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1.1 Οργάνωση του πυρηνικού φακέλου 

 

Ο πυρήνας των ευκαρυωτικών κυττάρων περιβάλλεται από τον πυρηνικό φά-

κελο, µια οργανωµένη µεµβρανική δοµή. Τα διακριτά µέρη του πυρηνικού 

φακέλου είναι τα εξής: α) Η έξω πυρηνική µεµβράνη η οποία αποτελεί συνέ-

χεια του αδρού ενδοπλασµατικού δικτύου και έχει και την ίδια πρωτεϊνική σύ-

σταση µε αυτό, β) Η έσω πυρηνική µεµβράνη η οποία έχει την δική της ιδιά-

ζουσα σύσταση, γ) Η µεµβράνη των πυρηνικών πόρων που επίσης έχει 

ιδιάζουσα πρωτεϊνική σύσταση. Στα παραπάνω µέρη έχει προστεθεί τελευταία 

η περιφερική ετεροχρωµατίνη, η οποία προσφύεται στην έσω πυρηνική 

µεµβράνη (Burke & Ellenberg, 2002).  

 
 
Εικόνα 1: Τοπολογία του πυρηνικού φακέλου. Ο πυρηνικός φάκελος αποτελείται από την έσω 
και την έξω και την έσω πυρηνική µεµβράνη (κίτρινο) που συνδέονται στους πυρηνικούς πό-
ρους (µωβ). Στην έσω πυρηνική µεµβράνη βρίσκονται διαµεµβρανικές πρωτεΐνες που την δια-
συνδέουν µε το υποκείµενο δίκτυο της λάµινας (πράσινο), αλλα και µε την περιφερική χρω-
µατίνη.  
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Ο πυρήνας περικλείει το γενετικό υλικό του κυττάρου και διαχωρίζεται σα-

φώς µέσω του πυρηνικού φακέλου  από το κυτταρόπλασµα. Τα δυο όµως αυ-

τά διαµερίσµατα επικοινωνούν συνεχώς µεταξύ τους µέσω των πυρηνικών 

πόρων. Τα µορφολογικά χαρακτηριστικά του πυρήνα επηρεάζονται τόσο από 

την τρισδιάστατη δοµή του γενώµατος, όσο και από καρυοσκελετικά στοιχεία 

(π.χ. πυρηνική λάµινα). 

Η συµπύκνωση του γενετικού υλικού σε χρωµατίνη είναι απαραίτητη για να 

''πακεταριστεί'' το γένωµα µέσα στα όρια του πυρήνα. Έτσι, η χρωµατίνη 

αντιπροσωπεύει το φυσιολογικό περιβάλλον όλων των γονιδίων στα 

ευκαρυωτικά κύτταρα. Αλλαγές στην οργάνωση της χρωµατίνης είναι ση-

µαντικές για τη ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης. Η χρωµατίνη ανάλογα µε 

τον βαθµό συµπύκνωσής της και το πόσο ενεργή είναι  µεταγραφικά διακρίνε-

ται σε ευχρωµατίνη (ενεργή, λιγότερο συµπυκνωµένη) και ετεροχρωµατίνη 

(ανενεργή, περισσότερο συµπυκνωµένη). Η περιφερική ετεροχρωµατίνη βρί-

σκεται σε στενή χωρική σχέση προς τον πυρηνικό φάκελο (Blobel, 1985, 

Mathog κ.α. 1984, Paddy κ.α., 1990) και η σύνδεση αυτή φαίνεται να 

οφείλεται στην  άµεση/έµµεση σύνδεσή της µε πρωτεΐνες της έσω πυρηνικής 

µεµβράνης (Ye και Worman, 1996; Polioudaki et al., 2001). 

 

 

1.2 Μικροσωληνίσκοι: ∆οµή και λειτουργία 

 

Οι µικροσωληνίσκοι είναι επιµήκεις, σχετικά άκαµπτοι πρωτεϊνικοί σωλήνες. 

Έχουν διάµετρο περίπου 25nm και σχηµατίζονται από υποµονάδες τουµπου-

λίνης, ένα διµερές που αποτελείται από δυο παρόµοιες σφαιρικές πρωτεΐνες 
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την α και την β (Dustin, 1984). Κάθε µικροσωληνίσκος αποτελείται από 13 

παράλληλα πρωτοϊνίδια (γραµµικές αλυσίδες από µόρια α- και β- 

τουµπουλίνης που εναλλάσσονται κατά µήκος του πολυµερούς). Κάθε 

πρωτοϊνίδιο έχει πολικότητα: το ένα άκρο περιέχει β-τουµπουλίνη και ονοµά-

ζεται ''συν'', το άλλο άκρο περιέχει α-τουµπουλίνη και ονοµάζεται ''πλην''. 

Κατά την συγκρότηση ενός µικροσωληνίσκου διµερή τουµπουλίνης συνδέο-

νται και αποσυνδέονται και στα δυο άκρα του µε διαφορετικό ρυθµό και έτσι 

η κατάσταση του πολυµερούς εναλλάσσεται, µεταξύ αύξησης και συρρίκνω-

σης, φαινόµενο που καλείται και δυναµική αστάθεια (Mitchison & Kirschner, 

1984a,b). Οι α- και β-υποµονάδες της τουµπουλίνης κωδικοποιούνται από 

διαφορετικά γονίδια (Little and Seehaus, 1988) και απαντώνται σε διαφορετι-

κούς ισότυπους, έξι για την α-τουµπουλίνη και επτά για την β-τουµπουλίνη. 

Οι διαφορερικοί ισοτυποι διαφέρουν σηµαντικά στην ικανότητα πολυµερι-

σµού, στη δυναµική, στην αρχιτεκτονική και στην ικανότητα να συνδέονται 

µε άλλους παράγοντες (Banerjee and Luduena, 1992; Banerjee et al., 1992; 

Panta et al., 1994; Sharma and Luduena, 1994, Schwarz et al., 1998). Οι 

διαφορετικοί ισότυποι τουµπουλίνης διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στη 

διαφοροποίηση και στον τρόπο λειτουργίας του κυττάρου (Hoyle and Raff, 

1990; Matthews et al., 1993; Luduena, 1993). Ακόµη, τα µόρια της 

τουµπουλίνης υφίστανται µεταµεταφραστικές τροποποιήσεις όπως 

τυροσινυλίωση και από-τυροσινυλίωση (Raybin and Flavin, 1977, Thompson, 

1982; Mullins et al., 1994), ακετυλίωση (στην α-τουµπουλίνη) (LeDizet and 

Piperno, 1987), προσθήκη γλουταµικού, καθώς και φωσφορυλίωση στην β3-

τουµπουλίνη (Edde et al., 1990). Οι διαφορετικές ισοµορφές και οι µεταµετα-

φραστικές τροποποιήσεις προσδίδουν επιπλέον ποικιλοµορφία και µπορεί να 
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ρυθµίζουν την δυναµική των µικροσωληνίσκων µε ένα επιπλέον τρόπο πέραν 

της χηµικής ισορροπίας. Η ρύθµιση του σταθεροποιητικού  καλύµµατος (sta-

bilizing cap) στο θετικό άκρο των µικροσωληνίσκων και η αλληλεπίδραση 

των MAPs (Microtubule Associated Proteins) µε τα άκρα και την επιφάνεια 

των µικροσωληνίσκων είναι άλλοι δυο πιθανοί µηχανισµοι ρύθµισης της 

δυναµικής αυτών των πολυµερών (Panda D. et al., 1994). 

 

 

1.3 Πρωτεΐνες κινητήρες - ∆οµή και λειτουργία 

 

Οι δυο µεγάλες οικογένειες των πρωτεϊνών κινητήρων είναι οι κινεσίνες (ki-

nesins) και οι δυνεΐνες (dyneins), που θεωρούνται υπεύθυνες για όλες τις µι-

κροµετακινήσεις φορτίου κατά µήκος των µικροσωληνίσκων. Το φορτίο 

µπορεί να είναι µεµβρανοσύνδετα οργανίδια και κυστίδια, καθώς και 

χρωµοσώµατα. Οι κινητήρες της κατηγορίας της δυνεΐνης µετακινούν τον 

ευατό τους και το φορτίο προς το ''πλην'' άκρο των µικροσωληνίσκων, ενώ οι 

κινητήρες της οικογένειας των κινεσινών µετακινούνται προς το ''συν'' άκρο 

των µικροσωληνίσκων. Οι πρωτεΐνες κινητήρες αποτελούνται από τρεις δοµι-

κές περιοχές: α) Την κεφαλή του µορίου που έχει δράση ΑΤΡασης, β) Το µε-

σαίο τµήµα, που έχει σχήµα ραβδοειδές (coiled coil)   και γ) Την ουρά του 

µορίου που έχει ιδιότητα να προσδένεται σε διάφορες κυτταρικές δοµές όπως 

π.χ. µεµβράνες και χρωµοσώµατα. Ειδικότερα, οι δυνεΐνες αποτελούνται από 

1-3 βαριές αλυσίδες µε µοριακό βάρος µεγαλύτερο των 500KD, και ανήκουν 

στην υπεροικογένεια των ΑΑΑ (ATPases associated with diverse cellular 

activities) µηχανοενζύµων. Καθεµία περιέχει έξι συνεχόµενα ΑΑΑ µοτίβα το 
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ένα δίπλα µε το άλλο στην περιοχή της κεφαλής στο καρβοξυτελικό άκρο του 

µορίου, αλλά µόνο το ΑΑΑ1 µοτίβο υδρολύει ΑΤΡ (King S. 2000; Asai D. 

2001; Neuwald A.F. 1999). Οι ισοµορφές των βαριών, µεσαίων και ελαφριών 

αλυσίδων προσδίδουν µεγάλη ποικιλοµορφία στα µόρια της δυνεΐνης και κατά 

συνέπεια εξειδίκευση για διαφορετικές λειτουργίες, όπως είναι η κίνηση των 

ινιδίων, των βλεφαρίδων, των µαστιγίων, αλλά και των κυτταρικών 

οργανιδίων και των χρωµοσωµάτων. Οι κινεσίνες περιέχουν βαριές αλυσίδες. 

Κάθε βαριά αλυσίδα συνδέεται µε µια ελαφριά αλυσίδα και το συνολικό 

σύµπλοκο έχει µάζα 380KD. Η περιοχή της κεφαλής,  όπου εντοπίζεται η 

δράση κινητήρα της πρωτεΐνης, συνδέεται µε τους µικροσωληνίσκους και µε 

ΑΤΡ, ενώ η περιοχή της ουράς είναι υπεύθυνη για τη σύνδεση µε το φορτίο 

(Mandelkow E. & Johnson K.A., 1998). Η οικογένεια των κινεσινών περιέχει 

πάνω από 12 µέλη που κύρια διαφέρουν στην περιοχή της ουράς και 

εµφανίζουν εξειδίκευση στην σύνδεση µε συγκεκριµένο οργανίδιο-φορτίο 

(Moore J.D. et al, 1996). Οι περισσότερες έχουν στην αµινοτελική περιοχή 

τους τον τοµέα του κινητήρα, ενώ σε µερικές ο κινητήρας εντοπίζεται στο 

κεντρικό τµήµα του µορίου ή στο καρβοξυτελικό τµήµα. Στην τελευταία 

κατηγορία έχει παρατηρηθεί ότι η κατεύθυνση της κίνησης είναι προς τον 

΄΄πλην’’ άκρο των µικροσωληνίσκων (όπως η ncd στον σακχαροµύκητα), 

αντίθετα µε όλα τα υπόλοιπα µέλη που κατευθύνονται προς το ΄΄συν’’ άκρο.   
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1.4 Η αποδόµηση του πυρηνικού φακέλου στη µίτωση 

 

Μετά την επιδιόρθωση, την αύξηση και τον διπλασιασµό των κυτταρικών 

αποθεµάτων, το ευκαρυωτικό κύτταρο θα διαιρεθεί σε δυο πανοµοιότυπα θυ-

γατρικά κύτταρα. Η διαδικασία της µίτωσης αρχίζει στην πρόφαση, όπου τα 

χρωµοσώµατα (ζεύγη χρωµατίδων που συνδέονται στα κεντροµερή) αρχίζουν 

να συµπυκνώνονται µε ταυτόχρονο σχηµατισµό της µιτωτικής ατράκτου. 

Κατά την πρόφαση στα ανώτερα ευκαρυωτικά κύτταρα παρατηρούµε την  

αποδόµηση του πυρηνικού φακέλου (NEBD , nuclear envelope breakdown). 

Η NEBD αφορά την αποσύνδεση και τη διασπορά των κύριων δοµικών 

συστατικών του πυρηνικού φακέλου (Lee et al., 2000), συµπεριλαµβανοµένων 

της πυρηνικής λάµινας (Heald and McKeon, 1990; Peter et al., 1990; Pfaller 

and Newport, 1995; Ward and Kirschner, 1990; Gerace and Blobel , 1980; 

Stick et al., 1988), των συµπλόκων των πυρηνικών πόρων (Macaulay et al., 

1995) και των πρωτεΐνών της πυρηνικής µεµβράνης. Η διάσπαση του πυρηνι-

κού φακέλου σηµατοδοτεί το τέλος της πρόφασης. Στο σηµείο αυτό δοµικές 

πρωτεΐνες της έσω πυρηνικής µεµβράνης και των συµπλόκων των πυρηνικών 

πόρων χάνονται από την περιφέρεια του πυρήνα και διασκορπίζονται σε όλο 

το κύτταρο (Chaudhary and Courvalin, 1993; Ellenberg et al., 1997; Yang et 

al., 1997).   Από το χρονικό αυτό σηµείο και έπειτα η µιτωτική άτρακτος 

διατάσσει τα χρωµοσώµατα στον ισηµερινό του κυττάρου (µετάφαση) και τα 

διαχωρίζει (ανάφαση). Στην τελόφαση, ο πυρήνας αρχίζει να επανασχηµατίζε-

ται, ενώ παράλληλα διαλύεται η µιτωτική άτρακτος, αποσυµπυκνώνονται οι 

χρωµατίδες και ο πυρηνικός φάκελος επανασυγκροτείται. Τελικά, στην 
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κυτοκίνηση ο σχηµατισµός των θυγατρικών κυττάρων ολοκληρώνεται αφού 

διαιρεθεί και το κυτταρόπλασµα. 

Η αποδόµηση του πυρηνικού φακέλου  αφορά δυο χρονικά και µηχανιστικά 

διακριτές διαδικασίες : τον αποπολυµερισµό της πυρηνικής λάµινας και τον 

κατακερµατισµό της πυρηνικής µεµβράνης (Newport and Spann, 1987; Peter 

et al., 1990). Ο ακριβής µηχανισµός του NEBD δεν έχει διαλευκανθεί. Με 

βάση όµως πρόσφατες παρατηρήσεις δυο µοντέλα επικρατούν στην διεθνή βι-

βλιογραφία : α) Αποδόµηση του  πυρηνικού φακέλου µέσω µιας διαδικασίας 

χηµικής τροποποίησης (φωσφορυλίωσης), και β) Αποδόµηση του πυρηνικού 

φακέλου µε µηχανικό τρόπο (διάτρηση/΄΄διάσχιση’’) του µέσω των µικροσω-

ληνίσκων της πυρηνικής ατράκτου. 

Μια σειρά από βιοχηµικά δεδοµένα υποστηρίζουν το πρώτο µοντέλο. Παρα-

δείγµατος χάριν έχει δειχθεί ότι πολλές πρωτεΐνες του πυρηνικού φακέλου 

υφίστανται µιτωτική φωσφορυλίωση από την κινάση p34cdc2. Το γεγονός αυτό 

φαίνεται να έχει ως αποτέλεσµα την εξασθένιση πρωτεϊνικών αλληλεπι-

δράσεων που είναι απαραίτητες για την ακεραιότητα του πυρήνα και οδηγεί 

στο διασκορπισµό (ή ''κονιορτοποίηση'') όλων των κύριων δοµικών συστατι-

κών του πυρηνικού φακέλου. Η φωσφορυλίωση των λαµινών οδηγεί στον 

αποπολυµερισµό (Peter et al., 1990, 1991; Ward and Kirschner, 1990) και 

στην διάχυσή τους στο µιτωτικό κυτταρόπλασµα (Daigle et al., 2001; Gerace 

and Blobel, 1980; Stick et al.,1988). Τα συστατικά των συµπλόκων των πυρη-

νικών πόρων επίσης έχει δειχθεί ότι φωσφορυλιώνονται από την p34cdc2 

(Favreau et al., 1996; Macaulay et al., 1995) µε αποτέλεσµα να οδηγούνται 

στην απελευθέρωσή τους από τα σύµπλοκα των πόρων (Daigle et al.,2001; 

Yang et al., 1997; Belgareh et al., 2001). Ακόµη έχει δειχθεί ότι σε µιτωτική 
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φωσφορυλίωση υπόκεινται και οι πρωτεΐνες της έσω πυρηνικής µεµβράνης 

(Courvalin et al., 1992; Foisner and Gerace, 1993; Pfaller et al., 1991), αλλά η 

περαιτέρω τύχη τους δεν έχει πλήρως διευκρινιστεί. Το µοντέλο αυτό µέχρι 

σήµερα δεν έχει πλήρως εδραιωθεί, ενώ τελευταίες µελέτες σε ωοκύτταρα 

αστερία προτείνουν την αποδόµηση του συµπλόκου των πόρων ως το πιθανό 

ερέθισµα για να αρχίσει ο ΝΕΒD (Terasaki et al., 2001). 

Το σχήµα και η δοµή του πυρηνικού φακέλου επηρεάζονται επίσης από τους 

µιτωτικούς µικροσωληνίσκους που εκφύονται από τα κεντροσωµάτια στο µε-

ταβατικό στάδιο της όψιµης G2/πρώιµης πρόφασης. Έχει δειχθεί µε κλασσι-

κές µελέτες στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο πολύ στενή σύνδεση ανάµεσα 

στους µικροσωληνίσκους της µιτωτικής ατράκτου και στον πυρηνικό φάκελο 

σε κύτταρα HeLa (Paweletz and Lang, 1988; Robbins and Gonatas, 1964) και 

σε φυτικά κύτταρα (Bajer and Molé-Bayer, 1969). Έχει δειχθεί ακόµη ότι 

υπάρχουν βαθειές εγκολπώσεις στον πυρηνικό φάκελο στην περιοχή των κε-

ντροσωµατίων ακριβώς πριν την κατάρρευσή του (Robbins and Gonatas, 

1964). Προσφάτως, η επανεξέταση αυτών των δοµών σε κύτταρα θηλαστικών 

µε µεθόδους ανοσοφθορισµού οδήγησε στην πρόταση ότι ο πυρηνικός φάκε-

λος αποδοµείται µε διάτρηση χάρη στην δράση µικροσωληνίσκων (Georgatos 

et al., 1997). Επιπλέον µελέτες έχουν δείξει ότι µια πρωτεΐνη κινητήρας των 

µικροσωληνίσκων που έχει κατεύθυνση προς το µείον άκρο (η κυτταροπλα-

σµατική δυνεΐνη) και άλλες πρωτεΐνες που συνδέονται µε αυτή και συγκρο-

τούν ένα σύµπλοκο (την δυνακτίνη) πιθανόν να εντοπίζεται στον πυρηνικό 

φάκελο (Busson et al., 1998; Göncy et al., 1999; Reinsch and Karsenti, 1997).  
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1.5 Η µορφολογία του NEBD – Ο ρόλος της µιτωτικής ατρά-

κτου 

 

Η εντόπιση µικροσωληνίσκων και κεντροσωµάτων σε βαθιές εγκολπώσεις 

του πυρηνικού φακέλου (Georgatos et al., 1997) δείχνει ότι οι µικροσωληνί-

σκοι πιέζουν τον πυρηνικό φάκελο (ΝΕ) µε αποτέλεσµα τη διάρρηξή του. Τε-

λευταίες και πιο αναλυτικές µελέτες επιβεβαιώνουν  τον µηχανισµό αυτό µε 

µια αξιοσηµείωτη όµως διαφοροποίηση: Η ρήξη του ΝΕ δεν συµβαίνει στις 

εγκολπώσεις αλλά σε άλλα σηµεία, όπου συγκεντρώνεται η µέγιστη τάση που 

προκύπτει από την πίεση που ασκούν οι µικροσωληνίσκοι της µιτωτικής 

ατράκτου. Στην δηµιουργία της πίεσης στον ΝΕ σηµαντικό ρόλο διαδραµατί-

ζει η δυνεΐνη. Η πρωτεΐνη-κινητήρας προσδένεται στον πυρηνικό φάκελο και 

καθώς κινείται κατά µήκος των µικροσωληνίσκων προκαλεί διάταση και τελι-

κά ρήξη του πυρηνικού φακέλου (Beaudouin et al., 2002; Salina et al., 2002). 

Σχηµατικά στις εικόνες 1 & 2 περιγράφονται τα βήµατα του µοντέλου για την 

NEBD. 
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Εικόνα 1 : Ρόλος των µικροσωληνίσκων στην αποδόµηση του πυρηνικού φακέλου. (1) Ο πυ-
ρήνας, που οριοθετείται από τον ΝΕ (γκρι), περιέχει σύµπλοκα πυρηνικών πόρων (µπλε δί-
σκοι), και είναι σε συνέχεια µε το ενδοπλασµατικό δίκτυο (γκρι προβολές). Τα κεντροσωµά-
τια που µόλις έχουν διπλασιαστεί είναι προσδεδεµένα στους µικροσωληνίσκους και (πράσινο) 
και συνδέονται µε τον πυρηνικό φάκελο. (2) Κινητήρες δυνεΐνης πάνω στους µικροσωληνί-
σκους έλκουν τον πυρηνικό φάκελο προς τα κεντροσωµάτια δηµιουργώντας αναδιπλώσεις  
(3) Τελικά ο πυρηνικός φάκελος διαρρηγνύεται και η λάµινα, τα συµπλόκα των πυρηνικών 
πόρων και της έσω πυρηνικής µεµβράνης αποδοµούνται µε την είσοδο κυτταροπλάσµατος 
από το άνοιγµα. (4) Τα κεντροσωµάτια αρχίζουν να βυθίζονται περαιτέρω και το άνοιγµα µε-
γαλώνει. Τα χρωµοσώµατα (πορτοκαλί), ενώ οι πρωτεΐνες του ΝΕ διαχέονται προς το ενδο-
πλασµατικό δίκτυο. (5) Τα υπολλείµατα του πυρηνικού φακέλου γύρω από τα κεντροσωµάτια 
συνεχίζουν να διαχέονται προς το ενδοπλασµατικό δίκτυο, ενώ τα συµπυκνωµένα χρωµοσώ-
µατα είναι ελεύθερα να ευθυγραµµιστούν στην µιτωτική άτρακτο που µόλις έχει σχηµατιστεί.         
 
 
 
 
Στην παράκάτω εικόνα αναλύεται σχηµατικά µε µεγαλύτερη λεπτοµέρεια ο 

ρόλος των µικροσωληνίσκων και της δυνεΐνης στην αποδόµηση του 

πυρηνικού φακέλου. 
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Εικόνα 2 : Η δυνεΐνη συνδέεται µε τον ΝΕ και µετακινούµενη πάνω στους µικροσωληνίσκους 
έχει ως αποτέλεσµα την συγκέντρωση συστατικών του ΝΕ γύρω από τα κεντροσωµάτια και 
την δηµιουργία εγκολπώσεων. Τελικά η κατάληξη είναι η διάρρηξη του πυρηνικού φακέλου. 
 

  

1.6 Στόχος της παρούσας µελέτης 

 

Σκοπός αυτής της εργασίας είναι να µελετηθεί η µεταφορά των πυρηνικών 

πρωτεΐνών [δοµικά συστατικά του πυρηνικού φακέλου, όπως ο υποδοχέας της 

λαµίνης Β (LBR) της έσω µεµβράνης ή οι LAP (lamin associated polypepti-

des) πρωτεΐνες (ανασκόπηση Georgatos, 2001) οι πρωτεΐνες ετεροχρωµατίνης 

(ΗΡ1, Μ31, Μ32)] µέσω των µικροσωληνίσκων της µιτωτικής ατράκτου,αµέ-

σως µετά την αποδόµηση του πυρηνικού φακέλου. 
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2. Υλικά και µέθοδοι 

 

2.1 Βιοχηµικές Μέθοδοι 

2.1.1 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών και χρώση πηκτών πολυακρυλαµιδίου 

Η ανάλυση των πρωτεϊνών έγινε µε ηλεκτροφόρηση σε αποδιατακτική πηκτή 

πολυακρυλαµιδίου 12.5% (SDS-PAGE), µε ασυνεχή συστήµατα ρυθµιστικών 

διαλυµάτων, υπό αναγωγικές συνθήκες (Laemmli, 1970). Τα διαλύµατα και 

τα χηµικά τα οποία χρησιµοποιούνταν για την παρασκευή των πηκτών ήταν: 

30% διάλυµα ακρυλαµίδης/bis-ακρυλαµίδης, SDS, Tris-Base, APS (ammoni- 

um persulfate) και TEMED (n, n, n´, n´-tetramethylethylenodiamine, BIO- 

RAD) καθώς και γλυκίνη. Οι πρωτεΐνες πριν ηλεκτροφορηθούν διαλυόταν σε 

διάλυµα Laemmli, το οποίο φτιάχνονταν 4 φορές συγκεντρωµένο σε σχέση µε 

την συγκέντρωση στην οποία χρησιµοποιούνταν. Το διάλυµα Laemmli έχει 

την εξής σύσταση: 250mM Tris-HCl (pH 7), 9.2% SDS, 40% γλυκερόλη, 

0.2% (βάρος κατ’ όγκο) µπλε της βρωµοφαινόλης και 100mM DTT. Κατόπιν 

οι πρωτεΐνες θερµαίνονταν για 5 λεπτά στους 950 C προκειµένου να αναχθούν. 

Η ηλεκτροφόρηση γίνονταν σε διάλυµα 192mM γλυκίνη, 25mM Tris base, 

0.1% SDS και η διάρκειά της ήταν 3-4 ώρες στα 45mA (και σε σταθερό 

µέγιστο voltage). ∆είκτες  µοριακού βάρους (BIORAD) περιείχαν τις εξής 

πρωτεΐνες: Μυοσίνη (250KDa), β-γαλακτοσιδάση (115KDa), Φωσφορυλάση 

Β (97KDa), αλβουµίνη  ορού βοός (69KDa), Ωαλβουµίνη (46KDa), Καρβονι- 

κή Ανυδράση (30KDa) και Λυσοζύµη (14.3KDa). Η χρώση των πηκτών πο- 

λυακρυλαµιδίου έγινε µε Coomassie Blue R250. Μετά την ηλεκτροφόρηση, η 
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πηκτή εµβαπτιζόταν σε διάλυµα χρωστικής (50% µεθανόλη, 12% οξικό οξύ, 

38% νερό, 0.1% Coomasie Blue) όπου παρέµενε υπό ανάδευση για ελάχιστο 

χρονικό διάστηµα µιας ώρας. Με το διάλυµα αυτό επιτυγχάνεται χρώση και 

µονιµοποίηση. Στη συνέχεια, η περίσσεια της χρωστικής αποµακρύνονταν µε 

την τοποθέτηση της πηκτής σε διάλυµα 10% µεθανόλης, 10% όξικού οξέως, 

80% νερού. 

2.1.2 Μέτρηση της συγκέντρωσης πρωτεϊνών 

Για τον καθορισµό της πρωτεϊνικής συγκέντρωσης διαλυµάτων εφαρµόστηκε 

η χρωµατοµετρική µέθοδος Bradford χρησιµοποιώντας αντιδραστήριο της 

BIORAD. Η αρχή της µεθόδου (Bradford, 1976) στηρίζεται στο σχηµατισµό 

συµπλόκου των πρωτεΐνών µε την χρωστική Coomassie Blue και µετράται η 

απορρόφηση του φωτός σε µήκος κύµατος 595nm από το σύµπλοκο αυτό. Για 

τη δηµιουργία της πρότυπης καµπύλης χρησιµοποιήθηκε αλβουµίνη ορού βο- 

ός (BSA, Sigma) και η ευαισθησία της µεθόδου κυµαίνεται από 1-15mg πρω- 

τεΐνης / ml. 

2.1.3 Western Blot 

 Οι πρωτεΐνες που έπρεπε να ανιχνευθούν µε την τεχνική του Western Blot 

διαχωρίζονταν αρχικά µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτές πολυακρυλαµιδίου και 

κατόπιν µεταφέρονταν από τις πηκτές σε φίλτρα νιτροκυτταρίνης µε εφαρ- 

µογή  ηλεκτρικού πεδίου τάσης  35V για 3 ώρες. Το ρυθµιστικό  διάλυµα µε- 

σα στο οποίο γίνονταν η µεταφορά περιείχε 192mM γλυκίνη, 25mM Tris ba- 

se, 0.1% SDS και 20% µεθανόλη. Η νιτροκυτταρίνη επωάστηκε σε διάλυµα 

έκπλυσης (20mM Tris HCl pH 7.4, 0.9% β/ο NaCl και 0.1% Τween 20) για 15 

λεπτά και στη συνέχεια όλο το βράδυ σε διάλυµα έκπλυσης που περιείχε  1% 
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ζελατίνη (blocking buffer) ώστε να αποφευχθεί µη ειδική σύνδεση του αντι- 

σώµατος. Κατόπιν έγινε επώαση µε τα πρωτογενή αντισώµατα τα οποία χρη- 

σιµοποιήθηκαν σε αραιώσεις 1:500 για το αντι-LBR (πολυκλωνικό), 1:300 για 

το αντι-LAP2B (πολυκλωνικό), και 1:500 για το αντι-M31. H επώαση των 

φίλτρων γίνεται για τουλάχιστον 3 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου και ακο- 

λουθεί ξέπλυµα των µεµβρανών µε blocking buffer για 10 λεπτά επί 4 φορές, 

ώστε να αποµακρυνθεί όλο το µη δεσµευµένο αντίσωµα. Στη συνέχεια έγινε 

επώαση µε τα αντίστοιχα δεύτερα αντισώµατα (alkaline phosphatase conjuga- 

ted anti-rabbit IgG αραιωµένο 1:5000 και alkaline phosphatase conjugated 

anti-rat IgG 1:4000). Στη συνέχεια τα φίλτρα ξεπλύθηκαν επανειληµµένα µε 

blocking buffer και µε διάλυµα έκπλυσης και επωάστηκε για 5 λεπτά σε διά- 

λυµα αλκαλικού pH (100mM Tris base, 100mM NaCl, 5mM MgCl2, pH 9.4. 

Η εµφάνιση έγινε αφού τα φίλτρα τοποθετούνταν σε µικρό όγκο του παραπά- 

νω διαλύµατος στο οποίο προστέθηκαν 0.33mg/ml NBT (4-Nitroblue-Tetrazo- 

lium) και 0.165mg/ml BCIP (5-Bromo-4Chloro-Indolylphosphate). Η εµφάνι- 

ση σταµατούσε όταν τα φίλτρα νιτροκυτταρίνης τοποθετούνταν σε νερό. 

 

2.2 Παρασκευαστικές µέθοδοι 

2.2.1 Εκχύλιση µεµβρανών µε ουρία 

Πυρηνικοί φάκελοι από ηπατοκύτταρα αρουραίων, επανασυστηµένοι (recon-  

stituted) πυρηνικοί φάκελοι από ηπατοκύτταρα αρουραίων, µεµβράνες ενδο- 

πλασµατικού δικτύου από ηπατοκύτταρα αρουραίων και πυρηνικοί φάκελοι 

από ερυθροκύτταρα γαλοπούλας εκχυλίστηκαν µε το ακόλουθο διάλυµα ου- 

ρίας: 8Μ ουρία, 10mM Tris-HCl pH7.3, 1mM EDTA, 1mM DTT και 1mM 
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PMSF. Για να γίνει η εκχύλιση 2mg ιζήµατος µεµβρανών επαναδιαλύθηκαν 

στο παραπάνω διάλυµα, τα δείγµατα υποβλήθηκαν σε κατεργασία µε υπέρη- 

χους για 20-30΄΄ σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια, τα δείγµατα υπερ- 

φυγοκεντρήθηκαν για 1 ώρα στα 40000g σε κεφαλή TLS 55. Η διαδικασία 

αυτή αποσκοπεί στην αποµάκρυνση των περιφερικών πρωτεϊνών της µεµβρά- 

νης. Τα ιζήµατα είτε παγώνονταν αµέσως µετά την φυγοκέντρηση είτε επανα- 

διαλύονταν σε απεσταγµένο νερό ή ρυθµιστικό διάλυµα (PBS ή KHM) για να 

ξεπλυθεί η ουρία, προσδιορίζονταν η πρωτεϊνική τους συγκέντρωση και επα- 

ναφυγοκεντρούνταν για 15΄ στα 13000g σε φυγόκεντρο Epperndorf. Οι εκχυ- 

λισµένες µεµβράνες διατηρούνταν στους – 80 0C µέχρι την χρησιµοποίησή 

τους. 

2.2.2 Παραγωγή GST ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών από βακτήρια 

Η παραγωγή και αποµόνωση ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών έγινε σύµφωνα µε 

τη  µέθοδο των  Smith  και Johnson, 1988. Ξεκινώντας από  µια  βακτηριακή  

καλλιέργεια  ΒL21 των  40ml  αραιώνουµε 1:10 και αφήνουµε να  αναπτυχθεί 

για 1 ώρα στους 37 0C. H επαγωγή της πρωτεϊνικής σύνθεσης έγινε µε 0.1mM 

IPTG, στους 30 0C για 3 ώρες. Η καλλιέργεια φυγοκεντρήθηκε για 15 λεπτά 

στις 5000 στροφές ανα λεπτό (σ.α.λ.) στους 4 0C και τα βακτήρια επαναδιαλύ- 

θηκαν σε 6ml MTPBS (PBS στο οποίο προστέθηκε 1mM Triton X-100, 

10mM µερκαπτοαιθανόλη, 1.3mM PMSF). Ακολούθησε σύντοµη 

επεξεργασία µε υπέρηχους (για 10΄΄ και επι 3 φορές) και φυγοκέντρηση στις 

10000 σ.α.λ. για 10 λεπτά. Ακολούθησε συλλογή της υγρής φάσης και 

επώασή της µε 600µl σφαιριδίων GST εξισορροπηµένων µε MTPBS,  για 30 

λεπτά στους 4 0C. Κατόπιν έγινε έκπλυση των σφαιριδίων µε το ίδιο διάλυµα 
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και ακολούθησε έκλουση της πρωτεΐνης µε διάλυµα έκλουσης (10mM 

ανηγµένης γλουταθειόνης, 50mM Tris-HCl pH 8). Όλες οι πρωτεΐνες πριν 

χρησιµοποιηθούν υπερφυγοκεντρούνται στις 14000 σ.α.λ. για 15 λεπτά, ώστε 

να  αποµακρυνθούν τυχόν συσσωµατώµατα. 

2.2.3 Παραγωγή πρωτεϊνών συζευγµένων µε ουρά ιστιδινών (His tagged) 

Ξεκινώντας από µια καλλιέργεια βακτηρίων E.coli BL21 των 40ml γίνεται 

αραίωση 1:10 και αφήνεται να αναπτυχθεί για 1ώρα στους 37 0C. Κατόπιν 

έγινε επαγωγή της σύνθεσης της πρωτεΐνης µε προσθήκη 1mM IPTG για 2 

ώρες. Η καλλιέργεια φυγοκεντρήθηκε για 15 λεπτά στις 5000 σαλ στους 4 0C 

και τα βακτήρια επαναδιαλύθηκαν  σε 4ml διαλύµατος λύσης (50mM Tris-

HCl pH 7.3, 0.1mM EGTA, 1mM PMSF, 10mM µερκαπτοαιθανόλη, 2 µg/ml 

αναστολείς πρωτεασών, 1.25 mg/ml λυσοζύµη) και επωάστηκαν σε κινούµενη  

πλατφόρµα για 1 ώρα στους 4 0C. Ακολούθησε  διάσπαση  των  βακτηριακών 

τοιχωµάτων µε υπέρηχους, προσθήκη 1mM Triton X-100, 2mM MgCl2 και 20 

µg/ml DNase I και επώαση σε κινούµενη πλατφόρµα για 15 λεπτά στους 4 0C. 

Το υλικό φυγοκεντρήθηκε για 15 λεπτά στις 10000 σ.α.λ. και συλλέχθηκε η 

υγρή φάση η οποία αραιώθηκε 1:1 µε διάλυµα λύσης που όµως δεν περιείχε 

µερκαπτοαιθανόλη, λυσοζύµη και EGTA. Στη συνέχεια προστέθηκε 5mM 

ιµιδαζόλη και το υλικό επωάστηκε σε περιστρεφόµενη πλατφόρµα επί µια 

ώρα µαζί µε 600µl σφαιριδίων Ni που είχαν προηγουµένως πλυθεί µε νερό και 

εξισορροπηθεί µε διάλυµα λύσης στο οποίο είχε προστεθεί 5mM ιµιδαζόλης. 

Μετά την επώαση τα σφαιρίδια Ni ξεπλύθηκαν µε τουλάχιστον 300ml 

διαλύµατος λύσης στο οποίο είχε προστεθεί 20mM ιµιδαζόλη και ακολούθησε 

έκλουση της πρωτεΐνης µε διάλυµα λύσης στο οποίο είχαν προστεθεί 500mM 

ιµιδαζόλης.  
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2.2.4 Αποµόνωση κυτταρικών κλασµάτων 

Για την παρασκευή µιτωτικού κυτταροπλάσµατος έγινε συλλογή των κυττά- 

ρων µιας συγχρονισµένης καλλιέργειας που αποτελούνταν από περίπου 10 

τρυβλία Ishikawa διαµέτρου 10εκ. Τα κύτταρα πλύθηκαν µε θρεπτικό υλικό 

ώστε να αποµακρυνθεί η θρυψίνη και στη συνέχεια επωάστηκαν στους 37 0C 

για 45 λεπτά µε θρεπτικό µέσο στο οποίο είχε προστεθεί 20µΜ κυτοχαλασίνη 

Β καθώς και το φάρµακο του συγχρονισµού τους (100 ng/ml νοκοδαζόλη  ή   

10 nM ταξόλη) προκειµένου να διατηρηθεί η µιτωτική κατάσταση. Ακολού- 

θησε πλύσιµο των κυττάρων δυο φορές µε κρύο διάλυµα PBS και µια φορά µε 

κρυο διάλυµα ΚΗΜ (78mM KCl, 50mM Hepes-KOH, 4mM MgCl2, 10mM 

EGTA, 1mM DTT, 20µΜ κυτοχαλασίνη Β, 1mM PMSF). Στη συνέχεια αραι- 

ώθηκαν µε διάλυµα ΚΗΜ σε αναλογία όγκων 1/1 αντίστοιχα και οµογενοποι- 

ήθηκαν µε γυάλινο οµογενοποιητή Dounce (300 περίπου χτυπήµατα) στους    

0 0C. Στο οµογενοποίηµα προστέθηκε 1mM ATP και αναγεννητικό σύστηµα 

του ΑΤΡ που αποτελείται από 20mM φωσφορικό άλας της κρεατίνης και 

400µg/ml κινάση της κρεατίνης, αναστολείς της δράσης φωσφατασών (5mM 

NaF, 1µΜ µικροκυστίνη, 80mM φωσφορικού άλατος της β-γλυκερόλης) κα- 

θώς και 2µg/ml αναστολείς πρωτεασών (απρονιτίνη, λευπεπτίνη, πεπστατίνη, 

αντιπαΐνη). Το οµογενοποίηµα φυγοκεντρήθηκε για µια ώρα στα 100000g σε 

κεφαλή TLS 55 και στη συνέχεια έγινε συλλογή της υγρής φάσης η οποία συ- 

νιστά το διαλυτό κυτταρόπλασµα εµπλουτισµένο µε µιτωτικούς παράγοντες. 

Για την παρασκευή µεσοφασικού κυτταροπλάσµατος χρησιµοποιήθηκαν τα 

κύτταρα µιας καλλιέργειας που βρίσκονταν σε 70% περίπου πληρότητα και 

ακολουθήθηκε η παραπάνω διαδικασία µόνο που αυτή τη φορά δεν έγινε πρό- 
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σθεση φαρµάκων συγχρονισµού καθώς και αναστολέων των φωσφατασών 

στα διαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν.   

2.2.5 Αποµόνωση Τουµπουλίνης από εγκέφαλο ποντικού 

Για την αποµόνωση τουµπουλίνης θανατώθηκαν 15 ποντίκια. Κατόπιν λαµβά- 

νεται ο εγκέφαλος από κάθε ποντίκι αφού αφαιρεθούν προσεκτικά οι µήνιγγες  

που τον περιβάλλουν. Η διαδικασία αυτή πρέπει να γίνει όσο το δυνατόν πιο 

γρήγορα και διατηρώντας τους  εγκεφάλους παγωµένους στους  0 0C. Στη συ- 

νέχεια ξεπλένονται οι εγκέφαλοι µε διάλυµα οµογενοποίησης. Το διάλυµα 

οµογενοποίησης περιέχει τα εξής: 300ml διάλυµα ΡΜ, pH=6.9(100mM 

PIPES, 2mM MgSO4, 1mM EGTA), 52.3mg PMSF(1mM τελική συγκέντρω- 

ση), 3gr λευπεπτίνη (10mg/ml τελική συγκέντρωση ή 1µl/ml), 300µg 

πεπστατίνη Α (1µg/ml τελική συκγέντρωση), 3mg N-α-π-τοσυλ-L-

αργινινοµεθυλεστερα (TAME, 10µg/ml τελική συγκέντρωση). Μετά από 

καλή ανάδευση το διάλυµα αυτό χρησιµοποιείται αµέσως για να είναι φρέσκο. 

Προστίθενται 0.5ml διαλύµατος οµογενοποίησης για κάθε γραµµάριο ιστού. 

Ο ιστός οµογενοποιείται µέχρι το οµογενοποίηµα να πάρει ένα ελαφρό ροζ 

χρώµα και ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 35000 σ.α.λ. στους 4 0C για µια ώρα 

στην υπερφυγόκεντρο Beckman (κεφαλή 70.1 Ti). Λαµβάνεται το 

υπερκείµενο και προστίθενται σε αυτό ίσος όγκος διαλύµατος PMG pH=6.9 

(80mM PIPES, 2mM MgSO4, 1mM EGTA, 60% glycerol v/v)-0.2mM GTP. 

Επωάζεται στους 37 0C για 45 λεπτά σε υδατόλουτρο. Στη συνέχεια 

φυγοκεντρείται για 45 λεπτά στις 35000 σαλ στους 25 0C. ∆ιατηρείται η 

πελλέτα στον πάγο και επαναδιαλύεται σε ένα όγκο διαλύµατος PM που 

περιέχει 0.2mM GTP ίσο µε το 1/5 του όγκου του οµογενοποιήµατος. Εφόσον 

δεν είναι δυνατή η επαναδιάλυση χρησιµοποιείται γι’ αυτό το σκοπό 
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οµογενοποιητής Dounce (5-10 χτυπήµατα). Για 30 λεπτά επωάζουµε στον 

πάγο, αναδεύοντας ελαφρά κάθε 5 λεπτά. Ακολουθεί  φυγοκέντριση στα 

100000g (35000 σ.α.λ.) για 45 λεπτά στους 4 0C στην κεφαλή 70.1 Ti. Στο 

υπερκείµενο προσθέτουµε ίσο όγκο διαλύµατος PMG-GTP 0.2mM και 

επωάζουµε για 45 λεπτά στους  37 0C σε υδατόλουτρο. Ακολουθεί φυγοκέ-

ντρηση στις 35000 σ.α.λ. για 45 λεπτά στους 25 0C. ∆ιατηρούµε την πελλέτα 

την οποία και αποθηκεύουµε στους -80 0C.        

 

2.2.6 Παρασκευή πυρηνικών φακέλων από ηπατοκύτταρα αρουραίου. 

Χρησιµοποιήθηκε το συκώτι από 10-15 αρουραίους, το οποίο αφού πλύθηκε 

µε PBS τεµαχίστηκε µε νυστέρι σε πολύ µικρά κοµµάτια. Όλοι οι χειρισµοί 

έγιναν στους 4 0C. Στη συνέχεια τοποθετήθηκαν σε διπλάσιο όγκο διαλύµατος 

οµογενοποίησης (0.25Μ σακχαρόζη, 12.5mM KCl, 50mM Tris-HCl pH=7.5, 

5mM MgCl2, 0.5mM DTT, 1mM PMSF, 2µg/ml αναστολείς πρωτεασών) και 

 οµογενοποιήθηκαν 15 φορές στις 1700 σαλ. Το οµογενοποίηµα φιλτραρίστη- 

κε µέσα από µεταλλική σίτα και φυγοκεντρήθηκε για 15 λεπτά στις 2500 σαλ 

σε κεφαλή SS34. Το ίζηµα  της φυγοκέντρησης επαναδιαλύθηκε σε διάλυµα 

οµογενοποίησης και οµογενοποιήθηκε 5 φορές. Στη συνέχεια συµπληρώθηκε 

ο όγκος µε το ίδιο ως τα 60ml και προστέθηκαν 120ml από το ίδιο διάλυµα 

αλλά µε υψηλής συγκέντρωσης σακχαρόζη (2.3Μ). Το µείγµα τοποθετήθηκε 

πάνω από ένα στρώµα 5ml πυκνού διαλύµατος και φυγοκεντρήθηκε σε 

κεφαλή SW28 στις 25000 σ.α.λ., στους 4 0C. Το ίζηµα που αντιστοιχεί σε 

πυρήνες επαναδιαλύθηκε σε 10ml του αρχικού διαλύµατος και φυ- 

γοκεντρήθηκε σε κεφαλή SS34 για 15 λεπτά στις 2500 σ.α.λ.. Οι πυρήνες 
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διαλύθηκαν σε 5ml διαλύµατος 0.1mM MgCl2, 1mM DTT, 0.5mM PMSF, 

2µg/ml αναστολείς πρωτεασών και προστέθηκαν 15ml διαλύµατος: 10% 

σακχαρόζη, 20mM Tris-HCl pH=8.5, 0.1mM DTT, PMSF, 0.2µg/ml 

αναστολείς πρωτεασών και στη συνέχεια 500µl διαλύµατος DNασης I 

(2mg/ml DΝαση I σε PBS). Ακολούθησε επώαση 15 λεπτών σε κινούµενη 

πλατφόρµα σε θερµοκρασία δωµατίου και µετά φυγοκέντρηση για 15 σε κε- 

φαλή SS34, στις 45000 σαλ, 4 0C. Τα τρία τελευταία στάδια επαναλήφθηκαν 

µε διάλυµα ίδιας σύστασης, αλλά pH=7.5 και µετά τη φυγοκέντρηση το ίζηµα 

επαναδιαλύθηκε σε 10ml διαλύµατος 2Μ KCl, 20mM Tris-HCl pH=7.5, 1mM 

DTT, 0.5mM PMSF, 2µg/ml αναστολείς πρωτεασών. Μετά από αυτό το 

στάδιο ακολούθησε φυγοκέντρηση στον SS34, στις 10000 σ.α.λ., στους 4 0C, 

για 45 λεπτά. Οι πυρηνικοί φάκελοι πλύθηκαν µε παγωµένο νερό, και 

διατηρήθηκαν στους -80 0C. 

 

2.2.7 Αποµόνωση DNA από καλλιέργειες µεγάλης κλίµακας.  
 

Η αποµόνωση DNA από καλλιέργειες µεγάλης κλίµακας έγινε µε τη χρήση 

κολώνων QIAGEN και σύµφωνα µε το εγχειρίδιο της εταιρείας. 

 

2.2.8  Μετασχηµατισµός βακτηρίων µε τη µέθοδο του 

θερµικού “σοκ”. 
 

• Τοποθετούµε 100λ βακτηρίων σε σωλήνα των 15ml 

• Προσθήκη 0,5 καθαρού πλασµιδίου ή 10λ αντίδραση συγκόλλησης 

• Τοποθέτηση στον πάγο για 30 λεπτά 

• Θέρµανση στους 42 oC για 45 δευτερόλεπτα 

• Τοποθέτηση για 2 λεπτά σε πάγο 

• Προσθήκη 900λ LB 
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• Επώαση για 1 ώρα στους 37 oC στις 225 στροφές 

Άπλωµα σε πιάτο LB+Amp και επώαση στους 37 oC όλη νύχτα 

 

2.2.9  Ετοιµασία κυττάρων για επιµόλυνση. 
Κύτταρα ΗeLa 

Αφαίρεση θρεπτικού από τη φλάσκα 

Πλύσιµο µε 2ml τρυψίνη 

Αφαίρεση τρυψίνης 

Προσθήκη 2ml τρυψίνη και επώαση στους 37oC για 5 λεπτά 

Προσθήκη 2ml θρεπτικού 10% και µεταφορά σε σωλήνα των 15ml 

Σπάσιµο συσσωµατωµάτων  

Αραίωση µέχρι τα 12ml µε θρεπτικό 10% 

Μέτρηση κυττάρων 

Αραίωση κυττάρων σε 106 κύτταρα/ml µε θρεπτικό 10% 

Προσθήκη 5x105 κύτταρα/πηγάδι 

Προσθήκη 2,5ml κυττάρων σε φλάσκα 

 

 

2.2.10  Επιµόλυνση κυτταρικών σειρών.  
 

Όλες οι κυτταρικές σειρές επιµολύνθηκαν µε τη µέθοδο του χλωριούχου 

ασβεστίου. Τα COS-7 κύτταρα τοποθετήθηκαν σε πιάτα 6-well µε πυκνότητα 

5x105 κύτταρα ανά πηγάδι. Τα µίγµατα του DNA προστέθηκαν σε ίσο όγκο 

διαλύµατος 2xHBS. 

 

Σύνθεση διαλύµατος 2xHBS.  

 

274mM NaCl 

10mM KCl 

1,5mM Na2HPO4.H2O 

12mM dextrose 
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42mM Hepes 

 

ρύθµιση του pH στο 7,1±0,1 

  

2.3  Μέθοδοι καλλιέργειας κυττάρων και επίδραση φαρµάκων 

2.3.1 Καλλιέργεια κυτταρικών σειρών 

Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα Ishikawa (προερχόµενα 

από επιθήλιο του ανθρώπινου ενδοµητρίου), ανθρώπινα HeLa (προερχόµενα 

από ανθρώπινα επιθηλιακά καρκινικά κύτταρα του τραχήλου της µήτρας), 

C127I (προερχόµενα από επιθηλιακά κύτταρα ποντικού), MSF (ινοβλάστες 

επιθηλίου ποντικού). Όλα τα κύτταρα καλλιεργούνται στους 37 0C και σε 5% 

CO2. Για την καλλιέργεια των κυττάρων Ishikawa χρησιµοποιήθηκε θρεπτικό 

υλικό ΜΕΜ, ενώ για τις υπόλοιπες κυτταρικές σειρές χρησιµοποιήθηκε 

θρεπτικό υλικό DMEM. Και στις δυο περιπτώσεις τα θρεπτικά υλικά 

συµπληρώνονταν µε 10% FCS, 2mM γλουταµίνη και αντιβιοτικά πενικιλίνη 

(100U/ml), στρεπτοµυκίνη (100µg/ml). Η αραίωση γίνονταν µε επώαση των 

κυττάρων µε διάλυµα τρυψίνης/EDTA για 2-3 λεπτά στους 37 0C. Η 

καλλιέργεια των κυττάρων γίνεται σε δισκία της εταιρίας NUNC.  

 

2.3.2 Συγχρονισµός κυττάρων  

Ο συγχρονισµός των κυττάρων έγινε σύµφωνα µε τροποποιηµένα πρωτόκολ- 

λα των Zieve κ.α., 1980 και Nakagava κ.α., 1989. Για τον συγχρονισµό κυττά- 

ρων χρησιµοποιούνταν δισκία στα οποία τα κύτταρα ήταν πυκνά διατεταγµέ- 

να. Για παραγωγή µιτωτικών κυττάρων γίνεται απλός συγχρονισµός µε νοκο-
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δαζόλη. Αφού η καλλιέργεια αφεθεί να φθάσει σε πληρότητα περίπου 70% 

στο δισκίο τοποθετούνταν νοκοδαζόλη µαζί µε το θρεπτικό υλικό στα δισκία 

σε τελική συγκέντρωση 100ng/ml για 18-20 ώρες πριν την συλλογή των µιτω-

τικών  κυττάρων. Τα κύτταρα  που είχαν συγχρονισθεί µε αυτό τον τρόπο 

ήταν σταµατηµένα στην προµετάφαση. 

  

2.4 Μορφολογικές µέθοδοι 

 

2.4.1 Έµµεσος ανοσοφθορισµός 

Η εκάστοτε κυτταρική σειρά που χρησιµοποιείται καλλιεργείται για 48 ώρες 

σε καλυπτρίδες. Στη συνέχεια αφαιρείται το θρεπτικό υλικό και γίνεται έκλυ- 

ση µε PBS και  µονιµοποίηση σε διάλυµα φορµαλδεΰδης σε PBS για 10 

λεπτά. Ακολουθεί επώαση µε διάλυµα γλυκίνης 20mM σε PBS, επι 5 λεπτά, 

ώστε να απενεργοποιηθεί η φορµαλδεΰδη. Στη συνέχεια προκειµένου να δια- 

νοιχτούν οπές στις µεµβρανικές δοµές ώστε να γίνει δυνατή η είσοδος του 

αντισώµατος στο κύτταρο αλλά και να αποφευχθεί η δέσµευσης του αντισώ- 

µατος σε µη ειδικές θέσεις, τα δείγµατα επωάζονται για 10 λεπτά µε διάλυµα 

(blocking buffer) το οποίο περιέχει τα εξής : PBS 1x, 0.2% Triton X-100, 

0.5% ζελατίνη επιδερµίδας ψαριού και 2mM MgCl2. Στη συνέχεια ακολουθεί 

επώαση των δειγµάτων για 1 ώρα µε το πρωτογενές αντίσωµα. Η επώαση γί- 

νεται τοποθετώντας πάνω στην καλυπτρίδα και στο κέντρο αυτής µια σταγόνα 

αντισώµατος των 55-60µl και σε ξεχωριστή για το κάθε αντίσωµα συγκέν- 

τρωση (η οποία γίνεται µέσα σε blocking buffer). Κατόπιν τα δείγµατα επωά- 
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ζονται µε blocking buffer για 5 λεπτά επί 3 φορές ώστε να αποµακρυνθεί το 

πρωτογενές αντίσωµα που δεν έχει συνδεθεί ειδικά. Ακολουθεί επώαση των 

δειγµάτων µε το δευτερογενές αντίσωµα για 1 ώρα. Το δευτερογενές αντίσω- 

µα είναι οµοιοπολικά συνδεδεµένο µε φθορίζουσες χρωστικές όπως FITC ή 

Rhodamine και αντιδρά µε IgG αρουραίου ή κουνελιού ανάλογα µε την προέ- 

λευση του πρώτου αντισώµατος (µονοκλωνικό ή πολυκλωνικό αντίστοιχα). 

Μετά την έκπλυση της περίσσειας του δευτερογενούς αντισώµατος, όπως και 

προηγουµένως και επιπλέον ακολουθεί έκπλυση µε PBS. Στη συνέχεια γίνεται 

χρώση των πυρήνων των κυττάρων µε κατάλληλη χρωστική ουσία είτε DAPI 

(4΄-6-Diamidino-2-Phenylindole) είτε PI (Propidium Iodide) ανάλογα µε το αν 

έχει γίνει απλός ή διπλός φθορισµός και ποια φθορίζουσα χρωστική είναι 

συνδεδεµένη στο δευτερογενές αντίσωµα.        

 

2.4.2 Συνεστιακή µικροσκοπία 

Το συνεστιακό µικροσκόπιο είναι ένα όργανο υψηλής ανάλυσης και ακρί- 

βειας. Αποτελείται από τρία µέρη: α)Ένα µικροσκόπιο φθορισµού, β) Μια πη- 

γή λέιζερ, γ) Ένας προσωπικός υπολογιστής µε ένα πακέτο προγραµµάτων τα 

οποία χρησιµεύουν στην επεξεργασία των εικόνων καθώς και για πολλούς 

άλλους χειρισµούς. Όσον αφορά την τεχνική ανάλυση του µικροσκοπίου 

φθορισµού αποτελείται από 4 φακούς µε διαφορετική µεγέθυνση ο καθένας. 

Οι φακοί έχουν τα εξής χαρακτηρηστικά: 1)Ο φακός µε την µεγέθυνση 63x 

έχει αριθµητικό άνοιγµα 1.32 και είναι καταδυτικός, 2) Ο φακός µε την µεγέ- 

θυνση 40x έχει αριθµητικό άνοιγµα 1.00 και είναι καταδυτικός, 3) Ο φακός µε 

την µεγέθυνση 20x έχει αριθµητικό άνοιγµα 0.70, 4) Ο φακός µε την 

 28



 29

µεγέθυνση 10x έχει αριθµητικό άνοιγµα 0.40. Το µοντέλο του µικροσκοπίου 

είναι το TCS NT από την εταιρία Leica Optics, Germany.  

Η πηγή του λέιζερ είναι ακτίνα Ar/Kr (αργού/κρυπτού) και επιτρέπει την λή- 

ψη οπτικών πάχους της τάξης του δεκάτου των µικροµέτρων. Μια καλή µέση 

λύση για την λήψη λεπτών οπτικών τοµών χωρίς να είναι πάρα πολύ λεπτές 

και άρα και πάρα πολλές είναι τοµές πάχους 0.3-0.4µm. Η συγκεκριµένη πηγή 

λέιζερ επιτρέπει την λήψη φωτογραφιών στα µήκη κύµατος της πράσινης µο- 

νοχρωµατικής ακτινοβολίας (FITC), καθώς και της κόκκινης (TRITC, Texas 

Red, Rhodamine). 

Το πακέτο προγραµµάτων στον υπολογιστή που είναι συνδεδεµένος µε το µικ- 

ροσκόπιο δίνει καταρχήν την δυνατότητα να αποθηκέυονται σε λογισµική 

µορφή οι εικόνες. Εκτός όµως από την αποθήκευση το λογισµικό αυτό προ- 

σφέρει την δυνατότητα περαιτέρω ανάλυσης των εικόνων. Επί παραδείγµατι 

µπορεί να γίνει τρισδιάστατη ανάλυση και επεξεργασία εικόνας, µέτρηση 

έντασης φθορισµού στο σύνολο µιας εικόνας ή σε συγκεκριµένα σηµεία που 

επιλέγει ο χρήστης καθώς και πολλές άλλες δυνατότητες. 

 

2.5 Μικροενέσεις 

Η τεχνική των µικροενέσεων αποσκοπεί στην εισαγωγή ξένων µορίων στο 

εσωτερικό ενός κυττάρου. Τέτοιες ουσίες όπως νουκλεϊκά οξέα, πρωτεΐνες, ή 

φάρµακα µπορούν να ενεθούν κατευθείαν στον πυρήνα του κυττάρου ή στο 

κυτταρόπλασµα µοναδίκων κυττάρων µέσω ενός σωληνίσκου µικροεγχύσεων 

το οποίο έχει υποστεί κατάλληλη επεξεργασία ώστε η µια του άκρη να έχει 

πολύ µικρό άνοιγµα. Το άνοιγµα του σωληνίσκου µικροεγχύσεων πρέπει να 

 29



 30

είναι τέτοιο που να δηµιουργεί την µικρότερη δυνατή ζηµιά στην µεµβράνη 

του κυττάρου. Η ζηµιά αυτή χάρη στην πλαστικότητα της µεµβράνης 

αποκαθίσταται πλήρως όταν δεν είναι πολύ µεγάλη, ενώ όταν το σωληνίσκος 

µικροεγχύσεων ανοίξει σε µεγάλο βαθµό την κυτταρική µεµβράνη τότε η 

ζηµιά δεν διορθώνεται και το κύτταρο δεν επιβιώνει. 

Για να γίνουν οι µικροενέσεις χρειάζεται ένα ανάστροφο µικροσκόπιο µε το 

Για να γίνουν οι µικροενέσεις χρειάζεται ένα ανάστροφο µικροσκόπιο µε το 

οποίο να γίνονται ορατά τα  κύτταρα όταν αυτά βρίσκονται µέσα στο τρυβλίο. 

Εκτός από το µικροσκόπιο απαραίτητα είναι τρεις ακόµη συσκευές: α) Μια 

συσκευή µε την οποία θα φτιάχνονται οι σωληνίσκοι µικροεγχύσεων, β) Μια 

συσκευή µε την οποία θα δηµιουργούνται οι κατάλληλες πιέσεις κατά την 

χρονική στιγµή της µικροένεσης, πριν από αυτήν αλλά και µετά, γ) Μια 

συσκευή η οποία θα µετακινεί τον σωληνίσκο µικροεγχύσεων στις τρεις δια- 

στάσεις του χώρου. 

Η συσκευή µε την οποία θα φτιάχνονται οι σωληνίσκοι µικροεγχύσεων είναι η 

PN-30 Microelectrode Puller της Narishige Group. Η αρχή λειτουργίας αυτής 

της συσκευής είναι ότι ένα γυάλινο τριχοειδές τοποθετείται στο κέντρο ενός 

µεταλλικού ελάσµατος σχήµατος Ω. Από το µεταλλικό αυτό έλασµα, του 

οποίου η θέση είναι στο µεσο του τριχοειδούς περνάει ρεύµα µε αποτέλεσµα 

να θερµαίνεται και έτσι το γυαλί από το οποίο είναι φτιαγµένο το τριχοειδές 

να είναι πιο εύκαµπτο. Στις δυο άκρες του το τριχοειδές είναι σταθεροποιηµέ- 

νο και κατά τη διάρκεια που θερµαίνεται επενεργεί µια πρώτη δύναµη µέσω 

ενός µαγνητικού πεδίου µε αποτέλεσµα να ελαττώνεται πάρα πολύ η διατοµή 

του τριχοειδούς. Σε αυτή την πρώτη δύναµη επενεργεί και µια δεύτερη η 

οποία προστίθενται στην πρώτη µε αποτέλεσµα η διατοµή του τριχοειδούς 
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από µικρή που ήταν να γίνει πάρα πολύ µικρή, τέτοια που να ‘τρυπάει’ ένα 

κύτταρο αφήνοντάς του άνοιγµα που να µπορεί να το κλείσει σε µικρό χρονι-  

κό διάστηµα. Το αποτέλεσµα αυτής της διαδικασίας είναι από ένα τριχοειδές 

να παραχθούν δυο λειτουργικοί σωληνίσκοι µικροεγχύσεων.  
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3. Αποτελέσµατα  

 

3.1 Υποκυτταρική κατανοµή της διαλυτής β2-τουµπουλίνης  

 

Η έσω πυρηνική µεµβράνη περιέχει ποικιλία πρωτεϊνών οι οποίες µπορούν να δη-

µιουργήσουν µια πλειάδα αλληλεπιδράσεων µε πυρηνοπλασµατικά στοιχεία. Η µό-

ναδική περίπτωση που η έσω πυρηνική µεµβράνη αλληλεπιδρά µε στοιχεία του κυτ-

ταροπλάσµατος είναι κατά την µίτωση, όπου κυστίδια του πυρηνικού φακέλου µετα-

φέρονται στους πόλους του κυττάρου µέσω της πυρηνικής ατράκτου. Για να 

ελέγξουµε την πιθανότητα σύνδεσης της τουµπουλίνης (µονοµερές των µικροσωλη-

νίσκων)  ή άλλων παραγόντων µε την έσω πλευρά του πυρηνικού φακέλου επωάσαµε 

µιτωτικό και µεσοφασικό κυτταρόπλασµα µε πυρηνικούς φακέλους, όπου παρατηρή-

σαµε ότι συνδέεται µια πρωτεΐνη µε µάζα 55KD, η οποία ταυτοποιήθηκε ως µια α2/6-

β2-τουµπουλίνη και συνδέεται ειδικά στις πυρηνικές µεµβράνες. 

b a 

Εικόνα 1: a)Ταυτοποίηση της πρωτεΐνης 55-KD. Τα πεπτίδια ταιριάζουν απόλυτα µε την ανθρώπινη 
β2- και την ανθρώπινη ή ποντικίσια α2/6-τουµπουλίνη, ενώ υπάρχουν διαφορές σε δυο πεπτίδια (κυ-
στεΐνη αντί µεθειονίνη και ασπαραγίνη αντί ιστιδίνη) οι οποίες υπογραµµίζονται. b) Σύνδεση της 
διαλυτής τουµπουλίνης στους πυρηνικούς φακέλους (ανάλυση µε SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση και 
αποτύπωση κατά western, µε αντίσωµα για την τουµπουλίνη), b.tb.: τουµπουλίνη από εγκέφαλο 
ποντικού, ΝΕ: πυρηνικοί φάκελοι από ερυθροκύτταρα γαλοπούλας, Cy: ολικό κυτταρόπλασµα, 
ΝΕ+Cy: πυρηνικοί φάκελοι µετά από επώαση µε κυτταρόπλασµα, depl.cyt.: υλικό που παραµένει στο 
υπερκείµενο µετά από την επώαση µε τους πυρηνικούς φακέλους 
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Για να διερευνηθεί αν ο δοµικός και λειτουργικός ρόλος της β2-τουµπουλίνης διαφέ-

ρει σηµαντικά από τις άλλες ισοµορφές αρχικά µελετήθηκε η υποκυτταρική κατανο-

µή της σε µεσοφασικά κύτταρα καθώς και διάφορα στάδια της µίτωσης µε έµµεσο 

ανοσοφθορισµό. Κατά τη µεσόφαση, η β2-τουµπουλίνη εντοπίζεται εν µέρει στο 

κυτταρόπλασµα, αλλά και στον πυρήνα, δηλαδή δεν ακολουθεί το κλασσικό πρότυπο 

των µικροσωληνίσκων. 

 
Εικόνα 2: Κατανοµή της β2-τουµπουλίνης σε κύτταρα HeLa (που βρίσκονται στην µεσόφαση). ∆ιπλή 
χρώση µε αντίσωµα για την β2-τουµπουλίνη (πράσινο) και ιωδιούχο προπίδιο (κόκκινο). Οι εικόνες 
αναπαριστούν οπτικές τοµές συνεστιακού µικροσκοπίου στο ισηµερινό επίπεδο για κάθε κύτταρο  
 

Αντιθέτως, µια άλλη ισοµορφή η β4-τουµπουλίνη, που ελέγχθηκε στις ίδιες συνθήκες 

παρουσιάζει αποκλειστικά κυτταροπλασµατική εντόπιση, ακολουθώντας το κλασσικό 

πρότυπο. 

Εικόνα 3: Κατανοµή της β4-τουµπουλίνης σε κύτταρα HeLa (που βρισκονται στην µεσόφαση). Χρώση 
µε το αντίσωµα για την β4-τουµπουλίνη (πράσινο). Οι εικόνες αναπαριστούν οπτικές τοµές συνεστια-
κού µικροσκοπίου στο ισηµερινό επίπεδο για κάθε κύτταρο 
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Κατά τη διάρκεια της µίτωσης το πρότυπο φθορισµού της β2-τουµπουλίνης 

ακολουθεί το πρότυπο των µικροσωληνίσκων της µιτωτικής ατράκτου.  

 

 
Πρόφαση 
 
 
 
 
 
Μετάφασ
η 
 
 
 
 
Ανάφαση 
 
 
 
 
 
Τελόφασ
η 

 
Εικόνα 4: Η κατανοµή της β2-τουµπουλίνης κατά την µίτωση. Έµµεσος ανοσοφθορισµός σε κύτταρα 
HeLa. Χρησιµοποιήθηκε αντίσωµα για την β-τουµπουλίνη (FITC), η χρώση του πυρήνα έγινε µε 
ιωδιούχο προπίδιο (PI). Οι εικόνες αναπαριστούν οπτικές τοµές συνεστιακού µικροσκοπίου στο 
ισηµερινό επίπεδο για κάθε κύτταρο  
 

 

Αυτή η κατανοµή καταδεικνύει ότι η συγκεκριµένη ισοµορφή στρατολογείται στην 

µιτωτική άτρακτο και συµµετέχει στην διαίρεση των χρωµοσωµάτων και των 

υπολοίπων συστατικών του κυττάρου.  

Το εύρηµα ότι η β2-τουµπουλίνη στρατολογείται στην µιτωτική άτρακτο και ότι η 

σύνδεση αυτή είναι ειδική µπορεί να επιβεβαιωθεί αν αποσταθεροποιήσουµε την 

µιτωτική άτρακτο και παρατηρήσουµε την κατανοµή της β2-τουµπουλίνης. Αυτό επι-

τυγχάνεται όταν επεξεργαστούµε τα κύτταρα µε νοκοδαζόλη. Το πρότυπο της β2-
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τουµπουλίνης µε έµµεσο ανοσοφθορισµό κάτω από αυτές τις συνθήκες είναι πλέον 

διάχυτο στο πυρηνόπλασµα των προφασικών κυττάρων απουσία της µιτωτικής 

ατράκτου.  

 

 

Εικόνα 5: Η κατανοµή της β2-τουµπουλίνης κατά την µίτωση µετά από επεξεργασία µε νοκοδαζόλη. 
Έµµεσος ανοσοφθορισµός σε κύτταρα HeLa. Χρησιµοποιήθηκε αντίσωµα για την β2-τουµπουλίνη 
(FITC), η χρώση του πυρήνα έγινε µε ιωδιούχο προπίδιο (PI). Οι εικόνες αναπαριστούν οπτικές τοµές 
συνεστιακού µικροσκοπίου στο ισηµερινό επίπεδο για κάθε κύτταρο 
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3.2 Αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών κινητήρων (motor proteins) 

µε τον πυρηνικό φάκελο 

 

Οι πρωτεΐνες κινητήρες χρησιµοποιούν την ενέργεια του ΑΤΡ για να µετακινούνται 

στους µικροσωληνίσκους µεταφέροντας κάποιο φορτίο από ένα σηµείο του κυττάρου 

σε ένα άλλο. Πρόσφατα δείχθηκε ότι η δυνεΐνη (µια πρωτεΐνη-κινητήρας) στρατολο-

γείται γύρω από τον πυρηνικό φάκελο στην πρόφαση, λίγο πριν την αποδιάταξή του 

(NEBD) (Salina et al., 2002). Η δυνεΐνη στην συγκεκριµένη χρονική στιγµή φαίνεται 

ότι συνδέεται µε τον πυρηνικό φάκελο και τον  έλκει ισχυρά προς το µείον άκρο των 

µικροσωληνίσκων της µιτωτικής ατράκτου συµβάλοντας µε τον τρόπο αυτό στην 

διάρρηξη του πυρηνικού φακέλου (Salina et al., 2002; Beaudouin et al., 2002).  

Γνωρίζοντας ότι η β2-τουµπουλίνη συνδέεται µε τον πυρηνικό φάκελο και λαµβάνο-

ντας υπόψιν τον ρόλο της δυνεΐνης στην µίτωση προκύπτει το ερώτηµα του αν στρα-

τολογούνται ταυτόχρονα και οι δυο αυτές πρωτεΐνες στον πυρηνικό φάκελο. Η 

απάντηση στο ερώτηµα αυτό θα αποσαφηνίσει τον ρόλο της δυνεΐνης στην µεταφορά 

των θραυσµάτων του πυρηνικού φακέλου και άλλων πυρηνοπλασµατικών παραγό-

ντων. Όταν ''φαντάσµατα'' πυρηνικών φακέλων που έχουν προκύψει από 

ερυθροκύτταρα γαλοπούλας (όπου η εσωτερική µεµβράνη είναι στραµµένη προς τα 

έξω) επωαστούν µε τουµπουλίνη από εγκέφαλο ποντικού η β-τουµπουλίνη συνδέεται 

ισχυρά. 
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Εικόνα 6 : α) SDS-PAGE ηλεκτροφορητικό προφίλ καθαρισµένης τουµπουλίνης από αρουραίο (b.tb.) 
και δείκτες µοριακών βαρών (Μ) (97000, 68000, 45000, 31000 από πάνω προς τα κάτω). Τα δείγµατα 
φορτώθηκαν σε µεγάλη ποσότητα, β) Πρόσδεση της καθαρισµένης τουµπουλίνης στους πυρηνικούς 
φακέλους, µετά από ανάλυση µε SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση. NE+ b.tb. : πυρηνικοί φάκελοι και 
τουµπουλίνη από εγκέφαλο ποντικού 
 

 Σε ένα επόµενο στάδιο ελέγχθηκε αν η δυνεΐνη συνδέεται και αυτή µε  την έσω 

πλευρά του πυρηνικού φακέλου. Εάν το ίδιο πείραµα επαναληφθεί και τα δείγµατα 

εξεταστούν µε αντισώµατα που αναγνωρίζουν πρωτεΐνες κινητήρες προκύπτει ότι η 

δυνείνη δεν συνδέεται µε τον πυρηνικό φάκελο.  

a 

b 

 
 
Εικόνα 7: a) SDS-PAGE ηλεκτροφορητική ανάλυση δοκιµής πρόσδεσης τουµπουλίνης από εγκέφαλο 
ποντικού σε πυρηνικούς φακέλους. Τα δείγµατα 1-3 είναι υπερκείµενα και τα 4-6 ιζήµατα. ∆είγµατα 
1/4: πυρηνικοί φάκελοι και τουµπουλίνη, δείγµατα 2/5: πυρηνικοί φάκελοι, δείγµατα 3/6:τουµπουλίνη, 
b) Ανάλυση µε αποτύπωση τύπου western, χρησιµοποιώντας αντίσωµα για την δυνεΐνη 
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Όταν όµως χρησιµοποιηθούν ακέραιοι πυρήνες από ερυθροκύτταρα γαλοπούλας τόσο 

η β2-τουµπουλίνη όσο και η δυνεΐνη συνδέονται ισχυρά. Το αποτέλεσµα αυτό 

ενισχύει την υπόθεση ότι ο ρόλος της δυνεΐνης στην απαρχή της αποδιάταξης του 

πυρηνικού φακέλου είναι η συµβολή στην διάταση και τελική διάρρηξη του 

τελευταίου, ενώ η µεταφορά των κοµµατιών του µάλλον είναι αποτέλεσµα της 

δυναµικής των µικροσωληνίσκων της µιτωτικής ατράκτου. 

a 

b 

 

Εικόνα 8: a) SDS-PAGE ηλεκτροφορητική ανάλυση δοκιµής πρόσδεσης τουµπουλίνης από εγκέφαλο 
ποντικού σε ακέραιους πυρήνες. Τα δείγµατα 1-3 είναι υπερκείµενα και τα 4-6 ιζήµατα. ∆είγµατα 1/4: 
ακέραιοι πυρήνες και τουµπουλίνη, δείγµατα 2/5: ακέραιοι πυρήνες, δείγµατα 3/6:τουµπουλίνη, b) 
Ανάλυση µε αποτύπωση τύπου western, χρησιµοποιώντας αντίσωµα για την δυνεΐνη 
 

 

 

3.3 In vitro σύστηµα µελέτης του ρόλου της β2-τουµπουλίνης 

και των πρωτεΐνών κινητήρων 

 

Για   να µελετήσουµε περαιτέρω την ιδιότητα σύνδεσης των πρωτεϊνών κινητήρων 

(δυνεΐνη, κινεσίνη), της β2-τουµπουλίνης και άλλων πυρηνικών πρωτεϊνών µε τον 
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πυρηνικό φάκελο είναι απαραίτητη η χρήση της in vitro δοκιµής της κίνησης σε µι-

κροσωληνίσκους. 

Το πρώτο στάδιο αυτής της δοκιµής είναι ο πολυµερισµός των µικροσωληνίσκων σε 

γυάλινη επιφάνεια µιας αντικειµενοφόρου πλάκας, όπου έχει σχηµατιστεί ένας θαλα-

µίσκος ροής. Κατόπιν προστίθενται τα εκχυλίσµατα από διάφορα κυτταρικά κλάσµα-

τα (µιτωτικό και µεσοφασικό κυτταρόπλασµα, κυστίδια πυρηνικών φακέλων) και 

ακολουθεί παρατήρηση στο µικροσκόπιο. Η παραπάνω τεχνική δεν έχει ολοκληρωθεί 

αλλά σε πρώιµη φάση όπου τουµπουλίνη από εγκέφαλο αρουραίου έχει πολυµεριστεί 

σε αντικειµενοφόρο και η ανίχνευση µικροσωληνίσκων έγινε µε έµµεσο ανοσοφθορι-

σµό. 

 

 

Εικόνα 9: Έµµεσος ανοσοφθορισµός µε χρήση αντισώµατος για την β-τουµπουλίνη, για την ανίχνευ-
ση µικροσωληνίσκων που έχουν µονιµοποιηθεί σε γυάλινη καλυπτρίδα 
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4. Συζήτηση 

 

Αρκετές από τις πρωτεΐνες του πυρηνικού φακέλου συνδέονται περιστασιακά µε τους 

µικροσωληνίσκους της πυρηνικής ατράκτου κατά την διάρκεια της µίτωσης 

προκειµένου να µοιραστούν στα δυο θυγατρικά κύτταρα µε τρόπο ανάλογο µε αυτόν 

που µοιράζονται τα χρωµοσώµατα. Η πρόσδεση πρωτεΐνών του πυρήνα µε την 

µιτωτική άτρακτο είναι πολύ εκλεκτική και δεν συµβαίνει για όλες τις πρωτεΐνες. Η 

µετακίνηση των πρωτεϊνών αυτών προς τους πόλους της µιτωτικής ατράκτου 

διαµεσολαβείται από πρωτεΐνες κινητήρες και/ή λόγω της δυναµικής των 

µικροσωληνίσκων. Παρατηρήθηκε παραπάνω ότι η β2-τουµπουλίνη συγκεντρώνεται 

στην µιτωτική άτρακτο, στους αστέρες και στο µεσαίο σωµάτιο (midbody) έχοντας 

ενεργό ρόλο στον σχηµατισµό της µιτωτικής ατράκτου, ενώ η παρουσία της στον 

πυρήνα κατά την µεσόφαση δεν φαίνεται να εξυπηρετεί µια προφανή λειτουργία του 

κυττάρου. Μια πιθανή ερµηνεία είναι ότι ένα αρκετά µεγάλο ποσοστό της β-

τουµπουλίνης που έχει συγγένεια για πρωτεΐνες του πυρηνικού φακέλου εντοπίζεται 

στον πυρήνα κατά την µεσόφαση και µόλις το κύτταρο εισέλθει στην µίτωση να 

στρατολογείται άµεσα για τη συγκρότηση της µιτωτικής ατράκτου. Εκεί η β2-

τουµπουλίνη  χρησιµοποιείται ως συστατικό της µιτωτικής ατράκτου για τη 

µεταφορά των χρωµοσωµάτων, καθώς και κυστιδίων του πυρηνικού φακέλου και 

συστατικών του πυρηνοπλάσµατος στους  πόλους του κυττάρου. 

Οι πρωτεΐνες κινητήρες όπως η δυνεΐνη, η κινεσίνη, κ.α. είναι µέρος του κυτταροσκε-

λετού και συνδεόµενες µε τους µικροσωληνίσκους παίζουν ενεργό ρόλο στην µετα-

κίνηση πρωτεϊνών. Τα παραπάνω αποτελέσµατα δείχνουν ότι υπάρχει σύνδεση της 

δυνεΐνης µε την έξω πυρηνική µεµβράνη, γεγονός που ενισχύει το συµπέρασµα ότι  η 

δυνεΐνη έχει ρόλο κλειδί στην διάρρηξη του πυρηνικού φακέλου στο τέλος της 
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πρόφασης και την αρχή της προµετάφασης. Το γέγονός ότι η δυνεΐνη δεν συνδέεται 

µε την έσω πυρηνική µεµβράνη θέτει υπο αµφισβήτηση την πιθανότητα η µετακίνηση 

των συστατικών του πυρηνοπλάσµατος να διαµεσολαβείται από την δυνεΐνη και 

ενισχύει την άποψη ότι η διαδικασία διαµεσολαβείται από την δυναµική των 

µικροσωληνίσκων. Προφανώς για να αποσαφηνιστεί το θέµα αυτό θα πρέπει να 

προστεθούν ακόµη αρκετά πειραµατικά δεδοµένα. 
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