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ΠΠεε ρρ ίί λλ ηη ψψ ηη   
 
Η LeMA-1 είναι πρωτεΐνη της ντοµάτας που ανήκει σε µια νέα οµάδα 

Mg-εξαρτώµενων ΑΤΡασών, τις ΑΑΑ πρωτεΐνες, και ειδικά στην 
υποοικογένεια των ρυθµιστικών ΑΤΡασών της 26S πρωτεάσης (Rpts, 
ανασκόπηση Patel & Latterich 1998). 

Η πρωτεΐνη εντοπίζεται σε πυρήνες καθώς και σε όλους τους ιστούς 
του φυτού (ντοµάτα) που εξετάσθηκαν. 

Στην εργασία αυτή παρουσιάζεται για πρώτη φορά µελέτη της 
συµπεριφοράς µιας πρωτείνης της οµάδας αυτής, in vivo, σε ολόκληρο 
ευκαρυωτικό οργανισµό. 

Η κωδική περιοχή της πρωτεΐνης κλωνοποιήθηκε στο γένωµα του ιού 
της πατάτας Χ (PVX), και εκφράστηκε σε φυτά που µολύνθηκαν µε την 
κατασκευή αυτή (ντοµατιές, Nic. Benthamiana και Nic. Clevelandi). Οι 
ανασυνδυασµένοι ιοί που έφεραν την πλήρη ή και διάφορα τµήµατα της 
κωδικής περιοχής της LeMA-1 προκάλεσαν θνησιγόνο φαινότυπο µε 
χαρακτηριστικά συµπτώµατα, ίδια και στα τρία είδη φυτών που 
χρησιµοποιήθηκαν, τα οποία είναι πολύ εντονότερα στα νεα φύλλα: αναστολή 
της ανάπτυξης του φυτού, χαρακτηριστική επιναστία βλαστών και φύλλων 
(καρούλιασµα), συρρίκνωση των νεύρων και των ελασµάτων και 
παραµόρφωση των φύλλων.  

Η παρουσία του ιού στο κύτταρο προκάλεσε την έναρξη του 
φαινοµένου της γονιδιακής σίγησης µέσω ιών (VIGS) το οποίο εκτός από τις 
ιικές ακολουθίες επηρεάζει και το RNA της LeMA-1 που περιέχεται στο 
γένωµα του ιού σαν ένθεση και πιθανό το ενδογενώς παραγόµενο RNA της 
πρωτεΐνης µε συνέπεια την εµφάνιση του χαρακτηριστικού θνησιγόνου 
φαινοτύπου στα φυτά. 

Με βάση τα αποτελέσµατα από την έκφραση της LeMA-1 σε φυτά, 
θεωρήθηκε σκόπιµο να µελετηθεί και η συµπεριφορά των άλλων πέντε ΑΑΑ 
ΑΤΡασών της ντοµάτας της υποοικογένειας των Rpts, µε τις οποίες η 
LeMA-1 έχει αναφερθεί να σχηµατίζει εξαµελή δακτύλιο, µέρος του 
συµπλόκου της 26S πρωτεάσης. Τµήµατα της κωδικής περιοχής των 
πρωτεϊνών αυτών της ντοµάτας (Rpt1, 2, 3, 4, και 6) κλωνοποιήθηκαν στον 
PVX και οι κατασκευές διοχετεύθηκαν σε φυτά. Από αυτές τις κατασκευές 
επιτυχής ήταν η µόλυνση µε την PVX-Rpt1, η οποία προκάλεσε επίσης 
θνησιγόνο φαινότυπο µε ηπιότερα συµπτώµατα από εκείνα που 
παρατηρήθηκαν µε τις κατασκευές της LeMA-1: το φυτό παρουσιάζει επίσης 
αναστολή της ανάπτυξης και ηπιότερη παραµόρφωση των νέων φύλλων και 
βλαστών.  
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Tomato protein LeMA-1 is a member of a new family of Mg-
dependent ATPases called AAA protein family, and specifically member 
of the subgroup of the regulatory particle triple A ATPases (Rpts) of 
the 26S protease complex. 

The protein is located in the nucleus and is expressed in all plant 
tissues examined (tomato). 

This work is the first report of an in vivo study of one of these 
proteins in whole organism (apart from yeast). The code region of 
LeMA-1 was cloned onto the genome of the Potato virus X PVX) and the 
construct was used to inoculate plants (tomato, Nic. Benthamiana and 
Nic. Clevelandi). The plants that were infected with virus carrying 
LeMA-1 sequences developed a lethal phenotypewith characteristic 
symptoms: growth arrest, epinasty of shoots and distortion of the newly 
emerging leaves, which 15 days post infection lead to plant death. 

Constructs carrying the whole coding sequences as well as those 
carrying different deletion fragments of LeMA-1, both exhibited the 
same sequence of events after infection. 

Viruses trigger RNA silencing in infected plants (VIGS virus 
induced gene silencing). When they carry endogenous sequences then the 
insert –the endogenous gene- is attacked by RNA silencing as well, which 
in the case of LeMA-1 caused the observed lethal phenotype. 

Based on these results it was estimated that this tool could be 
applied to study the phenotype caused by the expression of the other 
Rpts via PVX. For this purpose, parts of the coding sequences of four 
Rpts of tomato (the clones were obtained from a sequence bank) were 
cloned onto PVX and the constructs were used to inoculate plants. Of 
these, the PVX-Rpt1 construct was infectious and caused a lethal 
phenotype, whith symptoms less severe than the ones observed with the 
LeMA-1 constructs. The Rpt1 plants were arrested, the symptoms 
affected the newly emerging leaves which were distorted as well as the 
shoots but to a lesser extend compared with the LeMA-1 phenotype. 
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ΕΕ ΙΙΣΣΑΑΓΓΩΩΓΓΗΗ   
 
 
 Η µελέτη αυτή αφορά τον χαρακτηρισµό της πρωτεΐνης LeMA-1 η οποία 
αποµονώθηκε σε µια προσπάθεια εντοπισµού φυτικών παραγόντων που αλληλεπιδρούν µε το 
ιοειδές PSTVd, µε στόχο να µελετηθεί ο µηχανισµός παθογένειας των ιοειδών (Prombona et. 
al., 1995). Η πρωτεΐνη που αποµονώθηκε εµφάνισε πολύ υψηλή οµολογία µε έναν ανθρώπινο 
παράγοντα, την πρωτεΐνη TBP-1 (Tat Binding Protein 1) (Ohana et. al., 1993), η οποία 
αποµονώθηκε ως αρνητικός ρυθµιστής της µεταγραφής του ιού HIV-1 µέσω αλληλεπίδρασης 
µε την πρωτεΐνη ΤΑΤ του HIV-1. 
 Αργότερα έγινε γνωστό από την βιβλιογραφία ότι οι δυο αυτές πρωτεΐνες ανήκουν σε 
µια ραγδαία αποκαλυπτόµενη οµάδα πρωτεϊνών µε µόνο κοινό χαρακτηριστικό µια αυστηρά 
συντηρηµένη – συνήθως κεντρική- περιοχή 200 περίπου αµινοξέων  που υιοθετεί την ίδια 
τριτοταγή δοµή και προσδένει ATP. Οι ΑΤΡάσες αυτές εµφανίζουν µικρή ή καθόλου οµολογία  
στις περιοχές εκτός της περιοχής αυτής και συµµετέχουν σε ποκίλες κυτταρικές λειτουργίες 
µε αποτέλεσµα να ονοµαστούν ΑΑΑ (ή Triple-A) πρωτεΐνες (ATPases Associated with 
different cellular Activities (ανασκόπηση Patel & Latterich 1998), ενώ η συντηρηµένη 
περιοχή που τις κατατάσσει στην ίδια οικογένεια ονοµάστηκε ΑΑΑ- δοµή (ΑΑΑ-fold).  

Η δοµή ΑΑΑ προσδίδει στις πρωτεΐνες που την φέρουν την ίδια ικανότητα: 
εκµεταλλεύονται την ενέργεια που εκλύεται από την υδρόλυση του ΑΤΡ για να αλλάξουν 
διαµόρφωση στο χώρο. Πρόκειται δηλαδή για µια µορφή γεννήτριας που παρέχει ενέργεια µε 
στόχο την αλλαγή σχήµατος της πρωτεΐνης. Κάθε µια από τις πρωτεΐνες αυτές χρησιµοποιεί 
την ικανότητα αλλαγής σχήµατος µε διαφορετικό τρόπο, µε αποτέλεσµα να προκύπτει µια 
µεγάλη ποικιλία µηχανικών ενζύµων µε τελείως διαφορετικούς ρόλους, µε µόνο κοινό 
χαρακτηριστικό την «κίνηση» της ΑΑΑ περιοχής. 

Στο πρώτο κεφάλαιο της εισαγωγής – ΑΑΑ πρωτεΐνες- περιγράφονται οι 
υποοικογένειες των ΑΑΑ πρωτεϊνών καθώς και ο µηχανισµός δράσης τους.  

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η ιδιότητα των ΑΑΑ πρωτεϊνών να σχηµατίζουν 
πολυµελείς δακτυλίους που αποτελούνται από την ίδια ή διαφορετικές υποµονάδες. Οι 
δακτύλιοι αυτοί µπορούν να περιστρέφονται γύρω από τον κεντρικό άξονα του δακτυλίου 
χάρη στη συντονισµένη αλλαγή σχήµατος των υποµονάδων που τον αποτελούν. Τα σύµπλοκα 
αυτά συµπεριφέρονται σαν µοριακοί µοχλοί παρασύροντας στην κίνησή τους άλλους 
πρωτεινικούς παράγοντες που αλληλεπιδρούν µε τον δακτύλιο. Η υποοικογένεια της LeMA-1 
αποτελείται από έξι ΑΑΑ πρωτεΐνες, αυστηρά συντηρηµένες σε όλους τους ευκαρυωτικούς 
οργνισµούς, που εµφανίζουν σηµαντική οµολογία και εκτός της ΑΑΑ περιοχής και 
σχηµατίζουν εξαµελή δακτύλιο, ο οποιος εντοπίζεται σε ένα µεγαλύτερο σύµπλοκο στην 26S 
πρωτεάση.  

Η 26S πρωτεάση αποτελείται από έναν καταλυτικό κύλινδρο (20S) κατασκευασµένο 
από τέσσερα επταµελή δακτυλίδια. Στον κύλινδρο αυτό συνδέεται µια άλλη µεγάλη δοµή, το 
καπάκι (19S) το οποίο ρυθµίζει την λειτουργία του κυλίνδρου: επιλέγει τους στόχους, 
ξεδιπλώνει τις πρωτεΐνες και τις τροφοδοτεί σταδιακά στον κύλινδρο όπου πρωτεολύονται. Ο 
δακτύλιος των  6 ΑΑΑ ΑΤΡασων της υποοικογένειας της LeMA-1 εντοπίζεται στην βάση του 
καπακιού σε αλληλεπίδραση µε τον πρωτεολυτικό κύλινδρο, οπότε ονοµάστηκαν Rpts 
(Regulatory Particle Triple A ATPases). Με βάση τον τρόπο δράσης παρόµοιων ΑΑΑ 
δακτυλιδιών πιστεύεται ότι το δακτυλίδι αυτό παρέχει την ενέργεια που απαιτείται για το 
ξεδίπλωµα και την προώθηση των προς αποδόµηση πρωτεϊνών στον καταλυτικό κύλινδρο. 

Η 26S πωτεάση αποτελεί την κύρια εξω-λυσσοσωµατική πρωτεολυτική µηχανή των 
κυττάρων υπεύθυνη για την ελεγχόµενη εκλεκτική αποµάκρυνση παραγόντων στο 
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κυτταρόπλασµα και τον πυρήνα καθώς και για την συντήρηση των συµπλόκων στα κύτταρα 
σαν τσαπερόνη. 

Στο δεύτερο κεφάλαιο της εισαγωγής –Το πρωτεάσωµα- περιγράφεται η δοµή του 
συµπλόκου αυτού µε αναφορά στις υποµονάδες που το αποτελούν και παρατίθενται στοιχεία 
για την λειτουργία του πρωτεολυτικού αυτού συστήµατος στο οποίο συµµετέχει και η 
LeMA-1. 

Συνδυάζοντας πληροφορίες για τις ιδιότητες των ΑΑΑ ΑΤΡασών της υποοικογένειας 
Rpt, και για την δράση της 26S πρωτεάσης γίνεται κατανοητή η σηµασία και ο ρόλος της 
LeMA-1 στα κύτταρα.. 

Για να µελετηθεί ο ρόλος της πρωτεΐνης LeMA-1 στα φυτά, πριν να γίνει γνωστή η 
παρουσία της στο σύµπλοκο της 26S πρωτεάσης, και δεδοµένου ότι κάποιες από τις Rpts 
του πρωτεασώµατος (όπως η SUG1 και η MSS1) φάνηκαν να έχουν ιδιότητες µεταγραφικών 
παραγόντων (χωρίς να είναι ξεκάθαρο ακόµη αν αυτό έχει κάποια σχέση µε την παρουσία 
τους στο πρωτεάσωµα), αποφασίστηκε να προχωρήσουµε προς αυτήν την κατεύθυνση. Η 
τεχνική της υπερέκφρασης της πρωτείνης σε φυτά µέσω ενός ιού θεωρήθηκε καλή 
προσέγγιση για να διερευνηθεί η παραπάνω υπόθεση. Στην πορεία της εργασίας αυτής 
εµφανίστηκαν στην βιβλιογραφία τα πρώτα στοιχεία για το φαινόµενο της γονιδιακής σίγησης 
µέσω RNA, φαινόµενο που αποτελεί µηχανισµό άµυνας των φυτών ενάντια σε ιούς. Το φυτό 
αποδοµεί εκλεκτικά το RNA που ανήκει στον ιό, και βέβαια το RNA των γονιδίων που φέρει 
σαν ένθεση ο ιός.  

Το τρίτο µέρος της εισαγωγής ασχολείται σύντοµα µε το φαινόµενο της γονιδιακής 
σίγησης µέσω RNA το οποίο εξηγεί ικανοποιητικά τα αποτελέσµατα της εργασίας αυτής. 
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ΑΑ ..     ΠΠρρωω ττ εε ΐΐ νν εε ςς   ΑΑΑΑΑΑ   
 Εισαγωγή

Ένζυµα που δεσµεύουν και υδρολύουν ΑΤΡ παίζουν βασικό ρόλο στη µετατροπή της 
αποθηκευµένης χηµικής ενέργειας σε µεταβολική δραστηριότητα. Τα ένζυµα αυτά συνήθως 
αποτελούν ετερόκλητες οµάδες µε µόνο κοινό χαρακτηριστικό την περιοχή πρόσδεσης του 
ΑΤΡ. Οι ΑΑΑ πρωτεΐνες είναι µια νέα οικογένεια –ραγδαία αυξανόµενη- ΑΤΡασών, που 
καθορίζεται από µια αυστηρά συντηρηµένη αλληλουχία 230-250 αµινοξέων που αποτελεί νέο 
µοτίβο πρόσδεσης ΑΤΡ. Εκτός της περιοχής αυτής δεν παρουσιάζουν σηµαντική αµινοξική 
οµολογία, ούτε παρουσιάζουν κοινές λειτουργίες, αλλά συµµετέχουν σε πλειάδα 
δραστηριοτήτων στο κύτταρο, κάτι που οδήγησε στην επιλογή του συγκεκριµένου ονόµατος: 
ΑΑΑ: ATPases associated with different cellular Activities (ανασκόπηση Patel & 
Latterich 1998).  
 Όλα τα µέλη της οικογένειας ΑΑΑ είναι Mg2+-εξαρτώµενες ΑΤΡάσες και παίζουν 
σηµαντικό ρόλο σε πολυάριθµες κυτταρικές λειτουργίες, όπως η κυτταρική διαίρεση, η 
διαφοροποίηση, η ελεγχόµενη πρωτεόλυση, η κυκλοφορία µεµβρανών και κυστιδίων, και ο 
έλεγχος του γενετικού υλικού. Βρίσκονται σε όλα σχεδόν τα κύτταρα, σε ευβακτήρια, 
αρχαιοβακτήρια και ευκαρυωτικά κύτταρα, ενώ υποκυτταρικά εντοπίζονται σε 
κυτταρόπλασµα, πυρήνα, µιτοχόνδριο και χλωροπλάστη, καθώς και σε αλληλεπίδραση µε 
διάφορες µεµβράνες. Μερικές από αυτές δρουν ως µονοµερή, ενώ οι περισσότερες 
πολυµερίζονται σε διµερή, τριµερή, εξαµερή ή και πολυµερή, µε τον εαυτό τους ή/και µε 
άλλες πρωτεΐνες σε µεγαλύτερα σύµπλοκα. 
 Η ΑΑΑ ταυτότητα που καθορίζει τις πρωτεΐνες της οµάδας είναι µια συντηρηµένη 
αλληλουχία 230-250 αµινοξέων που περιέχει την περιοχή δέσµευσης του ΑΤΡ (επίσης 
αναφέρεται και ως CAD Conserved ATPase Domain), η οποία, όπως προκύπτει από τις τρεις 
πρωτεΐνες των οποίων είναι γνωστή η τριτοταγής δοµή σήµερα (p97, NSF, HslVU, 
ανασκόπηση Dalal & Hanson 2001), υιοθετεί µάλλον την ίδια τριτοταγή δοµή σε όλες τις 
πρωτεΐνες της οικογένειας. Η περιοχή αυτή περιέχει την «υπογραφή» του µοτίβου Walker 
των ΑΤΡασών µε θηλιά Ρ (P-loop ATPases), το οποίο αποτελείται από τρία δοµικά 
χαρακτηριστικά: (1) ένα υδρόφοβο τµήµα µε δοµή φύλλων β-σχάρας που τελειώνει σε 
ασπαρτικό, (2) µια α-έλικα από δυο λυσίνες χωρισµένες από τρία κατάλοιπα, δύο από τα 
οποία είναι υδρόφοβα, και (3) µια ευέλικτη πλούσια σε γλυκίνη θηλιά Ρ που περιέχει την πολύ 
αυστηρά συντηρηµένη αλληλουχία “GKT”. Η λυσίνη της τριπλέτας αυτής κάνει την άµεση 
επαφή µε το Mg-ATP, και οποιαδήποτε µεταλλαγή του αµινοξέος αυτού καταστρέφει την 
λειτουργία της πρωτεΐνης. (Swaffield & Purugganan 1997).  
 Η ανάµειξη των πρωτεϊνών αυτών σε λειτουργίες διαφορετικές µεταξύ τους κάνει 
δύσκολη την κατασκευή ενός γενικού µοντέλου δράσης, συγκρίνοντας όµως τις βιολογικές 
δραστηριότητες µελών της οικογένειας που είναι ήδη γνωστές, οι Confalonieri & Duguet 
(1995) πρότειναν σαν γενικό τρόπο δράσης της περιοχής αυτής δυο πιθανές εκδοχές: (1) µια 
ΑΤΡ-εξαρτώµενη λειτουργία τσαπερόνης ή πρωτεασώµατος, και (2) την ικανότητα να 
συµπεριφέρεται σαν ΑΤΡ-εξαρτώµενο «άγκιστρο» ή «πρωτεϊνική δαγκάνα».  

Με βάση τις εξελικτικές τους σχέσεις και τις - εκτός της ΑΑΑ περιοχής- οµολογίες 
τους, οι πρωτεΐνες αυτές σχηµατίζουν έξι υποοικογένειες (Swaffield & Purugganan 1997), 
πέντε από τις οποίες αντιστοιχούν σε µονοφυλετικούς κλάδους, ενώ στην έκτη, τις ορφανές, 
κατατάσσονται πρωτεΐνες µε αρκετά διαφοροποιηµένη ΑΑΑ αλληλουχία. Οι υποοικογένειες 
αυτές είναι: (1) οι ευβακτηριακές µεταλλοπρωτεάσες,  (2) οι ρυθµιστικές πρωτεΐνες του 
πρωτεασώµατος, (3) οι πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε τον κυττοσκελετό, (4) οι πρωτεΐνες 
σύντηξης µεµβρανών περιοχής Ι και (5) οι πρωτεΐνες σύντηξης µεµβρανών περιοχής ΙΙ. Οι 
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τρεις πρώτες οµάδες, όπως και οι «ορφανές», περιέχουν ένα αντίτυπο της ΑΑΑ αλληλουχίας 
(τύπου Ι), ενώ οι (4) και (5) περιέχουν δύο ΑΑΑ αλληλουχίες (τύπου ΙΙ), µε βάση τις οποίες 
χωρίζονται σε τρεις οµάδες: α) την CDC48/VCP µε δυο καλά συντηρηµένα αντίτυπα, β) την 
NSF/Sec µε το Αµινο-τελικό αντίτυπο καλά συντηρηµένο, και γ) την Pas µε το κάρβοξυ-
τελικό αντίτυπο καλά συντηρηµένο.  

Παρατηρεί κανείς ότι η φυλογενετική ανάλυση των αλληλουχιών 100 περίπου ΑΑΑ 
πρωτεϊνών (οι 20 από τις οποίες ανήκουν στον S. cerevisiae), κατέταξε τις πρωτεΐνες σε 
οµάδες, καθεµία από τις οποίες περιέχει πρωτεΐνες παρόµοιας λειτουργίας, κάτι που 
σηµαίνει ότι πρωτεΐνες διαφορετικών οργανισµών που συµµετέχουν στην ίδια λειτουργία είναι 
πιο οµόλογες µεταξύ τους, παρά µε πρωτεΐνες που συµµετέχουν σε άλλες λειτουργίες, ακόµη 
και αν ανήκουν στον ίδιο οργανισµό.  
 
 Πρωτεΐνες τύπου Ι    Πρωτεΐνες τύπου ΙΙ 

CDC48/VCP  
 

NSF/Sec18p 1) Ευβακτηριακές µεταλλοπρωτεάσες 
2) Ρυθµιστικές πρωτεΐνες πρωτεασώµατος 

 3) Πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε  
     τον κυττοσκελετό 
4) Ορφανές  
 

 1. Μηχανισµός δράσης των ΑΑΑ πρωτεϊνών. 
 Αρχικά, στην οικογένεια των ΑΑΑ ΑΤΡασών κατατάσσονταν πρωτεΐνες
περιείχαν την συντηρηµένη περιοχή της πρόσδεσης ΑΤΡ (ΑΑΑ) και σύµφω
αµινοξική οµολογία τους προς αυτήν. Η οικογένεια όµως είναι κατά πολύ µεγαλύ
προκύπτει από νέα στοιχεία τριτοταγών δοµών πρωτεϊνών που δεν παρουσιάζουν
οµολογία µε την περιοχή ΑΑΑ (Neuwald et al., 1999). Η «εκτεταµένη» AAA+ 
περιλαµβάνει και πρωτεΐνες οι οποίες περιέχουν την τριτοταγή δοµή ΑΑΑ, δηλα
µε ίδια τριτοταγή διαµόρφωση, ακόµη και αν αυτό δεν είναι εµφανές από την
ακολουθία και µόνο. Στην οµάδα αυτή περιλαµβάνονται και πρωτεΐνες όπως η υπ
της DNA πολυµεράσης ( «δαγκάνα» φορτώµατος, clamp loading), η δυνεΐν
(ανασκόπηση Vale 2000), και η οµάδα των Clp/Hsp100 πρωτεϊνών (Bochtler et al
 Το κοινό χαρακτηριστικό όλων αυτών των πρωτεϊνών είναι η ΑΑΑ δοµή η
προκύψει νωρίς στην εξέλιξη (Swaffield & Purugganan 1997), βρίσκεται σε οργαν
των τριών βασιλείων και συµµετέχει σε µια πλειάδα ασύνδετων κατά τα άλλα λε
πράγµα που δυσχεραίνει την εξαγωγή συµπεράσµατος για τον µηχανισµό δράσ
αυστηρά συντηρηµένη ΑΑΑ δοµή σε όλους τους οργανισµούς οδηγεί στο συµπέρ
µηχανισµός δράσης των πρωτεϊνών αυτών πρέπει να είναι παρόµοιος. Στις πε
περιπτώσεις, οι ΑΑΑ πρωτεΐνες λειτουργούν σαν µηχανικά ένζυµα τα οποία µε τη
που εκλύεται από την υδρόλυση του ΑΤΡ προκαλούν µια βασικά ίδια αλλαγή στο σ
η οποία έχει εφαρµοστεί σε ποικίλες, διαφορετικές µεταξύ τους, διαδικασίες.  
 

1.1. Λειτουργίες των ΑΑΑ πρωτεϊνών 
 
1.1.1 Ξεδίπλωµα πρωτεϊνών για πρωτεόλυση ή αναδίπλωση  
 
 Μια από τις δραστηριότητες ΑΑΑ πρωτεϊνών είναι η αποδιάταξη πρωτ
προετοιµασία για την ακόλουθη αποδόµησή τους από πρωτεάσες όπως η FtsH κα
Pas
 οι οποίες 
να µε την 
τερη όπως 
 σηµαντική 
οικογένεια 
δή περιοχή 
 αµινοξική 
οµονάδα δ 
η (dynein) 
., 1999). 
 οποία έχει 
ισµούς και 
ιτουργιών, 
ης της. Η 
ασµα ότι ο 
ρισσότερες 
ν ενέργεια 
χήµα τους, 

εϊνών σαν 
ι  η οµάδα 
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των Clp ΑΤΡασών µε τη συνεργαζόµενη ClpP πρωτεάση της E. coli, και οι έξι ΑΤΡάσες του 
πρωτεασώµατος. 
 Οι ΑΤΡάσες της οµάδας αυτής συνήθως σχηµατίζουν εξαµελείς δακτυλίους που 
προσδένονται, παρουσία ΑΤΡ, σε επταµελείς δακτυλίους πρωτεάσης, σχηµατίζοντας έτσι ένα 
κανάλι κατά µήκος ενός κυλίνδρου µε τις θέσεις πρωτεόλυσης στο κέντρο του (βλέπε ΑΤΡ-
εξαρτώµενες πρωτεάσες Κεφ. Β, Παρ 6). Ο κύλινδρος χωράει µόνο αποδιαταγµένα πεπτίδια, 
οπότε για να υδρολυθεί µια πρωτεΐνη πρέπει πρώτα να ξεδιπλωθεί και µετά να διοχετευθεί 
προς τα κέντρα κατάλυσης. Στην περίπτωση των Clp ΑΤΡασών, τα µόρια αυτά, αλλάζοντας 
διαµόρφωση από την µορφή που δεσµεύει ΑΤΡ σε εκείνη που δεσµεύει ADP, προκαλούν 
στροφή του εξαµελούς δακτυλίου τους ως προς τον δακτύλιο της πρωτεάσης µε ένα 
µηχανισµό οδοντωτού τροχού «κλειδώνοντας» σε διαδοχικές θέσεις πάνω στο επταµελή 
δακτύλιο συµπαρασύροντας το τµήµα της πρωτεΐνης την οποία έχουν δεσµεύσει προκαλώντας 
έτσι την κατάρρευση της δοµής. Παράλληλα, η πρωτεΐνη διοχετεύεται µε µικρά διαδοχικά 
βήµατα µέσα στον κύλινδρο όπου υδρολύεται. 
 

ΑDΡ ΑΤΡ  
 
 
 
 
 Η ίδια δύναµη µε την οποία ξεδιπλώνονται οι πρωτεΐνες µπορεί να χρησιµοποιηθεί 
και για το δίπλωµα των πρωτεϊνών, δηλαδή σε αυτή την περίπτωση οι ΑΤΡάσες λειτουργούν 
σαν τσαπερόνες όπως η ΑΑΑ περιοχή της ClpA (Leonhard et al., 1999) και του συµπλόκου 
YTA10-YTA12 (i-AAA) (Arlt et al., 1996). Οι υποκαταστάτες δεσµεύονται από το σύµπλοκο 
ΑΑΑ-ΑΤΡ, ξεδιπλώνονται, και ελευθερώνονται στο περιβάλλον από το σύµπλοκο ΑΑΑ-ADP 
το οποίο έχει τώρα χαµηλή συγγένεια για τον αποδιαταγµένο υποκαταστάτη. Η ξεδιπλωµένη 
πρωτεΐνη έχει την ευκαιρία να διπλωθεί ξανά. Με τον τρόπο αυτό, η ίδια δράση τσαπερόνης 
που ξεδιπλώνει τις πρωτεΐνες για να υδρολυθούν τις βοηθάει να διπλωθούν ξανά σωστά. 
 
1.1.2 ∆ιάσπαση πρωτεϊνικών συµπλόκων. 
 
 Πολλές κυτταρικές λειτουργίες απαιτούν την διάσπαση συµπλόκων µε σπάσιµο 
ισχυρών αλληλεπιδράσεων ανάµεσα στις υποµονάδες. Η πιο καλά µελετηµένη διάσπαση είναι 
εκείνη της NSF και του συµπλόκου SNARE κατά την σύντηξη κυστιδίων µε µεµβράνες 
οργανιδίων. Το σύµπλοκο αυτό σχηµατίζεται πάνω στις µεµβράνες που πρόκειται να 
συγκολληθούν µε την συµµετοχή της διαλυτής α-SNAP (βλέπε Κεφ Α Παρ 2.4), η οποία 
προσελκύει τον εξαµελή δακτύλιο της NSF. Μια αλλαγή στη διαµόρφωση της NSF µετά από 
υδρόλυση ΑΤΡ µεταδίδεται στην α-SNAP που µε την σειρά της προκαλεί την διάσπαση του 
συµπλόκου την οποία ακολουθεί η σύντηξη των δυο µεµβρανών. Ελλείψει NSF η κυκλοφορία 
των κυστιδίων αναστέλλεται πολύ γρήγορα λόγω ελάττωσης των διαθέσιµων συµπλόκων 
SNARE τα οποία η NSF ανακυκλώνει. 
 Παρόµοια είναι και η δράση της VCP στο διµερές του ΙκΒα-NFκΒ (Dai et al., 1998) 
το οποίο διασπά αποµακρύνοντας τον ΙκΒα προς το πρωτεάσωµα όπου υδρολύεται, και της 
ClpA στο διµερές της RepA το οποίο µετατρέπει στο ενεργό µονοµερές χωρίς να εµπλέκεται 
η πρωτεόλυση στην διαδικασία αυτή (βλέπε ΑΤΡ-εξαρτώµενες πρωτεάσες Κεφ. Β. Παρ 6). 
 Η ΑΑΑ πρωτεΐνη κατανίνη (catanin) διασπά τις σταθερές αλληλεπιδράσεις των 
µορίων τουµπουλίνης στους µικροσωληνίσκους παρουσία ΑΤΡ σε µερικά λεπτά (Vale, 2000). 
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1.1.3 Μοριακοί κινητήρες 
 
 Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα των Neuwald et al., (2000), στην εκτεταµένη ΑΑΑ  
οικογένεια ανήκει και η περιοχή κίνησης της δυνεΐνης, η οποία σχετίζεται µε την τουµπουλίνη 
και είναι υπεύθυνη για την κίνηση µικροσωληνίσκων και οργανιδίων. Η πρωτεΐνη περιέχει έξι 
ΑΑΑ περιοχές, τέσσερις από τις οποίες έχουν δράση ΑΤΡάσης, κάτι που συµφωνεί µε τα 
πειραµατικά δεδοµένα που δείχνουν τέσσερις λειτουργικές θέσεις πρόσδεσης ΑΤΡ. Οι άλλες 
δυο περιοχές όµοια µε την D1 της NSF δεν είναι σε θέση να δεσµεύσουν ΑΤΡ και συµβάλλουν 
στην σταθερότητα της δοµής της πρωτεΐνης. Το µόριο σχηµατίζει έναν εξαµελή δακτύλιο µε 
τις ΑΑΑ περιοχές στον οποίο παρεµβάλλεται η περιοχή πρόσδεσης µικροσωληνίσκων (ΜΤ). 
 

Ρ6 Ρ5 
 

ΜΤ Ρ4 Ρ3 Ρ2 Ρ1 

ΑDΡ ΑΤΡ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εκτός της δυνεΐνης µε τον ίδιο τρόπο λειτουργούν το αντιγόνο Τ και κάποιες DNA ελικάσες 
όπως η RuVB. Χρησιµοποιούν δηλαδή την περιοχή ΑΑΑ για να προκαλούν κινήσεις κατά 
µήκος γραµµών. 
 

1. 2. ∆οµές των ΑΑΑ πρωτεϊνών 
 
 Οι περισσότερες ΑΑΑ πρωτεΐνες λειτουργούν σαν ολιγοµερή που σχηµατίζουν 
εξαµελή δαχτυλίδια. Από τις πρωτοταγείς δοµές που είναι ήδη γνωστές (Dalal & Hanson 
2001), φαίνεται ότι η κεντρική δοµή των ΑΑΑ περιοχών είναι αυστηρά συντηρηµένη και ότι οι 
αλληλεπιδράσεις ανάµεσα στις υποµονάδες είναι απαραίτητες για την εκδήλωση ενζυµικής 
δραστηριότητας. 
 
1.2.1 Συµµετρικοί δακτύλιοι. 
 ∆ύο µόνο από τις πρωτεΐνες µε µία ΑΑΑ περιοχή στην αλληλουχία τους 
συνυπάρχουν σε ισορροπία σαν µονοµερείς και σαν οµοεξαµερείς δακτυλίοι, η Vps4p (Babst 
et al., 1998), και η κατανίνη (katanin). Ο σχηµατισµός του ολιγοµερούς απαιτεί, όπως και σε 
όλες τις άλλες, την πρόσδεση ΑΤΡ (όχι υδρόλυση), επίσης επάγεται από την παρουσία και 
πρόσδεση των υποκαταστατών τους όπως η τουµπουλίνη για την κατανίνη (Vale 2000). 
 Συµµετρικούς οµοεξαµελείς δακτυλίους σχηµατίζουν όλες οι ΑΑΑ πρωτεΐνες της 
οµάδας της σύντηξης µεµβρανών οι οποίες περιέχουν δύο ΑΑΑ περιοχές µε αποτέλεσµα να 
φαίνονται στο µικροσκόπιο σαν διπλοί δακτύλιοι. Η µία ΑΑΑ δεσµεύει και υδρολύει ΑΤΡ µε 
πολύ αργούς ρυθµούς (ή και καθόλου όπως στην περίπτωση της D2 ΑΑΑ περιοχής της NSF) 
και συνδέει τα µονοµερή µεταξύ τους ενώ η άλλη ΑΑΑ περιοχή αποτελεί το ενεργό κέντρο 
της δραστηριότητας της πρωτεΐνης όπως πρόσδεση µε τους υποκαταστάτες. 
 Ο σχηµατισµός του συµπλόκου απαιτεί µια ενεργή ΑΑΑ περιοχή η οποία δεσµεύει και 
υδρολύει ΑΤΡ. Ο διπλασιασµός της περιοχής αυτής µε την ακόλουθη απώλεια της δράσης 
ΑΤΡάσης επιτρέπει στις ΑΑΑ περιοχές να χαλαρώνουν τις µεταξύ τους αλληλεπιδράσεις 
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ακόµη και να αποµακρύνονται η µία από την άλλη κατά τους ενζυµατικούς κύκλους της 
πρωτεΐνης χωρίς να διασπάται η συνοχή του συµπλόκου αφού βρίσκονται πάντα 
συνδεδεµένες µέσω του δεύτερου ΑΑΑ δακτυλίου (Vale 2000). 
 
1.2.2 Ασύµµετροι δακτύλιοι. 
  Οι ΑΑΑ πρωτεΐνες µπορούν να σχηµατίσουν και ασύµµετρους δακτυλίους µε 
αλληλεπίδραση διαφορετικών υποµονάδων όπως συµβαίνει στην περίπτωση της δυνεΐνης για 
παράδειγµα η οποία περιέχει εξι ΑΑΑ περιοχές µε διαφορετική συµπεριφορά η καθεµία στον 
δακτύλιο που σχηµατίζει το µόριο.  Μικροσκοπικά το µόριο της δυνεΐνης φαίνεται σαν ενας 
επίπεδος τροχός µε επτά λοβούς, οι έξι από τους οποίους έχουν ΑΑΑ δοµή ενώ ο έβδοµος 
προεξέχει από τον τροχό και είναι το σηµείο πρόσδεσης της δυνεΐνης στους 
µικροσωληνίσκους (MT microtubule-binding).  

 
 
 
 

Μ  Ρ4 Ρ3 Ρ2 Ρ1 

 
Η πρώτη ΑΑΑ περιοχή Ρ1 δεσµεύει και υδρο

την κατανάλωση ΑΤΡ από το µόριο. Οι τρεις επόµενε
το υδρολύουν πολύ αργά, πιθανόν ο ρόλος τους να ε
ταλάντευση που παρατηρείται στην δράση της πρω
δεσµεύουν ΑΤΡ και πιθανόν διατηρούν την συνοχή τη

Ετερο-µερείς δακτύλιοι σχηµατίζονται ε
µεταλλοπρωτεάσες ΥΤΑ10-ΥΤΑ12 κατά τον σχη
µιτοχονδρίων. Ενώ και τα δυο µόρια είναι πρωτεο
απαιτεί την παρουσία και των δύο στο σύµπλοκο. 

Τέλος, παρόµοιος δακτύλιος σχηµατίζεται
πρωτεασώµατος όπου καταστροφή του ενεργού κέν
λειτουργία του συµπλόκου. 
 

2. Οι ΑΑΑ πρωτεϊνες   
2.1. Ευβακτηριακές µεταλλοπρωτεά

 
 Σύµφωνα µε τους Swaffield και Puruggan
βάση του φυλογενετικού δέντρου των ΑΑΑ πρω
ευκαρυωτικές οµόλογές τους έχουν προκύψει µ
προγονικών ενδοσυµβιωτικών οργανιδίων στον ε
γονιδιακό αναδιπλασιασµό προέκυψαν οι υπόλοιπες ο
το ότι δεν έχει εντοπισθεί µέλος της οµάδας αυτ
οµόλογο γονίδιο στο γενετικό υλικό του M. jann
προσδιοριστεί πλήρως. 
 Οι πρωτεΐνες αυτές, µε αντιπρόσωπο την F
µεµβράνες και περιέχουν ένα αντίτυπο της ΑΑΑ πε
µια περιοχή (HEXXGH) πρόσδεσης µετάλλου (Zn2+

πρωτεολυτική δραστηριότητα που απαιτεί παρουσί
υποκαταστάτες τους, κυρίως µη σωστά διπλωµέν
υποµονάδες συµπλόκων, επιλέγονται και δεσµεύοντ
δράση τσαπερόνης, και εντοπίζεται πολύ κοντά στ
προσκολληµένες (ανασκόπηση Langer, 2000). 
 
Τ
 Ρ6 Ρ5 

λύει ΑΤΡ γρήγορα και είναι υπεύθυνη για 
ς Ρ2-Ρ3-Ρ4 δεσµεύουν επίσης ΑΤΡ αλλά 
ίναι ρυθµιστικός και εκεί να οφείλεται η 
τεΐνης. Οι τελευταίες δυο περιοχές δεν 
ς δοµής. 
πίσης από τις δυο µιτοχονδριακές 
µατισµό της i-AAA πρωτεάσης των 
λυτικά ενεργά η δράση της πρωτεάσης 

 και από τις έξι ΑΑΑ ΑΤΡάσες του 
τρου ΑΤΡάσης της µιας καταστρέφει την 

σες. 

an (1997), η οµάδα αυτή αποτελεί την 
τεϊνών. Υποστηρίζουν µάλιστα ότι οι 
ετά από µεταφορά γενετικού υλικού, 
υκαρυωτικό πυρήνα, όπου µετά από 
µάδες. Η άποψη αυτή ενισχύεται και από 
ής σε αρχαιοβακτήρια, και δεν υπάρχει 
aschii του οποίου η αλληλουχία έχει 

tsH της E. coli, είναι προσδεδεµένες σε 
ριοχής στο Αµινο-τελικό τους άκρο, και 
) στο κάρβοξυ-τελικό άκρο. Εµφανίζουν 
α του µετάλλου και υδρόλυση ΑΤΡ. Οι 
ες πρωτεΐνες και µη ενσωµατωµένες 
αι από την ΑΑΑ περιοχή η οποία έχει 
ην επιφάνεια της µεµβράνης όπου είναι 
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 Η προκαρυωτική FtsH σχηµατίζει ένα ολιγοµερές σύµπλοκο το οποίο προσκολλάται 
στην κυτταρική µεµβράνη µε δύο διαµεµβρανικά υδρόφοβα τµήµατα στο Αµινο-τελικό άκρο 
της αφήνοντας το µεγαλύτερο µέρος της πρωτεΐνης (το κάρβοξυ-τελικό άκρο), την ΑΑΑ και 
την περιοχή δέσµευσης Zn2+ προς το κυτταρόπλασµα (Akiyama et al., 1994). Η πρωτεΐνη 
συµµετέχει σε διάφορες κυτταρικές λειτουργίες, όπως: η ενσωµάτωση και η έκκριση 
πρωτεϊνών στην κυτταρική µεµβράνη (Akiyama et al.,., 1994a,b), o πρωτεολυτικός έλεγχος 
των επιπέδων πρωτεϊνών όπως ο µεταγραφικός παράγοντας θερµικού σοκ σ32, και ο 
µεταφραστικός ενεργοποιητής του λ φάγου cII (Tomoyasu et al., 1996), και η ρύθµιση του 
σχηµατισµού σπορίων στον Bacillus subtilis  (ανασκόπηση Patel & Latterich 1998).  

Η δράση της FtsH ρυθµίζεται από την διαµεµβρανική περιοχή της, όπως προκύπτει 
από πειράµατα έκφρασης της πρωτεΐνης, µε έλλειψη στην περιοχή αυτή. Με γενετικές 
αναλύσεις µεταλλαγµένων στελεχών E. coli που σταθεροποιούν τον παράγοντα cII του λ 
φάγου εντοπίσθηκαν δυο ακόµη γονίδια, τα HflC και HflK (high frequency of lysogeny), τα 
προϊόντα των οποίων συµµετέχουν σε ένα σύµπλοκο που βρίσκεται στην περιπλασµική 
επιφάνεια της κυτταρικής µεµβράνης και αλληλεπιδρά µε το ολιγοµερές σύµπλοκο της FtsH 
(ανασκόπηση, Langer 2000). Το σύµπλοκο HflCK ρυθµίζει την πρωτεολυτική δράση της 
FtsH, επηρεάζοντας διαφορετικά την πρωτεόλυση διαλυτών και µεµβρανικών πρωτεϊνών 
(cII και µη ενσωµατωµένη SecY), είτε σταθεροποιώντας την πρωτεάση σε διαµόρφωση µε 
χαµηλή πρωτεολυτική ενεργότητα για τις µεµβρανικές πρωτεΐνες, είτε επιλέγοντας τους 
υποκαταστάτες της πρωτεάσης. Η δράση του συµπλόκου αυτού, παροµοιάζεται µε την δράση 
των συµπλόκων προχιµπιτίνης (prohibitin) της ζύµης, λόγω της οµολογίας των πρωτεϊνών 
HflC, K µε τις πρωτεΐνες αυτές, το οποίο προστατεύει µη ενσωµατωµένες υποµονάδες 
συµπλόκων µεµβράνης από πρωτεόλυση.  
 Στα ευκαρυωτικά κύτταρα οι ΑΑΑ µεταλλοπρωτεάσες εµφανίζονται µόνο στις 
εσωτερικές τους µεµβράνες των συµβιωτικών 
οργανιδίων: χλωροπλάστες και µιτοχόνδρια,.  

Μεµβράνη 
θυλακοειδών 

FtsH
Η FtsH του χλωροπλάστη (Lindahl et al., 1996), της 
οποίας η έκφρασή ρυθµίζεται από το φως, εντοπίζεται 
σαν ολιγοµερές σύµπλοκο στην µεµβράνη των 
θυλακοειδών µε το κάρβοξυ-µέρος της πρωτεΐνης προς 
το στρώµα, όπου αποµακρύνει µη ενσωµατωµένες 
υποµονάδες των συµπλόκων της µεµβράνης.  
 Στα µιτοχόνδρια εντοπίζονται τρεις µεταλλοπρωτεάσες οι Yme1p, η Afg3(Yta10p), 
και η Rca1p(Yta12p).  

Η πρωτεΐνη Yme1 (yeast mitochondrial escape) αποµονώθηκε από µεταλλαγµένα 
στελέχη ζύµης µε αυξηµένο ρυθµό διαφυγής µιτοχονδριακού DNA προς τον πυρήνα 
(Thorsness et al., 1993). Μεταλλαγές στην Yme1, προκαλούν επίσης ανικανότητα αύξησης µε 
υπόστρωµα που δεν επεξεργάζεται µε ζύµωση (αιθανόλη, γλυκερόλη), και συσσώρευση 
µιτοχονδρίων µε ανώµαλη µορφολογία, φαινότυπος που αποδίδεται σε αυξηµένη διαρροή 
ουσιών από την εσωτερική µεµβράνη του µιτοχονδρίου. Έλλειψη του γονιδίου σταθεροποιεί 
εκλεκτικά την µη ενσωµατωµένη υποµονάδα 2 της οξειδάσης του κυττοχρώµατος (Cox II) σε 
κύτταρα όπου έλλειψη της υποµονάδας 4 δεν επιτρέπει σχηµατισµό του συµπλόκου, που 
σηµαίνει ότι η Yme1 δρα σαν πρωτεάση στην εσωτερική µεµβράνη του µιτοχονδρίου (Nakai et 
al., 1995). Η πρωτεΐνη περιέχει ένα υδρόφοβο τµήµα στο Αµινο-τελικό της άκρο, µε το οποίο 
διαπερνά την εσωτερική µεµβράνη του µιτοχονδρίου µία φορά, οπότε το κυρίως σώµα της 
πρωτεΐνης βρίσκεται στον διαµεµβρανικό χώρο. Η Yme1 σχηµατίζει ένα ολιγοµερές σύµπλοκο 
στην εσωτερική µεµβράνη του µιτοχονδρίου προς τον διαµεµβρανικό χώρο, µε την ΑΑΑ 
περιοχή πολύ κοντά στην επιφάνεια της µεµβράνης. Οι Leonhard et al., (1999) έδειξαν ότι οι 
ΑΑΑ περιοχές των υποµονάδων του συµπλόκου της Yme1 έχουν δράση τσαπερόνης, 
αναγνωρίζουν µη σωστά διπλωµένες περιοχές µεµβρανικών πρωτεϊνών τις οποίες δεσµεύουν 
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και διατηρούν σε διαλυτή κατάσταση. Με υδρόλυση ΑΤΡ αλλάζει διαµόρφωση το σύµπλοκο και 
απελευθερώνει τον υποκαταστάτη ο οποίος είτε αναδιπλώνεται είτε πρωτεολύεται. 

 C 
 

Yme 1p 
MTS TM AAA HEXGH CC Ν FtsH 

Yta10 (Afg3) 
Yta12 (Rca1) Ν MTS  TM AAA HEXGH CC 

 C 

 
Οι Yta10 (AFG3 ATPase family gene 3) και Yta12 (Rca1), επίσης οµόλογες στην FtsH 

και στην Yme1, αποµονώθηκαν από κύτταρα ζύµης µε θερµο-ευαίσθητη ανωµαλία στην 
αναπνοή. Οι φαινότυποι αυτοί συνήθως προκαλούνται από µεταλλαγές στα µιτοχονδριακά 
γονίδια που κωδικοποιούνται από τον πυρήνα, και απαιτούνται για την λειτουργία ή τον 
σχηµατισµό των µιτοχονδρίων (Guelin et al., 1994). Έλλειψη είτε της Yta10 είτε της Yta12 
προκαλεί τον ίδιο φαινότυπο: ενώ παράγονται τα αναπνευστικά ένζυµα, τα κύτταρα δεν 
µεγαλώνουν σε µη ζυµώσιµες πηγές άνθρακα, που σηµαίνει ότι οι πρωτεΐνες αυτές 
συµµετέχουν στο σχηµατισµό και την συντήρηση των αναπνευστικών συµπλόκων. Οι Arlt et 
al., (1996) έδειξαν ότι οι Yta10 και η Yta12 αποτελούν ένα ολιγοµερές σύµπλοκο στην 
εσωτερική µεµβράνη των µιτοχονδρίων. Οι πρωτεΐνες έχουν δυο υδρόφοβα τµήµατα στο 
Αµινο-τελικό τους άκρο, µε τα οποία διαπερνάνε την µεµβράνη δυο φορές, οπότε το κυρίως 
σώµα της πρωτεΐνης βρίσκεται προς το στρώµα. Το σύµπλοκο αποµακρύνει πρωτεολυτικά 
µεµβρανικές πρωτεΐνες. Ενώ και οι δύο πρωτεΐνες (Yta10-Yta12) περιέχουν την 
χαρακτηριστική δοµή HEXGH της µεταλλοπρωτεάσης και έχουν πρωτεολυτική δράση 
παρουσία Zn2+, απαιτούνται και οι δύο για την πρωτεολυτική δράση του συµπλόκου. Πιθανόν 
τα ενεργά κέντρα να σχηµατίζονται κατά την ένωση των υποµονάδων στο σύµπλοκο. Ο 
σχηµατισµός του συµπλόκου απαιτεί την πρόσδεση (όχι την υδρόλυση) ΑΤΡ, το οποίο είναι 
απαραίτητο για την συνοχή του συµπλόκου, ενώ υδρόλυση ΑΤΡ απαιτείται για την 
πρωτεόλυση. Εκτός της πρωτεολυτικής δράσης, το σύµπλοκο εµφανίζει και δράση 
τσαπερόνης στον σχηµατισµό του συµπλόκου της συνθάσης του ΑΤΡ, το οποίο σχηµατίζεται 
ακόµη και παρουσία πρωτεολυτικά ανενεργού συµπλόκου Yta10-Yta12, αλλά όχι όταν αυτό 
λείπει (Arlt et al., 1996). 

Η Yme1 και οι Yta10-12 
αποτελούν δυο πρωτεολυτικά σύµπλοκα 
στην εσωτερική µεµβράνη των 
µιτοχονδρίων µε τα ενεργά κέντρα στις 
δυο επιφάνειες της µεµβράνης. Οι 
Leonhard et al., (1996) έδειξαν ότι τα 
δυο αυτά σύµπλοκα αποτελούν το 
σύστηµα ποιοτικού ελέγχου των 
πρωτεϊνών της εσωτερικής µεµβράνης 
των µιτοχονδρίων αποµακρύνοντας 
πρωτεολυτικά µη ενσωµατωµένες οµάδες 
συµπλόκων ή µη σωστά διπλωµένες µεµβρανικές πρωτεΐνες.  

Εσωτερική 
µεµβράνη 

Εξωτερική 
µεµβράνη 

i-AAA πρωτεάση

m-AAA πρωτεάση

 Η Yme1 δρα στον διαµεµβρανικό χώρο και ονοµάστηκε i-ΑΑΑ πρωτεάση 
(intermembrane) ενώ το σύµπλοκο Yta10-Yta12 στο στρώµα, m-AAA (matrix) πρωτεάση 
(Arlt et al., 1996).  
 Το κρίσιµο ερώτηµα για τις µεµβρανικές πρωτεάσες είναι πώς αποµακρύνουν τα 
διαµεµβρανικά τµήµατα τα οποία δεν βρίσκονται σε υδατικό περιβάλλον που είναι απαραίτητο 
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για την υδρόλυση των πεπτιδικών δεσµών, και επίσης απαιτούνται µεγάλα ποσά ενέργειας για 
να αποµακρυνθούν από τις ισχυρές οι υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις που τα συγκρατούν στα 
φωσφολιπίδια της µεµβράνης. Οι Leonhard et al., (1996) έδειξαν ότι οι δύο πρωτεάσες 
δρουν σε συνεργασία, αποµακρύνοντας η καθεµία τα τµήµατα της πρωτεΐνης που προεξέχουν 
προς τις δυο επιφάνειες της µεµβράνης. Χρησιµοποίησαν ένα πεπτίδιο που αποτελείτο από 
την Αµινο-τελική περιοχή της Yta10 (µε το ένα από τα δυο διαµεµβρανικά τµήµατα), σε 
σύντηξη µε την αναγωγάση του φολικού οξέως (DHFR) από ποντίκι. Κατασκεύασαν δυο 
πεπτίδια, ένα µε την DHFR άγριου τύπου σαν πρωτεΐνη αναφοράς που ενσωµατώνεται και 
σταθεροποιείται στην µεµβράνη, και ένα µε µια µεταλλαγµένη µορφή της DHFRmut, η οποία 
δεν διπλώνεται σωστά και αποµακρύνεται πρωτεολυτικά αµέσως µετά την εγκατάστασή της 
στην µεµβράνη. Η πρωτεΐνη αυτή πρωτεολύεται προς 4 διαφορετικά προϊόντα, το ένα από τα 
οποία παράγεται µε υδρόλυση µέσα στο διαµεµβρανικό τµήµα. Με το σύστηµα αυτό, 
µεταλλάσσοντας επιλεκτικά τις πρωτεάσες, έδειξαν ότι δυο από τα προϊόντα είναι 
αποτέλεσµα δράσης της m-AAA (Yta10-12) ενώ τα άλλα δυο, το ένα από τα οποία είναι 
τµήµα του διαµεµβρανικού κοµµατιού, είναι προϊόντα της δράσης της i-AAA (Yme1). Η 
πρωτεόλυση απαιτεί υδρόλυση ΑΤΡ, ενώ η δέσµευση των υποκαταστατών γίνεται ακόµη και 
απουσία ΑΤΡ, που πιθανόν σηµαίνει ότι η υδρόλυση του ΑΤΡ ρυθµίζει την διαµόρφωση των 
πρωτεολυτικών κέντρων Και οι δύο πρωτεάσες αναγνωρίζουν µόνο µη διπλωµένες µορφές 
(µόνο η DHFRmut αναγνωρίστηκε). 
 

2.2 ΑΑΑ ρυθµιστικές πρωτεΐνες του πρωτεασώµατος 
 

 Οι πρωτεΐνες της οµάδας αυτής είναι παρόµοιες σε µέγεθος και δοµή, εµφανίζουν 
αυξηµένη οµολογία, όχι µόνο στην ΑΑΑ περιοχή, αλλά σε όλο το µήκος τους, και πιστεύεται 
ότι υιοθετούν την ίδια τριτοταγή διαµόρφωση. Οι πρωτεΐνες αυτές διαχωρίζονται σε έξι 
υποοικογένειες µε τα µέλη σε κάθε υποοικογένεια να εµφανίζουν οµολογία της τάξης του 80-
99% στους διάφορους οργανισµούς (Swaffield & Purugganan 1997, Patel & Latterich 1995). 

 Κάθε οργανισµός περιέχει µια πρωτεΐνη από κάθε υποοµάδα, δηλαδή περιέχει έξι 
οµόλογες πρωτεΐνες. Αυτές σχηµατίζουν έναν εξαµελή δακτύλιο ο οποίος αποτελεί την βάση 
του ρυθµιστικού συµπλόκου ΡΑ700 της 26S πρωτεάσης, το οποίο προσδίδει στο 
πρωτεολυτικό πρωτεάσωµα την ικανότητα να αναγνωρίζει και να υδρολύει ουβικιτινιλιωµένες 
πρωτεΐνες (βλέπε Κεφ.Β Παρ. 2.2.1). Στην ζύµη, όπου είναι γνωστό όλο το γονιδίωµα, 
υπάρχουν µόνο έξι γονίδια (Glickman et al., 1998a). 

 Πρωτεάσωµα υπάρχει και σε κάποια είδη βακτηρίων (ακτινοµύκητες), όπου όµως 
δεν υπάρχει το σύστηµα σήµανσης πρωτεϊνών µε ουβικιτίνη οπότε δεν είναι απαραίτητη η 
παρουσία ενός συµπλόκου σαν το ΡΑ700. Για να λειτουργήσει όµως το πρωτεάσωµα 
απαιτείται η συνεργασία του µε ΑΤΡάσες, οι οποίες ξεδιπλώνουν και προωθούν τις 
πρωτεΐνες προς τις θέσεις κατάλυσης µέσα στο κανάλι του κυλίνδρου. Στα είδη αυτά 
εντοπίζεται µια προκαρυωτική οµόλογη ΑΤΡάση η οποία πιστεύεται ότι σχηµατίζει εξαµελείς 
δακτυλίους που προσδένονται στο πρωτεάσωµα και το ενεργοποιούν, όπως η ΡΑΝ 
(Proteasome Activating Nucleotidase) στο βακτήριο Methanococcus jannaschiiι, (Zwickl 
et al., 1999), και η ARC (AAA ATPase forming Ring-shaped Complexes) στον ακτινοµύκητα 
Rhodococcus erythropolis, (Wolf et al., 1998). Από τις πρωτεΐνες αυτές διαφοροποιήθηκαν 
και εξελίχθηκαν έξι  οµάδες πρωτεϊνών οι οποίες πιστεύεται ότι διευρύνουν την ειδικότητα 
αναγνώρισης της πρωτεολυτικής µηχανής. Το ίδιο φαινόµενο παρατηρείται και στο 
πρωτεάσωµα, όπου από την µια καταλυτική β- και ρυθµιστική α- υποµονάδα των βακτηρίων, 
εξελίχθηκαν επτά ευκαρυωτικές α- και β- υποµονάδες αντίστοιχα. 
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 Οι πρωτεΐνες αυτές αποµονώθηκαν από διάφορα εργαστήρια σε µελέτες άσχετες µε 
το πρωτεάσωµα και τις λειτουργίες του, µε αποτέλεσµα να τους έχουν αποδοθεί διάφορα 
ονόµατα που κάθε φορά σχετίζονται µεν µε την αντίστοιχη λειτουργία που οδήγησε στην 
αποµόνωσή τους, αλλά δηµιουργούν πρόβληµα στην επιστηµονική οµάδα που ασχολείται µε 
αυτές, πράγµα που έκανε αναγκαία την απόδοση ενιαίας ονοµατολογίας για τις πρωτεΐνες 
αυτές (Finley et al.,, 1998). Κατατάχθηκαν 
µε βάση το µέγεθός τους από την µεγαλύτερη 
προς την µικρότερη και ονοµάστηκαν Rpt 1-6 
(Regulatory Particle Triple-A proteins) σαν 
υποµονάδες του ρυθµιστικού ΡΑ700 
σωµατιδίου της 26S πρωτεάσης. 
 Εκτός της χαρακτηριστικής ΑΑΑ 
περιοχής, οι πρωτεΐνες αυτές χαρακτη-
ρίζονται επίσης και από την α-έλικα που 
εµφανίζουν στο aµινο-τελικό άκρο τους, την 
πιο διαφοροποιηµένη περιοχή τους, η οποία 
θεωρείται υπεύθυνη για την αναγνώριση και δέσµευση των υποκαταστατών τους. Τέτοια δοµή 
προβλέπεται για όλες, (από τις επαναλαµβανόµενες λευκίνες ή παρόµοια αµινοξέα στην αρχή 
της πρωτεΐνης) εκτός της Rpt2 η οποία όµως πιστεύεται ότι παρουσιάζει επίσης αναδίπλωση 
α-έλικας ακόµη και αν δεν προβλέπεται κάτι τέτοιο από τον υπολογιστή.  

Rpt6 

Rpt5 

Rpt4 

Rpt3 

Rpt2 

Rpt1 

Β Α 

Μεταβλητή περιοχή περιοχή ΑΤΡάσης 

 
 Rpt1 ή Mss1 ή cim5 ή YTA3 ή S7 

 
Είναι η µεγαλύτερη πρωτεΐνη της οµάδας. Αρχικά αποµονώθηκε από κύτταρα ζύµης, 

σαν την ανθρώπινη πρωτεΐνη που διορθώνει µεταλλαγή στο γονίδιο SGV1 της ζύµης, το 
οποίο κωδικοποιεί για µια CDC28/CDC2 σχετιζόµενη κινάση που ρυθµίζει τις κυκλίνες G1, 
οπότε ονοµάστηκε Mss1 ( mammalian supressor of the sgv-1 mutation) (Shibuya et al., 
1992). Το cDNA που προέκυψε κωδικοποιούσε για µια πρωτεΐνη 433 αµινοξέων µε 
σηµαντική δοµική οµολογία µε την ΤΒΡ1 (Tat binding protein), η οποία προσδένεται στην Τat 
πρωτεΐνη του ιού HIV και ρυθµίζει αρνητικά την µεταγραφή του από το ΤΑR RΝΑ (βλέπε 
παρακάτω). Η δοµική οµοιότητα των δυο πρωτεϊνών οδήγησε τους Shibuya et al., (1992) να 
ελέγξουν αν η Mss1 επηρεάζει την µεταγραφή του ιού. Χρησιµοποιώντας σαν γονίδιο 
αναφοράς την  CAT (chloramphenicol acetyl transferase) σε σύντηξη µε την µακριά τελική 
επαναλαµβανόµενη περιοχή του ιού (LTR long terminal repeat) µε την οποία αλληλεπιδρά η 
Tat, µέτρησαν την επίδραση της έκφρασης της Mss1 στο παραπάνω σύστηµα, παρουσία της 
πρωτεΐνης Tat. Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατά τους η Mss1, αντίθετα µε την ΤΒΡ1, ρυθµίζει 
θετικά την ενεργοποίηση της µεταγραφής µέσω της Tat, και τα επίπεδα της ρύθµισης αυτής 
ήταν ανάλογα µε τα επίπεδα του mRNA της πρωτεΐνης στα κύτταρα που ελέγχθηκαν. Με 
βάση τα στοιχεία αυτά η TBP-1 καθώς και η Mss1 θεωρήθηκαν παράγοντες της µεταγραφικής 
µηχανής µε θετική και αρνητική δράση αντίστοιχα, τουλάχιστον όσον αφορά το σύστηµα 
µεταγραφής του HIV. 
 Οι Dubiel et al., (1993) έδειξαν, µε άµεσο τρόπο, ότι η Mss1 είναι υποµονάδα του 
συµπλόκου ΡΑ700 και υποστηρίζουν ότι οι επιδράσεις της πρωτεΐνης στην µεταγραφική 
δραστηριότητα οφείλονται στην σχέση του πρωτεασώµατος µε την εκλεκτική πρωτεολυτική 
αποµάκρυνση µεταγραφικών παραγόντων. Αποµόνωσαν σύµπλοκα 26S πρωτεάσης από 
ανθρώπινα ερυθρά αιµοσφαίρια, τα ανέλυσαν σε αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης και 
αποµόνωσαν κάποιες υποµονάδες του των οποίων προσδιόρισαν την αλληλουχία µε µερική 
πέψη. Η έβδοµη ζώνη, S7, αποδείχθηκε ταυτόσηµη µε την Mss1 των Shibuya et al.,, ( 1992). 
 Υποµονάδα της 26S πρωτεάσης ή µεταγραφικός παράγοντας; Οι Yanagi et al., 
(2000) έδειξαν ότι το ένα δεν είναι απαραίτητο να αποκλείει το άλλο. Συγκρίνοντας τα 
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επίπεδα της πρωτεΐνης µε τα επίπεδα της 26S πρωτεάσης σε διάφορα ανθρώπινα κύτταρα, 
παρατήρησαν ότι υπάρχει µεγάλη ποσότητα της Mss1 η οποία δεν είναι δεσµευµένη σε 
σύµπλοκα του πρωτεασώµατος αλλά καθιζάνει επίσης και µε ένα άλλο σύµπλοκο 700 περίπου 
kDa το οποίο δεν ανέλυσαν. Στηριζόµενοι όµως στα στοιχεία που συνδέουν την πρωτεΐνη µε 
την µεταγραφή, προσπάθησαν να εντοπίσουν γνωστούς µεταγραφικούς παράγοντες (µε 
αντισώµατα) στα σύµπλοκα που αποµονώνονται από εκχυλίσµατα κυττάρων µε την Mss1 
ακινητοποιηµένη σε κατάλληλη στήλη. Ανάµεσα στις πρωτεΐνες που αποµόνωσαν µε τον 
τρόπο αυτό αναγνώρισαν γνωστούς βασικούς µεταγραφικούς παράγοντες (BTF basal 
transcriptional factors) όπως ο TBP, ο TFIIB, και ο TFIIF, ενώ δεν έδωσαν σήµα οι 
TFIIA, TFIIE και η RNA πολυµεράση ΙΙ. Προτείνουν λοιπόν ότι εκτός του 
πρωτεασώµατος, η Mss1 συµµετέχει και σε ένα άλλο σύµπλοκο το οποίο έχει σχέση µε την 
µεταγραφή.  
 
 Rpt2, ή S4, ή mts2, ή YTA5, ή TBP2(rice) 
  
 Η ανθρώπινη πρωτεΐνη αποµονώθηκε από τους Dubiel et al., (1992b) κατά την 
ανάλυση των υποµονάδων του ρυθµιστικού συµπλόκου ΡΑ700 της 26S πρωτεάσης.  Η 
αλληλουχία της προσδιορίστηκε από πεπτίδια που προέκυψαν από την ζώνη 4 (S4) του 
πηκτώµατος ακρυλαµίδης όπου αναλύθηκαν οι υποµονάδες του συµπλόκου.  
 Η οµόλογη πρωτεΐνη σε ζύµη αποµονώθηκε από τους Gordon et al., (1993) από 
κύτταρα µε ανωµαλίες στον διαχωρισµό των χρωµοσωµάτων στα οποία, µεταλλαγή της 
πρωτεΐνης οδηγεί στον σχηµατισµό δυο θυγατρικών κυττάρων, ένα εµπύρηνο µε 4n DNA και 
ένα απύρηνο. Η πρωτεΐνη ονοµάστηκε mts2 (methyl-benzyl-carbamylate (MBC) 
temperature sensitive), γιατί µεταλλαγή της πρωτεΐνης προσδίδει ανθεκτικότητα στο 
µιτωτικό δηλητήριο MBC το οποίο σχετίζεται µε την λειτουργία των µικροσωληνίσκων. Η 
ανθρώπινη S4 διορθώνει τον φαινότυπο της µεταλλαγµένης πρωτεΐνης της ζύµης που 
σηµαίνει και λειτουργική εκτός της αµινοξικής οµολογία, οπότε πρόκειται για την αντίστοιχη 
της S4 σε ζύµη. Σε παράλληλο πείραµα µε την S4, από ποντίκι όµως, αντί της S4 
αποµόνωσαν µια άλλη µεταλλαγµένη πρωτεΐνη του ποντικού, η οποία αποδείχθηκε ότι είναι η 
Mss1 (Rpt1) µεταλλαγή της οποίας σε ζύµη προκαλεί επίσης πρόβληµα στον διαχωρισµό των 
χρωµοσωµάτων (Ghislain et al., 1993), στοιχεία που οδηγούν στο συµπέρασµα ότι οι δυο 
αυτές πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν in vivo. Πράγµατι, στον δακτύλιο των ΑΤΡασών στην 26S 
πρωτεάση οι δυο αυτές πρωτεΐνες βρίσκονται σε γειτονικές θέσεις (βλέπε ΑΑΑ ΑΤΡάσες 
του πρωτεασώµατος Κεφ. Β Παρ 2.2.1).  
 Η S4 είναι Mg2+-εξαρτώµενη ΑΤΡάση όπως έδειξαν οι Lucero et al., (1995), δράση η 
οποία εξαφανίζεται αν µεταλλαγεί η λυσίνη της περιοχής της θηλιάς Ρ της πολύ αυστηρά 
συντηρηµένης αλληλουχίας GKT, η οποία θεωρείται υπεύθυνη για την δέσµευση του ΑΤΡ. 
Παράλληλα έδειξαν ότι η aµινο-τελική περιοχή της πρωτεΐνης ρυθµίζει την δράση της 
ΑΤΡάσης, αφού ελλείψεις στην περιοχή αυτή αυξάνουν την ενεργότητα του ενζύµου.  
 
 Rpt3 ή MS73 ή dDTBP2 ή TBP7 
  
 Αρχικά αποµονώθηκε από τους Shaw & Ennis (1993) στον οργανισµό Dictyostelium 
discoideum, σε µια προσπάθεια εντοπισµού πρωτεϊνών µε οµολογία προς την ΤΒΡ-1 µε στόχο 
την αποµόνωση µεταγραφικών παραγόντων στον οργανισµό αυτό. Μαζί µε την 
DdΤΒΡ2/MS73 αποµόνωσαν επίσης και την DdTBP10/SUG1 και έδειξαν ότι και τα δυο 
γονίδια είναι ρυθµιζόµενα αναπτυξιακά. 
 Οι Dawson et al., (1995) µελετούσαν τις διαδικασίες του προγραµµατισµένου 
κυτταρικού θανάτου στα νευροµυϊκά κύτταρα του εντόµου Manduca sexta, προσπαθώντας να 
εντοπίσουν τον πρωτεολυτικό µηχανισµό που είναι υπεύθυνος για την αποµάκρυνση των 
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κυτταρικών υπολειµµάτων µέσα σε 24-30 ώρες από την έναρξη του φαινόµενου. Επειδή αυτό 
συνοδεύεται από µεγάλη αύξηση των επιπέδων ενός παράγοντα του µονοπατιού της πολύ-
ουβικιτίνης καθώς και των πολύ-ουβικιτινιλιωµένων πρωτεϊνών στα κύτταρα αυτά, 
οδηγήθηκαν στην υπόθεση ότι η πρωτεολυτική µηχανή πίσω από αυτό είναι η 26S πρωτεάση. 
Παρακολούθησαν λοιπόν τα επίπεδα των υποµονάδων του συµπλόκου της 26S πρωτεάσης, 
τα οποία αυξάνονται δραµατικά ώστε να αντιµετωπίσουν τις αυξηµένες ανάγκες για 
πρωτεόλυση, και επικεντρώθηκαν στις ρυθµιστικές ΑΤΡάσες, µε αποτέλεσµα την αποµόνωση 
της νέας MS73 η οποία αυξάνεται κατά 5-6 φορές. Στην εργασία αυτή παρατήρησαν ότι 
παράλληλα µε τις υποµονάδες του 20S πρωτεασώµατος αυξάνονται επίσης και οι ΑΤΡάσες 
Mss1, η mts2, ενώ δεν παρατήρησαν αλλαγές στα επίπεδα της ΤΒΡ-1 κάτι που πιθανόν 
εξηγείται από την παρουσία του ρυθµιστή (modulator) που αποτελείται από τις ΤΒΡ-1 και 
SUG2, και διατηρεί τα επίπεδα των πρωτεϊνών αυτών ήδη πολύ υψηλά. 
 
 Rpt4 ή SUG2 ή S10b 

 
Η πρωτεΐνη κλωνοποιήθηκε από τους Russell et al., (1996), όπως και η SUG-1 

(Swaffield et al., 1992), σε µια προσπάθεια αποµόνωσης παραγόντων που παρακάµπτουν 
µεταλλαγή στην περιοχή ενεργοποίησης του GAL4 σε ζύµη, και τις ονόµασαν SUG-1 και 
SUG-2 (suppressor of gal4D mutation). Οι DeMartino et al., (1996) εντόπισαν την 
πρωτεΐνη σε ένα σύµπλοκο, τον ρυθµιστή (modulator), το οποίο ενεργοποιεί την πρόσδεση 
του ΡΑ700 στο πρωτεάσωµα, ενώ οι Hastings et al., (1999), την εντοπίζουν παράλληλα και 
στον ρυθµιστή και στο ΡΑ700. Και εδώ, όπως και στις υπόλοιπες ΑΤΡάσες του 
πρωτεασώµατος, τίθεται το ίδιο ερώτηµα: υποµονάδες του πρωτεασώµατος ή µεταγραφικοί 
παράγοντες, ή και τα δυο σαν υποµονάδες διαφορετικών συµπλόκων; Μερική απάντηση στην 
ερώτηση αυτή δίνεται από το ίδιο εργαστήριο από τους Russell and Johnston (2001) και 
αναλύεται στην SUG-1 (βλέπε παρακάτω). 
 
 Rpt5 ή TBP-1 ή YTA-1 ή S6’ ή S6b 
  

Οι Nelbock et al., (1990) προσπαθώντας να εντοπίσουν ανθρώπινους κυτταρικούς 
παράγοντες που αλληλεπιδρούν µε τον HIV και ειδικότερα µε την ΤΑΤ, η οποία ενεργοποιεί 
τον ιό µέσω της πρόσδεσης στο TAR RNA, σάρωσαν λgt11 cDNA βιβλιοθήκη σύντηξης µε 
δόλωµα την βιτινυλ-ΤΑΤ. Το αποτέλεσµα ήταν η αποµόνωση µίας νέας πρωτεϊνης, της TAT-
binding Protein-1 TBP-1. Βρίσκεται κυρίως σε πυρήνες, και είναι σε θέση να καταστείλει την 
ενεργοποίηση του ιού µέσω της ΤΑΤ. Τα στοιχεία αυτά ενισχύονται µε την αποµόνωση και 
κλωνοποίηση µιας ανθρώπινης πρωτεϊνης, της ΤΒPΙΡ (TBP-1 Interacting Protein), η οποία 
δρα συνεργιστικά µε την ΤΒΡ-1 στην καταστολή της ενεργοποίησης του HIV (Tanaka et al., 
1997 b) 

Οι Ohana et al., (1993) έδειξαν ότι, παρά το ότι η ΤΒΡ-1 δεν προσδένεται άµεσα σε 
DNA, δρα σαν ισχυρός µεταγραφικός παράγοντας όταν βρίσκεται σε γειτονία µε διάφορους 
υποκινητές. Παράλληλα, και επειδή αρκετοί µεταγραφικοί παράγοντες λειτουργούν σαν οµο- 
ή ετερο-διµερή, σε ανάλογο έλεγχο µε κατάλληλο σύστηµα στη ζύµη, έδειξαν ότι σχηµατίζει 
διµερή µε τον εαυτό της, και µε µία άλλη οµόλογη ΑΑΑ ΑΤΡάση, την ΤΒΡ-7 (RPT3). 

Όπως αποδείχθηκε αργότερα, πρόκειται για µια πρωτεΐνη αυστηρά συντηρηµένη σε 
όλους τους οργανισµούς, και ο αριθµός των οµόλογων µε αυτή πρωτεϊνών αυξάνεται 
συνέχεια, µε τα περισσότερα µέλη της οµάδας να αποµονώνονται µε βάση την οµολογία τους 
µε την ΤΒΡ-1, σε ποντίκια (Nakamura et al., 1998), σε κατώτερους οργανισµούς όπως το 
Dictyos elium d. (Shaw et al., 1993), στη ζύµη (Schnall et al., (1994) και σε φυτά όπως 
ρύζι (Suzuka et al., 1994), ντοµάτα (Prombona et al., 1995), και Arabidopsis Th. (Fu et al., 
1999). 

t
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Με βάση τις πρώτες ενδείξεις που παρουσιάστηκαν από τους Ohana et al., (1993), η 
µελέτη της ΤΒΡ-1 στρέφεται προς την πιθανή σχέση της πρωτεΐνης µε την µεταγραφική 
µηχανή µε την οποία φαίνεται να αλληλεπιδρά. Την υπόθεση στηρίζουν και τα στοιχεία που 
προκύπτουν για δύο άλλες πρωτεΐνες πολύ οµόλογες µε την ΤΒΡ-1, την hMSS1 (Dubiel et 
al., 1993), και την ySUG1 (Swaffield et al., 1992), που φαίνονται να αλληλεπιδρούν και 
αυτές µε την µεταγραφική µηχανή. H πρώτη αποδεικνύεται να είναι θετικός ρυθµιστής της 
µεταγραφής του HIV, και µάλιστα, προτείνεται και µοντέλο ρύθµισης της διαδικασίας από τις 
ΤΒΡ-1, MSS1 και την ΤΑΤ, µε την πρώτη αρνητικό και την δεύτερη θετικό ρυθµιστή της 
ενεργοποίησης του ιού µέσω της ΤΑΤ (Shibuya et al., 1992).  

Ανάλυση της πιθανής δοµής της πρωτεΐνης αποκαλύπτει ότι, πέρα από την 
συντηρηµένη περιοχή πρόσδεσης του ΑΤΡ (βλέπε ΑΑΑ πρωτείνες), εµφανίζει µια περιοχή 
αλληλεπίδρασης µε πρωτεΐνες στο αµινο-τελικό άκρο, καθώς και ένα DEΑD µοτίβο που 
εµφανίζεται σε RNA ελικάσες. Με βάση αυτό οι Suzuka et al., (1998) έδειξαν ότι η ΤΒΡ-1 
είναι RNA-εξαρτώµενη ΑΤΡάση, αφού η ύπαρξη RNA διεγείρει την υδρόλυση του ΑΤΡ, ενώ 
το DNA δεν έχει καµία επίδραση. 

Παράλληλα µε όλα αυτά αθροίζονται και τα στοιχεία για την 26S πρωτεάση, η οποία 
φαίνεται να είναι βασικότατο εργαλείο των κυττάρων και αποδεικνύεται ότι συµµετέχει σε 
όλες σχεδόν τις κυτταρικές λειτουργίες (βλέπε λειτουργίες της 26S πρωτεάσης). Με βάση 
τα νέα δεδοµένα, η 26S πρωτεάση αποτελείται από δύο υποσύµπλοκα (DeMartino et al., 
1994), το καταλυτικό σωµατίδιο (Catalytic Particle CP ή 20S), και ένα δεύτερο 
υποσύµπλοκο, -το καπάκι- (ΡΑ700), που µετατρέπει το 20S σε µηχανή αποδόµησης Ub-
πρωτεϊνών. Η πρόσδεση του ΡΑ700 στο 20S απαιτεί υδρόλυση ΑΤΡ.  Έξι από τις 
υποµονάδες του ΡΑ700 είναι ΑΑΑ ΑΤΡάσες: η ΤΒΡ-1, η MSS1, η SUG1, η MS73, η SUG2, 
και η mts2 (Richmond et al., 1997, τα ονόµατα των πρωτεΐνών της ζύµης), (πρόσφατη 
ανασκόπηση Ferrell et al., 2000). Σύµφωνα µε τα στοιχεία αυτά, προτάθηκε ότι η επίδραση 
των πρωτεϊνών αυτών στην µεταγραφική µηχανή είναι έµµεση, µέσω της εκλεκτικής 
αποµάκρυνσης µε πρωτεόλυση µεταγραφικών παραγόντων και όχι µε άµεση αλληλεπίδραση µε 
την µεταγραφική µηχανή. 

Για αρκετά χρόνια υπήρχε αµφιβολία για το αν η ΤΒΡ-1 αποτελεί υποµονάδα του 
συµπλόκου ή όχι, και βασικός λόγος για αυτό ήταν ότι δεν είχε πιστοποιηθεί η παρουσία της 
σε αυτό. Το 1995 οι Dawson et al.,, µελετώντας την συµπεριφορά της 26S πρωτεάσης στο 
Manduca sexta, κατά την αλλαγή του ζώου από κάµπια σε πεταλούδα, παρατήρησαν ότι η 
αλλαγή αυτή απαιτεί επαγωγή και συνεπαγόµενα δραµατική αύξηση των επιπέδων της 26S 
πρωτεάσης, ώστε να αποδοµηθούν οι µύες της κοιλίας της κάµπιας και να πραγµατοποιηθεί η 
µεταµόρφωση. Παρακολούθησαν τα γονίδια που επάγονται κατά την διαδικασία αυτή, και 
αποµόνωσαν ένα νέο µέλος της οικογένειας, την MS73 (Rpt3, S7). Παράλληλα έδειξαν  ότι 
τα επίπεδα αυτής και δύο ακόµα πρωτεϊνών της οµάδας, της MSS1(Rpt1) και της mts2 (S4, 
RPT2) αυξάνονται παράλληλα µε την παρατηρούµενη αύξηση των επιπέδων της 26S 
πρωτεάσης στα κύτταρα, ενώ τα επίπεδα της ΤΒΡ-1 παραµένουν αναλλοίωτα. Αποµόνωσαν 
20S και 26S πρωτεάση, και για πρώτη φορά έδειξαν ανοσολογικά  την παρουσία της ΤΒΡ-1 
στο σύµπλοκο. Η µη αλλαγή των επιπέδων της πρωτεΐνης εξηγείται από δύο στοιχεία που 
ήρθαν αργότερα : (1) όλες οι ΑΑΑ ΑΤΡάσες του 26S έχουν µεγάλο χρόνο ηµιζωής (Tanaka 
et al., 1997), και (2) η ΤΒΡ-1 αποτελεί µέλος και ενός δεύτερου συµπλόκου, του ρυθµιστή 
(modulator) (Adams et al., 1997), ο οποίος αποτελείται από τρεις πρωτεΐνες την ΤΒΡ-1, την 
SUG2, και µια άγνωστης ακόµη δράσης πρωτεΐνη, την p27 (DeMartino et al., 1996). Η 
ύπαρξη του ρυθµιστή καθιστά τον προσδιορισµό των επιπέδων της ΤΒΡ-1 στο σύµπλοκο της 
26S δύσκολο. 

Η ΤΒΡ-1, όπως και οι άλλες πέντε της οµάδας της, είναι απαραίτητη για την 
βιωσιµότητα των κυττάρων σε ζύµη, και εκφράζεται σε όλους τους ιστούς των οργανισµών 
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που ελέγχθηκαν. Απαντάται στον πυρήνα και στο κυτταρόπλασµα, κάτι που είναι σύµφωνο µε 
τον εντοπισµό της 26S στα κύτταρα. 

Η ΤΒΡ-1 και η MSS1 είναι υποµονάδες της 26S, και παράλληλα αλληλεπιδρούν µε την 
ΤΑΤ του HIV, επηρεάζοντας την µεταγραφή του ιού. Αυτά τα στοιχεία οδηγούν στο 
συµπέρασµα ότι η 26S πρωτεάση παίζει σηµαντικό ρόλο στην ενεργοποίηση του HIV στα 
κύτταρα. Έχει επίσης δειχθεί ότι η ΤΑΤ δρα ανταγωνιστικά µε τον ΡΑ28 (Seeger et al., 
1997), έναν ενεργοποιητή του πρωτεασώµατος που επάγεται από γ-ιντερφερόνη και 
µετατρέπει το πρωτεάσωµα σε µηχανή παραγωγής πεπτιδίων για παρουσίαση αντιγόνων. Οι 
Seeger et al., (1997) έδειξαν ότι η ΤΑΤ, πιθανόν µέσω της ΤΒΡ-1, προσδένεται στον 
ΡΑ700, καθώς και στο 20S, παρεµποδίζοντας έτσι την πρόσδεση του 20S µε τον ΡΑ28 και 
την ακόλουθη µετατροπή του σε ανοσοπρωτεάσωµα, αποδίδοντας σε αυτό το µοντέλο, 
τουλάχιστον εν µέρει, την αδρανοποίηση του ανοσοποιητικού συστήµατος σε ασθενείς µε 
AIDS. 

Έχει προταθεί από πολλά εργαστήρια, ότι η παρουσία ΑΤΡασών στην 26S πρωτεάση 
έχει στόχο το ξεδίπλωµα των προς πρωτεόλυση πρωτεϊνών δεδοµένου, ότι µόνο πεπτίδια 
χωρίς δευτεροταγή δοµή χωράνε στα ανοίγµατα του καταλυτικού 20S κυλίνδρου, και 
συνεπώς οι πρωτείνες ξεδιπλώνονται και τροφοδοτούνται προς πρωτεόλυση από τις 
ΑΤΡάσες, οι οποίες δρουν σαν τσαπερόνες ή, δεσµεύοντας τις µη σωστά διπλωµένες 
πρωτεΐνες, τις διατηρούν σε κάπως διαλυτή µορφή ώστε να δώσουν χρόνο είτε στο 
πρωτεάσωµα να τις υδρολύσει είτε/και σε κάποιες άλλες τσαπερόνες να τις αναδιπλώσουν 
σωστά.  

Για την ακρίβεια έχει δειχθεί από τους Ghee et al., (2000), ότι η ΤΒΡ-1 αλληλεπιδρά 
µε την α-συνουκλεΐνη. Η α- συνουκλεΐνη είναι µια τελική πρωτεΐνη προσυναπτικού 
εγκεφαλικού νευρώνα άγνωστης δράσης, η οποία εµφανίζεται µεταλλαγµένη σε κύτταρα 
ασθενών µε Parkinson. Οι µεταλλαγµένες µορφές συσσωµατώνονται σε ινίδια (Lewy bodies). 
Χρησιµοποιώντας το σύστηµα δυο υβριδίων στη ζύµη, οι Ghee et al., (2000) έδειξαν ότι η α- 
συνουκλεΐνη  αλληλεπιδρά ειδικά µε την ΤΒΡ-1, όπως έδειξαν και τα πειράµατα της 
ανοσοκατακρήµνισης. Τα στοιχεία αυτά υποστηρίζουν την υπόθεση ότι η 26S πρωτεάση 
αποµακρύνει ανώµαλα διπλωµένες πρωτεΐνες, και είναι πιθανόν η ΤΒΡ-1 να είναι ο 
παράγοντας που αναγνωρίζει και επιλέγει την α- συνουκλεΐνη προς αποδόµηση. ∆εν φαίνεται 
να υπάρχει σήµα ουβικιτίνης, αν και αυτό δεν είναι απαραίτητο για την δέσµευση πρωτεϊνών 
από την βάση του ΡΑ700 (Strickland et al., 2000). 

Πρόσφατα, οι Park et al., (1999) έδειξαν ότι η ΤΒΡ-1 συµµετέχει στο µονοπάτι 
µεταφοράς σηµάτων των κινασών τυροσίνης. Η µετατροπή κακοήθη φαινότυπου σε έναν πιο 
ήπιο, ή ακόµη και εξαφάνισή του, µπορεί να επιτευχθεί αν κατασταλεί η λειτουργία των 
κινασών τυροσίνης των επιφανειακών υποδοχέων της οικογένειας erbB. Αυτό µπορεί να 
γίνει µε αδρανοποίηση των υποδοχέων µε κατάλληλα αντισώµατα. Ο µηχανισµός αυτής της 
καταστολής δεν είναι ξεκάθαρος, αλλά η πρόσδεση αντισωµάτων στον υποδοχέα οδηγεί στην 
καταστολή της λειτουργίας του, και στην αποδόµηση του από κάποιο µονοπάτι πρωτεόλυσης. 
Μελετώντας µε διαφορική εµφάνιση µεταγράφων (mRNA differential display) την επαγωγή 
γονιδίων κατά το φαινόµενο αυτό, αποµόνωσαν την ΤΒΡ-1 η οποία επάγεται σε κύτταρα υπό 
καταστολή. Με βάση τα δεδοµένα αυτά προτείνεται ότι η ΤΒΡ-1 συµµετέχει στην 
αδρανοποίηση των κινασών αυτών. 

Όλοι συµφωνούν ότι είναι δύσκολο να προσδιορίσει κανείς τις επιµέρους λειτουργίες 
µιας πρωτεΐνης που συµµετέχει σε δύο τουλάχιστον σύµπλοκα µέσα στα κύτταρα, ειδικά αν η 
λειτουργία του συµπλόκου είναι αποτέλεσµα συνεργιστικής δράσης περισσότερων από µιας 
υποµονάδων. Η έλλειψή της ΤΒΡ-1 έχει αποδειχθεί θνησιγόνος, τουλάχιστον στη ζύµη. 
Υπάρχουν κάποια στοιχεία που εστιάζονται στην µεταλλαγή της συντηρηµένης περιοχής και 
ειδικά στην λυσίνη του µοτίβου Walker, GPPGKT, όπου εντοπίζεται η πρόσδεση του ΑΤΡ, 
πάντα στη ζύµη, από τα οποία όµως δεν προκύπτει ξεκάθαρα κάποια λειτουργία για την ΤΒΡ-
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1, η οποία πρέπει να αναζητηθεί στην συνεργασία των έξι ΑΤΡασών στην δράση της 26S 
πρωτεάσης και του συµπλόκου ΡΑ700, (Richmond et al., 1998). 

Μεταγραφικός παράγοντας, ΑΤΡ-εξαρτώµενη πρωτεάση, Μg2+-εξαρτώµενη ΑΤΡάση ή 
τσαπερόνη, µένει να δειχθεί . 

 
Rpt6 ή SUG1 ή cim3 ή Trip1 

 
Είναι η πιο συζητηµένη από όλες τις ΑΤΡάσες του πρωτεασώµατος. Αρχικά 

αποµονώθηκε από τους Swaffield et al., (1992) σε σάρωση βιβλιοθήκης έκφρασης ζύµης, 
προς αναζήτηση παραγόντων που αλληλεπιδρούν µε την µεταλλαγµένη GAL4 πρωτεΐνη στην 
οποία λείπουν τα 14 τελευταία αµινοξέα της περιοχής ενεργοποίησης, µε αποτέλεσµα 
ελάττωση της λειτουργίας της κατά 97%. Ενεργοποίηση της µεταγραφής από την 
µεταλλαγµένη πρωτεΐνη απαιτεί κάποιο παράγοντα ο οποίος, παρακάµπτοντας την παραπάνω 
µεταλλαγή λειτουργεί σαν ενδιάµεσος (mediator) ανάµεσα στην GAL4 και την βασική 
µεταγραφική µηχανή. Η SUG1 (suppressor of GAL4 mutation), όπως και η SUG2 (Russell 
et al., 1996), είναι σε θέση να προκαλέσουν µεταγραφή από τον µεταλλαγµένο GAL4, κάτι 
που οδήγησε στο συµπέρασµα ότι, όπως και οι ΤΒΡ-1 και η MSS1, αποτελούν παράγοντες της 
µεταγραφικής µηχανής. Το γονίδιο της SUG1 εντοπίσθηκε από τους Goyer et al., (1992) στις 
αλληλουχίες που προηγούνται του γονιδίου της µεγάλης υποµονάδας του παράγοντα έναρξης 
eIF-4F και την ονόµασαν ΤΒΡΥ σαν την οµόλογη της ΤΒΡ-1 στη ζύµη. 

Οι Ghislain et al., (1993) αποµόνωσαν δυο µεταλλαγµένες πρωτεΐνες οι οποίες 
προκαλούν σταµάτηµα του κυτταρικού κύκλου στο µεταβατικό στάδιο G2/µετάφαση, που όταν 
συνδυάζονται προκαλούν θνησιγόνο φαινότυπο, οπότε ονοµάσθηκαν cim3(SUG1) και cim5 
(MSS1) (co-lethal in mitosis). Στα κύτταρα αυτά συσσωρεύονται οι κυκλίνες CLB2, CLB3 και 
δεν διαχωρίζονται τα χρωµοσώµατα κατά την ανάφαση. Τα στοιχεία αυτά αποδίδουν στις 
πρωτεΐνες αυτές ρόλο στην πρωτεολυτική µηχανή, και εδώ αρχίζει η αντιπαράθεση 
στοιχείων για την SUG1 όσον αφορά την εξήγηση των πειραµατικών δεδοµένων µε βάση την 
ανάµειξή της σε δυο διαδικασίες: της πρωτεόλυσης και της µεταγραφής. 

Οι Kim et al., (1994) εντόπισαν ανοσολογικά την πρωτεΐνη στο σύµπλοκο του 
ολοενζύµου της RNA πολυµεράσης ΙΙ, και υποστήριξαν ότι η πρωτεΐνη είναι απαραίτητη για 
να ανασυσταθεί η λειτουργία της πολυµεράσης σε in vitro σύστηµα, οπότε, σαν υποµονάδα 
του ενζύµου αυτού, αποτελεί παράγοντα της µεταγραφικής µηχανής.  

Η σχέση της SUG1 µε την µεταγραφή ενισχύθηκε από µια σειρά στοιχείων που όλα 
δείχνουν την αλληλεπίδραση της πρωτεΐνης µε γνωστούς µεταγραφικούς παράγοντες: 

Η ανθρώπινη πρωτεΐνη αποµονώθηκε από τους Lee et al., (1995) σε σάρωση 
ανθρώπινης βιβλιοθήκης έκφρασης µε το σύστηµα δυο υβριδίων στη ζύµη για παράγοντες 
που αλληλεπιδρούν µε τον υποδοχέα της θυρεοειδικής ορµόνης Τ3. Μια από τις πρωτεΐνες 
που αποµονώθηκαν µε τον τρόπο αυτό, η Trip-1 (thyroid-hormone receptor interacting 
protein), αποδείχθηκε ότι είναι το ανθρώπινο λειτουργικό ανάλογο της SUG-1. Η Trip-1 
αλληλεπιδρά επίσης και µε τον υποδοχέα του ρετινοικού-Χ (retonoid-X). Τα στοιχεία αυτά 
επεκτάθηκαν από τους vom Baur et al., (1996), οι οποίοι έδειξαν ότι  εκτός των υποδοχέων 
της θυρεοειδικής ορµόνης (TRα) και του ρετινοικού οξέως (RARα), η πρωτεΐνη αλληλεπιδρά 
µε την περιοχή ενεργοποίησης και άλλων πυρηνικών υποδοχέων των οποίων η δράση 
εξαρτάται από την πρόσδεση υποκαταστάτη σε αυτούς (AF-2) όπως ο υποδοχέας του 
οιστρογόνου ER, και της βιταµίνης D3, (VDR), των οποίων τα επίπεδα ενεργοποίησης από την 
Trip-1 είναι συγκρίσιµα µε τα αντίστοιχα ενός γνωστού µεταγραφικού παράγοντα του TIF1. 

Η εικόνα περιπλέχθηκε όταν οι Akiyama et al., (1995) έδειξαν άµεσα ότι η p45, 
υποµονάδα της 26S πρωτεάσης από ανθρώπινα κύτταρα της οποίας ανέλυσαν την 
αλληλουχία µε µερική πέψη και προσδιορισµό των πεπτιδίων που προέκυψαν, είναι η Trip-1. 
Το αποτέλεσµα αυτό αµφισβητήθηκε από τους Swaffield et al., (1995), τουλάχιστον για την 
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SUG-1 της ζύµης, για την οποία έδειξαν ότι δεν εντοπίζεται στο 26S, ενώ παράλληλα, 
λειτουργεί σαν ενδιάµεσος σύνδεσης της περιοχής ενεργοποίησης µεταγραφικών παραγόντων 
όπως ο GAL4 και ο ιικός VP-16 µε την βασική µεταγραφική µηχανή, κάτι που συµφωνεί µε τα 
δεδοµένα των Xu et al., (1995), οι οποίοι έδειξαν ότι η SUG-1 ρυθµίζει την ενεργοποίηση 
της µεταγραφής από την Cdc68 η οποία απαιτείται για µεταγραφή διαφόρων γονιδίων στις 
ζύµη όπως της κυκλίνης G1. 

 Τελικά, οι Rubin et al., (1996) αποµόνωσαν σύµπλοκο 26S πρωτεάσης από κύτταρα 
ζύµης, στα οποία η SUG-1 και η Pre1 (β-υποµονάδα του 20S πρωτεασώµατος) εκφράζονται 
µε ετικέττα 6-ιστιδινών µέσω της οποίας αναγνωρίζονται ανοσολογικά οι πρωτεΐνες που την 
φέρουν αφ’ ενός, και αφ’ ετέρου χρησιµοποιείται σαν µέσο ανοσοκαθίζησης των συµπλόκων 
στα οποία συµµετέχουν οι πρωτεΐνες αυτές. Παράλληλα, παρακολούθησαν και την παρουσία 
του συµπλόκου της RNA πολυµεράσης ΙΙ στα κλάσµατα που προέκυψαν κατά την αποµόνωση 
του συµπλόκου της 26S πρωτεάσης. Έδειξαν λοιπόν ότι η SUG-1 συνκαθιζάνει µε την 26S 
πρωτεάση και δεν περιέχεται στο σύµπλοκο της πολυµεράσης, προτείνουν µάλιστα ότι η 
επίδραση της πρωτεΐνης στις µεταγραφικές διαδικασίες οφείλεται στην ανάµειξη της 26S 
πρωτεάσης στην πρωτεολυτική ρύθµιση των παραγόντων αυτών, κάτι που συµβαίνει στην 
περίπτωση της πρωτεΐνης c-Fos (Wang et al., 1996). Οι  Wang et al., (1996) αποµόνωσαν 
σε ποντίκι µια πρωτεΐνη, την FZA-B (που είναι η οµόλογη της SUG-1) η οποία αλληλεπιδρά 
µε την περιοχή «φερµουάρ λευκίνης» (leucine zipper) της c-Fos. Έδειξαν ότι οι δύο 
πρωτεΐνες εντοπίζονται στο σύµπλοκο της 26S πρωτεάσης και πρότειναν ότι η SUG-1 
συµµετέχει στο µονοπάτι πρωτεόλυσης της c-Fos και πιθανόν και άλλων µεταγραφικών 
παραγόντων. 

Αναζητώντας κάποια ενζυµική δραστηριότητα της πρωτεΐνης οι Fraser et al., (1997) 
έδειξαν ότι η SUG1 είναι 3’-5’ DNA ελικάση, στηριζόµενοι στο γεγονός ότι η SUG1, όπως και 
οι υπόλοιπες της οµάδας, περιέχουν ένα µοτίβο, το DexH/D, το οποίο συναντάται σε 
ελικάσες, ενώ οι Makino et al., (1997) έδειξαν ότι η πρωτεΐνη έχει δράση ΑΤΡάσης η οποία 
ρυθµίζεται από ειδικά RNA (ενεργοποιείται από poly(A)+, αλλά όχι από poly(A)-). Τέλος, η 
SUG-1 είναι αδιαµφισβήτητα υποµονάδα της 26S πρωτεάσης, και µάλιστα του συµπλόκου 
ΡΑ700, όπου µε τις άλλες πέντε σχηµατίζουν τον δακτύλιο της βάσης µε τον οποίο ο ΡΑ700 
προσδένεται στον 20S πρωτεολυτικό κύλινδρο του πρωτεασώµατος (Rubin et al., 1997). 

Και εδώ, όπως και στις άλλες πέντε, παραµένει ανοιχτό το ερώτηµα: σίγουρα έχουν 
σχέση µε την µεταγραφική µηχανή, και είναι υποµονάδες του ΡΑ700, πώς όµως συνδυάζεται 
η συµµετοχή τους στο πρωτεολυτικό µονοπάτι της 26S µε την επίδραση που έχουν στην 
µεταγραφική διαδικασία των κυττάρων; 

Οι Russell & Johnston (2001) προσπάθησαν να απαντήσουν το παραπάνω ερώτηµα 
συνδυάζοντας τα υπάρχοντα στοιχεία για την SUG1 και SUG2, για τις οποίες αυτοί πρώτοι 
εντόπισαν σχέση µε την µεταγραφή από τον GAL4. Η έκφραση των GAL γονιδίων 
ελαττώνεται δραµατικά όταν από την πρωτεΐνη GAL4 λείπουν τα τελευταία 14 αµινοξέα της 
περιοχής ενεργοποίησης (Gal4D), κάτι που διορθώνεται µερικά όταν η µεταλλαγµένη Gal4D 
υπερεκφράζεται, και αποκαθίσταται σχεδόν πλήρως από την παρουσία συγκεκριµένων 
µεταλλαγµένων µορφών των SUG1 και SUG2. Η επίδραση των µεταλλαγµένων SUG1 και 
SUG2 στην µεταγραφή από τον Gal4d, αποδίδεται στην σταθεροποίηση του Gal4D λόγω της 
προβληµατικής λειτουργίας της 26S πρωτεάσης. Οι Russell & Johnston (2001) έδειξαν ότι η 
αύξηση των επιπέδων της Gal4D δεν συνοδεύεται πάντα από αποκατάσταση της 
µεταγραφικής της λειτουργίας. Μεταλλαγές των β-υποµονάδων του 20S πρωτεασώµατος, 
καθώς και κάποια µεταλλαγµένα αλληλόµορφα των SUG1 και SUG2 που έχουν σαν 
αποτέλεσµα την αδρανοποίηση του πρωτεασώµατος δεν διορθώνουν την µεταγραφική 
δραστηριότητα (ανάπτυξη σε γαλακτόζη), παρά την δραµατική αύξηση των επιπέδων της 
Gal4D. Παράλληλα, υπάρχουν κάποια αλληλόµορφα των SUG1 και SUG2 η παρουσία των 
οποίων δεν αυξάνει την Gal4D στα προηγούµενα επίπεδα, µάλιστα, σε κάποια από αυτά η 
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Gal4D βρίσκεται σε χαµηλότερα επίπεδα από την GAL4 «άγριου τύπου». Τα αλληλόµορφα 
αυτά αποκαθιστούν την λειτουργία της Gal4D, δράση η οποία δεν εξηγείται µε την όποια 
πρωτεολυτική δράση της 26S πρωτεάσης. Παράλληλα µε τα στοιχεία αυτά, οι Molinari et al., 
(Russell & Johnston, 2001) έδειξαν ότι το πρωτεάσωµα αποµακρύνει εκλεκτικά 
µεταγραφικούς παράγοντες εν δράσει, και ότι µεταλλαγές στις περιοχές ενεργοποίησης ή 
πρόσδεσης σε DNA προκαλούν σταθεροποίηση των ανενεργών αυτών παραγόντων.  

Οι Russell & Johnston (2001) προτείνουν ότι η επίδραση των SUG1 και SUG2, και 
πιθανόν και των υπολοίπων ΑΤΡασών του ΡΑ700, στην µεταγραφή, δεν οφείλεται στην 
πρωτεολυτική δραστηριότητα της 26S πρωτεάσης αλλά στην δράση του ΡΑ700 ανεξάρτητα 
από το πρωτεάσωµα. Ο ΡΑ700 λειτουργεί σαν σύµπλοκο µε δράση τσαπερόνης που 
συµµετέχει στην σταθεροποίηση ή αποσταθεροποίηση µεταγραφικών συµπλόκων και στην 
ενσωµάτωση υποµονάδων σε αυτά, χωρίς την συµµετοχή πρωτεολυτικής δραστηριότητας. 
Αυτό θα εξηγούσε και την σχέση της 26S πρωτεάσης και ειδικά των ΑΤΡασών του ΡΑ700 µε 
την διαδικασία διόρθωσης DNA (Lommel et al., 2000, Schauber et al., 1998, Russell & 
Johnston, 2001), για την οποία είναι απαραίτητη η παρουσία του ΡΑ700 αλλά όχι και η 
πρωτεολυτική δράση του 20S. Θεωρούν δηλαδή ότι ο ΡΑ700 λειτουργεί σαν τσαπερόνη στην 
ελεύθερη µορφή του, ή προσαρµόζει την δράση αυτή στις ανάγκες του 20S για ξεδίπλωµα 
των υποκαταστατών που αποδοµούνται από αυτό. Αυτό θα εξηγούσε και την «προτίµηση» της 
26S πρωτεάσης για τους ενεργούς και όχι τους αδρανοποιηµένους µεταγραφικούς 
παράγοντες που παρατηρήθηκε από τους Molinari et al.,(Russell & Johnston, 2001). 

 
2.3. ΑΑΑ πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε τον κυτταρικό σκελετό 

  
Οι πρωτεΐνες της οµάδας αυτής βρίσκονται αποκλειστικά σε ευκαρυωτικά κύτταρα 

και περιλαµβάνουν τις mei-1 του C. elegans, και τις Msp1, SAP1, και Vps4p του S. 
cerevisiae. 
 Η  mei-1(meiosis) απαιτείται για την οργάνωση της µειωτικής ατράκτου στα θηλυκά 
γαµετοκύτταρα και πρέπει να αποµακρυνθεί πριν την µίτωση. Η πρωτεΐνη εντοπίζεται µε 
κατάλληλο αντίσωµα στην άτρακτο κατά τις µειώσεις Ι και ΙΙ ενώ λείπει από την µιτωτική 
άτρακτο. Μεταλλαγές ή έλλειψη του γονιδίου προκαλούν αναστολή του σχηµατισµού της 
ατράκτου και της διαδικασίας της µείωσης. (Clark-Maguire 1994). 
 H msp1 (mitochondrial sorting of proteins) εντοπίζεται στην εξωτερική µεµβράνη 
των µιτοχονδρίων προς το κυτταρόπλασµα. Έλλειψη της πρωτεΐνης δεν προκαλεί ανωµαλίες 
στην ανάπτυξη των κυττάρων ούτε παρατηρούνται ανωµαλίες στην εισαγωγή πρωτεϊνών στο 
µιτοχόνδριο, η υπερέκφρασή της όµως προκαλεί τοποθέτηση των πρωτεϊνών σε λάθος 
µεµβράνη (Nakai et al., 1993). 
 H SAP1 αποµονώθηκε µε το σύστηµα των δυο υβριδίων στη ζύµη σαν παράγοντας 
που αλληλεπιδρά µε την SIN-1 έναν µεταγραφικό καταστολέα της ζύµης που δρα 
ανταγωνιστικά µε το σύµπλοκο SWI/SNF το οποίο προκαλεί ανασχηµατισµό της χρωµατίνης 
σε περιοχές όπου συµβαίνει εκλεκτική έκφραση του γενετικού υλικού. Η SIN-1 είναι 
παράγοντας της χρωµατίνης ο οποίος λειτουργεί σαν άγκιστρο µορίων στην χρωµατίνη. Η 
κάρβοξυ-τελική άκρη της πρωτεΐνης αλληλεπιδρά µε πρωτεΐνες που δεσµεύονται στον 
υποκινητή των γονιδίων που καταστέλλει, η κεντρική περιοχή της προσδένεται σε DNA, ενώ 
η Αµινο-τελική περιοχή της δεσµεύει άλλες πρωτεΐνες όπως η CDC23 που απαιτείται για την 
µετάβαση από την µετάφαση στην ανάφαση. Στην ίδια περιοχή δεσµεύεται και η SAP-1 
(Liberzon et al., 1994) 

Τέλος, η Vps4p (vacuolar protein sorting) είναι πρωτεΐνη του κυτταροπλάσµατος 
και απαιτείται για την µεταφορά λυσοσωµατικών και ενδοκυττωµένων πρωτεϊνών από το 
προ-λυσοσωµατικό ενδόσωµα (διαµέρισµα Ε) στο λυσόσωµα. Η πρωτεΐνη εντοπίζεται σαν 
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µονοµερής, αλλά και σαν σύµπλοκο έξι υποµονάδων σε ισορροπία µε το µονοµερές. Πιθανόν 
να δρα σαν µοριακή τσαπερόνη ή ΑΤΡ-εξαρτώµενο πρωτεϊνικό άγκιστρο που ρυθµίζει τον 
σχηµατισµό συµπλόκου των πρωτεϊνών τάξης Ε (απαραίτητο για την λειτουργία του κυστιδίου 
τάξης Ε) (Babst et al., 1997).  

 
2.4. ΑΑΑ πρωτεΐνες σύντηξης µεµβρανών 

  
Η σύντηξη µεµβρανών είναι απαραίτητη για µια σειρά γεγονότων στα κύτταρα όπως η 

µετακίνηση κυστιδίων, (ετεροτυπική σύντηξη, heterotypic fusion), και η συντήρηση 
οργανιδίων (συναρµολόγηση και αποσυναρµολόγηση) κατά την κυτταρική διαίρεση (οµοτυπική 
σύντηξη, homotypic fusion). Η µετακίνηση και ο προσανατολισµός των κυστιδίων µεταφοράς 
απαιτεί την συνεργασία παραγόντων µεµβρανικών και διαλυτών. Ανάµεσα στους διαλυτούς 
παράγοντες κάθε διαδικασίας οµο ή ετεροτυπικής σύντηξης µεµβρανών στα κύτταρα 
βρίσκεται και µια ΑΑΑ πρωτεΐνη.  

Οι ΑΑΑ πρωτεΐνες που συµµετέχουν στην διαχείριση των µεµβρανών αποτελούν µια 
ξεχωριστή υποοικογένεια των ΑΑΑ ΑΤΡασών. Οι πρωτεΐνες της οµάδας αυτής αντίθετα από 
όλες τις άλλες περιέχουν δύο αντίτυπα της ΑΑΑ περιοχής τα οποία ονοµάζονται CAD-N το 
άµινο-τελικό και CAD-C το κάρβοξυ-τελικό. Με βάση τις περιοχές αυτές χωρίζονται σε τρεις 
υποοµάδες, την  CDC48/VCP όπου και τα δύο ΑΑΑ αντίτυπα είναι καλά συντηρηµένα, την 
NSF/Sec18 όπου µόνο το CAD-N είναι συντηρηµένο και την Pas όπου το CAD-C είναι 
συντηρηµένο. Μέλη της οµάδας αυτής, όπως η Vat και η SAV (Confalonieri et al., 1994), 
εντοπίζονται και σε αρχαιοβακτήρια, τα οποία όµως δεν έχουν εσωτερικές µεµβράνες, όπου 
συµµετέχουν σε σύντηξη µεµβρανών που σχετίζονται µε την κυτταρική διαίρεση. Τα µέλη της 
οµάδας εξελίχθηκαν παράλληλα µε την εµφάνιση υποκυτταρικών οργανιδίων 
χρησιµοποιώντας ίσως κάποιους κοινούς µηχανισµούς (Row & Balch 1997) 
 Η CDC48 (Frölich et al., 1991) αποµονώθηκε από κύτταρα ζύµης στα οποία 
σταµατάει η µίτωση µε αδιαίρετο πυρήνα και δέσµες µικροσωληνίσκων διάσπαρτες στο 
κυτταρόπλασµα να ξεκινάνε από ένα επίσης αδιαίρετο πολικό σωµάτιο. Η πρωτεΐνη 
σχηµατίζει οµοεξαµερή δαχτυλίδια στο κυτταρόπλασµα και σχετίζεται µε τις µικροσωµικές 
µεµβράνες (microsomal membranes), είναι δε απαραίτητη για την οµοτυπική σύντηξη των 
µεµβρανών του πυρήνα µε το ενδοπλασµατικό δίκτυο κατά την µίτωση. 
 Οι Koller and Brownstein (1987) έδειξαν ότι αυτό που αρχικά είχε αποµονωθεί σαν 
πρόδροµο ορµονικό πεπτίδιο και ονοµάστηκε βαλοσίνη περιέχεται σε cDNA γουρουνιού που 
κωδικοποιεί για ένα πολυπεπτίδιο τουλάχιστον 90kDA και ονοµάστηκε VCP (Valosin 
containing protein). Ο πλήρης κλώνος κωδικοποιεί µια πρωτεΐνη 100kDa, το λειτουργικό 
ανάλογο την CDC48 σε θηλαστικά, που αποτελεί έναν από τους πρώτους στόχους για 
φωσφορυλίωση τυροσίνης από κινάση σε απάντηση της ενεργοποίησης των Τ-κυττάρων µέσω 
του υποδοχέα αντιγόνων (Egerton et al., 1992). Η VCP, όπως και οι άλλες της οµάδας 
σχηµατίζει ένα οµοεξαµερή δακτύλιο ο οποίος αλληλεπιδρά µε την κλαθρίνη (πρωτεΐνη 
επικάλυψης µεµβρανών κυστιδίων που σχηµατίζονται µετά από ενδοκύττωση σε απάντηση 
υποδοχέα), συµµετέχει σε σχηµατισµό συµπλόκου όπου εντοπίζεται και η Hsc70 και έχει 
συµπεριφορά τσαπερόνης (Pleasure et al., 1993). Τέλος, όπως έδειξαν οι Dai et al., (1998) η 
VCP συνεργάζεται µε το πρωτεάσωµα, αποµακρύνει τον Iκ-Βα από τα διµερή ΙκΒα-NFκΒ και 
τον µεταφέρει στο πρωτεάσωµα όπου αποδοµείται. Η VCP προσδένεται στον ΙκΒα µόνο αφού 
αυτός έχει φωσφορυλιωθεί και ακόλουθα ουβικιτινιλιωθεί σε απάντηση εξωτερικού 
ερεθίσµατος.  
 Η οµόλογη της VCP η p97 αποµονώθηκε από πυρήνες ωαρίων του Xenopus laevis
(Peters eta al 1990) σαν ένα οµοεξαµερές δαχτυλίδι το οποίο απαιτεί υδρόλυση ΑΤΡ για τον 
σχηµατισµό του και παρουσιάζει δράση ΑΤΡάσης σαν ολιγοµερές η οποία χάνεται όταν 
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διασπαστεί το σύµπλοκο. Η δοµή του δακτυλίου αυτού ήταν και η πρώτη δοµή ΑΑΑ 
πρωτεΐνης που αναλύθηκε (Peters et al., 1992). Στην ανάλυση αυτή, δυο εξαµερείς 
δακτύλιοι ενώνονται (ουρά-ουρά) µε αποτέλεσµα τον σχηµατισµό ενός κυλίνδρου που 
φαίνεται να αποτελείται από τέσσερις ζώνες. Η µελέτη αυτή αποτέλεσε την βάση µιας σειράς 
δοµικών αναλύσεων ΑΑΑ συµπλόκων µε στόχο την εύρεση του τρόπου µε τον οποίο οι ΑΑΑ 
πρωτεΐνες συµπλοκοποιούνται και χρησιµοποιούν την ενέργεια από την υδρόλυση του ΑΤΡ 
για να προκαλέσουν µετατροπές στην διαµόρφωση του συµπλόκου οι οποίες µεταδιδόµενες 
στον υποκαταστάτη τους προκαλούν τελικά την αποδιάταξή του (ανασκόπηση Dalal and 
Hanson 2001). Η p97 είναι απαραίτητη για τον ανασχηµατισµό των κυστιδίων του 
συστήµατος Golgi µετά την κυτταρική διαίρεση. Πρόσφατα, εντοπίσθηκε µια δεύτερη 
πρωτεΐνη η p47 (Dalal & Hanson 2001) η οποία αλληλεπιδρά µε την p97 και ονοµάστηκε 
εφαρµοστής (adaptor). Η p97 περιέχει στο Αµινο-τελικό της άκρο µια περιοχή 200 περίπου 
αµινοξέων (περιοχή Ν) που χαρακτηρίζεται ως περιοχή αναγνώρισης: εκεί προσδένονται η 
p47 ή οι υποκαταστάτες της. Η περιοχή Ν παρουσιάζει την ίδια ακριβώς τριτοταγή δοµή και 
στις άλλες ΑΑΑ που την περιέχουν των οποίων έχει αναλυθεί η δοµή, όπως η NSF, η VAT 
και η Sec18p. Την περιοχή Ν ακολουθούν δυο ΑΑΑ περιοχές πρόσδεσης ΑΤΡ οι περιοχές 
D1 και D2. Όπως η περιοχή Ν έτσι και η D1 ΑΑΑ περιοχή της p97 παρουσιάζει την ίδια 
ακριβώς δοµή µε τις άλλες ΑΑΑ περιοχές των οποίων είναι γνωστή η δοµή, όπως η D2 
περιοχή της NSF, και η AAA περιοχή της HslVU. Από την κρυσταλλογραφική ανάλυση του 
πολυµερούς που προκύπτει από την σύνδεση έξι Ν-D1 µορίων παρουσία ADP (έκφραση της 
p97 χωρίς τη κάρβοξυ-τελική ΑΑΑ περιοχή, D2), προκύπτει ότι οι D1 ΑΑΑ περιοχές 
σχηµατίζουν έναν τροχό σαν κυρτό χωνί το οποίο φέρει στην περιφέρειά του τα N τµήµατα 
σαν προεξοχές στο ίδιο επίπεδο µε στροφή αντίστροφη από τους δείκτες του ρολογιού (Dalal 
& Hanson 2001). Το ΑΤΡ δεσµεύεται στην επιφάνεια δυο γειτονικών ΑΑΑ περιοχών ενώ οι 
υποκαταστάτες, αντίθετα µε την µέχρι τώρα αντίληψη δεσµεύονται µάλλον στην περιφέρεια 
του τροχού στις προεξέχουσες περιοχές Ν και όχι στο κέντρο του πόρου των ΑΑΑ δοµών. Ο 
εφαρµοστής προσδένεται επίσης εκεί σε αναλογία 1p47:1p97 και περιορίζει την κινητικότητα 
της περιοχής µάλλον καταστέλλοντας την δράση του συµπλόκου 
 Η NSF (N-ethyl-maleimide sensitive factor) αποτελεί την πιο καλά µελετηµένη 
πρωτεΐνη της ΑΑΑ οικογένειας. Οι Block et al., (1998), µελετώντας την µεταφορά 
πρωτεϊνών στα διαδοχικά κυστίδια των οργανιδίων Golgi σε σύστηµα εκτός κυττάρων, 
παρατήρησαν ότι οι µεµβράνες αδρανοποιούνται µε την προσθήκη NEM (N-ethyl-maleimide), 
και αποµόνωσαν τον παράγοντα που αδρανοποιείται από το µόριο αυτό, την πρωτεΐνη NSF. Η 
NSF σχηµατίζει οµο-τριµερή ή εξαµερή δαχτυλίδια στο κυτταρόπλασµα και απαιτείται για όλα 
τα γεγονότα σύνδεσης και σύντηξης κυστιδίων στο κύτταρο, από το µονοπάτι έκκρισης 
πρωτεϊνών ως την µετάδοση ώσης στις συνάψεις, όπου δρα στο αρχικό στάδιο αναγνώρισης 
των µικρών κυστιδίων τα οποία ακόλουθα προσκολλώνται στην µεµβράνη «στόχο». Το 
πολυµερές της NSF προσδένεται σε διαλυτούς κυτταρικούς παράγοντες τους α-, β- και γ- 
SNAPs (soluble NSF attachment proteins), (Wilson et al., 1992), µόνο παρουσία 
κατάλληλων υποδοχέων στις αντίστοιχες µεµβράνες που πρόκειται να συντηχθούν, τους v/t 
SNARE (SNAP receptors, v=vesicle, t=target) (Söllner et al., 1993), µε αποτέλεσµα τον 
σχηµατισµό ενός συµπλόκου µε συντελεστή καθίζησης 20S. Με υδρόλυση ΑΤΡ από την NSF 
το σύµπλοκο διασπάται και οι δυο µεµβράνες ενώνονται. Η Αµινο-τελική ΑΑΑ περιοχή της 
πρωτεΐνης (D1) απαιτείται για την αλληλεπίδραση SNAP-SNARE, ενώ η κάρβοξυ-τελική 
(D2) για τον σχηµατισµό του οµοπολυµερούς. 
 Το οµόλογο της NSF γονίδιο σε ζύµη, το SEC18p (Secretory) αποµονώθηκε από 
κύτταρα ζύµης µε ανικανότητα µεταφοράς πρωτεϊνών από το ενδοπλασµατικό δίκτυο στο 
σύστηµα Golgi (Eakle et al., 1988). Η πρωτεΐνη είναι απαραίτητη για το πρώτο βήµα 
ανίχνευσης κατά την διαδικασία σύντηξης κυστιδίων µε το λυσόσωµα, φαίνεται να προσελκύει 
στον υποδοχέα Vam3p, τύπου t-SNARE, της µεµβράνης «στόχου» ένα σύµπλοκο χαµηλού 
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µοριακού βάρους από το οποίο αποσπάται αµέσως πριν την σύντηξη των δυο µεµβρανών 
(ανασκόπηση Patel & Latterich 1998). 
 Η p97 και η NSF αποτελούν την βάση µε την οποία µελετάται ο µηχανισµός δράσης 
των ΑΑΑ πρωτεϊνών γιατί έχει αναλυθεί η δοµή των µονοµερών τους και έχουν επίσης 
κρυσταλλωθεί τα εξαµερή σύµπλοκα που σχηµατίζουν µέσα στα κύτταρα µε δεσµευµένο ADP 
(p97) ή ΑΤΡ (NSF) (µε το ΑΤΡ ανάλογο ATP-PNP γιατί το ΑΤΡ υδρολύεται αµέσως) των 
οποίων έχει αναλυθεί η δοµή. Είναι γνωστό ότι η υδρόλυση του ΑΤΡ προκαλεί αλλαγές στην 
διαµόρφωση των συµπλόκων των ΑΤΡασών και αυτό αποτελεί την βάση της λειτουργίας των 
πρωτεϊνών αυτών. Πιστεύεται ότι τα σύµπλοκα αυτά υιοθετούν δυο διαµορφώσεις: την µορφή 
που προσδένεται σε ΑΤΡ και αυτήν που προσδένεται σε ΑDP. Σύγκριση των δυο αυτών 
δοµών θα εξηγούσε ποιος είναι ο ρόλος της υδρόλυσης του ΑΤΡ καθώς και γιατί είναι 
αναγκαίος ο σχηµατισµός πολυµερών για την δράση των πρωτεϊνών αυτών. Οι Zhang et al., 
προσπάθησαν να κρυσταλλώσουν την N-D1 περιοχή της p97 µε ΑΜΡ-ΡΝΡ την οποία θα 
συνέκριναν µε την αντίστοιχη µε ADP που διέθεταν, αυτό όµως δεν έγινε, οπότε συνέκριναν 
την p97-ADP µε την δοµή της D2 περιοχής της  NSF µε AMP-PNP των Brunger et al., 2000 
(Dalal & Hanson 2001). Το αποτέλεσµα αυτής της µελέτης έδειξε ότι η Περιοχή Ν βρίσκεται 
µετακινηµένη κατά πολύ.  
Οι Zhang et al., προτείνουν ότι τα ΑΑΑ ολιγοµερή  λειτουργούν µε µηχανισµό παρόµοιο µε 
εκείνον του οδοντωτού τροχού µε κίνηση η οποία παλινδροµεί ανάµεσα στα δυο εξαµερή 
δαχτυλίδια του τελικού πολυµερούς. Υδρόλυση του ΑΤΡ στον ένα δακτύλιο προκαλεί στροφή 
του τροχού ως προς τον άλλο πράγµα που προκαλεί αντικατάσταση του ADP του άλλου 
τροχού µε ΑΤΡ. 
 
Μετά την υδρόλυση ο πρώτος δακτύλιος έχει ADP οπότε 
ξαναρχίζει ο κύκλος από το δεύτερο δαχτυλίδι αυτή την 
φορά και αντικατάσταση του ΑDΡ του πρώτου µε ΑΤΡ. Η 
κίνηση αυτή µεταδίδεται στους υποκαταστάτες που 
βρίσκονται δεσµευµένοι στην επιφάνεια του τροχού 
προκαλώντας αντίστοιχες αλλαγές στην διαµόρφωσή τους. 

ATP D1-N 

ADP D2 
D2 ADP 

D1-N ATP 

 
 Η τρίτη υποοικογένεια της οµάδας, οι πρωτεΐνες PAS (peroxisome assembly) 
αποµονώθηκαν από κύτταρα στα οποία δεν υπάρχουν διακριτές µορφές υπεροξειδιοσωµάτων, 
ή συσσωρεύουν ανώµαλες µορφές κυστιδίων µε συµπεριφορά υπεροξειδιοσωµάτων σαν 
αποτέλεσµα προβληµατικής σύντηξης των προδρόµων κυστιδίων προς σχηµατισµό των 
οργανιδίων τα οποία σχηµατίζονται µε την έναρξη της έκφρασης των αντίστοιχων πρωτεϊνών 
στα κύτταρα αυτά. Σε αντίθεση µε την κατάσταση στον άνθρωπο, όπου η έλλειψη της 
PXAAA1 (Yahraus et al., 1996), είναι θνησιγόνα –πολλές νόσοι αποδίδονται σε µεταλλαγές 
στις πρωτεΐνες διαχείρισης των µεµβρανών των υπεροξειδιοσωµάτων – οι οµόλογες 
πρωτεΐνες σε ζύµη, όπως η Pas1 (Erdmann et al., 1991), Pas8 (Voorn-Brouwer et al., 1993), 
και η PAY4 (του µύκητα Yarrowia lipolytica,  Nuttley et al., 1994) δεν είναι απαραίτητες για 
την βιωσιµότητα του κυττάρου. 
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ΒΒ ..   ΤΤ οο   ΠΠρρωω ττ εε άά σσωω µµ αα   
 

   

Εισαγωγή
Τα ευκαρυωτικά κύτταρα διαθέτουν δυο βασικά µεταβολικά µονοπάτια αποδόµησης 

πρωτεϊνών. Το ένα είναι αυτό του λυσοσώµατος, ένα κυστίδιο που περιέχει πρωτεολυτικά 
ένζυµα όπου υδρολύονται πρωτεΐνες που προέρχονται από το εξωτερικό περιβάλλον 
(ενδοκύττωση), και ενδογενείς πρωτεΐνες, κυρίως σε καταστάσεις στρες. Το άλλο είναι το 
εξωλυσοσωµατικό, υπεύθυνο για την εκλεκτική αποµάκρυνση ενδοκυτταρικών παραγόντων 
κάτω από συγκεκριµένες µεταβολικές συνθήκες. Με τον τρόπο αυτό τα κύτταρα διαθέτουν 
έναν πολύ σηµαντικό µηχανισµό ελέγχου των επιπέδων των ενδοκυτταρικών πρωτεϊνών, µε 
τον οποίο ρυθµίζονται πολλές σηµαντικές κυτταρικές λειτουργίες όπως ο κυτταρικός κύκλος, 
η ογκογένεση, η µεταγραφή, η ανάπτυξη, η διοχέτευση υποκαταστατών σε µεταβολικά 
µονοπάτια, η εκλεκτική αποµάκρυνση ανώµαλων πρωτεϊνών και η παρουσίαση αντιγόνων.  

Το ένζυµο που είναι κυρίως υπεύθυνο για τον έλεγχο της πλειοψηφίας των 
ενδοκυτταρικών πρωτεϊνών είναι µία πρωτεάση µεγάλου µοριακού βάρους, 700.000 Da, το 
πρωτεάσωµα. Η ανάµειξη ενός µόνο ενζύµου σε µεγάλο αριθµό διαφορετικών λειτουργιών 
είναι εφικτή µόνο κάτω από ένα πολύπλοκο µηχανισµό ρύθµισης σε πολλαπλά επίπεδα. 
Πολλά από τα βήµατα της ρύθµισης αυτής είναι γνωστά και αποκαλύπτουν µια καταπληκτική 
µηχανή λεπτών χειρισµών και ισορροπιών. 
 

1. ∆οµή και υποµονάδες του 20S πρωτεασώµατος
 

Από την δεκαετία του ΄70 οι επιστήµονες είχαν εντοπίσει την ύπαρξη ενός 
πρωτεολυτικού µηχανισµού που δρα εξωλυσσοσωµατικά και ελέγχει ενδοκυτταρικές 
λειτουργίες. Υπέθεταν µάλιστα ότι επρόκειτο για σύµπλοκα µεγάλου µοριακού βάρους. Για 
πρώτη φορά, ένα τέτοιο σύµπλοκο αποµονώθηκε από µύες ποντικού από τους Dahlman et 
al., το 1983 και προσδιορίστηκαν οι καταλυτικές του ιδιότητες (Dahlman et al., 1985). 
Πρόκειται για ένα σύµπλοκο περίπου 650-700kDa, µε πολλαπλές καταλυτικές ιδιότητες, 
που αποτελείται από τουλάχιστον οκτώ υποµονάδες µικρού µοριακού βάρους (25-32000 Da). 
Το ένζυµο, κόβει δεσµούς στο καρβοξυ-άκρο (C-τελικό) µετά από ουδέτερα /υδρόφοβα 
(δράση χυµοθρυψίνης (ChT-L)), βασικά (δράση τρυψίνης (T-L)) και όξινα (υδρόλυση 
πεπτίδυλ-γλουτάµυλ πεπτιδίου (PGPH)) αµινοξέα, χωρίς να είναι ακόµη τότε γνωστό αν 
αυτές οι δραστηριότητες εκτελούνται από µία καταλυτική υποµονάδα, ή από συνεργασία 
περισσότερων υποµονάδων. Αργότερα αποδείχθηκε ότι πρόκειται για σύµπλοκο που 
βρίσκεται σε όλα τα ευκαρυωτικά κύτταρα, αφού αποµονώθηκε από ζύµη (Heinemeyer et al.,  
1991, Emori et al., 1991), και φυτά, όπως σπανάκι (Ozaki et al., 1992), και  αρακά (Skoda 
et al., 1992), ενώ φαίνεται ότι απουσιάζει από τα προκαρυωτικά κύτταρα, µέχρι που οι 
Dahlmann et al., (1989) αποµόνωσαν πρωτεάσωµα από το αρχαιοβακτήριο Thermoplasma 
Acidiphilum. Συγκριτική ανάλυση γενωµάτων από αντιπροσωπευτικά είδη αρχαιβακτηρίων 
αποκάλυψε την παρουσία δοµικών γονιδίων για το 20S πρωτεάσωµα σε όλα τα γενώµατα των 
οποίων έχει ολοκληρωθεί ο προσδιορισµός της αλληλουχίας (DeMot et al., 1999). Η 
κατάσταση είναι διαφορετική στα ευβακτήρια, όπου πρωτεάσωµα έχει εντοπισθεί µόνο σε 
κάποια είδη ακτινοµυκήτων (ευβακτήρια, πρόσφατη ανασκόπηση Lupas et al., 1997). Στα 
άλλα ευβακτήρια, η λειτουργία του πρωτεασώµατος εκτελείται από την πρωτεάση HslVU µια 
ΑΤΡ-εξαρτώµενη πρωτεάση (βλέπε συγγενείς πρωτεάσες). Το ευβακτηριακό, όπως και το 
αρχαιβακτηριακό πρωτεάσωµα, σε αντίθεση µε αυτό των θηλαστικών, παρουσιάζει µόνο 
δράση χυµοθρυψίνης, (Dahlmann et al., 1989), και τα ενεργά κέντρα σχηµατίζονται από 
θρεονίνες στο Ν-τελικό άκρο των β-αλυσίδων, (Seemüller et al., 1995). 
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Το αρχαίο πρωτεάσωµα ξεκαθάρισε αρκετά την κατάσταση, δεδοµένου ότι είναι 
απλούστερο και θεωρείται πρόδροµη µορφή του ευκαρυωτικού πρωτεασώµατος (ανάλυση της 
δοµής από τους Lowe et al., 1995). Όλο το σύµπλοκο κατασκευάζεται από δυο βασικές 
υποµονάδες την τύπου α- και τύπου β- υποµονάδα, σε αναλογία α14β14, οι οποίες 
παρουσιάζουν σηµαντική οµολογία µεταξύ τους, πράγµα που υποδηλώνει κοινό πρόγονο. 
Καθεµία από αυτές σχηµατίζει ένα οµο-επταµερές δαχτυλίδι. Το πρωτεάσωµα είναι ένας 
κενός κύλινδρος που αποτελείται από τέσσερα δαχτυλίδια, τοποθετηµένα το ένα πάνω στο 
άλλο, µε τα β-δαχτυλίδια στο εσωτερικό και τα α- στο εξωτερικό, δηλαδή αββα δοµή, (Grziwa  
et al., 1991).  Οι θέσεις κατάλυσης είναι 14 και σχηµατίζονται από την αλληλεπίδραση των 
δυο επταµερών β-δακτυλίων.  

Στο εσωτερικό του κυλίνδρου σχηµατίζονται τρία συνεχόµενα 
διαµερίσµατα: το κεντρικό, ανάµεσα στα δυο ενωµένα β-δαχτυλίδια, στο 
οποίο εντοπίζονται τα ενεργά κέντρα, και δύο εξωτερικά, ανάµεσα στα 
ενωµένα α- και β- δαχτυλίδια. Στο αρχαίο πρωτεάσωµα, η κοιλότητα αυτή 
φαίνεται να συνεχίζεται και στο περιβάλλον µέσω των α-δακτυλίων µε ένα 
άνοιγµα των 13Å, που σχηµατίζουν οι α-υποµονάδες (Grziwa et al., 1991). 
∆ηλαδή, οι θέσεις κατάλυσης βρίσκονται στο εσωτερικό ενός κυλίνδρου τα 
πλαϊνά τοιχώµατα του οποίου τις αποµονώνουν από το περιβάλλον, και η 
δράση τους ρυθµίζεται από τα ανοίγµατα των α-δακτυλίων, που επιτρέπουν η όχι την είσοδο 
πρωτεϊνών στο εσωτερικό. Σε αντίθεση µε τα συµβατικά ένζυµα, ο υποκαταστάτης που 
δεσµεύεται στο ενεργό κέντρο δεν υφίσταται σε ισορροπία µε την ελεύθερη µορφή του, που 
σηµαίνει ότι η φαινοµενική συγκέντρωση του υποκαταστάτη στο µικροπεριβάλλον του 
ενζύµου είναι περίπου 100mM (αυτο-διαµερισµατοποίηση) (Weissman et al., 1995). Το 
άνοιγµα του κυλίνδρου είναι πολύ µικρό, ικανό να στεγάσει πεπτίδια χωρίς δευτεροταγή 
δοµή, αλλά όχι ολόκληρες πρωτεΐνες, πράγµα που σηµαίνει ότι µόνο αποδιαταγµένες 
πρωτεΐνες µπορούν να διοχετευθούν στο εσωτερικό για αποδόµηση. Η δοµή του 
πρωτεασώµατος είναι αξιοσηµείωτα όµοια µε εκείνη της τσαπερόνης GroEL. Και τα δύο 
σύµπλοκα είναι κυλινδρικές δοµές ίδιου µεγέθους, αποτελούνται από τέσσερα επταµελή 
δακτυλίδια που σχηµατίζουν τρεις εσωτερικές κοιλότητες. Οι διαφορές τους αντανακλούν 
τους αντίστροφους ρόλους τους, ξεδίπλωµα για αποδόµηση ή αναδίπλωση, όπως πχ η 
είσοδος του κυλίνδρου που στην τσαπερόνη είναι ανοιχτή και µεγαλύτερη (45 Å), αφού δεν 
υπάρχουν περιορισµοί για την αλληλεπίδραση πρωτεϊνών µε αυτή, και τα εσωτερικά 
διαµερίσµατα, επίσης µεγαλύτερα αφού η τσαπερόνη στεγάζει µεγάλες µη κανονικές δοµές σε 
αντίθεση µε το πρωτεάσωµα που µπορεί να δεχτεί µόνο απλές δοµές, α-έλικες ή β-φύλλα 
(Weissman et al., 1995). 

β 

α

 

α 

β 

Η υπόθεση ότι το πρωτεάσωµα του Thermoplasma acidophilum αποτελεί προγονική 
µορφή των ευκαρυωτικών πρωτεασωµάτων, ενισχύθηκε από τον εντοπισµό πρωτεασώµατος 
σε κάποια είδη ακτινοµυκήτων (ευβακτήρια, Lupas et al., 1997), το οποίο παρουσιάζει ίδια 
καταλυτική συµπεριφορά µε το αρχαίο, αλλά αποτελείται από δύο ζεύγη υποµονάδων α και β, 
(α1, β1 και α2, β2), τα οποία κωδικοποιούνται από δυο διαφορετικά οπερόνια, αλλά οι δυο 
διαφορετικές β-υποµονάδες έχουν ίδια καταλυτική δράση τύπου χυµοθρυψίνης. Οι Lupas et 
al., 1997, προτείνουν ότι πιθανόν πρόκειται για οριζόντια µεταφορά γονιδίων ίσως και από 
ευκαρυωτικό κύτταρο στηριζόµενοι στο γεγονός ότι τα ζεύγη υποµονάδων είναι ισοδύναµα 
όπως αποδείχθηκε από σειρά συνθετικών πρωτεασωµάτων που παρασκεύασαν (µε έκφραση 
των υποµονάδων σε E. Coli) µε όλους τους πιθανούς συνδυασµούς των τεσσάρων 
υποµονάδων, και σε κάθε περίπτωση σχηµατίσθηκε ενεργό σύµπλοκο, µε καλύτερη όµως την 
περίπτωση εκείνου που αποτελείται και από τις τέσσερις. 

Τα ευκαρυωτικά πρωτεασώµατα που αποµονώθηκαν από πλειάδα οργανισµών, όπως, 
ζύµη, (Heinemeyer at al 1997, Groll et al., 1997), θηλαστικά (Salzmann et al., 1999), και 
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φυτά (Ozaki et al., 1992), παρουσιάζουν την ίδια µακροσκοπική δοµή, αυτή του κυλίνδρου µε 
τα τέσσερα στρώµατα, αλλά διαφέρουν από το προκαρυωτικό σε δυο βασικά σηµεία : 

a) Οι δακτύλιοι δεν είναι οµο-µερή της ίδιας πρωτεΐνης, αλλά αποτελούνται από επτά 
διαφορετικές α-, και επτά διαφορετικές β-υποµονάδες αντίστοιχα (α1-α7, β1-β7) (Hendil et 
al., 1995, Arendt & Hochstrasser 1997, Fu et al., 1998). Όλες οι υποµονάδες που έχουν 
αποµονωθεί µέχρι σήµερα παρουσιάζουν σηµαντική οµολογία είτε µε την α-, είτε µε την β-
υποµονάδα του αρχαίου πρωτεασώµατος, οπότε µπορούν να ταξινοµηθούν σε δύο 
οικογένειες, την α-, και την β-. Μάλιστα είναι αξιοσηµείωτο ότι υποµονάδες της ίδιας 
οικογένειας παρουσιάζουν µεγαλύτερη οµολογία µε τις αντίστοιχες άλλων ειδών, παρά µε τις 
άλλες του ίδιου οργανισµού, οπότε, η κάθε οµάδα, υποδιαιρείται σε 7 υποοικογένειες που 
έχουν εξελιχθεί παράλληλα. Οι σχετικές τους θέσεις στο πρωτεάσωµα παραµένουν οι ίδιες, 
µε τις β-υποµονάδες στο κέντρο του κυλίνδρου να σχηµατίζουν τα ενεργά κέντρα του 
πολυενζύµου, και τις α- να σχηµατίζουν τα δυο εξωτερικά δαχτυλίδια. Κάθε υποµονάδα 
υπάρχει στο σύµπλοκο σε δυο αντίτυπα, σε αντιδιαµετρικές θέσεις στους δυο δακτυλίους, 
(Groll et al., 1999), οπότε το µόριο εµφανίζει διπλή συµµετρία. Βασική διαφορά των 
υποµονάδων α- και β- τύπου είναι τα αµινο-τελικά (Ν-τελικά) άκρα τους. Στις α-υποµονάδες, 
µια σηµαντικά συντηρηµένη Ν-τελική προέκταση σχηµατίζει µια α-έλικα η οποία καλύπτει την 
εσοχή του ενεργού κέντρου, οπότε µόνο οι β- µπορούν να δράσουν καταλυτικά. Στην θέση 
της α-έλικας των α-υποµονάδων, οι περισσότερες β-υποµονάδες περιέχουν ένα µικρό Ν-
τελικό προπεπτίδιο, δηλαδή παράγονται σαν ανενεργά πρόδροµα µόρια  και ενεργοποιούνται 
µε αυτοπρωτεόλυση κατά τον σχηµατισµό του συµπλόκου (Groll et al., 1999). Σύµφωνα µε 
τους (Frentzel et al., 1994), αρχικά φτιάχνεται ένα προσύµπλοκο, ενας δακτύλιος µε τις α-
υποµονάδες, το οποίο καθοδηγεί την πρόσδεση των προ-β-υποµονάδων, όπου ίσως 
συµµετέχουν και κάποιες τσαπερόνες, έτσι φτιάχνεται το µισό πρωτεάσωµα. Η σύνδεση των 
δυο µισών προσυµπλόκων γίνεται µέσω αλληλεπίδρασης των προπεπτιδίων των β-
υποµονάδων. Έκφραση των β-υποµονάδων χωρίς το προπεπτίδιο έχει σαν αποτέλεσµα την 
ενσωµάτωση των υποµονάδων σε σύµπλοκα τα οποία όµως δεν συνδέονται προς σχηµατισµό 
του τελικού συµπλόκου, εκτός αν χορηγηθεί το προπεπτίδιο, οπότε και σχηµατίζονται ενεργά 
πρωτεασώµατα και µάλιστα σε πολύ λιγότερο χρόνο αφού δεν χρειάζεται ωρίµανση των β-
υποµονάδων (Baumeister et al., 1998) Την πρόσδεση των δυο µισών ακολουθεί τροποποίηση 
των β-υποµονάδων µε αυτοκαταλυτική πρωτεόλυση (Scmidt & Kloetzel 1997), προς 
σχηµατισµό του τελικού συµπλόκου. Η δέσµευση των υποµονάδων στο σύµπλοκο γίνεται 
παράλληλα µε την µετάφραση, οπότε δεν υπάρχουν ελεύθερες υποµονάδες στα κύτταρα. 
Ελλείψει των β, οι α- σχηµατίζουν ανενεργά δαχτυλίδια, ενώ ελλείψει των α-, οι β- 
παραµένουν ελεύθερες σαν πρόδροµα µόρια (τουλάχιστον όσον αφορά το αρχαίο 
πρωτεάσωµα). Στην περίπτωση που β-υποµονάδες εκφράζονται χωρίς τα προπεπτίδια, 
ελλείψει των α-, σχηµατίζουν συσσωµατώµατα µε περιορισµένη καταλυτική δράση (Seemüller 
et al., 1995). Με βάση τα στοιχεία αυτά η καταλυτική δράση αποδίδεται στις β-υποµονάδες. 
Καµία από τις β-υποµονάδες δεν παρουσιάζει οµολογία µε κάποια από τις γνωστές 
οικογένειες πρωτεασών. Μετά την πρωτεολυτική αποµάκρυνση του προπεπτιδίου, οι 
καταλυτικές β-αλυσίδες εµφανίζουν µια πρωτεολυτικά ενεργή Ν-τελική θρεονίνη, αυστηρά 
συντηρηµένη σε όλες τις β-υποµονάδες (Kisselev et al., 2000), πρόκειται λοιπόν για νέα 
οικογένεια πρωτεασών θρεονίνης (Seemüller et al., 1995, Groll, et al., 1997). Με βάση την 
δοµή του πρωτεασώµατος (Groll, et al., 1997), καθώς και µε στοιχεία που συλλέγονται από 
µεταλλάξεις των β-υποµονάδων (Heinemeyer et al., 1991, Heinemeyer et al., 1993, 
Seemüller et al., 1995, Arendt & Hochstrasser 1997, Groll et al., 1999), κάθε καταλυτική 
δραστηριότητα αποδίδεται σε µία συγκεκριµένη β-υποµονάδα, πχ η β5 ή PRE2, (Heinemeyer 
et al., 1991) αποµονώθηκε από κύτταρα ζύµης ανίκανα να εκτελέσουν δράση χυµοθρυψίνης, η 
β2 ή Pup1 εκτελεί την δράση τρυψίνης και η β1 ή Pre3 την υδρόλυση πεπτιδυλ-γλουτάµυλ-
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πεπτιδίου (Arendt & Hochstrasser 1997) (Ανασκόπηση Baumeister & Lupas 1997, και 
λεπτοµέρειες για τον µηχανισµό κατάλυσης του πρωτεασώµατος Orlowski & Wilk 2000). 
 

Υποµονάδα Υποµονάδα ζύµης Ανθρώπινη Arabidopsis Λειτουργία 

Υποµονάδες τύπου α 
α1 PRS2/C7/CSL1/

Y8 
IOTA/ 
PROS27 

PAA1 
PAA2 

Rnάση ; 

α2 PRE8/Y7 C3 PAB1 
PAB2 

 

α3 PRE9/Y13 C9 PAC1 
PAC2 

 

α4 PRE6 XAPC7 PAD1 
PAD2 

 

α5 DOA5/PUP2 ZETA PAE1 
PAE2 

RΝάση ; 

α6 PRE5 C2/PROS30 PAF1 
PAF2 

 

α7 PRS1/PRE10/C1 C8 PAG1 NDK; 
Υποµονάδες τύπου β 
β1 
β1-i 

PRE3 Y/Delta/ LMP2 PBA1 PGPH (BRAP?)  
ChT-L  

β2 
β2-i 

PUP1 Z/  
MECL1-LMP10 

PBB1 
PBB2 

T-L 
T-L 

β3 PUP3 C10 PBC1 
PBC2 

 

β4 PRE1/C11 C7 PBD1 
PBD2 

 

β5 
β5-i 

DOA3/PRE2/PR
G1 

X/MB1/ LMP7 PBE1 ChT-L 
ChT-L 

β6 PRS3/PRE7/C5 C5 PBF1  
β7 PRE4 N3/Beta PBG1  

Πίνακας Error! Unknown switch argument. Υποµονάδες του 20S πρωτεασώµατος 

 
Σήµερα είναι γνωστές οι πλήρεις ακολουθίες όλων των υποµονάδων του 

πρωτεασώµατος από διάφορους οργανισµούς (Hendil et al., 1995, Fu et al., 1998, Rivett et 
al., 1993). Οι Rivett et al., (1993) υποστηρίζουν ότι ο αριθµός των υποµονάδων του 
πρωτεασώµατος ποικίλλει ανάλογα µε τον οργανισµό (ζύµη 14, φυτά 12-15, άλλοι µέχρι και 
20), ακόµη και µε το στάδιο ανάπτυξης όπως πχ στη δροσόφιλα, ενώ οι Palmer et al., (1996) 
βρίσκουν ότι η σύσταση των πρωτεασωµάτων ποικίλλει ακόµη και µε την υποκυτταρική τους 
θέση, όπως πχ τα πρωτεασώµατα του Ε∆ είναι κάπως εµπλουτισµένα σε LMP2 (υποµονάδα 
τύπου β που επάγεται από γ-ιντερφερόνη, (βλέπε ανοσοπρωτεάσωµα Κεφ Β Παρ 3). 
Αντίθετα οι Hendil et al., (1995), οι οποίοι µε ειδικά αντισώµατα ταυτοποίησαν τις 
υποµονάδες σε πρωτεασώµατα από διάφορες σειρές ανθρώπινων κυττάρων και από 
διάφορους ανθρώπινους ιστούς, βρίσκουν ότι η σύσταση είναι παντού η ίδια, και 
υποστηρίζουν ότι οι διάφορες, επιπλέον των 14, πρωτεΐνες που βρίσκουν οι άλλοι σε 
πηκτώµατα δυο διαστάσεων είναι αποτέλεσµα µεταµεταφραστικών τροποποιήσεων των 
συγκεκριµένων υποµονάδων και δεν πρόκειται για νέες πρωτεΐνες. Σε ζύµη έχουν εντοπισθεί 
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14 γονίδια για τις 14 υποµονάδες του πρωτεασώµατος. Στον άνθρωπο είναι σίγουρα 
περισσότερα δεδοµένου η γ-ιντερφερόνη προκαλεί αντικαταστάσεις υποµονάδων και 
σχηµατισµό πρωτεασωµάτων µε άλλες υποµονάδες και άλλες ιδιότητες 
(ανοσοπρωτεασώµατα). Στην Arabidopsis thaliana εντοπίζονται 23 γονίδια (Fu et al., 1998), 
µε τα οµόλογα πολύ πιο συντηρηµένα µεταξύ τους (σε σχέση µε τα ανθρώπινα επαγόµενα από 
γ-ιντερφερόνη και τα οµόλογά τους),αλλά δεν είναι γνωστό αν συµβαίνουν αντικαταστάσεις 
υποµονάδων και αν υπάρχουν διαφορετικοί πληθυσµοί πρωτεασωµάτων. 

Η πολυπλοκότητα των υποµονάδων αντικατοπτρίζεται και στην πολυπλοκότητα του 
µηχανισµού δράσης των αντίστοιχων συµπλόκων: το προκαρυωτικό πρωτεάσωµα µε το 
οµοµερές των β-υποµονάδων εµφανίζει µόνο δράση χυµοθρυψίνης, και 14 ενεργά κέντρα, σε 
αντίθεση µε το ευκαρυωτικό όπου οι τρεις από τις επτά β-υποµονάδες (β1, β2, β5) 
σχηµατίζουν έξι ενεργά κέντρα µε τρεις πρωτεολυτικές δραστηριότητες (χυµοθρυψίνης, 
θρυψίνης και υδρόλυσης πεπτίδυλ-γλουτάµυλ πεπτιδίου), και καθεµία από αυτές έχει µία 
οµόλογη που επάγεται από γ-ιντερφερόνη (LMP2, MECL1, LMP7 aντίστοιχα).  

 
 
 
 
 

Για καθεµία από τις πρωτεολυτικές δραστηριότητες του πρωτεασώµατος έχει 
εντοπισθεί και ένα φθορογονικό πεπτίδιο «µοντέλο» που αντικατοπτρίζει την ενεργότητα 
κάθε καταλυτικού κέντρου. Τα πεπτίδια αυτά είναι τα LLE-βNA, PFR-MCA, και LLVY-MCA 
για την υδρόλυση πεπτιδυλ-γλουταµυλ-πεπτιδίου, τρυψίνης και χυµοθρυψίνης αντίστοιχα, που 
επιτρέπουν τον προσδιορισµό της ενεργότητας κάθε πρωτεολυτικού κέντρου εύκολα µε 
φθοροµέτρηση. (Heinemeyer et al., 1993). Οι υπόλοιπες β-υποµονάδες δεν εµφανίζουν 
καταλυτική δράση, αλλά, συµµετέχουν στον σχηµατισµό των καταλυτικών κέντρων µέσω 
ειδικών αλληλεπιδράσεων µε τις γειτονικές β-υποµονάδες του ίδιου ή και του γειτονικού β-
δακτυλίου (Arendt & Hochstrasser 1997, Groll et al., 1999, ). Οι προσπάθειες αποµόνωσης 
ελεύθερων β- ενεργών υποµονάδων δεν απέδωσαν. Οι υποµονάδες είναι πρωτεολυτικά 
ενεργές µόνο µέσα στο σύµπλοκο, κάτι που οδηγεί στο συµπέρασµα ότι τα πρωτεολυτικά 
κέντρα σχηµατίζονται από αλληλεπιδράσεις γειτονικών υποµονάδων, όπου συµµετέχουν και 
οι β- µη πρωτεολυτικές υποµονάδες (Orlowski and Wilk, 2000).  

PPGGPPHH  

β1 

TT--LL 

β2 β3 β4 

ChT-L 

β5 β6 β7 

TT--LL  

β2 

CChhTT--LL 

β5 

PGPH 

β1 β7 β6 β4 β3 

β) Οι ακραίοι δακτύλιοι των α-υποµονάδων του 
προκαρυωτικού πρωτεασώµατος αφήνουν στο κέντρο 
ένα άνοιγµα 13Å περίπου (Löwe et al., 1995). Η 
ανάλυση της δοµής του ευκαρυωτικού πρωτεασώµατος 
(από ζύµη) (Groll, M., et al., 1997), έδειξε ότι τα Ν-
τελικά άκρα των α-υποµονάδων καλύπτουν την 
επιφάνεια του κυλίνδρου, και αφήνουν ένα άνοιγµα 2Å 
µόνο.  

ΕΕυυκκααρρυυωωττιικκόόββαακκττηηρριιαακκόό  

In vitro, το πρωτεάσωµα δεν είναι σε θέση να αποδοµήσει πρωτεΐνες εκτός αν αυτές 
είναι σηµαντικά µετουσιωµένες και το ίδιο έχει προηγουµένως ενεργοποιηθεί µε έκθεση σε 
χαµηλές συγκεντρώσεις SDS, θερµοκρασία ή συγκεκριµένες ιονικές συνθήκες (Coux et al., 
1996, McGuire et al., 1989). Αυτό σηµαίνει ότι το ελεύθερο 20S πρωτεάσωµα δεν είναι 
ενεργό µέσα στα κύτταρα και απαιτείται είτε αλλαγή στη διαµόρφωση των α-αλυσίδων 
(µετακίνηση των Ν-τελικών άκρων προς τα έξω), ώστε να ελευθερωθεί το άνοιγµα και να 
επιτραπεί η είσοδος των υποκαταστατών στην καταλυτική κοιλότητα, είτε αλλοστερική 
ρύθµιση των ενεργών κέντρων προς ενεργοποίησή τους. Πρόσφατα, οι Osmulski & 
Gaczynska (2000) δηµοσίευσαν µια νέα µελέτη της δοµής του 20S από ζύµη, όπου φαίνεται 
ότι το άνοιγµα της εισόδου του κυλίνδρου δεν απαιτεί την αλληλεπίδραση µε άλλους 
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παράγοντες. Στην εργασία αυτή φαίνεται ότι τα πρωτεασώµατα  βρίσκονται σε δυο µορφές 
την ανενεργό (κλειστή) και την ενεργό (ανοιχτή) σε ισορροπία σε σχετικές αναλογίες: 75%- 
25% αντίστοιχα, και ότι η παρουσία και µόνο των υποκαταστατών είναι ικανή να µετατοπίσει 
την ισορροπία προς την ανοιχτή ενεργό µορφή. Η παρουσία αναστολέων δεν αυξάνει το 
ποσοστό της κλειστής µορφής, παρεµποδίζει όµως την µετατόπιση της ισορροπίας προς την 
ανοιχτή ενεργό µορφή. Αν αυτό ισχύει στην πραγµατικότητα ανατρέπονται αρκετά από τα 
δεδοµένα όσον αφορά την σχέση του πρωτεασώµατος µε άλλα σύµπλοκα και υποκυτταρικούς 
παράγοντες, ενώ παράλληλα υποδηλώνει ότι, αντίθετα µε την µέχρι τώρα άποψη, το 
πρωτεάσωµα δρα και µόνο του, οπότε πιθανόν να παίζει και κάποιον άλλο ρόλο εκτός από 
αυτούς που του αποδίδονται µέσω της αλληλεπίδρασής του µε άλλα σύµπλοκα όπως ο 
ΡΑ700 στην  26 S πρωτεάση και ο ΡΑ28 στα ανοσοαντισώµατα. Είναι πάντως σίγουρο ότι το 
20 S αλληλεπιδρά µε διάφορους παράγοντες µέσα στα κύτταρα, και αυτή η αλληλεπίδραση 
έχει σαν αποτέλεσµα την αλλαγή της εκλεκτικότητας, ειδίκευσης καθώς και της 
συµπεριφοράς του συµπλόκου όσον αφορά την ελεγχόµενη πρωτεόλυση µέσα στα κύτταρα. 
Τα σύµπλοκα, η σχέση τους µε το πρωτεάσωµα και η λειτουργία τους αναλύονται παρακάτω. 
(Πρόσφατη ανασκόπηση Baumeister et al., 1998, DeMartino et al., 1999, Zwickl et al., 
2000). 

 

2. Η 26S Πρωτεάση 
 2.1 Το πρωτεάσωµα 20S και τα σύµπλοκα µε τα οποία αλληλεπιδρά 

 
Πρώτοι οι Hough et al., (1987) παρατήρησαν ότι η πρωτεόλυση in vitro από το 20S 

πρωτεάσωµα, ουβικιτινιλιωµένων πρωτεϊνών (Ub-λυσοζύµη), απαιτεί ΑΤΡ και το µεγάλου 
µοριακού βάρους κλάσµα από εκχύλισµα κυττάρων. Ακόµη, παρατήρησαν ότι η πρωτεόλυση 
των πεπτιδίων «µοντέλων» του πρωτεασώµατος καθιζάνει στα κλάσµατα µε συντελεστή 
καθίζησης 20S, ενώ η πρωτεόλυση των ουβικιτινιλιωµένων πεπτιδίων καθιζάνει αργότερα 
στο κλάσµα του 26S. Έτσι βαφτίστηκαν τα δύο σύµπλοκα ως 20S το πρωτεάσωµα, ή το 
πρωτεολυτικό σωµατίδιο (Catalytic Particle CP), και 26S πρωτεάση το σύµπλοκο του CP µε 
το 19S, το ρυθµιστικό σωµατίδιο (Regulatory Particle RP), που πρωτεολύει και Ub-
πρωτεΐνες. 

Ενώ ακόµη δεν είναι ξεκάθαρο αν το 20S αποτελεί κοµµάτι του 26S, οι Seufert et al., 
(1992) αναφέρουν ότι τα κύτταρα ζύµης µε µεταλλαγµένη την β-υποµονάδα PRE1 του 20S 
δεν µπορούν να πρωτεολύσουν τις Ub-πρωτείνες, που φυσιολογικά αποδοµούνται σε κύτταρα 
«άγριου τύπου», µέσω του µονοπατιού της ουβικιτίνης. 

 Αργότερα, οι Peters et al., (1992), 
αποµονώνουν από µύες κουνελιού ένα 
σύµπλοκο µε συντελεστή καθίζησης 26S, και 
αναλύουν την δοµή αυτού του συµπλόκου µε 
την βοήθεια ηλεκτρονικής µικροσκοπίας και 
ψηφιακή ανάλυση εικόνας. Πρόκειται για ένα 
ασύµµετρο σύµπλοκο, το οποίο περιέχει τον 
κύλινδρο του 20S, µε την χαρακτηριστική 
δοµή των τεσσάρων δαχτυλιδιών, αλλά φέρει και στις δύο άκρες του κυλίνδρου από µία µάζα 
πρωτεϊνών µε συντελεστή καθίζησης 19S, που χαρακτηρίζεται ως η «µπάλα» (the ball), σε 
σχήµα V ακουµπισµένο στον κύλινδρο µε την µια πλευρά του. Οι 7 α-υποµονάδες που 
σχηµατίζουν τα εξωτερικά δαχτυλίδια, του κυλίνδρου είναι τοποθετηµένες σε συγκεκριµένες 
θέσεις, ώστε να προσαρµόζουν τα νέα σύµπλοκα ασύµµετρα πάνω στον κύλινδρο. Το 

19S 

19S 

20S 
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σύµπλοκο 26S χωρίζεται στα δυο υποσύµπλοκα, και οι υποµονάδες τους αναλύονται µε 
ηλεκτροφόρηση δυο διαστάσεων. Η ανάλυση αυτή έδειξε ότι το 26S περιέχει το 20S.  

Παράλληλα, και ενώ τα αποτελέσµατα των Peters et al., (1992) βρίσκονται υπό 
αµφισβήτηση όσον αφορά την παρουσία του πρωτεασώµατος στην 26S, οι Sawada et al., 
(1993) αποµονώνουν σύµπλοκο 26S από σκελετικούς µύες κουνελιού, το οποίο, σε µη 
αποδιατακτικό πήκτωµα, εύκολα διαχωρίζεται σε δύο υποσύµπλοκα που αντιστοιχούν στο 
20S και στο 19S, των οποίων η σύνθεση αναλύεται µε ηλεκτροφόρηση δύο διαστάσεων. Το 
σχήµα των υποµονάδων του 20S υποσυµπλόκου συµφωνεί µε αυτό του 20S πρωτεασώµατος. 
Το αποµονωµένο ενεργό 26S σύµπλοκο υπάρχει σε δύο ισοµορφές, που αποτελούνται από το 
20S συµπλοκοποιηµένο µε ένα, ή δύο σύµπλοκα 19S αντίστοιχα. Προτείνουν λοιπόν ότι η 
ενεργός µορφή της 26S πρωτεάσης αποτελείται από τo καταλυτικό σωµατίδιο (το 
πρωτεάσωµα), και από ένα ή δύο σύµπλοκα 19S.   

Ο Udvardy (1993) αποµόνωσε το 19S υποσύµπλοκο από δροσόφιλα, και το αποκάλεσε 
σωµατίδιο µ. Αυτό το σωµατίδιο είναι πρωτεολυτικά ανενεργό και, σύµφωνα µε την παραπάνω 
εργασία, το σύµπλοκο που αποµονώθηκε δεν είναι ικανό από µόνο του να ενεργοποιήσει in 
vitro το 20S προς αποδόµηση ουβικιτινιλιωµένων προϊόντων, ακόµη και µε την προσθήκη 
ΑΤΡ, αλλά χρειάζεται και κάποιους άλλους υποκυτταρικούς παράγοντες. Σε αντίθεση µε τα 
στοιχεία αυτά οι Chu-Ping et al., (1994), αποµόνωσαν ένα παρόµοιο σύµπλοκο από 
ανθρώπινα ερυθρά αιµοσφαίρια, που και σε αυτή την περίπτωση είναι πρωτεολυτικά 
ανενεργό, αλλά, µετά από προσθήκη του 19S µε ΑΤΡ και Mg2+ σε αποµονωµένο 20S, αυξάνει 
την ενεργότητα του πρωτεασώµατος από 15-100 φορές. Το σύµπλοκο, είναι περίπου 
700kDa, αποτελείται απο τουλάχιστον 16 πολυπεπτιδικές αλυσίδες 20-100kDa, και 
ονοµάστηκε ενεργοποιητής του πρωτεασώµατος, PA700 (Proteasome Activator). Έδειξαν 
επίσης ότι το ΑΤΡ απαιτείται για την συµπλοκοποίηση των δύο συµπλόκων και όχι για την 
πρωτεόλυση. Aν η αποµόνωση γίνει σε συνθήκες έλλειψης ΑΤΡ το 19S βρίσκεται σε 
ελεύθερη µορφή, ενώ αν προστεθεί ΑΤΡ, συµπλοκοποιείται µε το 20S και σχηµατίζει την 
ενεργό 26S πρωτεάση. Με βάση αυτά τα στοιχεία, οι Fisher et al., (1994) κατάφεραν να 
εντοπίσουν και να αποµονώσουν 26S σύµπλοκο και από κύτταρα ζύµης, τα οποία όµως 
επώασαν πριν την αποµόνωση, µε ΑΤΡ και Mg2+. Τα δύο υποσύµπλοκα συνυπάρχουν στον 
πυρήνα και στο κυτταρόπλασµα σε ωοκύτταρα Xenopus laevis, σε ισορροπία µε την 
συµπλοκοποιηµένη µορφή τους (26S πρωτεάση), η οποία εξαρτάται από την διαθεσιµότητα 
του ΑΤΡ (Peters et al., 1994). 

Το σύµπλοκο 19S δεν είναι ο µόνος παράγοντας που ελέγχει τις δραστηριότητες του 
20S πρωτεασώµατος in vivo, τουλάχιστον σε ανώτερους οργανισµούς. Όπως διαπίστωσαν οι 
Dubiel et al., (1992), υπάρχουν τρία είδη πρωτεασώµατος, µε διαφορετική ηλεκτροφορητική 
συµπεριφορά σε εκχύλισµα δικτυοκυττάρων κουνελιού, που υδρολύουν πεπτίδια «µοντέλα». 
Αυτά περικλείουν το 20S πρωτεάσωµα, την 26S πρωτεάση, και µια ενδιάµεση µορφή, η 
οποία αποτελείται από το 20S και έναν ακόµη πολυπρωτεϊνικό παράγοντα µε συντελεστή 
καθίζησης 11S.  Το 11S, αποµακρύνεται εύκολα από το 20S, και η επανασύνδεση δεν απαιτεί 
υδρόλυση ΑΤΡ. Αυτός ο νέος παράγοντας δεν συµµετέχει στην αποδόµηση Ub-πρωτεϊνών, 
ενεργοποιεί όµως την υδρόλυση πεπτιδίων από το 20S κατά 60 περίπου φορές. Η σύνδεση 
του 11S µε το 20S δεν αλλάζει τις πρωτεολυτικές ιδιότητες του 20S, οπότε µάλλον το 
αποτέλεσµα της αλληλεπίδρασης προέρχεται από αλλαγές στην διαµόρφωση των α-
υποµονάδων στην είσοδο του 20S, οπότε διευκολύνει την πρόσβαση των υποκαταστατών στα 
ενεργά κέντρα του καταλυτικού σωµατιδίου.  

Το συµπέρασµα από όλες αυτές τις εργασίες είναι ότι η πρωτεάση πίσω από όλα αυτά 
τα γεγονότα είναι ο 20S κύλινδρος του πρωτεασώµατος, ο οποίος προσαρµόζεται στις 
εκάστοτε συνθήκες και απαιτήσεις του κυττάρου αλλάζοντας πρόσωπο και ιδιότητες είτε 
αντικαθιστώντας τις καταλυτικές του υποµονάδες (ανοσοαντισώµατα) ή/και 
αλληλεπιδρώντας µε ρυθµιστικά σύµπλοκα τα οποία κατευθύνουν τις πρωτεολυτικές του 
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ιδιότητες ανάλογα µε τις ανάγκες του κυττάρου. (Ανασκόπηση Tanaka 1998, Baumeister et 
al., 1998, DeMartino & Slaughter 1999). Η µελέτη της λειτουργίας του πρωτεασώµατος 
µετατοπίζεται στην µελέτη των δοµικών υποµονάδων των συµπλόκων µε τα οποία 
αλληλεπιδρά µέσα στα κύτταρα, ώστε να αποκωδικοποιηθεί η συµβολή του κάθε παράγοντα 
στο συνολικό φαινόµενο της εκλεκτικής πρωτεόλυσης µέσω πρωτεασώµατος. 
 
 

2.2 Ανάλυση της δοµής και της λειτουργίας του Ρυθµιστικού 
σωµατιδίου (RP,ή PA700). 

 
Το ρυθµιστικό σωµατίδιο (RP), ή ΡΑ700 (Proteasome Activator 700kDa), ή µ 

σωµατίδιο, ή µπάλα, αποτελείται από 16-18 πρωτεΐνες και έχει αποµονωθεί από όλα τα 
ευκαρυωτικά κύτταρα. Χρειάζεται υδρόλυση ΑΤΡ για να συνδεθεί µε το καταλυτικό σωµατίδιο 
(πρωτεάσωµα) και η σύνδεση αυτή προκαλεί πρώτον ενεργοποίηση του πρωτεασώµατος, και 
δεύτερον του προσδίδει την ικανότητα να πρωτεολύει πολύ-ουβικιτινιλιωµένες πρωτεΐνες. 
Τα βασικά ερωτήµατα που προκύπτουν  λοιπόν είναι: α) ποια ή ποιες υποµονάδες είναι 
υπεύθυνες για την σύνδεση µε το πρωτεάσωµα, και πώς αυτό οδηγεί σε ενεργοποίηση της 
κατάλυσης, και β) ποια ή ποιες υποµονάδες είναι υπεύθυνες για την αναγνώριση και 
δέσµευση των πολύ-ουβικιτινιλιωµένων πρωτεϊνών. Για να αποκωδικοποιηθεί ο τρόπος 
δράσης του συµπλόκου πρέπει να ταυτοποιηθούν οι υποµονάδες, η µεταξύ τους σχέση, και να 
αποδοθούν οι ρόλοι της καθεµίας στο περιβάλλον του συµπλόκου.  
 

Οµόλογες  
Υποµονάδα 

Υποµονάδες ζύµης 
Προηγούµενα 

ονόµατα 
Ανθρώπου Βοδιού Arabidopsis Άλλες 

Μορ. 
Βάρος 

Rpn1 Hrd2/Nas1 S2/Trap-2 p97 AtRpn1 mts4 109.4 
Rpn2 Sen3 S1 p112 AtRpn2  104.3 
Rpn3 Sun2 S3 p58 AtRpn3   60.4 
Rpn4 Son1/Ufd5   AtRpn4   60.1 
Rpt1 Cim3/Yta3 S7/Mss1  AtRpt1   52.0 
Rpt2 Yta5 S4 p56 AtRpt2 mts2  48.8 
Rpt3 Yta2/Ynt1 S6/TBP7 p48 AtRpt3 MS73  48.0 
Rpt4 Crl13/Sug2/Pcs1 S10b p42 AtRpt4 CADp44  49.4 
Rpt5 Yta1 S6’/TBP1  AtRpt5   48.2 
Rpn5 Nas5  p55 AtRpn5   51.8 
Rpn6 Nas6 S9 p44.5 AtRpn6   49.8 
Rpn7 ORF u32445 S10 p44 AtRpn7   49.0 
Rpt6 Sug1/Cim3/Crl3 S8/Trip1 p45 AtRpt6 m56  45.2 
Rpn8 ORF z75169 S12 p40 AtRpn8 Mov-34  38.3 
Rpn9 Nas7  p40.5 AtRpn9   45.9 
Rpn10 Mcb1/Sun1 S5a  AtRpn10/Mbp1 p54  29.7 
Rpn11 Mpr1 Poh1  Rpn11 pad1  34.4 
Rpn12 Nin1 S14 p31 Rpn12 mts3  31.9 

 
Πίνακας 2: Οι υποµονάδες του ρυθµιστικού σωµατιδίου (19S, RP, PA700). Η ταξινόµηση και αρίθµηση 
των υποµονάδων του Saccharomyces cerevisiae έγινε µε βάση το µοριακό τους βάρος από την 
µεγαλύτερη προς την µικρότερη. Επίσης διαχωρίστηκαν σε δυο υποκατηγορίες στις ΑΑΑ ΑΤΡάσες και στις 
µη ΑΤΡάσες. Όλες είναι υποµονάδες του ρυθµιστικού σωµατιδίου (Regulatory Particle 19S, 
RP):,Regulatory Particle Triple-A proteins: Rpt 1-6 και Regulatory Particle Non-ATPase proteins: Rpn 
1-12 (Finley at al, 1998). 
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Πολλές από τις υποµονάδες αποµονώθηκαν έµµεσα, κυρίως από κύτταρα ζύµης, λόγω 

των φαινοτύπων που προκαλούν διάφορες µεταλλαγές στα γονίδιά τους, όµως η παρουσία 
τους στο σύµπλοκο αποδείχθηκε άµεσα µε ανάλυση των υποµονάδων αποµονωµένων 
συµπλόκων. Σε γενικές γραµµές, το σύµπλοκο αποµονώνεται µε βάση την πρωτεολυτική του 
δραστηριότητα µε φθορογόνα πεπτίδια, ακόλουθα, οι υποµονάδες αναλύονται σε 
αποδιατακτικά πηκτώµατα ακρυλαµίδης και αποµονώνονται. Τέλος, προσδιορίζεται η 
ακολουθία τους µε πεπτίδια που προκύπτουν από µερική πρωτεόλυση. Με τον τρόπο αυτό οι 
DeMartino et al., (1994) ανέλυσαν τις υποµονάδες του 19S από ερυθρά αιµοσφαίρια βοδιού 
στο  οποίο εντόπισαν τρεις ΑΑΑ ΑΤΡάσες, τις S4(Rpt2), TBP7(Rpt3) και SUG1(Rpt6), και 
τέσσερις µη ΑΤΡάσες τις p58(Rpn1), p112(Rpn2), p97(Rpn1) και p31(Rpn12) οι οποίες δεν 
είχαν περιγραφεί προηγουµένως. Έδειξαν ότι ο ΡΑ700 έχει δράση ΑΤΡάσης, και προτείνουν 
ότι το σωµατίδιο περιέχει και άλλες, πλέον των τριών, ΑΤΡάσες στις οποίες αποδίδεται η 
υδρόλυση του ΑΤΡ κατά την σύνδεση του σωµατιδίου µε το πρωτεάσωµα. Με παρόµοιο τρόπο, 
οι Tanaka & Tsurumi (1997), οι Glickman et al., (1998a), οι Fu et al., (1999) και οι Hölzl et 
al., (2000), ταυτοποίησαν τις υποµονάδες του συµπλόκου από ανθρώπινα ερυθρά 
αιµοσφαίρια, ζύµη (S. cerevisiae), φυτά (Arabidopsis thaliana) και δροσόφιλα αντίστοιχα. 

 
Οι ΑΤΡάσες (Rpts) 
Το ρυθµιστικό σωµατίδιο περιέχει 6 ΑΤΡάσες, που είναι οι πιο συντηρηµένες 

υποµονάδες του σωµατιδίου σε όλους τους οργανισµούς, µε αυξηµένη όµως οµολογία µεταξύ 
τους. Τα γονίδια είναι απαραίτητα σε ζύµη, και για τις περισσότερες, µεταλλαγές προκαλούν 
σταµάτηµα του κυτταρικού κύκλου σε κάποια από τις φάσεις της µίτωσης. Οι υποµονάδες 
αυτές ανήκουν σε µια νέα οικογένεια ΑΤΡασών, τα µέλη της οποίας φέρουν µια αυστηρά 
συντηρηµένη περιοχή 200 περίπου αµινοξέων όπου εντοπίζονται δυο περιοχές πρόσδεσης 
ΑΤΡ (A και Β µοτίβα Walker). Οι πρωτεΐνες αυτές εκτελούν διάφορες λειτουργίες µέσα στα 
κύτταρα, γεγονός που τους έδωσε και το όνοµά τους: ΑΑΑ (ATPases Associated with 
several cellular Activities) (βλέπε Κεφ. Α Παρ 1, Ανασκόπηση: Patel & Latterich (1998)), 
Οι ΑΤΡάσες του πρωτεασώµατος είναι 6 σε όλα τα ευκαρυωτικά κύτταρα στα οποία 
αναλύθηκε η σύσταση του ΡΑ700, και αποτελούν υποοικογένεια των ΑΑΑ ΑΤΡασών. (Η 
ανάλυση της καθεµίας γίνεται στο κεφάλαιο των ΑΑΑ ΑΤΡασών.) Στην ζύµη, όπου είναι 
γνωστό όλο το γονιδίωµα υπάρχουν µόνο έξι γονίδια (Glickman et al., 1998a). 

Οι AAA πρωτεΐνες του πρωτεασώµατος αποµονώθηκαν από διάφορα εργαστήρια σε 
µελέτες διαφορετικές µεταξύ τους, και αυτός είναι ο λόγος που έχουν πολλά ονόµατα, το 
καθένα από τα οποία αντιπροσωπεύει την λειτουργία που τους αποδόθηκε στην εκάστοτε 
εργασία, όπως για παράδειγµα η SUG1(Rpt6) της ζύµης, που αποµονώθηκε σαν συµπιεστής 
µεταλλαγής στην όξινη περιοχή του Gal4 (Suppressor of Gal4), και χαρακτηρίσθηκε σαν 
µεταγραφικός παράγοντας από τους Swaffield et al., (1992), ονοµάζεται επίσης και CIM5 
από τους Ghislain et al., (1993) οι οποίοι αποµόνωσαν µια πρωτεΐνη µεταλλαγή της οποίας 
είναι συνθετική θνησιγόνος µε µεταλλαγή στην κυκλίνη Cdcd28(Co-lethal in Mitosis) και 
πρότειναν ότι απαιτείται για τον διαχωρισµό των χρωµοσωµάτων, και τέλος Trip1 από τους 
Lee et al., (1994) σαν  παράγοντας που αλληλεπιδρά µε τον υποδοχέα της ορµόνης του 
θυρεοειδούς (Tyroid Receptor Interacting Protein1). Μέχρι στιγµής δεν υπάρχει ένα 
ικανοποιητικό µοντέλο δράσης των πρωτεϊνών αυτών που να συνδυάζει όλα όσα είναι γνωστά 
για την καθεµία από αυτές, και σίγουρα δεν εξηγούνται όλα από την παρουσία τους στο 
σύµπλοκο της 26S και µόνο. 

Το χαρακτηριστικό αυτής της υποοµάδας των ΑΑΑ ΑΤΡασών είναι µια περιοχή 
υπερελικωµένο ελατήριου  (coiled-coil) στην Ν-τελική µεταβλητή περιοχή τους, µέσω της 
οποίας αλληλεπιδρούν µε άλλες πρωτεΐνες. Σχηµατίζουν έναν εξαµελή δακτύλιο, ο οποίος 
είναι ενεργός µόνο όταν υπάρχουν και οι έξι σε συγκεκριµένες θέσεις (Seeger et al., 1997). 



Error! Style not defined. 29 
 

Τέτοιο σύµπλοκο δεν έχει αποµονωθεί, οπότε µάλλον ο σχηµατισµός του ρυθµίζεται από το 
υπόλοιπο σύµπλοκο (ρυθµιστικό σωµατίδιο, 19S). Ο εξαµελής δακτύλιος συνδέεται µε τον 
δακτυλίου των α-υποµονάδων του 20S πρωτεασώµατος, το οποίο και ενεργοποιούν, πιθανόν 
µέσω αλλαγής της διαµόρφωσης των α-υποµονάδων και άνοιγµα του καναλιού του 
πρωτεασώµατος. Για την Rpt2,  ο υπολογιστής δεν προβλέπει δοµή ελατηρίου, αλλά 
εκτιµάται ότι σχηµατίζεται in vivo.  

 
 
Η συνεργασία ΑΤΡασών µε πρωτεάσες 

δεν είναι κάτι νέο στην εξέλιξη των κυττάρων 
(βλέπε Κεφ. Β Παρ. 6). Για την ακρίβεια πολλές 
προκαρυωτικές πρωτεάσες συνεργάζονται µε 
ΑΤΡάσες, µε την διαφορά ότι στις περιπτώσεις 
αυτές µία µόνο ΑΤΡάση σχηµατίζει ένα 
ολιγοµερές σύµπλοκο (συνήθως µε έξι 
υποµονάδες), σε αντίθεση µε το πρωτεάσωµα, 
όπου συµµετέχουν έξι διαφορετικές πρωτεΐνες.  

Rpt6 

Rpt5 

Rpt4 

Rpt3 

Rpt2 

Rpt1 

Β Α 

Ο ΡΑ700 συνδέεται µε το 20S 
καταλυτικό σωµατίδιο (το πρωτεάσωµα) σε αναλογίες 1:1 ή 2:1 και κατασκευάζει την 26S 
πρωτεάση, η οποία είναι µια ΑΤΡ-εξαρτώµενη πρωτεάση. Η σύνδεση των δύο συµπλόκων 
απαιτεί υδρόλυση ΑΤΡ, όπως και η ακόλουθη πρωτεόλυση. Η δράση νουκλεοτιδάσης 
εντοπίζεται στον ΡΑ700 και όχι στο 20S. Οι Hoffman & Rechesteiner (1996) µελέτησαν 
την υδρόλυση νουκλεοτιδίων από την 26S και το ΡΑ700, και βρήκαν ότι η δράση 
νουκλεοτιδάσης των δύο συµπλόκων είναι παρόµοια, αλλά όχι ίδια. Υδρολύονται και τα 
τέσσερα νουκλεοτίδια (ATP, CTP, GTP, UTP), αλλά, ενώ τα GTP και UTP υδρολύονται πιο 
αποτελεσµατικά, η πρωτεόλυση υποστηρίζεται από τα ATP και CTP. Και τα δυο σύµπλοκα 
απαιτούν ιόντα Mn2+ και Mg2+. Προτείνουν ότι αυτό που µετρήθηκε ως δράση νουκλεοτιδάσης  
συµπλόκου είναι στην πραγµατικότητα ένας µέσος όρος της ενεργότητας των έξι ΑΤΡασών 
που βρίσκονται στο σύµπλοκο, οι οποίες πιθανόν να παρουσιάζουν διαφορετικές προτιµήσεις 
ως προς τα νουκλεοτίδια που υδρολύουν. 

Μεταβλητή περιοχή περιοχή ΑΤΡάσης 

 Η σύνδεση του 19S στο πρωτεάσωµα και η ακόλουθη ενεργοποίησή του απαιτεί 
υδρόλυση του ΑΤΡ που αποδίδεται στις έξι ΑΤΡάσες. Γιατί όµως, απαιτούνται έξι, ενώ µια θα 
ήταν αρκετή, όπως αποδεικνύεται από τα αντίστοιχα προκαρυωτικά συστήµατα; Στις 
προκαρυωτικές ΑΤΡ-εξαρτώµενες πρωτεάσες, ο δακτύλιος των ΑΤΡασών είναι που κάνει 
την αναγνώριση και την επιλογή των υποκαταστατών, και µάλιστα το πρωτεολυτικό σύµπλοκο 
επιτυγχάνει αλλαγές ειδίκευσης αλλάζοντας συντρόφους (ΑΤΡάσες), όπως στην περίπτωση 
των βακτηριακών Clp πρωτεασών ClpAP και ClpXP. Η παρουσία των έξι αντί µιας στο 
σύµπλοκο 19S πιθανόν διευρύνει το φάσµα των υποκαταστατών που επιλέγονται. Το 
ερώτηµα είναι, αν απαιτούνται και οι έξι σε ένα σύµπλοκο, ή µπορούν οι άλλες να 
αντικαταστήσουν την έλλειψη της µιας, ή και ακόµη, αν είναι πιθανόν να υπάρχουν 
υποπληθυσµοί πρωτεασωµάτων µε µία µόνο ΑΤΡάση κάθε φορά.  Προσπαθώντας να 
απαντήσουν στις παραπάνω ερωτήσεις οι Glickman et al., (1998a), σήµαναν τις έξι 
πρωτεΐνες της ζύµης µε αλυσίδα 6-ιστιδινών, µέσω της οποίας µπόρεσαν να αποµονώσουν 
σύµπλοκα που περιέχουν την εκάστοτε πρωτεΐνη. Κάθε φορά, το σύµπλοκο που 
αποµονώνεται από την µία, περιέχει και τις άλλες σε ίσες ποσότητες, δηλαδή αποµονώνοντας 
πρωτεασώµατα µέσω της His6 -Rpt2 εντοπίζουν και τις Rpt1 και Rpt6 σε ποσότητες που 
αντιστοιχούν σε αναλογίες 1/σύµπλοκο. Με βάση την παραπάνω εργασία, και επεκτείνοντας 
τα αποτελέσµατα από την ζύµη και στα υπόλοιπα ευκαρυωτικά κύτταρα, µπορούµε να 
υποθέσουµε ότι και οι έξι ΑΤΡάσες απαιτούνται για τον σχηµατισµό ενός 19S συµπλόκου. Το 
ερώτηµα που τίθεται στη συνέχεια είναι: λειτουργούν και οι έξι σαν µια µηχανή, ή η καθεµία 
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έχει ξεχωριστούς ρόλους στο σύµπλοκο; Αν ακολουθήσουµε το µοντέλο των προκαρυωτικών 
ΑΤΡασών τύπου ClpAP, HslVU, τότε, ο εξαµερής δακτύλιος λειτουργεί σαν σύνολο, σαν ένας 
µοριακός µοχλός, οπότε, και στην περίπτωση του πρωτεασώµατος, θα µπορούσαν και οι έξι 
να λειτουργούν µε όµοιο συντονισµένο τρόπο. Για να ελεγχθεί αυτή η εκδοχή, οι Rubin et al., 
(1998) σχεδίασαν µια σειρά πειραµάτων που απαντά αρκετά ικανοποιητικά στο παραπάνω 
ερώτηµα. Χρησιµοποίησαν µια σειρά από κύτταρα ζύµης, στο καθένα από τα οποία είχε 
αφαιρεθεί το γονίδιο µιας από τις έξι ΑΤΡάσες. Ακόλουθα, παρείχαν στο στέλεχος αυτό µια 
µεταλλαγµένη µορφή της ΑΤΡάσης που έλλειπε. Με τον τρόπο αυτό, µελέτησαν την 
φαινοτυπική επίδραση των µεταλλαγών στην περιοχή πρόσδεσης του ΑΤΡ, και ειδικά στην 
αυστηρά συντηρηµένη λυσίνη του Α µοτίβου Walker (GPPGTGKT). Τυχόν ανωµαλίες στα 
πειράµατα αυτά οφείλονται στην δυσλειτουργία της εκάστοτε εξωγενώς παρεχόµενης 
πρωτεΐνης, και ειδικά στην ανικανότητα πρόσδεσης του ΑΤΡ στο ενεργό της κέντρο. Στόχος 
της παραπάνω εργασίας ήταν να ξεκαθαριστεί αν ο θνησιγόνος φαινότυπος που παρατηρείται 
από την έλλειψη των πρωτεϊνών αυτών οφείλεται στην έλλειψη της λειτουργίας της 
πρωτεΐνης, ή στην αδυναµία σχηµατισµού συµπλόκου 26S. Αντίθετα µε το αναµενόµενο, οι 
µεταλλαγµένες πρωτεΐνες δεν προκαλούν τις ίδιες φαινοτυπικές εικόνες, αλλά διαφέρουν 
σηµαντικά. Σε όλες τις περιπτώσεις (των βιώσιµων µεταλλαγών), αποµονώθηκαν σύµπλοκα 
που περιέχουν τις µεταλλαγµένες υποµονάδες, οι οποίες ενσωµατώνονται στο σύµπλοκο, 
αλλά αυτό δεν ήταν πάντα λειτουργικό. ∆ηλαδή η περιοχή που µελετάται µε µεταλλαγές 
(περιοχή πρόσδεσης ΑΤΡ), δεν συµµετέχει στις αλληλεπιδράσεις σχηµατισµού του 
συµπλόκου. ∆οκίµασαν συντηρητικές (λυσίνη σε αργινίνη L→R), και µη συντηρητικές (λυσίνη 
σε σερίνη L→S) µεταλλαγές. Οι µεταλλαγές αυτές δεν ήταν ανεκτές µε τον ίδιο τρόπο. Ενώ 
όλες προκαλούν σηµαντική καταστολή στον ρυθµό ανάπτυξης, για τις Rpt5, και Rpt1 
συντηρητικές και  µη µεταλλαγές ήταν βιώσιµες ενώ για τις Rpt3, Rpt4 και Rpt6 µόνο οι 
συντηρητικές, και τέλος, για την Rpt2 καµία µεταλλαγή συντηρητική ή µη δεν ήταν βιώσιµη. 
Για την τελευταία, βρέθηκε µια πρόσθετη µεταλλαγή εκτός της συντηρηµένης περιοχής, που 
καταστέλλει την θνησιµότητα, στην οποία µια σερίνη241 είχε αντικατασταθεί µε φαινυλαλανίνη 
(S→F, Rpt2RF), η οποία χρησιµοποιήθηκε ώστε να µελετηθεί και αυτή η πρωτεΐνη. 

Εκτός της βιωσιµότητας, οι συγκεκριµένες µεταλλαγές παρουσιάζουν και διαφορετική 
πρωτεολυτική συµπεριφορά: τα κύτταρα µε Rpt1S, όπως και αυτά µε Rpt6R δεν 
παρουσιάζουν ιδιαίτερα προβλήµατα στην πρωτεόλυση των πεπτιδίων «µοντέλων», σε 
αντίθεση µε τα Rpt1R, και τα Rpt3R, που παρουσιάζουν σταθεροποίηση των πεπτιδίων που 
ελέγχθηκαν. Αντίθετα, τα κύτταρα Rpt2RF δείχνουν σοβαρότατη εικόνα καταστολής της 
πρωτεολυτικής δράσης.  

Από τις έξι, επιλέχθηκαν τελικά δύο για παραπάνω ανάλυση λόγω της ιδιαιτερότητας 
των φαινοτυπικών αλλαγών που προκαλούν η Rpt1, και η Rpt2.  

Από κύτταρα µε την τελευταία (Rpt2RF), αποµόνωσαν πρωτεασώµατα για να 
εξηγήσουν κάπως το φαινόµενο της καταστολής της πρωτεόλυσης. Τα Rpt2RF 
πρωτεασώµατα υπάρχουν µόνο στην διπλή συµπλοκοποιηµένη µορφή, (δηλαδή RP2CP), και δεν 
υπάρχουν σύµπλοκα µε ένα µόνο RP, πιθανόν επειδή επάγεται αύξηση των επιπέδων του 
συµπλόκου 19S εξ’ αιτίας της καταστολής της πρωτεόλυσης, οπότε είναι συνολικά 
περισσότερα ανά κύτταρο. Τα σύµπλοκα αυτά ήταν πρωτεολυτικά ανενεργά, και όταν 
αποσπάσθηκε το 19S από τον κύλινδρο, ο τελευταίος ανέκτησε πρωτεολυτική δραστηριότητα. 
Επίσης, ενώ συνήθως προσθήκη SDS σε αποµονωµένο 20S έχει σαν αποτέλεσµα την 
ενεργοποίησή του κατά 10 περίπου φορές, στην περίπτωση όµως των Rpt2RF 
πρωτεασωµάτων, το SDS τα ενεργοποίησε κατά 25 φορές. Η µεταλλαγµένη δηλαδή Rpt2RF 
προκαλεί ανασταλτική δράση στο καταλυτικό σωµατίδιο. Οι Rubin et al., (1998) προτείνουν 
ότι η Rpt2, σε αντίθεση µε την µέχρι τώρα άποψη, έχει άµεση σχέση µε την πρωτεόλυση, και 
ότι το κανάλι µπορεί να είναι κλειστό ακόµη και µέσα στο σχηµατισµένο σύµπλοκο 26S. 
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Πιστεύουν ότι η Rpt2 είναι υπεύθυνη για την ενεργοποίηση του πρωτεασώµατος, µέσω της 
ρύθµισης της εισόδου του κυλίνδρου.  

Η εικόνα της Rpt1 είναι τελείως διαφορετική. Συντηρητικές και µη µεταλλαγές είναι 
ανεκτές, παρουσιάζουν όµως προβλήµατα ανάπτυξης (χαµηλό ρυθµό ανάπτυξης). Τα κύτταρα 
δεν εµφανίζουν σηµαντικά προβλήµατα πρωτεόλυσης, σταµατάνε όµως στην G1,και περιέχουν 
απλοειδές DNA. Ενώ η πρωτεόλυση δεν εµφανίζει προβλήµατα, πιθανόν οι µεταλλαγές της 
Rpt1 να προκαλούν σταθεροποίηση κάποιου συγκεκριµένου παράγοντα που παρεµποδίζει την 
µετάβαση στην φάση S. 

Γενικά, από την παραπάνω αναφορά φαίνεται ότι οι ΑΤΡάσες συνεργάζονται για την 
επεξεργασία των υποκαταστατών της 26S, δεν υπάρχει συνεργιστική δράση, δεν µπορούν να 
αντικαταστήσουν η µία την άλλη και είναι απαραίτητες και οι έξι για τον σχηµατισµό ενεργού 
συµπλόκου 26S.   
 

Οι µή ΑΤΡάσες ( non-ATRases RPNs) 
 
Το 19S σύµπλοκο διαχωρίζεται σε περίπου 18 υποµονάδες, από τις οποίες οι 6 είναι 

ΑΑΑ ατράσες και συζητήθηκαν παραπάνω. Οι υπόλοιπες χαρακτηρίσθηκαν ως µη ΑΤΡάσες 
(non ATPases, RPNs). Οι πρωτεΐνες αυτές είναι πολύ λιγότερο συντηρηµένες και µε 
περιορισµένη οµολογία µεταξύ τους, επίσης πολύ λιγότερα πράγµατα είναι γνωστά γι’ αυτές. 
Πειράµατα προστασίας από πρωτεόλυση δείχνουν ότι αυτές εδράζονται στην επιφάνεια του 
συµπλόκου και όχι στο εσωτερικό όπως οι ΑΤΡασες, που σηµαίνει ότι εύκολα αποσπώνται 
από το σύµπλοκο κατά την διαδικασία αποµόνωσης, οπότε δεν είναι σαφές πόσες ακριβώς 
υποµονάδες αποτελούν το σύµπλοκο. Και εδώ, σε κάποιες περιπτώσεις οι υποµονάδες έχουν 
περισσότερα από ένα ονόµατα, και, για τις περισσότερες, δεν είναι γνωστή η λειτουργία της 
µέσα στο σύµπλοκο (ανάλυση των υποµονάδων: Seeger et al., (1997), Tanaka & Tsurumi 
(1997).  Όπως και οι ΑΤΡάσες, όλες οι Rnp είναι απαραίτητα γονίδια εκτός των Rpn10/ 
S5a/Mbp1, και Rpn4/SON1 η οποία δεν εντοπίζεται πάντα στα αποµονωµένα σύµπλοκα 
µάλλον γιατί αποσπάται εύκολα (Glickman et al., 1998a). 

Ακολουθεί παράθεση των στοιχείων που είναι γνωστά για τις υποµονάδες αυτές: 
 
P97/TRAP2/mts4+/Rpn1: η δεύτερη σε µέγεθος υποµονάδα του 19S, πολύ όµοια µε 

την TRAP2 (Tumor Necrosis Factor Receptor, TNFR, Associated Protein 2) της 
δροσόφιλα. Πρόκειται για πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε την κυτταροπλασµατική περιοχή 
του παράγοντα νέκρωσης όγκου τύπου α (TNF Tumor Necrosis Factor). Τελευταία 
εντοπίσθηκε και µια οµόλογη πρωτεΐνη από ζύµη, η NAS1 (Non ATPase Subunit 1), 
καταστροφή του γονιδίου της οποίας προκαλεί θνησιµότητα, και πολλαπλασιασµό ευαίσθητο 
σε θερµοκρασία. Στα κύτταρα αυτά παρατηρείται συσσώρευση ουβικιτινιλιωµένων 
πρωτεϊνών. Στον S. pompe µεταλλαγή της mts4+ προκαλεί σταµάτηµα της µίτωσης στην 
µετάφαση µε συµπυκνωµένο DNA και κοντή άτρακτο. Η mts4+ είναι η τρίτη υποµονάδα του 
26S πρωτεασώµατος που προκύπτει µε αναζήτηση για στελέχη ανθεκτικά στο µιτωτικό 
δηλητήριο µεθυλ-βενζυλ-καρβαµυλικό οξύ (MBC), και παρουσιάζουν τον ίδιο θερµικά 
ευαίσθητο φαινότυπο (αδυναµία µετάβασης από την µετάφαση στην ανάφαση), που τους 
έδωσε και το όνοµά τους mts (MBC-resistant temperature sensitive). Οι άλλες δύο είναι οι 
mts2/S4/Rpt2 και mts3/S14/Nin1/Rpn12. Η mts4+ αλληλεπιδρά µε την mts2, αλλά όχι µε 
την mts3. H mts4+ απαιτείται για την ενσωµάτωση της mts2 (Wilkinson et al., 1997) στο 
σύµπλοκο. Τα στοιχεία από τις τρεις αυτές πρωτεΐνες δείχνουν ότι το 26S πρωτεάσωµα 
αλληλεπιδρά µε τα APC σύµπλοκα των λιγασών ουβικιτίνης που απαιτούνται για την πρόοδο 
της διαδικασίας της µίτωσης (βλέπε ουβικιτίνη Κεφ. Β Παρ 5). 

p112/SEN3/Rpn2 : Είναι η µεγαλύτερη υποµονάδα του συµπλόκου και οµόλογη στο 
γονίδιο SEN3, που κωδικοποιεί για έναν παράγοντα που επηρεάζει το σύστηµα 



Error! Style not defined. 32 
 

ενδονουκλεάσης της συγκόλλησης του t-RNA (t-RNA-splicing). Καταστροφή του γονιδίου 
προκαλεί σταµάτηµα της µίτωσης και του πολλ/µού. Το SEN3 αλληλεπιδρά µε το 
ΝΙΝ1(Rpn12). Μεταλλαγές και στα δύο προκαλούν αλλοιώσεις στο σύστηµα πρωτεόλυσης 
µέσω ουβικιτίνης και στο σύστηµα πρωτεόλυσης µέσω του κανόνα του άµινο-τελικού άκρου 
(N-end rule pathway). Αξιοσηµείωτο είναι ότι η µετακίνηση µιας πρωτεΐνης «µοντέλου» στον 
πυρήνα παρεµποδίζεται σε κύτταρα µε SEN3 µεταλλαγή, κάτι που δεν παρατηρείται στην 
ΝΙΝ1 (Tanaka & Tsurumi 1997). 

p58/SUN2/Rpn3 είναι απαραίτητο γονίδιο, και αλληλεπιδρά µε την SUN2( Rpn10). 
Son1/Ufd5/Rpn4 Πρόκειται για υποµονάδα που δεν εντοπίζεται πάντα στο σύµπλοκο 19S, 
διότι πιθανόν αποσπάται κατά την αποµόνωση. 

H Rpn5 (Nas5) και Rpn6(Νas4) αποδείχθηκαν απαραίτητες για βιωσιµότητα. 
Η Rpn9/Nas7 (Takeuchi et al., 1999) δεν έχει χαρακτηρισθεί ακόµη, αλλά η έλλειψή 

της δηµιουργεί όχι θνησιγόνο, αλλά θερµικά ευαίσθητο θνησιγόνο φαινότυπο. Η πρωτεΐνη 
αποµονώθηκε από σύστηµα δύο υβριδίων σε ζύµη µε δόλωµα την Rpn10. Αποµονώθηκαν 26S 
πρωτεασώµατα από ∆Rpn9 κύτταρα,  τα οποία ήταν µικρότερα. Όπως αποδείχθηκε, εκτός 
της Rpn9 δεν περιείχαν και την Rpn10. Πιθανόν η Rpn9 να είναι απαραίτητη για την 
ενσωµάτωση της Rpn10 και την σταθερότητα του συµπλόκου. 

S5a/Mcb1/Mbp1/Sun1/Rpn10: Είναι η πιο καλά µελετηµένη υποµονάδα του 
συµπλόκου. ∆εδοµένης της σχέσης της 26S πρωτεάσης µε τις αλυσίδες της ουβικιτίνης, οι 
Devereaux et al., (1994) προσπάθησαν να συνδέσουν πολύ-ουβικιτίνη µε το 26S σύµπλοκο 
µε υπεριώδες φως (UV cross-linking), µε στόχο τον εντοπισµό της ή των υποµονάδων που 
αλληλεπιδρούν µε ουβικιτίνη. Αυτό δεν πέτυχε, αλλά το σύµπλοκο δέσµευε αλυσίδες πολύ- 
ουβικιτίνης, µετά από αποµόνωση και ανάλυση σε µη αποδιατακτικά πηκτώµατα. Στην 
συνέχεια, ανέλυσαν το σύµπλοκο σε αποδιατακτικό πήκτωµα (SDS-PAGE) και επανέλαβαν το 
πείραµα µε αποδιαταγµένες υποµονάδες. Μια πρωτεΐνη, 50kDa, ήταν σε θέση να δεσµεύσει 
πολύ-ουβικιτίνη ακόµη και µετά από αποδιάταξη. Η πρωτεΐνη αυτή ονοµάστηκε S5. Η S5 
αλληλεπιδρά µε ουβικιτίνη, και µάλιστα µε αλυσίδες που έχουν µήκος από 4 µόρια ουβικιτίνης 
και πάνω. Η πρωτεΐνη είναι παρούσα σε όλα τα 26S σύµπλοκα, από όποιον οργανισµό και να 
προέρχονται και επίσης, σε αντίθεση µε τις άλλες υποµονάδες του συµπλόκου, το µεγαλύτερο 
µέρος της πρωτεΐνης βρίσκεται σε ελεύθερη µορφή και όχι συµπλοκοποιηµένο (Harasca & 
Udvardy, 1995).  Με βάση τα στοιχεία αυτά, κατά γενική οµολογία, η S5 είναι η υποµονάδα 
που αναγνωρίζει και δεσµεύει τις αλυσίδες της ουβικιτίνης. Όµως, παρά τον σηµαντικότατο 
ρόλο που της αποδίδεται, έλλειψη του γονιδίου σε ζύµη δεν προκαλεί κανένα δραµατικό 
φαινότυπο (Rubin et al., 1997). Τα κύτταρα αυτά αδυνατούν να υδρολύσουν κάποιες 
πρωτεΐνες που περιέχουν ουβικιτίνη σαν αποτέλεσµα συγκόλλησης κατά την µετάφραση και 
όχι τις κανονικά ουβικιτινιλιωµένες πρωτεΐνες µέσω κάποιας λυσίνης, ενώ κατά τα άλλα είναι 
απόλυτα φυσιολογικά. Το ίδιο παρατηρήθηκε και σε φυτά, αν και εκεί τα πολλαπλά οµόλογα 
µπορεί να καλύπτουν την έλλειψη. Οι van Nocker et al., (1996a) αποµόνωσαν το αντίστοιχο 
γονίδιο από Arabidopsis thaliana µε σάρωση βιβλιοθήκης έκφρασης µε δόλωµα αλυσίδες 
πολύ-ουβικιτίνης, και το ονόµασαν Mbp1 (Multi-ubiquitin binding protein1), το οποίο, όπως 
και τα οµόλογά του αναγνωρίζει αλυσίδες ουβικιτίνης µέσω της Λυσ48 (βλέπε ουβικιτίνη, 
Κεφ. Β, Παρ 5), και δεν είναι απαραίτητο για την βιωσιµότητα του φυτού. Ανάλυση της 
αλληλουχίας της πρωτεΐνης έδειξε ότι η πιθανή περιοχή πρόσδεσης των αλυσίδων 
ουβικιτίνης είναι µια περιοχή µε επαναλαµβανόµενες υδρόφοβες περιοχές κοντά στο 
κάρβοξυ-τελικό άκρο της πρωτεΐνης, που αλληλεπιδρά µε τα επαναλαµβανόµενα υδρόφοβα 
τµήµατα στην επιφάνεια της αλυσίδας ουβικιτίνης µε µήκος 4 µορίων και πάνω. Οι 
Devereaux et al., (1995b) χρησιµοποίησαν αυτή την πρωτεΐνη σε εκχύλισµα ωαρίων από 
Xenopus και παρατήρησαν αναστολή της υδρόλυσης ουβικιτινιλιωµένων πεπτιδίων στο 
εκχύλισµα, ενώ η υδρόλυση των µη ουβικιτινιλιωµένων πεπτιδίων δεν επηρεάστηκε.  
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In vitro, η S5 αναγνωρίζει πολύ-ουβικιτίνη, όµως, η έλλειψή της δεν προκαλεί τον 
φαινότυπο που θα περίµενε κανείς από ένα σύµπλοκο που δεν αναγνωρίζει ουβικιτινιλιωµένα 
προϊόντα, άρα πρέπει να υπάρχει και άλλη ή άλλες υποµονάδες στο σύµπλοκο που να 
συµµετέχουν στην αναγνώριση και δέσµευση των υποκαταστατών, ή, όπως έδειξαν οι 
Kawahara et al., (2000), πιθανόν να υπάρχουν ισοµορφές της πρωτεΐνης που λειτουργούν 
επιλεκτικά κάτω από συγκεκριµένες µεταβολικές συνθήκες. Συγκεκριµένα, το παραπάνω 
εργαστήριο βρήκε ότι σε ποντίκια υπάρχουν τουλάχιστον πέντε mRNA για την S5 τα οποία 
παράγονται από το ίδιο γονίδιο, κάτω από αναπτυξιακή ρύθµιση, µε διαφορική ωρίµανση του 
RNA (alternative splicing). Ονόµασαν τις πέντε αυτές µορφές της πρωτεΐνης Rpn10a, b, c, 
d, και e, και παρατήρησαν ότι η α εκφράζεται συνεχώς, ενώ η e εµφανίζεται µόνο στα έµβρυα 
και ειδικά στον εγκέφαλο. Όλες συµµετέχουν στον σχηµατισµό συµπλόκων 26S, και µπορούν 
να καταστείλουν την υδρόλυση ουβικιτινιλιωµένων πεπτιδίων σε εκχύλισµα ωαρίων Xenopus, 
αλλά σε αντίθεση µε την Rpn10a η Rpn10e δεν µπορεί να καταστείλει την αποδόµηση της 
κυκλίνης Β στο παραπάνω σύστηµα. Επίσης επηρεάζουν µε διαφορετικό τρόπο την πρόοδο 
του κυτταρικού κύκλου in vivo στον ίδιο οργανισµό. Τα στοιχεία αυτά συµφωνούν µε εκείνα 
των Girod et al., (1999), οι οποίοι κατέστρεψαν το γονίδιο της Rpn10 στο φυτό P. patens 
όπου σε αντίθεση µε τα στοιχεία των van Nocker et al., (1996a), έλλειψη του γονιδίου δεν 
προκαλεί τον θάνατο, αλλά σταµάτηµα της ανάπτυξης και ανικανότητα σχηµατισµού 
µπουµπουκιών.  

 Η εικόνα γίνεται ακόµη πιο πολύπλοκη από την εργασία των Anand et al., (1997), οι 
οποίοι αποµόνωσαν την S5 µε το σύστηµα δύο υβριδίων αναζητώντας πρωτεΐνες που 
αλληλεπιδρούν µε την περιοχή Ελικα-Θηλιά-Έλικα (Helix-Loop-Helix, HLH), πρωτεϊνών που 
εµπλέκονται στην διαφοροποίηση και στην ογκογένεση. Οι πρωτεΐνες HLH κατατάσσονται σε 
4 κατηγορίες τις A, B, C, και D. Οι τρεις πρώτες περιέχουν µια βασική περιοχή σε άµεση 
γειτονία µε την HLH. Οι Α και Β αλληλεπιδρούν µεταξύ τους, και οι C µε τον εαυτό τους 
σχηµατίζοντας έτερο- και οµο-διµερή αντίστοιχα µέσω της περιοχής HLH. Ο διµερισµός 
φέρνει κοντά τις δύο βασικές περιοχές οι οποίες αποτελούν την περιοχή πρόσδεσης σε DNA. 
Οπότε τα διµερή είναι ενεργά. Η οµάδα D, δεν περιέχει βασική περιοχή, και προσδένεται 
µέσω της HLH στις Α και Β, λόγω όµως της έλλειψης βασικής περιοχής, τα διµερή αυτά είναι 
ανενεργά (δεν έχουν περιοχή πρόσδεσης σε DNA), οπότε οι πρωτεΐνες αυτές ονοµάστηκαν 
Ids (Inhibition of DNA). Η περιοχή HLH της Id1 ψάρεψε την S5. Η S5 αποσπά την Id1 από 
τα διµερή τα οποία σχηµατίζει, επιτρέποντας τον σχηµατισµό ενεργών διµερών. Το 
αποτέλεσµα είναι η ενεργοποίηση της πρόσδεσης σε DNA, και δεν προκύπτει από την 
πρωτεολυτική αποµάκρυνση της Id1, αλλά µόνο από την αλληλεπίδρασή της µε την S5. 
Επιπλέον, η περιοχή της S5 που απαιτείται για αυτή την αλληλεπίδραση δεν είναι η περιοχή 
πρόσδεσης σε πολύ-ουβικιτίνη αφού αφαίρεση αυτής της καρβοξυ-τελικής περιοχής δεν 
επηρεάζει τα παραπάνω πειράµατα. 

Η Mpr1/Rpn11 είναι η MPR1, µεταλλαγή της οποίας αποµονώθηκε από κύτταρα µε 
προβληµατικό µεταβολισµό των t-RNA (splicing). Έλλειψη του γονιδίου προκαλεί 
θνησιµότητα. Περιέχει µια συντηρηµένη κυστεΐνη περιστοιχιζόµενη από συντηρηµένη 
ακολουθία (κουτί κυστεΐνης), που περιέχεται σε πολλά ένζυµα που αποµακρύνουν ουβικιτίνες 
(Glickman et al., 1998a). 

Η p31/NIN1/ Rpn12: (Nuclear Integrity) (Kominami et al., 1995), απαιτείται για την 
µετάβαση G1/S και G2/M. Μια θερµικά ευαίσθητη µεταλλαγή της πρωτεΐνης προκαλεί 
διάφορους φαινοτύπους όπως αστάθεια χρωµοσωµάτων, και ευαισθησία σε υπεριώδες φως. 
Είναι απαραίτητη για την ενεργοποίηση της κινάσης Cdc28p, που πιθανόν οφείλεται στην 
σταθεροποίηση του αναστολέα της κινάσης Cdc28p, p40SIC1, αν και αυτό εξηγεί την 
σταθεροποίηση στην φάση G1 και δεν εξηγεί το σταµάτηµα στην G2. Αυτό έρχεται σε 
αντίθεση µε την εικόνα κυττάρων µε τις µεταλλαγµένες ΑΤΡάσες, που παρουσιάζουν υψηλή 
δράση της κινάσης Cdc28p λόγω σταθεροποίησης της κυκλίνης Β, που επίσης δεν µπορούν 
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να βγουν από την µίτωση. Μεταλλαγές σε διαφορετικές υποµονάδες του ίδιου συµπλόκου, 
παρουσιάζουν διαφορετικούς φαινοτύπους, χωρίς να µπορεί να εξηγηθεί το φαινόµενο. 

p37: Οι Holzl et al., (2000) αποµόνωσαν και ανέλυσαν τις υποµονάδες του 19S 
συµπλόκου από δροσόφιλα. Στο σύµπλοκο αυτό εντοπίζουν µια νέα πρωτεΐνη την p37 για την 
οποία δεν εντοπίστηκε οµόλογο στη ζύµη, αλλά υπάρχουν οµόλογα στις βάσεις δεδοµένων για 
γονίδια στον άνθρωπο, και στο βόδι. Η πρωτεΐνη αυτή ανήκει στην οικογένεια των κάρβοξυ-
τελικών υδρολασών ουβικιτίνης (UCHs). Για να ελέγξουν το παραπάνω ενδεχόµενο 
παρήγαγαν την πρωτεΐνη σε E. Coli . Η αποµονωµένη πρωτεΐνη πράγµατι αποµακρύνει 
ουβικιτίνη από το πεπτίδιο Ub-AMC (Ubiquitin COOH-terminal amido-4-coumarin), και 
καταστέλλεται από τον αναστολέα Ub-Al (Ubiquitin COOH-terminal aldehyde). 
Χρησιµοποιώντας αντισώµατα για τον αναστολέα εντόπισαν την πρωτεΐνη στην άκρη του 
καπακιού του 19S. Προτείνουν ότι η πρωτεΐνη αυτή είναι υπεύθυνη για την αποµάκρυνση 
ουβικιτίνης από υποκαταστάτες που έχουν σηµαντικά πρωτεολυθεί (απαιτεί ελεύθερο C-άκρο 
κοντά στην ουβικιτίνη). Επίσης η θέση της (αποσπάται εύκολα), εξηγεί την δυσκολία 
συνκαθίζησης µε το σύµπλοκο στους άλλους οργανισµούς. 

 
Αλληλεπιδράσεις µεταξύ των υποµονάδων – δοµή του συµπλόκου 19S 

Προσπαθώντας να λύσουν τον γρίφο της Rpn10, οι Glickman et al., (1998b) µελέτησαν την δοµή των 
πρωτεασωµάτων στελέχους ζύµης στο οποίο είχε αφαιρεθεί το γονίδιο της Rpn10. Τα σύµπλοκα 
ανιχνεύονται µετά από ανάλυση σε µη αποδιατακτικά πηκτώµατα µέσω της υδρόλυση φθορογόνων 
πεπτιδίων. Στα πρώτα στάδια καθαρισµού, τα ∆Rpn10 σύµπλοκα δεν διαφέρουν από εκείνα κυττάρων 
άγριου τύπου. Στα επόµενα βήµατα καθαρισµού όµως, τα ∆Rpn10 πρωτεασώµατα είναι µικρότερα. 
Αυτά τα µικρότερα σύµπλοκα, δεν είναι σε θέση να υδρολύσουν ουβικιτινιλιωµένες πρωτεΐνες, 
µπορούν όµως να πρωτεολύσουν µη ουβικιτινιλιωµένη καζεΐνη.  Η ηλεκτρονική µικρογραφία αυτών 
των συµπλόκων έδειξε ότι περιέχουν τον κύλινδρο 20S, αλλά το σύµπλοκο 19S µε το οποίο αυτός 
είναι συµπλοκοποιηµένος είναι µικρότερο, και σε εικόνες ηλεκτρονικού µικροσκοπίου φαίνεται να του 
λείπει η επάνω ακραία µάζα πρωτεϊνών. Μετά από αποµόνωση και ανάλυση των συµπλόκων αυτών 
αποδείχθηκε ότι λείπουν οι υποµονάδες Rpn3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11 και 12. ∆ηλαδή παραµένουν ενωµένες 
οι 6 ΑΤΡάσες και οι Rpn1 και Rpn2. Στη συνέχεια, προσπάθησαν να εντοπίσουν τις υποµονάδες που 
λείπουν, τις οποίες αποµόνωσαν σαν ένα δεύτερο σύµπλοκο το οποίο αποσπάται στα αρχικά στάδια 
του καθαρισµού. Ο 19S δηλαδή αποτελείται από δύο υποσύµπλοκα, η σύνδεση των οποίων απαιτεί την 
Rpn10: την βάση (base) και το καπάκι (lid). 

Η εργασία των Glickman et al., (1998b) έδειξε ότι η βάση και η οµάδα των ΑΤΡασών 
είναι ικανή να ενεργοποιήσει την πρωτεολυτική δραστηριότητα του πρωτεασώµατος, ακόµη 
και απέναντι σε ολόκληρες πρωτεΐνες (όχι µόνο πεπτίδια), αλλά η αναγνώριση και η 
επεξεργασία ουβικιτινιλιωµένων πρωτεϊνών απαιτεί το καπάκι. Η βάση συµπεριφέρεται όπως 

και οι προκαρυωτικές ΑΤΡάσες, δηλαδή σαν αντίστροφη τσαπερόνη που ξεδιπλώνει τις 
πρωτεΐνες και τις τροφοδοτεί στην πρωτεάση, και βέβαια ανοίγει το κανάλι του 
πρωτεασώµατος επιτρέποντας την πρόσβαση των υποκαταστατών στις θέσεις κατάλυσης. Το 
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καπάκι από την άλλη, είναι κάτι που έχει εξελιχθεί στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς για να 
εξυπηρετήσει το σύστηµα της ουβικιτίνης που είναι επίσης αποκλειστικότητα των 
ευκαρυωτικών κυττάρων. Το πιο περίεργο στοιχείο αυτής της ιστορίας είναι ότι αυτό το 
υποσύµπλοκο (καπάκι) αποτελείται από υποµονάδες οµόλογα των οποίων σχηµατίζουν δυο 
παρόµοια σύµπλοκα στα ευκαρυωτικά κύτταρα, το COP9-σηµατόσωµα και το σύµπλοκο του 
παράγοντα επιµήκυνσης eIF3. Η εξελικτική σχέση των τριών αυτών συµπλόκων, καθώς και 
οι αλληλεπιδράσεις των υποµονάδων της βάσης και η πιθανή λειτουργία τους αναλύονται 
παρακάτω. 

 
2.2.1 Η βάση και οι ΑΑΑ ΑΤΡάσες 
Η βάση του 19S αποτελείται από τις 6 ΑΤΡάσες και τις Rpn1 και Rpn2 που είναι οι 

µεγαλύτερες υποµονάδες του συµπλόκου. Οι ΑΤΡάσες πιστεύεται ότι συνδέονται µέσω της 
δοµής υπερελικωµένου ελατήριου στην αµινο-τελική περιοχή τους (µεταβλητή περιοχή), και 
ότι συµµετέχουν στον σχηµατισµό ενός εξαµελούς δακτυλίου (Ανασκόπηση Ferrell et al., 
2000). Η ακριβής θέση των ΑΤΡασών στον δακτύλιο αυτό δεν είναι τελείως ξεκάθαρη. Τα 
περισσότερα στοιχεία που υπάρχουν για τις αλληλεπιδράσεις αυτές έχουν προκύψει είτε 
µέσω του συστήµατος δύο υβριδίων σε ζύµη, είτε από µελέτες των αλληλεπιδράσεων των 
πρωτεϊνών in vitro. Στις περισσότερες εργασίες µελετώνται οι σχέσεις των πρωτεϊνών κατά 
ζεύγη. Τα ζευγάρια αλληλεπιδράσεων είναι:  

Rpn1 

6 5 

4 

3 2 
1 

Rpt3(TBP7)-Rpt5(TBP1) Ohana et al., (1993) 
Rpt2(S4) – Rpt1(S7)  Gordon et al., (1993) 
Rpt4-Rpt6   Russell et al., (1996) 
Rpt2(S4)-Rpt1(S7)  Seeger et al., (1997) 
Rpt5-Rpt4   DeMartino et al., (1996) 
 

Οι πρώτη πιο ολοκληρωµένη µελέτη έγινε από τους Richmond et al., (1997), οι οποίοι 
παρήγαγαν τις ανθρώπινες πρωτεΐνες in vitro µε ραδιενεργό µεθειονίνη. Αποµόνωσαν 
σύµπλοκα 19S από ερυθρά αιµοσφαίρια, και διαχώρισαν τις υποµονάδες µε ηλεκτροφόρηση σε 
αποδιατακτικά πηκτώµατα δύο διαστάσεων, τα οποία ακόλουθα µετέφεραν σε µεµβράνες 
νιτροκυτταρίνης. Χρησιµοποιώντας τις ραδιοσηµασµένες πρωτεΐνες, ανέλυσαν το σχήµα 
αλληλεπιδράσεων της καθεµιάς µε τις υποµονάδες του συµπλόκου. Από την εργασία αυτή 
προέκυψε ότι εκτός των ζευγαριών Rpt2-Rpt1, Rpt3-Rpt6, και Rpt4-Rpt5,  οι Rpt1,2,3 και 
4 σχηµατίζουν ένα τετραµερές σύµπλοκο. Σε παρόµοια µελέτη των σχέσεων των 
υποµονάδων οι Gorbea et al., (2000) έδειξαν ότι η Rpt1 αλληλεπιδρά µε την Rpt2 µε το 
άµινο-τελικό της άκρο, ενώ µε το καρβοξυ- τελικό τους άκρο, αλληλεπιδρούν η πρώτη µε την 
Rpn1 και η δεύτερη µε την Rpn10. 

 Αν προσπαθήσει κανείς να σχηµατίσει δακτύλιο µε βάση τα παραπάνω ζευγάρια, η 
µόνη αλληλεπίδραση που δεν συµβαδίζει µε δοµή δακτυλίου είναι η σχέση των Rpt3-Rpt6.  

Για να επιβεβαιώσουν τα παραπάνω στοιχεία οι Hartmann-Petersen et al., (2001) 
προσπάθησαν να µελετήσουν τις σχετικές θέσεις των πρωτεϊνών στο σύµπλοκο 
χρησιµοποιώντας την µέθοδο της χηµικής διασύνδεσης (chemical cross-linking). Με την 
µέθοδο αυτή συγκολλώνται χηµικά πρωτεϊνες που βρίσκονται σε άµεση επαφή.  

Στην δική τους εργασία, συµφωνούν µε 
όλα τα ζευγάρια αλληλεπιδράσεων εκτός αυτό 
των Rpt3-Rpt6. Με την µέθοδο αυτή κατάφεραν 
να τοποθετήσουν στο σύµπλοκο τις ΑΤΡάσες σε 
σχέση µε τον α-δακτύλιο του 20S και την Rpn2: 24 6
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µε τον τρόπο αυτό ενεργοποιείται (ανοίγει το κανάλι των α-δακτυλίων). Αυτό το σύµπλοκο 
από µόνο του είναι ικανό να υδρολύσει πρωτεΐνες που δεν είναι ουβικιτινιλιωµένες, όπως πχ: 
καζεϊνη (Glickman et al., 1998b). Το πρωτεάσωµα όµως µπορεί να επεξεργαστεί πεπτιδικές 
αλυσίδες χωρίς δευτεροταγή δοµή, πράγµα που απαιτεί το ξεδίπλωµα των πρωτεϊνών πριν 
την πρωτεόλυση.  

Όπως έδειξαν οι Braun et al., (1999),  η βάση του 19S µπορεί να λειτουργήσει σαν 
τσαπερόνη, τουλάχιστον in vitro. ∆ηλαδή, εκτός της ενεργοποίησης της κατάλυσης, οι 
ΑΤΡάσες είναι επίσης υπεύθυνες για το ξεδίπλωµα και την µετακίνηση των υποκαταστατών 
µέσα στον πρωτεολυτικό κύλινδρο. 
 

2.2.2 Το καπάκι 
Οι οκτώ υποµονάδες που λείπουν από το πρωτεάσωµα που αποµονώθηκε από ∆Rpn10 

κύτταρα, αποµονώνονται σαν ένα ενιαίο σύµπλοκο 400 περίπου kDa (Glickman et al., 1988b, 
Glickman et al., 1999), που αποτελεί την ακραία µάζα στις ηλεκτρονικές εικόνες του 
συµπλόκου 26S. Ανάλυση των οκτώ αυτών υποµονάδων αποκάλυψε την παρουσία δυο 
συντηρηµένων δοµών που απαντούν και σε άλλα πολυπρωτεϊνικά συστήµατα (Hoffmann & 
Bucher 1998, Aravind & Ponting 1998), το COP9-σηµατόσωµα (ανασκόπηση Wei & Deng 
1999) και τον παράγοντα 3 έναρξης της µετάφρασης eIF3(ανασκόπηση Asano et al., 1997) .  

 
Υποµονάδα Οργανισµός Οµόλογη µε … περιοχή 
Sgn1 

Gps1 
COPS1 
COP11/FUS 

human 
human 
human 
A. Thaliana 

S10a, p44, Rpn4 PCI 

Sgn2 
Trip15 
Trip15 
COPS2 

Human 
Human 
Drosophila 
mouse 

S9, p44.5, Rpn6 PCI 

Sgn3 
COPS3 
LC15 

Human 
Mouse 
L chi ence l

S3, p58, Rpn3 PCI 

Sgn4 
COPS4 
COS41.8 

Human 
Mouse 
C. intestinalis 

p55, Rpn5 PCI 

Sgn5 
JAB1 
COPS5 
COPS5 

Human 
Human 
mouse 
A. thaliana 

S13, Poh1, Rpn11 MPN 

Sgn6 
34kDaMov34 
COPS6 

Human 
Human 
Mouse 

S12, p40, Rpn8 MPN 

Sgn7 
ACOB 
COPS7a 

Human 
E. nidulans 
Mouse 

S11, p40.5, Rpn9 PCI 

Sgn8 
COPS8 
COPS8 

Human 
Human 
A. thaliana 

S14, p31, Rpn12 PCI 

Πίνακας 3 : Υποµονάδες του ανθρώπινου COP9-σηµατοσώµατος και οι οµόλογές τους σε άλλα είδη 
και στο καπάκι του 26S πρωτεασώµατος (Henke et al., 1999) 

Ενώ η αµινοξική ακολουθία των περιοχών αυτών δεν παρουσιάζει σηµαντική οµολογία, 
οι δευτεροταγείς δοµές τους είναι όµοιες. Το πρώτο είναι το µοτίβο PCI/PINT (Proteasome, 
COP9-signalosome, Initiation factor 3/ Proteasome subunits, Int-6, Nip-5, Trip-15), µια 
καθαρή α-έλικα 200 περίπου αµινοξέων (ή µια οµάδα από έλικες) που συνήθως βρίσκεται 
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στο κάρβοξυ-τελικό άκρο των πρωτεϊνών, και προς το τέλος του, και απαντά στις έξι από τις 
οκτώ αυτές πρωτεΐνες. Στις άλλες δύο βρίσκεται το δεύτερο µοτίβο, επίσης κοινό ανάµεσα 
στις υποµονάδες των τριών συµπλόκων, το MPN (Mpr1p, Pad1p, οι πρωτεΐνες της ζύµης 
όπου εντοπίσθηκε αρχικά). Αυτή η περιοχή, είναι µια α/β δοµή µήκους περίπου 140 
αµινοξέων και βρίσκεται συνήθως στο άµινο-τελικό άκρο των πρωτεϊνών που την περιέχουν. 
Όλες οι πρωτεΐνες που περιέχουν PCI ή MPN περιοχή αποτελούν υποµονάδες 
πολυπρωτεϊνικών συστηµάτων, και όλες οι πρωτεΐνες του συµπλόκου 26S που τις περιέχουν 
βρίσκονται στο καπάκι. ∆υο πράγµατα µπορεί να συµβαίνουν µε αυτές τις περιοχές, είτε 
αποτελούν βασική δοµική µονάδα σχηµατισµού συµπλόκων, είτε υπάρχει πράγµατι βιολογική 
σχέση ανάµεσα στα τρία σύµπλοκα.  

H οµοιότητα των υποµονάδων του 19S µε τις αντίστοιχες του eIF3 περιορίζεται στις 
περιοχές αυτές, όµως, οι υποµονάδες του COP9-σηµατοσώµατος αντιστοιχίζονται µία προς 
µία µε τις αντίστοιχες του 19S µε οµολογίες που επεκτείνονται και εκτός της περιοχής 
αυτής. To COP9-σηµατόσωµα αποµονώθηκε αρχικά από το φυτό Arabidopsis thalaiana, σαν 
το σύµπλοκο που ελέγχει την ενεργοποίηση των γονιδίων της φωτοµορφογένεσης (Wei & 
Deng 1999), αποτελείται από οκτώ τουλάχιστον υποµονάδες και εντοπίζεται στους πυρήνες 
των κυττάρων. ∆εν έχει αποµονωθεί παρόµοιο σύµπλοκο από κύτταρα ζύµης, και δεν 
υπάρχουν αλληλουχίες οµόλογες µε τις υποµονάδες του σηµατοσώµατος στο γονιδίωµα της 
ζύµης. Αργότερα αποµονώθηκε και από κύτταρα θηλαστικών σαν σύµπλοκο µε δράση κινάσης 
που φωσφορυλιώνει πρωτεΐνες όπως ο ΙκΒα, και η p105. Η φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών 
αυτών ακολουθείται από ουβικιτινιλίωση και αποδόµησή τους από την 26S πρωτεάση, ενώ 
αντίθετα της c-Jun σηµαίνει προστασία από πρωτεόλυση. Επίσης, παρουσιάζει τόσο όµοια 
δοµή µε το 19S που το σηµατόσωµα ακολουθεί την 26S πρωτεάση κατά τα αρχικά στάδια 
καθαρισµού από ανθρώπινα ερυθρά αιµοσφαίρια (Henke et al., 1999).  Η σχέση τους όµως 
δεν παραµένει στην οµοιότητα της δοµής τους, αφού αλληλεπίδραση υποµονάδων του 
σηµατοσώµατος (sgn-3) µε την 26S πρωτεάση έγινε η αιτία αποµόνωσης του σηµατοσώµατος 
από ανθρώπινα ερυθρά αιµοσφαίρια από τους Seeger et al., (1998). Η πρωτεΐνη sgn-3 είχε 
αποµονωθεί αρχικά σαν νέα υποµονάδα του 19S και αρχικά ονοµάστηκε από τους παραπάνω 
ερευνητές S11. Όµως, δεν βρέθηκε οµόλογη πρωτεΐνη σε ζύµη, πράγµα που τους παρακίνησε 
να την µελετήσουν περισσότερο, µε αποτέλεσµα την αποµόνωση του σηµατοσώµατος. Οι 
Henke et al., (1999), οι οποίοι συνέκριναν τα δύο σύµπλοκα, το COP9-σηµατόσωµα και το 
καπάκι του 19S, (το οποίο αποµόνωσαν από κύτταρα χωρίς προηγούµενη καταστροφή της 
Rpn10), υποστηρίζουν ότι είναι πιθανή ακόµη και η ανταλλαγή τους στο σύµπλοκο βάση19S-
20S. Είναι πολύ πιθανό ότι τα δυο σύµπλοκα, σηµατόσωµα–26S πρωτεάση συνεργάζονται in 
vivo, όπως φάνηκε από την εργασία των Kwok et al., (1999), οι οποίοι αναζητώντας 
παράγοντες που αλληλεπιδρούν µε την υποµονάδα FUS6/COP11 του σηµατοσώµατος (σε 
σύστηµα δύο υβριδίων σε ζύµη), αποµόνωσαν την S9/Rpn6 του 19S. Εξετάζοντας την 
υπόθεση η τελευταία να είναι υποµονάδα και του σηµατοσώµατος, βρήκαν ότι δεν συµβαίνει 
κάτι τέτοιο, ενώ παράλληλα η Rpn6 αλληλεπιδρά µε την Rpt5/TBP1 του 26S, οπότε η 
αλληλεπίδραση Fus6/COP11 – Rpn6 που παρατήρησαν οφείλεται µάλλον στην συνεργασία του 
σηµατοσώµατος µε το πρωτεάσωµα. Μια τέτοια σχέση αποκαλύφθηκε στην ρύθµιση της 
φωτοµορφογένεσης σε φυτά. Η επαγωγή από το φως ελέγχεται από δυο παράγοντες που 
δρουν ανταγωνιστικά, τον COP9 (constitutinve photomorphogenesis) και τον HY5 
(hypocotyl elongation), έναν µεταγραφικό παράγοντα τύπου bZIP, ο οποίος προσδένεται 
άµεσα στους υποκινητές των φωτο-επαγόµενων γονιδίων. Η παρουσία του COP9 στον 
πυρήνα δρα ανασταλτικά στην επαγωγή της µεταγραφής µέσω HY5. Παρουσία φωτός, ο 
COP9 µεταναστεύει στο κυτταρόπλασµα µετά από φωσφορυλίωση από το σηµατόσωµα, 
επιτρέποντας την συσσώρευση του HY5 στον πυρήνα και την ακόλουθη επαγωγή των φωτο-
ελεγχόµενων γονιδίων. Όπως αποδείχθηκε από τους Osterlund et al., (2000), το COP9 
είναι λιγάση ουβικιτίνης (Ε3) που ουβικιτινιλιώνει τον HY5 µε συνέπεια την ακόλουθη 
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αποδόµησή του από την 26S πρωτεάση. Παρουσία φωτός, αποµακρύνεται από τον πυρήνα, 
οπότε ο HY5 διαφεύγει της πρωτεόλυσης και ενεργοποιεί τα φωτο-ελεγχόµενα γονίδια 
(ανασκόπηση Karniol & Chamovitz 2000). 

Τελευταία, οι Kapelari et al., (2000) αποµόνωσαν τα δυο σύµπλοκα από ανθρώπινα 
ερυθρά αιµοσφαίρια και προσπάθησαν να αναλύσουν την δοµή τους µε ηλεκτρονική 
µικροσκοπία. Βρήκαν ότι οι πληθυσµοί σωµατιδίων που αποµόνωσαν παρουσιάζουν µεγάλη 
ετερογένεια, την οποία αποδίδουν στην µη οµογενή σύσταση των σωµατιδίων λόγω 
προσκόλλησης ή απόσπασης πρωτεϊνών κατά την αποµόνωση, καθώς επίσης και στον 
διαφορετικό βαθµό φωσφορυλίωσης των υποµονάδων του σηµατοσώµατος. Η δοµή των δύο 
συµπλόκων δεν είναι ίδια αλλά παρουσιάζει όµοια δοµικά χαρακτηριστικά. Τα σύµπλοκα 
χαρακτηρίζονται ως κελύφη µε µια κοιλότητα στο κέντρο. Πρόκειται για ασύµµετρες δοµές 
που προκύπτουν από πολλαπλές αλληλεπιδράσεις µεταξύ των υποµονάδων τους, και δεν 
έχουν καµιά οµοιότητα µε δακτυλίους ή ράβδους.  

Οι Kapelari et al., (2000) προτείνουν ότι τα δυο σύµπλοκα είναι συνδεδεµένα 
εξελικτικά, και δεδοµένου ότι το σηµατόσωµα δε υπάρχει στη ζύµη, το καπάκι του 19S είναι 
αρχαιότερο. Υποστηρίζουν ότι, µετά από γενετικό διπλασιασµό προέκυψαν δυο παρόµοια 
σύµπλοκα τα οποία εξελίχθηκαν παράλληλα εξυπηρετώντας διαφορετικούς αλλά 
σχετιζόµενους σκοπούς. 
 

2.3  Ο ρυθµιστής (modulator) 
 
Βαδίζοντας πάντα στα βήµατα της ιδέας ότι το 20S υπόκειται σε πολύπλοκο έλεγχο 

(ενεργοποίηση, ρύθµιση, καταστολή) από διάφορους υποκυτταρικούς παράγοντες, οι 
DeMartino et al., (1996) προσπάθησαν να εντοπίσουν παράγοντες που επηρεάζουν την 
δράση του 20S µε τον ακόλουθο τρόπο: Κλασµάτωσαν κυτταρικό εκχύλισµα ανθρώπινων 
ερυθρών αιµοσφαιρίων µε κατάλληλα µοριακά κόσκινα ώστε να διαχωριστεί το κυτταρικό 
περιεχόµενο σε κλάσµατα που περιέχουν σωµατίδια διαφόρων µεγεθών. Στη συνέχεια, 
αποµόνωσαν 20S πρωτεασώµατα των οποίων η παρουσία ανιχνεύεται µε απλή µέτρηση 
φθορισµού που προκύπτει από την πρωτεόλυση των φθορογόνων πεπτιδίων «µοντέλων». Η 
διαδικασία είναι απλή: κάθε κλάσµα εκχυλίσµατος κυττάρων προστίθεται σε αποµονωµένα 
20S πρωτεασώµατα και µετράται ο φθορισµός του διαλύµατος που προκύπτει. Με τον τρόπο 
αυτό εντοπίζει κανείς, µε βάση το κυτταρικό κλάσµα στο οποίο βρίσκεται, το µέγεθος των 
παραγόντων που επηρεάζουν την δράση του πρωτεασώµατος. Από την ανάλυση αυτή 
προέκυψαν δύο κλάσµατα, τα οποία ενεργοποιούν το πρωτεάσωµα. Το ένα από αυτά 
συµπίπτει µε το µέγεθος του ΡΑ700. Το άλλο είναι πολύ µικρότερο, περίπου 300kDa, και 
ονοµάστηκε ρυθµιστής (modulator). Το νέο αυτό σύµπλοκο δεν έχει καµιά άµεση επίδραση 
στο 20S, αλλά αν σε αυτό προστεθεί και ο ΡΑ700, τότε η δράση του πρωτεασώµατος 
ενισχύεται περίπου 8 φορές. Το σύµπλοκο αποτελείται από τρεις υποµονάδες, τις p50, p42, 
και p27. Οι πρωτεΐνες αποµονώθηκαν και προσδιορίστηκε η αλληλουχία τους. Η p50 είναι η 
TBP-1(ή Rpt5) (Nelbock et al., 1990), µέλος της οικογένειας των ΑΑΑ ΑΤΡασών (βλέπε 
Κεφ Α Παρ 2.2). Η p42 (SUG2, Rpt4), ανήκει επίσης στην οικογένεια των ΑΑΑ ΑΤΡασών, 
και για πρώτη φορά αποµονώνεται εδώ, ενώ η p27 είναι νέα πρωτεΐνη (Watanabe et al., 
1998). Οι δύο από αυτές η TBP-1 και η SUG2 είναι επίσης υποµονάδες του 19S, οπότε 
συµµετέχουν σε δύο σύµπλοκα που αλληλεπιδρούν µε το πρωτεάσωµα. 

Προσπαθώντας να κατανοήσουν τον τρόπο δράσης του ρυθµιστή (modulator), οι 
Adams et al., (1997), αποµόνωσαν και τα τρία σύµπλοκα ώστε να µελετήσουν τον τρόπο 
αλληλεπίδρασης µεταξύ τους. Συνδύασαν τα τρία σύµπλοκα και, χρησιµοποιώντας 
ηλεκτρονική µικροσκοπία µελέτησαν το αποτέλεσµα της αλληλεπίδρασης στα δοµικά 
χαρακτηριστικά τους. Η προσθήκη του 19S σε 20S παρουσία ΑΤΡ προκαλεί την δέσµευση 
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του πρώτου στο τελευταίο προς σχηµατισµό ενός συµπλόκου που πρωτεολύει 
ουβικιτινιλιωµένα προϊόντα, το οποίο δοµικά και λειτουργικά είναι ταυτόσηµο µε την 26S 
πρωτεάση. Από τις µετρήσεις τους φαίνεται ότι η πρόσδεση του πρώτου 19S λειτουργεί 
συνεργιστικά για την πρόσδεση του δεύτερου 19S µε αποτέλεσµα τον σχηµατισµό του 
συµπλόκου 26S. Η προσθήκη του ρυθµιστή (modulator) προάγει την σύνδεση των 19S στο 
20S χωρίς αυτό να προσδένεται σταθερά στο σύµπλοκο που προκύπτει. Η ενεργοποίηση 
δηλαδή που παρατηρείται από τον ρυθµιστή οφείλεται στην µετατόπιση της ισορροπίας 19S-
20S ↔ 19S-20S-19S προς τη µεριά του διπλού συµπλόκου. 

Ένα παρόµοιο σύµπλοκο αποµονώθηκε από το έντοµο Manduca sexta από τους 
Hastings et al., (1999), στην προσπάθειά τους να κατανοήσουν τις διαφορές που 
παρατηρήθηκαν στα επίπεδα των 6 ΑΤΡασών κατά τον προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο 
των µυών του εντόµου, όταν από κάµπια µετατρέπεται σε πεταλούδα. Η καταστροφή των 
µυών της κοιλιάς συµβαίνει µέσα σε 24 ώρες, µε ταυτόχρονη δραµατική αύξηση των 
ουβικιτινιλιωµένων πρωτεϊνών και της δράσης του πρωτεασώµατος. Παρακολουθώντας την 
επαγωγή των γονιδίων της 26S πρωτεάσης παρατήρησαν αύξηση των επιπέδων των 
MSS1(Rpt1), mts2(Rpt2) MS73(Rpt3), και µιας τότε ακόµη άγνωστης ΑΤΡάσης της 
SUG2(Rpt4), ενώ δεν παρατήρησαν καµία αλλαγή στα επίπεδα της TBP1(Rpt5) (Dawson et 
al., 1995). Κλωνοποίησαν την SUG2 και µελέτησαν την αλληλεπίδρασή της µε άλλες 
πρωτεΐνες ανιχνεύοντας την συµµετοχή της σε σύµπλοκα µε κατάλληλο αντι-SUG2 αντίσωµα. 
Η πρωτεΐνη εντοπίσθηκε σε δυο πολυπρωτεϊνικά συστήµατα, 700 και 220kDa. Το πρώτο 
αποδείχθηκε ταυτόσηµο µε το 19S(ΡΑ700) της 26S πρωτεάσης. Αναλύοντας το δεύτερο 
βρήκαν ότι αποτελείται από δυο πρωτεΐνες, την SUG1(Rpt4) και την TBP1(Rpt5), που µε 
βάση τα στοιχεία των DeMartino et al., (1996) είναι ίδιο µε τον ρυθµιστή (modulator), και 
ενεργοποιεί την 26S πρωτεάση 2-10 φορές, µε την διαφορά ότι οι Hastings et al., (1999) 
δεν βρίσκουν την p27 στο σύµπλοκο. Στη συνέχεια αποµόνωσαν το σύµπλοκο από διάφορους 
ανθρώπινους ιστούς, και σε καµία περίπτωση δεν βρήκαν την p27, αλλά τα σύµπλοκα που 
αποµονώθηκαν µπορούν να ενεργοποιήσουν αποµονωµένα 26S σύµπλοκα από διάφορους 
οργανισµούς αποδεικνύοντας ότι το σύµπλοκο είναι γενικός ρυθµιστής της λειτουργίας του 
συµπλόκου 26S. Υποστηρίζουν ακόµη ότι αν αποµονωθούν σύµπλοκα 26S από ιστούς που 
έχουν διατηρηθεί για κάποιο διάστηµα (-80οC), τότε αποµονώνονται διάφορα υποσύµπλοκα 
του 19S λόγω µάλλον της αστάθειας του συµπλόκου στις συνθήκες διατήρησης. 

 
2.4. Σύµπλοκα που σχετίζονται µε τον ΡΑ700 

  
Η µελέτη των υποµονάδων του 19S αποκάλυψε για κάποιες από αυτές συµµετοχή σε 

δραστηριότητες που δεν εξηγούνται από την παρουσία τους στο σύµπλοκο, όπως για τις 
ΑΤΡάσες (βλέπε Κεφ. Β Παρ 2.2.1). Ανάλυση των υποµονάδων αυτών οδήγησε στην 
αποµόνωση πολυπρωτεϊνικών συµπλόκων για τα οποία ελάχιστα είναι γνωστά ακόµη. Με τον 
τρόπο αυτό αποµονώθηκε ο ρυθµιστής (DeMartino et al., 1996, Hastings et al., 1999), και 
το σηµατόσωµα  (Kwok et al., 1999). Με παρόµοιο τρόπο, οι Peng et al., (2001) µελετώντας 
την λειτουργία της Rpn6 στο φυτό Arabidopsis thaliana, εντόπισαν ένα δεύτερο (εκτός του 
ΡΑ700) σύµπλοκο στο οποίο αυτή συµµετέχει και το ονόµασαν PR500 (Proteasome Related 
Complex). Αποµόνωσαν το σύµπλοκο και αναλύοντας τις υποµονάδες, που το αποτελούν, 
βρήκαν ότι η σύσταση του είναι παρόµοια µε εκείνη του ΡΑ700, δηλαδή περιέχει εκτός της 
Rpn6 τις Rpn3 και Rpn5a. Ανέλυσαν τις υποµονάδες του νέου συµπλόκου σε αποδιατακτικά 
πηκτώµατα και συνέκριναν την εικόνα αυτή µε εκείνη του ΡΑ700. Τα δυο σύµπλοκα 
αναλύονται σε υποµονάδες που συµπεριφέρονται το ίδιο ηλεκτροφορητικά εκτός της 
µεγαλύτερης υποµονάδας του νέου συµπλόκου που δεν φαίνεται να υπάρχει στον ΡΑ700. 
Παρατήρησαν επίσης ότι µια πρωτείνη 70kDa ακολουθεί το PR500 σε όλα τα στάδια του 
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καθαρισµού, η οποία αποδείχθηκε ότι είναι η τσαπερόνη Hsp70. Κατόπιν µελέτησαν τις 
αλλαγές στα επίπεδα του συµπλόκου σε µια σειρά φυτών που φέρουν µεταλλαγές στα γονίδια 
ελέγχου της φωτοµορφογένεσης, δηλ στις υποµονάδες του COP9-σηµατοσώµατος, καθώς και 
σε συνθήκες στρες, όπως θερµικό σόκ και έκθεση σε καναβανίνη, που προκαλεί σχηµατισµό 
ανώµαλων πρωτεϊνών. Σε όλες αυτές τις περιπτώσεις το σύµπλοκο εξαφανίζεται, χωρίς να 
αποδοµείται, οπότε υπέθεσαν ότι η ελάττωση που παρατηρούν οφείλεται σε ενσωµάτωση του 
συµπλόκου αυτού στο σύµπλοκο της 26S πρωτεάσης. Το κοινό χαρακτηριστικό των τριών 
αυτών καταστάσεων είναι η αυξηµένη ανάγκη του κυττάρου για πρωτεόλυση από το σύµπλοκο 
της 26S πρωτεάσης. Σύµφωνα µε τα στοιχεία αυτά οι Peng et al., (2001) προτείνουν τρεις 
πιθανές εκδοχές για την λειτουργία του PR500:  
1) επειδή περιέχει κάποιες από τις πρωτεΐνες του 19S και την Hsp70, πιθανόν να 

λειτουργεί σαν «κυτταρική αποθήκη» για το 19S, που ενεργοποιείται όταν υπάρχει 
αυξηµένη ανάγκη για πρωτεόλυση.  Είναι πιθανόν το PR500 µε την βοήθεια της Hsp70 
να σχηµατίζει γρήγορα τα επιπλέον 19S που απαιτούνται. Βέβαια, δεδοµένης της 
ποσότητας των πρωτεασωµάτων ανά κύτταρο, η ύπαρξη τέτοιας αποθήκης είναι µάλλον 
περιορισµένης σηµασίας. 

2) Είναι πιθανόν το PR500 να είναι κάποια εξειδικευµένη µορφή του 19S, το οποίο και 
αντικαθιστά κάτω από συγκεκριµένες µεταβολικές συνθήκες. Αυτό θα ξεκαθαριστεί όταν 
ταυτοποιηθούν όλες οι υποµονάδες του PR500. 

3) Αν και δεν έχει δειχτεί παρόµοια δράση για το PR500, είναι πιθανό να λειτουργεί 
παρόµοια µε τον ρυθµιστή (modulator), δηλαδή να αλληλεπιδρά µε λειτουργικά 
ολοκληρωµένα 26S σύµπλοκα και να ρυθµίζει ή να τροποποιεί την λειτουργία τους. 
Πρόσφατα, ένα ακόµη σύµπλοκο αποµονώθηκε το PC530(Protein Complex) µεγέθους 

530kDa από ωάρια αστερία (Tanaka et al., 2000). Το σύµπλοκο αυτό αποµονώθηκε ενωµένο 
µε το 20S πρωτεάσωµα και αρχικά θεωρήθηκε ότι πρόκειται για το 19S, µόνο που είναι 
µικρότερο. Ανάλυση των υποµονάδων του συµπλόκου αυτού έδειξε ότι δεν υπάρχει καµία 
σχέση ανάµεσα στα δυο σύµπλοκα, µε εξαίρεση ίσως µιας από τις υποµονάδες του νέου 
συµπλόκου που παρουσιάζει κάποια οµολογία µε την Rpn3. Αποτελείται από 6 πρωτεΐνες µε 
µεγέθη 105, 70, 50, 34, 30 και 23kDa. Ανάλυση της πεπτιδικής αλληλουχίας των 
πρωτεϊνών αυτών δεν έδειξε οµολογία µε κάποια γνωστή πρωτεΐνη, ανθρώπινη ή ζύµης. Το 
σύµπλοκο αλληλεπιδρά µε το 20S πρωτεάσωµα, αλλά αυτή η σύνδεση δεν παρουσιάζει καµία 
επίδραση στην πρωτεολυτική δραστηριότητα του πρωτεασώµατος. 
 

2.5 Πρωτεϊνες που αλληλεπιδρούν µε την 26S πρωτεάση: 
συνεργάτες και υποκαταστάτες 
  

Η 26S πρωτεάση αποτελεί τον κύριο ΑΤΡ-εξαρτώµενο µηχανισµό πρωτεόλυσης σε 
όλα τα ευκαρυωτικά κύτταρα. Κάθε νέο στοιχείο που προκύπτει για το σύµπλοκο αυτό 
ενισχύει την άποψη ότι πρόκειται για έναν αυστηρά συντηρηµένο µηχανισµό ο οποίος διέπεται 
από τους ίδιους κανόνες σε όλα τα κύτταρα, αποτελείται από τις ίδιες υποµονάδες και 
υπόκειται στους ίδιους ελέγχους. Ένα από τα µεγαλύτερα προβλήµατα στην µελέτη του 
συµπλόκου είναι ο τρόπος αποµόνωσης ακέραιων µορφών από τα κύτταρα. Τα σύµπλοκα που 
έχουν αποµονωθεί κατά καιρούς δεν εµφανίζουν ακριβώς την ίδια σύσταση, υπάρχουν 
υποµονάδες για τις οποίες δεν είναι ακόµη βέβαιο ότι ανήκουν στο σύµπλοκο, όπως η Rpn4, 
και η Rpn9, και πιθανόν υπάρχουν και άλλες που δεν έχουν αποµονωθεί ακόµη. ∆ιάφορες 
υποµονάδες του συµπλόκου και ειδικά του 19S έχουν βρεθεί να αλληλεπιδρούν µε πρωτεΐνες 
ή σύµπλοκα, χωρίς να είναι γνωστό αν οι αλληλεπιδράσεις αυτές αφορούν και το σύµπλοκο, ή 
γίνονται από ελεύθερες µορφές των υποµονάδων αυτών, ή αφορούν άλλα σύµπλοκα στα οποία 



Error! Style not defined. 41 
 

αυτές συµµετέχουν. Και τέλος, ποια είναι η λειτουργία των πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν µε 
την 26S πρωτεάση, είναι συνεργάτες ή υποκαταστάτες ; 
 Το πόσο σηµαντική είναι η δράση της 26S πρωτεάσης στα κύτταρα φαίνεται στην 
εργασία των Rock et al., (1994), οι οποίοι εντόπισαν αναστολείς του πρωτεασώµατος µε τους 
οποίους κατέστειλαν την πρωτεόλυση των περισσοτέρων πρωτεϊνών του κυττάρου. Με την 
26S πρωτεάση αποµακρύνονται, εκτός των ουβικιτινιλιωµένων πρωτεϊνών, πρωτεΐνες µε 
µικρό και µεγάλο χρόνο ηµιζωής, ανώµαλα προϊόντα της µετάφρασης ή µη καλά διπλωµένες 
πρωτεΐνες. Για να αποδοµηθούν όλες αυτές οι πρωτεΐνες πρέπει να γίνουν κάποια βήµατα: 
πρώτα να αναγνωρισθούν από κάποιο παράγοντα, µετά να προσκολληθούν µε κάποιο τρόπο 
στην πρωτεάση, ακόλουθα να αποδιαταχθούν, να µετατοπισθούν στο εσωτερικό του 
καταλυτικού σωµατιδίου, να υδρολυθούν και τέλος να απελευθερωθούν σαν προϊόντα. Κάποια 
από τα βήµατα αυτά γίνονται από τις υποµονάδες του συµπλόκου της πρωτεάσης, όπως τα 
τελευταία. Η αποδιάταξη των πρωτεϊνών και η διοχέτευσή τους στον κύλινδρο γίνεται από 
τις 6 ΑΑΑ ΑΤΡάσες του 19S. Το τµήµα της πρωτεΐνης που βρίσκεται µέσα στον κύλινδρο 
διατηρείται σε ξεδιπλωµένη µορφή µέσω των αλληλεπιδράσεων της πεπτιδικής αλυσίδας µε 
τους εναλλασσόµενους α/β δακτυλίους του πρωτεασώµατος, όπου µε υδρόφοβες αλληλεπι-
δράσεις ευνοούν την εµφάνιση µη φυσιολογικών υδρόφοβων περιοχών, ενώ µε πολικές 
αλληλεπιδράσεις αποµακρύνουν τα προϊόντα (Baumeister et al., 1998). Η υδρόλυση των 
πεπτιδικών δεσµών είναι δουλειά των β-καταλυτικών υποµονάδων του 20S πρωτεασώµατος. 
Για να ολοκληρωθεί η εικόνα µας λείπει η αρχή αυτής της ιστορίας. Πού και πώς γίνεται η 
αναγνώριση των προς αποδόµηση πρωτεϊνών, πώς αυτές φτάνουν στην πρωτεολυτική µηχανή 
και πώς δεσµεύονται σε αυτή ώστε να αρχίσει η διαδικασία της πρωτεόλυσης. Με άλλα λόγια 
δεν είναι ακόµη γνωστοί όλοι οι παράγοντες που συµµετέχουν στο σύστηµα. Οι προσπάθειες 
που γίνονται για να απαντηθούν τα ερωτήµατα αυτά ακολουθούν τρεις βασικές στρατηγικές. 
Η πρώτη ακολουθεί τα βήµατα από την πρωτεΐνη που πρωτεολύεται και µελετώνται οι 
παράγοντες που αλληλεπιδρούν µε αυτή µέχρι να φτάσει σε κάποια ή κάποιες υποµονάδες της 
26S. Η δεύτερη µελετάει τις αλληλεπιδράσεις των υποµονάδων της 26S µε άλλες πρωτεΐνες, 
κάτι που συνήθως γίνεται έχοντας αποµονώσει την πρωτεΐνη, της οποίας η συµπεριφορά σε 
ελεύθερη µορφή δεν αντανακλά πάντα την συµπεριφορά της µέσα στο σύµπλοκο. Η τρίτη είναι 
να αποµονωθούν τα σύµπλοκα και να γίνει απόπειρα εντοπισµού πρωτεϊνών που 
αλληλεπιδρούν µε αυτά. 
 Ακολουθώντας την τελευταία µέθοδο οι Verma et al., (2000) εντόπισαν διάφορες 
οµάδες πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν µε τα σύµπλοκα 19S και 26S, κατάφεραν µάλιστα να 
µελετήσουν και την επιδράση του ΑΤΡ στις αλληλεπιδράσεις αυτές. Με την εργασία αυτή 
αποµονώθηκαν, παράγοντες των οποίων η σχέση µε την 26S πρωτεάση ήταν ήδη γνωστή από 
τις άλλες δύο µεθόδους, νέοι παράγοντες, καθώς και µια τουλάχιστον υποµονάδα του 
συµπλόκου που οι άλλες µέθοδοι δεν κατάφεραν να εντοπίσουν. Κάποιοι από αυτούς τους 
παράγοντες καλύπτουν σηµαντικά κενά στο παραπάνω σχήµα της διαδικασίας αποδόµησης 
µιας πρωτεΐνης από το σύστηµα της 26S πρωτεάσης, όπως και κάποια κενά άλλων µελετών 
που αφορούν τις σχέσεις των υποµονάδων του συµπλόκου µε άλλες κυτταρικές λειτουργίες, 
όπως ρύθµιση της µεταγραφής και της µετάφρασης. 
 Σε γενικές γραµµές συγκόλλησαν σε δυο υποµονάδες του συµπλόκου (µια ΑΤΡάση, 
την Rpt1, και µια α-υποµονάδα του 20S) µια ετικέτα (FLAG-6His) µέσω της οποίας µπόρεσαν 
να αποµονώσουν τα σύµπλοκα που τις φέρουν µε στήλες ανοσοσυγγένειας που δεσµεύουν την 
ετικέτα. Η επιλογή της Rpt1 αποδείχθηκε πολύ σωστή, δεδοµένου ότι η συγκόλληση της 
ετικέτας είχε σαν αποτέλεσµα την αστάθεια του συµπλόκου 19S-20S, γεγονός που τους 
επέτρεψε να αποµονώσουν 19S σύµπλοκο παρουσία ΑΤΡ, χωρίς αυτό να είναι δεσµευµένο 
στο 20S πρωτεάσωµα, και να εντοπισθούν µε τον τρόπο αυτό πρωτεΐνες των οποίων η 
αλληλεπίδραση µε την 26S πρωτεάση επηρεάζεται από το ΑΤΡ. Τα σύµπλοκα που 
αποµονώνονται µε τον τρόπο αυτό αναλύονται µε φασµατογράφηση µάζας (DALPC Direct 
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Analysis of the composition of Large Protein Complexes) µέθοδος η οποία αποτελεί 
πολύτιµο εργαλείο στην ανάλυση πολυπρωτεϊνικών συστηµάτων. 
 
 Πρωτεϊνες που αλληλεπιδρούν µε το σύµπλοκο της 26S πρωτεάσης 
1) Νέες υποµονάδες:  

Μία από τις πρωτεΐνες που αποµονώθηκε µε την παραπάνω µέθοδο είναι η Daq1, την 
οποία και µετονόµασαν σε Rpn13. Η διαφορά της από τις υπόλοιπες είναι ότι σε πειράµατα 
ανοσοκαθίζησης συµπαρασύρει τις υπόλοιπες υποµονάδες του συµπλόκου σε 
στοιχειοµετρικές αναλογίες, χωρίς αυτό να επηρεάζεται από την παρουσία ή απουσία ΑΤΡ, 
κάτι που οδηγεί στο συµπέρασµα ότι πρόκειται για υποµονάδα του συµπλόκου. 

 
2) Πρωτεΐνες του συστήµατος της ουβικιτίνης. 

Η αλληλεπίδραση των ενζύµων της ουβικιτίνης µε την 26S πρωτεάση έχει δειχθεί από 
διάφορα εργαστήρια, και επιβεβαιώνεται εδώ από τους Vetma et al., (2000). Η άµεση επαφή 
των ενζύµων της ουβικιτίνης µε την 26S πρωτεάση θα εξηγούσε πως φτάνουν τα 
ουβικιτινιλιωµένα προϊόντα στο πρωτεολυτικό ένζυµο.  

Η αναγνώριση των πρωτεϊνών σαν υποψήφιες προς αποδόµηση, γίνεται από µια οµάδα 
ενζύµων, τα Ε3 ή αλλιώς λιγάσες ουβικιτίνης, τα οποία µεταφέρουν ενεργοποιηµένη 
ουβικιτίνη από το Ε2 στον υποκαταστάτη. Υπάρχουν τέσσερις κατηγορίες λιγασών (Ε3) 
ανάλογα µε τον τρόπο αναγνώρισης των υποκαταστατών (βλέπε ουβικιτίνη Κεφ. Β Παρ 5). Οι 
Xie & Varshavsky (2000) έδειξαν ότι λιγάσες δύο διαφορετικών µονοπατιών προσδένονται 
άµεσα στο 19S: η Ubpr1 (ή αλλιώς N-recognin) η οποία περιέχει δοµή ουβικιτίνης στο αµινο-
τελικό της άκρο, και αναγνωρίζει υποκαταστάτες µέσω του κανόνα του Ν-τελικού 
αποσταθερο-ποιητικού αµινοξέος (βασικό ή ογκώδες υδρόφοβο), και η Ufd4 του µονοπατιού 
UFD (Ubiquitin Fusion Degradation pathway), που ουβικιτινιλιώνει πρωτεΐνες που 
περιέχουν ουβικιτίνη στο αµινο-τελικό τους άκρο σαν συγκολληµένο τµήµα (fusion). Η 
πρώτη, η Ubpr1, αλληλεπιδρά µε τις Rpn1, Rpt1 και Rpt6, ενώ η δεύτερη αλληλεπιδρά µε την 
Rpt6.  

Σε µια ανάλογη εργασία οι Tongaokar et al., (2000) έδειξαν ότι µια σειρά ενζύµων Ε2 
(στην ζύµη υπάρχουν 11) αλληλεπιδρούν µε την 26S πρωτεάση. Έδειξαν επίσης ότι κάτω από 
συνθήκες στρες ενισχύεται αυτή η αλληλεπίδραση. Συγκεκριµένα η Ubc2 συγκαθιζάνει µε την 
26S πρωτεάση κατά την αποµόνωση του συµπλόκου, το οποίο είναι σε θέση να 
ουνβικιτινιλιώσει πρωτεΐνη in vitro  χωρίς προσθήκη πρόσθετων ενζύµων. Αυτή είναι η 
πρώτη φορά που υποστηρίζεται µε βιοχηµικά στοιχεία η υπόθεση ότι η ουβικιτινιλίωση 
γίνεται µέσα στο σύµπλοκο της 26S ταυτόχρονα µε την πρωτεόλυση. 

Οι Verma et al., (2000) βρίσκουν ότι υπάρχει αλληλεπίδραση της 26S µε λιγάσες 
ουβικιτίνης και των άλλων δύο  κατηγοριών, του αναφασικού συµπλόκου APC και των 
τετραµερών συµπλόκων SCF, τα οποία προσδένονται στο σύµπλοκο ακόµη και σε κύτταρα στα 
οποία δεν είναι δυνατή η ουβικιτινιλίωση των υποκαταστατών τους, οπότε η σύνδεση µε το 
19S δεν γίνεται µέσω της αλυσίδας των ουβικιτινών, όπως προτείνεται από διάφορους 
ερευνητές, αλλά µέσω των συµπλόκων που προσθέτουν ουβικιτίνη σε υποκαταστάτες. 
 Με βάση τα στοιχεία αυτά, δεν πάνε οι ουβικιτινιλιωµένες πρωτεΐνες στην 26S 
πρωτεάση, αλλά τα Ε3 (ή και συνδυασµοί Ε3/Ε2) προσκολλώνται στο ένζυµο όπου 
προσελκύονται οι υποκαταστάτες και ακολουθεί προσθήκη ουβικιτίνης και αποδόµηση.   
 
 3). Τσαπερόνες 
 Ο 20S κύλινδρος είναι πολύ µικρός για να χωρέσει ολόκληρες πρωτεΐνες, και από 
πολύ νωρίς υπήρχε η αίσθηση ότι πριν την πρωτεόλυση οι υποκαταστάτες µε κάποιο τρόπο 
ξεδιπλώνονται. Υπεύθυνες για την λειτουργία αυτή θεωρήθηκαν οι 6 ΑΑΑ ΑΤΡάσες του 
συµπλόκου µε βάση τα µοντέλα των προκαρυωτικών ΑΤΡ-εξαρτώµενων πρωτεασών. 
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Υπάρχουν όµως περιπτώσεις όπου η δράση άλλων τσαπερονών συνδυάζεται µε την δράση της 
26S πρωτεάσης, όπως η περίπτωση του ΙκΒα και της VCP (Dai et al., 1998). Σε αυτή την 
περίπτωση, εξωτερικά ερεθίσµατα προκαλούν φωσφορυλίωση του ΙκΒα (πιθανόν από το 
σηµατόσωµα, βλέπε Κεφ. Β Παρ 2.5), που σηµαίνει την ακόλουθη ουβικιτινιλίωσή του. Οι Dai 
et al., (1998) έδειξαν ότι η VCP, µια πρωτεΐνη της οικογένειας των ΑΑΑ ΑΤΡασών, η οποία 
λειτουργεί σαν τσαπερόνη, αποσπά τον Ub-ΙκΒα από τα διµερή µε τον NF-κΒ και τον 
µεταφέρει στην 26S πρωτεάση µε την οποία αλληλεπιδρά. Στην περίπτωση αυτή η πρωτεΐνη 
υποκαταστάτης µεταφέρεται στην 26S από κάποια τσαπερόνη.  
 Η VCP δεν είναι η µόνη τσαπερόνη που συνεργάζεται µε την 26S πρωτεάση. Οι 
Luders et al., (2000) έδειξαν ότι οι τσαπερόνες Hsc70, που εκφράζεται συνεχώς, και η 
Hsp70 που εκφράζεται µετά από θερµικό σόκ, αλληλεπιδρούν µε την BAG-1, η οποία 
προσδένεται στο 19S. Η BAG-1 ανήκει στις πρωτεΐνες που περιέχουν δοµή ουβικιτίνης 
(UDP), για την οποία πιστεύεται ότι λειτουργεί σαν ενδιάµεσος για την σύνδεση πρωτεϊνών µε 
την 26S πρωτεάση. Η πρόσδεση της BAG-1 στο πρωτεάσωµα είναι ΑΤΡ-εξαρτώµενη και 
απαιτεί την αµινο-τελική περιοχή της πρωτεΐνης µε την δοµή ουβικιτίνης. Το ίδιο ακριβώς 
παρατηρείται και µε την Rad23, µια άλλη UDP πρωτεΐνη, η οποία εµπλέκεται στην διόρθωση 
του DNA και για την οποία έχει προταθεί ότι επίσης λειτουργεί σαν κρίκος σύνδεσης του 
µηχανισµού διόρθωσης του DNA µε το σύστηµα της 26S πρωτεάσης, µέσω της περιοχής 
ουβικιτίνης που περιέχει (Schauber et al., 1998). 
 Οι Verma et al., (2000) βρίσκουν αλληλεπίδραση του 19S µε τρεις διαφορετικές 
κατηγορίες τσαπερονών, τις Ssa, και Ssb της οικογένειας των Hsc70, την Hsc82 και την 
Pac2. Προτείνουν ότι είτε οι τσαπερόνες προσελκύονται από µη φυσιολογικές δοµές που 
προκύπτουν κατά το ξεδίπλωµα των υποκαταστατών από την 26S, είτε αποτελούν 
βοηθητικούς παράγοντες της πρωτεάσης για το ξετύλιγµα των πρωτεϊνών. 
 
 4). Ριβοσωµικές πρωτεΐνες 

Η πρωτεολυτική ωρίµανση της p105 προς σχηµατισµό ενεργού NF-κΒ γίνεται από 
την 26S πρωτεάση, ταυτόχρονα µε την µετάφραση. Είναι επίσης γνωστό ότι σε κύτταρα 
θηλαστικών το 30% των νέο-συντιθέµενων πρωτεϊνών αποδοµούνται από το πρωτεάσωµα 
(Schubert et al., 2000b). Πιθανόν λοιπόν να µην είναι τυχαίο το ότι οι Verma et al., (2000) 
βρίσκουν ριβοσωµικές πρωτεΐνες να συγκαθιζάνουν µε το σύµπλοκο της 26S πρωτεάσης, 
που σηµαίνει πιθανή συνεργασία της πρωτεολυτικής µηχανής µε τα ριβοσώµατα και έλεγχο 
σωστής αναδίπλωσης των νεοσυντιθέµενων πρωτεϊνών ταυτόχρονα µε την µετάφραση. 
 5). Άλλες κυτταρικές πρωτεΐνες 

Στην οµάδα αυτή κατατάσσονται πρωτεΐνες που σχετίζονται µε τον έλεγχο της 
µεταγραφής (Ctr1, Paf1, Rtf1), την µετάφραση (Tef1, Bel1), την λειτουργία του 
κυττοσκελετού (Sli5, Pac2), τον µεταβολισµό του RNA (Ddp9, Pub1), την κυτταρική διαίρεση 
(Pds5), την µετάδοση σηµάτων (Bmh1) και τον µεταβολισµό (Shm1, Trp5, Ura2, Psa1, AccI). 
Ειδικά οι Ctr1 και η Paf1 είναι υποµονάδες ενός συµπλόκου που σχετίζεται µε την RNA-
πολυµεράση ΙΙ, το οποίο πιστεύεται ότι στρατολογεί την κινάση C στην µεταγραφική µηχανή. 
Εκτός των πρωτεϊνών αυτών, οι ΑΤΡάσες του 19S έχουν συνδεθεί µε την µεταγραφική 
µηχανή και µάλιστα έχουν χαρακτηρισθεί σαν µεταγραφικοί παράγοντες, όπως η SUG1, η 
TBP-1 και η MSS1 (βλέπε ΑΑΑ ΑΤΡάσες Κεφ Α, Παρ 2.3). 

6). Ιικές πρωτεΐνες 
Μια από τις πρώτες υποµονάδες του συστήµατος της 26S πρωτεάσης που 

αποµονώθηκε ήταν η ΤΒΡ-1(Tat-binding protein1) (Nelbock et al., 1990) η οποία 
αλληλεπιδρά µε την Tat του HIV και καταστέλλει την µεταγραφή του. Οι Seeger et al., 
(1997b) έδειξαν ότι η Tat προσδένεται στα σύµπλοκα 19S και 20S, ενισχύει την δράση της 
26S, και καταστέλλει την δράση αποµονωµένου 20S. In vitro πειράµατα έδειξαν ότι Tat 
ανταγωνίζεται τον ΡΑ28(11S) στην πρόσδεση µε το 20S πρωτεάσωµα, η Tat αντικαθιστά τον 
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PA28 στο πρωτεάσωµα και αντίστροφα. Επειδή ο ΡΑ28 έχει συνδεθεί µε την παρουσίαση 
αντιγόνων, οι Seeger et al., (1997b) προτείνουν ότι, η ανικανότητα των µολυσµένων µε τον 
ιό κυττάρων να παρουσιάσουν αντιγόνα, οφείλεται εν µέρει στο ότι η Tat δεν επιτρέπει την 
πρόσδεση του ΡΑ28 στο 20S πρωτεάσωµα. ∆εν µπόρεσαν να δώσουν ικανοποιητική εξήγηση 
στο γιατί η Tat ενισχύει την δράση της 26S πρωτεάσης. Την απάντηση στο τελευταίο έδωσαν 
εν µέρει οι Schubert et al., (2000a), οι οποίοι µελέτησαν την επίδραση της καταστολής της 
26S πρωτεάσης στην φυσιολογία του ιού. Στην εργασία αυτή έδειξαν ότι ο ιός 
εκµεταλλεύεται το σύστηµα της 26S πρωτεάσης και το σύστηµα της ουβικιτίνης, για την 
ωρίµανση των πρωτεϊνών του (της πολυπρωτεΐνης Gag) και την απελευθέρωση 
µολυσµατικών ιοσωµατίων. Καταστολή της λειτουργίας της 26S πρωτεάσης ελαττώνει 
δραµατικά τα επίπεδα της ελεύθερης ουβικιτίνης στα κύτταρα, και η p6gag πρωτεΐνη του ιού 
απαιτεί ουβικιτινιλίωση για να ενεργοποιηθεί. Η πρωτεΐνη αυτή κωδικοποιείται στην 
κάρβοξυ-τελική περιοχή της Gag και απαιτείται για τον αποτελεσµατικό διαχωρισµό των 
ώριµων ιοσωµατίων από την επιφάνεια των κυττάρων. Οι Schubert et al., (2000a), 
προτείνουν ότι η παρεµπόδιση ωρίµανσης και απελευθέρωσης µολυσµατικών ιοσωµατίων που 
παρατηρείται κατά την καταστολή της 26S πρωτεάσης οφείλεται στην έλλειψη ουβικιτίνης, 
και µάλιστα θεωρούν ότι υπάρχει έδαφος στα παραπάνω στοιχεία ώστε να δηµιουργηθεί 
κάποια θεραπευτική αγωγή που να βασίζεται σε αυτά. 

Η Tat δεν είναι η µόνη ιική πρωτεΐνη που αλληλεπιδρά µε την 26S. Ένα τόσο 
σηµαντικό σύστηµα ήταν επόµενο είτε να καταστέλλεται είτε να χρησιµοποιείται από ιούς. Η 
πρωτεΐνη Χ του ιού της ηπατίτιδας Β προσδένεται στην XAPC7, µια α-υποµονάδα του 
πρωτεασώµατος, χωρίς να υπάρχουν στοιχεία για τα αποτελέσµατα της σχέσης αυτής, 
(Seeger et al., 1997). Η Tax, µια πρωτεΐνη που κωδικοποιείται από τον ανθρώπινο ιό της 
λευχαιµίας των Τα-κυττάρων (HTLV-1), προσδένεται επίσης σε δύο υποµονάδες του 20S, 
µια α- (HC9) και µια β- υποµονάδα (HsN3). Ούτε και σε αυτή την περίπτωση υπάρχουν 
στοιχεία για τις επιδράσεις αυτής της πρόσδεσης στην λειτουργία των πρωτεασωµάτων, αλλά 
φαίνεται να έχει κάποια σχέση µε την ωρίµανση του NF-κΒ από την p105 (Seeger et al., 
1997).  

 
2.6 Με ουβικιτίνη ή χωρίς ουβικιτίνη; 
 
Πρωτεόλυση από την 26S προαπαιτεί οι υποκαταστάτες να είναι ουβικιτινιλιωµένοι,  

ή όχι; 
 Η αποκαρβοξυλάση της ορνιθίνης (ODC) φαίνεται να αποτελεί µια φωτεινή εξαίρεση 
στον κανόνα (Murakami et al., 2000), αφού η πρωτεόλυσή της από την 26S γίνεται χωρίς 
ουβικιτίνη. Η ODC είναι το πρώτο ένζυµο της βιοσύνθεσης πολυαµινών και είναι αυτό που 
κανονίζει τον ρυθµό παραγωγής τους (rate-limiting). Η ενεργός µορφή του ενζύµου είναι ένα 
οµο-διµερές, στο οποίο εµφανίζονται δυο ενεργά κέντρα. Η αύξηση του επιπέδου των 
πολυαµινών στο κύτταρο είναι τοξική και επάγει την σύνθεση του αντιζύµου (ΑΖ), το οποίο 
προσδένεται στην ODC αποτρέποντας τον σχηµατισµό των διµερών, απενεργοποιώντας έτσι 
το ένζυµο. Το ΑΖ µεταφέρει την ODC στην 26S πρωτεάση όπου και αποδοµείται. Το ΑΖ δεν 
καταστρέφεται, αλλά ελευθερώνεται και συνεχίζει την αποµάκρυνση των ODC, µεταφέροντας 
ένα νέο µόριο στην 26S κοκ…Το ΑΖ µε την σειρά του ελέγχεται από έναν αναστολέα, ο 
οποίος είναι µια πρωτεΐνη ίδια µε την  ODC µόνο που είναι ενζυµατικά ανενεργή. Η 
λειτουργία της ODC ρυθµίζεται λοιπόν από την ισορροπία των επιπέδων των πολυαµινών και 
των δυο ενζύµων, του ΑΖ και του αναστολέα του. Αρχικά θεωρήθηκε ότι το ΑΖ λειτουργεί 
σαν ενδιάµεσος σύνδεσης µε την 26S πρωτεάση, όµως, αυτό που προσδένεται στην 
πρωτεάση είναι η ODC και όχι το ΑΖ, και µόνο όταν είναι συµπλοκοποιηµένη µε ΑΖ, που 
σηµαίνει ότι το σήµα αναγνώρισης για πρόσδεση φτιάχνεται µε τον διµερισµό τους. Απουσία 
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ΑΖ, η ODC πρωτεολύεται in vitro, αργά από την 26S πρωτεάση. Η αλληλεπίδραση της ODC 
µε την πρωτεάση έχει σαν αποτέλεσµα την ενζυµατική αδρανοποίηση του ενζύµου πολύ πριν 
την τελική υδρόλυση. Το ένζυµο που είναι δεσµευµένο στην πρωτεάση είναι αδρανές, και αυτή 
η αδρανοποίηση είναι µη αντιστρέψιµη, σε αντίθεση µε την δράση του ΑΖ που είναι 
αντιστρέψιµη απουσία 26S πρωτεάσης. Η πρόσδεση και µόνο στο ΑΖ είναι ικανή να 
αδρανοποιήσει την ODC, αλλά αποµάκρυνση του ΑΖ αποκαθιστά την ενζυµατική λειτουργία. 
Η πρόσδεση του ενζύµου στην πρωτεάση, προκαλεί τέτοιες αλλαγές στην πρωτεΐνη, που ενώ 
δεν έχει υδρολυθεί είναι αδρανής. Με βάση τα στοιχεία αυτά εξάγεται το συµπέρασµα ότι το 
διµερές ΑΖ-ODC προσδένεται στην 26S πρωτεάση, µέσω της ODC, και πιθανόν 
αποδιατάσσεται από αυτήν πολύ πριν αρχίσει η διαδικασία της πρωτεόλυσης. Άρα υπάρχει 
κάποιος παράγοντας στην 26S πρωτεάση που αναγνωρίζει την ODC χωρίς να απαιτείται 
ουβικιτίνη. 
 Πρόσφατα εµφανίστηκε και µια δεύτερη πρωτεΐνη, η οποία αποδοµείται από την 26S 
χωρίς να είναι ουβικιτινιλιωµένη (ανασκόπηση Verma & Deshais 2000). Πρόκειται για τον 
αναστολέα p21Cip1 της εξαρτώµενης από κυκλίνη κινάσης (Cdk), ο οποίος πρωτεολύεται από 
την 26S ακόµη και όταν όλες οι λυσίνες στο µόριο του µεταλλαγούν σε αργινίνες. Βέβαια δεν 
έχει ελεγχθεί (κάτι που έγινε για την ODC) αν η πρωτεΐνη αυτή πρωτεολύεται σε στελέχη 
ζύµης όπου δεν λειτουργεί το σύστηµα της ουβικιτίνης, οπότε δεν µπορεί να αποκλειστεί η 
πιθανότητα να ουβικιτινιλιώνεται όχι σε κάποια εσωτερική λυσίνη αλλά στο άµινο-τελικό της 
άκρο (όπως η MyoD), αν και δεν εντοπίζονται ουβικιτινιλιωµένες µορφές της που θα 
ξεχώριζαν λόγω αλλαγής µεγέθους. Αν όµως είναι πράγµατι έτσι, τότε η ODC δεν είναι η 
µόνη, αλλά η πρώτη από κάποια οµάδα πρωτεϊνών που έχει διατηρήσει τον παλιό δρόµο 
αποδόµησης, πριν εµφανιστεί η ουβικιτίνη. 
 Από δυο διαφορετικά εργαστήρια αναφέρθηκε ότι ο ΡΑ700 εκτός της αλυσίδας 
ουβικιτίνης αναγνωρίζει και µη φυσιολογικές δοµές πρωτεϊνών, χωρίς την µεσολάβηση 
ουβικιτίνης. (Strickland et al., 2000, Braun et al., 1999). Αποµονώθηκαν σύµπλοκα 
ΡΑ700(19S) τα οποία επωάστηκαν in vitro µε αποδιαταγµένες µορφές πρωτεϊνών που 
χρησιµοποιούνται στα πειράµατα µελέτης της λειτουργίας τσαπερονών, όπως η κιτρική 
συνθάση µετά από θερµική επεξεργασία (Braun et al., 1999, Strickland et al., 2000), η Β 
αλυσίδα της ινσουλίνης (µετά από αναγωγή των δισουλφιδικών δεσµών κροκιδώνεται), και η 
µεταλλαγή ∆F-508 της περιοχής πρόσδεσης νουκλεοτιδίου 1 του διαµεµβρανικού ρυθµιστή 
της κυστικής ίνωσης (Strickland et al., 2000). Οι τρεις αυτές πρωτεΐνες αποτελούν 
χαρακτηριστικά παραδείγµατα τριών τρόπων αποδιάταξης πρωτεϊνών, µε θερµική 
επεξεργασία, µε αναγωγή δισουλφιδικών δεσµών, και µη σωστή αναδίπλωση. Και στις τρεις 
περιπτώσεις ο ΡΑ700 καθυστέρησε την κροκίδωση των αποδιαταγµένων πρωτεϊνών, ενώ 
στην περίπτωση της κιτρικής συνθάσης παρατηρήθηκε ακόµη και αναδίπλωση της πρωτεΐνης 
στην ενεργό µορφή της. Ο ΡΑ700 ήταν αποτελεσµατικός µόνο όταν ήταν παρών κατά την 
έναρξη της διαδικασίας αποδιάταξης, ενώ δεν είχε καµία επίδραση σε ήδη κροκιδωµένες 
πρωτεΐνες. Οι Strickland et al., (2000) προτείνουν ότι ο ΡΑ700 αναγνωρίζει µή φυσιολογικά 
απαντώµενες περιοχές των πρωτεϊνών που είναι χαρακτηριστικές της έναρξης της 
αποδιάταξης.  

Η δράση τσαπερόνης του ΡΑ700 εντοπίζεται και από τα δύο εργαστήρια, στην βάση 
του συµπλόκου, δηλαδή στις 6 ΑΤΡάσες και τις Rpn1 και 2. Στην αρχή λοιπόν ήταν ο 
καταλυτικός κύλινδρος ο οποίος µπορούσε να επεξεργαστεί µόνο πεπτίδια χωρίς 
δευτεροταγή δοµή, οπότε, στρατολόγησε ένα σύστηµα µοριακών µοχλών που µε κατανάλωση 
ενέργειας, θα εξυπηρετούσαν στο ξεδίπλωµα και ίσως στην αναγνώριση και επιλογή των 
υποκαταστατών, όπως συµβαίνει στις προκαρυωτικές ΑΤΡ-εξαρτώµενες πρωτεάσες τύπου 
Clp. Τι συµβαίνει όµως µε τα προκαρυωτικά πρωτεασώµατα, όπου δεν υπάρχει ουβικιτίνη, 
οπότε δεν χρειάζεται και το καπάκι του ΡΑ700; Πώς ξεδιπλώνονται εκεί οι πρωτεΐνες; Στο 
βακτήριο Methanococcus jannaschiiι, και πιθανόν και στα άλλα αρχαιοβακτήρια όπου 
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εντοπίζεται πρωτεάσωµα, υπάρχει ένα γονίδιο της οικογένειας των ΑΑΑ ΑΤΡασών οµόλογο 
µε την S4(Rpt2) του ανθρώπινου 19S. Οι Zwickl et al., (1999) κλωνοποίησαν το γονίδιο 
αυτό και παρήγαγαν την πρωτεΐνη (50kDa) σε βακτήρια E.coli. Σε µη αποδιατακτικές 
συνθήκες η πρωτεΐνη αποµονώνεται σαν ένα σύµπλοκο 650kDa. Το σύµπλοκο αυτό 
ονοµάστηκε PAN (Proteasome Activating Nucleotidase) και ελέγχθηκε η πιθανότητα να 
ενεργοποιεί πρωτεασώµατα, είτε βακτηριακά (από το βακτήριο Thermoplasma acidophilum), 
είτε από κύτταρα θηλαστικών. Η ΡΑΝ ενεργοποίησε την υδρόλυση αποδιαταγµένων 
πρωτεϊνών και στα δυο είδη πρωτεασωµάτων –βακτηριακά και ευκαρυωτικά- αλλά όχι και 
µικρών πεπτιδίων. Η ενεργοποίηση των πρωτεασωµάτων από την ΡΑΝ απαιτεί υδρόλυση 
ΑΤΡ όπως και µε τον ΡΑ700. Οι Zwickl et al., (1999) υποστηρίζουν ότι η ΡΑΝ αποτελεί 
προγονική µορφή της βάσης του ΡΑ700 και ότι, όπως ακριβώς µε τον κύλινδρο όπου από µια 
εξελίχθηκαν επτά διαφορετικές α- και β- υποµονάδες, έτσι και εδώ, από µια εξελίχθηκαν έξι 
διαφορετικές ΑΤΡάσες. 

Οι Wolf et al., (1998) εντόπισαν µια παρόµοια ΑΑΑ ΑΤΡαση στον ακτινοµύκητα 
Rhodococcus erythropolis, την ARC (AAA ATPase forming Ring-shaped Complexes). Η 
πρωτεΐνη κωδικοποιείται στη 5’ περιοχή του οπερόνιου των υποµονάδων του 20S 
πρωτεασώµατος του βακτηρίου, και, όπως και η ΡΑΝ, αποµονώνεται σαν εξαµελής 
δακτύλιος, που όµως δεν είναι σε θέση να ενεργοποιήσει πρωτεόλυση πρωτεϊνών από το 
αντίστοιχο πρωτεάσωµα in vitro.  Η θέση της στο οπερόνιο των υποµονάδων του 
πρωτεασώµατος, καθώς και η έλλειψή της από τα γενωµικά άλλων βακτηρίων που δεν 
περιέχουν πρωτεΐνες οµόλογες µε εκείνες του 20S, ενισχύουν την άποψη ότι πρόκειται 
πράγµατι για πρωτεΐνη που δρα σε συνεργασία µε το πρωτεάσωµα, ενώ η αδυναµία 
ενεργοποίησης του συµπλόκου 20S in vitro από την ΑΤΡάση αποδίδεται σε αδυναµία 
αλληλεπίδρασης ARC-20S, πιθανόν λόγω της έλλειψης κάποιου βοηθητικού παράγοντα που 
βοηθάει στην σύνδεση των δυο συµπλόκων in vivo.  

Αφού λοιπόν υπάρχει ο καταλυτικός κύλινδρος, και εξελίχθηκε ένα σύστηµα το οποίο 
επιλέγει και ξεδιπλώνει πρωτεΐνες, το οποίο µετατρέπει το πρωτεολυτικό σωµατίδιο σε 
µηχανή ελεγχόµενης και επιλεκτικής πρωτεόλυσης που µπορεί να υδρολύσει όχι µόνο 
πεπτίδια, αλλά και πρωτεΐνες (πχ η ODC), τότε γιατί η εξέλιξη «ασχολήθηκε» µε το σύστηµα 
της ουβικιτίνης και ουσιαστικά µετατόπισε το βάρος της εξωλυσοσωµατικής πρωτεόλυσης 
από τις πλάτες της πρωτεάσης στις πλάτες του συστήµατος της ουβικιτίνης; Μια σειρά από 
λόγοι συνηγορούν προς όφελος του συστήµατος της ουβικιτίνης (Verma & Deshaies 2000, 
Glickman 2000): 

-  Αύξηση του φάσµατος των υποκαταστατών 
Η επιλογή των υποκαταστατών µετακινείται από τις περιορισµένες δυνατότητες µιας, 

(ή ακόµη και έξι, όπως στην περίπτωση του 19S) ΑΤΡασών στους πολλαπλούς συνδυασµούς 
των Ε2/Ε3 ενζύµων της ουβικιτίνης. 

- Αύξηση της ευελιξίας στη ρύθµιση της πρωτεόλυσης 
Με την ουβικιτίνη ουσιαστικά πολλαπλασιάζονται τα διαθέσιµα σήµατα για πρωτεόλυση, 

κάτι που δίνει στο σύστηµα την δυνατότητα να αποκρίνεται σε διάφορα ερεθίσµατα, όπως, 
αποµάκρυνση πρωτεϊνών µετά από κατάλληλη φωσφορυλίωση, όπως στην περίπτωση του 
ΙκΒα. 

- Αύξηση της επιλεκτικότητας 
Ανάµεσα στην επιλογή µε προσθήκη ουβικιτίνης και στην τελική πρωτεόλυση του 

επιλεγόµενου µορίου παρεµβάλλεται ένα κρίσιµο χρονικό διάστηµα που αφήνει στο σύστηµα το 
περιθώριο να ελέγξει τις επιλογές του. 

- Αυξηµένες δυνατότητες δραστηριοτήτων 
Εκτός της πρωτεόλυσης, η 26S πρωτεάση είναι σε θέση να αποµακρύνει υποµονάδες 

από σύµπλοκα, όπως η περίπτωση του Sic1 από τα σύµπλοκα της κυκλίνης/Cdk. Ο ρυθµός 
της πρωτεόλυσης φαίνεται να ρυθµίζεται από τον ρυθµό ξεδιπλώµατος των υποκαταστατών 
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από τις ΑΤΡάσες του συµπλόκου.  Το σύστηµα λοιπόν επενδύει ενέργεια στο να προσθέτει 
ουβικιτίνες οι οποίες θα εξασφαλίσουν µια σταθερή πρόσδεση στην πρωτεάση που θα δώσει 
στο σύµπλοκο ικανό χρόνο να χειριστεί πολύπλοκες αλληλεπιδράσεις, όπως αυτές που 
συγκρατούν τις υποµονάδες σε ένα σύµπλοκο. Οι προκαρυωτικές πρωτεάσες δρουν πολύ 
γρήγορα για να είναι σε θέση να διασπάσουν πολύπλοκες δοµές. 

Είναι αξιοσηµείωτο ότι οι δυο πιο σηµαντικοί ρόλοι του πρωτεασώµατος, η 
αποµάκρυνση ουβικιτινιλιωµένων πρωτεϊνών και η παραγωγή πεπτιδίων προς παρουσίαση 
αντιγόνων, δεν υπάρχουν στα προγονικά βακτηριακά πρωτεασώµατα. Η προσαρµογή του 
πρωτεασώµατος στις παραπάνω λειτουργίες έγινε µε: α) αύξηση της πολυπλοκότητας των 
υποµονάδων µε γονιδιακό αναδιπλασιασµό και διαφοροποίηση των µελών µέσα σε κάθε 
οικογένεια (ΑΤΡάσες, α- και β- υποµονάδες), και β) προσθήκη ρυθµιστικών σωµατιδίων, 
συµπλόκων και παραγόντων (ρυθµιστής (modulator), ΡΑ28), που ρυθµίζουν τι µπαίνει και τι 
βγαίνει από το πρωτεάσωµα (Glickman 2000). 

 
 
2.7 Ο ΡΑ28 

 
Ο ΡΑ28 είναι ένα σύµπλοκο 250-300kDa που αποµονώθηκε από διάφορους 

ανώτερους οργανισµούς και απαντά µε διάφορα ονόµατα, όπως 11S, από τον συντελεστή 
καθίζησης σε πρανές γλυκερόλης, ΡΑ28 (Proteasome Activator) από το µέγεθός του, και 
REG από το regulator (ρυθµιστής πρωτεασώµατος). ∆εν έχει αναφερθεί τέτοιο σύµπλοκο 
στη ζύµη, και όπως φαίνεται από την ανάλυση του γονιδιώµατος της, δεν υπάρχουν 
πρωτεΐνες οµόλογες µε αυτές του ΡΑ28 (Glickman et al., 1998a). Αποµονώθηκε από 
κύτταρα ανώτερων οργανισµών (θηλαστικών), και σε όλες τις περιπτώσεις, αποτελείται από 
δυο υποµονάδες, προσδένεται στο 20S χωρίς να απαιτεί ενέργεια, και ενεργοποιεί την 
πρωτεολυτική δράση του πρωτεασώµατος για τα πεπτίδια «µοντέλα» 6-8 φορές in vitro.  

Ο ΡΑ28 αποτελείται από δυο πρωτεΐνες, τις REGα, και REGβ, οι οποίες είναι κατά 
50% οµόλογες, µοριακής µάζας 27,290 και 28,607kDa αντίστοιχα. Και οι δύο προσδένονται 
στο 20S, και βρίσκονται σε αποµονωµένα ενεργά σύµπλοκα ΡΑ28, τα οποία είναι ολιγοµερή 
των δύο πρωτεϊνών µε άγνωστη αναλογία, πιθανόν εξα, ή επτα-µερή (Mott et al., 1994). Οι 
Realini et al., (1997) βρήκαν τρεις οµόλογες πρωτεΐνες σε ανθρώπινα ερυθρά αιµοσφαίρια, 
τις: REGα, REGβ, και REGγ, οι οποίες είναι επίσης οµόλογες µεταξύ τους, µε την γ- παρόµοια 
µε την α-. Η REGγ ονοµάζεται επίσης και αντιγόνο Ki, και εντοπίζεται σε ασθενείς µε 
ερυθηµατώδη λύκο. Βασική διαφορά των α- και γ- από την β- είναι µια ένθεση 17 και 34 
αµινοξέων αντίστοιχα, η οποία προτείνεται ότι αλληλεπιδρά µε τα Ν-τελικά άκρα των α-
υποµονάδων του πρωτεασώµατος. Στην παραπάνω εργασία, cDNAs από τις τρεις πρωτεΐνες 
εκφράζονται σε E. Coli, για να µελετηθούν οι µεταξύ τους αλληλεπιδράσεις. Η REGα 
οµοπολυµερίζεται σχηµατίζοντας 7-µελή δαχτυλίδια, όπως και η REGγ ενώ η REGβ δεν 
αλληλεπιδρά µε τον εαυτό της.  Η REGβ συµµετέχει σε σύµπλοκα, µόνο αν υπάρχει REGα, 
ενώ η REGγ δεν αλληλεπιδρά µε καµία εκτος του εαυτού της. Και οι τρεις ενεργοποιούν 
υδρόλυση των πεπτιδίων «µοντέλων» από το αποµονωµένο 20S in vitro, µε ισχυρότερη 
ενεργοποίηση από το µείγµα των REGα/REGβ.  

Εκµεταλλευόµενοι τον σχηµατισµό οµοπολυµερών κατά την έκφραση της REGα σε 
βακτήρια, ανέλυσαν µέσω αυτών των δακτυλίων την δοµή της REGα (Knowlton et al., 1997). 
Η πρωτεΐνη αναδιπλώνεται σε τέσσερις έλικες, από τις οποίες οι τρεις  (οι 2, 3, και 4) 
πακετάρονται µαζί κατά µήκος της έλικας, και η τέταρτη (η έλικα 1) απέναντι στις άλλες 
τρεις. Ανάµεσα στην έλικα 1 και 2 σχηµατίζεται µια θηλιά η οποία περιέχει τα αµινοξέα της 
ένθεσης, τα οποία συµµετέχουν στην σύνδεση µε το 20S όπως αποδείχθηκε µε µεταλλαγές 
στην περιοχή αυτή. Το επταµερές σχηµατίζει έναν δακτύλιο, µε τις θηλιές να προεξέχουν. Ο 
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δακτύλιος εµφανίζει σχήµα κώνου, µε την µια µεριά να αφήνει άνοιγµα 20Å, και  η άλλη, προς 
τις θηλιές, 30Å. 

Επειδή, όπως έδειξαν οι Realini et al., (1997), τα οµο-ολιγοµερή της REGa, 
λειτουργούν ισότιµα στην ενεργοπoίηση του πρωτεασώµατος µε τα έτερο-ολιγοµερή των  
REGα /REGβ, και οι δύο πρωτεΐνες, µε βάση την οµολογία τους, µάλλον υιοθετούν παρόµοιες 
τριτοταγείς δοµές, οι Knowlton et al., (1997) προτείνουν ότι ο ΡΑ28, που αποτελείται από 
τις REGα και REGβ παρουσιάζει την ίδια δοµή µε αυτήν των επταµελών δαχτυλιδιών της 
REGα.  Βασιζόµενοι σε αυτήν την ιδέα, οι Zhang et al., (1998) προχώρησαν σε µελέτη της 
αλληλεπίδρασης ΡΑ28-πρωτεασώµατος µε µεταλλαγές των υποµονάδων του ΡΑ28 στις 
κρίσιµες περιοχές, δηλαδή στην θηλιά της ένθεσης, καθώς και στο C-τελικό άκρο, τα οποία, 
µε βάση τη δοµή της REGa είναι οι περιοχές αλληλεπίδρασης µε το πρωτεάσωµα. Έδειξαν 
λοιπόν ότι και οι δύο υποµονάδες συµµετέχουν στην ενεργοποίηση του πρωτεασώµατος, και 
αυτό γίνεται µέσω της θηλιάς της ένθεσης, την οποία ονόµασαν θηλιά ενεργοποίησης 
(activation loop). Αντίστοιχα, ελλείψεις στο C-τελικό άκρο, ενώ δεν επηρεάζουν τον 
σχηµατισµό έτερο-ολιγοµερών δεν επιτρέπουν την πρόσδεση στο πρωτεάσωµα. Προτείνουν 
λοιπόν ότι, τα C-τελικά άκρα προσδένονται στο πρωτεάσωµα, ενώ οι θηλιές ενεργοποίησης 
αλληλεπιδρούν µε τα Ν-τελικά άκρα των α-υποµονάδων του πρωτεασώµατος, ανοίγοντας έτσι 
την είσοδο του πρωτεολυτικού κυλίνδρου µε συνέπεια την ενεργοποίηση της πρωτεόλυσης. 
Επίσης, µε βάση τις σχετικές ενεργοποιητικές δράσεις ολιγοµερών υβριδίων (σύµπλοκα µε 
λειτουργική REGα και µεταλλαγµένη REGβ, και αντίστροφα), προτείνουν ότι η στοιχιοµετρία 
στο σύµπλοκο του ΡΑ28 είναι τρεις REGα και τέσσερεις REGβ υποµονάδες. Τα αποτελέσµατα 
αυτά επιβεβαιώνονται και από τους Whitby et al., (2000), οι οποίοι κατάφεραν να 
κρυσταλλώσουν σύµπλοκο του ΡΑ28 µε το πρωτεάσωµα, και να αποδείξουν το παραπάνω 
σχήµα αλληλεπιδράσεων. Στην πραγµατικότητα, επειδή οι Whitby et al., (2000), δεν 
κατάφεραν να κρυσταλλώσουν 11S µε 20S από τον ίδιο οργανισµό, χρησιµοποίησαν ένα άλλο 
σύµπλοκο, το ΡΑ26 από το Trupanosoma brucei (αναλύεται παρακάτω) το οποίο είναι σε 
θέση να ενεργοποιήσει αποµονωµένο 20S από ποντικό. 

O ΡΑ28, ο οποίος έχει συνδεθεί και µε την παρουσίαση αντιγόνων (αµέσως 
παρακάτω), θεωρείτο αποκλειστικότητα των θηλαστικών, πράγµα που αναιρέθηκε από την 
εργασία των Yao et al., (1999). Οι Yao et al., (1999), µελετούσαν την ύπαρξη 
πρωτεασώµατος στο πρωτόζωο Trypanosoma brucei, το οποίο και αποµόνωσαν σε in vitro 
ενεργό µορφή, κάτι που έρχεται σε ασυµφωνία µε τα µέχρι τώρα δεδοµένα. Αναλύοντας τις 
υποµονάδες αυτού του συµπλόκου, παρατήρησαν ότι περιέχει µια επιπλέον, των ήδη 
γνωστών, υποµονάδα, την οποία θεώρησαν υπεύθυνη για την ενεργοποίηση που 
παρατηρούσαν. Ανάλυση της αλληλουχίας της πρωτεΐνης αυτής έδειξε ότι δεν παρουσιάζει 
παρά µόνο περιορισµένη οµολογία µε τις REG α, β, και γ, του ανθρώπινου πρωτεασώµατος. 
Ανασυνδυασµένη όµως, (µετά από έκφραση σε βακτήρια) σχηµατίζει αυθόρµητα οµοπολυµερή 
δαχτυλίδια, που αποτελούνται από επτά µονοµερή. Το σύµπλοκο που προκύπτει είναι σε θέση 
να ενεργοποιήσει αποµονωµένο 20S από ποντικό, αλλά το ΡΑ28 του ποντικού δεν 
αλληλεπιδρά µε το πρωτεάσωµα του Trypanosoma brucei. Αυτό δείχνει ότι ο ΡΑ26 είναι 
µάλλον προγονική µορφή του ΡΑ28, πράγµα που δικαιολογεί την χαµηλότερη εκλεκτικότητα 
του συµπλόκου. 
 

3. Το πρωτεάσωµα και η παρουσίαση αντιγόνων    
 

3.1 Σύσταση του 20S ανοσοπρωτεασώµατος  
  
Τα µόρια MHC τάξης Ι (class I Major Histocompatibility Complex molecules), 

αποτελούν την εσωτερική περιπολία του κυττάρου. Η παρουσία ιών , παρασίτων ή και 
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ανώµαλων πρωτεϊνών που συνοδεύουν την ογκογένεση προδίδεται από ολιγοπεπτίδια που 
παρουσιάζονται από τα µόρια αυτά. Τα πεπτίδια αυτά απαιτούν έναν πρωτεολυτικό σύστηµα 
που πρέπει να είναι µη επιλεκτικό, γρήγορο και ακριβές. Μη επιλεκτικό γιατί πρέπει να δρα 
σε µεγάλο αριθµό διαφορετικών υποκαταστατών, γρήγορο γιατί η µόλυνση µε παθογόνα δεν 
αφήνει µεγάλα χρονικά περιθώρια, και ακριβές γιατί τα πεπτίδια που ικανοποιούν τα µόρια 
MHC τάξης Ι είναι συγκεκριµένα όσον αφορά το µέγεθος και τα άκρα τους. 

Τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά του πρωτεασώµατος, η πολλαπλή δηλαδή καταλυτική του 
δράση και η λεπτή ρύθµιση της λειτουργίας του το καθιστούν ιδανικό υποψήφιο µηχανισµό για 
την παραγωγή πεπτιδίων για παρουσίαση αντιγόνων. ∆ρα κυττοπλασµατικά και σε άµεση 
γειτονία µε το ενδοπλασµατικό δίκτυο και τον πυρηνικό φάκελο (Enenkel et al., 1998, Palmer 
et al., 1996), ενώ παράλληλα, τα αντιγονικά πεπτίδια που απαιτούνται από τα τάξης Ι MHC 
µόρια παρουσιάζουν κοµµάτια από ενδογενείς πρωτεΐνες, όπως ιικές, που προέρχονται από 
το κυτταρόπλασµα. Αναλύοντας αποµονωµένα σύµπλοκα σε πήκτωµα δύο διαστάσεων –2D, οι 
Yang et al., (1992) παρατήρησαν ότι η σύσταση των υποµονάδων του πρωτεασώµατος 
αλλάζει όταν τα κύτταρα επωάζονται µε γ-ιντερφερόνη. Πέντε νέες υποµονάδες επάγονται 
από την γ-ιντερφερόνη, τέσσερις άλλες εξαφανίζονται, ενώ µία αυξάνεται σηµαντικά.  

Τα στοιχεία αυτά ενισχύονται από τους Michalek et al., (1993), οι οποίοι συνέδεσαν 
την παρουσίαση αντιγόνων από τα µόρια MHC τάξης Ι µε το πρωτεολυτικό µονοπάτι της 
ουβικιτίνης, που παραπέµπει σε δράση πρωτεασώµατος (βλέπε Κεφ. Β, Παρ 3). Στην 
παραπάνω εργασία µελετάται η παρουσίαση αντιγόνων από πρωτεΐνη παραγόµενη ενδογενώς 
(µέσω του συστήµατος των µορίων MHC τάξης Ι), και παρεχόµενη εξωγενώς, µε 
ενδοκύττωση, (µέσω του συστήµατος των µορίων MHC τάξης ΙΙ), σε κύτταρα µε ελλιπές 
σύστηµα ουβικιτίνης (µεταλλαγµένο Ε1 ένζυµο, βλέπε ουβικιτίνη Κεφ. Β Παρ. 5). Τα κύτταρα 
αυτά δεν ήταν σε θέση να παρουσιάσουν αντιγόνα στην πρώτη περίπτωση, ενώ η δεύτερη που 
απαιτεί δράση λυσοσωµατικών πρωτεασών διεξάγεται κανονικά. Στο ίδιο αποτέλεσµα 
κατέληξαν και οι Rock et al., (1994) οι οποίοι, χρησιµοποιώντας αναστολείς (πεππτιδ-
αλδεΰδες, LLnL, LLM) κατέστειλαν το πρωτεάσωµα άµεσα, µε στόχο να προσδιορίσουν τις 
πρωτεΐνες υποστρώµατα του συστήµατος. Εκτός των άλλων, η καταστολή του 
πρωτεασώµατος είχε σαν συνέπεια την σηµαντική ελάττωση παραγωγής πεπτιδίων-
αντιγόνων, πράγµα που σηµαίνει ότι το πρωτεάσωµα παίζει σηµαντικό ρόλο στην παραγωγή 
αυτών των πεπτιδίων. 

Σηµαντικό επίσης είναι και το γεγονός ότι δυο υποµονάδες του πρωτεασώµατος 
(LMP2, LMP7) κωδικοποιούνται στην περιοχή του MHC (Glynne et al., 1991, Kelly et al., 
1991, Martinez & Monaco 1991, Ortiz-Navarrete et al., 1991). Οι Früh et al., (1994) 
µάλιστα, έδειξαν ότι δύο από τις υποµονάδες που επάγονται από την γ-ιντερφερόνη, οι LMP2 
και LMP7 (Low Molecular mass Polypeptide) αντικαθιστούν τις υποµονάδες X και Y 
αντίστοιχα (πίνακας ονοµατολογίας). Η αντικατάσταση γίνεται στο στάδιο του σχηµατισµού 
νέων πρωτεασωµάτων, όπου τα πρόδροµα µόρια των οι LMP2 και LMP7 παίρνουν την θέση 
των υποµονάδων X και Y, εµποδίζοντας την µετα-µεταφραστική τους ωρίµανση. Σε αυτή την 
περίπτωση, οι X και Y ανιχνεύονται ελεύθερες σε πρόδροµη µορφή. Με τον τρόπο αυτό το 
πρωτεάσωµα µετατρέπεται σε ανοσοπρωτεάσωµα. Οι LMP2, LMP7 καθώς και µια ακόµη 
υποµονάδα, η MECL1, που όµως δεν κωδικοποιείται από την περιοχή του MHC, (καταλυτικές 
υποµονάδες τύπου β) επάγονται από γ-ιντερφερόνη, ενώ οι αντίστοιχες X, Y, και Ζ, τις 
οποίες αντικαθιστούν καταστέλλονται από ιντερφερόνη (Akiyama K., et al., 1994). Σύµφωνα 
µε τους (Groettrup et al., 1997) οι LMP2 και η MECL1 απαιτούν η µία την άλλη για να 
ενσωµατωθούν στο πρωτεάσωµα, ενώ η LMP7 παρουσιάζεται µόνη της σε άλλο ανεξάρτητο 
γεγονός αντικατάστασης. Τα αποτελέσµατα συµφωνούν µε αυτά των Patel et al., (1994) οι 
οποίοι  χρησιµοποιώντας ειδικά αντισώµατα για τις LMP2 και LMP7, αποµόνωσαν δύο 
πληθυσµούς πρωτεασωµάτων, όπου υπάρχει είτε η µία είτε η άλλη, αλλά ποτέ και οι δύο µαζί 
σε ένα σύµπλοκο. Όπως αποδείχθηκε τελικά, η MECL1 απαιτεί την LMP2 για να 
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ενσωµατωθεί στο πρωτεάσωµα, και οι πρόδροµες µορφές του συµπλόκου απαιτούν την LMP7 
για αποτελεσµατική ωρίµανση και σχηµατισµό της τελικής ενεργού µορφής του 
ανοσοπρωτεασώµατος (Tanaka 1998). Με βάση αυτά τα στοιχεία εξηγείται και το γεγονός ότι 
η MECL1 δεν χρειάζεται να κωδικοποιείται από την περιοχή του MHC. Με τον τρόπο αυτό τα 
κύτταρα εξασφαλίζουν τον σχηµατισµό οµοιογενών ανοσοπρωτεασωµάτων µετά από επαγωγή 
µε γ-ιντερφερόνη. 

Η ενσωµάτωση των LMP2, LMP7, MECL1, στο πρωτεάσωµα αλλάζει τις 
πρωτεολυτικές του ιδιότητες ώστε να εξυπηρετεί την παραγωγή πεπτιδίων για αντιγόνα, 
δηλαδή περιορίζεται η δράση τρυψίνης και ενισχύεται η δράση χυµοθρυψίνης η οποία παράγει 
πεπτίδιa µε υδρόφοβα C-τελικά άκρα, (Driscoll et al., 1993), µε διακλαδισµένες ή 
αρωµατικές πλαϊνές αλυσίδες, ή βασικά C-τελικά άκρα (πρόσφατη ανασκόπηση Tanaka & 
Tsurumi 1997, Orlowski & Wilk 2000).  

 Η συµβολή του πρωτεασώµατος στην παραγωγή αντιγόνων προσφέρει ένα ελκυστικό 
µοντέλο επεξήγησης πολλών πειραµατικών δεδοµένων, που όµως περιέχουν ακόµη πολλά 
αναπάντητα ερωτήµατα και δεδοµένου ότι προέρχονται από in vitro µελέτες, πιθανόν να 
περιέχουν δεδοµένα που δεν ισχύουν επακριβώς in vivo. Τα πεπτίδια που επιλέγονται από τα 
µόρια MHC τάξης Ι είναι συνήθως οκτα- ή εννια-πεπτίδια µε συγκεκριµένα άκρα, και 
προέρχονται από νέο-συντιθέµενες πρωτεΐνες (πρόσφατη ανασκόπηση Yewdel at al 2001). 
Είναι γνωστό ότι πολλά αντιγόνα συνεχίζουν να παράγονται ακόµη και όταν χρησιµοποιούνται 
καταστολείς πρωτεασώµατος. Επίσης τα πρωτεασώµατα είναι ικανά να παράγουν σωστά C-
άκρα (συνήθως υδρόφοβα, δράση χυµοθρυψίνης) αλλά όχι και σωστά Ν-άκρα, για τα οποία 
απαιτείται «ψαλίδισµα» από συνεργαζόµενες εξωπεπτιδάσες, όπως πχ µια αµινοπεπτιδάση 
λευκίνης η οποία επάγεται από γ-ιντερφερόνη. Όσο για το µέγεθος και την ποιότητα των 
προϊόντων οι Kisselev et al., (1999) έδειξαν ότι λιγότερο από το 15% των προϊόντων πέψης 
από τα πρωτεασώµατα έχουν κατάλληλο µέγεθος, ενώ τα 2/3 είναι πολύ µικρότερα (2-3 αα) 
από αυτό που απαιτείται για την παρουσίαση αντιγόνων. Ακόµη, χρησιµοποιώντας 
διαφορετικές πρωτεΐνες, που περιέχουν όµως τις ίδιες «θέσεις πρωτεόλυσης», παίρνουν 
διαφορετικό σχήµα προϊόντων το οποίο δεν αλλάζει ακόµη και αν ανασταλεί η δράση τρυψίνης 
ή χρησιµοποιηθεί αρχαίο πρωτεάσωµα. Οι Kisselev et al., (1999) προτείνουν ότι η 
πρωτεόλυση συνεχίζεται µέχρις ότου τα παραγόµενα κοµµάτια είναι αρκετά µικρά να 
διαχυθούν έξω από το πρωτεάσωµα, και πιθανόν εδώ βρίσκεται η συµβολή ενός άλλου 
συµπλόκου, του ΡΑ28 που επάγεται επίσης από γ-ιντερφερόνη, και ενεργοποιεί το 20S 
πρωτεάσωµα προς την παραγωγή αντισωµάτων (βλέπε Κεφ. Β, Παρ 3). 

 Συνδυάζοντας όλα αυτά τα στοιχεία καταλήγει κανείς στο συµπέρασµα ότι πράγµατι 
το πρωτεάσωµα σε συνεργασία µε άλλα σύµπλοκα (ΡΑ28, ΡΑ700), και άλλους κυτταρικούς 
παράγοντες συντελεί σηµαντικά στην παρουσίαση αντιγόνων, αλλά δεν είναι η µόνη δυνατή 
επιλογή. 

 
3.2 ΡΑ28,και τα ανοσοπρωτεασώµατα. 

 
Ο ΡΑ28, λειτουργεί παράλληλα µε το 19S στα κύτταρα, σε συνεργασία µε το 20S 

πρωτεάσωµα, µε δυο βασικές διαφορές: πρώτον δεν χρειάζεται ΑΤΡ για να ενεργοποιήσει το 
πρωτεάσωµα in vitro, δεύτερον, οι υποµονάδες του επάγονται από γ-ιντερφερόνη 
(ανασκόπηση Ciechanover & Schwartz 1998). ∆εν ήταν λοιπόν ατυχής η σκέψη ότι το ΡΑ28 
συµµετέχει στην παρουσίαση αντιγόνων από τα µόρια MHC τάξης Ι. Με βάση την επίδραση 
του συµπλόκου στις λειτουργίες του πρωτεασώµατος, προτείνεται ότι ο ΡΑ28 µετατρέπει το 
πρωτεάσωµα σε ανοσοπρωτεάσωµα (βλέπε ανοσοπρωτεασώµατα Κεφ Β Παρ 3.1). Τα µέχρι 
τώρα δεδοµένα για την σχέση πρωτεασώµατος µε την παρουσίαση αντιγόνων δεν µπορούν να 
συµπεριληφθούν σε ένα γενικό µοντέλο δράσης. Αντιγονικά πεπτίδια προέρχονται από 
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ουβικιτινιλιωµένες πρωτεΐνες, κάτι που εµπλέκει το 19S στην διαδικασία, αλλά και από µη 
τροποποιηµένες. Οι χαρακτηριστικές ιδιότητες των πεπτιδίων που επιλέγονται για 
παρουσίαση αντιγόνων (µέγεθος και συγκεκριµένα άκρα) απαιτούν ειδικές ρυθµίσεις της 
πρωτεολυτικής λειτουργίας του πρωτεασώµατος ώστε να είναι σε θέση να παράγει κατάλληλα 
προϊόντα. Αρχικά, πρέπει να ενισχυθεί η δράση χυµοθρυψίνης (υδρόφοβα C-τελικά άκρα) και 
να περιοριστούν οι άλλες, που µάλλον επιτυγχάνεται µε αντικατάσταση των καταλυτικών β-
υποµονάδων από τις LMP2, LMP7 και MECL1. Παραµένει η απαίτηση των µορίων MHC τάξης 
Ι για πεπτίδια 8-9 αµινοξέων, ενώ από τα µέχρι τώρα δεδοµένα, τα προϊόντα του 
πρωτεασώµατος είναι µικρότερα (Kisselev et al., 1999). Αρχικά προτάθηκε ότι η ρύθµιση 
των προϊόντων της υδρόλυσης γίνεται µέσω του ΡΑ28, αλλά αποµονωµένα 11S-20S-11S 
σύµπλοκα είναι πρωτεολυτικά ανενεργά απέναντι ακόµη και σε αποδιαταγµένες ή 
ουβικιτινιλιωµένες πρωτεΐνες, και σε καµία περίπτωση δεν εξηγούν την παρουσίαση 
αντιγόνων από τις τελευταίες. Μελέτες που έγιναν σε σύστηµα µετάφρασης, το σύµπλοκο 
11S-20S-11S µπορεί να «ψαλιδίσει» αποτελεσµατικά µεγαλύτερα πεπτίδια, (µε πρόσθετες 
αλληλουχίες και στα δύο άκρα), ώστε να παράγει αντιγονικά πεπτίδια που να ικανοποιούν τα 
µόρια MHC τάξης Ι (Ciechanover & Schwartz 1998), οπότε προτάθηκε ότι πιθανόν δρουν 
σε συνεργασία µε την 26S και µετά από αυτήν. Η απάντηση στις ερωτήσεις αυτές βρίσκεται 
πιθανόν στην εργασία των Tanahashi et al., (2000), οι οποίοι αποµόνωσαν µε ανοσοκαθίζηση 
χρησιµοποιώντας ειδικά αντισώµατα για το καθένα, σύµπλοκα τα οποία περιέχουν τα τρία 
υπό συζήτηση υποσύµπλοκα, δηλαδή το 20S, το 19S και το 11S, από συκώτι ποντικού. 
Σύµφωνα µε την παραπάνω εργασία, ο ΡΑ28 βρίσκεται ενωµένος µε το 20S σε δύο 
πληθυσµούς συµπλόκων: 11S-20S-11S, και 19S-20S-11S, και ονόµασαν τα τελευταία 
υβριδικά πρωτεασώµατα (hybrid proteasomes), τα οποία αποτελούν το 25% των συνολικών 
ενεργών συµπλόκων. Εδειξαν ότι, αν και τα υβριδικά πρωτεασώµατα είναι λιγότερο ενεργά 
από την 26S (19S-20S-19S), είναι σε θέση να πρωτεολύσουν την καρβοξυλάση της 
ορνιθίνης (ODC) (που είναι η µόνη γνωστή περίπτωση πρωτεόλυσης από την 26S χωρίς να 
είναι ουβικιτινιλιωµένη προηγουµένως) in vitro, και παράλληλα, η πρωτεόλυση της ODC 
επιταχύνεται κατά 50% σε εκχύλισµα κυττάρων που έχουν εκτεθεί σε γ-ιντερφερόνη.  

Όλα αυτά τα στοιχεία οδηγούν στο παρακάτω µοντέλο: ο ΡΑ28 δεν είναι σε θέση από 
µόνος του να προσελκύσει στο καταλυτικό 20S πρωτεΐνες. Οι πρωτεΐνες επιλέγονται και 
δεσµεύονται µέσω του 19S, και υδρολύονται είτε τελείως από το σύµπλοκο της 26S, είτε 
µερικά (όπως στην περίπτωση του ΙκΒα). Η πρόσδεση του 19S στα υβριδικά πρωτεασώµατα 
πιθανόν εξυπηρετεί αυτόν τον σκοπό, της προσέλκυσης και δέσµευσης των υποκαταστατών 
στο σύµπλοκο στο οποίο συµµετέχει. Η πρόσδεση του ΡΑ28 από την άλλη, είναι πιθανόν να 
λειτουργεί είτε σαν ρυθµιστής των πρωτεολυτικών ιδιοτήτων του πρωτεασώµατος, είτε να 
διευκολύνει την διάχυση (Kisselev et al., 1999) και συνεπώς την διαφυγή των προϊόντων από 
τον καταλυτικό κύλινδρο επιτρέποντας την παραγωγή µεγαλύτερων πεπτιδίων προς 
παρουσίαση αντιγόνων. 
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4. Το πρωτεάσωµα: τελική και µοναδική επιλογή;  
 
 Το πρωτεάσωµα αποτελεί τον µοναδικό εξωλυσοσωµατικό πρωτεολυτικό δρόµο στα 
κύτταρα κάτι που το κάνει σηµαντικότατο βιολογικό εργαλείο. Στα περισσότερα βιολογικά 
συστήµατα, η σηµασία ενός εργαλείου στην φυσιολογία των κυττάρων µελετάται κυρίως από 
τις συνέπειες της έλλειψής του. Πολλά από τα στοιχεία για την λειτουργία του 
πρωτεασώµατος έχουν προκύψει µε τον τρόπο αυτό, καταστέλλοντας άλλοτε εκλεκτικά την 
λειτουργία κάποιων υποµονάδων (Rubin et al., 1998), άλλοτε αναστέλλοντας συνολικά την 
δράση του ενζύµου µε αναστολείς των πρωτεολυτικών κέντρων (Rock et al., 1994). Από 
τέτοιου είδους πειράµατα εντοπίσθηκε η σχέση του πρωτεασώµατος µε το σύστηµα της 
ουβικιτίνης, την παραγωγή αντισωµάτων, τον ποιοτικό έλεγχο των νεοσυντιθέµενων 
πρωτεϊνών και την ρύθµιση λειτουργιών όπως ο κυτταρικός κύκλος και η διόρθωση του DNA 
(βλέπε παραπάνω). Έλλειψη λοιπόν ενός εργαλείου που συµµετέχει σε όλες αυτές τις 
διαδικασίες δεν µπορεί παρά να έχει δραµατικές συνέπειες για το κύτταρο και συνήθως 
προκαλεί τον θάνατό του. 
 Οι Glas et al., (παραποµπή από το Yao et al., 1999) προσπάθησαν να εκτιµήσουν το 
µέγεθος της ζηµιάς από την απώλεια της λειτουργίας των πρωτεασωµάτων σε λεµφοκύτταρα 
EL-4 καταστέλλοντας το πρωτεάσωµα µε αναστολέα ο οποίος τροποποιεί µη αντιστρεπτά τα 
καταλυτικά κέντρα. Προς έκπληξή τους, ένα µικρό µέρος των κυττάρων επιβίωσε κάτω από 
αυτές τις συνθήκες, µε συχνότητα η οποία δεν µπορούσε να αποδοθεί σε µεταλλαγή και 
ανθεκτικότητα στον αναστολέα. Τα κύτταρα αυτά σχηµατίζουν πρωτεασώµατα τα οποία όµως 
είναι ανενεργά. Υπάρχει λοιπόν και άλλος πρωτεολυτικός µηχανισµός που µπορεί να 
αντικαταστήσει το πρωτεάσωµα ώστε τα κύτταρα να επιβιώνουν και να πολλαπλασιάζονται 
στηριζόµενα σε αυτόν, όµως ποιος είναι ο µηχανισµός αυτός που επιδεικνύει την 
εκλεκτικότητα, ειδίκευση και υψηλή ρύθµιση του πρωτεασώµατος; 
 Η απάντηση στο παραπάνω ερώτηµα έρχεται πάλι από το βακτήριο Thermoplasma 
acidophilum. Στο βακτήριο αυτό λειτουργεί ο µηχανισµός του πρωτεασώµατος ( Puhler et al., 
1994), αλλά σε αντίθεση µε τα ευκαρυωτικά κύτταρα δεν είναι απαραίτητο για την 
βιωσιµότητα του κυττάρου υπο κανονικές συνθήκες, απαιτείται αυστηρά κάτω από συνθήκες 
στρες. Αναζητώντας σύµπλοκα που να ρυθµίζουν την λειτουργία του πρωτεασώµατος 
(ανάλογα µε τον ΡΑ700) οι Tamura et al., (1998) σκόνταψαν πάνω σε µια γιγαντιαία 
πρωτεάση την οποία ονόµασαν τρίκοχη (tricorn, ΤRΙ) λόγω σχήµατος, η οποία καλύπτει την 
έλλειψη πρωτεασώµατος. Η πρωτεΐνη TRI, 120kDa περίπου, σχηµατίζει διµερή τα οποία 
συνδέονται σε ένα εξαµερές σωµατίδιο µε προεξοχές (toroid) στο εσωτερικό του οποίου 
σχηµατίζεται µια κοιλότητα 10nmx4.3nm και ανοίγµατα 2.6nm. Η έκπληξη όµως ήταν το 
γεγονός ότι τα εξαµερή αυτά πολυµερίζονται περαιτέρω και 20 από αυτά σχηµατίζουν ένα 
εικοσαεδρικό καψίδιο 14.6MDa µε µια κοιλότητα στο εσωτερικό του διαµέτρου 37nm, ικανή 
να στεγάσει ένα ολόκληρο ριβόσωµα. Για να σχηµατισθεί το τελευταίο σύµπλοκο απαιτείται η 
δράση τριών παραγόντων των F1, F2 και F3. Ο F1 είναι ιµινοπεπτιδάση οµόλογα της οποίας 
εντοπίζονται σε βακτήρια και ευκαρυωτικά κύτταρα, ενώ οι F2 και F3 είναι αµινοπεπτιδάσες 
που παρουσιάζουν αρκετή οµολογία µεταξύ τους και οµόλογα των οποίων βρίσκονται σε ζύµη. 
Η F1 αποµακρύνει κατάλοιπα προλίνης, η F2 βασικά αµινοξέα και η F3 όξινα.  

Οι Tamura et al., (1998) προτείνουν ότι η πρωτεάση TRI δρα σε συνεργασία µε το 
πρωτεάσωµα και µετά από αυτό. Το πρωτεάσωµα κόβει τις πρωτεΐνες σε ολιγοπεπτίδια τα 
οποία παραλαµβάνονται από την TRI η οποία τα ελαττώνει σε δι- ή τριπεπτίδια τα οποία 
υδρολύονται από τις τρεις αµινοπεπτιδάσες F1, F2, και F3 σε αµινοξέα. 

Μια παρόµοια γιγαντιαία πρωτεάση εντοπίσθηκε από τους Glas et al., (Yao et al., 
1999) στα λεµφοκύτταρα EL-4 που επιβίωσαν από την πλήρη καταστολή των 
πρωτεασωµάτων. Τα κύτταρα αυτά παρουσίασαν δραµατική αύξηση των επιπέδων της δράσης 
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χυµοθρυψίνης, η οποία εκλούεται πολύ νωρίτερα από το πρωτεάσωµα. Αναστολείς της 
πρωτεάσης TRI παρεµποδίζουν την ανάπτυξη των κυττάρων αυτών ενώ δεν έχουν καµιά 
επίδραση σε κύτταρα µε φυσιολογικό πρωτεάσωµα. Αργότερα, οι Niedermann et al., (al (Yao 
et al., 1999) έδειξαν ότι αυτό που καταστέλλεται από τον αναστολέα της TRI στα κύτταρα 
αυτά είναι µια γιγαντιαία πρωτεάση η τριπεπτίδυλ- πεπτιδάση ΤΡΡΙΙ, µια πρωτεάση σερίνης 
που αποµακρύνει Ν-τελικά τριπεπτίδια από ελεύθερα Ν-άκρα. Και αυτή, όµοια µε την TRΙ 
σχηµατίζει υπερµόρια µε οµοπολυµερισµό που σχηµατίζουν ένα σωµατίδιο σαν ραβδί-κύλινδρο 
µε εσωτερικό κανάλι µήκους περίπου 52nm. 

Μια τρίτη γιγαντιαία πρωτεάση 4Mda εντοπίσθηκε σε ζύµη και ονοµάστηκε πολύκοχη 
(multicorn) επίσης λόγω σχήµατος του σωµατιδίου. 

Τα στοιχεία για τις γιγαντιαίες πρωτεάσες παρουσιάζουν ένα κοινό χαρακτηριστικό: 
προκύπτουν από πολυµερισµό µικρών πρωτεασών. Ο σχηµατισµός του πολυµερούς ρυθµίζει 
και τροποποιεί την δράση των πρωτεασών αυτών ανάλογα µε τις ανάγκες του κυττάρου. Για 
να αντικαταστήσουν όµως την δράση του πρωτεασώµατος πρέπει να έχουν εκλεκτικότητα και 
ρύθµιση. Το γεγονός ότι στα λεµφοκύτταρα EL-4 των  Glas et al., (Yao et al., 1999) δεν 
παρατηρήθηκε συσσώρευση πολύ-ουβικιτινιλιωµένων πρωτεϊνών σηµαίνει ότι τουλάχιστον 
κάποιες πρωτεΐνες του συστήµατος ουβικιτίνη/πρωτεάσωµα διοχετεύονται στην νέα 
πρωτεάση (ανασκόπηση Yao et al., 1998). 
 

5. Η ουβικιτίνη και οι συγγενείς πεπτιδικές αλυσίδες  
 

Θεωρείται πλέον δεδοµένο ότι οι διάφορες διαδικασίες που ρυθµίζουν την οµοιόσταση, 
την ανάπτυξη και την διαφοροποίηση των κυττάρων, εκτελούνται από µια επίλεκτη οµάδα 
ρυθµιστικών παραγόντων, οι οποίοι µε την σειρά τους ελέγχονται και αυτοί. Αρχικά 
θεωρήθηκε ότι ελέγχονται κυρίως στο επίπεδο της µεταγραφής των γονιδίων τους, όµως 
τώρα είναι γενικά αποδεκτό, ότι οι µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις µπορεί να είναι εξ’ 
ίσου σηµαντικές όσον αφορά τον έλεγχο των επιπέδων, ή/και της ενεργότητας των 
παραγόντων αυτών στα κύτταρα. Παράδειγµα τέτοιων τροποποιήσεων αποτελούν η 
φωσφορυλίωση, η µεθυλίωση, η ακετυλίωση κ.ά. Τελευταία, στον κατάλογο αυτό προστέθηκαν 
και οι πεπτιδικές ετικέτες (peptide tags) (ανασκόπηση, Viestra & Callis 1999, Jentsch & 
Pyrowolakis, 2000), οι οποίες, αντιστρεπτά ή µη, επηρεάζουν την λειτουργία, την θέση, και/ή 
την ανακύκλωση πολυάριθµων ενδοκυτταρικών πρωτεϊνών. Η πρώτη τέτοια ετικέτα που 
ταυτοποιήθηκε ήταν η ουβικιτίνη, ένα πολυπεπτίδιο 76 αµινοξέων, απαραίτητο για την ΑΤΡ-
εξαρτώµενη αποδόµηση πρωτεϊνών. ∆εν υπάρχει ουβικιτίνη ή κάτι παρόµοιο σε 
προκαρυωτικά κύτταρα. Το σύστηµα αυτό εξελίχθηκε για να εξυπηρετήσει ανάγκες 
ευκαρυωτικών οργανισµών. 

Εκτός της ουβικιτίνης, τα κύτταρα περιέχουν και άλλες παρόµοιες ολιγοπεπτιδικές 
αλυσίδες για τις οποίες όµως λίγα είναι γνωστά. Οι περισσότερες από αυτές βρέθηκαν λόγω 
της αυξηµένης οµολογίας τους µε την ουβικιτίνη, και ονοµάστηκαν «τύπου ουβικιτίνης» 
(ubiquitin-like proteins), αλλά εκτελούν διαφορετικές λειτουργίες. Οι πρωτεΐνες τύπου 
ουβικιτίνης χωρίζονται σε δύο κατηγορίες: Οι πρωτεΐνες της πρώτης κατηγορίας είναι 
πολυπεπτίδια παρόµοια µε την ουβικιτίνη που απαντούν ελεύθερα, ή, µε την δράση 
κατάλληλων ενζύµων, προσδένονται σε πρωτεΐνες “στόχους” µε το C-τελικό τους άκρο, και 
λέγονται µετατροπείς τύπου ουβικιτίνης UBLs (Ubiquitin-like modifiers). Οι πρωτεΐνες της 
δεύτερης κατηγορίας είναι πρωτεΐνες που περιέχουν περιοχή µε δοµή ουβικιτίνης και δεν 
έχουν καµία άλλη σχέση εκτός της περιοχής αυτής. Οι πρωτεΐνες αυτές λέγονται «πρωτεΐνες 
περιοχής ουβικιτίνης», UDPs (ubiquitin-domain proteins). 
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     UBLs     UDPs 
 

Ubiquitin    RAD23/HHR23A, B 
SUMO-1/SMT3   DSK2 
SUMO-2    PLIC-1 
SUMO-3    PLIC-2/Chap-1 
RUB1/NEDD8    XDRP-1 
UCRP     BAG-1 
FAT10    BAT3/Chap2 
HUB     Scythe 
An1a, An1b    UIP28/RBCK1 
APG12     UBP6 
URM1     Elongin B 
     Gdx 
 

5.1 UDPs 
 

Οι UDPs είναι µια, δοµικά και λειτουργικά, ετερογενής οµάδα πρωτεϊνών µε µόνο κοινό 
χαρακτηριστικό την οµόλογη στην ουβικιτίνη περιοχή που περιέχουν. Αν και ελάχιστα είναι 
γνωστά για τα µέλη αυτής της οµάδας, εκτός του ότι ανήκουν σε αυτή, φαίνεται ότι αυτό που 
παίζει κυρίαρχο ρόλο στη λειτουργία τους είναι αυτή η τριτοταγής δοµή ουβικιτίνης (δίπλωµα 
ουβικιτίνης, ubiquitin fold) που περιέχουν, δεδοµένου ότι οι δραστηριότητες της πρωτεΐνης 
δεν αλλάζουν, αν αυτή η περιοχή αντικατασταθεί από την ίδια την ουβικιτίνη, τουλάχιστον 
στην περίπτωση της Rad23, η οποία είναι απαραίτητη για την διόρθωση του DNA, (Watkins, 
J. et al., 1993).  

Σε δύο περιπτώσεις, δυο ριβοσωµικές πρωτεΐνες, παράγονται σαν προϊόντα 
συγκόλλησης µε ουβικιτίνη, αλλά η περιοχή αυτή αποµακρύνεται αµέσως µετά την σύνθεση, 
απελευθερώνοντας τα ώριµα ενεργά προϊόντα (Viestra & Callis 1999). Στην περίπτωση αυτή 
προτείνεται ότι η περιοχή ουβικιτίνης διευκολύνει το δίπλωµα των πρωτεϊνών, ίσως σε 
συνεργασία µε κάποιες τσαπερόνες, δεδοµένου ότι η διαµόρφωση της ουβικιτίνης είναι 
εξαιρετικά σταθερή. 

Στην περίπτωση της Rad23 (Watkins, J. et al., 1993), υπάρχει φυσική αλληλεπίδραση 
µε την 26S πρωτεάση (µε τις SUG1/Rpt6 και Yta3/Rpt1) και προτείνεται ότι η διόρθωση 
του DNA (nucleotide excision repair) ρυθµίζεται µε εκλεκτική αποµάκρυνση παραγόντων 
από την 26S πρωτεάση (Lommel et al., 2000). Αντίθετα, η XDRP1 (οµόλογης της Rad23 σε 
Xenopus) προσδένεται, µέσω της περιοχής ουβικιτίνης στην κυκλίνη Α και παρεµποδίζει την 
αποδόµησή της από το 26S. 

Πολλές από τις UDP παίζουν ενεργούς ρόλους στο σύστηµα ουβικιτινιλίωσης,  όπως η 
UBP6 η οποία αποµακρύνει ουβικιτίνη από πρωτεΐνες συζευγµένες µε ουβικιτίνη. 

∆εν είναι σίγουρο ότι όλες οι UDPs αλληλεπιδρούν µε την 26S, για αρκετές όµως από 
αυτές, η περιοχή αυτή µοιάζει να λειτουργεί σαν ενδιάµεσος στην σύνδεση του µηχανισµού 
ουβικιτινιλίωσης µε τις λειτουργίες της 26S πρωτεάσης. (ανασκόπηση Jentsch & 
Pyrowolakis 2000).  
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5.2 UBLs 

 
Πρόκειται για οµάδα πρωτεϊνών µε µεγάλη οµολογία µε την ουβικιτίνη. Όλες οι UBL 

παράγονται σαν ανενεργά πρόδροµα µόρια, µε C-τελικές προεκτάσεις που παρεµποδίζουν την 
προσκόλλησή τους σε άλλες πρωτεΐνες. Αυτές οι ουρές (απλά αµινοξέα ή και πολυπεπτίδια), 
αποµακρύνονται γρήγορα µε πρωτεόλυση από ειδικές πρωτεάσες, και απελευθερώνεται  ο 
ενεργός τροποποιητής, µε αυστηρά συντηρηµένη C-τελική γλυκίνη σε όλες τις ενεργές UBL.  
Επίσης κοινό τους χαρακτηριστικό είναι ότι προσκολλώνται στην πρωτεΐνη στόχο τους, µέσω 
ενός ισοπεπτιδικού δεσµού ανάµεσα στην C-τελική γλυκίνη και στην ε-αµινοµάδα µιας λυσίνης 
κοντά στο Ν-τελικό άκρο του στόχου. Η πρόσδεση αυτή οδηγεί, είτε σε µετακίνηση της 
πρωτεΐνης σε άλλο υποκυτταρικό χώρο, είτε σε ενεργοποίηση/ καταστολή /τροποποίηση της 
δράσης της, είτε σε αποδόµησή της. 

Τα ενζυµατικά βήµατα που απαιτούνται για τον προσδιορισµό του στόχου και την 
πρόσδεσή τους σε αυτόν είναι επίσης παρόµοια.  Χρησιµοποιούν άλλες οµάδες ενζύµων αλλά 
µε τα ίδια βήµατα, τα οποία είναι : 

Βήµα 1: ενεργοποίηση του τροποποιητή από ένζυµο-ενεργοποιητή Ε1 (Ubiquitin 
activating enzyme UBA), το οποίο υδρολύει ΑΤΡ και σχηµατίζει ενεργό σύµπλοκο µε τον 
τροποποιητή.  

Βήµα 2: Ο τροποποιητής µετακινείται σε ένα, από πολλά, δεύτερο ένζυµο, το Ε2  
(Ubiquitin conjugating enzyme UBC), σχηµατίζοντας έναν παρόµοιο δεσµό. 

Βήµα 3: Το E2-Ub, είτε µεταφέρει απ’ ευθείας τον τροποποιητή στον στόχο, είτε 
προσελκύει ένα τρίτο ένζυµο το Ε3 (σύµπλοκο) (Ubiquitin – ligase), το οποίο επιλέγει τον 
στόχο και µετακινεί τον τροποποιητή από το Ε2 στην πρωτεΐνη στόχο. 

Και τα Ε2, και τα Ε3 παίζουν ρόλο επιλογέα όσον αφορά το ποιες πρωτεΐνες θα 
τροποποιηθούν τελικά. Μόνο για την ουβικιτίνη έχουν εντοπισθεί Ε3 σύµπλοκα, ενώ για τις 
υπόλοιπες έχουν εντοπισθεί κάποια Ε2 µόνο. Μία δεύτερη διαφορά των υπολοίπων από την 
ουβικιτίνη είναι, ότι το Ε1 για την τελευταία είναι ένα µονοµερές ένζυµο, (UBA1), ενώ για 
τους άλλους τα Ε1 είναι διµερή δύο πρωτεϊνών, οι οποίες παρουσιάζουν η µία οµολογία µε το 
Ν-τελικό µισό, και η άλλη µε το C-τελικό µισό του UBA1. Επίσης, µόνο η ουβικιτίνη 
σχηµατίζει ολιγοµερείς αλυσίδες πάνω σε πρωτεΐνες, κάτι που απαιτεί την δράση ενός 
τετάρτου ενζύµου Ε4 (Koegl, M., et al.,. 1999), ενώ οι άλλες απαντούν σαν µονοµερή 
πρόσθετα σε πρωτεΐνες (ανασκόπηση Jentsch & Pyrowolakis 2000). 

Από αυτά αναλύονται περαιτέρω τα SUMO, RUB, και η ουβικιτίνη που σχετίζονται µε 
την 26S πρωτεάση. 

 
 
 
5.3 SUMO (Small Ubiquitin-related Modifier) 

 
To SUMO (ή αλλιώς sentrin, UBL1, PIC1, SMT3, DAP1) είναι ένα πολυπεπτίδιο 93-

115 αα µε µόνο 19% οµοιότητα µε την ουβικιτίνη και µεγαλύτερο, που όµως, όπως και το 
RUB, υιοθετεί σφαιρική τριτοταγή δοµή όµοια µε την ουβικιτίνη (δίπλωµα ουβικιτίνης), 
(Viestra & Callis 1999). Η συγκεκριµένη σφαιρική δοµή είναι εξαιρετικά ανθεκτική σε µεγάλο 
αριθµό αποδιατακτικών παραγόντων. Το SUMO όµως είναι µεγαλύτερο, οπότε προεξέχει και 
η  Ν-τελική άκρη. Η C-τελική γλυκίνη προεξέχει από την σφαιρική δοµή, ακριβώς όπως στην 
ουβικιτίνη και το RUB. To SUMO ταυτοποιήθηκε αρχικά κατά την διάρκεια µελέτης της 
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πρωτεΐνης του πυρηνικού πόρου σε ζύµη, της Ran GAP1. Προσδιορισµός της αλληλουχίας της 
πρωτεΐνης έδειξε ότι περιέχει όχι ένα, αλλά δύο Ν-τελικά άκρα, το δεύτερο ήταν από την 
διακλάδωση του SUMO. Η Ran GAP1 δρα σαν µοριακός διακόπτης στον πυρηνικό πόρο 
ελέγχοντας την πυρηνο-κυττοπλασµατική επικοινωνία. Παρόµοιες αναλύσεις έδειξαν ότι το 
SUMO βρίσκεται προσκολληµένο σε διάφορες πρωτεΐνες, όπως στην πυρηνική πρωτεΐνη dot 
Sp100, στον υποδοχέα νέκρωσης όγκου, και στον ΙκΒα, τον αναστολέα του παράγοντα 
µεταγραφής ΝF-κΒ.   

Ειδικά για τον τελευταίο, µεγάλο µέρος του µηχανισµού ελέγχου έχει αποκαλυφθεί. Ο 
ΙκΒα και ο ΝF-κΒ παράγονται σαν ανενεργά πρόδροµα µόρια, και ενεργοποιούνται µε µερική 
πρωτεόλυση από την 26S πρωτεάση. Αυτό είναι ίσως και το µοναδικό παράδειγµα, όπου 
κάποιες πρωτεΐνες δεν αποδοµούνται πλήρως, αλλά µερικά µόνο από την 26S (Orian et al., 
2000). Τα ενεργά µόρια διµερίζονται, µε αποτέλεσµα ο ΙκΒα να καλύπτει το σήµα 
µετακίνησης στον πυρήνα του ΝF-κΒ, οπότε αυτός παραµένει στο κυτταρόπλασµα. Με 
κατάλληλο ερέθισµα ενεργοποιείται η κινάση του ΙκΒα (ΙΚΚ), η οποία φωσφορυλιώνει τον 
ΙκΒα. Η µετατροπή αυτή έχει σαν αποτέλεσµα την ουβικιτινιλίωση του ΙκΒα και την 
ακόλουθη αποδόµησή του από την 26S, οπότε απελευθερώνεται ο ΝF-κΒ, ο οποίος 
µετακινείται στον πυρήνα και επάγει την µεταγραφή σειράς γονιδίων συµπεριλαµβανοµένου 
και του ΙκΒα Επαγωγή του γονιδίου του ΙκΒα προκαλεί την παραγωγή νέων µορίων 
αναστολέα, το οποίος, παραγόµενος, θα δεσµεύσει τα ΝF-κΒ στο κυτταρόπλασµα. Η 
περίσσεια των ΙκΒα µορίων του κυτταροπλάσµατος ακολουθεί δύο δρόµους : ή αποδοµείται 
µέσω της 26S πρωτεάσης µετά από προσθήκη αλυσίδας ουβικιτινών, ή εισέρχεται στον 
πυρήνα για να αποµακρύνει τα ΝF-κΒ προς το κυτταρόπλασµα και να σταµατήσει την 
ενεργοποίηση της µεταγραφής που προκλήθηκε. Για να γίνει το τελευταίο, ο ΙκΒα 
µετατρέπεται και πάλι, όχι όµως µε ουβικιτίνη αλλά µε SUMO, και µάλιστα αυτές οι δύο 
προσκολλήσεις γίνονται στην ίδια λυσίνη του ΙκΒα που πιθανόν είναι ανταγωνιστικές. ∆ηλαδή 
εδώ το σχήµα έχει ως εξής : ουβικιτίνη και αποδόµηση από την 26S πρωτεάση, ή SUMO και 
µετακίνηση στον πυρήνα. Σύµφωνα µε τους Pando et al., (2000), η απόφαση αυτή εξαρτάται 
από τη θέση φωσφορυλίωσης του ΙκΒα, που µάλλον γίνεται από διαφορετικές κινάσες σε 
κάθε περίπτωση.  

Όσον αφορά την µερική πρωτεόλυση των προδρόµων µορίων από την 26S, φαίνεται 
ότι πάνω και στις δύο πρωτεΐνες υπάρχει κατάλληλο σήµα «αναστολής πρωτεόλυσης» (STOP 
processing signal), µια περιοχή δηλαδή πλούσια σε γλυκίνη µε ακόλουθη όξινη περιοχή, που 
σταµατά την 26S και απελευθερώνει την πρωτεΐνη (Orian et al., 2000). 

Οι στόχοι του SUMO είναι λιγότεροι από αυτούς της ουβικιτίνης, και το συµπέρασµα 
που βγαίνει από τα µέχρι σήµερα δεδοµένα για τα SUMO είναι, ότι µάλλον συντελούν στην 
κυκλοφορία πρωτεϊνών, και ειδικότερα προς τον πυρήνα. Παράλληλα, και ενώ δεν φαίνεται 
να έχουν άµεση σχέση µε την αποδόµηση πρωτεϊνών, συνεργάζονται µε το σύστηµα 
ουβικιτινιλίωσης. 

 
 
 
5.4 RUB (Related to Ubiquitin), 

 
Το RUB1 (ή NEDD8 neuronal precursor cell-expressed developmentally 

downregulated protein 8), είναι ένα πολυπεπτίδιο µήκους 76 αα που εµφανίζει 52-63% 
οµολογία µε την ουβικιτίνη, και η τριτοταγής του δοµή είναι ακριβώς ίδια µε της ουβικιτίνης. 
Μάλιστα, σε φυτά υπάρχουν γονίδια που κωδικοποιούν το RUB σε σύντηξη µε ουβικιτίνη, και 
µε πρωτεόλυση ελευθερώνονται και οι δύο µετατροπείς σε ενεργό µορφή(Viestra & Callis 
1999). 
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To RUB1 προσκολλάται µόνο σε µικρό αριθµό πρωτεϊνών, όλες µέλη της οικογένειας 
των  καλινών (cullins) (del Pozo et al., 1999b, del Pozo et al., 1999a). Όλες οι γνωστές 
πρωτεΐνες της οικογένειας αυτής είναι υποµονάδες των ενζύµων Ε3 τύπου SCF (SKP , CDC, 
F-box) (ή λιγάσες ουβικιτίνης). Τα σύµπλοκα αυτά είναι τετραµερή και αποτελούνται από την 
πρωτεΐνη SKP1, την cullin1 (γνωστή και ως CDC53 σε ζύµη), την Rbx/Roc1 (RING Finger 
protein) και µία πρωτεΐνη F-box η οποία κάνει την αναγνώριση και επιλογή των 
υποκαταστατών του συµπλόκου. Το σύµπλοκο παίρνει το όνοµά του από την εκάστοτε F-box 
πρωτεΐνη που περιέχει. Παράδειγµα, το SCFβ-TrCP, το οποίο περιέχει την F-box πρωτεΐνη β-
TrCP, η οποία προσελκύει στο σύµπλοκο τον φωσφορυλιωµένο ΙκΒα, την β-catenin, και την 
Vpu του HIV. Το Ε3 ένζυµο, µεταφέρει ουβικιτίνη από το Ε2~Ub στην πρωτεΐνη στόχο.  

Η προσθήκη του RUB στον στόχο ακολουθεί τον ενζυµατικό δρόµο της ουβικιτίνης, 
δηλαδή, ενεργοποίηση από ένζυµο Ε1, και µεταφορά σε ένζυµο Ε2. Σε αντίθεση µε το Ε1 της 
ουβικιτίνης, το Ε1 για το RUB είναι ετεροδιµερές  δύο πρωτεϊνών, από τις οποίες η µια είναι 
οµόλογη µε το Ν-τελικό µισό του Ε1 της ουβικιτίνης και η άλλη µε το C-τελικό µισό. Στα φυτά 
το Ε1 του RUB αποτελείται από τις πρωτεΐνες AXR1 και ECR1 (E1 carboxy-terminal region). 
Η AXR1 (auxin-resistant) αποµονώθηκε από µεταλλαγµένα φυτά A. thaliana, που έδειχναν 
ελαττωµένη αντίδραση σε αυξίνη, πράγµα που τοποθετεί την πρωτεΐνη στο µονοπάτι 
µετάδοσης σηµάτων της αυξίνης. Τελικά αποδείχθηκε ότι πρόκειται για υποµονάδα του 
συµπλόκου που ενεργοποιεί το RUB1. 

To RUB1 εντοπίζεται µόνο σε πρωτεΐνες που είναι συνδεδεµένες στο σύµπλοκο SCF, 
και προτείνεται ότι συντελεί στην σταθερότητα του συµπλόκου. 

Μεταλλαγές στην AXR1 προκαλούν ποικίλες ανωµαλίες στις διαδικασίες που 
ρυθµίζονται από αυξίνη όπως: γεω- και φωτο- τροπισµό, ανάπτυξη ριζικού συστήµατος και 
ριζιδίων, κυριαρχία του ακραίου µεριστώµατος, σχηµατισµός ταξιανθίας, επιµήκυνση 
υποκοτύλων, σχηµατισµός πλάγιων ριζών και ανάπτυξη ιστού σε καλλιέργεια.  
 

5.5 Η Ουβικιτίνη 
 
Η ουβικιτίνη, ένα πολυπεπτίδιο µήκους 76 αµινοξέων,  βρίσκεται σε όλα τα 

ευκαρυωτικά κύτταρα (εξ ου και το όνοµά της), ελεύθερη, ή σαν διακλαδισµένη αλυσίδα σε 
πρωτεΐνες. Είναι καταπληκτικά συντηρηµένη, η φυτική από τη ζωική διαφέρει σε τρία µόνο 
αµινοξέα, ενώ µόνο στην A. thaliana έχουν εντοπισθεί 28 γονίδια σε 11 διαφορετικές 
γενετικές θέσεις που κωδικοποιούν για την ίδια αµινοξική ακολουθία.  Η ουβικιτίνη, όπως 
και οι άλλες παρόµοιες µε αυτήν πρωτεΐνες (SUMO, RUB…), χρησιµοποιείται από τα κύτταρα 
για σήµανση πρωτεϊνών, όµως µόνο αυτή έχει την «άδεια να σκοτώνει». Η ουβικιτίνη έχει 
χαρακτηρισθεί σαν επαναχρησιµοποιήσιµη ετικέτα για την αποδόµηση πρωτεϊνών (πρόσφατη 
ανασκόπηση Hershko & Ciechanover, 1998), και συνεχώς αυξάνουν τα παραδείγµατα όπου 
σήµανση πρωτεϊνών µε ουβικιτίνη σηµαίνει την αποδόµησή τους. Αυτό µπορεί να συµβεί µε 
δύο µεταβολικούς δρόµους: α) µε ενδοκύττωση και αποδόµηση από το λυσόσωµα, β) µε 
αποδόµηση µέσω της 26S πρωτεάσης. Η διαφορά τους βρίσκεται πρώτον στον τόπο 
αποδόµησης (το πρωτεάσωµα βρίσκεται παντού στο κύτταρο), δεύτερον στην ταχύτητα 
αποδόµησης που είναι µεγαλύτερη στην δεύτερη περίπτωση. Αυτά τα δύο χαρακτηριστικά 
τοποθετούν την αποδόµηση µέσω της 26S πρωτεάσης σε σηµαντική θέση στη φυσιολογία των 
κυττάρων, αφού είναι σε θέση να ελέγχει γρήγορα και µε ακρίβεια αποφάσεις όπως έλεγχος 
µοριακών διακοπτών (κυτταρικός κύκλος), έλεγχος µετάδοσης σηµάτων και έλεγχος της 
έκφρασης του γενετικού υλικού. Είναι γενικά αποδεκτό ότι πολλοί ρυθµιστικοί παράγοντες, 
καθώς και πολλές πρωτεΐνες µε µικρή ηµίσεια ζωή αποµακρύνονται εκλεκτικά από το 
σύστηµα ουβικιτίνης /πρωτεασώµατος. 
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Η προσκόλληση ουβικιτίνης στις επιλεγµένες πρωτεΐνες γίνεται µε µία σειρά από ΑΤΡ-
εξαρτώµενα βήµατα, και η διαδικασία αρχίζει µε την ενεργοποίηση της ουβικιτίνης από το 
ένζυµο Ε1 (UBA UBiquitin Activating), το οποίο καταλύει τον σχηµατισµό αδενυλικής 
ουβικιτίνης υδρολύοντας ΑΤΡ. Κατόπιν, η ενεργοποιηµένη ουβικιτίνη µεταφέρεται σε κάποια 
κυστεΐνη του Ε1 σχηµατίζοντας κυστεΐνυλ-ουβικιτίνη. Στη συνέχεια το Ε1-Ub µεταφέρει την 
ουβικιτίνη σε κυστεΐνη ενός δεύτερου ενζύµου του Ε2 (UBC Ubiquitin Conjugating enzyme). 
Τα Ε2 είναι µια µεγάλη οικογένεια από πρωτεΐνες 25-35kDa που περιέχουν µια συντηρηµένη 
κεντρική περιοχή όπου βρίσκεται η καταλυτική κυστεΐνη (Ανασκόπηση Hershko & 
Ciechanover 1998). Η µεταφορά της ουβικιτίνης από εκεί στην ε-αµινοµάδα λυσίνης των 
πρωτεϊνών στόχων απαιτεί την δράση ενός τρίτου ενζύµου (ή συµπλόκου), του Ε3, ή αλλιώς 
λιγάση ουβικιτίνης (Ubiquitin ligases). Τα Ε3 είναι µια ετερόκλητη οµάδα πρωτεϊνών µε 
περιορισµένη οµολογία µεταξύ τους, οπότε σε αντίθεση µε τις άλλες δύο οµάδες, δεν είναι 
δυνατή η εύρεση πιθανών Ε3 ενζύµων αναλύοντας τις υπάρχουσες αλληλουχίες στις βάσεις 
δεδοµένων. Εκτός της αλληλουχίας, τα Ε3 παρουσιάζουν και διαφορετικούς µηχανισµούς 
δράσης που κάνει ακόµη δυσκολότερο τον εντοπισµό τους. Σε κάποιες περιπτώσεις, η 
ουβικιτίνη µεταφέρεται από το Ε2 σε κάποια κυστεΐνη του Ε3 και στην συνέχεια στην 
πρωτεΐνη στόχο, η οποία προσδένεται στο Ε3, ενώ σε άλλες, το Ε3 λειτουργεί σαν 
ενδιάµεσος στην µεταφορά ουβικιτίνης από το Ε2 στην πρωτεΐνη στόχο η οποία συνδέεται µε 
το σύστηµα µέσω κάποιου άλλου πρωτεϊνικού παράγοντα. Η εξειδίκευση του συστήµατος της 
ουβικιτίνης και η εκλογή των στόχων γίνεται από τα Ε3 ένζυµα, ή από κατάλληλους 
συνδυασµούς Ε3/Ε2 ενζύµων.  

Τα Ε3 ένζυµα που έχουν ταυτοποιηθεί µέχρι σήµερα ταξινοµούνται σε τέσσερις 
κατηγορίες µε βάση τον τρόπο αναγνώρισης και επιλογής του στόχου (ανασκόπηση, Callis and 
Viestra 2000): 

Α) Η πρώτη οµάδα είναι τα ένζυµα τύπου HECT (Homology to the E6-AP Carboxy-
Terminus), από το πρώτο της οµάδας που προσδιορίστηκε, το E6-AP (E6-Associated 
protein) των θηλαστικών, το οποίο σε συνεργασία µε την ογκοπρωτεΐνη Ε6 επάγουν την 
αποδόµηση της p53. Στην οµάδα αυτή κατατάσσονται πρωτεΐνες που περιέχουν στο κάρβοξυ-
τελικό τους άκρο µια περιοχή 350 αµινοξέων περίπου οµόλογη στην αντίστοιχη του Ε6-ΑΡ, 
(πρωτεΐνες περιοχής hect), µεγάλες µονοµερείς πρωτεΐνες που λειτουργούν σαν Ε3 ένζυµα, 
ή σαν µέλη συµπλόκων µε δράση Ε3. 

Β) Η δεύτερη οµάδα, ένζυµα του µονοπατιού αποδόµησης µε βάση τον κανόνα του Ν-
τελικού αµινοξέος (N-end rule pathway), αντιπροσωπεύεται από την πρωτεΐνη Ubrp1 
(Ubiquitin amino-terminal recognizing protein) της ζύµης η οποία επάγει εξειδικευµένα την 
αποδόµηση πρωτεϊνών που φέρουν συγκεκριµένα αµινοξέα στα Ν-τελικά τους άκρα, (βασικά 
(τύπουΙ) ή ογκώδη υδρόφοβα (τύπου ΙΙ)), καθώς και πρωτεϊνών που δεν είναι σωστά 
διπλωµένες ή είναι Ν-α-ακετυλιωµένες.. 

Γ) Το APC/C σύµπλοκο (Anaphase Promoting complex/ cyclosome) σε ζύµη, 
αποτελείται από 8-12 υποµονάδες και αποµακρύνει εκλεκτικά αναφασικούς αναστολείς, 
µιτωτικές κυκλίνες και παράγοντες της ατράκτου. 

∆) Η τέταρτη κατηγορία λιγασών ουβικιτίνης αποτελείται από τα σύµπλοκα τύπου SCF, 
από τα αρχικά των υποµονάδων, (σε ζύµη) που τα αποτελούν: Skp1 (suppressor of 
kinetochore protein 1), Cell-division cycle 53 (Cdc53, ή cullins) και µία ακόµη πρωτεΐνη F-
box (από την πρώτη που βρέθηκε, την ανθρώπινη κυκλίνη F). Περιέχουν ακόµη και µια 
τέταρτη πρωτεΐνη την Roc1/Rbx1/Hrt1 (Regulator of cullins / RING-box protein 1 /high-
level expression reduces Ty3 transposition 1). Η τελευταία περιέχει το µοτίβο RING-H2 
το οποίο χρειάζεται για την αλληλεπίδραση µε το κατάλληλο Ε2, ενώ η Skp1 συνδέει την 
Cdc53 µε την F-box πρωτεΐνη µέσω της περιοχής F-box. Οι F-box πρωτεΐνες είναι 
υπεύθυνες για την αναγνώριση και επιλογή των υποκαταστατών µέσω µιας άλλης περιοχής 
τους πλούσιας σε λυσίνη, ή άλλα µοτίβα αλληλεπίδρασης µε πρωτεΐνες. Αλλάζοντας την F-
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box υποµονάδα, το σύµπλοκο SCF αλλάζει εξειδίκευση και στόχους: π.χ το SCFβ-TrCP (Orian 
et al., 2000) αναγνωρίζει τον φωσφορυλιωµένο ΙκΒα, ενώ το SCFTIR1 αναγνωρίζει 
παράγοντες του δρόµου µετάδοσης σηµάτων της αυξίνης (Ruegger at al 1998, Gray et al., 
1999, ανασκόπηση del Pozo & Estelle 1999a). 

Άλλα ένζυµα που συµµετέχουν στο µονοπάτι της ουβικιτίνης είναι οι υδρολάσες της 
ουβικιτίνης (UBPs Ubiquitin-specific hydrolases), οι οποίες υδρολύουν διάφορους δεσµούς 
ουβικιτίνης πρίν ή µετά την υδρόλυση των υποκαταστατών. Τα ένζυµα αυτά αναγνωρίζουν 
αλυσίδες ουβικιτίνης που όµως παρουσιάζουν ελεύθερο C-τελικό άκρο κοντά ή πάνω στο 
µόριο της ουβικιτίνης. Η λειτουργία τους δεν είναι ακόµη γνωστή, αλλά, από γενετικές 
αναλύσεις αποδεικνύονται απαραίτητα για την Arabidopsis (Callis & Viestra 2000). 
Ελεύθερες τετραµερείς αλυσίδες ουβικιτίνης, πιθανά κατάλοιπα πρωτεόλυσης, δεσµεύονται 
στην 26S πρωτεάση αναστέλλοντας την δράση της, κάτι που κάνει αναγκαία την αποµάκρυνσή 
τους από το περιβάλλον της πρωτεάσης, και ίσως εκεί βρίσκεται η συµβολή των ενζύµων 
αυτών. Επίσης, κάποιες φορές ο ρυθµός πρωτεόλυσης ρυθµίζεται από την διαθεσιµότητα της 
ελεύθερης ουβικιτίνης ( κάτω από καταστάσεις στρες), οπότε, η ανακύκλωση της ουβικιτίνης 
είναι απαραίτητη προϋπόθεση για την βιωσιµότητα του κυττάρου.  

Τα γονίδια που συµµετέχουν στο µονοπάτι της ουβικιτίνης αποτελούν το 1.5% του 
συνολικού γενετικού υλικού σε ζύµη (Tanaka 1998). 

Οι πρωτεΐνες που επιλέγονται και σηµαίνονται µε ουβικιτίνη, στις περισσότερες 
περιπτώσεις, αποστέλλονται στην 26S πρωτεάση προς αποδόµηση. Το ή τα σήµατα που 
καθορίζουν ποιες πρωτεΐνες θα τροποποιηθούν δεν είναι ακόµη ξεκάθαρα. Έχουν 
αναγνωρισθεί τρεις κατηγορίες «σηµάτων πρωτεόλυσης» (ανασκόπηση Laney & 
Hochstrasser 1999):  

1) σήµα πρωτεόλυσης εξαρτώµενο από φωσφορυλίωση. 
Σε πολλές περιπτώσεις οι πρωτεΐνες που πρόκειται να αποµακρυνθούν επιλέγονται 

µετά από µια ακολουθία σηµάτων που καταλήγει σε φωσφορυλίωση της επιλεγόµενης 
πρωτεΐνης όπως ο ΙκΒα, και η β-κατενίνη. Μετά από εξαντλητική µελέτη της αλληλουχίας 
του ΙκΒα που είναι υπεύθυνη για την φωσφορυλίωση και την ακόλουθη ουβικιτινιλίωση 
βρέθηκε ένα µοτίβο, το DSGLDS, το οποίο αναγνωρίζεται από το Ε3 που ουβικιτινιλιώνει 
τον ΙκΒα. Το µοτίβο αυτό βρίσκεται και σε άλλες πρωτεΐνες µικρού χρόνου ηµιζωής που 
αναγνωρίζονται µετά από φωσφορυλίωση. Μια από αυτές είναι και η Vpu του ιού HIV, η 
οποία όµως έχει διαβρώσει το σύστηµα ώστε να διαφεύγει η ίδια της πρωτεόλυσης και να 
στρέφει το σύστηµα προς τον υποδοχέα CD4, ώστε να αποφεύγεται η υπερµόλυνση. 

 
2) Υδρόφοβες περιοχές στην επιφάνεια της πρωτεΐνης 
 Σε αυτήν την κατηγορία ανήκουν οι πρωτεΐνες της κυτταρικής ταυτότητας της ζύµης 

των γενετικών θέσεων ΜΑΤa και ΜΑΤα. Ανάλυση της αλληλουχίας των µεταγραφικών 
παραγόντων που ελέγχουν την έκφραση των θέσεων αυτών δεν απέδωσε ένα συγκεκριµένο 
µοτίβο, όµως η περιοχή που είναι υπεύθυνη για την αποδόµηση είναι ένα υδρόφοβο τµήµα στο 
Ν-τελικό άκρο των πρωτεϊνών αυτών. Οι υδρόφοβες περιοχές σπάνια εκτίθενται προς τον 
διαλύτη, συνήθως είναι παγιδευµένες σε µεµβράνες, ή στο εσωτερικό των πρωτεϊνών, ή 
συµµετέχουν σε αλληλεπιδράσεις ανάµεσα σε πρωτεΐνες προς σχηµατισµό συµπλόκων. 
Αναγνώριση των υδρόφοβων τµηµάτων από το σύστηµα της ουβικιτίνης είναι αναµενόµενη 
αφού έτσι αναγνωρίζονται µη σωστά διπλωµένες πρωτεΐνες, ή υποµονάδες συµπλόκων που 
δεν έχουν ενσωµατωθεί και πρέπει να αποµακρυνθούν. 

3) Ο κανόνας του Ν-τελικού άκρου. 
Είναι ίσως το απλούστερο σήµα για πρωτεόλυση. Με βάση τον κανόνα αυτόν η 

σταθερότητα µιας πρωτεΐνης εξαρτάται από το Ν-τελικό αµινοξύ της. Τα βασικά και ογκώδη 
υδρόφοβα αµινοξέα οδηγούν σε γρήγορη ουβικιτινιλίωση και ακόλουθα αποδόµηση. 
Πρόσφατα, βρέθηκε και ανάλογη αποσταθεροποίηση που οφείλεται σε περιοχή του κάρβοξυ-
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τελικού άκρου, ένα επαναλαµβανόµενο επταπεπτίδιο (SPTSPSY) στην µεγάλη υποµονάδα του 
συµπλόκου της RNA-πολυµεράσης ΙΙ (Rpb1). 

Το κοινό χαρακτηριστικό των τριών αυτών σηµάτων αναγνώρισης είναι ότι είναι πολύ 
µικρά, ελάχιστα αµινοξέα (ακόµη και ένα µόνο) είναι ικανά σήµατα για αναγνώριση από κάποιο 
Ε3, ίσως πολύ µικρά για να παρέχουν στο σύστηµα την ακρίβεια µε την οποία λειτουργεί. 
Όµως δεν φτάνει µόνο η αναγνώριση, τις περισσότερες φορές η ουβικιτινιλίωση γίνεται από 
συνδυασµούς Ε2/Ε3 ενζύµων που αλληλεπιδρούν µε τον εκάστοτε υποκαταστάτη, όπου 
σηµαντικό ρόλο παίζουν και άλλοι παράγοντες 

 Με το σύστηµα της ουβικιτίνης αποδοµούνται ανώµαλα διπλωµένες ή µη κανονικές 
πρωτεΐνες, αλλά και απόλυτα ενεργά µόρια που πρέπει να αποµακρυνθούν ώστε να 
σταµατήσει η δράση τους. Σε όλες όµως τις περιπτώσεις, το σήµα της αποδόµησης είναι µια 
αλυσίδα πολύ-ουβικιτίνης που αναγνωρίζεται από το ρυθµιστικό σωµατίδιο της 26S (RP ή 
ΡΑ700, ή 19S). Οι αλυσίδες αυτές σχηµατίζονται µε διαδοχική σύνδεση µορίων ουβικιτίνης 
στο αρχικό, µε έναν επίσης ισοπεπτιδικό δεσµό ανάµεσα στην C-τελική γλυκίνη και την ε-
αµινοµάδα της λυσίνης Κ48 (Κ48 → G76) (πρόσφατη ανασκόπηση Pickart 2000). Η 
αντίδραση αυτή καταλύεται από µια τέταρτη κατηγορία ενζύµων τα Ε4, τα οποία δηµιουργούν 
αλυσίδες πάνω στο αρχικό µόριο ουβικιτίνης,(van Nocker et al., 1996b).  

 Αυτό που σίγουρα ισχύει είναι ότι µια αλυσίδα ουβικιτίνης από την Κ48 αποτελεί 
σήµα για πρωτεόλυση από την 26S, καθώς επίσης και ότι η συγκόλληση ενός µόνο µορίου 
ουβικιτίνης δεν είναι αρκετή, πρέπει να είναι αλυσίδα ώστε να αναγνωριστεί από την 26S. Η 
σύνδεση των µονοµερών µέσω ισοπεπτιδικού δεσµού ανάµεσα στην C-τελική γλυκίνη και την 
ε-αµινοµάδα της λυσίνης 48 έχει σαν αποτέλεσµα τον σχηµατισµό αλυσίδων µε δοµή 
ακορντεόν. 

 Ένα µόριο ουβικιτίνης δεν αποτελεί σήµα για την 26S, ενώ η αλυσίδα αποτελεί, και 
τούτο γιατί η αλυσίδα έχει διαφορετική τριτοταγή διαµόρφωση (Lam et 
al., 1997). Η ειδοποιός δηλαδή διαφορά δεν είναι ο αριθµός των 
µονοµερών αλλά η συγκεκριµένη διαµόρφωση που προκύπτει από την 
αλληλεπίδραση γειτονικών υποµονάδων. Οι Beal et al., (1996) έδειξαν 
ότι αυτό που αναγνωρίζεται από την 26S είναι µια επαναλαµβανόµενη 
διάταξη υδρόφοβων αµινοξέων που προκύπτει στην επιφάνεια της 
αλυσίδας, και δεν απαντάται στο µονοµερές της ουβικιτίνης. 

∆εν είναι ακόµη ξεκάθαρο ποια ή ποιες πρωτεΐνες του ρυθµιστικού σωµατιδίου 19S 
της 26S είναι υπεύθυνες για την αναγνώριση και την δέσµευση των αλυσίδων ουβικιτίνης. Η 
S5α (βλέπε υποµονάδες του 19S Κεφ Β Παρ 2.2), αναγνωρίζει αλυσίδες (όχι µονοµερή) 
ουβικιτίνης, αλλά η έλλειψή της δεν προκαλεί δραµατικές ανωµαλίες στην λειτουργία του 
συστήµατος, οπότε πρέπει να υπάρχουν και άλλες πρωτεΐνες στο σύµπλοκο της 26S που 
βοηθούν στην αναγνώριση. Ένα άλλο ένζυµο του 19S, η Doa4, έχει δράση ισοπεπτιδάσης 
αφαιρώντας ουβικιτίνες από την άκρη της αλυσίδας προς την πρωτεΐνη, δηλαδή είναι σε θέση 
να αναγνωρίσει την µακρινή (distal) από την κοντινή (proximal) ουβικιτίνη. Οι Lam et al., 
(1997) έδειξαν ότι ο αριθµός των µονοµερών στην αλυσίδα επηρεάζει την διαµόρφωση του 
τελικού µονοµερούς. ∆ηλαδή βρίσκουν, όπως και οι Beal et al., (1996), ότι τα κρίσιµα 
αµινοξέα για την αλληλεπίδραση µε την ισοπεπτιδάση της 26S είναι δύο υδρόφοβα αµινοξέα, 
η λευκίνη8 και η ισολευκίνη44, τα οποία στο µονοµερές και το διµερές της ουβικιτίνης 
στρέφονται προς το εσωτερικό της πρωτεΐνης. Σε αλυσίδες µε περισσότερα µόρια 
ουβικιτίνης, λόγω αλληλεπίδρασης γειτονικών υποµονάδων, στα εσωτερικά µόρια της 
αλυσίδας, τα αµινοξέα αυτά στρέφονται προς τα µέσα, ενώ στο τελευταίο, τα αµινοξέα αυτά 
στρέφονται προς τα έξω, εµφανίζοντας στην επιφάνεια της τελευταίας ουβικιτίνης 
υδρόφοβες πλάγιες αλυσίδες. Αυτές οι αλυσίδες είναι το σήµα της ισοπεπτιδάσης. Αντίθετα, 
η δοµή του µονοµερούς και του διµερούς πιθανόν αποτελούν σήµα για άλλα ένζυµα που είτε 
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αφαιρούν την ουβικιτίνη και σώζουν την πρωτεΐνη, ή προσθέτουν και άλλα µονοµερή 
ενισχύοντας έτσι το σήµα για πρωτεόλυση (π.χ τα Ε4 ένζυµα) 

Για να µελετήσουν την συµπεριφορά της αλυσίδας σε σχέση µε το µήκος της οι 
Thrower et al., (2000) συνέθεσαν αλυσίδες διαφόρων µηκών (2, 4, 5, 8 ουβικιτίνες) 
συνδεδεµένες είτε απλά µε λυσίνη, είτε µε την αναγωγάση του δεϋδρο-φολικού οξέος (DHFR) 
που πρωτεολύεται από την 26S in vivo, και υπολόγισαν την χηµική συγγένεια µε την οποία 
προσδένονται στην 26S,  καθώς και την ταχύτητα υδρόλυσης. Παρατήρησαν ότι η συγγένεια 
δεν αυξάνεται γραµµικά µε το µήκος της αλυσίδας, και κάθε φορά εξαρτάται από την ίδια την 
αλυσίδα και όχι από το που είναι προσκολληµένη. Έδειξαν λοιπόν ότι αυτό που αναγνωρίζεται 
από την 26S είναι η αλυσίδα της ουβικιτίνης και όχι η πρωτεΐνη που την φέρει, οπότε η 
επιλογή των πρωτεϊνών που θα πρωτεολυθούν τελικά γίνεται από το σύστηµα της 
ουβικιτίνης και όχι από την 26S πρωτεάση, που στην περίπτωση αυτή θα είχε πρόβληµα 
περιορισµού εξειδίκευσης, όπως οι αντίστοιχες βακτηριακές Clp και Lon (βλέπε ΑΤΡ-
εξαρτώµενες πρωτεάσες Κεφ. Β, Παρ 6). 

 Όσο για το βέλτιστο µήκος, από το 1ο µέχρι το 3ο µόριο ουβικιτίνης, η χηµική 
συγγένεια της αλυσίδας µε την 26S είναι πολύ χαµηλή, τέτοια που δεν δικαιολογεί πρόσδεση. 
Η προσθήκη του τέταρτου µορίου όµως αυξάνει την χηµική συγγένεια 100 φορές περίπου. 
∆ηλαδή τέσσερα µόρια ουβικιτίνης είναι το ελάχιστο ικανό µήκος της αλυσίδας για να 
οδηγήσει µια πρωτεΐνη στην 26S. Από εκεί και πάνω η συγγένεια δεν αυξάνεται σηµαντικά. 
Οι Thrower et al., (2000) προτείνουν ότι η τετραµερής αλυσίδα της ουβικιτίνης είναι εκείνη 
που αναγνωρίζεται και προσδένεται στο σύµπλοκο της 26S. Η ισοπεπτιδάση (UCH37, Doa4) 
του συµπλόκου αποµακρύνει µόρια ουβικιτίνης από την άκρη της αλυσίδας, καταναλώνοντας 
τον ίδιο χρόνο για κάθε µόριο. Μόλις η αλυσίδα ουβικιτίνης φτάσει σε µήκος δύο, αυτόµατα η 
συγγένεια πέφτει 100 φορές οπότε η πρωτεΐνη αποδεσµεύεται από το σύµπλοκο, ακόµη και 
αν δεν έχει επεξεργαστεί. Το µήκος της αλυσίδας λοιπόν λειτουργεί σαν ρολόι, δηλαδή όσο 
µεγαλύτερη η αλυσίδα τόσο µεγαλύτερος ο χρόνος παραµονής της πρωτεΐνης στο σύµπλοκο. 
Αλυσίδες µεγάλου µήκους αφήνουν χρόνο στο σύµπλοκο να ξεδιπλώσει την πρωτεΐνη, ή 
ακόµη να καλέσει σε βοήθεια κάποιον άλλο παράγοντα όπως µια τσαπερόνη να βοηθήσει στο 
ξετύλιγµα, όπως στην περίπτωση της VCP κατά την αποδόµηση του φωσφορυλιωµένου ΙκΒα 
(Dai et al., 1998), ενώ ταυτόχρονα, µικρές αλυσίδες σώζουν την πρωτεΐνη από πρωτεόλυση. 

  Η ουβικιτίνη περιέχει επτά λυσίνες, από τις οποίες τρεις συµµετέχουν στον 
σχηµατισµό αλυσίδων πάνω σε πρωτεΐνες στόχους µε διαφορετικά αποτελέσµατα κάθε φορά. 
Η αλυσίδα στην λυσίνη Κ48 οδηγεί τις πρωτεΐνες στο 26S και την αποδόµηση. Μεταλλαγή 
αυτής της λυσίνης στην ανενεργό αργινίνη προκαλεί θνησιγόνο φαινότυπο σε ζύµη (Pickart 
2000). Όµως, εκτός της λυσίνης αυτής, αλυσίδες σχηµατίζονται και µέσω της λυσίνης 29 και 
63. Η Κ29 µπορεί επίσης να λειτουργήσει σαν σήµα για πρωτεόλυση, αλλά όχι και η Κ63. 
Μεταλλαγή αυτής της λυσίνης σε αργινίνη, σε ζύµη, ενώ δεν επηρεάζει καθόλου την συνολική 
αποδόµηση, προκαλεί ανωµαλίες στην µετα-µεταγραφική διόρθωση του DNA, την απάντηση 
σε στρες την ενδοκύττωση κάποιων µεµβρανικών πρωτεϊνών, και την λειτουργία των 
ριβοσωµάτων. Υπεύθυνα για την σύνθεση αλυσίδων ουβικιτίνης µέσω της λυσίνης 63 είναι 
µια οµάδα από ένζυµα όµοια µε τα Ε2, τα οποία δεν περιέχουν την χαρακτηριστική λυσίνη στο 
ενεργό τους κέντρο. Οι πρωτεΐνες αυτές ονοµάζονται παραλλαγές των ενζύµων συγκόλησης 
ουβικιτίνης UEV (Ubiquitin-conjugating Enzyme Variant), και έχουν συνδεθεί µε 
διαδικασίες όπως ο πολλαπλασιασµός των κυττάρων, η διαφοροποίηση, και η καταστολή 
σχηµατισµού όγκου. Οι Hoffmann & Pickart (1999), έδειξαν ότι µια τέτοια UEV πρωτεΐνη η 
Mms2p σχηµατίζει ετεροδιµερές µε την UBC-13(ένα Ε2 ένζυµο) το οποίο σχηµατίζει 
αλυσίδες ουβικιτίνης µέσω της λυσίνης 63, διαδικασία η οποία σχετίζεται µε την µετα-
αντιγραφική διόρθωση του DNA. 

Η σήµανση πρωτεϊνών µε ουβικιτίνη αποτελεί όχι ένα, αλλά οµάδα σηµάτων. Προσθήκη 
ενός µόνο µορίου ουβικιτίνης αποστέλλει τις πρωτεΐνες στο λυσόσωµα, ενώ προσθήκη 
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αλυσίδων αποτελεί διαφορετικού τύπου σήµα ανάλογα µε το µήκος και την θέση της αλυσίδας 
πάνω στην ουβικιτίνη. 

 

6. ΑΤΡ-εξαρτώµενες πρωτεάσες   
  
Η κυτταροπλασµατική πρωτεόλυση είναι µια ευαίσθητη και πιθανά επικίνδυνη 

διαδικασία, που όµως αποτελεί εργαλείο ζωτικής σηµασίας για την φυσιολογική 
δραστηριότητα των κυττάρων. Σε αντίθεση µε τις εξωπεπτιδάσες που δρουν αδιακρίτως, οι 
κυτταροπλασµατικές πρωτεάσες πρέπει να επιδεικνύουν υψηλή εξειδίκευση, ώστε να 
αποφεύγεται η ανεπιθύµητη πρωτεόλυση λειτουργικών παραγόντων, διότι η αποµάκρυνση 
ενός πρωτεϊνικού παράγοντα είναι διαδικασία µη αντιστρέψιµη, και συνήθως αποτελεί το 
τελευταίο βήµα µιας σειράς γεγονότων που αποφασίζουν τελικά την καταστροφή του. Τα 
ένζυµα αυτά πρέπει να είναι σε θέση να επιλέγουν ανάµεσα σε πληθώρα πρωτεϊνικών 
παραγόντων, τους υποκαταστάτες τους, οι οποίοι µπορεί να είναι ανώµαλα προϊόντα 
µετάφρασης, αλλά και απόλυτα λειτουργικές πρωτεΐνες που πρέπει να αποµακρυνθούν 
γρήγορα και µε ακρίβεια όταν η λειτουργία τους δεν είναι πια επιθυµητή.  

Για να µπορέσει λοιπόν το κύτταρο να θέσει σε λειτουργία έναν τέτοιο αυστηρό 
µηχανισµό επιλογής των προς αποδόµηση πρωτεϊνών, «επένδυσε» ενέργεια στην 
πρωτεόλυση, η οποία είναι κανονικά µια εξεργονική διαδικασία, προσθέτοντας στο σύστηµα 
ΑΤΡάσες, οι οποίες ελέγχουν την δραστηριότητα των πρωτεασών (Goldberg 1992).  

Στα προκαρυωτικά κύτταρα, που δεν διαθέτουν εσωτερικές µεµβράνες, η πρωτεόλυση 
γίνεται στο κυτταρόπλασµα από ΑΤΡ-εξαρτώµενες πρωτεάσες, οι οποίες παρουσιάζουν τα 
ίδια γενικά χαρακτηριστικά. 
- Το πρωτεολυτικό σωµατίδιο αποτελείται από µια πρωτεάση µικρού µοριακού βάρους, 
η οποία σχηµατίζει επταµελή ή εξαµελή δαχτυλίδια που διµεριζόµενα σχηµατίζουν κυλίνδρους 
µε πολλαπλά ενεργά κέντρα στο εσωτερικό τους. Με τον τρόπο αυτό, τα ενεργά κέντρα είναι 
αποµονωµένα από το περιβάλλον και η πρόσβαση των υποκαταστατών σε αυτά ελέγχεται από 
τις εισόδους του κυλίνδρου (αυτο-διαµερισµατοποίηση). Το κανάλι που σχηµατίζεται στο 
εσωτερικό του κυλίνδρου έχει πολύ µικρή διάµετρο (11-13 Å) που αποκλείει την είσοδο 
µεγάλων δοµών, και έχει µήκος περίπου 60 Å, απόσταση που πρέπει να διανύσουν οι 
πρωτεΐνες που αποδοµούνται. Τα κανάλια αυτά που πιθανόν αρχικά εξυπηρετούσαν τον 
αποκλεισµό των πρωτεϊνών από τις θέσεις κατάλυσης µετατράπηκαν σε θέσεις 
εξειδικευµένης πρωτεόλυσης µε την προσθήκη ρυθµιστικών σωµατιδίων (ΑΤΡάσες) τα οποία 
επιλέγουν τους υποκαταστάτες και ανοίγουν την είσοδο του πρωτεολυτικού σωµατιδίου 
(Ανασκόπηση: Larsen et al., 1997, Scmidt et al., 1999). 
- Ο πρωτεολυτικός κύλινδρος συνεργάζεται µε µία ή περισσότερες ΑΤΡάσες, όλες 
µέλη της «εκτεταµένης» οικογένειας των ΑΑΑ ΑΤΡασών (Neuwald et al., 1998), οι οποίες 
σχηµατίζουν επίσης οµοεξαµελή –συνήθως- δαχτυλίδια, τα οποία, παρουσία ΑΤΡ, συνδέονται 
στις εισόδους του κυλίνδρου και τις ελέγχουν, ενώ παράλληλα επιλέγουν και τους 
υποκαταστάτες τους οποίους και δεσµεύουν. Τα σύµπλοκα των ΑΤΡασών λειτουργούν επίσης 
σαν αντίστροφες τσαπερόνες ξεδιπλώνοντας τις πρωτεΐνες, οι οποίες µόνο έτσι χωράνε στον 
καταλυτικό κύλινδρο. Η πλήρης αποδόµηση µιας πρωτεΐνης εκτός του ξεδιπλώµατος απαιτεί 
επίσης και σταδιακή µετακίνηση της πρωτεΐνης κατά µήκος του κυλίνδρου, διαδικασία της 
οποίας ο µηχανισµός δεν είναι ξεκάθαρος αλλά απαιτεί επίσης υδρόλυση ΑΤΡ. Οι Gottesman 
et al., (1997) συγκρίνοντας τις λειτουργίες των τσαπερονών µε τις αντίστοιχες των ΑΤΡ-
εξαρτώµενων πρωτεασών παρατήρησαν ότι τα αρχικά στάδια δράσης τους είναι παρόµοια, 
δηλαδή αναγνωρίζουν και προσδένονται σε µη φυσιολογικές δοµές πρωτεϊνών τις οποίες 
διατηρούν σε διαλυτή µορφή, και συνεπώς διαθέσιµες προς το περιβάλλον είτε προς 
αναδίπλωση είτε προς αποδόµηση, προτείνουν µάλιστα ότι το σύστηµα τσαπερόνες-ΑΤΡ-



Error! Style not defined. 63 
 

εξαρτώµενες πρωτεάσες αποτελεί τον µηχανισµό ποιοτικού ελέγχου των πρωτεϊνών του 
κυττάρου. Αυτό δηλαδή που στην πραγµατικότητα συµβαίνει µε αυτές τις πρωτεολυτικές 
µηχανές είναι, ΑΤΡ-εξαρτώµενη ανίχνευση υποκαταστατών και ΑΤΡ-εξαρτώµενη δράση 
τσαπερόνης και όχι ΑΤΡ-εξαρτώµενη πρωτεόλυση (Gottesman and Maurizi 1992).  

Ένα σηµείο στο οποίο διαφέρουν οι προκαρυωτικές ΑΤΡ-εξαρτώµενες πρωτεάσες από 
την ευκαρυωτική 26S είναι ο τρόπος αναγνώρισης των προς αποδόµηση πρωτεϊνών. Τα 
ευκαρυωτικά κύτταρα χρησιµοποιούν κυρίως την ΑΤΡ-εξαρτώµενη σήµανση πρωτεϊνών µε 
ουβικιτίνη, σύστηµα το οποίο λείπει από τα βακτήρια, στα οποία, ( E. Coli ) έχει εντοπισθεί 
ένα σύστηµα πεπτιδικής σήµανσης το οποίο αναγνωρίζει όµως µόνο ηµιτελείς πρωτεΐνες 
(Gottesman S. 1999, Herman & D’Ari 1998). Κατά την µετάφραση κατεστραµµένων 
µεταγράφων mRNA χωρίς αλληλουχία λήξης, το ριβόσωµα βρίσκεται µε την πεπτιδική 
αλυσίδα στην θέση Ρ1 χωρίς κωδικόνιο στην δίπλα θέση, τότε η µετάφραση ολοκληρώνεται µε 
ένα µικρό τµήµα RNA, το 10Sa RNA ή tmRNA προϊόν του γονιδίου ssrA, το οποίο προσθέτει 
11 αµινοξέα στο κάρβοξυ-τελικό άκρο της πρωτεΐνης που αναγνωρίζονται από τις ClpAP, 
ClpXp πρωτεάσες και αποδοµούνται.  Οι βακτηριακές ΑΤΡάσες µάλλον αναγνωρίζουν τις 
πρωτεΐνες µε βάση τα σήµατα που αναγνωρίζει και το σύστηµα της ουβικιτίνης, όπως ο 
κανόνας του Ν-τελικού αποσταθεροποιητικού αµινοξέος που στην περίπτωση των 
προκαρυωτικών πρωτεϊνών είναι το Ν-τελικό άκρο και όχι η Ν-τελική µεθειονίνη. Κάθε 
ΑΤΡάση αναγνωρίζει διαφορετικές οµάδες πρωτεϊνών, κάτι που ίσως εξηγεί και τον µεγάλο 
αριθµό τους σε σχέση µε την µια µοναδική 26S πρωτεάση των ευκαρυωτικών. 

Στα βακτήρια έχουν εντοπισθεί τέσσερις οµάδες ΑΤΡ-εξαρτώµενων ΑΤΡασών: η Lon, 
η ClpΑΡ/ClpXp, η ClpYQ/HslVU και η FtsH/Hf1B. (Ανασκόπηση Goldberg 1992, Gottesman 
and Maurizi 1992, Suzuki et al., 1997). 
1) Πρωτεάση La ή Lon  
 Η πρωτεάση La ή Lon είναι το µη απαραίτητο για την βιωσιµότητα του κυττάρου 
προϊόν του γονιδίου lon της E. Coli , και είναι υπεύθυνη για την αποδόµηση πολύ ανώµαλων 
πρωτεϊνών καθώς και κάποιων ρυθµιστικών παραγόντων µε πολύ µικρό χρόνο ηµίσειας 
ζωής. Το ένζυµο, ασυνήθιστα µεγάλο (360kDa), παρουσιάζει δράση πρωτεάσης σερίνης και 
ΑΤΡάσης στην ίδια πεπτιδική αλυσίδα, η οποία αναδιπλώνεται σε δύο περιοχές, την 
πρωτεάση και την ΑΤΡάση. Σχηµατίζει τετραµερή σύµπλοκα, µε υψηλή συγγένεια για ΑΤΡ. Η 
δράση ΑΤΡάσης ρυθµίζεται αλλοστερικά από την παρουσία υποκαταστατών. Η υδρόλυση 
πεπτιδίων χωρίς σταθερή δευτεροταγή δοµή απαιτεί πρόσδεση αλλά όχι και ταυτόχρονη 
υδρόλυση του ΑΤΡ η οποία είναι αναγκαία για την αποδόµηση µεγάλων πρωτεϊνών. Απουσία 
ΑΤΡ, αντί των συνηθισµένων πεπτιδίων 5-20 αµινοξέων, τα προϊόντα της πρωτεόλυσης είναι 
πολύ µεγαλύτερα, αποτέλεσµα µερικής πρωτεόλυσης. Η παρουσία υποκαταστατών προκαλεί 
ανταλλαγή του ADP µε ΑΤΡ πράγµα που ενισχύει την άποψη ότι η ενέργεια καταναλώνεται για 
αλλαγές στην αλληλεπίδραση των υποκαταστατών µε την ΑΤΡάση. 
 Ευκαρυωτικά οµόλογα της Lon έχουν βρεθεί στο σώµα µιτοχονδρίων ηπατικών 
κυττάρων ποντικού και  ζύµης (PIM1), (Suzuki et al., 1997). 
2) Πρωτεάση ClpAP και ClpXP 

Οι πρωτεάσες τύπου Clp (Caseinolytic Proteases) απαντούν σε όλα τα βακτήρια, 
αλλά και σε ευκαρυωτικά κύτταρα όπως η ClpC, σε χλωροπλάστες ανώτερων φυτών και η 
οικογένεια των πρωτεϊνών Hsp100 στη ζύµη (ανασκόπηση, Suzuki et al., 1997). Στο 
βακτήριο E. Coli αποτελούνται από δυο πρωτεΐνες, την πρωτεάση ClpP και µια ΑΤΡάση, την 
ClpA ή την ClpX. Η ClpP, πρωτεάση σερίνης, σχηµατίζει έναν οµοεπταµερή δακτύλιο ο οποίος 
διµεριζόµενος σχηµατίζει τον πρωτεολυτικό κύλινδρο µε τα ενεργά κέντρα στο εσωτερικό 
του. Οι ClpA και ClpX, είναι ΑΑΑ+ ΑΤΡάσες, µε δύο και µια περιοχή πρόσδεσης ΑΤΡ 
αντίστοιχα (βλέπε ΑΑΑ ΑΤΡασες Κεφ. Α, Παρ 2.2). Η ΑΤΡάση σχηµατίζει έναν εξαµελή 
δακτύλιο ο οποίος, παρουσία ΑΤΡ, προσκολλάται στην είσοδο του κυλίνδρου. Με τον τρόπο 
αυτό σχηµατίζονται η ClpAP και η ClpXP πρωτεάσες µε διαφορετικούς υποκαταστάτες η 
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καθεµία (η επιλογή των υποκαταστατών γίνεται από την ΑΤΡάση). Η ClpA, αποµονώνεται σαν 
εξαµελής δακτύλιος ο οποίος συµπεριφέρεται in vitro σαν τσαπερόνη µε δράση που δεν 
διαφέρει από εκείνη των DnaK και DnaJ (Wickner et al., 1994). Η δράση τσαπερόνης 
εκδηλώνεται, in vitro, ακόµη και στην συµπλοκοποιηµένη µε την πρωτεάση µορφή (ClpAP), 
και εντοπίζεται στο άµινο-τελικό άκρο της πρωτεΐνης ClpA (Pak et al., 1999). Και στις δυο 
περιπτώσεις (µόνη της ή σε σύµπλοκο µε την πρωτεάση) είναι σε θέση να ενεργοποιήσει την 
αντιγραφή του φάγου Ρ1 µετατρέποντας το ανενεργό διµερές της RepA στο ενεργό 
µονοµερές. Η ClpX, αντίστοιχα, είναι σε θέση να αποδεσµεύσει το τετραµερές της MuA από 
το DNA και να παρεµποδίσει την κροκίδωση της πρωτεΐνης λΟ (Gottesman et al., 1997). Οι 
Pak et al., (1999) έδειξαν ότι οι υποκαταστάτες που προσδένονται στην ClpAP δεν 
καταλήγουν πάντα σε πρωτεόλυση, κάποιες διορθώνονται και ελευθερώνονται. Για να 
µελετήσουν τον µηχανισµό µε τον οποίο µια πρωτεΐνη ξεδιπλώνεται από τον δακτύλιο της 
ClpA και της ClpX οι Weber-Ban et al., (1999) χρησιµοποίησαν σαν υποκαταστάτη των 
συµπλόκων ClpAP και ClpXP την πρωτεΐνη πράσινου φωσφορισµού (GFP) σε σύντηξη µε ένα 
αποσταθεροποιητικό πεπτίδιο. Τα πειράµατα αυτά έδειξαν ότι ο υποκαταστάτης προσδένεται 
σε πολλά σηµεία πάνω στις γειτονικές υποµονάδες του δακτυλίου των ΑΤΡασών, οι οποίες µε 
υδρόλυση ΑΤΡ αλλάζουν διαµόρφωση, και πιθανόν µετακινούνται συµπαρασύροντας το 
προσδεµένο τµήµα, πράγµα που προκαλεί κατάρρευση της δοµής της πρωτεΐνης. Ο δακτύλιος 
των ΑΤΡασών λειτουργεί σαν µοριακός µοχλός που προσδένεται σε κάποιο τµήµα της 
πρωτεΐνης το οποίο συµπαρασύρει κατά την περιστροφή του πάνω στον δακτύλιο των 
πρωτεασών (ανασκόπηση Vale 2000, Zwickl et al., 2000). Οι Beuron et al., (1998) 
ανέλυσαν την δοµή της ClpAP µε κρυο-ηλεκτρονική µικροσκοπία και προσπάθησαν να 
κατανοήσουν το λόγο ύπαρξης ασυµµετρίας πρωτεασών (επταµελείς δακτύλιοι) και ΑΤΡασών 
(εξαµελείς). Προτείνουν λοιπόν ότι τα δύο σύµπλοκα συνδέονται µε αλληλεπίδραση ενός µόνο 
ζευγαριού πρωτεϊνών, που συµπίπτουν, από κάθε δακτύλιο, οπότε η αλληλεπίδραση είναι 
ασθενής, σε αντίθεση µε σύµπλοκα µε όµοιο αριθµό υποκαταστατών σε κάθε δακτύλιο όπου 
συµπίπτουν όλες οι υποµονάδες 1:1, οπότε η σύνδεση γίνεται µε αλληλεπιδράσεις όλων των 
υποµονάδων και άρα πολύ ισχυρότερη. Υποστηρίζουν λοιπόν ότι ένα τέτοιο ασύµµετρο 
σύµπλοκο δίνει την δυνατότητα κίνησης του ενός δακτυλίου ως προς τον άλλο µε διαδοχικές 
µικρές περιστροφές. Μια πολύ µικρή περιστροφή του ενός δακτυλίου (8.6ο) µετατοπίζει την 
σύνδεση στο γειτονικό ζευγάρι που τώρα συµπίπτει, οπότε µε έξι τέτοια διαδοχικά βήµατα ο 
εξαµελής δακτύλιος κάνει µια πλήρη περιστροφή γύρω από τον κεντρικό άξονα 
«κλειδώνοντας» κάθε φορά σε µια διαδοχική υποµονάδα του δακτυλίου των πρωτεασών.  
3) Πρωτεάση ClpYQ ή HslVU 

Η πρωτεάση HslVU δοµικά και λειτουργικά είναι όµοια µε το πρωτεάσωµα, µάλιστα, 
στα είδη βακτηρίων που έχουν εξετασθεί, η παρουσία πρωτεασώµατος αποκλείει την 
παρουσία της HslVU και αντίστροφα (ανασκόπηση De Mot 1999). Η HslVU (heat shock 
locus V and U) αποτελείται από την πρωτεάση HslV/ClpQ, και την ΑΤΡάση HslU/ ClpY. Η 
HslV είναι οµόλογη µε την β-υποµονάδα του πρωτεασώµατος των αρχαιβακτηρίων, και 
αντίθετα µε την ClpP είναι πρωτεάση θρεονίνης. Σχηµατίζει δυο εξαµελή δαχτυλίδια που 
συνδέονται σχηµατίζοντας τον καταλυτικό κύλινδρο, ο οποίος µπορεί να επιτεθεί ακριβώς 
στον αντίστοιχο του 20S πρωτεασώµατος, µε την διαφορά ότι η εξωτερική επιφάνεια του 
καταλυτικού συµπλόκου παρουσιάζει οµοιότητες µε εκείνη των α- υποµονάδων του 
πρωτεασώµατος. Η HslU/ ClpY είναι ΑΑΑ+ ΑΤΡάση µε µια περιοχή πρόσδεσης ΑΤΡ, µέλος 
της οικογένειας των τσαπερονών Hsp100. Σχηµατίζει εξαµελή δαχτυλίδια τα οποία 
συνδέονται στις δυο άκρες του κυλίνδρου. Η δοµή του συµπλόκου σε κρυστάλλους και σε 
διάλυµα έχει αναλυθεί από δυο εργαστήρια, αρχικά από τους Bochtler et al., (2000) και 
αργότερα από τους Sousa et al., (2000). Συµφωνούν όσον αφορά την δοµή του καταλυτικού 
κυλίνδρου αλλά διαφωνούν ως προς τον προσανατολισµό των δακτυλίων της HslU πάνω στον 
καταλυτικό κύλινδρο. Η πρωτεΐνη HslU παρουσιάζει τρεις δευτεροταγείς δοµές, δύο από τις 
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οποίες, η άµινο-τελική σφαιρική περιοχή πρόσδεσης ΑΤΡ και η κάρβοξυ-τελική σφαιρική 
περιοχή όµοιες και σε ίδιες σχετικές θέσεις µε τις αντίστοιχες της NSF, µιας ΑΑΑ 
πρωτεΐνης απαραίτητης για την σύντηξη κυστιδίων (βλέπε ΑΑΑ ΑΤΡάσες Κεφ Α, Παρ 2.2). 
Η διαφορά της HslU από τις υπόλοιπες ΑΑΑ είναι η τρίτη, µια ενδιάµεση περιοχή Ι, κυρίως 
α-έλικα, η οποία προεκτείνεται σαν πλοκάµι από το σώµα της πρωτεΐνης. Στο µοντέλο των 
Bochtler et al., (2000) τα πλοκάµια αυτά συνδέουν τους δακτυλίους της ΑΤΡάσης µε την 
πρωτεάση, ενώ στο µοντέλο των Sousa et al., (2000), ο δακτύλιος είναι ανεστραµµένος, 
οπότε τα πλοκάµια στρέφονται προς το περιβάλλον και προτείνεται ότι αυτά κάνουν την 
ανίχνευση και πρόσδεση των υποκαταστατών στο σύµπλοκο. 
4) Πρωτεάση FtsH ή HflB 

Η FtsH (filamentous temperature sensitive growth) αποµονώθηκε από τους Ogura 
et al., (1991) από κύτταρα Ε.Coli που ήταν ανίκανα να εκτελέσουν κυτταρική διαίρεση, και 
από τους Bouloc et al., (Suzuki et al., 1997), από κύτταρα µε υψηλή συχνότητα λυσογονίας 
(HflB high frequency lysogeny). Πρόκειται για µια διαµεµβρανική πρωτεΐνη 71 kDa, η οποία 
περιέχει δυο υδρόφοβα διαµεµβρανικά τµήµατα στο Ν-τελικό της άκρο, µε τα οποία 
δεσµεύεται στην κυτταρική µεµβράνη αφήνοντας το υπόλοιπο µέρος της πρωτεΐνης, τις 
δραστηριότητες ΑΤΡάσης και πρωτεάσης, στο κυτταρόπλασµα. Η FtsH περιέχει δυο φορές 
την συντηρηµένη περιοχή πρόσδεσης ΑΤΡ των ΑΑΑ ΑΤΡασών, και το συντηρηµένο µοτίβο 
ΗΕΧΧΗ των µεταλλοπρωτεασών (βλέπε ΑΑΑ ΑΤΡάσες Κεφ Α, Παρ 2.2). Οι Akiyama et al., 
(1994a, 1994b) έδειξαν ότι η FtsH είναι αναµεµειγµένη µε την µετακίνηση πρωτεϊνών στην 
κυτταρική µεµβράνη. Μεταλλαγές στην περιοχή πρόσδεσης του ΑΤΡ επηρεάζουν την 
µετακίνηση διαφόρων µεµβρανικών πρωτεϊνών, όπως η OmpA. Χρησιµοποιώντας σαν 
πρωτεΐνη αναφοράς την περιπλασµική αλκαλική φωσφατάση (PhoA), η οποία υιοθετεί την 
ενεργό δοµή της µόνο µετά την µεταφορά της στην περιπλασµική περιοχή, σε σύντηξη στην 
τελευταία περιπλασµική θηλιά της SecY, που περιέχει δέκα διαµεµβρανικά τµήµατα, 
εντόπισαν την περιοχή υπεύθυνη για την δράση της µετακίνησης των πρωτεϊνών στην 
περιοχή δέσµευσης του ΑΤΡ.  

Οι Tomoyasu et al., (1995) έδειξαν ότι η FtsH είναι µια µεµβρανική ΑΤΡ-εξαρτώµενη 
µεταλλοπρωτεάση η οποία εµπλέκεται στην ρύθµιση του γενετικού υλικού µέσω του ελέγχου 
των επιπέδων του µεταγραφικού παράγοντα θερµικού σοκ  σ32, δράση που απαιτεί ΑΤΡ και 
Zn2+ . Εκτός της διαλυτής σ32, η FtsH είναι σε θέση να αποδοµήσει και µεµβρανικές 
περιπλασµικές πρωτεΐνες τις οποίες έλκει δια µέσου της µεµβράνης. Οι Akiyama et al., 
(1999),  χρησιµοποιώντας την αλκαλική φωσφατάση σε σύντηξη µε διαµεµβρανική την 
πρωτεΐνη «στόχο» YccA της FtsH, έδειξαν ότι η PhoA αποδοµείται από την FtsH σε 
µεταλλαγµένα κύτταρα ανίκανα να σχηµατίσουν δισουλφιδικούς δεσµούς στην PhoA, οι οποίοι 
παρεµποδίζουν την µετακίνηση της PhoA διαµέσου της µεµβράνης. 

Η FtsH σχηµατίζει έναν εξαµελή δακτύλιο ο οποίος διατρέχει την κυτταρική µεµβράνη 
σχηµατίζοντας έτσι ένα κανάλι διαµέσου του οποίου έλκει τις διαµεµβρανικές πρωτεΐνες, 
δράση η οποία απαιτεί υδρόλυση ΑΤΡ (Schmidt et al., 1999). 

Πρωτεΐνες οµόλογες µε την FtsH έχουν εντοπισθεί σε ευκαρυωτικά κύτταρα σε 
χλωροπλάστες και µιτοχόνδρια.  

Με αντισώµατα για την βακτηριακή FtsH, οι Lindahl et al., (1996) εντόπισαν την µια 
πρωτεΐνη στην µεµβράνη των θυλακοειδών σε σπανάκι, µε το κυρίως σώµα της πρωτεΐνης 
προς το στρώµα. Η πρωτεΐνη αυτή όµοια µε την βακτηριακή συµµετέχει στην µετακίνηση 
πρωτεϊνών στην µεµβράνη των θυλακοειδών, και στην αποδόµηση διαλυτών (στρώµα) και 
µεµβρανικών πρωτεϊνών.  

Σε µιτοχόνδρια ζύµης έχουν εντοπισθεί τρεις πρωτεΐνες οµόλογες µε την FtsH, όλες 
µεταλλοπρωτεάσες, µέλη της οικογένειας των ΑΑΑ ΑΤΡασών, οι ΥΤΑ10 (AFG3), ΥΤΑ12, και 
Yme1p (βλέπε ΑΑΑ ΑΤΡάσες Κεφ Α, Παρ 2.2).  
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 Με τον όρο γονιδιακή σίγηση µέσω RNA περιγράφεται το φαινόµενο που οδηγεί στην 
ειδική µετα-µεταγραφική αποδόµηση µορίων RNA συγκεκριµένης αλληλουχίας, που είτε 
χαρακτηρίζονται ως «ξένα», είτε τα επίπεδά τους στο κύτταρο είναι εξαιρετικά αυξηµένα. 
 Το φαινόµενο αυτό παρατηρήθηκε στις αρχές της δεκαετίας του ’90 σε πειράµατα 
υπερέκφρασης ενδογενών γονιδίων σε φυτά, µε την εισαγωγή ενός αντίγραφου του γονιδίου 
κάτω από τον έλεγχο ισχυρών υποκινητών στο γενετικό υλικό του φυτού. Ενώ από το 
πείραµα αυτό αναµένεται υπερέκφραση του διαγονίδιου αντίθετα παρατηρήθηκε µείωση των 
επιπέδων των mRNA και του διαγονιδίου αλλά και του ενδογενούς γονιδίου. Το φαινόµενο 
ονοµάστηκε αρχικά συν-καταστολή (co-supression).  

Αργότερα, παρατηρήθηκαν παρόµοια φαινόµενα και σε άλλους εκτός των φυτών 
οργανισµούς όπως µύκητες (fungi, quelling), δροσόφιλα, και ζωικά κύτταρα (RNA 
interference) που υποδεικνύουν την ύπαρξη ενός γενικότερου µηχανισµού ελέγχου του RNA 
των κυττάρων. 
 Υπάρχουν δυο είδη γονιδιακής σίγησης µέσω RNA (ανασκόπηση Grant S., 1999):  
1- Kαταστολή της µεταγραφής του γονιδίου (TGS: transcriptional gene silencing), όπου δεν 

ανιχνεύεται µετάγραφο από την συγκεκριµένη ακολουθία και συνήθως παρατηρείται 
υπερµεθυλίωση του υποκινητή του γονιδίου. Το φαινόµενο αυτό επάγεται και από τα 
ιντρόνια του υπό σίγηση γονιδίου. 

2- Αποδόµηση του προϊόντος της µεταγραφής της συγκεκριµένης ακολουθίας (PTGS: post-
transcriptional gene silencing), όπου δεν επηρεάζεται η µεταγραφή, αλλά τα επίπεδα 
του mRNA του γονιδίου είναι σηµαντικά ελαττωµένα. Στην περίπτωση αυτή παρατηρείται 
υπερµεθυλίωση της κωδικής περιοχής και το φαινόµενο της αποδόµησης του mRNA δεν 
προκαλείται από ιντρόνια του γονιδίου. 

 Οι φυτικοί ιοί προκαλούν κυρίως το δεύτερο (PTGS) το οποίο φαίνεται να αποτελεί 
µηχανισµό άµυνας των φυτών ενάντια στην προσβολή από ιούς, και αναλύεται περαιτέρω.  

Με την διαδικασία αυτή ανιχνεύονται και αποµακρύνονται ελλειπτικά µόρια RNA 
(aberrant RNAs) (Voinnet et. al., 1998), διατηρούνται σε ελεγχόµενα επίπεδα τα RNA 
µεταθετών στοιχείων (Matzke et. al., 1996), αποµακρύνονται δίκλωνα µόρια RNA (Selker 
et. al., 1999) και τέλος αντιµετωπίζονται RNA και DNA ιοί (Vaucheret et. al., 1998). 

Η µετα-µεταγραφική σίγηση γονιδίων χαρακτηρίζεται από τρία διακριτά στάδια: Την 
έναρξη, την µετάδοση του σήµατος και την διατήρηση της σίγησης. (Ruiz et. al., 1998, 
Vaucheret et. al., 2001). 

Η έναρξη της αποδόµησης του RNA στόχου απαιτεί την παρουσία δίκλωνου RNA της 
συγκεκριµένης ακολουθίας και αποδοµείται µόνο η περιοχή του µετάγραφου που εµφανίζεται 
δίκλωνη (ανασκόπηση Bass B., 2000). 

∆ίκλωνο RNA στα κύτταρα σχηµατίζεται, σαν ενδιάµεσο προϊόν κατά την µεταγραφή 
των ιών, από την µεταγραφή διαγονιδίων που περιέχουν ανεστραµµένες αλληλουχίες 
(inverted repeats ή panhanddle), και από την µεταγραφή µεταθετών στοιχείων σε 
αντίθετους προσανατολισµούς. Στις περιπτώσεις αυτές, ο σχηµατισµός δίκλωνου RNA 
δικαιολογεί την επαγωγή του φαινοµένου. 

Στην περίπτωση των διαγονιδίων κάτω από έλεγχο ισχυρών υποκινητών, καθώς και 
στην περίπτωση διαγονιδιακών τµηµάτων DNA χωρίς υποκινητή που επίσης επάγουν το 
φαινόµενο της γονιδιακής σίγησης (Voinnet et. al., 1998), ο σχηµατισµός δίκλωνου RNA 
αποδίδεται σε ενδογενή λειτουργία των κυττάρων. Στις περιπτώσεις αυτές, το δίκλωνο RNA 
σχηµατίζεται από κυτταρικές RNA-εξαρτώµενες RNA πολυµεράσες (RdRp) που 



Error! Style not defined. 67 
 

χρησιµοποιούν σαν καλούπι για την σύνθεσή του ελλειπτικά µόρια RNA τα οποία συντίθενται 
από κυτταρικούς παράγοντες (όπως η πρωτεΐνη DDM1), µε µεταγραφή των διαγονιδίων. 
RNA-εξαρτώµενες RNA πολυµεράσες έχουν αποµονωθεί από φυτά µε κατεστραµµένο τον 
µηχανισµό σίγησης (PTGS) ενάντια σε διαγονίδια αλλά ικανά να καταστείλουν µε παρόµοιο 
µηχανισµό τον πολλαπλασιασµό ιών που επάγουν PTGS, όπως η SDE1/SGS2 (silencing 
defective) από το φυτό A. thaliana. (Dalmay et. al., 2000). 

Τον σχηµατισµό του δίκλωνου RNA ακολουθεί η αναγνώριση και η σταδιακή 
αποδόµησή του προς ολιγοµερή δίκλωνα προϊόντα µήκους 22-23 νουκλεοτιδίων η παρουσία 
των οποίων συνοδεύει πάντα το φαινόµενο του PTGS (Hamilton & Baulcombe, 1999). Το 
µοντέλο αυτό προϋποθέτει την ύπαρξη κυτταρικών παραγόντων όπως πρωτεΐνη(ες) 
πρόσδεσης σε δίκλωνο RNA, ελικάση δίκλωνου RNA και νουκλεάση δίκλωνου RNA (Bass B., 
2000).  Νουκλεάσες του τύπου αυτού έχουν αποµονωθεί από δροσόφιλα (DICER) (Bernstein 
et. al., 2001) και από το φυτό A. thaliana (caf ή sin1 ή sus1) (Jacobsen et. al., 1999). 

Τα 23µερή δίκλωνα µόρια RNA που προκύπτουν από την αποδόµηση του δίκλωνου 
RNA λειτουργούν ως οδηγοί για την αποδόµηση του RNA στόχου µε οµολογία προς αυτά, 
γεγονός που δικαιολογεί το ότι µε τον µηχανισµό αυτό, αποδοµείται µόνο η περιοχή του RNA 
στόχου που εµφανίζεται σε δίκλωνη µορφή. Με βάση την θεωρία αυτή, η νουκλεάση, µε 
καλούπι το δίκλωνο 23µερές, επιιλέγει το οµόλογο προς αυτό RNA όπου αντικαθιστά τον ένα 
κλώνο του ολιγοµερούς µε το RNA στόχο. Ακολουθεί κόψιµο του στόχου και αναγέννηση του 
ενζύµου µε το δίκλωνο 23µερές το οποίο ξεκινάει νέο κύκλο αποδόµησης, µε τον τρόπο αυτό 
ο µηχανισµός δρα αυτοκαταλυτικά. 

Μετά την αναγνώριση του δίκλωνου RNA και τον σχηµατισµό των δίκλωνων 
23µερών γεννάται ένα σήµα –άγνωστης ακόµη ταυτότητας- πιθανόν κάποιο RNA µόριο 
(σύµφωνα µε τον τρόπο µετακίνησης του σήµατος στο σύστηµα του φυτού), το οποίο επάγει 
το φαινόµενο της γονιδιακής σίγησης σε όλα τα κύτταρα που περιέχουν αλληλουχίες οµόλογες 
µε τον αναγνωρισµένο στόχο και είναι ικανά να παράγουν το φαινόµενο (Vaucheret et. al., 
2001). Το σήµα αυτό είναι ικανό να επάγει το φαινόµενο της γονιδιακής σίγησης σε φυτό, 
ακόµη και σε απόσταση 30 εκατοστών από το σηµείο όπου γίνεται η έναρξη του φαινοµένου 
(αν παρεµβληθεί φυτό που δεν περιέχει τις αλληλουχίες του διαγονιδίου) (Vaucheret et. al., 
2001). 

Η διατήρηση και συνέχιση του φαινοµένου της γονιδιακής σίγησης στα κύτταρα που 
λαµβάνουν το σήµα για αποδόµηση του συγκεκριµένου RNA εξαρτάται από την θέση και/ ή 
δοµή της διαγενετικής θέσης και απαιτεί δραστηριότητα στον πυρήνα των κυττάρων. Σίγηση 
για την αναγωγάση του αζώτου (Nia2) µε εµβολιασµό φυτών άγριου τύπου ή διαγενετικών 
που υπερεκφράζουν το γονίδιο σε φυτά όπου έχει εγκατασταθεί η σίγηση του RNA της 
αναγωγάσης του αζώτου, παρατηρείται µόνο στα µέρη του φυτού που υπάρχει υπερέκφραση 
είτε από το διαγονίδιο είτε από το ενδογενές λόγω µεταβολικών αναγκών. Στο στάδιο αυτό 
σηµαντικό ρόλο πρέπει να παίζει η µεθυλίωση του DNA των γονιδίων στόχων, το οποίο είτε 
µεθυλιώνεται κατά την αντιγραφή του DNA και µεταδίδεται έτσι στην επόµενη γενιά 
κυττάρων, είτε µεθυλιώνεται σε απάντηση του σήµατος της γονιδιακής σίγησης στο νέο 
κύτταρο. 

Αρκετοί κυτταρικοί παράγοντες που συµµετέχουν στην διαδικασία του PTGS έχουν 
αποµονωθεί από φυτά µη ικανά να επάγουν τον µηχανισµό της γονιδιακής σίγησης 
(ανασκόπηση Vaucheret et. al., 2001). 
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Ενεργοποίηση και καταστολή της γονιδιακής σίγησης από ιούς. 
 
Ένας από τους τρόπους άµυνας των φυτών ενάντια σε ιούς είναι ο µηχανισµός της 

γονιδιακής καταστολής (VIGS Virus induced gene silencing). Το φαινόµενο επάγεται από τον 
σχηµατισµό δίκλωνου RNA κατά τον πολλαπλασιασµό των ιών, και αυτός είναι ο λόγος που οι 
RNA(+) ιοί είναι ισχυροί επαγωγείς του φαινόµενου (Voinnet et. al., 1999). Σε µερικές 
περιπτώσεις, η σίγηση κατά την µόλυνση οδηγεί σε φαινότυπο  <ανάρρωσης>, όπου τα νέα 
φύλλα που παράγονται δεν παρουσιάζουν τα συµπτώµατα του ιού και δεν µπορούν να 
ξαναµολυνθούν (ανοσία) (ανασκόπηση Carrington et al., 2001). 

Στο φαινόµενο αυτό οφείλεται και η διασταυρωτή προστασία, δηλαδή η σίγηση ενός 
ιού καταστέλλει τον πολλαπλασιασµό άλλων συγγενών (ως προς την αλληλουχία) ιών 
αποτρέποντας µόλυνση από αυτούς. 

Γονιδιακή σίγηση ενάντια σε ιούς που φέρουν αλληλουχίες ενδογενών γονιδίων ή 
διαγονιδίων προκαλούν αποδόµηση του mRNA των γονιδίων αυτών (Ruiz et. al., 1998, Angell 
& Baulcombe 1999, Burton et. al., 2000), και αντίστροφα, σίγηση ενδογενούς γονιδίου 
προκαλεί σίγηση εισερχόµενου ιού αν αυτός φέρει οµόλογες αλληλουχίες προς το γονίδιο 
αυτό (Angell S., &  Baulcombe D., 1997). ∆ηλαδή οι ιοί αποτελούν επαγωγείς και στόχους 
του φαινοµένου VIGS. 

Ο µηχανισµός σίγησης που επάγεται από ιούς είναι παρόµοιος αλλά όχι ίδιος µε την 
γονιδιακή σίγηση διαγονιδίων αφού δεν απαιτεί τουλάχιστον ένα κυτταρικό παράγοντα την 
SDE1 που είναι απαραίτητη για την PTGS. Πιθανόν ο σχηµατισµός δίκλωνου RNA σαν 
ενδιάµεσο προϊόν του πολλαπλασιασµού του ιού να παρακάµπτει την ανάγκη κυτταρικού 
παράγοντα για το βήµα αυτό. Οι ιοί σχηµατίζουν δίκλωνα µόρια RNA µε τις ιικές 
RNA-εξαρτώµενες RNA πολυµεράσες (Dalmay e . al., 2000). Τα επόµενα στάδια, 
αναγνώριση του δίκλωνου RNA, αποδόµηση προς σχηµατισµό δίκλωνων 23µερών, 
σχηµατισµός και µετάδοση του σήµατος φαίνεται να είναι ίδια µε την PTGS και να 
χρησιµοποιούν τους ίδιους κυτταρικούς παράγοντες, όπως τις φυτικές πρωτεΐνες SGS2 και 
SGS3 µεταλλαγές των οποίων αυξάνουν την ευαισθησία σε ιούς (Mourrain et. al., 2000). 

t

t

Οι ιοί σαν απάντηση στο φαινόµενο αυτό κωδικοποιούν για πρωτεΐνες που 
συµµετέχουν στην µολυσµατικότητα των ιών και είναι καταστολείς του φαινοµένου της 
γονιδιακής σίγησης (ανασκόπηση Carrington et. al., 2001). 

Οι ιικές πρωτεΐνες που έχουν µελετηθεί µέχρι τώρα δεν παρουσιάζουν καµία 
σηµαντική οµοιότητα ούτε ως προς την αλληλουχία τους ούτε ως προς την δράση τους:  

- Ο βοηθητικός παράγοντας των poty ιών ( HC-Pro) επιδρά στο στάδιο της 
διατήρησης της γονιδιακής σίγησης. Το φαινόµενο καταστέλλεται πλήρως σε κύτταρα που 
εκφράζουν την πρωτεΐνη (και όχι απλά µέρος της ακολουθίας της), και δεν ανιχνεύονται 
23µερή δίκλωνα µόρια RNA του υπο σίγηση γονιδίου. Εκφραση της πρωτεΐνης HC-Pro 
προκαλεί πολύ βαρύτερα συµπτώµατα κατά την µόλυνση των φυτών αυτών µε άλλους ιούς 
όπως π.χ τον PVX (Brigneti e . al., 1998). 

- Η πρωτεΐνη 2b του ιού του µωσαϊκού της αγγουριάς (CMV) είναι επίσης ισχυρός 
καταστολέας της γονιδιακής σίγησης. Όταν φυτό που εκφράζει γονιδιακή σίγηση για 
διαγονίδιο µολυνθεί µε τον ιό CMV, καταστέλλει το φαινόµενο, αλλά µόνο στα 
νεοεµφανιζόµενα φύλλα και όχι στα ώριµα φύλλα όπως συµβαίνει µε τους poty (PVY). Αυτό 
πιθανόν συµβαίνει γιατί η 2b επηρεάζει τον σχηµατισµό ή την µετάδοση του σήµατος αλλά όχι 
την έναρξη της γονιδιακής σίγησης. 

- Η p25 του PVX καταστέλλει την συστηµατική µετάδοση του σήµατος. Όταν η 
γονιδιακή σίγηση επάγεται µε τοπική χορήγηση του διαγονιδίου (infiltration), η p25 
καταστέλλει την σίγηση µόνο τοπικά. Παρουσία ιού PVX που πολλαπλασιάζεται, καταστέλλει 
την µετάδοση του σήµατος. (Voinnet et. al., 2000). 
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Τα στοιχεία αυτά υποδηλώνουν ότι ο µηχανισµός της γονιδιακής σίγησης µέσω RNA 
και ειδικά το στάδιο της συστηµατικής µετάδοσης σήµατος σε όλα τα µέρη του φυτού 
αποτελούν µέρος της άµυνας των φυτών ενάντια σε ιούς. 

Η πρακτική όψη αυτής της διαδικασίας αναλύεται από τον Baulcombe (1999) ο οποίος 
αναλύει την σηµαντικότητα της γονιδιακής καταστολής σαν εργαλείο για την µελέτη γονιδίων 
σε φυτά. Η µέθοδος που προτείνεται έχει αρκετά πλεονεκτήµατα:  

- η µελέτη κάποιου γονιδίου απαιτεί την γνώση µέρους µόνο της αλληλουχίας του 
αφού η γονιδιακή καταστολή επάγεται µε µικρό τµήµα. Σίγηση έχει προκληθεί ακόµη και µε 
22µερή τµήµατα γονιδίου (Thomas et. al., 2001). 

- ∆ίνει πολύ γρήγορα αποτελέσµατα: Η τεχνική απαιτεί την κλωνοποίηση του 
τµήµατος σε κατάλληλο ιικό φορέα και µόλυνση φυτών µε αυτόν. Τα συµπτώµατα από την 
καταστολή του γονιδίου εµφανίζονται σε µόλις 15 ηµέρες από την µόλυνση στα επάνω φύλλα 
του φυτού. 

- Με την µέθοδο αυτή µπορεί κανείς να µελετήσει την λειτουργία γονιδίων των 
οποίων η καταστολή είναι τοξική για το φυτό και συνεπώς δεν µπορούν να µελετηθούν µε 
πλήρη καταστροφή του ενδογενούς γονιδίου. Η γονιδιακή καταστολή µέσω RNA δεν φτάνει 
στο 100% της µετάφρασης του γονιδιου, γεγονός που επιτρέπει την παρατήρηση στοιχείων 
του φαινοτύπου -ακόµη και αν αυτός είναι θνησιγόνος- που να υποδηλώνουν την λειτουργία 
του γονιδίου.  

- Η διαδικασία αποδόµησης RNA µέσω VIGS στοχεύει αλληλουχίες που είναι 
οµόλογες µε τα 23µερή που σχηµατίζονται κατά την σταδιακή αποδόµηση του δίκλωνου RNA 
µε το οποίο ξεκινά το φαινόµενο. Αυτό σηµαίνει ότι οµολογία (100%) σε τµήµα DNΑ µήκους 
23 νουκλεοτιδίων είναι ικανή να προκαλέσει αποδόµηση του RNA µορίου που την περιέχει. 
∆ηλαδή µε την τεχνική αυτή καταστέλλονται γονίδια ακόµη και αν ανήκουν σε οικογένεια 
γονιδίων που µπορεί το ένα να αντικαταστήσει το άλλο. 

- Τέλος, µπορεί κανείς να κλωνοποιήσει βιβλιοθήκη από αλληλουχίες µε τυχαίο 
προσανατολισµό σε κατάλληλο ιικό φορέa (αφού και η συµπληρωµατική αλληλουχία –
antisense-είναι εξίσου αποτελεσµατική (Ruiz et. al., 1998), και ακόλουθα να µολύνει φυτά µε 
τις κατασκευές αυτές και να περιµένει 15-20 ηµέρες για την εµφάνιση φαινοτύπων στα φυτά 
αυτά. 

Για να είναι εφικτή η µέθοδος απαιτείται η κατασκευή ιικών φορέων για κάθε φυτικό 
είδος ώστε να υπάρχει ο κατάλληλος φορέας για κάθε ξενιστή, π.χ ο ιός της πατάτας Χ δεν 
πολλαπλασιάζεται στο φυτό Arabidopsis thaliana για το οποίο πρέπει να εντοπισθεί ιός ο 
οποίος να χρησιµοποιηθεί σαν φορέας γενετικού υλικού για το φυτό αυτό. 

Οι περισσότεροι φυτικοί ιοί δεν περνάνε στο µερίστωµα των φυτών (η ακραία περιοχή 
του φύλλου από όπου αναπτύσσεται το φυτό) το οποίο διαφέρει µεταβολικά από το υπόλοιπο 
µέρος του φύλλου. Επίσης, ούτε το σήµα της γονιδιακής σίγησης περνάει στο µερίστωµα, 
οπότε για να µελετηθούν λειτουργίες γονιδίων που εκφράζονται στην περιοχή αυτή πρέπει να 
βρεθεί ιός που να περνάει στα κύτταρα αυτά. Επίσης αν ο ιός δεν προκαλούσε κανένα 
σύµπτωµα στα φυτά που µολύνει θα διευκόλυνε πολύ την εκτίµηση των συµπτωµάτων στα 
πειράµατα αυτά. Ένας τέτοιος ιός έχει ήδη αποµονωθεί (Ratcliff et. al., 2001) ο TRV 
(tobacco rattle virus) ο οποίος εισβάλλει στα µεριστωµατικά κύτταρα καπνού, δεν προκαλεί 
κανένα σύµπτωµα και επάγει το φαινόµενο της γονιδιακής σίγησης. 
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ΑΑΠΠΟΟΤΤΕΕΛΛΕΕΣΣΜΜΑΑΤΤΑΑ   
 Εισαγωγή

LeMA-1, ή LeRpt5 (Lycopersicon esculentum Regulatory 
Particle Triple-A ATPase 5). 
 
 Η πρωτεΐνη LeMA-1 αποµονώθηκε σε µια προσπάθεια εντοπισµού φυτικών 
παραγόντων που αλληλεπιδρούν µε το ιοειδές PSTVd, µε σάρωση βιβλιοθήκης έκφρασης από 
καρπό ντοµάτας (Prombona et. al., 1995). Η σύγκριση της αλληλουχίας του κλώνου που 
αποµονώθηκε µε τις υπάρχουσες αλληλουχίες στις τράπεζες αλληλουχιών έδειξε ότι η 
LeMA-1 παρουσιάζει υψηλή οµολογία ( 77.4% αµινοξική οµολογία) µε την ανθρώπινη TBP-1 
(Ohana et. al., 1993) η οποία αποµονώθηκε ως αρνητικός ρυθµιστής της µεταγραφής του ιού 
HIV-1 µέσω αλληλεπίδρασης µε την πρωτεΐνη ΤΑΤ του HIV-1 (βλέπε Rpt5, ΑΑΑ ΑΤΡασες 
Κεφ Α, Παρ 2.2). 

Η πιθανή σχέση της µε το ιοειδές σε συνάρτηση µε τα δεδοµένα των Ohana et. al., 
(1993), οδήγησε στο συµπέρασµα ότι πιθανόν η LeMA-1 να συµµετέχει σε κάποιο στάδιο της 
διαδικασίας µεταγραφής στο φυτό και πιθανόν να έχει κάποια σχέση µε την παθογένεια του 
ιοειδούς. Στο γενικό πλαίσιο των ενδιαφερόντων του εργαστηρίου (µελέτη αλληλεπίδρασης 
πρωτεΐνης – RNA), η LeMΑ-1 αποτελούσε ένα πολύ ενδιαφέρον αντικείµενο µελέτης, ειδικά 
λόγω του γεγονότος ότι ήταν η πρώτη φυτική πρωτεΐνη της οικογένειας ΑΑΑ που 
αποµονώθηκε. 
 Η πολύ υψηλή οµολογία των δυο αυτών πρωτεϊνών ( της LeMA-1 µε την TBP-1, 
βλέπε ΑΑΑ ΑΤΡασες Κεφ Α, Παρ 2.2), οδήγησε στο συµπέρασµα ότι πρόκειται για 
παράγοντες της βασικής διαχείρισης των λειτουργιών του κυττάρου κάτι που δικαιολογεί την 
αυστηρή συντήρηση των πρωτεϊνών αυτών σε οργανισµούς όπως άνθρωπος και φυτά.  

Ανίχνευση του γονιδίου της LeMA-1 σε γενωµικό DNA από φύλλο έδειξε ότι υπάρχει 
ένα αντίγραφο του γονιδίου της στη ντοµάτα χωρίς ιντρόνιο. Ανίχνευση του µετάγραφου της 
LeMA-1 σε εκχύλισµα RNA από διάφορους ιστούς ντοµάτας έδειξε ότι η πρωτεΐνη 
εκφράζεται σε όλους τους ιστούς που ελέγχθηκαν, µε εξαίρεση τα σπόρια (Prombona et. al., 
1995). 

Η πρωτεΐνη κλωνοποιήθηκε σε κατάλληλο φορέα έκφρασης σε βακτήρια και 
αποµονώθηκε από κατάλληλη στήλη χηµικής συγγένειας µέσω µιας «ουράς» 6 καταλοίπων 
ιστιδίνης, που παρέχει ο φορέας, µε στόχο την δέσµευση της πρωτεΐνης στην στήλη. Με την 
µέθοδο αυτή αποµονώθηκε ικανή ποσότητα πρωτεΐνης για την παρασκευή αντισώµατος σε 
κουνέλια ώστε να είναι δυνατή η µελέτη της πρωτεΐνης in vivo (Τζωρτζακάκη Σεργία, Emilio 
Martinez). 

Η υψηλή οµολογία της LeMA-1 µε έναν ανθρώπινο παράγοντα, το γεγονός ότι ήταν η 
πρώτη πρωτεΐνη της οικογένειας ΑΑΑ που εντοπίσθηκε σε φυτά, και η πιθανή σχέση της µε 
την µεταγραφική µηχανή δηµιούργησαν µια ενδιαφέρουσα προϋπόθεση για να µελετηθεί η 
λειτουργία της πρωτεΐνης αυτής στα φυτά. Τα στοιχεία αυτά απετέλεσαν την βάση της 
εργασίας αυτής. 
  Με στόχο την µελέτη της λειτουργίας της πρωτεΐνης in vivo σε φυτά εξετάσθηκαν 
διάφορες στρατηγικές από τις οποίες τελικά επιλέχθηκε εκείνη της έκφρασης της πρωτεΐνης 
στο φυτό µέσω του συστήµατος του PVX, δηλαδή να υπερεκφραστεί η πρωτεΐνη στο φυτό 
µέσω ενός ιικού φορέα µε την ελπίδα ότι το φαινόµενο αυτό θα προκαλέσει κάποια εµφανή 
επίδραση στην φυσιολογία του φυτού, τέτοια που να επιτρέπει κάποια συµπεράσµατα για την 
λειτουργία της πρωτεΐνης στο κύτταρο. 
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1.Παρασκευή, έλεγχος και εµπλουτισµός του ορού σε ειδικά
για την LeMA-1 αντισώµατa.  

   
 
Το αντίσωµα παρασκευάστηκε από κουνέλια µε αντιγόνο κατάλληλη ποσότητα πρωτεΐνης 

LeMA-1 (350µg / κουνέλι). Γα τον σκοπό αυτό, η πρωτεΐνη εκφράσθηκε σε βακτήρια σε 
σύντηξη µε «ουρά» έξι ιστιδινών στο άµινο-τελικό της άκρο, και αποµονώθηκε από στήλη 
χηµικής συγγένειας µε Ni η οποία δεσµεύει την ακολουθία της «ουράς». Ανοσοποιήθηκαν δυο 
αρσενικά κουνέλια ίδιας ηλικίας (από το εργαστήριο του ∆ρ. Κραµποβίτη), τα: R151 και R152. 
Μετά την αρχική ανοσοποίηση έγιναν τρεις υπενθυµίσεις, 21, 48, και 128 ηµέρες µετά τον 
εµβολιασµό, µε την ίδια ποσότητα πρωτεΐνης.  

Το σχήµα της ανοσοποίησης έχει ως εξής:  
Εµβολιασµός  ηµέρα 1η  
 

Υπενθύµιση  ηµέρα 21η   
1η αφαίµαξη:  ηµέρα 28η  
2η αφαίµαξη: ηµέρα 35η  

   Υπενθύµιση ηµέρα 48η  
      3η αφαίµαξη: ηµέρα 56η  
      4η αφαίµαξη:  ηµέρα 71η  
      5η αφαίµαξη: ηµέρα 88η  
      6η αφαίµαξη: ηµέρα 100η    
   Υπενθύµιση ηµέρα 128η  
      7η αφαίµαξη: ηµέρα 136η  
      8η αφαίµαξη: ηµέρα 143η  
 

Στα πρώτα τρία δείγµατα ορού που συλλέχθηκαν από τα κουνέλια και προσδιορίστηκε ο 
τίτλος του αντισώµατος µε την µέθοδο της ELISA. Η τιτλοδότηση έγινε µε βάση την 
απορρόφηση του δείγµατος σε µήκος κύµατος 280nm και σύµφωνα µε την αντιστοιχία: 
1mg/ml πρωτεΐνης αντιστοιχεί σε απορρόφηση Α=1,4.  

 
Τιτλοδότηση 1ης αφαίµαξης : 

   R: 151   1,097mg/ml 
   R: 152   1.9 mg/ml 

Τιτλοδότηση 2ης αφαίµαξης : 
   R: 151   1,91mg/ml 
   R: 152   1.92 mg/ml 

Τιτλοδότηση 3ης αφαίµαξης : 
   R: 151   2mg/ml 
   R: 152   2.1 mg/ml 
 

Και στις τρεις περιπτώσεις, ο τίτλος των αντισωµάτων στο κουνέλι R152 ήταν 
υψηλότερος από τον αντίστοιχο του κουνελιού R151 µε µεγαλύτερο αυτόν της 3ης αφαίµαξης, 
η οποία επιλέχθηκε τελικά για τα επόµενα πειράµατα. Συνολικά συλλέχθηκαν οκτώ δείγµατα 
από κάθε κουνέλι, των οποίων ο τίτλος προσδιορίστηκε µε ανοσοανίχνευση πρωτεϊνών σε 
µεµβράνη (Western blot) και όχι µε άµεσο προσδιορισµό µε την τεχνική της ELISA. 
 Αρχικά, έγινε µια σειρά από πειράµατα µε στόχο τον προσδιορισµό των κατάλληλων 
συνθηκών για την ανίχνευση της πρωτεΐνης µε το αντίσωµα µε βάση τα οποία επιλέχθηκε η 
τελική µέθοδος (βλέπε Κεφ. Υλικά και Μέθοδοι). Συνοπτικά, έγινε σειρά πειραµάτων (δεν 
παρουσιάζονται τα δεδοµένα) ώστε να προσδιοριστεί η βέλτιστη σχέση ανάµεσα στο αντιγόνο-
αντίσωµα και το αντίσωµα-αντι-αντίσωµα, επίσης δοκιµάστηκαν διάφορες ουσίες σαν 
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παράγοντες κάλυψης της µεµβράνης (blocking agent).Τα πειράµατα αυτά οδήγησαν στην 
µέθοδο που περιγράφεται στο κεφ. Υλικά και Μέθοδοι. 

Αρχικά, για την ανίχνευση της ειδικής πρόσδεσης του αντισώµατος στην πρωτεΐνη 
χρησιµοποιήθηκε αντι-αντίσωµα συγκολληµένο µε υπεροξειδάση το οποίο αργότερα 
αντικαταστάθηκε από την αλκαλική φωσφατάση η οποία ανιχνεύει µικρότερες ποσότητες 
πρωτεΐνης και είναι πιο σταθερή στο χρόνο.  

Χρησιµοποιώντας τον αντιορό της 3ης αφαίµαξης του κουνελιού R152 σε πρωτεϊνικό 
εκχύλισµα φύλλων ντοµάτας εντοπίσθηκε µια έντονη ζώνη που αντιστοιχεί σε πρωτεΐνη 
µεγαλύτερη από την ανασυνδυασµένη κατά τουλάχιστον 5-8kDa (εικ. 1Α, 2Α). Με βάση το 
υπολογιζόµενο µέγεθος της πρωτεΐνης από την κωδική περιοχή (49.7kDa), το σήµα από την 
LeMA-1 αναµενόταν χαµηλότερα από την ανασυνδυασµένη δεδοµένου ότι το φυτικό προϊόν 
δεν φέρει την «ουρά» των ιστιδινών.  

 

Εικόνα 1 Ανίχνευση της LeMA-1 σε 
πρωτεϊνικό εκχύλισµα φύλλου. Έγιναν τρεις 
αραιώσεις του εκχυλίσµατος: 15, 5, και 1µg 
ολικής πρωτεΐνης, ώστε να προσδιοριστεί η 
ελάχιστη ανιχνεύσιµη ποσότητα πρωτεΐνης σε 
δείγµα φυτικού ιστού. Εδώ φαίνονται τα 
διαφορετικά προϊόντα που ανιχνεύονται από 
τους ορούς των δυο κουνελιών του R152(Α) 
και του R151(Β) σε εκχύλισµα φύλλου. Το 
δείγµα Αν: Ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη ως 
δείκτης µεγέθους της LeMA-1 

1µg 5µg 15µg Aν      Αν  15µg 5µg 1µg 

Β: Αντιορός R151 Α: Αντιορός R152 

Με τον αντιορό R151 ανιχνεύθηκε µια πρωτεΐνη στο προβλεπόµενο µήκος, 
χαµηλότερα από την ανασυνδυασµένη (εικ. 1Β, 2Β). Το σήµα ήταν πολύ ασθενέστερο από αυτό 
που προέκυψε µε τον αντιορό R152 και δεν εµφανιζόταν πάντα σε αντίθεση µε την πολύ 
σταθερή και επαναλήψιµη συµπεριφορά του R152. Αυτό οδήγησε στο εσφαλµένο συµπέρασµα 
ότι το φυτικό προϊόν (LeMA-1) ανιχνεύεται από τον αντιορό R152 ο οποίος και 
χρησιµοποιήθηκε στα επόµενα πειράµατα, θεωρώντας ότι η φυτική πρωτεΐνη είναι πράγµατι 
µεγαλύτερη από τον αποµονωµένο από την βιβλιοθήκη κλώνο (Prombona et al 1995).  

Παράλληλα, ολοκληρώθηκε η διαδικασία της ανοσοποίησης και συλλέχθηκαν τα 
υπόλοιπα δείγµατα από τις διαδοχικές αφαιµάξεις των οποίων ο τίτλος ελέγχθηκε µε την 
µέθοδο του Western blot. Όλα τα δείγµατα ορού ανίχνευσαν το ίδιο προϊόν σε διάλυµα 
αποµονωµένης ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης (εικ.,3), παρουσίασαν όµως σηµαντικές διαφορές 
σε φυτικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα (εικ.,4, 5).  

 
 
 
 
 
 
 

 1    2   3   4   5   6    7    8  
 1     2    3   4   5    6   7     8 

LeMA-1 
?

Εικόνα 2 Ανοσοανίχνευση της LeMA-1 σε ιστούς ντοµάτας: Τα δείγµατα στις δύο µεµβράνες είναι 
τα ίδια, εκχύλισµα πρωτεϊνών από ιστούς ντοµάτας, περίπου 30µg ολiκής πρωτεΐνης ανά δείγµα, 
υπολογισµένη µε την µέθοδο Bradford: 1: ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη, 2: φύλλo, 3: φρούτο, 4:ρίζα, 
5:άνθη, 6:σέπαλα, 7: σπόρος, 8: φυτρωµένος σπόρος. Η µεµβράνη Α έχει επωαστεί µε αντίσωµα R152 
και φαίνεται σε όλα τα δείγµατα πρωτεΐνη µεγαλύτερη από την ανασυνδυασµένη. Η µεµβράνη Β έχει 

Α: Αντιορός: R152 Β: Αντιορός: R151 
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επωαστεί µε αντίσωµα R151 όπου ανιχνεύεται πρωτεΐνη στο σωστό µέγεθος αλλά όχι σε όλους τους 
ιστούς. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Κουνέλι 1:R151 
Και 2: R152 
 

LeMA-1 

  1       2       3         4          5            6            7            8  
1   2    1     1    2    1    2     1    2     1    2     1      2      1    2 

Νο αφαίµαξης 

Εικόνα 3: Έλεγχος του τίτλου των αντισωµάτων των οκτώ διαδοχικών αφαιµάξεων που 
πραγµατοποιήθηκαν κατά την διάρκεια της ανοσοποίησης. 100µg ανασυνδυασµένης LeMA-1 αναλύονταιι 
σε αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης 10% χωρίς πηγάδια. Η µεµβράνη, που προκύπτει µετά από 
ηλεκτροµεταφορά, τεµαχίζεται και κάθε λουρίδα επωάζεται µε διαφορετικό δείγµα ορού. Έγιναν οκτώ 
διαδοχικές αφαιµάξεις από δυο κουνέλια: R151 και R152. Τα δυο αντισώµατα αναγνωρίζουν το ίδιο 
προϊόν µε ισχυρότερο τον τίτλο της τέταρτης αφαίµαξης. 

Το σήµα του κουνελιού R152 (εικ. 4Β δείγµατα 1 και 3, ζώνη α), έντονο στις τρεις 
πρώτες αφαιµάξεις, σταδιακά εξαφανίζεται, και αντιστοιχεί σε πρωτεΐνη µεγαλύτερη της 
LeMA-1. Στις ίδιες συνθήκες όµως, ο αντιορός R151 δίνει δυο ζώνες, µία αρχικά 
ασθενέστερη, που αντιστοιχεί σε πρωτεΐνη µικρότερη από την LeMA-1 (εικ. 4Α, ζώνη γ), και 
µια δεύτερη (εικ.4 ζώνη β), που µετά τις δυο υπενθυµίσεις ενισχύεται και αντιστοιχεί στο 
αναµενόµενο από το cDNA µέγεθος της φυτικής πρωτεΐνης. Η 2η και 3η υπενθύµιση έγινε 
πριν την 3η και την 7η αφαίµαξη αντίστοιχα. Μέχρι το σηµείο αυτό, τα πειράµατα γίνονταν µε 
την 2η και 3η αφαίµαξη του κουνελιού 2 τα οποία δίνουν πολύ έντονο σήµα. Το πείραµα αυτό 
ανέτρεψε τα προηγούµενα πειράµατα και κρίθηκε αναγκαίος και απαραίτητος ο 
ανοσοκαθαρισµός του αντισώµατος ώστε να εµπλουτισθεί ο ορός σε ειδικά για την LeMA-1 
αντισώµατα και να διευκρινιστεί ποιο σήµα από τα δύο αντιστοιχεί τελικά στην πρωτεΐνη 
LeMA-1 της ντοµάτας. 

Α 
Εικόνα 4 ανοσοανίχνευση της LeMA-1 σε 
πρωτεϊνικό εκχύλισµα φύλλου A: ανίχνευση µε το 
αντίσωµα R151 όλων των αφαιµάξεων. Β: ανίχνευση 
µε το αντίσωµα R152 όλων των αφαιµάξεων (Τα 
νούµερα των δειγµάτων αντιστοιχούν στις 
αφαιµάξεις. Οι υπενθυµίσεις έγιναν πριν την 3η και 
την 7η αφαίµαξη, µετά από αυτές αναµένεται 
ενίσχυση του τίτλου του ειδικού για την LeMA-1 
αντισώµατος).   Η ζώνη που αντιστοιχεί στην 
LeMA-1, σύµφωνα µε το προβλεπόµενο µέγεθος, 
είναι η ζώνη β. Ο ορός R151 ανιχνεύει δυο 
προϊόντα: τη ζώνη β και ένα µικρότερο προϊόν, την 
ζώνη γ. Ο ορός R152 ανιχνεύει δυο προϊόντα: τη 
ζώνη β και ένα µεγαλύτερο προϊόν, την ζώνη α. Τα 
πρώτα πειράµατα έγιναν µε το αντίσωµα 2 (δείγµα 
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3, κουνέλι 152) θεωρώντας ότι το πραγµατικό σήµα 
είναι η ζώνη α., Το δείγµα 6 του κουνελιού 2 
εµφανίζει την ζώνη γ  που εµφανίζεται µε τον ορό 
του κουνελιού 1. Το πείραµα επαναλήφθηκε µε το 
ίδιο αποτέλεσµα, είναι πιθανό να έχουν µπερδευτεί 
τα δείγµατα της αφαίµαξης 6.  
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MA-1 

  1       2       3         4          5            6         7          8      S 
1   2    1     1    2    1    2     1    2     1    2         2     1    2    
 

 
Κουνέλι R151 
Και R152 
 

όνα 5 Ανίχνευση της LeMA-1 σε πρωτεϊνικό εκχύλισµα φύλλου, µε τις διαδοχικές αφαιµάξεις 
 πραγµατοποιήθηκαν κατά την παραγωγή του αντισώµατος για την LeMA-1., S: ορός του κουνελιού 
2 πριν την ανοσοποίηση. Σε αποδιατακτικό πήκτωµα χωρίς πηγάδια αναλύεται ποσότητα 
υλίσµατος πρωτεϊνών από φύλλα ντοµάτας. Ακολουθεί παρόµοια διαδικασία µε εκείνη των 
βρανών της εικ. 3. Εδώ φαίνεται η διαφορά στα αντισώµατα που παράγονται από τα δυο κουνέλια. Ο 
ς του κουνελιού R151 αναγνωρίζει διαφορετική πρωτεΐνη από τον αντίστοιχο του κουνελιού R152.  

1.1 Καθαρισµός του αντισώµατος µε στήλη ανοσοσυγγένειας. 
Για τον ανοσοκαθαρισµό επιλέχθηκε η 4η αφαίµαξη της οποίας ο τίτλος ήταν αρκετά 

λός στους αντιορούς και των δύο κουνελιών (εικ 4Α και 4Β, δείγµα 4).  
Έγιναν συνολικά τέσσερις ανοσοκαθαρισµοί, δυο δείγµατα από κάθε αντιορό, από 

ς οποίους προέκυψαν 5 ml καθαρισµένου αντισώµατος για τον καθένα. Το τελικό διάλυµα 
γχθηκε όσον αφορά την ειδική αναγνώριση της LeMA-1 σε πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα 
λου ντοµάτας (εικ. 6Β), καθώς και σε διάλυµα ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης σε σύγκριση 
τον µη καθαρισµένο αντιορό (εικ. 6Α). Μετά τον ανοσοκαθαρισµό, τα δύο αντισώµατα 
51 και R152) παρουσιάζουν την ίδια εικόνα. Η µεγαλύτερη έντονη ζώνη του ορού 2 
φανίστηκε, ενώ παράλληλα και στους δυο αντιορούς ενισχύθηκε η ζώνη που αντιστοιχεί 
 υπολογιζόµενο µέγεθος της LeMA-1 στο φυτό.  
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Εικόνα 6 Σύγκριση των αποτελεσµάτων ανοσοανίχνευσης της LeMA-1 µε τους αντιορούς των δυο 
κουνελιών µετά τον ανοσοκαθαρισµό των ορών. Στην µεµβράνη Α αναλύονται 100µg 
ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης σε πήκτωµα χωρίς πηγάδια, ενώ στην µεµβράνη Β µε ανάλογο τρόπο 
αναλύονται 150µg πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος από φύλλα ντοµάτας. Οι µεµβράνες τεµαχίζονται σε δέκα 
λουρίδες και κάθε λουρίδα επωάζεται µε κατάλληλο δείγµα ορού. Μετά τον ανοσοκαθαρισµό η εικόνα 
των δυο ορών είναι όµοια (δείγµατα Α1, Α6, Β1, Β6), και οι δυο ανιχνεύουν µόνο ένα προϊόν που 
αντιστοιχεί στην LeMA-1 µε βάση το προβλεπόµενο από το cDNA µέγεθος της πρωτεΐνης .  

1: P1 το ανοσοκαθαρισµένο αντίσωµα R151 6: Ρ2 το ανοσοκαθαρισµένο αντίσωµα R152 
2: 2η αφαίµαξη του R151   7: 2η αφαίµαξη του R152 
3: 3η αφαίµαξη του R151   8: 3η αφαίµαξη του R152 
4: 5η αφαίµαξη του R151   9: 5η αφαίµαξη του R152 
5: ορός του R151 πριν την ανοσοποίηση 10: ορός του  R152πριν την ανοσοποίηση 

 
Ακόλουθα έγινε πείραµα διακριτικότητας του αντισώµατος και προσδιορίστηκε η 

ελάχιστη ποσότητα αντιγόνου που ανιχνεύεται σε αυτές τις συνθήκες σε δείγµα ολικής 
φυτικής πρωτεΐνης καθώς και σε διάλυµα ανασυνδυασµένης LeMA-1 γνωστής συγκέντρωσης. 
Στις συνθήκες ρουτίνας του πειράµατος (Western blot) και σε αραίωση 1:8000 ανιχνεύεται 
ποσότητα 0.05pg πρωτεΐνης σε διάλυµα πρωτεΐνης (Εικόνα 7), ενώ η ζώνη εντοπίζεται µέχρι 
και σε εκχύλισµα 5µg συνολικής πρωτεΐνης από φύλλο ντοµάτας (δεν παρουσιάζονται 
δεδοµένα). 
 5pg 5µg 50µg 
 

 
 
 
 

Εικόνα 7 Προσδιορισµός ευαισθησίας της ανοσοανίχνευσης της LeMA-1 µε τον 
εµπλουτισµένο αντιορού. Σε αποδιατακτικό πήκτωµα αναλύονται δείγµατα ανασυνδυαςµένης 
πρωτεΐνης σε διαδοχικές αραιώσεις ξεκινώντας από 50µg και αραιώνοντας κάθε φορά στο 1/10. 
Τα πρώτα τρία δείγµατα κάθε µεµβράνης κόπηκαν και αποµακρύνθηκαν από το διάλυµα των 
χρωµογόνων ουσιών (NBT/BCIP) αµέσως µόλις εµφανίστηκαν οι ζώνες, δευτερόλεπτα µετά την 
εµβάπτιση τους στο διάλυµα. Η υπόλοιπη µεµβράνη αφήνεται µέχρι να εµφανιστούν και οι 
υπόλοιπες ζώνες.  

 
Σε όλα τα επόµενα πειράµατα χρησιµοποιήθηκε µόνο ανοσοκαθαρισµένος αντιορός 

και κυρίως αυτός του κουνελιού 2 (Ρ2), ο οποίος εµφανίζει ενισχυµένο τίτλο σε σχέση µε τον 
Ρ1, σε αραίωση 1:8000 σε TBS. 
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2. Πειράµατα ανοσοεντοπισµού της LeMA-1 σε φυτά.    
 

2.1 Η LeMA-1 εντοπίζεται σε όλους τους φυτικούς ιστούς.  
Από τα πρώτα πειράµατα µε το ανοσοκαθαρισµένο αντίσωµα παρατηρείται ότι σε 

πρωτεϊνικό εκχύλισµα φύλλων ανιχνεύεται µια αρκετά σηµαντική ποσότητα πρωτεΐνης 
(Εικόνα 1Β)  

Για να γίνει έλεγχος πιθανής ιστο-ειδίκευσης της πρωτεΐνης παρασκευάστηκαν 
πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα από τα βασικά µέρη του φυτού : φύλλα, άνθη χωρίς τα σέπαλα, 
σέπαλα, ρίζα, φρούτο (άωρο -πράσινο- και ώριµο) και σπόρια.  

 
Σε πρωτεϊνικό εκχύλισµα φύλλων εντοπίζεται 

πάντα µια ζώνη στο προβλεπόµενο µήκος (εικ. 8B, 9B, 
10 και 11 δείγµα 2). 

φύλλο 

 
Έγινε έλεγχος της παρουσίας της LeMA-1 σε 

φρούτο ντοµάτας σε τρία διαφορετικά στάδια 
σχηµατισµού του καρπού: άωρο, τις 
πρώτες ηµέρες του σχηµατισµού του (εικ. 
10 δείγµα 9), σχηµατισµένο αλλά πράσινο 
(εικ. 11 δείγµα 4) και ώριµο φρούτο 
(κόκκινο) (εικ. 8Β δείγµα 3, εικ. 9Β δείγµα 
3, εικ. 10 δείγµα 3 και εικ. 11 δείγµα 3). 

8Β(2)   9Β(2)  10(2)   11(2) 

Η πρωτεΐνη εντοπίζεται και στα 
τρία στάδια σχηµατισµού του φρούτου χωρίς 
να παρατηρούνται αλλαγές στην ποσότητα ή 
το µέγεθος της πρωτεΐνης στα δείγµατα 
αυτά. 

φρούτο 

 LeMA-1 εντοπίζεται επίσης στις ρίζες (εικ. 9Β, 10 και 11 δείγµα 4) και στα άνθη 
(έχουν αφαιρεθεί τα σέπαλα)  (εικ. 8Β, 9Β, 10 και 11 δείγµα 5) όπως και στα σέπαλα (εικ. 11 
δείγµα 7).  
 

ς α  

9Β(4)

 

 

πρωτεΐν
ντοµάτα
ανώριµα
από ανώ
9Β δείγ
σποριόφ
και 9Β δ
ρίζα
 
 
 
 
 
 
 
    10(4)  11(4) 

 8Β(5)  

Για να µελετηθεί η παρουσία τ
ης σε σπόρια, αναλύθηκαν σπό
ς σε τρία στάδια του κύκλου ζωής το
 σπόρια (εικ.10 δείγµα 8) (αφαιρέθηκ
ριµο φρούτο), ώριµα σπόρια (εικ. 8

µα 7 και 11 δείγµα 8) και σπόρια α
υτο (αφαιρέθηκε το φυτάριο) (εικ. 
είγµα 7 και εικ. 11 δείγµα 8).  
άνθο
 9Β(5)   10(5)  11(5) 

ης 
ρια 
υς: 
αν 
Β, 
πό 
8Β   

 

σέπαλ
11(7) 
10(8)   8Β(8)  9Β(8) 11(9)     8Β(7)  9Β(7) 11(8)
σπόρια
10(9)     11(4)            8Β(3)    9Β(3)   10(3)   
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Η πρωτεΐνη εντοπίζεται σε σπόρια, ενώ δεν ανιχνεύεται σε ανώριµα σπόρια. Σε 
βλαστάνοντα σπόρια ανιχνεύονται µόνο µικρότερα προϊόντα πιθανόν αποτέλεσµα αποδόµησης 
της πρωτεΐνης κατά την γένεση του νέου φυτού. 

Σε όλες τις περιπτώσεις ανιχνεύεται παρόµοια ποσότητα πρωτεΐνης σε δείγµα ίδιας 
περιεκτικότητας σε ολική πρωτεΐνη χωρίς να παρατηρείται διαφοροποίηση στην ποσότητα, το 
µέγεθος ή την ηλεκτροφορητική συµπεριφορά.  

 
  1   2    3    4    5    7   8 
 

Ε
το
υπ
σε

1:
2
3
4
Η
το
 

Ε
υπ
αν
κα

 
 
 
 
 
 

1   2    3   4  5   6   7   8
 
 
 
 
 
 
 
 Α: Αντίσωµα R151  Β: Ανοσοκαθαρισµένο R151 

ικόνα 8 ∆ιαφορές της εικόνας του αντιορού 151 µετά τον ανοσοκαθαρισµό. Σύγκριση της εικόνας 
υ αντισώµατος R151 της LeMA-1 σε πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα από ιστούς ντοµάτας. Σε κάθε δείγµα 
ολογίζεται ποσότητα συνολικής πρωτεΐνης 27-30µg περίπου. Τα δείγµατα βρίσκονται µε την ίδια 
ιρά στις δύο µεµβράνες και είναι: 

 ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη  5: εκχύλισµα άνθους 
: εκχύλισµα φύλλων   6: εκχύλισµα από σέπαλα 
:εκχύλισµα φρούτου   7: εκχύλισµα από σπόρια 
: εκχύλισµα ρίζας   8: εκχύλισµα από φυτρωµένα σπόρια. 
 µεµβράνη Α έχει επωαστεί µε το αντίσωµα R151, ενώ η µεµβράνη Β µε το αντίσωµα Ρ1(R151) µετά 
ν ανοσοκαθαρισµό. (Στη µεµβράνη Β δεν υπάρχει δείγµα για σέπαλα –Νο 6-). 

 1    2    3    4    5    7    8 

 
 1   2   3  4  5   6   7   8 
1: ανασυνδυασµένη 
πρωτεΐνη 

2: εκχύλισµα φύλλων 
3: εκχύλισµα φρούτου  
4: εκχύλισµα ρίζας 
5: εκχύλισµα άνθους 
6: εκχύλισµα από σέπαλα 
7: εκχύλισµα σπορίων 
8: εκχύλισµα φυτρωµένων 

σπορίων 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

A: Αντιορός R152 B: Ανοσοκαθαρισµένο Ρ2 

ικόνα 9 ∆ιαφορές στην εικόνα του αντιορού R152 µετά τον ανοσοκαθαρισµό. Σε κάθε δείγµα 
ολογίζεται ποσότητα συνολικής πρωτεΐνης 27-30µg περίπου. Η µεµβράνη Α έχει επωαστεί µε το 
τίσωµα R152, και η µεµβράνη Β µε το αντίσωµα Ρ2(R152), δηλαδή το δείγµα που προκύπτει µετά τον 
θαρισµό. (Στη µεµβράνη Β δεν υπάρχει δείγµα για σέπαλα –Νο 6-). 



 78 
 

1  2   3   4  5   6  7  8   9 Εικόνα 10 Ανίχνευση της LeMA-1 σε ιστούς 
ντοµάτας: 

1: ανώριµο φρούτο  6: ρίζα 
2: ανώριµα σπόρια   7: ώριµο φρούτο 
3: φυτρωµένα σπόρια  8: φύλλο 
4: σπόρια   9: Ανασυνδυασµένη  
5: άνθος           πρωτεΐνη   
 

 
 

Εικόνα 11 Ανίχνευση της LeMA-1 σε ιστούς 
ντοµάτας: 

1   2 3   4   5  6  7  8   9 

 
1: φυτρωµένα σπόρια η  6: ανώριµο φρούτο  
2: σπόρια  7: ώριµο φρούτο   
3: σέπαλα        8: φύλλο  
4: άνθος  9: Ανασυνδυασµένη  
5: ρίζα      πρωτεΐνη 

    
 
 Με βάση τα βιβλιογραφικά δεδοµένα η παρουσία της LeMA-1 σε όλους τους ιστούς 
του φυτού είναι αναµενόµενη, αφού συµµετέχει στο σχηµατισµό του συµπλόκου της 26S 
πρωτεάσης η οποία βρίσκεται σε όλα τα κύτταρα ευκαρυωτικών οργανισµών (βλέπε 26S 
πρωτεάση Κεφ Β, παρ 2). 
 

2.2 Η LeMA-1 εντοπίζεται σε πυρήνες αλλά όχι σε 
χλωροπλάστες.  
 

Παράλληλα έγινε έλεγχος της παρουσίας της πρωτεΐνης στα υποκυτταρικά οργανίδια 
πυρήνες και χλωροπλάστες. Αποµονώθηκαν πυρήνες και χλωροπλάστες των οποίων η 
καθαρότητα και οµογένεια ελέγχθηκε µε παρατήρηση στο µικροσκόπιο. Ακόλουθα, τα 
διαλύµατα τροποποιήθηκαν (συµπυκνώθηκαν ή αραιώθηκαν) ώστε η τελική συγκέντρωση 
ολικής πρωτεΐνης να είναι 0,5-1µg/µl. Το διάλυµα των πυρήνων συνήθως συµπυκνώθηκε µε 
κατακρήµνιση µε τριχλωροξικό οξύ (TCA) και επαναδιάλυση σε κατάλληλο όγκο 0.1 ΝαΟΗ, 
ενώ οι χλωροπλάστες συνήθως απαίτησαν αραιώσεις που υπολογίσθηκαν µε βάση την 
περιεκτικότητα της χλωροφύλλης του δείγµατος (βλέπε Υλικά και Μεθ.). Πρωτεΐνη LeMA-1 
ανιχνεύθηκε σε αποµονωµένους πυρήνες σε περιεκτικότητα ανάλογη των υπολοίπων ιστών 
του φυτού, ενώ σε καµία περίπτωση δεν εντοπίσθηκε παρουσία της LeMA-1 σε εκχύλισµα 
αποµονωµένων χλωροπλαστών (εικ. 12). 

 
Φ    Χ   Π   Α  Α  Χ    Π   Φ 

Εικόνα 12 Ανοσοανίχνευση της  LeMA-1 σε 
εκχύλισµα χλωροπλαστών και πυρήνων. Η 
LeMA-1 ανιχνεύεται σε πυρήνες, όχι όµως και σε 
χλωροπλάστες. 

Α: Ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη 
Π: Εκχύλισµα πυρήνων 
Χ: Εκχύλισµα χλωροπλαστών 
Φ: Εκχύλισµα φύλλων 
 

Ανοσοκαθαρισµένο 
P2(R152) 

 Αντίσωµα R151 
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 Η παρουσία της LeMA-1 σε πυρήνες ήταν αναµενόµενη δεδοµένου ότι και οι 
υπόλοιπες πρωτεΐνες της οµάδας βρίσκονται και στον πυρήνα και στο κυτταρόπλασµα των 
κυττάρων που ελέγχθηκαν (βλέπε ΑΑΑ ΑΤΡασες Κεφ Α, Παρ 2.2), και έχουν σχέση µε την 
µεταγραφική µηχανή. Για την παρουσία της σε χλωροπλάστες δεν υπάρχουν στοιχεία στην 
βιβλιογραφία. Με βάση τα δεδοµένα επανειληµµένων προσπαθειών ανοσοεντοπισµού της σε 
χλωροπλάστες, η LeMA-1 δεν βρίσκεται στο οργανίδιο αυτό. 
 
 

2.3 Η LeMA-1 εντοπίζεται σε φύλλα διαφόρων φυτών. 
 

Η LeMA-1 ανήκει σε µια µεγάλη οικογένεια οµόλογων πρωτεϊνών, τις ΑΑΑ 
πρωτεΐνες οι οποίες εµφανίζουν υψηλά ποσοστά αµινοξικής οµολογίας ειδικά στην περιοχή 
πρόσδεσης του ΑΤΡ. Ειδικότερα, τα µέλη της υποοικογένειας των πρωτεασωµικών ΑΤΡασών 
στην οποία ανήκει παρουσιάζουν εξαιρετικά υψηλά ποσοστά οµολογίας. Με βάση το γεγονός 
αυτό θεωρήθηκε πιθανό το ειδικό αντι-LeMA-1 αντίσωµα να αναγνωρίζει τις οµόλογες της 
LeMA-1 σε άλλα φυτά. Με στόχο τον εντοπισµό οµόλογων πρωτεϊνών σε άλλα φυτά 
συλλέχθηκαν δείγµατα φύλλων από πλειάδα φυτών από τα οποία αποµονώθηκαν πρωτεΐνες 
και υποβλήθηκαν σε έλεγχο ανοσοεντοπισµού πρωτεΐνης µε το αντίσωµα της LeMA-1. Όπως 
ήταν αναµενόµενο από τα βιβλιογραφικά δεδοµένα, σε όλα τα δείγµατα εντοπίσθηκε ζώνη 
ίδιας ηλεκτροφορητικής συµπεριφοράς µε την LeMA-1 της ντοµάτας (εικ 13) µε εξαίρεση τα 
δείγµατα των chenopodium species (δείγµατα 2,3 στην µεµβράνη 1 και δείγµα 3 στη 
µεµβράνη 2) και του αµπελιού (δείγµα 2 στη µεµβράνη 2), πιθανόν η αµινοξική οµολογία της 
πρωτεΐνης να µην είναι τέτοια που να επιτρέπει τον ανοσοεντοπισµό της από το αντίσωµα 
της LeMA-1. 

 
 

1   2  3   4   5   6    7  8   9 Εικόνα 13 Ανίχνευση της πρωτεΐνης LeMA-1 σε 
διάφορα φυτά: 

Μεµβράνη 1:   Μεµβράνη 2 
1: Nicotiana clevelandie 1: Curcubita pepo 
2: Chenopodium  murale 2: Vitis vinifera 
3: Chenopodium quinoa 3: Chenopodium foetidum 
4: Brassica oleracea 4: Antirhinum majus 

Μεµβράνη 1 5: Capsicum anum 5: Arabidopsis thaliana 
1  2  3   4   5   6    7  8   9  10 

Μεµβράνη 2 

6: Gomphrena globosa 6: Beta vulgaris 
7: Cucumis sativum 7: Nicotiana tobaccum. 
8: Petunia hybrida 8: Nicotiana benthamiana. 
9: Ανασυν. LeMA-1 9: Lycopersicon esculentum 

 10:Ανασυνδυασµένη LeMA-1 
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P 
Καψιδιακή πρωτεΐνη Triple block Μεταγραφάση 

 

3. Πειράµατα υπερέκφρασης της LeMA-1 σε φυτά µε το 
σύστηµα του PVX 

 
3.1 Το σύστηµα έκφρασης ξένων γονιδίων σε φυτά µέσω του ιικού 

φορέα PVX.  
 

Ένα από τα εργαλεία που συνήθως επιλέγεται για την µελέτη της λειτουργίας του 
προϊόντος ενός γονιδίου είναι η διαταραχή των ποσοτήτων της λειτουργικής πρωτεΐνης στο 
κύτταρο, στόχος που επιτυγχάνεται είτε µε καταστολή της µεταγραφής του γονιδίου είτε µε 
υπερέκφραση. Στην αρχή της εργασίας αυτής, οι Chapman et. al., (1992) δηµοσίευσαν µια 
απλή και γρήγορη µέθοδο έκφρασης ξένων γονιδίων σε φυτά µέσω ενός ιού, του ιού της 
πατάτας Χ (PVX, Potato Virus X), η οποία φάνηκε να αποτελεί ένα καλό εργαλείο για την 
µελέτη της LeMA-1 σε φυτά ντοµάτας. Ο ιός PVX προσβάλλει τις ντοµατιές αλλά δεν τους 
προκαλεί µεγάλη ζηµιά επιτρέποντας έτσι την παρατήρηση φαινοµένων που τυχόν 
προκαλούνται από την έκφραση ξένων γονιδίων µέσω του ιού αυτού. 

 
 
 

 

Εικόνα 14 Χάρτης του γενετικού υλικού του ιού της πατάτας Χ (PVX). Κωδικοποιούνται πέντε 
πρωτεΐνες: η µεταγραφάση του ιού, τρεις αλληλοεπικαλυπτόµενες πρωτεΐνες που συµµετέχουν στην 
µεταφορά του ιού στο σύστηµα του φυτού, και η καψιδιακή πρωτεΐνη. 

Ο PVX είναι φυτικός RNA ιός 6.4Kb το γένωµα του οποίου κωδικοποιεί για πέντε 
πρωτεΐνες (εικ. 14): την µεταγραφάση, 166KDa, τρεις πρωτεΐνες 25, 8 και 12KDa µε 
αλληλοεπικα-λυπτόµενες κωδικές περιοχές (triple block) που συµµετέχουν στην µεταφορά 
του ιού από κύτταρο σε κύτταρο, ενώ η µια από αυτές, (η 25Κ) συµµετέχει και στην 
παρεµπόδιση του φαινοµένου της µετα-µεταγραφικής σίγησης µέσω RNA (RNA silencing), και 
τέλος την καψιδιακή πρωτεΐνη (33KDa) (εικ. 14).  

Με αναδιπλασιασµό του υπογενωµικού υποκινητή της καψιδιακής πρωτεΐνης 
δηµιουργείται θέση ένθεσης γονιδίων στο γενετικό υλικό του ιού τα οποία εκφράζονται κάτω 
από τον έλεγχο του ισχυρού αυτού υποκινητή (εικ. 15). Οι Chapman et. al., (1992) 
παρατήρησαν ότι οι ξένες αλληλουχίες στην περιοχή αυτή δεν παρεµποδίζουν την 
µολυσµατικότητα και κινητικότητα του ανασυνδυασµένου ιού ο οποίος έτσι λειτουργεί σαν 
φορέας ξένων γονιδίων στα φυτά που µολύνονται µε αυτόν, η ένθεση όµως επηρεάζει τα 
επίπεδα των υπογενωµικών RNA  τα οποία εµφανίζονται ελαττωµένα όταν ο ιός φέρει ξένες 
αλληλουχίες (εικ. 17, και 16Β).  

Τοποθέτησαν την πλήρη αλληλουχία του ιού κάτω από τον έλεγχο του υποκινητή της 
Τ7 πολυµεράσης του RNA σε κατάλληλο πλασµιδιακό φορέα που επιτρέπει την in vitro 
µεταγραφή του ιού ώστε να χρησιµοποιηθεί σαν µολυσµατικό υλικό (PVX-GC3).  

Η κατασκευή βελτιώθηκε µε την κλωνοποίηση του τροποποιηµένου σε φορέα ιού σε 
πλασµιδιακό φορέα κάτω από τον έλεγχο του ισχυρού φυτικού υποκινητή CaMV35S και σήµα 
τερµατισµού nos (nopaline synthase) (Sablowski et. al., 1995). Το πλεονέκτηµα της 
κατασκευής αυτής είναι ότι τα φυτά µολύνονται µε πλασµιδιακό DNA, το οποίο µέσα στο 
κύτταρο παράγει το ιικό RNA που οδηγεί σε πολλαπλασιασµό του ιού και εγκατάσταση της 
µόλυνσης. Παράλληλα όµως µε τις ιικές πρωτεΐνες παράγεται και η πρωτεΐνη της ένθεσης 
που φέρει ο ιός (εικ. 17), η οποία είναι ανιχνεύσιµη (µε αντίσωµα) µετά την πάροδο 15 
ηµερών από την µόλυνση.  
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Εικόνα 15 Ο ιικός φορέας PVX-202 (Sablowski et al 1995) Το γενετικό υλικό του ιού κλωνοποιείται 
σε κατάλληλο πλασµιδιακό φορέα ενώ παράλληλα έχει δηµιουργηθεί περιοχή ένθεσης ξένων γονιδίων 
κάτω από τον έλεγχο του υποκινητή της καψιδιακής πρωτεΐνης µε κατάλληλο αναδιπλασιασµό της 
αλληλουχίας του. 

   P CaMV35S 

  

TT rr ii pp ll ee   
bb ll oo cc kk   Μεταγραφάση 

nos 

NruI EagI 
SalI 

P P

ΚΚ αα ψψ ιι δδ ιι αα κκ ήή   
ππ ρρ ωω ττ εε ïï νν ηη   

 
 

 1   2  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ΜΜ εε ττ αα γγ ρρ αα φφ άά σσ ηη CC oo aa tt   pp rr oo tt ee ii nn   TT rr ii pp ll ee   bb ll oo cc kk   

Β 

0.9 

2.1 

6.4 

Ανάλυση κατά 
Northern 

Α 

Υπογενωµικό RNA 0.9Kb 

Υπογενωµικό RNA 2.1Kb 

Γενωµικό RNA 6.43Kb 

PVX 
  
 P 

 

Εικόνα 16 Α: Σχήµα έκφρασης του ιού της πατάτας Χ σε φυτά. Οι πρωτεΐνες του ιού παράγονται 
από τρία RNA: το γενωµικό, 6453 νουκλεοτίδια από το οποίο εκφράζεται η µεταγραφάση, το 
υπογενωµικό 2.1Kb από το οποίο εκφράζονται οι πρωτεΐνες του triple block και τέλος το υπογενωµικό 
0.9Kb από το οποίο παράγεται η καψιδιακή πρωτεΐνη. Β: αυτοραδιογραφία των ιικών RNA µε ανιχνευτή 
την καψιδιακή πρωτεΐνη του PVX σε 1: φυτό x p2Lema και 2: φυτό x pPVX202. 

 

 

  

 
 
 
 

 

Υπογενωµικό RNA 2.1Kb +Χ 
Υπογενωµικό RNA 0.9Kb+Χ 
Υπογενωµικό RNA 0.9Kb 

Γενωµικό RNA 6.43Kb+Χ 

P P 

TT rr ii pp ll ee   bb ll oo cc kk   CC oo aa tt   
ΜΜ εε ττ αα γγ ρρ αα φφ άά σσ ηη   

ΓΓ οο νν ίί δδ ιι οο   ΧΧ   

PVX  + X 

Εικόνα 17 Σχήµα έκφρασης ξένων γονιδίων µέσω του συστήµατος του PVX. Το γονίδιο της ένθεσης 
εκφράζεται µέσω ενός τρίτου υπογενωµικού RNA. 
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3.2 Κατασκευές  
 
Αρχικά χρησιµοποιήθηκε ο κλώνος GC3 του PVX (Chapman et al., 1992), που 

φέρεται σε πλασµίδιο από το οποίο παράγεται in vitro µολυσµατικό RNA από την RNA 
πολυµεράση Τ7 µε το οποίο µολύνονται τα φυτά. Ο κλώνος δεν ήταν σταθερός και µετά από 
κάποιους κύκλους αναδιπλασιασµού σε φυτά χάνει την ένθεση και η πρωτεΐνη σταµατά να 
παράγεται. Τα πρώτα πειράµατα έγιναν µε κατασκευές στον GC3 ο οποίος αργότερα 
αντικαταστάθηκε από τον σταθερότερο pPVX202 όπου το γένωµα του PVX ελέγχεται από 
τον υποκινητή CaMV35S και η µόλυνση γίνεται µε πλασµιδιακό DNA και όχι µε RNA. 

 
3.2.1 Κατασκευές σε GC3: 

PVX-Lema:  
 Το πλασµίδιο που µας παραχωρήθηκε από τον Dr. Baulcombe, το PVX-GC3 περιέχει 
τις ακολουθίες του γονιδίου της β-γλυκουρονιδάσης (GUS). Από αυτό το πλασµίδιο 
αφαιρέθηκε το µεγαλύτερο µέρος της Gus µε πέψη µε NruI και αυτοσυγκόλληση οπότε 
προέκυψε το πλασµίδιο PVXN το οποίο φέρει ακόµη τα 13 αρχικά αµινοξέα του GUS (εικ. 
18): SmaI 

ApaI 
SmaI NruI SmaI  

XhoI 
T7 

NruI NruI 

GUS 
T7  

 
PVX-GUS: 
 
 
PVXN: 
  

Εικόνα 18 Χάρτης περιοριστικών θέσεων στο πλασµίδιο PVX-GUS. Με περιοριστική πέψη µε το 
ένζυµο NruI και ακόλουθα αυτοσυγκόλληση του πλασµιδίου αφαιρείται το µεγαλύτερο µέρος του 
γονιδίου GUS και προκύπτει το πλασµίδιο PVXN. 

 
Η κωδική περιοχή της LeMA-1 µήκους 1442 νουκλεοτιδίων (το BspEI-HindIII 

τµήµα του m10a) εισέρχεται στο πλαίσιο διαβάσµατος του GUS στην θέση SmaI του φορέα, 
µετά από «γέµισµα» των άκρων µε την EcoPol υποµονάδα Klenow. Όλες οι απόπειρες 
κλωνοποίησης µε τον τρόπο αυτό απέτυχαν, είτε απευθείας στον PVX-GC3 (µετά από µερική 
πέψη µε SmaI και ακόλουθα µε NruI), είτε στον PVXN µετά από µερική πέψη µε SmaI.  

Για τις ανάγκες της παραπάνω κλωνοποίησης (εικ. 19), χρησιµοποιήθηκε ο φορέας 
Bluescript(KS II) του οποίου η περιοριστική θέση SmaI αφαιρέθηκε µετά από πέψη µε 
HindIII-XbaI, συµπλήρωση των άκρων µε Klenow και αυτοσυγκόληση οπότε προέκυψε το 
πλασµίδιο BS∆(HindIII-XbaI). Στο πλασµίδιο αυτό κλωνοποιήθηκε, στις αντίστοιχες 
θέσεις, το τµήµα ApaI-XhoI του φορέα PVXN, µε αποτέλεσµα το πλασµίδιο BSX το οποίο 
περιέχει το ApaI-XhoI κοµµάτι του PVXN µε την θέση κλωνοποίησης SmaI µία µόνο φορά. 
Ακολούθησε εισαγωγή του BspEI-HindIII τµήµατος του m10a (LeMA-1) στην περιοριστική 
θέση SmaI, οπότε προέκυψε το πλασµίδιο BSL, και προσδιορίστηκε η αλληλουχία του 
ανασυνδυασµένου πλασµιδίου στην περιοχή της σύνδεσης.  

Το τµήµα της LeMA-1 έχει εισαχθεί στο πλαίσιο διαβάσµατος του γονιδίου GUS, µε 
έλλειψη τριών νουκλεοτιδίων (κυτοσινών) από τα άκρα, αποτέλεσµα της πρόσµιξης µε 
δραστηριότητα εξωνουκλεάσης της SmaI. Τέλος, αποµονώθηκε το τµήµα ApaI-XhoI του 
BSL που περιέχει την LeMA-1 και κλωνοποιήθηκε στις αντίστοιχες θέσεις του PVXN 
δίνοντας έτσι το τελικό πλασµίδιο PVX-LeMA-1, το οποίο περιέχει την LeMA-1 στην θέση 
έκφρασης ξένων γονιδίων στο γένωµα του ιού PVX. 
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 SmaI 

ApaI XhoI  
 

PVXN  
ApaI XhoI  

ApaI XhoI SmaI  ApaI XhoI 
 

PVXN  + 
 BS∆(HindIII-XbaI) 
 ApaI XhoI 
 

SmaI 
 ApaI XhoI 
 
 

Με  ApaI και XhoI  + 
Στη θέση SmaI  LeMA-1 

ApaI XhoI  
 

PVX-Lema  
 
Εικόνα 19 Σχήµα κλωνοποίησης της LeMA-1 στους φορείς PVX-GC3 και pPVX202 

 

3.2.2 Κατασκευές στον pPVX202. 
3.2.2.1  p2Lema 
 
Τα πρώτα πειράµατα υπερέκφρασης της LeMA-1 σε φυτά έγιναν µε το πλασµίδιο 

PVX-LeMA-1 µε δυο βασικά µειονεκτήµατα: πρώτον, η µόλυνση γίνεται µε in vitro 
παραγόµενο RNA και δεύτερον. ο φορέας δεν είναι σταθερός στα φυτά, χάνει την ένθεση 
λίγες µέρες µετά την µόλυνση. Ο φορέας αντικαταστάθηκε από νέο πλασµίδιο το οποίο 
κατασκευάστηκε από τον Dr. Baulcombe το pPVX202. Στον pPVX202 το γένωµα του ιού 
βρίσκεται υπό τον έλεγχο του υποκινητή CaMV35S. Τα φυτά µολύνονται µε πλασµιδιακό 
DNA και οι κατασκευές είναι  σταθερότερες.  

Η LeMA-1 κλωνοποιήθηκε σε pPVX202 (το κοµµάτι EagI-HindIII του m10a στις 
θέσεις EagI-SalI(blunt) του pPVX202, ο κλώνος ονοµάστηκε pHind, αλλά δεν ήταν 
µολυσµατικός.  

Το γενετικό υλικό του ιού είναι το ίδιο στους φορείς PVX-GC3 και pPVX202, και 
συνεπώς οι αλληλουχίες που συµπεριλαµβάνονται στο ApaI-XhoI  τµήµα του PVX-GC3 
διαφέρουν από τις αντίστοιχες του pPVX202, µόνο στην θέση της κλωνοποίησης. Με βάση 
αυτό, η LeMA-1 κλωνοποιήθηκε στον pPVX202 µεταφέροντας το ApaI-XhoI τµήµα του BSL 
στις αντίστοιχες θέσεις του pPVX202, το πλασµίδιο ονοµάστηκε p2Lema και ήταν 
µολυσµατικό. Η πρωτεΐνη εκφράζεται σε σύντηξη µε 13 αµινοξέα της πρωτεΐνης Gus στο 
άµινο-τελικό της άκρο. 
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3.2.2.2 Κατασκευές ελλείψεων 
 
Με στόχο την δοµική µελέτη της πρωτεΐνης αποφασίστηκε να κατασκευαστούν 

ελλειπτικά τµήµατα της πρωτεΐνης τα οποία θα εκφράζονταν µέσω του PVX σε φυτά, ώστε 
να µελετηθεί η επίδραση της έκφρασης των διαφόρων περιοχών της πρωτεΐνης στην 
φυσιολογία των φυτών.  

Η κλωνοποίηση όλων των ελλειπτικών κοµµατιών έγινε στις θέσεις EagI-
SalI(blunt) του pPVX202. Τα τµήµατα της LeMA-1 που κλωνοποιήθηκαν προέκυψαν από 
διπλές πέψεις του κλώνου m10a µε κατάλληλα ένζυµα, µετά από κατάλληλη τροποποίηση 
των άκρων όπου ήταν απαραίτητο (στα XbaI και HindIII άκρα συµπλήρωση νουκλεοτιδίων 
µε EcoPol υποµονάδα Klenow. Αποµονώθηκαν πέντε τµήµατα, όλα µε ελλείψεις από το 
3΄άκρο της κωδικής περιοχής της πρωτεΐνης (εικ. 20): 

 
 
 
 
 

LeMA-1

EagI SspI RsaI XbaI 
HindIII 

MscI HpaI 

Εικόνα 20 Θέσεις των περιοριστικών ενζύµων που χρησιµοποιήθηκαν στην κατασκευή των ελλείψεων 
της LeMA-1 στο πλασµίδιο m10a ( οι θέσεις είναι σχετικές, όχι σε κλίµακα). 

m10α 

Τα µεγέθη των τµηµάτων που αποµονώθηκαν από τον κλώνο m10a και 
κλωνοποιήθηκαν Θέσεις EagI-SalI(blunt) στο pPVX202 είναι: 

 
Πλασµίδιο τµήµα του m10a  µήκος  πεπτίδιο 
1. pXba: EagI-XbaI 212 νουκλεοτίδια 43 αµινοξέα 
2. pSsp: EagI-SspI 363 νουκλεοτίδια 93 αµινοξέα 
3. pRsa: EagI-RsaI 401 νουκλεοτίδια 106 αµινοξέα 
4. pMsc: EagI-MscI 740 νουκλεοτίδια 220 αµινοξέα 
5. pHpa: EagI-HpaI 1170 νουκλεοτίδια 362 αµινοξέα 
6. pHind: EagI-HindIII 1487 νουκλεοτίδια 425 αµινοξέα. 
  
Τα πλασµίδια που κατασκευάστηκαν από αυτή τη σειρά κλωνοποιήσεων ονοµάστηκαν 

για χάρη ευκολίας µε το ένζυµο από το οποίο προέκυψαν: pXba, pSsp, pRsa, pMsc, pHpa, και 
pHind αντίστοιχα. 

Λόγω της αστάθειας του φορέα οι κατασκευές ελέγχονται κάθε φορά που 
παρασκευάζεται DNA σε βακτήρια. Τα πιάτα αφήνονται στους 37οC για 12-14 ώρες 
(παραπάνω επώαση έχει σαν αποτέλεσµα την παραγωγή πλασµιδίων µε ελλείψεις). Οι 
κατασκευές ελέγχονται µε περιοριστική πέψη µε το ένζυµο EcoRI το οποίο δίνει ξεκάθαρο 
σχήµα ζωνών για κάθε κλώνο (εικ. 21). Η ένθεση περιέχει δύο θέσεις αναγνώρισης για το 
ένζυµο EcoRI, µία στην αρχή (ντ. 2256 του m10a) και µία πριν την HpaI (ντ. 3309 του 
m10a), ενώ ο φορέας περιέχει τρεις.  

Εικόνα 21 Πήκτωµα αγαρόζης 1% µε βρωµιούχο αιθίδιο όπου αναλύονται τα αποτελέσµατα 
περιοριστικής πέψης µε EcoRI των κατασκευών σε 
pPVX202.: 1    2   3    4   5    6    7    8   9 

1: δείκτης µεγέθους λBstEI 
2: pPVX202 
3:p2LeMA  7: pSsp 
4:pHpa   8: pHindNF 
5: pMsc   9: pMscNF 
6: pRsa 
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3.2.2.3 Κατασκευές µε κατεστραµµένο πλαίσιο διαβάσµατος. 
 
Για να διαπιστωθεί ότι ο παρατηρούµενος θνησιγόνος φαινότυπος, που προκαλείται 

από την έκφραση της LeMA-1 στα φυτά, οφείλεται στην έκτοπη έκφραση της πρωτεΐνης και 
όχι στην έκφραση του RNA ή σε επέµβαση στην φυσιολογία του ιού λόγω της κλωνοποίησης, 
θεωρήθηκε σκόπιµο να εκφραστεί η αλληλουχία της LeMA-1 χωρίς να παράγεται πρωτεΐνη. 
Αυτό έγινε µε διακοπή του πλαισίου διαβάσµατος στην θέση XbaI του m10a, µετά από πέψη 
µε XbaI, συµπλήρωση των άκρων µε την EcoPol υποµονάδα Klenow, και αυτοσυγκόλληση. Το 
πλασµίδιο ονοµάστηκε mnf (m10a no frame) και εκφράζει τα πρωτα 43 αµινοξέα της 
πρωτεΐνης. (Υπάρχει και δεύτερη θέση XbaI στην περιοχή κλωνοποίησης του φορέα η οποία 
καταστράφηκε µετά από περιοριστική πέψη µε XbaI συµπλήρωση των άκρων µε Klenow, 
αυτοσυγκόλληση και επιλογή του κλώνου mxu(m10 XbaI unique), που φέρει µία µόνο θέση 
XbaI µέσα στην κωδική περιοχή της LeMA-1). Από το πλασµίδιο mnf και ακολουθώντας το 
σχήµα κλωνοποιήσεων των  ελλείψεων κατασκευάστηκε αντίστοιχη σειρά πλασµιδίων που 
παράγουν RNA που όµως εκφράζει µόνο τα 43 πρώτα αµινοξέα. Αποµονώνονται τα ίδια 
κοµµάτια DNA τα οποία κλωνοποιούνται στις θέσεις EagI-SalI(blunt) του pPVX202 και 
προέκυψαν τα πλασµίδια NF (no frame):  pSspNF, pRsaNF, pMscNF, pHpaNF, και pHindNF 
αντίστοιχα. 

 
Πλασµίδιο κοµµάτι του m10a µήκος 
7. pSspNF: EagI-SspI 363 νουκλεοτίδια  
8. pRsaNF: EagI-RsaI 401 νουκλεοτίδια  
9. pMscNF: EagI-MscI 740 νουκλεοτίδια  
10. pHpaNF: EagI-HpaI 1170 νουκλεοτίδια  
11. pHindNF: EagI-HindIII 1487 νουκλεοτίδια  

 
3.2.2.4 Κλωνοποήσεις µεταλλαγµάτων της LeMA-1. 

 
12. LeMut: Με κατάλληλα εκφυλισµένο εκινητή και την µέθοδο της αλυσιδωτής 

αντίδρασης της πολυµεράσης (PCR) το δεύτερο ATG της κωδικής περιοχής της 
LeMA-1 µετατράπηκε σε TAGC, εισάγεται κωδικόνιο λήξης και προστίθεται µια 
επιπλέον βάση. Η µεταλλαγή δηµιουργεί µια θέση αναγνώρισης του περιοριστικού 
ενζύµου HaeII που επιτρέπει τον έλεγχο της παρουσίας της µεταλλαγής µε 
περιοριστική πέψη µε το ένζυµο αυτό. Το κοµµάτι DNA που παράχθηκε µε PCR 
κλωνοποιήθηκε στον φορέα pGEM Teasy και προέκυψε το πλασµίδιο pGEL. Από 
το pGEL το κοµµάτι NotI-XhoI που περιέχει την µεταλλαγµένη LeMA-1 
κλωνοποιήθηκε στον pPVX202 στις θέσεις EagI-SalI και προέκυψε το 
πλασµίδιο LeMut. 

13. LES: το κοµµάτι EaeI-SalI από τον m10a µήκους 451 νουκλεοτιδίων 
κλωνοποιήθηκε στον pPVX202 στις θέσεις EagI-SalI. Το πλασµίδιο αυτό 
εκφράζει τµήµα του RNA της LeMA-1 χωρίς να µπορεί να παράξει πρωτεΐνη. 

 
3.2.2.5 Κλωνοποιήσεις τµηµάτων των υπολοίπων ΑΤΡασών του 

πρωτεασώµατος ντοµάτας σε PVX. 
Με βάση τις αλληλουχίες των εξι ΑΤΡασών του πρωτεασώµατος του φυτού 

Arabidopsis thaliana (Rubin et al 1998), µε κατάλληλη σάρωση βιβλιοθήκης αλληλουχιών 
του Clemson genomics institute: (http://www.genome.clemson.edu/orders) εντοπίσθηκαν 
τµήµατα DNA από ντοµάτα που παρουσιάζουν υψηλή οµολογία προς τις ΑΤΡασες της 
Arabidopsis thaliana. Επιλέχθηκαν αλληλουχίες που αντιστοιχούν στις υπόλοιπες πρωτεΐνες 
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της ντοµάτας και αγοράστηκαν οι αντίστοιχοι κλώνοι (Rpt1: cLED717, Rpt2: GA-
_Eb0005E01f, Rpt3: cLED5H5, Rpt4: cLEW19J24, Rpt6: cLEB3E9). Οι κλώνοι αυτοί 
χρησιµοποιήθηκαν για την ένθεση των κοµµατιών αυτών σε φορέα pPVX202. 

 
.  

14. Rpt1: Το κοµµάτι EagI-XhoI του πλασµιδίου cLED717 στις θέσεις EagI-SalI 
του pPVX202. 

15. Rpt3: Το κοµµάτι ΝοτΙ-ΧηοΙ του πλασµιδίου cLED5H5, στις θέσεις EagI-SalI 
του pPVX202. 

16. Rpt4: Το κοµµάτι EagI-XhoI του πλασµιδίου cLEW19J24 στις θέσεις EagI-
SalI του pPVX202. Η κλωνοποίηση αυτή δεν έγινε. 

17. Rpt2: Το κοµµάτι BamHI-XhoI του πλασµιδίου GA_Eb0005E01f στις 
αντίστοιχες θέσεις του bluescript  KSII , και από το πλασµίδιο αυτό το κοµµάτι 
NotI-XhoI στις θέσεις EagI-SalI του pPVX202 (ο κλώνος αυτός όπως και ο 
Rpt6 κλωνοποιήθηκαν πρώτα σε bluescript  KSII  ώστε να βρεθούν µε 
κατάλληλο προσανατολισµό ως προς τα ένζυµα που χρησιµοποιούνται για τις 
κλωνοποιήσεις σε pPVX202). 

18. Rpt6: Το κοµµάτι EcoRI-XhoI του πλασµιδίου cLEB3E9 στις αντίστοιχες θέσεις 
του bluescript  KSII , και από το πλασµίδιο αυτό το κοµµάτι NotI-XhoI στις 
θέσεις EagI-SalI του pPVX202. 

 
3.2.3 Κατασκευές σε bluescript  KSII  
Παράλληλα µε την κλωνοποίηση των τµηµάτων της LeMA-1 στον pPVX202 έγινε 

αντίστοιχη σειρά κλωνοποιήσεων σε bluescript KSII. Τα πλασµίδια που προέκυψαν 
χρησιµοποιήθηκαν για την κατασκευή ραδιοσηµασµένων ανιχνευτών µε in vitro µεταγραφή. 

 
19. Bs-Msc: Το EagI-MscI τµήµα του m10a στο EagI-SmaI του bluescript  KSII   
20. Bs-Ssp:  Το EagI-SspI τµήµα του m10a στο EagI-SmaI του bluescript  KSII   
21. Bs-Rsa:   To EagI-RsaI τµήµα του m10a στο EagI-SmaI του bluescript  KSII   
22. Bs-Hind:  Το EagI-HindIII(blunt) τµήµα του m10a στο EagI-SmaI του 

bluescript  KSII   
23. Bs-Hpa: Από το Bs-Hind µε πέψη µε HpaI και EcoRV και αυτοσυγκόλληση. 
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3.3 Πειράµατα υπερέκφρασης της LeMA-1 σε φυτά  
 
3.3.1 Πειράµατα έκφρασης της LeMA-1 σε φυτά µε τον φορέα GC3 

 

Τα πρώτα πειράµατα έγιναν µε τον πλασµιδιακό φορέα PVX-GC3. Το πλασµίδιο PVX-

GC3 που µας στάλθηκε από τον Dr Baulcombe εκφράζει µέσω του PVX το γονίδιο της β-

γλυκουρονιδάσης (GUS) του οποίου τα επίπεδα και η πορεία έκφρασης µελετώνται εύκολα µε 

κατάλληλη χρωµογόνο αντίδραση στα φύλλα. 

Στη θέση του GUS τοποθετήθηκε ολόκληρη η κωδική περιοχή της LeMA-1 σε 

σύντηξη µε τα εναποµείναντα 13 αµινοξέα της GUS ώστε να παράγεται η πρωτεΐνη µέσω του 

ιού σε φυτά. Η κατασκευή αυτή –pPVXLeMA-1- χρησιµοποιήθηκε σαν µολυσµατικό υλικό για 

φυτά ντοµάτας.  

Τα πειράµατα αυτά γίνονται µε σκοπό την µελέτη της επίδρασης της υπερέκφρασης 

του γονιδίου LeMA-1 στη φυσιολογία του φυτού µε αποτέλεσµα την εµφάνιση φαινοτύπου που 

να αντανακλά κάποια δυσλειτουργία των κυττάρων λόγω της κατάστασης αυτής. Επειδή όµως 

η υπερέκφραση γίνεται µέσω της παρουσίας ενός ιού στο σύστηµα του φυτού, ο οποίος επιδρά 

στην φυσιολογία του, η εκτίµηση των συµπτωµάτων γίνεται πάντα σε συνάρτηση µε τον 

φαινότυπο που προκαλεί ο ιός. Είναι λοιπόν απαραίτητο να υπάρχει κατασκευή που να 

εκφράζει µόνο τον ιό ώστε να µπορεί να γίνει εκτίµηση των συµπτωµάτων που προκαλούνται. 

Τον σκοπό αυτό εξυπηρετεί η κατασκευή PVXN που εκφράζει µόνο τις αλληλουχίες του ιού 

PVX (βλέπε κατασκευές, Κεφ. Αποτελέσµατα Παρ 3.2). 

Το πλασµίδιο αυτό είναι εξαιρετικά ασταθές σε βακτήρια, σε όλα τα στελέχη που 

χρησιµοποιήθηκαν για τον πολλαπλασιασµό του (σε DH5a, JM83, BL21) (εικ. 22). 

Ελαττώνοντας τον χρόνο επώασης των κυττάρων (Εcoli) σε 12-14 ώρες στους 37οC κάποιες 

αποµονώσεις απέδιδαν DNA σωστού µήκους και τα προβλεπόµενα τµήµατα µετά από πέψη µε 

περιοριστικά ένζυµα. Τελικά αποδείχθηκε το ίδιο ασταθές και σε φυτά. 

 1   2  3  4 

Εικόνα 22 Πήκτωµα αγαρόζης 1% όπου αναλύονται τρεις διαδοχικές 
αποµονώσεις του πλασµιδίου PVXN (2, 3, 4). Στη θέση 1 δείκτης µεγέθους 
λBstEII, και 2, 3, 4 πλασµιδιακό DNA της κατασκευής PVXN αποµονωµένο 
µε την µέθοδο Qiagen. Το µέγεθος του πλασµιδίου ελαττώνεται σε κάθε 
«πέρασµα» από βακτήρια. 

 

 

Έγιναν τρία πειράµατα µε βάση τον φορέα PVX-GC3. Κάθε φορά µολύνονταν τρία 

φυτά µε κάθε κατασκευή: PVX-GC3, PVXN, pPVXLeMA. Μόνο ο αρχικός κλώνος µε το GUS 

ήταν µολυσµατικός.  
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3.3.2 Η έκφραση της LeMA-1 σε φυτά µε τον φορέα pPVX202 προκαλεί 
θνησιγόνο φαινότυπο. 

 

Τα φυτά που επιλέγονται για µόλυνση είναι νεαρά (2-4 φύλλα), γιατί σε µεγαλύτερη 

ηλικία οι κατασκευές δεν είναι σταθερές και ο ιός χάνει γρήγορα την ένθεση (στην δεύτερη 

βδοµάδα από την µόλυνση). Στα πειράµατα αυτά χρησιµοποιήθηκαν ντοµάτες 10-12 ηµερών, 

επειδή όµως το ποσοστό µολυσµατικότητας της ντοµάτας στις συνθήκες του πειράµατος είναι 

πολύ χαµηλό χρησιµοποιούνται παράλληλα και άλλα φυτά που µολύνονται ευκολότερα όπως η 

Nicotiana benthamiana και η Nicotiana clevelandie. 

Αρχικά χρησιµοποιήθηκαν 10 φυτά ντοµάτας και ένα Nic. benthamiana  µε την 

κατασκευή p2Lema, και 3 φυτά ντοµάτας και ένα Nic. benthamiana µε την pPVX202 σαν 

κατασκευή αναφοράς. Από αυτά, µολύνθηκαν πέντε φυτά ντοµάτας και το φυτό Nic. 
Benthamiana µε την κατασκευή p2Lema και ένα φυτό Nic. benthamiana µε την pPVX202. 

Και τα δύο φυτικά είδη αποτελούν ξενιστή για τον ιό PVX. Τα συµπτώµατα της 

µόλυνσης από τον ιό εµφανίζονται 14-17 ηµέρες µετά την µόλυνση και είναι ήπια και για τα 

δυο είδη. Το µολυσµένο µε PVX φυτό είναι ελάχιστα µικρότερο από το υγιές, εµφανίζει ήπιο 

σκουρόχρωµο µωσαϊκό στα φύλλα (εικ. 23Β), αλλά επιβιώνει της µόλυνσης (εικ. 23Α) και 

παράγει άνθη και καρπούς. 

 

Εικόνα 23 Συµπτώµατα µόλυνσης της ντοµάτας 
από τον ιό PVX.  Α:. Φυτό ντοµάτας µολυσµένο 
µε την κατασκευή pPVX202 34 ηµέρες µετά την 
µόλυνση. Β: φύλλο ντοµάτας µολυσµένο µε PVX. Τα 
φύλλα εµφανίζουν ήπιο µωσαϊκό. 

 
 

 B 
 

Η Nic. benthamiana όµως, δεν εµφάνισε νέα φύλλα από την µέρα της µόλυνσης, 
παρουσίασε µαρασµό και τελικά θάνατο (εικ 24 Α1), σε αντίθεση µε το φυτό µε pPVX202 
(εικ. 24 Α2) το οποίο 49 ηµέρες µετά την µόλυνση επιβιώνει. 

Στις ντοµάτες, ο φαινότυπος δεν διέφερε από εκείνον που προκαλεί ο pPVX202 (εικ. 
24 Β2). Οι ντοµάτες, τις πρώτες ηµέρες εµφάνισης συµπτωµάτων  παρουσιάζουν εικόνα 
βαρύτερη από εκείνη του PVX µε συµπτώµατα όπως συρρίκνωση των νεύρων των φύλλων 
αλλά όχι του ελάσµατος µε αποτέλεσµα επιναστία (“καρούλιασµα») των βλαστών και 
παραµόρφωση των νέων φύλλων της κορυφής, σταµάτηµα της ανάπτυξης του φυτού (εικ. 
23 Β) το οποίο όµως αναστρέφεται αργότερα και το φυτό αναρρώνει, παράγοντας νέα µη 
παραµορφωµένα φύλλα µε µόνο σύµπτωµα το µωσαϊκό του PVX.  

Από το πείραµα αυτό δεν ήταν δυνατόν να εξαχθούν συµπεράσµατα ως προς τον 
φαινότυπο που προκαλεί η έκφραση της LeMA-1 σε φυτά δεδοµένου ότι ένα µόνο φυτό 
µολύνθηκε αποτελεσµατικά µε την κατασκευή p2Lema, το Nic. Benthamiana (εικ. 27Α) , το 
οποίο δεν έβγαλε άλλα φύλλα από την ηµέρα της µόλυνσης και µαράζωσε χωρίς την εµφάνιση 
άλλων συµπτωµάτων. 
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A 1 B 2 1 2 

Εικόνα 24 Συµπτώµατα µόλυνσης µε ιό PVX που φέρει αλληλουχίες της LeMA-1. A1: το πρώτο 
φυτό Nic. benthamiana µολυσµένο µε p2Lema και Α2: φυτό Nic. benthamiana µολυσµένο µε pPVX202 
49 ηµέρες µετά την µόλυνση. Φωτογραφία B1: ντοµάτα υγιής και Β2: p2Lema 22 ηµέρες µετά την 
µόλυνση. 

 Σε επίπεδο πρωτεΐνης δεν φάνηκε καµιά αύξηση της ποσότητας της πρωτεΐνης µε 
εξαίρεση τα κάπως αυξηµένα επίπεδα στο πρώτο φυτό, το Βenthamiana-Lema (εικ. 25A 
δείγµα 7, εικ. 26 Α και Β δείγµα 5). Η πρωτεΐνη που παράγεται από την κατασκευή p2Lema 
είναι κατά 1.4KDa µεγαλύτερη από την ενδογενή δεδοµένου ότι εχει κλωνοποιηθεί σε 
σύντηξη µε 13 αα από το GUS. 
 
  1   2  3   4    5    6   7   8   9   1  2  3   4   5   6  7   8   9 10  
 
 
 

Καψιδιακή 
πρωτεϊνη 

 
 
 

Β: Αντι-PVX Α: Αντι-Lema  
Εικόνα 25 Ανίχνευση της LeMA-1 σε σειρά φυτών µολυσµένα µε ιό που φέρει την πλήρη 
αλληλουχία της πρωτεΐνης.  

Αντι LeMA      Αντι-PVX 
1: ντοµάτα  10      6: ντοµάτα υγιής  1: ντοµάτα  10 6: Nic. benthamiana lema  
2: ντοµάτα 7      7: Nic. benthamiana lema 2: ντοµάτα 7 7: Nic. benthamiana 202 
3:ντοµάτα 6      8: Nic. benthamiana 202 3: ντοµάτα 6 8: Nic. benthamiana υγιής 
4: ντοµάτα 4      9: Nic. benthamiana υγιής 4: ντοµάτα 4 9: εκχύλισµα PVX 
5:ντοµάτα pPVX202  10: ανασυνδυασµένη  5: ντοµάτα pPVX202  

 Τα φυτά που µολύνθηκαν µε pPVX202και p2Lema, 11 ηµέρες από την µόλυνση. Το δείγµα 10 
που στην αντι-Lema µεµβράνη είναι ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη στην αντι PVX µεµβράνη έχει 
αντικατασταθεί από εκχύλισµα φυτού µολυσµένου µε PVX-GC3 σαν δείκτης µεγέθους της καψιδιακής 
πρωτεΐνης, και το δείγµα 6 (υγιής ντοµάτα) της µεµβράνης Α παραλείπεται στην µεµβράνη Β όπου 
γίνεται έλεγχος της µόλυνσης. Στην αντι-Lema µεµβράνη ανιχνεύεται η LeMA-1 ενώ στην αντι-PVX η 
καψιδιακή πρωτεΐνη του PVX µε κατάλληλα αντισώµατα. Από την εικόνα αυτή φαίνεται ότι τα δείγµατα 1 
και 6 είναι µολυσµένα αλλά δεν υπάρχει σηµαντική υπερέκφραση της LeMA-1.  
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 1    2   3  4   5   6  7   8 

Μεµβράνη Α 
1   2  3   4   5  6   7   8 

Εικόνα 26 Ανίχνευση της LeMA-1 σε φυτά  µολυσµένα µε ιό 
που φέρει την πλήρη αλληλουχία της LeMA-1 21 ηµέρες µετά 
την µόλυνση. Εδώ φαίνεται ότι το φυτό Nic. benthamiana–Lema 
παράγει κάπως περισσότερη πρωτεΐνη από τα υπόλοιπα. Τα 
δείγµατα :  

1, 2, 3, 4 : ντοµάτες µε συµπτώµατα µόλυνσης PVX 
5: Nic. Benthamiana-Lema 
6: Nic. benthamiana 202 
7: Nic. benthamiana υγιής 
8: ανασυνδυασµένη LeMA-1 
Στη µεµβράνη Β επαναλήφθηκε πείραµα της µεµβράνης Α 
ελαττώνοντας τις ποσότητες των δειγµάτων στο µισό για να 
φανεί η διαφορά της έκφρασης του φυτού µε τη p2Lema από τα 
υπόλοιπα. Μεµβράνη Β 
 
 

Παράλληλα µε τον έλεγχο της έκφρασης του γονιδίου σε επίπεδο πρωτεϊνών έγινε 
και έλεγχος της παραγωγής των ιικών RNA στα παραπάνω φυτά.  

Η ανίχνευση των υπογενωµικών RNA του ιού γίνεται µε ανιχνευτή ραδιοσηµασµένο 
RNA(-) της καψιδιακής πρωτεΐνης του PVX, ενώ για την LeMA-1, ο ανιχνευτής είναι RNA(-) 
από ολόκληρη η αλληλουχία της LeMA-1. 

Στην εικόνα 27 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα του πειράµατος αυτού. Τα δείγµατα 
9, 10, 12, 13 και 14 είναι τα φυτά της ντοµάτας που εµφάνισαν αρχικά συµπτώµατα 
εγκατάστασης της µόλυνσης µε PVX και το δείγµα 5 είναι το φυτό Nic. benthamiana –Lema 
που παρουσίασε τον θνησιγόνο φαινότυπο.  

Στο φυτό Nic. benthamiana -Lema, µέρος της ένθεσης απορρίπτεται µε αποτέλεσµα 
να ανιχνεύονται δυο ζώνες γενωµικού RNA: του ιού PVX και αυτού µε την ένθεση (εικ. 27Β 
5ι). Όσο για τα υπογενωµικά RNA (το ένα από τα οποία εκφράζει την LeMA-1) είναι κατά 
πολύ ελαττωµένα στο φυτό αυτό, (εικ. 27Β5ιι). Παράλληλα, η εικόνα των υπογενωµικών 
RNA του φυτού αυτού που περιέχουν LeMA-1 (εικ. 27Α δείγµα 5) εµφανίζει πολλαπλές 
ζώνες: (ι και ιι το υπογενωµικό του triple block, και ιιι το υπογενωµικό της LeMA-1) όπου 
φαίνεται ότι υπάρχουν πληθυσµοί RNA µε ποικίλο µέγεθος, αποτέλεσµα της σταδιακής 
απόρριψης της ένθεσης.  

Στα υπόλοιπα φυτά που µολύνθηκαν κατά το πείραµα αυτό η ένθεση έχει απορριφθεί 
σχεδόν πλήρως. Στο δείγµα 13 (εικ. 27Β) φαίνεται να υπάρχουν ακόµη κάποιες αλληλουχίες 
της LeMA-1 (εικ. 27 δείγµα 13 ιν και ν). Στα άλλα φυτά (δείγµατα 9, 10 12 και 14) δεν 
ανιχνεύονται καθόλου RNA της LeMA-1, περιέχουν µόνο PVX, όπως φαίνεται από την εικόνα 
27A. 

Τα φυτά αυτά αρχικά εκφράζουν τις πλήρεις αλληλουχίες της LeMA-1 µε αποτέλεσµα 
την εµφάνιση του χαρακτηριστικού φαινοτύπου (εικ. 24Β 2) ο οποίος αργότερα υποχωρεί 
λόγω του ανασυνδυασµού του ιού και την συνεπαγόµενη απώλεια των αλληλουχιών της 
LeMA-1 από το γενετικό υλικό των διπλασιαζόµενων ιών. Στο φυτό Nic. benthamiana –Lema 
που η ένθεση δεν έχει απορριφθεί πλήρως εµφανίστηκε ο θνησιγόνος φαινότυπος (εικ. 
24Α 1). 
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ν 
ν 

ιν 

ιιι ιι 

ι 

ιιι 

ιι 
ι 

Β Α 

1371 
1264 

2323 
1929 

1371 
1264 

2323 
1929 

700 

1   2   3  4  5  6   7  8   9  10  11 12 13 14 ιν 
1  2 3  4  5  6  7  8  9  10 11 12 13 14

Ανιχνευτής: LeMA-1 Ανιχνευτής: η καψιδιακή πρωτεΐνη του PVX 
 

Εικόνα 27 Αυτοραδιογραφία RNA µολυσµένων φυτών 31 ηµέρες µετά την µόλυνση. Στην εικόνα Α 
ανιχνεύεται η παρουσία RNA της LeMA-1 ενώ στη Β, στα ίδια δείγµατα, ανιχνεύεται η παρουσία RNA 
του PVX µε ανιχνευτή την καψιδιακή πρωτεΐνη οπότε ανιχνεύονται όλα τα RNA του PVX. Το φιλµ της 
εικόνας Α έχει εµφανιστεί µετά από έκθεση 16 ωρών, ενώ το φιλµ Β µετά από έκθεση 2 ωρών.  

1: δείκτης µεγέθους (DNA) λBstEII  8: ντοµάτα χ pPVX202 Νο 2  
2: ο ανιχνευτής, καψιδιακής πρωτεΐνης του PVX 9: ντοµάτα χ Lema Νο 3  
3: RNA υγιούς φυτού Nic. benthamiana  10: ντοµάτα χ Lema Νο 4 
4: Nic. benthamiana 202    11: ντοµάτα χ Lema Νο 5 
5: Nic. benthamiana Lema    12: ντοµάτα χ Lema Νο 6 
6: RNA υγιούς φυτού ντοµάτας   13: ντοµάτα χ Lema Νο 7 
7: ντοµάτα χ pPVX202 Νο 1   14: ντοµάτα χ Lema Νο 10 
 

Από το πείραµα αυτό, µε το ένα -µολυσµένο µε την σωστή κατασκευή- φυτό (εικ. 
24Α 1) εξάχθηκε ένα συµπέρασµα: η έκφραση της LeMA-1 µέσω του PVX επηρεάζει αρνητικά 
την φυσιολογική ανάπτυξη του φυτού και επιφέρει τον θάνατο, αλλά η κατασκευή δεν είναι 
σταθερή και η µολυσµατικότητα είναι εξαιρετικά χαµηλή ειδικά σε ντοµάτες, πιθανόν και 
λόγω αυτής της αρνητικής επίδρασης.  

Εικόνα 28 Φυτά µολυσµένα µε πρωτεϊνικό 
εκχύλισµα από το φυτό Nic. benthamiana-
Lema 45 ηµέρες µετά την µόλυνση. Στο 
κέντρο (φυτά Β) διακρίνονται τα φυτά 
µολυσµένα µε p2LeMA, αριστερά (φυτά Α) τα 
φυτά µολυσµένα µε pPVX202 και δεξιά (φυτό 
Γ) υγιές φυτό της ίδιας ηλικίας. 

 
 

Α: pPVX202 Β: pP2Lema Γ: Υγιές  
Στο πρωτεϊνικό εκχύλισµα των µολυσµένων φυτών περιέχονται ιοσωµάτια τα οποία σε 

αντίθεση µε το µολυσµατικό DNA µολύνουν αποτελεσµατικότερα τα φυτά και τα συµπτώµατα 
εµφανίζονται συντοµότερα (σε 6 µόλις ηµέρες από την µόλυνση αφού το αρχικό µόλυσµα είναι 
πολύ αποτελεσµατικότερο). Σε µια απόπειρα να φανούν τυχόν επιδράσεις στον φαινότυπο 
ντοµάτας κρίθηκε σκόπιµο να χρησιµοποιηθεί το εκχύλισµα του φυτού Nic. benthamiana -
Lema σαν µολυσµατικό υλικό σε ντοµάτες. Στο πείραµα αυτό χρησιµοποιήθηκαν 5 φυτά 
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ντοµάτας µε εκχύλισµα από Nic. benthamiana-Lema και άλλα πέντε µε εκχύλισµα Nic. 
benthamiana-PVX. 

Τα φυτά της σειράς αυτής από την αρχή εµφάνισης των συµπτωµάτων παρουσίασαν 
βαρύτερη εικόνα (εικ. 28 Β), προοδευτικά όµως ο φαινότυπος υποχώρησε, οι βλαστοί που 
αρχικά εµφάνισαν τα συµπτώµατα µαράθηκαν και έπεσαν (εικ. 29Α και 29Β φυτό 2). Τα φυτά, 
τελικά, συνήλθαν 2 µήνες µετά την µόλυνση παράγοντας νέα υγιή φύλλα χωρίς άλλο 
σύµπτωµα πέραν του µωσαϊκού του PVX (εικ. 28 Β). 

 
 
 
 
 
 

 

 

   
 

Εικόνα 2
xp2Lema 
ηµέρες (Α
καρούλιασµ
στην κορυφ

 
Σ

φύλλο φυ
πρωτεΐνη
µολυσµένα

 
1    2 

Η
ποσοστό 
εικόνα 31
περιέχει 
γενωµικό 

Σ
σήµα µε τ
πιθανόν δ
φυτά. 

Α
παραγωγή

Α
πρωτεΐνη
 1         2      3

Α: 24 ηµέρες µετά την µόλυνση 

9 Εξέλιξη των συµπτωµάτων της έκφρασ
Νο 8 (Α2 και Β2), Α1 και Β1 υγιές φυτό και Α
) και 30 ηµέρες(Β) από την µόλυνση. Εδώ φα
α των φύλλων (Α2) καθώς και η ανάρρωση του
ή (Β2). 

ε επίπεδο πρωτεΐνης δεν φαίνεται καµία µ
τών µε συµπτώµατα (εικ. 30) ώστε να αποδ
ς, αντίθετα, η πρωτεΐνη ανιχνεύεται σε πο
 µε pPVX202 και το υγιές. 

  3    4   5    6   7   8 
Εικόνα 30 Ανί
p2Lema και pPVX

1: ντοµάτα Νο 10
2: ντοµάτα Νο 9
3: ντοµάτα Νο 8
4: ντοµάτα Νο 7
 

 ανάλυση του RNA των φυτών αυτών (εικ
έχει χάσει µεγάλο µέρος της ένθεσης (διπ
Α (τα ζυγά είναι φυτά µε p2Lema) φαίνε
την πλήρη ένθεση, όλα εµφανίζουν γενωµικ
RNA του φυτού Nic. benthamiana-Lema µε
ε όλα τα p2Lema φυτά δεν έχει απορριφθ
ον ανιχνευτή της LeMA-1 (εικ. 31Β), αλλά λ
ικαιολογεί την µη ανίχνευση αύξησης στα 

πώλεια µέρους της αλληλουχίας της LeM
 πεπτιδίου µικρότερου µήκους που όµως δε
πώλεια  όµως από το 5’ άκρο θα κατ
ς και εποµένως δεν θα µπορούσε να παραχ
 1         2      3

Β: 30 ηµέρες µετά την µόλυνση 

ης της LeMA-1 σε φυτά: Η ντοµάτα 
3 και Β3 φυτό µολυσµένο µε pPVX202, 24 
ίνεται η συρρίκνωση των βλαστών και το 
 φυτού µε τα νέα µη παραµορφωµένα φύλλα 

εταβολή στα επίπεδα της LeMA-1 στο 
οθεί ο φαινότυπος σε υπερέκφραση της 
σά συγκρίσιµα µε τα φυτά αναφοράς: τα 

χνευση της LeMA-1 σε φυτά µολυσµένα µε 
202 31 ηµέρες µετά την µόλυνση: 

 xp2Lema 5: ντοµάτα Νο 6 xp2Lema 
 xpPVX202 6: ντοµάτα Νο 5 xpPVX202 
 xp2Lema 7: ντοµάτα No 4 x p2Lema 
 xpPVX202 8: Nic. benthamiana x p2Lema 

. 31Β) έδειξε ότι ο ιός σε ένα µεγάλο 
λές ζώνες του γενωµικού RNA). Στην 
ται ότι κανένα από τα φυτά αυτά δεν 
ό RNA µικρότερο από το δείγµα Β1, το 
 εκχύλισµα του οποίου µολύνθηκαν.  
εί πλήρως η ένθεση αφού εντοπίζεται 
είπει ένα µεγάλο µέρος της γεγονός που 
επίπεδα της πρωτεΐνης στα µολυσµένα 

A-1 από το 3΄άκρο θα οδηγούσε σε 
ν ανιχνεύθηκε (εικ. 30).  
έστρεφε το πλαίσιο διαβάσµατος της 
θεί πρωτεΐνη από αυτό το RNA, που θα 
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δικαιολογούσε το αποτέλεσµα της εικόνας 30. Για να µελετηθεί η υπόθεση αυτή ελέγχθηκε η 
παρουσία αλληλουχιών της LeMA-1 από τα δύο άκρα (µε κατάλληλους ανιχνευτές) στα RNA 
των φυτών αυτών σε δυο στάδια της µόλυνσης (εικ. 32). 

 
 λ         1    2    3   4    5    6   7   8   9 10  B1 B2   λ        1    2   3  4   5   6   7   8   9  10  B1  B2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 Α: Ανιχνευτής PVX Β: Ανιχνευτής LeMA-1 
 
Εικόνα 31 Ελεγχος της σταδιακής απόρριψης της ένθεσης µε ανασυνδυασµό 

τον πολλαπλασιασµό του σε φυτά. Αυτοραδιογραφία του RNA που αποµονώθηκε από 
µολύνθηκαν µε πρωτεϊνικό εκχύλισµα φυτού µολυσµένου µε p2Lema 34 ηµέρες µετά την
δείκτης µεγέθους είναι λBstEII, και τα δείγµατα B1: Nic. benthamiana xLema (εκχύλισµ
χρησιµοποιήθηκε ως µόλυσµα), και Β2: Nic. benthamiana x pPVX202, τα 1, 3, 5, 7, 
ντοµάτας xpPVX202, ενώ τα 2, 4, 6, 8, 10 είναι φυτά ντοµάτας x p2Lema.  

 
 
 
 

 λ  Ν  F  N F  N  F N   F N  F B2 B2 BL 
 2          4           6        8         10 

 λ  Ν  F  N  F  N  F  N  F  N F 
 2          4           6           8         10 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Β Α 
Ανιχνευτής 2 Ανιχνευτής 1 

Εικόνα 32 Ελεγχος της περιοχής της ένθεσης που απορρίπτεται από τον ιό σ
της µόλυνσης. Αυτοραδιογραφία του RNA των φυτών που µολύνθηκαν µε πρωτεϊνικό εκ
το µολυσµένο µε p2Lema φυτό. Ο δείκτης µεγέθους είναι λBstEII. Για το πείραµα αυτ
αποµονώσεις RNA: η σειρά Ν 34 ηµέρες από την µόλυνση και η σειρά F 52 ηµέρες από την
κάθε φυτό (2, 4, 6, 8, και 10). Τα δείγµατα Β2 και BL είναι φυτά Nic. benthamiana µ
PVX202 και p2Lema αντίστοιχα, ενώ Β2α και  Β2b είναι δε’ιγµατα διαφορετικών φυτών
Παρασκευάστηκαν δυο ραδιενεργοί ανιχνευτές: ο ένας στο 5’ άκρο της αλληλουχίας της 
τον κλώνο 0,25:XhoI, και ο άλλος από το 3’ άκρο από τον κλώνο m10a: MscI. 

Στο πείραµα της εικόνας 32 Α µε τον ανιχνευτή στο 5’ άκρο της LeMA-1 
από την 34η ως την 50η ηµέρα οι αλληλουχίες της LeMA-1 εξαφανίζονται τε
όπως φαίνεται µε τον ανιχνευτή στο 3’ άκρο (32 Β), µέρος του γονιδίου παρ
γονιδίωµα του ιού . Προοδευτικά λοιπόν χάνεται η αρχή του γονιδίου, πράγµα που
µη εµφάνιση υπερέκφρασης σε επίπεδο ανοσοανίχνευσης, δεν εξηγεί όµως τον φα
την κατάρρευση του φυτού.  
Γενωµικό 
RNA 
ΥΥπποογγ..  11  
Υπογ. 2 

του ιού κατά 
τα φυτά που 
 µόλυνση. Ο 
α του οποίου 
9 είναι φυτά 

B2a B2b BL

την πορεία 
χύλισµα από 
ό έγιναν δυο 
 µόλυνση για 
ολυσµένα µε 
 µε PVX202. 
LeMA-1 από 

φαίνεται ότι 
λείως, ενώ, 
αµένει στο 
 εξηγεί την 
ινότυπο και 
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Από τα πειράµατα των µολύνσεων αυτών εξάχθηκαν τα παρακάτω συµπεράσµατα: 
- η κατασκευή δεν είναι σταθερή σε φυτά και ειδικά όταν η µόλυνση γίνεται σε σχετικά 

µεγάλα φυτά (πέραν των 10-12 ηµερών) 
- τα φυτά που εκφράζουν αλληλουχίες της LeMA-1 παρουσιάζουν βαρύτερα 

συµπτώµατα αλλά δεν µπορούµε να µιλήσουµε για εξέλιξη των συµπτωµάτων αυτών αφού 
σταδιακά ο ιός αποβάλλει την ένθεση και το φυτό συνέρχεται 

- η αναµόλυνση (µε πρωτεϊνικό εκχύλισµα φυτών που έχουν µολυνθεί) δεν είναι όσο 
αποτελεσµατική είχε φανεί στην αρχή δεδοµένου ότι τα εκχυλίσµατα περιέχουν 
ανασυνδυασµένο ιό µε µικρές ή καθόλου αλληλουχίες του γονιδίου ένθεσης. 

Το επόµενο πείραµα έγινε µε DNA σαν µολυσµατικό υλικό σε πολύ νεαρά φυτά 
ντοµάτας και Nic. benthamiana. Αυτό είναι το πρώτο πείραµα όπου εκδηλώνονται τα 
συµπτώµατα από την έκφραση της LeMA-1 σε φυτά που υποδεικνύουν αναπτυξιακή διαταραχή 
και είναι σηµαντικά διαφορετικά από εκείνα του ιού PVX.  

Τα συµπτώµατα εµφανίζονται την 11-13 ηµέρα από την µόλυνση πριν ακόµη εµφανιστεί 
το χαρακτηριστικό µωσαϊκό του PVX (εικ. 33). Οι βλαστοί κάµπτονται και τα φύλλα λυγίζουν 
προς το εσωτερικό του φυτού. Τα συµπτώµατα εµφανίζονται µόνο στα νέα φύλλα πάνω από το 
σηµείο της µόλυνσης. Τα νεύρα των φύλλων δεν αναπτύσσονται φυσιολογικά µε αποτέλεσµα το 
έλασµα του φύλλου να συρρικνώνεται.  

Το φυτό δεν αναπτύσσεται άλλο, παραµένει κοντύτερο και τελικά µαραίνεται. Η 
έκφραση της LeMA-1 επιδρά γενικά στην ανάπτυξη του φυτού, τα νέα φύλλα είναι µικρότερα, 
υπάρχει ατροφία του ριζικού συστήµατος και οι βλαστοί δεν επιµηκύνονται (εικ. 33). 

 
 

Εικόνα 33 Συµπτώµατα της έκφρασης της LeMA-1 σε 
φυτά. Nic. benthamiana µολυσµένο µε p2Lema 15 ηµέρες από 
τη µόλυνση. Τα νεαρά φύλλα είναι συρρικνωµένα,.  

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 34 Συµπτώµατα της έκφρασης της LeMA-1 σε φυτά. Φυτό ντοµάτας µολυσµένο µε 
p2Lema 18 ηµέρες από την µόλυνση (αριστερά). Στην εικόνα δεξιά το ίδιο φυτό µε φυτό µολυσµένο µε 
pPVX202. Η συρρίκνωση των νεαρών φύλλων είναι αποτέλεσµα της έκφρασης της LeMA-1 και δεν 
συνοδεύει ποτέ την µόλυνση από PVX.  Επίσης εµφανίζεται πριν την ανάπτυξη του µωσαϊκού που 
προκαλεί η εγκατάσταση του ιού. 

 
Στη σειρά αυτή χρησιµοποιήθηκαν 8 φυτά Nic. benthamiana (1 8) και 10 φυτά 

ντοµάτας (9 18). Από αυτά συµπτώµατα εµφάνισαν τα: Νο 3, 5, και 8 (Nic. benthamiana), 
και τα Νο 10 και 17(ντοµάτα). Σε επίπεδο πρωτεΐνης τα δυο από αυτά παρουσίασαν αυξηµένα 
επίπεδα πρωτεΐνης (εικ 35Β δείγµατα 1 και 5) µε καλύτερο το φυτό Νο5 (Nic. benthamiana). 
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  1   2   3    4   5   6   7   8   9  10 1   2   3   4   5  6    7   8  9 

 
 
 
 
 
 
 

 Μεµβράνη Α Μεµβράνη Β 

Εικόνα 35 Ανίχνευση της LeMA-1 σε φυτά 22 ηµέρες µετά την µόλυνση.: 

 Η µεµβράνη Α     Η µεµβράνη Β 
1: ντοµάτα Νο 9 x p2Lema    1: ντοµάτα Νο 17 x p2Lema 
2: ντοµάτα Νο 10 x p2Lema   2: ντοµάτα Νο 16 x p2Lema 
3: ντοµάτα Νο 11 x p2Lema   3: Nic. benthamiana No 8 x p2Lema 
4: ντοµάτα Νο 12 x p2Lema   4: Nic. benthamiana No 7 x p2Lema 
5: ντοµάτα Νο 13 x p2Lema   5: Nic. benthamiana No 5 x p2Lema 
6: ντοµάτα Νο 14 x p2Lema   6: Nic. benthamiana No 6 x p2Lema  
7: ντοµάτα Νο 15 x p2Lema   7: Nic. benthamiana  x pPVX202 
8: ντοµάτα  x pPVX202    8: Nic. benthamiana υγιής 
9: ντοµάτα υγιής     9: ανασυνδυασµένη LeMA-1 
10: ανασυνδυασµένη LeMA-1 
 

Πέντε φυτά της σειράς αυτής εµφάνισαν συµπτώµατα: τρεις Nic. benthamiana και δυο 
ντοµάτες µε φαινότυπο τελείως ίδιο (εικ 36, τα τρία φυτά Nic. benthamiana), από αυτές 
όµως µόνο η Νο 5 (Nic. benthamiana, εικ. 36) και η Νο 17 (φυτό ντοµάτας) έδωσαν 
αυξηµένα ποσοστά παραγόµενης πρωτεΐνης (εικ. 35Β δείγµατα 1 και 5). 
  
 

 
 
 
 
 
 Φυτό Νο 5 Φυτό Νο 8 Φυτό Νο 3 

Εικόνα 36 Τα φυτά Νο 3, 5, και 8 αντίστοιχα που εµφάνισαν συµπτώµατα. Από αυτά µόνο το Νο5 
(στο κέντρο) παρουσίασε αυξηµένα ποσοστά πρωτεΐνης σε ανάλυση µε το αντίσωµα. 

Τα πέντε φυτά του πειράµατος αυτού είχαν την ίδια πορεία από την εµφάνιση 
συµπτωµάτων ως τον µαρασµό, όµως µόνο δυο από αυτά εµφάνισαν υπερέκφραση της 
πρωτεΐνης. Αν λοιπόν ο θνησιγόνος φαινότυπος που παρατηρείται οφείλεται σε αυξηµένα 
επίπεδα πρωτεΐνης τι συµβαίνει µε τα άλλα τρία φυτά που παρουσιάζοντας την ίδια εικόνα 
δεν δείχνουν διαφορές σε επίπεδο LeMA-1;  

Από προηγούµενα πειράµατα παρατηρήθηκε ότι η κατασκευή p2Lema είναι ασταθής 
και προοδευτικά απορρίπτεται η ένθεση. Είναι λοιπόν πιθανό ο φαινότυπος να οφείλεται σε 
µια αρχική αύξηση των επιπέδων της πρωτεΐνης ικανή να προκαλέσει µόνιµη διαταραχή της 
φυσιολογίας του φυτού η οποία παραµένει και µετά την αποκατάσταση των επιπέδων της 
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LeMA-1 λόγω απόρριψης της ένθεσης. Ακόµη και στο φυτό Νο5, που υπάρχει υπερέκφραση, 
η ένθεση απορρίπτεται (εικ. 37). 

 
 
 

Ανιχνευτής PVX Ανιχνευτής LeMA-1 
P   L  7  11  14 17 21 21  17 14 11  7  L Ρ 

 P     L  7  11  14 17 21 21  17 14 11  7 L Ρ 

 
Β  

Εικόνα 37 Αυτοραδιογραφία των πληθυσµών RNA 
που αποµονώθηκαν από το φυτό Νο 5 στην πορεία του 
πειράµατος: 7, 11, 14, 17, και 21 ηµέρες µετά την 
µόλυνση. P: pPVX202, L: p2Lema (από προηγούµενο 
πείραµα. Η εικόνα Β είναι τµήµα του ίδιου φιλµ σε 
χαµηλότερη έκθεση ώστε να φαίνονται οι διπλές ζώνες 
του γενωµικού RNA. 

Α 
 

Στην εικόνα 37 φαίνεται ότι ενώ αρχικά το γενωµικό RNA του φυτού δίνει µια ζώνη 
είτε µε ανιχνευτή PVX είτε µε ανιχνευτή LeMA-1  (δείγµατα 11, 14), αργότερα εµφανίζονται 
δύο ζώνες (17, 21) που σηµαίνει ότι υπάρχουν δυο πληθυσµοί ιικού RNA στο φυτό: µε και 
χωρίς την ένθεση, µάλιστα η παρουσία της δεύτερης ζώνης συµπίπτει µε την κορύφωση της 
µόλυνσης (δείγµα 17) όπου η συγκέντρωση του ιού στα κύτταρα είναι µέγιστη (τα δείγµατα 
είναι ίδιας απορρόφησης, ίδιας ποσότητας RNA). Σύγκριση των δειγµάτων 17 και 21 δείχνει 
ότι σταδιακά αυξάνεται η ποσότητα των µορίων που απορρίπτει πλήρως την ένθεση αφού δεν 
δίνει σήµα µε τον ανιχνευτή της LeMA-1.  

Από το πείραµα της εικόνας 13 παρατηρήθηκε ότι οι οµόλογες πρωτεΐνες της LeMA-1 
σε άλλα φυτικά είδη παρουσιάζουν αµινοξικές οµολογίες τέτοιες ώστε να επιτρέπουν την 
ανίχνευσή τους µε το αντίσωµα της LeMA-1 της ντοµάτας. Θεωρήθηκε σκόπιµο να ελεγχθεί 
αν η έκφραση της πρωτεΐνης της ντοµάτας µέσω του PVX σε άλλα φυτικά είδη (αφού έχει ήδη 
παρατηρηθεί και σε ένα ακόµη φυτό την N. benthamiana) προκαλεί παρόµοιο φαινότυπο. Για 
τον σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε µια σειρά διαφορετικών φυτικών ειδών τα οποία 
συµπεριλάµβαναν φυτά ντοµάτας, φυτά Nicotiana clevelandie, φυτά N. benthamiana, φυτά 
πιπεριάς και τεύτλα. Από την σειρά αυτή µολύνθηκαν επιτυχώς τα έξι (από τα έξι) φυτά 
Nicotiana clevelandie, και ένα φυτό N. benthamiana. Οι πιπεριές είναι γενικά πολύ 
ανθεκτικές σε ιούς, όσο για τα τεύτλα µόνο ένα φυτό ήταν διαθέσιµο το οποίο δεν µολύνθηκε 
τελικά.  

Τα φυτά Nicotiana clevelandie, 21 ηµέρες µετά την µηχανική µόλυνση εµφάνισαν 
συµπτώµατα  ( εικ. 38 Α1), ίδια µε αυτά που προκαλούνται από την έκφραση της LeMA-1 και 
στα άλλα δυο φυτικά είδη, τις ντοµάτες και τα N. benthamiana, τα οποία εξελίχθηκαν πολύ 
γρήγορα: τα φυτά δεν αναπτύχθηκαν άλλο , τα νέα φύλλα ήταν πολύ µικρά και 
παραµορφωµένα (µε το γνωστό καρούλιασµα), παρουσίασαν νέκρωση των νεύρων των φύλλων 
(εικ. 38Α2 και 38Β). Οι βλαστοί δεν ψήλωσαν περισσότερο από την ηµέρα που εµφανίστηκαν 
τα συµπτώµατα σχηµατίζοντας ένα είδος θαµνοειδούς ανάπτυξης, και παρήγαγαν πολύ νωρίς 
πολλά άνθη τα οποία όµως δεν ήταν βιώσιµα (εικ. 39Α). Τέλος, τα φυτά µαράθηκαν 33 
ηµέρες µετά την µηχανική µόλυνση. Ένα µόνο φυτό πέρασε αυτό το στάδιο, το φυτό Νο 2, το 
οποίο έβγαλε νέα φυλλαράκια χωρίς τα παραπάνω συµπτώµατα, µικρότερα αλλά όχι µε 
καρούλιασµα και νεκρώσεις. 
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Εικόνα 38 Α1: 1: Φυτό N. clevelandie µολυσµένο µε την κατασκευή p2Lema, 2: φυτό N. clevelandie
µολυσµένο µε την κατασκευή pPVX202, 3: φυτό N. clevelandie υγιές, 21 ηµέρες µετά τη µόλυνση. Α2: 
1: Φυτό N. clevelandie µολυσµένο µε την κατασκευή p2Lema, 2: φυτό N. clevelandie µολυσµένο µε την 
κατασκευή pPVX202, 27 ηµέρες µετά τη µόλυνση, Β: τέσσερα φυτά N. clevelandie µολυσµένα µε την 
κατασκευή p2Lema 33 ηµέρες µετά την µηχανική µόλυνση. 

 

 
 
 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 
1 2 2 

1: 21 ηµέρες µετά την µόλυνση 2: 27 ηµέρες µετά την µόλυνση Β 
 33 ηµέρες µετά την µόλυνση 

Α 

 

Β 

 
 
 
 
 
 

  

Εικόνα 39 Α: λεπτοµέρε
την κατασκευή P2Lema 27
νεκρά άνθη.  

Τα φυτά ελέγχθηκ
µόλυνση (µόλις άρχισαν 

 Την δέκατη ηµ
παραγόµενη πρωτεΐνη  
µεγαλύτερη. Στο δείγµα
όπως και στο δείγµα 6 
πιθανόν προέρχεται απ
διατηρώντας όµως ακόµ

 Την 20η  ηµέρ
εντοπίζονται ελαττωµέν
(δείγµατα εικ. 40 Β1 3, 
σε όλα τα φυτά αυτά π
συνήθως συνοδεύει την
δείγµατα αναλύονται για
δείγµατα. 

RNA από τα φυτ
υποβλήθηκε σε έλεγχο 
περιέχουν, µε ανιχνευτή
όλα τα φυτά ο ιός έχει 
(εικ. 41 δείγµα 1) η ένθ
σχετικό του µέγεθος, έχ
Α

ια του φυτού µολυσµένου µε την κατασκευή P2Lema Β: φυτό µολυσµένο µε 
 ηµέρες µετά την µηχανική µόλυνση. Επισηµαίνονται τα παραµορφωµένα και 

αν για την παραγωγή πρωτεΐνης 10 και 20 ηµέρες µετά την µηχανική 
να σχηµατίζονται τα συµπτώµατα) (εικ. 40 Α και Β αντίστοιχα). 
έρα (εικ. 40 Α1 δείγµατα 3, 5 και 6) ανιχνεύεται η ενδογενώς 
(ζώνη α) και όχι παραγόµενη από τον ιό που είναι κατά 13 αµινοξέα 
 3 (µείγµα εκχυλίσµατος των φυτών Nicotiana clevelandie, 5 και 6), 
(τα φυτά 1 και 2) ανιχνεύεται µικρότερο προϊόν (ζώνη β), το οποίο 
ό το γεγονός ότι στα φυτά 1, 2 και 6 ο ιός έχει ανασυνδυαστεί 
η σηµαντικό µέρος της ένθεσης τους (εικ. 41 δείγµατα 1, 2 και 6). 
α, στην εικόνα της ανάλυσης κατά Western των ίδιων φυτών 
ες ποσότητες του ενδογενούς προϊόντος (ζώνη α), σε τρία από αυτά 
4 και 5) ανιχνεύονται µικρότερα προϊόντα (ζώνες β), ενώ παράλληλα 
αρουσιάζεται µια εικόνα µη καλά αποδιαταγµένων πρωτεϊνών που 
 παρουσία συσσωµατωµάτων. Στις µεµβράνες Α2 και Β2 τα ίδια 
 τα επίπεδα της µόλυνσης από PVX τις ηµέρες που συλλέχθηκαν τα 

ά αυτά εκχυλίσθηκε την 20η ηµέρα µετά την µηχανική µόλυνση και 
για την παρουσία γενωµικών και υπογενωµικών RNA των ιών που 
 τις (-) αλληλουχίες της καψιδιακής πρωτεΐνης του PVX (εικ. 41). Σε 
ανασυνδυαστεί απορρίπτοντας τµήµατα της ένθεσης. Στο φυτό Νο 1 
εση έχει απορριφθεί σχεδόν πλήρως (και πιθανόν, κρίνοντας από το 
ει χάσει και µέρος ιικών αλληλουχιών), στα φυτά 2 και 5 (δείγµατα 2 
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και 5 αντίστοιχα) λείπει σηµαντικό µέρος της ένθεσης (διπλή ζώνη γενωµικού RNA, ζώνη Γ), 
ενώ στα φυτά 3, 4 και 6 εντοπίζεται σηµαντικός πληθυσµός γενωµικού RNA που περιέχει 
ακόµη την ένθεση. Τα φυτά 1, 3, 4, 5 και 6 τελικά µαράθηκαν ενώ το φυτό Νο 2 επιβίωσε.  
 

β 

β 

α 

α 

Β2 Β1 

1     2   3   4    5   6   7    8   9 1     2   3   4   5   6    7    8   9 

1 
Α2 

    2   3    4    5   6    7    8 1
Α1 

10 ηµέρες µετά την µηχανική µόλυνση 

    2   3    4   5   6    7    8 

20 ηµέρες µετά την µηχανική µόλυνση 

 

Εικόνα 40  Ανίχνευση της LeMA-1 σε φυτά µολυσµένα µε τις κατασκευές p2Lema και pPVX202. Στο 
Α αναλύονται δείγµατα πρωτεΐνης την 10η ηµέρα της µόλυνσης ενώ στο Β αναλύονται τα ίδια φυτά 20 
ηµέρες µετά την µόλυνση. Στο πρώτο πείραµα της σειράς αυτής (Α),  επειδή τα δείγµατα συλλέγονται 
πριν την εµφάνιση συµπτωµάτων και τα φυτά ήταν πολλά (36), τα δείγµατα συνδυάστηκαν ανά δύο, 
δηλαδή κάθε δείγµα περιέχει εκχύλισµα από δύο φυτά. Στην επόµενη συλλογή δειγµάτων (Β) τα φυτά 
αναλύονται κανονικά. Οι εικόνες Α1 και Β1 ανιχνεύουν την πρωτεΐνη LeMA-1 ενώ οι εικόνες Α2 και Β2 
ανιχνεύουν την καψιδιακή πρωτεΐνη του PVX.  

∆∆εείίγγµµαατταα  ττωωνν  εειικκόόννωωνν  ΑΑ11,,  ΑΑ22  ::        ∆∆εείίγγµµαατταα  ττωωνν  εειικκόόννωωνν  BB11,,  BB22  ::    
1- φυτά ντοµάτας 7, 8  µε p2Lema  1- φυτό N. clevelandie  Νο 6 µε p2Lema 
2- φυτά ντοµάτας 7, 8  µε pPVX202  2- φυτό N. clevelandie Νο 5 µε p2Lema 
3- φυτά N. clevelandie 5 και 6 µε p2Lema  3- φυτό N. clevelandie Νο 4 µε p2Lema 
4- φυτά N. clevelandie 4 και 5 µε pPVX202 4- φυτό N. clevelandie Νο 3 µε p2Lema 
5- φυτά N. clevelandie 3 και 4 µε p2Lema  5- φυτό N. clevelandie Νο 2 µε p2Lema 
6- φυτά N. Clevelandie 1 και 2 µε p2Lema  6- φυτό N. clevelandie  Νο 1 µε p2Lema 
7- φυτό N. clevelandie 1 µε pPVX202  7- φυτό N. clevelandie  µε pPVX202 
8- Ανασυνδυασµένη LeMA-1 (A1)   8- φυτό N. clevelandie υγιές 

Φυτό µε PVX-GC3 στο Α2   9 -Ανασυνδυασµένη LeMA-1.  
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Εικόνα 41 Ανάλυση του RNA των φυτών N. 
clevelandie µολυσµένων µε την κατασκευή 
p2Lema 20 ηµέρες µετά την µηχανική µόλυνση. Ο 
ανιχνευτής είναι (-) αλληλουχίες της καψιδιακής 
πρωτεΐνης του PVX. Στην εικόνα αναλύονται τα 
RNA των φυτών Νο 1 έως 6. Σε όλα τα φυτά ο ιός 
έχει ανασυνδυαστεί (διπλή ζώνη γενωµικού RNA, 
ζώνη Γ) µε αποτέλεσµα απόρριψης µέρους της 
ένθεσης . Στο φυτό 1 έχει σχεδόν απορριφθεί 
τελείως ενώ στο φυτό 2 και 5 έχει χάσει 
σηµαντικό τµήµα. Στα φυτά 3, 4 και 6 διατηρεί 
ακόµη σηµαντικό τµήµα της LeMA-1. Σε όλα τα 
δείγµατα τα υπογενωµικά RNA είναι σηµαντικά 
ελαττωµένα (δεν ανιχνεύονται παρά µόνο σε πολύ 
µεγαλύτερη έκθεση). Επίσης, σηµαντικό 

ελαττωµένο εµφανίζεται και το RNA της καψιδιακής πρωτεΐνης που ανιχνεύεται µόνο στα δείγµατα 1, 2 
και 5 που έχουν χάσει όµως µεγάλο τµήµα της ένθεσης. 

1   2   3   4   5   6 

Καψιδιακή 
πρωτεϊνη 

Υγ2 

Υγ1 

Γ 

 
Στο σηµείο αυτό θεωρήθηκε ότι ο θνησιγόνος φαινότυπος οφείλεται στην 

υπερέκφραση της LeMA-1  µέσω του PVX κάτι το οποίο δεν είναι πάντα ανιχνεύσιµο µε το 
αντίσωµα δεδοµένου ότι η πρωτεΐνη παράγεται µόνο στα αρχικά στάδια της µόλυνσης ενώ 
αργότερα, σε διάστηµα που ποικίλλει από φυτό σε φυτό, σταµατά λόγω ανασυνδυασµού του 
ιού. 

 
3.3.3 Η έκφραση ελλειπτικών τµηµάτων της LeMA-1  σε φυτά προκαλεί 

θνησιγόνο φαινότυπο παρόµοιο µε εκείνο που παρατηρείται µε ολόκληρη την πρωτεΐνη . 
Η µόλυνση των φυτών µε ιό PVX ο οποίος φέρει την αλληλουχία της LeMA-1 έχει σαν 

αποτέλεσµα την εµφάνιση θνησιγόνου φαινοτύπου που αναλύθηκε παραπάνω. Αν ο 
φαινότυπος οφείλεται στην έκφραση της πρωτεΐνης µέσω του ιού τότε αυτό αποτελεί ένα 
καλό εργαλείο να µελετηθεί η δοµή της πρωτεΐνης και να προσδιοριστεί πιθανόν η ελάχιστη 
περιοχή της που είναι ικανή να προκαλεί τα συµπτώµατα αυτά. Για τον σκοπό αυτό έγινε µια 
αρχική πρόβλεψη της δοµής της πρωτεΐνης από τον ∆ρ. Παλιακάση (βλέπε παράρτηµα σελ 
123). 

Με βάση την πρόβλεψη αυτή και τα τότε βιβλιογραφικά δεδοµένα τα πρώτα 65 
αµινοξέα σχηµατίζουν µια α-έλικα, η οποία θεωρείται ότι αλληλεπιδρά µε άλλους 
πρωτεϊνικούς παράγοντες πιθανούς στόχους της LeMA-1. Η περιοχή αυτή οριοθετείται στη 
κωδική περιοχή της LeMA-1 από το περιοριστικό ένζυµο RsaI. Την δοµή αυτή ακολουθούν 
200 περίπου αµινοξέα, η πιο αυστηρά συντηρηµένη περιοχή των ΑΑΑ πρωτεϊνών στο κέντρο 
της οποίας βρίσκεται η αλληλουχία GPPGKT που θεωρείται υπεύθυνη για την πρόσδεση του 
νουκλεοτιδίου και του Mg2+, η οποία οριοθετείται µε την σειρά της από το περιοριστικό 
ένζυµο MscI. Τέλος σχηµατίζεται µια ακόµη α-έλικα από τα 40 τελευταία αµινοξέα η οποία 
αποκόπτεται µε πέψη µε το περιοριστικό ένζυµο HpaI. Επίσης θεωρήθηκε σκόπιµο να 
µελετηθούν και δυο ακόµη ελλειπτικά τµήµατα, αυτό που προκύπτει µε το ένζυµο SspI και 
κόβει την πρώτη έλικα στην µέση, και τέλος το κοµµάτι που προκύπτει µε περιοριστική πέψη 
µε το ένζυµο XbaI το οποίο θα χρησίµευε ως αρνητική κατασκευή αναφοράς δεδοµένου ότι 
περιέχει µόλις 43 αµινοξέα της αλληλουχίας της LeMA-1, τα οποία λόγω της πιθανώς µη 
σωστής αναδίπλωσης δεν αναµένονταν να παρουσιάσουν φαινότυπο (εικ. 42).  

Η τελευταία κατασκευή (pHpaI) δεν ήταν µολυσµατική σε καµιά από τις 5 απόπειρες 
που έγιναν και δεν χρησιµοποιήθηκε περαιτέρω. 
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α-έλικα α- έλικα Συντηρηµένη περιοχή ΑΑΑ πρωτεϊνών 

Περιοχή πρόσδεσης ΑΤΡ 

LeMA-1 

HpaI 
MscI 

RsaI 

SspI 
XbaI 

GPPGKT 

 
 
 

Εικόνα 42 ∆οµή της LeMA-1. Τα ελλειπτικά τµήµατα που κλωνοποιήθηκαν σε pPVX202 και 
εκφράσθηκαν σε φυτά µέσω του συστήµατος του PVX. 

   
Α. έκφραση τµήµατος της LeMA-1 που περιέχει τα αµινοξέα 1-220 (κατασκευή pMsc) 
προκαλεί θνησιγόνο φαινότυπο. 

Έγιναν συνολικά εννέα µολύνσεις σε 32 φυτά από τα οποία τα 5 παρουσίασαν τα 
χαρακτηριστικά συµπτώµατα της έκφρασης της LeMA-1. Από αυτά πρωτεΐνη παράγουν µόνο 
τα δύο, και όσα φυτά µολύνονται µε πρωτεϊνικό εκχύλισµα από αυτά. 

 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 43 Φυτά ντοµάτας µολυσµένα µε την κατασκευή pMsc που εκφράζει τα πρώτα 220 
αµινοξέα της LeMA-1.  

Παρουσιάζοντας ακριβώς τον ίδιο φαινότυπο τα πέντε µολυσµένα µε pMsc φυτά δεν 
εµφανίζουν πάντα την παραγόµενη πρωτεΐνη (εικ 43, 44). Η κατασκευή pMsc εκφράζει τα 
πρώτα 220 αµινοξέα της LeMA-1, δηλαδή παράγει πρωτεΐνη µεγέθους 24,5 kDa η οποία 
εύκολα διαχωρίζεται από την ενδογενώς παραγόµενη και ανιχνεύεται µε το αντίσωµα.  

Στην εικ. 44 παρουσιάζονται τα πειράµατα ανίχνευσης της LeMA-1 των δυο φυτών 
που παράγουν πρωτεΐνη, καθώς και µια από τις σειρές των φυτών που ενώ µολύνθηκαν µε 
την κατασκευή pMsc δεν εµφανίζουν πρωτεΐνη άλλη εκτός της ενδογενούς. Μόνο τα φυτά 
που παράγουν πρωτεΐνη έχουν αναλυθεί περαιτέρω. Στην εικ. 44 στην µεµβράνη 1 αναλύεται 
το πρώτο pMsc φυτό που έδωσε υπερέκφραση, το οποίο παράγει την πρωτεΐνη 16 ακόµη και 
19 ηµέρες από την µόλυνση ενώ την 26η δεν φαίνεται να την παράγει. Το γεγονός της 
εξαφάνισης της πρωτεΐνης αποδόθηκε στην απόρριψη της ένθεσης που συνοδεύει την πορεία 
αυτή (εικ. 51 δείγµατα 1, 2 και 3). Αυτός είναι ο λόγος που στα επόµενα πειράµατα 
µολύνσεων συλλέγονται δείγµατα  από πολύ νωρίτερα, ακόµη και πριν την εµφάνιση των 
συµπτωµάτων, µε στόχο να εντοπισθεί το χρονικό διάστηµα που παράγεται η πρωτεΐνη. Στο 
δεύτερο φυτό αντίστοιχα (εικ. 44 µεµβράνη 2 δείγµατα 2,3,4) παράγεται πρωτεΐνη σε 
χαµηλότερα όµως επίπεδα. ∆εν έγιναν περαιτέρω δειγµατοληψίες από το φυτό αυτό αφού 
είχε δειχθεί το ζητούµενο, δηλαδή η παραγόµενη από τον ιό πρωτεΐνη. 
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P: φυτό µολυσµένο  
µε pPVX202 

Υ: Υγιές φυτό 
Α: ανασυνδυασµένη 

LeMA-1 

1  2  3  4   5   6   P  Υ  Α 1   2   3   4    P   Υ  Α 

Μεµβράνη 2 Μεµβράνη 1 

1   2  3 4  5   6  7   P  Υ  Α  1   2  3 4  5  6  7  P  Υ  Α 

Μεµβράνη 3 Μεµβράνη 4 

 

Εικόνα 44 Στην µεµβράνη 1 αναλύεται πρωτεϊνικό εκχύλισµα από φυτό που µολύνθηκε µε τις 
κατασκευές pMsc : δείγµατα 1, 2και 3 (26, 19 και 16 ηµέρες µετά την µόλυνση αντίστοιχα) και p2Lema: 
τα δείγµατα 4, 5, και 6 (19, 16 και 11 ηµέρες µετά την µόλυνση αντίστοιχα). Στην µεµβράνη αυτή 
φαίνεται ότι το φυτό παράγει την µικρότερη (24.5KDa) πρωτεΐνη στην αρχή της µόλυνσης και το σήµα 
εξαφανίζεται στις 26 ηµέρες από την µόλυνση δηλαδή στις 15 ηµέρες από την εµφάνιση των 
συµπτωµάτων. Στην µεµβράνη 2 αναλύεται το δεύτερο φυτό που έδωσε υπερέκφραση στα δείγµατα 2, 
3, και 4 (22, 19 και 15 ηµέρες από την µόλυνση και την εµφάνιση των συµπτωµάτων). Το δείγµα 1 είναι 
φυτό µολυσµένο µε pMscNF και σχολιάζεται αργότερα. Οι µεµβράνες 3 και 4 αποτελούν ανάλυση σειράς 
φυτών που µολύνθηκαν αλλά δεν έδωσαν υπερέκφραση. Στη µεµβράνη 3 ανιχνεύεται η LeMA-1 ενώ 
στην µεµβράνη 4 η καψιδιακή πρωτεΐνη του PVX. Τα δείγµατα 2 έως 7 είναι φυτά µολυσµένα µε pMsc 
ενώ το δείγµα 1 είναι µολυσµένο µε pMscNF.  

 
Β. έκφραση τµήµατος της LeMA-1 που περιέχει τα αµινοξέα 1-106 (κατασκευή pRsa) 

της LeMA-1, η οποία θεωρητικά επιλέγει 
νη. Η υπερέκφρασή της περιοχής αυτής 

οµένου ότι η προσκόλλησή της στους 

Χ    1    2    3    4    Ρ   Υ    Α 

προκαλεί θνησιγόνο φαινότυπο. 
Η κατασκευή αυτή εκφράζει την πρώτη έλικα 

τους παράγοντες που συνεργάζονται µε την πρωτεΐ
θα έπρεπε να προκαλεί σοβαρότερα συµπτώµατα δεδ
υποτιθέµενους παράγοντες-συνεργάτες θα δηµιουργούσε περισσότερα προβλήµατα. Ο 
φαινότυπος των φυτών αυτών όµως είναι παρόµοιος µε όλα τα προηγούµενα, δηλαδή το 
γνωστό καρούλιασµα. Σε συνολικά εννέα πειράµατα µολύνσεων µολύνθηκαν τρία φυτά που 
όλα παράγουν την 11.6KDa προβλεπόµενη πρωτεΐνη, και αντίθετα από την pMsc η παραγωγή 
της πρωτεΐνης δεν εξαφανίζεται τελείως, είναι ανιχνεύσιµη µέχρι το τέλος του φυτού, αλλά 
φαίνεται να ελαττώνεται η ποσότητά της (εικ. 45). 

Εικόνα 45 Ανάλυση πρωτεϊνών µε αντίσωµα για την 
LeMA-1 φυτών µολυσµένων µε την κατασκευή pRsa. Το 
πήκτωµα ήταν ακρυλαµίδη 14% για να αναλυθεί η 
προβλεπόµενη πρωτεΐνη µεγέθους 11.6kDa. Τα δείγµατα 
στην µεµβράνη είναι: Χ: εκχύλισµα φυτού x XbaI.τα 1, 2, 
3, και 4 είναι δείγµατα του ίδιου φυτού x pRsa: τα 1 και2 
συλλέχθηκαν 26 ηµέρες από την µόλυνση από φύλλο µε 
νεκρωτικές κηλίδες (1) και πράσινο παραµορφωµένο 
(2)(εικ.41 Β και Α αντίστοιχα), ενώ τα 3 και 4 έχουν 
συλλεχθεί 19 και 15 ηµέρες από την µόλυνση αντίστοιχα. 
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 Αυτό που ήταν διαφορετικό στα φυτά µε την κατασκευή pRsa είναι ότι ενώ στα άλλα 
δύο (p2Lema και pMsc) τα συµπτώµατα εµφανίζονται πάνω από το σηµείο της µηχανικής 
µόλυνσης και καταστρέφουν το φυτό από εκεί και πάνω, η κατασκευή pRsa φάνηκε να έχει 
επίδραση σε όλο το φυτό επηρεάζοντας και τους βλαστούς κάτω από την µόλυνση 
εµφανίζοντας νεκρώσεις και χλώρωση που δεν συνοδεύει τα άλλα δυο (εικ. 46Β). 
Παρατηρώντας αυτό το φαινόµενο η pRsa φάνηκε να προκαλεί σοβαρότερες βλάβες στο φυτό 
από τις άλλες δύο, κάτι που όµως συνοδεύεται και από την έκφραση του προϊόντος της το 
οποίο σε αντίθεση µε το προϊόν του pMsc παράγεται και στα προχωρηµένα στάδια της 
µόλυνσης (εικ. 45 δείγµατα 1 και 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Β 
Α 

Εικόνα 46 Α: Φωτογραφία φυτού µολυσµένου µε την κατασκευή pRsa 19 ηµέρες από την µόλυνση. Τα 
συµπτώµατα των νέων φύλλων. Β: Φωτογραφία φυτού µολυσµένου µε pRsa 26 ηµέρες από την µόλυνση, 
τα συµπτώµατα των βλαστών κάτω από την µόλυνση. 

Γ. έκφραση των τµηµάτων της LeMA-1 που περιέχουν τα αµονοξέα 1-93 (pSsp) 
και 1-43 (pXba) δεν προκαλούν τα βαρύτατα συµπτώµατα που παρατηρούνται µε την 
έκφρση των µεγαλύτερων τµηµάτων της LeMA-1:  

Το ένζυµο SspI κόβει την πρώτη έλικα της LeMA-1,  αν λοιπόν η έλικα αυτή είναι 
υπέυθυνη για τα συµπτώµατα που παρατηρούνται τότε αυτή η κατασκευή δεν θα έπρεπε να 
επηρεάζει το φυτό, δεδοµένου ότι, µε βάση την πρόβλεψη της δοµής, το κοµµάτι αυτό δεν 
µπορεί να αναδιπλωθεί σωστά.  

Το ένζυµο XbaI αφήνει µόνο τα πρώτα 43 αµινοξέα της πρωτεΐνης και ουσιαστικά η 
κατασκευή αυτή επιλέχθηκε σαν αρνητικό σηµείο αναφοράς των συµπτωµάτων αφού το τµήµα 
της LeMA-1 που περιέχει είναι πολύ µικρό και δεν αναµένεται να προκαλεί την εµφάνιση 
φαινοτύπου που να οφείλεται σε υπερέκφραση της LeMA-1.  

Σε επτά πειράµατα µολύνσεων χρησιµοποιήθηκαν 20 φυτά µε την κατασκευή pSsp, 
από τα οποία µολύνθηκε το ένα (εικ 47) µε πλασµιδιακό DNA και δυο ακόµη µε εκχύλισµα 
από το φυτό αυτό, και αντίστοιχα, σε επτά πειράµατα µολύνσεων µε pXba και 21 συνολικά 
φυτά µολύνθηκαν τα έξι. 

Εικόνα 47 Φωτογραφίες φυτού 
µολυσµένου µε την κατασκευή 
pSSp. Α: ολόκληρο το φυτό, τα 
νέα φύλλα της κορυφής δεν 
εµφανίζουν την παραµόρφωση των 
άλλων κατασκευών. Β: 
Λεπτοµέρεια της φωτογραφίας Α 
των συµπτωµάτων της 
κατασκευής. Παραµόρφωση του 
κάτω βλαστού, χλώρωση και 
νεκρωτικές κηλίδες. 

Β Α 
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Οι κατασκευές pXba και pSsp παρουσιάζουν εικόνα βαρύτερη από εκείνη του PVX σε 
ντοµάτα (εικ. 47), αλλά όχι την χαρακτηριστική παραµόρφωση των νεαρών φύλλων που 
εµφανίζονται στις άλλες κατασκευές. Η πρωτεΐνη που παράγεται είναι πολύ µικρή και στις 
δυο περιπτώσεις (10KDa για το Ssp και 4.7KDa για το XbaI) για να µπορεί να ανιχνευθεί µε 
το αντίσωµα της LeMA-1 και την µέθοδο που ακολουθείται για όλα τα πρωτεϊνικά δείγµατα 
(εικ. 45 δείγµα X (XbaI) και εικ. 48) 

 
 
 
 
 
 
 
 

1   2   3   4   5   6   P    Υ  Α 1   2   3   4   5   6   P    Υ  Α 

 
 Αντίσωµα LeMA-1 Αντίσωµα PVX 
 

Εικόνα 48 Ανίχνευση της πρωτεΐνης LeMA-1 και έλεγχος της εγκατάστασης της µόλυνσης από PVX 
σε φυτά µολυσµένα µε τις κατασκευές pXba και pRsa. Τα πηκτώµατα όπου αναλύονται τα πρωτεϊνικά 
δείγµατα είναι ακρυλαµίδη 14% ώστε να εντοπισθούν µικρές πρωτεΐνες. Τα δείγµατα : 1 και 2 φυτά µε 
pXba από δυο ανεξάρτητα πειράµατα, 3, 4, 5, και 6 φυτά µε pRsa 37 ηµέρες µετά την µόλυνση, Ρ: φυτό 
µε pPVX202 Υ: υγιές φυτό και Α: ανασυνδυασµένη LeMA-1. Τα φυτά είναι µολυσµένα, υπάρχουν ίχνη 
της πρωτεΐνης που παράγεται από την κατασκευή pRsa στα δείγµατα 3, 4, 5, και 6, αλλά δεν υπάρχει 
καθόλου σήµα στα pXba φυτά, πιθανόν και να χάνεται κατά την ηλεκτροφόρηση. 

 
Στο σηµείο αυτό, δεν ήταν δυνατόν να δειχθεί µε βεβαιότητα ότι για τον φαινότυπο 

αυτό ευθύνεται η υπερέκφραση της LeMA-1 µέσω του PVX αφού υπάρχουν φυτά που 
πάσχουν χωρίς να φαίνεται να παράγουν περισσότερη πρωτεΐνη. Θεωρήθηκε σκόπιµο να 
δηµιουργηθούν κατασκευές οι οποίες δεν θα παράγουν πρωτεΐνη αλλά θα εκφράζουν το ίδιο 
RNA ώστε να µπορεί να γίνει κάποια σύγκριση των φαινοτύπων και των βιοχηµικών 
δεδοµένων για να εξαχθεί κάποιο συµπέρασµα. Είναι η πρωτεΐνη ή το RNA, και επίσης έχουν 
κάποια ουσιαστική σηµασία οι ελλείψεις ή απλά οι κατασκευές περιέχοντας µικρότερες 
αλληλουχίες είναι σταθερότερες και συνεπώς προκαλούν βαρύτερα συµπτώµατα; 

Με βάση το γεγονός ότι τα φυτά µε pXba εµφανίζουν ηπιότερα συµπτώµατα 
θεωρήθηκε ότι το ένζυµο XbaI οριοθετεί το µικρότερο τµήµα της πρωτεΐνης που δεν 
προκαλεί θνησιγόνο φαινότυπο και αυτό είναι το σηµείο που επιλέχθηκε για διακοπή του 
πλαισίου διαβάσµατος της LeMA-1. Έγινε πέψη του πλασµιδίου m10a µε το ένζυµο XbaI, 
συµπλήρωση των άκρων µε Klenow και τέλος αυτοσυγκόλληση οπότε καταστράφηκε το 
πλαίσιο διαβάσµατος. Από το πλασµίδιο αυτό κλωνοποιήθηκαν όλα τα τµήµατα των ελλείψεων 
µε τον ίδιο τρόπο σε pPVX202 όπως έγινε για τα άλλα κοµµάτια και προέκυψε η σειρά NF 
(Νο Frame) (βλέπε Κεφ. Αποτελέσµατα Παρ. 3.2). Αυτές οι κατασκευές χρησιµοποιήθηκαν 
σαν κατασκευές ελέγχου παράλληλα µε τις κατασκευές που παράγουν πρωτεΐνη. Όλα τα 
πλασµίδια NF ήταν µολυσµατικά εκτός από το pHpaNF το οποίο δεν δοκιµάστηκε δεδοµένου 
ότι ούτε το pHpa ήταν µολυσµατικό: 

Το pHindNF σε δέκα µολύνσεις και συνολικά 29 φυτά µολύνθηκαν τελικά τα τέσσερα 
από τα οποία κανένα δεν έδωσε συµπτώµατα όµοια µε το p2Lema. 

Το pMscNF σε εννέα µολύνσεις και σε 27 φυτά µόλυνε τελικά τα 4 και κανένα από 
αυτά δεν παρουσίασε συµπτώµατα όµοια µε εκείνα του pMsc (εικ. 49). 
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Εικόνα 49 Φυτά από δυο ανεξάρτητα πειράµατα µολύνσεων µε τις κατασκευές pMsc και pMscNF. 
Στην εικόνα Α: φυτό µολυσµένο µε pMsc, µε pMscNF και µε pPVX202. 

To pRsaNF σε επτά πειράµατα µολύνσεων και συνολικά 19 φυτά µόλυνε τα δύο τα 
οποία εµφάνισαν συµπτώµατα όµοια µε εκείνα του pPVX202 ( εικ 50). 
 

 
 

Εικόνα 50 Φυτά µολυσµένα µε τις κατασκευές pRsa και 
pRsaNF. Το ΝF φυτό παρουσιάζει συµπτώµατα 
συγκρίσιµα µε εκείνα του PVX. 

 
 
 
Το γεγονός ότι οι κατασκευές που θεωρητικά παράγουν πρωτεΐνη προκαλούν 

φαινότυπο ενώ αυτές µε κατεστραµµένο πλαίσιο διαβάσµατος όχι, οδηγεί στο αρχικό 
συµπέρασµα ότι η παραγωγή της πρωτεΐνης από το σύστηµα του PVX ευθύνεται για τον 
φαινότυπο. 

Μία απάντηση για το τι συµβαίνει κατά την µόλυνση µε την πρωτεΐνη που παράγεται 
από τον ιό, γιατί άλλοτε ανιχνεύεται και άλλοτε όχι, θα µπορούσε να βρεθεί από την ανάλυση 
των RNA που παράγονται από τον ιό στα φυτά που περιέχουν τις παραπάνω κατασκευές.  

Αυτό που έχει παρατηρηθεί από τα προηγούµενα πειράµατα είναι ότι σχεδόν πάντα 
στα φυτά υπάρχει ένα µίγµα πληθυσµών RNA λόγω της αστάθειας των κατασκευών και 
επίσης τα υπογενωµικά RNA των ιών που περιέχουν ξένες αλληλουχίες είναι σηµαντικά 
ελαττωµένα. Σε όλα τα πειράµατα εντοπισµού των RNA των µολυσµένων φυτών 
παρατηρήθηκαν σηµαντικά προβλήµατα και σχεδόν πάντα η εικόνα δεν ήταν ξεκάθαρη όσον 
αφορά του ποιο RNA παράγεται και από ποιο RNA µεταφράζεται η πρωτεΐνη.  

 1   2  3  4  5   6  7   8    

α 

γ 

β 

α 

. 

Εικόνα 51 Αυτοραδιογραφία πληθυσµών 
RNA µε ανιχνευτή την καψιδιακή πρωτεΐνη 
του ιού PVX. Tα δείγµατα είναι: 1,2,3: φυτό 
pMsc (της µεµβράνης 1 της εικόνας 44) 16, 
19 και 26 ηµέρες µετά την µόλυνση 
αντίστοιχα, 4 και 5: φυτά x XbaI, 6,7 φυτό x 
pMscNF 16 και 19 ηµέρες από την µόλυνση 
και 8: φυτό x HindNF.  
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Στην εικόνα 51 αναλύονται RNA φυτών µε συµπτώµατα καθώς και φυτών µε NF 
κατασκευές. Τα δείγµατα 1, 2, 3,  είναι είναι εκχύλισµα RNA φυτού µε pMsc που παράγει την 
πρωτεΐνη 16, 19 και 26 ηµέρες µετά την µόλυνση. Στο φυτό αυτό η πρωτεΐνη που ανιχνεύεται 
µε το αντίσωµα (εικ. 48 µεµβράνη 1) πρέπει να παράγεται από κάποιο υπογενωµικό RNA που 
όµως δεν είναι ανιχνεύσιµο όταν παράγεται η πρωτεΐνη (δείγµα 1 και 2) αλλά όταν αυτή έχει 
πάψει να παράγεται (δείγµα 3α από την σχετική του θέση από το 3γ που είναι η καψιδιακή 
πρωτεΐνη). Τα δείγµατα 6 και 7 είναι φυτό MscNF χωρίς συµπτώµατα όπου φαίνεται ότι το 
αρχικά σωστό RNA της LeMA-1 (6α) την 16η ηµέρα της µόλυνσης εξαφανίζεται την 19η ηµέρα 
από την µόλυνση. Το δείγµα 8 είναι µολυσµένο µε pHindNF που όµως έχει χάσει την ένθεση 
και παρουσιάζει υπογενωµικό RNA στο ύψος του πρώτου υπογενωµικού του PVX. 

Εικόνα 52 Αυτοραδιογραφία RNA µε ανιχνευτή την καψιδιακή πρωτεΐνη του PVX. 

1: δείγµα µε pPVX202 
 1  2  3 4  5  6  7  8  9 10 11 12 13 14 2: φυτό µε p2Lema 15η  ηµέρα 

β 

α 

3: φυτό µε p2Lema 19η  ηµέρα 
4: φυτό µε p2Lema 24η  ηµέρα 
5: φυτό µε pHindNF 
6: φυτό µε pMsc 15η  ηµέρα 
7: φυτό µε pMsc 19η  ηµέρα 
8: φυτό µε pMsc 24η  ηµέρα 
9: φυτό µε pMscNF 
10: φυτό µε pRsa 15η  ηµέρα 
11: φυτό µε pRsa 19η  ηµέρα 
12: φυτό µε pRsa 24η  ηµέρα 
13: φυτό µε pRsa 24η  ηµέρα, φύλλο µε 
νεκρωτικές κηλίδες 
14: φυτό µε pXba 

 
Τα δείγµατα: 10,11, 12, 13 της εικόνας 52 είναι το φυτό µολυσµένο µε pRsa που έδωσε 

την υπερέκφραση (εικόνα 44). Τα δείγµατα 10, 11, 12 και 13 αντιστοιχούν στα δείγµατα 4, 3, 
2 και 1 της εικόνας 44. Στην αρχή της µόλυνσης, 19η ηµέρα (4 ηµέρες µετά την εµφάνιση των 
συµπτωµάτων) η LeMA-1-Rsa παράγεται από το υπογενωµικό RNA: 11β, το οποίο σταδιακά 
µικραίνει και ελαττώνεται. Η ζώνη 11α αντιστοιχεί στο υπογενωµικό του triple block. Γενικά, 
το RNA όλων των δειγµάτων δεν δίνει ξεκάθαρες ζώνες των πληθυσµών RNA που 
ανιχνεύονται. 

 
3.3.4 Πειράµατα ελέγχου της ποιότητας των εκχυλισµάτων RNA των 

µολυσµένων φυτών.  
 
Θεωρώντας ότι η εικόνα του RNA είναι αποτέλεσµα λάθους στην διαδικασία 

αποµόνωσης ή ανάλυσης των δειγµάτων έγιναν κάποιες δοκιµές αποµόνωσης RNA µε 
διάφορους τρόπους (εικ 53).  

Επίσης, έγινε αποδιάταξη µε φορµαλδεΰδη και µε ισοθειοκυανικά. Τα δείγµατα 
αναλύθηκαν σε πήκτωµα αγαρόζης 1% µε ισοθειοκυανικά 20mM και πήκτωµα αγαρόζης 1% 
µε φορµαλδεΰδη (εικ. 53 Γ και ∆ αντίστοιχα) το οποίο µετά την ηλεκτροφόρηση αφέθηκε να 
προσρροφήσει βρωµιούχο αιθίδιο και φωτογραφήθηκε σε υπεριώδες φως. Στα δείγµατα αυτά 
δεν παρατηρήθηκε σηµαντική διαφορά µε εξαίρεση ίσως τα δείγµατα που εκχυλίσθηκαν σε 
θερµοκρασία δωµατίου (53 Β, Γ, ∆ 3 και 4) τα οποία αποδιαταγµένα παρουσιάζουν εικόνα 
συγκρίσιµη µε τα υπόλοιπα. Απορρίφθηκε το σύστηµα tri-reagent (δείγµα 53Α 4). ∆είγµατα 
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από τις δοκιµές αυτές επιλέγηκαν και ακολουθήθηκε η τυπική διαδικασία υβριδοποίησης µε 
ανιχνευτή την αλληλουχία της καψιδιακής πρωτεΐνης του PVX (εικ. 54). 

 
 

Εικόνα 53 ∆οκιµή αποµόνωσης RNA µε διάφορους τρόπους. Το πήκτωµα είναι αγαρόζη-
ισοθειοκυανικά 20mM 

1   2  3 4  5  6  7  8   9 10 11   12 1- PVX (TEMS-SDS 1%) 
2- PVX µε ισοθειοκυανικά 20mM 
3- pXba (TEMS-SDS 1%) 
4- pXba (Tri-reagent) 
5- pXba-TEMS 
6- pXba-TEMS προηγούµενης αποµόνωσης 2 µηνών 
7- pXba-ΦΟΗ προηγούµενης αποµόνωσης 2 µηνών 
8-  pXba-ΦΟΗ προηγούµενης αποµόνωσης 1 µήνα 
9- pXba-TEMS-ΦΟΗ 
10- RNA υγιούς (TEMS-ΦΟΗ) 
11- RNA (δώρο συναδέλφου από πείραµα µε καλό 

σήµα) 
Πείραµα Α 

12-  PMscNF (ΤΕΜS-ΦΟΗ) 
 

1  2  3  4  5 6  
 
 
1- οµογενοποίηση σε φαινόλη εκχύλιση µε TEMS 
2- οµογενοποίηση σε φαινόλη-SDS 1%, εκχύλιση µε TEMS 
3- οµογενοποίηση σε ΦΟΗ-ΤΕMS σε θερµοκρασία δωµατίου 
4- οµογενοποίηση σε ΦΟΗ-ΤΕMS-SDS 1% σε θερµοκρασία δωµατίου 
5- εκχύλιση µε ζεστή φαινόλη-TEMS 
6- οµογενοποίηση σε υγρό N2 µε φαινόλη, εκχύλιση µε TEMS 

 
Πείραµα Β  

 
1    2  3  4   5  6 1    2  3  4  5  6  

 
Τα δείγµατα του πειράµατος Β 
αποδιατάχθηκαν µε επώαση στους 
950C για 5 λεπτά και αναλύθηκαν σε 
αποδιατακτικά πηκτώµατα αγαρόζης 
1% µε ισοκυανικά 20mM (πείραµα Γ) 
και φορµαλδεΰδη 16% (πείραµα ∆). 
 
 
 

∆: Αποδιατακτικό πήκτωµα 
 αγαρόζης µε φορµαλδεΰδη 

Γ: Αποδιατακτικό πήκτωµα 
 αγαρόζης µε ισοθειοκυανικά 

 
 

 
Ενώ η ποιότητα του RNA κρίνεται ικανοποιητική από την εικόνα των ριβοσωµικών 

RNA τελικά αποδεικνύεται ότι τα RNA που ανιχνεύονται στα φυτά που περιέχουν τις 
κατασκευές της LeMA-1 δεν δίνουν διακριτές ζώνες. Υπάρχει το πρόβληµα της απόρριψης 
της ένθεσης που δηµιουργεί πληθυσµούς µορίων ποικίλου µήκους για κάθε είδος RNA 
(γενωµικά και υπογενωµικά), αλλά και πάλι οι ζώνες δεν είναι διακριτές και δεν είναι δυνατή 
η εκτίµηση του µεγέθους των RNA που εντοπίζονται σε κάθε φυτό. 
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 1  2   3  4 5  6  7  8  9  10 11 12 13 1  2  3   4 5  6  7  8  9  10 11 12 13 

Α: µη αποδιατακτικό 
πήκτωµα αγαρόζης Β: Αυτοραδιογραφία του 

Α µε ανιχνευτή PVX 

Εικόνα 54 Αυτοραδιογραφία RNA µε ανιχνευτή την καψιδιακή πρωτεΐνη του PVX. 
 

1: δείγµα µε pPVX202   8: φυτό µε pMsc 19η  ηµέρα 
2: φυτό Nic. benthamiana x p2Lema  9: φυτό µε pMsc 24η  ηµέρα 
3: φυτό µε p2Lema 15η  ηµέρα  10: φυτό µε φυτό µε pMscNF 
4: φυτό µε p2Lema 19η  ηµέρα  11: φυτό µε pRsa 15η  ηµέρα 
5: φυτό µε p2Lema 24η  ηµέρα  12: φυτό µε pRsa 19η  ηµέρα 
6: φυτό µε pHindNF   13: φυτό µε pRsa 24η  ηµέρα 
7: φυτό µε pMsc 15η  ηµέρα 

 
3.3.5 Η έκφραση του τµήµατος RNA της LeMA-1 που περιέχει τα πρώτα 740 

νουκλεοτίδια (pMscNF),τo οποίo περιέχei διακοπή του πλαισίου διαβάσµατος µετά το 
43ο αµινοξύ, προκαλεί θνησιγόνο φαινότυπο! 

Στο σηµείο αυτό, όπου η ανάλυση των RNA δεν επιτρέπει συµπεράσµατα για το τι 
συµβαίνει µε την παραγόµενη πρωτεΐνη από τον PVX, πότε παράγεται πότε όχι και ποια η 
σχέση της µε την εκδήλωση του φαινοτύπου, ένα φυτό ανέτρεψε τα µέχρι τότε συµπεράσµατα 
και δηµιούργησε µάλλον περισσότερες ερωτήσεις παρά απαντήσεις. Σε µια σειρά µολύνσεων 
µε όλες τις κατασκευές (από τρία φυτά στην καθεµία) µόνο ένα φυτό εκδηλώνει ξεκάθαρα 
τον φαινότυπο και αυτό είναι φυτό µολυσµένο µε MscNF! (εικ. 55Α). Για να αποκλειστεί 
οποιαδήποτε περίπτωση λάθους επαναλήφθηκε το πείραµα σε δεύτερη σειρά µολύνσεων µε 
10 φυτά αυτή την φορά τα οποία µολύνθηκαν µε πρωτεϊνικό εκχύλισµα από αυτό το φυτό και 
µε πλασµιδιακό DNA από τον αρχικό κλώνο pMscNF αφού πρώτα ελέγχθηκε ότι πρόκειται 
για το σωστό πλασµίδιο. Όλα αυτά τα φυτά εκδήλωσαν τα συµπτώµατα (εικ. 55Β).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Υγιές pPVX202 

Φωτογραφία Β Φωτογραφία Α 

Εικόνα 55 Φωτογραφίες φυτών µολυσµένων µε την κατασκευή pMscNF. Φωτ. Α: το πρώτο φυτό 
pMscNF που εκδήλωσε τα συµπτώµατα της LeMA-1. Φωτ. Β: φυτά που µολύνθηκαν µε εκχύλισµα από 
το φυτό της φωτ.Α, ενώ στο κέντρο επισηµαίνεται φυτό που µολύνθηκε µε πλασµιδιακό DNA της ίδιας 
κατασκευής. Στο βάθος αριστερά διακρίνεται υγιές φυτό, ενώ στο βάθος δεξιά φυτό µολυσµένο µε 
pPVX202(PVX). 
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Το RNA των φυτών αυτών ελέγχθηκε µε την µέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης 
πολυµεράσης µετά από αντίστροφη µεταγραφή εκχυλίσµατος RNA από τα φυτά αυτά µε 
κατάλληλους εκινητές (εικ. 56) 

Εικόνα 56 Φωτογραφία πηκτώµατος αγαρόζης 1% µε 
βρωµιούχο αιθίδιο σε υπεριώδες φώς. Στο πήκτωµα 
αναλύονται τα προϊόντα αλυσιδωτής αντίδρασης 
πολυµεράσης µετά από αντίστροφη µεταγραφή RNA 
φυτών µολυσµένων µε pMscNF: 

1    2     3       4      5 

1- δείκτης µεγέθους λEcoRI/HindIII 
2- φυτό µε pPVX202 (PVX) 
3- φυτό µε MscNF χωρίς συµπτώµατα 
4- φυτό µε MscNF µε συµπτώµατα (µόλυνση µε 

πρωτεϊνικό εκχύλισµα)  
5- φυτό µε MscNF µε συµπτώµατα (µόλυνση µε DNA) 

 
Η κατασκευή pPVX202 µε τους εκινητές που έχουν επιλεγεί παράγει τµήµα DNA 

µήκους 550 βάσεων (δείγµα 2 εικ. 56), στο κοµµάτι αυτό προστίθεται το µήκος που έχει 
κλωνοποιηθεί κάθε φορά που στην περίπτωση του MscNF είναι 740 νουκλεοτίδια. ∆ηλαδή 
στην αντίδραση αυτή αναµένεται κοµµάτι µήκους 1290, η επάνω ζώνη στο δείγµα 4 και 5. 
Ανιχνεύονται και µικρότερα τµήµατα προϊόντα αποδόµησης του αρχικού RNA. Η διπλή ζώνη 
στο δείγµα 3, φυτό µε MscNF χωρίς συµπτώµατα, είναι αποτέλεσµα απόρριψης της ένθεσης 
συµπαρασύροντας και τµήµα του PVX, πράγµα που δικαιολογεί και την εικόνα του φυτού. 

Σε επίπεδο πρωτεΐνης τα φυτά αυτά δεν παρουσιάζουν ούτε την ίδια εικόνα, ούτε 
σηµαντική ελάττωση ή αύξηση των επιπέδων της πρωτεΐνης, τέτοια που να δικαιολογεί τον 
θνησιγόνο φαινότυπο που παρατηρείται στα φυτά αυτά. Η ανάλυση των πρωτεϊνών των 
φυτών αυτών φαίνεται στην εικόνα 57. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

1  2  3  4   5  6   7   8  9  10 1  2  3  4   5  6   7   8  9  10 

Α: αντίσωµα για την LeMA-1 
 

Εικόνα 57 Ανίχνευση πρωτεϊνών σε φυτά µολυσµέν
σήµα για την πρωτεΐνη LeMA-1 ενώ η µεµβράνη Β
µεµβράνη Β φαίνονται τα επίπεδα της µόλυνσης σε κ
ίδια: δείγµατα 1, 2, 3: φυτό (20, 18 και 12 ηµέρ
ακατέργαστο εκχύλισµα (φύλλο από µολυσµένο φ
µίγµατος χρησιµοποιείται για την αναµόλυνση), τα 
µολύνθηκε µε DNA (20, 18 και 12 ηµέρες µετά την
φυτού που εµφάνισε τα συµπτώµατα 26 και 12 η
pPVX202 και 10: φυτό υγιές. 

 
Ταυτόχρονα είχαν αρχίσει να εµφαν

φαινόµενο της σίγησης γονιδίων σε φυτά µέσω 
στην περίπτωση αυτή εξηγεί τα µέχρι τώρα απο
RNA που εκφράζεται µέσω του PVX προκαλεί 
Α: αντίσωµα για την καψιδιακή 
πρωτεΐνη του PVX 
α µε την κατασκευή pMscNF. Η µεµβράνη Α δίνει 
 για την καψιδιακή πρωτεΐνη του PVX. Από την 
άθε φυτό. Τα δείγµατα στις δυο µεµβράνες είναι τα 
ες µετά την µόλυνση αντίστοιχα), µολυσµένο µε 
υτό οµογενοποιείται σε νερό και ποσότητα του 
δείγµατα 4, 5 και 6 εκχύλισµα από το φυτό που 
 µόλυνση αντίστοιχα), 7, 8 εκχύλισµα του πρώτου 
µέρες µετά την µόλυνση, 9: φυτό µολυσµένο µε 

ίζονται στη βιβλιογραφία αναφορές για το 
RNA (RNA silencing), θεωρία που αν ισχύει 
τελέσµατα. Σύµφωνα µε το φαινόµενο αυτό το 
την έναρξη της αποδόµησης του RNA του ιού 
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σαν µέρος της άµυνας των φυτών ενάντια σε RNA ιούς. Οι κατασκευές αυτές όµως 
εκφράζουν RNA που είναι οµόλογο µε το ενδογενές RNA της LeMA-1 που οδηγεί στην 
αποδόµηση και του ενδογενούς RNA. Αυτό θα είχε ως συνέπεια την καταστολή του 
ενδογενούς γονιδίου και πιθανόν αυτό να ευθύνεται για τον φαινότυπο που παρατηρείται 
κατά την έκφραση αλληλουχιών της LeMA-1 σε φυτά µέσω του PVX.  

Στα φυτά µε την κατασκευή pMscNF δεν παρατηρήθηκε δραµατική ελάττωση των 
επιπέδων της πρωτεΐνης ώστε να µπορεί να αποδοθεί ο φαινότυπος σε έλλειψη του 
προϊόντος του γονιδίου της LemA-1 και απώλεια της λειτουργίας της στα κύτταρα. Από την 
βιβλιογραφία όµως είναι γνωστό ότι οι πρωτεΐνες της υποοικογένειας της LeMA-1 έχουν 
πολύ µεγάλο χρόνο ηµιζωής (Tanaka, Κ., & Ichihra, A., 1989) και είναι πιθανό να µην 
φαίνεται η επίδραση του φαινόµενου σε επίπεδο πρωτεΐνης.  

Αν ο φαινότυπος που παρατηρείται οφείλεται σε ειδική αποδόµηση του RNA της 
LeMA-1, τότε, θα πρέπει να παρατηρείται η ίδια εικόνα στο ενδογενές παραγόµενο RNA και 
ταυτόχρονα να µην επηρεάζονται άλλα RNA του κυττάρου. Για να µελετηθεί η παραπάνω 
θεωρία έγινε µια σειρά από αναλύσεις RNA φυτών που παρουσιάζουν συµπτώµατα LeMA-1 
καθώς και αυτών που εµφανίζουν εικόνα µόλυνσης από τον PVX  µε ανιχνευτές για την 
LeMA-1 κατάλληλους να διαχωρίσουν το ενδογενές RNA από εκείνο που παράγεται από τον 
ιό. Στο πείραµα αυτό χρησιµοποιήθηκαν φυτά που περιέχουν τα ελλειπτικά τµήµατα της 
LeMA-1 και παρέχουν την δυνατότητα παρασκευής ανιχνευτών κατάλληλους να διακρίνουν 
το παραγόµενο από τον ιό RNA της LeMA-1 από το ενδογενές. Παρασκευάστηκαν δύο 
ανιχνευτές: ένας στο 5’ άκρο της LeMA-1 που περιέχεται στις ελλειπτικές κατασκευές και 
ανιχνεύει το παραγόµενο από τον ιό RNA και ένας από το 3’ άκρο της που δεν υπάρχει στα 
πλασµίδια αυτά και ανιχνεύει το ενδογενώς παραγόµενο RNA. 

  1  2  3 4 5 6  7 8 9 10 11 12 13 14 
 
 1  2  3 4 5 6  7 8 9 10 11 12 13 14 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Α: Ανιχνευτής PVX Β: Ανιχνευτής LeMA-1  
Εικόνα 58 Αυτοραδιογραφία RNA µε ανιχνευτή Α: την καψιδιακή πρωτεΐνη του PVX και Β: 

τις αλληλουχίες της LeMA-1 από το 3’ άκρο του m10a ως την θέση πέψης του ενζύµου HpaI. Τα 
δείγµατα στις δυο εικόνες είναι τα ίδια: 

1- φυτό µε pMsc (1)  8-    υγιές  
2- φυτό µε pRsa (1)  9-    φυτό µε MscNF(2) 
3- φυτό µε pMsc (2)   10-   φυτό µε MscNF(1)    
4- φυτό µε pXba (2)    11-   φυτό µε HindNF(2) 
5- φυτό µε PXba(1)    12 -  φυτό µε HindNF(1) 
6- φυτό µε pSsp(2)   13-   φυτό µε pPVX202(2) 
7- φυτό µε pSsp(1)   14-   φυτό µε pPVX202(1) 

 
Από τα φυτά της εικόνας 58, τα µόνα που εµφάνισαν τα συµπτώµατα της LeMA-1 

είναι το pMsc2 (δείγµα 3) και το pRsa1 (δείγµα 2). Επίσης τα δυο φυτά µε pSsp (δείγµατα 6 
και 7) εκδήλωσαν το φαινότυπο του προηγούµενου από του οποίου το εκχύλισµα 
αναµολύνθηκαν, άρα περιέχουν πλήρως την ένθεση. Τα υπόλοιπα εκδήλωσαν συµπτώµατα 
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µόλυνσης µε PVX. Σε όλα τα δείγµατα φαίνεται να απορρίπτεται η ένθεση όπως συνήθως, 
ενώ στα δείγµατα 3 και 7 που εκδηλώνουν τα συµπτώµατα φαίνονται οι τέσσερις ζώνες που 
προβλέπονται από την έκφραση του υπογενωµικού της ένθεσης. Σε κανένα από αυτά (εικ. 
58Β) δεν φαίνεται να υπάρχει πρόβληµα στο ενδογενές RNA της LeMA-1. 

 1   2   3  4  5  6  7  8  9 10 11 12 13 14 1  2   3  4  5  6  7  8 9 10 11 12 13 14 
 
 Α1 Β1 

 
 
 
 
 

 
 Με ανιχνευτή από το 5’ άκρο της LeMA-1 

 1  2   3  4  5  6  7  8 9 10 11 12 13 14 1  2   3  4  5  6  7  8 9 10 11 12 13 14 
 

 Α2 Β2 
 

 

 

 Με ανιχνευτή στο 3’ άκρο της LeMA-1 

 1   2   3  4  5  6  7  8 9 10 11 12 13 14 1  2  3  4  5  6  7  8 9 10 11 12 13 14 

Με ανιχνευτή ακτίνης 
Β3 Α3 

 

Εικόνα 59 Οι εικόνες Α1, Α2, Α3 περιέχουν τα ίδια δείγµατα µε την ίδια σειρά, όπως και τα B1, B2, 
B3. Στα Α1 και Β1 παρουσιάζεται η εικόνα των RNA που περιέχουν την LeMA-1 και παράγονται από 
τον ιό-φορέα. Στα Α2 και Β2 παρουσιάζεται η εικόνα του ενδογενούς RNA της LeMA-1 και δεν 
περιέχεται στις κατασκευές µε τις οποίες µολύνθηκαν τα φυτά. Τέλος τα Α3 και Β3 είναι ανίχνευση 
ακτίνης σαν δείκτη για την ακεραιότητα των RNA που παρουσιάζονται στις παραπάνω εικόνες. Τα 
δείγµατα των οµάδων Α και Β είναι: 

 Οµάδα Α      Οµάδα Β 
1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
7. 
8. 
9. 
10. 
11. 
12. 
13. 
14. 

1. Φυτό MscNF(8) 17η ηµέρα 
2. Φυτό MscNF(8) 15η ηµέρα   
3. Φυτό MscNF(7) 17η ηµέρα 
4. Φυτό MscNF(7) 15η ηµέρα  
5. Φυτό MscNF(4) 17η ηµέρα  
6. Φυτό MscNF(4) 15η ηµέρα  
7. Φυτό MscNF(3) 17η ηµέρα  
8. Φυτό MscNF(3) 15η ηµέρα 
9. Φυτό MscNF(2) 17η ηµέρα 
10. Φυτό MscNF(2) 15η ηµέρα 
11. Φυτό MscNF(1) 17η ηµέρα 
12. Φυτό MscNF(1) 15η ηµέρα 
13. Υγιές  
14. Υγιές 
Φυτό MscNF µε συµπτώµατα 12η ηµέρα  
Φυτό Xba µε συµπτώµατα 8η ηµέρα  
Φυτό Msc µε συµπτώµατα  
Φυτό Msc µε συµπτώµατα 8η ηµέρα  
Φυτό MscNF χωρίς συµπτώµατα 8η ηµέρα 
Φυτό MscNF(11) 17η ηµέρα  
Φυτό MscNF(10) 17η ηµέρα  
Φυτό MscNF(9) 17η ηµέρα 
Φυτό MscNF(9) 15η ηµέρα 
Φυτό MscNF(6) 15η ηµέρα  
Φυτό MscNF(5) 15η ηµέρα 
Φυτό µε pPVX202 8η ηµέρα 
Υγιές 
Υγιές 
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Τα φυτά εκείνα που θα έπρεπε να δείξουν τι ακριβώς συµβαίνει µε το RNA και αν 

πράγµατι το RNA αποδοµείται λόγω του φαινοµένου της γονιδιακής καταστολής µέσω RNA 
είναι τα φυτά της σειράς των pMscNF που εκδήλωσαν τα συµπτώµατα. Τα φυτά αυτά 
αναλύθηκαν µε τρεις διαφορετικούς ανιχνευτές: στο 5’ άκρο της LeMA-1 που ανιχνεύει το 
RNA που παράγεται από τον ιό (εικ. 59 Α1, Β1), στο 3’ άκρο της LeMA-1 που ανιχνεύει το 
ενδογενές RNA (εικ. 59 Α2, Β2) και τέλος ανιχνευτή ακτίνης σαν δείκτη της ποιότητα των 
άλλων RNA του κυττάρου (εικ 59 Α3, Β3). 

Από την εικόνα της ακτίνης (Α3, Β3) φαίνεται ότι η κατάσταση του RNA που 
εκχυλίσθηκε είναι ικανοποιητική. ∆εν µπορεί όµως να εξαχθεί συµπέρασµα για το αν 
συµβαίνει ειδική αποδόµηση του RNA της LeMA-1 λόγω της παρουσίας του ιού στα κύτταρα. 
Η εικόνα µε τον ανιχνευτή του RNA που παράγεται από τον ιό (Α1, Β1) δίνει περισσότερες 
ζώνες και αρκετή σκιά σε σχέση µε την εικόνα των υγιών φυτών ή αυτών µε PVX (δείγµατα 
12, 13, 14). Ούτε και τα πειράµατα αυτά βοήθησαν στο να εξαχθεί κάποιο συµπέρασµα ως 
προς το τι πραγµατικά συµβαίνει µε την έκφραση της LeMA-1 στα φυτά αυτά. 

Σε όλα αυτά τα µολυσµένα φυτά που εκδηλώνουν το φαινότυπο, είτε περιέχουν 
ολόκληρη την πρωτεΐνη, είτε ελλειπτικά κοµµάτια από αυτήν είτε τέλος τα NF πλασµίδια, όλα 
εκφράζουν τα πρώτα 43 αµινοξέα της πρωτεΐνης (όπου έγινε διακοπή του πλαισίου 
διαβάσµατος µε το ένζυµο XbaI). ∆ηλαδή σε όλες αυτές τις κατασκευές παράγεται 
τουλάχιστον ένα πεπτίδιο 43 αµινοξέων το οποίο είναι πιθανό να προκαλεί τον 
παρατηρούµενο φαινότυπο. Η εικόνα θα ξεκαθάριζε αν υπήρχε µια κατασκευή η οποία θα 
παράγει RNA της LeMA-1 το οποίο να µην είναι µεταφράσιµο και να παρατηρηθεί η επίδραση 
της κατασκευής αυτής σε φυτά.  

 
3.3.6 Εκφραση τµηµάτων της LeMA-1 που δεν παράγουν πρωτεΐνη προκαλούν 

θνησιγόνο φαινότυπο. 
Με στόχο την καταστροφή του πλαισίου διαβάσµατος της πρωτεΐνης στην αρχή του 

γονιδίου σχεδιάστηκε εκινητής ο οποίος µετατρέπει το δεύτερο ATG της LeMA-1(5ο αµινοξύ) 
σε TAGC, εισάγεται δηλαδή κωδικόνιο λήξης και µια ακόµη βάση που να προκαλέσει και 
µετακίνηση του πλαισίου διαβάσµατος κατά ένα νουκλεοτίδιο. Η µεταλλαγή έγινε µε την 
αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης στον κλώνο m10a και όλη η αλληλουχία της LeMA-1 
κλωνοποιήθηκε σε pPVX202 µε αποτέλεσµα το πλασµίδιο pLeMut. 

Ακολούθησε µόλυνση φυτών µε την κατασκευή αυτή. Από τρία φυτά που 
χρησιµοποιήθηκαν µολύνθηκε το ένα παρουσιάζοντας όµως τον φαινότυπο που παρατηρείται 
και στις υπόλοιπες κατασκευές της LeMA-1 (δεν παρουσιάζεται εικόνα.).  

Το RNA που περιέχεται στο φυτό αυτό ελέγχθηκε µε την αλυσιδωτή αντίδραση της 
πολυµεράσης στο DNA που προκύπτει από την αντίστροφη µεταγραφή εκχυλίσµατος RNA µε 
κατάλληλο εκινητή ώστε να επιλέγονται τα µόρια RNA που περιέχουν αλληλουχίες του PVX 
(εικ. 60). 
 
Εικόνα 60 Πήκτωµα αγαρόζης 1% όπου αναλύονται τα προϊόντα της αλυσιδωτής αντίδρασης 
πολυµεράσης σε DNA που συντίθεται µε αντίστροφη µεταγραφή µορίων RNA που επιλέγονται από 
εκινητή του PVX: 
 1   2    3   4   5        6

1- RNA από φυτό µε pPVX202 
2- RNA από φυτό µε LeMA-1 
3- RNA από φυτό µε Msc 
4- RNA από φυτό µε LeMut 
5- ∆είκτης µεγέθους λBstEII 
6- ∆είκτης µεγέθους λEcoRI/HindIII 
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Στην εικόνα 60 φαίνονται τo µέγεθος της ένθεσης σε κάθε κατασκευή. Ο ιός µε τους 
εκινητές που έχουν επιλεγεί δίνει κοµµάτι µήκους 550 βάσεων. Η κατασκευή p2Lema 
παράγει κοµµάτι µήκους 2109 βάσεων, στο συγκεκριµένο φυτό (δείγµα 2) έχει απορριφθεί το 
µεγαλύτερο µέρος αφού η πάνω ζώνη είναι περίπου 900 βάσεων. Το δείγµα 3 είναι από φυτό 
µε pMsc που παράγει πρωτεΐνη και πρέπει να δίνει κοµµάτι µήκους 1290 βάσεων. Εδώ 
φαίνονται τρεις ζώνες η πρώτη από τις οποίες είναι στο σωστό προβλεπόµενο µήκος. Το 
δείγµα  4 είναι το φυτό LeMut το οποίο αναµένεται να δώσει κοµµάτι 1990 βάσεων που είναι 
η πρώτη ζώνη. Στο φυτό αυτό φαίνεται η αποδόµηση του RNA. 

Το RNA του φυτού LeMut παρουσιάζει το φαινόµενο της αποδόµησης του RNA, 
παράγει όµως και πρωτεΐνη!  

Έγινε ανίχνευση της LeMA-1 σε αυτήν την σειρά φυτών µε στόχο να δειχθεί ότι δεν 
παράγεται πρωτεΐνη, όµως, µε κάποιο τρόπο έχει παρακαµφθεί το κωδικόνιο λήξης και η 
LeMA-1 παράγεται από την επόµενη µεθειονίνη (εικ. 60). Στο πείραµα αυτό, συµπτώµατα 
LeMA-1 παρουσίασαν τα δυο p2Lema φυτά, τα δυο pMsc, το pMscNF τα οποία µολύνθηκαν 
από εκχύλισµα φυτών που παρουσίασε τα συµπτώµατα σε προηγούµενο πείραµα, και αυτό 
ίσως δικαιολογεί και την εικόνα του RNA του φυτού p2Lema και pMsc της εικόνας 60 
(δείγµατα 2 και 3). Το φυτό LeMut µολύνθηκε µε DNA.  

Στην εικόνα 61 φαίνεται η 24.2KDa πρωτεΐνη που παράγεται από τα pMsc φυτά 
(δείγµατα Α3 και Α4). Στο δείγµα Α8 είναι εκχύλισµα από το φυτό µε την κατασκευή pLeMut 
το οποίο όχι µόνο δεν παράγει πρωτεΐνη αλλά υπερπαράγει τµήµα της πρωτεΐνης από την 
τρίτη στη σειρά µεθειονίνη της LeMA-1 το 19ο αµινοξύ της πρωτεΐνης, παράγοντας έτσι 
πρωτεΐνη µικρότερη κατά 2KDa! 

Το φυτό LeMut παράγει πρωτεΐνη και συνεπώς δεν βοηθάει να δοθεί απάντηση στο τι 
τελικά ευθύνεται για τον φαινότυπο, η υπερέκφραση της LeMA-1 ή η καταστολή του γονιδίου 
της µέσω RNA; 

 
 
 

1    2   3   4    5    6   7   8    9   10 1   2   3    4    5    6   7   8   9   10 

 
 
 
 
 
 
 
 A: Αντίσωµα LeMA-1 

B: Αντίσωµα PVX  

Εικόνα 61 Ανίχνευση πρωτεϊνών σε φυτά της σειράς του πειράµατος µε το Lemut. Στη µεµβράνη Α 
ανιχνεύεται η πρωτεΐνη LeMA-1 ενώ στην µεµβράνη Β ανιχνεύεται η καθιδιακή πρωτεΐνη του PVX σαν 
έλεγχος της µόλυνσης των φυτών. Τα δείγµατα στις δυο µεµβράνες είναι ίδια: 

1: Υγιές φυτό   6: φυτό µε p2Lema(1) 
2: φυτό µε pPVX202(PVX)  7: φυτό µε p2Lema(2) 
3: φυτό µε pMsc(1)  8: φυτό µε pLeMut(2) 
4: φυτό µε pMsc(2)  9: φυτό µε pHindNF(1) 
5: φυτό µε MscNF(2)  10: φυτό µε pHindNF (2) 

  
Μετά από αυτή τη σειρά πειραµάτων αποφασίστηκε η παρασκευή µιας νέας κατασκευής 

στον pPVX202 που να περιέχει τµήµα της LeMA-1 τέτοιο που να µην παράγεται πρωτεΐνη 
από αυτό, αλλά να είναι αρκετά µεγάλο να προκαλέσει το φαινόµενο της γονιδιακής 
καταστολής µέσω RNA. Για την κατασκευή αυτή κλωνοποιήθηκε το τµήµα EaeI-SalI του 
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κλώνου m10a µήκους 451 νουκλεοτιδίων, το κέντρο της πρωτεΐνης (εικ. 62), στις θέσεις 
EagI-SalI του φορέα pPVX202. Η κατασκευή αυτή ονοµάστηκε pLES και δεν µπορεί να 
παράγει το πεπτίδιο αφού στην κατασκευή δεν υπάρχει αλληλουχία έναρξης. 

 

LeMA-1 

SalI EaeI 
GPPGKT 

ATG  
 
 

Εικόνα 62 Το τµήµα της LeMA-1 που κλωνοποιήθηκε στον pPVX202 µε στόχο την κατασκευή που 
δεν παράγει την πρωτεΐνη: Το EaeI-SalI κοµµάτι µήκους 451 νουκλεοτιδίων βρίσκεται αµέσως µετά 
την αυστηρά συντηρηµένη αλληλουχία GPPGKT πρόσδεσης του νουκλεοτιδίου.  

Σε πείραµα µε τρία φυτά (Nic. benthamiana γιατί µολύνονται ευκολότερα), µολύνθηκε 
τελικά ένα µε την κατασκευή pLES και παρουσίασε ξεκάθαρα τον ίδιο φαινότυπο της LeMA-1 
την παραµόρφωση των νέων φύλλων και το σταµάτηµα της ανάπτυξης του φυτού (εικ 63A).  

Πρωτεϊνικό εκχύλισµα από το φυτό αυτό χρησιµοποιήθηκε για την αναµόλυνση φυτών 
ντοµάτας µε σκοπό την παρατήρηση των συµπτωµάτων και στο φυτό αυτό. Τα συµπτώµατα 
του pLES δεν διαφέρουν από εκείνα που προκαλούνται από την κατασκευή pMsc (Εικ. 63 Β) 

∆είγµατα συλλέχθηκαν από το φυτό Nic. Benthamiana,  αµέσως µετά την εµφάνιση 
των συµπτωµάτων (7 ηµέρες από την µόλυνση) και αποµονώθηκαν πρωτεΐνες και RNA για να 
διαπιστωθεί πρώτον ότι δεν παράγει κάποια πρωτεΐνη (εικ 65) και δεύτερον ότι περιέχει το 
σωστό µήκος ένθεσης (εικ. 64) πριν αρχίσει η διαδικασία της απόρριψης. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Α Β  

Εικόνα 63 Α: φαίνεται φυτό Nic. benthamiana µολυσµένο µε pLES 7 ηµέρες µετά την µηχανική 
µόλυνση. Β: φυτό ντοµάτας µολυσµένο µε εκχύλισµα από το φυτό της Α, 15 ηµέρες µετά την µηχανική 
µόλυνση. 

Ο κλώνος pLES περιέχει 451 νουκλεοτίδια της LeMA-1. Με αντίστροφη µεταγραφή µε 
εκινητή του PVX και αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης µε κατάλληλους εκινητές το RNA 
του φυτού αυτού πρέπει να δίνει τµήµα DNA µήκους 900 βάσεων 
 

1    2     3    4     5     6     7    8     9 1- δείκτης µεγέθους λBstEII 

700 

2- φυτό µε pPVX202 
3- φυτό µε pMsc(1) 
4- φυτό µε pMsc (παλιό)  
5- φυτό µε pMsc(2)  
6- φυτό µε pLES  
7- φυτό µε pMsc (3) 
8- φυτό µε pMscΝF µε συµπτώµατα 
9- δείκτης µεγέθους λEcoRI/HindIII 

Εικόνα 64 Πήκτωµα αγαρόζης 1% όπου αναλύονται τα προϊόντα της αλυσιδωτής αντίδρασης 
πολυµεράσης µετά από αντίστροφη µεταγραφή µορίων RNA που επιλέγονται µε κατάλληλο εκινητή. 
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Στην εικόνα 64 αναλύονται τα RNA που αποµονώθηκαν από φυτά που µολύνθηκαν µε 
τις κατασκευές pMsc και pLES (δείγµατα 3, 5, 6 και 7) καθώς και RNA φυτών από 
παλιότερες µολύνσεις όπως το δείγµα 4, φυτό µε pMsc που παράγει την πρωτεΐνη και το 
δείγµα 8, φυτό µε pMscNF µε συµπτώµατα, των οποίων το RNA έχει ελεγχθεί µε την µέθοδο 
αυτή και χρησιµοποιούνται σαν δείγµατα αναφοράς. Τα pMsc και pMscNF φυτά στην 
αντίδραση αυτή παράγουν τµήµα DNA µήκους 1290 βάσεων ενώ το pLES παράγει τµήµα 900 
βάσεων. Το βέλος επισηµαίνει την ζώνη του µάρτυρα µήκους 700 βάσεων. 

Στο δείγµα 6 της εικόνας 64 φαίνεται ότι το pLES περιέχει ένθεση σωστού µήκους, 
καθώς επίσης φαίνεται ότι υπάρχει ήδη κάποιος πληθυσµός µορίων RNA που δεν περιέχουν 
την ένθεση. 

Από τα φυτά αυτά εκχυλίσθηκαν πρωτεΐνες οι οποίες αναλύθηκαν σε πήκτωµα 
ακρυλαµίδης 12% και ακολούθησε ανοσοεντοπισµός της LeMA-1 (εικ. 65Α) ώστε να 
ελεγχθούν τα πεπτίδια που παράγονται σε κάθε φυτό. Έγινε επίσης και ανοσοεντοπισµός της 
καψιδιακής πρωτεΐνης του PVX (εικ. 65Β) για έλεγχο της εγκατάστασης της µόλυνσης στη 
σειρά αυτή (τα δείγµατα έχουν συλλεχθεί την 7η ηµέρα από την µόλυνση, µόλις εµφανίστηκαν 
τα συµπτώµατα του pLES, και πριν εµφανιστούν ενδείξεις στα υπόλοιπα φυτά). 

Το pLES αναλύεται στο δείγµα 6 της εικόνας 65 (και στις δυο µεµβράνες), είναι 
µολυσµένο και δεν παράγεται κανένα άλλο πεπτίδιο εκτός από ολόκληρη την LeMA-1 που 
παράγεται ενδογενώς της οποίας η ποσότητα είναι συγκρίσιµη µε αυτή του υγιούς (δείγµα 8) 
και του φυτού µε PVX (δείγµα 7). Αν η κατασκευή αυτή παρήγαγε πεπτίδιο αυτό θα έπρεπε 
να ήταν περίπου 16.4KDa (451 νουκλεοτίδια) και θα ήταν ανιχνεύσιµο στις συνθήκες του 
πειράµατος (το µέτωπο µετακινείται µε τις πρωτεΐνες των 10KDa). 

Εικόνα 65 Ανίχνευση πρωτεϊνών µε αντισώµατα σε πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα φυτών µολυσµένα µε τις 
κατασκευές: pPVX202, pMsc, pMscNF και pLES. Το δείγµα 5 είναι εκχύλισµα φυτού προηγούµενου 
πειράµατος µε pMsc που παράγει πρωτεΐνη, όπως και το δείγµα 1, επίσης προηγούµενου πειράµατος 
φυτό µε pMscNF που εκδηλώνει τα συµπτώµατα. Το δείγµα 6 είναι το φυτό µε pLES της φωτογραφίας 
63 Α. 

1    2    3    4   5    6    7   8 1    2    3    4    5    6    7   8 

B: Αντίσωµα PVX Α: Αντίσωµα LeMA-1 
Τα δείγµατα στις δυο µεµβράνες είναι ίδια: 

1- φυτό µε pMscNF  5- φυτό µε pMsc(παλιό) 
2- φυτό µε pMsc(3) (GFP) 6- φυτό µε pLES 
3- φυτό µε pMsc (2)  7- φυτό µε pPVX202 
4- φυτό µε pMsc(1)  8- φυτό υγιές 

 
Το φυτό pLES έδειξε ότι είναι πιθανό ο θνησιγόνος φαινότυπος που παρατηρείται κατά 

την έκφραση της LeMA-1 σε φυτά οφείλεται στο φαινόµενο της γονιδιακής καταστολής µέσω 
RNA. Από την βιβλιογραφία είναι γνωστό ότι το φαινόµενο αυτό συνοδεύεται από την 
παρουσία µικρών µορίων RNA µήκους 25 νουκλεοτιδίων, πιθανόν αποτέλεσµα της ειδικής 
αποδόµησης του RNA «στόχου».  
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Σαν πρόσθετη απόδειξη ότι πράγµατι στα φυτά µε τα παραµορφωµένα νεαρά φύλλα 
συµβαίνει ειδική αποδόµηση του RNA της LeMA-1 κρίθηκε σκόπιµο να αποµονωθεί RNA από 
κάποια από αυτά και να υποβληθεί σε έλεγχο της παρουσίας τέτοιων µικρών µορίων RNA. 
Για το πείραµα αυτό επιλέχθηκαν τα φυτά:  ένα µε pMsc που εκφράζει πρωτεΐνη και το 
pLemut που εκφράζει σχεδόν όλη την πρωτεΐνη σε µεγάλες ποσότητες. Η ανίχνευση των 
RNA αυτών έγινε µε ανιχνευτή όλη την αλληλουχία της LeMA-1 και την αλληλουχία της 
καψιδιακής πρωτεΐνης του PVX (εικ. 66) 

 
 H  1    2   3  M  M   1 2  3   H 
 
 

Εικόνα 66 Αυτοραδιογραφία δειγµάτων RNA 
εµπλουτισµένων σε µόρια µικρού µήκους µετά από 
κλασµάτωση µε LiCl. Τα δείγµατα έχουν «φορτωθεί» 
αντικρυστά: 

H- υγιές φυτό 
1- φυτό µε pPVX202 
2- φυτό µε pLemut 
3- φυτό µε pMsc 
M-   µάρτυρας PBR/Hinf 

 
 
 Ανιχνευτής: PVX Ανιχνευτής: LeMA-1 

Στην εικόνα 66 ανιχνεύονται πληθυσµοί µορίων RNA µικρού µήκους (25 
νουκλεοτιδίων) (si RNA) που συνήθως συνοδεύουν το φαινόµενο της µετα-µεταγραφικής 
γονιδιακής σίγησης (PTGS). Τα si RNA δεν παρατηρούνται σε υγιές φυτό (δείγµα Η). Με 
ανιχνευτή την καψιδιακή πρωτεΐνη του PVX ανιχνεύονται ζώνες και στα τρία φυτά, ενώ ο 
ανιχνευτής LeMA-1 ανιχνεύει RNA µόνο στα φυτά που περιέχουν αλληλουχίες LeMA-1. 
∆ηλαδή τα µόρια αυτά είναι αποτέλεσµα ειδικής αποδόµησης των συγκεκριµένων RNA και όχι 
τυχαία προϊόντα αποδόµησης των γονιδίων αυτών, και παρουσιάζονται µόνο στα µολυσµένα 
φυτά. 

3.3.7 Η έκφρασης τµηµάτων των υπόλοιπων ΑΑΑ ΑΤΡασών του 
πρωτεασώµατος σε φυτά συνοδεύεται από θνησιγόνους φαινοτύπους. 

 
Το φυτό pLES και το πείραµα της εικόνας 66 έδειξαν ότι η έκφραση αλληλουχιών της 

LeMA-1 σε φυτά µέσω του ιού PVX προκαλεί την ειδική αποδόµηση των RNA του κυττάρου 
που περιέχουν τις αλληλουχίες αυτές. ∆εν µπορεί κανείς να πει ότι η έκφραση πρωτεΐνης ή 
ελλειπτικών πεπτιδίων της LeMA-1 δεν συνεισφέρει στην δηµιουργία του θνησιγόνου 
φαινοτύπου, όµως σηµαντικό ρόλο στο φαινόµενο αυτό παίζει η µετα-µεταγραφική σίγηση του 
γονιδίου της LeMA-1 όταν όλο το γονίδιο ή µέρος αυτού εκφράζεται µέσω του ιού PVX. 

Με βάση το δεδοµένο αυτό θα µπορούσε κανείς να καταστείλει οποιοδήποτε γονίδιο 
του φυτού µε µόνο την έκφραση τµήµατος του γονιδίου µέσω του PVX, µε την ελπίδα να 
παρατηρηθούν αλλαγές στην φυσιολογία του φυτού τέτοιες που να επιτρέπουν υποθέσεις ως 
προς την λειτουργία του γονιδίου αυτού. 

Στην πορεία της συγγραφής της εργασίας αυτής δηµοσιεύτηκε στην βιβλιογραφία µια 
αναφορά για τις έξι ΑΑΑ πρωτεΐνες του πρωτεασώµατος του φυτού Arabidopsis thaliana.  
Στην αναφορά αυτή, οι Fu et. al., (1999b) χρησιµοποιώντας σαν δόλωµα τις αλληλουχίες των 
οµόλογων πρωτεϊνών ζύµης (Rubin et al., 1998) (Rpt1…Rpt6 δες ΑΑΑ πρωτεΐνες) σε 
βιβλιοθήκη αλληλουχιών του φυτού Arabidopsis thaliana εντόπισαν τµήµατα DNA µε υψηλή 
οµολογία προς τις πρωτεΐνες αυτές, µέσω των οποίων κατάφεραν να αποµονώσουν τις 
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πλήρεις αλληλουχίες των έξι πρωτεϊνών της Arabidopsis thaliana. Μάλιστα, έδειξαν ότι 
αυτές είναι πράγµατι τα λειτουργικά ανάλογα των πρωτεϊνών της ζύµης µε αναστροφή του 
φαινοτύπου στελεχών ζύµης που φέρουν µεταλλαγµένα γονίδια για κάθε µια από αυτές. Οι 
(Rubin et al., 1998) έδειξαν ότι, ενώ οι έξι αυτές πρωτεΐνες συµµετέχουν στο σχηµατισµό 
ενός συµπλόκου που αποτελείται από τουλάχιστον 36 υποµονάδες και συνεργάζονται, 
µεταλλαγές στην κάθε µια από αυτές προκαλεί διαφορετικό φαινότυπο σε κύτταρα ζύµης. 

Συνδυάζοντας τα παραπάνω βιβλιογραφικά δεδοµένα θεωρήθηκε εφικτό να µελετηθεί 
ο φαινότυπος που θα προκαλούσαν οι υπόλοιπες πέντε πρωτεΐνες της οµάδας της ντοµάτας 
αν εκφράζονταν µέσω του ιού PVX σε φυτά. Με δόλωµα τις αλληλουχίες των Fu et al 
(1995b) σε βιβλιοθήκη αλληλουχιών εντοπίσθηκαν τµήµατα DNA της ντοµάτας που 
περιείχαν αλληλουχίες µε υψηλή οµολογία προς τις πρωτεΐνες αυτές και προτείνονταν ως 
αλληλουχίες των πρωτεϊνών αυτών σε ντοµάτα. Από τους κλώνους που εντοπίσθηκαν (οι 
περισσότεροι από τους οποίους αλληλοεπικαλύπτονταν και θα µπορούσε κανείς να 
συγκροτήσει ολόκληρο το γονίδιο), επιλέχθηκαν τελικά αυτοί που περιείχαν ακολουθία µε 
µεγαλύτερο µήκος και αγοράστηκαν. Από τους κλώνους αυτούς, τµήµατα (που περικλείονταν 
σε κατάλληλες θέσεις περιοριστικών ενζύµων) κλωνοποιήθηκαν στον πλασµιδιακό φορέα 
pPVX202 και µολύνθηκαν φυτά µε τις κατασκευές που προέκυψαν. 

Από τους πέντε κλώνους που ήταν διαθέσιµοι τελικά κλωνοποιήθηκαν οι τέσσερις (η 
Rpt4 αρνήθηκε να κλωνοποιηθεί παρά τις επανειληµµένες προσπάθειες που έγιναν και 
εγκαταλείφθηκε) και χρησιµοποιήθηκαν για µόλυνση σε φυτά. Σε τρία πειράµατα µολύνσεων 
(µε τρία φυτά ανά κατασκευή), µολύνθηκε µόνο ένα φυτό µε την κατασκευή pRpt1 και 
εκδήλωσε φαινότυπο παρόµοιο µε εκείνο της LeMA-1 (εικ. 67 Γ και ∆), µε µικρές διαφορές: 
τα συµπτώµατα εµφανίσθηκαν την 7η ηµέρα, αρκετά νωρίτερα από τις κατασκευές της 
LeMA-1 (11-15η ηµέρα από την µόλυνση). ∆εν παρουσιάζει τόσο έντονη επιναστία (εικ 67Ε 
και σύγκριση µε ∆) , αλλά όλα τα φύλλα είναι κατά πολύ µικρότερα, όπως και όλο το φυτό 
(εικ. 67 Ζ). Συγκρίνοντας την προχωρηµένη εικόνα των συµπτωµάτων που προκαλούνται 
από τις κατασκευές των δυο πρωτεϊνών (LeMA-1 (Rpt5) και Rpt1) (εικ. 67 ∆) 
παρατηρούνται διαφορές στην επίδραση της έλλειψης των δυο πρωτεϊνών στα ώριµα φύλλα: η 
έλλειψη της Rpt1 δεν προκαλεί σηµαντική ζηµιά σε αντίθεση µε την LeMA-1 που προκαλεί 
πλήρη µαρασµό στην περιοχή αυτή. 

Για την πρωτεΐνη Rpt1 δεν υπάρχει ειδικό αντίσωµα ώστε να ελεγχθούν τα επίπεδά 
της στο µολυσµένο φυτό. Έγινε όµως έλεγχος του RNA του φυτού αυτού µε την αλυσιδωτή 
αντίδραση πολυµεράσης σε DNA που προκύπτει από την αντίστροφη µεταγραφή RNA του 
φυτού αυτού µε εκινητή PVX, για να διαπιστωθεί ότι η κατασκευή φέρει την ένθεση και έχει 
το προβλεπόµενο µήκος (εικ. 63). Στην αντίδραση αυτή το pRpt1 πρέπει να δίνει ζώνη 900 
βάσεων. 
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Β: φύλλο πλευρικού βλαστού 
Α: φύλλο κορυφής 

 
 
 
 
 
 
 
 

pRpt1 pRpt1 pLES pLES pMsc pMsc  
 
Γ: 15 ηµέρες µετά την µηχανική µόλυνση  ∆: 30 ηµέρες µετά την µηχανική µόλυνση 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Ζ: φυτό µε pRpt1 30 ηµέρες µετά την 

µηχανική µόλυνση 
Ε: φυτό µε pLES 15 ηµέρες µετά την 

µηχανική µόλυνση  

Εικόνα 67 Φυτό Nic. benthamiana µολυσµένο µε την κατασκευή pRpt1 24 ηµέρες µετά την µόλυνση. 
Φαίνεται η παραµόρφωση των νέων φύλλων σε όλους τους βλαστούς: της κορυφής (εικ. 63Α) και των 
πλευρικών (εικ. 67Β). 
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1     2     3     4       5      6 Εικόνα 68 Πήκτωµα αγαρόζης όπου αναλύονται τα 
προϊόντα της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης 
µετά από αντίστροφη µεταγραφή του RNA µολυσµένων 
φυτών µε εκινητή PVX. 

Τα δείγµατα είναι: 
1- µάρτυρας λBstEII 
2- φυτό µε pPVX202 
3- φυτό µε pRpt1 
4- φυτό µε pRpt2 
5- φυτό µε pRpt3 
6- φυτό µε pRpt6 
 

 
Στην εικόνα 68 το δείγµα 3 είναι το φυτό µε pRpt1 που εκδήλωσε τα συµπτώµατα, και 

περιέχει την σωστή ένθεση. Στο δείγµα 6 ( το φυτό pRpt6) φαίνεται ότι έχει απορριφθεί η 
ένθεση πολύ νωρίς µετά την µόλυνση, και δεν εκδήλωσε κάποιο φαινότυπο. 
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4. Περίληψη αποτελεσµάτων  
Στόχος της εργασίας αυτής ήταν η µελέτη της λειτουργίας της πρωτεΐνης LeMA-1 της 

ντοµάτας σε φυτά. Ο κλώνος του συµπληρωµατικού DNA της πρωτεΐνης αποµονώθηκε µετά 
από σάρωση βιβλιοθήκης έκφρασης καρπού ντοµάτας σε αλληλεπίδραση µε το ιοειδές PSTVd. 
Με αντιγόνο την πρωτεΐνη που συντίθεται σε σύστηµα βακτηρίων από τον κλώνο αυτό, 
παρασκευάστηκε αντίσωµα µε το οποίο είναι δυνατή η ανίχνευση της πρωτεΐνης σε φυτικά 
πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα. 

Με το αντίσωµα πιστοποιήθηκε ότι η LeMA-1 εντοπίζεται σε όλους τους ιστούς του 
φυτού ντοµάτας που εξετάσθηκαν, σε συγκρίσιµες ποσότητες. Ένα µέρος της πρωτεΐνης 
εντοπίζεται σε πυρήνες, ενώ δεν ανιχνεύεται σε χλωροπλάστες. 

Με το αντίσωµα της LeMA-1 ήταν δυνατή η ανίχνευση πρωτεΐνης ίδιας 
ηλεκτροφορητικής συµπεριφοράς µε την LeMA-1 και σε άλλα φυτά όπως καπνό, πιπεριά κ.α., 
γεγονός που δηλώνει την ύπαρξη της πρωτεΐνης αυτής στα φυτά αυτά, µε οµολογία τέτοια 
που να επιτρέπει την ανίχνευσή της µε το αντίσωµα της LeMA-1, κάτι που συµφωνεί µε τα 
µετέπειτα βιβλιογραφικά δεδοµένα. Πρόκειται δηλαδή για πρωτεΐνη αυστηρά συντηρηµένη 
που βρίσκεται σε όλους τους οργανισµούς. 

Στη συνέχεια, χρησιµοποιήθηκε το σύστηµα έκφρασης γονιδίων σε φυτά µέσω του ιού 
της πατάτας PVX (Sablowski et. al., 1995) µε στόχο να υπερεκφραστεί η πρωτεΐνη στο φυτό 
και να παρατηρηθεί ο φαινότυπος που προκαλείται από αυτήν. 

Εκφράζοντας ολόκληρη την κωδική περιοχή της πρωτεΐνης µέσω του ιού, 
παρατηρήθηκε θνησιγόνος φαινότυπος σε φυτά ντοµάτας και Nic. benthamiana. Τα 
συµπτώµατα, ίδια και στα δυο είδη φυτών, εµφανίζονταν την 11η-15η ηµέρα της µόλυνσης. 
Παρατηρήθηκε επιναστία (καρούλιασµα) και παραµόρφωση των νέων φύλλων, αναστολή της 
ανάπτυξης των βλαστών και του ριζικού συστήµατος και τελικά µαρασµός. Η έκφραση της 
LeMA-1 στο φυτό µέσω του ιού επηρέασε την ανάπτυξη των αναπτυσσόµενων µερών του 
φυτού και κυρίως τα νέα φύλλα. 

Στα φυτά αυτά, παρά τα εµφανή συµπτώµατα, τα επίπεδα της πρωτεΐνης που 
ανιχνεύθηκε δεν αυξάνονταν σε επίπεδο που αναµένει κανείς από την έκφραση της LeMA-1 
από τον ιό. Επιπρόσθετα, σε όλες σχεδόν τις περιπτώσεις παρατηρήθηκε αστάθεια της 
κατασκευής µε αποτέλεσµα την απόρριψη της ένθεσης, στο οποίο αρχικά αποδόθηκε το 
γεγονός ότι δεν παρατηρούνται αυξηµένα επίπεδα πρωτεΐνης. 

Παρ’ όλα αυτά και θεωρώντας ότι ο θνησιγόνος φαινότυπος προκαλείται από την 
έκφραση της πρωτεΐνης µέσω του ιού, µε στόχο την δοµική µελέτη της πρωτεΐνης 
κατασκευάστηκαν πλασµίδια που περιέχουν ελλειπτικά τµήµατα της LeMA-1 ώστε να 
προσδιοριστεί η ελάχιστη περιοχή της πρωτεΐνης που είναι ικανή να προκαλέσει τον 
παραπάνω φαινότυπο.  

Η LeMA-1 έχει µήκος 425 αµινοξέα. Τα ελλειπτικά τµήµατα που κατασκευάστηκαν 
περιείχαν τα πρώτα 43 (pXba), 93 (pSsp), 106 (pRsa) και  220 (pMsc) αµινοξέα αντίστοιχα. 
Οι δυο τελευταίες κατασκευές προκάλεσαν τον φαινότυπο που αναφέρεται παραπάνω, ενώ οι 
δυο πρώτες δεν εµφάνισαν παρόµοια συµπτώµατα. Από τα δεδοµένα αυτά φάνηκε ότι για να 
προκληθεί ο φαινότυπος πρέπει να εκφραστούν τουλάχιστον τα πρώτα 106 αµινοξέα της 
πρωτεΐνης. Οι δυο τελευταίες κατασκευές εκφράζαν τµήµα της LeMA-1 µεγέθους 11,6 και 
24.5KDa αντίστοιχα το οποίο διακρίνονταν από το ενδογενές προϊόν του γονιδίου της LeMA-
1 (49.7KDa). Και σε αυτά τα φυτά, όπως σε αυτά που εκφράζαν ολόκληρη την LeMA-1 ο 
φαινότυπος δεν συνοδευόταν πάντα από υπερέκφραση του κλωνοποιηµένου στον ιό τµήµατος. 

Για να διευκρινιστεί αν τα συµπτώµατα οφείλονταν στην παρουσία της πρωτεΐνης (ή 
των πεπτιδίων) που παράγεται από τον ιό και όχι στην παρουσία του RNA των τµηµάτων 
αυτών, ή και ακόµη στην µετατροπή του ιού σε πιο επιθετικό λόγω της ύπαρξης ξένων 
αλληλουχιών στο γενετικό υλικό του, αποφασίστηκε να εκφραστούν µε το ίδιο σχήµα οι 
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αλληλουχίες της LeMA-1 χωρίς να παράγεται όµως πρωτεΐνη. Για να γίνει αυτό διακόπηκε το 
πλαίσιο διαβάσµατος της LeMA-1 καταστρέφοντας την θέση XbaI στο γονίδιο, επιτρέποντας 
την σύνθεση ενός πεπτιδίου 43 αµινοξέων, το οποίο είχε δειχθεί ότι δεν προκαλεί τον 
θνησιγόνο φαινότυπο. Κατασκευάστηκε σειρά πλασµιδίων που περιείχαν τα ίδια ακριβώς 
τµήµατα της πρωτεΐνης µε την σειρά των ελλείψεων (βλέπε κατασκευές Κεφ. Αποτελ. Παρ. 
3.2), στα οποία είχε καταστραφεί το πλαίσιο διαβάσµατος και ονοµάστηκαν NF(no frame). Οι 
κατασκευές αυτές παρουσίασαν την ίδια χαµηλή µολυσµατικότητα µε τις προηγούµενες, αλλά 
παράλληλα και µεγάλη αστάθεια: σχεδόν σε όλες τις περιπτώσεις µολύνσεων µε αυτά τα 
πλασµίδια τα RNA του ιού που ανιχνεύθηκαν στα φυτά αυτά περιείχαν πολύ µικρά τµήµατα, ή 
και καθόλου, της αλληλουχίας της LeMA-1, κάτι που όµως συνέβαινε και στις άλλες 
κατασκευές (που εκφράζαν πρωτεΐνη). Αρχικά, και για αρκετές σειρές µολύνσεων κανένα 
µολυσµένο µε NF τµήµα φυτό δεν παρουσίασε συµπτώµατα διφορετικά από αυτά της µόλυνσης 
µε τον ιό PVX, γεγονός που θεωρήθηκε σαν απόδειξη ότι ο φαινότυπος που παρατηρήθηκε 
οφείλονταν στην έκφραση της πρωτεΐνης µέσω του ιού. Το πρόβληµα στην παραπάνω θεωρία 
ήταν ότι η εµφάνιση των συµπτωµάτων δεν συνοδεύονταν από αντίστοιχα επίπεδα πρωτεΐνης 
(στην περίπτωση των in frame κατασκευών), και η εικόνα του RNA των φυτών αυτών δεν 
ήταν τέτοια που να στηρίξει την υπόθεση αυτή. Η εικόνα ξεκαθάρισε όταν σε ένα επόµενο 
πείραµα µολύνσεων µολύνθηκε ένα pMscNF φυτό το οποίο παρουσίασε τον φαινότυπο της 
LeMA-1 και κατέρριψε την παραπάνω υπόθεση. 

Με βάση τον φαινότυπο που προκλήθηκε από το µολυσµένο µε την κατασκευή pMscNF 
φυτό, και σύµφωνα µε τα νέα δεδοµένα που προέκυψαν στο µεταξύ για το φαινόµενο της 
γονιδιακής σίγησης, δηµιουργήθηκε η πιθανότητα, ο φαινότυπος να οφείλεται στην γονιδιακή 
καταστολή της LeMA-1 µέσω RNA λόγω της παρουσίας αλληλουχιών της LeMA-1 στο 
γενετικό υλικό του ιού το οποίο αποτελεί στόχο της σίγησης RNA σαν άµυνα του φυτού στον 
ιό. (βλέπε Κεφ Γ,  VIGS). 

Η κατασκευή pMscNF περιείχε 740 νουκλεοτίδια της LeMA-1 (1-740), ικανά να 
συνθέσουν πεπτίδιο 43 αµινοξέων (µέχρι την θέση XbaI). Στο φυτό που µολύνθηκε µε την 
κατασκευή αυτή, ο φαινότυπος µπορεί να οφείλονταν είτε στην παρουσία του RNA της LeMA-
1 είτε στην παρουσία του πεπτιδίου που παράγεται από αυτό. Για να διερευνηθεί η υπόθεση ο 
φαινότυπος να προκαλείται από το πεπτίδιο αυτό έπρεπε να παρασκευαστεί κατασκευή του 
ιού PVX που να περιέχει τις αλληλουχίες της LeMA-1 χωρίς να παράγεται πρωτεΐνη από 
αυτές. Για τον σκοπό αυτό κατασκευάστηκε το πλασµίδιο pLemut (βλέπε Κεφ Αποτελ. Παρ 
3.2) το οποίο παρά την µεταλλαγή του δεύτερου ATG της LeMA-1 σε κωδικόνιο λήξης και 
την εισαγωγή βάσης που µετακίνησε το πλαίσιο διαβάσµατος, παρήγαγε την πρωτεΐνη από την 
τρίτη στη σειρά µεθειονίνη και δεν απάντησε στο πρόβληµα. 

Η λύση δόθηκε τελικά από την κατασκευή pLES  η οποία περιείχε 451 νουκλεοτίδια 
της αλληλουχίας της LeMA-1 που δεν παράγουν πρωτεΐνη (βλέπε Κεφ Αποτελ. Παρ 3.2), και 
προκάλεσε τον θνησιγόνο φαινότυπο που παρατηρήθηκε και µε τις άλλες κατασκευές. Στην 
περίπτωση αυτή για τα συµπτώµατα ευθύνονταν η παρουσία του RNA της LeMA-1. Στο φυτό 
που µολύνθηκε µε την κατασκευή αυτή, ανιχνεύθηκαν πληθυσµοί RNA που περιείχαν το 
σωστό µήκος ένθεσης. 

Το φαινόµενο της γονιδιακής καταστολής µέσω RNA συνοδεύεται από την παρουσία 
µικρών RNA µορίων (23-25 νουκλεοτίδια). Η διαδικασία αυτή, όπως έγινε γνωστό από την 
βιβλιογραφία, οδηγεί σε ειδική αποδόµηση των RNA που βρίσκονται σε µεγάλες ποσότητες 
στο κύτταρο και ξεκινά από την παρουσία δίκλωνου RNA που παράγεται από τον ιό κατά την 
αντιγραφή του. Η µόλυνση µε τον PVX συνοδεύεται από την εµφάνιση µικρών µορίων RNA 
του PVX, προϊόντα αποδόµησης του γενετικού υλικού του. Στα φυτά που περιείχαν 
κατασκευές µε αλληλουχίες της LeMA-1, η αποδόµηση του RNA στόχευσε, εκτός από το ιικό 
RNA και το ενδογενώς παραγόµενο RNA που ελάττωσε την σύνθεση της πρωτεΐνης στα 



 121 
 

µολυσµένα φυτά και προκάλεσε τον θνησιγόνο φαινότυπο λόγω της καταστολής του γονιδίου 
της LeMA-1. 

Εποµένως, µε την εργασία αυτή δείξαµε ότι η καταστολή του γονιδίου της LeMA-1 
µέσω της έκφρασης αλληλουχιών της πρωτεΐνης από τον ιικό φορέα pPVX202 προκάλεσε την 
εµφάνιση θνησιγόνου φαινοτύπου. 

Με βάση τα παραπάνω δεδοµένα, και γνωρίζοντας από την βιβλιογραφία ότι η LeMA-1 
συνεργάζεται µε άλλες πέντε ΑΑΑ ΑΤΡασες για τον σχηµατισµό και την λειτουργία 
συµπλόκου ( Rpt1…Rpt6, 26S πρωτεάση, βλέπε Κεφ.Β. Παρ 2), κρίθηκε σκόπιµο να 
µελετηθεί η συµπεριφορά της καταστολής των γονιδίων αυτών µε τον ίδιο τρόπο σε φυτά. Με 
την ίδια µέθοδο δείχθηκε επίσης ότι καταστολή του γονιδίου της Rpt1 (µιας ακόµη ΑΑΑ 
ΑΤΡασης του πρωτεασώµατος) προκαλεί επίσης θνησιγόνο φαινότυπο παρόµοιο αλλά όχι ίδιο 
µε αυτόν που προκαλεί η LeMA-1. Το φυτό παρουσιάζει έντονη αναστολή της ανάπτυξης και 
επιναστία των βλαστών αλλά όχι τόσο έντονη παραµόρφωση των φύλλων. 

Η εργασία αυτή αποτελεί το υπόβαθρο τόσο για την µοριακή διερεύνηση του 
φαινοµένου σίγησης RNA, όσο και για την παραπέρα ανάλυση του ρόλου της LeMA-1 και των 
άλλων πέντε ΑΑΑ ΑΤΡασών του πρωτεασώµατος, που φαίνεται να είναι ζωτικής σηµασίας 
στην επιβίωση του φυτού. 
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Κατασκευές Μολυσµατικές Μη µολυσµατικές Φαινότυπο 

LeMA-1 
Φαινότυπο 

PVX 
Πεπτίδιο που 
συντίθεται 

p2Lema (+)  (+)  425+13 αα 
pHind  (-)   425 αα 

pHpa  (-)    

pMsc (+)  (+)  220 αα 

pRsa (+)  (+)  106 αα 

pSsp (+)   (+)  

pXba (+)   (+) 43 αα 

pHindNF (+)   (+) 43 αα 

pMscNF (+)  (+)  43 αα 

pRsaNF (+)   (+) 43 αα 

PLeMut (+)  (+)  407 αα 

pLES (+)  (+)  - 

 
 

Πίνακας 2 Παρουσιάζονται όλες οι κατασκευές σε pPVX202 που χρησιµοποιήθηκαν στην 
εργασία αυτή για την µελέτη της πρωτεΐνης LeMA-1. Στον πίνακα φαίνεται ποιες από αυτές 
ήταν µολυσµατικές, ποιες µη µολυσµατικές, ποιες προκαλούν τον θνησιγόνο φαινότυπο και 
ποιες έδωσαν µόνο συµπτώµατα της µόλυνσης από τον PVX. Επίσης αναφέρεται και το 
µέγεθος του πεπτιδίου που συντίθεται από τις κατασκευές αυτές. 
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Πίνακας 3: Μολύνσεις φυτών 

Ηµεροµηνία 
µόλυνσης 

Σύνολο          p202 LeMA-1 Msc Rsa Xba MscNF RsaNF Ssp HindNF

7/3/1996 14  φυτά                  3 1/3 6/9 5/6
2/4/1996 10 φυτά                  5 5/5 5/5 5/5

14/5/1996 34 φυτά                14 14/14 7/16 6/7
7/6/1996 30 φυτά                12  3/18 0/3

17/10/1996 9 φυτά                  3 0/3 0/3 --
21/10/1996 9 φυτά                   3 1/3 1/3 --
30/10/1996 21 φυτά                   3 2/3 1/3 2/3 3/3 2/3
26/11/1996 18 φυτά                   3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
17/12/1996 6 φυτά                  3 0/3 0/3  
20/12/1996 6 φυτά                   3 0/3 0/3

17/1/1997 6 φυτά                   3 0/3 0/3
13/2/1997 27 φυτά                  3 3/3 0/6 1/6 1/6 1/3 0/3 0/3
23/4/1997 27 φυτά                  3 3/3 0/3  3/3 1/3 2/3 0/3 0/3 0/3 0/3

8/7/1997 24 φυτά                  3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3  0/3 0/3
3/9/1997 27 φυτά                   3 2/3 0/3 1/3 0/3 1/3 1/3 0/3 1/3 1/3 0/3

13/10/1997 27 φυτά                  3 0/3 0/3 0/3  0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
4/11/1997 27 φυτά                   3 3/3 1/3 0/3 0/3 1/3 1/3 1/3 0/3 0/3

17/12/1997 27 φυτά                   3 0/3 0/1 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
23/5/1998 35 φυτά                   

4/2/1999 20 φυτά                  4 0/4 0/4 0/4 0/4 1/4
18/2/1999 14 φυτά                  8/10  0/2
8/3/1999 14 φυτά                  2 2/2 12/12  

16/3/1999 22 φυτά                   2 2/2 0/2 2/2 0/2 2/2 0/2 2/2 2/2
2/6/2000 12 φυτά                  2 2/2 2/4  

Σύνολο        464 φυτά 32 2+2 5/1+2 3/1 4 2+22 2 3 4
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ΣΥΥΜΜΠΠΕΕ ΡΡΑΑΣΣΜΜΑΑΤΤΑΑ ,,   ΣΣΥΥΖΖΗΗΤΤΗΗΣΣΗΗ   
 

Η εργασία αυτή ξεκίνησε µε στόχο την µελέτη του ρόλου της πρωτεΐνης LeMA-1 σε 
φυτά µέσω της υπερέκφρασης της πρωτεΐνης µε το σύστηµα του ιικού φορέα pPVX202. 

Ολόκληρη η κωδική περιοχή της πρωτεΐνης καθώς και ελλειπτικά τµήµατα (από το 
3’άκρο της πρωτεΐνης) κλωνοποιήθηκαν στον φορέα pPVX202 και οι κατασκευές αυτές 
χρησιµοποιήθηκαν σαν µολυσµατικό υλικό σε φυτά ντοµάτας, Nic. benthamiana, και  Nic. 
clevelandie. Και στα τρία φυτικά είδη η έκφραση των αλληλουχιών της LeMA-1 προκαλεί 
θνησιγόνο φαινότυπο, ο οποίος εµφανίζεται την 11-15η ηµέρα µετά την µηχανική µόλυνση και 
διαφέρει σηµαντικά από τον φαινότυπο που προκαλείται από την µόλυνση µε τον ιό PVX (ήπιο 
σκουρόχρωµο µωσαϊκό).  

Τα συµπτώµατα της LeMA-1 ξεκινούν µε επιναστία των βλαστών (στρίβουν προς τον 
κεντρικό βλαστό), σταµάτηµα της ανάπτυξης του φυτού (οι βλαστοί δεν επιµηκύνονται άλλο 
από την ηµέρα που παρατηρούνται τα συµπτώµατα), ελαττωµένη παραγωγή νέων φύλλων τα 
οποία είναι παραµορφωµένα µε κοντύτερα νεύρα και συρρικνωµένα ελάσµατα. Το ίδιο 
φαινόµενο παρατηρείται και στο ριζικό σύστηµα το οποίο σταµατά να αναπτύσσεται. 
Ακόλουθα, νεκρώνονται ο κεντρικός βλαστός και τα νεύρα των φύλλων. Τα ώριµα φύλλα των 
πλευρικών βλαστών, κάτω από το σηµείο εµφάνισης των αρχικών συµπτωµάτων, 
παρουσιάζουν χλώρωση και µαρασµό. Τα φύλλα της κορυφής –όσα παράγονται- είναι πολύ 
µικρότερα και συρρικνωµένα. Το φυτό συνήθως µαραίνεται φέροντας µόνο πολύ λίγα 
παραµορφωµένα φυλλαράκια στην κορυφή. 

Ενώ ο φορέας pPVX202 είχε χρησιµοποιηθεί για την υπερέκφραση γονιδίων σε φυτά 
είτε ξένων (Chapman et al., 1992), είτε ενδογενών –αν και επρόκειτο για γονίδιο που 
εκφράζεται µόνο στα άνθη-(Sablowski et. al., 1995), στην περίπτωση της LeMA-1 δεν 
παρατηρήθηκε υπερέκφραση της πρωτεΐνης σε βαθµό που να δικαιολογεί τον φαινότυπο. 
Υπήρχαν περιπτώσεις φυτών που παρατηρήθηκαν αυξηµένα επίπεδα πρωτεΐνης αλλά 
παράλληλα υπήρχαν φυτά που ενώ εµφάνιζαν πανοµοιότυπο φαινότυπο δεν περιείχαν 
πρωτεΐνη που να παράγεται από τον ιό. Παράλληλα σε όλα σχεδόν τα µολυσµένα φυτά 
ανιχνεύεται η ενδογενώς παραγόµενη πρωτεΐνη σε επίπεδα που δεν διαφέρουν από τα φυτά 
αναφοράς ( υγιή και µολυσµένα µε pPVX202).  

Σε όλα τα φυτά που εµφάνισαν τα συµπτώµατα παρατηρήθηκε αστάθεια της 
κατασκευής. Τα γενωµικά RNA των κατασκευών που περιέχουν εµφανίζουν πάντα  διπλή 
ζώνη σαν αποτέλεσµα της παρουσίας ανασυνδυασµένου και µη ανασυνδυασµένου ιού στα φυτά 
αυτά. ∆εν είναι δυνατόν να πούµε αν οι δυο αυτές µορφές συνυπάρχουν στο ίδιο κύτταρο ή 
υπάρχουν οµάδες κυττάρων που περιέχουν τη µια και όχι την άλλη. Γεγονός είναι ότι πάντα 
εντοπίζεται ένας πληθυσµός µορίων RNA που έχει απορρίψει την ένθεση.  

Είναι πιθανό η πρωτεΐνη να παράγεται στα αρχικά στάδια της µόλυνσης (όταν οι 
κατασκευές είναι ακόµη ακέραιες), σε επίπεδα ικανά να προκαλέσουν µόνιµη διαταραχή της 
φυσιολογίας του φυτού ακόµη και αν η πρωτεΐνη παύσει να παράγεται λόγω της απόρριψης 
της ένθεσης. Συνήθως ανιχνεύεται κάποια ποσότητα πρωτεΐνης (παραγόµενη από τον ιό) στα 
αρχικά στάδια της µόλυνσης, η οποία αργότερα ελαττώνεται και δεν είναι πλέον ανιχνεύσιµη. 

Αρχικά, µε βάση το γεγονός ότι οι κατασκευές pXba και pSsp που µπορούν να 
παράγουν πεπτίδια µήκους 43 και 93 αµινοξέων αντίστοιχα, δεν προκαλούν το φαινότυπο 
της LeMA-1, η κατάρρευση του φυτού αποδόθηκε στην έκφραση πεπτιδίων της LeMA-1 µέσω 
του ιού, τα οποία πρέπει να περιέχουν τουλάχιστον τα 106 πρώτα αµινοξέα (η κατασκευή 
pRsa), ώστε να προκαλούν το φαινότυπο 
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 Όταν όµως, φυτά µολυσµένα µε την κατασκευή pMscNF που εκφράζει το ίδιο 
πεπτίδιο µε την κατασκευή pXba, αλλά περιέχει µεγαλύτερο τµήµα της νουκλεοτιδικής 
αλληλουχίας της LeMA-1, εµφάνισε τα ίδια συµπτώµατα, τότε, φάνηκε ότι, πιθανόν η 
πρωτεΐνη που παράγεται από τον ιό να συνεισφέρει στην εξέλιξη των συµπτωµάτων αλλά, 
κυρίαρχο ρόλο παίζει η παρουσία του RNA και όχι του πεπτιδίου των 43 αµινοξέων που 
ούτως ή άλλως µπορεί να παραχθεί και από τις δυο αυτές κατασκευές. Μια τρίτη κατασκευή 
η pLES η οποία περιέχει 451 νουκλεοτίδια από το µέσο της πρωτεΐνης και δεν περιέχει 
κωδικόνιο έναρξης που να οδηγεί την µετάφραση του τµήµατος (περιέχει µεθειονίνες αλλά 
όχι ATG που να λειτουργεί σαν κωδικόνιο έναρξης), προκαλεί τον ίδιο φαινότυπο ενώ δεν 
παράγει ανιχνεύσιµο πεπτίδιο της LeMA-1, υποστηρίζει την παραπάνω υπόθεση: ότι δηλαδή 
ο φαινότυπος είναι αποτέλεσµα της παρουσίας του RNA της LeMA-1 στα κύτταρα και όχι της 
πρωτεΐνης που πιθανόν παράγεται από αυτό.  

Το φαινόµενο εξηγήθηκε όταν εµφανίστηκαν τα πρώτα αποτελέσµατα σχετικά µε την 
γονιδιακή σίγηση µέσω RNA. 

Ο ιός PVX επάγει το φαινόµενο της γονιδιακής σίγησης µέσω RNA στα φυτά που 
προσβάλλει (βλέπε αντίστοιχο Κεφ Γ). Όταν ο ιός περιέχει αλληλουχίες ενδογενούς γονιδίου 
τότε, το φαινόµενο της σίγησης που επάγεται από τον ιό στρέφεται και εναντίον του 
ενδογενούς γονιδίου που είναι οµόλογο προς τις αλληλουχίες που φέρει. Στην περίπτωση 
αυτή το ενδογενές γονίδιο είναι η LeMA-1 και αυτό που συµβαίνει στα φυτά µετά την µόλυνση 
µε τις κατασκευές που περιέχουν αλληλουχίες της LeMA-1 είναι σίγηση του γονιδίου της 
LeMA-1 όπου οφείλεται και ο παρατηρούµενος θνησιγόνος φαινότυπος.  

Σε όλα τα φυτά που εκδήλωσαν τον φαινότυπο ανιχνεύθηκε ενδογενώς παραγόµενη 
πρωτεΐνη. Αν ο φαινότυπος οφείλεται σε καταστολή της έκφρασης της πρωτεΐνης λόγω 
αποδόµησης του mRNA θα έπρεπε να παρατηρηθεί ελάττωση των επιπέδων της πρωτεΐνης 
στα κύτταρα αυτά. Υπάρχουν δύο λόγοι για τους οποίους δεν παρατηρήθηκε ελάττωση της 
πρωτεΐνης:  

- Ο πρώτος λόγος είναι ότι όλες οι υποµονάδες της 26S πρωτεάσης 
χαρακτηρίζονται από µεγάλους χρόνους ηµιζωής -15 ηµερών- (Tanaka et al., 1997). Τα φυτά 
που εκδήλωσαν τον φαινότυπο της LeMA-1 σπάνια ξεπέρασαν τις 30 ηµέρες από την 
µηχανική µόλυνση (15 ηµέρες µετά την εµφάνιση των συµπτωµάτων) και τότε δεν ήταν σε 
κατάσταση να ελεγχθούν για την παρουσία πρωτεΐνης (δεν υπήρχαν φύλλα). Τα µόνα φυτά 
που επιβίωσαν πέραν των 30 ηµερών εµφάνισαν αναστροφή του φαινοτύπου λόγω απόρριψης 
της ένθεσης από την κατασκευή. Εποµένως, η ενδογενής πρωτεΐνη που ανιχνεύθηκε πρέπει 
να προέκυψε πριν την εγκατάσταση της µόλυνσης. 

- Ο δεύτερος λόγος είναι ότι η Rpt5 (LeMA-1) συµµετέχει στον σχηµατισµό δύο 
συµπλόκων στα κύτταρα, στην 26S πρωτεάση και στον ρυθµιστή (modulator) (Adams et al., 
1997), του οποίου η λειτουργία δεν είναι ακόµη γνωστή, αλλά επηρεάζει θετικά τον 
σχηµατισµό 26S πρωτεάσης µε σύνδεση των υποσυµπλόκων από τα οποία αποτελείται, το 
πρωτεάσωµα (20S) και το καπάκι (19S). Έχει προταθεί ότι είναι πιθανόν το σύµπλοκο αυτό 
να αποτελεί «αποθήκη» του κυττάρου η οποία ενεργοποιείται όταν υπάρχει ανάγκη για 
γρήγορο πολλαπλασιασµό των συµπλόκων της 26S πρωτεάσης στα κύτταρα. ∆εν είναι 
γνωστό ποιό ποσοστό της πρωτεΐνης που ανιχνεύεται στα κύτταρα συµµετέχει σε κάθε 
σύµπλοκο. Αν το µεγαλύτερο ποσοστό της πρωτεΐνης είναι δεσµευµένο στην «αποθήκη» και 
µικρό µόνο µέρος συµµετέχει ενεργά στην 26S πρωτεάση τότε, ελάχιστη µεταβολή στα 
επίπεδα παραγωγής της πρωτεΐνης είναι ικανή να επηρεάσει τον ρυθµό σύνθεσης του 
συµπλόκου 26S και συνεπαγόµενα την οµαλή λειτουργία του µε αποτέλεσµα τον 
παρατηρούµενο φαινότυπο. Επιπρόσθετα, η ενδογενής πρωτεΐνη που ανιχνεύεται στα 
µολυσµένα µε τις κατασκευές της LeMA-1 φυτά είναι πιθανόν αυτή που είναι δεσµευµένη 
στον ρυθµιστή και της οποίας τα επίπεδα δεν επηρεάζονται από τον ρυθµό σύνθεσης της 
πρωτεΐνης στην διάρκεια της παρατήρησης του φαινοτύπου. 
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Τα φυτά που περιέχουν νουκλεοτιδικές αλληλουχίες της LeMA-1 παρουσιάζουν 
εξέλιξη συµπτωµάτων όµοια µε άλλα γονίδια-στόχους γονιδιακής σίγησης επαγόµενης από ιό: 
ο ιός που µολύνει ένα φυτό, αρχικά µετακινείται από το σηµείο εισβολής, µέσω του 
φλοιώµατος, προς την κορυφή όπου αρχίζει να πολλαπλασιάζεται. Το σήµα της γονιδιακής 
σίγησης σχηµατίζεται στο σηµείο εισβολής του ιού και ακολουθεί τον ίδιο τρόπο µετακίνησης 
που ακολουθεί ο ιός, δηλαδή µετακινείται προς την κορυφή όπου αναµένεται η εµφάνιση 
συµπτωµάτων λόγω γονιδιακής καταστολής. Τα 
συµπτώµατα της LeMA-1 φαίνονται πρώτα στα νέα 
φύλλα της κορυφής. Ακολουθεί εξάπλωση και 
µετακίνηση του σήµατος και στα ώριµα φύλλα, οπότε 
τα συµπτώµατα εµφανίζονται και στους κάτω 
βλαστούς.  

Στην περίπτωση της LeMA-1 τα συµπτώµατα 
στα επάνω φύλλα χαρακτηρίζονται κυρίως από 
καταστολή της ανάπτυξης των νεύρων µε 
αποτέλεσµα την συρρίκνωση του ελάσµατος, ενώ τα 
νέα φύλλα που παράγονται µετά την έναρξη των 
συµπτωµάτων είναι πολύ µικρότερα και 
παρουσιάζουν την ίδια παραµόρφωση. Τα ώριµα 
φύλλα τα οποία έχουν ολοκληρώσει σε µεγάλο βαθµό 
την ανάπτυξή τους δεν παρουσιάζουν συρρίκνωση του ελάσµατος, πιθανόν γιατί η καταστολή 
της ανάπτυξης των νεύρων στα φύλλα αυτά ξεκινάει όταν έχει ήδη ολοκληρωθεί σε βαθµό 
που δεν προκαλεί έντονες διαφορές. 

Σήµα RNA 
σίγησης 

ιός 

Τα µολυσµένα µε κατασκευές της LeMA-1 φυτά παρουσιάζουν ένα γενικό τοξικό 
φαινόµενο που επηρεάζει κυρίως τους αναπτυσσόµενους ιστούς του φυτού, όπου δηλαδή 
γίνεται έντονος πολλαπλασιασµός των κυττάρων. 

Η LeMA-1 είναι η µία από τις έξι ΑΑΑ ΑΤΡάσες του πρωτεασώµατος οι οποίες 
θεωρούνται υπεύθυνες για το ΑΤΡ-εξαρτώµενο ξεδίπλωµα των πρωτεϊνών που πρόκειται να 
αποδοµηθούν από την 26S πρωτεάση (Richmond et al., 1997). Μεταλλαγές στην περιοχή 
πρόσδεσης του ΑΤΡ στις πρωτεΐνες αυτές προκαλούν θνησιγόνο φαινότυπο στη ζύµη (Rubin 
et. al., 1998) (βλέπε ΑΑΑ ΑΤΡασες Κεφ. Α Παρ. 2.2), µε διαφορετικά χαρακτηριστικά για 
την καθεµία.  Όλες προκαλούν σηµαντική ελάττωση στο ρυθµό ανάπτυξης των κυττάρων µε 
πιο ήπιο φαινότυπο εκείνον των Rpt1 και Rpt5 (LeMA-1). 

Με βάση τα στοιχεία αυτά, καταστολή του γονιδίου της LeMA-1 δεν θα ήταν βιώσιµη. 
Ο τρόπος µε τον οποίο επάγεται η καταστολή αυτή (µέσω VIGS) επιτρέπει την παρατήρηση 
των επιµέρους χαρακτηριστικών ενός θνησιγόνου φαινοτύπου δεδοµένου ότι σπάνια η VIGS 
φτάνει στο 100% της έκφρασης του ιικού γονιδίου. 

Η LeMA-1 είναι η Rpt5 ΑΑΑ ΑΤΡάση της 26S πρωτεάσης. Μερική καταστολή του 
γονιδίου της LeMA-1 θα είχε σαν συνέπεια την ελάττωση των επιπέδων του συµπλόκου της 
26S πρωτεάσης. 

Το σύστηµα της 26S πρωτεάσης αποτελεί σηµαντικό παράγοντα ελεγχόµενης 
πρωτεόλυσης στα κύτταρα (Rock et al., 1994). Υπολειτουργία του συστήµατος αυτού θα 
δικαιολογούσε το τοξικό φαινόµενο που παρατηρείται στα µολυσµένα φυτά.  

Το πρωτεάσωµα σε συνεργασία µε το σύστηµα της ουβικιτίνης (βλέπε Κεφ.Β Παρ.5), 
ελέγχει τις διαδικασίες του κυτταρικού κύκλου µέσω της έγκαιρης αποµάκρυνσης των 
κυκλινών, ρυθµίζει την µεταγραφή µε πρωτεολυτική αποµάκρυνση µεταγραφικών παραγόντων 
( όπως το σύστηµα NF-κB, ΙκΒ), συµµετέχει σε µονοπάτια µετάδοσης σήµατος όπως αυτό 
της αυξίνης µέσω της γρήγορης αποµάκρυνσης παραγόντων και γενικά παίζει σηµαντικό ρόλο 
σε βιολογικούς διακόπτες που απαιτούν την γρήγορη και τελειωτική εναλλαγή πρωτεϊνικών 
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παραγόντων όπως µετά από θερµικό σοκ. Συµµετέχει επίσης στην αποµάκρυνση ανώµαλων 
προϊόντων της µετάφρασης και αποδιαταγµένων πρωτεϊνών. 

Όταν το σύστηµα της 26S πρωτεάσης δεν λειτουργεί κανονικά τότε, σωρεύονται στο 
κύτταρο ουβικιτινιλιωµένες πρωτεΐνες καθώς και ανώµαλα προϊόντα µετάφρασης και 
αποδιαταγµένες πρωτεΐνες, που έχουν τοξική επίδραση στα κύτταρα. Η µη αποµάκρυνση των 
προϊόντων αυτών έχει επίσης σαν συνέπεια την δραµατική ελάττωση των επιπέδων της 
ουβικιτίνης στα κύτταρα, γεγονός που είναι επίσης τοξικό για το κύτταρο (Pickart 2000). Η 
ουβικιτίνη, εκτός από την σήµανση πρωτεϊνών προς αποδόµηση, συµµετέχει και σε άλλες 
κυτταρικές λειτουργίες, όπως η µετα-αντιγραφική διόρθωση του DNA, η απάντηση σε στρες, 
η ενδοκύττωση κάποιων µεµβρανικών πρωτεϊνών, και η λειτουργία των ριβοσωµάτων.  

Με βάση τα στοιχεία αυτά, παρεµπόδιση της λειτουργίας της 26S πρωτεάσης 
προκαλεί θνησιγόνο φαινότυπο για όλους τους παραπάνω λόγους. Όµως, ενώ οι 
προκαρυωτικές ΑΤΡ-εξαρτώµενες πρωτεάσες (αντίστοιχες της 26S πρωτεάσης) περιέχουν 
επίσης εξαµερή δακτύλιο από µια ΑΤΡαση, στο ευκαρυωτικό σύστηµα έχουν εξελιχθεί έξι 
διαφορετικές ΑΤΡασες για την ίδια λειτουργία. Από την εργασία των Rubin et. al., 1998 
φαίνεται ότι ενώ οι έξι αυτές πρωτεΐνες αποτελούν µέρος ενός µεγαλύτερου συµπλόκου και 
δρουν συνεργιστικά σε αυτό, δεν έχουν ταυτόσηµους ρόλους και προτείνεται ότι συµµετέχουν 
στην διαδικασία της εξειδικευµένης αναγνώρισης των προϊόντων που προσελκύονται στην 
26S πρωτεάση.  

Τα πειράµατα που παρουσιάζονται στην εργασία αυτή έχουν στόχο να εντοπίσουν την 
ειδική δράση της µιας από αυτές της LeMA-1 (Rpt5). Παρατηρώντας τον φαινότυπο που 
προκαλείται από την µερική καταστολή του γονιδίου της LeMA-1 φαίνεται ότι η έλλειψή της 
επηρεάζει κυρίως τους αναπτυσσόµενους ιστούς, η επίδρασή της είναι εντονότερη στα µέρη 
του φυτού που υπάρχει έντονος πολλαπλασιασµός των κυττάρων. Μια τέτοια εικόνα θα 
µπορούσε να εξηγηθεί από δυσλειτουργία του µονοπατιού της αυξίνης. 

Η αυξίνη ( ινδολο-3 οξικό οξύ, ΙΑΑ) είναι φυτική ορµόνη που ελέγχει πλειάδα 
λειτουργιών στα φυτά όπως ανάπτυξη του εµβρύου, του ριζικού συστήµατος, και του άνθους, 
διαφοροποίηση του αγγειακού συστήµατος, επιµήκυνση των µίσχων , κυριαρχία του κεντρικού 
βλαστού και απαντήσεις όπως γεω- και φωτο-τροπισµός.  

Από γενετικές αναλύσεις στο φυτό A. thaliana έχουν προκύψει τρεις βασικές 
κατηγορίες µεταλλαγών µε φαινοτύπους που σχετίζονται µε την αυξίνη: µια κατηγορία 
µεταλλαγών αφορά γονίδια που συµµετέχουν στην ενεργοποίηση της πρωτεΐνης RUB  η οποία 
επιδρά στην σταθεροποίηση των συµπλόκων SCF (Ε3 λιγάσες ουβικιτίνης) (βλέπε αντίστοιχο 
κεφάλαια). Μια δεύτερη τάξη µεταλλαγών αφορά γονίδια που συµµετέχουν στην µεταφορά της 
αυξίνης όπως το AUX1 που πιθανά κωδικοποιεί για πρωτεΐνη απορρόφησης αυξίνης. Μια 
τρίτη κατηγορία µεταλλαγών αφορά γονίδια που επάγονται από αυξίνη και τους 
µεταγραφικούς παράγοντες που τα ρυθµίζουν όπως οι AUX/IAAA πρωτεΐνες. 

Μια από τις πρώτες απαντήσεις στη χορήγηση αυξίνης είναι η µεταγραφική 
ενεργοποίηση διαφόρων γονιδίων που µε βάση την αµινοξική τους συγγένεια διακρίνονται σε 
πέντε κατηγορίες: τις AUX/IAA, SAUR (small auxin up-regulated), GH3-like, ACS 
(συνθάση του αµινοκυκλο-προπανο-1-καρβοξυλικού οξέος) και την τρανσφεράση της S-
γλουταθειόνης (Abel & Theologis, 1996).  Οι λειτουργίες των πρωτεϊνών αυτών είναι σε 
µεγάλο βαθµό άγνωστες.  

Οι πρωτεΐνες AUX/IAA είναι µια µεγάλη οικογένεια µικρών πρωτεϊνών (25-
30KDa), που επάγονται από την αυξίνη και λειτουργούν ως µεταγραφικοί παράγοντες. Οι 
πρωτεΐνες αυτές χαρακτηρίζονται από µικρό χρόνο ηµιζωής (5-8 λεπτά µετά την επαγωγή 
από αυξίνη), και η αποδοµησή τους επάγεται από την αυξίνη. ∆ηλαδή, η αυξίνη ενεργοποιεί 
τις πρωτεΐνες αυτές των οποίων την λειτουργία ελέγχει επάγοντας την αποδόµησή τους. 

Οι πρωτεΐνες αυτές φέρουν περιοχή (περιοχή ΙΙ), η οποία επάγει την αποδόµησή 
τους από την 26S πρωτεάση µέσω της ενεργοποίησης της Ε3 λιγάσης ουβικιτίνης SCFTIR1 
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(Gray et. al., 2001). Ελάχιστη µεταβολή στα επίπεδα των πρωτεϊνών αυτών προκαλεί 
διαταραχή στο µονοπάτι µετάδοσης σήµατος της αυξίνης. Μεταλλαγές στην περιοχή ΙΙ που 
ελέγχει την αποδόµησή τους από την 26S πρωτεάση οδηγούν στην συσσώρευση των 
πρωτεϊνών αυτών µε αποτέλεσµα την εµφάνιση χαρακτηριστικών φαινοτύπων που 
σχετίζονται µε αυξίνη, όπως ο axr3 και ο shy2 (Worley e . al., 2000). 

Ειδικά, µεταλλαγές της πρωτεΐνης shy2, που έχουν σαν αποτέλεσµα φαινότυπο 
απώλειας της λειτουργίας της εντοπίζονται στην περιοχή ΙΙ της πρωτεΐνης και 
χαρακτηρίζονται από συµπτώµατα όπως καρούλιασµα των υποκοτύλων και των φύλλων (Tian 
& Reed, 1999),  συµπτώµατα που χαρακτηρίζουν και τον φαινότυπο της έλλειψης της 
LeMA-1. 

Είναι πιθανόν ότι η γονιδιακή καταστολή της LeMA-1 µέσω του PVX προκαλεί 
διαταραχή της λειτουργίας της 26S πρωτεάσης µε άµεσες επιδράσεις στο µονοπάτι 
µετάδοσης σήµατος της αυξίνης.  

Οι Ε3 λιγάσες ουβικιτίνης τύπου SCF αλληλεπιδρούν µε την 26S πρωτεάση ώστε να 
προσελκύσουν στο ένζυµο τις πρωτεΐνες που επιλέγουν προς αποδόµηση. Είναι πιθανό ότι τα 
σύµπλοκα αυτά αλληλεπιδρούν µε την πρωτεάση εξειδικευµένα µέσω των ΑΑΑ ΑΤΡασών του 
συµπλόκου οι οποίες µε την σειρά τους, επιλέγοντας εκλεκτικα µια συγκεκριµένη Ε3 λιγάση 
ουβικιτίνης, επηρεάζουν την πρωτεόλυση συγκεκριµένης οµάδας πρωτεϊνών, γεγονός από το 
οποίο απορρέουν οι διαφορές που παρατηρήθηκαν στον φαινότυπο της ζύµης απο τις 
επιλεκτικές µεταλλαγές σε καθεµία από τις έξι ΑΑΑ ΑΤΡασες του πρωτεασώµατος. 

Για να διερευνηθεί η υπόθεση αυτή θα πρέπει να συγκριθούν οι φαινότυποι που 
προκαλούνται από την εκλεκτική καταστολή των γονιδίων των πρωτεϊνών αυτών σε φυτά, 
(καθεµίας χωριστά και σε συνδυασµούς) ώστε να εντοπισθούν οι πρωτεΐνες-στόχοι της κάθε 
πρωτεΐνης. 

Για να διερευνηθεί η παραπάνω υπόθεση, µέρος της αλληλουχίας της πρωτεΐνης 
Rpt1 της ντοµάτας κλωνοποιήθηκε στον φορέα pPVX202 µε στόχο να προκληθεί σίγηση του 
γονιδίου και να µελετηθεί ο προκαλούµενος φαινότυπος. Τα φυτά που µολύνθηκαν µε την 
κατασκευή pRpt1 παρουσιάζουν φαινότυπο, παρόµοιο αλλά όχι ίδιο, µε εκείνον που 
προκαλούν οι κατασκευές της LeMA-1. Το φυτό παρουσιάζει εντονότερη αναστολή της 
ανάπτυξης –είναι γενικά µικρότερο-, αλλά επιβιώνει περισσότερο από τα φυτά µε καταστολή 
της LeMA-1. Εµφανίζει το καρούλιασµα των νέων φύλλων που υποδηλώνει παρόµοια 
διαταραχή της ανάπτυξης του αγγειακού συστήµατος, αλλά, σε αντίθεση µε τα φυτά µε 
καταστολή της LeMA-1, τα ώριµα φύλλα επηρεάζονται πολύ λιγότερο: δεν παρατηρούνται 
νεκρώσεις και καρουλιάσµατα στα φύλλα που έχουν παραχθεί πριν την εγκατάσταση της 
γονιδιακής σίγησης.  

Ο φαινότυπος που προκύπτει από την καταστολή του γονιδίου Rpt1 είναι ηπιότερος 
από αυτόν που παρατηρείται από την καταστολή της LeMA-1, γεγονός που ήταν αναµενόµενο 
µε βάση τα στοιχεία των Rubin et. al., (1998). Αν, όπως προτείνεται από τους ερευνητές 
αυτούς, η Rpt1 είναι υπεύθυνη για την αλληλεπίδραση του 19S µε το σύµπλοκο του 
πρωτεασώµατος (20S), και ταυτόχρονα παρεµπόδιση της λειτουργίας της 26S πρωτεάσης 
οδηγεί σε αυξηµένη σύνθεση όλων των υποµονάδων της 26S, τότε, η έλλειψη της Rpt1 είναι 
πιο καλά ανεκτή από τα κύτταρα αν, λόγω υψηλών επιπέδων των υποσυµπλόκων  19S και 
20S στα κύτταρα, το σύµπλοκο 26S καταφέρνει να σχηµατισθεί και να αποκαταστήσει µερικά 
την απώλεια. 

Αν η έλλειψη των δυο αυτών πρωτεϊνών παρεµποδίζει την αποµάκρυνση 
διαφορετικών παραγόντων από το κύτταρο  -µε αποτέλεσµα την εµφάνιση διαφορετικού 
φαινοτύπου- τότε, στα κύτταρα των φυτών αυτών συσσωρεύονται διαφορετικές πολύ-
ουβικιτινιλιωµένες πρωτεΐνες. Θα µπορούσε κανείς να εντοπίσει, -µε απλή ανίχνευση 
πολύ-ουβικιτίνης µε κατάλληλο αντίσωµα- τις πρωτεΐνες που εµφανίζονται στα κύτταρα των 
φυτών αυτών και να επικεντρωθεί σε προϊόντα που εµφανίζονται εξειδικευµένα σε έλλειψη 
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καθεµίας από αυτές. Με τον τρόπο αυτό θα δινόταν απάντηση σε δύο βασικά ερωτήµατα ως 
προς τις λειτουργίες των πρωτεϊνών αυτών:  

πρώτον επιδεικνύουν εκλεκτική επιλογή των στόχων που αποδοµούνται από την 26S 
πρωτεάση;  

και δεύτερον, αν υπάρχει εκλεκτική επιλογή από τις ΑΤΡασες σε ποιο στάδιο 
εφαρµόζεται αυτή: στο επίπεδο λιγασών ουβικιτίνης ή σε άµεση επιλογή της προς αποδόµηση 
πρωτεΐνης; 

Απάντηση στο δεύτερο ερώτηµα θα βοηθούσε να διευκρινιστεί και ο µηχανισµός 
δράσης των πρωτεϊνών αυτών στην διαδικασία της πρωτεόλυσης και πιθανά στην λειτουργία 
τσαπερόνης που αποδίδεται στο συποσύµπλοκο 19S (βλέπε Κεφ.Β Παρ 2.2). Αν επιλέγουν 
εκλεκτικά τις πρωτεΐνες στόχους µε βάση κάποιο χαρακτηριστικό τους (όπως ανώµαλες 
δευτεροταγείς δοµές), τότε διευκρινίζεται ένα βασικό ερώτηµα σε σχέση µε τις λειτουργίες 
της 26S πρωτεάσης, δηλαδή πότε και πως αποφασίζεται αν µια πρωτεΐνη θα αναδιπλωθεί 
σωστά ή θα αποδοµηθεί. 

Με έκφραση αλληλουχιών της LeMA-1 της ντοµάτας παρατηρήθηκε ο ίδιος 
φαινότυπος σε τρία φυτικά είδη: την ντοµάτα που φέρει το ίδιο γονίδιο, αλλά και σε φυτά Ν. 
benthmiana και N. clevelandie, και µε τµήµα της αλληλουχίας της Rpt1 της ντοµάτας σε φυτά 
ντοµάτας και N. benthamiana, λόγω της υψηλής οµολογίας των γονιδίων αυτών σε αυτά τα 
φυτά. Το γεγονός αυτό επιτρέπει την µελέτη των γονιδίων αυτών σε διαφορετικά φυτά, 
γεγονός που παρέχει την δυνατότητα επιλογών άλλου ιικού φορέα που να επάγει την 
γονιδιακή σίγηση αλλά να είναι σταθερότερος σε φυτά, όπως ο ΤRV (βλέπε γονιδιακή σίγηση 
Κεφ Γ), ο οποίος επιπρόσθετα δεν επηρεάζει την φυσιολογία του φυτού και  
πολλαπλασιάζεται στα µεριστωµατικά κύτταρα. 
 Είναι πιθανό, η θέση τους στον εξαµελή δακτύλιο της 26S πρωτεάσης να µην είναι 
τυχαία, δηλαδή πρωτεΐνες που βρίσκονται σε άµεση γειτονία πιθανόν συνεργάζονται προς 
σχηµατισµό περιοχής αναγνώρισης των πρωτεϊνών στόχων του συµπλόκου. Με την τεχνική 
της γονιδιακής καταστολής µέσω ιών θα µπορούσε κανείς να καταστείλει επιλεκτικά και 
συνδυασµούς των έξι γονιδίων των πρωτεϊνών αυτών κλωνοποιώντας αλληλουχίες από 
διαφορετικές περιοχές των γονιδίων αυτών (εκτός της συντηρηµένης περιοχής) στην ίδια 
κατασκευή, µε στόχο να µελετήσει τις µεταξύ τους αλληλεπιδράσεις. Αν οι πρωτεΐνες που 
βρίσκονται σε άµεση γειτονία στον εξαµελή δακτύλιο του 19S συνεργάζονται προς σχηµατισµό 
της περιοχής αναγνώρισης συγκεκριµένης οµάδας πρωτεϊνών θα περίµενε κανείς ότι η 
καταστολή της καθεµιάς θα προκαλούσε παρόµοια συµπτώµατα µε αυτά που παρατηρούνται 
από την καταστολή και των δύο. 
 
Σχόλιο: Στην αρχή της εργασίας αυτής δεν ήταν ακόµη ξεκάθαρο αν η TBP-1 (LeMA-1, Rpt5) 
αποτελεί υποµονάδα του συµπλόκου 19S κάτι το οποίο σήµερα έχει δειχθεί πέρα από κάθε 
αµφιβολία (βλέπε ΑΑΑ ΑΤΡασες πρωτεαώµατος Κεφ. Β Παρ 2.2.1). Για τις υποµονάδες της 
26S πρωτεάσης έχει προταθεί συγκεκριµένη ονοµατολογία για να αποφευχθεί η σύγχυση που 
επικρατούσε µε τις πολλαπλές ονοµασίες που εµφανίζονταν για κάθε υποµονάδα (Finley et. 
al., 1998). Σύµφωνα µε την παραπάνω πρόταση η LeMA-1 µετονοµάζεται σε: LeRpt5: 
Lycopersicon esculentum Regulatory particle triple-A ATPase 5. 
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ΥΥΛΛ ΙΙ ΚΚΑΑ   κκ αα ιι   ΜΜΕΕΘΘΟΟ∆∆ΟΟΙΙ   
 1. Το αντίσωµα 

 

1.1 Παρασκευή αντισώµατος για την LeMΑ-1 
Ειδικά πολυκλωνικά αντισώµατα για την LeMA-1 παρασκευάστηκαν µε εµβολιασµό 

κουνελιών µε 350mg πρωτείνης LeMA-1 ανά κουνέλι, αποµονωµένης από στήλη χηµικής 

συγγένειας Ni-ΝΤΑ. Η παρασκευή του  αντισώµατος έγινε από το εργαστήριο του ∆ρ. Η. 

Κραµποβίτη (IMBB- FORTH, Ηράκλειο, Ελλάδα) 

 

1.2 Τιτλοδότηση αντισώµατος µε την τεχνική ELISA 
Τα αντισώµατα που παράχθηκαν τιτλοδοτήθηκαν µε την τεχνική της ELISA : 

Ειδικές πλάκες επικαλύπτονται µε 100-200 ng καθαρής πρωτεΐνης ανά πηγάδι σε διάλυµα 

NaHCO3  0.05M, Na2CO3 0.05 M pH = 9.6, και επωάζονται Ο/Ν στους 40C, εκπλένονται 4x 

PBS –0.2%BSA. Προστίθενται 200µl 1%BSA σε PBS (PB-K2HPO4-KH2PO4  pH 7,4 , 0.9% 

NaCl) /ανά πηγάδι (blocking buffer), επωάζονται για 1h σε θερµοκρασία δωµατίου, 

εκπλένονται µε 4x PBS –0.2%BSA. Προστίθεται ο ορός (το αντίσωµα ) σε αραιώσεις 1:1000 

→1: 60000, και οι πλάκες επωάζονται για 1h σε θερµοκρασία δωµατίου, εκπλένονται µε 4x 

PBS –0.2%BSA. Ακολουθεί επώαση µε το αντι-αντίσωµα που φέρει ένζυµο µε χρωµογόνο 

αντίδραση ( anti-IgG conjugated horse-radish peroxidase) σε αραίωση 1:10000 για 1h σε 

θερµοκρασία δωµατίου, εκπλένονται µε 4x PBS –0.2%BSA. Κατόπιν επωάζονται µε 

κατάλληλο υπόστρωµα, στην περίπτωση αυτή: τετραµεθυλβενζιδίνη, TMB, για 20min 1h σε 

θερµοκρασία δωµατίου, στο σκοτάδι, όπου αναπτύσσεται το χρώµα. Η αντίδραση 

αναστέλλεται µε Η2SΟ4 και η απορρόφηση µετράται σε φωτόµετρο σε 504nm. 

Ο τίτλος του αντισώµατος είναι ανάλογος της απορρόφησης και υπολογίζεται µε βάση τον 

τύπο : 

Α=1.4 =1mg/ml. 
Όπου, 1mg/ml πρωτείνης δίνει απορρόφηση 1.4. 
 

1.3 Καθαρισµός αντισώµατος µε θειικό αµµώνιο (NH4SO4) 
Ο ορός επεξεργάζεται µε NH4SO4 έτσι ώστε να αποµακρυνθούν τρανσφερρίνες και φεριτίνες 
από το δείγµα και να εµπλουτισθεί σε αντισώµατα.  Στον ορό προστίθεται NH4SO4 
(22.6gr/100ml) µέχρι τελικής συγκέντρωσης 1,7Μ (κορεσµένο). Το δείγµα επωάζεται σε 
πάγο για 30min και φυγοκεντρείται 20 min σε 10000 rpm, 40C. Το ίζηµα επαναδιαλύεται σε 
1,7 Μ NH4SO4 σε όγκο ίδιο µε τον αρχικό και επαναλαµβάνεται η επώαση και η 
φυγοκέντρηση. Το ίζηµα επαναδιαλύεται σε PBS pH=7.4 στον µισό όγκο από τον αρχικό και 
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ακολουθεί διάλυση (dialysis) του δείγµατος σε PBS µε τουλάχιστον 4 αλλαγές και όγκο 
10πλάσιο. 

 

1.4 Καθαρισµός αντισώµατος από στήλη ανοσοσυγγένειας 
 

1.4.1 Κατασκευή της στήλης ανοσοσυγγένειας 
Για περαιτέρω καθαρισµό του αντισώµατος χρησιµοποιήθηκε στήλη ανοσοσυγγένειας µε 

το αντιγόνο. Η στήλη αποτελείται από κόκκους σεφαρόζης µε CN-Br (Pharmacia) και για την 

κατασκευή της ακολουθήθηκαν οι οδηγίες του κατασκευαστή. 1g σκόνης δίνει περίπου 3.5ml 

πηκτώµατος, και δεσµεύει 1-2mg πρωτείνης/ml. Εδώ, Ο.5gr CN-Br σεφαρόζης αφήνεται να 

«φουσκώσει» σε 5ml 1mM HCl για 10min και το πήκτωµα που δηµιουργείται συλλέγεται σε 

εσµυρισµένο ηθµό όπου και εκπλένεται µε 300ml 1mM HCl  (200ml/gr σκόνης) για 15min (το 

διάλυµα περνάει σιγά-σιγά). Το πήκτωµα διασπείρεται σε διάλυµα NaHCO3 0.1M, NaCl 0.5M 

pH=8.3 που περιέχει κατάλληλη ποσότητα της πρωτείνης που θα ακινητοποιηθεί στο 

πήκτωµα ( 2mg πρωτείνης / ml σεφαρόζης ) και επωάζεται για µια ώρα σε θερµοκρασία 

δωµατίου µε ήπια ανάδευση (χωρίς µαγνήτη, µε κίνηση).  Στην προκειµένη περίπτωση 

χρησιµοποιήθηκαν 2 mg πρωτείνης LeMA-1 που παράγεται από βακτήρια µετά από 

κατάλληλη κλωνοποίηση του cDNA κλώνου της σε κατάλληλο φορέα, και καθαρισµό της 

παραγόµενης πρωτείνης από στήλη Ni-NTA. Το πήκτωµα συλλέγεται σε εσµυρισµένο ηθµό 

όπου και εκπλένεται µε 0.1M Tris – HCl pH=8.0  ή 0.1 Μ τριαιθανολαµίνης pH=9.0, για 1h, 

ώστε να αποµακρυνθεί η περίσσεια της αδέσµευτης πρωτείνης και να απενεργοποιηθούν 

τυχόν ελεύθερες ενεργές οµάδες. Τελικά το πήκτωµα εκπλένεται  σε τρεις διαφορετικούς 

κύκλους εναλλασσόµενου pH : α) CH3COONa (0.1M, pH=4.0) – NaCl 0.5M β)Tris-HCl (0.1M 

pH=8.0) – NaCl 0.5M.Ακολουθεί το πακετάρισµα του πηκτώµατος σε στήλη. Η τοποθέτηση 

του πηκτώµατος γίνεται µε 5ml διαλύµατος Tris-HCl pH=8.0. Τέλος η στήλη εκπλένεται µε 

διάλυµα NaCl 0.5M-NaN3 0.02% και φυλάσσεται σε ξηρό µέρος στους 4οC 

Πριν την χρήση της η στήλη υποβάλλεται σε πλασµατικό καθαρισµό για να «ωριµάσει» 

χρησιµοποιώντας την διαδικασία πραγµατικού καθαρισµού χωρίς πραγµατικό δείγµα (baby 

run). Με αυτήν την διαδικασία αποµακρύνονται από την στήλη πρωτεΐνες που δεν έχουν 

προσδεθεί σταθερά και θα εκλούονταν µαζί µε το προς καθαρισµό δείγµα.  

Η στήλη που προκύπτει περιέχει το αντιγόνο µε το οποίο ανοσοποιήθηκαν τα κουνέλια για 

την παρασκευή του αντισώµατος και χρησιµοποιείται για τον καθαρισµό και εµπλουτισµό του 

αντιορού σε αντισώµατα ειδικά για την LeMA-1. 
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1.4.2 Καθαρισµός του αντισώµατος από στήλη ανοσοσυγγένειας. 
 

Η στήλη ανοσοσυγγένειας συνδέεται µε αντλία ρυθµιζόµενης ροής και συνδέεται µε 

φωτόµετρο, που στόχο έχει να µετράει και να καταγράφει, µε κατάλληλο καταγραφέα, το 

διάγραµµα ροής πρωτεϊνών από τη στήλη, µετρώντας την απορρόφηση του εξερχόµενου 

διαλύµατος στα 280nm. Από το διάγραµµα ροής υπολογίζεται η ποσότητα της συλλεγόµενης 

πρωτεΐνης στα διάφορα κλάσµατα. 

Αρχικά η στήλη εκπλένεται (µε µέτρια ροή) µε 20x τον όγκο της στήλης (bed volume ) µε 

50µΜ TBS pH=7.5 (50mM tris-borate pH=7,5, saline 0.5M NaCl) µέχρι να σταθεροποιηθεί 

η βασική γραµµή του καταγραφέα, (κάποιες φορές αυτό πρέπει να γίνει Ο/Ν ), σε 4ο C.  

Oι πρωτεΐνες του ορού κατακρηµνίζονται µε NH4SO4, το οποίο αποµακρύνει µεγάλο 

µέρος των φερριτινών του ορού, και συµπυκνώνεται µε επαναδιάλυση σε PBS στο 1/10 του 

αρχικού όγκου.  

Υπολογίζεται η ποσότητα του ορού που θα καθαριστεί από την στήλη (1ml) και αραιώνεται 

σε τελικό όγκο 10ml µε 10mM Tris pH=7,5  (1:10). Το διάλυµα που προκύπτει αφήνεται να 

ανακυκλώνεται µέσα από την στήλη Ο/Ν σε 4ο C, µε πολύ αργή ροή, έτσι ώστε να δεσµευτεί 

το αντίσωµα στην στήλη. Ακολούθως η στήλη εκπλένεται µε διάλυµα 20x τον όγκο της 

στήλης µε Tris – HCl pH=7.5, και στη συνέχεια µε διάλυµα 20x τον όγκο της στήλης µε Tris – 

HCl pH=7.5 – NaCl o,5M. Εδώ αποµακρύνονται από την στήλη τα µη δεσµευµένα προϊόντα. 

Τα επόµενα βήµατα γίνονται σε γρήγορη ροή και για όσο το δυνατόν λιγότερο χρόνο, λόγω 

της έκθεσης της στήλης σε πολύ χαµηλό pH που την καταστρέφει (διασπά τον δεσµό στήλης-

πρωτεΐνης). Η έκπλυση των δεσµευµένων πρωτεϊνών γίνεται µε 10x τον όγκο της στήλης 

διάλυµα γλυκίνης – HCl 0.2M pH=2.8, και η εκροή της στήλης συλλέγεται σε σωληνάριο που 

περιέχει 1x τον όγκο της στήλης 100mM τριαιθανολαµίνης, ή 1Μ Tris-HCl pH=8.0 ώστε να 

εξουδετερώνεται το διάλυµα αµέσως. Το κλάσµα αυτό περιέχει τα αντισώµατα. Κατόπιν η 

στήλη εκπλένεται µε 10x τον όγκο της στήλης διάλυµα Γλυκίνης – HCl 0.2M pH=2.2, ώστε να 

αποµακρυνθούν προϊόντα που προσκολλώνται στην στήλη µη εξειδικευµένα, µέχρι να 

σταθεροποιηθεί η βασική γραµµή του καταγραφέα. Ακολουθεί εξουδετέρωση της στήλης µε 

10x τον όγκο της στήλης  10mM Tris – HCl pH=8.0, ή 100mM τριαιθανολαµίνης 

pH=11.5(παρακολουθείται το pH της εκροής), ακολουθεί διόρθωση του pH  µε έκπλυση της 

στήλης µε διάλυµα 10mM Tris-HCl pH=7.5, και τέλος η στήλη εκπλένεται µε διάλυµα NaCl 

0.5M-NaN3 0.02% και φυλάσσεται σε ξηρό µέρος στους 4οC για επόµενη χρήση. 

Με τον τρόπο αυτό συλλέγονται από τον ορό τα αντισώµατα που εξειδικευµένα 

αναγνωρίζουν την LeMA-1. Το διάλυµα που προκύπτει φυλάσσεται σε –80οC. Προαιρετικά 
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προστίθενται στο διάλυµα των αντισωµάτων αντιπρωτεασικοί παράγοντες όπως 5µM 

απροτινίνης. 

 

2. Βακτήρια 
2.1 Βακτηριακά στελέχη 

Τα Escherichia coli βακτηριακά στελέχη που χρησιµοποιήθηκαν σαν ξενιστές για τα 
ανασυνδυασµένα πλασµίδια είναι τα: DH5α, τα JM83 και τα JM101 (Sambrook et al., 1989). 

 
2.2 Παρασκευή κυττάρων επιδεκτικών σε µετασχηµατισµό.  

Για τον µετασχηµατισµό βακτηρίων τα επιλεγόµενα στελέχη επεξεργάζονται, ώστε να 
προσλαµβάνουν νουκλεϊκά οξέα από το περιβάλλον, µε µια διαδικασία που περιγράφεται από 
τους Sambrook et al., 1989 και έχει ως εξής : 

Χρησιµοποιώντας αποστειρωµένη θηλιά από σύρµα αλουµινίου, κύτταρα από παγωµένη 
καλλιέργεια βακτηρίων του επιθυµητού στελέχους µεταφέρονται σε πιάτο επιστρωµένο µε 
LB (Luria – Bertani) ( 1% bacto-tryptone, 0.5% bacto-yeast extract, 1% NaCl and 1.5% 
bacto-agar) και επωάζονται Ο/Ν στους 37οC. Μία αποικία ενός κυττάρου επιλέγεται, 
µεταφέρεται σε καλλιέργεια 2ml υγρού  LB (1% bacto-tryptose, 0.5% bacto-yeast extract, 
and 1% NaCl) και επωάζεται Ο/Ν στους 37οC.  1ml της καλλιέργειας αυτής χρησιµοποιείται 
για µόλυνση 100ml LB σε φλάσκα των 2lt και ακολουθεί επώαση της καλλιέργειας µε έντονη 
ανάδευση σε 37 οC µέχρις ότου η καλλιέργεια φτάσει σε λογαριθµική φάση ανάπτυξης, 
πράγµα που προσδιορίζεται από την πυκνότητα των κυττάρων και µετριέται µε απορρόφηση 
στα 600nm ( από 0.2-0.45 ανάλογα µε το στέλεχος). Τα κύτταρα συλλέγονται µε 
φυγοκέντρηση σε 3500rpm για 10 min στους 4oC. Το υγρό αποµακρύνεται τελείως και το 
ίζηµα των κυττάρων επαναδιαλύεται σε 20ml TFB I (30 mM KAc, 50 mM MnCl2, 100 mM 
KCl, 10 mM CaCl2 and 15% glycerol ) µε ήπια ανάδευση σε πάγο. Τα κύτταρα επωάζονται σε 
πάγο για τουλάχιστον 15 min και ακολούθως συλλέγονται µε φυγοκέντρηση σε 3500rpm για 
10 min στους 4oC. Το ίζηµα επαναδιαλύεται σε 4ml TFB II (10 mM MOPS, pH 7.0, 75 mM 
CaCl2, 10 mM KCl and 15% glycerol) και µοιράζεται σε σωληνάρια των 1.5ml σε κλάσµατα 
των 100 – 200µl, τα οποία καταψύχονται αµέσως σε υγρό Ν2, και φυλάσσονται στους -80oC.  
Η απόδοση των κυττάρων ελέγχεται µε µετασχηµατισµό 100 µl κυττάρων µε γνωστή 
συγκέντρωση υπερελικωµένου πλασµιδιακού DNA. Απόδοση της τάξης των 5x107  
µετασχηµατισµένα βακτήρια ανά 1µg DNA θεωρείται ικανοποιητική για τους συνήθεις 
µετασχηµατισµούς. 

 
2.3 Μετασχηµατισµός Βακτηρίων  

Για τον µετασχηµατισµό βακτηρίων ακολουθείται η µέθοδος θερµικού σόκ που περιγράφεται 
από τους Sambrook et al., 1989 : 100µl επιδεκτικών βακτηρίων αφήνονται να ξεπαγώσουν 
σε πάγο. 20-100ng DNA (υπερελικωµένο πλασµιδιακό DNA ή ανασυνδυασµένο πλασµίδιο) 
προστίθενται στην καλλιέργεια και το όλο επωάζεται στον πάγο για 30min. Κατόπιν το µείγµα 
µεταφέρεται σε υδατόλουτρο 42οC για 90 sec και κατόπιν σε πάγο για 2min. Στη συνέχεια 
προστίθενται 400µl LB και τα κύτταρα επωάζονται στους 37οC για 50min –1h ώστε να 
αναρρώσουν και να συνθέσουν παράγοντες απαραίτητους για την ανθεκτικότητα σε 
αντιβιοτικά. Τέλος η καλλιέργεια απλώνεται σε πιάτο επιστρωµένο µε LB που περιέχει το 
κατάλληλο αντιβιοτικό και επωάζεται Ο/Ν στους 37οC. Τα µετασχηµατισµένα κύτταρα 
επιλέγονται ανάλογα µε την ικανότητά τους να πολλαπλασιάζονται παρουσία του κατάλληλου 
αντιβιοτικού. 
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2.4 Καλλιέργεια βακτηρίων 
Τα βακτήρια επωάζονται επωάζεται Ο/Ν στους 37οC σε πιάτα επιστρωµένα µε LB που 

περιέχει το/τα κατάλληλα αντιβιοτικά. Συνήθως χρησιµοποιείται αµπικικλίνη σε 

συγκέντρωση 100 mg/ml καλλιέργειας. Αποικία ενός κυττάρου επιλέγεται και µεταφέρεται σε 

10ml για 5-10µg DNA, ή σε 100ml LB για 100µg DNA ανάλογα (δες παρακάτω), µε τα 

κατάλληλα αντιβιοτικά και επωάζεται Ο/Ν στους 37οC. 

 

2.5 Αποθήκευση στελεχών µε γλυκερόλη 
Τα ανασυνδυασµένα βακτήρια καθώς και τα «άγριου τύπου» φυλάσσονται στους -80oC µε 

γλυκερόλη. 2ml LB µολύνονται µε ποσότητα βακτηρίων ( αποικία ενός κυττάρου, ή mini-prep 

µετά από ανασυνδυασµό βακτηρίου) και επωάζονται Ο/Ν στους 37οC υπό ανάδευση. Κατόπιν 

αναµιγνύονται σε αναλογία 1:1 µε αποστειρωµένη γλυκερόλη 87%. Το µείγµα ανακινείται 

έντονα ώστε να αναµιχθεί η γλυκερόλη µε την καλλιέργεια και % και καταψύχονται µε υγρό 

Ν2. Αποθηκεύονται στους -80oC.  Η καλλιέργεια αναγεννάται µεταφέροντας µε αποστειρωµένη 

οδοντογλυφίδα µέρος της καλλιέργειας (από την παγωµένη επιφάνεια) σε πιάτο ή σε υγρή 

καλλιέργεια, προσθέτοντας τα κατάλληλα αντιβιοτικά.. 

 

3. Αποµόνωση υποκυτταρικών οργανιδίων από φύλλα φυτών   
3.1 Αποµόνωση πυρήνων 

Η αποµόνωση πυρήνων ακολουθεί την µέθοδο που περιγράφεται από τους Schumacher 

et al., 1983 : 

Για την αποµόνωση πυρήνων από φύλλα ντοµάτας συλλέγονται 150gr νεαρά φύλλα 4 

περίπου εβδοµάδων χωρίς µίσχο. Τα φύλλα πλένονται µε παγωµένο νερό, µετά, γρήγορα, µε 

αιθανόλη και πάλι µε παγωµένο νερό. Αφού αποµακρυνθεί το νερό µε τίναγµα, εµβαπτίζονται 

σε 1.5lt διαλύµατος Α ( 25 mM MES/NaOH, pH 6.5, 10 mM KCl, 5 mM MgCL2, 0.1% BSA-

bovine serum albumin,  1 mM DTT και 600mM Manittol) υπό κενό, το οποίο διακόπτεται 

απότοµα ανα 5min για 2ή 3 φορές µέχρι να διαποτιστούν τα φύλλα (γίνονται σκουρότερα), και 

αφήνονται για 30min σε πάγο στους 4οC. Τα  φύλλα συλλέγονται µε δίχτυ και τοποθετούνται 

σε παγωµένο µεταλλικό µηχανικό αναµείκτη (blender) όπου προστίθενται 450ml παγωµένου 

διαλύµατος Β (25 mM MES/NaOH, pH 6.5, 10 mM KCl, 5 mM MgCL2, 0.1% BSA and 1 mM 

DTT600 mM Saccharose, 40% Glycerol). Τα φύλλα οµογενοποιούνται 3x10sec µε 15sec 

διαλείµµατα. Το µείγµα φιλτράρεται σε ηθµό από διπλό Miracloth (Hoechst Bohring 

Diagnostics, La Jolla, USA) και συλλέγεται το διήθηµα. Στο διήθηµα προστίθεται αργά ΝP-

40 (Nonidet P40) µέχρι τελικής συγκέντρωσης 1%. Το µείγµα ανακινείται ήπια για 10min σε 
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0οC, όπου διαλύονται οι µεµβράνες των χλωροπλαστών. Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 10min 

σε 4οC, στα 5000 rpm (Minifuge II, Heraeus-Christ, Osterode, Germany)., και το ίζηµα 

επαναδιαλύεται σε 5ml διαλύµατος D (25 mM MES/NaOH, pH 6.5, 10 mM KCl, 5 mM 

MgCL2, 0.1% BSA, 1 mM DTT, 250 mM mannitol, 95% Percoll, 1% Nonidet P40). Στο 

µείγµα προστίθενται 380ml διαλύµατος C (25 mM MES/NaOH, pH 6.5, 10 mM KCl, 5 mM 

MgCL2, 0.1% BSA, 1 mM DTT, 600 mM saccharose, 40%glycerol, 1% Nonidet P40) και το 

διάλυµα φυγοκεντρείται για 10min σε 4οC, στα 5000 rpm. Το ίζηµα επαναδιαλύεται σε 3ml 

διαλύµατος D, προστίθενται 150ml διαλύµατος C ) και το διάλυµα φυγοκεντρείται για 10min 

σε 4οC, στα 5000 rpm. Το ίζηµα επαναδιαλύεται σε 45ml διαλύµατος D, και το διάλυµα 

φυγοκεντρείται για 10min σε 4οC, στα 5000 rpm χωρίς φρένο. Οι πυρήνες επιπλέουν στο 

percoll σαν µια γκρίζα ζώνη. Συλλέγεται η ζώνη που περιέχει τους πυρήνες σε λίγα ml 

διαλύµατος D. στο µείγµα προστίθενται 28ml διαλύµατος Ε (, 25 mM MES/NaOH, pH 6.5, 

10 mM KCl, 5 mM MgCL2, 0.1BSA and 1 mM DTT, 250 mM mannitol) το οποίο 

συµπληρώνεται µε διάλυµα D σε τελικό όγκο 45ml, έτσι ώστε το percoll να έχει τελική 

συγκέντρωση 36%. Το µείγµα φυγοκεντρείται φυγοκεντρείται για 5min σε 4οC, στα 2500 rpm 

και οι πυρήνες καθιζάνουν σαν ίζηµα. Η φυγοκέντρηση επαναλαµβάνεται 2-3 φορές ώσπου 

δεν καθιζάνει άλλο ίζηµα, και άρα έχουν συλλεχθεί όλοι οι πυρήνες. Το ίζηµα επαναδιαλύεται 

σε 10-12ml διαλύµατος Ε µε 50% γλυκερόλη και αποθηκεύεται στους -20oC.  Όλη η 

παραπάνω διαδικασία διεξάγεται στο ψυχρό δωµάτιο στους 4oC. Συνήθως συλλέγονται 1-

3x108 πυρήνες από 150gr φύλλα. 

 

3.2 Αποµόνωση χλωροπλαστών 
 Για την αποµόνωση χλωροπλαστών από φύλλα ντοµάτας τροποποιήθηκε µέθοδος για 

αποµόνωση από φύλλα καλαµποκιού : 

Συλλέγονται 20gr νεαρά φύλλα ντοµάτας και πλένονται µε κρύο νερό, γρήγορα µε αιθανόλη 

και κατόπιν πάλι µε νερό. Όλη η επόµενη διαδικασία γίνεται στο ψυχρό δωµάτιο, σε χαµηλό 

φωτισµό (χρειάζεται πράσινο φως) και σε πάγο. Τα διαλύµατα είναι όλα παγωµένα και σε 

πάγο. 

Τα φύλλα οµογενοποιούνται σε µεταλλικό αναµείκτη (blender) σε 450ml παγωµένο Grinding 

Medium (2mM EDTA pH=8.0, 1mM MgCl2, 1mM MnCl2, 50mM HEPES-KOH pH=7.5, 

350mM sorbitol, 0.1% w/v Ascorbic acid – το τελευταίο προστίθεται αµέσως πριν τη 

χρήση-), σε χαµηλή ταχύτητα 5x5sec µε 15sec διαλείµµατα ενδιάµεσα. Ο οµογενοποιηµένος 
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ιστός φιλτράρεται µέσα από miracloth και το διήθηµα φυγοκεντρείται για 4min σε2500g  

στους 4oC.  

Τα ιζήµατα επαναδιαλύονται πολύ προσεκτικά (µε 

πινέλο) σε 8-10ml gradient mix –GM-  ( 6.27ml MMHS  

{ 0.5ml 1M MgCl2, 0,5ml 1M MnCl2, 25ml 1M HEPES-

KOH pH=7.5, 94.3ml 1.75M Sorbitol}, 0.116ml 0.5M 

EDTA pH=8.0, 25mg L-ascorbic acid, 10mg Glutathione 

reduced form) και το µείγµα τοποθετείται προσεκτικά 

µε πιπέτα Pasteur στην επιφάνεια του δυο ζωνών 

διαφορετικής συγκέντρωσης Percoll : παρασκευάζονται 

δύο διαλύµατα  : 

Μείγµα Ιστού 

40% percoll 

80% percoll 

Percoll       40%  80% 
 
Gradient mix  4.42ml  1.38ml 
PBF-Percoll  8ml  5ml 
H2O   7.58ml   

Όπου PBF – Percoll (450 mg 

PEG3350, 150mg BSA , 150mg 

Ficoll type 400, 15ml percoll 

P1644) 

 

Το µείγµα µε τις τρείς φάσεις φυγοκεντρείται για 30min στις 7500rpm (ΗΒ-4 swing rotor 

Sorval) στους 4οC χωρίς φρένο. Οι χλωροπλάστες δεν διαπερνούν το φράγµα του 80% 

percoll και συναθροίζονται ανάµεσα στις δυο κάτω φάσεις σε αντίθεση µε τις µεµβράνες και 

τους σπασµένους χλωροπλάστες που επιπλέουν στην επιφάνεια του 40%. Οπότε 

σχηµατίζονται δύο ζώνες, η κάτω είναι οι ακέραιοι χλωροπλάστες οι οποίοι συλλέγονται και 

και αναµιγνύονται µε 30ml GM. Η επάνω ζώνη αποτελείται κυρίως από θυλακοειδή και 

συλλέγεται και αυτή αν είναι επιθυµητό. Το τελικό διάλυµα φυγοκεντρείται  για 5 min στις 

3.500 rpm, στους 4oC, και οι χλωροπλάστες συλλέγονται σαν ίζηµα το οποίο επαναδιαλύεται 

πολύ ήπια σε 30ml 1xHSM(για 100ml διαλύµατος 5xHSM :25ml 1M HEPES-KOH pH=8.0, 

30gr Sorbitol, 0.62gr methionine) και επαναλαµβάνεται η φυγοκέντρηση για 5 min στις 

3.500 rpm, στους 4oC οπότε και επαναδιαλύεται το ίζηµα των χλωροπλαστών σε 1ml 

1xHSM. 

Η ποσότητα των χλωροπλαστών υπολογίζεται έµµεσα από την συγκέντρωση της 

χλωροφύλλης στο δείγµα η οποία υπολογίζεται ως εξής: 

20µl του διαλύµατος των χλωροπλαστών αναµιγνύεται µε 80µl ακετόνη όπου προστίθενται 

2ml ακετόνης 80%. Το µείγµα αναδεύεται έντονα ώστε να σπάσουν οι χλωροπλάστες και να 

εκχυλιστεί η χλωροφύλλη. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13000rpm για 10min και συλλέγεται 



Error! Style not defined. 138

το διαυγές υπερκείµενο το οποίο ακόλουθα φωτοµετράται στα 645nm και στα 663nm. 

Καταγράφονται οιδύο τιµές και η συγκέντρωση της χλωροφύλλης υπολογίζεται µε βάση τον 

τύπο του Jagendorff, 1982 : 

 

[(A645 x 202) + (A663 x 80.2)] x 10.5 = µg chlorophyll / ml 

 

4. Επεξεργασία, ανάλυση πρωτεϊνών  
 

4.1 Εκχύλιση πρωτεϊνών από φυτικούς ιστούς 
 

Συλλέγονται φυτικοί ιστοί, ξεπλένονται µε νερό, στεγνώνονται µε απορροφητικό χαρτί και 

καταψύχονται µε υγρό Ν2, µε το οποίο και οµογενοποιούνται σε γουδί. Η σκόνη που 

προκύπτει ζυγίζεται και διασπείρεται σε 4-5ml διαλύµατος/gr ιστού για εκχύλιση πρωτεϊνών 

(100 mM Tris-HCl, pH 8.0, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 3 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.5 mM, 

10 µM Leupeptin, 10 µM Aprotinin, 10 µM Pepstatin 10% glycerol, 1% polyvinylpyrolidone 

PVP, and some crystals phenyl-thio-carbamide PTC). Το µείγµα αναδεύεται έντονα, 

επωάζεται στον πάγο για 30min και φυγοκεντρείται στις 13000rpm, 20min, 4oC. Το διήθηµα 

µεταφέρεται σε νέο σωληνάριο, και, αν απαιτείται, φυγοκεντρείται ξανά. Το εκχύλισµα 

καταψύχεται µε υγρό Ν2, και φυλάσσεται στους –80οC. 

Ειδικά για το φρούτο της ντοµάτας που είναι πάρα πολύ όξινο, το παραπάνω διάλυµα 

τροποποιείται ως προς την συγκέντρωση του Tris από 100mM σε 500. Φρούτο συλλέχθηκε 

σε τρία στάδια ανάπτυξης: µόλις σχηµατίσθηκε, λίγο πρι ωριµάσει (πράσινο) και ώριµο 

(κόκκινο). 

Πρωτεϊνικό εκχύλισµα από σπόρια παρασκευάστηκε σε τρία στάδια του κύκλου ζωής τους: 

ανώριµα, τα οποία συλλέχθηκαν από ανώριµο φρούτο και ώριµα (ξηρά). Επίσης, σπόρια 

επεξεργάστηκαν µε 0.1mM HCl για 2 ώρες, ξεπλύθηκαν µε νερό για περίπου 16 ώρες και 

αφέθηκαν να φυτρώσουν ώστε να ελεγχθεί η παρουσία της πρωτεΐνης στα βλαστάνοντα 

σπόρια. Το εκχύλισµα έγινε αφού αφαιρέθηκε το φυτάριο και µόλις αυτό εµφανίστηκε. 

Η συγκέντρωση της ολικής πρωτεΐνης στο εκχύλισµα προσδιορίζεται µε τις µεθόδους 

Bradford και Lowry (παρακάτω), καθώς και µε ανάλυση των δειγµάτων σε πηκτώµατα 

ακρυλαµίδης και µετέπειτα χρώση του πηκτώµατος µε χρωστική Coomasie. 
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4.2 Προσδιορισµός της συγκέντρωσης πρωτεϊνών σε διαλύµατα 
Ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης πρωτεïνικών διαλυµάτων έγινε µε την µέθοδο 

Bradford. Το αντιδραστήριο Bradford παρασκευάζεται µε ανάµιξη 65mg χρωστικής 

Coomasie brilliant blue G (G-250) διαλυµένα σε 50ml 95% αιθανόλης µε 100 ml φωσφορικού 

οξέος 85% w/v. Παρασκευάζεται τυφλό διάλυµα µε το διάλυµα εκχύλισης των πρωτεϊνών. 

Αναµιγνύονται 780µl του αντιδραστηρίου Bradford µε 20µl δείγµατος (διαλύµατος 

πρωτεϊνών) και µετράται η απορρόφηση του δείγµατος σε 595nm. Από την τιµή απορρόφησης 

του δείγµατος αφαιρείται η τιµή απορρόφησης του τυφλού. Η συγκέντρωση της πρωτεΐνης 

υπολογίζεται µε βάση πρότυπη καµπύλη απορρόφησης διαλυµάτων BSA γνωστών 

συγκεντρώσεων. 

 

4.3 Συµπύκνωση πρωτεϊνικών διαλυµάτων µε τριχλωροξικό οξύ 
(TCA) 

Σε διάλυµα πρωτεΐνης προστίθεται ποσότητα τριχλωροξικού οξέως (100% σε νερό), 

ώστε η τελική συγκέντρωση TCA να είναι 10%. Το µείγµα αφήνεται σε πάγο για 10-20 λεπτά 

και φυγοκεντρείται σε 14000rpm για 5 λεπτά. Το ίζηµα των πρωτεϊνών εκπλένεται µε H2O 

τρεις φορές και επναδιαλύεται σε κατάλληλο όγκο ΝαΟΗ 0.1Ν. 

 

4.5 Ανάλυση πρωτεϊνών σε πήκτωµα ακρυλαµίδης. 
4.5.1 Αποδιατακτικά πηκτώµατα ακρυλαµίδης 

Οι πρωτείνες αναλύονται σε αποδιατακτικά πηκτώµατα ακρυλαµίδης  (SDS-PAGE) που 

παρασκευάζονται και πολυµερίζονται στην συσκευή για µικρο-πηκτώµατα της Biorad. Σε 

όλες τις περιπτώσεις η ανάλυση γίνεται µέσα από ένα διπλό πήκτωµα : το «συσσωρευτικό» 

που στόχο έχει την συσσώρευση των πρωτεϊνών σε κοινό µέτωπο και το διαχωριστικό όπου 

γίνεται η ανάλυση των πρωτεϊνών κατά µέγεθος. Το πρώτο είναι το 1/5 του όγκου του 

δεύτερου.  

Το συσσωρευτικό είναι κοινό για όλες τις ηλεκτροφορήσεις : (για 13ml πηκτώµατος :1.4ml 

Acrylamide 30% (29AA-0.75Bis), 1.5ml Tris-HCl pH=6.8, 60µl 20%SDS, 9.47 H2O, 110µl 

10% APS, 11 µl TEMED). 

Το διαχωριστικό πήκτωµα ποικίλει σε συγκέντρωση ακρυλαµίδης ανάλογα µε το µέγεθος 

της πρωτείνης που µελετάται κάθε φορά. Συνήθως είναι 10%, 12%, και 14%, µε το τελευταίο 

να είναι σε θέση να διαχωρίσει πρωτείνες µέχρι και 14kDa. Για µικρότερες  πρωτείνες τα 

δείγµατα αναλύονται σε πηκτώµατα ακρυλαµίδης –τρισίνης (παρακάτω). (Για 30ml 

πηκτώµατος :10ml, 12ml, 14ml ακρυλαµίδης30% (29AA-0.75Bis),  -ανάλογα µε την 
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επιθυµητή πυκνότητα- 11.25ml Tris-HCl pH=8.8, 150µl 20%SDS, 8.3ml-6.3, 4.3- H2O, 

300µl 10% APS, 12 µl TEMED. 

Τα δείγµατα αναµιγνύονται σε αναλογία 1:1 µε διάλυµα «φορτώµατος»( 2xSDS loading 

buffer : 100mM Tris-HCl pH=6.8, 200mMDTT, 4%SDS, 1%Bromophenol blue, 

20%Glycerol), βράζονται για 5min, και αφήνονται σε πάγο µέχρι να χρησιµοποιηθούν. 

Η ηλεκτροφόρηση γίνεται σε διάλυµα Towbin : 25 mM Tris, 200 mM glycine, 1%SDS, µε 

σταθερή τάση 80V για το συσσωρευτικό και 150V για το διαχωριστικό. 

 

4.5.2 Αποδιατακτικά Πηκτώµατα Τρισίνης για πρωτείνες <10kDa 
Για πολύ µικρές πρωτείνες, χρησιµοποιείται η µεσαία συσκευή της Biorad (midigel) και 

παρασκευάζονται τρεις ζώνες πηκτώµατος :  

Α) το συσσωρευτικό (stacking gel) (για 13ml 

πηκτώµατος) 1ml acrylamide (48AA-1.5Bis), 

3,1ml gel buffer(3M Tris-HCl pH=8.45, 

0.3%SDS), 8.4ml H2O. 

Κάθοδος 

Separative gel 

Spacer gel 

Stacking gel 

Ανοδος 

B) το ενδιάµεσο (spacer gel) : (για 30ml 

πηκτώµατος 6.1ml acrylamide (48AA-1.5Bis), 

10ml gel buffer(3M Tris-HCl pH=8.45, 

0.3%SDS), 13.9ml H2O 

Γ) το διαχωρισρτικό (separative gel) : (για 

30ml πηκτώµατος 6.1ml acrylamide (48AA-

1.5Bis), 10ml gel buffer(3M Tris-HCl 

pH=8.45, 0.3%SDS), 9.9ml H2O, 4g glycerol. 

Και στις τρεις περιπτώσεις τα πηκτώµατα 

πολυµερίζονται µε APS/TEMED. 

Για την ηλεκτροφόρηση χρησιµοποιούνται δύο διαφορετικά διαλύµατα:  
1. ∆ιάλυµα ανόδου :200mM Tris-HCl pH=8.9 

2. ∆ιάλυµα καθόδου : (100mMTrizma base, 100mMtricine(tris-hydroxymethyl-amino-

glycine), 0.1%SDS), pH=8.25. 

 

4.5.3 Επεξεργασία των πηκτωµάτων 
Μετά την ηλεκτροφόρηση τα πηκτώµατα επεξεργάζονται µε τρεις διαφορετικούς τρόπους 

ανάλογα µε την συνέχεια του πειράµατος : 

Α) Χρώση µε Coomasie:  
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Το πήκτωµα εµβαπτίζεται σε διάλυµα µε 45% µεθανόλη, 10% οξικό οξύ, και 0.25% 

Coomasie Brilliant Blue, υπό ανακίνηση για 10min-1h. Μετά εµβαπτίζεται σε διάλυµα 15% 

µεθανόλη (ή αιθανόλη), 10% οξικό οξύ, υπό συνεχή ανακίνηση µέχρι να φαίνονται 

ικανοποιητικά οι ζώνες των πρωτεϊνών. 

B) Στέγνωµα και έκθεση 

Το πήκτωµα στεγνώνεται σε αντλία κενού µε θέρµανση και εκτίθεται ή απλά φυλάσσεται. 

Γ) ηλεκτροµεταφορά των πρωτεϊνών σε µεµβράνη. 

Γίνεται ηλεκτροµεταφορά των πρωτεϊνών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης (Protan 

Nitrocellulose, Schleicher & Schuell) σε 25 mM Tris, 200 mM glycine, 20% methanol 

µε σταθερό ρεύµα 100mA και τάση περίπου 30 V στους 4°C για 16h στη συσκευή 

TransBlot της (BioRad). 

 

4.6 Προσδιορισµός πρωτεϊνών µε αντίσωµα (western) 
Σε αυτή την µελέτη χρησιµοποιήθηκαν αντισώµατα που αναγνωρίζουν την φυτική 

πρωτείνη LeMA-1, και χρησιµοποιούνται για ανίχνευση είτε του ενδογενούς παραγόµενου 

προϊόντος είτε των ελλειπτικών µεταλλαγµάτων της πρωτεΐνης που εκφράζονται µέσω του 

PVX σε φυτά, καθώς και αντίσωµα που αναγνωρίζει την καψιδιακή πρωτείνη του PVX και 

χρησιµοποιείται για πιστοποίηση της µόλυνσης των φυτών που αναλύονται.  

 

4.6.1 Αναλύσεις της πρωτεΐνης LeMA-1. 
Εκχύλισµα πρωτεϊνών από φυτικούς ιστούς µετά από κατάλληλη επεξεργασία 

αναλύεται σε αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης και στη συνέχεια οι πρωτείνες 

µεταφέρονται µε ηλεκτροφόρηση σε µεµβράνες νιτροκυτταρίνης. Οι µεµβράνες αυτές 

εµβαπτίζονται σε διάλυµα ΤΒS +3%BSA(50mM Tris-HCl pH=7.5, 150mM NaCl) υπο 

ανακίνηση για 1h σε θερµοκρασία δωµατίου ώστε να επικαλυφθούν µε πρωτείνη (BSA) 

περιοχές της µεµβράνης που δεν καλύπτονται από τις πρωτείνες που µεταφέρθηκαν κατά 

την ηλεκτροφόρηση. Κατόπιν οι µεµβράνες πλένονται 3x5min  µε TBS +0.3%BSA και 

εµβαπτίζονται σε κατάλληλη αραίωση του αντισώµατος σε TBS +0.3%BSA, (για το αντι- 

LeMA-1, σε αραίωση 1:8000), και  επωάζονται υπό ανακίνηση για 1h σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Μετά από 3 5λεπτα πλυσίµατα µε TBS-BSA, οι οι µεµβράνες εµβαπτίζονται σε 

κατάλληλη αραίωση του αντι-αντισώµατος το οποίο φέρει το ένζυµο αλκαλική φωσφατάση 

(anti-rabbit IgG alkaline phosphatase-conjugate (Promega)), σε αραίωση 1:20000 σε TBS-

BSA, και  επωάζονται υπό ανακίνηση για 1h σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολουθούν 5 

5λεπτα πλυσίµατα µε TBS-BSA, µετά τα οποία οι µεµβράνες πλένονται σύντοµα στο διάλυµα 
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στο οποίο θα ακολουθήσει χρώση της µεµβράνης (Alkaline phosphatase buffer : 100mM 

NaCl, 5mM MgCl2, 100mM Tris-HCL pH=8.8). Τέλος οι µεµβράνες εµβαπτίζονται σε διάλυµα 

αλκαλικής φωσφατάσης που περιέχει τα υποστρώµατα του ενζύµου για την χρωµογόνο 

αντίδραση : 66µl NBT, 33µl BCIP/10ml διαλύµατος (Promega), µέχρις ότου εµφανιστεί το/τα 

σήµα. Η αντίδραση σταµατά µε εµβάπτισµα της µεµβράνης µε νερό. Οι µεµβράνες 

στεγνώνονται στον αέρα και αποθηκεύονται σε σκοτάδι. 

 

4.6.2 Αναλύσεις της καψιδιακής πρωτείνης του PVX 
Η µέθοδος είναι η ίδια µόνο που αντί της BSA εδώ χρησιµοποιείται άπαχο γάλα σε σκόνη 

(Regilait) σαν παράγοντας επικάλυψης της µεµβράνης και όλα τα βήµατα, αραιώσεις, και 

πλυσίµατα γίνονται σε TBS+5%Γάλα. 

Το αντι-PVX αντίσωµα χρησιµοποιείται σε αραίωση 1:10000. 

 

5 Επεξεργασία ανάλυση νουκλεϊκών οξέων   
 

5.1 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA. 
 

5.1.1 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µικρή κλίµακα (από 1-6µg DNA) 
 

5.1.1.1 Αλκαλική λύση για 1-1.5µg DNA (Sambrook et al.,1989) 
1.5ml υγρής καλλιέργειας LB µολύνεται µε βακτήρια που περιέχουν το επιθυµητό πλασµίδιο, 

προστίθενται τα κατάλληλα αντιβιοτικά και επωάζεται  Ο/Ν σε 37οC, υπο έντονη ανακίνηση. Τα 

κύτταρα συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις 14000rpm, 2min, 4 οC, και αποµακρύνεται τελείως 

το υπερκείµενο. Τα κύτταρα επαναδιαλύονται σε 100µl διαλύµατος Ι (Solution I) (I (25 mM 

Tris-HCl, pH 8, 10 mM EDTA, pH 8, and 150 mM glucose) και επωάζονται στον πάγο για 5min. 

Κατόπιν προσθέτουµε 200µl διαλύµατος ΙΙ (Solution ΙΙ), (0.2 N NaOH, 1% SDS),  το οποίο 

παρασκευάζεται πάντα πριν τη χρήση, αναµιγνύεται καλά και επωάζεται στον πάγο 30min όπου 

λύονται τα βακτήρια και απελευθερώνονται τα πλασµίδια. Κατόπιν προστίθενται 150µl 

διαλύµατος ΙΙΙ (Solution ΙΙI) (3M potassium acetate pH 5.2), αναµιγνύονται καλά και 

επωάζονται στον πάγο για 30min όπου καθιζάνουν το χρωµοσωµικό υλικό και τα υπολείµµατα 

µεµβρανών. Το µείγµα φυγοκεντρείται σε 13000rpm, 10min, 4oC, και συλλέγεται το υπερκείµενο. 

Ακολουθεί εκχύλιση µε φαινόλη, φαινόλη-χλωροφόρµιο, χλωροφόρµιο (το χλωροφόρµιο :1:24 

χλωρ.:ισοαµυλική αλκοόλη). Τέλος προστίθεται 0.5-1 όγκος ισοπροπανόλης και το µείγµα 

φυγοκεντρείται για 30min  σε 13000rpm, 4oC, όπου καθιζάνει το πλασµιδιακό DNA. Το ίζηµα 

εκπλένεται µε παγωµένη 70% αιθανόλη και φυγοκέντρηση για 10min  σε 13000rpm, 4oC. 
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Αποµακρύνεται τελείως το υπερκείµενο και τα  ιζήµατα στεγνώνονται υπό κενό. Τέλος 

επαναδιαλύουµε σε 30-50µl ΤΕ (10mM Tris-HCl pH=8.0, 1mM EDTA pH=8.0). Η ποιότητα του 

DNA ελέγχεται µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτώµατα αγαρόζης και χρώση µε βρωµιούχο αιθίδιο. 

 

5.1.1.2. Λύση µε βρασµό για 5-10µg DNA 
10ml υγρής καλλιέργειας LB µολύνεται µε βακτήρια που περιέχουν το επιθυµητό πλασµίδιο, 

προστίθενται τα κατάλληλα αντιβιοτικά και επωάζεται  Ο/Ν σε 37οC, υπο έντονη ανακίνηση. Τα 

6ml κύτταρα συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις 14000rpm, 2min, 4 οC, και αποµακρύνεται 

τελείως το υπερκείµενο. Τα κύτταρα διασπείρονται σε 750µl διάλυµα ΤΜ(10mM Tris-HCl 

pH=8.0, 10mM MgCl2 ) και συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις 14000rpm, 1min, 4 οC, 

αποµακρύνεται τελείως το υπερκείµενο και προστίθενται 75µl διαλύµατος 1(S 1) (8% sucrose, 

50mm EDTA, 50mM Tris-HCl pH= 8.0), στο οποίο έχει προστεθεί 2mg/ml λυσοζύµη. Το µείγµα 

επωάζεται για 5min υπο έντονη ανάδευση (shaker) στους 4 οC. Κατόπιν προσθέτουµε 75µl 

διαλύµατος 2(S 2) (8% sucrose, 50mM EDTA, 50mM Tris-HCl pH=8.0, 10% TritonX 100), και 

το µείγµα βράζεται για ακριβώς 45sec και µεταφέρεται σε πάγο για λίγα λεπτά. Προσθέτουµε 

750µl διαλύµατος 3(S 3) (500mM NaCl, 10mM Tris-HCl pH=8.0), ανακινείται ήπια και 

φυγοκεντρείται αµέσως για 15min στους 4 οC στις 14000rpm. Το διαυγές υπερκείµενο 

µεταφέρεται σε καθαρό σωληνάριο. Προσθέτουµε 700µl ισοπροπανόλη και φυγοκεντρούµε για 

20min στους 4 οC στις 14000rpm. Αποµακρύνεται τελείως το υπερκείµενο, και το ίζηµα 

πλένεται µε παγωµένη 70% αιθανόλη, φυγοκεντρείται για 10min στους 4 οC στις 14000rpm, και 

το ίζηµα στεγνώνεται υπό κενό για λίγα λεπτα. Τέλος επαναδιαλύουµε σε 50-80µl H20 ή TE. 

Με την δεύτερη µέθοδο το DNA είναι καθαρότερο και περισσότερο όµως δεν συνιστάται για 

κάποια στελέχη µε πολλούς πολυσακχαρίτες στην κάψα (όπως π.χ ΗΒ) γιατί µετά το βρασµό 

προκύπτει ζελατινώδες ίζηµα και το DNA παραµένει εγκλωβισµένο εκεί. 

 

5.1.2 Αποµόνωση DNA για >100µg DNA (midi-prep) 
Σε αυτή την µέθοδο το DNA καθαρίζεται από στήλη χηµικής συγγένειας (Qiagen) και 

ακολουθείται η µέθοδος που προτείνεται από τον κατασκευαστή. 

100ml υγρής καλλιέργειας LB µολύνεται µε βακτήρια που περιέχουν το επιθυµητό πλασµίδιο, 

προστίθενται τα κατάλληλα αντιβιοτικά και επωάζεται  Ο/Ν σε 37οC, υπό έντονη ανακίνηση. Τα 

κύτταρα συλλέγονται µε φυγοκέντρηση για 10min στους 4 οC στις 3500rpm. Το ίζηµα 

διασπείρεται σε 4ml διαλύµατος Ρ1 (50 mM Tris-HCl, pH 8, 10 mM EDTA and 100 µg/ml Rnase 

A ) και επωάζονται στον πάγο για 5min. Στο διάλυµα προστίθεται 4ml διαλύµατος Ρ2 (200 mM 

NaOH, 1% SDS) το οποίο φτιάχνεται πάντα φρέσκο, και αφήνεται σε θερµοκρασία δωµατίου για 
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τουλάχιστον 15min ώστε να γίνει λύση των κυττάρων. Μετά προστίθενται 4ml διαλύµατος Ρ3 

(3M potassium acetate pH 5.2) ώστε να καθιζάνουν οι µεµβράνες και αµέσως φυγοκεντρούµε 

30min στους 4 οC στις 11-14000rpm. Συλλέγουµε το διαυγές υπερκείµενο και αν είναι 

απαραίτητο επαναλαµβάνουµε την φυγοκέντρηση. Στο µεταξύ, κατάλληλη στήλη της Qiagen 

(tip-100) ενεργοποιείται µε 3 ml διαλύµατος QBT (750 mM NaCl, 50 mM MOPS, pH 7.0, 15% 

ethanol and 0.15% Triton X-100). Το διαυγές υπερκείµενο τοποθετείται στην στήλη και 

αφήνεται να περάσει µε την βαρύτητα. Αφού περάσει το δείγµα,  η στήλη πλένεται 2x 10 ml 

διαλύµατος QC (1.0 M NaCl, 50 mM MOPS, pH 7.0, and 15% ethanol) που αποµακρύνει 

πρωτείνες και κυρίως RNA από την στήλη. Κατόπιν γίνεται έκλουση του δεσµευµένου DNA µε 

5ml διαλύµατος QF (1.25 M NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 8.5,and 15% ethanol). Προσθέτουµε 

0.7 όγκους ισοπροπανόλη και φυγοκεντρούµε 30min στους 4 οC στις 13000rpm. Το ίζηµα 

πλένεται µε 10ml 70% αιθανόλη, φυγοκεντρείται 30min στους 4 οC στις 13000rpm, στεγνώνεται 

υπό κενό, και επαναδιαλύεται σε 100µl Η2Ο, ή ΤΕ. 1µl του τελικού διαλύµατος ελέγχεται µε 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης και χρώση µε βρωµιούχο αιθίδιο. 

 

5.2 Πέψη µε περιοριστικά ένζυµα 
Οι πέψεις γίνονται σε κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα και σε όγκο πάντα µεγαλύτερο του 

δεκαπλάσιου του όγκου του ενζύµου που χρησιµοποιείται. Η επώαση γίνεται 1-2h ή ακόµα και 

Ο/Ν ανάλογα µε τις ιδιότητες του ενζύµου.  

Το αποτέλεσµα της πέψης αναλύεται σε πήκτωµα αγαρόζης συνήθως 1% και ηλeκτροφόρηση 

σε 0.5xΤΒΕ (50 mM Trisbase, 50mM boric acid and 1 mM EDTA, pH 8.3). 

 

5.3 ∆ιαχωρισµός Ν.Ο. σε πήκτωµα αγαρόζης 
5.3.1 ∆ιαχωρισµός τµηµάτων DNA σε πήκτωµα αγαρόζης. 

Αποµονωµένα πλασµίδια, τα προϊόντα της πέψης και τα προϊόντα της PCR ελέγχονται µε 

διαχωρισµό σε πηκτώµατα αγαρόζης 1-1,5% και ηλεκτροφόρηση σε 0.5xΤΒΕ (50 mM 

Trisbase, 50mM boric acid and 1 mM EDTA, pH 8.3), το οποίο περιέχει βρωµιούχο αιθίδιο 

µε σταθερή τάση of 4.5 V/cm. Σαν δείκτης µοριακού βάρους χρησιµοποιείται λDNA µετά από 

πέψη µε BstEII. Το αποτέλεσµα είναι ορατό κάτω από υπεριώδη ακτινοβολία. 

 

5.3.2 ∆ιαχωρισµός RNA σε πήκτωµα αγαρόζης 
5.3.2.1 ∆ιαχωρισµός RNA σε µη αποδιατακτικό πήκτωµα αγαρόζης 

 Μετά την αποµόνωση RNA από ιστό, ή την in vitro σύνθεση RNA (transcription), το 

αποτέλεσµα ελέγχεται µε ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων σε µη αποδιατακτικό πήκτωµα 

αγαρόζης 0.9% σε σε 0.5xΤΒΕ (50 mM Trisbase, 50mM boric acid and 1 mM EDTA, pH 
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8.3) µε σταθερή τάση of 4.5 V/cm. Το πήκτωµα µετά την ηλεκτροφόρηση εµβαπτίζεται σε 

αραιό διάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου (5x10-4 mg/ml), το οποίο προσροφάται από τα  Ν.Ο τα 

οποία γίνονται ορατά σε υπεριώδη ακτινοβολία. Σε αντίθεση µε τα  DNA πηκτώµατα που το 

περιέχουν από την αρχή, εδώ το Βρωµιούχο αιθίδιο προστίθεται µετά το τέλος της 

ηλεκτροφόρησης γιατί επηρεάζει την κινητικότητα των RNA µορίων κατά την ηλεκτροφόρηση 

(φαίνονται πιο µικρά απ’ ότι είναι. 

 

5.3.2.2 ∆ιαχωρισµός RNA σε αποδιατακτικό πήκτωµα αγαρόζης. 
 Αυτή η ανάλυση γίνεται ώστε να διαχωριστούν RNA τµήµατα µε βάση το µέγεθος, 

οπότε είναι απαραίτητο να καταστραφούν οι δευτεροταγείς δοµές, ειδικά αν πρόκειται να 

µεταφερθούν σε µεµβράνη και να ακολουθήσει προσδιορισµός µε ραδιενεργό ανιχνευτή που 

προσκολλάται λόγω συµπληρωµατικότητας των βάσεων σε συγκεκριµένα RNA (Northern). 

 Σε αυτή την περίπτωση παρασκευάζεται 1% πήκτωµα αγαρόζης το οποίο περιέχει 

κάποιο αποδιατακτικό παράγοντα, εδώ φορµαλδεΰδη. (1% αγαρόζη, 16% φορµαλδεΰδη σε 

1xMOPS (για 10xMOPS 41.8g MOPS, 4.1g CH3COONa, 3.3gEDTA,  σε 800ml Η2Ο, 

διαλύουµε τα άλατα, προσθέτουµε 0.8ml DEPC και αποστειρώνουµε. Μετά την αποστείρωση 

προσθέτουµε το MOPS, το οποίο δεν αποστειρώνεται, διορθώνουµε το pH = 7.0, και 

συµπληρώνουµε τον όγκο στο 1lt µε Η2Ο- DEPC.)) Τα δείγµατα αναµιγνύονται 1:1 µε διάλυµα 

«φορτώµατος» RNA (2xMOPS, 50% formamide, 8% formaldehyde, 0.1% 

bromophenolblue) και επωάζονται στους 65οC για 5min, και αφήνονται στον πάγο µέχρι να 

φορτωθούν στο πήκτωµα. Το πήκτωµα ηλεκτροφορείται σε 1xMOPS, 16% φορµαλδεΰδη, µε 

τάση 100V για 2-3h. Επειδή η ρυθµιστική ικανότητα του MOPS δεν είναι πολύ µεγάλη 

απαιτείται η παρακολούθηση του pH των πόλων και αν χρειαστεί τους αλλάζουµε 2-3 φορές 

κατά την ηλεκτροφόρηση. Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης το πήκτωµα ξεπλένεται µε 

Η2Ο- DEPC, ώστε να αποµακρυνθεί η φορµαλδεΰδη (εµβαπτίζεται για λίγα λεπτά). 

 

5.4 ∆ιαχωρισµός Ν.Ο. σε πήκτωµα ακρυλαµίδης 
5.4.1 Πήκτωµα ακρυλαµίδης για ανάλυση µικρών RNA (<50 βάσεις) 

Συνολικό εκχύλισµα RNA από φυτικούς ιστούς κλασµατώνεται µε LiCl 8M ώστε να 

εµπλουτιστεί σε µικρά RNA, περίπου 25 βάσεων, και το δείγµα αναλύεται µε κάθετη 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα ακρυλαµίδης 12% (11.4% acrylamide/0.6% bisacrylamide ), µε 

8Μ ουρία, σε 0.5mM TBE. (Tabler et al.,1989). Τα δείγµατα αναµιγνύονται 1:1 µε µε διάλυµα 

«φορτώµατος» RNA (2xMOPS, 50% formamide, 8% formaldehyde, 0.1% 

bromophenolblue) και επωάζονται στους 65οC για 5min, και αφήνονται στον πάγο µέχρι να 
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φορτωθούν στο πήκτωµα. Πριν να φορτωθούν τα δείγµατα αφήνεται να γίνει ηλεκτροφόρηση 

µέχρις ότου η θερµοκρασία του πηκτώµατος φτάσει τους 45οC. Μετά την ηλεκτροφόρηση τα 

RNA µεταφέρονται σε µεµβράνη nylon (membrane (Nytran membrane, Schleicher & 

Schuell) µε ηλεκτροφόρηση στα 40 mA και 4°C για 16h στην αντίστοιχη συσκευή για 

ηλεκτροµεταφορά ( TransBlot apparatus). 

 

 

5.5 Εκχύλιση τµηµάτων DNA από πηκτώµατα αγαρόζης 
Μετά από πέψη µε περιοριστικά ένζυµα, ή µετά από (αλυσιδωτή αντίδραση πολύµεράσης 

(PCR))απαιτείται ο καθαρισµός και η αποµόνωση ενός συγκεκριµένου τµήµατος DNA από τα 

υπόλοιπα µε τα οποία συνυπάρχει, συνήθως για να επακολουθήσει κλωνοποίηση του τµήµατος 

αυτού σε κατάλληλο φορέα. Για να γίνει αυτό το δείγµα αναλύεται σε πήκτωµα αγαρόζης 

κατάλληλης περιεκτικότητας (0.9% για 1000 βάσεις, 1.2-1.5% για <1000 βάσεις ) ώστε να 

διαχωριστεί το επιθυµητό τµήµα από τα άλλα και να µπορεί να αποµονωθεί . Μετά την 

ηλεκτροφόρηση επιλέγεται η ζώνη µε βάση το µέγεθος του DNA (σε λάµπα υπεριώδους 

ακτινοβολίας) και κόβεται το τµήµα της αγαρόζης που την περιέχει έτσι ώστε να περιέχει όσο 

το δυνατόν λιγότερη αγαρόζη. Ο καθαρισµός του γίνεται  είτε µε ηλεκτροέκλουση, είτε µε 

κατάλληλη ρητίνη από στήλη χηµικής συγγένειας (GENECLEAN III kit). 

5.5.1 Ηλεκτροέκλουση  
Μετά την ανάλυση του DNA σε πήκτωµα αγαρόζης, επιλέγεται η επιθυµητή ζώνη, πάνω 

σε λάµπα υπεριώδους ακτινοβολίας, κόβεται µε νυστέρι και τοποθετείται µέσα σε µεµβράνη 

µε όσο το δυνατόν λιγότερο αποστειρωµένο νερό, έτσι ώστε να καλύπτεται η αγαρόζη αλλά να 

µην υπάρχουν φυσαλίδες αέρος. Κλείνεται µε κατάλληλα µανταλάκια και ηλεκτροφορείται . Το 

DNA µεταφέρεται έξω από την µεµβράνη και η πορεία του παρακολουθείται µε την 

µετακίνηση του βρωµιούχου αιθιδίου µε υπεριώδη ακτινοβολία. Όταν έχει βγει όλο το DNA 

από την αγαρόζη, αντιστρέφονται οι πόλοι και ακολουθεί αντίστροφα η ηλεκτροφόρηση για 

20sec ώστε να αποµακρυνθεί το DNA από την µεµβράνη. Συλλέγεται το νερό µε το DNA, 

εκχυλίζεται  ( σε αναλογία 1:.5) µε φαινόλη , φαινόλη χλωροφόρµιο, και χλωροφόρµιο και 

κάθε φορά συλλέγεται η υδατική φάση. Τέλος προστίθεται 1/10 του όγκου CH3COONa 3M, 

και 0.7 όγκοι ισοπροπανόλης. Το µείγµα αφήνεται σε πάγο για 20min και µετά φυγοκεντρείται 

για 30min σε 13000rpm, σε 4οC. το ίζηµα ξεπλένεται µε 70% αιθανόλη και επαναδιαλύεται σε 

κατάλληλη ποσότητα αποστειρωµένου νερού. Το ποσοστό ανάκτησης του DNA ελέγχεται µε 

ανάλυση 1µl του τελικού προϊόντος σε πήκτωµα αγαρόζης. 
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5.5.2 Με στήλη χηµικής συγγένειας (GENECLEAN III kit) 
Εδώ, για την αποµόνωση του DNA χρησιµοποιείται το πακέτο GENECLEAN III kit και 

ακολουθούνται οι οδηγίες του κατασκευαστή. Το τµήµα της αγαρόζης που περιέχει το DNA 

ζυγίζεται και τοποθετείται σε σωληνάριο των 1.5ml. Επειδή η ηλεκτροφόρηση γίνεται µε ΤΒΕ, 

απαιτείται διόρθωση των αλάτων, η οποία γίνεται µε προσθήκη 4.5 όγκων (4.5x το βάρος 

της ζώνης) TBE Modifier και 4.5 όγκων ΝαΙ (από το kit) και το µείγµα επωάζεται σε 50oC 

για 10 min, στη διάρκεια των οποίων λιώνει η αγαρόζη, και απαιτείται ανάδευση µε αναστροφή 

του σωληναρίου 2-3 φορές για να διευκολυνθεί η διάλυση της αγαρόζης στο διαλυµα. Αφού 

διαλυθεί πλήρως η αγαρόζη, προστίθενται στο µείγµα 5µl  EZ-GLASSMILK (ρητίνης) (ποσότητα 

που εξαρτάται από την ποσότητα του DNA που αποµονώνουµε), και επωάζεται σε θερµοκρασία 

δωµατίου για 5min, όπου γίνεται η πρόσδεση του DNA στα σφαιρίδια της ρητίνης. Τα σφαιρίδια 

συλλέγονται µε φυγοκέντρηση , 13000rpm, 5sec, και το υπρκείµενο αποµακρύνεται πλήρως. Τα 

σφαιρίδια επαναδιασπείρονται σε  0.3 ml  NEW Wash buffer και επαναλαµβάνεται η 

φυγοκέντρηση. Αυτή η έκπλυση επαναλαµβάνεται 3 φορές. Τέλος το DNA εκλούεται από την 

ρητίνη µε 50µl ΤΕ (10mM Tris-HCl pH8.0, 1mM EDTA), φυγοκέντρηση 13000rpm, 5sec, και 

συλλογή του υπερκείµενου (που περιέχει τώρα το DNA) σε νέο σωληνάριο. 

Το ποσοστό ανάκτησης του DNA ελέγχεται µε ανάλυση 1µl του τελικού προϊόντος σε 

πήκτωµα αγαρόζης. 

 

5.6 Εκχύλιση RNA από φυτικούς ιστούς 
Η αποµόνωση RNA από φυτικούς ιστούς ακολουθεί την µέθοδο που περιγράφεται από τους 

Tabler et al., 1989 και έχει ως εξής: Συλλέγονται 0.2-1gr φυτικός ιστός (φύλλα και ρίζες) 

πλένονται µε νερό, στεγνώνονται και καταψύχονται µε υγρό Ν2. Οµογενοποιούνται µε υγρό 

Ν2 σε γουδί ή σε σωληνάρια, και η σκόνη ζυγίζεται. Στην παγωµένη σκόνη προστίθενται 10ml 

TEMS (100mM Tris pH 7.5, 100mM sodium chloride, 10mM EDTA, pH 8.0, and 10 mM ß-

mercaptoethanol) και 7ml φαινόλης (1kg φαινόλη λιώνει σε 65οC και εκχυλίζεται µε 0.1M Tris-

HCl pH 8.0 2-3 φορές µέχρι να διορθωθεί το pH της φαινόλης, και µετά προστίθενται 300 ml 

TEMS buffer, 1 g 8-hydroxyquinoline) /gr παγωµένης σκόνης. Το µείγµα αναδεύεται έντονα 

µέχρι να ξεπαγώσει και να αναµειχθεί πλήρως η σκόνη µε το µείγµα TEMS-φαινόλη, και 

φυγοκεντρείται σε 13000rpm, 4oC, 10min, συλλέγεται η υδατική φάση και εκχυλίζεται διαδοχικά 

µε  1:0.5v/v µε φαινόλη, φαινόλη χλωροφόρµιο (1:24 CH3Cl : ισοαµυλική αλκοόλη), χλωροφόρµιο. 

Πάντα προσέχουµε νε µην «ενοχλήσουµε» την µεσόφαση, η οποία περιέχει αποδιαταγµένες 

πρωτείνες και υπολείµµατα κυττάρων. Στην τελική υδατική φάση προστίθεται 1/10 του όγκου 

CH3COONa 3Μ και 2.5 όγκοι αιθανόλης. Το µείγµα επωάζεται στους –20οC για 30λεπτά και 
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φυγοκεντρείται σε σε 13000rpm, 4oC, 30min. Το ίζηµα περιέχει το RNA, πλένεται µε 70% 

παγωµένη αιθανόλη, επαναφυγοκεντρείται στις ίδιες συνθήκες, αποµακρύνεται το υπερκείµενο, 

και αφήνεται λίγα λεπτά σε πάγο να στεγνώσει. Τελικά επαναδιαλύεται σα κατάλληλο όγκο (50-

100µl)ΤΕ. Η ποσότητα και η ποιότητα του RNA ελέγχεται µε ηλεκτροφόρηση 5µl του τελικού 

διαλύµατος σε πήκτωµα αγαρόζης 1%, χρώση µε βρωµιούχο αιθίδιο και υπεριώδες φώς. Από 

0.2gr φύλλων αποµονώνονται 50-100µg RNA. 

 

5.7 Κλασµάτωση RNA µε χλωριούχο λίθιο (LiCl). 
Για την ανάλυση  µικρών κοµµατιών RNA σε φυτικούς ιστούς απαιτείται εµπλουτισµός του 

δείγµατος σε µικρά RNA <50βάσεις και αποµάκρυνση των µεγάλων. Αυτό γίνεται µε 

κλασµάτωση του συνολικού εκχυλίσµατος του RNA µε χλωριούχο λίθιο 8Μ (κορεσµένο). 

Εδώ, απαιτείται πολύ µεγαλύτερη ποσότητα RNA και άρα ιστού. Για την αποµόνωση 

ακολουθούµε την παραπάνω µέθοδο, µόνο που ξεκινάµε µε 2-10gr φυτικού ιστού. Μετά την 

αποµόνωση και την κατακρήµνιση του RNA, το ίζηµα επαναδιαλύεται όχι σε ΤΕ αλλά σε 1ml 

χλωριούχο λίθιο 8Μ και αφήνεται υπο ανάδευση για 24h σε 4οC ώστε να διαχυθούν τα µικρά 

RNA στο διάλυµα ενώ τα µεγάλα παραµένουν στο ίζηµα. Το µείγµα φυγοκεντρείται στα 

3500rpm, για 45 λεπτά , συλλέγεται το υπερκείµενο µε τα µικρά RNA και φυλάσσεται σε -20 

οC, ενώ στο  ίζηµα προστίθεται άλλο σε 1ml χλωριούχο λίθιο 8Μ και αφήνεται υπο ανάδευση 

για 24h σε 4οC. Επαναλαµβάνεται η φυγοκέντρηση και συλλέγεται και το δεύτερο 

υπερκείµενο, αναµιγνύεται µε το προηγούµενο και ακολουθεί κατακρήµνιση του RNA µε 2.5 

όγκους αιθανόλης. Το ίζηµα που προκύπτει συλλέγεται µε φυγοκέντρηση στις13000rpm, 4oC, 

πλένεται µε παγωµένη αιθανόλη 70%, αφήνεται να στεγνώσει στον αέρα, και επαναδιαλύεται 

σε 50-100µl H2O-DEPC. 

 

 

5.8 Ανασυνδυασµός τµηµάτων DNA (cloning) 
Ο ανασυνδυασµός του DNA γίνεται όπως περιγράφεται από τους Sambrook et al. 1989.  

Επιλέγεται η στρατηγική και τα κατάλληλα περιοριστικά ένζυµα. Ο πλασµιδιακός φορέας 

πέπτεται και πάντα αποµονώνεται από πήκτωµα αγαρόζης πριν την αντίδραση συγκόλλησης 

στο ξένο DNA.  Συνήθως επιλέγονται δύο διαφορετικά περιοριστικά ένζυµα έτσι ώστε 

φορέας και ένθεση να φέρουν δύο διαφορετικά άκρα και να γίνεται η συγκόλληση 

κατευθυνόµενα, και τελικά τα µόνα πλασµίδια να είναι αυτά που προκύπτουν από την 

συγκόλληση φορέα-ένθεσης. Αν η πέψη γίνεται µε ένα ένζυµο, οπότε ο φορέας φέρει 

συµπληρωµατικά άκρα, ή τυφλα άκρα, τότε γίνεται επεξεργασία του φορέα µε αλκαλική 
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φωσφατάση (CIP) ) (New England Biolabs; 10 units/µl), η οποία αποµακρύνει την τελική 

οµάδα φωσφορικού από το 5’ άκρο του DNA και αποτρέπει έτσι την αυτοσυγκόληση του 

φορέα.  Ο φορέας επεξεργάζεται µε 1u CIP, στο ρυθµιστικό διάλυµα που έγινε η πέψη, για 1h 

στους 37oC, το ένζυµο αδρανοποιείται θερµικά  για 10 min στους 65oC και ο φορέας 

καθαρίζεται από πήκτωµα αγαρόζης. Όταν για τον ανασυνδυασµό επιλέγονται περιοριστικά 

ένζυµα µε θέση κοπής 5’ προεξέχοντα, ασύµβατα µεταξύ τους, (του φορέα και της ένθεσης) 

τότε γίνεται επεξεργασία των άκρων µε DNA πολυµεράση την υποµονάδα Klenow η οποία 

προσθέτει νουκλεοτίδια και µετατρέπει το προεξέχον άκρο σε τυφλό, το οποίο είναι πλέον 

συµβατό µε όποιο τυφλό άκρο. Η αντίδραση γίνεται µε επώαση του DNA µε 1u Klenow (New 

England Biolabs; 10 units/µl), 1mM dNTPs, στο ρυθµιστικό διάλυµα της πέψης, για 10min σε 

θερµοκρασία δωµατίου, θερµική αδρανοποίηση του ενζύµου για 10 min στους 65oC, και 

αποµόνωση του DNA από πήκτωµα αγαρόζης. 

Η αντίδραση της συγκόλλησης γίνεται µε επώαση των τµηµάτων φορέα και ένθεσης µε 1u T4 

DNA λιγάσης (New England Biolabs; 1 unit/µl) σε θερµοκρασία και χρόνο που εξαρτάται από 

την φύση των άκρων που πρόκειται να συγκολληθούν : για προεξέχοντα 16-20oC, 2-4h, για 

τυφλά 4-16 oC από 4h-O/N. Η αντίδραση γίνεται σε ρυθµιστικό διάλυµα προτεινόµενο από 

τον κατασκευαστή του ενζύµου (T4 DNA ligase buffer, New England Biolabs) Η λιγάση 

συγκολλά προεξέχοντα συµβατά άκρα, ή τυφλά δίκλωνα άκρα και διορθώνει κοψίµατα στον 

ένα παο τους δύο κλώνους (nicks) δίκλωνου DNA που διαθέτει 3’ υδρόξυλ και 5’ 

φωσφορικές οµάδες. Η αναλογίες φορέα ένθεσης υπολογίζονται µε βάση την αναλογία 

µεγέθους και την δυσκολία της συγκόλλησης, συνήθως σε µοριακή αναλογία 1:1 ή 1:2 

φορέας:ένθεση . 

Η συγκόλληση προϊόντων αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR) γίνεται µετά από 

αποµόνωση του προϊόντος από πήκτωµα αγαρόζης και απευθείας συγκόλληση του DNA στον 

φορέα pGEM®-T Easy, (Promega), ο οποίος διαθέτει µια 3’ προεξέχουσα θυµίνη η οποία 

είναι συµπληρωµατική στην 5’ προεξέχουσα  αδενίνη που αφήνει η Taq DNA πολυµεράση 

κατά την σύνθεση του DNA, ενώ ταυτόχρονα δεν επιτρέπει την αυτοσυγκόλληση του φορέα. 

Τα PCR προϊόντα συγκολλώνται µε 50 ng pGEM®-T Easy µε 3u T4 DNA Ligase (Promega) 

σε ρυθµιστικό διάλυµα : 30mM Tris-HCl, pH 7.8, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 1 mM ATP, σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 1h. 
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5.9 In vitro σύνθεση RNA µετάγραφων 
Για την σύνθεση RNA µετάγραφων απαιτείται φορέας στον οποίο είναι κλωνοποιηµένο το 

τµήµα του DNA που θα µεταγραφεί κάτω από τον έλεγχο υποκινητή κάποιας RNA 

πολυµεράσης. Στην εργασία αυτή µεταγραφές γίνονται από τους φορείς pBluescript KSII και 

SKII,  µε τις T3 και Τ7RNA πολυµεράσες ανάλογα µε τις εκάστοτε ανάγκες του πειράµατος. 

 

 

5.9.1 Kρύα µεταγραφή 
Κρύα µεταγραφή απαιτείται για την παρασκευή µεταγράφου το οποίο θα µεταφραστεί 

σε πρωτείνη in vitro, η οποία είναι πιο αποδοτική αν το µετάγραφο που χρησιµοποιείται 

αρχίζει µε capped γουανιδίνη. Για παρασκευή ικανής ποσότητας RNA απαιτούνται 2-5µg 

DNA. Σε όλες τις περιπτώσεις κατάλληλο πλασµίδιο επιλέγεται και υποβάλλεται σε πέψη µε 

κατάλληλο περιοριστικό ένζυµο που καθορίζει και το µήκος του µετάγραφου. Μετά την πέψη 

γίνεται επεξεργασία µε RNάση (1µl Rnase H 10mg/ml, 37oC, 15min) ώστε να αποµακρυνθούν 

τυχόν RNA υπολείµµατα από την αποµόνωση του πλασµιδίου, τα οποία ενοχλούν την 

ακόλουθη µετάφραση. Το µείγµα επεξεργάζεται µε Πρωτεινάση Κ (προσθέτουµε στην 

αντίδραση :2µl 250mM EDTA pH=8.0, 1 µl 1M Tris-HCl pH=8.0, 5 µl 10%SDS και H2O-

DEPC σε τελικό όγκο 100 µl, 0.5 µl 50 µg/ml Πρωτεινάση Κ) ώστε να αποµακρυνθεί η Rnάση, 

επωάζεται στους 50oC  για 30 min, ακολουθεί θερµική αδρανοποίηση του ενζύµου για 10min 

στους 68oC και ακολουθεί καθαρισµός του DNA µε διαδοχικές εκχυλίσεις µε φαινόλη, 

φαινόλη-χλωροφόρµιο,χλωροφόρµιο, και τέλος κατακρήµνιση µε 1/10 του τελικού όγκου της 

υδατικής φάσης οξικού νατρίου 3Μ και 2.5 όγκους αιθανόλης. Το κατακρηµνισµένο DNA 

επαναδιαλύεται σε 5-10µl H2O-DEPC, µετά απο δύο πλυσίµατα µε  70% αιθανόλη και 

φυγοκέντρηση στις 13000rpm, 4oC, 30min. Η ποσότητα του DNA επαναπροσδιορίζεται µε 

ανάλυση 1µl του τελικού δείγµατος σε πήκτωµα αγαρόζης. 

2-5µg DNA χρησιµοποιείται για την µεταγραφή  και ετοιµάζεται το ακόλουθο µείγµα 

αντίδρασης : 5µg DNA, 2.5 µl 10x polymerase buffer (New English Biolabs), 2.5µl A,C,U 

10mM mix, 2.5µl GTP 1mM, 2.5µl cappedGTP 10mM, 1.3µl Rnase inhibitor 40u/λ (human 

placenta ribonuclease inhibitor), H2O to final volume 50µl, 1µl DNA dependent RNA 

polymerase 20u/λ. Το µείγµα επωάζεται στους 37oC  για 20min, µετά το τέλος των οποίων 

προστίθενται 2.5 µl GTP 10mM, και  συνεχίζεται η επώαση στους 37oC για ακόµη 1h και 

10min. Η ποσότητα και η ποιότητα του  RNA ελέγχονται µε ανάλυση του δείγµατος σε 

πήκτωµα αγαρόζης 1% και χρώση µε βρωµιούχο αιθίδιο. Το µέγεθος ελέγχεται µε χρήση 

δείκτη µοριακού βάρους DNA λ/BstEII. 
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5.9.2 Ραδιενεργός µεταγραφή 
Ραδιενεργός µεταγραφή απαιτείται για την παρασκευή ραδιενεργών ανιχνευτών. Εδώ, 

απαιτούνται 1-2µg DNA πλασµιδίου το οποίο υποβάλλεται σε πέψη µε κατάλληλο 

περιοριστικό ένζυµο που καθορίζει το µέγεθος του τελικού προϊόντος. Μετά την πέψη το 

DNA καθαρίζεται µε εκχυλίσεις µε φαινολη και κατακρηµνίζεται µε αιθανόλη. Τελικά το 

ίζηµα επαναδιαλύεται σε 5-10µl H2O-DEPC. 1-2µg DNA προστίθενται στο ακόλουθο µείγµα 

αντίδρασης : 40 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10 mM DTT, 6 mM MgCl2, 500 µM από τα  ATP, 

CTP, GTP και 5 µM UTP συν 1µl [α-32P]UTP (specific activity 800Ci/mmol, Amersham), 20 

units human placenta ribonuclease inhibitor, Rnasin, και 50 units of DNA dependent RNA 

πολυµεράση. Η αντίδραση γίνεται για 1.5h στους 37oC και τελικό όγκο 20 µl. Κατά την 

διάρκεια της αντίδρασης ετοιµάζεται στήλη καθαρισµού του RNA µε µοριακό κόσκινο 

σεφαρόζης Biogel A 0.5 m (BioRad), το οποίο διαχωρίζει τα µη ενσωµατωµένα νουκλεοτίδια.  

Για την στήλη χρησιµοποιείται πιπέτα Pasteur των 2.5ml στην οποία πακεττάρεται η 

σεφαρόζη µε διάλυµα ΤΕ (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH, 8.0). Μετά το τέλος της 

αντίδρασης στα 20µl αντίδρασης προστίθενται 80 µl ΤΕ, και εκχυλίζονται µε 80 µl φαινόλης. 

Μετά από φυγοκέντρηση σε 13000rpm, για 2min, συλλέγεται η υδατική φάση και 

τοποθετείται στην κορυφή της στήλης που ετοιµάστηκε. Αφήνεται να περάσει το δείγµα και η 

στήλη πλένεται µε 600µl ΤΕ τα οποία συλλέγονται σε σωληνάριο. Ακολουθεί έκπλυση της 

στήλης  µε 10x 100µl ΤΕ καθένα από τα οποία συλλέγεται σε άλλο σωληνάριο σαν δέκα 

διαφορετικά κλάσµατα (2-10). Ανάλογα µε το µέγεθος, το µετάγραφο εκλούεται από την 

στήλη στα κλάσµατα 2-5, ενώ τα αδέσµευτα νουκλεοτίδια εκλούονται στα κλάσµατα 5-10. Οσο 

µικρότερα είναι τα µόρια που περνάνε από την στήλη τόσο περισσότερο όγκο απαιτούν για να 

βγούν από αυτήν. Συλλέγονται τα κατάλληλα κλάσµατα και µετρώνται οι κρούσεις/λεπτό/µl. 

Η ακεραιότητα και η ποσότητα του µετάγραφου ελέγχεται µε ανάλυση σε πήκτωµα 

ακρυλαµίδης 5% µε ουρία. 

Ο ανιχνευτής της καψιδιακής πρωτεΐνης του PVX παρασκευάζεται µε in vitro µεταγραφή 

από το πλασµίδιο BSX µετά από πέψη µε το περιοριστικό ένζυµο NheI και την RNA 

πολυµεράση Τ7. 

Ο ανιχνευτής της LeMA-1 (ολόκληρη η κωδική περιοχή), παρασκευάζεται µε in vitro 

µεταγραφή από το πλασµίδιο m10a µετά από πέψη µε το περιοριστικό ένζυµο EagI και την 

RNA πολυµεράση Τ7. 
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Ο ανιχνευτής για την 5’ περιοχή της LeMA-1 παρασκευάζεται µε in vitro µεταγραφή από 

το πλασµίδιο BS-Rsa µετά από πέψη µε το περιοριστικό ένζυµο EagI και την RNA 

πολυµεράση Τ3. 

Ο ανιχνευτής για την 3’ περιοχή της LeMA-1 παρασκευάζεται µε in vitro µεταγραφή από 

το πλασµίδιο BS-Hpa µετά από πέψη µε το περιοριστικό ένζυµο MscI και την RNA 

πολυµεράση Τ3 

 

5.10 Μεταφορά RNA σε µεµβράνες και προσδιορισµός  µε 
ραδιοσηµασµένο ανιχνευτή (Northern blot) 

5.10.1 Μεταφορά RNA σε µεµβράνη 
Μετά την αποµόνωση RNA από ιστούς ακολουθεί ανάλυση των δειγµάτων µε 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης µε φορµαλδεύδη. Μετά τον διαχωρισµό στο πήκτωµα 

τα RNA µεταφέρονται σε nylon µεµβράνες (Nytran membrane, Schleicher & Schuell) ώστε 

να ακολουθήσει ανίχνευση των ειδικών RNA µε ραδιενεργούς ανιχνευτές. Η διαδικασία γίνεται 

µε βάση την αντίστοιχη των Sambrook et al. (1989).  Για την µεταφορά χρησιµοποιείται 

γυάλινο σκεύος (pyrex) πάνω στο οποίο τοποθετείται γυάλινη πλάκα σαν γέφυρα. Το σκεύος 

γεµίζεται µε 2xSSC (για 1lt 20xSSC 175.3gr NaCl, 88.2gr Na-citrate). Πάνω στην γυάλινη 

πλάκα τοποθετούνται τρία φύλλα χαρτιού Whatman 3MM  (Kontron, Heidelberg, Germany) 

σαν γέφυρα, έτσι ώστε περνώντας πάνω από την γυάλινη πλάκα να ακουµπούν στο υγρό από 

κάτω. Τα φύλλα αυτά έχουν σαν σκοπό την µεταφορά του διαλύµατος από το δοχείο στο 

πήκτωµα το οποίο τοποθετείται πάνω στις γέφυρες. Το πήκτωµα επικαλύπτεται πλήρως µε 

µεµβράνη (Nytran membrane, Schleicher & Schuell) κοµµένη ακριβώς στο µέγεθος του 

πηκτώµατος και καλύπτεται µε τρία φύλλα χαρτιού Whatman, επίσης κοµµένα κοµµένη ακριβώς 

στο µέγεθος του πηκτώµατος. Εδώ προσέχουµε να µην εγκλωβιστούν φυσαλίδες αέρα ανάµεσα 

στο πήκτωµα και την µεµβράνη γιατί δεν θα γίνει µεταφορά στα σηµεία αυτά. Ο αέρας 

εκδιώχνεται µε κύλιση γυάλινης ράβδου πάνω από κάθε επιφάνεια που προσθέτουµε. Με 

πλαστική µεµβράνη (Saran Wrap (Down Chemical Company, Midland, USA)) καλύπτονται τα 

περιθώρια του πηκτώµατος πάνω στην πλάκα ετσι ώστε η µόνη δίοδος του διαλύµατος από το 

δοχείο προς τα πάνω να είναι µόνο δια µέσου του πηκτώµατος. Πάνω από το πήκτωµα 

προσθέτουµε αρκετά φύλλα απορροφητικού χαρτιού και κάποιο βαρύ αντικείµενο (συνήθως 

χρησιµοποιείται ο κατάλογος της SIGMA) για να διευκολυνθεί η µεταφορά. Με τον τρόπο αυτό 

και δια µέσου των τριχοειδών σωληναρίων του διηθητικού χαρτιού το 2xSSC µεταφέρεται από 

το δοχείο προς τα απορροφητικά χαρτιά συµπαρασύροντας και τα RNA από το πήκτωµα προς 

τα πάνω, τα οποία µπλοκάρονται και ακινητοποιούνται στην µεµβράνη. Η διαδικασία αυτή 
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αφήνεται να γίνει για περίπου 16h. Μετά το τέλος της µεταφοράς τα RNA µονιµοποιούνται 

πάνω στην µεµβράνη µε έκθεση της µεµβράνης σε υπεριώδη ακτινοβολία σε κατάλληλη 

συσκευή (Stratalinker UV crosslinker ,Stratagene, La Jolla, USA). Με την υπεριώδη 

ακτινοβολία σχηµατίζονται οµοιοπολικοί δεσµοί ανάµεσα στα νουκλεϊκά οξέα και τις ενεργές 

οµάδες της µεµβράνης ακινητοποιώντας τα µόρια όπου προσκολλήθηκαν. Η µεµβράνη 

αφήνεται να στεγνώσει στον αέρα και φυλάσσεται σε φάκελο από χαρτί Whatman µέχρι την 

χρήση της. 

 

5.10.2 Ανίχνευση RNA µε ραδιοσηµασµένο ανιχνευτή. 
Μετά την µεταφορά και την ακινητοποίηση του RNA, η µεµβράνη τοποθετείται σε 5ml 

διαλύµατος  υβριδοποίησης (50% Formamide, 5X SSC, 1% SDS, 250 µg/ml tRNA, 0.02% 

Ficoll, 0.02% Polyvinnyl Pyrrolidone, 0.02% Bovine Serum Albumine) και επωάζεται για 2h 

υπο συνεχή περιστροφή σε κατάλληλους φούρνους υβριδοποίησης, σε θερµοκρασίες που 

επιλέγονται µε βάση την οµολογία του ανιχνευτή προς τον στόχο, συνήθως 65οC. Μετά το 

τέλος της προυβριδοποίησης, προστίθεται κατάλληλη ποσότητα [α-32P]-ραδιενεργού 

ανιχνευτή, αφού έχει αναµιχθεί σε αναλογία 1:1 µε φορµαµίδη και θερµανθεί στους 95οC για 

5min. Αφήνεται να γίνει υβριδοποίηση για τουλάχιστον 16h, στις ίδιες συνθήκες µε την προ-

υβριδοποίηση. Μετά το τέλος της υβριδοποίησης η περίσσεια του ανιχνευτή αποµακρύνεται 

µε 2x5min πλυσίµατα µε 2xSSC σε θερµοκρασία δωµατίου, και ακολουθούν 2x30min  

πλυσίµατα µε 2xSSC, 0.5%SDS στη θερµοκρασία που έγινε η υβριδοποίηση, µε στόχο την 

αποµάκρυνση ανιχνευτή που έχει προσδεθεί µη εξειδικευµένα, και τέλος 2x30min πλυσίµατα 

µε 0.1xSSC σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετά τα πλυσίµατα η µεµβράνη αφήνεται να 

στεγνώσει στον αέρα και εκτίθεται µε X-ray film στους –80οC µε οθόνη ενίσχυσης του 

σήµατος, συνήθως Ο/Ν. 

5.11 Προσδιορισµός συγκεκριµένων RNA µε RT-PCR 
Αυτή η µέθοδος χρησιµοποιείται για ανίχνευση και προσδιορισµό ειδικών RNA 

πληθυσµών σε ιστούς. Αποµονώνεται RNA από ιστούς. Από το σύνολο των RNA µορίων 

που αποµονώνονται επιλέγονται εκλεκτικά µε κατάλληλους εναρκτές και µε αντίστροφη 

µεταγραφή τα επιθυµητά RNA µόρια, τα οποία µετατρέπονται έτσι σε cDNA, που όµως 

για να γίνουν ορατά µε κάποια µέθοδο πολλαπλασιάζονται µε την αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυµεράσης και τους ίδιους ειδικούς εναρκτές. Το αποτέλεσµα της αντίδρασης είναι 

τµήµα DNA που στη συνέχεια µπορεί να αποµονωθεί από πήκτωµα αγαρόζης, και να 

προσδιοριστεί η αλληλουχία του, ή απλά να δώσει απάντηση στο ερώτηµα του πειράµατος 

και µόνο µε το µέγεθός του. Η µέθοδος ακολουθεί την διαδικασία που προτείνει ο 
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κατασκευαστής του αντίστοιχου πακέτου για RT-PCR (Gibco-BRL, Life technologies.) 

και είναι η ακόλουθη :  

Αποµονώνεται RNA από φυτικούς ιστούς όπως αναφέρεται παραπάνω, και 2µl από 

αυτά χρησιµοποιούνται για την σύνθεση του cDNA, στην παρακάτω αντίδραση: 2µl RNA 

αναµιγνύονται µε 2.5µΜ εναρκτή, σε τελικό όγκο 10 µl και επωάζονται στους 65οC, για 

5min,  και µεταφέρονται σε πάγο. Σε 2 µl του παραπάνω µίγµατος προστίθενται 10 µl 

αντίδρασης (4 µl 5xcDNAbuffer, 1µl DTT 0.1M, 1 µl RNaseOUT, 1 µl H2O-DEPC, 2 µl 

dNTPs 10mM, 1 µl Thermoscript, όλα από το πακέτο για RT-PCR) το µείγµα επωάζεται 

σε στους 50οC, για 60min και ακόλουθα σε στους 85οC, για 5min, ώστε να αδρανοποιηθεί 

το ένζυµο. Προσθέτουµε 1 µl RnaseH (10mg/ml) και επωάζουµε στους 37οC, για 20min. 

Εδώ έχει ολοκληρωθεί η σύνθεση του cDNA. Τα δείγµατα φυλάσσονται σε –20οC. 

 2µl της παραπάνω αντίδρασης χρησιµοποιούνται για πολλαπλασιασµό του DNA που 

συντέθηκε µε PCR στην ακόλουθη αντίδραση :προσθέτουµε : 5 µl 10x PCR buffer, 

(GIBCO-BRL, 1x buffer 20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 50 mM KCl), 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM 

dNTPs,  2.5 µM εναρκτές (sense και antisense) και 1 unit Taq polimerase (GIBCO-

BRL), σε τελική συγκέντρωση 50µl. Η αντίδραση γίνεται στο a MJ PCT-150TM thermal 

controller µε τα ακόλουθα βήµατα : αποδιάταξη στους 94οC, 2min, επανασύνδεση στους 

50 οC, για 30 κύκλους : αποδιάταξη 94οC, 30sec, επανασύνδεση 50 οC, 30sec, αντίδραση 

πολυµερισµού  72 οC, 2min, και ολοκλήρωση της αντίδρασης µετά τους 30 κύκλους στους 

72 οC, 10min. Μετά το τέλος της αντίδρασης τα δείγµατα ελέγχονται µε ηλεκτροφόρηση 

σε πήκτωµα αγαρόζης 1% και χρώση µε βρωµιούχο αιθίδιο. Στις αντιδράσεις αυτές 

χρησιµοποιήθηκαν οι εναρκτές: Fw: 5’ATTGCCGATCTCAAGCCAC3’ νουκλ. :5593-5611 

του pPVX202 και Rev: 5’TCCATACCACTGGAGCATAC3’ νουκλ. 6124-6143. 

 

5.12 Ραδιοσήµανση µάρτυρα µεγέθους. 
Ο µάρτυρας µεγέθους που χρησιµοποιείται στις αυτοραδιογραφίες είναι DNA του φάγου λ 

το οποίο έχει επωαστεί µε το περιοριστικό ένζυµο BstEII σε 60οC για 2ώρες. Το ένζυµο 

αυτό κόβει στην αλληλουχία: G  GTNAC C  αφήνοντας στο 5’ άκρο τα νουκλεοτίδια 

GTNAC. Ο µάρτυρας ραδιοσηµαίνεται µε την προσθήκη ραδιενεργών νουκλεοτιδίων (Α, και 

C) µε το ένζυµο Klenow. 1 µg DNA λBstEII επωάζεται σε συνολικό όγκο 10µl µε 1µl α-ΑΤΡ*, 

1µl α-CΤΡ*, 2.5µl dGTP 10mM, 2.5µl dTTP 10mM και 1µl Klenow για 20 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Προστίθενται 90µl ΤΕ, εκχυλίζεται µε φαινόλη, φυγοκεντρείται για 2 

λεπτά, και το υδατικό υπερκείµενο αφήνεται να περάσει από µοριακό κόσκινο σεφαρόζης 
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Biogel A 0.5 m (BioRad), το οποίο διαχωρίζει τα µη ενσωµατωµένα νουκλεοτίδια. Η 

διαδικασία είναι η ίδια µε εκείνη διαχωρισµού των νουκλεοτιδίων από το προϊόν της in vitro 

µεταγραφής. Συλλέγονται τα κατάλληλα κλάσµατα και µετράται η εκποµπή ραδιενέργειας ανά 

µικρόλιτρο (βλέπε ραδιοσήµανση ανιχνευτών). 

 

6. Προσωρινή έκφραση γονιδίων σε φυτά     
6.1 Σύνθεση των φορέων έκφρασης µέσω του PVX 
Η προσωρινή έκφραση σε φυτά γίνεται µέσω ενός ιού της πατάτας, του PVX ο οποίος 

έχει µετατραπεί σε φορέα έκφρασης γονιδίων από το εργαστήριο του Dr.Baulcombe.  

Τα πρώτα πειράµατα έγιναν µε τον πλασµιδιακό φορέα PVX-GC3. Το πλασµίδιο PVX-

GC3 που µας στάλθηκε από τον Dr Baulcombe εκφράζει µέσω του PVX το γονίδιο της β-

γλυκουρονιδάσης (GUS) του οποίου τα επίπεδα και η πορεία έκφρασης µελετώνται εύκολα µε 

κατάλληλη χρωµογόνο αντίδραση στα φύλλα. 

Η πλήρης αλληλουχία του ιού φορέα έχει κλωνοποιηθεί κάτω από τον έλεγχο του 

υποκινητή της T7 RNA πολυµεράσης (Chapman et. αl., 1992). Ο ιός παράγεται µε in vitro 

µεταγραφή του φορέα αυτού από την Τ7 πολυµεράση µετά από πέψη των πλασµιδίων µε το 

ένζυµο SpeI. Το προϊόν της µετάφρασης ελέγχεται µε ανάλυση σε πήκτωµα αγαρόζης και 

χρησιµοποιείται για µηχανική µόλυνση φύλλων ντοµάτας 8-12 ηµερών.  

Οι τροποποιήσεις του πλασµιδίου PVX-GC3 αποδείχθηκαν εξαιρετικά δύσκολες. 

Αρχικά έπρεπε να αφαιρεθούν οι αλληλουχίες του γονιδίου GUS ώστε να υπάρχει πλασµίδιο 

αναφοράς που να εκφράζει µόνο τον ιό. Το πλασµίδιο αυτό είναι εξαιρετικά ασταθές σε 

βακτήρια, σε όλα τα στελέχη που χρησιµοποιήθηκαν για τον πολλαπλασιασµό του (σε DH5a, 

JM83, BL21). Ελαττώνοντας τον χρόνο επώασης των κυττάρων (Εcoli) σε 12-14 ώρες στους 

37οC κάποιες αποµονώσεις απέδιδαν DNA σωστού µήκους και τα προβλεπόµενα τµήµατα 

µετά από πέψη µε περιοριστικά ένζυµα. Τελικά αποδείχθηκε το ίδιο ασταθές και σε φυτά. 

Οι κατασκευές αυτές δεν ήταν σταθερές και αντικαταστάθηκαν από τον βελτιωµένο 

φορέα pPVX202. 
Όλες οι κατασκευές που χρησιµοποιήθηκαν για την έκφραση της LeMA-1 ή των 

ελλειπτικών προϊόντων της και των µεταλλαγµάτων της έγιναν πάνω στον φορέα 

pPVX202 ο οποίος φέρει ολόκληρο το γένωµα του PVX και παράλληλα διαθέτει και θέση 

ένθεσης ξένων γονιδίων. Λεπτοµέρειες για την στρατηγική κλωνοποίησης αναφέρονται 

στο ανάλογο κεφάλαιο όπου περιγράφονται οι κατασκευές που χρησιµοποιήθηκαν. 

 

6.2 Μόλυνση φυτών µε πλασµιδιακό DNA. 
Η µόλυνση των φυτών γίνεται µε 10µg πλασµιδιακού DNA ανά φυτό σε διάλυµα 50mM PB 

(φωσφωρικών) pH 8.0. Μολύνονται φυτά 2 εβδοµάδων µε µηχανική µόλυνση: ήπιο 
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τραυµατισµό και επάλειψη του φύλλου µε το διάλυµα του DNA. ∆ύο φύλλα ανά φυτό 

ψεκάζονται µε carborundum (σφαιρίδια γυαλιού). Πάνω στα φύλλα τοποθετούνται 50µl 

διαλύµατος DNA και ακολουθεί ήπια τριβή του φύλλου, χωρίς να καταστραφεί η επιφάνεια. 

2-3 λεπτά αργότερα ξεπλένεται µε νερό. Βιοχηµικά η µόλυνση ανιχνεύεται την 10-11 ηµέρα 

από την µόλυνση ενώ τα ορατά συµπτώµατα καθυστερούν 2-3 ηµέρες περισσότερο. 
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