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1.Εισαγωγή 
 

 

1.1. Η οικογένεια των πρωτεїνών της ετεροχρωµατίνης, ΗΡ1. 
   Στα ευκαρυωτικά κύτταρα, το γονιδίωµα σχηµατίζει µεγάλες χρωµατινικές 

δοµές. Οι δοµές αυτές διακρίνονται στην ευχρωµατίνη και την 

ετεροχρωµατίνη, που έχουν διακριτές ιδιότητες η καθεµία. 

   Η ετεροχρωµατίνη  περιλαµβάνει περιοχές του γονιδιώµατος οι οποίες 

χαρακτηρίζονται µικροσκοπικά ως ‘’συµπυκνωµένες’’ καθ’ όλη τη διάρκεια της 

µεσόφασης. Η αντιγραφή αυτών των περιοχών γίνεται κατά το τέλος της S 

φάσης (Goldman et al., 1984; Hatton et al., 1988). Εντοπίζονται κυρίως στην 

περιφέρεια του πυρήνα ή γύρω από τους πυρηνίσκους. Επίσης, µεγάλες 

περιοχές της ετεροχρωµατίνης βρίσκονται στο απενεργοποιηµένο Χ 

χρωµόσωµα κοντά στα κεντροµερή και στα τελοµερή.  

   Όταν ένα γονίδιο µεταφερθεί µέσω χρωµοσωµικών ανασυνδυασµών από 

µία ευχρωµατινική περιοχή, στην οποία φυσιολογικά βρίσκεται, σε µια 

ετεροχρωµατινική, τότε υπόκειται σε αποσιώπηση. Η απενεργοποίηση του 

γονιδίου ποικίλλει σε βαθµό και σε έκταση δίνοντας έναν ‘’µωσαϊκό’’ 

φαινότυπο. Το φαινόµενο αυτό ονοµάζεται φαινόµενο επίδρασης θέσεως 

ΡΕV, position-effect variegation ( Henikoff, 1990; Elgin, 1996; Wakimoto, 

1998). Για την αποσιώπηση των γονιδίων υπάρχει η υπόθεση ότι είναι 

αποτέλεσµα της αλλαγής των δοµών στη χρωµατίνη από µια ευχρωµατινική 

κατάσταση σε µια ετεροχρωµατινική. Εξέταση σε variegating breakpoints σε 

πολυταινικούς πυρήνες έδειξε ότι µετατοπισµένη ευχρωµατίνη επηρεάζει 

άµεσα την µορφολογία της ετεροχρωµατίνης (Henikoff 1981). Περαιτέρω έχε 

βρεθεί ότι τα γονίδια που εµπλέκονται στο φαινόµενο PEV  είναι δοµικά 

συστατικά της ετεροχρωµατίνης. 

    Μέχρι σήµερα έχει περιγραφεί ένα πλήθος γονιδίων που ονοµάζονται 

τροποποιητές (modifiers) του ΡΕV. Μεταλλαγές τους που ενισχύουν ή 

αντίθετα καταστέλλουν τον µωσαїκό φαινότυπο ονοµάζονται αντίστοιχα 

ενισχυτές (Evars) και καταστολείς, (Suvars). Τα γονίδια Evars προάγουν την 

ευχρωµατινική κατάσταση, ενώ αντίθετα τα Suvars, ευνοούν την 
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ετεροχρωµατινική, προσελκύοντας συστατικά της συµπαγούς δοµής της 

χρωµατίνης ή κάποια ένζυµα µε τροποποιητικές ικανότητες.   

   Το τροποποιητικό γονίδιο που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη της 

ετεροχρωµατίνης  HP1 (heterochromatin protein 1) (James and Elgin, 1986; 

James et al., 1989) είναι το πρώτο που κλωνοποιήθηκε στη Drosophilα και  

χαρακτηρίστηκε καλύτερα (Εissenberg et al., 1987; Εissenberg et al., 1990; 

Reuter et al., 1990). Έχει δειχθεί ότι το φαινόµενο PEV ενισχύεται µε 

υπερέκφραση του γονιδίου ΗΡ1 δηλαδή µε αύξηση της συγκέντρωσης της 

πρωτείνης ΗΡ1 ενώ καταστέλλεται µε τη µεταλλαγή του γονιδίου, Suvar(2)5.  

   Η πρωτεΐνη ΗΡ1 έχει µια χαρακτηριστική άµινο-τελική περιοχή που 

ονοµάζεται chromobox ή chromodomain (chromatin organisation modifier, 

CD). Η chromo περιοχή βρίσκεται και σε µια άλλη πρωτεΐνη της Drosophilα, 

την Polycomb (Pc) πρωτεΐνη (Paro and Hogness, 1991). Η Polycomb 

πρωτεΐνη αντιπροσωπεύει µια ξεχωριστή κατηγορία πρωτεϊνών που 

περιέχουν τη chromodomain. Το Pc γονίδιο, µαζί µε άλλα µέλη της 

οικογένειας των Pc , εµπλέκονται στην καταστολή των οµοιοτικών γονιδίων. 

Παρόµοιο µοτίβο έχει βρεθεί στην πρωτεΐνη swi6 στον σακχαροµύκητα, 

Schizosaccharomyces pombe. Το γονίδιο αυτό εµπλέκεται στην καταστολή 

του donor mating type loci (Lorenz et al., 1994).  

 

 

 

1.2. ∆οµικά χαρακτηριστικά των ΗΡ1 πρωτεїνών.    
   Η συντηρηµένη δοµή της chromo περιοχής επέτρεψε την αποµόνωση κι 

άλλων γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες οµόλογες µε την ΗΡ1 

(Σχήµα2). 
   Έχουν βρεθεί διάφορα οµόλογα της ΗΡ1 στα θηλαστικά: οι ΗΡ1α, Μ31 (ή 

MOD1) και Μ32 (ή MOD2)  στον ποντικό και αντίστοιχα οι ΗΡ1α, -β και –γ 

στον άνθρωπο και στον Xenopus (Singh et al., 1991; Saunders et al., 1993; 

Le Douarin et al., 1996; Ye and Worman, 1996; Pak et al., 1997). 

   Αν και οι παραπάνω πρωτεΐνες είναι δοµικά όµοιες παρόλα αυτά 

κατανέµονται µε διαφορετικό τρόπο στον πυρήνα των κυττάρων. Από 

πειράµατα ανοσοφθορισµού σε µεσοφασικά κύτταρα ποντικού, οι δύο 

ισοµορφές της ΗΡ1 πρωτεΐνης, οι ΗΡ1α και ΗΡ1β συνεντοπίζονται (Horsley et 
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al., 1996). Σε µιτωτικά HeLa κύτταρα , η ΗΡ1α και ένα µέρος των ΗΡ1β και 

ΗΡ1γ παραµένουν προσδεδεµένες στα χρωµοσώµατα. Συγκεκριµένα οι ΗΡ1α 

και ΗΡ1β εντοπίζονται στα κεντροµερή ενώ η ΗΡ1γ κατανέµεται σε διακριτές 

θέσεις στους βραχίονες των χρωµοσωµάτων. Όµως οι παρατηρήσεις σχετικά 

µε το πρότυπο εντοπισµού των ΗΡ1 στον πυρήνα των κυττάρων διαφέρουν 

ανάλογα µε τον τρόπο µονιµοποίησης των δειγµάτων, που µελετούνται µε τον 

ανοσοφθορισµό. 

   Στα ανθρώπινα κύτταρα το πρότυπο εντόπισης τους είναι διαφορετικό. Κάθε 

ισοµορφή της  ΗΡ1 στοχεύει σε διαφορετικές περιοχές της ετεροχρωµατίνης 

(Minc et al., 1999).                  
   Οι ΗΡ1 πρωτεΐνες περιλαµβάνουν τρεις χαρακτηριστικές περιοχές: την 

chromodomain (CD), στο άµινο-τελικό άκρο (37 αµινοξέα), την chromo 

shadow domain (CSD), στο καρβοξυ-τελικό άκρο και την µεταβλητή ενδιάµεση 

περιοχή, που ενώνει τις δύο προηγούµενες και ονοµάζεται χαρακτηριστικά 

‘hinge’ (Εpstein et al., 1992; Aasland and Stewart, 1995)(Σχήµα 1). 

 

 

Σχήµα 1 
Σχηµατική απεικόνιση της δοµής των ΗΡ1 πρωτεїνών. Το µοτίβο της άµινο-

τελικής περιοχής,της chromo domain (CD), χωρίζεται από το καρβόξυ-τελική 

περιοχή, τη chromo shadow domain (CSD), µέσω της ποικίλης σε µήκος 

συνδετικής περιοχής ‘hinge’ (Eissenberg, J.C., and S.C.R. Elgin, 2000) . 
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Σχήµα 2 
Σύγκριση των πρωτεινών που έχουν chromodomain, στα θηλαστικά. Με 

πράσινο φαίνονται τα υδρόφοβα αµινοξέα του πυρήνα ενώ µε µπλε τα βασικά 

αµινοξέα. Ως προς το συµβολισµό των ΗΡ1 πρωτεινών, για τον άνθρωπο 

χρησιµοποιούνται οι όροι hHP1α, hHP1β, hHP1γ. Για τον ποντικό mHP1α, 

mHP1β, mHP1γ ή αντίστοιχα mHP1α, Μ31 και Μ32. Για τις Pc πρωτείνες 

αντίστοιχα χρησιµοποιείται ‘Η’ για τον άνθρωπο και ‘m’ για τον ποντικό. Η 

Μ33 ονοµάζεται mPc1 και αντίστοιχη ανθρώπινη ΗPC1 (Jones, D.O., et al., 

2000). 
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1.2.1 H chromo domain  περιοχή  
   Η δοµή της chromo περιοχής για την πρωτεΐνη Μ31, αναλύθηκε µε τη τη 

φασµατοσκοπία του πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού (Nuclear Magnetic 

Resonance, NMR)(Ball et all, 1997). Πρόκειται για µια σφαιροειδή δοµή που 

αποτελείται από τρεις αντι-παράλληλες β-αλυσίδες, που τοποθετούνται έτσι 

ώστε να δηµιουργείται µια πτυχωτή επιφάνεια, απέναντι από µια α-έλικα στο 

καρβόξυ-τελικό άκρο (Σχήµα 3). 

 

 
Σχήµα 3 
∆οµή της chromo περιοχής από την πρωτείνη MoMOD1-N (Ball et al., 1997). 

 

   Η όλη δοµή αποτελείται από έναν υδρόφοβο πυρήνα που περιέχει αµινοξέα 

τα οποία είναι συντηρηµένα ανάµεσα στις chromo περιοχές των διαφορετικών 

χρωµο-πρωτεїνών (Σχήµα 4). Μεταλλαγές που έχουν βρεθεί στην ΗΡ1 και 

έχουν σαν αποτέλεσµα την απώλεια της λειτουργίας της αφορούν αµινοξέα 

που βρίσκονται σε αυτόν τον υδρόφοβο πυρήνα (Platero et al., 1995).  
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Σχήµα 4 
Οµολογία ακολουθίας αµινοξέων ανάµεσα στη chromo περιοχή  της ΜοΜΟD1 

και σε άλλες αντιπροσωπευτικές chromo περιοχές. Τα συντηρηµένα αµινοξέα 

του υδρόφοβου πυρήνα χρωµατίζονται κίτρινα, ενώ τα πράσινα αφορούν Gly 

και Pro. Tα µπλε κατάλοιπα είναι τα βασικά (Ball et al., 1997). 

 

 

 

 

   Η chromo περιοχή διαθέτει επίσης µια υδρόφοβη αύλακα µέσα στην οποία 

υπάρχουν τα κατάλοιπα 23, 40, 42, 58, 60 και 63. Η αύλακα αυτή µπορεί να 

αποτελεί θέση αλληλεπίδρασης πρωτεΐνης-πρωτεΐνης (Le Douarin et al., 

1996). Στις αλληλεπιδράσεις µεταξύ των πρωτεϊνών, σηµαντικό ρόλο παίζει το 

γεγονός ότι στην επιφάνεια της δοµής της chromo περιοχής υπάρχουν πολλά 

αρνητικά φορτία. Μεταλλαγές σε αµινοξέα της αύλακας, επηρεάζουν τη 

λειτουργία της πρωτεΐνης και αναστέλλουν την αποσιώπηση γονιδίων (Ball et 

al., 1997). Έχουν βρεθεί διάφοροι παράγοντες που αλληλεπιδρούν µε τις ΗΡ1 

πρωτεΐνες, µέσω των CD µοτίβων. 
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1.2.2 Η δοµή της chromo shadow περιοχής. 
   Όπως προαναφέρθηκε, το άλλο χαρακτηριστικό µοτίβο στο καρβόξυ-τελικό 

άκρο των HP1 πρωτεїνών, είναι η περιοχή chromo shadow domain. Ανάµεσα 

σε αυτή και στη  chromo domain υπάρχουν πολλές οµοιότητες µε πολλά από 

τα απόλυτα διατηρηµένα αµινοξέα, να βρίσκονται και στις δύο περιοχές 

(Σχήµα 4). Όµως µερικές δοµικές διαφορές οδηγούν στην υπόθεση ότι έχουν 

διακριτούς ρόλους.  
    H chromo shadow περιοχή έχει δειχθεί ότι σχηµατίζει διµερή. (Cowieson et 

al., 2000). Παρόµοια µε τη δοµή της chromo περιοχής, κάθε µονοµερές 

σχηµατίζει µια σφαιροειδή δοµή στην οποία  τρεις αντι-παράλληλες β-

αλυσίδες σχηµατίζουν µια πτυχωτή επιφάνεια που βρίσκεται απέναντι από 

δύο όµως α-έλικες (H1 και Η2) στο καρβόξυ-τελικό άκρο (Σχήµα 5). 
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(α) 
 

 

 

 (β)                                                           (γ) 

 
 
Σχήµα 5 
(α) Συστοίχιση των αλληλουχιών των CD και CSD, βασισµένη στα δοµικά 

τους χαρακτηριστικά. Τα είδη των οργανισµών γράφονται µε συντοµία ως 

εξης: sp, S. pombe; hs, H. sapiens; mm, M. musculus; ce, Caenorhabditis 

elegans; dm, D. melanogaster; xl, Xenopus laevis; at, Arabidopsis thaliana, 

(β) ∆οµή της µονοµερούς υποµονάδας της chromo shadow  περιοχής και (γ) 

Στερεοδοµή του διµερούς . Το κάθε µόριο είναι χρωµατισµένο διαφορετικά. 

Φαίνονται οι χαρακτηριστικές έλικες Η1 και Η2 καθώς και οι τρεις αλυσίδες Β1, 
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Β2 και Β3. Η εικόνα είναι παράλληλη µε τον άξονα C2 (Cowieson, N.P., et al., 

2000)     

 

  Η διεπιφάνεια διµερισµού σχηµατίζεται µεταξύ των δύο α-ελίκων Η2 από την 

κάθε υποµονάδα. Έχει περισσότερα µη πολικά αµινοξέα απ΄ότι αναµένεται σε 

µια διεπιφάνεια πρωτείνης-πρωτείνης, αλλά µικρότερο µήκος.  

   Όπως και στην chromo περιοχή, έτσι κι εδώ, υπάρχει µια διατηρηµένη 

υδρόφοβη αύλακα, η οποία χρησιµεύει σαν υπόστρωµα  µε το οποίο 

αλληλεπιδρούν οι διάφορες πρωτεΐνες. Ένα συγκεκριµένο µοτίβο 

πενταπεπτιδίου βρέθηκε ότι αλληλεπιδρά µε την υδρόφοβη αυτή περιοχή. 

Έτσι οι πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε τις chromo shadow περιοχές έχουν 

τη σταθερή αλληλουχία PxVxL. Πιο συγκεκριµένα, για τις πρωτείνες που 

αλληλεπιδρούν µε τη CSD της HP1 στη  Drosophilα, βρέθηκε ότι το πεπτίδιο 

έχει ως εξής: [PL][WRY]V[MIL][MLV] (Smothers and Henikoff, 2001). Το 

πενταπεπτίδιο µπορεί να παρεισφρήσει µέσα στη διεπιφάνεια που 

σχηµατίζεται µεταξύ των υποµονάδων του διµερούς.  

 

 

1.2.3 Το τµήµα ´hinge’  
   Έχει βρεθεί ότι η περιοχή του ‘hinge’ έχει υδρόφιλο χαρακτήρα και δεν 

διαθέτει υδρόφοβο πυρήνα, ο οποίος θα της προσέδιδε µια σφαιροειδή 

τριτοταγή δοµή. Το τµήµα αυτό δίνει πιθανότατα στην πρωτεΐνη την ευκαιρία 

να αλληλεπιδρά µε άλλα κυτταρικά συστατικά. Επίσης περιέχει µια σταθερή 

αλληλουχία που αποτελείται από τα αµινοξέα Lys-Arg-Lys (KRK). Το 

διατηρηµένο αυτό µοτίβο ίσως έχει µια καθορισµένη λειτουργία. Τέλος, 

παρατηρείται µέσα σε αυτό, η ύπαρξη  ενός πιθανού διµερούς σήµατος 

πυρηνικού εντοπισµού πρωτεϊνών NLS (Nuclear Localisation Signal). Το ένα 

τµήµα του σήµατος περιλαµβάνει την αλληλουχία ΚRK µε δύο βασικά 

αµινοξέα (Κ ή  R). Ακολουθεί µια περιοχή 10 καταλοίπων και µετά, στις 

επόµενες πέντε θέσεις, βρίσκεται το δεύτερο τµήµα του υποθετικού σήµατος 

NLS µε τρία βασικά αµινοξέα. Μετά από σύγκριση µε άλλα οµόλογα γονίδια 

όπως το Swi6, είναι προφανής η διατηρηµένη φύση του διµερούς NLS, καθώς 

και η εµφάνιση της σταθερής αλληλουχίας ΚRK (Σχήµα 6). Σύµφωνα και µε 

άλλες παρατηρήσεις, του αποδίδεται ο πιθανός ρόλος του στην είσοδο των 
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πρωτεїνών ΗΡ1 στον πυρήνα (Dingwall and Laskey, 1991; Smothers and 

Henikoff, 2001).  

  

  
 
 
Σχήµα 6 
Το τµήµα του ‘hinge’ αποτελείται από µια µεταβλητή αλληλουχία , στην οποία 

εντοπίζεται το διµερές σήµα του NLS και φαίνεται µε τις αγκύλες.Τα µπλε 

αµινοξέα αντιστοιχούν στα βασικά και τα κόκκινα στα όξινα.Το µέγεθος στα 

γράµµατα των αµινοξέων δηλώνει  το βαθµό συντήρησης του (Smothers J.F.,  

and S. Henikoff, 2001). 

 

 

 

 

 

1.3. Αλληλεπιδράσεις µε άλλες πρωτεΐνες 
   Παρόλο που οι ΗΡ1 πρωτεΐνες δεν προσδένονται άµεσα στο DNA (Singh et 

al., 1991; Ball et al., 1997) αλληλεπιδρούν µε διάφορες πρωτεΐνες, κυρίως 

µέσω της chromo  shadow περιοχής.  

   H µόνη γνωστή αλληλεπίδραση µέσω της chromo περιοχής έχει βρεθεί στη 

Drosophilα µεταξύ της ΗΡ1 και του συµπλόκου origin recognition complex 

(ORC), που είναι απαραίτητο για την έναρξη της αντιγραφής του 

ευκαρυωτικού DNA (Pak et al., 1997). Η υποµονάδα που αλληλεπιδρά κυρίως 

µε την ΗΡ1 είναι η  DmORC1. Βρέθηκε ότι για την πρόσδεση είναι 

απαραίτητες οι δύο χαρακτηριστικές περιοχές, chromo και chromo  shadow 
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της πρωτεΐνης ΗΡ1. Μεταλλαγές της DmORC1 καταργούν τον εντοπισµό της  

ΗΡ1 στην ετεροχρωµατίνη και οδηγούν στο συµπέρασµα ότι το σύµπλοκο 

έχει πιθανό ρόλο στη δηµιουργία των συµπυκνωµένων δοµών (Huang et al., 

1998). Επίσης, µε µεταλλαγές στην υποµονάδα ORC2 χάνεται ο εντοπισµός 

της ΗΡ1 στην ετεροχρωµατίνη. Έχει προταθεί ότι το σύµπλοκο ORC µαζί µε 

άλλους παράγοντες που προσδένονται στο DNA, στρατολογούν την ΗΡ1 και 

τους ετεροχρωµατινικούς παράγοντες στις θέσεις στόχευσής τους. Η 

αλληλεπίδραση ORC:HP1 πιθανότατα θα παρατηρηθεί και στα θηλαστικά, 

αφού το σύµπλοκο ORC αποτελεί ένα πολύ καλά διατηρηµένο σύνολο 

πρωτεινών είναι απαραίτητο για την αντιγραφή του DNA. Είναι όµως 

αξιοσηµείωτο ότι η ΗΡ1 είναι χωρικά περιορισµένη ενώ το σύµπλοκο ORC 

βρίσκεται σε όλες τις θέσεις αντιγραφής  του γονιδιώµατος.  

   Έχει βρεθεί ότι µέσω των chromo shadow περιοχών, η  πρωτεΐνη mΗΡ1β 

(Μ31 ή ΜOD1) σχηµατίζει οµοδιµερή σε διάλυµα (Brasher et al., 2000). 

Οµοδιµερή επίσης έχουν παρατηρηθεί της mHP1α και ετεροδιµερή mHP1α- 

mHP1γ ή mΗΡ1β-mHP1γ (Le Douarin et al., 1996). Όσον αφορά την ΗΡ1 

στον άνθρωπο, έχουν επίσης παρατηρηθεί οµοδιµερή της HP1α και 

ετεροδιµερή της µε την mΗΡ1β (Ye et al., 1997). Ο φυσιολογικός ρόλος των 

µορφών αυτών είναι ασαφής. 

   Η δηµιουργία διµερούς CSD στην πρωτεΐνη ΗΡ1β παρατηρήθηκε ότι είναι 

απαραίτητη για την αλληλεπίδραση µε τον παράγοντα αποσιώπησης TIFβ  

(Brasher et al., 2000). Με την µέθοδο του δύο-υβριδίων, βρέθηκε ότι οι ΗΡ1α 

και ΗΡ1β αλληλεπιδρούν µε τον παράγοντα ΤΙF1β/ΚΑΡ-1 (Le Douarin et al., 

1996). Ο παράγοντας αυτός έχει αποµονωθεί σαν συγκαταστολέας 

πρωτεїνών µε τη χαρακτηριστική περιοχή KRAB που αποτελεί µια ευρέως 

διαδεδοµένη περιοχή καταστολής στα θηλαστικά. Οι πρωτεΐνες που διαθέτουν 

την περιοχή KRAB προσδένονται στο DNA και συνδέονται µε τις ΗΡ1 

πρωτεΐνες µέσω του παράγοντα ΚΑΡ-1. Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα τη 

συσσώρευση ετεροχρωµατινικών συµπλόκων στην περιοχή όπου επιτελείται 

καταστολή (Ryan et al., 1999). 

   Μια άλλη πρωτεΐνη που βρέθηκε ότι αλληλεπιδρά µε τις ΗΡ1α και ΗΡ1β 

είναι η διαµεµβρανική πρωτεΐνη  του πυρηνικού φακέλου, lamin B receptor, 

LBR (Ye and Worman, 1996). Ο υποδοχέας LBR προσδένει lamins τύπου-Β 
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και πιθανότατα συµβάλλει στη διασύνδεση της χρωµατίνης µε τον πυρηνικό 

φάκελο.  

   Οι ΗΡ1α και ΗΡ1γ αλληλεπιδρούν  µε την  inner centromere protein, 

(INCENP). Η πρωτεΐνη INCENP αποτελεί συστατικό των µιτωτικών 

χρωµοσωµάτων. Στην αρχή της µετάφασης εντοπίζεται στα κεντροµερή αλλά 

στη συνέχεια µετατοπίζεται στα ινίδια της ατράκτου και στην πλασµατική 

µεµβράνη της δακτυλιοειδούς περίσφιγξης (Ainsztein et al., 1998, Mackay et 

al., 1993). 

   Ένας άλλος σηµαντικός παράγοντας που βρέθηκε να συνδέεται µε τις 

πρωτεΐνες ΗΡ1 και συγκεκριµένα την MOD1, είναι ο chromatin assembly 

factor, CAF (Murzina et al., 1999). Η σύνδεση αποδίδεται στην υποµονάδα 

p150 του CAF. Μεταλλαγές στην υποµονάδα αυτή δεν επιτέπουν τη σύνδεση  

του CAF στην ετεροχρωµατίνη αλλά δεν επηρεάζουν τη φυσιολογική του 

λειτουργία στην αντιγραφή.  Η σηµασία της αλληλεπίδρασης δεν έχει 

εξακριβωθεί. Έχει προταθεί ότι µετά την αλληλεπίδραση της ΗΡ1 µε το 

σύµπλοκο ORC στα σηµεία αντιγραφής ακολουθεί επιστράτευση του 

παράγοντα CAF για να γίνει η αντιγραφή της ετεροχρωµατίνης στο τέλος της 

S φάσης. 

   Αν και δεν έχει εξακριβωθεί ο µηχανισµός σύνδεσης των ΗΡ1 πρωτεїνών µε 

τη χρωµατίνη, διάφορες µελέτες έχουν δείξει την αλληλεπίδραση ΗΡ1- 

νουκλεοσωµάτων. Συγκεκριµένα, έχει παρατηρηθεί η  πρόσδεση όλων των 

mΗΡ1 πρωτεїνων µε την ιστόνη Η3 µέσω της chromo περιοχής (Νielsen et 

al., 2000). H ιστόνη Η3 έχει βρεθεί ότι παίζει ρόλο στη ρύθµιση της 

µεταγραφής και στις διαδικασίες της αποσιώπησης γονιδίων και µεταγραφικής 

ενεργοποίησης. Αλληλεπιδρά µε πολλούς παράγοντες µέσω κυρίως της 

άµινο-τελικής ουράς της (Hartzog and Winston, 1997; Strahl and Allis, 2000). 

Αλληλεπίδραση της ΗΡ1 µε την ιστόνη Η3 παρατηρήθηκε επίσης µε το 

καρβόξυ τελικό άκρο της, το οποίο έχει βρεθεί ότι εµπλέκεται στις επαφές των 

ιστονών µεταξύ τους και µε το DNA.      

   Πρόσφατες µελέτες δείχνουν ότι και οι τρεις ισοµορφές mHP1 προσδένονται 

πρόσκαιρα στον πυρηνικό φάκελο (Kourmouli et al., 2000). Υποστηρίζοντας 

ότι  στην παραπάνω πρόσδεση συµβάλλουν η πρωτεΐνη LBR  και οι core 

ιστόνες Η3/Η4 οι οποίες σχηµατίζουν ένα ειδικό σύµπλοκο (Polioudaki et al., 

2001).  
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   Οι πρωτεΐνες αυτές όταν µικρο-ενεθούν συσσωρεύονται πρώτα στον 

πυρηνικό φάκελο και στη συνέχεια µετακινούνται σε περιοχές 

ετεροχρωµατίνης. Αυτό το γεγονός και µε βάση άλλες µελέτες που έδειξαν την 

αλληλεπίδραση της ΗΡ1 πρωτεΐνης µε τον LBR, υποστηρίχθηκε πρόσφατα 

ότι στην πρόσδεση της ΗΡ1 στον πυρήνα συµβάλει η πρωτεΐνη του LBR µαζί 

µε τις core ιστόνες Η3 και Η4. 

 

 

 

Στόχος της ερευνητικής εργασίας 

 
   Σκοπός της ερευνητικής εργασίας ήταν  να µελετηθεί η έκφραση των τριών 

ισοµορφών της πρωτεΐνης ΗΡ1: ΗΡ1α, Μ31 και Μ32, στον ποντικό. Η ΗΡ1 

είναι η καλύτερα χαρακτηρισµένη πρωτεΐνη της ετεροχρωµατίνης µε 

καθοριστικό ρόλο στη διαδικασία της γονιδιακής αποσιώπησης .  

   Η σπουδαιότητα στην µελέτη της έγκειται στο γεγονός ότι η ΗΡ1, εκτός από 

τη ρύθµιση έκφρασης γονιδίων, καθορίζει επίσης και τη δοµή της χρωµατίνης 

και συµµετέχει σε πολλές άλλες λειτουργίες µέσω της αλληλεπίδρασης της µε 

διάφορες πρωτεΐνες.  

   Στο ερευνητικό αυτό πλαίσιο ήταν απαραίτητο να µελετηθεί η έκφραση των 

mRNA των τριών πρωτεϊνών σε διαφορετικούς ιστούς. Μέχρι την εκπόνηση 

αυτής της εργασίας δεν είχε πραγµατοποιηθεί µια παρόµοια µελέτη.  

   Ο έλεγχος πραγµατοποιήθηκε χρησιµοποιώντας τις αντιδράσεις της 

αντιστροφής µεταγραφής και της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµερισµού. Για 

τον σκοπό αυτό σχεδιάστηκαν κατάλληλα ζευγάρια ειδικών εκκινητών. 

   Στη συνέχεια έγινε προσπάθεια ιστολογικής προσέγγισης  για να 

διερευνηθεί το εάν όλα τα κύτταρα ενός ιστού περιέχουν την κάθε ισοµορφή 

της ΗΡ1. 
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2. Μέθοδοι-Αντιδραστήρια 

 
2.1. Αποµόνωση ολικού RNA µε το αντιδραστήριο TRIZOL 

α. Λαµβάνεται δείγµα ιστού από ποντικό και οµογενοποιείται  

    χρησιµοποιώντας το αντιδραστήριο TRIZOL (δ/µα φαινόλης και 

    ισοθειοκυανιούχου γουανιδίνης). 

β. Το οµογενοποιηµένο δείγµα (50-100mg ιστού / 1ml TRIZOL) επωάζεται για 

     5min σε θερµοκρασία δωµατίου, ώστε να ολοκληρωθεί ο διαχωρισµός των 

     νουκλεοπρωτεϊνικών   συµπλόκων. 

γ. Προστίθεται 0,2ml χλωροφόρµιο και το δείγµα αναδεύεται  ισχυρά µε το 

    χέρι και επωάζεται για 2-3min σε θερµοκρασία δωµατίου. 

δ. Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε <12000g για 15min και σε 4oC.Το αποτέλεσµα 

    είναι ο διαχωρισµός της οργανικής (κόκκινη) από την υδατική φάση 

    (άχρωµη), στην οποία παραµένει το RNA.    

ε. Η υδατική φάση αποµακρύνεται, για να κατακρηµνιστεί το RNA µε 0,5ml   

    ισοπροπυλικής αλκοόλης. Το δείγµα φυγοκεντρείται όπως και πριν.  

στ.Λαµβάνεται το ίζηµα και πλένεται µε 75% αιθανόλη. Φυγοκεντρείται στο µισό 

    των παραπάνω στροφών για 10 min και σε 4oC. Το RNA µε µορφή ιζήµατος 

    αφήνεται για να στεγνώσει σε θερµοκρασία δωµατίου. 

ζ. Στο τέλος της διαδικασίας, το ίζηµα διαλύεται σε µια µικρή ποσότητα Rnase- 

    free νερού , ώστε το RNA να έχει µια ικανοποιητική τελική συγκέντρωση. 

 

 

2.2. Εύρεση συγκέντρωσης RNA 
 

   ∆είγµα 4µl RNA, µεταφάρεται σε µια κυψελίδα και  ο όγκος συµπληρώνεται 

µέχρι 1ml, µε Η2Ο. Μετριέται η οπτική απορρ Rnase-free όφηση σε µήκος 

κύµατος λ=260nm. Σύµφωνα µε την συνθήκη όπου για A260nm=1 ισχύει 

C=40µg/ml, υπολογίζεται η συγκέντρωση του RNA, λαµβάνοντας υπόψη και 

την αραίωση: 
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Όπως φαίνεται από τα παραπάνω η δεκαπλάσια τιµή της απορρόφησης Α, του 

αραιωµένου δείγµατος, δίνει τη συγκέντρωση του RNA στις παραπάνω µονάδες.   

 

 

2.3. Επεξεργασία  RNA µε DNase � 
   Επειδή κρίνεται απαραίτητη η αποµάκρυνση του DNA που πιθανόν έχει συν-

εκχυλιστεί µε το RNA, ακoλουθεί η παρακάτω επεξεργασία: 

α. Σε κάθε δείγµα ~10µg RNA, προστίθεται 2µl του RNase-free ενζύµου DNase � 

    (3Κunitzs units/µl) + 1µl αναστολέα ριβονουκλεασών (recombinant RNase-out, 

    40u/µl). 

β. Επωάζεται το δείγµα σε θερµοκρασία δωµατίου για 25min. 

γ. Προστίθεται στη συνέχεια αποστειρωµένο PBS µέχρι  Vτελ=100µl. 

PBS :  - 80gr  NaCl 

            -  2gr   KCl                               Vολ= 1lit, pH: 7,4  

            -  3gr   K3PO4�H2O 

            - 9,7gr NaH2PO4�2H2O 

 

δ. Τέλος γίνεται αποµόνωση του RNA µε ίσο όγκο διαλύµατος φαινόλη- 

     χλωροφόρµιο-ισοαµυλική αλκοόλη  (25:24:1). 

   Η διαδικασία συνεχίζεται όπως µε το αντιδραστήριο του TRIZOL. Προστίθεται 

ισοπροπανόλη για την καταβύθιση του RNA και αιθανόλη για τον περαιτέρω 

καθαρισµό του.     

 

 
2.4. Reverse transcriptase PCR (RT-PCR) 
α. Για την αντίδραση αυτή είναι απαραίτητη η προετοιµασία ενός µίγµατος (RT 

mix), που αποτελείται από τα παρακάτω: 

��  Reverse Transcriptase (200units/µl)                                       

     H επιθυµητή συγκέντρωση του ενζύµου για την σύνθεση του cDNA είναι 

     200units (1µl) για κάθε µg mRNA σε τελικό όγκο αντίδρασης 20µl. 

�� 5x RT-PCR δ/µα                                                                                        
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    Το δ/µα αυτό, προσφέρεται µε το ένζυµο και χρησιµοποιείται σε τελική 

     συγκέντρωση 1x. 

�� Μίγµα dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP).                                              

     Φτιάχνεται ένα µίγµα στο οποίο, κάθε δεοξυνουκλεοτίδιο έχει συγκέντρωση 

     10mM οπότε η συνολική τελική συγκέντρωση και των τεσσάρων είναι 40mM. 

     Χρησιµοποιείται κατάλληλη ποσότητα ώστε στην τελική αντίδραση να είναι η 

     συγκέντρωση των δεοξυνουκλεοτιδίων  CdNTPs=2mM. Το λειτουργικό όριο 

     κυµαίνεται από 1-4mM. 

�� Rnasin (recombinant RNase-out, 40u/µl).                                              

�� Random hexamers (3µg/µl)                                                                       

    Αποτελούν ολιγονουκλεοτίδια, κυρίως εξαµερή και χρησιµοποιούνται σαν 

     εκκινητές. Αραιώνονται σε αναλογία 1:3 ώστε στην αντίδραση να είναι 1µg/µl.  

�� ddH20 

    Ο προτεινόµενος τελικός όγκος της αντίδρασης είναι Vτελ=20µl. 

β. Το κάθε δείγµα του RNA (1-12µl) µε C=1µg, τοποθετείται στο µηχάνηµα της 

    PCR για να αποδιαταχθεί µε το πρόγραµµα: 70οC, 4min. Μεταφέρεται στη 

    συνέχεια στον πάγο. 

γ. Σε κάθε σωλήνα που περιέχει το RNA, προστίθεται η ανάλογη ποσότητα 

    µίγµατος και τα δείγµατα επωάζονται για: 1ώρα, 37οC. Τέλος στους 95οC για 

    5min για απενεργοποίηση του ενζύµου. 

 

 

2.5. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης PCR  
       (polymerase chain reaction). 
 
α. Επιλογή εκκινητών (primers) για PCR 
   Αρχικά βρέθηκαν οι αλληλουχίες βάσεων των mRNA για τις  τρεις 

ισοµορφές, µε βάση τους αριθµούς καταχώρησης τους (Αccession number) 

στη βάση δεδοµένων EMBL. Οι αριθµοί αυτοί για τις πρωτεΐνες ΗΡ1α, Μ31 

και Μ32 είναι αντίστοιχα Χ99641, Χ56690 και Χ56683. Το µέγεθος της 

αλληλουχίας τους είναι  (865bp) για την ΗΡ1α, (558bp) για την Μ31 και 

(522bp) για την Μ32. 
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  Σύµφωνα µε αυτά τα στοιχεία  και µε τη βοήθεια του προγράµµατος 

Οligocalculator, βρέθηκαν τα καταλληλότερα ζεύγη εκκινητών: 

 

ΗΡ1α         forward:5’-GCA AGT GGA ATA TCT GTT GAA GTG G-3’ 

                   Aπό τη θέση 162bp ως την 185bp 

                  reverse:5’-CAT CCT CTG GAT ATG CGT GCC AC-3’ 

                                   (582bp – 604bp) 

M31           forward:5’-AAA ACA AGA AGA AAG TGG AGG AGG TAC-3’ 

                                   (14bp – 40bp) 

                  reverse:5’-TGT CGT CTT TTT TGT CAT CAT CCT CTG-3’ 

                                    (524bp – 550bp) 

M32           forward:5’-GAC TTT CTT AAT TCT CAA AAA GCT GG-3’ 

                                    (193bp – 218bp) 

                  reverse:5’-GCT TCA TCT TCA GGA CAA GAA TG-3’ 

                                    (493bp – 515bp) 

 

   Έγινε προσπάθεια επιλογής κατάλληλων,  απόλυτα ειδικών τµηµάτων από 

τις αλληλουχίες, για να αποτελέσουν τους εκκινητές. Παράλληλα µε το  

πρόβληµα της µεγάλης οµολογίας των τριών ισοµορφών, έπρεπε να 

βεβαιωθούµε ότι οι εκκινητές είχαν κατάλληλες τιµές όσον αφορά 

χαρακτηριστικά τους όπως: µήκος, θερµοκρασία αναδιάταξης, ποσοστό 

περιεκτικότητας σε GC.  

 

β. Αντίδραση PCR 
    Όπως και στην RT-PCR, ανάλογα και εδώ προετοιµάζεται το µίγµα που 

    αποτελείται από τα παρακάτω:  

�� 10x PCR δ/µα                                                                                           

     Το δ/µα αυτό, προσφέρεται µε το ένζυµο και χρησιµοποιείται σε τελική 

     συγκέντρωση 1x. 

�� Μίγµα dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP).                                              

     Χρησιµοποιείται ποσότητα από το stock των 40mM ώστε στην τελική 

    αντίδραση να είναι  CdNTPs=0,8mM. 

�� ∆/µα MgCl2                                                                                                                                            
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Από το stock των 50mM, προστίθεται ποσότητα ώστε Cτελ=1,5mM. 

Προτεινόµενο εύρος 1,5-2mM. 

�� Primer forward 

�� Primer reverse 

Οι δύο εκκινητές (primers) χρησιµοποιούνται σε τελική συγκέντρωση 1µΜ. 

�� Tag polymerase (5U/µl)                                                                   

Από το ένζυµο χρησιµοποιούνται 1,5U 

�� ddH20 

Ένας λειτουργικός  τελικός όγκος της αντίδρασης είναι Vτελ=50µl. 

β. Μόλις χωριστεί το µίγµα στους σωλήνες, προστίθεται η κατάλληλη 

    ποσότητα cDNA (200-500ng) που θα χρησιµοποιηθεί σαν υπόστρωµα 

    (template) για  να ξεκινήσει η αντίδραση πολυµερισµού. 

γ. Τέλος πάνω από κάθε δείγµα απλώνεται mineral oil (2 σταγόνες) για την 

    αποφυγή εξάτµισης από τα δείγµατα.  

δ. Τοποθετούνται τα δείγµατα στο µηχάνηµα της PCR (T3 Thermocycler της  

     Biometra) και το πρόγραµµα που  τίθεται σε λειτουργία είναι: 

 

 

 

I. Αρχική αποδιάταξη : 94 οC, 4min  

II. Αναδιάταξη             : 94 οC, 1min – 52 οC, 2,5min – 72 οC, 1min  

                                                       (x28 κύκλοι) 

III. Τελική επιµήκυνση : 72 οC, 5min  

 

 

2.6. Αποµόνωση DNA από κύτταρα (Qiagen kit) 
 
   Για την αποµόνωση πλασµιδιακού DNA, χρησιµοποιήθηκε το πρωτόκολλο 

της Qiagen.  Σε καλλιέργεια 100ml µε θρεπτικό υλικό LB, επωάζονται 

βακτήρια που  περιέχουν το προς αποµόνωση, πλασµίδιο. Τα κύτταρα 

αποµονώνονται µε φυγοκέντρηση της καλλιέργειας σε ~6000rpm, για 15min 

στους 4οC. Στη συνέχεια ακολουθείται το εξής πρωτόκολλο: 

1) Το βακτηριακό ίζηµα, επαναδιαλύεται σε 10ml δ/τος Ρ1 . 
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2) Προστίθεται 10ml δ/τος Ρ2 (NaOH/SDS) και το µίγµα αφήνεται για επώαση 

    σε  θερµοκρασία δωµατίου, για 5min. Προκαλείται η λύση των κυττάρων και 

    η απελευθέρωση του γενοµικού  DNA. 

3) Αµέσως µετά προστίθεται 10ml δ/τος Ρ3 (όξινο δ/µα οξικού νατρίου), για 

    20min σε πάγο. Με αυτόν τον τρόπο καταβυθίζεται και αποµακρύνεται το 

    χρωµοσωµικό DNA, µαζί µε τις πρωτείνες. 

4) Το µίγµα φυγοκεντρείται σε 12000rpm, για 30min και 4oC. 

5) Λαµβάνεται το υπερκείµενο που περιέχει το πλασµιδιακό DNA. Για να 

    αποµονωθεί, χρησιµοποιείται στήλη ανιοανταλλακτικής ρητίνης. Η στήλη 

    αρχικά εξισορροπείται µε 10ml δ/τος QBT. 

6) Το υπερκείµενο της φυγοκέντρησης, αφήνεται να περάσει από τη στήλη. 

    Το πλασµιδιακό DNA προσδένεται σε αυτήν. 

7) Η στήλη ξεπλένεται µε 2x30ml δ/τος  QC (δ/µα 1ΜΝaCl), µε σκοπό την 

    αποµάκρυνση ανεπιθύµητων συστατικών (πρωτείνες,  RNA κτλ.) 

8) Η έκλουση του DNA, γίνεται µε 15ml δ/τος QF (δ/µα 1,25ΜνaCl, pH:8,5) 

    λόγω αλλαγής της ιονικής ισχύς. 

9) Το DNA κατακρηµνίζεται µε 0,7V ισοπροπανόλης και  φυγοκεντρείται σε 

    11000rpm, για 30min και 4oC.  

10) To υπερκείµενο αποµακρύνεται προσεκτικά και ξεπλένεται µε 70% 

      αιθανόλη, στεγνώνεται και επαναδιαλύεται σε δ/µα ΤΕ. 

    Η συγκέντρωση του υπολογίζεται φωτοµετρικά και η ποιότητα του ελέγχεται 

σε  gel 1%  αγαρόζης. 

         

    
2.7. Εξισορρόπηση Φαινόλης  
   1) Λαµβάνεται στερεή φαινόλη και θερµαίνεται στους 65οC, για να 

    υγροποιηθεί. 

   2) Προστίθεται 0,1% 8-Hydroxyquinolin. Αποτελεί αντιοξειδωτικό και 

       µερικώς αναστολέα για RNase. Η φαινόλη  επίσης αποκτά κίτρινο 

       χρώµα για τον εύκολο διαχωρισµό των φάσεων.  

   3) Χρησιµοποιείται ίσος όγκος δ/τος 1M Tris-Cl, pH: 7,5, για να αποκτήσει  

       το δ/µα της φαινόλης pH~7. Συγκεκριµένα αναµιγνύονται τα δύο 

       διαφορετικά δ/τα. Όταν αφεθούν σε ηρεµία για να διαχωριστούν οι δύο 

       φάσεις, αφαιρείται το υπερκείµενο δ/µα του Tris-Cl (άχρωµη φάση) και 
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       ελέγχεται το pH της φαινόλης. Η διαδικασία επαναλαµβάνεται 

       περισσότερο από µια φορές. 

   4) Όταν εξισορροπηθεί η φαινόλη,  επαναλαµβάνεται το παραπάνω βήµα µε 

       Η2Ο. 

   5) Τέλος το δ/µα της φαινόλης, µε µια µικρή φάση Η2Ο στην επιφάνεια, 

       φυλάσσεται σε σκοτεινό µπουκάλι και  στους 4οC. 

 

 

2.8. Εξαγωγή DNA από gel αγαρόζης 
   Το δείγµα του DNA ηλεκτροφορείται σε gel αγαρόζης, οπότε µετά 

   αποµονώνεται ως εξής:  

1) Tο τεµάχιο αγαρόζης που περιέχει το δείγµα, αποκόπτεται µε νυστέρι και 

    ζυγίζεται. Προστίθεται ίσος όγκος εξισσοροπηµένης φαινόλης 

2) Ακολουθεί ανάδευση µε vortex  και ψύξη στους –70οC. 

3) Το δείγµα φυγοκεντρείται για 10min, σε 13000rpm. 

4) Γίνεται διαχωρισµός δύο φάσεων και λαµβάνεται η πάνω υδατική, η οποία  

    περιέχει το DNA. 

    �Σε περίπτωση που δεν έχει διαλυθεί η στερεή αγαρόζη επαναλαµβάνονται 

      τα βήµατα 2 και 3. 

5) Προστίθεται ίσος όγκος φαινόλης-χλωροφόρµιο (1:1) και 1/10V 

    NaCH3COO, 3M, pH: 5,2. To µίγµα αναδεύεται µε vortex και φυγοκεντρείται 

    για ~5min. 

6) Αποµακρύνεται και κρατείται η πάνω υδατική φάση από την οποία θα 

    αποµονωθεί το DNA. Για το σκοπό αυτό, προστίθεται 100% αιθανόλη και 

    το δείγµα παγώνει στους –70οC. 

7) Στη συνέχεια φυγοκεντρείται για 30min, 13000rpm και 4οC. 

8) Το DNA κατακρηµνίζεται και το ίζηµα πλένεται µε 70% αιθανόλη. 

9) Αφού στεγνώσει, σε θερµοκρασία δωµατίου, επαναδιαλύεται σε Η2Ο και  

    υπολογίζεται η συγκέντρωση του. 

            

 Εύρεση συγκέντρωσης DNA 
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    Η συγκέντρωση του DNA υπολογίζεται µε ανάλογο τρόπο µε το RNA. 

Λαµβάνεται δείγµα 5µl DNA σε 1ml Η2Ο και µετριέται η απορρόφηση σε 

µήκος κύµατος λ=260nm. Εδώ ισχύει για A260nm=1 � C=50µg/ml. 

Λαµβάνοντας υπόψη αυτή την αραίωση τότε η δεκαπλάσια τιµή της 

απορρόφησης Α, δίνει τη συγκέντρωση του DNA στις παραπάνω µονάδες.   

 
 

2.9. Έµµεσος ανοσοφθορισµός σε  τοµές ιστών.  
   Λαµβάνεται ιστός από ποντικό και τοποθετείται αµέσως σε ειδικό υλικό 

(Jung, tissue freezing medium) και στους –70οC. Με τη χρήση κρυοτόµου, 

αφαιρούνται τοµές µε πάχος από 3-7µm. Τοποθετούνται σε ειδικές γυάλινες 

αντικειµενοφόρους, οι οποίες έχουν υποστεί µια επεξεργασία επίστρωσης µε 

δ/µα gelatin (subbing),  για αποφυγή ολίσθησης του δείγµατος.  

 

 

Subbing 

�� Πλένονται οι αντικειµενοφόροι  µε α) Η2Ο (2 φορές)  

                                                            β) 100% αιθανόλη (2 φορές) 

      και αφήνονται να στεγνώσουν. 

�� Τοποθετούνται για 3min στο εξής διάλυµα:  

        5gr gelatin (σκόνη) σε 1lit H2O→ ζεσταίνεται για να διαλυθεί (χωρίς 

        βρασµό). Μόλις κρυώσει προστίθεται 0,5gr Chrome Alum 

        [KCr(SO4)2�12H2O] 

�� Οι αντικειµενοφόροι αφήνονται να στεγνώσουν. 

   Μόλις ετοιµαστούν, τοποθετούνται πάνω σ’ αυτές οι τοµές και τα δείγµατα 

είναι έτοιµα να µελετηθούν µε την µέθοδο του έµµεσου ανοσοφθορισµού, 

σύµφωνα µε το εξής πρωτόκολλο: 

1) Πλύσιµο µε PBS (3x) 

2) Μονιµοποίηση µε δ/µα φορµαλδεύδης  

       Το δ/µα της φορµαλδεύδης παρασκευάζεται µε αραίωση από stock 

    36,5% σε PBS. H συγκέντρωση του δ/τος (1% ή 4%) που χρησιµοποιείται 

    για το φιξάρισµα και ο χρόνος (5-10min), εξαρτώνται από το αντίσωµα που 

    θα χρησιµοποιηθεί στα δείγµατα. Με τον τρόπο αυτό µονιµοποιείται το 
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    δείγµα πάνω στην αντικειµενοφόρο.  

3) Πλύσιµο µε δ/µα PBS (3x) 

4) Προσθήκη δ/τος Quench [20mM glycine σε PBS] για 5min.  

       Σκοπός του, η αποµάκρυνση υπολειµµάτων φορµαλδεΰδης. 

5) Πλύσιµο µε δ/µα Blocking (3x 5min) 

      ∆/µα Blocking:  - 0,2% Triton Χ-100 

                               - 2mM MgCl2 

                               - 1x PBS 

                               - 0,5% fish gelatin 

      Με τη διαδικασία αυτή προετοιµάζονται τα δείγµατα δηλαδή γίνονται 

   διαπερατές οι κυτταρικές δοµές, για να δεχθούν το αντίσωµα. Παράλληλα 

   αποφεύγεται η µη ειδική δέσµευση του αντισώµατος. 

6) Προσθήκη 1ου αντισώµατος (45min) 

        Το αντίσωµα αραιώνεται σε δ/µα Blocking µε αναλογία που είναι ειδική 

     για το καθένα.   

7) Πλύσιµο µε δ/µα Blocking (3x 5min) 

8) Προσθήκη 2ου αντισώµατος (45min) 

       Το αντίσωµα αραιώνεται οµοιώς όπως πριν σε δ/µα Blocking.Το 

    δευτερογενές αντίσωµα είναι οµοιοπολικά συνδεδεµένο µε τη φθορίζουσα 

    χρωστική FITCH (fluroscein isothiocyanate). 

9) Πλύσιµο µε δ/µα Blocking (3x 5min) 

10) Πλύσιµο µε δ/µα PBS (3x 5min) 

11) Επώαση µε δ/µα Rnase σε αραίωση 1:10 (30 min) 

      δ/µα RΝase : - 26,3mg Rnase (73Κunitzs units/mg) 

                            -    50mM NaCl 

                            -    10mM Tris-Cl, pH: 7,5 

 

12) Πλύσιµο µε δ/µα PBS (3x 5min) 

13) Βαφή µε propidium iodide 

         Η χρωστική αυτή χρησιµοποιείται σε συγκέντρωση 1µg/ml, για βαφή του 

      DNA. 

14) Πλύσιµο µε δ/µα PBS (3x 5min)                  
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   Τα δείγµατα ακινητοποιούνται πάνω στις αντικειµενοφόρους µε 

καλειπτρίδες, στις οποίες τοποθετείται δ/µα mounting. Έτσι αποφεύγεται η 

εξασθένιση της χρωστικής (bleaching), λόγω φαινοµένου οξείδωσης  . Για τη 

σταθεροποίηση χρησιµοποιείται βερνίκι νυχιών.      

   Η όλη διαδικασία γίνεται σε θερµοκρασία δωµατίου, µε προσοχή για την 

αποφυγή ξήρανσης των δειγµάτων. 

   Η µελέτη των αποτελεσµάτων γίνεται µε τη χρήση συνεστιακού 

µικροσκοπίου του µοντέλου TCS NT της εταιρίας  Leica Optics.  

  

 

 

 
2.10. Southern Blot 
 
2.10.1. Ραδιοεπισήµανση του DNA (random priming) 
   Για την παρασκευή DNA ιχνηθέτη (probe), ακολουθείται η παρακάτω 

διαδικασία: 

1) Χρησιµοποιείται ποσότητα DNA 100ng. Το επιθυµητό µήκος των probe 

    πρέπει να κυµαίνεται µεταξύ 100 και1000bp. 

2) Προστίθεται Η2Ο ώστε ο τελικός όγκος να είναι Vτελ= 7,6µl. 

3) Το δείγµα βράζεται στους 100 οC, για 2-3min µε σκοπό την αποδιάταξη της 

    διπλής έλικας του DNA. Αµέσως µετά τοποθετείται στον πάγο για να 

    παραµείνει σε αυτή την µορφή. 

4) Στη συνέχεια στο δείγµα, προστίθεται 11,4µl 2xLS + 1µl BSA (10mg/ml) 

 

2xLS:  -25µl  1M Hepes, pH:6,6     DΤΜ: 0,1mM από [dGTP + dTTP] σε ΤΜ 

            -25µl   DTM 

            -  7µl   oligos   

 

ΤΜ:   -250mM Tris-Cl, pH:8              Oligos:  -   25mM  EDTA, pH:7,5 

         -  25mM MgCl2                                                           - 250mM Tris-Cl, pH:7,5                   
         -  50mM 2-mercaptoethanol                    -  90U/ml oligos 
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�Tα oligos είναι εξαµερή pd(N)6 5’-PO4,Na+salt και η σκόνη αντιστοιχεί σε   

50U. 

 

5) Το δείγµα φυγοκεντρείται και προστίθεται 5units Klenow  fragment  της 

     DNA polymerase � αφού έχει τοποθετηθεί στον πάγο. 

6) Ακολουθεί η προσθήκη ραδιενεργών αΑΤΡ� (2µl) και αCΤΡ� (2µl) για να 

    παραχθεί ο ιχνηθέτης. 

7) To µίγµα επωάζεται στους 37 οC, για 3 ώρες ή σε θερµοκρασία δωµατίου, 

     όλο το βράδυ. 

8) Στο τέλος προστίθεται 100µl TE [10mM Tris-Cl, pH:7,4 + 1mM EDTA, pH:8] 

    για να τερµατίστει η αντίδραση. Ο όγκος του µίγµατος είναι τώρα  

    Vτελ=125µl. 

9) Παράλληλα προετοιµάζεται στήλη µε υλικό προσρόφησης Sephadex 

    G50. Η κατασκευή της γίνεται σε σύριγγα ινσουλίνης του 1ml, της οποίας το 

    άκρο έχει κλείσει µε υαλοβάµβακα. Το πακετάρισµα πραγµατοποιείται 

    σταδιακά µε φυγοκεντρήσεις των 5min, 2500rpm. 

10)Το ραδιενεργό υλικό µεταφέρεται στη στήλη και φυγοκεντρείται όπως πριν. 

      Για να ληφθεί ο probe , τοποθετείται σωλήνας κάτω από τη σύριγγα, ενώ 

      στην κολώνα κατακρατείται ότι δεν έχει χρησιµοποιηθεί για την 

      παρασκευή του επισηµασµένου τµήµατος DNA. 

 

Ο  probe είναι έτοιµος για να χρησιµοποιηθεί, διαφορετικά αν φυλαχθεί, είναι 

επιθυµητό να βράσει στους 100 οC, για 5min πριν τη χρήση του. 

 

 

2.10.2. Mεταφορά του DNA από το gel στην µεµβράνη (transfer) 
   α) Τα δείγµατα του DNA τα οποία θα χαρακτηριστούν µε την µέθοδο του 

       Southern, ηλεκτοφορούνται σε πηκτή (gel) αγαρόζης. 

  β) Ακολουθούν πλυσίµατα του gel µε τα παρακάτω δ/τα, πριν να γίνει η 

      µεταφορά των δειγµάτων στην µεµβράνη: 

 

�� Denaturation buffer  : 1,5M NaCl          

               (2x30min)          0,5N NaOH 
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Προκαλείται η αποδιάταξη των δίκλωνων τµηµάτων DNA ώστε να επιτευχθεί 

η υβριδοποίηση. 

�� Neutralization buffer : 1,5M NaCl                        

               (2x30min)          0,5M Tris-Cl, pH:7,0 

Επανέρχεται η απαραίτητη τιµή του pH, ώστε να µπορέσει να µεταφερθεί το 

DNA και να προσδεθεί στην νιτροκυτταρίνη. 

γ) Προετοιµάζεται η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης (S&S Protran). Αρχικά 

    διαβρέχεται σε H2O και µετά σε δ/µα 20xSSC. 

          20xSSC:     -    3M NaCl  

                              - 0,3M Na3citrate  

 

δ) Το gel τοποθετείται σε µια διάταξη ώστε να επιτευχθεί η µεταφορά των 

    δειγµάτων πάνω στην µεµβράνη: 

i) Ένας δίσκος γεµίζεται µε δ/µα 20xSSC. Φτιάχνεται πάνω σε αυτήν, ένα 

    είδος πλατφόρµας µε γυαλί, η οποία σκεπάζεται µε Whatman 3MM χαρτί. 

   Το χαρτί πρέπει να εφάπτεται µε το δ/µα του δίσκου, ώστε να είναι συνεχώς 

   υγρό. Πάνω σε αυτό, τοποθετούνται επιπλέον 2 φύλλα Whatman, στο 

   µέγεθος του gel. 

ii) Στη συνέχεια θα πρέπει το gel να τοποθετηθεί πάνω σε αυτά και ανάποδα. 

    ∆ηλαδή η πλευρά από την οποία φορτώθηκαν τα δείγµατα, θα πρέπει να  

    βρίσκεται προς τα κάτω. 

iii) Ακολουθεί η µεµβράνη, που έχει το ίδιο µέγεθος µε το gel. Για να 

     αποφευχθεί η δηµιουργία φυσαλίδων,  χρησιµοποιείται µια γυάλινη 

     πιπέτα. 

iv) Πάνω από την µεµβράνη, τοποθετούνται όπως πριν, 3 φύλλα 

     απορροφητικού χαρτιού Whatman. Όλα τα χαρτιά έχουν εµποτιστεί µε το 

     δ/µα 20xSSC. 

v) Στην κορυφή τοποθετούνται πολλά στεγνά απορροφητικά χαρτιά µε τια 

    οποία θα δηµιουργηθούν τα τριχοειδή φαινόµενα και θα γίνει η µεταφορά. 

vi) Τέλος είναι απαραίτητο να υπάρχει πάνω από όλη τη διάταξη ένα 

     µεγάλο βάρος.  

Η όλη διαδικασία ολοκληρώνεται σε 2-16ώρες.  

  

ε) Mόλις γίνει η µεταφορά του  DNA στην µεµβράνη, είναι απαραίτητο να 
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    µονιµοποιηθούν τα δείγµατα, οπότε η µεµβράνη ‘ψήνεται’ στους 80οC για 

    2ώρες. Προηγουµένως ξεπλένεται µε 2xSSC για την αποµάκρυνση 

    προσκολληµένης αγαρόζης. 

 

H µεµβράνη είναι έτοιµη για την υβριδοποίηση µε τον ανάλογο probe. 

 

 

2.10.3. Υβριδοποίηση 
   Για την υβριδοποίηση της µεµβράνης µε τον DNA probe, χρησιµοποιείται το 

πρωτόκολλο του Church : 

1) Αρχικά επωάζεται (προ-υβριδοποίηση) η µεµβράνη µε το παρακάτω δ/µα, 

   στους 65οC, για 1-2ώρες. 

 Church buffer: -  100mM δ/µα Pi , pH: 7,0    όπου   δ/µα Pi      0,4Μ NaH2PO4 

                          -         1% BSA                                                  0,6M Na2HPO4 

                          -         7% SDS 

                          -     1mM  EDTA         

2) Προστίθεται ο probe στο δ/µα προ-υβριδοποίησης, για να επωαστεί η 

   µεµβράνη και να υβριδοποιηθεί στην ίδια θερµοκρασία, όλο το βράδυ.    

 

 

3) Πλένεται η µεµβράνη µε το δ/µα:    - 50mM  δ/µα Pi             

             προθερµασµένο                       -       1% SDS           4x15min, R.T� 

                 στους 65οC                           -   1mM  EDTA  

� R.T : room temperature (θερµοκρασία δωµατίου)  

 

4) Πλένεται η µεµβράνη µε  το δ/µα:    - 10mM  δ/µα Pi             

             προθερµασµένο                       -       1% SDS           2x15min, R.T 

                 στους 65οC                           -   1mM  EDTA  

5) Αποξηραίνεται σε χαρτί Whatman και έκθεση σε X-ray φιλµ. 
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3. Αποτελέσµατα 

 
 
3.1. Αποµόνωση ολικού RNA από ιστούς ποντικού. 
   Για να µελετηθεί η έκφραση των τριών ισοµορφών της ετεροχρωµατινικής 

πρωτεΐνης ΗΡ1 σε διαφορετικούς ιστούς αφαιρέθηκαν τα παρακάτω όργανα 

από ποντικούς: καρδιά, θύµος, εγκέφαλος, οφθαλµός, σπλήνας, συκώτι, 

νεφρά, ωοθήκες, µαστός και πνεύµονες. Αµέσως µετά, τα δείγµατα 

χρησιµοποιήθηκαν για την αποµόνωση ολικού RNA όπως προσδιορίζεται 

στην ενότητα ‘’ Μέθοδοι-Αντιδραστήρια’’ και αναλύθηκαν σε gel 1% αγαρόζης. 

   Για την παρακάτω πορεία των πειραµάτων, είναι απαραίτητο τα δείγµατα 

του RNA να µην έχουν µολυνθεί από ίχνη DNA κατά τη διαδικασία της 

αποµόνωσης. Για το σκοπό αυτό, τα δείγµατα επεξεργάζονται περαιτέρω µε 

το ένζυµο της DNase�, για την αποµάκρυνση DNA. 

 

 

3.2. Ανάλυση µε RT-PCR. 
    Αφού αποµονώθηκε και υπολογίστηκε η συγκέντρωση του κάθε 

διαφορετικού mRNA, έγινε αντίστροφη µεταγραφή. Το cDNA που παράχθηκε 

από την παραπάνω αντίδραση χρησιµοποιήθηκε ως υπόστρωµα για την 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυµερισµού PCR. Η εύρεση κατάλληλων ζευγαριων 

εκκινητών έγινε όπως αναφέρεται στην ενότητα ‘Μέθοδοι-Αντιδραστήρια’. 

   Η επιλογή των εκκινητών αποτέλεσε µια δύσκολη διαδικασία που 

οφείλονταν στο γεγονός ότι οι τρεις ισοµορφές της ΗΡ1 πρωτεΐνης 

παρουσιάζουν µεγάλη οµολογία. Είναι γνωστό ότι η  chromo περιοχή της Μ32 

παρουσιάζει οµοιότητα σε ποσοστό 86% µε εκείνη της Μ31. Επίσης, καθεµία 

από τις Μ31 και Μ32 παρουσιάζει ποσοστό οµοιότητας 51% µε την ΗΡ1α. 

   Το γεγονός επιβεβαιώθηκε χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα Clustal X(1.8) 

µε το οποίο έγινε ευθυγράµµιση και σύγκριση των τριών αλληλουχιών 

παράλληλα. Το ζευγάρι των εκκινητών που επιλέχθηκε για την µία πρωτεΐνη 

θα έπρεπε να µη συµπίπτει µε οµόλογη περιοχή στην άλλη πρωτεΐνη για να 
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υπάρχει η βεβαιότητα ότι το cDNA που παράγεται ανταποκρίνεται σε αυτήν 

για την οποία έχουν σχεδιαστεί οι εκκινητές. 

  Tα δείγµατα από τις αντιδράσεις της PCR, αναλύθηκαν όπως 

προηγουµένως. Σύµφωνα µε τις αλληλουχίες των τριών cDNAs και τις θέσεις 

των εκκινητών σε αυτές, υπολογίζεται ότι τα προϊόντα του  DNA από την 

παραπάνω αντίδραση πρέπει να έχουν µήκος 443bp, 537bp και 323bp, για 

καθεµία από τις τρεις πρωτείνες  ΗΡ1α, Μ31 και Μ32.  

   Η ανάλυση των προїόντων της PCR µε ηλεκτροφόρηση έδειξε ότι τα µεγέθη 

ανταποκρίνονται στις προβλεπόµενες τιµές, χωρίς όµως να είναι δυνατόν η 

ύπαρξη µεγάλης ακρίβειας (Σχήµατα 7 και 8). 
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α 7 
ν PCR µε εκκινητές που αντιστοιχούν στο cDNA της Μ31. 

ίγµατα ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή 1% αγαρόζης. Η σειρά τους 

οιχεί στους εξής ιστούς:  1.marker, 2.καρδιά, 3.οφθαλµός, 4.πνεύµονες, 

ός, 6.εγκέφαλος, 7.ωοθήκες, 8.συκώτι, 9.νεφρός, 10.σπλήνας, 

ος.         
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Από το Σχήµα 7  φαίνεται ότι το µέγεθος του προїόντος που παράγεται από 

την αντίδραση της PCR, µε τους εκκινητές για το cDNA της  Μ31, 

ανταποκρίνεται σε αυτό που είχε αρχικά υπολογιστεί. Η αναµενόµενη τιµή του 

είναι 537bp οπότε στην πηκτή φαίνεται η ζώνη  πιο κάτω από το ύψος στο 

οποίο βρίσκεται η ζώνη των 600bp του marker. 
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Σχήµα 8 
Πρoϊόν PCR µε εκκινητές που αντιστοιχούν στο cDNA της Μ32. 

Τα δείγµατα ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή 1% αγαρόζης. Η σειρά τους 

αντιστοιχεί στους εξής ιστούς:  1.marker, 2.καρδιά, 3.οφθαλµός, 4.πνεύµονες, 

5.µαστός, 6.εγκέφαλος, 7.ωοθήκες, 8.συκώτι, 9.νεφρός, 10.σπλήνας, 

11.θύµος.         

 
 
 
   Στο Σχήµα 8   φαίνεται η ηλεκτροφόρηση των προϊόντων από την 

αντίδραση της PCR µε εκκινητές που αντιστοιχούν στο cDNA της Μ32. Η 

θέση της ζώνης του παραγόµενου προϊόντος στην πηκτή, φαίνεται ότι 
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βρίσκεται ανάµεσα στις ζώνες των 400bp και 300bp του marker . Το µέγεθος 

που αρχικά είχε υπολογιστεί είναι  323bp. 

   Όσον αφορά την πρωτεΐνη ΗΡ1α, µια σειρά προκαταρκτικών πειραµάτων 

έδωσε τα αναµενόµενα αποτελέσµατα ως προς το µέγεθος του προϊόντος της 

PCR, όµως είναι απαραίτητο να επαναληφθούν. Τα πειράµατα αυτά πρέπει 

να επαναληφθούν λόγω του ενδιαφέροντος που παρουσιάζει η πρωτεΐνη 

αυτή.  

    Σε πρόσφατη µελέτη (Kirschmann et al., 2000), φάνηκε ότι η έκφραση της 

ανθρώπινης ισοµορφής της ΗΡ1α µειώνεται τόσο σε επίπεδο mRNA όσο και 

σε πρωτεΐνη, σε καρκινική σειρά κυττάρων από µαστό µε invasine/metastatic 

φαινότυπο. Η µείωση συµβάλλει στον παραπάνω φαινότυπο. Επίσης 

παρατηρήθηκε η µείωση του επιπέδου της πρωτεΐνης σε τοµές καρκινικών 

ιστών.  
 
 
3. 3. Ανάλυση µε υβριδοποίηση κατά Southern. 
   Η προηγούµενη ανάλυση έδωσε τις αναµενόµενες τιµές στα µεγέθη των  

προϊόντων του DNA από τις αντιδράσεις της PCR. Όµως κρίθηκε απαραίτητο 

να χαρακτηριστούν περαιτέρω διότι η αλληλουχία τους πρέπει να είναι ειδική 

για τα γονίδια που αντιπροσωπεύουν. Για τον σκοπό αυτό, ο χαρακτηρισµός  

των προϊόντων της PCR έγινε µε την µέθοδο Southern. 

   Σαν ιχνηθέτες, χρησιµοποιήθηκαν µονόκλωνες αλληλουχίες βάσεων, 

συµπληρωµατικές για τα cDNAs των Μ31 και Μ32. Το συµπληρωµατικό 

τµήµα του DNA παρασκευάστηκε µε την µέθοδο του  random priming. 

    Για να παρασκευαστούν οι probes, χρησιµοποιήθηκαν τα cDNAs των Μ31 

και Μ32 σαν εκµαγεία. Αυτά αποµονώθηκαν  µε τη χρήση των περιοριστικών  

ενζύµων κοπής ΒamH� και EcoR�,  από τον πλασµιδιακό φορέα PGEX1 

(Σχήµα 9).   
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Σχήµα 9 
Φορέας κλωνοποίησης των πρωτεινών Μ31 και Μ32, στις θέσεις              

κοπής των περιοριστικών ενζύµων BamΗ� και EcoR�.   

 
 
   Σε αυτόν τον φορέα είχαν κλωνοποιηθεί τα πλήρη µήκη των cDNAs στις 

θέσεις των ενζύµων που αναφέρθηκαν  και τα πλασµίδια εστάλησαν από το 

εργαστήριο του Dr P. Singh (Tµήµα Ανάπτυξης και Γενετικής, Ινστιτούτο 

BABRAHAM). Τα πλασµίδια εισήχθησαν σε κύτταρα Ε.coli 

XL1(transformation) και στη συνέχεια αποµονώθηκε το DNA.    

   Αφού ετοιµάστηκαν οι probes χρησιµοποιώντας το DNA των Μ31 και Μ32 

που αποµονώθηκε, συνεχίστηκε η διαδικασία της µεθόδου Southern. Η 

µέθοδος της υβριδοποίησης χρησιµοποιώντας ραδιοσηµασµένο DNA probe 

είναι ευαίσθητη και επιλεκτική. Ανιχνεύεται η αλληλουχία των νουκλεϊκών 

οξέων, η οποία  είναι συµπληρωµατική µε τον probe που χρησιµοποιείται.  

    Αφού έγινε µεταφορά των προϊόντων της PCR για την  Μ31 και Μ32, από 

το gel ηλεκτροφόρησης σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης, ακολούθησε 

υβριδοποίηση µε τους probe που είχαν παρασκευαστεί και έκθεση σε φιλµ. 

   Πρέπει να διευκρινιστεί ότι σε δύο ξεχωριστές µεµβράνες έγινε ταυτόχρονη 

µεταφορά δειγµάτων από δύο ξεχωριστά gel. Σε κάθε gel έγινε οµοίως 

ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR για την  Μ31 παράλληλα µε τα 

προϊόντα της PCR για την Μ32, για τα δέκα διαφορετικά δείγµατα των ιστών. 
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Η εµφάνιση του φιλµ έδωσε το  αποτέλεσµα που φαίνεται στο παρακάτω 

σχήµα: 

 

Southern Blot 
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Α. Με probe για

    cDNA της Μ31

537bp�

�323bp

Β. Με probe για

     cDNΑ  της Μ32

 
 
 Σχήµα 10 
 Southern Blot. 

Α. Στην πάνω εικόνα φαίνεται  ένα Southern blot µε probe για το cDNA της 

Μ31. Η έκθεση έγινε για µία ώρα. Β. Στην άλλη εικόνα κατά ανάλογο τρόπο 

φαίνεται το φιλµ της µεµβράνης µετά από υβριδοποίηση µε probe για το cDNA 

της Μ32. Η έκθεση εδώ έγινε για µία µέρα. Η σειρά των δειγµάτων που έχουν 

ηλεκτροφορηθεί είναι: 1.καρδιά, 2.οφθαλµός, 3.πνεύµονες, 4.µαστός, 

5.εγκέφαλος, 6.ωοθήκες, 7.συκώτι, 8.νεφρός, 9.σπλήνας, 10.θύµος.         
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   Η εµφάνιση του φιλµ έδωσε ειδικά σήµατα, µετά από διαφορετικά χρονικά 

διαστήµατα έκθεσης για την κάθε µεµβράνη. Όσον αφορά την Μ31, 

χρειάστηκε έκθεση για 1 ώρα, ενώ για την Μ32, χρειάστηκε 12 ώρες. Το 

γεγονός αυτό πιθανότατα οφείλεται στο  βαθµό που επισηµάνθηκε ραδιενεργά 

ο ιχνηθέτης.   

   Όσον αφορά το ύψος των ζωνών που εντοπίζονται, αυτό ανταποκρίνεται 

στο αναµενόµενο µέγεθος των δύο διαφορετικών προϊόντων Μ31 και Μ32. 

Επιβεβαιώνεται µε φωτογράφηση των gels πριν την µεταφορά, ενώ έχουν 

τοποθετηθεί δίπλα σε χάρακα που εκπέµπει φθορισµό στο U.V. Το ύψος τους 

µε βάση το χάρακα ανταποκρίνεται στο αντίστοιχο ύψος του σήµατος που 
εµφανίζεται στο φιλµ.     

    Παράλληλα µε το παραπάνω πείραµα  επιβεβαιώθηκε η εξειδίκευση των 

probes για τα συγκεκριµένα προїόντα. Στην πρώτη εικόνα παρατηρείται 

έλλειψη σήµατος στη µισή δεξιά πλευρά της µεµβράνης. Σε αυτό το τµήµα 

έχουν µεταφερθεί τα προϊόντα από την PCR για την Μ32. Οπότε η 

υβριδοποίηση µε τον probe για Μ31 δεν επιτεύχθηκε σε αυτό το τµήµα της 

µεµβράνης. Παρόµοια στην δεύτερη εικόνα δεν πραγµατοποιήθηκε η 

υβριδοποίηση µε τον probe για Μ32 στο τµήµα που ανταποκρίνεται στα 

προϊόντα από την PCR για την Μ31.   

 
 
3.4. Μελέτη των ΗΡ1α,  Μ31 και Μ32 µε έµµεσο ανοσοφθορισµό. 
   Με τη βοήθεια κρυοτόµου  ελήφθησαν τοµές από εγκέφαλο, συκώτι και 

νεφρό, χωρίς να έχει προηγηθεί η µονιµοποίηση του ιστού. Στη συνέχεια οι 

τοµές  εξετάτηκαν µε έµµεσο ανοσοφθορισµό προκειµένου να µελετηθεί η 

κατανοµή των ΗΡ1 πρωτεїνών στα διάφορα είδη κυττάρων.    

     Για τον σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκαν τα µονοκλωνικά αντισώµατα από 

αρουραίο, MAC353 και MAC385 για τις πρωτεΐνες Μ31 και Μ32 αντίστοιχα 

(Wreggett et al., 1994; Horlsey et al., 1996; Aagaard et al., 1999).  Η 

µονιµοποίηση των τοµών έγινε µε δ/µα 1% φορµαλδεύδης σε  PBS για 5min. 

Επίσης χρησιµοποιήθηκε το πολυκλωνικό αντίσωµα  Μ234  από κουνέλι, για 

την ΗΡ1α. Εδώ η µονιµοποίηση έγινε µε δ/µα 4% φορµαλδεύδης σε  PBS για 

10min. Σαν δευτερογενές χρησιµοποιήθηκε ένα αντίσωµα, a-rat και a-rabbit 
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αντίστοιχα, µε προσδεµένη τη χρωστική fluorescein (FITCH fluorescein 

isothiocyanate) που εκπέµπει πράσινο φως. 

   Από τις εικόνες του ανοσοφθορισµού παρατηρήθηκε ότι τόσο η ενδογενής 

ΗΡ1α όσο και η Μ31 εντοπίστηκαν διάσπαρτα στον πυρήνα των κυττάρων, µε 

µορφή συµπαγών µαζών. Στις εικόνες φάνηκαν µεγάλα κοκκία που 

σχηµατίζονταν από τις πρωτεΐνες και εντοπίζονταν κυρίως στα σηµεία της 

ετεροχρωµατίνης, γύρω από τους πυρηνίσκους. Τα κοκκία της Μ31 

παρατηρήθηκαν  πιο διάστικτα γεγονός που επιβεβαιώνεται και από 

προηγούµενες µελέτες (Κοurmouli et al., 2000, Horsley et al., 1996). 

    O ανοσοφθορισµός έδωσε ερµηνεύσιµα αποτελέσµατα για τις Μ31 και 

ΗΡ1α, αλλά όχι για την Μ32. Για την τελευταία δοκιµάστηκαν διαφορετικές 

συνθήκες στη διαδικασία του ανοσοφθορισµού όπως για παράδειγµα 

µονιµοποίηση µε µεθανόλη, διαφορετικές συγκεντρώσεις φορµαλδεΰδης και 

χρόνοι επώασης  όπως επίσης και άλλες συγκεντρώσεις αντισωµάτων, που 

όµως  δεν έδωσαν ικανοποιητικά αποτελέσµατα.  

   Η µελέτη των τοµών µε τη βοήθεια του µικροσκοπίου έδωσε κάποιες εικόνες 

στις οποίες παρατηρήθηκε συσσώρευση του αντισώµατος για την Μ32, σε 

περιοχές έξω από τον πυρήνα του κυττάρου. Η έντονη µη ειδική χρώση  

οφειλόταν πιθανότατα στο µεγάλο πάχος της τοµής ή στο στέγνωµα του ιστού 

µε αποτέλεσµα το αντίσωµα να προσκολλάται στο σηµείο που τοποθετείται 

χωρίς να είναι ικανό να δράσει. 
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  (α)               anti-ΗΡ1α                       (β)                      PI 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Σχήµα 11 
Εντοπισµός της ΗΡ1α σε κύτταρα από εγκέφαλο.  
Στην εικόνα (α) φαίνεται µε πράσινο φθορισµό, ένα γενικό πρότυπο 
κατανοµής της πρωτείνης σε κύτταρα από ιστό εγκεφάλου και στην εικόνα (β) 
η αντίστοιχη µορφή των πυρήνων στον ιστό (κόκκινος φθορισµός). 
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  Anti-HP1a                      PI        

(α)                                                                                          (ε) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(β)                                                                                       (στ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
(γ)                                                                                        (ζ) 
 
 
 
 
 
 
(δ)                                                                                         (η) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 11 
Εντοπισµός της ΗΡ1α σε κύτταρα από εγκέφαλο. 
Στις εικόνες (α), (β), (δ) και (γ) φαίνεται ο εντοπισµός της πρωτείνης µέσω του 
πράσινου φθορισµού που οφείλεται στο δευτερογενές αντίσωµα και  στις 
εικόνες (ε), (στ), (ζ) και (η) φαίνεται το πρότυπο των πυρήνων των κυττάρων 
µέσω του κόκκινου φθορισµού που οφείλεται στο ιωδιούχο προπίδιο. 
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        anti-HP1a                                                     
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 13 
ισµός της ΗΡ1α σε κύτταρα από ιστό νεφρού. 
όνες (α), (β) και (γ), φαίνεται η κατανοµή της πρωτείνης στον πυρήνα 
ττάρων (πράσινο χρώµα), ενώ στις εικόνες (δ), (ε) και (στ), φαίνεται η 
ιχη µορφή του πυρήνα (κόκκινο χρώµα).  
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               anti-M31                                       PI 

 
(α)                                                                                                         (ε) 

 
 
 
 
 
 
 
 
  

(β)                                                                                                         (στ)                                
 

 
 
 
 
 
 
 

(γ)                                                                                                           (ζ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(δ)                                                                                                           (η) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Σχήµα 14 
Εντοπισµός Μ31 σε κύτταρα από ιστό εγκεφάλου. 
Στις εικόνες (α), (β), (γ) και (δ), φαίνεται η πράσινη φθορίζουσα χρωστική που 
οφείλεται στο δευτερογενές αντίσωµα ενώ στις εικόνες (ε), (στ), (ζ) και (η), 
φαίνεται το πρότυπο του πυρήνα, που δηµιουργείται από την κόκκινη 
φθορίζουσα χρωστική του ιωδιούχου προπιδίου. Οι εικόνες ανταποκρίνονται 
σε φωτογραφίες που έχουν παρθεί σε διαφορετικά επίπεδα της τοµής  του 
ιστού. 
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 (α)                anti-M31                                    (β)                      ΡΙ 
 
 
 
 
 
 
(α)                                                        
 
 
 
 
 
 
 
                 
 
 
Σχήµα 15 
Στην εικόνα (α) φαίνεται µια γενική εικόνα των κυττάρων ως προς τον 
εντοπισµό του δευτερογενούς αντισώµατος (πράσινο χρώµα) και στην εικόνα 
(β) φαίνεται η αντίστοιχη µορφή των πυρήνων των κυττάρων (κόκκινο 
χρώµα). 
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 (α)                anti-M31                        (β)                        ΡΙ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 16 
Εντοπισµός της ενδογενούς πρωτεΐνης Μ31 σε ιστό συκωτιού. 
Η φωτογραφία δείχνει µια γενική εικόνα των κυττάρων στον ιστό. (α)Το 
πράσινο χρώµα οµοίως µε πριν ανταποκρίνεται στο δευτερογενές FITCH και  
στην (β) το κόκκινο οφείλεται στο ιωδιούχο προπίδιο.  
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          Anti-M31                                                PI 

(α)                                                                (δ) 
 
 
                                                          
 
 
 
 
 
 
 
(β)                                                                 (ε) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(γ)                                                                (ζ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Σχήµα 17 
Κατανοµή της ενδογενούς Μ31 πρωτεΐνης σε τοµή από ιστό συκωτιού. 
Στις εικόνες (α), (β) και (γ) φαίνεται ο εντοπισµός της ενδογενούς πρωτεΐνης 
σε µια περιοχή του ιστού στην οποία φαίνονται τρία κύτταρα. Από το ίδιο 
δείγµα έχουν παρθεί φωτογραφίες από διαφορετικά επίπεδα. Η πράσινη 
χρώση οφείλεται στο δευτερογενές αντίσωµα FITCH. Στις εικόνες (δ), (ε) και 
(ζ), η κόκκινη χρώση οφείλεται στο ιωδιούχο προπίδιο. 
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Σχήµα 18 
Κατανοµή της ενδογενούς Μ31 πρωτεΐνης σε τοµή από ιστό συκωτιού. 
Στις εικόνες (α), (β) και (γ) φαίνεται ο εντοπισµός της ενδογενούς πρωτεΐνης 
στα κύτταρα του ιστού. Από το ίδιο δείγµα έχουν παρθεί φωτογραφίες από 
διαφορετικά επίπεδα. Η πράσινη χρώση οφείλεται στο δευτερογενές 
αντίσωµα FITCH. Στις εικόνες (δ), (ε) και (ζ), η κόκκινη χρώση οφείλεται στο 
ιωδιούχο προπίδιο. 
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4. Συζήτηση 
 
   Μετά την ανακάλυψη του γονιδίου της ΗΡ1 έγινε διερεύνηση σε cDNA 

βιβλιοθήκη για ποντικό µε τη βοήθεια της γνωστής αλληλουχίας  της 

πρωτεΐνης και βρέθηκαν άλλα δύο οµόλογα γονίδια (Singh et al., 1991). Το 

ένα ήταν το γονίδιο  για την πρωτεΐνη Μ31 και το άλλο για την Μ32 µε 86% 

ποσοστό οµολογίας όσον αφορά την αµινοξική τους ακολουθία. Οι αµινοξικές 

αλληλουχίες και των δύο πρωτεινών  (Μ31 και Μ32) είχαν 50% ποσοστό 

οµολογίας µε εκείνη της ΗΡ1.  

   Σύγκριση των αλληλουχιών έδειξε ότι η πιο συντηρηµένη περιοχή 

ανταποκρινόταν στο γνωστό και επίσης συντηρηµένο µοτίβο του chromo box. 

Η παρατήρηση αυτή επιβεβαιώνει την υψηλού βαθµού διατήρηση που 

υπάρχει εξελικτικά όσον αφορά την chromo περιοχή. Παράλληλα δείχνει το 

σπουδαίο ρόλο της παρουσίας του στην κατηγορία αυτών των 

τροποποιητικών πρωτεϊνών. 

   Στην παρούσα εργασία έγινε µια προσπάθεια µελέτης του προτύπου 

έκφρασης  των τριών ισοµορφών της πρωτεΐνης ΗΡ1, στον ποντικό. 

   Οι ΗΡ1 πρωτεΐνες εντοπίζονται µε διαφορετική κατανοµή µέσα στον πυρήνα 

του κυττάρου στις διαφορετικές φάσεις του κυτταρικού κύκλου. Σε ανθρώπινες 

και ποντικίσιες κυτταρικές σειρές, η ΗΡ1α εντοπίζεται κυρίως στα κεντροµερή, 

η ΗΡ1β (ΜΟD1) κατανέµεται διάσπαρτα στο χρωµόσωµα και η ΗΡ1γ (MOD2) 

εντοπίζεται κυρίως στην ευχρωµατίνη (Minc et al., 1999)    

   Από την επεξεργασία των εικόνων που έδωσε ο ανοσοφθορισµός στις 

τοµές των ιστών φάνηκε η  έντονη παρουσία των πρωτεїνών σε 

συγκεκριµένες θέσεις στον πυρήνα. Eντοπίστηκαν µε την µορφή κοκκίων 

διαφορετικού µεγέθους, ιδιαίτερα στην ετεροχρωµατίνη γύρω από τους 

πυρηνίσκους, σύµφωνα και µε άλλες ερευνητικές εργασίες. Οι εικόνες δίνουν 

ένα παρόµοιο πρότυπο εντοπισµού των δύο ισοµορφών ΗΡ1α και Μ31 

σύµφωνα και µε πειράµατα σε ανθρώπινες και κυτταρικές σειρές (Κourmouli 

et al., 2000).    

    Ακόµα έχει βρεθεί οτι η ΗΡ1α και η ΗΡ1γ φωσφορυλιώνονται κατά τη 

διάρκεια του κυτταρικού κύκλου, ιδιαίτερα κατά τη διάρκεια της µίτωσης και 

λιγότερο κατά την µεσόφαση, ενώ η ΗΡ1β παραµένει µη φωσφορυλιωµένη. 
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Οπότε παρά την  µεγάλη συντήρηση που υπάρχει στις αλληλουχίες των τριών 

ισοµορφών φαίνεται οτι υπάρχουν διαφορετικά πρότυπα εντοπισµού τους 

στον πυρήνα και τροποποιήσεων τους όπως η φωσφορυλίωση, καθόλη τη 

διάρκεια του κυτταρικού κύκλου. Οι µέτα-µεταγραφικές τροποποιήσεις 

πιθανότατα συµβάλλουν στη στόχευση σε διαφορετικές θέσεις στην 

χρωµατίνη και στην αλληλεπίδραση µε διαφορετικές πρωτεΐνες. Οπότε 

διαφορετικά σύµπλοκα αποσκοπούν σε διαφορετική γονιδιακή ρύθµιση και 

εκτέλεση πιθανόν διαφορετικών λειτουργιών.  

   Μελέτες έχουν δείξει ότι τα µέλη της οικογένειας των ΗΡ1 πρωτεϊνών, 

αλληλεπιδρούν µεταξύ τους σχηµατίζοντας όµο-ολιγοµερή. Έχουν 

παρατηρηθεί τέτοιες αλληλεπιδράσεις για την  HP1hsα και για την mHP1α 

ξεχωριστά αλλά και ετερογενείς αλληλεπιδράσεις µεταξύ των HP1hsα και 

HP1hsγ (Le Douarin et al., 1996; Ye et al., 1997). Η σύνδεση αυτή φαίνεται να 

πραγµατοποιείται µέσω των  chromo shadow περιοχών και αποτελεί µια 

δυναµική κατάσταση που συµβαίνει σε πλήθος ευκαρυωτικών κυττάρων. Η 

ικανότητα των ΗΡ1 πρωτεϊνών να ολιγοµερίζονται και να αλληλεπιδρούν µε 

πολλαπλές και διαφορετικού ρόλου πρωτεΐνες εξηγεί τη δυνατότητα των ΗΡ1 

πρωτεϊνών να εµπλέκονται σε πολλές διαφορετικές λειτουργίες. Όπως για 

παράδειγµα η επαγωγή της  διαδικασίας της µεταγραφικής αποσιώπησης 

πιθανότατα πραγµατοποιείται µε τη δηµιουργία πολυµερών συµπλόκων που 

προσδένουν σε µεγάλες χρωµατινικές περιοχές.  

   Τίθεται λοιπόν το ερώτηµα κατά πόσο η δηµιουργία τέτοιων συµπλόκων 

είναι απαραίτητη στο κύτταρο και ποιο σκοπό υπηρετεί, όπως επίσης αν το 

σήµα που προέρχεται από τον ανοσοφθορισµό ανταποκρίνεται σε µονοµερείς 

ή πολυµερείς πρωτεϊνικές δοµές. Οι διαφορετικές ισοµορφές των ΗΡ1 

πρωτεϊνών, οι ποικίλοι συνδυασµοί αλληλεπιδράσεων ανάµεσα τους αλλά και 

οι διάφορες τροποποιήσεις που υφίστανται, πιθανότατα να εξυπηρετεί τις 

πολλαπλές αλληλεπιδράσεις των ΗΡ1 πρωτεϊνών µε άλλους παράγοντες για 

τις διάφορες λειτουργίες του κυττάρου.   

   Ο πυρήνας αποτελεί µια οργανωµένη δοµή σε δυναµική κατάσταση όπου οι 

διάφοροι παράγοντες βρίσκονται σε µια ισορροπία µεταξύ της ελεύθερης και 

διάσπαρτης συγκέντρωσης τους στον πυρήνα και της συγκεκριµένης θέσης 

τους σε οργανωµένες δοµές µέσα σε αυτόν. Η οργάνωση των επιµέρους 

τµηµάτων του πυρήνα είναι αποτέλεσµα των απαιτήσεων που έχει ο 
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πυρήνας. Τα µεγάλα οργανωµένα δοµικά στοιχεία  πιθανότατα συµβάλλουν 

στη συγκέντρωση όλων των απαιτούµενων µορίων µε παρόµοιες λειτουργίες 

που θα οδηγήσουν στην ενίσχυση της ικανότητας του πυρήνα να 

πραγµατοποιήσει τις βασικές του διαδικασίες όπως η διάσπαση της 

πυρηνικής του µεµβράνης και η επανασυγκρότηση του κατά την κυτταρική 

διαίρεση.           
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