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Η µεταγραφή των µηνυµάτων, ριβοσωµικών και µικρών 

ριβονουκλεϊνικών οξέων ( mRNAs, rRNAs και small RNAs ) πραγµατοποιείται 

στα ευκαρυωτικά κύτταρα από την RNA πολυµεράση Ι, ΙΙ και ΙΙΙ αντίστοιχα. 

Ο έλεγχος της µεταγραφής συµβαίνει πρώτιστα  στους υποκινητές των 

γονιδίων, όπου οι µεταγραφικοί παράγοντες µπορούν να επηρεάσουν την 

πρόσδεση της πολυµεράσης και των υπόλοιπων παραγόντων, το ρυθµό µε τον 

οποίο οι πολυµεράσες θα αποµακρυνθούν από τον υποκινητή όπως επίσης και 

το ρυθµό της µεταγραφικής επιµήκυνσης. 

Η σύνθεση των mRNAs από την RNA πολυµεράση ΙΙ απαιτεί τη 

συνδυασµένη δραστηριότητα ενός µεγάλου πλήθους πρωτεϊνών, όπως έδειξαν 

πειράµατα διαχωρισµού των πρωτεϊνών µε µεθόδους χρωµατογραφίας και 

ελέγχου της ενεργότητας των διαφορετικών κλασµάτων για την έναρξη της 

µεταγραφής από αλληλουχίες DNA που περιλαµβάνουν υποκινητές( 1, 2, 3 ).            

Οι παράγοντες εκείνοι που είναι απαραίτητοι για τη µεταγραφή γονιδίων από 

την RNA πολυµεράση ΙΙ  ονοµάστηκαν γενικοί µεταγραφικοί παράγοντες  ΙΙ,  

TFIIs. Πειράµατα foot printing  έδειξαν ότι κύριος συντονιστής της έναρξης 

της µεταγραφής είναι ο βασικός γενικός µεταγραφικός παράγοντας TFIID, 

που αναγνωρίζει τον υποκινητή και παρέχει την απαραίτητη επιφάνεια, πάνω 

στην οποία θα συναθροιστεί το σύνολο της µεταγραφικής µηχανής. Την 

πρόσδεση του TFIID στην περιοχή του υποκινητή ακολουθεί η διαδοχική  

πρόσδεση των παραγόντων  TFIIA, TFIIB, TFIIE, TFIIF, TFIIH, TFIIJ   και 

RNAPol II ( 4-6 ), ώστε να δηµιουργηθεί ένα λειτουργικό προ-εναρκτήριο 

σύµπλοκο µεταγραφής ( Pre-Initiation Complex, PIC)   (Πίνακας 1).  

Ο µεταγραφικός παράγοντας TFIID είναι ένα σύµπλοκο αποτελείται από 

την πρωτεΐνη που προσδένεται στην αλληλουχία ΤΑΤΑ του υποκινητή       

(TATA Binding Protein, TBP) και 10-13 άλλους παράγοντες που συνδέoνται µε 

το TBP (TBP associated proteins, TAFΙΙs) , των οποίων η αλληλουχία είναι σε 

µεγάλο βαθµό συντηρηµένη  από τον σακχαροµύκητα ως και τον άνθρωπο. 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 1. ΓΕΝΙΚΟΙ ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΟΙ ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΕΝΑΡΞΗΣ 

ΤΗΣ ΜΕΤΑΓΡΑΦΗΣ ΣΕ ΑΝΘΡΩΠΙΝΑ ΚΥΤΤΑΡΑ 

 

 

ΠΑΡΑΓΟΝΤΑΣ    ΑΡΙΘΜΟΣ   ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ 

ΥΠΟΜΟΝΑ∆ΩΝ 
 
→ TFIID –TBP 1  Αναγνώριση υποκινητή, Στρατολόγηση TFIIB 

- TAFΙΙs  10-12  Aναγνώριση υποκινητή ( χωρίς ΤΑΤΑ box), 

     Θετικές και αρνητικές ρυθµιστικές λειτουργίες   

→ TFIIA  3  Σταθεροποίηση της πρόσδεσης του TBP,  

Σταθεροποίηση ΤAF-DNA αλληλεπιδράσεων 

→TFΙΙΒ  1  Στρατολόγηση RNApol II και TFIIF,  

Επιλογή της θέσης έναρξης από την RNApol II 

→ TFIIF  2  Στόχευση της RNApol II στον υποκινητή, 

Αποσταθεροποίηση των µη ειδικών αλληλεπιδράσεων  

RNAPol II-DNA 

→ RNApol II  12  Eνεργότητα σύνθεσης RNA, 

     Στρατολόγηση  TFIIE 

→ TFIIE  2  Στρατολόγηση TFIIH, Τροποποίηση της ενεργότητας της  

ελικάσης του TFIIH, Eνεργότητα ATPάσης και κινάσης, 

 Κατευθύνει την ενίσχυση του ανοίγµατος  του υποκινητή 

→ TFIIH   9  Άνοιγµα του υποκινητή µε την ενεργότητα της ελικάσης,  

     Καθαρισµός του υποκινητή από την ενεργότητα της κινάσης  

της καρβοξυ-τελικής περιοχής της RNApol II.     
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Πειραµατικά δεδοµένα από τη µελέτη των αλληλεπιδράσεων των TAFΙΙs 

και συστήµατα ανασύστασης της µεταγραφής in vitro δείχνουν ότι τα TAFΙΙs 

συµµετέχουν στην αναγνώριση του υποκινητή και λειτουργούν ως 

«συνενεργοποιητές»  γεφυρώνοντας  τις αλληλεπιδράσεις των παραγόντων 

που έχουν προσδεθεί στον ενισχυτή µε τη βασική µεταγραφική µηχανή. 

 

1.1 Λειτουργίες των  TAFIIs 

 

Οι πρώτες ενδείξεις για τη λειτουργικότητα των TAFIIs  προήλθαν από 

µελέτη in vitro  συστηµάτων µεταγραφής σε Drosophila  και άνθρωπο, όπου 

ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη ΤΒΡ µπορεί να υποστηρίξει µόνο τη µεταγραφική 

ενεργοποίηση υποκινητών που περιλαµβάνουν την αλληλουχία ΤΑΤΑ. Η 

ενεργοποίηση της µεταγραφής των γονιδίων που δεν περιλαµβάνουν ΤΑΤΑ ή 

των γονιδίων εκείνων που η µεταγραφή πραγµατοποιείται µετά την  επίδραση 

ειδικού ενεργοποιητή πραγµατοποιείται µόνο παρουσία του συµπλόκου 

TFIID ( 7-11) , γεγονός που ενδυναµώνει την άποψη ότι κάποιοι τουλάχιστον 

από τους παράγοντες που συνδέονται µε το ΤΒΡ   συµµετέχουν στην 

αναγνώριση της περιοχής του υποκινητή (  12 ). 

Επιπλέον ενδείξεις ότι οι µεταγραφικοί παράγοντες TAFIIs  λειτουργούν 

ως µεταγραφικοί  συνενεργοποιητές προέρχονται από πειράµατα παροδικής  

διαµόλυνσης κυττάρων θηλαστικών, κατά τα οποία βρέθηκε ότι εκτοπική 

έκφραση συγκεκριµένων υποµονάδων του TFIID  ενισχύει την ενεργοποίηση 

της µεταγραφής από διαφορετικούς πυρηνικούς υποδοχείς. Έτσι βρέθηκε ότι 

ο ανθρώπινος παράγοντας hTAFII135 αλληλεπιδρά µε τον υποδοχέα της  

βιταµίνης D3 ,  του ρετινοϊκού οξέος και της θυρεοειδικής ορµόνης ( 13 ), ο 

παράγοντας hTAFII28  αλληλεπιδρά µε  υποδοχέα RXR και ο hTAFII30 µε τον 

υποδοχέα του οιστρογόνου ( 14 και 15 ).   

Ο γενικός µεταγραφικός  παράγοντας  που συνδέεται µε το ΤΒΡ  

hTAFII250, έχει ενεργότητα κινάσης  που αυτοφωσφορυλιώνεται και 

φωσφορυλιώνει τον γενικό µεταγραφικό παράγοντα TFIIFα (16), ενζυµική 

ενεργότητα  ενεργοποίησης και σύζευξης της ουµπικουιτίνης, γνωστό 
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υπόστρωµα της οποίας είναι η ιστόνη 1, Η1   ( 17 ) καθώς επίσης και ενζυµική 

ενεργότητα ακετυλοτρανσφεράσης των ιστονών  3 και 4 ( 18 ).   

Πειράµατα αδρανοποίησης ή αφαίρεσης των γονιδίων των  TAFIIs  στον 

σακχαροµύκητα έχουν δείξει ότι οι παράγοντες εκείνοι δεν χρειάζονται για 

την ενεργοποίηση της µεταγραφής του συνόλου των γονιδίων ( 19, 20 ). Η 

παρουσία θερµοευαίσθητων µεταλλαγών σε συγκεκριµένα γονίδια των  

TAFIIs  έχει ως αποτέλεσµα τη διακοπή του κυτταρικού κύκλου του 

σακχαροµύκητα σε διαφορετική φάση. Όµοια, η παρουσία µιας 

θερµοευαίσθητης µεταλλαγής στο γονίδιο το hTAFII250 σε κύτταρα ινδικού 

χοιριδίου  είχε ως αποτέλεσµα τη σύλληψη των  κυττάρων στη φάση G1, όταν 

τα κύτταρα καλλιεργούνταν σε µη επιτρεπτή θερµοκρασία (21), γεγονός που 

ενδυναµώνει την άποψη ότι οι παράγοντες TAFIIs έχουν συγκεκριµένο 

µεταγραφικό ρόλο  και καθένα από εκείνους συµµετέχει στη µεταγραφή 

κάποιου υποσυνόλου των γονιδίων του οργανισµού. 

 

1.2 Περιοχές οµολογίας των TAFIIs µε τις ιστόνες  
 

 

Ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής των TFIIs έχει δείξει ότι οι 

περισσότεροι από τους παράγοντες που υπάρχουν στο TFIID παρουσιάζουν 

περιοχή αναδίπλωσης όµοια µε των ιστονών, γεγονός που οδήγησε στην 

υπόθεση ότι τα TFIIs ετεροδιµερίζονται για να σχηµατίσουν ζευγάρια όµοια 

µε εκείνα των ιστονών H3-H4 και  H2A-H2B, τα οποία δηµιουργούν δοµή 

“νουκλεοσώµατος” στο TFIID  ( )().  

Η µικρότερη  περιοχή αναδίπλωσης ιστονών αποτελείται από τρεις α-

έλικες (α1-α3) που συνδέονται µεταξύ τους µε δυο θηλιές (L1, L2), ενώ πολλές 

φορές παρατηρείται η  παρουσία επιπλέον α έλικας  στο Ν- ή /και C-τελικό 

άκρο της πρωτεΐνης.  Στη δηµιουργία των ετεροδιµερών ιστονών οι δυο 

πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν µε κατεύθυνση κεφάλι- ουρά, έτσι ώστε η α1-L1 

περιοχή  της µιας πρωτεΐνης να αλληλεπιδρά  µε την L2-α3 της άλλης. Η 

διευθέτηση αυτή των ιστονών στο χώρο έχει ως αποτέλεσµα τη δηµιουργία 

ισχυρών αλληλεπιδράσεων µεταξύ των δυο πρωτεϊνών και τη δηµιουργία µιας 

σφιχτά πακεταρισµένης δοµής (). 
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Το µοτίβο αναδίπλωσης των ιστονών υπάρχει σε µεγάλο αριθµό 

πρωτεϊνών κάποιες εκ των οποίων συµµετέχουν στο σχηµατισµό του TFIID, 

TFIIs. Έτσι, οι πρωτεΐνες  του hTAFII80 ( TAF6 )  και hTAFII32 (TAF9) 

παρουσιάζουν µοτίβο αναδίπλωσης όµοιο µε εκείνο της ιστόνης 4 και της 

ιστόνης 3, αντίστοιχα και θεωρείται ότι δηµιουργούν  ετεροδιµερές µέσα στο 

σύµπλοκο του ΤFIID ( ) . Η υπόθεση αυτή ενισχύθηκε όταν διαπιστώθηκε ότι 

στο σύµπλοκο του hPCAF, από το οποίο απουσιάζει ο hTAFII80 ( TAF6 ), ο 

hTAFII32 ( TAF9 ) αλληλεπιδρά µε µια πρωτεΐνη που φέρει µοτίβο 

αναδίπλωσης ιστονών οµοιο µε εκείνο του hTAFII80 ( ) . 

Επίσης, οι πρωτεΐνες hTAFII28 ( TAF11) και hTAFII18 ( TAF13 )  

φαίνεται ότι δηµιουργούν ετεροδιµερές µέσω ενός µη κανονικού µοτίβου 

αναδίπλωσης ( ). Η πρωτεΐνη hTAFII20 ( TAF12 ) έχει βρεθεί ότι έχει περιοχή 

µεγάλης οµολογίας µε την ιστόνη Η2Β και ετεροδιµερίζεται µε το hTAFII135 ( 

TAF4 ) φέρει µοτίβο αναδίπλωσης όµοιο µε την Η2Α( ).  Κρυσταλλογραφικά 

δεδοµένα µε ταυτόχρονη χρήση αντισωµάτων για τις υποµονάδες του 

συµπλόκου  του TFIID του σακχαροµύκητα ( ) έδειξαν τα TAFIIs που 

θεωρείται ότι ετεροδιµερίζονται, βρίσκονται  ως   “ζευγάρια ” σε δυο διακριτές  

περιοχές του συµπλόκου, γεγονός που έρχεται σε συµφωνία από την 

κρυσταλλογραφική ανάλυση του ανθρώπινου TFIIDβ (). 

 

1.3 Σύµπλοκα  που περιλαµβάνουν TAFIIs  

 

Μελέτη των συµπλόκων TFIID από διαφορετικούς τύπους κυττάρων 

θηλαστικών  αλλά και  πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης των συµπλόκων των 

TAFIIs έχουν δείξει ότι υπάρχουν διαφορετικά σύµπλοκα που περιέχουν 

TAFIIs εντός του κύττάρου, όπως  επίσης υπάρχουν και διακριτά σύµπλοκα 

TFIID  σε διαφορετικού τύπου  κύτταρα του ιδίου οργανισµού ( Εικόνα 1 ). 

Επιπλέον, ενώ ως TAFIIs έχουν  οριστεί οι πρωτεΐνες εκείνες που συνδέονται 

µε το ΤΒΡ, έχει πλέον αποδειχτεί ότι  οι συγκεκριµένοι γενικοί µεταγραφικοί 

παράγοντες συµµετέχουν και στη δηµιουργία συµπλόκων απουσία ΤΒΡ. 

Αναλυτικότερα, πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης του TFIID µε 

αντισώµατα για τους διαφορετικούς παράγοντες  TAFIIs σε κυτταρικά 

εκχυλίσµατα που έχουν κλασµατοποιηθεί µε µεθόδους χρωµατογραφίας και 

 6



έχουν υποστεί έκλουση από κολώνα φωσφο-κυτταρίνης σε διαφορετική 

συγκέντρωση άλατος,   έδειξαν ότι υπάρχουν τουλάχιστον δυο σύµπλοκα 

TFIID ( 22 ). Τα σύµπλοκα εκείνα απαρτίζoνται από τις κοινές υποµονάδες  

hTAFII20, hTAFII28, hTAFII 32, hTAFII55, hTAFII80, hTAFII100, hTAFII135,  

hTAFII250  ( TFIIDα ) και την υποµονάδα hTAFII30 και hTAFII18 που 

βρίσκονται στο TFIIDβ, το οποίο αποτελεί το 50% του συνόλου των 

συµπλόκων TFIID στο κύτταρο. Το hTAFII30 έχει βρεθεί ότι αλληλεπιδρά µε 

τον υποδοχέα του οιστρογόνου και συµµετέχει στη µεταγραφική 

ενεργοποίηση  γονιδίων στόχων του (23), ενώ αδρανοποίηση του γονιδίου του 

σε κύτταρα εµβρυϊκού καρκινώµατος είχε ως αποτέλεσµα τα κύτταρα να 

πεθαίνουν µετά από σταµάτηµα του κυτταρικού κύκλου στη φάση G1/G0 

(23b). 

Αποκλειστικά στα Β λεµφοκύτταρα  του ανθρώπου έχει βρεθεί  ο γενικός 

µεταγραφικός παράγοντας hTAFII105, υπερέκφραση του  οποίου είχε ως 

αποτέλεσµα αλλαγές στο επίπεδο µεταγραφικής ρύθµισης ορισµένων µόνο 

γονιδίων των κυττάρων ( 24 ). 

Το σύµπλοκο Β- TFIID  δεν περιλαµβάνει κανένα από τους παράγοντες 

των TAFΙΙs του κλασσικού TFIID, αλλά  µια µόνο υποµονάδα TΑFII170, που 

έχει ενεργότητα ΑΤΡάσης  ( 69 ). Ο παράγοντας TΑFII170 αποτελεί έναν 

καταστολέα της µεταγραφής των  γονιδίων που ενεργοποιούνται µε την 

επίδραση του ΤΒΡ, καθώς έχει βρεθεί ότι προσδένεται στο ΤΒΡ και 

αποµακρύνει τον παράγοντα από την αλληλουχία ΤΑΤΑ.  Πρόσφατες µελέτες 

όµως έχουν δείξει ότι ο TΑFII170 µπορεί να συµµετέχει και στην µεταγραφική 

ενεργοποίηση  ορισµένων γονιδίων ( 26 ). 

Σε αποπτωτκά κύτταρα που οδηγούνται σε κυτταρικό θάνατο έχει βρεθεί 

το σύµπλοκο TFIID που φέρει την υποµονάδα hTΑFII80δ ( 27 ). Ο 

παράγοντας hTΑFII80δ αποτελεί ισοµορφή του hTΑFII80, η οποία φέρει 

έλλειψη 10 αµινοξέων στο κέντρο της  α2 έλικας και µια ανάστροφη 

επανάληψη Alu, στο αµινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης που κωδικοποιεί για µια 

ένθεση 49 αµινοξέων και εκφράζεται αποκλειστικά σε κύτταρα που 

οδηγούνται σε αποπτωτικό θάνατο. Στο σύµπλοκο του hTΑFIIDπ που 

συµµετέχει  το hTΑFII80δ δεν υπάρχει hTΑFII32  ( που αποτελεί τον 

παράγοντα που αλληλεπιδρά µε το hTΑFII80 µέσω της περιοχής της 

πρωτεΐνης που φέρει οµολογία µε την ιστόνη 3), γεγονός που θεωρείται ότι 
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είναι υπεύθυνο για την αλλαγή του προτύπου µεταγραφής ενός συνόλου 

γονιδίων του κυττάρου.  

Σε κύτταρα εµβρυϊκού καρκινώµατος έχει αποµονωθεί ένα σύµπλοκο 

που περιλαµβάνει ΤΒΡ που αλληλεπιδρά µε το πρόδροµο µόριο TFIIAαβ και 

TFIIAγ απουσία των υπόλοιπων hTΑFIIs,  ( 28 ), ενώ σε διαφοροποιηµένα 

κύτταρα δεν έχει ανιχνευτή η παρουσία του TAC. Το σύµπλοκο εκείνο 

προσδένεται σε χρωµατίνη in vivo και συµµετέχει στη µεταγραφική 

ενεργοποίηση γονιδίων, όπως διαπιστώθηκε µε   πειράµατα παροδικής 

διαµόλυνσης σε κύτταρα εµβρυϊκού καρκινώµατος,  θεωρείται δε, ότι 

συµµετέχει στη µεταγραφική ενεργοποίηση γονιδίων που ελέγχονται από 

σύµπλοκα που δεν περιλαµβάνουν ΤΒΡ.  

Πρόσφατα βιβλιογραφικά δεδοµένα ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης 

σε ευκαρυωτικά κύτταρα ( 29) δείχνουν ότι στον υποκινητή ενός γονιδίου που 

δεν είναι ακόµα µεταγραφικά ενεργό αλλά έχει “δεσµευτεί” για 

ενεργοποίηση, υπάρχει προσδεµένο ΤΒΡ απουσία των παραγόντων hTAFIIs, 

γεγονός που δείχνει ότι το ΤΒΡ µπορεί να προσδένεται, χωρίς να βρίσκεται 

απαραίτητα σε σύµπλοκο, και να “µαρκάρει ” µια περιοχή που θα 

ενεργοποιηθεί για µεταγραφή,  .  

Η  µελέτη του συµπλόκου TFIID και των διαφορετικών υποµονάδων που 

το απαρτίζουν οδήγησε στην ανακάλυψη ότι οι πρωτεΐνες που συνδέονται µε 

το ΤΒΡ, TAFIIs, µπορούν να υπάρξουν σε σύµπλοκα από τα οποία απουσιάζει 

ο παράγοντας που προσδένεται στην αλληλουχία ΤΑΤΑ.  Έτσι, από τα 

κύτταρα ΗeLa αποµονώθηκε ένα σύµπλοκο που περιλαµβάνει TAFIIs αλλά 

όχι ΤΒΡ  και ονοµάζεται TFTC ( 30) .  
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Multiplicity of  TBP-containing complexes participating in Pol II 
transcription initiation

TBP
250

150135

100

31
80

18
28

20

55

promoter ?

250135

100

δ

?
??

?

?

pro-apoptotic
promoters?

250150
135

100

31
80

2820
55

promoter ?

TBP
170

promoter ?

135TB 250?
105
100

?
80

??
?

B-cell promoters?

?

ES-cell promoters ? promoter ?

TBPTFIIAα-β
TFIIAγTBP

TBPTBP 30
80TFIIDπTFIIDα

B-TFIID

P
?

TFIIDγTFIIDβ

TAC TBP

 

Εικόνα  1: ∆ιαφορετικά σύµπλοκα που περιλαµβάνουν ΤAFIIs και 

συµµετέχουν στη µεταγραφική ενεργοποίηση από την πολυµεράση ΙΙ. 

 

 

Το ΤFΤC έχει δειχτεί ότι µπορεί να αντικαταστήσει το TFIID και να 

ενεργοποιήσει τη µεταγραφή γονιδίων που περιλαµβάνουν  ή όχι αλληλουχία 

ΤΑΤΑ στον υποκινητή τους in vitro. Από τo σύµπλοκο αυτό έχει βρεθεί ότι 

απουσιάζει η µεγάλη υποµονάδα του TFIID, TAFII250 και οι TAFII28 και 

TAFII18 ( Eικόνα 2), που θεωρείται ότι σχηµατίζουν ετεροδιµερές µέσω του 

µοτίβου αναδίπλωσης των ιστονών. Το σύµπλοκο όµως αυτό συνδέεται  µε 

πρωτεΐνη που παρουσιάζει  ενεργότητα ακετυλίωσης ιστονών GCN5 (30) και 

λειτουργεί ως συνενεργοποιητής στη µεταγραφική ενεργοποίηση των 

πυρηνικών υποδοχέων. 
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Εικόνα 2: ∆ιαφορετικά σύµπλοκα που περιλαµβάνουν TAFIIs µέσα στο 

κύτταρο: στη δεξιά άκρη παρουσιάζονται τα σύµπλοκα από τα οποία 

απουσιάζει το ΤΒΡ και στην αριστερή, οι δυο πληθυσµοί του TFIID. 
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hTAFIIs περιλαµβάνονται και στο σύµπλοκο που παρουσιάζει 

ενεργότητα ακετυλίωσης ιστονών, PCAF ( 32). Στο σύµπλοκο αυτό υπάρχουν  

οι παράγοντες hTAFII32, hTAFII20 , οι οποίοι όµοια όπως το TFIID και TFTC  

( 33, 34) θεωρείται ότι ετεροδιµερίζονται µε πρωτεΐνες που παρουσιάζουν 

µοτίβο αναδίπλωσης ιστονών, ώστε να δηµιουργηθεί δοµή όµοια µε του 

νουκλεοσώµατος . 

 Επίσης, ο γενικός µεταγραφικός παράγοντας hTAFII32 

συµπεριλαµβάνεται σε ένα σύµπλοκο ( hSTAGA)  µαζί µε την 

ακετυλοτρανσφεράση hGCN5 –L και παράγοντες που παρουσιάζουν 

οµολογία µε την πρωτεΐνη SPT3 του συµπλόκου του σακχαροµύκητα , SAGA  

(33).  To σύµπλοκο hSTAGA έχει δειχτεί ότι παρουσία ακέτυλο-συνενζύµου-Α 

µπορεί να λειτουργήσει ως συνενεργοποιητής στη µεταγραφική ενεργοποίηση 

χρωµατινικών υποστρωµάτων, in vitro και ότι αλληλεπιδρά µε παράγοντες 

που συµµετέχουν στο εναλλακτικό µάτισµα των mRNAs ( ) . 

Πρόσφατα προτάθηκε νέα  ενιαία ονοµασία των παραγόντων που 

συµµετέχουν στο σχηµατισµό του TFIID διαφορετικών οργανισµών( ), η 

οποία στηρίζεται στην οµολογία των παραγόντων και όχι στο µοριακό βάρος 

της πρωτεΐνης ( Εικόνα 3). 
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Εικόνα 3: Ενιαία ονοµατολογία των γνωστών TAFIIs  διαφορετικών 

οργανισµών. 
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2. ΑΝΤΙΚΕΙΜΕΝΟ ΜΕΛΕΤΗΣ  

 
 

Η οµολογία των TAFIIs µε  τις ιστόνες αποτέλεσε την αφορµή για τη 

διερεύνηση της παρουσίας µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων στους 

παράγοντες του TFIID, TAFIIs.  Στην εργασία αυτή εξετάστηκε η πιθανή 

ακετυλίωση και  µεθυλίωση των TAFIIs από ένζυµα που παρουσιάζουν 

ενεργότητα ακετυλίωσης και µεθυλίωσης ιστονών, µε in vitro αντιδράσεις.  

Μετά την πιστοποίηση της παρουσίας των  µετα-µεταφραστικών 

τροποποιήσεων στα TAFIIs πραγµατοποιήθηκε αντικατάσταση των 

αµινοξέων που ακετυλιώνονται / µεθυλιώνονται και διερεύνηση της  

λειτουργικότητάς τους. 
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 

3.1  Φορείς έκφρασης  
 
Τα cDNAs των γενικών µεταγραφικών παραγόντων που συνδέονται µε 

το ΤΒΡ,  hTAFIIs, παραχωρήθηκαν από τον Tora L.  Για τη δηµιουργία 

πρωτεϊνών που φέρουν τον επίτοπο ιστιδίνης ( 6 His)  στο αµινοτελικό άκρο  

τους άκρο χρησιµοποιήθηκε το πλασµίδιο προκαρυωτικής έκφρασης  

pRSETA, B ή C . Η δηµιουργία ανσυνδυασµένων πρωτεϊνών που φέρουν στο 

αµινοτελικό τους άκρο τη βακτηριακή πρωτεΐνη µεταφοράσης της S 

γλουταθειόνης πραγµατοποιήθηκε µε την κλωνωποίηση των cDNA µορίων 

στο προκαρυωτικής προέλευσης πλασµίδιο pGEX6P 1-3. H µεθυλτρασφεράση 

ιστονών hSuv39h1 κλωνοποιήθηκε σε πλασµίδιο έκφρασης pMT 3, υπό τον 

µεγάλο υποκινητή του αδενοϊού, ώστε να φέρει τον επίτοπο ΗΑ στο 

αµινοτελικό άκρο. Η δηµιουργία πρωτεϊνών που φέρουν σηµειακή µετάλλαξη 

για κάποιο αµινοξύ πραγµατοποιήθηκε µε τα αντιδραστήρια “ Gene Editor 

Mutagenesis kit” (Promega).  

 

3.2  Έκφραση και αποµόνωση ανασυνδυασµένων 

πρωτεϊνών από       βακτήρια  

 

 Όλες οι πρωτεΐνες που καθαρίστηκαν από βακτήρια στην παρούσα 

εργασία ήταν σε σύντηξη µε ιστιδίνες (6 Χ His) ή µε την βακτηριακή πρωτεΐνη 

GST (Glutathione S Transferase).  Η έκφραση όλων των πρωτεϊνών έγινε στο 

βακτηριακό στέλεχος E.coli που ονοµάζεται BL21plys. Το στέλεχος αυτό έχει 

το χαρακτηριστικό ότι η έκφραση της T7 πολυµεράσης από την οποία 

εξαρτάται η µεταγραφή και εποµένως και η έκφραση της συγκεκριµένης  

πρωτεΐνης , βρίσκεται κάτω από αυστηρό έλεγχο και επάγεται µόνο µε την 

προσθήκη IPTG (συναγωνιστής της δράσης του lacI καταστολέα ). Σε 

καλλιέργεια οπτικής πυκνότητας (OD600) 0.6 προστίθεται IPTG τελικής 

συγκέντρωσης 0.2 mM. Ακολουθεί επώαση στους 37 ºC για 3 ώρες ή στους 
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22ºC για 6 ώρες . Στη συνέχεια τα κύτταρα συλλέγονται και φυγοκεντρούνται 

για 5 λεπτά σε 5.000 rpm στους 4ºC. Το ίζηµα  επαναδιαλύεται σε Sonication 

buffer Ι ( 20mM Tris pH8.0, 200mM NaCl, 0.5% Triton, 5mM Imidazole, 1mM 

PMSF) στην περίπτωση που η πρωτεΐνη βρίσκεται σε σύντηξη µε His και 

επαναδιαλύεται σε Sonication buffer ΙΙ (1 Χ PBS 0.5 mg/ml BSA) στην 

περίπτωση της σύντηξης µε GST. Ακολουθεί διάρρηξη των κυττάρων και 

σπάσιµο του DNA µε υπέρηχους και φυγοκέντρηση στις 12.000 στροφές για 30 

min. Το υπερκείµενο αποτελείτο πρωτεϊνικό εκχύλισµα που θεωρητικά 

περιέχει υπερεκφρασµένη την πρωτεΐνη που µας ενδιαφέρει . Ακολουθεί 

αποµόνωση της πρωτεΐνης µε χρωµατογραφία συγγένειας µετάλλου, Talon  

(Clonetech) στην πρώτη περίπτωση και Glutathione Sepharose 4B 

(Amersham-Pharmacia) στην δεύτερη . Οι πρωτεΐνες που προσδένονται µη 

ειδικά στην κολώνα αποµακρύνονται µε 4 ξεπλύµατα µε τα παραπάνω 

διαλύµατα ( 10 φορές ο όγκος της κολώνας ) για 10 λεπτά το καθένα , στους 

4ºC υπό ανάδευση . Στη συνέχεια οι πρωτεΐνες εκλούονται από την κολώνα 

µετά από προσθήκη ίσου όγκου Elution Buffer I (20mM Tris pH 8.0, 200mM 

NaCl, 0.5% Triton, 200mM Imidazole, 1mM PMSF) και Elution Buffer II (10 

mM Glutathione, 50mM Tris pH8.0, 1 mM PMSF) αντίστοιχα . Η διαδικασία 

της έκλουσης επαναλαµβάνεται  5 φορές,  τα προϊόντα συλλέγονται είτε 

συγκεντρώνονται µε centricon είτε µ µεταφέρονται σε κατάλληλο διάλυµα (20 

mM Tris pH 8.0, 50mM KCl, 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF 20% glycerol) µε τη 

µέθοδο της διαπίδυσης (dialysis). 

 

3.3 Κυτταροκαλλιέργειες και παροδική διαµόλυνση  
 

Τα κύτταρα της σειράς  HEK293  που χρησιµοποιήθηκαν , αναπτύχθηκαν 

σε  θρεπτικό µέσο MEM, τροποποιηµένο κατά  Dulbecco, µε περιεκτικότητα 

σε ορό 10%.  Όταν τα κύτταρα κάλυψαν το 60-70% του πιάτου καλλιέργειάς, 

θεωρήθηκε ότι ήταν έτοιµα για παροδική διαµόλυνση, µε πλασµίδιο που 

εκφράζει για την πρωτεΐνη hSuv39H1, η οποία φέρει τον επίτοπο ΗΑ και 

βρίσκεται υπό τον έλεγχο του µεγάλου υποκινητή του αδενοϊού υποκινητή  . Η 

µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε ήταν η συγκατακρήµνιση µε φωσφορικό 

ασβέστιο ( ).  
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Το σύστηµα έκφρασης πρωτεϊνών που στηρίζεται σε βακουλοϊό για την 

έκφραση του CBP, PCAF  έχουν ήδη περιγραφεί ( Sout α). Η έκφραση των 

ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών CBP, και PCAF πραγµατοποιήθηκε σε κύτταρα 

εντόµων Sf9, που µεγαλώνουν σε GRACE’ s απουσία Ο2,  και η αποµόνωση 

των πρωτεϊνών έγινε σε χρωµατογραφία συγγένειας µετάλλου, Talon  

(Clonetech) σύµφωνα µε τις οδηγίες τις κατασκευάστριας εταιρείας.  

Κυτταρικά εκχυλίσµατα εντόµων στα οποία έχουν εκφραστεί οι παράγοντες 

TAFΙΙs µε το  σύστηµα του βακουλοϊού προέρχονται από τον Tora L και η 

αποµόνωση των πρωτεϊνών πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο της 

ανοσοκατακρήµνισης.  

 

3.4  Ανοσοκατακρήµνιση πρωτεϊνών 

 
Τα κύτταρα που έχουν υποστεί παροδική διαµόλυνση ξεπλένονται µε 

διάλυµα  PBS  (3X)  αποκολλώνται από την επιφάνεια  στην οποία 

αναπτύσσονται µε διάλυµα Ν ( 25mM Hepes pH7.9, 60mM KCl, 15mM NaCl, 

5mM MgCl2, 1mM CaCl2, 250mM Sucrose, 0.5% BSA 0.3% Nonident P40, 1mM 

dithiothreitol, 10µg/ml approtinin και 1mM PMSF). Παρουσία του 

διαλύµατος Ν πραγµατοποιείται η διάρρηξη της κυτταρικής µεµβράνης και η 

αποµάκρυνση του κυτταροπλάσµατος, και οι πυρήνες των κυττάρων 

λαµβάνονται ως ίζηµα µετά από φυγοκέντρηση  σε 1000 rpm, στους 4ºC για 5 

λεπτά. Το πυρηνικό εκχύλισµα αποκτάται µετά τη διαλυτοποίση των πυρήνων 

σε διάλυµα Α και  NLB-800 (Sout MolCel), ώστε να βρίσκεται σε διάλυµα 

τελικής συγκέντρωσης (25mM Hepes pH7.9, 150mM KCl, 10% Γλυκερόλη, 

0.1% Nonident P40, 0.2mΜ EDTA,   1mM dithiothreitol, 10µg/ml approtinin 

και 0.5mM PMSF). Ακολουθεί ένα στάδιο καθαρισµού του πυρηνικού 

εκχυλίσµατος µετά από επώαση του µε πρωτεΐνη Α-Sepharose ( Amersham 

Pharmacia Biotech) ανοσοκατακρήµνιση των πρωτεΐνης ΗΑ-Suv39H1 µε τη 

χρήση πολυκλωνικού αντισώµατος κουνελιού για τον επίτοπο ΗΑ  8 µg/ml  

(Santa Cruz) πρόσδεση σε πρωτεΐνη Α-Sepharose ( Amersham Pharmacia 

Biotech) στους  4ºC 

Η ανοσοκατακρήµνιση των παραγόντων TAFΙΙs από τα κυτταρικά 

εκχυλίσµατα Sf9 πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση µονοκλωνικού αντισώµατος 
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ποντικού για τον επίτοπο FLAG συνδεδεµένου µε αγαρόζη ( Sigma) στους  

4ºC. 

3.5  In vitro αντιδράσεις ακετυλίωσης / µεθυλίωσης 

ιστονών 

 

Οι αντιδράσεις ακετυλίωσης ιστονών και των hTAFΙΙs 

πραγµατοποιήθηκαν σε διάλυµα 50mM Tris pH 8.0, 0.1mM EDTA, 1mM 

dithiothreitol, 10% γλυκερόλης παρουσία 0.25 µC [3 Η]acetyl-CoA στους 30ºC 

για 1 ώρα . Η ακετυλοτρανσφεράση hCBP ή hPCAF  είχε εκφραστεί σε 

κύτταρα Sf9 και στις αντιδράσεις χρησιµοποιήθηκαν 10µg ιστονών (  

Βοehringer ), ενώ οι αντίστοιχες ποσότητες πρωτεϊνών που είχαν εκφραστεί 

σε βακτηριακά κύτταρα E.coli φαίνονται σε πήκτωµα ακρυλαµίδης. Οι 

αντιδράσεις διαχωρίστηκαν  σε πήκτωµα 12% SDS. 

Οι αντιδράσεις µεθυλίωσης  πραγµατοποιήθηκαν σε διάλυµα 50mM Tris 

pH 8.0, 100mM KCl, 4mM EDTA, 0.5mM dithiothreitol, παρουσία 1 µC [3 Η- 

Μe]-S-adenosyl methionine ( Amersham ). Oι αντιδράσεις µεθυλίωσης 

πραγµατοποιήθηκαν σε 30ºC για τη µεθυλ-τρανσφεράση hSET7/SET9 και 

στους 37ºC για το ένζυµο hSuv39H1. Ο αντιδράσεις διαχωρίστηκαν σε 

πήκτωµα ακρυλαµίδης 12%. 

 

 

3.6 Αντιδράσεις  µεθυλίωσης σε πήκτωµα ακρυλαµίδης ( In 

gel histone  methylase assay)  

 
Σε πήκτωµα ακρυλαµίδης-SDS 12% που περιέχει 1mg/ml ιστόνες 

(Βοehringer)  διαχωρίζονται  τα δείγµατα εκείνα που θεωρείται ότι έχουν 

ενεργότητας µεθυλ-τρανσφεράσης ιστονών, χωρίς να αποδιαταχτούν σε 

υψηλή θερµοκρασία. Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης το πήκτωµα 

επωάζεται υπό ανακίνηση σε θερµοκρασία δωµατίου σε διάλυµα Β ( 50mM 

Tris pH 8.0, 1mM dithiothreitol, 0.1 mM EDTA pH 8.0 ) παρουσία 20% 

ισοπροπανόλης, και έπειτα για 30min σε διάλυµα Β.  Το πήκτωµα ακολούθως, 

επωάζεται σε διάλυµα Β που περιέχει 8Μ ουρία µε ανάδευση σε θερµοκρασία 
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δωµατίου.  Το πήκτωµα ξεπλένεται  σε διάλυµα Β περιέχει 0.04 % Tween 20 

και ακολούθως επωάζεται για 30 min στους 4ºC και µετά από ανανέωση του 

διαλύµατος για  12h  στους 4ºC, στο ίδιο διάλυµα χωρίς ανάδευση ( renature). 

Στη συνέχεια το πήκτωµα εκπλένεται σε διάλυµα Α ( 50mM Tris pH 8.0, 1mM 

dithiothreitol, 0.1 mM EDTA pH 8.0  10% γλυκερόλη και 1mM PMSF ) σε 

θερµοκρασία δωµατίου  για 30 min και µε το ίδιο διάλυµα παρουσία 1 µC [3 Η- 

Μe]-S-adenosyl methionine ( Amersham )  πραγµατοποιείται η αντίδραση ης 

µεθυλίωσης των ιστονών για 30 min στους 30ºC. Η αποµάκρυνση των µη 

ειδικών προϊόντων πραγµατοποιείται µε εκτεταµένα ξεπλύµατα µε διάλυµα 

5% τρι-χλωρο-οξικού οξέος, τα οποία  συνεχίζονται ακόµα και για 12h.  Το 

πήκτωµα έπειτα στεγνώνεται και η ενσωµάτωση της µεθυλοµάδας  σε ιστόνες 

ανιχνεύεται µε αυτοραδιογραφία.   

Η αντίδραση µεθυλίωσης σε πήκτωµα ακρυλαµίδης πραγµατοποιήθηκε 

και σε πήκτωµα που δεν περιελάµβανε ιστόνες µε όµοιο τρόπο, ώστε να 

διερευνηθεί η ενεργότητα των πρωτεϊνών να µεθυλιώνουν τον εαυτό τους. 
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 
 

4.1 Μελέτη της ακετυλίωσης των hTAFΙΙs 
 

Η παρουσία του µοτίβου ιστονών σε µεγάλο αριθµό παραγόντων που 

συνδέονται µε το ΤΒΡ και απαρτίζουν διαφορετικά σύµπλοκα TFIID ή 

σύµπλοκα που συµµετέχουν στην ακετυλίωση των ιστονών και την 

ενεργοποίηση της µεταγραφής, οδήγησε στη µελέτη της παρουσίας των µετα-

µεταφραστικών τροποποιήσεων  στα hΤAFΙΙs .  

Μελέτες των αλληλεπιδράσεων των hΤAFΙΙs στο σύµπλοκο του TFIID 

έχουν δείξει ότι 9 από τους παράγοντες που βρίσκονται στο σύµπλοκο και 

περιλαµβάνουν µοτίβο αναδίπλωσης ιστονών, αλληλεπιδρούν µεταξύ τους 

ώστε να δηµιουργηθούν ετεροδιµερή αντίστοιχα µε εκείνα των ιστονών στο 

νουκλεόσωµα ( 1). Πρόσφατα κρυσταλλογραφικά δεδοµένα ανάλυσης των  

συµπλόκων του ανθρώπου  hΤFIID και TFTC (1,2 )  και του σακχαροµύκητα 

yTFIID ( 3)  έδειξαν ότι οι αλληλεπιδράσεις των παραγόντων µε µορφή όµοια 

µε εκείνη των ετεροδιµέρων ιστονών είναι δυνατό να συµβαίνει in vivo. 

Πειραµατικά δεδοµένα έχουν δείξει ότι συγκεκριµένα αµινοξέα του µοτίβου 

αναδίπλωσης ιστονών στο hΤAFΙΙ28 είναι απαραίτητα για τη µεταγραφική 

ενεργοποίηση υποκινητών από τον πυρηνικό υποδοχέα του  οιστρογόνου και 

της βιταµίνης D3 ( 4) in vivo, ενώ σε in  vitro πειράµατα έχει δειχτεί ότι η 

παρουσία ακετυλο-συνενζύµου Α ενδυναµώνει τη συγγένεια πρόσδεσης του 

TFIID για τον υποκινητή, απουσία ιστονών ( 5 ). Όσα παραπάνω 

αναφέρθηκαν είχαν ως αποτέλεσµα την προσεκτική µελέτη των περιοχών 

οµολογίας των hΤAFΙΙs µε τις ιστόνες.  

Στοίχιση των περιοχών των hΤAFΙΙs που φέρουν οµολογία µε ιστόνες µε 

τις αντίστοιχες περιοχές των ιστονών έδειξε ότι το αµινοτελικό άκρο του 

hΤAFΙΙ32 παρουσιάζει µεγάλο βαθµό οµοιότητας µε την “ουρά” της ιστόνης 3 

( Εικόνα 4 ). Η στοίχιση των παραπάνω πρωτεϊνών έδειξε ότι τα αµινοξέα της 

ιστόνης 3 που θεωρείται ότι διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στη δηµιουργία 

“σηµαδιών” στη χρωµατίνη συµµετέχοντας στην µεταγραφική ενεργοποίηση 

ή σίωπηση µιας περιοχής, σύµφωνα µε την υπόθεση του κώδικα των ιστονών 

(6,7,8 ), παραµένουν συντηρηµένα στην αντίστοιχη περιοχή του hΤAFΙΙ32. 
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Σύµφωνα µε την υπόθεση του κώδικα των ιστονών, συγκεκριµένες µετα-

µεταφραστικές τροποποιήσεις σε συγκεκριµένα αµινοξέα των ιστονών είναι 

τα σηµάδια εκείνα που µε µορφή “ορχήστρας”  χαρακτηρίζουν ή / και 

καθορίζουν τη µεταγραφική ενεργότητα µιας χρωµατινικής περιοχής.  

Η ακετυλίωση των λυσινών 14,   23  και σε µικρότερο βαθµό της λυσίνης 

9 της ιστόνης 3 από τις ακετυλοτρανσφεράσες θεωρείται ότι αποτελεί 

αναγκαία προϋπόθεση για το “άνοιγµα” της πακεταρισµένης δοµής του 

νουκλεοσώµατος. Μετά το άνοιγµα της δοµής του νουκλεοσώµατος η 

αλληλουχία του DNA να είναι  πια προσβάσιµη και αναγνωρίσιµη από τους 

µεταγραφικούς παράγοντες που προσδένονται σε συγκεκριµένες αλληλουχίες, 

ώστε µετά την προσέλευση των παραγόντων του προεναρκτηρίου συµπλόκου 

να είναι τελικά  εφικτή η έναρξη της µεταγραφής (6,7,8 ).  

Η παρουσία των αµινοξέων που υπόκειται σε ακετυλίωση στην ιστόνη 3 

και στο hΤAFΙΙ32  ( Εικόνα 4 ) είχε ως αφορµή την πραγµατοποίηση in vitro 

αντιδράσεων ακετυλίωσης για τους παράγοντες του hTFIID. Σε πρωταρχικά 

πειράµατα ακετυλίωσης δοκιµάστηκε ο παράγοντας hΤAFΙΙ32, που 

παρουσιάζει τη µεγαλύτερη οµολογία µε την ουρά της ιστόνης 3.   

 

 

 

           

          4        910    14                 23 

hHistone-3          ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAA 

hTAF9          ESGKTASPKSMPKDAQMMAQILKDM 

              4       910   13                     23 

 

Εικόνα 4 : Σύγκριση της αµινοτελικού άκρου  του hΤAFΙΙ32 ( hTAF9)  µε 

την αντίστοιχη περιοχή της ιστόνης 3  

 

Τα ένζυµα που χρησιµοποιήθηκαν είναι: 
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- Ο γενικός µεταγραφικός παράγοντας hΤAFΙΙ250, που αποµονώθηκε µε 

ανοσοκατακρήµνιση από κυτταρικά εκχυλίσµατα εντόµου που είχαν µολυνθεί 

µε βακουλοϊό. Ο παράγοντας  έχει ενεργότητα ακετυλοτρανσφεράσης  ειδικά 

προς την λυσίνη 14 της ιστόνης 3. 

- Οι συνενεργοποιητές hCBP και hP/CAF, που έχουν ενεργότητα 

ακετυλοτρανσφεράσης  για την ιστόνη  3.  Οι παράγοντες hCBP και hP/CAF 

αποµονώθηκαν από κυτταρικά εκχυλίσµατα εντόµων που είχαν µολυνθεί µε 

βακουλοϊό µε χρωµατογραφία συγγένειας για τον επίτοπο της ιστιδίνης. 

Οι παράγοντες hΤAFΙΙs εκφράστηκαν στο βακτηριακό στέλεχος E.coli, 

BL21Ρlys, ως πρωτεΐνη που φέρει τον επίτοπο της ιστιδίνης και οι αντιδράσεις 

ακετυλίωσης διαχωρίστηκαν σε πήκτωµα ακρυλαµίδης 12%. 

Μετά την διαπίστωση της ακετυλίωσης του hΤAFΙΙ32 ( Εικόνα 5 ) 

πραγµατοποιήθηκαν αντιδράσεις ακετυλίωσης και άλλων παραγόντων που 

συµµετέχουν στη δηµιουργία του TFIID και παρουσιάζουν µοτίβο 

αναδίπλωσης ιστονών ( hΤAFΙΙ18, hΤAFΙΙ20, hΤAFΙΙ28 και hΤAFΙΙ30) και 

hΤAFΙΙ55, του οποίου η αλληλεπίδρασή του µε τον παράγοντα hΤAFΙΙ250 έχει 

βρεθεί ότι µειώνει την ενεργότητα ακετυλοµεταφοράσης του ( 9). 

Οι αντιδράσεις που πραγµατοποιήθηκαν παρουσία [3 Η]acetyl-CoA 

έδειξαν ότι οι  περισσότεροι από τους παράγοντες που συνδέονται µε το ΤΒΡ 

και παρουσιάζουν µοτίβο αναδίπλωσης ιστονών αναγνωρίζονται ως 

υπόστρωµα και υπόκεινται σε ακετυλίωση από τους συνενεργοποιητές hCBP 

και hP/CAF, µε εξαίρεση το hΤAFΙΙ30 ( Εικόνα 5 και πειραµατικά δεδοµένα 

που δεν απεικονίζονται ). Από την αυτοραδιογραφία είναι εµφανές ότι το 

hP/CAF παρουσιάζει υψηλή ενεργότητα ακετυλίωσης των  ανασυνδυασµένων 

hΤAFΙΙ18, hΤAFΙΙ20, hΤAFΙΙ28 , που περιέχουν περιοχή οµολογίας µε ιστόνες 

και  του hΤAFΙΙ55, ενώ η ακετυλίωση των ιδίων υποστρωµάτων από το  hCBP 

είναι αρκετά ασθενέστερη και απουσιάζει από το hΤAFΙΙ18. Από την εικόνα 

φαίνεται επίσης ότι η ενεργότητα ακετυλοτρανσφεράσης της κεντρικής 

υποµονάδας του TFIID,  hΤAFΙΙ250, είναι ιδιαίτερα χαµηλή και δεν 

αναγνωρίζει ως υποστρώµατα τους υπόλοιπους παράγοντες του συµπλόκου 

που εξετάστηκαν. Η ενεργότητα των ενζύµων που χρησιµοποιήθηκαν 

ελέγχθηκε σε αποµονωµένες ιστόνες.     
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Εικόνα 5: Ιn vitro αντιδράσεις ακετυλίωσης των hΤAFΙΙs από τις 

ακετυλοτρανσφεράσες, hΤAFΙΙ250, CBP και P/CAF 

PCAF CBP ΤΑF1 
(250) 

Υπόστρωµα 

Ένζυµο

Ιστόνες

TAF 13 (18)

TAF 12 (20)

TAF 11 (28)

TAF 9 
(31/32)

TAF 7 (55)
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 Η ακετυλίωση των hΤAFΙΙs από διαφορετικά ένζυµα µπορεί να 

αποτελεί ένα ακόµα στάδιο ελέγχου της συνάθροισης των  διαφορετικών 

συµπλόκων του ΤΒΡ ή / και των συµπλόκων που περιλαµβάνουν τους 

παράγοντες εκείνους απουσία ΤΒΡ µέσα στο κύτταρο ( hTFIIDα ή β,  hTFTC, 

hP/CAF  και hSTAGA). Η τροποποίηση εκείνη σε συνδυασµό µε άλλες ( π.χ. 

µεθυλίωση) είναι δυνατό να διαµορφώνει έτσι ένα είδος κώδικα µετα-

µεταφραστικών τροποποιήσεων των ΤAFΙΙs  που καθορίζουν τις 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ τους καθώς επίσης και µε άλλους µεταγραφικούς 

παράγοντες, δηµιουργώντας έτσι διαφορετικά σύµπλοκα που συµµετέχουν 

στη µεταγραφική ενεργοποίηση ειδικών γονιδίων στόχων. 

Ο παράγοντας που συνδέεται µε το ΤΒΡ,  hΤAFΙΙ32  βρέθηκε να 

ακετυλιώνεται ισχυρά τόσο από το hCBP όσο και από το hP/CAF. ∆εδοµένου 

του µεγάλου βαθµού οµολογίας που παρουσιάζει η πρωτεΐνη  hΤAFΙΙ32 µε την 

αµινοτελική ουρά της ιστόνης  3  ( Εικόνα 4 ) και ότι η περιοχή εκείνη της 

ιστόνης είναι υπόστρωµα ακετυλίωσης από τα ένζυµα που προαναφέρθηκαν, 

δηµιουργήθηκαν σηµειακές µεταλλάξεις σε συντηρηµένες λυσίνες του 

hΤAFΙΙ32, ώστε να διαπιστωθεί η ακριβής θέση της ακετυλίωσης.  

Οι σηµειακές µεταλλαγές πραγµατοποιήθηκαν στον hΤAFΙΙ32 έτσι ώστε 

να δηµιουργείται  αντικατάσταση της λυσίνης 4 ή  9 ή 13 ή 23 µε το αµινοξύ 

αλανίνη. Παράλληλα δηµιουργήθηκαν και µεταλλαγµένου τύπου πρωτεΐνες 

που φέρουν αντικατάσταση σε περισσότερες από µια λυσίνες . Οι µεταλλαγές 

πραγµατοποιήθηκαν µε τη χρησιµοποίηση εµπορικού αντιδραστηρίου ( 

Promega) και επαληθεύτηκαν µε ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής της 

αλληλουχίας το cDNA . Οι αντιδράσεις ακετυλίωσης in vitro επαναλήφθηκαν 

για την αγρίου τύπου πρωτεΐνη hΤAFΙΙ32 και τις πρωτεΐνες που φέρουν τις 

σηµειακές µεταλλάξεις στις λυσίνες  (πειραµατικά δεδοµένα που δεν 

απεικονίζονται!). Η σειρά των αντιδράσεων που αναφέρθηκε δεν αποκάλυψε 

το στόχο ακετυλίωσης, γεγονός που µας οδηγεί στο συµπέρασµα ότι 

περισσότερα του ενός αµινοξέα µπορεί να υπόκεινται στη συγκεκριµένη µετα- 

µεταφραστική τροποποίηση από τους παράγοντες που αναφέρθηκαν, ή ότι ο 

στόχος της ακετυλίωσης δεν βρίσκεται στην ιδιαίτερα συντηρηµένη ουρά της 

πρωτεΐνης αλλά στην κεντρική περιοχή του µοτίβου αναδίπλωσης των 

ιστονών.  
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Επιπλέον πειράµατα είναι απαραίτητο να γίνουν για τον καθορισµό της 

θέσης ακετυλίωσης του παράγοντα hΤAFΙΙ32  και την διερεύνηση της 

λειτουργικότητας της τροποποίησης εκείνης. 

4.2 Μελέτη της µεθυλίωσης των hΤAFΙΙs από παράγοντες 

που  µεθυλιώνουν την ιστόνη 3  

 
4.2.1 Μεθυλίωση από hSET7 / SET9 

Σύµφωνα µε την  υπόθεση του κώδικα των ιστονών  (6,7,8) διαφορετικές 

µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις των ιστονών λειτουργούν ως ορχήστρα, 

καθορίζοντας  έτσι το µεταγραφικό “δυναµικό” της  συγκεκριµένης  δοµή της 

χρωµατίνης. Η “υπογραφή” που αφήνουν διαφορετικές ενζυµικές  

ενεργότητες  πάνω στις ιστόνες διατηρείται  κατά το διπλασιασµό του DNA 

και την κυτταρική διαίρεση, ώστε να καθορίζεται η τύχη των θυγατρικών 

κυττάρων.  Πρόσφατα βιβλιογραφικά δεδοµένα  αποκαλύπτουν ότι η 

µεθυλίωση των ιστονών συµπεριλαµβάνεται στην “ορχήστρα” των 

τροποποιήσεων που καθορίζουν το δυναµικό µεταγραφής και µάλιστα 

λειτουργούν ως το αποτύπωµα που µεταβιβάζεται κατά τις κυτταρικές 

διαιρέσεις στην επόµενη γενιά (10, 11, 12, 13, 14, 15). 

Μετά τη διαπίστωση της ακετυλίωσης των παραγόντων hΤAFΙΙ18, 

hΤAFΙΙ20, ΤAFΙΙ28, ΤAFΙΙ32  και ΤAFΙΙ55 από ακετυλοτρανσφεράσες ιστονών 

θελήσαµε να διερευνήσουµε την πιθανότητα παρουσίας και άλλων µετα-

µεταφραστικών τροποποιήσεων στις υποµονάδες του TFIID, κατά τρόπο 

όµοιο όπως συµβαίνει   στις ιστόνες των νουκλεοσωµάτων. Για το σκοπό αυτό 

χρησιµοποιήθηκαν  εκχυλίσµατά από την κυτταρική σειρά Sf9 που είχαν 

µολυνθεί µε βουκολοϊό  (16) για τις υποµονάδες : 

- TAF6 (hTAFII80) , εκχύλισµα 1 

- TAF6 (hTAFII80 ) και TAF9( hTAFII32), εκχύλισµα 2 

- TAF4 (hTAFII135 ), TAF5 (hTAFII100 ), TAF6 (hTAFII80 ), TAF7 

(hTAFII55 ), TAF8 (ΤΒΝ ) , TAF9 (hTAFII32 ), TAF10(hTAFII30 ), TAF12 

(hTAFII20 ), το οποίο θα αναφέρεται ως TAF mix, εκχύλισµα 3. 

Τα κύτταρα Sf9 που χρησιµοποιήθηκαν µολύνθηκαν µε βακουλοϊό που 

εκφράζει για διαφορετική υποµονάδα του TFIID ώστε  στο ίδιο κυτταρικό 

εκχύλισµα να βρίσκονται οι υποµονάδες εκείνες που σχηµατίζουν 
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ετεροδιµερή µε τρόπο αντίστοιχο µε εκείνο των ιστονών, TAF6- TAF9, 

TAF4- TAF12, TAF8- TAF10 ( εξαίρεση αποτελεί το εκχύλισµα 1). Η έκφραση 

των παραγόντων µαζί µε την πρωτεΐνη που ετεροδιµερίζεται στο σύστηµα του 

βακουλοϊού  θεωρείται ότι προσοµοιάζει καλύτερα τις συνθήκες και τη 

διαµόρφωση των πρωτεϊνών in vivo. Για την αποµόνωση των πρωτεϊνών 

πραγµατοποιήθηκε ανοσοκατακρήµνιση από τα κυτταρικά εκχυλίσµατα µε 

αντίσωµα ειδικό για τον επίτοπο Flag ( SIGMA) που εκφράζεται στο 

αµινοτελικό άκρο του TAF6 (hTAFII80).  

Για τον έλεγχο της πιθανής µεθυλίωσης των  hTAFΙΙs χρησιµοποιήθηκε η 

πρωτεΐνη hSET7 / SET9 (13), η οποία εκφράστηκε σε προκαρυώτικα κύτταρα 

και αποµονώθηκε µε χρωµατογραφία συγγένειας για τον επίτοπο ιστιδίνης 

που εκφράζεται στο αµινοτελικό άκρο της. H hSET7 / SET9 είχε αποµονωθεί 

και χαρακτηριστεί από κύτταρα HeLa (13), έχει τη δοµή που χαρακτηρίζει τις 

µεθυλοτρανσφεράσες ιστονών και παρουσιάζει ενεργότητα   µεθυλίωσης της 

λυσίνης 4 στην ιστόνη 3, “αποτύπωµα ” που έχει βρεθεί ότι χαρακτηρίζει τις 

µεταγραφικά ενεργές περιοχές της χρωµατίνης (17, 18). Ως υπόστρωµα 

χρησιµοποιήθηκαν τα προϊόντα ανοσοκατακρήµνισης από το εκχύλισµα 2 και 

3 που αναφέρθηκαν παραπάνω, παρουσία [3 Η- Μe]-S-adenosyl methionine ( 

Amersham ) και  οι αντιδράσεις διαχωρίστηκαν σε πήκτωµα ακρυλαµίδης 

12% (Εικόνα 6).   

 
ΜΕΘΥΛΙΩΣΗ ΑΠΟ SET7 

 
coomassie 

 Εκχύλισµα      3   2 3   2  
 

TAF80
SET7 
Αutometh 

TAF30? 

TAF80
 
 
 IgG H 
 
 
 
 
 

 

Εικόνα 6: Αυτοραδιογραφία και πήκτωµα α
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Όπως φαίνεται από την αυτοραδιογραφία και σε σύγκριση µε το 

πήκτωµα της ακρυλαµίδης όπου αναλύθηκαν οι αντιδράσεις, φαίνεται ότι µια 

πρωτεΐνη µοριακού βάρους µικρότερου του 31.5 kDa µεθυλιώνεται από το 

hSET7 / SET9, ενώ η πρωτεΐνη 80kDa και 32kDa που µεθυλιώνονται αχνά  

ίσως οφείλονται σε ενδογενή ενεργότητα µεθυλοτρανσφεράσης του TAF6 

(hTAFII80, η πιθανή ενεργότητα µεθυλοτρανσφεράσης θα αναπτυχθεί 

αναλυτικότερα  ). Στην Εικόνα 6 επίσης απεικονίζονται η ελαφριά και η βαριά 

αλυσίδα του αντισώµατος που χρησιµοποιήθηκε για την ανοσοκατακρήµνιση. 

Η παρουσία έντονα µεθυλιωµένης πρωτεΐνης µε µοριακό βάρος κοντά 

στα 30KDa µας οδήγησε στην επανάληψη των  in vitro αντιδράσεων, µε 

υπόστρωµα την ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη TAF10(hTAFII30 ) που είχε 

εκφραστεί σε προκαρυωτικά κύτταρα και αποµονωθεί µε Talon ( Clonetech) 

µέσω του επιτόπου της ιστιδίνης. 

Η  αντίδραση της  µεθυλίωσης  από την hSET7 / SET9 για την 

ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη TAF10(hTAFII30 )  έδειξε ότι η πρωτεΐνη αυτή 

µεθυλιώνεται ισχυρά. Προκειµένου να αναγνωριστεί  το αµινοξύ  της 

πρωτεΐνης που υπόκειται σε µεθυλίωση, πραγµατοποιήθηκε η έκφραση 

διαφορετικών τµηµάτων της σε σύζευξη µε την βακτηριακή πρωτεΐνη GST 

(Εικόνα 7) .  
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Εικόνα 7: Μεθυλίωση του TAF10(hTAFII30 )  από hSET7  
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Στις αντιδράσεις που µεθυλίωσης που πραγµατοποιήθηκαν 

χρησιµοποιήθηκαν ως υπόστρωµα: 

- η βακτηριακή GST ως αρνητικός µάρτυρας µεθυλίωσης από την   

hSET7 / SET9,  

-  το τετραµερές των ιστονών  ως θετικός µάρτυρας της ενεργότητας  της 

hSET7 / SET9,  

- η πρωτεΐνη του TAF10 (hTAFII30 )  που έχει εκφραστεί µε τον επίτοπο 

της ιστιδίνης , 

- η  πρωτεΐνη TAF10 (hTAFII30 ) από την οποία απουσιάζουν τα 100 

πρώτα αµινοξέα του αµινοτελικού άκρου ( 100-216),  φέρει τον επίτοπο GST 

στο Ν-άκρο, 

- η πρωτεΐνη TAF10 (hTAFII30) από το αµινοξύ 120-206, που 

περιλαµβάνει µόνο την περιοχή µε το µοτίβο αναδίπλωσης ιστονών και φέρει 

τον επίτοπο GST στο Ν-άκρο.   

Οι πρωτεΐνες  που χρησιµοποιήθηκαν εκφράστηκαν στο στέλεχος E.coli που  

BL21Plys και αποµονώθηκαν µε χρωµατογραφία συγγένειας. 

Στην αυτοραδιογραφία που παρουσιάζεται στην εικόνα 7 είναι εµφανές 

ότι η  ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη TAF10 (hTAFII30) µεθυλιώνεται από την 

hSET7 / SET9 στην περιοχή οµολογίας µε τις ιστόνες, δεν είναι όµως εµφανές 

αν η µεθυλίωση περιορίζεται στο συγκεκριµένο µόνο κοµµάτι.  

Η περιοχή της πρωτεΐνης TAF10 (hTAFII30) που παρουσιάζει οµολογία 

µε τις ιστόνες, εµπεριέχει µια σειρά αµινοξέων που έχουν διατηρηθεί σε 

µεγάλο βαθµό, όπως έδειξε στοίχιση της πρωτεϊνικής αλληλουχίας του TAF10 

(hTAFII30) διαφορετικών   οργανισµών. Ανάµεσα στα αµινοξέα του µοτίβου 

των ιστονών, που έχουν διατηρηθεί αµετάβλητα στην πρωτεΐνη TAF10 

(hTAFII30)  διαφορετικών οργανισµών ( 19 ), υπάρχει µια σειρά λυσινών στην 

έλικα 2 ( α2 ) και τη θηλιά 2 ( L2 ) , για τις οποίες δηµιουργήθηκαν 

µεταλλαγές. Αναλυτικότερα, οι λυσίνες  161, 175, 177, 187, 189 και 192 

υπέστησαν µεταλλαγή ( Promega )  σε αργινίνη, ώστε να δηµιουργηθούν 

µόρια που φέρουν σηµειακές µεταλλάξεις για καθένα από τα αµινοξέα που 

αναφέρθηκαν, αλλά και µόρια που παρουσιάζουν περισσότερα από ένα 

µεταλλαγµένα αµινοξέα. Επιπλέον, ολόκληρη η  πρωτεΐνη TAF10 (hTAFII30)   

που είχε υποστεί µεθυλίωση, αποµονώθηκε µετα από το διαχωρισµό σε 
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πήκτωµα SDS-ακρυλαµίδης, αποµακρύνθηκε από το πήκτωµα, υπέστη σε 

πέψη µε τρυψίνη και σε ακόλουθη ανάλυση σε φασµατογράφο µάζας ( 

συνεργαζόµενο εργαστήριο Tora L), για την αναγνώριση  των αµινοξέων που 

µεθυλιώνονται από τη TAF10 (hTAFII30). 
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Εικόνα 8: 12% SDS-PAGE και αυτοραδιογραφία των αντιδράσεων 

µεθυλίωσης του αγρίου τύπου  και των µεταλλαγµένων πρωτεϊνών TAF10 

(hTAFII30) από τη µεθυλοτρανσφεράση hSET7 / SET9. 

Ανάλυση φασµατοσκοπίας µάζας των πεπτιδίων που προέκυψαν από την 

πέψη της µεθυλιωµένης πρωτεΐνης TAF10 (hTAFII30) έδειξε ότι το µοναδικό 
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αµινοξύ που µεθυλιώνεται από την hSET7 / SET9 είναι η λυσίνη  189.  Η 

λυσίνη 189 συµπεριλαµβάνεται στην περιοχή του µοτίβου αναδίπλωσης 

ιστονών και είναι µια ιδιαίτερα συντηρηµένη θέση όπως έδειξε η στοίχιση  

των πρωτεϊνών TAF10 διαφορετικών οργανισµών (19).  

Η αντιδράσεις µεθυλίωσης του αγρίου τύπου πρωτεΐνης  και των 

µεταλλαγµένων για συγκεκριµένες θέσεις λυσίνης TAF10 επιβεβαίωσε τα   

αποτελέσµατα της ανάλυσης φασµατοσκοπίας µάζας ( Εικόνα 8).  Στις 

αντιδράσεις χρησιµοποιήθηκε ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη his-hSET7 / SET9 

που αποµονώθηκε από βακτηριακά κύτταρα. Ως υπόστρωµα 

χρησιµοποιήθηκαν: 

1. Iστόνες (θετικός µάρτυρας της αντίδρασης µεθυλίωσης) 

2. H αγρίου τύπου πρωτεΐνη TAF10 (hTAFII30) 

3. H πρωτεΐνη TAF10 (hTAFII30) που φέρει αντικατάσταση στο αµινοξύ 

189 από λυσίνη σε γλουταµίνη ( 189Q)  ή 

4. H πρωτεΐνη TAF10 (hTAFII30) που φέρει αντικατάσταση στο αµινοξύ 

189 από λυσίνη σε αργινίνη (189R)  

5. H πρωτεΐνη TAF10 (hTAFII30) που φέρει αντικατάσταση στο αµινοξύ 

187 από λυσίνη σε αργινίνη (187R)  

6. H πρωτεΐνη TAF10 (hTAFII30) που φέρει αντικατάσταση στο αµινοξύ 

192 από λυσίνη σε αργινίνη ( 192R), και  

7 και 8.  H πρωτεΐνη TAF10 (hTAFII30) που φέρει αντικατάσταση στις 

θέσεις 161, 175, 177 και 187 ή 175, 177 και 192 σε αργινίνη (161,175,177,187R), 

και (175,177,192R). Όλες οι πρωτεΐνες TAF10  εκφράστηκαν µε τον επίτοπο 

της ιστιδίνης στο Ν-άκρο και αποµονώθηκαν από βακτηριακά κύτταρα  

Στην αυτοραδιογραφία του πηκτώµατος στο οποίο διαχωρίστηκαν οι 

αντιδράσεις της µεθυλίωσης  φαίνεται ότι η λυσίνη 189 είναι το µόνο αµινοξύ 

που αναγνωρίζεται και µεθυλιώνεται από το hSET7 / SET9 ( η παρουσία 

µικρού βαθµού µεθυλίωσης της πρωτεΐνης hTAFII30/189R µπορεί να 

οφείλεται σε µη ειδική µεθυλίωση άλλων λυσινών, η οποία καταστέλλεται 

όταν η λυσίνη 189 µεταλλαχθεί σε γλουταµίνη). 

 Η λειτουργικότητα της µεθυλίωσης του TAF10 δεν έχει ακόµα 

διερευνηθεί µε in vivo πειράµατα. Είναι όµως πιθανό ότι η µεθυλίωση ενός 

συντηρηµένου αµινοξέος που βρίσκεται σε µια περιοχή της πρωτεΐνης που 

συµµετέχει στις αλληλεπιδράσεις µε τα άλλα hTAFIIs, να επηρεάζει τις 
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αλληλεπιδράσεις εκείνες ( για παράδειγµα µε το TAF8) ώστε να 

δηµιουργηθούν εναλλακτικές µορφές συµπλόκων που περιλαµβάνουν TAFIIs  

στο κύτταρο  ( TFIIDβ, TFTC  και hP/CAF). Η µεθυλίωση εκείνη είναι δυνατό 

να συµµετέχει άµεσα και στις αλληλεπιδράσεις του TAF10 µε πυρηνικούς 

υποδοχείς, όπως µε τον υποδοχέα οιστρογόνου η της βιταµίνης D3, υπόθεση 

που θα διερευνηθεί αναλυτικά στο µέλλον. 

 

 

4.2.2 Μεθυλίωση από SUV39H1 

 

H µεθυλίωση του TAF10 (hTAFII30) από τη µεθυλοτρανσφεράση hSET7 

/ SET9, ειδική για τη λυσίνη 4 της ιστόνης 3 αποτέλεσε το έναυσµα για τον 

έλεγχο µεθυλίωσης της πρωτεΐνης και από άλλα ένζυµα που έχει βρεθεί να 

µεθυλιώνουν ειδικά την ιστόνη 3.  Το ένζυµο SUV39H1 αποτελεί  

µεθυλοτρανσφεράση ειδική για την λυσίνη 9 της ιστόνης 3 και η τροποποίηση 

αυτή θεωρείται υπεύθυνη για τη µεταγραφική σιώπηση της χρωµατίνης και 

τη δηµιουργία των συµπυκνωµένων δοµών της ετεροχρωµατίνης ( 10, 11) . Η 

παρουσία  της µεθυλοµάδας στη λυσίνη 9 έχει βρεθεί επιπλέον να λειτουργεί 

ως σηµάδι που επιφέρει τη µεταγραφική σιώπηση ευχρωµατινικών περιοχών, 

το οποίο απουσιάζει από το µεταγραφικά ενεργό γονίδιο (12). 

Οι αντιδράσεις   για τη διερεύνηση της πιθανής µεθυλίωσης του   TAF10 

(hTAFII30), πραγµατοποιήθηκαν µε πρωτεΐνη που έχει εκφραστεί µε τον 

επίτοπο των 6 ιστιδινών σε βακτηριακά κύτταρα και έχει αποµονωθεί µε 

χρωµατογραφία συγγένειας.  Ως θετικός µάρτυρας των αντιδράσεων 

χρησιµοποιήθηκαν οι ιστόνες. Το ένζυµο που χρησιµοποιήθηκε στις 

αντιδράσεις αποµονώθηκε από  HEK293 κύτταρα, τα οποία είχαν υποστεί 

παροδική διαµόλυνση   µε το φορέα έκφρασης pMT3-HA-SUV39H1  pMT3-

HA-SUV39H1/320R µε τη µέθοδο της ανοσοκατακρήµνισης, µε αντίσωµα 

ειδικό για τον επίτοπο ΗΑ. Η πρωτεΐνη  SUV39H1/320R  φέρειαντικατάσταση 

του αµινοξέος 320 από ιστιδίνη σε αργινίνη, γεγονός που έχει ως αποτέλεσµα 

την παρουσία αυξηµένης ικανότητας µεθυλίωση της λυσίνης 9 (10). Οι 

αντιδράσεις µεθυλίωσης του TAF10 (hTAFII30)  διαχωρίστηκαν σε πήκτωµα 

ακρυλαµίδης 12%  και τα αποτελέσµατα εµφανίστηκαν σε αυτοραδιογραφία ( 

Εικόνα 9). 
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Εικόνα 9: 12% SDS-PAGE και αυτοραδιογραφία των αντιδράσεων 

µεθυλίωσης του TAF10 (hTAFII30) από τη µεθυλοτρανσφεράση HA-

SUV39H1/320R και HA-SUV39H1. 

 

 

 

 

Οι αντιδράσεις µεθυλίωσης που απεικονίζονται στην εικόνα 9 δείχνουν 

ότι ο µεταγραφικός παράγοντας TAF10 (hTAFII30) µεθυλιώνεται από τη 
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µεθυλοτρανσφεράση SUV39H1, και µάλιστα σε αντιστοιχία µε την ιστόνη 3, 

το ένζυµο που φέρει αργινίνη στη θέση 320, παρουσιάζει µεγαλύτερη 

ενεργότητα.  

Η θέση του  αµινοξέος  και ο ρόλος της µεθυλίωσης του TAF10 από το 

SUV39H1 δεν έχουν διερευνηθεί ακόµα, αλλά είναι πιθανό η τροποποίηση 

εκείνη να εµπλέκεται στην αποµάκρυνση ή τη διάσπαση  των συµπλόκων που 

συµµετέχουν στη µεταγραφική ενεργοποίηση TFIIDβ, TFTC  και hP/CAF, 

καθώς η ενεργότητα του SUV39H1  έχει συνδεθεί µε τη παροδική ( 12) ή 

µόνιµη µεταγραφική καταστολή της χρωµατίνης (10, 11). Εναλλακτικά, η  

τροποποίηση αυτή να επηρεάζει τις αλληλεπιδράσεις της πρωτεΐνης µε τους 

µεταγραφικούς παράγοντες ή / και τους πυρηνικούς υποδοχείς που 

αλληλεπιδρά, συµβάλλοντας έτσι στη δηµιουργία των διαφορετικών 

συµπλόκων στα οποία συµµετέχει το TAF10 .  

 

 

4.3  Μελέτη της  ενδογενούς ενεργότητας 

µεθυλοτρανσφεράσης του  ΤAF6 ( hΤAFΙΙ80) 

 

 

Οι αντιδράσεις µεθυλίωσης των hTAFIIs  που έχουν εκφραστεί σε 

κύτταρα Sf9 µε το σύστηµα του βακουλοϊού από τη µεθυλοτρανσφεράση 

hSET7 / SET9 έδειξαν ότι υπάρχει µικρή  µεθυλίωση της πρωτεΐνης TAF6 

(hTAFIΙ80) και TAF9(hTAFII32). Παράλληλα, µας γνωστοποιήθηκε ότι ο 

παράγοντας TAF6 ( µη δηµοσιευµένες πληροφορίες, Imhof ) παρουσιάζει 

ενεργότητα µεθυλίωσης  του εαυτού του και του παράγοντα µε τον οποίο 

αλληλεπιδρά, ώστε να σχηµατίσουν ετεροδιµερές  όµοιο µε εκείνο της ιστόνης 

3-ιστόνης4,  TAF9. Ο παράγοντας TAF6 παρουσιάζει µεγάλη οµολογία µε την 

ιστόνη 4 και θεωρείται ότι µε το σχηµατισµό ετεροδιµερούς µε το TAF9, 

συµµετέχει στη δηµιουργία της δοµής που µοιάζει µε νουκλεόσωµα, µέσα στο 

TFIID ( 2,3). Μελέτη της πρωτοταγούς δοµής του TAF6 όµως, αποκάλυψε ότι 

από την πρωτεΐνη απουσιάζει η   χαρακτηριστική περιοχή αναγνώρισης και 

µεταφοράς της µεθυλοµάδας  που συναντάται σε όλες τις 

µεθυλοτρανσφεράσες ιστονών SET.   Ο έλεγχος της παρουσίας ενεργότητας 
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µεθυλοτρανσφεράσης στην πρωτεΐνη TAF6 πραγµατοποιήθηκε µε in vitro 

αντιδράσεις αυτό-µεθυλίωσης της πρωτεΐνης που είχε εκφραστεί σε 

ευκαρυωτικό σύστηµα ( Εικόνα 10), και µε αντίδραση µεθυλίωσης που 

πραγµατοποιήθηκε  σε πήκτωµα ακρυλαµίδης ( Εικόνα 11). 
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Εικόνα 10: Πήκτωµα διαχωρισµού ( 12%) και αυτοραδιογραφία των 

αντιδράσεων αυτό-µεθυλίωσης του TAF6 (hTAFII80) / µεθυλίωσης των 

hTAFIIs που έχουν αποµονωθεί από ευκαρυωτικά κύτταρα. 
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Σε  εκχυλίσµατα από κύτταρα Sf9 που έχουν µολυνθεί µε βακουλοϊό 

ώστε να εκφράζουν για  hTAFII80 ( εκχύλισµα 1 ), hTAFII80  και  hTAFII32 ( 

εκχύλισµα 2 ) και   hTAFII135, hTAFII100, hTAFII80, hTAFII55, ΤΒΝ, 

hTAFII32, hTAFII30, hTAFII20, το οποίο θα αναφέρεται ως TAF mix, 

(εκχύλισµα 3) πραγµατοποιήθηκε ανοσοκατακρήµνιση µε αντίσωµα ειδικό 

για τον επίτοπο FLAG του hTAFII80. Οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν 

παρουσία [3 Η- Μe]-S-adenosyl methionine στους 30ºC και διαχωρίστηκαν σε 

πήκτωµα 12%.   

Η επώαση του  παράγοντα hTAFII80  µε [3 Η- Μe]-S-adenosyl 

methionine έδειξε ότι η πρωτεΐνη εκείνη µπορεί να υπόκειται σε αυτό-

µεθυλίωση, και επιπλέον  µεθυλιώνει και τον παράγοντα hTAFII32. Το σήµα 

της µεθυλίωσης των πρωτεϊνών hTAFII80 και  hTAFII32 είναι ανάλογο της 

ποσότητας της πρωτεΐνης που έχει αποµονωθεί, γι’ αυτό και στο εκχύλισµα 3 

η µεθυλίωση των δυο πρωτεϊνών είναι πολύ ασθενέστερη. Όπως είναι   

εµφανές από το πήκτωµα διαχωρισµού κατά την αποµόνωση των παραγόντων 

ανοσοκατακρηµνίζεται και µια µη ειδική πρωτεΐνη µε µοριακό βάρος 31.5-

45kDa. 

Για την επιβεβαίωση της ενδογενούς ενεργότητας µεθυλοτρανσφεράσης 

στο hTAFII80 πραγµατοποιήθηκε αντίδραση αυτο-µεθυλίωσης  και 

µεθυλίωσης ιστονών σε πήκτωµα ακρυλαµίδης ( Εικόνα 11 ).  
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Εικόνα 11: Αντίδραση αυτό-µεθυλίωσης και µεθυλίωσης ιστονών σε 

τωµα ακρυλαµίδης. 
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Κατά την αντίδραση µεθυλίωσης σε πήκτωµα ακρυλαµίδης ( In Gel 

Histone Methylase Activity)  οι πρωτεΐνες που θεωρείται ότι έχουν ενδογενή 

ενεργότητα µεθυλοτρανσφεράσης, διαχωρίζονται σε πήκτωµα ακρυλαµίδης 

που έχει πολυµεριστεί παρουσία ιστονών, ώστε να ανιχνευτεί η ενεργότητα 

µεθυλίωσης των ιστονών. Παράλληλα, οι πρωτεΐνες διαχωρίζονται σε  

πήκτωµα ακρυλαµίδης που δεν περιέχει ιστόνες για να ανιχτευτεί η 

ενεργότητα αυτό-µεθυλίωσης.  Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης οι 

πρωτεΐνες “στερεώνονται” στο πήκτωµα, αποδιατάσσονται σε διάλυµα ουρίας 

και µετά τη επαναδιάταξή τους, επωάζονται µε [3 Η- Μe]-S-adenosyl 

methionine.   

Στις αντιδράσεις µεθυλίωσης που πραγµατοποιήθηκαν σε πήκτωµα 

ακρυλαµίδης για τον παράγοντα TAF6 (hTAFII80) χρησιµοποιήθηκε: 

1. hTAFII80   το οποίο είχε εκφραστεί µε το σύστηµα του βακουλοϊού    

2. hTAFII80   το οποίο είχε εκφραστεί σε βακτηριακά κύτταρα E.coli  

3. hSET7/ SET9 που είχε εκφραστεί σε E.coli, ως θετικός µάρτυρας. 

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα που απεικονίζονται στην εικόνα 11, ο 

παράγοντας hTAFII80 δεν παρουσιάζει ενεργότητα µεθυλίωσης του εαυτού 

του ή των ιστονών. Ενδιαφέρον είναι ότι ακόµα και όταν ο παράγοντας 

hTAFII80 είχε εκφραστεί σε ευκαρυωτικά κύτταρα δεν παρουσίασε 

ενεργότητα µεθυλοτρανσφεράσης, σε αντίθεση µε τις αντιδράσεις αυτο-

µεθυλίωσης που πραγµατοποιήθηκαν µε την ίδια πρωτεΐνη ( Εικόνα 10).  Το 

γεγονός αυτό µπορεί να οφείλεται στην  επίδραση της ουρίας που επιφέρει 

µερική αποδιάταξη των πρωτεϊνών και πιθανή µείωση / απώλεια της 

ενεργότητας τους, ή στην αποµάκρυνση ενός παράγοντα απαραίτητου για την 

ενεργότητα της πρωτεΐνης, ο οποίος αποµακρύνεται κατά το διαχωρισµό στο 

πήκτωµα. 

Η πιθανή ενεργότητα µεθυλοτρανσφεράσης στον hTAFII80 θα πρέπει να  

εξακριβωθεί και να διαπιστωθούν υποστρώµατα – στόχοι και πιθανή 

λειτουργικότητα τους in vivo. 
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5. ΜΕΛΛΟΝΤΙΚΑ ΣΧΕ∆ΙΑ  
 

• Αναγνώριση της θέσης/ θέσεων  ακετυλίωσης  του hTAFΙΙ32 , µελέτη 

των in vitro αλληλεπιδράσεων του µε τους µεταγραφικούς παράγοντες που 

αλληλεπιδρά (p53, HNF4 και hTAFΙΙ80)  και επίδραση της ακετυλίωσης στις 

αλληλεπιδράσεις αυτές. Η λειτουργικότητα της ακετυλίωσης του hTAFΙΙ32 θα 

διερευνηθεί µε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης σε HEK293 κύτταρα: η 

πρωτεΐνη αγρίου τύπου και πρωτεΐνη στην οποία έχουν αντικατασταθεί τα 

αµινοξέα που υπόκεινται σε ακετυλίωση θα αποµονώνονται µε 

ανοσοκατακρήµνιση ( µε την έκφραση ειδικού επιτόπου θα είναι δυνατός ο 

διαχωρισµός των hTAFΙΙ32 από τον αντίστοιχο ενδογενές παράγοντα των 

κυττάρων)  ώστε να µελετηθεί η ενσωµάτωση του hTAFΙΙ32 στο TFIIDα και β, 

TFTC και STAGA.  Με πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης θα εξεταστεί 

επίσης η ικανότητα του αγρίου τύπου και µεταλλαγµένων ως προς τη θέση 

ακετυλίωσης hTAFΙΙ32 να ενεργοποιούν την µεταγραφή υποκινητών που 

υπόκεινται στον έλεγχο των µεταγραφικών παραγόντων p53 και HNF4.  

• Αναγνώριση της θέσης µεθυλίωσης hTAFΙΙ30 από το SUV39H1, 

δηµιουργία κυτταρικών σειρών HeLa που εκφράζουν για την αγρίου τύπου 

πρωτεΐνη και πρωτεΐνη που φέρει αντικατάσταση του αµινοξέος µεθυλίωσης 

από hSET7  και SUV39H1, µε ειδικό επίτοπο ΗΑ. Αποµόνωση µε 

ανοσοκατακρήµνιση για τον επίτοπο ΗΑ του  παράγοντα hTAFΙΙ30 wt καθώς 

και των µεταλλαγµένων πρωτεϊνών ώστε να µελετηθεί η  ενσωµάτωσή τους  

στα σύµπλοκα TFIIDβ, TFTC και STAGA. Έλεγχος της αλληλεπίδρασης του 

hTAFΙΙ30 wt και των mutants να αλληλεπιδρούν µε τον υποδοχέα του 

οιστρογόνου και της βιταµίνης D3 in vitro και in vivo πειράµατα ελέγχου της 

µεταγραφικής ενεργοποίησης των γονιδίων στόχων των υποδοχέων, στις 

κυτταρικές σειρές  που εκφράζουν για το ΗΑ- hTAFΙΙ30.  Με πειράµατα in 

vitro  µεταγραφής θα διερευνηθεί η ικανότητα του συµπλόκου TFIIDβ να 

ενεργοποιεί τη µεταγραφή, σε παρουσία / απουσία της µεθυλίωσης του 

hTAFΙΙ30. Παράλληλα, σε κυτταρική σειρά που έχει αφαιρεθεί το ενδογενές 

γονίδιο hTAFΙΙ30 και παρουσιάζει   φαινότυπο lethal  θα διερευνηθεί η 

ικανότητα του παράγοντα hTAFΙΙ30 από τον οποίο απουσιάζει η θέση 

µεθυλίωσης,  να αναστρέψει το φαινότυπο αυτό.  
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