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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Τα µεταβατικά µέταλλα όπως ο σίδηρος και ο χαλκός είναι απαραίτητα για τη ζωή, 

ωστόσο, όταν βρίσκονται σε περίσσεια, έχουν τοξικές συνέπειες για το κύτταρο. 

Συνεπώς, η κυτταρική πρόσληψη και ενδοκυτταρική κατανοµή τους αποτελούν 

διαδικασίες στενά ελεγχόµενες και ρυθµιζόµενες, µε σκοπό την επίτευξη 

οµοιοστασίας. Οι ευκαρυωτικοί οργανισµοί, από τους µύκητες µέχρι τα φυτά και τα 

θηλαστικά, έχουν αναπτύξει πολύπλοκους µηχανισµούς οµοιοστασίας των δύο 

µετάλλων, οι οποίοι παρουσιάζουν σηµαντική συντήρηση. Στην παρούσα µελέτη, 

εξετάζουµε τον αντίστοιχο µηχανισµό ενός οργανισµού µοντέλου, του 

σακχαροµύκητα, στο επίπεδο της µεταγραφικής ρύθµισης, χρησιµοποιώντας τρία 

βασικά γονίδια αναφοράς, τα FRE1, FRE2 και CTR1. Τα δύο πρώτα κωδικοποιούν 

απαραίτητες για την πρόσληψη των δύο µετάλλων αναγωγάσες της πλασµατικής 

µεµβράνης και επάγονται µεταγραφικά από την έλλειψη σιδήρου µέσω του 

σιδηροεξαρτώµενου ενεργοποιητή Aft1. Το FRE1 επάγεται επιπλέον από την έλλειψη 

χαλκού µέσω του χαλκοεξαρτώµενου ενεργοποιητή Mac1. Το CTR1 κωδικοποιεί το 

βασικό µεταφορέα χαλκού της πλασµατικής µεµβράνης και επάγεται µεταγραφικά 

επίσης από την έλλειψη του µετάλλου µέσω του Mac1.  
 

∆ιερευνήσαµε το µηχανισµό της εξαρτώµενης από τον παράγοντα Aft1 µεταγραφικής 

ενεργοποίησης χρησιµοποιώντας το γονίδιο FRE2 ως βασικό µοντέλο, καθώς αυτό 

επάγεται αποκλειστικά και σε υψηλά επίπεδα από τον παράγοντα αυτόν.  Βρήκαµε 

ότι οι τύπου HMG-box χρωµατινικοί αρχιτεκτονικοί παράγοντες Nhp6a/b και ο 

µεταγραφικός συγκαταστολέας Ssn6 αποτελούν βασικούς συνενεργοποιητές της 

µεταγραφής του. Ο Nhp6 αλληλεπιδρά άµεσα µε τον Aft1, συγκεκριµένα µε το 

αµινοτελικό µισό του που περιλαµβάνει την περιοχή πρόσδεσης στο DNA, 

διευκολύνοντας την πρόσδεσή του πάνω στον υποκινητή του γονιδίου. Ο Ssn6 επίσης 

αλληλεπιδρά άµεσα µε το αµινοτελικό µισό του Aft1 και στρατολογείται στον 

υποκινητή FRE2 µόνο όταν οι Aft1 και Nhp6 είναι παρόντες, έχοντας βασικό και 

αποκλειστικά θετικό ρόλο στη µεταγραφική ενεργοποίηση. Ο ρόλος των Nhp6 και 

Ssn6 στην επαγόµενη από τον Aft1 µεταγραφή είναι ειδικός για το συγκεκριµένο 

υποκινητή, στον οποίο, σε συνθήκες επαγωγής, διαπιστώσαµε ότι γίνεται 

χρωµατινική αναδιοργάνωση που εξαρτάται από τους παράγοντες αυτούς. Τα 

δεδοµένα της παρούσας µελέτης παρέχουν την πρώτη βιοχηµική ένδειξη in vivo ότι 
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µια πρωτεΐνη τύπου HMG-box διευκολύνει την πρόσδεση στο DNA ενός ειδικού 

µεταγραφικού ενεργοποιητή του σακχαροµύκητα και ότι επίσης επάγει τη 

στρατολόγηση του Ssn6 πάνω σε έναν υποκινητή. Συνεπώς, η αποκρινόµενη στη 

διαθεσιµότητα σιδήρου µεταγραφική ενεργοποίηση στο σακχαροµύκητα, γίνεται 

µέσω πολλαπλών αλληλεπιδράσεων µεταξύ του ειδικού σιδηροεξαρτώµενου 

παράγοντα Aft1 και γενικών µεταγραφικών συρρυθµιστών όπως οι Nhp6 και Ssn6.  
 

∆ιερευνήσαµε επίσης το µηχανισµό λειτουργίας του χαλκοεξαρτώµενου 

µεταγραφικού ενεργοποιητή Mac1. Η περιοχή ενεργοποίησης του Mac1 

περιλαµβάνει δύο λειτουργικά διακριτά επαναλαµβανόµενα µοτίβα κυστεϊνών, τα 

REPI και REPII. Έχει βρεθεί ότι το πρώτο είναι υπεύθυνο για τη χαλκοεξαρτώµενη 

ρύθµιση της ενεργότητας του παράγοντα. Εµείς βρήκαµε ότι το δεύτερο ρυθµίζει την 

ικανότητα πρόσδεσής του στο DNA. Συγκεκριµένα, δείξαµε, in vitro, ότι έχει 

αρνητική επίδραση στην προσδετική του ικανότητα πάνω στον υποκινητή CTR1, η 

οποία, in vivo, αντισταθµίζεται από το γεγονός της πρόσδεσής του ως διµερούς πάνω 

σε δύο διαδοχικά στοιχεία-στόχους του υποκινητή. Ο ειδικός ρόλος της περιοχής 

REPII υποδηλώνει ότι, in vivo, η λειτουργία του Mac1 ενδεχοµένως τροποποιείται 

από δοµικές διαµορφώσεις που επηρεάζουν τις ιδιότητες πρόσδεσής του παράγοντα 

στο DNA και που πιθανώς οφείλονται σε µοριακές αλληλεπιδράσεις της 

συγκεκριµένης περιοχής µε άλλες πρωτεΐνες ή µέταλλα.  
  
Αποκαλύψαµε, τέλος, ένα νέο ρόλο του Aft1, κατασταλτικό, στη µεταγραφή του 

εξαρτώµενου από τον Mac1 γονιδίου CTR1, ο οποίος βασίζεται σε έµµεση 

στρατολόγηση και όχι άµεση πρόσδεσή του στον υποκινητή του γονιδίου. Ο ρόλος 

αυτός ενδεχοµένως υποδηλώνει αλληλεπίδραση µεταξύ των παραγόντων Aft1 και 

Mac1 πάνω στο συγκεκριµένο υποκινητή. Μια τέτοια αλληλεπίδραση δεν είναι 

απίθανη µε δεδοµένη την αλληλεξάρτηση των µεταβολισµών σιδήρου και χαλκού 

στη ζύµη, η οποία συµβάλλει στην κυτταρική οµοιοστασία των δύο µετάλλων. 
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ABSTRACT 
 

Transition metals, like iron and copper, are essential for life but, in excess, they can 

be toxic for cells. Therefore, their uptake and intracellular distribution are tightly 

controlled and regulated by cells in order to achieve homeostasis. Eukaryotic 

organisms, from yeasts to plants and animals, have developed complex mechanisms 

of metal homeostasis which display a significant conservation. In the present study, 

we look at the iron and copper homeostasis mechanism of Saccharomyces cerevisiae, 

a model organism for physiological and genetic studies. We examine this mechanism 

at the transcriptional level, using three reference genes: FRE1, FRE2 and CTR1. 

FRE1 and FRE2 encode two plasma membrane metal reductases necessary for iron 

and copper uptake. Both genes are transcriptionally induced in the absence of iron by 

the iron-responsive DNA-binding activator Aft1, with FRE1 being additionally 

induced in the absence of copper by the copper-responsive DNA-binding activator 

Mac1. CTR1 encodes the main plasma membrane copper transporter and is also 

transcriptionally induced in the absence of copper by Mac1. 
 

We investigated the mechanism of Aft1-mediated transcriptional activation, using 

FRE2 gene as a model since FRE2 transcription solely depends on Aft1. We found 

that Nhp6a/b yeast HMG-box chromatin-associated architectural factors and Ssn6 

(Cyc8) corepressor are crucial coactivators of FRE2 transcription. Nhp6 interacts 

directly with the Aft1 N-half, including the DNA-binding region, to facilitate Aft1 

binding at FRE2 UAS. Ssn6 also interacts directly with the Aft1 N-half and is 

recruited on FRE2 promoter only in the presence of both Aft1 and Nhp6, playing a 

critical explicitly positive role in transcriptional activation. The Nhp6/Ssn6 role in 

Aft1-mediated transcription is specific for FRE2 promoter context and both regulators 

are required on this promoter for activation-dependent chromatin remodeling. Our 

results provide the first in vivo biochemical evidence for nonsequence-specific HMG-

box protein-facilitated recruitment of a yeast gene-specific transactivator to its DNA 

target site and for Nhp6-mediated Ssn6 promoter recruitment. Therefore, in 

Saccharomyces cerevisiae, transcriptional activation in response to iron availability 

involves multiple protein interactions between the Aft1 iron-responsive DNA-binding 

factor and global transcriptional coregulators such as Nhp6 and Ssn6. 
 



 viii

We also examined the function of Mac1 copper-responsive DNA-binding activator. 

Mac1 C-terminal activation region includes two functionally distinct cysteine-rich 

repeats, termed REPI and REPII respectively. It has been shown that REPI is 

responsible for the copper-dependent regulation of factor’s activity. We found that 

REPII modulates the efficiency of Mac1 binding to DNA. In particular, we showed in 

vitro that REPII negatively affects Mac1 binding on CTR1 promoter, an effect that is 

compromised in vivo by the fact that Mac1 binds as a dimmer on two consecutive 

promoter target sites. This REPII domain effect implies that Mac1 function could be 

altered in vivo by structural modulations affecting its binding properties and possibly 

resulting from independent molecular interactions between this domain and other 

proteins or metals. 
 

Finally, we revealed a new repressive role of Aft1 in the transcription of the Mac1-

dependent CTR1 gene. This role is based on the indirect recruitment and not direct 

binding of Aft1 on CTR1 promoter and probably implies an Aft1-Mac1 interaction. 

The latter is not unlikely given the fact that in yeast a link between iron and copper 

metabolism exists, contributing to cellular homeostasis of the two metals.  
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0.1  Γενικά 

Η επιβίωση σχεδόν όλων των οργανισµών πάνω στη γη βασίζεται σε µεταβατικά 

µεταλλικά στοιχεία, δηλαδή σε στοιχεία που έχουν ασυµπλήρωτη την εξωτερική 

ηλεκτρονιακή υποστοιβάδα d και καταλαµβάνουν το κεντρικό τµήµα (τον τοµέα d) 

του Περιοδικού Πίνακα. Από τα µεταβατικά µέταλλα, ο σίδηρος και ο χαλκός, κατά 

πρώτο λόγο, αλλά και το µαγγάνιο, το κοβάλτιο και ο ψευδάργυρος έχουν τη 

µεγαλύτερη φυσιολογική σηµασία. Κυρίως τα δύο πρώτα, αλλά και τα δύο επόµενα, 

δίνουν και δέχονται ηλεκτρόνια εύκολα λόγω των ιδιαίτερων χηµικών ιδιοτήτων τους 

και συµµετέχουν ως συµπαράγοντες σε αντιδράσεις µεταφοράς ηλεκτρονίων και 

οξειδοαναγωγής. Ο ψευδάργυρος δεν είναι οξειδοαναγωγικά ενεργός, όµως αποτελεί 

βασικό καταλυτικό ή/και δοµικό στοιχείο πολλών ενζύµων και πρωτεϊνικών περιοχών 

αλληλεπίδρασης µε DNA ή άλλες πρωτεΐνες.    

Ο σίδηρος και ο χαλκός, στους οποίους επικεντρώνεται η παρούσα µελέτη, 

αποτελούν βασικά στοιχεία ενός µεγάλου αριθµού ζωτικών λειτουργιών των 

οργανισµών όπως είναι η µεταφορά οξυγόνου, ο µεταβολισµός της ενέργειας, η 

µιτοχονδριακή αναπνοή, η σύνθεση DNA και η αποτοξίνωση από τις ελεύθερες ρίζες. 

Η παρουσία τους σε περίσσεια, όµως, είναι βλαπτική για τα κύτταρα λόγω της 

ευκολίας µε την οποία αντιδρούν µε το µοριακό οξυγόνο, επάγοντας το σχηµατισµό 

ελευθέρων ριζών. Οι οργανισµοί, συνεπώς, έχουν αναπτύξει ρυθµιστικούς 

(οµοιοστατικούς) µηχανισµούς για να διατηρούν τα µέταλλα αυτά σε µη τοξικά 
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επίπεδα. Ο µεταβολισµός του σιδήρου και του χαλκού παρουσιάζει σηµαντική 

συντήρηση από το σακχαροµύκητα ως τα φυτά και τον άνθρωπο, τόσο σε επίπεδο 

µεµονωµένων πρωτεϊνών όσο και ολόκληρων µονοπατιών [55, 159]. Για παράδειγµα, 

οι βασικές για το µεταβολισµό των δύο µετάλλων πρωτεΐνες Fet3, Yfh1 και Ccc2 του 

σακχαροµύκητα, παρουσιάζουν δοµική και λειτουργική οµολογία µε τις πρωτεΐνες 

σερουλοπλασµίνη, φραταξίνη και ΜΝΚ (πρωτεΐνη Menkes) ή WD (πρωτεΐνη 

Wilson) του ανθρώπου αντίστοιχα, των οποίων µεταλλαγές προκαλούν σοβαρές 

παθολογικές διαταραχές σχετιζόµενες µε έλλειψη ή υπερεπάρκεια σιδήρου ή χαλκού 

[6]. Η κατανόηση, συνεπώς, της φυσιολογίας των δύο µετάλλων στο σακχαροµύκητα, 

βοηθά σηµαντικά να κατανοηθούν αντίστοιχοι µηχανισµοί των ανώτερων 

οργανισµών, διευκολύνοντας παράλληλα το έργο της ιατρικής αλλά και της 

γεωργικής και περιβαλλοντικής επιστήµης.  

 

0.2  Τοξικές συνέπειες του σιδήρου και του χαλκού 

Η ικανότητα του σιδήρου και του χαλκού να αποδίδουν ηλεκτρόνια στο µοριακό 

οξυγόνο και να δηµιουργούν, µε αυτόν τον τρόπο, αντιδρώντα είδη οξυγόνου 

(Reactive Oxygen Species - ROS) καθιστά τα µέταλλα αυτά δυνητικά τοξικά για το 

κύτταρο [160] Ο ελεύθερος Fe(II) ή Cu(I) καταλύει, µε την αυτοοξείδωσή του, την 

παραγωγή αρχικά ριζών σουπεροξειδίου (.Ο2
-) και στη συνέχεια υπεροξειδίου του 

υδρογόνου (Η2Ο2) [101] ως εξής: 

Fe2+ + O2      Fe3+ + .Ο2
- 

Fe2+ + .Ο2
- + 2H+      Fe3+ + H2O2 

Το τελευταίο επίσης οξειδώνει το Fe(II) ή Cu(I) µε αποτέλεσµα την παραγωγή των 

πολύ δραστικών ριζών υδροξυλίου (.ΟΗ) [101] ως εξής:   

Fe2+ + H2O2       Fe3+ + ΟΗ- + .ΟΗ   (αντίδραση Fenton) 

Οι ρίζες σουπεροξειδίου έχει δειχτεί ότι προωθούν την οξείδωση των συµπλεγµάτων 

[4Fe-4S] πολλών ενζύµων, προκαλώντας την απελευθέρωση Fe(II) ο οποίος 

ανατροφοδοτεί την αντίδραση Fenton [100]. Οι ρίζες υδροξυλίου προσβάλλουν και 

καταστρέφουν βιοµόρια όπως οι πρωτεΐνες, τα λιπίδια και το DNA και οδηγούν σε 

κυτταρική απόπτωση [112]. Τα κύτταρα αντιµετωπίζουν το πρόβληµα της 

οξειδωτικής καταστροφής αφενός µέσω µηχανισµών αποτοξίνωσης από τις ελεύθερες 

ρίζες και αφετέρου ελέγχοντας στενά τις συγκεντρώσεις ελευθέρου σιδήρου και 

χαλκού. Η δισµουτάση-Cu,Zn του σουπεροξειδίου, που αποτελεί βασικό ένζυµο της 
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κυτταρικής άµυνας κατά του οξειδωτικού στρες, καταλύει τη µετατροπή των ριζών 

σουπεροξειδίου σε υπεροξείδιο του υδρογόνου [36] ως εξής: 

2(.Ο2
-) + 2Η+      Ο2 + Η2Ο2 

Με αυτόν τον τρόπο προστατεύει τα ένζυµα που διαθέτουν συµπλέγµατα [4Fe-4S] 

και παράλληλα αποτρέπει τη χηµική συσσώρευση ελεύθερου σιδήρου στο κύτταρο. 

Η περίσσεια υπεροξειδίου του υδρογόνου που δηµιουργείται από τη δράση της 

εξαλείφεται από υπεροξειδάσες όπως η καταλάση, η υπεροξειδάση της 

γλουταθειόνης και η οξειδάση του κυτοχρώµατος c. Η διατήρηση των 

συγκεντρώσεων του ελεύθερου σιδήρου και χαλκού σε µη τοξικά επίπεδα µέσα στο 

κύτταρο επιτυγχάνεται µέσω ενός οµοιοστατικού µηχανισµού ρύθµισης της 

πρόσληψης, µεταφοράς και αποθήκευσης των µετάλλων, ο οποίος περιγράφεται 

παρακάτω. 

 

0.3  Η πρόσληψη του σιδήρου και του χαλκού στο σακχαροµύκητα 

Ο σίδηρος και ο χαλκός απαντούν στη φύση στην οξειδωµένη µορφή τους (Fe3+ και 

Cu2+ αντίστοιχα) η οποία, στην περίπτωση του πρώτου, είναι ιδιαίτερα δυσδιάλυτη. 

Εποµένως, για να καταστεί δυνατή η µεταφορά του σιδήρου στο εσωτερικό του 

κυττάρου είναι απαραίτητη η αναγωγή του στη διαλυτή δισθενή µορφή Fe2+ ενώ και η 

αντίστοιχη µεταφορά του χαλκού διευκολύνεται από την αναγωγή του, πριν ή κατά 

την πρόσληψη, στη (χαλαρότερα δεσµευόµενη και συνεπώς ευκολότερα 

µεταφερόµενη) µονοσθενή µορφή Cu1+. Η αναγωγή των δύο µετάλλων 

πραγµατοποιείται στην εξωτερική πλευρά της πλασµατικής µεµβράνης από τις 

µεµβρανικές αναγωγάσες Fre1 και Fre2 [23, 24, 40, 50].   

Η µεταφορά του ανηγµένου σιδήρου δια µέσου της πλασµατικής µεµβράνης 

διαµεσολαβείται από µεµβρανικούς µεταφορείς υψηλής ή χαµηλής αγχιστείας για το 

µέταλλο (δηλαδή περισσότερο ή λιγότερο ευαίσθητους στη συγκέντρωσή του). Το 

σύµπλοκο Fet3/Ftr1 ανήκει στην πρώτη κατηγορία (Km=0.15µM) και είναι 

εξειδικευµένο για το σίδηρο. Αποτελείται από την οξειδάση Fet3 [5] η οποία είναι µια 

χαλκοπρωτεΐνη που παγιδεύει και επανοξειδώνει τον ανηγµένο σίδηρο και την 

περµεάση Ftr1 [147] που τον µεταφέρει στη συνέχεια µέσα στο κύτταρο (εικόνα 

0.1Α). Επίσης, ο Fet4, ένας (µη εξειδικευµένος για το σίδηρο) µεταφορέας 

µεταλλικών κατιόντων χαµηλής αγχιστείας (Km>30µΜ), είναι υπεύθυνος για την 

πρόσληψη σιδήρου σε αναερόβιες συνθήκες [31, 30, 60, 164] αφού το σύµπλοκο 

Fet3/Ftr1  χρειάζεται  οξυγόνο για να καταλύσει την οξείδωση του δισθενούς σιδήρου 



 4

                                 Α                                            Β 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                        Γ 
                                                                                                                    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Εικόνα 0.1 
Συστήµατα πρόσληψης σιδήρου στο σακχαροµύκητα. (Α) Το σύµπλοκο οξειδάσης-
περµεάσης σιδήρου Fet3/Ftr1 [76]. Πάνω: η οξειδάση Fet3 έχει µια θέση χαλκού τύπου 1 
(blue copper site), µια τύπου 2 (non-blue copper site) και µια τύπου 3 (binuclear copper 
cluster). Η οξείδωση του Fe2+ γίνεται στη θέση τύπου 1 ενώ η αναγωγή του µοριακού 
οξυγόνου στο τριπυρηνικό σύµπλοκο. Κάτω: το σύµπλοκο Fet3/Ftr1 απεικονίζεται στην 
πλασµατική µεµβράνη. ∆ύο διαµεµβρανικά µοτίβα REXLE και η καρβοξυτελική κυττα-
ροπλασµατική περιοχή του Ftr1 αποτελούν περιοχές απαραίτητες για τη λειτουργία 
πρόσληψης σιδήρου (η τελευταία περιέχει µη λειτουργικά απαραίτητα µοτίβα ΕΧΧΕ). 
(Β) Στάδια συγκρότησης του συµπλόκου Fet3/Ftr1 [147]. (1) Βιοσύνθεση των δύο πρω-
τεϊνών στο ενδοπλασµατικό δίκτυο, (2) συνάθροισή τους σε κυστίδιο Golgi, (3) “φόρ-
τωµα” της Fet3 µε χαλκό ο οποίος αντλείται στο κυστίδιο από την ΑΤΡάση Ccc2 και (4) 
µετατόπιση του συµπλόκου στην πλασµατική µεµβράνη. Μεταλλαγές στις Ccc2 ή Ftr1 
παρεµποδίζουν ειδικά την κυτταρική υψηλής αγχιστείας πρόσληψη σιδήρου. (Γ) Πρόσ-
ληψη σιδήρου µέσω σιδηροφόρων [127]. Οι µαννοπρωτεΐνες Fit παγιδεύουν τα σύµπλο-
κα σιδήρου-σιδηροφόρων στο κυτταρικό τοίχωµα. Ο δεσµευµένος σίδηρος µπορεί να 
αναχθεί και να ελευθερωθεί από το σιδηροφόρο από τις αναγωγάσες Fre και στη συνέ-
χεια να προσληφθεί από το σύστηµα υψηλής αγχιστείας Fet3/Ftr1 ή το µεταφορέα χαµη-
λής αγχιστείας Fet4. Εναλλακτικά, τα συµπλόκα σιδήρου-σιδηροφόρων µπορούν να 
προσληφθούν από τους ειδικούς για κάθε τύπο σιδηροφόρου µεταφορείς Arn. Το κατά 
πόσο η ενδοκυττάρωση εµπλέκεται στη διαδικασία πρόσληψης µέσω των µεταφορέων 
Arn είναι υπό διερεύνηση.   

 
 

 

[51]. Τέλος, οι µεταφορείς µαγγανίου της πλασµατικής µεµβράνης Smf1 και Smf2 

εµπλέκονται πιθανώς και στην πρόσληψη σιδήρου καθώς βρέθηκε ότι η έλλειψή τους  
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επιδεινώνει τη στέρηση του µετάλλου σε ένα στέλεχος fet3∆ fet4∆ [97].  

Ο ανηγµένος χαλκός µεταφέρεται µέσα στο κύτταρο από τους µεταφορείς 

υψηλής αγχιστείας (Km=1-4µM) Ctr1 και Ctr3 [25, 22, 71, 126]. Είναι αξιοσηµείωτο 

ότι η έκφραση του γονιδίου CTR3, το οποίο αποµονώθηκε ως καταστολέας του 

φαινοτύπου πείνας για χαλκό του στελέχους ctr1∆ [71], είναι εξουδετερωµένη σε 

πολλά εργαστηριακά στελέχη σακχαροµύκητα. Αυτό οφείλεται στο ότι στα στελέχη 

αυτά υπάρχει ένθεση ενός µεταθετού στοιχείου Ty2 στον υποκινητή του γονιδίου, 

µεταξύ του κουτιού TATA και του σηµείου έναρξης της µεταγραφής. Η αιτιολόγηση 

του φαινοµένου πιθανώς βρίσκεται στην προέλευση των στελεχών αυτών από έναν 

κοινό πρόγονο στον οποίο το CTR3 σίγησε εξαιτίας ενός τυχαίου γεγονότος 

µετάθεσης [71]. Οι µεταφορείς Ctr1 και Ctr3 έχουν πολύ µικρή αµινοξική οµολογία 

παρά το ότι είναι λειτουργικά ανταλλάξιµοι και µέχρι τώρα δεν υπάρχουν δεδοµένα 

που να αποδεικνύουν ότι έχουν (αλληλεπικαλυπτόµενους) διακριτούς ρόλους. 

Επιπλέον, οι µεταφορείς της πλασµατικής µεµβράνης Fet4, Smf1 και Smf2 βρέθηκε 

ότι σχετίζονται µε χαµηλής αγχιστείας πρόσληψη ιόντων χαλκού χωρίς να έχουν 

διευκρινιστεί οι φυσιολογικές συνθήκες κάτω από τις οποίες την πραγµατοποιούν 

[49, 103].  

Η υψηλής αγχιστείας µεταφορά σιδήρου µέσω της πλασµατικής µεµβράνης  

εξαρτάται άµεσα από το χαλκό καθώς η ενσωµάτωση χαλκού στην οξειδάση Fet3, 

που γίνεται σε εκκριτικά κυστίδια του συστήµατος Golgi, είναι καθοριστική για τη 

λειτουργία του συµπλόκου Fet3/Ftr1 [147, 179]. Ο χαλκός µεταφέρεται και αντλείται 

στα κυστίδια από τη σαπερόνη Atx1 και την (οµόλογη των πρωτεϊνών Menkes και 

Wilson των θηλαστικών) ATPάση Ccc2 αντίστοιχα και ακολουθεί η ενσωµάτωσή του 

στην apoFet3 του συµπλόκου Fet3/Ftr1 το οποίο µετατοπίζεται στην πλασµατική 

µεµβράνη όταν το κύτταρο χρειάζεται σίδηρο [99, 134, 180] (εικόνα 0.1Β). Στη 

διαδικασία της ενσωµάτωσης απαιτείται η παρουσία ιόντων χλωρίου (ως 

αλλοστερικών τροποποιητών) η οποία εξασφαλίζεται µέσα στα κυστίδια από την 

αντλία Gef1 [26]. Από τα παραπάνω γίνεται σαφές ότι η έλλειψη χαλκού οδηγεί σε 

έλλειψη σιδήρου στο κύτταρο.   

Ένας εναλλακτικός µηχανισµός πρόσληψης σιδήρου στηρίζεται σε χαµηλού 

µοριακού βάρους οργανικά µόρια που δεσµεύουν τρισθενή σίδηρο ειδικά και µε 

ιδιαίτερα υψηλή αγχιστεία, τα σιδηροφόρα. Ο σακχαροµύκητας δε διαθέτει την 

ικανότητα να συνθέτει και να εκκρίνει αυτούς τους ισχυρούς χηλικούς δεσµευτές του 

µετάλλου (κάτι που κάνουν οι περισσότεροι µικροοργανισµοί και µερικά φυτά), όµως 
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µπορεί να προσλαµβάνει τα σιδηροφόρα άλλων οργανισµών εφαρµόζοντας µια 

καιροσκοπική στρατηγική πρόσληψης σιδήρου [90]. Στα πλαίσια της στρατηγικής 

αυτής, οι µαννοπρωτεΐνες Fit1-3 [133] του κυτταρικού τοιχώµατος παγιδεύουν τα 

σύµπλοκα σιδηροφόρων-σιδήρου στον περιπλασµικό χώρο και στη συνέχεια είτε 

αυτά αναγνωρίζονται και προσλαµβάνονται από τους ειδικούς µεταφορείς 

σιδηροφόρων της πλασµατικής µεµβράνης Arn1, Arn2/Taf1, Arn3/Sit1 και 

Arn4/Enb1 [182] είτε ο δεσµευµένος σε αυτά σίδηρος ανάγεται από τις αναγωγάσες 

Fre και απελευθερώνεται για να µεταφερθεί έπειτα στο εσωτερικό του κυττάρου από 

τους µεταφορείς ανηγµένου σιδήρου της πλασµατικής µεµβράνης (εικόνα 0.1Γ). Έχει 

βρεθεί ότι οι αναγωγάσες Fre1 και Fre2, εκτός από άλατα τρισθενούς σιδήρου, 

ανάγουν και σίδηρο που είναι δεσµευµένος σε διάφορους τύπους σιδηροφόρων [181]. 

Παράλληλα το γένωµα του σακχαροµύκητα περιέχει πέντε ακόµα γονίδια οµόλογα 

των FRE1 και FRE2, τα FRE3-7 [109, 41], από τα οποία τα FRE3 και FRE4 έχει 

δειχτεί ότι κωδικοποιούν αναγωγάσες της πλασµατικής µεµβράνης µε εξειδίκευση σε 

συγκεκριµένους τύπους σιδηροφόρων [181] ενώ η λειτουργία των υπολοίπων 

παραµένει προς το παρόν αδιευκρίνιστη. Έχει διαπιστωθεί ότι όταν η συγκέντρωση 

σιδηροφόρων στον εξωκυτταρικό χώρο είναι χαµηλή, το κύτταρο χρησιµοποιεί το 

σύστηµα των µεταφορέων Arn για την πρόσληψη του δεσµευµένου σε αυτά σιδήρου 

ενώ σε υψηλότερες συγκεντρώσεις τους, ενεργοποιεί παράλληλα και το µηχανισµό 

αναγωγικής πρόσληψης [127].  

∆εδοµένου ότι οι µεταφορείς µετάλλων της πλασµατικής µεµβράνης δεν 

έχουν δράση ATPάσης, η απαραίτητη ενέργεια για την εισαγωγή µεταλλοκατιόντων 

στο κύτταρο θα πρέπει να εξασφαλίζεται µε άλλο τρόπο. Πιθανώς, η µεταφορά τους 

µέσω της πλασµατικής µεµβράνης είναι ενεργειακά συζευγµένη µε την αντίστοιχη 

µεταφορά (συµµεταφορά ή αντιµεταφορά) άλλων ιόντων (π.χ. Η+, Κ+ ή Na+). Σε 

συµφωνία µε αυτό, µια παλαιότερη µελέτη που έγινε in vitro έδειξε ότι στο 

σακχαροµύκητα η πρόσληψη ιόντων χαλκού συνδέεται µε την εκροή ιόντων καλίου 

στα πλαίσια µηχανισµού αντιµεταφοράς [29].  

 

0.4  Μεταφορά και αποθήκευση του σιδήρου και του χαλκού στο κύτταρο 

Μέσα στο κύτταρο, οι νεοεισερχόµενοι σίδηρος και χαλκός αποµονώνονται σε 

υποκυτταρικά διαµερίσµατα ή δεσµεύονται σε ειδικές πρωτεΐνες για αποφυγή των 

τοξικών συνεπειών τους και µελλοντική χρήση. Τα βακτήρια και τα θηλαστικά 

δεσµεύουν το σίδηρο στη φερριτίνη στο διαλυτό κυτταρόπλασµα [2] ενώ τα φυτά 
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στην πλαστιδιακή φυτοφερριτίνη [12]. Ο σακχαροµύκυτας, ωστόσο, δε διαθέτει 

φερριτίνη και έτσι πιθανώς αποµονώνει το σίδηρο µέσα σε κενοτόπια, εισάγοντάς τον 

σε αυτά µέσω των καναλιών Ccc1 και Smf3 [94, 130]. Το σύµπλοκο 

οξειδάσης/περµεάσης Fet5/Fth1 πιθανώς εξάγει τον αποθηκευµένο σίδηρο των 

κενοτοπίων στο κυτοδιάλυµα όταν η συγκέντρωση του µετάλλου στο τελευταίο 

µειωθεί σηµαντικά [158]. Ο χαλκός, από την άλλη, δεσµεύεται στο κυτοδιάλυµα σε 

µεταλλοθειονίνες (µικρές πλούσιες σε κυστεΐνες πρωτεΐνες, όπως οι Cup1 και Crs5), 

των οποίων η µεταγραφή επάγεται από τον ενεργοποιητή Ace1 σε συνθήκες υψηλής 

συγκέντρωσης του µετάλλου [102], ή αποµονώνεται σε κενοτόπια [32, 150] από τα 

οποία πιθανώς εξάγεται µέσω του µεµβρανικού χαµηλής αγχιστείας µεταφορέα Ctr2 

[65, 131]. 

Το πώς ο σίδηρος µεταφέρεται στα διάφορα υποκυτταρικά διαµερίσµατα και 

οργανίδια, δεν είναι γνωστό. Για το χαλκό, όµως, έχουν ταυτοποιηθεί τρείς 

σαπερόνες οι οποίες τον διανέµουν σε µόρια-στόχους ή σε κυτταρικά οργανίδια, 

ελαχιστοποιώντας την τοξική επίδρασή του στο κύτταρο. Η Atx1, όπως συζητήσαµε 

στην προηγούµενη ενότητα, τον µεταφέρει σε κυστίδια του συστήµατος Golgi στα 

οποία τον αντλεί η ΑΤΡάση Ccc2. Η Lys7 τον µεταφέρει στη δισµουτάση-Cu,Zn του 

σουπεροξειδίου (Sod1) ενώ η Cox17 στο µιτοχόνδριο [125]. Έχουν βρεθεί οµόλογες 

των τριών αυτών πρωτεϊνών στον άνθρωπο, οι HAH1, CCS και hCox17 αντίστοιχα 

[125]. Μάλιστα, η διανοµή του χαλκού από τη CCS στη Cu,Zn-SOD βρέθηκε ότι 

εµποδίζεται από την αλληλεπίδραση της πρώτης µε την X11α, µια πρωτεϊνη που 

αλληλεπιδρά και µε το πεπτίδιο APP της Alzheimer [110]. Οµόλογη της Χ11α δεν 

έχει βρεθεί στη ζύµη.  

Μέχρι τώρα έγινε µια γενική περιγραφή του κυτταρικού µεταβολισµού του 

σιδήρου και του χαλκού στο σακχαροµύκητα, ο οποίος απεικονίζεται συνολικά και 

απλουστευτικά στην εικόνα 0.2. Η έκφραση των βασικών στοιχείων του 

µεταβολισµού των δύο µετάλλων επάγεται µεταγραφικά από την έλλειψη του 

σιδήρου ή/και του χαλκού. Η µεταγραφική αυτή ρύθµιση διαµεσολαβείται από τους 

ενεργοποιητές Aft1, Aft2 και Mac1 από τους οποίους οι δύο πρώτοι σχετίζονται µε το 

σίδηρο και ο τελευταίος µε το χαλκό και δε συζητείται στην εισαγωγή, καθώς 

αποτελεί το αντικείµενο των τριών κεφαλαίων που την ακολουθούν. 

 

0.5  Ο σίδηρος και ο χαλκός στα µιτοχόνδρια  

Ο  σίδηρος  και  ο  χαλκός  είναι  απαραίτητα  συστατικά  πολλών οξειδοαναγωγικών  
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Εικόνα 0.2 
Μεταβολισµός σιδήρου και χαλκού στο σακχαροµύκητα. Γενικό σχήµα που απεικονί-
ζει το µεταβολισµό των δύο µετάλλων στο σακχαροµύκητα. Για σχετικές λεπτοµέρειες  
βλ. στο κείµενο. Οι πρωτεΐνες που εξαρτώνται από τους µεταγραφικούς ενεργοποιητές 
Aft1 και Aft2 (ή από τον Aft1 αποκλειστικά) σηµειώνονται µε κόκκινο χρώµα. Οι απο-
κλειστικά εξαρτώµενες από τον Aft2 σηµειώνονται µε κίτρινο και οι αποκλειστικά 
εξαρτώµενες από τον Mac1 µε πράσινο (η Fre1 εξαρτάται και από τον Aft1 και από τον 
Mac1). Η έκφραση των σηµειωµένων µε γκρίζο χρώµα πρωτεϊνών δε ρυθµίζεται από 
τους παραπάνω µεταγραφικούς παράγοντες.  

 
 

 

ενζύµων λόγω της ιδιότητάς τους να δίνουν και να δέχονται ηλεκτρόνια. Είναι 

φυσιολογικό, εποµένως, να απαντώνται στα µιτοχόνδρια όπου συµµετέχουν στην 

οξειδωτική φωσφορυλίωση ως βασικά συστατικά της αναπνευστικής αλυσίδας. Ενώ 

όµως ο σίδηρος αφθονεί στα οργανίδια αυτά κυρίως µε τη µορφή συµπλεγµάτων 

σιδήρου-θείου (Fe-S clusters) και αίµης, ο µόνος γνωστός µιτοχονδριακός ρόλος του 

χαλκού είναι, ως συστατικού της οξειδάσης του κυτοχρώµατος c, στην αναγωγή του 

µοριακού οξυγόνου η οποία αποτελεί το τελευταίο στάδιο της αναπνευστικής 

µεταφοράς ηλεκτρονίων. Ο µεταβολισµός του σιδήρου στα µιτοχόνδρια είναι πολύ 

σηµαντικός  για  την  κυτταρική  οµοιοστασία  του  µετάλλου  ενώ  και  ο  ρόλος  του  

χαλκού σε αυτά είναι καθοριστικός για την αναπνευστική λειτουργία. 
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0.5.1  Ο µεταβολισµός του σιδήρου στα µιτοχόνδρια 

Τα µιτοχόνδρια είναι ο αποκλειστικός τόπος σύνθεσης συµπλεγµάτων σιδήρου-θείου 

µέσα στο κύτταρο τα οποία στη συνέχεια ενσωµατώνονται είτε σε πρωτεΐνες των 

συµπλόκων Ι, ΙΙ και ΙΙΙ της αναπνευστικής αλυσίδας είτε, αφού εξαχθούν από το 

οργανίδιο, σε πρωτεΐνες του κυτοδιαλύµατος [98]. Επίσης στα µιτοχόνδρια γίνεται η 

ενσωµάτωση του σιδήρου στην πορφυρίνη που αποτελεί το τελικό στάδιο στη 

βιοσύνθεση της αίµης. Η αίµη στη συνέχεια, µε τη σειρά της, είτε ενσωµατώνεται στα 

κυτοχρώµατα της αναπνευστικής αλυσίδας είτε εξάγεται από το οργανίδιο µε 

προορισµό πρωτεΐνες του κυτοδιαλύµατος [87]. Ο καθοριστικός ρόλος των 

µιτοχονδρίων στη διαδικασία ενσωµάτωσης του σιδήρου στις σιδηροπρωτεΐνες τα 

καθιστά µαγνήτες του µετάλλου µέσα στο κύτταρο. Η παρεµπόδιση, για οποιοδήποτε 

λόγο, της σύνθεσης συµπλεγµάτων σιδήρου-θείου και αίµης οδηγεί στη συσσώρευση 

ελευθέρου σιδήρου µέσα σε αυτά, µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία ελευθέρων ριζών 

και την πρόκληση οξειδωτικού στρες. Παράλληλα, προκαλεί γενική έλλειψη 

χρηστικού σιδήρου µέσα στο κύτταρο και συνεπώς απώλεια των µεταβολικών και 

αναπνευστικών λειτουργιών. Ο σίδηρος διατηρείται σε µη τοξικά επίπεδα µέσα στα 

µιτοχόνδρια, κάτω από κανονικές συνθήκες, µε την εξασφάλιση ισορροπίας µεταξύ 

της εισόδου του και της εξόδου συµπλεγµάτων σιδήρου-θείου και αίµης.  

Ο τρόπος µεταφοράς του µετάλλου στο µιτοχόνδριο δεν είναι γνωστός. Με 

την εισαγωγή του σε αυτό, πάντως, έχει βρεθεί ότι σχετίζονται τέσσερεις µεµβρανικές 

πρωτεΐνες, χωρίς να έχει διευκρινιστεί ο ακριβής τους ρόλος. Πρόκειται για τους 

µιτοχονδριακούς µεταφορείς σιδήρου Mmt1 και Mmt2 [96, 4]) και τους µεταφορείς 

τύπου MCP (mitochondrial carrier proteins) Mrs3 και Mrs4 [35, 116]. Σηµαντικό 

συστατικό της κυτταρικής και µιτοχονδριακής οµοιοστασίας του σιδήρου στη ζύµη 

αποτελεί η πρωτεΐνη Yfh1 που είναι οµόλογη της φραταξίνης του ανθρώπου 

(υπεύθυνης για το νευροεκφυλιστικό σύνδροµο Friedreich’s ataxia) [8]. Η απώλεια 

της Yfh1 προκαλεί συσσώρευση σιδήρου στο µιτοχόνδριο και ταυτόχρονη έλλειψή 

του στο κυτοδιάλυµα, παρεµπόδιση της αναπνοής και οξειδωτική καταστροφή του 

µιτοχονδριακού και πυρηνικού DNA [8, 34, 167, 66]. Η υπερέκφραση του γονιδίου 

CCC1 (που όπως είδαµε εµπλέκεται στην µεταφορά σιδήρου στα κενοτόπια) σε ένα 

στέλεχος yfh1∆, αποκαθιστά πλήρως την αναπνοή, µειώνοντας τα επίπεδα χρηστικού 

σιδήρου στο κυτοδιάλυµα και αποτρέποντας τη συσσώρευση σιδήρου στο 

µιτοχόνδριο [18]. Ο φαινότυπος που σχετίζεται µε τη Yfh1 εξηγείται  από  µια  σειρά 
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Εικόνα 0.3 
Η φραταξίνη του σακχαροµύκητα λειτουργεί παράλληλα ως σαπερόνη και 
αποθηκευτική πρωτεΐνη µιτοχονδριακού σιδήρου. Προτεινόµενος µηχανισµός δράσης 
σε συνθήκες χαµηλής (Α) ή υψηλής (Β) διαθεσιµότητας σιδήρου [121]: Μονοµερή 
φραταξίνης ενεργοποιούνται, παρουσία οξυγόνου, από το δισθενή σίδηρο και 
σχηµατίζουν τριµερή που διαθέτουν αρνητικά φορτισµένες εσωτερικές επιφάνειες. Πάνω 
σε αυτές δεσµεύεται δισθενής σίδηρος και καταλύεται η οξείδωση του στην τρισθενή 
µορφή µε αποτέλεσµα το σχηµατισµό µικροκρυστάλλων ενυδατωµένων σιδηροοξειδίων 
(ferrihydrite crystallites). Όταν η συγκέντρωση του διαλυτού δισθενούς σιδήρου υπερβεί 
αυτή των διαθέσιµων θέσεων σιδηροοξείδωσης, αρχίζει µια αργή διαδικασία 
αυτοοξείδωσης στην επιφάνεια των µικροκρυστάλλων. Σε υψηλές πια συγκεντρώσεις 
του µετάλλου, οι διογκωµένοι µικροκρύσταλλοι ευθυγραµµίζονται και συνδέονται 
µεταξύ τους µε αποτέλεσµα την αλληλεπίδραση των τριµερών και το σχηµατισµό 
πολυµερών. Σε όλη τη διάρκεια αυτών των διαδικασιών, η φραταξίνη λειτουργεί ως 
σαπερόνη παρέχοντας δισθενή σίδηρο είτε στη σιδηροχηλάση που καταλύει την 
ενσωµάτωση του στην αίµη είτε σε πρωτεΐνες Isu που συµµετέχουν στη βιοσύνθεση 
συµπλεγµάτων Fe-S. Με κόκκινα και µαύρα τετράγωνα συµβολίζονται οι Fe(II) και 
Fe(III) αντίστοιχα. Η σιδηροχηλάση φαίνεται ως διαλυτό διµερές µε ένα µόριο 
πρωτοπορφυρίνης ΙΧ και µια θέση δέσµευσης Fe(II) σε κάθε υποµονάδα. 

 
 

      



 11

ευρηµάτων που δείχνουν ότι είναι απαραίτητη για τη βιοσύνθεση των συµπλεγµάτων 

Fe-S [17, 115] και της αίµης [92] στο µιτοχόνδριο. Πρόσφατα αποδόθηκε στην 

πρωτεΐνη αυτή ο παράλληλος ρόλος της σαπερόνης και αποθηκευτικής πρωτεΐνης 

µιτοχονδριακού σιδήρου και περιγράφτηκε ο τρόπος δράσης της [121] (εικόνα 0.3). 

Εκτός από το YFH1, έχει βρεθεί στη ζύµη, µε χρήση γενετικών σχηµάτων, ένας 

αρκετά µεγάλος αριθµός γονιδίων που παίζουν βασικό ρόλο στη µιτοχονδριακή 

οµοιοστασία σιδήρου. Αυτά σχετίζονται µε τη σύνθεση ή την επιδιόρθωση in vivo 

των συµπλεγµάτων Fe-S και πολλά προέρχονται εξελικτικά από τα οπερόνια nif 

(nitrogen fixation) και isc (iron-sulfur cluster assembly) που είναι υπεύθυνα στα 

βακτήρια για το σχηµατισµό της νιτρογενάσης και άλλων σιδηροθειοπρωτεϊνών 

αντίστοιχα. Τα προϊόντα τους περιλαµβάνουν τη δεσουλφουράση κυστεΐνης Nfs1 

[149, 70], τις πρωτεΐνικές “σκαλωσιές” (scaffold proteins) Isu1/Isu2 [38], Nfu1 [140] 

και Isa1/Isa2 [59, 67, 124], τις σαπερόνες πρωτεϊνών Ssq1(Ssc2) (τύπου Hsp70) και 

Jac1 (τύπου J) [72, 149, 163, 106, 69, 162], τη γλουταρεδοξίνη Grx5 [136], τη 

φερρεδοξίνη Yah1 [86] και την αναγωγάση της φερρεδοξίνης Arh1 [93]1. Πρόσφατα, 

προσδιορίστηκε in vivo, µε χρήση των κατάλληλων µεταλλαγών σε κύτταρα ζύµης 

ραδιοσηµασµένα µε 55Fe, η διαδοχή της πρωτεϊνικής δράσης που οδηγεί στη σύνθεση 

των συµπλεγµάτων Fe-S [114] (εικόνα 0.4). Την ευθύνη της εξαγωγής των 

συµπλεγµάτων αυτών από το µιτοχόνδριο στο κυτοδιάλυµα έχουν δύο µεταφορείς της 

εσωτερικής µιτοχονδριακής µεµβράνης, ο Atm1 (τύπου ABC) [70] και ο Yhm1 

(τύπου MCP) [91] µαζί µε τη σουλφυδρυλοξειδάση Erv1 [88] που βρίσκεται στο 

µιτοχονδριακό διαµεµβρανικό χώρο. Η έλλειψη οποιασδήποτε πρωτεΐνης από τις 

προαναφερθείσες οδηγεί σε µιτοχονδριακή συσσώρευση σιδήρου ενώ ειδικά οι Isu1 

και Isu2 (µαζί) και η Erv1 είναι απαραίτητες για τη βιωσιµότητα. Έχει βρεθεί, τέλος, 

ότι η γλουταθειόνη παίζει σηµαντικό ρόλο στην ωρίµανση των σιδηροθειοπρωτεϊνών 

του κυτοδιαλύµατος [145]. Η δράση της ακολουθεί αυτή του µεταφορέα Atm1 και 

σχετίζεται είτε µε τη σταθεροποίηση του συµπλέγµατος Fe-S για 

αποτελεσµατικότερη µεταφορά του στην αποπρωτεΐνη είτε µε την ίδια τη µεταφορά ή 

ενσωµάτωσή του σε αυτή είτε, τέλος, µε την αποτροπή  σχηµατισµού  δισουλφιδικών 

δεσµών µεταξύ των ελεύθερων κυστεϊνών της αποπρωτεΐνης που πρόκειται να 

“υποδεχτούν” το σύµπλεγµα [145].   

                                                 
1Οµόλογες βακτηριακές πρωτεΐνες υπάρχουν για τις Nfs1 (NifS/IscS), Isu1/Isu2 (IscU/NifU), 

Nfu1 (NifU), Isa1/Isa2 (IscA), Ssq1 (HscA), Jac1 (HscB) και Yah1(Fdx).  
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Εικόνα 0.4 
Λειτουργικό µοντέλο βιογένεσης των συµπλεγµάτων Fe-S στα µιτοχόνδρια [114]. 
(Α) ∆οµές συµπλεγµάτων Fe-S. (Β) Στο εσωτερικό του µιτοχονδρίου, ο δισθενής 
σίδηρος προσδένεται στις απαραίτητες για τη βιωσιµότητα πρωτεΐνες Isu1/2 που 
χρησιµεύουν ως “σκαλωσιά” για τη συγκρότηση de novo ενός συµπλέγµατος Fe-S. 
Απαραίτητη είναι η συνδροµή της δεσουλφουράσης κυστεΐνης Nfs1 που παρέχει το 
απαιτούµενο θείο στην αντίδραση και του συµπλόκου φερρεδοξίνης/αναγωγάσης της 
φερρεδοξίνης Yah1/Arh1 που πιθανώς ανάγει το θείο κατά την ενσωµάτωση του στο 
σύµπλεγµα. Επιπλέον, η πρωτεΐνη Yfh1(φραταξίνη) παίζει καθοριστικό ρόλο στο 
“φόρτωµα” των Isu µε σίδηρο. Οι σαπερόνες Ssq1 και Jac1 και η γλουταρεδοξίνη Grx5 
δρουν σε επόµενο στάδιο και είναι υπεύθυνες για την απόσπαση του συµπλέγµατος Fe-S 
από τις Isu ή/και την εισαγωγή του στην αποπρωτεΐνη. Οι πρωτεΐνες Isa1/2 έχουν 
παρόµοιες ιδιότητες µε τις Isu αλλά παίζουν λιγότερο σηµαντικό ρόλο στη διαδικασία 
της βιογένεσης. Η αναγκαιότητα για κυστεΐνη, NADH και ATP τεκµηριώθηκε µε την 
ανασύσταση της διαδικασίας in vitro. Ο δισθενής σίδηρος εισάγεται στο µιτοχόνδριο 
µέσω µη προσδιορισµένου µεταφορέα, οδηγούµενος από κινητήρια δύναµη πρωτονίων 
(proton motive force).  

 
 

 

Οι µέχρι τώρα γνώσεις µας για το µεταβολισµό του σιδήρου στη ζύµη 

δείχνουν ότι τα µιτοχόνδρια παίζουν καθοριστικό ρόλο στην κυτταρική οµοιοστασία 

του. Ενώ, λοιπόν, η είσοδος και η αποθήκευση του σιδήρου µέσα στο κύτταρο 

ρυθµίζεται ανάλογα µε τη διαθεσιµότητά του στο θρεπτικό µέσο, η κατάλληλη 

επεξεργασία του στα µιτοχόνδρια φαίνεται ότι αποτελεί τον παράγοντα κλειδί για τη 

διατήρηση της κυτταρικής συγκέντρωσής του σε ισορροπία. 

 

0.5.2  Ο µεταβολισµός του χαλκού στα µιτοχόνδρια  

Ο χαλκός δεν είναι τόσο άφθονος όσο ο σίδηρος µέσα στο κύτταρο, όµως ο ρόλος 

του στον κυτταρικό µεταβολισµό είναι καθοριστικός. ∆ρα ως συµπαράγοντας 

τελικών οξειδασών σε διάφορα µεταβολικά µονοπάτια. Στα µιτοχόνδρια, εντοπίζεται 

αποκλειστικά στην οξειδάση του κυτοχρώµατος c, στο σύµπλοκο IV της 
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αναπνευστικής αλυσίδας. ∆ύο άτοµα χαλκού βρίσκονται στο διπυρηνικό κέντρο CuA 

της υποµονάδας 2 και ένα στο µονοπυρηνικό κέντρο CuB της υποµονάδας 1 του 

ενζύµου. Η µεταφορά του µετάλλου στα µιτοχόνδρια γίνεται από τη σαπερόνη Cox17 

[43]. Αυτή είναι µια µικρή πρωτεΐνη, πλούσια σε κυστεΐνες, που απαντάται τόσο στο 

κυτοδιάλυµα όσο και στο µιτοχονδριακό διαµεµβρανικό χώρο [9] και έχει τη 

δυνατότητα να δεσµεύει δύο άτοµα χαλκού και να οµοολιγοµερίζεται συγκροτώντας 

πολυχαλκοσύµπλοκα [52]. Η Cox17 χρειάζεται µεν για τη φυσιολογική αναπνευστική 

λειτουργία του κυττάρου, αφού ένα στέλεχος cox17∆ αναπτύσσεται προβληµατικά, 

όµως δεν είναι απαραίτητη για τη βιωσιµότητα καθώς η περίσσεια χαλκού 

επαναφέρει την ανάπτυξη του στελέχους στα φυσιολογικά επίπεδα [43]. Η διαδικασία 

µε την οποία ο χαλκός µεταφέρεται από την Cox17, που βρίσκεται στο 

διαµεµβρανικό χώρο, στην οξειδάση του κυτοχρώµατος µέσα στην εσωτερική 

µεµβράνη του µιτοχονδρίου δεν είναι γνωστή. Τρείς πρωτεΐνες της εσωτερικής 

µιτοχονδριακής µεµβράνης, οι Sco1, Sco2 και Cox11 πιστεύεται ότι εµπλέκονται σε 

αυτή [44, 56]. Η υπερέκφραση της πρώτης σε κύτταρα cox17∆ αποκαθιστά την 

αναπνευστική λειτουργία τους, όµως δεν υπάρχει µέχρι τώρα ένδειξη ότι 

αλληλεπιδρά µε την Cox17. Η ύπαρξη οµοιοτήτων µεταξύ των περιοχών δέσµευσης 

χαλκού της Sco1 και της Cox2 (δεύτερης υποµονάδας της οξειδάσης του 

κυτοχρώµατος c) υποδηλώνουν πιθανή αλληλεπίδραση, µέσω χαλκού, µεταξύ των 

δύο πρωτεϊνών [104]. Η Sco2 είναι οµόλογη µε τη Sco1 και µπορεί επίσης να 

αποκαταστήσει την αναπνευστική ανάπτυξη του µεταλλάγµατος cox17∆, όµως ο 

ρόλος και αυτής στη µεταφορά του χαλκού και στη συγκρότηση της οξειδάσης του 

κυτοχρώµατος c είναι ασαφής. Τέλος, η Cox11 ενδεχοµένως εµπλέκεται στη 

διαδικασία προσθήκης χαλκού στην οξειδάση του κυτοχρώµατος c, όντας οµόλογη µε 

την αντίστοιχη πρωτεΐνη του Rhodobacter sphaeroides η οποία σχετίζεται µε ένα από 

τα τελικά στάδια συγκρότησης της οξειδάσης του κυτοχρώµατος c, πιθανώς µε το 

σχηµατισµό του κέντρου CuB. 

 

0.6  Επίδραση του σιδήρου και του χαλκού στον κυτταρικό µεταβολισµό 

Πρωτεΐνες που περιέχουν σίδηρο ή χαλκό συµµετέχουν σε πολλές και διαφορετικές 

κυτταρικές µεταβολικές διεργασίες [27] (πίνακας 0.1). Ο µεγαλύτερος αριθµός 

σιδηρο- ή χαλκο-πρωτεϊνών χρησιµοποιείται  σε µονοπάτια  µεταβολισµού ενέργειας,  

γεγονός που τα καθιστά εξαιρετικά ευαίσθητα σε  διαταραχές  της  οµοιοστασίας  του 
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Μεταβολισµός σιδήρου και χαλκού 23 % 

Αναπνευστική αλυσίδα 15 % 

Αποφωσφορυλίωση πρωτεϊνών σε κατάλοιπα σερίνης/θρεονίνης  13 % 

Μεταβολισµός νουκλεοτιδίων 12 % 

Μεταβολισµός αµινοξέων  9 % 

Μεταβολισµός πυροσταφυλικού οξέος και κύκλος τρικαρβονικών οξέων 9 % 

Μεταβολισµός λιπαρών οξέων  8 % 

Βιοσύνθεση αίµης  3 % 

Απόκριση σε στρες 3 % 

Άλλες  5 % 
 

 
Πίνακας 0.1 
Ποσοστιαία κατηγοριοποίηση των πρωτεϊνών που περιέχουν σίδηρο ή χαλκό 
ανάλογα µε την κυτταρική διεργασία στην οποία συµµετέχουν [27].   

 
 

 

ενός ή του άλλου µετάλλου. Για παράδειγµα, η ακονιτάση και η ηλεκτρική 

δεϋδρογονάση του κύκλου Krebs χρειάζονται αίµη ή συµπλέγµατα σιδήρου-θείου ως 

συµπαράγοντες ενώ το 15% των γνωστών πρωτεϊνών που σχετίζονται µε τις 

αναπνευστικές λειτουργίες επίσης περιέχει αίµη ή συµπλέγµατα σιδήρου-θείου και 

στην περίπτωση της οξειδάσης του κυτοχρώµατος c και χαλκό. Επιπλέον, πολλές 

πρωτεϊνικές φωσφατάσες σερίνης/θρεονίνης, που εµπλέκονται σε διάφορες 

κυτταρικές λειτουργίες, διαθέτουν θέσεις δέσµευσης σιδήρου ενώ και διεργασίες 

όπως η επιδιόρθωση του DNA και η σύνθεση νουκλεοτιδίων de novo (συγκεκριµένα 

η ριβονουκλεοτιδική αναγωγάση) χρειάζονται ως συµπαράγοντες συµπλέγµατα 

σιδήρου-θείου και σίδηρο αντίστοιχα. Τα βιοσυνθετικά µονοπάτια πολλών 

αµινοξέων, όπως αµινοξέων µε διακλαδισµένες αλυσίδες, αρωµατικών αµινοξέων, 

λυσίνης, αργινίνης, κυστεΐνης και µεθειονίνης, επηρεάζονται από την έλλειψη χαλκού 

[57]. Σε συµφωνία µε αυτό, ένα ένζυµο που συµµετέχει στη σύνθεση της κυστεΐνης 

και της µεθειονίνης και κωδικοποιείται από το ORF YFR055w, βρέθηκε ότι 

ρυθµίζεται µεταγραφικά από τον χαλκοεξαρτώµενο ενεργοποιητή Mac1 [47]. Ο 

σίδηρος και ο χαλκός εµπλέκονται επίσης στην κυτταρική απόκριση σε διάφορα είδη 

στρες. Ο σίδηρος, για παράδειγµα, αποτελεί συµπαράγοντα ενός ενζύµου της 

βιοσύνθεσης της στεροειδούς αλκοόλης εργοστερόλης η οποία είναι γνωστό ότι 
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σχετίζεται µε την απόκριση σε καταστάσεις στρες [95]. Από τα παραπάνω γίνεται 

σαφές ότι οι µεταβολές στην οµοιοστασία του σιδήρου και του χαλκού είναι δυνατό 

να επηρεάσουν πολλά διαφορετικά βιοχηµικά µονοπάτια µέσα στο κύτταρο. 

 

0.7  Η ζύµη ως πρότυπο σύστηµα για τη µελέτη της οµοιοστασίας σιδήρου και 

χαλκού 

Πολλά βασικά συστατικά των µονοπατιών οµοιοστασίας σιδήρου και χαλκού είναι 

συντηρηµένα σε ζύµη, φυτά και ζώα. Το γεγονός αυτό επιτρέπει τη χρήση της ζύµης 

ως πρότυπου συστήµατος για τη διερεύνηση των µοριακών µηχανισµών επίδρασης 

των δύο µετάλλων στα κύρια µεταβολικά µονοπάτια των ανώτερων οργανισµών. Η 

πλήρης χαρτογράφηση του γονιδιώµατος της ζύµης και η ολοένα διευρυνόµενη 

γνώση της λειτουργίας του, σε συνδυασµό µε την ευκολία γενετικών χειρισµών στον 

οργανισµό αυτό, παρέχουν τα αποτελεσµατικότερα εργαλεία διεύρυνσης της γνώσης 

µας για την οµοιοστασία σιδήρου και χαλκού σε πιο πολύπλοκους οργανισµούς. 

Υποθέσεις για τη λειτουργία γονιδίων των φυτών και των θηλαστικών µπορούν να 

γίνουν µε βάση τη λειτουργία των οµολόγων τους στη ζύµη. Αυτές µπορούν να 

ελεγχθούν εύκολα µε µελέτες συµπληρωµατικότητας ή υπερέκφρασης που 

ακολουθούνται από φαινοτυπικές και γενωµικές αναλύσεις. Η κατανόηση των 

µηχανισµών της ευκαρυωτικής κυτταρικής πρόσληψης και οµοιοστασίας σιδήρου και 

χαλκού είναι απολύτως απαραίτητη για την αντιµετώπιση µεγάλων ιατρικών, 

γεωργικών και περιβαλλοντικών προβληµάτων της εποχής µας. Πολλές και σοβαρές 

παθολογικές καταστάσεις στον άνθρωπο σχετίζονται µε ανωµαλίες στο µεταβολισµό 

του σιδήρου και του χαλκού. Επιπλέον, η έλλειψη σιδήρου αποτελεί ένα από τα 

µεγαλύτερα διατροφικά προβλήµατα παγκοσµίως που τόσο η ιατρική όσο και η 

γεωργία καλούνται να αντιµετωπίσουν ενώ η µόλυνση εδαφών και υδάτων από 

µέταλλα είναι ένα άλλο µεγάλο οικολογικό πρόβληµα που η περιβαλλοντική 

επιστήµη µπορεί να περιορίσει αναπτύσσοντας φυτά και µικρόβια ικανά να 

αποτοξινώνουν το έδαφος και το νερό.   

Σε αυτό το γενικό πλαίσιο, η συνεισφορά της παρούσας εργασίας στη µελέτη 

της οµοιοστασίας σιδήρου και χαλκού συνίσταται στην καλύτερη κατανόηση του πώς 

αυτή ρυθµίζεται στο µεταγραφικό επίπεδο. Πιο συγκεκριµένα, στα τρία επόµενα 

κεφάλαια διερευνώνται οι µηχανισµοί της εξαρτώµενης από τη διαθεσιµότητα 

σιδήρου και χαλκού και διαµεσολαβούµενης από τους ειδικούς µεταγραφικούς 

ενεργοποιητές Aft1 και Mac1 µεταγραφικής ενεργοποίησης στο σακχαροµύκητα.  
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1.1  Εισαγωγικά 

Ο τρόπος µε τον οποίο ένας ευκαρυωτικός οργανισµός ρυθµίζει την έκφραση των 

γονιδίων του αποτελεί ένα από τα βασικά αντικείµενα έρευνας στη µοριακή βιολογία. 

Το ευκαρυωτικό κύτταρο συντονίζει µια πληθώρα λειτουργιών, από την ανάπτυξη 

και τη διαφοροποίηση µέχρι την απόκριση σε φυσιολογικά ή περιβαλλοντικά 

ερεθίσµατα, µέσω πολύπλοκων µηχανισµών ελεγχόµενης ενεργοποίησης ή 
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καταστολής της έκφρασης των γονιδίων του. Η γονιδιακή ρύθµιση µπορεί να γίνεται 

σε διάφορα επίπεδα, από το µεταγραφικό µέχρι και το µετα-µεταφραστικό. Για τη 

µεταγραφή των γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες υπεύθυνη είναι η RNA 

πολυµεράση ΙΙ και απαιτείται η συντονισµένη λειτουργία ενός µεγάλου αριθµού 

παραγόντων οι οποίοι κατατάσσονται σε τρείς κατηγορίες:  

(1) στους προσδενόµενους στην περιοχή έναρξης της µεταγραφής γενικούς ή 

βασικούς µεταγραφικούς παράγοντες (general transcription factors - GTFs), 

(2) στους προσδενόµενους σε ειδικές αλληλουχίες DNA που βρίσκονται πριν 

(upstream) από την περιοχή έναρξης της µεταγραφής µεταγραφικούς ρυθµιστές  

(ενεργοποιητές και καταστολείς) (sequence-specific DNA-binding transcriptional 

activators/repressors) και   

(3) στους µεταγραφικούς συρρυθµιστές (συνενεργοποιητές και συγκαταστολείς) 

(transcriptional coactivators/corepressors). 

Προϋπόθεση για την έναρξη της µεταγραφής από την RNA πολυµεράση ΙΙ αποτελεί η 

συγκρότηση του προεναρκτικού συµπλόκου (pre-initiation complex - PIC) στην 

περιοχή έναρξης της µεταγραφής (core promoter). Το σύµπλοκο αυτό προκύπτει από 

τη συνεργατική συνάθροιση πολλών παραγόντων µεταξύ των οποίων 

περιλαµβάνονται η ίδια η πολυµεράση και οι γενικοί µεταγραφικοί παράγοντες TBP, 

TFIIB, TFIIE, TFIIF και TFIIH (εικόνα 1.1). Η συγκρότηση του προεναρκτικού 

συµπλόκου ρυθµίζεται από τους ειδικούς µεταγραφικούς ρυθµιστές που βρίσκονται 

σε µικρή ή µεγαλύτερη απόσταση από το σηµείο έναρξης της µεταγραφής και δρουν 

µε τη διαµεσολάβηση (ή τη διευκόλυνση) των µεταγραφικών συρρυθµιστών. Οι 

τελευταίοι είναι παράγοντες ή πολυπαραγοντικά σύµπλοκα που δεν προσδένονται (ή 

προσδένονται µη ειδικά) στο DNA αλλά στρατολογούνται στους υποκινητές µέσω 

αλληλεπιδράσεων µε τους ειδικούς ρυθµιστές ή/και µε συστατικά του γενικού 

µεταγραφικού µηχανισµού. Σε αυτούς περιλαµβάνονται, µεταξύ πολλών άλλων, 

παράγοντες που συνδέονται µε το γενικό µεταγραφικό µηχανισµό και εντοπίζονται 

πάνω στους περισσότερους υποκινητές όπως ο TFIIA, οι TAFs (TBP-associated 

factors) και το σύµπλοκο Mediator όπως και παράγοντες που συνδέονται µε ειδικούς 

ρυθµιστές και συχνά έχουν ενζυµατικές ενεργότητες που τροποποιούν τη δοµή της 

χρωµατίνης (ακετυλοτρανσφεράσες ή απακετυλάσες ιστονών και ειδικές ATPάσες) 

(εικόνα 1.1). Πρέπει να σηµειωθεί ότι συρρυθµιστές που συνδέονται µε το βασικό 

µεταγραφικό µηχανισµό έχουν επίσης βρεθεί να αλληλεπιδρούν µε ειδικούς 

ρυθµιστές ή/και  να  τροποποιούν  τη  δοµή  της  χρωµατίνης  ενώ  συρρυθµιστές  που  
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Εικόνα 1.1  
Η ενεργοποίηση της µεταγραφής από τους ενεργοποιητές γίνεται µε τη συνδροµή 
πληθώρας συνενεργοποιητών και πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων. Ενεργοποιητές 
(ροζ) δεσµεύονται στους υποκινητές και στρατολογούν συνενεργοποιητές (µπλε) που 
επιδρούν στη χρωµατινική δοµή (πράσινο) ή/και διαµεσολαβούν για τη στρατολόγηση 
στοιχείων του γενικού µεταγραφικού µηχανισµού (κίτρινο) κατά την έναρξη και την 
επιµήκυνση της µεταγραφής. Σε γενικές γραµµές, οι συνενεργοποιητές περιλαµβάνουν 
παράγοντες και πολυπαραγοντικά σύµπλοκα που είτε επικοινωνούν µε το γενικό 
µεταγραφικό µηχανισµό, όπως οι TAFs του συµπλόκου TFIID, ο TFIIA και το σύµπλοκο 
SRB/Mediator, είτε τροποποιούν/αναµορφώνουν τη χρωµατίνη µετριάζοντας ή και 
καταργώντας τη γενικά κατασταλτική επίδρασή της στις πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις, 
όπως τα σύµπλοκα SAGA και SWI/SNF. Είναι πιθανό, επίσης, συνενεργοποιητικά 
σύµπλοκα να εµπλέκονται τόσο στη χρωµατινική τροποποίηση όσο και σε 
αλληλεπιδράσεις µε συστατικά του γενικού µεταγραφικού µηχανισµού (π.χ. SAGA, 
TFIID) [108]. 
 

 

 

συνδέονται µε ειδικούς ρυθµιστές έχουν επίσης βρεθεί να αλληλεπιδρούν µε 

συστατικά του βασικού µεταγραφικού µηχανισµού. Η οργάνωση του DNA των 

υποκινητών σε νουκλεοσώµατα και χρωµατινικές δοµές ανώτερης τάξης αποτελεί 

ανασταλτικό στοιχείο για τη διαδικασία της µεταγραφής. Για τη δηµιουργία ευνοϊκού 

για τη µεταγραφή χρωµατινικού περιβάλλοντος, καθοριστικός είναι ο ρόλος των 

ενζύµων τροποποίησης της χρωµατινικής δοµής τα οποία στρατολογούνται στους 

υποκινητές από τους µεταγραφικούς ενεργοποιητές. Στην πραγµατικότητα, στοιχεία 

όπως η ιδιαίτερη χρωµατινική δοµή του κάθε υποκινητή και η φάση του κυτταρικού 

κύκλου καθορίζουν τον τρόπο συνεργασίας των διαφόρων ενζύµων τροποποίησης της 

χρωµατινικής δοµής πάνω σε αυτόν και τα χρονικά σηµεία δράσης τους (πριν, κατά 

τη διάρκεια ή µετά τη συγκρότηση του προεναρκτικού συµπλόκου)  στην  πορεία  της  
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                                               FRE2 
 
 -1000  ATAACTCTTT TGAATTTCAA GATTTTTCAA GCTGCCTCCT TAATGATTTT ATGGATTGTA GGAGGAAAAA CCTTAGCGTG 

 
  -920  GTATTTCTGG AACACGGATA AGGGAAGATG CTGATTTTGT GCCGTCTTGA ATACCCCTTT GAGTATTGGA CACTGTTTAG 

 
  -840  ACGAACGAAT AATTCGAAAC TTATTGAGTG TTTTTGATAG GGGGATGTAT GAATACTTCC ATTTTTGGTT TTAAATAAGT 

 
  -760  ACAAGAATTT CACTATGAAA TGGTCAAGAA TGTATTCGAG AGAAAAAACT TTTTTAGGGA GAAATAAGCA GCATGAGCTA 

 
  -680  CAGAGATATC CATAACAATG AATAACATCA TAATGTCTCT CAGCCAGAAA ACACAGCTAG ACAAATACTG ACTTTGCGaA 

                                                                      < -----        -------> 
  -600  TGCACCAGAA ATGAACCATA TGGGCTAGAA TCCATTGTAC CAAAAGTTGC CTGTTCTTTA CGTTTACCAA AGAATATCGC 

 
  -520  ACAGAAAACT GTCAAAATTC ATTGCGTTGT GTGACTCTAA CTGGAAGTTT ACTatGCAAA CAGGATGATT ATTGTACATT 

                                                               <------- 
  -440  TATTCGTAAT TGCACCCAGG TCTTTTTTGC cttTATTTCG GGTTTACAGG AAAACAAGTA AATTTTGACG TGATAAAAAA 

                 ------->        ----- --> 
  -360  GTAGACTCGT TAAATCAGGA TGAAGTACCG GTAATGGTTG CATTGACAAA TAGTTGGCTC AATGATGCTA GTGGGTATTG 

                                                      <----- 
  -280  ATTTTGTTGA AAATATGGGT GTATCATTCG TGCCATAATA GAATTAGCAA GCAACCTATC ATTCTACATT CTAAACGATA 

                      <---- --- 
  -200  GTACTGTTTC CTTGCTTTTC TGAATTCTTT TCTGATGAAC AAAATCCCTC CTTTCTTGGA CAACATACTC TAAATTCGGT 

                                                                     
  -120  TATTGCAAGG TATCATTAAT TTGCcacTAA ATATATAAgt CGCAAAAAAT GAACATGATT TTTTGCTacA GTTGTAATAA 

                          - ------>            <- ------                 -------> 
   -40  AGTCTTTTTT ATCCAAAGCT TATGAAACCC AACGAATATA ATG 

 
                                                          
                                                               
                                               FRE1    

                                                                        AATTTAGCTC CCCTTCTACT  
                                                                                            - 

 -1000  ACACCCACCT TGGTATTTGC cttATTCGGT CCATTTCCCT CTCTTATTGG TGGCTTAGGT TGATAGTTCA CAATAAATTT 
      ------>         ----- -->      

  -920  AGGAACCTTT GGTGTGCTAA CAAATTCAAG TTTTTGACTG GCGACTAATG CAGGTATAGG AGCACAGCTT TCCTCGTCGA  
 

  -840  AAGATGACCT CACGTTGCAG CCACCGACAC ATATCGGTCC AGCGCCACAT TCATTATACG GCGAGCAGCA CGGCCATTCT     
 

  -760  GCGGGACAAG GGTTATTTGG AGAACAAGAA ATGGAGTTTT TGGGTTTGTA TAATTCTCCC aGtGCAAATC CGATGTAGCC  
                                                                        <------- 

  -680  AACAACCGGC ACCAGCTGTA ATATTGATAT TCTCATATTT TTATTTCGtG CAAAAGCCCT TGATGATACT CTAAACTAAA  
                                                        <--- ----                

  -600  CGACTGTTCT TGTATTTCGT TATTAATCGA TAATTATTAG CTGGTATTGT CTTTTTTTTT TTTTTCCTAC ATGATCGTCG  
 

  -520  CGAGGCTTTA CATAATTTTT GTGACGCCTT TAAAAGTATA GTAGAACGAG CACATAAGAA GTAAATGAAA AGTACGGCAG  
 

  -440  ATGCAATTGA CAGTAAAGAG CGGTACAATA GTTGAAGAAT ACCCGATAAA AATGTATTTA GGTTGCTTGA CGGGTTTGCa  
                                                                                       ------    

  -360  gcAATTGCCA AGAACACTAA CTGTGGCAAT CTTGGTGAGA ATCTACTCCC AACCCAAACA TTTTCGCCGA TATTTTTGCT  
        ->                                                                               ------  
  -280  CACCTTTTTT TTTTGCTCAT CGAAAATTGT TATAGCGGCT CGACTTTGAT TTACTAATAC ACCCAATTTC TAATATCCTC  

      ->          ------->                                          --- ---->     
  -200  AAGGCTAGAT CGTTCTCTCA AGGAACTTAA AGTGCCTGAT CTTGCGATGA TTAATCTACA GCGATGGATA CTTAAATCAT  

 
  -120  GTAAAAATCT CAGTTTTGAA GTCGTTTGCT CtCTTCCATG CTTCAGTTCC CTTTTGGAAG GTAATATAAT CATCTAATTT  

                                ------ -> 
   -40  CTCGCATATT CACGCCGACG GAAGAACGAG CCGGATCAAT ATG 
                                                              

                                                            
                                               CTR1 
 
  -550 AGGCCGCATT TTGAACCGTA TTTTGCTCGT TCCAGCCTTT CCACGTTTTT GTTATCTAAG CAACTTGGCA CATTTCCCTA    

                             -------> 
  -470  CTATACTACA AACCGATACG TAAATACTTC CCTAAATAGC ATATGAATTA TTCAGTAATT TTTAAGGATC GAAACTGCAC 

 
  -390  CTCAACTATT CGTTACTGTG GTTATGTTCT CATGTATTga tGCAAATCAT GGGATATTTG CTCAAGACGA CGGTAAAATG 

                                               <- ------           ---- --->               <- 
  -310  AGCAAAAATG GCACGATCCT GAAAAGAGCA CTTTTCAAGA TTCGGGCTAC AAAATGCAAC ATAAAAAATG TTGTATTGTC  

      ------ 
  -230  ATCTCGAGAG GGTCTTGTAT GTTTTATTCC TCTTATGATT AGTTCACATT AGTAAAACAG ATACGCAGTG TGCTCTTAAT     

 
  -150  AAACAACTAC TCCATAGCTT TATTTGCatA ACAAAACTTT TAAGCACAAA CTTAAACAGG TGGAGTAATA GTTCGGCGGC  

                              -------> 
   -70  GACTCAAATT ACATTTGTTG GAAGAATCGA ATAGAAAATA AAAAAAAGTG TATTATATTT GACATTCAAA ATG 
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Εικόνα 1.2  
Η νουκλεοτιδική αλληλουχία των ρυθµιστικών περιοχών των κυρίων γονιδίων 
αναφοράς της παρούσας µελέτης. Σηµειώνονται: µε κόκκινο ή µπλέ χρώµα τα 
λειτουργικά στοιχεία FeRE ή CuRE αντίστοιχα, µε κόκκινα ή µπλέ γράµµατα τα 
υποψήφια στοιχεία FeRE ή CuRE αντίστοιχα και µε πράσινα γράµµατα τα υποψήφια 
στοιχεία-στόχοι του Mac1 ως µεταγραφικού καταστολέα (βλ. ενότητα 3.3). Τα βέλη 
δείχνουν σε ποιόν κλώνο του DNA βρίσκονται τα διάφορα στοιχεία-στόχοι ενώ τα µικρά 
γράµµατα υπογραµµίζουν τις αποκλίσεις από τις αλληλουχίες consensus. Τα σκιασµένα 
µε γκρίζο χρώµα υποψήφια στοιχεία-στόχοι έχουν ελεγχθεί για πρόσδεση στην παρούσα 
µελέτη. 
Αλληλουχίες concensus: 
FeRE  

5’-(T/C)(G/A)C A C C C(A/G)-3’ 
3’-(A/G)(C/T)G T G G G(T/C)-5’ 
CuRE 
5’-T T T G C (G/T) C (G/A)-3’ 
3’-A A A C G (C/A) G (C/T)-5’ 
Στοιχείο-στόχος του παράγοντα Cuf1 ως µεταγραφικού καταστολέα στον S. pombe 
5’-T T T G T C-3’ 
3’-A A A C A G-5’ 

 
 

 

µεταγραφικής διαδικασίας [37]. Σε κάθε περίπτωση, η ύπαρξη πολλών διαφορετικών 

πολυπαραγοντικών συρρυθµιστικών συµπλόκων που παρουσιάζουν, σε ένα βαθµό, 

δοµική και λειτουργική αλληλεπικάλυψη, βοηθάει στο συντονισµό της µεταγραφικής 

ρύθµισης οµάδων γονιδίων και στη σύζευξη της µεταγραφής µε άλλες κυτταρικές 

λειτουργίες.   

Η ζύµη Saccharomyces cerevisiae αποτελεί τον ιδανικό ευκαρυωτικό 

µικροοργανισµό για κάθε είδους βιολογική µελέτη, συµπεριλαµβανοµένης και της 

µεταγραφικής, λόγω των µοναδικών δυνατοτήτων γενετικού χειρισµού που 

προσφέρει αλλά και του γεγονότος της συντήρησης των βασικών κυτταρικών 

διεργασιών µεταξύ ζυµών και ανώτερων οργανισµών. Το ερευνητικό αντικείµενο της 

παρούσας εργασίας είναι η µεταγραφική ρύθµιση της οµοιοστασίας σιδήρου και 

χαλκού στο σακχαροµύκητα. Το γονίδιο FRE2, κατά κύριο λόγο, αλλά και τα FRE1 

και CTR1 που, όπως περιγράφτηκε στην εισαγωγή, κωδικοποιούν βασικά συστατικά 

του κυτταρικού µηχανισµού πρόσληψης µετάλλων, αποτελούν τα γονίδια αναφοράς 

αυτής της µεταγραφικής µελέτης. Το ερέθισµα για την ενεργοποίηση της µεταγραφής 

τους είναι η έλλειψη σιδήρου (FRE1, FRE2) ή χαλκού (FRE1, CTR1) στο 

εξωκυτταρικό περιβάλλον και µεταβιβάζεται σε αυτά µέσω δύο προσδενόµενων σε 

ειδικές αλληλουχίες των υποκινητών τους µεταγραφικών ενεργοποιητών: του 

σιδηροεξαρτώµενου  Aft1 (FRE1,  FRE2)  µε  τον  οποίο  ασχολούµαστε στο δεύτερο  
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Εικόνα 1.3  
Έλεγχος της επαγόµενης µεταγραφής των FRE1 και FRE2 απουσία του γονιδίου 
YAP1. Ανάλυση προστασίας από RΝάση A ολικού RNA από τα στελέχη αγρίου τύπου, 
yap1∆*, yap1∆* µετασχηµατισµένου µε την πλασµιδιακή κατασκευή YCp50-YAP1 και 
yap1∆, µε χρήση ραδιοσηµασµένων αντιπαράλληλων RNA ανιχνευτών ειδικών για τα 
γονίδια FRE1, FRE2 και HIS3 (εσωτερικός ποσοτικός δείκτης συσσώρευσης mRNA). Τα 
κύτταρα αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό µέσο µε έλλειψη σιδήρου (SCBPS) και συλλέχθη-
καν τµηµατικά ανά 2h από την επιβολή των επαγωγικών συνθηκών. 
 

 

 

κεφάλαιο και του χαλκοεξαρτώµενου Mac1 (FRE1, CTR1) για τον οποίο συζητάµε 

στο τρίτο κεφάλαιο (εικόνα 1.2).   

Σε αυτό το κεφάλαιο περιγράφεται το πώς, χρησιµοποιώντας τον φαινοµενικά 

απλά ρυθµιζόµενο υποκινητή FRE2, επιχειρήσαµε να εντοπίσουµε συρρυθµιστές (ή 

και πρόσθετους ρυθµιστές) που, µαζί µε τους ήδη γνωστούς ειδικούς 

µεταλλοεξαρτώµενους παράγοντες, ελέγχουν µεταγραφικά το µηχανισµό 

οµοιοστασίας σιδήρου και χαλκού του σακχαροµύκητα. 
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1.2  Η επαγόµενη µεταγραφή του γονιδίου FRE2 είναι σηµαντικά µειωµένη σε 

ένα στέλεχος yap1∆*  

Ο προσδενόµενος στο DNA µεταγραφικός παράγοντας Yap1 (yeast AP1) [48] 

ενεργοποιεί τη µεταγραφή γονιδίων που σχετίζονται µε την προσαρµοστική απόκριση 

του σακχαροµύκητα σε διάφορα είδη στρες (π.χ. οξειδωτικό στρες, στρες από τοξικές 

χηµικές ουσίες, βαριά µέταλλα κ.λπ.) [81, 45, 166, 169]. Επειδή η χαµηλή ή υψηλή 

διαθεσιµότητα σιδήρου και χαλκού συνιστά µια στρεσογόνα κατάσταση για το 

κύτταρο, επιχειρήσαµε να εξετάσουµε αν o Yap1 σχετίζεται µε την προσαρµοστική 

απόκρισή του σε αυτή, δηλαδή µε την ανάλογη ρύθµιση της µεταγραφής των 

γονιδίων που είναι υπεύθυνα για την πρόσληψη των δύο µετάλλων από τον 

εξωκυτταρικό χώρο. Γι’ αυτό το λόγο, ελέγξαµε τη µεταγραφή των γονιδίων FRE1 

και FRE2, σε συνθήκες χαµηλής διαθεσιµότητας σιδήρου, σε δύο ελλειµµατικά ως 

προς το γονίδιο ΥAP1 στελέχη: στο yap1∆* [45] από το οποίο έχει απαλειφτεί η 

νουκλεοτιδική περιοχή -200/+186 του γονιδίου και στο yap1∆ (΄Ελενα Γεωργάτσου) 

από το οποίο έχει απαλειφτεί ολόκληρη η κωδική περιοχή του. Τα µεταγραφικά 

επίπεδα του FRE1 ήταν αµετάβλητα στα δύο µεταλλαγµένα στελέχη, σε σύγκριση µε 

το στέλεχος αγρίου τύπου, γεγονός που έδειξε ότι ο Yap1 δεν εµπλέκεται στη 

µεταγραφική ρύθµιση του γονιδίου (εικόνα 1.3). Τα επίπεδα του FRE2 όµως, ενώ δε 

µεταβλήθηκαν στο στέλεχος yap1∆, βρέθηκαν δραµατικά µειωµένα στο yap1∆*, 

παραµένοντας µειωµένα και µετά την πλασµιδιακή εισαγωγή του YAP1 (εικόνα 1.3). 

Σύµφωνα µε τα παραπάνω, τρία ενδεχόµενα είναι πιθανά: 

(1) είτε να παράγεται στο στέλεχος yap1∆* ελλειµµατικό πεπτίδιο Yap1 που 

εµπλέκεται ειδικά στη µεταγραφική ρύθµιση του FRE2 µε επικρατή αρνητικό τρόπο,    

(2) είτε το στέλεχος αυτό να φέρει µεταλλαγή σε άλλο γονίδιο που κωδικοποιεί 

κάποιο ρυθµιστικό ή συρρυθµιστικό παράγοντα ο οποίος επιδρά µε ειδικό τρόπο στη 

µεταγραφή του FRE2, 

(3) είτε, τέλος, το yap1∆* να φέρει µεταλλαγή στο ίδιο το FRE2. Το πρώτο 

ενδεχόµενο θεωρήθηκε λιγότερο πιθανό εφόσον µεγάλο τµήµα της ρυθµιστικής 

περιοχής καθώς και τα πρώτα 186 νουκλεοτίδια του γονιδίου YAP1 έχουν απαλειφτεί 

στο στέλεχος yap1∆*. Τα άλλα δύο εξετάστηκαν στη συνέχεια. 

 

1.3  Η µειωµένη επαγόµενη µεταγραφή του FRE2 στο στέλεχος yap1∆* οφείλεται 

σε ηµιεπικρατή µεταλλαγή που δεν εντοπίζεται στα γονίδια AFT1 ή MAC1   
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Εικόνα 1.4 
∆ιαδικασία αντικατάστασης του γονιδίου HIS3 µε το FRE2-HIS3 στο στέλεχος 
yap1∆*. Το αυξότροφο για ουρακίλη στέλεχος yap1∆* µετασχηµατίστηκε µε ειδικό 
πλασµιδιακό φορέα γενωµικής ενσωµάτωσης (yeast integrative plasmid) που έφερε το 
γονίδιο URA3 και το γενετικό τόπο PET56-HIS3-DED1 στον οποίο η ρυθµιστική περιοχή 
του HIS3 είχε αντικατασταθεί από την περιοχή -816/-1 του FRE2. Προηγήθηκε πέψη του 
πλασµιδίου µε κατάλληλο ένζυµο (XbaI) έτσι ώστε να ευνοηθεί ο οµόλογος 
ανασυνδυασµός στην επιθυµητή γενωµική περιοχή. Οι αποικίες που προέκυψαν 
µεταφέρθηκαν σε θρεπτικό µέσο µε 5-FOA για ανάκτηση της αυξοτροφίας για ουρακίλη 
και τελικά έγινε επιλογή εκείνων που παρουσίασαν σιδηροεξαρτώµενη αυξοτροφία για 
ιστιδίνη. Η γενωµική ενσωµάτωση του FRE2-HIS3 στις αποικίες αυτές επιβεβαιώθηκε 
µε ανάλυση Southern και υβριδοποίηση µε κατάλληλους ραδιοσηµασµένους ανιχνευτές. 

 
 

 

Προκειµένου να εντοπίσουµε την αιτία µείωσης της επαγόµενης µεταγραφής του 

FRE2 στο στέλεχος yap1∆*, το στέλεχος αυτό, καθώς και το ισογενές αγρίου τύπου, 

τροποποιήθηκαν έτσι ώστε να παρουσιάζουν εξαρτώµενη από το FRE2 αυξοτροφία 

για το αµινοξύ ιστιδίνη. Αυτό επιτεύχθηκε µε την αντικατάσταση του ενδογενούς 

γονιδίου τους HIS3 (που κωδικοποιεί ένα βασικό ένζυµο του βιοσυνθετικού 

µονοπατιού της ιστιδίνης) µε το χιµαιρικό FRE2-HIS3 στο οποίο η κωδική περιοχή 

HIS3 βρίσκεται υπό τον έλεγχο της ρυθµιστικής περιοχής -816/-1 του FRE2 (εικόνα 

1.4). Με αυτόν τον τρόπο, η ανάπτυξή τους σε θρεπτικό µέσο χωρίς ιστιδίνη έγινε 

άµεσα εξαρτώµενη από την περιεκτικότητα του µέσου σε σίδηρο. Το τροποποιηµένο 

yap1∆* (Υ8) δε µπόρεσε να αναπτυχθεί σε θρεπτικό µέσο χωρίς ιστιδίνη και σίδηρο 

που  περιείχε  τουλάχιστον  0,5mM 3-ΑΤ1,  σε  αντίθεση  µε  το  αντίστοιχο  στέλεχος  

 
                                                 
1 Συναγωνιστικός αναστολέας της πρωτενης His3 που χρησιµοποιείται για την καταστολή της 

βασικής έκφρασης του αντίστοιχου γονιδίου. 
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 mM 3-AT 
 στέλεχος σ.τ. 0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 10 

1 Y8 a + +/- - - - - - - 

2 W8 α, a ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - 

3 Y8xFT5 διπλ. + +/- - - - - - - 

4 W8xFT5 διπλ. ++ ++ ++ + + +/- +/- +/- 

5 Y8xW8 διπλ. + + + + + + + - 

 
 
 
 
Εικόνα 1.5 
Φαινοτυπική ανάλυση στελεχών µε σιδηροεξαρτώµενη αυξοτροφία για ιστιδίνη. Τα 
διάφορα στελέχη (για σχετικές λεπτοµέρειες βλ. στο κείµενο) αναπτύχθηκαν σε τριβλία 
µε θρεπτικό µέσο που δεν περιείχε σίδηρο (ΜΙΝ + 100µM BPS) και στο οποίο 
προστέθηκε η κατάλληλη ποσότητα 3-ΑΤ (συναγωνιστικός αναστολέας της πρωτεΐνης 
His3) µε σκοπό την καταστολή της βασικής έκφρασης του γονιδίου HIS3. 

 
  
 

αγρίου τύπου (W8) και, επιπλέον, το διπλοειδές στέλεχος που προέκυψε από τη 

διασταύρωση του Y8 µε το W8 εµφάνισε ενδιάµεσο φαινότυπο ανάπτυξης σε 

σύγκριση µε τα δύο απλοειδή στελέχη (εικόνα 1.5-1, 2, 5). Τα παραπάνω έδειξαν ότι 

η µείωση της επαγόµενης µεταγραφής του FRE2 στο στέλεχος yap1∆* δεν οφείλεται 

σε µεταλλαγή στο ίδιο το γονίδιο αλλά σε άλλη (άγνωστη) µεταλλαγή που µάλιστα 

έχει ηµιεπικρατή χαρακτήρα. Μια ανάλογη µεταλλαγή απώλειας λειτουργίας του 

γονιδίου AFT1 ή κέρδους λειτουργίας του MAC12 θα µπορούσε να είναι η ζητούµενη. 

Κάτι τέτοιο διαπιστώσαµε ότι δε συµβαίνει, καθώς προσδιορίστηκαν οι πλήρεις 

νουκλεοτιδικές αλληλουχίες του AFT1, αλλά και του MAC1, στα στελέχη yap1∆* και 

αγρίου τύπου αντίστοιχα και βρέθηκαν πανοµοιότυπες.  

 

1.4  Γενετικό σχήµα για την αποµόνωση καταστολέων της άγνωστης µεταλλαγής 

Με δεδοµένο τον ηµιεπικρατή χαρακτήρα της, αναζητήσαµε γενετικούς καταστολείς 

                                                 
2 Ο παράγοντας Mac1 έχει φαινοµενικά κατασταλτική επίδραση στη µεταγραφή του FRE2 

(βλ. κεφ. 3). Πάντως, αν ο Mac1 ήταν µόνιµα ενεργός στο yap1∆* τότε και η µεταγραφή του 

FRE1 θα ήταν µόνιµα ενεργοποιηµένη στο στέλεχος αυτό, κάτι που δεν παρατηρήθηκε. 
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βιβλιοθήκη 

γενωµική βιβλιοθήκη σακχαροµύκητα που περιλαµβάνει ενθέµατα 

µήκους 5-10kb κλωνοποιηµένα στη θέση BamHI του πλασµιδιακού 

φορέα πολλαπλών αντιγράφων YEp13 (LEU2) (Κim Νasmyth) 

στέλεχος που µετασχηµατίστηκε 

Y8xFT5 (leu2, ura3, FRE2-HIS3) 

θρεπτικό µέσο επιλογής 

MIN + 0,2mM ουρακίλη + 1mM 3-AT + 100µΜ BPS 

ελέγχθηκε η ικανότητα ανάπτυξης στο µέσο αυτό ~20.000 πρωτότροφων 

για λευκίνη µετασχηµατισµένων µε τη βιβλιοθήκη αποικιών 

φαινοτυπική ανάλυση συλλεχθέντων αποικιών 

+BPS -BPS 
ανάπτυξη 

1mM 3-AT 0mM 3-AT 5mM 3-AT 

- 0 0 9 

+/- 0 9 53 

+ 92 83 30 
 

 
 
Πίνακας 1.1 
Γενετικό σχήµα για την αποµόνωση καταστολέων της σχετιζόµενης µε το FRE2 
µεταλλαγής. Για σχετικές λεπτοµέρειες βλ. στο κείµενο. Με δεδοµένο ότι το µέγεθος 
του γενώµατος του σακχαροµύκητα είναι 13.000kb και ότι το ελάχιστο µήκος ενθέµατος 
της βιβλιοθήκης είναι 5kb, προκύπτει ότι υπάρχει τουλάχιστον 20.000/(13.000/5) = 7,69 
φορές (υπερ)αντιπροσώπευση του γενώµατος στο συγκεκριµένο γενετικό σχήµα. 

 
 

 

της  σχετιζόµενης  µε  το  FRE2  άγνωστης  µεταλλαγής,  επιλέγοντας  αποικίες   του 

στελέχους Y8xFT5, µετασχηµατισµένες µε µια γενωµική βιβλιοθήκη πολλαπλών 

αντιγράφων του σακχαροµύκητα, που αναπτύχθηκαν  σε ελάχιστο µέσο χωρίς σίδηρο 

(πίνακας 1.1). Η χρήση του απλοειδούς στελέχους Y8 στο παραπάνω γενετικό σχήµα 

ήταν προβληµατική εξαιτίας του αργού  ρυθµού  ανάπτυξής  του σε ελάχιστο  µέσο  ο  
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Εικόνα 1.6 
Κλώνος καταστολής της σχετιζόµενης µε το FRE2 µεταλλαγής. Για σχετικές λεπτο-
µέρειες βλ. στο κείµενο. Σηµειώνονται οι τρεις περιοχές του κλώνου που περιλαµβάνουν 
τα γονίδια MAK3, NHP6A και SMK1 αντίστοιχα και αποµονώθηκαν µε χρήση κατάλλη-
λων περιοριστικών ενζύµων (ή στην περίπτωση του NHP6A µε PCR χρησιµοποιώντας 
κατάλληλους εκκινητές) προκειµένου να υποκλωνοποιηθούν στο φορέα YEp13. Σηµει-
ώνεται επίσης η περιοχή NcoI-NcoI σχετικά µε την οποία βλ. στην εικόνα 1.7. 
 

 

 

οποίος οφειλόταν στο ότι το γονίδιό του PET563, το οποίο γειτνιάζει µε το HIS3, είχε 

καταστραφεί κατά τη διαδικασία αντικατάστασης του τελευταίου από το FRE2-HIS3 

 (εικόνα 1.4). Αντίθετα το διπλοειδές Y8xFT5, που προέκυψε από τη διασταύρωση 

του Y8 µε το στέλεχος αγρίου τύπου FT5, είχε τη δυνατότητα απόλυτα φυσιολογικής 

ανάπτυξης σε ελάχιστο µέσο διότι διέθετε το PET56 του FT5 ενώ παράλληλα 

παρέµενε αυξότροφο για την ιστιδίνη µε σιδηροεξαρτώµενο τρόπο (καθότι το HIS3 

του FT5 ήταν καταστραµµένο) και διατηρούσε αντίστοιχο φαινότυπο µε αυτόν του 

Y8 σε σχέση µε το FRE2 (λόγω του ηµιεπικρατούς χαρακτήρα της µεταλλαγής) 

(εικόνα 1.5-3, 4). Συνολικά 92 αποικίες συλλέχθηκαν από το µέσο επιλογής από τις 

οποίες 83 ήταν ικανές να αναπτυχθούν και σε συνθήκες παρουσίας σιδήρου και µόνο 

9 παρουσίασαν σαφή σιδηροεξαρτώµενη ανάπτυξη (πίνακας 1.1). Από τις 83, µερικές 

αναλύθηκαν ενδεικτικά µε PCR και βρέθηκαν να περιέχουν πλασµίδια µε το γονίδιο 

HIS3. Από τις 9, αποµονώθηκαν τα πλασµίδια της βιβλιοθήκης και έγινε 

επανεισαγωγή τους στο στέλεχος Y8xFT5.  5  κλώνοι πέτυχαν να επανακαταστείλουν  

                                                 
3 To PET56 κωδικοποιεί µια µεθυλάση του µιτοχονδριακού 21S rRNA η έλλειψη της οποίας 

από το κύτταρο προκαλεί µιτοχονδριακή δυσλειτουργία και κατά συνέπεια αδυναµία 

ανάπτυξης σε θρεπτικά µέσα που περιέχουν µη ζυµώσιµες πηγές άνθρακα (π.χ. γλυκερόλη) ή 

αργή ανάπτυξη σε θρεπτικά µέσα που περιέχουν γλυκόζη. 
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Εικόνα 1.7 
Έλεγχος συµπλήρωσης της σχετιζόµενης µε το FRE2 µεταλλαγής από το γονίδιο 
NHP6A. (Α) και (Β) Σε τριβλία µε θρεπτικό µέσο SC + 100µM BPS + 3mM 3-AT, εξε-
τάστηκε η ανάπτυξη αποικιών των στελεχών W8xFT5 και Y8xFT5 µετασχηµατισµένων 
όπως φαίνεται παραπάνω. Οι YEp13 και pRS315 είναι πλασµιδιακοί φορείς πολλαπλών 
ή λίγων αντιγράφων αντίστοιχα. Το πλασµίδιο YEp13-lib περιλαµβάνει τον κλώνο κα-
ταστολής της σχετιζόµενης µε το FRE2 µεταλλαγής ο οποίος φαίνεται στην εικόνα 1.6. 
Το YEp13-libRL προέκυψε από την πέψη του YEp13-lib µε NcoI, αποµάκρυνση του 
τµήµατος NcoI-NcoI που περιέχει το γονίδιο NHP6A (βλ. εικόνα 1.6) και επανασυνέ-
νωση (ReLigation) του πλασµιδίου. Το YEp13-libGR προέκυψε από την κλωνοποίηση 
του αλληλοµόρφου NHP6A του στέλεχους yap1∆* στο YEp13-libRL η οποία έγινε µε 
οµόλογο ανασυνδυασµό (Gap Repair). 

 
 

 

τη µεταλλαγή σε αυτό και η ανάλυσή τους µε περιοριστικά ένζυµα έδειξε ότι είχαν 

παρόµοια πρότυπα πέψης. Στη συνέχεια, ο µερικός προσδιορισµός της 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας τους φανέρωσε ότι ήταν αλληλοεπικαλυπτόµενοι και ότι 

όλοι περιείχαν µια περιοχή του χρωµοσώµατος XVI του σακχαροµύκητα που 

περιλάµβανε τα γονίδια MAK3, NHP6A και SMK1 (εικόνα 1.6). Αυτά κωδικοποιούν 

µια κυτταροπλασµατική ακετυλοτρανσφεράση, µια οµόλογη µε την HMGΒ1 των 

θηλαστικών µη ιστονική χρωµοσωµική πρωτεΐνη και µια σχετιζόµενη µε τη 

σπορίωση ΜΑΡ κινάση αντίστοιχα. Κάθε γονίδιο ξεχωριστά υποκλωνοποιήθηκε στον  
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Εικόνα 1.8 
Επίδραση των γονιδίων NHP6A και 
NHP6B στη µεταλλορυθµιζόµενη 
µεταγραφή. (Α) Ανάλυση Northern 
ολικού RNA από τα ενδεικνυόµενα 
στελέχη που αναπτύχθηκαν σε 
θρεπτικό µέσο µε επάρκεια µετάλλων 
(SC) ή έλλειψη σιδήρου (SCBPS) ή 
έλλειψη χαλκού (SCBCS), µε χρήση 
ραδιοσηµασµένων ανιχνευτών για τα 
γονίδια FRE2, FRE1 και HIS3 
(εσωτερικός ποσοτικός δείκτης). (Β) 
Προσδιορισµός του σηµείου έναρξης 
της µεταγραφής του FRE2 στα 
στελέχη αγρίου τύπου και nhp6∆∆ 
που αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό µέσο 
µε έλλειψη σιδήρου (SCBPS), µε 
ανάλυση επέκτασης µιας αλληλου-
χίας-εκκινητή ειδικής για το γονίδιο. 

 

 

 

πλασµιδιακό φορέα YEp13 (εικόνα 1.6) και έγινε επανεισαγωγή του στο στέλεχος 

Y8xFT5. ∆ιαπιστώθηκε ότι υπεύθυνο για την καταστολή της σχετιζόµενης µε το 

FRE2 µεταλλαγής ήταν το NHP6A. Είναι αξιοσηµείωτο ότι το γονίδιο αυτό δε 

συµπλήρωσε τη µεταλλαγή παρά το ότι και ένα µόνο αντίγραφό του ήταν αρκετό για 

την καταστολή της (εικόνα 1.7Α). Αυτό αποδείχτηκε από το γεγονός ότι το 

αλληλόµορφο ΝΗΡ6Α του στελέχους yap1∆* πέτυχε να την καταστείλει στο στέλεχος 

Υ8xFΤ5 (εικόνα 1.7Β). 
 

1.5  Επίδραση του NHP6A και άλλων γονιδίων που κωδικοποιούν γνωστούς µε-

ταγραφικούς παράγοντες στη µεταλλοεξαρτώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση  

Η  αποκάλυψη  της  εµπλοκής  του  NHP6A  στη  µεταγραφική  ρύθµιση  του  FRE2 

αποτέλεσε το έναυσµα για τη διερεύνηση της επίδρασης µιας σειράς γονιδίων που 

κωδικοποιούν γνωστούς µεταγραφικούς παραγόντες της ζύµης στη µεταγραφική 

ρύθµιση του µηχανισµού οµοιοστασίας µετάλλων. Τα δεδοµένα που ακολουθούν 

προέκυψαν από προκαταρκτικές  αναλύσεις της  επίδρασης  των  γονιδίων αυτών  στο 

συγκεκριµένο µηχανισµό. Λεπτοµερώς αναλύθηκε ο ρόλος των NHP6 και SSN6 και 

τα σχετικά δεδοµένα παραθέτονται στο κεφάλαιο 2. 

 

1.5.1  NHP6A, NHP6B   
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Τα οµόλογα γονίδια NHP6A και NHP6B του σακχαροµύκητα κωδικοποιούν δύο 

σχεδόν όµοιες δοµικά και πλεονάζουσες λειτουργικά µη ιστονικές χρωµοσωµικές 

πρωτεΐνες (βλ. κεφ. 2). Λόγω της λειτουργικής αλληλοσυµπλήρωσης των δύο 

πρωτεϊνών, η µεταγραφή του FRE2 ελέγχθηκε  τόσο  στο  µονό  µετάλλαγµα  nhp6a∆ 

όσο και στο διπλό nhp6a∆ nhp6b∆. ∆ιαπιστώθηκε δραµατική µείωση της επαγωγής 

της στο δεύτερο, συγκριτικά µε τα επίπεδα αγρίου τύπου, πράγµα που δε συνέβη µε 

αυτή του FRE1 η οποία ελέγχθηκε παράλληλα (εικόνα 1.8Α). Επιπλέον, µε δεδοµένο 

τον αρχιτεκτονικό ρόλο του παράγοντα Nhp6 στη χρωµατίνη (βλ. κεφ. 2), εξετάστηκε 

το ενδεχόµενο χρησιµοποίησης εναλλακτικού σηµείου έναρξης για τη µεταγραφή του 

FRE2 όταν αυτός απουσιάζει από το κύτταρο. ∆υστυχώς, δεν κατέστη δυνατό να 

διαπιστωθεί αν κάτι τέτοιο συµβαίνει, λόγω των πολύ χαµηλών επιπέδων της 

επαγόµενης µεταγραφής του γονιδίου στο στέλεχος nhp6a∆ nhp6b∆ (εικόνα 1.8Β). Ο 

ρόλος των NHP6A και NHP6B στη σιδηροεξαρτώµενη µεταγραφική ρύθµιση 

εξετάζεται στο κεφάλαιο 2 . 

 

1.5.2  SWI6 

Υπάρχει µια ακόµα (και µοναδική) περίπτωση αποµόνωσης του NHP6A ως γενετικού 

καταστολέα,  εκτός αυτής της παρούσας µελέτης:  έχει  αποµονωθεί  ως  καταστολέας 

πολλαπλών αντιγράφων θερµοευαίσθητων µεταλλαγών του γονιδίου SWI6, το οποίο 

κωδικοποιεί έναν κρίσιµο µεταγραφικό ενεργοποιητή της φάσης G1 του κυτταρικού 

κύκλου [144]. Με δεδοµένη, λοιπόν, τη σχέση µεταξύ NHP6A και FRE2, εξετάστηκε 

το ενδεχόµενο επίδρασης του SWI6 στην έκφραση του τελευταίου. Η επαγόµενη 

µεταγραφή  του  FRE2  (και όχι των FRE1 και CTR1)  βρέθηκε  δραµατικά  µειωµένη 

A 
 
 
 
 

B 
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Εικόνα 1.9 
Επίδραση του γονιδίου SWI6 στη µεταλλορυθµιζόµενη µεταγραφή. (A) Ανάλυση 
Northern ολικού RNA των στελεχών αγρίου τύπου και swi6∆ που αναπτύχθηκαν σε 
θρεπτικό µέσο µε επάρκεια µετάλλων (SC) ή έλλειψη σιδήρου (SCBPS) ή έλλειψη 
χαλκού (SCBCS), µε χρήση ραδιοσηµασµένων ανιχνευτών για τα γονίδια FRE2, FRE1, 
CTR1 και CMD1 (εσωτερικός ποσοτικός δείκτης). (B) Ενεργότητα β-γαλακτοσιδάσης 
των γονιδίων αναφοράς FRE2-LacZ και FRE2-HIS3-LacZ, που περιλαµβάνουν τα 
ενδεικνυόµενα τµήµατα του υποκινητή FRE2, σε αναπτυγµένα σε SCBPS κύτταρα 
αγρίου τύπου ή swi6∆. Με κουτάκι σηµειώνεται η θέση πρόσδεσης του παράγοντα Aft1 
πάνω στον υποκινητή. 

 
 

 

στο µετάλλαγµα swi6∆ (εικόνα 1.9Α), µε τη δράση του παράγοντα Swi6 να 

εντοπίζεται στην περιοχή -300/-1 του υποκινητή του γονιδίου (εικόνα 1.9Β). Το 

SWI6, λοιπόν, επιδρά µε σαφή θετικό τρόπο στην ενεργοποίηση της µεταγραφής του 

FRE2, παρέχοντας έτσι µια ένδειξη για πιθανή σχέση του τελευταίου µε τον 

κυτταρικό κύκλο. 

 

1.5.3  SSN6, TUP1 

Έχει αναφερθεί ότι κύτταρα ζύµης από τα οποία απουσιάζουν οι µεταγραφικοί 

συγκαταστολείς   Ssn6   ή   Tup1   (βλ. κεφ. 2)   παρουσιάζουν  µειωµένη  αναγωγική 

πρόσληψη του σιδήρου σε συνθήκες επάρκειας του µετάλλου [90]. Με αυτό το  

Α 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Β 

 Εικόνα 1.10 
Επίδραση των γονιδίων SSN6 
και TUP1 στη µεταλλορυθµι-
ζόµενη µεταγραφή. (Α) Ανά-
λυση Northern ολικού RNA από 
τα ενδεικνυόµενα στελέχη που 
αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό µέσο 
µε επάρκεια µετάλλων (SC) ή έλ-
λειψη σιδήρου (SCBPS) ή έλλει-
ψη χαλκού (SCBCS), µε χρήση 
ραδιοσηµασµένων ανιχνευτών για 
τα γονίδια FRE2, FRE1, CTR1 
και CMD1 (εσωτερικός ποσοτι-
κός δείκτης). (Β) Παρόµοια ανά-
λυση των στελεχών αγρίου τύ-
που και ssn6∆ σε  συνθήκες 



 33

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

υπερεπάρκειας χαλκού (SCCu) ή 
υπερεπάρκειας σιδήρου (SCFe) ή 
επάρκειας µετάλλων (SC) ή έλ-
λειψης σιδήρου (SCBPS)  ή έλ-
λειψης χαλκού (SCBCS). Τα στε-
λέχη στα (Α) και (Β) προέρχο-
νται από τα  γενετικά υπόβαθρα 
FT5 και S288C αντίστοιχα. 

 

 

δεδοµένο, έγινε έλεγχος της µεταγραφής του FRE2 (και των FRE1, CTR1) στα 

στελέχη ssn6∆ και tup1∆, σε διάφορες συνθήκες διαθεσιµότητας µετάλλων (εικόνα 

1.10). Η επαγόµενη µεταγραφή του FRE2 βρέθηκε δραµατικά µειωµένη στα δύο 

µεταλλάγµατα (περισσότερο στο πρώτο), συγκριτικά µε τα επίπεδα αγρίου τύπου, 

ενώ και αυτή του FRE1 (και όχι του CTR1) µειώθηκε σηµαντικά κυρίως στο ssn6∆. 

Ο ρόλος του SSN6 στη σιδηροεξαρτώµενη µεταγραφική ρύθµιση εξετάζεται στο 

κεφάλαιο 2.  

 

1.5.4  GCN5, ESA1 

Η ακετυλίωση των ιστονών είναι µια διαδικασία στενά συνδεδεµένη µε τη γονιδιακή 

ρύθµιση. Στο σακχαροµύκητα, οι ακετυλοτρανσφεράσες ιστονών Gcn5 και Esa1 

[148] αποτελούν τις καταλυτικές υποµονάδες δύο µεγάλων πρωτεϊνικών συµπλόκων 

νουκλεοσωµικής τροποποίησης, του SAGA και του NuA4 αντίστοιχα, τα οποία 

στρατολογούνται  στους  υποκινητές   από   µεταγραφικούς   ενεργοποιητές.  Η  Gcn5  

Α 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Β 
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Εικόνα 1.11 
Επίδραση του γονιδίου GCN5 στη µεταλλορυθµιζόµενη µεταγραφή. (Α) Ανάλυση 
Northern ολικού RNA από τα ενδεικνυόµενα στελέχη που αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό 
µέσο µε έλλειψη σιδήρου (SCBPS) ή χαλκού (SCBCS), µε χρήση ραδιοσηµασµένων 
ανιχνευτών για τα γονίδια FRE1-6, CTR1 και CMD1 (εσωτερικός ποσοτικός δείκτης). 
(Β) Παρόµοια ανάλυση σε ίδια στελέχη, αναπτυγµένα σε SCBPS, στα οποία 
υπερεκφράστηκε (+pYX142-GCN5) ή όχι (+pYX142) το γονίδιο GCN5, µε χρήση 
ραδιοσηµασµένων ανιχνευτών για τα γονίδια FRE2, FRE7 και RPB8 (εσωτερικός 
ποσοτικός δείκτης). 

 
 

 

είναι η καλύτερα µελετηµένη ακετυλοτρανσφεράση ιστονών και έχει σηµαντικό 

συνενεργοποιητικό ρόλο στη µεταγραφή πολλών γονιδίων. Η Esa1, από την άλλη, 

έχει καθοριστικό ρόλο στον έλεγχο του κυτταρικού κύκλου και αποτελεί τη µοναδική 

απαραίτητη για τη βιωσιµότητα ακετυλοτρανσφεράση ιστονών στη ζύµη, γεγονός 

που δείχνει τη σηµασία της. Όπως φαίνεται στην εικόνα 1.11Α, η έλλειψη του 

γονιδίου GCN5 (αλλά και αυτή των NHP6A και NHP6B) επέδρασε στη µεταγραφική 

ενεργοποίηση µιας σειράς γονιδίων του µηχανισµού οµοιοστασίας σιδήρου και 

χαλκού µε διαφορετικό κατά περίπτωση τρόπο. Ειδικά σε σχέση µε το FRE2, 

προκάλεσε πολύ σηµαντική µείωση της επαγόµενης µεταγραφής του, συγκριτικά  µε  

τα  επίπεδα  αγρίου  τύπου.  Είναι χαρακτηριστικό ότι η υπερέκφραση του GCN5 στο 

Α 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Εικόνα 1.12 
Επίδραση του γονιδίου ESA1 
στη µεταλλορυθµιζόµενη µετα-
γραφή. Ανάλυση Northern ολι-
κού RNA ενός “υπό όρους” µε-
ταλλάγµατος esa1 (Susana Ro-
driguez) που αναπτύχθηκε παρου-
σία ή απουσία του αντιβιοτικού 
deoxycycline (2,5 µg/ml), σε συν-
θήκες  επάρκειας  µετάλλων  (SC) 
ή έλλειψης σιδήρου (SCBPS) ή 
έλλειψης χαλκού (SCBCS). Χρη-
σιµοποιήθηκαν ραδιοσηµασµένοι 
ανιχνευτές για τα γονίδια (Α) 
FRE2, ESA1, ΑCT1 και (Β) 
FRE1, CTR1, CMD1. Στο συγκε-
κριµένο µετάλλαγµα, που προέρ-
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Β 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

χεται από το στέλεχος FY1679, 
το ενδογενές γονίδιο ESA1 βρί-
σκεται υπό τον έλεγχο του υποκι-
νητή της τετρακυκλίνης, µε απο-
τέλεσµα η έκφρασή του να κα-
ταστέλλεται σε συνθήκες παρα-
τεταµένης ανάπτυξης παρουσία 
του αντιβιοτικού. 

 

 

στέλεχος αγρίου τύπου προκάλεσε  περαιτέρω   επαγωγή   της   µεταγραφής  του 

FRE2,  φαινόµενο  που  δεν παρατηρήθηκε στο στέλεχος nhp6∆∆ (εικόνα 1.11Β). 

Συµπερασµατικά, το γονίδιο GCN5 έχει θετικό ρόλο στη µεταγραφική ρύθµιση του 

FRE2 ενώ η δράση του φαίνεται να “ακολουθεί” εκείνη του NHP6.   

∆εδοµένης της µη βιωσιµότητας της µεταλλαγής esa1∆, η µεταγραφή του 

FRE2 (και των FRE1, CTR1) ελέγχθηκε σε ένα ειδικά τροποποιηµένο στέλεχος 

(Susana Rodriguez). Σε αυτό, η κωδική περιοχή του γονιδίου ESA1 βρίσκεται υπό τον 

έλεγχο του υποκινητή του γονιδίου της τετρακυκλίνης µε αποτέλεσµα η προσθήκη 

της κατάλληλης συγκέντρωσης του αντιβιοτικού deoxycyclin στο µέσο ανάπτυξής 

του να περιορίζει σηµαντικά την παραγωγή πρωτεΐνης Esa1 (εικόνα 1.12Α). Σε 

συνθήκες καταστολής της έκφρασης του  ESA1,  λοιπόν,  παρατηρήθηκε  µείωση  της 

επαγόµενης µεταγραφής του FRE2 (και κατά δεύτερο λόγο αυτής των FRE1 και 

CTR1), συγκριτικά µε τα επίπεδα αγρίου τύπου (εικόνα 1.12Β), γεγονός που έδειξε 

ότι το γονίδιο αυτό συµβάλλει στην πλήρη µεταγραφική ενεργοποίηση του FRE2. 

ζεύγος 
πρωτεϊνών υβριδιακά πεπτίδια αλληλ/δραση 

 

Aft1-Aft1 

LexA-Aft1 

LexA-Aft1 

LexA-N-Aft1 

Gal4AD-Aft1 

Gal4AD-N-Aft1 

Gal4AD-C-Aft1 

2-5x 

- 

- 

Aft1-Mac1 

LexA-Aft1 

LexA-Mac1 

LexA-Mac1 

LexA-Mac1 

LexA-N-Mac1 

LexA-N-Mac1 

Gal4AD-Mac1 

Gal4AD-Aft1 

Gal4AD-N-Aft1 

Gal4AD-C-Aft1 

Gal4AD-Aft1 

Gal4AD-N-Aft1 

2-4x 

2,5-25x 

1,5x 

- 

- 

- 
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Aft1-Ssn6 

LexA-Aft1 

LexA-Aft1 

LexA-N-Aft1 

LexA-N-Aft1 

LexA-Ssn6 

LexA-Ssn6 

LexA-N-Ssn6(10T) 

LexA-N-Ssn6(10T) 

LexA-N-Ssn6(10T) 

LexA-N-Ssn6(7T) 

LexA-N-Ssn6(7T) 

Gal4AD-N-Ssn6(10T) 

N-Ssn6(7T)-VP16 

Gal4AD-N-Ssn6(10T) 

N-Ssn6(7T)-VP16 

Gal4AD-Aft1 

Gal4AD-N-Aft1 

Gal4AD-Aft1 

Gal4AD-N-Aft1 

Gal4AD-C-Aft1 

Gal4AD-Aft1 

Gal4AD-N-Aft1 

3-6x 

2-5x 

3-8x 

2,5-40x 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Aft1-Tup1 

LexA-Tup1 

LexA-Tup1 

LexA-Tup1 

Gal4AD-Aft1 

Gal4AD-N-Aft1 

Gal4AD-C-Aft1 

- 

- 

- 

Aft1-Swi6 
LexA-Aft1 

LexA-N-Aft1 

Gal4AD-Swi6 

Gal4AD-Swi6 

- 

- 

Mac1-Ssn6 

LexA-Mac1 

LexA-Mac1 

LexA-N-Mac1 

LexA-Ssn6(10Τ) 

LexA-N-Ssn6(7T) 

Gal4AD-N-Ssn6(10Τ) 

Ν-Ssn6(7Τ)-VP16 

Ν-Ssn6(7Τ)-VP16 

Gal4AD-Mac1  

Gal4AD-Mac1  

- 

2-6x 

- 

- 

- 

Mac1-Tup1 LexA-Tup1 Gal4AD-Mac1 - 

Mac1-Mac1 © LexA-Mac1 Gal4AD-Mac1 20-80x 

Ssn6-Gcn5 LexA-Gcn5 Ν-Ssn6(7Τ)-VP16 - 

Ssn6-Tup1 © 

LexA-Ssn6 

LexA-N-Ssn6(10Τ) 

LexA-Tup1 

Tup1-VP16 

Tup1-VP16 

Ν-Ssn6(7Τ)-VP16 

35-55x 

140x 

15-40x 

 

Nhp6a-Aft1 

LexA-Aft1 

Gal4DBD-Nhp6a 

Gal4DBD-Nhp6a 

Gal4AD-Nhp6a 

Gal4AD-Aft1 

Gal4AD-N-Aft1 

* 

- 

- 

Nhp6a-Mac1 
Gal4DBD-Nhp6a 

Gal4DBD-Nhp6a 

Gal4AD-Mac1 

Gal4AD-N-Mac1 

- 

- 

Nhp6a-Ssn6 Gal4DBD-Nhp6a Ν-Ssn6(7Τ)-VP16 - 

Nhp6a-Esa1 Gal4DBD-Esa1 Gal4AD-Nhp6a ** 

Nhp6a-Gcn5 LexA-Gcn5 Gal4AD-Nhp6a ** 

Nhp6a-Swi6 Gal4DBD-Nhp6a Gal4AD-Swi6 - 

Nhp6a-Nhp6a Gal4DBD-Nhp6a Gal4AD-Nhp6a - 
 
 
Πίνακας 1.2 
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Προκαταρκτικός έλεγχος πιθανών πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων µε τη µέθοδο των 
δύο υβριδίων. Τα παραπάνω υβριδιακά πεπτίδια εκφράστηκαν από ειδικούς πλασµιδια-
κούς φορείς στα κατάλληλα στελέχη ως εξής (βλ. στοιχεία για φορείς, κατασκευές και 
στελέχη στα Υ&Μ): 

  
πλασµίδιο µε DBD πλασµίδιο µε AD στέλεχος γονίδιο αναφοράς 

pAS (LexA-X) pACT2 (Gal4AD-Y) L9FT5 (+pJK103) 4xLexAop-GAL1TATA-LacZ 

pGBT9 (Gal4DBD-X) pACT2 (Gal4AD-Y) PJ694α GAL7-LacZ 
     

      DBD = DNA-Binding Domain, AD = Activation Domain 
 

Οι έλεγχοι των αλληλεπιδράσεων πραγµατοποιήθηκαν σε θρεπτικό µέσο SC µε µέτρηση 
της ενεργότητας β-γαλακτοσιδάσης υγρών καλλιεργειών µετασχηµατισµένων κυττάρων 
στα οποία εκφράστηκαν τα δύο υποψήφια αλληλεπιδρώντα πεπτίδια µαζί ή ξεχωριστά. Η 
εκτίµηση για την ύπαρξη ή όχι αλληλεπίδρασης, στις συγκεκριµένες πειραµατικές συν-
θήκες, βασίστηκε στη σύγκριση της ενεργότητας κυττάρων στα οποία εκφράστηκαν και 
τα δύο πεπτίδια µε την αντίστοιχη κυττάρων στα οποία εκφράστηκε µόνο το προσδενό-
µενο στο DNA πεπτίδιο (στήλη 4). Ο έλεγχος αλληλεπιδράσεων του παράγοντα Nhp6a 
(πίνακας µε διακεκοµµένες γραµµές) ήταν προβληµατικός καθότι ο µετασχηµατισµός 
κυττάρων µε την κατασκευή pACT2-NHP6A είτε δεν ήταν δυνατός (*) είτε έδωσε λίγες 
αποικίες στις οποίες το πεπτίδιο Gal4AD-Nhp6a, µόνο του, παρουσίαζε ισχυρή ενεργο-
ποίηση (**) (© = αλληλεπίδραση θετικού ελέγχου). 

 
   

 

1.6  ∆ιερεύνηση πιθανών αλληλεπιδράσεων µεταξύ µεταγραφικών ρυθµιστών 

και συρρυθµιστών της οµοιοστασίας σιδήρου και χαλκού  

Μια προκαταρκτική διερεύνηση της ύπαρξης αλληλεπιδράσεων µεταξύ παραγόντων 

που συµµετέχουν στη µεταγραφική ρύθµιση των γονιδίων της οµοιοστασίας σιδήρου 

και χαλκού έγινε µε τη µέθοδο των δύο υβριδίων. Στον πίνακα 1.2 παραθέτονται όλα 

τα ζευγάρια πεπτιδίων που εξετάστηκαν για αλληλεπίδραση και τα αποτέλεσµατα της 

εξέτασης αυτής. 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
Εικόνα 1.13 
Έλεγχος της ακετυλίωσης των παραγόντων 
Nhp6a και Nhp6b in vitrο. 1µl βακτηριακού 
εκχυλίσµατος (από συνολικά 250µl που αντι-
στοιχούν σε κυτταρική καλλιέργεια 50ml), 
στο οποίο υπερεκφράστηκε πρωτεΐνη Esa1 ή 
Gcn5, επωάστηκε µε 2µg καθαρής πρωτεΐνης 
Nhp6a ή Nhp6b που εκφράστηκε από κατάλ-
ληλο πλασµιδιακό φορέα στην E. coli και 
αποµονώθηκε σε στήλη χιτίνης (µε το σύστη-
µα καθαρισµού πρωτεϊνών IMPACT) ή µε 
10µg µίγµατος καθαρών ελεύθερων ιστονών 
(θετικός µάρτυρας), παρουσία τριτιωµένου 
ακετυλοσυνενζύµου. Μετά από 30min στους 
30οC, οι πρωτεΐνες ηλεκτροφορήθηκαν σε πή-
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κτωµα πολυακρυλαµίδης 15%, το οποίο στη 
συνέχεια βάφτηκε µε coomassie, ξηράνθηκε 
και αυτοραδιογραφήθηκε.  
 

 

 

1.7  Ο παράγοντας Nhp6 δεν αποτελεί υπόστρωµα των ακετυλοτρανσφερασών 

ιστονών Gcn5 και Esa1 in vitro 

Πολλές ακετυλοτρασφεράσες ακετυλιώνουν και άλλες πρωτεΐνες εκτός από ιστόνες 

από τις οποίες οι περισσότερες είναι µεταγραφικοί ρυθµιστές και συρρυθµιστές [148, 

77]. Η επίδραση της ακετυλίωσης των παραγόντων αυτών στη µεταγραφή είναι τις 

περισσότερες φορές θετική, ωστόσο, σε κάποιες περιπτώσεις είναι αρνητική ενώ σε 

άλλες δεν έχει ακόµα προσδιοριστεί [148]. Στα υποστρώµατα ακετυλοτρανσφερασών 

συµπεριλαµβάνονται   και   αρκετοί  αρχιτεκτονικοί  παράγοντες.  Για  παράδειγµα,  ο 

θετικός µεταγραφικός συρρυθµιστής HMG17 των θηλαστικών [15] βρέθηκε in vitro 

ότι ακετυλιώνεται από την ακετυλοτρανσφεράση PCAF µε αποτέλεσµα τη µείωση 

της ικανότητας πρόσδεσής του στα νουκλεοσώµατα [54]. Ακόµα, ο HMGI(Y), 

βασικό αρχιτεκτονικό συστατικό του ενισχυοσώµατος στον υποκινητή του γονιδίου 

IFN-β του ανθρώπου, ακετυλιώνεται από την p300/CBP µε αποτέλεσµα την 

αποσυγκρότηση του ενισχυοσώµατος και το “κλείσιµο” της µεταγραφής του γονιδίου 

ενώ η ακετυλίωση διαφορετικών καταλοίπων λυσίνης του ίδιου συστατικού από την 

PCAF έχει αντίθετο αποτέλεσµα [118, 117]. Στη ζύµη, η HMGΒ πρωτεΐνη 

Sin1(Spt2), που αρχικά προσδιορίστηκε ως αρνητικός συρρυθµιστής της µεταγραφής 

του γονιδίου HO [78], έχει βρεθεί in vitro ότι ακετυλιώνεται από τη Gcn5 χωρίς να 

έχει προσδιοριστεί η λειτουργική σηµασία αυτής της τροποποίησης [129]. 

 
 
 
 
 Α                                                                                           
                                                                                                       
                                                                                        Γ   
                                                                                                                                          
 

 
 Β 
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Εικόνα 1.14 
Έλεγχος της ενζυµικής ενεργότητας της ακετυλοτρανσφεράσης Esa1 in vitro. (Α) 1µl 
βακτηριακoύ εκχυλίσµατος στο οποίο υπερεκφράστηκε Esa1 ή Gcn5 επωάστηκε µε τα 
ενδεικνυόµενα καθαρά υποστρώµατα (Nhp6a ή λυσοζύµη: 2µg , ιστόνες: 10µg), παρου-
σία τριτιωµένου ακετυλοσυνενζύµου Α, στους 30οC για 30min. (Β) 1µl βακτηριακού εκ-
χυλίσµατος µε (στήλες 1-4) ή χωρίς Esa1 (στήλες 5 και 6) και τα ενδεικνυόµενα υπο-
στρώµατα (Nhp6a ή λυσοζύµη: 2µg, ιστόνες: 5µg) επωάστηκαν στις ίδιες συνθήκες. (Γ) 
1µl βακτηριακού εκχυλίσµατος µε ή χωρίς Esa1 ή µε Esa1-GFP και 5µg µίγµατος καθα-
ρών ελεύθερων ιστονών επωάστηκαν στις ίδιες συνθήκες. Τις επωάσεις ακολούθησε 
ηλεκτροφορητικός διαχωρισµός σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 15%, βαφή µε coomas-
sie, ξήρανση και αυτοραδιογραφία. 

 

 

   

Λαµβάνοντας υπόψη τα παραπάνω και µε δεδοµένη τη συµµετοχή των 

αρχιτεκτονικών παραγόντων Nhp6a και Nhp6b και των ακετυλοτρανσφερασών Gcn5 

και Esa1 στη µεταγραφική ρύθµιση του FRE2, εξετάσαµε in vitro το ενδεχόµενο 

ακετυλίωσης των πρώτων από τις δεύτερες. Στα σχετικά πειράµατα χρησιµοποιήσαµε 

βακτηριακό εκχύλισµα µε υπερεκφρασµένη Gcn5 ή Esa1 ως ένζυµο και 

αποµονωµένη από βακτήρια Nhp6a ή Nhp6b ή µίγµα καθαρών ιστονών (θετικός 

µάρτυρας) ως υπόστρωµα. Στις συγκεκριµένες συνθήκες, οι Nhp6a και Nhp6b δεν 

ακετυλιώθηκαν από τις Gcn5 και Esa1 (εικόνα 1.13).  

 

1.8  Η Esa1 αυτοακετυλιώνεται in vitro ενώ, στις ίδιες συνθήκες, ο Nhp6a φαί-

νεται να επηρεάζει την ενζυµική της λειτουργία   

Σε πειράµατα ακετυλίωσης αντίστοιχα µε τα παραπάνω, δεν ανιχνεύτηκε µεν 

ακετυλίωση του Nhp6a, ωστόσο διαπιστώθηκε αυτοακετυλίωση της Esa1 (και όχι της 

Gcn5) η οποία µάλιστα, ειδικά µε την προσθήκη του Nhp6a στην αντίδραση, έγινε 

εντονότερη και παράλληλα συνοδεύτηκε από µείωση της ακετυλίωσης των ιστονών 

(εικόνα 1.14Α-Β). Όπως ήταν αναµενόµενο, σε πείραµα ελέγχου στο οποίο το 

βακτηριακό εκχύλισµα µε την υπερεκφρασµένη Esa1 αντικαταστάθηκε από 

αντίστοιχο εκχύλισµα στο οποίο δεν εκφραζόταν η συγκεκριµένη πρωτεΐνη (εικόνα 

1.14Β) δεν ανιχνεύτηκε ενζυµική δράση. Ωστόσο, σε δεύτερο πείραµα ελέγχου, η 

παράλληλη χρήση εκχυλισµάτων µε υπερεκφρασµένη Esa1 ή Esa1-GFP 

(διαφορετικής ηλεκτροφορητικής κινητικότητας), δεν ήταν πληροφοριακή καθώς η 

χιµαιρική πρωτεΐνη είχε απωλέσει την ενζυµική της ενεργότητα (εικόνα 1.14Γ). Τα 
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παραπάνω, αφενός φανέρωσαν ότι η ακετυλοτρανσφεράση ιστονών Esa1 

αυτοακετυλιώνεται και αφετέρου έδωσαν µια  in vitro ένδειξη επίδρασης του 

παράγοντα Nhp6a στην ενζυµική της λειτουργία. Η πρώτη διαπίστωση συµφωνεί µε 

το αποδεδειγµένο γεγονός της συµµετοχής ενός αυτοακετυλιωµένου ενδιάµεσου 

προϊόντος (συµπλόκου ενζύµου-ακετυλοσυνενζύµου) στον καταλυτικό µηχανισµό 

της Esa1, αντίθετα µε ό,τι συµβαίνει στον αντίστοιχο µηχανισµό της Gcn5 [174]. 

Έχουν αναφερθεί και άλλες περιπτώσεις αυτοακετυλίωσης ακετυλοτρανσφερασών 

ιστονών που όµως είναι άγνωστο αν είναι φυσιολογικά σηµαντικές ή απλώς 

δηµιουργήµατα των πειραµατικών συνθηκών [148]. Μια πολύ πρόσφατη µελέτη 

έδειξε ότι η καταλυτική ενεργότητα της p300 των θηλαστικών αυξάνεται µέσω 

αυτοακετυλίωσης όπως αντίστοιχα πολλές κινάσες ενεργοποιούνται µέσω 

αυτοφωσφορυλίωσης [153].  

Η παρατηρηθείσα ειδική επίδραση του Nhp6a στην ενζυµική λειτουργία της 

Esa1 πρέπει να διερευνηθεί µε βάση τη βιολογική της σηµασία. Είναι πιθανό να µην 

είναι αληθινή αλλά δηµιούργηµα των συγκεκριµένων πειραµατικών συνθηκών. 

Χαρακτηριστικά παραδείγµατα ακετυλοτρανσφερασών ιστονών των οποίων η 

ενζυµική ενεργότητα ρυθµίζεται από ένα µεταγραφικό παράγοντα αποτελούν οι 

Tip60 (που είναι οµόλογη µε την Esa1) και TAFII250 του ανθρώπου. Ο 

ενεργοποιητής Tat του ιού HIV-1 αλληλεπιδρά µε τις καταλυτικές περιοχές των δύο 

πρωτεϊνών εµποδίζοντας την ενζυµική τους δραστηριότητα, µε συνέπεια την 

καταστολή της εξαρτώµενης από αυτές έκφρασης κυτταρικών γονιδίων που 

παρεµποδίζουν τον ιϊκό πολλαπλασιασµό (όπως του Mn-SOD και γονιδίων MHC 

τάξης Ι) [21, 165]. Είναι χαρακτηριστικό ότι η Tip60 δεν ακετυλιώνει τον παράγοντα 

Tat ενώ αυτοακετυλιώνεται ανεξάρτητα από την αλληλεπίδρασή της µε αυτόν [21]. 
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2.1  Εισαγωγικά   

Η πρόσληψη και οµοιοστασία του σιδήρου στο σακχαροµύκητα είναι µια πολύπλοκη 

διαδικασία στην οποία συµµετέχουν πολλές πρωτεΐνες όπως αναγωγάσες (Fre1-6), 

οξειδάσες (Fet3, Fet5) και περµεάσες (Ftr1, Fth1, Fet4) σιδήρου, µεταφορείς 

σιδηροφόρων (Arn1-4) και µαννοπρωτεΐνες του κυτταρικού τοιχώµατος (Fit1-3) κι 

ακόµα µια χαλκοσαπερόνη (Atx1) και µια ενδοµεµβρανική περµεάση χαλκού (Ccc2) 

(βλ. εισαγωγή) [76]. Η µεταγραφή των αντίστοιχων γονιδίων επάγεται σε συνθήκες 

χαµηλής συγκέντρωσης σιδήρου, ρυθµιζόµενη µε αυτόν τον τρόπο από τη 

διαθεσιµότητα του µετάλλου. Η σιδηροεξαρτώµενη ρύθµιση στο σακχαροµύκητα 

διαµεσολαβείται από δύο προσδενόµενους στο DNA µεταγραφικούς παράγοντες: τον 

Αft1 [170] ή/και τον πρόσφατα προσδιορισθέντα Aft2 [10, 137, 138].   

Ο Aft1 προσδένεται, µε σιδηροεξαρτώµενο τρόπο, στην αλληλουχία FeRE 

(Fe-Responsive Element) 5΄-PyPuCACCCPu-3΄ που βρίσκεται στους υποκινητές των 

άµεσα ρυθµιζόµενων από αυτόν γονιδίων [172]. Αποτελείται από 690 αµινοξέα και 

περιέχει ένα αµινοτελικό βασικό τµήµα (αµινοξέα 140-280) που πιθανώς συνιστά την 

περιοχή δέσµευσης στο DNA (DNA-binding domain) και µια καρβοξυτελική, 

πλούσια σε γλουταµίνες, ισχυρή περιοχή ενεργοποίησης (activation domain) 

(αµινοξέα 413-572) [170]. Η ενδοκυτταρική συγκέντρωση του σιδήρου δεν επηρεάζει 

την έκφραση του Aft1, επηρεάζει όµως τον ενδοκυτταρικό εντοπισµό του. Σε 

συνθήκες επάρκειας του µετάλλου, ο παράγοντας µετατοπίζεται από τον πυρήνα στο 

κυτταρόπλασµα και η διαδικασία αυτή ρυθµίζεται από µια αµινοτελική αλληλουχία 

πυρηνικής εξαγωγής NES (Nuclear Export Signal) (αµινοξέα 97-107) [173]. Η 
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εισαγωγή του Aft1 στον πυρήνα διαµεσολαβείται από την ιµπορτίνη Pse1/Kar121 η 

οποία αναγνωρίζει δύο αλληλουχίες πυρηνικής εισαγωγής NLS (Nuclear Localization 

Signal) (αµινοξέα 198-225 και 332-365 αντίστοιχα) του µορίου και δεσµεύεται σε 

αυτές ανεξάρτητα από τα ενδοκυτταρικά επίπεδα σιδήρου1 [157]. Εκτός από τον 

ενδοκυτταρικό εντοπισµό, η ενεργότητα του Aft1 ίσως ρυθµίζεται και µε πιο άµεσο 

τρόπο µέσω µηχανισµών “αίσθησης” του σιδήρου που πιθανώς σχετίζονται µε 

δέσµευση του µετάλλου σε αυτόν. Το µοτίβο CysXCys (αµινοξέα 291-293) για 

παράδειγµα, που έχει τη δυνατότητα να δεσµεύει σίδηρο, έχει βρεθεί ότι επηρεάζει 

την ενεργοποιητική λειτουργία του παράγοντα, καθώς η αντικατάσταση της Cys291 µε 

Phe τον καθιστά µόνιµα ενεργό2 [170]. Επίσης, δύο πλούσιες σε ιστιδίνες περιοχές 

του, τοποθετηµένες αµινοτελικά και καρβοξυτελικά αντίστοιχα, θα µπορούσαν, 

δεσµεύοντας σίδηρο, να αλληλεπιδρούν ενδοµοριακά  µε αποτέλεσµα την 

απενεργοποίησή του, όπως έχει δειχθεί για τον χαλκοεξαρτώµενο ενεργοποιητή Mac1 

[62]. Επιπλέον, διαπιστώθηκε φωσφορυλίωση του Aft1 σε ειδικές φάσεις της 

κυτταρικής ανάπτυξης όπως κατά τη µετάβαση από το µεταβολισµό γλυκόζης στο 

µεταβολισµό αιθανόλης (diauxic shift), η οποία συµβαίνει όταν τα αποθέµατα 

γλυκόζης των κυττάρων αρχίζουν να εξαντλούνται, ή στις συνθήκες στάσης της 

ανάπτυξης cdc µεταλλαγµάτων, κατά τη φάση G1 του κυτταρικού κύκλου. Όσο ο 

Aft1 παρέµεινε  υπερφωσφορυλιωµένος, δεν παρατηρήθηκε επαγωγή των  εξαρτώµε- 

                                                 
1 Εκτός του ότι η αλληλεπίδραση in vivo του Aft1 µε την Pse1 δεν εµποδίζεται παρουσία 

σιδήρου, ούτε και η δράση των δύο αλληλουχιών NLS του Aft1 φαίνεται να παρεµποδίζεται 

στις ίδιες συνθήκες, καθώς ένα παράγωγο του παράγοντα που φέρει καρβοξυτελικά µια 

αλληλουχία NLS του ιού SV40 και στο οποίο αυτές είναι µεταλλαγµένες µπορεί να εισαχθεί 

φυσιολογικά στον πυρήνα  [157]. Συνεπώς, φαίνεται ότι µόνο το στάδιο της εξαγωγής του 

Aft1 από τον πυρήνα είναι σιδηροεξαρτώµενο. ∆ε θα µπορούσε ωστόσο να αποκλειστεί η 

πιθανότητα δέσµευσης του Aft1 σε µια κυτταροπλασµατική πρωτεΐνη (anchor protein) 

παρουσία σιδήρου και αποδέσµευσής του, για να µετατοπιστεί στον πυρήνα µέσω της Pse1, 

απουσία του µετάλλου [157]. 
2 Η συγκεκριµένη υπερέχουσα µεταλλαγή (AFT1-1up) έχει ως αποτέλεσµα τη µόνιµη 

ενεργοποίηση του κυτταρικού µηχανισµού πρόσληψης σιδήρου, γεγονός που, σε συνθήκες 

υψηλής διαθεσιµότητας του µετάλλου, προκαλεί στάση της ανάπτυξης στη φάση G1 του 

κυτταρικού κύκλου. Η τελευταία βρέθηκε ότι οφείλεται σε παρεµπόδιση της έκφρασης των 

κυκλινών Cln1 και Cln2, στις συγκεκριµένες συνθήκες, που γίνεται στο µεταφραστικό 

επίπεδο [128]. 
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Εικόνα 2.1 
Γονίδια που επάγονται από τον Aft1 ή/και τον Aft2. Προέκυψαν από τη γενωµική 
ανάλυση των Rutherford et al. [138]. Τα γονίδια στην τοµή των δύο συνόλων επάγονται 
και από τους δύο παράγοντες ενώ τα σκιασµένα κωδικοποιούν πρωτεΐνες που 
σχετίζονται µε την οµοιοστασία του σιδήρου. 

 
 

 
νων από αυτόν γονιδίων σε συνθήκες έλλειψης σιδήρου, γεγονός που υποδήλωσε ότι 

η φωσφορυλίωση πιθανώς αποτελεί µηχανισµό απενεργοποίησης του παράγοντα σε 

ειδικές µεταβολικές συνθήκες [16].  

Υπάρχει και ένας δεύτερος ενεργοποιητής της σιδηρορυθµιζόµενης 

µεταγραφής στο σακχαροµύκητα που κωδικοποιείται από το (παράλογο του AFT1) 

γονίδιο AFT2. Ο Aft2 [10, 137] αποτελείται από 416 αµινοξέα και είναι σε ποσοστό 

39% οµόλογος µε το αµινοτελικό µισό του Aft1 το οποίο περιλαµβάνει την περιοχή 

δέσµευσης στο DNA καθώς και το µοτίβο CycXCys. Η απαλοιφή του AFT2 από το 

γένωµα δε δίνει φαινότυπο σιδηροεξάρτησης, ωστόσο η υπερέκφρασή του 

συµπληρώνει ως ένα βαθµό τη µεταλλαγή aft1∆ ενώ παράλληλα η διπλή µεταλλαγή 

aft1∆ aft2∆, συγκρινόµενη µε την aft1∆, παρουσιάζει αυξηµένη ευαισθησία στις 

συνθήκες έλλειψης σιδήρου. Συνεπώς, ο Aft2 υποστηρίζει την έκφραση εξαρτώµενων 

από τον Aft1 γονιδίων του µηχανισµού εξειδικευµένης πρόσληψης και µεταφοράς 

του σιδήρου. Η ανάλυση, µε χρήση µικροσειρών cDNA, της γονιδιακής έκφρασης σε 

ένα στέλεχος aft1∆ aft2∆ στο οποίο υπερεκφράστηκαν ξεχωριστά τα γονίδια AFT1 

και AFT2 φανέρωσε ότι οι παράγοντες Aft1 και Aft2 έχουν αλληλοεπικαλυπτόµενη 

αλλά µη πλεονάζουσα λειτουργία καθώς ενεργοποιούν τη µεταγραφή δύο 

ξεχωριστών (µερικά αλληλεπικαλυπτόµενων) οµάδων γονιδίων [138] (εικόνα 2.1). 

Επιπλέον, µελέτες in vitro και in vivo έδειξαν ότι οι δύο παράγοντες  δεσµεύονται σε 

κοινές αλληλουχίες των εξαρτώµενων από αυτούς υποκινητών [138]. Ενδεχοµένως, η 
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επιλεκτική δράση του Aft1 ή του Aft2 πάνω στους επηρεαζόµενους και από τους δύο 

παράγοντες υποκινητές να προσφέρει πλεονεκτήµατα στο κύτταρο κάτω από 

συγκεκριµένες συνθήκες.   

                                                      

2.2  Ανάλυση δοµής-λειτουργίας του Aft1   

Με βάση τα παραπάνω στοιχεία, επιχειρήσαµε µια γενική ανάλυση δοµής-

λειτουργίας του Aft1. Συγκεκριµένα, εκφράστηκαν:  

(α) το ελλειµµατικό πεπτίδιο N-Aft1(2-280) που περιλαµβάνει την πιθανολογούµενη 

περιοχή δέσµευσης του παράγοντα στο DNA,  

(β) το N-Aft1(2-330) που περιέχει επιπλέον το µοτίβο CysXCys το οποίο έχει βρεθεί 

να επηρεάζει την ενεργοποιητική του λειτουργία και  

(γ) η ακέραια πρωτεΐνη Aft1(2-690),  

σε ένα στέλεχος aft1∆ (εικόνα 2.2Α) και συγκρίθηκε η ικανότητα τους να 

ενεργοποιούν τη µεταγραφή σε αυτό, µε την αντίστοιχη του ενδογενούς Aft1 στο 

στέλεχος αγρίου τύπου. Παράλληλα, εξετάστηκε η ενεργοποιητική ικανότητα τους 

και σε ένα διπλά µεταλλαγµένο στέλεχος aft1∆ mac1∆ έτσι ώστε να διαπιστωθεί η 

καθαρή µεταγραφική συνεισφορά του πρόσφατα προσδιορισθέντος ενεργοποιητή 

Aft2. Ως γονίδια αναφοράς στην παραπάνω ανάλυση χρησιµοποιήθηκαν το 

αποκλειστικά σιδηροεπαγόµενο FRE2, το σιδηροεπαγόµενο και χαλκοεπαγόµενο 

FRE1 και το αποκλειστικά χαλκοεπαγόµενο CTR1. Οι κατάλληλες συνθήκες για την 

ταυτόχρονη επαγωγή της µεταγραφής τους εξασφαλίστηκαν µε την προσθήκη του 

χηλικού δεσµευτή BPS στο θρεπτικό µέσο ανάπτυξης των στελεχών (βλ. Υ&Μ). 

Τα αποτελέσµατα του πειράµατος ήταν διαφωτιστικά σε σχέση τόσο µε την 

εξάρτηση των τριών γονιδίων από τους παράγοντες Aft1, Aft2 και Mac1 όσο και µε 

τη λειτουργικότητα των παραγώγων του Aft1 (εικόνα 2.2Β). Συγκεκριµένα, 

επιβεβαιώθηκε ότι η µεταγραφική ρύθµιση του FRE2 γίνεται αποκλειστικά από τον 

Aft1 και ότι σε αυτή του FRE1, εκτός των Aft1 και Mac1, συµµετέχει κατά 

χαρακτηριστικό τρόπο και ο Aft2. Ελλείψει του Mac1 ή του Aft1, η επαγόµενη 

µεταγραφή του FRE1 σε καµία περίπτωση δεν παρατηρήθηκε να µειώνεται, γεγονός 

που προφανώς οφείλεται στην αναπλήρωση της απουσίας από τους εναποµείναντες 

ενεργοποιητές. Εξάλλου, η έκφραση του γονιδίου AFT1 έχει βρεθεί αυξηµένη σε ένα 

στέλεχος mac1∆ [28] κι ακόµα, όπως εµείς δείξαµε, περισσότερος Aft1 προσδένεται 

στον υποκινητή FRE1 όταν απουσιάζει ο Mac1 (βλ. παρακάτω). ∆εν υπάρχουν  ενδεί- 



46 

A 
 
 
 
 
 
 
 

Γ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Β 

 
 
Eικόνα 2.2 
Λειτουργική ανάλυση παραγώγων του Aft1. (A) Τα πρωτεϊνικά επίπεδα διαφόρων 
παραγώγων του Aft1 όπως προέκυψαν από ανάλυση Western µε χρήση αντισώµατος 
anti-HA. Οι αντίστοιχες πλασµιδιακές κατασκευές περιγράφονται στα Υ&Μ. (Β) 
Ανάλυση Northern ολικού RNA από αναπτυγµένα σε SCBPS στελέχη αγρίου τύπου, 
aft1∆ και aft1∆ mac1∆, στα οποία εκφράστηκαν ή όχι τα ενδεικνυόµενα παράγωγα του 
Aft1, µε χρήση ραδιοσηµασµένων ανιχνευτών για τα γονίδια FRE1, FRE2, CTR1 και 
CMD1 (εσωτερικός ποσοτικός δείκτης). (Γ) Ενεργότητα β-γαλακτοσιδάσης του γονιδίου 
αναφοράς FRE2UAS-HIS3-LacZ σε κύτταρα aft1∆ ή αγρίου τύπου, αναπτυγµένα σε SC ή 
SCBPS, στα οποία εκφράστηκαν ή όχι τα ενδεικνυόµενα παράγωγα του Aft1. 
 

 

 

ξεις ότι επηρεάζεται η έκφραση του γονιδίου MAC1 σε ένα στέλεχος aft1∆ [143]. Η 

µεταγραφή του CTR1 βρέθηκε, όπως αναµενόταν, να επάγεται από τον Mac1 ενώ, 

απρόσµενα, φάνηκε να επηρεάζεται και από τον Aft1 και µάλιστα αρνητικά. Αυτό 

είναι ένα ενδιαφέρον εύρηµα το οποίο αναπτύσσεται σε παρακάτω ενότητα. Το 

πεπτίδιο N-Aft1(2-330), όπως και το N-Aft1(2-280), δεν αποδείχθηκε ικανό να επάγει 

τη µεταγραφή του FRE2, γεγονός που δείχνει ότι το µοτίβο CysXCys δεν έχει 

ενεργοποιητική δυνατότητα από µόνο του. Ωστόσο, τα δύο πεπτίδια επέδρασαν 

αρνητικά στη µεταγραφή του FRE1. Προφανώς, αυτό έγινε επειδή µπόρεσαν να 

προσδεθούν στον υποκινητή του γονιδίου και να εµποδίσουν σε κάποιο ποσοστό την 

πρόσδεση του Aft2 σε αυτόν. Συνεπώς, αφενός επιβεβαιώνεται η οριοθέτηση της 
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περιοχής δέσµευσης στο DNA (DNA-binding domain) του Aft1 µέχρι το αµινοξύ 280 

της πρωτεΐνης και αφετέρου συµπεραίνεται έµµεσα ότι οι Aft1 και Aft2 προσδένονται 

σε κοινή θέση-στόχο (FeRE) πάνω στον υποκινητή FRE1, όπως έχει δειχθεί για τους 

υποκινητές FET3 και FIT3 [138]. 

 Τα τρία πεπτίδια που περιγράφτηκαν παραπάνω, καθώς και το Gal4AD-Aft1 

στο οποίο ο Aft1 είναι συνδεδεµένος αµινοτελικά µε την περιοχή ενεργοποίησης του 

παράγοντα Gal4, ελέγχθηκαν ως προς την ικανότητά τους να ενεργοποιούν τη 

µεταγραφή και του χιµαιρικού γονιδίου αναφοράς FRE2UAS-HIS3-LacZ, σε κύτταρα 

aft1∆ που αναπτύχθηκαν σε µέσο µε ή χωρίς σίδηρο. Η µη λειτουργικότητα των δύο 

πρώτων φάνηκε και στο πείραµα αυτό, ενώ είναι χαρακτηριστικό ότι η µεταγραφή 

που οφείλεται στο Gal4AD-Aft1 ήταν ανεξάρτητη από τη διαθεσιµότητα του 

σιδήρου, κάτι που φυσιολογικά δε συνέβη στην περίπτωση του Aft1(2-690) (εικόνα 

2.2Γ). Το αποτέλεσµα αυτό ενισχύει την άποψη ότι, πέρα από το σιδηροεξαρτώµενο 

ενδοκυτταρικό εντοπισµό, υπάρχει ενδεχοµένως και µηχανισµός απενεργοποίησης 

του πυρηνικού Aft1. Η προσθήκη της περιοχής ενεργοποίησης του Gal4 στον Aft1, 

επειδή ήταν αµινοτελική, φαίνεται ότι επηρέασε την πρόσδεσή του στο DNA. Γι’ 

αυτό το λόγο το πεπτίδιο Gal4AD-Aft1 έδωσε χαµηλότερα επίπεδα µεταγραφής απ’ 

ό,τι το Aft1(2-690). Από την άλλη, πιθανώς εµπόδισε την πραγµατοποίηση δοµικών 

αλλαγών σε αυτόν, π.χ. ενδοµοριακής αλληλεπίδρασης, που θα είχαν ως αποτέλεσµα 

την απενεργοποίησή του. Σε συµφωνία µε αυτό, προκαταρκτική ανάλυση µε το 

σύστηµα των δύο υβριδίων έδειξε πιθανή αλληλεπίδραση του Aft1 µε τον εαυτό του 

(βλ. κεφάλαιο 1, πίνακας 1.2). 

 

2.3  Οι µεταγραφικοί συρρυθµιστές Nhp6 και Ssn6 προάγουν την επαγόµενη από 

τον Aft1 µεταγραφική ενεργοποίηση του γονιδίου FRE2  

Τα FRE1 και FRE2 είναι τα πιο καλά µελετηµένα γονίδια αναγωγασών σιδήρου. 

Όπως είδαµε παραπάνω, η µεταγραφή του δεύτερου εξαρτάται αποκλειστικά από τον 

παράγοντα Aft1. Το πρώτο επάγεται ακόµα από τον Aft2 [138] και, σε συνθήκες 

έλλειψης εξωκυτταρικού χαλκού, από τον χαλκορυθµιζόµενο, προσδενόµενο στο 

DNA, µεταγραφικό ενεργοποιητή Mac1 [171]. Το FRE2, ως γονίδιο επαγόµενο σε 

υψηλά επίπεδα και ρυθµιζόµενο µε απλό τρόπο, αποτελεί ένα καλό µοντέλο για τη 

µελέτη της ρύθµισης της µεταγραφής. Χρησιµοποιώντας ένα ειδικό γενετικό σχήµα, 

το οποίο περιγράφτηκε αναλυτικά στο πρώτο κεφάλαιο, αναζητήσαµε θετικούς 

µεταγραφικούς ρυθµιστές του και αποµονώσαµε το γονίδιο NHP6A ως καταστολέα 
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πολλαπλών αντιγράφων (high-copy suppressor) µιας γενωµικής µεταλλαγής που 

µειώνει σηµαντικά την επαγόµενη µεταγραφή του (και όχι εκείνη του FRE1). Αυτό το 

εύρηµα, σε συνδυασµό µε βιβλιογραφικά δεδοµένα που αναφέρουν την ύπαρξη 

φυσικής αλληλεπίδρασης µεταξύ των παραγόντων Nhp6b και Tup1 [89] καθώς και 

την εµπλοκή των γονιδίων SSN6 και TUP1 στη διαδικασία αναγωγικής πρόσληψης 

σιδήρου στη ζύµη [90], αποτέλεσε το έναυσµα για τη διερεύνηση του ρόλου των 

NHP6A, SSN6 και TUP1 στη µεταγραφική ρύθµιση του FRE2. Η προκαταρκτική 

ανάλυσή της στα αντίστοιχα µεταλλαγµένα στελέχη, αποκάλυψε ότι τα τρία γονίδια 

(τα δύο πρώτα κυρίως και το τρίτο σε µικρότερο βαθµό) έχουν ισχυρή θετική 

επίδραση στην επαγόµενη µεταγραφή του FRE2 (βλ. πρώτο κεφάλαιο). Με βάση 

αυτό το δεδοµένο, εστιάσαµε τη µελέτη µας πάνω στον ειδικό θετικό µεταγραφικό 

ρόλο των γενικών συρρυθµιστών Nhp6 και Ssn6.   

  

2.3.1  Στοιχεία για τον παράγοντα Nhp6  

Οι παράγοντες Nhp6a και Nhp6b (ο όρος Nhp6 αναφέρεται και στους δύο) είναι 

µικρές (93 και 99 αµινοξέα αντίστοιχα - περίπου 11 kDa), ποσοτικά άφθονες, 

λειτουργικά αλληλεπικαλυπτόµενες, µη ιστονικές πρωτεΐνες του σακχαροµύκητα, οι 

οποίες κωδικοποιούνται από τα πλεονάζοντα (75% νουκλεοτιδική ταυτότητα, 87% 

αµινοξική ταυτότητα) και µη απαραίτητα για τη βιωσιµότητα γονίδια NHP6A και 

NHP6B [74]. Ανήκουν στην οικογένεια HMGB (HMG-box) της οµάδας πρωτεϊνών 

υψηλής κινητικότητας, έχοντας δοµική και λειτουργική οµολογία µε τους παράγοντες 

HMGB1 και HMGB2 των θηλαστικών.  

Οι τελευταίοι είναι ποσοτικά άφθονοι και πανταχού παρόντες και 

προσδένονται στο DNA µη ειδικά ως προς τη νουκλεοτιδική αλληλουχία, δείχνοντας 

όµως προτίµηση σε λυγισµένες (bent) ή παραµορφωµένες (distorted) δοµές του. 

Παράλληλα, έχουν την ικανότητα να λυγίζουν το γραµµικό DNA in vitro. Περιέχουν 

δύο κουτιά HMG, τα Α και Β, µε τα οποία διαµεσολαβείται η ενεργότητα πρόσδεσης 

και κάµψης, καθώς και µια µακριά όξινη καρβοξυτελική ουρά η οποία ρυθµίζει τη 

συγγένεια (δηλαδή το βαθµό ισχύος) της πρόσδεσης. Χαρακτηρίζονται ως 

αρχιτεκτονικοί παράγοντες που διευκολύνουν στην υπερνίκηση της ακαµψίας του 

DNA κατά τη συγκρότηση νουκλεοπρωτεϊνικών συµπλόκων σε µια ποικιλία 

διεργασιών όπως η µεταγραφή, η αντιγραφή, ο ανασυνδυασµός και η επιδιόρθωση 

[14, 152].   
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Εικόνα 2.3  
∆οµική απεικόνιση του παράγοντα Nhp6a. (A) Πρωτεΐνες τύπου HMGB µη ειδικής (a) 
ή ειδικής (b) αναγνώρισης, από διάφορους οργανισµούς [152]. Απεικονίζονται µε 
κύκλους τα κουτιά HMG, µε µπλέ γραµµές οι βασικές περιοχές, µε κόκκινες οι όξινες 
ουρές και µε µαύρες τα υπόλοιπα τµήµατα των µορίων. (Β) Τρισδιάστατο δοµικό 
µοντέλο της πρωτεΐνης Nhp6a (αριστερά) ή του συµπλόκου Nhp6a-DNA (δεξιά), όπως 
προέκυψε από ανάλυση NMR [3]. Οι υδροφοβικές επαφές πρωτεΐνης-DNA 
απεικονίζονται µε διάφορα χρώµατα (κόκκινο: αµινοξικά κατάλοιπα, γαλάζιο: dT, 
πράσινο: dG, µπλέ: dA, κίτρινο: dC). 

 
 

 

Όπως ακριβώς οι HMGB1 και HMGB2, ο παράγοντας Nhp6 προσδένεται 

κατά προτίµηση σε παραµορφωµένες δοµές του DNA (π.χ. µικροκυκλικό ή ενωµένο 

µε cisplatin) και επάγει µια µεγάλη κάµψη στο γραµµικό DNA in vitro [123, 175, 

168]. Αποτελείται από ένα µοναδικό κουτί HMG (οµόλογο κατά 40% µε το κουτί Β 

της HMGB1), το οποίο λειτουργεί ως µη εξειδικευµένη περιοχή δέσµευσης στο DNA 

(δηλαδή δεν αναγνωρίζει συγκεκριµένη νουκλεοτιδική αλληλουχία) καθώς και µια 

κοντή βασική αµινοτελική ουρά, απαραίτητη για πρόσδεση υψηλής συγγένειας [175] 

(εικόνα 2.3Α). Η δοµή του Nhp6a σε διάλυµα, τόσο ελεύθερου όσο και σε σύµπλεγµα 

µε το DNA, έχει προσδιοριστεί µε ανάλυση NMR [3]. Σύµφωνα µε αυτή, το κουτί 
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HMG (77 αµινοξέα) αναδιπλώνεται σε µια µορφή τριών α-ελίκων σχήµατος L, που 

είναι χαρακτηριστική στις πρωτεΐνες HMGB1 και HMGB2, αλληλεπιδρώντας µε το 

µικρό αυλάκι του DNA, ενώ η αµινοτελική ουρά (17 αµινοξέα), που είναι µη 

δοµηµένη όταν δεν υπάρχει DNA, τυλίγεται γύρω από το συµπιεσµένο µεγάλο 

αυλάκι, δηµιουργώντας επαφές µε το σκελετό φωσφορικών και σταθεροποιώντας, µε 

αυτόν τον τρόπο, την επαγόµενη από το κουτί HMG κάµψη του DNA (εικόνα 2.3Β).   

Καθένα από τα µονά µεταλλάγµατα nhp6a∆ και nhp6b∆ παρουσιάζει 

φαινότυπο αγρίου τύπου, φανερώνοντας τη λειτουργική αλληλεπικάλυψη που 

υπάρχει µεταξύ των παραγόντων Nhp6a και Nhp6b [20]. Μάλιστα, ο δεύτερος, που 

είναι ποσοτικά λιγότερος από τον πρώτο σε κύτταρα αγρίου τύπου, αυξάνεται σε 

κύτταρα nhp6a∆, έτσι ώστε να αντισταθµίσει την απουσία του πρώτου από αυτά [75]. 

Από την άλλη, το διπλό µετάλλαγµα nhp6∆∆ παρουσιάζει σειρά φαινοτύπων όπως 

αργή ανάπτυξη στους 30οC, σταµάτηµα της ανάπτυξης απουσία οσµωτικής 

υποστήριξης (1Μ σορβιτόλης) στους 38oC και προβληµατική κυτταρική-

κυτταροσκελετική µορφολογία επίσης στους 38oC [20]. Αυτή η φαινοτυπική ποικιλία 

προϊδεάζει ότι ο Nhp6 συµµετέχει στη µεταγραφική ρύθµιση πολλών γονιδίων. 

Πράγµατι, το γενωµικό µεταγραφικό προφίλ του στελέχους nhp6∆∆ έφερε στο φως 

έναν σηµαντικό αριθµό γονιδίων, που σχετίζονται µε διάφορες κυτταρικές διεργασίες, 

των οποίων η βασική έκφραση επηρεάζεται, θετικά ή αρνητικά, από τον Nhp6 [113]. 

Επιπρόσθετα, ο Nhp6 είναι απαραίτητος για τη µεταγραφική ενεργοποίηση µιας 

οµάδας εξαρτώµενων από την RNA πολυµεράση ΙΙ γονιδίων όπως τα CUP1, CYC1, 

DDR2, GAL1 [122] και CHA1 [113]. Με βιοχηµικά πειράµατα που έγιναν in vitro, 

βρέθηκε ότι επάγει τη µεταγραφή διευκολύνοντας το σχηµατισµό προεναρκτικών 

συµπλόκων [122]. Ακόµα, εµπλέκεται στη ρύθµιση του εκτεταµένα µελετηµένου 

γονιδίου ΗΟ. Αρχικά, µε γενετικά πειράµατα, βρέθηκε ότι ρυθµίζει την εξαρτώµενη 

από τον παράγοντα Swi6 µεταγραφή του γονιδίου αναφοράς ΗΟ-LacZ [144], ενώ 

µεταγενέστερη γενετική ανάλυση αποκάλυψε ότι δρα µαζί µε τον παράγοντα Gcn5 

στο ίδιο ενεργοποιητικό µονοπάτι πάνω στον υποκινητή ΗΟ προάγοντας την 

πρόσδεση του ΤΒΡ [178, 177]. Επίσης, σχετίζεται µε την εξαρτηµένη από την RNA 

πολυµεράση ΙΙΙ µεταγραφή. Συγκεκριµένα, βρέθηκε ότι επάγει τη µεταγραφή του 

γονιδίου SNR6, που κωδικοποιεί το U6 snRNA, τόσο in vivo όσο και in vitro. 

Συγκεκριµένα, µάλιστα, διευκολύνει την πρόσδεση του παράγοντα TFIIIC στον 

υποκινητή  SNR6  in  vitro  [80, 105, 107].  Το  γονίδιο  BRF1  που  κωδικοποιεί   µια  
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Εικόνα 2.4 
Ο παράγοντας Ssn6 είναι ένας βασικός µεταγραφικός συγκαταστολέας στη ζύµη. (Α) 
Ο Ssn6, σε σύµπλοκο µε τον Tup1, καταστέλλει τη µεταγραφή γονιδίων που συµ-
µετέχουν σε διαφορετικά φυσιολογικά µονοπάτια µέσω ειδικών, κατά περίπτωση, 
προσδενόµενων στο DNA παραγόντων. (Β) Η πρωτεΐνη Ssn6, όπως και η Tup1, πα-
ρουσιάζει σηµαντική εξελικτική συντήρηση. (Γ) ∆ιαγραµµατική αναπαράσταση της 
πρωτεϊνικής ακολουθίας του Ssn6. Σηµειώνονται οι 10 επαναλήψεις TPR καθώς και οι 
περιοχές πολυ-γλουταµίνης και πολυ-γλουταµίνης/αλανίνης [στοιχεία από 146 και 135]. 
 

 

 

περιοριστική υποµονάδα του TFIIIΒ και το γονίδιο SNR6 προσδιορίστηκαν ως 

καταστολείς πολλαπλών αντιγράφων του θερµοευαίσθητου φαινοτύπου του 

στελέχους nhp6∆∆ [80].   

Σε κύτταρα nhp6∆∆, έχει παρατηρηθεί αλλαγή της χρωµατινικής δοµής σε 

ορισµένους υποκινητές, όπως στον µη ενεργοποιηµένο CHA1 [113] και στην περιοχή 

του κουτιού ΤΑΤΑ του SNR6, στους 37οC [105]. Αυτό υποδηλώνει σχέση του Nhp6 

και µε τη διαµεσολαβούµενη από τη χρωµατίνη ρύθµιση της (εξαρτώµενης από την 

RNA πολυµεράση ΙΙ ή ΙΙΙ) µεταγραφής. ∆ύο ενδείξεις, µάλιστα, εµπλέκουν άµεσα 

τον Nhp6 στη ρύθµιση της κατάστασης της χρωµατίνης. Κατά πρώτον, εντοπίστηκε 

ως συστατικό του συντηρηµένου ανάµεσα στους ευκαρυώτες συµπλόκου yFACT 

(FAcilitates Chromatin Transactions) (Spt16/Cdc68-Pob3-Nhp6), το οποίο µεσολαβεί 

για το πέρασµα των πολυµερασών δια µέσου των νουκλεοσωµάτων και είναι 
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σηµαντικό τόσο για τη µεταγραφή όσο και για την αντιγραφή του DNA [11, 33]. 

Κατά δεύτερον, αλληλεπιδρά µε το ετεροδιµερές Arp7/9, που αποτελεί συστατικό του 

συµπλόκου RSC (Remodels the Structure of Chromatin) της οικογένειας SWI/SNF, 

διευκολύνοντας την πρόσδεση του συµπλόκου στα νουκλεοσώµατα [151].  

  

2.3.2  Στοιχεία για τον παράγοντα Ssn6  

O παράγοντας Ssn6 αποτελεί σηµαντικό µεταγραφικό συρρυθµιστή στη ζύµη. 

Προσδιορίστηκε ως συγκαταστολέας που απαιτείται, σε σύµπλοκο µε τον παράγοντα 

Tup1, για την παρεµπόδιση της µεταγραφής πολλών γονιδίων (περίπου του 3% των 

γονιδίων του σακχαροµύκητα) που συµµετέχουν σε ποικίλα φυσιολογικά µονοπάτια 

[146] (εικόνα 2.4Α). Το σύµπλοκο αυτό, που αποτελείται από ένα µόριο Ssn6 και 

τέσσερα Tup1, στρατολογείται πάνω στους διάφορους υποκινητές µέσω 

αλληλεπιδράσεων µε ειδικούς προσδενόµενους στο DNA ρυθµιστικούς παράγοντες. 

Εκεί, παρεµποδίζει τη µεταγραφή, µε την υποµονάδα Tup1 να αποτελεί τον 

καταστολέα, επηρεάζοντας άµεσα τη δράση του ενεργοποιητή ή αλλάζοντας την 

τοπική χρωµατινική δοµή ή, τέλος, αλληλεπιδρώντας µε το βασικό µεταγραφικό 

µηχανισµό [146]. Ο παράγοντας Ssn6, όπως και ο Tup1, παρουσιάζει αξιοσηµείωτη 

συντήρηση στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς (εικόνα 2.4Β). Αποτελείται από 966 

αµινοξέα και περιλαµβάνει δέκα αµινοτελικές επαναλήψεις µιας αλληλουχίας 34 

αµινοξέων (tetratricopeptide repeats ή TPRs) καθώς και περιοχές πλούσιες σε 

γλουταµίνη ή γλουταµίνη/αλανίνη (εικόνα 2.4Γ). Οι επαναλήψεις TPR, που είναι 

απαραίτητες για τη λειτουργικότητα του µορίου [141], σχηµατίζουν δοµές 

περιελιγµένου σπειράµατος (coiled coil) οι οποίες δρουν ως επιφάνειες πρωτεϊνικών 

αλληλεπιδράσεων [85]. Η αλληλεπίδραση µε τον Tup1, για παράδειγµα, γίνεται µε τις 

επαναλήψεις 1 έως και 3 [155].   

Πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκαν τεχνητά γονίδια αναφοράς έχουν 

δείξει ότι το σύµπλοκο Ssn6-Tup1 µπορεί να δράσει και ως µεταγραφικός 

συνενεργοποιητής, µε αυτή τη λειτουργία να διαµεσολαβείται κατά κύριο λόγο από 

τον Ssn6 [19]. Γενετικές και βιοχηµικές αναλύσεις έχουν αποκαλύψει έναν αριθµό 

φυσικών γονιδίων που είναι στόχοι της θετικής δράσης του Ssn6-Tup1 [183, 19, 120, 

132] (βλ. παράγραφο 2.3.11.2).       
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Εικόνα 2.5 
Επίδραση των SSN6 και 
NHP6A/B στη µεταλλορυθµι- 
ζόµενη µεταγραφή. (Α) Ανάλυση 
Northern ολικού RNA από τα 
ενδεικνυόµενα στελέχη που ανα-
πτύχθηκαν σε θρεπτικό µέσο µε 
επάρκεια µετάλλων (SC) ή έλλει-
ψη σιδήρου (SCBPS) ή έλλειψη 
χαλκού (SCBCS), µε χρήση ραδιο-
σηµασµένων ανιχνευτών για τα γο-
νίδια FRE2 και CMD1 (εσωτερι-
κός ποσοτικός δείκτης). (Β) Αντί-
στοιχη ανάλυση µε χρήση ανιχνευ-
τών για τα FRE1 και CMD1. Οι 
ζώνες ποσοτικοποιήθηκαν στον 
PhosphorImager µε χρήση του κα-
τάλληλου λογισµικού (Image-
Quant).Οι ράβδοι αντιπροσωπεύ-
ουν τους λόγους έντασης των αντί-
στοιχων ζωνών (κανονικοποιηµέ-
να επίπεδα mRNA). 

 

 

2.3.3  Τα γονίδια SSN6 και NHP6A/B είναι απαραίτητα για την επαγωγή της 

µεταγραφής του FRE2 

Προκειµένου να εξετάσουµε το ρόλο των γονιδίων SSN6 και NHP6A στη 

µεταγραφική ρύθµιση του FRE2, συγκρίναµε τα επίπεδα µεταγραφής του (όπως και 

του FRE1) σε ένα στέλεχος αγρίου τύπου, µε τα αντίστοιχα στα ισογενή 

µεταλλαγµένα στελέχη ssn6∆, nhp6∆∆ και ssn6∆ nhp6∆∆, σε συνθήκες επάρκειας ή 

έλλειψης µετάλλων. Η χρήση της διπλής µεταλλαγής nhp6∆∆ ήταν επιβεβληµένη 

καθώς για την παρατήρηση φαινοτύπων που σχετίζονται µε την πρωτεΐνη Νhp6 είναι 

απαραίτητη η απαλοιφή τόσο του γονιδίου NHP6Α όσο και του NHP6Β από το 

γένωµα [20]  

Τα σχετικά µε τη µεταγραφή του FRE2 αποτελέσµατα φαίνονται στην εικόνα 

2.5Α. Σε συνθήκες έλλειψης σιδήρου, η επαγόµενη µεταγραφή του γονιδίου µειώθηκε 

δραµατικά στα τρία µεταλλαγµένα στελέχη, συγκριτικά µε το στέλεχος αγρίου τύπου, 

γεγονός που έδειξε την περίπου εξίσου ισχυρή θετική επίδραση των SSN6 και 

NHP6A/B  σε  αυτή.  Σε  συνθήκες  επάρκειας  µετάλλων,  η  βασική  (µη επαγόµενη) 

µεταγραφή   ήταν  µόλις  ανιχνεύσιµη  στα  τέσσερα  στελέχη  κι  εποµένως  δεν ήταν 
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Εικόνα 2.6 
Επίδραση του SSN6 στην ανεξάρτητη 
από τον Aft1 µεταγραφή του FRE1. 
Ανάλυση Northern ολικού RNA από τα 
ενδεικνυόµενα στελέχη που αναπτύχθη-
καν απουσία σιδήρου (SCBPS), µε χρήση 
ραδιοσηµασµένων ανιχνευτών για τα γο-
νίδια FRE1 και CMD1 (εσωτερικός ποσο-
τικός δείκτης). 
 

 

 
δυνατόν να εξαχθεί ασφαλές συµπέρασµα για τη επίδραση των SSN6 και NHP6A/B 

σε αυτή. Τέλος, σε συνθήκες έλλειψης χαλκού, η µεταγραφή παρέµεινε στα βασικά 

επίπεδα σε όλα τα στελέχη, πράγµα αναµενόµενο καθώς είναι γνωστό ότι αυτή δεν 

επηρεάζεται από τη διαθεσιµότητα του χαλκού. Το τελευταίο είναι σηµαντικό για τον 

έλεγχο του πειράµατος µια και η χηλική ουσία BPS δεσµεύει εκτός από δισθενή 

σίδηρο και δισθενή χαλκό.  

Τα αποτελέσµατα που αφορούν στη µεταγραφή του FRE1 (εικόνα 2.5Β) 

φανέρωσαν µια πιο πολύπλοκη διαδικασία µεταγραφικής ρύθµισης, γεγονός 

σύµφωνο µε τη γνωστή δράση περισσοτέρων του ενός προσδενόµενων στο DNA 

µεταγραφικών ενεργοποιητών (Μac1, Αft1, Αft2) πάνω στον υποκινητή του γονιδίου. 

Στο στέλεχος ssn6∆, η βασική µεταγραφή του FRE1 παρέµεινε στα επίπεδα αγρίου 

τύπου ενώ η επαγόµενη µειώθηκε σηµαντικά, κυρίως σε συνθήκες έλλειψης χαλκού. 

Στο στέλεχος nhp6∆∆, η βασική µεταγραφή µειώθηκε θεαµατικά ενώ η επαγόµενη 

µειώθηκε µεν, κυρίως σε συνθήκες έλλειψης χαλκού, αλλά σε µικρότερο βαθµό 

συγκριτικά µε την πρώτη. Η τριπλή µεταλλαγή ssn6∆ nhp6∆∆ έδωσε παρόµοια 

αποτελέσµατα µε αυτά των ssn6∆ και nhp6∆∆ σε επαγωγικές συνθήκες ενώ, σε µη 

επαγωγικές, φανέρωσε την ύπαρξη επιστατικής επίδρασης της µεταλλαγής nhp6∆∆ 

πάνω στην ssn6∆.   

Tα παραπάνω δεδοµένα αποκαλύπτουν ένα νέο ρυθµιστικό ρόλο των γονιδίων 

SSN6 και NHP6A/B, αυτόν στη µεταλλορυθµιζόµενη µεταγραφή. Καθώς τα δύο 

γονίδια βρέθηκαν να είναι απαραίτητα για την επαγόµενη µεταγραφή του FRE2, το 

ερώτηµα που προέκυψε στη συνέχεια ήταν αν ο ρόλος τους συνδέεται άµεσα µε τη 

δράση του σιδηροεξαρτώµενου µεταγραφικού ενεργοποιητή Aft1. Στην περίπτωση 

του FRE1 δε µπορεί να δοθεί εύκολα απάντηση µια  και το γονίδιο  ρυθµίζεται  

µεταγραφικά και από άλλους παράγοντες εκτός του Aft1. Πάντως, η επίδραση του 

Ssn6 στην επαγόµενη µεταγραφή του φαίνεται να είναι ανεξάρτητη από την παρουσία  
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Εικόνα 2.7 
Επίδραση των SSN6 και NHP6A/B στην εξαρτώµενη από τον Aft1 µεταγραφή. (Α) 
Μονάδες ενεργότητας β-γαλακτοσιδάσης από τα παραπάνω στελέχη τα οποία 
µετασχηµατίστηκαν µε πλασµίδιο που φέρει το χιµαιρικό γονίδιο αναφοράς FRE2UAS-
HIS3-LacZ και µε το pYX142 ή το pYX142-AFT1 (πλασµίδιο υπερέκφρασης του AFT1) 
και αναπτύχθηκαν σε SCBPS. (Β) Μονάδες ενεργότητας β-γαλακτοσιδάσης από τα 
παραπάνω στελέχη τα οποία µετασχηµατίστηκαν µε πλασµίδιο που φέρει το χιµαιρικό 
γονίδιο αναφοράς LexAop-HIS3-LacZ και µε πλασµίδιο έκφρασης LexA-Aft1 ή LexA 
και αναπτύχθηκαν σε SC (η ενεργότητα στο SCBPS ξεπερνά τα µετρήσιµα επίπεδα). Οι 
τιµές στα (Α) και (Β) αντιπροσωπεύουν το µέσο όρο από τρία ανεξάρτητα πειράµατα.  
 

 

 

του παράγοντα αυτού (εικόνα 2.6). Αντίθετα το FRE2 δεν επάγεται µεταγραφικά 

καθόλου σε ένα στέλεχος aft1∆ (εικόνα 2.2Β). Συνεπώς, µπορούµε να υποθέσουµε 

την ύπαρξη άµεσης σχέσης των SSN6 και NHP6A/B µε την εξαρτώµενη από τον Aft1 

µεταγραφή του. 

  

2.3.4  Τα γονίδια SSN6 και NHP6A/B προάγουν την εξαρτώµενη από τον παράγο-

ντα Aft1 µεταγραφή 

Με σκοπό τη διερεύνηση της παραπάνω υπόθεσης, εξετάσαµε την εξαρτώµενη από 

τον Aft1 µεταγραφική ενεργοποίηση του χιµαιρικού γονιδίου αναφοράς FRE2UAS-

HIS3-LacZ στα στελέχη αγρίου τύπου, ssn6∆, nhp6∆∆ και ssn6∆ nhp6∆∆ που 

αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό µέσο χωρίς σίδηρο. Αυτό περιλαµβάνει, µπροστά από την 

κωδική περιοχή του γονιδίου LacZ, ένα τµήµα του υποκινητή FRE2 που περιέχει τη 

θέση-στόχο του Aft1 και ένα τµήµα του υποκινητή HIS3, ο οποίος είναι γνωστό ότι 

δεν επηρεάζεται από τα SSN6 και NHP6Α/Β, που περιέχει το κουτί ΤΑΤΑ [122]. 
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Όπως φαίνεται στην εικόνα 2.7Α, η ενεργότητα β-γαλακτοσιδάσης µειώθηκε 

δραστικά και κατά παρόµοιο τρόπο στα στελέχη ssn6∆ και nhp6∆∆, συγκριτικά µε το 

αγρίου τύπου, φανερώνοντας µια σηµαντική επίδραση των αντίστοιχων γονιδίων στη 

διαµεσολαβούµενη από τον Aft1 µεταγραφή. Μάλιστα, στο τριπλά µεταλλαγµένο 

στέλεχος ssn6∆ nhp6∆∆, µειώθηκε ακόµα περισσότερο, αποκαλύπτοντας ένα 

συνεργατικό ρόλο για τα δύο γονίδια στη µεταγραφή. Επιπλέον, η υπερέκφραση του 

Aft1, αν και αύξησε σηµαντικά την ενεργότητα β-γαλακτοσιδάσης στο στέλεχος 

αγρίου τύπου, δεν την επανέφερε σε φυσιολογικά επίπεδα στα τρία µεταλλαγµένα 

στελέχη, (εικόνα 2.7Α), γεγονός που επιβεβαίωσε πως η παρατηρηθείσα επίδραση 

στη µεταγραφή στα στελέχη αυτά έχει άµεση σχέση µε τον ενεργοποιητή Αft1. 

 Επιπλέον, ερευνήσαµε την επίδραση των SSN6 και ΝHP6A/B στην 

ενεργοποιητική λειτουργία της πρωτεΐνης Αft1. Αυτό έγινε µέσω της τεχνητής 

πρόσδεσης της υβριδιακής πρωτεΐνης LexA-Aft1 σε ένα άλλο χιµαιρικό γονίδιο 

αναφοράς, το LexAop-HIS3-LacZ, που περιέχει µια θέση πρόσδεσης της πρωτεΐνης 

LexA µπροστά από το γονίδιο HIS3-LacZ. Όπως φαίνεται στην εικόνα 2.7Β, η 

ενεργότητα β-γαλακτοσιδάσης µειώθηκε κατά 85% στο στέλεχος ssn6∆, συγκριτικά 

µε το αγρίου τύπου, φανερώνοντας ότι το SSN6 είναι κατά κύριο λόγο υπεύθυνο για 

τη µεταγραφική ενεργοποίηση µέσω της πρωτεΐνης LexA-Aft1. Από την άλλη, στο 

nhp6∆∆ διατηρήθηκε σχεδόν το ήµισυ της ενεργότητας που παρατηρήθηκε στο 

στέλεχος αγρίου τύπου, υποδηλώνοντας ότι η επίδραση του NHP6A/B στον Aft1 

ασκείται εν µέρει στην ενεργοποιητική  και κυρίως στη σχετική µε τη δέσµευση στο 

DNA λειτουργία του. 

Τα παραπάνω αποτελέσµατα δείχνουν ότι τα γονίδια SSN6 και NHP6A/B 

προάγουν, καθένα µε το δικό του ξεχωριστό τρόπο, τη λειτουργία του Aft1 πάνω 

στον υποκινητή FRE2. 

 

2.3.5  Οι συνέπειες της έλλειψης των γονιδίων SSN6 και NHP6A/B δεν είναι ίδιες 

σε κάθε σιδηροεξαρτώµενο υποκινητή  

Προκειµένου να εξετάσουµε αν η επίδραση των γονιδίων SSN6 και NHP6A/B είναι 

κοινή σε όλα τα γονίδια που ρυθµίζονται από τον παράγοντα Aft1, αναλύσαµε τη 

µεταγραφή τεσσάρων ακόµα σιδηρορυθµιζόµενων γονίδιων, των ARN2,  FRE3,  FIT2 

και FET3. Αυτά επιλέχθηκαν µε βάση τη σχετική µε τη σιδηρορύθµιση βιβλιογραφία 

[138],  ως  εξής:  το  ARN2 (TAF1) ως  το  µοναδικό  γονίδιο,  εκτός  του  FRE2,  που 
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Εικόνα 2.8 
Επίδραση των SSN6 και NHP6A/B 
στη µεταγραφή γονιδίων που ρυθ-
µίζονται από τον Aft1. Αντίστοιχη µε 
αυτή της εικόνας 2.5 ανάλυση δειγµά-
των RNA από κύτταρα που αναπτύ-
χθηκαν σε SC ή SCBPS, µε χρήση ρα-
διοσηµασµένων ανιχνευτών για τα 
γονίδια ARN2, FET3, FIT2, FRE3 και 
CMD1. 

   
    
  

   
 
 
 
 

 

 
επηρεάζεται από τον Aft1 µε τρόπο έντονα θετικό και ενδεχοµένως αποκλειστικό, το 

FRE3 ως το πιο οµόλογο µε το FRE2 και το πιο χαρακτηριστικά ρυθµιζόµενο από τον 

Aft1 από όλα τα γονίδια FRE και τέλος τα FIT2 και FET3 ως γονίδια ρυθµιζόµενα 

κατά κύριο λόγο από τον Aft1 και λιγότερο από τον Aft2. Όπως δείχνει η εικόνα 2.8, 

µόνο η έκφραση του ARN2 µειώθηκε δραστικά σε καθένα από τα στελέχη ssn6∆ και 

nhp6∆∆ ενώ ουσιαστικά εξαφανίστηκε στο στέλεχος ssn6∆ nhp6∆∆,  αναπαράγοντας 

τα αποτέλεσµατα του αντίστοιχου πειράµατος για την έκφραση του FRE2. Το ARN2, 

όπως και το FRE2, πιθανώς ρυθµίζεται από τον Aft1 µέσω µόνο ενός στοιχείου FeRE 

(ο υποκινητής FRE2 περιέχει και ένα δεύτερο λιγότερο λειτουργικό στοιχείο FeRE, 

εικόνα 2.9). Από την άλλη, οι υποκινητές FET3 και FIT2 και πιθανότατα ο FRE3 

ρυθµίζονται τόσο από τον Aft1 όσο και από τον Aft2 και επίσης περιέχουν πολλαπλά 

στοιχεία FeRE. Όλα αυτά τα ευρήµατα υποδηλώνουν ότι οι συνέπειες της έλλειψης 

των SSN6 και NHP6A/B δεν είναι κοινές για κάθε σχετιζόµενο µε τον Aft1 γονίδιο 

άλλα εξαρτώνται από το γενικό πλαίσιο (context) του κάθε υποκινητή.   
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Εικόνα 2.9 
Ανάλυση προσδεσιµότητας in vitro και λειτουργικότητας in vivo του δεύτερου FeRE 
του υποκινητή FRE2. (Α) Αυτοραδιογράφηµα κινητικά µετατοπισµένων ζωνών DNA 
που προέκυψαν από τη µίξη των ραδιοσηµασµένων τµηµάτων του υποκινητή FRE2      
-439/-412 (που περιλαµβάνει το ένα FeRE) ή -275/-248 (που περιλαµβάνει το δεύτερο 
FeRE) µε εκχύλισµα σπερµατοκυττάρων σιταριού στο οποίο εκφράστηκε (WGAft1) ή 
όχι (WG) η πρωτεΐνη Aft1. Οι στήλες (-) περιέχουν µόνο τα αντίστοιχα ραδιοσηµασµένα 
τµήµατα DNA. Οι ειδικές µετατοπισµένες ζώνες DNA σηµειώνονται µε βέλος. Κάτω 
δεξιά φαίνεται το αυτοραδιογράφηµα της πρωτεΐνης Aft1 που συντέθηκε στο εκχύλισµα 
σπερµατοκυττάρων σιταριού παρουσία µεθειονίνης 35S και αναλύθηκε µε SDS-PAGE. 
(Β) Ενεργότητα β-γαλακτοσιδάσης του γονιδίου αναφοράς FRE2-LacZ, το οποίο 
περιλαµβάνει τα ενδεικνυόµενα τµήµατα του υποκινητή FRE2, σε κύτταρα αγρίου τύπου 
ή aft1∆, αναπτυγµένα σε SCBPS, που εκφράζουν (+pRS315-AFT1) ή όχι (+pRS315) 
πλασµιδιακά το γονίδιο AFT1. Τα δύο FeRE σηµειώνονται πάνω στον υποκινητή FRE2 
µε κουτάκι και κάθετη γραµµή αντίστοιχα.   

 
 

 
2.3.6  Τα γονίδια SSN6 και NHP6A/B είναι απαραίτητα για την εξαρτώµενη από 

τη µεταγραφική ενεργοποίηση χρωµατινική αναδιοργάνωση στον υποκινητή 

FRE2  

Προκειµένου να διαπιστώσουµε αν η µεταγραφική ενεργοποίηση του FRE2 

σχετίζεται µε κάποια συγκεκριµένη οργάνωση της χρωµατίνης στον υποκινητή του, 

υποβάλλαµε κύτταρα αγρίου τύπου, αναπτυγµένα σε συνθήκες επάρκειας ή έλλειψης 

σιδήρου, σε πέψη µε µικροκοκκική νουκλεάση και στη συνέχεια σε ανάλυση 

σήµανσης άκρου (indirect end-labeling analysis) (εικόνα 2.10, στήλες 2 και 3). ∆ύο 

διαφορετικά πρότυπα ζωνών DNA προέκυψαν, ένα για την κατάσταση καταστολής κι  
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Εικόνα 2.10 
Χρωµατινική ανάλυση χαµηλής ευκρίνειας του υποκινητή FRE2. Κύτταρα αγρίου 
τύπου αναπτυγµένα σε συνθήκες καταστολής (+Fe, µε προσθήκη 200µΜ FeCl3 στο SC 
30min πριν τη συλλογή τους) και αγρίου τύπου, nhp6∆∆ ή ssn6∆ αναπτυγµένα σε 
επαγωγικές συνθήκες (+BPS) υποβλήθηκαν διαδοχικά σε πέψη µε µικροκοκκική 
νουκλεάση και ανάλυση σήµανσης άκρου. Αριστερά, απεικονίζονται µε κύκλους 
νουκλεοσωµάτων οι προστατευµένες περιοχές του υπό καταστολή υποκινητή FRE2. Ο 
παράπλευρος χάρτης δείχνει τις σχετικές θέσεις του UASAft1 και του κουτιού ΤΑΤΑ, οι 
αγκύλες τις αντίστοιχες προστατευµένες περιοχές και οι αστερίσκοι εξαρτώµενες από τις 
επαγωγικές συνθήκες θέσεις ευαισθησίας στη νουκλεάση του υποκινητή FRE2. Η στήλη 
ND περιέχει καθαρό γενωµικό DNA που έχει υποβληθεί σε πέψη µε νουκλεάση.  

 
 

 

ένα για την κατάσταση ενεργοποίησης, τα οποία είναι ενδεικτικά της ύπαρξης µιας 

εξαρτώµενης από τη µεταγραφική ενεργοποίηση χρωµατινικής µεταβολής πάνω στον 

υποκινητή FRE2. Συγκεκριµένα, βρέθηκαν νουκλεοσώµατα σε καθορισµένες θέσεις 

πάνω στον υπό καταστολή υποκινητή. Μάλιστα, µια περιοχή που περιλαµβάνει την 

αλληλουχία UASAft1 βρέθηκε προστατευµένη στην κατάσταση καταστολής και 

υπερευαίσθητη στη νουκλεάση στην κατάσταση ενεργοποίησης, δείχνοντας καθαρά 

ότι, µε την επαγωγή, έγινε αναδιοργάνωση του νουκλεοσώµατος που περιέχει την 

αλληλουχία αυτή (nuc -2, πριν το κουτί TATA). 

 Για να διαπιστώσουµε αν η αναδιοργάνωση της χρωµατίνης του υποκινητή 

FRE2 επηρεάζεται από την έλλειψη των γονιδίων ΝHP6A/B ή SSN6, υποβάλαµε 

κύτταρα nhp6∆∆ και ssn6∆, που αναπτύχθηκαν σε συνθήκες επαγωγής, σε 

διαδικασίες ίδιες µε τις παραπάνω. Τα πρότυπα ζωνών DNA που προέκυψαν (εικόνα 

2.10, στήλες 4 και 5) έµοιαζαν µε αυτό των υπό καταστολή κυττάρων αγρίου τύπου 

(εικόνα 2.10, στήλη 2),  γεγονός που έδειξε ότι  όταν  λείπουν  οι  παράγοντες Nhp6 ή  
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Εικόνα 2.11 
Αλληλεπίδραση των Aft1 και Ssn6 µε τους υποκινητές FRE1 και FRE2. (Α) 
Κύτταρα αγρίου τύπου και nhp6∆∆, µε χρωµοσωµική ένθεση του γονιδίου AFT1-9Myc 
και αναπτυγµένα σε SCBPS, υποβλήθηκαν σε ανάλυση ChIP µε αντίσωµα anti-Myc και 
στη συνέχεια το ανοσοκατακρηµνισµένο (IP) και το αρχικό (input) DNA αναλύθηκαν µε 
PCR µε χρήση ειδικών εκκινητών για τους υποκινητές FRE1, FRE2 και HTA1. (B) 
Κύτταρα ssn6∆* ssn6∆* aft1∆, µετασχηµατισµένα µε πλασµίδιο έκφρασης του HA-Ssn6, 
αναπτύχθηκαν και αναλύθηκαν όπως προηγουµένως µε χρήση anti-HA και ειδικών 
εκκινητών για τους υποκινητές FRE1 και FRE2 και την κωδική περιοχή ACT1. (Γ) 
Κύτταρα ssn6∆ και ssn6∆ nhp6∆∆ µετασχηµατίστηκαν, αναπτύχθηκαν και αναλύθηκαν 
όπως προηγουµένως µε χρήση anti-HA και ειδικών εκκινητών για τους υποκινητές 
FRE1, FRE2 και TRP3. (∆) Κύτταρα ssn6∆*, µετασχηµατισµένα µε πλασµίδιο έκφρασης 
του HA-Ssn6 και αναπτυγµένα σε συνθήκες υψηλής συγκέντρωσης σιδήρου (σε SC στο 
οποίο προστέθηκε FeCl3, σε τελική συγκέντρωση 200µΜ, 30min πριν από τη συλλογή 
των κυττάρων), αναλύθηκαν όπως προηγουµένως µε χρήση anti-HA και ειδικών 
εκκινητών για τους υποκινητές FRE1 και FRE2 και την κωδική περιοχή ACT1. Όλες οι 
ζώνες ποσοτικοποιήθηκαν στον PhosphorImager µε χρήση του κατάλληλου λογισµικού 
(ImageQuant). Η ειδική στρατολόγηση του HA-Ssn6 στους υποκινητές FRE1 και FRE2 
ήταν συγκρίσιµη σε κύτταρα ssn6∆ δύο διαφορετικών γενετικών υποβάθρων. 

 
 

 

Ssn6 η χρωµατινική αναδιοργάνωση εµποδίζεται. Το αποτέλεσµα αυτό συµφωνεί µε 

το γεγονός της απώλειας της επαγόµενης µεταγραφής του FRE2 στα στελέχη nhp6∆∆ 

και ssn6∆.  

Συνεπώς, µε βάση τα παραπάνω, το συµπέρασµα είναι ότι υπάρχει 

καθορισµένη χρωµατινική δοµή στον υποκινητή FRE2, η οποία αναδιοργανώνεται µε  

τη  µεταγραφική  ενεργοποίηση  του  γονιδίου  και,  µάλιστα,  κατά  τρόπο  αυστηρά 



61 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

    Εικόνα 2.12 
Αλληλεπίδραση του Nhp6a µε τους υπο-
κινητές FRE1 και FRE2. Κύτταρα nhp6∆∆ 
και ssn6∆ nhp6∆∆, µετασχηµατισµένα µε 
πλασµίδιο έκφρασης του HA-Nhp6a και 
αναπτυγµένα σε SCFe (έγινε προσθήκη 
FeCl3, σε τελική συγκέντρωση 200µΜ, 
30min πριν τη συλλογή των κυττάρων) ή  
SCBPS, υποβλήθηκαν σε ανάλυση ChIP µε 
αντίσωµα anti-HA και στη συνέχεια το 
ανοσοκατακρηµνισµένο (IP) και το αρχικό 
(input) DNA αναλύθηκαν µε PCR µε χρήση 
ειδικών εκκινητών για τους υποκινητές 
FRE1και FRE2 και την κωδική περιοχή 
ACT1. 

 

 

εξαρτώµενο από την παρουσία των παραγόντων Nhp6 και Ssn6.  

 

2.3.7  Η παρουσία του Nhp6 είναι απαραίτητη για τη στρατολόγηση του Aft1 

στον υποκινητή FRE2  

Για την πληρέστερη κατανόηση της διαδικασίας ενεργοποίησης πάνω στον υποκινητή 

FRE2, ελέγξαµε τη στρατολόγηση των παραγόντων Aft1 και Nhp6 σε αυτόν, in vivo, 

υποβάλλοντας κύτταρα που αναπτύχθηκαν σε συνθήκες έλλειψης σιδήρου σε 

ανάλυση ανοσοκατακρήµνησης χρωµατίνης (Chromatin ImmunoPrecipitation – 

ChIP). Όπως φαίνεται στην εικόνα 2.11Α, η στρατολόγηση του ενδογενούς Aft1, 

σηµασµένου καρβοξυτελικά µε 9 επίτοπους Myc, βρέθηκε ότι εξαρτάται ποσοτικά 

από την παρουσία του Nhp6. Αντίθετα, η στρατολόγηση του Aft1-9Myc στον 

υποκινητή  FRE1, που ελέγχθηκε παράλληλα, ήταν παρόµοια σε κύτταρα αγρίου 

τύπου και nhp6∆∆. Η χρήση σε ανάλογα πειράµατα ενός παραγώγου του Aft1 που 

φέρει αµινοτελικά έναν επίτοπο ΗΑ, έδωσε παρόµοια αποτελέσµατα (εικόνα 2.18). 

Με δεδοµένο ότι ο Aft1 προσδένεται τόσο στον υποκινητή FRE2 όσο και στον FRE1, 

το παραπάνω εύρηµα δείχνει ότι ο Nhp6 παρεµβαίνει στην πρόσδεση του Aft1 µόνο 

στον πρώτο  από  τους  δύο,  ενεργώντας  µε τρόπο  εξαρτώµενο  από το  γενικό  τους  

πλαίσιο (context). Πράγµατι, εντοπίσαµε τον Νhp6 (συγκεκριµένα τον ΗΑ-Nhp6a) 

και στους δύο υποκινητές, όπως και σε µια κωδική αλληλουχία του γονιδίου ACT1, 
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σε συνθήκες τόσο ενεργοποίησης όσο και καταστολής (εικόνα 2.12). Η ανίχνευση 

του Nhp6 σε πολλές χρωµοσωµικές θέσεις ήταν, κατά κάποιο τρόπο, αναµενόµενη 

δεδοµένου ότι πρόκειται για έναν παράγοντα που προσδένεται στο DNA µη ειδικά 

και του οποίου η αλληλεπίδραση µε τη χρωµατίνη είναι πιο σταθερή και µόνιµη από 

αυτή άλλων ρυθµιστικών παραγόντων που προσδένονται στο DNA παροδικά [14]. 

Από τα παραπάνω πειράµατα συµπεραίνεται ότι ο Nhp6 διευκολύνει την πρόσδεση 

του Aft1 ειδικά πάνω στον υποκινητή FRE2.   

  

2.3.8  Ο Ssn6 στρατολογείται στον υποκινητή FRE2 µε τρόπο εξαρτώµενο από 

την παρουσία και του Aft1 και του Nhp6   

Προκειµένου να απαντήσουµε στο ερώτηµα αν ο παράγοντας Ssn6 αλληλεπιδρά µε 

τον υποκινητή FRE2, χρησιµοποιήσαµε ένα παράγωγο του Ssn6, που φέρει 

αµινοτελικά έναν επίτοπο ΗΑ, το οποίο εκφράσαµε σε κύτταρα ssn6∆ (και όχι αγρίου 

τύπου) για την αποφυγή ανταγωνισµού από την ενδογενή πρωτεΐνη. Όπως έδειξε η 

ανάλυση ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης (ChIP) στην οποία υποβλήθηκαν κύτταρα 

αναπτυγµένα σε συνθήκες έλλειψης σιδήρου (εικόνα 2.11Β), o HA-Ssn6 

στρατολογήθηκε στον υποκινητή FRE2, όπως και στον FRE1 που εξετάστηκε 

παράλληλα, ενώ εντοπίστηκε µονάχα οριακά πάνω σε µια κωδική αλληλουχία του 

γονιδίου ACT1 (αλληλουχία ελέγχου). Η απαλοιφή του γονιδίου AFT1 σχεδόν 

εξαφάνισε τη στρατολόγηση στον υποκινητή FRE2, ενώ αντίθετα δεν την επηρέασε 

σηµαντικά στον FRE1. Η απαλοιφή του NHP6A/B είχε ως αποτέλεσµα τη σηµαντική 

µείωση της στρατολόγησης στον FRE2 ενώ δεν επηρέασε σηµαντικά αυτή στον 

FRE1 (εικόνα 2.11Γ). Συµπεραίνουµε, λοιπόν, ότι ο Ssn6 αλληλεπιδρά µε τον 

υποκινητή FRE2 και ότι η στρατολόγησή του εξαρτάται ποσοτικά από την παρουσία 

των πρωτεϊνών Aft1 και Nhp6. Το συµπέρασµα αυτό ισχυροποιείται από το ότι, σε 

συνθήκες υψηλής συγκέντρωσης σιδήρου, στις οποίες ο Aft1 ως επί το πλείστον 

βρίσκεται εκτός του πυρήνα, δεν παρατηρήθηκε στρατολόγηση του ΗΑ-Ssn6 στον 

υποκινητή FRE2 (εικόνα 2.11∆), γεγονός σύµφωνο µε την εξάρτησή της από την 

παρουσία του Aft13. Από την άλλη, ο Ssn6  είναι  παρών  και  στον  υποκινητή FRE1,  

                                                 
3 Σε συνθήκες υψηλής συγκέντρωσης σιδήρου, διαπιστώσαµε στρατολόγηση του HA-Aft1 

στον υποκινητή FRE2 (όπως και στον FRE1) (εικόνα 2.13). Αυτό από πρώτη άποψη 

δηµιουργεί αντίφαση δεδοµένης της ανυπαρξίας στρατολόγησης του HA-Ssn6 στον 

υποκινητή αυτό στις ίδιες συνθήκες. Ωστόσο, εξηγείται ίσως από το γεγονός ότι ο HA-Aft1 
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Εικόνα 2.13 
Αλληλεπίδραση του HA-Aft1 µε τους 
υποκινητές FRE1 και FRE2. Κύτταρα 
aft1∆, µετασχηµατισµένα µε πλασµίδιο 
έκφρασης του HA-Aft1 και αναπτυγµέ-
να σε SCFe (έγινε προσθήκη FeCl3, σε 
τελική συγκέντρωση 200µΜ, 30min 
πριν τη συλλογή των κυττάρων) ή 
SCBPS, υποβλήθηκαν σε ανάλυση ChIP 
µε αντίσωµα anti-ΗΑ και στη συνέχεια 
το ανοσοκατακρηµνισµένο (IP) και το 
αρχικό (input) DNA αναλύθηκαν µε 
PCR µε χρήση ειδικών εκκινητών για 
τους υποκινητές FRE1 και FRE2 και 
την κωδική περιοχή ACT1. 
     

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
Εικόνα 2.14 
Έκφραση του ΗΑ-Aft1 από την πλα-
σµιδιακή κατασκευή pYX142-AFT1. 
Ανάλυση Northern ολικού RNA στελε-
χών αγρίου τύπου και aft1∆ µετασχηµα-
τισµένων µε το πλασµίδιο έκφρασης του 
AFT1 pYX142-AFT1 και στελέχους 
αγρίου τύπου µετασχηµατισµένου µε 
τον φορέα pYX142, που αναπτύχθηκαν 
σε SCBPS, µε χρήση ραδιοσηµασµένων 
ανιχνευτών για τα γονίδια AFT1 και 
CMD1 (εσωτερικός ποσοτικός δείκτης). 
Ανιχνεύτηκαν το γενωµικό (gAFT1) και 
το πλασµιδιακό (pAFT1) γονίδιο AFT1. 
 

 

 
ανεξάρτητα όµως από τους  Aft1 και Nhp6. Σε συνθήκες υψηλής συγκέντρωσης 

σιδήρου, η στρατολόγηση του Ssn6 σε αυτόν βρέθηκε σε χαµηλά επίπεδα σε 

αντιστοιχία µε τη χαµηλή έκφραση του γονιδίου στις συνθήκες αυτές (βλ. κεφάλαιο 

1, εικόνα 1.10Β). 

 

                                                                                                                                            
είναι υπερεκφρασµένος µέσα στο κύτταρο, συγκριτικά µε τον ενδογενή Aft1 (εικόνα 2.14), 

περιορίζοντας τη σιδηρορύθµιση σε ένα στέλεχος aft1∆ και σχεδόν καταργώντας την σε ένα 

αγρίου τύπου (εικόνα 2.2Γ). Πάντως, δε µπορεί να αποκλειστεί και το ενδεχόµενο, παρά την 

παρουσία του σιδήρου, ένα µικρό ποσοστό του ενδογενούς Aft1 να παραµένει στον πυρήνα 

απενεργοποιηµένο και ανίκανο να στρατολογήσει τον Ssn6. 
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Εικόνα 2.15 
Αλληλεπίδραση των Ssn6 και Nhp6a µε τον Aft1 in vivo. (A) Πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα 
από κύτταρα aft1∆ που αναπτύχθηκαν σε SCBPS και στα οποία συνεκφράστηκαν οι 
6xHis ή 6xHis-Ssn6 ή 6xHis-Nhp6a και HA-Aft1, επωάστηκαν µε σφαιρίδια Ni-NTA. Οι 
πρωτεΐνες που δεσµεύτηκαν στα σφαιρίδια (PD) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και οι 
6xHis-Ssn6 και 6xHis-Nhp6a ανοσοανιχνεύτηκαν µε το αντίσωµα anti-His ενώ (Β) η 
HA-Aft1 και η ενδογενής Tup1 µε τα anti-HA (αριστερά) και anti-Tup1 (δεξιά), 
αντίστοιχα. (Γ) Εκχυλίσµατα από κύτταρα aft1∆, που αναπτύχθηκαν σε SC και στα 
οποία συνεκφράστηκαν οι 6xHis ή 6xHis-Nhp6a και HA-Aft1, επωάστηκαν µε σφαιρίδια 
Ni-NTA. Οι πρωτεΐνες που δεσµεύτηκαν στα σφαιρίδια (PD) καθώς και εκείνες που 
αρχικά επωάστηκαν µε αυτά (Ι) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και οι HA-Aft1, Tup1 
ανοσοανιχνεύτηκαν µε anti-HA (αριστερά) και anti-Tup1 (δεξιά), αντίστοιχα. (∆) 
Εκχυλίσµατα από κύτταρα nhp6∆∆ που αναπτύχθηκαν σε SCBPS και στα οποία 
συνεκφράστηκαν οι 6xHis ή 6xHis-Ssn6 και HA-Nhp6a, επωάστηκαν µε σφαιρίδια Ni-
NTA. Οι πρωτεΐνες που δεσµεύτηκαν στα σφαιρίδια (PD) καθώς και εκείνες που αρχικά 
επωάστηκαν µε αυτά (Ι) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και οι HA-Nhp6a, Tup1 
ανοσοανιχνεύτηκαν µε anti-HA (αριστερά) και anti-Tup1 (δεξιά), αντίστοιχα. (Ε) 
Εκχυλίσµατα από κύτταρα αγρίου τύπου και nhp6∆∆ που αναπτύχθηκαν σε SCBPS και 
στα οποία συνεκφράστηκαν 6xHis ή 6xHis-Ssn6 και HA-Aft1, επωάστηκαν µε σφαιρίδια 
Ni-NTA. Οι πρωτεΐνες που δεσµεύτηκαν (PD) καθώς και εκείνες που δε δεσµεύτηκαν 
(FT) στα σφαιρίδια αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και η HA-Aft1 ανοσοανιχνεύτηκε µε 
anti-HA.  
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2.3.9  Οι Ssn6 και Nhp6 αλληλεπιδρούν µε τον Aft1 άλλα όχι µεταξύ τους in vivo 

Μια προκαταρκτική διερεύνηση της ύπαρξης αλληλεπίδρασης µεταξύ των Aft1 και 

Ssn6 που έγινε in vivo, µε το σύστηµα των δύο υβριδίων, έδωσε αρχικά θετική 

ένδειξη. Παρόµοια διερεύνηση της πιθανής αλληλεπίδρασης µεταξύ των Aft1 και 

Nhp6 δεν κατέστη δυνατό να πραγµατοποιηθεί καθώς τα υπερεκφρασµένα υβριδιακά 

παράγωγα του Nhp6a που χρησιµοποιήθηκαν, τα οποία φέρουν ετερόλογη περιοχή 

ενεργοποίησης (activation domain) ή περιοχή δέσµευσης στο DNA (DNA-binding 

domain), αποδείχτηκαν τοξικά για τα κύτταρα (βλ. κεφάλαιο 1, πίνακας 1.2).   

Με βάση τα παραπάνω, πραγµατοποιήσαµε πειράµατα συγκατακρήµνισης in 

vivo σε κύτταρα aft1∆ στα οποία συνεκφράστηκαν ο Aft1, σηµασµένος αµινοτελικά 

µε έναν επίτοπο ΗΑ, µαζί µε τoυς Ssn6 ή Nhp6a, σηµασµένους αµινοτελικά µε 

6xHis, µε σκοπό την επιβεβαίωση της αλληλεξάρτησης των τριών παραγόντων πάνω 

στον υποκινητή FRE2. Αυτά τα πειράµατα έγιναν σε συνθήκες έλλειψης σιδήρου έτσι 

ώστε να διασφαλιστεί η συνύπαρξη του Aft1 µε τους Ssn6 και Nhp6 µέσα στον 

πυρήνα του κυττάρου. Οι 6xHis-Ssn6 και 6xHis-Nhp6a, όπως φαίνεται στην εικόνα 

2.15Α, προσδέθηκαν αποτελεσµατικά στα σφαιρίδια Ni-NTA. Ο ΗΑ-Aft1 

συγκατακρηµνίστηκε τόσο µε τον 6xHis-Ssn6 όσο και µε τον 6xHis-Nhp6a (εικόνα 

2.15Β, αριστερά), φανερώνοντας την ύπαρξη αλληλεπίδρασης µε καθένα από τους 

δύο παράγοντες. Είναι αξιοσηµείωτο ότι σε αντίστοιχο πείραµα που έγινε σε 

συνθήκες επάρκειας σιδήρου δε διαπιστώσαµε αλληλεπίδραση µεταξύ των ΗΑ-Aft1 

και 6xHis-Nhp6a (εικόνα 2.15Γ, αριστερά). Ο ενδογενής παράγοντας Tup1, που 

χρησιµοποιήθηκε ως θετικός µάρτυρας του πειράµατος, επίσης συγκατακρηµνίστηκε 

µε τον 6xHis-Ssn6 όπως αναµενόταν (εικόνα 2.15Β, δεξιά), αλλά όχι µε τον 6xHis-

Nhp6a, σε συνθήκες είτε έλλειψης (εικόνα 2.15Β, δεξιά) είτε επάρκειας (εικόνα 

2.15Γ, δεξιά) σιδήρου. 

 Εφόσον ο Aft1 βρέθηκε να αλληλεπιδρά in vivo µε καθέναν από τους 

παράγοντες Ssn6 και Nhp6a, στη συνέχεια εξετάσαµε αν οι τελευταίοι 

αλληλεπιδρούν και µεταξύ τους. Το σχετικό πείραµα συγκατακρήµνισης 

πραγµατοποιήθηκε σε κύτταρα nhp6∆∆ στα οποία συνεκφράστηκαν οι HA-Nhp6a 

και 6xHis-Ssn6. Όπως φαίνεται στην εικόνα 2.15∆, δεν υπήρξε συγκατακρήµνηση 

του πρώτου µε το δεύτερο, ενώ υπήρξε του Tup1 µε το δεύτερο, γεγονός που δείχνει 

ότι ο Nhp6a δεν αλληλεπίδρασε µε τον Ssn6 στις συγκεκριµένες συνθήκες. Το 

παραπάνω πείραµα έγινε σε συνθήκες έλλειψης σιδήρου καθώς οι Ssn6 και Nhp6 

ενδεχοµένως χρειάζονται την ύπαρξη του Aft1 ώστε  να  αλληλεπιδράσουν.  Ωστόσο,  
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Εικόνα 2.16 
Αλληλεπίδραση του Aft1 µε τους Ssn6 και Nhp6a in vitro. (Α) ∆ιαγραµµατική 
αναπαράσταση της πρωτεϊνικής αλληλουχίας του Aft1. (B) ∆εσµευµένα σε σφαιρίδια 
γλουταθειόνης πεπτίδια GST ή GST-Ssn6(1-597) ή GST-Nhp6a επωάστηκαν µε 
καθαρισµένα, συγχωνευµένα µε 6xHis, παράγωγα του Aft1 ή µε 6xHis-N-Tup1 (θετικός 
µάρτυρας) και αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και ανοσοανίχνευση µε χρήση του 
αντισώµατος anti-His. Η στήλη input περιέχει 20% του συνολικού ποσού του κάθε 
συγχωνευµένου µε 6xHis πεπτιδίου. Οι πολλαπλές ζώνες στο B-1 αντιστοιχούν σε 
προϊόντα αποικοδόµησης του Aft1. Στο ένθεµα πάνω αριστερά, φαίνεται το 
ηλεκτροφόρηµα των συγχωνευµένων µε 6xHis πεπτιδίων που χρησιµοποιήθηκαν. 
 

 

 

στη συγκεκριµένη πειραµατική διαδικασία συµµετείχε ο ενδογενής Aft1 του οποίου η 

ποσότητα ήταν σηµαντικά χαµηλότερη από εκείνη των δύο άλλων υπερεκφρασµένων 

παραγόντων. Το αντίστροφο πείραµα συγκατακρήµνισης, µε χρήση των HA-Ssn6 και 

6xHis-Nhp6a, που έγινε στις ίδιες συνθήκες, δεν έδωσε κάποια πληροφορία λόγω της 

υψηλής κατακράτησης του HA-Ssn6 στα σφαιρίδια Ni-NTA. 

 Τα παραπάνω δεδοµένα αποκάλυψαν ότι ο Aft1 αλληλεπιδρά µε τον Ssn6 και 

τον Nhp6a in vivo, γεγονός σύµφωνο µε την αλληλεξάρτησή του µε καθένα από 

αυτούς τους παράγοντες πάνω στον υποκινητή FRE2. Επίσης έδειξαν ότι οι Ssn6 και 

Nhp6a ενδεχοµένως δεν αλληλεπιδρούν άµεσα µεταξύ τους in vivo αν και συνδέονται 

µέσω του Aft1. Είναι πολύ πιθανό το σύµπλοκο των τριών παραγόντων να 

σχηµατίζεται πάνω στο DNA. Κάτι τέτοιο φάνηκε από πειράµατα συγκατακρήµνισης 

in vivo του HA-Aft1 µε τον  6xHis-Ssn6  που  έγιναν  σε  κύτταρα  αγρίου  τύπου  και  
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Εικόνα 2.17 
Ικανότητα  διαφόρων ελλειµµατι-
κών  πεπτιδίων Ssn6 να ενεργοποι-
ούν τη µεταγραφή των FRE1 και 
FRE2 in vivo. Ανάλυση Northern ολι-
κού RNA του στελέχους ssn6∆ στο 
οποίο ο παράγοντας Ssn6 εκφράζεται 
ολόκληρος (FL) ή ελλειµµατικός, πε-
ριλαµβάνοντας 10, 7, 6 ή 3 αµινοτε-
λικές επαναλήψεις TPR µόνο, ή καθό-
λου (0), µε χρήση ραδιοσηµασµένων 
ανιχνευτών για τα γονίδια FRE1, 
FRE2 και CMD1 (εσωτερικός ποσο-
τικός δείκτης). Οι διάφορες πλασµι-
διακές κατασκευές περιγράφονται στα 
Υ&Μ.  
 

 

 

nhp6∆∆. Αυτά έδειξαν ότι η αλληλεπίδραση µεταξύ των Aft1 και Ssn6 εξαφανίζεται 

όταν απουσιάζει ο Nhp6 (εικόνα 2.15Ε). 

      

2.3.10  Οι Ssn6 και Nhp6 αλληλεπιδρούν άµεσα µε το αµινοτελικό µισό του Aft1     

in vitro  

Στη συνέχεια, προχωρήσαµε στη διερεύνηση του κατά πόσο οι αλληλεπιδράσεις in 

vivo που περιγράφτηκαν παραπάνω, αντανακλούν φυσική επαφή µεταξύ των 

εµπλεκοµένων πρωτεϊνών. Για το λόγο αυτό, εξετάσαµε αν οι καθαρές πρωτεΐνες 

GST-N-Ssn6 και GST-Nhp6a, που παράχθηκαν σε βακτήρια, µπορούν να 

αλληλεπιδράσουν in vitro χωρίς την ταυτόχρονη παρουσία άλλων πρωτεϊνών της 

ζύµης, µε τις επίσης καθαρές βακτηριακής προέλευσης 6xHis-Aft1, 6xHis-N-Aft1 και 

6xHis-C-Aft1 (εικόνα 2.16Α). Ολόκληρη η πρωτεΐνη Ssn6 δεν κατέστη δυνατό να 

παραχθεί σε βακτήρια. Ωστόσο, το αµινοτελικό παράγωγό της που χρησιµοποιήθηκε 

στο πείραµα αυτό (περιέχει και τις 10 διαδοχικές επαναλήψεις TPR του µορίου), 

αποδείχτηκε ικανό, όταν εκφράστηκε σε ένα στέλεχος ssn6∆, να επαναφέρει την 

επαγόµενη µεταγραφή του FRE2 σε επίπεδα αγρίου τύπου (εικόνα 2.17). 

 Όπως φαίνεται στην εικόνα 2.16Β, οι πρωτεϊνες GST-N-Ssn6 και GST-

Nhp6a, αλλά όχι η GST, αλληλεπίδρασαν µε τις 6xHis-Aft1 (Β-1) και 6xHis-N-Aft1 

(Β-2), αλλά όχι µε την 6xHis-C-Aft1 (Β-3), υποδηλώνοντας την ύπαρξη άµεσης 

επαφής µεταξύ των παραγόντων Aft1 (συγκεκριµένα του αµινοτελικού µισού του) 
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και Ssn6 (της αµινοτελικής περιοχής TPR) ή Nhp6a. Το γεγονός ότι ο Nhp6a 

αλληλεπιδρά   άµεσα  µε  την  περιοχή  δέσµευσης στο DNA του Aft1 ενισχύει ακόµα  

περισσότερο τον ισχυρισµό µας περί υποβοηθούµενης από τον πρώτο πρόσδεσης του 

δευτέρου στον υποκινητή  FRE2. Τέλος, η πρωτεϊνη GST-N-Ssn6 αλληλεπίδρασε µε 

την 6xHis-N-Tup1, όπως ήταν αναµενόµενο, αλλά όχι µε τη GST-Nhp6a (Β-4), σε 

συµφωνία µε ό,τι παρατηρήθηκε in vivo. 

Τα δεδοµένα µας, στο σύνολό τους, δείχνουν ότι σε συνθήκες έλλειψης 

σιδήρου (επαγωγικές):  

(α) Η πρόσδεση του Aft1 στον υποκινητή FRE2 εξαρτάται σε µεγάλο βαθµό από την 

άµεση επαφή του µε τον Nhp6a, χωρίς να αποκλείεται η πιθανότητα σηµαντικού 

ρόλου στη διαδικασία της ενδεχόµενης κάµψης (bending) του DNA που επάγεται από 

τον Nhp6. 

(β) Ο Ssn6 στρατολογείται στον υποκινητή µέσω της άµεσης αλληλεπίδρασής του µε 

τον Aft1. 

(γ) Καθένας από τους Nhp6 και Ssn6 είναι απαραίτητος για τη δηµιουργία µιας 

ειδικής χρωµατινικής οργάνωσης στον ενεργοποιηµένο υποκινητή. 

Με βάση αυτές τις ενδείξεις, προτείνουµε ένα µοντέλο συντονισµένης δράσης των 

Nhp6 και Ssn6 πάνω στον υποκινητή FRE2, απαραίτητης για την επαγόµενη από τον 

Aft1 µεταγραφή (βλ. συζήτηση). 

 

2.3.11  Συζήτηση  

Τα τελευταία χρόνια συσσωρεύονται όλο και περισσότερα πειραµατικά δεδοµένα 

σχετικά µε τους ειδικούς ρόλους των γενικών παραγόντων Nhp6 και Ssn6 πάνω σε 

διάφορους ρυθµιζόµενους υποκινητές στη ζύµη. Αποκαλύπτονται έτσι νέες 

λειτουργίες και µοριακές αλληλεπιδράσεις στις οποίες οι παράγοντες αυτοί 

συµµετέχουν. Το γονίδιο FRE2 επάγεται σε συνθήκες έλλειψης σιδήρου από το 

σιδηρορυθµιζόµενο και προσδενόµενο στο DNA µεταγραφικό ενεργοποιητή Aft1. Η 

κυτταρική συγκέντρωση σιδήρου ρυθµίζει τον ενδοκυτταρικό εντοπισµό του Aft1, 

εξασφαλίζοντας την παρουσία του στον πυρήνα όταν χρειάζεται. Ανακαλύψαµε ότι οι 

γενικοί µεταγραφικοί συρρυθµιστές Nhp6 και Ssn6 είναι απαραίτητοι για τη 

λειτουργία του εκεί, δρώντας µαζί του πάνω στην περιοχή UASAft1 του απλά 

ρυθµιζόµενου υποκινητή FRE2.     
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2.3.11.1  Ο Nhp6 δρα στην περιοχή UAS του υποκινητή FRE2 και ρυθµίζει, κατά 

κύριο λόγο, την πρόσδεση του Aft1 σε αυτή 

O παράγοντας Nhp6 ρυθµίζει τη µεταγραφή ενός αριθµού εξαρτώµενων από την 

RNA πολυµεράση ΙΙ γονιδίων. Γενετικά πειράµατα, στα οποία χρησιµοποιήθηκαν 

ειδικοί χιµαιρικοί υποκινητές, έδειξαν ότι στις περισσότερες περιπτώσεις δρά στους 

εγγύς υποκινητές (core promoters) των γονιδίων αυτών [122]. Παράλληλα, µε 

βιοχηµικά πειράµατα που έγιναν in vitro, βρέθηκε ότι διευκολύνει στο σχηµατισµό 

ενός πρωτεϊνικού συµπλόκου µε τους παράγοντες TBP και TFIIA, πάνω στο κουτί 

ΤΑΤΑ, το οποίο έχει αυξηµένη συγγένεια προς τον TFIIΒ [122]. Πρόσφατη γενετική 

ανάλυση έδειξε, ακόµα, ότι προάγει την πρόσδεση του TBP στον υποκινητή ΗΟ, 

οδηγώντας µε αυτόν τον τρόπο στην έναρξη της µεταγραφής [177].  

 Εµείς δείξαµε ότι το FRE2 αποτελεί άλλο ένα εξαρτώµενο από την RNA 

πολυµεράση ΙΙ γονίδιο, του οποίου η µεταγραφική ενεργοποίηση ρυθµίζεται από τον 

Nhp6. Ο παράγοντας αυτός χρειάζεται κυρίως στην περιοχή UAS του υποκινητή 

FRE2, παρά στην περιοχή ΤΑΤΑ, αφού η µεταγραφική ενεργοποίηση του γονιδίου 

FRE2UAS-HIS3-LacZ, στο οποίο η περιοχή ΤΑΤΑ του υποκινητή FRE2 

αντικαταστάθηκε από την αντίστοιχη περιοχή του ανεξάρτητου από τον Nhp6 

υποκινητή HIS3, µειώθηκε κατά 80% στο στέλεχος nhp6∆∆. Ο Nhp6 φαίνεται λοιπόν 

να παρεµβαίνει στη λειτουργία του προσδενόµενου στο DNA µεταγραφικού 

ενεργοποιητή του FRE2, Aft1. Είναι χαρακτηριστικό ότι η διαµεσολαβούµενη από 

τον παράγοντα LexA-Aft1 ενεργοποίηση του γονιδίου LexAop-HIS3-LacZ µειώθηκε 

µόνο κατά 50% στο ίδιο στέλεχος, πράγµα που σηµαίνει ότι, στο πλαίσιο του 

υποκινητή FRE2, ο Νhp6 κατά κύριο λόγο επηρεάζει τη λειτουργία δέσµευσης στο 

DNA του Aft1. Αυτό επιβεβαιώθηκε από το γεγονός ότι η στρατολόγηση του Aft1 σε 

αυτόν εξαρτάται ποσοτικά από την παρουσία του Nhp6. Επιπλέον, δείχτηκε ότι ο 

Nhp6 συνδέεται µε τον Aft1 in vivo και ότι αλληλεπιδρά άµεσα µε το αµινοτελικό 

µισό του, το οποίο περιλαµβάνει την περιοχή δέσµευσης στο DNA, in vitro. Το 

συµπέρασµα από τα προηγούµενα είναι ότι ο Nhp6 διευκολύνει την πρόσδεση του 

Aft1 στην θέση-στόχο του πάνω στον υποκινητή FRE2, in vivo. Σύµφωνο µε αυτό 

είναι το γεγονός ότι σε συνθήκες επαγωγής, όπου ο Aft1 εντοπίζεται στον πυρήνα του 

κυττάρου, παρατηρήθηκε εξαρτώµενη από την παρουσία του Nhp6 νουκλεοσωµική 

αναδιοργάνωση πάνω στην περιοχή UASAft1 του υποκινητή FRE2, η οποία προφανώς  

είχε ως σκοπό τη βελτίωση της προσβασιµότητας της περιοχής αυτής. Από την άλλη, 

εκτός από τη λειτουργία δέσµευσης στο DNA, ο Nhp6 ενδεχοµένως επηρεάζει και 
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την ενεργοποιητική λειτουργία του Aft1, καθώς παρατηρήθηκε µικρή µείωση της 

διαµεσολαβούµενης από τον LexA-Aft1 ενεργοποίησης στο στέλεχος nhp6∆∆ 

(εικόνα 2.7Β). Οι συνέπειες της παρουσίας του Nhp6 θα µπορούσαν να οφείλονται σε 

διάφορες ενεργότητες διαµόρφωσης της χρωµατινικής δοµής (chromatin structure-

modulating activities) που είναι γνωστό ότι συσχετίζονται γενετικά ή/και φυσικά µε 

τον παράγοντα αυτόν [178, 177, 11, 33, 151]. Άλλωστε, η σηµαντικά µειωµένη 

µεταγραφή του FRE2 που παρατηρήθηκε στο στέλεχος gcn5∆ (βλ. κεφάλαιο 1, 

εικόνα 1.11), φανερώνει πιθανό ρόλο του συµπλόκου SAGA πάνω στον υποκινητή 

του γονιδίου. 

 Παλαιότερη εργασία στην οποία χρησιµοποιήθηκαν µεταλλαγµένα πεπτίδια 

Nhp6 που ήταν ελαττωµατικά ως προς τις σχετικές µε τις RNA πολυµεράσες ΙΙ ή ΙΙΙ 

λειτουργίες τους αλλά όχι ως προς τη λειτουργία πρόσδεσης και κάµψης του DNA, 

έδειξε πως ο Nhp6 είναι ένας παράγοντας που λειτουργεί όχι µόνο αρχιτεκτονικά 

αλλά και αλληλεπιδρώντας µε άλλες πρωτεΐνες σε διάφορους υποκινητές [79]. Για  

παράδειγµα, στον υποκινητή GAL1, ο Nhp6 είναι απαραίτητος για τη λειτουργία της 

περιοχής UAS [122] ενώ έχει δειχθεί ότι η περιοχή ενεργοποίησης του Gal4, 

µεταγραφικού ενεργοποιητή του γονιδίου GAL1, αλληλεπιδρά άµεσα µε τον Nhp6b 

[89]. Το πώς αυτή η αλληλεπίδραση βοηθάει στη λειτουργία του Gal4 παραµένει 

άγνωστο. Από την άλλη, ο ρόλος των παραγόντων HMGB1 και HMGB2 των 

θηλαστικών στην ενεργοποίηση ή την καταστολή της µεταγραφής in vivo, έχει 

συσχετιστεί µε την ιδιότητά τους να αυξάνουν την ικανότητα δέσµευσης στο DNA 

πολλών ειδικών µεταγραφικών παραγόντων, αλληλεπιδρώντας άµεσα µε αυτούς, που 

έχει δειχθεί in vitro [152, 1]. Σε αυτή τη βάση, έχει προταθεί ένας ρόλος σαπερόνης 

για τις µη ειδικές (nonsequence specific) HMGB πρωτεϊνες στη διευκόλυνση και 

σταθεροποίηση της πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων, που επιτρέπει τη 

στρατολόγηση πρόσθετων πρωτεϊνών ή πρωτεϊνικών συµπλόκων. Τα αποτελέσµατά 

µας παρέχουν βιοχηµικές ενδείξεις in vivo ότι η HMGB πρωτεΐνη της ζύµης Nhp6 

έχει παρόµοιο τρόπο δράσης, διευκολύνοντας την πρόσδεση του µεταγραφικού 

ενεργοποιητή Aft1 πάνω στον υποκινητή FRE2.          

    

2.3.11.2  Ο Ssn6 στρατολογείται στον υποκινητή FRE2 σε συνθήκες επαγωγής 

και προάγει τη µεταγραφική ενεργοποίηση  

Αποκαλύψαµε έναν κρίσιµο συνενεργοποιητικό ρόλο του παράγοντα Ssn6 στη 

διαµεσολαβούµενη από τον Aft1 επαγωγή της µεταγραφής του γονιδίου FRE2. Από 
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τον έλεγχο της µεταγραφικής ενεργοποίησης των γονιδίων FRE2UAS-HIS3-LacZ και 

LexAop-HIS3-LacZ στο στέλεχος ssn6∆, διαπιστώθηκε ότι ο Ssn6 δρά στην περιοχή 

UAS του υποκινητή FRE2, επηρεάζοντας δραµατικά την ενεργοποιητική λειτουργία 

του Aft1. Επιπλέον, είναι απαραίτητος, όπως και ο Nhp6, για την αναδιοργάνωση της 

χρωµατίνης που γίνεται σε συνθήκες επαγωγής στον υποκινητή αυτόν. Εφόσον, όπως 

δείξαµε, ο Ssn6 είναι παρών στον υποκινητή FRE2, πιθανώς  διευκολύνει τη 

στρατολόγηση ενεργοτήτων νουκλεοσωµικής τροποποίησης ή/και χρωµατινικής 

αναδιοργάνωσης.   

Το σύµπλοκο συγκαταστολής Ssn6-Tup1 έχει δειχθεί ότι επιδρά θετικά στη 

µεταγραφή του γονιδίου CIT2 το οποίο κωδικοποιεί µια συνθάση του κιτρικού οξέος 

και επάγεται µεταγραφικά από τον προσδενόµενο στο DNA ενεργοποιητή Rtg3 σε 

συνθήκες µιτοχονδριακής δυσλειτουργίας. Προτάθηκε µάλιστα ότι ειδικά µεταβολικά 

σήµατα ενδεχοµένως το µετατρέπουν από µεταγραφικό συγκαταστολέα σε 

συνενεργοποιητή πάνω σε ορισµένους υποκινητές [19]. Το GAL1 καθώς και µια 

οµάδα από γονίδια που επάγονται από το οσµωτικό στρες και ρυθµίζονται από τον 

παράγοντα Sco1, έχουν επίσης προσδιοριστεί ως στόχοι θετικής δράσης του Ssn6-

Tup1 [120, 132]. Το σύµπλοκο παραµένει συνεχώς προσδεδεµένο στους υποκινητές 

τους τόσο σε συνθήκες καταστολής όσο και επαγωγής. Ενώ όµως στις πρώτες έχει 

καθαρά κατασταλτική δράση, στις δεύτερες διευκολύνει παράλληλα τη 

στρατολόγηση των συνενεργοποιητικών συµπλόκων SAGA ή/και SWI/SNF που 

αναιρούν την επαγόµενη από το ίδιο καταστολή.   

Στην παρούσα εργασία δείχθηκε ότι o Ssn6 στρατολογείται µόνο σε συνθήκες 

επαγωγής στον υποκινητή FRE2 και ότι η στρατολόγηση αυτή εξαρτάται ποσοτικά 

από την παρουσία του Aft1. Επιπλέον, η µεταγραφική ανάλυση του FRE2 στο 

στέλεχος ssn6∆ δε φανέρωσε την ύπαρξη κατασταλτικής επίδρασης του Ssn6 σε 

συνθήκες επάρκειας σιδήρου. Εποµένως, συµπεραίνουµε ότι το σύµπλοκο Ssn6-Tup1 

προσδένεται στον υποκινητή FRE2 σε συνθήκες επαγωγής και εκεί έχει έναν καθαρά 

συνενεργοποιητικό ρόλο. Θεωρούµε ότι η επίδραση του Tup1 είναι παρόµοια µε αυτή 

του Ssn6 καθώς παρατηρήθηκε αξιοσηµείωτη µείωση της επαγόµενης µεταγραφής 

του FRE2 σε κύτταρα tup1∆ (βλ. κεφάλαιο 1, εικόνα 1.10Α). Η ενεργοποιητική 

λειτουργία του Ssn6-Tup1 βρίσκεται σε συµφωνία µε τη µείωση στο ρυθµό 

αναγωγικής πρόσληψης σιδήρου στα στελέχη ssn6∆ ή tup1∆, που έχει αναφερθεί από 

τους  Lesuisse et al  [90].  Ωστόσο,  η  αναγωγική πρόσληψη  σιδήρου  στη  ζύµη  δεν  
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Εικόνα 2.18 
Αλληλεπίδραση του ΗΑ-Aft1 µε τον 
υποκινητή FRE2 απουσία Nhp6a 
ή/και Ssn6. Κύτταρα αγρίου τύπου, 
nhp6∆∆, ssn6∆ και ssn6∆ nhp6∆∆, 
µετασχηµατισµένα µε πλασµίδιο έκ-
φρασης του HA-Aft1 και αναπτυγµένα 
σε SCBPS, υποβλήθηκαν σε ανάλυση 
ChIP µε αντίσωµα anti-HA. Στη συνέ-
χεια το ανοσοκατακρηµνισµένο (IP) 
και το αρχικό (input) DNA αναλύθηκαν 
µε PCR µε χρήση ειδικών εκκινητών 
για τους υποκινητές FRE2 και TRP3 
και οι ζώνες DNA ποσοτικοποιήθηκαν 
στον PhosphorImager µε χρήση του 
κατάλληλου λογισµικού (ImageQuant). 
Εδώ, παρουσιάζονται οι λόγοι IP/input 
του FRE2 σε κάθε στέλεχος, κανονικο-
ποιηµένοι ως προς τους αντίστοιχους 
του TRP3.    

 
 

 

οφείλεται σε ένα γονίδιο αλλά στη συνολική δράση εξαρτώµενων από τον Aft1 

γονιδίων αναγωγασών, οξειδασών και περµεασών. 

 

2.3.11.3  Ο σχηµατισµός ενός τριµερούς συµπλόκου Aft1-Nhp6-DNA πάνω στον 

υποκινητή FRE2 επιτρέπει την κρίσιµη για την ενεργοποίηση στρατολόγηση του 

Ssn6  

∆είξαµε ότι η στρατολόγηση του παράγοντα Ssn6 στο πλαίσιο του υποκινητή FRE2 

προϋποθέτει την παρουσία του παράγοντα Nhp6. Με ανάλογο τρόπο, ο Nhp6 θα 

µπορούσε να εµπλέκεται στην πρόσδεση του συµπλόκου Ssn6-Tup1 σε διάφορους 

γενετικούς τόπους. Η ύπαρξη αλληλεπίδρασης µεταξύ των Nhp6b και Tup1 [89] 

υποστηρίζει την υπόθεση αυτή. Ωστόσο, εµείς δεν ανιχνεύσαµε αλληλεπίδραση 

µεταξύ των Nhp6a και Tup1 τόσο in vivo όσο και in vitro, ούτε και µεταξύ των Ssn6 

και Nhp6 in vivo. Συνεπώς, ο Ssn6 φαίνεται να στρατολογείται στον υποκινητή FRE2 

µέσω της άµεσης αλληλεπίδρασής του µε ένα  τριµερές  σύµπλοκο  Aft1-Nhp6-DNA. 

Πράγµατι, η στρατολόγησή του εξαρτάται από την παρουσία τόσο του Aft1 όσο και 

του Nhp6 ενώ η συγκατακρήµνισή του in vivo µε τον Aft1 εξαρτάται από την 

παρουσία του Nhp6. Με τη στρατολογόγησή του, ο Ssn6 ενδεχοµένως σταθεροποιεί 

περισσότερο την πρόσδεση του Aft1 στο DNA καθώς βρέθηκε ότι αλληλεπιδρά  άµε- 
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Εικόνα 2.19 
Μοντέλο που απεικονίζει πώς οι παράγοντες Nhp6 και Ssn6, διακριτά και 
συνεργατικά, προάγουν την επαγόµενη από τον Aft1 µεταγραφή στον υποκινητή 
FRE2. (A) Κατά την επαγωγή, σε συνθήκες έλλειψης σιδήρου, ο Aft1 αλληλεπιδρά µε 
τον χρωµατινικό παράγοντα Nhp6 και το DNA. (Β) Τοπικές δοµικές τροποποιήσεις 
έχουν ως αποτέλεσµα την ενίσχυση της πρόσδεσης του Aft1 στην περιοχή UAS. (Γ) 
Ευνοείται, έτσι, η αλληλεπίδραση του Ssn6 µε τον Aft1. (∆) Η παρουσία του Ssn6 στον 
υποκινητή σταθεροποιεί περισσότερο την πρόσδεση του Aft1 στο DNA και εξασφαλίζει 
τη φυσιολογική πρόσβαση στα στοιχεία του βασικού µεταγραφικού µηχανισµού µε 
αποτέλεσµα την πλήρη µεταγραφική ενεργοποίηση.  
  

 

 

σα in vitro µε το αµινοτελικό µισό του Aft1 (που περιέχει την περιοχή δέσµευσης στο 

DNA) και όχι µε το καρβοξυτελικό (που περιέχει την περιοχή ενεργοποίησης). Σε 

συµφωνία µε αυτό, η στρατολόγηση του Aft1 στον υποκινητή FRE2 βρέθηκε ελαφρά 

µειωµένη στο στέλεχος ssn6∆ (εικόνα 2.18).  

 Με βάση τα παραπάνω αποτελέσµατα, προτείνουµε ένα απλό µοντέλο που 

περιγράφει την ακολουθία των γεγονότων που οδηγούν στο σχηµατισµό ενός 

τετραµερούς συµπλέγµατος Ssn6-Aft1-Nhp6-DNA πάνω στον υποκινητή FRE2, το 

οποίο είναι υπεύθυνο για την παρατηρούµενη ολική µεταγραφική ενεργότητα σε 

αυτόν (εικόνα 2.19). Όταν απουσιάζει είτε ο Ssn6 είτε ο Nhp6, η ενεργότητα είναι 

σοβαρά µειωµένη  ενώ όταν  απουσιάζουν και  οι  δύο  σχεδόν  εξαφανίζεται  (εικόνα 
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2.6Α), αποκαλύπτοντας την ύπαρξη λειτουργικής συνεργατικότητας µεταξύ των Ssn6 

και Nhp6 πάνω στον υποκινητή FRE2. 

 Από την άλλη, ο υποκινητής FRE1 παρέχει ένα “περιβάλλον” όπου οι 

παράγοντες Ssn6 και Nhp6 δρουν ανεξάρτητα.  Αν  και  τόσο  ο ένας όσο και ο άλλος 

επηρεάζουν την έκφραση του αντίστοιχου γονιδίου, καθένας τους, όπως και ο Aft1, 

στρατολογείται ανεξάρτητα στον υποκινητή του. Αυτό ίσως οφείλεται στο γεγονός 

ότι η µεταγραφή του εξαρτάται και από άλλους προσδενόµενους στο DNA 

ενεργοποιητές εκτός του Aft1. Λαµβάνοντας υπόψη τη µεταγραφική ανάλυση και 

άλλων σιδηρορυθµιζόµενων γονιδίων, που παρουσιάστηκε παραπάνω, µπορούµε να 

ισχυριστούµε ότι οι πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις που καθορίζονται από το γενικό 

πλαίσιο ενός υποκινητή είναι αυτές που µε τη σειρά τους καθορίζουν που, πότε και 

πώς οι γενικοί µεταγραφικοί ρυθµιστές θα ασκήσουν τη λειτουργία τους.   

 

2.4  O Aft1 εµπλέκεται στην εξαρτώµενη από το χαλκορυθµιζόµενο ενεργοποιητή 

Mac1 µεταγραφική ρύθµιση του γονιδίου CTR1 

 

2.4.1  Η µεταγραφή του CTR1 αυξάνεται όταν απουσιάζει ο Aft1  

Το γονίδιο CTR1, που κωδικοποιεί το βασικό µεταφορέα χαλκού της πλασµατικής 

µεµβράνης του σακχαροµύκητα, φαίνεται να έχει απόλυτη µεταγραφική εξάρτηση 

από το χαλκορυθµιζόµενο, προσδενόµενο στο DNA, ενεργοποιητή Mac1, όπως 

διαπιστώθηκε από την ανυπαρξία µεταγραφής του ελλείψει του παράγοντα αυτού 

(εικόνα 2.2Β, στήλη 9). Από την άλλη, τα επιπέδα της επαγόµενης µεταγραφής του 

βρέθηκαν σηµαντικά αυξηµένα στο στέλεχος aft1∆, σε σχέση µε τα αντίστοιχα 

αγρίου τύπου (εικόνα 2.20 στήλες 1-2, εικόνα 2.2Β στήλες 1-2). Το αποτέλεσµα αυτό 

φανερώνει πως η παρουσία ενός “σιδηροπαράγοντα”, του Aft1, περιορίζει την 

επαγωγή της µεταγραφής ενός “χαλκογονιδίου”, του CTR1. Με δεδοµένο ότι δεν 

υπάρχει αλληλουχία FeRE στον υποκινητή CTR1, η πρόσδεση του Aft1 σε αυτόν δε 

φαίνεται πιθανή. Εξάλλου, αυτό διαφαίνεται έµµεσα και από το γεγονός ότι η 

υπερέκφραση του παράγοντα αυτού, σε κύτταρα αγρίου τύπου που αναπτύχθηκαν σε 

µη επαγωγικές συνθήκες, αν και επηρέασε θεαµατικά τη µεταγραφή των FRE1 και 

FRE2 (κάτι λίγο-πολύ αναµενόµενο δεδοµένης της πρόσδεσής του στους δύο 

υποκινητές), δεν είχε καµία επίδραση σε αυτή του CTR1 (εικόνα 2.20, στήλες 3-4). 

Συνεπώς,  λαµβάνοντας  υπόψη  τα  παραπάνω,  προχωρήσαµε  στη  διερεύνηση  του 

ενδεχοµένου  η   επίδραση  του  Aft1  στο  CTR1  να  ασκείται  µέσω  του  µοναδικού  
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Εικόνα 2.20 
Επίδραση του AFT1 στη µεταγραφή  
του CTR1. Ανάλυση Northern ολικού 
RNA από στελέχη αγρίου τύπου και aft1∆ 
αναπτυγµένα σε SCBPS και από στέλεχος 
αγρίου τύπου µετασχηµατισµένου µε 
pYX142-AFT1 (πλασµίδιο έκφρασης του 
AFT1) ή pYX142 και αναπτυγµένου σε 
SC, µε χρήση ραδιοσηµασµένων ανιχνευ-
τών για τα γονίδια CTR1, FRE1, FRE2, 
και CMD1 (εσωτερικός ποσοτικός δεί-
κτης). 

 
 

 

 

παράγοντα που είναι γνωστό ότι προσδένεται στον υποκινητή του γονιδίου, του 

Mac1.    

Επίσης, εφόσον το CTR1 προστέθηκε στην οµάδα των γονιδίων που 

επηρεάζονται από τον Aft1, ελέγξαµε τη µεταγραφή του στα στελέχη ssn6∆, nhp6∆∆ 

και ssn6∆ nhp6∆∆, σε σχέση µε την αντίστοιχη αγρίου τύπου, όπως κάναµε νωρίτερα 

και για τα FRE2 και FRE1. Το µεταγραφικό του προφίλ ήταν σε γενικές γραµµές 

παρόµοιο µε αυτό του FRE1, µε χαρακτηριστική πάντως διαφορά την σαφή 

αποκαταστολή της βασικής µεταγραφής του στο στέλεχος ssn6∆ (εικόνα 2.21).  

 

2.4.2  Ο Aft1 στρατολογείται στον υποκινητή CTR1 µε τρόπο εξαρτώµενο από 

την παρουσία του Mac1   

Προκειµένου να διαπιστώσουµε αν ο παράγοντας Aft1 αλληλεπιδρά µε τον 

υποκινητή CTR1, ελέγξαµε τη στρατολόγηση του ΗΑ-Aft1 σε αυτόν µε ανάλυση 

ChIP που έγινε σε κύτταρα aft1∆ που αναπτύχθηκαν σε επαγωγικές ή µη επαγωγικές 

συνθήκες. Ο HA-Aft1 ήταν παρών στον υποκινητή στις επαγωγικές συνθήκες ενώ 

µόλις ανιχνεύτηκε στις µη επαγωγικές (εικόνα 2.22Α). Ωστόσο, σε κύτταρα aft1∆ 

mac1∆, στις αντίστοιχες συνθήκες, η στρατολόγηση στον υποκινητή CTR1 

εξαφανίστηκε, ενώ αντίθετα αυτή στον υποκινητή FRE1, ο οποίος εξετάστηκε 

παράλληλα,  αυξήθηκε  (εικόνα 2.22Β).  ∆ιαπιστώθηκε,  ακόµα,  ότι  η  απουσία  του 

Nhp6 δεν επηρέασε τη στρατολόγηση του  Aft1-9Myc  στον  υποκινητή  CTR1,  όπως  

στον FRE1 και αντίθετα µε ό,τι συνέβη στον FRE2  (εικόνα 2.22Γ).  Συµπεραίνουµε, 
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Εικόνα 2.21 
Επίδραση των SSN6 και NHP6A/B στη µεταγραφή του CTR1. Αντίστοιχη µε αυτή 
της εικόνας 2.5 ανάλυση δειγµάτων RNA, µε χρήση ραδιοσηµασµένων ανιχνευτών για 
τα γονίδια CTR1 και CMD1.  

 
 

 

λοιπόν, ότι ο Aft1 αλληλεπιδρά µε τον υποκινητή CTR1 µε τρόπο απόλυτα 

εξαρτώµενο από την παρουσία του Mac1 ενώ δεν επηρεάζεται καθόλου από τον 

Nhp6. 

 

2.4.3  Ο Ssn6 στρατολογείται στον υποκινητή CTR1 ανεξάρτητα από την παρου-

σία των Aft1 και Nhp6  

∆εδοµένης της χαρακτηριστικής επίδρασης του παράγοντα Ssn6 στην έκφραση του 

CTR1, εξετάσαµε αν αυτός στρατολογείται στον υποκινητή του γονιδίου καθώς και 

το ενδεχόµενο να εξαρτάται η (πιθανή) στρατολόγησή του από τον Aft1. Όπως 

διαπιστώθηκε από την ανάλυση ChIP που έγινε σε κύτταρα ssn6∆ που αναπτύχθηκαν 

σε επαγωγικές συνθήκες, o HA-Ssn6 στρατολογήθηκε στον υποκινητή CTR1, όπως 

ακριβώς είχε συµβεί και στους υποκινητές FRE2 και FRE1. Η απαλοιφή του γονιδίου 

AFT1 δεν επηρέασε σηµαντικά τη στρατολόγηση αυτή, όπως στον FRE1 και αντίθετα 

µε ό,τι συνέβη στον FRE2 (εικόνα 2.23Α). Το ίδιο ακριβώς αποτέλεσµα είχε και η 

απαλοιφή του NHP6A/B. Μάλιστα η τελευταία προκάλεσε ακόµα και αύξηση της 

στρατολόγησης σε κάποιους υποκινητές-θετικούς µάρτυρες (όπως οι SUC2 και 

HSP26), στους οποίους είναι γνωστό ότι προσδένεται ο παράγοντας αυτός (εικόνα 

2.23Β). Σε συνθήκες υψηλής συγκέντρωσης σιδήρου, διαπιστώθηκε οριακή 

στρατολόγηση του  Ssn6  στον  υποκινητή  CTR1  (αντίστοιχη  µε  αυτή  στον  FRE1)  

(εικόνα 2.23Γ). Με βάση αυτή την παρατήρηση, θα µπορούσαµε ίσως να 

αποδώσουµε  την  παρατηρηθείσα  στις  ίδιες  συνθήκες  ανυπαρξία  µεταγραφής  του 



77 

A 
 
 
 
 
 
 
 

Γ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B 

 
 
Εικόνα 2.22 
Αλληλεπίδραση του Aft1 µε τον υποκινητή  CTR1. (Α) Κύτταρα aft1∆ µετασχηµατι-
σµένα µε πλασµίδιο έκφρασης του HA-Aft1 και αναπτυγµένα σε SCFe (έγινε προσθήκη 
FeCl3, σε τελική συγκέντρωση 200µΜ, 30min πριν τη συλλογή των κυττάρων) ή  
SCBPS, υποβλήθηκαν σε ανάλυση ChIP µε αντίσωµα anti-HA και στη συνέχεια το 
ανοσοκατακρηµνισµένο (IP) και το αρχικό (input) DNA αναλύθηκαν µε PCR µε χρήση 
ειδικών εκκινητών για τον υποκινητή CTR1 και την κωδική περιοχή ACT1. (Β) Κύτταρα 
aft1∆ και aft1∆ mac1∆ µετασχηµατίστηκαν, αναπτύχθηκαν και αναλύθηκαν όπως 
προηγουµένως µε χρήση anti-HA και ειδικών εκκινητών για τους υποκινητές CTR1 και 
FRE1 και την κωδική περιοχή ACT1. (Γ) Κύτταρα αγρίου τύπου και nhp6∆∆, µε 
χρωµοσωµική ένθεση του γονιδίου AFT1-9Myc, αναπτύχθηκαν σε SCBPS και 
αναλύθηκαν όπως προηγουµένως µε χρήση anti-Myc και ειδικών εκκινητών για τους 
υποκινητές CTR1 και HTA1. 
 

 

 

CTR1 (βλ. κεφάλαιο 1, εικόνα 1.10Β) στην κατασταλτική επίδραση που έχει ο Ssn6 

στη βασική µεταγραφή του γονιδίου. 

 

2.4.4  Συζήτηση  

Βρήκαµε ότι ο παράγοντας Aft1 συµµετέχει στη µεταγραφική ρύθµιση του γονιδίου 

CTR1 µέσω αλληλεπίδρασης µε τον υποκινητή του. ∆ύο στοιχεία συνηγορούν στον 

παραπάνω ισχυρισµό: 

(α) Σε συνθήκες έλλειψης σιδήρου και χαλκού, στις οποίες τόσο ο Aft1 όσο και ο 

(µοναδικός ενεργοποιητής του CTR1) Mac1 είναι ενεργοί, η απουσία του πρώτου είχε 

ως αποτέλεσµα παραπάνω µεταγραφική ενεργοποίηση του CTR1. 
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Εικόνα 2.23 
Αλληλεπίδραση του Ssn6 µε τον υποκινητή CTR1. (Α) Κύτταρα ssn6∆* και ssn6∆* 
aft1∆, µετασχηµατισµένα µε πλασµίδιο έκφρασης του HA-Ssn6 και αναπτυγµένα σε 
SCBPS, υποβλήθηκαν σε ανάλυση ChIP µε αντίσωµα anti-HA και στη συνέχεια το 
ανοσοκατακρηµνισµένο (IP) και το αρχικό (input) DNA αναλύθηκαν µε PCR µε χρήση 
ειδικών εκκινητών για τον υποκινητή CTR1 και την κωδική περιοχή ACT1. (Β) Κύτταρα 
ssn6∆ και ssn6∆ nhp6∆∆ µετασχηµατίστηκαν, αναπτύχθηκαν και αναλύθηκαν όπως 
προηγουµένως µε χρήση anti-HA και ειδικών εκκινητών για τους υποκινητές ANB1, 
CTR1, HSP26, HTA1, SUC2 και TRP3. (Γ) Κύτταρα ssn6∆*, µετασχηµατισµένα µε 
πλασµίδιο έκφρασης του HA-Ssn6 και αναπτυγµένα σε συνθήκες υψηλής συγκέντρωσης 
σιδήρου (σε SC στο οποίο προστέθηκε FeCl3, σε τελική συγκέντρωση 200µΜ, 30min 
πριν από τη συλλογή τους), αναλύθηκαν όπως προηγουµένως µε χρήση anti-HA και 
ειδικών εκκινητών για τον υποκινητή CTR1 και την κωδική περιοχή ACT1. 

 
 

 

 (β) Στις ίδιες συνθήκες, ο Aft1 (συγκεκριµένα, τόσο ο υπερεκφρασµένος HA-Aft1 

όσο και ο ενδογενής Aft1-9Myc) εντοπίστηκε πάνω στον υποκινητή του γονιδίου και 

µάλιστα µε τρόπο απόλυτα εξαρτώµενο από την παρουσία του Mac1. 

Σύµφωνο µε τα παραπάνω είναι και το αποτέλεσµα µιας προκαταρκτικής ανάλυσης 

σε σύστηµα δύο υβριδίων, που έδειξε πιθανή αλληλεπίδραση του Aft1 µε τον Mac1 

(βλ. κεφάλαιο 1, πίνακας 1.2). Συνεπώς, µε βάση όλα αυτά τα δεδοµένα, 
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αποκαλύφθηκε ένας νέος ρόλος του Aft1, κατασταλτικός, ο οποίος ασκείται πάνω 

στον υποκινητή CTR1 µέσω της έµµεσης στρατολόγησης και όχι της άµεσης 

πρόσδεσης του παράγοντα. Είναι γνωστή η ύπαρξη αλληλεξάρτησης µεταξύ του 

µεταβολισµού του σιδήρου και αυτού του χαλκού στη ζύµη, η οποία συµβάλλει στην 

κυτταρική οµοιοστασία των δύο µετάλλων. Μέρος αυτού του µηχανισµού ίσως 

αποτελεί και η άµεση συνεργασία µεταξύ των δύο βασικών µεταλλοεξαρτώµενων 

µεταγραφικών ρυθµιστών, του σιδηροεξαρτώµενου Aft1 και του χαλκοεξαρτώµενου 

Mac1, µε σκοπό, στην περίπτωση του CTR1 (και στις συγκεκριµένες συνθήκες), τον 

περιορισµό της ανεξέλεγχτης έκφρασης του βασικού γονιδίου που ευθύνεται για την 

είσοδο του χαλκού στο κύτταρο. Εξάλλου, δύο άλλα γονίδια του µεταβολισµού του 

χαλκού, το ATX1 που κωδικοποιεί µια χαλκοσαπερόνη και το CCC2 που κωδικοποιεί 

ένα ενδοµεµβρανικό κανάλι µεταφοράς του µετάλλου, είναι γνωστό ότι ρυθµίζονται 

από το σίδηρο µέσω του Aft1 (χωρίς, ωστόσο, να ρυθµίζονται παράλληλα και από το 

χαλκό όπως συµβαίνει µε το CTR1) [138, 172].   

Παράλληλα, διαπιστώσαµε τη µη ύπαρξη αλληλεξάρτησης µεταξύ των Ssn6, 

Nhp6 και Aft1 πάνω στον  υποκινητή CTR1, όπως συνέβη και στον FRE1. Η 

διαπίστωση στηρίχτηκε στο γεγονός ότι ο Ssn6 στρατολογήθηκε σε αυτόν 

ανεξάρτητα από τους Aft1 και Nhp6, όπως και στο ότι η στρατολόγηση του Aft1 

ήταν ανεξάρτητη από την παρουσία του Nhp6. Σε συµφωνία λοιπόν µε προηγούµενα 

ευρήµατά µας, η δράση των παραγόντων αυτών και στον υποκινητή CTR1 φαίνεται 

να καθορίζεται από ειδικές για το συγκεκριµένο “περιβάλλον” πρωτεϊνικές 

αλληλεπιδράσεις. Η εµπλοκή του Mac1 σε αυτές, ως του µοναδικού προσδενόµενου 

στο συγκεκριµένο υποκινητή παράγοντα, αποτελεί αντικείµενο περαιτέρω 

διερεύνησης. 
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3.1  Εισαγωγικά  

Στο σακχαροµύκητα, η κυτταρική συγκέντρωση του χαλκού ρυθµίζεται τόσο στο 

επίπεδο της πρόσληψης όσο και της αποθήκευσης του µετάλλου. Στη διαδικασία της 

αποθήκευσης βασικό ρόλο έχουν οι µεταλλοθειονίνες οι οποίες είναι µικρές 

πρωτεΐνες που δεσµεύουν χαλκό και άλλα τοξικά µέταλλα και που η σύνθεσή τους 

επάγεται µεταγραφικά από το χαλκοεξαρτώµενο µεταγραφικό ενεργοποιητή Ace1 

[102]. Στη διαδικασία της πρόσληψης συµµετέχουν οι πρωτεΐνες της πλασµατικής 

µεµβράνης Fre1, Fre2 (αναγωγάσες µεταλλικών ιόντων) και Ctr1, Ctr3 

(εξειδικευµένοι µεταφορείς χαλκού) για τις οποίες συζητήσαµε στην εισαγωγή. Τα 

γονίδια CTR1, CTR3 και FRE1, όπως και το FRE7 (οµόλογο µε το FRE1) που 

κωδικοποιεί µια ενδοκυτταρική µεµβρανική αναγωγάση µη γνωστής χρησιµότητας, 

επάγονται µεταγραφικά σε συνθήκες έλλειψης χαλκού και καταστέλλονται σε 

συνθήκες επάρκειας του µετάλλου. ∆ιαµεσολαβητής αυτής της ρύθµισης είναι ο 

µεταγραφικός ενεργοποιητής Mac1 (Metal-binding activator) ο οποίος προσδένεται 

στο στοιχείο  5΄-TTTGC(T/G)C(A/G)-3΄ (CuRE = Cu-Responsive Element) του 

οποίου δύο τουλάχιστον επαναλήψεις βρίσκονται πάνω στους υποκινητές τους [64, 

171, 84, 109] (εικόνα 3.1). 
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Εικόνα 3.1 
Τα στοιχεία CuRE τεσσάρων υποκινητών που ρυθµίζονται από τον παράγοντα 
Mac1 [109]. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 3.2 
Συντηρηµένα αµινοτελικά µοτίβα διαφόρων χαλκοσχετιζόµενων µεταγραφικών 
παραγόντων που προέρχονται από µύκητες. Ο Amt1 προέρχεται από τον Candida 
glabrata, οι Ace1, Haa1 και Mac1 από τον Saccharomyces cerevisiae, ο Crf1 από τον 
Yarrowia lipolytica, ο Cuf1 από τον Schizosaccharomyces pombe και ο Grisea από τον 
Podospora anserina [154].  

 
 

 

Ο Mac1 εντοπίζεται στον πυρήνα των κυττάρων είτε αυτά έχουν έλλειψη είτε 

επάρκεια χαλκού [62]. Περιέχει, µάλιστα, δύο αλληλουχίες πυρηνικού εντοπισµού 

(NLS), µια στο αµινοτελικό και µια στο καρβοξυτελικό µισό του [142]. Αποτελείται 

από 417 αµινοξέα και περιλαµβάνει πολλές λειτουργικές περιοχές. To µικρότερo 

τµήµα της πρωτεΐνης που διατηρεί ικανότητα δέσµευσης στο DNA περιορίζεται στα 

πρώτα 159 αµινοξέα [61] και περιέχει (στα πρώτα 40 αµινοξέα) ένα µοτίβο 

δέσµευσης ψευδάργυρου και χαλκού (Cys-X2-Cys-X8-CysX-Cys) και ένα µοτίβο 

(R/Κ)GRP το οποίο έχει βρεθεί σε άλλες πρωτεΐνες να διαµεσολαβεί για την 

αλληλεπίδρασή τους µε πλούσιες σε A/T αλληλουχίες, στο µικρό αυλάκι του DNA 

[58]. Τα µοτίβα αυτά απαντώνται επίσης στους ενεργοποιητές µεταλλοθειονινών 

Ace1 του σακχαροµύκητα και Amt1 της Candida glabrata [13]  καθώς  και  σε  άλλες  
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Εικόνα 3.3 
Μοντέλο χαλκοεπαγόµενης ενδοµοριακής αλληλεπίδρασης στον παράγοντα Mac1. 
Σηµειώνονται οι περιοχές δέσµευσης στο DNA και ενεργοποίησης του µορίου ενώ οι 
τελείες αντιπροσωπεύουν κατάλοιπα κυστεΐνης [62]. 

 
 

 

πρωτεΐνες που προέρχονται από µύκητες (εικόνα 3.2). Η µελέτη της δοµής του 

συµπλόκου Mac1-DNA πάνω στον υποκινητή CTR1 έδειξε ότι ο Mac1 αλληλεπιδρά 

µέσω του µοτίβου RGRP µε την αλληλουχία ΤΤΤ στο µικρό αυλάκι του DNA και 

µέσω άλλου τοµέα (που πιθανώς περιλαµβάνει το µοτίβο δέσµευσης ψευδαργύρου) 

µε την αλληλουχία GCTCA στο µεγάλο αυλάκι [58]. Σε πειράµατα στα οποία 

χρησιµοποιήθηκε πρωτεΐνη που παράχθηκε in vitro, η πρόσδεση του Mac1 στο DNA 

βρέθηκε να γίνεται ανεξάρτητα από την παρουσία χαλκού [171]. Ωστόσο, σε 

πειράµατα αποτύπωσης (footprinting) που έγιναν in vivo παρατηρήθηκε εξαφάνιση 

της πρόσδεσης σε συγκεντρώσεις του µετάλλου µεγαλύτερες από 10nM [84]. 

Παρατηρήθηκε επιπλέον, µε χρήση ολικού εκχυλίσµατος πεινασµένων για χαλκό 

κυττάρων ζύµης στα οποία ο Mac1 ήταν υπερεκφρασµένος, ότι η πρόσδεσή του στο 

DNA απαιτούσε ως προϋπόθεση αφενός την κατάλληλη συγκέντρωση ιόντων χαλκού 

µέσα στο κύτταρο (η περίσσεια χαλκού αλλά και η απουσία Cu+ την εµπόδισαν) και 

αφετέρου, ανεξάρτητα από το προηγούµενο γεγονός, τη φωσφορυλίωση της περιοχής 

ενεργοποίησής του [53].  

Η περιοχή του Mac1 µεταξύ των αµινοξέων 252 και 341, που περιλαµβάνει δύο 

επαναλήψεις του πλούσιου σε κυστεΐνες µοτίβου Cys-X-Cys-X4-Cys-X-Cys-X2-Cys-

X2-His, τις REPI (αµινοξέα 264-279) και REPII (αµινοξέα 322-337), έχει 

ενεργοποιητική λειτουργία και πιθανώς δεσµεύει 8 ιόντα χαλκού [62]. Με δεδοµένο 

ότι η ενεργότητα του Mac1 ρυθµίζεται από το χαλκό, η ύπαρξη αλληλεπίδρασης 

µεταξύ της περιοχής δέσµευσης στο DNA και της περιοχής ενεργοποίησης του 

µορίου (που διαπιστώθηκε σε σύστηµα δύο υβριδίων), έδειξε ότι η πρόσδεση του 
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χαλκού σε αυτές επάγει µια αλλοστερική αλληλεπίδραση που παρεµποδίζει και τις 

δύο λειτουργίες [62] (εικόνα 3.3).         

Ο Mac1 αποδοµείται γρήγορα σε υψηλές συγκεντρώσεις χαλκού (> 10µΜ, 

τέτοιες ώστε να επάγεται η έκφραση µεταλλοθειονινών) µε άγνωστο µηχανισµό στον 

οποίο εµπλέκεται η περιοχή REPI του µορίου [184]. Συµµετέχει έτσι στη διαδικασία 

προστασίας του κυττάρου από τα πλεονάζοντα τοξικά επίπεδα του µετάλλου. 

Επιπλέον, ελέγχει τη µετα-µεταφραστική αποδόµηση του µεταφορέα χαλκού Ctr1, η 

οποία έχει βρεθεί ότι γίνεται στην πλασµατική µεµβράνη σε αντίστοιχα υψηλές 

συγκεντρώσεις του µετάλλου [119].΄Ένα πλούσιο σε κυστεΐνες, καρβοξυτελικά 

τοποθετηµένο, µοτίβο του Ctr1 (παρόµοιο µε αυτό που απαντάται επαναληπτικά στον 

Mac1), το οποίο βρίσκεται στην εσωτερική πλευρά της πλασµατικής µεµβράνης, 

πιθανώς αλληλεπιδρά µε την υπεύθυνη για την αποικοδόµηση πρωτεάση. Ο Mac1 

ενδεχοµένως επάγει τη µεταγραφή του γονιδίου που την κωδικοποιεί ή κινητοποιεί 

µια προϋπάρχουσα πρωτεάση ή, τέλος, δρα ο ίδιος ως τέτοια, µετακινούµενος µε 

κάποιο τρόπο από τον πυρήνα προς στο κυτταρόπλασµα (ίσως µέσω 

αποφωσφορυλίωσης) [176].    

Τέλος, σε σύστηµα δύο υβριδίων, διαπιστώθηκε αλληλεπίδραση του Mac1 µε τον 

εαυτό του, για την οποία υπεύθυνη είναι µια έλικα στο καρβοξυτελικό άκρο του 

µορίου (αµινοξέα 388-406) [142]. Ο έλεγχος της αλληλεπίδρασης Mac1-DNA in 

vitrο, αποκάλυψε ότι ο οµοδιµερισµός διευκολύνει την πρόσδεση του παράγοντα σε 

δύο στοιχεία CuRE πάνω στους αποκρινόµενους υποκινητές [63]. Μάλιστα, 

σηµειακές µεταλλαγές µέσα στην έλικα δηµιούργησαν πεπτίδια που δεν ήταν ικανά 

να οµοδιµεριστούν, να σχηµατίσουν τριµερή σύµπλοκα µε το DNA in vitro ή να 

ενεργοποιήσουν τη µεταγραφή in vivo [63, 142]. Συνεπώς, ο οµοδιµερισµός είναι 

απαραίτητος για την πρόσδεση του Mac1 σε δύο στοιχεία CuRE πάνω στον 

υποκινητή, η οποία, µε τη σειρά της, είναι αναγκαία για µεταγραφική ενεργοποίηση.  

 

3.2  Ο ρόλος της δεύτερης πλούσιας σε κυστεϊνες περιοχής του Mac1, REPIΙ, στη 

λειτουργία του παράγοντα  

Όπως έδειξε η λειτουργική ανάλυση της περιοχής ενεργοποίησης του Mac1 που έγινε 

από τις οµάδες Winge και Thiele [46, 68, 184] και συνοψίζεται στον πίνακα 3.1, οι 

περιοχές REPI και REPII του παράγοντα είναι λειτουργικά διακριτές. Η πρώτη 

διαµεσολαβεί για τη χαλκοεξαρτώµενη ρύθµιση της ενεργότητάς του ενώ σχετίζεται 

και µε τη διαδικασία αποδόµησής του σε υψηλές συγκεντρώσεις χαλκού.  Η  δεύτερη,  
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                       ιδιότητες 
  πεπτίδια 

 
ενεργοποιητική              
ικανότητα 

 
ενεργότητα 

in vivo 

 
χαλκοεπαγόµενη 
αποδόµηση 

 
Gal4DBD-Mac1(42-417) 
µε 1 ή 2 µεταλλαγές στις 

5Cys+1His της REPI 

 
ναι 

µη χαλκορυθµιζόµενη 

  

 
Gal4DBD-Mac1(42-417) 
µε 1 ή 2 µεταλλαγές στις 

5Cys+1His της REPIΙ 

 
ναι 

χαλκορυθµιζόµενη 

  

 
Gal4DBD-Mac1(240-311) 

(περιέχει τη REPI) 
 

 
πολύ µικρή 

µη χαλκορυθµιζόµενη 

  

 
Gal4DBD-Mac1(240-350) 
(περιέχει τις REPI+REPII) 

 

 
ναι 

µη χαλκορυθµιζόµενη 

  

 
Gal4DBD-Mac1(290-350) 

(περιέχει τη REPII) 
 

 
ναι 

µη χαλκορυθµιζόµενη 

  

 
Mac1(1-417) 

µε 1 µεταλλαγή στις  
5Cys+1His της REPI 

  
ναι 

µη χαλκορυθµιζόµενη 

 

 
Mac1(1-417) 

µε µεταλλαγµένη την 
 His της REPIΙ 

  
ναι 

χαλκορυθµιζόµενη 

 

 
Mac1(1-417) 

µε µεταλλαγµένες και τις 
5Cys+1His της REPI 

  
ναι 

µη χαλκορυθµιζόµενη 

 
 

βραδύτερη 

 
Mac1(1-417) 

µε µεταλλαγµένες και τις 
5Cys+1His της REPII 

  
 

όχι 

 
 

φυσιολογική 

  
 
Πίνακας 3.1 
Σύνοψη λειτουργικής ανάλυσης της περιοχής ενεργοποίησης του παράγοντα Mac1 
που πραγµατοποιήθηκε στα εργαστήρια Winge και Τhiele ( ). Οι περιοχές REPI(264-
279) και REPII(322-337) της πρωτεΐνης, οι οποίες φέρουν τις µεταλλαγές, περιλαµβά-
νουν το µοτίβο 5΄-Cys-X-Cys-X4-Cys-X-Cys-X2-Cys-X2-His-3΄. 

 
 

 

παρόλο που δεν επηρεάζει τη χαλκοεξαρτώµενη ενεργοποιητική ικανότητα ή τη 

διαδικασία αποικοδόµησής του, επιδρά αρνητικά στη λειτουργία του in vivo. Υπάρχει 

συνεπώς µια ασάφεια σε σχέση µε το ρόλο της περιοχής REPII. Με σκοπό τη 

διερεύνηση αυτού του ρόλου και την αποκάλυψη των απαραίτητων περιοχών για ένα 

χαλκορυθµιζόµενο και λειτουργικό µόριο Mac1, πραγµατοποιήθηκε στο εργαστήριό 

µας από την Aλεξάνδρα Bουτσινά ανάλυση λειτουργίας µιας σειράς ελλειµµατικών 

παραγώγων του. Αυτή συνοψίζεται στον πίνακα 3.2 και έδειξε ότι η ενεργοποιητική 

ικανότητα στα διάφορα πεπτίδια δε συµβαδίζει πάντα µε τη λειτουργικότητα in vivo.  
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Πίνακας 3.2 
Λειτουργική ανάλυση ελλειµµατικών πεπτιδίων Mac1. Σύνοψη της ανάλυσης που 
πραγµατοποιήθηκε από την Αλεξάνδρα Βουτσινά σχετικά µε την ικανότητα που έχουν τα 
παραπάνω πεπτίδια, εκφραζόµενα από κατάλληλους πλασµιδιακούς φορείς στα κατάλλη-
λα στελέχη, (α) να επάγουν τη µεταγραφική ενεργοποίηση ενός χιµαιρικού γονιδίου ανα-
φοράς (β) να διµερίζονται σε σύστηµα δύο υβριδίων και (γ) να ενεργοποιούν τη µεταγρα-
φή του γονιδίου CTR1, απουσία χαλκού, in vivo. 
 

 

 

3.2.1  Η περιοχή REPIΙ ρυθµίζει την ικανότητα πρόσδεσης του Mac1 στο DNA 

Για να ερµηνεύσουµε τα παραπάνω ευρήµατα, ελέγξαµε την ικανότητα δέσµευσης 

στο DNA κάθε πεπτιδίου ξεχωριστά, in vitro. Είναι γνωστό ότι η πρόσδεση του Mac1 

σε δύο στοιχεία CuRE πάνω στους ρυθµιζόµενους από αυτόν υποκινητές είναι 

απαραίτητη για τη µεταγραφική ενεργοποίηση in vivo [171, 84]. Η ανικανότητα ενός 

παραγώγου του από το οποίο απουσιάζει η περιοχή διµερισµού να δηµιουργεί 

τριµερή σύµπλοκα (Mac1)2-DNA in vitro και να αποκαθιστά την αναπνευστική 

δυσλειτουργία του στελέχους mac1∆ in vivo, οδήγησε στην υπόθεση ότι η πρόσδεση 

του παράγοντα σε δύο στοιχεία CuRE διευκολύνεται από τον οµοδιµερισµό του [63]. 

Εξετάσαµε λοιπόν την ικανότητα αντίστοιχων ποσών Mac1 και παραγώγων του 

(εικόνα 3.4Α), που συντέθηκαν in vitro, για πρόσδεση πάνω σε ένα τµήµα DNA που 

περιείχε και τα δύο λειτουργικά στοιχεία CuRE του υποκινητή CTR1 (βλ. κεφάλαιο 1, 

εικόνα 1.2). Λαµβάνοντας υπόψη αντίστοιχα πειράµατα του εργαστηρίου Kosman, 

θεωρήσαµε την ύπαρξη µιας µετατοπισµένης ζώνης DNA ως δείγµα πρόσδεσης στο 

ένα από τα δύο στοιχεία και αυτή µιας δεύτερης, ακόµα µικρότερης κινητικότητας, 

ως δείγµα πρόσδεσης και στα δύο [61, 63]. Το πεπτίδιο Mac1(1-417) (ολόκληρος ο 

παράγοντας) προσδέθηκε τόσο στο ένα όσο και στα δύο στοιχεία (εικόνα 3.4Β, στήλη 

3) ενώ όταν διπλασιάσαµε την ποσότητά του παρατηρήσαµε αποκλειστική πρόσδεσή  
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Εικόνα 3.4 
Έλεγχος πρόσδεσης ελλειµµατικών 
παραγώγων του Mac1 στον υποκινητή 
CTR1 in vitro. (A) Aυτοραδιογράφηµα 
παραγώγων του Mac1 που συντέθηκαν 
σε εκχύλισµα σπερµατοκυττάρων σιτα-
ριού παρουσία ραδιενεργού µεθειονίνης 
και αναλύθηκαν µε SDS-PAGE. Σε κά-
θε στήλη φορτώθηκε 0.5µl πρωτεΐνης. 
(Β) Αυτοραδιογράφηµα κινητικά µετα-
τοπισµένων ζωνών DNA που προέκυ-
ψαν από τη µίξη του ραδιοσηµασµένου 
τµήµατος -338/-300 του υποκινητή 
CTR1 µε καθένα από τα πεπτίδια Mac1. 
Για κάθε αντίδραση χρησιµοποιήθηκαν 
0,5µl πρωτεΐνης και 0,5µl εκχυλίσµατος. 
(Γ) Οµοίως, αλλά για κάθε αντίδραση 
χρησιµοποιήθηκε 1µl πρωτεΐνης συνολι-
κά. Οι στήλες “no protein” αντιστοιχούν 
σε αντιδράσεις µε 1µl εκχυλίσµατος µό-
νο. Σηµειώνονται µε µεγάλα βέλη οι 
ζώνες που αντιστοιχούν στα σύµπλοκα 
Mac1-DNA (διπλό) και (Mac1)2-DNA 
(τριπλό) και µε µικρά οι αντίστοιχες για 
το µικρότερο παράγωγο Mac1(1-159). 

 

 

του και στα δύο στοιχεία (εικόνα 3.4C, στήλη 3). Το πεπτίδιο Mac1(1-159), που 

περιλαµβάνει µόνο την περιοχή δέσµευσης στο DNA, προσδέθηκε τόσο στο ένα όσο 

και στα δύο στοιχεία (εικόνα 3.4C, στήλη 2) και το Mac1(1-337), από το οποίο 

απουσιάζει η περιοχή διµερισµού, στο ένα στοιχείο µόνο (εικόνα 3.4B-C, στήλη 5), 

σε συµφωνία µε παλαιότερες παρατηρήσεις [61, 142]. Το Mac1∆(323-337), από το 

οποίο απουσιάζει η περιοχή REPII, παρουσίασε πρότυπο πρόσδεσης παρόµοιο µε 

αυτό του ολόκληρου παράγοντα µε τη διαφορά ότι η πρόσδεσή του και στα δύο 

στοιχεία ήταν σηµαντικά αυξηµένη (εικόνα 3.4B/C στήλη 4). Τέλος, το Mac1(1-322), 

που δε διαθέτει τις περιοχές REPII και διµερισµού, προσδέθηκε τόσο στο ένα 

στοιχείο, αποτελεσµατικότερα από κάθε άλλο πεπτίδιο που ελέγχθηκε, όσο και στα 

δύο (εικόνα 3.4Β, στήλη 6) ενώ, όταν διπλασιάσαµε την ποσότητά του, 

παρατηρήσαµε αύξηση της πρόσδεσής του και στα δύο στοιχεία (εικόνα 3.4C, στήλη 

6). Από τα παραπάνω αποτελέσµατα, είναι φανερό ότι τα πεπτίδια Mac1(1-322) και 

Mac1∆(323-337) προσδέθηκαν στο DNA αποτελεσµατικότερα επειδή δε διέθεταν 
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την περιοχή REPII. Το πρώτο, µάλιστα, προσδέθηκε στα δύο στοιχεία CuRE µε 

ποσότητες τέτοιες που του επέτρεψαν, χωρίς να έχει την ενεργοποιητική ικανότητα 

του ολόκληρου παράγοντα, να παρουσιάσει συγκρίσιµη λειτουργικότητα µε αυτόν in 

vivo (πίνακας 3.2). Επιπλέον, η πρόσδεσή του δεν προαπαίτησε τον οµοδιµερισµό 

του. Αυτό επιβεβαιώθηκε από το γεγονός ότι το πεπτίδιο δεν αλληλεπίδρασε µε τον 

εαυτό του σε σύστηµα δύο υβριδίων (πίνακας 3.2) και άρα δε χρησιµοποίησε, κατά 

την πρόσδεσή του στο DNA, κάποια εναλλακτική περιοχή διµερισµού. 

 

3.2.2  Συζήτηση     

Η διερεύνηση της προσδετικής ικανότητας των διαφόρων πεπτιδίων Mac1 που 

περιγράφτηκε παραπάνω, σε συνδυασµό µε τη λειτουργική ανάλυσή τους (πίνακας 

3.2), έριξαν φως στον µέχρι τώρα αδιευκρίνιστο ρόλο της περιοχής REPII του 

παράγοντα. Η περιοχή αυτή µπορεί µόνη της να ενεργοποιήσει ισχυρότατα την 

ετερόλογη µεταγραφή. Ευρισκόµενη όµως µέσα στο δοµικό πλαίσιο του Mac1, δε 

συνεισφέρει ιδιαίτερα στο ενεργοποιητικό δυναµικό του αλλά αντίθετα ρυθµίζει την 

ικανότητα πρόσδεσής του στο DNA. Συγκεκριµένα,  η απουσία της έχει ως 

αποτέλεσµα την αύξηση της ικανότητας του παράγοντα να προσδένεται σε δύο 

στοιχεία CuRE πάνω στον υποκινητή CTR1, γεγονός που αποτελεί προϋπόθεση για 

τη λειτουργικότητά του in vivo. Το πεπτίδιο Mac1(1-322), αν και δεν οµοδιµερίζεται 

(αφού δε διαθέτει περιοχή D), παρουσίασε αυξηµένη ικανότητα πρόσδεσης στο DNA 

(µη διαθέτοντας ούτε REPII). Αυτή του επέτρεψε να καταλάβει ανεξάρτητα και µε 

αυξηµένες ποσότητες και τα δύο στοιχεία CuRE του υποκινητή CTR1 και, σε 

συνδυασµό ίσως µε τη βελτιωµένη προσβασιµότητα των δύο ενεργοποιητικών 

περιοχών REPI, του προσέδωσε λειτουργικότητα in vivo συγκρίσιµη µε αυτή του 

οµοδιµερούς αγρίου τύπου. Το πεπτίδιο Mac1∆(323-337) παρουσίασε µεν αυξηµένη 

πρόσδεση ως οµοδιµερές και στα δύο στοιχεία (αφού δε διαθέτει περιοχή REPII), 

αλλά ήταν λιγότερο ενεργό in vivo από το αντίστοιχο αγρίου τύπου. Το γεγονός αυτό 

θα µπορούσε να αποδοθεί στην έλλειψη της όποιας ενεργοποιητικής συνεισφοράς 

των περιοχών REPII ή/και στην πιθανή παρεµβολή των περιοχών D στη λειτουργία 

των REPI. Τέλος, το πεπτίδιο Mac1(1-337) δεν είχε αυξηµένη ικανότητα πρόσδεσης 

στο DNA (αφού διαθέτει περιοχή REPII) που θα του επέτρεπε, παρά το ότι δε µπορεί 

να οµοδιµεριστεί (µη διαθέτοντας περιοχή D), να καταλάβει και τα δύο στοιχεία 

CuRE. Συνεπώς µοιραία δεν ήταν λειτουργικό in vivo.  
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Ο αρνητικός ρόλος της περιοχής REPII στην προσδετική ικανότητα του Mac1 

ίσως οφείλεται στο γεγονός ότι η ύπαρξή της αυξάνει την πιθανότητα 

αλληλεπίδρασης µέσα στο µόριο, µε αποτέλεσµα να δυσχεραίνεται η πρόσδεσή του 

στο DNA. Στον Mac1 είναι γνωστή η ύπαρξη χαλκορυθµιζόµενης αλληλεπίδρασης 

µεταξύ της αµινοτελικής περιοχής δέσµευσης στο DNA και της καρβοξυτελικής 

περιοχής ενεργοποίησης, η οποία γίνεται µέσω κυστεΐνών [62]. Τα πεπτίδια λοιπόν 

που δε διαθέτουν την πλούσια σε κυστεΐνες περιοχή REPII έχουν µειωµένη 

πιθανότητα να αλληλεπιδράσουν ενδοµοριακά και συνεπώς αυξηµένη δυνατότητα να 

προσδεθούν στο DNA. Τα αποτελέσµατα του ελέγχου της ενεργοποιητικής 

ικανότητάς τους σε σύστηµα ενός υβριδίου (πίνακας 3.2) εξηγούνται µε βάση τα 

παραπάνω, αν ληφθεί υπόψη ότι στο συγκεκριµένο σύστηµα τα πεπτίδια διέθεταν την 

ίδια, ανεξάρτητη από το χαλκό, προσδετική ικανότητα (αφού έφεραν αµινοτελικά τη 

Gal4DBD) ενώ ακόµα είχαν τη Mac1DBD ελεύθερη και αποκλειστικά διαθέσιµη για 

ενδοµοριακές αλληλεπιδράσεις. Στο Gal4DBD-Mac1(1-322), λοιπόν, η περιοχή REPI 

πιθανώς αναλώθηκε αποκλειστικά σε αλληλεπίδραση µε την ελεύθερη Mac1DBD, µε 

αποτέλεσµα αυτό να είναι ανενεργό. Στα Gal4DBD-Mac1(1-337), Gal4DBD-

Mac1∆(323-337) και Gal4DBD-Mac1(1-417), η ύπαρξη πρόσθετων περιοχών µετά 

τη REPI ενδεχοµένως προκάλεσε σχετική “ακαµψία” των µορίων και συνεπώς 

περιορισµό των ενδοµοριακών αλληλεπιδράσεων, µε αποτέλεσµα αυτά να 

παρουσιάσουν ενεργοποιητική ικανότητα. Το ότι µάλιστα αυτή η ικανότητα ήταν 

παρόµοια και στα τρία επιβεβαιώνει την ελάχιστη συνεισφορά της περιοχής REPII σε 

αυτή. Από την άλλη, το Gal4DBD-Mac1(281-417), από το οποίο απουσιάζει η 

Mac1DBD και η περιοχή REPI, αποκάλυψε το πλήρες ενεργοποιητικό δυναµικό της 

περιοχής REPII.   

Στο σύνολό τους τα αποτελέσµατά µας έδειξαν ότι η περιοχή REPII επιδρά 

αρνητικά στην πρόσδεση του Mac1 στο DNA. Η εξουδετέρωση της επίδρασής της 

έχει ως αποτέλεσµα την αυξηµένη προσδετική ικανότητα του παράγοντα, η οποία 

καθιστά τον οµοδιµερισµό του µη αναγκαίο. Εποµένως, στο µόριο αγρίου τύπου ο 

τελευταίος είναι απαραίτητος επειδή λειτουργεί αντισταθµιστικά στην αρνητική 

επίδραση της REPII στην πρόσδεση στο DNA. Οι επιδράσεις της REPII δείχνουν ότι, 

in vivo, η λειτουργία του Mac1 θα µπορούσε να τροποποιηθεί από δοµικές 

διαµορφώσεις που επηρεάζουν τις ιδιότητες πρόσδεσής του στο DNA. ∆ιαµορφώσεις 

που προσοµοιάζουν µε την έλλειψη των περιοχών REPII ή REPII+D θα µπορούσαν 

να  προκληθούν  από  αλληλεπιδράσεις µε άλλες  πρωτεΐνες.  Το  γεγονός  ότι  (α)  τα  
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Εικόνα 3.5 
Χρονικά πρότυπα της επαγόµενης µεταγραφής των γονιδίων FRE1 και FRE2 στα 
στελέχη αγρίου τύπου και mac1∆. Βασίζονται σε δεδοµένα της Έλενας Γεωργάτσου η 
οποία ανίχνευσε ανά 2h και για συνολικό διάστηµα 12h και στη συνέχεια 
ποσοτικοποίησε τη συσσώρευση mRNA των γονιδίων FRE1, FRE2 και HIS3 σε 
αναπτυγµένα απουσία σιδήρου κύτταρα αγρίου τύπου και mac1∆. Στο διάγραµµα, οι 
λόγοι της συσσώρευσης mRNA των FRE1 και FRE2 προς την αντίστοιχη του µη 
σιδηροεξαρτώµενου ποσοτικού δείκτη HIS3 στα δύο στελέχη εκφράζονται ως 
συνάρτηση του χρόνου. 
 

 

 

ελλειµµατικά πεπτίδια Mac1 που δε διαθέτουν τις περιοχές REPII ή REPII+D είναι 

λειτουργικά και χαλκορυθµιζόµενα in vivo, (β) η χαλκορυθµιζόµενη ενδοµοριακή 

αλληλεπίδραση µεταξύ των περιοχών N και C του παράγοντα σχετίζεται κυρίως µε 

την περιοχή REPI και (γ) η περιοχή REPII+D µόνη της παρουσιάζει ισχυρή 

ενεργοποιητική ικανότητα, δείχνει ότι η τελευταία ίσως εµπλέκεται σε ανεξάρτητες 

µοριακές αλληλεπιδράσεις µε άλλες πρωτεΐνες ή µέταλλα στο πλαίσιο νέων 

άγνωστων λειτουργιών του Mac1.  

   

3.3  Η παρουσία του Mac1 έχει αρνητική επίδραση στη µεταγραφή του FRE2  

Η Έλενα Γεωργάτσου έδειξε στο εργαστήριό µας ότι τα προϊόντα των γονιδίων FRE1 

και FRE2 ανάγουν και χαλκό (εκτός από σίδηρο), γεγονός που διευκολύνει την 

κυτταρική πρόσληψή του, καθώς και ότι σε συνθήκες έλλειψης χαλκού επάγεται 

αποκλειστικά ενεργότητα αναγωγάσης Fre1. Έδειξε ακόµα ότι η  διαφοροποίηση  των  
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Εικόνα 3.6 
Έλεγχος της µεταγραφής του 
FRE2 στο στέλεχος mac1∆. Ανά-
λυση Northern ολικού RNA από τα 
ενδεικνυόµενα στελέχη που αναπτύ-
χθηκαν σε θρεπτικό µέσο µε επάρ-
κεια (SC) ή περίσσεια (SCCu) ή έλ-
λειψη χαλκού (SCBCS) ή σε µέσο 
µε έλλειψη χαλκού στο οποίο το µέ-
ταλλο προστέθηκε (σε συγκέντρωση 
200µΜ) 30min πριν τη συλλογή των 
κυττάρων (SCBCS+Cu), µε χρήση 
ραδιοσηµασµένων ανιχνευτών για 
τα γονίδια FRE2, FRE1, CTR1 και 
CMD1 (εσωτερικός ποσοτικός δεί-
κτης).  

 
 

 

αναγωγασών Fre1 και Fre2 ως προς την απόκριση στην έλλειψη χαλκού οφείλεται 

στη διαφορετική µεταγραφική ρύθµιση των αντίστοιχων γονιδίων, βασικό στοιχείο 

της οποίας αποτελεί ο παράγοντας Mac1. Είναι χαρακτηριστικό ότι τα χρονικά 

µεταγραφικά πρότυπα των FRE1 και FRE2 σε συνθήκες έλλειψης σιδήρου και 

χαλκού (όπου οι παράγοντες Aft1 και Mac1 είναι ταυτόχρονα ενεργοί), τα οποία είναι 

διαφορετικά σε ένα στέλεχος αγρίου τύπου, σχεδόν συµπίπτουν στο στέλεχος mac1∆ 

(εικόνα 3.5). Ενώ λοιπόν ο Mac1 έχει άµεση θετική επίδραση στη µεταγραφή του 

FRE1, φαίνεται ότι επηρεάζει και αυτή του FRE2 µε αντίθετο όµως αποτέλεσµα. Το 

γεγονός αυτό διαπιστώθηκε και από τον ταυτόχρονο έλεγχο των µεταγραφικών 

επιπέδων του FRE2 και των (θετικά επηρεαζόµενων από τον Mac1) FRE1 και CTR1, 

στα στελέχη αγρίου τύπου και mac1∆, σε διάφορες συνθήκες διαθεσιµότητας χαλκού. 

Είναι χαρακτηριστικό ότι στο στέλεχος mac1∆ ανιχνεύτηκε βασική αλλά και 

επαγόµενη από την έλλειψη χαλκού µεταγραφή του FRE2, η οποία εξαφανίστηκε µε 

την προσθήκη χαλκού (εκ των υστέρων στην περίπτωση των συνθηκών επαγωγής) 

(εικόνα 3.6). Ελλείψει του Mac1, λοιπόν, βρήκαµε ότι υπάρχει χαλκορυθµιζόµενη 

ενεργοποίηση της µεταγραφής του FRE2. 

  

3.3.1  Ο Mac1 δεν αλληλεπιδρά άµεσα µε τον υποκινητή FRE2 in vitro  

Το ερώτηµα που τέθηκε στη συνέχεια ήταν µε ποιό τρόπο διαµεσολαβείται η 

αρνητική δράση του Mac1 στη µεταγραφή του FRE2. Στον S. pombe, ο 

χαλκοεξαρτώµενος  παράγοντας  Cuf1  ρυθµίζει  τη  µεταγραφή   των   γονιδίων   που  
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Εικόνα 3.7 
Έλεγχος πρόσδεσης του Mac1 στον υποκινητή FRE2, in vitro. (Α) και (Β) Αυτορα-
διογραφήµατα κινητικά µετατοπισµένων ζωνών DNA που προέκυψαν από τη µίξη των 
ραδιοσηµασµένων τµηµάτων -636/-599 ή 332/-294 ή -85/-47 του υποκινητή FRE2 ή      
-293/-257 του FRE1 (θετικός µάρτυρας) ή -338/-300 του CTR1 (θετικός µάρτυρας) µε 
εκχυλίσµα σπερµατοκυττάρων σιταριού στο οποίο εκφράστηκε ο παράγοντας Mac1 
ολόκληρος (1-417) ή χωρίς την περιοχή πρόσδεσης στο DNA (42-417). Οι στήλες (-) 
περιέχουν µόνο τα αντίστοιχα ραδιοσηµασµένα τµήµατα DNA. Οι ειδικές µετατοπι-
σµένες ζώνες DNA σηµειώνονται µε βέλος. Πάνω δεξιά φαίνεται το αυτοραδιογράφηµα 
των δύο πεπτιδίων Mac1 που συντέθηκαν στο εκχύλισµα σπερµατοκυττάρων σιταριού 
παρουσία µεθειονίνης 35S και αναλύθηκαν µε SDS-PAGE.  
 

 

 

εµπλέκονται στην εξειδικευµένη µεταφορά χαλκού, επάγοντάς τη σε συνθήκες 

έλλειψης του µετάλλου. Παράλληλα, όµως, στις ίδιες συνθήκες, καταστέλλει άµεσα 

τη µεταγραφή γονιδίων που κωδικοποιούν συστατικά του µηχανισµού µεταφοράς 

σιδήρου, προσδενόµενος στην επαναλαµβανόµενη αλληλουχία 5΄-TTTGTC-3΄ που 

βρίσκεται στους υποκινητές τους [83]. Η µέχρι ενός σηµείου δοµική και λειτουργική 

οµοιότητά του Cuf1 µε τον Mac1 [83] αλλά και η οµοιότητα της αλληλουχίας 

TTTGTC   µε  το   στοιχείο   CuRE,   έθεσαν   το   ζήτηµα  της   ύπαρξης   παρόµοιου  
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Εικόνα 3.8 
∆ιερεύνηση ενδεχόµενης κατασταλτικής 
επίδρασης του Mac1 στη µεταγραφή. 
Ενεργότητα β-γαλακτοσιδάσης σε ένα στέ-
λεχος αγρίου τύπου το οποίο µετασχη-  
µατίστηκε ταυτόχρονα µε πλασµίδιο που 
φέρει το χιµαιρικό γονίδιο αναφοράς 
4xLexAop-CYC12xUAS+TATA-LacZ (pJK1621) 
και µε πλασµίδιο έκφρασης LexA-Aft1 ή 
LexA και αναπτύχθηκε σε ελάχιστο θρε-
πτικό µέσο µε επάρκεια (MIN) ή έλλειψη 
χαλκού (MINBCS). 

 
 

 

 

(εξαρτώµενου από τον Mac1) µηχανισµού µεταγραφικής καταστολής των γονιδίων 

της οµοιόστασης σιδήρου στον S. cerevisiae. Άλλωστε, η µεταγραφή του γονιδίου 

FET3, το οποίο κωδικοποιεί το βασικό µεταφορέα σιδήρου της πλασµατικής 

µεµβράνης του S. cerevisiae και περιλαµβάνει επαναλαµβανόµενα στοιχεία TTTGTC 

στον υποκινητή του, βρέθηκε επίσης σηµαντικά αυξηµένη στο στέλεχος mac1∆ [83]. 

Στην 5΄ µη µεταφραζόµενη περιοχή του FRE2 (και όχι στις αντίστοιχες των θετικά 

επηρεαζόµενων από τον Mac1 FRE1 και CTR1) εντοπίσαµε µια αναστραµµένη 

αλληλουχία TTTGTC µεταξύ των θέσεων -316 και -311 και µια δεύτερη, αρκετά 

µακρύτερα, µεταξύ των -621 και -616 (βλ. κεφάλαιο 1, εικόνα 1.2). Προκειµένου να 

ελέγξουµε τη δυνατότητα πρόσδεσης του Mac1 πάνω σε καθεµιά από αυτές, 

χρησιµοποιήσαµε, σε πειράµατα µετατόπισης της κινητικότητας του DNA, πρωτεΐνη 

που συντέθηκε in vitro και αντίστοιχα τα τµήµατα του υποκινητή -636/-599 και -

332/-294. Στις συγκεκριµένες συνθήκες, δεν παρατηρήσαµε πρόσδεση (εικόνα 3.7Α), 

µη επιβεβαιώνοντας την αρχική µας υπόθεση. Το ενδεχόµενο ο παράγοντας να 

χρειάζεται in vivo και τα δύο στοιχεία TTTGTC για να προσδεθεί αποτελεσµατικά, δε 

θεωρούµε ότι εµποδίζει την αλληλεπίδρασή του µε ένα µόνο τέτοιο στοιχείο σε 

συνθήκες in vitro, όπως συµβαίνει και στην περίπτωση των στοιχείων CuRE (εικόνα 

3.4).   

Εξετάσαµε ακόµα, µε παρόµοια πειραµατική διαδικασία, τη δυνατότητα 

πρόσδεσης του Mac1 στο τµήµα -85/-47 του υποκινητή FRE2, η οποία περιλαµβάνει 

δύο διαδοχικά ατελή υποψήφια στοιχεία CuRE, ένα µεταξύ των θέσεων  -82  και  -75  
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Εικόνα 3.9 
Συγκριτικός έλεγχος της µεταγρα-
φής του FRE2 στα στελέχη aft1∆, 
mac1∆ και aft1∆ mac1∆. Ανάλυση 
Northern ολικού RNA από τα ενδει-
κνυόµενα στελέχη που αναπτύχθηκαν 
σε θρεπτικό µέσο µε επάρκεια µετάλ-
λων (SC) ή έλλειψη χαλκού (SCBCS) 
ή έλλειψη σιδήρου (SCBPS), µε χρή-
ση ραδιοσηµασµένων ανιχνευτών για 
τα γονίδια FRE2 και CMD1 (εσωτερι-
κός ποσοτικός δείκτης). 

 
 

 

 

και άλλο ένα αναστραµµένο µεταξύ των θέσεων -59 και -52 (βλ. κεφάλαιο 1, εικόνα 

1.2). ∆εδοµένου ότι το υποτιθέµενο κουτί ΤΑΤΑ του υποκινητή ξεκινά από τη θέση -

87, ενδεχόµενη πρόσδεση του Μac1 θα είχε πιθανώς ως αποτέλεσµα τη στερεοχηµική 

παρεµπόδιση του σχηµατισµού του µεταγραφικού συµπλόκου πάνω στον υποκινητή 

και εποµένως την ανάσχεση της µεταγραφής του γονιδίου. Ούτε η υπόθεση αυτή 

επιβεβαιώθηκε καθώς το αποτέλεσµα του πειράµατος πρόσδεσης ήταν και πάλι 

αρνητικό (εικόνα 3.7Β).   

Από τα προηγούµενα λοιπόν διαφαίνεται ότι δεν υπάρχει άµεση 

αλληλεπίδραση του Mac1 µε τον υποκινητή FRE2, in vitro. Το ενδεχόµενο της 

ενεργητικής καταστολής ή της παθητικής µηχανιστικής παρεµπόδισης της 

µεταγραφής του FRE2 δε φαίνεται να αποτελεί την απάντηση στο, σχετικό µε την 

αρνητική δράση του παράγοντα, αρχικό ερώτηµα. Μάλιστα, ο µη κατασταλτικός 

χαρακτήρας του Mac1 διαπιστώθηκε και από το γεγονός ότι η υβριδιακή πρωτεΐνη 

LexA-Mac1 είχε µάλλον ενεργοποιητική παρά κατασταλτική επίδραση στην έκφραση 

του γονιδίου αναφοράς LexAop-CYC1UAS+TATA-LacZ (εικόνα 3.8). 

 

3.3.2  Ελλείψει του Mac1, η µεταγραφή του FRE2 ενεργοποιείται µε χαλκο-

εξαρτώµενο τρόπο από το σιδηρορυθµιζόµενο ενεργοποιητή Aft1 

Με δεδοµένο ότι η απουσία του Mac1 δεν προκαλεί αποκαταστολή της µεταγραφής 

του FRE2 (όπως αντίστοιχα προκαλεί η απουσία του παράγοντα Cuf1 στα γονίδια της 

οµοιόστασης σιδήρου στον S. pombe), είναι λογικό να αποδώσουµε την 
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παρατηρούµενη αύξηση της µεταγραφής του γονιδίου στο στέλεχος mac1∆, στο 

µοναδικό ενεργοποιητή του, τον Aft1. Πράγµατι, αυτή η υπόθεση επιβεβαιώθηκε από 

το γεγονός της ανυπαρξίας µεταγραφής του FRE2 στο στέλεχος aft1∆ mac1∆ σε όλες  

τις συνθήκες διαθεσιµότητας µετάλλων (εικόνα 3.9). Το ότι αυτή η 

διαµεσολαβούµενη από τον Aft1 µεταγραφική ενεργοποίηση ρυθµίζεται από τη 

διαθεσιµότητα του χαλκού δεν είναι παράξενο, καθότι είναι γνωστό ότι από την 

τελευταία εξαρτάται άµεσα ο κυτταρικός µηχανισµός µεταφοράς του σιδήρου (βλ. 

εισαγωγή). Εποµένως, η χαµηλή διαθεσιµότητα χαλκού (που επιτείνεται µάλιστα από 

την απουσία του Mac1) προκαλεί µείωση των κυτταρικών αποθεµάτων σιδήρου και 

καθιστά τον Aft1 ενεργό. Σε συµφωνία µε τα παραπάνω, ο γενωµικός έλεγχος της 

γονιδιακής έκφρασης στο στέλεχος mac1∆ έδειξε αύξηση της έκφρασης των 

εξαρτώµενων από τον Aft1 γονιδίων της οµοιόστασης σιδήρου [28]. Μέσα στην 

οµάδα των επαγόµενων γονιδίων βρέθηκε και το γονίδιο AFT1, γεγονός που δείχνει 

ότι ο Mac1 ρυθµίζει άµεσα ή έµµεσα τη µεταγραφή του. Στην ενότητα 2.4 

συζητήσαµε την εµπλοκή του Aft1 στη χαλκοεξαρτώµενη µεταγραφική ρύθµιση και 

προτείναµε ότι αυτή πιθανώς οφείλεται σε αλληλεπίδρασή του µε τον Mac1. Στην 

παρούσα αντίστροφη περίπτωση, η εµπλοκή του Mac1 στη σιδηροεξαρτώµενη 

µεταγραφική ρύθµιση θα µπορούσε, ανεξάρτητα από τη διαπιστωµένη επίδραση του 

παράγοντα στη µεταγραφή του γονιδίου AFT1, να οφείλεται επίσης σε παρόµοιο 

µηχανισµό αλληλεπίδρασης.  
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Υλικά 
 

Στη µελέτη αυτή χρησιµοποιήθηκαν: 

 Χηµικά των εταιρειών Sigma, Merck και Amersham  

 Θρεπτικά µέσα της Difco 

 Ένζυµα περιοριστικά, τροποποίησης, θερµοπολυµερισµού κ.λπ. των Minotech, 

New England Biolabs, Promega, Boehringer, Sigma, Merck, USB και Stratagene 

 Αντισώµατα (anti-HA, anti-His, anti-Myc, δευτερογενές anti-rabbit) των Santa 

Cruz και Jackson (το anti-Tup1 ήταν προσφορά του Μ. Παπαµίχου) 

 Ραδιενεργά νουκλεοτίδια (α-[32P]dATP, α-[32P]dCTP, γ-[32P]dATP,α-[32P]UTP, 

α-[35S]dATP), [35S]-µεθειονίνη και [3Η]-ακετυλοσυνένζυµο των Amersham και 

ICN 

 Τα QiaQuick και Concert Gel Extraction Kits, T7 Sequenase DNA Sequencing 

Kit (USB), Transcription & Translation Coupled Wheat Germ Extract System 

(Promega), IMPACT T7 One-Step Protein Purification System (New England 

Biolabs) και ECL Western Blotting Detection Kit (Pierce) 
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 Μεµβράνες της Schleicher & Schuell, νάϋλον για τη µεταφορά νουκλεϊνικών 

οξέων και νιτροκυτταρίνης για τη µεταφορά πρωτεϊνών και βακτηριακών 

αποικιών 

 Φιλµ αυτοραδιογραφίας Kodak και Fuji 

 Σφαιρίδια Protein A Sepharose CL-4B (Amersham-Pharmacia), Glutathione 

Sepharose 4B (Amersham-Pharmacia), Ni-NTA Agarose (Qiagen) 

 Ολιγονουκλεοτίδια από το Εργαστήριο Μικροχηµείας του Ι.T.E. και από την 

MWG Biotech (Germany) 

 Τα προγράµµατα ποσοτικοποίησης ζωνών αυτοραδιογραφηµάτων ImageQuant 

(για χρήση του PhosphorImager) και Scion Image  

 Οι βάσεις δεδοµένων SGD (Saccharomyces Genome Database) και PubMed 

 

Θρεπτικά µέσα και συνθήκες ανάπτυξης 
 

Η ανάπτυξη βακτηριακών στελεχών έγινε σε θρεπτικό µέσο LB ενώ τα στελέχη 

ζύµης αναπτύχθηκαν σε µέσο SC (κυρίως), MIN ή YPD, όπως έχει περιγραφτεί [7, 

139]. Το συνθετικό πλήρες µέσο (SC) περιέχει 0.67% yeast nitrogen base (που 

περιλαµβάνει 1.23µΜ FeCl3 και 0.25µM CuSO4), τα 20 αµινοξέα, ουρακίλη, αδενίνη 

και 2% γλυκόζη. Για τη δηµιουργία συνθηκών επαγωγής της µεταλλοεξαρτώµενης 

µεταγραφής, προστέθηκαν σε αυτό, σε τελική συγκέντρωση 100µM, ο χηλικός 

δεσµευτής του δισθενούς σιδήρου και χαλκού BPS (bathophenanthroline disulfonic 

acid-Na2 salt) ή ο αντίστοιχος του µονοσθενούς χαλκού BCS (bathocuproine 

disulfonic acid-Na2 salt). Συγκεκριµένα, οι καλλιέργειες ζύµης που 

χρησιµοποιήθηκαν στις διάφορες πειραµατικές διαδικασίες αναπτύχθηκαν µέχρι 

OD550 = 0.6-1.0, 

 σε SC (συνθήκες επάρκειας µετάλλων) ή  

 σε SC στο οποίο προστέθηκε BPS 7h πριν τη συλλογή των κυττάρων (συνθήκες 

έλλειψης σιδήρου) ή  

 σε SC στο οποίο προστέθηκε BCS 3h πριν τη συλλογή των κυττάρων (συνθήκες 

έλλειψης χαλκού). 

  

Στελέχη σακχαροµύκητα 
 

 Xρησιµοποιήθηκαν τα στελέχη αγρίου τύπου: 

       RH1168 (παράγωγο του S288C) (MATa ura3-52 leu2-1), 
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       FT5 (MATα ura3-52 trp1-∆63 his3-∆200 leu2::PET56) και  

       FY1679 (MATα ura3-52 trp1-∆63 leu2-∆1 his3-∆200) 

 Tα µεταλλάγµατα yap1∆* (leu2 ura3) [45], gcn5∆ (leu2 ura3) (Γ. Θηραίος) και 

aft1∆ (leu2) (Έ. Γεωργάτσου) προήλθαν από το στέλεχος RH1168  

 Τα µεταλλάγµατα ssn6∆ (cyc8-∆9::HIS3) και tup1∆ (tup1∆::HIS3) προήλθαν από 

το στέλεχος FT5 [155] 

 Το µετάλλαγµα swi6∆ (leu2 ura3 trp1) (Τ. Γεωργακόπουλος) προήλθε από το 

στέλεχος FY1679 

 Το “υπό όρους” µετάλλαγµα esa1 (leu2 ura3 his3 trp1 tetO2ESA1::KanMX4) 

(Susana Rodriguez) προήλθε από το στέλεχος FY1679 

 Απαλοιφές των γονιδίων NHP6A ή/και NHP6Β έγιναν στα στελέχη RH1168 

(nhp6a∆), RH1168 ή FT5 (nhp6a∆ nhp6b∆ = nhp6∆∆) και ssn6∆ (ssn6∆ 

nhp6∆∆), µε οµόλογο ανασυνδυασµό, χρησιµοποιώντας δύο πλασµιδιακές 

κατασκευές (στο φορέα pBluescript) που περιείχαν η πρώτη το γονίδιο 

αντίστασης στην καναµυκίνη (KanMX4) µεταξύ των θέσεων BstEII και NdeI του 

NHP6A (εκτοµή από +9 έως +414) και η δεύτερη το γονίδιο URA3 µεταξύ των 

θέσεων SphI και MscI του NHP6B (εκτοµή από -154 έως +167). Στη δεύτερη 

περίπτωση, η αυξοτροφία για ουρακίλη ανακτήθηκε σε τριβλία µε 5-FOA [7]. Οι 

απαλοιφές επιβεβαιώθηκαν φαινοτυπικά και γενωµικά µε PCR 

 Τα στελέχη FT5(AFT1-9Myc) και nhp6∆∆(AFT1-9Myc) δηµιουργήθηκαν µε 

διαδοχική καρβοξυτελική σήµανση του γενωµικού γονιδίου AFT1 µε µια 

ακολουθία που κωδικοποιεί 9 επίτοπους Myc και το γονίδιο TRP1 του 

Kluyveromyces lactis ως δείκτη επιλογής, µε τη µέθοδο των Knop et al. [73] 

 Απαλοιφή του γονιδίου SSN6 έγινε στα στελέχη RH1168 (ssn6∆*) και aft1∆ 

(aft1∆ ssn6∆*), µε οµόλογο ανασυνδυασµό, χρησιµοποιώντας µια πλασµιδιακή 

κατασκευή (στο φορέα pBluescript) που περιείχε το γονίδιο KanMX4 µεταξύ δύο 

θέσεων PstI εντός της κωδικής περιοχής του γονιδίου SSN6 (εκτοµή από +301 

έως +2589) και επιβεβαιώθηκε φαινοτυπικά και γενωµικά µε PCR 

 Απαλοιφή του γονιδίου MAC1 έγινε στα στελέχη RH1168 (mac1∆) και aft1∆ 

(aft1∆ mac1∆), µε οµόλογο ανασυνδυασµό, χρησιµοποιώντας µια πλασµιδιακή 

κατασκευή (στο φορέα pBluescript) που περιείχε το γονίδιο KanMX4 µεταξύ δύο 

θέσεων StyI εντός της κωδικής περιοχής του γονιδίου MAC1 (εκτοµή από +122 

έως +602) και επιβεβαιώθηκε φαινοτυπικά και γενωµικά µε PCR 

 Στα πειράµατα δύο υβριδίων χρησιµοποιήθηκαν τα στελέχη:  
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PJ69-4α (MATα trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 gal4∆ gal80∆ UASGAL2-

ADE2 LYS2::UASGAL1-HIS3 met2::UASGAL7-LacZ) και 

L9FT5 (MATα his3∆::LexAopHIS3 leu2::PET56 ura3-52 trp1-∆63) 

 

Βακτηριακά στελέχη 
 

Χρησιµοποιήθηκαν τα στελέχη Escherichia coli DH5α και XL1-blue για την 

ανάπτυξη πλασµιδίων και ER2566 για την έκφραση πρωτεϊνών. 

 

Πλασµιδιακές κατασκευές 
 

Πλασµιδιακοί φορείς 

Οι βασικοί πλασµιδιακοί φορείς που χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής: 

 για την κλωνοποίηση γονιδίων του σακχαροµύκητα και τη δηµιουργία γονιδίων 

αναφοράς, οι YCp50 (CEN, Amp, URA3), YEp13 (2µ, Amp, LEU2) και pRS315 

CEN, Amp, LEU2) 

 για την έκφραση πρωτεϊνών στο σακχαροµύκητα, οι YCp91 (CEN, Amp, TRP1) 

[155], pYX142 (Novagen - CEN, Amp, LEU2), pVTU260 (Euroscarf - 2µ, Amp, 

URA3) pGBT9 (Clontech - 2µ, Amp, TRP1) και pACT2 (Clontech - 2µ, Amp, 

LEU2) 

 για την έκφραση πρωτεϊνών σε βακτήρια, οι pTYB1 (NEB), pET22b και pET26b 

(Novagen), pGEX2T (Pharmacia) και pRSET-C (Invitrogen) 

 και οι pBluescript (Stratagene) και pUC18 (NEB) για διάφορες υποκλωνοποιήσεις 

και τη δηµιουργία κασσετών απαλοιφής γονιδίων 

 

Έκφραση ενδογενών γονιδίων του σακχαροµύκητα 

YCp50-YAP1: το ενδογενές γονίδιο YAP1 κλωνοποιήθηκε στο φορέα YCp50 (Έ. 

Γεωργάτσου) 

YEp13 γενωµική βιβλιοθήκη σακχαροµύκητα: περιλαµβάνει ενθέµατα 5-10kb 

κλωνοποιηµένα στη θέση BamHI του φορέα YEp13 (Kim Nasmyth) 

YEp13-MAK3, pRS315-MAK3: το τµήµα PvuII-EcoRV (1349bp) ενός κλώνου της 

βιβλιοθήκης YEp13, το οποίο περιλαµβάνει το γονιδίο MAK3 (-473/+878), 

υποκλωνοποιήθηκε στη θέση (BamHI τυφλή) του φορέα YEp13 και στη SmaI 

του pRS315 
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YEp13-NHP6A, pRS315-NHP6A: το τµήµα -480/+547 του γονιδίου NHP6A (προϊόν 

PCR) υδρολύθηκε µε BamHI και κλωνοποιήθηκε στην αντίστοιχη θέση των 

φορέων YEp13 και pRS315 

         [εκκινητές:  5΄-CGGGATCCTTAAACTTCACTGAGCAC-3΄ 

                             5΄-CGGGATCCGTTGACTGAAAAGAGCTG-5΄]                    

YEp13-SMK1, pRS315-SMK1: το τµήµα EcoRV-HpaI (1714bp) ενός κλώνου της 

βιβλιοθήκης YEp13, το οποίο περιλαµβάνει το γονιδίο SMK1 (-138/+1272), 

υποκλωνοποιήθηκε στη θέση (BamHI τυφλή) του φορέα YEp13 και στη SmaI 

του pRS315  

pRS315-AFT1: το τµήµα -759/+216 του γονιδίου AFT1 (προϊόν PCR) 

κλωνοποιήθηκε στη θέση SmaI του φορέα pRS315 

         [εκκινητές:  5΄-AGTACACAGGGCAAGGTCAT-3΄ 

                             5΄-ATCCTGATCTTAGCACCGAT-5΄]                    

 

Πρωτεϊνική έκφραση στο σακχαροµύκητα 

pAS-AFT1 (έκφραση LexA-Aft1, Θ. Τάρτας): το τµήµα +3/+2070 του γονιδίου 

AFT1 (προϊόν PCR) υδρολύθηκε µε SmaI και KpnI και κλωνοποιήθηκε στις 

αντίστοιχες θέσεις του φορέα YCp91 

         [εκκινητές:  5΄-TCCCCCGGGGAAGGCTTCAATCCGGCTG -3΄ 

                             5΄-GGGGTACCATCTTCTGGCTTCACATACT-3΄]  

pAS-N-AFT1 (έκφραση LexA-N-Aft1, Θ. Τάρτας): το τµήµα +3/+1149 του γονιδίου 

AFT1 (προϊόν PCR) υδρολύθηκε µε SmaI και KpnI και κλωνοποιήθηκε στις 

αντίστοιχες θέσεις του φορέα YCp91 

         [εκκινητές:  5΄-TCCCCCGGGGAAGGCTTCAATCCGGCTG-3΄ 

                             5΄-GGGGTACCGGTCTTACGCAGCCTTGA-3΄] 

pAS-MAC1 (έκφραση LexA-Mac1, Θ. Τάρτας)  

pAS-N-MAC1 (έκφραση LexA-N-Mac1, Θ. Τάρτας)  

pAS-SSN6 (έκφραση LexA-Ssn6, ∆. Τζαµαρίας)  

pAS-Ν-SSN6(10T) (έκφραση LexA-Ν-Ssn610TPRs, ∆. Τζαµαρίας) 

pAS-Ν-SSN6(7T) (έκφραση LexA-Ν-Ssn67TPRs, ∆. Τζαµαρίας)  

pAS-TUP1 (έκφραση LexA-Τup1, ∆. Τζαµαρίας)  

pAS-GCN5 (έκφραση LexA-Gcn5, Γ. Θηραίος) 

pGBT9-NHP6A (έκφραση Gal4DBD-Nhp6a): το τµήµα +1/+279 του NHP6A 

(προϊόν PCR) κλωνοποιήθηκε στη θέση SmaI του φορέα pGBT9 
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         [εκκινητές:  5΄-CCCCCCCCATATGGTCACCCCAAGAGAA-5΄ 

                             5΄-AGCCAAAGTGGCGTTATAAT-5΄] 

pGBT9-ESA1 (έκφραση Gal4DBD-Esa1, Τ. Γεωργακόπουλος) 

pACT2-AFT1 (έκφραση Gal4AD-Aft1, Α. Βουτσινά)  

pACT2-N-AFT1 (έκφραση Gal4AD-Aft1 Α. Βουτσινά) 

pACT2-C-AFT1 (έκφραση Gal4AD-Aft1): το τµήµα +1001/+2070 του AFT1 

(προϊόν PCR) κλωνοποιήθηκε στη θέση (BamHI τυφλή) του φορέα pACT2 

         [εκκινητές:  5΄-TCCCCCGGGCCATGCTTACCCTCTGTA-3΄ 

                             5΄-GGGGTACCATCTTCTGGCTTCACATACT-3΄]  

pACT2-MAC1 (έκφραση Gal4AD-Mac1, Α. Βουτσινά) 

pACT2-N-SSN6(10T) (έκφραση Gal4AD-N-Ssn610TPRs): το τµήµα SmaI-PvuII της 

κατασκευής pAS-SSN6 κλωνοποιήθηκε στη θέση SmaI του φορέα pACT2  

pACT2-SWI6 (έκφραση Gal4AD-Aft1, Τ. Γεωργακόπουλος): κλώνος βιβλιοθήκης, 

στο φορέα pACT2, που περιλαµβάνει τµήµα του γονιδίου SWI6 (περίπου 

+650/+1150 από 2412bp συνολικά) 

pACT2-NHP6A (έκφραση Gal4AD-Aft1): το τµήµα +1/+279 του NHP6A (προϊόν 

PCR) κλωνοποιήθηκε στη θέση SmaI του φορέα pACT2  

pN-SSN6(7T)-VP16 (έκφραση Ssn67TPRs-VP16, ∆. Τζαµαρίας)  

pTUP1-VP16 (έκφραση Tup1-VP16, ∆. Τζαµαρίας) 

pYX142-AFT1 (έκφραση HA-Aft1): το τµήµα EcoRI- SacI της κατασκευής pAS-

AFT1 κλωνοποιήθηκε στις αντίστοιχες θέσεις του φορέα pYX142 

pYX142-Ν-AFT1(2-280) (έκφραση HA-Ν-Aft1(2-280)): από την κατασκευή 

pYX142-AFT1 αποµακρύνθηκε το τµήµα MscI-SacI και στη συνέχεια η θέση 

SacI τυφλοποιήθηκε και το πλασµίδιο επανασυνδέθηκε 

pYX142-Ν-AFT1(2-330) (έκφραση HA-Ν-Aft12-330)): από την κατασκευή 

pYX142-AFT1 αποµακρύνθηκε το τµήµα NsiI-SacI και στη συνέχεια οι δύο 

θέσεις τυφλοποιήθηκαν και το πλασµίδιο επανασυνδέθηκε 

pYX142-SSN6 (έκφραση HA-Ssn6): το τµήµα EcoRI-SacI της κατασκευής pAS-

SSN6 κλωνοποιήθηκε στις αντίστοιχες θέσεις του φορέα pYX142 

pYX142-Ν-SSN6(10Τ) (έκφραση HA-Ssn610TPRs): το τµήµα EcoRI-PvuII της 

κατασκευής pAS-SSN6 κλωνοποιήθηκε στις θέσεις EcoRI-EcoRV του φορέα 

pYX142 
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pYX142-Ν-SSN6(7Τ) (έκφραση HA-Ssn67TPRs): το τµήµα EcoRI-(MluI τυφλή) της 

κατασκευής pAS-SSN6 κλωνοποιήθηκε στις θέσεις EcoRI-EcoRV του φορέα 

pYX142 

pYX142-Ν-SSN6(6Τ) (έκφραση HA-Ssn66TPRs): το τµήµα EcoRI-(KpnI τυφλή) της 

κατασκευής pAS-SSN6 κλωνοποιήθηκε στις θέσεις EcoRI-EcoRV του φορέα 

pYX142 

pYX142-Ν-SSN6(3Τ) (έκφραση HA-Ssn63TPRs): το τµήµα EcoRI-(BstxI τυφλή) της 

κατασκευής pAS-SSN6 κλωνοποιήθηκε στις θέσεις EcoRI-EcoRV του φορέα 

pYX142  

pYX142-NHP6A (έκφραση ΗΑ-Nhp6a): από την κατασκευή pYX142-SSN6 

αποµακρύνθηκε το τµήµα SmaI-NheI και στις θέσεις SmaI-(NheI τυφλή) 

κλωνοποιήθηκε το τµήµα +1/+547 του γονιδίου NHP6A (προϊόν PCR) 

         [εκκινητές:  5΄-CCCCCCCCATATGGTCACCCCAAGAGAA-5΄ 

                             5΄-CGGGATCCGTTGACTGAAAAGAGCTG-5΄]    

pYX142-GCN5 (έκφραση ΗΑ-Gcn5, Γ. Θηραίος) 

pVTU-SSN6 (έκφραση 6xHis-Ssn6): το τµήµα SmaI-NcoI της κατασκευής pYX142- 

SSN6 κλωνοποιήθηκε στις θέσεις (NheI blunt)-NcoI του φορέα pVTU260 

pVTU-NHP6A (έκφραση 6xHis-Ssn6): το τµήµα +1/+547 του γονιδίου NHP6A 

(προϊόν PCR) υδρολύθηκε µε BamHI και κλωνοποιήθηκε στις θέσεις (NheI blunt)-

BamHI του φορέα pVTU260 

 

Πρωτεϊνική έκφραση σε βακτήρια  

pTYB1-NHP6A (έκφραση Nhp6a-intein-CBD): το τµήµα +1/+279 του γονιδίου 

NHP6A (προϊόν PCR) υδρολύθηκε µε NdeI και κλωνοποιήθηκε στις θέσεις 

NdeI-(SapΙ τυφλή) του φορέα pTYB1          

pTYB1-NHP6B (έκφραση Nhp6b-intein-CBD): το τµήµα +1/+297 του γονιδίου 

NHP6Β (προϊόν PCR) υδρολύθηκε µε NdeI και κλωνοποιήθηκε στις θέσεις 

NdeI-(SapΙ τυφλή) του φορέα pTYB1 

         [εκκινητές:  5΄-CCCCCCCCATATGGCCGCAACTAAAGAA-3΄ 

                             5΄-AGCACGTGTAGCATTGTACA-3΄]   

pET26b-ESA1 (έκφραση Esa1-6xHis): το τµήµα +1/+1335 του γονιδίου ESA1 

(προϊόν PCR) υδρολύθηκε µε NdeI και XhoI και κλωνοποιήθηκε στις 

αντίστοιχες θέσεις του φορέα pET26b 

         [εκκινητές:  5΄-CCCCCCCCATATGTCCCATGACGGAAAA-3΄ 
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                             5΄-CCCCCTCGAGCCAGGCAAAGCGTAA-3΄] 

pET22b-ESA1-GFP (έκφραση Esa1-GFP-6xHis): το τµήµα +1/+1335 του γονιδίου 

ESA1 (προϊόν PCR) κλωνοποιήθηκε αρχικά στη θέση SmaI του φορέα pGFP-

N1 (Clontech) και στη συνέχεια το τµήµα Asp718I-XbaI (ESA1-GFP) του 

πλασµιδίου που προέκυψε τυφλοποιήθηκε και κλωνοποιήθηκε στις θέσεις (NdeI 

τυφλή)-(XhoI τυφλή) του φορέα pET22b 

pET22b-GCN5 (έκφραση Gcn5-6xHis, Γ. Θηραίος) 

pGEX2T-Ν-SSN6(10Τ) (έκφραση GST-N-Ssn610TPRs): το τµήµα SmaI-PvuII της 

κατασκευής pYX142-SSN6 κλωνοποιήθηκε στη θέση SmaI του φορέα pGEX2T  

pGEX2T-NHP6A (έκφραση GST-Nhp6a): το τµήµα +1/+547 του γονιδίου NHP6A 

(προϊόν PCR) κλωνοποιήθηκε στη θέση SmaI του φορέα pGEX2T 

pRSET-AFT1 (έκφραση 6xHis-Aft1): το τµήµα +3/+2070 του γονιδίου AFT1 

(προϊόν PCR) κλωνοποιήθηκε στη θέση PvuII του φορέα pRSET-C          

pRSET-N-AFT1(2-330) (έκφραση 6xHis-N-Aft1): από την προηγουµένη κατασκευή 

αποµακρύνθηκε το τµήµα NsiI-NcoI και οι δύο θέσεις τυφλοποιήθηκαν και 

επανασυνδέθηκαν  

pRSET-C-AFT1(335-690) (έκφραση 6xHis-C-Aft1): το τµήµα +1001/+2070 του 

γονιδίου AFT1 (προϊόν PCR) κλωνοποιήθηκε στη θέση PvuII του φορέα 

pRSET-C 

         [εκκινητές:  5΄-TCCCCCGGGCCATGCTTACCCTCTGTA-3΄ 

                             5΄-GGGGTACCATCTTCTGGCTTCACATACT-3΄]           

pRSET-N-TUP1 (έκφραση 6xHis-N-Tup1(1-200), Μ. Παπαµίχος) 

 

Γονίδια αναφοράς  

FRE2(-930/-1)-LacZ: το τµήµα -930/-1 του γονιδίου FRE2 (προϊόν PCR) υδρολύθηκε 

µε BamHI και κλωνοποιήθηκε στην αντίστοιχη θέση του φορέα YCp50Z (Έ. 

Γεωργάτσου) 

         [εκκινητές:  5΄-CGGGATCCTTAGCGTGGTATTTCTGG-3΄ 

                             5΄-CGGGATCCATTATATTCGTTGGGTTTC-3΄]  

FRE2(-333/-1)-LacZ: το τµήµα -333/-1 του γονιδίου FRE2 (προϊόν PCR) υδρολύθηκε 

µε BamHI και κλωνοποιήθηκε στην αντίστοιχη θέση του φορέα YCp50Z 

         [εκκινητές:  5΄-CGGGATCCGGTAATGGTTGCATTGAC-3΄ 

                             5΄-CGGGATCCATTATATTCGTTGGGTTTC-3΄]  
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FRE2(-655/-419)-HIS3TR.-LacZ: το τµήµα -655/-419 του γονιδίου FRE2 (προϊόν PCR) 

υδρολύθηκε µε BamHI και EcoRI και κλωνοποιήθηκε στις αντίστοιχες θέσεις 

του φορέα VS11 (39) 

          [εκκινητές:  5΄-GCGGATCCATCATAATGTCTCTCAGCC-3΄ 

                              5΄-GGAATTCGACCTGGGTGCAATTACG-3΄] 

LexAop-HIS3TR-LacZ (Γ. Θηραίος) 

4xLexAop-GAL1TATA-LacZ (pJK103) [7] 

4xLexAop-CYC12xUAS+TATA-LacZ (pJK1621) [156] 

FRE2(-816/-1)-HIS3: το τµήµα +1/+631 του γονιδίου HIS3 (προϊόν PCR) υδρολύθηκε 

µε BamHI και KpnI και κλωνοποιήθηκε στις αντίστοιχες θέσεις του φορέα 

YΙp55 και στη συνέχεια το τµήµα -816/+3 του γονιδίου FRE2 (προϊόν PCR), 

αφού υδρολύθηκε µε BamHI, κλωνοποιήθηκε στην αντίστοιχη θέση του 

πλασµιδίου που προέκυψε από την προηγούµενη διαδικασία 

         [εκκινητές HIS3:  5΄-CGGGATCCAATGACAGAGCAGAAACC-3΄ 

                                      5΄-CATCGTTGGTACCATTGGGC-3΄ 

         εκκινητές FRE2:  5΄- CGGGATCCTGAGTGTTTTTGATAGGGGA-3΄ 

                                      5΄- CGGGATCCTATATTCGTTGGGTTTCATAAG-3΄] 

 

Τεχνικές για νουκλεϊνικά οξέα 
 

Παρασκευή πλασµιδιακού DNA από βακτήρια 

Για παρασκευή σε µικρή κλίµακα, χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της λύσης µε βρασµό 

[139]. Η παρασκευή σε µεσαία ή µεγάλη κλίµακα έγινε είτε µε συνδυασµό αλκαλικής 

λύσης και κατακρήµνισης του DNA µε πολυαιθυλενική γλυκόλη (PEG 8000) [139] 

είτε, όταν χρειάστηκε να αποµονωθεί DNA πολύ υψηλής καθαρότητας, µε χρήση 

ειδικών στηλών καθαρισµού νουκλεϊνικών οξέων της Qiagen σύµφωνα µε τις οδηγίες 

του κατασκευαστή.  

 

∆ιαδικασίες τροποποίησης του DNA 

Περιέλαβαν (α) τον τεµαχισµό µορίων µε υδρόλυση τους από ενδονουκλεάσες 

περιορισµού, (β) τη δηµιουργία τυφλών άκρων σε µόρια που είχαν (5΄ ή 3΄) 

προεξέχοντα άκρα, µε χρήση του κοµµατιού Klenow της DNA πολυµεράσης Ι, (γ) 

την αποφωσφορυλίωση µορίων µε υδρόλυση των 5΄ ελεύθερων φωσφορικών οµάδων 

τους από την αλκαλική φωσφατάση και (δ) τη συνένωση µορίων µε χρήση της T4 
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DNA λιγάσης. Οι παραπάνω διαδικασίες εφαρµόστηκαν όπως έχει περιγραφτεί [139] 

και σε συµφωνία µε τις οδηγίες των εταιρειών κατασκευής των αντίστοιχων ενζύµων. 

 

Ηλεκτροφορητική ανάλυση και αποµόνωση του DNA από πήκτωµα αγαρόζης 

Για το διαχωρισµό και τον προσδιορισµό του µεγέθους µορίων DNA, αλλά και για 

µια εκτίµηση της ποσότητάς τους, χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της 

ηλεκτροφορητικής ανάλυσης σε πήκτωµα αγαρόζης [139]. Η αποµόνωση 

ηλεκτροφορητικά διαχωρισµένων τµηµάτων DNA έγινε είτε µε ειδικά συστήµατα 

εξαγωγής DNA από πήκτωµα (QiaQuick ή Concert Gel Extraction Kits) σύµφωνα µε 

τις οδηγίες των κατασκευαστών είτε µε χρήση ειδικού πηκτώµατος αγαρόζης 

χαµηλού σηµείου τήξης όπως έχει περιγραφτεί [139]. 

 

Μετασχηµατισµός βακτηριακών κυττάρων 

Η παρασκευή δεκτικών βακτηριακών κυττάρων και o µετασχηµατισµός τους έγιναν 

µε τη συµβατική χηµική µεθόδο των χλωριούχου ασβεστίου και χλωριούχου 

ρουβιδίου ή µε τη µέθοδο εφαρµογής ηλεκτρικού πεδίου (electroporation) [7]. 

 

Ταυτοποίηση ανασυνδυασµένων πλασµιδιακών κλώνων (ανάλυση Grunstein) 

Χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της λύσης in situ µετασχηµατισµένων βακτηριακών 

αποικιών πάνω σε φίλτρα νιτροκυτταρίνης, τα οποία στη συνέχεια υβριδοποιήθηκαν 

µε ειδικούς ραδιοσηµασµένους ανιχνευτές γονιδίων (κωδικά τµήµατα που προέκυψαν 

µε PCR), µε τη µέθοδο Church. Οι παραπάνω µέθοδοι εφαρµόστηκαν όπως έχει 

περιγραφτεί [139].   

 

Ραδιοσήµανση του DNA 

∆ίκλωνα µόρια DNA ραδιοσηµάνθηκαν είτε (α) µε τη µέθοδο µετάφρασης εγκοπής 

(nick translation) που βασίζεται στη δηµιουργία τυχαίων εγκοπών στο DNA και στην 

επιδιόρθωσή τους από τη DNA πολυµεράση Ι, παρουσία ραδιενεργών νουκλεοτιδίων 

είτε (β) µε τη µέθοδο των τυχαίων εκκινητών (random priming) που βασίζεται στην 

παροδική αποδιάταξη του DNA και στη σύνθεση συµπληρωµατικών αλυσίδων από 

το κοµµάτι Klenow της DNA πολυµεράσης Ι, παρουσία τυχαίων εξαµερών εκκινητών 

και ραδιενεργών νουκλεοτιδίων. Συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια (µονόκλωνα ή 

δίκλωνα) ραδιοσηµάνθηκαν µε χρήση της Τ4 πολυνουκλεοτιδικής κινάσης. Οι 

παραπάνω µέθοδοι εφαρµόστηκαν όπως έχει περιγραφτεί [139].  
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Προσδιορισµός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του DNA 

Εφαρµόστηκε, η ενζυµική µέθοδος του Sanger [139] που βασίζεται στο συνδυασµό 

ραδιενεργής επιµήκυνσης µιας αλυσίδας DNA από το ένζυµο sequenase και 

τερµατισµού της µε την ενσωµάτωση τριφωσφορικών διδεοξυνουκλεοτιδίων. Η 

διαδικασία έγινε µε χρήση των υλικών του Τ7 Sequenase DNA Sequencing Kit της 

USB, σύµφωνα µε τις οδηγίες της κατασκευάστριας εταιρείας. Χρησιµοποιήθηκε 

καθαρό DNA κλωνοποιηµένο στους φορείς pBluescript, pUC18 ή YEp13 ή µη 

κλωνοποιηµένο προϊόν PCR ως µήτρα, κατάλληλα συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια ως 

εκκινητές και α-[35S]dATP για τη σήµανση των µορίων. Επίσης, αλληλουχίσεις 

ακολουθιών DNA παραγγέλθηκαν στα Εργαστήρια Μικροχηµείας - Ι.Τ.Ε. και 

Γενωµικής Έρευνας - Ι.Μ.Β.Β. 

 

Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 

Μια τυπική αντίδραση PCR περιείχε σε όγκο 25 µl διαλύµατος θερµοπολυµερισµού 

(καθοριζόµενου από τον κατασκευαστή του ενζύµου): 25ng πλασµιδιακού ή 250ng 

γενωµικού DNA, 0.2mM από κάθε dNTP, 200ng ενός ζεύγους εκκινητών, 0.5µl Taq 

(Minotech) ή Vent (NEB) και 1.5-2mM MgCl2. Οι παράµετροι στα προγράµµατα 

θερµοπολυµερισµού καθορίστηκαν ανάλογα µε το Tm των εκκινητών και το µέγεθος 

των προϊόντων. Ένα τυπικό πρόγραµµα είχε ως εξής: 

 4min στους 94οC (αποδιάταξη),  

 30sec στους 94οC, 30sec στους 45-65οC, 1-2min στους 72οC (25-30 κύκλοι) 

(επιµήκυνση) 

 5min στους 72οC (τελική επιµήκυνση) 

 

Ανάλυση DNA κατά Southern και RNA κατά Northern 

Τα διάφορα δείγµατα DNA ή RNA ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτώµατα αγαρόζης 

(στην περίπτωση του RNA τα τελευταία είχαν πυκνότητα 1.5% και περιείχαν 

φορµαλδεΰδη) και στη συνέχεια µεταφέρθηκαν σε νάϋλον µεµβράνες όπου 

στερεώθηκαν οµοιοπολικά µε έκθεση στο UV για 4min. Τελικά υβριδοποιήθηκαν µε 

ειδικούς ραδιοσηµασµένους ανιχνευτές γονιδίων (κωδικά τµήµατα που προέκυψαν µε 

PCR), µε τη µέθοδο Church. Οι παραπάνω µέθοδοι εφαρµόστηκαν όπως έχει 

περιγραφτεί [139].  
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Ανάλυση προστασίας από RΝάση Α (RNase Α protection assay) 

Πρόκειται για µια υψηλής ευαισθησίας τεχνική ανίχνευσης mRNA. Βασίζεται στην 

υβριδοποίηση ολικού RNA µε έναν αντιπαράλληλο RNA ανιχνευτή (antisense RNA 

probe) που είναι συµπληρωµατικός µε το προς ανίχνευση mRNA (δηλαδή προέρχεται 

από τη µεταγραφή του κλώνου 3΄-5΄του DNA και όχι του 5΄-3΄από όπου 

µεταγράφεται το mRNA). Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιήθηκε για την ανίχνευση των 

mRNAs των γονιδίων FRE1, FRE2 και HIS3 σε διάφορα στελέχη ζύµης. Για τη 

δηµιουργία αντιπαράλληλων RNA ανιχνευτών των γονιδίων αυτών, 

χρησιµοποιήθηκαν τρία ανασυνδυασµένα πλασµίδια pBluescript: το πρώτο είχε 

κλωνοποιηµένο στη θέση EcoRV το γενωµικό τµήµα PvuII-SacI (-680/+1893) του 

FRE1, το δεύτερο στην ίδια θέση το γενωµικό τµήµα MluI-AflII (-2041/+2340) του 

FRE2 και το τρίτο στη θέση HindIII το κωδικό τµήµα +305/+591 του HIS3. Τα τρία 

πλασµίδια έγιναν γραµµικά µε πέψη στις θέσεις SpeI (+1893) του FRE1, BsaHI 

(+1682) του FRE2 και MseI (+312) του HIS3 αντίστοιχα και αποτέλεσαν τις µήτρες 

για τη µεταγραφή των τριών ανιχνευτών από την Τ3 (ή την Τ7 στην περίπτωση του 

HIS3) RNA πολυµεράση. Οι αντιδράσεις µεταγραφής, που έγιναν σε όγκο 20µl και 

περιλάµβαναν 0.5µl RNasin, 0.5mM “κρύα” ATP, CTP και GTP, 10µΜ “κρύο” UTP, 

5Χ διάλυµα µεταγραφής, 0.5µg γραµµικό πλασµίδιο, 3µl α-[32P]UTP και 10u T3 ή Τ7 

RNA πολυµεράση, αρχικά επωάστηκαν για 1h στους 37οC και, µετά την προσθήκη 

1µl (10u) DΝάσης, για άλλα 15min σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολούθησε αύξηση 

του όγκου στα 200µl, καθαρισµός µε φαινόλη-χλωροφόρµιο, κατακρήµνιση µε 250µl 

ισοπροπανόλη µετά από προσθήκη 46µl 10Μ οξικού αµµωνίου (2.3Μ τελική 

συγκέντρωση) και 1µg tRNA και τελικά επαναδιάλυση σε 20µl διαλύµατος 

υβριδοποίησης (75% φορµαµίδιο, 0.5Μ NaCl, 20mM Tris-HCl pH 7.4, 1mM EDTA). 

Στη συνέχεια, αφού υπολογίστηκε η ειδική ενεργότητα των ανιχνευτών, ποσότητα 

από καθέναν αντίστοιχη µε 105 cpm υβριδοποιήθηκε µε 25µg ολικού RNA στους 

45οC, όλη τη νύχτα, σε 20µl διαλύµατος υβριδοποίησης. Το επόµενο πρωΐ, το µίγµα 

αραιώθηκε σε 300µl διαλύµατος 0.3 NaCl, 5mM EDTA και επωάστηκε µε RΝάση Α 

(30µg/ml) στους 20οC για 30min και διαδοχικά µε πρωτεϊνάση Κ (300µg/ml σε 0.1% 

SDS) στους 37οC για 20min. Ακολούθησαν διαδοχικά: καθαρισµός µε φαινόλη-

χλωροφόρµιο, κατακρήµνιση µε αιθανόλη, αποδιάταξη µε βρασµό για 5min, 

ηλεκτροφορητικός διαχωρισµός σε πήκτωµα ακρυλαµίδης/bis-ακρυλαµίδης (19:1) 

6% (που περιείχε 8.3M ουρία) και αυτοραδιογραφία.  
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Χαρτογράφηση του σηµείου έναρξης της µεταγραφής (Primer extension 

analysis) 

Έγινε προσδιορισµός του σηµείου έναρξης της µεταγραφής του γονιδίου FRE2 µε 

ανάλυση επέκτασης της ειδικής για το γονίδιο αλληλουχίας-εκκινητή 5΄-

CAAAATAGCGCTCAAGATGGACGTCCAATG-3΄ (+33/+4). Η παραπάνω 

αλληλουχία σηµάνθηκε στο 5΄ άκρο µε γ-[32P]dATP και 1ng αυτής (5x105 cpm) 

αναµίχθηκε µε 40µg RNA σε συνολικό όγκο 30µl διαλύµατος υβριδοποίησης 

(150mM KCl, 10mM Tris-HCl pH 8, 1mM EDTA). Το µίγµα βράστηκε για 2.5min 

(αποδιάταξη) και στη συνέχεια ψύχθηκε αργά, κατακρηµνίστηκε µε αιθανόλη, 

επαναδιαλύθηκε σε 20µl νερό και χρησιµοποιήθηκε στην αντίδραση ανάστροφης 

µεταγραφής µαζί µε 4µl διάλυµα ανάστροφης µεταγραφής 5X (καθορίζεται από τον 

κατασκευαστή του ενζύµου), 1µl dNTPs (10mM), 1µl RNasin, 0.5µl ανάστροφη 

µεταγραφάση (MLV-RT) και νερό µέχρι τα 40µl. Η αντίδραση επωάστηκε στους 

37οC για 1h και τερµατίστηκε µε την προσθήκη 1µl EDTA 0.5M. Ακολούθησε 

επώαση στους 37οC για ακόµα 1/2h µε 0.5µl RNase A (10µg/µl), καθαρισµός µε 

φαινόλη-χλωροφόρµιο, κατακρήµνιση µε αιθανόλη και τελικά επαναδιάλυση σε 4µl 

νερό (+6µl formamide loading buffer). Το µέγεθος του ραδιοσηµασµένου DNA που 

συντέθηκε προσδιορίστηκε σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης παράλληλα µε αντιδράσεις 

νουκλεοτιδικού προσδιορισµού γνωστής αλληλουχίας. 

 

Τεχνικές για πρωτεϊνες 
 

Ανάλυση πρωτεϊνών σε αποδιατακτικό πήκτωµα SDS-πολυακρυλαµίδης (SDS-

PAGE) και ανοσοανίχνευση ακινητοποιηµένων σε µεµβράνη πρωτεϊνών 

(Western blot analysis) 

Οι διάφορες υπό µελέτη πρωτεΐνες ηλεκτροφορήθηκαν, ανάλογα µε τα µεγέθη τους, 

σε αποδιατακτικά πηκτώµατα SDS-πολυακρυλαµίδης 8-15%, στη συνέχεια 

µεταφέρθηκαν σε µεµβράνες νιτροκυτταρίνης και ακολούθησε ανοσοεντοπισµός τους 

µε χρήση των κατάλληλων αντισωµάτων (πρωτογενών και δευτερογενών) σύµφωνα 

µε τις οδηγίες των κατασκευαστριών εταιρειών. Για την τελική πρωτεϊνική ανίχνευση 

εφαρµόστηκε η µέθοδος ECL (Enhanced ChemiLuminescence) που στηρίζεται στη 

δράση της συζευγµένης µε τα δευτερογενή αντισώµατα υπεροξειδάσης HRP. Όλες οι 

παραπάνω διαδικασίες έγιναν όπως έχουν περιγραφτεί [7, 139]. 
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Αποµόνωση ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών από βακτήρια 

Γονίδια που κωδικοποιούν υπό µελέτη πρωτεΐνες κλωνοποιήθηκαν σε κατάλληλους 

πλασµιδιακούς φορείς µε τους οποίους στη συνέχεια µετασχηµατίστηκαν κύτταρα E. 

coli ER2566. Ακολούθησε επαγωγή της πρωτεϊνικής έκφρασης µε προσθήκη IPTG  

στις βακτηριακές καλλιέργειες (0.3mM τελική συγκέντρωση) και επώαση στις 

κατάλληλες συνθήκες (συνήθως στους 30οC για 3h).  

Για την παρασκευή πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων, τα κύτταρα επαγµένης 

βακτηριακής καλλιέργειας 50ml φυγοκεντρήθηκαν για 5min, επαναδιαλύθηκαν σε 

250µl διαλύµατος λύσης (10% γλυκερόλη, 50mM Tris-HCl pH 7.5, 1mM EDTA, 

0,05% Triton, 1mM PMSF, 5mg/ml leupeptin), ηχοβολήθηκαν 4 φορές από 15sec (µε 

παρεµβολές στον πάγο) και φυγοκεντρήθηκαν εν ψυχρώ για 30sec. Το υπερκείµενο 

φυλάχθηκε στους -20οC. 

Για την αποµόνωση και καθαρισµό βακτηριακά εκφρασµένων πρωτεϊνών, 

ακολουθήθηκαν διάφορες µέθοδοι ανάλογα µε τη µορφή µε την οποία οι πρωτεΐνες 

αυτές εκφράστηκαν. 

 Πρωτεΐνες µε καρβοξυτελική διαδοχική συγχώνευση ιντεΐνης και CBD (chitin 

binding domain) (φορέας έκφρασης pTYB) αποµονώθηκαν σε στήλη χιτίνης µε 

χρήση του συστήµατος IMPACT (Ν.Ε.Β.), σύµφωνα µε τις οδηγίες του 

κατασκευαστή. 

 Πρωτεΐνες µε αµινοτελική συγχώνευση GST (Glutathione S-Transferase) (φορέας 

έκφρασης pGEX) αποµονώθηκαν µε χρήση Glutathione Sepharose 4B 

(Amersham) ως εξής: Τα κύτταρα επαγµένης βακτηριακής καλλιέργειας 500ml 

επαναδιαλύθηκαν σε 10ml διαλύµατος λύσης (100mM NaCl, 20% γλυκερόλη, 

20mM HEPES pH 7.9, 1mM DTT, 1mM EDTA, 0.5% BSA, 1% Triton, 1mM 

PMSF και 5mg/ml leupeptin), ηχοβολήθηκαν 3 φορές από 20sec (µε παρεµβολές 

στον πάγο) και φυγοκεντρήθηκαν εν ψυχρώ για 15min. Στο υπερκείµενο 

προστέθηκαν εξισορροπηµένα σφαιρίδια Glutathione Sepharose (30µl/100ml 

αρχικής καλλιέργειας) και ακολούθησε επώαση στους 4οC για 1h (µε 

περιστροφική ανάδευση). Τα σφαιρίδια πλύθηκαν 5 φορές µε τουλάχιστον ίσο 

όγκο του παραπάνω διαλύµατος (χωρίς BSA) και φυλάχθηκαν στους 4οC.  

 Πρωτεΐνες µε αµινοτελική συγχώνευση 6xHis (φορείς έκφρασης pRSET, pET) 

αποµονώθηκαν µε χρήση Ni-NTΑ Agarose (Qiagen) ως εξής: Τα κύτταρα 

επαγµένης βακτηριακής καλλιέργειας 100ml επαναδιαλύθηκαν σε 2ml 

διαλύµατος Α (50mM HEPES pH 7.9, 500mM NaCl, 0.1% NP40, 5mM 
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ιµιδαζόλιο, 0.25% BSA, αναστολείς πρωτεασών), ηχοβολήθηκαν 3 φορές από 

20sec (µε παρεµβολές στον πάγο) και φυγοκεντρήθηκαν εν ψυχρώ για 15min. Στο 

υπερκείµενο προστέθηκαν 100µl εξισορροπηµένα σφαιρίδια Ni-NTA Agarose και 

ακολούθησε επώαση στους 4οC για 1h (µε περιστροφική ανάδευση). Τα σφαιρίδια 

πλύθηκαν 2 φορές από 20min σε 15ml διάλυµα Β (όπως το Α, αλλά µε 50mM 

ιµιδαζόλιο και χωρίς BSA) και ακολούθησε έκλουση σε 300µl διαλύµατος 

αλληλεπίδρασης (βλ. παρακάτω) στο οποίο προστέθηκε ιµιδαζόλιο (250mM), 

στους 4οC για 2h (µε περιστροφική ανάδευση).  

 

Ανίχνευση πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων in vitro 

Ο έλεγχος αλληλεπιδράσης µεταξύ βακτηριακά εκφρασµένων πρωτεϊνών 

συγχωνευµένων µε GST και αντίστοιχων συγχωνευµένων µε 6xHis έγινε ως εξής: 

2µg συγχωνευµένης µε 6xHis πρωτεΐνης αναµίχθηκαν µε ένα µικρό ποσό σφαιριδίων 

Glutathione Sepharose στα οποία ήταν δεσµευµένη αντίστοιχη ποσότητα GST 

υβριδίου, σε συνολικό όγκο 200µl διαλύµατος αλληλεπίδρασης (75mM KCl, 20mM 

Tris-HCl pH 8, 0.01% NP40, 0.25% BSA, αναστολείς πρωτεασών). Ακολούθησε 

επώαση στους 4οC για 8-12h (µε περιστροφική ανάδευση), πλύσιµο των σφαιριδίων 

στο ίδιο διάλυµα (χωρίς BSA) και ανάλυση των πρωτεϊνών που κατακρατήθηκαν σε 

αυτά µε SDS-PAGE και ανοσοανίχνευση. 

 

Ενζυµική αντίδραση ακετυλίωσης πρωτεϊνών 

Σε αυτή, χρησιµοποιήθηκε ως υπόστρωµα καθαρή πρωτεΐνη που εκφράστηκε και 

αποµονώθηκε σε βακτήρια (Nhp6a, Nhp6b) και ως ένζυµο βακτηριακό εκχύλισµα 

στο οποίο υπερεκφράστηκε µια ακετυλοτρανσφεράση (Esa1 ή Gcn5). Έγινε σε 

συνολικό όγκο 20µl και περιλάµβανε 1µl εκχύλισµα-ένζυµο, 4µl διάλυµα 

ακετυλίωσης 5X (250mM Tris-HCl pH 8, 50% γλυκερόλη, 5mM DTT, 0.5mM 

EDTA), 2-10µg καθαρή πρωτεΐνη-υπόστρωµα και 1µl τριτιωµένο ακετυλοσυνένζυµο 

Α. Επωάστηκε στούς 30οC για 30min και αναλύθηκε σε πήκτωµα ακρυλαµίδης το 

οποίο στη συνέχεια υποβλήθηκε στη διαδικασία στερέωσης (ή βαφής µε coomassie), 

ενίσχυσης σήµατος, ξήρανσης και τελικά αυτοραδιογραφίας.  

  

Ανάλυση µεταβολής της ηλεκτροφορητικής κινητικότητας του DNA λόγω 

σύνδεσής του µε πρωτεΐνη (Electrophoretic Mobility Shift Assay - EMSA) 
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Στα πειράµατα ελέγχου της ηλεκτροφορητικής κινητικότητας συµπλόκων DNA-

πρωτεΐνών χρησιµοποιήθηκαν ως ανιχνευτές ραδιοσηµασµένα δίκλωνα 40µερή ή 

25µερή νουκλεοτίδια (αντιπροσωπευτικά περιοχών των υποκινητών FRE1, FRE2 και 

CTR1) και πεπτίδια Mac1 ή Aft1 που συντέθηκαν in vitro σε εκχύλισµα 

σπερµατοκυττάρων σιταριού µε το σύστηµα συζευγµένης µεταγραφής-µετάφρασης 

(TΝT Coupled Wheat Germ Extract System, Promega) σύµφωνα µε της οδηγίες του 

κατασκευαστή. Ως µήτρες για τη σύνθεση των διαφόρων πεπτιδίων 

χρησιµοποιήθηκαν πλασµίδια pBluescript στα οποία ήταν κλωνοποιηµένα κωδικά 

τµήµατα των γονιδίων MAC1 ή AFT1 (pBluescript-MAC1(1-417) (Έ. Γεωργάτσου), 

pBluescript- MAC1(1-159, 1-322, 1-337, ∆(323-337), 42-417) (Α. Βουτσινά) και 

pBluescript-AFT1). Στις αντιδράσεις σύνδεσης DNA-πρωτεΐνης, 5fmol 

ραδιοσηµασµένου ανιχνευτή αναµίχθηκαν µε 1µl εκχυλίσµατος, σε συνολικό όγκο 

15µl διαλύµατος που περιλάµβανε 12% γλυκερόλη, 12mM HEPES-NaOH pH 7.9, 

60mM KCl, 5mM MgCl2, 4mM Tris-HCl pH 8, 0.6mM EDTA, 0.6mM DTT και 

0.5µg herring sperm DNA. Τα µίγµατα επωάστηκαν σε θερµοκρασία δωµατίου για 

20min, ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτώµατα αγαρόζης 1.5% (120V, 4οC) (ή σε µη 

αποδιατακτικά πηκτώµατα πολυακρυλαµίδης 6%) και αναλύθηκαν µε 

αυτοραδιογραφία. 

 

Ειδικές τεχνικές για το σακχαροµύκητα 
 

Αποµόνωση γενωµικού DNA και ολικού RNA  

Γενωµικό DNA σακχαροµύκητα αποµονώθηκε µε χρήση γυάλινων σφαιριδίων, όπως 

έχει περιγραφτεί [7], από καλλιέργειες 10ml αναπτυγµένες σε YPD. Ολικό RNA 

αποµονώθηκε µε τη µέθοδο της όξινης φαινόλης [7] από καλλιέργειες 30ml 

αναπτυγµένες σε SC στις κατάλληλες κατά περίπτωση συνθήκες. 

 

Μετασχηµατισµός κυττάρων  

Η παρασκευή και ο µετασχηµατισµός δεκτικών κυττάρων σακχαροµύκητα έγινε µε 

τη µέθοδο του οξικού λιθίου (TRAFO). 

 

Ανάκτηση πλασµιδίου από το σακχαροµύκητα στην E. coli  

Κύτταρα µετασχηµατισµένα µε το προς ανάκτηση πλασµίδιο (καλλιέργεια 5ml σε 

YPD) πλύθηκαν σε νερό και επαναδιαλύθηκαν σε 200µl διαλύµατος 100mM NaCl, 
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10mM Tris-HCl pH 8, 1mM EDTA, 0.1% SDS. Στη συνέχεια, προστέθηκαν σε αυτά 

200µl γυάλινα σφαιρίδια και 200µl φαινόλη-χλωροφόρµιο και αναδεύτηκαν ισχυρά 

(vortex) για 3min. Τελικά, φυγοκεντρήθηκαν για 20min στις 14000rpm και 5-10µl 

από το υπερκείµενο χρησιµοποιήθηκε για το µετασχηµατισµό δεκτικών κυττάρων E. 

coli. 

 

Προσδιορισµός ενεργότητας β-γαλακτοσιδάσης και ανάλυση δύο υβριδίων σε 

µετασχηµατισµένα κύτταρα  

Καλλιέργειες 5ml µετασχηµατισµένων µε τα κατάλληλα πλασµίδια στελεχών 

αναπτύχθηκαν αρχικά σε SC µέχρι OD550=1.5. Στη συνέχεια αραιώθηκαν 5-15 φορές 

(ανάλογα µε το ρυθµό ανάπτυξης) και αναπτύχθηκαν για ακόµη 7h στο ίδιο µέσο, στο 

οποίο κατά περίπτωση προστέθηκε ή όχι ο χηλικός δεσµευτής του σιδήρου BPS 

(επαγωγικές/µη επαγωγικές συνθήκες). Τελικά, έγινε συλλογή των κυττάρων και 

µέτρηση σε αυτά της ενεργότητας β-γαλακτοσιδάσης όπως έχει περιγραφτεί [7]. 

  

Παρασκευή ολικών κυτταρικών εκχυλισµάτων (whole cell extracts) 

Για την ποσοτική και ποιοτική ανίχνευση πρωτεϊνών στο σακχαροµύκητα, 

παρασκευάστηκαν τυπικά κυτταρικά εκχυλίσµατα ως εξής: Τα κύτταρα καλλιέργειας 

50ml, αναπτυγµένα σε OD550 µέχρι 1, αφού πλύθηκαν διαδοχικά σε µισό όγκο νερού 

και 1.5ml διαλύµατος εκχύλισης (10% γλυκερόλη, 400mM (NH4)2SO4, 10mM 

MgCl2, 1mM EDTA, 7mM β-merc, 1mM PMSF, 5mg/ml leupeptin), 

επαναδιαλύθηκαν σε 200µl του τελευταίου. Στη συνέχεια, προστέθηκαν σε αυτά 

200µl γυάλινα σφαιρίδια και ακολούθησε ισχυρή ανάδευση (vortex) 8 φορές από 

30sec µε παρεµβολές ίσου χρόνου στον πάγο. Το υπερκείµενο κρατήθηκε, στα 

σφαιρίδια προστέθηκαν άλλα 150µl διαλύµατος εκχύλισης και ακολούθησε νέα 

ισχυρή ανάδευση. Το δεύτερο υπερκείµενο προστέθηκε στο πρώτο και το συνολικό 

(περίπου 350µl) φυγοκεντρήθηκε εν ψυχρώ για 15min για την αποµάκρυνση του 

ιζήµατος και φυλάχθηκε στους -70οC. 

 

Ανίχνευση πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων in vivo  

Η πιθανή αλληλεπίδραση ανάµεσα σε µια πρωτεΐνη µε καρβοξυτελική συγχώνευση 

6xHis και µια δεύτερη συντηγµένη µε τον επίτοπο HA, εξετάστηκε σε κύτταρα 

σακχαροµύκητα ως εξής: Από καλλιέργεια 150-300ml (OD550=0.8) στην οποία 

εκφράζονταν πλασµιδιακά οι δύο υποψήφιες για αλληλεπίδραση πρωτεΐνες και η 
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οποία αναπτύχθηκε σε SC κάτω από συνθήκες παρουσίας ή έλλειψης µετάλλων 

(ανάλογα µε την περίπτωση), παρασκευάστηκε πρωτεϊνικό εκχύλισµα. Ο τρόπος 

παρασκευής ήταν αντίστοιχος µε αυτόν που περιγράφτηκε παραπάνω και η εκχύλιση 

έγινε σε 50mM HEPES-KOH pH 7.5, 5mM MgAc, 75mM NaAc, 0.1% NP-40, 

0.5mg/ml BSA, 5mM ιµιδαζόλιο, 10% γλυκερόλη, 1mM PMSF και 5mg/ml leupeptin 

ενώ ο τελικός όγκος του εκχυλίσµατος ήταν 800µl. Στη συνέχεια, αυτό επωάστηκε µε 

30µl σφαιρίδια Ni-NTA Agarose στους 4οC για 1h µε κυκλική ανάδευση κι έπειτα τα 

σφαιρίδια πλύθηκαν 4 φορές από 10min στο ίδιο διάλυµα χωρίς BSA. Τελικά, οι 

πρωτεΐνες που κατακρατήθηκαν σε αυτά αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και 

ανοσοανιχνεύτηκαν. 

 

Ανάλυση ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης (Chromatin ImmunoPrecipitation 

assay - ChIP)  

Για τη µελέτη των αλληλεπιδράσεων µεταξύ πρωτεϊνών και DΝΑ σε χρωµατινικό 

περιβάλλον εφαρµόστηκε η µέθοδος της οµοιοπολικής διασύνδεσης και 

ανοσοκατακρήµνισης της χρωµατίνης in vivo, σύµφωνα µε τους Kuo και Allis [82]. 

Στη µέθοδο έγιναν συγκεκριµένες τροποποιήσεις οι οποίες αναφέρονται παρακάτω.  

Τα κύτταρα καλλιέργειας 50ml (OD550<1) επωάστηκαν σε θερµοκρασία 

δωµατίου µε ανάδευση, παρουσία 1% φορµαλδεΰδης, για 20min (στερέωση) και στη 

συνέχεια, αφού προστέθηκε γλυκίνη σε συγκέντρωση 125mΜ, για επιπλέον 5min 

(τερµατισµός της στερέωσης). Μετά, συλλέχθηκαν µε φυγοκέντρηση για 3min και 

πλύθηκαν 3 φορές σε 20ml TBS (20mM Tris-HCl pH 8, 150mM NaCl) και 1 φορά σε 

1ml διαλύµατος λύσης (50mM HEPES-KOH pH 7.5, 140mM NaCl, 1mM EDTA, 1% 

Triton, 0.1% Na-deoxycholate). Τελικά επαναδιαλύθηκαν σε 400µl διαλύµατος λύσης 

στο οποίο προστέθηκαν 500µl γυάλινα σφαιρίδια και αναστολείς πρωτεασών (1mM 

PMSF, 5mg/ml leupeptin). Ακολούθηκε ισχυρή ανάδευση (vortex) εν ψυχρώ για 

1/2h, φυγοκέντρηση στις 1500 rpm για 1min, συλλογή των υπερκειµένων λυµένων 

κυττάρων και ηχοβόλησή τους 5 φορές από 10sec (µε παρεµβολές των 30sec στον 

πάγο) µε αποτέλεσµα τη θραύση του DNA τους σε τµήµατα των 500bp κατά µέσο 

όρο. Το τελικό υπερκείµενο (περίπου 500µl), που προέκυψε από διαδοχικές 

φυγοκεντρήσεις των 5min και 20min εν ψυχρώ, περιλάµβανε την καθαρή ολική 

χρωµατίνη και φυλάχθηκε στους -70οC. Από το ολικό χρωµατινικό εκχύλισµα, 

ποσότητα 30µl χρησιµοποιήθηκε για την ανοσοκατακρήµνιση χρωµατίνης και ίδια 
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ποσότητα ως ποσοτικός και ποιοτικός δείκτης της µη ανοσοκατακρηµνισµένης 

χρωµατίνης. 

Παρασκευή ανοσοκατακρηµνισµένου DNA (IP): Τα 30µl ολικού χρωµατινικού 

εκχυλίσµατος αραιώθηκαν σε συνολικό όγκο 200µl διαλύµατος λύσης (που περιείχε 

αναστολείς πρωτεασών) και επωάστηκαν µε την κατάλληλη ποσότητα αντισώµατος 

(5µl anti-HA ή anti-Myc) στους 4oC όλη τη νύχτα µε περιστροφική ανάδευση. Το 

επόµενο πρωΐ, προστέθηκαν στο δείγµα 20µg salmon sperm DNA και 30µl 

εξισορροπηµένων σφαιριδίων Protein A Sepharose και έγινε επώασή του εν ψυχρώ 

για 2h µε περιστροφική ανάδευση. Τα σφαιρίδια συλλέχθηκαν µε φυγοκέντρηση για 

1min και πλύθηκαν, σε θερµοκρασία δωµατίου για 10min µε περιστροφική 

ανάδευση, διαδοχικά σε 1.5ml των εξής διαλυµάτων: (α) λύσης, (β) λύσης µε 500mM 

NaCl, (γ) 10mM Tris-HCl pH 8, 250mM LiCl, 0.5% NP-40, 0.5% Na-deoxycholate, 

1mM EDTA και (δ) ΤΕ. Τελικά, επαναδιαλύθηκαν σε 100µl ΤΕ, επωάστηκαν µε 

20µg RNάση Α στους 37οC για 20min και ακολούθηκε έκλουση της 

ανοσοκατακρηµνισµένης χρωµατίνης από αυτά µε 2 διαδοχικές πλύσεις τους για 

15min σε 250µl διαλύµατος έκλουσης (1% SDS, 1mM NaHCO3). Στη συνέχεια, το 

συνολικό υπερκείµενο (500µl) επωάστηκε στους 65οC για 5h έτσι ώστε να σπάσουν 

οι οµοιοπολικοί δεσµοί που είχαν δηµιουργηθεί. Έπειτα, ακολούθησε επώαση της 

χρωµατίνης µε πρωτεϊνάση Κ στους 50οC για 30min, καθαρισµός µε φαινόλη-

χλωροφόρµιο, κατακρήµνιση µε αιθανόλη παρουσία 20µg γλυκογόνου και τελικά 

επαναδιάλυση σε 100µl ΤΕ. 

Παρασκευή ολικού κυτταρικού DNA (input): Τα 30µl ολικού χρωµατινικού 

εκχυλίσµατος αραιώθηκαν στα 100µl µε TE και έγινε επεξεργασία τους αντίστοιχη µε 

αυτή που περιγράφεται παραπάνω. Τελικά, το δείγµα επαναδιαλύθηκε σε 1000µl TE.   

Το ανοσοκατακρηµνισµένο (IP) και το ολικό κυτταρικό (input) DNA 

(3µl/100µl και 3µl/1000µl αντίστοιχα) αναλύθηκαν µε PCR σε αντιδράσεις των 25µl 

που περιείχαν 200ng ενός ζεύγους ειδικών εκκινητών, 0.2mM από καθένα dNTP, 

0.25µl α-[32P]dATP και 1.25U πολυµεράσης Taq. Οι παράµετροι θερµοπολυµερισµού 

που χρησιµοποιήθηκαν ήταν: [4min στους 94oC], [30sec στους 94oC, 30sec στους 

52oC, 55sec στους 72oC] (27 κύκλοι) και [5min στους 72oC]. Τα προϊόντα PCR 

ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτώµατα αγαρόζης 1.7%, αυτοραδιογραφήθηκαν και 

ποσοτικοποιήθηκαν µε χρήση του κατάλληλου λογισµικού. Στις αντιδράσεις PCR 

χρησιµοποιήθηκαν ζεύγη εκκινητών ειδικά για ρυθµιστικές ή κωδικές γονιδιακές 
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αλληλουχίες οι βασικότερες από τις οποίες ήταν οι: FRE2 (-596/-297), FRE1 (-353/-

1), CTR1 (-380/-73), HTA1 (-655/-373), TRP3 (-146/+143) και ACT1 (+415/+724). 

 

Ανάλυση χρωµατινικής δοµής in vivo 

Η χρωµατινική δοµή του υποκινητή FRE2 αναλύθηκε µε διαδοχική χρήση των 

µεθόδων κατεργασίας διαπερατών σφαιροπλαστών µε µικροκοκκική νουκλεάση 

(MNase) [161] και έµµεσης σήµανσης άκρου (indirect end labeling). Τα κύτταρα 

καλλιέργειας 100ml (OD550=0.8) συλλέχθηκαν, πλύθηκαν σε µισό όγκο νερού, 

επαναδιαλύθηκαν σε 500µl διαλύµατος 10mM Tris-HCl pH 7.5, 20mM EDTA, 0.7M 

β-merc και επωάστηκαν στους 30οC για 15min. Στη συνέχεια, επανασυλλέχθηκαν και 

αφού πλύθηκαν σε 1ml 1Μ σορβιτόλης, επαναδιαλύθηκαν σε 300µl διαλύµατος 

ζυµολυάσης (1M σορβιτόλη, 10mM Tris-HCl pH 7.5, 5mM β-merc, 20g/ml 

ζυµολυάση) και επωάστηκαν στους 30oC για 5min (δηµιουργία σφαιροπλαστών). Οι 

σφαιροπλάστες συλλέχθηκαν µε φυγοκέντρηση στις 2000rpm για 5min και αφού 

πλύθηκαν σε 1ml 1Μ σορβιτόλης, επαναδιαλύθηκαν σε 600µl διαλύµατος νυστατίνης 

(1M σορβιτόλη, 20mM Tris-HCl pH 8, 50mM NaCl, 1.5mM CaCl2, 50µg/ml 

νυστατίνη) και χωρίστηκαν σε τρία µέρη των 200µl. Σε διάστηµα 5min από την 

επαναδιάλυση στο διάλυµα νυστατίνης, προστέθηκε σε καθένα από τα τρία µέρη η 

κατάλληλη ποσότητα µικροκοκκικής νουκλεάσης (π.χ. 1, 2 και 4 units αντίστοιχα) 

και έγινε επώαση στους 37οC για 15min. Ακολούθησε διακοπή της ενζυµικής δράσης 

µε προσθήκη 20µl διαλύµατος τερµατισµού, προσθήκη 5µl πρωτεϊνάσης Κ (20µg/µl), 

επώαση στους 37οC για 30min, καθαρισµός µε φαινόλη-χλωροφόρµιο, κατακρήµνιση 

µε αιθανόλη και τελικά επαναδιάλυση σε 20µl νερό. Στη συνέχεια, έγινε ολονύκτια 

πέψη (σε συνολικό όγκο αντίδρασης 30µl) των 20µl του κάθε DNA που προέκυψε 

από την προηγούµενη διαδικασία µε το ένζυµο XhoI, το οποίο οριοθετεί (στη θέση 

+901) το άκρο του προς ανάλυση τµήµατος του FRE2. Ακολούθησε, το επόµενο 

πρωΐ, προσθήκη 10µg RΝάσης Α στα δείγµατα, ηλεκτροφορητική ανάλυσή τους σε 

πήκτωµα αγαρόζης 1%, µεταφορά Southern και υβριδοποίηση µε ειδικό ραδιενεργό 

ανιχνευτή του FRE2 (+441/+864). 
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We found Nhp6a/b yeast HMG-box chromatin-associated

architectural factors and Ssn6 (Cyc8) corepressor to be

crucial transcriptional coactivators of FRE2 gene. FRE2

encoding a plasma membrane ferric reductase is induced

by the iron-responsive, DNA-binding, transcriptional acti-

vator Aft1. We have shown that Nhp6 interacts directly

with the Aft1 N-half, including the DNA-binding region,

to facilitate Aft1 binding at FRE2 UAS. Ssn6 also interacts

directly with the Aft1 N-half and is recruited on FRE2

promoter only in the presence of both Aft1 and Nhp6. This

Nhp6/Ssn6 role in Aft1-mediated transcription is FRE2

promoter context specific, and both regulators are re-

quired for activation-dependent chromatin remodeling.

Our results provide the first in vivo biochemical evidence

for nonsequence-specific HMG-box protein-facilitated re-

cruitment of a yeast gene-specific transactivator to its DNA

target site and for Nhp6-mediated Ssn6 promoter recruit-

ment. Ssn6 has an explicitly coactivating role on FRE2

promoter only upon induction. Therefore, transcriptional

activation in response to iron availability involves multi-

ple protein interactions between the Aft1 iron-responsive

DNA-binding factor and global regulators such as Nhp6

and Ssn6.
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Introduction

Gene expression involves dynamic and highly regulated pro-

cesses of interactions between protein and DNA components

of the chromatin. Transcription of most eucaryotic genes

involves several DNA-binding activators that recognize distinct

sequences on a single promoter. Pathway-specific transactiva-

tors, responding to diverse cellular signals, cooperate with

global activators or repressors to exert their specific function.

Iron uptake and homeostasis is a complex process and, in

Saccharomyces cerevisiae, involves many proteins, including

iron reductases (Fre1–6), oxidases (Fet3, Fet5), permeases

(Ftr1, Fth1, Fet4), siderophore transporters (Arn1–4) and cell

wall mannoproteins (Fit1–3) (Kosman, 2003). Transcription

of the corresponding genes is regulated by the availability of

iron, being induced under low-iron conditions. Iron-depen-

dent regulation is mediated by Aft1 (Yamaguchi-Iwai et al,

1995) and/or the recently identified Aft2 (Blaiseau et al, 2001;

Rutherford et al, 2003) DNA-binding transcription factors.

Aft1 binds to the FeRE consensus sequence PyPuCACCCPu,

present on various promoters, in an iron-dependent manner

(Yamaguchi-Iwai et al, 1996). It contains a basic putative

DNA-binding domain within residues 140–280 of its

N-terminal region and a strong transactivation domain

within residues 413–572 of its glutamine-rich C-terminus

(Yamaguchi-Iwai et al, 2002). Aft1 responds to the iron

concentration of the cell, remaining in the cytoplasm when

iron is replete (Yamaguchi-Iwai et al, 2002). Its subcellular

localization is regulated by an N-terminal nuclear export signal

sequence. The mechanism by which Aft1 senses iron is still

unexplored and may involve direct iron binding to the protein.

A putative iron binding CysXCys motif, located in the middle

of the molecule, affects Aft1 transactivation potential since a

Cys291Phe substitution causes constitutive transcriptional ac-

tivation (Yamaguchi-Iwai et al, 1995). Two histidine-rich do-

mains, located N- and C-terminally, respectively, may bind

iron leading to an intramolecular interaction, as was shown for

other metal-related activators (Jensen and Winge, 1998).

FRE1 (Dancis et al, 1992) and FRE2 (Georgatsou and

Alexandraki, 1994) are the most extensively studied iron

reductase genes. FRE2 transcription solely depends on Aft1

whereas FRE1 is also induced by Aft2 (Rutherford et al, 2003)

and, in the absence of extracellular copper, by the copper-

regulated DNA-binding transcriptional activator Mac1

(Yamaguchi-Iwai et al, 1997). The highly inducible and

simply regulated FRE2 gene is a suitable model for transcrip-

tional regulation studies. Interestingly, in a genetic screen

seeking positive regulators of FRE2 expression, we identified

NHP6A gene encoding the Nhp6a architectural protein. On

the other hand, a previous report suggested that Nhp6b

protein physically interacts with Tup1 (Laser et al, 2000)

while Ssn6 and Tup1 transcriptional corepressors were

shown to affect reductive iron uptake in yeast (Lesuisse

et al, 2001). On this basis, we have examined the functional

interplay of these general cofactors in FRE2 transcription in

relation to Aft1 function.

Nhp6a and its counterpart Nhp6b (both termed Nhp6) are

small, abundant, chromatin-associated, non-histone yeast

proteins. They belong to the HMG-box family of high-mobi-

lity-group proteins, being structurally and functionally homo-

logous to the ubiquitous mammalian HMGB1/2 proteins

(Kolodrubetz and Burgum, 1990). HMGB1/2 appear to act
Received: 22 August 2003; accepted: 25 November 2003; Published
online: 22 January 2004

*Corresponding author. Institute of Molecular Biology and
Biotechnology-FORTH, University of Crete, Vassilika Vouton, PO Box
1527, Heraklion, Crete GR-71110, Greece. Tel.: þ 30 281 039 1161;
Fax: þ 30 281 039 1101; E-mail: alexandr@imbb.forth.gr

The EMBO Journal (2004) 23, 333–342 | & 2004 European Molecular Biology Organization | All Rights Reserved 0261-4189/04

www.embojournal.org

&2004 European Molecular Biology Organization The EMBO Journal VOL 23 | NO 2 | 2004

 

EMBO
 

THE

EMBO
JOURNAL

THE

EMBO
JOURNAL

333



as architectural facilitators to overcome the rigidity barrier of

DNA in the assembly of nucleoprotein complexes, in a variety

of DNA-related processes such as transcription, replication,

recombination and repair (Bustin, 1999; Thomas and Travers,

2001). Nhp6 consists of a single HMG box that functions as a

sequence-independent DNA-binding domain and a short

basic N-terminal tail essential for high-affinity DNA binding

(Yen et al, 1998). It preferentially binds distorted (e.g. micro-

circular or cisplatinated) DNA structures and induces a large

bend to linear DNA in vitro (Paull and Johnson, 1995; Yen

et al, 1998; Wong et al, 2002).

Either nhp6aD or nhp6bD mutant exhibits no observable

phenotype, reflecting a functional redundancy of the two

proteins (Costigan et al, 1994). Notably, Nhp6b, less abun-

dant than Nhp6a, is increased in nhp6aD cells to compensate

for the absence of its counterpart (Kolodrubetz et al, 2001).

On the other hand, nhp6DD double mutant exhibits several

phenotypes, including slow growth at 301C, cessation of

growth at 381C in the absence of osmotic support (1 M

sorbitol) along with cellular and cytoskeletal morphology

defects (Costigan et al, 1994). This phenotypic variety is

consistent with the affected transcription of several RNA

polymerase II-transcribed genes in the nhp6DD strain (Paull

et al, 1996; Sidorova and Breeden, 1999; Moreira and

Holmberg, 2000; Yu et al, 2000, 2003) and the Nhp6-stimu-

lated TFIIIC-dependent transcription of SNR6 gene by RNA

polymerase III (Kruppa et al, 2001; Lopez et al, 2001; Martin

et al, 2001). Furthermore, accumulating evidence shows that

Nhp6 is directly involved in the modulation of chromatin

state (Moreira and Holmberg, 2000; Brewster et al, 2001;

Formosa et al, 2001; Lopez et al, 2001; Szerlong et al, 2003).

Ssn6 is a major transcriptional coregulator in yeast. It was

identified as the corepressor required, in a complex with

Tup1, for the transcriptional inhibition of various genes

involved in diverse physiological pathways. This complex is

recruited to different promoters via interactions with specific

DNA-binding regulatory proteins and inhibits transcription,

with the Tup1 subunit being the repressor, by affecting both

chromatin structure and the basic transcription machinery

(Smith and Johnson, 2000). Experiments using artificial

reporter genes have shown that Ssn6–Tup1 can also act as a

transcriptional coactivator, with this function predominantly

mediated by Ssn6 (Conlan et al, 1999). Genetic and biochem-

ical analyses have revealed a number of natural genes as

targets of Ssn6–Tup1 positive action (Zhang and Guarente,

1994; Conlan et al, 1999; Papamichos-Chronakis et al, 2002;

Proft and Struhl, 2002).

In this work, we show that induced FRE2 transcription

relies on the collaborative function of the two general tran-

scriptional coregulators, Nhp6 and Ssn6, necessary for Aft1

function. We demonstrate a distinct relation of Nhp6 and Ssn6

with Aft1 on FRE2 promoter, providing new roles for both

coregulators and showing that specific protein interactions

modulate Aft1 functionality in response to iron availability.

Results

SSN6 and NHP6A/B are necessary for induced FRE2

transcription

We isolated NHP6A gene as a high-copy suppressor of

a genomic mutation that abolishes FRE2, but not FRE1,

transcriptional induction (genetic screen in Materials and

methods). Preliminary transcriptional analysis of a FRE2-

LacZ reporter gene in NHP6A, SSN6 and TUP1 mutants

revealed a strong positive effect of each of the three genes

on induced transcription, with the effect of TUP1 being less

prominent (data not shown). On this basis, we examined the

accumulation of FRE2 mRNA, as well as of FRE1 for compari-

son, in ssn6D, nhp6DD and ssn6D nhp6DD mutants, com-

pared to a wild-type strain, under basal and inducing

conditions. We used an nhp6DD double mutation since

disruption of both NHP6 genes is required to obtain obser-

vable phenotypes (Costigan et al, 1994). Transcriptional

activation of FRE2 in the absence of iron was completely

eliminated in all mutant strains (Figure 1A), revealing a

dramatic effect of the SSN6 and NHP6A/B deletions on

induced FRE2 transcription. Basal mRNA levels (in iron-

replete medium) were hardly detected in wild-type and

mutant strains, and therefore we could not draw any safe

conclusion concerning the effect of the above deletions on

FRE2 basal transcription. Under copper-depleted conditions,

FRE2 transcription was at basal levels in all strains examined,

in agreement with previously reported results (Georgatsou

et al, 1997). This was an important control since the Fe(II)

chelator used in our experiments also chelates Cu(II) (see

Materials and methods).

The results for FRE1 transcription revealed a more complex

regulation (Figure 1B) consistent with the known action of

multiple DNA-binding transactivators on FRE1 promoter.

Basal transcription of FRE1 in the ssn6D strain was at wild-

type levels while transcriptional induction was significantly

lower, more prominently in the absence of copper, indicating

that the SSN6 deletion affected induced FRE1 transcription. In

nhp6DD cells, basal transcription was drastically reduced and

transcriptional induction was also reduced (more promi-

nently in the absence of copper), but to a lesser extent,

suggesting that the NHP6A/B deletion affected predominantly

noninduced FRE1 transcription. The ssn6D nhp6DD triple

mutation produced results similar to those of ssn6D and

nhp6DD alone, under inducing conditions, whereas it re-

vealed an epistatic effect of nhp6DD on ssn6D in FRE1 basal

transcription.

Our data so far revealed a new regulatory role of SSN6 and

NHP6A/B in metal-regulated transcription. Since these genes

were essential for induced FRE2 transcription, the question

that arose next was whether this role directly associated with

the action of Aft1 transactivator. Unlike FRE1 whose expres-

sion is not solely affected by Aft1, FRE2 expression, under

iron-depletion conditions, is completely eliminated by AFT1

deletion (Yamaguchi-Iwai et al, 1995; our observations).

SSN6 and NHP6A/B promote Aft1-mediated

transcription

In order to test whether SSN6 and NHP6A/B are involved in

Aft1-mediated FRE2 transcription, we examined transcrip-

tional induction in wild-type and mutant cells grown in

iron-depleted medium, using a FRE2UAS-HIS3-LacZ reporter

gene. This gene comprises a region from FRE2 promoter that

contains the Aft1 binding consensus element and a TATA

region from HIS3 promoter known to be unaffected by

NHP6A/B (Paull et al, 1996) and SSN6 (data not shown),

inserted upstream of the LacZ gene. As shown in Figure 2A,

b-galactosidase activity was drastically and similarly reduced

in both ssn6D and nhp6DD, compared to wild-type strain,

Nhp6/Ssn6/Aft1-mediated FRE2 transcription
GS Fragiadakis et al
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indicating a considerable effect of SSN6 and NHP6A/B on

Aft1-mediated transcription. Interestingly, it was further re-

duced in the triply deleted ssn6D nhp6DD strain, implying a

cooperative role for these genes. Furthermore, concomitant

overexpression of AFT1, although increasing b-galactosidase

activity in wild-type strain, did not rescue the activity of

mutant strains (Figure 2A), confirming that the observed

effect on transcription was mediated through Aft1 transacti-

vator. We further investigated the effect of SSN6 and NHP6A/

B on the transactivation function of Aft1 by artificially

tethering a LexA-Aft1 protein on another reporter gene con-

taining a LexA binding site upstream of HIS3-LacZ. b-galac-

tosidase activity was decreased by 85% in ssn6D, compared

to wild-type cells, indicating that SSN6 is mainly responsible

for full transactivation by LexA-Aft1 (Figure 2B). On the other

hand, nearly half of the wild-type activity was retained in

nhp6DD strain, suggesting that the effect of NHP6A/B is

exerted partly on the transactivation potential and mainly

on the DNA-binding function of Aft1. These observations

indicate that SSN6 and NHP6A/B promote the Aft1 activation

potential from FRE2 promoter in a distinct manner.

SSN6 and NHP6A/B deletion effects are promoter

context specific

In order to examine whether the effects of SSN6 and NHP6A/B

are common to all Aft1-responsive genes, we analyzed the

RNA accumulation patterns of four additional iron-regulated

genes. These were selected according to the iron regulation

literature (Rutherford et al, 2003): ARN2 (TAF1) as the only

other gene, in addition to FRE2, that is considerably, and

probably solely, upregulated by Aft1, FRE3 as the most

homologous to FRE2 and the most prominently regulated

by Aft1 of all FRE genes, and FIT2 as well as FET3 as highly

induced by Aft1 and less by Aft2. Of these genes, only the

expression of ARN2 was drastically reduced in either ssn6D or

nhp6DD background and practically abolished in the double

mutant, reproducing the results obtained for the expression

of FRE2 gene (Figure 3). ARN2, like FRE2, is probably

regulated only by Aft1 using one FeRE element. FRE2 con-

tains an additional but less functional FeRE element (GS

Fragiadakis, data not shown). FET3, FIT2 and possibly FRE3

promoters are regulated by both Aft1 and Aft2 and, moreover,

contain multiple FeRE elements. These findings imply that

SSN6 and NHP6A/B deletion effects are promoter context

specific.

SSN6 and NHP6A/B are required for the activation-

dependent chromatin remodeling of FRE2 promoter

To investigate whether specific chromatin organization is

involved in the transcriptional activation of FRE2 gene and

Figure 1 Effect of SSN6 and NHP6A/B on metal-regulated transcrip-
tion. (A) Northern analysis of total RNA extracted from the indi-
cated strains grown in metal-replete (SC), iron-depleted (SCBPS)
or copper-depleted (SCBCS) medium using radiolabeled FRE2
and CMD1 (internal control) probes. (B) The same blot using
FRE1 and CMD1 probes. Bands were quantified using the
PhosphorImager and ImageQuant software, and bars represent the
indicated intensity ratios (normalized mRNA levels).

Figure 2 Effect of SSN6 and NHP6A/B on Aft1-mediated transcrip-
tion. (A) b-Galactosidase activity units obtained from the indicated
strains cotransformed with FRE2UAS-HIS3-LacZ and pYX142 or
pYX142-AFT1 (AFT1 overexpression) grown in SCBPS. (B) b-
Galactosidase activity units obtained from the indicated strains
cotransformed with LexAop-HIS3-LacZ and LexA-Aft1 or LexA ex-
pression plasmid grown in SC medium. (The activity in SCBPS
exceeds measurable levels.) Values in (A) and (B) represent the
average obtained from three independent transformants.

Nhp6/Ssn6/Aft1-mediated FRE2 transcription
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affected by SSN6 and NHP6A/B deletions, we first subjected

wild-type cells grown under iron-replete or iron-depleted

conditions to micrococcal nuclease digestion followed by

indirect end-labeling analysis (Figure 4, lanes 2 and 3). Two

different DNA band patterns were obtained, corresponding to

the repressed or activated state indicating an activation-

dependent chromatin change on FRE2 promoter. More speci-

fically, nucleosomes were positioned on repressed FRE2

promoter. A region including the UASAft1 was protected in

the repressed state while it became nuclease hypersensitive

in the activated state, suggesting that remodeling of a UASAft1-

occluding nucleosome (nuc-2, upstream of TATA) took place

upon induction. The band patterns obtained from similarly

analyzed nhp6DD or ssn6D cells under induction conditions

(Figure 4, lanes 4 and 5) resembled that of repressed wild-

type cells, indicating that the absence of Nhp6 or Ssn6

resulted in defective activation-dependent chromatin remo-

deling of FRE2 promoter. This is in accordance with the

severe decrease in induced FRE2 transcription observed in

nhp6DD and ssn6D strains. Therefore, chromatin remodeling

of FRE2 promoter takes place under induction conditions and

strictly depends on the presence of Nhp6 and Ssn6 proteins.

Aft1 recruitment on FRE2 promoter requires

the presence of Nhp6

To further understand the activation process on FRE2 promo-

ter, we tested its occupancy by the Aft1 and Nhp6 factors

in vivo, performing chromatin immunoprecipitation (ChIP)

assays in cells grown under conditions of iron depletion. As

shown in Figure 5A, the occupancy of FRE2 promoter by the

endogenous Aft1 protein, tagged with 9 Myc epitopes, de-

pended quantitatively on the presence of Nhp6. In contrast,

Aft1-9Myc recruitment on FRE1 promoter (analyzed in par-

allel) was similar in wild-type and nhp6DD cells. Similar

results were obtained using an HA-tagged Aft1 (data not

shown). Given that Aft1 bound to both promoters, this

finding indicated that Nhp6 intervenes in Aft1 binding on

FRE2 and not on FRE1, acting in a promoter context-depen-

dent manner. Indeed, we found Nhp6a present on both FRE1

and FRE2 promoters, as well as on several other promoters

and coding regions, at similarly high levels (data not shown).

Nhp6, as a nonsequence-specific DNA-binding protein whose

interaction with chromatin is more stable and permanent

than that of other transiently binding regulatory factors

(Bustin, 1999), was expected to crosslink efficiently in

many chromosomal positions. Our experiments demon-

strated that, specifically in the FRE2 promoter context,

Nhp6 facilitated quantitative Aft1 DNA binding.

Ssn6 is recruited on FRE2 promoter and this recruitment

is dependent upon the presence of both Aft1 and Nhp6

To address whether Ssn6 protein physically associates with

FRE2 promoter, we used an HA-tagged Ssn6 derivative ex-

pressed in ssn6D to avoid interference by endogenous Ssn6.

As assayed by ChIP performed in cells grown in iron deple-

tion (Figure 5B), HA-Ssn6 was specifically recruited on FRE2

and FRE1 promoter (analyzed in parallel), whereas it occu-

pied at background levels an ACT1 coding sequence. AFT1

gene deletion almost eliminated HA-Ssn6 recruitment on

FRE2 while, in contrast, did not significantly affect recruit-

ment on FRE1 promoter. Deletion of NHP6A/B genes con-

siderably reduced HA-Ssn6 recruitment on FRE2 promoter

while recruitment on FRE1 was not significantly affected

(Figure 5C). We conclude that Ssn6 associates with FRE2

Figure 3 Effect of SSN6 and NHP6A/B on Aft1-regulated genes.
Same blots and analysis for SC and SCBPS RNA samples as
described for Figure 1, using ARN2, FET3, FIT2, FRE3 and CMD1
probes.

Figure 4 Low-resolution chromatin analysis of the FRE2 promoter.
Wild-type cells under repression (þ Fe, SC supplemented with
200mM FeCl3 30 min prior to cell collection) and wild type,
nhp6DD and ssn6D under induction (þBPS) conditions were sub-
jected to MNase digestion followed by indirect end-labeling. On the
left, nucleosomes seen as protected areas on the repressed FRE2
promoter are depicted as circles. The adjacent map indicates the
relative positions of the UASAft1 and the presumptive TATA box.
Brackets indicate the corresponding protected regions and asterisks
indicate induction-specific MNase sensitivity sites. Lane ND con-
tains a naked genomic DNA digest.

Nhp6/Ssn6/Aft1-mediated FRE2 transcription
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promoter and its recruitment is quantitatively dependent on

the presence of Aft1 and Nhp6. In fact, under high-iron

conditions, when Aft1 is cytoplasmic, we observed no re-

cruitment of Ssn6 on FRE2 promoter (Figure 5D), consistent

with its dependency on the presence of Aft1. On the other

hand, Ssn6 is also present at FRE1 promoter, but indepen-

dently of Aft1 and Nhp6. Under high-iron conditions, recruit-

ment of Ssn6 on FRE1 promoter was observed at low levels

(Figure 3D), consistent with the Aft1-independent low FRE1

expression in these conditions (data not shown, but similar to

SC conditions shown in Figure 1).

Ssn6 and Nhp6a associate with Aft1 in vivo but not

with one another

A preliminary indication for an Aft1–Ssn6 interaction in vivo

was obtained by two-hybrid analysis (data not shown). A

similar analysis of potential Aft1–Nhp6 interaction was not

feasible because hybrids of Nhp6a with an activation or DNA-

binding domain, expressed from strong promoters on multi-

copy plasmids, probably caused a dramatic decrease in

growth rate, being toxic for cells. On this basis, we performed

copurification assays in vivo in aft1D cells expressing HA-Aft1

and 6xHis-Ssn6 or 6xHis-Nhp6a proteins in order to verify the

interdependence of Aft1 with Ssn6 and Nhp6 on FRE2 pro-

moter. These assays were carried out under iron-depletion

conditions to ensure quantitative Aft1 colocalization with

Ssn6 and Nhp6 in the nucleus. The 6xHis-tagged proteins

bound on Ni-NTA beads are shown in Figure 6A. HA-Aft1

specifically copurified with 6xHis-Ssn6 as well as with 6xHis-

Nhp6a (Figure 6B, left), indicating an association with each

of the two proteins. Interestingly, in a copurification assay

carried out under iron-replete conditions, we did not observe

Aft1–Nhp6a association (data not shown). The endogenous

Tup1, used as a positive control of the assay, also copurified

with 6xHis-Ssn6 as expected (Figure 6B, right), but did not

copurify with 6xHis-Nhp6a under either iron-depletion

(Figure 6B, right) or iron-replete conditions (data not shown).

Since Aft1 was found to associate with each of Ssn6 and

Nhp6a, we next examined whether Ssn6 and Nhp6a associate

with one another as well. The in vivo copurification assay

was performed in nhp6DD cells expressing HA-Nhp6a and

6xHis-Ssn6 proteins. As shown in Figure 6C, HA-Nhp6a did

not copurify with 6xHis-Ssn6 (left panel) while Tup1 did

(right panel), indicating that Nhp6a did not associate with

Ssn6 under the conditions employed. We used iron-depletion

conditions as Ssn6 and Nhp6 may require the presence of

Aft1 in order to interact. However, in this experiment Aft1

was expressed from the native AFT1 gene at levels signifi-

cantly lower than those of the other two proteins. The

‘reverse’ copurification experiment, under the same condi-

tions, using HA-Ssn6 and 6xHis-Nhp6a proteins was not

informative due to high nonspecific retention of HA-Ssn6

on the Ni-NTA agarose beads (data not shown).

The above data revealed that Aft1 associates with Ssn6 and

Nhp6a in vivo, consistent with its interdependence with each

of these proteins on FRE2 promoter. They also showed that

Ssn6 and Nhp6a may not interact directly in vivo, although

they are linked through Aft1. Furthermore, this protein com-

plex is most likely formed on DNA, since interaction between

Aft1 and Ssn6 was abolished in cells lacking Nhp6 as shown

by in vivo copurification of HA-Aft1 with the 6xHis-Ssn6

in wild-type and nhp6DD cells (Figure 6D).

Ssn6 and Nhp6a interact directly with the N-terminal

half of Aft1 in vitro

We subsequently examined whether the in vivo detected

associations reflected physical contacts between the involved

proteins. For this, we tested whether bacterially produced

GST-fused N-Ssn6, or GST-fused Nhp6a, could associate

in vitro, in the absence of additional yeast proteins, with

bacterially produced 6xHis-tagged Aft1 and the N-half or

C-half Aft1 derivatives (Figure 7A). The entire Ssn6 protein

could not be produced in bacteria. However, the N-Ssn6

derivative tested in this assay, containing the entire TPR

domain of Ssn6 (10 tandem repeats) known to be involved

in distinct protein–protein interactions (Tzamarias and Struhl,

1995), could restore FRE2 gene induction to wild-type levels,

when introduced in an ssn6D strain (data not shown).

As shown in Figure 7B, GST-N-Ssn6 as well as GST-Nhp6a,

but not GST alone, interacted with 6xHis-Aft1 (7B-1), 6xHis-

N-Aft1 (7B-2), but not with 6xHis-C-Aft1 (7B-3), indicating a

direct contact between residues of the N-half of Aft1 and the

TPR domain of Ssn6 or some portion of the Nhp6a protein.

The fact that Nhp6a interacted directly with the DNA-binding

region of Aft1 further supported our finding, described above,

for Nhp6-facilitated Aft1 binding on FRE2 promoter. Finally,

GST-N-Ssn6 interacted with 6xHis-N-Tup1 as expected, while

GST-Nhp6a did not (7B-4), in accordance with what we

observed in vivo.

Figure 5 Association of Aft1 and Ssn6 with FRE1 and FRE2 pro-
moters. (A) Wild-type and nhp6DD cells, carrying chromosomal
AFT1-9Myc, grown in SCBPS, were subjected to ChIP with anti-Myc,
followed by PCR analysis of the immunoprecipitated (IP) and input
DNA using primers specific for FRE1, FRE2 and HTA1 promoters. (B)
ssn6D* and ssn6D* aft1D cells, transformed with an HA-Ssn6
expressing plasmid, were grown and analyzed as above using
anti-HA and primers specific for FRE1 and FRE2 promoters and
ACT1 coding region. (C) ssn6D and ssn6D nhp6DD cells were
transformed, grown and analyzed as above using anti-HA and
primers specific for FRE1, FRE2 and TRP3 promoters. (D) ssn6D*
cells transformed with an HA-Ssn6 expressing plasmid and grown
under high-iron conditions (SC supplemented with 200mM FeCl3
30 min prior to cell collection) were analyzed as above using anti-
HA and primers specific for FRE1 and FRE2 promoters and ACT1
coding region. Bands in (A–D) were quantified using the
PhosphorImager and ImageQuant software, and numbers express
the indicated ratios. The specific recruitment of HA-Ssn6 on FRE1
and FRE2 promoters in ssn6D cells of two different genetic back-
grounds was comparable.
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Taken together, our data indicate the following in iron

starvation: (a) Aft1 binding on FRE2 promoter largely de-

pends on its direct interaction with Nhp6a. The possibility of

DNA bending playing a major role cannot be excluded. (b)

Ssn6 is recruited on FRE2 promoter via direct interaction with

Aft1. (c) Each of Nhp6 and Ssn6 is required for activation-

specific chromatin organization. Based on these indications,

we propose a model of concerted action of Nhp6 and Ssn6

proteins on FRE2 promoter, required for Aft1-induced tran-

scription (see Discussion).

Discussion

Accumulating data concerning the specific roles of Nhp6 and

Ssn6 commonly used factors on various regulated promoters

in yeast reveal new functions and molecular interplays. FRE2

gene is induced upon iron limitation by the iron-responsive,

DNA-binding, transcriptional activator Aft1. Although cellu-

lar iron concentration regulates the subcellular localization of

Aft1, we found that Nhp6 and Ssn6 global coregulators are

necessary to potentiate its activation function acting together

at UASAft1 on the simply regulated FRE2 promoter.

Nhp6 acts at FRE2 UAS regulating predominantly Aft1

DNA binding

Nhp6 regulates the transcription of a number of RNA poly-

merase II-transcribed genes. In vivo experiments with chi-

meric promoter constructions have suggested that Nhp6 acts,

in most cases, at the core promoters of RNA polymerase II-

transcribed genes, whereas in vitro binding experiments have

demonstrated that it promotes the formation of a complex

Figure 6 Association of Ssn6 and Nhp6a with Aft1 in vivo. (A)
Protein extracts from aft1D cells grown in SCBPS and expressing
6xHis or 6xHis-Ssn6 or 6xHis-Nhp6a along with HA-Aft1 were
incubated with Ni-NTA beads. Bound proteins were analyzed by
SDS–PAGE and immunoblotting using anti-His to detect 6xHis-Ssn6
and 6xHis-Nhp6a. (B) Pulled-down (PD) HA-Aft1 was detected
by anti-HA (left) and pulled-down endogenous Tup1 by anti-Tup1
(right). (C) Extracts from nhp6DD cells grown in SCBPS and
expressing 6xHis or 6xHis-Ssn6 along with HA-Nhp6a were incu-
bated with Ni-NTA beads. Pulled-down (PD) and input (I) proteins
were analyzed by SDS–PAGE and immunoblotting using anti-HA to
detect HA-Nhp6a (left) and anti-Tup1 to detect endogenous Tup1
(right). (D) Extracts from wild-type and nhp6DD cells grown in
SCBPS and expressing 6xHis or 6xHis-Ssn6 along with HA-Aft1 were
incubated with Ni-NTA beads. Pulled-down (PD) and flow-through
(FT) proteins were analyzed by SDS–PAGE and immunoblotting
using anti-HA to detect HA-Aft1.

Figure 7 Interaction of Aft1 with Ssn6 and Nhp6a in vitro. (A)
Diagrammatic representation of the Aft1 protein sequence. (B) GST
or GST-Ssn6(1-597) or GST-Nhp6a bound on glutathione agarose
beads were incubated with purified 6xHis-tagged Aft1 derivatives or
N-Tup1 (positive control) and analyzed by SDS–PAGE and immu-
noblotting using anti-His antibody. The input lane contains 20% of
the total amount of each 6xHis-tagged protein incubated with the
beads. Multiple bands observed in B-1 correspond to Aft1 degrada-
tion products. Top left inset: electrophoretic pattern of the 6xHis-
tagged proteins (input amounts).
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with TBP and TFIIA, at the TATA box, with enhanced affinity

for TFIIB (Paull et al, 1996). Recent genetic analysis has

shown that Nhp6 stimulates TBP binding to HO promoter,

leading to initiation of transcription (Yu et al, 2003). Here, we

show that FRE2 is another RNA polymerase II-transcribed

gene whose activated transcription depends on Nhp6 protein.

Nhp6 is predominantly required at FRE2 UAS rather than at

the core promoter since transcriptional activation of a

FRE2UAS-HIS3-LacZ gene, in which the FRE2 core promoter

has been replaced by the Nhp6-independent respective region

from HIS3, was reduced by 80% in nhp6DD strain. Thus,

Nhp6 seems to intervene in the function of FRE2 gene’s DNA-

binding transactivator, Aft1. Interestingly, LexA-Aft1-medi-

ated activation of a LexAop-HIS3-LacZ gene was reduced by

only 50% in the same strain, revealing that, in the FRE2

promoter context, Nhp6 predominantly affects the DNA-bind-

ing function of Aft1. This was confirmed by showing that

recruitment of Aft1 on FRE2 promoter is quantitatively de-

pendent upon the presence of Nhp6. We further demon-

strated in vivo association of Nhp6 with Aft1 and in vitro

direct interaction of Nhp6 with the N-half of Aft1 correlated

with its DNA-binding domain. Therefore, we reason that,

in vivo, Nhp6 enhances the binding of Aft1 to its cognate

DNA site at FRE2 promoter. Consistent with this, under

induction conditions, when Aft1 is nuclear, we observed

nucleosomal remodeling at the region of UASAft1, possibly

to improve its accessibility, and this was dependent on the

presence of Nhp6. In addition to its effect on Aft1 DNA

binding, Nhp6 may also affect directly Aft1 activation func-

tion since we observed a residual Nhp6 effect on LexA-Aft1-

mediated activation (Figure 2B). These effects could be

mediated by chromatin structure-modulating activities

known to associate genetically and/or physically with Nhp6

(Yu et al, 2000, 2003; Brewster et al, 2001; Formosa et al,

2001; Szerlong et al, 2003). A possible role of SAGA on FRE2

promoter was implied by the significant transcriptional re-

duction of FRE2 mRNA accumulation in a gcn5D strain

(unpublished observations).

An indication that Nhp6 mediates its biological functions

by interacting with different proteins at various promoters

was previously reported using engineered mutations affecting

its RNA polymerase II- or III-related functions but not

its DNA-binding and -bending properties (Kruppa and

Kolodrubetz, 2001). It is also known that Nhp6 is required

for GAL1 UAS activity (Paull et al, 1996), and a direct

interaction between the activation domain of Gal4 transacti-

vator and Nhp6b has been demonstrated (Laser et al, 2000).

However, how this interaction assists Gal4 in its function

remains unknown. On the other hand, the mammalian

HMGB1/2 proteins enhance the in vitro DNA-binding ability

of several sequence-specific transcription factors by directly

interacting with them in vitro and this has been correlated

with their role in activation or repression of transcription

in vivo (Thomas and Travers, 2001; Agresti and Bianchi,

2003). Therefore, a chaperone role has been proposed for

nonsequence-specific HMGB proteins in facilitation and sta-

bilization of transcription factor binding, allowing additional

proteins or protein complexes to be recruited. Our results

provide in vivo biochemical evidence for a similar mode

of action of the yeast Nhp6 HMGB protein in facilitating

the binding of Aft1 transactivator to its target site on

FRE2 promoter.

Ssn6 corepressor is recruited under inducing conditions

on FRE2 promoter and mediates transcriptional

activation

Our data point to a crucial coactivating role of Ssn6 in Aft1-

mediated FRE2 transcriptional activation. Ssn6 exerts its

action at FRE2 UAS by dramatically affecting Aft1 transactiva-

tion function, as revealed by the FRE2UAS-HIS3-LacZ and

LexAop-HIS3-LacZ transcriptional activation in an ssn6D
strain. Moreover, similarly to Nhp6, Ssn6 is required for the

observed chromatin remodeling of the activated FRE2 pro-

moter. Since we showed that Ssn6 is recruited on FRE2

promoter, we assume that Ssn6 may recruit nucleosome

modifying and/or chromatin remodeling activities in this

particular promoter context. A positive role for the Ssn6–

Tup1 complex in transcription has been reported for CIT2

gene encoding a citrate synthase, regulated by Rtg3, a bHLH/

L-Zip DNA-binding transcriptional activator, upon mitochon-

drial dysfunction (Conlan et al, 1999). The authors proposed

that specific metabolic signals may convert the Ssn6–Tup1

transcriptional corepressor to a coactivator on certain

promoters. GAL1 and a set of Sko1-regulated osmotic

stress-inducible genes have also been identified as targets of

Ssn6–Tup1 positive action (Papamichos-Chronakis et al,

2002; Proft and Struhl, 2002). The corepressor complex is

continuously tethered on these promoters under both repres-

sing and inducing conditions. Upon induction, instead of

being released, it facilitates recruitment of SAGA and/or

SWI/SNF coactivators that alleviate Ssn6–Tup1-mediated re-

pression. We showed that on FRE2 promoter Ssn6 is recruited

only under inducing conditions, and this depends quantita-

tively on the presence of Aft1. Moreover, ssn6D analysis did

not reveal any repressive role of Ssn6 under iron-replete

conditions. Therefore, we reason that the Ssn6–Tup1 complex

is tethered at FRE2 promoter upon induction and that, there-

on, it has an explicitly coactivating role. We assume a Tup1

effect similar to that of Ssn6 since we noticed considerable

reduction of induced FRE2 transcription in tup1D cells (un-

published observations). The activation function of Ssn6–

Tup1 is in agreement with the previously reported decrease in

the rate of iron reductive uptake (ferric citrate) in ssn6D or

tup1D strains (Lesuisse et al, 2001). However, the iron

reductive uptake results reflect the overall effect of FRE1

and FRE2 reductase genes as well as of Aft1-dependent

oxidase and permease genes.

Formation of an Aft1–Nhp6–DNA ternary complex on

FRE2 promoter allows Ssn6 recruitment, a crucial step

for activation

We showed that Ssn6 recruitment, in the particular FRE2

promoter context, is induced by Nhp6. By analogy, Nhp6

could be involved in tethering Ssn6–Tup1 to various loci. A

previously reported Nhp6b–Tup1 interaction (Laser et al,

2000) is in support of this notion. However, we were not

able to detect interaction between Nhp6a and Tup1 in both

our in vivo and in vitro experiments nor association between

Ssn6 and Nhp6 proteins. Therefore, Ssn6 appears to be

recruited on FRE2 promoter via direct interaction with an

Aft1–Nhp6–DNA ternary complex. In fact, its recruitment

depends on the presence of both Aft1 and Nhp6, while its

in vivo copurification with Aft1 depends on the presence of

Nhp6. Upon recruitment, Ssn6 may further stabilize Aft1

DNA binding, since we found in vitro direct interaction
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of Ssn6 with the N-half of Aft1 (DNA-binding domain)

rather than the C-half (transactivation domain) of Aft1. Con-

sistent with this, Aft1 recruitment on FRE2 promoter was

found to be slightly reduced in an ssn6D strain (unpublished

observations).

Based on the above results taken together, we propose a

simple model illustrating the sequence of events leading to

the formation of an Ssn6–Aft1–Nhp6–DNA quaternary com-

plex on FRE2 promoter, responsible for the observed full

transcriptional activity (Figure 8). In the absence of either

Ssn6 or Nhp6, activity is severely reduced, while in the

absence of both it is almost abolished (Figure 2A), revealing

an Ssn6–Nhp6 functional cooperativity on FRE2 promoter.

On the other hand, FRE1 promoter provides a context

where Nhp6 and Ssn6 act independently. Although both

factors affect FRE1 gene expression, each of Ssn6 and

Nhp6, as well as Aft1, are independently recruited on FRE1

promoter. This may be due to the fact that FRE1 transcription

depends on different DNA-binding activators besides Aft1.

Considering also our presented RNA analysis of other iron-

regulated genes, we reason that promoter context-determined

protein interactions decide where, when and how global

regulators will exert their function.

Materials and methods

Yeast strains and media
ssn6D (cyc8-D9HHIS3) is an FT5 (MATa ura3-52 trp1-D63 his3-D200
leu2HPET56) derivative (Tzamarias and Struhl, 1994). nhp6aD
nhp6bD (nhp6DD) and ssn6D nhp6DD were generated by replace-
ment of the BstEII-NdeI fragment of NHP6A with KanMX4 and of the
SphI-MscI fragment of NHP6B with the URA3 gene and recovery of
uracil auxotrophy on 5-FOA-containing plates (Ausubel et al, 1987–
2003). FT5(AFT1-9Myc) and nhp6DD(AFT1-9Myc) strains were
generated by C-terminal tagging the genomic AFT1 (Knop et al,
1999). aft1D is S288C derived (Georgatsou et al, 1997). The S288C-
derived ssn6D* was generated by replacing the PstI fragment of
SSN6 by KanMX4.

Synthetic complete (SC) medium (0.67% yeast nitrogen base, 20
amino acids, uracil, adenine, 2% glucose, 1.23mM FeCl3 and

0.25mM CuSO4; Difco) was supplemented with 100mM bath-
ophenanthroline disulfonic acid-Na2 salt (BPS) as Fe(II) and Cu(II)
chelator (in effect chelator of reduced iron) or with 100mM
bathocuproine disulfonic acid-Na2 salt (BCS) as Cu(I) chelator.

Plasmids
FRE2UAS-HIS3-LacZ contains FRE2 promoter (�655 to �419),
upstream of the HIS3 TR element of the VS11, URA3-marked, low-
copy plasmid (Georgakopoulos and Thireos, 1992). LexAop-HIS3-
LacZ contains a single LexA operator upstream of the HIS3 TR.
LexA-Aft1 plasmid contains the AFT1 coding sequence between the
SmaI and KpnI sites of YCp91 (Tzamarias and Struhl, 1994). HA-
Aft1 plasmid contains an EcoRI-NcoI/blunt fragment from LexA-Aft1
plasmid between the EcoRI and SacI/blunt sites of pYX142
(Novagen). HA-Ssn6 plasmid contains an EcoRI-SacI fragment from
LexA-Ssn6 plasmid (Tzamarias and Struhl, 1995) between the EcoRI
and SacI sites of pYX142. HA-Nhp6a plasmid was constructed by
replacing the SmaI-NheI fragment of HA-Ssn6 plasmid with the
NHP6A coding sequence cloned bluntly between SmaI and NheI/
blunt sites. 6xHis-Ssn6 plasmid contains a SmaI-NcoI fragment from
HA-Ssn6 plasmid between the NheI/blunt and NcoI sites of
pVTU260 (EUROSCARF). 6xHis-Nhp6a plasmid contains a BamHI
fragment of NHP6A inserted between the NheI/blunt and BamHI
sites of pVTU260. Fusion proteins are functional as judged by
phenotypic complementation of the corresponding mutants, and
protein levels are not significantly affected in mutant strains as
confirmed by Western blot analysis. GST-N-Ssn6(1-597) plasmid
contains a SmaI-PvuII fragment from HA-Ssn6 plasmid into the
SmaI site of pGEX-T2 (Pharmacia). GST-Nhp6a plasmid contains
the NHP6A coding sequence into the SmaI site of pGEX-T2. AFT1
coding sequence was cloned into the PvuII site of pRSET-C
(Invitrogen) to yield the 6xHis-Aft1(2-690) plasmid. 6xHis-N-
Aft1(2-330) plasmid was generated by removal of the NsiI-NcoI
fragment from 6xHis-Aft1(2-690). 6xHis-C-Aft1(335-690) plasmid
contains a PCR-synthesized AFT1 fragment (þ 1001 to þ 2070) into
the PvuII site of pRSET-C. 6xHis-N-Tup1(1-200) plasmid derived
from pRSET-A.

Oligonucleotide primers were purchased from the Microchem-
istry Lab at FORTH and MWG-Biotech. All PCR primer sequences
are available on request. The polymerases used for PCR were Vent
(New England Biolabs) or Taq (MINOTECH Biotechnology).

Genetic screen
In a leu2-1 ura3-52 S288C-derived strain, HIS3 gene was replaced
with a FRE2-HIS3 hybrid containing the FRE2 regulatory region
(�816 to �1) fused to the HIS3 coding region, leading to iron-
dependent histidine auxotrophy. In this selection scheme, we
sought mutants affecting putative regulators of FRE2 but not FRE1
transcription. A FRE2-affecting trans semidominant mutation that
caused very poor growth on low-iron plates lacking histidine,
compared to a similarly engineered wild-type auxotroph, was
isolated. We did not identify the mutated gene (it was not an AFT1
allele), but instead sought suppressors of this mutation. A YEp13-
based high-copy yeast genomic library (Kim Nasmyth), containing
inserts of 5–10 kb, was introduced in the mutant strain, and
transformants, initially selected for leucine prototrophy, were
screened for growth on plates containing iron-depleted (100 mM
BPS) minimal medium lacking histidine, in the presence of 1 mM of
3-aminotriazole, a competitive inhibitor of His3 protein, to repress
basal HIS3 expression. Five plasmids carried inserts from chromo-
some XVI, with NHP6A gene being responsible for suppression.
NHP6A did not complement the chromosomal mutation since the
NHP6A allele from the mutant strain could also suppress the FRE2
mutant phenotype.

RNA analysis
Total RNA was extracted by the acid phenol method (Ausubel et al,
1987–2003) from cultures grown to an OD550 of 0.6–1.0 in SC
medium or initially in SC and then in SCBPS for 7 h or SCBCS
for 3 h.

b-Galactosidase and one-hybrid assays
In all, 5 ml of yeast cultures were grown in SC to an OD550 of 1.5,
diluted and regrown for 7 h in SC or SCBPS, and b-galactosidase
activity was measured (Ausubel et al, 1987–2003).

Figure 8 Model depicting how Nhp6a and Ssn6 distinctly and
cooperatively potentiate Aft1-mediated transcription on FRE2 pro-
moter. (A) Upon induction under iron depletion, Nhp6 is in
proximity with chromatin and Aft1 interacts with DNA and Nhp6.
(B) Structural alterations are induced, resulting in enhanced Aft1
binding to UAS. (C) Ssn6 interaction with Aft1 is favored. (D) The
presence of Ssn6 on the promoter further stabilizes Aft1 DNA
binding and ensures access to the RNA polymerase II transcription
machinery components, resulting in full transcriptional activation.
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In vivo nucleosome-remodeling assay
Chromatin analysis of FRE2 promoter was performed by micro-
coccal nuclease (MNase) digestion using nystatin-permeabilized
spheroplasts (Venditti and Camilloni, 1994) followed by indirect
end-labeling. Secondary digestion was with XhoI at position þ 901,
and a 32P-labeled fragment from position þ 441 to þ 864 was used
as a probe.

Chromatin immunoprecipitation assays
In all, 50 ml of yeast cultures grown to an OD550 of 0.6–1.0 initially
in SC and then in SCBPS for 7 h were used for ChIP assays (Kuo and
Allis, 1999) with polyclonal anti-HA and anti-Myc antibodies (Santa
Cruz). Immunoprecipitated (3/100ml) and total input DNA (3/
1000 ml) were analyzed by PCR (4 min at 941C; 30 s at 941C, 30 s at
521C, 55 s at 721C (27 cycles); 5 min at 721C). PCR products
electrophoresed on 1.7% agarose gels were quantified using the
PhosphorImager and ImageQuant software (Molecular Dynamics).
The pairs of primers used were specific for promoter or ORF
regions: FRE2(�596/�297), FRE1(�353/�1), HTA1(�665/�373),
TRP3(�146/þ 143) and ACT1(þ 415/þ 724).

6xHis pull-down assays in yeast cells
Cells cotransformed with plasmids expressing 6xHis- and HA-
tagged proteins were grown to an OD550 of 0.8, initially in SC and
then in SCBPS for 7 h. Proteins were extracted from lysed cells in
50 mM HEPES-KOH, pH 7.5, 5 mM magnesium acetate, 75 mM
potassium acetate, 0.1% NP-40, 0.5 mg/ml BSA, 5 mM imidazole,
10% glycerol and protease inhibitors. The supernatant was
incubated with Ni-NTA beads for 1 h at 41C. Beads were washed
in the same buffer without BSA. Retained proteins were eluted in gel

loading buffer and analyzed by SDS–PAGE and immunoblotting
(Ausubel et al, 1987–2003) using polyclonal anti-His, anti-HA
(Santa Cruz) and anti-Tup1 antibodies. Secondary antibodies were
visualized by an ECL Western blotting detection kit (Pierce).

In vitro interaction assays
GST-tagged proteins were expressed in E. coli ER2566 (Tzamarias
and Struhl, 1995). 6xHis-tagged proteins expressed in ER2566,
purified by Ni-NTA chromatography (Qiagen), were eluted in
75 mM KCl, 20 mM Tris, pH 8.00, 0.01% NP-40, 0.25% BSA,
250 mM imidazole and protease inhibitors and incubated with
glutathione agarose bead-bound GST or GST hybrid protein for
8–12 h, at 41C, in 200 ml of the above buffer without imidazole.
Beads were washed in the same buffer without BSA and retained
proteins were eluted in gel loading buffer and analyzed by
SDS–PAGE and immunoblotting using a polyclonal anti-His anti-
body (Santa Cruz).
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Abstract Mac1p is a Saccharomyces cerevisiae DNA binding
transcription factor that activates genes involved in copper
uptake. A copper-induced N^C-terminal intramolecular interac-
tion and copper-independent homodimerization affect its func-
tion. Here, we present a functional analysis of Mac1p deletion
derivatives that attributes new roles to the second cysteine-rich
(REPII) domain of the protein. This domain exhibits the copper-
responsive potent transactivation function when assayed inde-
pendently and, in the context of the entire protein, modulates the
efficiency of Mac1p binding to DNA. The efficiency of binding
to both copper-response promoter elements can determine the
in vivo functionality of Mac1p independent of homodimer-
ization. ß 2001 Federation of European Biochemical Soci-
eties. Published by Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Key words: Mac1p; Transcriptional activation/repression;
DNA binding; Yeast two-hybrid; Metalloregulation;
Copper homeostasis

1. Introduction

Copper is an essential nutrient for all living organisms serv-
ing as catalytic co-factor of various enzymes required for res-
piration, oxidative damage response and iron uptake. Excess
copper accumulated in the cell catalyzes the generation of
reactive hydroxyl radicals causing damage to DNA, proteins
and lipids. In Saccharomyces cerevisiae, copper homeostasis is
maintained through both regulated cellular uptake and intra-
cellular sequestration of copper ions [1,2]. Copper uptake is
mediated by the plasma membrane high a¤nity permeases
Ctr1p and Ctr3p and the Cu(II)/Fe(III) reductases Fre1p/
Fre2p [3^6]. CTR1, CTR3 and FRE1 genes are transcription-
ally upregulated under copper starvation conditions (below
1 nM) and downregulated in copper-replete cells [7^9]. The
metal-sensitive transcription factor Mac1p (metal binding
activator) binds to two CuRE (copper-response element,
5P-TTTG(T/G)C(A/G)-3P) DNA sequences on the promoters
of the responding genes and mediates activation [8^10].

Mac1p was found within the nucleus of both copper-de¢-

cient and copper-loaded cells [11,12]. It contains di¡erent
functional domains within its 417 amino acid residues [12].
Its DNA binding portion (residues 1^159) contains a zinc
and copper binding motif (Cys-X2-Cys-X8-Cys-X-His) homol-
ogous to the metallothionein transactivators Ace1p (S. cerevi-
siae) and Amt1 (Candida glabrata) [13,14]. In vitro DNA
binding of Mac1p was found copper-independent [9] but in
vivo footprint was feasible only in copper-de¢cient cells, ex-
tinguished in 10 nM of copper ions [8]. Its C-terminal region
(residues 252^341), that includes two cysteine-rich repeats
(Cys-X-Cys-X4-Cys-X-Cys-X2-Cys-X2-His), termed REPI
(residues 264^279) and REPII (residues 322^337), respectively,
exhibits the transactivation function and possibly binds eight
copper ions [11]. The transcriptional activity of Mac1p is
regulated by copper [6,15]. Two-hybrid interaction between
the DNA binding and transactivation domains proposes
that copper binding induces an allosteric interaction that in-
hibits both functions [11]. An unknown detoxi¢cation mech-
anism ensures elimination of the Cu(I) transport system, by
rapid degradation of Mac1p at high copper ion concentra-
tions (over 10 WM) [16]. Mac1p activation domain contains
two functionally distinct regions. Mutations in the REPI mo-
tif resulted in constitutively active peptides, incapable of intra-
molecular interaction and more resistant to copper-dependent
degradation [11,16]. Mutations in the REPII motif failed to
activate CTR3 transcription and did not rescue the respiratory
de¢ciency of mac1 [16]. However, they did not a¡ect the cop-
per-regulated transcriptional activity of Gal4pDBD-Mac1p
fusion proteins on GAL1-UAS-driven lacZ [15] and resulted
in peptides degraded with similar to wild-type kinetics [16].
Therefore the function of REPII was not clear. Finally, a
copper-independent two-hybrid Mac1p^Mac1p interaction
was attributed to a predicted helix in the C-terminal residues
388^406 [12] and in vitro DNA shift assays proposed that
Mac1p homodimerization facilitates binding to two CuRE
elements of the responsive promoters [17]. In this paper, our
functional analysis of Mac1p deletion derivatives investigates
the role of the REPII-containing region and identi¢es indis-
pensable regions for a copper-regulated in vivo functional
Mac1p molecule.

2. Materials and methods

2.1. Yeast strains and growth conditions
Construction of mac1v strain was previously described [6]. PJ69-4K

(MATKK) used for one- and two-hybrid experiments derived from
PJ69-4A (MATa trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 gal4v gal80v
UASGAL2-ADE2 LYS2 : :UASGAL1-HIS3 met2: :UASGAL7-lacZ)
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[18,19] (gifts from D. Lockshon and J.-C. Jauniaux). FY105 (ura3-52
his3v200 trp1-54) was used for gene isolation.

Standard bacterial and yeast growth media and methods were used
as previously described [20^22]. SC, synthetic complete medium, con-
tains 0.67% yeast nitrogen base (Difco), all amino acids, uracil, ad-
enine and 2% glucose. SC was supplemented with 100 WM bathocu-
proine disulfonic acid-Na2 salt (BCS) as Cu(I) chelator [4]. For all
assays described, cells were cultured in SC medium to OD600 of 1.0,
aliquots were resuspended to OD600 of 0.1 into the desired medium
and cultured for 6 h at 30³C.

2.2. Plasmid construction
MAC1 protein coding sequence and deletion derivatives were gen-

erated by PCR using Vent Polymerase (New England Biolabs) and
synthetic oligonucleotides (Microchemistry Lab at FORTH, Greece,
and MWG-Biotech AG, Germany). pGBT9 (Clontech), pACTII
(Clontech) were used for one- and two-hybrid assays, pYX142 (No-
vagen) and pRS315 [23] for mac1v complementation and pBluescript
II for in vitro transcription/translation. The levels of TPI-driven
MAC1 RNAs in pYX142 were 8^9-fold higher than those expressed
from MAC1 promoter (data not shown).

MAC1 genomic sequence [6] (including 939 bp upstream of the
AUG, the coding region and 674 bp downstream of the stop codon)
was subcloned into the ApaI^HindIII sites of pRS315. A MAC1 PCR-
generated fragment using 5P-GGATCTCGAGACAATAAGCTGC-3P
and 5P-GGGGTACCTGAAGTGGTGGCATCGCTTA-3P, contain-
ing the coding region and 100 bp upstream was subcloned into the
KpnI^XhoI sites of pBluescript II KS. Primers 5P-ttcccccgggATAA-
TATTTAATGGGAACA-3P and 5P-ggggtaccTGAAGTGGTGGCA-
TCGCTTA-3P generated MAC1 coding fragment, subsequently sub-
cloned bluntly into (a) SalI site of pGBT9 ¢lled in with dNTPs by the
Klenow fragment of DNA polymerase I, (b) SmaI site of pACTII and
(c) NcoI^HindIII sites of pYX142 ¢lled in with dNTPs.

Mac1p(1^337) was generated using primers 5P-cgggatccgtATGA-
TAATATTTAATGGGA-3P and 5P-cggaattcAGAGTGAGAAAAA-
CATCC-3P and subcloned into (a) BamHI and PstI ¢lled in sites of
pGBT9 and (b) BamHI^SmaI sites of pYX142; the BamHI^(NheI
blunt) fragment from this was subcloned into the BamHI^SmaI sites
of pBluescript II KS.

Mac1p(1^322) was generated by NdeI^XhoI digestion of MAC1
subcloned into pYX142, ¢lling in and religation. From this construct,
the EcoRV^SacI fragment was subcloned into the NcoI ¢lled in and
SacI sites of pACTII, the EcoRV^SacI (¢lled in) fragment was sub-
cloned into the SalI ¢lled in site of pGBT9 and the EcoRI^(NheI
blunt) fragment into the EcoRI^XbaI sites of pBluescript II KS.

Mac1pv(323^337) was generated from ligation of two DNA
fragments (BamHI^NsiI from Mac1p(1^337) and a PCR fragment
from 5P-aaactgcagcACAAATATAATTCCATTTGAA-3P and 5P-
ggggtaccTGAAGTGGTGGCATCGCTTA-3P primers), and subclon-
ing into (a) BamHI and PstI ¢lled in sites of pGBT9, (b) BamHI and
XhoI ¢lled in sites of pACTII and (c) BamHI^SmaI sites of pYX142;
from this construct, a BamHI^(KpnI blunt) fragment was subcloned
to BamHI^SmaI sites of pBluescript II KS.

Mac1p(281^417) was generated using 5P-tcccccgggAGCGAAGAG-
GAACTGAATTC-3P and 5P-ggggtaccTGAAGTGGTGGCATCGC-
TTA-3P primers and subcloning into the SalI ¢lled in site of pGBT9.

Mac1p(338^417) was synthesized using 5P-aaactgcagcACAAATA-
TAATTCCATTTGAA-3P and 5P-ggggtaccTGAAGTGGTGGCATC-
GCTTA-3P and subcloning into the XmaI ¢lled in site of pGBT9.
Mac1p(1^159) was generated from Mac1pv(338^417) as BamHI^
NaeI fragment and subcloned into BamHI and PstI ¢lled in sites of
pGBT9 or into BamHI^EcoRV sites of pBluescript II KS.

2.3. RNA blot hybridization and DNA mobility shift assays
Samples of 50 Wg total RNA [6] were electrophoresed on 1.5%

agarose gels, transferred onto nylon membranes and used for hybrid-
izations. Electrophoretic mobility shift assays were conducted using a
radiolabelled double-stranded 40-mer oligonucleotide as probe, con-
taining CTR1 promoter sequences extending from 3339 to 3300 and
including all sequence context needed for strong Mac1p binding [17].
Mac1p peptides were produced in vitro by the coupled TNT wheat
germ extract system (Promega), using MAC1 deletion derivatives as
DNA templates, in the presence of [35S]methionine. Visual detection
and quantitation of the protein products were possible by electropho-
resis on sodium dodecyl sulfate (SDS) 10% polyacrylamide gels fol-
lowed by autoradiography. DNA^protein binding reactions were car-

ried out in 15 Wl of binding bu¡ered solution (12% glycerol, 12 mM
HEPES-NaOH (pH 7.9), 60 mM KCl, 5 mM MgCl2, 4 mM Tris^HCl
(pH 8.0), 0.6 mM EDTA and 0.6 mM dithiothreitol [17]) containing
0.5 Wg of herring sperm DNA, 5 fmol of 32P-end-labelled probe and
1 Wl of wheat germ extract. Mixtures were incubated for 20 min at
room temperature and then electrophoresed on 1.5% agarose gels run
at 120 V, at 4³C [24] and analyzed by autoradiography.

2.4. One- and two-hybrid assays and Western blot analysis
Mac1p hybrid derivatives were expressed from pGBT9

(Gal4pDBD-Mac1p) and pACTII (Gal4pAD) vectors. PJ69-4K trans-
formed with the appropriate vectors was grown on SC selective me-
dium. PJ69-4K strain has three distinct reporter genes, ADE2, HIS3
and lacZ, each under the control of a di¡erent Gal4p-dependent UAS,
GAL2, GAL1 and GAL7, respectively [19]. One- and two-hybrid as-
says were performed by measuring L-galactosidase activity in liquid
assays [20]. Protein levels of Gal4pDBD-Mac1p fusion derivatives
were detected using a polyclonal antibody to Gal4p DNA binding
domain (DBD). PJ69-4A transformed with Gal4pDBD-Mac1p deriv-
atives was grown to OD550 = 1. Whole cell extracts were prepared
from 10 OD550 units of cells by glass bead disruption [25]. Proteins
were electrophoresed on a 10% SDS polyacrylamide gel, transferred
onto nitrocellulose membranes and analyzed with anti-Gal4pDBD
(Santa Cruz, cat # sc-577) (1:100 dilution) and goat anti-rabbit IgG
conjugated to horseradish peroxidase (1:40 000 dilution).

3. Results

3.1. A Mac1p derivative lacking both the REPII cysteine-rich
and dimerization domains is copper-responsive and
functional in vivo

To investigate the role of the REPII region in Mac1p func-
tion in vivo, we examined the ability of Mac1p deletion de-
rivatives to complement the respiratory de¢ciency of a mac1v
strain [7]. Our analysis included Mac1p(1^337) lacking the
dimerization domain, Mac1pv(323^337) lacking the REPII
motif and Mac1p(1^322) lacking both the REPII and dimer-
ization domains. Expression of all derivatives and full-length
Mac1p(1^417) was driven from the constitutive TPI1 pro-
moter of the centromeric plasmid pYX142. Mac1p expressed
from MAC1 promoter on the centromeric pRS315 was also
examined. As shown in Fig. 1, Mac1pv(323^337) comple-
mented the growth defect as well as full-length Mac1p, indi-
cating that deletion of the REPII domain had no dramatic
e¡ects on the examined Mac1p function. Mac1p(1^337) did
not complement the growth defect, in agreement to previous
results, suggesting that dimerization of Mac1p was essential
for that function [12]. However, complementation was also
obtained by Mac1p(1^322) that contains neither the REPII

Fig. 1. Phenotypic complementation of mac1v strain by Mac1p de-
letion derivatives. mac1v cells were transformed with pYX142 ex-
pressing the indicated Mac1p derivatives, pYX142 vector and
pRS315-MAC1. 10 Wl of serially diluted cells from exponentially
grown cultures in SC glucose medium were spotted (from left to
right) on solid media SC glucose, SC glycerol (containing 3% glycer-
ol instead of 2% glucose) or SC glycerol plus 100 WM of CuSO4
and grown for 2, 5 and 5 days, respectively, at 30³C.
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nor the dimerization domains, indicating that this derivative
was functional. Growth defects were rescued under high cop-
per ion conditions known to rescue the inability of mac1v to
utilize glycerol as a sole carbon source.

To further investigate the copper responsiveness of
Mac1p(1^322), we examined its ability to promote CTR1
mRNA accumulation in mac1v cells grown in the presence
or absence of copper. In the presence of 0.25 WM CuSO4

(SC medium), full-length Mac1p expressed from its own pro-
moter activated CTR1 whereas the TPI-driven full-length
Mac1p promoted even higher CTR1 activation (Fig. 2). In
the absence of copper (100 WM BCS) both Mac1p-expressing
strains displayed even higher CTR1 activation. In agreement

to the phenotypic complementation results, Mac1pv(323^337)
activated CTR1 in response to copper depletion, however, at
lower (about 2.5-fold) levels than those induced by the full-
length Mac1p. This could indicate a contribution of the REP-
II domain to the transactivation potential of Mac1p, not re-
vealed by the phenotypic test. Mac1p(1^337) did not activate
transcription at any condition. Mac1p(1^322) responded to
copper depletion similarly to full-length Mac1p. Therefore,
the N-terminal truncated derivative containing the DNA
binding and REPI domains was su¤cient for copper-modu-
lated in vivo Mac1p function, although the other derivatives
indicated that the dimerization domain was essential and the
contribution of REPII could be signi¢cant for CTR1 activa-
tion.

3.2. The REPII cysteine-rich region exhibits independent
copper-regulated potent transactivation function

To investigate the contribution of the REPII domain in the
transcriptional induction of CTR1, we examined the transac-
tivation potential and copper responsiveness of the described
and other derivatives in a one-hybrid system. All peptides
were fused to the Gal4pDBD and examined for regulation
of the GAL7-UAS-driven lacZ gene, in response to both cop-
per repletion (100 WM CuSO4) and copper starvation (100 WM
BCS) conditions. As shown in Fig. 3A, a C-terminal deriva-
tive containing only the REPII and dimerization domains,
Mac1p(281^417), exhibited high transactivation. This function
was regulated by copper, indicative of an inhibitory e¡ect
from copper binding. Another C-terminal derivative contain-
ing only the dimerization domain, Mac1p(338^417), gave in-
signi¢cant levels of activation, attributing the previous result
to the remaining REPII-containing sequences. However, the

Fig. 2. CTR1 mRNA accumulation regulated by Mac1p deletion de-
rivatives. mac1v cells transformed with pYX142 expressing the indi-
cated Mac1p derivatives, pYX142 vector and pRS315-MAC1 were
grown in copper-replete (SC) or copper-deplete (SCBCS) medium.
Extracted RNA was subjected to Northern analysis using CTR1
and RPB8 (internal quantitative control) radiolabelled DNA probes.
Normalized ratios of CTR1/RPB8 mRNA levels were measured us-
ing the Scion Image program on various autoradiography expo-
sures.

Fig. 3. Copper-modulated Mac1p transactivation function. A: Diagrammatic representation of L-galactosidase activity units obtained from a
met2: :UASGAL7-lacZ reporter gene, in PJ69-4K cells transformed with pGBT9 vector or the indicated Mac1p derivatives fused to the
Gal4pDBD of pGBT9. Cells were cultured under three di¡erent conditions (SC supplemented with 100 WM of CuSO4, SC and SC supple-
mented with 100 WM of BCS) as described in Section 2. Standard deviation of unit values from ¢ve independent experiments is indicated.
B: Protein levels of Gal4pDBD-Mac1p derivatives analyzed by Western blotting using anti-Gal4pDBD as described in Section 2. C: Diagram-
matic representation of Mac1p domains.
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full-length Mac1p(1^417), the REPII deletant Mac1pv(323^
337) and Mac1p(1^337) lacking the dimerization domain all
exhibited comparable levels of copper-responsive transactiva-
tion. This result suggested that the activation function of the
REPII domain was not signi¢cant in the context of these
derivatives. Therefore, the REPII-containing region (most
likely residues 322^337) has a potent activation function
that is apparently reduced in the context of the entire protein.
The copper-regulated in vivo functional Mac1p(1^322) exhib-
ited very low levels of activation and this was not due to lower
amounts of protein, since all fusion peptides were expressed at
comparable amounts (Fig. 3B). It was rather indicative of low
activation potential of the REPI domain in the context of this
construct.

3.3. The REPII domain modulates DNA binding e¤ciency of
Mac1p derivatives

Since the above presented transactivation potential of
Mac1p derivatives did not correlate directly to their in vivo
functionality, we further examined the DNA binding e¤-
ciency of each peptide. Previous reports have shown that
binding to both CuRE elements present in all Mac1p-regu-
lated promoters is needed for transcriptional activation [8,9].
The inability of a D-helix deletion derivative to form
(Mac1p)2^DNA ternary complex in vitro and complement
mac1 respiratory de¢ciency in vivo led to the hypothesis
that homodimerization of Mac1p facilitates its binding to
the two promoter elements [17].

We tested equal amounts of in vitro-synthesized Mac1p and
derivatives (Fig. 4A) for binding on a DNA fragment contain-
ing both CuRE elements of the CTR1 promoter. According to
previous in vitro electrophoretic mobility shift assays [13,17],
we considered the resolution of a shifted DNA band as bind-
ing to one element and the resolution of an additional band
with lower mobility as binding to both elements. Mac1p
showed binding to one and both consensus elements, indi-
cated by two shifted bands (Fig. 4B) and increased amounts
of input protein resulted in almost exclusive binding to both
elements (Fig. 4C). The minimal DBD alone, Mac1p(1^159),
showed binding to one and both elements and Mac1p(1^337),
lacking dimerization domain, bound to one element only as
previously observed. Under the same experimental conditions,
the REPII deletant Mac1pv(323^337) showed signi¢cantly
higher binding to both elements, compared to the full-length
Mac1p, and Mac1p(1^322) bound to one element with much
higher e¤ciency than any other tested peptide; increased
amounts of input protein increased binding to both elements.
This ¢nding implied that, although Mac1p(1^322) is not as
potent a transactivator as the full-length Mac1p, it binds to

both CuRE elements on target promoters much more e¤-
ciently, namely in higher quantities, and therefore provides
comparable functionality. It also implied that Mac1p(1^322)
and Mac1pv(323^337) bind better because they lack the REP-
II domain.

These results also indicated that dimerization was not a
prerequisite for DNA binding and functionality of
Mac1p(1^322). Indeed, examination of protein interactions
in a two-hybrid system showed that, while all derivatives con-

Fig. 4. In vitro binding of Mac1p deletion derivatives to CTR1 pro-
moter. A: Autoradiogram of Mac1p derivatives synthesized in
wheat germ extract, in the presence of [35S]methionine and analyzed
by SDS^PAGE. 0.5 Wl of the indicated peptides were loaded in each
lane. B: Autoradiogram of mobility band shift assays performed by
mixing in vitro-synthesized Mac1p derivatives with 5 fmol of a 32P-
end-labelled CTR1 promoter 40-mer DNA. 0.5 Wl of input proteins
plus 0.5 Wl of wheat germ extract were added to each binding reac-
tion. C: as in B but 1 Wl of input protein was added to each reac-
tion. `No protein' lanes contain 1 Wl wheat germ extract alone and
CTR1 probe. Migration sites for the Mac1p^DNA binary (arrow)
and (Mac1p)2^DNA ternary (arrowhead) complexes are indicated.
Small arrowheads indicate the corresponding sites for the smallest
Mac1p(1^159) derivative.

Table 1
Two-hybrid interactions between Mac1p deletion derivatives

pACTII 1^417 1^322 v(323^337) 240^417 293^417

pGBT9 1.50 2.96 3.00 2.00 1.60 2.30
1^417 4.50 71.00 ^ 74.00 50.00 132.00
1^322 3.20 ^ 3.80 ^ 4.15 ^
1^337 6.70 14.00 ^ 13.00 10.00 15.00
338^417 2.60 12.00 ^ 7.60 98.00 145.00
281^417 45.00 72.00 ^ 68.00 52.00 129.00

L-Galactosidase activity units obtained from a met2: :UASGAL7-lacZ reporter gene, in PJ69-4K cells co-transformed with the indicated Mac1p
derivatives fused to the Gal4pDBD of pGBT9 and to the Gal4pAD of pACTII. Derivatives 240^417 and 293^417 are clones identi¢ed in a
pACTII genomic DNA library. Cells were cultured in SC medium. Unit values from a representative out of ¢ve independent experiments are
shown.
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taining dimerization domain exhibited strong two-hybrid in-
teractions, both derivatives lacking dimerization domain,
Mac1p(1^322) and Mac1p(1^337), exhibited very low levels
of L-galactosidase activity, indicating that they do not use
alternative domains to homodimerize (Table 1).

4. Discussion

Mac1p is a multidomain protein and its function involves
both inter- and intramolecular interactions. The presented
data on functionality in vivo, transactivation potential and
DNA binding e¤ciency of Mac1p truncated derivatives pro-
vide new insights on the role of the second cysteine-rich do-
main. We found that this domain, when assayed indepen-
dently, was a potent transactivator responsive to copper. In
the context of the entire protein, REPII domain mostly af-
fected the e¤ciency of the protein to bind to both CuRE
promoter elements, pertinent for Mac1p function; in the ab-
sence of REPII domain, DNA binding e¤ciency was in-
creased. Mac1p(1^322), that lacks REPII and dimerization
domains, was copper-responsive and fully functional in vivo
due to its higher e¤ciency of binding to both CuRE elements
and possibly better exposure of the REPI-containing activa-
tion domains, compared to the full-length Mac1p homodimer.
Homodimerization was not detected between Mac1p(1^322)
peptides and therefore did not play any role in their binding
on promoters and their functionality. The in vivo functional
REPII deletant Mac1pv(323^337) also exhibited more e¤-
cient in vitro binding to both CuRE elements compared to
the full-length homodimer. The negative role of REPII in
DNA binding could be exherted through potential cysteine^
cysteine interactions between REPII and DBDs. As previously
proposed, such interactions can occur primarily via REPI
cysteines and copper ions [11]. We suggest that, in the absence
of REPII domain, the probability of N^C-terminal intramo-
lecular interactions is reduced and DNA is better stabilized in
its DNA-bound conformation. In fact, our one-hybrid results
are in agreement with this hypothesis. The Gal4pDBD fusion
N-terminal derivatives contain Mac1pDBD in a non-DNA-
bound conformation, possibly more available for intramolec-
ular interactions. All N derivatives in which REPI was fol-
lowed by additional `stabilizing' sequences (REPII or REPII-
D or D) exhibited lacZ transactivation; Mac1p(1^322), con-
taining only the ¢rst cysteine-rich domain REPI, showed prac-
tically no activation, possibly because REPI was mostly in-
volved in interactions with Mac1pDBD. On the other hand,
the Gal4pDBD^REPII-D fusion, containing no Mac1pDBD,
exhibited its full activation potential.

Previous studies investigating the e¡ects of point mutations
in REPII in one-hybrid context suggested a minor role for this
domain in the activation function of Mac1p [15], similarly to
our results with Gal4pDBD-Mac1pv(323^337). Other studies
have shown that a Mac1p derivative bearing Cys^Ser substi-
tutions in all Cys sequence positions of REPII was not func-
tional in vivo when expressed from a low copy number
plasmid [16]. Our Mac1pv(323^337) was functional but
overexpressed and this could explain the apparent di¡erence
concerning the necessity of REPII on Mac1p function. Alter-
natively, Cys^Ser substitutions could have di¡erent e¡ects on
Mac1p DNA binding than REPII deletion.

Mac1pv(323^337), despite its better DNA binding poten-
tial, activated CTR1 expression less than Mac1p. This could

possibly be due to interference of the more proximal dimeri-
zation domain with the REPI transactivation function.

The non-functional Mac1p(1^337) that lacks the dimeriza-
tion but contains the REPII domain showed in vitro binding
to one CuRE element only, indicating an essential positive
role of dimerization when REPII is included in the protein
context. In other studies, the need for dimerization could also
be bypassed when the very strong activation domain of VP16
was fused to the DBD of Mac1p [13].

Overall, our results showed that REPII exerts a negative
e¡ect on Mac1p DNA binding. Neutralization of its e¡ects
results in increased DNA binding e¤ciency that overrides
even the necessity for homodimerization. The REPII domain
e¡ects indicate that Mac1p function could be altered in vivo
by structural modulations a¡ecting its DNA binding proper-
ties. Modulations that resemble the deletion of REPII or
REPII-D regions could be mediated by intermolecular inter-
actions. The fact that (a) truncated peptides lacking the REP-
II or REPII-D domains are functional and regulated by cop-
per in vivo, (b) the N^C intramolecular modulation by copper
involves primarily REPI and (c) the REPII-D-containing re-
gion, when isolated, exhibits high transactivation function,
indicate that this latter region may be involved in independent
molecular interactions with other proteins or metals. We have
preliminary two-hybrid results indicating such interactions be-
tween Mac1p and several proteins of known or unknown
function. Analysis of their biological signi¢cance may reveal
new aspects of Mac1p function1.
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and Are Regulated by the Copper-modulated Mac1p Activator*
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Fre1p and Fre2p are ferric reductases which account
for the total plasma membrane associated activity, a
prerequisite for iron uptake, in Saccharomyces cerevi-
siae. The two genes are transcriptionally induced by
iron depletion. In this communication, we provide evi-
dence that Fre2p has also cupric reductase activity, as
has been previously shown for Fre1p (Hassett, R., and
Kosman, D.J. (1995) J. Biol. Chem. 270, 128–134). Both
Fre1p and Fre2p enzymes are functionally significant
for copper uptake, as monitored by the accumulation of
the copper-regulated CUP1 and CTR1 mRNAs in fre1D,
fre2D, and fre1Dfre2D mutant strains. However, only
Fre1p activity is induced by copper depletion, even in
the presence of iron. This differential copper-dependent
regulation of Fre1p and Fre2p is exerted at the tran-
scriptional level of the two genes. We have shown that
Mac1p, known to affect the basal levels of FRE1 gene
expression (Jungmann, J., Reins, H.-A., Lee, J., Romeo,
A., Hassett, R., Kosman, D., and Jentsch, S. (1993) EMBO
J. 12, 5051–5056), accounts for both the copper-depend-
ent induction of FRE1 and down-regulation of FRE2
gene. Finally, Mac1p transcriptional activation function
is itself modulated by the availability of copper.

Iron and copper are elements that have many similar chem-
ical properties. Both are transition metals with several oxida-
tion states, have close atomic and ionic radii numbers, and
have very similar electronegativity. They are relatively homo-
geneously distributed on the planet and have thus been inte-
grated in many biochemical reactions during evolution. Both
are essential for life in almost every species (bacteria, fungi,
plants, mammals) (1, 2). Excess quantities of iron and copper
exert similar amount-dependent cytotoxicity, both favoring the
formation of hydroxyl radicals which are disastrous to the cell
(3). Iron presents a particular problem for its uptake, since in
the oxygen-containing atmosphere it is practically all in the
form of insoluble ferric hydroxides. Organisms have therefore
developed complex mechanisms of high fidelity and precision to
achieve an appropriate homeostasis of these two metals.

In Saccharomyces cerevisiae, two proteins of the plasma cell
membrane, Fre1p and Fre2p, reduce Fe(III) to Fe(II) in the
proximal vicinity of the cell. The expression of both correspond-
ing genes is regulated by the environmental iron concentration

by a negative feedback mechanism which takes place at the
transcriptional level (4, 5). The coupled function of the cell
surface Fet3p multicopper oxidase, which catalyzes the conver-
sion of Fe(II) to Fe(III) extracellularly (6), and the recently
reported Ftr1p permease (7) are also required for high affinity
iron uptake. Thus, a link between iron and copper metabolism
was first noted by the isolation of the FET3 gene in a scheme
aiming to clone the ferrous transporter (8). Fet3p requires
copper to function, and therefore high affinity iron uptake
requires copper (8, 9). Mutations either in the high affinity
copper transporter gene CTR1 or in the CCC2 gene, encoding a
member of the family of P-type ATPases proposed to transport
cytosolic copper into the lumen of a secretory organelle, results
in iron deficiency in the cell (9, 10). A similar mechanism has
been postulated in mammals for the release of newly absorbed
iron from intestine to blood involving the plasma glycoprotein
ceruloplasmin, a copper-binding protein with ferrous oxidase
activity (11, 12). Finally, the iron regulated transcription of the
yeast genes FRE1, FRE2, FET3, CCC2, FTR1, and FTH1
(FTR1 homologue of unknown function) is affected by the Aft1p
transcriptional activator which recognizes a specific consensus
sequence on their promoters (13, 14). Moreover, expression of
FRE1 and CTR1 mRNAs depends on the nuclear protein
Mac1p, which is involved in iron and copper utilization (15).1

We have previously shown that although Fre1p and Fre2p
have seemingly redundant functions in S. cerevisiae, the two
genes are up-regulated by the absence of extracellular iron in a
kinetically different way, implying that they are subject to
distinct regulation (5). Since there is evidence that copper
reduction might be a component of copper uptake (16) and that
Fre1p is also a copper-repressible cupric reductase (15–17), in
this study we have investigated the participation of FRE1 and
FRE2 gene products in copper metabolism. Our data clearly
point to a role of both activities in copper uptake, although the
two genes are differentially affected by the function of Mac1p
under conditions of copper (and iron) depletion. Mac1p trans-
activating function is itself modulated by the availability of
copper, being higher in its absence.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Yeast Strains, Media, and Growth Conditions—The yeast strains
used in this study are all derivatives of the S288C strain. The wild type
and fre1D, fre2D, and fre1Dfre2D strains have been previously described
(5). For the MAC1 gene disruption in the yeast genome, a 480-base pair
StyI fragment (codons 41–201) was replaced by the 1.1-kilobase HindIII
fragment of the URA3 gene on a MAC1 (2100 to 963)/pBluescript
recombinant phagemid. The resulted insertion fragment was excised
and used to transform the desired ura3–52 strains (18). Uracil protot-
rophy was used for the selection of transformants. Transformants able
to grow on glycerol only in the presence of 50 mM copper (15) were
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further confirmed for the MAC1 gene deletion by DNA blot hybridiza-
tion. The yeast strain used for transcriptional induction and repression
assays of the LexA-Mac1p fusion proteins to lacZ reporters was L9FT5,
a derivative of FY105 (MATa, his3D::LexAopHIS3 leu2::PET56 ura3–52
trp1D63).

The growth media used were SD (2% glucose, 0.67% yeast nitrogen
base; Difco) or SD supplemented either with 100 mM bathophenanthro-
line disulfonic acid-Na2 salt (BPS) (Fe(II) and Cu(II) chelator) or with
100 mM bathocuproine disulfonic acid-Na2 salt (BCS) (Cu(I) chelator)
(16, 19, 20). For all experiments described, cells were grown to satura-
tion in SD medium, subsequently resuspended in the same medium,
and grown for 8–10 generations (exponential phase). They were then
shifted to the desired medium (SD, SDBCS, or SDBPS) at a concentra-
tion of 4–5 3 106 cells/ml. Aliquots were removed from each culture
every 2 h and assayed for copper and iron reducing activities
simultaneously.

Genes and Plasmids—-The FRE2/lacZ and FRE1/lacZ fusion plas-
mids were constructed starting from the low copy number URA3- con-
taining YCP50 vector carrying a 6.3-kilobase BamHI-SalI fragment
containing the Escherichia coli lacZ gene (except for the 8 amino-
terminal codons of b-galactosidase), the lacY gene, and a portion of the
lacA gene. The 2977/13 and 2930/13 promoter fragments of FRE1 and
FRE2 genes, respectively, produced by polymerase chain reaction were
cloned in the BamHI site of the described plasmid in fusion to the
b-galactosidase open reading frame.

The MAC1 gene was isolated from a YCP50 yeast genomic library by
the use of a synthetic oligonucleotide probe. The sequence of the oligo-
nucleotide is 59-GCCCTCTGATGCACGATGCACACGCA-39. For the
construction of the LexA-Mac1p fusion proteins, the MAC1 gene se-
quence from 14 to 11249 nucleotides was synthesized by polymerase
chain reaction and subcloned into the SmaI-KpnI sites of plasmid
YCp91, a derivative of pRS314 (TRP1) containing the ADH1 promoter
and 59 untranslated region followed by an ATG codon and sequences
encoding the SV40 nuclear localization signal, the HA1 epitope from
influenza virus, and the LexA binding domain (21). The oligonucleotide
sequences used for the polymerase chain reaction are 59-TCCCCGG-
GATAATATTTAATGGGAACA-39 and 59-GGGGTACCTGAAGTGGTG-
GCATCGCTTA-39. The reporter plasmids used for the transactivation
and repressor assays were correspondingly pJK103, in which four LexA
operators upstream of the GAL1 TATA element control the lacZ gene
transcription (21, 22), and pJK1621, in which four LexA operators, two
upstream activation sequences, and TATA element of the CYC1 gene
control the lacZ gene transcription (23, 24).

The sequences of the antisense CTR1, CUP1, and EF1a synthetic
oligonucleotides used as probes in the RNA blot hybridization analyses
are 59-CCTGCAACTTGGAATTCTCAAGGATGTC-39, 59-GTTACCG-
CAGGGGCATTTGTCGTCGTC-39, and 59-CCAGAATCGACATGACC-
GATAACGAC-39, respectively.

End-labeling of these oligonucleotides with g-[32P]ATP was per-
formed by DNA kinase (22). The described oligonucleotides were syn-
thesized by the Institute of Molecular Biology and Biotechnology Mi-
crochemistry group (Heraklion, Crete, Greece).

RNA and DNA Blot Hybridization Analyses—Samples of total RNA
and yeast DNA were prepared and blot-hybridized according to stand-
ard procedures (22).

Antisense RNA Probe Preparation—-For the FRE1 gene-specific
probe, a PvuII-SacI genomic DNA fragment containing the coding re-
gion of the FRE1 gene (2680 to 12280) was subcloned into the EcoRV
site of the pBluescript II KS (1/-) phagemid (Stratagene). The recom-
binant plasmid was linearized by restriction at the SpeI site on the
FRE1 gene (11893) and a 444-base (including polylinker sequences)
single-stranded homogeneously radiolabeled antisense RNA probe was
synthesized by the T3 RNA polymerase in the presence of a-[32P]UTP
(21). From the 444-base FRE1 probe, a 298-base fragment was pro-
tected, which defined the 39 end of the RNA 135 bases downstream of
the translation termination. A protected doublet was observed with this
probe due to three consecutive thymidines preceding this point, which
created an unstable RNase digestion-prone A/T-rich region.

For the FRE2 gene-specific probe, an MluI-AflII genomic DNA frag-
ment containing the coding region of the FRE2 gene (22041 to 12340)
was subcloned into the EcoRV site of the phagemid described for the
FRE1-specific probe. The recombinant plasmid was linearized by re-
striction at the AhaII site on the FRE2 gene (11682) and a 712-base
probe was produced by the same procedure as for the FRE1-specific
probe. From the 712-base FRE2 probe, 654 bases were protected, i.e. the
size of the whole probe omitting the polylinker sequences (the FRE2
mRNA 39 is downstream the AflII site used for subcloning). A protected
doublet was observed with this probe due to a region of seven consec-

utive thymidines preceding the AflII site.
For the HIS3 gene-specific probe, a HindIII genomic DNA fragment

covering the coding region of the HIS3 gene from 1305 to 1591 was
subcloned into the HindIII site of the phagemid described for the
FRE1-specific probe. The recombinant phagemid was linearized by
restriction at the MseI site (1312) and a 260-base probe was produced
by transcription with the T7 RNA polymerase.

RNase A Protection Assays—105 cpm of each antisense RNA probe
were simultaneously hybridized with 25 mg of total RNA in a 20-ml
reaction mixture containing 75% formamide, 0.5 M NaCl, 10 mM Tris pH
7.5, and 1 mM EDTA overnight. The mixture was diluted in 300 ml of a
solution containing 0.3 M NaCl and 5 mM EDTA and treated with RNase
A (30 mg/ml) at 20 °C for 30 min, followed by treatment with proteinase
K (300 mg/ml in 0.1% SDS) at 37 °C for 20 min. The mixture was
phenol/chloroform extracted, ethanol precipitated, denatured at 92 °C
for 5 min, and electrophoresed on a 40-cm, 6% polyacrylamide/bisacryl-
amide (19:1), 8.3 M urea-containing gel.

Reductase Assays—Ferric reduction activity was measured as de-
scribed previously (5). Exactly the same conditions were used for the
copper reduction assay, except that BCS and CuCl2 was used instead of
BPS and FeCl3. For the Cu(I) quantification, an extinction coefficient of
12.25 mM21 cm21 was used to measure the Cu(I)BCS complex at 482 nm
(A482). The extinction coefficient used for Fe(II)BPS at 520 nm (A520)
was 22.39 mM21 cm21.

b-Galactosidase Assays—b-Galactosidase activity assays (22) were
performed following 7 h of growth in the desired medium.

RESULTS

Fre1p and Fre2p Both Are Cupric Reductases but Only Fre1p
Is Induced by Copper Deprivation—It has been shown previ-
ously that Fre1p ferric reductase is also cupric reductase in-
duced by copper depletion (16). In this report, we have exam-
ined Fre2p ferric reductase for cupric reducing activity assayed
in a fre1D strain (5). We have first used iron depletion culture
conditions known to induce Fre2p (5) to obtain measurable
amounts of the enzyme. For comparison, we have assayed three
additional strains, wild type, fre2D (Fre1p activity), and
fre1Dfre2D, in parallel according to the conditions described
under “Experimental Procedures.” The results presented in
Table I show that Fre2p as well as Fre1p have cupric reductase
activity.

Since we had previously observed that the two enzymes
follow kinetically distinct induction by iron deprivation (5), we
have assayed the same strains under conditions of copper de-
pletion during 12 h of exponential growth. Our results (Table I)
show that Fre1p was induced under copper depletion at similar
levels as by iron depletion. In contrast, Fre2p was not detect-
ably modulated by copper depletion. Fre2p activity was not
induced even in the presence of the reducing agent sodium
ascorbate (up to 500 mM), excluding the possibility of inefficient
retention of the Cu(II) found in the minimal medium by the
Cu(I)-specific chelator BCS (data not shown)). We have ob-
tained the same results (activity observed only in the fre2D
strain) by using medium reconstituted from its ingredients
with the omission of copper (data not shown).

Data in Table I show residual copper-reducing activity in the
fre1Dfre2D strain which was not affected by metal depletion
and accounted for about 80% of the activity in noninduction
conditions. We have not detected similar residual ferric reduc-
ing activity in this fre1Dfre2D strain (5) (Table I).

Although Fre2p did not show induction within 12 h in cop-
per-depleted fre1D cultures, this was achieved later between 12
and 15 h in repeatedly diluted copper-depleting medium and
remained relatively constant during the exponential growth of
the cells (Fig. 1). We suggest that according to the proposed
model of iron-copper connection (8, 9) prolonged depletion of
copper intracellularly created also iron depletion, which in turn
induced Fre2p activity.

Copper Reduction by Fre1p and Fre2p Cupric Reductases
Facilitates Copper Uptake—-While our results showed that
both Fre1p and Fre2p are cupric reductases, they do not an-
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swer the question of whether copper reduction is necessary for
copper uptake. Assuming that Fre1p and Fre2p are indeed
important for copper uptake, this process should be impaired in
a fre1Dfre2D strain. We have monitored copper entrance into
the cell and its utilization by following the expression of two
different copper responsive genes, CUP1 and CTR1. The regu-
lation of these genes by copper follows distinct pathways. CUP1
transcript encoding a metallothionein is induced by the tran-
scription factor Ace1p when copper concentration increases in
the cell (25, 26), whereas CTR1 transcript encoding the copper
transporter is induced by copper depletion and is not affected
by the Ace1p factor (27). As shown in Fig. 2A, high levels of
CTR1 mRNA were detected in fre1Dfre2D cells grown in mini-
mal medium (SD), which indicated that the mutant cells had
lower copper uptake capacity than the wild type cells. None-
theless, addition of copper to a concentration of 0.5 mM com-
pletely repressed CTR1 mRNA levels in both strains, indicat-

ing that the metal could enter also the fre1Dfre2D cells. No
significant difference was detected in the accumulation of
CUP1 mRNA between the two strains, possibly because CTR1
gene responded to lower levels of copper than CUP1 gene (27).

When cultures grew under Fe(II) and Cu(II) retention con-
ditions (SDBPS) when both reductases were induced, promi-
nent differences in the accumulation of both CTR1 and CUP1
mRNAs were obtained between fre1Dfre2D and wild type
strain. One hundredfold higher CuSO4 concentration was nec-
essary to diminish CTR1 mRNA levels in the mutant cells. This
observation demonstrated that the two reductases were clearly
required for copper uptake under conditions of strong retention
by chelators. As expected, when the two cultures grew under
Cu(I) depletion conditions (SDPBCS), the difference between
the two strains almost disappeared, since copper chelation was
exerted after the step of reduction. The small remaining differ-
ence might reflect a higher Cu(I) concentration in the presence
of reductases facilitating the Cu(I) transporter to compete with
the chelator.

To evaluate the contribution of each of the reductases for
copper uptake, we have similarly tested the singly disrupted
strains fre1D and fre2D under conditions at which the double
disruptant and wild type cells had shown the most prominent
differences (SDBPS) (Fig. 2B). Comparison of the extent of
CTR1 mRNA repression in the four strains showed clearly that
both reductases participated in copper uptake. The similarity
of CTR1 mRNA patterns between fre2D and wild type cells
implied that Fre1p carried through the process almost as well
as both reductases. However, a clear-cut difference between the
fre1D and fre1Dfre2D strains (a 5-fold CuSO4 concentration was
required to repress CTR1 mRNA in the doubly disrupted cells)
was detected, attributing to the Fre2p minor participation in
copper uptake. The detected CUP1 mRNA accumulation could
not distinguish in either case between the presence or absence
of Fre2p, but clearly pointed to the important contribution of
Fre1p.

The Availability of Copper Affects the Transcription of FRE1
and FRE2 Genes—The differential induction profiles of the two
reductases in copper depleted cells led us to investigate the
levels of FRE1 and FRE2 mRNAs under these conditions. Us-
ing an RNase A protection assay we were able to simulta-
neously detect and quantitatively compare FRE1, FRE2, and
HIS3 (as an internal control) mRNAs in total RNA of a wild
type strain. Fig. 3A (left panels) shows that FRE1 mRNA ac-
cumulated under copper depletion and FRE2 mRNA was
barely detectable (only at very long film exposures) at all time
points, as described for the induction of the corresponding

TABLE I
Fre1p and Fre2p induction under copper and iron depletion

Assays of reductase activities were performed in aliquots of the indicated strain cultures at different time points of growth in minimal (SD),
copper-depleted (SDBCS), and iron-depleted (SDBPS) media. The average unit values (multiplied by a factor of 10) from five identical experiments
obtained at 4 and 10 h of growth (when peak activities of the two reductases were detected) are shown. Units are defined as Cu(I) or Fe(II)
nmol/h/106 cells.

Medium Strain
Cupric reductase units Ferric reductase units

4 h 10 h 4 h 10 h

SD WT 5.3 6 0.8 6.3 6 2.0 4.5 6 1.3 5.5 6 2.7
fre1D 5.0 6 1.8 4.8 6 0.4 1.2 6 1.0 1.4 6 0.9
fre2D 4.2 6 1.0 4.6 6 0.5 6.1 6 3.5 4.2 6 1.9
fre1Dfre2D 4.7 6 2.0 3.6 6 0.3 0.8 6 1.4 1.4 6 1.1

SDBCS WT 38.5 6 4.5 18.8 6 1.8 102.5 6 26.1 48.8 6 7.1
fre1D 4.2 6 0.0 5.3 6 1.3 1.9 6 1.8 3.4 6 1.8
fre2D 35.5 6 5.1 15.8 6 1.8 104.6 6 15.9 45.8 6 4.8
fre1Dfre2D 4.2 6 0.4 4.7 6 0.6 2.0 6 1.7 3.2 6 1.0

SDBPS WT 40.2 6 3.8 47.0 6 2.0 120.7 6 35.0 91.2 6 31.8
fre1D 4.4 6 2.7 32.0 6 1.1 1.4 6 1.4 53.6 6 17.0
fre2D 31.8 6 7.9 12.0 6 4.1 103.7 6 20.9 33.6 6 18.2
fre1Dfre2D 5.2 6 0.7 3.8 6 0.1 1.8 6 1.6 1.8 6 1.3

FIG. 1. Induction of Fre1p/Fre2p reductases during prolonged
growth in copper- and iron-depleted media. Ferric reductase as-
says were performed in fre1D and fre2D strains during growth in
SDBCS and SDBPS media. Ferric reductase activity was assayed in
preference to cupric reductase activity to avoid the interference of the
residual noninduced activity and to obtain higher values. The assay and
growth conditions were as described under “Experimental Procedures,”
except that the cultures were diluted in fresh medium to a density of
4.5 3 106 cells/ml at 6-h intervals (arrows) to avoid saturation. The
reductase assays for these particular time points were performed im-
mediately prior to dilution. The results of one of two identical experi-
ments are shown.
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enzymatic activities. In parallel experiments using iron-de-
pleted cultures, FRE1 and FRE2 mRNAs accumulated both
following the time-dependent induction observed for the corre-
sponding reductase activities (5) (Table I).

Measurements of b-galactosidase activities driven by the
FRE1 or FRE2 promoters in wild type cells grown under copper
and iron depletion indicated clearly that the FRE1 promoter
was able to confer both copper- and iron-regulated expression
of b-galactosidase, whereas the FRE2 promoter conferred only
iron-regulated expression (Fig. 4).

The Function of Mac1p Accounts for the Differential Copper-
dependent Regulation of FRE1 and FRE2 Gene Expression—
The only known nuclear protein implicated in both copper and
iron metabolism, affecting basal expression of the FRE1 gene is
Mac1p (15). mac1 mutant cells suffer from copper and, possi-
bly, iron deficiency, since addition of copper or iron (partly) can
complement their phenotypes (15). Mac1p contains a region
homologous to the copper-dependent transcription factor Ace1p
(15). We have followed the response of FRE1 and FRE2 genes
to copper depletion in a MAC1 gene-deleted strain during 12 h

FIG. 2. Uptake and utilization of copper monitored by CTR1
and CUP1 mRNA accumulation. A, wild type and fre1Dfre2D cul-
tures were first grown in SD, SDBPS, or SDBCS medium for 7 h.
Aliquots were subsequently incubated in the presence of the indicated
quantities of CuSO4 (0.5–100 mM final concentration on top of the 0.25
mM contained in the SD medium) at 30 °C for 5 min. Fifteen mg of total
RNA were prepared and analyzed by RNA blot hybridization using the
radiolabeled CTR1, CUP1, and EF1a (EF1a on figure) oligonucleotide
probes as described under “Experimental Procedures.” EF1a (transla-
tion elongation factor 1 subunit a) probe was used as an internal control
of quantitatively unaffected specific RNA accumulation. B, the mRNA
patterns of wild type, fre1D, fre2D, and fre1Dfre2D cells grown in
SDBPS, incubated in the presence of the indicated amounts of
CuSO4 at 30 °C for 10 min, and treated as described in A.

FIG. 3. Copper- and iron-dependent FRE1 and FRE2 mRNA
accumulation in wild type and mac1D strains. A, total RNA pre-
pared during growth of wild type and mac1D strains in minimal SD,
SDBCS, or SDBPS medium was subjected to RNase A protection assay
by the indicated (right) radiolabeled antisense RNA probes and ana-
lyzed by gel electrophoresis and autoradiography as described under
“Experimental Procedures.” The HIS3 antisense RNA probe was used
as an internal control of quantitatively unaffected specific RNA accu-
mulation. B, densitometric analysis of the lanes in SDBPS panels (wild
type and mac1D) shown in A. The relative values of FRE1 and FRE2
mRNAs are expressed as the percentage of the HIS3 mRNA value in
each lane.
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of growth. The results shown in Fig. 3A (right panels) revealed
that FRE2 mRNA was detectable in mac1D cells grown in
minimal medium (SD) and substantially induced following cop-
per depletion. In contrast, FRE1 mRNA basal levels were sig-
nificantly lower in the mac1D uninduced cells (SD medium)
compared with the wild type levels and accumulated at very
reduced levels in the copper-depleted cells. Following iron de-
pletion of the mac1D strain, both FRE1 and FRE2 mRNAs were
induced. However, by comparison to the induction patterns
obtained in wild type cells, we found a temporal shift of the
FRE1 mRNA induction to later time points in the exponentially
growing mac1D culture, in contrast to a temporal shift of
the FRE2 mRNA accumulation to earlier time points (Fig. 3,
A and B).

b-Galactosidase activity levels produced by the FRE1/lacZ
and FRE2/lacZ plasmids in a mac1D strain grown under cop-
per or iron depletion conditions showed that the differential
accumulation of FRE1 and FRE2 mRNAs resulted from the
transcriptional response of the two genes (Fig. 4). Comparing
these results to the RNA accumulation profiles, we should note
that at 7 h of growth (when the assays were performed) the
accumulation of b-galactosidase was less in the mac1D strain
compared with the wild type strain when driven by the FRE1
promoter and more when driven by the FRE2 promoter. The
results of reductase assays on copper- and iron-depleted
fre1Dmac1D and fre2Dmac1D cultures were in agreement with
the induction patterns of their transcripts (data not shown).

Therefore, under copper limitation, Mac1p function has a
negative role on FRE2 gene regulation, while it affects posi-
tively FRE1 gene. In the absence of Mac1p (in mac1D strain)

under copper limitation, additional inducing factors might ex-
ist for both genes, since FRE2 and FRE1 mRNA levels are
higher than those detected in the noninducing culture (mini-
mal medium). Furthermore, as presented in the diagrams
shown in Fig. 3B, Mac1p seems to be involved in the temporally
differential expression of FRE1/FRE2 genes under iron limi-
tation. These observations are elaborated further under
“Discussion.”

Mac1p Transactivating Activity Is Modulated by Copper—
The observed copper-dependent regulation of FRE1/FRE2
genes affected by Mac1p function led us to investigate the
copper dependence of Mac1p protein function. First we have
tested the entire Mac1p coding sequence fused to the LexA
binding domain for its ability to activate transcription of a
b-galactosidase reporter following binding to the LexA operator
(21, 22). As shown in Fig. 5, Mac1p protein was capable of
transactivating the b-galactosidase reporter in cells grown in
minimal medium. This activity was significantly increased
when cells were depleted from copper, which suggests that the
Mac1p protein was activated at these conditions. Mac1p mRNA
levels were unaffected under copper-depleting conditions (data
not shown). These results implicate a direct effect of copper on
Mac1p modulating its transcriptional activation function. Test-
ing of the LexA-Mac1p fusion for repression function on a CYC1
promoter-driven lacZ transcription (23, 24) showed inducing
rather than repressing effect on the constitutive expression of
this reporter (Fig. 5), indicating that Mac1p probably does not
have repressing activity. This result is relevant for the expla-
nation given for its different role on the expression of the
FRE1/2 genes (see under “Discussion”).

DISCUSSION

Iron and copper are metals whose biological importance and
common properties have been emphasized frequently. The cel-
lular mechanisms by which living organisms exploit them to
fulfill their needs and simultaneously protect themselves are
now being unravelled (12). The externally directed enzymes
Fre1p and Fre2p are situated at the “beginning” of the pathway
that links extracellular to intracellular iron communication,
leading to nuclear events that alter gene expression, as well as
at the “end” of such a pathway, being themselves regulated by
iron to control its influx into the cell. Although a common
iron-related transactivator, Aft1p, has been identified (13, 14),

FIG. 4. FRE1 and FRE2 promoter-driven b-galactosidase activ-
ity in wild type and mac1D strain. b-Galactosidase activities meas-
ured from cultures of wild type (open bars) or mac1D (hatched bars)
strains transformed with the chimeric plasmids FRE1/lacZ and FRE2/
lacZ and grown for 7 h in minimal (SD), copper-depleted (SDBCS), and
iron-depleted (SDBPS) media.

FIG. 5. Copper-modulated transcriptional regulation by LexA-
Mac1p. b-Galactosidase activities obtained from pJK103 or pJK1621
lacZ reporters co-transformed with plasmids YCp91 (LexA) or YCp91-
Mac1p (LexA-Mac1p fusion) as described under “Experimental Proce-
dures”. Measurements were performed in L9FT5 transformants grown
for 7 h in minimal (SD) and copper-depleted (SDBCS) media.
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the two reductase genes are differentially induced (Ref. 5 and
this paper).

In this study we have examined the participation of the ferric
reductases Fre1p and Fre2p in copper metabolism, and we
have revealed elements of their metal-regulated expression.
Previous reports have presented the ferrireductase plasma
membrane activity (17) and Fre1p (16) as being repressed by
copper. We have demonstrated that Fre2p is a cupric reduc-
tase, as is Fre1p, but only Fre1p is induced in copper starva-
tion, accounting for 80–90% of the plasma membrane activity.
The residual copper-specific reducing activity, which is not
modulated by copper, probably corresponds to the Cu(II)-spe-
cific reductase, not repressible by iron, described by Hassett
and Kosman (16). This reductase is possibly encoded by an-
other FRE-homologous gene.2

We have further shown that the distinct response of the two
cupric reductases to copper depletion is reflected from the
differential transcriptional regulation of the two genes. While
FRE1 gene was transcriptionally up-regulated, FRE2 gene did
not seem to respond to copper depletion. Furthermore, we have
shown that Mac1p nuclear protein contributed directly or in-
directly to this differential response of the two reductase genes.
FRE1 gene basal and induced expression were highly depend-
ent on its presence, in agreement with the notion that Mac1p is
involved in the communication of the copper starvation signal
to the FRE1 gene. In contrast, FRE2 gene basal and copper-
induced expression were only observed in the absence of
Mac1p. An explanation for this phenomenon, which needs to be
proven, may lie in the following observations. FRE1 promoter
contains a pyrimidine-rich directly repeated sequence, previ-
ously shown to mediate iron-regulated transcription of a re-
porter gene (4), distinct from the Aft1p binding consensus,
which could be responsible for the Mac1p effects, as discussed
by Yamaguchi-Iwai et al. (14). Similar pyrimidine-rich re-
peated sequences are also found on the FRE2 (5) and CTR1 (9)
promoters in different orientations. CTR1 gene expression is
also dependent on the presence of Mac1p (15).1 Only on the
FRE2 promoter are these sequences situated next to the TATA
box between positions 254 and 280. (The transcription start
site of FRE2 gene is at position 25 from the first coding AUG1

and the potential TATA box is at position 289.) If these se-
quences were indeed affected by Mac1p, they might play dif-
ferent roles on the different promoters. While affecting posi-
tively the expression of FRE1 and CTR1 genes, Mac1p may
result in steric hindrance of the formation of the transcrip-
tional complex on the FRE2 promoter (28). This hypothesis is
also in agreement with our results indicating that Mac1p plays
a major role in the temporally different induction of the two
reductase genes by the use of the Fe/Cu chelator (BPS medi-
um). We can conceive that upon metal deprivation Mac1p fa-
cilitates FRE1 expression and inhibits FRE2 expression. Accu-
mulation of Aft1p and/or appearance of another epistatic
FRE2-specific inducer results in the FRE2 late induction.

This scheme is in agreement with our additional findings on
the role of Mac1p. First, Mac1p was able to transactivate a
reporter gene (lacZ) when artificially brought to its promoter
(by the LexA binding domain). Second, Mac1p did not show any
repression function on a constitutively expressed reporter gene
(CYC1(UAS)-lacZ). Third, an important finding that directly
related Mac1p function to the cupric reductases was the fact
that its transactivation function was modulated by the avail-
ability of copper, being increased in its absence. The precise
role of Mac1p will be revealed by the detailed study of its

functional domains as well as examination of the interacting
elements of the transcriptional complexes in which it
participates.

Our last finding concerns the role of the Fre1p/Fre2p cupric
reductases on the uptake of copper. Asking the question
whether copper reduction is necessary for its cellular uptake,
the profit from such a reaction is not immediately obvious since
Cu(II) ions, unlike Fe(III), are found in a soluble form in water-
dominated environments. Evidence as to whether copper en-
ters the cell as Cu(II) or Cu(I) was indirect. Several studies in
plants have shown a concomitant increase in Fe(III) and Cu(II)
reducing activities in response to depletion of these metals
from the soil (29, 30). These observations could be explained
either by introducing the notion of a general role of reductases
in regulating the redox state of the plasma membrane which
would affect channel gating and ion influx (17, 30) or a more
specific role in copper uptake which would take into account
environmental factors, e.g. the availability of Cu(II) ions which
form very stable complexes with various environmental li-
gands. Hassett and Kosman (16) presented evidence for copper
reductive assimilation in S. cerevisiae, since Pt inhibition
(Fre1p inhibitor) of copper uptake was relieved when the re-
ducing agent ascorbate was included in the uptake assay. Very
recently, Knight et al. showed that FRE1 gene is necessary for
the Ctr1p and Ctr3p function in 64Cu uptake (31).

We have obtained evidence for the importance of reduction
for copper uptake by using the CTR1 and CUP1 mRNAs as
reporters to monitor entrance and utilization of copper in the
cell. We have demonstrated that Fre1p/Fre2p activities assure
higher intracellular copper levels, as shown by the increased
CTR1 mRNA quantities in the fre1Dfre2D strain compared
with wild type cells. This activity was not an absolute prereq-
uisite for copper uptake, possibly due to the entrance of Cu(II)
ions or to Cu(I) produced by the residual plasma membrane
copper-reducing activity mentioned above. Our results provide
evidence that mostly Fre1p but also Fre2p have a major con-
tribution to the uptake of copper when we used a chelator
capturing its oxidized form (BPS). This contribution might be
very useful for the organism, since there are probably many
chelators of Cu(II) in the ecosystem of S. cerevisiae (e.g. citrate
in fruits). The involvement of the two ferric reductases in
copper and iron metabolism appears distinct and specific, par-
ticularly since Fre1p and Fre2p do not respond to molybdenum,
zinc, or manganese deprivation.1 In reference to the iron-cop-
per connection already discussed, it seems inevitable that ferric
reductases have evolved to participate also in copper metabo-
lism. Since iron cannot enter the cells in conditions of copper
starvation, induction of the ferric reductases by iron depletion
would not be of any use if copper entrance was not facilitated
simultaneously. On the other hand, when copper is depleted,
Fre1p is first induced, able to assume most part of copper
import into the cells, and if, for some reason, copper continues
to be rare, Fre2p comes to its aid, being induced much later
indirectly because of iron deprivation. A clear contribution of
Fre2p was seen both under prolonged copper starvation and in
the mac1D strain. Our results show clearly that reduction of
copper facilitates its entrance into the cells. We propose that
Fre1p and Fre2p, although not indispensable for copper up-
take, are actively and catalytically participating in that proc-
ess, especially under natural conditions.

In conclusion, the Fre1p/Fre2p system, involving two genes
distally related in primary structure (5) functioning in close
collaboration for iron and copper handling but with clearly
differentiated controlling mediators, is a very promising exper-
imental model in revealing “fine tuning” mechanisms that have
evolved in living organisms to assure profitable metal homeo-

2 Internet data bases (http://speedy.mips.biochem.mpg.de/mips/yeast
and http://genome-www.stanford.edu/Saccharomyces).
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stasis. It is interesting to note that, as revealed by the com-
pleted sequence of the S. cerevisiae genome,2 six additional
open reading frames share similarities with the Fre1p and
Fre2p sequences and possibly are involved in other specific
membrane reductase activity functions.
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