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Περίληψη 
 

      Στα πλαίσια της παρούσας διπλωματικής εργασίας  μελετήθηκε η 

αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών Chk1 και Aurora B και πιο συγκεκριμένα εστιάστηκε 

το ενδιαφέρον στον εντοπισμό συγκεκριμένων νουκλεοτιδικών αλληλουχιών του 

γονιδίου της Chk1 και συνεπώς αμινοξικών αλληλουχιών που είναι απαραίτητες για 

την αλληλεπίδραση με την πρωτεΐνη Αurora B. 

        H Chk1 όντας μία checkpoint κινάση συμμετέχει στους μηχανισμούς ελέγχου 

του κυττάρου σε όλες τις φάσεις του κυτταρικού κύκλου με απώτερο σκοπό να 

καταστείλει την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου παρουσία βλαβών του DNA έως ότου 

επιδιορθωθούν τα λάθη, προστατεύοντας έτσι τα κύτταρα από τη δημιουργία 

χρωμοσωμικής αστάθειας. 

      Όσον αφορά την Aurora B, αποτελεί τη βασική πρωτεΐνη του chromosomal 

passenger complex που διαδραματίζει ιδιαίτερο ρόλο στο mitotic spindle checkpoint 

αποτρέποντας την πρώιμη είσοδο των κυττάρων από τη μετάφαση στην ανάφαση 

απουσία τάσης των κινητοχώρων ή ΄΄μερικής΄΄ τάσης λόγω λαθεμένης  πρόσδεσης 

των μικροσωληνίσκων στους κινητοχώρους. 

      Πώς συνδέονται όμως οι πρωτεΐνες Chk1 και Aurora B ; H καθοριστική απάντηση 

δόθηκε το 2011 από τους Petsalaki et al. οι  οποίοι απέδειξαν ότι στη μίτωση η Chk1 

φωσφορυλιώνει την Aurora B στο κατάλοιπο σερίνη 331 αυξάνοντας σημαντικά την 

ενεργότητα της. 

      Το επόμενο βήμα των ερευνών όπως αναφέρθηκε ήταν να αποδειχθεί αν Chk1 

και Aurora B αλληλεπιδρούν σταθερά μεταξύ τους και να εντοπιστούν οι αλληλουχίες 

της Chk1 που είναι υπεύθυνες για την αλληλεπίδραση με την Aurora B. Mετά από 

κλωνοποίηση τεσσάρων νουκλεοτιδικών αλληλουχιών και έπειτα από την 

απομόνωση των αντίστοιχων πρωτεϊνικών αλληλουχιών και με χρήση της τεχνικής 

GST pull down assay διαπιστώθηκε με western blot analysis ότι:  

1) H Chk1 full length αλληλεπιδρά σταθερά με την Αurora B. 

2) To Ν-αμινοτελικό άκρο της Chk1 όπως και το C-καρβοξυτελικό άκρο δεν είναι 

ικανά από μόνα τους για να αλληλεπιδράσουν με την Αurora B 

3) Απαραίτητες για την αλληλεπίδραση των δύο πρωτεϊνών με βάση τα 

πειράματα που διεξήχθησαν είναι δύο περιοχές της Chk1, μία στο Ν-

αμινοτελικό  και μία στο C-καρβοξυτελικό άκρο. 
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Σύντομη ανασκόπηση του κυτταρικού κύκλου 

  

     Ο κυτταρικός κύκλος αποτελεί μια σύνθετη και  ρυθμιζόμενη διαδικασία διαδοχής 

μορφολογικών και βιοχημικών μονοπατιών  που οδηγεί στη δημιουργία δύο 

θυγατρικών κυττάρων πανομοιότυπων με το προγονικό κύτταρο. Η πιο βασική 

λειτουργία του κυτταρικού κύκλου είναι η ακριβής αντιγραφή του γενετικού υλικού 

DNA των χρωμοσωμάτων και ο διαχωρισμός των αντιγράφων στα θυγατρικά 

κύτταρα .Ο χρωμοσωμικός διπλασιασμός συμβαίνει κατά την φάση S (synthesis 

DNA)  του κύκλου η οποία τυπικά διαρκεί 10 -12 ώρες όσον αφορά τα κύτταρα των 

θηλαστικών ενώ ο χρωμοσωμικός διαχωρισμός και η κυτταρική διαίρεση λαμβάνει 

χώρα κατά την φάση Μ (Μitosis) η οποία διαρκεί λιγότερο από 1 ώρα για τα 

προαναφερθέντα κύτταρα. Η φάση Μ περιλαμβάνει δύο σημαντικά γεγονότα : α) την 

διαίρεση του πυρήνα ή μίτωση όπου τα διπλασιασμένα χρωμοσώματα διανέμονται 

στους θυγατρικούς πυρήνες και β) την διαίρεση του κυτταροπλάσματος ή 

κυτταροκίνηση όπου έχουμε την πλήρη δημιουργία των δύο πανομοιότυπων 

κυττάρων. Ωστόσο δύο ακόμη στάδια παρατηρούνται κατά τον κυτταρικό κύκλο το 

στάδιο G1 ανάμεσα στη φάση Μ και S  και το στάδιο G2  μεταξύ της φάσης S και Μ. 

       Κατά τη φάση G1 το κύτταρο προετοιμάζεται για να μεταβεί στη φάση S  και 

χαρακτηρίζεται από υψηλό μεταβολικό ρυθμό καθώς συντίθενται δομικές πρωτεΐνες 

,ένζυμα και γίνεται και διπλασιασμός ορισμένων οργανιδίων. Στη φάση G2 η 

κυτταρική αύξηση συνεχίζεται ενώ ταυτόχρονα συντίθεται ορισμένες πρωτεΐνες και 

ένζυμα απαραίτητα για τη μετάβαση του κυττάρου από τη φάση G2 στη μίτωση. Οι 

φάσεις G1 ,S και  G2 αποτελούν τη μεσόφαση. Πλην των τεσσάρων φάσεων υπάρχει 

και η φάση G0.Το θυγατρικό κύτταρο που έχει προκύψει από τη μίτωση αντί να 

εισέλθει στη φάση προετοιμασίας G1 για μία επερχόμενη διαίρεση εισέρχεται σε μία 

φάση ηρεμίας G0 η οποία καθορίζεται από ποικίλλα εξωτερικά ερεθίσματα όπως την 

έλλειψη αυξητικών παραγόντων, μιτογόνων. Η τυχόν θετική επίδραση των αυξητικών 

παραγόντων οδηγεί το κύτταρο να εισέλθει στη G1 υπερβαίνοντας το R (Restriction 

point) και πλέον η πορεία του κυττάρου προς τη μίτωση είναι προδιαγεγραμμένη 

καθώς δεν υπακούει στους αυξητικούς παράγοντες.  

      Η  μετάβαση από τη μία φάση του κυτταρικού κύκλου στην επόμενη ρυθμίζεται 

από μια ποικιλία διαφορετικών κυτταρικών πρωτεϊνών. Οι ρυθμιστικές αυτές 

πρωτεΐνες ονομάζονται κυκλινό-εξαρτώμενες κινάσες CDKs και αποτελούν κινάσες 

σερίνης-θρεονίνης και ενεργοποιούνται σε συγκεκριμένες στιγμές κατά τον κυτταρικό 

κύκλο. Για την ενεργοποίηση των CDKs απαραίτητη προϋπόθεση είναι η σύνδεση 

τους με τις κυκλίνες. Τα επίπεδα των CDKs παραμένουν σταθερά κατά τη διάρκεια 

του κύκλου σε αντίθεση με τις κυκλίνες που τα επίπεδα τους αυξομειώνονται λόγος 

που επιβεβαιώνει την περιοδική ενεργοποίηση των CDKs (Evans et al.1983; Pines 

1991). Ωστόσο για την πλήρη ενεργοποίηση των CDKs εκτός της πρόσδεσης των 

κυκλινών απαραίτητο καθίσταται το γεγονός της φωσφορυλίωσης καταλοίπων 

θρεονίνης ή τυροσίνης από ειδικές κινάσες Cdk –independent kinase (CAK) στο 

ενεργό κέντρο των CDKs. Tο ενεργοποιημένο σύμπλοκο CDK – Cyclin ανάλογα με 
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το στάδιο του κυτταρικού κύκλου φωσφορυλιώνει διάφορα υποστρώματα με στόχο 

να προωθήσει την εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου από την G1εως τη μίτωση (Εικόνα 

1). 

      Παρόλο αυτά σημαντικό ρόλο στη ρυθμιστική διαδικασία του κυτταρικού κύκλου 

έχουν και οι αναστολείς των συμπλεγμάτων CDKS –Cyclin( CKI, CDK inhibitors) 

καθώς και οι κινάσες Wee1 και Μyt1 οι οποίες με ανασταλτική φωσφορυλίωση της 

CDK1 στην τυροσίνη 15 και στην θρεονίνη 14 απενεργοποιούν την κινάση έως ότου 

μπει στη μίτωση όπου μετέπειτα μια ειδική φωσφατάση η Cdc 25 την ενεργοποιεί 

(Lew and Kornbluth 1996). Έτσι ρυθμίζονται τα επίπεδα των συμπλόκων στις 

διάφορες φάσεις. 

 

       Ωστόσο για να ξεκινήσει η επομένη φάση στον κυτταρικό κύκλο το κύτταρο θα 

πρέπει να βεβαιωθεί ότι η προηγούμενη φάση ολοκληρώθηκε επιτυχώς και δεν 

υπήρξαν λάθη. Έτσι το κύτταρο διαθέτει ένα μηχανισμό που του επιτρέπει να ελέγχει 

την εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου μέσω τριών σημείων ελέγχου checkpoint τα οποία 

είναι τα εξής :G1/S ,G2/M και το mitotic spindle checkpoint (Εικόνα 2).Aυτά τα σημεία 

μπορούν ν’ αναστείλουν την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου έως ότου οι συνθήκες 

γίνουν ευνoητές για τη μετάβαση στις επόμενες φάσεις.  

      Κατά τη φάση G1 το κύτταρο ελέγχει αν οι συνθήκες του περιβάλλοντος είναι 

ευνοϊκές για τον πολλαπλασιασμό τους και αν το γονιδίωμα είναι έτοιμο για 

αντιγραφή. Αν ωστόσο το γονιδίωμα φέρει βλάβες τότε ενεργοποιείται ένα 

σηματοδοτικό μονοπάτι που οδηγεί το κύτταρο είτε σε σταμάτημα του κυτταρικού 

κύκλου έως ότου επιδιορθωθεί η βλάβη είτε σε κυτταρικό θάνατο, απόπτωση. 

Επόμενο σημείο ελέγχου εντοπίζεται ανάμεσα στις φάσεις G2 και Μ και ελέγχει αν το 

DNA είναι πλήρως και σωστά αντιγραμμένο, χωρίς βλάβες με στόχο να συμβεί η 

επιτυχημένη μετάβαση στη μίτωση.Το τελευταίο checkpoint αφορά τη μετάβαση από 

την μετάφαση της μίτωσης στην ανάφαση. Απαραίτητη προϋπόθεση είναι η διπολική 

πρόσδεση των μικροσωληνίσκων της ατράκτου στους κινητοχώρους των 

χρωμοσωμάτων. Σε περίπτωση που αυτό δεν συμβεί τότε ενεργοποιείται το mitotic 
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spindle checkpoint για αναστολή της μετάβασης από τη μετάφαση στην ανάφαση 

έως ότου διορθωθεί το λάθος. 

 

Η μίτωση 

       Όταν το κύτταρο μεταβεί από το σημείο ελέγχου G2/S τότε είναι ικανό να εισέλθει 

στη φάση της μίτωσης.Η μίτωση διαχωρίζεται στα εξής στάδια (Εικόνα 3) : 

Πρόφαση 

 Αρχίζει με τη συμπύκνωση των διπλασιασμένων χρωμοσωμάτων τα οποία 

συστρατεύουν την πυρηνική πρωτεΐνη condesin II. 

 Η πρωτεΐνη cohesin μετατοπίζεται από του χρωμοσωμικούς βραχίονες στο 

κεντομερές . 

 Τα διπλασιασμένα ζευγάρια των κεντριολίων εκτός του πυρήνα που 

σχηματίζουν τα δύο κεντροσώματα αρχίζουν να σχηματίζουν την μιτωτική 

άτρακτο μετακινούμενα σε αντίθετους πόλους. 

 Αρχίζει ο πολυμερισμός των μικροσωληνίσκων από τα κεντροσώματα. 

                                           

                                           Προμετάφαση 

 

 Διάλυση του πυρηνικού φακέλου. 

 Γρήγορος πολυμερισμός και αποπολυμερισμός των μικροσωληνίσκων από 

τα κεντροσώματα. 

 Συστράτευση στα χρωμοσώματα της κυτταροπλασματικής πρωτεΐνης 

condesin Ι 

 Οι κινητοχώροι των μικροσωληνίσκων προσδένουν μικροσωληνίσκους από 

τους αντίθετους πόλους της ατράκτου. 
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                                                      Μετάφαση 

 Τα χρωμοσώματα εμφανίζουν το μέγιστο βαθμό συσπείρωσης 

 Τα χρωμοσώματα ευθυγραμμίζονται στον ισημερινό της ατράκτου 

                                                       Ανάφαση 

 Ξεκινά ο διαχωρισμός των αδελφών χρωματίδων με τη βοήθεια της separase 

η οποία αποικοδομεί την cohesin. 

 Οι μικροσωληνίσκοι του κινητοχώρου αποπολυμερίζονται με απώλεια 

μονάδων τουμπουλίνης από την περιοχή του κινητοχώρου  και έτσι τα 

χρωμοσώματα ωθούνται προς τους αντίθετους πόλους της ατράκτου 

(Ανάφαση Α) ενώ οι μη προσδεδεμένοι μικροσωληνίσκοι σε κινητοχώρους ή 

επικαλυπτόμενοι  φέρουν πρωτεΐνες κίνησης οι οποίες είναι υπεύθυνες για 

την επιμήκυνση της ατράκτου (Ανάφαση Β). 

 

                                           Τελόφαση 

 

 Τα χρωμοσώματα ομαδοποιούνται στους αντίθετους πόλους της ατράκτου. 

 Αρχίζει η αποσυμπύκνωση των χρωμοσωμάτων. 

 Αρχικός σχηματισμός πυρηνικής μεμβράνης γύρω από τα χρωμοσώματα 

,σχηματισμός Golgi και ενδοπλασματικού δικτύου. 

 Δημιουργία συσταλτού δακτυλίου για το διαχωρισμό του κυτταροπλάσματος. 

 

                                     Κυτταροκίνηση 

 

 Σχηματισμένη πυρηνική μεμβράνη. 

 Σχηματισμός κυτταροπλασματικής αύλακας. 

 Διαχωρισμός κυτταροπλάσματος, σχηματισμός δύο θυγατρικών κυττάρων 

πανομοιότυπα με το αρχικό 
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 Εισαγωγή  

Η οικογένεια των κινασών Αurora. 

       H οικογένεια των κινασών Aurora αποτελούν κινάσες σερίνης –θρεονίνης. 

Συμμετέχουν στη ρύθμιση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού από τη στιγμή που τα 

χρωμοσώματα εισέρχονται στη μίτωση έως το στάδιο της κυτταροκίνησης. Ο αριθμός 

των μελών της οικογένειας Aurora ποικίλλει ανάλογα με το είδος. Ο μύκητας (budding 

yeast) έχει ένα γονίδιο που κωδικοποιεί την Αurora (αναφέρεται συνήθως και ως 

Aurora/IpII) (Chan et al. 1993), η Drosophila καθώς και οι ανώτεροι ευκαρυώτες 

έχουν δύο γονίδια που κωδικοποιούν την Aurora A και Aurora B (Glover et al.1995) 

ενώ στα θηλαστικά έχει ταυτοποιηθεί και η Αurora C η οποία εκφράζεται στα γαμετικά 

κύτταρα των όρχεων συμμετέχοντας στη διαδικασία της μείωσης. Aν και η Aurora A 

παρουσιάζει μεγάλη ομολογία με την Aurora Β όσον αφορά την καταλυτική τους 

περιοχή, ομολογία που ανέρχεται στο 70% οι δυο πρωτεΐνες έχουν διαφορετική 

κυτταρική τοποθέτηση και λειτουργία (Εικόνα 4). Αναφορικά η Aurora A εντοπίζεται 

στα κεντροσώματα κατά τη φάση late G2 του κυτταρικού κύκλου και έπειτα κατά τη 

μίτωση κατευθύνεται στους πόλους της ατράκτου. Επιγραμματικά συμμετέχει στην 

ωρίμανση των κεντροσωμάτων, στο διαχωρισμό και στη διπολικότητα της ατράκτου 

(Barr et al.2007 ;Vader et al.2008). Η πρωτεΐνη Aurora B είναι η πιο καλά μελετημένη 

όντας υψηλά συντηρημένη από τους μύκητες μέχρι και τα θηλαστικά. 
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Aurora B- Η καρδιά του CPC 

 

      Η ρύθμιση του μηχανισμού της μίτωσης μέσω του συντονισμού των 

χρωμοσωμάτων καθώς και κυτταροσκελετικών γεγονότων κατά τις επιμέρους φάσεις 

βρίσκεται υπό την κυριαρχία ενός συμπλόκου πρωτεϊνών που ονομάζεται CPC 

Chromosomal passenger complex. Αυτό το σύμπλοκο των πρωτεϊνών εντοπίζεται 

κατά τη φάση G2 στον πυρήνα,συνδέεται κατά μήκος των συμπυκνωμένων 

χρωμοσωμάτων στην πρόφαση ενώ συσσωρεύεται στο εσωτερικό των κεντρομερών 

κατά την προμετάφαση και τη μετάφαση. Στην ανάφαση μετατοπίζεται από τα 

χρωμοσώματα και τοποθετείται στην ενδιάμεση ζώνη της ατράκτου (spindle 

midzone) ενώ κατά την τελόφαση και την κυτταροκίνηση το CPC συγκεντρώνεται στο 

ενδιάμεσα σώμα (midbody) (Εικόνα 5).  

      Το CPC αποτελείται από την κίναση σερίνης- θρεονίνης Aurora B που 

διαδραματίζει ενεργό ρόλο στο σύμπλoκο , από την πρωτεΐνη ικρίωμα INCENP και 

από τις Survivin και Borealin (γνωστή και ως Dasra –B).Τα μη ενζυματικά μέλη του 

συμπλόκου ρυθμίζουν την στόχευση, την ενζυματική ενεργότητα και τη σταθερότητα 

της κύριας πρωτεΐνης Aurora B (Lens et al. 2006). Η απενεργοποίηση  

οποιασδήποτε πρωτείνης του συμπλόκου με την τεχνική της σίγησης (RNAi) είχε ως 

αποτέλεσμα των αποπροσανατολίσμο των επιμέρους πρωτείνων εκτός του CPC, την 

αποσταθεροποίση τους και τέλος βλάβες στη διαδίκασία της μίτωσης (Honda et al. 

2003 ;Gassmann et al. 2004; Adams et al. 2001; Vader et al 2006). 

 

 
 

Oι αλληλεπιδράσεις μεταξύ των πρωτεϊνών του συμπλόκου  

 

       Η INCENP ήταν η πρώτη πρωτεΐνη που ταυτοποιήθηκε στο σύμπλοκο CPC και 

εντοπίστηκε στο εσωτερικό των κεντρομέρων  γι’ αυτό και ονομάστηκε inner 

centromeric protein. H συγκεκριμένη πρωτεΐνη λειτουργεί ως ικρίωμα για την 

πρόσδεση των άλλων πρωτεϊνών. Το συντηρημένο C τελικό άκρο της ΙΝCENP  

περιέχει μια μικρή αλληλουχία αμινοξέων 892-900 αα (στον άνθρωπο) γνωστή ως 
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IN-BOX η οποία προσδένει και ενεργοποιεί την Αurora B η οποία με τη σειρά της 

αυτοφωσφορυλιώνεται στο κατάλοιπο θρεονίνη 232 (Ηonda et al. 2003 ;Yasui et al. 

2004). Έπειτα η Αurora B όντας μερικώς ενεργή και έχοντας την ιδιότητα της κινάσης 

φωσφορυλιώνει in trans την INCENP στο συντηρημένο μοτίβο TSS (Τhr-Ser-Ser) του 

C τελικού άκρου (Honda et al.,2003)  αποκτώντας έτσι την πλήρη ενεργότητα της ως 

κινάση. Aντίστοιχα στο Ν τελικό άκρο προσδένονται οι πρωτεΐνες Borealin και 

Survivin μέσω μία μικρής αλληλουχίας αμινοξέων 1-58 αα (στον άνθρωπο) (Honda et 

al., 2003; Gassmann et al., 2004; Klein et al., 2006; Sessa et al., 2005) (Εικόνα 6). H 

Borealin συνδέεται δυναμικά με τη Survivin μέσω του Ν –τελικού άκρου (Gassmann 

et al. 2004) ενώ η Survivin αλληλεπιδρά άμεσα με την Αurora B. Τόσο η Survivin όσο 

και η Borealin συνιστούν υποστρώματα της Aurora B.  

      H Survivin φωσφορυλιώνεται από την Αurora B in vitro στο κατάλοιπο θρεονίνη 

117(Wheatley et al. 2004) μία φωσφορυλίωση απαραίτητη τόσο για την πρόσδεση 

της ίδιας στην INCENP όσο και για στόχευση του CPC στα κεντρομερή των 

χρωμοσωμάτων. Μελέτες έχουν δείξει ότι και η Borealin φωσφορυλιώνεται από την 

Aurora B αλλά ακόμη δεν έχει αποδειχθεί αυτό in vivo. Ωστόσο έχει προταθεί ότι η 

Borealin διευκολύνει την αλληλεπίδραση της INCENP με τη Survivin (Klein et 

al.,2006;Vader et al., 2006) καθώς και ότι η Borealin αλληλεπιδρά άμεσα με DNA in 

vitro γεγονός  που οδηγεί στο σκεπτικό της άμεσης αλληλεπίδρασης του CPC με τη 

χρωματινική περιοχή στο κεντρομερές. Άρα τόσο η Survivin όσο και η Borealin είναι 

απαραίτητες για την στόχευση ολόκληρου του συμπλόκου στα κεντρομερή. 
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Ο ρόλος του chromosomal passenger complex στη μίτωση και η 

καταλυτική συμμετοχή της Aurora B. 

 

Συμμετοχή στη διαμόρφωση της χρωμοσωμικής δομής. 

 

      Στο τέλος της φάσης G2 στην περιοχή των κεντρομερών των χρωμοσωμάτων 

παρατηρείται φωσφορυλίωση της ιστόνης Η3 στη σερίνη 10 από την Aurora B του 

συμπλόκου CPC. Με την είσοδο στη μίτωση το σύμπλοκο CPC καλύπτει ολόκληρη 

την έκταση των χρωμοσωμάτων, συνεπώς και η φωσφορυλίωση της ιστόνης Η3 στη 

σερίνη 10 εντοπίζεται σε όλη τους την επιφάνεια (Monier et al., 2007). Αρχικά είχε 

προταθεί ότι η συγκεκριμένη τροποποίηση σχετίζεται με τη συμπύκνωση των 

χρωμοσωμάτων χαρακτηριστικό της μίτωσης (Gurley et al.,1974). Πειράματα στη 

Drosophila έδειξαν ότι με απενεργοποίηση της Aurora Β δεν παρατηρείται 

φωσφορυλίωση  και ότι τα μιτωτικά χρωμοσώματα αν και εμφανίζουν ανώμαλη 

μορφολογία παρουσιάζουν κανονικά επίπεδα συμπύκνωσης (Adams et al., 2001). 

Συνεπώς η συμμετοχή του  CPC και κατά επέκταση της Aurora Β στη συμπύκνωση 

είναι αμφιλεγόμενη. Το 2005 οι Wolfgang et al . έδειξαν ότι η συγκεκριμένη 

φωσφορυλιώση εκτοπίζει την ετεροχρωματινίκη πρωτεΐνη HP-1 από τα μιτωτικά 

χρωμοσώματα εμποδίζοντας την να προσδεθεί στην τριμεθυλιωμένη λυσίνη 9 της 

ιστόνης 3. Ωστόσο με το τέλος της μίτωσης  η αποφωσφορυλίωση της ιστόνης Η3 

(Prigent et al. 2003) επιτρέπει ξανά την πρόσδεση της ετεροχρωματινικής 

πρωτείνης.Θεωρείται ότι η απομάκρυνση της ΗP-1 κατά τη μίτωση επιτρέπει σε 

ειδικούς παράγοντες να προσδεθούν στα χρωμοσώματα και να επιτύχουν την 

κατάλληλη χρωμοσωμική συμπύκνωση και τον ακριβή χρωμοσωμικό διαχωρισμό 

(Wolfgang et al. 2005). 

      Ένα ακόμη υπόστρωμα της Aurora Β που εντοπίστηκε σε ανθρώπινα μιτωτικά 

κύτταρα ήταν το σύμπλοκο Condensin I. Υπάρχουν 2 σύμπλοκα Condensin (I & II). 

Το σύμπλοκο Condensin II συνδέεται με τα χρωμοσώματα κατά την πρόφαση και 

συνεισφέρει στη συμπύκνωση τους ενώ το σύμπλοκο Condensin I συνδέεται με τα 

χρωμοσώματα κατά την προμετάφαση, μετατρέποντας τα σε άκαμπτες δομές. Για να 

μεταφερθεί το σύμπλοκο Condensin I στα προμεταφασικά χρωμοσώματα και για να 

διατηρηθεί η παρουσία του και στα επόμενα στάδια της μίτωσης απαιτείται η 

φωσφορυλίωση του συμπλόκου από την Aurora Β (Jesse et al., 2007). Tο condesin I 

αποτελείται από δύο μεγάλες ΑΤΡ-άσες διατήρησης της δομής των χρωμοσωμάτων 

(SMC) και από τρεις non SMC υπομονάδες (Hagstrom and Meyer,2003) (Eικόνα 7). 

Oι τρεις non SMC υπομονάδες φωσφορυλιώνονται από τη Aurora Β τόσο in vitro όσο 

και in vivo σαν απόρροια τη αποτελεσματική μεταφορά του Condensin I συμπλόκου 

στα χρωμοσώματα (Jesse et al., 2007). Αντίθετα η σύνδεση του Condensin II στα 

χρωμοσώματα γίνεται φυσιολογικά απουσία της Aurora Β.  
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Συμμετοχή στο σχηματισμό της συνδεσμολογίας της ατράκτου 

      Η Αurora B και το CPC σύμπλοκο έχει αποδειχθεί με μελέτες κυρίως σε Xenopus 

egg  extracts ότι συμμετέχουν στη συνδεσμολογία και κυρίως στη σταθερότητα της 

ατράκτου μέσω σταθεροποίησης των μικροσωληνίσκων. Το 2004 οι Andrews et al. 

απόδειξαν ότι η Αurora B φωσφορυλιώνει μία συγκεκριμένη πρωτεΐνη την KinI 

kinesin MCAK ( mitotic centromere –associated kinesin) στο Ν τελικό άκρο σε μία 

αλληλουχία 5 συντηρημένων σερινών με στόχο να μεταφερθεί στο κεντρομερές και 

να αναστείλει μερικώς την ιδιότητα της που έχει στο να αποπολυμερίζει τους 

μικροσωληνίσκους χρησιμοποιώντας ΑΤΡ (μία ιδιότητα που φυσιολογικά δεν 

κατέχουν οι πρωτεΐνες κίνησης). Κατά την προμετάφαση η μερικώς ενεργή MCAK 

εντοπίζεται μαζί με την Αurora B στο κεντρομερές με στόχο τη ρύθμιση και τον 

έλεγχο της σωστής πρόσδεσης των μικροσωληνίσκων στα χρωμοσώματα. Όταν 

επιτευχθεί η διπολική πρόσδεση των μικροσωληνίσκων στους κινητοχώρους η 

MCAK αποσυνδέεται από την Αurora B  αποφωσφορυλιώνεται από την PP1 ,γίνεται 

πλήρως ενεργή και εκτοπίζεται στους κινητοχώρους  αυξάνοντας έτσι την τάση 

ασκούν οι μικροσωληνίσκοι σε αυτούς (Εικόνα 8). 

 

 

Η συμμετοχή της Aurora B στην αναγνώριση και επιδιόρθωση 

λαθεμένων προσδέσεων των μικροσωληνίσκων στους κινητοχώρους. 

 

      Η  Aurora B για να ελέγξει τις προσδέσεις των μικροσωληνίσκων στους 

κινητοχώρους οφείλει να ρυθμίσει μία ποικιλία πρωτεϊνών στην εξωτερική πλευρά 

του κινητοχώρου. Αυτές οι πρωτεΐνες είναι οι εξής: a)KNL -1,Mis 1,2 complex, 

Ndc80/HEC 1 complex (Εικόνα 9). Έχει δειχθεί ότι το Ν τελικό άκρο της Ηec 1 

φωσφορυλιώνεται από την Aurora B σε 5 αμινοξικά κατάλοιπα in vivo (DeLuca et al., 

2006). Οι συγκεκριμένες φωσφορυλιώσεις είναι απαραίτητες για να ρυθμίσουν τη 

δυναμική των plus ακρών των  μικροσωληνίσκων που είναι προσδεδεμένοι στους 

κινητοχώρους καθώς και να οδηγήσει  στην απελευθέρωση των μικροσωληνίσκων 

που έχουν προσδεθεί λαθεμένα. Ένα σαφές παράδειγμα λαθεμένων προσδέσεων 

είναι οι μεροτελικές προσδέσεις όπου παρατηρείται ένας κινητοχώρος να έχει 
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προσδέσει μικροσωληνίσκους και από τους δύο πόλους της ατράκτου. Οι 

μεροτελικές προσδέσεις αποτελούν την κύρια αιτία δημιουργίας lagging 

chromosomes κατά την ανάφαση και  οδηγεί σε  ανευπλοειδίες στα κύτταρα (Cimini 

et al.,2001). Μερική απενεργοποίηση της Aurora B έχει σαν αποτέλεσμα να μειώνει 

την δυναμική του πολυμερισμού και του αποπολυμερισμού των μικροσωληνίσκων 

στο plus άκρο τους που είναι προσδεδεμένο στους κινητοχώρους, προσδίδοντας 

τους μια σταθερότητα μη επιθυμητή (Hauf et al., 2003). Επιπλέον η ολική 

απενεργοποίηση της Aurora B οδηγεί σε τεράστια λάθη στην πρόσδεση των 

μικροσωληνίσκων στους κινητοχώρους και κατά συνέπεια στην δημιουργία 

ανευπλοειδικών κυττάρων και στη μετέπειτα καρκινογένεση λόγω αυτών ( Carmena 

and Earnshaw , 2003). 

      Σύμφωνα με νεότερες έρευνες (Welburn et al., 2010) η Aurora B φωσφορυλιώνει 

εκτός της Ηec 1 και τις άλλες πρωτεΐνες στην εξωτερική πλευρά του κινητοχώρου . 

Συγκεκριμένα η Aurora B φωσφορυλιώνει την υπομονάδα Dsn1 του Mis 1,2 complex 

καθώς και το Ν τελικό άκρο της KNL -1 απελευθερώνοντας τον μικροσωληνίσκο και 

δίνοντας το σήμα στο κύτταρο ότι ο κινητοχώρος είναι ελεύθερος. Καθώς η 

ευθυγράμμιση των χρωμοσωμάτων ξανά εγκαθιδρύεται ένας νέος μικροσωληνίσκος 

προσδένεται στον κινητόχωρο και επιτυγχάνεται η τάση. 

 

 

Συμμετοχή της CPC και της Aurora B στο mitotic spindle checkpoint 

 

      Το mitotic spindle checkpoint είναι ένας μηχανισμός επιβίωσης του κυττάρου που 

καθυστερεί την είσοδο στην ανάφαση μέχρις ότου όλα τα χρωμοσώματα 

προσδεθούν μέσω των κινητόχωρων  διπολικά με μικροσωληνίσκους της ατράκτου 
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(Κοps et al., 2005). Ενεργοποιείται αυθόρμητα κατά τη διάταξη των χρωμοσωμάτων 

στη μιτωτική άτρακτο λόγω έλλειψης πρόσδεσης των μικροσωληνίσκων στους 

κινητοχώρους ή λόγω απουσίας τάσης μεταξύ των αδελφών χρωματίδων. Ακόμη σε 

διάφορα  πειράματα έχει δειχθεί ότι το mitotic spindle checkpoint ενεργοποιείται 

παρουσία φαρμάκων όπως nocodazole και taxol που δρουν επιλεκτικά στους 

μικροσωληνίσκους  (αναφορά εκτενής σε επόμενη ενότητα ). Βλάβες στο spindle 

checkpoint οδηγούν σε χρωμοσωμική αστάθεια, ανευπλοειδία  καθώς και αυξημένη 

προδιάθεση για καρκινογένεση (Κοps et al., 2005). 

      Το mitotic spindle checkpoint  αναστέλλει την καταλυτική υπομονάδα του Cdc20 

του συμπλόκου APC (anaphase promoting complex)/cyclosome. To APC είναι ένα 

σύμπλοκο πρωτεϊνών με ενεργότητα Ε3 ubiquitin ligase που μεταφέρει αλυσίδες 

ubiquitin σε πρωτεΐνες στόχους με σκοπό την αναγνώριση τους από το πρωτεάσωμα 

και τη μετέπειτα αποικοδόμηση τους. Η αναστολή APC(APC off) μπλοκάρει το 

διαχωρισμό των χρωματίδων και την έξοδο από τη μίτωση μέχρι τη στιγμή που οι 

μικροσωληνίσκοι προσδεθούν αμφιτελικά στους κινητοχώρους .Όταν συμβεί η 

σωστή αμφιτελική πρόσδεση τότε το APC ενεργοποιείται  και προωθεί την 

αποικοδόμηση της securin και της Cyclin B. H αποικοδόμηση της securin ενεργοποιεί 

την separase η οποία κόβει την cohesin που συνδέει τα χρωμοσώματα με σκοπό το 

διαχωρισμό των αδελφών χρωματίδων. Ακόμη η αποικοδόμηση της Cyclin B 

απενεργοποιεί την Cdk1 κινάση που σχημάτιζε σύμπλοκο  με τη Cyclin B από την 

αρχή της μίτωσης και έτσι επιτρέπεται η μιτωτική έξοδος. 

      Κατά τη μετάφαση επιστρατεύονται μια ποικιλία πρωτεϊνών στον κινητοχώρο και 

στο κεντρομερές με απώτερο σκοπό τον έλεγχο των προσδέσεων των 

μικροσωληνίσκων στους κινητοχώρους , την ενεργοποίηση του mitotic spindle 

checkpoint  και την επιδιόρθωση τυχόν λαθών πριν το κύτταρο προχωρήσει στην 

ανάφαση. Τον  ενεργό ρόλο για τις παραπάνω λειτουργίες κατέχει το σύμπλοκο CPC 

και η κύρια υπομονάδα του Aurora B. Έτσι επιγραμματικά αναφέρουμε τις εξής: 

 

 Πρωτεΐνες του κινητοχώρου που συμμετέχουν στη σηματοδότηση του spindle 

checkpoint : Mad proteins (Mad 1, Mad 2, Mad 3 ή BubR1) ,Bub proteins 

(Bub1 ,Bub3), Mps1, Cenp E (Vigneron et al., 2004; Ditchfield et al., 2003). 

 Πρωτεΐνες υπεύθυνες για τις αλληλεπιδράσεις μικροσωληνίσκων και 

κινητοχώρων : Ndc80, KNL-1, Mis 1,2 complex, MCAK, PLK -1, Cenp E 

(Emanuele et al., 2008; Goto et al., 2006). 

 Πρωτεΐνες που είναι συνδεδεμένες με το εσωτερικό του κεντρομερούς. 

      Σε περίπτωση που το CPC δεν λειτουργεί σωστά λόγω απενεργοποίησης μίας 

από τις υπομονάδες του (Αurora B, INCENP, Survivin,Borealin) τότε παρατηρούνται 

μεροτελικές και συντελικές προσδέσεις μικροσωληνίσκων στους κινητοχώρους 

καθώς και αδυναμία επιδιόρθωσης των βλαβών ( συντελικές προσδέσεις έχουμε 

όταν και οι  δύο κινητοχώροι προσδένουν μικροσωληνίσκους προερχόμενοι από τον 

ένα πόλο ενώ μεροτελικές έχουμε όταν ο ένας κινητοχώρος φέρει μικροσωληνίσκους 

και από τους δύο πόλους) (Εικόνα 10). 
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      Η ύπαρξη της Aurora B στο εσωτερικό των κεντρομέρων είναι απαραίτητη για 

την αρχική συστράτευση των  πρωτεϊνών  Bub 1,BubR1, CENP- E και Mad 2 στους 

κινητοχώρους που δεν έχουν προσδέσει μικροσωληνίσκους,  καθώς αν γίνει 

αναστολή της ενεργότητας της τότε οι παραπάνω πρωτεΐνες χάνουν την ικανότητα 

τους να τοποθετηθούν σωστά στους κινητοχώρους (Ditchfield et al., 2003 ; Hauf et 

al., 2003). Aντίθετα η απουσία ενός από των παραπάνω πρωτεϊνών δεν εμποδίζει 

την τοποθέτηση της Aurora B στο κεντρομερές γεγονός που υποδηλώνει ότι η Aurora 

B είναι ένας upstream regulator του μονοπατιού (Vigneron et al., 2004 ).Ωστόσο η 

Aurora B δεν μπορεί να δράσει μόνη της  καθώς η απομάκρυνση των πρωτεϊνών 

INCENP και Survivin  έχει σαν αποτέλεσμα την απουσία από τους κινητοχώρους των 

downstream checkpoint πρωτεϊνών  που είναι απαραίτητες για τη σηματοδότηση του 

spindle checkpoint  (Carvalho et al., 2003; Lens et al.,2003). Στη μελέτη των 

Vigneron et al 2004 οι ερευνητές κατέληξαν στο ότι   οι πρωτεΐνες Bub 3 ,Mps 

1,CENP E , Bub 1,BubR1 δρουν ταυτόχρονα στον κινητοχώρο για να 

σηματοδοτήσουν τη spindle checkpoint ,  όμως δρουν μετέπειτα της Aurora B οπότε 

θεωρούνται downstream regulators. 

      Παρόλα αυτά η πρωτεΐνη που απενεργοποίει το APC/C αρχικά είχε 

προσδιοριστεί η Mad 2 (Li et al.,1997). Μετέπειτα μελέτη απέδειξε ότι APC/C 

αναστέλλεται από ένα πιο μεγάλο σύμπλοκο πρωτεϊνών το οποίο ονομάστηκε mitotic 

checkpoint complex  MCC (Sudakin et al.,2001; Tang et ., 2001). Σήμερα το MCC 

έχει προσδιοριστεί και αποτελείται από τις Bub 3, Mad 2, BubR1 και την υπομονάδα 

του APC Cdc20. Τελικά όταν έχουν προσδεθεί σωστά οι μικροσωληνίσκοι στους 

κινητοχώρους  απενεργοποιείται η αναστολή του ΑPC/C ,ουβικιτινιλιώνονται  οι 

πρωτεΐνες Securin και Cyclin B και σηματοδοτείται η αρχή της ανάφασης και η 

έξοδος από τη μίτωση (Εικόνα 11). 
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Οι πρωτεΐνες Chk1 και Chk2 

 

      Tα κύτταρα για να διατηρήσουν τη γενωμική τους ακεραιότητα έχουν αναπτύξει 

μηχανισμούς που τα προστατεύουν έναντι παραγόντων που καταστρέφουν το 

λειτουργικό τους μόριο το DNA (genotoxic agents). Aυτοί οι παράγοντες είναι 

συνήθως εξωγενείς όπως χημικά μεταλλαξιγόνα, ultraviolet UV, ιονίζουσα 

ακτινοβολία IR ή ενδογενείς όπως παραπροϊόντα του μεταβολισμού και λάθη κατά τη 

διαδικασία της αντιγραφής.Τα παραπάνω προκαλούν καταστροφή στο DNA 

προκαλώντας είτε single strand breaks ή double strand breaks.Έτσι τα κύτταρα 

έχοντας τους κατάλληλους μηχανισμούς ελέγχου(checkpoints) αναγνωρίζουν τη 

γενωμική διαταραχή και ενεργοποιούν ένα πολύπλοκο μονοπάτι πρωτεϊνών που 

σηματοδοτούν το σταμάτημα του κυτταρικού κύκλου μέσω αναστολής των Cdks έως 

ότου επιδιορθωθεί η βλάβη. Σε περίπτωση που η βλάβη του DNA είναι 

ανεπανόρθωτη τότε επέρχεται ο κυτταρικός θάνατος. 

      Στη σηματοδότηση αυτή για αναστολή του κυτταρικού κύκλου συμμετέχουν μία 

σειρά από πρωτεΐνες με εξειδικευμένη δράση. Έτσι υπάρχουν οι πρωτεΐνες sensors 

που αναγνωρίζουν την παρουσία βλάβης και ξεκινούν τη σηματοδότηση, οι 

πρωτεΐνες transducers οι οποίες ενισχύουν το σήμα και το μεταβιβάζουν στους 

effectors οι οποίοι μετέπειτα επάγουν την επιδιόρθωση των βλαβών ή ανάλογα την 

απόπτωση των κυττάρων. Γνωστές και καλά μελετημένες πρωτεΐνες transducers 

είναι  δύο πρωτεΐνες που ανήκουν στην οικογένεια  των Phosphatidylinositol 3-kinase 

related kinases και  είναι η ΑΤΜ (Αtaxia telangiestacia mutated) και η ATR (ATR-

Rad3-related). Στόχος των παραπάνω είναι η ενεργοποίηση των effectors 
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πρωτεϊνών  Chk1 και Chk2 μέσω φωσφορυλίωσης οι οποίες μετέπειτα ενεργοποιούν 

άλλες πρωτεΐνες υποστρώματα μέσω φωσφορυλίωσης σε κατάλοιπα σερίνης –

θρεονίνης.  

      Στις περισσότερες περιπτώσεις η ΑΤΜ φωσφορυλιώνει την Chk2 ενώ η ΑΤR την 

Chk1 αν και έχει παρατηρηθεί cross talk μεταξύ αυτών των πρωτεϊνών. Παρόλο αυτά 

οι Chk1 και Chk2 διαδραματίζουν διαφορετικό ρόλο στην απόκριση σε βλάβη του 

DNA. Aναφορικά η Chk2 ενεργοποιείται μέσω φωσφορυλίωσης  από την ΑΤΜ σε 

απόκριση double strand breaks ή  οξειδωτικού stress (Guo et al.,2010) και έτσι 

επάγει το σταμάτημα του κυτταρικού κύκλου στις φάσεις G1/S και G2/M ενώ αντίθετα 

η Chk1 αποκρίνεται σε single strand breaks (Εικόνα12).(Εκτενής αναφορά στην Chk1 

ακολουθεί). 

 

 

H πρωτεΐνη Chk1 

 

      To γονίδιο της Chk1 ταυτοποιήθηκε για πρώτη φορά στο μοντέλο – οργανισμό 

fission yeast. H απώλεια αυτού του γονίδιου προκαλούσε στα κύτταρα ευαισθησία 

στην ακτινοβολία UV καθώς και πρώιμη είσοδο στη μίτωση παρουσία βλάβης του 

DNA οδηγώντας στο συμπέρασμα ότι η πρωτεΐνη Chk1 είναι απαραίτητη για τον 

έλεγχο του DNA παρουσία βλαβών (Walworth et al., 1993). Σε αντίθεση με το fission 

yeast, η απουσία Chk1 στο ποντίκι οδηγούσε σε εμβρυικό θάνατο σε 3.5 με 7.5 

μέρες γεγονός που υποδηλώνει την απαραίτητη λειτουργιά της στην εμβρυική 
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ανάπτυξη αυτών των οργανισμών (Takai et al., 2000). Ωστόσο στα DT40 (B-

lymphoma cells from chicken) η απουσία του γονιδίου της επέτρεπε να συμβεί η 

διαίρεση  κανονικά αλλά τα κύτταρα δεν μπορούσαν  να καθυστερήσουν τη μετάβαση 

από τη G2 στην M φάση (Zachos et al.,2003). Παρόλα αυτά έχουν ταυτοποιηθεί  

ομόλογα γονίδια της Chk1 σε θηλαστικά, μύγες, μύκητες, σκουλήκια, βατράχους και 

κοτόπουλο και οι λειτουργίες αυτής της πρωτεΐνης φαίνονται να είναι υψηλά 

συντηρημένες. 

      Η Chk1 κίναση σερίνης θρεονίνης ενεργοποιείται παρουσία βλαβών του DNA  

κυρίως single strand breaks μέσω φωσφορυλίωσης σε συντηρημένα μοτίβα SQ/TQ 

(κατάλοιπα σερίνης θρεονίνης ακολουθούμενα από γλουταμίνη) στο C terminus. Από 

μελέτες έχει φανεί ότι αυτά μοτίβα είναι συνήθως δύο συντηρημένες περιοχές 

αμινοξέων S345/Q346 και S317/Q318.Πειράματα που έχουν γίνει σε διάφορους 

οργανισμούς  φανερώνουν τη σημασία αυτών των φωσφορυλιώσεων από την ATR. 

      Xαρακτηριστικά στον οργανισμό fission yeast παρατήρησαν ότι μία μόνο 

μετάλλαξη στο κατάλοιπο σερίνη 345 προς αλανίνη ήταν αρκετή ώστε να μην 

φωσφορυλιώθεί η Chk1 από την Rad 3(ομόλογη των ΑΤΜ και ATR του ανθρώπου). 

Στα κύτταρα που εξέφραζαν την μεταλλαγμένη Chk1 παρατηρούνταν ευαισθησία σε 

DNA damage καθώς και ότι οι μηχανισμοί έλεγχου  ήταν αναποτελεσματικοί (Lopez – 

Girona et al., 2001). Αντίστοιχο πείραμα στην Chk1 του Xenopus  όπου έγιναν 

μεταλλαγές σε 4 κατάλοιπα των SQ/TQ  δεν παρατηρήθηκε καμία φωσφορυλίωση 

της Chk1 και η μεταλλαγμένη Chk1 οδηγούσε σε ξαφνική είσοδο στη μίτωση ενώ η 

αντιγραφή του DNA είχε  ανασταλεί παρουσία aphidicolin (αναστολέας των 

ευκαρυώτικων πολυμερασών, γεγονός που δεν έπρεπε να συμβεί ( Guo et al., 2000). 

Τα παραπάνω αποτελέσματα δείχνουν πόσο σημαντική είναι η φωσφορυλίωση της 

Chk1 από την ATR στα συντηρημένα αμινοξέα προκειμένου να  αποκριθεί το 

κύτταρο σε βλάβες στο DNA. Όντας έτσι η Chk1 καταλυτικά ενεργή μπορεί να 

φωσφορυλίωσει ποικίλλες πρωτεΐνες σε διάφορα επιμέρους στάδια του κυτταρικού 

κύκλου. 

      Η Chk1 είναι μία πρωτεΐνη effector που επάγει την απόκριση του κυττάρου σε 

DNA damage εξαιτίας γενοτοξίκων παραγόντων .Έτσι όταν συμβεί μία βλάβη 

ανάλογα με το  στάδιο του κυτταρικού κύκλου έχουμε και την ανάλογη απόκριση 

όπως να μπλοκαριστεί η είσοδος στη φάση αντιγραφής S( G1/S phase checkpoint), 

να σταματήσει  η αντιγραφή (intra –S, S phase checkpoint) λόγω ύπαρξης stalled 

forks (σταματημένες αντιγραφικές θηλιές) που οδηγούν σε single strand breaks ή να 

αποτραπεί η είσοδος στη μίτωση (G2/M phase) λόγω ατελούς αντιγραφής. 

      Η είσοδος στη μίτωση απαιτεί την σύνδεση της κίνασης Cdk1 και της Cyclin B 

τόσο στον πυρήνα όσο και στο κεντρόσωμα.Σε όλη τη διάρκεια του κυτταρικού 

κύκλου η Cdk1 είναι απενεργοποιημένη μέσω ανασταλτικής φωσφορυλίωσης στα 

κατάλοιπα θρεονίνη 14 και τυροσίνη 15 από δύο γνωστές κινάσες την Wee1 και Myt. 

Για να ενεργοποιηθεί το η Cdk1 απαραίτητη προϋπόθεση είναι η αποφωσφορυλίωση 

από τις Cdc 25 φωσφατάσες. Τα θηλαστικά έχουν τρείς φωσφατάσες Cdc25A 

,Cdc25B, Cdc25C οι οποίες έχουν μεγάλη ομολογία στο C terminus ~65 % και 

φέρουν και ένα συντηρημένο μοτίβο CX5R που χαρακτηρίζει τις φωσφατάσες 

τυροσίνης CX5R. Αντίθετα  στο Ν terminus  περιέχονται μοτίβα που ρυθμίζουν την 

κυτταρική τοποθέτηση των φωσφατασών στον πυρήνα καθώς και θέσεις πρόσδεσης 

στις πρωτεΐνες 14-3-3(Trinkle-Mulcany and Lamond 2006). 

      Σε περίπτωση που έχει διαπιστωθεί βλάβη στο DNA ,για να αποτραπεί η είσοδος 

στη μίτωση η ενεργοποιημένη Chk1 που είναι φωσφορυλιώμενη στη S345 και S317 
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από την ATR φωσφορυλιώνει με τη σειρά της τις Cdc25A ,-B,-C ρυθμίζοντας έτσι είτε 

την αποικοδόμηση τους είτε την αναστολή τους ώστε να μην ενεργοποιηθεί το 

σύμπλοκο Cdk1-Cyclin B πρώιμα. Αρχικά η Chk1 με άγνωστο έως πρότινος τρόπο 

οδηγούσε στην αποικοδόμηση της Cdc25A από το πρωτεάσωμα. Σε  πρόσφατη 

έρευνα των Sørensen et al., 2010 ανακάλυψαν  ότι παρουσία DNA damage από 

ιονίζουσα ακτινοβολία ενεργοποιείται  η  ATR που  ως  γνωστό φωσφορυλιώνει την 

Chk1, η οποία με τη σειρά της φωσφορυλιώνει την κίναση σερίνης θρεονίνης NEK11 

στο κατάλοιπο σερίνη 273. Έπειτα συμπέραναν ότι τόσο η NEK11 όσο και η Chk1 

φωσφορυλιώνουν την Cdc25A στα κατάλοιπα σερίνη 82 και σερίνη 72 αντίστοιχα, 

οδηγώντας την φωσφατάση προς αποικοδόμηση. Σε επόμενο στάδιο η  Chk1 

φωσφορυλιώνει τη Cdc25C στο κατάλοιπο σερίνη 216 δημιουργώντας έτσι μια θέση 

αναγνώρισης στην φωσφατάση από τις πρωτεΐνες 14-3-3 οι οποίες με τη σειρά τους 

οδηγούν τη Cdc25C  στο κυτταρόπλασμα όπου εκεί δεν μπορεί να δράσει. 

Παράλληλα με την απενεργοποίηση των Cdks  που καθίστανται ανενεργές, συμβαίνει 

και μία ακόμη φωσφορυλίωση από την Chk1 στην κίναση Wee1.Με αυτόν τον τρόπο 

ενισχύεται η καταλυτική της ενεργότητα  έναντι της Cdk1 κινάσης διατηρώντας έτσι τα 

επίπεδα της ανασταλτικής φωσφορυλίωσης υψηλά( Lee et al., 2001).      

       Ωστόσο κατά τη διάρκεια ενός φυσιολογικού κυτταρικού κύκλου η είσοδος στη 

μίτωση ρυθμίζεται με παρόμοιο τρόπο. Κατά τη  μεσόφαση ένα ποσοστό της Chk1 

τοποθετείται στα κεντροσώματα όπου εκεί φωσφορυλιώνοντας τη Cdc25B της 

αποτρέπει να προσδεθεί στο σύμπλοκο Cdk1 /Cyclin B και να το ενεργοποιήσει 

(Schmitt et al., 2006). Στο τέλος της G2 η Chk1 αποσυνδέεται από τα κεντροσώματα 

ενώ ταυτόχρονα μια άλλη φωσφορυλίωση στη  Cdc25B από την Αurora A στη σερίνη 

353 (Dutertre et al., 2004), οδηγεί τη φωσφατάση στο να ενεργοποιήσει το σύμπλοκο 

CDK1/Cyclin B το οποίο εισέρχεται στον πυρήνα και έπεται η μίτωση. Από την άλλη 

πυρηνική Chk1κατά τη μεσόφαση  φωσφορυλιώνει την CDC25Α του πυρήνα στη 

σερίνη 178 και θρεονίνη 507 ώστε να αναγνωριστούν από τις πρωτεΐνες 14-3-3 οι 

οποίες την απομακρύνουν από τον πυρήνα(Chen et al., 2003).Τόσο η αναστολή των 

φωσφατασών στο κεντρόσωμα όσο και του πυρήνα κατά τη μεσόφαση αποτρέπουν 

την πρώιμη είσοδο στη μίτωση. Αυτό θα γίνει εφικτό μόνο όταν οι φάσεις G1, S, G2 

έχουν τελειοποιηθεί σωστά και δεν έχει συμβεί βλάβη στο DNA. Έτσι παρατηρούμε 

ότι τα κύτταρα έχουν πολλούς μηχανισμούς ελέγχου checkpoints με στόχο τη 

διατήρηση της γενομικής τους σταθερότητας και ακεραιότητας. 

 

Η συμμετοχή της Chk1 στο mitotic spindle checkpoint 

 

      Το 2007 οι ερευνητές Zachos et al., επισήμαναν για πρώτη φορά το ρόλο της 

Chk1 στη σηματοδότηση του spindle checkpoint. Η Chk1 κατά τη μίτωση εντοπίστηκε 

με συνεστιακή μικροσκόπια στους κινητοχώρους των χρωμοσωμάτων κατά την 

προμετάφαση ενώ κατά την κυτοκίνηση παρατηρήθηκε στον ενδιάμεσο σώμα όπου 

συνεντοπίστηκε με την πρωτεΐνη INCENP. Στη μίτωση η Chk1 διαδραματίζει 

σημαντικό ρόλο στην  προστασία των κυττάρων των σπονδυλωτών έναντι του  μη 

σωστού χρωμοσωμικού διαχωρισμού  τους (που οδηγεί σε χρωμοσωμική αστάθεια 

και αυξημένη προδιάθεση για καρκινογένεση)  καθώς και είναι απαραίτητη για τη 

διατηρήσει  την καθυστέρηση της εισόδου των κυττάρων στην ανάφαση παρουσία 

του φαρμάκου taxol. To προαναφερθέν φάρμακο χρησιμοποιείται ευρέως στην 

αντικαρκινική θεραπεία καθώς εμποδίζει τον αποπολυμερισμό της β τουμπουλίνης 



21 
 

στους μικροσωληνίσκους οδηγώντας έτσι στην σταθεροποίηση τους και επιπλέον 

παρεμβαίνει στην τάση στην που δημιουργούν οι μικροσωληνίσκοι στους 

κινητοχώρους. Επιπρόσθετα σε πειράματα τους σε κύτταρα που δεν εξέφραζαν την 

Chk1 παρατήρησαν μειωμένη ενεργότητα της κινάσης Aurora B καθώς και  λαθεμένη 

φωσφορυλίωση  και τοποθέτηση της BubR1 στους κινητοχώρους. 

      Ακόμη απέδειξαν ότι η Chk1 φωσφορυλιώνει την Αurora B in vitro αυξάνοντας 

έτσι την καταλυτική της ενεργότητα. Το μοντέλο που πρότειναν για την Chk1 ήταν το 

εξής : όταν οι κινητοχώροι παράγουν ‘αδύναμο’ σήμα λόγω απουσία πρόσδεσης 

μικροσωληνίσκων στους κινητοχώρους  και συνεπώς απουσία τάσης, η Chk1 

συμμετέχει στο mitotic spindle checkpoint αυξάνοντας την ενεργότητα της Αurora B 

και συμμετέχοντας στη σωστή τοποθέτηση της BubR1 στους κινητοχώρους και 

αποτρέπει την είσοδο στην ανάφαση έως ότου προσδεθούν όλοι οι μικροσωληνίσκοι 

διπολικά στους κινητοχώρους. Απώτερος στόχος των ερευνητών αποτελούσε η 

περαιτέρω διερεύνηση της φωσφορυλίωσης της Aurora B από την Chk1.Έτσι  το 

2011 οι ερευνητές Petsalaki et al ., έδειξαν ότι η Chk1 φωσφορυλιώνει την Aurora B 

στο αμινοξύ σερίνη 331 κατά τη μίτωση τόσο σε φυσιολογικά προμεταφασικά 

κύτταρα όσο και σε κύτταρα των οποίων οι μικροσωληνίσκοι είχαν υποστεί 

αποδιοργάνωση παρουσία ταξόλης. Όπως αναφέραμε η  συγκεκριμένη 

φωσφορυλίωση είναι αναγκαία για την πλήρη ενεργότητα της Aurora B. Επιπρόσθετα 

η φωσφορυλίωση στη σερίνη 331 είναι απαραίτητη για τη βέλτιστη φωσφορυλίωση 

της INCENP  από την Aurora B στο συντηρημένο μοτίβο ΤSS του καρβοξυτελικού 

άκρου καθώς και για τη σωστή πρόσδεση της Survivin στο chromosomal passenger 

complex. Aντίθετα κύτταρα που φέρουν μεταλλαγμένη Αurora Β S331A, 

παρουσιάζουν μη σωστό χρωμοσωμικό διαχωρισμό, ασταθή πρόσδεση της στους 

κινητοχώρους και πρώιμη είσοδο στην ανάφαση παρουσία ταξόλης γεγονός που 

ευνοεί τη δημιουργία χρωμοσωμικής αστάθειας καθώς και καρκινογένεσης.  

      Συνεπώς με τα σημερινά δεδομένα η Chk1 είναι η μόνη γνωστή κινάση που 

φωσφορυλιώνει την Aurora B και γενικά επικρατεί το παρακάτω μοντέλο : 1) Η 

Aurora B προσδένεται στο συντηρημένο C τελικό άκρο της ΙΝCENP  το οποίο 

περιέχει μια μικρή αλληλουχία αμινοξέων 892-900 αα (στον άνθρωπο) γνωστή ως 

IN-BOX η οποία ενεργοποιεί την Αurora B 2) μετά την πρόσδεση της στην ΙΝCENP η 

Aurora B αυτοφωσφορυλιώνεται στο κατάλοιπο θρεονίνη 232 3) η Chk1 

φωσφορυλιώνει την Aurora B στη σερίνη 331 καθιστώντας την πλήρως ενεργή 4) η 

Αurora B έχοντας την ιδιότητα της κινάσης φωσφορυλιώνει in trans την INCENP στο 

συντηρημένο μοτίβο TSS (Τhr-Ser-Ser) του C τελικού άκρου (Εικόνα 13). 
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      Γνωρίζοντας πλέον ότι η Chk1 και η Aurora B συμμετέχουν στο mitotic spindle 
checkpoint και ότι η Chk1 φωσφορυλιώνει την Aurora B στη  σερίνη 331 το επόμενο 
βήμα θα ήταν να εντοπιστεί αν οι δύο πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν σταθερά μεταξύ 
τους και αν αυτό συνέβαινε  θα έπρεπε να εντοπιστεί ποια περιοχή της Chk1 είναι 
απαραίτητη για την αλληλεπίδραση των δύο πρωτεϊνών. Έτσι λοιπόν διατελώντας 
την διπλωματική μου εργασία στο Πανεπιστήμιο Κρήτης  στο εργαστήριο του 
Επίκουρου Καθηγητή κ. Ζάχου Γεώργιου ο οποίος ασχολείται με του μηχανισμούς 
ελέγχου που διέπουν τον κυτταρικό κύκλο και πιο συγκεκριμένα με τους μηχανισμούς 
ελέγχου κατά τη μίτωση, μου δόθηκε να εξετάσω το εξής :  ποιες αλληλουχίες του 
γονιδίου της Chk1 είναι απαραίτητες για την αλληλεπίδραση της με την Aurora B. 
 

Πειραματική διαδικασία - Αποτελέσματα 
 

Α) Κλωνοποίηση συγκεκριμένων αλληλουχιών του γονίδιου της avian 
Chk1 σε πλασμιδιακό φορέα και απομόνωση των πρωτεϊνών που 
αντιστοιχούσαν στις  νουκλεοτιδικές αλληλουχίες. 
 
      Το γονίδιο της avian Chk1 απομονώθηκε από cDNA βιβλιοθήκη του οργανισμού 
Gallus gallus  χρησιμοποιώντας ως  ιχνηθέτη το ανθρώπινο γονίδιο της Chk1. H 
πρωτεΐνη που κωδικοποιήθηκε από το cDNA αποτελείται από 476 αμινοξέα (1626bp 
mRNA) και επιδεικνύει μεγάλη ομολογία της τάξεως του 75 % με την αντίστοιχη Chk1 
του ανθρώπου, του ποντικιού και του βατράχου (Zachos et al., 2001).  
      Προκειμένου να πραγματοποιηθεί η κλωνοποίηση αλληλουχιών του γονιδίου της 
Chk1 χρησιμοποιήθηκε το cDNA της Chk1 εκφρασμένο στον πλασμιδιακό φορέα  
pcDNA3.1zeo _ (+). Οι αλληλουχίες του γονίδιου που επιλέχθηκαν για κλωνοποίηση 
ήταν οι εξής(αντιστοίχιση ως προς τα αμινοξέα) : 1-292aa, 1-410aa, 1-444aa, 293-
476aa. Οι αλληλουχίες του γονιδίου που αντιστοιχούσαν στα αμινοξέα 1-292 
αφορούσαν όλο το N-αμινοτελικό άκρο ενώ οι αλληλουχίες που αντιστοιχούσαν στα 
αμινοξέα 293-476 αφορούσαν όλο το C-καρβοξυτελικό άκρο. Τα αμινοξέα 1-410 και 
1-444 αντιστοιχούσαν σε ενδιάμεσες αλληλουχίες.  
     Έχοντας ως στόχο την απομόνωση των παραπάνω αλληλουχιών από το γονίδιο 
της Chk1, πραγματοποιήθηκε η τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης της 
πολυμεράσης PCR, με τους κατάλληλους εκκινητές για κάθε  νουκλεοτιδική 
αλληλουχία. Στη συνέχεια τα προϊόντα της PCR υπέστησαν πέψη με τα περιοστικά 
ένζυμα EcoRI και XhoI. Για να γίνει όμως η κλωνοποίηση τους έπρεπε να εισαχθούν 
σε κατάλληλο πλασμιδιακό φορέα  ο οποίος στην προκειμένη περίπτωση επιλέχθηκε 
να είναι το πλασμίδιο pGEX-4T-1 που φέρει τις  θέσεις περιορισμού των ενζύμων 
EcoRI και XhoI. Σημαντικό πλεονέκτημα ωστόσο του pGEX-4T-1 είναι ότι μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί για την έκφραση GST υβριδικών πρωτεϊνών εφόσον στο γονιδίωμα 
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του έχει ενσωματωθεί η αλληλουχία που κωδικοποιεί την GST (Glutathione S-
transferase). Ο πλασμιδιακός φορέας υπέστη πέψη με τα παραπάνω ένζυμα έτσι 
ώστε φορέας και αλληλουχίες να φέρουν τα κατάλληλα, συμβατά άκρα ώστε να 
πραγματοποιηθεί η διαδικασία της ligation με τη βοήθεια της Quick-Stick λιγάσης. 
 
      Έπειτα με τη διαδικασία του μετασχηματισμού (transformation), τα πλασμίδια 
εισήχθησαν σε  βακτηριακά επιδεκτικά κύτταρα E.coli τα επονομαζόμενα TOP10. Για 
να εξακριβωθεί αν τα βακτηριακά κύτταρα είχαν υποστεί μετασχηματισμό, έγινε 
απομόνωση πλασμιδιακού DNA με mini-preps και ακολούθησαν διαγνωστικές 
πέψεις. 
 
      Κατόπιν το καθένα από τα 4 πλασμίδια που απομονώθηκαν χρησιμοποιήθηκαν 
για το μετασχηματισμό επιδεκτικών κυττάρων BL21. Παρουσία IPTG επάχθηκε η 
έκφραση των πρωτεϊνών ενώ με τη χρήση  NETN  buffer και χρησιμοποιώντας την 
τεχνική του sonication απομονώθηκε το πρωτεϊνικό εκχύλισμα των BL21 κυττάρων 
μετά από τη διάτρηση του κυτταρικού τοιχώματος και κυτταροπλασματικής τους 
μεμβράνης. 
 
      Tέλος για την απομόνωση των πρωτεϊνών που προέρχονταν από τις 
προαναφερόμενες αμινοξικές αλληλουχίες καθώς και για την απομόνωση της full 
length Chk1 πρωτεΐνης χρησιμοποιήθηκε η τεχνική της κατακρήμνιση συγγένειας 
GST (GST pull down assay). Για την ανάλυση των πρωτεϊνών πραγματοποιήθηκε η 
τεχνική του western blot και ο ανοσοεντοπισμός τους στη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης 
πραγματοποιήθηκε με τη χρήση μονοκλωνικού αντισώματος(GST mouse 
monoclonal) κατάλληλο για την GST tag. Να σημειωθεί επίσης ότι στα αρχικά 
πειράματα για να ανιχνευτεί η πρωτεϊνική αλληλουχία των αμινοξέων 1-410 
χρησιμοποιήθηκε αντίσωμα έναντι της Chk1 (Εικόνες 14,15). 
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Β) Έλεγχος της αλληλεπίδρασης της Chk1 με την πρωτεΐνη Aurora B. 
 
      Για να μελετηθεί η αλληλεπίδραση των δύο πρωτεϊνών έπρεπε να απομονωθεί η 
πρωτεΐνη Αurora B.H ενδογενής Aurora B υφίσταται σε πολύ μικρές ποσότητες στα 
κύτταρα και συνεπώς η απομόνωση της καθίσταται ιδιαίτερα δύσκολη. Γι αυτό το 
λόγο χρησιμοποιήθηκε stable cell line CHO τα οποία υπερέκφαζαν την πρωτεΐνη 
6xmyc – Aurora B. 
     Xάρις το σύστημα tet – on παρουσία τετρακυκλίνης έγινε η υπερέκφραση της 
6xmyc – Aurora B. Έπειτα απομονώθηκε όλο το πρωτεϊνικό εκχύλισμα των κυττάρων 
με sonication παρουσία ΙP kinase buffer και  κατάλληλων αναστολέων πρωτεασών, 
φωσφατασών(αναλυτική αναφορά σε υλικά και μεθόδους) και με GST pull down 
assay πραγματοποιήθηκε η αλληλεπίδραση της Chk1 με την Aurora B. H παραπάνω 
διαδικασία εφαρμόσθηκε και για τις προαναφερόμενες νουκλεοτιδικές αλληλουχίες 
της Chk1 που κωδικοποιούσαν τα αμινοξέα 1-292,1-410,1-444, 293-
444(Παράρτημα). Έπειτα με τη τεχνική του western  blot ανιχνεύσαμε την ύπαρξη της 
6xmyc - Aurora B (~50 kDa) στη μεμβράνη της νιτροκυτταρίνης χρησιμοποιώντας σε 
συγκεκριμένες δοκιμές το μονοκλωνικό αντίσωμα ΑΙΜ-1(mouse monoclonal) έναντι 
της Αurora B. Ωστόσο επειδή οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ του συγκεκριμένου 
αντισώματος και της πρωτεΐνης Aurora B ήταν ασθενείς, επιλέχθηκε να 
χρησιμοποιηθεί μονοκλωνικό αντίσωμα c-myc (mouse monoclonal) έναντι της 6xmyc 
– tag (Εικόνες 16,17,18). 
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Συζήτηση 

Από το παραπάνω πειράματα μπορούμε να διεξάγουμε τα  εξής συμπεράσματα: 

      Όσον αφορά την απομόνωση των πρωτεϊνών και των μικρότερων πρωτεϊνικών 

αλληλουχιών της Chk1 σε όλα τα δείγματα κατά την western blot analysis 

παρατηρήθηκαν μπάντες μικρότερου μοριακού βάρους από τις αναμενόμενες 

πρωτεΐνες. Να σημειωθεί ότι σε αρχικό πείραμα που η απομόνωση αφορούσε μόνο 

την πρωτεϊνική αλληλουχία 1-410 χρησιμοποιήθηκε αντίσωμα έναντι της  Chk1 

(Εικόνα 15).Το συγκεκριμένο αντίσωμα δεν επιλέχθηκε κατά το δεύτερο πείραμα στα 

δείγματα 1-292, 1-410, 1-444, 293-476 (Εικόνα 14) λόγω του ότι δεν είναι γνωστός ο 

αντιγονικός επίτοπος που ανιχνεύει η Chk1 και συνεπώς χρησιμοποιήθηκε αντίσωμα 

έναντι της GST – tag. Ωστόσο οι υβριδικές πρωτεΐνες GST-Chk1 full length, GST /1-

292, GST /1-410, GST /1-444, GST /293-476 υπήρχαν στα δείγματα σε 

ικανοποιητικές ποσότητες και στο σωστό μοριακό βάρος :83 kDa, 62.1 kDa, 75.1 

kDa, 78.8 kDa, 50.2 kDa κατά αντιστοιχία με τα παραπάνω και σε σύγκριση με το 
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πρωτεϊνικό μάρτυρα. Οι χαμηλότερου μοριακού βάρους πρωτεΐνες μπορεί να 

εξηγηθεί ως αποικοδόμηση συγκεκριμένης ποσότητας των επιθυμητών πρωτεϊνών 

από τις βακτηριακές πρωτέασες. Το γεγονός της αποικοδόμησης μπορεί να οφείλεται 

σε τεχνικά προβλήματα του χειριστή. Πιο συγκεκριμένα η διάτρηση  των βακτηριακών 

τοιχωμάτων και η μετέπειτα απομόνωση των πρωτεϊνών απαιτεί σταθερή 

θερμοκρασία  +4οC έτσι ώστε να μην δρουν οι πρωτεάσες. Οπότε τυχόν απροσεξία 

επιτρέπει στις πρωτεάσες να δράσουν διασπώντας το επιθυμητό προϊόν. 

       Μία πιθανή εναλλακτική λύση για την αντιμετώπιση της αποικοδόμησης των 

πρωτεϊνών από πρωτεάσες θα ήταν να χρησιμοποιηθεί ταυτόχρονα με το ΝΕΤΝ 

buffer και  ο αναστολέας σερινοπρωτεασών PMSF. 

       Αφού επετεύχθη η απομόνωση των πρωτεϊνών με GST pull down assay το 

επόμενο βήμα όπως αναφέρθηκε ήταν η ανίχνευση τυχόν αλληλεπιδράσεων των 

μεμονωμένων πρωτεϊνικών αλληλουχιών της Chk1 με την Aurora B. Αρχικά θα ήταν 

σωστό να αναφερθεί ότι σε προηγούμενα πειράματα που είχαν πραγματοποιηθεί στο 

εργαστήριο είχε ήδη αποδειχθεί ότι GST/Chk1 full length αλληλεπιδρά με την Aurora 

B αλλά και ότι η πρωτεϊνική αλληλουχία 1-292 που αντιστοιχεί στο Ν- αμινοτελικό 

άκρο της Chk1 δεν αλληλεπιδρούσε με την GST/Chk1 full length. Συνεπώς ήταν 

απαραίτητο να ελεχθεί η περαιτέρω αλληλεπίδραση Aurora B με τις άλλες  

απομονωμένες  πρωτεϊνικές αλληλουχίες της Chk1 αλλά και η ταυτόχρονη 

επαλήθευση των αρχικών πειραμάτων. Aπό τα πρώτα πειράματα τα οποία 

διεξήχθησαν στα πλαίσια της διπλωματικής εργασίας  εντοπίστηκε ότι η GST/Chk1 

full length αλληλεπιδρά όντως  με την Aurora B προερχόμενη από πρωτεϊνικό 

εκχύλισμα των CHO κυττάρων καθώς μετά από western blot analysis και 

χρησιμοποιώντας ως αντίσωμα το AIM-1 ανιχνεύθηκε  η  6x-myc Aurora B ~50 kDa. 

Xρησιμοποιώντας το ίδιο αντίσωμα δεν ανιχνεύσαμε την ύπαρξη της 6x-myc Aurora 

Β στο δείγμα 1-410 γεγονός που υποδηλώνει ότι η Aurora B δεν είχε αλληλεπιδράσει 

με την πρωτεϊνική αλληλουχία 1-410 της Chk1 κατά τη διαδικασία GST –pull down 

assay (Εικόνα 16) .Για να επιβεβαιωθεί περαιτέρω το αποτέλεσμα επαναλήφθηκε το 

πείραμα και ελέγχθηκε  η παρουσία της Aurora B στο δείγμα 1-410 με παρουσία 

αντισώματος έναντι της 6x myc tag της Aurora B. Όπως φαίνεται στην εικόνα 17 τόσο 

στα δείγματα control τα οποία περιλαμβάνουν μόνο beads όσο και σε ένα από τα 2 

δείγματα που έφεραν την πρωτεϊνική αλληλουχία 1-410 μετά από επώαση της 

μεμβράνης με το αντίσωμα έναντι της 6x myc tag εμφανίζεται μπάντα ~ 50 kDa κάτι 

που δεν έπρεπε να γίνει φανερό,  κυρίως στα δείγματα control  και συμπερασματικά 

αυτές οι αλληλεπιδράσεις που ανιχνεύθηκαν είναι μη ειδικές αλληλεπιδράσεις του 

αντισώματος με τη μεμβράνη. Οπότε συνδυάζοντας τα αποτελέσματα που 

ανιχνεύθηκαν με το αντίσωμα ΑΙΜ-1 και το αντίσωμα έναντι της myc tag, υποτέθηκε  

ότι η  Aurora B και η πρωτεϊνική αλληλουχία 1-410 δεν αλληλεπιδρούσαν.  

      Επίσης γνωρίζοντας  ότι η Aurora Β δεν αλληλεπιδρά ούτε με το Ν αμινοτελικό 

άκρο 1-292 αλλά ούτε με την ενδιάμεση αλληλουχία 1-410, ήταν φυσικό να εστιαστεί 

η προσοχή σε πρωτεϊνικές αλληλουχίες  μεγαλύτερες των 410 αμινοξέων αλλά και να 

ελεγχθεί αν το C καρβοξυτελικό άκρο της Chk1 ήταν απαραίτητο για την 

αλληλεπίδραση.  

      Συνεπώς έγινε απομόνωση μεμονωμένων πρωτεϊνικών αλληλουχιών της Chk1 

που αντιστοιχούσαν στα αμινοξέα 1-444 και 293-476 και ελέγχθηκε η αλληλεπίδραση 

με την Aurora B. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 18 μετά από επώαση της μεμβράνης με 

αντίσωμα έναντι της myc tag είναι φανερό ότι η Αurora B δεν αλληλεπιδρά με τα Ν 

αμινοτελικό άκρο όπως είχε προβλεφθεί αλλά ούτε με το C καρβοξυτελικό άκρο της 
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Chk1. Παρόλο αυτά παρατηρήθηκε αλληλεπίδραση της  πρωτεϊνικής αλληλουχίας 1-

444 με την Aurora B.  

      Συνοψίζοντας όλα τα αποτελέσματα γίνεται φανερό ότι 1) το Ν αμινοτελικό της 

Chk1 δεν καθίσταται ικανό για να συμβεί η αλληλεπίδραση 2) το C τελικό δεν 

ευθύνεται για την αλληλεπίδραση 3) εφόσον αλληλεπιδρά η πρωτεϊνική αλληλουχία 

1-444 αλληλεπιδρά με την Αurora B  κανονικά θα έπρεπε να συμβαίνει το ίδιο και με 

την αλληλουχία 1-410 κάτι το οποίο δεν συμβαίνει. Άρα οι αρχικές υποθέσεις σχετικά 

με την αλληλεπίδραση των δύο πρωτεϊνών συγκλίνουν στο γεγονός ότι για να συμβεί 

αλληλεπίδραση της Chk1 με την Aurora B είναι απαραίτητες δύο περιοχές της 

πρωτεΐνης Chk1, μία στο Ν αμινοτελικό άκρο και μία στο C καρβοξυτελικό άκρο, 

φαινόμενο όχι τόσο σπάνιο μεταξύ της αλληλεπίδρασης  δύο πρωτεϊνών.  

      Για να επιβεβαιωθεί αυτή η αλληλεπίδραση στα πλαίσια της διπλωματικής έγινε 

προσπάθεια επανάληψης του πειράματος αλλά δεν στέφθηκε με επιτυχία λόγω 

πιθανούς λάθους κατά την μέθοδο. Συνεπώς πειράματα συνεχίζονται στο εργαστήριο 

για να διαπιστωθεί αν όντως ισχύει αυτή η υπόθεση. 

      Η Chk1 είναι η μόνη  κίναση που έχει βρεθεί ότι φωσφορυλιώνει την Αurora B 

όμως για το πώς αλληλεπιδρούν οι δύο πρωτεΐνες  είναι αδιευκρίνιστο γεγονός. 

Αλληλεπιδρούν παροδικά ,αλληλεπιδρούν έμμεσα μέσω μίας τρίτης πρωτεΐνης 

βοηθού ή  αλληλεπιδρούν άμεσα;  

      Με βάση λοιπόν τα προαναφερθέντα πειράματα και με την βάση ότι η GST pull 

down assay δεν φανερώνει παροδικές αλληλεπιδράσεις, υποτέθηκε ότι η Chk1 με 

την Aurora B αλληλεπιδρούν σταθερά μέσω δύο απαραίτητων περιοχών  της Chk1, 

μία στο Ν αμινοτελικό και μία στο C καρβοξυτελικό.   

     Αν  εντοπιστούν ποιες  περιοχές ακριβώς είναι αυτές που ευθύνονται για την 

αλληλεπίδραση τότε τα επόμενα βήματα των ερευνητών θα ήταν να δημιουργήσουν  

διάφορα μεταλλάγματα της Chk1 ως προς τις δύο απαραίτητες περιοχές, τα  οποία 

θα εισαχθούν σε ευκαρυωτικά κύτταρα και με χρήση συνεστιακής  μικροσκοπίας 

(confocal microscopy)  θα μελετήσουν τον εντοπισμό των δύο πρωτεϊνών. Τέλος η 

μελέτη του φαινοτύπου των κυττάρων κατά τη μίτωση με μεταλλαγμένη Chk1 η οποία 

δεν θα μπορεί να αλληλεπιδράσει με την  Αurora B θα οδηγήσει σε σημαντικά 

συμπεράσματα. 
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Υλικά 

 

Ολιγονουκλεοτίδια – primers: Τα ολιγονουκλεοτίδια που χρησιμοποιήθηκαν στα 

πλαίσια αυτής της διπλωματικής εργασίας προήλθαν από το εργαστήριο 

Μικροχημείας του ΙΤΕ. 

Αύξων 
αριθμός  

Όνομα 
ολιγονουκλεοτιδ
ίου 

 
Primers 5'-3' sense Primers 5'-3' antisense 

1 Chk1 1-292aa 

5' 
GGAGGAATTCATGGCGGTG
CCCTTCG 3' 

5' 
ATAACTCGAGTGTCAGAGCG
GATGTG 3' 

2 Chk1 1-410aa  

5' 
GGAGGAATTCATGGCGGTG
CCCTTCG 3' 

5' 
CTAACTCGAGTGACCTGGTTG
GTGCAGCTC 3' 

3 Chk1 1-444aa 

5' 
GGAGGAATTCATGGCGGTG
CCCTTCG 3' 

5' 
CTAACTCGAGGGAGAGGCGG
AAGTCCACC 3' 

4 Chk1 293-476aa 

5' 
GGAGGAATTCCACATCCGCT
CTGACACAG 3' 

5' 
ATAACTCGAGGTCAGGGTGG
GGGCAG 3' 

 

Ένζυμα: Κατά τη διαδικασία της PCR χρησιμοποιήθηκε η Pfx polymerase της 

εταιρείας Invitrogen.Τα ένζυμα που χρησιμοποιήθηκαν ως περιοστικές 

ενδονουκλεάσες για την πέψη των προϊόντων της PCR ήταν η EcoRI και η XhoI της 

εταιρείας Minotech Biotechnology  ενώ για τη διαδικασία της συγκόλλησης των 

μεμονωμένων νουκλεοτιδικών αλληλουχιών της Chk1 με το πλασμίδιο  pGEX- 4T- 1 

χρησιμοποιήθηκε η Quick stick ligase της εταιρείας New England Biolabs. 

Πλασμίδια: Το πλασμίδιο που χρησιμοποιήθηκε σε όλα τα πειράματα ήταν ο 

pGEX- 4T- 1.O συγκεκριμένος φορέας έχει μήκος 4969 bp και φέρει α) υποκινητή 

tac, β) GST tag, γ) γονίδιο ανθεκτικότητας σε αμπικιλίνη. Να σημειωθεί ότι το γονίδιο 

της Chk1 είχε εντεθεί σε πλασμιδιακό φορέα pcDNA3.1 zeo(+). Στο παράρτημα 

απεικονίζονται οι χάρτες  των πλασμιδίων. 

Αντισώματα και υλικά ανοσοεντοπισμού: Tα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν 

έναντι της GST – Chk1 ήταν ανάλογα με το πείραμα τα εξής : 1) Chk1 (G-4) mouse 

monoclonal της εταιρείας Santa Cruz Biotechnology και 2) GST (B-14) mouse 

monoclonal της εταιρείας Santa Cruz Biotechnology. Αντίθετα τα αντισώματα που 

χρησιμοποιήθηκαν για την 6x myc Aurora B ήταν : 1) AIM -1 mouse monoclonal της 

εταιρείας Biosciences και 2) c – myc (9E10) της εταιρείας Santa Cruz 

Biotechnology.Το δευτερογενές αντίσωμα anti mouse συζευγμένο με HRP προήλθε 

από την εταιρεία Sigma. 

Σφαιρίδια Protein – A Sepharose: Τα  σφαιρίδια Protein A-Sepharose® 4B 

Conjugate προμηθεύτηκαν από την εταιρεία Invitrogen. 
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Μεμβράνες: Η μεταφορά των πρωτεϊνών για ανοσοαποτύπωση κατά Western, 

πραγματοποιήθηκε σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης Protran  της εταιρείας Whatman. 

Κυτταροκαλλιέργειες: Τα CHO κύτταρα (Chinese Hamster Ovary) καλλιεργήθηκαν 

σε θρεπτικό μέσο F12 της εταιρείας Gibco το οποίο περιείχε 10% fetal bovine serum 

και τα αντιβιοτικά πενικιλίνη 30 μg/ml και 50 μg/ml στρεπτομυκίνη.  Η καλλιέργεια 

έγινε στους 37°C παρουσία 5% CO2. 

H επαγωγή της 6x myc Aurora B έγινε παρουσία τετρακυκλίνης συγκεντρώσεως 

17ng/ml για 16 ώρες. 

Μέθοδοι 

1) Aλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης – PCR 

      H αντίδραση πολυμερισμού πραγματοποιήθηκε για τις αλληλουχίες της Chk1 
που αντιστοιχούσαν στα αμινοξικά κατάλοιπα 1-292, 1-410, 1-444, 293-
476(Παράρτημα).Η ποσότητα του DNA που χρησιμοποιήθηκε ως μήτρα για την 
αντίδραση πολυμερισμού ήταν 100 ng. Οι αντιδράσεις με Platinum Pfx DNA 
Polymerase και ως επί το πλείστον γινόταν στα 50 μl και περιελάμβαναν τα εξής : 
 

 5 μl 10X Pfx Amplification Buffer 

 1 μl ATP 10 μΜ 

 1 μl TTP 10 μΜ 

 1 μl CTP 10 μΜ  

 1 μl GTP 10 μΜ 

 1 μl MgSO4 50 Μμ 

 1 μl template Chk1 100ng 

 5 μl primer each 10μΜ 

 5 μl 10X PCRx Enhancer Solution 

 0.5 μl Platinum Pfx DNA Polymerase 

 23.5 μl H2O 

      To γενικό σχήμα των αντιδράσεων πολυμερισμού που εφαρμόσθηκε σε όλες τις 

περιπτώσεις ήταν ίδιο με εξαίρεση την αλληλουχία των 1332 bp που αντιστοιχούσε 

στα αμινοξέα 1-444 όπου υπήρξε μια μικρή αλλαγή στο χρόνο της επιμήκυνσης ο 

οποίος ενώ σε όλα ήταν 1 min, για τη συγκεκριμένη ο χρόνος μεταβλήθηκε σε 1:30 

min λόγω μεγαλύτερης αλληλουχίας. Έτσι το πρόγραμμα είχε ως εξής :  

 

 94°C για 1 min για αρχική αποδιάταξη 

 94 °C για 1 min για αποδιάταξη 

 60 °C για 1 min για υβριδοποίηση των εκκινητών                          x 29 cycles                                    

 68 °C για 1:30 min για επιμήκυνση της αλυσίδα (ή για 1 min) 

 68 °C για 10 min για τελική επιμήκυνση 

 4 °C για απεριόριστο χρονικό διάστημα. Τέλος αντίδρασης. 
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2) Aνάλυση DNA με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 

      Με τη μέθοδο της ηλεκτροφόρησης τα μόρια DNA μπορούν να διαχωριστούν με 

κριτήριο το µήκος τους µετά από επεξεργασία  µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες.  

      Τα δείγματα DNA που προέκυψαν από διάφορες πέψεις π.χ. για να ελεχθεί αν το 

πλασμίδιο είχε μετασχηματιστεί με την κατάλληλη αλληλουχία που έχει εντεθεί 

τοποθετούνταν στα σχηματισμένα πηγαδάκια του πηκτώματος της αγαρόζης σε 

ειδική συσκευή και καλύπτονταν από ειδικό ρυθμιστικό διάλυμα 1x TAE. H 

τοποθέτηση των ηλεκτροδίων στη συσκευή δημιουργεί τάση η οποία έχει σαν 

αποτέλεσμα την μετακίνηση των αρνητικά φορτισμένων θραυσμάτων DNA προς το 

θετικό πόλο της συσκευής 

      Ωστόσο η ταχύτητα  µμετακίνησης ενός τμήματος DNA εξαρτάται από το μέγεθος 

του και έτσι τα μικρά θραύσματα κινούνται πιο γρήγορα. Για να γίνουν αντιληπτά τα 

τμήματα DNA χρησιμοποιήθηκε η φθορίζουσα ουσία βρωμιούχο αιθίδιο. Τέλος για 

τον προσδιορισμό του μεγέθους των ζωνών χρησιμοποιήθηκε ως πρότυπο ο 

μάρτυρας ο 1 kb DNA ladder της Ιnvitrogen.Θα ήταν σημαντικό να τονιστεί  ότι 

πηκτώματα με χαμηλή συγκέντρωση σε αγαρόζη 0.7 % χρησιμοποιούνται για να 

διαχωριστούν μεγαλύτερα θραύσματα (5-10 kb) ενώ πηκτώματα με υψηλή 

συγκέντρωση σε αγαρόζη 2%χρησιμοποιούνται για το διαχωρισμό μικρών 

θραυσμάτων (0.2–1kb). 

3) Διαδικασία της συγκόλλησης (ligation) των μονόκλωνων άκρων του 

πλασμιδιακού φορέα pGEX-4T-1 με τα μονόκλωνα άκρα των διάφορων 

αλληλουχιών του γονιδίου της Chk1. 

      Εφόσον έγιναν οι πέψεις  των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών της Chk1 που είχαν 

σχεδιαστεί με τα ένζυμα ΕcoRΙ και XhoI και με την προϋπόθεση ότι και ο 

πλασμιδιακός φορέας pGEX-4T-1 είχε υποστεί ακριβώς τις ίδιες πέψεις, 

πραγματοποιήθηκε η διαδικασία της συγκόλλησης των άκρων του πλασμιδίου και 

της κάθε  νουκλεοτιδικής αλληλουχίας (ligation). Γενικά κατά τη διαδικασία της 

ligation σε όλες τις περιπτώσεις χρησιμοποιήθηκε η Quick-Stick Ligase και 

ακολουθήθηκε το παρακάτω πρωτόκολλο της Βioline: 

 Πλασμιδιακό DNA και η αλληλουχία του DNA που ενσωματώνεται 

 στο πλασμίδιο δεν πρέπει να ξεπερνούν συνολικά τα 100 ng                        

 5 μl 4x QS Buffer                                                                                        15min RT 

 1 μl Quick-Stick Ligase                                                                         

 Προσθήκη H2O έως τελικού όγκου 20 μl 

  

4) Μετασχηματισμός επιδεκτικών βακτηριακών κυττάρων E.coli (TOP 10) με 

πλασμιδιακούς φορείς  

      Τα βακτηριακά κύτταρα ΤΟΡ10 των 50 μl λήφθησαν από τους -80°C και 

ξεπάγωσαν σε πάγο. Προστέθηκε 4 μl από το διάλυμα της ligation και επωάστηκαν 

σε πάγο για 30 min. Η διαδικασία συνεχίστηκε με heat shock για 30 sec στους 42°C 

ώστε η απότομη αλλαγή θερμοκρασίας να δημιουργήσει οπές στην κυτταρική 

μεμβράνη των βακτηρίων με στόχο να εισαχθούν τα πλασμίδια. Προστέθηκαν 250 μl 
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προθερμασμένου θρεπτικού μέσου SOC και έπειτα τα κύτταρα επωάστηκαν για 1 

ώρα στους 37°C υπό ανάδευση. Τέλος 200 μl των κυττάρων επιστρώθηκαν σε υπό 

στείρες συνθήκες σε πιάτο με θρεπτικό μέσο LB παρουσία αντιβιοτικού, στην 

προκειμένη περίπτωση παρουσία αμπικιλλίνης με το οποίο έγινε και η επιλογή. Το 

πιάτο τοποθετήθηκε στους 37°C για 16 ώρες. 

5) Απομόνωση πλασμιδιακού DNA 

      Μετά την επίστρωση των βακτηριακών κυττάρων στο πιάτο LB και αμπικιλλίνη, 

αναπτύχθηκαν κυρίως τα κύτταρα που είχαν μετασχηματιστεί με το πλασμίδιο που 

τους παρείχε την ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό (μερικά αναπτύσσονται χωρίς να 

έχουν μετασχηματιστεί με το πλασμίδιο αλλά καταφέρνουν να αποκτήσουν 

ανθεκτικότητα στην  αμπικιλλίνη).Επιλέχθηκαν ορισμένες αποικίες που 

αναπτύχθηκαν και ενέθηκε η καθεμία σε 5 ml LB παρουσία 5 μl αμπικιλλίνης. Έπειτα 

από 12-16 ώρες (ανάλογα με το βακτηριακό στέλεχος που χρησιμοποιείται) επώαση 

με ανάδευση τα falcon των 15 ml συλλέχθηκαν και ακολούθησε φυγοκέντρηση για 10 

min στις 3000 rpm. Το κυτταρικό ίζημα που σχηματίσθηκε στο falcon 

χρησιμοποιήθηκε για την απομόνωση του πλασμιδιακού DNA. 

      Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκε το εμπορικά διαθέσιμο πρωτόκολλο (kit) 

«NucleoSpin (NoLid)» της εταιρείας Macherey-Nagel το οποίο περιλαμβάνει 6 

στάδια: 

I) Εφόσον αφαιρέθηκε το υπερκείμενο από τα falcons, προστέθηκαν 250 μl από το 

διάλυμα Α1 και οι πελλέτες επαναδιαλύθηκαν πιπετάροντας. Οι ποσότητες των 250 

μl μεταφέρθηκαν σε eppendorfs. Στη συνέχεια προστέθηκαν 250 μl από το διάλυμα 

Α2, ανακινήθηκαν τα eppendorfs 6-8 φορές ήπια και επωάστηκαν σε θερμοκρασία 

δωματίου για 5 min.Τέλος προστέθηκαν 300 μl από το buffer A3 και ανακινήθηκαν τα 

eppendorfs 6-8 φορές ήπια. 

II) Ακολούθως τα eppendorfs φυγοκεντρήθηκαν για 10 min στα 11,000 x g. 

III) Το kit παρείχε ειδικές κολώνες NucleoSpin Plasmid Columns οι οποίες 

τοποθετήθηκαν σε collection tubes των 2  ml που παρέχονταν από τον 

κατασκευαστή. Στις κολώνες μεταφέρθηκαν 750 µl από το υπερκείμενο του κάθε 

eppendorf και φυγοκεντρήθηκαν για 1 min στα 11,000 x g. Έπειτα αφού αφαιρέθηκαν 

οι NucleoSpin Plasmid Columns κολώνες από τους collection tubes αδειάστηκε το 

περιεχόμενο των collection tubes ενώ το πλασμιδιακό DNA είχε προσδεθεί στο 

φίλτρο της κολώνας και επανατοποθετήθηκαν οι NucleoSpin Plasmid Columns 

κολώνες. Το στάδιο αυτό  επαναλήφθηκε µέχρι να φορτωθεί όλο το υπερκείμενο των 

eppendorfs στις κολώνες NucleoSpin Plasmid Columns. 

IV) Στο συγκεκριμένο στάδιο πραγματοποιήθηκαν δύο πλύσεις της κολώνας. Η μία 

αφορούσε την πλύση με 500 μl προθερμασμένου buffer AW και τη μετέπειτα 

φυγοκέντρηση των collection tubes για 1 min στα 11,000 x g. Η δεύτερη πλύση 

απαιτούσε την προσθήκη 600 μl από το buffer Α4 και την ακόλουθη φυγοκέντρηση 

για 1 min στα 11,000 x g (μετά από κάθε φυγοκέντρηση αδείαζονταν το περιεχόμενο 

των collection tubes). 

V) Επιπρόσθετη φυγοκέντρηση ακολουθήθηκε για 2 min στα 11,000 x g  
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VI) Στο τελικό στάδιο NucleoSpin Plasmid Columns κολώνες τοποθετήθηκαν σε 

eppendorfs των 1.5 ml και σε κάθε κολώνα προστέθηκαν 50 μl H2O. Τα δείγματα 

επωάστηκαν για 1 min σε θερμοκρασία δωματίου ενώ με το πέρας του χρόνου 

επώασης, τα eppendorfs που έφεραν τις κολώνες φυγοκεντρήθηκαν για 1 min στα 

11,000 x g. 

6) Επαγωγή της έκφρασης της πρωτεΐνης Chk1 και των πρωτεϊνικών 

αλληλουχιών 1-292αα, 1-410αα, 1-444αα, 293-476αα. 

      Για την έκφραση των πρωτεϊνών χρησιμοποιήθηκαν τα βακτηριακά κύτταρα BL21 

(DH3) τα οποία είναι ιδανικά για την έκφραση παρουσία ΙPTG.Για να συμβεί όμως 

αυτό έπρεπε τα πλασμίδια που απομονώθηκαν από τη διαδικασία των mini-preps να 

εισαχθούν στα παραπάνω κύτταρα.H διαδικασία του μετασχηματισμού που 

ακολουθήθηκε ήταν ίδια με τη διαδικασία που αναφέρθηκε όσο αφορά το 

μετασχηματισμό των βακτηρίων TOP 10 (μέθοδος 4).Εφόσον τα βακτηριακά κύτταρα 

επιστρώθηκαν σε πιάτα LB παρουσία αμπικιλλίνης και ύστερα από επώαση 16 

ωρών στους 37ο C, επιλέχθηκαν αποικίες μία από κάθε πιάτο (Εικόνα ).Η κάθε 

αποικία προστέθηκε υπό στείρες συνθήκες σε 4 ml LB παρουσία 4 μl αμπικιλλίνης 

και οι υγρές καλλιέργειες αναπτύχθηκαν για περίπου 16 ώρες στους 37οC υπό 

ανάδευση. Την επόμενη μέρα 2 ml από κάθε καλλιέργεια προστέθηκαν η καθεμία σε 

100 ml LB παρουσία 100 μl αμπικιλλίνης σε φλάσκα των 2 L και επωάστηκαν υπό 

ανάδευση για 2 ώρες  στους 37ο C μέχρι η οπτική απορρόφηση OD να φτάσει τις 

τιμές 0.3 – 0.5. Στο συγκεκριμένο χρονικό διάστημα  τα βακτηριακά κύτταρα 

βρίσκονται στην εκθετική φάση και έχουν μέγιστο ρυθμό ανάπτυξης. Μετά το πέρας 

των 2 ωρών για να επαχθεί η έκφραση των πρωτεϊνών προστέθηκε 1 ml IPTG σε 

κάθε φλάσκα έτσι ώστε η τελική συγκέντρωση από 100mM αρχικά, να μειωθεί στο 1 

mM και ακολούθησε επώαση υπό ανάδευση για 3 ώρες στους 37ο C. 

7) GST pull down assay 

      Mετά τη διαδικασία της επώασης των βακτηριακών κυττάρων με IPTG, το 

περιεχόμενο των φλασκών μοιράστηκε σε falcons των 50 ml και ακολούθησε 

φυγοκέντρηση στις 3000 rpm για 10 min. Η βακτηριακή πελέτα που σχηματίσθηκε 

επαναδιαλύθηκε με 1 ml NETN buffer (για κάθε falcon). Το NETN buffer συνίσταται 

από 20 mM Tris pH 8.0, 100 Mm NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% NP40. Aκολούθησε 

διάτρηση των βακτηριακών τοιχωμάτων με sonication 3 φορές επί 15 sec έως ότου 

παρατηρηθεί διαφορά στο χρώμα του δείγματος (συνήθως παρατηρούνταν αλλαγή 

από πυκνό άσπρο σε διαφανές).Τα δείγματα πριν, καθ ’όλη τη διάρκεια και με το 

πέρας του sonication διατηρούνταν σε πάγο. Επακόλουθη φυγοκέντρηση των 

δειγμάτων που έφεραν πλέον όλο το πρωτεϊνικό εκχύλισμα ακολούθησε για 10 min 

στους 4 °C στη ψυχόμενη φυγόκεντρο. Το υπερκείμενο της  φυγοκέντρησης 

μεταφέρθηκε σε καθαρά eppendorfs. Eπόμενο βήμα αφορούσε την πρόσδεση των 

υβριδικών πρωτεϊνικών αλληλουχιών της Chk1 με GST στα glutathione sepharose 

slurry. Τα GST beads χρησιμοποιηθήκαν σε ποσότητα 50 μl/ δείγμα Γι’ αυτό το 

σκοπό 50 μl glutathione sepharose slurry ξεπλύθηκαν από το συντηρητικό τους μέσο 

με 50 μl ΝΕΤΝ buffer δύο φορές. Έπειτα από την τελευταία πλύση τα 50 μl GST 

beads αναδεύτηκαν με ίσο όγκο ΝΕΤΝ buffer και το μείγμα προστέθηκε στο 

πρωτεϊνικό εκχύλισμα. Στη συνέχεια το μίγμα του πρωτεϊνικού εκχυλίσματος και των 

GST beads υποβλήθηκε σε επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 30 min σε 
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περιστρεφόμενη ρόδα (rotation).Με το πέρας του χρόνου επώασης τα δείγματα 

υποβλήθηκαν σε φυγοκέντρηση για 10 sec και ακολούθησαν δύο διαδοχικές πλύσεις 

με 100 μl ΝΕΤΝ buffer.Τέλος μετά το spin down τα 50 μl GST beads αναδεύτηκαν 

ήπια με 50 μl ΝΕΤΝ buffer.Τα GST beads είχαν πλέον προσδέσει την υβριδική GST 

protein  η οποία μπορεί να διατηρηθεί προσδεδεμένη στα glutathione sepharose 

slurry στους 4 °C για μερικές ημέρες. 

8) SDS – PAGE electrophoresis και Western blot analysis 

      Οι υβριδικές πρωτεΐνες αναλύθηκαν σύμφωνα με το ισοηλεκτρικό τους σημείο και  

με το μέγεθος τους σε αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακρυλαμίδης παρουσία SDS. 

Για το σκοπό αυτό έπρεπε να φτιαχτεί το running καθώς και το stacking gel 

Α) Running gel 10%, V=40 ml 

 H2O 19.2 ml 

 40 % acrylamide mix 10 ml 

 1.5 M Tris ( pH 8.8) 10 ml 

 10% SDS 0.4 ml 

 10% APS 0.4 ml 

 TEMED 0.1% 40 μl 

B) Stacking gel V=10 ml 

 H2O 7.3 ml 

 40 % acrylamide mix 1.25 ml 

 1 M Tris (pH 6.8) 1.25 ml 

 10% SDS 0.1 ml 

 10% APS 0.1 ml 

 TEMED 0.1% 10 μl 

      Αφού αρχικά προετοιμάστηκε το Running gel χύθηκε στη συσκευή ενώ αμέσως 

μετά με τη χρήση πιπέτας από πάνω από gel περιχύθηκε 1 ml βουτανόλης. Μετά τον 

πολυμερισμό του Running gel προετοιμάστηκε το Stacking gel και αφού έγινε 

ξέπλυμα του gel από τη βουτανόλη με H2O προστέθηκε το Stacking gel και τα ειδικά 

χτένια που δημιουργούν οπές στο gel. Το gel στην ειδική συσκευή ήταν πλέον έτοιμο 

μετά τον πλήρη πολυμερισμό. 

      Ακολούθησε προετοιμασία των δειγμάτων που θα φορτώνονταν στο gel. Aπό το 

κάθε δείγμα των GST beads που είχαν προσδέσει τις επιθυμητές πρωτεΐνες λήφθηκε 

ποσότητα των 10 μl και ανακατεύτηκε με κατάλληλες ποσότητες SDS και DTT ενώ η 

διαδικασία συνεχίστηκε με αποδιάταξη των πρωτεϊνών από τα beads στους 95°C για 

10 min.Τα δείγματα υπέστησαν spin down  και τα εναιωρήματα φορτώθηκαν στο gel 

ενώ παράλληλα είχαν φορτωθεί και 10 μl πρωτεϊνικού μάρτυρα. 

      To buffer  της ηλεκτροφόρησης ήταν Tris glycine 1x και όγκου 1L (800 ml H2O + 

200 ml 5x Tris glycine.Το gel έτρεχε για 3 ώρες στα 180 V. 
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      Για τον ανοσοεντοπισμό των αναλυθέντων πρωτεϊνών έγινε ηλεκτροφορητική 

μεταφορά αυτών από το πήκτωμα πολυακρυλαμίδης σε μεμβράνες νιτροκυτταρίνης 

για 1 ώρα και 15 min στα 20 V. (Transfer buffer : 20 ml 10x transfer buffer + 140 ml 

H2O + 40 ml μεθανόλη η οποία προστίθεται τελευταία στο buffer) 

      Επόμενο βήμα μετά το transfer είναι η διαδικασία του blocking της μεμβράνης 

όπου μπλοκάρονται οι μη ειδικές αλληλεπιδράσεις. Η μεμβράνη τοποθετήθηκε σε 50 

ml  διαλύματος TBS-Tween 1x και  5% nonfat dry milk διαλυμένο στο TBS-Tween σε 

πλαστικό πιάτο ειδικό για τις μεμβράνες. Η μεμβράνη τοποθετήθηκε στο shaker για 1 

ώρα. Έπειτα από 1 ώρα η μεμβράνη  ξεπλύθηκε με TBS-Tween 1x για 5 min ενώ με 

το πέρας των 5 min αφαιρέθηκε το TBS-Tween και προστέθηκε το πρώτο αντίσωμα 

σε αραίωση 1:2000( 6μl αντισώματος  σε 12 μl 1% nonfat dry milk + TBS-Tween 1x). 

H μεμβράνη με το αντίσωμα τοποθετήθηκε σε shaker στους 4°C για όλη τη νύχτα. 

Όσον αφορά την ανίχνευση των πρωτεϊνικών αλληλουχιών της Chk1 τα αντισώματα 

που χρησιμοποιήθηκαν όπως αναφέρθηκε ήταν 1) Chk1 (G-4) mouse monoclonal 

έναντι της Chk1 και 2) GST (B-14) mouse monoclonal έναντι της GST tag. 

(Παρακάτω γίνεται αναφορά στην Aurora B). 

      Την επόμενη μέρα έγιναν μία σειρά από διαδοχικές πλύσεις της μεμβράνης με 

TBS-Tween 1x. 

 Ένα γρήγορο πλύσιμο με TBS-Tween 1x. 

 1 x 15 min      <<                      << 

 2 x 5 min        <<                      << 

Εφόσον πραγματοποιήθηκαν οι παραπάνω πλύσεις ακολούθησε επώαση της 

μεμβράνης για 1 ώρα σε shaker  με το δεύτερο αντίσωμα anti mouse συζευγμένο με 

HRP σε αραίωση 1:6000. Επιπρόσθετα πλυσίματα ήταν αναγκαία εφόσον 

πραγματοποιήθηκε η απαιτούμενη επώαση. 

 1 x 10 min πλύσιμο με TBS-Tween 1x 

 4 x 5 min     <<                   << 

      Χρησιμοποιώντας ως υπόστρωμα του horseradish peroxidase (HRP) enzyme  το 

Thermo Scientific Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate  της 

εταιρείας Thermo Scientific έγινε η εμφάνιση των ζωνών των πρωτεϊνών(ECL). 

Άλλοτε για να φανεί δυνατότερο σήμα χρησιμοποιήθηκε το υπόστρωμα Super Signal 

West Femto Maximum Sensitivity Substrate της ίδιας εταιρείας (Femto).Για τον 

προσδιορισμό του μεγέθους των ζωνών χρησιμοποιήθηκε ως πρότυπο μεγεθών ο 

μάρτυρας Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder της εταιρείας Thermo 

Scientific. 

9) Επαγωγή της 6x myc Aurora B παρουσία τετρακυκλίνης 

      Όπως αναφέρθηκε στο εργαστήριο υπήρχε κυτταρική σειρά CHO κυττάρων που 

υπερέκφραζε την 6x myc Aurora B παρουσία τετρακυκλίνης. Για  το σκοπό αυτό έγινε 

αρχικά set up των κυττάρων  και με χρήση αιματοκυτταρόμετρου  υπολογίσθηκε μετά 

από αναλογίες ο αριθμός τους  που αντιστοιχούσε στην φλάσκα των 75 cm2 και 

μετέπειτα υπολογίσθηκε ο όγκος των κύτταρων που θα τοποθετούνταν σε πιατάκια 

των 60 mm. Εφόσον έγιναν οι κατάλληλοι υπολογισμοί ορισμένος όγκος κυττάρων 
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τοποθετήθηκε σε πιατάκια έγινε συμπλήρωση με θρεπτικό μέσο F-12 έως τελικού 

όγκου των 5 ml. Τα κύτταρα τοποθετήθηκαν για 5 ώρες στον incubator ώστε να 

κολλήσουν στο υπόστρωμα. Για να επαχθεί η έκφραση μετά τις 5 ώρες 

τοποθετήθηκε τετρακυκλίνη με τελική συγκέντρωση 17ng/ml και τα κύτταρα 

αναπτύχθηκαν για 16 ώρες στους 37°C παρουσία 5 % CO2. 

 

10) Απομόνωση του πρωτεϊνικού εκχυλίσματος από τα CHO κύτταρα 

      Ύστερα από την επαγωγή της έκφρασης, η διαδικασία για την απομόνωση του 

πρωτεϊνικού εκχυλίσματος από τα ευκαρυωτικά κύτταρα  είχε ως εξής : 

Αρχικά αφαιρέθηκε  όλο το θρεπτικό μέσο από τα πιατάκια με χρήση πιπέτας και 

προστέθηκε 2 ml PBS με στόχο το ξέπλυμα από το medium.Στη συνέχεια σε κάθε 

πιάτο προστέθηκαν 800 μl από το IP kinase buffer το οποίο έφερε και τους 

κατάλληλους inhibitors. To συγκεκριμένο buffer έφερε τα εξής συστατικά: 

IP Kinase buffer  

 HEPES pH 7.5       50mM 

 NaCl        150  mM               

 EDTA        1 Mm       

 EGTA        2.5 mM                     τελικές συγκεντρώσεις 

 Tween 20       0.1 % 

 Glycerol        10 % 

 H2O 

Inhibitors 

 NaF       1 mM (αναστολέας φωσφατασών σερίνης/θρεονίνης) 

 PMSF        0.1 mM (αναστολέας σερινό-πρωτεασών) 

 b- glycerophosphate        10 mM (αναστολέας φωσφατασών 

σερίνης/θρεονίνης) 

 NaVO4             0.1 mM (αναστολέας αλκαλικών φωσφατασών και φωσφατάσης 

τυροσίνης) 

 Leupeptin       10μg/ml (αναστολέας πρωτεασών σερίνης, κυστείνης) 

 Aprotinin        10μg/ml (αναστολέας πρωτεασών σερίνης) 

      Με την προσθήκη των 800 μl IP kinase buffer/inhibitors σε κάθε πιάτο γινόταν 

παράλληλα και το ΄΄ξύσιμο΄΄ των κυττάρων με ειδικό εργαλείο έτσι ώστε να 

ξεκολλήσουν τα κύτταρα από το υπόστρωμα τους. Η διαδικασία γινόταν πάνω σε 

πάγο ενώ τα  εναιωρήματα  τοποθετούνταν σε eppendorfs που είχα τοποθετηθεί σε 

πάγο. Η μέθοδος του sonication ήταν το επόμενο βήμα ώστε να σπάσουν οι 

κυτταρικές μεμβράνες και να απομονωθούν οι πρωτεΐνες. Η  διάτρηση των 

κυτταροπλασματικών μεμβρανών πραγματοποιήθηκε 3 φορές για κάθε δείγμα για 10 
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sec.Έπειτα τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν στις 12000 rpm για 10 min  στους 4°C 

στην ψυχόμενη φυγόκεντρο. Το υπερκείμενο από κάθε δείγμα χρησιμοποιήθηκε για 

τη μέτρηση Bradford. 

      Έχοντας υπολογίσει τον κατάλληλο όγκο του πρωτεϊνικού εκχυλίσματος των 

κυττάρων CHO που θα χρησιμοποιούνταν για την αλληλεπίδραση με τις πρωτεϊνικές 

αλληλουχίες της Chk1 μέσω GST pull down assay, έγινε ανάμειξη των κατάλληλων 

ποσοτήτων και τοποθετήθηκαν σε περιστρεφόμενη ρόδα (rotation)  στους 4°C για 

όλη τη νύχτα. 

      Την επόμενη μέρα του πειράματος έγινε φυγοκέντρηση των GST beads που 

έφεραν πλέον προσδεδεμένες τις επιθυμητές πρωτεΐνες στις 3000 rpm για 5 min 

στους 4°C στην ψυχόμενη φυγόκεντρο .Ακολούθησαν δύο διαδοχικές πλύσεις με 1 

ml IP kinase buffer κάθε φορά, για κάθε δείγμα, ενώ μετά από πλύση έπονταν 

φυγοκέντρηση3000 rpm για 5 min στους 4°C.Οι πρωτείνες αποδιατάχθηκαν στους 

95°C παρουσία SDS και DTT. 

      Το αν η Aurora B είχε αλληλεπιδράσει με την GST - Chk1 και με τις υβριδικές 

πρωτεϊνικές αλληλουχίες της Chk1 που ήταν ήδη δεσμευμένες στα bead, θα γινόταν 

ορατό μέσω της μεθόδου Western blot analysis. Tα βήματα είναι ακριβώς τα ίδια με 

τη μέθοδο 8 που αναφέρθηκε. Η μόνη διαφορά ήταν στα αντισώματα που 

χρησιμοποιήθηκαν καθώς εδώ ανιχνεύαμε την ύπαρξη της 6x myc Αurora B ~ 50 

kDa (Yλικά). 
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Παράρτημα 

Πλασμιδιακός χάρτης 1: Απεικόνιση του γονιδίου της Chk1 σε πλασμιδιακό 

φορέα pcDNA3.1 zeo (+) 
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Πλασμιδιακός χάρτης 2: Aπεικόνιση του πλασμιδίου – φορέα κλωνοποίησης  

pGEX- 4T- 1 
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H αλληλουχία της Chk1 στον πλασμιδιακό φορέα pcDNA3.1 zeo (+) (με βελάκια 

φαίνονται οι αλληλουχίες που κλωνοποιήθηκαν) 
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