηώκ πνςηεσκώκ ηδξ αζιεκηίκδξ ηαζ ηδξ 

πμνκενίκδξ ζηα 57 kDa ηαζ ζηα 160 kDa, ακηίζημζπα. Ζ αζιεκηίκδ απμηεθεί εκδζάιεζμ 

ζκίδζμ, εκώ δ πμνκενίκδ είκαζ πνςηείκδ ηδξ επζδενιίδαξ. Οζ έκημκεξ γώκεξ ηςκ αανζώκ 

taxol treated 
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Chk1 Ab - +                   - +

Nacl (mM)                    50                                 100

Chk1

Chk1 Ab - +                   - +

Nacl (mM)                    50                                 100

Chk1

ηαζ εθαθνζώκ αθοζίδςκ ηςκ ακηζζςιάηςκ ζηα 50 ηαζ 25 kDa, ειπόδζζακ ηδκ 

ακίπκεοζδ ηόζμ ηδξ Chk1  ζηα 50 kDa όζμ ηαζ άθθςκ πνςηεσκώκ πμο πζεακόηαηα κα 

ανίζημκηαζ ζε αοηά ηα ιμνζαηά αάνδ, αθθά ηαζ ηδκ δθεηηνμθόνδζδ ηςκ πνςηεσκώκ 

θόβς ηςκ ιεβάθςκ πμζμηήηςκ ημοξ.   

 

 

 

 

 

 
 

      

 

 

 

 
 

Δηθόλα 13. Αλίρλεπζε ηεο Chk1 θαη ηωλ πξωηεϊλώλ πνπ αιιειεπηδξά παξνπζία ηαμόιεο κεηά 

από αλνζνθαηαθξήκληζε. Ακμζμηαηαηνήικζζδ πναβιαημπμζήεδηε ζηα δείβιαηα ηςκ 50 mΜ ηαζ 100  

mΜ  ΝaCl ιεηά από επώαζδ 8 hrs ιε ηαλόθδ ηαζ ενορζκμπμίδζδ ηοηηάνςκ.  Aνκδηζηό δείβια εθέβπμο 

απμηέθεζε επώαζδ ιε ΗgG ηαζ ζθαζνίδζα. Α. Υνώζδ κζηνζημύ ανβύνμο ιεηά από ακμζμηαηαηνήικζζδ 

απμηάθορε κέεξ πνςηεΐκεξ ζηα 105, ~170 ηαζ ~70 kDa. *¨:γώκεξ πμο δεκ οπάνπμοκ ζηα δείβιαηα 

εθέβπμο. Β. Ακμζμαπμηύπςζδ Western ακίπκεοζε ηδκ Chk1 ιεηά από ακμζμηαηαηνήικζζδ 

. 

 

8. Οκνηνπνιηθή ζύλδεζε αληηζώκαηνο γηα ηελ Chk1 ζε ζθαηξίδηα 

  

    Με ζημπό ηδκ απμιάηνοκζδ ηςκ ΗgGs, πναβιαημπμζήεδηε μιμζμπμθζηή ζύκδεζδ 

ημο ακηζζώιαημξ ηδξ Chk1 ζε ζθαζνίδζα ζεθανόγδξ ιε πνςηεΐκδ Α (cross-linked  

ακηίζςια). ΖeLa ηύηηανα θύεδηακ ιε οπενήπμοξ ηαζ ακμζμηαηαηνήικζζδ 

πναβιαημπμζήεδηε ιε cross-linked ακηίζςια ηδξ Chk1. Γείβια εθέβπμο 

πνδζζιμπμζήεδηε δ επώαζδ δείβιαημξ ιε ακηίζςια εκάκηζα ηδξ Chk1  ηαζ αηόθμοεδ 

επώαζδ ιε ζθαζνίδζα. Λόβς μιμζμπμθζηήξ ζύκδεζδξ ημο ακηζζώιαημξ ιε ηδκ 

πνςηεΐκδ Α, ιέζς εκόξ δζαζοκδέηδ DSP, μ μπμίμξ δεκ απμδμιείηαζ πανμοζία DTT, 

ιεζώκμκηαζ μζ πνμζιίλεζξ ΗgGs ζημ δείβια. Υνώζδ κζηνζημύ ανβύνμο επζαεααίςζε όηζ 

δ πμζόηδηα ημο ακηζζώιαημξ ζημ δείβια έπεζ ιεζςεεί ηαηά πμθύ ιεηά από cross-

linking (Δζηόκα 14Α). Γζα κα ελαηνζαςεεί όηζ ημ cross-linked ακηίζςια πνμζδέκεζ 

ηδκ Chk1, πναβιαημπμζήεδηε ακμζμαπμηύπςζδ Western. Ακμζμηαηαηνήικζζδ 

πναβιαημπμζήεδηε ιεηά ηδκ εθανιμβή ημο πνςημηόθθμο εηποθίζιαημξ ηδξ 
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ιζηςηζηήξ αηνάηημο ιε 50 mM NaCl βζαηί εθανιμβή θύζδξ ιε οπενήπμοξ μδδβμύζε 

ζε ορδθό background. Όπςξ θαίκεηαζ ζηδκ Δζηόκα 14Β, ημ cross-linked ακηίζςια 

ακαβκςνίγεζ Chk1 ηαζ ακζπκεύεζ ζπεδόκ ίδζα πμζόηδηα πνςηεΐκδξ ιε ημ non-cross-

linked ακηίζςια. Ανκδηζηό δείβια εθέβπμο απμηέθεζε δ επώαζδ δείβιαημξ ιε 

ζθαζνίδζα ώζηε κα πμζμηζημπμζδεεί ημ background. 

 

 

 

 

 

 

 

 

.                                                

          

                                         

 

Δηθόλα 14.  Μείωζε αληηζώκαηνο ζην δείγκα κε ηε ρξήζε cross-linked αληηζώκαηνο ζε 

ζθαηξίδηα. Α. Υνώζδ κζηνζημύ ανβύνμο ιεηά από ακμζμηαηαηνήικζζδ ιε cross-linked ακηίζςια ζε 

δείβια πνςηεσκώκ από θύζδ ιε οπενήπμοξ. Β. Ακμζμαπμηύπςζδ Western επζαεααζώκεζ ηδκ ακίπκεοζδ 

ηδξ Chk1 ζηζξ ίδζεξ πμζόηδηεξ πανμοζία ημο cross-linked ηαζ non-cross-linked ακηζζώιαημξ ιεηά από 

ακμζμηαηαηνήικζζδ ιε 50 mM NaCl. Eπώαζδ ιε ζθαζνίδζα απμηεθεί ανκδηζηό δείβια εθέβπμο. 

Γείβια 50 mM επζαεααζώκεζ ηδκ ύπανλδ ηδξ Chk1 πνζκ ηδκ ακμζμηαηαηνήικζζδ. 

 

 

 

9. Απνκόλωζε ηωλ κηηωηηθώλ θπηηάξωλ ΖeLa παξνπζία ηαμόιεο θαη 
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15Α). Με ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία επζαεααζώεδηε μ ζπδιαηζζιόξ ηδξ ιζηςηζηήξ 

αηνάηημο ζηδ θάζδ ηδξ πνμιεηάθαζδξ (Eζηόκα 15Β).  

 

                                            
    

                                                                                        
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     
 

Eηθόλα 14.  Αλίρλεπζε ηωλ πξωηεϊλώλ πνπ αιιειεπηδξνύλ κε ηελ Chk1 κεηά από shake-off ηωλ 

κηηωηηθώλ θπηηάξωλ παξνπζία ηαμόιεο. Α. Κοηηανμιεηνία νμήξ βζα ηδ pH3 ηαζ ημ DNA ιε πνώζδ 

ακηζζςιάηςκ ηαζ ζςδζμύπμο πνμπζδίμο ακηίζημζπα, βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ ιζηςηζηώκ ηοηηάνςκ ιεηά 

από shake-off έδεζλε 80% ιζηςηζηά ηύηηανα. Β.  Υαναηηδνζζηζηή πνμιεηάθαζδ ιεηά από 8 hrs 

επώαζδ ιε ηαλόθδ ηαζ shake-off, δ μπμία ακαθύεδηε ιε ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία. Πνάζζκμ: α-

ημοιπμοθίκδ, ιπθε: DNA. Ζ ηθίιαηα είκαζ 5 ιm.  Γ.  Υνώζδ κζηνζημύ ανβύνμο ιεηά από 

ακμζμηαηαηνήικζζδ απμηάθορε κέεξ πνςηεΐκεξ ζηα ~160, ~105 ηαζ ~75 kDa. Ζ ακμζμηαηαηνήικδζδ 

έβζκε ζημ δείβια ηςκ 50 mM NaCl (ιε 0,02% Triton ηαζ επζπνόζεεηεξ επςάζεζξ αζαεζηίμο) ηαζ 

πνδζζιμπμζήεδηε ακηίζςια βζα ηδκ Chk1 μιμζμπμθζηά ζοκδεδειέκμ ζε ζθαζνίδζα. Γείβια εθέβπμο 

απμηέθεζε δ επώζδ ιόκμ ζθαζνζδίςκ. *¨:  γώκεξ πμο δεκ οπάνπμοκ ζηα δείβιαηα εθέβπμο. 
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βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ πνςηεσκζηώκ αθθδθεπζδνάζεςκ ιεηά από shake-off. Σμ 

πνςηόημθθμ απμιόκςζδξ ηδξ ιζηηςηζηήξ αηνάηημο εθανιόζηδηε ζηζξ ίδζεξ ζοκεήηεξ 

όπςξ πνμδβμοιέκςξ (0,02% Σriton, 5 mM ηαζ 2 θμνέξ 1 mΜ αζαέζηζμ) ηαζ 

ακμζμηαηαηνήικζζδ ηδξ Chk1 πναβιαημπμζήεδηε ζημ δείβια ηςκ 50 mM NaCl. Γζα 

ηδκ απμθοβή πνμζιίλεςκ ακηζζώιαημξ ζημ δείβια, πνδζζιμπμζήεδηε ακηίζςια 

εκάκηζα ηδξ Chk1 μιμζμπμθζηά ζοκδεδειέκμ ζε ζθαζνίδζα πνςηεΐκδξ Α. Γείβια 

εθέβπμο οπήνλε δ επώαζδ δείβιαημξ ιε ζθαζνίδζα. Υνώζδ κζηνζημύ ανβύνμο 

ακίπκεοζε πνςηεΐκεξ ζε ιμνζαηά αάνδ ημκηά ζηα 160, 105 ηαζ 75 kDa (Δζηόκα 15Γ). 

Σμ οπόθμζπμ δείβια εζηάθδ βζα θαζιαημζημπία ιάγαξ ώζηε κα ηαοημπμζδεμύκ μζ 

πνςηείκεξ ιε ηζξ μπμίεξ αθθδθεπζδνά δ Chk1 πανμοζία ηαλόθδξ ηαζ ημ απμηέθεζια 

ακαιέκεηαζ. 
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IV. ΢ΤΕΖΣΖ΢Ζ 

 
    Ζ Chk1 ηαηέπεζ έκα ζδιακηζηό νόθμ ζηδκ εκενβμπμίδζδ ημο spindle checkpoint 

ηαζ ζημ ζηαιάηδια ημο ηοηηανζημύ ηύηθμο πανμοζία ηαλόθδξ (Zachos et al., 2007). 

Ωζηόζμ, μ αηνζαήξ νόθμξ ηδξ Chk1 ηαζ ηα πζεακά οπμζηνώιαηά ηδξ δεκ έπμοκ 

πθήνςξ πενζβναθεί. Σμ ιόκμ ςξ ηώνα βκςζηό οπόζηνςια ηδξ Chk1 πανμοζία 

ηαλόθδξ είκαζ δ Αurora B (Zachos et al., 2007), δ μπμία ιαγί ιε ηζξ πνςηεΐκεξ 

ΗNCENP, Survivin, Borealin ηαζ CSC-1 TD-60 απμηεθεί ημ θεβόιεκμ ζύιπθμημ CPC 

(Chromosomal Passengers Complex) (Vagnarelli and Earnshaw, 2004).  Με ζημπό 

ηδκ ηαοημπμίδζδ κέςκ οπμζηνςιάηςκ ηδξ Chk1 ζημ spindle checkpoint εθέπεδηε δ 

δνάζδ ηςκ πδιζηώκ ακαζημθέςκ ηδξ Chk1, ΝΜ-ΡΡ1 ηαζ 3ΜΒ-ΡΡ1 πανμοζία 

etoposide ή ηαλόθδξ, ιε ηδ πνήζδ πδιζηήξ βεκεηζηήξ. Οζ πδιζημί ακαζημθείξ είκαζ 

μβηώδεζξ ώζηε κα ηαζνζάγμοκ ιόκμ ζημ ηαηαθοηζηό ηέκηνμ  ημο ιεηαθθάβιαημξ ηδξ 

Chk1, ζηo μπμία έπεζ ακηζηαηαζηαεεί ζηδ εέζδ πνόζδεζδξ ημο ATP δ θεοηίκδ ζε 

αθακίκδ, ώζηε κα πνμζανιόγεζ μβηώδδ ακάθμβα πμονίκδξ. Οπόηε μζ πδιζημί 

ακαζημθείξ δεκ ηαζνζάγμοκ ζηα ηαηαθοηζηά ηέκηνα ηςκ πενζζζόηενςκ ηζκαζώκ, είκαζ 

αδνακείξ όηακ εθανιόγμκηαζ ζε αβνίμο ηύπμο ηύηηανα, αθθά ορδθά εκενβμί ζημ 

ακάθμβμ ηδξ Chk1, ώζηε ιε ηδ πνήζδ ναδζεκένβεζαξ δ θςζθμνζηή μιάδα ημο 

ακαζημθέα κα ιεηαθένεηαζ ιόκμ ζηα οπμζηνώιαηα ηδξ Chk1. Σα απμηεθέζιαηα 

έδεζλακ όηζ μ πδιζηόξ ακαζημθέαξ ΝΜ-ΡΡ1 ζηαιαηά ημ 38% ηςκ ηοηηάνςκ ζηδκ 

G2/M θάζδ ιεηά από 8 ώνεξ επώαζδξ ιε etoposide, ημ μπμίμ πνμηαθεί αθάαδ ζημ 

DNA, εκώ απμοζία ακαζημθέα ημ 65% ηςκ ηοηηάνςκ ανίζηεηαζ ζηδ G2/M θάζδ. 

Αοηό ζδιαίκεζ όηζ μ ΝΜ-ΡΡ1 εα ιπμνμύζε κα πνδζζιμπμζδεεί βζα ηδκ εύνεζδ ηςκ 

οπμζηνςιάηςκ ηδξ Chk1 ζηδκ G2/M θάζδ. Ακηζεέηςξ, μ ακαζημθέαξ ΝΜ-ΡΡ1 

πανμοζία ηαλόθδξ δε ιεζώκεζ ημ πμζμζηό ηοηηάνςκ ζηδ ιίηςζδ από όηζ απμοζία ημο 

ακαζημθέα. Αηνζαώξ ημ ίδζμ απμηέθεζια δίκεζ ηαζ δ πνήζδ ημο πδιζημύ ακαζημθέα 

3ΜΒ-ΡΡ1 πανμοζία ηαλόθδξ. Οπόηε ζοιπεναίκμοιε όηζ μ πδιζηόξ ακαζημθέαξ ΝΜ-

ΡΡ1 εα ιπμνμύζε κα πνδζζιμπμζδεεί βζα ηδκ ηαοημπμίδζδ οπμζηνςιάηςκ ζημ G2/M 

checkpoint, αθθά όπζ ζημ spindle checkpoint. Aοηό ίζςξ ζοιααίκεζ, δζόηζ μ ΝΜ-ΡΡ1 

είκαζ ανηεηόξ βζα κα απεκενβμπμζήζεζ ιενζηώξ ημ G2/M checkpoint, αθθά δεκ είκαζ 

ζηακόξ κα απεκενβμπμζήζεζ ημ spindle checkpoint θόβς πζεακόηδηα ιεβαθύηενδξ 

εκενβμπμίδζδξ ηδξ Chk1. 

    Μία δεύηενδ ζεζνά πεζναιάηςκ πναβιαημπμζήεδηε βζα ηδκ ηαοημπμίδζδ ηςκ 

πνςηεσκώκ πμο αθθδθεπζδνμύκ ιε ηδκ Chk1 ιεηά από εκενβμπμίδζδ ημο spindle 
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checkpoint πανμοζία ηαλόθδξ. Ζ Chk1 απμιμκώεδηε ζε παιδθή ζοβηέκηνςζδ Triton 

από 80% ιζηςηζηώκ ΖeLa ηοηηάνςκ. Μεηά από ακμζμηαηαηνήικζζδ ηδξ ηαζ πνώζδ 

κζηνζημύ ανβύνμο εκημπίζηδηακ πζεακέξ πνςηεΐκεξ πμο αθθδθεπζδνμύκ ιε ηδκ Chk1 

ημκηά ζηα ιμνζαηά αάνδ ηςκ 160, 105 ηαζ 75 kDa. Mία πζεακή πνςηεΐκδ πμο ίζςξ 

αθθδθεπζδνά ιε ηδκ Chk1 ηαζ ακηζζημζπεί ζημ ιμνζαηό αάνμξ ηςκ 106 kDa είκαζ δ 

ΗΝCENP, δ μπμία απμηεθεί ιία από ηζξ πνςηεΐκεξ ημο ζοιπθόημο CPC ηαζ  

ζοκεκημπίγεηαζ ιε ηδκ Chk1 ζημ ιεζόζςια (midbody) ηαηά ηδκ ηεθόθαζδ απμοζία 

θανιάηςκ (Zachos et al., 2007). Δπζπθέμκ, ημκηά ζημ ιμνζαηό αάνμξ ηςκ 160 kDa 

ανίζηεηαζ δ ΒubR1, δ μπμία απμηεθεί οπόζηνςια ηδξ Αurora B ηαζ ηδξ μπμίαξ δ 

ημπμεέηδζδ ζημοξ ηζκδημπώνμοξ είκαζ ελανηώιεκδ από ηδκ Chk1 (Zachos et al., 

2007). Ζ Αurora B, ακ ηαζ ανίζηεηαζ ζημ ιμνζαηό αάνμξ ηςκ 40 kDa, ακαιέκεηαζ ςξ 

πζεακή πνςηεΐκδ πμο αθθδθεπζδνά ιε ηδκ Chk1, αθμύ απμηεθεί οπόζηνςιά ηδξ. 

Ωζηόζμ, ηαιία από ηζξ παναπάκς πνςηεΐκεξ δεκ είκαζ ζίβμονμ όηζ αθθδθεπζδνμύκ ιε 

ηδκ Chk1  ηαεώξ κέεξ πνςηεΐκεξ ιπμνεί κα ηαοημπμζδεμύκ ιέζς θαζιαημζημπίαξ 

ιάγαξ. Σα δείβιαηα ζηάθεδηακ βζα θαζιαημζημπία ιάγαξ ηαζ ηα απμηεθέζιαηα 

ακαιέκμκηαζ.  

    Μεηά ηδκ ηαοημπμίδζδ ηςκ κέςκ πνςηεσκώκ πμο αθθδθεπζδνμύκ ιε ηδκ Chk1 

πνέπεζ κα εθεβπεεί ηάεε πνςηεΐκδ λεπςνζζηά, ώζηε κα επζαεααζςεεί όηζ δ 

αθθδθεπίδναζδ είκαζ αθδεήξ, εζδζηή ηαζ άιεζδ. Ζ ηεπκζηή  FAR-Western ηαζ GST-

pull down εα ιπμνμύζε κα εθανιμζηεί βζα ημκ έθεβπμ ηδξ άιεζδξ πνόζδεζδξ ηδξ 

εηάζημηε πνςηεΐκδξ ζηδκ Chk1, εκώ δ εθανιμβή ημο kinase assay εα ήηακ δοκαηή 

βζα ηδκ εύνεζδ πζεακμύ οπμζηνώιαημξ ηδξ Chk1. Δπζπθέμκ, ιε ηδ πνήζδ 

ζοκεζηζαηήξ ιζηνμζημπίαξ εα ιπμνμύζε κα εθεβπεεί ακ μζ πνςηεΐκεξ ζοκεκημπίγμκηαζ 

ιε ηδκ Chk1 (co-locolization) ζημοξ ηζκδημπώνμοξ, όπμο δ Chk1 εκημπίγεηαζ 

πανμοζία ηαλόθδξ (Zachos et al., 2007). Μεθέηδ ηςκ πνςηεσκζηώκ αθθδθεπζδνάζεςκ 

ζηδ θάζδ ηδξ ακάθαζδξ ηαζ ηδξ ηεθόθαζδξ ιεηά από release από ηαλόθδ εα 

απμηεθμύζε επόιεκμ ζηόπμ ενβαζίαξ. 

    Οζ ακαζημθείξ ημο spindle checkpoint επάβμοκ ιαγζηό θάεμξ δζαπςνζζιό ηςκ 

αδεθθώκ πνςιαηίδςκ ηαζ μδδβμύκ ζε εάκαημ ηςκ ηανηζκζηώκ ηοηηάνςκ (Harrington 

et al., 2004). Καηακόδζδ ηςκ ιδπακζζιώκ ιε ημοξ μπμίμοξ θεζημονβεί δ Chk1 ηαζ 

ηαοημπμίδζδ κέςκ πνςηεσκώκ ιε ηζξ μπμίεξ αθθδθεπζδνά είκαζ δοκαηό κα μδδβήζεζ ζε 

ηαηαζηεοή κέςκ ακαζημθέςκ ηαζ ηδκ εύνεζδ κέςκ ιεεόδςκ βζα ηδ αεθηίςζδ ηδξ 

εεναπείαξ ημο ηανηίκμο.. 
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