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Εισαγωγή 

 

 

Ετεροχρωµατινικές πρωτεΐνη 1  

 
Η ετεροχρωµατινική πρωτεΐνη 1 (HP1) είναι µέλος µιας µεγάλης 

οικογένειας πρωτεϊνών, η οποία περιλαµβάνει το Polycomb group και άλλα 

πολυπεπτίδια. Όλα αυτά τα µόρια, περιέχουν µια χαρακτηριστική αµινοξική 

αλληλουχία που ονοµάζεται chromodomain (CD). Η CD (Singh et al., 1991, Paro 

and Hgneess,1991) εντοπίζεται στο αµινοτελικό άκρο της HP1 και χωρίζεται µε 

µια ενδιάµεση περιοχή (hinge) από µια άλλη αλληλουχία, που εντοπίζεται στο 

καρβοξυτελικό άκρο του µορίου και ονοµάζεται chromo shadow domain  (CSD) 

(Aasland and Stewart, 1995). Η  CSD είναι ουσιαστικά µια παραλλαγή του CD. 

Οι CD και CSD αποτελούνται από τρεις αντιπαράλληλους β κλώνους που 

πακετάρονται απέναντι σε µια ή δυο α έλικες και χωρίζονται µεταξύ τους από µια 

ευκίνητη ενδιάµεση περιοχή. Η κυριότερη διαφορά ανάµεσα στις πρωτεΐνες του 

τύπου της ΗΡ1 και αυτών του Polycomb group είναι ότι οι τελευταίες δεν 

περιέχουν στο µόριο τους CSD .     

 Η ΗΡ1 σχηµατίζει διµερή µέσω διαµοριακών αλληλεπιδράσεων  (Brasher 

et al., 2000) στις οποίες συµµετέχει η CSD. Σε όλα τα µόρια της οικογένειας 

αυτής, το CD λειτουργεί ως τροποποιητής της χρωµατίνης ή ρυθµιστής της 

έκφρασης γονιδίων. Κατασκευή χιµαιρικών πρωτεϊνών οι οποίες αποτελούνται 

είτε από την ΗΡ1 το chromo  domain της οποίας, έχει αντικατασταθεί από το 

 7



αντίστοιχο Pc κοµµάτι, είτε από την Pc πρωτεΐνη, της οποίας το CD έχει 

αντικατασταθεί από αυτό της ΗΡ1, έδειξαν ότι τόσο το CD όσο και το CSD είναι 

απαραίτητα για την σωστή εντόπιση στη χρωµατίνη (Platero et al., 1995). Η ΗΡ1 

εµπλέκεται στο position effect variegation, ενώ το  Polycomb group, στην 

σταθερή καταστολή των οµοιοτικών γονιδίων (Cavalli and Paro, 1998, Jones et 

al.,2000). Position effect variegation συµβαίνει όταν ένα γονίδιο το οποίο 

εντοπίζεται στην ευχρωµατίνη τοποθετηθεί, κοντά σε ετεροχρωµατινική περιοχή 

µετά από αναδιοργάνωση των χρωµοσωµάτων. Έχουν βρεθεί δύο είδη 

τροποποιητών του PEV, οι καταστολείς (suppressors) όπως η Suvar, οι οποίοι 

µετατρέπουν το φαινότυπο σε αγρίου τύπου και οι υποκινητές (enchancers) όπως 

η Evar και η ΗΡ1 που φέρουν το αντίθετο αποτέλεσµα. Υπερέκφραση της  ΗΡ1 

οδήγησε σε ενίσχυση του PEV (Eissenberg et al., 1990) ενώ η Suvsr(2)5 ( HP1 

natural mutation) καταστέλλει το φαινόµενο.   

 Μεταλλαγές της πρωτεΐνης αυτής, οδηγούν σε εµβρυϊκό θάνατο λόγω 

διαφοροποίησης στην µορφολογία των χρωµοσωµάτων, επιµήκυνση της 

πρόφασης και κατά συνέπεια ανωµαλίες στον διαχωρισµό των χρωµοσωµάτων 

(Kellum and Alberts., 1995). Επίσης µεταλλαγές της πρωτεΐνης µπορούν να 

οδηγήσουν σε παρά φύση σύνδεση των χρωµοσωµάτων και πολλαπλές χωνεύσεις 

τελοµερών (Fanti et al.,1998). 

 Αρχικά, µια µόνο µορφή της ΗΡ1 αναγνωρίστηκε στη Drosophila 

melanogaster  (James and Elgin,1986). Έλεγχος µε CD probes φανέρωσε όµως  

πολλαπλές µορφές της πρωτεΐνης σε υψηλότερους ευκαριωτικούς οργανισµούς. 

Στα θηλαστικά η ΗΡ1 εµφανίζεται σε τρεις ισοµορφές που ονοµάζονται hHP1α, β 
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και γ στον άνθρωπο, και mHP1α, Μ31 και Μ32 στο ποντικό (Singh et al., 1991; 

Saunders et al., 1993; Le Douarin et al., 1996; Ye and Worman., 1996). Παρόλο 

που οι πρωτεΐνες αυτές παρουσιάζουν δοµικές οµοιότητες κατανέµονται σε 

διαφορετικές περιοχές του κυτταρικού πυρήνα (Wreggett et al., 1996; Aagaard et 

al., 1999; Nielsen et al., 1999). 

 

 

Αλληλεπιδράσεις της ΗΡ1 

 
Έχει δειχθεί φυσική ή χωρική σύνδεση ανάµεσα στην ΗΡ1 και στοιχεία 

του origin recognition complex (ORC), την πρωτεΐνη Arp4 (actin-related 

proteins) καθώς και µε πρωτεΐνες που περιέχουν περιοχές SET ή CD, όπως η 

Su(var)3-9 και Su(var)3-7 (Cleard et al., 1997; Frankel et al., 1997; Pak et al ., 

1997; Aagaard et al.,1999). ∆ιαφορετικές ισοµορφές της ΗΡ1 έχουν αναγνωριστεί 

σε σύµπλοκα που ενέχονται στην ανασυγκρότηση της χρωµατίνης (remodeling 

factors). Ο παράγοντας CAF-1 συνδέεται µε την ΗΡ1β, η BRG1/SNF2β µε την 

ΗΡ1α, οι ενδιάµεσοι µεταγραφικοί παράγοντες α και β (transcription intermediary 

factors α and β) µε όλες τις ισοµορφές της ΗΡ1 καθώς και µε άλλες  πρωτεΐνες 

που φαίνονται στον πίνακα 1.  

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω οι πρωτεΐνες της οικογένειας της ΗΡ1 

αλληλεπιδρούν µεταξύ τους και ίσως να σχηµατίζουν όµο- ή έτερο- πολυµερή.  

Έχει δειχθεί (Ye and Worman., 1996) ότι οι ισοµορφές α και γ της ΗΡ1 

συνδέονται µε µια πρωτεΐνη της έσω πυρηνικής µεµβράνης του πυρηνικού 

φακέλου τον LBR (lamin B receptor). Πρόσφατες µελέτες από τους Bannister και 
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Lachner (2001) έδειξαν επίσης ότι η ετεροχρωµατινική πρωτεΐνη 1 (ΗΡ1) 

συνδέεται µε την µεθυλιωµένη στην λυσίνη 9 ιστόνη Η3. Η πρόσδεση της ΗΡ1 

στον πυρηνικό φάκελο έχει ιδιαίτερη σηµασία. Πρώτον η αγκυροβόληση 

χρωµατινικών περιοχών στην έσω πυρηνική µεµβράνη πιστεύεται ότι επηρεάζει 

την µεταγραφική ενεργότητα (Andrulis et al., 1998) και δεύτερον, η δυναµική 

αλληλεπίδραση ανάµεσα σε συστατικά των συµπυκνωµένων χρωµοσωµάτων και 

πρωτεϊνών της έσω πυρηνικής µεµβράνης θεωρείται ότι παρέχουν τη βάση για 

την ανασυγκρότηση του πυρηνικού φακέλου στο τέλος της µίτωσης. 
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Πίνακας 1 
 

Αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών µε την ΗΡ1 
 

Αλληλεπιδρώσα 
πρωτεΐνη 

Πρωτεΐνη ΗΡ1 Μεθοδολογία  Σχόλια 

    
INCENP HP1α και γ GST-pull-down 

πειράµατα και 2 
υβριδίων 

Τα αµινοξέα 135-270 
της INCENP 
αλληλεπιδρούν µε 
την ενδιάµεση 
περιοχή της HP1α 
και γ  

TIF1α HP1α και β GST-pull-down 
πειράµατα και 2 
υβριδίων 

Τα αµινοξέα 675-701 
του TIF1α 
αλληλεπιδρούν µε το 
CSD της HP1α και β 

HP1α και β HP1α 2 υβριδίων Η HP1α και β 
αντιδρούν µε την 
CSD της HP1α 

BRG1/SNF2β HP1α 2 υβριδίων Τα αµινοξέα 295-634 
της BRG1/SNF2β 
αλληλεπιδρούν µε το 
CSD της HP1α 

Η1/Η5-like proteins HP1α 2 υβριδίων Η Η1/Η5-like protein 
αλληλεπιδρά µε το 
CSD της HP1α 

KAP-1/Tif1β HP1α, β και γ 2 υβριδίων, 
ανοσοκατακρήµνιση, 
ανοσοφθορισµός, GST-
pull-down πειράµατα 

Τα αµινοξέα 483-510 
της ΚΑΡ-1 
αλληλεπιδρούν µε τα 
CSD των HP1α, β 
και γ 

Lamin B receptor 
(LBR)  

HP1α και γ 2 υβριδίων, 
ανοσοκατακρήµνιση, 
GST-pull-down 
πειράµατα 

Η δεύτερη σφαιρική 
περιοχή του LBR 
αλληλεπιδρά µε το 
CSD της HP1γ 

SP100 HP1α, β και γ ανοσοφθορισµός, GST-
pull-down πειράµατα, 
2 υβριδίων 

Τα αµινοξέα 287-334 
της SP100  
αλληλεπιδρά µε τα 
CSD των HP1α, β 
και γ 

p150 της CAF-1  HP1β  ανοσοκατακρήµνιση, 
ανοσοφθορισµός 

Η CSD της ΗΡ1β 
αλληλεπιδρά µε το 
Ν-τελικό κοµµάτι της 
p150 
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Πυρηνικός φάκελος 

 

Σε προηγούµενες µελέτες µας (Kourmouli et al., 2000) δείξαµε ότι και οι 

τρεις ισοµορφές της ΗΡ1 του ποντικού, συνδέονται µε τον πυρηνικό φάκελο τόσο 

in vivo όσο και in vitro. Ο πυρηνικός φάκελος αποτελείται από τρία διακριτά 

τµήµατα (εικ.1): την έξω πυρηνική µεµβράνη, η οποία «βλέπει» το 

κυτταρόπλασµα και είναι συνέχεια του αδρού ενδοπλασµατικού δικτύου και την 

έσω πυρηνική µεµβράνη, η οποία «βλέπει» το πυρηνόπλασµα και καλύπτεται από 

την πυρηνική λάµινα. Οι δύο µεµβράνες  συνδέονται περιοδικά µέσω της 

µεµβράνης των πυρηνικών πόρων. Η µεµβράνη των πόρων αποτελεί µια περιοχή 

υψηλής εξειδικεύσεις και φιλοξενεί τα σύµπλοκα των πυρηνικών πόρων. 

Ουσιαστικές διαφορές, ανάµεσα στην λιπιδική σύσταση και την «ρευστότητα» 

της έξω και έσω πυρηνικής µεµβράνης, δεν έχουν παρατηρηθεί.  

Παρόλο που ο πυρηνικός φάκελος αποτελεί συνέχεια του αδρού 

ενδοπλασµατικού δικτύου, οι κύριες πρωτεΐνες της έσω πυρηνικής µεµβράνης 

καθώς και τις µεµβράνης των πόρων, δεν έχουν εντοπιστεί ούτε στην έξω 

πυρηνική µεµβράνη ούτε στο ενδοπλασµατικό δίκτυο. Το αυτό γεγονός 

φανερώνει ότι τόσο οι πρωτεΐνες της έσω πυρηνικής µεµβράνης όσο και αυτές 

της µεµβράνης των πόρων, είναι σταθεροποιηµένες in situ (Gant and Wilson, 

1997). 

Μέχρι τώρα έχουν χαρακτηριστεί πέντε πρωτεΐνες της έσω πυρηνικής 

µεµβράνης. Οι πρωτεΐνες αυτές περιλαµβάνουν τον LBR (lamin B receptor), την 

LAP-1 (lamin associated polypeptide-1), την LAP-2 (lamin associated 
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polypeptide-2), την emerin και την ΜΑΝ1. Η έσω πυρηνική µεµβράνη πιστεύεται 

ότι περιέχει IP3/IP4 υποδοχείς, την Ire1(Sidrauski and Walter, 1997), και την 

nurim (Rolls et al.,1999). Όµως δεν είναι γνωστό αν οι πρωτεΐνες αυτές 

εντοπίζονται αποκλειστικά  στην έσω πυρηνική µεµβράνη.   

Όλες οι πρωτεΐνες της εσωτερικής µεµβράνης βρίσκονται τοποθετηµένες 

µε το αµινοτελικό τους τµήµα να εκτείνεται προς το πυρηνόπλασµα. Σχεδόν όλες 

αυτές οι πρωτεΐνες συνδέονται είτε µε την πυρηνική λάµινα είτε µε την 

χρωµατίνη. Ένα άλλο κοινό χαρακτηριστικό τους είναι ότι περιέχουν στην άκρη 

τους µια υδρόφιλη περιοχή η οποία οδηγεί µη πυρηνικές πρωτεΐνες, στον 

πυρηνικό φάκελο. Τέσσερις από τις πέντε γνωστές πρωτεΐνες του πυρηνικού 

φακέλου περιέχουν στο µόριο τους δοµές coiled coil (Martin 1995, Politou and 

Georgatos unpublished data) και ίσως να σχηµατίζουν µέσω των συγκεκριµένων 

δοµών όµο- ή έτερο- ολιγοµερή. 
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Εικόνα 1 
Σχηµατική παράσταση του πυρηνικού φακέλου (Goldberg and Allen, 1994) 

CF    κυτταροπλασµατικά ινίδια                       RA   ακτινωτοί βραχίονες 

CR    κυτταροπλασµατικός δακτύλιος              RNP ριβονουκλεοπρωτεΐνες σε σύνδεση µε τη NEL                           

CS     περιοχή κεντρικής ακτίνας                      SR  δακτύλιος ακτίνας             

IMPs  διαµεµβρανικές πρωτεΐνες                      T  µεταφορέας  

INM  έσω πυρηνική µεµβράνη                          NR    πυρηνοπλασµατικός δακτύλιος                                                           

ISR    δακτύλιος εσωτερικής ακτίνας                ONM εξωτερική πυρηνική µεµβράνη                                                            

LS     περιοχή ακτίνας αυλού                             PC     περιφερικό κανάλι                                                               

NEL  πλέγµα πυρηνικού φακέλου                     PM     µεµβράνη πόρου                                                                                 
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Πρωτεΐνες της έσω πυρηνικής µεµβράνης   

 
Η πιο καλά χαρακτηρισµένη πρωτεΐνη της έσω πυρηνικής µεµβράνης 

είναι ο LBR. Αποτελείται από µια υδρόφιλη αµινοτελική περιοχή και από ένα 

υδρόφοβο καρβοξυτελικό τµήµα το οποίο περιέχει επτά πιθανά διαµεµβρανικά 

τµήµατα (Worman et al, 1988, 1990). Η αµινοτελική περιοχή του LBR βρίσκεται 

στο πυρηνόπλασµα, είναι εξαιρετικά βασική και περιέχει πολλαπλές επαναλήψεις 

σερίνης / αργινίνης (SR motifs). Οι επαναλήψεις αυτές παρέχουν τµήµατα 

κατάλληλα για αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης–πρωτεΐνης καθώς και στόχους 

φωσφορυλίωσης. 

Το γονίδιο του ανθρώπινου LBR εντοπίζεται στο χρωµόσωµα 1q42.1 και 

περιέχει 13 εξώνια. Τα πέντε πρώτα κωδικοποιούν την αµινοτελική περιοχή ενώ 

τα υπόλοιπα η καρβοξυτελική.  

Ο LBR αποτελεί µέρος ενός µεγάλου συµπλόκου (Simos and Georgatos, 

1992, 1994). Το σύµπλοκο του LBR περιλαµβάνει λαµίνες  τύπου Α και Β, µια 

κινάση (την κινάση του LBR), την p18 και την p32/p34.  

Μια άλλη πρωτεΐνη της έσω πυρηνικής µεµβράνης είναι ή LAP1. Είναι 

µια µεµβρανική πρωτεΐνη τύπου ΙΙ, η οποία αποτελείται από ένα 

πυρηνοπλασµατικό αµινοτελικό τµήµα και ένα καρβοξυτελικό κοµµάτι που 

εντοπίζεται στην περιπυρηνική αύλακα. Όπως ο LBR έτσι και η LAP1 φαίνεται 

ότι αποτελεί µέρος ενός µεγάλου συµπλόκου. Πειράµατα συν-

ανοσοκατακρήµνισης προτείνουν την ισχυρή σύνδεση του µε τις λαµίνες τύπου Β 

καθώς και µε εξαρτώµενες από το ασβέστιο κινάσες (Maison et al, 1997). Η 

σύνδεση της LAP1 µε την πυρηνική λάµινα διασπάται κατά την µιτωτική 
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φωσφορυλίωση (Foisner and Gerace, 1993). Οι τροποποιηµένες πρωτεΐνες 

απελευθερώνονται από την λάµινα και διασκορπίζονται σε µιτωτικά µεµβρανικά 

κυστίδια.  

Η LAP2 είναι µια πολυµορφική πρωτεΐνη η οποία απαντάται στον 

άνθρωπο σε τρεις ισοµορφές (α, β, γ) και στον ποντικό σε επτά (α, β, β΄, γ, ε, δ, 

ζ). Από αυτές τις ισοµορφές οι β, γ, δ και η ε αντιπροσωπεύουν µεµβρανικές 

πρωτεΐνες τύπου ΙΙ, οι οποίες αποτελούνται από ένα πυρηνοπλασµατικό 

αµινοτελικό άκρο, µια διαµεµβρανική περιοχή, και ένα καρβοξυτελικό άκρο 

εκτεινόµενο στον περιπυρηνικό χώρο. Οι LAP2α και ζ δεν διαθέτουν 

διαµεµβρανικό τµήµα. 

Η LAP2β φαίνεται να συµµετέχει στον σχηµατισµό συµπλόκων που 

περιέχουν τουλάχιστον τέσσερις άλλες πυρηνικές πρωτεΐνες. Η LAP2β 

αλληλεπιδρά µε τις λαµίνες τύπου Β όπως και η LAP1 (Foisner and Gerace 1993, 

Maison et al, 1997). Μετά από την µιτωτική φωσφορυλίωση η LAP2β 

απελευθερώνεται από την λάµινα και κατανέµεται στα µιτωτικά µεµβρανικά 

κυστίδια.  

Η emerin αποτελείται από µια πλούσια σε σερίνες πυρηνοπλασµατική περιοχή, 

ένα διαµεµβρανικό τµήµα και µια µικρή καρβοξυτελική περιοχή η οποία 

εκτείνεται στον περιπυρηνικό χώρο. Οι emerin, LBR, LAP2β και οι λαµίνες 

τύπου Β συν- ανοσοαποµονώνονται και είναι πιθανόν µέρος ενός µεγάλου 

συµπλόκου.   

Το νεώτερο µέλος των πρωτεϊνών της έσω πυρηνικής µεµβράνης είναι η 

ΜΑΝ1. Η πρωτεΐνη αυτή αποτελείται από δυο διαµεµβρανικές περιοχές, ένα 
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µεγάλο αµινοτελικό τµήµα και µια σχετικά µικρή καρβοξυτελική περιοχή η οποία 

εξέχει στο πυρηνόπλασµα (Lin et al, 2000). Αµινοξική ανάλυση της ακολουθίας 

της πρωτεΐνης έδειξε ότι η ΜΑΝ1 µοιράζεται ένα µοτίβο 40 υπολειµµάτων µε τις 

emerin και LAP2β. Το µοτίβο αυτό ονοµάζεται LEM module. 

 

 

Σύνδεση των πρωτεϊνών της έσω πυρηνικής µεµβράνης µε την 

χρωµατίνη 

Οι µοριακές αλληλεπιδράσεις µεταξύ των πρωτεϊνών της έσω πυρηνικής 

µεµβράνης και της χρωµατίνης (εικ.2) έχουν διπλή σηµασία. Πρώτον η πρόσδεση 

των πρωτεϊνών αυτών στην συµπυκνωµένη χρωµατίνη παρέχει την κινητήρια 

δύναµη για την ανασυγκρότηση του πυρηνικού φακέλου µετά την µίτωση 

(reviewed Georgatos and Theodoropoulos, 1999) και δεύτερον, η επαφή τους µε 

τον πυρηνικό φάκελο φαίνεται να προκαλεί αποσιώπηση της χρωµατίνης 

(Andrulis et al, 1998).  

Τρία πολυπεπτίδια πιστεύεται ότι διαµεσολαβούν για την σύνδεση του 

πυρηνικού φακέλου µε το δίκτυο της χρωµατίνης: η ετεροχρωµατινική πρωτεΐνη 

1 (ΗΡ1), η BAF (barrier–to autointegration  factor) και η ΗΑ95. Η ΗΡ1 φαίνεται 

να συµµετέχει στην ανασυγκρότηση του πυρηνικού φακέλου µετά το τέλος της 

µίτωσης, διευκολύνοντας την στρατολόγηση των πρωτεϊνών της έσω πυρηνικής 

µεµβράνης στην επιφάνεια των χρωµοσωµάτων. Πεπτίδια που περιέχουν το 

τµήµα πρόσδεσης στον πυρηνικό φάκελο της ΗΡ1β (Μ31), αναστέλλουν την 

στόχευση της LAP2β και των λαµινών τύπου Β γύρω από τα χρωµοσώµατα 
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συµπεριφερόµενα ως dominant negative mutants. Οι ΗΡ1 πρωτεΐνες 

αποχωρίζονται από τους πόλους των χρωµοσωµάτων (peri-chromosomal cap) 

κατά το χρονικό διάστηµα που οι πρωτεΐνες της έσω πυρηνικής µεµβράνης 

συσσωρεύονται στην περιοχή (Kourmouli et al, 2000). 

Η BAF είναι µια πρωτεΐνη που προσδένεται στην LAP2β και σχηµατίζει 

δωδεκαµερή µε το DNA (Zheng et al, 2000). Η αλληλεπίδραση αυτή µε το DNA 

υποδηλώνει ένα ρόλο στην οργάνωση των χρωµοσωµάτων και στην δυναµική 

τους. Τέλος η ΗΑ95 (HAP95 ή NAKA95) είναι µια πρωτεΐνη που πρόσφατα 

ανακαλύφθηκε και παρουσιάζει οµολογία µε την ΑΚΑ95 (nuclear A-kinase 

anchoring protein). Το µόριο της περιέχει δυο zinc finger motifs και συνδέεται 

τόσο µε την µεσοφασική χρωµατίνη όσο και µε τα µεταφασικά χρωµοσώµατα. Η 

ΗΑ95 συνδέεται µε τις λαµίνες τύπου Β και σχηµατίζει σύµπλοκο µε τον LBR, 

την LAP2β και την emerin (Martin et al, 2000).      
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Εικόνα 2 
 

Τοπολογία και οργάνωση των πρωτεϊνών της έσω-πυρηνικής µεµβράνης 

(Georgatos, 2001) 

Στο Α δίνονται τα δοµικά και τοπολογικά, χαρακτηριστικά των πρωτεϊνών της 

έσω πυρηνικής µεµβράνης. Με ακανόνιστες γραµµές συµβολίζονται τα υδρόφιλα 

άκρα των πρωτεϊνών τα οποία προεξέχουν στο πυρηνόπλασµα (αριστερά) ενώ οι 

διαµεµβρανικές περιοχές συµβολίζονται µε κυλίνδρους. Στο Β παρουσιάζεται ένα 

υποθετικό µοντέλο σχηµατισµού συµπλόκου από πρωτεΐνες της έσω πυρηνικής  

µεµβράνης. Το συσσωµάτωµα αποτελείται από ολιγοµερή (που συνδέονται µέσω 

coiled-coiled ή SR-SR αλληλεπιδράσεις) τροποποιητικά ένζυµα και συνδεόµενα 

µε την χρωµατίνη συστατικά.       
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Σκοπός της παρούσας µελέτης  

µενες εργασίες είχαν προτείνει την απευθείας αλληλεπίδραση 

της ετε

ρ l

ακτηρίσουµε συγκεκριµένες 

θέσεις 

α

 

 Προηγού

ροχρωµατινικής πρωτεΐνης 1 µε τον LBR (Ye and Worman, 1996). Η ιδέα 

µιας απευθείας σύνδεσης των δύο µορίων δεν συµβαδίζει µε το γεγονός ότι η 

ΗΡ1 εντοπίζεται σε εσωτερικά σηµεία του κυτταρικού πυρήνα και όχι  

περιφερειακά στην πε ιοχή του πυρηνικού φακέλου (Wreggett et a ., 1994; 

Hosley et al.,1996). Μία ιδέα που ίσως να εξηγεί αυτά τα αντικρουόµενα 

αποτελέσµατα,  προέρχεται από πειράµατα µικροενέσεων. Στα πειράµατα αυτά, 

όταν ανασυνδιασµένη ΗΡ1 ενίεται στο κυτταρόπλασµα κυττάρων συσσωρεύεται 

αρχικά στην περιοχή του πυρηνικού φακέλου και στην συνέχεια µετατοπίζεται σε 

πυρηνοπλασµατικές εστίες (Kourmouli et al., 2000). 

Στην παρούσα εργασία προσπαθήσαµε να χαρ

στον πυρηνικό φάκελο στις οποίες συνδέονται οι ΗΡ1 πρωτεΐνες. 

Βιοχηµικά δεδοµένα που παρουσιάζοντ ι εδώ δείχνουν ότι οι ισοµορφές της ΗΡ1 

σχηµατίζουν ισχυρό σύµπλοκο µε δύο ιστόνες (Η3/Η4) και τον LBR. Οι in vitro 

αυτές αλληλεπιδράσεις αναστέλλονται από την ακετυλίωση των ιστονών. Τα 

δεδοµένα µας είναι σε συµφωνία µε προηγούµενα in vivo αποτελέσµατα µας, και 

φανερώνουν ένα νέο µηχανισµό αγκυροβόλησης ετεροχρωµατινικών περιοχών 

στον πυρηνικό φάκελο.           
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Υλικά και µέθοδοι 

 

Παρασκευαστικές µέθοδοι  

 

 

�� Αποµόνωση πυρήνων από ερυθροκύτταρα γαλοπούλας 
 

Πηγή των πυρήνων ήταν 80-100ml αίµατος γαλοπούλας. Μετά τη λήψη του 

αίµατος, τα ερυθροκύτταρα πλένονταν 3 φορές µε  παγωµένο PBS 

φυγοκεντρούνταν  σε table top universal 16 R, στα 3800 rpm για 10 min στους 

4οC και µε τη µέθοδο αυτή αποµακρύνονταν µε αναρρόφηση τα λευκά 

αιµοσφαίρια που σχηµατίζουν ένα λεπτό στρώµα πάνω από το ίζηµα των 

ερυθροκυττάρων. Το ίζηµα αυτό επαναδιαλύεται σε 10 όγκους διαλύµατος λύσης 

(5mM Na3PO4, 2mM MgCl2, 1mM DTT, 1mM PMSF) και επωάζεται στον πάγο, 

για 10min µε ανάδευση. Τα λυµένα κύτταρα φυγοκεντρούνται σε Sorval (µε 

κεφαλή SS34) στις 10000 rpm, για 1 min στους 4οC. Μετά την αποµάκρυνση του 

υπερκειµένου, το ίζηµα των µεµβρανοσκελετικών δοµών των ερυθροκυττάρων 

αναδιαλύεται µε 10 όγκους διαλύµατος λύσης και υφίσταται sonication (cycle 1, 

amplitude 70, για 25sec). Φυγοκέντρηση των ερυθροκυττάρων σε Sorval (SS34, 

10000rpm, 10min, 4οC) οδηγεί στον σχηµατισµό ιζήµατος πυρήνων. Οι πυρήνες 

επαναδιαλύονται µε 5 όγκους διαλύµατος λύσης και εξαναγκάζονται να 

περάσουν 2 φορές από σύριγγα τις οποίας η βελόνα έχει καµφθεί. Οι πυρήνες 

φυγοκεντρούνται σε 3800g για 10 min στους 4οC (table top) και φυλάσσονταν 

στους –80οC.     
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�� Αποµόνωση πυρηνικών φακέλων από ερυθροκύτταρα 

γαλοπούλας  

 

Πυρήνες από ερυθροκύτταρα γαλοπούλας επωάζονται σε θερµοκρασία 

δωµατίου για 15min µε 0.1mg/ml Dnase I (250U) σε διάλυµα 10mM Na3PO4, 

2mM MgCl2, 10% sucrose, 1mM PMSF, 1mM DTT. Τα κοµµάτια της διαλυτής 

χρωµατίνης αποµακρύνονται µε φυγοκέντρηση σε Sorval (SS34, 10000rpm, 

10min, 4οC). Η πέψη αυτή επαναλαµβάνεται για άλλη µια φορά. Το ίζηµα των 

πυρηνικών φακέλων εκχυλίζεται µε διάλυµα υψηλού άλατος (2Μ ΚCl, 40mM 

Tris-HCl pH 8.0, 0.1mM EGTA pH 8.0, 2mM MgCl2, 1mM DTT, 1mM PMSF) 

και φυγοκεντρείται σε  Sorval (SS34, 10000rpm, 30min, 4οC). Μετά την 

αποµάκρυνση µεγάλου µέρους των ιστονών, το ίζηµα επαναδιαλυτοποιείται σε 

παγωµένο νερό και φυγοκεντρείται όπως αναφέρεται παραπάνω. Περαιτέρω 

εκχύλιση των πυρηνικών φακέλων µε διάλυµα 8Μ ουρίας (8Μ ουρία, 10mM 

Tris-HCl pH 8.0, 2mM EDTA pH 8.0, 1mM DTT, 1mM PMSF) οδηγεί στην 

αποµάκρυνση των λαµινών από τις µεµβράνες. Οι µεµβράνες αυτού του τύπου 

παραλαµβάνονται µετά από υπερφυγοκέντρηση του µείγµατος σε Beckman ( µε 

κεφαλή 70.1Ti, 40,000rpm, 1 ώρα, 18οC). 

 

 

�� Αποµόνωση πυρήνων από ηπατοκύτταρα αρουραίων 
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Οι πυρήνες από ηπατοκύτταρα αρουραίων γίνονται σύµφωνα µε µια 

τροποποιηµένη µέθοδο των Dweyer και Blobel (1976). 10 αρουραίοι 

θανατώνονται µε αιθέρα και αφαιρείται το ήπαρ τους. Αµέσως µετά την 

αφαίρεση τα συκώτια πλένονται µε PBS (137mM NaCl, 2.7mM KCl, 1.1mM 

K3PO4.3H2O, 6.21mM NaH2PO4.2H2O) και τοποθετούνται στεγνά σε πάγο. Στην 

συνέχεια µεταφέρονται σε γυάλινη πλάκα όπου τεµαχίζονται µε νυστέρι σε πολύ 

µικρά κοµµάτια. Μεταφέρονται σε ογκοµετρικό κύλινδρο όπου µετράµε τον όγκο 

τους και προσθέτουµε διπλάσιο όγκο ρυθµιστικού διαλύµατος  0.25 Μ steak  

(0.25Μ σουκρόζη, 12.5mM KCl, 50mM Tris-HCl pH 7.5, 5mM DTT και 0.3mM 

PMSF). Το µίγµα οµογενοποιείται 15 φορές στις 17000 rpm, σε οµογενοποιητή 

των 50ml. Το οµογενοποίηµα φιλτράρεται για να αποµακρυνθούν κοµµατάκια 

ιστού που δεν έχουν οµογενοποιηθεί καλά, και φυγοκεντρείται για 15 min στις 

2500rpm, σε σωλήνες corex και σε φυγόκεντρο Sorval.  Το υπερκείµενο της 

φυγοκέντρησης αποτελεί πηγή µεµβρανών του ενδοπλασµατικού δικτύου ενώ το 

ίζηµα περιέχει τους πυρήνες. Τα ιζήµατα συγκεντρώνονται όλα µαζί και 

συµπληρώνονται µε το παραπάνω ρυθµιστικό  διάλυµα (0.25 steak) µέχρι τον 

όγκο των 70 ml. Στην συνέχεια το εναιώρηµα οµογενοποιείται ξανά για 5 φορές 

στις 17000 rpm και αναµιγνύεται µε δύο όγκους από το 2.3 steak (2.3Μ 

σουκρόζη, 12.5mM KCl, 50mM Tris-HCl pH 7.5, 5mM DTT και 0.3mM PMSF). 

Το µείγµα τοποθετείται σε διαφανείς σωλήνες SW28 πάνω από ένα στρώµα 5ml 

του δεύτερου διαλύµατος (2.3 steak) και φυγοκεντρείται για µία ώρα  στις 

20000rpm, σε κεφαλή SW28, στους 4οC και σε φυγόκεντρο Beckman. Το ίζηµα 

επαναδιαλύεται σε 0,25 steak και φυγοκεντρείται για 10 min στις 10000rpm και 
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στους 4οC σε eppendorf. Το ίζηµα που προκύπτει αποτελεί τους καθαρούς 

πυρήνες. 

Κατά την παρασκευή των πυρήνων από ηπατοκύτταρα αρουραίου, όλες οι 

εργασίες πραγµατοποιούνται στους 4οC.  

 

 

�� Παρασκευή πυρηνικών φακέλων από ηπατοκύτταρα 

αρουραίου 

 

Πυρήνες από 10 συκώτια αρουραίου, διαλύονται σε 5ml διαλύµατος Α 

(0.1mM MgCl2, 1mM DTT, 0.5mM PMSF) και σε αυτό προσθέτονται 15ml 

διαλύµατος Β (10% σουκρόζη, 20mm Tris-HCl pH8.5, 0.1mM MgCl2, 1mM DTT 

και 0.5mM PMSF). Ταυτόχρονα ετοιµάζεται διάλυµα DNaseI 2 mg/ml σε PBS 

που περιέχει 1mM PMSF. 500µl από το διάλυµα αυτό προστίθενται στα 20 ml 

στα οποία έχουν αναδιαλυθεί οι πυρήνες και το µείγµα επωάζεται για 15min σε 

θερµοκρασία δωµατίου µε συνεχή ανάδευση. Στην συνέχεια, το µείγµα 

φυγοκεντρείται για 15min, στις 10000rpm, σε κεφαλή SS34, στους  4οC και σε 

φυγόκεντρο Sorval. Η πέψη µε DΝase I επαναλαµβάνεται µε τη διαφορά ότι το 

pH των δύο τελευταίων διαλυµάτων είναι 7.5. Το ίζηµα της δεύτερης 

φυγοκέντρησης διαλύεται σε ισοτονικό διάλυµα (20mM Tris pH7.5, 150mM 

NaCl, 1mM MgCl2, 1mM DTT, 1mM PMSF), φυγοκεντρείται σε eppendorf, 

στους 4οC και το ίζηµα φυλάσσεται στους –80οC. 
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�� Αποµόνωση χιµαιρικών πρωτεϊνών από βακτήρια  

 

Για την αποµόνωση των χιµαιρικών πρωτεϊνών χρησιµοποιήθηκε το 

στέλεχος BL21(DE3) των βακτηρίων  Ε.coli. Οι πρωτεΐνες που 

χρησιµοποιήθηκαν είχαν συντηχθεί είτε µε GST είτε µε 6 ιστιδίνες (His6). Αρχικά 

50ml καλλιέργειας επωάζονται στους 37οC για 14 ώρες παρουσία αντιβιοτικού 

(Ampicillin). Την επόµενη µέρα, η καλλιέργεια αραιώνεται ως τα 500ml και 

αφήνεται να αναπτυχθεί µέχρι η οπτική πυκνότητα της να φτάσει το 0.8 (στα 

600nm). Η επαγωγή της έκφρασης των πρωτεϊνών πραγµατοποιείται είτε µε τη 

χρήση 100mM IPTG (για τις GST χιµαιρικές πρωτεΐνες) είτε µε 1mM IPTG (για 

τις His χιµαιρικές πρωτεΐνες) για 3 ώρες στους 30οC.  

 Τα βακτήρια που εκφράζουν χιµαιρικές GST πρωτεΐνες λύνονται σε 5ml 

διαλύµατος MTPBS (PBS, 1.2mM PMSF, 0.1mM µερκαπτοαιθανόλη µε τη 

χρήση υπέρηχων (3X10sec). Στο εναιώρηµα  προστίθεται 1% Triton X-100 και 

ακολουθεί φυγοκέντρηση (σε sorval) στα 10000rpm για 10 min στους 4οC. Στη 

συνέχεια το υπερκείµενο επωάζεται µε glutathion–beads για µισή ώρα στην ίδια 

θερµοκρασία. Μετά την αποµάκρυνση του υπερκείµενου, τα σφαιρίδια πλένονται 

3 φορές µε 30ml MTPBS (1X PBS, 10% Triton X-100, 1mM PMSF, 0,1mM ME) 

και η πρωτεΐνη αποµονώνεται µε τη χρήση διαλύµατος  ανηγµένης  

γλουταθειώνης (50mM Tris-Hcl pH 8.0, 9mg GH) . 

Τα βακτήρια που εκφράζουν χιµαιρικές ιστιδίνο-πρωτεΐνες 

διαλυτοποιούνται σε 4ml διάλυµα λύσης Α (50mM NaCl, 10% glycerol, 25mM 

Tris-HCl pH 7.3, 0.1mM EGTA, 1mM PMSF, 10mM µερκαπτοαιθανόλη) και 
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επωάζονται για 1h στους 4οC. Η λύση πραγµατοποιείται σε τη χρήση υπερήχων 

(6Χ10 sec). Στο εναιώρηµα προστίθεται 1% Triton X-100, 2mM MgCl2, 20µg/ml 

DΝase I. Ακολουθεί επώαση για 15 min στους 4οC και φυγοκεντρείται για 15min 

στα 10000rpm (σε φυγόκεντρο sorval). Το υπερκείµενο συλλέγεται, αραιώνεται 

1:1 µε διάλυµα λύσης Β (50mM NaCl, 25mM Tris-Hcl pH 7.3, 10% 

glycerol,1mM PMSF), προστίθενται 5mM ιµιδαζόλης και ακολουθεί επώαση µε 

Ni-beads, για 1h στους 4οC. Μετά την αποµάκρυνση του υπερκειµένου, τα beads 

πλένονται 3Χ30ml µε διάλυµα πλύσης (50mM NaCl, 25mM Tris-Hcl pH 7.3, 

10% glycerol, 20mM Imidazole,1mM PMSF) και η πρωτεΐνη εκλούεται µε 

διάλυµα 250mM Imidazole.  

 

�� Μεταβολική σήµανση πρωτεϊνών 

 

Για την µεταβολική σήµανση των πρωτεϊνών, τα βακτήρια 

καλλιεργούνται σε θρεπτικό χωρίς µεθειονίνη (Μ9) µέχρι η οπτική τους 

πυκνότητα να φτάσει το 0,9. Στη συνέχεια προστίθεται 0.1mM IPTG και 35S-

µεθειονίνη (200-300µCi) και έπεται επώαση για 3 h στους 37οC. Η διαδικασία 

που ακολουθείται για την αποµόνωση της πρωτεΐνης είναι όµοια µε αυτή που 

περιγράφηκε παραπάνω.      
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Βιοχηµικές µέθοδοι 

 

�� Μέτρηση συγκέντρωσης πρωτεϊνών 

 

Για τον προσδιορισµό της συγκέντρωσης των πρωτεϊνών 

χρησιµοποιήθηκε η χρωµατοµετρική µέθοδος Bradford. Η µέθοδος αυτή 

στηρίζεται στο σχηµατισµό συµπλόκου µεταξύ των πρωτεϊνικών µορίων και 

µορίων Coomasie Blue που απορροφούν σε µήκος κύµατος 595nm. Η καµπύλη 

αναφοράς που χρησιµοποιείται κατασκευάζεται µε µέτρηση της απορρόφησης 

συγκεκριµένων συγκεντρώσεων BSA. 

 

 

�� Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών 

 

Οι πρωτεΐνες αναλύονται σε πηκτές ακρυλαµιδίου. Για τις ανάγκες της 

συγκεκριµένης εργασίας χρησιµοποιήθηκαν πηκτές ακρυλαµιδίου 12.5% και 

13%. Το διάλυµα µέσα στο οποίο διαλύονται οι πρωτεΐνες πριν από την 

ηλεκτροφόρηση αποτελείται από 250mM Tris base, 9.2% SDS, 40% Glycerol, 

0.2% Bromophenol blue και 100mM DTT. Τα δείγµατα θερµαίνονται για 5-

10min στους 95οC και η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιείται στα 45-50mA  για 3 

ώρες (µέγιστη ισχύ και τάση). 
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�� Χρώση πηκτών ακρυλαµιδίου 

 

Για την χρώση των πηκτών ακρυλαµιδίου χρησιµοποιήθηκε Coomasie Brilliant 

Blue. Μετά την ηλεκτροφόρηση η πηκτή βάφεται και ταυτόχρονα µονιµοποιείται 

µε διάλυµα 50% µεθανόλης, 12% οξικού οξέος, 0.1% Coomasie Brilliant Blue 

και 38% νερού για µια τουλάχιστον ώρα. Η αποµάκρυνση της χρωστικής 

πραγµατοποιείται µε τοποθέτηση της πηκτής ακρυλαµίδης σε διάλυµα 10% 

µεθανόλης και 10% οξικού οξέος, µε συνεχή ανάδευση. 

 

 

�� Ισοτονικά πλυµένοι πυρηνικοί φάκελοι 

Πυρηνικοί φάκελοι που έχουν κατεργαστεί µε DΝase I, εκχυλίζονται σε 

ισοτονικό διάλυµα (20mM Tris pH7.5, 150mM NaCl, 1mM MgCl2, 1mM DTT, 

1mM PMSF). Το εναιώρηµα φυγοκεντρείται για µισή ώρα σε eppendorf, στους 

4οC, στις 13.000 rpm.  

 

 

�� Εκχύλιση πυρήνων ή πυρηνικών φακέλων γαλοπούλας µε υψηλή 

συγκέντρωση άλατος και απορρυπαντικού 

 

Πυρηνικοί φάκελοι εκχυλίζονται µε διάλυµα 1M NaCl, 20mM Tris-HCl pH8.0, 

1% Triton X-100, 1mM MgCl2, 1mM PMSF, 1mM DTT και φυγοκεντρούνται σε 

κεφαλή TLS 55 (BECKMAN), για 30 min, στα 40.000rpm στους 4οC. Τα διαλυτά 

 28



συστατικά αραιώνονται µε νερό και 1% Triton X-100 ώστε η τελική 

συγκέντρωση άλατος να φτάσει τα 500mM. Μετά την αραίωση, τα δείγµατα  

φυγοκεντρούνται σε eppendorf (14.000rpm,30min, 4οC) και το υπερκείµενο 

χρησιµοποιείται σε πειράµατα  pull-down. 

  

  

�� ∆ιαπίδυση 

 

Η αποµάκρυνση της γλουταθειόνης από τις GST πρωτεΐνες ή της  ιµιδαζόλης από 

τις His χιµαιρικές πρωτεΐνες γίνεται µε τη µέθοδο της διαπίδυσης. Η πρωτεΐνη 

τοποθετείται σε ηµιπερατή µεµβράνη και αφήνεται να ισορροπήσει  σε 1L  assay 

buffer (150mM NaCl, 20mM Tris-HCl pH 7.4, 2mM MgCl2, 0.1mM EGTA, 10% 

sucrose, 1mΜ PMSF) για 14 h στους 4οC, υπό ανάδευση. 

 

 

�� Western blot 

 

Μετά το διαχωρισµό των πρωτεϊνών µε τη µέθοδο της ηλεκτροφόρησης, οι 

πρωτεΐνες µεταφέρονται από την πηκτή ακρυλαµίδης σε νιτροκυτταρίνη 

(Schleicher and Schuell, 0.45µΜ) σε δυναµικό 35V για 2.5-3.0 ώρες. Η µεταφορά 

γίνεται σε διάλυµα 25mM Tris base,192mM γλυκίνη, 0.1%SDS και 20% 

µεθανόλη. Στη συνέχεια η µεµβράνη πλένεται αρχικά µε ένα διάλυµα 20mM 

Tris-HCl pH 7.4, 155mM NaCl, 0.1% Tween ( washing buffer) για 10min και οι 
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ελεύθερες στη µεµβράνη θέσεις καλύπτονται µε επώαση σε διάλυµα 20mM Tris-

HCl pH 7.4, 155mM NaCl, 0.1% Tween και 1% fish skin gelatin (gelatin buffer) 

για τουλάχιστον 3 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου. Το πρωτογενές αντίσωµα 

αραιώνεται  σε  gelatin buffer και η µεµβράνη επωάζεται  για 3 ώρες σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Η περίσσεια του αντισώµατος αποµακρύνεται µε 

πλύσιµο της µεµβράνης 3 φορές επί 10min µε gelatin buffer. Το δευτερογενές 

αντίσωµα χρησιµοποιείται σε αραίωση 1/10000 (HRP) σε  gelatin buffer για µια 

ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου. Στην συνέχεια, τα φίλτρα πλένονται 3 φορές για 

10min µε gelatin buffer και 3 φορές για 10 min µε washing buffer. Η εµφάνιση 

των πρωτεϊνών πραγµατοποιείται µε τη χρήση KIT χηµειοφωταύγειας (ECL KIT 

Amhersam). 

 

 

�� Σύνδεση πρωτεϊνών στον πυρηνικό φάκελο. 

 

∆έκα µε 50µg πυρηνικών φακέλων επωάζονται µε αυξανόµενες 

ποσότητες GST ή His πρωτεϊνών, διαλυµένες σε assay buffer (150mM NaCl, 

20mM Tris-HCl pH 7.4, 2mM MgCl2, 0.1mM EGTA, 10% sucrose) και ο τελικός 

όγκος των αντιδράσεων ρυθµίζεται στα 100µl. Μετά από επώαση, 45min, υπό 

ανάδευση σε θερµοκρασία δωµατίου, τα δείγµατα φυγοκεντρούνται για 30min 

στα 12,000g στους 4οC και τα ιζήµατα πλένονται µε 300µl assay buffer. 

Ακολουθεί άλλη µια φυγοκέντρηση στα 12,000g για 15min στους 4οC. Τα 

υπερκείµενα αποµακρύνονται προσεκτικά και τα τοιχώµατα των eppendorf 
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σκουπίζονται. Τα τελικά ιζήµατα αντιπροσωπεύουν τα συνδεδεµένα µε τις 

µεµβράνες υλικά. Η διαλυτοποίησή τους γίνεται σε scintillation fluid. Η ανάλυση 

των αποτελεσµάτων γίνεται µε µέτρηση σε scintillation counter (35S methionine 

labeled M31- GST). Όλα τα  eppendorf που χρησιµοποιούνται είχαν επικαλυφθεί 

µε 1% βρασµένη και φιλτραρισµένη fish skin gelatin. 

 

 

�� Σύζευξη πρωτεϊνών µε σφαιρίδια σεφαρόζης  

 

Για τις ανάγκες τις σύζευξης χρησιµοποιήθηκαν 1mg M31N-His, M31L-His και 

GST. Οι πρωτεΐνες αυτές τοποθετήθηκαν για διαπίδυση σε διάλυµα 100mM 

Na3PO4 και 0.1mM EDTA  pH 8.0 για 14 ώρες στους 4οC. 

Η ενεργοποίηση της ρητίνης (που είχε προ-ενεργοποιηθεί µε BrCN) 

πραγµατοποιήθηκε σε διάλυµα χαµηλού pH. Σε µια ποσότητα σφαιριδίων 

προστέθηκε 1M HCl και το εναιώρηµα πλύθηκε για 15min µε το ίδιο διάλυµα σε 

γυάλινο φίλτρο Buhler.  

Για την σύζευξη των σφαιριδίων µε την πρωτεΐνη χρησιµοποιήθηκε διάλυµα 

100mM Na3PO4. Μετά την ανάµιξη του υποκαταστάτη µε το διάλυµα σύζευξης 

προσθέτονται τα ενεργοποιηµένα σφαιρίδια σεφαρόζης και το εναιώρηµα 

επωάζεται υπό ανάδευση για µια ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου ή για 14 ώρες 

στους 4οC. Μετά το τέλος της επώασης τα σφαιρίδια πλένονται µε το διάλυµα 

σύζευξης (πέντε φορές τον όγκο των σφαιριδίων). Οι ενεργές οµάδες που 

παραµένουν εξουδετερώνονται µε επώαση των σφαιριδίων µε διάλυµα 0.1M Tris-
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HCl pH 8.0 για δύο ώρες. Στην συνέχεια τα σφαιρίδια εκθέτονται εναλλάξ, για 

τρεις τουλάχιστον φορές, σε διάλυµα χαµηλού και υψηλού pH (0.1Μ acetate 

buffer pH 4.0, 0.5M NaCl και 0.1M Tris-HCl pH 8.0, 0.5M NaCl). Με το 

τελευταίο στάδιο επιτυγχάνεται η αποµάκρυνση ιονικά συνδεόµενων, µορίων του 

υποκαταστάτη µε τα σφαιρίδια. Ακολούθως τα σφαιρίδια χρησιµοποιούνται σε 

πειράµατα pull-down.            

 

�� Pull-down µε σφαιρίδια σεφαρόζης 

 

200µl σφαιριδίων στα οποία έχουν προηγουµένως συζευχθεί οι M31N, M31L ή 

GST επωάζονται µε 1% ζελατίνη (φιλτραρισµένη και βρασµένη) σε PBS, για µια 

ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου και σε συνεχή ανάδευση. Μετά την 

αδρανοποίησή τους, τα σφαιρίδια επωάζονται µε 20µg ιστονών Η3 ή Η4 για µία 

ώρα υπό ανάδευση σε διάλυµα υψηλού άλατος και 1% Triton X-100. Στην 

συνέχεια τα σφαιρίδια πλένονται επτά φορές µε το παραπάνω διάλυµα και στο 

τέλος προστίθεται Laemmli buffer και χρησιµοποιούνται σε ηλεκτροφόρηση. 

 

      

�� GST pull-down 

 

15-30µg GST χιµαιρικών πρωτεϊνών (mHP1α, Μ31, Μ32, LBR, GST) 

επωάζονται σε διάλυµα 500mM NaCl, 1% Triton X-100, 10 mM Tris-HCl pH8.0, 

0.5 mM MgCl2, 0,1 mM EGTA pH 8.0 (500 mM extraction buffer), µε 15 µg 
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ιστονών, για 1 ώρα, υπό ανάδευση, σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια 15-

30µg GST σφαιριδίων προσθέτονται σε κάθε δείγµα και επωάζονται για 1 ώρα σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Μετά το τέλος της επώασης τα δείγµατα πλένονται 5 

φορές µε 500 mM extraction buffer. Στα δείγµατα προστίθεται Laemmli buffer 

θερµαίνονται στους 95οC για 5 min και χρησιµοποιούνται για ηλεκτροφόρηση και 

western blot. 

 

 

�� Έλεγχος ανταγωνισµού της πρόσδεσης  των ιστονών Η3/Η4, µε τον 

LBR ή την Μ31  

 

15µg Μ31-GST ή Nt-LBR-GST δένονται αρχικά σε 20µl σφαιριδίων GST 

παρουσία assay buffer (150mM NaCl, 20mM Tris-HCl pH 7.4, 2mM MgCl2, 

0.1mM EGTA, 10% σουκρόζη). Ο τελικός όγκος ρυθµίζεται στα 100µl. Μετά το 

τέλος της επώασης τα σφαιρίδια πλένονται τρεις φορές µε το ίδιο διάλυµα. Στην 

συνέχεια τους προσθέτουµε 10µg Η3 και αυξανόµενες συγκεντρώσεις Η4 σε 

διάλυµα υψηλού άλατος (500mM NaCl, 1% Triton X-100, 20mM Tris-HCl pH 

8.0, 1mM MgCl2, 0.1mM EGTA pH 8.0) διατηρώντας τον όγκο στα 100µl. Η 

µέγιστη ποσότητα Η4 που προστίθεται στις παραπάνω αντιδράσεις είναι δέκα 

φορές µεγαλύτερη από αυτή της Η3 (100µg). Το εναιώρηµα επωάζεται για µια 

ώρα µε συνεχή ανάδευση σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετά την αποµάκρυνση του 

υπερκειµένου τα σφαιρίδια πλένονται πέντε φορές µε το διάλυµα υψηλού άλατος 

και προσθέτονται 30µl Laemmli buffer.  
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�� Έλεγχος σχηµατισµού συµπλόκου M31-ιστονών-LBR 

 

25µg Nt-LBR-GST επωάζονται µε 20µl σφαιριδίων GST, σε assay buffer 

(150mM NaCl, 20mM Tris-HCl pH 7.4, 2mM MgCl2, 0.1mM EGTA, 10% 

σουκρόζη και 1% Triton X-100) για 45 min, µε συνεχή ανάδευση, σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Ο τελικός όγκος της αντίδρασης ρυθµίζεται στα 100 µl. 

Στην συνέχεια τα σφαιρίδια πλένονται τρεις φορές µε assay buffer. Μετά το τέλος 

του τρίτου πλυσίµατος, προσθέτονται στα σφαιρίδια 15µg ιστόνης Η3 και ίση 

ποσότητα Η4 σε διάλυµα υψηλού άλατος (500mM NaCl, 1% Triton X-100, 

20mM Tris-HCl pH 8.0, 1mM MgCl2, 0.1mM EGTA pH 8.0 και 0.1mM DTT) 

διατηρώντας τον όγκο στα 100 µl. Το µείγµα επωάζεται για µισή ώρα, µε συνεχή 

ανάδευση σε θερµοκρασία δωµατίου. Αποµακρύνεται το υπερκείµενο και τα 

σφαιρίδια πλένονται µια φορά µε το διάλυµα υψηλού άλατος. Κατόπιν 

προσθέτονται 25µg M31-His και επωάζονται µε το παραπάνω διάλυµα για 45min, 

όπως προηγουµένως. Μετά το τέλος τις αντίδρασης τα GST σφαιρίδια πλένονται 

πέντε φορές µε το διάλυµα υψηλού άλατος και προσθέτονται σε αυτά 30µl 

Laemmli buffer.   

 

 

�� Έλεγχος ανταγωνισµού της πρόσδεσης των ιστονών Η3/Η4 στον LBR 

από την Μ31 
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25µg Nt-LBR-GST συνδέονται σε σφαιρίδια GST όπως προηγουµένως. Μετά το 

τέλος της επώασης πλένονται και προστίθενται 15µg Η3 και Η4. Στην συνέχεια 

επωάζονται σε διάλυµα υψηλού άλατος όπως παραπάνω και προστίθενται 

διαδοχικά αυξανόµενες ποσότητες M31-His. Η µέγιστη ποσότητα που 

προστέθηκε στην αντίδραση ήταν 100µg ανταγωνιστή. Η επώαση έγινε σε ψηλό 

αλάτι για 45min µε συνεχή ανάδευση σε θερµοκρασία δωµατίου.     

 

 

�� Έλεγχος της επίδρασης του DNA στο σχηµατισµό του συµπλόκου Μ31-

ιστονών- LBR 

 

Εκχύλισµα από πυρηνικούς φακέλους ερυθροκυττάρων γαλοπούλας, µε υψηλό 

αλάτι και Triton X-100, επωάζεται µε 100µg DΝase I για 20min µε συνεχή 

ανάδευση σε θερµοκρασία δωµατίου. Στην συνέχεια στο µείγµα προστίθενται 

25µg M31-GST ή GST και επωάζονται για µια ώρα υπό ανάδευση. Μετά το 

τέλος της επώασης ακολουθείται η διαδικασία του GST-pull-down. Τα 

αποτελέσµατα της µεθόδου ελέγχθηκαν µε western blot χρησιµοποιώντας 

αντίσωµα που αναγνωρίζει τον LBR. 

    

Ενζυµατικές µέθοδοι  

 

�� In vitro ακετυλίωση 

 

 35



15µg καθαρών ιστονών επωάζονται µε βακτηριακό εκχύλισµα CBP-GST 

παρουσία ή απουσία ακέτυλο-συνενζύµου Α (5mM) σε assay buffer (150mM 

NaCl, 20mM Tris-HCl pH 7.4, 2mM MgCl2, 0.1mM EGTA, 10% sucrose) για 

20min σε θερµοκρασία δωµατίου µε συνεχή ανάδευση. Στη συνέχεια ρυθµίζεται 

το αλάτι της αντίδρασης στα 500mM NaCl, προστίθεται 1% Triton X-100 και το 

µίγµα χρησιµοποιείται σε pull-down πειράµατα.  

 

    

Μοριακές µέθοδοι 

 

 

�� DNA Ηλεκτροφόρηση 

 

Για την ηλεκτροφόρηση του αποµονωµένου DNA χρησιµοποιήθηκε πηκτή 

αγαρόζης 1% σε διάλυµα ΤΑΕ (39.95mM Tris-base, 1mM EDTA pH 8.0, 

1.142ml acetic acid). Μετά την µερική ψύξη του διαλύµατος προστέθηκε 1Χ 

βρωµιούχο αιθίδιο (10.000X stock). Το DNA ηλεκτροφορήθηκε για 30 min, στα 

40V, σε διάλυµα 1Χ TAE. Η αποτύπωση του αποτελέσµατος έγινε µε έκθεση της 

πηκτής σε ακτίνες UV και φωτογράφηση µε κάµερα.  

 

�� Αποµόνωση DNA  µετά από pull-down  

Μετά το τέλος της διαδικασίας του pull-down (χρησιµοποιώντας εκχύλισµα από 

πυρήνες γαλοπούλας), προστίθενται στα στεγνά σφαιρίδια αγαρόζης, 100µl νερό 
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και αναδεύονται καλά (vortex). Στο εναιώρηµα προστίθεται ίσος όγκος 

εξισορροπηµένης φαινόλης pH 7.0, αναδεύεται καλά και φυγοκεντρείται για 

5min στην eppendorf, στις 12000 rpm, σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Αποµακρύνεται η υδατική φάση και προστίθεται σε αυτή ίσος όγκος φαινόλης-

χλωροφόρµιου. Αναδεύεται και φυγοκεντρείται όπως παραπάνω. Μετά την 

αποµάκρυνση της υδατικής φάσης προστίθεται σε αυτή διπλάσιος όγκος 

απόλυτης αιθανόλης. Το διάλυµα παραµένει για 30min στους –80οC µέχρι να 

κατακρηµνιστεί το DNA. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στην eppendorf, στις 12000 

rpm 5 min. Αποµακρύνεται το υπερκείµενο και στο ίζηµα προστίθεται 70% 

αιθανόλη, σε όγκο ίσο µε τον προηγούµενο. Μετά από φυγοκέντρηση (όµοια µε 

την προηγούµενη) το ίζηµα αφήνεται να στεγνώσει για 30min στην απαγωγό 

εστία. Στην συνέχεια το ίζηµα διαλύεται σε 10µl νερό. 3µl από κάθε δείγµα 

χρησιµοποιήθηκαν για την ηλεκτροφόρηση και σε αυτά προστέθηκε 1µl loading 

buffer.  

 

      

�� Αντισώµατα 

 

Το πολυκλωνικό αντίσωµα  anti-LBR, που χρησιµοποιήθηκε, έχει χαρακτηριστεί 

σε προηγούµενες µελέτες (Meier and Georgatos, 1994), ενώ το αντίσωµα που 

αναγνωρίζει την ιστόνη Η3 (Santa Cruz) χρησιµοποιήθηκε σε αραίωση 1/500 για 

western blot ανάλυση. Τέλος το αντίσωµα που αναγνωρίζει ειδικά την 

µεθυλιωµένη στη λυσίνη 9 ιστόνη Η3, παρασκευάστηκε µε ανοσοποίηση 

κουνελιών χρησιµοποιώντας ένα χηµικά τροποποιηµένο πεπτίδιο. Το αντίσωµα 
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αυτό δίνει σαφή εντόπιση στον ανοσοφθορισµό και αντιδρά αποκλειστικά µε τη 

µεθυλιωµένη Η3 σε πειράµατα Elisa. Σε πειράµατα ανοσοφθορισµού και western 

blot χρησιµοποιήθηκε σε αραίωση 1/500. Σε όλα τα western blot πειράµατα τα 

δευτερογενή αντισώµατα χρησιµοποιήθηκαν σε αραίωση 1/10000 (HRP).  

 

�� πλασµίδια και άλλα υλικά 

  

Η Μ31 (full length), η καρβοξυτελικό κοµµάτι της Μ31 (Μ31C), καθώς και η 

Μ32 εκφράστηκαν ως χιµαιρικές µε GST πρωτεΐνες χρησιµοποιώντας pGEX1. Η 

GST-mHP1α κλωνοποιήθηκε σε pGEX-4T-1. Η Μ31(full length), καθώς και η 

Μ31NL εκφράστηκαν ως χιµαιρικές His πρωτεΐνες χρησιµοποιώντας pET-25b. 

Οι καθαρές ιστόνες που χρησιµοποιήθηκαν προέρχονται από την Roche. Η 

ανασυνδυασµένη CBP πρωτεΐνη είναι ευγενική προσφορά της Κας Νίκη 

Κρετσόβαλη. 
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Αποτελέσµατα 
 

 

�� Σύνδεση της HP1 µε τον  LBR µέσω των core ιστονών    

 

Προηγούµενες µελέτες (Kourmouli et al., 2000, 2001) έχουν δείξει ότι, 

και οι mHP1α, Μ31, και Μ32 συνδέονται ειδικά σε πυρηνικούς φακέλους που 

έχουν υποστεί εκχύλιση και περιέχουν κυρίως ενσωµατωµένες πρωτεΐνες και 

ισχυρά προσδεµένες ιστόνες (εικ.3a, ΝΕ). Βασιζόµενοι σε αυτό το δεδοµένο 

θεωρήσαµε ότι ο LBR, ένα από τα κύρια συστατικά της έσω πυρηνικής 

µεµβράνης, θα αποτελούσε υποψήφιο για την πρόσδεση της ΗΡ1 στον πυρηνικό 

φάκελο. Για να ελέγξουµε την υπόθεση µας, προχωρήσαµε σε ποσοτικές 

δοκιµασίες χρησιµοποιώντας ραδιενεργά σηµασµένη ή «κρύα», M31-GST 

(οµόλογη της mΗΡ1β). Οι πρωτεΐνες αυτές επωάστηκαν µε πυρηνικούς φακέλους 

παρουσία  Nt-LBR (το αµινοτελικό κοµµάτι του LBR που αποτελείται από 200 

αµινοξέα, είναι υδατοδιαλυτό και αντιπροσωπεύει ολόκληρη την 

πυρηνοπλασµατική περιοχή της πρωτεΐνης, βλέπε  εικόνα 3a στις γραµµές M31-

GST, Nt-LBR-GST). 

Όπως ήταν αναµενόµενο ο Nt-LBR-GST ανέστειλε την πρόσδεση της 

M31-GST στους πυρηνικούς φακέλους µε δοσο-εξαρτώµενο τρόπο. Στο ίδιο 

πείραµα φάνηκε ότι η M31NL-His, µια ανασυνδυασµένη  πρωτεΐνη που περιέχει 

την περιοχή σύνδεσης της Μ31 µε τους πυρηνικούς φακέλους προκαλεί το ίδιο 

φαινόµενο. Αντίθετα, προσθήκη της Μ31C-GST, του καρβοξυτελικού τµήµατος   
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Eικόνα 3 

H αµινοτελική περιοχή του LBR αναστέλλει την πρόσδεση της Μ31, στον 

πυρηνικό φάκελο, αν και οι δύο πρωτεΐνες δεν συνδέονται άµεσα 

(a) Ηλεκτροφορητικό προφίλ των υλικών που χρησιµοποιήθηκαν στα 

πειράµατα σύνδεσης. Το ΝΕ αντιστοιχεί σε παρασκευάσµατα πυρηνικών 

φακέλων. Το άσπρο βέλος δείχνει τη θέση του LBR. Η αιχµή του βέλους 

υποδηλώνει τη θέση της αµινοτελικής περιοχής του LBR (Nt-LBR-GST), ενώ το 

d.p. δείχνει τα χαρακτηριστικά πρωτεολυτικά προϊόντα της ανασυνδυασµένης 

πρωτεΐνης που παράγονται µετά από την έκφρασή της σε βακτήρια. Στο (b) 

φαίνεται η σχετική σύνδεση της 35S-M31-GST σε πυρηνικούς φακέλους 

παρουσία Nt-LBR-GST, M31-GST και M31-His όπως διαπιστώνεται από 

πειράµατα σύνδεσης. Στο (C) δίνονται πειράµατα ανάλογα µε το (b) 

χρησιµοποιώντας µη σηµασµένη M31-GST και western blot µε αντίσωµα που 

ανιχνεύει την Μ31. Το “ + Nt-LBR-GST ”: δείγµα στο οποίο έχει προστεθεί Nt-

LBR-GST σε συγκέντρωση 200µg/ml. Στο “n.a.”: δεν έχει προστεθεί Nt-LBR-

GST και αντιστοιχεί στο control Στο (d) παρουσιάζονται pull-down πειράµατα µε 

Nt-LBR-GST και M31-GST (Μ31), M31NL-His (M31NL) ή bovine serum 

albumin (BSA). Στην πηκτή ακρυλαµίδης φαίνονται τα υλικά που 

κατακρηµνίζονται µε τα σφαιρίδια γλουταθειώνης µετά από χρώση του µε 

Coomassie blue.         
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της M31 το οποίο δεν περιέχει το τµήµα της πρωτεΐνης που συνδέεται µε τους  

πυρηνικούς φακέλους, δεν µεταβάλλει τα επίπεδα πρόσδεσης της ακέραιης  

πρωτεΐνης.  Τα παραπάνω αποτελέσµατα παρουσιάζονται στην εικόνα 3b όπου 

δίνεται η σχετική σύνδεση της 35S-M31-GST στον πυρηνικό φάκελο παρουσία 

Nt-LBR-GST, M31NL-His ή M31C-CST. Στην εικόνα 3c παρουσιάζεται 

παρόµοιο πείραµα στο οποίο χρησιµοποιήθηκε µη σηµασµένη M31-GST και το 

προϊόν της αντίδρασης αναλύθηκε µε western blot και αντίσωµα που αναγνωρίζει 

την M31.             

Για να εξετάσουµε αν η σύνδεση της M31 στον πυρηνικό φάκελο 

πραγµατοποιείται µέσω του LBR εφαρµόστηκαν δοκιµασίες GST pull-down. Στα 

πειράµατα αυτά χρησιµοποιήθηκαν ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες  Nt-LBR-GST,  

M31-His και M31NL-His. Όπως φαίνεται και από την εικόνα 3d, σε καµµία 

περίπτωσή δεν µπορέσαµε να ανιχνεύσουµε την ύπαρξη της Μ31 στα ιζήµατα 

του Nt-LBR-GST. Το αρνητικό αποτέλεσµα δεν οφείλεται στην περιορισµένη 

ευαισθησία της µεθόδου, διότι επανάληψη του πειράµατος και χρήση western 

blot/ECL µε αντίσωµα που αναγνωρίζει την Μ31 επαλήθευσε το προηγούµενο 

αποτέλεσµα.  

Για να εξετάσουµε εάν κάποια τρίτη πρωτεΐνη (ή πρωτεΐνες) 

διαµεσολαβούν στην σύνδεση LBR-M31, πήραµε πυρήνες από ερυθροκύτταρα 

γαλοπούλας και τους εκχυλίσαµε µε υψηλό αλάτι και Τriton X-100. Μετά από 

την υπερφυγοκέντρηση, το εκχύλισµα, που περιείχε κυρίως  ιστόνες επωάστηκε 

µε M31-GST, M32-GST, mHP1α-GST ή GST και χρησιµοποιήθηκε σε 

πειράµατα GST pull-down. Τα προϊόντα αυτών των αντιδράσεων αναλύθηκαν µε  
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Εικόνα 4 

Οι τρεις ισοµορφές της ΗΡ1 συν-κατακρηµνίζονται µε τις ιστόνες από 

εκχυλίσµατα πυρήνων  

Εκχύλισµα πυρήνων µε υψηλό αλάτι και Triton επωάζεται µε τις mHP1α-

GST, M31-GST, M32-GST ή την GST (για control) και χρησιµοποιείται σε GST-

pull-down. Όπως φαίνεται και οι τρεις ισοµορφές της ΗΡ1 κατακρηµνίζουν τις 

ιστόνες. Με ΕΧ συµβολίζεται το εκχύλισµα που χρησιµοποιήθηκε για το 

πείραµα. Στην εικόνα φαίνεται ηλεκτροφόρηση σε πηκτή ακρυλαµιδίου. 
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ηλεκτροφόρηση και όπως φαίνεται στην εικόνα 4. Τόσο  η M31 όσο και οι άλλες 

δύο ισοµορφές της, συν-κατακρηµνίζονται µε τις ιστόνες Η2Α, Η2Β,Η3 και Η4. 

Η σύνδεση αυτή µπορεί να οφείλεται είτε σε σύνδεση της Μ31 µε κάθε µια από 

τις ιστόνες χωριστά είτε σε σύνδεση µε µία από αυτές και συγκατακρήµνιση των 

υπολοίπων λόγω ύπαρξης νουκλεοσωµάτων. Θέλοντας να ξεχωρίσουµε ποια από 

τις δύο υποθέσεις ισχύει επαναλάβαµε το παραπάνω GST pull-down και µετά το 

τέλος του πειράµατος αποµονώσαµε DNA τόσο από το κατακρηµνιζόµενο στα 

σφαιρίδια αγαρόζης υλικό, όσο και από ισοδύναµη, µε αυτή που 

χρησιµοποιήθηκε στο GST pull-down, ποσότητα εκχυλίσµατος. Ηλεκτροφόρηση  

των δειγµάτων σε 1% πηκτή αγαρόζης έδειξε την ύπαρξη DNA  σε όλα τα 

δείγµατα όπως φαίνεται από την εικόνα 5. Άρα, οι ιστόνες στην συγκεκριµένη 

περίπτωση κατακρηµνίζονται µε την µορφή νουκλεοσωµάτων  

Για να διερευνήσουµε περαιτέρω ποιες ιστόνες διαµεσολαβούν στην 

σύνδεση  της Μ31 µε τον LBR πήραµε πυρηνικούς φακέλους από ερυθροκύτταρα 

γαλοπούλας και τους εκχυλίσαµε µε υψηλό αλάτι και triton X-100. Τα διαλυτά 

συστατικά επωάστηκαν µε M31-GST, Μ32-GST, mHP1α, ή GST και 

αναλύθηκαν µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή ακρυλαµιδίου. Τα πειράµατα αυτά 

έδειξαν ότι η Μ31 (και οι άλλες δύο ισοµορφές της) κατακρηµνίζεται ειδικά µε 

τις ιστόνες Η3 και Η4, όπως φαίνεται στην εικόνα 6a. Ανάλυση του ίδιου 

πειράµατος µε western blot/ECL και αντίσωµα που αναγνωρίζει τον  LBR  έδείξε 

ότι, παρουσία των ιστονών Η3 και Η4, ο LBR καθιζάνει µαζί µε την  M31-GST. 

Το πείραµα αυτό φαίνεται στην εικόνα 6b. Η ανίχνευση του LBR µε χρώση 

Coomasie blue, ήταν αδύνατη λόγω της σχετικά µικρής ποσότητας που υπήρχε  
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Εικόνα 5 
 

Η ΗΡ1 συν-κατακρηµνίζει DNA από εκχύλισµα πυρήνων µε υψηλό αλάτι και 

Triton 

Στην εικόνα φαίνεται DNA που αποµονώθηκε µετά από GST-pull-down µε τις 

mHP1α-GST, M31-GST, M32-GST ή GST και εκχύλισµα πυρήνων µε υψηλό 

αλάτι και Trion. Με extr αναφέρεται το εκχύλισµα που χρησιµοποιήθηκε στις 

παραπάνω αντιδράσεις. 
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στο ίζηµα µε την M31-GST. Όπως παρατηρείται τόσο ο LBR όσο και οι ιστόνες 

Η3 και Η4 δεν συνδέονται µε το GST control. Στα παραπάνω πειράµατα η 

συµπεριφορά και των άλλων ισοµορφών της HP1 είναι ταυτόσηµη και για αυτό 

δεν παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα αυτά.  

Για να εξετάσουµε την πιθανότητα να οφείλεται ο σχηµατισµός του 

συµπλόκου στην σύνδεση µε DNA, εκχύλισµα από πυρηνικούς φακέλους 

γαλοπούλας επωάστηκε για 30min σε θερµοκρασία δωµατίου, υπό ανάδευση 

παρουσία 100µg DΝase I. Στο εκχύλισµα αυτό προσθέσαµε είτε M31-GST είτε 

GST. Μετά την επώαση το διάλυµα  χρησιµοποιήθηκε σε GST pull-down. Το 

πείραµα αναλύθηκε µε western blot/ECL και αντίσωµα που αναγνωρίζει τον 

LBR. Το σύµπλοκo LBR-H3-H4-M31 σχηµατίζεται κανονικά υποδηλώνοντας ότι 

το DNA δεν συµµετέχει σε αυτή τη διαδικασία.  

Για να αποδείξουµε πιο αυστηρά αυτή τη θέση, επαναλάβαµε τα 

πειράµατα σύνδεσης χρησιµοποιώντας, αποµονωµένες πρωτεΐνες. Οι  ιστόνες που 

χρησιµοποιήσαµε ήταν  από τη Roche. Κάθε µία από τις παρακάτω ιστόνες Η2Α, 

Η2Β, Η3, Η4 δοκιµάστηκαν είτε ξεχωριστά είτε σε συνδυασµό ως προς την 

ικανότητα σύνδεσής τους  µε την M31-GST και µε τον Nt-LBR-GST. Όλα τα 

GST-pull-down πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν σε υψηλό αλάτι και Τriton X-

100. Στην εικόνα 7a φαίνεται ότι το αµινοτελικό άκρο του LBR συνδέεται κατά 

προτίµηση µε τις ιστόνες Η3 και Η4 ενώ το GST control δεν συνδέεται µε καµία 

ιστόνη. Επίσης, η  M31-GST συνδέεται µόνο µε τις H3 και Η4 είτε αυτές 

βρίσκονται σε συνδυασµό είτε ξεχωριστά (εικ.7b). Η πρόσδεση του Nt-LBR-GST 

και της M31-GST στις ιστόνες Η3/Η4 είναι περίπου στοιχειοµετρική 
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Εικόνα 6 

 

Η M31-GST συν-

κατακρηµνίζεται από 

εκχυλίσµατα πυρηνικών 

φακέλων µε τον LBR και τις 

ιστόνες Η3/Η4  

Πυρηνικοί φάκελοί 

εκχυλίστηκαν  µε 1Μ NaCl και 

1% Triton, όπως αναφέρεται 

στα υλικά και µέθοδοι. Το  

αλάτι ρυθµίζεται στα 500mM, 

στο διαλυτό κλάσµα και 

χρησιµοποιούνται σε 

πειράµατα pull-down µε M31-

GST ή GST. Στην εικόνα 

δίνεται το ηλεκτροφορητικό 

προφίλ των ακόλουθων 

δειγµάτων: (TX-P) τα 

υπολείµµατα των πυρηνικών 

φακέλων µετά από την εκχύλιση µε υψηλό αλάτι και απορρυπαντικό, (TX-S) εκχύλισµα 

µε αλάτι και Triton που αντιστοιχεί στο 1/20 του TX-P, (TX-S+M31) το 

κατακρηµνιζόµενο  µε την Μ31 υλικό, (TX-S+GST)  το κατακρηµνιζόµενο µε την CST  

υλικό. Στο a δίνεται χρώση της πηκτής µε Coomassie blue, ενώ στο b φαίνεται µέρος του 

blot µε αντίσωµα που αναγνωρίζει τον LBR.  
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Εικόνα 7 

Πρόσδεση των ιστονών Η3/Η4 στην Μ31και τον LBR. 

Στο (a) φαίνεται πείραµα pull-down στο οποίο χρησιµοποιήθηκε αποµονωµένες 

ιστόνες και Nt-LBR-GST ενώ στο (b) το ίδιο πείραµα µε Μ31-GST. Και στις δύο 

περιπτώσεις φαίνεται ηλεκτροφόρηση σε πηκτή ακρυλαµιδίου.   
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και µπορεί να συµβεί ακόµα και παρουσία 0.5-0.6Μ άλατος. Και στις δύο 

περιπτώσεις τα αποτελέσµατα αναλύθηκαν µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

ακρυλαµιδίου. 

 

 

�� Προσδιορισµός του σηµείου σύνδεσης των ιστονών Η3/Η4 στην 

Μ31 και στον LBR 

 

Για να προσδιορίσουµε το σηµείο σύνδεσης των ιστονών Η3 και Η4 κατά µήκος 

του µορίου της Μ31 και του LBR, προχωρήσαµε πειράµατα ανταγωνισµού 

(competition assays). Σε αυτά τα πειράµατα διατηρήσαµε σταθερή την ποσότητα 

της ιστόνης Η3 που επωάστηκε µε την M31-GST, τον  Nt-LBR-GST ή την GST 

παρουσία αυξανόµενων ποσοτήτων Η4. Η περίσσεια της Η4 στην αντίδραση δεν 

εκτόπισε την ιστόνη Η3 από την Μ31. Στην εικόνα 8 αποτυπώνεται το 

αποτέλεσµα του πειράµατος µε western blot/ECL και αντίσωµα που αναγνωρίζει 

την Η3. Αντίθετα αυξανόµενες ποσότητες  Η4 αποµακρύνουν την Η3 από τον 

LBR όπως φαίνεται στην εικόνα 8. Σύµφωνα µε τα παραπάνω οι δύο ιστόνες 

συνδέονται σε διαφορετικά σηµεία του µορίου της Μ31 αλλά  στο ίδιο σηµείο 

στο µόριο του LBR. 

Για να απαντήσουµε στο ερώτηµα πιο είναι το σηµείο πρόσδεσης των ιστονών 

στο µόριο της Μ31 χρησιµοποιήσαµε τµήµατα της πρωτεΐνης αυτής, που 

περιείχαν είτε το chromo domain (M31N-His) είτε την hinge (M31L-His) περιοχή 

της. Ως control χρησιµοποιήσαµε την GST. Οι πρωτεΐνες αυτές ενώθηκαν 

 49



οµοιοπολικά µε σφαιρίδια σεφαρόζης. Τα σφαιρίδια στην συνέχεια δοκιµάστηκαν 

ως προς την ικανότητα πρόσδεσης τους µε τις ιστόνες Η3 και Η4 σε διάλυµα 

υψηλού άλατος και Triton X-100. Μπορέσαµε να εντοπίσουµε το κοµµάτι της 

Μ31 στο οποίο συνδέεται η Η3, στο  chromo domain. Η παρατήρηση αύτη 

συµβαδίζει µε πρόσφατα δηµοσιευµένες παρατηρήσεις των Lachner et al., 2001, 

Bannister et al., 2001.Ο προσδιορισµός του σηµείου σύνδεσης της Η4 στην Μ31 

παρουσίασε ασαφή αποτελέσµατα. Αφού τόσο το αµινοτελικό άκρο της Μ31 

(περιέχει τα αµινοξέα 1-69) όσο και η ενδιάµεση περιοχή (περιέχει τα αµινοξέα 

70-114) εµφανίζουν παρόµοια συγγένεια  ως προς την Η4. Η εικόνα 9 

παρουσιάζει το ηλεκτροφορητικό προφίλ των παραπάνω πειραµάτων. Πιο 

λεπτοµερής ανάλυση απαιτείται, για τον χαρακτηρισµό του σηµείου σύνδεσης 

της Η4. Συστηµατική  προσέγγιση του προβλήµατος θα δείξει κατά πόσο 

διαφορετικά µέτα-µεταφραστικά τροποποιηµένες µορφές της Η4 συνδέονται µε 

διαφορετικά τµήµατα της Μ31. 
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Eικόνα 8 

 

Οι core ιστόνες συνδέονται στην ίδια περιοχή του LBR, αλλά σε 

διαφορετικές περιοχές του µορίου της Μ31 

Πείραµα ανταγωνισµού χρησιµοποιώντας M31-GST, GST ή Nt-LBR-GST, στο 

οποίο διατηρείται σταθερή η συγκέντρωση της ιστόνης Η3 ενώ αυξάνεται το 

ποσό της Η4. Η συν-κατακρήµνιση µε τις GST πρωτεΐνες ανιχνεύθηκε µε 

ECL/western blot, χρησιµοποιώντας αντίσωµα που αναγνωρίζει στην ιστόνη Η3. 
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Εικόνα 9 

Η πρόσδεση των ιστονών Η3 και Η4 στην Μ31  

Αρχικά, Μ31L-His, M31N-His ή GST συζεύχθηκαν  οµοιοπολικά σε σφαιρίδια. 

Στην συνέχεια τα σφαιρίδια αυτά επωάστηκαν αναλόγως είτε µε την ιστόνη Η3 

είτε µε την Η4. Με Μ31L συµβολίζεται το τµήµα της Μ31 ανάµεσα στο chromo 

domain και στο chromo shadow domain, ενώ µε Μ31Ν συµβολίζεται το 

αµινοτελικό άκρο της Μ31 (70 αµινοξέα, chromo domain). Όπως φαίνεται στην 

εικόνα η ιστόνη Η3 συνδέεται ειδικά στην Μ31Ν. Αντίθετα η ιστόνη Η4 

συνδέεται περίπου στο ίδιο ποσοστό τόσο µε την Μ31Ν όσο και µε την M31L.       
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�� Επανασυγκρότηση του συµπλόκου Μ31-ιστόνες-LBR µε 

ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες 

 

Για να διαπιστώσουµε αν οι core ιστόνες διαµεσολαβούν τον σχηµατισµό 

του συµπλόκου Μ31-LBR ή συνδέονται µε τις δύο πρωτεΐνες µε αµοιβαία 

αποκλειόµενο τρόπο, χρησιµοποιήσαµε σε GST-pull-down πειράµατα, 

αποµονωµένες από βακτήρια πρωτεΐνες (M31-His, Nt-LBR-GST) και καθαρές 

Η3, Η4. Αρχικά µίγµα καθαρών ιστονών Η3/Η4 επωάστηκαν µε Nt-LBR-GST. 

Στην συνέχεια προστέθηκαν αυξανόµενες ποσότητες M31-His. Όπως φαίνεται 

στην εικόνα 10, η M31-His συν-κατακρηµνίζεται µε τον Nt-LBR ενώ δεν 

αποµακρύνει της ιστόνες Η3/Η4 από το σύµπλοκο. Τα δεδοµένα αυτά 

επιβεβαιώνουν τα αποτελέσµατα της εικόνας 1d, τα οποία δείχνουν ότι η M31-

His δεν συνδέεται µε τον Nt-LBR απουσία ιστονών. Συνοψίζοντας τα παραπάνω 

αποτελέσµατα συµπεραίνουµε ότι ο LBR, η M31 και οι ιστόνες Η3/Η4 

σχηµατίζουν ένα σταθερό σύµπλοκο. 

 

 

�� Ρύθµιση της αλληλεπίδρασης των core ιστονών µε την 

HP1 και τον LBR από ακετυλίωση   

 

Σε προηγούµενες µελέτες είχαµε δείξει, χρησιµοποιώντας in vivo τεχνικές, 

ότι η σύνδεση της HP1 µε τον πυρηνικό φάκελο καταστρέφεται κάτω από 

συνθήκες υπέρ-ακετυλίωσης (προσθήκη TSA ή βουτυρικού νατρίου σε κύτταρα, 
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Kourmouli et al., 2000). Έχοντας υπόψη τα αποτελέσµατα αυτά, θελήσαµε να 

µελετήσουµε τον ρόλο της ακετυλίωσης των ιστονών, στον σχηµατισµό του 

συµπλόκου Μ31- Η3-Η4 -LBR. Η τροποποίηση των core ιστονών έγινε κάτω από 

ελεγχόµενες, in vitro συνθήκες, χρησιµοποιώντας ανασυνδιασµένη CBP (CREB 

binding protein). Οι ακετυλιωµένες ή µη ιστόνες επωάζονται µε M31-GST ή Nt-

LBR-GST και η σύνδεση τους εξετάζεται µε pull-down κάτω από τις 

συνηθισµένες συνθήκες. Το ηλεκτροφορητικό πρότυπο δίνεται  στην εικόνα 11. 

Όπως φαίνεται, οι ακετυλιωµένες ιστόνες Η3/Η4 δεν συνδέονται ούτε µε την 

Μ31 ούτε και µε τον LBR. Η αναστολή δεν παρατηρείται όταν απουσιάζει το 

ακέτυλο συνένζυµο Α από την αντίδραση, υποδηλώνοντας ένα πολύ ειδικό 

φαινόµενο. 
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Εικόνα 10 

Η Μ31 σχηµατίζει ένα τετραµερές σύµπλοκο µε τις Η3/Η4 και τον  LBR 

Ο Nt-LBR-GST ακινητοποιείται σε σφαιρίδια γλουταθειώνης. Στην 

συνέχεια αντιδρά διαδοχικά µε ένα σταθερό ποσό ιστονών Η3/Η4 και µε 

αυξανόµενες ποσότητες M31-His. Ο σχηµατισµός του τετραµερούς συµπλόκου 

πραγµατοποιήθηκε µε pull-down πειράµατα και ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

ακρυλαµιδίου.  
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Εικόνα 11 

 

Η αλληλεπίδραση των ιστονών µε την Μ31 ή τον LBR αναστέλλεται από την 

ακετυλίωση µέσω CBP 

Πειράµατα pull-down µε M31-GST και την ιστόνη Η3 (a), µε την M31-

GST και την ιστόνη Η4 (b) και Nt-LBR-GST µε µίγµα ιστονών στο (c). Οι 

ιστόνες ακετυλιώθηκαν in vitro από ανασυνδυασµένη CBP. Η GST 

χρησιµοποιήθηκε σε όλα τα πειράµατα σαν control. AcCoA αντιστοιχεί στο 

ακέτυλο-συνένζυµο Α. 
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�� Ρύθµιση της τροποποίησης των core ιστονών από µια ακετυλάση του 

πυρηνικού φακέλου 

 

Θέτοντας τις παραπάνω παρατηρήσεις σε φυσιολογικό πλαίσιο, αναρωτηθήκαµε 

αν υπάρχει, στον πυρηνικό φάκελο, µια ακετυλάση τύπου CBP που να τροποποιεί 

in situ τις core ιστόνες. Πειράµατα western blot µε αντίσωµα που αναγνωρίζει τη 

CBP έδειξαν ότι δεν υπάρχει τέτοιο ένζυµο, σε ισοτονικά πλυµένους πυρηνικούς 

φακέλους, όπως φαίνεται και στην εικόνα 12. Ίδιου τύπου µεµβράνες, από 

ερυθροκύτταρα γαλοπούλας, χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα σύνδεσης της M31 

µε τους πυρηνικούς φακέλους. Οι µεµβράνες αρχικά επωάστηκαν είτε µε 

ακέτυλο-συνένζυµο Α ή µε το διάλυµα της ακετυλίωσης, σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Στο µίγµα προστέθηκε ραδιενεργά σηµασµένη Μ31-GST ( 35SM31-

GST ) και µετρήθηκε το ποσοστό της πρωτεΐνης που συν-κατακρηµνίζεται µε τις 

µεµβράνες. Όπως φαίνεται στο ραβδόγραµµα της εικόνας 13a, παρουσία ακέτυλο 

συνενζύµου Α, το ποσό της Μ31 που συνδέεται στους φακέλους ελαττώνεται 

σηµαντικά.    

 Στην συνέχεια, ίδιου τύπου µεµβράνες από γαλοπούλα ή αρουραίο, οι 

οποίες περιέχουν ένα κλάσµα των core ιστονών, επωάστηκαν µε ραδιενεργό 

ακέτυλο-συνένζυµο Α ( 3HΑcCoA ) και αναλύθηκαν µε ηλεκτροφόρηση / 

αυτοραδιογραφία. Στην εικόνα 13b, φαίνεται ότι υπάρχει µια ακετυλάση στον 

πυρηνικό φάκελο τόσο των ερυθροκυττάρων γαλοπούλας όσο και των 

ηπατοκυττάρων αρουραίου. Η ακετυλάση αυτή ακετυλιώνει, στην περίπτωση των 
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πυρηνικών φακέλων γαλοπούλας, τις ιστόνες Η3, Η2Α, Η4, ενώ στην περίπτωση 

των πυρηνικών φακέλων αρουραίου, και την Η1. Η διαφορά στην ένταση της 

ακετυλίωσης στα δύο είδη πυρηνικών φακέλων οφείλεται σε διαφορετικό 

ποσοστό ιστονών και ενζύµου που περιέχεται στην ίδια ποσότητα µεµβρανών.  
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Εικόνα 12 
 

Ανίχνευση πρωτεϊνών τύπου CBP στο πυρηνικό φάκελο 

Ισοτονικά πλυµένοι πυρηνικοί φάκελοι χρησιµοποιήθηκαν σε western blot 

πειράµατα για την ανίχνευση ακετυλάσης τύπου CBP. Στο a, χρησιµοποιήθηκε 

αντίσωµα που αναγνωρίζει το αµινοτελικό άκρο της CBP (Santa Cruz), ενώ στο 

b, χρησιµοποιήθηκε αντίσωµα που αναγνωρίζει το καρβοξυτελικό άκρο της CBP 

από την ίδια εταιρία. Και στις δύο περιπτώσεις δεν αναγνωρίζεται, από τα 

αντισώµατα, η CBP στους πυρηνικούς φακέλους.     
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Εικόνα 13 

Μια συνδεόµενη µε τον πυρηνικό φάκελο ακετυλάση τροποποιεί τις core 

ιστόνες και αναστέλλει την σύνδεση της Μ31 

(a) Σχετική πρόσδεση της 35S-M31-GST στους πυρηνικούς φακέλους 

παρουσία και απουσία ακέτυλο-συνενζύµου Α. Η ικανότητα πρόσδεσης της Μ31 

στον πυρηνικό φάκελο ελαττώνεται περίπου στο µισό παρουσία ακέτυλο-

συνενζύµου  Α. Με τον τρόπο αυτό δίνεται η δυνατότητα στην ακετυλάση να 

δράσει. Στο (b) ισοτονικά πλυµένοι πυρηνικοί φάκελοι από ηπατοκύτταρα 

αρουραίου (rNE) ή από ερυθροκύτταρα γαλοπούλας (tNE) επωάζονται παρουσία 

ραδιενεργά σηµασµένου ακέτυλο-συνενζύµου Α(3H-AcCoA) και αναλύονται µε 

ηλεκτροφόρηση και αυτοραδιογραφία.    
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Συζήτηση  

 

Χρησιµοποιώντας in vitro προσεγγίσεις, βρήκαµε ότι η πρωτεΐνη της έσω 

πυρηνικής µεµβράνης LBR συνδέεται µε την ετεροχρωµατινική πρωτεΐνη 1 µέσω 

των ιστονών Η3/Η4. Τα δεδοµένα αυτά διαφέρουν από τα δηµοσιευµένα 

αποτελέσµατα των Ye και Worman, οι οποίοι υποστηρίζουν την απευθείας 

σύνδεση της ΗΡ1 µε τον LBR βασιζόµενοι σε πειράµατα two-hybrid και pull-

down µε in vitro µεταγραµµένες / µεταφρασµένες πρωτεΐνες (Ye and Worman., 

1996; Ye et al.,1997). Τα αποτελέσµατα του two-hybrid µπορούν να ερµηνευθούν 

µε έµµεσες αλληλεπιδράσεις που ενέχουν τις ενδογενείς ιστόνες του 

σακχαροµύκητα. Τα αντικρουόµενα όµως αποτελέσµατα που προέρχονται από 

βιοχηµικά πειράµατα δεν µπορούν να ερµηνευθούν εύκολα. Η µόνη δυνατή 

ερµηνεία είναι η ύπαρξη ηλεκτροστατικής, χαµηλής συγγένειας σύνδεση, 

ανάµεσα στο βασικό (pI=10) αµινοτελικό άκρο του LBR και κάποιας όξινης 

περιοχής στο µόριο της ΗΡ1. Τέτοιες ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις, οι 

οποίες µπορεί επίσης να ευθύνονται για την σύνδεση του αµινοτελικού άκρου του 

LBR  µε γυµνό DNA (Ye and Worman., 1996; Duband-Goulet and 

Courvalin,2000), είναι απίθανο να συµβαίνουν κάτω από περιοριστικές συνθήκες 

(όπως είναι η παρουσία 0.5Μ άλατος) και ως εκ τούτου µπορεί να µην έχουν 

φυσιολογική σηµασία. 

Το γεγονός ότι η αλληλεπίδραση των ιστονών µε την ΗΡ1 επηρεάζεται 

έντονα από µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις έρχεται σε συµφωνία µε τις 

πρόσφατες παρατηρήσεις των Lancher et al. (2001) και Bannister et al. (2001), οι 

 61



οποίοι έδειξαν ότι η ΗΡ1 συνδέεται ειδικά µε την µεθυλιωµένη ιστόνη Η3. 

Σύµφωνα µε τις παραπάνω εργασίες, σε αυτήν την περίπτωση σηµαντική είναι η 

µεθυλίωση στην λυσίνη 9. Εφόσον η συγκεκριµένη µεθυλίωση δεν µπορεί να 

πραγµατοποιηθεί όταν η λυσίνη 9 είναι ακετυλιωµένη (Rea et al., 2000), ίσως τα 

δυο διαφορετικά είδη τροποποιήσεων να σηµατοδοτούν ένα on/off µηχανισµό 

που επιτρέπει την ελεγχόµενη πρόσδεση της ΗΡ1 στο core particle. Είναι επίσης 

πιθανό, οι τροποποιήσεις στις ουρές των ιστονών να επηρεάζουν τις 

αλληλεπιδράσεις της ΗΡ1 µε το “histone fold” τµήµα των µορίων Η3 και Η4, 

όπως προτείνεται σε µια πρόσφατη δηµοσίευση των Nielsen et al. (2001). 

Συµφωνώντας εν µέρει µε τα αποτελέσµατα των Zhao et al. (2000) 

βρήκαµε ότι η ιστόνη Η4 (ανεξάρτητα από την Η3) συνδέεται τόσο µε τον LBR 

όσο και µε την ΗΡ1 κάτω από in vitro συνθήκες. Η σύνδεση της ΗΡ1 µε την Η4 

δεν παρατηρήθηκε από τους Lancher et al. (2001), οι οποίοι χρησιµοποίησαν στα 

πειράµατα τους, ένα συνθετικό πεπτίδιο που αντιστοιχεί στο αµινοτελικό άκρο 

της ιστόνης Η4. Η αλληλεπίδραση αυτή δεν εντοπίστηκε ούτε από τους Bannister 

et al. (2001), οι οποίοι χρησιµοποίησαν Η4, αγορασµένη από την ίδια µε εµάς 

εταιρία. Μια παράµετρος που ίσως είναι σηµαντική για αυτές τις ανακολουθίες 

είναι η τροποποιήσεις των core ιστονών. Ένα µη τροποποιηµένο συνθετικό 

πεπτίδιο που αντιπροσωπεύει την ουρά της Η4 παρουσιάζει φυσικές διαφορές 

από το µερικά τροποποιηµένο (π.χ. φωσφορυλιωµένο) µόριο της Η4 που 

απαντάται στο κυτταρικό περιβάλλον. Επιπλέον, οι εµπορικές παρασκευές της Η4 

ίσως να διαφέρουν ως προς την κατάσταση ακετυλίωσής τους, ανάλογα µε την 

πηγή και την µέθοδο αποµόνωσης. Ενδιαφέρον παρουσιάζει ότι από τα 6 
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εµπορικά παρασκευάσµατα της Η4 που χρησιµοποιήθηκαν για τις ανάγκες της 

εργασίας αυτής, 1 περιείχε µια αδρανή µορφή της πρωτεΐνης η οποία συνεχώς δεν 

συνδεόταν µε την ΗΡ1 κάτω από της καθορισµένες συνθήκες του πειράµατος. 

Εφόσον ο LBR και οι Η3/Η4 συν-καθιζάνουν µε την ΗΡ1-GST από 

εκχυλίσµατα πυρηνικών φακέλων είναι πιθανόν οι πρωτεΐνες αυτές να 

σχηµατίζουν ένα ειδικό σύµπλοκο. Το σύµπλοκο αυτό ίσως αντιπροσωπεύει 

κοµβικά σηµεία στα οποία έχει αγκυροβολήσει η ετεροχρωµατίνη που είναι 

εµπλουτισµένη πάνω στον πυρηνικό φάκελο. 

Λαµβάνοντες υπόψη τα παραπάνω είναι πιθανόν οι Η3/Η4 να 

συµπεριφέρονται σαν πολλαπλοί υποκαταστάτες (σχηµατίζοντας ίσως 

τετραµερή), διαµεσολαβώντας έτσι την σύνδεση των LBR-HP1, η οποία δεν 

πραγµατοποιείται απευθείας. Ένα υποθετικό µοντέλο δίνεται στην εικόνα 17. 

Εξαρτώµενο από την σταθερότητα του ολιγοµερούς, το σύµπλοκο LBR-ιστόνες-

ΗΡ1 µπορεί να απαντά ανάµεσα σε δύο διαφορετικές καταστάσεις: την πλήρως 

συγκροτηµένη (το ακέραιο ολιγοµερές ενώνει σταθερά το LBR µε την ΗΡ1) και 

την µερικώς αποδιοργανωµένη κατάσταση (διάσπαση του ολιγοµερούς των 

ιστονών και αποσύνδεση του LBR από την ΗΡ1).          
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Εικόνα 17 

Ένα πιθανό µοντέλο για το σύµπλοκο LBR-ιστόνες-Μ31 

Η σύνδεση των LBR και Μ31 απαιτεί την ύπαρξη Η3/Η4 ολιγοµερών 

(τετραµερών). Βασιζόµενοι στα βιοχηµικά αποτελέσµατα που παρουσιάζονται 

στην εργασία αυτή, προτείνουµε ότι οι Η3/Η4 συνδέονται στην ίδια περιοχή του 

LBR, αλλά αλληλεπιδρούν µε διαφορετικές περιοχές του µορίου στης ΗΡ1 (στο 

µοντέλο εµφανίζεται ως διµερές), µέσω των ουραίων περιοχών τους.      
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