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ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ 
 

ARNT : Aryl Hydrocarbon Nuclear Translocator 

ATP :Αδενοσινοτριφωσφορικό οξύ 

bHLH : βασική περιοχή έλικας-θηλιάς-έλικας 

BSA :Αλβουµίνη ορού βοδιού 

CIP : Αλκαλική φωσφατάση εντέρου µοσχαριού 

cDNA :Συµπληρωµατικό DNA 

CMV : Cytomegalovirus 

DFO : δεσφερριοξαµίνη 

DMSO : διµεθυλσουλφοξίδιο 

DNA :∆εοξυριβονουκλεϊνικό οξύ 

DTT :∆ιθειοθρεϊτόλη 

EDTA :Αιθυλενοδιαµινοτετραοξικό οξύ 

ΕΡΟ : ερυθροποιητίνη  

FBS : ορός εµβρύου βοός 

GAP : GTPase Activating Protein 

GDP : διφωσφορική γουανοσίνη 

GTP : τριφωσφορική γουανοσίνη 

GFP : Πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη 

GST :Τρανσφεράση της γλουταθειόνης 

HBS : ∆ιάλυµα φυσιολογικής συγκέντρωσης HEPES 

HEPES :Ν-2-υδροξυαιθυλ-πιπεραζιν-Ν΄-2-αιθανοσουλφονικό οξύ 

HIF-1α : Επαγόµενος από την υποξία παράγοντας 1α 

ΗRE :Στοιχείο απόκρισης στην υποξία 

HRP : Υπεροξειδάση του αγριοραδικιού 

IPTG :Ισοπροπυλ-1-θειο-β-D-γαλακτοπυρανοζίδιο 

LB : Luria Broth 

MAPK :Κινάση πρωτεϊνών που ενεργοποιείται από µιτογόνα 

ΜCS : Περιοχή πολλαπλών θέσεων κλωνοποίησης 

MgcRacGAP : Male germ cell Rac GAP 
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ONPG : o-νιτρο-φαινυλο-β-D-γαλακτοπυρανοζίτης 

PAS : Per-Arnt-Sim 

PBS : ∆ιάλυµα φυσιολογικής συγκέντρωσης φωσφορικών ιόντων 

PHDs : πρόλυλο-υδροξυλάσες 

PMSF : φαινυλοµεθυλο φθοριούχος εστέρας του σουλφονικού οξέος 

RNA :Ριβονουκλεϊνικό οξύ 

ROS : Ενεργές ρίζες οξυγόνου 

SDS :∆ωδεκακυλοθειϊκό νάτριο 

SV40 : Simian Virus 40 

TAE : Tris-οξικό οξύ-EDTA 

TEMED :Ν,Ν,Ν,Ν-τετραµεθυλο-αιθυλενο-διαµίνη 

Tris :Τρις-υδροξυµεθυλ-αµινοµεθάνιο 

VEGF : Aυξητικός παράγοντας των ενδοθηλιακών κυττάρων  
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1.ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
1.1. ΥΠΟΞΙΑ. 

 

Το οξυγόνο είναι απαραίτητο για την επιβίωση των οργανισµών από τα 

βακτήρια µέχρι των άνθρωπο. Η βαθµιαία µετατροπή της αναγωγικής ατµόσφαιρας 

σε οξειδωτική έγινε πριν 2,5 δισεκατοµµύρια χρόνια και οι οργανισµοί που 

απέκτησαν µηχανισµούς διατήρησης της οµοιοστασίας του οξυγόνου είχαν αυξηµένο 

προσαρµοστικό πλεονέκτηµα και επιβίωσαν. Η συγκέντρωση του ατµοσφαιρικού 

οξυγόνου είναι 21% και µειώνεται µε την αύξηση του υψοµέτρου. Όλα τα κύτταρα 

του οργανισµού για να διατηρηθούν στη ζωή και να επιτελέσουν απαραίτητες 

λειτουργίες χρειάζονται οξυγόνο. Η διατήρηση των επιπέδων του οξυγόνου σε 

φυσιολογικά επίπεδα είναι επίσης καίριας σηµασίας για την επιβίωση του κυττάρου 

και την προστασία του από τοξικότητα.. Στα θηλαστικά η πρόσληψη του µοριακού 

οξυγόνου από το περιβάλλον και η διανοµή του σε κάθε κύτταρο του οργανισµού για 

να χρησιµοποιηθεί σαν υπόστρωµα της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης και άλλων 

βιοχηµικών αντιδράσεων προϋποθέτει την ανάπτυξη κυρίως του καρδιαγγειακού, του 

αιµοποιητικού και του αναπνευστικού συστήµατος [1],[2],[3]. 

 Η µείωση της ενδοκυττάριας συγκέντρωσης οξυγόνου (υποξία) οδηγεί σε 

µειωµένη ικανότητα παραγωγής ΑΤP από τα κύτταρα µε αποτέλεσµα να µην µπορεί 

να συνεχιστεί ο αερόβιος µεταβολισµός και να προξενούνται βλάβες στο κύτταρο ενώ 

η αύξηση στα επίπεδα του οξυγόνου (υπεροξία) µπορεί να οδηγήσει σε σχηµατισµό 

δραστικών ειδών οξυγόνου (ROS) και οξειδωτικές βλάβες.  

Σε συνθήκες υποξίας αντιδρούν τροποποιώντας την έκφραση συγκεκριµένων 

γονιδίων µε σκοπό να αντεπεξέλθουν στο στρες της υποξίας. Επιπλέον σε ακραίες 

συνθήκες ανοξίας στο κύτταρο διαδραµατίζεται µια σειρά γεγονότων που προκαλούν 

τελικά απoπτωτικό θάνατο κι αυτό γίνεται για να αποφευχθεί η συσσώρευση 

µεταλλαγµένων κυττάρων λόγω των µειωµένων συγκεντρώσεων οξυγόνου [4, 5].  

 Ο τρόπος µε τον οποίο τα κύτταρα των θηλαστικών «αισθάνονται» τις 

µεταβολές στην συγκέντρωση του ενδοκυττάριου οξυγόνου παρέµενε για δεκαετίες 

άγνωστος, ενώ ο µηχανισµός αυτός ήταν προ πολλού γνωστός για τα βακτήρια και 

τους µύκητες [6]. Ο παράγοντας κλειδί για την κυτταρική απόκριση στην υποξία είναι 

ο µεταγραφικός παράγοντας HIF-1, που αποτελείται από τις υποµονάδες HIF-1α και 

HIF-1β. Η ανθρώπινη πρωτεΐνη HIF-1α αποµονώθηκε και χαρακτηρίστηκε για πρώτη 
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φορά το 1995 [7] και είναι αυτή στην οποία οφείλεται η επαγωγιµότητα του HIF-1 

από την υποξία ενώ η δεύτερη υποµονάδα είναι ο HIF-1β ή ARNT και δεν 

επηρεάζεται από την υποξία. 

 

 

 

1.2. Ο ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΟΣ ΠΑΡΑΓΟΝΤΑΣ HIF-1  
 

 

1.2.1. Γονίδια-Στόχοι 

 

Ο µεταγραφικός παράγοντας HIF-1 ανακαλύφθηκε το 1992 και θεωρήθηκε 

υπεύθυνος για την έκφραση της ερυθροποιητίνης σε συνθήκες υποξίας [8], [9]. Από 

τότε έχουν βρεθεί τουλάχιστον 60 διαφορετικά γονίδια που επάγονται άµεσα από τον 

HIF-1 (Εικ. 1) και µε µικροσυστοιχίες DNA έχει βρεθεί ότι τουλάχιστον 250 γονίδια 

είναι πιθανοί στόχοι του [10], [11], [5]. 

 Τα γονίδια αυτά περιέχουν στους υποκινητές τους συγκεκριµένες 

αλληλουχίες νουκλεοτιδίων (A/G)CGTG, γνωστές και ως στοιχεία απόκρισης στην 

υποξία (HRE), τις οποίες αναγνωρίζει ο HIF-1 και προσδένεται σε αυτές. Τα 

προϊόντα των γονιδίων στόχων του HIF-1 είναι πρωτεΐνες που σχετίζονται µε 

συγκεκριµένες και σηµαντικές λειτουργίες του κυττάρου, όπως ο µεταβολισµός της 

γλυκόζης και του σιδήρου, η διατήρηση του αγγειακού τόνου, η ερυθροποίηση και η 

αγγειογένεση. Οι λειτουργίες αυτές έχουν στόχο να αντιρροπήσουν τις επιπτώσεις της 

υποξίας προκειµένου για την επιβίωση του κυττάρου. Έτσι έχουµε αύξηση της 

γλυκόλυσης και παραγωγή ενέργειας µέσω του αναερόβιου µεταβολισµού. Για να 

γίνει όσο το δυνατόν καλύτερη µεταφορά ακόµη και του λιγοστού ενδοκυττάριου 

οξυγόνου που υπάρχει έχουµε αύξηση της αγγειογένεσης αλλά και της 

ερυθροποίησης. Επιπλέον ενεργοποιούνται γονίδια που σχετίζονται µε την 

οµοιοστασία του σιδήρου. Ανάµεσα στις διάφορες κατηγορίες γονιδίων υπάρχουν 

κάποια που κωδικοποιούν για πρωτεΐνες που σχετίζονται µε δοµές του 

κυτταροσκελετού, µε τη µετακίνηση του κυττάρου και µε τη σύνδεση των κυττάρων 

µεταξύ τους. Τέλος ο HIF-1α στοχεύει γονίδια, η έκφραση των οποίων έχει να κάνει 

µε την επιβίωση του κυττάρου και τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό [11]. 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 22:43:09 EEST - 3.239.56.174



 21

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1: Γονίδια στόχοι του µεταγραφικού παράγοντα HIF-1 [11] 

 

 

 

 

 

1.2.2. ∆οµή του µεταγραφικού παράγοντα HIF-1 

 

Όπως αναφέρθηκε ο HIF-1 είναι ένα ετεροδιµερές που αποτελείται από δύο 

υποµονάδες τον HIF-1α, που είναι η υποµονάδα της οποίας η έκφραση υπόκειται σε 

ρύθµιση από την υποξία και εκφράζεται στα κύτταρα όταν η συγκέντρωση του 

µοριακού οξυγόνου είναι χαµηλότερη από 6%, που αντιστοιχεί σε µερική πίεση 

οξυγόνου 40 mm Hg [12], και τον HIF-1β ή αλλιώς ARNT που εκφράζεται συνεχώς 

στα κύτταρα (βλ. Εικ. 2). 
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Εικόνα 2: ∆ιαγραµµατική απεικόνιση των υποµονάδων του µεταγραφικού παράγοντα HIF-1, 

του HIF-1α και του HIF-1β. Και οι δυο υποµονάδες διαθέτουν περιοχές bHLH και PAS Α PAS B 

απαραίτητες για τον ετεροδιµερισµό τους και την πρόσδεση του συµπλόκου στο DNA. Ο HIF-1α έχει 

2 περιοχές ενεργοποίησης της µεταγραφής, την N-TAD και την C-TAD και την αµινοξική περιοχή 

401-603 που είναι περιοχή αποικοδόµησης εξαρτώµενη από το οξυγόνο (ODDD). Ο HIF-1β διαθέτει 

µία περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής στο καρβοξυτελικό άκρο. (Caroll V , Ashcroft M 2005 

Expert Reviews in Mol. Med.) 

 

 

Ο διµερισµός των δύο υποµονάδων γίνεται µέσω της κοινής περιοχής bHLH-PAS 

που έχουν στο αµινοτελικό τους άκρο. Η περιοχή bHLH (basic Helix-Loop-Helix) 

είναι περιοχή έλικας-θηλιάς-έλικας και είναι χαρακτηριστική µιας κατηγορίας 

µεταγραφικών παραγόντων που συνδέονται στο DNA [13, 14]. Η περιοχή PAS (PER-

ARNT-SIM) που αποτελείται από τις υποπεριοχές PAS Α και PAS Β συµµετέχει και 

αυτή στον διµερισµό µε τον ARNT. Σε πειράµατα που έχουν γίνει έχει αναφερθεί ότι 

οι περιοχές PAS έχουν το ρόλο αισθητήρα σε διάφορες µεταβολικές λειτουργίες και 

είναι περιοχές που εµπλέκονται σε µοριακές αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών 

[15],[16],[17].  

HIF-1α : Αποτελείται από 826 αµινοξέα. Στο αµινοτελικό άκρο βρίσκεται η περιοχή 

HLH (31-71) και η περιοχή PAS που διαιρείται στο τµήµα PAS A (85-158) και στο 

PAS B (228-298)[18]. Ο HIF-1α σταθεροποιείται σε κατάσταση υποξίας ενώ σε 

φυσιολογικές συγκεντρώσεις οξυγόνου αποικοδοµείται, µέσω πρωτεινικών 

αλληλεπιδράσεων της περιοχής ODD (Oxygen Dependent Degradation Domain, 

αµινοξέα 401-603) [1], [19],[20]. Στο καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης υπάρχουν 

δύο περιοχές ενεργοποίησης της µεταγραφής η N-TAD (531-575) και η C-TAD (786-

826), οι οποίες διαχωρίζονται µεταξύ τους από µια ρυθµιστική περιοχή (ID, 

Inhibitory Domain 576-785) η οποία καταστέλλει την δράση των TADs ειδικά σε 

φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου[1]. Ο HIF-1α περιέχει δύο πιθανά σήµατα 
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πυρηνικού εντοπισµού (NLS), ένα προς το αµινοτελικό άκρο (17-74) και ένα προς το 

καρβοξυτελικό άκρο (718-721)   

HIF-1β: ή αλλιώς ΑRNT (Aryl Hydrocarbon Nuclear Translocator) λόγω του 

διµερισµού µε τον παράγοντα ΑhR (Aryl Hydrocarbon Receptor) για την δηµιουργία 

του υποδοχέα της διοξίνης [21]. Εµφανίζεται σε δύο ισοµορφές 774 και 789 

αµινοξέων. Κατά αντιστοιχία µε τον HIF-1α στο αµινοτελικό άκρο υπάρχει η περιοχή 

διµερισµού και σύνδεσης µε το DNA bHLH (90-144), PAS (171-410) και στο 

καρβοξυτελικό υπάρχει µια περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής TAD (756-789) 

η οποία όµως δεν χρειάζεται για την ενεργοποίηση της µεταγραφής του HIF-1 [9].  

Iσοµορφές του HIF-1α: Ο HIF-1α και ο HIF-1β είναι µέλη µιας οικογένειας 

πρωτεϊνών που σχετίζονται µεταξύ τους δοµικά και λειτουργικά και περιλαµβάνει 

επιπλέον τις ισοµορφές HIF-2α και HIF-3α (Εικ. 3). Ο HIF-2α ή αλλιώς ενδοθηλιακή 

PAS-1 πρωτεΐνη (EPAS-1) ρυθµίζεται επίσης από την υποξία, συνδέεται µε τον HIF-

1β και δηµιουργείται έτσι το σύµπλοκο HIF-2, που ενεργοποιεί την µεταγραφή 

συνδεόµενο στα HREs µε τον ίδιο τρόπο όπως ο HIF-1. Ο HIF-1α και ο HIF-2α 

εκφράζονται σε µια ποικιλία κυτταρικών τύπων και έχουν οµολογία 48% σε 

πρωτεϊνικό επίπεδο, αλλά ενώ ο πρώτος εκφράζεται σε όλους τους ιστούς ο HIF-2α 

εκφράζεται κυρίως σε ενδοθηλιακά κύτταρα [4]. Ο HIF-3α διαφέρει από τον HIF-1α 

και τον HIF-2α διότι δεν φέρει τις περιοχές ενεργοποίησης της µεταγραφής ενώ 

διαθέτει περιοχές bHLH και PAS. Επάγεται από το οξυγόνο, διµερίζεται µε τον HIF-

1β και συνδέεται στην αλληλουχία των HRE αλλά έχει δειχθεί ότι αναστέλλει την 

επαγωγή των γονιδίων στόχων του HIF-1 [22]. Μια ισοµορφή του HIF-3α, η HIF-3α2 

ή αλλιώς ανασταλτική PAS πρωτεΐνη (ΙPAS, Inhibitory PAS-1) συνδέεται µε τον 

HIF-1α και εµποδίζει τον διµερισµό του µε τον HIF-1β ασκώντας έτσι ανασταλτική 

δράση στην επαγωγή των γονιδίων στόχων του HIF-1 από την υποξία [23].  
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Εικόνα 3: ∆ιαγραµµατική απεικόνιση των διαφορετικών ισοµορφών του HIF-1α [4]. 

 

 

Η ύπαρξη πολλών διαφορετικών ισοµορφών του HIF-1α θα µπορούσε να διασφαλίζει 

ότι η επαγωγή του HIF θα συµβεί ακόµη και σε περίπτωση απουσίας HIF-1α. παρόλα 

αυτά φαίνεται τα διάφορα µέλη της οικογένειας αυτής να έχουν ξεχωριστές 

λειτουργίες που δεν συµπίπτουν [4]. Αξίζει να αναφερθεί ότι οι περισσότερες 

ισοµορφές του HIF-1α έχουν στο µόριό τους την περιοχή PAS ή τµήµα αυτής. 

Επιπλέον, µετάλλαξη της περιοχής PAS B του HIF-2α εµποδίζει τον ετεροδιµερισµό 

του µε τον HIF-1β κι έτσι µειώνει την µεταγραφική ενεργότητά του [15], γεγονός που 

καθιστά αναγκαία την περιοχή αυτή για την οικογένεια των πρωτεϊνών HIFα. 
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1.3. Ο ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΟΣ ΠΑΡΑΓΟΝΤΑΣ HIF-1α   
 

1.3.1. Ρύθµιση του HIF-1α  από την υποξία 

 

Σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου (νορµοξία): η πρωτεΐνη HIF-1α είναι πολύ 

ασταθής, µε χρόνο ηµιζωής περίπου 5 λεπτά [24]. Παρουσία οξυγόνου ο HIF-1α 

υδροξυλιώνεται σε συγκεκριµένα κατάλοιπα αµινοξέων, ουβικουϊτινιλιώνεται και 

αποικοδοµείται στο πρωτεάσωµα (Εικ. 4). Η υδροξυλίωση αυτή συµβαίνει στις 

προλίνες 402 και 564 και πραγµατοποιείται από τρία οξυγονο-εξαρτόµενα ένζυµα της 

οικογένειας των πρόλυλο-υδροξυλασών (PHD 1-3) [19], [20], [25]. Απαραίτητη 

προϋπόθεση για την πλήρη υδροξυλίωση του HIF-1α από τις PHDs είναι η ύπαρξη 

σιδήρου, οξυγόνου και 2-οξογλουταρικού [6]. Πιστεύεται ότι πρωταγωνιστικό ρόλο 

στην υδροξυλίωση έχει η PHD 2. Από πειράµατα που έγιναν σε κυτταρικό επίπεδο σε 

φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου η απαλοιφή του RNA της PHD 2 οδήγησε σε 

σταθεροποίηση του HIF-1α, και δηµιουργία του συµπλόκου HIF-1 σε συνθήκες 

νορµοξίας [26]. 

Ο υδροξυλιωµένος HIF-1α αναγνωρίζεται από την ογκοκατασταλτική 

πρωτεΐνη Von Hippel Lindau (pVHL) που αποτελεί συστατικό του συµπλόκου µιας 

λιγάσης Ε3 της ουβικουϊτίνης [27], [28]. Ο HIF-1α ουβικουϊτινιλιώνεται και στη 

συνέχεια πρωτεολύεται στο πρωτεάσωµα. Αν και αυτός είναι ο κύριος τρόπος 

αποικοδόµησης του HIF-1α σε συνθήκες νορµοξίας έχουν βρεθεί µέσω πρωτεϊνικών 

του αλληλεπιδράσεων που αναλύονται στη συνέχεια κι άλλα µονοπάτια που οδηγούν 

σε αποικοδόµηση του HIF-1α. 

Σε µειωµένες συγκεντρώσεις οξυγόνου (υποξία): αναιρείται η υδροξυλίωση του 

του HIF-1α από τις PHDs λόγω έλλειψης µοριακού οξυγόνου και αυτό οδηγεί στην 

σταθεροποίησή του επειδή η µη υδροξυλιωµένη του µορφή δεν αναγνωρίζεται από 

τον pVHL (βλ. Εικ. 4). Ο HIF-1α µπορεί να συνδεθεί µε τον HIF-1β και να 

σχηµατιστεί το σύµπλοκο HIF-1. Το ετεροδιµερές στη συνέχεια αναγνωρίζει και 

συνδέεται στις περιοχές των υποκινητών των γονιδίων που περιέχουν τις αλληλουχίες 

HRE ενεργοποιώντας έτσι την έκφρασή των γονιδίων στόχων. Σηµαντικό ρόλο στην 

δράση του HIF-1α σε συνθήκες υποξίας έχει η ακετυλο-τρανσφεράση p300/CBP που 

είναι µεταγραφικός συνενεργοποιητής και αλληλεπιδρά µε τον ήδη σταθεροποιηµένο 

HIF-1α µε αποτέλεσµα την ενεργοποίηση της µεταγραφής [29]. Πριν την σύνδεση 

του HIF-1α µε την p300/CBP γίνεται άλλος ένας τελευταίος έλεγχος της ρύθµισης 
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του HIF-1α που πάλι καθορίζεται από τα ενδοκυττάρια επίπεδα οξυγόνου (συνθήκες 

ήπιας υποξίας ή επανοξυγόνωσης). Κι εδώ η υδροξυλίωση παίζει σηµαντικό ρόλο 

στην ρύθµιση του HIF-1α, αυτή τη φορά από µια διαφορετική υδροξυλάση, την FIH-

1 (Factor Inhibitng HIF-1)[30]. H FIH-1 υδροξυλιώνει ένα κατάλοιπο ασπαραγίνης 

στη θέση 803 και εµποδίζει την αλληλεπίδραση του HIF-1α µε τον παράγοντα 

p300/CBP απενεργοποιώντας τον έτσι σε συνθήκες νορµοξίας [9].  

 

 
Εικόνα 4: Μηχανισµός ρύθµισης του HIF-1α. Σε συνθήκες νορµοξίας, ο HIF-1α 

υδροξυλιώνεται από τις PHDs, συνδέεται µε τον pVHL και οδηγείται στο πρωτεάσωµα για 

αποικοδόµηση. Σε συνθήκες υποξίας, ο HIF-1α σταθεροποιείται, µετακινείται στον πυρήνα, 

διµερίζεται µε τον ARNT και επάγει τη µεταγραφή των γονιδίων στόχων του [31].  

 

 

. Εκτός από την υδροξυλίωση και την ουβικουϊτινιλίωση το µόριο του HIF-1α 

υπόκειται και σε άλλες µέτα-µεταφραστικές τροποποιήσεις που είναι απαραίτητες για 

την συντονισµένη δράση του. Οι πιο σηµαντικές είναι επιπλέον: η φωσφορυλίωσή 

του που συµβαίνει προκειµένου να σταθεροποιηθεί, να διµεριστεί µε τον ARNT και 

να ενεργοποιήσει στην συνέχεια την µεταγραφή των γονιδίων στόχων. Η 

σουµοϋλίωσή του που συµβαίνει στο εσωτερικό των πυρηνικών πόρων και προκαλεί 

αναστολή της µεταγραφής. Η ακετυλίωση του που πιστεύεται ότι επισπεύδει την 

αποικοδόµησή του από τον pVHL. Η S-νιτροζυλίωσή του από το NO που επιδρά 

τόσο στην σταθεροποίησή του αλλά και στην µεταγραφική του ενεργότητα. Σχεδόν 

όλες αυτές οι τροποποιήσεις απεικονίζονται στις φυσικές αλληλεπιδράσεις του HIF-
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1α µε άλλες πρωτεΐνες και χρειάζεται περαιτέρω µελέτη για να ξεκαθαριστεί απόλυτα 

ο ρόλος τους. 

 

 

 

1.3.2. Ρύθµιση του HIF-1α  σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου 

 

Εκτός από την επίδραση των χαµηλών συγκεντρώσεων οξυγόνου στη 

σταθεροποίηση και την επαγωγή του HIF-1α, υπάρχουν περιπτώσεις ενεργοποίησής 

του σε συνθήκες νορµοξίας. Οι ενώσεις που έχουν αυτή την δράση είναι βιολογικά 

σηµαντικά µόρια, όπως είναι αυξητικοί παράγοντες, κυτοκίνες και ορµόνες, 

ογκογονίδια και χηµικές ουσίες που «µιµούνται» την υποξία όπως χαρακτηρίζονται η 

δεσφερριοξαµίνη, το χλωριούχο κοβάλτιο, το µονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ) και το 

µονοξείδιο του άνθρακα (CO). Υπάρχουν λοιπόν κι άλλα µονοπάτια ενεργοποίησης 

του HIF-1α τα οποία δεν είναι πλήρως κατανοητά και διαφέρουν ανάλογα µε το είδος 

του κυττάρου και τις συνθήκες στις οποίες αυτό βρίσκεται. 

Επαγωγή του HIF-1α  από βιολογικά µόρια: Η επαγωγή του HIF-1α στην νορµοξία 

συµβαίνει σαν απάντηση στην επίδραση διαφόρων αυξητικών παραγόντων και 

κυτοκινών σε σηµαντικά σηµατοδοτικά µονοπάτια όπως είναι αυτά της PI3K/AKT 

και της MAPK/ERK [13],[32] µε µηχανισµούς που δεν είναι απόλυτα γνωστοί (βλ. 

Εικ. 5). Μερικοί από τους παράγοντες αυτούς είναι: ο EGF, ο IGF-1, ο IGF-2 [33], η 

ινσουλίνη, η ιντερλευκίνη-1β, ο TNF-α, η αγγειοτενσίνη ΙΙ, ο PDGF, ο TGF-β και η 

θροµβίνη [4], [14]. Η αύξηση των επιπέδων του HIF-1α ως απόκριση στην επίδραση 

αυξητικών παραγόντων και κυτοκινών διαφέρει σε δύο κυρίως σηµεία σε σχέση µε 

την επαγωγή του HIF-1α από την υποξία. Πρώτον, η αύξηση των επιπέδων του HIF-

1α από την υποξία συµβαίνει σε όλους τους κυτταρικούς τύπους, ενώ η επαγωγή του 

από την επίδραση αυξητικών παραγόντων εξαρτάται από τον τύπο του κάθε 

κυττάρου. ∆εύτερον, η ρύθµιση από την υποξία λειτουργεί µέσω ελεγχόµενης 

αποικοδόµησης, ενώ η επίδραση αυξητικών παραγόντων, κυτοκινών και άλλων 

σηµατοδοτικών µορίων συνήθως προκαλεί αύξηση της σύνθεσης της πρωτεΐνης [9], 

[11].   
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Εικόνα 5 : Επαγωγή του HIF-1α από αυξητικούς παράγοντες [11]. 

 

Επαγωγή του HIF-1α  από ογκογονίδια: Κάποια ογκογονίδια έχουν συσχετιστεί µε 

την ενεργοποίηση του HIF-1α σε συνθήκες νορµοξίας, όπως το ras [34], [35]και το 

src [36]. Πιστεύεται ότι η αντοχή των καρκινικών κυττάρων στην ακτινοβολία ή την 

χηµειοθεραπεία οφείλεται κατά µένα µέρος στην επαγωγή του HIF-1α και στην 

δράση του HIF-1 [2].   

Επαγωγή του HIF-1α  από τους «µιµητές» της υποξίας: Πρόκειται για χηµικές 

ουσίες που επάγουν τον HIF-1α µε µηχανισµούς που δεν έχουν διευκρινιστεί πλήρως. 

Η δεσφερριοξαµίνη (DFO) είναι από τις πρώτες ενώσεις που βρέθηκε ότι επάγουν 

τον HIF-1α και η δράση της στηρίζεται στη συµπλοκοποίηση του σιδήρου που είναι 

απαραίτητος για τη δράση των PHDs [37], [38]. Τα δισθενή ιόντα του κοβαλτίου 

επάγουν τον HIF-1α σε φυσιολογικές συνθήκες και οι αναφορές που υπάρχουν στην 

βιβλιογραφία για τον τρόπο µε τον οποίο αυτό συµβαίνει ποικίλουν. Συγκεκριµένα 
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έχει αναφερθεί ότι το κοβάλτιο αντικαθιστά το σίδηρο στο κέντρο πρόσδεσης του 

σιδήρου στις PHDs [6], ότι µπορεί να συνδεθεί µε τον HIF-1α και να εµποδίσει µε 

τον τρόπο αυτό την αποικοδόµησή του [39] και ότι επάγει τον HIF-1α µέσω του 

µονοπατιού της PI3K [40], [32], [37]. Επιπλέον οι χηµικές ουσίες ΝΟ και CO, έχει 

δειχθεί ότι αυξάνουν τα επίπεδα του HIF-1α αλλά οι απόψεις που υπάρχουν στην 

βιβλιογραφία για το πώς γίνεται αυτό διίστανται. Συγκεκριµένα αυτό συµβαίνει γιατί 

η δράση του ΝΟ επάγει αρχικά τον HIF-1α στα κύτταρα αλλά η παρατεταµένη 

επίδρασή του φαίνεται να µειώνει τα επίπεδα του [14], [41]. 

Επαγωγή του HIF-1α  από τις ελεύθερες ρίζες οξυγόνου (ROS):  

Η εµπλοκή των ελευθέρων ριζών οξυγόνου (ROS: Reactive Oxygen Species) στη 

ρύθµιση του HIF-1α είναι ένα γεγονός που είναι υπό αµφισβήτηση παρά το ότι 

αποτέλεσε αντικείµενο έρευνας τα τελευταία χρόνια. Εικάζεται ότι ο ρόλος τους είναι 

να σταθεροποιούν τα επίπεδα πρωτεΐνης του HIF-1α [40], [42], [43]. Συγκεκριµένα 

προτείνεται, ότι η µιτοχονδριακή παραγωγή ROS έχει ως αποτέλεσµα την επαγωγή 

σηµατοδοτικών µονοπατιών που πιθανότατα παίζουν σηµαντικό ρόλο στην 

υδροξυλίωση των καταλοίπων προλίνης του HIF-1α από τις PHDs [44]. Επιβεβαίωση 

των παραπάνω αποτελεί το γεγονός ότι σε κύτταρα στα οποία έχει γίνει απαλοιφή του 

µιτοχονδριακού DNA, δεν λειτουργεί η αναπνευστική αλυσίδα, δεν παράγονται ROS 

και ο HIF-1α δεν µπορεί σταθεροποιηθεί [40].  

Σε αντίθεση µε τα παραπάνω υπάρχουν µελέτες που δείχνουν ότι τα κύτταρα 

αυτά µπορούν ακόµα να σταθεροποιήσουν τα πρωτεϊνικά επίπεδα του HIF-1α σε 

χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου [45], [46]. 

Εκτός από την µιτοχονδριακή παραγωγή ROS υπάρχουν εξωγενείς 

παράγοντες που αυξάνουν την παραγωγή ROS από τα κύτταρα. Τέτοιοι παράγοντες 

είναι το H2O2 [42], το χρώµιο (VI) [47], η ιονίζουσα ακτινοβολία [48], η 

αγγειοτενσίνη ΙΙ [49] και η υπερέκφραση της NADPH οξειδάσης I [50]. Όλοι αυτοί οι 

παράγοντες έχουν σαν αποτέλεσµα την σταθεροποίηση του µορίου του HIF-1α σε 

φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου. 
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1.3.3. ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΕΙΣ ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ HIF-1α  ΜΕ ΑΛΛΕΣ 

ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ 

 

Ο HIF-1α σε όλα τα στάδια της ρύθµισής του αλληλεπιδρά µε διάφορες 

πρωτεΐνες προκειµένου να είναι λειτουργικός. Για τις περισσότερες από αυτές τις 

αλληλεπιδράσεις έχει γίνει ταυτοποίηση των περιοχών του HIF-1α που είναι 

απαραίτητες για τη σύνδεσή του µε την εκάστοτε πρωτεΐνη. Επιπλέον, η ανίχνευση 

πολλών από αυτές τις αλληλεπιδράσεις οδήγησε στην ανακάλυψη νέων λειτουργιών 

του HIF-1α. Οι πιο σηµαντικές αλληλεπιδράσεις προκαλούν µέτα-µεταφραστικές 

τροποποιήσεις στο µόριο του HIF-1α, σηµαντικές για την ρύθµιση του ίδιου και κατά 

συνέπεια των γονιδίων στόχων του και περιλαµβάνουν αντιδράσεις υδροξυλίωσης, 

φωσφορυλίωσης, και ακετυλίωσης.  

Προκειµένου να διευκολυνθεί η παράθεση των µοριακών αλληλεπιδράσεων 

του HIF-1α, οι αλληλεπιδρούσες πρωτεΐνες κατατάχθηκαν ανάλογα µε την δράση 

τους στην ρύθµιση του HIF-1α : 

 

 

Αλληλεπιδράσεις που σχετίζονται µε τη µεταγραφή του HIF-1α . 

 

 

HIF-1β/ARNT (Aryl Hydrocarbon Nuclear Translocator): O HIF-1α και ο ARNT 

αλληλεπιδρούν µέσω της κοινής περιοχής bHLH-PAS που διαθέτουν προκειµένου να 

συγκροτηθεί ο µεταγραφικός παράγοντας HIF-1 σε συνθήκες υποξίας. Το 

ετεροδιµερές στην συνέχεια συνδέεται στα HRE που βρίσκονται στους υποκινητές 

συγκεκριµένων γονιδίων στόχων του και ενεργοποιεί τη µεταγραφή. Ενώ η έκφραση 

του HIF-1α εξαρτάται από την ενδοκυττάρια συγκέντρωση οξυγόνου ο ARNT 

εκφράζεται συνεχώς στα κύτταρα [1]. Η πρωτεΐνη ARNΤ αποµονώθηκε το 1995 από 

τον Wang και τους συνεργάτες του. Επιπλέον αποδείχθηκε ότι το σύµπλοκο HIF-1α 

/HIF-1β έχει την ικανότητα να συνδέεται µε το DNA σε πειράµατα που έγιναν σε 

κύτταρα θηλαστικών σε υποξία [7]. Στην συνέχεια µε in vitro πειράµατα αποδείχθηκε 

ότι η περιοχή PAS είναι απαραίτητη για τον ετεροδιµερισµό των δύο υποµονάδων 

του HIF-1 [51]. O ARNT είναι µια πρωτεΐνη που εντοπίζεται αποκλειστικά στον 

πυρήνα και διαθέτει µια περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής στο καρβοξυτελικό 
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του άκρο για την οποία βρέθηκε µε το σύστηµα των δύο υβριδίων ότι αλληλεπιδρά µε 

τον συµπαράγοντα ενεργοποίησης της µεταγραφής p300/CBP. Αποδείχθηκε όµως ότι 

η περιοχή αυτή δεν είναι απαραίτητη για την ενεργοποίηση της µεταγραφής κι 

εποµένως δεν έχει γίνει σαφής ο λειτουργικός της ρόλος [9]. Τέλος σε πειράµατα 

απαλοιφής του γονιδίου του ARNT που έγιναν σε ποντίκια έδειξαν ότι είναι 

απαραίτητος για την επιβίωση των ζώων δεδοµένου ότι αυτά πέθαιναν γύρω στην 

δέκατη µέρα της εµβρυογένεσης [52].  

 

 

p300/CBP (Creb Binding Protein): O p300/CBP είναι ο γενικός συµπαράγοντας της 

µεταγραφής και έχει δειχθεί ότι αλληλεπιδρά µε τον HIF-1α για την ενεργοποίηση 

της µεταγραφής των γονιδίων στόχων του (Elbert B L 1998 Mol Cell Biol, Arany Z 

1996 Proc NatI Acad Sci). Απαραίτητη για αυτήν την αλληλεπίδραση είναι η περιοχή 

ενεργοποίησης της µεταγραφής TAD C του HIF-1α [53]. Στη συνέχεια βρέθηκε ότι 

απαραίτητα αµινοξέα για αυτήν την αλληλεπίδραση ήταν οι Leu-795, Cys-800, Leu-

818 και Leu-822 [54, 55]. Η δηµιουργία του συµπλόκου HIF-1α /p300/CBP 

εξαρτάται από µέτα-µεταφραστικές τροποποιήσεις του µορίου του HIF-1α µε 

κυριότερη την υδροξυλίωση της Asn-803 από την FIH-1 σε συνθήκες νορµοξίας που 

εµποδίζει την δέσµευση του p300/CBP στον HIF-1α. Όταν δεν γίνεται η 

υδροξυλίωση της Asn-803 τότε ο p300/CBP µπορεί να συνδεθεί στον HIF-1α και να 

ξεκινήσει έτσι η µεταγραφή των γονιδίων στόχων του HIF-1. 

 

 

SRC-1 (Steroid Receptor Coactivator 1): Ο SRC-1 είναι συµπαράγοντας της 

µεταγραφής και ανήκει στην οικογένεια των πρωτεϊνών p160 που αλληλεπιδρούν µε 

διάφορα µέλη της οικογένειας των πυρηνικών υποδοχέων και αυξάνουν την 

ενεργοποίηση της µεταγραφής. Με πειράµατα διαµόλυνσης ευκαρυωτικών κυττάρων 

βρέθηκε ότι ο SRC-1 συνδέεται µε τον HIF-1α. [56].  

 

 

TIF-2 (Transcription Intermediary factor 2): Ο TIF-2 είναι συµπαράγοντας της 

µεταγραφής και ανήκει όπως και ο SRC-1 στην οικογένεια των p160 

συνενεργοποιητών που ενεργοποιούν την µεταγραφή µέσω µηνυµάτων από 
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πυρηνικούς υποδοχείς. Με in vivo πειράµατα βρέθηκε ότι ο TIF-2 συνδέεται µε τον 

HIF-1α σε συνθήκες υποξίας στον πυρήνα του κυττάρου [56].  

 

 

HNF4 (Hepatocyte Nuclear Factor 4): Στον υποκινητή του γονιδίου της 

ερυθροποιητίνης εκτός από τα στοιχεία απόκρισης στην υποξία τα οποία αναγνωρίζει 

ο HIF-1 και συνδέεται σε αυτά υπάρχουν και συγκεκριµένες αλληλουχίες αντίστοιχα 

στις οποίες συνδέεται ο HNF4. Με εφαρµογή του συστήµατος των δύο υβριδίων in 

vivo σε κύτταρα θηλαστικών αποδείχθηκε ότι ο HNF4 συνδέεται µε την περιοχή των 

αµινοξέων 106-526 που είναι η περιοχή bHLH-PAS του HIF-1α σε συνθήκες υποξίας 

[55]. Επιπλέον µε απαλοιφή είτε των στοιχείων απόκρισης στην υποξία είτε των 

στοιχείων απόκρισης στον HNF4 δείχθηκε ότι είναι απαραίτητο να συνδεθούν και οι 

δύο µεταγραφικοί παράγοντες στον υποκινητή του γονιδίου της ερυθροποιητίνης 

προκειµένου να γίνει ενεργοποίηση της µεταγραφής του σε συνθήκες υποξίας. 

 

 

HDAC7 (Histone Deacetylase 7): Χρησιµοποιώντας το σύστηµα των δύο υβριδίων 

σε κύτταρα σακχαροµύκητα ανιχνεύθηκε ότι το τµήµα 735-785 που αντιστοιχεί στην 

ρυθµιστική περιοχή (ID) των αµινοξέων του HIF-1α αλληλεπιδρά µε την HDAC7 σε 

συνθήκες υποξίας και η αλληλεπίδραση αυτή επιβεβαιώθηκε και µε πειράµατα 

ανοσοκατακρήµνισης σε κύτταρα HEK293 και HeLa [57]. Η αλληλεπίδραση αυτή 

είναι ειδική για τον HIF-1α αφού ούτε ο HIF-2α ούτε ο HIF-3α συνδέονταν µε την 

HDAC7, αλλά και από όλα τα µέλη της οικογένειας των HDACs µόνο η HDAC7 

αλληλεπιδρά ειδικά µε τον HIF-1α. Επιπλέον, µε εφαρµογή του συστήµατος των 

τριών υβριδίων βρέθηκε ότι η αλληλεπίδραση HIF-1α /HDAC7 βρίσκεται σε 

σύµπλοκο µε τον συµπαράγοντα p300/CBP και µε πειράµατα ανοσοφθορισµού 

δείχθηκε ότι η HDAC7 ενώ είναι µια κυτταροπλασµατική πρωτεΐνη µετακινείται στον 

πυρήνα σε συνθήκες υποξίας [57]. Με real-time PCR αποκαλύφθηκε ότι η δράση της 

HDAC7 είναι να αυξάνει την µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1α [57]. 

 

 

Jab1 (Jun Activation domain-binding protein 1): Η Jab1 αλληλεπιδρά µε την 

περιοχή 401-603 (ODD) του HIF-1α όπως ανιχνεύθηκε µε το σύστηµα των δύο 

υβριδίων και επιβεβαιώθηκε µε in vitro πειράµατα και µε πειράµατα 
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ανοσοκατακρήµνισης [58]. Η Jab1 αποτελεί υποµονάδα του συµπλόκου CSN που 

φωσφορυλιώνει την c-Jun. Επιπλέον, µε το σύστηµα των δύο υβριδίων είχε δειχθεί 

ότι αλληλεπιδρά µε την c-Jun και δρα ως µεταγραφικός συνενεργοποιητής της. Ο Bae 

και οι συνεργάτες του έδειξαν ότι η Jab1 σταθεροποιεί και αυξάνει την µεταγραφική 

ενεργότητα του HIF-1α σε συνθήκες υποξίας και µε in vitro πειράµατα έδειξαν ότι η 

Jab1 ανταγωνίζεται την p53 για την σύνδεσή της µε τον HIF-1α σε συνθήκες υποξίας. 

Επιπλέον, αποδείχθηκε ότι η Jab1 συνδέεται µε την p53 µε αποτέλεσµα την 

αποικοδόµηση της τελευταίας και προτείνεται ότι αυτό συµβαίνει σε συνθήκες 

υποξίας προκειµένου να σταθεροποιηθεί ο HIF-1α και να µην οδηγηθεί το κύτταρο σε 

απόπτωση [59]. 

 

 

Necdin (Neurally differentiated embryonal carcinoma-cell derived factor): Η 

νεκδίνη είναι ένας κατασταλτικός παράγοντας της ανάπτυξης των κυττάρων. Με το 

σύστηµα των δύο υβριδίων βρέθηκε ότι η περιοχή των αµινοξέων 401-603 (ODD) 

του HIF-1α συνδέεται µε την νεκδίνη. Η αλληλεπίδραση αυτή επιβεβαιώθηκε µε 

πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης σε ανθρώπινα κύτταρα και αποδείχθηκε ότι 

υπερέκφραση της νεκδίνης καταστέλλει τα επίπεδα της πρωτεΐνης του HIF-1α χωρίς 

να µειώνει τα επίπεδα του mRNA του σε συνθήκες υποξίας, ενώ ασκεί και αντι-

αγγειογενετική δράση in vitro και in vivo [60]. 

 

 

Αλληλεπιδράσεις που συνίστανται σε διάφορες τροποποιήσεις του µορίου του 

HIF-1α. 

 

 

p42 /p44 MAPKs (p42/ p44 Mitogen Activated Protein Kinases): Οι p42/p44 

MAPK είναι δύο κινάσες σερίνης /θρεονίνης που ενεργοποιούνται από µιτογόνα 

ερεθίσµατα και ρυθµίζουν την δράση αρκετών µεταγραφικών παραγόντων. Μετά από 

την παρατήρηση ότι ο ενδογενής HIF-1α εµφάνιζε διαφορά στην ηλεκτροφορητική 

του κινητικότητα κατά 12 kDa σε σχέση µε τον ανασυνδυασµένο, ο Richard και οι 

συνεργάτες του έδειξαν µε πειράµατα in vitro και in vivo ότι η διαφορά αυτή 

οφείλεται σε φωσφορυλίωσή του από τις p42/p44 MAPK. Επίσης έδειξαν ότι η 

φωσφορυλίωση αυτή συµβαίνει µόνο από αυτά τα δύο µέλη της οικογένειας των 
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ΜΑΡ κινασών κι όχι από τις p38 και JNK. Τέλος µε πειράµατα µέτρησης της 

ενεργότητας της λουσιφεράσης αποδείχτηκε ότι ο φωσφορυλιωµένος από τις p42/p44 

MAPK κινάσες HIF-1 είναι µεταγραφικά ενεργός [24]. Παρόλα αυτά οι ακριβείς 

θέσεις φωσφορυλίωσης ήταν άγνωστες µέχρι που ο Μυλωνής και οι συνεργάτες του 

έδειξαν µε in vitro πειράµατα ότι ο ανασυνδυασµένος HIF-1α φωσφορυλιώνεται από 

τις p42/p44 MAPK στις σερίνες 641 και 643. Όπως δείχθηκε η φωσφορυλίωση στις 

συγκεκριµένες θέσεις παρεµποδίζει την έξοδο του HIF-1α µέσω της εξπορτίνης 

CRM-1 από τον πυρήνα [61]. 

 

 

PHDs (Prolyl-Hydroxylases): O HIF-1α σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου 

αποικοδοµείται άµεσα κι αυτό οφείλεται στην υδροξυλίωση των προλινών 402 και 

564 που βρίσκονται στην περιοχή ΟDD από τρία ένζυµα, τις πρόλυλο-υδροξυλάσες 

(PHD 1, 2, 3). Οι PHDs ανήκουν στην οικογένεια των διοξυγενασών περιέχουν Fe+2 

στο µόριό τους και για να δράσουν είναι απαραίτητη η ύπαρξη 2-οξογλουταρικού και 

ασκορβικού ενώ το µοριακό οξυγόνο αποτελεί υπόστρωµα της αντίδρασης. 

Παραπροϊόντα της αντίδρασης είναι το διοξείδιο του άνθρακα και το ηλεκτρικό οξύ 

[62]. Ο υποκυτταρικός εντοπισµός τους διαφέρει. Η PHD 1 εντοπίζεται αποκλειστικά 

στον πυρήνα, η PHD 2 στο κυτταρόπλασµα, ενώ η PHD 3 και στον πυρήνα και στο 

κυτταρόπλασµα [63], [6]. Πειράµατα µε τη χρήση siRNA έδειξαν ότι κυρίως η PHD 

2 είναι υπεύθυνη για την υδροξυλίωση του HIF-1α σε συνθήκες νορµοξίας [26].  

 

 

FIH-1 (Factor Inhibiting HIF-1): Η FIH-1 είναι η υδροξυλάση της Αsn-803 του 

HIF-1α σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου. Η αλληλεπίδραση FIH-1/ HIF-1α 

ανιχνεύθηκε µε το σύστηµα των δύο υβριδίων χρησιµοποιώντας την αµινοξική 

περιοχή του HIF-1α 576-826 που βρίσκεται στο καρβοξυτελικό του άκρο. Η 

υδροξυλίωση αυτή όπως και στην περίπτωση των PHDs απαιτεί µοριακό οξυγόνο για 

να πραγµατοποιηθεί και αποτρέπει την σύνδεση του HIF-1α µε τον p300 /CBP. 

Επιπλέον δείχθηκε ότι η FIH-1 αναστέλλει την µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1α 

κι ότι έχει προταθεί ότι συνδέεται in vitro µε τον pVHL [64]. Το 2002 ανακαλύφθηκε 

ότι η FIH-1 είναι µια ασπαραγινική υδροξυλάση [65] και τελικά ότι υδροξυλιώνει την 

ασπαραγίνη στη θέση 803 του HIF-1α [66]. 
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Στον Πίνακα 1 που ακολουθεί δίνονται συνοπτικά οι ιδιότητες των τριών 

PHDs και της FIH-1.  

 

     Υδροξυλάση       Θέση Υδροξυλίωσης  Κm O2 

            Pro402  Pro564 

PHD1   +   +  250µΜ 

PHD2   +  +  230µΜ 

PHD3   -  +  230µΜ 

FIH-1        Asp-803      90µΜ 

 

Πίνακας 1. Ιδιότητες των ενζύµων που υδροξυλιώνουν  τον HIF-1α. 

 

 

Ενώ και οι τέσσερις υδροξυλάσες έχουν πολλές οµοιότητες στον τρόπο 

δράσης τους (βλ. Σχήµα 1) διαφέρουν σηµαντικά ως προς τις Km . Η Κm των PHDs 

είναι κοντά στην συγκέντρωση του ατµοσφαιρικού µοριακού οξυγόνου (200µΜ) ενώ 

η Κm για την FIH-1 είναι λιγότερο από το µισό σε σχέση µε εκείνη των PHDs. Το 

γεγονός αυτό δείχνει ότι υπάρχει ένα παράθυρο στην κυτταρική απόκριση στην 

υποξία, όπου ο ΗΙF-1α θα είναι σταθερός λόγω της έλλειψης της δράσης των PHDs, 

αλλά θα είναι µεταγραφικά ανενεργός λόγω της υδροξυλίωσής του από την FIH-1.  
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Σχήµα 1: Υδροξυλίωση του HIF-1α. Σε συνθήκες νορµοξίας, ο HIF-1α υδροξυλιώνεται από 

τις PHDs και FIH µε αποτέλεσµα την απουσία µεταγραφικής ενεργότητας. Η αντίδραση των 

υδροξυλασών απαιτεί οξυγόνο, 2-οξογλουταρικό και Fe2+. Το 2-οξογλουταρικό αποκαρβοξυλιώνεται 

παράγοντας CO2 και ηλεκτρικό οξύ [67]. 

 

 

ARD1 (ARrest Defective-1 protein): Με το σύστηµα των δύο υβριδίων 

ανακαλύφθηκε ότι η περιοχή 401-603 (ODD) του HIF-1α αλληλεπιδρά µε την 

πρωτεΐνη ARD1 και η αλληλεπίδραση αυτή επιβεβαιώθηκε in vitro και in vivo [68]. 

Στην συνέχεια δείχθηκε ότι η αλληλεπίδραση αυτή µειώνει την µεταγραφική 

ενεργότητα του HIF-1α κι ότι η ενδογενής πρωτεΐνη ARD1 επάγει την πρωτεόλυση 

του HIF-1α σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου από τον pVHL. Τελικά µε in vivo 

πειράµατα ακετυλίωσης δείχθηκε ότι η πρωτεΐνη ARD1 ακετυλιώνει τον HIF-1α 

στην λυσίνη 532 κι ότι αυτός ο µηχανισµός είναι ρυθµιστικός για την αποικοδόµηση 

του HIF-1α. Εποµένως ο ARD1 είναι µια ακετυλοτρανσφεράση που ρυθµίζει 

αρνητικά τον HIF-1α ακετυλιώνoντάς τον τόσο σε συνθήκες νορµοξίας όσο και σε 

υποξία [68]. Πολλοί µεταγραφικοί παράγοντες ακετυλιώνονται, όπως οι p53, E2F1, 

MyoD, GATA-1 προκειµένου να αλληλεπιδράσουν µε άλλες πρωτεΐνες που 

αποτελούν συνενεργοποιητές της µεταγραφής. Σε αντίθεση µε τις πρόλυλο-

υδροξυλάσες, η δραστικότητα των ακετυλοτρανσφερασών δεν εξαρτάται από τη 

ΝΟΡΜΟΞΙΑ 

Ο2, 2-οξογλουταρικό Ο2, 2-οξογλουταρικό 

CΟ2, ηλεκτρικό οξύ CΟ2, ηλεκτρικό οξύ 

 

απουσία µεταγραφής 

στοιχεία απόκρισης στην υποξία 

αποικοδόµηση 
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συγκέντρωση του οξυγόνου. Στην περίπτωση του HIF-1α η ακετυλίωση του µορίου 

του επισπεύδει την αποικοδόµησή του από τον pVHL [68], [4]. Υπάρχει κι ο 

αντίλογος όµως στην βιβλιογραφία, ότι ο ARD1 αν και αλληλεπιδρά µε τον HIF-1α 

δεν τον ακετυλιώνει, και επιπλέον, ότι ούτε η αναστολή της έκφρασης ούτε η 

υπερέκφραση του ARD1 επηρεάζει τη σταθεροποίηση του HIF-1α {Arnesen, 2005 

#1223}. Η αλληλεπίδραση λοιπόν του HIF-1α µε την ακετυλοτρανσφεράση ARD1 

παραµένει ασαφής. 

 

 

SUMO-1 (Small Ubiquitin-like M οdifier 1):  Οι SUMO είναι σχετικά µικρές 

πρωτεΐνες (περίπου 12 kDa) και µέχρι στιγµής έχουν βρεθεί τρεις ισοµορφές, οι 

SUMO 1, 2 και 3 οι οποίες εµφανίζουν υψηλή δοµική οµολογία µε την ουβικουϊτίνη. 

Η τροποποίηση µιας πρωτεΐνης από κάποια SUMO µοιάζει πολύ µε την 

ουβικουϊτινιλίωση εκτός ότι συµβαίνει στον πυρήνα του κυττάρου. Το αµινοξύ που 

έχει βρεθεί να τροποποιείται συνηθέστερα είναι η λυσίνη, όπως συµβαίνει και στην 

περίπτωση της ουβικουϊτινιλίωσης. Μεταγαραφικοί παράγοντες που έχει βρεθεί ότι 

τροποποιούνται µετα-µεταφραστικά από σουµοϋλίωση είναι οι c-Myb, GRIP1, Sp3 

και AP-2. Ο HIF-1α διαθέτει τρεις πιθανές περιοχές SUMOυλίωσης και είναι οι 

λυσίνες στις θέσεις 391, 477 και 532. Με πειράµατα ανοσοφθορισµού και 

ανοσοκατακρήµνισης έχει δειχθεί ότι ο HIF-1α εντοπίζεται µαζί και αλληλεπιδρά in 

vivo µε την SUMO-1 αλλά δεν έχει βρεθεί ακριβώς ποια ή ποιες λυσίνες ευθύνονται 

για αυτήν την αλληλεπίδραση {Shao, 2004 #1224}. Επιπλέον έχει δειχθεί in vitro ότι 

η Ε3 λιγάση RanBP2 που βρίσκεται στην κυτταροπλασµατική πλευρά των πυρηνικών 

πόρων των κυττάρων προωθεί την τροποποίηση του HIF-1α από την SUMO [69]. 

 

 

Αλληλεπιδράσεις που σχετίζονται µε την σταθεροποίηση και την αποικοδόµηση 

του HIF-1α . 

 

 

pVHL (von Hippel Lindau protein): Η ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη pVHL είναι 

συστατικό µιας λιγάσης της Ε3 ουβικουϊτίνης και υπάρχει φυσιολογικά σε όλα τα 

κύτταρα. Το γονίδιο VHL κωδικοποιεί για δύο διαφορετικά πρωτεϊνικά προϊόντα 

µοριακού βάρους 30 kDa και 19 kDa τα οποία µετακινούνται µεταξύ πυρήνα και 
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κυτοπλάσµατος. O pVHL βρέθηκε ότι αλληλεπιδρά in vitro µε την περιοχή 530-652 

του HIF-1α. και τον οδηγεί παρουσία οξυγόνου σε πολυουβικουϊτινίωση [28]. 

Απαραίτητη προϋπόθεση για την αλληλεπίδραση αυτή είναι η προηγούµενη 

υδροξυλίωση του HIF-1α από τις PHDs και από την FIH-1 που γίνεται µόνο σε 

φυσιολογικές συγκεντρώσεις οξυγόνου. Η ασθένεια von Hippel-Lindau (VHL) 

οφείλεται σε µετάλλαξη του ογκοκατασταλτικού γονιδίου VHL µε αποτέλεσµα την 

δηµιουργία πολλαπλών όγκων στα αγγεία, στον αµφιβληστροειδή χιτώνα του µατιού, 

στο κεντρικό νευρικό σύστηµα, στους νεφρούς και στα επινεφρίδια. [70]. Σε κύτταρα 

που δεν παράγουν την ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη pVHL ο HIF-1α δεν 

αποικοδοµείται και σταθεροποιείται ακόµη και σε συνθήκες νορµοξίας [27].  

 

 

OS-9: Η πρωτεΐνη OS-9 εκφράζεται σε κύτταρα του οστεοσαρκώµατος και έχει 

εµπλακεί στην µεταφορά πρωτεϊνών στο ενδοπλασµατικό δίκτυο και στο Golgi {Su, 

1996 #1225}. Χρησιµοποιώντας το σύστηµα των δύο υβριδίων ο Baek και οι 

συνεργάτες του ανακάλυψαν ότι η περιοχή των αµινοξέων 576-826 του HIF-1α, 

συνδέεται µε την OS-9 και µε πειράµατα σε κύτταρα θηλαστικών αποκάλυψαν ότι για 

αυτήν την σύνδεση είναι απαραίτητο ο HIF-1α να είναι υδροξυλιωµένος [71]. 

Eπιπλέον µε in vitro πειράµατα έδειξαν ότι η OS-9 µπορεί να συνδεθεί ταυτόχρονα µε 

τον HIF-1α και µε την PHD 2 [71]. Τέλος, in vivo πειράµατα σε κύτταρα θηλαστικών 

όπου έγινε απαλοιφή του mRNA της OS-9, έδειξαν ότι τα επίπεδα του HIF-1α 

αυξάνονταν σε συνθήκες νορµοξίας, γεγονός που υποδηλώνει ότι είναι απαραίτητη η 

OS-9 προκειµένου να υδροξυλιωθεί ο HIF-1α και στην συνέχεια µέσω της 

αλληλεπίδρασής του µε τον pVHL να οδηγηθεί για αποικοδόµηση στο πρωτεάσωµα 

[71]. Η σηµασία της αλληλεπίδρασης του HIF-1α µε την OS-9 χρειάζεται περαιτέρω 

διερεύνηση.  

 

 

p53: Το προϊόν του ογκογονιδίου p53 κωδικοποιεί για έναν πολυπαραγοντικό 

µεταγραφικό παράγοντα που εµπλέκεται εκτός των άλλων στην επιδιόρθωση βλαβών 

του DNA και στην απόπτωση των κυττάρων. Σε πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης 

βρέθηκε ότι η περιοχή των αµινοξέων 401-603 (ODD) του HIF-1α συνδέεται µε την 

ενδογενή πρωτεΐνη p53 σε συνθήκες υποξίας. Η αλληλεπίδραση αυτή αποδείχθηκε µε 

πειράµατα σε ποντίκια ότι προκαλεί την καταστολή της µεταγραφικής ενεργότητας 
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του HIF-1α, και ότι η p53 προωθεί την ουβικουϊτινίωση και αποικοδόµησή του σε 

συνθήκες υποξίας µέσω της MDM2 που ανήκει σε σύµπλοκο Ε3 λιγάσης της 

ουβικουϊτίνης [72], {Fels, 2005 #1226}. 

 

 

MDM2 (Murine Double Minute 2): H MDM2 είναι ο κύριος αρνητικός ρυθµιστής 

της πρωτεΐνης p53 και αρχικά βρέθηκε ότι αλληλεπιδρά in vitro και in vivo µε τον 

HIF-1α σε συνθήκες υποξίας, λειτουργώντας σαν γέφυρα µεταξύ του HIF-1α και της 

πρωτεΐνης p53 [73]. Στην συνέχεια αποδείχθηκε ότι η σύνδεση της MDM2 µε τον 

HIF-1α συµβαίνει in vivo σε συνθήκες υποξίας και δεν είναι απαραίτητη η ύπαρξη 

της p53. Με σκοπό να εξηγηθεί η βιολογική σηµασία του συµπλόκου HIF-1α /MDM2 

/p53 δείχθηκε σε κύτταρα ποντικού και ανθρώπου ότι η MDM2 ενισχύει την 

ενεργοποίηση της µεταγραφής των γονιδίων στόχων του HIF-1 [74]. 

 

 

Hsp90 (Heat Shock Protein 90): Η πρωτεΐνη θερµικού σοκ Hsp90 είναι µια 

συντηρηµένη εξελικτικά µοριακή συνοδός πρωτεΐνη του κυτταροπλάσµατος άφθονη 

σε ευκαρυωτικά αλλά και σε προκαρυωτικά κύτταρα και κάτω από φυσιολογικές 

συνθήκες ενεργοποιείται από διάφορες καταστάσεις στρες συµπεριλαµβανοµένου του 

στρες της αυξηµένης θερµοκρασίας. Αρχικά ανακαλύφθηκε ότι η Ηsp90 συνδέεται in 

vitro µε την περιοχή bHLH-PAS του HIF-1α [75], ενώ περαιτέρω µελέτες έδειξαν ότι 

αυτό συµβαίνει σε συνθήκες νορµοξίας αλλά και κατά την υποξία [76]. Αναστολή της 

Ηsp90 σε συνθήκες υποξίας προκαλεί µείωση της σύνδεσης του HIF-1 στο DNA και 

της ενεργοποίησης της µεταγραφής [77]. Σε κύτταρα τα οποία δεν εξέφραζαν pVHL 

η χρήση αναστολέων της hsp90 προωθεί την αποικοδόµηση του HIF-1α στο 

πρωτεάσωµα, γεγονός που δείχνει ότι η ρύθµιση του HIF-1α από την Hsp90 είναι 

µπορεί να είναι ανεξάρτητη του pVHL [78]. O Katchinski και οι συνεργάτες του 

περιγράφουν ότι µετά την µετατόπιση του HIF-1α στον πυρήνα οι υψηλές 

συγκεντρώσεις του ARNT ανταγωνίζονται µε την Ηsp90 για την σύνδεση στην 

περιοχή bHLH-PAS, αλλά δεν είναι η Ηsp90 που ευθύνεται για την είσοδο του HIF-

1α στον πυρήνα [4].  
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1.3.4. HIF-1α ΚΑΙ ΚΥΤΤΑΡΟΣΚΕΛΕΤΟΣ 

 

Κύριο ρόλο στις λειτουργίες του κυτταροσκελετού παίζουν τα ινίδια ακτίνης 

και οι µικροσωληνίσκοι που για να διατηρήσουν την δοµή τους χρειάζονται ΑΤΡ. Η 

υποξία προκαλεί µεταβολές στο σχήµα των κυττάρων κυρίως λόγω της µειωµένης 

παραγωγής ΑΤΡ. Τέτοιες µεταβολές έχουν δειχθεί σε διάφορους τύπους κυττάρων 

όπως είναι τα νεφρικά κύτταρα [79], [80], τα ενδοθηλιακά κύτταρα του ήπατος και 

των πνευµόνων [81], [82] και τα επιθηλιακά κύτταρα των αεραγωγών [83]. Η 

οργάνωση της ακτίνης του κυτταροσκελετού γίνεται µέσω της οικογένειας των Rho 

GTPασών και η λειτουργία των Rho έχει δειχθεί ότι εµπλέκεται σε διάφορες 

κυτταροσκελετικές λειτουργίες που σχετίζονται µε την υποξία. Συγκεκριµένα, η 

ακαµψία και η δηµιουργία ινιδίων του στρες (stress fibers) που φαίνεται να 

προκαλείται στα κύτταρα κατά την υποξία έχει αποδοθεί στην ενεργοποίηση των Rho 

πρωτεϊνών [81], [80], [84], [85]. Από τα µέλη των Rho GTPασών, µε πειράµατα 

µέτρησης της δραστικότητάς τους κατά την υποξία, βρέθηκε ότι κυρίως η Rac1 και η 

RhoA αποκρίνονται σε αλλαγές της συγκέντρωσης του οξυγόνου, µε την Rac1 να 

προηγείται [86]. Η αναστολή της Rac1 από τα χαµηλά επίπεδα του οξυγόνου 

προκαλεί ενεργοποίηση της RhoA που οδηγεί στην δηµιουργία ινιδίων του στρες 

[86], [87].  

Παρόλα αυτά οι µελέτες που συνδέουν την λειτουργία του HIF-1α µε την 

λειτουργία των Rho πρωτεϊνών είναι λίγες. Έχει δειχθεί ότι η Rac1 ενεργοποιείται 

κατά την υποξία και ότι η ενεργοποίηση αυτή είναι απαραίτητη για την µετέπειτα 

ενεργοποίηση του HIF-1α και την λειτουργία της Ν-ΤΑD περιοχής του [88]. 

Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι σε καρκινικά κύτταρα του νεφρού η RhoA απαιτείται για 

την έκφραση του mRNA του HIF-1α και την αύξηση των πρωτεϊνικών επιπέδων του 

[89]. Τέλος, η µείωση των επιπέδων της Rac1 σε πειράµατα µε siRNA ή µε 

επικρατείς µεταλλαγµένες µορφές της, αναστέλλει την έκφραση του HIF-1α σε 

διαφορετικές κυτταρικές σειρές [88], [90],[91]. 

Αν και ο HIF-1α είναι µια πρωτεΐνη που εντοπίζεται και δρά στον πυρήνα 

επηρρεάζεται από κυτταροσκελετικές αλλαγές που συµβαίνουν κατά την υποξία και 

ειδικότερα έχει βρεθεί ότι αναστέλλεται από φάρµακα που επηρεάζουν τις 

τουµπουλίνες και συνεπώς τη δοµή των µικροσωληνίσκων. Αρχικά, βρέθηκε ότι η 

χηµική ουσία 2-µέθοξυ-οιστραδιόλη (2ΜΕ2) που δρα διασπώντας τους 
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µικροσωληνίσκους κατά την µετάφαση καταστέλλει τα επίπεδα της πρωτεΐνης HIF-

1α αλλά και την µεταγραφική της ενεργότητα χωρίς όµως να µεταβάλλει τα επίπεδα 

mRNA της πρωτεΐνης [92]. Η καταστολή αυτή ενισχύεται µε αυξανόµενες δόσεις του 

φαρµάκου [92]. Στην συνέχεια ελέγχθηκαν κι άλλες ουσίες που διασπούν τους 

µικροσωληνίσκους, όπως η βινκριστίνη (vincristine), η κολχικίνη (colchicine) η 

δισκοδερµολίδη (discodermolide), το taxotere και βρέθηκε ότι είχαν την ίδια 

επίδραση στον HIF-1α [93]. Προτείνεται ότι αυτό συµβαίνει µέσω της σύνδεσης του 

mRNA του HIF-1α µε τους µικροσωληνίσκους επηρεάζοντας την µετάφραση, κάτι 

που έχει επίσης δειχθεί και για άλλους παράγοντες όπως ο elF-2 [93], [94].  

 Τέλος ο HIF-1α σαν µεταγραφικός παράγοντας ρυθµίζει εκτός των άλλων και 

την επαγωγή γονιδίων στόχων που έχουν άµεση σχέση µε απαραίτητες 

κυτταροσκελετικές λειτουργίες. Επάγει τα γονίδια των κερατινών KRT 14, 18 και 19 

και της βιµεντίνης (VIM) που συµµετέχουν στη δοµή του κυτταροσκελετού, ενώ 

επηρεάζονται από τον HIF-1α παράγοντες σχετικοί µε την κινητικότητα του 

κυττάρου (ΑΜF, cMET, LRP1, TGF-α) αλλά και µε την διασύνδεση των κυττάρων 

µεταξύ τους, όπως η ΜΙC-2 [11]. 
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1.3.5. HIF-1α ΚΑΙ ΚΑΡΚΙΝΟΣ 

  

Η ανάπτυξη των συµπαγών όγκων περιορίζεται λόγω της έλλειψης νέο-

αγγειογένεσης που χρειάζεται για την µεταφορά οξυγόνου και θρεπτικών 

συστατικών. Συνήθως η υποξία που οφείλεται στην ύπαρξη όγκων δηµιουργείται σε 

µια απόσταση 100-200µm από αιµοφόρα αγγεία και κύτταρα που δεν καταφέρνουν 

να προσαρµοστούν στην έλλειψη οξυγόνου και θρεπτικών συστατικών και 

αποπίπτουν ή νεκρώνονται [95]. Από την άλλη µεριά η υποξία µπορεί να επηρεάσει 

θετικά την ανάπτυξη του καρκίνου οδηγώντας έτσι σε έναν κακοήθη φαινότυπο µε 

επιθετική καρκινική συµπεριφορά, καθώς επίσης και σε αντίσταση των κυττάρων στη 

χηµειοθεραπεία ή την ακτινοβολία. Τα καρκινικά κύτταρα που προσαρµόζονται στην 

υποξία αυξάνουν την νέο-αγγειογένεση µε σκοπό την επαρκή µεταφορά οξυγόνου, 

παράγουν ενέργεια µέσω του αναερόβιου µεταβολισµού και ρυθµίζουν διάφορους 

αντι-αποπτωτικούς και προ-αποπτωτικούς παράγοντες [96].  

Τα καρκινικά κύτταρα που επιβιώνουν σε συνθήκες υποξίας υπερεκφράζουν 

τον µεταγραφικό παράγοντα HIF-1α όπως βρέθηκε στον καρκίνο του δέρµατος, του 

προστάτη, του παχέος εντέρου, των ωοθηκών και των νεφρών [97]. Γενικά η 

υπερέκφραση του HIF-1α σχετίζεται µε αυξηµένη θνησιµότητα σε πρώιµα στάδια 

καρκίνου του τραχήλου της µήτρας και σε ορισµένους τύπους καρκίνου του στήθους. 

Υπάρχουν όµως και περιπτώσεις όπου η υπερέκφραση του HIF-1α δε σχετίζεται µε 

κακή πρόγνωση και αυτό γίνεται όταν τα κύτταρα αλλάζουν φαινότυπο και αρχίζουν 

να αποπίπτουν. [96], [98], [11]. 

Απαραίτητη προϋπόθεση για την κατανόηση της εξέλιξης του καρκίνου µέσω 

του HIF-1 είναι να διερευνηθούν οι επιπτώσεις της υπερέκφρασής του σε καρκινικά 

κύτταρα και οι µοριακοί µηχανισµοί που ενέχονται στην πρόκληση του κυτταρικού 

θανάτου [2]. 
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1.3.5.1 Ο HIF-1α  ΩΣ ΣΤΟΧΟΣ ΑΝΤΙΚΑΡΚΙΝΙΚΩΝ ΦΑΡΜΑΚΩΝ. 

 

Οι θεραπευτικές προσεγγίσεις που στοχεύουν τον HIF-1α στην αντιµετώπιση 

του καρκίνου στηρίζονται κυρίως στην αναστολή της επαγωγής ή της δράσης του ή 

στην µείωση των πρωτεϊνικών επιπέδων του. 

Φάρµακα που έχουν την ικανότητα να αναστέλλουν την αγγειογένεση 

χρησιµοποιούνται σε κλινικές δοκιµές για την αντικαρκινική τους δράση [99]. Ο 

λόγος είναι ότι η αναστολή της αγγειογένεσης επιλέγει τα καρκινικά κύτταρα που 

έχουν προσαρµοστεί σε συνθήκες υποξίας εφόσον αυτά τα κύτταρα µπορούν να 

ανταπεξέλθουν στην µείωση της συγκέντρωσης του οξυγόνου. Από τις κλινικές 

δοκιµές έχει δειχθεί ότι τα καρκινικά κύτταρα που µπορούν και επιβιώνουν σε 

συνθήκες υποξίας είναι ανθεκτικά στην ακτινοβολία και την χηµειοθεραπεία και είναι 

αυτά που προκαλούν µεταστάσεις και τελικά τον θάνατο [100]. Οι τελευταίες µελέτες 

δείχνουν ότι ο HIF-1 προωθεί την ανθεκτικότητα των κυττάρων στην χηµειοθεραπεία 

και την ακτινοβολία [101]. Εποµένως αναστολή της δράσης του HIF-1 θα µπορούσε 

να είναι ένας καλός συνδυασµός µαζί µε κάποια αντι-αγγειογενετική θεραπεία.  

Σε αντίθεση µε την παραγωγή εξειδικευµένων φαρµάκων µε αντι-

αγγειογενετική δράση είναι γνωστό ότι πολλές χηµικές ουσίες που στοχεύουν σε 

σηµατοδοτικά µονοπάτια έχουν αντι-αγγειογενετική δράση. Αυτή η δράση οφείλεται 

εν µέρει στο γεγονός ότι η αναστολή σηµατοδοτικών µονοπατιών οδηγεί σε µείωση 

των επιπέδων του HIF-1α. Μερικά παραδείγµατα τέτοιων ουσιών φαίνονται στον 

Πίνακα , ενώ η έρευνα συνεχίζεται για την εύρεση µικρών µορίων αναστολέων του 

HIF-1 και της αγγειογένεσης.  
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∆ραστικές Ουσίες  Μοριακοί Στόχοι  Παρούσα φάση 

Αναστολείς σηµατοδοτικών µονοπατιών 

BAY43-9006 RAF kinase Κλινικές ∆οκιµές 

CCl-779 mTOR Κλινικές ∆οκιµές 

Celebrex COX2 Κλινικές ∆οκιµές 

PD98059 MEK Όχι για κλινική χρήση 

Trastuzumab (Herceptin) 
ERBB2 υποδοχέας 

κίνάσης τυροσίνης 
Εγκεκριµένη ουσία 

ZD-1839N(Iressa) OSI-774 
EGFR κινάση 

τυροσίνης 
Κλινικές ∆οκιµές 

Imatinib (Gilvec) 
BCR-ABL, PDGFR 

κινάσες τυροσίνης 
Εγκεκριµένη ουσία 

Mικρά µόρια αναστολείς της δράσης του HIF-1 

2ME2 
Πολυµερισµός 

µικροσωληνίσκων 
Κλινικές ∆οκιµές 

17-AAG ΗSP90 Κλινικές ∆οκιµές 

Camptotechin, Topotecan Topoisomerase I Εγκεκριµένη ουσία 

Pleurotin, 1-methylpropyl  

2-imidazolyl disulphide 
Thioredoxin Όχι για κλινική χρήση 

YC-1 ∆εν έχει διευκρινιστεί Όχι για κλινική χρήση 

 

Πίνακας 2: Νέα θεραπευτικά µόρια που αναστέλλουν την δράση του HIF-1 [11]. 

 

 Μια πρώτη έρευνα που έγινε για την ανίχνευση τέτοιων µικρών µορίων 

αποκάλυψε ότι καταστολείς της τοποϊσοµεράσης Ι εµποδίζουν την έκφραση του HIF-

1α µε έναν άγνωστο µέχρι τώρα µηχανισµό [102]. Το µόριο YC-1, που είναι γνωστό 

ότι ενεργοποιεί την δράση της γουανυλικής κυκλάσης, επίσης µείωσε τα επίπεδα του 

HIF-1α, αλλά και πάλι µε άγνωστο τρόπο [103].  

Η ανακάλυψη πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν και ρυθµίζουν την δράση του 

HIF-1α, είναι άλλη µια προσέγγιση για να επιτευχθεί αναστολή της απόκρισης στην 

υποξία των καρκινικών κυττάρων. Όπως για παράδειγµα η αλληλεπίδραση του HIF-

1α µε το p300/ CBP που είναι ο κύριος συνενεργοποιητής της µεταγραφής των 

γονιδίων στόχων του. Η υπερέκφραση πεπτιδίων που κωδικοποιούν για την περιοχή 

TAD C του HIF-1α και ανταγωνίζονται την σύνδεσή του p300/ CBP αναστέλλει την 
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µεταγραφική δράση του HIF-1 και την ανάπτυξη όγκων [104]. Επιπλέον, η αναστολή 

της αλληλεπίδρασης µε την Hsp90 που οδηγεί τον HIF-1α σε αποικοδόµηση µε έναν 

µηχανισµό που δεν εξαρτάται από τον VHL [78] αποτελεί έναν άλλον στόχο 

αντιµετώπισης του καρκίνου. Τέτοιοι αναστολείς της Hsp90 είναι η γκελνταναµυκίνη 

(GA) που έχει βρεθεί ότι οδηγεί σε αποικοδόµηση του HIF-1α σε καρκινικά κύτταρα 

του προστάτη [92] και η ραδισικόλη που επίσης αναστέλλει την Hsp90 [105]. Η 

ανακάλυψη των PHDs και της FIH αποκάλυψε νέους πιθανούς θεραπευτικούς 

στόχους. Αύξηση της αποικοδόµησής του HIF-1α µε ενεργοποίηση των PHDs θα 

µπορούσε να οδηγήσει σε αναστολή της ανάπτυξης των καρκινικών κυττάρων. Μέχρι 

στιγµής έχει αναφερθεί µόνο µια ουσία που προκαλεί ενεργοποίηση των PHDs, η 

κυκλοσπορίνη Α (CsA) [106]. Αλλά και η προσθήκη ουσιών που είναι απαραίτητες 

για την δράση των PHDs, όπως είναι το ασκορβικό οξύ και ο σίδηρος αναστέλλουν 

την επαγωγή των γονιδίων στόχων του HIF-1α [107].  

Άµεσο στόχο αποτελεί η αναστολή κάποιων ογκογονιδίων όπως είναι τα ras 

και src, τα οποία ενεργοποιούν τον HIF-1α και θα µπορούσαν να έχουν αντικαρκινική 

δράση αλλά και η επαγωγή ογκοκατασταλτικών γονιδίων όπως είναι τα VHL, PTEN 

και p53 [108]. 

Επιπλέον όπως προαναφέρθηκε µπορεί να χρησιµοποιηθεί η ισοµορφή IPAS 

που ανήκει στην ίδια οικογένεια µε τον HIF-1α και αναστέλλει τον διµερισµό του µε 

τον ARNT, δρώντας ανταγωνιστικά [23]. 

 Όλες οι παραπάνω προσεγγίσεις αποτελούν σηµεία ελέγχου για την εύρεση 

νέων αντικαρκινικών παραγόντων που στοχεύουν τον HIF-1α και µπορούν να 

βοηθήσουν στη θεραπεία διαφόρων τύπων καρκίνου.  
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1.4. Η ∆ΟΜΗ ΚΑΙ ΟΙ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΕΣ ΤΗΣ MgcRacGAP 
 

H MgcRacGAP (Male Germ Cell Rac Gap) είναι µια GAP (GTPase 

Activating Protein) της οικογένειας των Rho πρωτεϊνών. Οι GAPs συνδέονται µε την 

GTP-συνδεόµενη µορφή των µικρών G πρωτεϊνών της οικογένειας Rho και 

καταλύουν την υδρόλυσή του GTP. Με τη δράση τους αυτή ασκούν αρνητική 

ρύθµιση στη λειτουργία των Rho πρωτεϊνών προωθώντας τες στην ανενεργή GDP-

συνδεδεµένη µορφή τους (βλ. Εικ. 6). H MgcRacGAP είναι ειδική κυρίως για την 

Rho πρωτεΐνη Rac1 και σε µικρότερο βαθµό για την cdc42 [109].  

 

 

 

    

Εικόνα 6: Σχηµατική αναπαράσταση του κύκλου των GTPασών. Οι GTPάσες ρυθµίζουν την 

δράση τους κυκλικά µεταξύ µιας ανενεργής GDP-συνδεόµενης µορφής και µιας ενεργής GTP-

συνδεόµενης µορφής. Για την κυκλική αυτή δράση είναι απαραίτητη η συµµετοχή των GAPs (GTP 

Activating Proteins), των GEFs (Guanine nucleotide Exchange Factors) και των GDIs (Guanine 

nucleotide dissociation Inhibitors). Οι απενενεργοποιητές των GTPασών απεικονίζονται µε κόκκινο 

χρώµα, ενώ οι ενεργοποιητές µε πράσινο [110]. 

 

 

H υπεροικογένεια των µικρών G πρωτεϊνών διακρίνεται σε πέντε επιµέρους 

οικογένειες όπως φαίνεται στον Πίνακα 3 και αποτελείται από πολλά µέλη, η δράση 

των οποίων επηρεάζει πολλές κυτταρικές λειτουργίες. Συγκεκριµένα για τα µέλη της 

Rho οικογένειας έχει δειχθεί ότι συµµετέχουν στην οργάνωση των µικροσωληνίσκων 
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κι άλλων συστατικών του κυτταροσκελετού, στην ρύθµιση της έκφρασης 

συγκεκριµένων γονιδίων και στις διακυτταρικές συνδέσεις [111].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 3: Τα µέλη της υπεροικογένειας των µικρών G πρωτεϊνών [112]. 

 

 

Ενώ τα µέλη της οικογένειας των µικρών GTPασών δεν ξεπερνούν τα 140, 

έχουν προβλεφθεί τουλάχιστον 160 ανθρώπινα γονίδια που κωδικοποιούν για τις 

αντίστοιχες GAPs και ο αριθµός αυτός αναµένεται να αυξηθεί δεδοµένου ότι 

υπάρχουν GTPάσες για τις οποίες δεν έχουν βρεθεί οι αντίστοιχες GAP [113]. Το 

γεγονός αυτό υποδεικνύει ένα σηµαντικό ρόλο στην λειτουργία των GTPασών αλλά 

και υπονοεί ότι ίσως οι GAPs να επιτελούν και άλλες κυτταρικές λειτουργίες. 

Πράγµατι, για τις GAPs έχει δειχθεί ότι λειτουργούν σαν µεταφορείς µηνυµάτων σε 

σηµατοδοτικά µονοπάτια αλλά κι ότι επηρεάζονται από διάφορα ενδοκυτταρικά 

µηνύµατα [114], [115]. Επιπλέον εµπλέκονται σε ασθένειες, όπως είναι κάποιοι τύποι 

καρκίνου που προκαλούνται από µεταλλάξεις που καταργούν την δράση των GAPs, 

όπως η νευρoϊνωµάτωση [113]. 
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Η πρωτεΐνη MgcRacGAP αποτελείται από 632 αµινοξέα και η δοµή της 

περιλαµβάνει µια περιοχή σπειρωµένου σπειράµατος στο αµινοτελικό της άκρο που 

ανοµάζεται περιοχή Myo και ακολουθεί µια περιοχή δακτύλου ψευδαργύρου που 

ακολουθείται από την καταλυτική περιοχή GAP (Εικ. 7). 

 

 

 

 

 

Εικόνα 7: ∆ιαγραµµατική απεικόνιση της δοµής της πρωτεΐνης MgcRacGAP. Στο 

αµινοτελικό άκρο φαίνεται η περιοχή σπειρωµένου σπειράµατος Myo, ακολουθεί η περιοχή δακτύλου 

ψευδαργύρου µε την καταλυτική GAP περιοχή [116]. 

 

 

 

H MgcRacGAP χαρακτηρίστηκε για πρώτη φορά το 1998 και βρέθηκε ότι 

έχει οµολογία µε το προϊόν rotundRacGAP της Drosophila melanogaster και ότι 

βρίσκεται σε αφθονία στα σπερµατοκύτταρα [109]. Βρέθηκε επίσης ότι συµµετέχει 

στα πρώιµα στάδια της διαφοροποίησης των κυττάρων του λιπώδους ιστού [117] 

αλλά και ότι έχει σηµαντικό ρόλο στην ανάπτυξη και την διαφοροποίηση των 

λευχαιµικών κυττάρων. Στα συγκεκριµένα κύτταρα, βρέθηκε ότι η υπερέκφραση της 

πρωτεΐνης MgcRacGAP ανέστειλλε την ανάπτυξη και ενεργοποιούσε την 

διαφοροποίησή τους. Επιπλέον η δράση της αυτή ήταν ανεξάρτητη της καταλυτικής 

περιοχής της. Η ανάλυση του mRNA της πρωτεΐνης έδειξε ότι κατανέµεται και σε 

άλλους ιστούς όπως στο θύµο αδένα, στον εγκέφαλο, στην καρδιά και στους 

σκελετικούς µύς [118]. 

Ωστόσο η πιο καλά µελετηµένη µέχρι σήµερα δράση της MgcRacGAP αφορά 

τη συµµετοχή της στη µίτωση όπου είναι αναγκαία για την κυτοκίνηση. Με 

πειράµατα ανοσοϊστοχηµείας αποκαλύφθηκε ότι η MgcRacGAP δεν είναι 

αποκλειστικά µια κυτταροπλασµατική πρωτεΐνη αλλά εντοπίζεται και στον πυρήνα 

κατά µήκος των µικροσωληνίσκων [119]. Κατά την ανάφαση διανέµεται στη 

µιτωτική άτρακτο, ενώ στο τέλος της τελόφασης βρίσκεται στο µεσόσωµα 

(midbody). Η κατανοµή αυτή της MgcRacGAP οφείλεται στην σύνδεση της περιοχής 

Myo µε τις α-, β- και γ-τουµπουλίνες [119]. Το 2003 ανακαλύφθηκε ότι 

συνεντοπίζεται στην περιοχή του µεσοσώµατος µε την κινάση Aurora B και µε την 
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RhoA, αλλά όχι µε την cdc42 ή την Rac1 [120]. Αυτό συµβαίνει γιατί κατά την Μ 

φάση του κυτταρικού κύκλου η MgcRacGAP φωσφορυλιώνεται από την Aurora B 

στην σερίνη 387. Η τροποποίηση αυτή µεταβάλλει την δράση της σαν GAP, 

προσδίδοντάς της αγχιστεία για την RhoA [120]. 

Κατά την φάση M του κυτταρικού κύκλου η MgcRacGAP είναι απαραίτητη 

για να ολοκληρωθεί η κυτοκίνηση, εφόσον σε συνδυασµό µε την πρωτεΐνη PRC1 

(Protein Regulating Cytokinesis 1) επηρεάζει την δράση της cdc42. Συγκεκριµένα ο 

PRC1 συνδέεται µε την MgcRacGAP αναστέλλοντας την δράση της για την cdc42 

[121]. Η αναστολή αυτή της MgcRacGAP οδηγεί στη σωστή δηµιουργία της 

µιτωτικής ατράκτου κατά τη µετάφαση. Αντίθετα, στην περίπτωση που η 

MgcRacGAP είναι φωσφορυλιωµένη και δεν συνδέεται µε τον PRC1 τα κύτταρα 

εµφανίζουν ανωµαλίες στην δηµιουργία της µιτωτικής ατράκτου [121]. Η 

αλληλεπίδραση µε την πρωτεΐνη PRC1 έχει δειχθεί ότι συµβαίνει ταυτόχρονα και µε 

την Myo και µε την GAP περιοχή της MgcRacGAP [121]. Επιπλέον έχει δειχθεί ότι 

επηρεάζει την δράση και της RhoA κατά την κυτοκίνηση [122], [123]. Αποτελεί 

υποµονάδα του συµπλόκου που σχηµατίζεται κατά την συγκρότηση του συσταλτού 

δακτυλίου της µιτωτικής ατράκτου (contractile ring) και είναι απαραίτητη για την 

διαίρεση του κυττάρου. Αυτό συµβαίνει µέσω της σύνδεσης της MgcRacGAP µε τον 

ECT2 κατά την κυτοκίνηση. Ο ECT2 είναι µια GEF (guanine exchange factor) για 

την RhoA και ο εντοπισµός του στην µιτωτική άτρακτο και στον συσταλτό δακτύλιο 

του κυττάρου οφείλεται στην σύνδεση του µε την MgcRacGAP [124], [125]. Στην 

Εικ. 8 φαίνεται σχηµατικά η ρύθµιση της MgcRacGAP κατά την κυτοκίνηση, η 

φωσφορυλίωσή της από την Aurora B και η αλληλεπίδρασή της µε την πρωτεΐνη 

PRC1 κατά την δηµιουργία του συσταλτού δακτυλίου. 
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Εικόνα 8: Ρύθµιση της MgcRacGAP κατά την διάρκεια της κυτοκίνησης. a) Μια Rho-

GTPάση είναι απαραίτητη για την δηµιουργία του συσταλτού δακτυλίου κατά την κυτοκίνηση. Η 

ΜgcRacGAP και η Aurora B συνεντοπίζονται στο µεσόσωµα. b) Φωσφορυλίωση της Ser387 της 

MgcRacGAP από την Aurora B ενεργοποιεί την δράση της MgcRacGAP για την Rho-GTPάση, 

προκαλώντας τελικά απενεργοποίηση της Rho και αποδιοργάνωση του δακτυλίου ακτοµυοσίνης. Η 

αλληλεπίδραση µεταξύ της πρωτεΐνης PRC1 και της MgcRacGAP ρυθµίζεται επίσης µέσω 

φωσφορυλίωσης από την Aurora B. Ο PRC1 αλληλεπιδρά ταυτόχρονα µε την περιοχή RhoGAP και µε 

το αµινοτελικό άκρο της MgcRacGAP και η αλληλεπίδραση αυτή καταστέλλει την δράση της 

MgcRacGAP [110]. 

 

 

 

 

Τέλος έχει δειχθεί ότι απαλοιφή του γονιδίου που κωδικοποιεί την 

MgcRacGAP σε έµβρυα ποντικών έχει σαν αποτέλεσµα τον θάνατο λόγω ανώµαλων 

κυτταρικών διαιρέσεων. Συγκεκριµένα, δηµιουργούνται πολυπυρηνικά βλαστοµερή 

καθώς δεν είναι δυνατόν να ολοκληρωθεί η κυτοκίνηση [116]. 
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Τα παραπάνω δείχνουν ότι η MgcRacGAP εκτός από την δράση που έχει σαν 

ρυθµιστής των Rho πρωτεϊνών, έχει και λειτουργίες που ίσως δεν συνδέονται άµεσα 

µε την δράση της ως GAP. Η αλληλεπίδρασή της µε τις τουµπουλίνες και η επίδραση 

που έχει στον πολλαπλασιασµό και την διαφοροποίηση των κυττάρων, αποκαλύπτει 

την συµµετοχή της σε λειτουργίες του κυτταροσκελετού και του πυρήνα. 
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2. ΣΚΟΠΟΣ 
 
 
 
Η υποξία είναι µια στρεσσογόνος κατάσταση για τα κύτταρα και γενικότερα για τους 

οργανισµούς, η οποία απαντάται συχνά σε φυσιολογικές και πολύ συχνά σε 

παθολογικές καταστάσεις. Τα κύτταρα έχουν αναπτύξει µηχανισµούς απόκρισης στην 

υποξία µε µεταβολή της γονιδιακής τους έκφρασης, η οποία στον άνθρωπο ελέγχεται 

κατά κύριο λόγο από τον µεταγραφικό παράγοντα HIF-1. Η µία από τις δύο 

υποµονάδες του, η πρωτεΐνη HIF-1α, υπόκειται σε ρύθµιση των επιπέδων του από 

την ενδοκυττάρια συγκέντρωση Ο2, καθώς και από άλλα ενδοκυττάρια µονοπάτια 

που επηρεάζουν τον πολλαπλασιασµό και την επιβίωση των κυττάρων. 

 Στόχος αυτής της εργασίας ήταν η ανίχνευση πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν 

µε τον HIF-1α και η περαιτέρω διερεύνηση της λειτουργικής τους σχέσης µε τις 

δράσεις του HIF-1. 

 Με τη χρήση του συστήµατος των δύο υβριδίων ανιχνεύτηκαν τουλάχιστον 

τρεις νέες µοριακές αλληλεπιδράσεις του HIF µε µια περιοχή του στην οποία δεν έχει 

αποδοθεί συγκεκριµένη λειτουργική ταυτότητα. Και οι τρεις αυτές πρωτεΐνες 

σχετίζονται µε λειτουργίες του κυτταροσκελετού µε τον οποίο πολύ λίγο έχει 

συσχετισθεί µέχρι σήµερα ο HIF-1.  

 Επιλέξαµε να διερευνήσουµε σε βάθος την αλληλεπίδραση του HIF-1α µε την 

πρωτεΐνη MgcRacGAP, µια πρωτεΐνη-ρυθµιστή της δράσης των Rho πρωτεϊνών, οι 

οποίες είναι γνωστό ότι εµπλέκονται στην οργάνωση του κυτταροσκελετού. 

 Τα αποτελέσµατα αυτής της εργασίας επιβεβαίωσαν τη δοµική και 

λειτουργική συγγένεια του HIF-1α µε την MgcRacGAP, προτείνοντας έτσι 

ανεξερεύνητες µέχρι τώρα λειτουργίες του HIF-1α που περιλαµβάνουν την εµπλοκή 

του σε κυτταροσκελετικές διεργασίες του κυττάρου.  

 
 
 
 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 22:43:09 EEST - 3.239.56.174



 53

 
 
 
 
3. ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
 
3.1. ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗ DNA ΣΕ ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΑΚΟΥΣ ΦΟΡΕΙΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ 
 

Η κλωνοποίηση DNA σε πλασµίδια, που είναι µικρά κυκλικά δίκλωνα µόρια 

DNA βασίζεται στην ικανότητα του πλασµιδιακού DNA να διασπάται σε 

συγκεκριµένες θέσεις µετά από πέψη µε ενδονουκλεάσες περιορισµού και να 

συνδέεται µε ένα ξένο τµήµα DNA που έχει υποστεί την ίδια κατεργασία. Το 

πλασµιδιακό DNA καθώς και το ξένο τµήµα DNA που έχουν κατεργαστεί µε τα ίδια 

ένζυµα περιορισµού µπορούν να συνδεθούν µέσω της δράσης της λιγάσης του DNA. 

Το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο µπορεί να εισαχθεί σε βακτηριακά κύτταρα και να 

αναπτυχθεί παρουσία κατάλληλων αντιβιοτικών.  

3.1.1. Πλασµιδιακοί φορείς κλωνοποίησης χωρίς ένθεµα 

 
Τα πλασµίδια που χρησιµοποιήθηκαν για την κλωνοποίηση τµηµάτων cDNA 

του ενδιαφέροντος, φαίνονται διαγραµµατικά στο Σχήµα 2 που ακολουθεί µε τη 

σειρά που δίνονται και είναι:  

Α. pGBT9. Περιέχει την περιοχή σύνδεσης µε το DNA του µεταγραφικού παράγοντα 

GAL4 σε συνέχεια µε την περιοχή που αποτελείται από πολλαπλές θέσεις 

κλωνοποίησης (MCS: Multiple Cloning Site). Προσδίδει µε µετασχηµατισµό του σε 

κύτταρα σακχαροµύκητα πρωτοτροφία για το αµινοξύ τρυπτοφάνη (Trp).  

Β. pVP16. Περιέχει την περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής του µεταγραφικού 

παράγοντα VP16 σε συνέχεια µε την περιοχή που αποτελείται από πολλαπλές θέσεις 

κλωνοποίησης (MCS). Προσδίδει µε µετασχηµατισµό του σε κύτταρα 

σακχαροµύκητα πρωτοτροφία για το αµινοξύ λευκίνη (Leu).  

Γ. pGEX-4T-1 (Amersham Pharmacia). Περιέχει την περιοχή κωδικοποίησης της 

τρανσφεράσης της γλουταθειόνης (GST) πριν το ΜCS.  

∆. H10GFP. Κωδικοποιεί για τη φθορίζουσα πρωτεΐνη GFP σε σύντηξη µε επίτοπο 

10 ιστιδινών (χορηγήθηκε από το εργαστήριο του Dr.Görlich, ΖΜΒΗ, Χαϊδελβέργη).  
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Ε. pEGFP-C1 (Clontech). Χρησιµοποιείται για έκφραση µιας κλωνοποιηµένης 

πρωτεΐνης σε ευκαρυωτικά κύτταρα λόγω του υποκινητή CMV που περιέχει, αλλά 

και για εντοπισµό της πρωτεΐνης αυτής στο κύτταρο λόγω της φθορίζουσας 

πρωτεΐνης GFP για την οποία κωδικοποιεί και η οποία βρίσκεται µπροστά από το 

MCS  

Z. pME18S-FLAG. Περιέχει τον υποκινητή SRα και χρησιµοποιείται στην περίπτωση 

έκφρασης κλωνοποιηµένης πρωτεΐνης σε ευκαρυωτικά κύτταρα. Προηγείται του 

MCS, η αλληλουχία DNA που κωδικοποιεί για τον επίτοπο FLAG. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Σχήµα 2: Πλασµιδιακοί φορείς κλωνοποίησης χωρίς ένθεµα: Φαίνονται σχηµατικά οι 

υποκινητές των πλασµιδίων, οι περιοχές έναρξης της αντιγραφής (ori), τα γονίδια ανθεκτικότητας του 

κάθε πλασµιδίου σε αντιβιοτικά, οι περιοχές κωδικοποίησης των ιστιδινών (His) ή της τρανσφεράσης 

της γλουταθειόνης (GST) καθώς και η περιοχή πολλαπλής κλωνοποίησης (MCS). 
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3.1.2. Κυτταρικά στελέχη 

 

Τα βακτηριακά στελέχη που χρησιµοποιήθηκαν ήταν τα: 

ΤΟP10 (InVitrogen): Κύτταρα E. coli ιδανικά για κάθε σχεδόν εφαρµογή 

κλωνοποίησης. Παρουσιάζουν ανθεκτικότητα στη στρεπτοµυκίνη.  

BL21 RIL (Stratagene): Το στέλεχος αυτό χρησιµοποιήθηκε για την in vitro έκφραση 

ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών. Από τα κύτταρα αυτά απουσιάζουν οι Lon και ΟmpT 

πρωτεάσες. Επιπλέον, επιτρέπουν την έκφραση υψηλών επιπέδων κάποιων 

ανθρώπινων tRNA (αυτά των αργινίνης, ισολευκίνης και λευκίνης) µέσω του RIL 

πλασµιδίου. 

KC8 (Clontech): Βακτηριακό στέλεχος τροποποιηµένο έτσι ώστε να µην παράγονται 

τα αµινοξέα λευκίνη, τρυπτοφάνη, ουρακίλη, ιστιδίνη και αδενίνη. Παρόλο που τα 

κύτταρα αυτά έχουν χαµηλή απόδοση µετασχηµατισµού από πλασµίδια, είναι 

χρήσιµα στην περίπτωση που θέλουµε να διαχωρίσουµε ένα πλασµίδιο από κάποιο 

άλλο. Συγκεκριµένα, η πρωτοτροφία σε κάποιο αµινοξύ που προσδίδει στα κύτταρα 

το πλασµίδιο αυτό, π.χ. πρωτοτροφία για το αµινοξύ λευκίνη και η καλλιέργεια των 

κυττάρων στο ανάλογο θρεπτικό µέσο επιλογής, βοηθάει στην επιλογή των κυττάρων 

που έχουν µετασχηµατιστεί µε το επιθυµητό πλασµίδιο.  

 Το στέλεχος του σακχαροµύκητα που χρησιµοποιήθηκε ήταν: 

PJ69-4A (P. James, J. Halladay Genetics 1996): Τα συγκεκριµένα κύτταρα του S. 

cerevisiae χρησιµοποιήθηκαν σε όλα τα στάδια της εφαρµογής του συστήµατος των 

δύο υβριδίων. Περιέχουν ενσωµατωµένα στο γονιδίωµά τους τα γονίδια αναφοράς 

LacZ, ADE2 και HIS3 των οποίων ο υποκινητής περιλαµβάνει θέσεις δέσµευσης του 

µεταγραφικού παράγοντα GAL4. 
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3.1.3. Πέψη µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες  

 
Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες είναι ένζυµα που αναγνωρίζουν 

συγκεκριµένες αλληλουχίες νουκλεοτιδίων και κάτω από ορισµένες συνθήκες 

προκαλούν την πέψη του DNA σε µικρότερα τµήµατα. 

Ανάλογα µε την ενεργότητα (Unit/µl) του κάθε ενζύµου καθορίζεται και η 

ποσότητα που χρησιµοποιείται σε µια αντίδραση πέψης. Ισχύει ότι 1 unit ενζύµου 

αντιστοιχεί στην ποσότητα του ενζύµου που απαιτείται για να πέψει πλήρως 1µg 

DNA σε όγκο αντίδρασης 50µl σε µια ώρα και σε κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα. 

Η πέψη µε ένζυµα περιορισµού χρησιµοποιήθηκε είτε για τον έλεγχο του 

µεγέθους των κοµµατιών DNA που κλωνοποιήθηκαν και τον σωστό προσανατολισµό 

τους ή για την αποµόνωση συγκεκριµένων κοµµατιών που προορίζονται για 

κλωνοποίηση.  

Για µια αντίδραση πέψης σε τελικό όγκο 20 µl, χρησιµοποιείται 1µg 

πλασµιδιακού DNA, περίσσεια του αντίστοιχου ενζύµου (Fermentas) και 2 µl 

κατάλληλου ρυθµιστικού διαλύµατος για κάθε ένζυµο. Το υπόλοιπο του όγκου της 

αντίδρασης συµπληρώνεται µε αποστειρωµένο και δις απεσταγµένο H2O (ddH2O). Η 

επώαση γίνεται για τουλάχιστον 1-2 ώρες στην καθορισµένη για κάθε ένζυµο 

θερµοκρασία. 

 

3.1.4. Αποφωσφορυλίωση γραµµικού πλασµιδιακού DNA 

 
Το ένζυµο της αλκαλικής φωσφατάσης (CIP: Calf Intestinal Phosphatase, 

New England BioLabs) χρησιµοποιείται για την αποφωσφορυλίωση της 

5΄φωσφορικής οµάδας από µονόκλωνα ή δίκλωνα τµήµατα DNA (κυρίως πλασµίδια), 

παρεµποδίζοντας έτσι την επανασύνδεσή τους. Για 1 µg DNA που είχε κοπεί µε 

περιοριστικές ενδονουκλεάσες, χρησιµοποιήθηκε 1 Unit CIP στο αντίστοιχο για την 

φωσφατάση ρυθµιστικό διάλυµα και ddΗ2Ο έως τα 50µl. Η  επώαση έγινε στους 370 

C για 30 λεπτά. Η CIP απενεργοποιείται µε προσθήκη 5mM EDTA µε pH.8 και 

θέρµανση της αντίδρασης για 10 λεπτά στους 750 C. Τέλος γίνεται κατακρήµνιση του 

αποφωσφορυλιωµένου DNA. 
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3.1.5. Κατεργασία του DNA µε πολυµεράση Klenow 

 

 Tο ένζυµο πολυµεράση Κlenow (DNA Polymerase I, Large Κlenow 

Fragment, 5.000 units/ml BioLabs) λόγω της πολυµεριστικής δράσης που διαθέτει, 

χρησιµοποιείται σε αντιδράσεις συµπληρώµατος των άκρων τµήµατος DNA. 

Αποτελεί τµήµα της E.coli DNA Polymerase I κι έχει προκύψει από την πρωτεόλυση 

της. Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα να διατηρεί την 5΄→ 3΄πολυµεριστική της δράση και 

την 3΄→ 5΄ εξωνουκλεολυτική δράση, αλλά έχει χάσει την δράση της σαν 

εξωνουκλεάση µε κατεύθυνση 5΄→ 3΄. Για x µg πλασµιδιακού DNA 

χρησιµοποιούνται αντίστοιχα x units Κlenow (1 unit/µg DNA ), 100µΜ από καθένα 

από τα dATP, dCTP, dTTP, dGTP και 1x ρυθµιστικoύ διαλύµατος Klenow ενώ ο 

τελικός όγκος της αντίδρασης συµπληρώνεται στα 50 µl µε ddH2O. Η επώαση γίνεται 

για 15 λεπτά στους 370C και στη συνέχεια το ένζυµο απενεργοποιείται µε θέρµανση 

στους 750C για 20 λεπτά 

 

 

 
3.1.6. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης  

 
Τα διάφορα τµήµατα DNA διαχωρίζονται µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

αγαρόζης. Συγκέντρωση αγαρόζης 1% είναι ιδανική για το διαχωρισµό κοµµατιών  

DNA από 500 βάσεις έως 7000 βάσεις. Για την παρασκευή προστίθεται 1% αγαρόζης 

σε ρυθµιστικό διάλυµα ΤΑΕ (4 mM Tris-οξικό, 1 mM EDTA) και ακολουθεί 

θέρµανση στους 1000 C. Όταν η θερµοκρασία του διαλύµατος µειωθεί προστίθεται 

βρωµιούχο αιθίδιο (0,5 µg/ml) το οποίο έχει την ικανότητα να παρεµβάλλεται 

ανάµεσα στις βάσεις του DNA. Στη συνέχεια το διάλυµα αγαρόζης αποχύνεται στη 

συσκευή ηλεκτροφόρησης για να πολυµεριστεί σε πηκτή. Προστίθεται διάλυµα ΤΑΕ 

στη συσκευή ώστε να καλυφθεί η πηκτή. Τα δείγµατα DNA που θα 

ηλεκτροφορηθούν αναµιγνύονται µε µίγµα χρωστικών: 5% γλυκερόλη, 0,42% µπλε 

της βρωµοφαινόλης, 0,42% µπλε του ξυλενίου τοποθετούνται στις εγκοπές της 

πηκτής και η ηλεκτροφορούνται σε 100 V για 20 λεπτά τουλάχιστον. Τα τµήµατα του 

DNA πάνω στην πηκτή ανιχνεύονται µέσω της ιδιότητας του βρωµιούχου αιθίδιου να 

απορροφά υπεριώδη ακτινοβολία και να την επανεκπέµπει στο κόκκινο ορατό φάσµα. 
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3.1.7. Αποµόνωση και καθαρισµός τµηµάτων DNA από πηκτή αγαρόζης 

 
Για την αποµόνωση και τον καθαρισµό τµηµάτων DNA από πηκτή αγαρόζης 

χρησιµοποιήθηκε το Gel Extraction Kit της Qiagen. Το κοµµάτι αγαρόζης που 

περιέχει το προς αποµόνωση DNA αφαιρείται από την πηκτή µε αποστειρωµένο 

νυστέρι. Προκειµένου να αποπολυµεριστεί η αγαρόζη και να αποµονωθεί το DNA 

γίνεται θέρµανση του κοµµατιού µε διάλυµα QG στους 500 C για 10 λεπτα. 

Προστίθεται ισοπροπανόλη και το διάλυµα µεταφέρεται σε σε ειδική στήλη (silica 

gel) στην οποία το DNA δεσµεύεται κάτω από συνθήκες υψηλής αλατότητας και pH 

7,5. Η αποµάκρυνση των µη δεσµευµένων στη στήλη συστατικών γίνεται µε πλύση 

µε διάλυµα PE. Η έκλουση του δεσµευµένου στη στήλη DNA γίνεται µε 30 µl ddΗ2Ο 

σε pH 8.  

 

 

 

3.1.8. Προσδιορισµός συγκέντρωσης DNA 

 

 Ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης του DNA γίνεται µε µέτρηση της 

απορρόφησης στα 260nm. Παράλληλα, γίνεται µέτρηση της απορρόφησης στα 

280nm για να προσδιοριστεί η καθαρότητα του DNA. Απορρόφηση ίση µε 1 

αντιστοιχεί σε συγκέντρωση 50 µg/ml δίκλωνου DNA κι εποµένως η συγκέντρωση 

του δείγµατος DNA υπολογίζεται ως εξής: Συγκέντρωση DNA = 50µg/ml x A260  x 

παράγοντας αραίωσης. Στη συνέχεια, γίνεται µέτρηση της απορρόφησης στα 280nm 

(A280) και υπολογίζεται ο λόγος Α260 / Α280. Για το καθαρό από προσµίξεις DNA ο 

λόγος Α260 / Α280 είναι µεταξύ 1,8-2,0. 

 

 

 

3.1.9. Αντίδραση λιγάσης 

 
Η DNA λιγάση του βακτηριοφάγου Τ4 καταλύει την δηµιουργία 

φωσφοδιεστερικών δεσµών µεταξύ 3΄-υδροξυλικών και 5΄-φωσφορικών άκρων. Με 
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αυτόν τον τρόπο είναι δυνατή η σύνδεση µεταξύ 2 τµηµάτων δίκλωνου DNA µε την 

προϋπόθεση ότι έχουν συµπληρωµατικά ή τυφλά 3΄και 5΄ άκρα. 

Για την αντίδραση της λιγάσης, χρησιµοποιήθηκαν πλασµιδιακός φορέας και 

ένθεµα σε µοριακή αναλογία 1 /3, 2,5 Units λιγάσης Τ4 (5 Unit/µl, Fermentas), 2 µl 

ρυθµιστικού διαλύµατος λιγάσης και ddH2O έτσι ώστε ο τελικός όγκος να είναι 20µl. 

Το µίγµα επωάστηκε 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου και η απενεργοποίηση της 

λιγάσης έγινε στους 650C για 10 λεπτά. 

 

 

3.1.10. Παρασκευή βακτηρίων (Ε. coli) δεκτικών στην εισαγωγή 

πλασµιδιακού DNA  

 
Με την µέθοδο αυτή οι κυτταρικές µεµβράνες ενός µικρού µέρους των 

κυττάρων γίνονται διαπερατές σε ξένο DNA γι’ αυτό και τα κύτταρα στη συνέχεια 

ονοµάζονται δεκτικά (competent). Καλλιέργειες βακτηρίων επωάζονται σε θρεπτικό 

µέσο ΤΥΜ (2% τρυπτόνη, 0,5% εκχύλισµα ζύµης, 0,1 M NaCl και 10 mM MgSO4) 

µε αντιβιοτικό επιλογής, στους 370C για 16 ώρες. Την επόµενη ηµέρα, η καλλιέργεια 

αραιώνεται 1:100 σε τελικό όγκο 3 ml ΤΥΜ µε αντιβιοτικό επιλογής και επωάζεται 

περαιτέρω στους 370C για 2-3 ώρες. Ακολουθεί νέα αραίωση 1:200 σε τελικό όγκο 

50 ml ΤΥΜ χωρίς αντιβιοτικό και επώαση της καλλιέργειας έως ότου η απορρόφηση 

(OD) στα 590nm γίνει 0,4. Τα κύτταρα φυγοκεντρούνται στα 1800xg για 5 λεπτά, 

επαναιωρούνται σε 25ml διαλύµατος TFBI (30 mM CH3COOK, 50 mM MnCl2 , 10 

mM CaCl2 ,100 mM KCl και 15% γλυκερόλη) και επωάζονται στον πάγο για 10 

λεπτά. Τo TFBI αποµακρύνεται από τα κύτταρα, µετά από φυγοκέντρηση, στα 

1800xg, για 5 λεπτά. Τα κύτταρα επαναιωρούνται εκ νέου σε 2ml διαλύµατος TFBII 

(10 mM MOPS, 75 mM CaCl2 , 10 mM KCl και 20% γλυκερόλη) και επωάζονται για 

60 λεπτά στον πάγο. Μετά την παραπάνω επεξεργασία αποθηκεύονται σε σωλήνες 

µικροφυγόκεντρου στους -800 C. 
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3.1.11. Μετασχηµατισµός βακτηρίων  

 
Ο µετασχηµατισµός επιτρέπει την είσοδο πλασµιδίων µέσα σε δεκτικά 

βακτήρια. Το εκάστοτε πλασµίδιο φέρει κάποιο γονίδιο επιλογής (συνήθως γονίδιο 

ανθεκτικότητας σε κάποιο αντιβιοτικό) ώστε να επιλεγούν µόνο τα κύτταρα που το 

έχουν προσλάβει. Πλασµιδιακό DNA (ή προϊόν της αντίδρασης λιγάσης) 

προστίθενται σε 200µl δεκτικών κυττάρων τα οποία επωάζονται 30 λεπτά σε πάγο και 

ακολουθεί θερµικό σοκ των κυττάρων για 1min στους 42οC, έτσι ώστε να 

προσλάβουν το πλασµιδιακό DNA. Στη συνέχεια προστίθεται 1ml θρεπτικού LB, 

ακολουθεί επώαση για 1 ώρα στους 37 οC και φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στα 1700xg. 

Τα κύτταρα επαναιωρούνται σε 100 µl LB,επιστρώνονται σε τρυβλίο LB-άγαρ µε το 

κατάλληλο αντιβιοτικό επιλογήςκαι επωάζονται στους 37οC για περίπου 16 ώρες. 

Το θρεπτικό µέσο LB παρασκευάζεται ως εξής: Για 1 lt προστίθενται 10gr 

τρυπτόνης, 5gr εκχυλίσµατος ζύµης και 5gr NaCl. Το pH του διαλύµατος 

προσαρµόζεται στο 7,5 µε NaOH. Για την παρασκευή στερεού θρεπτικού µέσου LB-

άγαρ ακολουθείται η ίδια διαδικασία µε τη διαφορά ότι προστίθενται επιπλέον 20gr 

άγαρ. Το διάλυµα αποστειρώνεται και αν χρειάζεται προστίθεται το κατάλληλο 

αντιβιοτικό. 

 

 

3.2. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΑΚΟΥ DNA ΑΠΟ ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΑ ΚΥΤΤΑΡΑ  
 

3.2.1 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µικρής κλίµακας µε αλκαλική λύση 

(mini-preparation) 

 
Χρησιµοποιούνται µικρές (3ml) καλλιέργειες βακτηριακών κυττάρων που 

περιέχουν το προς αποµόνωση πλασµίδιακό DNA. Τα κύτταρα φυγοκεντρούνται και 

επαναιωρούνται σε 300µl διαλύµατος TENS (0,1N NaOH, 0,5% SDS σε ΤΕ) και 

µετά προστίθενται 150µl διαλύµατος 3M οξικού νατρίου, pH 5,2. Στη συνέχεια το 

διάλυµα φυγοκεντρείται στις 12.000xg για 2 λεπτά. Το υπερκείµενο µεταφέρεται σε 

νέο σωλήνα µικροφυγόκεντρου και το DNA κατακρηµνίζεται µε προσθήκη 

αιθανόλης. Το ίζηµα του DNA επαναδιαλυτοποιείται σε 20µl διαλύµατος TE (Tris-

HCl 10mM pH 8, EDTA 1mM ). 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 22:43:09 EEST - 3.239.56.174



 61

 

3.2.2. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µεσαίας κλίµακας µε αλκαλική λύση  
 

 Πρόκειται για παρόµοια τεχνική µε την αποµόνωση µε αλκαλική λύση 

πλασµιδιακού DNA µικρής κλίµακας. 50 ml µετασχηµατισµένης βακτηριακής 

καλλιέργειας φυγοκεντρούνται για 10 λεπτά σε 3.000xg. Το ίζηµα επαναιωρείται σε 

1ml διαλύµατος Α (50mM glucose, 10mM EDTA, 25mM Tris-HCl pH.8.0) και 

προστίθενται 2ml διαλύµατος Β (0,2Ν ΝαΟΗ, 1% SDS). Το αιώρηµα επωάζεται για 5 

λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου, στην συνέχεια προστίθενται 1,5ml ψυχρού 

διαλύµατος CH3COOΚ 5Μ pH 5,8 και η επώαση συνεχίζεται για 5 λεπτά στον πάγο. 

Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 15 λεπτά σε 10.000xg, το υπερκείµενο µεταφέρεται σε 

καινούργιους σωλήνες µικροφυγόκεντρου και το DNA εκχυλίζεται µε την προσθήκη 

ίσου όγκου φαινόλης / χλωροφορµίου αναλογίας 1:1. Ακολουθεί ξανά φυγοκέντρηση 

για 5 λεπτά σε 12.000 xg στους 40C, αποµονώνεται η υπερκείµενη στοιβάδα και το 

DNA κατακρηµνίζεται µε προσθήκη αιθανόλης. Τέλος το ίζηµα του DNA 

επαναδιαλυτοποιείται σε 50µl διαλύµατος TE (Tris-HCl 10mM pH 8, EDTA 1mM ).  

 

 

3.2.3. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µε το Qiagen Midi Kit  

 
Με την τεχνική αυτή επιτυγχάνεται αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από 

µεγαλύτερες (100ml) καλλιέργειες βακτηριακών κυττάρων και είναι εφικτή η 

ανάκτηση περίπου 75-100µg πλασµιδίου. Γίνεται λύση των κυττάρων µε NaOH και 

CH3COOK και το πλασµιδιακό DNA δεσµεύεται σε µια στήλη ανιοντοανταλλαγής 

σε συνθήκες χαµηλής αλατότητας και pH. Τo RΝΑ και διάφορες πρωτεϊνικές 

προσµίξεις αποµακρύνονται από τη στήλη χρησιµοποιώντας διαλύµατα µέτριας 

αλατότητας. Το πλασµιδιακό DNA εκλούεται σε συνθήκες υψηλής αλατότητας και 

τέλος κατακρηµνίζεται µε ισοπροπανόλη. 
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3.3. ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΣΑΚΧΑΡΟΜΥΚΗΤΑ  
 

3.3.1 Μετασχηµατισµός κυττάρων S. cerevisiae υψηλής απόδοσης κατά Gietz 

&  Woods. 

 

 Υγρή καλλιέργεια µε το αντίστοιχο στέλεχος του σακχαροµύκητα, όγκου 2ml 

επωάζεται σε κατάλληλο θρεπτικό µέσο SC (Synthetic Complete) στους 300C όλη 

νύχτα. Η καλλιέργεια φωτοµετρείται στα 600 nm και ποσότητα αυτής µεταφέρεται σε 

10ml θρεπτικού YPD ώστε ο αριθµός των κυττάρων στην τελευταία να είναι 5x106 

κύτταρα /ml. Η επώαση συνεχίζεται µε ανάδευση στους 300 C έως ότου ο αριθµός 

των κυττάρων να φτάσει τα 2x107 
κύτταρα/ml. Η καλλιέργεια φυγοκεντρείται για 5 

λεπτά σε 3.000xg. Τα κύτταρα ξεπλένονται µε 5 ml ddΗ2Ο και ξαναφυγοκεντρούνται 

στις ίδιες συνθήκες. Το ίζηµα των κυττάρων επαναδιαλύεται σε1 ml οξικού λιθίου 

(CH3COOLi) 0.1M, το µίγµα διαχωρίζεται σε σωληνάκια µικροφυγόκεντρου 

ανάλογα µε τον αριθµό των αντιδράσεων και ακολουθεί φυγοκέντρηση για 15 

δευτερόλεπτα σε 10.000 xg. Στο ίζηµα των κυττάρων προστίθενται τα παρακάτω 

αντιδραστήρια µε την εξής σειρά : 240 µl 50% (w/v) πολυαιθυλενγλυκόλη 3350MW 

(PEG), 36 µl 1M CH3COOLi, 50µl ssDNA από σπέρµα σολοµού 2mg/ml (το οποίο 

πρώτα θερµάνθηκε στους 1000 C για 30 λεπτά), x µl πλασµιδιακού DNA (από 0,1-10 

µg), 34-x µl ddΗ2Ο. Γίνεται ανάδευση του µίγµατος έως ότου τα κύτταρα διαλυθούν 

καλά και επώαση για 30 λεπτά στους 300 C. Aκολουθεί επώαση για 20 λεπτά στους 

420 C. Τα κύτταρα φυγοκεντρούνται σε 12.000xg για 15 δευτερόλεπτα και το ίζηµα 

επαναδιαλύεται σε 200-400 µl ddΗ2Ο. Τέλος τα κύτταρα επιστρώνονται σε τρυβλία 

µε το κατάλληλο θρεπτικό µέσο και επωάζονται για 2-4 ηµέρες στους 300C. 

 Για την παρασκευή 1lt θρεπτικού SC χρειάζονται: 20 gr glucose, 1,7 gr Yeast 

Nitrogen Base (χωρίς αµινοξέα και χωρίς (NH4)2SO4), 5 gr (NH4)2SO4, 2 gr από 

µίγµα 17 αµινοξέων (δεν περιέχονται: ιστιδίνη, λευκίνη, τρυπτοφάνη), ρυθµίζεται το 

pH του διαλύµατος στο 5,6 µε προσθήκη 5M NaOH και προστίθεται ddH20 µέχρι 

τελικού όγκου 1000 ml. Για την παρασκευή στερεού θρεπτικού µέσου SC σε τρυβλία 

χρησιµοποιούνται ακριβώς τα ίδια διαλύµατα εκτός ότι προστίθενται επιπλέον και 20 

gr άγαρ. Τα διαλύµατα αποστειρώνονται και στη συνέχεια προστίθενται τα 

κατάλληλα αµινοξέα ανάλογα µε το στέλεχος του σακχαροµύκητα. 
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 Για το θρεπτικό υλικό YPD (Yeast Extract -Peptone-Dextrose) 

χρησιµοποιούνται, 20 gr glucose,10 gr bacto yeast extract, 20 gr bacto peptone, ddH20 

µέχρι τελικού όγκου 1000 ml. 

 

 

 

3.3.2. Μετασχηµατισµός κυττάρων S. cerevisiae µε ταχεία διαδικασία κατά 

Gietz & Woods. 
 

 Με την µέθοδο αυτή είναι δυνατός ο γρήγορος µετασχηµατισµός 

οποιουδήποτε κυττάρου σακχαροµύκητα. Χρησιµοποείται κυρίως σε περιπτώσεις που 

η απόδοση του µετασχηµατισµού δεν είναι σηµαντικός παράγοντας. Από ένα τρυβλίο 

µε αποικίες του στελέχους του ενδιαφέροντός µας συλλέγονται (µε scraper) τόσες 

αποικίες ώστε ο όγκος των κυττάρων να αντιστοιχεί περίπου σε 25 µl. Το στέλεχος 

του σακχαροµύκητα επωάζεται σε κατάλληλο όγκο υγρήs καλλιέργειας σε θρεπτικό 

µέσο επιλογής στους 300C όλη νύχτα. Την επόµενη ηµέρα η καλλιέργεια 

φωτοµετρείται στα 600 nm και ποσότητα αυτής µεταφέρεται σε κατάλληλο όγκο 

θρεπτικού υλικού ώστε ο αριθµός των κυττάρων στην τελευταία να είναι 5x106 

κύτταρα /ml. Η επώαση συνεχίζεται µε ανάδευση στους 300 C έως ότου ο αριθµός 

των κυττάρων να φτάσει τα 2x107 
κύτταρα/ml. Η καλλιέργεια φυγοκεντρείται για 5 

λεπτά σε 3.000xg και η διαδικασία που ακολουθείται στην συνέχεια είναι η ίδια που 

περιγράφεται στον «Μετασχηµατισµό υψηλής απόδοσης κυττάρων S. Cerevisiae».  

 

 

 

3.3.3. Μετασχηµατισµός κυττάρων S. cerevisiae για την µέθοδο των δύο 

υβριδίων κατά Gietz & Woods. 

Το πρωτόκολλο αυτό αποτελεί παραλλαγή του πρωτοκόλλου υψηλής απόδοσης 

και χρησιµοποιείται στην περίπτωση αντιδράσεων πολλαπλάσιας κλίµακας. Επώαση 

της υγρής καλλιέργειας του στελέχους που θα µετασχηµατιστεί σε κατάλληλο 

θρεπτικό µέσο στους 300 C όλη νύχτα. Ο όγκος της καλλιέργειας εξαρτάται από την 

κλίµακα που χρησιµοποιείται κάθε φορά. 
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Η απορρόφηση της καλλιέργειας µετράται στα 600 nm και ο τίτλος των κυττάρων 

θα πρέπει να είναι 1-2 x 107/ml. Ακολουθεί φυγοκέντρηση της καλλιέργειας για 5 

λεπτά σε 3.000xg και το ίζηµα επαναδιαλύεται σε υγρό θρεπτικό µέσο YPAD για 

δύο κυτταρικές διαιρέσεις ακόµη έτσι ώστε ο αριθµός των κυττάρων να φτάσει τα 

5X106 κύτταρα /ml. 

 

Πολλαπλάσια 

κλίµακα  

αντίδρασης: 

 
10 Χ  30 Χ  60 Χ 

Όγκος καλλιέργειας 

YPAD: 

50ml  150 ml  300 ml 

Αριθµός 

απαιτούµενων 

κυττάρων:  

        2,5 x 108                 7,5 x 108               1,5 x 109 

Τίτλος κυττάρων 
                                 5Χ106/ml 

 

Η επώαση συνεχίζεται µε ανάδευση στους 300 C για 3-4 ώρες έως ότου τα κύτταρα 

να φτάσουν τα 2x107/ml. Η καλλιέργεια φυγοκεντρείται για 5 λεπτά σε 3.000xg και 

τα κύτταρα ξεπλένονται µε το 1/2 του αρχικού τους όγκου ddΗ2Ο και 

ξαναφυγοκεντρούνται στις ίδιες συνθήκες. Στη συνέχεια το ίζηµα των κυττάρων 

επαναδιαλύεται στον κατάλληλο όγκο CH3COOLi 0,1M. 

 

Πολλαπλάσια 

κλίµακα  

αντίδρασης: 

 
10 Χ  30 Χ  60 Χ 

Όγκος 

καλλιέργειας: 

25 ml  50 ml  100 ml 

Πολ/σια κλίµακα  

αντίδρασης: 

 
10 Χ  30 Χ  60 Χ 

100mM CH3COOLi  3 ml  3 ml  6 ml 
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Η επώαση συνεχίζεται για 15 λεπτά στους 300 C, ακολουθεί φυγοκέντρηση και στο 

ίζηµα των κυττάρων προστέθηκαν τα παρακάτω αντιδραστήρια µε την σειρά που 

δίνονται : 

 

Πολ/σια κλίµακα  

αντίδρασης: 

 
10 Χ  30 Χ  60 Χ 

50%(w/v) PEG 3350 2,4 ml  7,2 ml           14,4 ml 

1M CH3COOLi 360 µl              1,08 ml           2,16 ml  

 DNA από σπέρµα 

σολοµού (2mg/ml) 

 

500 µl              1,50 ml           3,00 ml  

Πλασµιδιακό DNA 

βιβλιοθήκης 

 

Α µl                  Β µl                   Γ µl 

∆ις απεσταγµένο Η2Ο        340-Α µl         1,02-Β ml           2,04 –Γ ml            

 

Το µίγµα αναδεύτηκε έως ότου τα κύτταρα διαλυθούν καλά και συνεχίστηκε η 

επώαση για 30 λεπτά στους 300 C. Ο χρόνος επώασης στους 420C, που ακολουθεί, 

φαίνεται στον παρακάτω πίνακα: 

      

Πολ/σια κλίµακα  

αντίδρασης: 

 
10 Χ  30 Χ  60 Χ 

Χρόνος στους 420 C  30 λεπτά        40 λεπτά         45-60 λεπτά 

 

Με το πέρας της επώασης στους 420C τα κύτταρα φυγοκεντρήθηκαν σε 10.000xg για 

10 δευτερόλεπτα και το ίζηµα επαναδιαλύθηκε στον κατάλληλο όγκο ddΗ2Ο. 

 

Πολ/σια κλίµακα  

αντίδρασης: 

 
10 Χ  30 Χ  60 Χ 

Όγκος dd Η2Ο: 10 ml  40 ml  40 ml 

 

Τα κύτταρα απλώθηκαν σε τρυβλία µε κατάλληλο θρεπτικό µέσο και επωάστηκαν για 

3-5 ηµέρες.  
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 * Όλα τα διαλύµατα που αναφέρονται και στα τρία πρωτόκολλα σχετικά µε τον 

µετασχηµατισµό κυττάρων σακχαροµύκητα πρέπει να αποστειρωθούν σε αυτόκαυστο 

πριν την χρήση.  

 

 

3.4. ∆ΙΑΣΩΣΗ ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΑΚΟΥ DNA ΑΠΟ ΚΥΤΤΑΡΑ 

ΣΑΚΧΑΡΟΜΥΚΗΤΑ (Rescue). 

 
 

 Υγρές καλλιέργειες 1ml των µετασχηµατισµένων κυττάρων του 

σακχαροµύκητα επωάζονται στους 300C όλη νύχτα, στο κατάλληλο θρεπτικό µέσο 

επιλογής. Την επόµενη ηµέρα φυγοκεντρούνται για 2 λεπτά σε ταχύτητα 3.000xg. Το 

ίζηµα των κυττάρων επαναδιαλύεται σε 200µl διαλύµατος Rescue (100mM NaCl, 

10mM Tris-HCl pH 8.0, 1mM EDTA, 0,1% SDS) και προστίθενται αποστειρωµένα 

υάλινα σφαιρίδια (glass beads, διαµέτρου 0,45 mm). Ακολουθεί ανάδευση για 2 

λεπτά, προστίθενται 200µl διαλύµατος φαινόλης και η ανάδευση συνεχίζεται για 

άλλο 1 λεπτό. Στη συνέχεια γίνεται φυγοκέντρηση για 10 λεπτά µε ταχύτητα 3.000xg. 

Το υδατικό υπερκείµενο µεταφέρεται σε καθαρό σωλήνα µικροφυγόκεντρου και 

προστίθενται 200µl διαλύµατος φαινόλης : χλωροφόρµιου σε αναλογία 1:1. Γίνεται 

ανάδευση για 1 λεπτό και φυγοκέντρηση για 10 λεπτά σε 3.000xg. Ξαναµεταφέρεται 

η υδατική φάση σε νέο σωλήνα µικροφυγόκεντρου και το DNA κατακρηµνίζεται µε 

προσθήκη αιθανόλης. Τέλος το ίζηµα του DNA επαναδιαλυτοποιήται σε 20µl 

διαλύµατος TE (Tris-HCl 10mM pH 8,  EDTA 1mM).  

 

 

 

3.5. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΟΥ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΟΣ ΚΥΤΤΑΡΩΝ 

ΣΑΚΧΑΡΟΜΥΚΗΤΑ 

 

Υγρές καλλιέργειες 100ml κυττάρων του σακχαροµύκητα επωάζονται στους 

300C όλη νύχτα, στο κατάλληλο θρεπτικό µέσο επιλογής. Την επόµενη ηµέρα 

φυγοκεντρούνται για 3 λεπτά σε ταχύτητα 3.000xg. Το ίζηµα των κυττάρων 

αναµιγνύεται µε 200µl διαλύµατος επιφόρτωσης (62,5mM Tris-HCl pH 6,8, 2,3% 

SDS, 10% γλυκερόλη, 0,05% (w/v) µπλέ της βρωµοφαινόλης, 25mM DTT ) και 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 22:43:09 EEST - 3.239.56.174



 67

αποστειρωµένα υάλινα σφαιρίδια (glass beads, διαµέτρου 0,45 mm). Ακολουθεί 

βρασµός για 3-5 λεπτά στους 950C. 

 

 

 

3.6. ΕΚΦΡΑΣΗ, ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΚΑΙ ΣΥΓΚΑΤΑΚΡΗΜΝΙΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 

ΙΝ VITRO. 

 
 

3.6.1. Έπαγωγή ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών µε IPTG  

 
Τα κλωνοποιηµένα σε πλασµίδια γονίδια των πρωτεϊνών βρίσκονται υπό τον 

έλεγχο κάποιου ισχυρού υποκινητή (π.χ. Τ5, Τ7 κ.α.), ο οποίος συνήθως είναι 

συνδεδεµένος µε περιοχές του «χειριστή» (operator) του οπερονίου της λακτόζης. Τα 

συγκεκριµένα γονίδια βρίσκονται σε ανενεργή κατάσταση διότι η παραπάνω περιοχή 

του χειριστή καταστέλλεται από µια πρωτεΐνη «καταστολέα» που εκφράζεται από το 

lacI γονίδιο και η οποία δεν επιτρέπει τη σύνδεση της RNA πολυµεράσης στον 

υποκινητή. Το εναρκτήριο σήµα για την ενεργοποίηση των κλωνοποιηµένων 

γονιδίων και της έκφρασης των αντίστοιχων πρωτεϊνών δίνεται από τη λακτόζη ή 

χηµικά ανάλογα της (π.χ. IPTG), τα οποία απενεργοποιούν τον καταστολέα. Έτσι 

επιτυγχάνεται η ελεγχόµενη έκφραση των ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών.  

Η επαγωγή των ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών µε IPTG γίνεται σε καλλιέργεια 

LB (µε κατάλληλο αντιβιοτικό) ή οποία επωάζεται στους37°C έως ότου η 

απορρόφηση της καλλιέργειας είναι 0.6-0.7 (µέτρηση στα 600nm). Τότε στην 

καλλιέργεια προστίθεται 1 mM IPTG και η επώαση συνεχίζεται στους 30° C. Μετά 

την πάροδο 4 ωρών τα κύτταρα συλλέγονται µε φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στα 

3000xg, ξεπλένονται µε ddH2O και αποθηκεύονται στους -200C. 

 

 

3.6.2. Παρασκευή πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος από βακτήρια 

 
Το ίζηµα των κυττάρων επαναιωρείται σε 1/20 του όγκου της αρχικής 

καλλιέργειας σε κατάλληλο διάλυµα λύσης. Για την πλήρη λύση των κυττάρων 

γίνονται υπέρηχοι στο διάλυµα που περιέχει τα κύτταρα και φυγοκέντρηση του 

παραπάνω εκχυλίσµατος στα 10.000xg για 30min για το διαχωρισµό του διαλυτού 
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από το αδιάλυτο κλάσµα. Για τον περαιτέρω καθαρισµό της πρωτεΐνης µε 

χρωµατογραφία αγχιστείας χρησιµοποιείται το διαλυτό κλάσµα. Η παραπάνω 

διαδικασία γίνεται σε πάγο και οι φυγοκεντρήσεις γίνονται στους 40C. 

Το διάλυµα λύσης που χρησιµοποιείται για τις πρωτεΐνες µε GST-επίτοπο 

περιέχει 1x PBS, 5mM DTT 0,1mM PMSF και µίγµα αναστολέων πρωτεασών 

(Roche). Το διάλυµα λύσης που χρησιµοποιείται για τις πρωτεΐνες µε His-επίτοπο 

περιέχει 50mM Tris-Cl, pH 7.4, 200mM NaCl, 5mM MgCl2, 5mM β-

µερκαπταιθανόλη, 5% γλυκερόλη, 1mM PMSF, 0,1% Triton X-100 και µίγµα 

αναστολέων πρωτεασών (Roche).  

 
 
 

 

3.6.3. Αποµόνωση πρωτεϊνών µε επίτοπο ιστιδινών. 

 
Η µέθοδος αυτή αποµόνωσης στηρίζεται στην αρχή της χρωµατογραφίας 

αγχιστείας µέσω ακινητοποιηµένων µετάλλων (IMAC-immobilized metal affinity 

chromatography). Σε αγαρόζη ακινητοποιείται η χηλική ένωση ΝΤΑ (νιτριλοτριοξικό 

οξύ) η οποία δεσµεύει ιόντα νικελίου. Τα ιόντα αυτά έχουν την τάση να συνδέονται 

µε τους δακτυλίους των καταλοίπων ιστιδίνης. 

Έτσι χρησιµοποιώντας κατάλληλα πλασµίδια που κωδικοποιούν για µια 

περιοχή ιστιδινών πριν ή µετά τη θέση του κλωνοποιηµένου DNA είναι δυνατή η 

παραγωγή χιµαιρικών Ηis-πρωτεϊνών οι οποίες µπορούν εύκολα να δεσµευτούν σε 

µια στήλη Ni-NTA σύµφωνα µε τον παραπάνω τρόπο. Η έκλουση της πρωτεΐνης από 

το υλικό χρωµατογραφίας γίνεται µε τη βοήθεια ιµιδαζολίου, το οποίο είναι δοµικά 

παρόµοιο µε το κατάλοιπο ιστιδίνης. Το ιµιδαζόλιο δεσµεύεται πάνω στο νικέλιο 

προκαλώντας την αποσύνδεση των Ηis-πρωτεϊνών όσο αυξάνεται η συγκέντρωση 

του. 

Το διαλυτό κλάσµα που προέκυψε από την λύση βακτηριακών κυττάρων που 

εκφράζουν τις χιµαιρικές His-πρωτεΐνες επωάζεται για 1-2 ώρες στους 40C µε 

σφαιρίδια Νi-NTA της Qiagen (500µl σφαιριδίων για υλικό που προέρχεται απο 2lt 

καλλιέργειας), τα οποία έχουν προηγουµένως εξισορροπηθεί στο διάλυµα λύσης των 

κυττάρων. Το µίγµα µεταφέρεται σε κατάλληλες στήλες όγκου 10ml (Qiagen) όπου 

κατακρατούνται τα σφαιρίδια µε τις προσδεµένες σε αυτά πρωτεΐνες ενώ 

αποµακρύνεται το διαλυτό κλάσµα µε τις πρωτεΐνες που δεν δεσµεύτηκαν στα 
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σφαιρίδια. Ακολουθούν διαδοχικά 3 πλύσεις των σφαιριδίων µε 10ml διαλύµατος 

λύσης. Τα σφαιρίδια ξεπλένονται µε 10ml διαλύµατος λύσης που περιέχει χαµηλή 

συγκέντρωση ιµιδαζολίου (20mM) για την αποµάκρυνση των µη ειδικά 

συνδεδεµένων πρωτεϊνών. Η έκλουση των δεσµευµένων στα σφαιρίδια πρωτεϊνών 

γίνεται µε 2,5ml διαλύµατος λύσης µε υψηλή συγκέντρωση ιµιδαζολίου (250mM). 

Τα κλάσµατα αποθηκεύονται στους -80οC υπό την παρουσία 10% γλυκερόλης. 

 

 

3.6.4. Αποµόνωση πρωτεϊνών µε επίτοπο τρανσφεράσης της γλουταθειόνης. 

 
Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιείται για την αποµόνωση πρωτεϊνών που 

περιέχουν έναν επίτοπο που κωδικοποιεί για την τρανσφεράση της γλουταθειόνης 

(GST). Στην περίπτωση αυτή ο προσδέτης που ακινητοποιείται στην αγαρόζη είναι το 

τριπεπτίδιο γλουταθειόνη. Οι ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες δεσµεύονται µέσω της 

GST, η οποία έχει ως υπόστρωµα την γλουταθειόνη. Χρησιµοποιώντας κατάλληλα 

πλασµίδια (σειρά-pGEX) που φέρουν το γονίδιο της τρανσφεράσης της 

γλουταθειόνης πριν τη θέση του ενθέµατος, είναι δυνατή η παραγωγή χιµαιρικών 

GST-πρωτεϊνών οι οποίες µπορούν εύκολα να αποµονωθούν. Η έκλουση της 

πρωτεΐνης γίνεται µε τη βοήθεια καθαρής γλουταθειόνης η οποία ανταγωνίζεται τη 

γλουταθειόνη των σφαιριδίων της στήλης για τις θέσεις σύνδεσης στη GST. Το 

διαλυτό κλάσµα από τη λύση βακτηριακών κυττάρων που εκφράζουν τις χιµαιρικές 

GST-πρωτεΐνες επώαζεται για 2 ώρες στους 40C υπό συνεχή ανάδευση µε σφαιρίδια 

GSH- Sepharose (Αmersham) (500µl σφαιριδίων για υλικό που προέρχεται απο 2lt 

καλλιέργειας), τα οποία έχουν προηγουµένως εξισορροπηθεί στο διάλυµα λύσης των 

κυττάρων. Το µίγµα µεταφέρεται σε κατάλληλες στήλες των 10ml όπου 

κατακρατούνται τα σφαιρίδια µε τις προσδεµένες σε αυτά πρωτεΐνες ενώ 

αποµακρύνεται το κλάσµα των πρωτεϊνών που δεν δεσµεύτηκαν στα σφαιρίδια. 

Ακολουθούν 3 διαδοχικές πλύσεις της στήλης µε 10ml διαλύµατος λύσης και µία 

φορά µε 10ml διαλύµατος λύσης απουσία απορρυπαντικού. Η έκλουση των 

πρωτεϊνών που δεσµεύονται στα σωµατίδια έγινε µε 1,5ml διαλύµατος GSH Elution 

Buffer (10mM GSH, 50mM Tris-HCl pH.8.0). Τα κλάσµατα αποθηκεύονται στους -

80οC υπό την παρουσία 10% γλυκερόλης. 

 
 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 22:43:09 EEST - 3.239.56.174



 70

 
3.6.5 Συγκατακρήµνιση πρωτεϊνών in vitro.  

 

Τα πειράµατα συγκατακρήµνισης επιτρέπουν τη διερεύνηση της ικανότητας 

πρωτεϊνών να αλληλεπιδρούν µεταξύ τους. Η τεχνική στηρίζεται στη δυνατότητα 

καθήλωσης διαφόρων πρωτεϊνών σύντηξης (π.χ µε επιτόπους GST ή 10xHis) στα 

σφαιρίδια των αντίστοιχων στηλών χρωµατογραφίας (γλουταθειόνη-σεφαρόζη, Ni-

ΝΤΑ) µε τις οποίες παρουσιάζουν αγχιστεία. Οι καθηλωµένες πρωτεΐνες µπορούν να 

δεσµεύσουν άλλες πρωτεΐνες µε τις οποίες παρουσιάζουν αγχιστεία και οι οποίες είτε 

βρίσκονται σε καθαρή µορφή, είτε περιέχονται σε συνολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα. 

Ο έλεγχος της σύνδεσης επιτυγχάνεται µε ανάλυση των καθηλωµένων στα σφαιρίδια 

πρωτεϊνών µε SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση µε ειδικά αντισώµατα. 

Συγκατακρήµνιση µε µέσο καθήλωσης την στήλη GST: 25µl σφαιρίδιων GSH 

εξισορροπούνται µε τρεις διαδοχικές πλύσεις, στους 4°C, σε διάλυµα 1x PBS, 5mM 

DTT 0,1mM PMSF και µίγµα αναστολέων πρωτεασών (Roche). Η δέσµευση της 

GST ή της GST- MgcRacGAP µε την GSΗ στα σφαιρίδια της στήλης γίνεται 

παρουσία του ίδιου ρυθµιστικού, υπό ανακίνηση, στους 4° C για 2 ώρες. Το 

υπερκείµενο της στήλης αποµακρύνεται µετά από φυγοκέντρηση στις 12.000xg και 

τα σφαιρίδια της στήλης εξισορροπούνται µε το διάλυµα σύνδεσης (50mM Tris-Cl, 

pH 7.4, 200mM NaCl, 5mM MgCl2, 5mM β-µερκαπταιθανόλη, 5% γλυκερόλη, 1mM 

PMSF, 0,1% Triton X-100 και µίγµα αναστολέων πρωτεασών (Roche)) στους 4° C. 

Στη συνέχεια περίπου 50µg GST ή GST-MgcRacGAP προσκολληµένης σε σφαιρίδια 

γλουταθειόνης επωάζονται µε περίπου 85µg καθαρής HisGFP-HIF-1α πρωτεΐνης σε 

µικροστήλες Μοbicol (Mobitec) για 4 ώρες στους 40C. Μετά από φυγοκέντρηση στις 

12.000xg και αποµάκρυνση του υπερκειµένου, ακλουθούν 3 πλύσεις των σφαιριδίων 

µε το διάλυµα που προαναφέρθηκε, στους 4° C. Τελικά, έγινε έκλουση των 

δεσµευµένων στα σφαιρίδια πρωτεϊνών µε προσθήκη 40µl διαλύµατος επιφόρτωσης 

χωρίς DTT. Στα δείγµατα των πρωτεϊνών προστίθενται 25mM DTT ακολούθεί 

θέρµανση τους στους 950C για 5 λεπτά και ανάλυση µε SDS-PAGE και 

ανοσοαποτύπωση µε το κατάλληλο αντίσωµα. 

Συγκατακρήµνιση µε µέσο καθήλωσης σφαιρίδια Ni-NTA: 25µl σφαιρίδιων Ni-

NTA εξισορροπούνται µε τρεις διαδοχικές πλύσεις, στους 4°C, σε διάλυµα λύσης 

50mM Tris-Cl, pH 7.4, 200mM NaCl, 5mM MgCl2, 5mM β-µερκαπταιθανόλη, 5% 

γλυκερόλη, 1mM PMSF, 0,1% Triton X-100 και µίγµα αναστολέων πρωτεασών 
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(Roche). Η δέσµευση της HisGFP ή HisGFP-HIF-1α(244-532) ή HisGFP-HIF-1α στα 

σφαιρίδια νικελίου της στήλης γίνεται παρουσία του ίδιου ρυθµιστικού, υπό 

ανακίνηση, στους 4° C για 2 ώρες. Το υπερκείµενο της στήλης αποµακρύνεται µετά 

από φυγοκέντρηση στις 12.000xg και τα σφαιρίδια της στήλης εξισορροπούνται µε το 

διάλυµα σύνδεσης (1x PBS, 5mM DTT 0,1mM PMSF και µίγµα αναστολέων 

πρωτεασών (Roche)). Στη συνέχεια περίπου 25µg HisGFP ή HisGFP-HIF-1α(244-

532) ή HisGFP-HIF-1α προσκολληµένης σε σφαιρίδια νικελίου επωάζονται µε 

περίπου 50µg καθαρής GST ή GST-MgcRacGAP πρωτεΐνης σε µικροστήλες Μοbicol 

(Mobitec) για 4 ώρες στους 40C. Μετά από φυγοκέντρηση στις 12.000xg και 

αποµάκρυνση του υπερκειµένου, ακολουθούν 3 πλύσεις των σφαιριδίων µε το 

διάλυµα που προαναφέρθηκε, στους 4° C. Τελικά, γίνεται έκλουση των δεσµευµένων 

στα σφαιρίδια πρωτεϊνών µε προσθήκη 30µl διαλύµατος επιφόρτωσης χωρίς DTT. 

Στα δείγµατα των πρωτεϊνών προστίθενται 25mM DTT ακολουθεί θέρµανση τους 

στους 950C για 5 λεπτά και ανάλυση µε SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση µε το 

κατάλληλο αντίσωµα. 

 

 
 
3.7. ΑΝΑΛΥΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΜΕ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΚΑΙ 

ΑΝΟΣΟΑΠΟΤΥΠΩΣΗ 

 
 

3.7.1. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε αποδιατακτικές συνθήκες (SDS-PΑGE) 

 

Ο διαχωρισµός των πρωτεϊνών ενός δείγµατος πραγµατοποιείται καθώς οι 

πρωτεΐνες, ως φορτισµένα µόρια, κινούνται διαµέσου των πόρων µίας πηκτής υπό την 

επίδραση ηλεκτρικού πεδίου. Η κίνηση των πρωτεϊνών στην πηκτή εξαρτάται από τη 

διαφορά δυναµικού του ηλεκτρικού πεδίου (Ε) και το φορτίο της πρωτεΐνης σύµφωνα 

µε την εξίσωση:     v = E * q / f       όπου ο παράγοντας της εξίσωσης f εκφράζει την 

εξάρτηση από τη µάζα και το σχήµα της πρωτεΐνης καθώς και το ιξώδες της πηκτής 

µέσα στο οποίο κινείται η πρωτεΐνη. 

Ο σχηµατισµός των πηκτών πολυακρυλαµιδίου βασίζεται στον πολυµερισµό 

του ακρυλαµιδίου (CH2=CH-CO-NH2) και του Ν,Ν µεθυλενο-δισακρυλαµιδίου ή bis-

ακρυλαµιδίου (CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH-CH2) που συνδέει τις αλυσίδες 

του πρώτου. Με τον τρόπο αυτό δηµιουργείται ένα πολυµερές πλέγµα που διαθέτει 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 22:43:09 EEST - 3.239.56.174



 72

πόρους των οποίων το µέγεθος εξαρτάται από το βαθµό πολυµερισµού και τη 

συγκέντρωση των µονοµερών στο διάλυµα. Στην ηλεκτροφόρηση χρησιµοποιούνται 

δύο διαφορετικά πηκτώµατα, το πήκτωµα επιστοίβαξης που είναι υπεύθυνο για τη 

συµπύκνωση των πρωτεϊνών του δείγµατος σε µια πολύ λεπτή στοιβάδα, και το 

πήκτωµα διαχωρισµού που είναι υπεύθυνο για το διαχωρισµό των πρωτεϊνών σε 

λεπτές ζώνες κατά την κίνηση τους µέσα σ’ αυτό. Τα διαλύµατα από τα οποία 

παρασκευάζονται τα δύο πηκτώµατα είναι διαφορετικά ως προς το pH και τη 

σύσταση τους. Η ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών σε αποδιατακτικές συνθήκες 

γίνεται παρουσία του απορρυπαντικού SDS (sodium dodecyl sulfate). Το SDS 

αποδιατάσει τις πρωτεΐνες και δεσµεύεται πάνω σ’ αυτές µέσω υδρόφοβων δεσµών, 

ανεξάρτητα της ιονικής ισχύος, σε καθορισµένα ποσά κατά βάρος (1.4 gr SDS/gr 

πρωτεΐνης). Τα σύµπλοκα που σχηµατίζονται από την αλληλεπίδραση µε το SDS 

φέρουν καθαρό αρνητικό φορτίο το οποίο είναι σταθερό ανά µονάδα µάζας κι έτσι η 

ηλεκτροφορητική κινητικότητα των πολυπεπτιδικών αλυσίδων είναι µοναδική 

συνάρτηση του µοριακού τους βάρους. 

 

 

3.7.2. Προετοιµασία της πηκτής πολυακρυλαµιδίου 

 

Η σύσταση των επιµέρους στοιχείων της πηκτής πολυακρυλαµιδίου είναι: 

διάλυµα ηλεκτροφόρησης : (50 mM Tris, 0.38 M γλυκίνη, 2mM EDTA, 0.1% 

SDS,pH 8.9), πήκτωµα επιστοίβαξης: (4,5% ακρυλαµίδιο:bis, 0.1% SDS, 0.125 Μ 

Tris-Cl pH 6.8, 2mM EDTA, για τον πολυµερισµό 0.08% APS, 0.04% TEMED, 

πήκτωµα διαχωρισµού: (8-12% ακρυλαµίδιο:bis, 0.1% SDS, 0.375 Μ Tris-Cl pH 8.8, 

2mM EDTA, για τον πολυµερισµό 0.04% APS, 0.04% TEMED). 

 

3.7.3. Προετοιµασία των προς ανάλυση δειγµάτων 

Τα δείγµατα αναµιγνύονται µε το διαλύµα επιφόρτωσης (62,5mM  Tris-HCl 

pH 6,8, 2,3% SDS, 10% γλυκερόλη, 0,05% (w/v) µπλέ της βρωµοφαινόλης, 25mM 

DTT ). Ακολουθεί βρασµός για 3-5 λεπτά στους 950C.  
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3.7.4. Hλεκτροφόρηση της πηκτής και χρώση µε Coomassie Brilliant Blue 

Η ηλεκτροφόρηση γίνεται στα 200 Volt, για 60 λεπτά. Για την ανίχνευση των 

θέσεων των πρωτεϊνών, η πηκτή εµβαπτίζεται σε διάλυµα χρώσης (0,25 % Coomassie 

Brilliant Blue, 50% αιθανόλη, 10% οξικό οξύ) για 30 λεπτά. Ο αποχρωµατισµός της 

πηκτής γίνεται σε διάλυµα αποχρωµατισµού (30 % αιθανόλη, 10 % οξικό οξύ). 

 

 
3.7.5. Προσδιορισµός πρωτεϊνικής συγκέντρωσης  

 Ο προσδιορισµός της περιεκτικότητας ενός δείγµατος σε πρωτεΐνη γίνεται 

µε τη µέθοδο Bradford χρησιµοποιώντας τη χρωστική Coomasie Brilliant Blue G250 

σε διαλύµατος φωσφορικού οξέος και µεθανόλης (BioRad). Βασίζεται στη 

δηµιουργία συµπλόκου πρωτεΐνης-χρωστικής Coomassie Brilliant blue σε όξινο 

περιβάλλον και τη µέτρηση της απορρόφησης του συµπλόκου. Μετά την ανάµιξη του 

αντιδραστηρίου µε Η2Ο σε αναλογία 1/4 προστίθεται το πρωτεϊνικό δείγµα έως 

τελικό όγκο 1 ml, και η απορρόφηση του σχηµατιζόµενου συµπλόκου µετριέται στα 

595 nm. Με βάση την απορρόφηση αυτή και την αναγωγή της σε συγκέντρωση 

πρωτεΐνης χρησιµοποιώντας πρότυπη καµπύλη αναφοράς µε αλβουµίνη (BSA), 

προσδιορίζεται η περιεκτικότητα του δείγµατος σε πρωτεΐνη. 

 

 

3.7.6. Ανοσοαποτύπωση  

 
Η τεχνική αυτή αποτελείται από δυο µέρη. Το πρώτο µέρος είναι η 

ηλεκτροµεταφορά των πρωτεϊνών σε µια µεµβράνη συνήθως νιτροκυτταρίνης. Η 

µεταφορά των πρωτεϊνών µπορεί να γίνει σε υγρή φάση (Wet transfer) ή σε ηµίξηρη 

φάση (Semi-dry transfer). Η µεταφορά επιτυγχάνεται χρησιµοποιώντας ηλεκτρικό 

πεδίο το οποίο µετακινεί τις αρνητικά φορτισµένες πρωτεΐνες από την πηκτή πάνω 

στη µεµβράνη. 

Το δεύτερο µέρος είναι η ανοσοανίχνευση. Ο εντοπισµός δηλαδή µιας 

καθηλωµένης σε µεµβράνη πρωτεΐνης (αντιγόνο) µε τη βοήθεια αντισωµάτων. Η 

τεχνική βασίζεται στην αλληλεπίδραση του αντιγόνου µε το ειδικό για αυτό 

αντίσωµα. Η αλληλεπίδραση αυτή ανιχνεύεται µε τη βοήθεια ενός δευτέρου 

αντισώµατος το οποίο εκτός ότι είναι ικανό να αναγνωρίσει και να δεσµευθεί µε τις 

ανοσοσφαιρίνες IgG του αρχικού, περιέχει στο µόριο του συζευγµένο κάποιο ένζυµο-
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δείκτη (όπως το ένζυµο της υπεροξειδάσης HRP) το οποίο αντιδρώντας µε την 

προσθήκη του κατάλληλου υποστρώµατος δίνει χαρακτηριστική χρωµοαντίδραση ή 

εκλύει φωταύγεια καταδεικνύοντας έτσι τη ζώνη του αντιγόνου. 

 

 

3.7.6.1. Μεταφορά υγρής φάσης (Wet Transfer) 

 
Μετά την ηλεκτροφόρηση χρησιµοποιείται η πηκτή διαχωρισµού για την 

µεταφορά των πρωτεϊνών στην µεµβράνη της νιτροκυτταρίνης. Έξι διηθητικά χαρτιά 

Whatman των 3mm και η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης εξισορροπούνται στο διάλυµα 

µεταφοράς (48mM Tris, 39mM Glycine, 1,3mM SDS, 20% µεθανόλη). Έπειτα 

τοποθετούνται κατά τέτοιον τρόπο ώστε να δηµιουργείται ένα «σάντουιτς» µε τα 

χαρτιά Whatman τη µεµβράνη και την πηκτή, όπως φαίνεται στην Εικόνα 9. Το 

σάντουιτς τοποθετείται µε το σωστό προσανατολισµό στη συσκευή Transport 

Electrophoration Unit της Höefer, η οποία είναι γεµάτη µε το διάλυµα µεταφοράς  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 9: ∆ιάταξη του σάντουιτς πηκτής-µεµβράνης στη µεταφορά πρωτεϊνών υγρής φάσης 

(Current protocols in Molecular Biology 10.8). 

 

Η ηλεκτροµεταφορά συµβαίνει για 1,5 ώρες στα 400 mA, µετά η µεµβράνη 

χρωµατίζεται προσωρινά µε τη χρωστική Ponceau S 0,2% για τον εντοπισµό των 

θέσεων των πρωτεϊνών και γίνεται αποχρωµατισµός µε PBS. 
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. 

 

3.7.6.2. Μεταφορά ηµίξηρης φάσης (Semi-Dry Tranfer) 

 
Με αυτήν την τεχνική η µεταφορά των πρωτεϊνών γίνεται µεταξύ 2 µεγάλων 

ηλεκτροδίων, χωρίς τη χρήση µεγάλης ποσότητας διαλύµατος µεταφοράς (48mM 

Tris, 39mM Glycine, 1,3mM SDS). Η διαφορά µε την προηγούµενη µέθοδο είναι ότι 

το «σάντουιτς» που δηµιουργείται τοποθετείται σε οριζόντια θέση σε συσκευή Trans-

Blot SD της BioRad. Η µεταφορά διαρκεί 1 ώρα στα 10Volt και η µεµβράνη 

χρωµατίζεται προσωρινά µε Ponceau S 0,2%. 

 

 

 

3.7.6.3. Ανοσοανίχνευση πρωτεϊνών  

 
Η µεµβράνη επωάζεται για 1 ώρα µε διάλυµα κορεσµού (5% γάλα σε σκόνη 

σε PBS+0,1%Tween 20) για τον κορεσµό των θέσεων δέσµευσης των πρωτεϊνών της 

µεµβράνης από τις πρωτεΐνες του γάλακτος ώστε να  αποφευχθούν µη εξειδικευµένες 

αλληλεπιδράσεις των διαφόρων πρωτεϊνών µε το αντίσωµα. Μετά την επώαση 

ακολουθούν πλύσεις της µεµβράνης 3 φορές για 10 λεπτά µε PBS+0,1% Tween 20. 

Στη συνέχεια η µεµβράνη επωάζεται για 2 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου ή για 16 

ώρες στους 4οC µε το 1ο αντίσωµα (αραιωµένο σε κατάλληλη συγκέντρωση σε 

PBS+0,1% Tween 20). Ακολουθούν 3 πλύσεις για 10 λεπτά για την αποµάκρυνση 

του αντισώµατος που δεν δεσµεύτηκε στη µεµβράνη µε PBS+0,1% Tween 20. Έπειτα 

η µεµβράνη επωάζεται για 1 ώρα µε ένα 2ο αντίσωµα το οποίο αναγνωρίζει το 1ο 

αντίσωµα (αραιωµένο σε κατάλληλη συγκέντρωση σε  PBS+0,1% Tween 20). 

Ακολουθούν οι απαραίτητες πλύσεις µε PBS+0,1% Tween 20. Τα αντισώµατα που 

χρησιµοποιήθηκαν καθώς και οι αραιώσεις τους παρουσιάζονται στον Πίνακα 4. 

 

Πρώτα αντισώµατα Προέλευση Αραίωση Εταιρεία 

αντι-HIF-1α ποντίκι 1/500 BD Biosciences 

αντι-GST κατσίκα 1/1000 Amersham 

αντι-tetra-His ποντίκι 1/1000 Qiagen 

αντι-GFP ποντίκι 1/1000 Roche 

αντι-F-actin ποντίκι 1/500 Serotec 
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∆εύτερα αντισώµατα Προέλευση Αραίωση Εταιρεία 

αντι-IgG ποντικού κατσίκα 1/3000 BioRad 

αντι-IgG κουνελιού κατσίκα 1/3000 Cell Signalling 

αντι-IgG κατσίκας ποντίκι 1/3000 Jackson Immunores. 

 

Πίνακας 4: Αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν κατά την ανοσοαποτύπωση στα διάφορα 

πειράµατα. Απεικονίζεται η προέλευση των αντισωµάτων, η αραίωση που χρησιµοποιήθηκαν 

καθώς και η εταιρία από την οποία προµηθεύτηκαν.  

 

Η µεµβράνη στη συνέχεια επωάζεται για ένα λεπτό µε διάλυµα που περιέχει 

10ml λουµινόλης (1,25mM σε 0,1Μ Tris-Cl pH 8,5), 10µl 3% Η2Ο2 και 100µl 

κουµαρικού οξέος (6,8mM σε DMSO). Στη συνέχεια εκτίθεται σε φωτογραφικό φιλµ 

Hyperfilm ECL (Amersham) το οποίο εµφανίζεται µε τα αντιδραστήρια εµφάνισης 

(διάλυµα ανάπτυξης, διάλυµα σταθεροποίησης (Kodak)). 

 
 

 

3.8. ΚΥΤΤΑΡΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ ΚΑΙ ΕΠΙΜΟΛΥΝΣΗ ΕΥΚΑΡΥΩΤΙΚΏΝ 

ΚΥΤΤΑΡΩΝ  

 

3.8.1. Κυτταρικές σειρές και συνθήκες κυτταροκαλλιεργειών 

Οι κυτταρικές σειρές που χρησιµοποιούνται είναι HeLa και 293Τ. Τα HeLa 

είναι επιθηλιακά κύτταρα ανθρώπινου τραχηλικού καρκινώµατος. Τα 293Τ είναι 

επιθηλιακά κύτταρα που προέρχονται από ανθρώπινο καρκίνο του νεφρού 

(επιµολυσµένα µε τον αδενοϊό 5DNA). Και τα δύο είδη κυττάρων διατηρούνται σε 

θρεπτικό υλικό Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM, High Glucose, 1mM 

sodium pyruvate) (Gibco BRL), στο οποίο προστίθεται 2mM L-γλουταµίνη (L-

glutamine) (Biochrom KG Seromed), 10% fetal bovine serum (FBS) (Biochrom KG 

Seromed) και µίγµα αντιβιοτικών (antibiotic-antimycotic solution) (Gibco BRL). 

Καλλιεργούνται σε αποστειρωµένες φλάσκες ή αποστειρωµένα πιάτα (Greiner) σε 

έναν επωαστήρα (Forma Scientific Inc) σε θερµοκρασία 37oC και ατµοσφαιρικό αέρα 

- 5% CO2. ∆ιπλασιάζονται περίπου κάθε 18 ώρες, οπότε σε ένα πιάτο 10cm2 

τοποθετούνται 3x106 
κύτταρα και αφήνονται για 2-3 µέρες ώσπου να καλύψουν τον 

πάτο του πιάτου και έπειτα µοιράζονται σε νέα πιάτα.  
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3.8.2. ∆ιαµόλυνση ευκαρυωτικών κυττάρων µε τη βοήθεια µη λιπιδικού 

πολυµερούς  

 

Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιείται για την εισαγωγή πλασµιδιακού DNA σε 

ευκαρυωτικά κύτταρα θηλαστικών και την έκφραση των αντίστοιχων πρωτεϊνών. Το 

πλασµιδιακό DNA εισέρχεται στα ευκαρυωτικά κύτταρα µέσω ενός ιζήµατος που 

σχηµατίζεται µε τη βοήθεια ενός µη λιπιδικού πολυµερούς και προσκολλάται στην 

επιφάνεια των κυττάρων. Χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα HeLa ή 293Τ που 

καλλιεργούνται σε θρεπτικό υλικό DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, 

Gibco BRL), το οποίο περιέχει 10% ορό βόος (FBS, Fetal Bovine Serum, Biochrom 

KG Seromed), 2mM glutamine (Biochrom KG Seromed) και αντιβιοτικό (antibiotic-

antimycotic solution, Gibco BRL) και αναπτύσσονται σε κλίβανο στους 370C µε 5% 

CO2. Σε συνθήκες υποξίας τα κύτταρα τοποθετούνται σε ειδικό κλίβανο (Billups-

Rothenberg) και επωάζονται για τέσσερις ώρες σε 1% O2 / 5% CO2 / 94% Ν2. Όπου 

αναφέρεται ο επαγωγέας του HIF-1α δεσφερριοξαµίνη (DFO) χρησιµοποιήθηκε σε 

συγκέντρωση 150µM επίσης για τέσσερις ώρες. Μια µέρα πριν την έναρξη του 

πειράµατος, τα κύτταρα µοιράζονται σε τρυβλία των 10cm ή πιάτα µε 12 πηγαδάκια 

(12-well plates). Σε όλα τα πειράµατα το ολικό DNA που χρησιµοποιήθηκε ήταν 

10µg /τρυβλίο ή 2µg /πηγαδάκι Τα κύτταρα τοποθετούνται έτσι ώστε την ηµέρα που 

θα γίνει η διαµόλυνση να καλύπτουν το 60-80% της επιφάνειας. Για κάθε τρυβλίο 

ετοιµάζεται ένα µίγµα που περιέχει 4ml θρεπτικό υλικό χωρίς ορό, 15µl από το 

αντιδραστήριο Transpass D2 και 10µg πλασµιδιακού DNA, ενώ για κάθε πηγαδάκι 

ετοιµάζεται ένα µίγµα το οποίο περιέχει 0,6ml θρεπτικό υλικό χωρίς ορό, 1µl από το 

αντιδραστήριο Transpass D2 και 2µg πλασµιδιακού DNA. Πριν προστεθεί το µίγµα 

στα κύτταρα αφήνεται σε θερµοκρασία δωµατίου για 20 λεπτά. Αφού προστεθεί 

αφήνεται για 2-3 ώρες. Μετά το πέρας αυτού του χρόνου, γίνεται αντικατάσταση του 

µίγµατος διαµόλυνσης µε φρέσκο θρεπτικό υλικό που περιέχει 10% ορό και τα 

κύτταρα αφήνονται για 24 ώρες. Στη συνέχεια, προσθέτονται οι επαγωγείς για το 

επιθυµητό χρονικό διάστηµα.  
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3.9. ΜΕΤΡΗΣΗ ΤΗΣ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑΣ ΛΟΥΣΙΦΕΡΑΣΗΣ ΣΕ ΚΥΤΤΑΡΙΚΑ 

ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΑ ΠΟΥ ΥΠΕΡΕΚΦΡΑΖΟΥΝ ΤΗΝ ΠΡΩΤΕΪΝΗ HIF-1α   

 
H λουσιφεράση της πυγολαµπίδας (Photinus pyralis) είναι ένα ένζυµο το 

οποίο καταλύει την οξείδωση της λουσιφερίνης χρησιµοποιώντας ΑΤΡ και Mg+2 

(Εικόνα 10) Ταυτόχρονα µε την αντίδραση παράγεται φως του οποίου η ένταση 

µπορεί να µετρηθεί µε τη βοήθεια ενός λουµινοµέτρου. Η ιδιότητα αυτή της 

λουσιφεράσης οδήγησε στην ευρεία χρήση της ως γονίδιο αναφοράς.  

 

 
Εικόνα 10 : Οξείδωση της λουσιφερίνης από το ένζυµο λουσιφεράση (Promega) 

 

Το παραπάνω σύστηµα χρησιµοποιείται για την µέτρηση της µεταγραφικής  

ενεργότητας του HIF-1α σε κύτταρα 293Τ και HeLa.. Σαν πλασµίδιο αναφοράς 

χρησιµοποιήθηκε το pGL3-VEGF/5HRE το οποίο περιέχει 5 HRE στοιχεία του 

γονιδίου του VEGF πριν το γονίδιο της λουσιφεράσης αλλά και το pGLHIF1.3 το 

οποίο περιέχει 3 HRE στοιχεία του γονιδίου της ερυθροποιητίνης (EPO) πριν το 

γονίδιο της λουσιφεράσης και σαν πλασµίδιο µάρτυρας για την απόδοση της 

επιµόλυνσης χρησιµοποιήθηκε το pCMV-lacZ, που µας δόθηκε από την δρ. Α. 

Κρετσόβαλη (Πανεπιστήµιο Ηρακλείου, Κρήτη).  

Η επιµόλυνση των κυττάρων µε τα παραπάνω πλασµίδια γίνεται µε το 

TranspassTM D2 Transfection Reagent αντιδραστήριο της New England Biolabs το 

οποίο επιτρέπει την επιµόλυνση κυττάρων χωρίς τη χρήση ορού στο θρεπτικό υλικό. 

Όπου αυτό αναφέρεται, τα κύτταρα επωάζονται µε 150µM DFO ή εκτίθενται σε 

συνθήκες υποξίας (1% Ο2). Τα κύτταρα σε κάθε θέση της 12πλέτας λύνονται µε 75µl 

διαλύµατος λύσης (περιέχεται στο luciferase assay System kit της Promega). 

Ακολουθεί στιγµιαία φυγοκέντρηση του εκχυλίσµατος των κυττάρων (20.000xg) και 

µεταφορά του υπερκείµενου σε νέο σωλήνα µικροφυγοκέντρου. 20µl από το 

υπερκείµενο των κυττάρων αναµίγνύονται µε 20µl του διαλύµατος της λουσιφερίνης 
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(του luciferase assay reagent, Promega) και το φως που παράγεται µετράται σε 

λουµινόµετρο. 

Για την µέτρηση της ενεργότητας του γονιδίου µάρτυρα 20µl από το 

υπερκείµενο των κυττάρων αναµιγνύονται µε 1000µl µίγµατος: 850µl διαλύµατος 

lacZ (60mM Na2HPO4, 40mM NaH2PO4, 10mM KCl, 1mM MgSO4, 40mM β-

µερκαπταιθανόλης) + 150µl ONPG 0,5mg/ml ,Sigma. Το µίγµα παραµένει στους 

300C µέχρι το χρωµατισµό του διαλύµατος σε κίτρινο. Η αντίδραση διακόπτεται µε 

200µl ανθρακικού νατρίου 1Μ. Η µέτρηση της απορρόφησης των δειγµάτων γίνεται 

στα 420nm. 

 

 

3.10. ΑΝΟΣΟΚΑΤΑΚΡΗΜΝΙΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 
 

 Η µέθοδος αυτή στηρίζεται στην ιδιότητα της πρωτεΐνης Α (Protein A) του 

µικροοργανισµού staphylococcus aureus να δεσµεύεται στις ανοσοσφαιρίνες. 

Χρησιµοποιώντας την ιδιότητα αυτή, τα αντισώµατα που έχουν δεσµεύσει το 

αντιγόνο τους από ένα πρωτεϊνικό εκχύλισµα δεσµεύονται στη συνέχεια στην 

πρωτεΐνη Α η οποία είναι καθηλωµένη σε ένα αδρανές υλικό. Στην περίπτωση που 

χρησιµοποιούνται µονοκλωνικά αντισώµατα όπως είναι το αντίσωµα που 

αναγνωρίζει την ακολουθία FLAG σε πρωτεΐνες σύντηξης, η στήλη που 

χρησιµοποιείται είναι πρωτεΐνη G-σεφαρόζη.  

Κύτταρα HeLa (ή 293Τ) που είχαν αναπτυχθεί σε τρυβλία των 10cm 

επιµολύνονται µε ίσες ποσότητες πλασµιδίων που εκφράζουν για GFP ή GFP-HIF-1α 

και FLAG ή FLAG-MgcRacGAP ή FLAG-∆Myo-MgcRacGAP για 24 ώρες. Τα 

κύτταρα λύνονται µε το ρυθµιστικό διάλυµα (50mM Tris-Cl, pH 7.4, 150mM NaCl, 

5mM MgCl2, 5mM β-µερκαπτοαιθανόλη, 1mM PMSF, 1% Triton X-100 και µίγµα 

αναστολέων πρωτεασών (Roche)) και φυγοκεντρούνται για 15 λεπτά σε 12.000xg 

στους 40C. Η περιεκτικότητα του υπερκείµενου σε πρωτεΐνη προσδιορίστηκε µε την 

µέθοδο Bradford και ο όγκος του σταθεροποιήθηκε στα 500µl µε το ρυθµιστικό 

διάλυµα. Στη συνέχεια τα δείγµατα επωάζονται µε 0,6µg µονοκλωνικού αντισώµατος 

από ποντικό αντι-FLAG M2 (Sigma) ή 1µl πολυκλωνικού αντισώµτος από ορό 

κουνελιού αντι-GFP, το οποίο είναι µια ευγενική χορηγία της δρ. Μπολέτη 

(Ινστιτούτο Pasteur, Αθήνα). 
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Επιπλέον και τα σφαιρίδια εξισορροπούνται µε το ρυθµιστικό διάλυµα, µε 3 

πλυσίµατα των 10 λεπτών το καθένα. 20µl σφαιριδίων G πρωτεΐνης (Sigma) ή 

σφαιριδίων Α πρωτεΐνης (Amersham) επωάζονται µε τα δείγµατα και η επώαση 

συνεχίζεται για 12 ώρες µε ανάδευση στους 40C. Τα σφαιρίδια συλλέγονται µε 

φυγοκέντρηση, ακολουθούν τρία πλυσίµατα των 10 λεπτών µε το ρυθµιστικό 

διάλυµα και οι συνδεδεµένες στα σφαιρίδια πρωτεΐνες εκλούονται µε 25µl 

διαλύµατος επιφόρτωσης χωρίς DTT. Πριν την ανάλυση µε SDS-PAGE στα δείγµατα 

προστίθενται 25mM DTT και βρασµός στους 950C για 3 λεπτά ώστε να διασπαστούν 

τα σύµπλοκα αντιγόνου-αντισώµατος. Τέλος γίνεται ανοσοαποτύπωση µε το 

κατάλληλο αντίσωµα. 
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3.11. ΜΑΡΤΥΡΕΣ ΓΝΩΣΤΩΝ ΜΟΡΙΑΚΩΝ ΒΑΡΩΝ. 
 

Απεικονίζονται οι µάρτυρες µοριακών βαρών που χρησιµοποιήθηκαν στην 

περίπτωση της ηλεκτροφόρησης ή της ποσοτικοποίησης DNA και στην περίπτωση 

της ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου. Όλοι οι µάρτυρες είναι 

της εταιρίας Fermentas και η συγκέντρωση καθενός ήταν 0,5 µg/µl. 

 

3.11.1. DNA µάρτυρες µοριακών βαρών. 

 

 

 

        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
23130 
9416 
 
6557 
4361 
 
2322 
2027 
 
 
 
 
 
564 
 
 
125 

Lambda DNA / HindIII Marker 

MB 1 

Ο’ Gene Ruler TM DNA Ladder Mix 

MB 2 
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Οι αριθµοί αναφέρονται στις έντονες ζώνες που αντιστοιχούν σε θραύσµατα 

του DNA. Στη συνέχεια στο κείµενο θα αναφέρεται κάθε ένας µοριακός µάρτυρας µε 

το όνοµα ΜΒ 1, ΜΒ 2 ή ΜΒ 3 ανάλογα. 

 

Lambda DNA / Eco130I (StyI) Marker 

MB 3 
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3.11.2. Πρωτεϊνικοί µάρτυρες µοριακών βαρών.  

 

Προκειµένου να εκτιµηθεί το µοριακό βάρος των πρωτεϊνών που αναφέρονται 

στα πειράµατά µας χρησιµοποιήθηκαν οι µοριακοί µάρτυρες που απεικονίζονται. 

∆ίνονται τα kDa για κάθε ζώνη. 

 

 

       

           

          

 

 

Στη συνέχεια στο κείµενο θα αναφέρεται κάθε ένας µοριακός µάρτυρας µε το 

όνοµα ΜΒ Α ή ΜΒ Β ανάλογα 

 
 

 

 

MB A 

Unstained Protein Molecular 
Weight Marker 

MB B 

Page Ruler TM Unstained  
Protein Ladder 
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

 

ΜΕΡΟΣ Α 
 

 

4.Α. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΜΟΡΙΑΚΩΝ ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΕΩΝ ΤΟΥ HIF-1α ΜΕ ΤΟ 

ΣΥΣΤΗΜΑ ΤΩΝ ∆ΥΟ ΥΒΡΙ∆ΙΩΝ. 

 

4.Α.1. Εφαρµογή του συστήµατος των δύο υβριδίων 

 

Με στόχο να ανιχνευθούν νέες µοριακές αλληλεπιδράσεις του HIF-1α µε 

άλλες πρωτεΐνες εφαρµόστηκε το σύστηµα των δύο υβριδίων. 

Πρόκειται για µία πρόσφατη σχετικά τεχνική που χρησιµοποιεί έναν 

µονοκύτταρο ευκαρυωτικό οργανισµό, τον Saccharomyces cerevisiae. Εφαρµόζεται 

στα κύτταρα in vivo και δίνει την δυνατότητα µαζικών σαρώσεων µεγάλων 

πληθυσµών πρωτεϊνών προς ανίχνευση αλληλεπιδράσεων. Εκµεταλλεύεται την 

ιδιότητα που έχουν οι περιοχές σύνδεσης µε το DNA (BD, Binding Domain) και 

ενεργοποίησης της µεταγραφής (AD, Activation Domain) των µεταγραφικών 

παραγόντων να δρουν χωριστά. 

 Στη συγκεκριµένη περίπτωση το πλασµίδιο-δόλωµα περιέχει το τµήµα του 

cDNA του HIF-1α κλωνοποιηµένο σε συνέχεια µε την περιοχή σύνδεσης µε το DNA 

του µεταγραφικού παράγοντα GAL4 (GAL4 BD) στον πλασµιδιακό φορέα pGBT9. 

Από την άλλη τα πλασµίδια-λεία περιέχουν cDNA που κωδικοποιεί για πρωτεΐνες σε 

σύντηξη µε την περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής του µεταγραφικού 

παράγοντα VP16 (VP16 AD) στον πλασµιδιακό φορέα pVP16. Το σύνολο των 

πλασµιδίων-λεία αποτελεί τη cDNA βιβλιοθήκη που χρησιµοποιήθηκε και η οποία 

περιέχει cDNA που προέρχονται από έµβρυο ποντικού 9.5 και 10.5 ηµερών.  

Το πλασµίδιο-δόλωµα και τα πλασµίδια-λεία χρησιµοποιούνται για να 

µετασχηµατίσουν κύτταρα S. cerevisiae PJ69-4A τα οποία περιέχουν τα γονίδια 

αναφοράς HIS3, ADE2 και LacZ. Η εισαγωγή των γονιδίων αναφοράς στο 

σακχαροµύκητα έχει γίνει έτσι ώστε αυτά να έλεγχονται από τις θέσεις αναγνώρισης 

στο DNA του GAL4 BD. Ειδικότερα ο υποκινητής που υπάρχει πριν από τα γονίδια 
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αναφοράς φέρει συγκεκριµένη αλληλουχία νουκλεοτιδίων (BS, Binding Site) µε την 

οποία συνδέεται η περιοχή BD του µεταγραφικού παράγοντα του GAL4. 

Όταν υπάρχει αλληλεπίδραση µεταξύ του πλασµιδίου-δολώµατος και ενός 

πλασµιδίου-λείας τότε αυτή ανιχνεύεται µε βάση τον φαινότυπο των κυττάρων. 

Συγκεκριµένα, εφόσον υπάρχει λεία που εµφανίζει αγχιστεία µε το δόλωµα, τότε η 

περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής θα προσεγγίσει µέσω της αλληλεπίδρασης 

των χιµαιρικών πρωτεϊνών την περιοχή σύνδεσης µε το DNA και θα ενεργοποιήσει 

την µεταγραφή των γονιδίων αναφοράς (βλ. Εικ. 11). Τα κύτταρα του 

σακχαροµύκητα αποκτούν πρωτοτροφία για τα αµινοξέα ιστιδίνη και αδενίνη κι 

έχουν την δυνατότητα παραγωγής του ενζύµου β-γαλακτοσιδάση. Αυτό έχει σαν 

αποτέλεσµα τα κύτταρα να επιβιώνουν σε θρεπτικό µέσο επιλογής SC απουσία 

ιστιδίνης ή παρουσία αυξανόµενων ποσοτήτων 3-αµινο-1,2,4-τριαζόλης (ΑΤ), ενός 

συναγωνιστικού αναστολέα του ενζύµου HIS3. Ακόµη, τα κύτταρα παρουσία 

αδενίνης δίνουν άσπρες αποικίες (στην αντίθετη περίπτωση θα είναι κόκκινες) και 

επειδή παράγουν β-γαλακτοσιδάση έχουν την ικανότητα όταν αναπτύσσονται σε 

θρεπτικό υλικό που περιέχει Xgal να το υδρολύουν δίνοντας αποικίες µπλε χρώµατος 

(σε αντίθετη περίπτωση οι αποικίες θα είναι άσπρες). 
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Εικόνα 11: Σχηµατική αναπαράσταση της ενεργοποίησης των γονιδίων αναφοράς λόγω της 

αλληλεπίδρασης της πρωτεΐνης-λείας µε την πρωτεΐνη-δόλωµα στο κύτταρο του σακχαροµύκητα µε το 

σύστηµα των δύο υβριδίων 

 

 

Στην περίπτωση που δεν συµβαίνει αλληλεπίδραση µεταξύ του πλασµιδίου-

δολώµατος και ενός πλασµιδίου-λείας, τότε δεν συµβαίνει ενεργοποίηση της 
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µεταγραφής των γονιδίων αναφοράς κι άρα δεν παράγονται από τα κύτταρα τα 

αµινοξέα ιστιδίνη και αδενίνη καθώς και το ένζυµο της β-γαλακτοσιδάσης. 

Εποµένως, τα κύτταρα αυτά δεν επιβιώνουν σε θρεπτικό µέσο χωρίς ιστιδίνη, δίνουν 

αποικίες µε κόκκινο χρώµα όταν µεγαλώνουν απουσία αδενίνης και δεν διασπούν το 

υπόστρωµα Xgal. 

 

 

 

 

Τα πειράµατα που περιγράφονται αρχικά είναι αποτελέσµατα που έχουν 

αναλυθεί σε προηγούµενη εργασία (Μελέτη των µοριακών µηχανισµών απόκρισης 

στην υποξία: Ανίχνευση και ταυτοποίηση πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν µε τον HIF-

1α µε το σύστηµα των δύο υβριδίων, Λυµπεροπούλου Αγγελική, Λάρισα 2002, 

∆ιπλωµατική Εργασία, Εργαστήριο Βιοχηµείας Τµήµατος Ιατρικής Πανεπιστηµίου 

Θεσσαλίας) [146] και παρατίθενται εδώ εισαγωγικά. Θελήσαµε να 

χρησιµοποιήσουµε ολόκληρο το µόριο της πρωτεΐνης HIF-1α ως πρωτεΐνη-δόλωµα. 

Το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο που την παράγει, είναι αποτέλεσµα κλωνοποίησης 

του προϊόντος αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR) στο φορέα pGBT9, και 

ονοµάζεται pVGHF (Σχήµα 3, πλασµιδιακή κατασκευή 1). Συγκεκριµένα το cDNA 

του γονιδίου του µεταγραφικού παράγοντα HIF-1α κλωνοποιήθηκε στις θέσεις SmaI 

και BamHI του πλασµιδιακού φορέα pGBT9 σε συνέχεια µε την περιοχή GAL4-BD. 
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4..Α.1.1. Επιλογή πλασµιδίου-δολώµατος.  
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Σχήµα 3:. ∆ιαγραµµατική απεικόνιση πλασµιδιακών κατασκευών του HIF-1α στο φορέα 

pGBT9. Με + και – υποδηλώνεται η ικανότητα αύξησης του στελέχους PJ69-4A µετασχηµατισµένου 

µε τα αναγραφόµενα πλασµίδια σε θρεπτικό µέσο επιλεκτικό  για την έκφραση του γονιδίου αναφοράς 

HIS3. 

 

 

Το πλασµίδιο pVGHF δεν χρησιµοποιήθηκε όµως στο σύστηµα των δύο υβριδίων, 

διότι βρέθηκε ότι ενεργοποιεί από µόνο του τα γονίδια αναφοράς. Θεωρήθηκε ότι η 

ενεργοποίηση των γονιδίων αναφοράς οφείλεται στην περιοχή ενεργοποίησης της 

µεταγραφής του HIF-1α, που βρίσκεται στο καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης. 

Αφαιρώντας το τµήµα του cDNA που κωδικοποιεί για την περιοχή των αµινοξέων 

530-826 (N-TAD, ID, C-TAD) δηµιουργήθηκε η κατασκευή pVGHS (βλ. Σχήµα 3, 

πλασµιδιακή κατασκευή 2), που όµως και αυτή ήταν θετική όσον αφορά την 

ενεργοποίηση των γονιδίων αναφοράς. ∆εδοµένου ότι στην κατασκευή pVGHS δεν 

περιέχονται οι περιοχές ενεργοποίησης της µεταγραφής, τελικά θεωρήθηκε ότι, 

υπάρχει πιθανόν διµερισµός της χιµαιρικής πρωτεΐνης-δόλωµα µε ενδογενείς 

µεταγραφικούς παράγοντες του σακχαροµύκητα S. cerevisiae µέσω της περιοχής 

διµερισµού και αλληλεπίδρασης, bHLH-PAS [126]. Επιλέχθηκε να αποµονωθεί το 

τµήµα SalI, από τις παραπάνω δύο κατασκευές, και να κλωνοποιηθεί στην θέση SalI 

του φορέα pGBT9. Έτσι, οι νέες κατασκευές –που ονοµάζονται pGHF και pGHS, 

αντίστοιχα (βλ. Σχήµα 3, πλασµιδιακές κατασκευές 3 και 4)- δεν θα κωδικοποιούν για 

την περιοχή bHLH και ένα µεγάλο τµήµα της PAS περιοχής. Αυτές δοκιµάστηκαν για 

ενεργοποίηση των γονιδίων αναφοράς, και ενώ το πλασµίδιο pGHS έδινε αρνητικά 

αποτελέσµατα, το pGHF παρουσίαζε µια µικρή αυτενεργοποίηση που έκανε αδύνατη 

την χρήση του ως πλασµίδιο-δόλωµα (βλ. Εικ. 12). Καταλήξαµε µε το πλασµίδιο 

pGHS το οποίο µπορούσε να χρησιµοποιηθεί ως πλασµίδιο-δόλωµα στο σύστηµα των 

δύο υβριδίων, αλλά η περιοχή του cDNA του HIF-1α που θέλαµε να µελετήσουµε 

εξαρχής είχε περιοριστεί αρκετά. 
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Εικόνα 12 : Παράδειγµα ελέγχου ενεργοποίησης των γονιδίων αναφοράς. Το στέλεχος pJ6-

4A µετασχηµατίστηκε µε τα αναγραφόµενα πλασµίδια και τα κύτταρα αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό 

υλικό SC κάτω από τις συνθήκες που αναφέρονται. 

 

 

Στο σηµείο αυτό είναι ανάγκη να ειπωθεί ότι οι αρχικές κλωνοποιήσες του 

cDNA του HIF-1α στον πλασµιδιακό φορέα pGBT9 έγιναν από την Π. Μηνά. Οι 

υποκλωνοποιήσεις για την κατασκευή των πλασµιδίων-δολωµάτων 2, 3 και 4 (βλ. 

Σχήµα. 3), καθώς και ο έλεγχος ενεργοποίησης των γονιδίων αναφοράς στο 

σακχαροµύκητα για καθεµία από αυτές τις κατασκευές, πραγµατοποιήθηκαν σε 

συνεργασία µε τον ερευνητή Εµµ. Βενιέρη. Επιπλέον κατασκευάστηκαν από τον Γ. 

Γκαντάρα και τα ανασυνδυασµένα πλασµίδια pGHStyI, pGHSalI, pGHE300 (βλ. 

Σχήµα 3, πλασµιδιακές κατασκευές 5, 6 και 7) και έγινε και για αυτές έλεγχος 

ενεργοποίησης των γονιδίων αναφοράς (βλ. Εικ. 12) µε σκοπό να µπορέσουµε να 

χρησιµοποιήσουµε για πλασµίδιο-δόλωµα όσον το δυνατόν µια µεγαλύτερη περιοχή 

του cDNA του HIF-1α . 

 Μετά από τις διαδοχικές αυτές κλωνοποιήσεις, και τα αποτελέσµατα της 

ενργοποίησης των γονιδίων αναφοράς επιλέχθηκαν να χρησιµοποιηθούν τα 

πλασµίδια pGHS και pGHE300 στα πειράµατα που ακολουθούν. 

Πραγµατοποιήθηκαν δύο παράλληλες σαρώσεις της cDNA βιβλιοθήκης µε το 

σύστηµα των δύο υβριδίων µε καθεµία πλασµιδιακή κατασκευή ως πλασµίδιο-

δόλωµα κάτω από τις ίδιες συνθήκες. Ο λόγος που επιλέχθηκε να γίνουν δύο 

ξεχωριστές πειραµατικές διαδικασίες µε δύο διαφορετικά πλασµίδια-δολώµατα είναι 

γιατί µόνο µε αυτόν τον τρόπο η πλασµιδιακή κατασκευή pVGHS (βλ. Σχήµα 3, 

πλασµιδιακή κατασκευή 2) θα µπορούσε να χρησιµοποιηθεί χωρίς να ενεργοποιεί τα 
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γονίδια αναφοράς. Επίσης αποφεύχθηκε να χρησιµοποιηθεί µόνο ένα πολύ µικρό 

τµήµα του cDNA του HIF-1α στο σύστηµα των δύο υβριδίων (π.χ. µόνο το πλασµίδιο 

pGHS) γεγονός που θα περιόριζε εξαρχής των αριθµό αλληλεπιδράσεων που θα 

µπορούσαν να ανιχνευθούν. 

 

 

 

 

Για τις πλασµιδιακές κατασκευές που περιγράφονται στο Σχήµα  έγινε 

έλεγχος της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας τους µε την µέθοδο Sanger. Επιπλέον, 

ελέγχθηκε αν τα τµήµατα του HIF-1α που κωδικοποιούνται εκφράζονται στα κύτταρα 

του σακχαροµύκητα, πριν χρησιµοποιηθούν στο σύστηµα των δύο υβριδίων. 

Κύτταρα S. cerevisiae µετασχηµατίστηκαν µε τα πλασµίδια pVGHF και 

pGHF. Έγινε λύση των κυττάρων κάτω από ειδικές συνθήκες και ακολούθησε 

ανάλυση κατά Western του ολικού κυτταρικού εκχυλίσµατος µε αντι-HIF-1α 

αντίσωµα.  

 

 
Εικόνα 13 : Κύτταρα S. cerevisiae επιµολύνθηκαν µε τα πλασµίδια pGHF και pVGHF. Στο 

ολικό εκχύλισµα των κυττάρων έγινε ανάλυση κατά Western µε µονοκλωνικό αντίσωµα αντι-HIF-

1α.  

 

Από την Εικ. 13 φαίνεται ότι οι χιµαιρικές πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται 

από τα πλασµίδια pGHF (διαδροµή 1) και pVGHF (διαδροµή 2), εκφράζονται στα 

κύτταρα σακχαροµύκητα και στο αναµενόµενο για κάθε πρωτεΐνη µέγεθος.  

4.Α.1.2. Έλεγχος της έκφρασης των πρωτεϊνικών τµηµάτων του HIF-1α σε 

κύτταρα σακχαροµύκητα. 
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∆εν ήταν δυνατό να χρησιµοποιηθούν όλες οι πλασµιδιακές κατασκευές που 

δηµιουργήθηκαν και αναγράφονται στο Σχήµα 3 για έλεγχο της έκφρασης των 

πρωτεϊνών που κωδικοποιούν, στα κύτταρα του σακχαροµύκητα⋅ διότι το 

µονοκλωνικό αντίσωµα του HIF-1α αναγνωρίζει την περιοχή των αµινοξέων 610-727 

που βρίσκεται στο καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης. Εποµένως, δεν µπορούσε να 

διερευνηθεί αν τα τµήµατα του HIF-1α που κωδικοποιούνται από τα πλασµίδια pGHS 

και pGHE300 εκφράζονται σε κύτταρα σακχαροµύκητα. Το γεγονός όµως ότι 

πρόκειται για ανασυνδυασµένα πλασµίδια που έχουν προκύψει από 

υποκλωνοποιήσεις ενός αρχικού πλασµιδίου (pVGHF) και ότι επιβεβαιώθηκε η 

νουκλεοτιδική τους αλληλουχία καθιστά ασφαλή την χρήση τους στο σύστηµα των 

δύο υβριδίων. 

 

 

 

 

 Έγιναν δύο παράλληλοι µετασχηµατισµοί του στελέχους PJ69-4A (P. James, J. 

Halladay 1996) µε 1 µg από το πλασµίδιο δόλωµα pGHS και µε την ίδια ποσότητα 

από το πλασµίδιο pGHE300. Η επιλογή των µετασχηµατισµένων κυττάρων έγινε σε 

θρεπτικό υλικό επιλογής SC χωρίς τρυπτοφάνη (SC -Trp) και επιβεβαιώθηκε ξανά ότι 

τα µετασχηµατισµένα µε τα πλασµίδια στελέχη δεν ενεργοποιούν τα γονίδια 

αναφοράς. Τα πλασµίδια-δολώµατα ήταν έτοιµα για την εφαρµογή του συστήµατος 

των δύο υβριδίων. Έπρεπε να γίνει κατεργασία των πλασµιδίων-λειών. 

 

 

 
cDNA βιβλιοθήκη αποκαλείται ένα ετερογενές σύνολο ανασυνδυασµένων 

πλασµιδίων που το καθένα φέρει ένα διαφορετικό ένθεµα cDNA και το σύνολό τους 

αντιπροσωπεύει τα mRNA που εκφράζονται σε συγκεκριµένες συνθήκες. Η 

βιβλιοθήκη που χρησιµοποιήθηκε [127] έχει παρασκευαστεί µε εισαγωγή 2,5x106 

διαφορετικών cDNA (πολυπλοκότητα βιβλιοθήκης), 350 έως 700 νουκλεοτιδίων, στη 

4.Α.1.3. Μετασχηµατισµός κυττάρων σακχαροµύκητα µε τα ανασυνδυασµένα 

πλασµίδια pGHS και pGHE300. 

4.Α.1.4. Παρασκευή και ενίσχυση της βιβλιοθήκης 
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θέση NotI του φορέα pVP16 και προέρχεται από αγέννητο έµβρυο ποντικού 9.5 και 

10.5 ηµερών. 

 ∆εδοµένου ότι σε υγρή καλλιέργεια υπάρχει κίνδυνος κάποια από τα βακτήρια 

της βιβιλιοθήκης να υπέρ- ή υπό- πολλαπλασιαστούν µε αποτέλεσµα τελικά να µην 

υπάρχει σωστή αντιπροσώπευση των διαφορετικών cDNA της βιβλιοθήκης, 

προτιµήσαµε την καλλιέργεια σε τρυβλία, όπου εκεί κάθε κύτταρο σχηµατίζει µια 

αποικία και δεν ανταγωνίζεται µε τα άλλα. H παρασκευή του πλασµιδιακού DNA της 

βιβλιοθήκης από τα κύτταρα Ε. coli, έγινε µε την µέθοδο της αλκαλικής λύσης. 

 

 

 

Εικόνα 14: Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1%. 

∆ιαδροµή 1: 3µl µάρτυρας µοριακών βαρών ΜΒ 1. ∆ιαδροµές 2 και 3: 5µl του πλασµιδιακού DNΑ της 

βιβλιοθήκης που παρασκευάστηκε µε την µέθοδο της αλκαλικής λύσης, µε και χωρίς RΝΑase 

αντίστοιχα. 

 

 

Από την Εικ. 14 φαίνεται ότι παρασκευάστηκε ικανοποιητική ποσότητα 

cDNA βιβλιοθήκης και καθαρίστηκε από προσµίξεις µε RNA συγκρίνοντας τις 

διαδροµές 2 και 3 µε και χωρίς RNAase αντίστοιχα (πληροφορίες για τους DNA 

µάρτυρες µοριακών βαρών βλ. Μέθοδοι σελ. ). Χρησιµοποιήθηκε η παρασκευή µε 
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αλκαλική λύση στην οποία είχε γίνει κατεργασία µε RNAase για την εφαρµογή του 

συστήµατος των δύο υβριδίων. 

 

 

 

 

Έγινε έλεγχος της αποδοτικότητας του µετασχηµατισµού του στελέχους S. 

cerevisiae PJ69-4A που ήδη περιέχει το πλασµίδιο-δόλωµα pGHS, µε την βιβλιοθήκη 

και η ίδια ακριβώς διαδικασία ακολουθήθηκε και για την περίπτωση του 

µετασχηµατισµένου µε το πλασµίδιο pGHE300 στελέχους. Ο έλεγχος αυτός γίνεται 

για να καθοριστεί ποια είναι η ελάχιστη ποσότητα DNA βιβλιοθήκης που µπορούµε 

να χρησιµοποιήσουµε ώστε να είµαστε σίγουροι ότι έχουµε συµπεριλάβει στο 

πείραµά µας και τα 2,5x106 
διαφορετικά cDNA που περιέχονται στην βιβλιοθήκη. 

 

 

4.Α.1.5. Τιτλοδότηση βιβλιοθήκης 

         µgDNA 
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Σχήµα 4. Αριθµός αποικιών του ήδη µετασχηµατισµένου µε το πλασµίδιο pGHS στελέχους S. 

cerevisiae PJ69-4A, µε την βιβλιοθήκη. 

 

 

Στην πρώτη γραµµή του πίνακα αναγράφονται οι διαδοχικές ποσότητες DNA 

βιβλιοθήκης που χρησιµοποιήθηκαν και που αποτελούνται από µίγµα cDNA των 

βιβλιοθηκών ποντικού 9.5 και 10.5 ηµερών σε αναλογία 1:1. Στη δεύτερη γραµµή 

αναγράφεται ο αριθµός αποικιών από την κάθε αντίδραση (1x), οι οποίες 

απεικονίζονται στο Σχήµα 4 και διαγραµµατικά. Στην τρίτη γραµµή αναγράφεται ο 

αριθµός αποικιών που προβλέπεται εάν η κάθε αντίδραση (1x) γίνει σε πολλαπλάσια 

κλίµακα (60x). Με βάση τον παρακάτω τύπo, υπολογίστηκε ο αριθµός των αποικιών 

που προκύπτει από τον µετασχηµατισµό της βιβλιοθήκης προκειµένου η πιθανότητα 

να αντιπροσωπευθούν όλοι οι κλώνοι της βιβλιοθήκης, η οποία έχει πολυπλοκότητα n 

= 2,5x106, να έχει τιµή P = 0,99. 

  

     

Ο αριθµός αυτός είναι Ν=11.512.926. Χρειάζεται δηλαδή να διερευνηθούν 

11,5x106 αποικίες για να είναι σίγουρο πως έχει αντιπροσωπευθεί το σύνολο της 

cDNA βιβλιοθήκης. Τελικά χρησιµοποιήθηκε ποσότητα cDNA βιβλιοθήκης 0,8 µg 

και έγιναν δέκα αντιδράσεις της κλίµακας (60x) στην αντίδραση µετασχηµατισµού µε 

την βιβλιοθήκη.  

 

 

 

 

Tο µετασχηµατισµένο στέλεχος µε το πλασµίδιο-δόλωµα pGHS ή pGHE300 

µετασχηµατίστηκε επιπλέον µε τη βιβλιοθήκη. Εφαρµόστηκε το πρωτόκολο Two 

Hybrid System Trafo Protocol, όπου έγιναν δέκα αντιδράσεις σε κλίµακα (60x) για 

κάθε ένα από τα πλασµίδια-δολώµατα. Tα κύτταρα επιστρώθηκαν σε 5 τρυβλία 

4.Α.1.6. Μετασχηµατισµός του S. cerevisiae PJ69-4A που περιέχει το πλασµίδιο-

δόλωµα µε την βιβλιοθήκη και επιλογή ανθεκτικών κλώνων σε µέσο επιλογής. 

N = 
ln (1-P) 

ln (1- 1/n ) 
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επιλογής (SC -Trp, -Leu, -His, -Ade, +5 mM AT) για κάθε αντίδραση. Αναµένεται σε 

αυτά τα τρυβλία, να µεγαλώσουν µόνο τα κύτταρα στα οποία το γονίδιο HIS3 έχει 

ενεργοποιηθεί (και άρα τα κύτταρα επιβιώνουν παρουσία ΑΤ) υποδηλώνοντας ότι 

υπάρχει αλληλεπίδραση µεταξύ των χιµαιρικών πρωτεϊνών δολώµατος και λείας. 

Συγχρόνως, απλώθηκαν υποσύνολα της βιβλιοθήκης σε τρυβλία χωρίς επιλογή (SC -

Trp, -Leu) για να εκτιµηθεί η απόδοση του µετασχηµατισµού. Τα αποτελέσµατα 

έδειξαν ότι το σύνολο των µετασχηµατισµένων κυττάρων είναι περίπου 12x106, για 

καθεµία αντίδραση µετασχηµατισµού µε διαφορετικό πλασµίδιο-δόλωµα, αριθµός 

που καλύπτει των απαιτούµενο αριθµό κυττάρων για την πλήρη αντιπροσώπευση της 

βιβλιοθήκης. 

Μετά από 4, 10 και 20 ηµέρες έγινε µεταφορά των αποικιών των 

µετασχηµατισµένων στελεχών που επιβιώνουν στο µέσο επιλογής, σε καινούργια 

τρυβλία επιλογής (SC -Trp, -Leu, -His, -Ade, +5 mM AT), ώστε µετά από τρεις 

ηµέρες επώασης στους 300 C, να εφαρµοστεί η µέθοδος του «πιστού αποτυπώµατος» 

(replica plating),  

� για να επιβεβαιωθεί ότι στα µετασχηµατισµένα στελέχη τα γονίδια 

αναφοράς είναι ενεργοποιηµένα και 

� για να ανιχνευθεί πόσο ισχυρή είναι η αλληλεπίδραση µεταξύ της 

πρωτεΐνης-δόλωµα και της πρωτεΐνης-λείας και να ιεραρχηθούν οι 

αποικίες ανάλογα µε τον βαθµό ισχύος της αλληλεπίδρασης µε τη 

χρήση ΑΤ. 

Η κατάταξη έγινε µε τρυβλία µε αυξανόµενες ποσότητες ΑΤ και στηρίζεται 

στο µέγεθος της έκφρασης του γονιδίου αναφοράς HIS3.  

Για τα µετασχηµατισµένα µε το πλασµίδιο pGHS κύτταρα σακχαροµύκητα οι 

κλώνοι που προέκυψαν από την εφαρµογή του συστήµατος των δύο υβριδίων 

κατατάχθηκαν όπως φαίνεται στον Πίνακα 5. 

 

   SC –Trp,-Leu, 

                  -His,  

                 -Ade 

αρ. αποικ  

 

+ 5 mM AT 

 

+ 10 mM AT 

 

+ 50 mM AT 

100 60 23 17 

130 90 32 8 

50 30 15 5 
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Σύνολο 180 70 30 

 

Πίνακας 5. Κατάταξη των αποικιών, που προέκυψαν από την εφαρµογή του συστήµατος των 

δύο υβριδίων σε κύτταρα σακχαροµύκητα µετασχηµατισµένα µε το πλασµίδιο-δόλωµα pGHS και µε 

την βιβλιοθήκη, µε βάση την ικανότητα επιβίωσης στις αναγραφόµενες συγκεντρώσεις ΑΤ.  

 

 

 Η ίδια διαδικασία ακολουθήθηκε και στην περίπτωση των 

µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pGHE300 κυττάρων σακχαροµύκητα µε την 

βιβλιοθήκη. Οι κλώνοι που προέκυψαν κατατάχθηκαν όπως φαίνεται στον Πίνακα 6 

µε βάση την ανθεκτικότητα στο ΑΤ.  

 

   SC –Trp,-Leu, 

                  -His,  

                 -Ade 

αρ. αποικ  

 

+ 5 mM AT 

 

+ 10 mM AT 

 

+ 50 mM AT 

50 30 15 5 

10 4 4 2 

Σύνολο 34 19 7 

 

Πίνακας 6. Κατάταξη των αποικιών, που προέκυψαν από την εφαρµογή του συστήµατος των 

δύο υβριδίων σε κύτταρα σακχαροµύκητα µετασχηµατισµένα µε το πλασµίδιο-δόλωµα pGHΕ300 και 

µε την βιβλιοθήκη, µε βάση την ικανότητα επιβίωσης στις αναγραφόµενες συγκεντρώσεις ΑΤ.  

 

Στο σηµείο αυτό και τα δύο διαφορετικά πλασµίδια-δολώµατα έχουν εισαχθεί στα 

κύτταρα του σακχαροµύκητα, και τα κύτταρα έχουν µετασχηµατισθεί επιπλέον µε 

την βιβλιοθήκη. Οι αποικίες που προέκυψαν για κάθε πλασµίδιο-δόλωµα 

κατατάχθηκαν µε βάση την έκφραση των γονιδίων αναφοράς. Η ανάλυση και 

ταυτοποίηση των κλώνων άρχισε µε τους κλώνους που µεγάλωναν κανονικά στα 50 

mM AT και έδιναν και έντονο µπλε χρώµα σε θρεπτικό υλικό που περιείχε Xgal. 

Πρόκειται για 30 συνολικά κλώνους που προέρχονται από την εφαρµογή του 

συστήµατος των δύο υβριδίων για το pGHS και 7 για το pGHE300. Οι υπόλοιποι 

κλώνοι που προέκυψαν και για τις δύο διαφορετικές αντιδράσεις µετασχηµατισµού 

των κυττάρων σακχαροµύκητα (συνολικά 303) φυλάχτηκαν στους -800C στο 

κατάλληλο θρεπτικό υλικό µε προσθήκη γλυκερόλης. 
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Στα πλαίσια της παρούσης διδακτορικής διατριβής ξεκίνησε η µελέτη των 

αλληλεπιδράσεων µε το πλασµίδιο-δόλωµα pGHS. Η διερεύνηση των πρωτεϊνών-

λειών που προέκυψαν ότι αλληλεπιδρούν µε το τµήµα του cDNA του HIF-1α που 

κωδικοποιεί το πλασµίδιο pGHE300 είναι αποτέλεσµα διπλωµατικής εργασίας που 

πραγµατοποιήθηκε στη συνέχεια στο Εργαστήριο Βιοχηµείας από τον Π. Καββαδά 

(Μοριακή απόκριση στην υποξία: Εύρεση καινούργιων µοριακών αλληλεπιδράσεων 

του επαγόµενου από την υποξία παράγοντα 1α (ΗΙF-1α), Καββαδάς Παναγιώτης, 

Λάρισα 2005, ∆ιπλωµατική Εργασία, Εργαστήριο Βιοχηµείας Τµήµατος Ιατρικής 

Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας.) [147]. Από την ανάλυση των πλασµιδιακών DNA αυτών 

των πλασµιδίων-λειών αποδείχθηκε ότι δύο δείγµατα παρουσιάζουν πολύ υψηλή 

οµολογία µε δύο πρωτεΐνες του ποντικού, την πρωτεΐνη DnaJB3 ή heat shock protein 

J3 ή MSJ-1 και την πρωτεΐνη DnaJB6 ή heat shock protein J2 ή Mrj. Οι πρωτεΐνες 

αυτές είναι µοριακοί συνοδοί και ανήκουν και οι δύο στην οικογένεια Hsp40 (ή 

DnaJ1α). Η αλληλεπίδραση του ΗΙF-1α µε άλλα µέλη της υπεροικογένειας των 

πρωτεϊνών θερµικού σοκ (HSP), είναι γνωστή ήδη από την πρωτεΐνη Hsp90. Η 

αλληλεπίδραση του ΗΙF-1α µε τις Hsp40 δεν έχει περιγραφεί στην βιβλιογραφία και 

χρήζει περαιτέρω διερεύνησης. Περισσότερα για τα δύο µέλη της οικογένειας Hsp40 

που ανιχνεύθηκε ότι αλληλεπιδρούν µε τον ΗΙF-1α αναλύονται στην προαναφερθείσα 

διπλωµατική εργασία. 

 

 

 

4.Α.2. ∆ιάσωση των πλασµιδίων-λειών από το µετασχηµατισµένο στέλεχος 

του σακχαροµύκητα σε κύτταρα Ε. coli.  

 

 Στα κύτταρα του σακχαροµύκητα υπάρχουν δύο πλασµίδια, το πλασµίδιο-

δόλωµα και το πλασµίδιο-λεία. Επειδή δεν µπορεί να παραχθεί µεγάλη ποσότητα 

πλασµιδιακού DNA από κύτταρα σακχαροµύκητα, τα πλασµίδια πρέπει να 

αποµονωθούν και να χρησιµοποιηθούν για να µετασχηµατίσουν βακτηριακά κύτταρα 

έτσι ώστε να παραχθούν στη συνέχεια οι απαραίτητες ποσότητες από τα βακτήρια. 

 

 

4.Α.2.1. Παρασκευή του πλασµιδιακού DNA από κύτταρα S. cerevisiae. 
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Από δέκα κλώνους που προέκυψαν από την εφαρµογή του συστήµατος των δύο 

υβριδίων µε πλασµίδιο-δόλωµα το pGHS και µεγάλωναν κανονικά στα 50 mM AT 

επωάστηκαν υγρές καλλιέργειες σε SC -Leu στους 300C, όλη νύχτα. Οι κλώνοι αυτοί 

επιλέχθηκαν τυχαία από τους 30 που επιβίωναν στα 50 mM AT και ταυτόχρονα 

έδιναν µπλε χρώµα σε τρυβλία µε το υπόστρωµα Xgal. Επιδιώχθηκε να µελετηθούν 

πρώτα αυτές οι πιθανές αλληλεπιδράσεις µιας και βάση του φαινοτύπου θα ήταν και 

οι πιο ισχυρές. Στο υγρό µέσο προστέθηκε τρυπτοφάνη µε σκοπό να βοηθηθούν τα 

κύτταρα του σακχαροµύκητα κατά τους διπλασιασµούς να χάσουν το πλασµίδιο-

δόλωµα (το οποίο τείνει να “χαθεί” από το κύτταρο εφόσον δεν είναι απαραίτητη η 

έκφραση του γονιδίου επιλογής του TRP1.  

Ακολουθήσαµε το πρωτόκολλο Rescue για να διασώσουµε το πλασµιδιακό DNA 

από τα κύτταρα σακχαροµύκητα σε βακτηριακά κύτταρα. 

 

 

 

 

∆εκτικά κύτταρα E. coli KC8 (-Leu, -Ura, -His, -Trp,) µετασχηµατίστηκαν µε 

το εκχύλισµα από κάθε έναν από τους δέκα επιλεγµένους κλώνους σακχαροµύκητα. 

Η επώαση έγινε σε τρυβλία LB που περιείχαν αντιβιοτικό. 

Οι µετασχηµατισµένες αποικίες µεταφέρθηκαν σε τρυβλία µε επιλογή για το 

αµινοξύ στο οποίο τα κύτταρα αποκτούν πρωτοτροφία όταν µετασχηµατισθούν µε το 

πλασµίδιο-λεία. Ο διαχωρισµός βασίζεται στο γεγονός ότι τα κύτταρα που φέρουν το 

πλασµίδιο-λεία αποκτούν πρωτοτροφία για το αµινοξύ λευκίνη και άρα 

αναπτύσσονται σε µέσο που δεν περιέχει λευκίνη. 

 

 

 

 

 

4.Α.2.2. Μετασχηµατισµός του πλασµιδιακού DNA σε δεκτικά κύτταρα E. coli 

KC8 και επιλογή του πλασµιδίου-λεία. 
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Μετά από την αποµόνωση βακτηριακών στελεχών στα οποία έχει διασωθεί το 

πλασµίδιο-λεία καθενός από τους επιλεγµένους κλώνους σακχαροµύκητα, 

εφαρµόστηκε το πρωτόκολλο της αλκαλικής λύσης για την παραγωγή πλασµιδιακού 

DNA µικρής κλίµακας. 

Τα πλασµιδιακά DNA επωάστηκαν µε το ένζυµο NotI. Όπως προαναφέρθηκε 

τα διαφορετικά cDNA της βιβλιοθήκης, µήκους 350-700 νουκλεοτιδίων, έχουν 

εισαχθεί στην θέση NotI του πλασµιδιακού φορέα pVP16. 

 

 

   

 

 

 

Εικόνα 15 : Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1%. MB 3: 3µl του µάρτυρα µοριακών 

βαρών ΜΒ 3. ∆ιαδροµές 1 έως 10: 5µl αντίδραση πέψης του αντίστοιχου πλασµιδιακού DNAµε NotI 

 

 

Στην Εικ. 15 όλα τα δείγµατα εκτός από τα 6 και 9 περιέχουν ένθεµα στην θέση NotI.  

Μετά την ανάλυση των πλασµιδίων-λειών µε την ενδονουκλεάση NotI για την 

ανίχνευση της ύπαρξης ενθέµατος, είναι απαραίτητη η επιβεβαίωση της εξάρτησης 

του φαινοτύπου από το πλασµίδιο-λεία και από τη συνύπαρξή του µε το πλασµίδιο-

δόλωµα. Συγκεκριµένα γίνεται µετασχηµατισµός του αρχικού κυττάρου 

σακχαροµύκητα που φέρει το πλασµίδιο-δόλωµα µε το πλασµίδιο-λεία για το οποίο 

έγινε ο έλεγχος της ύπαρξης ενθέµατος, έτσι ώστε να είναι σίγουρο πως ο φαινότυπος 

4.Α.2.3. Παρασκευή πλασµιδιακού DNA µεσαίας κλίµακας και ανάλυση του 

πλασµιδιακού DNA µε πέψη µε NotI. 

ΜΒ 3   1    2    3     4     5    6    7     8     9   10 

925 

421 
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που προκύπτει οφείλεται αποκλειστικά στο αποµονωµένο πλασµίδιο-λεία. Η 

επιβεβαίωση αυτή έγινε χρησιµοποιώντας πάλι τα ίδια γονίδια αναφοράς που 

υπάρχουν στο κύτταρο του σακχαροµύκητα και κυρίως τα HIS3 και LacZ.  

 

 

 

4.Α.3. Επιβεβαίωση του φαινοτύπου µε επαναµετασχηαµτισµό κάθε 

πλασµιδίου-λείας στο αρχικό στέλεχος του σακχαροµύκητα που περιέχει το 

πλασµίδιο-δόλωµα. 

 

Τα κύτταρα του στελέχους PJ69-4A του σακχαροµύκητα S. cerevisiae που είχαν 

µετασχηµατισθεί µε το πλασµίδιο pGHS, µετασχηµατίστηκαν επιπλέον µε καθένα 

από τα πλασµίδια-λεία στα οποία επιβεβαιώθηκε ότι υπάρχει ένθεµα στις θέσεις που 

αναγνωρίζει η NotI. Στη συνέχεια τα κύτταρα αυτά επιστρώθηκαν σε τρυβλία µε το 

κατάλληλο θρεπτικό υλικό (SC -Leu, -Trp, -His, -Ade, +5 mM AT) και ακολούθησε 

η εφαρµογή του «πιστού αποτυπώµατος» (replica plating) για την επιβεβαίωση του 

φαινοτύπου. Ελέγχθηκε η έκφραση του γονιδίου HIS3 χρησιµοποιώντας αυξανόµενες 

ποσότητες ΑΤ και του γονιδίου LacZ σε τρυβλία µε θρεπτικό υλικό που περιείχε Xgal 

(SC -Leu, -Trp, -His, -Ade, +X-gal). Στην Εικ. 16 , απεικονίζεται το παράδειγµα 

ελέγχου του φαινοτύπου για τα γονίδια HIS3 και LacZ ενός κλώνου ανθεκτικού στα 

50 mΜ ΑΤ. 

 

 

 

Εικόνα 16 : Τρυβλία SC –Trp, -Leu, -His, -Ade, + 50 Mm AT (αριστερά) και SC –Trp, -Leu, -His, 

-Ade, + X-gal (δεξιά) που έχουν προκύψει από την εφαρµογή της µεθόδου του «πιστού 

αποτυπώµατος» (replica plating). Το στέλεχος S. cerevisiae PJ69-4A µετασχηµατίστηκε µε τα 

πλασµίδια, όπως απεικονίζεται στο υπόµνηµα δεξιά: 1. pGHS και pVP16-λεία (τέσσερις διαφορετικές 

1

2 3
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αποικίες), 2: pGBT9 και pVP16 (δύο διαφορετικές αποικίες, αρνητικός µάρτυρας), 3: pGBT9-

SRPK1αNt και pVP16-SAF-B (δύο διαφορετικές αποικίες, θετικός µάρτυρας) [128]. 

 

 

Ο έλεγχος του φαινοτύπου ήταν θετικός, δηλαδή ενεργοποιήθηκαν τα γονίδια 

αναφοράς στο σακχαροµύκητα, µόνο για τις τέσσερις από τις οκτώ περιπτώσεις που 

εξετάστηκαν (βλ. Εικ. 15 διαδροµές 2, 3, 4 και 5). Στη συνέχεια το πλασµίδιο pVP16 

που περιέχει ένθεµα περίπου 700 bp στην διαδροµή 2 θα ονοµάζεται pVPR2, το 

δείγµα στην διαδροµή 3 που δίνει θραύσµα περίπου 650 bp θα ονοµάζεται pVPR3, το 

δείγµα στην διαδροµή 4 που δίνει θραύσµα περίπου 500 bp, pVPR4 και τέλος το 

δείγµα της διαδροµής 5 που δίνει θραύσµα περίπου 700 bp, pVPR5. Για τα 

συγκεκριµένα πλασµίδια-λείες ελέγχθηκε µε µετασχηµατισµό στο αρχικό στέλεχος 

σακχαροµύκητα ότι δεν αναπαράγουν το φαινότυπο. 

 

 

4.Α.4. Εύρεση της αλληλουχίας των ενθεµάτων που κωδικοποιούν για την 

πρωτεΐνη-λεία. 

 

Για τα τέσσερα πλασµίδια που επιλέχθηκαν έγινε εξακρίβωση της αλληλουχίας 

νουκλεοτιδίων των ενθεµάτων τους µε τη µέθοδο των διδέοξυ-αναλόγων του Sanger, 

στο Εργαστήριο Μικροβιοχηµείας του Ινστιτούτου Μοριακής Βιολογίας και 

Βιοτεχνολογίας του Ερευνητικού Κέντρου στην Κρήτη (ΙΜΒΒ). Τα αποτελέσµατα 

της εύρεσης της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας δίνονται παρακάτω, καθώς και η 

ταυτόχρονη µετάφραση αυτής της αλληλουχίας στο αναγνωστικό πλαίσιο που 

βρίσκεται σε συνέχεια µε το αναγνωστικό πλαίσιο της περιοχής ενεργοποίησης της 

µεταγραφής του VP16. Με έντονα γράµµατα φαίνεται η περιοχή βάσεων που 

αναγνωρίζει η ενδονουκλεάση περιορισµού NotI. Μετά από αναζήτηση µε ειδικά 

προγράµµατα σε ηλεκτρονικές βάσεις δεδοµένων δίνεται η στοίχιση της κάθε 

αλληλουχίας µε την αλληλουχία που έδωσε το υψηλότερο ποσοστό ταυτότητας. 
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pVPR2: 

 
gcggccgctatggggtcgagagagctatgcgtttgatggttctcagcctccagaggaattc 
  R  P  L  W  G  R  E  S  Y  A  F  D  G  S  Q  P  P  E  E  F  
ggtttcagcttcagccccaggggagggatgcgattccacggcaactttggctttgatgat 
 G  F  S  F  S  P  R  G  G  M  R  F  H  G  N  F  G  F  D  D  
ctagtacgagattttaatagcatcttcagcgagatgggggcctggaccttgccttcccac 
 L  V  R  D  F  N  S  I  F  S  E  M  G  A  W  T  L  P  S  H  
tctcctgaacttccaggtcctgagtcagaaacacctggtgagagactgcgggaggggcag 
 S  P  E  L  P  G  P  E  S  E  T  P  G  E  R  L  R  E  G  Q  
acactacgagactcaatgcttaagtacccagatagtcaccaacccaggatctttgagggg 
 T  L  R  D  S  M  L  K  Y  P  D  S  H  Q  P  R  I  F  E  G  
gtcttggagagtcatgccaaacctgaatcccccaaaccagctccagattgggggtcgcag 
 V  L  E  S  H  A  K  P  E  S  P  K  P  A  P  D  W  G  S  Q  
ggaccttttcataggttggatgatacatggcctgtgagtccccattctagagccaaagag 
 G  P  F  H  R  L  D  D  T  W  P  V  S  P  H  S  R  A  K  E  
gacaaagatcttgactcccaggtttcccaggaaggtctgggtccacttcttcaaccccag 
 D  K  D  L  D  S  Q  V  S  Q  E  G  L  G  P  L  L  Q  P  Q  
cccaaatcggcggccgc 
 P  K  S  A  A     

 

Η αναζήτηση µε ειδικά προγράµµατα σε βάσεις δεδοµένων έδωσε οµολογία της 

αµινοξικής αλληλουχίας του ενθέµατος pVPR2 µε την πρωτεΐνη του ποντικού HAX-

1.  

sp O35387 
HAX1_MOUSE 

HS1-associating protein X-1 (HAX-1) (HS1-binding 
protein) [Hax1] 
[Mus musculus (Mouse)] 

280 
AA  
align 

 Score =  346 bits (887), Expect = 2e-94 
 Identities = 161/163 (98%), Positives = 161/163 (98%) 
 
Query: 1   RPLWGRESYAFDGSQPPEEFGFSFSPRGGMRFHGNFGFDDLVRDFNSIFSEMGAWTLPSH 60 
           R  WGRESYAFDGSQPPEEFGFSFSPRGGMRFHGNFGFDDLVRDFNSIFSEMGAWTLPSH 
Sbjct: 45  RGAWGRESYAFDGSQPPEEFGFSFSPRGGMRFHGNFGFDDLVRDFNSIFSEMGAWTLPSH 104 
 
Query: 61  SPELPGPESETPGERLREGQTLRDSMLKYPDSHQPRIFEGVLESHAKPESPKPAPDWGSQ 120 
           SPELPGPESETPGERLREGQTLRDSMLKYPDSHQPRIFEGVLESHAKPESPKPAPDWGSQ 
Sbjct: 105 SPELPGPESETPGERLREGQTLRDSMLKYPDSHQPRIFEGVLESHAKPESPKPAPDWGSQ 164 
 
Query: 121 GPFHRLDDTWPVSPHSRAKEDKDLDSQVSQEGLGPLLQPQPKS 163 
           GPFHRLDDTWPVSPHSRAKEDKDLDSQVSQEGLGPLLQPQPKS 
Sbjct: 165 GPFHRLDDTWPVSPHSRAKEDKDLDSQVSQEGLGPLLQPQPKS 207 
 

 

Η HAX-1 είναι µια µικρή πρωτεΐνη 280 αµινοξέων. Στην αλληλουχία της που 

παρατίθεται παρακάτω φαίνεται µε κόκκινο χρώµα η αλληλουχία που περιλαµβάνεται 

στον pVPR2. 
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MSVFDLFRGFFGFPGPRSHRDPFFGGMTRDDDDDDDDDDEAEEDRGAWGRESYAFDGSQPPEEFGFSFS
PRGGMRFHGNFGFDDLVRDFNSIFSEMGAWTLPSHSPELPGPESETPGERLREGQTLRDSMLKYPDSHQ
PRIFEGVLESHAKPESPKPAPDWGSQGPFHRLDDTWPVSPHSRAKEDKDLDSQVSQEGLGPLLQPQPKS
YFKSISVTKITKPDGTVEERRTVVDSEGRRETTVTHQEAHDSSRSDPDSQRSSALDDPFSILDLLLGRW 
FRSR 
 

pVPR3:  

gcggccgctagaacgcctgggctccttcggcagcatcacccggcagcaggaaggtgaggcc 
  R  P  L  E  R  L  G  S  F  G  S  I  T  R  Q  Q  E  G  E  A  
agctctcaggacatgacagcccaggtgacaagtccgtctggcaagacagaagccgcagag 
 S  S  Q  D  M  T  A  Q  V  T  S  P  S  G  K  T  E  A  A  E  
atcgttgagggagaagacagcgcatacagtgtgcgattcgtgccccaggagatgggtccc 
 I  V  E  G  E  D  S  A  Y  S  V  R  F  V  P  Q  E  M  G  P  
cacacagtcactgtcaagtaccgcggccaacacgtgcccggaagcccttttcagttcact 
 H  T  V  T  V  K  Y  R  G  Q  H  V  P  G  S  P  F  Q  F  T  
gtgggtccgctaggtgaaggtggtgcccacaaggtgcgagctggaggcacagggctggag 
 V  G  P  L  G  E  G  G  A  H  K  V  R  A  G  G  T  G  L  E  
cgaggtgtagctggtgtgccagctgagtttagcatctggacccgagaagctggtgctggg 
 R  G  V  A  G  V  P  A  E  F  S  I  W  T  R  E  A  G  A  G  
ggattgtccatcgctgtggaaggtcccagcaaggcagagattgcatttgaggaccgcaaa 
 G  L  S  I  A  V  E  G  P  S  K  A  E  I  A  F  E  D  R  K  
gatggttcttgtggcgtctcctatgttgtccaggagccaggtgactacgaggtctccatc 
 D  G  S  C  G  V  S  Y  V  V  Q  E  P  G  D  Y  E  V  S  I  
aagttcaatgatgagcacatcccagacgcggccgc 
 K  F  N  D  E  H  I  P  D  A  A     
 

Η αναζήτηση µε ειδικά προγράµµατα σε βάσεις δεδοµένων έδωσε οµολογία 

της αµινοξικής αλληλουχίας του ενθέµατος pVPR3 µε την πρωτεΐνη του ποντικού 

Filamin C.  

 
 

sp Q8VHX6 
FLNC_MOUSE 

Filamin-C (Gamma-filamin) (Filamin-2) (FLN-C) 
(Actin-binding-like 
protein) (ABP-L) (ABP-280-like protein) (Fragment) 
[Flnc] [Mus musculus (Mouse)] 

1144 
AA  
align 

 Score =  337 bits (864), Expect = 1e-91 
 Identities = 166/167 (99%), Positives = 167/167 (100%) 
 
Query: 4   ERLGSFGSITRQQEGEASSQDMTAQVTSPSGKTEAAEIVEGEDSAYSVRFVPQEMGPHTV 63 
           ERLGSFGSITRQQEGEASSQDMTAQVTSPSGKTEAAEIVEGEDSAYSVRFVPQEMGPHTV 
Sbjct: 648 ERLGSFGSITRQQEGEASSQDMTAQVTSPSGKTEAAEIVEGEDSAYSVRFVPQEMGPHTV 707 
 
Query: 64  TVKYRGQHVPGSPFQFTVGPLGEGGAHKVRAGGTGLERGVAGVPAEFSIWTREAGAGGLS 123 
           TVKYRGQHVPGSPFQFTVGPLGEGGAHKVRAGGTGLERGVAGVPAEFSIWTREAGAGGLS 
Sbjct: 708 TVKYRGQHVPGSPFQFTVGPLGEGGAHKVRAGGTGLERGVAGVPAEFSIWTREAGAGGLS 767 
 
Query: 124 IAVEGPSKAEIAFEDRKDGSCGVSYVVQEPGDYEVSIKFNDEHIPDA 170 
           IAVEGPSKAEIAFEDRKDGSCGVSYVVQEPGDYEVSIKFNDEHIPD+ 
Sbjct: 768 IAVEGPSKAEIAFEDRKDGSCGVSYVVQEPGDYEVSIKFNDEHIPDS 814 
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Η FLNC είναι µια πρωτεΐνη που αποτελείται από 2725 αµινοξέα. Στην αλληλουχία της που 

παρατίθεται παρακάτω φαίνεται µε κόκκινο χρώµα η αλληλουχία που περιλαµβάνεται στον 

pVPR3. 

 
 
EGKPKKANIRDNGDGTYTVSYLPDMSGRYTITIKYGGDEIPYSPFFTRIHALPTGDASKCLVTVSIGGHGLGA
CLGPRIQIGEETVITVDAKAAGKGKVTCTVSTPFTDGAELDVDVVENHDGTFDIYYTAPEPGKYVITIRFGGE
HIPNSPFHVLACDPLPHVEEPFTAEMLQMRQPYAPLRPGTCPTHWATEEPVVPVEPLESMLRPFNLVIPFTVQ
KGELTGEVRFTMPSGKTARPNITDNKDGTITVRYAPTEKGLHQMGIKYDGNHIPGSPLQFYVDAINSRHV 
FTSAYGPGLSHGMVNKPATFTIVTKDAGEGGLSLAVEGPSKAEITCKDNKDGTCTVSYLPTFTAPGDYSIIVR
FDDKHIPGSPFTAKITGDDSMRTSQLNVGTSTDVSLKITEGDLSQLTASFTIRAPSGNEEPCLLKRLPNRHIG
ISFTPKEVGEHVVSVRKSGKHVTNSPFKILVGPSEIGFTDASKVRVWGKGLSEGQTFQVAEFIVDTRNAGYGG
LGLSIEGPSKVDINCEDMEDGTCKVFTTYCPTEPGTYIINIKFADKHVPGSPFTVKVTGEGRMKESITRRRQA
PSIATIGSTCDLNFTLKIPGNWFQMVSAQERLTRTFTRSSHTYTRTERTEISKTRGGETKREVRVEESTQVGG
DFTPFPAVFGDFLGRERLGSFGSITRQQEGEASSQDMTAQVTSPSGKTEAAEIVEGEDSAYSFTVRFVPQEMG
PHTVTVKYRGQHVPGSPFQFTVGPLGEGGAHKVRAGGTGLERGVAGVPAEFTFSIWTREAGAGGLSIAVEGPS
KAEIAFEDRKDGSCGVSYVVQEPGDYEVSIKFNDEHIPFTDSPFVVPVASLSDDARRLTVTSLQETGLKVNQP
ASFAVQLNGARGVIDARVHTPSGAVEFTECYVSELDSDKHTIRFIPHENGVHSIDVKFNGAHIPGSPFKIRVG
EQSQAGDPGLVSAYFTGPGLEGGTTGVSSEFIVNTQNAGSGALSVTIDGPSKVQLDCRECPEGHVVTYTPMAP
GNFTYLIAIKYGGPQHIVGSPFKAKVTGPRLSGGHSLHETSTVLVETVTKSSSSRGASYSSIPFTKFSSDASK
VVTRGPGLSQAFVGQKNSFTVDCSKAGTNMMMVGVHGPKTPCEEVYVKHMGFTNRVYNVTYTVKEKGDYILIV
KWGDESVPGSPFKVNVP 

 

 

 

 

pVPR4: 

gcggccgcgagcctcgaaagatggatactacaatggtgaatttgtggactctgtttgagcag 
   G  R  E  P  R  K  M  D  T  T  M  V  N  L  W  T  L  F  E  Q  
cttgtgcgccggatggagattatcaatgaaggaaatgaaagcattgaattcatccaggtt 
 L  V  R  R  M  E  I  I  N  E  G  N  E  S  I  E  F  I  Q  V  
gtgaaggacttcgaggacttccgaaagaagtatcaaagaaccaaccaggagctggagaaa 
 V  K  D  F  E  D  F  R  K  K  Y  Q  R  T  N  Q  E  L  E  K  
ttcaaagacctattgttgaaagcagagactgggcggagcgccctggacgtgaagctgaag 
 F  K  D  L  L  L  K  A  E  T  G  R  S  A  L  D  V  K  L  K  
catgcccgtaatcaagtggacgtggagatcaagcggaggcagcgcgctgaggcagagtgt 
 H  A  R  N  Q  V  D  V  E  I  K  R  R  Q  R  A  E  A  E  C  
gcaaagctggaacaacagattcagctgattcgagacatactcatgtgtgacacatctggc 
 A  K  L  E  Q  Q  I  Q  L  I  R  D  I  L  M  C  D  T  S  G  
agtattcagctgagtgaggaacaaaaatcagctctcgctttcctcaaccgaggccaagca 
 S  I  Q  L  S  E  E  Q  K  S  A  L  A  F  L  N  R  G  Q  A  
tccagtggccacgccggcaacaatagactgtcaacgattgatgaatctggttccatttta 
 S  S  G  H  A  G  N  N  R  L  S  T  I  D  E  S  G  S  I  L  
tcagcggccgc 
 S  A  A     

 

Η αναζήτηση µε ειδικά προγράµµατα σε βάσεις δεδοµένων έδωσε οµολογία της 

αµινοξικής αλληλουχίας του ενθέµατος pVPR4 µε την πρωτεΐνη του ποντικού 

MgcRacGAP. 
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sp Q9WVM1 
RGAP1_MOUSE 

Rac GTPase-activating protein 1 (MgcRacGAP) [Racgap1] 
[Mus musculus 
(Mouse)] 

628 
AA  
align 

 Score =  301 bits (770), Expect = 7e-81 
 Identities = 155/155 (100%), Positives = 155/155 (100%) 
 
Query: 7   MDTTMVNLWTLFEQLVRRMEIINEGNESIEFIQVVKDFEDFRKKYQRTNQELEKFKDLLL 66 
           MDTTMVNLWTLFEQLVRRMEIINEGNESIEFIQVVKDFEDFRKKYQRTNQELEKFKDLLL 
Sbjct: 1   MDTTMVNLWTLFEQLVRRMEIINEGNESIEFIQVVKDFEDFRKKYQRTNQELEKFKDLLL 60 
 
Query: 67  KAETGRSALDVKLKHARNQVDVEIKRRQRAEAECAKLEQQIQLIRDILMCDTSGSIQLSE 126 
           KAETGRSALDVKLKHARNQVDVEIKRRQRAEAECAKLEQQIQLIRDILMCDTSGSIQLSE 
Sbjct: 61  KAETGRSALDVKLKHARNQVDVEIKRRQRAEAECAKLEQQIQLIRDILMCDTSGSIQLSE 120 
 
Query: 127 EQKSALAFLNRGQASSGHAGNNRLSTIDESGSILS 161 
           EQKSALAFLNRGQASSGHAGNNRLSTIDESGSILS 
Sbjct: 121 EQKSALAFLNRGQASSGHAGNNRLSTIDESGSILS 155 
 

 

Η ΜgcRacGAP αποτελείται από 628 αµινοξέα. Στην αλληλουχία της που παρατίθεται 

παρακάτω φαίνεται µε κόκκινο χρώµα η αλληλουχία που περιλαµβάνεται στον pVPR4. 

 

MDTTMVNLWTLFEQLVRRMEIINEGNESIEFIQVVKDFEDFRKKYQRTNQELEKFKDLLLKAETGRSAL
DVKLKHARNQVDVEIKRRQRAEAECAKLEQQIQLIRDILMCDTSGSIQLSEEQKSALAFLNRGQASSGH
AGNNRLSTIDESGSILSDISFDKTDESLDWDSSLVKNFKMKKREKRRSNSRQFIDGPPGPVKKTCSIGS
TVDQANESIVAKTTVTVPSDGGPIEAVSTIETLPSWTRSRGKSGPLQPVNSDSALNSRPLEPRTDTDNL
GTPQNTGGMRLHDFVSKTVIKPESCVPCGKRIKFGKLSLKCRDCRLVSHPECRDRCPLPCIPPLVGTPV
KIGEGMLADFVSQASPMIPAIVVSCVNEIEQRGLTEAGLYRISGCDRTVKELKEKFLKVKTVPLLSKVD
DIHVICSLLKDFLRNLKEPLLTFWLSKAFMEAAEITDEDNSTAAMYQAVSELPQANRDTLAFLMIHLQR
VSQSPDTKMDIANLAKVFGPTIVAHTVPNPDPVTMFQDIKRQLKVVERLLSLPLEYWNQFMMVDQENID
SQRGNGNSTPRTPDVKVSLLGPVTTPEFQLVKTPLSSSLSQRLYNLSKSTPRFGNKSKSATNLGQQGKF
FPA 

 

 

 

pVPR5: 

Η εξακρίβωση της αλληλουχίας νουκλεοτιδίων για αυτό το δείγµα δεν έδωσε 

αποτελέσµατα. 
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Η µέθοδος των δύο υβριδίων µας αποκάλυψε τρεις νέες πιθανές µοριακές 

αλληλεπιδράσεις του HIF-1α.  

Η εύρεση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του πλασµιδίου pVPR2 αποκάλυψε 

ότι η κλωνοποιηµένη αλληλουχία cDNA κωδικοποιεί για την για την πρωτεΐνη HAX-

1. Πρόκειται για µία αντι-αποπτωτική πρωτεΐνη κυρίως πρωτεΐνη που βρίσκεται στα 

µιτοχόνδρια αλλά και στο κυτταρόπλασµα στην οποία έχουν αποδοθεί πολλές 

διαφορετικές ιδιότητες. Η ονοµασία της προέρχεται από την αλληλεπίδρασή της µε 

την HS1 (HS1-Associated Protein Χ-1) πρωτεΐνη, οµόλογη της κορτακτίνης που 

εκφράζεται σε κύτταρα του αιµοποιητικού [129] και ήδη από τα αρχικά στάδια του 

χαρακτηρισµού της έχει συσχετισθεί µε τον κυτταροσκελετό [130]. Πιο πρόσφατα 

έχει συσχετισθεί άµεσα µε την κυτταρική κινητικότητα µέσω της αλληλεπίδρασής της 

µε τη µεµβρανική G πρωτεΐνη Galpha13 µε την οποία βρίσκεται σε σύµπλοκο που 

περιλαµβάνει επίσης τη µικρή G πρωτείνη της Rho οικογένειας, Rac1, και την 

κορτακτίνη. Η σιώπηση της έκφρασής της αναστέλλει την Galpha13 εξαρτώµενη 

κυτταρική µετανάστευση [131]. Έχει επιπλέον βρεθεί να υπερεκφράζεται ειδικά σε 

υποξικούς όγκους [132] και πολύ πρόσφατα περιγράφηκε η συµµετοχή της ως αντι-

αποπτωτικό µόριο σε καταστάσεις υποξίας-επανοξυγόνωσης [133]. Πρόκειται για µία 

µικρή σε µέγεθος πρωτεΐνη 360 αµινοξέων εκ των οποίων τα 161 περιέχονται στον 

κλώνο που αποµονώθηκε. 

Η εύρεση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του πλασµιδίου pVPR3 αποκάλυψε 

ότι η κλωνοποιηµένη αλληλουχία cDNA κωδικοποιεί για την για την πρωτεΐνη 

FLNC. Η FLNC ή αλλιώς Filamin 2 είναι συνδετική πρωτεΐνη των µορίων της 

ακτίνης µεταξύ τους. Πρόκειται για µια µεγαλοµοριακή κυτταροπλασµατική 

πρωτεΐνη η οποία σχηµατίζει διµερή, συγκρατεί τα µόρια της ακτίνης µεταξύ τους και 

συµβάλλει στην µετακίνηση του κυττάρου µε σχηµατισµούς γνωστούς ως 

λαµελλιπόδια. Απαντάται σε αφθονία στους µύες και ιδιαίτερα στους ραβδωτούς. Στο 

µόριο της ανθρώπινης πρωτεΐνης FLNC υπάρχουν 24 επαναλαµβανόµενα οµόλογα 

µοτίβα [134] και η περιοχή που βρέθηκε µε το σύστηµα των δύο υβριδίων αντιστοιχεί 

στο 21ο που βρίσκεται προς το καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης. Η περιοχή 

σύνδεσης µε την ακτίνη είναι στο αµινοτελικό άκρο. Αξίζει να αναφερθεί ότι 

υπάρχουν τύποι καρκίνου που οφείλονται σε έλλειψη της φιλαµίνης, κάποιοι τύποι 
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µελανώµατος, στους οποίους τα κύτταρα δεν µπορούν να µετακινηθούν κανονικά 

[135]. 

Η εύρεση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του πλασµιδίου pVPR4 αποκάλυψε 

ότι η κλωνοποιηµένη αλληλουχία cDNA κωδικοποιεί για την για την πρωτεΐνη 

MgcRacGAP. Το πλασµιδιο-λεία κωδικοποιεί για την περιοχή των αµινοξέων 1-138 

της πρωτεΐνης. Η περιοχή αυτή καταλαµβάνει το µεγαλύτερο µέρος της Myo 

περιοχής που βρίσκεται στο αµινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης. Η MgcRacGAP είναι 

µια GAP (GTPase Activating Protein) για τις πρωτείνες Rho και πιοειδικά για την 

Rac1. Συνδέεται µε την GTP µορφή των Rho πρωτεϊνών και καταλύει την υδρόλυση 

του GTP [109]. Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα η Rho πρωτεΐνη να µεταπίπτει 

γρηγορότερα στην GDP-συνδεδεµένη µορφή της κι άρα να απενεργοποιείται. Για την 

MgcRacGAP όµως, πέρα από την δράση της ως GΑΡ της έχουν αποδοθεί κι άλλες 

ιδιότητες που έχουν να κάνουν µε την κυτοκίνηση, την µίτωση ή τον 

πολλαπλασιασµό των κυττάρων [119], Lee 2003 Exp Cell Res, [123].  

 

 

Στα πειράµατα που ακολουθούν, θα αναλυθεί περαιτέρω η σχέση του HIF-1α µε 

την MgcRacGAP. Επιλέχθηκε να µελετηθεί η MgcRacGAP σε σχέση µε τις άλλες 

δύο πρωτεΐνες-λείες για τους εξής λόγους: Έχει πλειοτροπικές δράσεις όπως για 

παράδειγµα ότι εκτός από την συµµετοχή της στην διαµόρφωση κυτταροσκελετικών 

δοµών εµπλέκεται στον πολλαπλασιασµό του κυττάρου, γεγονός που σηµαίνει ότι 

µπορεί να έχει κοινά σηµεία µε τον HIF-1α. Επιπλέον, δεν πρόκειται για πολύ µεγάλη 

σε µέγεθος πρωτεΐνη όπως είναι η FLNC, ιδιότητα που την καθιστά πιο εύκολη στο 

χειρισµό. Όσον αφορά την HAX-1, όταν ξεκίνησαν τα πειράµατα µελέτης των 

αλληλεπιδράσεων του HIF-1α, δεν ήταν ακόµη γνωστό ότι συνδέεται µε την 

Galpha13 που επίσης σχετίζεται µε κυτταροσκελετική αναδιοργάνωση (η δράση της 

αυτή δηµοσιεύτηκε το 2004), και ήδη είχαν γίνει οι πρώτες πειραµατικές 

προσεγγίσεις της αλληλεπίδρασης HIF-1α/ MgcRacGAP. 

 

Στη συνέχεια, το DNA της λείας, αλλά και η πρωτεΐνη που αυτό κωδικοποιεί, 

θα αναφέρονται µε την ονοµασία MgcRacGAP(1-138), ενώ το DNA του HIF-1α που 
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χρησιµοποιήθηκε ως δόλωµα στο σύστηµα των δύο υβριδίων και η πρωτεΐνη που 

αυτό κωδικοποιεί µε την ονοµασία HIF-1α(244-532). 
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ΜΕΡΟΣ Β 
 

 

4.Β. ∆ΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΗΣ ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΗΣ ΤΟΥ HIF-1α  ΜΕ ΤΗΝ 

MgcRacGAP 

 

 

4.Β.1 Επιβεβαίωση της αλληλεπίδρασης του HIF-1α  µε την MgcRacGAP 

 

Για να επιβεβαιωθεί η ειδική αλληλεπίδραση του HIF-1α µε την MgcRacGAP 

διερευνήθηκε η δηµιουργία συµπλόκου των δύο πρωτεϊνών α) in vitro, ώστε να 

επιβεβαιωθεί η άµεση επαφή µεταξύ τους β) in vivo, σε κύτταρα θηλαστικών ώστε να 

επιβεβαιωθεί η δυνατότητα δηµιουργίας του συµπλόκου σε οµόλογο κυτταρικό 

σύστηµα.  

 

 

 

Προκειµένου να επιβεβαιωθεί η άµεση αλληλεπίδραση του HIF-1α µε την 

MgcRacGAP έγιναν in vitro πειράµατα χρωµατογραφίας αγχιστείας µε καθαρισµένες 

τις δύο πρωτεΐνες.  

 

 

4.Β.1.1.1. Κλωνοποίηση της MgcRacGAP(1-138) στον βακτηριακό φορέα 

έκφρασης pGEX-4T1-Tev. 

 

Η κλωνοποίηση της MgcRacGAP(1-138) στον πλασµιδιακό φορέα pGEX-

4T1-Tev που είναι φορέας έκφρασης πρωτεινών σε σύντηξη µε την τρανσφεράση της 

γλουταθειόνης, θα οδηγήσει στην παρασκευή της χιµαιρικής πρωτεΐνης GST- 

MgcRacGAP(1-138) σε βακτηριακά κύτταρα.  

4.Β.1.1. Επιβεβαίωση in vitro της αλληλεπίδρασης του HIF-1α µε την 

MgcRacGAP. 
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Η διαδικασία της κλωνοποίησης περιλαµβάνει δύο µέρη: 1. την αποµόνωση 

του cDNA που κωδικοποιεί για την MgcRacGAP(1-138) από το pVPR4, και 2. την 

δηµιουργία συνεκτικών άκρων στον πλασµιδιακό φορέα pGEX-4T1-Tev έτσι ώστε 

να εισαχθεί το cDNA που κωδικοποιεί για την MgcRacGAP(1-138). 

Όσον αφορά το πρώτο µέρος, εφόσον όλες οι «λείες» της cDNA βιβλιοθήκης 

έχουν κλωνοποιηθεί στη θέση ΝotI του πλασµιδίου pVP16 έπρεπε να ανακτηθεί µόνο 

το DNA που κωδικοποιεί για την MgcRacGAP(1-138). Για το λόγο αυτό, έγινε πέψη 

του πλασµιδίου pVPR4 µε NotI, όπως φαίνεται στην Εικ. 17. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 17 : Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1%. ∆ιαδροµή 1: 2 µl του µάρτυρα 

µοριακών βαρών ΜΒ 2, ∆ιαδροµή 2: 20 µl αντίδραση πέψης του pVPR4 µε NotI. 

 

H ζώνη αγαρόζης που περιέχει το θραύσµα 420 bp αποκόπηκε από την πηκτή και το 

DNA εκλούστηκε µε το Gel Extraction Kit της Qiagen.  

 Για το δεύτερο µέρος της κλωνοποίησης ο πλασµιδιακός φορέας pGEX-4T1-

Tev, επωάστηκε µε το ένζυµο ΝotI. Από την Εικ. 18 βλέπουµε ότι έχει γίνει πλήρης 

πέψη του πλασµιδίου µε το ένζυµο.  

 

 

 

 

8000 bp 

420 bp 

MB 2 pVPR4 

1   2 
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Εικόνα 18 : Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1%. ∆ιαδροµή 1: 2 µl του µάρτυρα 

µοριακών βαρών ΜΒ 2, ∆ιαδροµή 2: 10 µl αντίδραση πέψης του pGEX-4T1-Tev µε NotI, ∆ιαδροµή 3: 

Άκοπο πλασµίδιο pGEX-4T1-Tev. 

 

 

Ο κοµµένος µε το ένζυµο NotI πλασµιδιακός φορέας pGEX-4T1-Tev έχει 

συνεκτικά άκρα και για το λόγο αυτό έγινε επεξεργασία µε την αλκαλική φωσφατάση 

CIP (calf intestinal alkaline phosphatase) που αφαιρεί τις 5΄φωσφορικές οµάδες, 

προκειµένου αυτός να µην επανακυκλοποιηθεί παρουσία λιγάσης. 

Στη συνέχεια έγινε η κατεργασία των επιθυµητών DNA που προέκυψαν κάτω 

από ειδικές συνθήκες προκειµένου να κατασκευαστεί το πλασµίδιο που θα 

κωδικοποιεί για την GST- MgcRacGAP(1-138). Χρησιµοποιήθηκε το ένζυµο Τ4 

DNA λιγάση. Για την κάθε αντίδραση επωάστηκαν 50 ng αποφωσφορυλιωµένου 

pGEX-4T1-Tev / NotI µε 25 ng MgcRacGAP(1-138). ∆εκτικά κύτταρα E. coli Top 

10 µετασχηµατίστηκαν µε τα προϊόντα της σύνδεσης και µεµονωµένες αποικίες που 

προέκυψαν από τον µετασχηµατισµό µεγάλωσαν σε θρεπτικό υγρό LB µε 

αµπικιλλίνη στους 370C µε ανάδευση όλη νύχτα. Χρησιµοποιήθηκε το πρωτόκολλο 

TENS για την αποµόνωση του πλασµιδιακού DNA. 

Η εισαγωγή του DNA της MgcRacGAP(1-138) στον πλασµιδιακό φορέα 

pGEX-4T1-Tev / NotI πρέπει να επιβεβαιωθεί µε ανάλυση µε ενδονουκλεάσες 

περιορισµού και επιπλέον, το ένθεµα πρέπει να ελεγχθεί ότι έχει τον σωστό 

pGEX-4T1-Tev
MB 2          + - NotI

4900 bp

1        2        3

pGEX-4T1-Tev
MB 2          + - NotI

4900 bp4900 bp

1        2        3
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προσανατολισµό έτσι ώστε να παράγει την MgcRacGAP (1-138) σε σύντηξη µε την 

GST. 

Κατάλληλο ένζυµο σε αυτήν την περίπτωση είναι η ενδονουκλεάση 

περιορισµού PvuII, επειδή έχει θέση αναγνώρισης στο νουκλεοτίδιο 360 του 

ενθέµατος των 420 νουκλεοτιδίων, καθώς και στον φορέα pGEX-4T1-Tev 1637 bp 

πριν από την θέση ένθεσης NotI. Έτσι, εφόσον το ένθεµα έχει κλωνοποιηθεί στο 

σωστό προσανατολισµό θα απελευθερωθεί θραύσµα µεγέθους περίπου 2000 bp ενώ 

σε αντίθετη περίπτωση περίπου 1700 νουκλεοτιδίων.  

 

 

 

 

Εικόνα 19 : Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1%. ∆ιαδροµή 1: 2 µl µάρτυρα µοριακών 

βαρών ΜΒ 2, ∆ιαδροµές 2-14: 10 µl αντίδραση πέψης του πλασµιδιακού DNA µε PvuII. 

 

Η ανάλυση µε PvuII, έδειξε ότι υπάρχει το σωστό θραύσµα στις διαδροµές 4 και 11, 

κι όπως αναµενόταν είναι στα 2000 bp (Εικ. 19) 

Με την παραπάνω διαδικασία κλωνοποιήθηκε το τµήµα του DNΑ που 

αλληλεπιδρά µε τον ΗIF-1α όπως προέκυψε από το σύστηµα των δύο υβριδίων σε 

κύτταρα σακχαροµύκητα, σε πλασµιδιακό φορέα έκφρασης σε βακτήρια. Tο νέο 

ανασυνδυασµένο πλασµίδιο ονοµάστηκε pGEX-MgcRacGAP(1-138) και 

κωδικοποιεί για το αµινοτελικό τµήµα της MgcRacGAP σε σύντηξη µε την 

τρανσφεράση της γλουταθειόνης (GST). Η χιµαιρική πρωτεΐνη που παράγεται θα 

αναφέρεται στα πειράµατα µας ως GST- MgcRacGAP(1-138). 

 

 

 

4.B.1.1.2. Κλωνοποίηση του HIF-1α(244-532) στον βακτηριακό φορέα έκφρασης 

H10GFP. 

 

Η κλωνοποίηση του HIF-1α(244-532) στον πλασµιδιακό φορέα H10GFP που 

είναι φορέας έκφρασης της πρωτεΐνης GFP σε σύντηξη µε δέκα ιστιδίνες στο 

1      2     3     4     5     6     7     8    9     10  11   12   13   14 
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αµινοτελικό της άκρο, θα οδηγήσει στην παρασκευή της χιµαιρικής πρωτεΐνης 

HisGFP-HIF-1α(244-532).  

Η πειραµατική διαδικασία που ακολουθήθηκε είναι ίδια µε αυτή της 

κλωνοποίησης της MgcRacGAP(1-138) στο πλασµίδιο pGEX-4T1-Tev. Από την 

πέψη του pGHS µε το ένζυµο BamHI προέκυψε το αναµενόµενο κοµµάτι DNA στα 

837 bp (Εικ. 20, διαδροµή 3). Ακολούθησε κατεργασία µε πολυµεράση Klenow. Το 

ένζυµο Klenow αποτελεί τµήµα της E.coli DNA Polymerase I και σε αυτήν την 

περίπτωση χρησιµοποιήθηκε για να µετατρέψει σε δίκλωνα 5΄προεξέχοντα άκρα. Το 

θραύσµα των 837 bp αποµονώθηκε από πηκτή αγαρόζης. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 20 : Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1%. ∆ιαδροµή 1: 2 µl µάρτυρας µοριακών 

βαρών ΜΒ 2, ∆ιαδροµή 2: Άκοπο πλασµίδιο pGHS. ∆ιαδροµή 3: 20 µl αντίδραση πέψης του pGHS µε 

BamHI, ∆ιαδροµή 4: Άκοπο πλασµίδιο H10GFP, ∆ιαδροµή 5: 10 µl αντίδραση πέψης του H10GFP µε 

BamHI. 

 

 

Μετά την πέψη του H10GFP µε BamHI (βλ. Εικ. 20, διαδροµή 5), 

ακολούθησε αποφωσφορυλίωσή του λόγω των συνεκτικών άκρων που 

δηµιουργήθηκαν. 

 Έγινε η αντίδραση σύνδεσης, ο µετασχηµατισµός βακτηριακών κυττάρων, η 

παρασκευή µικρής κλίµακας πλασµιδιακού DNA και ανάλυση µε την ενδονουκλεάση 

περιορισµού EcoRI. Το σωστά ανασυνδυασµένο πλασµίδιο που περιείχε το ένθεµα 

θα έδινε ένα θραύσµα DNA 1086 bp (Εικ.21,διαδροµές 4, 6, 8, 12), ενώ σε αντίθετη 

περίπτωση 1300 bp (Εικ.21,διαδροµή 3). 

ΜΒ 2    -     +       -     +      BamHI 

pGHS H10GFP 

 1      2      3       4      5 
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Εικόνα 21: Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1%. ∆ιαδροµή 1: 2 µl µάρτυρας µοριακών 

βαρών ΜΒ 2, ∆ιαδροµές 2-12: 10 µl αντίδραση πέψης του πλασµιδιακού DNA µε ΕcoRI. 

 

Με την παραπάνω διαδικασία κλωνοποιήθηκε το τµήµα του DNA του ΗIF-1α 

που χρησιµοποιήθηκε στο σύστηµα των δύο υβριδίων σε κύτταρα σακχαροµύκητα, 

στον πλασµιδιακό φορέα έκφρασης σε βακτήρια H10GFP. Η παραγόµενη πρωτεΐνη 

για την οποία κωδικοποιεί το νέο ανασυνδυασµένο πλασµίδιο, ονοµάστηκε HisGFP-

HIF-1α(244-532) και αποτελείται από το συγκεκριµένο τµήµα του HIF-1α σε 

σύντηξη µε την GFP και δέκα ιστιδίνες.  

Σε µετέπειτα πειράµατα της αλληλεπίδρασης in vitro των δύο πρωτεϊνών 

χρησιµοποιήθηκε η κατασκευή H10GFP-HIF-1α που παράγει την πλήρους µεγέθους 

πρωτεΐνη HIF-1α σε σύντηξη µε την GFP και δέκα ιστιδίνες και είχε κλωνοποιηθεί 

από την Γ. Χαχάµη στα πλαίσια του διδακτορικού της στο Εργαστήριο Βιοχηµείας. 

 

 

4.Β.1.1.3. Επαγωγή των χιµαιρικών πρωτεϊνών, GST-MgcRacGAP(1-138), His-

GFPHIF-1α(244-532) και His-GFPHIF-1α σε βακτηριακά κύτταρα. 

 

Μετά την κατασκευή των πλασµιδίων που έφεραν τα επιθυµητά cDNA και 

τον µετασχηµατισµό τους σε κατάλληλα στελέχη Ε. coli (BL21-RIL), έγινε επαγωγή 

των αντίστοιχων χιµαιρικών πρωτεϊνών µε IPTG. Ακολούθησε λύση των κυττάρων, 

ειδική κατεργασία των κυτταρικών εκχυλισµάτων και ηλεκτροφορησή των διαλυτών 

κλασµάτων µε SDS-PAGE. Στην Εικ. 22 φαίνεται η χρώση µε Coomassie που 

ακολούθησε. 

  1      2     3      4     5     6     7     8     9    10    11   12 
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Εικόνα 22 : Κύτταρα E.coli που περιέχουν τα πλασµίδια pGEX-4T1-Tev (διαδροµές 2 και 5), 

pGEX-4T1-Tev-MgcRacGAP(1-138) (διαδροµές 3 και 6), Η10GFP-HIF-1α (διαδροµές 4 και 7) και 

Η10GFP-HIF-1α(244-532) (διαδροµές 9 και 10), επωάστηκαν απουσία (-, διαδροµές 2, 3, 4 και 9) ή 

παρουσία (+, διαδροµές 5, 6, 7 και 10) IPTG. Τα αντίστοιχα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα αναλύθηκαν µε 

SDS-PAGE και χρώση Coomassie. Στις διαδροµές 1 και 8 απεικονίζονται οι µάρτυρες µοριακών 

βαρών. 

 

 

Συγκρίνοντας τις διαδροµές 3 και 6 στην Εικ. 22 βλέπουµε ότι έχουµε επαγωγή της 

GST-MgcRacGAP(1-138) κι ότι η παραγόµενη πρωτεΐνη είναι στα 40 kDa, όπως 

αναµενόταν. Το ίδιο συµβαίνει και για την πλήρους µεγέθους πρωτεΐνη HisGFP-

HIF1α, όπου έχουµε επαγωγή της στα 120 kDa (διαδροµές 4 και 7) και τον HisGFP-

HIF1α(244-532) στα 75 kDa (διαδροµές 9 και 10) αντίστοιχα. 

 

 

 

4.Β.1.1.4. Καθαρισµός της χιµαιρικής πρωτεΐνης HisGFP-HIF-1α(244-532) από 

στήλη νικελίου.  

 

 Βακτηριακό εκχύλισµα κυττάρων που υπερεκφράζουν τον HisGFP-HIF-

1α(244-532) φυγοκεντρήθηκε και το υπερκείµενο επωάστηκε µε σφαιρίδια νικελίου 
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(Ni-NTA) και εκλούστηκε µετά από τις απαραίτητες πλύσεις. Όπως φαίνεται στην 

Εικ. 23 η πρωτεΐνη ήταν διαλυτή σε ικανοποιητικά επίπεδα (διαδροµή 1) και 

ανακτήθηκε αρκετή ποσότητα µετά από την διαβίβαση του διαλυτού κλάσµατος από 

τη στήλη νικελίου (Ni-NTA Sepharose) (διαδροµή 3).  

 

 

 

 

Εικόνα 23: Ανάλυση µε SDS PAGE και βαφή µε Coomassie των πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων 

HisGFP-HIF-1α(244-532). Το υπερκείµενο (Υπερκ., διαδροµή 1) E.coli κυττάρων στα οποία είχε γίνει 

επαγωγή της χιµαιρικής πρωτεΐνης HisGFP-HIF-1α(244-532) εισήλθε σε στήλη νικελίου και 

ανακτήθηκε η καθαρή πρωτεΐνη (διαδροµή 3). Εκλ.: Εκλουόµενο κλάσµα. 

 

Ποσοτικοποιήσαµε το έκλουσµα της πρωτεΐνης που ανακτήθηκε, 

χρησιµοποιώντας γνωστή ποσότητα αλβουµίνης (BSA), και βρέθηκε ότι είναι 

περίπου 1 µg/µl. 
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4.Β.1.1.5. O HisGFP-HIF-1α(244-532) συνδέεται in vitro µε την GST-

MgcRacGAP(1-138). 

 

Περίπου 85µg καθαρισµένου HisGFP-HIF-1α(244-532) (βλ. Εικ 23) 

επωάστηκαν µε 50µg GST ή GST-MgcRacGAP(1-138) αντίστοιχα, καθηλωµένων σε 

σφαιρίδια γλουταθειόνης µέσω του επιτόπου της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης. 

 

 
Εικόνα 24: Χρωµατογραφία αγχιστείας της καθαρισµένης πρωτεΐνης HisGFP-HIF-1α(244-532), µε 
σφαιρίδια γλουταθειόνης επωασµένα µε GST ή GST-MgcRacGAP(1-138). Έγινε ανάλυση των 

δειγµάτων µε SDS-PAGE και ανοσοανίχνευση µε αντίσωµα αντι-GFP. Tο εισαγόµενο κλάσµα (Εισ.) 

(διαδροµή 1) αντιπροσωπεύει το 1/10 της ποσότητας του HisGFP-HIF-1α(244-532) που 

χρησιµοποιήθηκε, ενώ το αδέσµευτο κλάσµα (Αδεσµ.) που απεικονίζεται (διαδροµές 2 και 4) αποτελεί 

επίσης το 1/10 της ποσότητας που δεν κατακρατήθηκε από την στήλη. Εκλ: το εκλουόµενο κλάσµα. 

 

 

Στην Εικ. 24 φαίνεται ότι η πρωτεΐνη HisGFP-HIF-1α(244-532) (διαδροµή 1) 

κατακρατείται από τα επωασµένα µε την GST-MgcRacGAP(1-138) σφαιρίδια 

γλουταθειόνης (διαδροµή 5), σε αντίθεση µε τα σφαιρίδια που περιέχουν µόνο την 

πρωτεΐνη GST (διαδροµή 3) όπου εκλούεται όλη σαν αδέσµευτο κλάσµα (διαδροµή 

2). 

 Με την παραπάνω πειραµατική διαδικασία επιβεβαιώνεται ότι το τµήµα του 

DNA του HIF-1α που χρησιµοποιήθηκε ως δόλωµα στο σύστηµα των δύο υβριδίων 

αλληλεπιδρά άµεσα µε την GST-MgcRacGAP(1-138) in vitro.  

 

 

 

4.Β.1.1.6. Καθαρισµός της χιµαιρικής πρωτεΐνης GST-MgcRacGAP(1-138) από 

στήλη γλουταθειόνης.  
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 Με σκοπό να επιβεβαιώσουµε ότι η αλληλεπίδραση συµβαίνει κι όταν ο 

HisGFP-HIF-1α(244-532) είναι καθηλωµένος, στην προκειµένη περίπτωση σε 

σφαιρίδια νικελίου, αλλά και για να ελεγχθεί ότι η GST-MgcRacGAP(1-138) µπορεί 

να συνδεθεί µε τον HIF-1α πλήρους µεγέθους, προχωρήσαµε στον καθαρισµό της 

GST-MgcRacGAP(1-138) από σφαιρίδια γλουταθειόνης. 

Όπως φαίνεται στην Εικ. 25 η πρωτεΐνη ήταν διαλυτή (διαδροµή 2) έτσι ώστε 

ένα σηµαντικό κλάσµα να ανακτηθεί από την στήλη γλουταθειόνης (GSH-Sepharose) 

(διαδροµή 6) µέσω του επιτόπου της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης (GST).  

 
Εικόνα 25: Ανάλυση µε SDS PAGE και βαφή µε coomassie των πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων 

της GST-MgcRacGAP(1-138). Το υπερκείµενο (Υπερκ., διαδροµή 2) κυττάρων E. coli στα οποία είχε 

γίνει επαγωγή της χιµαιρικής πρωτεΐνης GST-MgcRacGAP(1-138) εισήλθε σε στήλη γλουταθειόνης 

και ανακτήθηκε το διαλυτό κλάσµα της πρωτεΐνης (Εκλ.: Εκλουόµενο κλάσµα, διαδροµή 6). Στη 

διαδροµή 1 απεικονίζεται ο µάρτυρας µοριακών βαρών ΜΒ Β. Αδέσµ.: Αδέσµευτο κλάσµα, Ξέπλ.: 

Ξέπλυµα. 

 

Το έκλουσµα της πρωτεΐνης που ανακτήθηκε σε καθαρή µορφή ποσοτικοποιήθηκε σε 

σχέση µε την BSA και βρέθηκε ότι είναι περίπου 1µg/µl. 
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4.Β.1.1.7. Η GST-MgcRacGAP(1-138) συνδέεται in vitro µε τον HisGFP-HIF-

1α(244-532) και τον HisGFP-HIF-1α. 

 

Περίπου 50µg καθαρισµένης πρωτεΐνης GST-MgcRacGAP(1-138) (βλ. Εικ 25 

) επωάστηκαν µε 25µg HisGFP (θετικός µάρτυρας) ή HisGFP-HIF-1α(244-532) 

πρωτεϊνών αντίστοιχα, καθηλωµένων σε σφαιρίδια νικελίου µέσω του επιτόπου των 

δέκα ιστιδινών. 

 

 

 
 Εικόνα 26: Χρωµατογραφία αγχιστείας της καθαρισµένης πρωτεΐνης GST-MgcRacGAP(1-

138) µε σφαιρίδια νικελίου επωασµένα µε HisGFP ή HisGFP-HIF-1α(244-532). Έγινε ανάλυση των 

δειγµάτων µε SDS-PAGE και ανοσοανίχνευση µε αντίσωµα αντι-GST. Tο εισαγόµενο κλάσµα (Εισ., 

διαδροµή 1) αντιπροσωπεύει το 1/10 της ποσότητας της GST-MgcRacGAP(1-138) που 

χρησιµοποιήθηκε ενώ, το αδέσµευτο κλάσµα (Αδεσµ.) που απεικονίζεται (διαδροµές 2 και 4) αποτελεί 

επίσης το 1/10 της ποσότητας που δεν κατακρατήθηκε από την στήλη. Εκλ: το εκλουόµενο κλάσµα. 

 

 

Στην Εικ. 26 φαίνεται ότι η GST-MgcRacGAP(1-138) (διαδροµή 1) κατακρατείται 

από τα επωασµένα µε τον HisGFP-HIF-1α(244-532) σφαιρίδια νικελίου (διαδροµή 

5), σε αντίθεση µε τα σφαιρίδια που περιέχουν µόνο την πρωτεΐνη HisGFP (διαδροµή 

3) όπου φεύγει όλη σαν αδέσµευτο κλάσµα (διαδροµή 2). 

Η ίδια πειραµατική διαδικασία και µε τις ίδιες ποσότητες πρωτεϊνών 

επαναλήφθηκε και στην περίπτωση των επωασµένων µε τον HisGFP-HIF-1α 

σφαιριδίων νικελίου. 
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Εικόνα 27: Χρωµατογραφία αγχιστείας της καθαρισµένης πρωτεΐνης GST-MgcRacGAP(1-138) µε 

σφαιρίδια νικελίου επωασµένα µε HisGFP ή HisGFP-HIF-1α. Έγινε ανάλυση των δειγµάτων µε SDS-

PAGE και ανοσοανίχνευση µε αντίσωµα αντι-GST. Tο εισαγόµενο κλάσµα (Εισ., διαδροµή 1) 

αντιπροσωπεύει το 1/10 της ποσότητας της GST-MgcRacGAP(1-138) που χρησιµοποιήθηκε ενώ, το 

αδέσµευτο κλάσµα (Αδέσµ.)που απεικονίζεται (διαδροµές 2 και 4) αποτελεί επίσης το 1/10 της 

ποσότητας που δεν κατακρατήθηκε από την στήλη. Έκλ.: Εκλ: το εκλουόµενο κλάσµα. 

 

 

Και στην περίπτωση αυτή, η GST-MgcRacGAP(1-138) κατακρατείται µόνο από τα 

επωασµένα µε τον HisGFP-HIF-1α σφαιρίδια νικελίου (Εικ. 27). 

Εποµένως, ο HIF-1α αλληλεπιδρά in vitro µε την GST-MgcRacGAP(1-138) και 

µέσω της περιοχής που είχε χρησιµοποιηθεί σαν «δόλωµα» στο σύστηµα των δύο 

υβριδίων. 

 

Η αλληλεπίδραση HIF-1α / MgcRacGAP(1-138) ανιχνεύθηκε in vivo σε κύτταρα 

σακχαροµύκητα και επιβεβαιώθηκε in vitro σε βακτηριακά κύτταρα. Είναι όµως 

απαραίτητο να αποδειχθεί ότι το σύµπλοκο ανιχνεύεται in vivo και σε ανθρώπινα 

κύτταρα. Για το λόγο αυτό πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα επιµόλυνσης κυττάρων 

θηλαστικών µε πλασµίδια που κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες του ενδιαφέροντος, µε 

σκοπό να εξετασθεί αν η πρωτεΐνη HIF-1α συγκατακρηµνίζεται µε την MgcRacGAP 

σε πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης. 

 

 

 

Στα πειράµατα που ακολουθούν κύτταρα HeLa και 293T επιµολύνθηκαν µε 

πλασµίδια που κωδικοποιούν για τις αντίστοιχες ανθρώπινες πρωτεΐνες. Ολόκληρο το 

µόριο της ανθρώπινης πρωτεΐνης του HIF-1α βρίσκεται σε σύντηξη µε GFP στον 

4.B.1.2. Ανίχνευση του συµπλόκου HIF-1α /MgcRacGAP(1-138) in vivo σε 

κύτταρα θηλαστικών 
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πλασµιδιακό φορέα pEGFP. Αντίστοιχα ολόκληρο το µόριο της ανθρώπινης 

MgcRacGAP βρίσκεται σε σύντηξη µε τον επίτοπο FLAG στον πλασµιδιακό φορέα 

pME18S-FLAG. 

 

 

 

4.Β.1.2.1. Ανοσοκατακρήµνιση της FLAG-MgcRacGAP. 

 

Προκειµένου να διεξαχθούν πειράµατα συν-ανοσοκατακρήµνισης του HIF-1α µε 

την MgcRacGAP επιβεβαιώσαµε αρχικά ότι η πρωτεΐνη FLAG- MgcRacGAP 

εκφράζεται σε κύτταρα HeLa και ανοσοκατακρηµνίζεται από το εκχύλισµα των 

κυττάρων αυτών µε ένα αντίσωµα αντι-FLAG.  

Έτσι, κύτταρα HeLa τα οποία είχαν αναπτυχθεί σε τρυβλία στους 370C, 

επιµολύνθηκαν µε ίσες ποσότητες των πλασµιδίων που εκφράζουν για τον επίτοπο 

FLAG ή την ανθρώπινη πρωτεΐνη FLAG-MgcRacGAP. 

Από το ολικό εκχύλισµα των κυττάρων ανοσοκατακηµνίστηκε µε αντίσωµα αντι-

FLAG, η FLAG-MgcRacGAP (βλ. Εικ. 28, διαδροµή 2). Ο επίτοπος FLAG 

χρησιµοποιήθηκε ως αρνητικός µάρτυρας (διαδροµή 1). 
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Εικόνα 28: Κύτταρα 293Τ επιµολύνθηκαν µε πλασµίδια που εξέφραζαν τον επίτοπο FLAG 

(pME18S-FLAG) (διαδροµή 1) ή την πρωτεΐνη FLAG-MgcRacGAP (pME18S-FLAG-MgcRacGAP) 

(διαδροµή 2). Το ολικό εκχύλισµα των κυττάρων επωάστηκε µε µονοκλωνικό αντίσωµα αντι-FLAG 

και σφαιρίδια πρωτεΐνης G. Η ανοσοανίχνευση έγινε µε το αντίσωµα αντι-FLAG. Στη διαδροµή 2, 

φαίνεται η πλήρους µεγέθους πρωτεΐνη FLAG-MgcRacGAP στο µέγεθος των 70kDa, ενώ ο επίτοπος 

FLAG χρησιµοποιήθηκε ως αρνητικός µάρτυρας. Η βαριά αλυσίδα του αντισώµατος αντι-FLAG 

χρησιµοποιήθηκε σαν µάρτυρας ποσοτικού ελέγχου. 

 

Από την Εικ. 28 επιβεβαιώνεται ότι η FLAG-MgcRacGAP εκφράζεται στα κύτταρα 

και ότι κατακρηµνίζεται η πλήρους µεγέθους ανθρώπινη πρωτεΐνη. 

 

 

 

4.Β.1.2.2. Ανίχνευση του συµπλόκου GFP-HIF-1α / FLAG-MgcRacGAP(1-138) µε 

ανοσοκατακρήµνιση. 

 

Στη συνέχεια έγινε έλεγχος εάν η εξωγενής πρωτεΐνη GFP-HIF-1α 

συγκατακρηµνίζεται µε την MgcRacGAP. Τα κύτταρα µεγάλωσαν σε τρυβλία στους 

370C και επιµολύνθηκαν µε τα κατάλληλα πλασµίδια για 24 ώρες. Επιπλέον, 

χρησιµοποιήθηκε και το πλασµίδιο που κωδικοποιεί για την µεταλλαγµένη µορφή 

∆Myo-MgcRacGAP (βλ. διαδροµή 3). Πρόκειται για µία µεταλλαγµένη µορφή της 

MgcRacGAP από την οποία λείπουν τα πρώτα 106 αµινοξέα, τα οποία αποτελούν το 

µεγαλύτερο µέρος της περιοχής Myo. Εποµένως, η µεταλλαγµένη αυτή πρωτεΐνη δεν 

φέρει την περιοχή της MgcRacGAP που βρέθηκε από το σύστηµα των δύο υβριδίων 

ότι αλληλεπιδρά µε τον HIF-1α, και είναι κατάλληλη για να ελέγξουµε αν η 

αλληλεπίδραση είναι ειδική για αυτήν την περιοχή.  

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 22:43:09 EEST - 3.239.56.174



 122

 

 

Εικόνα 29: Κύτταρα HeLa επιµολύνθηκαν µε πλασµίδια που εκφράζουν: GFP-HIF-1α (pEGFP-

HIF-1α) και FLAG (pME18S-FLAG) ή FLAG-∆Myo-MgcRacGAP ή FLAG- MgcRacGAP, όπως 

απεικονίζεται. Επάνω µέρος της εικόνας: Ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµα αντι- HIF-1α του 1/10 της 

ποσότητας του ολικού λύµατος των κυττάρων που χρησιµοποιήθηκε για την ανοσοκατακρήµνιση. Η 

ίση περιεκτικότητα των δειγµάτων σε πρωτεΐνη επιβεβαιώθηκε επωάζοντας την µεµβράνη µε 

αντίσωµα για την F-ακτίνη. Κάτω µέρος της εικόνας: Το ολικό λύµα των κυττάρων επωάστηκε µε 

αντίσωµα αντι-FLAG και σφαιρίδια G πρωτεΐνης για την ανοσοκατακρήµνιση. Ακολούθησε ανάλυση 

SDS-PAGE και η ανοσοανίχνευση έγινε µε αντίσωµα αντι-HIF-1α. Η βαριά αλυσίδα του αντισώµατος 

χρησιµοποιείται σαν µάρτυρας ποσοτικού ελέγχου. Σε δύο περιπτώσεις (διαδροµές 2 και 5) 

προστέθηκε MG132 στα κύτταρα για 4 ώρες πριν την λύση τους. 

 

 

Όπως φαίνεται στην Εικ. 29 ο HIF-1α συγκατακρηµνίζεται µε την MgcRacGAP 

και η σύνδεση αυτή είναι ειδική δεδοµένου ότι δεν ανιχνεύεται πρωτεΐνη HIF-1α 

στην περίπτωση του άδειου πλασµιδιακού φορέα που εκφράζει µόνο τον επίτοπο 

FLAG (διαδροµές 1, 2, 4). Το ειδικό αυτό σήµα ενισχύεται παρουσία του αναστολέα 

MG132 (βλ. διαδροµή 5). Επιπλέον, φαίνεται ξεκάθαρα ότι το σύµπλοκο δεν 

δηµιουργείται στην περίπτωση της ∆Myo-MgcRacGAP, της µεταλλαγµένης µορφής 

της MgcRacGAP από την οποία λείπουν τα αµινοξέα 1-106 (βλ. διαδροµή 3). Τα 

πειράµατα αυτά διεξήχθησαν σε κύτταρα HeLa και 293Τ και έδωσαν τα ίδια 

αποτελέσµατα. 
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Τα αποτελέσµατα αυτά δείχνουν ότι ο HIF-1α συνδέεται µε την MgcRacGAP in 

vivo σε ανθρώπινα κύτταρα ενώ αντίθετα η αλληλεπίδραση αυτή δεν συµβαίνει στην 

περίπτωση της µεταλλαγµένης µορφής της MgcRacGAP, της ∆Myo- MgcRacGAP 

από την οποία έχουν αφαιρεθεί τα αµινοξέα 1-106 από το αµινοτελικό της άκρο. 

Είναι προφανές λοιπόν ότι η συµπλοκοποίηση των πρωτεϊνών HIF-1α και 

MgcRacGAP σε κύτταρα HeLa και 293Τ οφείλεται στην περιοχή Myo της 

MgcRacGAP. 

 

 

 

4.Β.2. Έλεγχος της λειτουργικότητας της αλληλεπίδρασης HIF-1α  

/MgcRacGAP. 

 

Εφόσον επιβεβαιώθηκε ότι το σύµπλοκο δηµιουργείται σε κύτταρα θηλαστικών 

ετέθη το ερώτηµα του βιολογικού ρόλου αυτής της αλληλεπίδρασης. Από την στιγµή 

που δηµιουργείται µέσα στα κύτταρα το σύµπλοκο HIF-1α /MgcRacGAP είναι 

σηµαντικό να ανιχνευθεί πώς αυτή η αλληλεπίδραση επηρεάζει τη λειτουργία 

καθενός από τα συστατικά του. Είναι πιθανό να: Επιδρά η MgcRacGAP στην 

λειτουργία του µεταγραφικού παράγοντα HIF-1α ή και ο µεταγραφικός παράγοντας 

HIF-1α να επηρεάζει την δράση της MgcRacGAP. 

∆εδοµένου ότι πρωταρχικός σκοπός αυτής της εργασίας ήταν να διερευνηθεί η 

λειτουργία του HIF-1α µέσω των αλληλεπιδράσεών του, µελετήθηκε η επιρροή της 

MgcRacGAP στην µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1α. 

 

 

 

 

Κύρια λειτουργία του HIF-1α είναι η ενεργοποίηση της µεταγραφής των γονιδίων 

στόχων του µετά από διµερισµό του µε τον ARNT και σύνδεση στο DNA. Για να 

εξακριβωθεί αν η MgcRacGAP επηρεάζει την δράση του HIF-1α έγιναν πειράµατα 

4.Β.2.1 Έλεγχος της δράσης της MgcRacGAP στην µεταγραφική ενεργότητα του 

HIF-1α. 
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µέτρησης της µεταγραφικής του ενεργότητας χρησιµοποιώντας πλασµίδια αναφοράς 

που περιέχουν HRE στον υποκινητή του γονιδίου της λουσιφεράσης. 

 

 

 

4.Β.2.1.1. Έλεγχος της δράσης της MgcRacGAP στην µεταγραφική ενεργότητα του 

εξωγενούς HIF-1α σε κύτταρα 293Τ. 

 

Σε πειράµατα που έγιναν σε κύτταρα 293T χρησιµοποιήθηκε το πλασµίδιο 

pGLHIF1.3, το οποίο περιέχει 3 αντίγραφα των HRE του ενισχυτή του γονιδίου της 

ερυθροποιητίνης (EPO). Παράλληλα, πραγµατοποιήθηκε η ίδια σειρά πειραµάτων 

χρησιµοποιώντας ως αρνητικό µάρτυρα πλασµίδιο µε το γονίδιο της λουσιφεράσης, 

αλλά µε µια µετάλλαξη στα HREs που αποκλείει την πρόσδεση του HIF-1α σε αυτά, 

το pGLHIF1mt.3. 

Τα κύτταρα αναπτύχθηκαν σε τρυβλία των 12 /θέσεων και επιµολύνθηκαν µε τα 

πλασµίδια που κωδικοποιούν για τις ανθρώπινες πρωτεΐνες HIF-1α και MgcRacGAP 

αντίστοιχα. Μετά από 24 ώρες τα κύτταρα λύθηκαν και έγινε προσδιορισµός της 

µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1α στο κυτταρικό εκχύλισµα. 
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Εικόνα 30: Μέτρηση µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 24 ώρες µετά από επιµόλυνση  

κυττάρων 293Τ µε πλασµίδια που κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες που απεικονίζονται (στο κάτω 

µέρος του γραφήµατος, οι συγκεντρώσεις είναι σε µg DNA). Οι τιµές που αναγράφονται, αποτελούν 

τον µέσο όρο τριών ξεχωριστών πειραµάτων τα οποία έχουν γίνει εις διπλούν, έχουν εξοµαλυνθεί µε 

τις τιµές της β-γαλακτοσιδάσης και εκφράζονται σαν φορές αύξησης ως προς τους άδειους 

πλασµιδιακούς φορείς και τα πλασµίδια αναφοράς της λουσιφεράσης.  

 

 

Χρησιµοποιήθηκαν αυξανόµενες συγκεντρώσεις του πλασµιδίου που εκφράζει 

για την MgcRacGAP ενώ, για τον HIF-1α χρησιµοποιήθηκε µια συνθήκη για την 

οποία είναι γνωστό ότι επάγει την µεταγραφή του γονιδίου της λουσιφεράσης. 

Από την Εικ. 30 φαίνεται ότι η παρουσία του HIF-1α επάγει τη µεταγραφή του 

γονιδίου της λουσιφεράσης και αυτό γίνεται µέσω των HREs δεδοµένου ότι η 

επαγωγή δεν παρατηρείται όταν αυτά είναι µεταλλαγµένα. Όταν συγχρόνως µε τον 

HIF-1α υπερεκφράζεται και η MgcRacGAP η δράση του HIF-1α αναστέλλεται. Η 

καταστολή φαίνεται να είναι ήδη πλήρης µε την µικρότερη ποσότητα MgcRacGAP 

που χρησιµοποιήθηκε. 

 

 

 

4.Β.2.1.2. Έλεγχος της δράσης της MgcRacGAP στην µεταγραφική ενεργότητα του 

ενδογενούς HIF-1α σε κύτταρα 293Τ. 

 

H MgcRacGAP µειώνει την µεταγραφική ενεργότητα της πρωτεΐνης HIF-1α που 

έχει υπερεκφραστεί στα κύτταρα. Χρησιµοποιήθηκαν συνθήκες υποξίας ή ο 

επαγωγέας δεσφερριοξαµίνη (DFO) για να ελεγχθεί αν συµβαίνει το ίδιο και µε την 

ενδογενώς παραγόµενη πρωτεΐνη HIF-1α. 

Kύτταρα 293Τ επιµολύνθηκαν µε το πλασµίδιο που εκφράζει για την 

MgcRacGAP και µε το πλασµίδιο pGLHIF1.3. Τέσσερις ώρες πριν την λύση τους τα 

κύτταρα επωάστηκαν µε 150µM DFO ή καλλιεργήθηκαν σε συνθήκες υποξίας (1% 

Ο2). 
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Εικόνα 31 : Μέτρηση µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 24 ώρες µετά από επιµόλυνση  

κυττάρων 293Τ µε πλασµίδια που κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες που απεικονίζονται (στο κάτω 

µέρος του γραφήµατος, οι συγκεντρώσεις είναι σε µg DNA) κάτω από τις συνθήκες που αναγράφονται 

(στο υπόµνηµα δεξιά του γραφήµατος). Οι τιµές που αναγράφονται, αποτελούν τον µέσο όρο τριών 

ξεχωριστών πειραµάτων τα οποία έχουν γίνει εις διπλούν, έχουν εξοµαλυνθεί µε τις τιµές της β-

γαλακτοσιδάσης και εκφράζονται σαν φορές αύξησης ως προς τους άδειους πλασµιδιακούς φορείς και 

τα πλασµίδια αναφοράς της λουσιφεράσης.  

 

 

Χρησιµοποιήθηκαν πολλαπλάσιες συγκεντρώσεις του πλασµιδίου που εκφράζει 

για την ανθρώπινη MgcRacGAP και µε τιµές µικρότερες του 0,6 µg. Από την Εικ. 31 

διαπιστώνεται ότι η µεταγραφική ενεργότητα του ενδογενούς HIF-1α είναι σηµαντικά 

µειωµένη παρουσία της MgcRacGAP. Η επαγωγή της µεταγραφής του γονιδίου της 

λουσιφεράσης σε συνθήκες υποξίας αναστέλλεται κατά περίπου 50% παρουσία της 

MgcRacGAP και κατά 80% σε συνθήκες επαγωγής του HIF-1α µε DFO. Η αναστολή 

φαίνεται και πάλι να είναι πλήρης µε την µικρότερη συγκέντρωση MgcRacGAP που 

χρησιµοποιήθηκε. 
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4.Β.2.1.3. Έλεγχος της δράσης της MgcRacGAP στην µεταγραφική ενεργότητα του 

HIF-1α σε κύτταρα HeLa. 

 

 Η ίδια πειραµατική διαδικασία έγινε σε κύτταρα HeLa έτσι ώστε να 

επιβεβαιωθεί η επιρροή της MgcRacGAP στην δράση του HIF-1α και σε ένα 

διαφορετικό σύστηµα κυττάρων.  

Επιπλέον χρησιµοποιήθηκε ένα διαφορετικό πλασµίδιο αναφοράς για την 

µέτρηση της ενεργότητας της λουσιφεράσης επειδή δίνει υψηλότερες τιµές (έχει HRE 

προερχόµενα από διαφορετικό υποκιητή). Στα παρακάτω πειράµατα 

χρησιµοποιήθηκε το πλασµίδιο pGL3-5HRE-VEGF, το οποίο περιέχει 5 αντίγραφα 

των HRE του ενισχυτή του γονιδίου του VEGF. Παράλληλα, πραγµατοποιήθηκε η 

ίδια σειρά πειραµάτων χρησιµοποιώντας ως αρνητικό µάρτυρα πλασµίδιο µε το 

γονίδιο της λουσιφεράσης, αλλά χωρίς τα HRE, το pGL3-VEGF. 

Τέλος, σε αυτά τα πειράµατα ελέγχθηκε επιπλέον η επίδραση της ∆Μyo-

MgcRacGAP στην ενεργότητα του HIF-1α προκειµένου να εξετασθεί ο συσχετισµός 

της φυσικής µε την λειτουργική αλληλεπίδραση HIF-1α / MgcRacGAP. 

 

 

4.Β.2.1.3.1 Έλεγχος της δράσης της MgcRacGAP στην µεταγραφική ενεργότητα του 

εξωγενούς HIF-1α σε κύτταρα HeLa. 

 

Κύτταρα HeLa επιµολύνθηκαν µε το πλασµίδιο που παράγει την πρωτείνη GFP-

HIF-1α, µε τα πλασµίδια που κωδικοποιούν για FLAG ή FLAG-MgcRacGAP ή 

FLAG-∆Myo-MgcRacGAP που απεικονίζονται και µε το πλασµίδιο pGL3-5HRE-

VEGF ή το pGL3-VEGF αντίστοιχα (Εικ. 30). Μετά από 24 ώρες τα κύτταρα 

λύθηκαν και έγινε µέτρηση της ενεργότητας της λουσιφεράσης. 
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Εικόνα 32: Μέτρηση µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 24 ώρες µετά από επιµόλυνση 

κυττάρων HeLa µε πλασµίδια που κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες που απεικονίζονται (στο κάτω 

µέρος του γραφήµατος και µέσα στο υπόµνηµα). Οι τιµές που αναγράφονται, αποτελούν τον µέσο όρο 

τριών ξεχωριστών πειραµάτων τα οποία έχουν γίνει εις διπλούν, έχουν εξοµαλυνθεί µε τις τιµές της β-

γαλακτοσιδάσης και εκφράζονται σαν φορές αύξησης ως προς τους άδειους πλασµιδιακούς φορείς και 

τα πλασµίδια αναφοράς της λουσιφεράσης. 

 

 

Ο HIF-1α προκαλεί αύξηση της ενεργότητας της λουσιφεράσης και στα κύτταρα 

HeLa κατά 15 φορές και άρα είναι µεταγραφικά ενεργός, ενώ η είσοδος της 

MgcRacGAP µειώνει αυτήν την ενεργότητα στο µισό. Αντίθετα η µεταλλαγµένη 

µορφή ∆Myo-MgcRacGAP δεν φαίνεται να έχει επίδραση στην µεταγραφική 

ενεργότητα του HIF-1α (Εικ. 32). Αυτό το αποτέλεσµα συνδέεται µε προηγούµενα 

αποτελέσµατα µε την ∆Μyo-MgcRacGAP η οποία δεν ανιχνεύθηκε σε σύµπλοκο µε 

τον HIF-1α σε κύτταρα θηλαστικών. 
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4.Β.2.1.3.2 Έλεγχος της δράσης της MgcRacGAP στην µεταγραφική ενεργότητα του 

ενδογενούς HIF-1α σε κύτταρα HeLa. 

 

Σε κύτταρα HeLa που υπερέκφραζαν MgcRacGAP προστέθηκαν για τέσσερις 

ώρες 150µM DFO ή επωάστηκαν για τον ίδιο χρόνο σε 1% Ο2.  

 

 
Εικόνα 33 : Μέτρηση µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 24 ώρες µετά από επιµόλυνση 

κυττάρων HeLa µε πλασµίδια που κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες που απεικονίζονται (στο κάτω 

µέρος του γραφήµατος), κάτω από τις συνθήκες που αναγράφονται (στο υπόµνηµα δεξιά του 

γραφήµατος). Οι τιµές που αναγράφονται, αποτελούν τον µέσο όρο τριών ξεχωριστών πειραµάτων τα 

οποία έχουν γίνει εις διπλούν, έχουν εξοµαλυνθεί µε τις τιµές της β-γαλακτοσιδάσης και εκφράζονται 

σαν φορές αύξησης ως προς τους άδειους πλασµιδιακούς φορείς και τα πλασµίδια αναφοράς της 

λουσιφεράσης. 

 

 

Από την Εικ. 33 και σύµφωνα µε τις συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν 

παρατηρούµε και πάλι πτώση στην ενεργότητα της λουσιφεράσης κατά περίπου 80% 

παρουσία της MgcRacGAP. Ενδιαφέρον είναι ότι παρουσία της µεταλλαγµένης 

πρωτεΐνης ∆Myo-MgcRacGAP οι τιµές της ενεργότητας της λουσιφεράσης µένουν 

σχεδόν ανεπηρέαστες (πτώση µικρότερη από 10%). 

Με όλα τα παραπάνω πειράµατα επιβεβαιώθηκε επανειληµµένα ότι η 

υπερέκφραση της MgcRacGAP προκαλεί µείωση της µεταγραφικής ενεργότητας του 
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HIF-1α. Το γεγονός όµως ότι το ίδιο δεν συµβαίνει στην περίπτωση που η περιοχή 

Myo έχει αφαιρεθεί υποδηλώνει ότι η περιοχή αυτή είναι απαραίτητη για την 

αναστολή της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1α και συνεπώς εξαρτάται και από 

την φυσική αλληλεπίδραση των δύο πρωτεϊνών. 

 

 

 

4.Β.3. Η µείωση της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1α  από την δράση 

της MgcRacGAP δεν συνοδεύεται από αντίστοιχη µείωση των πρωτεϊνικών 

επιπέδων του. 

 

Για να διερευνηθεί εάν η δράση της MgcRacGAP στην µεταγραφική ενεργότητα 

του HIF-1α συνοδεύεται και από πτώση των πρωτεϊνικών επιπέδων του, έγινε 

ανοσοκατακρήµνιση του εξωγενούς HIF-1α µε πολυκλωνικό αντίσωµα αντι-GFP σε 

κύτταρα HeLa. Ήδη από την Εικ. 29 φαίνεται ότι τα επίπεδα της πρωτεΐνης του HIF-

1α παραµένουν σταθερά παρουσία ή όχι της MgcRacGAP (διαδροµές 1 και 4, αλλά 

και 2 µε 5). 

Ειδικότερα, κύτταρα HeLa που αναπτύχθηκαν σε τρυβλία στους 370C, 

επιµολύνθηκαν µε τα πλασµίδια που αναγράφονται στην Εικ. 34 για 24 ώρες. 

Επιπλέον σε κάποια τρυβλία προστέθηκε MG132 για τέσσερις ώρες πριν την λύση. 

Το λύµα των κυττάρων επωάστηκε µε πολυκλωνικό αντίσωµα αντι-GFP και 

ακολουθήθηκε η διαδικασία της ανοσοκατακρήµνισης. Η ανοσοανίχνευση µε το 

αντίσωµα αντι-HIF-1α επιβεβαίωσε ότι τα επίπεδα της πρωτεΐνης HIF-1α δεν 

µεταβάλλονται και συγκεκριµένα δεν µειώνονται από την δράση της MgcRacGAP 

(σύγκριση διαδροµών 2 και 3). Επιπλέον η προσθήκη MG132 στα κύτταρα (βλ. 

διαδροµές 5 και 6) έδωσε αντίστοιχα το ίδιο αποτέλεσµα, δείχνοντας ότι η αναστολή 

του πρωτεασώµατος δεν επηρεάζει τις σχετικές συγκεντρώσεις του HIF-1α (παρουσία 

ή απουσία της MgcRacGAP) αλλά και ότι το αντίσωµα βρίσκεται σε περίσσεια στην 

αντίδραση. 
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Εικόνα 34 : HeLa κύτταρα επιµολύνθηκαν µε πλασµίδια που εκφράζουν για FLAG (pME18S-

FLAG) ή FLAG-MgcRacGAP (pME18S-FLAG-MgcRacGAP) και GFP (pEGFP-C1) ή GFP-HIF-

1α (pEGFP-HIF-1α), όπως απεικονίζεται. Στο λύµα των κυττάρων έγινε επώαση µε αντίσωµα 

αντι-GFP και σφαιρίδια A πρωτεΐνης για την ανοσοκατακρήµνιση. Ακολούθησε ανάλυση µε SDS-

PAGE και ανοσοανίχνευση µε αντίσωµα αντι-HIF-1α. Στο κάτω µέρος της εικόνας 

χρησιµοποιείται η βαριά αλυσίδα του αντι-GFP αντισώµατος σαν µάρτυρας ποσοτικού ελέγχου. 

Σε τρεις περιπτώσεις (διαδροµές 4, 5, 6) προστέθηκε MG132 για 4 ώρες πριν την λύση των 

κυττάρων. 

 

 

Εποµένως, η αναστολή της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1α που 

παρατηρείται σε κύτταρα στα οποία υπερεκφράζεται η MgcRacGAP δεν 

οφείλεται σε αντίστοιχη πτώση των πρωτεϊνικών επιπέδων του. 
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ  
 

 

 

Ο HIF-1α είναι ο κύριος ρυθµιστής της κυτταρικής απόκρισης στην υποξία. Η 

επαγωγή του από τα χαµηλά επίπεδα του ενδοκυττάριου οξυγόνου προκαλεί την 

έκφραση πλήθους γονιδίων που ελέγχουν διάφορες µεταβολικές λειτουργίες µε 

σκοπό το κύτταρο να ανταπεξέλθει στο στρες της υποξίας. Η επαγωγή του 

αναερόβιου µεταβολισµού και της γλυκόλυσης απεικονίζει την προσπάθεια του 

κυττάρου να αναπληρώσει τα επίπεδα ενέργειας από άλλες µεταβολικές οδούς 

ανεξάρτητες από την ύπαρξη οξυγόνου. Επιπλέον, η αύξηση της αγγειογένεσης και 

της ερυθροποίησης επιτυγχάνουν την όσο το δυνατόν καλύτερη οξυγόνωση των 

ιστών. Η αντίδραση του κυττάρου σε συνθήκες υποξίας συνοδεύεται και από την 

ενεργοποίηση γονιδίων στόχων των οποίων η βιολογική σηµασία στην υποξική 

απόκριση δεν έχει άµεσα αποσαφηνισθεί, όπως γονίδια που ελέγχουν 

κυτταροσκελετικές λειτουργίες και τροποποιούν την κινητικότητα, τις κυτταρικές 

διασυνδέσεις και αλλάζουν γενικά την διαµόρφωση του κυτταροσκελετού.  

Ένας έµµεσος τρόπος να διερευνηθεί επιπλέον η επίδραση του HIF-1α στην 

κυτταρική απόκριση στην υποξία είναι µέσω των φυσικών αλληλεπιδράσεών του µε 

άλλες πρωτεΐνες. Η ανίχνευση τέτοιων αλληλεπιδράσεων µπορεί να αποκαλύψει νέες 

δράσεις του HIF-1α αλλά και να εξηγήσει και αρκετές από τις αντιδράσεις του 

κυττάρου στο υποξικό στρες. 

Με απώτερο σκοπό να ανιχνευθούν νέες µοριακές αλληλεπιδράσεις του HIF-

1α που θα βοηθήσουν σε µια πλήρη αντίληψη της ρύθµισης και της δράσης του, 

εφαρµόστηκε το σύστηµα των δυο υβριδίων στον S. cerevisiae. Πρόκειται για µία 

µέθοδο που δίνει την δυνατότητα µαζικών σαρώσεων µεγάλων πληθυσµών 
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πρωτεϊνών, προς ανίχνευση πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων. Το σύστηµα των δύο 

υβριδίων ανακαλύφθηκε στις αρχές του 1990 και από τότε έχει χρησιµοποιηθεί σε 

πολλές ερευνητικές µελέτες. Οι αλληλεπιδράσεις που προτείνονται µε αυτή την 

τεχνική επιβεβαιώνονται ως επί τo πλείστον και µε άλλες τεχνικές όπως φαίνεται σε 

µεγάλο αριθµό βιβλιογραφικών αναφορών.  

Οι αλληλεπιδράσεις του HIF-1α που έχουν αποκαλυφθεί µε το σύστηµα των 

δύο υβριδίων είναι η FIH-1 που υδροξυλιώνει τον ΗIF-1α στη Asp-803 [65], η 

ακετυλοτρανσφεράση ARD1 που τον ακετυλιώνει στη Lys-532 [68], η Jab1 [58], η 

OS-9 [71], η νεκδίνη [60] και η HDAC7 [57]. Όπως περιγράφεται στην εισαγωγή, 

πολλές από αυτές έχουν αποκαλύψει νέους τρόπους δράσης και ρύθµισης του HIF-1 

µε πιο αντιπροσωπευτική την FIH-1 που οδήγησε σε µια πιο ολοκληρωµένη γνώση 

για το πώς τα κύτταρα «αισθάνονται» τα επίπεδα του ενδοκυττάριου οξυγόνου. 

Ακόµα και για την περίπτωση της ARD1 όπου υπάρχει διαφωνία ανάµεσα στα µέλη 

της ερευνητικής κοινότητας για το αν αυτή ακετυλιώνει ή όχι τον HIF-1α, η φυσική 

αλληλεπίδραση µε τον HIF-1α δεν αµφισβητείται. 

Σε όλες τις παραπάνω εφαρµογές του συστήµατος των δύο υβριδίων έχει 

χρησιµοποιηθεί σαν δόλωµα η καρβοξυτελική περιοχή του HIF-1α. Συγκεκριµένα 

πρόκειται για την αµινοξική περιοχή 401-603 η οποία περιλαµβάνει την περιοχή 

ODD, ή τµήµατα των περιοχών ενεργοποίησης της µεταγραφής (από τα αµινοξέα 530 

έως και 826). Σκοπός µας ήταν να εκφρασθεί ολόκληρο το µόριο του HIF-1α σε 

κύτταρα σακχαροµύκητα και στην συνέχεια να ανιχνευθούν πιθανές µοριακές 

αλληλεπιδράσεις του. Κάτι τέτοιο όµως δεν ήταν δυνατό γιατί η πρωτεΐνη που 

παραγόταν ενεργοποιούσε τη µεταγραφή στα κύτταρα του σακχαροµύκητα κι 

εποµένως εκφράζονταν τα γονίδια αναφοράς απουσία αλληλεπίδρασης. Εφόσον ο 

HIF-1α διαθέτει στο µόριό του περιοχές ενεργοποίησης της µεταγραφής θεωρήθηκε 

ότι αν αυτές αφαιρεθούν θα µπορούσε το υπόλοιπο µόριο να χρησιµοποιηθεί σαν 

δόλωµα. Αφαιρώντας το τµήµα του cDNA που κωδικοποιεί για το καρβοξυτελικό 

τµήµα του HIF-1α που περιέχει τις N-TAD και C-TAD διαπιστώθηκε ότι και πάλι 

υπήρχε ενεργοποίηση των γονιδίων αναφοράς. Το αναπάντεχο αυτό αποτέλεσµα 

πιθανόν να οφείλεται σε αλληλεπίδραση της χιµαιρικής πρωτεΐνης-δόλωµα µε 

ενδογενείς µεταγραφικούς παράγοντες της οικογένειας των bHLH του 

σακχαροµύκητα S. cerevisiae, µέσω της περιοχής διµερισµού και αλληλεπίδρασης 

bHLH-PAS [126]. 
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Τελικά κατασκευάστηκαν δύο πλασµίδια-δολώµατα που δεν ενεργοποιούν τα 

γονίδια αναφοράς και αντιπροσωπεύουν το µεγαλύτερο τµήµα της πρωτεΐνης HIF-1α 

που θα µπορούσε να εκφραστεί σε κύτταρα σακχαροµύκητα χωρίς να ενεργοποιεί τα 

γονίδια αναφοράς. Τα πλασµίδια αυτά είναι το pGHE300 και το pGHS και 

κωδικοποιούν για την περιοχή bHLH-PAS (1-340) και για την περιοχή µεταξύ της 

PAS και της ODDD (244-532) αντίστοιχα. Συνολικά, µε τις δύο παράλληλες 

σαρώσεις της cDNA βιβλιοθήκης µε το σύστηµα των δύο υβριδίων για κάθε ένα 

πλασµίδιο-δόλωµα, ελέγχθηκε όλη η αµινοτελική περιοχή και το κεντρικό τµήµα (1-

532) του HIF-1α. 

Η cDNA βιβλιοθήκη που χρησιµοποιήθηκε προέρχεται από έµβρυο ποντικού  

9.5 και 10.5 ηµερών. Είναι γνωστό ότι ο HIF-1α εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα στο 

στάδιο της εµβρυογένεσης κι εποµένως η βιβλιοθήκη που χρησιµοποιήθηκε είναι 

κατάλληλη για την εύρεση πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν µε τον HIF-1α. Επιπλέον 

έχει δειχθεί ότι ποντίκια στα οποία έχει γίνει απαλοιφή του γονιδίου του HIF-1α 

πεθαίνουν κατά την 10η µέρα της ενδοµήτριας ζωής, εµφανίζοντας καρδιαγγειακά και 

εγκεφαλικά προβλήµατα [136] γεγονός που εξασφαλίζει τη δραστικότητα του HIF-1 

σε αυτά τα στάδια ανάπτυξης.  

 Το γεγονός ότι τα δύο παράλληλα συστήµατα των δύο υβριδίων που 

εφαρµόστηκαν για κάθε ένα από τα πλασµίδια-δολώµατα έδωσαν διαφορετικό 

αριθµό αποικιών παρόλο που έγιναν κάτω από τις ίδιες ακριβώς συνθήκες, ήταν 

αναµενόµενο. Οι αλληλεπιδράσεις που προέκυψαν µε πλασµίδιο-δόλωµα το pGHS 

ήταν πολύ περισσότερες από αυτές του pGHE300 (280 αποικίες έναντι 60). Αυτό είχε 

προβλεφθεί εξαρχής γιατί η περιοχή bHLH-PAS είναι περιοχή διµερισµού µε τον 

ARNT κι εποµένως οι αλληλεπιδράσεις που τυχόν θα προέκυπταν από αυτήν την 

περιοχή θα αναφέρονταν στην δράση και ρύθµιση της υποµονάδας HIF-1α σαν 

µονοµερές. Από την βιβλιογραφία είναι γνωστό ότι µόλις επαχθεί και σταθεροποιηθεί 

ο HIF-1α διµερίζεται µε τον ARNT προκειµένου να ενεργοποιηθεί η µεταγραφή των 

γονιδίων στόχων και το χρονικό διάστηµα που παραµένει ελεύθερος είναι µικρό. 

Παρόλα αυτά πιστεύεται ότι µπορεί στην συγκεκριµένη περιοχή bHLH-PAS να 

“κρύβονται” αλληλεπιδράσεις που έχουν να κάνουν µε την σωστή διαµόρφωση του 

µορίου του HIF-1α ή και µε την µεταφορά του στον πυρήνα (δεδοµένου ότι έχει 

βρεθεί ένα πιθανό σήµα πυρηνικού εντοπισµού (NLS) στις θέσεις 17 έως 74). 

 Από τους κλώνους που προέκυψαν συνολικά από τα δύο συστήµατα των δύο 

υβριδίων και εκφράζουν για πιθανές αλληλεπιδράσεις του HIF-1α µε άλλες 
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πρωτεΐνες, έχουν αναλύθηκαν διεξοδικά πέντε. ∆ύο από αυτούς έχουν προέλθει από 

το σύστηµα των δύο υβριδίων µε πλασµίδιο-δόλωµα το pGHE300 και εκφράζουν για 

δύο πρωτεΐνες που ανήκουν στην υπεροικογένεια των πρωτεϊνών θερµικού σοκ 

Hsp40 [147]. Oι πρωτεΐνες που προέκυψαν από το σύστηµα των δύο υβριδίων µε 

πλασµίδιο-δόλωµα το pGHS και που αναλύονται στην παρούσα διατριβή, είναι η 

HAX-1, η FLNC και η MgcRacGAP των οποίων οι βασικές ιδιότητες περιγράφονται 

στο τέλος του µέρους Α του κεφαλαίου των αποτελεσµάτων.  

Με µία πρώτη θεώρηση φαίνεται ότι πρόκειται για πρωτεΐνες που σχετίζονται 

µε τον κυτταροσκελετό. Για την FLNC είναι απόλυτα εµφανές ότι πρόκειται για µια 

δοµική πρωτεΐνη του κυτταροσκελετού. Ειδικά για την HAX-1 και την MgcRacGAP 

θεωρήσαµε ότι το γεγονός ότι και οι δύο σχετίζονται µε την Rac1 και συµβάλλουν 

στην µετακίνηση του κυττάρου πιθανόν δεν είναι τυχαίο. Ίσως να υπάρχει µια δοµική 

επικράτεια στο µόριο του HIF-1α η οποία τον συσχετίζει µε µόρια που εµπλέκονται 

σε κυτταροσκελετικές αλλαγές κατά την υποξία και η οποία περιλαµβάνεται στην 

περιοχή 244-532, πιθανόν µεταξύ των περιοχών PAS και ODD.  

Από την άλλη µεριά, δεδοµένου ότι και οι δύο αυτές πρωτεΐνες-λείες έχουν 

πλειοτροπικές δράσεις, δεν µπορεί να αποκλεισθεί η περίπτωση ο βιολογικός ρόλος 

της φυσικής αλληλεπίδρασης που ανιχνεύθηκε να µη σχετίζεται µε 

κυτταροσκελετικές λειτουργίες. Για παράδειγµα έχει βρεθεί ότι η Rac1 αποτελεί 

εκτός των άλλων υποµονάδα της NADPH οξειδάσης που µετατρέπει το µοριακό 

οξυγόνο σε ελεύθερες ρίζες οξυγόνου (ROS) και µάλιστα σε ορισµένους τύπους 

κυττάρων όπως είναι τα λεία µυϊκά κύτταρα του ενδοθηλίου και τα ουδετερόφιλα, 

αυτό γίνεται και ενδοκυττάρια [137]. Από την άλλη, όπως αναφέρεται στο κεφάλαιο 

της εισαγωγής, έχει δειχθεί ότι η υποξία, αλλά και µη υποξικά ερεθίσµατα όπως 

αυξητικοί παράγοντες και κυτοκίνες, παράγουν ROS που επάγουν τον HIF-1α. 

Επιπλέον, η ΗΑΧ1 είναι µια αντιαποπτωτική πρωτεΐνη η οποία θα µπορούσε να 

επηρεάζει την εµπλοκή του HIF-1 στις αποπτωτικές διαδικασίες του κυττάρου. ∆εν 

αποκλείεται λοιπόν η HAX-1 και η MgcRacGAP να σχετίζονται µε την ρύθµιση του 

HIF-1α µέσω άλλων ιδιοτήτων τους.  

Αξίζει να αναφερθεί ότι οι υπόλοιποι κλώνοι που προέκυψαν από τις 

σαρώσεις µας αποθηκεύθηκαν προκειµένου να διερευνηθούν και ίσως προκύψουν 

άλλες πιθανές αλληλεπιδράσεις σχετιζόµενες µεταξύ τους ή µε τις ήδη υπάρχουσες, 

οι οποίες θα δώσουν στοιχεία για περαιτέρω λειτουργικούς συσχετισµούς.  
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Επιλέχθηκε να διερευνηθεί η αλληλεπίδραση του HIF-1α µε την MgcRacGAP, 

µε σκοπό να επιβεβαιωθεί ότι υπάρχει άµεση σύνδεση µεταξύ των δύο πρωτεϊνών, να 

αποµονωθεί το σύµπλοκο από ανθρώπινα κύτταρα και να προσεγγιστεί ο βιολογικός 

ρόλος αυτής της αλληλεπίδρασης.  

Όπως αναφέρεται στη εισαγωγή, η MgcRacGAP (Male Germ Cell Rac GAP) 

είναι αρνητικός ρυθµιστής των Rho πρωτεϊνών που ευθύνονται για την µετακίνηση, 

την µορφολογία, τις διακυτταρικές συνδέσεις, την κυτοκίνηση, την σύσπαση των 

λείων µυών, την αναδιοργάνωση της ακτίνης κ.α. [111]. Ο πιο καλά µελετηµένος 

ρόλος της είναι κατά την M φάση του κυτταρικού κύκλου όπου έχει δειχθεί ότι είναι 

απαραίτητη για να ολοκληρωθεί η κυτοκίνηση.  

Όπως έχει επισηµανθεί στη βιβλιογραφία οι GAPs συχνά δρούν και ως 

διαµεσολαβητές των ενεργοποιηµένων Rho GTPασών [114, 115, 138, 139] αλλά 

ελέγχονται και οι ίδιες από ευρύ φάσµα σηµάτων όπως αλληλεπιδράσεις µε άλλες 

κυτταρικές πρωτεΐνες ή και µεµβρανικά λιπίδια, φωσφορυλίωση-αποφωσφορυλίωση, 

έλεγχο υποκυτταρικού εντοπισµού κ. ά. [110]. Ειδικά για την MgcRacGAP υπάρχουν 

τουλάχιστον δύο περιπτώσεις όπου η επιρροή της σε κάποια λειτουργία δεν 

εξαρτάται από την καταλυτική της δραστηριότητα. Αυτό ισχύει για την εµπλοκή της 

στην ανάπτυξη και διαφοροποίηση κυττάρων του αιµοποιητικού [118] και για τη 

συµµετοχή της στην κυτοκίνηση σε Β λέµφοκύτταρα [140].  

Ολόκληρη η πρωτεΐνη MgcRacGAP αποτελείται από 632 αµινοξέα και η 

περιοχή που βρέθηκε ότι αλληλεπιδρά µε τον HIF-1α σε κύτταρα σακχαροµύκητα 

(αµινοξέα 1-138) περιλαµβάνει την περιοχή Myo η οποία είναι οµόλογη µε περιοχές 

που ανευρίσκονται σε µόρια µυοσινών. Σ’αυτή την εργασία επιβεβαιώθηκε µε 

πειράµατα χρωµατογραφίας αγχιστείας ότι η συγκεκριµένη περιοχή συνδέεται in vitro 

µε το τµήµα του HIF-1α που χρησιµοποιήθηκε σαν πλασµίδιο-δόλωµα στο σύστηµα 

των δύο υβριδίων (αµινοξέα 244-532) αλλά και µε ολόκληρο το µόριο του 

βακτηριακά εκφρασµένου HIF-1α. Αποδείχθηκε έτσι ότι ο HIF-1α συνδέεται άµεσα 

µε την MgcRacGAP χωρίς τη συµµετοχή τρίτου µορίου, γεγονός που δεν µπορούσε 

να αποκλεισθεί για την ανιχνευθείσα αλληλεπίδραση στα κύτταρα S. cerevisiae. 

Η επιβεβαίωση της in vivo αλληλεπίδρασης HIF-1α/MgcRacGAP έγινε σε δύο 

κυτταρικές ανθρώπινες σειρές (τα κύτταρα 293Τ είναι επιθηλιακά από νεφρικό 

καρκίνωµα, και τα HeLa επιθηλιακά τραχηλικού καρκινώµατος). Χρησιµοποιήθηκαν 

οι ανθρώπινες πρωτεΐνες πλήρους µεγέθους οι οποίες υπερεκφράστηκαν στα κύτταρα. 
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∆είχθηκε µε πειράµατα συν-ανοσοκατακρήµνισης, ότι ο HIF-1α συνδέεται in vivo µε 

την MgcRacGAP ενώ αυτό δεν συµβαίνει στην περίπτωση που χρησιµοποιήθηκε η 

µεταλλαγµένη µορφή της MgcRacGAP από την οποία έχει αφαιρεθεί η περιοχή Myo 

(∆Myo-MgcRacGAP). Το γεγονός αυτό δείχνει ότι η αλληλεπίδραση είναι ειδική για 

αυτή την περιοχή, η οποία είναι απαραίτητη για την σύνδεση των δύο µορίων µεταξύ 

τους. Για την περιοχή Myo της MgcRacGAP είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία ότι 

αλληλεπιδρά µε τις τουµπουλίνες όπως προαναφέρθηκε, προωθώντας την επαφή της 

MgcRacGAP µε τους µικροσωληνίσκους, γεγονός που επηρεάζει τον υποκυτταρικό 

εντοπισµό της πρωτεΐνης. Μάλιστα η δράση αυτή είναι σηµαντική για την έναρξη της 

κυτοκίνησης και τον σχηµατισµό της µιτωτικής ατράκτου προκειµένου το κύτταρο να 

διαιρεθεί [119]. Επιπλέον η ίδια περιοχή έχει ενεργό ρόλο στην ανάπτυξη και την 

διαφοροποίηση των κυττάρων του αιµοποιητικού συστήµατος. Συγκεκριµένα 

απαλοιφή αυτής της περιοχής ενεργοποίησε την ανάπτυξη και κατέστειλε την 

διαφοροποίηση των συγκεκριµένων κυττάρων ενώ η GAP περιοχή της MgcRacGAP 

δεν είχε καµία επίδραση στο συγκεκριµένο φαινότυπο [118]. Επιπλέον η Myo 

περιοχή έχει δειχθεί ότι αλληλεπιδρά µε τον παράγοντα Τat1 (Testis Anion 

Transporter 1) που είναι ένας διαµεµβρανικός υποδοχέας ιόντων µε 14 

επαναλαµβανόµενες έλικες και ενδοκυτταρικό αµινοτελικό και καρβοξυτελικό άκρο. 

Η MgcRacGAP συνδέεται µέσω της Myo περιοχής της µε το καρβοξυτελικό άκρο 

του Tat1 και αυτή η αλληλεπίδραση πιθανολογείται ότι έχει να κάνει µε 

ενεργοποίηση των Rho πρωτεϊνών από ιόντα θείου σε σπερµατικά κύτταρα [141]. 

Η µέτρηση της ενεργότητας ΗRE-κατευθυνόµενης λουσιφεράσης σε κύτταρα 

θηλαστικών που υπερεκφράζουν HIF-1α και MgcRacGAP έδειξε ότι η MgcRacGAP 

αναστέλλει την µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1α. Το ίδιο ισχύει όταν ο ενδογενής 

HIF-1α επάγεται από υποξία ή τη δεσφερριοξαµίνη όπου η αναστολή βρίσκεται να 

είναι από 50%, στην περίπτωση που έγινε επαγωγή του HIF-1α από την υποξία, έως 

και 80%, στην περίπτωση που χρησιµοποιήθηκε DFO. Τα πειράµατα έγιναν σε 

κύτταρα 293Τ και HeLa και η αναστολή που παρατηρήθηκε ήταν περίπου η ίδια. 

Eίναι σηµαντικό να υπογραµµιστεί ότι όταν χρησιµοποιείται η µεταλλαγµένη 

µορφή ∆Myo-MgcRacGAP αντί της πλήρους µεγέθους MgcRacGAP, σε όλες τις 

περιπτώσεις η µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1α επηρεάζεται ελάχιστα και η 

µείωση αυτή δεν ξεπερνά το 10%. Η έλλειψη καταστολής της µεταγραφικής 

ενεργότητας του HIF-1α από την ∆Myo-MgcRacGAP, σε συνδυασµό µε την 

επιβεβαιωµένη σε τρία διαφορετικά συστήµατα (κύτταρα S. cerevisiae, in vitro, 
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κύτταρα θηλαστικών) πληροφορία ότι η περιοχή Myo είναι απαραίτητη για τη φυσική 

αλληλεπίδραση των δύο πρωτεϊνών, υποδεικνύει ότι είναι η αλληλεπίδραση αυτή 

καθ’εαυτή στην οποία οφείλεται η καταστολή της δράσης του HIF-1α από την 

MgcRacGAP.  

Από την άλλη µεριά, αυτή η έστω και µικρή πτώση της ενεργότητας της 

λουσιφεράσης παρουσία της ∆Myo-MgcRacGAP ίσως να υποδεικνύει ότι η δράση 

της περιοχής Myo στη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1α δεν είναι πλήρης και ότι 

πιθανόν να χρειάζεται και κάποια άλλη περιοχή της MgcRacGAP που δρα 

συνεργιστικά. Ίσως ο HIF-1α να συνδέεται ταυτόχρονα και σε µια άλλη περιοχή της 

MgcRacGAP όπως συµβαίνει µε την πρωτεΐνη PRC1 που αλληλεπιδρά ταυτόχρονα 

µε την Myo και την GAP περιοχή της MgcRacGAP [121]. Ένα άλλο παράδειγµα 

είναι η αλληλεπίδραση της ΜgcRacGAP µε τη STAT3 όπου φαίνεται ότι αυτή 

συµβαίνει συγχρόνως µέσω των περιοχών Cys και GAP της MgcRacGAP [142]. Για 

να ελεγχθεί κάτι τέτοιο θα πρέπει να γίνουν πειράµατα µέτρησης της ενεργότητας της 

λουσιφεράσης και µε άλλες µεταλλαγµένες µορφές της MgcRacGAP. 

H παρατηρούµενη πτώση της ενεργότητας του HIF-1 θα µπορούσε να 

οφείλεται είτε σε πτώση της συγκέντρωσης του HIF-1 µέσα στο κύτταρο, είτε σε 

µείωση της δράσης του. Η σύγκριση των επιπέδων της πρωτεΐνης HIF-1α παρουσία 

και απουσία MgcRacGAP µε ανοσοαποτύπωµα κατά Western σε εκχυλίσµατα 

κυττάρων, αλλά και µετά από ανοσοκατακρήµνιση του HIF-1α δείχνει ότι αυτά δεν 

διαφέρουν. ∆είχθηκε λοιπόν ότι ο HIF-1α συνδέεται µε την ΜgcRacGAP και η 

αλληλεπίδραση αυτή καταστέλλει την µεταγραφική του ενεργότητα χωρίς παράλληλα 

να µειώνει τα πρωτεϊνικά του επίπεδα. Η σύνδεση των δύο µορίων γίνεται µέσω της 

περιοχής Myo της ΜgcRacGAP και της περιοχής 244-532 του HIF-1α και η 

αναστολή που παρατηρείται είναι αποτέλεσµα αυτής της σύνδεσης. Πιθανόν να 

εµπλέκεται και κάποια άλλη περιοχή της MgcRacGAP σε αυτήν την αλληλεπίδραση 

αλλά αυτό είναι κάτι που δεν έχει εξακριβωθεί. Η περιοχή του HIF-1α που 

χρησιµοποιήθηκε σαν δόλωµα περιλαµβάνει µεγάλο µέρος της περιοχής PAS B που 

είναι απαραίτητη για τον διµερισµό του HIF-1α µε τον HIF-1β [15]. Eαν η σύνδεση 

της MgcRacGAP µε τον HIF-1α συµβαίνει στην περιοχή PAS B, τότε θα 

παρεµποδίζεται η σύνδεσή του µε τον ARNT. Οι δύο υποµονάδες δεν θα µπορούν 

τότε να ετεροδιµεριστούν για να συγκροτήσουν τον µεταγραφικό παράγοντα HIF-1, 

µε αποτέλεσµα να µην έχουµε ενεργοποίηση της µεταγραφής. Η συγκεκριµένη 
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υπόθεση µπορεί να ελεγχθεί εφ’όσον εντοπιστεί το συγκεκριµένο τµήµα της περιοχής 

244-532 του HIF-1α που εµφανίζει αγχιστεία µε την MgcRacGAP. 

H MgcRacGAP είναι µια πρωτεΐνη που κατανέµεται µεταξύ 

κυτταροπλάσµατος και πυρήνα [119], [142]. Για τον HIF-1α είναι γνωστό ότι όταν 

σταθεροποιείται σε συνθήκες υποξίας συσσωρεύεται στον πυρήνα και αυτή η 

διαδικασία αποτελεί σηµείο ελέγχου της δράσης του. [53, 143]. Είναι δυνατόν η 

συµπλοκοποίησή του µε την MgcRacGAP στο κυτταρόπλασµα να επηρεάζει τη 

µετακίνησή του στον πυρήνα κάτω από συνθήκες υποξίας. ∆εν είναι γνωστό εάν η 

υποκυτταρική κατανοµή της MgcRacGAP µεταβάλλεται µε την υποξία. Είναι 

ενδιαφέρον να παρατηρηθεί ο εντοπισµός των δύο πρωτεϊνών κάτω από συνθήκες 

υποξίας ή άλλων ερεθισµάτων που επάγουν τον HIF-1α. 

Τέλος, µπορεί η δράση της MgcRacGAP να έχει να κάνει απευθείας µε τον 

έλεγχο της µεταγραφής. Έχει δειχθεί ότι η MgcRacGAP αλληλεπιδρά µε τον 

µεταγραφικό παράγοντα STAT3 και ότι η αλληλεπίδραση αυτή είναι απαραίτητη για 

την ενεργοποίησή του, προκειµένου να προωθηθεί η διαφοροποίηση λευχαιµικών 

κυττάρων του αιµοποιητικού συστήµατος από την IL-6 [142]. Στο σύµπλοκο 

MgcRacGAP/HIF-1α  συµµετέχει και η Rac1 και, αν και ο µηχανισµός 

ενεργοποίησης του STAT3 παραµένει άγνωστος, έχει δειχθεί ότι η δράση GAP της 

MgcRacGAP είναι απαραίτητη για την ενεργοποίηση. Εν τω µεταξύ έχει δειχθεί ότι ο 

HIF-1α αλληλεπιδρά µε τον παράγοντα STAT3, η ενεργοποίηση του οποίου αυξάνει 

τα επίπεδα της πρωτεΐνης HIF-1α σε καρκινικά κύτταρα του νεφρού. Η 

αλληλεπίδραση αυτή σε συνεργασία και µε άλλους συµπαράγοντες προκαλεί την 

ενεργοποίηση της µεταγραφής στον προαγωγέα του γονιδίου του VEGF [144]. 

Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι o HIF-1 βρίσκεται στον προαγωγέα του γονιδίου του VEGF 

σε σύµπλοκο µε τον παράγοντα STAT3, τον CBP και τον Ref-1 σε παγκρεατικά 

κύτταρα και κύτταρα καρκίνου του προστάτη [29]. Εποµένως η αλληλεπίδραση HIF-

1α /MgcRacGAP θα µπορούσε να ρυθµίζει την συνεύρεση του HIF-1α µε άλλους 

συνενεργοποιητές της µεταγραφής κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες και σε 

ορισµένους τύπους κυττάρων. Είναι ενδιαφέρον να ελεγχθεί στα πειράµατα µέτρησης 

της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 πώς επηρεάζεται η δράση του µε την 

έκφραση µεταλλαγµένων µορφών της MgcRacGAP που δεν έχουν καταλυτική δράση 

απέναντι στις πρωτεΐνες Rho. ∆εν γνωρίζουµε κατά πόσο στο σύµπλοκο 

MgcRacGAP/HIF-1α συµµετέχει και η Rac1 κάτω από συγκεκριµένες κυτταρικές 

συνθήκες. 
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Είναι γνωστό ότι η υποξία προκαλεί µεταβολές στη δοµή του 

κυτταροσκελετού και αυτό έχει δειχθεί σε διάφορους κυτταρικούς τύπους όπως είναι 

νεφρικά κύτταρα [79], [80], ενδοθηλιακά κύτταρα του ήπατος και των πνευµόνων 

[81], [82] και επιθηλιακά κύτταρα των αεραγωγών [83]. Η οργάνωση της ακτίνης του 

κυτταροσκελετού γίνεται µέσω της οικογένειας των Rho GTPασών και η λειτουργία 

των Rho έχει δειχθεί ότι εµπλέκεται σε κυτταροσκελετικές λειτουργίες που 

σχετίζονται µε την υποξία. Συγκεκριµένα, η δηµιουργία ινιδίων του στρες (stress 

fibers) που φαίνεται να προκαλείται στα κύτταρα κατά την υποξία έχει αποδοθεί στην 

ενεργοποίηση των Rho πρωτεϊνών. Από τα µέλη των Rho GTPασών, βρέθηκε µε 

πειράµατα µέτρησης της δραστικότητας τους κατά την υποξία ότι η Rac1 και η RhoA 

αποκρίνονται σε αλλαγές της συγκέντρωσης του οξυγόνου. Η αναστολή της Rac1 

από τα χαµηλά επίπεδα του οξυγόνου προκαλεί ενεργοποίηση της RhoA που οδηγεί 

στην δηµιουργία ινιδίων του στρες [86, 87].  

Παρ’όλα αυτά οι µελέτες που συνδέουν τη λειτουργία του ίδιου του 

παράγοντα HIF-1α µε την λειτουργία των Rho πρωτεϊνών είναι λίγες: έχει δειχθεί ότι 

η Rac1 ενεργοποιείται κατά την υποξία και ότι η ενεργοποίηση αυτή είναι 

απαραίτητη για την µετέπειτα ενεργοποίηση του HIF-1α και την λειτουργία της Ν-

ΤΑD περιοχής [88]. Συγκεκριµένα, σε πειράµατα µέτρησης της δραστικότητας της 

λουσιφεράσης του ενδογενούς HIF-1α, µια αρνητικά επικρατής µορφή της Rac1 

καταστέλλει τη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1, ενώ η αντίστοιχη συνεχώς 

ενεργοποιηµένη µορφή της τον επάγει. Επιπλέον βρέθηκε ότι για την δράση αυτή της 

Rac1 είναι απαραίτητη η περιοχή Ν-ΤΑD του HIF-1α. Ούτε η cdc42 ούτε η RhoA 

δεν έχουν τέτοια δράση στη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1, ενώ όταν ελέγχθηκε 

αν επηρεάζονται τα πρωτεϊνικά επίπεδα του HIF-1α από την επίδραση των τριών 

αυτών Rho πρωτεϊνών φάνηκε ότι µόνο η Rac1 έχει κάποιο αποτέλεσµα. Η αρνητικά 

επικρατής µορφή της Rac1 αναστέλλει την πρωτεϊνική έκφραση του HIF-1α [88]. 

Τέλος χρησιµοποιώντας αναστολείς για την p38 MAPK ο Hirota και οι συνεργάτες 

του προτείνουν ότι σε συνθήκες υποξίας η ενεργοποιηµένη Rac1 επάγει την 

δραστικότητα της p38 MAPK η οποία στη συνέχεια φωσφορυλιώνει τον HIF-1α και 

ενεργοποιεί την λειτουργία των ΤAD. Οι πληροφορίες αυτές δείχνουν ότι η Rac1 

παίζει σηµαντικό ρόλο στην µεταφορά του υποξικού µηνύµατος αλλά ο τρόπος µε 

τον οποίο αυτό συµβαίνει χρειάζεται περαιτέρω διερεύνηση. Επιπλέον, έχει δειχθεί 

ότι σε καρκινικά κύτταρα του νεφρού η RhoA απαιτείται για την έκφραση του 
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mRNA του HIF-1α και την ενεργοποίηση των πρωτεϊνικών επιπέδων του [89]. Σε 

αυτή τη µελέτη, ελέγχθηκαν τα επίπεδα των Rho πρωτεϊνών σε συνθήκες υποξίας και 

βρέθηκε ότι κατ’αρχή (µία ώρα υποξίας) επάγεται η cdc42, στη συνέχεια (δύο ώρες 

υποξίας) η Rac1 και τέλος (τέσσερις ώρες υποξίας) η RhoA. Με κυτταρική 

κλασµάτωση και κυτταροµετρία ροής βρέθηκε ότι οι Rho ήταν προσδεδεµένες σε 

µεµβράνες του κυττάρου και ενεργές αφού ήταν συνδεδεµένες µε GTP [89]. Επιπλέον 

βρέθηκε ότι το mRNA της RhoA αλλά και της cdc42 σε µικρότερο βαθµό, αυξάνεται 

σε συνθήκες υποξίας και ότι η αύξηση αυτή οφείλεται στην παραγωγή ROS, γιατί η 

χρήση του αναστολέα DPI αναστέλλει αυτή την αύξηση. Τέλος υπερεκφράζοντας στα 

κύτταρα σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου µια συνεχώς ενεργή µορφή της RhoA 

παρατηρήθηκε αύξηση του mRNA του VEGF και του HIF-1α [89]. Τέλος, µείωση 

των επιπέδων της Rac1 µε πειράµατα µε siRNA ή µε δοµικά επικρατείς 

µεταλλαγµένες µορφές της Rac1, αναστέλλουν την έκφραση του HIF-1α σε 

διαφορετικές κυτταρικές σειρές [90], [91]. Ειδικότερα, η υπερέκφραση αρνητικά 

επικρατών µορφών της Rac1 και της cdc42 στα κύτταρα προκαλεί τη µείωση της 

έκφρασης του HIF-1α σε συνθήκες υποξίας ενώ παράλληλα αναστέλλει την 

παραγωγή του [91]. Η ίδια οµάδα συνεργατών είχε προηγουµένως δείξει 

χρησιµοποιώντας siRNA για την Rac1 σε διάφορετικά είδη καρκινικών κυττάρων του 

εντέρου ότι η εξάλειψη της έκφρασης της Rac1 µειώνει την έκφραση του HIF-1α και 

του VEGF [90]. Μάλιστα προτείνουν ότι η δράση αυτή της Rac1 στον HIF-1α ίσως 

να οφείλεται στην ενεργοποίηση των ογκοκατασταλτικών γονιδίων p53 και VHL 

[90]. 

Τα παραπάνω δείχνουν ότι µπορεί η λειτουργία των Rho πρωτεϊνών (και 

ιδιαίτερα της Rac1) να είναι απαραίτητη προϋπόθεση για την ενεργοποίηση του HIF-

1α. Η ανασταλτική δράση της MgcRacGAP στη Rac1 θα καταστέλλει έτσι έµµεσα τη 

δράση του HIF-1. ∆εν µπορεί να αποκλειστεί η περίπτωση η αλληλεπίδραση 

MgcRacGAP/HIF-1α να επηρεάζει επίσης τη δράση της MgcRacGAP αυξάνοντας 

παραδείγµατος χάριν τη δραστικότητά της απέναντι στη Rac1 (ειδικά εάν αυτή 

βρίσκεται στο ίδιο σύµπλοκο µε τον HIF-1α). Αυτό το ερώτηµα µπορεί να απαντηθεί 

µε πειράµατα υδρόλυσης του GTP της Rac1 από την MgcRacGAP παρουσία ή 

απουσία του HIF-1α. Φαίνεται όµως να παίζει σηµαντικό ρόλο ο κυτταρικός τύπος 

και οι συνθήκες στις οποίες βρίσκεται το κύτταρο. 
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Αν και ο HIF-1α είναι µια πρωτεΐνη που εντοπίζεται και δρά στον πυρήνα 

επηρεάζεται από κυτταροσκελετικές αλλαγές που συµβαίνουν κατά την υποξία και 

ειδικότερα έχει βρεθεί ότι αναστέλλεται από όλα τα φάρµακα που διασπούν τις 

τουµπουλίνες και µε αυτό τον τρόπο εµποδίζουν την δράση των µικροσωληνίσκων. 

Τέτοιες ουσίες, οι οποίες χρησιµοποιούνται στη χηµειοθεραπεία του καρκίνου, είναι 

η βινκριστίνη (vincristine), η κολχικίνη (colchicine) η δισκοδερµολίδη 

(discodermolide), το taxotere, η 2ΜΕ2 (2-µεθοξυεστραδιόλη) και βρέθηκε ότι 

ανεξάρτητα από τον µηχανισµό επίδρασή τους στους µικροσωληνίσκους, είχαν την 

ίδια επίδραση στον HIF-1α [92-94]. Συγκεκριµένα βρέθηκε ότι η διάσπαση των 

µικροσωληνίσκων από την 2ME2 κατά την µετάφαση καταστέλλει τα επίπεδα της 

πρωτεΐνης HIF-1α αλλά και την µεταγραφική της ενεργότητα χωρίς όµως να 

µεταβάλλει τα επίπεδα mRNA. Η καταστολή αυτή ενισχύεται µε αυξανόµενες δόσεις 

του φαρµάκου. Σε προκαταρκτικά πειράµατα προτείνεται ότι αυτό συµβαίνει µέσω 

της σύνδεσης του mRNA του HIF-1α µε τους µικροσωληνίσκους επηρεάζοντας την 

µετάφρασή του [93]. Το γεγονός ότι όλα τα φάρµακα που αποδιοργανώνουν τους 

µικροσωληνίσκους καταστέλλουν την δράση του HIF-1α αντικατοπτρίζει την 

σηµασία που έχει η σωστή διαµόρφωση του σκελετού των µικροσωληνίσκων στην 

δράση και τον υποκυτταρικό εντοπισµό του. Από την άλλη ίσως να µην είναι 

σύµπτωση το γεγονός ότι και η MgcRacGAP έχει άµεση σχέση µε τους 

µικροσωληνίσκους για την οργάνωση της µιτωτικής ατράκτου. Ίσως η σύνδεση HIF-

1α /MgcRacGAP να συµβαίνει σε κάποιο στάδιο της εµβρυογένεσης όπου  

συµβαίνουν αλλεπάλληλες κυτταρικές διαιρέσεις όπου γνωρίζουµε ότι και οι δύο 

πρωτεΐνες είναι υψίστης σηµασίας για το κύτταρο. 

Τέλος, όπως περιγράφεται στην εισαγωγή, ο HIF-1 έχει κλινικά σχετισθεί µε 

την µεταστατικότητα καρκινικών όγκων και άρα η σχέση του µε τον κυτταροσκελετό 

έχει ιδιαίτερο ιατρικό ενδιαφέρον. Ένας µοριακός µηχανισµός που έχει ήδη προταθεί 

για την εµπλοκή του HIF-1α στη µετάσταση περιλαµβάνει µόρια που επηρεάζουν τον 

κυτταροσκελετό όπως ο παράγοντας HFG (Hepatocyte Growth Factor) που είναι 

προσδέτης του επαγόµενου από τον HIF-1α, c-Met [145]. Aν και η υποξία 

δυσκολεύει τις συνθήκες επιβίωσης των κυττάρων στους όγκους, επιδρά θετικά στη 

δυνατότητα των υποξικών κυττάρων να µεταναστεύουν. Η διαλεύκανση των 

µηχανισµών που συνδέουν την υποξία µε την οργάνωση του κυτταροσκελετού θα 

βρει σηµαντικές εφαρµογές στην καταπολέµηση παθολογικών καταστάσεων όπως ο 

καρκίνος. 
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Συνοπτικά, στην παρούσα διδακτορική διατριβή ανιχνεύθηκε και 

επιβεβαιώθηκε η αλληλεπίδραση του HIF-1α µε την MgcRacGAP µια πρωτεΐνη που 

συµβάλλει ως επί το πλείστον σε κυτταροσκελετικές λειτουργίες. Το σύµπλοκο HIF-

1α /MgcRacGΑP δηµιουργείται σε κύτταρα σακχαροµύκητα και σε κύτταρα 

θηλαστικών ενώ οι καθαρισµένες από βακτήρια πρωτεΐνες συνδέονται άµεσα µεταξύ 

τους. Απαραίτητη για αυτή την αλληλεπίδραση είναι η περιοχή Myo της 

MgcRacGAP που είναι και η περιοχή που βρέθηκε αρχικά ότι συνδέεται ο HIF-1α 

στα κύτταρα του σακχαροµήκυτα. Από πειράµατα που έγιναν σε ανθρώπινα κύτταρα 

βρέθηκε ότι η υπερέκφραση της MgcRacGAP αναστέλλει την µεταγραφική 

ενεργότητα του HIF-1. Η αναστολή αυτή οφείλεται στην περιοχή Myo της 

MgcRacGAP που σηµαίνει ότι η αλληλεπίδραση HIF-1α /MgcRacGΑP σχετίζεται 

δοµικά και λειτουργικά µε την περιοχή αυτή. Η αναστολή αυτή δεν συνοδεύεται από 

αντίστοιχη µείωση των πρωτεϊνικών επιπέδων του HIF-1α, γεγονός που υποδηλώνει 

ότι η πρωτεΐνη HIF-1α υπάρχει αλλά είναι µεταγραφικά αδρανής. Ο βιολογικός ρόλος 

της ύπαρξης του συµπλόκου µένει να διερευνηθεί περαιτέρω προκειµένου να 

εξηγηθεί η σηµασία του για την λειτουργικότητα του κυττάρου. Χρειάζεται να 

διερευνηθεί αν ο HIF-1α έχει κάποια επίδραση στην λειτουργία της MgcRacGAP και 

να συσχετιστεί µε τα αποτελέσµατα που ήδη υπάρχουν. ∆εν είναι εύκολο να εξηγήσει 

κανείς την συσχέτιση του HIF-1α µε µια πρωτεΐνη µε κυτταροσκελετικές δράσεις. Η 

βιβλιογραφία που συνδέει τον HIF-1α µε τον κυτταροσκελετό είναι αρκετά 

περιορισµένη και µόνο τα τελευταία χρόνια έχει µπει στο στόχαστρο της 

επιστηµονικής κοινότητας. Η διερεύνηση των επιπτώσεων της υποξίας στον 

κυτταροσκελετό φαίνεται να είναι ένα πολλά υποσχόµενο πεδίο για την αποκάλυψη 

νέων λειτουργιών του HIF-1α και ίσως βοηθήσει στην προσέγγιση διάφορων 

παθολογικών καταστάσεων όπως οι µεταστάσεις, οι νεοαγγειογένεση και γενικότερα 

οι κυτταροσκελετικές αλλαγές που συµβαίνουν σε διάφορους τύπους καρκινικών 

κυττάρων. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

 

O HIF-1α (Hypoxia Inducible Factor-1α) είναι η κύρια πρωτεΐνη-ρυθµιστής 

της κυτταρικής απόκρισης στην υποξία. Αποτελεί την µία από τις δύο υποµονάδες 

του παράγοντα HIF-1 που ενεργοποιεί την µεταγραφή γονιδίων των οποίων τα 

προϊόντα δρουν αντιρροπιστικά στο υποξικό στρες. 

Η αλληλεπίδρασή του µε άλλα κυτταρικά µόρια είναι αναγκαία για την 

πολύµορφη δράση του στην κυτταρική οµοιοστασία. Για την ανίχνευση νέων 

µοριακών αλληλεπιδράσεων της πρωτεΐνης HIF-1α µε άλλες πρωτεΐνες εφαρµόστηκε 

η τεχνική των δύο υβριδίων. Πρόκειται για µία µέθοδο που χρησιµοποιεί κύτταρα 

Saccharomyces cerevisiae και επιτρέπει την γρήγορη σάρωση µεγάλων πληθυσµών 

πρωτεϊνών προς ανίχνευση µοριακών αλληλεπιδράσεων. Οι πρωτεΐνες που 

ανιχνεύθηκαν να αλληλεπιδρούν µε το εξεταζόµενο τµήµα του HIF-1α ήταν η HAX-

1, η FLNC και η MgcRacGAP. 

Επιλέχθηκε να διερευνηθεί περαιτέρω η αλληλεπίδραση του HIF-1α µε την 

MgcRacGAP. Η πρωτεΐνη αυτή ανήκει στην οικογένεια των GAPs (GTPase 

Activating Proteins), που συνδέονται µε την GTP-συνδεδεµένη µορφή των Rho 

πρωτεϊνών και επισπεύδουν την υδρολύση του GTP, απενεργοποιώντας έτσι τη 

πρωτεΐνη Rho η οποία καταλήγει στην ανενεργό δεσµευµένη µε GDP µορφή της. 

Για να επιβεβαιωθεί ότι οι δύο πρωτεΐνες συνδέονται άµεσα έγιναν κατ’ αρχήν 

πειράµατα χρωµατογραφίας αγχιστείας. Οι δύο πρωτεΐνες αποµονώθηκαν από 

βακτήρια και επιβεβαιώθηκε ότι ο HIF-1α συνδέεται µε την MgcRacGAP in vitro.  

Στη συνέχεια ήταν αναγκαίο να επιβεβαιωθεί ότι το σύµπλοκο HIF-1α 

/MgcRacGAP µπορεί να δηµιουργείται σε κύτταρα θηλαστικών. Η ανίχνευση του 

συµπλόκου έγινε in vivo σε κύτταρα HeLa και 293Τ. Ολόκληρο το µόριο της 

ανθρώπινης πρωτεΐνης HIF-1α βρέθηκε να συµπλοκοποιείται µε την πλήρους 
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µεγέθους ανθρώπινη πρωτεΐνη MgcRacGAP σε πειράµατα συνανοσοκατακρήµνισης. 

Αυτό δεν συνέβη στην περίπτωση της ∆Myo-MgcRacGAP, µιας µεταλλαγµένης 

µορφής της MgcRacGAP από την οποία λείπει η περιοχή που βρέθηκε να 

αλληλεπιδρά µε τον HIF-1α σε κύτταρα S. cerevisiae και in vitro. 

Προκειµένου να προσεγγιστεί ο βιολογικός ρόλος του συµπλόκου, ελέγχθηκε 

η επίδραση της MgcRacGAP στην δράση του HIF-1α. Στα ίδια κύτταρα έγινε 

προσδιορισµός της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1, απουσία και παρουσία 

υπερεκφρασµένης MgcRacGAP. Σε αυτά τα πειράµατα η παρουσία της MgcRacGAP 

µείωσε µέχρι 80% την µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1. Είναι χαρακτηριστικό ότι 

η ∆Myo-MgcRacGAP δεν επηρέασε σχεδόν καθόλου (10%) τη δράση του HIF-1α, 

γεγονός που δείχνει ότι η περιοχή Myo µε την οποία η MgcRacGAP αλληλεπιδρά µε 

τον HIF-1α είναι υπεύθυνη για την αναστολή της δράσης του. 

∆είχθηκε επιπλέον ότι τα επίπεδα της πρωτεΐνης HIF-1α µέσα στο κύτταρο 

παρέµεναν σταθερά και δεν επηρεάζονταν από την υπερέκφραση της MgcRacGAP.  

Η ανακάλυψη της φυσικής αλληλεπίδρασης του HIF-1α µε µία πρωτεΐνη της 

οποίας η δράση σχετίζεται άµεσα µε τον κυτταροσκελετό και η επιβεβαίωσή της σε 

διαφορετικά κυτταρικά συστήµατα, µπορεί να είναι η αρχή για την διερεύνηση 

άγνωστων µέχρι τώρα λειτουργιών του HIF-1α. 
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SUMMARY  

 

 

HIF-1α (Hypoxia Inducible Factor-1α) is the major protein-regulator of the 

cellular response to hypoxia. It comprises the one of the two subunits of the factor 

HIF-1 who activates the transcription of genes, the products of which have an 

opposite effect on hypoxic stress. 

Its interaction with other cellular molecules is a prerequisite for its polymorph 

function in cellular homeostasis. For the identification of new molecular partners of 

HIF-1α, the yeast two hybrid screening has been used. It is a method that uses 

Saccharomyces cerevisiae cells for the fast screening of a large number of proteins for 

the identification of molecular interactions. The proteins that have been shown to 

interact with the certain part of HIF-1α were ΗΑΧ-1, FLNC and MgcRacGAP. 

The interaction of HIF-1α with MgcRacGAP has been chosen to be examined 

further. This protein belongs to the family of GAPs (GTPase Activating Proteins) that 

can bind with the GTP-bound form of Rho proteins and stimulate the hydrolysis of 

GTP, downregulating the Rho protein that results in an inactive GDP-bound state. 

To confirm that the two proteins can bind each other directly, pull down 

assays have been performed. The two proteins have been expressed in bacteria and 

purified and it has been confirmed that HIF-1α can bind with MgcRacGAP in vitro. 

In consequence it was of a great importance to ensure that the complex HIF-1α 

/MgcRacGAP exists in mammalian cells. The complex was identified in vivo in HeLa 

and 293T cells. The whole molecule of the human protein HIF-1α was found in 

complex with the full length human MgcRacGAP in co-immunoprecipitation 

experiments. This did not happen in the case of ∆Myo-MgcRacGAP, a mutant form 

of MgcRacGAP that lacks the domain that was found to interact to HIF-1α in S. 

cerevisiae and in vitro.  

In order to approach the biological significance of this complex, the effect of 

MgcRacGAP in the action of HIF-1α was examined. Τhe transcriptional activity of 

HIF-1α was determined in the absence or the presence of the overexpressed 
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MgcRacGAP, in the same cells. In these experiments the presence of MgcRacGAP 

inhibited almost 80% the transcriptional activity of HIF-1. It is interesting that ∆Myo-

MgcRacGAP did not affect the function of HIF-1α almost at all (10%), and that 

means that the Myo domain with which MgcRacGAP binds to HIF-1α is responsible 

for the inhibition of its function. 

It has also been revealed that the intracellular levels of HIF-1α protein are not 

affected by the overexpression of MgcRacGAP. 

The detection of the physical interaction of HIF-1α with a protein that directly 

correlates with the cytoskeleton and the confirmation in different cellular systems 

could be the beginning for the investigation of yet unknown functions of HIF-1α. 
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