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Β.Η ακετυλίωση του CIITA από τον pCAF αυξάνει τον πυρηνικό του εντοπισµό και τη µεταγραφική 
ενεργοποίηση των MHC τάξης ΙΙ γονιδίων 
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• Η ακετυλίωση του CIITA σαν ρυθµιστικός µηχανισµός για την υποκυτταρική του κατανοµή.  
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• Πολλαπλές περιοχές καθορίζουν την πυρηνοκυτταροπλασµατική κατανοµή της πρωτεϊνης CIITA. 
• Το CIITA αλληλεπιδρά µε τον εαυτό του. 
• Η αλληλεπίδραση του CIITA µε τον εαυτό του οδηγεί σε κυτταρική ανακατανοµή και λειτουργική 

συµπλήρωση. 
• Συζήτηση 

 
∆. Χαρακτηρισµός του ενισχυοσώµατος και των βηµάτων σχηµατισµού του µεταγραφοσώµατος 
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• Το CIITA ενισχύει τη φωσφορυλίωση της Ser5 της καρβοξυτελικής ουράς της RNA Πολυµεράσης ΙΙ. 
• Συζήτηση 

 
ΓΕΝΙΚΑ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 
 
∆ΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ 
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Περίληψη 
 Στα πλαίσια της παρούσας διδακτορικής διατριβής µελετήσαµε τους µηχανισµούς ρύθµισης των 

τάξης ΙΙ αντιγόνων του Κυρίου Συµπλόκου Ιστοσυµβατότητας. Τα τάξης ΙΙ αντιγόνα είναι διµερείς 

µεµβρανικές γλυκοπρωτεΐνες µε σκοπό την παρουσίαση αντιγόνων στα Τ-λεµφοκύτταρα. Η ρύθµιση της 

έκφρασής τους είναι αυστηρά ρυθµιζόµενη στο µεταγραφικό επίπεδο και η επαγωγή τους απαιτεί την 

ύπαρξη ενός ενισχυοσώµατος που δηµιουργείται σε συντηρηµένα στοιχεία (Η,Χ,Υ) του εγκύς υποκινητή 

καθώς και την έκφραση του παράγοντα CIITA, που είναι και ο κύριος µεταγραφικός ενεργοποιητής των 

τάξης ΙΙ γονιδίων. 

 Το CIITA µπορεί να ρυθµίζει θετικά την έκφραση των MHC τάξης ΙΙ γονιδίων αφού µε την 

καρβοξυτελική του περιοχή στρατολογείται στο τάξης ΙΙ ενισχυόσωµα και µε την αµινοτελική του περιοχή 

µπορεί να αλληλεπιδρά µε άλλους µεταγραφικούς συνενεργοποιητές και να επάγει τη µεταγραφή. 

∆είξαµε οτι οι µεταγραφικοί συνενεργοποιητές CBP, pCAF και GCN5 αλληλεπιδρούν µε την αµινοτελική 

περιοχή του CIITA τόσο in vitro όσο και in vivo και µπορούν να ρυθµίζουν θετικά την έκφραση των τάξης ΙΙ 

αντιγόνων.  

 Το CIITA όχι µόνο αλληλεπιδρά µε τους παραπάνω συνενεργοποιητές αλλά ακετυλιώνεται 

απ’αυτούς σε διακριτά αµινοξικά κατάλοιπα λυσινών που εδράζονται σε ένα αµινοτελικό σήµα πυρηνικού 

εντοπισµού. Η ακετυλίωση του CIITA έχει σαν αποτέλεσµα την αύξηση της πυρηνικής του εντόπισης και 

την ενδυνάµωσή του για µεταγραφική ενεργοποίηση. 

 Η υποκυτταρική κατανοµή του CIITA καθορίζεται επίσης και από  γεγονότα αλληλεπίδρασής του 

µε τον εαυτό του. Η αλληλεπίδραση του CIITA µε τον εαυτό του οδηγεί σε κυτταρική ανακατανοµή και 

λειτουργική συµπλήρωση.  

 Ο χαρακτηρισµός του τάξης ΙΙ ενισχυοσώµατος έγινε για πρώτη φορά στα πλαίσια αυτής της 

εργασίας χρησιµοποιώντας ανασυνδιασµένες πρωτεΐνες και όχι πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα και δείχθηκε η 

συνεργατικότητα στην πρόσδεση των συµπλόκων στον εγκύς υποκινητή καθώς και η εξειδίκευση στην 

πρόσδεση. ∆είξαµε οτι το in vitro ανασυστηµένο τάξης ΙΙ ενισχυόσωµα µπορεί να στρατολογεί ειδικά στον 

υποκινητή τόσο το CIITA όσο και άλλα µέρη της βασικής µεταγραφικής µηχανής. Χρησιµοποιώντας την 

τεχνική ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης δείξαµε την αλληλουχία στρατολόγησης των διαφόρων 

παραγόντων που απαιτούνται για την επαγωγή του τάξης ΙΙ DRA γονιδίου µετά την επαγωγή των 

κυττάρων από IFN-γ. Πολλή σηµαντικό αποτέλεσµα αποτελεί η απόδειξη οτι ένας συνενεργοποιητής 

όπως το CIITA µπορεί να ρυθµίζει την έναρξη και επιµήκυνση της µεταγραφής ρυθµίζοντας τα επίπεδα 

φωσφορυλίωσης συγκεκριµένων καταλοίπων σερίνης της  RNA Πολυµεράσης ΙΙ.  

 Το σύστηµα επαγωγής του γονιδίου DRA από IFN-γ είναι ένα επαγόµενο σύστηµα µεταγραφής 

που οµοιάζει µε την αλληλουχία των γεγονότων επαγωγής του γονιδίου της IFN-β µετά την προσθήκη ιού, 

στο ότι απαιτείται ένα ενισχυόσωµα, που στην περίπτωση των τάξης ΙΙ είναι προσχηµατισµένο ενώ στην 
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περίπτωση της IFN-β είναι επαγόµενο. Πληροφορίες που αφορούν τη µεταγραφική ρύθµιση των γονιδίων 

γενικότερα µπορεί να αντλήσει κανείς συγκρίνοντας τα δύο συστήµατα. Πιο σηµαντικό γεγονός κρίνεται 

όµως η προσπάθεια κατανόησης της µεταγραφής των τάξης ΙΙ γονιδίων και η προσπάθεια επαγωγής τους 

σε συµπαγείς όγκους όπου και η έκφραση ελλείπει.  
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SUMMARY 

 During my PhD studies I worked on the mechanisms regulating the expression of Major 

Histocompatibility Complex  class II genes. MHC class II antigens are dimeric membrane glycoproteins that 

recognize and present antigenic peptides to T-lymphocytes. Their expression is highly regulated in 

transcriptional level and their stimulation needs the existence of an enhanceosome, which is composed on 

highly conserved sequences (HXY) of the proximal promoter, as well as the expression of CIITA, which is the 

major transcriptional regulator of the MHC class II genes. 

 CIITA can positively regulate the expression of MHC class II genes upon its recruitment through its 

carboxy-terminal domain onto the class II enhanceosome and with its amino-terminal domain interacting with 

various other transcriptional coactivators. We showed that transcriptional coactivators such as CBP, pCAF and 

GCN5 interact physically with CIITA in vitro and in vivo and positively regulate the expression of class II 

antigens.  

 CIITA not only interacts with these coactivators but it is being acetylated in discrete lysine residues that 

reside in an amino-terminal nuclear localization signal. Acetylation of CIITA results in increased nuclear 

accumulation of the protein and enhancement of transcriptional initiation. 

  The subcellular localization of CIITA is also affected from its self-association. Self association of CIITA 

results in subcellular redistribution of the protein and its functional complementation.  

  It’s the first time, in the constraints of this study that the MHC class II enhanceosome was characterized 

using recombinant in vitro expressed proteins and not whole-cell extracts and it was shown the cooperative 

binding of all complexes onto the class II proximal promoter as well as the specificity in binding. We showed 

that the in vitro reconstituted enhanceosome can specifically recruit CIITA on the proximal promoter as well as 

other components of the basal transcription machinery. Using the technique of chromatin immunoprecipitation 

we showed the order of recruitment of all the factors needed for the induction of an MHC class II gene-DRA 

after the induction of cells with IFN-γ. It is an important result that a transcriptional transactivator such as 

CIITA can regulate the initiation and elongation of transcription regulating the levels of phosphorylation of 

specific serine residues of RNA polymerase II. 

 This induction of DRA from IFN-γ is an inducible system of transcription that resembles the order of 

recruitment and induction of IFN-β gene upon virus induction, in that they both need an enhanceosome, 

preassembled for class II or inducible in IFN-β. Someone can take information concerning transcriptional 

regulation of genes in general, from the comparison of the two systems. It is more important trying to 

understand the transcription of class II genes and induction of expression in solid tumors where they are not 

normally expressed. 
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Αντιγονοπαρουσίαση δια µέσω των τάξης ΙΙ µορίων του Κυρίου Συµπλόκου Ιστοσυµβατότητας 

(MHC). 

 Κατά τη διάρκεια της αντιγονοπαρουσίασης, µια πρωτεΐνη δεσµεύεται και υφίσταται επεξεργασία 

από κύτταρα αντιγονοπαρουσιαστές (Antigen Presenting Cells: APCs), και µετά αναγνωρίζεται από τα Τ 

λεµφοκύτταρα. Τα βασικά πρότυπα αναγνώρισης πρωτεΐνης εµπλέκουν τόσο τα CD4 όσο και τα CD8 Τ 

λεµφοκύτταρα. Και οι δύο Τ κυτταρικοί τύποι δεν αναγνωρίζουν πρωτεϊνικά αντιγόνα στη φυσική τους 

µορφή αλλά µόνο µετά την επεξεργασία τους από τα APCs. Ο ρόλος του κυττάρου αντιγονοπαρουσιαστή 

είναι η επεξεργασία της πρωτεΐνης σε αποδιαταγµένα κοµµάτια ή πεπτίδια που αλληλεπιδρούν µε τάξης Ι 

ή τάξης ΙΙ µόρια του κυρίου συµπλόκου ιστοσυµβατότητας (MHC). Το διαµοριακό σύµπλοκο πεπτιδίου-

MHC αντιπροσωπεύει τον αντιγονικό καθοριστή που αναγνωρίζεται από τον αβ Τ υποδοχέα των CD4 ή 

CD8 κυττάρων. Παρόλα αυτά υπάρχουν αξιοσηµείωτες διαφορές ανάµεσα στην αναγνώριση από τα CD4 ή 

τα CD8 Τ κύτταρα, στο οτι τα CD4 Τ κύτταρα αναγνωρίζουν τα πεπτίδια που είναι συνδεµένα µε τάξης ΙΙ 

MHC µόρια, ενώ τα CD8 Τ λεµφοκύτταρα αναγνωρίζουν πεπτίδια που είναι συνδεµένα µε τα τάξης Ι 

µόρια. Τα CD4 ή CD8 µόρια αλληλεπιδρούν είτε µε τα τάξης ΙΙ ή τάξης Ι µόρια, αντίστοιχα, επιτρέποντας 

την αλληλεπίδραση του υποδοχέα του Τ λεµφοκυττάρου µε το σύµπλοκο MHC-πεπτίδιο. 

 

Αντιγόνα του Κυρίου Συµπλόκου Ιστοσυµβατότητας 

Χαρακτηριστικά 

Το Κύριο Σύµπλοκο Ιστοσυµβατότητας (Major Histocompatibility Complex: MHC), εδράζεται στον 

κοντό αρµό του χρωµοσώµατος 6 (στον άνθρωπο), απαρτίζεται από 4 εκατοµµύρια βάσεις DNA, και 

συµπεριλαµβάνει πολλά γονίδια που κωδικοποιούν τα MHC µόρια (Εικόνα 1). Τα MHC µόρια αναφέρονται 

και ως ανθρώπινα λευκοκυτταρικά αντιγόνα (Human Leukocyte Antigens: HLA), επειδή τα αντισώµατα 

που τα αναγνωρίζουν αντιδρούν µε τα λευκοκύτταρα, αλλά όχι µε τα ερυθροκύτταρα. Αυτά τα µόρια είναι 

απαραίτητα για την αντιγονική παρουσίαση στα Τ λεµφοκύτταρα και χωρίζονται σε δύο κύριες 

κατηγορίες, τα µόρια τάξης Ι και ΙΙ. Αυτά τα µόρια είναι υψηλά πολυµορφικά, και σαν τέτοια, είναι ο κύριος 

λόγος για την απόρριψη µοσχεύµατος στις µεταµοσχεύσεις. Κάθε HLA µόριο αποτελείται από µια βαριά 

και µια ελαφριά αλυσίδα, που έρχονται µαζί για να σχηµατίσουν την αύλακα πρόσδεσης των αντιγονικών 

πεπτιδίων. Ενώ η υπερέκφραση των MHC µορίων σχετίζεται µε αυτοάνοσσα νοσήµατα, η µειωµένη 

έκφραση αυτών οδηγεί σε ανοσοανεπάρκεια. Σε κάθε περίπτωση πάντως το αποτέλεσµα µπορεί να 

προκαλέσει το θάνατο του ασθενή. 

Τα MHC τάξης Ι µόρια (HLA-A, B, C)(Εικόνα 2) προσδένονται σε ξένα αντιγονικά πεπτίδια στο 

κυτταρόπλασµα και τα παρουσιάζουν στα κυτταροτοξικά CD8+ Τ κύτταρα, τα οποία δρουν σκοτώνοντας το 

µολυσµένο κύτταρο. Εκφράζονται στα περισσότερα αιµοποιητικά πρόδροµα κύτταρα και τους απογόνους 

τους και µπορούν να επαχθούν στους περισσότερους κυτταρικούς τύπους από την Ιντερφερόνη-γ (IFN-γ). 
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Η ελαφριά αλυσίδα του τάξης Ι µορίου αναφέρεται ως β2-µικροσφαιρίνη (β2-m), και αντίθετα µε την τάξης 

Ι βαριά αλυσίδα και τις τάξης ΙΙ βαριά και ελαφριά αλυσίδα, εδράζεται στο χρωµόσωµα 15. Η αύλακα 

πρόσδεσης του τάξης Ι µορίου είναι κλειστή, εννοώντας οτι είναι συνδεµένη και στα δύο άκρα, 

περιορίζοντας το µέγεθος του πεπτιδίου που θα προσδεθεί, στα 8-10 αµινοξέα. Ο ελάχιστος και µέγιστος 

αριθµός των τάξης Ι αλληλίων που µπορεί να εκφράσει ένα άτοµο είναι 3(οµόζυγα) και 6, αντίστοιχα. 

 

 

ΕΙΚΟΝΑ 1 

  

 EIKONA 1: Αναλυτικός χάρτης του Κυρίου Συµπλόκου Ιστοσυµβατότητας στον άνθρωπο. Η
οργάνωση των τάξης Ι, τάξης ΙΙ και τάξης ΙΙΙ περιοχών του ανθρώπινου MHC υποδεικνύονται, µε σχετικές
γενετικές αποστάσεις που δίνονται σε χιλιάδες ζεύγη βάσεων (Kb). Τα γονίδια που υποδεικνύονται στην τάξης Ι
περιοχή (για παράδειγµα, Ε, F και G) είναι παρόµοια µε τάξης Ι γονίδια, που κωδικοποιούν τα τάξης ΙΒ µόρια.
Τα επιπλέον τάξης ΙΙ γονίδια είναι ψευδογονίδια. Τα γονίδια που υποδεικνύονται στην τάξης ΙΙ περιοχή
κωδικοποιούν τις πρωτεΐνες του συµπληρώµατος C4 (δύο γονίδια, που υποδεικνύονται σαν C4A και C4B), C2 και
τον παράγοντα Β (υποδεικνύεται σαν Bf) καθώς και γονίδια που κωδικοποιούν τις κυτοκίνες TNF-α και
λεµφοτοξίνη-α (LTA,LTB). Κοντά στα γονίδια C4 είναι το γονίδιο που κωδικοποιεί την 21-υδροξυλάση
(υποδεικνύεται σαν CYP 21B), ένα ένζυµο που ενέχεται στη σύνθεση των στεροειδών. Τα γονίδια που
εµφανίζονται γκρι και µε πλάγια γραφή είναι ψευδογονίδια. Τα γονίδια είναι χρωµατιστά, µε τα MHC τάξης Ι
γονίδια να δείχνονται σαν κόκκινα, εκτός από τα MIC γονίδια, τα οποία δείχνονται µπλε. Αυτά είναι
διαφορετικά από τα άλλα τάξης-Ι γονίδια και επιδέχονται διαφορετικό µεταγραφικό έλεγχο. Τα MHC τάξης ΙΙ
γονίδια υποδεικνύονται κίτρινα. Γονίδια στην περιοχή MHC που έχουν ανοσολογικές λειτουργίες αλλά δεν
σχετίζονται µε τα MHC τάξης Ι και τάξης ΙΙ γονίδια υποδεικνύονται σαν µωβ.

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Τα τάξης ΙΙ µόρια (HLA-DP, -DQ, -DR)(Εικόνα 2) εντοπίζονται κυρίως στα κύτταρα 

αντιγονοπαρουσιαστές (APC), που είναι τα Β κύτταρα, τα δενδριτικά κύτταρα και τα µακροφάγα, και 

µπορούν να επαχθούν από IFN-γ σε πολλούς άλλους κυτταρικούς τύπους (Basta et al., 1987; Collins et al., 

1984; Glimcher and Kara, 1992; Mach et al., 1996; Rohn et al., 1996; Ting and Baldwin, 1993). Αυτή η 
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τάξη µορίων δρα παρουσιάζοντας στα Τ λεµφοκύτταρα αντιγόνα που αποικοδοµούνται σε ενδοκυτταρικά 

κυστίδια. Το τάξης ΙΙ µόριο, ενωµένο µε το αντιγόνο, αναγνωρίζεται από τα CD4+ Τ κύτταρα βοηθούς. Ενώ 

η λειτουργία των CD8+ κυττάρων είναι να σκοτώνουν µολυσµένα κύτταρα, τα CD4+ κύτταρα λειτουργούν 

ενεργοποιώντας άλλα κύτταρα, όπως τα µακροφάγα (κυτταρική ανοσία) ή τα Β κύτταρα (χυµική ανοσία). 

Η βαριά και ελαφριά αλυσίδες των τάξης ΙΙ µορίων ονοµάζονται α και β αλυσίδες, αντίστοιχα. Είναι 

ενδιαφέρον οτι η α αλυσίδα του HLA-DR είναι πολυµορφική. Η τάξης ΙΙ αύλακα πρόσδεσης είναι ανοικτή, 

εννοώντας οτι δεν είναι προσδεµένα τα άκρα της, οπότε πεπτίδια 13-25 αµινοξέων µπορούν να 

προσδεθούν ικανοποιητικά. Ένα άτοµο µπορεί να εκφράζει από 3 (οµόζυγο), ή το πολύ 8 διαφορετικά 

τάξης ΙΙ αλλήλια.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Γονιδιακή οργάνωση του ποντικίσιου MHC συµπλόκου 

ΕΙΚΟΝΑ 2        Γονιδιακή οργάνωση του ανθρώπινου MHC συµπλόκου 

 

 

ΕΙΚΟΝΑ 2: Η γενετική οργάνωση του Κυρίου συµπλόκου ιστοσυµβατότητας (MHC)
στον άνθρωπο και το ποντίκι. Η οργάνωση των κυρίων MHC γονιδίων υποδεικνύεται τόσο
στους ανθρώπους (όπου το MHC ονοµάζεται HLA και είναι στο χρωµόσωµα 6) και στα ποντίκια (όπου
το MHC ονοµάζεται Η-2 και εδράζεται στο χρωµόσωµα 17). Η οργάνωση των MHC γονιδίων είναι
όµοια και στα δύο είδη. Υπάρχουν ξεχωριστά σύµπλοκα από MHC τάξης Ι γονίδια (υποδεικνύονται
κόκκινα) και MHC τάξης ΙΙ γονίδια (δείχνονται κίτρινα), παρότι στο ποντίκι ένα MHC τάξης Ι γονίδιο
(Η-2Κ) φαίνεται να έχει µετατοπισθεί σχετικά µε το ανθρώπινο MHC οπότε η τάξης Ι περιοχή στο
ποντίκι είναι χωρισµένη στα δύο. Και στα δύο είδη υπάρχουν τρία κύρια τάξης Ι γονίδια, τα οποία
ονοµάζονται HLA-A, -B και –C στον άνθρωπο, και Η2-Κ, -D και –L στο ποντίκι. Το γονίδιο για τη β2-
µικροσφαιρίνη, παρότι κωδικοποιεί µέρος του MHC τάξης Ι µορίου, εδράζεται σε άλλο χρωµόσωµα, το
χρωµόσωµα 15 στον άνθρωπο και το χρωµόσωµα 2 στο ποντίκι. Η τάξης ΙΙ περιοχή περιλαµβάνει τα
γονίδια για τις α και β αλυσίδες των αντιγονοπαρουσιαστικών MHC τάξης ΙΙ µορίων HLA-DR, -DP,
και –DQ (H-2Α και –Ε στο ποντίκι). Επιπλέον, τα γονίδια για τους πεπτιδικούς µεταφορείς TAP1:TAP2,
τα γονίδια LMP που κωδικοποιούν υποµονάδες του πρωτεασώµατος, τα γονίδια που κωδικοποιούν τις
αλυσίδες DMα και DMβ, τα γονίδια που κωδικοποιούν τις αλυσίδες α και β του µορίου DO (DNα και
DNβ, αντίστοιχα), και το γονίδιο για την ταπασίνη (ΤΑPBP) είναι επίσης στην MHC τάξης ΙΙ περιοχή.
Τα επονοµαζόµενα τάξης ΙΙΙ γονίδια κωδικοποιούν ποικίλες άλλες πρωτεϊνες µε λειτουργίες στην
ανοσία. 
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Επιπρόσθετα µε τα κλασσικά MHC τάξης ΙΙ γονίδια, τα HLA-DM και η Σταθερή αλυσίδα (Invariant 

chain) (Ii) παίζουν σηµαντικούς ρόλους στην τάξης ΙΙ απάντηση. Και οι δύο τάξεις MHC µορίων δοµούνται 

στο ενδοπλασµατικό δίκτυο, παρόλα αυτά παρουσιάζονται στη µεµβράνη µε διαφορετικούς τρόπους. Το 

τάξης Ι µόριο δεν µπορεί να φύγει από το ενδοπλασµατικό δίκτυο µέχρι ένα πεπτίδιο να προσδεθεί. Απ’την 

άλλη µεριά, το τάξης ΙΙ µόριο δεν φεύγει από το ενδοπλασµατικό δίκτυο µέχρις ότου η Ii καλύψει την 

αύλακα πρόσδεσης, αποτρέποντας στα τάξης ΙΙ µόρια να προσδέσουν τον λάθος τύπο πεπτιδίου. Στο 

ενδοπλασµατικό δίκτυο, η Ii προσδένεται στο MHC τάξης ΙΙ µόριο και παραµένει προσδεµένη µε αυτό 

µέχρι να γίνει το φόρτωµα πεπτιδίου στα ενδοσωµικά διαµερίσµατα. Εδώ η πλειονότητα της Ii 

αποικοδοµείται, αφήνοντας µόνο το πολυπεπτίδιο της Ii  που είναι προσδεµένο µε τάξης ΙΙ µόριο (CLIP). 

Αφού το πεπτίδιο φορτωθεί, το CLIP αποµακρύνεται από το HLA-DM (Bertolino and Rambourdin-Combe, 

1996). 

 H Σταθερή αλυσίδα Ii που εδράζεται στο χρωµόσωµα 5, επίσης γνωστή σαν CD74, ονοµάζεται 

σταθερή αλυσίδα-invariant chain επειδή είναι µια µη-πολυµορφική αλυσίδα µε πολύ µικρή ποικιλότητα 

ανάµεσα στα είδη. Παρόλα αυτά, υπάρχουν διαφορετικές ισοµορφές της Ii τόσο στον άνθρωπο αλλά και το 

ποντίκι. Εναλλακτικό κόψιµο του mRNA στο έβδοµο εξόνιο δηµιουργεί µια κύρια 33KDa ισοµορφή (31KDa 

στο ποντίκι) και µια µείζονα 41 KDa ισοµορφή (Strubin et al., 1986).  

 Άλλο ένα µη-κλασσικό τάξης ΙΙ µόριο, το HLA-DM, είναι απαραίτητο για τη σύνδεση του 

αντιγονικού πεπτιδίου πάνω στο τάξης ΙΙ µόριο και για τη µετέπειτα αποµάκρυνση του CLIP πεπτιδίου. 

Όταν το HLA-DM µόριο δεν µπορεί να αλληλεπιδράσει µε το HLA-DR, το αποτέλεσµα είναι η συσσώρευση 

των HLA-DR/CLIP συµπλόκων στην κυτταρική επιφάνεια (Fling et al., 1994; Riberdy et al., 1992). 

Απ΄τη στιγµή που το σύµπλοκο πεπτιδίου και MHC µορίου φτάσει στην κυτταρική επιφάνεια και 

αναγνωριστεί από τον υποδοχέα του κατάλληλου Τ λεµφοκυττάρου, µια σειρά από αντιδράσεις ξεκινούν. 

Το πρώτο βήµα είναι η ενεργοποίηση του Τ κυττάρου, παρόλα αυτά εκτός από την αναγνώριση του 

συµπλόκου πεπτιδίου και MHC µορίου από τον υποδοχέα του Τ λεµφοκυττάρου, πρέπει να γίνει µια 

αλληλεπίδραση από συνενεργοποιητικά µόρια τόσο από το Τ κύτταρο αλλά και το κύτταρο 

αντιγονοπαρουσιαστή. Εάν δεν γίνει αυτό, αντί να ενεργοποιηθεί, το Τ κύτταρο θα πεθάνει (Medema and 

Borst, 1999). Τα Β7-1 και Β7-2 είναι δύο βοηθητικά µόρια παρόντα στο κύτταρο αντιγονοπαρουσιαστή που 

αλληλεπιδρούν µε το CD28 στο Τ κύτταρο (Sperling and Bluestone, 1996; Van Gool et al., 1996). Αυτή η 

αλληλεπίδραση σηµατοδοτεί ένα µονοπάτι που περιλαµβάνει την απελευθέρωση µιας σειράς κυτοκινών 

που είναι στοιχεία κλειδιά της ανοσολογικής απάντησης. 
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Μεταγραφική ρύθµιση των MHC τάξης ΙΙ γονιδίων. 

Τα γονίδια που κωδικοποιούν τα MHC τάξης ΙΙ, τη Σταθερή αλυσίδα (Ii) και το HLA-DM 

ρυθµίζονται µε σύγχρονο και συνδυασµένο τρόπο από µια συντηρηµένη οµάδα µεταγραφικών 

παραγόντων. Η ταυτοποίηση και ο χαρακτηρισµός αυτών των µεταγραφικών παραγόντων κατά τα 

τελευταία χρόνια προσέδωσε πληροφορία για το πως αυτά τα σηµαντικά γονίδια και η διαδικασία της 

αντιγονοπαρουσίασης ρυθµίζονται. Η ρύθµιση των γονιδίων αντιγονικής επεξεργασίας περιλαµβάνει 

µηχανισµούς που ενέχουν την επιγενετική τροποποίηση του DNA και της χρωµατίνης, καθώς και την 

πυρηνική είσοδο µεταγραφικών παραγόντων. 

 Το µονοπάτι αντιγονικής επεξεργασίας και παρουσίασης µέσω τάξης ΙΙ µορίων παίζει ένα κεντρικό 

ρόλο στη ρύθµιση της ενεργοποίησης και εξειδίκευσης των απαντήσεων των CD4+ T κυττάρων, τα οποία 

µε τη σειρά τους ρυθµίζουν πολλά στοιχεία της επίκτητης ανοσολογικής απόκρισης. Αυτό το µονοπάτι 

παρέχει ένα µηχανισµό για την κατηγοριοποίηση και παρουσίαση των πεπτιδίων που δηµιουργούνται από 

πρωτεΐνες που στοχεύονται στα διαµερίσµατα του ενδοσώµατος των κυττάρων αντιγονοπαρουσιαστών 

(APCs). Τα γενικά χαρακτηριστικά αυτού του µονοπατιού είναι κοινά σε όλα τα κύτταρα 

αντιγονοπαρουσίασης, τα οποία περιλαµβάνουν δενδριτικά κύτταρα, µακροφάγα, Β λεµφοκύτταρα και 

κύτταρα του επιθηλίου του θύµου. Τα MHC τάξης ΙΙ αβ ετεροδιµερή αρχικά σχηµατίζονται στο 

ενδοπλασµατικό δίκτυο µε τη σταθερή αλυσίδα (Ii), η οποία δρα σαν σαπερόνη για να σταθεροποιήσει το 

ετεροδιµερές, αποκλείει το φόρτωµα µη ώριµων πεπτιδίων και οδηγεί τα τάξης ΙΙ µόρια σε διαµερίσµατα 

του ενδοσώµατος. Η σταθερή αλυσίδα (Ii) ελευθερώνεται µερικώς δια µέσω µιας σειράς γεγονότων 

πρωτεολυτικής πέψης, αφήνοντας ένα πεπτίδιο (πεπτίδιο σταθερής αλυσίδας συνδεµένο µε τάξης ΙΙ-CLIP) 

που εδράζεται στην αύλακα πρόσδεσης πεπτιδίου του MHC µορίου. Η απελευθέρωση του CLIP και η 

αντικατάστασή του µε αντιγονικά πεπτίδια καταλύεται από HLA-DM, το οποίο οδηγείται ανεξάρτητα στα 

όψιµα διαµερίσµατα του ενδοσώµατος. Το σύµπλοκο MHC τάξης ΙΙ-πεπτιδίου µεταφέρεται µετά στην 

κυτταρική επιφάνεια το οποίο εξυπηρετεί αλληλεπιδράσεις µε Τ λεµφοκύτταρα ειδικά για το αντιγόνο. Η 

έκφραση των MHC τάξης ΙΙ, της σταθερής αλυσίδας (Ii) και των HLA-DM γονιδίων ρυθµίζεται 

συνδυασµένα στο επίπεδο της µεταγραφής από ένα συντηρηµένο σύνολο παραγόντων και 

χαρακτηρισµένα cis-δρώντα στοιχεία.  

   

Κοινoί cis-δρώντες παράγοντες ρυθµίζουν µεταγραφικά τα γονίδια αντιγονικής παρουσίασης. 

 Καθένα από τα γονίδια αντιγονικής επεξεργασίας και παρουσίασης (MHC τάξης ΙΙ, σταθερή 

αλυσίδα Ii και HLA-DM) περιέχουν στον εγγύς υποκινητή τους µια κοινή οµάδα από cis-δρώντα στοιχεία 

τα οποία εδράζονται ~100-200bp 5’ από το σηµείο έναρξης της µεταγραφής. Αυτή η συντηρηµένη περιοχή, η 

οποία αποτελείται από τα W/S, X1, X2 και Y κουτιά, είναι αναγκαία και ικανή για τη συστατική και 

επαγόµενη (από IFN-γ) µεταγραφική ρύθµιση όλων των γνωστών αναπτυξιακών και επαγόµενων 
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γεγονότων έκφρασης. Το Y κουτί είναι κοινό στο γένωµα και προσδένει τον ετεροτριµερή µεταγραφικό 

παράγοντα NF-Y, ο οποίος αποτελείται από τον NF-YA, τον NF-YB και τον NF-YC. Οι NF-YB και NF-YC 

περιέχουν δοµές έλικας ιστόνης που θεωρείται οτι κάµπτουν το DNA σε υποκινητές, µια διαδικασία που 

µπορεί να  υποβοηθεί τον αποτελεσµατικό σχηµατισµό πολλαπλών µεταγραφικών συµπλόκων και να 

παρέχει εύκολη πρόσβαση στην RNA πολυµεράση. Το X2 κουτί έχει βρεθεί οτι προσδένει τον παράγοντα 

CREB (Moreno et al., 1999). Ο CREB ενέχεται σε πολλά ρυθµιστικά µονοπάτια περιλαµβάνοντας την 

νευρολογική και ανοσολογική ανάπτυξη και ρύθµιση. Εκτός από τον εν δυνάµει σηµαντικό ρόλο στη 

γονιδιακή ρύθµιση των MHC τάξης ΙΙ, ο CREB είναι σηµαντικός για τη σταθερότητα και συγκρότηση του 

συµπλόκου στο Χ1 κουτί, του ρυθµιστικού παράγοντα Χ (RFX), στους WXY υποκινητές. 

 Πληροφορίες για τους παράγοντες που αλληλεπιδρούν µε το Χ1 στοιχείο προέκυψαν από την 

ανακάλυψη και την ανάλυση ασθενών που εµφανίζουν το σύνδροµο των γυµνών λεµφοκυττάρων (BLS), 

στους οποίους η έκφραση των MHC τάξης ΙΙ είναι απούσα (DeSandro et al., 1999). Το Σύνδροµο των Γυµνών 

Λεµφοκυττάρων προκαλείται από µεταλλαγές σε συγκεκριµένους trans-δρώντες παράγοντες, για τους 

οποίους έχουν καθοριστεί τέσσερις οµάδες συµπληρωµατικότητας (που ονοµάζονται BLS οµάδες Α, Β, C 

και D). Οι οµάδες BLS B, C και D έχουν πρόβληµα στον παράγοντα πρόσδεσης στο DNA RFX, ο οποίος 

προσδένεται στο Χ1 κουτί. Ο RFX είναι ένα ετεροτριµερές, µε µια διαφορετική υποµονάδα να επηρεάζεται 

σε καθεµιά από τις τρεις BLS οµάδες. Οι BLS οµάδες Β, C και D είναι προβληµατικές στον RFX-B (RFX-

ANK), τον RFX5 και τον RFX-AP, αντίστοιχα (Durand et al., 1997; Masternak et al., 1998; Nagarajan et al., 1999; 

Steimle et al., 1995; Villard et al., 1997). Όπως υποδεικνύεται στην Εικόνα 3, οι τρεις υποµονάδες έχουν 

περιοχές απαραίτητες για την αλληλεπίδραση των υποµονάδων, για την οποία οι επαναλήψεις ανκυρίνης 

του RFX-ΑΝΚ είναι απαραίτητες (DeSandro et al., 2000; Nekrep et al., 2000; Zhou et al., 2000). Ένα σηµαντικό 

χαρακτηριστικό των οµάδων BLS µε πρόβληµα στις RFX υποµονάδες είναι οτι οι υποκινητές των MHC 

τάξης ΙΙ γονιδίων δεν είναι κατειληµµένοι σε κυτταρικές σειρές που προέρχονται από τέτοιους ασθενείς 

(Kara and Glimcher, 1991). Αυτό τονίζει τη σηµασία του RFX και προτείνει οτι ο RFX είναι απαραίτητος για 

το σχηµατισµό όλων των συµπλόκων στους WXY υποκινητές. In vitro αποδείξεις που δείχνουν οτι οι RFX, 

CREB και NF-Y σχηµατίζουν ένα σταθερό συνεργατικό σύµπλοκο στο X-Y DNA υποστηρίζει την ιδέα οτι 

αυτοί οι παράγοντες σχηµατίζουν µια επιφάνεια για τη στρατολόγηση επιπρόσθετων παραγόντων, όπως 

είναι ο τάξης ΙΙ συνενεργοποιητής (CIITA) και η RNA πολυµεράση. 
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ΕΙΚΟΝΑ 3 
1 260        PEST                         DNA                         Επαναλήψεις αγκυρίνης 

A) RFX-ANK 

               CIITA                                               RFX5 και RFXAP 

1 616           DNA                                      Περιοχή πλούσια σε Προλίνη 
B) RFX5 

CIITA 
RFXANK και RFXAP 

1 272 Όξινη               Βασική                               Γλουταµίνες 
Γ) RFXAP 

RFX5 και RFXANK 

 
 
  
 
 

 

 

Α

ακέραιοι 

αλληλεπ

παράγον

ενεργοπο

απευθεία

τα σύµπλ

στον υπο

αµινοτελ

αλληλεπ

 Π

και CIITA

παρόλα α

µετα-µετ

προσδένο

vivo. Η δ

ενδιαφέρ

 

ΕΙΚΟΝΑ 3: Η δοµή και οι λειτουργικές περιοχές των υποµονάδων RFX. (Α) Ο RFX-ΑΝΚ περιέχει
µια περιοχή πλούσια σε προλίνη, γλουταµικό οξύ, σερίνη, και θρεονίνη που ονοµάζεται PEST, και είναι
εν δυνάµει περιοχή υπεύθυνη για την πρόσδεση στο DNA καθώς περιέχει και τέσσερις επαναλήψεις
ανκυρίνης. (Β) Ο RFX5 περιέχει µια καλά χαρακτηρισµένη περιοχή πρόσδεσης στο DNA που είναι
όµοια µε τα άλλα µέλη της οικογένειας, καθώς και µια περιοχή πλούσια σε προλίνες. (Γ) Ο RFXAP
περιέχει περιοχές όξινες, βασικές καθώς και περιοχές πλούσιες σε γλουταµίνη. Υποδεικνύονται στο
σχήµα οι περιοχές που είναι υπεύθυνες για την αλληλεπίδραση µε τις άλλες υποµονάδες του RFX
συµπλόκου και µε το CIITA.
σθενείς από την οµάδα συµπληρωµατικότητας Α του Συνδρόµου Γυµνών Λεµφοκυττάρων είναι 

όσον αφορά τους παράγοντες RFX, CREB και NF-Y. Επιπλέον, αυτοί οι παράγοντες 

ιδρούν στους MHC υποκινητές in vivo, παρόλα αυτά τα τάξης ΙΙ γονίδια δεν εκφράζονται. Ο 

τας που είναι προβληµατικός σ’αυτή την οµάδα συµπληρωµατικότητας είναι υπεύθυνος για την 

ίηση της µεταγραφής και ονοµάζεται CIITA (Steimle et al., 1993). Το CIITA δεν προσδένεται 

ς στο DNA, αλλά στρατολογείται στους WXY υποκινητές δια µέσω άµεσων αλληλεπιδράσεων µε 

οκα RFX-CREB-NFY (Beresford and Boss, 2001; Masternak et al., 2000). Όταν το CIITA προσδεθεί 

κινητή ενεργοποιεί τη µεταγραφή δια µέσω της όξινης περιοχής ενεργοποίησης που διαθέτει στην 

ική του περιοχή. ∆ια µέσω αυτής της περιοχής και άλλων περιοχών που διαθέτει, το CIITA 

ιδρά µε στοιχεία της βασικής µεταγραφικής µηχανής. 

αρότι αυτή η ιστορία µοιάζει µάλλον ολοκληρωµένη, πολλές πτυχές της δράσης των RFX, CREB 

 µένει να διασαφηνισθούν. Καθεµιά από τις υποµονάδες του RFX συµπλόκου φωσφορυλιώνεται, 

υτά οι θέσεις και ο ρόλος αυτών των τροποποιήσεων είναι άγνωστα. Είναι πιθανό οτι τέτοιες 

αφραστικές τροποποιήσεις ελέγχουν την πυρηνική είσοδο/έξοδο των RFX, την ικανότητά τους να 

νται στο CIITA, ή ακόµα και την ικανότητά τους να σχηµατίζουν ένα µεταγραφικό σύµπλοκο in 

ιασαφήνιση του ρόλου του cAMP στην τροποποίηση της έκφρασης των MHC τάξης ΙΙ είναι 

ουσα. Σε µερικά κυτταρικά συστήµατα, παράγοντες όπως η προσταγλανδίνη Ε2 ή άλλες 
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βιολογικές συνθήκες που αυξάνουν τα επίπεδα του κυτταρικού cAMP οδηγούν στην αρνητική ρύθµιση των 

επαγόµενων από IFN-γ MHC τάξης ΙΙ γονιδίων. Υπάρχει µια αναφορά που δείχνει οτι ενέχεται η πυρηνική 

εντόπιση του CIITA (Li et al., 2001). Άλλος ένας µηχανισµός που ενέχεται σ’αυτή την απάντηση θα 

µπορούσε να συµπεριλαµβάνει τον CREB, ο οποίος φωσφορυλιώνεται άµεσα στο µονοπάτι του cAMP, ένα 

συµβάν που οδηγεί στην πρόσδεση των συνενεργοποιητών CBP και p300. ∆εν είναι γνωστό αν η 

φωσφορυλίωση του CREB αλλάζει την ικανότητα του CBP να αλληλεπιδρά επαρκώς στον τάξης ΙΙ 

υποκινητή. Επιπλέον, µια εν δυνάµει σηµαντική οµάδα συµπληρωµατικότητας (Ε) µε Σύνδροµο Γυµνών 

Λεµφοκυττάρων έχει περιγραφεί στην οποία τα MHC τάξης ΙΙ γονίδια που µεταγράφονται προς την 

κεντροµερική κατεύθυνση δεν εκφράζονται (Douhan et al., 1996). Ο παράγοντας που είναι υπεύθυνος για 

αυτό το φαινότυπο είναι άγνωστος. 

 
Το Σύνδροµο των Γυµνών Λεµφοκυττάρων. 

 Το σύνδροµο των γυµνών λεµφοκυττάρων (BLS: bare lymphocyte syndrome) χαρακτηρίζεται από 

µια σειρά σπάνιες αυτοσωµικές υπολειπόµενες ανωµαλίες στις οποίες οι ασθενείς εµφανίζουν ελλιπή ή 

χαµηλή έκφραση των HLA πρωτεϊνών του Κυρίου Συµπλόκου Ιστοσυµβατότητας. Τρεις τύποι BLS έχουν 

ταυτοποιηθεί, οι οποίοι διαφέρουν τόσο στη φαινοτυπική HLA έκφραση όσο και την έλλειψη της 

ανοσολογικής λειτουργίας. Στον BLS τύπο Ι, εµφανίζεται χαµηλή ή καθόλου έκφραση των HLA τάξης Ι 

µορίων στα περιφερικά κύτταρα του αίµατος. Ο βαθµός της ανοσοανεπάρκειας ποικίλει περισσότερο στον 

BLS τύπο Ι, µε µερικούς ασθενείς να εµφανίζουν κανονική ανοσία. Ο τύπος ΙΙ BLS χαρακτηρίζεται από τη 

µείωση ή την παντελή έλλειψη της έκφρασης των HLA τάξης ΙΙ πρωτεϊνών σε όλα τα κύτταρα. Στις 

ανωµαλίες BLS τύπου ΙΙΙ, η έκφραση των αντιγόνων HLA τύπου Ι και ΙΙ είναι ελαχιστοποιηµένη και αυτοί 

οι ασθενείς εµφανίζουν σηµαντική ανοσοανεπάρκεια. Οι µελέτες σε ασθενείς µε BLS προσδίδουν πολλές 

πληροφορίες όσον αφορά τη δράση της επιλεκτικής καταστολής της δράσης των αντιγόνων 

ιστοσυµβατότητας, καθώς επίσης προσφέροντας πληροφορίες για τη µεταγραφική και τη 

µεταµεταφραστική ρύθµιση των µορίων ιστοσυµβατότητας. 

 
Σύνδροµο Γυµνών Λεµφοκυττάρων (BLS) Τύπου Ι. 

 Τα τάξης Ι αντιγόνα ιστοσυµβατότητας εκφράζονται συστατικά σε όλα τα φυσιολογικά εµπύρηνα 

κύτταρα, παρόλα αυτά η επιφανειακή έκφραση αυτών των πρωτεϊνών µπορεί να ρυθµιστεί αρνητικά από 

ιούς και σε µερικούς όγκους. Στα περιφερικά λεµφοκύτταρα του αίµατος, η µειωµένη έκφραση των τάξης Ι 

αντιγόνων µε φυσιολογικά επίπεδα τάξης ΙΙ πρωτεϊνών είναι ένα συνηθισµένο χαρακτηριστικό του BLS 

Τύπου Ι. Τα επίπεδα της έκφρασης στην επιφάνεια του κυττάρου των τάξης Ι αντιγόνων ποικίλουν πολύ 

ανάµεσα στους τύπου Ι ασθενείς. Η ανοσοανεπάρκεια δεν σχετίζεται πάντα µε τα επίπεδα της κυτταρικής 

έκφρασης των τάξης Ι, και ασθενείς µε καθόλου ή χαµηλή έκφραση τάξης Ι αντιγόνων και κανένα σηµάδι 

ανοσολογικής δυσλειτουργίας έχουν αναγνωριστεί. Είναι αξιοσηµείωτο, οτι ο µετασχηµατισµός των Β 
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κυττάρων µε ιό Epstein-Barr από ασθενείς µε το φαινότυπο που αναφέρθηκε στο τέλος οδηγεί σε µερική 

αποκατάσταση της έκφρασης των τάξης Ι. Σε άλλους ασθενείς συνολική ανοσοανεπάρκεια έχει 

συσχετιστεί µε BLS τύπου Ι, περιλαµβάνοντας συνεχόµενες µολύνσεις από βακτήρια και µύκητες, 

χαµηλούς αριθµούς περιφερικών Τ λεµφοκυττάρων, και θάνατο µέσα σε ένα χρόνο µετά τη γέννηση. Στην 

πλειοψηφία αυτών των ασθενών, οι ειδικοί γενετικοί παράγοντες που είναι υπεύθυνοι για την έλλειψη της 

έκφρασης των τάξης Ι παραµένουν άγνωστοι.  

 Μοριακές µελέτες για τον εντοπισµό του γενετικού προβλήµατος στο BLS τύπου Ι 

πραγµατοποιήθηκαν σε ασθενείς µε πολύ χαµηλή έκφραση τάξης Ι (1-3% των φυσιολογικών επιπέδων). 

Σε όλες τις περιπτώσεις, αυτοί οι ασθενείς πάσχουν από χρόνιες βακτηριακές µολύνσεις και απαιτούν 

θεραπεία µε αντιβιοτικά. Μελέτες µε δύο συσχετιζόµενους τύπου Ι ασθενείς απεκάλυψε µια έλλειψη στην 

TAP2 (µεταφορέας που σχετίζεται µε την αντιγονοπαρουσίαση), ένα µόριο που απαιτείται για τη σύνδεση 

µε τα τάξης Ι και τη λειτουργία τους. Οι τάξης Ι βαριές αλυσίδες συντίθενται από αυτούς τους ασθενείς, 

παρόλα αυτά τα µόρια εγκλωβίζονται ενδοκυτταρικά και συνδέονται χαλαρά µε τη β2-µικροσφαιρίνη. Σε 

φυσιολογικά άτοµα, τόσο η επιφανειακή έκφραση των τάξης Ι πρωτεϊνών και η σταθερή σύνδεση των 

τάξης Ι βαρέων αλυσίδων µε τη β2-µικροσφαιρίνη εξαρτάται από την πρόσδεση των αντιγονικών 

πεπτιδίων. Η µεταφορά των αντιγονικών πεπτιδίων στα τάξης Ι µόρια τυπικά συµβαίνει δια µέσω ενός 

ετεροδιµερούς µεταφορέα που αποτελείται από τις πρωτεΐνες TAP1 και TAP2 και εδράζονται στο 

ενδοπλασµατικό δίκτυο. Ποντικίσιες και ανθρώπινες µεταλλαγµένες κυτταρικές σειρές καθώς και 

ποντίκια που τους ελλείπουν οι TAP πρωτεΐνες εµφανίζουν φαινότυπο σχεδόν πανοµοιότυπο µε ασθενείς 

µε BLS τύπου Ι.  

 

Σύνδροµο Γυµνών Λεµφοκυττάρων Τύπου ΙΙ. 

 Τα τάξης ΙΙ αντιγόνα του Κυρίου Συµπλόκου Ιστοσυµβατότητας εκφράζονται στα κύτταρα 

αντιγονοπαρουσιαστές όπως είναι τα Β λεµφοκύτταρα, τα δενδριτικά κύτταρα και τα µακροφάγα. Η 

έκφραση των τάξης ΙΙ πρωτεϊνών σε άλλους κυτταρικούς τύπους µπορεί να επαχθεί µε τη χρήση 

κυτοκινών ενώ ένας µικρός αριθµός ιών µπορούν να ρυθµίσουν αρνητικά τα κυτταρικά επίπεδα των τάξης 

ΙΙ αντιγόνων. Στον άνθρωπο, ετεροδιµερή από τάξης ΙΙ α και β υποµονάδες συντίθενται από τους υψηλά 

πολυµορφικούς γενετικούς τόπους DR, DP και DQ που εδράζονται στο γονιδιακό σύµπλοκο του κυρίου 

συµπλόκου ιστοσυµβατότητας. Το BLS τύπου ΙΙ κλασικά ορίζεται σαν η συνολική έλλειψη της έκφρασης 

τάξης ΙΙ αντιγόνων. Παρόλα αυτά, αυτός ο ορισµός έχει διευρυνθεί ώστε να περιλάβει ασθενείς µε έλλειψη 

συγκεκριµένων τάξης ΙΙ υποµονάδων καθώς και περιορισµένη έκφραση τάξης ΙΙ σε συγκεκριµένους 

κυτταρικούς τύπους. Ασθενείς που έχουν πολύ λίγες ή καθόλου τάξης ΙΙ πρωτεΐνες στα περιφερικά 

κύτταρα του αίµατος όλοι έχουν συνολική ανοσοανεπάρκεια και πάσχουν από χρόνιες ιϊκές, βακτηριακές, 

µυκητησιακές και πρωτοζωικές µολύνσεις του αναπνευστικού και πεπτικού συστήµατος. Η κλινική 

 17



εµφάνιση των συµπτωµάτων της νόσου συµβαίνει κατά το πρώτο έτος ζωής και οι περισσότεροι ασθενείς 

δεν επιζούν µετά την ηλικία των τεσσάρων ετών χωρίς θεραπευτικές επεµβάσεις όπως η µεταµόσχευση 

νωτιαίου µυελού. 

 Ο συνολικός αριθµός των περιφερικών Τ λεµφοκυττάρων του αίµατος είναι φυσιολογικός στους 

ασθενείς BLS τύπου ΙΙ, µε πολύ µικρούς αριθµούς κυκλοφορούντων CD4+ T λεµφοκυττάρων και 

ενισχυµένα επίπεδα CD8+ Τ λεµφοκυττάρων. Είναι ενδιαφέρον οτι µετά τη µεταµόσχευση µυελού των 

οστών σ’αυτούς τους ασθενείς, τα επίπεδα των CD4+ Τ κυττάρων παραµένουν χαµηλά, ενώ οι µηχανισµοί 

ανοσίας αποκαθίστανται. Ο αριθµός των περιφερικών Β λεµφοκυττάρων του αίµατος στους ασθενείς BLS 

τύπου ΙΙ είναι φυσιολογικός, αλλά η παραγωγή αντισωµάτων είναι δραµατικά µειωµένη σ’αυτά τα άτοµα, 

πιθανά λόγω έλλειψης των CD4+ Τ κυττάρων βοηθών. Σε µερικούς ασθενείς, αυτοδραστικότητα που 

περιλαµβάνει πολυαρθρίτιδα, έκζεµα και ψωρίαση σχετίζεται επίσης µε την έλλειψη της έκφρασης των 

τάξης ΙΙ. 

 Η ανάλυση του BLS τύπου ΙΙ στο µοριακό επίπεδο οδήγησε στην κατηγοριοποίηση των ασθενών σε 

πολλαπλές οµάδες συµπληρωµατικότητας, όπου στην κάθε οµάδα λείπει ένα διακριτό γονίδιο που 

ρυθµίζει την έκφραση των τάξης ΙΙ πρωτεϊνών. Σε όλες τις περιπτώσεις BLS τύπου ΙΙ , τα τάξης ΙΙ δοµικά 

γονίδια είναι άθικτα, παρόλα αυτά το mRNA από αυτούς τους γενετικούς τόπους δεν ανιχνεύεται. 

Μελέτες οικογενειών υποδεικνύουν οτι τα γενετικά προβλήµατα σε όλους τους ασθενείς εδράζονται έξω 

από το γονιδιακό σύµπλοκο του κυρίου συµπλόκου ιστοσυµβατότητας στο χρωµόσωµα 6. Η σύντηξη 

κυτταρικών σειρών από ασθενείς µε κύτταρα από φυσιολογικά άτοµα αποκαθιστά την έκφραση των 

τάξης ΙΙ αλληλίων που προέρχονται από ασθενείς µε BLS τύπου ΙΙ. Αυτό το εύρηµα ενισχύει το 

συµπέρασµα οτι το προβληµατικό γονίδιο είναι ένας παράγοντας συνενεργοποιητής που ελέγχει τη 

µεταγραφή των τάξης ΙΙ γονιδίων. Σύντηξη Β κυτταρικών σειρών από διαφορετικούς τύπου ΙΙ ασθενείς έχει 

οδηγήσει στον καθορισµό τριών γενετικών οµάδων συµπληρωµατικότητας για αυτή την ανωµαλία 

(οµάδες Α, Β και C, που επίσης ονοµάζονται και ΙΙ, Ι και IV αντίστοιχα). Μια µεταλλαγµένη κυτταρική 

σειρά που επιλέχθηκε από την έλλειψή της για επιφανειακά τάξης ΙΙ αντιγόνα δηµιουργήθηκε στο 

εργαστήριο, και αυτή η κυτταρική σειρά αποτελεί µια τέταρτη οµάδα συµπληρωµατικότητας (οµάδα D ή 

ΙΙΙ). Επιπλέον οµάδες συµπληρωµατικότητας µπορεί να υπάρχουν, περιλαµβάνοντας ασθενείς που 

εκφράζουν επιλεκτικά µόνο µια υποοµάδα τάξης ΙΙ υποµονάδων σε διακριτούς κυτταρικούς τύπους. Η 

πλειοψηφία των ασθενών που έχουν εντοπιστεί ανήκουν στις οµάδες συµπληρωµατικότητας Α και Β.  

 Χρησιµοποιώντας κλωνοποίηση συµπληρωµατικότητας βρέθηκε ο µεταγραφικός παράγοντας που 

έχει πρόβληµα στην οµάδα συµπληρωµατικότητας Α και είναι το CIITA. Οι ασθενείς της οµάδας 

συµπληρωµατικότητας C µε BLS τύπου ΙΙ έχουν µεταλλαγές στον µεταγραφικό παράγοντα RFX5.  
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Σύνδροµο Γυµνών Λεµφοκυττάρων Τύπου ΙΙΙ. 

 Ασθενείς µε BLS τύπου ΙΙΙ δεν εκφράζουν τάξης ΙΙ αντιγόνα καθώς και πολύ λίγα ή καθόλου τάξης 

Ι πρωτεΐνες. Ο φαινότυπος αυτών των ασθενών ποικίλει και πολλοί από αυτούς τους ασθενείς 

ταξινοµούνται σαν BLS τύπου ΙΙ λόγω της µερικής έκφρασης τάξης Ι αντιγόνων. Η ανοσοανεπάρκεια 

αυτών των ασθενών αντικατοπτρίζει αυτή των BLS τύπου ΙΙ ασθενών περιλαµβάνοντας την ευπάθεια σε 

χρόνιες µολύνσεις και πρώιµο θάνατο. Τα περιφερικά επίπεδα CD4+ Τ λεµφοκυττάρων στο αίµα είναι 

χαµηλά και οι απαντήσεις στα αντισώµατα δραµατικά µειωµένες στους BLS τύπου ΙΙΙ. Παρότι πολλοί 

ασθενείς µε BLS τύπου ΙΙΙ έχουν αναγνωριστεί, µικρή πρόοδος έχει επιτευχθεί για τον εντοπισµό των 

γενετικών ανωµαλιών σ’αυτούς τους ασθενείς. Η έκφραση τάξης Ι αντιγόνων σε µερικούς ασθενείς µπορεί 

να επαχθεί χρησιµοποιώντας IFN-γ αλλά αυτό δεν αποκαθιστά τα επίπεδα των τάξης ΙΙ αντιγόνων. 

(Benichou and Strominger, 1991; Chang et al., 1996; Glimcher and Kara, 1992; Hauber et al., 1995; Klein et al., 

1995; Peijnenburg et al., 1995) 

 

 
Ο Τάξης ΙΙ Συνενεργοποιητής (Class II Transactivator: CIITA) 

Ανακάλυψη 

Ο τάξης ΙΙ συνενεργοποιητής (Class II Transactivator: CIITA) είναι ο συνενεργοποιητής των τάξης ΙΙ 

γονιδίων του κυρίου συµπλόκου ιστοσυµβατότητας (MHC). Συνήθως αναφέρεται σαν ο κύριος διακόπτης 

της έκφρασης των MHC τάξης ΙΙ, επειδή είναι απολύτως απαραίτητος για τη µεταγραφή των τάξης ΙΙ 

γονιδίων. Στην πραγµατικότητα, η συσχέτιση ανάµεσα στα MHC τάξης ΙΙ και την έκφραση του CIITA είναι 

τόσο ακριβής που κύτταρα που εκφράζουν συστατικά το ένα θα εκφράζουν επίσης συστατικά και το άλλο. 

Ποντίκια που δεν εκφράζουν το CIITA είναι επίσης αρνητικά για MHC τάξης ΙΙ (Itoh-Lindstrom et al., 1999). 

Επιπρόσθετα, η έκφραση των MHC τάξης ΙΙ σχετίζεται ποσοτικά µε την έκφραση του CIITA (Otten et al., 

1998). Είναι ενδιαφέρον, οτι παρότι η έκφραση της Ii είναι σηµαντικά µειωµένη σ’αυτά τα ποντίκια, δεν 

ελλείπει πλήρως (Chang et al., 1996; Lee et al., 1997). Ο Steimle  και οι συνεργάτες του το 1993 κλωνοποίησαν 

το CIITA µε τεχνική κλωνοποίησης συµπληρωµατικότητας χρησιµοποιώντας µια κυτταρική σειρά 

προερχόµενη από ασθενή µε το σύνδροµο των γυµνών λεµφοκυττάρων. Κύτταρα από ασθενείς µε 

σύνδροµο των γυµνών λεµφοκυττάρων (BLS) δεν εκφράζουν MHC τάξης Ι και ΙΙ µόρια.  

 Για την οµάδα Α των BLS κυττάρων, η προσθήκη του αγρίου τύπου CIITA, µε µια τεχνική 

συµπληρωµατικότητας, φαίνεται οτι αποκαθιστά την έκφραση των MHC τάξης ΙΙ γονιδίων. Μετά βρέθηκε 

οτι  η προσθήκη του CIITA σε φυσιολογικά κύτταρα οδηγεί στην έκφραση των MHC τάξης ΙΙ γονιδίων 

(Bradley et al., 1997; Chang et al., 1994; Chin et al., 1994; Steimle et al., 1994). Η ρύθµιση της έκφρασης των 

MHC τάξης ΙΙ από το CIITA είναι απολύτως εξαρτηµένη που ακόµα και µια µοναδική αµινοξική αλλαγή 

στο µόριο CIITA που µεταβάλει τη δοµή και κατ’επέκταση τη λειτουργία του µπορεί να οδηγήσει σε MHC 
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τάξης ΙΙ ανεπάρκεια (Quan et al., 1999; Wiszniewsky et al., 2001). Απ’τη στιγµή που αυτός ο µεταγραφικός 

παράγοντας αναγνωρίστηκε σαν ένας σηµαντικός ρυθµιστικός παράγοντας για την έκφραση των MHC 

τάξης ΙΙ, πολλοί ερευνητές άρχισαν να εστιάζουν τις προσπάθειές τους για το χαρακτηρισµό του CIITA. 

 

Χαρακτηρισµός 

 Το γονίδιο που κωδικοποιεί το CIITA εδράζεται στο χρωµόσωµα 16 (στον άνθρωπο και το 

ποντίκι)(Εικόνα 4), και παράγει ένα cDNA 4.5Κb, κωδικοποιώντας µια πρωτεΐνη 1130 αµινοξέων. 

Αποτελείται από 19 εξόνια καλύπτοντας 42 κιλοβάσεις γενωµικού DNA. Παρότι το προβλεπόµενο µοριακό 

βάρος της πρωτεϊνης είναι 123.5 KDa το πραγµατικό µοριακό βάρος της πρωτεϊνης είναι 135KDa (Steimle et 

al., 1993), υποδεικνύοντας οτι µάλλον η πρωτεΐνη επιδέχεται µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις.  

 

  

EIKONA 4 

hCIITA 

 
Εικόνα 4: Γενωµική οργάνωση του κοντού αρµού του χρωµοσώµατος 16 του ανθρώπου. Υποδεικνύεται η
περιοχή που καλύπτει το γονίδιο CIITA καθώς και η γενωµική του οργάνωση.  

 
  
Το CIITA είναι µια πρωτεΐνη που δεν προσδένεται άµεσα στον MHC υποκινητή, αλλά αλληλεπιδρά 

µε τα πρωτεϊνικά σύµπλοκα που προσδένονται στον υποκινητή, για να σχηµατίσει µια µοριακή επιφάνεια 

που χαρακτηρίζεται σαν ενισχυόσωµα (Εικόνα 5). Τα σύµπλοκα RFX και NFY είναι δύο τέτοια πρωτεϊνικά 

σύµπλοκα που προσδένονται σε ρυθµιστικές αλληλουχίες στον MHC τάξης ΙΙ υποκινητή, σε κουτιά που 
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ονοµάζονται σαν Χ και Υ. Το Χ κουτί υποδιαιρείται στα Χ1 και Χ2 κουτιά. Στο κουτί Χ1 προσδένεται ο 

παράγοντας RFX5, µια υποµονάδα του συµπλόκου RFX. O RFX5 σχηµατίζει σύµπλοκο µε τους παράγοντες 

RFXAP και RFXANK. Στο κουτί Χ2 προσδένεται ο παράγοντας CREB (Moreno et al., 1999). Όµοια µε το RFX, 

και το NFY είναι ένα τριµερές πρωτεϊνικό σύµπλοκο, που αποτελείται από τους παράγοντες NFY-A, -B, -C 

και προσδένεται στο κουτί Υ.  

 

 

Εικόνα 5: Το CIITA είναι µια πρωτεΐνη που δεν
προσδένεται απευθείας στο CIITA αλλά
αλληλεπιδρά µε τα πρωτεϊνικά σύµπλοκα RFX
(RFX5, RFXAP, RFXANK), NF-Y (NF-YA, NF-YB, NF-
YC) και τον CREB και έτσι στρατολογείται στους
υποκινητές στόχους του. Αλληλεπιδρώντας µε τα
προϋπάρχοντα πρωτεϊνικά σύµπλοκα σχηµατίζει
µια επιφ ια αλληλεπίδρασης µε άλλους
συνενεργοποιητές (CBP,GCN5,pCAF) και τη βασική
µεταγραφική µηχανή. Το τάξης ΙΙ ενισχυόσωµα είνα

άνε

ι
σταθερό και η πρόσδεση των παραγόντων είναι
συνεργατική. 

EIKONA 5 

CIITA 
AD 

ANK 
NF-Y CRFX5 REB ; AP 

W/S       X1     X2              Y 

 
 
Παραµένει ακόµα αναπάντητο το ερώτηµα αν ο παράγοντας CIITA εκτός από τα σύµπλοκα που 

προσδένονται στα κουτιά Χ και Υ αλληλεπιδρά και µε παράγοντες που προσδένονται στο κουτί W. Το 

κουτί W είναι απαραίτητο για την επαγόµενη από IFN-γ έκφραση των τάξης ΙΙ και είναι επίσης 

απαραίτητο για τη µέγιστη έκφραση στα Β κύτταρα (Brown et al., 1998). Η αλληλεπίδραση του CIITA µε 

αυτά τα στοιχεία απαιτεί αυστηρή κατανοµή των ελίκων του DNA, έτσι η εισαγωγή µια µερικής έλικας 

DNA θα κατέστρεφε την ικανότητα του CIITA να αλληλεπιδρά µε τα σύµπλοκα στον MHC τάξης ΙΙ 

υποκινητή, οδηγώντας στη µη-έκφραση των MHC τάξης ΙΙ µορίων (Zhu et al., 2000). Πιστεύεται οτι η 

σύσταση αυτών των παραγόντων στον τάξης ΙΙ υποκινητή σηµατοδοτεί τη στρατολόγηση του CIITA στο 

σύµπλοκο. Παρότι αυτοί οι παράγοντες µπορούν να αλληλεπιδράσουν κατά την απουσία του CIITA, 

µεταγραφική ενεργοποίηση δεν πραγµατοποιείται και, εποµένως, τα τάξης ΙΙ γονίδια δεν µεταγράφονται 

(Steimle et al., 1993). Στην απουσία του συµπλόκου RFX, το σύµπλοκο που φτιάχνεται στον υποκινητή δεν 

µπορεί να σχηµατισθεί (Kara and Glimcher, 1991; Kara and Glimcher, 1993). Μεταλλαγές στις ποικίλες 

υποµονάδες του RFX συµπλόκου, το οποίο εκφράζεται συστατικά σε όλους τους ιστούς, έχει αναγνωριστεί 

σαν η αιτία για τους τύπους B, C και D του Συνδρόµου των Γυµνών Λεµφοκυττάρων (Durand et al., 1997; 

Masternak et al., 1998; Steimle et al., 1995). Σε ένα ασθενή µε σύνδροµο γυµνών λεµφοκυττάρων της οµάδας 

συµπληρωµατικότητας C, ένα πρώιµο κωδικόνιο σταµατήµατος στον RFX5 έχει βρεθεί οτι είναι η αιτία της 

έλλειψης έκφρασης MHC τάξης ΙΙ, και της µειωµένης έκφρασης τάξης Ι. Βέβαια, παροδική διαµόλυνση των 

κυττάρων µε εξωγενές CIITA είναι ικανή να παρακάµψει µερικώς αυτό το πρόβληµα, οδηγώντας στην 

έκφραση του HLA-DR, αλλά όχι των άλλων τάξης ΙΙ µορίων, όπως τα HLA-DP και DQ (Peijnenburg et al., 

1999). Παρόλα αυτά, τα διαµολυµένα κύτταρα παρέµειναν αρνητικά όσον αφορά τις λειτουργίες 
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αντιγονοπαρουσίασης, παρέχοντας έτσι άλλο ένα παράδειγµα αυστηρού ελέγχου και ακριβών 

παραµέτρων που απαιτούνται για τη σωστή ανοσολογική έκφραση. 

 Εκτός από τα τάξης ΙΙ γονίδια, το CIITA ενέχεται επίσης στη ρύθµιση των MHC τάξης Ι γονιδίων 

(Gobin et al., 1997; Martin et al., 1997) και την παραγωγή IL-4 (Gourley et al., 1999; Sisk et al., 2001), και το ίδιο 

ρυθµίζεται από IL-1β (Rohn et al., 1999). Η ρύθµιση των τάξης Ι γονιδίων από το CIITA πραγµατοποιείται 

από τη συνεργιστική αλληλεπίδραση των CIITA και RelA (Girdlestone, 2000), ένα µεταγραφικό παράγοντα 

που προσδένεται στην περιοχή enh-A 5’ από τα τάξης Ι γονίδια (Girdlestone et al., 1993). Παρόλα αυτά το 

CIITA καταστέλλει τη µεταγραφή του γονιδίου της IL-4 (Gourley et al., 1999), µια κυτοκίνη που παράγεται 

από τα ΤΗ2 κύτταρα και ενέχεται στη ρύθµιση της παραγωγής αντισωµάτων (Mosmann and Coffman, 1989; 

Paul, 1991). Όταν ποντίκια που δεν εκφράζουν CIITA ενεργοποιήθηκαν µε IL-12, τα TH1 κύτταρα 

παρήγαγαν IL-4, υποδεικνύοντας οτι το CIITA ρυθµίζει αρνητικά την παραγωγή IL-4 στα ΤΗ1 κύτταρα. 

Αλληλεπιδράσεις ανάµεσα στον NF-AT και το CBP/p300 ενισχύουν την ενεργότητα του υποκινητή IL-4 

(Avots et al., 1999; Kubo et al., 1997). Ο µηχανισµός της µεταγραφικής καταστολής από το CIITA βρέθηκε οτι 

είναι ο ανταγωνισµός µε τον NF-AT για την πρόσδεση CBP/p300 (Sisk et al., 2000). Τέλος έχει δειχθεί οτι η 

IL-1β καταστέλλει την επαγόµενη από IFN-γ παραγωγή του CIITA (Rohn et al., 1999). Παρόλα αυτά δεν 

είναι γνωστό πως λαµβάνει χώρα αυτή η διαδικασία αφού η πρόσδεση των STAT1 και IRF1 στις θέσεις 

πρόσδεσής τους δεν επηρεάζεται.  

 
Πρωτεϊνικές περιοχές µε λειτουργική δράση. 

 Ποικίλες περιοχές του CIITA έχουν αναγνωρισθεί και είναι απαραίτητες για τη λειτουργία αυτού 

του µεταγραφικού παράγοντα (Bourne et al., 1991; Chin et al., 1997b; Steimle et al., 1994). Ξεκινώντας από το 

αµινοτελικό άκρο της πρωτεϊνης CIITA, υπάρχει η περιοχή ενεργοποίησης που είναι πλούσια σε όξινα 

αµινοξέα. Στην αµινοτελική αυτή περιοχή που καλύπτει τα αµινοξέα 30-160 εµπεριέχονται τρεις α-έλικες 

που κρίνονται απαραίτητες για τη δράση της πρωτεϊνης σαν µεταγραφικού ενεργοποιητή. Η πρώτη α-

έλικα καλύπτει τα αµινοξέα 51-71, η δεύτερη τα αµινοξέα 84-104 και η τρίτη τα αµινοξέα 124-138. Από 

λειτουργικά και in vitro πειράµατα στο εργαστήριό µας έχουµε δείξει οτι καίριας σηµασίας για τη δράση 

του µορίου είναι η συνεργασία της πρώτης και δεύτερης α-έλικας όσον αφορά την αλληλεπίδραση µε 

συνενεργοποιητές όπως είναι το CBP και ο pCAF και GCN5. 

Η περιοχή που ακολουθεί την περιοχή ενεργοποίησης είναι µια περιοχή πλούσια σε προλίνη-

σερίνη και θρεονίνη. Ακολουθεί η περιοχή που είναι υπεύθυνη για την πρόσδεση νουκλεοτιδίων, και η 

οποία εµπεριέχει τρία µοτίβα για την πρόσδεση GTP (αµινοξέα 420-427, 461-464, και 558-561). Στο 

καρβοξυτελικό άκρο του CIITA υπάρχουν ποικίλες επαναλήψεις πλούσιες σε λευκίνη (LRRs).  

 Η σηµασία όλων των παραπάνω περιοχών γίνεται αντιληπτή από πειράµατα µεταλλαξογένεσης. 

Πολλοί µεταγραφικοί παράγοντες περιέχουν όξινες περιοχές, οι οποίες έχουν δειχθεί οτι είναι σηµαντικές 
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για την ενεργοποίηση της µεταγραφής. Η όξινη περιοχή ενεργοποίησης του CIITA (αµινοξέα 30-160), 

ακολουθείται από περιοχές πλούσιες σε προλίνη (αµινοξέα 163-195), σε σερίνη (αµινοξέα (209-237) και 

θρεονίνη (αµινοξέα 260-322) (περιοχή PST). Όταν η όξινη περιοχή του CIITA αντικαταστάθηκε µε την όξινη 

περιοχή ενός άλλου µεταγραφικού παράγοντα (HSV1), παρατηρήθηκε µείωση στην ενεργότητα της 

πρωτεϊνης CIITA (Chin et al., 1997a). Αφαίρεση της περιοχής PST από το CIITA οδήγησε σε πλήρη απώλεια 

της µεταγραφικής ενεργότητας της πρωτεϊνης. Παρόλα αυτά, όταν οι περιοχές πλούσιες σε προλίνη και 

σερίνη-θρεονίνη αφαιρέθηκαν κατά µόνας, δεν υπήρχε επίδραση στη λειτουργία της πρωτεϊνης. Αυτά τα 

πειράµατα υποδεικνύουν οτι η όξινη περιοχή είναι απαραίτητη, αλλά όχι αρκετή από µόνη της για τη 

δράση µεταγραφικής ενεργοποίησης από το CIITA. Επιπλέον, οι περιοχές προλίνης και σερίνης-θρεονίνης 

µπορεί να προσφέρουν αλληλεπικαλυπτόµενες λειτουργίες στην ενεργοποίηση του CIITA. 

Έχει ήδη αναφερθεί οτι το CIITA δεν έχει ενεργότητα υδρόλυσης GTP, αλλά, παρόλα αυτά η 

περιοχή πρόσδεσης GTP είναι σηµαντική για τη λειτουργία του µεταγραφικού παράγοντα. Μελέτες µε 

Knockout ποντίκια που εξέφραζαν µια έλλειψη αυτής της περιοχής έδειξε οτι τα ποντίκια δεν είχαν 

ανιχνεύσιµα επίπεδα CIITA mRNA, και στην πραγµατικότητα οµοίαζαν µε ποντίκια που δεν έχουν το 

CIITA γονίδιο, παρά ένα γονίδιο µε έλλειψη στη συγκεκριµένη περιοχή (Itoh-Lindstrom et al., 1999). Τα 

ποντίκια είχαν σχεδόν έλλειψη της έκφρασης των MHC τάξης ΙΙ µορίων, µε βάση ανάλυση µε RT-PCR, και 

η έκφραση των MHC τάξης ΙΙ από λιποπολυσακχαρίτη (LPS), IL-4 και IFN-γ δεν ήταν ανιχνεύσιµη. 

Επιπλέον η έκφραση της σταθερής αλυσίδας ήταν σηµαντικά µειωµένη αλλά δεν εξέλειπε. Σε άλλη 

µελέτη, όπου το CIITA είχε µεταλλαχθεί για να επάγει την υδρόλυση GTP, το αποτέλεσµα ήταν µειωµένη 

µεταγραφική ενεργότητα (Harton et al., 1999). Άρα θεωρήθηκε οτι η πρόσδεση GTP στο CIITA απαιτείται 

για την πυρηνική είσοδο του συµπλόκου, κάτι που αποδεικνύεται και από το εύρηµα οτι µε 

ανοσοϊστοχηµεία των κυττάρων που εκφράζουν τη µεταλλαγµένη µορφή CIITA φαίνεται οτι η πρωτεΐνη 

εδράζεται µόνο στο κυτταρόπλασµα και όχι τον πυρήνα των κυττάρων. Είναι προφανές οτι ο 

µεταγραφικός παράγοντας δεν µπορεί να δράσει εάν δεν µπορεί να µπει στον πυρήνα και να 

στρατολογηθεί στον MHC τάξης ΙΙ υποκινητή. 

 Μελέτες όπου η περιοχή πλούσια σε λευκίνες του CIITA είχαν µεταλλαχθεί µε αντικατάστασή 

τους από αλανίνη για ένα ή περισσότερα αµινοξικά κατάλοιπα απεκάλυψε οτι παρότι η µεταγραφική 

ενεργότητα του CIITA χάθηκε, η πρωτεΐνη µπορούσε ακόµα να αλληλεπιδρά µε τους RFX και NFY. 

Παρόλα αυτά, δείχθηκε οτι in vivo η πρόσδεση του CIITA στον ΜΗC τάξης ΙΙ υποκινητή εξαρτάται από την 

LRR (Hake et al., 2000).  

 Πρόσφατα, ανακαλύφθηκε οτι το CIITA περιέχει δύο διακριτές περιοχές που καθορίζουν την 

αυτοαλληλεπίδρασή του. Η τελευταία από τις δύο περιοχές περιλαµβάνει τα αµινοξέα 939-1130, και 

µεταλλαγές σ’αυτή την περιοχή οδηγούν σε αναστολή της µεταγραφικής ενεργότητας του CIITA (Linhof et 

al., 2001). Από δουλειά του εργαστηρίου µας επίσης δείχθηκε οτι η κεντρική περιοχή του CIITA, που 

 23



περιλαµβάνει την περιοχή πρόσδεσης GTP, είναι αρκετή για αυτοαλληλεπίδραση και αυτή η περιοχή 

αλληλεπιδρά µε την καρβοξυτελική περιοχή LRR και την αµινοτελική όξινη περιοχή (Kretsovali et al., 2001; 

Sisk et al., 2001). Άσχετα µε την τοπολογία των απαραίτητων στοιχείων, ανάλυση µεταλλαγών υποδεικνύει 

οτι η αυτοαλληλεπίδραση είναι σηµαντική για τη λειτουργία του CIITA. 

 Άρα δοµικά το CIITA µπορεί να χωριστεί σε τέσσερις γενικές περιοχές (Εικόνα 6). Όπως έχει ήδη 

αναφερθεί η αµινοτελική περιοχή λειτουργεί σαν µεταγραφικός ενεργοποιητής. Αυτή η περιοχή έχει 

δειχθεί οτι αλληλεπιδρά µε πολλές άλλες πρωτεΐνες και έχει την ικανότητα να ακετυλιώνει ιστόνες (Raval 

et al., 2001). Αµέσως µετά την περιοχή ενεργοποίησης είναι µια περιοχή πλούσια σε προλίνη-σερίνη-

θρεονίνη (P/S/T) µε πιθανό ρυθµιστικό ρόλο. Παρακάτω είναι οι περιοχές που είναι υπεύθυνες για την 

πρόσδεση σε GTP (GTP-binding domain, GBD) που προσδένουν αλλά δεν υδρολύουν το GTP in vitro (Harton 

et al., 1999), υποδεικνύοντας οτι η πρόσδεση του GTP µπορεί να ρυθµίζει τη διαµόρφωση του CIITA. 

Πράγµατι, µεταλλαγές αυτής της αλληλουχίας αναστέλλουν τη δράση του CIITA και οδηγούν στη 

συσσώρευση της πρωτεϊνης στο κυτταρόπλασµα. Κοντά στο καρβοξυτελικό του άκρο το CIITA έχει 

τουλάχιστον τέσσερις περιοχές πλούσιες σε λευκίνη (leucine-rich repeats, LRR)(Hake et al., 2000; Harton et 

al., 2002; Sisk et al., 2001). Οι περιοχές LRR, που αρχικά περιγράφηκαν στον αναστολέα της RNAse, 

σχηµατίζουν µια δοµή σαν πέταλο που λειτουργεί σε αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνης-πρωτεϊνης (Kobe and 

Deisenhofer, 1995). Μεταλλαγή αυτών των αλληλουχιών αναστέλλει τη δράση του CIITA και οδηγεί στη 

συσσώρευση και πάλι του CIITA στο κυτταρόπλασµα (Harton et al., 2002). Οι περιοχές LRRs και GBD έχουν 

βρεθεί µαζί και σε πολλές άλλες πρωτεϊνες, όπως η περιοχή πρόσδεσης νουκλεοτιδίου και ολιγοµερισµού 

(NOD) 1, αλλά η λειτουργική σηµασία τέτοιων συνδιασµένων µοτίβων πρέπει να ερευνηθεί (Linhof et al., 

2001). 

 

 
 
  
 

 

EIKONA 6 
Πρόσδεση 
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Παράγοντες Βασικής Μεταγραφικής Μηχανής 

 

 

EIKONA 6: Η δοµή και οι
λειτουργικές περιοχές του CIITA. Το
CIITA περιέχει µια περιοχή ενεργοποίησης
(ΠΕ) της µεταγραφής, πλούσια σε όξινα
αµινοξέα, δύο σήµατα πυρηνικού
εντοπισµού (NLS), µια περιοχή πλούσια σε
Προλίνη/Σερίνη/Θρεονίνη (P/S/T), τρεις εν
δυνάµει περιοχές πρόσδεσης GTP
(G1,G2,G3), τέσσερα µοτίβα LXXL που
µπορεί να ενέχονται σε αλληλεπιδράσεις
πρωτεϊνης-πρωτεϊνης (L1-L4), και µια
περιοχή µε επαναλήψεις λευκινών (LRR).
Στο κάτω µέρος του σχήµατος οι γραµµές
υποδεικνύουν τις περιοχές αλληλεπίδρασης
του CIITA µε τους παράγοντες RFX, CREB
και NFY, καθώς και µε τους παράγοντες της
βασικής µεταγραφικής µηχανής και άλλους
συνενεργοποιητές. Η διακεκοµµένη γραµµή
υποδεικνύει την περιοχή αλληλεπίδρασης
µιας άγνωστης µέχρι τώρα πρωτεϊνης
µοριακού βάρους 33KDa που αναφέρθηκε
σε µια δηµοσίευση(Hake et al., 2000).
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Οι περιοχές LRR και GDB του CIITA ενέχονται επίσης στην ικανότητα του CIITA να σχηµατίζει 

οµοµερή σύµπλοκα (Linhof et al., 2001; Sisk et al., 2001). Υπάρχουν αυξανόµενες µαρτυρίες οτι το 

αυτοαλληλεπιδρών CIITA µπορεί να είναι η λειτουργική µορφή. Η ιστορία της αυτοαλληλεπίδρασης του 

CIITA εγείρει δύο ερωτήµατα. Το πρώτο ερώτηµα είναι γιατί το CIITA αλληλεπιδρά µε τον εαυτό του; Η 

απάντηση µπορεί και να είχε δοθεί 13 χρόνια πριν, από το λειτουργικό χαρακτηρισµό ενός ανεστραµµένου 

WXY κουτιού 5’ από τα τάξης ΙΙ γονίδια στο ποντίκι (Van Ewijk et al., 1988). Σε ένα µοντέλο διαγονιδιακών 

ποντικών, η έλλειψη της 5’ YXW περιοχής οδήγησε στην επιλεκτική σίγηση της έκφρασης των MHC τάξης 

ΙΙ γονιδίων. Άρα, είναι πιθανό οτι και οι δύο WXY περιοχές λειτουργούν συνδυασµένα δια µέσω 

αλληλεπιδράσεων µε ολιγοµερισµένο CIITA. Μια ανάλυση της MHC τάξης ΙΙ περιοχής στον άνθρωπο 

οδηγεί στην αναγνώριση πολλαπλών περιοχών µε XY κουτιά (U. Nagarajan, J. Gomez, JM Boss, 

αδηµοσίευτες παρατηρήσεις) που θα µπορούσαν πιθανά να συµµετέχουν όπως έχει προταθεί. Το δεύτερο 

ερώτηµα που αφορά την αλληλεπίδραση του CIITA µε τον εαυτό του είναι αν αυτό το φαινόµενο 

ρυθµίζεται. Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, το CIITA έχει πολλαπλά κατάλοιπα σερίνης και θρεονίνης τα 

οποία µετά από φωσφορυλίωση θα µπορούσαν να ρυθµίζουν τη δοµή του CIITA και ιδανικά την 

ενεργότητά του. 

 

Ρύθµιση του γονιδίου CIITA. 

 Το 1997, χρησιµοποιώντας RACE-PCR, o Muhlethaler-Mottet et al βρήκε οτι η µεταγραφή του CIITA 

ρυθµίζεται από τέσσερις διακριτούς υποκινητές, που ονοµάζονται P-I,II,III,IV. Καθένας από τους 4 

υποκινητές µεταγράφει ένα διακριτό πρώτο εξόνιο, το οποίο ενώνεται µε ένα κοινό δεύτερο εξόνιο. Τρεις 

από τους τέσσερις υποκινητές είναι ενεργοί σε συγκεκριµένους κυτταρικούς τύπους, και είναι υπεύθυνοι 

για την ενεργοποίηση και τον έλεγχο του µεταγραφικού παράγοντα. ∆ύο απ’αυτούς τους κυτταρικούς 

τύπους, τα δενδριτικά και τα Β κύτταρα, εκφράζουν το CIITA συστατικά, ενώ άλλα είναι επαγόµενα από 

IFN-γ. Ο τύπου ΙΙ υποκινητής δεν βρέθηκε ακόµα να είναι ενεργός σε κανένα συγκεκριµένο κυτταρικό 

τύπο και έτσι πολύ λίγα είναι γνωστά για αυτό τον υποκινητή. Εξαιτίας του γεγονότος οτι το CIITA αρχικά 

αποµονώθηκε από Raji κύτταρα, µια Β λευχαιµική κυτταρική σειρά, η δηµοσιευµένη αγρίου τύπου 

αλληλουχία είναι αυτή που καθοδηγείται από τον υποκινητή PIII. Οι υποκινητές Ι, ΙΙΙ και IV βρέθηκαν και 

στο ποντίκι, και εµφανίζουν σηµαντική οµολογία µε τους υποκινητές στον άνθρωπο (Muhlethaler-Mottet et 

al., 1997).(Εικόνα 7) 

Ο υποκινητής PIV επάγεται από κύτταρα που δεν προέρχονται από τον νωτιαίο µυελό σε 

απάντηση στην IFN-γ (Wadburger et al., 2001). Το πρώτο εξόνιο του PIV δεν κωδικοποιεί εναρκτήριο 

κωδικόνιο και έτσι το CIITA ξεκινά µε την πρώτη µεθειονίνη του εξονίου 2. Ο υποκινητής PIII επάγεται 

κυρίως από τα Β λεµφοκύτταρα και κωδικοποιεί ένα αµινοτελικό κοµµάτι 17 αµινοξέων. Ο υποκινητής PI 

επάγεται στα µακροφάγα και τα δενδριτικά κύτταρα και κωδικοποιεί µια αµινοξική αλληλουχία 94 
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αµινοξέων που έχει οµολογία µε την περιοχή στρατολόγησης κασπάσης (CARD) η οποία απαντάται σε 

πρωτεΐνες που ενέχονται σε σηµατοδοτικά µονοπάτια απόπτωσης (Nickerson et al., 2001). Παρότι ο ρόλος 

αυτής της περιοχής δεν είναι γνωστός, οι περιοχές CARD συχνά ενέχονται σε αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνης-

πρωτεϊνης. Η ισοµορφή που κωδικοποιείται από τον υποκινητή PI βρέθηκε οτι έχει καλύτερη δυνατότητα 

µεταγραφικής ενεργοποίησης από τις άλλες µορφές του CIITA (Nickerson et al., 2001). Ίσως θα µπορούσε 

κανείς να υποθέσει οτι κάθε ισοµορφή CIITA παρέχει µοναδικές ικανότητες στη ρύθµιση 

αντιγονοπαρουσίασης στους διαφορετικούς ιστούς. 
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EIKONA 7: (Α) Γενωµική οργάνωση των 5’ περιοχών του ανθρώπινου και ποντικίσιου CIITA γονιδίων. Τα
µαύρα κουτιά αντιπροσωπεύουν τα διαφορετικά πρώτα εξόνια, τα λευκά κουτιά αντιστοιχούν στα ιντρόνια. Τα
τόξα αντιπροσωπεύουν τα κύρια σηµεία έναρξης της µεταγραφής του πρώτου εξονίου. (Β) Τα τέσσερα
διαφορετικά 5’ άκρα των ανθρώπινων CIITA mRNAs. Οι κωδικές περιοχές αντιπροσωπεύονται από τα κουτιά
ευρύτερου πλάτους, οι 5’ µη µεταφραζόµενες περιοχές από τα κουτιά µικρότερου πλάτους. Οι µη-οµόλογες
περιοχές χρωµατίζονται διαφορετικά. (Γ)  Το CIITA µεταγράφεται από διαφορετικούς υποκινητές. Ένα
σχηµατικό διάγραµµα των τριών ανθρώπινων και ποντικίσιων CIITA υποκινητών υποδεικνύονται. Κάθε
υποκινητής µεταγράφει τη δική του αλληλουχία πρώτου εξονίου, η οποία κολλά στο κοινό εξόνιο 2. Τα
προκύπτοντα αµινοτελικά άκρα των ειδικών CIITA ισοτύπων υποδεικνύονται µε τον κώδικα του ενός
γράµµατος. Η αµινοξική αλληλουχία στο κουτί υποδεικνύει τα αµινοξέα που προσφέρονται από το εξόνιο 2.
(H: άνθρωπος, Μ: ποντίκι) 
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Για τον υποκινητή PIV, τα απαραίτητα στοιχεία της αλληλουχίας του υποκινητή έχουν 

αναγνωριστεί. Τρία cis-δρώντα στοιχεία σε µια περιοχή 154 bp του υποκινητή βρέθηκε οτι είναι σηµαντικά 

για την επαγόµενη από IFN-γ έκφραση του PIV (Dong et al., 1999). Το πρώτο είναι το στοιχείο GAS (gamma 

activated sequence) που είναι δίπλα στο κουτί Ε, και ακολουθείται από ένα στοιχείο IRF. Αυτά τα στοιχεία 

προσδένονται από του µεταγωγούς σήµατος και ενεργοποιητές της µεταγραφής (STAT-1: signal transducer 

and activator of transcription-1), τον παράγοντας ενεργοποίησης USF-1 (upstream stimulating factor-1) και 

τους παράγοντες IRF-1/IRF-2, αντίστοιχα (Muhlethaler-Mottet et al., 1998). Oι IRF1 και STAT1 είναι 

µεταγραφικοί παράγοντες επαγόµενοι από IFN-γ, ενώ η έκφραση του USF-1 είναι συστατική. Πιστεύεται 

οτι η πρόσδεση της IFN-γ στον υποδοχέα της στην κυτταρική επιφάνεια σηµατοδοτεί µια σειρά από 

γεγονότα στα οποία ο STAT1 φωσφορυλιώνεται από τις κινάσες JAK1 και JAK2. Ο STAT1 µετά 

µετακινείται στον πυρήνα του κυττάρου όπου προσδένεται στο στοιχείο GAS (Darnell, 1997; Darnell et al., 

1994; Schindler and Darnell, 1995). Παρόλα αυτά, ο STAT1 προσδένεται στο στοιχείο GAS µόνο µε την 

παρουσία του USF-1 (Muhlethaler-Mottet et al., 1998).   

Ο υποκινητής PIV εµφανίζει δύο διακριτά στάδια ενεργοποίησης (Morris et al., 2002). Μέσα σε 30 

λεπτά µετά τη σηµατοδότηση από IFN-γ, ο STAT1 προσδένεται και η τοπική δοµή της χρωµατίνης αποκτά 

σχετικά επίπεδα ακετυλίωσης στις ιστόνες. Παρόλα αυτά το CIITA δεν µεταγράφεται έως ότου αρκετός 

IRF-1 συντεθεί και στρατολογηθεί στις θέσεις πρόσδεσής του στον υποκινητή PIV. Αυτή η διαδικασία 

απαιτεί 60 µε 120 λεπτά για να ολοκληρωθεί.(Εικόνα 8) 
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Εικόνα 8: Ο υποκινητής Ρ(IV) του CIITA ενεργοποιείται δια µέσω του µονοπατιού
σηµατοδότησης JAK/STAT µετά την πρόσδεση της IFN-γ στον υποδοχέα της στην κυτταρική
επιφάνεια.
ρα, η πρόσδεση του USF-1 και του STAT1 στις θέσεις τους είναι συνεργατική και απαραίτητη για 

γόµενη από IFN-γ έκφραση των MHC τάξης ΙΙ. Τα µακροφάγα από ποντίκια που δεν εκφράζουν 

εν µπορούν να επαχθούν και να εκφράσουν CIITA mRNA. Οµοίως, σε ποντίκια που δεν εκφράζουν 

άρχει σηµαντική µείωση του επαγόµενου από IFN-γ CIITA mRNA που ανιχνεύεται στα νεφρά, 

ύοντας οτι ο IRF-1 είναι ένας από τους καίριους παράγοντες για την επαγόµενη από IFN-γ 

 των MHC τάξης ΙΙ (Hobart et al., 1997). Μεταγενέστερα πειράµατα απέδειξαν οτι οι IRF-1 και IRF-2 

βάνουν τον υποκινητή µέσω του στοιχείου IRF, και συνεργατικά ενεργοποιούν τον PIV (Xi et al., 

 IRF-2 γενικά δρα σαν καταστολέας της µεταγραφής ανταγωνιζόµενος τον IRF-1 στην πρόσδεση 

χείου IRF (Harada et al., 1989; Harada et al., 1990; Tanaka et al., 1996; Taniguchi et al., 1995; Taniguchi 

97). Παρόλα αυτά ποντίκια που δεν εκφράζουν IRF-2 έχουν µερική έκφραση του CIITA (Xi et al., 

α µακροφάγα, οι καταστολείς της σηµατοδότησης από κυτοκίνες (SOCS-1: suppressors of cytokine 

) εµποδίζουν την έκφραση και πρόσδεση του STAT1 και του IRF-1 στα στοιχεία πρόσδεσής τους, 

λοντας έτσι την επαγόµενη από IFN-γ έκφραση του CIITA (O'Keefe et al., 2001).  
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 Φαίνεται πως όχι µόνο υπάρχει διαφορετική χρήση των CIITA υποκινητών σε διαφορετικούς 

κυτταρικούς τύπους, αλλά επίσης και κάτω από διαφορετικές φυσιολογικές συνθήκες. Όταν η πειραµατική 

αυτοάννοση εγκεφαλίτιδα (ΕΑΕ), µια αυτοάνοση ασθένεια που προκαλείται από την παρουσίαση 

ποικίλων πρωτεϊνών µυελίνης (Wekerle et al., 1994), επάχθηκε στο κεντρικό νευρικό σύστηµα ποντικών, οι 

CIITA τύποι Ι και IV βρέθηκαν στον εγκέφαλο και την νωτιαία χορδή. Καµιά µορφή CIITA δεν ανιχνεύθηκε 

στον εγκέφαλο ή τη νωτιαία χορδή των ποντικών ελέγχου (Suter et al., 2000). Επιπλέον, ο ενεργός 

υποκινητής µπορεί να ποικίλει ανάλογα µε τα διαφορετικά αναπτυξιακά στάδια µιας συγκεκριµένης 

κυτταρικής σειράς. Για παράδειγµα, τα πρώιµα προ-Β κύτταρα έχουν επαγόµενη από IFN-γ έκφραση των 

MHC τάξης ΙΙ, ενώ τα ώριµα Β-κύτταρα παρουσιάζουν συστατική έκφραση. Εκτός από τη χρήση 

διαφορετικών υποκινητών, ποικίλοι µηχανισµοί σίγησης ή ενίσχυσης των CIITA υποκινητών έχουν 

περιγραφεί. Παρότι δεν είναι γνωστό πως επιλέγεται ο υποκινητής που θα χρησιµοποιηθεί, έχει προταθεί 

οτι η εναλλακτική συγκόλληση του mRNA παίζει σηµαντικό ρόλο στη διαδικασία (Muhlethaler-Mottet et al., 

1997). 

 Ένας κυτταρικός τύπος όπου συµβαίνει σίγηση του υποκινητή είναι οι εµβρυϊκοί τροφοβλάστες. Οι 

εµβρυϊκοί τροφοβλάστες δεν έχουν συστατική και IFN-γ επαγόµενη έκφραση των MHC τάξης ΙΙ µορίων. 

Επίσης βρέθηκε οτι επίσης δεν έχουν τόσο επαγόµενη όσο και συστατική έκφραση του CIITA. Υποτέθηκε 

οτι η αναστολή του CIITA, και έτσι των MHC τάξης ΙΙ γονιδίων είναι σηµαντική για την ανοχή µητέρας-

εµβρύου. ∆είχθηκε οτι σ’αυτά τα κύτταρα, οι ρυθµιστικοί παράγοντες του CIITA γονιδίου (STAT1 και IRF1) 

δεν ήταν δυνατό να στρατολογηθούν στον PIV. Επιπλέον δείχθηκε οτι αυτοί οι παράγοντες ήταν παρόντες, 

και µπορούσαν να ενεργοποιήσουν ένα γονίδιο αναφοράς σε πείραµα έκφρασης. Ο λόγος που δεν 

µπορούσαν να στρατολογηθούν στον υποκινητή ήταν η µεθυλίωση του PIV (Morris et al., 2000).  

 Άλλο ένα παράδειγµα σίγησης του CIITA υποκινητή περιλαµβάνει την τελική διαφοροποίηση των 

Β κυττάρων σε πλασµατοκύτταρα. Κατά τη διάρκεια αυτής της διαδικασίας συµβαίνει σίγηση της 

έκφρασης των MHC τάξης ΙΙ που βρέθηκε οτι συσχετίζεται µε τη σίγηση της έκφρασης του CIITA (Silacci et 

al., 1994). Στα ποντίκια η πρωτεΐνη BLIMP-1 (B lymphocyte induced maturation protein 1) είναι ένας 

µεταγραφικός καταστολέας που ενέχεται στη διαφοροποίηση των Β κυττάρων σε πλασµατοκύτταρα. Ο 

BLIMP-1 βρέθηκε οτι είναι καταστολέας του CIITA που δρα προσδενόµενος στον CIITA PIII. Είναι 

ενδιαφέρον οτι ο παράγοντας διαφοροποίησης των Β κυττάρων, ο Pax5 έχει ενεχθεί στην έκφραση του 

CIITA. Παρότι δεν είναι ακόµα γνωστό πως το Pax5 ρυθµίζει το CIITA, το Pax5 αναστέλλεται επίσης από 

την έκφραση του BLIMP1 (Shaffer et al., 2002). Άρα, διαφαίνεται οτι υπάρχει ένα ρυθµιστικό σύµπλεγµα 

που ενέχει θετικούς και αρνητικούς ρυθµιστές του CIITA κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης των Β κυττάρων. 

Επίσης βρέθηκε οτι η επαγωγή της έκφρασης του BLIMP-1 οδηγεί στην καταστολή της παραγωγής όχι 

µόνο του CIITA, HLA-DR, -DP και –DQ, αλλά επίσης και των µη-κλασικών MHC τάξης ΙΙ γονιδίων, της 

σταθερής αλυσίδας (Ii) και του HLA-DM (Piskurich et al., 2000). Το ανθρώπινο οµόλογο του BLIMP-1 είναι ο 
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παράγοντας PRDI-BF1 (positive regulatory domain I binding factor 1), ο οποίος ενέχεται στη σίγηση της 

έκφρασης του CIITA σε όγκους πλασµατοκυττάρων (Ghosh et al., 2001). 

 Σε µερικές περιπτώσεις µελανώµατος, αντί για τη σίγηση των υποκινητών του CIITA, υπάρχει 

συστατική έκφραση, η οποία συνήθως περιορίζεται στα κύτταρα αντιγονοπαρουσιαστές (APCs). Η 

συστατική έκφραση των MHC τάξης ΙΙ µορίων στα κύτταρα µελανώµατος σχετίζεται µε κακή πρόγνωση 

και συνήθως είναι µάρτυρας για την εξέλιξη της νόσου (Barnhill, 1993; Ostmeier et al., 1999). Πρόσφατες 

µελέτες έχουν δείξει οτι το ασυνήθιστο πρότυπο έκφρασης των τάξης ΙΙ µορίων στα µυελοκύτταρα είναι το 

αποτέλεσµα της συστατικής έκφρασης CIITA, ειδικά, των CIITA τύπων ΙΙΙ και IV (Deffrennes et al., 2001; 

Goodwin et al., 2001). Η µόνιµη έκφραση του PIII σχετίστηκε µε παράγοντες που δρουν στον 5’ ενισχυτή, 

και είναι γνωστός σαν «αλληλουχία απάντησης στην Ιντερφερόνη-γ». Η συστατική ενεργοποίηση του PIV 

φαίνεται να οφείλεται στον IRF-2, καθώς ο IRF-1 δεν εκφράζεται συστατικά στα µελανοκύτταρα. 

 Λίγα είναι γνωστά για το ρυθµιστικό έλεγχο του CIITA στα δενδριτικά κύτταρα. Τα MHC τάξης ΙΙ 

εκφράζονται σε υψηλά επίπεδα στα δενδριτικά κύτταρα. Όπως αναφέρθηκε και προηγούµενα η ωρίµανση 

των δενδριτικών κυττάρων µετά την έκθεση σε φλεγµονώδη σήµατα οδηγεί σε γρήγορη καταστολή της 

µεταγραφής του CIITA και της έκφρασης των MHC τάξης ΙΙ. Αυτός ο µηχανισµός φαίνεται οτι καθορίζεται 

δια µέσω ενός συνολικού επιγενετικού µηχανισµού που ενέχει την απακετυλίωση των ιστονών (Landmann 

et al., 2001). Έχουν επίσης αναγνωρισθεί πολλαπλά µοτίβα αλληλουχιών που είναι ενεργά στα δενδριτικά 

κύτταρα στον υποκινητή PI. Οι παράγοντες που προσδένονται σ’αυτές τις θέσεις µένει να 

χαρακτηρισθούν.  

 
 
Επιγενετικός έλεγχος των MHC τάξης ΙΙ γονιδίων και του CIITA. 

 Εκτός από την άµεση πρόσδεση πρωτεϊνών στο DNA, τα MHC τάξης ΙΙ γονίδια ρυθµίζονται από 

επιγενετικούς µηχανισµούς που χρησιµεύουν για τον περιορισµό της έκφρασης. ∆ύο κύρια παραδείγµατα 

στα οποία τέτοιοι µηχανισµοί έχουν παρατηρηθεί ενέχουν την ανάπτυξη των εµβρυϊκών τροφοβλαστών 

και το σχηµατισµό µερικών συµπαγών όγκων (Morris et al., 2000; van den Elsen et al., 2000; van der Stoep et 

al., 2002). Στην περίπτωση των εµβρυϊκών τροφοβλαστών, η ανικανότητά τους να επάγουν τα MHC τάξης 

ΙΙ µόρια µπορεί να παίζει κάποιο ρόλο στη αποφυγή της έκφρασης των πατρικών αντιγόνων. Σε αντίθεση, 

η ανικανότητα των όγκων να εκφράσουν MHC τάξης ΙΙ σε απάντηση στην IFN-γ είναι πιθανά ένας 

µηχανισµός διαφυγής του ανοσολογικού ελέγχου. Και στις δύο περιπτώσεις, η ικανότητα του CIITA να 

επαχθεί από την IFN-γ χάνεται και η επώαση των κυττάρων µε τον αναστολέα µεθυλίωσης 

5’δεοξυαζακυτιδίνη οδηγεί στην επανέκφραση του CIITA και τη µεταγραφή των MHC τάξης ΙΙ. Τέτοια 

πειράµατα υποδεικνύουν οτι η µεθυλίωση της κυτοσίνης είναι υπεύθυνη για τη σίγηση της έκφρασης. Και 

στις δύο περιπτώσεις, η µεθυλίωση κυτοσίνης του υποκινητή PIV  είναι ο στόχος. Χαρτογράφηση των 

καταλοίπων που µεθυλιώνονται υποδεικνύει µια συνολική µεθυλίωση της περιοχής σε κυτταρικές σειρές 
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που οµοιάζουν τους εµβρυϊκούς τροφοβλάστες (Morris et al., 2002). Η µεθυλίωση κυτοσίνης οδηγεί στην 

απακετυλίωση των τοπικών ιστονών και σε µη προσβάσιµη δοµή χρωµατίνης. Το αποτέλεσµα είναι οτι οι 

µεταγραφικοί παράγοντες δεν έχουν πια πρόσβαση στην περιοχή. Παρότι πολλές DNA 

µεθυλοτρανσφεράσες έχουν χαρακτηρισθεί, αυτές που είναι υπεύθυνες για τη µεθυλίωση του υποκινητή 

IV του CIITA παραµένουν άγνωστες. 

 
Μηχανισµοί µεταγραφικής ρύθµισης γονιδίων. 

 Η διαµερισµατοποίηση του DNA µέσα στον πυρήνα των ευκαρυωτικών κυττάρων απαιτεί ιδιαίτερη 

συµπύκνωση αυτού του υψηλά πολωµένου πολυµερούς. Η συµπύκνωση επιτυγχάνεται µε την 

αλληλεπίδραση του DNA µε µια οµάδα ισχυρά βασικών πρωτεϊνών-ιστονών για να δηµιουργήσουν µια 

δοµή γνωστή ως χρωµατίνη. Η σηµαντική επαναλαµβανόµενη µονάδα στη χρωµατίνη είναι το 

νουκλεόσωµα, το οποίο αποτελείται από ένα οκταµερές από τις τέσσερις κεντρικές ιστόνες, Η2Α, Η2Β, Η3, 

και Η4, και 147 βάσεις DNA τυλιγµένο σε δύο στροφές γύρω από το εξωτερικό του οκταµερούς. Τα 

νουκλεοσώµατα µε τη σειρά τους διπλώνονται σε δοµές σταδιακά υψηλότερης δοµής. Παρότι η δοµή του 

νουκλεοσώµατος είναι καλά χαρακτηρισµένη (Luger et al., 1997), λίγα είναι γνωστά για τη µοριακή φύση 

πιο υψηλά δοµηµένων µορφών. Το δίπλωµα της χρωµατίνης είναι ιδιαίτερα δυναµικό, και ο βαθµός του 

διπλώµατος επηρεάζει άµεσα την ενεργότητα του DNA στη µεταγραφή, την αντιγραφή και τον 

ανασυνδιασµό.  

 Οι περισσότερες σχετικές εργασίες που έχουν δηµοσιευτεί τις προηγούµενες τρεις δεκαετίες 

προτείνουν οτι οι µεταµεταφραστικές τροποποιήσεις των ιστονών επηρεάζουν το δίπλωµα της χρωµατίνης 

και κατ’επέκταση τη γονιδιακή ενεργότητα. Πιο ειδικά, ο εµπλουτισµός ισοµορφών ακετυλιωµένων 

ιστονών συχνά παρατηρείται σε µεταγραφόµενες αλληλουχίες DNA. Αυτό δείχθηκε άµεσα για πρώτη 

φορά από πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης χρησιµοποιώντας αντισώµατα που αναγνωρίζουν 

επιλεκτικά υπερακετυλιωµένες ιστόνες. Αυτές οι µελέτες έδειξαν οτι οι ακετυλιωµένες ιστόνες εδράζονται 

γενικά σε περιοχές µε ευαισθησία στην DNAse I, και αυτό συσχετίζεται µε µεταγραφική ενεργότητα 

(Hebbes et al., 1992; Hebbes et al., 1988). Η ακετυλίωση ιστονών και η γενική ευαισθησία στην πέψη µε 

νουκλεάσες αναγνωρίζονται πλέον σαν χαρακτηριστικές ιδιότητες µεταγραφικά ενεργής χρωµατίνης 

(Gross and Garrard, 1988; Grunstein, 1997; Struhl, 1998).  

 Η ακετυλίωση οδηγεί στην εξουδετέρωση του φορτίου συντηρηµένων, συχνά σταθερών, 

καταλοίπων λυσίνης που εδράζονται σε αµινοτελικές περιοχές των ιστονών (Εικόνα 9). Αυτές οι περιοχές 

συχνά αναφέρονται σαν ουρές επειδή προεξέχουν έξω από το νουκλεόσωµα (Luger and Richmond, 1998; 

Wolffe and Hayes, 1999). Σαν τέτοιες, αυτές οι ουρές εκτίθενται στο περιβάλλον έξω από το πολυµερές 

χρωµατίνης, παρέχοντας µια ιδιαίτερη σηµατοδοτική επιφάνεια (Cheung et al., 2000) που µπορεί να 

αλληλεπιδρά µε πρωτεΐνες ή άλλα σύµπλοκα που λειτουργούν για την αναδιαµόρφωση της χρωµατίνης 
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(Edmondson et al., 1996; Hecht et al., 1995; Logie et al., 1999). Αλλαγές στο φορτίο των ουρών των ιστονών 

εικάζεται οτι αποδυναµώνει τις επαφές ιστόνης:DNA. Η ακετυλίωση µπορεί επίσης να αλλάξει τις 

αλληλεπιδράσεις ιστόνης:ιστόνης ανάµεσα σε γειτονικά νουκλεοσώµατα (Luger et al., 1997; Luger and 

Richmond, 1998; Tse et al., 1998; Wolffe and Hayes, 1999) καθώς και τις αλληλεπιδράσεις ανάµεσα στις 

ιστόνες και ρυθµιστικές πρωτεΐνες (Edmondson et al., 1996; Hecht et al., 1995). Κάποιες ή όλες µαζί από 

αυτές τις αλλαγές µπορούν να επηρεάσουν τη δοµή των νουκλεοσωµάτων καθώς και το υψηλής δοµής 

δίπλωµά τους, οδηγώντας σε ένα πιο ανοικτό χρωµατινικό περιβάλλον για µεταγραφή. Παρότι η 

συσχέτιση ανάµεσα στην ακετυλίωση ιστονών και τη γονιδιακή έκφραση είναι γνωστή για πολλά χρόνια, 

η διάκριση για το αν οι αλλαγές στην ακετυλίωση ιστονών ήταν το αίτιο ή το αποτέλεσµα της αυξηµένης 

µεταγραφής ήταν προβληµατική. Μηχανιστικές λύσεις στη ρύθµιση και τις λειτουργίες της ακετυλίωσης 

των ιστονών δόθηκαν µε το χαρακτηρισµό των ενζύµων που είναι υπεύθυνα για την προσθήκη και την 

αφαίρεση αυτής της σηµαντικής αλλαγής της χρωµατίνης.    
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ΕΙΚΟΝΑ 9 Εικόνα 9: Γνωστές θέσεις
ακετυλίωσης στις αµινοτελικές ουρές
των ιστονών. ∆είχνονται τα πρώτα
αµινοξικά κατάλοιπα καθεµιάς από τις
τέσσερις ιστόνες από σπονδυλωτά και από τη
ζύµη, Saccharomyces cerevisiae. Οι θέσεις των
καταλοίπων λυσίνης ου ε ναι γνωστό οτπ ί ι
ακετυλιώνονται υποδεικνύονται. 

9 5 

SGRGKQGGKARAKAKΣπονδυλωτά 
H2A 

Ζύµη SGGKGGKAGSAAKAS

4 

12 155 20

PEPAKSAPAPKKGSKKAVTKT Σπονδυλωτά 
H2Β 

Ζύµη SSAAEKKPASKAPAEKKPAAKK 

16 21 221711 6 

23149 18

ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAA Σπονδυλωτά 
H3 

Ζύµη ARTKQTARKSTGGKAPRKQLASKAA 

14 18 229 

8 125 16

SGRGKGGKGLGKGGAKRHRK Σπονδυλωτά 
H4 

Ζύµη SGRGKGGKGLGKGGAKRHRK 

125 8 
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Ανακάλυψη και χαρακτηρισµός των ακετυλοτρανσφερασών ιστονών.  
 Η ακετυλίωση ιστονών πραγµατοποιείται µετα-µεταφραστικά στις οµάδες     ε-ΝΗ3+  των συχνά 

υψηλά συντηρηµένων καταλοίπων λυσίνης στις αµινοτελικές ουρές των ιστονών. Η ακετυλίωση ιστονών 

είναι αντιστρεπτή διαδικασία. Οι ακετυλοτρανσφεράσες ιστονών µεταφέρουν µια ακετυλοµάδα από το 

ακετυλοσυνένζυµο Α στις οµάδες ε-ΝΗ3+ των εσωτερικών καταλοίπων λυσίνης. Η προσθήκη 

ακετυλοµάδας στις λυσίνες εξουδετερώνει το θετικό φορτίο και αυξάνει την υδροφοβικότητα. Στην 

αντίδραση απακετυλίωσης, οι απακετυλάσες ιστονών (HDACs) αφαιρούν ακετυλοµάδες επαναφέροντας 

το θετικό φορτίο στις ιστόνες (Εικόνα 10). Τυπικά, κυτταρικά εκχυλίσµατα ή µερικώς καθαρισµένα 

κλάσµατα χρησιµοποιήθηκαν σε ενζυµατικές προσεγκίσεις (Ait-Si-Ali et al., 1998; Kim et al., 2000). Η 

αναγνώριση των πολυπεπτιδίων που είναι υπεύθυνα για τις ενεργότητες ακετυλοτρανσφεράσης ιστονών 

(HAT) αποδείχθηκε ενδιαφέρουσα και διήρκεσε πολλά χρόνια. Οι HAT ενεργότητες οµαδοποιήθηκαν σε 

δύο γενικές κατηγορίες βάση την κυτταρική τους προέλευση και τις λειτουργίες τους. Οι 

κυτταροπλασµατικές Β-τύπου ΗΑΤ καταλύουν γεγονότα ακετυλίωσης που σχετίζονται µε τη µεταφορά 

νεοσυντιθέµενων ιστονών από το κυτταρόπλασµα στον πυρήνα και την πρόσδεσή τους στο 

νεοαντιγραφόµενο DNA (Allis et al., 1985; Ruiz-Carrillo et al., 1975). Οι πυρηνικές, Α-τύπου ΗΑΤ καταλύουν 

γεγονότα που σχετίζονται µε τη µεταγραφή (Brownell and Allis, 1996). 
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Eικόνα 10: Η ισορροπία στην ακετυλίωση ιστονών διατηρείται από αντίθετες
ενεργότητες ακετυλοτρανσφερασών ιστονών και απακετυλασών. Το
ακετυλοσυνένζυµο Α είναι ο δότης ακετυλοµάδας για την ακετυλίωση. Οι ακετυλοτρανσφεράσες
ιστονών (HATs) µεταφέρουν µια ακετυλοµάδα στην οµάδα ε-ΝΗ3+ των εσωτερικών καταλοίπων
Λυσίνης των αµινοτελικών περιοχών των ιστονών. Η αντίστροφη αντίδραση καταλύεται από
απακετυλάσες ιστονών (HDACs). 

ΕΙΚΟΝΑ 10 
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HAT-B 

 Η Hat1 αναγνωρίστηκε σαν η πρώτη καταλυτική υποµονάδα µιας Β-τύπου ΗΑΤ µε ένα συνδυασµό 

γενετικής, ζύµης και βιοχηµείας (Kleff et al., 1995; Parthun et al., 1996). Η ανασυνδιασµένη Hat1 ακετυλιώνει 

την ιστόνη Η4 σε θέσεις που είναι γνωστό οτι µετατρέπονται σε νεοσυντιθέµενη Η4 ( π.χ. Lys5 και Lys12) 

(Εικόνα 9) (Chicoine et al., 1986; Sobel et al., 1995). Η Hat1 απαντάται σε ένα πολυπρωτεϊνικό σύµπλοκο που 

περιέχει και την Hat2, ένα ορθόλογο των δύο στενά σχετιζόµενων πρωτεϊνών Rbap46/48 που απαντώνται 

σε ποικίλα σύµπλοκα αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης (Parthun et al., 1996). Οι πρωτεΐνες Hat2 και 

Rbap46/48 µπορεί να αλληλεπιδρούν µε σύµπλοκα αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης και ουρές ιστονών 

(π.χ. Η4), οδηγώντας σε αύξηση της ειδικής ενεργότητας. Αυτή η παρατήρηση είναι σύµφωνη µε το οτι η 

αναδιαµόρφωση των νουκλεοσωµάτων µπορεί να είναι απαραίτητη για την ακετυλίωση/απακετυλίωση 

ιστονών επειδή η φυσική περιέλιξη του DNA γύρω από το οκταµερές ιστονών καλύπτει την πρώτη έλικα 

της Η4, η οποία είναι η θέση πρόσδεσης για την Rbap46/48 (Verreault et al., 1998). Άλλα συστατικά του 

Hat1/Hat2 συµπλόκου περιλαµβάνουν τις υποµονάδες CAF1, οι οποίες ενέχονται στο σχηµατισµό της 

χρωµατίνης (Imhof and Wolffe, 1999; Kaufman et al., 1995; Verreault et al., 1998). 

 

ΗΑΤ-Α  

Η πρώτη καταλυτική υποµονάδα µιας Α-τύπου ΗΑΤ, η p55, αναγνωρίστηκε σε µακροπυρηνικές 

παρασκευές από το πρωτόζωο Tetrahymena χρησιµοποιώντας µια προσέγκιση in-gel ενεργότητας (Brownell 

and Allis, 1995). Το ένζυµο αυτό ήταν αξιοσηµείωτα όµοιο στην αλληλουχία µε τον GCN5, µια πρωτεΐνη 

που είχε προηγούµενα χαρακτηρισθεί σαν µεταγραφικός ρυθµιστής στη ζύµη (Berger et al., 1992; Brownell 

et al., 1996; Marcus et al., 1994; Silverman et al., 1994). Αυτή η ανακάλυψη παρείχε αρκετή µοριακή απόδειξη 

για µια άµεση σύνδεση ανάµεσα στην ακετυλίωση ιστονών και τη µεταγραφική ρύθµιση (Brownell et al., 

1996). Ο Gcn5 στρατολογείται σε συγκεκριµένους υποκινητές δια µέσω σύνδεσης µε τις πρωτεΐνες Ada, οι 

οποίες αλληλεπιδρούν µε ενεργοποιητές που προσδένονται στο DNA. Το σύµπλοκο Gcn5-Ada επίσης 

αλληλεπιδρά µε κοµµάτια της βασικής µεταγραφικής µηχανής (Brown et al., 2000; Sterner and Berger, 2000). 

Η ικανότητα να συσχετίζει αλληλεπιδράσεις ανάµεσα σε ενεργοποιητές και βασικές πρωτεΐνες οδήγησε 

στον χαρακτηρισµό των Gcn5-Ada συµπλόκων σαν µεταγραφικούς διακόπτες ή συνενεργοποιητές.  

Μετά την αναγνώριση οτι ο Gcn5 διαθέτει ΗΑΤ ενεργότητα, οι πρώιµες µελέτες αµέσως παρείχαν 

ένα γενικό µοντέλο για τη στρατολόγηση ΗΑΤ σε συγκεκριµένους υποκινητές από πρωτεΐνες 

ενεργοποίησης που προσδένονται στο DNA (Brownell and Allis, 1996; Wolffe and Pruss, 1996). Αυτή η 

υπόθεση έλαβε ραγδαία πειραµατική υποστήριξη µετά την αναγνώριση διάφορων άλλων πρωτεϊνών 

διακοπτών/συνενεργοποιητών µε ενεργότητα ΗΑΤ, συµπεριλαµβάνοντας το GCN5 των θηλαστικών 

(Wang et al., 1997; Xu et al., 2000; Yang et al., 1996) και το ορθόλογό του, pCAF (Yang et al., 1996), το CBP 

(Bannister and Kouzarides, 1996; Ogryzko et al., 1996), την p300 (Ogryzko et al., 1996), και τον TAFII250 
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(Dunphy et al., 2000; Mizzen et al., 1996). Επιπλέον πληροφορία για ένα γενικό µοντέλο ακετυλίωσης 

ιστονών παρέχεται από µελέτες µε µεταγραφικούς ενεργοποιητές που οδηγούν στην πρόσδεση ΗΑΤ 

συµπλόκων σε χρωµατινικά υποστρώµατα in vitro (Steger et al., 1998; Utley et al., 1998; Vignali et al., 2000; 

Wallberg et al., 1999). Σε τέτοια in vitro πειράµατα, η ενεργοποίηση της µεταγραφής από ΗΑΤ σύµπλοκα 

εξαρτάται από την παρουσία ακετυλοσυνένζυµου-Α, υποστηρίζοντας επιπλέον τη σηµασία της 

ακετυλίωσης για τη µεταγραφική ενεργοποίηση.  

 Παρά την ανακάλυψη πολυάριθµων ΗΑΤ (Πίνακας 2) και την πιθανή στόχευση αυτών των 

ενεργοτήτων, το µεγάλο ζήτηµα της συστατικής έναντι της στοχευόµενης ακετυλίωσης ιστονών µένει να 

γίνει αντιληπτό στο µοριακό επίπεδο.    

 
 
 
 
 
 
 
 
 

p300, CBP, pCAF    
p300, CBP, pCAF 

H3>H4                      
H3>H4 

ACTR                              
SRC1 

Συµπαράγοντες 
πυρηνικών 
υποδοχέων 

                             
H3, H4>H2A       
H3>>H4 

H3>>H2ATAFII250 (TFIID)          
TFIIC                               
Nut1 

Παράγοντες της 
βασικής 
µεταγραφικής 
µηχανής 

pCAF, GCN5 H2A, H2B, H3, H4CBP  

pCAF, GCN5 H2A, H2B, H3, H4p300 p300/CBP 

H2A, H4               
H4                         
.                            
.                             
.                             
.                             
.H3, H4

H4>>H3, H2A           
H4>>H3, H2A           
Άγνωστο                  
Άγνωστο                   
H4>H3                       
H4>>H3, H2A 

Esa1 (NuA4)                 
MOF (MSL)                   
Sas2                                 
Sas3 (NuA3)                  
MORF                             
Tip60                             
Hbo1 (ORC) 

MYST 

p300, CBP                 
p300, CBP 

H3, H2B               
H3, H4                  
H4, H2A 

H3>>H4                     
H3>>H4                     
H4>>H2A                  
H2A, H2B, H3, H4   
H3>H4

Gcn5(SAGA,ADA,A2)
pCAF(pCAF)                
Hat1(HatB)                    
Elp3 (επιµηκυντής)    
Hpa2 

GNAT  

    

Αλληλεπιδράσεις 
µε άλλες ΗΑΤs 

Ιστόνες που
ακετυλιώνονται
από σύµπλοκο 
ΗΑΤ 

Ιστόνες που
ακετυλιώνονται 
από 
ανασυνδιασµένες 
ΗΑΤ 

ΗΑΤ (και σύµπλοκα 
που σχετίζονται αυτή) 

Οικογένεια ΗΑΤ  

  

Πίνακας 2      Χαρακτηριστικά των ΗΑΤ οικογενειών 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Μέλη της οικογένειας GNAT. 

 Τόσο η Hat1 Β-τύπου ΗΑΤ (Kleff et al., 1995; Parthun et al., 1996; Verreault et al., 1998) και ο Gcn5 Α-

τύπου ΗΑΤs (από ένα αριθµό ειδών) παρουσιάζουν διάφορα συντηρηµένα δοµικά µοτίβα που σχετίζονται 

µε την ακετυλίωση. Η αναγνώριση αυτών των οµοιοτήτων οδήγησε στην περιγραφή της υπεροικογένειας 

GNAT (Ν-ακετυλοτρανσφεράσες σχετιζόµενες µε τον GCN5, Gcn5-related N-acetyltransferase) (Neuwald 
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and Landsman, 1997) (Πίνακας 2). Προκαρυωτικά και ευκαρυωτικά µέλη της υπεροικογένειας GNAT 

παρουσιάζουν, σε διαφορετικό βαθµό, έως και τέσσερα συντηρηµένα µοτίβα, που ονοµάζονται A-D 

(Εικόνα 11). Το µοτίβο Α είναι το πιο καλά συντηρηµένο µοτίβο και περιέχει µια αλληλουχία Arg/Gln-X-X-

Gly-X-Gly/Ala που είναι σηµαντική για την αναγνώριση του ακετυλοσυνένζυµου-Α και τη πρόσδεσή του 

(Dutnall et al., 1998; Wolf et al., 1998). 

 
 

C A BD

A

E D A B

GNATs 

MYST 

P300/CB) 

ΕΙΚΟΝΑ 11 

 Μέχρι τώρα, ο Gcn5 της ζύµης (yGcn5) είναι µια από τις πιο

vivo όσο και in vitro. Λειτουργικές περιοχές της πρωτεϊνης της ζύµ

σειρά από το αµινοτελικό προς το καρβοξυτελικό άκρο (Εικόνα 12Α

ποικίλει σε µήκος και είναι σηµαντικά µακρύτερη στα µετάζ

αναγνώριση νουκλεοσωµικών υποστρωµάτων (Smith et al., 199

συντηρηµένη καταλυτική περιοχή ΗΑΤ που περιέχει τις περισσό

παρούσες στα µέλη της οικογένειας GNAT και περιγράφονται στ

(Candau et al., 1997), τρίτο µια περιοχή αλληλεπίδρασης µε την Ada

καρβοξυτελική βροµοπεριοχή. 

 
Μέλη της οικογένειας MYST. 

 Το µοτίβο Α της οικογένειας GNAT που περιγράφετα

οικογένεια MYST (ονοµάζεται έτσι από τα πρώτα µέλη της MOZ

οµάδα σχετιζόµενων πρωτεϊνών που είναι είτε ΗΑΤs είτε ΑΤs (Εικό

υποδεικνύει οτι αυτό το δοµικό µοτίβο µπορεί να χρησιµοπο

ακετυλοσυνένζυµου Α. Η ενεργότητα ΗΑΤ έχει βρεθεί για πολλά α

υποδεικνύονται στην Εικόνα 12Β. Η Tip60 (για την Tat-αλληλεπιδρώ

(Kamine et al., 1996) ήταν το πρώτο ανθρώπινο µέλος της οικογένε

and Horikoshi, 1998; Yamamoto and Horikoshi, 1997). Η Sas3 εί

ανθρώπινο ογκογονίδιο MOZ (monocytic leukemia zinc finger prote

1996). Μια χρωµοσωµική µετατόπιση ανάµεσα στο CBP και το Μ

σχετίζεται µε ογκογονικό µετασχηµατισµό οδηγώντας σε µια 

 

Εικόνα 11: Μοτίβα περιοχών ΗΑΤ. Οι
σχετικές θέσεις των συντηρηµένων
αλληλουχιών µοτίβων στις τρεις οικογένειες
ΗΑΤ GNAT, MYST, και p300/CBP
υποδεικνύονται. Το µοτίβο Α περιέχει το
υψηλά συντηρηµένη θέσης πρόσδεσης
ακετυλοσυνένζυµου Α.  
 καλά χαρακτηρισµένες HATs, τόσο in 

ης έχει προσδιοριστεί οτι περιέχουν, σε 

): πρώτα µια αµινοτελική περιοχή, που 

ωα, πιστεύεται οτι εξασφαλίζει την 

8; Xu et al., 1998), δεύτερο µια καλά 

τερες από τις υποπεριοχές που είναι 

ην Εικόνα 11 (εκτός από το µοτίβο C) 

2p (Candau et al., 1996) και τέταρτο, µια 

ι παραπάνω απαντάται επίσης στην 

, Ybf2/Sas3, Sas2, και Tip60), άλλη µια 

να 11 και Πίνακας 2). Αυτή η οµοιότητα 

ιείται ευρέως για την πρόσδεση του 

πό τα µέλη της οικογένειας MYST που 

σα πρωτεΐνη µε µοριακό βάρος 60KDa 

ιας MYST µε ενεργότητα HAT (Kimura 

ναι το οµόλογο από τη ζύµη για το 

in) (Borrow et al., 1996; Reifsnyder et al., 

ΟΖ δηµιουργεί µια νέα πρωτεΐνη που 

ανθρώπινη ασθένεια. Η Sas3 είναι η 
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καταλυτική υποµονάδα ενός ΗΑΤ συµπλόκου της ζύµης που παρουσιάζει εξειδίκευση για νουκλεοσωµική 

Η3. Η ΗΑΤ ενεργότητα του ΜΟΖ δεν έχει ακόµα δειχθεί, αλλά οµοιότητες στην αλληλουχία ανάµεσα στην 

Sas3 και την ΜΟΖ υποδεικνύουν οτι η ΜΟΖ είναι µια ΗΑΤ (John et al., 2000; Takechi and Nakayama, 1999). Η 

πρωτεΐνη της ζύµης Esa1 (για essential Sas family acetyltransferase 1) ήταν η πρώτη απαραίτητη ΗΑΤ που 

βρέθηκε στη ζύµη (Clarke et al., 1999; Smith et al., 1998), και η Esa1 είναι τώρα γνωστό οτι αποτελεί την 

καταλυτική υποµονάδα του ΗΑΤ συµπλόκου NuA4 (για nucleosomal acetyltransferase for H4) (Allard et al., 

1999; Grant et al., 1997). 

 

p300/CBP 

∆ύο από τις πιο ευρέως µελετηµένες ΗΑΤs στη µεταγραφική ρύθµιση είναι οι p300 και το CBP 

(Shikama et al., 1997). Αυτές οι πρωτεΐνες αποµονώθηκαν ανεξάρτητα σαν παράγοντες που αλληλεπιδρούν 

µε την πρωτεΐνη του αδενοϊού Ε1Α (p300) (Eckner et al., 1994) ή τη φωσφορυλιωµένη µορφή του 

µεταγραφικού παράγοντα CREB (CBP) (Chrivia et al., 1993). Ο υψηλός βαθµός οµοιότητας ανάµεσα σ’αυτές 

τις πρωτεΐνες σύντοµα αναγνωρίστηκε (Arany et al., 1994), και µετέπειτα µελέτες υπέδειξαν οτι είναι 

συµπληρωµατικές στη δράση, τουλάχιστον σε κύτταρα σε καλλιέργεια (Arany et al., 1995; Eckner et al., 1994; 

Lundblad et al., 1995; Shikama et al., 1997). Οι p300/CBP περιέχουν διάφορες διακριτές περιοχές (Εικόνα 13) , 

περιλαµβάνοντας τρεις περιοχές µε δάκτυλο ψευδαργύρου (αναφέρονται σαν cys, ZZ, και ΤΑΖ  περιοχές), 

µια βροµοπεριοχή, µια περιοχή ΗΑΤ, και τουλάχιστον δύο ανεξάρτητες περιοχές που αλληλεπιδρούν µε 

πολλούς µεταγραφικούς παράγοντες (Janknecht and Hunter, 1996a; Shikama et al., 1997). Όπως η Gcn5p, οι 

p300/CBP έχουν δράση συνενεργοποιητών στη µεταγραφή (Janknecht and Hunter, 1996a; Kwok et al., 1994). 

∆εν προσδένονται άµεσα στο DNA αλλά στρατολογούνται σε υποκινητές δια µέσω αλληλεπιδράσεων µε 

µεταγραφικούς παράγοντες που προσδένονται στο DNA όπως είναι η Ε1Α και ο φωσφορυλιωµένος CREB. 

Πολλοί παράγοντες αλληλεπιδρούν µε τις p300/CBP, συµπεριλαµβανοµένων των c-Jun (Bannister and 

Kouzarides, 1995a), c-Myb (Dai et al., 1996; Oelgeschlager et al., 1996), c-Fos (Janknecht et al., 1995), TFIID 

(Ferreri et al., 1994), MyoD (Sartorelli et al., 1997; Yuan et al., 1996), τους πυρηνικούς υποδοχείς ορµονών 

(Janknecht and Hunter, 1996a; Kamei et al., 1996), και Ε2F1 (Martinez-Balbas et al., 2000) ανάµεσα σ’άλλες. 

Επειδή περιορισµένες ποσότητες p300/CBP είναι παρούσες µέσα στο κύτταρο, η αλλαγή της κατανοµής 

των p300/CBP ανάµεσα σ’αυτές τις διαφορετικές πρωτεΐνες µπορεί να παρέχει ένα µηχανισµό για τη 

ρύθµιση διαφορετικών σηµατοδοτικών και µεταγραφικών µονοπατιών (Kamei et al., 1996).  

 Οι ΗΑΤ ενεργότητες των p300/CBP απαιτούνται για τις λειτουργίες αυτών των πρωτεϊνών στη 

µεταγραφική ενεργοποίηση. Μεταλλαγές στο ενεργό κέντρο ΗΑΤ καταργούν τις δράσεις 

συνενεργοποίησης (Bannister and Kouzarides, 1996; Martinez-Balbas et al., 2000; Ogryzko et al., 1996). Στην 

αρχή, αυτές οι ΗΑΤs θεωρήθηκε οτι είναι πολύ διαφορετικές από την οικογένεια GNAT. Συγκρίσεις 

αλληλουχιών µε το CBP, για παράδειγµα,  δεν υπέδειξαν οµολογία µε άλλες ακετυλοτρανσφεράσες. 
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Παρόλα αυτά, προσεκτική σύγκριση υπέδειξε οτι οι περιοχές ΗΑΤ των p300/CBP περιέχουν µοτίβα που 

σχετίζονται µε τα µοτίβα Α, Β, και D των GNATs (Εικόνα 11). Επιπρόσθετα, οι p300/CBP περιέχουν ένα 

πρωτότυπο µοτίβο Ε που είναι οµόλογο µε αλληλουχίες στις ΗΑΤ περιοχές των GCN5 και pCAF αλλά δεν 

απαντώνται σε άλλες ακετυλοτρανσφεράσες (Martinez-Balbas et al., 2000). 

EIKONA 12 Εικόνα 12: Τα σχετικά µεγέθη και η
τοπολογία των συντηρηµένων
µοτίβων για τις οικογένειες GNAT και
MYST των HATs υποδεικνύονται. ΑΤ:
περιοχή ακετυλοτρανσφεράσης,
Bromo: βροµοπεριοχές, PhD:
οµοπεριοχές φυτών, Zn: περιοχές
δακτύλων ψευδαργύρου, chromo:
χρωµοπεριοχές. 
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p300/CBP 

Βροµο ΗΑΤ ΖΖ ΤΑΖ 

SRC1 E1A 
pCAF 
GCN5 
C-Fos 
MyoD 
E2F 

CREB 
C-Myb 
C-Jun 

GR 
RAR 

EIKONA 13 Εικόνα13:Λειτουργικές 
περιοχές στις p300/CBP.
Οι p300/CBP περιέχουν
διακριτές περιοχές για
αλληλεπιδράσεις µε άλλους
µεταγραφικούς ρυθµιστές
όπως υποδεικνύεται, καθώς
και µια βροµοπεριοχή, την
περιοχή ΗΑΤ, µια περιοχή
ΖΖ και µια περιοχή ΤΑΖ
(Arany et al., 1994; Shikama
et al., 1997). 

 

Απακετυλάσες ιστονών. 

 Τον ίδιο χρόνο που αναγνωρίστηκαν οι πρώτες πυρηνικές ΗΑΤs, αναγνωρίστηκε επίσης η πρώτη 

απακετυλάση ιστονών (HDAC) (Taunton et al., 1996). Αυτή η απακετυλάση από θηλαστικά ήταν οµόλογη 

µε τον συγκαταστολέα από τη ζύµη Rpd3p (Εικόνα14). Τα επόµενα χρόνια, περισσότεροι συγκαταστολείς 

αναγνωρίστηκε οτι ήταν HDACs, όπως και περισσότεροι συνενεργοποιητές αναγνωρίστηκαν σαν ΗΑΤs, 

παρέχοντας υποστήριξη στη ιδέα οτι υπερακετυλιωµένη χρωµατίνη είναι µεταγραφικά ενεργή ενώ 

υποακετυλιωµένη χρωµατίνη είναι κατασταλµένη. Πράγµατι, τουλάχιστον µερικά ρυθµιζόµενα γεγονότα 

ενεργοποίησης είναι γνωστό οτι ενέχουν την ανταλλαγή συµπλόκων µε δράση HDACs µε άλλα µε 

ενεργότητες HAT. Συγκεκριµένοι πυρηνικοί υποδοχείς ορµονών (όπως ο υποδοχέας της θυρεοειδούς 

ορµόνης) αλληλεπιδρούν µε HDACs για να καταστείλουν τη µεταγραφή στο στάδιο µη πρόσδεσης του 

δεσµευτή, αλλά αλληλεπιδρούν µε ΗΑΤs στην παρουσία δεσµευτή για να ενεργοποιήσουν τα γονίδια 

στόχους τους (Collingwood et al., 1999; Freedman, 1999; Glass and Rosenfeld, 2000). Παρόλα αυτά είναι 

σηµαντικό να θυµόµαστε οτι η ισορροπία ακετυλίωσης ιστονών φαίνεται να έχει διαφορετικές επιδράσεις 

σε διαφορετικά γονίδια σε διαφορετικές ρυθµίσεις. Για παράδειγµα, η ακετυλίωση της Κ12 στην ιστόνη Η4 

µπορεί να είναι απαραίτητη για τη µεταγραφική σίγηση στη ζύµη και τη Drosophila   (Braunstein et al., 1996; 

Turner et al., 1992). 
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EIKONA 14 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Εικόνα 14: Σχηµατική αναπαράσταση των διαφορετικών ισοµορφών HDAC. Οι µπάρες 
υποδεικνύουν το µήκος της πρωτεϊνης. Οι γραµµωτές περιοχές αναπαριστούν την καταλυτική περιοχή. 
Η HDRP δεν έχει ενεργότητα απακετυλάσης. Το µαύρο υποδεικνύει ένα σήµα πυρηνικής εισόδου (NLS). 
Ν=αµινοτελική περιοχή και C=καρβοξυτελική περιοχή.
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Ειδικοί στόχοι της παρούσας εργασίας. 

  

Α. Μελέτη της ρύθµισης της έκφρασης των τάξης ΙΙ αντιγόνων ιστοσυµβατότητας από  

     συνενεργοποιητές που αλληλεπιδρούν µε το CIITA. 

 

Β. Μελέτη της δράσης της ακετυλίωσης του CIITA, από τον pCAF και το CBP, στον υποκυτταρικό του  

    εντοπισµό και τη µεταγραφική ενεργοποίηση των MHC τάξης ΙΙ γονιδίων. 

 

Γ. Μελέτη της αλληλεπίδρασης του CIITA µε τον εαυτό του και πως αυτό συσχετίζεται µε την  

    υποκυτταρική του κατανοµή και την ικανότητά του για µεταγραφική ενεργοποίηση των MHC  

    τάξης ΙΙ γονιδίων. 

 

∆. Χαρακτηρισµός του ενισχυοσώµατος τάξης ΙΙ και ο µηχανισµός µεταγραφικής ενεργοποίησης  

     από CIITA.  
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
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1. ΥΛΙΚΑ 
 
1.1. Αντιδραστήρια  Τα υλικά που χρησιµοποιήθηκαν κατά την εκπόνηση της παρούσας εργασίας 
προέρχονταν απ’τις εταιρείες Βohringer Mannheim, Pharmacia, Promega, Sigma Chemicals, United States 
Biochemicals. Τα περιοριστικά και τροποποιητικά ένζυµα των νουκλεϊκών οξέων προέρχονταν απ'τις 
εταιρείες Minotech, New England Biolabs, Promega, και United States Biochemicals (USB). Τα θρεπτικά υλικά 
καλλιέργειας των βακτηριακών  στελεχών προέρχονταν από την Gibco-BRL. Τα ραδιοσηµασµένα 
νουκλεοτίδια και η ραδιενεργή χλωραµφαινικόλη προέρχονταν απ’την εταιρεία Amersham. Οι µεµβράνες 
νιτροκυτταρίνης προέρχονταν απ’τις εταιρείες Schleicher & Schuell και Gelman. Οι µεµβράνες 
αυτοραδιογραφίας προέρχονταν απ’την Kodak. Τα συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια προέρχονταν απ’το 
εργαστήριο Μικροχηµείας του ΙΤΕ. 
 
1.2. Βακτηριακά στελέχη και πλασµιδιακοί φορείς.  Για την κατασκευή των πλασµιδιακών κατασκευών 
χρησιµοποιήθηκαν οι φορείς: pBluescript KSII (Stratagene), pRC-RSV, pRC-CMV, pCDNA3 (Invitrogen), 
pBXGI. 
 Τα βακτηριακά στελέχη που χρησιµοποιήθηκαν είναι E.coli DH5α, HB101, ο γονότυπος των οποίων 
περιγράφεται στους Sambrook et al. Για τα πειράµατα µεταλλαξογένεσης χρησιµοποιήθηκαν άλλα δύο 
βακτηριακά στελέχη, από όπου δεκτικά κύτταρα παρασκευάστηκαν στο εργαστήριό µας:  

• Βακτηριακό στέλεχος BMH 71-18 mutS: #Q6321, Promega. 
• Βακτηριακό στέλεχος JM109: #P9751, Promega. 

 
1.3. Βακτηριακές καλλιέργειες. Για την καλλιέργεια των βακτηριακών στελεχών χρησιµοποιήθηκε το 
θρεπτικό µέσο Luria-Bertani σε υγρή και στερεά µορφή. Τα διαλύµατα των αντιβιοτικών παρασκευάστηκαν 
και χρησιµοποιήθηκαν σύµφωνα µε τους Sambrook et al.  
 
1.4. Κυτταρικές σειρές.  Στα πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης χρησιµοποιήθηκαν οι ανθρώπινες 
κυτταρικές σειρές Hela και Raji. Τα κύτταρα Hela είναι επιθηλιακά κύτταρα που προέρχονται από 
αδενοκαρκίνωµα τραχήλου της µήτρας. Τα κύτταρα Raji είναι σειρές που προέρχονται από το λέµφωµα 
Burkitt και έχουν χαρακτηριστικά διαφοροποιηµένων Β κυττάρων. Περισσότερες πληροφορίες για τις 
παραπάνω σειρές καθώς και οι σχετικές αναφορές περιέχονται στον κατάλογο της εταιρείας ATCC 
απ’όπου και προµηθεύτηκαν τα κύτταρα. Η κυτταρική σειρά Sf9 ΑΤCC#CRL1711 προέρχεται από κύτταρα 
λεπιδοπτέρων και αγοράστηκε από την εταιρεία Invitrogen. 
 
1.5. Θρεπτικά διαλύµατα και υλικά καλλιεργειών κυτταρικών σειρών.  Για την κυτταρική σειρά Raji 
χρησιµοποιήθηκε το θρεπτικό µέσο RPMI1640 από την Gibco συµπληρωµένο µε 50µΜ β-
µερκαπτοαιθανόλη. Τα κύτταρα Hela καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό µέσο ΜΕΜ τροποποιηµένο σύµφωνα 
µε τον Dulbecco. Τα δύο αυτά θρεπτικά συµπληρώθηκαν µε 10% ορό εµβρύου βοδιού και 50µg/ml 
γενταµυκίνη.  
  
1.6. Παρασκευή κυττάρων E.coli υψηλής δεκτικότητας. Επιµολύνουµε µε 1mL από κορεσµένη 
καλλιέργεια 100mL Psi θρεπτικό (1lt: 5gr Bacto Yeast extract, 20gr Bacto tryptone, 5gr MgSO4, pH: 7.6 
χρησιµοποιώντας ΚΟΗ). Επωάζουµε στους 37οC έως ότου η απορρόφηση σε µήκος κύµατος 550nm γίνει 
αυστηρά 0.48. Παγώνουµε τη φλάσκα µε τα κύτταρα σε πάγο για 15 λεπτά και µετά φυγοκεντρούµε στις 
4000στροφές, για 10 λεπτά στους 4οC. Επαναδιαλύουµε την πελέτα των κυττάρων σε 0.4 όγκους (σε σχέση 
µε τον αρχικό όγκο της καλλιέργειας) διάλυµα Tfb1 (30mM οξικό κάλιο, 100mM χλωριούχο ρουβίδιο, 10mM 
χλωριούχο ασβέστιο, 50mM χλωριούχο µαγκάνιο, 15%(v/v) γλυκερόλη. Το pH ρυθµίζεται µε αραιό οξικό 
οξύ στο 5.8) και επωάζουµε στον πάγο για 15 λεπτά. Πελετάρουµε όπως και πριν και επαναδιαλύουµε την 
πελέτα σε 0.04 όγκους TfbII (10mM MOPS, 75mM χλωριούχο ασβέστιο, 10mM χλωριούχο ρουβίδιο, 15%(v/v) 
γλυκερόλη. Το pH ρυθµίζεται µε καυστικό νάτριο στο 6.5). Επωάζουµε στον πάγο για 15 λεπτά και µετά 
παγώνουµε στους -70οC.  
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1.7. Αντισώµατα. Τα στοιχεία των αντισωµάτων που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα µελέτη 
παρατίθενται παρακάτω. 
 
Anti-acetyl-Histone H3: #06-599 (Upstate Biotechnology) 
Anti-acetyl Histone H4: #06-866 (Upstate Biotechnology) 
Anti-Brg N15: #sc-8749 (Santa Cruz Biotechnology) 
Anti-Brm1 N19: #sc-6450 (Santa Cruz Biotechnology) 
Anti-CBP A22: #sc-369 (Santa Cruz Biotechnology) 
Anti-Cdk7 C19: #sc-529 (Santa Cruz Biotechnology) 
Anti-Cdk9 C20: #sc-484 (Santa Cruz Biotechnology) 
Anti-CIITA rabbit polyclonal antibody: AB3008 (Chemicon International) 
Anti-CREB C21: #186 (Santa Cruz Biotechnology) 
Anti-Flag M2 monoclonal antibody: F3165 (Sigma) 
Anti-GCN5 N18: #sc-6303 (Santa Cruz Biotechnology) 
Anti-His probe H15: #sc-803 (Santa Cruz Biotechnology) 
Anti-Myc-HRP Antibody: #46-0709 (Invitrogen) 
Anti-NFY (B subunit specific): #4557 (Rockland) 
Anti-NFY (A subunit specific): # 5896 (Rockland) 
Anti-Pol II (N-20): sc-899 (Santa Cruz Biotechnology) 
Anti-RFX5 N-terminal: #100-401-193 (Rockland) 
Anti-TFIID (TBP) (SI-1): sc-273 (Santa Cruz Biotechnology) 
Anti-TFIIE C17: #sc-237 (Santa Cruz Biotechnology) 
Anti-TFIIH p89 (S-19): sc-293 (Santa Cruz Biotechnology) 
GFP monoclonal antibody: #8362-1 (Clontech) 
Monoclonal antibody for RNA Polymerase II: MMS-134R clone H14 (Covance, Babco) 
Monoclonal antibody for RNA Polymerase II:MMS-129R clone H5 (Covance, Babco) 
 
1.8. Ρητίνες κατακρήµνισης ανοσσοσφαιρινών.  
Protein-G: #17-0404-03 (Amersham Pharmacia biotech) 
Protein-A sepharose CL-4B (Amersham Pharmacia biotech) 
Anti-Flag M2 Affinity gel: #A1205, Sigma 
Glutathione Sepharose4B: #17-0757-01, Pharmacia Biotech 
 
 
 
2.  ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΕΣ ΑΝΑΛΥΣΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ. 
 
2.1. Αποµόνωση της πρωτεΐνης CIITA από κύτταρα λεπιδοπτέρων.  Ανασυνδιασµένη πρωτεΐνη CIITA 
παράχθηκε σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή και χρησιµοποιώντας το σύστηµα “Bac-to-Bac 
Baculovirus expression system” (Life Technologies/Gibco BRL) µε τις παρακάτω αλλαγές. Τα κύτταρα µετά 
την επιµόλυνσή τους συλλέγονται και επαναδιαλύονται σε µικρό όγκο ∆ιαλύµατος-Χ (20mM Hepes pH 7.9, 
100mM KCl, 0.2mM EDTA, 20% γλυκερόλη, 1mM DTT, 1mM PMSF) και γίνονται τρεις επαναλήψεις 
παγώµατος-ξεπαγώµατος σε ξηρό πάγο και πάγο αντίστοιχα. Τα σπασµένα κύτταρα φυγοκεντρούνται 
στις 14.000 στροφές στους 4οC, για 15 λεπτά. Συλλέγουµε το υπερκείµενο και πραγµατοποιούµε διαπίδυση 
για 2 ώρες µε 100-200 φορές τον όγκο του δείγµατος, µε διάλυµα διαπίδυσης (10mM Tris pH 7.5, 30% 
γλυκερόλη, 0.1% NP40, 2mM µερκαπτοαιθανόλη, 1M NaCl, 2mM PMSF. Πλένουµε µε το τελευταίο διάλυµα 
κολώνα Ni-NTA και επωάζουµε µε την πρωτεΐνη στο ψυγείο για 2-3 ώρες. Φυγοκεντρούµε σε χαµηλές 
στροφές, αφαιρούµε το υπερκείµενο και πλένουµε την κολώνα τρεις φορές µε το ίδιο διάλυµα. Εκλούουµε 
την πρωτεΐνη σε τέσσερα στάδια µε διάλυµα διαπίδυσης που περιέχει 100mM, 250mM, 1M Ιµιδαζόλιο και 
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τέλος 10mM EDTA. Τρέχουµε µικρό µέρος κάθε εκλούσµατος , της κολώνας και του υπερκείµενου του 
κυτταρικού διαλύµατος που αλληλεπίδρασε µε την κολώνα, και πραγµατοποιείται ανάλυση κατά Western. 
Τα εκλούσµατα που περιέχουν την πρωτεΐνη ενοποιούνται και µετά πραγµατοποιείται διαπίδυση προς το 
εξής διάλυµα: 20mM Tris pH 8.0, 10% γλυκερόλη, 100mM NaCl, 1mM DTT, 0.1% NP-40. H πρωτεΐνη 
παγώνεται σε υγρό άζωτο και φυλάσσεται στους -80οC.  
 
2.2. Καθαρισµός ανασυνδιασµένης πρωτεΐνης από βακτηριακά κύτταρα µε αποδιατακτικές 
συνθήκες. Εµβολιάσαµε µε µοναδιαία αποικία της επιθυµητής πρωτεΐνης 10ml µε θρεπτικό Lenox LB και 
µετά από O/N ανάπτυξη εµβολιάσαµε 4lt από θρεπτικό Lenox LB. Η ανάπτυξη των βακτηρίων έγινε στους 
37οC µέχρι (απορρόφηση στα 550nm) OD=0.5. Επάγουµε τη σύνθεση της πρωτεΐνης µε 1ml IPTG (0.141gr/ml 
IPTG=592.4mM) για κάθε λίτρο καλλιέργειας. Επάγουµε την ανάπτυξη για 3 ώρες, και µετά 
φυγοκεντρούµε την καλλιέργεια για 10 λεπτά στις 4000rpm. Επαναδιαλύουµε την πελέτα σε 30ml (για 
κάθε λίτρο καλλιέργειας) ενός διαλύµατος που περιέχει 8Μ Urea, 10mM Tris-HCl pH 8.0, 100mM NaxPO4 
pH 7.0, 10mM Ιµιδαζόλιο και 10mM Μερκαπτοαιθανόλη. Το pH του διαλύµατος αυτού πριν τη χρήση του 
ρυθµίζεται στο 8.0 µε προσθήκη HCl. Επιδρούµε στο οµογενοποιηµένο διάλυµα µε υπερήχους (15Watts) 
για 1.5 λεπτά χωρίς να επιτρέψουµε στο δείγµα να θερµανθεί. Μετά φυγοκεντρούµε στις 8.000rpm, στους 
4οC για 20 λεπτά. Πλένουµε τρεις φορές µε ίσο όγκο απ’το παραπάνω διάλυµα ρητίνη Ni-NTA αγαρόζης. 
Αναµιγνύουµε το υπερκείµενο του βακτηριακού διαλύµατος µετά την φυγοκέντρηση µε τη ρητίνη και 
προσθέτουµε 1.8ml 12%NP-40 (1% τελική συγκέντρωση). Αναδεύουµε σε θερµοκρασία δωµατίου για 3 
ώρες. Κατόπιν φυγοκεντρούµε και πλένουµε τη ρητίνη 3-4φορές µε 10ml απ’το αρχικό διάλυµα. Εκλούουµε 
την ανασυνδιασµένη πρωτεΐνη από τη ρητίνη µε ίσο όγκο αρχικού διαλύµατος που περιέχει 100mM, 
250mM, 1M Ιµιδαζόλιο και ένα τελικό µε 10mMEDTA. Τρέχουµε σε αποδιατακτικό πήκτωµα 
πολυακρυλαµίδης µια µικρή ποσότητα από κάθε έκλουση για να ελέγξουµε την ποσότητα και ποιότητα 
της κάθε πρωτεΐνης. Πριν τη χρήση κάθε εκλουσµένης πρωτεΐνης πραγµατοποιούµε Dialysis (διαπίδυση) 
µε µειούµενες ποσότητες Ουρίας (8Μ-4Μ-2Μ-1Μ-0.5Μ-0.0 Μ) σε ένα διάλυµα που περιέχει 20mM Tris-HCl 
pH 8.0, 10% γλυκερόλη, 300mM NaCl, 1mM DTT, και 0.1% NP40. 
 
2.3. Αποµόνωση αδιάλυτων χιµαιρικών πρωτεϊνών σε σύντηξη µε τη GST πρωτεΐνη: Εµβολιάζουµε 
µεγάλη φλάσκα µε θρεπτικό LB (πρωτόκολλο για 100ml καλλιέργεια) µε κορεσµένη καλλιέργεια της υπό 
µελέτη πρωτεΐνης, σε αραίωση 1/50-1/100. Επωάζουµε στους 37οC έως η απορρόφηση στα 550nm να γίνει 
0.6. Επάγουµε 0.1-1mM IPTG για 4 ώρες στους 37οC. Πελετάρουµε τα κύτταρα και επαναδιαλύουµε σε 6ml 
διάλυµα STE (10mM Tris pH 8.0, 150mM NaCl, 1mM EDTA) µε 100µg/ml λυσοζύµη, και επωάζουµε για 15 
λεπτά στον πάγο. Προσθέτουµε DTT σε τελική συγκέντρωση 5mM. Λύνουµε τα κύτταρα προσθέτοντας 
sarcosyl σε τελική συγκέντρωση 1.5%. Αναδεύουµε έντονα (Vortex) για 5 δευτερόλεπτα. Ασκούµε 
υπερήχους για 1 λεπτό µε το δείγµα στον πάγο. Καθαρίζουµε το δείγµα φυγοκεντρώντας στα 10.000g, για 5 
λεπτά στους 4οC. Στο υπερκείµενο προσθέτουµε Triton X-100 σε τελική συγκέντρωση 2-4% (από απόθεµα 
10% σε STE). Αναδεύουµε έντονα για 5 δευτερόλεπτα και µετά επωάζουµε το κυτταρικό εκχύλισµα για 1-2 
ώρες µε 50% v/v κολώνα Γλουταθιόνης στους 4οC. Μετά την επώαση πλένουµε την κολώνα 3-5 φορές µε 
κρύο PBS. Εκλούουµε την πρωτεΐνη µε µισό όγκο (σε σχέση µε την κολώνα) διαλύµατος έκλουσης (75mM 
Hepes pH 7.4, 150mM NaCl, 10mM ανηγµένη γλουταθιόνη, 5mM DTT, 0.1% Triton X-100). Αναδεύουµε 
έντονα την κολώνα και συλλέγουµε το υπερκείµενο. Επαναλαµβάνουµε για τρεις φορές. Για να 
αποθηκεύσουµε προσθέτουµε γλυκερόλη σε συγκέντρωση 10% και φυλάσσουµε στους -80οC. 
 
2.4. Παρασκευή πρωτεΐνης His-CRM1. Επάγουµε µε 1mM IPTG για 3 ώρες στους 30οC την έκφραση της 
πρωτεΐνης όταν η απορρόφηση της καλλιέργειας προς επαγωγή στα 550nm είναι 0.6-0.7. Φυγοκεντρούµε 
την καλλιέργεια και επαναδιαλύουµε την πελέτα σε 5ml (για 500ml καλλιέργεια) ∆ιάλυµα Α (50mM Tris 
pH 8.0, 100mM NaCl, 1mM MgCl2) και επωάζουµε για 1ώρα στον πάγο µε 0.1% λυσοζύµη και αναστολείς 
πρωτεασών. Μετά προσθέτουµε ΤritonX-100 σε τελική συγκέντρωση 1% και επωάζουµε για 30 λεπτά στον 
πάγο. Προσθέτουµε DNAseI σε συγκέντρωση 80µg/ml για 15 λεπτά. Φυγοκεντρούµε σε υψηλές στροφές 
για 30 λεπτά στους 4οC. Η αλληλεπίδραση της πρωτεΐνης γίνεται µε κολώνα Ni-NTA η οποία µετά την 
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αλληλεπίδραση πλένεται µε ∆ιάλυµα Α που περιέχει επίσης 60mM Ιµιδαζόλιο, 0.5% TritonX-100 και 5% 
γλυκερόλη. 
 
2.5. Αλληλεπιδράσεις χιµαιρικών πρωτεϊνών GST ή τµηµάτων πρωτεϊνών µε ραδιοσηµασµένες 
πρωτεΐνες στόχους. Η µεθοδολογία αυτή χρησιµοποιήθηκε για την in vitro ανίχνευση πρωτεϊνικών 
αλληλεπιδράσεων και στις λεπτοµέρειές της συνίσταται στη χρήση: 
 α. χιµαιρικών πρωτεϊνών µεταξύ του γονιδίου της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης και 
κατάλληλων τµηµάτων cDNAs. Η χρήση των χιµαιρικών µορίων είναι χρήσιµη διότι αυτά, εξαιτίας της 
πρωτεΐνης της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης, αλληλεπιδρούν µε µόρια γλουταθειόνης 
ακινητοποιηµένα σε συσσωµατώµατα σεφαρόζης. Κατ’αυτό τον τρόπο κατακρηµνίζονται επιλεκτικά µε 
φυγοκέντρηση από το συνολικό διάλυµα των βακτηριακών πρωτεϊνών. Για την παραγωγή αυτών των 
χιµαιρικών πρωτεϊνών µετά τις τυπικές διαδικασίες υποκλωνοποίησης ακολουθήθηκε συνοπτικά η εξής 
διαδικασία: 

 Μια βακτηριακή αποικία κυττάρων E.coli DH5α που φέρει το χιµαιρικό µόριο σε κατάλληλο 
προκαρυωτικό φορέα έκφρασης (pGEX), µολύνει 500ml θρεπτικού υλικού(LB). Η ανάπτυξη της 
καλλιέργειας στους 37 ή 30οC ελέγχεται σε τακτικά χρονικά διαστήµατα µε µέτρηση της οπτικής 
πυκνότητας. Όταν η τιµή της φτάσει στο 0.7-0.8 σε µήκος κύµατος 550nm, προστίθεται IPTG σε τελική 
συγκέντρωση 1mM. Η καλλιέργεια επωάζεται για δύο επιπλέον ώρες στις ίδιες συνθήκες. Στη συνέχεια η 
καλλιέργεια φυγοκεντρείται και τα βακτήρια συλλέγονται και επαναιωρούνται σε 2ml διαλύµατος 1Χ PBS, 
0.5%BSA, 1mM PMSF. Ακολουθεί λύση των κυττάρων µε υπερήχους για ένα λεπτό. Στο λύµα προστίθεται 
στη συνέχεια Triton-X100 σε τελική συγκέντρωση 1%, και γλυκερόλη σε τελική συγκέντρωση 10%. 
Αναµιγνύουµε και φυγοκεντρούµε στις 14.000rpm, στους 4οC για 15λεπτά. Από το υπερκείµενο της 
φυγοκέντρησης αποµονώνονται 200µlt, και προστίθενται σε 30µl αιωρήµατος γλουταθειόνης 
ακινητοποιηµένης σε σωµατίδια σεφαρόζης (1mg/ml w/v). Το µίγµα επωάζεται στους 4οC, για µία ώρα µε 
συνεχή ανάδευση. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 2500rpm, 4οC, 2λεπτά και πλύσεις του ιζήµατος των 
σωµατιδίων σεφαρόζης τρεις φορές µε 500µl του παραπάνω διαλύµατος. Ακολουθεί ανάλυση του 
δείγµατος σε πήκτωµα ακρυλαµίδης-SDS µε τη µέθοδο Laemli, για την ποσοτικοποίηση της παραγόµενης 
χιµαιρικής πρωτεΐνης που κατακρηµνίζεται µε αυτή τη διαδικασία από το διάλυµα των βακτηριακών 
πρωτεϊνών.  

β. ραδιοσηµασµένων πρωτεϊνικών µορίων, µε το in vitro σύστηµα QuickTNT(Promega). Σε 200µlt 
διάλυµα (150mM KCl, 20mM Hepes pH 7.9, 0.1% NP40, 5mM MgCl2, 0.2% BSA, 1mM PMSF) αναµιγνύονται 
κατάλληλη ποσότητα σωµατιδίων σεφαρόζης, µε βάση την ποσότητα της χιµαιρικής πρωτεΐνης που έχει 
δεσµευτεί, και το ραδιενεργά σηµασµένο έτερο πρωτεϊνικό µόριο. Η αντίδραση αλληλεπίδρασης 
πραγµατοποιείται στους 40C µε συνεχή ανάδευση για 5-6 ώρες. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 3000rpm, 
4οC, 2λεπτά και πλύσεις του ιζήµατος τρεις φορές µε 1ml του διαλύµατος (150mM KCl, 20mM Hepes pH 7.9, 
0.1% NP-40, 5mM MgCl2, 10% γλυκερόλη, 1mM PMSF). Ακολουθεί ανάλυση κατά Laemli, ξήρανση του 
πηκτώµατος σε αντλία κενού και αυτοραδιογραφία. Σε περίπτωση αλληλεπίδρασης των δύο πρωτεϊνών η 
ραδιενεργά σηµασµένη πρωτεΐνη θα έχει κατακρατηθεί από τα σωµατίδια σεφαρόζης και θα ανιχνευθεί 
στο αντίστοιχο δείγµα. 

 
2.6. In vitro πείραµα αλληλεπίδρασης His-CRM1 µε συνολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα. Πλένουµε 
κολώνα Ni-NTA τρεις φορές µε ∆ιάλυµα-Α (50mM Tris pH 8.0, 100mM NaCl, 1mM MgCl2, 60mM Ιµιδαζόλιο, 
0.5% Triton X-100, 5% γλυκερόλη, αναστολείς πρωτεασών). Προσθέτουµε το βακτηριακό πρωτεϊνικό 
εκχύλισµα His-CRM1 για αλληλεπίδραση για 1 ώρα στο ψυγείο. Φυγοκεντρούµε και πλένουµε για τρεις 
φορές µε ∆ιάλυµα-Α και µια φορά µε ΕBC διάλυµα (50mM Tris pH 8.0, 170mM NaCl, 0.5% NP-40, 50mM 
NaF, αναστολείς πρωτεασών). Κατόπιν η His-CRM1 πρωτεΐνη στην κολώνα νικελίου µπλοκάρεται µε 
5mg/ml BSA σε διάλυµα EBC για 45 λεπτά στο ψυγείο. Η κολώνα πλένεται 2 φορές µε διάλυµα EBC. 
Συνολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα από Cos-1 κύτταρα παροδικά διαµολυµένα µε διαφορετικές 
κατασκευές µε την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (GFP) αλληλεπιδρούν µε κολώνα Ni-NTA και το 
υπερκείµενο συλλέγεται και αφήνεται να αλληλεπιδράσει στο ψυγείο για 4-5 ώρες µε την His-CRM1/Ni-
NTA. Η κολώνα φυγοκεντρείται και πλένεται τρεις φορές µε 1ml διάλυµα NETN (10mM Tris pH 8.0, 250mM 

 46



NaCl, 0.5% NP-40). Μετά η κολώνα τρέχεται σε 10% πήκτωµα πολυακρυλαµίδης και ακολουθεί ανάλυση 
κατά Western µε anti-GFP αντίσωµα (Clontech). 
 
2.7. Αντίδραση ακετυλίωσης πρωτεΐνης από GST-χιµαιρικό µόριο πρωτεΐνης µε ιδιότητες 
ακετυλοτρανσφεράσης.  Η αντίδραση στηρίζεται στην ιδιότητα συγκεκριµένων πρωτεϊνών να 
ακετυλιώνουν κατάλοιπα Λυσίνης όπου τα εντοπίζουν σε πρωτεΐνες στόχους. Στην περίπτωσή µας τόσο η 
πρωτεΐνη µε τη ενζυµική δραστικότητα όσο και η πρωτεΐνη στόχος βρίσκονται σε ανοικτό πλαίσιο 
διαβάσµατος µε την τρανσφεράση της γλουταθειόνης, προκειµένου να µπορούµε εύκολα να 
αποµονώνουµε τις εν λόγω πρωτεΐνες. Το πρωτόκολλο που ακολουθείται είναι των Brownell & Allis µε 
µόνη διαφορά ότι χρησιµοποιήθηκαν ίσες µε 1µg ποσότητες πρωτεϊνών ενζύµου και υποστρώµατος.  
 
2.8. In vitro φωσφορυλίωση Πολυµεράσης ΙΙ. Οι αντιδράσεις φωσφορυλίωσης της Πολυµεράσης ΙΙ από 
ανασυνδιασµένη CIITA πρωτεΐνη πραγµατοποιήθηκαν σε όγκο 30µlt, στους 30οC για µια ώρα πριν 
φορτωθούν σε αποδιατακτικό πήκτωµα πολυακρυλαµίδης. Το διάλυµα φωσφορυλίωσης περιελάµβανε τα 
εξής: 5mM Hepes pH 7.8, 20mM Tris-HCl pH 7.9, 7mM MgCl2, 60mM KCl, 12% (v/v) γλυκερόλη, 2% (w/v) 
πολυαιθυλενική γλυκόλη 8000, 2mM 2-µερκαπτοαιθανόλη, 0.1mM EDTA, 6µg BSA, 15µΜ ATP, 3µCi [γ-32P] 
ΑTP. 
 
 
2.9. Παρασκευή πυρηνικών εκχυλισµάτων.  Το πρωτόκολλο που ακολουθεί αναφέρεται στην 
Παρασκευή πυρηνικών εκχυλισµάτων από 3lt HeLa κύτταρα σε πυκνότητα 0.57x106/ml. Παρασκευάζουµε 
το διάλυµα Α που περιέχει 10mM Hepes pH 7.9, 1.5mM MgCl2, 10mM KCl και 0.5mM DTT καθώς και το 
διάλυµα C που περιέχει 20mM Hepes pH 7.9, 25% γλυκερόλη, 0.42M NaCl, 1.5mM MgCl2, 0.2mM EDTA, 
0.5mM PMSF, 0.5mM DTT. Αποµονώνουµε τα κύτταρα και τα πλένουµε µε ένα όγκο διάλυµα Α για να 
διώξουµε το PBS, πιπετάροντας πάνω κάτω ήπια ώστε να επαναδιαλύσουµε τα κύτταρα. Φυγοκεντρούµε 
για 15 λεπτά στις 1000rpm, πετάµε το υπερκείµενο και µετράµε τον όγκο της πελέτας (=PCV). 
Προσθέτουµε 5 όγκους (5xPCV) διάλυµα Α στην πελέτα, και επωάζουµε για 10 λεπτά στον πάγο. 
Φυγοκεντρούµε για 10 λεπτά στις 2000rpm, και πετάµε το υπερκείµενο. Προσθέτουµε στην πελέτα ίσο 
όγκο διάλυµα Α και µεταφέρουµε τα κύτταρα σε οµογενοποιητή Dounce, όπου και οµογενοποιούµε τα 
κύτταρα µε 10 χτυπήµατα. Πελετάρουµε τους πυρήνες στις 6000rpm για 20 λεπτά και πετάµε το 
υπερκείµενο. Προσθέτουµε στην πελέτα 3ml διάλυµα C για 109 κύτταρα και επωάζουµε στον πάγο για 45 
λεπτά. Μεταφέρουµε τους πυρήνες σε σακούλα διαπίδυσης µε πόρους έως 12-14000(MWCO) και επιδρούµε 
µε διάλυµα που περιέχει 20mM Hepes pH 7.9, 20% γλυκερόλη, 0.1M KCl, 0.2mM EDTA, 0.5mM PMSF, 0.5mM 
DTT, για 3-5 ώρες στο ψυγείο. Έπειτα φυγοκεντρούµε σε ψυχόµενη φυγόκεντρο για την αποµάκρυνση 
αδιάλυτων σωµατιδίων και παίρνουµε το υπερκείµενο σε καθαρά δοχεία τα οποία παγώνουµε σε υγρό 
άζωτο.   
 
2.10. Σύγχρονη παρασκευή κυτταροπλασµατικών και πυρηνικών εκχυλισµάτων από ευκαρυωτικά 
κύτταρα. Όλα τα διαλύµατα πρέπει να είναι κρύα και να κρατώνται στον πάγο. Πλένουµε µία φορά την 
κυτταρική πελέτα µε κρύο PBS (χωρίς τη χρήση EDTA). Ξύνουµε τα κύτταρα και τα συλλέγουµε 
κατάλληλο δοχείο το οποίο φυγοκεντρείται και αφαιρείται το υπερκείµενο. Επαναδιαλύουµε την 
κυτταρική πελέτα σε 400 µlt (αναφερόµαστε σε 6xWell plate) ∆ιάλυµα Α (10mM Hepes pH 7.9, 1.5mM 
MgCl2, 10mM KCl, 1mM DTT, 1mM PMSF) µε σύγχρονη ανάδευση του δοχείου. Επωάζουµε στον πάγο για 
10 λεπτά. Αναδεύουµε έντονα (Vortex) για 10 δευτερόλεπτα. Φυγοκεντρούµε τα κύτταρα για 10 
δευτερόλεπτα και µεταφέρουµε το υπερκείµενο σε νέα δοχεία το οποίο αποτελεί το κυτταροπλασµατικό 
κλάσµα της παρασκευής των εκχυλισµάτων. [Το κυτταροπλασµατικό κλάσµα φυγοκεντρείται επιπλέον 
για 10 λεπτά στις 14.000rpm και στο υπερκείµενο προστίθενται 70µlt 50% γλυκερόλη και τα εκχυλίσµατα 
φυλάσσονται στους -70οC.]. Η πελέτα επαναδιαλύεται σε 90µlt κρύο ∆ιάλυµα C (25% γλυκερόλη, 20mM 
Hepes pH 7.9, 450mM NaCl, 1.5mM MgCl2, 0.5mM DTT, 0.2mM PMSF) µε σύγχρονη ανάδευση του δοχείου. 
Τα δείγµατα επωάζονται στον πάγο ή περιστρέφονται στο ψυγείο για 20 λεπτά. Φυγοκεντρούµε τα 
δείγµατα για 2 λεπτά στους 4οC στις 14.000 στροφές. Συλλέγουµε το υπερκείµενο το οποίο αποτελεί το 
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πυρηνικό κλάσµα των εκχυλισµάτων και φυλάσσεται στους -70οC. Τρέχουµε σε πήκτωµα 
πολυακρυλαµίδης 24µlt κυτταροπλασµατικού κλάσµατος και 6µlt πυρηνικού κλάσµατος και ακολουθεί 
ανάλυση κατά Western.  
 
2.11. Ανοσσοκατακρήµνιση πρωτεϊνών από συνολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα. Για τις in vivo 
αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης-πρωτεΐνης, COS-1 κύτταρα σε 100mm δοχεία διαµολύνθηκαν παροδικά µε 5µg 
από κάθε πλασµιδιακό φορέα χρησιµοποιώντας το πρωτόκολλο µε κατακρήµνιση χλωριούχου ασβεστίου. 
Συνολικά εκχυλίσµατα παρασκευάστηκαν σε διάλυµα λύσης  (10mM Tris-HCl pH8, 170mM NaCl, 5mM 
EDTA, 0.5% NP-40, 1mM DTT, αναστολείς πρωτεασών). Εκχυλίσµατα που αντιστοιχούν σε 5x106 κύτταρα 
επωάστηκαν για 16 ώρες στους 4οC µε το κατάλληλο αντίσωµα. Μετά ακολούθησε επώαση µε κολώνα 
Protein-A ή Protein-G για µονοκλωνικά και πολυκλωνικά αντισώµατα αντίστοιχα, για τρεις ώρες στους 
4οC. Τα δείγµατα µετά την ανοσοκατακρήµνιση πλύθηκαν τρεις φορές µε διάλυµα λύσης αλλά µε 250mM 
NaCl. Τα δείγµατα µετά τρέχουν σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης και ακολουθείται ανάλυση κατά Western.  
 
2.12. Χρώση Νιτρικού αργύρου για ανίχνευση µικροποσοτήτων πρωτεΐνης. Τρέχουµε τις υπό µελέτη 
πρωτεΐνες σε αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης κατάλληλης συγκέντρωσης. Σταθεροποιούµε τις 
πρωτεΐνες στο πήκτωµα επιδρώντας για 30 λεπτά µε διάλυµα που περιέχει 50% Μεθανόλη και 12% Οξικό 
οξύ. Επιδρούµε για άλλες δύο φορές των 15 λεπτών έκαστη µε διάλυµα 10% Μεθανόλης και 5% Οξικού 
οξέος. Ακολουθεί επώαση µε διάλυµα οξείδωσης για 10 λεπτά (σ’αυτή τη φάση το πήκτωµα αποκτά 
κίτρινη όψη). Πλένουµε τρεις φορές µε νερό 5 λεπτά έκαστη (έως ότου το πήκτωµα ξαναγίνει άχρωµο). 
Επωάζουµε για 20 λεπτά µε διάλυµα Νιτρικού αργύρου (µετά από αυτή την επώαση αλλάζουµε δοχείο). 
Πλένουµε για ένα λεπτό µε νερό. Κατόπιν και µε έντονη ανάδευση επιδρούµε µε διάλυµα Ανάπτυξης 
(0.28Μ Καρβονικό Νάτριο, 0.5ml Φορµαλδεΰδη (από 37%) για ένα λίτρο διάλυµα) για δύο φορές των 30 
δευτερολέπτων έκαστη. Ακολουθεί επώαση µε 3% Οξικό οξύ και τέλος πλύσιµο µε νερό για δύο 
εικοσάλεπτα. 
 
 
3. ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΕΣ ∆ΙΑΜΟΛΥΝΣΗΣ ΚΑΙ ΕΠΙΜΟΛΥΝΣΗΣ ΕΥΚΑΡΥΩΤΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ. 
 
3.1. Παροδική διαµόλυνση (transfection) κυτταρικών σειρών.  Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιήθηκε για τη 
µελέτη της επίδρασης του παράγοντα CIITA, και κατάλληλων ελλείψεών του, στην λεµφοειδική έκφραση 
ή επαγωγή από Ιντερφερόνη-γ των τάξης ΙΙ γονιδίων ιστοσυµβατότητας. Σαν γονίδια αναφοράς 
χρησιµοποιήθηκαν κατασκευές CAT των οποίων η έκφραση ήταν υπό τον έλεγχο ρυθµιστικών περιοχών 
των γονιδίων Eα και Εβ. Για τη διαµόλυνση  ακολουθήθηκαν δύο µέθοδοι ανάλογα µε την κυτταρική σειρά. 
α. Της συγκατακρήµνισης DNA µε Ca3PO4 για τις περισσότερες κυτταρικές σειρές. 
β. Της επιµόλυνσης µε τη χρήση δεξτράνης για τις λεµφοκυτταρικές σειρές. 
Τόσο για τη διαµόλυνση όσο και για τον µετέπειτα προσδιορισµό της ενεργότητας CAT ακολουθήθηκε η 
διαδικασία που περιγράφεται από τους Graham και Van der Eb. Η αποτελεσµατικότητα της επιµόλυνσης 
προσδιορίστηκε σε όλα τα πειράµατα µε τη χρήση της κατασκευής pCMVβLacZ. Η κατασκευή αυτή µε την 
εισαγωγή της στα κύτταρα οδηγεί στην παραγωγή β-γαλακτοσιδάσης της οποίας η ενεργότητα 
υπολογίζεται εύκολα. 
3.2. Επιµόλυνση κυττάρων Sf-9 µε ανασυνδιασµένο βάκυλο-ιό. Για την απόκτηση ανασυνδιασµένου 
βάκυλο-ιού ακολουθήθηκε µε λεπτοµέρεια το πρωτόκολλο που προτείνει στο σχετικό εγχειρίδιό της η 
GibcoBRL (Bac-to-Bac Baculovirus Expression System). Ανασυνδιασµένοι ιοί κατασκευάστηκαν για τις 
πρωτεΐνες CIITA, mCIITA.F961S, CBP και pCAF. Από το σηµείο που αποκτάται ο ιός και µετά η διαδικασία 
επιµόλυνσης είναι τέτοια ώστε να µεγιστοποιείται η παραγωγή της ανασυνδιασµένης πρωτεΐνης. Αυτό 
επιτυγχάνεται µε την τιτλοδότηση του ιϊκού αποθέµατος και τον έλεγχο µε ανάλυση κατά Western της 
ποσότητας του ιϊκού αποθέµατος που αποδίδει τη µέγιστη παραγωγή ανασυνδιασµένης πρωτεΐνης. Σε 
6xWell plate απλώνονται 2ml Sf9 κύτταρα σε κάθε well,  σε συγκέντρωση 500.000 κύτταρα/ml  και 
επιµολύνονται µε αυξανόµενες ποσότητες ιϊκού αποθέµατος (τουτέστιν 10-3µlt, 10-2µlt, 10-1µlt, 1µlt, 2µlt, 5µlt 
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έως και 50µlt). Τα κύτταρα συλλέγονται 60-72 ώρες µετά την επιµόλυνση, σπάνε σε ∆ιάλυµα-Χ (20mM 
Hepes pH 7.9, 100mM KCl, 0.2mM EDTA, 20% γλυκερόλη, 1mM DTT, 1mM PMSF) και τρία παγώµατα-
ξεπαγώµατα σε ξηρό πάγο και πάγο αντίστοιχα, και τρέχουν σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης για να 
αναλυθούν κατά Western. 
 
 
4.  ΚΑΤΑΣΚΕΥΕΣ ΣΕ ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΑΚΟΥΣ ΦΟΡΕΙΣ. 
 
4.1. Κατασκευές στον φορέα έκφρασης pcDNA3 (Invitrogen). 
 
1. CIITA/pcDNA3: Το cDNA του γονιδίου CIITA σαν EcoRI-XbaI κοµµάτι από pcDNA1 κλωνοποιείται 

στον pcDNA3 σε EcoRV θέση (Klenow). 
2. Flag.CIITA/pcDNA3: Το Flag ολιγονουκλεοτίδιο κλωνοποιείται στην EcoRI θέση του φορέα 

CIITA/pcDNA3. Το Flag ολιγονουκλεοτίδιο δηµιουργείται από την αλληλεπίδραση των παρακάτω 
εκκινητών: Flag1: 5’-AATTCACCATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGATCG-3’ και Flag2:  
5’-AATTCGATCTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCCATGGTG-3’. 

3. CIITAantisense/pcDNA3: Το cDNA του CIITA προϊόντος κλωνοποιηµένο σε ανάποδη κατεύθυνση στην 
EcoRV θέση του pcDNA3. 

4. CIITA.IVS/pcDNA3: Η SV40 θέση πολυαδενυλίωσης (IVS) κλωνοποιηµένο στις θέσεις XhoI-XbaI του 
φορέα CIITA/pcDNA3. 

5. CIITA.1-114/pcDNA3: Τα πρώτα 114 αµινοξέα του CIITA σαν EcoRI-XbaI κοµµάτι από το φορέα 
έκφρασης pBXGI κλωνοποιούνται στις αντίστοιχες θέσεις του φορέα pcDNA3. 

6. CIITA.1-408/pcDNA3: Από το συνολικό CIITA στον φορέα pcDNA3 αφαιρείται το καρβοξυτελικό 
κοµµάτι µε NotI πέψη και ξανακλείνουµε για να πάρουµε τη νέα κατασκευή. 

7. NLS2.Flu.∆102/pcDNA3: Το καρβοξυτελικό NotI κοµµάτι του CIITA/pcDNA3 κλωνοποιείται σε NotI 
θέση του pcDNA3. Στις EcoRI-NotI θέσεις κλωνοποιείται το PCR πολλαπλασιασµένο κοµµάτι του 
CIITA (bp 421-1340) µε τη βοήθεια των εκκινητών, και κοµµένο µε τα αντίστοιχα ένζυµα:  
CIITA.N(1164): 5’> CAC GAA TTC CCA GTA TGT CTT CCA GG <3’ 
CIITA.C(1165): 5’> GCA CAG CAA TCA CTC GTG TCT C <3’ 
Στην EcoRI θέση κλωνοποιείται σαν EcoRI κοµµάτι το NLS2.Flu κοµµάτι (περιέχει σήµα πυρηνικού 
εντοπισµού, εναρκτήριο κωδικόνιο για τη µετάφραση της πρωτεΐνης, και τον επίτοπο της 
αιµαγλουτινίνης Flu). 

8. CIITA.175-408/pcDNA3: Το αντίστοιχο κοµµάτι του CIITA µε άκρα EcoRI-NotI κλωνοποιείται στις 
αντίστοιχες θέσεις του pcDNA3. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής: CIITA.638.5’: 5’-
GCCGAATTCCCAGTGAGCGACTGCTCC-3’ και CIITA.C: 5’-GCACAGCAATCACTCGTGTCTC-3’. 

9. CIITA.302-408/pcDNA3: Το αντίστοιχο κοµµάτι CIITA µε άκρα EcoRI-NotI κλωνοποιείται στις 
αντίστοιχες θέσεις του pcDNA3. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι εξής: CIITA.1019.5’: 5’-
GCCGAATTCGAACCTGCCCTGACCTCC-3’ και CIITA.C: 5’-GCACAGCAATCACTCGTGTCTC-3’. 

10. CIITA.∆174/pcDNA3: Στον φορέα CIITA.175-408/pcDNA3 και στις θέσεις NotI-XhoI κλωνοποιήθηκε το 
CIITA.∆408 κοµµένο µε τα ίδια ένζυµα. 

11. CIITA.∆301/pcDNA3: Στο φορέα CIITA.302-408/pcDNA3 και στις θέσεις NotI-XhoI κλωνοποιήθηκε το 
CIITA.∆408 κοµµένο µε τα ίδια ένζυµα. 

12. NLS2.Flu.∆408/pcDNA3: Κλωνοποιούµε το NotI καρβοξυτελικό κοµµάτι του CIITA από CIITA/pcDNA3 
σε NotI θέση του pcDNA3. Το NLS2.Flu κλωνοποιείται στην NotI θέση σαν HindIII κοµµάτι από 
NLS2.Flu/pbluescriptKS. 

13. CBP/pcDNA3: Το cDNA του CBP κλωνοποιείται σαν BamHI κοµµάτι σε BamHI θέση του pcDNA3. 
14. pCAF/pcDNA3: Το cDNA του γονιδίου pCAF αποµονώνεται σαν EcoRI(Klenow filled)-KpnI (Klenow 

3’ ’5 φαγωµένο) από το φορέα pCX (Nakatani) και κλωνοποιείται στην BamHI θέση του pcDNA3. 
15. pCAF.1-654/pcDNA3: Ο φορέας pCAF/pcDNA3 πέπτεται µε BamHI και ξανακλείνει.  
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16. pCAF.353-832/pcDNA3: Η αντίστοιχη αλληλουχία του pCAF µε EcoRI-XhoI άκρα κλωνοποιείται στις 
αντίστοιχες θέσεις του pcDNA3. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής: pCAF.353.5’: 5’-
GCCGAATTCCTAGAAGAAGAAGTATATAG-3’ και pCAF.3’:                     
5’-GCCCTCGAGTCACTTGTCAATTAATCC-3’. 

17. Flag.pCAF.353-832/pcDNA3: Στον φορέα pCAF.353-832/pcDNA3 και στη θέση EcoRI κλωνοποιείται στη 
σωστή κατεύθυνση το Flag ολιγονουκλεοτίδιο µε EcoRI άκρα. 

 
 
4.2. Πλασµιδιακές κατασκευές στον φορέα έκφρασης pEGFP-CI. 
 
1. CIITA/pEGFP-CI: Το EcoRI-XbaI κοµµάτι του CIITA από CIITA/pcDNA3 κλωνοποιείται στην XmaI θέση 

του pEGFP-CI. 
2. CIITA.∆102/pEGFP-CI: Το EcoRI κοµµάτι του CIITA απ’το πλασµίδιο ∆102.IVS/pcDNA3 κλωνοποιείται 

στην EcoRI θέση του pEGFP-CI. 
3. CIITA.∆74/pEGFP-CI: Στον φορέα CIITA.∆408/pEGFP.CI και στις θέσεις EcoRI-NotI κλωνοποιείται το 

κοµµάτι DNA CIITA.75-408 που κόβεται µε τα ένζυµα EcoRI-NotI αφού πολλαπλασιαστεί µε τους 
εκκινητές CIITA.75.5’new: 5’-GCCGAATTCCTGCGACCAGTTCAGCAGG-3’ και CIITA.C:  
5’-GCACAGCAATCACTCGTGTCTC-3’. 

4. NLS2.Flu.∆408/pEGFP-CI: Το EcoRI-XbaI κοµµάτι από το NLS2.Flu.∆408/pcDNA3 κλωνοποιείται στην 
XmaI θέση του pEGFP-CI (Klenow). 

5. CIITA.∆408/pEGFP-CI: Το NotI κοµµάτι του ∆408/pcDNA3 κλωνοποιείται στην EcoRI θέση του pEGFP-
CI (Klenow). 

6. CIITA.1-50/pEGFP-CI: Σε υπόστρωµα CIITA/pEGFP-CI σε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης 
χρησιµοποιούνται οι εκκινητές GFP-CI και CIITA.50.3’: 5’-GCCCTCGAGGAAGTGGTAGAGGCACAG-3’. 

7. CIITA.1-80/pEGFP-CI: Το αντίστοιχο κοµµάτι µε άκρα EcoRI-XhoI γεµισµένα µε το ένζυµο Klenow 
κλωνοποιούνται στο φορέα στην XmaI θέση αφού γεµίσει µε το ένζυµο Klenow. Οι εκκινητές που 
χρησιµοποιούνται για τον πολλαπλασιασµό του κοµµατιού ήταν οι Τ7 και CIITA.80.3’:  
5’-GCCCTCGAGCCTGCTGAACTGGTCGCA-3’. 

8. CIITA.60-114/pEGFP-CI: Η κατασκευή CIITA.∆60/pEGFP-CI πέπτεται µε EcoNI-BamHI γεµίζεται µε το 
ένζυµο Klenow και επανασυγκολείται.  

9. CIITA.75-114/pEGFP-CI: Ο φορέας CIITA.∆74/pEGFP-CI πέπτεται µε τα ένζυµα EcoNI-BamHI γεµίζει µε 
το ένζυµο Klenow και µετά επανασυγκολείται.  

10. CIITA.1-114/pEGFP-CI: Το EcoRI-EcoNI κοµµάτι από CIITA/pcDNA3 κλωνοποιείται στην XmaI θέση 
του pEGFP-CI (Klenow). 

11. CIITA.1-129/pEGFP-CI: Τα πρώτα 129 αµινοξέα του CIITA σαν EcoRI κοµµάτι κλωνοποιείται στην XmaI 
(γεµισµένη µε Klenow) θέση του φορέα. 

12. CIITA.129-174/pEGFP-CI: Η καθορισµένη αµινοξική αλληλουχία σαν EcoRI κοµµάτι από τον φορέα 
pGEX-4T1 κλωνοποιείται στην XmaI (γεµισµένη µε Klenow) θέση του φορέα. 

13. CIITA.102-408/pEGFP-CI: Από τον φορέα CIITA.∆102/pEGFP-CI αφαιρούµε το κοµµάτι NotI-EcoRV 
κάνουµε γέµισµα µε ένζυµο Klenow και ξανακλείνουµε τον φορέα. 

14. CIITA.175-408/pEGFP-CI: Το κοµµάτι 175-408 του CIITA µε άκρα EcoRI-NotI κλωνοποιείται στο φορέα 
CIITA.1-408/pEGFP-CI που του έχει αφαιρεθεί το κοµµάτι CIITA.1-408 (EcoRI-NotI). Οι εκκινητές που 
χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής: CIITA.638.5’: 5’-GCCGAATTCCCAGTGAGCGACTGCTCC-3’ και 
CIITA.C: 5’-GCACAGCAATCACTCGTGTCTC-3’. 

15. CIITA.1-549/pEGFP.CI: Ο φορέας CIITA/pEGFP-CI πέπτεται µε τα ένζυµα SmaI και BamHI γίνεται 
γέµισµα µε το ένζυµο Klenow και µετά επανασυγκόληση. 

16. CIITA.1-524/pEGFP-CI: Σε υπόστρωµα CIITA/pEGFP-CI χρησιµοποιούµε σε αλυσιδωτή αντίδραση 
πολυµεράσης τους εκκινητές GFP.CI: 5’-ACTCTCGGCATGGAC-3’ και CIITA.524.3’:  
5’-GCCGGATCCGGAGCAGGGCTCCGCCGG-3’. To κοµµάτι αυτό πέπτεται µε τα ένζυµα XhoI-BamHI 
και κλωνοποιείται στις αντίστοιχες θέσεις του φορέα GFP-CI. 
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17. CIITA.1-535/pEGFP-CI: Με υπόστρωµα CIITA/pEGFP-CI χρησιµοποιούµε σε αλυσιδωτή αντίδραση 
πολυµεράσης τους εκκινητές GFP.CI: 5’-ACTCTCGGCATGGAC-3’ και CIITA.535.3’:  
5’-GGCGGATCCCTTCTGGAAAAGGCCGGC-3’. To τµήµα DNA πέπτεται µε τα περιοριστικά ένζυµα 
XhoI-BamHI και κλωνοποιείται στις αντίστοιχες θέσεις του φορέα. pEGFP-CI.  

18. CIITA.524-535/pEGFP-CI: Το ολιγονουκλεοτίδιο που κλωνοποιήθηκε στον φορέα pEGFP-CI απαρτίζεται 
από τους εξής δύο εκκινητές: και CIITA.535.3’:  
5’-CTTGTCGAAAAGGCCGGCCAGCAGCCCCCGGAGGGAATTCGGC-3’. 

19. CIITA.536-549/pEGFP-CI: Στην HindIII θέση του φορέα κλωνοποιείται τι ολιγονουκλεοτίδιο που 
απαρτίζεται από τους εξής εκκινητές: CIITA.536.5’: 5’-AAGCTGCTCCGAGGTTGCACCCTCCTCCTCAC 
AGCCCGGCCCGGATCCGCC-3’ και CIITA.549.3’: 5’-GGCGGATCCGGGCCGGGCTGTGAGGAGGAG 
GGTGCAACCTCGGAGCAGCTT-3’. 

20. CIITA.524-549/pEGFP-CI: Κλωνοποιήθηκε στις θέσεις EcoRI-BamHI το κοµµάτι που πολλαπλασιάζεται 
από τους εκκινητές CIITA.524.5’: 5’-GCCGAATTCCCTCCGGGGGCTGCTGGCCGGCCTTTTCCAGAAG-
3’ και CIITA.549.3’: 5’-GGCGGATCCGGGCCGGGCTGTGAGGAGGAGGGTGCAACCTCGGAGCAGCTT-
3’. 

21. CIITA.549-850/pEGFP-CI: Στις θέσεις EcoRI-SalI του φορέα κλωνοποιείται το κοµµένο µε EcoRI-XhoI 
κοµµάτι που πολλαπλασιάζεται µε τους εκκινητές 
CIITA.549.5’: 5’-GCCGAATTCCCCCGGGGCCGCCTGGTC-3’ και  
CIITA.850-3’: 5’-GCCCTCGAGCTTGCCCAGTACATGTGC-3’. 

22. CIITA.∆174/pEGFP-CI: Το κοµµάτι ∆174.CIITA µε άκρα EcoRI-XhoI κλωνοποιείται στις θέσεις EcoRI-
SalI του φορέα. 

23. NLS.∆174/pEGFP-CI: Το δίκλωνο ολιγονουκλεοτίδιο µε το SV40-NLS και µε άκρα EcoRI κλωνοποιείται 
στην EcoRI θέση του φορέα CIITA.∆174/pEGFP-CI. Μετά η νέα κατασκευή πέπτεται µε BglII, γίνεται 
γέµισµα µε Klenow και επανασυγκόληση. Η αλληλουχία των ολιγονουκλεοτιδίων NLS είναι η εξής: 
NLS1: 5’-AATTCTATGCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTCCATG-3’,  
NLS2: 5’-AATTCATGGACCTTCCGCTTCTTCTTGGGCATAG-3’.  

24. CIITA.302-408/pEGFP-CI: Το αντίστοιχο κοµµάτι του CIITA µε άκρα EcoRI-NotI κλωνοποιηµένο στον 
ίδιο φορέα όπως πριν. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής: CIITA.1019.5’: 5’-
GCCGAATTCGAACCTGCCCTGACCTCC-3’ και CIITA.C: 5’-GCACAGCAATCACTCGTGTCTC-3’. 

25. CIITA.1-408/pEGFP-CI: Από το πλασµίδιο CIITA/pEGFP-CI αφαιρείται το NotI κοµµάτι και το υπόλοιπο 
επανασυγκολείται.  

26. CIITA.1-790/pEGFP-CI: Στην KpnI θέση του φορέα κλωνοποιείται το KpnI κοµµάτι που αποµονώνεται 
από την αντίστοιχη πέψη του φορέα CIITA/pEGFP-CI. 

27. CIITA.1-979/pEGFP-CI: Ο φορέας CIITA/pEGFP-CI πέπτεται µε το ένζυµο BamHI και ξανακλείνει. 
28. CIITA.980-1130/pEGFP-CI: Ο φορέας CIITA/pEGFP-CI πέπτεται µε BglII και µερικώς µε BamHI γίνεται 

γέµισµα µε το ένζυµο Klenow και επανασυγκόληση. 
29. pCAF/pEGFP-CI: Ο φορέας pCAF/pCX πέπτεται µε ΕcoRI και KpnI(φαγωµένη και γεµισµένη µε 

Klenow) και το κοµµάτι του pCAF κλωνοποιείται στις θέσεις EcoRI-SmaI του νέου φορέα.   
 
 
4.3. Πλασµιδιακές κατασκευές στον προκαρυωτικό φορέα έκφρασης pGEX (Pharmacia 
Biotech). 
 
1. CIITA/pGEX-4T1: Το συνολικό CIITA σαν EcoRI-XhoI κοµµάτι κλωνοποιείται στις αντίστοιχες θέσεις 

του φορέα. 
2. CIITA.1-408/pGEX-4T1: Το EcoRI-NotI κοµµάτι του CIITA/pcDNA3 κλωνοποιείται σε αντίστοιχες θέσεις 

του pGEX-4T1. 
3. CIITA1-114/pGEX-4T1: Τα πρώτα 114 αµινοξέα του CIITA σαν EcoRI-BamHI (γεµισµένη) κοµµάτι από 

το φορέα CIITA1-114/pBXGI κλωνοποιείται στις θέσεις EcoRI-SmaI του φορέα. 
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4. CIITA.1-129/pGEX-4T1: Τα πρώτα 129 αµινοξέα του CIITA σαν EcoRI κοµµάτι κοµµένο µετά από 
πολλαπλασιασµό µε τους εκκινητές: Τ7 και CIITA516.3’: 5’-GCCGAATTCCATCTCCATACTCTCACCG-
3’ µε υπόστρωµα CIITA/pcDNA3, κλωνοποιείται στην EcoRI θέση του φορέα. 

5. CIITA.1-80/pGEX-4T1: Τα πρώτα 80 αµινοξέα του CIITA µε άκρα EcoRI-XhoI κλωνοποιηµένα στις 
αντίστοιχες θέσεις του φορέα. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν σε υπόστρωµα CIITA/pcDNA3 
ήταν οι Τ7 και CIITA.80.3’: 5’-GCCCTCGAGCCTGCTGAACTGGTCGCA-3’. 

6. CIITA.75-114/pGEX-4T1: Το αντίστοιχο κοµµάτι και µε άκρα EcoRI-XhoI κλωνοποιήθηκε στις 
αντίστοιχες θέσεις του φορέα. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι CIITA.75.5’:  
5’-GCCGAATTCTGCGACCAGTTCAGCAGG-3’ και CIITA.114.3’: 5’-GCCCTCGAGCAGGCCCTCCAG 
CAGGGA-3’. 

7. CIITA.115-151/pGEX-4T1: Το αντίστοιχο κοµµάτι µε άκρα EcoRI-XhoI κλωνοποιηµένα στις αντίστοιχες 
θέσεις του φορέα. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν είναι οι CIITA.115.5’:  
5’-GCCGAATTCAGCAAGGACATTTTCAAG-3’, και CIITA.569.3’: 5’-GCCCTCGAGGAAGCTCCTCTG 
GGAAGGG-3’.  

8. CIITA.75-151/pGEX-4T1: Το αντίστοιχο κοµµάτι µε άκρα EcoRI-XhoI κλωνοποιηµένο στις αντίστοιχες 
θέσεις του φορέα. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι CIITA.75.5’:  
5’-GCCGAATTCTGCGACCAGTTCAGCAGG-3’ και CIITA.569.3’: 5’-GCCCTCGAGGAAGCTCCTCTGGG 
AAGGG-3’.  

9. CIITA.75-307/pGEX-4T1: Το αντίστοιχο κοµµάτι µε άκρα EcoRI-XhoI κλωνοποιηµένο στις αντίστοιχες 
θέσεις του φορέα. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν είναι οι CIITA.75.5’:  
5’-GCCGAATTCTGCGACCAGTTCAGCAGG-3’ και CIITA.1036.3’: 5’-GCCCTCGAGGGAGGTCAGGGCA 
GGTTC-3’. 

10. CIITA.75-408/pGEX-4T1: Το αντίστοιχο κοµµάτι µε άκρα EcoRI-XhoI κλωνοποιηµένο στις αντίστοιχες 
θέσεις του φορέα. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι CIITA.75.5’: 5’-
GCCGAATTCTGCGACCAGTTCAGCAGG-3’ και CIITA.C: 5’-GCACAGCAATCACTCGTGTCTC-3’. 

11. CIITA.129-174/pGEX-4T1: ΕcoRI κοµµάτι µετά από πολλαπλασιασµό µε τους εξής εκκινητές: 
CIITA.499.5’: 5’-GCCGAATTCGGTGAGAGTATGGAGATGC-3’ και CIITA.637.3’: 5’-
GCCGAATTCTCCCACTAGGAGACTGCC-3’, κλωνοποιείται στην EcoRI θέση του φορέα. 

12. CIITA.1-174/pGEX-4T1: Τα πρώτα 174 αµινοξέα του CIITA σαν EcoRI κοµµάτι κλωνοποιούνται στην 
αντίστοιχη θέση του φορέα pGEX-4T1. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για το κοµµάτι είναι: T7 
και CIITA.637.3’: 5’-GCCGAATTCTCCCACTAGGAGACTGCC-3’ 

13. CIITA.175-307/pGEX-4T1: Το αντίστοιχο κοµµάτι του CIITA µε άκρα EcoRI-XhoI κλωνοποιείται στις 
αντίστοιχες θέσεις του φορέα. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν είναι: CIITA.638.5’: 5’-
GCCGAATTCCCAGTGAGCGACTGCTCC-3’, CIITA.1036.3’: 5’-GCCCTCGAGGGAGGTCAGGGCAGG 
TTC-3’. 

14. CIITA.1-298/pGEX-4T1: Από την κατασκευή CIITA1-408/pGEX-4T1 αφαιρείται το SphI-NotI κοµµάτι του 
CIITA και µετά επανασυγκολούµε (Klenow 3’-5’ εξωνουκλεόλυση και µετά γέµισµα). 

15. CIITA.115-307/pGEX-4T1: Το αντίστοιχο κοµµάτι µε άκρα EcoRI-XhoI κλωνοποιηµένο στις αντίστοιχες 
θέσεις του φορέα. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι CIITA.115.5’: 5’-
GCCGAATTCAGCAAGGACATTTTCAAG-3’ και CIITA.1036.3’: 5’-GCCCTCGAGGGAGGTCAGGGCAG 
GTTC-3’. 

16. CIITA.115-408/pGEX-4T1: Το αντίστοιχο κοµµάτι µε άκρα EcoRI-NotI κλωνοποιηµένο στις αντίστοιχες 
θέσεις του φορέα. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι CIITA.115.5’: 5’-
GCCGAATTCAGCAAGGACATTTTCAAG-3’ και CIITA.C: 5’-GCACAGCAATCACTCGTGTCTC-3’. 

17. CIITA.175-408/pGEX-4T1: Το αντίστοιχο κοµµάτι του CIITA µε άκρα EcoRI-NotI κλωνοποιείται στις 
αντίστοιχες θέσεις του φορέα. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής: CIITA.638.5’: 5’-
GCCGAATTCCCAGTGAGCGACTGCTCC-3’, και CIITA.C: 5’-GCACAGCAATCACTCGTGTCTC-3’. 

18. CIITA.298-408/pGEX-3X: Το SphI-NotI κοµµάτι του CIITA (φάγωµα και γέµισµα µε Klenow) 
κλωνοποιείται στην SmaI θέση του pGEX-3X. 

19. CIITA408-978/pGEX-4T1: Αποµονώνουµε το BamHI κοµµάτι από το πλασµίδιο ∆408/pGEX-4T1 και το 
κλωνοποιούµε στην BamHI θέση του pGEX-4T1. 

 52



20. CIITA790-978/pGEX-3X: Από CIITA.IVS/pcDNA3 αποµονώνουµε το KpnI-BamHI κοµµάτι (φάγωµα, 
γέµισµα µε Klenow) και κλωνοποιούµε στην SmaI θέση του pGEX-3X. 

21. CIITA.800-1130/pGEX-4T1:Στις θέσεις EcoRI-XhoI του φορέα κλωνοποιείται το κοµµάτι που 
πολλαπλασιάζεται µε τους εκκινητές: CIITA.800.5’: 5’-GCCGAATTCACACTGCGGGCGCGGCAG-3’ και 
CIITA.stop: 5’-GCCGGATCCTCGAGCTCAGGCTGATCCGTGA-3’. 

22. pCAF/pGEX-3X: Το EcoRI-ΚpnI(klenow 3’-5’ εξωνουκλεολυµένο) κοµµάτι του Flag.pCAF/pCX (Nakatani) 
κλωνοποιείται στην SmaI θέση του pGEX-3X. 

23. pCAF1-370/pGEX-3x: Το EcoRI-DdeI κοµµάτι του pCAF/pCX κλωνοποιείται στην SmaI θέση του pGEX-
3X (Klenow). 

24. pCAF370-783/pGEX-3X: Το DdeI κοµµάτι του pCAF/pCX κλωνοποιείται στην SmaI θέση του pGEX-3X 
(Klenow). 

25. pCAF.1-525/pGEX-3X: Το κοµµάτι EcoRI-PvuII του pCAF γεµισµένο µε Klenow κλωνοποιείται στη SmaI 
θέση του φορέα. 

26. pCAF.1-654/pGEX-3X: Από το φορέα pCAF/pGEX-3X αποµονώνουµε το κοµµάτι µε BamHI άκρα και το 
κλωνοποιούµε στην BamHI θέση του pGEX-3X. 

27. pCAF.653-736/pGEX-4T1: Το αντίστοιχο κοµµάτι µε άκρα EcoRI-XhoI κλωνοποιείται στις αντίστοιχες 
θέσεις του φορέα. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι pCAF.653.5’: 5’-
GCCGAATTCCGGATCCCGTACACAG-3’ και pCAF.736.3’: 5’-GCCCTCGAGGAGGATG 
CTCTTGAGCG-3’. 

28. pCAF.737-832/pGEX-4T1: Το αντίστοιχο κοµµάτι µε άκρα EcoRI-XhoI κλωνοποιηµένο στις αντίστοιχες 
θέσεις του φορέα. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι pCAF.737.5’: 5’-
GCCGAATTCCAGCAGGTGAAGAGCCATC-3’ και pCAF.3’: 5’-GCCCTCGAGTCACTTGTCAATTAATC 
C-3’.  

29. pCAF.768-832/pGEX-4T1: Το αντίστοιχο κοµµάτι µε άκρα EcoRI-XhoI κλωνοποιηµένο στις αντίστοιχες 
θέσεις του φορέα. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι pCAF.768.5’: 5’-
GCCGAATTCATGGATCTCAAAACCATG-3’ καιpCAF.3’: 5’-GCCCTCGAGTCACTTGTCAATTAATCC-3’.  

30. hGCN5/pGEX-4T1: Το cDNA του ανθρώπινου GCN5 µε EcoRI άκρα κλωνοποιείται στην αντίστοιχη 
θέση του φορέα. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν είναι οι hGCN5.5’:5’-
GGAATTCTACAATCATGGACTAC-3’ και hGCN5.3’: 5’-GGAATTCCTACTTGTCAATG AGGC C-3’  και 
σαν υπόστρωµα χρησιµοποιήθηκε ο φορέας hGCN5/pCX (από Y.Nakatani). 

 
4.4. Πλασµιδιακές κατασκευές στο φορέα έκφρασης pBXG1. Φορέας για την έκφραση σε 
ευκαρυωτικά κύτταρα, πρωτεϊνών σε σύντηξη µε την περιοχή πρόσδεσης της πρωτεΐνης GAL4. 
 
1. CIITA/pBXGI: To CIITA cDNA σαν EcoRI-XbaI κοµµάτι κλωνοποιηµένο στις αντίστοιχες θέσεις του 

φορέα. 
2. CIITA.∆102/pBXGI: Η έλλειψη του CIITA χωρίς τα πρώτα 102 αµινοξέα σαν κοµµάτι µε άκρα EcoRI-

XhoI γεµισµένα µε Klenow-I κλωνοποιείται στη θέση SmaI του φορέα. 
3. CIITA.∆408/pBXGI: Το έλλειµµα του CIITA σαν EcoRI-XbaI κοµµάτι κλωνοποιείται στις αντίστοιχες 

θέσεις του φορέα. 
4. CIITA1-408/pBXG1: Τα πρώτα 408 αµινοξέα του CIITA σαν EcoRΙ-NotI (γεµισµένη µε Klenow) κοµµάτι 

κλωνοποιηµένο στις θέσεις EcoRI-SmaI του φορέα. 
5. CIITA1-114/pBXG1: Τα πρώτα 114 αµινοξέα του CIITA σαν EcoRI-EcoNI (γεµισµένη µε Klenow) 

κοµµάτι κλωνοποιηµένο στις θέσεις EcoRI-SmaI του φορέα. 
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Φορέας έκφρασης σε ευκαρυωτικά κύτταρα pcDNA3
(www.Invitrogen.com/contents/vectors/pcDNA3) 

  

 

Φορέας έκφρασης σε ευκαρυωτικά κύτταρα pEGFP-
CI φέρον την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη, για
καρβοξυτελικές συντήξεις πρωτεϊνών.
(www.clontech.com) 

 

 

Φορέας έκφρασης pGEX- σε 
προκαρυωτικά κύτταρα, 
πρωτεϊνών σε σύντηξη µε 
την πρωτεΐνη GST. 
(www.Amershambiosciences
.com) 

 
 
 
 

 54



5. ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΕΣ ΑΝΑΛΥΣΗΣ ΤΟΥ DNA. 
 
5.1. Αλυσιδωτή αντίδραση DNA πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction PCR).  Η αρχή . της µεθόδου 
βασίζεται στο γεγονός πολλαπλασιασµού οποιασδήποτε αλληλουχίας DNA in vitro, µε τη χρήση µιας 
ελάχιστης ποσότητας DNA-µήτρας και δύο ολιγονουκλεοτιδίων εναρκτών που υβριδοποιούν εκατέρωθεν 
της αλληλουχίας DNA που ενδιαφέρει, στις δύο συµπληρωµατικές αλυσίδες. Επίσης η µέθοδος αξιοποιεί 
την ικανότητα DNA πολυµερασών από θερµόφιλους οργανισµούς να «αντέχουν» σε υψηλές θερµοκρασίες 
και έτσι να παρίστανται σε όλα τα στάδια της αντίδρασης, χωρίς να χάνουν την αποτελεσµατικότητά τους 
να πολυµερίζουν DNA.  
 Μια τυπική αντίδραση περιλαµβάνει 5ng DNA µήτρας, 1Χ ρυθµιστικό διάλυµα αντίδρασης (50mM 
KCl, 10mM Tris-Cl pH 8.4), 1-1.5mM MgCl2, 0.2 mM δεοξυ-νουκλεοτιδίων dNTPs, 0.5u θερµοσταθερής 
πολυµεράσης Τaq και 20 pmole από κάθε ένα ολιγονουκλεοτίδιο- εκκινητή (primer). Τα συστατικά 
θερµαίνονται για 5 λεπτά στους 100οC (αποδιάταξη), και στη συνέχεια υποβάλλονται σε 25-30 κύκλους που 
περιλαµβάνουν διαδοχικά στάδια αποδιάταξης, υβριδοποίησης των εκκινητών στις αλληλουχίες στόχους 
της µήτρας σε κατάλληλη θερµοκρασία, και επιµήκυνσης των νέων αλυσίδων στους 72οC. Σε ένα τρίτο 
στάδιο ακολουθεί η ολοκλήρωση των ήδη υπαρχόντων αλυσίδων στους 72οC για 10 λεπτά. Η θερµοκρασία 
υβριδοποίησης των εκκινητών στις αλληλουχίες στόχους της µήτρας υπολογίζεται σύµφωνα µε τον 
µαθηµατικό τύπο  
 Τd = Tm –13 και 
 Tm = 81.5 –16.6 (log [Na+]) + 41.5 (%G-C) –600/N όπου Ν είναι ο αριθµός των βάσεων του εκκινητή. 
 
5.2. Προσδιορισµός της πρωτοταγούς νουκλεοτιδικής αλληλουχίας µορίων DNA (DNA sequencing 
analysis).  Χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος του τερµατισµού της επιµήκυνσης του DNA, µέσω της 
ενσωµάτωσης τριφωσφορικών δι-δεοξυ νουκλεοτιδίων (dideoxy chain termination method) των Sanger et al. 
Σαν µήτρα χρησιµοποιήθηκε υπερελικωµένο πλασµιδιακό DNA και η σήµανση των µορίων έγινε µε [35S]-
dATP. Στις αντιδράσεις χρησιµοποιήθηκε το ένζυµο Sequenase version 2.0 από την USBC, η οποία είναι 
τροποποιηµένη πολυµεράση Τ7. Για την διαδικασία ακολουθήθηκαν οι οδηγίες της προµηθεύτριας 
εταιρίας που περιέχονται στο σχετικό εγχειρίδιο. 
 
5.3. Αντίδραση αντίστροφης µεταγραφής. Κύτταρα HeLa, Raji, RJ2.2.5 ή κάθε άλλος κυτταρικός τύπος 
συλλέγονται και πελετάρωνται, οπότε µπορούν να αποθηκευτούν στους -80οC για µεγάλο χρονικό 
διάστηµα. Τα κύτταρα επαναδιαλύονται σε 0.5-1ml Trizol (Gibco-BRL) και παρασκευάζεται RNA σύµφωνα 
µε τις υποδείξεις της εταιρείας. Αναφέρω οτι αυτή η µέθοδος παρασκευής RNA είναι σύντοµη (30 λεπτά) 
και πολύ αξιόπιστη για όσες φορές χρησιµοποιήθηκε. 27.5µlt από 2µg RNA µε 200ng εξαµερών εκκινητών 
τυχαίας αλληλουχίας ζεσταίνονται για 7 λεπτά στους 65οC. Ακολουθεί επώαση στον πάγο και 
φυγοκέντρηση. Προστίθενται 12.5µlt από ένα µίγµα που περιέχει [8µlt διαλύµατος αντίστροφης 
µεταγραφής(5x), 2µlt dNTPs (10mM), 0.5µlt RNAsin(20U/µlt). Το µίγµα επωάζεται για 2 ώρες στους 37οC. 
Για ανάλυση, σε 2.5µlt αυτού του διαλύµατος πραγµατοποιείται αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης µε 
τους κατάλληλους εκκινητές. Αναφέρω οτι όλοι οι εκκινητές που κατασκευάστηκαν για ανάλυση 
δειγµάτων µε αντίστροφη µεταγραφή έχουν αντίδραση αλληλεπίδρασης µε το υπόστρωµα (Τ-annealing) 
64οC. Καταγράφω αναλυτικά τις θέσεις πρόσδεσης των ειδικών εκκινητών για την αναγνώριση των 
διαφορετικών τύπων του CIITA που εκφράζονται στους διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους. Αλληλουχία 
των διαφορετικών εκκινητών: 
CIITA.CodI5’:    5’-GCCATCAGCCCAGCCTGGTGC-3’ 
CIITA.CodIII5’:  5’-ATGCGTTGCCTGGCTCCACGCC-3’ 
CIITA.CodIV5’:  5’-CCAGAGCTGGCGGGAGGGAG-3’ 
CIITA99.5’:          5’-GCGGAACTGGACCAGTATGTCTTCC-3’ 
CIITA220.3’:        5’-CAGGCAGCTCAACGAGGAACTGGAG-3’ 
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 Για τη συγκεκριµένη σειρά πειραµάτων οι συνθήκες για την αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης 
είναι οι παρακάτω:  

• 94οC, 5’ 
• 94οC, 30” 

64oC, 1’ 
72oC, 40” 

x 24 κύκλοι 

• 72oC, 5’ 
Tα προϊόντα των αντιδράσεων τρέχουν σε 2% πήκτωµα αγαρόζης. 
 

  

Εκκινητές και προϊόντα των διαφόρων τύπων CIITA 
Προϊόν 

ATG 
ATG CIITA.99.5’ CIITA.CodI5’ 

CIITA I 843bp 
CIITA.220.3’ ATG 

CIITA.CodIII5’ 

CIITA III 660bp 

CIITA.CodIV5’ 
5’UTR 647bp CIITA IV 

588bp 

363bp 

 
 Ακόµη στα πειράµατα ανίχνευσης έκφρασης διαφόρων γονιδίων µε την αντίδραση αντίστροφης 
µεταγραφής RNA και αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης χρησιµοποιήθηκαν και τα παρακάτω ζεύγη 
εκκινητών: 
# Εκκινητές για την ανίχνευση του µηνύµατος του γονιδίου DRA: 
 DRAexon4.5’: 5’-GAGTTTGATGCTCCAAGCCCTCTCCCA-3’ 
 DRAexon4.3’: 5’-CAGAGGCCCCCTGCGTTCTGCTGCATT-3’ 
 DRAexon1.5’: 5’-GAACATGTGATCATCCAGGCCGAGTTC-3’ 
 DRAexon2.3’: 5’-GGGCTCTCTCAGTTCCACAGGGCTG-3’  
 
# Εκκινητές για την ανίχνευση του µηνύµατος του γονιδίου pCAF, σχεδιασµένοι στο καρβοξυτελικό άκρο 
του: 

pCAF.RTC5’: 5’-AGGTTCCCCATGGATCTGAAAACCATG-3’ 
 pCAF.RTC3’: 5’-CAGCTTCCTTAATTTTACTGAAGAAGAA-3’ 
 
# Εκκινητές για την ανίχνευση του mRNA µηνύµατος από το γονίδιο GCN5L1 (κοντή µορφή) και GCN5L2 
(µακρά µορφή): 
 GCN5L2.RT5’: 5’-ATGGCGGAACCTTCCCAGGCCCC-3’ 
 GCN5L2.RT3’: 5’-GCCATTACACTTACAGGTTCCATTGGCC-3’ 
 GCN5L1.cod5’: 5’-ATGGCCCCGGGGAGCCGAGGTGAGCG-3’ 
 GCN5L1.cod3’: 5’-CTAGGAAGGGGCAGACTGCAGCTG-3’ 
 
# Εκκινητές για την ανίχνευση του µηνύµατος mRNA από τα γονίδια IRF1 και STAT1: 
 IRF1.RT.5’: 5’-ATGCCCATCACTCGGATGCGC-3’ 
 IRF1.RT.3’: 5’-GGCACAGCGAAAGTTGGCCTTCCACG-3’ 
 STAT1.RT.5’: 5’-ATGTCTCAGTGGTACGAACTTCAGCAGC-3’ 
 STAT1.RT.3’: 5’-CCAGTTTCTTGGCCCGCGGAGC-3’ 
 STAT1.RT.3’: 5’-GACATCTGGATTGGGTCTTCCTG-3’ 
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5.4. In vitro µεταλλαξογέννεση Σηµειακές µεταλλαγές στο cDNA του γονιδίου CIITA πραγµατοποιήθηκε 
σύµφωνα µε το πρωτόκολλο και τα υλικά από την εταιρεία Promega. Το σύστηµα που χρησιµοποιήθηκε 
ήταν το “GeneEditor in vitro site-directed mutagenesis system”. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για τη 
δηµιουργία των σηµειακών µεταλλαγών ήταν οι παρακάτω: 
ML1: 5’-CAGCGATGCTGACCCCGCGTGCGCCTACCACTTCTATGA-3’ 
ML2: 5’-CCCTGCTCCGCCCGGGGGGCGGCGGCCGGCCTTTTCC-3’ 
ML3: 5’-CTGCTCCGAGGTTGCACCGCCGCCGCCACAGCCCGGCCCCGGGGC-3’ 
F961S:5’- AAGAAACTGGAGTCTGCGCTGGGCCCT-3’ 
mGTP2: 5’- GAGCAGATCCTGCAGCCCCGGACGGTTCAAG-3’ 
mNLS1:5’- GGAGCTCCCTGCTGTTGGGGCCCCATCGATACTGGAGTTTGCGCTGG-3’ 
K141.144A: 5’-GTTGGGCAGGCAAGTCAGGCAAGACCCTTC-3’ 
K156.159A: 5’-GCAGACCTGGCGCACTGGGCGCCAGCTGAG-3’ 
KK141.144RR: 5’-GTTGGGCAGAGAAGTCAGAGAAGACCCTTCCC-3’ 
KK156.159RR: 5’-GGCAGACCTGAGGCACTGGAGGCCAGCTGAGC-3’ 
K141R: 5’-GTTGGGCAGAGAAGTCAGAAAAG-3’ 
K144A: 5’-AAAAGTCAGGCAAGACCCTTCCC-3’ 
K144Q: 5’-AAAAGTCAGCAAAGACCCTTCCC-3’ 
K144R: 5’-AAAAGTCAGAGAAGACCCTTCCC-3’ 
FDA50: 5’-CTCTACCACGCCTATGCCCAGATGGACC-3’ 
 

Όλες οι κατασκευές επιβεβαιώθηκαν µε αλληλούχιση της πρωτοταγούς δοµής του DNA. Η 
έκφραση των αντίστοιχων πρωτεϊνών επιβεβαιώθηκε µε Western Blot και ανοσοφθορισµό. 
 
5.5. Κλωνοποίηση των πρωτεϊνών του ενισχυοσώµατος.  Οι πρωτεΐνες NFYA, NFYB, NFYC, 
κλωνοποιήθηκαν από cDNA βιβλιοθήκη µε τη µέθοδο του PCR χρησιµοποιώντας τα αντίστοιχα ζεύγη 
εκκινητών: 
NFYA5’: 5’-ATGGAGCAGTATACAGCAAACAGCAA-3’ 
NFYA3’: 5’-TTAGGACACTCGGATGATCTGTGTCAT-3’ 
NFYB5’: 5’-ATGACAATGGACGGCGACAGCTC-3’ 
NFYB3’: 5’-TCATGAAAACTGAATTTGCTGGACACC-3’ 
NFYC5’: 5’-ATGTCCACAGAAGGAGGGTTTGG-3’ 
NFYC3’: 5’-TCAGTCTCCAGTCACCTGGGG-3’ 
Ο φορέας έκφρασης για την πρωτεΐνη RFX5 ήταν προσφορά από τον Dr. Santa Ono, ο φορέας για την 
έκφραση της πρωτεΐνης RFXAP ήταν προσφορά από τον Dr. Jeremy Boss, ο φορέας έκφρασης για την 
πρωτεΐνη RFXANK ήταν προσφορά από τον Dr. Phillip Tsichlis, και ο φορέας έκφρασης για την πρωτεΐνη 
CREB ήταν προσφορά του ∆ρ. ∆ηµήτρη Θάνου. 
 
 
6. ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΕΣ ΑΝΑΛΥΣΗΣ ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΕΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ-DNA. 
 
6.1. Έλεγχος ικανότητας πρόσδεσης αποµονωµένης πρωτεΐνης, µε αποδιατακτικές συνθήκες, σε 
σηµασµένο δίκλωνο ολιγονουκλεοτίδιο.  Η υπό µελέτη πρωτεΐνη, αφήνεται σε θερµοκρασία δωµατίου, 
για 20 λεπτά να προσδεθεί στο κατάλληλο σηµασµένο ολιγονουκλεοτίδιο σε ένα διάλυµα που περιέχει 2µlt 
διάλυµα πρόσδεσης ( 50% γλυκερόλη, 100mM Tris-HCl pH 7.4, 500mM NaCl, 10mMEDTA) 2µlt BSA 
(10mg/ml stock), 2µlt DTT (20mM stock), 2µlt NP40 (0.1%stock), 50-100ng poly-dI/dC σε τελικό όγκο 20 µlt. 
Τρέχουµε τα δείγµατα σε 4-6% πήκτωµα πολυακρυλαµίδης (29:1) µε 0.5Χ ΤΒΕ , και 300Volts το µέγιστο. Η 
πρωτεΐνη αραιώνεται πριν αλληλεπιδράσει µε το ολιγονουκλεοτίδιο µε ένα διάλυµα που περιέχει 100mM 
KCl, 10% γλυκερόλη, 0.1mM EDTA, 0.1% NP40, 0.5mM PMSF, 1mM DTT και 25mM Hepes pH 7.9. Στην 
περίπτωση που χρησιµοποιήσαµε τις τάξης ΙΙ πρωτεΐνες του ενισχυοσώµατος δεν χρησιµοποιούµε poly-
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dI/dC γιατί κατέστρεφε τα σύµπλοκα των πρωτεϊνών. 
 
6.2. In vitro αποτύπωµα µε το ένζυµο DNAse I. Η κατάλληλη πρωτεΐνη ή το σύµπλοκο πρωτεϊνών υπό 
µελέτη αφήνονται να αλληλεπιδράσουν µε το κατάλληλα ραδιοσηµασµένο τµήµα δίκλωνου DNA για 20 
λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου σε ένα διάλυµα που περιέχει 2µlt BSA (10mg/ml stock), 100ng dG:dC, 2µlt 
10xFootprinting Buffer (100mM Tris-HCl ph 8.0, 150mM Hepes pH 7.9, 500mM NaCl, 50mM MgCl2, 10mM DTT, 
50% γλυκερόλη), και νερό µέχρι τελικό όγκο 20µlt. Μετά το πέρας του χρόνου αλληλεπίδρασης 
προσθέτουµε 2µlt αραιωµένη DNAseI (αραίωση σε διάλυµα 50mM CaCl2, 20mM Hepes pH 7.9) και 
επωάζουµε στον πάγο ακριβώς 5 λεπτά. Προσθέτουµε 200µlt διάλυµα τερµατισµού της αντίδρασης (200µlt 
2.5Μ ΝΗ4ΟΑc, 2.5µg ssDNA για κάθε αντίδραση) και 600µlt αιθανόλη, αναδεύουµε και επωάζουµε στους -
70οC για 15 λεπτά. Κατακρηµνίζουµε το DNA και το επαναδιαλύουµε σε DNA loading buffer, το 
ζεσταίνουµε στους 60οC για 20 λεπτά για να επαναδιαλυθεί και το βράζουµε για 2 λεπτά πριν το 
φορτώσουµε σε αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης µε Ουρία. 

Στα in vitro αποτυπώµατα µε το ένζυµο DNAseI που υποδεικνύονται στο κείµενο το 
ραδιοσηµασµένο τµήµα DNA που χρησιµοποιήθηκε ήταν ο ενισχυτής του τάξης ΙΙ γονιδίου Εα του 
ποντικού το οποίο ήταν ραδιοσηµασµένο είτε στο 5’ άκρο του όπου διαθέτει µια HindIII θέση, είτε στο 3’ 
άκρο του όπου διαθέτει µια XbaI θέση. Η αλληλουχία του τµήµατος DNA που αναφέραµε παρατίθεται:  

 

 
 

130 
ATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAG-3’ 

XbaI 

140 150 

70 80 90 100 110 120 

Υ κουτί 
CAGTCTGAAACATTTTTCTGATTGGTTAAAAGTTGAGTGGATCATCGAATTCTGCAGATATCC 

Eα 

5’- ΑGCTTGATATCACTAAATAGGACCTGGTTGCAAGGAACCCTTTCCTAGCAACAGATGTGT
X1/X2 κουτιά H κουτί 

20 50 60 40 30 

EcoRV Hind III 

6.3. In vitro στρατολόγηση πρωτεϊνών (ανασυνδιασµένων ή από πυρηνικά κυτταρικά εκχυλίσµατα) 
σε τµήµα DNA. ∆ίκλωνο DNA που φέρει στο 5’ άκρο του κατάλοιπο βιοτίνης προσδέθηκε σε µαγνητικά 
σφαιρίδια που έφεραν στρεπταβιδίνη αφού πρώτα πλύθηκαν τρεις φορές µε το παρακάτω διάλυµα (5mM 
Tris-HCl pH 7.6, 0.5mM EDTA, και 1M NaCl. Μετά από αλληλεπίδραση για 30 λεπτά έγινε ένα πλύσιµο µε 
νερό και τα σφαιρίδια µε το DNA επαναδιαλύθηκαν σε BC100 [833µlt KCl (3M stock), 500µlt Hepes pH 7.9 
(1M stock), 5ml γλυκερόλη (100% stock), 10µlt EDTA (0.5M stock), 12.5 µlt DTT (1M stock), 125µlt PMSF 
(100mM stock)]. Στα µαγνητικά σφαιρίδια µε το προσδεδεµένο DNA έγινε η προσθήκη ανασυνδιασµένων 
πρωτεϊνών ή κυτταρικών εκχυλισµάτων και προστέθηκαν 300µlt διαλύµατος BC-100 που περιείχε 0.01% 
Triton-X100, και 100mg/ml BSA. Ακολούθησε ανάδευση για 2 ώρες στο ψυγείο. Έγινε φυγοκέντρηση και 
πλύσιµο τρεις φορές µε διάλυµα BC-100 που περιείχε 0.001% Triton. Ακολούθως τα δείγµατα φορτώνονται 
για ανάλυση σε αποδιατακτικό πήκτωµα πολυακρυλαµίδης. 
 Τα υποστρώµατα δίκλωνου DNA που χρησιµοποιήθηκαν σ’αυτού του είδους τα πειράµατα ήταν τα 
Βιοτίνη-DRA-ενισχυτής (ή Bio-DRA) και Βιοτίνη-DRA-κεντρικός υποκινητής (Bio-DRA-core). Το πρώτο 
κοµµάτι DNA παρασκευάστηκε µε τη µέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης χρησιµοποιώντας 
σαν υπόστρωµα ένα πλασµιδιακό φορέα που έφερε κλωνοποιηµένο τον υποκινητή του DRA (DRA-CAT 
φορέας) και εκκινητές τον 5’ [DRA-5’ TCTTGTGTCCTGGACCCTTTGCAAGAACCC 3’] και 3’ [BioCAT-
5’Bio.GAACGGTGGTATATCCAGTG 3’]. To δεύτερο κοµµάτι DNA παρασκευάστηκε και αυτό 
χρησιµοποιώντας την αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης, σαν υπόστρωµα ένα πλασµιδιακό φορέα 
Sp73/CAT που φέρει κλωνοποιηµένο τον κεντρικό (core) υποκινητή του DRA [αυτός δηµιουργείται µε την 
αλληλεπίδραση δύο ολιγονουκλεοτιδίων:  
DRA.FW5’GATCCATGGTCAGACTCTATTACACCCCACATTCTCTTTTCTTTTATTCTTGTCTGTTCTGCCTC
AT-3’ και  
DRA.REV.5’CGATGAGGCAGAACAGACAAGAATAAAAGAAAAGAGAATGTGGGGTGTAATAGAGTCTG
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ACCATG-3’]  
στις θέσεις BamHI και ClaI, και τους εκκινητές Τ7: 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ και BioCAT.  
 Η αλληλουχία του DNA κοµµατιού µε τον DRA ενισχυτή είναι η εξής: 
 

 

5’-TCTTGTGTCCTGGACCCTTTGCAAGAACCCTTCCCCTAGCAACAGATGCGTCATCTC 
Κουτί Χ1/Χ2 Κουτί Η 

DRA.5’ 

AAAATACTTTTCTGATTGGCCAAAGAGTAATTGATTTGCATTTTAATGGTCAGACTC 
Κουτί Υ 

TATTACACCCCACATTCTCTTTTCTTTTATTCTTGTCTGTTCTGCCTC-3’ 

Cap 
site 

+20 

 
6.4. Πείραµα ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης. Για κάθε υπό µελέτη περίπτωση απλώνουµε σε 1-3 
(20cm) πιάτα, 2.5x106 κύτταρα σε 25ml DMEM µε 10%FBS και µεγαλώνουµε έως ότου τα κύτταρα καλύψουν 
το 60% της επιφάνειας κάθε πιάτου. Μονιµοποιούµε τα κύτταρα προσθέτοντας 1/10 του όγκου διάλυµα 
φορµαλδεΰδης 10% [φτιάχνεται διαλύοντας φορµαλδεΰδη 37% (σε τελική συγκέντρωση 10%) σε διάλυµα 
0.1Μ NaCl, 1mM EDTA, 0.5mM EGTA, 50mM Hepes pH 8.0] απευθείας στο θρεπτικό υλικό. Κουνάµε τα 
πιάτα για να γίνει το διάλυµα οµογενές και επωάζουµε για 10-15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. 
Σταµατάµε την αντίδραση προσθέτοντας γλυκίνη σε τελική συγκέντρωση 0.125Μ. Ανακατεύουµε καλά 
και επωάζουµε σε θερµοκρασία δωµατίου για 5 λεπτά. Σ’αυτό το βήµα το θρεπτικό αλλάζει χρώµα προς το 
κίτρινο λόγω της µεταβολής του pH του διαλύµατος. Πλένουµε τα κύτταρα τρεις φορές µε κρύο PBS και 
µετά τα ξύνουµε και τα φυγοκεντρούµε για 5 λεπτά. Επαναδιαλύουµε την πελέτα σε 5-10 ml διάλυµα 
λύσης (0.25% Triton X-100, 0.5% NP-40, 10mM EDTA, 0.5mM EGTA, 10mM Tris pH 8.0, 1mM PMSF) και 
επωάζουµε στον πάγο για 10 λεπτά ανακατεύοντας το διάλυµα κατά διαστήµατα. Πελετάρουµε τους 
πυρήνες και τους επαναδιαλύουµε σε 5-10ml 0.2M NaCl, 1mM EDTA, 0.5mM EGTA, 10mM Tris pH 8.0, 1mM 
PMSF. Επωάζουµε για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου και πελετάρουµε τους πυρήνες. 
Επαναδιαλύουµε σε 2-4ml 1mM EDTA, 0.5mM EGTA, 10mM Tris pH 8.0, 1mM PMSF. ∆ρούµε µε υπερήχους 
στο διάλυµα µε επαναλήψεις συνολικής διάρκειας 250-300 δευτερόλεπτα. Στα ενδιάµεσα διαστήµατα 
παγώνουµε καλά τα δείγµατα. Ελέγχουµε τα δείγµατα τρέχοντας 20µlt από κάθε δείγµα σε 1.3 % πήκτωµα 
αγαρόζης. Η καλώς σπασµένη χρωµατίνη οφείλει να δώσει ένα εκτεταµένο smear από DNA. Το µέσο 
µέγεθος χρωµατίνης οφείλει να είναι 400-600bp. Αποµακρύνουµε τις κυτταρικές µεµβράνες 
φυγοκεντρώντας σε υψηλές στροφές για 10 λεπτά. Προσθέτουµε στα δείγµατα sarcosyl σε τελική 
συγκέντρωση 0.5% και επωάζουµε αναδεύοντας σε θερµοκρασία δωµατίου για 10 λεπτά. Προσθέτουµε 
CsCl ~0.568gr/ml και το επαναδιαλύουµε ζεσταίνοντας στους 37οC. Τοποθετούµε σε ανοικτό SW55 ρότορα, 
πλαστικά δοχεία (Beckman 1.2’’ x 2’’, #326819) και φυγοκεντρούµε στις 40.000 στροφές για 36-48 ώρες. Μετά 
την υπερφυγοκέντρηση στο δοχείο παρατηρείται ένα λευκό δαχτυλίδι από µεµβράνες. Τα συµπλέγµατα 
DNA-πρωτεΐνης πρέπει να τοποθετούνται κάτω από το δαχτυλίδι. Αφαιρούµε σταδιακά µικρά τµήµατα 
της υδατικής φάσης και τα κρατάµε χωριστά. Επιβεβαιώνουµε την ύπαρξη συµπλόκων DNA-πρωτεΐνης σε 
κάθε µέρος που αφαιρέθηκε τρέχοντας 30µlt σε 1% πήκτωµα αγαρόζης. Ελέγχουµε για φθορισµό λόγω της 
ύπαρξης DNA. Ενώνουµε τα µέρη του διαλύµατος που φέρουν τα σύµπλοκα και επιδρούµε µε διαπίδυση 
για 16 ώρες εναντίον διαλύµατος 10mM Tris pH 8.0, 1mM EDTA, 0.5mM EGTA, 5% γλυκερόλη. 
Χρησιµοποιούµε 1Lt διαλύµατος διαπίδυσης µε µία ενδιάµεση αλλαγή. Μετά τη διαπίδυση φωτοµετρούµε 
τα δείγµατα στα 260nm και σε 2Μ NaCl. Πραγµατοποιούµε ανοσοκατακρήµνιση στα 500µlt 
χρησιµοποιώντας 20µg χρωµατίνης σε διάλυµα RIPA (1% Triton X-100, 0.1% DOC, 140mM NaCl, 1mM 
PMSF) και 10µg από το αντίσωµα που µας ενδιαφέρει. Επωάζουµε για 16 ώρες στο ψυγείο αναδεύοντας. 
Κατά τη διάρκεια του προηγούµενου βήµατος επωάζουµε κολώνα Protein A ή G για 16 ώρες στο ψυγείο µε 
100µg/ml DNA από σπέρµα σολοµού, και σε διάλυµα RIPA. Μετά ενώνουµε την κολώνα Protein A/G µε την 
ανοσοκατακρηµνισµένη χρωµατίνη (χρωµατίνη + αντίσωµα /RIPA) και επωάζουµε µε ανάδευση στο 
ψυγείο για 3 ώρες. Πλένουµε 7 φορές την κολώνα µε την ανοσοκατακρηµνισµένη χρωµατίνη µε διάλυµα 
RIPA που περιέχει 500mM NaCl αντί για 140mM και 100µg/ml tRNA από ζύµη. Μετά τα πλυσίµατα 
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επαναδιαλύουµε την κολώνα σε 100µlt διάλυµα ΤΕ (10mM Tris pH 8.0, 1mM EDTA) µε 0.5% SDS και 
proteinase K 200µg/ml τελική συγκέντρωση. Επωάζουµε στους 55οC για τρεις ώρες και 16 ώρες στους 65οC. 
Καθαρίζουµε τα δείγµατα µε φαινόλη και χλωροφόρµιο και κατακρηµνίζουµε µε αιθανόλη και 20µg 
γλυκογόνο για κάθε δείγµα. Επαναδιαλύουµε τις πελέτες σε 50µlt διάλυµα ΤΕ pH 7.5. Για ανάλυση 
χρησιµοποιούµε 5µlt από κάθε ανοσοκατακρηµνισµένη χρωµατίνη ενώ χρησιµοποιούµε και αντίστοιχη 
ποσότητα από DNA χρωµατίνης που δεν έχει υποστεί ανοσσοκατακρήµνιση για σύγκριση. Ακολουθεί 
ανάλυση αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης είτε χρησιµοποιώντας ραδιενεργά νουκλεοτίδια και 
τρέξιµο σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης των προϊόντων, είτε χρησιµοποιώντας ανάλυση κατά Real-Time 
PCR.  
 Χρησιµοποιήθηκαν εκκινητές για τον υποκινητή του γονιδίου DRA, για την κωδική περιοχή και την 
3’ µη µεταφραζόµενη περιοχή του γονιδίου DRA. Επίσης για σύγκριση χρησιµοποιήθηκαν εκκινητές για 
τον υποκινητή των γονιδίων της Ιντερφερόνης-β και του γονιδίου GAPDH. Υποδεικνύονται και οι 
υποκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για πειράµατα στον υποκινητή Ρ(IV) του CIITA. 
DRA.prom5’: 5’-TCTTGTGTCCTGGACCCTTTGCAAGAACCC-3’ 
DRA.prom3’: 5’-CCCAATTACTCTTTGGCCAATCAGAAAAATATTTTG-3’ 
DRAexon3.5’: 5’-GAGTTTGATGCTCCAAGCCCTCTCCCA-3’ 
DRAexon3.3’: 5’-CAGAGGCCCCCTGCGTTCTGCTGCATT-3’ 
DRA.3’UTR.5’: 5’-GGCACATGGAGGTGATGGTGTTTCTT-3’ 
DRA.3’UTR.3’: 5’-ATAACCACTCTTGGGGTGGCTATAGG-3’ 
IFNb.prom5’: 5’-GCTTTCCTTTGCTTTCTCCCAAGTC-3’ 
IFNb.prom3’: 5’-CCTTTCTCCATGGGTATGGCC-3’ 
CIITA-IVchip_for.: 5’-CCACTGTGAGGAACCGAC-3’ 
CIITA-IVchip_rev: 5’-AGCAACCAAGCACCTACTG-3’ 
 
 Οι συνθήκες για την αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης χρησιµοποιώντας ραδιενεργά 
νουκλεοτίδια είναι οι παρακάτω: 
Ο συνολικός όγκος αντίδρασης ήταν 50µlt και εµπεριέχοντο τα εξής (1/10 από 10xδιάλυµα πολυµεράσης, 
2.5mM MgCl2, 0.2µlt Taq πολυµεράση, 0.025mM dNTPs, 400ng από κάθε εκκινητή, 0.25µlt 32P-dATP, 0.25µlt 
32P-dCTP). Οι συνθήκες πολυµερισµού περιλαµβάνουν τα παρακάτω στάδια: 5λεπτά στους 94οC, και 24 
επαναλήψεις από 30 δευτερόλεπτα στους 94οC, 30 δευτερόλεπτα στους 64oC, και 30 δευτερόλεπτα στους 
72oC, και τέλος ακολουθεί ένα τελικό βήµα µε 2 λεπτά στους 72oC. Στην αντίδραση µετά την ολοκλήρωσή 
της προστέθηκαν 10µlt 6x διάλυµα φορτώµατος (orange-G) και 20µlt από τα 60µlt έτρεξαν σε 5% πήκτωµα 
πολυακρυλαµίδης. Η ένταση κάθε ειδικού σήµατος ποσοτικοποιήθηκε µε τη χρήση Phosphor Imager, οι 
ποσότητες εξοµοιώθηκαν µε βάση την ένταση δειγµάτων που δεν έχουν υποστεί ανοσσοκατακρήµνιση και 
οι ανάλογες ποσότητες για κάθε δείγµα ξανατρέχτηκαν από την αρχή για να έχουµε τις τελικές εικόνες. 
Το κάθε πείραµα ανοσοκατακρήµνισης επαναλήφθηκε τουλάχιστον τρεις φορές για να επιβεβαιωθούν τα 
αποτελέσµατα.  

 60



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
 
 
 

 61



Ρύθµιση της έκφρασης των τάξης ΙΙ αντιγόνων ιστοσυµβατότητας από 

συνενεργοποιητές που αλληλεπιδρούν µε το CIITA. 

 

Αποτελέσµατα 

Το CBP ρυθµίζει θετικά την έκφραση των τάξης ΙΙ αντιγόνων αλληλεπιδρώντας µε το CIITA.  

Η ρυθµιστική περιοχή του υποκινητή που είναι υπεύθυνη για την έκφραση των MHC τάξης ΙΙ έχει 

όπως είδαµε αναγνωριστεί. Αυτή η περιοχή είναι αξιοσηµείωτα πολύπλοκη και αποτελείται από µια σειρά 

λειτουργικών στοιχείων (H/W/S/Z, X, και Υ) που είναι συντηρηµένα τόσο στην αλληλουχία και την 

τοπολογία (σχετικές αποστάσεις µεταξύ τους) ανάµεσα στα διαφορετικά γονίδια του ανθρώπου και του 

ποντικού (Glimcher and Kara, 1992). Παρότι πολλοί από τους µεταγραφικούς παράγοντες που 

προσδένονται σ’αυτά τα στοιχεία έχουν χαρακτηρισθεί (Mach et al., 1996; Steimle et al., 1996), η παρουσία 

τους δεν είναι αρκετή για τη ρυθµιζόµενη έκφραση αυτών των γονιδίων.  

Η εξειδίκευση στην έκφραση επιτυγχάνεται µε τη στρατολόγηση στον υποκινητή του τάξης ΙΙ 

συνενεργοποιητή (CIITA), ο οποίος δρα σαν ιστοειδικός συνενεργοποιητής και το πρότυπο έκφρασής του 

οµοιάζει ακριβώς µε το πρότυπο γονιδιακής έκφρασης των τάξης ΙΙ γονιδίων. ∆ηλαδή η έκφραση του CIITA 

είναι συστατική στα Β λεµφοκύτταρα και άλλους κυτταρικούς τύπους αντιγονοπαρουσίασης και είναι 

επαγόµενη από την IFN-γ σε ποικίλους κυτταρικούς τύπους (Mach et al., 1996; Steimle et al., 1996; Steimle et 

al., 1994). Η ενεργοποίηση του MHC τάξης ΙΙ υποκινητή από το CIITA απαιτεί κυρίως την Χ1-Χ2 περιοχή και 

παράλληλα τα Υ και Η/W κουτιά (Riley et al., 1995; Zhou and Glimcher, 1995). Το CIITA δεν προσδένεται στο 

DNA από µόνο του αλλά στρατολογείται στον υποκινητή µέσω αλληλεπιδράσεων µε άλλα πρωτεϊνικά 

σύµπλοκα που περιλαµβάνουν τα RFX, NFY σύµπλοκα και τον CREB (Scholl et al., 1997). Η λειτουργική 

κατάτµηση του CIITA απεκάλυψε την ύπαρξη µιας αµινοτελικής όξινης περιοχής που δρα σαν αυτόνοµη 

περιοχή ενεργοποίησης και µια καρβοξυτελική περιοχή που απαιτείται για τη στρατολόγηση του CIITA 

στους MHC τάξης ΙΙ υποκινητές (Reith et al., 1994; Riley et al., 1995). 

Παρότι υπάρχει µεγάλο ποσό πληροφορίας όσον αφορά τη θετική ρύθµιση των MHC τάξης ΙΙ 

γονιδίων είτε στα Β κύτταρα είτε σε άλλους κυτταρικούς τύπους που είναι επαγόµενοι από IFN-γ, ο 

µηχανισµός δράσης αρνητικά δρώντων παραγόντων δεν είναι απόλυτα κατανοητός. Πολλές ουσίες που 

αναστέλλουν την έκφραση των MHC τάξης ΙΙ γονιδίων είναι γνωστές (Glimcher and Kara, 1992). Τα 

γλυκοκορτικοειδή και οι προσταγλανδίνες δρουν αρνητικά στην έκφραση των MHC τάξης ΙΙ γονιδίων στα 

Β κύτταρα (Celada et al., 1993; Glimcher and Kara, 1992; Ivashkiv et al., 1994; Schwiebert et al., 1995). Στα 

µακροφάγα, τα γλυκοκορτικοειδή, οι προσταγλανδίνες και οι IFN-α/β ανταγωνίζονται τη δράση της IFN-γ , 

η οποία µαζί µε την Ιντερλευκίνη-4 είναι ο κύριος θετικός ρυθµιστής των MHC τάξης ΙΙ γονιδίων (Fertsch-

Ruggio et al., 1988; Glimcher and Kara, 1992). Η ογκοπρωτεϊνη E1A του αδενοϊού έχει ένα ισχυρό 
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ανασταλτικό αποτέλεσµα στην επαγόµενη από IFN-γ γονιδιακή ενεργότητα σε πολλά συστήµατα, 

περιλαµβάνοντας και τα MHC τάξης ΙΙ γονίδια (Gutch and Reich, 1991; Kalvakolanu et al., 1991).  

Η ογκοπρωτεϊνη του αδενοϊού Ε1Α είναι ένα µόριο µε πλειοτροπική δράση ικανό να επηρεάσει την 

έκφραση πολλών γονιδίων του κυττάρου. Μερικά από τα αποτελέσµατα του Ε1Α έχουν αποδοθεί στις 

αλληλεπιδράσεις του µε τους συνενεργοποιητές CBP και p300 (Janknecht and Hunter, 1996b; Shikama et al., 

1997). Η αµινοτελική περιοχή και η συντηρηµένη περιοχή 1 (CR1) του Ε1Α έχει δειχθεί οτι ενέχονται στις 

αλληλεπιδράσεις µε τις CH3 περιοχές των συνενεργοποιητών CBP και p300, οδηγώντας στην αναστολή 

της µεταγραφής από πολλούς κυτταρικούς ενισχυτές και υποκινητές που απαιτούν τους CBP-p300 (Arany 

et al., 1995; Eckner et al., 1994; Lundblad et al., 1995). Οι συνενεργοποιητές CBP-p300 αλληλεπιδρούν µε ένα 

µεγάλο αριθµό ενεργοποιητών και ενδυναµώνουν την ενεργότητά τους στρατολογώντας τη βασική 

µεταγραφική µηχανή και ακετυλιώνοντας ιστόνες (Bannister and Kouzarides, 1996; Janknecht and Hunter, 

1996b; Ogryzko et al., 1996; Shikama et al., 1997; Yang et al., 1996). Απ’τη στιγµή που µεταγραφικοί 

ενεργοποιητές που εµπλέκονται σε διαφορετικά µονοπάτια σηµατοδότησης εξαρτώνται από το CBP-p300 

για να εκφέρουν τη δράση τους, ο ανταγωνισµός για τις περιορισµένες ποσότητες CBP-p300 µπορεί να 

επηρεάσει την εξειδίκευση των κυτταρικών αποκρίσεων σε εξωκυτταρικά σήµατα (Horvai et al., 1997; 

Kamei et al., 1996). Σε µια προσπάθεια να αναλύσουµε το µηχανισµό δράσης θετικά ή αρνητικά δρώντων 

παραγόντων, εξετάσαµε τη συµµετοχή του συνενεργοποιητή CBP στη ρύθµιση της έκφρασης των MHC 

τάξης ΙΙ.  

Στο κοµµάτι που ακολουθεί δείχνουµε οτι το CBP απαιτείται τόσο για την επαγόµενη από IFN-γ 

όσο και τη συστατική στα Β κύτταρα έκφραση των MHC τάξης ΙΙ υποκινητών και οτι το Ε1Α αναστέλλει 

και τα δύο µονοπάτια έκφρασης. ∆είχνουµε οτι το CBP στρατολογείται στους MHC τάξης ΙΙ υποκινητές 

αλληλεπιδρώντας µε την αµινοτελική περιοχή ενεργοποίησης του CIITA.  

 

 Το CBP απαιτείται για την CIITA-εξαρτώµενη ενεργοποίηση των MHC τάξης ΙΙ υποκινητών. 

 Έχουµε δείξει οτι τόσο η CR1 όσο και η αµινοτελική περιοχή του Ε1Α απαιτούνται για την 

καταστολή της γονιδιακής έκφρασης των τάξης ΙΙ. Είναι ενδιαφέρον οτι οι ίδιες περιοχές του Ε1Α 

απαιτούνται για το πλειοτροπικό αποτέλεσµα του Ε1Α σε πολλούς µη-σχετιζόµενους ενεργοποιητές. Αυτό 

το αποτέλεσµα οφείλεται στην αλληλεπίδραση του Ε1Α µε τους συνενεργοποιητές CBP/p300 (Arany et al., 

1995; Eckner et al., 1994; Lundblad et al., 1995). Άρα, αρχικά µελετήσαµε εάν ο CBP ενέχεται στη ρύθµιση της 

έκφρασης των τάξης ΙΙ γονιδίων. HeLa κύτταρα διαµολύνθηκαν παροδικά µε την κατασκευή αναφοράς 

του τάξης ΙΙ Εα υποκινητή (-353 έως +14) σε σύντηξη µε το CAT γονίδιο, µαζί µε αυξανόµενες ποσότητες 

µιας κατασκευής που εξέφραζε CBP. Η ενεργότητα του CAT γονιδίου αναφοράς υπολογίστηκε σε 

εκχυλίσµατα από κύτταρα που είχαν υποστεί ή δεν είχαν υποστεί την επίδραση της IFN-γ. Τα δεδοµένα 

στην Εικόνα 1Α δείχνουν οτι διαµόλυνση αυξανόµενων ποσοτήτων της κατασκευής CBP οδηγούν σε 
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ενίσχυση, µε τρόπο εξαρτώµενο από την ποσότητα του πλασµιδίου, (πάνω από επτά φορές) της 

επαγόµενης από IFN-γ µεταγραφής και δεν είχε αξιοσηµείωτη επίδραση (έως 2.2 φορές) στα επίπεδα 

έκφρασης. Άρα, ο συνενεργοποιητής CBP απαιτείται για τα µέγιστα επίπεδα της επαγόµενης από IFN-γ 

µεταγραφής των τάξης ΙΙ. 

 Το επόµενο που µελετήσαµε ήταν αν οι δύο συνενεργοποιητές, το CBP και ο CIITA συνεργάζονται 

στο πλαίσιο του τάξης ΙΙ υποκινητή. Τα αποτελέσµατα στην Εικόνα 1Β δείχνουν οτι διαµόλυνση είτε 

µικρών (50ng) είτε µεγάλων (500ng) ποσοτήτων µιας κατασκευής που εκφράζει CIITA οδηγεί σε 11- και 51-

φορές ενεργοποίηση, αντίστοιχα, του υποκινητή Εα σε κύτταρα HeLa. Παρόλα αυτά η συνέκφραση του 

CBP µε το CIITA ενεργοποιούν τον Εα υποκινητή 111- και 350-φορές, αντίστοιχα, οδηγώντας έτσι σε 7 µε 10 

φορές συνέργεια. Το γεγονός οτι το CBP µόνο του ελάχιστα επηρεάζει τον Εα υποκινητή υποδεικνύει οτι η 

στρατολόγηση του CBP στον υποκινητή απαιτεί την παρουσία του CIITA. Το CIITA στρατολογείται στον 

υποκινητή είτε ακολουθώντας εκτοπική έκφραση ή µε επαγωγή της σύνθεσής του από την IFN-γ. Έχει ήδη 

δειχθεί οτι αµινοτελικές ελλείψεις του CIITA αποτυγχάνουν να ενεργοποιήσουν τους τάξης ΙΙ υποκινητές 

και παρουσιάζουν µια αρνητική επικρατή δράση (Bontron et al., 1997; Zhou et al., 1997). Μια τέτοια έλλειψη 

του CIITA που δεν διαθέτει τα 102 αµινοτελικά αµινοξέα (∆102), και δεν έχει µεταγραφική ενεργότητα, δεν 

µπορεί να συνεργαστεί µε το CBP (Εικόνα 1Γ). Άρα, η ενδυνάµωση της δράσης του CIITA στους τάξης ΙΙ 

υποκινητές από το CBP, εξαρτάται από την παρουσία της αµινοτελικής περιοχής ενεργοποίησης του 

CIITA. 

Εικόνα 1: Το CBP ενισχύει

 

I
E KONA 1
  

τη δράση της IFN-γ και
του CIITA στους τάξης ΙΙ
υποκινητές. (Α) Μετρήθηκε η
CAT ενεργότητα από µη-
επαγµένα και επαγµένα από IFN-
γ HeLa κύτταρα διαµολυµµένα µε
το φορέα ΕαCAT και την
παρουσία ή την απουσία 1, 2 και 3
µg µιας κατασκευής που
εξέφραζε CBP. (Β) CAT
ενεργότητα του Εα CAT
υποκινητή σε HeLa κύτταρα µετά
την διαµόλυνση CIITA (0.05 ή
0.5µg), CBP (4µg), ή και τους δύο
φορείς έκφρασης. (Γ) Ενίσχυση
της δράσης του CIITA από το CBP
απαιτεί την αµινοτελική περιοχή
ενεργοποίησης του CIITA. CAT
ενεργότητα του Εα CAT
υποκινητή σε HeLa κύτταρα µετά
τη διαµόλυνση της έλλειψης του
CIITA ∆102 (0.5µg), CBP (4µg), ή
και των δύο φορέων έκφρασης.  
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Το CBP αλληλεπιδρά άµεσα µε το CIITA. 

 Για να εξετάσουµε αν η συνέργεια ανάµεσα στο CIITA και το CBP στη µεταγραφική ενεργοποίηση 

των τάξης ΙΙ υποκινητών οφείλεται στην απευθείας αλληλεπίδρασή τους, χρησιµοποιήσαµε τη µέθοδο 

προσέγγισης των δύο υβριδίων στα θηλαστικά. ∆ιαφορετικά κοµµάτια του CIITA συντήχθηκαν µε την 

GAL4 περιοχή πρόσδεσης στο DNA, της ζύµης, και οι µεταγραφικές ενεργότητες αυτών των κατασκευών 

υπολογίστηκαν παρουσία ή απουσία συνδιαµολυνόµενου CBP µε µια κατασκευή αναφοράς που περιείχε 

µία µόνο θέση πρόσδεσης για GAL4 πριν το CAT γονίδιο. Χιµαιρικές πρωτεΐνες που περιλαµβάνουν τις 

αµινοτελικές αµινοξικές αλληλουχίες 1-114 ή 1-408 του CIITA αυξάνουν τη γονιδιακή έκφραση της 

κατασκευής αναφοράς 75 και 52 φορές σε συµφωνία µε άλλες αναφορές (Riley et al., 1995; Zhou and 

Glimcher, 1995), και αυτές οι ενεργότητες επιπλέον ενισχύθηκαν από το CBP πάνω από 900 και 500 φορές 

πάνω από τα βασικά επίπεδα έκφρασης, αντίστοιχα (Εικόνα 2, σειρές 3 και 4). Επιπλέον, το Ε1Α 

καταστέλλει ισχυρά τη λειτουργία ενεργοποίησης των αµινοτελικών κοµµατιών του CIITA, τα οποία 

µερικώς αποκαθιστώνται από τη συνέκφραση του CBP (Εικόνα 2, σειρές 2 και 4). Τα τµήµατα του CIITA 

που περιέχουν την περιοχή που καλύπτει τα αµινοξέα 102 έως 408 ή 408 έως 1130 δεν ενεργοποιούν τη 

µεταγραφή ούτε συνεργάζονται µε το CBP (Εικόνα 2, σειρές 3 και 5). Αυτά τα αποτελέσµατα δείχνουν οτι 

τα 102 αµινοτελικά αµινοξέα του CIITA ενέχονται στην αλληλεπίδραση µε το CBP.  

 

 EIKONA 2

 Εικόνα 2: Το CBP αλληλεπιδρά µε την αµινοτελική περιοχή του CIITA. HeLa κύτταρα
διαµολύνθηκαν παροδικά µε 1µg φορέων που εξέφραζαν υβρίδια της GAL4 περιοχής πρόσδεσης
στο DNA σε σύντηξη µε τα υποδεικνυόµενα τµήµατα του CIITA και 1.5µg µιας κατασκευής µε
γονίδιο αναφοράς το CAT που φέρει µια µόνο θέση πρόσδεσης GAL4 και υποδεικνύεται
διαγραµµατικά στην κορυφή της εικόνας. Τα αποτελέσµατα είναι µέσοι όροι από πειράµατα που
έγιναν τουλάχιστον τρεις φορές σε HeLa κύτταρα στην παρουσία ή απουσία 6µg CBP και/ή φορέων
έκφρασης για το E1A. 

 
 
 
 
 
 
 

Πραγµατοποιώντας πειράµατα κατακρήµνισης µε την πρωτεΐνη GST δείξαµε οτι υπάρχει φυσική 

αλληλεπίδραση του CIITA µε το CBP. In vitro µεταφρασµένο και σηµασµένο µε 35S-µεθειονίνη CIITA 

ελέγχθηκε για την ικανότητά του να αλληλεπιδρά ειδικά µε διάφορα τµήµατα του CBP συντηγµένα µε 
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GST και προσδεµένα σε σφαιρίδια γλουταθειόνης-σεφαρόζης. Βρήκαµε οτι το CIITA αλληλεπιδρά µε δυο 

διαφορετικές περιοχές του CBP. Η πρώτη, η οποία καλύπτει τα αµινοξέα 1620 έως 1897 (Εικόνα 3Α, λωρίδα 

5), περιέχει την περιοχή πρόσδεσης του Ε1Α στο CBP, ενώ η δεύτερη εντοπίζεται µέσα στα πρώτα 1098 

αµινοξέα του CBP (Εικόνα 3Α, λωρίδα 3). Η εξειδίκευση στην πρόσδεση του CIITA για αυτές τις 

αλληλεπιδράσεις ελέγχθηκε απ’την ανικανότητα του CIITA να κατακρατείται από την πρωτεΐνη GST µόνη 

της (Εικόνα 3Α, λωρίδα 2) ή µε άλλες περιοχές του CBP (Εικόνα 3Α, λωρίδες 4 και 6). Η αµινοτελική περιοχή 

του CBP που ήταν ικανή να αλληλεπιδρά µε το CIITA περιορίστηκε επιπλέον στα πρώτα 771 αµινοξέα του 

CBP. Τα αποτελέσµατα στην Εικόνα 4Β δείχνουν οτι η έλλειψη των αµινοτελικών 102 αµινοξέων του CIITA 

µειώνουν δραµατικά την ικανότητά του να αλληλεπιδρά και µε τις δύο περιοχές του CBP (συγκρίνουµε τις 

λωρίδες 4 µε 5 και 7 µε 8). Επιπλέον, τα 102 αµινοτελικά αµινοξέα του CIITA είναι ικανά για 

αλληλεπίδραση και µε τις δύο περιοχές του CBP (Εικόνα 3Γ). Τα αποτελέσµατα αυτά υποδεικνύουν οτι η 

αµινοτελική περιοχή του CIITA, η οποία αποτελεί την περιοχή ενεργοποίησης του µορίου, αλληλεπιδρά 

απευθείας µε το CBP σε δύο διαφορετικές περιοχές. Η µια από αυτές τις περιοχές συµπίπτει µε την περιοχή 

αλληλεπίδρασης του E1A στο CBP, ενώ η δεύτερη περιοχή περιλαµβάνει τα αµινοξέα 1 έως 771 του CBP. Η 

αλληλεπίδραση του Ε1Α µε το CBP/p300 απαιτεί τόσο αµινοτελικές αλληλουχίες όσο και την περιοχή CR1 

(Arany et al., 1995; Eckner et al., 1994; Lundblad et al., 1995). Η ανικανότητα των Ε1Α µεταλλαγών, που δεν 

διαθέτουν κάποια από αυτές τις περιοχές (Nt ή την CR1), να επηρεάσουν τη δράση της IFN-γ ή του CIITA 

συσχετίζεται µε την ανικανότητά τους να προσδέσουν το CBP. Άρα, η δράση του Ε1Α µπορεί να οφείλεται 

στον ανταγωνισµό µε το CIITA για πρόσδεση CBP ή στο σχηµατισµό ενός συµπλόκου που είναι 

µεταγραφικά ανενεργό.  

Προκειµένου να ανιχνεύσουµε την αλληλεπίδραση του CIITA µε το CBP in vivo, χρησιµοποιήσαµε 

πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης και Western blotting (Εικόνα 3D). Η πλήρης CIITA πρωτεΐνη ή µόνο τα 114 

αµινοτελικά αµινοξέα παρήχθησαν σε Cos κύτταρα σαν συντήγµατα µε την πράσινη φθορίζουσα 

πρωτεΐνη (GFP). Εκχυλίσµατα από διαµολυµµένα Cos κύτταρα αναλύθηκαν κατά Western µε ένα 

µονοκλωνικό αντίσωµα ειδικό για τη GFP µε (Εικόνα 3∆, λωρίδες 1 έως 4) ή χωρίς (λωρίδες 5 έως 8) 

ανοσσοκατακρήµνιση µε αντι-CBP αντισώµατα. Η αποτελεσµατικότητα της ανοσοκατακρήµνισης 

ελέγχθηκε µε ανάλυση κατά Western µε αντι-CBP αντισώµατα. Τόσο το ακέραιο CIITA (Εικόνα 3∆, λωρίδα 

1) και ένα µικρό CIITA µόριο που περιείχε τα πρώτα 114 αµινοξέα (λωρίδα 3) ανοσοκατακρηµνίσθηκαν µε 

αντι-CBP αντισώµατα (λωρίδες 2 και 4). Άρα, σε συµφωνία µε το in vivo πείραµα, δείξαµε οτι το CIITA 

αλληλεπιδρά επίσης µε το CBP σε κύτταρα και οτι τα πρώτα 114 αµινοτελικά αµινοξέα του CIITA είναι 

αρκετά για αυτή την αλληλεπίδραση.  
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Εικόνα 3: Το CIITA αλληλεπιδρά µε το CBP. (Α) In vitro µεταφρασµένο και ραδιοσηµασµένο µε 35S-
µεθειονίνη πλήρες CIITA χρησιµοποιήθηκε σε πειράµατα κατακρήµνισης µε GST µε ίσες ποσότητες GST µόνη
της ή σε σύντηξη µε τα υποδεικνυόµενα κοµµάτια του CBP (λωρίδες 3 έως 6). Η λωρίδα 1 περιέχει 10% της
αρχικής ποσότητας του CIITA πριν την αλληλεπίδραση. (Β) Πειράµατα κατακρήµνισης µε GST
χρησιµοποιώντας τις περιοχές του CBP που καλύπτουν τα αµινοξέα 1 έως 771 (λωρίδες 4 έως 6) και 1620 έως
1897 (λωρίδες 7 έως 9) και in-vitro µεταφρασµένα και ραδιοσηµασµένα πλήρη ή σε έλλειψη CIITA µόρια. (Γ) In-
vitro µεταφρασµένες και ραδιοσηµασµένες περιοχές του CIITA που καλύπτουν τα αµινοξέα 1 έως 114 και 102
έως 408 επωάστηκαν µε συντήξεις της GST µε τις αµινοξικές περιοχές του CBP 1-771, 1620-1897, και 1897-2440.
(∆) Το CBP και το CIITA σχηµατίζουν ένα σύµπλοκο in vivo. Συνολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα από Cos1
κύτταρα διαµολυµένα µε τις υποδεικνυόµενες κατασκευές ανοσοκατακρηµνίστηκαν µε αντι-CBP (a-CBP)
αντισώµατα, και ακολούθησε ανάλυση κατά Western µε αντι-GFP αντισώµατα. Οι λωρίδες 1 έως 4,
ανοσοκατακρηµνίστηκαν (Ip) µε αντι-CBP (λωρίδες 5 έως 8 εκχύλισµα χωρίς ανοσσοκατακρήµνιση). Οι
κατασκευές που χρησιµοποιήθηκαν για τις διαµολύνσεις ήταν η GFP µόνη της (λωρίδες 2, 4, 6, και 8), GFP σε
σύντηξη µε το πλήρες CIITA, GFP-CIITA (λωρίδες 1 και 5), και τα 114 αµινοτελικά αµινοξέα [(GFP/CIITA(1-114)]
(λωρίδες 3 και 7). Τα τόξα υποδεικνύουν τις πρωτεϊνες που αναφέραµε. 
ινη περιοχή ενεργοποίησης του CIITA προσδένεται στον pCAF τόσο in vitro όσο και in vivo.  

Ο pCAF είναι µια πρωτεΐνη µε δράση ακετυλοτρανσφεράσης που οµοιάζει δοµικά και λειτουργικά 

ην πρωτεΐνη GCN5, και συµµετέχει στο σχηµατισµό ενός πρωτεϊνικού υπερσυµπλόκου (Ogrysko et al., 
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1998). Επειδή ο pCAF συνδέεται in vitro και in vivo µε την πρωτεΐνη CBP θελήσαµε να µελετήσουµε τη 

δράση του στη µεταγραφική ρύθµιση των ΜHC τάξης ΙΙ γονιδίων. 

 Για να προσδιορίσουµε την περιοχή του CIITA που ενέχεται στην πρόσδεση pCAF, 

χρησιµοποιήσαµε διαφορετικά τµήµατα της CIITA πρωτεΐνης συντηγµένα µε την πρωτεΐνη GST (Εικόνα 

4Α). Τµήµατα του CIITA που περιείχαν την αµινοτελική περιοχή µεταγραφικής ενεργοποίησης του CIITA 

(τµήµατα 1-408αα και 1-114αα [λωρίδες 5 και 6, Εικόνα 4Β]) αλληλεπιδρούν µε τον pCAF. Είναι ενδιαφέρον 

οτι η ίδια αµινοτελική περιοχή (αµινοξέα 1-114) είναι επίσης υπεύθυνη για την πρόσδεση CBP (Kretsovali et 

al., 1998). Σε µια προσπάθεια να χαρτογραφήσουµε περισσότερο τις περιοχές αλληλεπίδρασης µε CBP και 

pCAF µέσα στην αµινοτελική περιοχή του CIITA, η περιοχή που εκτείνεται ανάµεσα στα αµινοξέα 1 έως 

151 χωρίστηκε σε τρία µικρότερα κοµµάτια. Να αναφερθεί οτι η επιλογή αυτή έγινε γιατί σ’αυτή την 

περιοχή το CIITA περιέχει τρεις α-έλικες και κάθε επιµέρους κοµµάτι που χρησιµοποιήθηκε περιείχε και 

µια α-έλικα. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 1Β, τόσο ο pCAF όσο και ο CBP προσδένονται κυρίως στα πρώτα 

80 αµινοξέα του CIITA (Εικόνα 4Β, λωρίδες 7, 12, και 18), που περιέχουν µια α-έλικα απαραίτητη για την 

µεταγραφική ενεργότητα που επιτυγχάνεται µέσω CIITA (Fontes et al., 1999). 

 

Εικόνα 4:Η περιοχή ενεργοποίησης

κα

κα

(λ

 

EIKONA 1 EIKONA 4
    
 

του CIITA προσδένεται στο CBP και
pCAF. (Α) GST συντήξεις διαφορετικών
κοµµατιών της CIITA πρωτεΐνης που
χρησιµοποιήθηκαν για την αλληλεπίδραση
µε τους pCAF και CBP δείχνονται
διαγραµµατικά. (Β) In vitro µεταφρασµένος
και σηµασµένος µε S-µεθειονίνη pCAF ή
δύο περιοχές του CBP (CBP 1-1098 και CBP
1620-1877) χρησιµοποιήθηκαν σε πείραµα
GST κατακρήµνισης µε ίσες ποσότητες
(1µg) της GST µόνη της (λωρίδες 2,10 και 16)
ή συντήγµατα αυτής µε τα υποδεικνυόµενα
τµήµατα του CIITA. Οι ποσότητες input
ήταν 5% στη λωρίδα 1, 30% στη λωρίδα 15
και 20% στη λωρίδα 21. 

35

Για να χαρτογραφήσουµε την περιοχή του pCAF που προσδένει CIITA, χρησιµοποιήσαµε 

τασκευές ελλείψεων, που υποδεικνύονται στην Εικόνα 5Α. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 5Β, η 

ρβοξυτελική περιοχή (αµινοξέα 370-783) του pCAF είναι απαραίτητη για την πρόσδεση του CIITA 

ωρίδα 5) ενώ η αµινοτελική περιοχή (αµινοξέα 1-370) δεν είναι (λωρίδα 4). Περαιτέρω ανάλυση έδειξε οτι 
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η περιοχή µε την ενεργότητα ακετυλοτρανσφεράσης (που εµπεριέχεται στα τµήµατα 1-654 και 511-654 στις 

λωρίδες 6 και 9)  αλληλεπιδρά λίγο µε το CIITA ενώ η περιοχή που περιλαµβάνει την περιοχή πρόσδεσης 

για ADA (τµήµα 653-736) αλληλεπιδρά ισχυρά µε το CIITA. Η «Βρόµο-περιοχή» δεν αλληλεπιδρά µε το 

CIITA (λωρίδες 11 και 12). Λαµβάνοντας υπόψη µας αυτά τα αποτελέσµατα, η περιοχή του pCAF που 

αλληλεπιδρά µε το CIITA είναι διαφορετική από την περιοχή που απαιτείται για πρόσδεση CBP και των 

πυρηνικών υποδοχέων και συνενεργοποιητών.  

 
 

EIKONA 2 EIKONA 5 Εικόνα 5: Περιοχές του
pCAF που αλληλεπιδρούν µε
το CIITA. (A) ∆ιάγραµµα των
GST-pCAF πρωτεϊνών που
χρησιµοποιήθηκαν για
αλληλεπίδραση µε το CIITA,
Βr.,Βροµο-περιοχή. (Β) In vitro S-
σηµασµένη CIITA πρωτεΐνη
χρησιµοποιήθηκε σε πείραµα GST
συγκατακρήµνισης µε ίσες
ποσότητες είτε GST πρωτεΐνης
µόνη της ή GST συντήγµατα των
υποδεικνυόµενων περιοχών του
pCAF (λωρίδες 3 έως 12). 

35

Για να εξετάσουµε αν ο pCAF και το CIITA συνδέονται in vivo, συνδιαµολύναµε COS-1 κύτταρα µε 

φορείς έκφρασης που κωδικοποιούσαν pCAF µε επίτοπο Flag και CIITA µε επίτοπο HA (αιµαγλουτινίνης) 

και πραγµατοποιήσαµε πειράµατα συγκατακρήµνισης. Η Εικόνα 6 δείχνει οτι η άθικτη CIITA πρωτεΐνη 

αλληλεπιδρά µε pCAF (λωρίδα 1) ενώ µια έλλειψη των πρώτων 102 αµινοξέων (που απαιτούνται για 

πρόσδεση στον pCAF in vitro) δεν αλληλεπιδρά (λωρίδα 2). Επίσης προσδιορίσαµε ποιες περιοχές του pCAF 

είναι σηµαντικές για την αλληλεπίδραση µε το CIITA in vivo. Μια pCAF έλλειψη που περιέχει µόνο τα 

πρώτα 511 αµινοξέα (pCAF 1-511) και ένα έλλειµµα που του λείπει η περιοχή αλληλεπίδρασης µε ADA 

(αµινοξέα 653-736) (pCAF ∆ADA) δεν µπορεί να αλληλεπιδράσει µε το CIITA (λωρίδες 4 και 5, αντίστοιχα), 

σε αντίθεση µε την αγρίου τύπου πρωτεΐνη (λωρίδα 3). Άρα η ανάλυση για τις in vivo αλληλεπιδράσεις 

συσχετίζονται απόλυτα µε τα in vitro δεδοµένα που παρουσιάστηκαν αµέσως πριν. 
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EIKONA 3 EIKONA 6 Εικόνα 6: In vivo αλληλεπίδραση
ανάµεσα στο CIITA και τον pCAF.
Ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα από COS-1
κύτταρα διαµολυµένα µε τους
υποδεικνυόµενους φορείς (5µg απ΄τον
καθένα) ελέγχθηκαν µε Western Blot µε anti-
Ha αντίσωµα πριν (λωρίδες 1 έως 5) ή µετά
(λωρίδες 1’ έως 5’) από ανοσοκατακρήµνιση
(ΙΡ) µε anti-Flag Μ2 αγαρόζη. Στις λωρίδες 1
έως 5 τα inputs είναι 10% από το πρωτεϊνικό
εκχύλισµα που χρησιµοποιήθηκε για
ανοσοκατακρήµνιση. Ίσες ποσότητες από τα
inputs ελέγχθηκαν επίσης για την έκφραση
των pCAF συντήξεων χρησιµοποιώντας
αντίσωµα anti-Flag. 

 

Ο pCAF δρα σαν συνενεργοποιητής για τη µεταγραφική ρύθµιση των τάξης ΙΙ µορίων του Κυρίου 

Συµπλόκου Ιστοσυµβατότητας. 

 Το επόµενο ερώτηµα, µετά τη διαπίστωση της αλληλεπίδρασης pCAF και CIITA, ήταν εάν ο pCAF 

δρα σαν συνενεργοποιητής στη µεταγραφική ρύθµιση των Τάξης ΙΙ αντιγόνων Ιστοσυµβατότητας. HeLa 

κύτταρα διαµολύνθηκαν παροδικά µε την κατασκευή του Eα MHC τάξης ΙΙ υποκινητή µαζί µε κατασκευές 

που εξέφραζαν pCAF. Η ενεργότητα  του υποκινητή υπολογίστηκε από κύτταρα πριν ή µετά την επώαση 

µε IFN-γ για 20 ώρες, η οποία είναι γνωστό οτι επάγει την έκφραση του CIITA, το οποίο µε τη σειρά του 

επάγει τη µεταγραφή των τάξης ΙΙ γονιδίων του Κυρίου Συµπλόκου Ιστοσυµβατότητας. Παρότι η παρουσία 

του pCAF δεν επηρέασε σηµαντικά τα βασικά επίπεδα έκφρασης του υποκινητή, ενίσχυσε σηµαντικά (έως 

και επτά φορές) την επαγόµενη από IFN-γ έκφραση (Εικόνα 7Α). Αφού το αποτέλεσµα της IFN-γ στην 

έκφραση των τάξης ΙΙ αντιγόνων Ιστοσυµβατότητας ρυθµίζεται µέσω CIITA, εξετάσαµε την ικανότητα του 

pCAF να συνεργάζεται µε εξωγενώς παρεχόµενο CIITA. ∆ιαµόλυνση µε φορέα έκφρασης CIITA οδήγησε 

στην ενεργοποίηση του Eα τάξης ΙΙ υποκινητή σε HeLa κύτταρα, ενώ ο pCAF από µόνος του δεν είχε καµιά 

επίδραση. Συνέκφραση του pCAF αύξησε την ενεργοποίηση που επιτυγχάνεται µόνο από CIITA (Εικόνα 

7Β). 

Άρα ο pCAF και το CIITA συνεργατικά ενεργοποιούν τη µεταγραφή ενός τάξης ΙΙ υποκινητή. 

Αφαίρεση της περιοχής αλληλεπίδρασης µε CBP από τον pCAF (αµινοξέα 1-372) δεν ανέστειλε την 

ικανότητα του pCAF να ενεργοποιεί την CIITA-εξαρτώµενη τάξης ΙΙ µεταγραφή (pCAF-∆Ν, Εικόνα 7Β). 

Άρα η ικανότητα του pCAF να υποβοηθά την ενεργοποίηση από CIITA είναι κυρίως ανεξάρτητη από το 

CBP. Μια pCAF πρωτεΐνη που φέρει µεταλλαγές στην περιοχή µε ενεργότητα ακετυλοτρανσφεράσης 
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(Korzus et al., 1998) (pCAF HAT-) έχει µειωµένη ικανότητα συνενεργοποίησης µε το CIITA συγκρινόµενη µε 

αυτή της αγρίου τύπου πρωτεΐνης. Αυτό υποδηλώνει οτι η ακετυλίωση ιστονών ή πρωτεϊνών συµβάλει στη 

συνέργεια που παρατηρείται ανάµεσα στον pCAF και το CIITA. ∆ύο ελλείµµατα του pCAF που δεν 

αλληλεπιδρούν µε το CIITA (pCAF 1-511 και pCAF ∆ADA (Εικόνα 7Β) δεν είναι ικανά να δράσουν 

συνεργατικά µε το CIITA. Αυτό το αποτέλεσµα τονίζει τη σηµασία της ισχυρής αλληλεπίδρασης pCAF και 

CIITA για την συνενεργοποίηση των τάξης ΙΙ γονιδίων ιστοσυµβατότητας.  

 Για να εκτιµήσουµε τη σχετική σηµασία του CBP και του pCAF στη ρύθµιση των MHC τάξης ΙΙ 

γονιδίων, χρησιµοποιήσαµε διάφορες µεταλλαγές του E1A (Εικόνα 7C και D) που επιλεκτικά καταργούν 

την πρόσδεση είτε του pCAF είτε του CBP. Η µεταλλαγή Ε55 (pCAFm) εµφανίζει µειωµένη πρόσδεση µε 

pCAF (Reid et al., 1998), και η µεταλλαγή ΤΚ460 (CBPm), στην οποία τα αµινοξέα 64 έως 68 έχουν αφαιρεθεί, 

δεν µπορεί να αλληλεπιδράσει µε CBP (Bannister and Kouzarides, 1995b). Και οι δύο τύποι µεταλλαγών 

µειώνουν σηµαντικά την ικανότητα του Ε1Α να καταστέλλει την επαγωγή από IFN-γ καθώς επίσης και 

την απευθείας ενεργοποίηση από το CIITA ενός τάξης ΙΙ υποκινητή (Εικόνα 7C και D). Συνδιαµόλυνση του 

13S Ε1Α ή µια µεταλλαγής που δεν αλληλεπιδρά µε pRb (Rbm, µεταλλαγή ΤΚ496 στην οποία τα αµινοξέα 

38 έως 44 είναι µεταλλαγµένα σε αλανίνη (Bannister and Kouzarides, 1995b), εµφάνισαν σηµαντική 

καταστολή, σε αντίθεση µε µια CR1 έλλειψη, η οποία ήταν ένας ασθενής καταστολέας (Εικόνα 7C και D). 

Άρα αφαίρεση του ενός συνενεργοποιητή δεν είναι αρκετή για να µειώσει την ενεργοποίηση του 

υποκινητή. Αυτά τα αποτελέσµατα υποδεικνύουν τη συµπληρωµατικότητα του pCAF και CBP, οι οποίοι 

µπορούν ανεξάρτητα να ενδυναµώσουν τη δράση του CIITA.  
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EIKONA 7 

Εικόνα 7: O pCAF δρα σαν συνενεργοποιητής για την έκφραση των MHC τάξης ΙΙ γονιδίων. (Α) Φορείς
που κωδικοποιούν τον pCAF ή ο φορέας µόνος του (0.5 έως 1 µg) συνδιαµολύνθηκαν µε 1µg µε ένα MHC τάξης ΙΙ
υποκινητή-µε CAT γονίδιο αναφοράς σε HeLa κύτταρα. Μη επαγµένα και επαγµένα µε IFN-γ (50U/ml) κύτταρα
µετρήθηκαν για CAT ενεργότητα 24 ώρες µετά την προσθήκη IFN-γ. Η CAT ενεργότητα των διαµολυµένων µε άδειο φορέα
και χωρίς επαγωγή ορίστηκε σαν 1. (Β)  HeLa κύτταρα συνδιαµολύνθηκαν µε ένα τάξης ΙΙ υποκινητή µε λουσιφεράση σαν
γονίδιο αναφοράς (1µg) µε ένα φορέα που εξέφραζε CIITA (20ng), και 0.5 έως 1 µg από φορείς που εξέφραζαν αγρίου τύπου
pCAF, µια έλλειψη που της λείπουν τα πρώτα 352 αµινοξέα (pCAF-∆Ν), µια µεταλλαγή που δεν έχει ενεργότητα
ακετυλοτρανσφεράσης (pCAF HAT ) µια µεταλλαγή που περιέχει µόνο τα 511 πρώτα αµινοξέα (pCAF 1-511), και µια
µεταλλαγή που της λείπουν τα αµινοξέα 653 έως 736 (pCAF-∆ADA). Η ενεργότητα λουσιφεράσης µετρήθηκε 24 ώρες µετά
τη διαµόλυνση. Η ενεργότητα του τάξης ΙΙ-Luc γονιδίου αναφοράς στην παρουσία CIITA πρωτεϊνης ορίστηκε σαν 1 και
αντιπροσωπεύει ένα εύρος επαγωγής από 7 έως 15 φορές. Τα επίπεδα έκφρασης της πρωτεϊνης pCAF αναλύθηκαν µε
Western Blot χρησιµοποιώντας ένα anti-Flag αντίσωµα. (C) HeLa κύτταρα διαµολύνθηκαν µε 1µg ενός τάξης ΙΙ-CAT φορέα
µαζί µε άδειο φορέα ή αυξανόµενες ποσότητες φορέων που εκφράζουν τα υποδεικνυόµενα Ε1Α προϊόντα. Η επαγωγή µε
IFN-γ ποικίλε από 15 έως 45 φορές. (D)  HeLa κύτταρα συνδιαµολύνθηκαν µε 1µg τάξης ΙΙ-CAT και 100ng ενός φορέα που
εκφράζει CIITA και άδειο φορέα ή αυξανόµενες ποσότητες φορέων που εξέφραζαν τα υποδεικνυόµενα Ε1Α προϊόντα. Τα
αποτελέσµατα εκφράζονται σαν ποσοστό της ενεργοποίησης µε CIITA και είναι οι µέσοι όροι από τρία πειράµατα. Η
ενεργοποίηση µε CIITA ποικίλε από 75 έως 120 φορές. 

-
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 Σ’αυτό το µέρος της εργασίας µελετήσαµε το µηχανισµό µε τον οποίο η πρωτεΐνη CIITA λειτουργεί 

για να ενεργοποιήσει τη µεταγραφή των τάξης ΙΙ γονιδίων του Κυρίου Συµπλόκου Ιστοσυµβατότητας. 

∆είξαµε οτι το CIITA λειτουργεί στρατολογώντας δύο συνενεργοποιητές µε ιδιότητες 

ακετυλοτρανσφεράσης, τους CBP και pCAF. Η ογκοπρωτεϊνη Ε1Α καταστέλλει τη µεταγραφή των MHC 

τάξης ΙΙ γονιδίων συνδεόµενη µε το CBP και τον pCAF, αποτρέποντας έτσι την αλληλεπίδραση του CIITA 

µε το CBP και τον pCAF. Τα 102 αµινοτελικά αµινοξέα του CIITA, τα οποία δρουν σαν αυτόνοµη περιοχή 

ενεργοποίησης, απαιτούνται για τη στρατολόγηση των συνενεργοποιητών CBP και pCAF.  

 Το CIITA είναι ένας γονίδιο-ειδικός ενεργοποιητής που απαιτείται τόσο για την ειδική έκφραση στα 

Β λεµφοκύτταρα όσο και για την επαγόµενη από IFN-γ έκφραση των MHC τάξης ΙΙ γονιδίων. 

Προηγούµενες µελέτες είχαν δείξει οτι, παρότι η ενεργότητα του CIITA εξαρτάται από την παρουσία των 

καλά χαρακτηρισµένων και συντηρηµένων ρυθµιστικών στοιχείων στα MHC τάξης ΙΙ γονίδια, το CIITA 

από µόνο του δεν προσδένεται στο DNA. Αυτό οδήγησε στην υπόθεση οτι το CIITA λειτουργεί σαν γονιδιο-

ειδικός ενεργοποιητής  για την αύξηση της µεταγραφικής ενεργότητας των MHC τάξης ΙΙ γονιδίων (Mach 

et al., 1996; Steimle et al., 1996). Το CIITA στρατολογείται στον MHC υποκινητή δια µέσω αλληλεπιδράσεων 

πρωτεΐνης-πρωτεΐνης µε τους ενεργοποιητές που προσδένονται στον υποκινητή (Scholl et al., 1997). Όµοια 

µε τις επιδράσεις που έχουν περιγραφεί σε άλλα συστήµατα επαγόµενα από IFN-γ (Gutch and Reich, 1991; 

Kalvakolanu et al., 1991), η Ε1Α πρωτεΐνη, όπως δείχνουµε εδώ, µπορεί να καταστείλει τη µεταγραφή που 

επάγεται από IFN-γ στον Eα MHC τάξης ΙΙ υποκινητή. Επίσης, το Ε1Α καταστέλλει ισχυρά την ενεργότητα 

του ίδιου υποκινητή σε Β λεµφοκυτταρικές σειρές. Το Ε1Α επίσης καταστέλλει αποτελεσµατικά τη 

µεταγραφική ενεργοποίηση από εξωγενές CIITA, υποδεικνύοντας οτι το CIITA είναι ο άµεσος στόχος του 

Ε1Α. Αφού δεν µπορέσαµε να ανιχνεύσουµε αλληλεπίδραση ανάµεσα στο CIITA και το Ε1Α, η καταστολή 

από το Ε1Α µπορεί να εξηγηθεί από την ικανότητά του να προσδένεται και να καταστέλλει τη δράση του 

CBP, της p300 και του pCAF, κατ’αναλογία µε προηγούµενες περιπτώσεις (Arany et al., 1995; Eckner et al., 

1994; Lundblad et al., 1995). 

Σ’αυτή τη µελέτη δείξαµε οτι η δράση του CIITA ενδυναµώνεται από το CBP και τον pCAF και 

οδηγεί στην αυξηµένη έκφραση των MHC τάξης ΙΙ υποκινητών τόσο στη συστατική έκφραση στα Β 

λεµφοκύτταρα και µετά την επαγωγή από IFN-γ σε µη-λεµφοκυτταρικές σειρές. Τόσο το CBP όσο και ο 

pCAF είναι απαραίτητοι για τη µεταγραφική ενεργοποίηση των τάξης ΙΙ γονιδίων. ∆είξαµε οτι το CBP και ο 

pCAF προσδένονται στο CIITA και συνεργάζονται µαζί του για να επάγουν τη µεταγραφή των τάξης ΙΙ 

γονιδίων. Αυτή η λειτουργία προϋποθέτει την ισχυρή αλληλεπίδραση ανάµεσα στις δύο πρωτεΐνες αλλά 

και την ενεργότητα ακετυλοτρανσφεράσης των CBP και pCAF. Η συνολική δράση των CBP και pCAF σε 

ένα τάξης ΙΙ υποκινητή επιτυγχάνεται από τη συνδυασµένη δράση τους για τη στρατολόγηση της 

µεταγραφικής µηχανής και την ακετυλίωση της χρωµατίνης αλλά και του CIITA. Παρατηρήσαµε οτι οι 
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CBP και pCAF δεν µπορούν να αλληλεπιδράσουν συγχρόνως µε το CIITA in vitro (προσωπικές 

παρατηρήσεις). Αυτό δεν είναι µη αναµενόµενο λαµβάνοντας υπόψη µας τη µικρή περιοχή του CIITA (τα 

αµινοτελικά πρώτα 80 αµινοξέα) µε την οποία και οι δύο αλληλεπιδρούν. Επίσης δείξαµε οτι η 

ογκοπρωτεϊνη Ε1Α, η οποία αναστέλλει τη συνεργασία του CIITA µε το CBP, επίσης επηρεάζει την 

αλληλεπίδραση ανάµεσα στο CIITA και τον pCAF(Kretsovali et al., 1998). Αυτό το αποτέλεσµα µπορεί να 

προκύπτει από την αναστολή της αλληλεπίδρασης του CIITA στον pCAF αφού το Ε1Α (Reid et al., 1998) και 

το CIITA προσδένονται στην ίδια περιοχή του pCAF. Μεταλλαγές του Ε1Α που δεν µπορούν να 

προσδεθούν στο CBP ή τον pCAF (Bannister and Kouzarides, 1995b; Reid et al., 1998) έχουν εξίσου µειωµένη 

ικανότητα να αναστείλουν την ενεργότητα του CIITA σε ένα τάξης ΙΙ υποκινητή.  

 Με την προσέγγιση των δύο-υβριδίων σε θηλαστικά καθώς και µε κατακρήµνιση µε GST και 

πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης, ανιχνεύσαµε άµεση αλληλεπίδραση ανάµεσα στα CBP-CIITA και pCAF-

CIITA που οδηγεί στη συνεργατική µεταγραφική ενεργοποίηση. ∆είξαµε οτι το CIITA µπορεί να 

αλληλεπιδρά µε την C/H3 περιοχή (αµινοξέα 1620 έως 1897) και τα 771 αµινοτελικά αµινοξέα του CBP. 

Χαρτογράφηση του CIITA µορίου έδειξε οτι η αµινοτελική του περιοχή (αµινοξέα 1 έως 102) αλληλεπιδρά 

και µε τις δύο περιοχές του CBP. Άρα ο γενικός συνενεργοποιητής CBP επιτυγχάνει γονιδιο-ειδική 

εξειδίκευση αλληλεπιδρώντας µε τον γονιδιο-ειδικό συνενεργοποιητή CIITA. 

 Προηγούµενες µελέτες έχουν περιγράψει αλληλεπιδράσεις του CIITA µε µέλη της βασικής 

µεταγραφικής µηχανής όπως οι TAFII32 (Fontes et al., 1997), TAFII250 (Mahanta et al., 1997), και TFIIB 

(Mahanta et al., 1997). Η αλληλεπίδραση του CIITA µε το CBP που περιγράφεται εδώ παρέχει άµεση 

συσχέτιση του υποκινητή µε την RNA πολυµεράση ΙΙ µε την οποία το CBP είναι σε σύµπλοκο (Kee et al., 

1996; Nakajima et al., 1997). Άρα το CIITA µπορεί να ενεργοποιεί τη µεταγραφή δια µέσω της 

στρατολόγησης του TFIID-TFIIB συµπλόκου και του CBP-RNA Pol II µε τρόπο εξαρτώµενο από τον CREB 

(Nakajima et al., 1997). Σύγκριση της αµινοτελικής περιοχής ενεργοποίησης του CIITA µε την περιοχή 

ενεργοποίησης του VP16 έδειξε οτι έχουν την ίδια δυνατότητα για ενεργοποίηση όταν συντηχθούν µε την 

περιοχή πρόσδεσης στο DNA της GAL4. Παρόλα αυτά, το CIITA, αλλά όχι η VP16 περιοχή ενεργοποίησης, 

υποβοηθείται από το CBP. Η αντικατάσταση της περιοχής ενεργοποίησης του CIITA µε αυτή της VP16, η 

οποία είναι επίσης γνωστό οτι επαφίεται άµεσα στη βασική µεταγραφική µηχανή, δηµιουργεί ένα µόριο µε 

έξι φορές µειωµένη δράση στη µεταγραφική ενεργοποίηση των MHC τάξης ΙΙ και χωρίς να συνεργάζεται 

µε το CBP. Άρα, η περιοχή ενεργοποίησης του CIITA δεν µπορεί να ανταλλαχθεί µε την αντίστοιχη της 

VP16 στο πλαίσιο του τάξης ΙΙ υποκινητή επειδή του CIITA αλλά όχι της VP16, στρατολογεί CBP. 

 Ανάλυση των στοιχείων του υποκινητή και των παραγόντων που προσδένονται στο DNA 

υποδεικνύει οτι η µεταγραφή των τάξης ΙΙ γονιδίων εξαρτάται από τη συνεργατική πρόσδεση των 

παραγόντων που αλληλεπιδρούν µε τα στοιχεία W/S/H, Χ και Υ (Louis-Plence et al., 1997; Moreno et al., 1995; 

Reith et al., 1994). Η σύσταση ενός υψηλής συνάφειας πολυπρωτεϊνικού-DNA συµπλόκου είναι απαραίτητη 
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για τη στρατολόγηση του CIITA στον υποκινητή (Mach et al., 1996; Steimle et al., 1996). Το πολυπρωτεϊνικό 

σύµπλοκο στον τάξης ΙΙ υποκινητή µπορεί να δηµιουργήσει σηµαντικές επιφάνειες πρόσδεσης για τη 

διευκόλυνση της πρόσδεσης όχι µόνο του CIITA αλλά επίσης και του CBP και pCAF µε τρόπο όµοιο µε το 

καλά χαρακτηρισµένο γονίδιο της IFN-β (Merika et al., 1998). Η στρατολόγηση του CBP, µε την ενεργότητα 

ακετυλοτρανσφεράσης που διαθέτει (Bannister and Kouzarides, 1996; Ogryzko et al., 1996; Yang et al., 1996), 

θα µπορούσε να αλλάζει τη δοµή της χρωµατίνης για να ενδυναµώσει το σχηµατισµό ενός στερεοειδικού 

συµπλόκου (Carey, 1998; Kim and Maniatis, 1997). 

 Η έκφραση του CIITA µετά τη σηµατοδότηση µε IFN-γ εξαρτάται από το JAK-STAT µονοπάτι. Η 

σύνθεση του CIITA δεν µπορεί να επαχθεί σε κύτταρα που ελλείπει η JAK1 (Chang et al., 1994) ή σε κύτταρα 

από Stat1-/- ποντίκια (Meraz et al., 1996). Ο STAT1 προσδένεται στον επαγόµενο από IFN-γ υποκινητή του 

CIITA σε συνεργασία µε τον USF-1 (Muhlethaler-Mottet et al., 1998). Η γονιδιακή ενεργοποίηση από τον 

STAT1 και τον STAT2 απαιτεί τους συνενεργοποιητές CBP και p300 (Bhattacharya et al., 1996; Horvai et al., 

1997; Zhang et al., 1996). Αφού η επίδραση του CBP στη δράση του διαµολυµένου CIITA επίσης 

παρατηρείται στη µεταλλαγµένη κυτταρική σειρά RJ2.2.5, που της ελλείπει το ενδογενές CIITA, η 

συνεργατικότητα δεν ενέχει την εξαρτώµενη από CBP παραγωγή του ενδογενούς CIITA. Άρα, ο 

συνενεργοποιητής CBP ενέχεται τουλάχιστον σε δύο στάδια που οδηγούν στη γονιδιακή ενεργοποίηση των 

MHC τάξης ΙΙ γονιδίων πρώτα, στην έκφραση του CIITA που καθορίζεται από το STAT1 (Horvai et al., 1997; 

Zhang et al., 1996), και δεύτερο, στη δράση του CIITA για να ενεργοποιήσει µεταγραφικά τα τάξης ΙΙ 

γονίδια, όπως υποδεικνύουµε εδώ. 

 Τα CBP/p300 και pCAF λειτουργούν σαν µεσολαβητές ποικίλων σηµατοδοτικών µονοπατιών που 

ελέγχουν µια οµάδα γονιδίων. Η συµµετοχή των CBP και pCAF στη γονιδιακή έκφραση των MHC τάξης ΙΙ 

µπορεί έτσι να εξηγήσει τη δράση συγκεκριµένων ερεθισµάτων που τα ελέγχουν αρνητικά, όπως είναι τα 

γλυκοκορτικοειδή, οι προσταγλανδίνες (οι οποίες αυξάνουν τα ενδοκυτταρικά επίπεδα κυκλικού AMP), και 

οι IFN-α/β (Celada et al., 1993; Fertsch-Ruggio et al., 1988; Glimcher and Kara, 1992; Ivashkiv and Glimcher, 

1991; Schwiebert et al., 1995). Ο υποδοχέας γλυκοκορτικοειδών (Kamei et al., 1996), ο ενεργοποιητής CREB 

(Montminy, 1997), και ο STAT2 (Bhattacharya et al., 1996) µπορεί να ανταγωνίζονται µε τον STAT1 και το 

CIITA για το CBP και έτσι περιορίζουν την έκφραση των τάξης ΙΙ γονιδίων. 

 Η λειτουργική αλληλεπίδραση ανάµεσα σε δύο ρυθµιστικές πρωτεΐνες που δεν προσδένονται στο 

DNA και περιγράφεται σ’αυτή τη δουλειά παρέχει πληροφορίες στον πολύπλοκο µηχανισµό που ενέχεται 

στην ενεργοποίηση της έκφρασης των MHC τάξης ΙΙ γονιδίων καθώς και την τροποποίησή του σε ποικίλα 

σηµατοδοτικά µονοπάτια.    
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Η ακετυλίωση του CIITA από τον pCAF αυξάνει τον πυρηνικό του 

εντοπισµό και τη µεταγραφική ενεργοποίηση των MHC τάξης ΙΙ 

γονιδίων. 

 

Αποτελέσµατα 

Ο pCAF και το CBP ακετυλιώνουν το CIITA. 

 Ο pCAF και το CBP είναι ακετυλοτρανσφεράσες που έχουν σαν υποστρώµατα όχι µόνο ιστόνες 

αλλά και άλλες πρωτεΐνες (Berger, 1999; Kouzarides, 1999). Γι’αυτό το λόγο ελέγξαµε εάν το CIITA 

µπορούσε να ακετυλιωθεί από pCAF και CBP. Στην Εικόνα 1Β δείχνεται οτι ο pCAF µπορεί να ακετυλιώσει 

το CIITA in vitro (λωρίδα 1). Ανάλυση µε τη χρήση ελλείψεων υπέδειξε οτι η ακετυλίωση του CIITA 

περιορίζεται στα αµινοξέα 129 έως 174 (λωρίδα 7). Αυτή η περιοχή περιέχει δύο ζεύγη κοντινών λυσινών, 

που είναι καλά συντηρηµένες ανάµεσα στο ανθρώπινο και το ποντικίσιο CIITA (Εικόνα 1Α). Η µετάλλαξη 

του πρώτου ζεύγους, Κ141,144 (που ονοµάζεται mK1), καταργεί την ακετυλίωση (λωρίδα 10), ενώ η 

µεταλλαγή του δεύτερου ζεύγους, Κ156,159 (ονοµάζεται mK2), δεν είχε καµία επίδραση (λωρίδα 11). Άρα, ο 

pCAF ακετυλιώνει το πρώτο ζεύγος λυσινών, Κ141,144. Επιπλέον µεταλλαξογέννεση υπέδειξε οτι η λυσίνη 

144 είναι ο στόχος ακετυλίωσης από pCAF (λωρίδα 13). Το ίδιο αποτέλεσµα προκύπτει όταν η ακετυλίωση 

πραγµατοποιείται χρησιµοποιώντας ανοσοκατακρηµνισµένο pCAF από διαµολυµένα COS-1 κύτταρα 

(λωρίδες 14 και 15). 

 Μετά εξετάσαµε την ικανότητα του CBP να ακετυλιώνει CIITA. Επειδή η CBP.HAT περιοχή που 

έχει παραχθεί βακτηριακά, ήταν ανίκανη να ακετυλιώσει το CIITA, χρησιµοποιήσαµε 

ανοσοκατακρηµνισµένο CBP από διαµολυµένα COS-1 κύτταρα. Όπως υποδεικνύεται στην Εικόνα 1C, το 

CBP µπορεί ακετυλιώσει το CIITA. Ανάλυση µε ελλείψεις περιόρισε την περιοχή που ακετυλιώνεται στα 

πρώτα 174 αµινοξέα (λωρίδα 2). Χρησιµοποιώντας µεταλλαγµένες εκδοχές της περιοχής των πρώτων 174 

αµινοξέων, προσδιορίσαµε οτι το CBP ακετυλιώνει το ζεύγος λυσινών Κ141,144 του CIITA (λωρίδα 7) αλλά 

δεν ακετυλιώνει το ζεύγος λυσινών Κ156,159 (λωρίδα 8). ∆εν είναι πιθανό η ακετυλίωση του CIITA να 

οφείλεται σε κάποια άλλη ακετυλάση που συγκατακρηµνίζεται µε το CBP, αφού το CIITA δεν 

ακετυλιώνεται όταν παρασκευάσουµε πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα από κύτταρα διαµολυµένα µε φορέα 

έκφρασης CBP.HAT- και ανοσοκατακρηµνίσαµε το CBP (προσωπικές παρατηρήσεις). 

 Για να εξετάσουµε αν οι στόχοι ακετυλίωσης που ανιχνεύουµε in vitro είναι επίσης στόχοι για 

ακετυλίωση in vivo, πραγµατοποιήθηκε µεταβολική σήµανση κύτταρων που εξέφραζαν CIITA πρωτεΐνες 

σε σύντηξη µε την πρωτεΐνη GFP. Η Εικόνα 1D δείχνει  οτι ένα έλλειµµα που περιλαµβάνει τα πρώτα 114 

αµινοξέα του CIITA και δεν περιέχει κανένα κατάλοιπο λυσίνης, δεν σηµαίνεται in vivo (λωρίδα 3). Η 
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αγρίου τύπου 1-408 CIITA πρωτεΐνη σηµάνθηκε in vivo  (λωρίδα 1), ενώ οι µεταλλαγές Κ141,144R 

εµφάνισαν µειωµένη ακετυλίωση (λωρίδα 2). Η ακέραια CIITA πρωτεΐνη επίσης ακετυλιώνεται in vivo, 

παρότι η επίδραση των µεταλλαγµένων λυσινών 141 και 144 ήταν λιγότερο καθαρό, πιθανά επειδή 

επιπλέον κατάλοιπα λυσινών-στόχοι ακετυλίωσης µπορεί να υπάρχουν στην πρωτεΐνη. Το συµπέρασµα 

για την ανάλυση ακετυλίωσης που πραγµατοποιήθηκε είναι οτι το ζεύγος λυσινών Κ141,144 του CIITA 

ακετυλιώνεται τόσο in vitro όσο και in vivo. Στο εξής οι µεταλλαγές Κ141,144R και Κ156,159R θα 

ονοµάζονται mK1 και mK2, αντίστοιχα. Επίσης πρέπει να αναφέρουµε οτι όλα τα in vitro πειράµατα 

ακετυλίωσης του CIITA πραγµατοποιήθηκαν χρησιµοποιήθηκαν ανασυνδιασµένο ανθρώπινο GCN5, σαν 

ακετυλοτρανσφεράση, και πάλι τα αποτελέσµατα είναι ακριβώς τα ίδια όπως στην περίπτωση του pCAF, 

το µοναδικό κατάλοιπο που ακετυλιώνεται στο CIITA είναι η λυσίνη 144. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Το CIITA ακετυλιώνεται σε ένα σήµα πυρηνικού εντοπισµού (NLS: nuclear localization signal) 
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EIKONA 1 

Εικόνα 1: Το CIITA ακετυλιώνεται in vitro και in vivo. (Α) Χιµαιρικά µόρια CIITA σε σύντηξη µε την πρωτεΐνη GST
ελέγχθηκαν για in vitro ακετυλίωση. Υποδεικνύεται η αµινοξική αλληλουχία του ανθρώπινου και ποντικίσιου CIITA στην
περιοχή που περιλαµβάνει τα αµινοξέα 141 έως 159, και τα κρίσιµα κατάλοιπα λυσινών υπογραµµίζονται. Τα mK1 και mK2
υποδεικνύουν τις µεταλλαγές των ζευγών λυσινών Κ141,144 και Κ156,159, αντίστοιχα. (Β) Πειράµατα ακετυλίωσης µε pCAF.
Τµήµατα (1-2µg) των υποδεικνυόµενων τµηµάτων CIITA χρησιµοποιήθηκαν για in vitro ακετυλίωση χρησιµοποιώντας 500ng
από GST-pCAF (λωρίδες 1 έως 13) ή pCAF ανοσοκατακρηµνισµένο µε anti-Flag Μ2 αγαρόζη από COS-1 κύτταρα (λωρίδες 14 και
15). *: αυτοακετυλίωση pCAF. WT: αγρίου τύπου. (C) Πείραµα ακετυλίωσης µε ανοσοκατακρηµνισµένο CBP. Το CBP
ανοσοκατακρηµνίσθηκε (ΙΡ) από COS-1 κυτταρικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα µε anti-CBP αντισώµατα και χρησιµοποιήθηκαν για
ακετυλίωση των υποδεικνυόµενων τµηµάτων CIITA. *: αυτοακετυλίωση CBP. (D) In vivo ακετυλίωση. COS-1 κύτταρα
διαµολυµµένα µε τους υποδεικνυόµενους φορείς σηµάνθηκαν µε [3Η]οξικό οξύ για 1 ώρα. Παρασκευάστηκαν συνολικά
κυτταρικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα και ανοσοκατακρηµνίσθηκαν µε anti-GFP µονοκλωνικό αντίσωµα, έτρεξαν σε
αποδιατακτικό πήκτωµα πολυακρυλαµίδης συγκέντρωσης 10% και έγινε αυτοραδιογραφία. Πανοµοιότυπα µη ραδιοσηµασµένα
δείγµατα χρησιµοποιήθηκαν σε Western Blot (WB) µε anti-GFP αντίσωµα. 



Η περιοχή του CIITA που περιέχει τα κατάλοιπα λυσινών που ακετυλιώνονται (Εικόνα 1Α) είναι 

υψηλά συντηρηµένη ανάµεσα στο ανθρώπινο και το ποντικίσιο CIITA (Sims et al., 1997) και έχει οµοιότητα 

µε ένα διµερές NLS (bipartite NLS). Προκειµένου να εξετάσουµε την ικανότητα αυτής της περιοχής να 

προάγει την είσοδο του CIITA στον πυρήνα, χρησιµοποιήσαµε συντήξεις του CIITA µε τη GFP. Η σύντηξη 

της GFP µε τα πρώτα 130 αµινοξέα του CIITA(1-130) παράγει µια πρωτεΐνη που είναι διάχυτα 

κατανεµηµένη, όπως η GFP πρωτεΐνη από µόνη της, ενώ µια σύντηξη των πρώτων 175 αµινοξέων (1-175) 

του CIITA µε τη GFP είχε πυρηνική εντόπιση (Εικόνα 2), υποδεικνύοντας οτι ένα NLS µπορεί να υπάρχει 

σ’αυτή την περιοχή. Επίσης, µια αµινοτελική έλλειψη των πρώτων 174 αµινοξέων (175-1130) είχε 

κυτταροπλασµατική εντόπιση. Το NLS περαιτέρω περιορίστηκε ανάµεσα στα αµινοξέα 129 έως 174, όπως 

υποδεικνύεται από την αντίστοιχη GFP σύντηξη, η οποία εµφανίζει σαφή πυρηνική εντόπιση (Εικόνα 2). 

Επιπλέον, αντικατάσταση των λυσινών 141 και 144 (mK1) ή των 156 και 159 (mK2) µε αργινίνες στο πλαίσιο 

της κατασκευής GFP-CIITA/129-174 έδωσε πρωτεΐνες που ήταν οµογενώς κατανεµηµένες τόσο στον 

πυρήνα όσο και το κυτταρόπλασµα. Άρα, η περιοχή που εκτείνεται από τις λυσίνες 141 έως 159 είναι ένα 

διµερές NLS που απαιτεί και τα δύο µοτίβα για να είναι λειτουργικό.  

 

 

EIKONA 2 

 
Η ακετυλίωση αυξάνει την πυρηνική εντόπιση της πρωτεΐν

 Από τη στιγµή που η ακετυλίωση στοχεύει κατάλο

εξετάσαµε εάν η ακετυλίωση µπορεί να επηρεάζει την πυρην

αυτό χρησιµοποιήσαµε συντήξεις µε τη GFP για να µελετ

µεταλλαγών ακετυλίωσης mK1 σε σχέση µε την mK2 και τη

σύντηξης της GFP µε το CIITA κατανέµεται τόσο στον πυ

µεταλλαγές mK1 και mK2 εδράζονται κυρίως στο κυτταρόπλ

όπως δείχνεται στον Πίνακα 1, η αγρίου τύπου CIITA π

κυτταροπλασµατική κατανοµή (Ν>C) στο 33% των κυττάρων

 

Εικόνα 2: Ένα σήµα πυρηνικού
εντοπισµού εµπεριέχεται ανάµεσα στα
αµινοξέα 141 και 159 του CIITA. GFP
συντήξεις των υποδεικνυόµενων περιοχών του
CIITA διαµόλυναν HeLa κύτταρα. Ο πράσινος
φθορισµός παρατηρήθηκε 24 ώρες µετά τη
διαµόλυνση.
ης CIITA. 

ιπα λυσινών που εδράζονται σε ένα NLS, 

ική εντόπιση της πρωτεΐνης. Για να κάνουµε 

ήσουµε τον υποκυτταρικό εντοπισµό των 

ν αγρίου τύπου πρωτεΐνη. Η πρωτεΐνη της 

ρήνα όσο και το κυτταρόπλασµα, ενώ οι 

ασµα (Εικόνα 3, επάνω µέρος). Πιο ειδικά, 

ρωτεΐνη έχει περισσότερο πυρηνική παρά 

, σε αντίθεση µε το 0.5% των κυττάρων που 
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εκφράζουν τις µεταλλαγµένες πρωτεΐνες mK1 ή mK2. Επιπλέον, η µεταλλαγµένη πρωτεΐνη mK2 

κατανέµεται οµογενώς (N=C) στο 14.4% των κυττάρων, συγκρινόµενο µε µόνο 3.5% της µεταλλαγµένης 

πρωτεΐνης mK1. Είναι ενδιαφέρον οτι χρήση της Λεπτοµυκίνης Β (LMB)(Wolff et al., 1997), ένα καλά 

χαρακτηρισµένο αναστολέα της πυρηνικής εξόδου που εξαρτάται από CRM1 (Fornerod et al., 1997; Fukuda 

et al., 1997), οδήγησε στην έντονη πυρηνική εντόπιση του CIITA (Εικόνα 3,LMB). Οι µεταλλαγές mK1 και 

mK2 επίσης απαντούν στη Λεπτοµυκίνη-Β (Εικόνα 3, LMB) σε µικρότερο όµως βαθµό, υποδεικνύοντας οτι 

διατηρούν την ικανότητα εισόδου και µπορούν να συσσωρεύονται στον πυρήνα όταν αναστέλλεται η 

έξοδος. Σαν στοιχείο ελέγχου, δείχνουµε οτι µια πρωτεΐνη µε αµινοτελική έλλειψη που δεν έχει το NLS και 

περιέχει τα αµινοξέα 175 έως 1130 έχει επίσης κυτταροπλασµατική εντόπιση αλλά δεν επηρεάζεται από τη 

χρήση LMB (Εικόνα 3). Άρα, ο παρατηρούµενος υποκυτταρικός εντοπισµός του CIITA καθορίζεται τόσο 

από την πυρηνική είσοδο όσο και από την εξαρτώµενη από τη CRM1 έξοδο. 

 
 
 
 
 

EIKONA 3 

Εικόνα 3: Το CIITA εξέρχεται από τον πυρήνα µέσω της πρωτεϊνης CRM1. Η
πυρηνοκυτταροπλασµατική κατανοµή της αγρίου τύπου και των µεταλλαγών GFP-CIITA συντήξεων
δείχνονται σε HeLa κύτταρα. Το LMB υποδηλώνει τη χρήση 20nΜ LMB για 2 ώρες. 

. 

 
  ΠΙΝΑΚΑΣ 1: Υποκυτταρική κατανοµή των GFP συντήξεων µετά τη χρήση TSA

 
 
 
 
  

 
 
 72.7±6.5 72±6.7 37.4±7.285.2±2.893.4±3 96±1.2 3.5±0.8 12.6±2 C>N 

13.1±3.5 14.7±4 60.4±8.114.4±2.75.5±2 3.5±1 19.5±3 54.4±4.2 N=C 

14.2±4 13.3±3.1 2.2±0.70.4±0.20.6±0.20.5±0.2 77±8.5 33±3 N>C 

+ - + - + - + - TSA 

p65 mK2 mK1 WT CIITA  

 

 
 
 
 

ΠΙΝΑΚΑΣ 1: Το ποσοστό των κυττάρων µε σαφώς εµφανή πυρηνικό σε σχέση µε τον κυτταροπλασµατικό
φθορισµό (N>C), φθορισµό οµογενώς κατανεµηµένο τόσο στον πυρήνα όσο και το κυτταρόπλασµα (N=C), ή
κυρίως κυτταροπλασµατικό φθορισµό (C>N) υποδεικνύεται 24 ώρες µετά τη διαµόλυνση χωρίς (-) ή παρουσία (+)
1µΜ TSA. Τ αποτελέσµατα είναι οι µέσοι όροι των επί τοις εκατό ποσοστών µε τη σταθερή του απόκλιση ,από
πέντε ανεξάρτητα πειράµατα. Για κάθε πείραµα µετρήθηκαν πάνω από 1000 κύτταρα. 
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Για να συσχετίσουµε την υποκυτταρική κατανοµή του CIITA µε το επίπεδο ακετυλίωσής του, 

χρησιµοποιήσαµε τον αναστολέα απακετυλασών Τριχοστατίνη-Α (TSA) (Yoshida et al., 1990). Κύτταρα 

HeLa διαµολύνθηκαν µε συντήξεις της GFP µε την αγρίου τύπου ή µεταλλαγµένη CIITA πρωτεΐνη καθώς 

και µε την GFP-p65, και ο πυρηνοκυτταροπλασµατικός εντοπισµός αυτών των πρωτεϊνών ανιχνεύθηκε µε 

µικροσκοπία φθορισµού. Στην Εικόνα 4 δείχνεται οτι η προσθήκη TSA ενισχύει σηµαντικά την πυρηνική 

εντόπιση του GFP-CIITA αλλά δεν επηρέασε σηµαντικά τον υποκυτταρικό εντοπισµό της GFP-p65, η οποία 

δεν ακετυλιώνεται από CBP ή pCAF (Munshi et al., 1998) και µετακινείται ανάµεσα στον πυρήνα και το 

κυτταρόπλασµα µε ρυθµιζόµενο τρόπο (Baldwin, 1996; Harhaj and Sun, 1999). Ο Πίνακας 1 ποσοτικοποιεί 

την πυρηνική και κυτταροπλασµατική κατανοµή της αγρίου τύπου, της µεταλλαγµένης πρωτεΐνης CIITA, 

και της p65 πριν και µετά την επίδραση της TSA. Επίδραση της TSA για 24 ώρες οδήγησε σε ισχυρή 

ανακατανοµή της πρωτεΐνης GFP-CIITA προς τον πυρήνα (N>C τα κύτταρα αυξήθηκαν από 33 σε 77%) µε 

σαφή µείωση της οµογενούς (N=C κύτταρα µειώθηκαν από 54 σε 19%) και κυτταροπλασµατικής (C>N) 

εκφραζόµενης πρωτεΐνης. Είναι ενδιαφέρον οτι η χρήση ΤSA επηρέασε σηµαντικά την κατανοµή της 

µεταλλαγής mK2, αυξάνοντας την οµογενή κατανοµή στο 60%, αλλά δεν επηρέασε την κατανοµή της 

µεταλλαγής ακετυλίωσης mK1. Επίσης δείχθηκε οτι η TSA δεν επηρεάζει την υποκυτταρική κατανοµή της 

p65. 

 

 
 

EIKONA 4 Εικόνα 4: Αναστολή απακετυλασών µε τη
χρήση TSA αυξάνει τον πυρηνικό εντοπισµό
του CIITA. Κύτταρα HeLa διαµολύνθηκαν µε GFP-
CIITA ή GFP-p65 φορείς έκφρασης και µετά
καλλιεργήθηκαν στην απουσία (Control) ή παρουσία
1µΜ TSA (+TSA). Η εικόνα δείχνει αντιπροσωπευτικά
πεδία φθοριζόντων κυττάρων 24 ώρες µετά την
προσθήκη της TSA. 

 Άρα η αναστολή της απακετυλίωσης µετατοπίζει το ισοζύγιο της CIITA πρωτεΐνης από το 

κυτταρόπλασµα στον πυρήνα µε τρόπο εξαρτώµενο από την παρουσία του ζεύγους λυσινών Κ141,144. 

 Για να έχουµε ευθεία απόδειξη οτι η ακετυλίωση του CIITA από τον pCAF επηρεάζει την πυρηνική 

και κυτταροπλασµατική κατανοµή του, συνδιαµολύναµε GFP-CIITA και pCAF κατασκευές έκφρασης σε 

COS-1 κύτταρα. Ο εξωγενώς εκφραζόµενος pCAF έχει τη δυνατότητα να αυξήσει τα πυρηνικά επίπεδα του 
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CIITA. Όπως υποδεικνύεται στην Εικόνα 5Α και C, η συνέκφραση του pCAF ενισχύει τον πυρηνικό 

εντοπισµό του GFP-CIITA ενώ η πρωτεΐνη pCAF.HAT- είναι πολύ λιγότερο αποτελεσµατική. Τα κύτταρα 

που εκφράζουν υψηλά επίπεδα pCAF παρουσιάζουν υψηλό πυρηνικό εντοπισµό του CIITA. Στην Εικόνα 5Β 

υποδεικνύεται το ίδιο δείχνοντας οτι ο πυρηνικός εντοπισµός του GFP-CIITA συσχετίζεται µε την έκφραση 

του pCAF. Ο υποκυτταρικός εντοπισµός της πρωτεΐνης GFP δεν επηρεάζεται από τη συνέκφραση του 

pCAF. Η µεταλλαγή mK2 επίσης απαντά ισχυρά στη συνέκφραση του pCAF (το επί τοις εκατό ποσοστό 

των κυττάρων που εµφανίζουν πυρηνικό φθορισµό αυξάνεται από 0.7 σε 33%), και αυτό το αποτέλεσµα 

είναι εξαρτώµενο από την ενεργότητα ακετυλοτρανσφεράσης (Εικόνα 5C). Παρόλα αυτά, η απάντηση της 

µεταλλαγής mK1 ήταν σαφώς χαµηλότερη και δεν εξαρτάται από την παρουσία µιας άθικτης περιοχής µε 

ιδιότητα ακετυλοτρανσφεράσης (Εικόνα 5C). Ελλείψεις του pCAF που δεν αλληλεπιδρούν ισχυρά µε το 

CIITA, όπως η έλλειψη pCAF.1-653 (Εικόνα 5C) ή η έλλειψη pCAF.∆ADA, δεν έχουν την ικανότητα να 

αυξήσουν τον πυρηνικό εντοπισµό του CIITA. Άρα, η επίδραση του pCAF στην κατανοµή του CIITA 

εξαρτάται από την ικανότητά του να αλληλεπιδρά και να ακετυλιώνει το CIITA. Όλα τα παραπάνω 

υποδεικνύουν οτι η ακετυλίωση από τον pCAF ή η αναστολή της απακετυλίωσης οδηγεί σε αυξηµένα 

πυρηνικά επίπεδα του CIITA στοχεύοντας τις λυσίνες 141 και 144. 

Το επόµενο που εξετάσαµε ήταν οι συνέπειες της ακετυλίωσης του CIITA στην γονιδιακή έκφραση 

των MHC τάξης ΙΙ. Για αυτό το λόγο, εξετάσαµε την ικανότητα της αγρίου τύπου και των µεταλλαγµένων 

CIITA πρωτεϊνών να ενεργοποιούν ένα τάξης ΙΙ υποκινητή. Η Εικόνα 6 υποδεικνύει οτι η µεταλλαγή mK1 

έχει µια σαφώς µειωµένη ικανότητα να επάγει ένα τάξης ΙΙ υποκινητή (25% σε σχέση µε τα επίπεδα 

επαγωγής της αγρίου τύπου πρωτεΐνης). Σε αντίθεση, η µεταλλαγή mK2 διατηρεί το 70% της ενεργότητας 

της αγρίου τύπου πρωτεΐνης (Εικόνα 6). Η διαφορικότητα στην επαγωγή από τις δύο µεταλλαγµένες 

πρωτεΐνες συσχετίζεται µε τον διαφορικό υποκυτταρικό εντοπισµό του CIITA (Πίνακας 1). Για να 

διαπιστώσουµε εάν µπορούµε να επηρεάσουµε την ενεργότητα της αγρίου τύπου καθώς και των 

µεταλλαγµένων πρωτεϊνών CIITA αυξάνοντας τον πυρηνικό τους εντοπισµό, δηµιουργήσαµε συντήξεις 

που φέρουν στο αµινοτελικό τους άκρο το σήµα πυρηνικού εντοπισµού του simian ιού 40 (SV40). Η 

προσθήκη αυτού του σήµατος πυρηνικού εντοπισµού καθιστά όλες τις πρωτεΐνες πυρηνικές, οδηγώντας σε 

αύξηση της ενεργότητάς τους (Εικόνα 6). Πιο ειδικά, η ενεργότητα της µεταλλαγής mK1 αποκαθίσταται 

και φτάνει σε επίπεδα που συγκρίνονται µε αυτά της µεταλλαγής mK2. Άρα, αυξηµένα επίπεδα πυρηνικού 

εντοπισµού του CIITA οδηγούν σε αυξηµένη µεταγραφική ενεργοποίηση των τάξης ΙΙ γονιδίων. 
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EIKONA 5 

Εικόνα 5:  Ο pCAF ενισχύει τον πυρηνικό εντοπισµό του CIITA. (Α) Τα κύτταρα διαµολύνθηκαν µε 1µg φορέα
έκφρασης GFP-CIITA και 3µg Flag-pCAF ή Flag-pCAF.HAT- ή άδειο φορέα. Τα κύτταρα αναλύθηκαν 20 µε 24 ώρες αργότερα. (Β)
Συνέκφραση του pCAF οδηγεί σε υψηλά επίπεδα πυρηνικού CIITA. Κύτταρα διαµολυµένα µε GFP-CIITA και Flag-pCAF
βάφτηκαν µε anti-Flag αντίσωµα και µε δεύτερο αντίσωµα προσδεµένο µε ροδαµίνη και αναλύθηκαν είτε για φθορισµό GFP (a)
είτε για χρώση ροδαµίνης (b). (C) Ποσοτική ανάλυση των προηγούµενων αποτελεσµάτων. Υποδεικνύεται το ποσοστό των
κυττάρων που εξέφραζαν σε µεγάλο ποσοστό ή απολύτως πυρηνικό CIITA (N>C) στην παρουσία των υποδεικνυόµενων φορέων
έκφρασης pCAF. Τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται προέκυψαν από την ανάλυση πάνω από 300 κυττάρων, 24 ώρες µετά τη
διαµόλυνση και είναι µέσοι όροι από 4 ανεξάρτητα πειράµατα. 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 Σ’αυτό το κοµµάτι της µελέτης µας εξετά

στη µεταγραφική ενεργοποίηση των τάξης Ι

Ιστοσυµβατότητας. Η πρόσδεση του pCAF ή το

λυσινών που εδράζονται σε ένα σήµα του π

εξέρχεται από τον πυρήνα µε ένα µονοπάτι πο

αποτέλεσµα του αναστολέα απακετυλίωσης TSA

επίπεδα του CIITA δια µέσω της ακετυλίωσης

σηµαντική λειτουργία της ακετυλίωσης είναι

αυξάνοντας τον πυρηνικό του υποκυτταρικό εντο

 Το CBP και ο pCAF είναι ακετυλοτρανσφ

στο σχηµατισµό διαφορετικών πολυπρωτεϊνικώ

Πολυµεράσης ΙΙ (Nakajima et al., 1997), ενώ ο pC

που είναι αντίστοιχο του SAGA στη ζύµη και περ

και TAFs µε δοµές ιστόνης (Ogrysko et al., 1

ακετυλοτρανσφεράσες CBP και pCAF ανεξάρτη

χρωµατίνης µε εναλλακτικές αλληλεπιδράσεις µ

απόκτηση ενός κατειληµµένου από παράγοντες 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 6: Μεταγραφική ενεργοποίηση από τις
µεταλλαγές για ακετυλίωση του CIITA. COS-1
κύτταρα διαµολύνθηκαν µε 1µg του Εα τάξης ΙΙ-Luc
φορέα αναφοράς και 25 ng φορέων έκφρασης των
υποδεικνυόµενων αγρίου τύπου (wt) ή µεταλλαγών του
CIITA. Η ενεργότητα λουσιφεράσης µετρήθηκε 24 ώρες
µετά τη διαµόλυνση. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται
σαν το ποσοστό της ενεργοποίησης του υποκινητή που
επιτυγχάνεται από το αγρίου τύπου CIITA, το οποίο
ορίζεται σαν 100%, και οι τιµές είναι οι µέσοι όροι
τεσσάρων πειραµάτων. Οι µαύρες και άσπρες στήλες
υποδεικνύουν τις ενεργότητες των συντήξεων CIITA
στην απουσία ή παρουσία του σήµατος πυρηνικού
εντοπισµού του SV40, αντίστοιχα. Το πρότυπο έκφρασης
των πρωτεϊνών CIITA αναλύθηκε µε Western Blot
χρησιµοποιώντας anti-HΑ αντίσωµα.
EIKONAEIKONAEIKONAΕΙΚΟΝΑ
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

σαµε το ρόλο της αλληλεπίδρασης του pCAF και του CBP 

Ι γονιδίων ιστοσυµβατότητας του Κυρίου Συµπλόκου 

υ CBP οδηγεί στην ακετυλίωση του CIITA σε κατάλοιπα 

υρηνικού εντοπισµού. Επιπλέον δείχθηκε οτι το CIITA 

υ εξαρτάται από την πρωτεΐνη CRM1. Βασιζόµενοι στο 

 καθώς και στη δράση του pCAF να αυξάνει τα πυρηνικά 

 αυτών των καταλοίπων λυσινών, προτείνουµε οτι µια 

 να ρυθµίζει την ενεργότητα ενός συνενεργοποιητή 

πισµό. 

εράσες ιστονών και άλλων παραγόντων που συµµετέχουν 

ν συµπλόκων. Το CBP είναι µέρος του ολοενζύµου της 

AF ανιχνεύεται σε ανθρώπινα κύτταρα σε ένα σύµπλοκο 

ιλαµβάνει ανθρώπινα οµόλογα των yADA2,yADA3, ySpt3 

998). Άρα η ικανότητα του CIITA να στρατολογεί τις 

τα, του παρέχει τη δυνατότητα να αλλάζει τη δοµή της 

ε ποικίλα σύµπλοκα. Το CIITA είναι απαραίτητο για την 

τάξης ΙΙ υποκινητή σε επαγµένους από IFN-γ ινοβλάστες 
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αλλά όχι στα Β λεµφοκύτταρα (Villard et al., 1999; Wright et al., 1998). Αυτή η διαφορά ίσως οφείλεται σε 

κυτταροειδικά σύµπλοκα αλλαγής της χρωµατίνης που αλληλεπιδρούν µε το CIITA. ∆εν υπάρχει 

εκτεταµένη πληροφορία όσον αφορά τη ρύθµιση της ενεργότητας του CBP και του pCAF σε διαφορετικά 

κύτταρα και σε απάντηση σε διαφορετικά σήµατα (Masumi et al., 1999). Άρα, συµπεραίνουµε οτι οι 

συνθήκες που ρυθµίζουν την επάρκεια και τη στοιχειοµετρία καθενός από τους δύο συνενεργοποιητές 

µπορούν να επηρεάζουν επίσης τη λειτουργία του CIITA. 

 
Η ακετυλίωση του CIITA σαν ρυθµιστικός µηχανισµός για την υποκυτταρική του κατανοµή.  

 ∆είξαµε οτι η ακετυλίωση µπορεί να ρυθµίζει τον υποκυτταρικό εντοπισµό του CIITA, το οποίο 

µετακινείται ανάµεσα στον πυρήνα και το κυτταρόπλασµα. Η µετακίνηση του CIITA επιτυγχάνεται από 

τη συνδυασµένη δράση της πυρηνικής εισόδου και της πυρηνικής εξόδου που εξαρτάται από την CRM1. Ο 

τελευταίος µηχανισµός περιλαµβάνει αλληλουχίες πυρηνικής εξόδου (Kretsovali et al., 2001). 

Χαρακτηρίσαµε ήδη ένα διµερές σήµα πυρηνικής εισόδου στην αµινοτελική περιοχή του CIITA. Άλλο ένα 

σήµα πυρηνικής εισόδου, το οποίο ελλείπει σε ένα ασθενή µε «σύνδροµο γυµνών λεµφοκυττάρων», 

χαρακτηρίσθηκε πρόσφατα στο καρβοξυτελικό άκρο του CIITA (αµινοξέα 955 έως 960) (Cressman et al., 

1999). ∆ιαφαίνεται οτι και τα δύο σήµατα πυρηνικής εισόδου είναι απαραίτητα για την πυρηνική είσοδο και 

λειτουργία του CIITA. Το πρώτο µισό του αµινοτελικά εντοπιζόµενου NLS περιέχει τις λυσίνες 141 και 144, 

οι οποίες είναι στόχοι ακετυλίωσης από το CBP και pCAF. ∆είξαµε οτι συνθήκες που ευνοούν τη 

ακετυλίωση, όπως η συνέκφραση του pCAF ή η αναστολή απακετυλασών, οδηγούν στην αύξηση των 

πυρηνικών επιπέδων του CIITA. Αυτό το αποτέλεσµα απαιτεί (i) την άµεση φυσική αλληλεπίδραση 

ανάµεσα στον pCAF και το CIITA και (ii) το ζεύγος λυσινών Κ141,144. Όταν η πυρηνική είσοδος του CIITA 

αναστέλλεται από τη µεταλλαγή mK2 στο σήµα πυρηνικής εισόδου (NLS), η δράση της ακετυλίωσης στο 

να ελέγχει τα πυρηνικά επίπεδα γίνεται πιο εµφανής. Η µεταλλαγή ακετυλίωσης και NLS, mK1, δεν 

επηρεάζεται από τη δράση της ακετυλάσης του pCAF, παρότι µετατοπίζεται σε µικρό βαθµό προς τον 

πυρήνα µέσω του pCAF αλλά µε τρόπο που δεν εξαρτάται από τη δράση ακετυλοτρανσφεράσης. Αυτή η 

δράση τονίζει την ικανότητα της απλής αλληλεπίδρασης µε τον pCAF για τη µετακίνηση προς τον πυρήνα 

των µεταλλαγµάτων mK1, mK2 και της αγρίου τύπου πρωτεΐνης. Ο  αναστολέας απακετυλασών TSA 

µιµείται, παρότι σε µικρότερο βαθµό, τη δράση του pCAF στη µεταλλαγή mK2. Μια πιθανή εξήγηση 

γι’αυτό θα µπορούσε να είναι οτι η TSA δρα έµµεσα και άρα µε πιο αργή κινητική απ’ότι ο pCAF. 

Αυξηµένα πυρηνικά επίπεδα του CIITA µπορεί να οφείλονται σε αυξηµένη είσοδο ή µειωµένη έξοδο. Αφού 

οι ακετυλάσες όπως ο pCAF είναι πυρηνικές πρωτεΐνες, τείνουµε προς τη δεύτερη υπόθεση, παρότι η 

πρώτη δεν µπορεί να αποκλειστεί.  

 Ο βαθµός ακετυλίωσης του CIITA είναι σηµαντικός για την ενεργότητά του. Η ικανότητα ενός 

µορίου pCAF χωρίς δράση ακετυλοτρανσφεράσης, να δρα σαν συνενεργοποιητής για το CIITA είναι 
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µειωµένη σε σύγκριση µε το αγρίου τύπου µόριο αλλά δεν χάνεται τελείως. Η έλλειψη πλήρους αναστολής 

µπορεί να οφείλεται στην ικανότητα ενός HAT- pCAF να στρατολογεί την ακετυλάση CBP. Η σηµασία της 

ακετυλίωσης του CIITA στη µεταγραφική ενεργοποίηση ενός τάξης ΙΙ υποκινητή διαφαίνεται από τη 

µειωµένη ικανότητα συνενεργοποίησης του µεταλλάγµατος ακετυλίωσης mK1 συγκρινόµενο µε το αγρίου 

τύπου µόριο η το µετάλλαγµα mK2 (που είναι µεταλλαγή στο σήµα πυρηνικής εισόδου). Αφού και οι δύο 

µεταλλαγές διατηρούν µια εγγενή ικανότητα για πυρηνική είσοδο, όπως υποδεικνύεται από τη δράση της 

LMB (Εικόνα 3), η διαφορικότητα στη µεταγραφική ενεργοποίηση από τα mK1 και mK2 υπογραµµίζει τη 

σηµασία της ακετυλίωσης στη δράση του CIITA.  

 Πιστεύεται οτι η ακετυλίωση επάγει δοµικές αλλαγές που θα µπορούσαν να επηρεάζουν 

αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης-DNA ή πρωτεΐνης-πρωτεΐνης. Για το CIITA, η ακετυλίωση  ίσως επάγει µια 

διαµορφωτική αλλαγή, η οποία αλλάζει τον τρόπο µε τον οποίο το CIITA αλληλεπιδρά µε το µηχανισµό 

πυρηνικής εξόδου. Εναλλακτικά, είναι πιθανό οτι το ακετυλιωµένο CIITA κατακρατείται στον πυρήνα 

λόγω αλληλεπίδρασης µε µια αρχιτεκτονική πυρηνική δοµή (τον πυρηνοσκελετό) (Cook, 1999; Hozak, 1996; 

Iborra et al., 1996; Jackson et al., 1993), πιθανά δια µέσω ενδιάµεσων µορίων όπως ο pCAF. Η ακετυλίωση 

µπορεί επίσης να υποβοηθά ή να σταθεροποιεί τη στρατολόγηση του CIITA στους MHC τάξης ΙΙ 

υποκινητές. Από την άλλη πλευρά η απακετυλίωση µπορεί να µειώνει τα πυρηνικά επίπεδα και την 

αλληλεπίδραση στον υποκινητή, περιορίζοντας έτσι την ικανότητα του CIITA για µεταγραφική 

ενεργοποίηση.  

 Έχει επίσης δηµοσιευθεί οτι η πρόσδεση GTP απαιτείται για την πυρηνική κατανοµή και την 

ενεργοποίηση των γονιδίων στόχων του CIITA (Harton et al., 1999). Η πιθανότητα µιας λειτουργικής 

σύνδεσης αυτών των δύο µεταµεταφραστικών τροποποιήσεων- της ακετυλίωσης και της πρόσδεσης GTP- 

για τη ρύθµιση της υποκυτταρικής κατανοµής και ενεργότητας του CIITA θα αναφερθεί παρακάτω. 

 Ο έλεγχος της ενδοκυτταρικής µετακίνησης πρωτεϊνών είναι ένας νέος µηχανισµός δια µέσω του 

οποίου η ακετυλίωση µπορεί να ρυθµίζει τη δράση ενός µεταγραφικού ενεργοποιητή ή συνενεργοποιητή 

όπως είναι και το CIITA. Είναι αξιοσηµείωτο, οτι και σε άλλες δύο περιπτώσεις, τα κατάλοιπα που 

ακετυλιώνονται βρίσκονται µέσα σε σήµατα πυρηνικού εντοπισµού. Οι θέσεις ακετυλίωσης της p53 από το 

CBP και τον pCAF, βρίσκονται µέσα στο σήµα πυρηνικής εισόδου (Sakaguchi et al., 1998), ενώ οι 

ακετυλιωµένες λυσίνες στον παράγοντα EKLF επίσης εδράζονται σε ένα NLS (Zhang and Bieker, 1998). Θα 

ήταν ενδιαφέρον να διερευνηθεί εάν σ’αυτές τις περιπτώσεις το επίπεδο ακετυλίωσης των πρωτεϊνών 

επηρεάζει την υποκυτταρική τους κατανοµή. 

 Συµπερασµατικά αναφέρουµε οτι τα αποτελέσµατά µας δείχνουν οτι ο pCAF ενεργοποιεί τη 

µεταγραφή των MHC τάξης ΙΙ γονιδίων δια µέσω µηχανισµούς που εξαρτώνται από την ακετυλίωση και 

όχι µόνο. ∆είξαµε οτι µια σηµαντική δράση της ακετυλίωσης είναι η µετατόπιση της 

πυρηνοκυτταροπλασµατικής ισορροπίας ενός ενεργοποιητή προς τον πυρήνα.  
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Η αλληλεπίδραση του CIITA µε τον εαυτό του συσχετίζεται µε την 

υποκυτταρική του κατανοµή και την ικανότητά του για µεταγραφική 

ενεργοποίηση. 

 

Αποτελέσµατα 

Πολλαπλές περιοχές καθορίζουν την πυρηνοκυτταροπλασµατική κατανοµή της πρωτεϊνης CIITA. 

 Έχουµε ήδη δείξει µε προηγούµενα πειράµατα οτι το CIITA είναι ο πρώτος συνενεργοποιητής που 

εξέρχεται ενεργά από τον πυρήνα (Spilianakis et al., 2000). Σε συµφωνία µε αυτή και άλλες παρατηρήσεις 

βρήκαµε οτι το CIITA κατανέµεται ισοµερώς ανάµεσα στον πυρήνα και το κυτταρόπλασµα µε λόγο 

πυρηνικής προς κυτταροπλασµατική κατανοµή (N/C) ίσο µε 0.93. Για να αναγνωρίσουµε περιοχές που 

ενέχονται στην έξοδο της πρωτεϊνης, δηµιουργήσαµε αµινοτελικές και καρβοξυτελικές ελλείψεις του 

CIITA σε σύντηξη µε την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (GFP) (Εικόνα 1Β). Η έλλειψη των πρώτων 102 

αµινοξέων (Εικόνα 1Α, 102-1130) καθιστά την πρωτεΐνη πυρηνική (Ν/C=10), υποδεικνύοντας οτι αυτή η 

περιοχή ρυθµίζει την πυρηνική έξοδο. Άρα, αλληλουχίες µέσα στην περιοχή µεταγραφικής ενεργοποίησης 

της πρωτεϊνης καθορίζουν την πυρηνική της έξοδο. Όλες οι καρβοξυτελικές ελλείψεις του CIITA που 

διατηρούν το αµινοτελικό NLS2 (Spilianakis et al., 2000) και εκτείνονται µέχρι το αµινοξύ 524, είναι κυρίως 

πυρηνικές. Όπως δείχνεται στην Εικόνα 1Α το CIITA.1-524 εµφανίζει υψηλά επίπεδα πυρηνικής εντόπισης 

(Ν/C=8). Σε αντίθεση, ένα µόριο CIITA που εκτείνεται ως το αµινοξύ 550 εµφανίζει ίση κατανοµή και στα 

δύο κυτταρικά διαµερίσµατα (Ν/C=1.1) και κατακρατείται στον πυρήνα όταν προστίθεται στα κύτταρα 

LMB (αναστολέας της καθοριζόµενης από CRM1 πυρηνικής εξόδου). Αυτά τα πρότυπα κατανοµής είναι 

συµβατά µε την παρουσία επιπρόσθετων αλληλουχιών ανάµεσα στα αµινοξέα 525 και 550 που ενέχονται 

στην πυρηνική έξοδο. Χαρακτηρίζουµε τις περιοχές 1-102 και 525-550 σαν περιοχές πυρηνικής εξόδου 

(Νuclear Export Regions: NERs) 1 και 2, αντίστοιχα. Μια έλλειψη του CIITA που εκτείνεται µέχρι το αµινοξύ 

979 (Εικόνα 1Α, 1-979) και περιέχει και τα δύο NLSs (Cressman et al., 1999) εµφανίζει κυτταροπλασµατική 

κατανοµή (Ν/C=0.35) και απαντά µερικώς στην προσθήκη LMB. Και σε συµφωνία µε µια άλλη δηµοσίευση 

(Hake et al., 2000), τα αποτελέσµατά µας δείχνουν οτι επιπλέον πληροφορία για πυρηνικό εντοπισµό 

εδράζεται στο καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεϊνης που είναι πλούσια σε λευκίνη. Πειράµατα παρασκευής 

πυρηνικών και κυτταροπλασµατικών κλασµάτων HeLa κυττάρων συνδιαµολυµµένων µε την ίδια οµάδα 

κατασκευών που δείχνονται στην Εικόνα 1Β καθώς και µε µια κατασκευή που κωδικοποιεί τον RFX5 

έδειξαν οτι η κατανοµή των πρωτεϊνών στον πυρήνα και το κυτταρόπλασµα (Εικόνα 1C) είναι σε 

συµφωνία µε τα αποτελέσµατα της οπτικής ανάλυσης. Ο RFX5 που είναι αποκλειστικά πυρηνικός 

παρατίθεται σαν σηµείο ελέγχου της µεθόδου κλασµάτωσης των πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων. 
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ΕΙΚΟΝΑ 1 

Εικόνα 1: ∆ιαφορετικές επιδράσεις των ελλειµµάτων της πρωτεϊνης CIITA στην πυρηνική είσοδο
και την καθοριζόµενη από LMB πυρηνική κατακράτηση. (Α) GFP συντήξεις των υποδεικνυόµενων
περιοχών του CIITA διαµόλυναν HeLa κύτταρα. GFP-CIITA είναι η αγρίου τύπου πρωτεΐνη (αµινοξέα 1-1130). Ο
πράσινος φθορισµός παρατηρήθηκε 24h αργότερα είτε χωρίς προσθήκη ή µετά την προσθήκη για 2h 20nM
λεπτοµυκίνης Β (+LMB). (Β) σχηµατική αναπαράσταση του CIITA και των άκρων των ελλείψεων αυτού. Η περιοχή
ενεργοποίησης (AD), οι θέσεις πρόσδεσης GTP (GTP), τα σήµατα πυρηνικής εισόδου (NLS), και η περιοχή πλούσια σε
λευκίνες (LRR) υποδεικνύονται. Στα αριστερά δείχνονται οι αναλογίες πυρηνικού προς κυτταροπλασµατικό φθορισµό
όπως µετρήθηκαν µε το πρόγραµµα Scion Beta 4, και οι τιµές αντιπροσωπεύουν µέσους όρους από τουλάχιστον 50
κύτταρα. (C) κυτταροπλασµατικά (C) και πυρηνικά (Ν) κλάσµατα παρασκευάστηκαν από HeLa κύτταρα διαµολυµένα
µε 5µg των υποδεικνυόµενων GFP-CIITA συντήξεων και 1.5µg µιας κατασκευής που εξέφραζε RFX5.
Πραγµατοποιήθηκε ανάλυση κατά Western χρησιµοποιώντας είτε α-CIITA ή α-RFX5 αντισώµατα. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Για να διερευνήσουµε το ρόλο των διάφορων περιοχών του CIITA στον έλεγχο της πυρηνικής 

εξόδου, πραγµατοποιήσαµε πειράµατα για την αξιολόγηση της πρόσδεσης διαφόρων κοµµατιών του 

CIITA στον υποδοχέα εξόδου CRM1 (Fornerod et al., 1997; Ossareh-Nazari et al., 1997). Συνολικά πρωτεϊνικά 

εκχυλίσµατα από COS-1 κύτταρα που εξέφραζαν διάφορα παράγωγα του CIITA σε σύντηξη µε την GFP 
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πέρασαν από µια κολώνα αλληλεπίδρασης που περιείχε την CRM1. Η ειδική κατακράτηση πρωτεϊνών 

στην κολώνα CRM1 ανιχνεύτηκε µε ανοσοεντοπισµό. Η Εικόνα 2 δείχνει οτι το πλήρες CIITA 

κατακρατείται ειδικά στην κολώνα (Εικόνα 2, λωρίδα 14), ενώ ο RFX5 µια πυρηνική πρωτεΐνη δεν 

κατακρατείται (λωρίδα 16). Τα κοµµάτια του CIITA 1-114 και 408-550 που περιέχουν τα στοιχεία NER1 και 

NER2, που περιγράφηκαν νωρίτερα προσδένονται στην CRM1 (λωρίδες 4 και 8, αντίστοιχα), ενώ κοµµάτια 

που καλύπτουν τις περιοχές 102-408 και 550-850 δεν κατακρατούνται (λωρίδες 6 και 10). Μια έλλειψη που 

αφαιρεί τα πρώτα 102 αµινοξέα της πρωτεϊνης (CIITA.102-1130) η οποία είναι αποκλειστικά πυρηνική δεν 

προσδένεται στην CRM1 (λωρίδα 12), υποδεικνύοντας οτι παρότι περιέχει αλληλουχίες που προάγουν την 

πυρηνική έξοδο, αυτές οι αλληλουχίες δεν είναι προσβάσιµες στην µηχανή εξόδου, µε αυτό τον τρόπο που 

πραγµατοποιείται το πείραµα. 

 

EIKONA 2 
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Εικόνα 2: Συγκεκριµένες περιοχές του CIITA αλληλεπιδρούν µε τον υποδοχέα πυρηνικής
εξόδου CRM1. Πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα από COS-1 κύτταρα διαµολυµµένα µε συντήξεις της GFP µε τα
υποδεικνυόµενα CIITA κοµµάτια ή το control εξειδίκευσης RFX5 πέρασαν από µια κολώνα Ni-NTA όπου
είχε ακινητοποιηθεί η CRM1 µε His επίτοπο. Οι κατακρατηµένες πρωτεϊνες (λωρίδες µε ζυγά νούµερα) σε
σύγκριση µε το 10% της αρχικής ποσότητας που προστέθηκε (λωρίδες µε µονά νούµερα) ανιχνεύτηκαν µε
ανοσοεντοπισµό µε ένα µονοκλωνικό anti-GFP αντίσωµα. Οι ειδικές µπάντες των υπό µελέτη πρωτεϊνών
υποδεικνύονται µε αστερίσκους.
 
Και τα δύο NERs περιέχουν οµάδες κοντινών λευκινών, παρότι δεν οµοιάζουν απόλυτα µε τα 

ότυπα σήµατα πυρηνικής εξόδου (Mattaj and Englmeier, 1998). Για να διερευνήσουµε εάν αυτές οι 

υκίνες µπορεί να απαιτούνταν για την έξοδο του CIITA, δηµιουργήσαµε τις µεταλλαγές που δείχνονται 

ην Εικόνα 3 και µελετήσαµε τις υποκυτταρικές κατανοµές και ενεργότητες των GFP-χιµαιρικών 

ωτεϊνών. Η κατανοµή της µεταλλαγής ml1 ήταν όµοια µε το διάχυτο πρότυπο της αγρίου τύπου 

ωτεϊνης, ενώ οι µεταλλαγµένες πρωτεΐνες ml2 και ml3 ήταν κυρίως κυτταροπλασµατικές στην 

ειοψηφία των κυττάρων (Εικόνα 3Α). Άρα οι µεταλλαγµένες λευκίνες στα ml2 και ml3 ενέχονται στον 

ρηνικό εντοπισµό του CIITA. Επίσης κατασκευάσαµε µια µεταλλαγµένη πρωτεΐνη που έχει εντοπισθεί 
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σε ασθενείς µε σύνδροµο γυµνών λεµφοκυττάρων, και αντικαθιστά τη Φαινυλαλανίνη 961 µε Σερίνη 

(F961S) (Quan et al., 1999). Αυτή η σηµειακή µεταλλαγή επίσης καθιστά την πρωτεΐνη κυτταροπλασµατική 

(Εικόνα 3Α). Η χρήση LMB δεν επηρέασε την κατανοµή των ml2, ml3, ή του F961S (Εικόνα 3Α), 

υποδεικνύοντας οτι αυτές οι µεταλλαγές είναι προβληµατικές στην πυρηνική είσοδο. Πειράµατα 

παροδικής διαµόλυνσης (Εικόνα 3Β), χρησιµοποιώντας ως φορέα αναφοράς τον MHC τάξης ΙΙ υποκινητή 

σε σύντηξη µε τη Λουσιφεράση έδειξαν επιπλέον οτι το ml1 είχε ενεργότητα ελαφρώς υψηλότερη από το 

αγρίου τύπου µόριο. Το µετάλλαγµα ml2 διατηρεί περίπου το 30% της ενεργότητας, σε συµφωνία µε µια 

άλλη δηµοσίευση (Brown et al., 1998) και το ml3 ή το F961S είναι πρακτικά ανενεργά (Εικόνα 3Β). Συνολικά 

αυτά τα αποτελέσµατα προτείνουν οτι µεταλλαγές που δεν καταστρέφουν άµεσα τα αυτόνοµα σήµατα 

πυρηνικής εισόδου παρόλα αυτά καταστέλλουν την πυρηνική είσοδο και ενεργότητα του CIITA. 

 

  

EIKONA 3 

 
Εικόνα 3: Προβληµατική πυρηνική είσοδος και ενεργότητα σηµειακών µεταλλαγών
του CIITA. (Α) η υποκυτταρική κατανοµή των υποδεικνυόµενων αγρίου τύπου (WT) και των
µεταλλαγµένων CIITA µορίων συντηγµένων µε την GFP πρωτεΐνη, αναλύθηκε µετά την έκφρασή τους
σε COS-7 κύτταρα. (Β)  µεταγραφική ενεργοποίηση ενός τάξης ΙΙ-λουσιφεράσης φορέα αναφοράς (1µg)
από τα υποδεικνυόµενα αγρίου τύπου και µεταλλαγµένων µορφών CIITA (100ng) εκτιµήθηκε µετά τη
διαµόλυνση 1.5x105 HeLa κυττάρων. Τα αποτελέσµατα χρησιµοποιώντας είτε FLAG- ή GFP-CIITA φορείς
ήταν συγκρίσιµα και είναι οι µέσες τιµές από έξι πειράµατα που παρουσιάζονται σαν επί τοις εκατό
ποσοστά σε σχέση µε την ενεργότητα λουσιφεράσης που παράγεται από το αγρίου τύπου CIITA (WT
CIITA), του οποίου η ενεργότητα καθορίζεται σαν 100. Οι µεταλλαγές των καταλοίπων λευκίνης σε
αλανίνες στα ml1, ml2 και ml3 είναι υπογραµµισµένες. 
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Το CIITA αλληλεπιδρά µε τον εαυτό του. 

 Η προβληµατική πυρηνική είσοδος των µεταλλαγών του CIITA που δεν επηρεάζουν άµεσα τα 

σήµατα πυρηνικής εισόδου εγείρουν την πιθανότητα οτι η είσοδος µπορεί να απαιτεί µια συγκεκριµένη 

δοµή πρωτεϊνης που καταστρέφεται στις µεταλλαγές που αναφέρουµε. Μια τέτοια διαµόρφωση µπορεί να 

επιτευχθεί µε αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνης πρωτεϊνης. Η οµολογία του CIITA µε τον ενεργοποιητή 

κασπασών Nod1 που έχει τη δυνατότητα να ολιγοµερίζεται (Inohara et al., 2000) µας οδήγησε στη 

διερεύνηση της υπόθεσης της αυτοαλληλεπίδρασης του CIITA. 

 Η Εικόνα 4Α  δείχνει οτι, in vitro µεταφρασµένη και σηµασµένη µε 35S-µεθειονίνη, αγρίου τύπου 

CIITA, αλληλεπιδρά ισχυρά µε την περιοχή που εκτείνεται από τα αµινοξέα 408 έως 550 (λωρίδα 6) και µε 

την καρβοξυτελική περιοχή (αµινοξέα 650-1130 και 408-1130, λωρίδες 8 και 12, αντίστοιχα). Ο ίδιος 

ραδιενεργός ανιχνευτής µπορεί να αλληλεπιδρά σε µικρότερο βαθµό µε την αµινοτελική έλλειψη των 

αµινοξέων 102-1130 (λωρίδα 11). Ένας ανιχνευτής των αµινοξέων 408-550 (Εικόνα 4Β) µπορεί να 

αλληλεπιδρά µε τον εαυτό του (λωρίδα 6), µε τα αµινοτελικά αµινοξέα 1-114 (λωρίδα 2) και 114-408 (λωρίδα 

3) και λιγότερο καλά µε τα καρβοξυτελικά αµινοξέα 650-1130 (λωρίδα 8). Σε συµφωνία µε αυτό, ένα τµήµα 

που καλύπτει τα πρώτα 408 αµινοξέα κατακρατείται επαρκώς από το GST-CIITA/408-550 (Εικόνα 4C, 

λωρίδα 6) αλλά δεν έχει την ικανότητα οµοτυπικής αλληλεπίδρασης (Εικόνα 4C, λωρίδες 3-5). Τα 

καρβοξυτελικά αµινοξέα 408-1130 µπορεί να προσδένεται στα αµινοτελικά αµινοξέα 1-408 (Εικόνα 4D, 

λωρίδα 5) και λιγότερο ικανοποιητικά στον εαυτό του (Εικόνα 4D, λωρίδα 6). Είναι αξιοσηµείωτο οτι ένα 

άθικτο CIITA µόριο δεν έχει τη δυνατότητα να προσδένεται στον εαυτό του (Εικόνα 4Α, λωρίδα 10) ή στα 

αµινοτελικά 408 αµινοξέα (Εικόνα 4Α, λωρίδες 3-5 και C, λωρίδα 10), ενώ µπορεί να προσδένεται στα 

καρβοξυτελικά αµινοξέα 408-1130 (Εικόνα 4Α, λωρίδα 12 και D, λωρίδα 9). Άρα η αµινοτελική περιοχή 

πρέπει να ενέχεται µε την αυτοαλληλεπίδραση του CIITA in vitro. 
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Εικόνα 4: Οµοτυπικές και
ετεροτυπικές αυτοαλληλεπιδράσεις
από συγκεκριµένες περιοχές του CIITA
in vitro. Πειράµατα κατακρήµνισης µε GST
πραγµατοποιήθηκαν µε ίσα ποσά (1µg) των
GST συντήξεων µε τα υποδεικνυόµενα
κοµµάτια CIITA, και in vitro µεταφρασµένα
και σηµασµένα µε 35S-µεθειονίνη κατασκευές
CIITA, της αγρίου τύπου (Α), του 408-550 (Β),
του 1-408 (C), και 408-1130 (D).  

EIKONA 4 

 
Για να επιβεβαιώσουµε οτι τέτοιου είδους αυτοαλληλεπιδράσεις επίσης λαµβάνουν χώρα και in 

vivo χρησιµοποιήσαµε την τεχνική της συνανοσσοκατακρήµνισης των CIITA πρωτεϊνών που διέθεταν είτε 

FLAG επίτοπο είτε ήταν σε σύντηξη µε την GFP. Η Εικόνα 5Α  δείχνει οτι το FLAG-CIITA 

συνανοσοκατακρηµνίζει επαρκώς το GFP-CIITA (λωρίδα 2) αλλά όχι την GFP (λωρίδα 1). Το GFP-CIITA 

από µόνο του δεν προσδένεται στην anti-FLAG κολώνα (λωρίδα 3). Άρα άθικτα CIITA µόρια είναι ικανά να 

αυτο-ολιγοµερίζονται in vivo αλλά όχι in vitro, υποδεικνύοντας τη συµµετοχή επιπλέον παραγόντων ή 

πρωτεϊνικών τροποποιήσεων. Όµοια πειράµατα συνανοσσοκατακρήµνισης επιβεβαίωσαν οτι η 

αλληλεπίδραση των αµινοτελικών αµινοξέων 1-408 στην περιοχή 408-550 του CIITA επίσης 

πραγµατοποιείται in vivo (Εικόνα 5Β, λωρίδα 1) και απαιτεί άθικτη την κεντρική περιοχή επειδή κοµµάτια 

µετά αυτής δεν αλληλεπιδρούν (Εικόνα 5Β, λωρίδες 2 και 3). Αυτά τα πειράµατα δείχνουν οτι το CIITA 

πραγµατοποιεί πολλαπλές οµοτυπικές και ετεροτυπικές αλληλεπιδράσεις που µπορεί να οδηγήσουν σε 

ενδοµοριακές και/ή διµοριακές αυτοαλληλεπιδράσεις. 
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ΕΙΚΟΝΑ 5 

 
 Μετά εξετάσαµε την ικανότητα των µεταλλαγµέ

αλληλεπιδρούν µε τον εαυτό τους in vitro και in vivo. Η Εικόν

έχουν µειωµένη ικανότητα πρόσδεσης στην περιοχή 408-55

πρακτικά δεν αλληλεπιδρά. In vivo πειράµατα συνανοσσο

µεταλλαγές έχουν µειωµένη ικανότητα για αυτοαλληλεπίδρα

µε την αγρίου τύπου πρωτεΐνη (Εικόνα 6Β, λωρίδα 1). Συνολ

πιθανότητα οτι αυτές οι σηµειακές µεταλλαγές οδηγούν σ

λειτουργία επηρεάζοντας την ικανότητα για αυτοαλληλεπίδρα

  

 

 

 

Εικόνα 5: Το CIITA αλληλεπιδρά µε
τον εαυτό του in vivo. Συνολικά
πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα από COS-1
κύτταρα διαµολυµµένα µε τα
υποδεικνυόµενα (+) GFP- ή FLAG-
συντηγµένα µόρια
ανοσοκατακρηµνήστικαν µε anti-FLAG
αντίσωµα, τρέχτηκαν σε SDS-
αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης και
µετά ανοσοανιχνεύτηκαν µε anti-GFP
αντίσωµα. Οι υποδεικνυόµενες GFP
πρωτεϊνες ανιχνεύτηκαν είτε πριν (λωρίδες
4-6) ή µετά την ανοσσοκατακρήµνιση (IP)
µε anti-FLAG αντίσωµα (λωρίδες 1-3). Οι
πρωτεϊνες µε επίτοπο FLAG ήταν το FLAG-
CIITA (Α) και το FLAG.CIITA/1-408 (B). Οι
ποντικίσιες ανοσσοσφαιρίνες και µη ειδικά
ανιχνευόµενες πρωτεϊνες υποδεικνύονται
επίσης. 
νων πρωτεϊνών ml2, ml3, και F961S να 

α 6Α  δείχνει οτι οι µεταλλαγές ml2 και ml3 

0 του GST-CIITA, ενώ η µεταλλαγή F961S 

κατακρήµνισης δείχνουν οτι και οι τρεις 

ση (Εικόνα 6Β, λωρίδες 2-4), συγκρινόµενες 

ικά αυτά τα αποτελέσµατα στηρίζουν την 

ε διαφορική τοπολογία και προβληµατική 

ση. 
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EIKONA 6 

 
Η αλληλεπίδραση του CIITA µε τον εαυτό

συµπλήρωση. 

 Για να παρακολουθήσουµε την αλλ

συντήξεις µε την πράσινη φθορίζουσα πρωτε

τον υποκυτταρικό εντοπισµό των πρωτεϊνώ

πυρηνικό (Ν/C>10) (κοµµάτι α) και η έλλειψ

(Ν/C=0.33)(κοµµάτι b). Παρόλα αυτά, µετά

πυρηνικά επίπεδα (συγκρίνουµε τα κοµµάτι

(συγκρίνουµε τα κοµµάτια c και d). Σε τέτοιο

που υπολογίζεται από κύτταρα που συνεκφ

έτσι τα επίπεδα του αγρίου τύπου CIIT

αλληλεπίδρασης ανάµεσα σε δύο διαφορετικ

µελετήθηκε η επίδραση ενός κόκκινα φθορί

GFP-CIITA που από µόνο του ήταν πυρηνικό

SV40 NLS (GFP-NLS.CIITA). Το dsred-C

συνεκφραζόµενου GFP-NLS.CIITA (συγκρίνο

 

Εικόνα 6: Οι κυτταροπλασµατικές CIITA
µεταλλαγές έχουν µειωµένη ικανότητα για
αυτοαλληλεπίδραση. (Α) Κατακράτηση
αυξανόµενων ποσοτήτων (ο.25, 1, ή 2µg) του αγρίου
τύπου και των υποδεικνυόµενων CIITA µεταλλαγών
από το GST-CIITA/408-550. (Β) Συνολικά πρωτεϊνικά
εκχυλίσµατα COS-1 κυττάρων συνδιαµολυµµένων µε
τα υποδεικνυόµενα (+) ζευγάρια FLAG- και GFP-wt ή
µεταλλαγµένων CIITA µορίων, χρησιµοποιήθηκαν για
συνανοσοκατακρήµνιση χρησιµοποιώντας anti-FLAG
αντίσωµα που ακολουθήθηκε από ανοσοεντοπισµό
χρησιµοποιώντας anti-GFP αντίσωµα. W.B.: Western
Blot.
 του οδηγεί σε κυτταρική ανακατανοµή και λειτουργική 

ηλεπίδραση µεταξύ τµηµάτων του CIITA χρησιµοποιήσαµε 

ΐνη (GFP) και προβλέψαµε οτι η αλληλεπίδραση θα επηρέαζε 

ν. Η Εικόνα 7 δείχνει οτι το FLAG.CIITA/1-408 είναι κυρίως 

η 408-1130 που δεν έχει το NLS2 είναι κυτταροπλασµατική 

 από συνδιαµόλυνση, το µόριο 408-1130 δείχνει αυξηµένα 

α b και d) σε κύτταρα που εκφράζουν επίσης το CIITA/1-408 

υ είδους πειράµατα ο µέσος όρος του λόγου N/C του 408-1130 

ράζουν τα δύο µόρια αυξάνει από 0.33 σε 0.83, πλησιάζοντας 

A. Η ίδια προσέγγιση εφαρµόστηκε για τη µελέτη της 

ά άθικτα CIITA µόρια µέσα στα κύτταρα. Για αυτό το λόγο 

ζοντος CIITA (dsred-CIITA) (Εικόνα 7e) στην τοπολογία ενός 

 (Εικόνα 7f) λόγω της δράσης ενός εξωγενώς προστιθέµενου 

IITA οδήγησε σε αυξηµένη πυρηνική κατανοµή του 

υµε τα κοµµάτια h-f), υποδεικνύοντας οτι σ’αυτό το πλαίσιο, 
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ένα µοναδικό SV40 NLS που είναι παρόν στα διµερή που σχηµατίζεται µε το CIITA δεν είναι αρκετό να 

παρακάµψει τη δράση των σηµάτων εξόδου. Συνολικά η διµοριακή αλληλεπίδραση είτε των άθικτων 

µορίων CIITA ή κοµµατιών αυτού επηρεάζει την υποκυτταρική του κατανοµή µε τρόπο που µιµείται αυτή 

του άθικτου CIITA.         

                         
 

EIKONA 7 Εικόνα 7: Συνέκφραση
διαφορετικών CIITA µορίων οδηγεί
στην υποκυτταρική ανακατανοµή
στα κύτταρα. Τα FLAG-, GFP-, ή dsred-
CIITA παράγωγα διαµολύνθηκαν µόνα
τους ή σε συνδυασµό σε COS-7 κύτταρα,
και η υποκυτταρική τους κατανοµή
παρατηρήθηκε 24 ώρες µετά τη
διαµόλυνση µε άµεσο φθορισµό και/ή
χρώση χρησιµοποιώντας ένα FLAG
αντίσωµα προσδεµένο σε ισοθειοκυανική
τετραροδαµίνη.   

 Τέλος, για να ελέγξουµε τις λειτουργικές επιπτώσεις της αυτοαλληλεπίδρασης του CIITA, 

φτιάξαµε συµπληρωµατικά κοµµάτια CIITA που οµοιάζουν στο αγρίου τύπου µόριο, και τα 

συνδιαµολύναµε σε HeLa κύτταρα. Αυτόνοµα εκφραζόµενες αµινο- ή καρβοξυ-τελικές ελλείψεις του CIITA 

δεν είχαν επίδραση σε ένα φορέα αναφοράς MHC τάξης ΙΙ (Εικόνα 8, γραµµές 3, 4, 6, 7, 9, και 10). Είναι 

ενδιαφέρον οτι συνέκφραση αµινοτελικών και καρβοξυτελικών άκρων του CIITA που χωρίζονται στο 

αµινοξύ 408 (1-408 και 408-1130) δείχνουν αξιοσηµείωτη συµπληρωµατική ενεργότητα (Εικόνα 8, γραµµή 

8). Χωρίζοντας το µόριο στο αµινοξύ 330 ή 550 δεν αποκαθιστά τη CIITA ενεργότητα (Εικόνα 8, γραµµές 5 

και 11). Άρα, ένα λειτουργικό CIITA µπορεί να ανασυσταθεί από το συνδυασµό δύο χωριστών πρωτεϊνικών 

τµηµάτων που προέρχονται από διάτµηση στη θέση 408. Αντίθετα, τα καρβοξυτελικά κοµµάτια (408-1130 
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αµινοξέα), η µεταλλαγή F961S (γραµµή 14) ή τα ml2 και ml3, τα οποία δεν έχουν την ικανότητα 

αυτοαλληλεπίδρασης, είναι ανίκανα να αποκαταστήσουν τη µεταγραφική ενεργότητα µε τέτοιου είδους 

µεθόδους.           

 
 

EIKONA 8 Εικόνα 8: ∆ια-συµπλήρωση της
ενεργότητας του CIITA από τα
αυτόνοµα αµινο- και καρβοξυ-
τελικά άκρα του CIITA. HeLa
κύτταρα συνδιαµολύνθηκαν µε ίσα
ποσά αµινοτελικών ή καρβοξυτελικών
και/ή DNA φορέα για συµπλήρωµα
(0.3µg) στους συνδυασµούς που
υποδεικνύονται, και η επίδρασή τους
στον φορέα αναφοράς τάξης ΙΙ-
λουσιφεράση µελετήθηκε συγκριτικά µε
φορείς που εξέφραζαν το συνολικό
αγρίου τύπου CIITA. Το BLS υποδεικνύει
τη µεταλλαγή F961S. Τα αποτελέσµατα
παρουσιάζονται σαν φορές
ενεργοποίησης ως προς τα κύτταρα που
διαµολύνθηκαν µε άδειο φορέα (και η
ενεργοποίησή τους ορίσθηκε στην τιµή
1) και είναι οι µέσοι όροι τεσσάρων
πειραµάτων. 

 
ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 Σ’αυτή τη σειρά πειραµάτων µελετήσαµε µηχανισµούς που ελέγχουν την 

πυρηνοκυτταροπλασµατική µετακίνηση του CIITA. Καθορίσαµε δύο χωριστές περιοχές, την NER1 και τη 

NER2, που επιτυγχάνουν την εξαρτώµενη από τη CRM1 πυρηνική έξοδο του CIITA. Επιπλέον, παρέχουµε 

αποδείξεις οτι τα πυρηνικά επίπεδα του CIITA σχετίζονται µε την ικανότητά του να αλληλεπιδρά µε τον 

εαυτό του. ∆είχνουµε οτι το CIITA µπορεί να αλληλεπιδρά µε τον εαυτό του δια µέσω οµο- και 

ετεροτυπικών αλληλεπιδράσεων. Βασιζόµενοι στην ανάλυση των µεταλλαγών που καταστρέφουν την 

πυρηνική είσοδο, προτείνουµε οτι δοµικά στοιχεία που αποκαλύπτονται µε την αυτοαλληλεπίδραση 

επηρεάζουν την αναγνώριση του CIITA από το µηχανισµό εισόδου.  

 Η ρυθµιζόµενη πυρηνική µεταφορά είναι ένας µηχανισµός που ταχέως µεταβάλει έναν κυτταρικό 

παράγοντα από µια ανενεργό σε µια ενεργό µορφή και το αντίθετο κατά τη διάρκεια κυτταρικής 

σηµατοδότησης, της προαγωγής του κυτταρικού κύκλου, και µονοπατιών διαφοροποίησης. Η επιλογή για 

µεταφορά δια µέσου της πυρηνικής µεµβράνης επιτυγχάνεται από διαφορετικούς µηχανισµούς. Σε µερικές 

περιπτώσεις ο διµερισµός των παραγόντων µετά από σηµατοεξαρτώµενη φωσφορυλίωση (STATs) 

προηγείται της πυρηνικής εισόδου, παρότι δεν είναι καθορισµένο εάν είναι προαπαιτούµενο γι’αυτήν. Η 
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αλληλεπίδραση µε άλλες πρωτεΐνες είναι επίσης ένας καλά µελετηµένος µηχανισµός για τη ρυθµιζόµενη 

πυρηνοκυτταροπλασµατική µεταφορά. Η πρόσδεση του ΙkΒ στην p65 εµποδίζει την πυρηνική είσοδό της 

καλύπτοντας το NLS της (Beg et al., 1992; Zabel et al., 1993). Αντίθετα, η πρόσδεση της καλσινευρίνης 

αναστέλλει την πυρηνική έξοδο του NFAT καλύπτοντας τα σήµατα πυρηνικής εξόδου (Zhu and McKeon, 

1999). Επιπρόσθετα, η αυτοαλληλεπίδραση µπορεί να επηρεάζει την πυρηνοκυτταροπλασµατική 

µεταφορά, όπως υποδεικνύεται από τον τετραµερισµό της p53 που εµποδίζει την πυρηνική της έξοδο. 

 Παρότι η ενδοκυτταρική µετακίνηση κυρίως χαρακτηρίζει µεταγραφικούς παράγοντες που 

ενεργοποιούνται από µεταµεταφραστικούς µηχανισµούς, το CIITA, που ρυθµίζεται στο µεταγραφικό 

επίπεδο, επίσης µετακινείται ανάµεσα στον πυρήνα και το κυτταρόπλασµα (Cressman et al., 1999; 

Spilianakis et al., 2000). Αυτή η συµπεριφορά του CIITA δεν είναι τυπική για ένα συνενεργοποιητή, επειδή 

υπάρχει ένα µόνο άλλο παράδειγµα συνενεργοποιητή που έχει δειχθεί οτι κινείται ανάµεσα στον πυρήνα 

και το κυτταρόπλασµα σε απάντηση σε διαφορετικά ερεθίσµατα. Τα χαµηλά επίπεδα έκφρασης της 

ενδογενούς πρωτεϊνης δεν έχει επιτρέψει µέχρι τώρα τη διασαφήνιση του ρόλου της 

πυρηνοκυτταροπλασµατικής µετακίνησης του CIITA σε διάφορες φυσιολογικές και αναπτυξιακές 

καταστάσεις. Είναι πιθανό οτι το ποσό και/ή ο χρόνος που το CIITA κατακρατείται στον πυρήνα πρέπει να 

είναι αυστηρά καθορισµένα. Χαµηλά επίπεδα πυρηνικού CIITA ίσως είναι απαραίτητα για τη αποφυγή 

δευτερογενών επιδράσεων όπως είναι η αναστολή της ενεργότητας άλλων παραγόντων όπως έχει δειχθεί 

για τον NFAT (Sisk et al., 2000) και τον δεσµευτή Fas (Gourley and Chang, 2001) Επιπλέον, η πιθανότητα το 

CIITA να έχει άγνωστες λειτουργίες στο κυτταρόπλασµα δεν µπορεί να αποκλεισθεί. Σχετικά µε αυτό, η 

αµινοξική οµολογία του CIITA µε τον ενεργοποιητή κασπασών Nod-1 (Inohara et al., 1999) είναι πολύ 

ενδιαφέρουσα και απαιτεί επιπλέον µελέτη για να καθορισθεί ο ρόλος του σε αποπτωτικά µονοπάτια.  

 Το Nod-1 είναι γνωστό οτι ολιγοµερίζεται δια µέσω της περιοχής που είναι υπεύθυνη για πρόσδεση 

νουκλεοτιδίου (Inohara et al., 2000). ∆είχνουµε µε βιοχηµικές, τοπολογικές και λειτουργικές µεθοδολογίες 

οτι το CIITA είναι επίσης ικανό να ολιγοµερίζεται δια µέσω αλληλουχιών οµόλογων µε του Nod-1. Το 

CIITA έχει την ικανότητα για πολλαπλές (οµοτυπικές και ετεροτυπικές) αλληλεπιδράσεις, που όλες 

ενέχουν την κεντρική περιοχή του µορίου που φέρει τις θέσεις πρόσδεσης GTP και την περιοχή NER2. 

Ενδοµοριακές και διαµοριακές αλληλεπιδράσεις µπορούν να οδηγήσουν σε µια ανώτερη δοµή του 

µονοµερούς ή του διµερούς µε τρόπο που το ένα δεν αποκλείει το άλλο. Κανείς τύπος αλληλεπίδρασης δεν 

αποκλείεται από την παρούσα ανάλυση.  

 Η ετεροτυπική, ενδοµοριακή αλληλεπίδραση των αµινοτελικών αλληλουχιών που περιλαµβάνουν 

το NER1 µε την κεντρική περιοχή του NER2 περιορίζει την NER2-NER2 οµοτυπική αλληλεπίδραση και 

µειώνει τα πυρηνικά επίπεδα του CIITA. Σε συµφωνία µε αυτό, η αφαίρεση του NER1 µετατοπίζει την 

ισορροπία προς τις οµοτυπικές NER2-καθοριζόµενες αλληλεπιδράσεις που οδηγούν σε µια αποκλειστικά 

πυρηνική κατανοµή που παρατηρείται στην µορφή 102-1130/GFP του CIITA. Επίσης, σηµειακές µεταλλαγές 
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στο NER2, που καταργούν τον οµοτυπικό διµερισµό που καθορίζεται από το NER2, οδηγούν στην 

ανικανότητα πυρηνικής εισόδου. Αυτή η διαδικασία είναι διαφορετική από αυτή της IRF3 πρωτεϊνης, που 

είναι συστατικά κυτταροπλασµατική λόγω της ενδοµοριακής αλληλεπίδρασης, που καλύπτει το NLS, ενώ 

µετά τη σηµατοδότηση από ιό και την φωσφορυλίωσή της IRF3, διµερίζεται και εισέρχεται στον πυρήνα 

(Lin et al., 1999). Η ισορροπία των σηµάτων εισόδου και εξόδου στον καθορισµό της υποκυτταρικής 

κατανοµής του CIITA υποδεικνύεται από τα αποτελέσµατα ανακατανοµής  που προκαλούνται από τη 

ζευγαρωτή έκφραση αµινοτελικών µε καρβοξυτελικά κοµµάτια του CIITA ή των άθικτων CIITA µορίων, το 

ένα από τα οποία συνεκφράζεται µε ένα SV40 NLS. Και στις δύο περιπτώσεις η συνέκφραση οιοδήποτε 

ζεύγους µορίων αλλάζει δραµατικά την πυρηνική ή κυτταροπλασµατική κατανοµή της πρωτεϊνης και 

σχεδόν αποκαθιστά το πρότυπο κατανοµής και την ενεργότητα του αγρίου τύπου CIITA. 

 Η αλληλεπίδραση του CIITA µε τη CRM1 εξαρτάται από την παρουσία τόσο του NER1 όσο και του 

NER2. Επειδή δεν παρατηρήθηκε αξιοσηµείωτη αλληλεπίδραση της CRM-1  µε βακτηριακά εκφραζόµενο 

CIITA και in vitro µεταφρασµένη και σηµασµένη CRM-1 στην παρουσία ή απουσία Ran-GTP, η πιθανότητα 

οτι ένας ενδιάµεσος παράγοντας απαιτείται για αυτή την αλληλεπίδραση παραµένει ανοικτή για 

περαιτέρω διερεύνηση. Παράγωγα του CIITA που τους λείπει η αµινοτελική περιοχή που φέρει το NER1 

δείχνουν ένα ισχυρό επικρατή αρνητικό φαινότυπο (Bontron et al., 1997; Yun et al., 1997; Zhou et al., 1997). 

Άρα, το αρνητικό αποτέλεσµα αυτών των πρωτεϊνών προκύπτει από τον έντονο πυρηνικό εντοπισµό τους 

σε σχέση µε τη αυξηµένη ικανότητά τους να στρατολογούνται στον υποκινητή (Masternak et al., 2000). Η 

τοπολογία του NER1 µέσα στην περιοχή µεταγραφικής ενεργοποίησης υποδεικνύει οτι ο CBP και ο pCAF 

µπορεί να ανταγωνίζονται µε τη CRM1 για την πρόσδεση στο CIITA µε τρόπο όµοιο µε την καλσινευρίνη 

για τον NFAT (Zhu and McKeon, 1999). ∆είξαµε οτι ο pCAF αυξάνει τα πυρηνικά επίπεδα του CIITA µε ένα 

µηχανισµό που περιλαµβάνει την ακετυλίωση και την άµεση αλληλεπίδραση (Spilianakis et al., 2000). Είναι 

πιθανό οτι ο δεύτερος µηχανισµός ενέχει την κάλυψη της επιφάνειας πρόσδεσης του CIITA µε τη CRM-1. 

Άρα, τα CIITA µόρια που δεν ενέχονται σε µηχανισµούς µεταγραφικής µπορεί να έχουν γρήγορη 

πυρηνοκυτταροπλασµατική ανακατανοµή. Η πυρηνική κατακράτηση δια µέσω αλληλεπίδρασης µε 

συνενεργοποιητές έχει επίσης αναφερθεί για τον IRF3 (Kumar et al., 2000), τον HNF-4 (Soutoglou et al., 

2000), και τον ASC-1 (Kim et al., 1999). 

 Είναι ενδιαφέρον οτι διαφορετικές µεταλλαγές στο CIITA όπως η αντικατάσταση λευκινών και η 

µεταλλαγή στο καρβοξυτελικό NLS ή οι µεταλλαγές που πραγµατοποιούνται στις θέσεις πρόσδεσης GTP 

(Harton et al., 1999) ή την περιοχή πλούσια σε λευκίνες (Hake et al., 2000) οδηγούν σε προβληµατική 

πυρηνική είσοδο). Ένα µοντέλο σύµφωνο µε αυτά τα αποτελέσµατα θα µπορούσε να ενέχει αλλαγές της 

πρωτεϊνικής διαµόρφωσης που επηρεάζουν την αναγνώριση του CIITA από το µηχανισµό εισόδου. Όµοιοι 

µηχανισµοί ίσως µεταβάλλουν τις πυρηνοκυτταροπλασµατικές ιδιότητες και άλλων πρωτεϊνών επίσης. 
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Χαρακτηρισµός του ενισχυοσώµατος και των βηµάτων σχηµατισµού 

του µεταγραφοσώµατος ενός MHC τάξης ΙΙ γονιδίου.  

 

Αποτελέσµατα 

In vitro σχηµατισµός και χαρακτηρισµός του MHC τάξης ΙΙ ενισχυοσώµατος. 

 Προηγούµενες µελέτες είχαν προτείνει οτι το CIITA στρατολογείται στο τάξης ΙΙ ενισχυόσωµα 

αλληλεπιδρώντας µε πολλαπλές πρωτεΐνες του ενισχυοσώµατος όπως είναι ο CREB και τα πρωτεϊνικά 

σύµπλοκα RFX και NFY. Παρόλα αυτά οι προηγούµενες µελέτες είχαν πραγµατοποιηθεί χρησιµοποιώντας 

συνολικά εκχυλίσµατα πρωτεϊνών σαν πηγή για τους µεταγραφικούς παράγοντες και άρα δεν απέκλειαν 

την πιθανότητα οτι άλλες άγνωστες µέχρι τώρα πρωτεΐνες θα µπορούσαν να καθορίζουν αυτές τις 

αλληλεπιδράσεις. Θελήσαµε να ανασυστήσουµε in vitro το ενισχυόσωµα τάξης ΙΙ χρησιµοποιώντας 

ανασυνδιασµένα σύµπλοκα RFX, NFY και CREB. Οι τρεις RFX υποµονάδες (RFX5, RFXAP και RFXANK), 

µαζί µε τις τρεις NFY υποµονάδες (NFYA, NFYB και NFYC) και ο CREB εκφράστηκαν και καθαρίστηκαν 

από κύτταρα E.coli (Εικόνα 1Α).  

Η Εικόνα 1Β δείχνει οτι ο MHC τάξης ΙΙ υποκινητής (που τρέχει µόνος στη λωρίδα 1) σχηµατίζει 

διαφορετικά σύµπλοκα µε τα σύµπλοκα RFX, NFY και CREB (λωρίδες 2-4). Συνδυασµοί ανά δύο των 

παραγόντων αποκάλυψε το σχηµατισµό συµπλόκων του τάξης ΙΙ υποκινητή που περιείχαν και τους δύο 

παράγοντες καθώς επίσης και τις κατά µόνας προσδενόµενες πρωτεΐνες στο DNA (λωρίδες 5-7). Είναι 

αξιοσηµείωτο οτι όταν όλοι οι παράγοντες αλληλεπέδρασαν µε τον DRΑ υποκινητή ένα καινούριο 

σύµπλοκο σχηµατίστηκε που περιείχε και τις επτά πρωτεΐνες (Εικόνα 1Β, λωρίδα 8). Στην Εικόνα 1Γ 

υποδεικνύεται η πρόσδεση των προσχηµατισµένων συµπλόκων σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις. H 

συνεργατική φύση του σχηµατισµού του τάξης ΙΙ ενισχυοσώµατος αποκαλύφθηκε µε ποσοτικά πειράµατα 

αποτύπωσης µε DNAse I. Οι αυτόνοµες Εικόνες 1’Β και 1’Γ δείχνει οτι αυξανόµενες ποσότητες 

ανασυνδιασµένων RFX ή NFY προστατεύουν λίγο τον DRΑ υποκινητή από την πέψη µε DNAseI (Εικόνα 

1’Γ, τµήµατα 2 και 3). Σε αντίθεση ο CREB αλληλεπιδρά ισχυρά µε την X2 υποπεριοχή του DRA υποκινητή 

(τµήµα 4). Αξιοσηµείωτα, όταν οι ίδιες ποσότητες των RFX, NFY και CREB αλληλεπέδρασαν µε τον 

υποκινητή συγχρόνως, ένα εκτεταµένο αποτύπωµα που περιελάµβανε τα κουτιά Χ, Υ και την περιοχή 

ανάµεσα στα Χ και S κουτιά παρατηρήθηκε, ενδεικτικό του σχηµατισµού ενισχυοσώµατος (Εικόνα 1C, 

τµήµα 5). Είναι σηµαντικό, οτι ο σχηµατισµός ενισχυοσώµατος είναι ισχυρά συνεργατικός αφού ο 

σχηµατισµός του συµβαίνει σε συγκεντρώσεις των µεταγραφικών παραγόντων στις οποίες αυτοί οι 

ενεργοποιητές δεν µπορούν να προσδεθούν στο DNA όταν εξετάζονται από µόνοι τους (Εικόνα 1’Γ, 

συγκρίνουµε το τµήµα 5 µε τα τµήµατα 2, 3 και 4). Η Εικόνα 1∆ δείχνει οτι η συνεργατική και υψηλής 

συνάφειας πρόσδεση στο DNA οφείλεται στην σταθερή του αλληλεπίδραση µε το DNA όπως 
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αποκαλύπτεται µε τα off rate πειράµατα ανταγωνισµού (Εικόνα 1∆, τµήµα 1) αν συγκριθούν µε τα 

ανεξάρτητα CREB, RFX ή NFY υποσύµπλοκα (Εικόνα 1∆, τµήµατα 2, 3, 4 αντίστοιχα). 

 Για να εξετάσουµε την ικανότητα του ενισχυοσώµατος να στρατολογεί απευθείας CIITA 

πραγµατοποιήσαµε in vitro πειράµατα κατακράτησης πάνω σε ακινητοποιηµένο υπόστρωµα DNA. Ένα 

βιοτινυλιωµένο τµήµα DNA που εκτείνεται από τις -120 βάσεις DNA έως τις +13 βάσεις  (+1 είναι το σηµείο 

έναρξης της µεταγραφής όπως ορίζεται πάνω στον υποκινητή) του DRΑ υποκινητή (Εικόνα 1Ε, δεξί) 

προσδέθηκε σε µαγνητικά σφαιρίδια στρεπταβιδίνης (Dynal) και στη συνέχεια προσδέθηκαν τα σύµπλοκα 

RFX, NFY και CREB είτε κατά µόνας είτε όλα µαζί. Κατόπιν τα µαγνητικά σφαιρίδια αλληλεπέδρασαν µε 

καθαρή πρωτεΐνη CIITA. Η πρόσδεση των παραγόντων RFX, NFY, CREB και CIITA ανιχνεύτηκε µε 

ανοσοεντοπισµό. Η Εικόνα 1Ε δείχνει οτι ο RFX, ο NFY ή ο CREB δεν µπορούν να στρατολογήσουν CIITA 

όταν είναι προσδεµένοι από µόνοι τους στον DRα υποκινητή (λωρίδες 1-3). Παρόλα αυτά, το τάξης ΙΙ 

ενισχυόσωµα που αποτελείται και από τα τρία πρωτεϊνικά σύµπλοκα (RFX, NFY και CREB) στρατολογούν 

το CIITA επαρκώς (λωρίδα 4). Άρα το CIITA στρατολογείται στον DRα υποκινητή δια µέσω άµεσης 

αλληλεπίδρασης µε το ενισχυόσωµα για το σχηµατισµό του οποίου αναγκαία και ικανή είναι η παρουσία 

RFX, NFY και CREB. Αυτή ήταν η πρώτη φορά που χαρακτηρίστηκε από καθαρισµένες πρωτεΐνες το 

ενισχυόσωµα για ένα MHC τάξης ΙΙ υποκινητή. 
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Eικόνα 1: In vitro σχηµατισµός του τάξης ΙΙ ενισχυοσώµατος. (Α) Ανάλυση σε SDS-PAGE των βακτηριακά
παραγµένων και καθαρισµένων µε κολώνα Ni-NTA, ανασυνδιασµένων πρωτεϊνών. Οι υποµονάδες του RFX  και NFY
συµπλόκων καθώς και ο CREB έχουν τρέξει σε 10% πήκτωµα πολυακρυλαµίδης. (Β) Πειράµατα ΕMSA πραγµατοποιήθηκαν
χρησιµοποιώντας τις κατάλληλες ποσότητες για τις επτά ανασυνδιασµένες πρωτεϊνες µετά από πολλαπλές τιτλοδοτήσεις στο
ραδιοσηµασµένο µε 32Ρ DRα-ΧΥ ολιγονουκλεοτίδιο. Οι αντιδράσεις έχουν αναλυθεί σε 5% πήκτωµα πολυακρυλαµίδης. (Γ) Το
ίδιο όπως πριν. Υποδεικνύεται η πρόσδεση αυξανόµενων συγκεντρώσεων προσχηµατισµένων συµπλόκων. (∆) Πειράµατα off-
rate χρησιµοποιώντας χρησιµοποιώντας σύµπλοκα του ραδιενεργού DRα ολιγονουκλεοτιδίου και των υποδεικνυόµενων
παραγόντων. Στις αντιδράσεις όπου υποδεικνύεται έχει προστεθεί µη σηµασµένος µε ραδιενέργεια DNA ανιχνευτής σε 100
φορές περίσσεια και έχουν φορτωθεί σειριακά µετά το πέρας του χρόνου που υποδεικνύεται σε πήκτωµα ακρυλαµίδης 5%. (Ε)
Το κοµµάτι DNA του DRα υποκινητή από -120 έως +13 βιοτινυλιώθηκε και προσδέθηκε σε µαγνητικά σφαιρίδια Dynal. Οι
υποδεικνυόµενοι παράγοντες του ενισχυοσώµατος προστέθηκαν είτε κατά µόνας ή σε συνδυασµό µε ανασυνδιασµένη CIITA
πρωτεΐνη παραγµένη µε το σύστηµα των βακυλοϊών σε Sf9 κύτταρα λεπιδοπτέρων. Η παρουσία των κατακρατηµένων
πρωτεϊνών ανιχνεύθηκε µε την τεχνική του Western Blot µε τα υποδεικνυόµενα στα δεξιά αντισώµατα. (Εικόνα 1’Β) Πείραµα in
vitro αποτυπώµατος µε DNAseI πριν (¢) και µετά την πρόσδεση αυξανοµένων ποσοτήτων των υποδεικνυόµενων παραγόντων,
που έχουν σχηµατισθεί όπως παραπάνω (στα EMSA) αλλά σε µεγαλύτερες ποσότητες, σε ένα κοµµάτι DNA από τον DRα
υποκινητή που εκτείνεται από το -120 έως το +13 νουκλεοτίδιο σε σχέση µε το σηµείο έναρξης της µεταγραφής (+1). Οι
αντιδράσεις έχουν αναλυθεί σε πήκτωµα ακρυλαµίδης 6% µε ουρία. Οι προστατευµένες περιοχές (αγκύλες) και µια θέση
υπερευαισθησίας στη DNAseI (ΗS) υποδεικνύονται. (Εικόνα 1’Γ) Το ίδιο πείραµα όπως πριν. Παρατίθεται για να υποδειχθεί
καλύτερα η προστασία που παρατηρείται στο κουτί (S) του υποκινητή. 
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Στρατολόγηση παραγόντων που απαιτούνται για τη µεταγραφική ενεργότητα του υποκινητή DRA 

in vivo. 

 Για να διερευνήσουµε τη στρατολόγηση της πρωτεϊνης CIITA στον ενδογενή τάξης ΙΙ DRα 

υποκινητή πραγµατοποιήσαµε πειράµατα ανοσσοκατακρήµνισης χρωµατίνης χρησιµοποιώντας 

χρωµατίνη παρασκευασµένη από HeLa κύτταρα κατεργασµένα µε IFN-γ για διαφορετικά χρονικά 

διαστήµατα. Η Εικόνα 2Α (λωρίδες 1,2) δείχνει οτι στα µη κατεργασµένα κύτταρα ο DRα υποκινητής είναι 

κατειληµµένος από τους παράγοντες που απαρτίζουν το τάξης ΙΙ ενισχυόσωµα (σ’αυτό το πείραµα 

υποδεικνύεται ανοσσοκατακρήµνιση µε αντισώµατα για CREB και RFX5, αλλά αντίστοιχα πειράµατα µε 

τα ίδια αποτελέσµατα πραγµατοποιήθηκαν µε αντισώµατα για τις πρωτεΐνες RFXANK και NFYA), παρότι 

το DRα γονίδιο δεν εκφράζεται ακόµα (Εικόνα 2Β, λωρίδα 1). Αυτό το αποτέλεσµα είναι σε συµφωνία µε 

προηγούµενα δεδοµένα από in vivo αποτύπωση µε DNAseI που υποδεικνύουν προστασία των τάξης ΙΙ 

υποκινητών σε µη επαγµένα HeLa κύτταρα (Kara and Glimcher, 1993). Επίσης είναι αξιοσηµείωτο οτι µέρος 

της βασικής µεταγραφικής µηχανής όπως το TBP, η RNA PolII και ο TFIIH είναι επίσης προσδεµένα στον 

DRα υποκινητή προ επαγωγής (Εικόνα 2Α). Τα αποτελέσµατα αυτά υποδεικνύουν οτι το τάξης ΙΙ 

ενισχυόσωµα µπορεί να στρατολογεί παράγοντες της βασικής µεταγραφικής µηχανής µε τρόπο συστατικό 

και ανεξάρτητο της παρουσίας CIITA.  

Για να διερευνήσουµε αυτή την πιθανότητα πραγµατοποιήσαµε πειράµατα in vitro στρατολόγησης 

παραγόντων χρησιµοποιώντας ακινητοποιηµένο DNA του DRα υποκινητή. Η Εικόνα 2C δείχνει οτι 

απουσία του τάξης ΙΙ ενισχυοσώµατος κανείς από αυτούς τους βασικούς παράγοντες δεν προσδένεται στον 

DRα υποκινητή (λωρίδα 1). Παρόλα αυτά, το τάξης ΙΙ ενισχυόσωµα µπορεί να στρατολογήσει TBP, RNA 

PolII και TFIIH(p89) αλλά όχι τον TFIIE στον υποκινητή (λωρίδα 2). Έτσι, το τάξης ΙΙ ενισχυόσωµα µπορεί 

να στρατολογήσει σηµαντικούς παράγοντες της βασικής µεταγραφικής µηχανής στον υποκινητή απουσία 

CIITA. Αυτό το αποτέλεσµα είναι σε συµφωνία µε τα πειράµατα ανοσσοκατακρήµνισης χρωµατίνης που 

περιγράφονται προηγούµενα.  

  ∆ύο ώρες µετά την επαγωγή των κυττάρων µε IFN-γ το ενισχυόσωµα στρατολογεί το 

νεοσυντιθέµενο CIITA, του οποίου η έκφραση µετά την επαγωγή από IFN-γ πραγµατοποιείται από τους 

υποκινητές pΙΙΙ και pIV του γονιδίου CIITA (Εικόνα 2Β, λωρίδα 2). Κατά το ίδιο χρονικό διάστηµα (στις 2 

ώρες) το τάξης ΙΙ ενισχυόσωµα στρατολογεί τους συνενεργοποιητές και ακετυλοτρανσφεράσες CBP και 

GCN5 στον υποκινητή. Υποθέτουµε οτι η στρατολόγηση αυτών των πρωτεϊνών στον DRα υποκινητή 

πραγµατοποιείται µέσω της αλληλεπίδρασής τους µε το CIITA (Fontes et al., 1999; Kretsovali et al., 1998). Η 

ποσότητα του CIITA που προσδένεται στον υποκινητή είναι αναλογική της ποσότητας του CIITA που 

συντίθεται κατόπιν δράσης της IFN-γ (Εικόνα 2Α και 2Β). Η στρατολόγηση των CBP, GCN5 και CIITA στον 

υποκινητή ακολουθείται από την ακετυλίωση των ιστονών Η3 και Η4 (Εικόνα 2Α, λωρίδες 3-8). Είναι 

σηµαντικό οτι η ακετυλίωση των ιστονών στον υποκινητή προηγείται της στρατολόγησης των συµπλόκων 
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αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης SWI/SNF, που στα πειράµατα που παρουσιάζονται εκπροσωπούνται 

από τους παράγοντες Brg-1 ή Brm-1. Η Εικόνα 2Β υποδεικνύει οτι τα πρώτα µετάγραφα του µηνύµατος 

DRα εµφανίζονται στις έξι ώρες µετά την επαγωγή από IFN-γ όταν η στρατολόγηση των CIITA, GCN5, 

CBP, και RNA PolII καθώς και η ακετυλίωση των ιστονών έχουν φτάσει σχεδόν στις µέγιστες τιµές τους 

(λωρίδα 4). Τα µηνύµατα του DRα συνεχίζουν να συσσωρεύονται καθόλη τη διάρκεια του πέρατος του 

χρόνου (Εικόνα 2Β) και αυτή η αύξηση συσχετίζεται µε την αυξανόµενη σταθερότητα του ενισχυοσώµατος, 

και τη στρατολόγηση των CIITA και SWI/SNF (Εικόνα 2Α). 
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Εικόνα 2: Στρατολόγηση συµπαραγόντων in vitro και in vivo στον DRα υποκινητή κατά τη
διάρκεια επαγωγής από IFN-γ. (Α) Η σειρά της στρατολόγησης παραγόντων στον DRα υποκινητή µετά την
προσθήκη IFN-γ σε HeLa κύτταρα. Πειράµατα ανοσσοκατακρήµνισης χρωµατίνης πραγµατοποιήθηκαν,
χρησιµοποιώντας αντισώµατα εναντίον των υποδεικνυόµενων πρωτεϊνών ή εναντίον ακετυλιωµένης ιστόνης 3 (α-
Η3) και ιστόνη 4 (αΗ4) και µετά πραγµατοποιήθηκαν ηµιποσοτικές αντιδράσεις PCR στο ανοσοκατακρηµνισµένο ή
στο 1% του αρχικού υλικού χρησιµοποιώντας εκκινητές ειδικούς για τον εγγύς υποκινητή του DRα τάξης ΙΙ
γονιδίου. (Β) Ενεργοποίηση του τάξης ΙΙ DRα γονιδίου κατά τη διάρκεια επαγωγής από IFN-γ.  HeLa κύτταρα
επάχθηκαν µε IFN-γ για τα υποδεικνυόµενα χρονικά διαστήµατα. Τα επίπεδα mRNA ανιχνεύτηκαν ακολουθώντας
αντιδράσεις ηµιποσοτικής RT-PCR χρησιµοποιώντας εκκινητές που καλύπτουν την κωδική περιοχή του CIITA στα
αµινοξέα 960-1110 (CIITA), το mRNA που εκφράζεται από τους υποκινητές Ι, III και IV του CIITA, το εξόνιο ΙΙΙ του
γονιδίου DRα και την κωδική περιοχή του γονιδίου GAPDH, του IRF1 και του STAT1 όπως υποδεικνύεται στα
αριστερά. (C) In vitro στρατολόγηση των γενικών µεταγραφικών παραγόντων από το σχηµατισµένο ενισχυόσωµα.
Πυρηνικά κυτταρικά εκχυλίσµατα (ΗΝΕ) από HeLa κύτταρα προστέθηκαν στο βιοτινυλιωµένο DRα κοµµάτι DNA
στην παρουσία (+) ή την απουσία των παραγόντων του ενισχυοσώµατος (RFX, CREB και NFY). Οι υποδεικνυόµενοι
παράγοντες ανιχνεύτηκαν µε Western Blot χρησιµοποιώντας τα αντισώµατα που υποδεικνύονται στα αριστερά. 



Η παρατήρησή µας οτι ένα σηµαντικό ποσό TBP και RNA PolII είναι προσδεµένα στον υποκινητή 

πριν την επαγωγή από IFN-γ ήταν αξιοσηµείωτη και µη αναµενόµενη και γι’αυτό µετρήσαµε τα ποσά των 

πρωτεϊνών αυτών στον υποκινητή πραγµατοποιώντας πειράµατα ανοσσοκατακρήµνισης που 

ακολουθούνται από ποσοτική Real-time PCR ανάλυση. Για σύγκριση υπολογίστηκαν τα επίπεδα TBP και 

RNA Pol II σε Β-λεµφοκύτταρα που εκφράζουν (Raji) ή όχι (RJ2.2.5, SJO) MHC τάξης ΙΙ. Επίσης 

χρησιµοποιήθηκε ως γονίδιο αναφοράς το γονίδιο της GAPDH. Επιπλέον, αυτά τα ποσά συγκρίθηκαν 

επίσης µε τα ποσά του υποκινητή DRα DNA που ανοσοκατακρηµνίσθηκαν µε ΤΒΡ και RNA PolII από 

κύτταρα που είτε εκφράζουν συστατικά τα τάξης ΙΙ γονίδια (όπως  η Raji Β λεµφοκυτταρική σειρά), η 

ισογενής µεταλλαγµένη σειρά RJ2.2.5 που δεν εκφράζει λειτουργική CIITA πρωτεΐνη ή τα SJO κύτταρα που 

δεν εκφράζουν την υποµονάδα RFX5 του συµπλόκου RFX του ενισχυοσώµατος και εποµένως δεν 

εκφράζουν και τα τάξης ΙΙ γονίδια. Το πάνω µέρος της Εικόνας 3 δείχνει οτι το ποσό του TBP που είναι 

προσδεµένο στον µη επαγµένο DRΑ υποκινητή είναι το 51% αυτού που είναι προσδεµένο στον υποκινητή 

του ισχυρά εκφραζόµενου GAPDH γονιδίου, και αυτί το ποσοστό αυξάνει στο 99% αυτού µετά την 

επαγωγή µε IFN-γ. Η Εικόνα 3 δείχνει οτι όπως ήταν αναµενόµενο, ο υποκινητής του DRα γονιδίου που 

εκφράζεται συστατικά στα Raji Β κύτταρα είναι κατειληµµένος από υψηλά επίπεδα ΤΒΡ, παρόλα αυτά, το 

ποσό του ΤΒΡ που είναι προσδεµένο στον DRα υποκινητή σε κύτταρα που δεν εκφράζουν CIITA ή RFX5 

είναι 17% και λιγότερο από 1% των επιπέδων στον GAPDH υποκινητή, αντίστοιχα. Άρα, το ΤΒΡ δεν µπορεί 

να στρατολογηθεί στον DRα υποκινητή σε κύτταρα που δεν εκφράζουν την πρωτεΐνη RFX5 του 

ενισχυοσώµατος. Αυτό το αποτέλεσµα συµφωνεί µε τα προηγούµενα όπου ένα προσχηµατισµένο 

ενισχυόσωµα µπορεί να στρατολογήσει TBP στην απουσία CIITA. Παρόµοια αποτελέσµατα παίρνουµε 

όταν υπολογίσουµε τα σχετικά επίπεδα της RNA PolII που στρατολογούνται στους υποκινητές DRα και 

GAPDH. Όπως φαίνεται στο κάτω µέρος της Εικόνας 3, ένα σηµαντικό ποσό της RNA PolII καταλαµβάνει 

τον υποκινητή ακόµα και πριν την επαγωγή από IFN-γ, και αυτό το ποσό αυξάνει µε το πέρας του χρόνου 

της επαγωγής στα HeLa κύτταρα. Υπολογίσαµε οτι η στρατολόγηση της RNA PolII αυξάνει 6 φορές µετά 

την επαγωγή από IFN-γ σε επίπεδα όµοια µε αυτά στους υποκινητές GAPDH ή DRα που και οι δύο 

εκφράζονται συστατικά στα Raji κύτταρα. Είναι σηµαντικό οτι το ποσό της RNA PolII που είναι στον DRα 

υποκινητή στα µη επαγµένα HeLa κύτταρα είναι συγκρίσιµο µε αυτό κυττάρων που δεν εκφράζουν CIITA 

αλλά και πάλι είναι 10 φορές περισσότερο από αυτό που βρίσκεται σε κύτταρα που δεν εκφράζουν RFX5. 

Άρα, το ΤΒΡ και η RNA PolII και οι δύο στρατολογούνται µε τρόπο που εξαρτάται από το ενισχυόσωµα στο 

µεταγραφικά σιωπηλό DRα γονίδιο στα HeLa κύτταρα. 

 Ο υποκινητής του µη εκφραζόµενου γονιδίου της Ιντερφερόνης-β (IFN-β) χρησιµοποιήθηκε σαν 

γενικό αρνητικό control σε όλα τα πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης. Σε όλες τις περιπτώσεις 

που εξετάσαµε τα σήµατα της IFNβ ήταν σταθερά κοντά στα επίπεδα του θορύβου. 
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Εικόνα 3: Ανάλυση Real time PCR µετά
από ανοσσοκατακρήµνιση χρωµατίνης
µε αντισώµατα για ΤΒΡ (πάνω) και RNA
PolII (κάτω). Ανοσοκατακρηµνισµένη
χρωµατίνη από µη επαγµένα (0h) ή επαγµένα
για τους υποδεικνυόµενους χρόνους  HeLa (H),
κύτταρα Raji που εκφράζουν τάξης ΙΙ (Raji),
κύτταρα RJ2.2.5 που δεν εκφράζουν CIITA. Και
SJO που δεν εκφράζουν RFX5,
πολλαπλασιάστηκε µε εκκινητές ειδικούς για
τους υποκινητές DRα ή GAPDH και µετά
αναλύθηκε ποσοτικά. Οι τιµές του GAPDH κατά
τη διάρκεια της επαγωγής από IFN-γ στα HeLa
κύτταρα εµφανίζουν µικρή τυχαία διακύµανση.
Τα αποτελέσµατα είναι το % ποσοστό της
ανοσοκατακρηµνισµένης σε σχέση µε την αρχική
χρωµατίνη που χρησιµοποιήθηκε και εκπροσωπεί
µέσους όρους από τουλάχιστον 3 ανεξάρτητα
πειράµατα µε σφάλµα λιγότερο του 25% της
µέσης τιµής. 

EIKONA 3   

DRA 

 
 
Το CIITA ενισχύει τη φωσφορυλίωση της Ser5 της καρβοξυτελικής ουράς της RNA Πολυµεράσης ΙΙ. 

 Τα πειράµατα που παρουσιάστηκαν µέχρι τώρα συγκλίνουν στο παρακάτω µοντέλο: Στα µη 

επαγµένα κύτταρα το ενισχυόσωµα σχηµατίζεται από προϋπάρχοντες µεταγραφικούς παράγοντες που 

στρατολογούν µια υποοµάδα βασικών παραγόντων της µεταγραφικής µηχανής (TBP, RNAPolII και TFIIH-

p89) στον DRα υποκινητή. Μετά την επαγωγή από IFN-γ το νεοσυντιθέµενο CIITA στρατολογείται στο 

ενισχυόσωµα δια µέσω ισχυρών αλληλεπιδράσεων οδηγώντας µετέπειτα στη στρατολόγηση των CBP και 

GCN5 και αυτό ακολουθείται από την ακετυλίωση των ιστονών Η3 και Η4 και τη συνακόλουθη 

στρατολόγηση της µηχανής αλλαγής της δοµής της χρωµατίνης SWI/SNF. Η παρουσία της RNA PolII στον 

DRα υποκινητή στα µη επαγµένα κύτταρα µας ώθησε να εξετάσουµε τα επίπεδα φωσφορυλίωσης της 

καρβοξυτελικής ουράς της. Η φωσφορυλίωση της RNA Pol II απαιτείται για τη µετακίνησή της από το 

προεναρκτήριο σύµπλοκο και επιµήκυνση της µεταγραφής. Οι κινάσες CDK7 και CDK9 φωσφορυλιώνουν 

την καρβοξυτελική περιοχή της RNA Pol II. Στην Εικόνα 4Α  λωρίδα 2 υποδεικνύεται οτι η CDK7, µια 

υποµονάδα του ολο-TFIIH συµπλόκου στρατολογείται στον ενδογενή DRα υποκινητή και αυτή η 
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στρατολόγηση σχετίζεται επακριβώς µε την κινητική της στρατολόγησης του CIITA (Εικόνα 2Α, λωρίδα 2). 

Έτσι, τα δύο υποσύµπλοκα που συνδυάζονται για να σχηµατίσουν το ολο-TFIIH, το κεντρικό TFIIH που 

περιλαµβάνει την p89 υποµονάδα και το CAK σύµπλοκο που περιέχει την CDK7 κινάση, στρατολογούνται 

και τα δύο στον DRα υποκινητή µε σαφείς κινητικές και µηχανισµούς. Επιπλέον , η CDK9, µια υποµονάδα 

του pTEF-b συµπλόκου, στρατολογείται επίσης στον τάξης ΙΙ υποκινητή µε µια ελαφρώς καθυστερηµένη 

κινητική σε σχέση µε τη CDK7. Είναι καλά µελετηµένο οτι η φωσφορυλίωση της RNA PolII CTD από τις 

κινάσες CDK7 και CDK9 σηµατοδοτεί τη µετάβαση από τη µεταγραφική έναρξη στη µεταγραφική 

επιµήκυνση. Χρησιµοποιώντας αντισώµατα που αναγνωρίζουν ειδικά τις φωσφορυλιωµένες µορφές της 

RNA PolII CTD (Εικόνα 4Α) δείξαµε οτι το χρονικό σηµείο έναρξης της µεταγραφής του DRα (6 

ώρες)(Εικόνα 2Β) συσχετίζεται απόλυτα µε την αύξηση της φωσφορυλίωσης της Ser5 της RNA PolII CTD. 

Απ’την άλλη µεριά, η φωσφορυλίωση της Ser2 της RNA PolII CTD δεν συµβαδίζει µε τη µεταγραφή του 

DRα (Εικόνα 4Α). Αυτά τα αποτελέσµατα υποστηρίχθηκαν επιπλέον µε ποσοτική Real time PCR ανάλυση 

(Εικόνα 4Β και 4C). Όπως φαίνεται στην Εικόνα 4C τα ποσά της φωσφορυλιωµένης Ser5 RNA PolII στο 

µέγιστο της DRα µεταγραφής είναι παρόµοια µε τα ποσά που ανιχνεύονται στον υποκινητή του GAPDH 

γονιδίου. Βρέθηκε επίσης οτι υπάρχει απόλυτη συσχέτιση της Ser5 φωσφορυλίωσης στον DRα υποκινητή 

ανάµεσα στα επαγµένα από IFΝ-γ HeLa κύτταρα και τα συστατικά ενεργά Raji κύτταρα. Σε αντιδιαστολή, 

τα επίπεδα της Ser2 φωσφορυλίωσης δεν συνδυάζονται µε τη µεταγραφική ενεργοποίηση του γονιδίου 

DRA. Σε κύτταρα που δεν εκφράζουν CIITA ή RFX5 δεν ανιχνεύεται φωσφορυλιωµένη RNA Pol II (Εικόνα 

4Β και 4C). Σαν στοιχείο ποιοτικού ελέγχου δείχνουµε οτι η ποσότητα του CREB που είναι προσδεµένη στον 

DRα υποκινητή σε όλους τους κυτταρικούς τύπους ήταν όµοια. Σαν σηµείωση αναφέρουµε οτι τα ποσά της 

CREB πρωτεϊνης που είναι προσδεµένη στον DRα υποκινητή στα SJO κύτταρα (που δεν εκφράζουν RFX5) 

ήταν µειωµένα, ένα αποτέλεσµα σύµφωνο µε τη συνεργατική φύση σχηµατισµού του ενισχυοσώµατος.  
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Εικόνα 4: ∆υναµική στρατολόγηση των κινασών της RNA PolII και φωσφορυλίωση των σερινών της
CTD στη µεταγραφή επαγµένη από IFN-γ. (Α) Ανάλυση ανοσσοκατακρήµνισης χρωµατίνης της CDK7, CDK9 και
των φωσφορυλιωµένων µορφών της RNA PolII στις σερίνες 2 και 5, κατά τη διάρκεια επαγωγής από IFN-γ σε HeLa
κύτταρα. (Β,C) Ανάλυση Real time PCR των φωσφορυλιωµένων µορφών της RNA PolII στις σερίνες 2 και 5 στον τάξης ΙΙ
DRα υποκινητή σε επαγµένα από IFN-γ HeLa κύτταρα και Β λεµφοκύτταρα (Raji, RJ2.2.5 και SJO). Πειράµατα ελέγχου
πραγµατοποιήθηκαν και στον υποκινητή του GAPDH γονιδίου. (D) Ανάλυση Real time PCR του προσδεµένου στον DRα
υποκινητή παράγοντα CREB σε HeLa κύτταρα ή στους υποδεικνυόµενους Β λεµφοκυτταρικούς τύπους.  

 
 
 
 
 
 

 
 
Αφού η στρατολόγηση των CTD κινασών, CDK7 και CDK9 συµβαίνει µετά τη στρατολόγηση του 

CIITA στον υποκινητή εξετάσαµε την πιθανότητα αλληλεπίδρασής τους µε το CIITA. Η Εικόνα 5Α δείχνει 

οτι αντισώµατα για τις ενδογενείς CDK7 και CDK9 πρωτεΐνες µπορούν να κατακρηµνίσουν το CIITA 

(λωρίδες 3, 4) που έχει εκφραστεί σε COS κύτταρα µετά από διαµόλυνση µε τον κατάλληλο φορέα. Σε 

αντίθεση αντισώµατα για την RNA PolII δεν κατακρηµνίζουν το CIITA (λωρίδα 2). Τα Western Blot της 

Εικόνας 5 (λωρίδες 5,6 και 7) υποδεικνύουν την ειδικότητα των αντισωµάτων που χρησιµοποιήθηκαν για 

ανοσσοκατακρήµνιση. Άρα, το CIITA µπορεί να στρατολογήσει και τις δύο κινάσες στον υποκινητή δια 

µέσω άµεσων ή έµµεσων αλληλεπιδράσεων πρωτεϊνης-πρωτεϊνης.  

Τα πειράµατα που περιγράφηκαν µέχρι τώρα υποδεικνύουν οτι το CIITA µπορεί να επηρεάζει το 

επίπεδο φωσφορυλίωσης της RNA PolII στρατολογώντας τις κινάσες CDK7 και CDK9. Για να 

διερευνήσουµε αυτή την πιθανότητα εξετάσαµε την ικανότητα του CIITA να ενισχύει τη φωσφορυλίωση 

της RNA PolII in vitro. Το σύµπλοκο του ολοενζύµου της RNA PolII ανοσοκατακρηµνίστηκε 

χρησιµοποιώντας αντίσωµα ειδικό για την RNA PolII και το επίπεδο της φωσφορυλίωσης της RNA PolII 
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προσδιορίστηκε χρησιµοποιώντας 32Ρ-ΑΤΡ και ανασυνδιασµένο CIITA στην αντίδραση. Η Εικόνα 5Β δείχνει 

οτι η προσθήκη του CIITA παραγµένου σε κύτταρα βακυλοϊών αυξάνει την in vitro φωσφορυλίωση της 

RNA PolII (συγκρίνουµε τις λωρίδες 2 και 3). Το Western Blot  υποδεικνύει οτι στις λωρίδες 5, 6 και 7 τις 

µορφές της φωσφορυλιωµένης RNA PolII που επάγεται από CIITA και χαρακτηρίζονται σαν µορφές RNA 

PolII Α και ΙΙο. Αυτά τα αποτελέσµατα επιβεβαιώθηκαν επίσης από το πείραµα που δείχνεται στη Εικόνα 

5C. Εδώ, ανοσοκατακρηµνισµένη RNA PolII αφέθηκε να φωσφορυλιωθεί από τις αλληλεπιδρώσες σ’αυτήν 

CDK πρωτεΐνες χρησιµοποιώντας µη ραδιενεργό ATP στην παρουσία ή απουσία ανασυνδιασµένου CIITA 

που ακολουθείται από western blot ανάλυση χρησιµοποιώντας αντισώµατα για τις φωσφορυλιωµένες 

µορφές της RNA PolII CTD στις Ser2 ή Ser5. Η Εικόνα 5C δείχνει οτι το CIITA ειδικά αυξάνει τη 

φωσφορυλίωση της Ser5 αλλά όχι της Ser2 σε δείγµα όπου τα πυρηνικά εκχυλίσµατα δεν έχουν επιδεχθεί 

την επίδραση απυράσης (καταστρέφει το ΑΤΡ) (λωρίδα 3) ή έχει χρησιµοποιηθεί απυράση (λωρίδα 4). Άρα, 

µια απ’τις δράσεις του CIITA είναι να αυξάνει τη φωσφορυλίωση της Ser5 στην καρβοξυτελική άκρη (CTD) 

της RNA PolII. 
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EIKONA 5 
IP A. Input  

Input α-Pol II α-cdk 9 α-cdk7 66 

200 50  

116 31  
1                  2                     3                     4                                         5                             6               7  

W.B: α-Pol II α-Myc α-Cdk9 α-Cdk7 

B. 

  Pol II (IP)                  
CIITA                + + 

+ + 
+ Buffer                  + + + Input HNE 

IIo 

200 KDa 
IIa 

Aυτοραδιογραφία 
   α-Pol II      α-Ser2P 

WB 
   α-Ser5P 

    1               2                  3                 4                      5                        6                      7      

C. + + +  + 

+  + 
+ 

 
+

 +   +
Pol II (IP) 
CIITA 

+ + Buffer 
Apyrase 

W.B.: α-Ser2P 

W.B.: α-Ser5P 

W.B.: α-Pol II 

  1                  2                    3                 4     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Εικόνα 5: Το CIITA ενισχύει τη φωσφορυλίωση της RNA PolII. (A) To CIITA αλληλεπιδρά in vivo µε τις
κινάσες CDK7 και CDK9. Συνολικά κυτταρικά εκχυλίσµατα από COS-1 κύτταρα διαµολυµένα µε CIITA µε myc επίτοπο
αναλύθηκαν σε 8% αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης και ανοσοανιχνεύθηκαν µε anti-myc αντίσωµα είτε πριν
(input) είτε µετά από ανοσσοκατακρήµνιση (ΙΡ) µε αντισώµατα κατά της RNA PolII, της CDK7 και της CDK9.  Κυτταρικά
εκχυλίσµατα αναλύθηκαν σε 6% και 10% πηκτώµατα και ανοσοανιχνεύτηκαν µε αντισώµατα για RNA PolII, CDK7 και
CDK9 αντίστοιχα. (Β) Η RNA PolII ανοσοκατακρηµνήστικε από πυρηνικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα HeLa κυττάρων και
ίσες ποσότητες φωσφορυλιώθηκαν in vitro µε γ-32Ρ-ΑΤΡ στην παρουσία ή απουσία CIITA. Οι αντιδράσεις αναλύθηκαν σε
6% αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης µαζί µε input HeLa πυρηνικά εκχυλίσµατα. Το ραδιενεργό κοµµάτι του
πηκτώµατος στέγνωσε και υπέστη αυτοραδιογραφία. Το µη ραδιενεργό κοµµάτι µεταφέρθηκε σε νιτροκυτταρίνη και
αναλύθηκε µε τα υποδεικνυόµενα αντισώµατα. Οι µορφές ΙΙο και ΙΙα αντιστοιχούν στις φωσφορυλιωµένες και µη
φωσφορυλιωµένες µορφές της RNA PolII. (C) Αντιδράσεις in vitro φωσφορυλίωσης της RNA PolII πραγµατοποιήθηκαν
παρουσία CIITA σε πυρηνικά εκχυλίσµατα που έχουν επιδεχθεί ή όχι τη δράση απυράσης όπως υποδεικνύεται. Οι
φωσφορυλιωµένες µορφές της RNA PollII ανιχνεύονται µε ανοσοανίχνευση χρησιµοποιώντας αντισώµατα ειδικά για τις
φωσφορυλιωµένες µορφές της RNA PolII CTD στις Ser2 και Ser5.
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 Προηγούµενες µελέτες έχουν δείξει οτι η µεταγραφή γονιδίων ως απάντηση σε περιβαλλοντικά 

ερεθίσµατα επιτυγχάνεται µε διακριτούς µηχανισµούς. Γενικά, οι µεταγραφικοί ενεργοποιητές 

προσδένονται σειριακά στα ρυθµιστικά τους στοιχεία και αυτό οδηγεί σε µια καθορισµένη σειρά 

στρατολόγησης τόσο των παραγόντων που αλλάζουν τη δοµή της χρωµατίνης καθώς και των γενικών 

µεταγραφικών παραγόντων (Cosma, 2002). Αυτές οι διαφορές σχετίζονται µε διαφορετικές βιολογικές 

ανάγκες για κάθε γονιδιακό προϊόν. Σ’αυτό το κοµµάτι της εργασίας περιγράφουµε τη σειρά των 

γεγονότων που λαµβάνουν χώρα κατά τη διάρκεια της επαγωγής του MHC τάξης ΙΙ DRα γονιδίου κατόπιν 

επαγωγής από την IFN-γ. Βρήκαµε οτι, σε αντίθεση µε προηγούµενες περιπτώσεις της ρυθµιζόµενης από 

ερεθίσµατα γονιδιακής µεταγραφής όπως ιός (Agalioti et al., 2000), οιστρογόνα (Shang et al., 2000), η 

έλλειψη φωσφορικών (Gregory et al., 1999) ή από σήµατα διαφοροποίησης (Soutoglou and Talianidis, 2002), 

οι ενεργοποιητές που είναι υπεύθυνοι για την έκφραση του DRΑ γονιδίου είναι προσδεδεµένοι από πριν 

στον ενισχυτή σχηµατίζοντας το τάξης ΙΙ ενισχυόσωµα. Το ενισχυόσωµα που λειτουργεί σαν µια 

επιφάνεια πρόσδεσης για τη στρατολόγηση µια σειράς παραγόντων της βασικής µεταγραφικής µηχανής 

που παραµένουν προσδεµένοι στον εγγύς υποκινητή ακόµα και κάτω από συνθήκες όπου το γονίδιο είναι 

µεταγραφικά ανενεργό. Με άλλα λόγια τα τάξης ΙΙ γονίδια είναι «προετοιµασµένα» για έκφραση. Η 

µεταγραφική ενεργοποίηση σε απάντηση στην IFN-γ απαιτεί τη σύνθεση του CIITA, το οποίο 

στρατολογείται ταχέως στον υποκινητή όλων των τάξης ΙΙ γονιδίων. ∆είξαµε οτι αυτή η στρατολόγηση 

σχετίζεται µε την περαιτέρω στρατολόγηση συµπλόκων µε ιδιότητες αλλαγής της δοµής της χρωµατίνης 

όπως ακετυλοτρανσφεράσες ιστονών και µηχανές αλλαγής της δοµής που εξαρτώνται από ATP. Είναι 

σηµαντικό, οτι το CIITA επίσης στρατολογεί CDK7 και CDK9 οδηγώντας έτσι στη φωσφορυλίωση της 

καρβοξυτελικής ουράς της RNA PolII και την επιµήκυνση της µεταγραφής. Έτσι, µια από τις σηµαντικές 

λειτουργίες του CIITA είναι να επάγει την έναρξη και συνέχιση της µεταγραφής. Συνολικά, τα 

αποτελέσµατά µας περιγράφουν µια νέα στρατηγική µε την οποία ένας ειδικός µεταγραφικός 

συνενεργοποιητής  ρυθµίζει το πρόγραµµα της MHC τάξης ΙΙ γονιδιακής έκφρασης. 

 Το τάξης ΙΙ ενισχυόσωµα σχηµατίζεται δια µέσω πολλαπλών συνεργατικών αλληλεπιδράσεων 

ανάµεσα στις πρωτεΐνες που το αποτελούν και το DNA (Masternak et al., 2000). Κάναµε ανασύσταση του 

ενισχυοσώµατος in vitro χρησιµοποιώντας τις επτά υποµονάδες που το αποτελούν (RFX: 

RFX5,RFXANK,RFXAP, NFY: NFYA,NFYB,NFYC, CREB) και βρήκαµε οτι η µοριακή βάση για τη 

συνεργατικότητα είναι ο πολύ αργός ρυθµός αποσύνθεσης του RFX και NFY.Ο CREB παίζει ένα σηµαντικό 

ρόλο σ’αυτή τη διαδικασία αλληλεπιδρώντας µε τα σύµπλοκα RFX και NFY και σταθεροποιώντας την 

αλληλεπίδρασή τους µε το DNA-ενισχυτή. Αυτή η υπόθεση είναι συµβατή µε προηγούµενες παρατηρήσεις 

που δείχνουν οτι η προσθήκη µισής αλλά όχι ολόκληρης έλικας DNA ανάµεσα στις θέσεις πρόσδεσης των 

µεταγραφικών παραγόντων πάνω στον ενισχυτή µειώνει δραµατικά την ενεργότητά του (Ting and 
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Trowsdale, 2002). Τα πειράµατα ανοσσοκατακρήµνισης χρωµατίνης έδειξαν οτι η σύσταση του 

ενισχυοσώµατος in vivo δεν είναι αρκετή για µεταγραφική ενεργοποίηση παρά το γεγονός οτι ποικίλες 

µονάδες της βασικής µεταγραφικής µηχανής συµπεριλαµβάνοντας τους ΤΒΡ και RNA PolII έχουν ήδη 

φτάσει στον υποκινητή. Παρόλα αυτά, αυτά τα σύµπλοκα είναι εν δυνάµει ενεργά. ∆είξαµε οτι σύµπλοκο 

ενισχυοσώµατος-βασικής µεταγραφικής µηχανής ενεργοποιείται στρατολογώντας το νεοσυντιθέµενο 

CIITA µετά τη χρήση IFN-γ. Η στρατολόγηση CIITA οδηγεί σε περαιτέρω σταθεροποίηση του 

µεταγραφικού συµπλόκου αλληλεπιδρώντας και συντονίζοντας µια νέα σειρά πρωτεϊνικών 

αλληλεπιδράσεων τόσο µε το ενισχυόσωµα αλλά και τη µερικώς σχηµατισµένη µεταγραφική µηχανή. Άρα 

ο σχηµατισµός ενός λειτουργικού ενισχυοσώµατος συµβαίνει σε διακριτά βιοχηµικά βήµατα. Οµοίως και 

το προεναρκτήριο µεταγραφικό σύµπλοκο επηρεάζεται επίσης από το CIITA. ∆είξαµε οτι η στρατολόγηση 

των TBP και RNA PolII αυξάνεται µετά τη στρατολόγηση του CIITA και οτι το CIITA οδηγεί στη 

στρατολόγηση των CDK7 και CDK9 κινασών της CTD της RNA PolII. Αυξηµένη σταθερότητα 

ενισχυοσώµατος και προεναρκτήριου µεταγραφικού συµπλόκου µετά την επαγωγή από IFN-γ µπορεί να 

εξηγήσει άλλες παρατηρήσεις όπου χρησιµοποιώντας in vivo αποτύπωση µετά από DNAseI έδειξαν 

αυξηµένη προστασία στα κουτιά ΧΥ του τάξης ΙΙ ενισχυτή από IFN-γ ή CIITA σε κύτταρα ινοσαρκώµατος 

(Wright et al., 1998). Ποσοτική ανάλυση έδειξε οτι µη επαγµένα HeLa κύτταρα οµοιάζουν µε Β 

λεµφοκυτταρικές σειρές που δεν εκφράζουν CIITA όσον αφορά την χαµηλή στρατολόγηση RNA PolII αλλά 

διαφέρουν σ’ότι αφορά τα TBP επίπεδα (Masternak and Reith, 2002). Άρα ο DRα υποκινητής στα επιθηλιακά 

HeLa κύτταρα οµοιάζουν περισσότερο µε τον υποκινητή του τάξης ΙΙ γονιδίου DMB σε Β λεµφοκύτταρα 

που δεν εκφράζουν CIITA όπου φαίνεται οτι η πρόσδεση TBP καθορίζεται κυρίως από το ενισχυόσωµα 

µόνο (Masternak and Reith, 2002). Συνολικά, αυτά τα αποτελέσµατα δείχνουν οτι ο σχηµατισµός του 

προεναρκτήριου µεταγραφικού συµπλόκου στους MHC τάξης ΙΙ υποκινητές µπορεί να ελέγχεται από 

µηχανισµούς ειδικούς για τον υποκινητή, το κύτταρο ή κάποιο σήµα. Πιο ειδικά σε ινοβλαστικά κύτταρα 

που απαντούν αναστρέψιµα στην IFN-γ, ο DRα υποκινητής διαθέτει ένα µερικώς προσχηµατισµένο 

µεταγραφικό σύµπλοκο, που του ελλείπει επαρκής RNA PolII αλλά διατηρεί TBP και άλλα κοµµάτια του 

TFIID για να εξασφαλίσει τη γρήγορη επανενεργοποίηση του (Christova and Oelgeschlager, 2002). 

 Η Ιντερφερόνη-γ σηµατοδοτεί τη σύνθεση του CIITA που ρυθµίζει τη στρατολόγηση των 

ακετυλοτρανσφερασών ιστονών CBP και GCN5 που σχετίζονται µε τη ακετυλίωση της χρωµατίνης που 

προηγείται της έναρξης της µεταγραφής. Άρα, η συνεργασία ανάµεσα στο CIITA και το CBP και/ή τους 

pCAF/GCN5 που δείχθηκε σε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης κυττάρων (Fontes et al., 1999; Kretsovali et 

al., 1998; Spilianakis et al., 2000) αντικατοπτρίζει ένα φυσιολογικό ρόλο των συνενεργοποιητών τύπου 

ακετυλοτρανσφεράσης ιστονών στη µεταγραφή των MHC τάξης ΙΙ γονιδίων. Συνενεργοποιητές µε 

ενεργότητα ακετυλοτρανσφεράσης ιστονών ή το CIITA το ίδιο που έχει ενεργότητα ακετυλοτρανσφεράσης 

(Raval et al., 2001) µπορεί να συµβάλουν στην υπερακετυλίωση ιστονών. Τα πειράµατά µας επίσης έδειξαν 
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οτι µηχανές αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης που περιέχουν τόσο Brg-1 όσο και Brm-1 στρατολογούνται 

στον DRα υποκινητή, ακολουθώντας το κύµα ακετυλίωσης και η παρουσία τους σχετίζεται χρονικά µε το 

ρόλο του για συνέχιση της µεταγραφής. Άρα η ανάγκη για αναδιαµόρφωση που εξαρτάται από SWI/SNF 

δεν περιορίζεται στην έκφραση του CIITA του ίδιου (Mudhasani and Fontes, 2002) αλλά απαιτείται άµεσα 

για τη µεταγραφή των MHC τάξης ΙΙ γονιδίων. 

 Η φωσφορυλίωση της RNA PolII στην καρβοξυτελική της ουρά (CTD) είναι ένα σηµαντικό γεγονός 

που σχετίζεται µε την επιµήκυνση της µεταγραφής. Το γεγονός που στενά σχετίζεται µε τη µεταγραφή του 

γονιδίου DRα είναι η φωσφορυλίωση της CTD στη Ser5 που εντοπίζεται για πρώτη φορά 6 ώρες µετά  την 

επαγωγή, που σηµαίνει την ώρα που ξεκινά η µεταγραφή. To CIITA φαίνεται να συντονίζει τη 

στρατολόγηση των δύο κινασών της CTD δηλαδή τις CDK7 και CDK9 δια µέσω αλληλεπιδράσεων 

πρωτεϊνης-πρωτεϊνης. Στον σακχαροµύκητα  η Ser5 της CTD φωσφορυλιώνεται κυρίως από την κινάση 

TFIIH ΚΙΝ28 (CDK7 οµόλογο) (Hengartner et al., 1998), ενώ στην περίπτωση του HIV, η CDK7 και η CDK9 

φωσφορυλιώνουν τις σερίνες 5 και 2 αντίστοιχα στην απουσία Tat. Παρόλα αυτά στην παρουσία Tat, η 

CDK9 επίσης φωσφορυλιώνει τη Ser5 (Zhu et al., 2000). Κινητικά, η φωσφορυλιωµένη στη Ser5 RNA PolII 

στον υποκινητή DRα σχετίζεται καλύτερα µε τη στρατολόγηση της CDK7 απ’ότι της CDK9, παρότι ένας 

ρόλος της τελευταίας δεν µπορεί να αποκλειστεί. Σε αντίθεση µε τη Ser5 η φωσφορυλίωση της Ser2 δεν 

ρυθµίζεται θετικά στον DRα υποκινητή µετά από επαγωγή, κάτι που συµφωνεί µε αποτελέσµατα σε 

συστατικά εκφραζόµενα γονίδια στη ζύµη (Komarnitsky et al., 2000). Σε αντίθεση µε την επαγόµενη από 

IFN-γ µεταγραφή στα HeLa κύτταρα, η φωσφορυλίωση της Ser2 είναι υψηλή στα Raji Β κύτταρα που 

µεταγράφουν συστατικά το DRα γονίδιο. Σε ένα άλλο σύστηµα µεταγραφής επαγόµενης από σήµα, το IL-8 

γονίδιο, η επαγωγή από TNF οδηγεί σε φωσφορυλίωση των Ser5 και Ser2 της προσδεµένης στον υποκινητή 

RNA PolII (Barboric M et al., 2001; Nissen and Yamamoto, 2000). Άρα η εξειδίκευση των κινασών για 

διακριτές σερίνες της CTD είναι αντικείµενο γονιδιο-, κυτταρο-, και ρυθµιστικού τύπου ειδικούς κανόνες. 

 Το CIITA ενισχύει τη φωσφορυλίωση της Ser5 της RNA PolII CTD in vitro. Ένα τέτοιο αποτέλεσµα 

µπορεί να οφείλεται στη ικανότητά του να αυξάνει την ενζυµική δραστικότητα ή να σταθεροποιεί την 

αλληλεπίδραση ενζύµου-υποστρώµατος. Άρα, το CIITA στοχεύει και τις δύο κινάσες της προσδεµένης στον 

υποκινητή RNA PolII και επηρεάζει ειδικά την ικανότητά τους να φωσφορυλιώνουν τη Ser5. Άρα το CIITA 

είναι ένας συνενεργοποιητής που επηρεάζει όχι µόνο το σχηµατισµό του προεναρκτήριου µεταγραφικού 

συµπλόκου αλλά και τη φωσφορυλίωση της RNA PolII και την έναρξη και συνέχιση της µεταγραφής. 

Εποµένως τα αποτελέσµατά µας περιγράφουν ένα σηµαντικό µηχανισµό ελέγχου της γονιδιακής 

µεταγραφής όπου ένα γονίδιο θηλαστικών είναι έτοιµο για µεταγραφή. Αυτό είναι αρκετά ασυνήθιστο για 

τα ανώτερα ευκαρυωτικά γονίδια όπου γενικά σήµατα οδηγούν στο συνδυασµένο σχηµατισµό 

µεταγραφικών παραγόντων, συµπαραγόντων και στοιχείων της βασικής µεταγραφικής µηχανής σε έναν 

κατά τα άλλα «άδειο» υποκινητή. Σε αντίθεση, εδώ δείξαµε οτι ένας µεγάλος αριθµός των παραπάνω 
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συστατικών που αναφέραµε είναι ήδη προσδεδεµένοι στον υποκινητή και περιµένουν να ενεργοποιηθούν 

από τον επερχόµενο ειδικό για τα MHC τάξης ΙΙ συνενεργοποιητή (CIITA). Ο τελευταίος διαθέτει ποικίλες 

βιοχηµικές ενεργότητες όπως η ενεργότητα ακετυλίωσης ιστονών, η παροχή επιφανειών αλληλεπίδρασης 

µε παράγοντες της βασικής µεταγραφικής µηχανής και του ενισχυοσώµατος καθώς και µε την ικανότητα 

επαγωγής κινασών όπως οι CDK7 και CDK9 που φωσφορυλιώνουν το καρβοξυτελικό άκρο της RNA PolII, 

επιτρέποντας έτσι την έναρξη και συνέχιση της µεταγραφής και την έναρξη της σύνθεσης του RNA.  
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ΓΕΝΙΚΑ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Κατά την πραγµατοποίηση της παρούσας διδακτορικής διατριβής και µε κύριο αντικείµενο τη 

µεταγραφική ρύθµιση της έκφρασης των MHC τάξης ΙΙ γονιδίων πραγµατοποιήθηκε έρευνα που οδήγησε 

στα παρακάτω συµπεράσµατα. 

To CIITA αποτελεί θετικό ρυθµιστή της έκφρασης των τάξης ΙΙ αντιγόνων ιστοσυµβατότητας κι 

αυτό το επιτυγχάνει αλληλεπιδρώντας στην αµινοτελική του περιοχή (αµινοξέα 1-114, πρώτη και δεύτερη 

α-έλικα) µε άλλους συνενεργοποιητές της µεταγραφής µε ενεργότητα ακετυλοτρανσφεράσης, όπως είναι 

οι CBP, pCAF και GCN5. Η αλληλεπίδραση δείχθηκε οτι συµβαίνει in vitro και in vivo. 

Το CIITA διαθέτει ένα διµερές σήµα πυρηνικού εντοπισµού στο αµινοτελικό του άκρο το οποίο και 

χαρακτηρίσθηκε στα πλαίσια αυτής της εργασίας. 

Οι ακετυλοτρανσφεράσες pCAF και GCN5 ακετυλιώνουν τη λυσίνη 144 η οποία και εδράζεται στο 

σήµα πυρηνικού εντοπισµού του CIITA. Το CBP ακετυλιώνει το παραπάνω κατάλοιπο λυσίνης καθώς και 

το κατάλοιπο 141 του σήµατος πυρηνικού εντοπισµού αλλά και άλλα κατάλοιπα που εκτείνονται πιο 

καρβοξυτελικά του παραπάνω σήµατος. 

∆είχθηκε οτι η ακετυλίωση στο σήµα πυρηνικής εισόδου του CIITA επηρεάζει τον υποκυτταρικό 

εντοπισµό της πρωτεϊνης και µάλιστα αυξάνει η συγκέντρωση στον πυρήνα όταν ανασταλεί η 

απακετυλίωση µε συγκεκριµένα φάρµακα.  

∆είχθηκε οτι η πρωτεΐνη CIITA µπορεί να αλληλεπιδρά µε τον εαυτό της και αυτό επηρεάζει την 

υποκυτταρική κατανοµή της πρωτεϊνης αλλά οδηγεί και σε λειτουργική συµπλήρωση της δράσης της.  

Για πρώτη φορά χρησιµοποιώντας ανασυνδιασµένες πρωτεϊνες παραγµένες in vitro µπορέσαµε να 

δείξουµε τη συνεργατικότητα και εξειδίκευση στην πρόσδεση του MHC τάξης ΙΙ ενισχυοσώµατος σε 

συντηρηµένες αλληλουχίες του εγκύς DRA υποκινητή.  

∆είχθηκε οτι το τάξης ΙΙ ενισχυόσωµα µπορεί εξειδικευµένα να στρατολογεί in vitro την πρωτεΐνη 

CIITA καθώς και άλλα κοµµάτια της βασικής µεταγραφικής µηχανής.  

Χρησιµοποιώντας πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης δείξαµε τη διαδοχή των 

γεγονότων όσον αφορά τη στρατολόγηση των παραγόντων και µεταµεταφραστικές τροποποιήσεις στον 

υποκινητή DRA µετά την επαγωγή από IFN-γ. ∆είξαµε οτι µέρη της βασικής µεταγραφικής µηχανής είναι 

ήδη στρατολογηµένα στον εγκύς υποκινητή πριν την επαγωγή από IFN-γ καθώς και τα µέλη του τάξης ΙΙ 

ενισχυοσώµατος είναι προσδεµένα στις θέσεις του. Επαγόµενη είναι η πρόσδεση του CIITA στον 

υποκινητή και ακολουθεί η στρατολόγηση άλλων συνενεργοποιητών (CBP, GCN5) που επάγουν την 

ακετυλίωση των ιστονών στα νουκλεοσώµατα του εγκύς υποκινητή. 

Πιο σηµαντικό κρίνεται, και δείχνεται για πρώτη φορά για ένα συνενεργοποιητή, οτι το CIITA 

ρυθµίζει θετικά τα επίπεδα φωσφορυλίωσης της καρβοξυτελικής ουράς της RNA Πολυµεράσης ΙΙ. 
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