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Περίληψη 
 

Είναι γνωστές αρκετές µετα-µεταγραφικές τροποποιήσεις παραγόντων που συµβάλλουν στη 

ρύθµιση των συµπλόκων ιστοσυµβατότητας τάξης ΙΙ και οι περισσότερες αφορούν στον 

παράγοντα CIITA.  Μοναδική εξαίρεση αποτελούν οι αναφορές για φωσφορυλίωση του 

συµπλόκου RFX, των οποίων η βιολογική σηµασία δεν έχει διερευνηθεί.  Στην εργασία αυτή 

αναφέρεται για πρώτη φορά η µεθυλίωση του παράγοντα RFX5 από τη µεθυλοτρανσφεράση 

αργινινών CARM1 (PRMT4).  Προσδιορίστηκαν η περιοχή του RFX5 που αλληλεπιδρά µε το 

ένζυµο in vitro και το κατάλοιπο-στόχος.  Η αργινίνη που µεθυλιώνεται βρίσκεται στην 

περιοχή πλούσια σε προλίνες του RFX5, σε αλληλουχία παρουσιάζει οµοιότητες µε µοτίβο 

αλληλεπίδρασης µε περιοχές SH3, το οποίο αναφέρεται στη βιβλιογραφία ότι ρυθµίζεται από 

τη µεθυλίωση της αντίστοιχης αργινίνης.  Ενδιαφέρον παρουσιάζει επίσης το γεγονός ότι η 

αργινίνη-στόχος βρίσκεται δίπλα σε µία από τις σερίνες που φωσφορυλιώνονται από την 

PKA, δηµιουργώντας υπόνοιες για συνδυαστική δράση των δύο τροποποιήσεων. 

 

Abstract 
 

A number of post-translational modifications with significance in the MHCII regulation has 

been reported to date.  Most of them belong to the Class II Transactivator, CIITA, the only 

exception being reports of the RFX complex being phosphorylated, an event whose 

significance has not been investigated.  Here the methylation of RFX5 by the arginine 

methyltransferase CARM1 (PRMT4) is reported.  Both the RFX5 region that binds CARM1 in 

vitro and the arginine modified have been identified.  The methylated arginine is located in 

the proline-rich region of RFX5 and exhibits sequence similarity with an arginine reported to 

regulate the interaction of a proline-rich with an SH3 domain.  Even more intriguing is the 

fact that a serine next to the particular arginine is reported to be phosphorylated by PKA, 

raising the interesting possibility that the two modifications might act in concert. 
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Εισαγωγή 
 

1.1  Σύµπλοκα Ιστοσυµβατότητας 

 

Το ανοσοποιητικό σύστηµα, προκειµένου να λειτουργήσει σωστά, πρέπει να µπορεί να 

διακρίνει ανάµεσα στα κύτταρα και τα µόρια του εαυτού του και σε αυτά που είναι ξένα και 

συνήθως επικίνδυνα.  Λάθη στη διαδικασία αναγνώρισης µπορεί να οδηγήσουν σε  σοβαρά 

προβλήµατα, τα οποία µπορεί να προκληθούν από την επίθεση του ανοσοποιητικού στον ίδιο 

τον οργανισµό, ή αντίθετα, από την ανοχή ή την ανικανότητα αντιµετώπισης επιβλαβών 

στοιχείων όπως είναι οι µικροοργανισµοί ή τα καρκινικά κύτταρα.  Στην πρώτη κατηγορία 

υπάγονται τα αυτοάνοσα νοσήµατα, όπως είναι για παράδειγµα ο ζαχαρώδης διαβήτης 

τύπου Ι (νεανικός διαβήτης), όπου ο οργανισµός καταστρέφει τα κύτταρα που είναι 

υπεύθυνα για την παραγωγή ινσουλίνης.  Στον αντίποδα, έχουµε περιπτώσεις όπου 

συγκεκριµένα κύτταρα ή µικροοργανισµοί αφήνονται να επιβιώσουν γιατί δεν 

αναγνωρίζονται ως επικίνδυνα, ή ευρύτερης κλίµακας καταστάσεις ανοσοανεπάρκειας όπου 

το ανοσοποιητικό σύστηµα έχει χάσει σε σηµαντικό βαθµό την ικανότητα να αντιδράσει στο 

περιβάλλον και που συνήθως οδηγούν στο θάνατο.  Ένα τέτοιο παράδειγµα αποτελεί και το 

σύνδροµο των γυµνών λεµφοκυττάρων, όπου τα κύτταρα του προσαρµόσιµου 

ανοσοποιητικού συστήµατος δεν παρουσιάζουν στην επιφάνειά τους τα µόρια εκείνα που 

τους επιτρέπουν να εκτελέσουν αποτελεσµατικά τις λειτουργίες τους, ένα σύνδροµο σπάνιο 

µεν, το οποίο όµως έχει προσφέρει πολλά στις γνώσεις µας γύρω από τη ρύθµιση της 

µεταγραφής των συµπλόκων ιστοσυµβατότητας τάξης ΙΙ (βλ. παρακάτω).  

 

Η αναγνώριση λοιπόν αποτελεί τον πυρήνα της ανοσολογικής απόκρισης ή ανοχής και η 

σηµασία της δύσκολα µπορεί να υπερεκτιµηθεί.  Σε µοριακό επίπεδο, αυτό που αναγνωρίζει 

το προσαρµόσιµο ανοσοποιητικό σύστηµα είναι, ως επί το πλείστον, µικρά πεπτίδια 

1 
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(αντιγόνα), τα οποία παρουσιάζονται από τα κύτταρα στην επιφάνειά τους, δεσµευµένα σε 

ειδικά µόρια, τα κύρια σύµπλοκα ιστοσυµβατότητας (Major Histocompatibility Complexes, 

MHCs).  Τα κύρια σύµπλοκα ιστοσυµβατότητας οφείλουν την ονοµασία τους στο γεγονός ότι 

καθορίζουν την ανοχή ή απόρριψη ενός µοσχεύµατος, ανάλογα µε το αν τα σύµπλοκα του 

δότη οµοιάζουν µε του δέκτη – αν όχι, το ανοσοποιητικό σύστηµα του δέκτη επιτίθεται στο 

µόσχευµα και το καταστρέφει.  Υπάρχουν δύο τύποι MHCs, τα τάξης Ι και τα τάξης ΙΙ.  Τα 

σύµπλοκα τάξης Ι εκφράζονται σε όλα τα κύτταρα και είναι υπεύθυνα για την παρουσίαση 

των πρωτεϊνών που παράγονται µέσα στο κύτταρο στα Τ κυτταροτοξικά λεµφοκύτταρα.  

Έτσι, η παρουσία ξένου πεπτιδίου υποδηλώνει ότι το κύτταρο έχει µολυνθεί, µε αποτέλεσµα 

την ενεργοποίηση του Τ κυτταροτοξικού λεµφοκυττάρου και τη θανάτωση του µολυσµένου 

κυττάρου.  Τα σύµπλοκα τάξης ΙΙ εκφράζονται συστατικά µόνο σε κύτταρα του 

ανοσοποιητικού συστήµατος, τα οποία έχουν την ικανότητα να λαµβάνουν πεπτίδια από το 

περιβάλλον, να τα επεξεργάζονται και να τα επιδεικνύουν προσδεδεµένα στα τάξης ΙΙ µόρια, 

προκειµένου να ενεργοποιήσουν τον υποπληθυσµό εκείνο των Τ βοηθών λεµφοκυττάρων 

που είναι ικανός να τα αναγνωρίσει – οι Τ βοηθοί συντονίζουν στη συνέχεια τις λειτουργίες 

του ανοσοποιητικού συστήµατος µε τρόπο ώστε να διατηρηθεί η ειδικότητα έναντι στο 

παθογόνο που προκάλεσε την αρχική ενεργοποίηση.  Η έκφραση των συµπλόκων τάξης ΙΙ 

µπορεί επίσης να επαχθεί σε αρκετούς τύπους κυττάρων από την ιντερφερόνη-γ (IFN-γ). 

 

Η δοµή των συµπλόκων τάξης Ι και τάξης ΙΙ φαίνεται στο Σχήµα 1.1.  Τα σύµπλοκα τάξης Ι 

αποτελούνται από µία πολυµορφική αλυσίδα, η οποία µπορεί να είναι τύπου HLA-A, -B ή -C 

και την αλυσίδα της β-µικροσφαιρίνης.  Τα σύµπλοκα τάξης ΙΙ αποτελούνται από δύο 

Σχήµα 1.1:  Σχηµατική παράσταση των κύριων συµπλόκων ιστοσυµβατότητας 
τάξης Ι και ΙΙ 
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πολυµορφικές αλυσίδες, τις α και β και διακρίνονται σε τύπου HLA-DR, -DQ και -DP.  Και 

στις δύο περιπτώσεις σχηµατίζεται µία αύλακα µέσα στην οποία προσδένονται τα αντιγόνα 

– µε τον τρόπο αυτό µπορούν να αναγνωριστούν 

ταυτόχρονα τόσο το αντιγόνο όσο και το κύριο 

σύµπλοκο ιστοσυµβατότητας.  Σηµειώνεται ότι τόσο 

τα τάξης Ι όσο και τα τάξης ΙΙ σύµπλοκα δε µπορούν 

να σχηµατιστούν απουσία του αντιγόνου – κατά 

συνέπεια κενά MHCs δεν υπάρχουν.  Στο Σχήµα 1.2 

απεικονίζεται ένα τάξης ΙΙ σύµπλοκο και 

συγκεκριµένα ένα HLA-DR.  Τα HLA-DR, -DQ και -DP 

αποτελούν τα “κλασσικά” MHC τάξης II.  Εκτός από 

αυτά υπάρχουν και τα “µη κλασσικά” HLA-DO και 

HLA-DM, τα οποία δεν εκφράζονται στην κυτταρική 

µεµβράνη, βοηθούν όµως στη “φόρτωση” των  

 

Σχήµα 1.2:  Σύµπλοκο του HLA-DR1 µε 
πεπτίδιο του ιού της γρίππης 

 

κλασσικών τάξης ΙΙ µε αντιγόνα.  Η διαδικασία αυτή είναι πιο εξειδικευµένη από ό,τι για τα 

τάξης Ι, αφού πρέπει να αποφευχθεί ο σχηµατισµός συµπλόκου µε αντιγόνα εαυτού στο 

ενδοπλασµατικό δίκτυο.  Το πρόβληµα λύνεται µε τη φόρτωση ενός προσωρινού, σταθερής 

αλληλουχίας πεπτιδίου (Ii, invariant chain), το οποίο στη συνέχεια αντικαθίσταται µε το 

αντιγόνο.  Στη διαδικασία αυτή είναι που συµµετέχουν τα µη κλασσικά τάξης ΙΙ, 

σταθεροποιώντας το κενό, κλασσικό MHCII προκειµένου να γίνει η ανταλλαγή των 

πεπτιδίων.  Η διαδικασία αυτή φαίνεται συνοπτικά στο Σχήµα 1.3. 

 

 

Σχήµα 1.3:  Φόρτωση των 
MHCII µε αντιγόνο 

 
Το κλασσικό τάξης ΙΙ φτάνει 
στο οργανίδιο φόρτωσης των 
τάξης ΙΙ (MIIC) όπου η invariant 
chain υδρολύεται αφήνοντας 
ένα µικρό τµήµα (CLIP), το 
οποίο στη συνέχεια αντικαθι-
στάται από το αντιγόνο µε τη 
βοήθεια του HLA-DM.  Tο HLA-
DM σταθεροποιεί το µεταβατικό 
στάδιο της αντίδρασης, ενώ 
διµερίζεται µε το HLA-DO του 
οποίου ο ακριβής ρόλος δεν 
είναι γνωστός. 
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Σχήµα 1.5 
Σχηµατική παράσταση του ενισχυοσώµατος στα HLA-DR 

 

 

1.2  Μεταγραφική ρύθµιση των συµπλόκων τάξης ΙΙ 

 

Τα γονίδια που κωδικοποιούν τα σύµπλοκα τάξης ΙΙ, κλασσικά και µη, βρίσκονται στον p 

αρµό του χρωµοσώµατος 6 στον άνθρωπο και στο χρωµόσωµα 17 στο ποντίκι (Σχήµα 1.4).  

Ο υποκινητής τους, όπως και της invariant chain, αποτελείται από τα στοιχεία S, X1, Χ2 και 

Y, στα οποία προσδένονται οι τριµερείς παράγοντες RFX και NFY, ο παράγοντας CREB και ο 

παράγοντας CIITA, ο οποίος δεν προσδένεται στο DNA αλλά πάνω στους υπόλοιπους 

παράγοντες (Σχήµα 1.5).  Στο σύνολό τους, τα στοιχεία S, X και Y και οι οκτώ παράγοντες 

του ενισχυοσώµατος είναι υπεύθυνοι τόσο για τη συστατική όσο και για την επαγώµενη 

έκφραση των τάξης ΙΙ γονιδίων, ενώ εµπλέκονται και στην έκφραση των τάξης Ι, χωρίς όµως 

να έχουν καθοριστικό ρόλο(3, 13, 36). 

 

Ειδικοί για το σύστηµα είναι οι παράγοντες CIITA και ο τριµερής RFX, ο οποίος αποτελείται 

από τους RFX5, RFX-ANK (ή RFX-B) και RFX-AP.  Ανακαλύφθηκαν για πρώτη φορά κατά τη 

µελέτη του συνδρόµου των γυµνών λεµφοκυττάρων, µια γενετική ασθένεια στην οποία τα 

σύµπλοκα τάξης ΙΙ δεν εκφράζονται.  Οι πρώτες µελέτες έδειξαν ότι τα γονίδια που 

κωδικοποιούν τα σύµπλοκα τάξης ΙΙ είναι άθικτα, ενώ παρατηρήθηκαν τέσσερις οµάδες 

συµπληρωµατικότητας, οι οποίες ξέρουµε σήµερα ότι αντιστοιχούν σε µεταλλάξεις στους 

παράγοντες CIITA, RFX-ANK, RFX5 και RFX-AP (οµάδες A, B, C και D αντίστοιχα) (30). 

RNA pol

CIITA

? RFX X2BP NF-Y
Oct

OBF

AD

W X1 X2 Y O MHC class II
DM, Ii

mRNA

 

Σχηµα 1.4 – Γονιδιακός 
τόπος των MHCII 

 
Στην πάνω σειρά 

απεικονίζονται τα ανθρώπινα 
γονίδια, στην κάτω του 
ποντικού.  Με σκίαση 
υποδηλώνονται τα 

ψευδογονίδια.  Οι πρωτεΐνες 
TAP συµµετέχουν στη 
φόρτωση των τάξης Ι. 
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1.2.1  Παράγοντες NFY και CREB 

 

Οι παράγοντες NFY και CREB δεν είναι ειδικοί για τα γονίδια τάξης ΙΙ, αφού εµπλέκονται στη 

ρύθµιση αρκετών γονιδίων.  Ο παράγοντας NFY (Nuclear Factor Y) αποτελείται από τις 

υποµονάδες NFY-A, NFY-B  και NFY-C και προσδένεται στο Y-box, προκαλώντας ταυτόχρονα 

µία κάµψη του DNA.  Οι NFY-B και NFY-C παρουσιάζουν οµολογία µε τις οικογένειες ιστονών 

H2B και H2A αντίστοιχα και σχηµατίζουν ένα σταθερό διµερές πάνω στο οποίο προσδένεται ο 

NFY-A.  Είναι γνωστές δύο µορφές του NFY-A, η µεγαλύτερη, η οποία είναι η κυρίαρχη 

µορφή στους ινοβλάστες και η µικρότερη, που είναι η κυρίαρχη µορφή στα λεµφοκύτταρα, 

ενώ οι υπόλοιποι τύποι κυττάρων έχουν ενδιάµεσες ποσότητες και των δύο µορφών.  

Περίπου το 30 % των ευκαρυωτικών υποκινητών περιέχουν την αλληλουχία που αναγνωρίζει 

ο NFY, ενώ ειδικά στα γονίδια τα οποία έχουν να κάνουν µε τη ρύθµιση του κυτταρικού 

κύκλου το στοιχείο Υ είναι το πιο συχνά εµφανιζόµενο(20). 

 

Ο παράγοντας CREB (CRE binding protein), ο οποίος πριν ταυτοποιηθεί στο σύστηµα(24) 

αναφερόταν ως X2BP (X2 binding protein), προσδένεται ως οµοδιµερές στο παλινδροµικό 

στοιχείο CRE (cAMP Response Element).  Το γενικό σχήµα ενεργοποίησής του από το cAMP 

περιλαµβάνει την ενεργοποίηση της PKA (Protein Kinase A), η οποία φωσφορυλιώνει τον 

CREB στη σερίνη 133, καθιστώντας τον έτσι ικανό να αλληλεπιδράσει µε το συνενεργοποιητή 

CBP (ή τον p300) και να προκαλέσει µεταγραφή.  Εκτός από την παλινδροµική αλληλουχία, 

το στοιχείο CRE αποτελείται, εξίσου συχνά, από τα πέντε τελευταία νουκλεοτίδια (CGTCA 

αντί για TGACGTCA), µε τα οποία ο CREB αλληλεπιδρά λιγότερο ισχυρά, αν και αυτό δεν 

αναµένεται να επηρεάζει τη ρύθµιση των γονιδίων in vivo λόγω της µεγάλης ποσότητας 

CREB στα κύτταρα(23).  Το στοιχείο Χ2 οµοιάζει στην αλληλουχία µε το ηµι-στοιχείο CRE 

(TGCGTCA)(41). 

 

1.2.2  Παράγοντας CIITA 

 

Ο καλύτερα µελετηµένος παράγοντας στο σύστηµα είναι ο CIITA (Class II TransActivator), ο 

οποίος θεωρείται ο κύριος ρυθµιστής του συστήµατος, αφού η έκφραση του είναι από µόνη 

της ικανή να προκαλέσει την έκφραση των τάξης ΙΙ γονιδίων σε κύτταρα που φυσιολογικά 

δεν τα εκφράζουν, ενώ σε κύτταρα όπου η έκφρασή τους είναι συστατική τα επίπεδα 

έκφρασης είναι ανάλογα των επιπέδων έκφρασης του CIITA.  Αντίθετα, οι υπόλοιποι 

παράγοντες του ενισχυοσώµατος εκφράζονται καθολικά.  Ο παράγοντας CIITA απαντάται σε 

τέσσερις µορφές, οι οποίες διαφέρουν κατά το άµινο- τελικό άκρο.  Η µεταγραφή του 

ελέγχεται από τέσσερις διαφορετικούς υποκινητές, οι οποίοι είναι υπεύθυνοι για τη 
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µεταγραφή διαφορετικού πρώτου εξονίου, και κυρίως, είναι υπεύθυνοι για τη µεταγραφή σε 

διαφορετικές περιπτώσεις.  Έτσι, ο υποκινητής Ι (pΙ) είναι υπεύθυνος για τη συστατική 

έκφραση των συµπλόκων τάξης ΙΙ στα δενδριτικά κύτταρα, ο pΙΙΙ για τη συστατική έκφραση 

στα Β λεµφοκύτταρα, ενώ η ενεργοποίηση της µεταγραφής από την ιντερφερόνη-γ στα 

επιθηλιακά κύτταρα, τα µακροφάγα και τους ινοβλάστες µεσολαβείται από τον υποκινητή 

IV.  Σηµειώνεται εδώ ότι αυτός είναι και ο τρόπος επαγωγής των τάξης ΙΙ από την 

ιντερφερόνη-γ, αφού τα ίδια τα γονίδια των συµπλόκων τάξης ΙΙ δε διαθέτουν ρυθµιστικά 

στοιχεία που να αποκρίνονται στην ιντερφερόνη-γ(22, 27). 

 

Εκτός από τον έλεγχο της µεταγραφής του, η δράση του CIITA και κατά συνέπεια η έκφραση 

των τάξης ΙΙ γονιδίων, ρυθµίζεται και από άλλους παράγοντες, όπως η τοπολογία του στο 

κύτταρο.  Προκειµένου λοιπόν να εισέλθει ο CIITA στον πυρήνα, είναι απαραίτητη η 

πρόσδεση GTP(12) και ο διµερισµός του(17), ενώ η έξοδός του ρυθµίζεται αρνητικά από την 

ακετυλίωσή του(33).  Άλλες µετα-µεταγραφικές τροποποιήσεις που επηρεάζουν τη λειτουργία 

του είναι η φωσφορυλίωσή του, η οποία µπορεί να προκαλέσει τόσο αρνητική(18) όσο και 

θετική ρύθµιση(32,37), ανάλογα µε την περιοχή που φωσφορυλιώνεται, ενώ τέλος η 

ουβικυτινιλίωσή του φαίνεται να προκαλεί ενεργοποίηση, αν και ο µηχανισµός µε τον οποίο 

συµβαίνει αυτό παραµένει άγνωστος(11). 

 

Όπως υποδηλώνει η ονοµασία του, ο CIITA διαθέτει την περιοχή ενεργοποίησης του 

ενισχυοσώµατος.  ∆εν περιέχει κάποια γνωστή περιοχή πρόσδεσης DNA και στρατολογείται 

στο ενισχυόσωµα µέσω πολλαπλών πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων: αλληλεπιδρά µε τους 

τρεις παράγοντες RFX, τον παράγοντα CREB και τους NFY-B και NFY-C(21, 44).  Οι παράγοντες 

αυτοί  σχηµατίζουν µια βάση (scaffold) πάνω στην οποία προσδένεται ο CIITA.  Αφού 

στρατολογηθεί στο ενισχυόσωµα, στρατολογεί µε τη σειρά του ακετυλοτρανσφεράσες όπως 

ο CBP(9, 16), ενώ αλληλεπιδρά και µε στοιχεία της βασικής µεταγραφικής µηχανής όπως οι 

παράγοντες TBP(19), TFIIB και TAFIIs(13).  Με τον τρόπο αυτό φαίνεται ότι δρα µε τη σειρά του 

σαν µία βάση όπου συγκροτείται η βασική µεταγραφική µηχανή. 

 

1.2.3  Σύµπλοκο RFX και ο παράγοντας RFX5 

 

Η κυριότερη υποµονάδα του RFX είναι ο RFX5, ο οποίος αποτελεί το πέµπτο µέλος µίας 

σχετικά νέας οικογένειας πρωτεϊνών προσδενόµενων στο DNA, της οικογένειας RFX 

(Regulatory Factor X)(8).  Οι µικρότεροι παράγοντες RFX-AP και RFX-ANK δεν παρουσιάζουν 

οµοιότητες µε την οικογένεια RFX, αλλά πήραν την ονοµασία τους από το γεγονός ότι 

σχηµατίζουν σύµπλοκο µε τον RFX5 (RFX Associated Protein και RFX ANKyrin αντίστοιχα).  
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Το σύµπλοκο RFX προσδένεται στο X1-box, ενώ έχει φανεί να αλληλεπιδρά ασθενώς και µε 

το S box, για το οποίο όµως δεν είναι γνωστό από ποια πρωτεΐνη καταλαµβάνεται in vivo.  

Πρόσφατα στοιχεία δείχνουν ότι η πιθανότητα να καταλαµβάνεται από δεύτερο σύµπλοκο 

RFX είναι µικρότερη από όσο ήταν κοινώς αποδεκτό, αφού η αλληλουχία που αλληλεπιδρά 

µε τον RFX δεν είναι συντηρηµένη(26).  Όσον αφορά την πρόσδεσή του στο X1 box, τόσο ο 

RFX5 όσο και ο RFX-ANK περιέχουν περιοχές πρόσδεσης DNA, προκειµένου όµως να 

προσδεθούν στο DNA, πρέπει να σχηµατίσουν το τριµερές των RFX5, -AP και -ANK, το οποίο 

εικάζεται ότι σχηµατίζεται πριν την πρόσδεση του DNA.  Ακόµα και τότε, η αλληλεπίδραση 

µε το DNA είναι πολύ ασθενής.  Κατάληψη του υποκινητή παρατηρείται µόνο όταν υπάρχει 

ταυτόχρονη αλληλεπίδραση και µε τον NFY, ο οποίος αντίστοιχα χρειάζεται τον παράγοντα 

RFX προκειµένου να µπορέσει να προσδεθεί στο DNA(40).  Ο παράγοντας CREB, ο οποίος 

προσδένεται στο DNA κάπως ισχυρότερα, είναι επίσης απαραίτητος(33, 40). 

 

Η σηµασία των αλληλεπιδράσεων αυτών φαίνεται και από το γεγονός ότι διατάραξη της 

σχετικής θέσης των διαφορετικών στοιχείων Χ και Υ αλλά και του S, έχουν σαν αποτέλεσµα 

την απώλεια της λειτουργικότητας του υποκινητή.  Συγκεκριµένα, για τα X και Y σηµασία 

δεν έχει τόσο η απόσταση µεταξύ τους, όσο το αν η περιοχή στην οποία προσδένονται οι 

αντίστοιχες πρωτεΐνες διατηρεί τον ίδιο προσανατολισµό, αφού παρεµβολή αλληλουχίας 

DNA που αντιστοιχεί σε µία ή δύο στροφές της έλικας δεν προκαλεί απώλεια της 

λειτουργικότητας, ενώ παρεµβολή αλληλουχιών που αντιστοιχούν σε µισές στροφές έλικας 

προκαλούν πλήρη απώλεια(38,39).  Το στοιχείο S έχει ακόµα πιο αυστηρές ανάγκες 

προκειµένου να συµβάλει στην ενεργοποίηση, αφού παρεµβολή ακόµα και µίας ή δύο 

βάσεων προκαλεί διαφορά στην ενεργοποίηση(26).  Το σηµερινό µοντέλο ενεργοποίησης είναι 

ότι οι εφτά παράγοντες καταλαµβάνουν τον υποκινητή από κοινού, δηµιουργώντας έτσι µια 

επιφάνεια µε την οποία µπορεί να αλληλεπιδράσει ο CIITA, ο οποίος διαθέτει την περιοχή 

µεταγραφικής ενεργοποίησης.  Εκτός από το CIITA, µια ασθενέστερη περιοχή ενεργοποίησης 

φαίνεται να διαθέτει και ο RFX5, αν και η σηµασία της και ο τρόπος µε τον οποίο δρα  

παραµένουν άγνωστα. 

 

Οι RFX5, -AP και -ANK τροποποιούνται επίσης µετα-µεταφραστικά, αν και λίγα πράγµατα 

είναι γνωστά για τις τροποποιήσεις αυτές.  Κατά την πρώτη ανίχνευσή των RFX-AP και -ANK 

και µετά από ραδιοσήµανση, οι τρεις πρωτεΐνες βρέθηκαν φωσφορυλιωµένες in vivo, κάτι το 

οποίο για µεγάλο διάστηµα δεν είχε µελετηθεί περισσότερο(25).  Είναι επίσης γνωστό ότι η 

ουβικυτινιλίωση του RFX5 προκαλεί απενεργοποίηση των γονιδίων µέσω της κλασσικής 

οδού, προκαλώντας δηλαδή την αποικοδόµησή του(43).  Πρόσφατα, στα πλαίσια σύγκρισης 

προβλεπόµενων και πραγµατικών καταλοίπων-στόχων της κινάσης PKA µελετήθηκε και η 
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φωσφορυλίωση του RFX5 µε τη χρήση φασµατοσκοπίας µαζών.  Κατά τη µελέτη αυτή, 

βρέθηκαν να φωσφορυλιώνονται τα κατάλοιπα T168, S308, S339 και S473(14).   

 

Τα φωσφορυλιωµένα κατάλοιπα φαίνονται στο Σχήµα 1.6, όπου παριστάνεται ο RFX5 µε τις 

γνωστές υπο-περιοχές του.  Ο RFX5 αποτελείται από 616 αµινοξέα και µέχρι σήµερα έχουν 

εντοπιστεί περιοχές αλληλεπίδρασης µε τους RFX-AP και RFX-ANK(7), περιοχή διµερισµού(15), 

περιοχή πρόσδεσης DNA, µία περιοχή πλούσια σε προλίνες, δύο σήµατα πυρηνικού 

εντοπισµού(28), από τα οποία το πρώτο φαίνεται να είναι το κυριότερο και περιοχή 

αλληλεπίδρασης µε τον NFY(40). 

 

62 68    92              166 330                409 428     452

410                                 515

NFY

6161

1                           92 201

RFX-AP & RFX-ANK

CIITA

* T168 * S339S308 * * S473

DBD Proline NLS
Leucine

 
 

Οι περιοχές που είναι υπεύθυνες για την αλληλεπίδραση µε τους RFX-AP και RFX-ANK δεν 

έχουν διευρευνηθεί ξεχωριστά, λόγω της φύσης του συµπλόκου:  ισχυρή αλληλεπίδραση 

παρατηρείται µόνο όταν συνυπάρχουν οι τρεις παράγοντες.  Όσον αφορά το διµερισµό του 

RFX5, τα υπόλοιπα µέλη της οικογένειας RFX προσδένονται στο DNA ως οµοδιµερή, ο RFX5 

όµως δεν περιέχει τη συντηρηµένη στην οικογένεια περιοχή διµερισµού, ούτε και κάποια 

άλλη γνωστή περιοχή διµερισµού(8).  Η σηµασία µιας περιοχής πλούσιας σε λευκίνες (aa 62-

68, στο σχήµα µε µπλε) προέκυψε από πειράµατα µεταλαξογένεσης(4), ενώ στη συνέχεια 

δείχθηκε ότι η περιοχή είναι απαραίτητη για το διµερισµό του RFX5(15).  Ο RFX-ANK έχει 

επίσης ικανότητα διµερισµού, αλλά η σηµασία των αλληλεπιδράσεων αυτών για την ακριβή 

δοµή του συµπλόκου RFX in vivo δεν έχει µελετηθεί. 

 

Αν και η σηµασία της περιοχής πλούσιας σε προλίνες έχει δειχθεί in vivo, ο ακριβής της 

ρόλος δεν είναι γνωστός.  Από τα πειράµατα των DeSandro και συνεργατών προκύπτει ότι 

Σχήµα 1.6:  Γνωστές περιοχές του RFX5 
 

Με µπλε παριστάνεται η περιοχή πλούσια σε λευκίνες (περιοχή διµερισµού), µε 
κίτρινο η περιοχή πρόσδεσης DNA, µε πράσινο η περιοχή πλούσια σε προλίνες και µε 
κόκκινο το σήµα πυρηνικού εντοπισµού.  Το τελευταίο αποτελείται από δύο µέρη, 
συγκεκριµένα τα αµινοξέα 428-432 και 449-452.  Στο σχήµα σηµειώνονται επίσης οι 
περιοχές αλληλεπίδρασης µε τους υπόλοιπους παράγοντες του ενισχυοσώµατος, 
όπως αυτές προκύπτουν από συνδυασµό των αποτελεσµάτων διαφορετικών 
εργαστηρίων.  Με αστερίσκο σηµειώνονται τα κατάλοιπα που φωσφορυλιώνονται. 
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θα µπορούσε να είναι η περιοχή αλληλεπίδρασης µε τον CIITA (ευρύτερη περιοχή 201-409)(7), 

κάτι που έρχεται σε σύγκρουση µε τα αποτελέσµατα των Zhu και συνεργατών, οι οποίοι 

προσδιορίζουν ως περιοχή αλληλεπίδρασης τα αµινοξέα 121 ως 200(44).  Η πρώτη 

προσπάθεια προσδιορισµού των περιοχών αλληλεπίδρασης ανάµεσα στους RFX5 και CIITA 

έδειξε αλληλεπίδραση ανάµεσα στις περιοχές 299-1129 του CIITA και 195-615 του RFX5(31), 

βρίσκεται δηλαδή σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα των DeSandro και συνεργατών.  Μία 

άλλη πιθανότητα είναι να είναι υπεύθυνη για την πρόσδεση των RFX-ANK ή RFX-AP(7). 

 

1.3  Μεθυλοτρανσφεράσες αργινινών (PRMTs) 

 

Εκτός από τη φωσφορυλίωση, στο εργαστήριό µας παρατηρήθηκε µεθυλίωση του RFX5 από 

τη µεθυλοτρανσφεράση CARM1 (Co-activator Associated arginine Methyltransferase 1).  Η 

CARM1 ανήκει στην οικογένεια των µεθυλοτρανσφερασών αργινινών PRMTs (Protein arginine 

Methyl Transferases) και αναφέρεται και ως PRMT4.  Μέχρι σήµερα έχουν αναφερθεί εφτά 

µεθυλοτρανσφεράσες στα θηλαστικά.  Οι πιο καλά χαρακτηρισµένες είναι οι PRMT1 και 

CARM1, οι οποίες χαρακτηρίζονται ως τύπου Ι.  Οι µεθυλοτρανσφεράσες αργινινών τύπου Ι 

µπορούν να προκαλέσουν µονοµεθυλίωση ή ασύµµετρη διµεθυλίωση (βλ. Σχήµα 1.7), σε 

αντίθεση µε τις τύπου ΙΙ που προκαλούν µονοµεθυλίωση ή συµµετρική διµεθυλίωση(10, 13).   

 

 
 

Όπως υποδηλώνει και η ονοµασία της, η CARM1 στρατολογείται από συνενεργοποιητές, 

όπως ο p160 και συµβάλλει στην ενεργοποίηση γονιδίων που ελέγχονται από πυρηνικούς 

υποδοχείς, όπως για παράδειγµα ο υποδοχέας οιστρογόνου.  Η συγκεκριµένη δράση 

οφείλεται στη µεθυλίωση της ιστόνης 3(5).  H CARM1 όµως µεθυλιώνει και µη ιστονικές 

πρωτεΐνες, όπως ο CBP (Creb Binding Protein), ο οποίος υπήρξε το πρώτο παράδειγµα 

µεθυλίωσης µεταγραφικού παράγοντα.  Η µεθυλίωση του CBP από την CARM έχει σαν 

αποτέλεσµα την παρεµπόδιση της αλληλεπίδρασής του µε τον παράγοντα CREB, µε 

αποτέλεσµα τη µείωση τη µεταγραφής(42). 

Σχήµα 1.7 
 

Μόνο-, συµµετρική 
και ασύµµετρη δι- 

µεθυλίωση αργινινών. 
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Υλικά και Μέθοδοι 
 

2.1  Πλασµιδιακές Κατασκευές 

 

His-RFX5-1-195:  Οι βάσεις 1-587 του ανθρώπινου παράγοντα RFX5 αποµονώθηκαν από 

κατασκευή σε pEGFP-C1 και κλωνοποιήθηκαν στον pRSET-C κοµµένο µε XhoI. 

 His-RFX5-1-119:  Αφαιρέθηκαν οι βάσεις 359-587 του His-RFX5-1-195 µετά από πέψη µε ScaI 

(θέση359) και PvuII (θέση στον polylinker). 

His-RFX5-94-195:  Αφαιρέθηκαν οι βάσεις 1-284 από τον His-RFX5-1-195 µετά από πέψη µε 

BamHI. 

His-RFX5-197-479:  Οι βάσεις 588-1437 αποµονώθηκαν από κατασκευή σε pCDNA3 και 

κλωνοποιήθηκαν στις θέσεις XhoI και EcoRI του pRSET-C. 

 His-RFX5-197-319:  Αφαιρέθηκαν οι βάσεις 660-1437 µετά από πέψη µε PstI και EcoRI και 

κατεργασία µε Klenow, από τον His-RFX5-197-479. 

His-RFX5-214-334:  Το τµήµα 588-1041 (aa197-348) πολλαπλασιάστηκε µε PCR και στη 

συνέχεια αποµονώθηκε το τµήµα 214-334 µε πέψη µε BamHI και SmaI και κλωνοποιήθηκε 

στις θέσεις BamHI και PvuII του pRSET-C. 

His-RFX5-322-479:  Αποµονώθηκαν οι βάσεις 665-1437 από τον His-RFX5-197-479 µετά από 

πέψη µε PstI και EcoRI και κλωνοποιήθηκαν στις αντίστοιχες θέσεις του pRET-C. 

His-RFX5-322-376:  Αφαιρέθηκαν οι βάσεις 1130-1437 (aa 377-479) από τον His-RFX5-322-479 

µετά από πέψη µε PvuII και EcoRI. 

His-RFX5-322-347:  Το τµήµα 964-1041 πολλαπλασιάστηκε µε PCR και κλωνοποιήθηκε στον 

pRSET-C στις θέσεις BamHI και EcoRI. 

His-RFX5-348-376:  Πολλαπλασιάστηκαν οι βάσεις 1043-1128 µε PCR και κλωνοποιήθηκαν 

στον pRSET-C στις θέσεις BamHI και EcoRI. 

2 
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His-RFX5-348-479:  Πολλαπλασιάστηκαν οι βάσεις 1043-1437 µε PCR και κλωνοποιήθηκαν 

στον pRSET-C στις θέσεις BamHI και EcoRI. 

His-RFX5-377-433:  Αποµονώθηκαν οι βάσεις 1129-1300 (aa377-433) µετά από πέψη του His-

RFX5-322-479 µε PvuII  και κλωνοποιήθηκαν σε pRSET-B, κοµµένο επίσης µε PvuII. 

His-RFX5-434-479:  Αποµονώθηκαν οι βάσεις 1301-1437 µετά από πέψη του His-RFX5-322-479 

µε PvuII και EcoRI  και κλωνοποιήθηκαν στις αντίστοιχες θέσεις του pRSET-C. 

His-RFX5-480-616(end):  Οι βάσεις 1438-1851 αποµονώθηκαν από κατασκευή σε pCDNA3 και 

κλωνοποιήθηκαν σε pRSET-C κοµµένο µε EcoRI. 

 

 

2.2  Έκφραση ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών 

 

2.2.1  Παρασκευή ανασυνδυασµένων GST-πρωτεϊνών 

 

Έκφραση των πρωτεϊνών:  Οι GST πρωτεΐνες που χρησιµοποιήθηκαν ήταν κλωνοποιηµένες 

σε πλασµιδιακούς φορείς pGEX.  Οι πλασµιδιακοί φορείς pGEX περιέχουν την πρωτεΐνη GST 

(Glutathione S-transferase) στο άµινο- τελικό άκρο της κλωνοποιηµένης πρωτεΐνης, η δε 

επαγωγή της χιµαιρικής πρωτεΐνης γίνεται µε προσθήκη IPTG.  Για την έκφραση των GST-

πρωτεϊνών µπορούν να χρησιµοποιηθούν διάφορα βακτηριακά στελέχη.  Στα πειράµατα που 

θα περιγραφούν χρησιµοποιήθηκε το στέλεχος DH5a.  Σε καλλιέργεια σε εκθετική φάση 

ανάπτυξης προστίθεται IPTG σε τελική συγκέντρωση 1 mM και στη συνέχεια η καλλιέργεια 

επωάζεται στους 30 oC για 2-3 ώρες.  Τα βακτήρια συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις 6000 

rpm για 10 λεπτά, επαναιωρούνται σε διάλυµα TBS-Triton-PMSF (20 mM Tris pH 7.5, 90 mM 

NaCl, 1% Triton, 1mM PMSF) και λύονται µε υπέρηχους.  Το σύνολο των πρωτεϊνών 

περιέχεται στο υπερκείµενο που αποµονώνεται µετά από φυγοκέντρηση στις 14000 rpm για 

10 λεπτά (4 oC). 

 

Αποµόνωση της GST-πρωτεΐνης:  20 µl γλουταθειόνης ακινητοποιηµένης σε κολώνα 

σεφαρόζης πλένονται 3 φορές µε TBS-Triton-PMSF και στη συνέχεια προστίθεται το 

πρωτεϊνικό κλάσµα από το προηγούµενο στάδιο.  Το µίγµα αναδεύεται ήπια για µία ώρα 

στους 4 oC.  Στη συνέχεια η κολώνα διαχωρίζεται µε φυγοκέντρηση στις 3500 rpm για 1-2 

λεπτά και πλένεται 3 φορές µε TBS-Triton-PMSF.  Η GST-πρωτεΐνη µπορεί να εκλουθεί ή να 

χρησιµοποιηθεί δεσµευµένη πάνω στην κολώνα.  Στην περίπτωση της GST-CARM προστίθεται 

ίσος όγκος TBS-γλυκερόλης (20 mM Tris pH 7.5, 90 mM NaCl, 20% γλυκερόλη) και το 

εναιώρηµα φυλάσσεται στους -20 oC.  Υπό τις συνθήκες αυτές, η GST-CARM διατηρεί πλήρως 

την ενζυµατική της δραστικότητα για 2-3 µήνες. 
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2.2.2  Παρασκευή ανασυνδυασµένων His- πρωτεϊνών 

 

Έκφραση των πρωτεϊνών:  Η έκφραση των His- πρωτεϊνών από το φορέα pRSET βρίσκεται 

υπό τον έλεγχο ενός φαγικής προέλευσης υποκινητή (T7 promoter), ο οποίος αναγνωρίζεται 

από την T7 RNA πολυµεράση.  Το γονίδιο για την T7 RNA πολυµεράση βρίσκεται 

κλωνοποιηµένο σε ξεχωριστό πλασµιδιακό φορέα, ο οποίος προσδίδει επίσης αντίσταση στη 

χλωραµφενικόλη, σε ειδικά στελέχη E.coli - το στέλεχος που χρησιµοποιήθηκε ήταν το 

BL21(DE3)pLysS.  Η έκφραση της T7 RNA πολυµεράσης και κατ’ επέκταση της πρωτεΐνης που 

βρίσκεται κλωνοποιηµένη στο φορέα pRSET, επάγεται από το ισοπρόπυλο-β-D-

θειογαλακτοσίδιο (IPTG), το οποίο προστίθεται σε συγκέντρωση 1 mM, σε καλλιέργεια σε 

εκθετική φάση.  Η καλλιέργεια στη συνέχεια µεταφέρεται στους 30 oC, όπου παραµένει για 

2-4 ώρες.  Τα βακτήρια συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις 6000 rpm για 20 λεπτά (4 oC), 

επαναιωρούνται σε διάλυµα His (8 M ουρία, 10 mM Tris pH 8, 100 mM NaxPO4 pH 7, 10 mM 

ιµιδαζόλιο, 10 mM µερκαπτοαιθανόλη, pH 8) και λύονται µε υπέρηχους.  Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στις 8000 rpm για 20 λεπτά (4 oC) και συλλέγεται το υπερκείµενο, στο οποίο 

περιέχεται το σύνολο των πρωτεϊνών των βακτηρίων. 

 

Αποµόνωση της His- πρωτεΐνης:  Κατάλληλος όγκος (300 µl/lit καλλιέργειας) κολώνας 

νικελίου (Ni-NTA της QIAGEN) πλένεται 3 φορές µε ίσο όγκο διαλύµατος His, αναµιγνύεται µε 

το πρωτεϊνικό εκχύλισµα και προστίθεται NP40 σε τελική συγκέντρωση 1%.  Το µίγµα 

αναδεύεται ήπια για 2-3 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου.  Στη συνέχεια η κολώνα 

συλλέγεται µε φυγοκέντρηση στις 2500 rpm και πλένεται 3-4 φορές µε 10 ml διαλύµατος 

His.  Όλες οι πλύσεις γίνονται µε προσθήκη του διαλύµατος, ανάδευση και φυγοκέντρηση 

στις 2500 rpm. 

 

Έκλουση:  Η µέθοδος έκλουσης που χρησιµοποιήθηκε ήταν ο ανταγωνισµός µε ιµιδαζόλιο για 

τη δέσµευση της κολώνας.  Στην κολώνα προστίθενται διαλύµατα έκλουσης µε σταδιακά 

αυξανόµενη συγκέντρωση σε ιµιδαζόλιο.  Τα διαλύµατα έκλουσης έχουν την ίδια σύσταση µε 

το διάλυµα His, µε τις ακόλουθες τροποποιήσεις:  1ο διάλυµα 100 mM ιµιδαζόλιο, 2ο διάλυµα 

250 mM ιµιδαζόλιο, 3ο διάλυµα 1Μ ιµιδαζόλιο, 4ο διάλυµα 1Μ ιµιδαζόλιο και 10 mM EDTA.  10 

µl από κάθε κλάσµα και από την κολώνα µετά την έκλουση ελέγχονται µε ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωµα πολυακρυλαµίδης και βαφή µε coomassie blue. 

 

Επαναδιάταξη της His- πρωτεΐνης:  Επειδή ο επίτοπος his- είναι µικρός σε µέγεθος, η 

δέσµευση στην κολώνα νικελίου γίνεται υπό αποδιατακτικές συνθήκες ώστε να αποφεύγεται 
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τυχόν απόκρυψή του στο εσωτερικό της πρωτεΐνης.  Μετά την έκλουση η ουρία 

αποµακρύνεται, κλείνοντας το διάλυµα της πρωτεΐνης (τα κλάσµατα εκείνα τα οποία είχαν 

σηµαντική ποσότητα πρωτεΐνης) σε ηµιπερατή µεµβράνη (dialysis tubing) η οποία επιτρέπει 

τη διέλευση των µικρών µορίων του διαλύτη αλλά όχι των πρωτεϊνών που είναι πολύ 

µεγαλύτερες σε µέγεθος.  Οι µεµβράνες αφήνονται 2-3 ώρες σε διαλύµατα που περιέχουν 

σταδιακά λιγότερη ουρία (4Μ, 2Μ, 1Μ, 0.5Μ και 0Μ, ενώ όλα έχουν περιεκτικότητα 20 mM 

Tris pH 8, 10% glycerol, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 0.1 % NP40).  Κατάλοιπα της κολώνας και 

τυχόν κατακρηµνισµένη ποσότητα της πρωτεΐνης αποµακρύνονται µε φυγοκέντρηση στις 

12000 rpm για 5 λεπτά. 

 

 

2.3  In vitro µεθυλίωση πρωτεϊνών 

 

Για τη µεθυλίωση χρησιµοποιήθηκε η GST-CARM, µε συνένζυµο ραδιενεργά σηµασµένη  

S-αδενοσινο-µεθειονίνη (SAM).  Στα πρώτα πειράµατα χρησιµοποιήθηκε 3H-SAM, ενώ στη 

συνέχεια προτιµήθηκε η χρήση 14C-SAM, λόγω της δυνατότητας χρήσης phosphorimager 

(Storm Imager της Amersham Biosciences).  Η GST-CARM χρησιµοποιήθηκε υπό µορφή 

εναιωρήµατος όπως περιγράφηκε, ενώ η αντίδραση γίνεται σε περιβάλλον 50 mM Tris (pH 

8.5) 20 mM KCl, 10 mM MgCl2, 2 mM 2-µερκαπτοαιθανόλης και 250 mM σουκρόζης.  Το µίγµα 

της αντίδρασης αφήνεται για µία ώρα στους 30 oC.  Ακολούθως οι πρωτεΐνες διαχωρίζονται 

µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης µε SDS, το οποίο στη συνέχεια ξηραίνεται 

πάνω σε διηθητικό χαρτί µε την εφαρµογή θέρµανσης και κενού, αφού προηγουµένως 

ελεγχθεί η παρουσία των πρωτεϊνών µε βαφή µε coomassie blue. 

 

Η ανίχνευση της ραδιενέργειας γίνεται µε έκθεση φωτογραφικού φιλµ για µερικές µέρες, 

προκειµένου για 3H-SAM.  Στην περίπτωση αυτή, πριν τη ξήρανση του, το πήκτωµα 

πολυακρυλαµίδης κατεργάζεται µε αντιδραστήριο που εκκλύει φως υπό την επίδραση της 

ραδιενεργούς ακτινοβολίας (Amplify, Amersham Biosciences) προκειµένου να αυξηθεί η 

ένταση του σήµατος.  Στην περίπτωση της 14C-SAM, η ραδιενέργεια ανιχνεύεται εκτίθοντας 

την ειδική κασέτα για 2 ως 12 ώρες. 
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2.4  GST- συγκατακρήµνιση πρωτεϊνών 

 

Για κάθε αντίδραση χρησιµοποιούνται 20 µl σεφαρόζης γλουταθειόνης.  Η κολώνα πλένεται 

3 φορές µε το διαλύτη της GST πρωτεΐνης που θα αποµονωθεί στη συνέχεια, προκειµένου να 

αποµακρυνθεί η αιθανόλη που χρησιµοποιείται σαν συντηρητικό της κολώνας.  Στη συνέχεια 

προστίθεται το πρωτεϊνικό εκχύλισµα που περιέχει την GST- πρωτεΐνη και αφήνεται υπό 

ήπια ανάδευση στους 4 oC για µία ώρα.  Η κολώνα αποµονώνεται µε φυγοκέντρηση για 2 

λεπτά στις 3500 rpm και πλένεται τρεις φορές µε διάλυµα GST-wash (150 mM KCl, 20 mM 

Hepes pH 7.9, 0.3% NP40, 5 mM MgCl2, 0.5 mM PMSF).  Στη συνέχεια προστίθενται 200 µl 

διαλύµατος GST-interaction (150 mM KCl, 20 mM Hepes pH 7.9, 0.1% NP40, 5 mM MgCl2, 0.2% 

BSA) και η his-πρωτεΐνη.  Οι πρωτεΐνες αφήνονται να αλληλεπιδράσουν για 3 ώρες στους  

4 oC υπό ανάδευση (rotation).  Στη συνέχεια η κολώνα συλλέγεται µε φυγοκέντρηση και 

πλένεται τρεις φορές µε GST-wash.  Οι πρωτεΐνες διαχωρίζονται µε ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωµα πολυακρυλαµίδης υπό αποδιατακτικές συνθήκες (SDS), µεταφέρονται σε µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης (Western blot) και στη συνέχεια η µεµβράνη εξετάζεται για την ύπαρξη His- 

πρωτεΐνης µε αντίσωµα κατά του his- επίτοπου. 

 

 

2.5  Ανάλυση πρωτεϊνών µε MALDI-MS 

 

Οι πρωτεΐνες που αναλύθηκαν µε MALDI-MS µεθυλιώθηκαν µε κρύα S-αδενοσινο-µεθειονίνη, 

ενώ ταυτόχρονα έγιναν και οι αντίστοιχες ραδιενεργές αντιδράσεις, προκειµένου να 

ελεγχθεί η επιτυχία της αντίδρασης µεθυλίωσης.  Στη συνέχεια τα µίγµατα των κρύων 

αντιδράσεων διαχωρίστηκαν µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης, οι ζώνες 

των RFX5 πρωτεϊνών επιλέχθηκαν µε βάση το µέγεθός τους µετά από βαφή µε άργυρο και 

αποκόπηκαν.  Τα τµήµατα που αναλύθηκαν από το φασµατόµετρο προέκυψαν µετά από in 

gel πέψη µε τρυψίνη. 
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Αποτελέσµατα - Συζήτηση 
 

3.1  Ο RFX5 αλληλεπιδρά µε τη µεθυλοτρανσφεράση CARM1 µέσω 

του αµινο- τελικού άκρου του 

 

Εξετάστηκε η ικανότητα του RFX5 να συγκρατηθεί από την GST-CARM1, ακινητοποιηµένη σε 

κολώνα γλουταθειόνης.  Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκαν οι His-RFX5-1-195, His-RFX5-

197-479 και His-RFX5-480-616.  Χρησιµοποιήθηκαν επίσης δύο πρότυπες αντιδράσεις για 

κάθε πρωτεΐνη.  Μία αρνητική, χρησιµοποιώντας την GST πρωτεΐνη αντί της GST-CARM1 

προκειµένου να αποκλειστούν οι µη ειδικές αλληλεπιδράσεις και µία θετική, 

χρησιµοποιώντας το ένα δέκατο της ποσότητας His-RFX5 που χρησιµοποιήθηκε στην 

αλληλεπίδραση ως input, προκειµένου να ελεγχθεί η Western.  Όπως φαίνεται από τις 

φωτογραφίες στο Σχήµα 3.1, ο RFX5 αλληλεπιδρά µε την CARM1 µέσω του άµινο- τελικού 

άκρου του και συγκεκριµένα την περιοχή 1-195.  Η περιοχή αυτή περιέχει δύο περιοχές µε 

γνωστή βιολογική δράση:  την περιοχή 92-166 η οποία αποτελεί την περιοχή πρόσδεσης του 

DNA (DBD) και την περιοχή 62-68, η οποία αποτελεί την περιοχή διµερισµού του RFX5 (βλ. 

Σχήµα 1.6).  Πιθανότερο είναι λοιπόν η αλληλεπίδραση µε την CARM1 να µεσολαβείται από 

την περιοχή 1-91, παρά από την ίδια περιοχή που είναι υπεύθυνη για την πρόσδεση στο 

DNA.  Πραγµατικά, προκαταρκτικά πειράµατα χρησιµοποιώντας τις His-RFX5-1-119 και His-

RFX5-94-195 έδειξαν ότι η τελευταία δεν αλληλεπιδρά µε τη GST-CARM1. 

 

Θα πρέπει να σηµειωθεί ότι παρά το ότι η περιοχή πρόσδεσης της CARM1 έχει αφαιρεθεί στα 

πειράµατα της in vitro µεθυλίωσης, η αντίδραση προχωρεί απρόσκοπτα. 

 

 

3 
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3.2  Ο RFX5 µεθυλιώνεται στην περιοχή πλούσια σε προλίνες 

 

Σε πρώτο στάδιο δοκιµάστηκε η µεθυλίωση του πλήρους RFX5 σηµασµένου µε GST- και 

σηµασµένου µε His- επίτοπο, από τη µεθυλοτρανσφεράση CARM1, σηµασµένη µε τον GST 

επίτοπο.  Παρατηρήθηκε ότι ενώ ο His-RFX5 µεθυλιώνεται, η µεθυλίωση του GST-RFX5 από 

την GST-CARM παρεµποδίζεται.  Μια πιθανή εξήγηση είναι ότι ο επίτοπος GST, ως 

ογκοδέστερος του επίτοπου His, παρεµποδίζει την αλληλεπίδραση της CARM µε τον RFX5.  

Μία άλλη πιθανή εξήγηση είναι ότι οι GST- πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν µεταξύ τους ή µε τα 

σφαιρίδια γλουταθειόνης και αποκτούν τέτοιο προσανατολισµό που έχει σαν αποτέλεσµα 

επίσης την παρεµπόδιση της αλληλεπίδρασης CARM1 και RFX5. 

 

Ανεξάρτητα από το λόγο που προκαλεί την παρεµπόδιση, επιλέχθηκε ο His επίτοπος για την 

παρασκευή ανασυδυασµένων υποπεριοχών του RFX5.  Σε πρώτο στάδιο εξετάστηκαν το 

τµήµα 1-195, το οποίο περιέχει την περιοχή πρόσδεσης DNA, το τµήµα 197-479, το οποίο 

περιέχει µία περιοχή πλούσια σε προλίνες και σήµατα πυρηνικού εντοπισµού και το τµήµα 

480-616, το οποίο περιέχει την περιοχή αλληλεπίδρασης µε τον NFY.  Οι περιοχές αυτές 

φαίνονται στα Σχήµατα 1.6 και 3.6.  Στη συνέχεια και αφού διαπιστώθηκε ότι µεθυλιώνεται 

το µεσαίο τµήµα (Σχήµα 3.2), εξετάστηκαν οι περιοχές 197-319 και 322-479, η δεύτερη από 

τις οποίες περιέχει την περιοχή πλούσια σε προλίνες.  Η περιοχή 322-479 βρέθηκε να 

µεθυλιώνεται (Σχήµα 3.3) και στάληκε για ανάλυση µε MALDI-MS, µαζί µε την αµέσως 

µεγαλύτερη περιοχή, 197-479.  Αν και δεν έγινε δυνατό να “διαβαστούν” τα πεπτίδια που 

περιείχαν το κατάλοιπο που φάνηκε να µεθυλιώνεται στα πειράµατα ραδιοσήµανσης, 

βεβαιώθηκε για αρκετά από τα υπόλοιπα κατάλοιπα ότι δε µεθυλιώνονται (Σχήµα 3.6).  Η 

περιοχή 322-479 περιορίστηκε περαιτέρω στις περιοχές 322-376 (περιοχή πλούσια σε 

προλίνες), 377-433 (σήµα πυρηνικού εντοπισµού 1) και 434-479 (σήµα πυρηνικού εντοπισµού 

2 και υποθετικό σήµα πυρηνικού εντοπισµού).  Όπως φαίνεται στο Σχήµα 3.4, µεθυλιώνεται 

η περιοχή 322-376, η οποία περιέχει 5 αργινίνες, τις R328, R335, R338, R354 και R370.  Από 

αυτές, οι R335 και R354 έχει φανεί ότι δε µεθυλιώνονται από τα φάσµατα MALDI-MS.  Στο 

τελικό πείραµα µεθυλίωσης δοκιµάστηκαν οι περιοχές 322-347 (περιέχει τις R328, R335 και 

R338), 214-334 (R328 µόνο) και 348-376 (R354 και R370).  Η µόνη περιοχή που δίνει σήµα 

µεθυλίωσης είναι η 322-347 (Σχήµα 3.5) και εφόσον οι αργινίνες 328 και 335 αποκλείονται 

βάσει της µη µεθυλίωσης της πρωτεΐνης 214-334 και της φασµατοσκοπίας MALDI αντίστοιχα, 

µπορούµε να συµπεράνουµε ότι µεθυλιώνεται η αργινίνη 338.  Στο Σχήµα 3.6 φαίνεται 

συνοπτικά η διαδικασία εντοπισµού της αργινίνης 338 ως το υπόστρωµα της µεθυλίωσης. 
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Σχήµα 3.2:  Μεθυλίωση των RFX5-1-195, 
197-479 και 480-616. 
Στο πείραµα περιλήφθηκε µίγµα ιστονών ως 
θετικό πρότυπο. 
 

 
Σχήµα 3.4:  Μεθυλίωση των RFX5-322-376, 
377-433 και 434-479. 
Στο πείραµα περιλήφθηκε µίγµα ιστονών ως 
θετικό πρότυπο. 

 
Σχήµα 3.3:  Μεθυλίωση των RFX5-197-
319 και 322-479. 
 

 

 

 
Σχήµα 3.5:  Μεθυλίωση των RFX5-322-
347, 348-376, 214-336 και 348-479. 
Στο πείραµα περιλήφθηκαν ιστόνες ως 
θετικό πρότυπο.  Η διαφορά έντασης 
ανάµεσα στα 322-376 και 322-347 οφείλεται 
στη διαφορά ποσότητας πρωτεΐνης. 

Input    GST     GST- 
CARM 

RFX5-1-195 

RFX5-197-479 

RFX5-480-616 

RFX5-full length 

CREB 

Σχήµα 3.1:  GST-αλληλεπιδράσεις µεταξύ 
της GST-CARM και τµηµάτων του RFX5 
 
Ως input χρησιµοποιήθηκε ποσότητα 
πρωτεΐνης ίση µε το 1/10 της ποσότητας που 
χρησιµοποιήθηκε για την αλληλεπίδραση. 
Αριστερά, πλύσεις µε 0.2% NP40.  Κάτω, 
επανάληψη µε 0.3% NP40. 
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Αλληλουχία RFX5: 

1         MAEDEPDAKS PKTGGRAPPG GAEAGEPTTL LQRLRGTISK AVQNKVEGIL QDVQKFSDND 
61        KLYLYLQLPS GPTTGDKSSE PSTLSNEEYM YAYRWIRNHL EEHTDTCLPK QSVYDAYRKY 
121       CESLACCRPL STANFGKIIR EIFPDIKARR LGGRGQSKYC YSGIRRKTLV SMPPLPGLDL 
181       KGSESPEMGP EVTPAPRDEL VEAACALTCD WAERILKRSF SSIVEVARFL LQQHLISARS 
241       AHAHVLKAMG LAEEDEHAPR ERSSKPKNGL ENPEGGAHKK PERLAQPPKD LEARTGAGPL 
301       ARGERKKSVV ESSAPGANNL QVNALVARLP LLLPRAPRSL IPPIPVSPPI LAPRLSSGAL 
361       KVATLPLSSR AGAPPAAVPI INMILPTVPA LPGPGPGPGR APPGGLTQPR GTENREVGIG 
421       GDQGPHDKGV KRTAEVPVSE ASGQAPPAKA AKQDIEDTAS DAKRKRGRPR KKSGGSGERN 
481       STPLKSAAAM ESAQSSRLPW ETWGSGGEGN SAGGAERPGP MGEAEKGAVL AQGQGDGTVS 
541       KGGRGPGSQH TKEAEDKIPL VPSKVSVIKG SRSQKEAFPL AKGEVDTAPQ GNKDLKEHVL 
601       QSSLSQEHKD PKATPP* 
 

Μεθυλιώσεις τµηµάτων του RFX5: 

62 68    92              166 330                409 428     452 6161 * T168 * S339S308 * * S473

DBD Proline NLS

Leucine

(R328, R335, R338, R354, R370)

= Το τµήµα µεθυλιώνεται

= Το τµήµα δε µεθυλιώνεται

= Αργινίνη

322

377 434

334
214

197 479

 

MALDI-MS: 

1         MAEDEPDAKS PKTGGRAPPG GAEAGEPTTL LQRLRGTISK AVQNKVEGIL QDVQKFSDND 
61        KLYLYLQLPS GPTTGDKSSE PSTLSNEEYM YAYRWIRNHL EEHTDTCLPK QSVYDAYRKY 
121       CESLACCRPL STANFGKIIR EIFPDIKARR LGGRGQSKYC YSGIRRKTLV SMPPLPGLDL 
181       KGSESPEMGP EVTPAPRDEL VEAACALTCD WAERILKRSF SSIVEVARFL LQQHLISARS 
241       AHAHVLKAMG LAEEDEHAPR ERSSKPKNGL ENPEGGAHKK PERLAQPPKD LEARTGAGPL 
301       ARGERKKSVV ESSAPGANNL QVNALVARLP LLLPRAPRSL IPPIPVSPPI LAPRLSSGAL 
361       KVATLPLSSR AGAPPAAVPI INMILPTVPA LPGPGPGPGR APPGGLTQPR GTENREVGIG 
421       GDQGPHDKGV KRTAEVPVSE ASGQAPPAKA AKQDIEDTAS DAKRKRGRPR KKSGGSGERN 
481       STPLKSAAAM ESAQSSRLPW ETWGSGGEGN SAGGAERPGP MGEAEKGAVL AQGQGDGTVS 
541       KGGRGPGSQH TKEAEDKIPL VPSKVSVIKG SRSQKEAFPL AKGEVDTAPQ GNKDLKEHVL 
601       QSSLSQEHKD PKATPP* 
 
 

Σχήµα 3.6 – Μεθυλιώσεις τµηµάτων του RFX5 

Πάνω:  Η αλληλουχία του RFX5.  Σηµειώνονται οι αργινίνες, η περιοχή πλούσια σε λευκίνες ( LL ), η 

περιοχή πρόσδεσης του DNA( DB ), η περιοχή πλούσια σε προλίνες ( PP ) και τα δύο σήµατα 

πυρηνικού εντοπισµού ( NL ). 

Μέση:  Σχηµατική παράσταση των τµηµάτων του RFX5.  Στα µικρότερα τµήµατα σηµειώνονται οι 

αργινίνες 328, 335, 338, 354 και 370. 

Κάτω:  Έλεγχος τµηµάτων του RFX5 µε φασµατοσκοπία µαζών MALDI.  Σηµειώνονται οι αργινίνες 

των τµηµάτων που ελέγχθηκαν µε κόκκινο.  Με µπλε παριστάνονται τα τµήµατα για τα οποία 

αποκλείστηκε η µεθυλίωση.  Οι γκρι περιοχές δεν ελέγχθηκαν. 
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Η µεθυλίωση της αργινίνης 338 παρουσιάζει εξαιρετικό ενδιαφέρον, γιατί βρίσκεται δίπλα σε 

µία σερίνη (S339), η οποία έχει βρεθεί να φωσφορυλιώνεται (βλ. Σχήµα 3.7), έχουµε δηλαδή 

µεθυλίωση και φωσφορυλίωση σε γειτονικά αµινοξέα.  Επίσης βρίσκεται δίπλα στην 

αλληλουχία PxxP, προς το καρβόξυ- τελικό της άκρο.  Ο συνδυασµός των χαρακτηριστικών 

αυτών έχει παρατηρηθεί προηγουµένως σε πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε περιοχές τύπου 

SH3 (Src Homology 3 domains).  Συγκεκριµένα, σηµαντικός αριθµός περιοχών SH3 

αλληλεπιδρούν µε περιοχές πλούσιες σε προλίνες που περιέχουν το µοτίβο PxxP και µία 

αργινίνη 2 ή 3 θέσεις πριν το άµινο- τελικό άκρο (ligands τύπου Ι), ή περιοχές όπως η 

περιοχή που µελετήσαµε, όπου το µοτίβο PxxP ακολουθείται από µία αργινίνη 1 ή 2 θέσεις 

µετά το καρβοξυ- τελικό άκρο (ligands τύπου ΙΙ).  Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η 

αναφορά από τους Bedford και συνεργάτες ότι µεθυλίωση της αργινίνης στο µοτίβο PxxPR 

της πρωτεΐνης Sam68 (µια adapter πρωτεΐνη για τις Src κινάσες) έχει αναφερθεί να 

παρεµποδίζει την αλληλεπίδραση της περιοχής πλούσιας σε προλίνες µε την περιοχή SH3, 

χωρίς να παρεµποδίζει την αλληλεπίδραση µε περιοχές τύπου WW, οι οποίες αναγνωρίζουν 

τις ίδιες περιοχές µε τις SH3.  Οι συγγραφείς προτείνουν ότι η µεθυλίωση της αργινίνης 

αυτής µπορεί να χρησιµεύει προκειµένου να ευνοήσει την πρόσδεση ενός τύπου παραγόντων 

έναντι άλλων, µεταβάλλοντας έτσι τη λειτουργία του Sam68, από κυτοπλασµατικού 

παράγοντα σε πυρηνικό.  Ρυθµιστικό ρόλο της αλληλεπίδρασης µε περιοχές SH3 φαίνεται να 

έχει και η φωσφορυλίωση καταλοίπων µέσα ή δίπλα στο µοτίβο PxxP.  Έτσι, φωσφορυλίωση 

τυροσινών δίπλα σε περιοχές πλούσιες σε προλίνες της πρωτεΐνης Enabled της δροσόφιλας, 

από την Abl, µια κινάση τυροσίνης (phosphotyrosine kinase, PTK), παρεµποδίζει την 

αλληλεπίδρασή τους µε περιοχές SH3.  Τα κατάλοιπα τυροσίνης της δροσόφιλας δεν είναι 

συντηρηµένα στις συγγενικές πρωτεΐνες mEna και VASP (στο ποντίκι και τον άνθρωπος 

αντίστοιχα), ούτε και η δράση της Abl, αφού αντίθετα από τη δροσόφιλα όπου παραµένει 

στο κυτταρόπλασµα και φαίνεται να έχει κάποιο ρόλο στην ανάπτυξη του ΚΝΣ, στα 

θηλαστικά µετακινείται ανάµεσα το κυτταρόπλασµα και τον πυρήνα, ενώ εµπλέκεται στη 

χρόνια µυελογενή λευχαιµία και την οξεία λεµφοκυτταρική λευχαιµία.  Παρόλα αυτά, η 

σηµασία των µετα- µεταγραφικών τροποποιήσεων στην ικανότητα αλληλεπίδρασης των 

περιοχών πλούσιων σε προλίνες είναι προφανής. 

 

 
    V  N  A  L  V  A  R  L  P   L  L  L  P  R  A  P  R  S  L  I  P  P  I  P  V  S  P  P  I  L  A  P  R  L  S  S  G  A   
322 
 
L  K  V  A  T  L  P  L  S  S  R  A  G  A  P  P  A 
         376 
 
Σχήµα 3.7:  Αλληλουχία της περιοχής 322-376. 
Σηµειώνονται οι αργινίνες µε γκρίζο, το µοτίβο προλινών µε πράσινο, η αργινίνη 338 µε κόκκινο και η 
σερίνη 339 µε γαλάζιο. 
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Όσον αφορά την περιοχή πλούσια σε προλίνες του RFX5, η βιολογική της σηµασία είναι 

αποδεδειγµένη από πειράµατα ελλείψεων, χωρίς όµως να είναι γνωστή η λειτουργία της.  

Στη βιβλιογραφία αναφέρεται συχνά ως η περιοχή αλληλεπίδρασης µε το CIITA, παρόλα 

αυτά δε µπορεί να αποκλειστούν οι αλληλεπιδράσεις µε τους RFX-AP και RFX-ANK (βλ. και 

Σχήµα 1.6 και τη σχετική περιγραφή στην Εισαγωγή).  Επίσης, αν και οι περιοχές πλούσιες 

σε προλίνες είναι συχνά περιοχές που µεσολαβούν την αλληλεπίδραση µεταξύ πρωτεϊνών, 

δε µπορεί να αποκλειστεί και το ενδεχόµενο διαφορετικής λειτουργίας.  Οι οµοιότητες 

ανάµεσα στην περιοχή µεθυλίωσης του RFX5 και σε περιοχές αλληλεπίδρασης που 

ρυθµίζονται από τέτοια µεθυλίωση είναι εξαιρετικά ενδιαφέρουσες, θα πρέπει όµως να 

ελεγχθεί η µεθυλίωση και in vivo.  Τα παραπάνω ισχύουν και για τη φωσφορυλίωση της 

σερίνης 339.   

 

Σε µελλοντική φάση θα πρέπει να διευκρινιστεί ο ρόλος της περιοχής πλούσιας σε προλίνες.  

Σηµαντικό είναι να δοκιµαστεί η αλληλεπίδραση της αυστηρά καθορισµένης περιοχής 

πλούσιας σε προλίνες µε τους υπόλοιπους παράγοντες του ενισχυοσώµατος, προκειµένου να 

αντιµετωπιστούν οι ασάφειες προηγούµενων αποτελεσµάτων, στα οποία δοκιµάστηκαν 

µεγαλύτερες περιοχές.  Προτείνεται επίσης η ταυτόχρονη διερεύνηση των δύο 

τροποποιήσεων, µε την αξιολόγηση της δράσης σηµειακά µεταλλαγµένων πρωτεϊνών.  Αν η 

βιολογική δραστικότητα των δύο σηµειακά µεταλλαγµένων πρωτεϊνών βρεθεί να διαφέρει 

από της αγρίου τύπου, ποια µπορεί να είναι η δράση µιας διπλά µεταλλαγµένης πρωτεΐνης;  

Αν η περίπτωση του RFX5 είναι ανάλογη της περίπτωσης των περιοχών αλληλεπίδρασης µε 

περιοχές SH3, οι δύο τροποποιήσεις µπορεί να έχουν συνεργική δράση.  Σε κάθε περίπτωση, 

η ύπαρξη δύο τροποποιήσεων σε γειτονικά αµινοξέα µπορεί να αποτελέσει ένα ιδιαίτερα 

ευαίσθητο σύστηµα ρύθµισης.  Θα είναι ιδιαίτερα ενδιαφέρον να διευκρινιστεί ο βιολογικός 

ρόλος µιας τέτοιας ρύθµισης. 
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