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ΠΠΕΕΡΡΙΙΛΛΗΗΨΨΗΗ  
 

Η παρούσα εργασία απαρτίζεται από δυο διακριτές ενότητες, στο πρώτο µέρος της 

αναγνωρίζεται ο πρώτος µεταγραφικός παράγοντας που υπόκειται σε µεθυλίωση 

λυσίνης από ένζυµο που ήταν γνωστό ότι ενεργοποιεί τη µεταγραφή µέσω 

µεθυλίωσης ιστονών, ενώ στο δεύτερο µέρος αναλύονται οι τροποποιήσεις που 

χαρακτηρίζουν τα ενεργά γονίδια και γίνεται µια προσπάθεια διερεύνησης της 

λειτουργίας τους ως «µνήµη» των κυττάρων για µαρκάρισµα των χρωµατινικών 

περιοχών, ανάλογα µε τη µεταγραφική ενεργότητά τους. Αναλυτικότερα:     

Α. Η πρώτη ενότητα περιλαµβάνει την αναγνώριση του TAF10 ως υπόστρωµα 

µεθυλίωσης από τη SET9. Η SET9 ήταν γνωστό ότι µεθυλιώνει την ιστόνη 3 και αυτή 

η τροποποίηση παρουσιάζεται σε µεταγραφικά ενεργά γονίδια, αν και οι ιστόνες που 

βρίσκονται πακεταρισµένες σε νουκλεοσώµατα δεν µπορούν να µεθυλιωθούν από το 

ένζυµο. Στην εργασία αυτή  φαίνεται ότι το TAF10 µόνο-µεθυλιώνεται από τη SET9, 

η τροποποίηση εκείνη έχει ως αποτέλεσµα την αυξηµένη αλληλεπίδραση µε RNA 

πολυµεράση II και  µπορεί να ενισχύσει την επαγόµενη από ορισµένους µόνο 

ενεργοποιητές µεταγραφή. Πειράµατα συµπληρωµατικότητας σε κύτταρα F9 στα 

οποία το ενδογενές γονίδιο TAF10 έχει αδρανοποιηθεί έδειξαν ότι η µεθυλίωση του 

παράγοντα δεν είναι απαραίτητη για τη βιωσιµότητα των κυττάρων, αλλά χρειάζεται 

για το µέγιστο της µεταγραφής ορισµένων µόνο εκ των γονιδίων που ρυθµίζονται από 

τον παράγοντα.  

Β. Η δεύτερη ενότητα περιλαµβάνει την ανάλυση των τροποποιήσεων ιστονών στον  

υποκινητή και την κωδική περιοχή τριών µεταγραφόµενων ηπατικών γονιδίων, σε 

κύτταρα που τα γονίδια εκείνα εκφράζονται, σε κύτταρα που έχουν σταµατήσει στη 

µίτωση και σε κύτταρα των οποίων η µεταγραφή έχει σταµατήσει λόγω παρουσίας α-

αµανιτίνης.  Η µεταγραφική ενεργοποίηση συσχετιζόταν µε εντοπισµένη ακετυλίωση 

ιστονών, Η3-Κ4 και Κ79 δι-µεθυλίωση και Η3-Κ4 τρι-µεθυλίωση καθώς επίσης και 

µε αναδιαµόρφωση της χρωµατίνης στο 5΄ άκρο της κωδικής περιοχής. Η µόνο-

µεθυλίωση της Η3-Κ4 παρατηρήθηκε σε τµήµατα που βρίσκονται στο µέσο της 

κωδικής περιοχής των γονιδίων. Οι ακετυλάσες CBP, PCAF και οι παράγοντες 

αναδιαµόρφωσης χρωµατίνης Brg-1, SNF2H και FACT εντοπίστηκαν στο 5΄ άκρο 

της κωδικής περιοχής,η ακετυλάση του συµπλόκου επιµήκυνσης της µεταγραφής 

Elp3, καταρροϊκά της περιοχής µε τα υπερακετυλιωµένα νουκλεοσώµατα, ενώ η 
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σύνδεση εκείνη των παραγόντων ήταν ειδική για κάθε γονίδιο. Τόσο οι ακετυλάσες 

όσο και οι παράγοντες αναδιαµόρφωσης χρωµατίνης και η RNA-πολυµεράση ΙΙ 

αποσυνδέονταν από τη χρωµατίνη κατά τη µίτωση και τη διακοπή της µεταγραφής µε 

α-αµανιτίνη, ενώ οι τροποποιήσεις παρέµεναν σταθερές στα κύτταρα που 

εκφράζονταν τα γονίδια αλλά και κατά τη διακοπή της µεταγραφής. Στα µιτωτικά 

κύτταρα οι τιµές των τροποποιήσεων των ιστονών παρέµεναν σταθερές στα πατρικά 

νουκλεοσώµατα και ξαναδηµιουργούνταν στο µέγιστο αµέσως µετά την έξοδο από τη 

µίτωση και την είσοδο στην επόµενη G1 φάση. Η εργασία αυτή δείχνει ότι οι 

τροποποιήσεις ιστονών µπορεί  να λειτουργούν ως χαρακτηριστικά γνωρίσµατα της 

χρωµατίνης για το µαρκάρισµα των περιοχών και τη µετάδοση του µεταγραφικού 

δυναµικού στις επόµενες κυτταρικές γενιές. 
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SSUUMMMMAARRYY  
 

SET9 is a member of the SET domain-containing histone methyltransferase family 

that can specifically methylate histone-3 at lysine 4 position. Although nucleosomal 

histones are poor substrates for SET9, the active enzyme can stimulate activator-

induced transcription. In the fisrst part of this studied, its shown that SET9 can mono-

methylate the TBP-associated factor TAF10 at a single lysine residue located at the 

loop-2 region within the putative histone-fold domain of the protein. Methylated 

TAF10 has an increased affinity for RNA polymerase II, pointing to a direct role of 

this modification in preinitiation complex formation. Reporter assays and studies on 

TAF10-null F9 cells expressing a methylation-deficient TAF10 mutant revealed that 

SET9-mediated methylation of TAF10 potentiates transcription of some, but not all 

TAF10-dependent genes. This gene specificity correlated with SET9 recruitment. The 

promoter-specific effects of SET9-methylated TAF10 may have important 

implications regarding the biological function of SET domain-containing lysine 

methylases, whose primary targets have been presumed to be histones. 

In the second part various histone modifications are examined across the promoter 

and the coding regions of constitutively active hepatic genes in G0/G1-enriched, 

mitotically arrested and α-amanitin-blocked cells. Gene activation correlated with 

localized histone hyperacetylation, H3-K4 tri- or di-methylation and H3-K79 

dimethylation and localized nucleosome remodeling at the promoter and the 5’ 

portion of the coding regions. Nucleosomes at more downstream locations were 

mono-methylated at H3-K4. CBP, PCAF, Brg-1, SNF2H and FACT were recruited to 

the coding regions in a gene-specific manner, in a similarly restricted promoter-

proximal pattern. Elongator, however, associated with the more downstream regions. 

While all factors were dissociated from the chromatin after transcriptional inactivation 

by α-amanitin, the histone modifications remained stable. In mitotic cells, histone 

modifications on parental nucleosomes were preserved and were re-generated in a 

transcription-dependent manner at the newly-deposited nucleosomes, as the cells 

entered the next G1 phase. The findings suggest that histone modifications may 

function as molecular memory bookmarks for previously active locations of the 

genome, thus contributing to the maintenance of active chromatin states through cell 

division. 
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∆οµή της χρωµατίνης 
  

 

Η πολυπλοκότητα των ευκαρυωτικών οργανισµών καθορίζεται από τα 

πολυάριθµα διαφοροποιηµένα κύτταρα που τα απαρτίζουν, ενώ η ταυτότητα του κάθε 

τύπου κυττάρων διαµορφώνεται από το διαφορετικό σύνολο  των γονιδίων που 

εκφράζονται. Ένας από τους κύριους µηχανισµούς ρύθµισης της έκφρασης των 

γονιδίων επιτελείται στο επίπεδο της µεταγραφής.  

Η γενετική πληροφορία είναι  κωδικοποιηµένη στο DNA, το οποίο στους 

ευκαρυωτικούς οργανισµούς ξεπερνά τα 2m σε µήκος. Μέσα στον πυρήνα, η 

πληροφορία εκείνη βρίσκεται σε συµπαγή µορφή, καθώς το DNA υπόκειται σε 

διαδοχικό πακετάρισµα  µε πρωτεΐνες, µε τελικό αποτέλεσµα την κατά εκατό χιλιάδες 

φορές σµίκρυνση του, σε σχέση µε τη διάστασή του, διαµορφώνοντας έτσι µια 

νουκλεοπρωτεινική δοµή που ονοµάζεται χρωµατίνη (Chakravarthy et al., 2005). Σε 

πρώτο επίπεδο οργάνωσης 1.67 υπερελικωµένες στροφές  DNA, συνολικού µήκους 

147bp, τυλίγονται γύρω από ένα δίσκο-πρωτεϊνών  που απαρτίζεται από τις ιστόνες,  

αποτελώντας έτσι τον πυρήνα του νουκλεοσώµατος. Το  νουκλεόσωµα αποτελείται 

από δυο ετεροδιµερή των ιστονών Η2Α-Η2Β και ένα σταθερό τετραµερές των 

ιστονών Η3-Η4 (Luger et al., 1997; Richmond and Davey, 2003). Τα άκρα των 

ιστονών είναι ιδιαίτερα ευέλικτα και προεξέχουν από τη συµπαγή δοµή του 

νουκλεοσώµατος, φαίνεται όµως πως συµβάλλουν στις αλληλεπιδράσεις µεταξύ των 

νουκλεοσωµάτων (Luger et al., 1997) και στη δηµιουργία των δευτερευόντων 

χρωµατινικών δοµών. Το κάθε νουκλεόσωµα συνδέεται µε το διπλανό του µε 10-

60bp DNA που ονοµάζεται linker, και η συστοιχία εκείνη των νουκλεοσωµάτων 

διαµορφώνει µια χρωµατινική ίνα διαµέτρου 10nm. Η ιστόνη συνδέσµου, όπως έχει 

ονοµαστεί η Η1, βρίσκεται σε περιοχές linker DNA ανάµεσα στα νουκλεοσώµατα και 

συντελεί στην περαιτέρω συµπύκνωση της συστοιχίας των νουκλεοσωµάτων σε µια 

ίνα διαµέτρου 30nm. Ακολουθεί µια σειρά πακεταρίσµατος σε δευτερεύουσες 

χρωµατινικές δοµές, που καταλήγουν στη δηµιουργία υπερδοµών, όπως εκείνες των 

µεταφασικών χρωµοσωµάτων. Το πακετάρισµα του ευκαρυωτικού γονιδιώµατος 

στον πυρήνα καθιστά το DNA δυσπρόσιτο για αναγνώριση  των cis ρυθµιστικών 

στοιχείων και πρόσδεση των µεταγραφικών παραγόντων σε αυτό.   
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Η χρωµατίνη είχε θεωρηθεί παλαιότερα ως ένα ακίνητο αντικείµενο, που 

αναδοµούνταν µόνο κατά τη διαδικασία του διπλασιασµού και προφανώς, της 

µεταγραφής. Η εικόνα εκείνη της χρωµατίνης έχει πλέον αντικατασταθεί από µια 

σύγχρονη, σύµφωνα µε την οποία η χρωµατίνη αποτελεί ένα ιδιαίτερα εύπλαστο 

υλικό που υφίσταται διαµερισµατοποίηση στον πυρήνα, συµµετέχει ενεργά σε όλες 

τις διαδικασίες στις οποίες εµπλέκεται το DNA και αποτελεί δυναµικό υλικό της 

κυτταρικής µηχανής. Η ενεργή συµµετοχή της χρωµατίνης στη µεταγραφή 

διαµορφώνεται τόσο από τη θέση αλλά και την ταυτότητα των ίδιων των 

νουκλεοσωµάτων καθώς έχει βρεθεί ότι οι ποικιλοµορφίες των ιστονών  και οι 

τροποποιήσεις που φέρουν παρουσιάζουν διαφορετικές ιδιότητες που τις συσχετίζουν 

µε συγκεκριµένες λειτουργίες, αλλά και από την ενεργή συµµετοχή των παραγόντων 

αναδιαµόρφωσης και τροποποίησης χρωµατίνης, όπως   και των µεταγραφικών 

παραγόντων, παράµετροι για τις οποίες παρατίθενται πληροφορίες στις σελίδες που 

ακολουθούν.  

Οι ενζυµικές ενεργότητες που µπορούν να προκαλέσουν αναδιαµόρφωση της 

χρωµατίνης µπορούν να διαχωριστούν σε δυο µεγάλες κατηγορίες: εκείνες που µε την 

κατανάλωση ΑΤΡ, µπορούν και αλλάζουν τη σύνδεση DNA-ιστονών και εκείνες που 

αλλάζουν την αλληλεπίδραση DNA-ιστονών µέσω τροποποιήσεων των ουρών των 

ιστονών, παραδείγµατα των οποίων θα αναφερθούν στη συνέχεια.  

 

 

 

Μεταγραφική ρύθµιση 
 

 

Ένας από τους κύριους µηχανισµούς ρύθµισης της έκφρασης των γονιδίων 

επιτελείται στο επίπεδο της µεταγραφής, µια πολύπλοκη διαδικασία κατά την οποία 

µεγάλα πολυπρωτεϊνικά σύµπλοκα στρατολογούνται διαδοχικά στις ρυθµιστικές 

αλληλουχίες του γονιδίου, όπως τους υποκινητές και τους ενισχυτές, µε τελικό 

αποτέλεσµα, την έναρξη της µεταγραφής από την RNA-πολυµεράση ΙΙ  (Lemon and 

Tjian, 2000).  

Οι παράγοντες που συµµετέχουν στην ενορχήστρωση της µεταγραφικής 

εκκίνησης από την RNA-πολυµεράση ΙΙ είναι το TFIIA, TFIIB, TFIID που 
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αναγνωρίζουν τις αλληλουχίες πρόσδεσης κοντά στον υποκινητή, όπως το ΤΑΤΑ, το 

BRΕ (αλληλουχία που αναγνωρίζεται από το ΤFIIB), τον εκκινητή (initiator-INR)  

και το DPE (downstream promoter element). Η πρόσδεση των  TFIIE, TFIIF, TFIIH 

και του διαµεσολαβητή (Mediator), που θεωρείται ότι µεταβιβάζει τα σήµατα 

ανάµεσα στους παράγοντες του ενισχυτή και της βασικής µεταγραφικής µηχανής, 

όπως επίσης και των συµπλόκων αναδιαµόρφωσης χρωµατίνης επιφέρουν τελικά την 

χρονικά και τοπικά ελεγχόµενη µεταγραφή των γονιδίων (Lemon and Tjian, 2000; 

Orphanides and Reinberg, 2002). 

 

 

 

Ο κώδικας των ιστονών  
 

Η ιδέα ότι η χρωµατίνη γενικότερα και ειδικά οι ουρές των ιστονών µε τις 

τροποποιήσεις που φέρουν µπορεί να εµπεριέχουν κωδικοποιηµένη πληροφορία που 

µεταβιβάζεται από κάθε κύτταρο στο θυγατρικό του, διαµορφώνοντας έτσι των 

κώδικα επιγενετικής (epigenetic code) ή την υπόθεση του κώδικα των ιστονών 

(histone code hypothesis) (Turner, 2000; Jenuwein and Allis, 2001; Turner, 2002). 

όπως ονοµάζεται,  έχει προταθεί παλαιότερα, µε αφορµή την µελέτη της ακετυλίωσης 

των αµινοτερµατικών άκρων των ιστονών (Turner, 1998). Οι µετα-µεταφραστικές 

τροποποιήσεις των ιστονών, στις οποίες περιλαµβάνονται η ακετυλίωση, η 

µεθυλίωση, η σουµοϋλίωση και η ουβικουϊτινιλίωση των αµινοξέων λυσίνης, η 

φωσφορυλίωση των καταλοίπων σερίνης-θρεονίνης αλλά και η µεθυλίωση αργινινών 

(Σχήµα 1) (Zhang and Reinberg, 2001; Kouzarides, 2002; Turner, 2000; Shiio et al., 

2003)  θεωρείται ότι όχι µόνο συµµετέχουν στην οργάνωση της δοµής του 

νουκλεοσώµατος, αλλά και ότι εµπεριέχουν από µόνες τους ή σε συνδυασµό µεταξύ 

τους την πληροφορία για το µεταγραφικό δυναµικό µιας χρωµατινικής περιοχής, το 

οποίο και µεταβιβάζουν στην επόµενη θυγατρική γενιά (Strahl and Allis, 2000; 

Turner, 2002). Οι τροποποιήσεις εκείνες των ιστονών δηµιουργούνται από 

συγκεκριµένες ενζυµικές ενεργότητες και κάποιες τουλάχιστον από εκείνες 

αναγνωρίζονται από µη ιστονικές-πρωτεΐνες ή σύµπλοκα πρωτεϊνών. 

Ενδείξεις ότι οι επιγενετικές αλλαγές µπορούν να µεταβιβάζονται κατά την 

ανάπτυξη σε ευκαρυωτικούς οργανισµούς ήλθαν από πειράµατα στον οργανισµό της 
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Drosophila melanogaster. Κατά τα πειράµατα εκείνα χρησιµοποιήθηκαν ρυθµιστικά 

στοιχεία (Polycomb response element, PRE) του γονιδίου Fab-7, τα οποία 

ρυθµίζονται κατά την ανάπτυξη από τις πρωτεΐνες Polycomb (PcG) και trithorax 

(trxG), λειτουργώντας άλλοτε ως ενισχυτές και άλλοτε ως καταστολείς της έκφρασης 

των υποκείµενων γονιδίων (Lyko at el., 1999). Το ρυθµιστικό εκείνο στοιχείο PRE 

του Fab-7 τοποθετήθηκε πριν τη θέση πρόσδεσης (UAS) του ενεργοποιητή GAL4 

ελέγχοντας έτσι την έκφραση του γονιδίου lacZ  και mini-white  και εντέθηκε στο 

γονιδίωµα της Drosophila. Η έκφραση των διαγονίδιων ελεγχόταν από το χρώµα των 

µατιών της Drosophila, το οποίο σε συνθήκες που δεν εκφραζόταν ο GAL4 ήταν 

κίτρινο, υποδηλώνοντας ότι χωρίς την έκφραση του ενεργοποιητή δεν παρουσιαζόταν 

έκφραση των γονιδίων της ένθεσης και το PRE του Fab-7 λειτουργούσε ως 

καταστολέας. Όταν οι µύγες εκείνες διασταυρώθηκαν µε άτοµα που εκφράζουν τον 

ενεργοποιητή GAL4 µετά από έκθεση σε υψηλή θερµοκρασία (heat-shock promoter), 

διαπιστώθηκε ότι όταν στα έµβρυα επαγόταν η έκφραση του ενεργοποιητή GAL4 για 

30 min τα άτοµα εκείνα εκφράζανε τα γονίδια της ένθεσης, ακόµα και ως ενήλικα 

(Cavali et al., 1998). Αρκούσε δηλαδή µια παροδική έκφραση του ενεργοποιητή  

κατά την εµβρυϊκή ηλικία για να επαχθεί η µόνιµη έκφραση των διαγονιδίων, γεγονός 

που υποδηλώνει ότι µάλλον οι επιγενετικές πληροφορίες είχαν µεταβιβαστεί κατά τη 

διαφοροποίηση , αν όµως η ενεργοποίηση εκείνη συνέβαινε σε µετέπειτα στάδια 

ανάπτυξης, η έκφραση των διαγονιδίων ήταν παροδική. Ιδιαίτερα όµως σηµαντικό 

είναι το γεγονός ότι τα θηλυκά άτοµα τα οποία ενεργοποιήθηκαν µε την παροδική 

έκφραση του ενεργοποιητή µπορούσαν να µεταβιβάσουν εκείνη την πληροφορία 

ακόµα και στους απογόνους τους (Cavali et al., 1998). Οι ερευνητές σε επόµενη 

µελέτη (Cavali et al., 1999) έδειξαν µε πειράµατα ανοσοσοφθορισµού, ότι η επαγωγή 

της έκφρασης του ενεργοποιητή GAL4 σε έµβρυα είχε ως αποτέλεσµα την αύξηση 

της ακετυλίωσης της Η4 στην περιοχή µε την ένθεση, ακόµα και σε λάρβες, ενώ δεν 

επιβεβαιώθηκε µε την τεχνική εκείνη αν η υπερακετυλίωση της Η4 µεταβιβάζεται.  
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Σχήµα 1. Μετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις ιστονών

 

 

 

Ακετυλάσες ιστονών (Histone Acetyltrans
 

Η ακετυλίωση των ιστονών στους ευκαρυωτι

εδώ και αρκετά χρόνια και η ταυτοποίηση και χα

δηµιουργούν έχει αποκαλύψει µια µεγάλη ποικιλ

οργανισµούς. Ακετυλάσες ιστονών (Histone Acety

οι παράγοντες εκείνοι που διαθέτουν την ενζυµ

οµάδας ακετυλίου από το ακέτυλο-συνένζυµο-Α (a

αµινοξέων λυσίνης που συνήθως βρίσκονται στη

άκρου των ιστονών. Το σύνολο των ενζύµων HATS

τύπου Α (Brownell et al., 1996a),  που  βρίσκοντ

βρίσκονται στο κυτταρόπλασµα (Ruiz-Carrilo et 

HATS τύπου Β θεωρείται ότι καταλύουν την ακ

πρωτεϊνών στο κυτταρόπλασµα, ενώ οι HATS τύπ

στη πυρηνική ακετυλίωση των ιστονών που σχετίζε

Η ακετυλοτρανσφεράση τύπου Β, HΑΤ1 ανα

(Kleff et al., 1995) και ακετυλιώνει τη λυσίνη 5 κ

αµινοξέα που ήταν γνωστό ότι βρίσκονται ακετυ

(Chicoine et al., 1986). Το ένζυµο HΑΤ1 αποτελ

συµπλόκου, ανάµεσα στις υποµονάδες του οπο

 

 

 
 (Zhang and Reinberg., 2001) 

ferases-HATS) 

κούς οργανισµούς ανακαλύφθηκε 

ρακτηρισµός των ενζύµων που τη 

οµορφία τους σε διαφορετικούς 

ltransferases-HATS) ονοµάζονται 

ική ενεργότητα µεταφοράς µιας 

cetyl-CoA) στη ε-αµινοµάδα των 

 βασική περιοχή του Ν-τελικού 

 διακρίνονται σε δυο κατηγορίες : 

αι στον πυρήνα και τύπου Β που 

al.,1975; Allis et al., 1985). Οι 

ετυλίωση των νέο-συντιθέµενων 

ου Α θεωρείται ότι συµµετέχουν 

ται και µε τη µεταγραφή.  

καλύφθηκε στον σακχαροµύκητα 

αι 12 της ιστόνης 4 (Η4) in vitro, 

λιωµένα στη νεοσυντιθέµενη Η4  

εί µέρος ενός πολυπαραγοντικού  

ίου συµπεριλαµβάνονται και οι 
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πρωτεΐνες HΑΤ2  και CAF1  που έχουν συνδεθεί µε την αναδιαµόρφωση και τη 

συνάθροιση των συστατικών της χρωµατίνης αντίστοιχα (Parthun et al., 1996; 

Kaufman et al., 1995). Παρά τον ιδιαίτερο ρόλο που έχει προσδοθεί στη HΑΤ1, 

µεταλλαγή της ή της HΑΤ2 δεν παρουσίασαν προβλήµατα στην ενσωµάτωση της Η4 

στη χρωµατίνη  (Parthun et al., 1996) γεγονός που δείχνει ότι η δράση της µπορεί και 

αντικαθίσταται από άλλα ένζυµα όταν η HΑΤ1 απουσιάζει ή δεν µπορεί να δράσει. 

Από τα καλύτερα µελετηµένα παραδείγµατα ακετυλασών αποτελούν εκείνα της 

οικογένειας GNAT, όνοµα το οποίο προκύπτει από τα αρχικά Gcn5-συσχετιζόµενες 

Ν-Ακετυλοτρανσφεράσες (Gcn5-related N-acetyltransferase). Τα µέλη της οµάδας 

εκείνης έχουν προκύψει µετά από την κατάταξη των ενζύµων µε βάση την οµοιότητα 

των  περιοχών οµολογίας και του  µοτίβου των αµινοξέων που αναγνωρίζουν για 

ακετυλίωση.  Τα ένζυµα που είναι ιδιαίτερα γνωστά και υπάγονται σε αυτή την 

κατηγορία είναι το Gcn5 και το οµόλογό του στα θηλαστικά PCAF, η Elp3 και Hpa2.  

To Gcn5 ήταν η πρώτη πρωτεΐνη που αναγνωρίστηκε ως ακετυλάση τύπου Α που 

σχετίζεται µε τη µεταγραφή στον οργανισµό Tetrahymena thermophila (Brownell et 

al.,1996b). Όταν πραγµατοποιήθηκε αντίδραση ακετυλίωσης σε πήκτωµα 

ακρυλαµίδης µε πυρηνικά εκχυλίσµατα φάνηκε ότι µια πρωτεΐνη παρουσίαζε 

ενεργότητα ακετυλίωσης έναντι ελευθέρων ιστονών (Brownell et al., 1995), η οποία 

ταυτοποιήθηκε ως οµόλογη του συν-ενεργοποιητή του σακχαροµύκητα, Gcn5 

(Georgakopoulos  et al., 1992). Πρωτεΐνες οµόλογες του Gcn5 έχουν ταυτοποιηθεί 

και σε άλλους οργανισµούς, όπως στον άνθρωπο (Candau  et al., 1996), το ποντίκι 

(Xu  et al., 1998), Schizosaccharomyces pombe  και Drosophila melanogaster  (Smith 

et al., 1998) κα. Οι λειτουργικές περιοχές της πρωτεΐνης Gcn5 έχουν χαρακτηριστεί 

και αναλυθεί και οι κυριότερες είναι η bromodomain, η περιοχή αλληλεπίδρασης µε 

το Ada2 και η περιοχή ενζυµικής ενεργότητας HAT (Candau  et al., 1997). Η 

ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη Gcn5 έχει δειχτεί ότι in vitro µπορεί να ακετυλιώνει 

ισχυρά την ιστόνη 3 (Η3) και  την ιστόνη 4 (Η4) ασθενώς, όταν εκείνες βρίσκονται 

ελεύθερες, ενώ τα κύρια αµινοξέα που υπόκεινται σε ακετυλίωση είναι η λυσίνη 18 

για την Η3 και οι λυσίνες 8 και 16 για την Η4 (Kuo et al., 1996). Παρόλο που η 

ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη µπορεί και ακετυλιώνει ελεύθερες ιστόνες, δεν µπορεί να 

ακετυλιώνει ιστόνες νουκλεοσωµάτων (Kuo et al., 1996), παρά µόνο όταν βρίσκεται 

στο σύµπλοκο SAGA ή ADA.  
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Στα θηλαστικά, ποντίκι και άνθρωπο υπάρχουν δυο ακετυλοτρανσφεράσες που 

είναι οµόλογες του Gcn5 του σακχαροµύκητα, το hGcn5 και ο παράγοντας που 

προσδένεται  µε το p300/CBΡ, PCAF. Οι πρωτεΐνες hGcn5 και PCAF παρουσιάζουν 

ισχυρό βαθµό οµολογίας και έχει βρεθεί ότι όµοια µε το Gcn5 του σακχαροµύκητα το 

hGcn5 µπορούν και λειτουργούν ως µεταγραφικοί ενεργοποιητές (Candau et al., 

1996). Στον άνθρωπο υπάρχουν δυο  µορφές του hGcn5 ως αποτέλεσµα της 

εναλλακτικής συρραφής των εξωνίων του και η πρώτη µορφή της πρωτεΐνης που 

κλωνοποιήθηκε δεν έφερε το αποµακρυσµένο Ν-τελικό άκρο, και αργότερα έγινε 

γνωστή ως short- hGcn5 (Xu et al., 1998). Η ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη short- hGcn5 

παρουσιάζει ενεργότητα ακετυλίωσης  της Η3 και ασθενώς της Η4 ενώ η πλήρης 

πρωτεΐνη µε το Ν-τελικό άκρο µπορεί και ακετυλιώνει και νουκλεοσώµατα (Xu et al., 

1998). 

Ο παράγοντας PCAF ή P/CAF  ταυτοποιήθηκε και αποµονώθηκε µε αφορµή την 

οµολογία που παρουσίαζε ως προς το Gcn5 και βρέθηκε να προσδένεται στο 

p300/CBΡ και να λειτουργεί ως συνενεργοποιητής στη µεταγραφική ενεργοποίηση. Η 

ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη µπορεί και ακετυλιώνει τόσο ελεύθερες όσο και 

νουκλεοσωµικές ιστόνες (Schiltz et al., 1999), κυρίως τη λυσίνη 14 της Η3 και 

λιγότερο τη λυσίνη 8 της Η4 (Yang et al., 1996). Ιδιαίτερα σηµαντικό είναι ότι το 

PCAF αλληλεπιδρά µε το p300/CBΡ στην ίδια περιοχή στην οποία προσδένεται και η 

πρωτεΐνη του αδενοϊού Ε1Α και όπως φάνηκε µε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης 

το PCAF µπορεί και αναστέλλει τη µιτογόνο δράση της Ε1Α, εµποδίζοντας τον 

κυτταρικό κύκλο µέσω ανταγωνισµού για τη θέση πρόσδεσης στο  p300/CΒΡ (Yang 

et al., 1996). Η δράση του PCAF κατά τη µεταγραφή έχει µελετηθεί στη µυογένεση 

(Puri et al., 1997), στην επαγόµενη από πυρηνικούς υποδοχείς ενεργοποίηση (Korzus 

et al., 1998) κ.α. Σηµαντικό ρόλο επίσης διαδραµατίζει η δράση του PCAF στη 

µεταγραφή λόγω ακετυλίωσης των µεταγραφικών παραγόντων.  

Πολλές από τις πρωτεΐνες µε ενεργότητα ΗΑΤ µπορούν και ακετυλιώνουν τις 

ελεύθερες ιστόνες όταν χρησιµοποιούνται in vitro, ενώ κάποιες επίσης  όπως το 

Gcn5, δεν µπορούν να ακετυλιώνουν το φυσιολογικό τους υπόστρωµα όπως είναι οι 

νουκλεοσωµικές ιστόνες, παρά µόνο όταν βρίσκονται σε σύµπλοκο µε άλλους 

παράγοντες, που φαίνεται ότι είναι απαραίτητοι για την ενεργότητά τους. Στον 

σακχαροµύκητα υπάρχουν 4 µεγαλοµοριακά σύµπλοκα που έχουν αναλυθεί εκτενώς 

και  ακετυλιώνουν ιστόνες, τα οποία είναι το SAGA, ADA, NuA4 και NuA3. Το 
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σύµπλοκο SAGA (Spt-Ada-Gcn5 acetylatransferase) είναι µεγέθους 1.8 MDa, 

αποτελείται από 15 τουλάχιστον υποµονάδες και εµπεριέχει 4 τουλάχιστον 

κατηγορίες παραγόντων που παίζουν ρόλο στη µεταγραφή: τις πρωτεΐνες Ada, τους 

παράγοντες Spt, µέρος των παραγόντων TAFIIs, που συνδέονται µε το ΤΒΡ και την 

πρωτεΐνη Tra1, οµόλογη εκείνης του ανθρώπου TRRAP (Grant et al., 1998a; Grant et 

al., 1998b; Saleh et al., 1998). 

Στον άνθρωπο έχουν αποµονωθεί δυο σύµπλοκα από κύτταρα HeLa,  που έχουν 

όµοια σύσταση υποµονάδων  µε εξαίρεση την παρουσία διαφορετικών ακετυλασών: 

εκείνο που περιέχει το Gcn5 και εκείνο µε ενεργότητα ακετυλάσης το PCAF 

(Ogryzko et al., 1998). Από τα δυο εκείνα σύµπλοκα εκείνο που περιλαµβάνει το 

PCAF έχει µελετηθεί περισσότερο και έχει αποδειχτεί ότι οι 11 από τις υποµονάδες 

που περιέχει αποτελούν πρωτεΐνες οµόλογες µε εκείνες του συµπλόκου SAGA του 

σακχαροµύκητα (Ogryzko et al ., 1998; Vassilev et al., 1998).    

Μετά την ανακάλυψη των hGcn5 και PCAF ο ρόλος των ακετυλασών στη 

µεταγραφή ενισχύθηκε µε την απόδειξη ότι δυο ακόµα γνωστοί συν-ενεργοποιητές 

της µεταγραφής, είναι ακετυλάσες, το  p300 και το οµόλογό του CBΡ (CREB-binding 

protein) (Ogryzko et al., 1996). Οι παράγοντες p300 και CBΡ είναι δοµικά και 

λειτουργικά οµόλογοι και συχνά αναφέρονται σαν µια οντότητα p300/CBΡ. Το 

p300/CBΡ εκφράζεται σε όλους τους ιστούς και διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στον 

κυτταρικό κύκλο, τη διαφοροποίηση και την απόπτωση (Giordano et al., 1999) ενώ 

µεταλλαγές του CBΡ συσχετίζονται µε καρκίνο και µε άλλες  ασθένειες (Giles et al., 

1998). O p300/CBΡ ενεργοποιεί τη µεταγραφή συγκεκριµένων γονιδίων 

αλληλεπιδρώντας µε συµπαράγοντες ή µε µεταγραφικούς παράγοντες που 

προσδένονται στο DNA όπως ο CREB, οι πυρηνικοί υποδοχείς ορµονών κ.α. καθώς 

επίσης και µε την ογκοπρωτεΐνη του αδενοϊού Ε1Α (Yang et al., 1996). Εκτός από 

την ενζυµική περιοχή ΗΑΤ και τις περιοχές αλληλεπίδρασης µε µεταγραφικούς 

παράγοντες και συν-ενεργοποιητές, ο p300/CBΡ διαθέτει  επίσης και την περιοχή 

bromodomain, όπως και οι ακετυλάσες Gcn5, PCAF και TAF1(TAF250). In vitro 

αντιδράσεις των ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών p300/CBΡ έδειξαν ότι µπορεί να 

ακετυλιώνει όλες τις ιστόνες µε µικρή ειδικότητα, τόσο όταν εκείνες βρίσκονται 

ελεύθερες, όσο και όταν βρίσκονται πακεταρισµένες σε νουκλεοσώµατα. Η 

ακετυλάση p300/CBΡ αντιπροσωπεύει µια µοναδική τάξη των ενζύµων ακετυλίωσης, 

αν και τα λειτουργικά µοτίβα της πρωτεΐνης σχετίζονται µε τα γνωστά ένζυµα της 
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οικογένειας τα οποία έχει βρεθεί πως είναι απαραίτητα για την ενζυµική ενεργότητα 

(Martinez-Balbas et al., 1998).  

Μια ακόµα ακετυλοτρανσφεράση που υπάγεται στην κατηγορία των ενζύµων 

GNAT είναι και η τύπου Α ακετυλάση Elp3, η οποία αποτελεί υποµονάδα του 

συµπλόκου επιµήκυνσης της µεταγραφής (Otero et al., 1999). In vitro αντιδράσεις 

ακετυλίωσης έδειξαν ότι η Elp3, που έχει αποµονωθεί από κύτταρα εντόµων, µπορεί 

και ακετυλιώνει και τις 4 ιστόνες (Wittschieben et al., 1999). Θεωρείται ότι η Elp3 

διευκολύνει τη µεταγραφή, καθώς ταξιδεύοντας µαζί µε το σύµπλοκο επιµήκυνσης 

της µεταγραφής και την RNA-πολυµεράση ΙΙ µπορεί να ακετυλιώνει τις ιστόνες και 

να ανοίγει τη χρωµατινική δοµή. Ο ρόλος όµως αυτός του συµπλόκου επιµήκυνσης 

της µεταγραφής είχε αµφισβητηθεί, καθώς πειράµατα ανοσοφθορισµού είχαν 

ανιχνεύσει την πρωτεΐνη µόνο στο κυτταρόπλασµα (Kim et al, 2002; Pokholok et al, 

2002). ∆ηµιουργία όµως νέων αντισωµάτων έδειξε ότι το σύµπλοκο επιµήκυνσης 

βρίσκεται στον πυρήνα και συνδέεται µε το νέο-παραγόµενο RNA από την RNA-

πολυµεράση ΙΙ, εγκαθιδρύοντας το ρόλο του συµπλόκου εκείνου στη µεταγραφική 

επιµήκυνση (Gilbert et al, 2004). 

Μια ακόµα οικογένεια ακετυλασών που έχει βρεθεί είναι εκείνη των MYST, που 

διαµορφώθηκε και ονοµάστηκε από την ισχυρή οµοιότητα στην αλληλουχία των 

πρωτεϊνών MOZ, Ybf/Sas3, Sas2 και Tip60 (Borrow et al., 1996). Νεότερα µέλη της 

οικογένειας MYST που ανακαλύφθηκαν αργότερα αποτελούν και η Εsa1 του 

σακχαροµύκητα, η MOF της δροσόφιλα και οι ανθρώπινες HBO1 και MORF 

(Neuwald et al., 1997).  

Ακόµα µια ένδειξη για τον ισχυρό συσχετισµό της µεταγραφικής ενεργοποίησης 

και της ακετυλίωσης ιστονών πραγµατοποιήθηκε όταν ανακαλύφθηκε ότι η 

µεγαλύτερη υποµονάδα του συµπλόκου των παραγόντων που συνδέονται µε το ΤΒΡ 

(TΒΡ Associated factors-TΑFs), TAF1-TAF250, διαθέτει ενζυµική ενεργότητα 

ακετυλίωσης ιστονών (Mizzen et al., 1996). Το σύµπλοκο TFIID µπορεί και 

προσδένεται στο DNA µέσω του παράγοντα ΤΒΡ που αναγνωρίζει ειδικές 

αλληλουχίες, αν και έχει δειχτεί ότι ακόµα και TFIID που δεν φέρει ΤΒΡ µπορεί και 

επάγει βασική µεταγραφή in vitro (Verrijzer and Tjian, 1996). Πειράµατα 

ανοσοκατακρήµνισης του συµπλόκου TFIID από ανθρώπινα κύτταρα έδειξε ότι µια 

υποµονάδα µεγέθους 250kD διέθετε ενεργότητα ακετυλίωσης ιστονών (Mizzen et al., 

1996). Περαιτέρω ανάλυση µε ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη TAF1 της δροσόφιλα 
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έδειξαν ότι µπορεί να ακετυλιώνει  τη λυσίνη 14 της Η3 και ασθενώς της Η4 όταν 

εκείνες βρίσκονται ελεύθερες στην αντίδραση, όπως και το Gcn5. Όµοια µε τις 

ακετυλάσες που έχουν ήδη αναφερθεί, η TAF1 διαθέτει επίσης δυο περιοχές 

bromodomain, οι οποίες όµως βρέθηκαν ότι δεν είναι απαραίτητες για την ενζυµική 

ενεργότητα (Mizzen et al., 1996). 

Οι ακετυλοτρανσφεράσες εµπλέκονται στη µεταγραφική ρύθµιση όχι µόνο µέσω 

της ακετυλίωσης των ιστονών αλλά και των µεταγραφικών παραγόντων (Chen et al., 

2001).  

 

 

 

Αποακετυλάσες  ιστονών (Histone Deacetylases-HDACS) 
 

 Η ακετυλίωση των ιστονών αποτελεί αντιστρεπτή διαδικασία καθώς η 

ακετυλοµάδα µπορεί να αποµακρυνθεί από τη δράση ειδικών ενζύµων, που 

ονοµάζονται αποακετυλάσες ιστονών (HDACS), η ύπαρξη των οποίων 

ανακαλύφθηκε σύντοµα µετά την παρουσία των ακετυλασών (Taunton et al., 1996). 

Οι αποακετυλάσες κατηγοριοποιούνται σε οικογένειες και τα ένζυµα του ανθρώπου 

της τάξης Ι, ΙΙ και ΙΙΙ είναι οµόλογα εκείνα του σακχαροµύκητα Rpd3, Hda2 και Sir2 

αντίστοιχα (Thiagalingam  et al., 2003). Οι αποακετυλάσες ιστονών αποτελούν 

τµήµατα µεγαλοµοριακών συµπλόκων, στα οποία κάποιες από τις υποµονάδες 

µπορούν να λειτουργούν ως συµπαράγοντες και να ρυθµίζουν την ενεργότητα του 

ενζύµου. Οι αποακετυλάσες µαζί µε τις ακετυλάσες των ιστονών συµµετέχουν στην 

ανακύκλωση των ακετυλοµάδων των ιστονών και στη ρύθµιση της δράσης διαφόρων 

µεταγραφικών παραγόντων που τροποποιούνται από εκείνες. Η αλληλεπίδραση τους 

µε µεταγραφικούς παράγοντες που προσδένονται σε συγκεκριµένες αλληλουχίες έχει 

ως αποτέλεσµα την εντοπισµένη δράση τους σε υποκινητές, όπου ρυθµίζουν τη 

µεταγραφή µέσω ρύθµισης της ποσότητας, της ενεργότητας είτε της διαθεσιµότητας 

του ενζύµου (Legube et al., 2003).  
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Μεθυλάσες ιστονών (Histone Methyltransferases-HMTS) 

 

 Η µεθυλίωση των ιστονών πραγµατοποιείται από ειδικά ένζυµα, τις µεθυλάσες 

ιστονών, ΗΜΤs. Πρόσφατα ένας µεγάλος αριθµός ενζύµων που µεθυλιώνουν τις 

ιστόνες σε συγκεκριµένα κατάλοιπα έχει ανακαλυφθεί και έχει συντελέσει στην 

διερεύνηση του µηχανισµού ρύθµισης της µεταγραφικής ενεργότητας, καθώς 

φαίνεται ότι η µεθυλίωση των ιστονών παρουσιάζει σηµαντικές διαφορές από τις 

γνωστές µέχρι στιγµής µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις.  

Η µεθυλίωση των ιστονών δεν αλλάζει το συνολικό φορτίο της πρωτεΐνης και 

φαίνεται να είναι µια ιδιαίτερα σταθερή τροποποίηση, αφού µόλις τους τελευταίους 

µήνες έχουν ανακαλυφθεί η ύπαρξη ενζύµων που αποµακρύνουν τη µεθυλοµάδα, 

αλλά παρουσιάζουν εντοπισµένη και ειδική δράση (Shi et al., 2004; Cuthbert et al., 

2004; Wang et al., 2004). Οι µεθυλάσες των ιστονών µπορούν να ταξινοµηθούν σε 

δυο µεγάλες οικογένειες, εκείνες που καταλύουν τη µεθυλίωση των καταλοίπων 

λυσίνης (Kouzarides, 2002; Sims et al., 2003; Zhang and Reinberg, 2001) και εκείνες 

που καταλύουν τη µεθυλίωση των κατάλοιπων αργινίνης, όπως µέλη της οικογένειας 

των PRMT. Τα αµινοξέα αργινίνης µπορούν να υποστούν µονο- ή δι-µεθυλίωση. Τα 

ένζυµα που καταλύουν την αντίδραση µεθυλίωσης των αργινινών διαχωρίζονται σε 

δυο κατηγορίες : τύπου Ι, που καταλύουν τη µόνο- και ασύµµετρη δι-µεθυλίωση και 

τύπου ΙΙ, που καταλύουν τη µόνο και συµµετρική δι-µεθυλίωση. Υπάρχουν πέντε 

γνωστά ένζυµα που καταλύουν την αντίδραση µεθυλίωσης της αργινίνης, που 

παρουσιάζουν υψηλό βαθµό συντήρησης της καταλυτικής περιοχής (Zhang and 

Reinberg, 2001; Kouzarides, 2002), που ονοµάζονται PRMT1-5.  

Η µεθυλίωση των ιστονών εµπλέκεται τόσο στη ρύθµιση της µεταγραφικής 

ενεργοποίησης όσο και στο µηχανισµού ελέγχου της µεταγραφικής καταστολής και 

της διατήρησής τους. Ο ρόλος των µεθυλασών ιστονών  στη µεταγραφή 

χαρακτηρίζεται από έναν επιπλέον  βαθµό πολυπλοκότητας καθώς ο αριθµός των 

µεθυλοµάδων σε ένα κατάλοιπο σχετίζεται µε διαφορετικές ιδιότητες. 
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Μεθυλάσες των αµινοξέων λυσίνης των ιστονών  
 

  

Οι λυσίνες των ιστονών που υπόκεινται σε µεθυλίωση είναι η λυσίνη 4, 9, 27 και 

36 και 79 στην ιστόνη 3 και η λυσίνη 20 της ιστόνης 4. Τα ένζυµα που δηµιουργούν 

τη συγκεκριµένη τροποποίηση φέρουν τη χαρακτηριστική περιοχή SET, και τις 

χαρακτηριστικές περιοχές που είναι πλούσιες σε κυστεΐνες που  προηγούνται, PRE-

SET και έπονται, POST-SET αντίστοιχα, της περιοχής που διαθέτει την ενζυµική 

ενεργότητα. Τα ένζυµα που µεθυλιώνουν τις λυσίνες των ιστονών µπορούν να 

κατηγοριοποιηθούν σε τέσσερις µεγάλες οικογένειες: την SET1, στην οποία 

περιλαµβάνονται και τα ένζυµα που µεθυλιώνουν την Κ4 της Η3, την SET2, που 

περιλαµβάνει τα ένζυµα που µεθυλιώνουν τη Κ36 της Η3, την RIZ και την οικογένεια 

SUV39, οι οποία αποτελείται από ένζυµα που µπορούν να µεθυλιώνουν της Κ9 και 

Κ27 της Η3 (Kouzarides, 2002).  

 Η µεθυλίωση της Κ79 της Η3 αποτελεί εξαίρεση καθώς το ένζυµο που ευθύνεται 

για την τροποποίηση, DOT1 δεν φέρει τη χαρακτηριστική SET περιοχή (Feng et al., 

2002). H µεθυλίωση της Κ79 συσχετίζεται µε ενεργή µεταγραφή και θεωρείται ότι 

συµµετέχει στην παρεµπόδιση της εξάπλωσης της ετεροχρωµατίνης. 

Η πρώτη από τις µεθυλάσες λυσινών που βρέθηκε στα θηλαστικά και φέρει 

ενεργότητα µεθυλίωσης της Κ9 της Η3 είναι Suv39h1, οµόλογη της Su(var) 3-9 της 

δροσόφιλας (Rea et al., 2000). Η µεθυλοτρανσφεράση  Suv39h1 µεθυλιώνει την Κ9 

της Η3, τροποποίηση που είναι απαραίτητη για την πρόσδεση του ΗΡ1 (Lachner et 

al., 2001; Bannister et al., 2001), και καθώς αύτη η δοµή µπορεί να µεταδίδεται και 

στα γειτονικά νουκλεοσώµατα µε τη στρατολόγηση περισσοτέρων συµπλόκων 

Suv39h1-HP1, τη δηµιουργία και τη διατήρηση της κατασταλτικής 

ετεροχρωµατινικής δοµής της χρωµατίνης (Jenuwein, 2001; Grewal and Elgin, 2002). 

Η SET9 χαρακτηρίστηκε πρόσφατα ως µεθυλάση της ιστόνης 3 στη λυσίνη 4 

(Η3-Κ4) (Wang et al., 2001; Nishioka et al., 2002) και φέρει την χαρακτηριστική 

επικράτεια SET αλλά στερείται των προ- και µετά- SET επικρατειών. Παρόλο που 

άµεση απόδειξη για την ενδογενή λειτουργία της SET9 απουσιάζει, έχει προταθεί ότι 

η µεθυλίωση της ιστόνης 3 από το συγκεκριµένο ένζυµο µπορεί να επάγει τη 

µεταγραφική ενεργοποίηση µέσω αποκλεισµού της δράσης των απακετυλασών και 
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της κατασταλτικής µεθυλίωσης της λυσίνης 9. Σε αντίθεση µε τις υπόλοιπες 

µεθυλάσες, η SET9 δεν µπορεί να µεθυλίωσει την ιστόνη 3 in vitro όταν εκείνη 

βρίσκεται πακεταρισµένη σε νουκλεοσώµατα, αλλά παρουσιάζει ισχυρή ενεργότητα 

έναντι ελευθέρου υποστρώµατος ιστονών (Wang et al., 2001; Nishioka et al., 2002). 

Πειράµατα έχουν δείξει ότι η SET9 µπορεί να ενισχύει την επαγόµενη από 

ενεργοποιητή µεταγραφή (Nishioka et al., 2002) γεγονός που υποδεικνύει ότι in vivo 

λειτουργεί µέσω µεθυλίωσης των ιστονών, αλλά ενδεχοµένως η ενεργότητά της να 

ενισχύεται  από κάποιον παράγοντα που δεν έχει ακόµα ταυτοποιηθεί, ή  

εναλλακτικά, µπορεί η δράση του συγκεκριµένου ενζύµου να µην περιορίζεται 

αποκλειστικά σε υποστρώµατα ιστονών, αλλά και σε κάποιον άλλο παράγοντα που 

διαδραµατίζει θετικό ρόλο στη µεταγραφή, µε τελικό αποτέλεσµα την 

παρατηρούµενη αύξηση της µεταγραφής. Παραδείγµατα µετα-µεταφραστικών 

τροποποιήσεων παραγόντων από ένζυµα που τροποποιούν τη χρωµατίνη µέσω 

µεθυλίωσης αργινών ή ακετυλίωσης έχουν αναγνωριστεί και η λειτουργία τους έχει 

διερευνηθεί σε διάφορες βιολογικές διεργασίες, συµπεριλαµβανοµένου και της 

µεταγραφής (Chen et al., 2001; Freiman  and Tjian, 2003). Για τα ένζυµα όµως της 

οικογένειας των µεθυλασών λυσίνης µε τη χαρακτηριστική επικράτεια SET τα µόνα 

γνωστά υποστρώµατα µέχρι στιγµής είναι οι ιστόνες.  

Πρόσφατα αποµονώθηκαν στον άνθρωπο και άλλα ένζυµα που µεθυλιώνουν την 

Κ4 της Η3 στα οποία συγκαταλέγονται η MLL, η ALL, η  hSET1 και hSMYD3 

(Milne et al., 2002; Nakamura et al., 2002; Wysocka et al., 2003; Hamamoto et al., 

2004). Οι πρωτεΐνες αυτές αποτελούν συνήθως µέρος µεγαλοµοριακών συµπλόκων, 

τα οποία περιλαµβάνουν περισσότερες της µιας ενζυµικές ενεργότητες που 

τροποποιούν τη χρωµατίνη.   

Σε αντίθεση µε την περίπτωση της ετεροχρωµατίνης που αναφέρθηκε, ο πιθανός 

ρόλος των τροποποιήσεων ιστονών στη διατήρηση της ενεργής µεταγραφικά 

χρωµατίνης δεν έχει διερευνηθεί. Αν οι τροποποιήσεις των ιστονών ασκούν κάποια 

επίδραση και στη διατήρησης της µεταγραφής, η µεθυλίωση τους αναµένεται να 

λειτουργεί ως γνώρισµα των ενεργών γονιδίων, κυρίως επειδή σε αντίθεση µε την 

ακετυλίωση, η µεθυλίωση λυσινών είναι ιδιαίτερα σταθερή. Πραγµατικά, πρόσφατες 

µελέτες στον Saccharomyces cerevisiae έχουν δείξει ότι η µεθυλάση ιστονών Set1 

βρίσκεται στην 5΄ κωδική περιοχή των µεταγραφικά ενεργών γονιδίων, όπου και 

καταλύει  την τρι-µεθυλίωση της λυσίνης 4 της ιστόνης 3 (Η3-Κ4) (Ng et al, 2003). Η 
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παρουσία της υπερµεθυλιωµένης Η3-Κ4 στην κωδική περιοχή παραµένει για το 

διάστηµα των πρώτων 5hr µετά την καταστολή της µεταγραφής και την αποσύνδεση 

της Set1 από την χρωµατίνη, δείχνοντας έτσι ότι η τροποποίηση εκείνη µπορεί είναι 

ενδεικτική για την παρουσία πρόσφατης µεταγραφικής ενεργότητας. Επειδή όµως η 

τρι-µεθυλίωση της Η3-Κ4 µειωνόταν αισθητά µετά την πάροδο 5hr  το φαινόµενο 

έχει χαρακτηριστεί ως «µικρής διάρκειας µεταγραφική µνήµη» (short-term 

transcriptional memory) (Ng et al, 2003). 

 Σε ανώτερους ευκαρυωτικούς οργανισµούς η µεθυλίωση της Η3-Κ4 σχετίζεται 

µε την µεταγραφική ενεργότητα. Σε αντίθεση όµως µε τον σακχαροµύκητα όπου η 

διπλή µεθυλοµάδα της Η3-Κ4 παρουσιάζει ευρεία κατανοµή σε ολόκληρο σχεδόν το 

γονιδίωµα, σε κύτταρα θηλαστικών τόσο η διπλή όσο και ή τριπλή µεθυλοµάδα στην 

Η3-Κ4 κορυφώνονται στην 5΄ κωδική περιοχή πολλών ενεργών γονιδίων (Santos 

Rosa et al., 2003; Bernstein et al., 2002; Schneider et al., 2004). Επιπρόσθετα, 

σηµαντικά επίπεδα µεθυλίωσης της Η3-Κ4 έχουν παρατηρηθεί και στα γονίδια της 

περιοχής της β-σφαιρίνης και στο HNF-4 κατά τη διάρκεια της κυτταρικής 

διαφοροποίησης, πριν την έναρξη της µεταγραφής τους, υποδεικνύοντας ότι η 

συγκεκριµένη τροποποίηση εµπλέκεται στην εγκαθίδρυση αλλά και τη διατήρηση 

µιας δυναµικά-ενεργής χρωµατίνης (Hatzis and Talianidis, 2002; Schneider et al, 

2004). 

 

 

Παράγοντες αναδιαµόρφωσης χρωµατίνης µε την κατανάλωση ΑΤΡ 
 

 

 Η αναδιαµόρφωση της χρωµατίνης µπορεί να επιτελείται και από 

πολυπαραγοντικά σύµπλοκα, τα οποία µε την κατανάλωση ΑΤΡ µπορούν και 

αλλάζουν τη αλληλεπίδραση DNA-ιστονών. Τα σύµπλοκα εκείνα οδηγούνται στις 

θέσεις δράσης τους µέσα από αλληλεπιδράσεις µε τους µεταγραφικούς 

ενεργοποιητές.  

 Στα κύτταρα των θηλαστικών υπάρχει ποικιλία συµπλόκων αναδιαµόρφωσης 

χρωµατίνης µε την κατανάλωση ΑΤΡ, τα  οποία µε βάση την καταλυτική ενεργότητα 

της ΑΤΡ-ασης υπάγονται σε  τρεις κατηγορίες: SWI/SNF, ISWI  και Mi-2. Τα δύο 

πρώτα από τα σύµπλοκα εµπλέκονται τόσο στην µεταγραφική ενεργοποίηση όσο και 
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την καταστολή ενώ το τελευταίο φαίνεται να σχετίζεται µόνο µε την καταστολή 

(Kingston and Narlikar, 1999; Narlikar et al., 2002). Το σύµπλοκο SWI/SNF στα 

θηλαστικά µπορεί να περιλαµβάνει την καταλυτική υποµονάδα ATPάσης  Brg1 ή 

Brm ενώ το θηλαστικό οµόλογο του ISWI είναι το Snf2h. Και οι τρεις από τις 

ΑΤΡάσες που αναφέρθηκαν µπορούν να αναδιαµορφώσουν τη χρωµατίνη απουσία 

των υπολοίπων υποµονάδων των συµπλόκων, όπως έχουν δείξει πειράµατα  in vitro, 

ενώ η δράση τους φαίνεται ότι πραγµατοποιείται µέσω αλλαγών στο οκταµερές των 

ιστονών, ή αποµάκρυνση διµερών Η2Α-Η2Β / ολόκληρων νουκλεοσωµάτων ή 

µετατόπιση νουκλεοσωµάτων πάνω στο DNA.  

 Τα σύµπλοκα αναδιαµόρφωσης χρωµατίνης θεωρείται ότι δρουν στον  υποκινητή 

των µεταγραφόµενων γονιδίων πρόσφατα όµως πειράµατα τεκµηρίωσαν την 

παρουσία της καταλυτικής υποµονάδας Brg-1 και στην κωδική περιοχή του γονιδίου 

Hsp70 (Corey et al, 2003). Η παρουσία του παράγοντα Brg-1 ήταν απαραίτητη για 

την επιµήκυνση της µεταγραφής  και τη δηµιουργία ενός πλήρους µεταγράφου του 

γονιδίου και συσχετιζόταν µε την παρουσία της RNA-πολυµεράσης ΙΙ.  

Ανάµεσα στα σύµπλοκα που συµµετέχουν και επηρεάζουν την επιµήκυνση της 

µεταγραφής από την  RNA-πολυµεράση ΙΙ συµπεριλαµβάνονται και οι ιστονικές 

chaperones (histone chaperones), όπως το FACT και οι Spts (Sims et al., 2004). Ο 

παράγοντας FACT των θηλαστικών αποτελεί ετεροδιµερές των Spt16 και της  HMG-

box πρωτεΐνης, SSRP1, που είναι καλά συντηρηµένες στα θηλαστικά και φαίνεται ότι 

δρα µετά την µεταγραφική ενεργοποίηση (Belotserkovskaya et al., 2003). Ο 

παράγοντας FACT έχει ανιχνευτεί στην κωδική περιοχή των γονιδίων της 

δροσόφιλας (Saunders et al., 2003) και δράση του επιτυγχάνεται µέσω της 

αποσταθεροποίησης της δοµής του νουκλεοσώµατος και αποµάκρυνσης του διµερούς 

Η2Α-Η2Β από την Spt16 υποµονάδα, όπως έδειξαν in vitro πειράµατα 

(Belotserkovskaya et al., 2003). 

 

∆ιαβάζοντας τον κώδικα των ιστονών 
  

Η ακετυλίωση των ιστονών αποτελείται την πιο µελετηµένη από τις τροποποιήσεις 

και αποτέλεσε την βάση για την κατανόηση του ρόλου του συνόλου των 

τροποποιήσεων στη µεταγραφική ρύθµιση. Αρχικά, η υπόθεση ήταν ότι η 

αλληλεπίδραση DNA - ιστονών τροποποιείται ως αποτέλεσµα αλλαγής του φορτίου 
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των ιστονών, λόγω ακετυλίωσης (Wollfe and Hayes, 1999; Marmorstein  2001). 

Μόνο όµως η ακετυλίωση των ιστονών αποδείχτηκε ότι δεν επέφερε τις 

αναµενόµενες αλλαγές στην χρωµατίνη και τη ελεύθερη προσβασιµότητα των 

µεταγραφικών παραγόντων στο DNA in vitro (Mutskov, 1998; Polach et al., 2000) 

και µετά την ανακάλυψη της µεθυλίωσης των ιστονών, τροποποίηση που δεν αλλάζει 

το φορτίο τους, δηµιουργήθηκε η «υπόθεση του κώδικα των ιστονών».  

Σύµφωνα µε τον κώδικα των ιστονών οι τροποποιήσεις των αµινοτελικών άκρων 

των ιστονών εµπεριέχουν την πληροφορία και τα χαρακτηριστικά για τη µεταγραφική 

ενεργότητα µιας χρωµατινικής περιοχής, καθώς οι τροποποιήσεις εκείνες 

αναγνωρίζονται ως επιφάνειες αλληλεπίδρασης από παράγοντες που µεταβιβάζουν 

την πληροφορία σε σηµατοδοτικά µονοπάτια (Σχήµα 2) (Turner, 2000; Jenuwein and 

Allis, 2001; Turner, 2002). Σε επαλήθευση, τα δοµικά µοτίβα bromodomain και 

chromodomain έχει βρεθεί ότι αναγνωρίζουν τις ακετυλιωµένες και µεθυλιωµένες 

ιστόνες, αντίστοιχα (Dhalluin et al., 1999; Bannister et al., 2001; Lachner et al., 

2001). Οι πρωτεΐνες που εµπεριέχουν το bromodomain είναι οι 

ακετυλοτρανσφεράσες Gcn5/PCAF, p300/CBP TAFII 250, για τις οποίες έχει δειχτεί 

ότι µπορούν να αναγνωρίζουν τις ακετυλιωµένες λυσίνες σε συντηρηµένες θέσεις των 

ιστονών, µε ειδικό τρόπο (Marmorstein, 2001; Agalioti et al, 2000; Agalioti et al, 

2002). Η περιοχή bromodomain περιλαµβάνεται και στην ΑΤΡάση του συµπλόκου 

αναδιαµόρφωσης χρωµατίνης SWI/SNF, Brg1. 

Το κυριότερο παράδειγµα πρωτεϊνών που περιέχει chromodomain είναι το ΗΡ1, 

το οποίο αναγνωρίζει και προσδένεται σε Κ9 δι- και τριµεθυλιωµένη ιστόνη 3, ενώ 

σηµειακή µεταλλαγή στην  chromodomain επιφέρει την απώλεια πρόσδεσης στην 

µεθυλιωµένη ιστόνη 3 και καταστροφή της κατασταλτικής ενεργότητας του ΗΡ1 σε 

γονίδιο (Bannister et al., 2001; Lachner et al., 2001). Η πρόσδεση του ΗΡ1 

καταστέλλεται παρουσία φωσφορυλιωµένης S10-H3, γεγονός που µπορεί να 

εξηγήσει την απελευθέρωση του παράγοντα κατά τη µίτωση (Fischle et al., 2005).  
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Σχήµα 2. Παράγοντες που αναγνωρίζουν τις τροποποιήσεις ιστονών (Loyola and Almouzni., 

2004; Margueron et al., 2005) 
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Το θηλαστικό οµόλογο του  Isw1p, Snf2h έχει δειχτεί ότι αναγνωρίζει ειδικά και 

µε µεγάλη συγγένεια πρόσδεσης πεπτίδια που φέρουν δι- ή  τρι-µεθυλιωµένη την 

λυσίνη 4 της ιστόνης 3  και στον σακχαροµύκητα η παρουσία της πρωτεΐνης εκείνης 

στην κωδική περιοχή συνδέονταν µε τη µεθυλίωση της Η3-Κ4 (Santos-Rosa et al, 

2003). Η περιοχή της Snf2h που ήταν απαραίτητη για την πρόσδεση µε τη 

µεθυλιωµένη Η3-Κ4 δεν σχετίζεται µε κάποιο δοµικό µοτίβο της πρωτεΐνης, καθώς 

εκείνη στερείται της περιοχής chromodomain για αυτό και εικάζεται ότι η 

αλληλεπίδραση δεν είναι άµεση. Σηµαντικό είναι το γεγονός ότι οι  τροποποιήσεις 

των ιστονών λειτουργούν ως επιφάνειες πρόσδεσης παραγόντων που τις 

αναγνωρίζουν αλλά καταστέλλοντας επίσης και την πρόσδεση παραγόντων που 

αναγνωρίζουν τη µη τροποποιηµένη ιστόνη, όµοια όπως λειτουργεί η µεθυλίωση της  

Η3-Κ4 για την πρόσδεση του συµπλόκου NuRD  (Nishioka et al., 2002). 

Το δοµικό επαναλαµβανόµενο µοτίβο WD-40, που εµπεριέχεται στην  WDR5, 

υποµονάδα των συµπλόκων µεθυλίωσης της Κ4, MLL1, MLL2 και  hSET1, 

πρόσφατα αποδείχτηκε ότι αναγνωρίζει τη δι- ή  τρι-µεθυλιωµένη Κ4-Η3, ενώ στον 

σακχαροµύκητα η πρωτεΐνη Chd1, υποµονάδα του συµπλόκου ακετυλίωσης SAGA, 

που φέρει δυο περιοχές chromodomain φαίνεται να αναγνωρίζει την ίδια 

τροποποίηση (Pray-Grant et al., 2005; Wysocka et al., 2005).  

Πέραν των τροποποιήσεων που φέρουν οι ιστόνες, τα τελευταία χρόνια έχει γίνει 

σαφές ότι και η ταυτότητα  των ιστονών συνδέεται µε τη  µεταγραφική ενεργότητα, 

καθώς διαφορετικές ποικιλοµορφίες ιστονών (histone variants) βρίσκονται στα 

κεντροµερή, µεταγραφικά ενεργά γονίδια ή ετεροχρωµατινικούς τόπους (Henikoff 

and Ahmad, 2005). Τα variants των ιστονών παρουσιάζουν διαφορές µε τις κανονικές 

µορφές στον τρόπο που εναποτίθενται στην χρωµατίνη, είτε στον τρόπο που 

λειτουργούν µετά την εναπόθεσή τους. Η H3.3 αποτελεί variant της ιστόνης 3, µε την 

οποία διαφέρουν µόνο σε 4 αµινοξέα, αλλά η H3.3 βρίσκεται σε µεταγραφικά ενεργές 

περιοχές και σε ευχρωµατίνη, ενώ η Η3 σε ετεροχρωµατίνη και µεταγραφικά 

ανενεργές περιοχές της δροσόφιλας (Ahmad and Henikoff, 2002). Επιπλέον η H3.3 

είναι εµπλουτισµένη σε τροποποιήσεις λυσινών που σχετίζονται µε τη µεταγραφή, 

όπως η µεθυλίωση της Κ4, Κ79 και η ακετυλίωση της Κ9 και Κ14 και εναποτίθεται 

στη χρωµατίνη µέσω ενός µηχανισµού που δεν συνδέεται µε τον διπλασιασµό του 

DNA (McKittrick et al., 2004) 
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Το σύµπλοκο TFIID 
 

 

 Ο µεταγραφικός παράγοντας TFIID είναι ένα σύµπλοκο που 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. 

 

 

 

Λειτουργίες των  TΑFIIs 
 

 

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 (Zhou et al., 1992; Pugh et 

al., 1991; Wieczorek et al., 1998; Chen et al., 1994) , γεγονός που ενδυναµώνει την 

άποψη ότι κάποιοι τουλάχιστον από τους παράγοντες που συνδέονται µε το ΤΒΡ   

συµµετέχουν στην αναγνώριση της περιοχής του υποκινητή (Oelgeschlager et al., 

1996)). 

Επιπλέον ενδείξεις ότι οι µεταγραφικοί παράγοντες TAFIIs  λειτουργούν ως 

µεταγραφικοί συνενεργοποιητές προέρχονται από πειράµατα παροδικής  διαµόλυνσης 

κυττάρων θηλαστικών, κατά τα οποία βρέθηκε ότι έκφραση συγκεκριµένων 

υποµονάδων του TFIID  ενισχύει την ενεργοποίηση της µεταγραφής από 

διαφορετικούς πυρηνικούς υποδοχείς όπως ο hTAFII135 µε τον υποδοχέα της  

βιταµίνης D3 ,  του ρετινοϊκού οξέος και της θυρεοειδικής ορµόνης (Mengus et al., 
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1997), ο παράγοντας hTAFII28  µε τον  υποδοχέα RXR και ο hTAFII30 µε τον 

υποδοχέα του οιστρογόνου (May et al., 1996; Jacq et al., 1994).   

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 (Apone et al., 1996; Walker 

et al., 1997). 

 Πειράµατα σε εµβρυϊκά κύτταρα καρκινώµατος ποντικού F9 έχουν δείξει ότι ο 

παράγοντας  TAF10 είναι απαραίτητος για την επιβίωση των κυττάρων και τη 

διαφοροποίησή τους σε ενδόδερµα, καθώς αδρανοποίηση του γονιδίου  TAF10 

(knockout) είχε ως αποτέλεσµα τη διακοπή του κυτταρικού κύκλου και τον κυτταρικό 

θάνατο µέσω απόπτωσης (Metzger et al., 1999). Απουσία του TAF10 στα F9 κύτταρα 

το λειτουργικό σύµπλοκο TFIID δεν σχηµατίζεται, ενώ φαίνεται ότι ο παράγοντας 

εκείνος είναι απαραίτητος και κατά την ανάπτυξη, καθώς ποντίκια που είναι knockout 

δεν είναι βιώσιµα και πεθαίνουν κατά την εµβρυογένεση την ηµέρα 5.5, αµέσως µετά 

την εµφύτευση, λόγω αυξηµένης απόπτωσης των κυττάρων της εσωτερικής 

κυτταρικής µάζας (Mohan et al., 2003).   

 

 

 

Περιοχές οµολογίας TΑFIIs µε τις ιστόνες  
 

 

Ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής των TΑFIIs 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 TΑFIIs 

ετεροδιµερίζονται για να σχηµατίσουν ζευγάρια όµοια µε εκείνα των ιστονών H3-H4 

και  H2A-H2B, τα οποία δηµιουργούν δοµή “νουκλεοσώµατος” στο TFIID  

(Gangloff et al., 2001; Hoffman et al., 1996).  

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 
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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 (Luger et al., 

1997). 

Οι πρωτεΐνες  του hTAFII80 (TAF6)  και hTAFII32 (TAF9) παρουσιάζουν µοτίβο 

αναδίπλωσης όµοιο µε εκείνο της ιστόνης 4 και της ιστόνης 3, αντίστοιχα (Xie et al., 

1996). Στο σύµπλοκο του hPCAF, από το οποίο απουσιάζει ο hTAFII80 (TAF6), ο 

hTAFII32 (TAF9) αλληλεπιδρά µε µια πρωτεΐνη που φέρει µοτίβο αναδίπλωσης 

ιστονών όµοιο µε εκείνο του hTAFII80 (Ogryzko et al., 1998). Οι πρωτεΐνες 

hTAFII28 (TAF11) και hTAFII18 (TAF13) θεωρείται ότι δηµιουργούν ετεροδιµερές 

µέσω ενός µη κανονικού µοτίβου αναδίπλωσης (Birck et al., 1998). 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 (Gangloff et al., 2000).  Κρυσταλλογραφικά δεδοµένα µε ταυτόχρονη 

χρήση αντισωµάτων για τις υποµονάδες του συµπλόκου  του TFIID του 

σακχαροµύκητα (Leurent et al., 2002; Brand et al., 1999) 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, δεν  υπάρχει όµως 

πειραµατική απόδειξη της παρουσίας ενός οκταµερούς όµοιου µε εκείνο του 

νουκλεοσώµατος. 

 

 

 

 

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  
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κύτταρα του ιδίου οργανισµού. 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. 

Υπάρχουν τουλάχιστον δυο σύµπλοκα TFIID στα ευκαρυωτικά κύτταρα (Brou et 

al., 1993), που απαρτίζoνται από τις κοινές υποµονάδες  hTAFII20, hTAFII28, 

hTAFII 32, hTAFII55, hTAFII80, hTAFII100, hTAFII135,  hTAFII250  (TFIIDα) και 

επιπλέον τις υποµονάδες  hTAFII30 και hTAFII18 που βρίσκονται στο TFIIDβ. 

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 (Dikstein et al., 1996). 

Το σύµπλοκο Β-TFIID  δεν περιλαµβάνει κανένα από τους παράγοντες των 

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

ενεργότητα ΑΤΡάσης  (Timmers et al., 1992). 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 

(Willy et al., 2000). 

Σε αποπτωτκά κύτταρα που οδηγούνται σε κυτταρικό θάνατο έχει βρεθεί το 

σύµπλοκο TFIID που φέρει την υποµονάδα hTΑFII80δ (Bell et al., 2001). Στο 

σύµπλοκο του hTFIIDπ που συµµετέχει  το hTΑFII80δ δεν υπάρχει hTΑFII32  (που 

αποτελεί τον παράγοντα που πιθανά αλληλεπιδρά µε το hTΑFII80 µέσω της περιοχής 

της πρωτεΐνης που φέρει οµολογία µε την ιστόνη 3), γεγονός που θεωρείται ότι 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,  (Mitsiou et al., 2000), ενώ σε διαφοροποιηµένα 

κύτταρα δεν έχει ανιχνευτεί 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 
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καρκινώµατος, θεωρείται δε ότι συµµετέχει στη µεταγραφική ενεργοποίηση γονιδίων 

στον υποκινητή των οποίων δεν προσδένεται ΤΒΡ.  

Πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης σε ευκαρυωτικά κύτταρα δείχνουν 

ότι στον υποκινητή ενός γονιδίου που δεν είναι ακόµα µεταγραφικά ενεργό αλλά έχει 

“δεσµευτεί” για ενεργοποίηση, υπάρχει προσδεµένο ΤΒΡ απουσία των παραγόντων 

hTAFIIs (Soutoglou et al., 2002).  

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 

(Wieczorek et al., 1998).  

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 (Wiecsorek et al., 1998). Από τo σύµπλοκο αυτό έχει 

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

TAFII18, που θεωρείται ότι σχηµατίζουν ετεροδιµερές µέσω του µοτίβου 

αναδίπλωσης των ιστονών. Το σύµπλοκο όµως αυτό συνδέεται  µε πρωτεΐνη που 

παρουσιάζει  ενεργότητα ακετυλίωσης ιστονών GCN5 (Yanagisaga et al., 2002) και 

λειτουργεί ως συνενεργοποιητής στη µεταγραφική ενεργοποίηση των πυρηνικών 

υποδοχέων. 

hTAFIIs περιλαµβάνονται και στο σύµπλοκο που παρουσιάζει ενεργότητα 

ακετυλίωσης ιστονών, PCAF (Martinez et al., 1998). Στο σύµπλοκο αυτό υπάρχουν  

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

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  (Martinez, et al., 2001).   

Πρόσφατα προτάθηκε νέα  ενιαία ονοµασία των παραγόντων που συµµετέχουν 

στο σχηµατισµό του TFIID διαφορετικών οργανισµών (Tora, 2002) η οποία 
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στηρίζεται στην οµολογία των παραγόντων και όχι στο µοριακό βάρος της πρωτεΐνης 

( Σχήµα 3). 

 

 

 
 

 
Σχήµα 3. Εννιαία ονοµατολογία των TAFs (Tora  2002) 
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ΚΚΕΕΦΦΑΑΛΛΑΑΙΙΟΟ  11    

 
 

ΤΡΟΠΟΠΟΙΗΣΗ ΤΗΣ ∆ΡΑΣΗΣ ΤΟΥ ΠΑΡΑΓΟΝΤΑ 

TAF10 ΚΑΤΑ ΤΗ ΜΕΘΥΛΙΩΣΗ ΤΟΥ ΑΠΟ ΤΗ SET9 

 

 



 

ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

 

Η µεθυλίωση των ιστονών καθώς επίσης και άλλες µετα-µεταφραστικές 

τροποποιήσεις, όπως η ακετυλίωση, η φωσφορυλίωση και η ουβικιτινιλίωση, 

διαδραµατίζουν πολύ σηµαντικό ρόλο στη δηµιουργία µοριακών γνωρισµάτων της 

χρωµατίνης, τα οποία αναγνωρίζονται από ρυθµιστικές πρωτεΐνες και καθορίζουν τη 

δυναµική µετάβαση µεταξύ µεταγραφικά ενεργής και ανενεργής  κατάστασης 

(Fischle et al., 2003; Turner, 2002). Τα τελευταία χρόνια ένας µεγάλος αριθµός 

µεθυλασών ιστονών έχει ταυτοποιηθεί και χαρακτηριστεί (Kouzarides, 2002; 

Jenuwein, 2001).  

Η SET9 χαρακτηρίστηκε πρόσφατα ως µεθυλάση της ιστόνης 3 στη λυσίνη 4 

(Η3-Κ4) (Wang et al., 2001; Nishioka et al., 2002) και φέρει την χαρακτηριστική 

επικράτεια SET αλλά στερείται των προ- και µετά- SET επικρατειών. Σε αντίθεση µε 

τις υπόλοιπες µεθυλάσες, η SET9 δεν µπορεί να µεθυλιώσει την ιστόνη 3 όταν εκείνη 

βρίσκεται πακεταρισµένη σε νουκλεοσώµατα, αλλά παρουσιάζει ισχυρή ενεργότητα 

έναντι ελεύθερων υπόστρωµα ιστονών (Wang et al., 2001; Nishioka et al., 2002). 

Πειράµατα έχουν δείξει ότι η SET9 µπορεί να ενισχύει την επαγόµενη από 

ενεργοποιητή µεταγραφή (Nishioka et al., 2002) γεγονός που υποδεικνύει ότι in vivo 

λειτουργεί µέσω µεθυλίωσης των ιστονών, αλλά ενδεχοµένως η ενεργότητά της να 

ενισχύεται  από κάποιον παράγοντα που δεν έχει ακόµα ταυτοποιηθεί. Εναλλακτικά, 

µπορεί η δράση του συγκεκριµένου ενζύµου να µην περιορίζεται αποκλειστικά σε 

υποστρώµατα ιστονών, αλλά και σε κάποιον άλλο παράγοντα που διαδραµατίζει 

θετικό ρόλο στη µεταγραφή, µε τελικό αποτέλεσµα την παρατηρούµενη αύξηση της 

µεταγραφής. Παραδείγµατα µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων παραγόντων από 

ένζυµα που τροποποιούν τη χρωµατίνη µέσω µεθυλίωσης αργινών ή ακετυλίωσης 

έχουν αναγνωριστεί και η λειτουργία τους έχει διερευνηθεί σε διάφορες βιολογικές 

διεργασίες, συµπεριλαµβανοµένου και της µεταγραφής (Chen et al., 2001; Freiman  

and Tjian, 2003). Για τα ένζυµα όµως της οικογένειας των µεθυλασών λυσίνης µε τη 

χαρακτηριστική επικράτεια SET τα µόνα γνωστά υποστρώµατα µέχρι στιγµής είναι οι 

ιστόνες.  

Στη παρούσα εργασία αποδεικνύεται ότι το ένζυµο SET9 µπορεί να µεθυλιώσει τον 

παράγοντα TAF10 (τον γνωστό µέχρι πρόσφατα ως TAFΙΙ30), που αποτελεί 
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συστατικό του συµπλόκου του γενικού µεταγραφικού παράγοντα TFIID. Η 

µεθυλίωση του TAF10 έχει ως αποτέλεσµα την ενίσχυση της µεταγραφής ορισµένων 

µόνο γονιδίων από εκείνα που ρυθµίζονται από το TAF10. Επιπλέον, ο TAF10 

βρέθηκε να αλληλεπιδρά µε την RNA-πολυµεράση ΙΙ και η αλληλεπίδραση εκείνη 

ενισχύεται από την παρουσία της µεθυλοµάδας, γεγονός που πιθανά παρέχει το 

µοριακό µηχανισµό ενίσχυσης της µεταγραφής στα γονίδια που επηρεάζονται από τη 

µεθυλίωση του παράγοντα. 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

Ο παράγοντας TAF10 µεθυλιώνεται in vitro και in vivo από τη  SET9 

και ενσωµατώνεται στο σύµπλοκο του TFIID. 

 
Αρχικά, αντιδράσεις µεθυλίωσης in vitro πραγµατοποιήθηκαν µε ένα ελλιπές 

σύµπλοκο TFIID που αποτελούταν από τις υποµονάδες TAF4, TAF5, Flag-TAF6, 

TAF8, TAF9, TAF10 και TAF12  που αποµονώθηκε µε κολώνα ανοσοσυγγένειας 

από κύτταρα SF9 που είχαν επιµολυνθεί µε βακουλοϊό που έκφραζε για τις επιµέρους 

υποµονάδες. Στις αντιδράσεις µεθυλίωσης µε το ανασυνδυασµένο ένζυµο SET9 και 

παρουσία τριτιωµένης-S-αδενόσυλ-µεθειονίνης [3H-S-Adenosyl-Methionine (3H-

SAM)] µετά από ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα ακρυλαµίδης, αποκαλύφθηκε µια 

ραδιενεργή-µεθυλιωµένη ζώνη των 30 kD (Εικόνα 1Α), που είναι χαρακτηριστική για 

το TAF10 (Jacq et al., 1994). 

 Προκειµένου να επιβεβαιωθεί ότι η µεθυλιωµένη πρωτεΐνη αντιστοιχεί στο 

TAF10, αντιδράσεις in vitro µεθυλίωσης πραγµατοποιήθηκαν µε βακτηριακά 

εκφρασµένη και αποµονωµένη πρωτεΐνη. Ολόκληρη η πρωτεΐνη TAF10, αλλά και 

τµήµατά της που εµπεριείχαν το καρβοξυλικό άκρο της (100-217 αµινοξέα ή 120-

206) εκφρασµένο µετά τη GST (Glutathione-S-trasnferase, GST) έδειξαν ότι 

µεθυλιώνονται από τη µεθυλάση SET9, µε αποδοτικότητα όµοια µε εκείνη έναντι 

ελεύθερων ιστονών (Εικόνα 1Β). Η πρωτεΐνη GST-TAF10 120-206 µετά την in vitro 

µεθυλίωση και αποµόνωση από πήκτωµα ακρυλαµίδης υπέστη σε µερική πέψη 

τρυψίνης. Τα πεπτίδια καθαρίστηκαν περαιτέρω µε υγρή χρωµατογραφία υψηλής 

πίεσης (High Pressure Liquid Chromatography, HPLC) και ακόλουθη αποικοδόµηση 

κατά Edman έδειξε ότι η λυσίνη 189 είναι το µοναδικό αµινοξύ που υπόκειται 

µεθυλίωση (συνεργασία µε το εργαστήριο του Tora L. CNRS, Strasbourg).  Η 

επιβεβαίωση ότι το συγκεκριµένο µόνο αµινοξύ υπόκειται σε µεθυλίωση επήλθε από 

αντιδράσεις όπου ως υπόστρωµα χρησιµοποιήθηκε ολόκληρη η πρωτεΐνη TAF10 η 

οποία έφερε σηµειακές µεταλλαγές σε συγκεκριµένες λυσίνες (Εικόνα 1Β). Το 

ένζυµο SET9 µπορούσε να µεθυλιώσει το υπόστρωµα που έφερε µεταλλαγή σε 

οποιαδήποτε λυσίνη, εκτός εκείνου που έφερε τη µεταλλαγή της λυσίνης 189 σε 

γλουταµίνη (Εικόνα 1Β).  
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Εικόνα 1.  Η SET9 µεθυλιώνει τον παράγοντα TAF10  in vitro. 
(Α) Ελλιπές σύµπλοκο TFIID που έχει αποµονωθεί από κύτταρα που εκφράζουν τις υποµονάδες 

µετά από µόλυνση µε βακουλοϊό και αποτελείται από TAF4, TAF5, Flag-TAF6, TAF8, TAF9, TAF10 

και TAF12 (1) ή από Flag-TAF6 και TAF9 (2) υποβλήθηκαν σε αντίδραση µεθυλίωσης παρουσία 100 

ng ανασυνδυασµένου ένζυµου  SET9. 

(Β) Αντιδράσεις µεθυλίωσης παρουσία 100 ng ανασυνδυασµένης SET9. Ως υποστρώµατα 

χρησιµοποιήθηκαν 10 µg ελεύθερων ιστονών, 1µg της ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης (His-TAF10FL) ή 

το καρβοξυλικό τµήµα της που βρίσκεται  σε σύντηξη µε την GST. Οι αριθµοί στο πάνω µέρος  

αντιπροσωπεύουν αµινοξέα λυσίνης που έχουν µεταλλαχθεί στην  His-TAF10FL πρωτεΐνη. Τα 

προϊόντα της µεθυλίωσης ηλεκτροφορήθηκαν και εκτέθηκαν σε αυτοραδιογραφία. Στο κατώτερο 

µέρος απεικονίζονται τµήµατα του πηκτώµατος. Στο χαµηλότερο τµήµα της εικόνας απεικονίζεται η 

αµινοξική αλληλουχία του TAF10 από 160-200 αµινοξέα µε εντονότερες τις λυσίνες που έχουν 

υποστεί σηµειακή µεταλλαγή.  

(Γ) In vitro αντιδράσεις µεθυλίωσης παρουσία 100 ng SET9 και 2 µg πεπτιδίου TAF10, που 

εµπεριέχει την αλληλουχία των αµινοξέων 180-195. Τα πεπτίδια που χρησιµοποιήθηκαν είναι : µη 

τροποποιηµένο πεπτίδιο, πεπτίδιο που περιλαµβάνει µια- (Mono-meth) ή δυο (Di-meth) µεθυλοµάδες 

στη λυσίνη 189 και πεπτίδιο µάρτυρα από το καρβοξυλικό άκρο του  HNF4. Οι αντιδράσεις 

µετρήθηκαν µετά από πρόσδεση σε φίλτρα P81 και ανάλυση σε SDS-PAGE 18%.  
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Όταν ένα συνθετικό πεπτίδιο που περιελάµβανε την αλληλουχία αµινοξέων 180-

195 του TAF10 χρησιµοποιήθηκε ως υπόστρωµα µεθυλίωσης, φάνηκε ότι η SET9 

µπορεί να µεθυλιώσει µόνο το µη τροποποιηµένο πεπτίδιο αλλά όχι εκείνο που έφερε 

µια η δυο µεθυλοµάδες στη θέση 189   (Εικόνα 1Γ), γεγονός που υποδεικνύει ότι η 

SET9 µπορεί να µόνο-µεθυλιώσει τον TAF10, όµοια όπως συµβαίνει και µε τη 

λυσίνη 4 της ιστόνης 3. 

Η µελέτη της µεθυλίωσης της ενδογενούς πρωτεΐνης  TAF10 πραγµατοποιήθηκε 

σε πυρηνικά εκχυλίσµατα από κύτταρα HeLa, τα οποία υποβλήθηκαν σε 

ανοσοκατακρήµνιση µε δυο αντισώµατα που αναγνωρίζουν διαφορετικούς επιτόπους 

της πρωτεΐνης και ακολούθησε ανάλυση κατά Western (Western blot) µε τη χρήση 

αντισώµατος έναντι όλων των µεθυλιωµένων λυσινών. Η χαρακτηριστική διπλή ζώνη 

του TAF10  (Jacq et al., 1994) στα 30 kD, η οποία αναγνωρίστηκε από το αντίσωµα 

έναντι των µεθυλιωµένων λυσινών, παρέχει µια επιπλέον ένδειξη ότι η ενδογενής 

πρωτεΐνη είναι µεθυλιωµένη (Εικόνα 2Α). Επιπλέον, µια όµοια  ζώνη εµφανίστηκε 

και στην ανοσοκατακρήµνιση του παράγοντα TBP, υποδεικνύοντας ότι το 

µεθυλιωµένο TAF10 µπορεί και ενσωµατώνεται στο σύµπλοκο του TFIID. Η 

µεθυλίωση του ενδογενούς παράγοντα  µελετήθηκε περαιτέρω µε πειράµατα 

µεταβολικής σήµανσης µέσα στον πυρήνα (in-nucleo  metabolic labeling). Πυρήνες 

κυττάρων HeLa επωάστηκαν παρουσία 3H-SAM και µετά από δηµιουργία πυρηνικών 

εκχυλισµάτων, το διαλυτό κλάσµα των πρωτεϊνών υπέστη ανοσοκατακρήµνιση µε 

αντίσωµα για το TAF10. Η χαρακτηριστική διπλή ζώνη των 30 kD  ήταν εµφανής 

στην αυτοραδιογραφία (Εικόνα 2Β).  

Προκειµένου να µελετήσουµε το ρόλο της SET9 στη µεθυλίωση του παράγοντα 

TAF10 in vivo αναλύθηκαν οι αλληλεπιδράσεις των ενδογενών πρωτεϊνών. Με τη 

χρήση αντισώµατος ειδικού για τη SET9 σε πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης σε 

κύτταρα HeLa βρέθηκε πως στις αποµονωµένες πρωτεΐνες συνυπάρχουν και η 

πρωτεΐνη TAF10, µαζί µε άλλες υποµονάδες του συµπλόκου TFIID (TBP,TAF6 και 

TAF7), γεγονός που δείχνει πως υπάρχει ειδική αλληλεπίδραση της SET9 και του 

TFIID in vivo (Εικόνα 2Γ).  

Σε επόµενο πείραµα, το TAF10 άγριου τύπου ή εκείνο που έφερε µεταλλαγή της 

λυσίνης 189 σε γλουταµίνη (189Q) υπερεκφράστηκαν υπό τον επίτοπο ΗΑ παρουσία 

ή απουσία SET9 και ακολούθησε δηµιουργία πυρηνικών εκχυλισµάτων και 

ανοσοκατακρήµνιση µε αντίσωµα για τον επίτοπο HA. 
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Εικόνα 2.  Το TAF10 αλληλεπιδρά µε SET9, είναι µεθυλιωµένο in vivo και ενσωµατώνεται 

στο TFIID ανεξάρτητα από τη µεθυλίωσή του. 
(Α) Πυρηνικά εκχυλίσµατα από HeLa υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση µε µη 

ανοσοποιηµένο ορρό ή µε τα µονοκλωνικά αντισώµατα 1H8 (αTAF10-1), 2B11 (αTAF10-2) ή 3G3 

(αTBP) και ακολούθησε Western blot µε αντίσωµα για τις µεθυλιωµένες λυσίνες. 

(Β) Πυρήνες κυττάρων HeLa επωάστηκαν µε 3H-SAM και µετά από δηµιουργία πυρηνικών 

εκχυλισµάτων ακολούθησε ανοσοκατακρήµνιση µε τα αντισώµατα που αναφέρονται και 

ηλεκτροφόρηση. Απεικονίζεται αυτοραδιογραφία 13 ηµερών. 

(Γ) Πυρηνικά εκχυλίσµατα HeLa υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση µε αSET9 και Western 

blot µε τα αντισώµατα που αναφέρονται. 

(∆) Πυρηνικά εκχυλίσµατα HEK293 που είχαν διαµολυνθεί µε τους φορείς  έκφρασης που 

αναφέρονται υπέστησαν ανοσοκατακρήµνιση µε αΗΑ. Απεικονίζεται το Western blot µε τα 

αντισώµατα    που απεικονίζονται. 

 

Πειράµατα Western blot µε αντισώµατα για το TBP, TAF6 και TAF7 έδειξαν ότι 

τόσο η αγρίου τύπου πρωτεΐνη TAF10 όσο και εκείνη που δεν µπορεί να µεθυλιωθεί-

TAF10-K189Q µπορούν και ενσωµατώνονται στο TFIID σύµπλοκο, ανεξαρτήτως  

υπερέκφρασης της SET9 (Εικόνα 2∆).  
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Όπως ήταν αναµενόµενο, µόνο η αγρίου τύπου TAF10 πρωτεΐνη και όχι εκείνη 

που έφερε µεταλλαγή (TAF10K189Q) αναγνωρίστηκε από το αντίσωµα για τις 

µεθυλιωµένες λυσίνες, γεγονός που δείχνει ότι δεν υπάρχει άλλη θέση που υπόκειται 

σε µεθυλίωση, παρόλο που τόσο η αγρίου τύπου όσο και η µεταλλαγµένη πρωτεΐνη 

αλληλεπιδρούν µε τη µεθυλάση SET9 (Εικόνα 2∆).  Σηµαντικό είναι ότι η 

ταυτόχρονη έκφραση της SET9 µε το TAF10wt είχε ως αποτέλεσµα την ενίσχυση του 

σήµατος ανοσοϋβριδισµού µε το αντίσωµα για τις µεθυλιωµένες λυσίνες. 

Συµπερασµατικά, φαίνεται ότι η SET9 µπορεί να µεθυλιώσει το TAF10 in vivo και η 

µεθυλίωση εκείνη δεν επηρεάζει την ενσωµάτωσή του στο σύµπλοκο TFIID. 

 

 

Ο ανθρώπινος παράγοντας TAF10 που δεν µεθυλιώνεται µπορεί να 

υποκαταστήσει την αγρίου τύπου πρωτεΐνη και να διασώσει το 

φαινότυπο εµβρυϊκών κυττάρων καρκινώµατος. 

 

Ο λειτουργικός ρόλος της µεθυλίωσης του TAF10 µελετήθηκε σε πειράµατα 

συµπληρωµατικότητας σε εµβρυϊκά κύτταρα καρκινώµατος ποντικού (F9). Απαλοιφή 

του ενδογενούς γονιδίου TAF10 έχει περιγραφεί παλαιότερα  µε τη τεχνική 

ανασυνδυασµού της ρικοµπινάσης Cre-lox (Metzger et al., 1999) και έχει δειχτεί ότι 

τα εµβρυϊκά κύτταρα  F9 παρουσιάζουν αυξηµένη θνησιµότητα και αδυναµία 

διαφοροποίησης προς ενδόδερµα (parietal), ο φαινότυπος όµως αυτός µπορεί να 

διασωθεί µε την έκφραση του ανθρωπίνου παράγοντα TAF10 (Metzger et al., 1999). 

Κύτταρα F9 στα οποία το ένα αλληλόµορφο έχει αδρανοποιηθεί και το άλλο περιέχει 

το δεύτερο εξώνιο ανάµεσα σε Lox αλληλουχίες, TAF10 (L-/L2) και εκφράζει για τον 

ενεργοποιητή του αντιστρόφου συστήµατος έκφρασης  της τετρακυκλίνης (rtTA) 

παρουσία δεοξυκυκλίνης, υπέστησαν µόνιµη διαµόλυνση µε το TAF10K189Q cDNA, 

που δεν µπορεί να µεθυλιωθεί ή µε το cDNA για το TAF10 του σακχαροµύκητα, που 

βρίσκονται υπό τον έλεγχο του ιδίου συστήµατος έκφρασης. Η επαγόµενη από 

δεοξυκυκλίνη έκφραση των διαγονιδίων µελετήθηκε µε ανάλυση κατά Western µε 

αντίσωµα ειδικό για τον ανθρώπινο παράγοντα TAF10 2F4 (Figure 3A).  
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Εικόνα 3.  Ο ρυθµός ανάπτυξης των F9 TAF10-/- κυτ

παράγοντα TAF10 που δεν µεθυλιώνεται, αλλά  η µετα

παρουσιάζεται µειωµένη. 

(Α) F9:hTAF10(K189Q) κύτταρα µεγάλωσαν παρουσ

Απεικονίζεται Western  blot µε αντίσωµα για hTAF10 (2F4). 

(Β) Πυρήνες F9:hTAF10wt (κάθετοι 1 και 3) ή F9:hTA

επωάστηκαν µε 3H-SAM και µετά από παρασκευή πυ

ανοσοκατακρήµνιση µε αTAF10 (1H8) (κάθετοι 1 και 2) ή µ

αναλύθηκαν µε Western blot  µε τα αντισώµατα που απεικ

φαίνεται αυτοραδιογραφία 14 ηµερών. 

(Γ) L-/L2TAF10 F9 κύτταρα που φέρουν ενσωµατωµένο 

µε γραµµικό φορέα που εκφράζει για hTAF10K189Q ή yTA

απουσία δεοξυκυκλίνης και έπειτα υπέστησαν ηλεκτροδιάτ

ρικοµπινάση pSG-Cre. Η εκτοµή του δευτέρου εξωνίου µελ

καθέτους F9 και T, γενωµικό DNA από αγρίου τύπου F9 (F9

αντιστοίχως.  

(∆) RT-PCR ανάλυση για τη µελέτη της έκφρα

πραγµατοποιήθηκε σε ολικά RNAs των κυτταρικών σειρών F

και µετά την επίδραση  ρετινοϊκού οξέος (1 µM) και bt2cA

αντιστοιχούν στο µέσο όρο των σηµάτων από τέσσερα

παρασκευής RNA.  

(E) Ανοσοκατακρήµνιση χρωµατίνης (ChIP) για τη µελέ

καθώς και τη H3-K4-δι-µεθυλίωση των υποκινητών των γονι

F9 κύτταρα,  παρουσία RA+cAMP. Οι ράβδοι αντιπροσωπεύ

χωρίς αντίσωµα λαµβάνεται ίσο µε 1. 
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Στο σύνολο των κυττάρων που είχαν υποστεί διαµόλυνση µε τον φορέα που 

εκφράζει για τη ρικοµπινάση Cre η εκτοµή του δευτέρου εξωνίου (Metzger et al., 

1999) αναλύθηκε µε αντιδράσεις PCR για διάστηµα έντεκα ηµερών. Τα προϊόντα 

PCR που αντιστοιχούν στο αλληλόµορφο που έχει υποστεί εκτοµή (233 bp) 

ανιχνεύονταν για ολόκληρο το διάστηµα που εκφραζόταν η Cre, από τη πρώτη µέχρι 

και την ενδέκατη µέρα, υποδηλώνοντας ότι ο πληθυσµός των κυττάρων που φέρει 

αδρανοποιηµένο το ενδογενές αλληλόµορφο του TAF10 είναι βιώσιµος όταν εκείνα 

εκφράζουν για το TAF10K189Q (Εικόνα 3Γ). Σε πείραµα ελέγχου εξετάστηκε η 

παρουσία της ζώνης του δευτέρου εξωνίου TAF10 (L-/L2) σε κύτταρα που 

εκφράζουν για το TAF10 του σακχαροµύκητα, το οποίο δεν µπορεί να διασώσει το 

φαινότυπο κυττάρων ποντικού TAF10-/- (E.S και L.T αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). 

Όπως ήταν αναµενόµενο, η ζώνη των  233 bp του αλληλοµόρφου που είχε υποστεί 

εκτοµή δεν ανιχνεύεται µετά από διάστηµα πέντε ηµερών παρουσίας Cre, καθώς τα 

κύτταρα πεθαίνουν (Εικόνα 3Γ). 

  Τα διαγονίδια του ανθρωπίνου TAF10 ή TAF10K189Q που διασώζουν το 

φαινότυπο των κυττάρων TAF10-/-, εκφράζονται σε όµοια επίπεδα και µε τρόπο που 

ελέγχεται από την παρουσία της δεοξυκυκλίνης (Εικόνα 3Β). Ιδιαίτερα σηµαντικό 

είναι το γεγονός ότι η µεθυλίωση του TAF10 παρατηρήθηκε µόνο στα κύτταρα που 

εκφράζουν για την αγρίου τύπου πρωτεΐνη και όχι στα κύτταρα που εκφράζουν για 

το TAF10K189Q, επιβεβαιώνοντας ότι η λυσίνη 189 είναι το µοναδικό αµινοξύ που 

υπόκειται σε µεθυλίωση in vivo. Πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης µε το αντίσωµα 

για το TAF10 συµπεριλάµβαναν υποµονάδες του συµπλόκου TFIID, τόσο όταν 

εκφραζόταν το  TAF10wt ή το TAF10K189Q (Εικόνα 3Β), δείχνοντας ότι η καθεµία 

από τις πρωτεΐνες µπορεί να ενσωµατώνεται στο ενδογενές λειτουργικό σύµπλοκο. Η 

διάσωση του φαινοτύπου των κυττάρων TAF10-/- από το   TAF10K189Q δείχνει ότι 

η µεθυλίωση του παράγοντα δεν εµπλέκεται µε τη µεταγραφή των γονιδίων που 

ρυθµίζουν τον κυτταρικό κύκλο, όπως συνέβαινε στη περίπτωση των κυττάρων που 

απουσιάζει εντελώς το TAF10, τα οποία και παρουσίαζαν απόπτωση και σταµάτηµα 

του κυτταρικού κύκλου στη φάση G0/G1 (Metzger et al., 1999).   

Μικρές διαφορές παρουσιάστηκαν στα κύτταρα F9 TAF10-/-, τα οποία 

εκφράζουν για TAF10wt ή TAF10K189Q, όσον αφορά τη διάρκεια του κυτταρικού 

κύκλου, τη µορφολογία ή την ικανότητά τους να διαφοροποιούνται σε κύτταρα 

ενδοδερµικής προέλευσης. Η µεταγραφή µεµονωµένων γονιδίων αναλύθηκε µε 

αντιδράσεις αντίστροφης µεταγραφής (RT-PCR), από δείγµατα RNA των δυο 
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κυτταρικών σειρών, πριν και  µετά την επαγωγή τους µε ρετινοϊκό οξύ και cAMP. 

∆ύο γονίδια των οποίων η έκφραση εξαρτάται από το TAF10 (A. Soldatov και L.T. 

αδηµοσίευτα αποτελέσµατα), το ERF1 (Ets-related factor) και το επαγόµενο από 

ρετινοϊκό οξύ ERA1, µειώθηκαν κατά δυο περίπου φορές στα κύτταρα που 

εκφράζουν για TAF10K189Q, τόσο πριν όσο και µετά την επαγωγή τους για 

διαφοροποίηση προς parietal ενδόδερµα (Εικόνα 3∆). Αντίθετα, η έκφραση των 

γονιδίων όπως HPRT και κυκλίνης Ε (Cyclin E) δεν επηρεάστηκε, γεγονός που 

δείχνει ότι η µεθυλίωση του TAF10 επηρεάζει κάποια µόνο από τα γονίδια που 

ελέγχονται από τον παράγοντα, παρόλο που είναι γνωστό ότι το γονίδιο Cyclin E 

ρυθµίζεται από  το TAF10. 

Σε επόµενο πείραµα πραγµατοποιήθηκε ανοσοκατακρήµνιση (ChIP) για τη 

διερεύνηση της στρατολόγησης των παραγόντων στα γονίδια στόχους του TAF10, σε 

αγρίου τύπου κύτταρα F9 παρουσία ρετινοϊκού οξέος και cAMP. Στην 

ανοσοκατακρήµνιση χρωµατίνης µε το αSET9 ανιχνεύτηκε σηµαντική ποσότητα 

DNA των υποκινητών των γονιδίων ERA και ERF1, ενώ αντίθετα για τα γονίδια 

HPRT και κυκλίνη Ε, το σήµα ήταν ιδιαίτερα χαµηλό, κοντά σε επίπεδα background 

(Εικόνα 3Ε). Η παρουσία του TAF10 και της διπλής µεθυλοµάδας στη λυσίνη 4 της 

ιστόνης 3 (H3-K4 Dimeth) και στα τέσσερα γονίδια δείχνει ότι η επίδραση της 

µεθυλίωσης του TAF10 σε συγκεκριµένα γονίδια στόχους, πραγµατοποιείται µέσα 

από τη διαφορική στρατολόγηση του ενζύµου SET9 στις ρυθµιστικές περιοχές των 

συγκεκριµένων γονιδίων. Συγκρίνοντας τα σήµατα ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης 

για το TAF10 και  H3-K4 Dimeth στα γονίδια ERA και ERF1 φαίνεται ότι τα 

σήµατα είναι σχεδόν διπλάσια µεταξύ τους (Εικόνα 3Ε). Παρά το  γεγονός ότι οι 

διαφορές εκείνες µπορεί να οφείλονται στη διαφορετική προσβασιµότητα των 

επιτόπων από το αντίσωµα στα διαφορετικά προ-εναρκτήρια σύµπλοκα έναρξης της 

µεταγραφής, οι διαφορές εκείνες µπορεί να αντιπροσωπεύουν και διαφορετικό 

ποσοστό των κυττάρων στα οποία τα συγκεκριµένα γονίδια βρίσκονται ενεργά, τη 

δεδοµένη χρονική στιγµή. Καθώς η µεθυλίωση  της H3-K4 και η παρουσία TAF10 

χαρακτηρίζουν ενεργούς υποκινητές (Kouzarides, 2002; Muller and Tora, 2004) και 

η έκφραση του γονιδίου ERA είναι µεγαλύτερη από το ERF1, η τελευταία από τις 

θεωρίες που προαναφέρθηκαν φαίνεται να είναι και η πιο πιθανή αιτία δηµιουργίας 

της διαφορετικής έντασης των σηµάτων. 
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Εικόνα 4.  Ενίσχυση της µεταγραφικής ενεργότητας παρουσία της SET9, που 

πραγµατοποιείται µέσα από τη µεθυλίωση του TAF10  

HEK293 κύτταρα διαµολύνθηκαν παροδικά µε τους φορείς έκφρασης που αναφέρονται και τα 

κατάλληλα πλασµίδια λουσιφεράσης. Οι ράβδοι αντιστοιχούν σε ενεργότητα λουσιφεράσης 

κανονικοποιηµένη µε την ενεργότητα β-γαλακτοσιδάσης  σαν εσωτερικό πείραµα ελέγχου και 

εκφράζονται σε σύγκριση µε GAL-TAF10wt (A), ή µε τους ενεργοποιητές χωρίς SET9 (Β), ή µε το  

GAL4-VP16 (Γ).  
 

 

Η µεθυλίωση του TAF10 αποτελεί µέρος του µηχανισµού δράσης της 

SET9 για την ενίσχυση της µεταγραφής   

 

Για τη µελέτη του µηχανισµού ενίσχυσης της µεταγραφής από τη µεθυλίωση του 

TAF10 πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα τεχνητής στρατολόγησης στους υποκινητές, 

µε τη χρήση του συστήµατος GAL4 (Εικόνα 4Α). Το TAF10wt, TAF10K189Q 

TAF10K189R εκφράστηκαν µαζί µε την υποµονάδα πρόσδεσης στο DNA, GAL4 

και µε τη χρήση κατασκευών που φέρουν στοιχεία πρόσδεσης για το GAL4 µπροστά 

από το γονίδιο της λουσιφεράσης, παρατηρήθηκε ότι µπορούν και επιφέρουν αύξηση 

της ενεργότητας κατά 80 φορές, σε σύγκριση µε το GAL4 µόνο (Εικόνα 4Α). 

Σηµαντικό όµως είναι ότι περαιτέρω έκφραση της SET9 είχε ως αποτέλεσµα την 

ενίσχυση της ενεργότητας του Gal4-TAF10wt κατά 30 φορές, αλλά καµία επίδραση 

στη περίπτωση των Gal4-TAF10K189Q και Gal4-TAF10K189R. Η αύξηση εκείνη 
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δεν πραγµατοποιήθηκε και όταν εκφράστηκε µια µεταλλαγµένη µορφή της  SET9, 

που δεν έχει ενεργότητα µεθυλίωσης (SET9H297A)  (Εικόνα 4A).  

Σε πειράµατα µελέτης της επαγόµενης από ενεργοποιητή µεταγραφής, όπως ήταν 

γνωστό (Nishioka et al., 2002), η έκφραση SET9 wt αλλά όχι της ανενεργής 

SET9H297A είχε ως αποτέλεσµα την αύξηση της παρατηρούµενης από το Gal4-

VP16 µεταγραφής (Εικόνα 4Β). Παρόµοια δράση (αύξηση κατά 2.8 φορές) 

παρατηρήθηκε και στο πείραµα µε την κατασκευή για το RXR/RAR αλλά όχι µε το 

NFkB p65 ή το HNF-1, συµπεραίνοντας έτσι ότι, η δράση της  SET9 είναι ειδική σε  

µερικούς µόνο υποκινητές. Ταυτόχρονη έκφραση  TAF10wt ή TAF10K189Q µε το 

Gal4-VP16 είχε ως αποτέλεσµα την ενίσχυση της ενεργότητας κατά 2 φορές, 

υποδηλώνοντας ότι η συγκέντρωση του ενδογενούς παράγοντα TAF10 αποτελεί 

περιοριστικό παράγοντα στα κύτταρα (εικόνα 4Γ). Η παρουσία της  SET9 είχε ως 

αποτέλεσµα την περαιτέρω αύξηση κατά 3 φορές, επίδραση που δεν ήταν ορατή όταν 

εκφραζόταν η καταλυτικά ανενεργή µορφή του ενζύµου (SET9H297A) ή  

µεταλλαγµένος παράγοντας TAF10 που δεν µπορεί να µεθυλιωθεί (TAF10K189Q). 

Τα αποτελέσµατα  αυτά δείχνουν ότι η µεθυλίωση του TAF10 από τη SET9 

διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στην ενίσχυση της επαγόµενης από ενεργοποιητή 

µεταγραφής.  

 

 

Η µεθυλίωση του TAF10 από τη SET9 έχει ως αποτέλεσµα αυξηµένη 

αλληλεπίδραση µε την RNA-πολυµεράση ΙΙ 

 

  Η µεθυλίωση του TAF10 από τη SET9 δεν επηρεάζει την ενσωµάτωσή του στο 

λειτουργικό σύµπλοκο TFIID, όπως ήδη  αναφέρθηκε. Προκειµένου να µελετηθούν 

τα χαρακτηριστικά της πρωτεΐνης  που επηρεάζονται από την τροποποίηση, 

πραγµατοποιήθηκε µελέτη των αλληλεπιδράσεων του TAF10 µε διαφορετικές 

πρωτεΐνες που συµµετέχουν στη µεταγραφή. Ανοσοκατακρήµνιση µε αντίσωµα για 

τον επίτοπο HA από κύτταρα HEK293 που είχαν διαµολυνθεί µε φορείς που 

έκφραζαν για HA-TAF10wt ή HA-TAF10K189Q έδειξαν ότι το TAF10 µπορεί να 

αλληλεπιδρά µε την RNA-πολυµεράση ΙΙ (Εικόνα 5Α). Στις δυο διαφορετικές 

ανοσοκατακρηµνίσεις του TAF10 ανάλυση κατά Western µε αΗ14 έδειξε ότι 
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ανιχνεύτηκε RNA-πολυµεράση ΙΙ που είναι φωσφορυλιωµένη στη σερίνη 5 του 

καρβοξυλικού άκρου (Ser-5 CTD) και σχετίζεται µε την έναρξη της µεταγραφής, ενώ 

µε το αΗ5 δεν ανιχνεύτηκε RNA-πολυµεράση ΙΙ φωσφορυλιωµένη στη σερίνη 2 (Ser-

2 CTD) που σχετίζεται µε την επιµήκυνση της µεταγραφής (Εικόνα 5Α).      

 

 
 
Εικόνα 5.  H µεθυλίωση του TAF10 από τη SET9 αυξάνει τη συγγένεια αλληλεπίδρασης του 

µε την RNA-πολυµεράση ΙΙ 

 (Α) Πυρηνικά εκχυλίσµατα κυττάρων  HEK293 που είχαν διαµολυνθεί παροδικά µε τους φορείς 

έκφρασης που αναφέρονται ανοσοκατακρηµνίστηκαν µε αΗΑ. Η παρουσία των διαφορετικά 

φωσφορυλιωµένων µορφών της RNA-πολυµεράσης ΙΙ ανιχνεύτηκε µε ανάλυση Western µε τα  

αντισώµατα H14 (Ser5-CTD) και H5 (Ser2-CTD). 

(Β, Γ) Ίδιες ποσότητες (0.5µg) των GST-TAF10wt  και GST-TAF10189Q ακινητοποιήθηκαν σε 

κολώνα γλουταθειόνης και επωάστηκαν µε 1 µg  SET9, που παράχθηκε βακτηριακά, απουσία (- SAM) 

ή παρουσία (+ SAM) 1mM µη ραδιενεργού SAM, για 1hr στους 300C. Η κολώνα µε το 

ακινητοποιηµένο GST-TAF10 ξεπλύθηκε µε διάλυµα 500mM NaCl ώστε να αποµακρυνθεί το ένζυµο 

SET9 και ακολούθησε επώαση µε πυρηνικά εκχυλίσµατα HepG2. Μετά από πλύσεις, η  RNA-

πολυµεράση ΙΙ που αλληλεπίδρασε µε το  GST-TAF10 ανιχνεύτηκε µε Western µε το αντίσωµα H14. 

Τα σήµατα ποσοτικοποιήθηκαν µε το µε το πρόγραµµα NIH-image 1.63 (δεξιά γραφήµατα) .   
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Καθώς αναµένεται ότι στα κύτταρα στα οποία υπερεκφράζεται το TAF10 µικρό  

σχετικά ποσοστό του είναι µεθυλιωµένο, η διερεύνηση του ρόλου της µεθυλίωσης 

του παράγοντα από τη SET9 για την αλληλεπίδραση µε την RNA-πολυµεράση ΙΙ 

πραγµατοποιήθηκε µε το σύστηµα in vitro αλληλεπιδράσεων GST pull-down, µε µη 

µεθυλιωµένη ή µεθυλιωµένη πρωτεΐνη TAF10 που εκφράζεται σε σύντηξη µε τη 

GST. Η RNA-πολυµεράση ΙΙ από κύτταρα HepG2, που αναγνωρίζεται από το αΗ14, 

βρέθηκε ότι αλληλεπιδρά µε το µεθυλιωµένο όσο και µε το µη µεθυλιωµένο GST -

TAF10, όταν οι συνθήκες της επώασης ήταν ήπιες (150mM NaCl). Όταν όµως οι 

συνθήκες της αλληλεπίδρασης ήταν ιδιαίτερα αυστηρές (500mM NaCl) η 

αλληλεπίδραση της RNA-πολυµεράσης ΙΙ ήταν εντονότερη µε το µεθυλιωµένο GST-

TAF10, παρά µε το µη µεθυλιωµένο (Εικόνα 5Β). Παρόµοιο πείραµα 

πραγµατοποιήθηκε και µε το GST-TAF10189Q, µε αποτέλεσµα να µην παρατηρείται 

διαφορά στην αλληλεπίδραση της RNA-πολυµεράσης ΙΙ µε την ακινητοποιηµένη 

πρωτεΐνη, ανεξαρτήτου επώασης µε το ένζυµο SET9 (Εικόνα 5Γ). Τα αποτελέσµατα 

αυτά δείχνουν ότι η µεθυλίωση του TAF10 πιθανότατα να επηρεάζει τη συγγένεια 

αλληλεπίδρασης του παράγοντα µε την RNA-πολυµεράση ΙΙ.   
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Η µεταγραφική ενεργοποίηση των γονιδίων στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς 

ελέγχεται από µια σειρά γεγονότων, στα οποία συµπεριλαµβάνονται η 

αναδιαµόρφωση της χρωµατίνης  και ρυθµισµένη συνάθροιση των παραγόντων του 

προεναρκτηρίου συµπλόκου της µεταγραφής στους υποκινητές. Οι µετα-

µεταφραστικές τροποποιήσεις των  ιστονών οδηγούν σε δυναµικές αλλαγές της δοµής 

της χρωµατίνης, οι οποίες µπορούν να επηρεάσουν τη στρατολόγηση των 

µεταγραφικών συµπλόκων στις ρυθµιστικές περιοχές (Fischle et al., 2003). Τα 

τελευταία χρόνια έχει γίνει σαφές ότι οι ιστόνες, συνήθως, δεν είναι τα µόνα 

υποστρώµατα των ενζύµων τροποποίησης της χρωµατίνης, καθώς οι τροποποιήσεις 

ρυθµιστικών  παραγόντων διαδραµατίζουν εξίσου σηµαντικό ρόλο στη µεταγραφική 

ρύθµιση (Gu and Roeder, 1997; Soutoglou et al., 2000; Chen et al., 2001; Freiman 

and Tjian, 2003). Η ακετυλίωση και η µεθυλίωση καταλοίπων αργινίνης έχει δειχτεί 

ότι µπορούν να επηρεάσουν διαφορετικές ιδιότητες των µεταγραφικών παραγόντων, 

συνδέοντας έτσι τις διαφορετικές µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις τους µε 

συγκεκριµένες ρυθµιστικές λειτουργίες. Εκτός από τους µεταγραφικούς παράγοντες 

που προσδένονται στο DNA, η ενεργότητα πολλών παραγόντων που συµµετέχουν 

στην έναρξη και την επιµήκυνση της µεταγραφής έχει βρεθεί ότι τροποποιείται από 

ακετυλίωση ή µεθυλίωση αργινινών (Imhof et al., 1997; Kwak et al., 2003). To 

σύµπλοκο του TFIID αποτελούσε µέχρι προσφάτως εξαίρεση, καθώς δεν υπήρχαν 

ενδείξεις για την τροποποίηση των υποµονάδων του από τα ένζυµα που τροποποιούν 

τις ιστόνες. 

Στην παρούσα εργασία δείχνεται  ότι ο παράγοντας που συνδέεται µε το TBP,  

TAF10 µπορεί να µεθυλιωθεί in vitro και in vivo, από τη µεθυλάση λυσινών που 

χαρακτηρίζεται από την περιοχή SET, SET9. Η τροποποίηση εκείνη του παράγοντα 

έχει θετική επίδραση στη µεταγραφή. H µεθυλίωση του TAF10 πραγµατοποιείται σε 

ένα µόνο αµινοξύ, τη λυσίνη 189, η οποία βρίσκεται στη περιοχή θηλιάς 2 (loop 2) 

ανάµεσα στις τελευταίες δυο έλικες του µοτίβου αναδίπλωσης ιστονών. Οι  

αλληλεπιδράσεις των TAFs που πραγµατοποιούνται µέσω του µοτίβου αναδίπλωσης 

ιστονών έχουν σηµαντικό ρόλο στη δηµιουργία της δοµής και στη σταθερότητα του 

TFIID (Gangloff et al., 2001; Mohan et al., 2003; Soutoglou et al., 2005).  Τα 
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πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης έδειξαν ότι τόσο το µεθυλιωµένο όσο και το µη 

µεθυλιωµένο  TAF10 ενσωµατώνονται στο λειτουργικό σύµπλοκο του TFIID, 

γεγονός που δείχνει ότι η µεθυλίωση δεν αλλάζει τη σύσταση του συµπλόκου. Όπως 

όµως αναµένεται, η µεθυλίωση αυτή µπορεί να επιφέρει αλλαγές στην οργάνωση των 

υποµονάδων του συµπλόκου, µε τελικό αποτέλεσµα την αλλαγή της λειτουργίας του 

TFIID. Σε συµφωνία µε την τελευταία υπόθεση, βρέθηκε ότι το TAF10 µπορεί και 

αλληλεπιδρά µε την RNA-πολυµεράση ΙΙ και η µεθυλίωσή του από τη SET9 πιθανά 

να αυξάνει τη συγγένεια της αλληλεπίδρασης εκείνης. Με αυτό τον τρόπο, η 

µεθυλίωση του TAF10 µπορεί να επηρεάσει τη στρατολόγηση της  RNA-

πολυµεράσης ΙΙ στους υποκινητές, το οποίο πιθανά να αποτελεί µέρος του 

µηχανισµού ενίσχυσης της µεταγραφής. 

Επιπλέον, στην παρούσα εργασία δείχνεται ότι  οι λειτουργικές επιπτώσεις της 

µεθυλίωσης του TAF10 παρατηρούνται σε περιορισµένο αριθµό γονιδίων. Το  

TAF10 που φέρει σηµειακή µεταλλαγή ώστε να µη µεθυλιώνεται  µπορούσε να 

διασώσει το ρυθµό ανάπτυξης εµβρυϊκών κυττάρων καρκινώµατος F9 από τα οποία 

απουσιάζει το ενδογενές TAF10, αποτέλεσµα που δείχνει ότι η µεθυλίωση του 

παράγοντα δεν είναι απαραίτητη για τη µεταγραφή των περισσότερων γονιδίων που 

ρυθµίζουν τον κυτταρικό κύκλο ή τη διαφοροποίηση σε primitive ή parietal 

ενδόδερµα. Σε συµφωνία µε τα όσα αναφέρθηκαν, η µεθυλίωση του TAF10 είχε ως 

αποτέλεσµα την µεταγραφική ενίσχυση ενός µικρού συνόλου γονιδίων τα οποία 

ρυθµίζονται από τον παράγοντα, όπως των γονιδίων ERA και  ERF1. Η εξειδίκευση 

αυτή µπορεί να επέρχεται από την επιλεκτική στρατολόγηση της SET9 σε 

µεµονωµένους υποκινητές, καθώς µε πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης  

φάνηκε ότι η SET9 στρατολογείται στους υποκινητές των γονιδίων ERA και  ERF1, 

αλλά όχι στους υποκινητές της κυκλίνης Ε και της HPRT. Επιπροσθέτως, η SET9 

µπορεί να ενισχύσει τη µεταγραφή που επάγεται από κάποιους ενεργοποιητές (όπως 

Gal4-VP16 ή RXR/RAR) αλλά όχι από άλλους (όπως NFκB ή HNF-1).  

Το ένζυµο SET9 έχει ταυτοποιηθεί ως µεθυλοτρανσφεράση ιστονών, η οποία 

µεθυλιώνει την ιστόνη 3 στη λυσίνη 4 (Η3-Κ4), τροποποίηση η οποία σχετίζεται µε 

τη µεταγραφική ενεργοποίηση. Παρά το γεγονός ότι έχει δειχτεί πως όταν η ιστόνη 3 

βρίσκεται πακεταρισµένη σε νουκλεοσώµατα δεν αποτελεί καλό υπόστρωµα για τη 

SET9, η µεθυλίωση της Η3 δεν µπορεί να αποκλειστεί ότι αποτελεί µέρος του 

µηχανισµού δράσης της SET9  (Nishioka et al., 2002). Από την άλλη, in vivo 
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πειράµατα για τη λειτουργική µελέτη της µεθυλίωσης του TAF10 έδειξαν ότι η 

µεθυλίωση  του παράγοντα αποτελεί µέρος του µηχανισµού ενίσχυσης της 

µεταγραφής από τη SET9. Υπερέκφραση του µεταλλαγµένου TAF10 που δεν µπορεί 

να µεθυλιωθεί µαζί µε τη SET9 δεν είχε ως αποτέλεσµα µεγαλύτερη µεταγραφική 

ενεργότητα, σε αντίθεση µε την περίπτωση εκείνη που υπερεκφραζόταν η αγρίου 

τύπου πρωτεΐνη TAF10. Παρά το ότι ο ακριβής µηχανισµός δράσης της SET9 δεν 

έχει αποκαλυφθεί είναι πιθανό ότι η µεθυλίωση του TAF10 και της ιστόνης 3 

αποτελούν αλληλοεξαρτώµενα-διαδοχικά γεγονότα, µέσα από τα οποία το ένζυµο 

µπορεί και επάγει την µεταγραφή. Θα πρέπει σε αυτό το σηµείο να αναφερθεί ότι 

στην περίπτωση των υποκινητών των γονίδιων της κυκλίνης Ε και HPRT η 

µεθυλίωση της Κ4-Η3 δεν σχετίζεται µε την παρουσία της SET9, υποδεικνύοντας ότι 

τουλάχιστον σε εκείνες τις περιπτώσεις η µεθυλίωση της ιστόνης πραγµατοποιείται 

από κάποια άλλη µεθυλάση. Επίσης, η έκφραση του µεταλλαγµένου TAF10 στα F9 

είχε ως αποτέλεσµα τη µείωση της µεταγραφής συγκεκριµένων γονιδίων, όπως  ERA 

και ERF1, αλλά όχι την απόλυτη εξάλειψη της, αποτέλεσµα το οποίο δείχνει ότι µόνη 

της η µεθυλίωση του TAF10 από τη SET9 ενορχηστρώνει το µέγιστο της 

µεταγραφικής ενεργοποίησης ενός γονιδίου, αλλά δεν διαδραµατίζει καθοριστικό 

ρόλο στην καθιέρωση της µεταγραφής. Τέτοιου είδους µηχανισµοί ρύθµισης µπορούν 

να παρέχουν στα κύτταρα τη δυνατότητα να επηρεάζουν την αποδοτικότητα της 

µεταγραφής, και να ρυθµίζουν τις ενδοκυτταρικές συγκεντρώσεις ενός παράγοντα σε 

κάποιες συγκεκριµένες συνθήκες.  

Το TAF10 αποτελεί κύριο συστατικό του συµπλόκου TFIID που παίζει 

σηµαντικό ρόλο στη συνάθροιση του προεναρκτηρίου συµπλόκου µεταγραφής στους 

υποκινητές, µέσω αναγνώρισης του υποκινητή και αλληλεπιδράσεων µε την περιοχή 

ενεργοποίησης των µεταγραφικών παραγόντων. Σε κύτταρα θηλαστικών έχουν βρεθεί 

περισσότερα του ενός συµπλόκων TFIID, τα οποία διαφέρουν στη σύσταση των 

υποµονάδων TAF (Bell and Tora, 1999; Bell et al., 2001; Muller and Tora, 2004). Η 

ποικιλία δράσης των συµπλόκων TFIID σε διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους και 

γονίδια αντικατοπτρίζει και τον ιδιαίτερης σηµασίας ρόλο του στον καθορισµό των 

ποικιλόµορφων γονιδιακών προτύπων. Τα αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας 

δείχνουν ότι η δράση του TFIID σε συγκεκριµένα γονίδια µπορεί να ρυθµίζεται και 

από τροποποιήσεις των υποµονάδων του TAF, παρέχοντας έτσι έναν επιπρόσθετο 

µηχανισµό πολυπλοκότητας στη ρύθµιση της µεταγραφής. Τέλος, η αναγνώριση του 

πρώτου µη ιστονικού παράγοντα ως υπόστρωµατος της SET9 δείχνει µια ευρύτερη 
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δράση των ενζύµων µε την χαρακτηριστική επικράτεια SET, η οποία µπορεί να 

υποκαθιστά ή πιθανότερα να συµβαίνει παράλληλα µε την τροποποίηση των ιστονών 

χρωµατίνης.   

Μετά το πέρας της εργασίας που παρατέθηκε, µια ακόµα επιστηµονική µελέτη 

έγινε γνωστή, στην οποία αποδεικνύεται ότι το ένζυµο SET9 µπορεί και µεθυλιώνει 

τον µεταγραφικό παράγοντα p53 (Chuikov et al., 2004). Στην εργασία εκείνη 

φαίνεται ότι η SET9 µεθυλιώνει το  p53, στο καρβοξυτελικό άκρο του, γεγονός που 

έχει ως αποτέλεσµα την αυξηµένη µεταγραφική ενεργότητα και σταθερότητα του 

παράγοντα. H µεθυλίωση εκείνη  είναι απαραίτητη για την απόκριση σε συνθήκες 

βλάβης του DNA.  Η εργασία εκείνη έρχεται να επιβεβαιώσει το σηµαντικό ρόλο της 

SET9, καθώς το p53 αποτελεί ένα επιπλέον υπόστρωµα, που µαζί µε το TAF10 

δείχνουν ότι η δράση  του ενζύµου µπορεί να εµπλέκεται στη µεταγραφική ρύθµιση 

µέσω της µεθυλίωσης των παραγόντων που ελέγχουν τη µεταγραφή και όχι µόνο 

µέσω της µεθυλίωσης της Η3. 
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ΚΚΕΕΦΦΑΑΛΛΑΑΙΙΟΟ  22  
 

 

ΟΙ ΤΡΟΠΟΠΟΙΗΣΕΙΣ ΙΣΤΟΝΩΝ ΠΟΥ 

ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΖΟΥΝ ΕΝΕΡΓΑ ΓΟΝΙ∆ΙΑ ΠΑΡΑΜΕΝΟΥΝ 

ΜΕΤΑ ΑΠΟ ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΗ ΚΑΙ ΜΙΤΩΤΙΚΗ 

Α∆ΡΑΝΟΠΟΙΗΣΗ 
 

 

 



ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

 

Σε πολυκύτταρους οργανισµούς ο καθορισµός των διαφόρων  κυτταρικών τύπων 

επιτυγχάνεται µέσα από τη διαδικασία ρύθµισης της έκφρασης των διαφορετικών 

συνόλων γονιδίων. Σε κάθε κυτταρικό τύπο, ένα συγκεκριµένο πρότυπο έκφρασης 

επιλέγεται κατά την κυτταρική διαφοροποίηση και  διατηρείται για τις επόµενες 

κυτταρικές γενιές. Οι δυναµικές αλλαγές της δοµής της χρωµατίνης στις ρυθµιστικές 

περιοχές των γονιδίων έχουν εµπλακεί στη µεταγραφική ενεργοποίηση και την 

καταστολή των γονιδίων, καθώς επίσης και τη µετάδοση των επιγενετικών 

πληροφοριών στις επόµενες κυτταρικές γενιές (Emerson, 2002; Fischle et al, 2003; 

Lachner and Jenuwein, 2002). Οι δοµικές αλλαγές της χρωµατίνης για την καταστολή 

και ενεργοποίηση των γονιδίων προκαλούνται από την τοπική και τις περισσότερες 

φορές, συντονισµένη δράση των ενζύµων που τροποποιούν τις αµινοτελικές ουρές 

των ιστονών καθώς επίσης και εκείνων που προκαλούν αναδιαµόρφωση χρωµατίνης 

µε κατανάλωση ΑΤΡ (Berger, 2002; Narlikar et al, 2002). Ο ισχυρός συσχετισµός 

µεταξύ των διαφόρων µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων των ιστονών και  της 

µεταγραφικής ενεργότητας µιας περιοχής έχουν ωθήσει στη δηµιουργία του κώδικα 

των ιστονών (histone code hypothesis) (Turner, 2000; Jenuwein and Allis, 2001; 

Turner, 2002). Σύµφωνα µε την υπόθεση του κώδικα των ιστονών, οι συνδυασµοί 

των διαφορετικών τροποποιήσεων των νουκλεοσωµάτων απαρτίζουν έναν «κώδικα» 

που αναγνωρίζεται από µη ιστονικούς παράγοντες, οι οποίοι µε τη σειρά τους 

µπορούν ρυθµίζουν διαφορετικές λειτουργικές παραµέτρους της χρωµατίνης. Οι 

τροποποιήσεις των ιστονών ενδεχοµένως να διαδραµατίζουν καθοριστικό ρόλο στην 

εγκαθίδρυση ενός γονιδιακού προτύπου, καθώς για παράδειγµα, η µεθυλίωση της 

λυσίνης 9 της ιστόνης 3 (Η3-Κ9) από το Suv39h1 µπορεί να στρατολογήσει την 

πρωτεΐνη HP1 και να δηµιουργήσει έτσι µια σταθερή-κατασταλτική δοµή 

χρωµατίνης, η οποία µπορεί να µεταδίδεται και στα γειτονικά νουκλεοσώµατα µε τη 

στρατολόγηση περισσοτέρων συµπλόκων Suv39h1-HP1 (Bannister et al, 2001; 

Lachner et al, 2001). Με αυτόν τον τρόπο, ο  κώδικας της µεθυλίωσης της Η3-Κ9 έχει 

εµπλακεί στη δηµιουργία και τη διατήρηση της κατασταλτικής ετεροχρωµατινικής 

δοµής της χρωµατίνης (Jenuwein, 2001; Grewal and Elgin, 2002).  
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Τα µεταγραφικά ενεργά γονίδια χαρακτηρίζονται από συγκεκριµένες 

τροποποιήσεις των ιστονών, στις οποίες περιλαµβάνονται η ακετυλίωση και η 

µεθυλίωση της λυσίνης 4 της ιστόνης 3 (Η3-Κ4), οι οποίες είναι γνωστό ότι έχουν 

σηµαντικό ρόλο στη συνάθροιση και τη λειτουργία των συστατικών του 

προεναρκτηρίου συµπλόκου έναρξης στους υποκινητές κατά τη µεταγραφική 

ενεργοποίηση (Agalioti et al, 2000; Agalioti et al, 2002; Kouzarides, 2002; Fischle et 

al, 2003). Μετά την ενεργοποίηση, τα περισσότερα γονίδια παραµένουν ενεργά για 

πολλές κυτταρικές διαιρέσεις, εγκαθιδρύοντας έτσι ένα υποσύνολο γονιδίων που 

εκφράζονται σταθερά, χαρακτηριστικό για  έναν κυτταρικό τύπο. Σε αντίθεση όµως 

µε την περίπτωση της ετεροχρωµατίνης που αναφέρθηκε, ο πιθανός ρόλος των 

τροποποιήσεων ιστονών στη διατήρηση της ενεργής µεταγραφικά χρωµατίνης δεν 

έχει διερευνηθεί. Αν οι τροποποιήσεις των ιστονών ασκούν κάποια επίδραση και στη 

διατήρησης της µεταγραφής, η µεθυλίωση τους αναµένεται να λειτουργεί ως 

γνώρισµα των ενεργών γονιδίων, κυρίως επειδή σε αντίθεση µε την ακετυλίωση, η 

µεθυλίωση λυσινών είναι ιδιαίτερα σταθερή. Πραγµατικά, πρόσφατες µελέτες στον 

Saccharomyces cerevisiae έχουν δείξει ότι η µεθυλάση ιστονών Set1 βρίσκεται στην 

5΄ κωδική περιοχή των µεταγραφικά ενεργών γονιδίων, όπου και καταλύει  την τρι-

µεθυλίωση της λυσίνης 4 της ιστόνης 3 (Η3-Κ4) (Ng et al, 2003). Η παρουσία της 

υπερµεθυλιωµένης Η3-Κ4 στην κωδική περιοχή παραµένει για το διάστηµα των 

πρώτων 5hr µετά  την καταστολή της µεταγραφής και την αποσύνδεση της Set1 από 

την χρωµατίνη, δείχνοντας έτσι ότι η τροποποίηση εκείνη µπορεί είναι ενδεικτική για 

την παρουσία πρόσφατης µεταγραφικής ενεργότητας. Επειδή όµως η τρι-µεθυλίωση 

της Η3-Κ4 µειωνόταν αισθητά µετά την πάροδο 5hr  το φαινόµενο έχει 

χαρακτηριστεί ως «µικρής διάρκειας µεταγραφική µνήµη» (short-term transcriptional 

memory) (Ng et al, 2003). 

 Σε ανώτερους ευκαρυωτικούς οργανισµούς η µεθυλίωση της Η3-Κ4 επίσης 

σχετίζεται µε την µεταγραφική ενεργότητα. Σε αντίθεση όµως µε τον σακχαροµύκητα 

όπου η διπλή µεθυλοµάδα της Η3-Κ4 παρουσιάζει ευρεία κατανοµή σε ολόκληρο 

σχεδόν το γονιδίωµα, σε κύτταρα θηλαστικών τόσο η διπλή όσο και ή τριπλή 

µεθυλοµάδα στην Η3-Κ4 κορυφώνονται στην 5΄κωδική περιοχή πολλών ενεργών 

γονιδίων (Schneider et al, 2004). Επιπρόσθετα, σηµαντικά επίπεδα µεθυλίωσης της 

Η3-Κ4 έχουν παρατηρηθεί και στα γονίδια της περιοχής της β-σφαιρίνης και στο 

HNF-4 κατά τη διάρκεια της κυτταρικής διαφοροποίησης, πριν την έναρξη της 

µεταγραφής τους, υποδεικνύοντας ότι η συγκεκριµένη τροποποίηση εµπλέκεται στην 
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εγκαθίδρυση αλλά και τη διατήρηση µιας δυναµικά-ενεργής χρωµατίνης (Hatzis and 

Talianidis, 2002; Schneider et al, 2004). Παρά το γεγονός ότι σηµαντικές µελέτες 

έχουν δείξει τη λειτουργία του κώδικα των ιστονών (histone code) κατά την 

µεταγραφή, άµεση απόδειξη για τον ενδεχόµενο ρόλο της Η3-Κ4 µεθυλίωσης ή 

όποιας άλλης τροποποίησης ως «σηµάδι» µεταγραφικής µνήµης, απουσιάζει.  

Στην παρούσα εργασία αναλύθηκαν πληθώρα τροποποιήσεων των ιστονών στον 

υποκινητή και την κωδική περιοχή  τριών µεταγραφικά ενεργών ηπατικών γονιδίων. 

Σύγκριση των αποτελεσµάτων στους πληθυσµούς των κυττάρων που βρίσκονται στη 

G0/G1 φάση του κυτταρικού κύκλου ή έχουν σταµατήσει στη µίτωση ή  έχουν 

υποστεί παρεµπόδιση της µεταγραφής λόγω της παρουσίας α-αµανιτίνης έδειξε ότι τα 

πρότυπα κατανοµής της ακετυλίωσης της ιστόνης 3 και 4 και της µεθυλίωσης της 

λυσίνης 4 και 79 της ιστόνης 3 είναι   ιδιαίτερα σταθερά. Τα πειραµατικά 

αποτελέσµατα επίσης δείχνουν µια ειδική για κάθε γονίδιο και εξαρτώµενη από τη 

µεταγραφή µετακίνηση των ακετυλασών ιστονών και των παραγόντων  

αναδιαµόρφωσης χρωµατίνης στην κωδική περιοχή, η οποία έχει ως αποτέλεσµα ένα 

εντοπισµένο πρότυπο ακετυλίωσης ιστονών και αναδιαµορφωµένων 

νουκλεοσωµάτων στην περιοχή καταρροϊκά των υποκινητών. Τα αποτελέσµατα αυτά 

παρέχουν πληροφορίες για το µηχανισµό  δηµιουργίας της ανοιχτής χρωµατίνης γύρω 

από τους υποκινητές των ενεργών γονιδίων και το ρόλο των τροποποιήσεων ιστονών 

στη µετάδοση της ενεργής χρωµατινικής δοµής κατά τις κυτταρικές διαιρέσεις.  
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Εντοπισµένες τροποποιήσεις ιστονών στο 5΄άκρο της κωδικής 

περιοχής ενεργών ηπατικών γονιδίων, οι οποίες παραµένουν και µετά 

από µεταγραφική και µιτωτική αδρανοποίηση 

 

Η ανάλυση των τροποποιήσεων ιστονών στον υποκινητή και την κωδική περιοχή 

των ενεργών γονιδίων πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο ανοσοκατακρήµνισης 

χρωµατίνης (chromatin immunoprecipitation, ChIP) η οποία έφερε µικρές  

τροποποιήσεις. Μετά τη µονιµοποίηση των κυττάρων HepG2 ή HEK-293 

παρασκευάστηκαν πυρήνες, οι οποίοι υποβλήθηκαν σε πέψη µε µικροκοκκική 

νουκλεάση (micrococcal nuclease, MNase). Το διαλυτό κλάσµα τω µόνο-

νουκλεοσωµάτων της χρωµατίνης υποβλήθηκε σε ανοσοκατακρήµνιση µε διάφορα 

αντισώµατα και  ακολούθησε ανάλυση των τµηµάτων DNA µε real-time PCR, µε 

ειδικούς εκκινητές  για τον υποκινητή και διαφορετικές θέσεις στην κωδική περιοχή 

των γονιδίων της αλβουµίνης (albumin), του πυρηνικού ηπατικού παράγοντα 4 και 1 

(HNF-4 και HNF-1, αντίστοιχα). Τα πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν σε πληθυσµό 

κυττάρων HepG2 που είναι εµπλουτισµένος σε κύτταρα που βρίσκονται στη φάση 

G0/G1 του κυτταρικού κύκλου και εκφράζουν συνεχώς τα γονίδια που αναφέρθηκαν, 

σε κύτταρα  HepG2 που έχουν σταµατήσει στη φάση της µίτωσης µετά από επίδραση 

nocodazole ή σε HepG2 που έχουν υποστεί κατεργασία µε τον καταστολέα της RNA- 

πολυµεράσης ΙΙ, α-αµανιτίνη ή σε HEK 293, τα οποία δεν εκφράζουν τα προς 

ανάλυση γονίδια.   

Προκειµένου τα αποτελέσµατα από τους διαφορετικούς πληθυσµούς κυττάρων 

να είναι συγκρίσιµα αλλά και να αντικατοπτρίζουν τις διαφορές των τιµών µε βάση 

τη µεταγραφή των γονιδίων, όλες οι τιµές  των διαφορετικών  ανοσοκατακρηµνίσεων 

εκφράστηκαν σε σχέση µε το input και σε σύγκριση µε τη τιµή ενός 

νουκλεοσώµατος-µάρτυρα, εξωτερικά της κωδικής περιοχής του αναλυόµενου 

γονιδίου, στα G0/G1 HepG2 κύτταρα. Τα νουκλεοσώµατα που χρησιµοποιήθηκαν ως 

µάρτυρας βρίσκονται 4-9 kb καταρροϊκά της θέσης πολυαδενυλίωσης των γονιδίων. 

Στα πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης που αναλύονταν οι τροποποιήσεις ιστονών, το 

µέσο όρο των τιµών του νουκλεοσώµατος-µάρτυρα σε σχέση µε τη τιµή του 
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δείγµατος που περιείχε µη ανοσοποιηµένο ορρό ήταν : 0.95 ως 1.05 στα HEK 293 

κύτταρα, 2.5 ως 2.8 στα G0/G1-εµπλουτισµένα  HepG2 κύτταρα, 1.4 ως 1.7 στα 

µιτωτικά HepG2  και  2.4 ως 2.8 στα κύτταρα HepG2 που µεγάλωναν παρουσία α-

αµανιτίνης. Οι διαφορές των τιµών στα HepG2 και HEK 293 αντιστοιχούν σε γενικές 

διαφορές της χρωµατινικής περιοχής των κυττάρων που δεν συσχετίζονται µε τη 

µεταγραφή. 

Όπως αναµενόταν υψηλά επίπεδα ακετυλίωσης της ιστόνης 3 και 4 (Η3 και Η4, 

αντίστοιχα) παρατηρήθηκαν στο νουκλεόσωµα που βρίσκεται στο σηµείο έναρξης 

της µεταγραφής και στα τρία γονίδια (Εικόνα 6). Με εξαίρεση την υπερακετυλίωση 

της Η4 στο HNF-4 γονίδιο, τα νουκλεοσώµατα  µε υπερακετυλιωµένη Η3 και Η4 

ανιχνεύονταν για µια µεγάλη απόσταση (2.5 ως 5 kb) καταρροϊκά των υποκινητών. 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι τόσο το πρότυπο κατανοµής όσο 

και οι απόλυτες τιµές των ακετυλιωµένων ιστονών δεν άλλαζαν µετά από διακοπή 

της µεταγραφής για 5h, παρουσία α-αµανιτίνης (Εικόνα 6). Οµοίως, στα κύτταρα που 

είχαν σταµατήσει στη µίτωση το πρότυπο κατανοµής παρέµενε (Mitotic HepG2, 

Εικόνα 6), αλλά οι απόλυτες τιµές κυµαίνονταν από 50-65% σε σχέση µε τις τιµές 

των G0/G1-εµπλουτισµένων HepG2. Λαµβάνοντας κανένας υπόψη ότι η τοποθέτηση 

των οκταµερών ιστονών γίνεται τυχαία κατά το διπλασιασµό του  DNA, τα 

παραπάνω αποτελέσµατα υποδεικνύουν ότι η υπερακετυλίωση ιστονών του 

νουκλεοσώµατος του υποκινητή και της 5΄ κωδικής περιοχής των γονιδίων είναι µια 

σταθερή τροποποίηση που δεν διαγράφεται  από τα πατρικά νουκλεοσώµατα µετά 

από µεταγραφική και µιτωτική αδρανοποίηση. Η υπερακετυλίωση εκείνη των 

ιστονών είναι ενδεικτική της πρόσφατης µεταγραφικής ενεργότητας, καθώς 

απουσιάζει από κύτταρα που δεν εκφράζουν τα γονίδια, HEK-293.  

Όµοιο πρότυπο κατανοµής παρατηρήθηκε για τη διπλή µεθυλίωση της λυσίνης 

79 της ιστόνης 3 (H3-K79), µιας  ακόµα τροποποίησης που σχετίζεται µε ενεργά 

γονίδια. Στα µιτωτικά όµως κύτταρα  το σήµα της µεθυλίωσης H3-K79 ήταν περίπου 

διπλάσιο σε σχέση µε τον G0/G1 πληθυσµό, δείχνοντας έτσι ότι η συγκεκριµένη 

τροποποίηση µπορεί να δηµιουργείται και κατά τη διάρκεια ή µετά τη S φάση  

(Εικόνα 6).  

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον επίσης παρουσίασε και η µελέτη των διαφορετικά 

µεθυλιωµένων µορφών της λυσίνης 4 της ιστόνης 3 (Η3-Κ4). Όµοια µε το πρότυπο 

κατανοµής των τροποποιήσεων που έχει αναφερθεί για το γονίδιο της καρβονικής 

ανυδράσης και το GAPDH (Schneider et al, 2004), υψηλά επίπεδα τρι- και δι- 
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µεθυλίωσης ανιχνεύτηκαν στην κωδική περιοχή του HNF-4, HNF-1 και της 

αλβουµίνης αλλά και του υποκινητή τους (Εικόνα 7).  
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Εικόνα 6.  Κατανοµή των υπερακετυλιωµένων νουκλεοσωµάτων και εκείνων που φέρουν δι-

µεθυλοµάδα στη Η3-Κ79, στα γονίδια HNF-4, HNF-1 και αλβουµίνης.  

Πειράµατα ChIPs πραγµατοποιήθηκαν σε HepG2 που ήταν εµπλουτισµένα σε κύτταρα G0/G1 

φάσης, που είχαν σταµατήσει στη G2/M µετά από κατεργασία µε nocodazole ή που η µεταγραφή είχε 

κατασταλεί λόγω παρουσίας α-αµανιτίνης  και  σε ΗΕΚ 293. Τα αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν 

αναγνωρίζουν Κ9/Κ14 ακετυλιωµένη Η3 (Acetyl-H3), ακετυλιωµένη Η4 (Acetyl-H4) ή δι-

µεθυλιωµένη Κ79. Οι τιµές αντιστοιχούν σε µετρήσεις real-time PCR του DNA που περιέχεται σε 

κάθε ChIP εκφρασµένο σε σχέση µε τη τιµή του νουκλεοσώµατος-µάρτυρα των G0/G1 HepG2 (Y 

άξονας αριστερά). Pr/TSS αντιστοιχεί στο νουκλεόσωµα που βρίσκεται στο σηµείο έναρξης της 

µεταγραφής και οι αριθµοί αντιστοιχούν σε kb από το TSS.       
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Εικόνα 7.  Κατανοµή των νουκλεοσωµάτων µε µεθυλιωµένη λυσίνη 4 της ιστόνης 3 στα 

γονίδια  HNF-4, HNF-1 και αλβουµίνης. 

Τα αντισώµατα που αναγνωρίζουν τις διαφορετικά µεθυλιωµένες Κ4 φαίνονται δεξιά ενώ η 

ποσοτικοποίηση πραγµατοποιήθηκε όπως και στην προηγούµενη εικόνα. 

 

Αντιθέτως, η τροποποίηση της µόνο-µεθυλίωσης της Η3-Κ4 παρουσιαζόταν στα 

νουκλεοσώµατα εκείνης της περιοχής όπου η δι- και τρι-µεθυλίωση είχε µειωθεί, ενώ 

η υψηλότερη τιµή παρουσιαζόταν στο µέσο περίπου της κωδικής περιοχής των 

γονιδίων (Εικόνα 7). Και στις τρεις περιπτώσεις όµως µεθυλίωσης της Η3-Κ4 οι  

τιµές µεθυλίωσης παρέµεναν σταθερές στα κύτταρα όπου η µεταγραφή είχε 

ανασταλεί µε α-αµανιτίνη, ενώ στα µιτωτικά κύτταρα οι τιµές κυµαίνονταν περίπου 

στο µισό µε εκείνες του G0/G1 πληθυσµού. Στα HEK-293 κανενός είδους µεθυλίωση 

της Κ4 δεν παρουσιάστηκε όµοια µε την ακετυλίωση, ενώ πειράµατα µε το αντίσωµα 

για µεθυλιωµένη Η3-Κ9 και Κ36 δεν έδωσαν ισχυρά σήµατα.  

Η διαφορά που παρατηρείται στις τιµές των κυττάρων  στη G0/G1 και σε εκείνα 

που έχουν σταµατήσει στη µίτωση δείχνει ότι οι τροποποιήσεις  παραµένουν 

αναλλοίωτες στα νουκλεοσώµατα, ενώ κατά τη διάρκεια του διπλασιασµού του DNA 

νέα νουκλεοσώµατα που δεν φέρουν ακετυλίωση και Κ4 µεθυλίωση των ιστονών 

ενσωµατώνονται και οι τροποποιήσεις των ιστονών αποκαθίστανται πλήρως όταν τα 

 60



κύτταρα µπούνε στην επόµενη G1 και η µεταγραφή αποκατασταθεί. ∆εδοµένα που 

ενισχύουν την άποψη αύτη ήρθαν από πειράµατα απελευθέρωσης των κυττάρων που 

είχαν σταµατήσει στη φάση της µίτωσης. Κατά τα πειράµατα εκείνα παρατηρήθηκε 

αύξηση της ακετυλίωσης, της µόνο-, δι- και τρι-µεθυλίωσης της Κ4 και µείωση για τη 

µεθυλίωση της Κ79 (Εικόνα 8).  Το σηµαντικό είναι ότι οι αλλαγές των τιµών των  

ChIPs σχετίζονται άµεσα µε το ποσοστό των κυττάρων που βρίσκονται στη G1 φάση 

και την παρουσία της RNA- πολυµεράσης ΙΙ.  

Καθώς η ανάλυση πραγµατοποιήθηκε σε επίπεδο µονο-νουκλεοσωµάτων η 

ανίχνευση τρι- και δι-µεθυλίωσης της Κ4 στις ίδιες περιοχές µπορεί να είναι 

αποτέλεσµα παρουσίας των τροποποιήσεων στο ίδιο νουκλεόσωµα, ή να οφείλεται σε 

διαφορές των δυο αλληλοµόρφων ή να είναι το αποτέλεσµα ή να είναι το αποτέλεσµα 

της παρουσίας δυο διαφορετικών πληθυσµών στο πείραµα, ενός µε δι-µεθυλιωµένη 

Κ4 και ενός µε τρι-µεθυλιωµένη Κ4 στο συγκεκριµένο  νουκλεόσωµα. Προκειµένου 

να διερευνηθεί ποια από τις απόψεις ήταν και η αληθινή πραγµατοποιήθηκαν 

πειράµατα διαδοχικής ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης (ReChIP). Νουκλεοσώµατα 

µε τρι-µεθυλιωµένη Κ4 επιλέχτηκαν στο πρώτο IP και µετά την έκλουση  

υποβλήθηκαν σε δεύτερο  IP µε αντίσωµα για τη δι-µεθυλιωµένη Κ4. Όπως φαίνεται 

στην εικόνα  9 σηµαντικό σήµα ανιχνεύτηκε στο νουκλεόσωµα του 1 kb καταρροϊκά 

του TSS και στα τρία γονίδια, δείχνοντας έτσι ότι οι δυο τροποποιήσεις βρίσκονται 

στα δυο διαφορετικά µόρια ιστονών του ιδίου νουκλεοσώµατος. Σηµαντικό επίσης 

είναι ότι σηµαντικά σήµατα ανιχνεύτηκαν και όταν χρησιµοποιήθηκαν αντισώµατα 

για ακετυλιωµένη  Η3 και µεθυλιωµένη Κ79. Μετά την κανονικοποίηση των τιµών 

και λαµβάνοντας υπόψη την αποδοτικότητα µε την οποία µπορεί το κάθε αντίσωµα 

να ανοσοκατακρηµνίζει κατά τη δεύτερη  ανοσοκατακρήµνιση καθώς και 

επαναλαµβάνοντας το ReChIP µε όλους τους πιθανούς συνδυασµούς 1ου και 2ου 

αντισώµατος φάνηκε ότι οι τιµές προσέγγιζαν το 71-100% inputs για όλα τα 

αντισώµατα (Εικόνα 9). Συνοπτικά, σε κύτταρα που βρίσκονται στη φάση G0/G1 το 

ένα από τα δυο µόρια Η3 φέρει δι-µεθυλίωση και το άλλο τρι-µεθυλίωση της Κ4, το 

ένα τουλάχιστον από εκείνα έχει µεθυλιωµένη την Κ79 ενώ το ένα ή και τα δυο είναι 

ακετυλιωµένα.  

Τα αποτελέσµατα  δείχνουν ότι πολλαπλές τροποποιήσεις ιστονών διακοσµούν τα 

νουκλεοσώµατα της 5΄ κωδικής περιοχής των ανθρώπινων γονιδίων που αναλύθηκαν 

µε ChIP, οι οποίες παραµένουν µετά από µιτωτική και µεταγραφική αδρανοποίηση.  
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HNF 4 gene  HNF 1 gene Albumin gene 

  
Εικόνα 8. Τροποποιήσεις ιστονών µετά από απελευθέρωση από µιτωτικό arrest 

HepG2 σταµάτησαν στη φάση G2/M παρουσία nocodazole 50 ng/ml. Τα κύτταρα που είχαν 

αποκολληθεί ξεπλύθηκαν δυο φορές µε το θρεπτικό (DMEM + 10% fetal calf serum) και συλλέχθηκαν 

µετά από τον χρόνο που αναγράφεται. ChIP πραγµατοποιήθηκαν µε τη χρήση των αντισωµάτων που 

αναγράφονται δεξιά, ενώ παράλληλα πραγµατοποιήθηκε και ανάλυση FACS. Οι αριθµοί στο κάτω 

µέρος αντιστοιχούν στο ποσοστό των κυττάρων µε  2N DNA (%G1 cells) σε σύγκριση µε τον ολικό 

πληθυσµό (G1+S+G2/M). 
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Εικόνα 9. 

χρωµατίνη

 

(Α) Τα

έκλουση ακ

συνολικό π

τιµές όπως

ανοσοκατακ

στις περιοχ

ανοσοποιηµ

(Β) Πε

κυτταρικών

µε το δείγµα

 

Β

Πολλαπλές τροποποιήσεις ιστονών στο ίδιο νουκλεόσωµα και «ανοιχτή» δοµή 

ς  στην 5΄κωδική περιοχή των HNF-1 και HNF-4.  

 σύµπλοκα υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση µε  αΗ3-Κ4 trimethyl και µετά από 

ολούθησε 2ο IP µε τα αντισώµατα που φαίνονται στο κάτω µέρος.  Ως input θεωρείται το 

οσό της χρωµατίνης που εκλούστηκε, ενώ τα νούµερα στις παρενθέσεις αντιστοιχούν σε 

 διαµορφώνονται µετά από κανονικοποίηση µε το input και την αποδοτικότητα επαν-

ρήµνισης του αντισώµατος. Ο πίνακας αναφέρεται σε τιµές ReChIP  ως ποσοστό του input  

ές 0.5 και 1kb των τριών γονιδίων, λαµβάνοντας υπόψη την τιµή του δείγµατος µε µη 

ένο ορρό και την απόδοση του αντισώµατος.  

ίραµα ανίχνευσης υπερευαισθησίας σε περιοριστικές ενδονουκλεάσες των διαφορετικών 

 πληθυσµών. Οι ράβδοι αντιστοιχούν σε τιµές real-time PCR του άκοπου DNA σε σχέση 

 που δεν επωάστηκε µε ένζυµο, του οποίου η τιµή θεωρείται αυθαίρετα ως 100% άκοπο.    
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Αλλαγές στη δοµή της χρωµατίνης στη 5΄ κωδική περιοχή, οι οποίες 

εξαρτώνται από την παρουσία µεταγραφής  

 

Καθώς κατά τη µεταγραφική ενεργοποίηση η υπερακετυλίωση ιστονών και η 

αναδιαµόρφωση χρωµατίνης συµβαίνουν συνήθως παράλληλα, πειράµατα ανάλυσης 

της δοµής της χρωµατίνης πραγµατοποιήθηκαν στις 5΄κωδικές  περιοχές των γονιδίων 

µε υπερακετυλιωµένα νουκλεοσώµατα,  σε σύγκριση µε τις περιοχές εκείνες των 

γονιδίων που δεν χαρακτηρίζονται από υπερακετυλιωµένα και υπερµεθυλιωµένα 

νουκλεοσώµατα. Το DNA που έχει πακεταριστεί σε νουκλεοσώµατα δεν είναι 

ευαίσθητο σε πέψη µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες, ενώ η αναδιαµόρφωση 

χρωµατίνης αυξάνει συνήθως την ευαισθησία του στα ένζυµα. Για τη διερεύνηση της 

χρωµατινικής πραγµατοποιήθηκε η τεχνική υπερευαισθησίας σε περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες σε περιοχές των γονιδίων HNF-4 και HNF-1, σε G0/G1, µιτωτικά ή 

HepG2 που έχουν µεγαλώνουν παρουσία α-αµανιτίνης. Στα κύτταρα της φάσης 

G0/G1 σηµαντικό ποσοστό του  DNA των νουκλεοσωµάτων στα 0.5 και  1 kb είχε 

υποστεί πέψη, αλλά νουκλεοσώµατα  που βρίσκονται πιο εσωτερικά της κωδικής 

περιοχής δεν είχαν κοπεί (Εικόνα 9Β), αποτέλεσµα που δείχνει ότι υπάρχει µια ευρεία 

περιοχή αναδιαµορφωµένης χρωµατίνης καταρροϊκά των υποκινητών, η οποία 

περιορίζεται στο 5΄ άκρο της κωδικής περιοχής. Εκείνη η αναδιαµόρφωση της 

χρωµατίνης είναι αυστηρά εξαρτώµενη από τη µεταγραφή, καθώς δεν παρατηρείται  

όµοια ευαισθησία σε περιοριστικές ενδονουκλεάσες στα κύτταρα που η µεταγραφή 

έχει σταµατήσει λόγω παρουσίας α-αµανιτίνης ή nocodazole (Εικόνα 9Β) ή σε 

κύτταρα που δεν εκφράζουν τα γονίδια HEK-293.   

 

 

 

Στρατολόγηση των ακετυλασών ιστονών και των ενζύµων 

αναδιαµόρφωσης χρωµατίνης στην 5΄ κωδική περιοχή των ενεργών 

γονιδίων, που είναι ειδική για κάθε γονίδιο   
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Προκειµένου να µελετηθούν οι παράγοντες που δηµιουργούν την 

υπερακετυλίωση ιστονών και την αναδιαµόρφωση χρωµατίνης στη 5΄ κωδική περιοχή 

των γονιδίων της αλβουµίνης, HNF-4 και HNF-1, µελετήσαµε την πιθανή πρόσδεση 

ενζύµων µε ενεργότητα ακετυλίωσης ιστονών όπως το CBP, PCAF και της 

υποµονάδας του συµπλόκου επιµήκυνσης Elp3, οµόλογα των υποµονάδων του 

συµπλόκου αναδιαµόρφωσης χρωµατίνης (Brg-1) καθώς και SNF2H και 

FACT/cdc68, που έχουν βρεθεί να λειτουργούν κατά την επιµήκυνση  παράλληλα µε 

την RNA- πολυµεράση ΙΙ (Narlikar et al, 2002; Santos-Rosa et al, 2003; Saunders et 

al, 2003). Όπως ήταν αναµενόµενο, κανένας από τους παράγοντες που 

προαναφέρθηκαν δεν βρέθηκε στους υποκινητές ή στην κωδική περιοχή των  

γονιδίων σε κύτταρα που δεν εκφράζανε τα γονίδια, ΗΕΚ 293. Η RNA- πολυµεράση 

ΙΙ  βρέθηκε να παρουσιάζει οµοιόµορφη κατανοµή στην κωδική περιοχή των 

γονιδίων στα κύτταρα HepG2 της  G0/G1 φάσης, ενώ δεν ανιχνεύτηκε πρόσδεσή της 

στα ίδια γονίδια όταν τα κύτταρα είχαν σταµατήσει στη φάση της µίτωσης ή όταν η 

µεταγραφή είχε ανασταλεί λόγω παρουσίας α-αµανιτίνης (Εικόνα 10). Η µελέτη της 

παρουσίας των ακετυλασών ιστονών έδωσε κάποια απροσδόκητα αποτελέσµατα, 

καθώς η Elp3 που έχει βρεθεί ότι συνδέεται µε την RNA-πολυµεράση ΙΙ βρέθηκε 

προσδεµένη στην κωδική περιοχή καταρροϊκά των 2.5 µε 5 kb, όπου η 

υπερακετυλίωση ιστονών παρουσίαζε µείωση  (Εικόνα 10). Επαλήθευση της 

κατανοµής της Elp3 ήλθε από πειράµατα µελέτης για τον παράγοντα του ιδίου 

συµπλόκου, Elp1, που παρουσίασε όµοιο πρότυπο κατανοµής. Επιπλέον, οι 

ακετυλάσες CBP και PCAF, που ήταν γνωστό ότι δρουν στο προεναρκτήριο 

σύµπλοκο της µεταγραφής στις ρυθµιστικές περιοχές των γονιδίων, βρέθηκαν 

προσδεµένες και στη 5΄ κωδική περιοχή των γονιδίων, στις περιοχές που εµφανίζουν 

υπερακετυλίωση των ιστονών. Η σύνδεση των ακετυλασών ήταν ειδική για κάθε 

γονίδιο, καθώς το CBP βρέθηκε στην κωδική περιοχή των HNF-4 και HNF-1, ενώ το 

PCAF  στο γονίδιο της αλβουµίνης (Εικόνα 10). Το Brg-1 βρέθηκε να προσδένεται 

και στα τρία γονίδια ενώ το SNF2H στο γονίδιο της αλβουµίνης και το HNF-1 µε 

όµοιο πρότυπο, που περιλαµβάνει τον υποκινητή και την 5΄ κωδική περιοχή. Το 

FACT/cdc68 ανιχνεύτηκε µόνο στο γονίδιο HNF-1, µε όµοιο πρότυπο κατανοµής µε 

τα προηγούµενα (Εικόνα 10). Όλοι οι παράγοντες  βρέθηκαν αποσυνδεµένοι από τη 

χρωµατίνη στην περίπτωση που η µεταγραφή είχε κατασταλεί λόγω α-αµανιτίνης ή 

τα κύτταρα είχαν σταµατήσει στη µίτωση (Εικόνα 10). Ο ισχυρός συσχετισµός της 

κατανοµής ενός η περισσοτέρων παραγόντων που τροποποιούν ή αναδιοργανώνουν 
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τα νουκλεοσώµατα και της αναδιαµορφωµένης χρωµατίνης καταρροϊκά των 

υποκινητών υποδεικνύει µια συνεχή τροποποίηση και αναδιαµόρφωση σε ένα µεγάλο 

µέρος αλλά όχι σε ολόκληρη την κωδική περιοχή, που εξαρτάται από την RNA-

πολυµεράση ΙΙ.  
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Εικόνα 10. Πρότυπα κατανοµής των ακετυλοτρανσφερασών ιστονών και παραγόντων 

αναδιαµόρφωσης χρωµατίνης στα ανθρώπινα γονίδια HNF-4, HNF-1 και αλβουµίνης.  

ChIPs πραγµατοποιήθηκαν µε τα αντισώµατα που φαίνονται δεξιά, ενώ τα αποτελέσµατα 

παρουσιάζονται όπως και στην εικόνα 6. 
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Με τη χρήση αντισωµάτων ειδικών για τις διαφορετικά φωσφορυλιωµένς µορφές 

της RNA-πολυµεράσης ΙΙ βρέθηκε ότι το Brg-1, CBP και PCAF βρίσκονται σε 

ανοσοκατακρηµνίσεις της  RNA-πολυµεράσης ΙΙ, τόσο εκείνης που φέρει Ser-5 του 

καρβοξυλικού  άκρου και έχει συσχετιστεί µε την έναρξη της µεταγραφής όσο και µε 

την Ser-2 φωσφορυλιωµένη µορφή της που έχει συσχετιστεί µε την επιµήκυνση της 

µεταγραφής (Εικόνα 11Α). Το πείραµα αυτό παρέχει περαιτέρω ενδείξεις ότι το Brg-

1, CBP και PCAF µπορούν και συµµετέχουν στην επιµήκυνση της µεταγραφής µέσω 

σύνδεση µε την RNA-πολυµεράση ΙΙ, πέραν της δράσης τους στους υποκινητές των 

γονιδίων. 

  

 

ιθανός ρόλος των τροποποιήσεων ιστονών στη πρόσδεση ενζύµων 

Οι παράγοντες CBP και Brg1 περιέχουν bromodomains, περιοχές οι οποίες 

µπορούν και προσδένονται σε ακετυλιωµένες ουρές ιστονών µε µεγάλη συγγένεια 

(Ag

 

Π

αναδιαµόρφωσης χρωµατίνης  και ακετυλασών µε τη χρωµατίνη 

 

alioti et al, 2002).  Προκειµένου να διερευνηθεί αν και η µεθυλίωση τη Η3-Κ4 

αναγνωρίζεται και  λειτουργεί ως επιφάνεια αλληλεπίδρασης µε κάποιους από τους 

παράγοντες, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα pull-down µε πεπτίδια ιστονών και 

πυρηνικά εκχυλίσµατα HepG2  κυττάρων.  Ως θετικό control  του πειράµατος 

χρησιµοποιήθηκε η πρόσδεση του SNF2H σε πεπτίδια δι- µεθυλιωµένης Η3-Κ4, που 

είναι γνωστό ότι είναι ειδική (Santos-Rosa et al, 2003). Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι 

το CBP και Brg1 µπορούν και προσδένονατι ειδικά µε Κ9/Κ14 ακετυλιωµένα 

πεπτίδια της Η3, αλλά όχι µε το Η3 πεπτίδιο που δεν φέρει καµία τροποποίηση ή 

είναι µεθυλιωµένο στην Κ4 (Εικόνα 11Β). Ενδιαφέρον όµως είναι ότι το SNF2H 

αλληλεπιδρά επίσης και µε ακετυλιωµένο Κ9/Κ14-Η3 πεπτίδιο. Ανάλυση για το 

FACT/cdc68 έδειξε ότι προσδένεται και στο µη τροποποιηµένο Η3 πεπτίδιο, παρόλο 

που η πρόσδεσή του  στο Η3-Κ4 δι-µεθυλιωµένο πεπτίδιο ήταν ισχυρότερη. 

∆εδοµένου ότι το FACT/cdc68 έχει ισχυρή προτίµηση πρόσδεσης σε διµερή  

Η2Α/Η2Β (Belotserkovskaya et al, 2003), τα αποτελέσµατα που αναφέρθηκαν δεν 

είναι γνωστό αν έχουν κάποια λειτουργική σηµασία.   
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Εικόνα 11. Αλληλεπίδραση του Brg1, CBP και PCAF µε την RNA-πολυµεράση II in vivo (Α) 

και in vitro πρόσδεση των παραγόντων αναδιαµόρφωσης χρωµατίνης (Β) και ακετυλίωση των 

τροποποιηµένων πεπτιδίων της Η3 ουράς (Γ).  

) Ανοσοκατακρήµνιση πραγµατοποιήθηκε µε τα αντισώµατα για Brg-1, CBP και PCAF και η 

παρο

ρου της Η3 µε τις τροποποιήσεις που φαίνονται στο 

κάτω

φέρε

ια άλλη υπόθεση, οι τροποποιήσεις εκείνες µπορεί να 

(Α

υσία της RNA-πολυµεράση II ανιχνεύτηκε µε Western blot  µε αντισώµατα για τη µη 

φωσφορυλιωµένη µορφή της RNA-pol II 8WG16 (a-CTD), H14 (αP-Ser5-CTD) και H5 αP-Ser2-CTD. 

(Β) Βιοτυνιλιωµένα πεπτίδια το Ν-τελικού άκ

 µέρος προσδέθηκαν σε κολώνα στρεπταβιδίνης και επωάστηκαν µε πυρηνικά εκχυλίσµατα 

HepG2. Ακολούθησε Western blot µε τα αντισώµατα που φαίνονται αριστερά.  

(Γ) In vitro ακετυλίωση των πεπτιδίων της Η3 που δεν φέρει τροποποιήσεις (Unmodified), που 

ι µεθυλιωµένη την Η3-Κ4 (K4-methyl) και ακετυλιωµένες τις Κ9/Κ14 (Κ9/Κ14-acetyl). Οι 

αντιδράσεις τοποθετήθηκαν σε P81filter ή διαχωρίστηκαν σε 18% SDS-PAGE και  η ακετυλίωση τους 

µετρήθηκε µε scintillation counting. 
Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων pull-down επιβεβαιώνουν ότι διαφορετικές 

τροποποιήσεις ιστονών µπορούν να σταθεροποιούν αλληλεπιδράσεις µε διαφορετικές 

πρωτεΐνες, ενώ σύµφωνα µε µ
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οδη

ικόνα 12: Ανοσοφθορισµός κυττάρων HepG2 για τις τροποποιήσεις ιστονών και τις 

ενζυ  ενεργότητες που τις δηµιουργούν στα διάφορα στάδια της µίτωσης.  

 εικόνες που βρίσκονται στις επόµενες σελίδες τα αριστερά εικονίδια απεικονίζουν τον 

ανοσ φθορισµό, τα µεσαία τον χρωµατισµό του DNA µε DAPI και τα δεξιά την αλληλο-επικάλυψη 

των 

BP και  PCAF δυο 

πληθυσ η

γούν στη διαµόρφωση καλύτερων υποστρωµάτων για µια επόµενη τροποποίηση. 

Σε συµφωνία µε την τελευταία υπόθεση βρέθηκε ότι τα πεπτίδια που ήταν ήδη δι-

µεθυλιωµένα  στην Η3-Κ4 αποτελούσαν καλύτερο υπόστρωµα για ακετυλίωση από 

CBP and PCAF απ’ ότι το µη τροποποιηµένο πεπτίδιο (Εικόνα 11Γ). Τα παραπάνω 

αποτελέσµατα µπορεί να παρέχουν τη µηχανιστική βάση για τη δηµιουργία 

πολλαπλών τροποποιήσεων στο ίδιο νουκλεόσωµα  του υποκινητή ή της 5΄ κωδικής 

περιοχής των ενεργών γονιδίων.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ε

µικές

Στις

ο

δυο. Τα  σήµατα των παραγόντων CBP, PCAF, Elp3  και Brg1 δεν βρίσκονται στη µιτωτική 

χρωµατίνη σε αντίθεση µε τις τροποποιήσεις των ιστονών. Για τους παράγοντες C

µοί κυττάρων παρατηρήθηκαν στη τελόφασ . 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Η χρωµατίνη υπόκειται σε δυναµική αναδιοργάνωση κατά τη φάση της µίτωσης, 

αλλά η πληροφορία που καθορίζει την έκφραση  ενός συγκεκριµένου συνόλου 

γονιδίων του διαφοροποιηµένου κυττάρου µεταβιβάζεται πιστά στα θυγατρικά 

κύτταρα. Οι τροποποιήσεις ιστονών θεωρούνται χαρακτηριστικά γνωρίσµατα της 

χρωµατίνης υπεύθυνη για τη στρατολόγηση ενεργοποιητών και καταστολέων σε  

διαφορετικές περιοχές του γονιδιώµατος, για αυτό και θεωρούνται ότι συµµετέχουν 

στην  επιγενετική µνήµη (epigenetic memory) (Fischle et al, 2003).  Τα γεγονότα 

εκείνα µέσω των οποίων οι τροποποιήσεις ιστονών δηµιουργούν και µεταδίδουν την 

κατασταλτική δοµή χρωµατίνης έχουν κατανοηθεί  σε µεγάλο βαθµό (Jenuwein, 

2001; Kouzarides, 2002). Παρά όµως το γεγονός ότι ο ρόλος των  ιστονικών 

τροποποιήσεων στη µεταγραφική ενεργοποίηση των γονιδίων έχει µελετηθεί (Fischle 

et al, 2003; Santos-Rosa et al, 2002), ο πιθανός ρόλος τους στην διατήρηση µιας 

µεταγραφικά ενεργής χρωµατινικής δοµής παραµένει άγνωστος.  

Τα  αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας δείχνουν ότι οι τροποποιήσεις που 

χαρακτηρίζουν την ενεργή χρωµατίνη, όπως η ακετυλίωση της Η3 και Η4, η 

µεθυλίωση της Η3-Κ4 και Η3-Κ79, διατηρούνται για ένα µεγάλο διάστηµα µετά τη 

µεταγραφική αδρανοποίηση λόγω της παρουσίας  α-αµανιτίνης και  κατά τη µίτωση 

στα πατρικά νουκλεοσώµατα, τριών συνεχώς εκφραζόµενων και διαφορετικά 

ρυθµιζόµενων ηπατικών γονιδίων.  

  

 

Εντοπισµένες τροποποιήσεις ιστονών και αναδιαµορφωµένη 

χρωµατίνη στην κωδική περιοχή των ενεργών γονιδίων  

 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το αυστηρά καθορισµένο πρότυπο κατανοµής 

των τροποποιήσεων ιστονών στην κωδική περιοχή των γονιδίων. Η ακετυλίωση 

ιστονών, Η3-Κ4 δι- και τρι-µεθυλίωση καθώς και η δι-µεθυλίωση της Η3-Κ79 

παρατηρούνται στους υποκινητές και στα πρώτα  2.5 µε 5 kb της κωδικής περιοχής. 

Οι περιοχές εκείνες παρουσιάζουν µια πιο ανοιχτή χρωµατινική δοµή σε σύγκριση µε 
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περιοχές που βρίσκονται καταρροϊκά τους  και σε εκείνες ακριβώς τις περιοχές 

εντοπίζεται και η παρουσία ακετυλασών ιστονών CBP ή PCAF, και συµπλόκων 

αναδιαµόρφωσης χρωµατίνης Brg1, SNF2H και FACT/cdc68. Η παρουσία των 

συγκεκριµένων παραγόντων στον υποκινητή και την 5΄ κωδική περιοχή εξαρτάται 

αυστηρά από τη µεταγραφή  και πραγµατοποιείται τουλάχιστον εν µέρει, µε άµεσες ή 

έµµεσες αλληλεπιδράσεις των παραγόντων µε την µορφή της  RNA- πολυµεράσης ΙΙ 

που σχετίζεται µε την έναρξη και την επιµήκυνση της µεταγραφής. Αντίθετα µε τις 

τροποποιήσεις ιστονών η αναδιαµορφωµένη χρωµατίνη στην 5΄ κωδική περιοχή 

απουσιάζει κατά τη διακοπή της µεταγραφής µε α-αµανιτίνη ή κατά  τη µίτωση, 

γεγονός που σηµαίνει ότι η συνεχής δράση των ενζύµων αναδιαµόρφωσης 

χρωµατίνης που συνδέονται µε την RNA-πολυµεράση ΙΙ  είναι απαραίτητη για τη 

διατήρηση µιας ανοιχτής χρωµατινικής δοµής. Σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα 

αυτά πρόσφατη εργασία έδειξε ότι η αναδιαµορφωµένη χρωµατίνη και η παρουσία 

του Brg-1 στην κωδική περιοχή του επαγόµενου από θερµικό σοκ γονιδίου (heat 

shock-inducible) Hsp70, είναι απαραίτητη για την επιµήκυνση της µεταγραφής 

(Corey et al, 2003). Επίσης σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα που αναφέρθηκαν είναι 

και εργασίες που δείχνουν ότι το Brg-1 αδρανοποιείται κατά τη µίτωση µε 

φωσφορυλίωση και αποδεσµεύεται από τη χρωµατίνη (Muchardt et al, 1996; Sif et al, 

1998), ενώ πειράµατα ανοσοφθορισµού που δείχνουν ότι το Brg-1 και η RNA 

πολυµεράση-ΙΙ δεν βρίσκονται στα ίδια σηµεία ενός µεσοφασικού κυττάρου (Grande 

et al, 1997; Reyes et al, 1997) υποδηλώνουν ότι µικρό ποσοστό µόνο του Brg-1 

εµπλέκεται άµεσα στην επιµήκυνση της µεταγραφής.  

Και στις τρεις περιπτώσεις των γονιδίων που αναλύθηκαν η µόνο-µεθυλίωση της 

Η3-Κ4 αυξάνεται στο µέσο της κωδικής περιοχής, ακολουθώντας τις περιοχές που 

χαρακτηρίζονται από   τις υπόλοιπες τροποποιήσεις. Παρόλο που η λειτουργική 

σηµασία της παρατήρησης αυτής δεν είναι ξεκάθαρη, η παραµονή της τροποποίησης 

κατά τη µίτωση και η µεταγραφικά εξαρτώµενη δηµιουργία της κατά την επόµενη G1 

φάση, υποδηλώνουν πως η τροποποίηση εκείνη έχει ενεργό ρόλο στην επιµήκυνση 

της µεταγραφής. Υποµονάδες του συµπλόκου επιµήκυνσης της µεταγραφής βρέθηκαν 

συνδεµένες στην κωδική περιοχή καταρροϊκά όµως της τοπικής υπερακετυλίωσης, 

Η3-Κ4 δι- και τρι-µεθυλίωσης και της Η3-Κ79 µεθυλίωσης. Μέχρι πρόσφατα ο ρόλος 

του συµπλόκου επιµήκυνσης της µεταγραφής είχε αµφισβητηθεί, καθώς πειράµατα 

ανοσοφθορισµού για τις υποµονάδες του παρουσίασαν κυτταροπλασµατικό 

εντοπισµό (Kim et al, 2002; Pokholok et al, 2002).  Με τη χρήση όµως νέων, ειδικών 
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αντισωµάτων για την υποµονάδα Elp3, η συγκεκριµένη πρωτεΐνη εντοπίστηκε µε 

πειράµατα ανοσοφθορισµού στον πυρήνα (Εικόνα 12). Τα αποτελέσµατα αυτά µαζί 

µε τα αποτελέσµατα των  ChIPs  και µια πρόσφατη εργασία (Gilbert et al, 2004) 

ενισχύουν την άποψη ότι το σύµπλοκο επιµήκυνσης συµµετέχει στη µεταγραφική 

διαδικασία. Η παρουσία της Elp3 ήταν εµφανής στο τέλος της υπερακετυλιωµένης 

περιοχής, γεγονός που υποδηλώνει ότι, για τα γονίδια των θηλαστικών, η ενεργότητα 

ακετυλίωσης της Elp3 δεν είναι εκείνη που δηµιουργεί την εντοπισµένη 

υπερακετυλίωση στη 5΄ κωδική περιοχή. Η πρόσδεση του συµπλόκου επιµήκυνσης 

στις περιοχές που το CBP, Brg1, SNF2H και FACT έχουν αποσυνδεθεί από τη 

χρωµατίνη δείχνει ότι το σύµπλοκο αυτό πιθανότατα να διαδραµατίζει κάποιο 

καινούριο ρόλο στη µεταγραφή. Η παρουσία του παράγοντα SNF2H και FACT σε 

επιλεγµένα µόνο γονίδια δείχνει ότι η λειτουργία τους κατά τη µεταγραφή πιθανό 

είναι να διενεργείται από περισσοτέρων του ενός παραγόντων. Αν και θα πρέπει να 

σηµειωθεί ότι, τουλάχιστον θεωρητικά, η απουσία σήµατος SNF2H και FACT, ή 

όποιου άλλου παράγοντα, µπορεί να είναι το αποτέλεσµα κάλυψης του επιτόπου, 

ώστε εκείνο να µην αναγνωρίζεται από το  αντίσωµα ή να είναι το αποτέλεσµα µη 

αποδοτικής µονιµοποίησης των πρωτεϊνών σε συγκεκριµένες χρωµατινικές περιοχές. 

Σε αυτή την περίπτωση, τα δυνατά σήµατα µε  την τεχνική του ChIP αντιστοιχούν σε 

ισχυρότερη σύνδεση ή διαφορετική διαµόρφωση ή παρουσία περισσοτέρων µορίων 

πρωτεΐνης στις συγκεκριµένες θέσεις. Οποία και αν είναι η αιτία της δηµιουργίας των 

διαφορετικών σηµάτων, το τελικό αποτέλεσµα υποδεικνύει διαφορετική σύνδεση των 

πρωτεϊνών στις διαφορετικές περιοχές ή γονίδια.    

  

 

Πολλαπλές τροποποιήσεις νουκλεοσωµάτων διακοσµούν τις περιοχές 

της ενεργής χρωµατίνης  

 

Η απροσδόκητη  σταθερότητα του προτύπου ακετυλιωµένης  Η3 και Η4 στα 

µιτωτικά κύτταρα και στα κύτταρα που η µεταγραφή έχει σταµατήσει παρουσία α-

αµανιτίνης, όταν δηλαδή οι ακετυλάσες ιστονών έχουν αποσυνδεθεί από τη 

χρωµατίνη, δείχνει ότι δεν πραγµατοποιείται ενεργά απο-ακετυλίωση των ιστονών, 

πιθανών µέσω αποκλεισµού τέτοιων ενζύµων από τις συγκεκριµένες περιοχές. 

Ανάλυση της ακετυλίωσης της Η3 και Η4 στο σύνολο του γονιδιώµατος σε διάφορες 
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φάσης της µίτωσης έδειξε ότι  η τροποποίηση εκείνη διατηρείται σε όλα τα στάδια 

της (Εικόνα 12). Το αξιοσηµείωτο όµως είναι ότι η υπερακετυλίωση και υπερ-

µεθυλίωση οριοθετούν διακριτές υπο-περιοχές της µιτωτικής χρωµατίνης, το οποίο 

δείχνει ότι υπάρχουν διακριτές χρωµατινικές περιοχές στις οποίες βρίσκονται τα 

γονίδια που ήταν ενεργά και θα ενεργοποιηθούν αµέσως µόλις τελειώσει η µίτωση. 

Τα ακετυλιωµένα νουκλεοσώµατα χαρακτηρίζονται επίσης και από δι-µεθυλίωση της 

Η3-Κ4 και Κ79 όπως και από τρι-µεθυλίωση της Η3-Κ4, τροποποιήσεις οι οποίες 

διατηρούνται κατά τη µίτωση και κατά την παρουσία της α-αµανιτίνης. Η ταυτόχρονη 

αυτή παρουσία των τροποποιήσεων στο ίδιο νουκλεόσωµα πιθανότατα είναι 

σηµαντική  για τη δηµιουργία ενός σταθερό γνωρίσµατος της ενεργού χρωµατίνης. 

Σύµφωνα µε τη θεωρία του κώδικα των ιστονών οι διάφορες τροποποιήσεις µπορούν 

και αναγνωρίζονται από παράγοντες που είναι συνδεµένοι µε τη χρωµατίνη, οι οποίοι 

µε τη σειρά τους µπορούν και  µεταφράζουν-ερµηνεύουν  τον κώδικα για 

συγκεκριµένη δράση της χρωµατίνης (Agalioti et al, 2002; Turner, 2000; Jenuwein 

and Allis, 2001; Turner, 2002). Οι διαδοχικές ανοσοκατακρηµνίσεις χρωµατίνης 

αποκάλυψαν ότι στο ίδιο νουκλεόσωµα  το ένα πεπτίδιο της Η3 φέρει τρι-

µεθυλιωµένη την Κ4 και το άλλο δι-µεθυλιωµένη, ενώ ή το ένα είτε και τα δυο είναι 

υπερακετυλιωµένα και Κ79 µεθυλιωµένα. Η πολυπλοκότητα αυτή των 

τροποποιήσεων µπορεί να είναι απαραίτητη για τη σταθερή σύνδεση διαφορετικών 

ρυθµιστικών παραγόντων, καθώς παρέχει πολυάριθµες επιφάνειες αλληλεπίδρασης. 

Για παράδειγµα, η ακετυλιωµένη Η3 αποτελεί επιφάνεια αλληλεπίδρασης για τις 

ακετυλάσες, οι οποίες και  τη δηµιουργούν, αλλά επίσης αναγνωρίζεται ως σηµείο 

πρόσδεσης και από τους παράγοντες Brg-1 και SNF2H, πρωτεΐνες που 

διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο κατά τη µεταγραφή. Το σηµάδι όµως της 

µεθυλίωσης της Η3-Κ4 δεν είναι γνωστό αν λειτουργεί µε όµοιο µε την ακετυλίωση 

τρόπο, καθώς παρόλο που αποτελεί επιφάνεια αλληλεπίδρασης για το SNF2H 

(Santos-Rosa et al, 2003, και  εικόνα 11), η παρουσία του παράγοντα SNF2H µόνο σε 

µερικά από τα γονίδια που αναλύθηκαν δείχνει ότι η τροποποίηση αυτή µπορεί να 

έχει και κάποιο διαφορετικό ρόλο. Στα πειράµατα in vitro ακετυλίωσης πεπτιδίων της 

Η3 φάνηκε ότι εκείνα που είχαν δι-µεθυλιωµένη τη Η3-Κ4 ήταν καλύτερα 

υποστρώµατα προς ακετυλίωση σε σχέση µε το µη τροποποιηµένο πεπτίδιο. Αν και in 

vivo συµβαίνει να είναι τα νουκλεοσώµατα µε µεθυλιωµένη Η3-Κ4 καλύτερα 

υποστρώµατα προς ακετυλίωση, τότε η µεθυλίωση της Κ4 δεν λειτουργεί µόνο ως 

επιφάνεια πρόσδεσης ρυθµιστικών παραγόντων αλλά και ως εφαλτήριο για τη 
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δηµιουργία του «κώδικα» ακετυλίωσης στο ίδιο νουκλεόσωµα. Ο ταυτόχρονος 

εντοπισµός της Η3-Κ4 δι- κα τρι-µεθυλίωσης µε την Κ9/Κ14 ακετυλιωµένη Η3 και 

την αναδιαµορφωµένη χρωµατίνη αποτελεί µια ακόµα ένδειξη ότι ένας παρόµοιος 

µηχανισµός πιθανά να ισχύει και in vivo.   

  

 

Ρόλος της µεταγραφής στη δηµιουργία των τροποποιήσεων των 

ιστονών   

 

Συγκριτική µελέτη των σηµάτων από την ανάλυση ChIP µεταξύ των κυττάρων 

της φάσης G0/G1 και των µιτωτικών δείχνει ότι µια δυναµική αναδιοργάνωση των 

νουκλεοσωµάτων πραγµατοποιείται σε κάθε κυτταρικό κύκλο. Στα µιτωτικά κύτταρα 

τα σήµατα των ακετυλιωµένων ιστονών και της Κ4 µεθυλιωµένης Η3 είναι περίπου 

τα µισά σε σχέση µε τα κύτταρα της G0/G1, ενώ οι τροποποιήσεις εκείνες 

αυξάνονταν προοδευτικά µετά τη είσοδο των κυττάρων στην επόµενη G1. Η 

παρατήρηση αυτή δείχνει ότι κατά το διπλασιασµό του DNA τα νέα νουκλεοσώµατα 

δεν φέρουν τροποποιήσεις στις αντίστοιχες θέσεις, ενώ τα πατρικά νουκλεοσώµατα 

διατηρούν αναλλοίωτες τις τροποποιήσεις που δηµιουργήθηκαν κατά τη µεταγραφή. 

Μελέτες στον σακχαροµύκητα έχουν δείξει ότι η µεθυλάση Dot1p, της Η3-Κ79 και η 

Set1 (που εµπεριέχεται στο σύµπλοκο COMPASS), µεθυλάση της Η3-Κ4  

χρειάζονται το σύµπλοκο PAF1 για τη σωστή δράση τους, γεγονός που συνδέει τη 

µεθυλίωση των ιστονών µε την επιµήκυνση της µεταγραφής (Krogan et al, 2003). 

Στην εργασία εκείνη είχε προταθεί ότι η µεθυλίωση της H3-K4 και H3-K79 

συµβαίνουν παράλληλα και εξαρτώνται από τη δράση της RNA πολυµεράσης-II. Η 

µελέτη εκείνη επαληθεύεται από τα αποτελέσµατα της παρούσης εργασίας, καθώς τα 

νουκλεοσώµατα µε τρι-µεθυλιωµένη Η3-Κ4 ήταν και µεθυλιωµένα στη Κ79. Η 

µεθυλίωση όµως της Κ79 στα µιτωτικά κύτταρα είναι διπλάσια σε σχέση µε τα 

κύτταρα της G0/G1 φάσης, αποτέλεσµα που δείχνει ότι η µεθυλίωση της Κ79 µπορεί 

να δηµιουργείται και ανεξάρτητα από τη µεταγραφή, κατά την S φάση ή αργότερα. 

Ακόµα όµως και σε αυτή την περίπτωση, η Η3-Κ79 µεθυλίωση περιορίζεται σε 

περιοχές της χρωµατίνης που φέρουν και τις υπόλοιπες τροποποιήσεις που 

συσχετίζονται µε ενεργοποίηση της µεταγραφής, καθώς η µεθυλίωση Κ79 
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παρατηρήθηκε στα νουκλεοσώµατα που ήδη έχουν Η3-Κ4 δι- και  τρι-µεθυλίωση, 

ακετυλιωµένες ιστόνες και κάποια Κ79 µεθυλίωση. Αν αποκλειστεί η πιθανότητα 

δράσης ενός ενζύµου αποµάκρυνσης της µεθυλίωσης από τη δι-µεθυλιωµένη λυσίνη 

Κ79, η διαφορά των σηµάτων που αναφέρθηκε οδηγεί στο συµπέρασµα ότι ενεργή 

και εξαρτώµενη από τη µεταγραφή ανταλλαγή νουκλεοσωµάτων συµβαίνει κατά τη 

G1 και την επανέναρξη της µεταγραφής (Schwartz and Ahmad, 2005). Πρόσφατες 

µελέτες έχουν δείξει ότι η Η3.3 variant εναποτίθεται σε περιοχές ενεργούς 

µεταγραφής, µε ένα µηχανισµό που δεν σχετίζεται µε το διπλασιασµό του DNA 

(Ahmad and Henikoff, 2002; Tagami et al, 2004). Σε συµφωνία µε τα δεδοµένα 

εκείνα είναι και εργασία που δείχνει ότι η Η3.3 είναι εκείνη η µορφή της Η3 που ως 

επί το πλείστον φέρει τις τροποποιήσεις εκείνες που συνδέονται µε την ενεργή 

µεταγραφή (McKittrick et al, 2004).   

Τα πειράµατα της εργασίας αυτής διευρύνουν τα γνωστά µέχρι τώρα µοντέλα, 

προτείνοντας ότι οι τροποποιήσεις ιστονών µπορεί να λειτουργούν και ως σηµάδια 

µνήµης, που συµµετέχουν στη µετάδοση και διατήρηση µιας χρωµατινικής δοµής 

ικανής για µεταγραφή, κατά τον κυτταρικό κύκλο. Σύµφωνα µε τον προτεινόµενο 

µηχανισµό, η ακετυλίωση ιστονών, η δι- και τρι-µεθυλίωση της Η3-Κ4 καθώς και 

Η3-Κ79 µεθυλίωση δηµιουργούνται σε συγκεκριµένα νουκλεοσώµατα κατά τη 

µεταγραφή, από τη δράση των ειδικών ενζύµων. Οι τροποποιήσεις εκείνες 

διατηρούνται για ένα µεγάλο διάστηµα µετά το τέλος της µεταγραφής και αποτελούν 

έτσι χαρακτηριστικό γνώρισµα µιας ειδικά διαµορφωµένης χρωµατινικής δοµής. 

Κατά το διπλασιασµό του DNA, ως αποτέλεσµα εναπόθεσης καινούριων ιστονών, 

µέρος των τροποποιήσεων εκείνων χάνεται, παρόλο που η Η3-Κ79 µεθυλίωση 

συνεχίζει να συµβαίνει. Επειδή οι τροποποιήσεις των πατρικών νουκλεοσωµάτων 

παραµένουν αναλλοίωτες κατά τη µίτωση, µπορούν να λειτουργούν σαν µοριακά 

χαρακτηριστικά (molecular bookmarks) για τη συνάθροιση της  µεταγραφικής 

µηχανής σε συγκεκριµένες περιοχές του γονιδιώµατος, µετά την είσοδο των 

κυττάρων στην επόµενη G1 φάση.  Κατά τη µεταγραφή πραγµατοποιείται  ανταλλαγή 

των νουκλεοσωµάτων µέσω ενός µηχανισµού αποµάκρυνσης / αντικατάστασης 

(Belotserkovskaya et al, 2003; Belotserkovskaya and Reinberg, 2004) και η δράση 

ενζύµων που προσδένονται στον υποκινητή και την RNA-πολυµεράση ΙΙ µπορεί να 

ξαναδηµιουργήσει τις ιστονικές τροποποιήσεις. Η παράλληλη δράση των ενζύµων 

αναδιαµόρφωσης χρωµατίνης δηµιουργεί µια ανοιχτή χρωµατινική δοµή που 

εκτείνεται αρκετές εκατοντάδες βάσεων καταρροϊκά των υποκινητών.  
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Γιατί τα κύτταρα δηµιουργούν τόσο καλά εντοπισµένες τροποποιήσεις ιστονών 

και  ανοιχτή χρωµατινική δοµή στην κωδική περιοχή των ενεργών γονιδίων; Κατά τη 

διάρκεια επιµήκυνσης της µεταγραφής πολλοί παράγοντες συνδέονται µε την RNA-

πολυµεράση ΙΙ, αποσταθεροποιώντας τα νουκλεοσώµατα αλλά και συναθροίζοντάς 

τα ξανά καθώς ταξιδεύουν µε την RNA-πολυµεράση ΙΙ (Belotserkovskaya and 

Reinberg, 2004). Η µεγάλη σε έκταση περιοχή µε αναδιαµορφωµένη χρωµατίνη 

µπορεί να διευκολύνει κατά αυτόν τον τρόπο το πέρασµα της RNA-πολυµεράσης ΙΙ 

κατά τη µεταγραφή. Η πυκνότητα όµως των µορίων της RNA-πολυµεράσης ΙΙ και 

πιθανά και η αποδοτικότητα του ενζύµου δεν άλλαζαν στα διαφορετικά τµήµατα της 

κωδικής περιοχής, οδηγώντας έτσι στο συµπέρασµα ότι η µορφή έναρξης και 

επιµήκυνσης της RNA-πολυµεράσης ΙΙ παρουσιάζουν διαφορετικές απαιτήσεις, όσον 

αφορά τη δοµή της χρωµατίνης, για τη λειτουργία τους.  Έτσι, η ανοιχτή χρωµατινική 

δοµή κοντά στους υποκινητές µπορεί να έχει ως πρωταρχικό ρόλο να διευκολύνει την 

απελευθέρωση των νέων µορίων RNA-πολυµεράσης ΙΙ από το σηµείο έναρξης της 

µεταγραφής κατά τους επόµενους κύκλους της διαδικασίας, αλλά από ότι φαίνεται 

κάτι τέτοιο δεν είναι απαραίτητο για το ταξίδι του ενζύµου στις περιοχές που 

ακολουθούν µέσα στο γονίδιο.   

  

 

Μνήµη πρόσφατης µεταγραφικής ενεργότητας     

 

Το πρότυπο κατανοµής των τροποποιήσεων ιστονών παρουσιάζει οµοιότητες 

αλλά και διαφορές µε εκείνο των ενεργών γονιδίων του S. cerevisiae. Στον 

σακχαροµύκητα µόνο η Η3-Κ4 τρι-µεθυλίωση εντοπίζεται στην 5΄ κωδική περιοχή, 

ενώ η Κ4-δι-µεθυλίωση και η ακετυλίωση βρίσκονται διάσπαρτα σε ολόκληρο το 

γονιδίωµα του οργανισµού (Ng et al, 2003; Kristjuhan et al, 2002; Winkler et al, 

2003). Αντίθετα, στα ανθρώπινα γονίδια που µελετήθηκαν σε αυτή την εργασία, Η3-

Κ4 τρι- και δι-µεθυλίωση αλλά και Κ79 δι-µεθυλίωση, Η3 και Η4 ακετυλίωση 

περιορίζονται στο 5΄άκρο της κωδικής περιοχής. Επιπλέον, παρατηρήθηκε και 

µονοµεθυλίωση των νουκλεοσωµάτων στο µέσο της κωδικής περιοχής των γονιδίων, 

σε περιοχές που βρίσκονται καταρροϊκά των νουκλεοσωµάτων µε τις πολλαπλές 

τροποποιήσεις. Στον σακχαροµύκητα η Κ4 τρι-µεθυλίωση διαρκεί για ένα µεγάλο 
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χρονικό διάστηµα µετα τη µεταγραφική αδρανοποίηση, φαινόµενο το οποίο έχει 

περιγραφεί και ως «βραχυπρόθεσµη µνήµη» της πρόσφατης µεταγραφικής 

ενεργότητας (Ng et al, 2003). Στα γονίδια της παρούσης µελέτης, η µεθυλίωση της 

Η3-Κ4 και Κ79, καθώς και η ακετυλίωση της Η3 και Η4 διατηρούνται σταθερές για 

αρκετά µεγάλο χρονικό  διάστηµα κατά την παρουσία της α-αµανιτίνης, η οποία 

επάγει διακοπή της µεταγραφής, όπως επίσης και στα πατρικά νουκλεοσώµατα κατά 

τη µίτωση. Ο µηχανισµός αυτός της µεταγραφικής µνήµης, όπως ονοµάζεται, µπορεί 

να επιφέρει και διακριτές βιολογικές λειτουργίες. Οι προαναφερόµενες τροποποιήσεις 

µπορεί να προστατεύουν τα ενεργά γονίδια, των οποίων η έκφραση µπορεί να είναι 

συνεχής ή να υπόκειται στη ρύθµιση ενός περιβαλλοντικού παράγοντα, από το να 

µετατραπούν σε µόνιµα σιωπηλά γονίδια. Επιπλέον, µπορεί οι τροποποιήσεις αυτές 

να αποτελούν ένα µηχανισµό των κυττάρων ώστε εκείνα να µαρκάρουν τις περιοχές 

του γονιδιώµατος  στις οποίες η µεταγραφή πρέπει να αρχίσει αµέσως µετά το τέλος 

της µίτωσης, συνεισφέροντας έτσι στην πιστή διατήρηση της έκφρασης του συνόλου 

των γονιδίων, που είναι χαρακτηριστικό για κάθε κυτταρικό τύπο.    
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ΥΥΛΛΙΙΚΚΑΑ  ΚΚΑΑΙΙ  ΜΜΕΕΘΘΟΟ∆∆ΟΟΙΙ  

  

  



 Πλασµιδιακές κατασκευές 

 

 Τα cDNAs του γενικού µεταγραφικού παράγοντα που συνδέεται µε το ΤΒΡ,  

hTAF10, κλωνοποιήθηκε στον φορέα pET15b-6His, ενώ τα καρβοξυτελικά τµήµατα 

που ελφράζουν για την περιοχή 100-217 και 120-206 του παράγοντα 

κλωνοποιήθηκαν στον βακτηριακό φορέα έκφρασης pGEX3x (Jacq et al., 1994). Το 

hTAF10 κλωνοποιήθηκε και στον φορέα έκφρασης pBXG1-GAL4 (Soutoglou et al., 

2001). Το cDNA της hSET9 αποµονώθηκε µε RT-PCR από δείγµα ολικού RNA από 

κύτταρα HepG2 και κλωνοποιήθηκε στους βακτηριακούς φορείς έκφρασης pRSETA-

6His και pGEX6P1, ενώ για τις κατασκευές έκφρασης σε ευκαρυωτικά κύτταρα το 

cDNA κλωνοποιήθηκε στους φορείς pMT3-HA, pCDNA3 και pCDNA3-Myc 

(Ktistaki and Talianidis, 1997; Hatzis and Talianidis, 2001; Jacq et al., 1994). Οι 

κατασκευές pBX-GAL4-VP16, 5xGal4-E1b-Luc, 3xβRARE-TK-Luc, 3xNFkB-TK-

Luc, 3xAlbPE-TK-Luc έχουν περιγραφεί (Ktistaki and Talianidis, 1997; Hatzis and 

Talianidis, 2001). Για τη δηµιουργία των κυτταρικών σειρών F9 χρησιµοποιήθηκαν οι 

φορείς pUHD-TAF10wt, pUHD-TAF10K189Q, pUHD-yTAF10, στους οποίους η 

έκφραση του wtTAF10, K189Q - TAF10 και του  TAF10 του σακχαροµύκητα 

βρίσκονται υπό τον έλεγχο του συστήµατος tet (Metzger et al., 1999). Ο φορέας pSG-

Cre έχει περιγραφεί (Metzger et al., 1999). 

Σηµειακές µεταλλαγές στο hTAF10 και hSET9 πραγµατοποιήθηκαν µε το Gene 

Editor Mutagenesis kit (Promega), σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή.  

 

 

Έκφραση ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών 

 

Το ιικό σύστηµα έκφρασης των υποµονάδων του TFIID που στηρίζεται σε 

βακουλοϊό παραχωρήθηκε από τον Tora L, ενώ οι κατασκευές έκφρασης των ιικών 

CBP και PCAF έχει περιγραφεί (Soutoglou et al., 2000). Η έκφραση των 

ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών TAF4, TAF5, TAF6, TAF8, TAF10 και TAF12 

πραγµατοποιήθηκε σε κύτταρα εντόµων Sf9,  και η αποµόνωση των συµπλόκων έγινε 

µε τη µέθοδο της ανοσοκατακρήµνισης σε κυτταρικά εκχυλίσµατα Sf9, µε αFLAG-
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M2 agarose (SIGMA), στηριζόµενη στην παρουσία του επιτόπου FLAG στην 

πρωτεΐνη TAF6, σύµφωνα µε τις οδηγίες τις κατασκευάστριας εταιρείας.  

 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, εκτός από τους φορείς που έκφραζαν για 

το hTAF10, που εκφράστηκε στο στέλεχος BL21-19, στους 30C. Το στέλεχος αυτό 

έχει το χαρακτηριστικό ότι η έκφραση της T7 πολυµεράσης 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 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, ή 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 

αποτελεί το διαλυτό πρωτεϊνικό εκχύλισµα, το οπίο µετά από προσθήκη γλυκερόλης 

10% µπορεί να φυλαχτεί στους -80C. 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 

αντίστοιχα διαλύµατα του Sonication ( 10 φορές ο όγκος της κολώνας ) για 10 λεπτά 

το καθένα , στους 4ºC υπό ανάδευση . Στη συνέχεια οι πρωτεΐνες εκλούονται από την 

κολώνα µε 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  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). 
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Καλλιέργειες κυττάρων και διαµόλυνση 

 

 

 Οι κυτταρικές σειρές HepG2, HEK 293, HeLa διατηρήθηκαν σε DMEM 

(Dulbecco’s modified Eagle medium) συµπληρωµένο µε 10% αδρανοποιηµένο µε 

θέρµανση ορό (fetal calf serum). Τα κύτταρα που σταµάτησαν στη φάση του 

κυτταρικού κύκλου G2/M επωάστηκαν µε 50 ng/ml νοκοδαζολίου για 16h και εκείνα 

που ξεκόλλησαν µε ήπια ανάδευση χρησιµοποιήθηκαν για περαιτέρω ανάλυση. Σε 

πειράµατα που η µεταγραφή έχει σταµατήσει, τα κύτταρα HepG2 επωάστηκαν µε α-

αµανιτίνη 50µg/ml για 5h, πριν την  ανάλυση. Ανάλυση µε FACS σε κύτταρα που 

είχαν υποστεί χρώση µε Propidium iodide έδειξε ότι 95% τουλάχιστον των κυττάρων 

του πληθυσµού που είχε επωαστεί µε nocodazole ήταν µιτωτικά (4N DNA) και 85% 

τουλάχιστον του πληθυσµού των κυττάρων που είχαν έρθει σε επαφή ήταν σε G0/G1 

(2N DNA). H κυτταρική σειρά Sf 9 διατηρήθηκε σε θρεπτικό GRACE’S απουσία Ο2.  

  F9 TAF10La(L:L)b που είχαν τις αλληλουχίες loxεκατέρωθεν του δευτέρου 

εξωνίου του TAF10 γονιδίου και στα δυο αλληλόµορφα και εκφράζανε σταθερά για 

το αντίστροφο σύστηµα της τετρακυκλίνης τον ενεργοποιητή rtTA (Metzger et al., 

1999), διαµολύνθηκαν µε το φορέα pUHD-TAF10wt, ή pUHD-TAF10K189Q, ή 

pUHD-yTAF10, στα οποία η έκφραση του TAF10, βρισκόταν υπό τον έλεγχο του 

συστήµατος της τετρακυκλίνης. Μετά από διπλή επιλογή σε υγροµυκίνη και G418, 

στους κλώνους προστέθηκε δεοξυκυκλίνη σε τελική συγκέντρωση 1µg/ml και η 

επαγόµενη έκφραση των διαγονιδίων ελέγχθηκε µε ανάλυση κατά  western. Τα 

κύτταρα εκείνα διαµολύνθηκαν έπειτα µε τον φορέα pSG-Cre και η εξάλειψη του 

δευτέρου εξωνίου του ενδογενούς γονιδίου TAF10 µελετήθηκε  µε PCR (Metzger et 

al., 1999). In vitro διαφοροποίηση µε την προσθήκη ρετινοϊκού οξέος (1 µM) ή 

ρετινοϊκού οξέος (1 µM) και bt2cAMP (250 µM), ανάλυση του κυτταρικού κύκλου 

των F9 κυττάρων, καθώς και RT-PCR για την έκφραση των µεµονωµένων γονιδίων 

πραγµατοποιήθηκαν σύµφωνα µε τα γνωστά (Metzger et al., 1999).  

Η παροδική διαµόλυνση των κύττάρων πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο της 

συγκατακρήµνισης calcium phosphate-DNA (Kritis et al., 1993; Ktistaki et al., 1995). 
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Παρασκευή πυρηνικών εκχυλισµάτων ανοσοκατακρήµνιση  

 

 

   Τα κύτταρα ΗΕΚ293 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. 

Στα κύτταρα HeLa, HepG2 µετά το ξέπλυµα µε PBS προστίθεται διάλυµα Α (25mM 

Hepes pH7.9, 1.5 mM MgCl2, 10mM KCl, 10% Γλυκερόλη, 0.1% Nonident P40,   

1mM dithiothreitol, 10µg/ml approtinin και 0.5mM PMSF), επωάζονται για 10min 

στον πάγο και έπειτα υπόκεινται σε µηχανική διάρρηξη της κυτταρικής µεµβράνης µε 

Dounce. Ακολουθεί φυγοκέντρηση των πυρήνων 1000rpm, 4C για 5min και στη 

συνέχεια οι πυρήνες λαµβάνονται σε ίσο όγκο διαλύµατος Α και προστίθεται ίσος 

όγκος  NLB-800 (25mM Hepes pH7.9, 800mM KCl, 10% Γλυκερόλη, 0.1% Nonident 

P40, 0.2mΜ EDTA,   1mM dithiothreitol, 10µg/ml approtinin και 0.5mM PMSF) 

(Soutoglou et al., 2001). Ακολουθεί ανάδευση για 30min, 4C φυγοκέντρηση 

14000rpm για 30min, 4C και συλλογή του υπερκείµενου-πυρηνικού εκχυλίσµατος, το 

οποίο αραιώνεται στην επιθυµητή συγκέντρωση άλατος (200-500mM KCL)  µε 

διάλυµα αραίωσης  (25mM Hepes pH7.9, 2mM EDTA, 0,1% NP40, 1mM 

dithiothreitol, 10µg/ml approtinin και 0.5mM PMSF). Το πυρηνικό εκχύλισµα 

υπόκειται σε καθαρισµό µε επώαση µε  πρωτεΐνη G-Sepharose (Amersham 

Pharmacia Biotech) για 1h, 4C υπό ανάδευση και τελικά υπόκειται σε 

ανοσοκατακρήµνιση για 5h, 4C υπό ανάδευση, µε τη χρήση του ειδικού για τον 

παράγοντα ή τον επίτοπο αντίσωµα (10µg) και πρόσδεση του σε πρόσδεση σε 

πρωτεΐνη G-Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech). Εναλλακτικά, το διάλυµα 

του πυρηνικού εκχυλίσµατος καθαρίζεται µε Glutathione Sepharose 4B (Pharmacia) 

και ακολουθεί µελέτη των αλληλεπιδράσεων µε προσδεµένη GSΤ-πρωτεΐνη και 

πρωτεϊνών του πυρηνικού εκχυλίσµατος. 

 Τα σφαιρίδια-αντίσωµα ξεπλένονται 4X, για 10min στους 4C µε διάλυµα 

έκπλυσης  (25mM Hepes pH7.9, 200mM KCl 2mM EDTA, 0,1% NP40, 1mM 
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dithiothreitol, 10µg/ml approtinin και 0.5mM PMSF), συλλέγονται σε αποδιατακτικό 

διάλυµα 2XSDS loading buffer και ακολουθεί ανάλυση κατά western. Όλες οι 

φυγοκεντρήσεις των Α- ή G-Sepharose ή GSΤ- Sepharose πραγµατοποιούνται 

6000rpm/3min/4C. 

 

 

 

Παρασκευή κυτταρικών εκχυλισµάτων και µέτρηση ενεργότητας β-

γαλακτοσιδάσης και λουσιφεράσης  

 

 

 Τα κύτταρα που έχουν υποστεί παροδική διαµόλυνση ξεπλένονται µε PBS τρεις 

φορές και µετά από φυγοκέντρηση λαµβάνονται στον κατάλληλο όγκο (100µl) 

250mM Tris pH 7.5. Ακολουθούν τρεις κύκλοι γρήγορης ψύξης/απόψυξης σε -80C 

και 37C αντίστοιχα, και το κλάσµα των διαλυτών πρωτεϊνών λαµβάνεται µετά από 

φυγοκέντρηση 14000rpm/10min/4C. Σε 10 µl κυτταρικού εκχυλίσµατος πρωτεϊνών 

προστέθηκαν 3µl 100x Mg buffer (100mM MgCl2, 5M 2-mercaptoethanol, 1M KCl), 

66µl διαλύµατος ONPG (4mg/ml ONPG σε διάλυµα sodium phosphate) και διάλυµα 

φωσφορικού νατρίου  (0.1M Na2HPO4 και ΝaH2PO4, pH 7.3) µέχρι τα 300µl. Τα 

δείγµατα επωάστηκαν σε 37C µέχρι την εµφάνιση κίτρινου χρώµατος και η 

αντίδραση σταµάτησε µε την προσθήκη 500µl Na2CO3 ενώ η απορρόφηση 

πραγµατοποιήθηκε στα 420nm. 

Η µέτρηση της ενεργότητας του ενζύµου luciferase έγινε µε τη χρήση του 

luceferase assay kit (Promega) σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή.  
 

 

In vitro αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών  

 

 

  Οι δοκιµές pull-down πραγµατοποιήθηκαν µε τη χρήση ανασυνδυασµένης 

πρωτεΐνης GST-hTAF10wt ή GST-hTAF10189Q (0.5µg) η οποία προσδέθηκε σε 

Glutathione Sepharose 4B (Pharmacia), η οποία είχε εξισορροπηθεί σε διάλυµα 0.5% 

BSA/1x PBS, για 1h/4C υπό ανάδευση και ξεπλύθηκε µε Sonication II για 4Χ 
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10min/4C υπό ανάδευση. Η προσδεµένη πρωτεΐνη επωάστηκε µε 1µg His-SET9, 

παρουσία ή απουσία 1mM SAM, σε διάλυµα µεθυλίωσης. Ακολούθησε έκπλυση της 

ακινητοποιηµένης πρωτεΐνης µε διάλυµα (500mM ΝaCI, 20mM Hepes pH 7.9, 0.1% 

NP-40, 5mM MgCl2, 0.1mM PMSF, 10µg/ml approtinin) µε όµοιο τρόπο, για την 

αποµάκρυνση της SET9 και προστέθηκαν HepG2 πυρηνικά εκχυλίσµατα. Μετά από 

5hr/4C µε ανακίνηση, πραγµατοποιήθηκαν ξεπλύµατα 4Χ για 10min/4C διαλύµατα 

αυξανόµενων συγκεντρώσεων µε ΝaCI (150-500mM)  τα σφαιρίδια 

επαναδιαλυτοποιήθηκαν σε 2XSDS loading buffer και ακολούθησε ανάλυση κατά 

western. 

 Στις περιπτώσεις pull-down που χρησιµοποιήθηκαν πεπτίδια, 2µg βιοτυλιωµένων 

πεπτιδίων της Η3 ( Αµινοξέα 1-20, Upstate Biotechnology) προσδέθηκαν µαγνητικά 

σφαιρίδια αγαρόζης-στρεπταβιδίνης (Roche) και επωάστηκαν για 5h στους  4C µε 

πυρηνικά εκχυλίσµατα HepG2 (25mM Hepes pH7.9, 0.75mM MgCl2, 400mM KCl, 

0.1mM EDTA, 0.5% NP-40, 0.5mM PMSF, 2µg/ml approtinin, 1mM DTT και 10mM 

NaF) που είχαν καθαριστεί νωρίτερα µε τη χρήση αντιστοίχων σφαιριδίων. 

Ακολούθησαν ξεπλύµατα σε διάλυµα όµοιο µε εκείνο των εκχυλισµάτων 4Χ για 

10min/4C και επαναδιαλυτοποιήθηκαν σε 2XSDS loading buffer και ακολούθησε 

ανάλυση κατά western.   
 

 

In vitro αντιδράσεις µεθυλίωσης/ ακετυλίωσης και in nucleo metabolic 

labeling  

 

 

 Οι αντιδράσεις µεθυλίωσης  πραγµατοποιήθηκαν σε τελικό όγκο 30µl, παρουσία 

100ng SET9 και 1µg µερικού συµπλόκου TFIID ή 1µg His-TAF10 ή 10µg ιστονών 

(ΑΡΒ) ή 2µg συνθετικών πεπτιδίων του   TAF10 (εκχωρήθηκαν από τον Tora L), σε 

διάλυµα 50mM Tris pH 8.0, 20mM KCl, 4mM EDTA, 5mM dithiothreitol, παρουσία 

1 µC [3 Η- Μe]-S-adenosyl methionine (AΡΒ). Oι αντιδράσεις επωάστηκαν στους 

30ºC για τη µεθυλοτρανσφεράση hSET7/SET9 για 1h και µετά το πέρας της 

αντίδρασης, τµήµα τους µεταφέρθηκε σε Ρ81 φίλτρα τα οποία ξεπλύθηκαν µε 

διάλυµα 50mM Na2CO3 pH9.2 για 1h και παγωµένη ακετόνη πριν µετρηθούν σε 
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scintillation counter ή διαχωρίστηκαν σε πήκτωµα ακρυλαµίδης 12% και ακολούθησε 

αυτοραδιογραφία. 

Οι αντιδράσεις ακετυλίωσης πεπτιδίων 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  

100ng είχε εκφραστεί σε κύτταρα Sf9 και στις αντιδράσεις χρησιµοποιήθηκαν 100ng 

πεπτιδίων ιστονών ( Αµινοξέα 1-20, Upstate Biotechnology) και τα προιόντα της 

αντίδρασης αναλύθηκαν σε πήκτωµα ακρυλαµίδης- SDS  18%. 

    Για την τεχνική in-nucleo metabolic labeling πυρήνες HeLa δηµιουργήθηκαν 

από κύτταρα µε τη µέθοδο διαβαθµισµένης σουκρόζης (Hatzis and Talianidis, 2002), 

κατά την οποία τα κύτταρα µετά από ξέπλυµα µε PBS διαλυτοποιούνται σε διάλυµα 

Sucrose Α (0.32Μ sucrose,15mΜ Hepes pH7.9, 60mM ΚCl, 2mM EDTA, 0.5mM 

EGTA, 0.5% BSA, 0.5mM spermidine, 0.15mM spermine, 0.5mM DTT, 0.5mM 

PMSF, 2µg/ml approtinine) και οµογενοποιούνται µε Dounce, το οποίο στη συνέχεια 

τοποθετείται σε falcon που περιέχει ίσο όγκο διαλύµατος Sucrose Β ( ίδιο µε Α µε τη 

διαφορά ότι δεν έχει BSA και περιέχει 30% sucrose) κατά τρόπο τέτοιο ώστε να 

δηµιουργηθούν δύο φάσεις διαφορετικής πυκνότητας sucrose και φυγοκεντρείται 

15min/4ºC /3000rpm. Το ίζηµα της φυγοκέντρησης αποτελούν οι πυρήνες που 

επαναδιαλύονται σε διάλυµα 50mM Tris pH 8.5, 5mM MgCl2, 4mM DTT έτσι ώστε 

να είναι 107 πυρήνες σε τελικό όγκο 100 µl. Η αντίδραση ξεκίνησε µε την προσθήκη 

20 µCi 3H-SAM και επωάστηκε στους 30 C για 30 min. Τα πυρηνικά εκχυλίσµατα 

των σηµασµένων πυρήνων παρασκευάστηκαν µε την προσθήκη ίσου όγκου 

διαλύµατος NLB-800 (25mM Hepes pH7.9, 800mM KCl, 10% Γλυκερόλη, 0.1% 

Nonident P40, 0.2mΜ EDTA, 1mM dithiothreitol, 10µg/ml approtinin και 0.5mM 

PMSF) και ακολούθησε ανοσοκατακρήµνιση σε τελικό διάλυµα 200mM KCl, µε 

τρόπο όµοια µε όσα αναφέρθηκαν.  
 

 

 

∆ηµιουργία µονονουκλεοσωµάτων και ανοσοκατακρήµνιση χρωµατίνης   

 

 

  Κύτταρα HepG2 και HEK 293 µονιµοποιήθηκαν µε 1% φορµαλδεΰδης για 

10min και η µονιµοποίηση σταµάτησε µε την προσθήκη γλυκίνης τελικής 
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συγκέντρωσης 125 mM. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν, ακολούθησε έκπλυση 3Χ µε PBS,  

διαλυτοποίηση σε  Sucrose Buffer A (0.32M Sucrose, 15 mM Hepes pH7.9, 60 mM 

KCl, 2 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 0.5% BSA, 0.5 mM spermidine, 0.15 mM 

spermine και 0.5 mM DTT) και οµογενοποίηση µε Dounce για τη δηµιουργία 

πυρήνων. Το εναιώρηµα των πυρήνων τοποθετήθηκε σε σωλήνα-falcon που 

εµπεριείχε ίσο όγκο διαλύµατος  Sucrose Buffer B, containing 30% Sucrose, 15 mM 

Hepes pH7.9, 60 mM KCl, 2 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 0.5 mM spermidine, 0.15 

mM spermine and 0.5 mM DTT και  φυγοκεντρήθηκε για 15 min σε 3000 rpm στους 

4C. Το ίζηµα της φυγοκέντρησης, οι πυρήνες ξεπλύθηκαν και τέλος 

επαναδιαλύθηκαν σε ∆ιάλυµα Ν (0.34 mM Sucrose, 15 mM Hepes pH7.5, 60 mM 

KCl, 15 mM NaCl, 0.5 mM spermidine, 0.15 mM spermine, 0.15 mM β-

mercaptoethanol) σε συγκέντρωση 2x106 πυρήνες/ml. Στο δείγµα εκείνο προστέθηκε  

CaCl2 σε τελική συγκέντρωση 3mM και 30 units µικροκοκκικής νουκλεάσης  

(MNase, Worthington)  για  5min στους 37C. Η αντίδραση σταµάτησε µε την 

προσθήκη ίσου όγκου 2x Sonication buffer (90 mM Hepes pH7.9, 220 mM NaCl, 10 

mM EDTA, 2% Triton X 100, 0.2% Na-deoxycholate, 0.2% SDS, 0.5 mM PMSF, 

2µg/ml approtinin µίγµα αναστολέων πρωτεασών από τη Roche) και µετά από 

σύντοµο σπάσιµο των πυρήνων µε υπέρηχους (sonication) ακολούθησε 

φυγοκέντρηση 14000 rpm για  15 min στους 4C. Το 1/10 του υπερκείµενου-διαλυτό 

κλάσµα της χρωµατίνης διατηρήθηκε ως input, ενώ το υπόλοιπο επωάστηκε µε 

σφαιρίδια Protein-G Sepharose beads (ΑΡΒ) παρουσία 2µg µε υπερήχους 

διασπασµένου λ DNA και 1 mg BSA/ml για 1hr/4ºC και ακολούθησε 

ανοσοκατακρήµνιση (Soutoglou and Talianidis, 2002; Hatzis and Talianidis, 2002). 

25µονάδες Α260 της καθαρισµένης χρωµατίνης ανοσοκατακρηµνίστηκε µε την 

κατάλληλη ποσότητα αντισώµατος και τα ανοσοσύµπλοκα συλλέχθηκαν µε 

προσρόφηση σε protein G-Sepharose µε επώαση Ο/Ν στους 4C. Τα σφαιρίδια 

ξεπλύθηκαν δύο φορές µε sonication buffer (50 mM HEPES pH7.9, 140mM NaCl, 

1mM EDTA, 1% Triton X-100,  0.1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS και 0.5 mM 

PMSF, 2µg/ml approtinin), δύο φορές µε sonication buffer που περιείχε 500mM 

NaCl, δύο φορές µε διάλυµα (20mM Tris pH8.0, 1mM EDTA, 250mM LiCl, 0.5% 

NP-40, 0.5% sodium deoxycholate) και δύο φορές µε ρυθµιστικό διάλυµα Tris-

EDTA. Τα ανοσοσύµπλοκα ελευθερώθηκαν από την κολώνα µε επώαση σε 50mM 

Tris pH 8.0, 1mM EDTA-1% SDS για 10min/65C, προσαρµόστηκε η συγκέντρωσή 

τους σε NaCl στα 200mM και ακολούθησε επώασή τους στους 65C για 5hr να 
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καταστραφούν οι συνδέσεις πρωτεϊνών-DNA (cross-links). Τα δείγµατα κατόπιν 

επωάστηκαν µε 10 µg RNAse A και 20 µg proteinase K/ml, εκχυλίστηκαν µε 

φαινόλη-χλωροφόρµιο και κατακρηµνίστηκαν µε αιθανόλη, παρουσία glycogen. 

 Σε κάθε πείραµα τµήµα της χρωµατίνης υπόκειταν σε απο-µονιµοποίηση, ενώ το 

υπόλοιπο διατηρούταν στους -80C, και µετά από καθαρισµό, τα  τµήµατα DNA 

αναλύονταν µε ηλεκτροφόρηση σε αγαρόζη, για τον έλεγχο της πλήρους πέψης της 

χρωµατίνης και την επιβεβαίωση ότι το µέγεθος των τµηµάτων DNA είναι εκείνο ίσο 

µε ενός µόνο νουκλεοσώµατος. Ο έλεγχος ότι δεν υπήρχε µη ειδική πέψη εντός των 

νουκλεοσωµάτων πραγµατοποιήθηκε µε ανοσοκατακρήµνιση χρωµατίνης και PCR 

για το καρβοξυλικό άκρο της ιστόνης 3 (Abcam),  το οποίο έδινε όµοιο σήµα κατά 

µήκος των περιοχών που αναλύονταν.   

 Σε πειράµατα που πραγµατοποιήθηκε διαδοχική ανοσοκατακρήµνιση  (re-ChIP) 

η διαδικασία ήταν η ίδια µέχρι και το στάδιο των ξεπλυµάτων των προσδεµένων στα 

σφαιρίδια µέσω του αντισώµατος τµηµάτων χρωµατίνης. Μετά όµως από τα 

ξεπλύµατα ακολουθούσε έκλουση δυο φορές, µε ίσο όγκο µε τα σφαιρίδια, 

διαλύµατος 10 mM DTT στους  37 0C για 30 min. Το υλικό της έκλουσης 

αραιωνόταν 50 φορές µε 1x sonication buffer και χρησιµοποιούταν για δεύτερη 

ανοσοκατακρήµνιση, µε τρόπο όµοιο µε όσα αναφέρθηκαν. 

   Τα τµήµατα DNA που ανοσοκατακρηµνίστηκαν αναλύθηκαν περαιτέρω 

ποσοτικά µε αντιδράσεις σε real-time PCR, µε χρήση SYBR green στο MJ-Research 

Opticon Engine. Οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν για 40 κύκλους παρουσία 1Χ 

Taq Buffer, 1.5mM MgCl2, 0.1mM dNTPs, 0.5M betaine, 0.4 µM από κάθε 

εκκινητή,1Χ SYBR green, 1u Taq και τυπικά το 1/50 του DNA που είχε προκύψει 

από την ανοσοκατακρήµνιση. Στην περίπτωση ανάλυσης των ηπατικών γονιδίων 

HNF4, HNF1 και Αlb από τις τιµές των PCRs των δειγµάτων ανοσοκατακρήµνισης  

αφαιρέθηκε η τιµή του δείγµατος µε µη ανοσοποιηµένο ορρό και ακολούθησε 

διαίρεση µε την τιµή του input. Οι πληροφορίες στις εικόνες εκφράζονται µετά από 

διαίρεση µε την τιµή ενός control νουκλεοσώµατος, εκτός κωδικής περιοχής. 

  Σε πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης σε F9, αγρίου τύπου κύτταρα 

διαφοροποιήθηκαν παρουσία ρετινοϊκού οξέος  (1µM) and bt2cAMP (250µM) για 5 

ηµέρες. Τα κύτταρα εκείνα µονιµοποιήθηκαν µε φορµαλδεΰδη, η µονιµοποίηση 

σταµάτησε και ξεπλύθηκαν µε παγωµένο PBS όµοια µε τα όσα αναφέρθηκαν.  Έπειτα 

τα κύτταρα επαναδιαλύθηκαν σε διάλυµα 25 mM Hepes, pH 7.8, 1.5 mM MgCl2, 10 
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mM KCl, 0.1% NP-40, 1 mM DTT και µίγµα αναστολέων των πρωτεασών (Roche), 

ακολούθησε οµογενοποίηση µε Dounce και µετά από φυγοκέντρηση 5min σε 1000 

rpm στους 4C, επαναδιαλύθηκαν σε sonication buffer (50 mM HEPES pH7.9, 

140mM NaCl, 1mM EDTA, 1% Triton X-100,  0.1% sodium deoxycholate, 0.1% 

SDS και 0.5 mM PMSF, 2µg/ml approtinin). Ακολούθησε σπάσιµο της χρωµατίνης 

µε υπερήχους (sonication) και στη συνέχεια, διαδικασία όµοια µε τα όσα 

αναφέρθηκαν παραπάνω. Οι τιµές των PCRs των δειγµάτων ανοσοκατακρήµνισης 

διαιρέθηκαν µε την τιµή του input  και εκφράζονται σε σχέση µε την τιµή του 

δείγµατος µε µη ανοσοποιηµένο ορρό, του οποίου η τιµή λαµβάνεται ίση µε 1.  

  Οι primers που χρησιµοποιήθηκαν για τα PCR των ανοσοκατακρηµνίσεων 

χρωµατίνης είναι: 

 

HNF4α(TSS: +1; polyA site: 28309): 
 

Prom/TSS:  nt -18  ως  +92  

CR  0.5:  nt +492 ως +578 

CR  1.0:  nt +985  ως 1070 

CR  2.5  nt +2509  ως +2599 

CR  5.0  nt +5172  ως +5260 

CR  8.0  nt +7948  ως +8034 

CR 10.0  nt +10235  ως +10329 

CR 12.5  nt +12563  ως +12649 

CR 16.2  nt +16193  ως +16283 

CR 20.0  nt +19963  ως +20045 

CR 28.0  nt + 28061  ως +28149 

Control  nt +32177  ως +32297 

 

HNF1α  (TSS: +1; polyA site: 23764): 
 

Prom/TSS:  nt -89  ως  -19  

CR  0.5:  nt +450 ως +535 

CR  1.0:  nt +953  ως 1033 

CR  2.5  nt +2513  ως +2591 

CR  5.0  nt +6056  ως +6138 
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CR  8.0  nt +8137  ως +8212 

CR 10.0  nt +9820  ως +9930 

CR 15.0  nt +15649  ως +15720 

CR 22.0  nt +21978  ως +22061 

Control  nt +31801  ως +31888 

 

 

Alboumin (TSS: +1; polyA site: 17262): 
 
Prom/TSS:  nt -20  ως  +73  

CR  0.5:  nt +439 ως +547 

CR  1.0:  nt +1057  ως +1149 

CR  2.5  nt +2561  ως +2632 

CR  5.0  nt +4984  ως +5060 

CR  8.0  nt +7940  ως +8020 

CR 10.0  nt +10022  ως +10112 

CR 12.5  nt +12986  ως +13068 

CR 15.0  nt +15040  ως +15121 

Control  nt +26283  ως +26358 

 

  Η ανάλυση των ανοσοκατακρηµνίσεων χρωµατίνης έγινε στα γονίδια του 

ποντικού ERA1 (accession number M22115), ERF (accession number U58533) και 

Cyclin E (accession number X5888)  που είναι γνωστό ότι επηρεάζονται από το 

TAF10 (Metzger et al., 1999; A. Soldatov και L.Tora αδηµοσίευτα αποτελέσµατα) 

και HPRT (accession number ΝΜ_013556).  

 

ERA1:   5΄ CTCCCTTTGGTCCCAGTGCTC 

   3΄ GGGAGGACACGTGACTCTACC 

ERF:   5΄ GCGCGGCCCTTTAAGCCAAG 

   3΄ CCTCGCCTCTCAGAGCCTCTC 

Cyclin E:  5΄ CGGACACAGCTTCGGGTACGG 

   3΄ TGACCCGTCTCTCACAGCCAC 

HPRT:   5΄ CACAGTTGTAATTCTCCTACC 

   3΄ TGTTAAGGTGGAATAGGGATG 
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Τεχνική  υπερευαισθησίας σε περιοριστικές ενδονουκλεάσες (Restriction enzyme 

hypersensitivity assay) 

 

 

  Πυρήνες HepG2 κυττάρων δηµιουργήθηκαν µε τη χρήση διαβάθµισης 

σουκρόζης (Hatzis and Talianidis, 2002) και  επαναδιαλύθηκαν σε διάλυµα 

αντίδρασης 1Χ της επιθυµητής περιοριστικής ενδονουκλεάσης σε συγκέντρωση 

2x106 πυρήνες/ml. Με προσθήκη 5-20 units της περιοριστικής ενδονουκλεάσης τα 

δείγµατα επωάστηκαν στους 37 C για 30min, η αντίδραση σταµάτησε µε την 

προσθήκη ίσου όγκου διαλύµατος 2x stop buffer (20 mM Tris pH7.5, 200 mM NaCl, 

8 mM EDTA και 2% SDS) και ακόλουθη επώαση µε πρωτεϊνάση Κ, συγκέντρωσης  

0.25 mg/ml στους 42 C για 2hrs. Τα τµήµατα DNA καθαρίστηκαν µετά από 

εκχυλίσεις µε φαινόλη/χλωροφορµιο/ισοαµυλική αλκοόλη και κατακρήµνιση µε 

αιθανόλη.  Τα δείγµατα αναλύθηκαν ποσοτικά µε αντιδράσεις real-time PCR ,όµοια 

µε τα δείγµατα των ανοσοκατακρηµνίσεων χρωµατίνης. Οι τιµές των δειγµάτων 

συγκρίθηκαν µε τουλάχιστον τρεις τιµές δειγµάτων που δεν είχαν υποστεί πέψη, αλλά 

µόνο επώαση µε το διάλυµα, ή δειγµάτων που είχαν υποστεί πέψη µε περιοριστική 

ενδονουκλεάση που δεν έφερε αλληλουχία πέψης στην προς ανάλυση περιοχή. Οι 

τιµές των δειγµάτων εκείνων τέθηκαν ως  100% άκοπη χρωµατίνη.  

 

 

 

Αποµόνωση RNA από κύτταρα  

 

 

   Το RNA αποµονώθηκε µε τη µέθοδο της όξινης φαινόλης. Αρχικά τα κύτταρα  

ξεπλένονται µε PBS και τοποθετούνται σε Solution D (4Μ guanidinium thiocyanate, 

25mM sodium citrate pH7, 0.5% sarcosyl, 0.72% β-mercaptethanol). Ακολουθεί  

οµογενοποίηση σε οµογενοποιητή και προστίθεται κατά σειρά 1/10 του όγκου 2Μ 

οξικό αµµώνιο, 1 όγκος φαινόλης  pH4 και 2 όγκοι Sevaq (χλωροφόρµιο και 

ισοαµυλική αλκοόλη σε αναλογία24/1). Το δείγµα επωάζεται για 15min στον πάγο 

και φυγοκεντρείται σε 3000rpm/40min/4ºC. To υπερκείµενο εκχυλίζεται µε ίσο όγκο 

ουδέτερης φαινόλης pH7.5. και φυγοκεντρείται για 3000rpm/40min/4ºC. Στο 
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υπερκείµενο προστίθεται ίσος όγκος ισοπροπανόλης και τοποθετείται σε –20ºC για 

περισσότερο από 1hr. Κατόπιν φυγοκεντρείται για 14000rpm/20min/4ºC, 

αποµακρύνεται το υπερκείµενο και το ίζηµα ξεπλένεται µε 70% αιθανόλη. 

Αποµακρύνεται το υπερκείµενο και η πελέτα στεγνώνεται από τα υπολείµµατα της 

αλκοόλης και επαναδιαλύεται σε 200-300µl ενέσιµου H2O. Μετά την πλήρη 

επαναιώρησή του το RNA ποσοτικοποιείται µε φωτοµέτρηση στα 260 nm και η 

ποιότητά του ελέγχεται σε πήκτωµα αγαρόζης 2%. 

 

 

Επώαση RNA µε DNάση και αντίστροφη µεταγραφή  
 

 

 15-20µg RNA επωάζονται µε 1 µl DNάση (10u/λ χωρίς RNάση), 1x ρυθµιστικό 

διάλυµα DNάσης (200mΜ Tris pH8.0, 50mM NaCl, 30 mM MgCl2) για 1hr/37ºC. 

Μετά την επώαση πραγµατοποιείται εκχύλιση φαινόλης/ χλωροφορµίου/ 

ισοαµυλικής αλκοόλης (25/24/1). Στο υπερκείµενο προστίθενται 2.5 όγκοι απόλυτης 

αιθανόλης και 1/10 όγκου οξικό νάτριο και αφήνεται στους –80ºC για 20min. Το 

δείγµα φυγοκεντρείται για 20min/14000rpm και η πελέτα ξεπλένεται δύο φορές µε 

70% αιθανόλη. Αποµακρύνεται η αιθανόλη, το ίζηµα αφήνεται να στεγνώσει και 

επαναδιαλύεται σε 30µl ενέσιµο Η2Ο. 

 Για την αντίστροφη µεταγραφή χρησιµοποιείται 1µg RNA κατεργασµένου µε 

DNάση I, στο οποίο προστίθεται 1.2µl (100ng/λ) 18-µερούς οligoDT (New England 

Biolabs), 2µl µείγµατος των τεσσάρων dNTPs (10mΜ), 4µl 5x ρυθµιστικό διάλυµα 

MMLV RT και ο όγκος συµπληρώνεται µέχρι τα 19µl µε ενέσιµο Η2Ο. Το µίγµα 

επωάζεται για 5min στους 65C και αφήνεται να κρυώσει για 5min σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Τέλος προστίθεται 1µl (200u/µl) ΜΜLV Reverse Transcriptase (Promega) 

και ακολουθεί επώαση στους 37C για 1hr. Για ανάλυση µε RT-PCR χρησιµοποιείται 

1µl της αντίδρασης για κάθε δείγµα.  

Οι primers που χρησιµοποιήθηκαν για τα RT-PCRs χρωµατίνης είναι: 

HNF-4α mRNA :  5΄ ggagatgacttgaggccttact 

      3΄ ggggaatcgtttccaaggcctc 

HNF-1α mRNA :  5΄ gcctccctgggtcctacgttcacc 

      3΄ gggcttgtggctgtagagggcgtg 

Albumin mRNA : 5΄ caccttccatgcagatatatg 
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          3΄ tgcagcacttctctacaaaag 

 

 

Ανοσοφθορισµός σε  κύτταρα  

 

 

    Κύτταρα HepG2 καλλιεργήθηκαν σε γυάλινες αντικειµενοφόρους, παρουσία 

50ng/ml poly-D-Lysine. Τα κύτταρα ξεπλύθηκαν 3Χ µε 1Χ PBS, µονιµοποιήθηκαν 

µε methanol για 10min σε -20C και ακολούθησε 3X ξέπλυµα µε 1X PBS και επώαση 

µε 1X PBS/ 1% BSA για 30min. Ακολούθησε επώαση µε τα αντισώµατα σε 

κατάλληλες αραιώσεις σε διάλυµα 1x PBS/1% BSA. Τα πρωτεύοντα αντισώµατα 

επωάστηκαν για 45min ενώ τα δευτερεύοντα για 30min. Ενδιάµεσα και στο τέλος 

έγιναν 4X πλύσεις /15min µε 1x PBS/1% BSA. Στη συνέχεια έγινε χρώση µε DAPI 

που βάφει του πυρήνες για 1min και ακολούθησαν 2-3 ξεπλύµατα µε 1X PBS/1% 

BSA. Τέλος, µονιµοποιήθηκαν σε αντικειµενοφόρους µε 5µl Μοwiol (Sigma). Ολες 

οι επωάσεις και τα ξεπλύµατα έγιναν σε θερµοκρασία δωµατίου µε ανάδευση. Η 

παρατήρηση έγινε στο συνεστιακό µικροσκόπιο Zeiss Axioscope 2 Plus.  

 

 

Αντισώµατα    

 

   

 Santa Cruz Biotechnology: Pol-II N-term. (sc-9001), Brg-1 (sc-10768), CBP (sc-

369),  HA, Myc, Sp1 και TFIIB. 

 Covance: Pol-II CTD-Ser5-P (H-14), Pol-II CTD-Ser-2P (H5), Pol-II CTD (8WG16). 

Abcam: Histone 3 (ab8580), monomethyl H3-K4 (ab8895), dimethyl H3-K4 

(ab7766), trimethyl H3-K4 (ab 8580), dimethyl H3-K9 (ab7312), αPan-methyl-lysine. 

Upstate Biotechnology: Acetyl-H3 (06-599), Acetyl-H4 (06-866), dimethyl H3-K79 

(07-366), dimethyl H3-K36 (07-274), dimethyl H3-K4 (07-030), FACT/cdc68 (07- 

255) και  SET9. 

Sigma :  Flag M2-agarose 
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 Τα αντισώµατα για το TAF10 (1H8), TAF10 (2B11), TAF10 (2F4), TBP (3G3), 

TAF4 (32TA), TAF5 (1TA), TAF6 (25TA), TAF7 (19TA) παραχωρήθηκαν από τον 

Tora L  (Jacq et al., 1994; Wieczorek et al., 1998; Bell et al., 2001), το PCAF από τον 

Y. Nakatani και Elp1 και Elp3 από τον J. Svejstrup. 

 Τα δευτερεύοντα αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν στα Western blot α-mouse 

και α-rabbit immunoglobulin G ήταν συνδεδεµένα µε horseradish peroxidase και 

ήταν από την εταιρία Jackson Laboratories και Rockland αντίστοιχα, ενώ τα 

immunoglobulin G α-IgM της Covance. Tα δευτερεύοντα αντισώµατα που 

χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα ανοσοφθορισµού ήταν anti-mouse ή anti-rabbit 

AlexaFluor568 (Molecular Probes).  
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Gene-Specific Modulation of TAF10
Function by SET9-Mediated Methylation

methylation of H3 at lysine 4 and 36 by the SET1 and
SET2 family of enzymes has been demonstrated to cor-
relate with active transcription (Kouzarides, 2002). SET9

Antigone Kouskouti,1 Elisabeth Scheer,2

Adrien Staub,2 Làszlò Tora,2,*
and Iannis Talianidis1,*
1Institute of Molecular Biology and Biotechnology is a recently identified H3 lysine 4 methyltransferase

containing the conserved SET domain but devoid of anyFORTH
711 10 Herakleion, Crete pre- or post-SET domains (Wang et al., 2001; Nishioka

et al., 2002). Although direct evidence for the in vivoGreece
2 Institute de Genetique et de function of SET9 is still missing, it was proposed that

SET9-mediated histone methylation may function inMoleculaire et Cellulaire
CNRS/INSERM/ULP transcription activation by competing with histone de-

acetylases and by precluding H3 lysine 9 methylation.F-67404 Illkirch Cedex
CU de Strasbourg Unlike the other HMTases, SET9 cannot methylate H3

assembled into nucleosomes, although it displays aFrance
strong activity with free histone substrates (Wang et al.,
2001; Nishioka et al., 2002). On the other hand, it was
demonstrated that SET9 could stimulate activator-Summary
induced transcription in vivo (Nishioka et al., 2002). This
suggests that, if SET9 indeed acts via histone methyla-SET9 is a member of the SET domain-containing his-

tone methyltransferase family that can specifically tion in vivo, its activity must be modulated by other, still
unidentified factor(s). An alternative, rather intriguing,methylate histone 3 at lysine 4 position. Although

nucleosomal histones are poor substrates for SET9, possibility is that histones are not the sole physiological
substrates for this enzyme, implying that SET9-medi-the active enzyme can stimulate activator-induced

transcription. Here, we show that SET9 can mono- ated activation may also involve modification of other
proteins playing a role in transcription activation. Post-methylate the TBP-associated factor TAF10 at a single

lysine residue located at the loop 2 region within the translational modifications of nonhistone proteins by
other chromatin-modifying activities, such as acetyl-putative histone-fold domain of the protein. Methyl-

ated TAF10 has an increased affinity for RNA polymer- transferases or arginine methylases, have been identi-
fied, and their role in diverse biological pathways, includ-ase II, pointing to a direct role of this modification in

preinitiation complex formation. Reporter assays and ing transcription, is well established (Chen et al., 2001;
Freiman and Tjian, 2003). However, apart from histones,studies on TAF10 null F9 cells expressing a methyla-

tion-deficient TAF10 mutant revealed that SET9-medi- no other substrates are known for the SET-domain fam-
ily of lysine methyltransferases.ated methylation of TAF10 potentiates transcription of

some but not all TAF10-dependent genes. This gene Here, we show that SET9 can efficiently methylate
TAF10 (formerly called TAFII30), a component of the gen-specificity correlated with SET9 recruitment. The pro-

moter-specific effects of SET9-methylated TAF10 may eral transcription factor complex TFIID. We present evi-
dence that SET9-mediated methylation of TAF10 has ahave important implications regarding the biological

function of SET domain-containing lysine methylases, stimulatory effect on transcription in a promoter-specific
manner. In addition, we demonstrate that TAF10 canwhose primary targets have been presumed to be his-

tones. physically interact with RNA polymerase II and that the
affinity of this interaction is significantly increased by
SET9-induced methylation.Introduction

Histone methylation, together with other site-specific Results
modifications, such as acetylation, phosphorylation,
and ubiquitination, plays an important role in the genera- A partial TFIID complex composed of TAF4, TAF5, Flag-
tion of specific molecular marks in chromatin, which TAF6, TAF8, TAF9, TAF10, and TAF12 was purified by
are recognized by regulatory proteins, thus determining anti-Flag immunoaffinity column from SF9 cells coin-
dynamic transitions between transcriptionally active fected with baculovirus vectors expressing the individ-
and inactive states (Fischle et al., 2003; Turner, 2002). ual proteins. An in vitro methyltransferase (MTase) assay
In recent years a number of histone methyltransferases using recombinant SET9 and 3H-S-adenosyl-methionine
(HMTases), which can methylate histones at specific (3H-SAM) revealed a radioactive double band of about
residues, have been identified and characterized (Kou- 30 kDa, characteristic of TAF10 (Figure 1A). To confirm
zarides, 2002; Jenuwein, 2001). Methylation of histone that TAF10 can indeed be methylated by SET9, we per-
3 (H3) at lysine 9 and 27 by the Suv39 family of HMTases formed the same MTase assay with purified bacterially
has been implicated in heterochromatin formation and expressed TAF10 proteins. Full-length TAF10, or the
transcriptional silencing (Jenuwein, 2001). In contrast, GST fusions containing the C-terminal (amino acids 100–

217 or 120–206) regions of the protein were methylated
by SET9 with an efficiency comparable to free histones*Correspondence: talianid@imbb.forth.gr (I.T.); laszlo@igbmc.

u-strasbg.fr (L.T.) (Figure 1B). The in vitro-methylated GST-TAF10 (120-
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Figure 2. TAF10 Interacts with SET9 and Is Methylated In Vivo

Figure 1. SET9 Methylates TAF10 In Vitro at Lysine 189 Methylated and unmethylated TAF10 incorporate into the TFIID
complex in vivo.(A) Baculovirus expression system-derived partial TFIID complex
(A) Nuclear extracts from HeLa cells were used for immunoprecipita-composed of TAF4, TAF5, TAF6, TAF8, TAF9, TAF10, and TAF12
tions with preimmune serum or the monoclonal antibodies 1H8(lane 1), or TAF6 and TAF9 (lane 2), were subjected to in vitro MTase
(�TAF10-1), 2B11 (�TAF10-2), or 3G3 (�TBP) followed by Westernreaction with 100 ng recombinant SET9.
blot analysis using the Pan-Methyl-Lysine antibody (Abcam).(B) MTAse assays were performed with 100 ng SET9. As substrates,
(B) HeLa cell nuclei were incubated with 3H-SAM and after extract10 �g of free histones, 1 �g of the indicated GST-TAF10 fusions,
preparation were subjected to immunoprecipitations with the indi-or His-tagged full-length TAF10 proteins were used. Numbers in the
cated antibodies and analyzed by SDS-PAGE. An autoradiogram ofright panel indicate the positions of lysine residues mutated in the
a 13 days exposure is shown.full-length His-TAF10 protein. The reaction products were analyzed
(C) Nuclear extracts from Hela cells were immunoprecipitated withby SDS-PAGE followed by autoradiography. The bottom panel
�SET9 and analyzed in Western blots with the indicated antibodies.(Coom. Blue) depicts part of the gel stained with Coomassie blue.
(D) Nuclear extracts from HEK293 cells transfected with the indi-The TAF10 amino acid sequence between positions 160 and 200
cated expression vectors were immunoprecipitated with �HA. Thewith highlights of the mutated lysine residues is depicted at the
precipitated proteins were analyzed in Western blots with the indi-bottom.
cated antibodies.(C) In vitro methylation reactions were performed using 2 �g of

unmodified or lysine 189 mono- and dimethylated synthetic peptides
corresponding to TAF10 (180–195 aa) and 100 ng SET9. The reaction
products were analyzed by P81 filter binding assays. As control, a were mono- or dimethylated at position 189 (Figure 1C).
peptide synthesized from the C-terminal region of HNF-4 was used. This indicates that SET9 can monomethylate TAF10,

similar to histone 3.
To test whether endogenous TAF10 is methylated,206) protein was subjected to partial trypsin digestion,

followed by HPLC purification and Edman degradation nuclear extracts from HeLa cells were immunoprecipi-
tated with two different TAF10 antibodies followed byof the resulting peptides. This analysis revealed lysine

189 as the site of modification (data not shown). This Western blot analysis using a pan-methyl-lysine anti-
body. As judged by the characteristic double band sig-was further confirmed by in vitro MTase assays using

mutated full-length recombinant TAF10 proteins as sub- nal (Jacq et al., 1994), this antibody efficiently reacted
with the immunoprecipitated TAF10 (Figure 2A). Further-strates. SET9 was able to methylate all lysine mutants

except TAF10-K189Q (Figure 1B). When a synthetic pep- more, a similar 30 kDa signal could also be observed
in TBP immunoprecipitates, suggesting that TAF10 istide spanning the 180–195 amino acid region of TAF10

was used as a substrate, we observed that SET9 could methylated within the TFIID complex. The in vivo methyl-
ation of TAF10 was further substantiated by in-nucleomethylate the unmodified peptide but not peptides that
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metabolic labeling experiments. HeLa cell nuclei were type human TAF10 or TAF10K189Q expressed compara-
ble levels of the transgenes in a doxycycline-dependentincubated with 3H-SAM, and after salt extraction, the

soluble proteins were immunoprecipitated with a TAF10 manner (Figure 3B). Importantly, TAF10 methylation
could only be observed in wt TAF10-expressing cells,antibody. A 30 kDa double band corresponding to TAF10

could be detected by autoradiography (Figure 2B). further corroborating the notion that TAF10 methylation
occurs at lysine 189. The anti-TAF10 antibody coimmu-To address the question whether SET9 is involved in

the in vivo methylation of TAF10, we first examined the noprecipitated several TFIID subunits from both wt
TAF10 and TAF10K189Q cells (Figure 3B), showing thatinteraction of the endogenous proteins. As shown in

Figure 2C, an antibody against SET9 specifically immu- both proteins can integrate into endogenous TFIID com-
plexes. The efficient rescue of the TAF10�/� lethal phe-noprecipitated endogenous TAF10 together with other

components of the TFIID complex (TBP, TAF6, and notype by the K189Q mutant suggested that TAF10
methylation may not play a major role in the transcriptionTAF7), pointing to the in vivo association of SET9 with

TFIID. Next, HA-tagged wild-type and K189Q mutant of the cell cycle-regulated genes, the downregulation
of which has been attributed to the G0/G1 arrest andTAF10 proteins were overexpressed in cells alone or

together with SET9, followed by nuclear extract prepara- apoptosis of cells lacking TAF10 (Metzger et al., 1999).
Only minor changes were observed between F9 cellstions and immunoprecipitations with �HA antibody.

Western blot analysis of the immunoprecipitates with complemented by wild-type TAF10 and TAF10K189Q,
in terms of cell cycle distribution, cell morphology, orantibodies against TBP, TAF6, and TAF7 revealed that

both the wild-type and the methylation-deficient K189Q the ability to differentiate toward endodermal lineages
(see Supplemental Data at http://www.molecule.org/mutant TAF10 could efficiently incorporate into TFIID

irrespective of SET9 overexpression (Figure 2D). As ex- cgi/content/full/14/2/175/DC1). The expression of indi-
vidual genes was examined by RT-PCR of RNAs pre-pected, only the wild-type but not the K189Q mutant

TAF10 exhibited immunoreactivity with the pan-methyl- pared from the two cell lines before and after induction
by retinoic acid � cAMP. The expression of two TAF10-lysine antibody, albeit both proteins interacted with

SET9 (Figure 2D). Thus, TAF10K189Q is not methylated dependent genes (A. Soldatov and L.T., unpublished data),
ERF1 and the RA-inducible ERA1 gene, was compromisedin vivo at another position. Importantly, SET9 overex-

pression significantly increased the pan-methyl-lysine (about 2-fold reduction) in the TAF10K189Q-expressing
cell line, both before and after parietal endoderm differ-antibody-reactive signal in the immunoprecipitates con-

taining wild-type TAF10 (Figure 2D). These results dem- entiation (Figure 3D). In contrast, the expression of other
genes, such as HPRT and cyclin E, was not affected,onstrate that SET9 can methylate TAF10 in vivo and

that methylation does not affect TAF10 incorporation suggesting that the effect of TAF10 methylation on tran-
scription is gene specific.into TFIID.

The functional role of TAF10 methylation in gene acti- To test whether this difference is due to the selective
recruitment of SET9 to the different regulatory regions,vation was investigated by complementation of TAF10

null mouse F9 cells by the TAF10K189Q mutant. Condi- we performed chromatin immunoprecipitation (ChIP)
assays using wild-type F9 cells induced by retinoictional disruption of TAF10 in F9 cells was performed

using the Cre-lox strategy as previously described acid � cAMP. As shown in Figure 3E, in SET9 immuno-
precipitates significant amounts of DNA corresponding(Metzger et al., 1999). Inactivation of both alleles has

been shown to impair cell viability, which can be rescued to ERA and ERF1 promoters could be detected, while
the signal obtained for cyclin E and HPRT promoterby conditional ectopic expression of wild-type human

TAF10 (Metzger et al., 1999). Cells containing one knock- DNA was hardly above background levels. Since TAF10
occupancy and H3-K4 methylation could be detectedout and one floxed allele of TAF10 (L�/L2) and the re-

verse tetracycline-controlled rtTA expression vector in all four genes (Figure 3E), these data suggest that the
gene-specific effect of TAF10 methylation is mediatedwere stably transfected with vectors containing the

TAF10K189Q cDNA or yeast TAF10 cDNA under the by differential recruitment of SET9 to the specific gene
regulatory regions. Comparing the ChIP signals ob-control of the tetracycline operator. Doxycycline-induc-

ible expression of the transgene was verified by Western tained for the ERA and ERF-1 genes, we observed an
about 2- and 2.5-fold difference between the two genesblot analysis using the human-specific TAF10 antibody

2F4 (Figure 3A). These cells were then electroporated in �K4-DiMeH3 and �TAF10 immunoprecipitates, re-
spectively (Figure 3E). Although potential differences inwith an expression vector containing the Cre-recombi-

nase and the excision of exon 2, which creates a null the accessibility of the epitopes for the antibodies within
the context of the different PICs formed on the twoallele (Metzger et al., 1999), was analyzed by PCR over

a period of 11 days. PCR products corresponding to genes can not be excluded, the observed difference
may also reflect the different percentage of cells wherethe excised allele (233 bp) were constantly detected

from the first day after Cre treatment throughout the these genes are in an active state at a given time point.
As H3-K4 methylation and TAF10 occupancy character-whole period, suggesting that the proportion of the cells

in which the endogenous TAF10 allele has been inacti- ize active promoters (Kouzarides, 2002; Muller and Tora,
2004) and because ERA is expressed at much highervated is viable when they express TAF10K189Q (Figure

3C). As a negative control, we examined the disappear- levels than ERF1 in these cells, we favor the latter expla-
nation.ance of exon 2 in TAF10 (L�/L2) cells expressing yeast

TAF10, which cannot rescue the mouse TAF10�/� cells In order to gain mechanistic insight into the role of
TAF10 methylation, we performed “artificial recruitment”(E.S. and L.T., unpublished data). As expected, the 233

bp products could not be detected after 5 days of Cre assays using Gal4-TAF10 fusion constructs. Gal4-
TAF10wt, Gal4-TAF10K189Q, and Gal4-TAF10K189R in-treatment (Figure 3C). TAF10�/� cells rescued by wild-
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Figure 3. The Methylation-Deficient Mutant TAF10 Can Rescue the Growth Defect of TAF10 Null F9 Cells but Compromises the Expression
of ERF1 and ERA Genes

(A) F9:hTAF10(K189Q) cells were grown in the presence or absence of 1 �g/ml doxycyclin. Western blot analysis of whole-cell extracts was
performed with TAF10 (2F4) antibody.
(B) Nuclei from F9:hTAF10wt cells (lanes 1 and 3) or F9:hTAF10(K189Q) cells (lanes 2 and 4) were incubated with 3H-SAM and after extract
preparation were subjected to immunoprecipitation with �TAF10 (1H8) (lanes 1 and 2) or control antibody (lanes 3 and 4) and analyzed by
Western blots with the antibodies shown at right. At the bottom, an autoradiogram of a 14 day exposure is shown.
(C) L�/L2TAF10 F9 cells harboring rtTA vectors were first electroporated with either phTAF10K189Q or yTAF10 linearized constructs. The cells
grown in the presence of doxycycline were subcloned and then electroporated with pSG-Cre. The excision of exon 2 was monitored by PCR
analysis of the genomic DNA. In lanes F9 and T, genomic DNA from wild-type F9 (F9) or F9:hTAF10 (T) cells was analyzed, respectively.
(D) RT-PCR analysis for the expression analysis of the indicated genes was performed with total RNAs prepared from F9:hTAF10 and
F9:hTAF10(K189Q) cells before and after 5 days of treatment with retinoic acid (1 �M) and bt2cAMP (250 �M). Bars correspond to average
signals from at least four experiments with independent RNA preparations.
(E) Chromatin immunoprecipitation (ChIP) analysis of SET9 and TAF10 occupancy and H3-K4-dimethylation of ERA, ERF1, cyclin E, and HPRT
promoters in RA � cAMP-induced F9 cells. Bars represent real-time PCR values normalized to inputs and the values obtained with nonspecific
antibody, which was set as one unit in each calculation.

duced transcription of a Gal4-responsive reporter about or the K189Q mutant form of TAF10 increased Gal4-
VP16-dependent activation about 2-fold, suggesting80-fold (Figure 4A). Importantly, however, SET9 overex-

pression further potentiated Gal4-TAF10wt-driven tran- that the concentration of endogenous TAF10 is limiting
in the cells (Figure 4C). SET9 further increased wtTAF10-scription about 30-fold but not that of Gal4-TAF10K189Q

or Gal4-TAF10K189R. No such stimulation could be ob- stimulated activation about 3-fold, an effect that could
not be observed with SET9H297A or in cells overex-served by overexpression of a methylase-deficient point

mutant of SET9 (SET9H297A) (Figure 4A). When activa- pressing TAF10K189Q. These results suggest that meth-
ylation of TAF10 plays an important role in SET9-medi-tor-induced transcription was tested, we found, as ex-

pected (Nishioka et al., 2002), that wtSET9 but not ated enhancement of activator-induced transcription.
As shown above, methylation of TAF10 does not influ-SET9H297A could enhance Gal4-VP16-mediated activa-

tion (Figure 4B). A similar effect (about 2.8-fold induc- ence its incorporation into or the integrity of TFIID com-
plex. Therefore, we sought to investigate other charac-tion) was observed with the RXR/RAR-responsive re-

porter but not with the NFkB p65- or HNF-1-responsive teristics of the protein that could be influenced by this
modification. As a result of a broader screen, we foundreporters, suggesting that SET9 action is promoter spe-

cific (Figure 4B). Overexpression of either the wild-type that TAF10 is associated with RNA polymerase II in nu-
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Figure 4. Involvement of TAF10 Methylation in SET9-Mediated Potentiation of Transcription

HEK293 cells were transfected with the indicated combinations of expression vectors and the appropriate luciferase reporter plasmids.
Normalized luciferase activities and standard errors from four experiments are expressed as fold inductions above the activity obtained by
Gal-TAF10wt (A), by the indicated activators without SET9 (B), and by Gal4-VP16 (C).

clear extracts from cells transfected with HA-tagged scription factors, linking distinct covalent modifications
of nonhistone proteins to specific regulatory functions.wtTAF10 and TAF10K189Q (Figure 5A). Western blot

analysis of the two anti-HA immunoprecipitates revealed In addition to DNA binding factors, the activity of several
other components of the transcription initiation anda similar immunoreactivity by the H14 antibody (raised

against Ser5-phosphorylated CTD), while the H5 anti- elongation machinery has been shown to be modulated
by acetylation or arginine methylation (Imhof et al., 1997;body (raised against Ser2-phosphorylated CTD) gave

no signal (Figure 5A). Since it is expected that only a Kwak et al., 2003). In this respect, the TFIID complex
was an exception, as no evidence existed so far for thesmall proportion of the overexpressed TAF10 gets meth-

ylated in the cells, we further investigated the potential potential modulation of TFIID components by histone-
modifying enzymes.role of TAF10 methylation in the interaction with RNA

pol-II by performing GST pull-down experiments with Addressing this issue, we demonstrate that the TBP-
associated factor TAF10 can be methylated in vitro andunmethylated or SET9-premethylated GST-TAF10 fu-

sion proteins. H14-reactive RNA pol II derived from in vivo by the SET domain-containing histone lysine
methyltransferase SET9. This modification has a stimu-HepG2 cell extracts was efficiently pulled down in both

cases at 150 mM salt concentrations. On the other hand, latory effect on transcription. TAF10 methylation occurs
at a single amino acid residue (lysine 189), located inwhen the stringency of the washing conditions was in-

creased, the interaction of RNA pol II with premethylated the loop 2 region between the last two � helices of its
histone-fold domain. The pairwise interactions medi-TAF10 was significantly stronger than with unmethylated

TAF10 (Figure 5B). We also performed the same experi- ated by the histone-fold domains of TAFs have been
shown to play a pivotal role in the establishment ofments with the methylation-deficient GST-TAF10K189Q

bait. In this control assay, the above shown difference the overall architecture and the stability of the TFIID
complex (Gangloff et al., 2001; Mohan et al., 2003). Asin interaction could not be observed (Figure 5C). This

suggests that methylation may increase the affinity of demonstrated by our coimmunoprecipitation assays,
both methylated and unmethylated TAF10 can incorpo-the interaction of TAF10 with RNA polymerase II.
rate into TFIID, arguing against the possibility that TAF10
methylation may alter the composition of the complex.Discussion
It was anticipated, however, that such a modification
may induce changes in the molecular organization ofTranscriptional activation of eukaryotic genes is con-

trolled by a number of distinct events, including chroma- the complex that should influence TFIID function. In line
with this, we found that TAF10 can interact with RNAtin remodeling and the regulated assembly of preinitia-

tion complexes (PIC) at promoters. Posttranslational pol II and that SET9-mediated methylation of TAF10
increases the affinity of this interaction. In this way,modifications of histones lead to dynamic changes in

local chromatin structure that influence the recruitment TAF10 methylation may influence the stable recruitment
of RNA pol II into promoters, which could be part of theof transcription complexes into regulatory regions

(Fischle et al., 2003). In recent years it has become clear molecular mechanism involved in the observed tran-
scription-stimulatory effect.that histones are not the sole substrates of the chroma-

tin-modifying enzymes and modifications of nonhistone Furthermore, we show gene-restricted functional con-
sequences of TAF10 methylation. The methylation-siteregulatory proteins may play an equally important role

in transcription regulation (Gu and Roeder, 1997; Sou- mutant of TAF10 could rescue the growth defect of
TAF10-deficient F9 cells, suggesting that TAF10 methyl-toglou et al., 2000; Chen et al., 2001; Freiman and Tjian,

2003). Acetylation and arginine methylation have been ation is not required for the activation of most genes
regulating cell cycle progression or primitive or parietaldemonstrated to influence multiple properties of tran-
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endoderm differentiation. Consistent with this, TAF10
methylation-dependent transcriptional enhancement
was observed only in a subset of TAF10-dependent
genes, including ERA and ERF1. This specificity may
arise from the selective recruitment of SET9 into the
individual promoters. Indeed, we demonstrate a specific
in vivo recruitment of SET9 to the ERA and ERF1 promot-
ers but not to those of cyclin E or HPRT. In addition, SET9
could potentiate transcription driven by some activators
(e.g., Gal4-VP16 or RXR/RAR) but not those driven by
others (e.g., NF�B or HNF-1).

SET9 has been identified as a site-specific histone
methyltransferase that methylates histone 3 at the lysine
4 position. This modification also correlates with gene
activation. Although it was documented that H3 assem-
bled into nucleosomes is a poor substrate for SET9,
the role of H3 methylation in SET9 action cannot be
excluded (Nishioka et al., 2002). On the other hand, evi-
dence obtained by in vivo TAF10 replacement experi-
ments suggests that TAF10 methylation represents an
important part of the mechanism involved in SET9-
dependent transcriptional enhancement. Unlike cells
expressing high levels of wild-type TAF10, those overex-
pressing the methylation-deficient mutant of TAF10
were not responsive to SET9 in functional assays. Al-
though the molecular details remain to be determined,
it is tempting to speculate that TAF10 and histone H3
modifications may represent interdependent, sequential
molecular steps in the mechanism of SET9-regulated
transcription. In this respect we note that H3-K4 methyl-
ation did not correlate with SET9 occupancy on cyclin
E and HPRT promoters, suggesting that, at least in these
genes, the particular histone modification is catalyzed
by another methylase. In F9 cells expressing the methyl-
ation-deficient mutant of TAF10, transcription of specific
targets, such as ERF1 or ERA1, was impaired but not
erased entirely. This suggests that SET9-induced TAF10
methylation alone plays a “fine tuning,” rather than a
decisive, role in the transcription of these genes. Such
fine-tuning mechanisms can provide the cells with the
potential to influence the efficiency of the transcription
machinery in subtle ways, thus contributing to the gener-
ation of well-controlled intracellular levels of the individ-
ual gene products in a given physiological condition.

TAF10 is an integral component of TFIID, which plays
an “integrator” role in the assembly of preinitiation com-
plexes on active promoters, via core promoter recogni-Figure 5. SET9-Induced Methylation Increases the Affinity of the
tion and selective interactions with the activation do-Interaction of TAF10 with RNA Polymerase II
mains of transcription factors. In mammalian cells,(A) Extracts from HEK293 cells transfected with the indicated plas-

mids were immunoprecipitated with �HA antibody, and the presence functionally distinct TFIID complexes exist, which differ
of phosphorylated forms of RNA polymerase II in the precipitates in their TAF composition (Bell and Tora, 1999; Bell et
was evaluated by Western blot analysis using H14 (Ser5-CTD) or al., 2001; Muller and Tora, 2004). The gene- and cell
H5 (Ser2-CTD) antibodies.

type-specific action of the different TFIID complexes(B and C) Equal amounts (0.5 �g) of GST-TAF10wt or GST-
points to the hallmark role of TFIID in the specificationTAF10K189Q were immobilized on glutathione agarose beads and
of diverse gene expression patterns. The results of thisincubated with 1 �g of recombinant SET9, in the absence (upper

panels) or presence (lower panels) of 1 mM cold SAM for 1 hr at study illustrate that gene-specific TFIID function may
30�C. The beads were then excessively washed with interaction be modulated by posttranslational modification of its
buffer containing 500 mM NaCl to remove associated SET9, followed TAF component, thus providing an example for an addi-
by incubation with HepG2 nuclear extracts. After washing, GST-

tional level of complexity to the combinatorial networkTAF10-associated RNA polymerase II was monitored by Western
involved in transcription regulation. Finally, the identifi-blot analysis using the H14 antibody. Serial exposures of ECL im-

ages were quantitated by the NIH-image 1.63 software. Quantitative cation of a nonhistone regulatory substrate for SET9
presentations of the data are depicted in the right panels. points to a more widespread function of SET domain-

containing histone lysine methyltransferases, which
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ting. These cells were then electroporated with pSG-Cre plasmidmay operate in place of, or more likely, in addition to
and the excision of exon 2 from the endogenous TAF10 alleles waschromatin structure modifications.
monitored by PCR, as described previously (Metzger et al., 1999).
In vitro differentiation and cell cycle analysis of F9 cells and RT-Experimental Procedures
PCR assays for the analysis of the expression of individual genes
were performed as described (Metzger et al., 1999). We analyzed theRecombinant Proteins and Antibodies
mouse ERA1 (accession number M22115), ERF (accession numberThe cDNA fragment corresponding to full-length human TAF10 ORF
U58533), and cyclin E (accession number X5888) genes, which havewas cloned into pET15b-6xHis vector, while the C-terminal frag-
been previously shown to require TAF10 for their expression (Metz-ments corresponding to the 100–217 aa and the 120–206 aa regions
ger et al., 1999; A. Soldatov and L.T., unpublished data).were cloned into pGEX3x bacterial expression vectors (Jacq et al.,

1994). Recombinant proteins were expressed either as GST-fusions
Chromatin Immunoprecipitationsor 6xHis-fusions in E. coli BL21 cells and were purified on GST-
Wild-type F9 cells were incubated for 5 days with with retinoic acidSepharose (APB) or talon metal affinity resin (Clontech), respec-
(1 �M) and bt2cAMP (250 �M) and crosslinked with 1% formaldehydetively. Viral stocks of baculovirus expression vectors encoding the
for 10 min at room temperature. Crosslinking was stopped by thedifferent TFIID components were used to coinfect Sf9 cells, and the
addition of glycine to a final concentration of 0.125 M. The cellspartial complexes were purified by affinity purification using �Flag-
were washed with cold PBS and swelled on ice for 10 min in 25 mMM2 agarose column, taking advantage of the Flag epitope-tag fused
HEPES (pH 7.8), 1.5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 0.1% NP-40, 1 mMto TAF6. Point mutations were generated by the GeneEditor site-
DTT, and protease inhibitor cocktail (Roche). Following Douncedirected mutagenesis kit (Promega).
homogenization (20 strokes, pestle A), the nuclei were collectedThe following antibodies were used in this study: �TAF10 (1H8),
and resuspended in “sonication buffer” containing 50 mM HEPES�TAF10 (2B11), �TAF10 (2F4), �TBP (3G3), �TAF4 (32TA), �TAF5
(pH 7.9), 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% Na-(1TA), �TAF6 (25TA), �TAF7 (19TA) (Jacq et al., 1994; Wieczorek et
deoxycholate, 0.1% SDS, and protease inhibitors and sonicated onal., 1998; Bell et al., 2001), �SET9 and K4-diMeH3 (Upstate Biotech-
ice to an average length of 200–1000 bp. After centrifugation, thenology), �HA, �Myc, �Sp1 and �TFIIB (Santa Cruz Biotechnology),
soluble chromatin was subjected to immunoprecipitation as de-�RNA pol-II Ser5P-CTD (H14, Covance), �RNA pol-II Ser2P-CTD
scribed (Soutoglou and Talianidis, 2002). The DNA in the resulting(H5, Covance), �Flag (M2, Sigma), and �Pan-methyl-lysine (Abcam).
immunoprecipitates were analyzed by real-time PCR using SYBR
green.In Vitro Methyltransferase Assays

In vitro methyltransferase assays were performed in a 30 �l reaction
Acknowledgmentsvolume, using 100 ng purified recombinant SET9 enzyme together

with 1 �g recombinant TAF10 proteins, 10 �g histones, or 2 �g
We thank L. Vandel and P. Hatzis for helpful discussions; A. Eberlinsynthetic peptide substrates and 1 �Ci 3H-SAM (APB) in a reaction
for cell cycle measurements; M. Oulad-Abdelghani for antibodybuffer containing 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 20 mM KCl, 5 mM DTT,
preparation; and N. Katrakili and I. Kyrmizi for assistance. This work4 mM EDTA. After incubation at 30�C for 1 hr the reactions were
was supported by HFSP (RGP-0024) and the EU programstopped, either by the addition of SDS sample buffer or by spotting
(HPRN-CT-2000-00087) (to I.T. and L.T) and by the INSERM, theonto Whatman P81 filters. The filters were washed excessively with
CNRS, the Hôpital Universitaire de Strasbourg, the ARC, the FRM,50 mM NaHCO3 and counted by liquid scintillation.
the Ministere de la Recherche (ACI), and EU grants (HPRN-CT-2000-
00088) (to L.T.).Transfections and Protein Interaction Assays

HEK293 cells were transfected by the calcium-phosphate-DNA co-
Received: November 10, 2003precipitation method as described in Hatzis and Talianidis (2001).
Revised: February 27, 2004The reporter plasmids (5xGal4-E1b-Luc, 3x�RARE-TK-luc, 3xNFkB-
Accepted: March 1, 2004TK-luc, 3xAlbPE-TK-luc) and expression vectors (pHA-TAF10, GST-
Published: April 22, 2004TAF10) have been described in Ktistaki and Talianidis (1997), Hatzis

and Talianidis (2001), and Jacq et al. (1994). Reporter assays, nuclear
extract preparations, GST pull-down assays, and Western blot anal- References
ysis were performed as described previously (Ktistaki and Talianidis,
1997). Immunoprecipitations were performed as in Hatzis and Talia- Bell, B., and Tora, L. (1999). Regulation of gene expression by multi-
nidis (2001) and Wieczorek et al. (1998), except that all washing ple forms of TFIID and other novel TAFII-containing complexes. Exp.
buffers contained 200 mM NaCl. The antibodies used in this study Cell Res. 246, 11–19.
are listed in the Supplemental Data on Molecular Cell’s website. Bell, B., Scheer, E., and Tora, L. (2001). Identification of hTAF(II)80
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Supplementary Information 

Supplementary Figure 

(A) Normal F9 cells (F9), or F9:hTAF10 and F9:hTAF10K189Q cells were 

differentiated in vitro towards primitive, or parietal endoderm by treatments with 1 

µM retinoic acid (RA), or 1µM RA + 250 µM db2cAMP (RA+cAMP) for 5 days, 

respectively. Representative phase-contrast microscopic images are shown at 125x 

magnification. 

(B) Flow cytometric quantitation of the cells at the different phases of the cell cycle. 
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Histone modifications defining active genes
persist after transcriptional and mitotic
inactivation

Antigone Kouskouti and Iannis Talianidis*
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Research and Technology Hellas, Herakleion, Crete, Greece

We examined various histone modifications across the

promoter and the coding regions of constitutively active

hepatic genes in G0/G1-enriched, mitotically arrested and

a-amanitin-blocked cells. Gene activation correlated with

localized histone hyperacetylation, H3-K4 tri- or dimethyl-

ation and H3-K79 dimethylation and localized nucleosome

remodeling at the promoter and the 50 portion of the

coding regions. Nucleosomes at more downstream loca-

tions were monomethylated at H3-K4. CBP, PCAF, Brg-1,

SNF2H and FACT were recruited to the coding regions in

a gene-specific manner, in a similarly restricted promoter-

proximal pattern. Elongator, however, associated with the

more downstream regions. While all factors were disso-

ciated from the chromatin after transcriptional inactiva-

tion by a-amanitin, the histone modifications remained

stable. In mitotic cells, histone modifications on parental

nucleosomes were preserved and were regenerated in a

transcription-dependent manner at the newly deposited

nucleosomes, as the cells entered the next G1 phase. The

findings suggest that histone modifications may function

as molecular memory bookmarks for previously active

locations of the genome, thus contributing to the main-

tenance of active chromatin states through cell division.
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2004; doi:10.1038/sj.emboj.7600516
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Introduction

In multicellular organisms, cell type specification is achieved

by the precisely regulated expression of subsets of genes. In

each individual cell type, the complex pattern of gene ex-

pression is set up during cellular differentiation and is main-

tained through many cell generations. Dynamic changes in

the structure of chromatin at gene regulatory regions have

been implicated in the processes of gene repression and

activation, as well as in the propagation of epigenetic infor-

mation (Emerson, 2002; Lachner and Jenuwein, 2002; Fischle

et al, 2003). Such structural transitions between repressed

and active chromatin states are generated by the localized

and, in most cases, concerted actions of histone-tail-modify-

ing and ATP-dependent nucleosome-remodeling activities

(Berger, 2002; Narlikar et al, 2002). The strong correlation

between the various post-translational modifications of his-

tones and transcriptional activity has led to the proposal

of the so-called ‘histone code’ hypothesis (Turner, 2000;

Jenuwein and Allis, 2001; Turner, 2002). According to this

concept, the combinations of different nucleosome modifica-

tions constitute a ‘code’ recognized by non-histone proteins,

which regulate specific chromatin functions. Histone-tail

modifications may play a pivotal role in the stabilization of

gene expression patterns. For example, K9-methylated his-

tone 3 (H3) produced by Suv39h1 can recruit HP1 proteins to

generate a stable repressive structure, which could spread to

neighboring nucleosomes via the recruitment of additional

Suv39h1-HP1 protein complexes (Bannister et al, 2001;

Lachner et al, 2001). In this way, the H3-K9 methylation

code has been implicated in both the formation and the

epigenetic maintenance of repressive heterochromatin states

(Jenuwein, 2001; Grewal and Elgin, 2002).

Active genes are also characterized by specific histone

modification marks, including acetylation and H3-K4 methyl-

ation, which are known to play crucial roles in the ordered

recruitment and the function of preinitiation complex com-

ponents on promoters during transcriptional activation

(Agalioti et al, 2000, 2002; Kouzarides, 2002; Fischle et al,

2003). Following activation, most genes remain active

through many cell divisions, thus establishing a given array

of stably expressed genes characteristic for a given cell type.

However, unlike in the case of heterochromatin silencing,

the potential role of histone modifications in the epigenetic

maintenance of the active chromatin configuration is poorly

understood. If such epigenetic control exists, histone methyl

ation is predicted to serve as a molecular bookmark for active

genes, mainly because, in contrast to acetylation, lysine

methylation is a very stable and probably irreversible mod-

ification. Indeed, recent studies in Saccharomyces cerevisiae

have shown that the Set1 histone methyltransferase is pre-

ferentially recruited to the 50 coding regions of transcription-

ally active genes, where it catalyzes trimethylation of histone

3 at the lysine 4 residue (H3-K4) (Ng et al, 2003).

Hypermethylated H3-K4 within the coding regions persisted

for considerable time after transcription had subsided and

Set1 had dissociated from the chromatin, suggesting that the

modification provides a molecular memory mark of recent

transcriptional activity. Because H3-K4 hypermethylation

started to decline well within the period of an individual

cell cycle, the phenomenon has been termed ‘short-term

transcriptional memory’ (Ng et al, 2003). In higher eukar-

yotes, H3-K4 methylation also correlates with transcriptionalReceived: 15 September 2004; accepted: 22 November 2004
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activity. In contrast to yeast, where dimethylated H3-K4

displays a genome-wide distribution, in mammalian cells

both di- and trimethylated H3-K4 peak at the 50 coding

regions of several active genes (Schneider et al, 2004). In

addition, significant levels of H3-K4 methylation have been

observed on genes within the b-globin locus and the HNF-4

gene during differentiation, before the onset of transcription,

implicating this modification in both the establishment

and the maintenance of a potentially active chromatin

state (Hatzis and Talianidis, 2002; Schneider et al, 2004).

Although, a great deal of information has accumulated for the

functioning of the ‘histone code’ during gene activation,

direct evidence for the potential role of H3-K4 methylation

or any other histone modification in the epigenetic memory

of the active transcription is still missing.

To address this issue, we studied the pattern of a wide

range of histone modifications at the promoter and the coding

regions of constitutively active hepatic genes. Comparison of

the results obtained in G0/G1-enriched, mitotically arrested

and a-amanitin-blocked cells revealed a surprisingly stable

pattern of H3 and H4 acetylation along with H3-K79 and H3-

K4 methylation. We provide evidence for gene-specific and

transcription-dependent translocation of histone acetyltrans-

ferases and chromatin-remodeling factors into the coding

regions, which results in a localized pattern of histone

acetylation and structural alterations of nucleosomes down-

stream of the promoters. The results provide new insights

into the mechanism involved in the creation of a wider open

chromatin domain around the promoters of active genes and

into the role of histone modifications in the propagation of

the active chromatin states during cell divisions.

Results

Localized histone modifications at the 5 0 portion of

active hepatic genes, which persist after transcriptional

and mitotic inactivation

In order to investigate the histone modification states along

the promoter and coding regions of active genes, we em-

ployed a modified chromatin immunoprecipitation (ChIP)

assay. After crosslinking of HepG2, or HEK 293 cells, nuclei

were prepared and subjected to micrococcal nuclease

(MNase) cleavage. The soluble mononucleosome-sized chro-

matin fragments were used for immunoprecipitations (IPs)

with various antibodies, followed by real-time PCR analysis

of the resulting fragments with primer sets amplifying

the promoter and different locations at the coding regions

of the HNF-4, HNF-1 and albumin genes. All the assays

were performed with G0/G1-enriched HepG2 cells, where

the above genes are constitutively expressed, with HepG2

cells arrested at the G2/M phase by nocodazole treatment,

with HepG2 cells treated with the RNA polymerase (pol)-II

inhibitor a-amanitin and with HEK 293 cells, which do not

express the studied genes.

In order to have comparable results from the different cells

and to reveal transcription-dependent differences, all the

values were expressed as percent of inputs and as fold

increase over a single value obtained with control nucleo-

somes in G0/G1-enriched cells. The nucleosomes used as

controls are located 4–9 kb downstream of the poly-A sites of

the studied genes (see Supplementary data). In ChIP experi-

ments studying histone modifications, the average values

obtained with the control nucleosomes relative to those

obtained with the nonimmune antibody were as follows:

0.95–1.05 in HEK 293 cells, 2.5–2.8 in G0/G1-enriched

HepG2 cells, 1.4–1.7 in mitotic HepG2 cells and 2.4–2.8 in

a-amanitin-treated cells. The difference between HepG2 and

HEK 293 cells reflects different transcription-independent

global levels of modifications.

As expected, high levels of H3 and H4 acetylation were

observed at the nucleosomes situated at the promoter-tran-

scription start sites (Prom/TSS) of all three genes (Figure 1).

With the exception of H4 hyperacetylation at the HNF-4 gene,

both H3 and H4 hyperacetylated nucleosomes were detected

over a considerable distance (2.5–5 kb) downstream of the

promoters. Surprisingly, neither the pattern nor the absolute

amounts of hyperacetylated histones changed at these re-

gions after 5 h of a-amanitin treatment, when transcription

was completely blocked (Figure 1). Similarly, in cells arrested

at the G2/M phase of the cell cycle, the pattern remained the

same (lines Mitotic HepG2 in Figure 1). The absolute values

in these samples ranged between 50 and 65% of those

obtained with G0/G1-enriched HepG2 cells. Taking into con-

sideration a random deposition of new histone octamers

during DNA replication, the above findings suggest that

histone hyperacetylation at the promoters and the 50 coding

regions of these genes is a stable modification, which is not

erased from the parental nucleosomes after a transcriptional

block and during mitotic inactivation. Hyperacetylation

of histones is clearly dependent on previous transcriptional

activity, since only background signals could be observed in

HEK 293 cells, which do not express the studied genes

(Figure 1).

A similar pattern was observed for dimethyled H3-K79,

another characteristic H3 modification of active genes. In

mitotic cells however, the methylated H3-K79 ChIP signal was

about twice higher compared to those obtained with G0/G1-

enriched cells, suggesting that this modification may also be

generated during or after the S phase (Figure 1). Analysis of

the different methylated H3-K4 modifications revealed an

interesting pattern. Similar to the pattern of modifications

reported for the carbonic anhydrase and GAPDH genes

(Schneider et al, 2004), we observed high levels of localized

tri- and dimethylation at the coding regions of the HNF-4,

HNF-1 and albumin genes (Figure 2). However, we detected

similar high signals at the promoter/TSS nucleosomes, as

well. In sharp contrast to this, monomethylated H3-K4 signals

appeared at the nucleosomes where tri- and dimethylation

declined, peaking around the middle portion of the genes

(Figure 2). In all three cases, the pattern and the absolute

values of methylated H3-K4 signals remained stable in

a-amanitin-treated cells, while in mitotic cells the same

pattern was observed with about half of the absolute values

of those obtained with G0/G1-enriched cells. Similar to

acetylation, no H3 methylation was detected in HEK 293

cell-derived chromatin in any of the regions studied

(Figure 2). In experiments examining H3-K9 and H3-K36

methylation, only background signals were detected in all

cells (data not shown).

The observed difference in absolute values between

G0/G1-enriched and mitotic cells suggests that while the

modifications remain stable in parental nucleosomes, during

DNA replication, newly deposited nucleosomes are not mod-

ified by acetylation and H3-K4 methylation, up until the cells

Propagation of active chromatin states
A Kouskouti and I Talianidis
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enter the next G1 phase and resume transcription of the

genes. Further evidence for this was provided by time-course

experiments with cells released from the mitotic block. An

increase in histone acetylation, H3-K4 mono-, di- and tri-

methylation and a decrease in K79 dimethylation at the

selected regions were observed (Figure 3). Importantly, the

extent of the above changes closely correlated with the actual

percentage of cells in G1 phase and RNA pol-II occupancy.

Due to the mononucleosome resolution of our ChIP assays,

the detection of tri- and dimethylated H3-K4 in the same

regions may be interpreted as both modifications existing on

the two individual H3 molecules of the same nucleosome, as

allelic variations or as signals emanating from different

populations of cells containing either tri- or dimethylated

H3-K4 at the corresponding nucleosome. In order to distin-

guish between these possibilities, we performed sequential

chromatin immunoprecipitation (Re-ChIP) assays. In these

assays, trimethylated H3-K4-containing nucleosomes were

selected in the first IP, and after elution from the protein-G–

Sepharose beads, were subjected to a second immunopurifi-

cation with antibodies against dimethylated H3-K4. As shown

in Figure 4A, significant amounts of DNA corresponding to

the nucleosomes located at the 1 kb region of all three genes

could be detected in the second immunoprecipitates, pointing

to the simultaneous presence of both tri- and dimethyl H3-K4

modifications in the same nucleosome. More importantly,

similar specific signals were obtained in assays when the

second IP was performed with antibodies against acetylated

H3 or methylated H3-K79. After normalization of the data for

the Re-ChIP efficiency of the individual antibodies and per-

forming IPs in reverse order, we detected substantial recov-

eries, which were in the range of 71–100% of the inputs, in all

combinations of first and second IPs (Supplementary Table 1

and Figure 4A). Taking into account the experimental errors

and the double H3-K79 methylation signal observed in mito-

tic cells, the data suggest that in G0/G1 cells within the same

nucleosome one of the histone 3 polypeptide tails is trimethy-

lated, while the other is dimethylated at lysine 4 and at least

one of them is dimethylated at lysine 79 and either one or

both of them are acetylated.
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Figure 1 Distribution of acetylated and H3-K79-dimethylated nucleosomes over the human HNF-4, HNF-1 and albumin genes. ChIP assays
were performed with G0/G1-enriched HepG2 cells, nocodazole-synchronized HepG2 cells (Mitotic HepG2), HepG2 cells that were treated with
50mg/ml a-amanitin for 5 h (a-Amanitin HepG2) and HEK 293 cells, using antibodies recognizing K9/K14-diacetylated histone-3 (Acetyl-H3),
K5/8/12/16-tetra-acetylated histone-4 (Acetyl-H4) or K79-dimethylated histone-3 (H3-K79 dimethyl), as indicated. The data represent real-time
PCR measurements of the immunoprecipitated DNA at the corresponding regions and expressed as percent of inputs (Y-axis at right) and as
fold enrichment over the values obtained by the amplification of control nucleosomes in G0/G1-enriched HepG2 cells (Y-axis at left). Pr/TSS
corresponds to the nucleosome overlapping the transcription start site and numbers indicate nucleosome positions in kilobases relative to the
transcription start site.

Propagation of active chromatin states
A Kouskouti and I Talianidis

&2004 European Molecular Biology Organization The EMBO Journal 3



Taken together, the results demonstrate that multiple mod-

ifications decorate most of the individual nucleosomes at the

50 coding regions of the genes, which persist after transcrip-

tional inactivation and can also be detected in mitotic cells

specifically on the studied genes by ChIP assays (Figures 1

and 2) and globally by indirect immunofluorescence staining

(Supplementary Figure 3).

Transcription-dependent localized alteration

of chromatin structure at the 50 coding regions

of active genes

Because during gene activation histone acetylation and

chromatin remodeling at the promoter regions are usually

coupled processes, we investigated the potential structural

alterations in nucleosomes located at the hyperacetylated

50 coding regions compared to those located at the hypo-

acetylated and hypomethylated further downstream regions.

Nucleosomal DNA is normally refractory to cleavage by

restriction enzymes, but chromatin remodeling significantly

increases the extent of cleavage. Therefore, we used a restric-

tion enzyme accessibility assay to measure chromatin remo-

deling on selected regions of the HNF-4 and HNF-1 genes

in G0/G1, a-amanitin-treated and mitotic HepG2 cells. In

G0/G1-enriched HepG2 cells, significant cleavage was ob-

served at the 0.5 and 1 kb regions, but not at the more

downstream locations (Figure 4B), pointing to the existence

of an extended open chromatin domain downstream of the

promoters, which is limited to the 50 portions of the coding

regions. This ‘remodeling’ of nucleosomes is clearly tran-

scription dependent, since we could not observe any hyper-

sensitivity for the same enzymes in a-amanitin-treated and

mitotic HepG2 cells (Figure 4B), or the nonexpressing HEK

293 cell line (data not shown).

Gene-specific localized recruitment of histone

acetyltransferase and chromatin-remodeling activities

to the 50 coding regions of active genes

In order to identify the enzymatic activities responsible for

the localized hyperacetylation and open chromatin structure

at the 50 portion of the coding regions of the HNF-4, HNF-1

and albumin genes, we examined the recruitment of proteins

possessing histone acetylase activities (CBP, PCAF and the

Elp3 component of Elongator), the mammalian homolog

of SWI/SNF remodeling complex component (Brg-1) and

SNF2H and FACT/cdc68, which have been shown to function

in elongation (Narlikar et al, 2002; Santos-Rosa et al, 2003;

Saunders et al, 2003), along with RNA pol-II. As expected,

none of these factors could be detected at any of the promoter

or coding regions in the nonexpressing HEK 293 cells. RNA

pol-II was uniformly distributed along the coding regions in

G0/G1-enriched HepG2 cells and dissociated from the genes

in a-amanitin and mitotic cells (Figure 5). Analysis of histone

acetylases produced an unexpected pattern. The RNA pol-II

associated histone acetyltransferase Elp3 (Wittschieben et al,

1999; Winkler et al, 2002) associated with the coding regions

at positions downstream of 2.5 and 5 kb, where histone

acetylation started to decline (Figure 5). The specificity

of this distribution was confirmed by the similar pattern

2
4
6
8

10

\\

1
2
3
4
5
6
7

1
2
3
4
5
6
7

1
2
3
4
5
6
7

\\

 

\\

\\

Fo
ld

 e
nr

ic
hm

en
t

HNF-4 gene HNF-1 gene Albumin gene

kb from TSS

Mitotic
HepG2

α-Amanitin
HepG2

HEK 293

5
10
15
20
25
30

1
5

10
15
20
25
30

1
5

10
15
20
25
30

1\\

2
4
6
8

2
4
6
8

10
12

\\

G0/G1-enriched
HepG2

- 60

- 10
- 20
- 30
- 40
- 50

- 60

- 10
- 20
- 30
- 40
- 50

- 50

- 10

- 20
- 30
- 40

- 12
- 10

- 2

- 6

H3-K4
trimethyl%

 in
pu

t

- 30

- 10

- 20

- 30

- 10

- 20

- 30

- 10

- 20

%
 in

pu
t H3-K4

dimethyl

- 8

- 4

- 12
- 10

- 2

- 6
- 8

- 4

- 15

- 2

- 10

- 5 %
 in

pu
t H3-K4

monomethyl

10

Pr/TSS0.5
1.0

2.5 5 8 1012.5
16.2

20 28

Pr/TSS0.5
1.0

2.5 5 8 1012.5
16.2

20 28

Pr/TSS0.5
1.0

2.5 5 8 1012.5
16.2

20 28

\\
Pr/TSS 0.5

1.0
2.5 5 8 1015 22

Pr/TSS 0.5
1.0

2.5 5 8 1015 22

Pr/TSS 0.5
1.0

2.5 5 8 1015 22

Pr/TSS0.5
1.0

2.5 5 8 10 1512.5

Pr/TSS0.5
1.0

2.5 5 8 10 1512.5

Pr/TSS0.5
1.0

2.5 5 8 10 1512.5

Figure 2 Distribution of the nucleosomes methylated at lysine-4 of histone 3 over the human HNF-4, HNF-1 and albumin genes. ChIP assays
were performed using antibodies raised against the various methylated forms of H3-K4 as indicated at right. The results are presented as
described in the legend of Figure 1.
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obtained with Elp1, another component of the Elongator, and

by peptide competition assays (data not shown). On the

other hand, CBP and PCAF, which were thought to function

solely in PIC formation at gene regulatory regions, were

found to associate also with the 50 portion of the coding

regions overlapping with the hyperacetylated segments.

Interestingly, their association was gene specific. CBP could

be detected only in the HNF-4 and HNF-1 genes, while PCAF

could only be detected in the albumin gene (Figure 5). We

also observed Brg-1 occupancy at all three genes, and SNF2H

at the HNF-1 and albumin genes, in a similar distribution,

which was restricted to the promoters and the 50 portions of

the coding regions. FACT/cdc68 occupancy was detected only

at the coding region of the HNF-1 gene and was similarly

limited to its 50 segment (Figure 5). All of the above factors

dissociated from the chromatin upon a-amanitin-mediated

transcriptional repression and during mitosis (Figure 5 and

Supplementary Figure 3). The strong correlation between the

localized distribution of one or more chromatin-modifying or

-remodeling activities and the altered nucleosome structure

downstream of the promoters points to a continuous RNA

pol-II-dependent modification and reorganization of the chro-

matin over an extended segment, but not the entirety of the

coding regions.

Using the specific CTD antibodies, Brg-1, CBP and PCAF

efficiently co-immunoprecipitated with phosphorylated forms

of RNA pol-II, including the Ser-2 phosphorylated, elongating

form of the enzyme (Supplementary Figure 2). This provides

further evidence for the notion that CBP, PCAF and Brg-1,

besides functioning on promoters, are also involved in tran-

script elongation via association with the elongating RNA

pol-II complex.
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Figure 3 Histone modifications after releasing the cells from mitotic arrest. HepG2 cells were arrested at G2/M phase by treatment with 50 ng/ml
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Potential role of histone-tail modifications in mediating

association of chromatin with histone acetylases and

chromatin-remodeling complexes

CBP and Brg-1 contain bromodomains, which can bind to

acetylated histone tails with high affinity (Agalioti et al,

2002). To test whether the H3-K4 methylation mark may

represent additional interaction surfaces for these factors,

we performed peptide pull-down assays using HepG2 ex-

tracts. As control, we analyzed SNF2H binding, which has

been shown to specifically interact with di- and trimethylated

H3-K4 peptides (Santos-Rosa et al, 2003). The results pre-

sented in Figure 6 show that CBP and Brg-1 can specifically

interact with the K9/K14-acetylated H3 peptides, but not with

the unmodified or dimethylated H3-K4 peptide. Interestingly

however, SNF2H also interacted very efficiently with the K9/

K14-acetylated H3 peptides. When the binding of the FACT/

cdc68 subunit was tested, we observed an interaction with

the unmodified H3 peptide. Although the interaction was

somewhat higher with dimethylated H3-K4, in light of the

strong preference of FACT for binding to H2A/H2B dimers

(Belotserkovskaya et al, 2003), the functional significance

of this difference is not clear (Figure 6A). The results are in

agreement with the notion that the different histone-tail

modifications may stabilize interactions with individual pro-

teins. An alternative role of the individual H3-tail modifica-

tions could be that they may create better substrates for the

enzymes catalyzing another tail modification. In line with

this, we found that the dimethylated H3-K4 peptide was more

efficiently acetylated by CBP and PCAF than the unmodified

one (Figure 6B). This finding may provide a mechanistic

basis for the generation of multiple modifications of the

nucleosomes located at the promoter and 50 coding regions

of active genes.

Discussion

Chromatin is dynamically restructured during each mitotic

cycle, yet the information governing the expression of a

particular array of genes in differentiated cells is faithfully

transmitted through many cell divisions. Histone modifica-

tions are considered molecular marks for the recruitment of

activator and repressor proteins into specific locations of the

genome, implicating their involvement in epigenetic memory

(Fischle et al, 2003). The molecular events by which specific

histone modifications generate and propagate repressive

chromatin structure have been comprehended in great detail

(Jenuwein, 2001; Kouzarides, 2002). Although the function of

various histone modifications in transcriptional activation is

well established (Santos-Rosa et al, 2002; Fischle et al, 2003),

their possible role in maintaining active chromatin states is

less explored.

The results presented in this study demonstrate that

modifications, including H3 and H4 acetylation, H3-K4 and

H3-K79 methylation, which characterize active chromatin,

persist over a long period of time after a-amanitin-mediated

transcriptional inactivation and through mitosis on parental

nucleosomes, at three differently regulated, constitutively

active hepatic genes.

Localized histone modifications and open chromatin

domains at the coding regions of active genes

Of particular interest is the observed highly localized pattern

of histone modifications over the coding regions of the genes.

Histone acetylation, H3-K4 di- and trimethylation and H3-K79

dimethylation were observed at the promoters and at the

initial 2.5–5 kb of the coding regions. These segments repre-

sent a more open chromatin structure compared to the

regions further downstream and coincide with the highly

localized recruitment of the histone acetyltransferases CBP

or PCAF, and the chromatin-remodeling complexes Brg-1,

SNF2H and FACT/cdc68. Association of these factors with

the promoter and 50 portions of the coding regions is tran-

scription dependent, mediated in part by direct or indirect

interactions with the initiating and elongating forms of RNA

pol-II. Unlike histone modifications, restriction enzyme

hypersensitivity of the nucleosomes located at the 50 coding

regions was lost in a-amanitin-treated cells and in mitotic

cells, suggesting that the continuous action of RNA pol-II-

associated remodeling complexes is required to maintain the

open chromatin conformation. In agreement with this sce-
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nario is the recent report demonstrating the necessity of an

open chromatin structure and Brg-1 occupancy at the coding

region of the heat shock-inducible Hsp70 gene for transcrip-

tional elongation (Corey et al, 2003). Consistent with our

results, it has been shown that Brg-1 is inactivated during

mitosis by phosphorylation and excluded from mitotic chro-

matin (Muchardt et al, 1996; Sif et al, 1998). On the other

hand, previous immunofluorescence studies revealed poor

colocalization of Brg-1 with RNA pol-II in interphase cells

(Grande et al, 1997; Reyes et al, 1997), suggesting that only a

small portion of Brg-1 is involved directly in transcript

elongation.
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Figure 5 Distribution of histone acetyltransferases and chromatin-remodeling factors over the human HNF-4, HNF-1 and albumin genes. ChIP
assays were performed using antibodies raised against the proteins indicated at right. The results are presented as described in the legend of
Figure 1.

Propagation of active chromatin states
A Kouskouti and I Talianidis

&2004 European Molecular Biology Organization The EMBO Journal 7



In all three genes we studied, we could observe H3-K4

monomethylation, peaking at the middle parts of the coding

regions, downstream of the segments characterized by the

other modifications. Although, the functional significance of

this modification is not clear, its persistence through mitosis

and its transcription-dependent re-establishment in G1-phase

cells point to a role in transcript elongation. The components

of the Elongator complex were found to associate with the

coding regions downstream of the hyperacetylated, H3-K4-

and H3-K79-methylated domains. Up until recently, the role

of Elongator in transcription has been disputed mainly be-

cause of the reported cytoplasmic localization of some of its

components (Kim et al, 2002; Pokholok et al, 2002). Using

newly developed, highly specific antibodies against Elp3, we

observed that it was localized mainly in the nucleus of

interphase HepG2 cells (Supplementary Figure 3). This,

together with our ChIP results reinforces the evidence pro-

vided by a recent study (Gilbert et al, 2004) that Elongator is

involved in transcription. Its recruitment was evident from

the end of the hyperacetylated segments, which indicates

that, in mammalian genes, the acetyltransferase activity of

Elp3 may only partially contribute to the localized histone

hyperacetylation at the 50 portion of the coding regions. The

unique association of Elongator with the coding regions after

the dissociation of CBP, Brg-1, SNF2H and FACT raises the

possibility of novel functions of this complex in transcription.

Interestingly, the occupancy of the coding regions by SNF2H

and FACT was found to be gene specific, pointing to some

functional redundancy. It should be noted that, in theory, the

lack of FACTand SNF2H, or other ChIP signals on some genes

could also be explained by gene-specific epitope masking, or

a less efficient crosslinking of the proteins with certain

chromatin segments. If this is the case, then the strong signals

observed on other genes must reflect a more tight association,

a different conformation or a more crowded presence of the

proteins with the respective regions. In either case though,

the results suggest differential association of these proteins

with the studied genes.

Multiplicity of stable nucleosome modifications

decorates the active chromatin domains

The unexpected stability of the H3 and H4 acetylation pattern

in mitotic and a-amanitin-treated cells where histone acet-

ylases dissociate from the genes points to the lack of histone

deacetylase action, probably by regulated exclusion of such

activities from these regions. Analysis of global H3 and H4

acetylation levels in cells at different phases of mitosis

confirmed the retention of these modifications in mitotic

chromatin (Supplementary Figure 3). Notably, hyperacetyla-

tion and hypermethylation were segregated to isolated sub-

regions of mitotic chromatin, suggesting that distinct

chromatin territories exist for the residence of genes that

were previously active and should imminently be reactivated

upon the cells exiting mitosis. Acetylated nucleosomes were

also modified by di- and trimethylation at H3-K4 and di-

methylation at H3-K79, which were also retained in mitotic

chromatin and after transcriptional inactivation by a-amani-

tin. This indicates that the simultaneous presence of multiply

modified histones within the same nucleosome is important

for the generation of a stable epigenetic mark for active

chromatin. According to the histone code concept, the var-

ious modifications may be recognized by specific chromatin-

associated proteins, which ‘translate’ this code to a specific

chromatin function (Turner, 2000, 2002; Jenuwein and Allis,

2001; Agalioti et al, 2002). Our sequential ChIP analysis

revealed that within the same nucleosome one of the histone

3 polypeptide tails can be trimethylated at lysine 4, while the

other can be dimethylated and either of them acetylated and

K79-methylated. Such a multiplicity of specific modifications

may be required for the stable association of several regula-

tory proteins possessing different interaction properties. In

this regard, we demonstrate that the H3 acetylation mark can

provide a specific high-affinity interaction surface for the

acetyltransferases, which actually generated it, and for the
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Figure 6 In vitro association and acetylation of modified histone-
tail peptides with chromatin-remodeling factors. (A) Biotinylated
histone-3-tail peptides with the indicated modifications at the
specific lysine residues were immobilized to streptavidin–agarose
beads and incubated with HepG2 nuclear extracts. Interacting
proteins were identified by Western blot analysis using antibodies
against CBP, Brg-1, SNF2H and FACT/cdc68 as indicated. (B) In
vitro acetylation assays were performed using 100 ng of baculovirus-
expressed recombinant CBP and PCAF and 100 ng of unmodified
(Unmod.), K4-dimethylated (K4-methyl.) and K9/K14-diacetylated
(K9/14-acetyl.) peptides. The reaction products were separated by
18% SDS–PAGE and the corresponding gel slices were excised and
quantified by scintillation counting.
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chromatin-remodeling factors such as Brg-1 and SNF2H,

all involved in active transcription. It is less clear, however,

whether H3-K4 methylation operates in this manner.

Although H3-K4 methylation provides a high-affinity surface

for SNF2H binding (Santos-Rosa et al, 2003; Figure 6), the

gene-specific involvement of SNF2H in transcription raised

the possibility that this modification may also have a different

role. At least in vitro, using H3-tail peptides as substrates, we

found that dimethylated H3-K4 tails are better substrates for

histone acetylases. If such preference occurs in vivo in the

nucleosomal context, one may speculate that H3-K4 methyla-

tion, besides functioning as a recognition surface for some

proteins, could also contribute to the generation of the

acetylation code within the same nucleosome. The strict

correlation between H3-K4-di- or -trimethylated and H3-K9/

K14-diacetylated nucleosomes at the open chromatin do-

mains of active genes provides an additional indication for

such a mechanism.

Role of transcription in the generation of histone

modification marks

Comparative examination of the absolute values of our ChIP

analysis in G0/G1-phase and mitotic cells supports the view

that a dynamic reorganization of nucleosomes occurs during

the cell cycle. In mitotic cells, the amounts of acetylated and

H3-K4-methylated histones at the different nucleosomes were

approximately half compared to those in G0/G1-phase sam-

ples and gradually increased when the cells were allowed to

enter the next G1 phase. This suggests that during DNA

replication newly deposited histones are not modified at

these sites, while parental histones remain stably modified.

In agreement with this is our finding that the generation of

the above modifications is transcription dependent. Previous

works in yeast, studying histone methyltransferases asso-

ciated with elongating RNA pol-II, established that the H3-

K79 methylase Dot1p and the H3-K4 methylase Set1-contain-

ing COMPASS complex require the PAF1 complex for their

function, linking histone methylation to transcript elongation

(Krogan et al, 2003). It was postulated that H3-K4 and H3-K79

methylation are coupled processes and depend on active

transcription. This is in agreement with our results showing

that trimethylated H3-K4 nucleosomes were also methylated

at K79. On the other hand, we also noticed that the H3-K79

methylation signals were always about twice higher in cells

arrested in G2/M compared to G0/G1-enriched cells, indicat-

ing that this modification can also be generated indepen-

dently of transcription during or after the S phase. Such

transcription-independent H3-K79 methylation, however,

should preferentially occur in chromatin domains defined

by the other modifications, because H3-K79 hypermethyla-

tion was observed only in nucleosomes situated at the

regions in which they were acetylated and K4 di- or trimethyl-

ated. If we exclude the possible action of a so far unidentified

specific histone lysine demethylase, the above difference also

points to a dynamic, transcription-dependent nucleosome

exchange as the cells enter the G1 phase. Recent studies

have identified that the H3.3 histone variant can be deposited

at active loci in a replication-independent manner (Ahmad

and Henikoff, 2002; Tagami et al, 2004). Consistent with such

preferential targeting is the finding that H3.3 is enriched

in histone modifications associated with active chromatin

(McKittrick et al, 2004).

Our observations extend current models by proposing that

specific histone modifications may represent memory signals

involved in the propagation and maintenance of active chro-

matin states during cell division. According to this model,

histone acetylation, H3-K4 di- and trimethylation and H3-K79

methylation marks are generated at specific nucleosomes of

active genes during transcription by an interdependent action

of histone-modifying enzymes. These modifications are pre-

served over a long period of time after transcription subsides

and thus constitute a mark for a specialized chromatin

domain. During DNA replication, as a result of deposition

of new histones, part of these modifications is lost, although

H3-K79 methylation continues to take place. Because the

histone modifications at the parental nucleosomes remain

stable through mitosis, they can serve as molecular book-

marks for the assembly of the transcription machinery

at specific locations of the genome, as the cells enter the next

G1 phase. During transcription, nucleosomes are exchanged

by a displacement/replacement mechanism (Belotserkovskaya

et al, 2003; Belotserkovskaya and Reinberg, 2004) and the

action of promoter- and RNA pol-II-associated enzymes can

regenerate the histone modifications. The concurrent action of

remodeling complexes then generates an open chromatin

domain, which extends several hundred bases downstream of

the promoters.

Why do cells generate such highly localized histone mod-

ification marks and open chromatin domains at the coding

regions of active genes? During elongation, several factors

associate with RNA pol-II, destabilizing nucleosome structure

and reassembling nucleosomes as they are traversed by the

enzyme (Belotserkovskaya and Reinberg, 2004). This exten-

sive remodeling of nucleosomes may facilitate passage of

RNA pol-II through chromatin. However, RNA pol-II density

and presumably elongation efficiency were not changed at

the more downstream coding regions of the genes, pointing to

distinct chromatin requirements for initiating and elongating

RNA pol-II. The open chromatin environment around the

promoter regions may thus have as its principal role the

facilitation of the efficient release of new RNA pol-II mole-

cules from the transcription start site during reinitiation, but

could be dispensable for RNA pol-II progression through the

downstream regions.

Memory of recent transcriptional activity

The histone modification pattern of the genes studied here

shows similarities and some fundamental differences com-

pared to active genes in S. cerevisiae. In yeast, only H3-K4

trimethylation is localized to the 50 coding regions, while H3-

K4 dimethylation and acetylation are uniformly distributed

(Kristjuhan et al, 2002; Winkler et al, 2002; Ng et al, 2003).

In contrast, at the mammalian genes of this study, H3-K4

tri- and dimethylation and also H3-K79 dimethylation and

H3 and H4 acetylation were all restricted to the 50 portions of

the genes. In addition, we observed H3-K4 monomethylation

at the middle parts of the coding regions, downstream of the

segments characterized by the other modifications. In yeast,

H3-K4 trimethylation lasts for an extended period of time

after transcriptional inactivation, a phenomenon termed as

‘short-term memory’ of recent transcription (Ng et al, 2003).

At the mammalian genes of this study, H3-K4 methylation,

H3-K79 methylation, H3 and H4 acetylation were also stably

maintained for a significant period of time after a-amanitin-
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induced transcriptional block and persisted on the parental

nucleosomes through mitosis. These transcriptional memory

mechanisms may have several distinct biological functions.

They may be important to prevent some active genes, which

need to be expressed continuously or need to be rapidly

switched on and off by environmental signals, from becom-

ing permanently silenced. In addition, they may also provide

a means for the cells to ‘remember’ the locations of the

genome where transcription must be resumed after the cells

exit mitosis, thus contributing to the faithful maintenance of

the gene expression pattern that is characteristic to the

particular cell type.

Materials and methods

Cell culture and synchronization
HepG2 and HEK 293 cells were grown in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium, supplemented with 10% fetal calf serum. The cells
were arrested at the G2/M phase by treatment with 50 ng/ml
nocodazole for 16 h. Detached cells were collected by shaking and
processed for further analysis. HepG2 cells were used at the time
the plates became confluent to enrich for the G0/G1-phase
population. FACS analysis confirmed the presence of more than
95% mitotic cells (4N DNA content) in the nocodazole-treated
cultures and about 85% of G0/G1-phase cells (2N DNA content) in
the confluent cultures. In certain experiments, confluent HepG2
cells were treated with 50mg/ml a-amanitin for 5 h, before
collection for analysis.

Preparation of mononucleosomes and chromatin
immunoprecipitation
To crosslink chromatin, the cells were treated with 1% formalde-
hyde for 10 min at room temperature. Crosslinking was stopped by
the addition of glycine to a final concentration of 125 mM. The cells
were washed with PBS and nuclei were prepared by resuspension in
buffer A, containing 0.32 M sucrose, 15 mM Hepes pH 7.9, 60 mM
KCl, 2 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 0.5% BSA, 0.5 mM spermidine,
0.15 mM spermine and 0.5 mM DTT, followed by dounce homo-
genization. The nuclear suspension was layered over an equal
volume of buffer B, containing 30% sucrose, 15 mM Hepes pH 7.9,
60 mM KCl, 2 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 0.5 mM spermidine,
0.15 mM spermine and 0.5 mM DTT and centrifuged for 15 min at
3000 r.p.m. Purified nuclei were collected from the bottom of the
gradient, washed with buffer N and resuspended in buffer N,
containing 0.34 mM sucrose, 15 mM Hepes pH 7.5, 60 mM KCl,
15 mM NaCl, 0.5 mM spermidine, 0.15 mM spermine and 0.15 mM
b-mercaptoethanol at a 2�106 nuclei/ml concentration. The sam-
ples were adjusted to 3 mM CaCl2, and incubated with 30 U of
micrococcal nuclease (MNase, Worthington) for 5 min at 371C. The
reactions were stopped by the addition of an equal volume of 2�
sonication buffer (90 mM Hepes pH 7.9, 220 mM NaCl, 10 mM
EDTA, 2% Triton X-100, 0.2% Na-deoxycholate, 0.2% SDS, 0.5 mM
PMSF, 2mg/ml aprotinin and protease inhibitor cocktail from
Roche) and, after centrifugation at 14 000 r.p.m. for 15 min, the
soluble chromatin was precleared by incubation with protein-G–
Sepharose beads and subjected to IP as described previously (Hatzis
and Talianidis, 2002; Soutoglou and Talianidis, 2002). In each
experiment, aliquots of chromatin were de-crosslinked and, after
purification, the DNA was analyzed by agarose gel electrophoresis
to confirm the complete digestion of chromatin to mononucleo-
some-sized DNA fragments. The intact nature of the nucleosomes at
the different locations of the genes was confirmed by performing IP

and PCR analysis with a C-terminal epitope anti-histone 3 antibody
(Abcam), which gave uniform signals all over the analyzed regions
(Figure 1). The nucleosome-sized resolution of the assay was
confirmed by agarose gel electrophoresis of the purified DNA
fragments (Supplementary Figure 1).

In Re-ChIP assays, after washing the protein-G–Sepharose beads
from the primary IP, the complexes were eluted from the beads by
incubation with 10 mM DTT at 371C for 30 min. After a 50-fold
dilution with 1� sonication buffer, the eluates were subjected to IP
with the second antibody. After purification, the immunoprecipi-
tated DNA was analyzed by quantitative real-time PCR using SYBR
green on MJ-Research Opticon Engine. All experimental values were
normalized to those obtained with a nonimmune serum, and
divided by the input. The data in the figures are presented as fold
change over the signal obtained with amplifications of control
nucleosomes located outside the coding regions. The antibodies and
the positions of the primer sets used in this study are listed in
Supplementary data.

Restriction enzyme hypersensitivity assays
Nuclei were purified as described above and resuspended in the
appropriate 1� restriction enzyme buffer at a concentration of
2�106 nuclei/ml. After addition of 5–20 U of the corresponding
restriction enzyme, the samples were incubated at 371C for 30 min.
Reactions were stopped by the addition of an equal volume of 2�
stop buffer, containing 20 mM Tris pH 7.5, 200 mM NaCl, 8 mM
EDTA and 2% SDS, followed by incubation with 0.25 mg/ml
proteinase K at 421C for 2 h. The DNA was purified by extractions
with phenol/chloroform and ethanol precipitation. The samples
were then analyzed by quantitative real-time PCR. The experi-
mental values were compared to at least three control amplifica-
tions performed on mock-digested samples, and samples digested
with restriction enzymes, which do not cut the corresponding
segment. The data obtained with the controls were averaged and set
as 100% protected.

Protein interaction and histone acetyltransferase assays
Purification of baculovirus-expressed recombinant CBP and PCAF
proteins and in vitro histone acetyltransferase assays were
performed as described by Soutoglou et al (2000). Preparation of
nuclear extracts from HepG2 cells and co-immunoprecipitations
experiments were performed essentially as described previously
(Ktistaki and Talianidis, 1997; Hatzis and Talianidis, 2001). For
peptide pull-down experiments, 2mg of synthetic biotinylated
histone-3-tail peptides (1–20 amino acids; Upstate Biotechnology)
were coupled to streptavidin–agarose magnetic beads (Roche) and
incubated with the nuclear extracts, which were precleared by
incubation with plain beads. The incubation was performed in a
buffer containing 25 mM Hepes pH 7.9, 0.75 mM MgCl2, 400 mM
KCl, 0.1 mM EDTA, 0.5% NP-40, 0.5 mM PMSF, 2mg/ml aprotinin,
1 mM DTT and 10 mM NaF for 5 h at 41C. After extensive washing
with the same buffer, the interacting proteins were eluted by boiling
the beads in SDS sample buffer and detected by Western blot
analysis.

Supplementary data
Supplementary data are available at The EMBO Journal Online.
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Supplementary Information

Antibodies

The antibodies used in this study were from the following sources:

Santa Cruz Biotechnology, Pol-II N-term. (sc-9001), Brg-1 (sc-10768), CBP (sc-369).

Covance, Pol-II CTD-Ser5-P (H-14), Pol-II CTD-Ser-2P (H5), Pol-II CTD (8WG16).

Abcam, Histone 3 (ab8580), monomethyl H3-K4 (ab8895), dimethyl H3-K4

(ab7766), trimethyl H3-K4 (ab 8580), dimethyl H3-K9 (ab7312).

Upstate Biotechnology, Acetyl-H3 (06-599), Acetyl-H4 (06-866), dimethyl H3-K79

(07-366), dimethyl H3-K36 (07-274), dimethyl H3-K4 (07-030), FACT/cdc68 (07-

255).

Anti-PCAF was obtained from Y. Nakatani, anti-TBP was from L. Tora, anti-Elp1

and anti-Elp3 was from J. Svejstrup.

Nucleotide positions of oligonucleotide primers used for real-time PCR

amplifications.

HNF-4αααα gene (TSS: +1; polyA site: 28309)
Prom/TSS: nt -18 to +92
CR  0.5: nt +492 to +578
CR  1.0: nt +985 to +1070
CR  2.5 nt +2509 to +2599
CR  5.0 nt +5172 to +5260
CR  8.0 nt +7948 to +8034
CR 10.0 nt +10235 to +10329
CR 12.5 nt +12563 to +12649
CR 16.2 nt +16193 to +16283
CR 20.0 nt +19963 to +20045
CR 28.0 nt + 28061 to +28149
Control nt +32177 to +32297
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HNF-1αααα gene  (TSS: +1; polyA site: 23764)
Prom/TSS: nt -89 to  -19
CR  0.5: nt +450 to +535
CR  1.0: nt +953 to +1033
CR  2.5 nt +2513 to +2591
CR  5.0 nt +6056 to +6138
CR  8.0 nt +8137 to +8212
CR 10.0 nt +9820 to +9930
CR 15.0 nt +15649 to +15720
CR 22.0 nt +21978 to +22061
Control nt +31801 to +31888

Albumin gene (TSS: +1; polyA site: 17262)
Prom/TSS: nt -20 to  +73
CR  0.5: nt +439 to +547
CR  1.0: nt +1057 to +1149
CR  2.5 nt +2561 to +2632
CR  5.0 nt +4984 to +5060
CR  8.0 nt +7940 to +8020
CR 10.0 nt +10022 to +10112
CR 12.5 nt +12986 to +13068
CR 15.0 nt +15040 to +15121
Control nt +26283 to +26358

RT-PCR primer sets

HNF-4αααα mRNA : 5’   ggagatgacttgaggccttact
3’   ggggaatcgtttccaaggcctc

HNF-1αααα mRNA : 5’   gcctccctgggtcctacgttcacc
3’   gggcttgtggctgtagagggcgtg

Albumin mRNA : 5’  caccttccatgcagatatatg
3’  tgcagcacttctctacaaaag

Supplementary Table 1. Analysis of simultaneous modification of individual

nucleosomes by sequential chromatin immunoprecipitation (ReChIP) assays.

ReChIP assays were performed by the indicated 1st and 2nd IP antibodies. The

nucleosomal DNAs obtained after the second immunoprecipitation were amplified by

Real Time PCR, using primer sets corresponding to nucleosomes located at 0.5 and

1.0 kb of the coding regions of HNF4, HNF1 and Albumin genes. The results were
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first normalized to those obtained with non-immune antibody and divided by the input

values (which correspond to results obtained with the eluted material after the 1st IPs).

The Re-ChIP efficiencies of the different antibodies were calculated from the data (%

of input) obtained in experiments using the same antibody in the first and second IP.

The data from the 6 regions (0.5 and 1kb segments of three genes) were averaged.

The average percentages were as follows: 56% for the H3K4 Tri-Methyl antibody,

32% for the H3K4 Di-Methyl antibody, 41% for the H3K79 Di-Methyl antibody,

38% for the Acetyl-H3 antibody and 33% for H3K4 Mono-Methyl antibody (the

latter obtained on coding region 10 kb). Using these values all the data were

normalized to 100% Re-ChIP efficiency. The numbers indicate normalized average

percentages and deviations of the recovered material corresponding to the 0.5 kb

segments (Numbers at the top) and the 1.0 kb segments (Numbers at the bottom),

from at least 3 experiments.

1st IP:       H3K4 Tri-Methyl H3K4 Di-Methyl H3K79 Di-Methyl H3-acetyl

Gene

2nd IP

HNF4 HNF1 Alb. HNF4 HNF1 Alb. HNF4 HNF1 Alb. HNF4 HNF1 Alb.

H3K4
Tri-Me

92±14
99±13

108±8
87±7

103±7
106±8

90±10
78±12

91±8
83±10

92±10
85±8

83±8
90±12

89±12
96±14

85±12
87±14

72±10
71±6

80±12
83±10

81±8
80±10

H3K4 Di-
Me

96±8
87±7

87±6
78±4

93±8
100±9

109±9
93±8

96±10
100±9

93±9
106±12

93±10
109±11

84±8
81±8

78±6
90±12

87±6
81±10

90±10
93±12

78±10
90±12

H3K79
Di-Me

85±8
94±10

90±10
97±10

77±10
85±10

97±6
87±8

85±10
77±6

92±10
80±8

111±18
97±12

102±11
106±15

87±11
92±12

92±10
85±12

85±8
89±12

87±8
75±9

H3-
acetyl

81±6
78±7

79±8
92±7

92±10
84±9

86±10
73±14

79±14
76±12

81±12
71±14

73±10
79±12

84±8
89±10

86±14
73±12

102±14
92±12

94±11
105±9

105±11
99±9

H3K4
Mono-Me

1.2±0.4
1.5±.05

1.1±0.6
0.9±0.4

1.2±0.5
0.7±0.3

0.6±0.2
0.6±0.3

0.7±0.2
0.6±0.3

0.9±0.1
0.7±0.2

1±0.4
1.2±0.5

1.1±0.6
0.9±0.5

0.8±0.3
0.7±0.2

0.3±0.1
0.5±0.3

0.2±0.1
0.2±0.1

0.4±0.2
0.3±0.1
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Supplementary Figure 1. Analysis of the DNA after Mnase digestion and the

expression of HNF-4, HNF-1 and albumin genes.

(A) Part of the input samples after crosslinking and MNase digestion, were de-

crosslinked, extracted with phenol-chlorophorm, precipitated with ethanol. The DNAs

were separated by electrophoresis on 1.5% agarose gel and stained with ethidium

bromide. Order of samples: lambda BstEII marker; 1, G0/G1 enriched HepG2; 2, a-

amanitin treated HepG2; 3, Nocodazol-arrested HepG2; 4, HEK 293.

(B) Total RNAs, extracted from 2x106 cells, were analyzed by RT-PCR. Real-time

PCR values are expressed as percentage of those detected with RNAs from G0/G1-

enriched  HepG2 cells.
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Supplementary Figure 2. Association of Brg-1, CBP and PCAF with initiating and

elongating forms of RNA pol-II.

(A) Chromatin immunoprecipitation assays were performed with the antibodies H14

(P-Ser5-CTD) and H5 (P-Ser-2-CTD), raised against phosphorylated CTD peptides.

(B) HepG2 nuclear extracts were immunoprecipitated with the antibodies αBrg1,

αCBP and αPCAF and the presence of the different CTD-phosphorylated forms of

RNA pol-II in the precipitates was detected by western blot analysis using antibodies

raised against non-phosphorylated CTD, 8WG16 (αCTD), and H14 (αP-Ser5-CTD),

or H5 (αP-Ser-2-CTD) as indicated.
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Supplementary Figure 3. Immunocytological examination of histone modifications

and chromatin modifying activities at the different stages of mitosis.

HepG2 cells grown on glass cover slips were fixed for 10 min at –20 0C and

immunostained with the indicated antibodies. Fluorescence images of representative

cells at the interphase and various stages of the mitotic phase are shown. Left panels

correspond to immunofluorescence stainings using Alexa Red 568 secondary

antibodies, middle panels show DNA stainings with DAPI, while panels at the right

are merged images of the former two pictures. Note that, immunofluorescence signals

obtained by antibodies against the factots (CBP, PCAF, Elp3 and Brg1) were

excluded from mitotic chromatin, while those obtained with histone modification state

antibodies overlapped with it. In the case of CBP and Brg1 staining two populations

of telophase cells were observed. In some cells they were excluded, in others they

were partially associated with mitotic chromatin. Representative images of both

populations are shown.
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Supplementary Figure 3a
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Supplementary Figure 3b
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Supplementary Figure 3c
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Supplementary Figure 3d

DAPIStaining Merge

Brg-1

Pr
op

ha
se

In
te

rp
ha

se
M

et
ap

ha
se

A
na

ph
as

e
T

el
op

ha
se

T
el

op
ha

se

DAPIStaining Merge

CBP

Pr
op

ha
se

In
te

rp
ha

se
M

et
ap

ha
se

A
na

ph
as

e
T

el
op

ha
se

T
el

op
ha

se



11

Supplementary Figure 3e
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