
Περίληψη 
 
Σκοπός της εργασίας αυτής ήταν κυρίως η διερεύνηση νέων 

αλληλεπιδράσεων του συµπλόκου συγκαταστολέα Ssn6-Tup1 και η 

απόδοση σε αυτό ενδεχόµενων νέων ρόλων. Μελετήθηκε η 

αλληλεπίδραση µε την πρωτεΐνη-µεσολαβητή Nmd3 της εξόδου  της 

60S ριβοσωµικής υποµονάδας αλλά και ο ρόλος των Ssn6-Tup1 στην 

έξοδο της υποµονάδας από τον πυρήνα και στη φυσιολογική 

συναρµολόγηση ριβοσωµάτων. Η κατανοµή του Tup1 στην πυρηνική 

περιφέρεια αποτελεί ένα νέο δεδοµένο που µπορεί να αποτελέσει 

σηµείο εκκίνησης για νέες µηχανιστικές υποθέσεις τόσο για την 

έξοδο των ριβοσωµικών υποµονάδων όσο και για τη στρατολόγηση 

γονιδιακών τόπων στην πυρηνική περιφέρεια. Τέλος περιγράφεται η 

δηµιουργία καταρχήν µια βιβλιοθήκης αλληλουχιών πρόσδεσης του 

Ssn6 προκειµένου να χαρακτηρισθούν στο µέλλον νέοι τόποι όπου 

το σύµπλοκο δρα. 

 

Abstract 
The main target of the current thesis was the verification and initial 

functional analysis of putative new interactants of the global 

transcriptional yeast co-repressor complex Ssn6-Tup1. The 

interaction with the 60S ribosomal subunit export adaptor Nmd3 as 

well as a rather unexpected 60S accumulation phenotype and 

irregular polysomal profile is demonstrated. Moreover exploring the 

Tup1 localization it’s positioning on the nuclear periphery was 

revealed, possibly relating the co-repressor with events around the 

nuclear pore. Last, a mini library of putative Ssn6 chromatin binding 

sites was developed in order to explore in future time new promoter 

targets of the co-repressor.  



 

Εισαγωγή 

 

Τα µόρια Tup1 και Ssn6 αναγνωρίσθηκαν σε γενετικές σαρώσεις οι 

οποίες είχαν σχεδιαστεί για να µελετηθεί η γονιδιακή ρύθµιση στο 

ζυµοµύκητα Saccharomyces cerevisiae. Η απαλοιφή καθενός από τα 

δύο γονίδια είναι βιώσιµη για το κύτταρο αλλά τα στελέχη αυτά 

εµφανίζουν µια σειρά από φαινότυπους: αργούς ρυθµούς ανάπτυξης, 

συναθροίσεις κυττάρων, απώλεια συζευξιµότητας των τύπου α 

στελεχών, χαµηλή σπορίωση κ.ά (Carlson, 1997).  

Στα χρόνια που ακολούθησαν µια σειρά από εργασίες αποκάλυψε ότι 

τα µόρια αυτά δρουν σε συνεργασία και επιτελούν ως σύµπλοκο 

ρόλο µεταγραφικού συγκαταστολέα. Αυτό σηµαίνει ότι το σύµπλοκο 

αυτό άµεσα (ενεργή καταστολή) και όχι µε κάποιο µηχανισµό 

ρυθµισης της παρουσίας ή όχι ενεργοποιητών καταστέλλει τη 

γονιδιακή έκφραση. Ακόµη πιο πέρα το σύµπλοκο αυτό φαίνεται να 

είναι ένας σηµαντικός παίχτης στην γονιδιακή ρύθµιση στο 

ζυµοµύκητα καθώς πάνω από 150 διαφορετικά γονίδια φαίνεται να 

ελέγχονται (Smith and Johnson, 2000). 

Τα γονίδια αυτά µπορούν να διαιρεθούν σε κατηγορίες που 

αντιστοιχούν στις κυτταρικές διεργασίες στις οποίες εµπλέκονται .Το 

αρχικό µοντέλο θέλει κάθε µια κατηγορία να ελέγχεται από ένα 

καταστολέα που συνδέεται άµεσα µε το DNA και ο οποίος 

«στρατολογεί» στην περιοχή του υποκινητή το σύµπλοκο Ssn6-

Tup1. Έτσι για παράδειγµα , η πρωτεΐνη Mig1 που ελέγχει γονίδια 

που καταστέλλονται παρουσία γλυκόζης, η πρωτεΐνη Crt1 που 

καταστέλλει γονίδια απόκρισης σε βλάβες του DNA, η πρωτεΐνη Rox1 

που καταστέλλει γονίδια που ενεργοποιούνται σε συνθήκες υποξίας 

φαίνεται να µεσολαβούν στην παρουσία του συγκαταστολέα . 

Κατά τη καταστολή το Tup1 φαίνεται να είναι ο ενεργός 

συγκαταστολέας ενώ το Ssn6 φαίνεται να παίζει ρόλο µεσολαβητή 



του Tup1 µε το συνδεδεµένο στο DNA καταστολέα. Αυτό το µοντέλο 

στηρίζεται στο γεγονός ότι το Tup1 διατηρεί τη κατασταλτική του 

δράση απόντος του Ssn6 (σε ένα LexA-Tup1 υβρίδιο) (Tzamarias 

and Struhl, 1994).   

 

 

Ο τρόπος µε τον οποίο δρα το σύµπλοκο δεν έχει πλήρως 

διαλευκανθεί. Έχουν προταθεί βάσει πειραµατικών παρατηρήσεων 

τρεις πιθανοί µηχανισµοί για να εξηγήσουν την κατασταλτική 

δράση:1)η νουκλεοσωµική χωροθέτηση (nucleosome positioning) 2) 

η στρατολόγηση απακετυλασών των ιστονών 3) άµεση παρεµβολή 

στη βασική µεταγραφική µηχανή και στην ενεργοποίηση(Smith and 

Johnson, 2000)  .   

 

Χαρακτηριστικά, σε πρόσφατη εργασία (Zhang and Reese, 2004) 

µελετήθηκε εκτενώς ο τρόπος δράσης του συµπλόκου στα γονίδια 

RNR3 και HUG1 µε χρήση διπλών και τριπλών µεταλλαγµάτων για 

γονίδια που εµπλέκονται στην χωροθέτηση νουκλεοσώµατων, στη 

στρατολόγηση απακετυλασών και στη λειτουργία του Μεσολαβητή 

(Mediator), ενός συµπλόκου που εµπλέκεται στην έναρξη της 

µεταγραφής µεσολαβώντας ακριβώς στην δράση των ενεργοποιητών 

και των καταστολέων. Η ανάλυση που έγινε έδειξε ότι ακόµη και αν 

η δυνατότητα δηµιουργίας νουκλεοσωµάτων στους συγκεκριµένους 

υποκινητές έχει απαλειφθεί (∆isw2) το Tup1 εξακολουθεί να 

καταστέλλει τη µεταγραφή στρατολογώντας απακετυλάσες και 

παρεµβαλλόµενο στην δράση του µεσολαβητή. Το συµπέρασµα της 

εργασίας είναι ότι τουλάχιστον στα γονίδια-µοντέλα RNR3 και HUG1 

το Tup1 δρα και µε τους τρεις τρόπους που προαναφέρθηκαν σε 

διαφορετικά επίπεδα. Ωστόσο, τα ίδια αποτελέσµατα δεν 

παρατηρήθηκαν και µε άλλα γονίδια που είναι γνωστό ότι 

ρυθµίζονται από το σύµπλοκο όπως τα SUC2 και FLO1. Κατά 

συνέπεια µέχρις στιγµής όσο και αν µελετηθούν οι τρόποι δράσης 



του συµπλόκου σε γονίδια µοντέλα δεν µπορούµε ακόµη να 

γενικεύσουµε τον τρόπο δράσης στην καταστολή της µεταγραφής 

και είναι αρκετά πιθανό ότι κάτι τέτοιο δεν θα επιτευχθεί αν το 

σύµπλοκο δρα µε ποικίλους τρόπους και παραλλαγές.  

 

∆οµή των  Ssn6-Tup1 
 
Η πρωτεινη Ssn6 έχει µοριακό βάρος 107 kDa. Στη δευτεροταγή 

δοµή της ξεχωρίζουν τα TPR motifs (Tetratricopeptide motifs). 

Πρόκειται για consensus αλληλουχίες τριαντατεσσάρων µικρών και 

µεγάλων υδρόφοβων αµινοξέων που µάλλον διπλώνουν σε όµοιες  

µεταξύ τους τριτοταγείς δοµές.  Τα πρότυπα αυτά υπάρχουν σε 30 

περίπου πρωτεΐνες στο S.cerevisiae αλλά µόνο τέσσερις  από αυτές 

φαίνεται να παίζουν ρόλο στη µεταγραφή. Το Ssn6 έχει δέκα τέτοια 

µοτίβα και απ’ ότι φαίνεται µέσω αυτών των µοτίβων αλληλεπιδρά µε 

διαφορετικούς παράγοντες και µεσολαβείται η στρατολόγηση του 

συµπλόκου στην περιοχή που βρίσκεται προσδεδεµένος ο 

καταστολέας. Επιπλέον είναι πιθανό σε κάθε τέτοια περίπτωση 

αλληλεπίδρασης να υπάρχει µια δυναµική της αλληλεπίδρασης 

διαφορετικών επαναλήψεων µε διαφορετικές περιοχές το 

καταστολέα ή µε άλλους παράγοντες κάτι που θα µπορούσε να 

ειδωθεί σαν µια «ευκαµψία» και προσαρµοστικότητα του Ssn6. Τα 

TPR1-TPR3 είναι υπεύθυνα για την αλληλεπίδραση µε το Tup1. 

Συνδυασµοί των TPR4-TPR10 µεσολαβούν στην πρόσδεση µε τις 

διαφορετικές πρωτεΐνες-καταστολείς  ειδικευµένες για κάθε 

οικογένεια γονιδίων που ρυθµίζεται από το Ssn6-Tup1. Κάθε µια από 

τις επαναλήξεις αυτές σύµφωνα µε  κρυσταλλογραφικά δεδοµένα 

από την ανθρώπινη πρωτεϊνική φωσφατάση 5 (Pp5) που επίσης 

φέρει τέτοια µοτίβα, διπλώνει σε ένα ζευγάρι αντιπαράλληλων α-

ελίκων. Έλικες από γειτονικά TPR διπλώνουν σε δεξιόστροφες 

(ύπερ)-ελικοειδείς δοµές. Με τον τρόπο αυτό σχηµατίζεται ένα 



κανάλι όπου µάλλον εδράζονται  οι πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε 

τα TPR (Gounalaki et al., 2000) . 

 Η πρωτεΐνη Tup1 είναι µια πρωτεΐνη αποτελούµενη από 713 

αµινοξέα  µοριακού βάρους ~78 kDa. Η αµινοτελική περιοχή (1-91) 

µεσολαβεί στον τετραµερισµό του Tup1 και είναι απαραίτητη για την 

αλληλεπίδραση µε τα TPR µοτίβα του Ssn6. Η καρβόξυ-τελική 

περιοχή του Tup1 (334-713) αποτελείται από επτά αλληλουχίες 

WD40. Οι επαναλήψεις WD40 βρίσκονται σε  ένα µεγάλο αριθµό 

πρωτεϊνών που εµπλέκονται σε µια πληθώρα λειτουργιών όπως η 

µεταβίβαση σήµατος , η επεξεργασία του pre-mRNA και η 

συναρµολόγηση του κυτταροσκελετού. Τυπικά κάθε τέτοια 

αλληλουχία περιέχει ένα GH διπεπτίδιο 11-24 αµινοξέα µετά το Ν-

τελικό   άκρο της  και το WD διπεπτίδιο στο καρβοξυτελικό ακρό της 

έχοντας ένα µήκος 40 καταλοίπων συνολικά. Μεταξύ των GH και WD 

βρίσκεται µια συντηρηµένη δοµή που εξυπηρετεί σαν πλατφόρµα 

στην οποία πρωτεΐνες µπορούν να προσδεθούν σταθερά ή 

αντιστρεπτά. Οι επαναλήψεις σχηµατίζουν µια δοµή προπέλας µε 

αρκετές πτέρυγες (blades) όπου η κάθε πτέρυγα αποτελείται από ένα 

τετράπτυχο αντιπαράλληλο β-φύλλο. Κάθε αλληλουχία WD40 

σχηµατίζει τις τρεις πρώτες πτυχές µιας πτέρυγας και την τελευταία 

της επόµενης. Η τελευταία C-τελική επανάληψη συµπληρώνει την 

δοµή της πρώτης πτέρυγας σχηµατίζοντας έτσι τη χαρακτηριστική 

δακτυλιοειδή δοµή προπέλας. Κατάλοιπα στην πάνω και κάτω 

επιφάνεια της προπέλας κατευθύνουν τις αλληλεπιδράσεις µε άλλες 

πρωτεΐνες ή συνδέτες. Το Tup1 όπως προαναφέρθηκε περιέχει επτά 

τέτοιες αλληλουχίες  και µε τις οποίες αλληλεπιδρά µε τον 

καταστολέα Μatα2 και το µέρος αυτό της πρωτεΐνης µπορει να 

υποκαταστήσει την δράση του Tup1 ως καταστολέα(Sprague et al., 

2000).  Απ’ την άλλη όταν  το Tup1 φέρεται τεχνητά στην περιοχή 

ενός υποκινητή (LexA-fusion) για τη δράση του ως καταστολέα 

αρκούν δύο περιοχές του µε ελάχιστη µεταξύ τους οµοιότητα ενώ τα 



WD µοτίβα δεν φαίνεται να παίζουν ρόλο στην καταστολή 

(Tzamarias and Struhl, 1994) . 

 

Η αλληλεπίδραση του Ssn6-Tup1 µε τον υποκινητή του 
γονιδίου Gal1 

 

Μια κατηγορία γονιδίων που ελέγχεται από το Ssn6-Tup1 είναι και 

γονίδια που καταστέλλονται παρουσία γλυκόζης. Μια οµάδα τέτοιων 

γονιδίων  κωδικοποιούν ένζυµα τα οποία εµπλέκονται στον 

καταβολισµό της γαλακτόζης και ρυθµίζονται από τον ενεργοποιητή 

Gal4 και τον καταστολέα Mig1, αποτελώντας έτσι το αποκαλούµενο 

Gal(actose) Regulon (τα γονίδια Gal1-10,Gal7 κ.α). Όπως έχει 

δειχθεί (Matallana et al., 1992) το Mig1 αλληλεπιδρά γενετικά αλλά 

και φυσικά (Papamichos-Chronakis et al., 2004) µε το Ssn6. Το 

µέχρι πρόσφατα προτεινόµενο µοντέλο θέλει το Mig1 να εκκενώνει 

τον πυρήνα σε συνθήκες αποκαταστολής (φαίνεται να ευθύνεται η 

φωσφορυλίωση του Mig1 από την κινάση Snf1) µε την µεσολάβηση 

της exportin Msn5 (De Vit et al., 1997) και µε αυτόν τον τρόπο να 

αίρεται η δράση του συµπλόκου καταστολής και να αρχίζει η 

µεταγραφή από το γονίδια του Gal Regulon (δεδοµένης και της 

ενεργοποίησης από τη γαλακτόζη και τον ενεργοποίητη Gal4) 

(Gancedo, 1998) . 

 

Η Nmd3 και η Nic96: νέες αλληλεπιδράσεις του Ssn6; 

 

Το Ssn6 έχει βρεθεί σε διάφορες γενετικές ή βιοχηµικές σαρώσεις να 

αλληλεπιδρά µε ένα µεγάλο αριθµό πρωτεϊνών. Σε σάρωση Yeast 

Two Hybrid που έγινε στο εργαστήριο του ∆.Τζαµαρία 

αναγνωρίστηκαν µεταξύ πρωτεϊνών που εµπλέκονται µε την 

µεταγραφή και δύο πρωτεΐνες που δεν είχαν καµιά λειτουργική 

σχέση µε τη µεταγραφή και τη µέχρι τώρα γνωστή δράση του 

συµπλόκου. Οι πρωτεΐνες αυτές είναι οι Nmd3 και Nic96. 



 

Η Nmd3 και η έξοδος της 60S ριβωσωµικής υποµονάδας. 
 
Η βιογένεση των ευκαρυωτικών ριβοσωµάτων επιτελείται κυρίως 

στον πυρηνίσκο και απαιτεί τη δράση ενός µεγάλου αριθµού 

παραγόντων που δρουν in trans και οι οποίοι τροποποιούν και 

κατεργάζονται το αρχικό rRNA µετάγραφο και προωθούν τη 

συναρµολόγηση των ριβοσωµικών υποµονάδων (Tschochner and 

Hurt, 2003) .  

Η ενεργός µεταφορά του RNA και των πρωτεϊνών από και προς τον 

πυρήνα µεσολαβείται από τα σύµπλοκα των πυρηνικών πόρων 

(Nuclear Pore Complexes,NPC) τα οποία στο S.cerevisiae 

υπολογίζονται σε περίπου 100-200 ανά απλοειδή πυρήνα (Gomez-

Ospina et al., 2000). Η πλειονότητα των RNA και των RNP 

αλληλεπιδρούν άµεσα µε πρωτεΐνες που παίζουν το ρόλο 

µεσολαβητή (adaptor) και παρέχουν την επιφάνεια αλληλεπίδρασης 

µε το φορτίο (cargo binding domain) και το σήµα εξόδου από τον 

πυρήνα (Nuclear Export Signal,NES) το οποίο αναγνωρίζεται από την 

πρωτεινη που µεσολαβεί στην δίοδο µέσω του πυρηνικού πόρου 

(export receptor, exportin/importin). Μέλη της οικεγένειας των β-

importin όπως ο Crm1 συνδέονται στο φορτίο παρουσία του 

µεσολαβητή µόνο παρουσία µιας µικρής G-protein της Ran-GTP. 

Μετά την έξοδο, στο κυτταρόπλασµα, το GTP υδρολύεται σε GDP 

(Ran-GDP) µε αποτέλεσµα την απελευθέρωση του φορτίου. Ο 

µεσολαβητής και ο υποδοχέας ανακυκλώνονται προς τον πυρήνα για 

να υποστηρίξουν έναν επόµενο κύκλο µεταφοράς (Reed and Hurt, 

2002) (Lei and Silver, 2002) . 

Επιστρέφοντας  στην Nmd3, η πρωτεΐνη αυτή που είναι 

συντηρηµένη σε Αρχαία και Ευκαρυώτες, βρέθηκε να είναι 

απαραίτητη για την έξοδο της 60S ριβοσωµικής υποµονάδας στο 

S.cerevisiae (Ho and Johnson, 1999) . Αν και η ονοµασία της 

(Nonsense Mediated Decay 3) παραπέµπει στο  µονοπάτι που 



ενεργοποιείται για την αποδόµηση mRNA που φέρει αναγνωρίσιµες 

µη-λειτουργικές αλληλουχίες ο ρόλος της σε αυτό το φαινόµενο είναι 

µάλλον έµµεσος και σίγουρα όχι τόσο προφανής όσο είναι στην 

έξοδο της υποµονάδας 60S (Ho and Johnson, 1999) (Karl et al., 

1999) .  Η Nmd3 είναι κυρίως κυτταροπλασµατική και βρίσκεται 

συνδεδεµένη µε ελεύθερες 60S υποµονάδες στο κυτταρόπλασµα 

αλλά παλινδροµεί µεταξύ πυρήνα και κυτταροπλάσµατος. Τόσο το 

NES όσο και το NLS (Nuclear Localization Signal) που χρειάζονται 

για την παλινδρόµηση βρίσκονται προς το C-τελικό άκρο της 

πρωτεΐνης και λείπουν από την οµόλογη πρωτεΐνη των Αρχαίων. 

Στελέχη που φέρουν µεταλλαγµένο το NES είναι dominant-negative 

αναστολείς της κυτταρικής αύξησης µπλοκάροντας ένα από τα 

τελευταία στάδια της βιογένεσης των ριβοσωµάτων (Belk et al., 

1999) . Στην περίπτωση της Nmd3 ρόλο µεταφορέα παίζει το Crm1 

και απενεργοποίηση της λειτουργίας του οδηγεί στην συσσώρευση 

60S υποµονάδων στον πυρήνα. Η Nmd3 αλληλεπιδρά µε την 

ριβοσωµική Rpl10 και η αλληλεπίδραση αυτή φαίνεται να είναι ο 

κρίκος µεταξύ της Nmd3 και της 60S υποµονάδας. Οι παρατηρήσεις 

αυτές οδήγησαν στο µοντέλο που θέλει την Nmd3 να συνδέεται µε 

την 60S στον πυρήνα και να διευκολύνει την έξοδο προς το 

κυτταρόπλασµα µέσω του µονοπατιού Crm1 (Johnson et al., 2002) . 

 

Η Nic96 και ο πυρηνικός πόρος. 

Τα τελευταία χρόνια έχει γίνει αυξηθεί σε µεγάλο βαθµό η γνώση µας 

γύρω από τη σύσταση του πυρηνικού πόρου και τις αλληλεπιδράσεις 

των πρωτεϊνών που τον δοµούν µεταξύ τους αλλά και µε παράγοντες 

που εµπλέκονται στη µεταφορά από και προς τον πυρήνα (Damelin 

and Silver, 2002) (Allen et al., 2002).   

Η Nic96 µαζί µε την Nsp1 και άλλες νουκλεοπορίνες ( Nup57 και 

Nup49) δηµιουργεί  ένα υποσύµπλοκο  στον πυρηνικό πόρο 

(Damelin and Silver, 2002). Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι 

το υποσύµπλοκο τοποθετείται τόσο προς την κυτταροπλασµατική 



όσο και προς την πυρηνοπλασµατική πλευρά του πυρηνικού πόρου. 

Η Nic96 αποτελείται από τρεις περιοχές µε επαναλήψεις επτάδας 

(heptad repeats) στην Ν-τελική περιοχή και µε µη πολικά αµινοξέα 

στην κεντρική περιοχή. Απαλοιφή των heptad repeats και σηµειακές 

µεταλλάξεις στην κεντρική περιοχή διακόπτουν την κυκλοφορία των 

πρωτεϊνών. Αντιθέτως δεν έχει παρατηρηθεί  ελαττωµατική 

µεταφορά του RNA στα αντίστοιχα µεταλλάγµατα. Όπως και σε nsp1 

έτσι και σε µεταλλαγµένα στελέχη nic96 στελέχη οι υποµονάδες 40S 

και 60S συσσωρεύονται στον πυρήνα.   

Η Nic96 σε πείραµα ανοσοκατακρήµνισης in vivo έχει βρεθεί να 

αλληλεπιδρά µε την πρωτεινη Mlp2 (Kosova et al., 2000) . Η Mlp2 

όπως και η οµόλογη της Mlp1  είναι τα πλησιέστερα οµόλογα µόρια 

µε τις πρωτεινες Tpr των ανώτερων ευκαρυωτών. Οι Tpr είναι δοµικά 

συστατικά των ινιδίων που συνδεόµενα µε τον πυρηνικό πόρο 

εκτείνονται προς το εσωτερικό του πυρήνα. Αποµονωµένη Nic96  

συνδέεται µε την Mlp2 in vitro. Τα παραπάνω υπονοούν ότι η Nic96 

(ή ένα σύµπλοκο στο οποίο µετέχει στον καλούµενο τελικό δακτύλιο 

του πυρηνικού πόρου) συνδέει την Mpl2  µε τον πυρηνικό πόρο   

(Kosova et al., 2000)



 

Σκοπός 
 

• Η εργασία αυτή ξεκίνησε µε αφορµή την επιβεβαίωση του 

εντοπισµού του καταστολέα Mig1 σε συνθήκες αποκαταστολής 

και σε µεταλλαγµένα στελέχη προκειµένου να ολοκληρωθεί η 

εικόνα για την αλληλεπίδραση του Mig1 µε το σύµπλοκο Ssn6-

Tup1 και την ρύθµιση του από την κινάση Snf1.  

• Ο κύριος σκοπός της εργασίας ήταν η επιβεβαίωση των 

αλληλεπιδράσεων του Ssn6 που χαρακτηρίστηκαν από το Y2H 

που προαναφέρθηκε. Ελέγχθηκαν οι αλληλεπιδράσεις µε τις 

Nmd3 και Nic96 µε επιπλέον σκοπό να αποδοθεί και να 

διερευνηθεί και η φυσιολογική σηµασία των ενδεχόµενων 

αλληλεπιδράσεων. 

• Επιπλέον, καθώς το σύµπλοκο Ssn6-Tup1 παίζει ρόλο ενός 

καταστολέα της µεταγραφής σε ένα µεγαλό αριθµό γονιδίων 

επιχειρήθηκε η δηµιουργία καταρχήν µιας βιβλιοθήκης 

αλληλουχίων που να αποτελούν στόχους του Ssn6. Για το 

σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε η τεχνική της 

ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης (Chromatin 

Immunoprecipitation) σε συνδυασµό µε Ligation Mediated 

PCR. 



 

 

Α. Εντοπισµός του Mig1 

 

Σκοπός αυτού του πειράµατος ήταν να επιβεβαιωθεί ότι το Μig1 

παρουσία γλυκόζης και σε υπόβαθρο αγρίου τύπου βρίσκεται στον 

πυρήνα. Για το σκοπό αυτό σε στέλεχος αγρίου τύπου στο οποίο το 

γονίδιο του Mig1 έχει σηµανθεί µε  ένα επίτοπο 9Myc έγινε 

ανίχνευση µε τη χρήση της τεχνικής του έµµεσου 

(άνοσο)φθορισµού. Όπως φαίνεται και από την εικόνα το Mig1 

δείχνει παρουσία γλυκόζης να βρίσκεται στο µεγαλύτερο ποσοστό 

του στον πυρήνα. Προκειµένου να ελεγχθεί ακόµη περισσότερο το 

προτεινόµενο µοντέλο το πείραµα επαναλήφθηκε σε συνθήκες 

έλλειψης γλυκόζης (πέρασµα των κυττάρων σε γλυκερόλη) αλλά σε  

στέλεχος msn5∆ όπου και πάλι το αναµενόµενο πρότυπο 

επαναλήφθηκε:το Mig1 όταν η Msn5 δεν υπάρχει δεν µεταφέρεται 

στο κυτταρόπλασµα σε συνθήκες έλλειψης γλυκόζης (όπως 

συµβαίνει στο στέλεχος του αγρίου τύπου -έχει δειχτεί στο 

εργαστήριο του ∆.Τζαµαρία από τον Μ.Παπαµίχο) αλλά 

κατακρατείται στον πυρήνα. Η σηµασία αυτών των πειραµάτων αλλά 

και η εναρµόνιση τους µε πειράµατα που ήδη είχαν γίνει στο 

εργαστήριο αναφέρονται στην συζήτηση.  

  

 

            

 

     
 
 Εικόνα 1 :  Α. To Mig1 είναι πυρηνικό σε συνθήκες γλυκόζης Β. Απουσία της exportin

Msn5 δεν µεταφέρεται στο κυτταρόπλασµα σε συνθήκες απουσίας γλυκόζης
(γλυκερόλη)   

   



Β.Η αλληλεπίδραση του Ssn6 µε την Nmd3 και την Nic96 

 

Β1.in vivo αλληλεπίδραση  Nmd3-Ssn6 

Προκειµένου να ελεγχθεί in vivo η αλληλεπίδραση του Nmd3 µε το 

Ssn6, σε στέλεχος αγρίου τύπου  που έφερε την Nmd3 σηµασµένη 

µε τον επίτοπο 9myc έγινε µετασχηµατισµός µε high copy πλασµίδιο 

(τύπου 2µ) που έφερε το γονίδιο του Ssn6 σηµασµένο µε τον 

επίτοπο 6xHis (pVTU260-6xHisSsn6). Το νέο στέλεχος ήταν δηλαδή 

διπλά σηµασµένο για τις πρωτεΐνες η αλληλεπίδραση των οποίων 

επρόκειτο να εξεταστεί. Κατά την δοκιµή (NiNTA pull down) 

κυτταρόλυµα που προερχόταν από το στέλεχος αρχικά επωάστηκε µε 

κολώνα νικελίου και στη συνέχεια µε πλύσεις αυξανόµενης 

συγκέντρωσης σε ιµιδαζόλιο αποµακρύνθηκε από την κολώνα µη 

ειδική δέσµευση του myc-Nmd3 (φαίνεται αρκετά έντονη µη ειδική 

δέσµευση στις γραµµές 2 και 3 της εικόνας). Στο τέλος  

αποµακρύνθηκε από την κολώνα µε βρασµό και υπό αποδιατακτικές 

συνθήκες η His-Ssn6 και ότι είχε ότι είχε κατακρηµνιστεί µαζί της. 

Ως παράλληλο αρνητικό πείραµα έγινε ακριβώς το ίδιο πείραµα σε 

στέλεχος το οποίο δεν έφερε το πλασµίδιο που κωδικοποιούσε για το 

His-Ssn6 (-) και που φυσικά δεν πρέπει µετά τις πλύσεις να δίνει 

παρά ελάχιστο σήµα στην δοκιµασία της ECL (mock purification). 

Επιπλέον προκειµένου να βεβαιωθεί η αξιοπιστία της µεθόδου το 

πείραµα πραγµατοποιήθηκε προκειµένου να ελεγχθεί η µη-

αλληλεπίδραση της πρωτεΐνης His3 µε την Ssn6. Χρησιµοποιήθηκε 

δηλ. στέλεχος που έφερε σηµασµένη την πρωτεΐνη His3(9myc) 

ενδογενώς και το pVTU260-6xHisSsn6 καθώς και το αντίστοιχο 

στέλεχος που δεν έφερε το pVTU260-6xHisSsn6 ως αρνητικός 

µάρτυρας.  

Πράγµατι, όπως φαίνεται και από την εικόνα η Nmd3 αλληλεπιδρά in 

vivo µε το Ssn6 και αυτή φαίνεται να είναι µια ισχυρή 

αλληλεπίδραση. Στο πείραµα αυτό φαίνεται ότι η ποσότητα myc-

Nmd3 που κατακρηµνίζεται µη ειδικά (όταν δεν υπάρχει το His-Ssn6 

δηλ.) είναι ελάχιστη µπροστά στην ποσότητα που κατακρηµνίζεται 

ειδικά λόγω της αλληλεπίδρασης µε το Ssn6. Επίσης, το πείραµα που 



ελέγχονταν η µη-αλληλεπίδραση His3-Ssn6 επιβεβαιώνεται καθώς 

όση (ελάχιστη) ποσότητα myc-His3 κατακρηµνίζεται µη ειδικά 

απουσία His-Ssn6 τόση ποσότητα κατακρηµνίζεται και όταν το his-

Ssn6 υπάρχει και προσδένεται στην κολώνα νικελίου.   

 

 

Εικόνα  2 Α. Το Ssn6 δεν αλληλεπιδρά µε  την πρωτεΐνη His3 (αρνητικό κοντρόλ) Β. Το Ssn6 
αλληλεπιδρά µε την Nmd3. Και στα δύο πειράµατα  έγιναν πλύσεις µε ρυθ. δ/µα ιµιδαζολίου 
αποµακρύνοντας µη ειδική δέσµευση στα σφαιρίδια,όπως φαίνεται και από τις εκλούσεις. 

 

Β2. In vitro αλληλεπίδραση Nmd3-Ssn6 

Το γεγονός ότι σε µια in vivo δοκιµασία κατακρήµνισης (pull down) η 

Nmd3 κατακρηµνίζεται µε το Ssn6 αποτελεί ένα στοιχείο πάνω στο 

οποίο µπορεί κανείς να ελέγξει υποθέσεις για τη φυσιολογική 

σηµασία της αλληλεπίδρασης µια πρωτεΐνης που είναι γνωστός 

καταστολέας της µεταγραφής ενός µεγάλου αριθµού γονιδίων και 

της πρωτεΐνης µεσολαβητή της εξόδου της µεγάλης ριβοσωµατικής 

υποµονάδας από τον πυρήνα προς το κυτταρόπλασµα.  

Παρόλα αυτά αυτό που προείχε να µελετηθεί ήταν αν και κατά πόσο 

η αλληλεπίδραση Ssn6-Nmd3 είναι άµεση ή έµµεση. Η δοκιµασία in 

vivo βεβαιώνει ότι οι δύο πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν, δεν βεβαιώνει 

όµως αν αυτό γίνεται άµεσα ή έµµεσα καθώς στο κυτταρόλυµα που 

χρησιµοποιείται για να γίνει η δοκιµασία µπορεί να ενυπάρχει κάποια 

πρωτεινη  (ή ακόµη και περισσότερες από µία) που να µεσολαβεί 

στην αλληλεπίδραση. Προκειµένου να διακριβωθεί η φύση της 



αλληλεπίδρασης από τη σκοπιά αυτή, η αλληλεπίδραση µελετάται σε 

ένα in vitro σύστηµα. Για το σκοπό αυτό το γονίδιο της Nmd3 

κλωνοποιήθηκε σε φορέα που το έφερε in frame µε την πρωτεΐνη 

GST (GST-Nmd3).Ο φορέας µετασχηµατίστηκε σε κατάλληλα 

κύτταρα έκφρασης (DH5α ή/και BL21pLys) και κυτταρόλυµα 

επωάστηκε µε κολώνα Glutathione-Sepharose. Με τον τρόπο αυτό 

συγκεντρώθηκε ποσότητα GST-Nmd3. Για να παραχθεί η απαραίτητη 

ποσότητα της Ssn6 για την αλληλεπίδραση, χρησιµοποιήθηκε 

κατασκευή προυπάρχουσα στο εργαστήριο (pRSETC-10TPRs, 

Μ.Παπαµίχος) που έφερε και τα δέκα TPR µοτίβα του Ssn6, τα οποία 

όπως προαναφέρθηκε µεσολαβούν τις αλληλεπιδράσεις του Ssn6. Η 

κατασκευή αυτή επιτρέπει την αποµόνωση και καθαρισµό 3xHis-

10TPR µε χρήση κολώνας νικελίου (NiNTA). Ποσότητα από τον 

καθαρισµό αυτό επωάζεται µε κολώνα που φέρει GST-Nmd3 και ως 

πείραµα ελέγχου έγινε παράλληλα και επώαση µε κολώνα που έφερε 

GST.   

Όπως φαίνεται από την εικόνα το αποτέλεσµα του πειράµατος ήταν 

αρνητικό. ∆εν φαίνεται να κατακρηµνίζεται Ssn6 (10TPR) µε GST-

Nmd3 in vitro κάτι που υποδηλώνει ότι η αλληλεπίδραση που 

διαφάνηκε in vivo πιθανώς να µεσολαβείται από κάποια άλλη 

πρωτεΐνη του S.cerevisiae η απουσία της οποίας στο in vitro 

σύστηµα έχει ως αποτέλεσµα το αρνητικό αποτέλεσµα της 

δοκιµασίας in vitro. 

 

Εικόνα  3 Το Ssn6 δεν αλληλεπιδρά in vitro µε το Nmd3. Αποµονωµένη ποσότητα 10TPRs 
περάστηκε από κολώνα Glutathione Sepharose που έφερε δεσµευµένη είτε GST(κοντρόλ) είτε 
GST-Nmd3. Όπως φαίνεται εξακολουθεί να υπάρχει µη δεσµευµένη 10TPR µετά την 
επώαση(unbound) 



 

 

 

 

Β3. Αλληλεπίδραση της Nic96 µε το Ssn6 

Ακριβώς µε την ίδια λογική που αναφέρθηκε στο µέρος B1 

δοκιµάσθηκε να ελεγχθεί η αλληλεπίδραση της Nic96 µε το Ssn6. 

Έτσι, αρχικά σε στέλεχος αγρίου τύπου σηµάνθηκε το γονίδιο της 

Nic96 µε τον επίτοπο 9myc. Το στέλεχος αυτό χρησιµοποιήθηκε ως 

αρνητικό κοντρόλ στο πείραµα. Αντίστοιχα, το ίδιο στέλεχος 

µετασχηµατισµένο µε το pVTU260-6xHisSsn6 χρησιµοποιήθηκε για 

να ελεγχθεί η αλληλεπίδραση. Όπως φαίνεται και από την εικόνα το 

αποτέλεσµα του πειράµατος είναι αρνητικό καθώς η ίδια ποσότητα 

myc-Nic96 φαίνεται να συγκατακρηµνίζεται τόσο κατά το mock 

purification όσο και κατά το His-Ssn6 pull down. Ενδεχοµένως εάν 

αυξανόταν η µοριακότητα του ιµιδαζολίου να µην εµφανιζόταν 

καθόλου σήµα υποβάθρου (background signal) της mycNmd3. 

Συµπεραίνεται ότι τουλάχιστον υπό τις συνθήκες που 

πραγµατοποιήθηκε το πείραµα η Nic96 δεν αλληλεπιδρά µε την 

Ssn6. 

.  

Εικόνα  4 Το Ssn6 δεν αλληλεπιδρά µε την Nic96  (γλυκόζη). Μετά από 50 mM ιµιδαζολίου η 
ίδια ποσότητα mycNic96 βρέθηκε δεµένη στα σφαιρίδια ανεξαρτήτως αν υπήρχε δεσµευµένο 
HisSsn6 ή όχι σε αυτά 



 

B4.Οι πρωτεινες Tup1 και Ssn6 φαίνεται να είναι απαραίτητες 

για την έξοδο της 60S ριβοσωµατικής υποµονάδας 

 

Έφ’ όσον επιβεβαιώθηκε η αλληλεπίδραση της Nmd3 µε το Ssn6 το 

ερώτηµα που προέκυπτε είναι αν η Nmd3 εµπλέκεται στη µεταγραφή 

ή αν το Ssn6 (ή/και το Tup1) παίζει κάποιο ρόλο στην έξοδο της 60S 

ριβοσωµατικής υποµονάδας από τον πυρήνα. Πειράµατα 

ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης που έγιναν δεν φαίνεται να δίνουν 

κάποια θετική απάντηση στην πρώτη υπόθεση. Η Nmd3 δεν φαίνεται 

να έρχεται σε επαφή µε περιοχές του DNA όπου το Ssn6 έχει 

αναφερθεί να δρα. 

Για να ελεγχθεί η δεύτερη υπόθεση έγιναν πειράµατα εντοπισµού της 

60S ριβοσωµικής υποµονάδας σε στελέχη αγρίου τύπου, σε στελέχη 

που φέρουν την nmd3-2 µεταλλαγµένη µορφή της Nmd3 και σε 

στελέχη ∆ssn6(ssn6) και ∆tup1(tup1). 

Πιο αναλυτικά: η απαλοιφή της Nmd3 από το γονιδίωµα είναι 

θνησιγόνος µεταλλαγή. Αυτό σηµαίνει ότι δεν µπορεί να γίνει άµεσα 

πείραµα που να µελετάται ο φαινότυπος στελεχών απουσία Nmd3. 

Ωστόσο, στο S.cerevisiae (κι όχι µόνο) είναι δυνατόν να 

προσοµοιαστεί η εικόνα που  θα έδινε η απουσία µιας πρωτεΐνης µε 

τη δηµιουργία στελεχών που υπό συνθήκες ο φαινότυπος τους λόγω 

αλλαγών που έχουν προκληθεί στο γονίδιο που µελετάται 

προσοµοιάζει ή και γίνεται ίδιος µε τον θνησιγόνο φαινότυπο που 

προκύπτει µε απαλοιφή του γονιδίου. Τα µεταλλάγµατα αυτά 

καλούνται µεταλλάγµατα υπό συνθήκες (conditional mutants) και 

πολύ συχνά η συνθήκη που είναι περιοριστική για την ανάπτυξη τους 

είναι η αύξηση της θερµοκρασίας καθώς είναι ένας εύκολος τρόπος 

να επιλεγούν τέτοιες µεταλλαγές. Για την Nmd3 υπάρχει ήδη τέτοιο 

στέλεχος το οποίο φέρει απαλοιφή στο ενδογενές γονίδιο αλλά φέρει 

πλασµιδιακό φορέα που κωδικοποιεί για την µεταλλαγµένη 

(θερµοευαίσθητη) nmd3-2 in trans. Σε θερµοκρασία δωµατίου το 



στέλεχος αυτό επιβιώνει. Αυξάνοντας τη θερµοκρασία  (η nmd3-2 

δυσλειτουργεί) στο στέλεχος αυτό η αύξηση είναι αργή και 

παρατηρείται συσσώρευση ριβοσωµικών υποµονάδων στον πυρήνα. 

Η συσσώρευση αυτή γίνεται ορατή αν µια ριβοσωµική πρωτεΐνη 

σηµανθεί. Για το σκοπό αυτό έχει εδραιωθεί ως τέτοιος µάρτυρας 

εντοπισµού η ριβοσωµική Rpl25 σηµασµένη µε την φθορίζουσα GFP. 

Τόσο το στέλεχος nmd3-2 όσο και ο φορέας που φέρει την Rpl25-

eGFP µε τα οποία πραγµατοποιήθηκαν τα πειράµατα εντοπισµού 

προσφέρθηκαν από το εργαστήριο του Prof. Dr. Ed Hurt (BZH, 

Heidelberg).   

Έτσι, ο πλασµιδιακός φορέας που έφερε την Rpl25-eGFP 

µετασχηµατίστηκε σε στελέχη αγρίου τύπου και σε tup1,ssn6 και 

nmd3-2 στελέχη. Όπως φαίνεται και από την εικόνα η Rpl25 είναι 

διάχυτη σε πυρήνα και κυτταρόπλασµα στο στέλεχος αγρίου τύπου. 

Στο nmd3-2 στέλεχος µετά από πέρασµα σε θερµοκρασία 37oC για 

µία ώρα δείχνει µια πολύ χαρακτηριστική εικόνα συσσώρευσης στον 

πυρήνα. Στα στελέχη ssn6 και tup1 παρατηρήθηκε τόσο µειωµένoς 

φθορισµός όσο και συσσώρευση στο πυρήνα (λόγω τεχνικής 

αδυναµίας δεν στάθηκε δυνατή η αποτύπωση του συνεντοπισµού 

ωστόσο µπορέσαµε να την εξακριβώσουµε βάφοντας τους πυρήνες 

µε DAPI σε πείραµα που έγινε µονιµοποίηση των κυττάρων) . Είναι 

ιδιαίτερα ενδιαφέρον ότι το tup1 έδωσε µεγαλύτερο ποσοστό 

κυττάρων που να δίνουν την εικόνα αυτή (περίπου 80%) απ’ ότι το 

ssn6 που έδωσε µάλλον µικρό ποσοστό (περίπου 40-50%) αν και 

είναι αρκετά πιθανό το χαµηλό αυτό ποσοστό να οφείλεται στις 

συνθήκες του πειράµατος. Επίσης, η συσσώρευση που δίνουν τα δύο 

αυτά στελέχη είναι περισσότερο εντοπισµένη. Φαίνεται ότι η Rpl25-

eGFP είναι συσσωρευµένη σε ένα  µέρος του πυρήνα και όχι σε όλο 

το χώρο του. Αν και δεν κατέστη δυνατός ο ακριβής προσδιορισµός 

της περιοχής αυτής υποθέτουµε ότι πρόκειται µάλλον για τον 

πυρηνίσκο. Άλλωστε η επιλογή της Rpl25 ως µάρτυρα υποστηρίζει 

αυτή την υπόθεση, καθώς είναι γνωστό ότι συναρµολογείται από 



πολύ νωρίς στη σχηµατιζόµενη προ-ριβοσωµική 60S (pre-60S) από 

τα πρώτα δηλ. στάδια σχηµατισµού της στον πυρηνίσκο.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα  5 Η Rpl25-eGFP συσσωρεύεται στον πυρήνα των ∆tup1 και ∆ssn6. Α-Ε στελέχη 
µετασχηµατισµένα µε το φορέα pRS315-Rpl25-eGFP. A. Αγρίου τύπου   B.  nmd3-2  C. ∆tup1  
D-E. ∆ssn6 

 

Β5. Τα στελέχη tup1 και ssn6 εµφανίζουν µη φυσιολογικά 

πολυσωµικά προφίλ 

 

Τα παραπάνω ευρήµατα εµπλέκουν τις πρωτεΐνες Ssn6 και Tup1 

στην έξοδο της 60S ριβοσωµικής υποµονάδας. Σε συνδυασµό µε το 

γεγονός ότι η Ssn6 αλληλεπιδρά µε την Nmd3 τα ευρήµατα αυτά 

συνηγορούν σε µια µάλλον άµεση εµπλοκή στην έξοδο των 

ριβοσωµάτων παρά σε µια έµµεση δράση λόγω του ρόλου τους στην 

µεταγραφή. Άλλωστε, το σύµπλοκο Ssn6-Tup1 δεν εµπλέκεται στην 

καταστολή ριβοσωµικών πρωτεϊνών όπου τον κύριο ρόλο τον παίζει 

ο καταστολέας Rap1.  

Εφ’ όσον όταν λείπουν το Tup1 και το Ssn6 προκαλείται 

συσσώρευση Rpl25 και κατά συνέπεια  60S υποµονάδων η βιογένεση 

των ριβοσωµάτων στα στελέχη αυτά πρέπει να είναι ελαττωµατική. 

Για να µελετηθεί αυτή η υπόθεση προχωρήσαµε σε ανάλυση 

πολυσωµάτων (polysome profile) στα ίδια ακριβώς στελέχη που 

έγινε ο εντοπισµός της Rpl25-eGFP. Με τη µέθοδο αυτή είναι 



δυνατόν να αναπαρασταθεί η αναλογία 40S και 60S υποµονάδων 

καθώς και µονοσωµάτων (δηλ. µεµονωµένων ριβοσωµάτων) αλλά 

και πολυσωµάτων. Στην εικόνα που ακολουθεί φαίνεται το προφίλ 

για στέλεχος αγρίου τύπου (σε 10 φορές µικρότερη κλίµακα, µπλέ 

χρώµα) και για στελέχη nmd3-2(κόκκινο),tup1(πράσινο) και 

ssn6(µπλε).  

 

Εικόνα  6 Τα στελέχη ∆tup1 και ∆ssn6 εµφανίζουν µη φυσιολογικά πολυσωµικά προφίλ. Το πιο 
χαρακτηριστικό στοιχείο στο ∆ssn6 είναι τα πολύ χαµηλά επίπεδα 80S η συσσώρευση 40S και 
τα πολύ χαµηλά επίπεδα πολυσωµάτων (η καµπύλη είναι σχεδόν πανοµοιότυπη µε αυτήν του 
nmd3-2). Το ∆tup1 εµφανίζει περισσότερο φυσιολογικό προφίλ αλλά αναλογικά έχει µη 
διακρίσιµα επίπεδα ελεύθερης 60S αλλά και χαµηλά ποσοστά πολυσωµάτων. Η καµπύλη του 
στελέχους αγρίου τύπου είναι σε κλίµακα 1:10 προς ευκολία της απεικόνισης. Οι καµπύλες 
αντιστοιχούν σε απορρόφηση στα 254 nm. 

 

Από το προφίλ γίνεται αντιληπτό ότι το στέλεχος ssn6 έχει 

πολυσωµικό προφίλ σχεδόν ίδιο µε το στέλεχος nmd3-2. 

Αναλύοντας το προφίλ των στελεχών καλύτερα, αυτό που είναι 

εµφανές είναι ότι τόσο στο ssn6 όσο και στο nmd3-2 φαίνεται να 

υπάρχει µια συσσώρευση 40S υποµονάδας ενώ τα επίπεδα της 60S 



είναι πολύ χαµηλά και δυσδιάκριτα όπως πολύ χαµηλά είναι και τα 

επίπεδα των συναρµολογηµένων µονοσωµάτων. Αντίθετα, το tup1 

φαίνεται να έχει ικανοποιητικό αριθµό µονοσωµάτων αλλά επίσης 

φαίνεται να πάσχει σε διαθέσιµες ελεύθερες  60S και 40S 

υποµονάδες.  

Ενδιαφέρον είναι ότι η εικόνα αυτή µάλλον αναστρέφεται όσον 

αφορά το σχηµατισµό πολυσωµάτων. Έτσι, τόσο το nmd3-2 όσο και 

το ssn6 φαίνεται να έχουν χαµηλό ποσοστό πολυσωµάτων σε σχέση 

µε το στέλεχος αγρίου τύπου αλλά ικανοποιητικό ποσοστό σε σχέση 

πάντα µε τον αριθµό των µονοσωµάτων που διαθέτουν ενώ το tup1 

φαίνεται να έχει αναλογικά πάντα µε τον αριθµό µονοσωµάτων 

µάλλον χαµηλό αριθµό πολυσωµάτων.  

 

 

B6.Εντοπισµός του Tup1 στην πυρηνική περιφέρεια 

 

Τα παραπάνω στοιχεία ενισχύουν τη υπόθεση µιας ενεργούς 

συµµετοχής των Tup1 και Ssn6 στην έξοδο των ριβοσωµικών 

υποµονάδων και τη συναρµολόγηση των ριβοσωµάτων. Ένα 

ερώτηµα που προκύπτει είναι αν ο ρόλος αυτός ενισχύεται από 

συγκεκριµένο εντοπισµό του Ssn6 ή του Tup1 στον πυρήνα. Από την 

Yeast GFP Database τόσο το Ssn6 όσο και το Tup1 εµφανίζονται 

πυρηνικά.  Ωστόσο, ενδιαφέρον παρουσιάζει η κατηγοριοποίηση του 

εντοπισµού του Tup1 ως αντι-πυρηνισκικού (anti-nucleolar). Αν κάτι 

τέτοιο ισχύει, ενισχύεται η θεωρία για συµµετοχή του Tup1 στην 

έξοδο ριβοσωµικών υποµονάδων από πολύ πρώιµα στάδια καθώς ο 

αποκλεισµός του από τον πυρηνίσκο σε φυσιολογικές συνθήκες 

µπορεί να αποτελεί σε συνθήκες απαλοιφής του εµπόδιο στην οµαλή 

πορεία της συναρµολόγησης από τον πυρηνίσκο προς το 

κυτταρόπλασµα.  

Προκειµένου να ελεγχθεί ο εντοπισµός ένα νέο στέλεχος 

δηµιουργήθηκε (myc-Tup1, Ν.Γουναλάκη) που έφερε τον επίτοπο 



9myc στο C-τελικό άκρο του Tup1. Προς έκπληξη, ο εντοπισµός του 

Tup1 φαίνεται να είναι στην πυρηνική περιφέρεια, δίνοντας την πολύ 

χαρακτηριστική δοµή ροζέτας που σχηµατίζεται σε αυτές τις 

περιπτώσεις.  

 

 

 

 

 

 

Εικόνα  7 To Tup1 κατανέµεται στην πυρηνική περιφέρεια. Α. Κατανοµή του mycGCD1 σε όλο 
το κύτταρο. B Κατανοµή του mycMig1 στον πυρήνα C. Κατανοµή του mycTup1 στην πυρηνική 
περιφέρεια  

Προκειµένου να ελεγχθεί η εγκυρότητα της µεθόδου στέλεχη που 

έφεραν µια bona fide κυτταροπλασµατική πρωτεΐνη (Gcd1) και µια 

πυρηνική πρωτεΐνη (Mig1) σηµασµένες µε τον ίδιο επίτοπο 9myc 

χρησιµοποιήθηκαν ως πειράµατα µάρτυρες.  

Όπως φαίνεται και από την εικόνα 7 το Gcd1 διαχέεται σε όλο το 

εύρος του κυττάρου ενώ το Mig1 όπως είχε δειχθεί ήδη σε συνθήκες 

καταστολής είναι πυρηνικό. Τα αποτελέσµατα αυτά βεβαιώνουν ότι η 

τεχνική που χρησιµοποιήθηκε είναι αξιόπιστη. Το Tup1 φαίνεται να 



είναι κατανεµηµένο σχεδόν αποκλειστικά στην πυρηνική περιφέρεια. 

Η κατανοµή αυτή έρχεται σε απόλυτη συµφωνία µε τον ενδεχόµενο 

ρόλο του στην έξοδο των ριβοσωµικών υποµονάδων µέσω της 

αλληλεπίδρασης µε την πρωτεΐνη µεσολαβητή Nmd3. 

 



Γ. ∆ηµιουργία βιβλιοθήκης αλληλουχιών στις οποίες 

προσδένεται το Ssn6 

 

Όπως αναφέρθηκε και στην σύζητηση σκόπος της διατριβής αυτής 

ήταν να ελεγχθούν αλλά και να αναζητηθούν πιθανοί νέοι ρόλοι του 

συµπλόκου καταστολέα Ssn6-Tup1. Στα µέρη Α και B παρουσιαστηκε 

το τµήµα της εργασίας που σκοπό είχε να ελέγξει ενδεχόµενες νέες 

αλληλεπιδράσεις και να διερευνήσει την εµπλοκή του συµπλόκου 

Ssn6-Tup1 στη µεταγραφή αλλά και στην έξοδο των ριβοσωµάτων. 

Στο µέρος Γ περιγράφεται η δηµιουργία καταρχήν µιας βιβλιοθήκης 

αλληλουχιών πρόσδεσης του Ssn6. Για το σκοπό αυτό 

χρησιµοποιήθηκε συµβατική µεθοδολογία ανοσοκατακρήµνισης 

χρωµατίνης (ChIP) σε συνδυασµό όµως µε Ligation Mediated PCR 

(LM-PCR). Κατά την LM-PCR πραγµατοποιείται πολλαπλασιασµός του 

ανοσοκατακρηµνισµένου DNA: αρχικά πραγµατοποιείται σύνδεση 

ενός συνδέτη στα δύο άκρα των δίκλωνων τµηµατων DNA που 

έχουν κατακρηµνιστεί. Η σύνδεση αυτή επιτρέπει τον 

πολλαπλασιασµό του υλικού µε PCR καθώς ένα από τα 

ολιγονουκλεοτίδια που αποτελουν τον συνδέτη χρησιµοποιείται ως 

εκκινητής (primer) κατά την PCR.  

Για το πείραµα ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης  χρησιµοποιήθηκε 

στέλεχος αγρίου τύπου στο οποίο το γονίδιο του Ssn6 (αναφέρεται 

εδώ και ως Cyc8) φέρει τον επίτοπο 9myc. Ως πείραµα αρνητικού 

ελέγχου πραγµατοποιήθηκε η ίδια ακριβώς διαδικασία 

χρησιµοποιώντας το αρχικό στέλεχος αγρίου τύπου.  

Μέρος του προϊόντος της PCR χρησιµοποιήθηκε και  κλωνοποιήθηκε 

σε φορέα pGEM-T. Ακολούθησαν παρασκευές πλασµιδιακού DNA 

µικρής έκτασης (minipreps) και στη συνέχεια έγιναν πέψεις 

χρησιµοποιώντας το ένζυµο περιορισµού EcoRI το οποίο πέπτει σε 

περιοχές του pGEMT που περιβάλλουν το εκάστοτε ένθεµα.  

Με τον τρόπο αυτό έχει σχηµατιστεί µια mini-βιβλιοθήκη 

αλληλουχίων στις οποίες το Ssn6 φαίνεται να στρατολογείται στις 



συνθήκες που έγινε το πείραµα ανοσοκατακρήµνισης. Τα βήµατα που 

πρέπει να γίνουν στη συνέχεια περιγράφονται στη σύζητηση. 

 

 

 

 

 

Εικόνα  8 LM-PCR και κλωνοποίηση ανοσοκατακρηµνισµένου υλικού  A. Μέρος του 
ανοσοκατακρηµνισµένου υλικού που έχει πολλαπλασιαστεί µε LM-PCR ηλεκτροφορείται B. Με 
RealTime-PCR ελέγχεται η επιτυχία της ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης C. Ενθέµατα που 
έχουν κλωνοποιηθεί pGEM-T easy  

 

 
 

Συζήτηση 

 
Α. Η exportin Msn5 µεσολαβεί στην έξοδο του Mig1. 

 

Όπως αναφέρθηκε και στην εισαγωγή το µέρος αυτό της εργασίας 

έρχεται να συµπληρώσει εργασία που έχει προηγηθεί στο εργαστήριο 

από τον Μ.Παπαµίχο. Το σηµαντικό στοιχείο που προκύπτει από την 

εργασία αυτή (Papamichos-Chronakis et al., 2004) είναι ότι η 



αλληλεπίδραση Ssn6-Mig1 ενώ χάνεται σε συνθήκες αποκαταστολής 

(απουσία γλυκόζης) σε αγρίου τύπου γενετικό υπόβαθρο παραµένει 

όταν απαλείφεται η κινάση Snf1 στις ίδιες συνθήκες. Με τον τρόπο 

αυτό καθορίζεται οριστικά ότι η Snf1 είναι ο παράγοντας που 

πυροδοτεί την αποκαταστολή. Το εύρηµα της παραµονής του Mig1 

στον πυρήνα απουσία της Msn5 (Εικόνα 1Β) αν και αναµενόµενο 

έρχεται να συµπληρώσει τα δεδοµένα της ίδιας εργασίας που θέλουν 

το Mig1 να παραµένει στρατολογηµένο στον υποκινητή ακόµα και σε 

συνθήκες αποκαταστολής. Όπως και σε τέτοιες συνθήκες έτσι και 

ελλείψει Msn5 αποκαταστολή επιτελείται. Το παράδοξο αυτό 

ερµηνεύεται από το γεγονός ότι δεν είναι τόσο η κατανοµή του Mig1 

(ακόµη παραπέρα, η στρατολόγηση του στον υποκινητή) που 

καθορίζει την δράση του ως καταστολέα, όσο η φωσφορυλίωση του 

από την Snf1 και η απώλεια αλληλεπίδρασης µε το Ssn6.      

 

Β. Νέες αλληλεπιδράσεις και ενδεχόµενοι νέοι ρόλοι για το 

σύµπλοκο Ssn6-Tup1 

 

Στο δεύτερο µέρος της εργασίας ελέγχθηκαν νέες αλληλεπιδράσεις 

του Ssn6. Η αλληλεπίδραση µε την Nmd3 επιβεβαιώθηκε in vivo όχι 

όµως και αυτή µε την Nic96. Από την άλλη τα in vitro πειράµατα 

δείχνουν ότι µάλλον δεν είναι άµεση η αλληλεπίδραση Ssn6-Nmd3.  

Ακολούθησαν πειράµατα που έγιναν για να διερευνηθεί η 

αλληλεπίδραση αυτή περαιτέρω, µε προσανατολισµό περισσότερο 

προς εµπλοκή του Ssn6-Tup1 µε την έξοδο των ριβοσωµικών 

υποµονάδων παρά προς την κατεύθυνση εµπλοκής της Nmd3 στη 

µεταγραφή, καθώς αρχικά πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης 

χρωµατίνης δεν υποστήριξαν την υπόθεση αυτή.  

Τόσο σε ∆ssn6 όσο και σε ∆tup1 στελέχη παρατηρήθηκε 

συσσώρευση της πρωτεΐνης µάρτυρα Rpl25-eGFP στον πυρήνα του 

κυττάρου. Η συσσώρευση αυτή είναι περισσότερο εντοπισµένη απ’ 

ότι στην περίπτωση του  nmd3-2 στελέχους και η υπόθεση που 



γίνεται είναι ότι η περιοχή αυτή του πυρήνα είναι το πιο πιθανόν ο 

πυρηνίσκος. Υπενθυµίζεται η µεταγραφή του rDNA και τα πρώτα 

στάδια της συναρµολόγησης των ριβοσωµικών υποµονάδων 

επιτελούνται στoν πυρηνίσκο (για ανασκόπηση(Tschochner and 

Hurt, 2003)   

Στο επόµενο βήµα διαπιστώθηκε ότι τα ίδια στελέχη παρουσιάζουν 

µη φυσιολογικά πολυσωµικά προφίλ. Ιδιαίτερα εµφανής είναι η 

οµοιότητα των προφίλ που δίνουν τα στελέχη ∆ssn6 και nmd3-2. Τα 

προφίλ αυτά χαρακτηρίζονται από συσσώρευση ελεύθερης 40S, 

πολύ χαµηλά ποσοστά µονοσωµάτων (80S) και χαµηλά ποσοστά 

πολυσωµάτων σε σχέση µε την εικόνα που δίνει το στέλεχος αγρίου 

τύπου µε τη µέθοδο που χρησιµοποιήθηκε. Το ∆tup1 δίνει 

περισσότερο φυσιολογικό προφίλ όσον αφορά την παρουσία 80S 

κλάσµατος αλλά το προφίλ τόσο της 60S όσο και της 40S δείχνει 

µειωµένα επίπεδα. 

Το γεγονός ότι το Tup1 ενδέχεται να κατανέµεται εκτός πυρηνίσκου 

(Yeast GFP Database) ώθησε να µελετήσουµε την κατανοµή του µε 

χρήση έµµεσου ανοσοφθορισµού. Το αποτέλεσµα ,µάλλον 

αναπάντεχο, δείχνει το Tup1 κατανεµηµένο στην πυρηνική 

περιφέρεια και όχι σε όλο το εύρος του πυρήνα ή στον εκτός 

πυρηνίσκου χώρο.  

Τα δεδοµένα αυτά πιστεύουµε ότι στοιχειοθετούν σαφώς την 

εµπλοκή του συµπλόκου σε διεργασίες όχι άµεσα συνδεδεµένες µε 

τον ρόλο τους ως συγκαταστολέα. Γεγονός είναι ότι η συγκέντρωση 

των δύο αυτών πρωτεϊνών στον πυρήνα όπως υπολογίζεται από την 

Yeast GFP Database (µε τα όποια προβλήµατα µεροληψίας που 

µπορεί να υπάρχουν) είναι τόσο υψηλή που ενδεχοµένως δικαιολογεί 

και άλλες λειτουργίες πέρα από την στρατολόγηση τους σε µερικές 

εκατοντάδες υποκινητών. 

Στα επόµενα βήµατα προτεραιότητα έχει ο έλεγχος της 

αλληλεπίδρασης Tup1 και Nmd3 in vivo και in vitro. Επιπλέον, 

πρέπει να µελετηθεί η κατανοµή και του Ssn6 στον πυρήνα 



προκειµένου να διαπιστωθεί αν το Ssn6 βρίσκεται επίσης στην 

περιφέρεια. Τα αποτελέσµατα αυτού πειράµατος θα δώσει σηµαντική 

πληροφορία και για τον καταµερισµό ρόλων των δύο πρωτεϊνών του 

συµπλόκου κατά την καταστολή της µεταγραφής.. Υπενθυµίζεται ότι 

τελευταία η σύνδεση µεταγραφής και πυρηνικών πόρων έχει 

εξακριβωθεί (ιδιαίτερα για τα γονίδια του Gal regulon, (Casolari et 

al., 2004)) και καθώς τα Ssn6 και Tup1 παραδόξως παραµένουν 

στον υποκινητή του Gal1 ακόµα και όταν υπάρχει αποκαταστολή και 

ενεργοποίηση της µεταγραφής (όπως και το Mig1, (Papamichos-

Chronakis et al., 2004)) µια µεσολάβηση του συµπλόκου στη 

στρατολόγηση των Gal γονιδίων σε συνθήκες ενεργοποίησης στον 

πυρηνικό πόρο δεν αποκλείεται.  

Το γεγονός ότι τα Ssn6 και Tup1 εµπλέκονται άµεσα στην 

συναρµολόγηση των υποµονάδων πρέπει να εξεταστεί µε ένα 

πείραµα παρόµοιο µε αυτό του πολυσωµικού προφίλ µε τη διαφορά 

ότι τα κλάσµατα που φωτοµετρούνται θα κρατούνται και θα 

εξετάζεται η παρουσία των δύο πρωτεϊνών σε αυτά. Με τον τρόπο 

αυτό θα γίνει γνωστό αν τα δύο µόρια αποµονώνονται µαζί  αλλά και 

µε ποιο ριβοσωµικό σχηµατισµό, καθώς η σύνδεση µε την Nmd3 αν 

και ενδεικτική δεν αποτελεί αναµφισβήτητο στοιχείο. Το πείραµα 

αυτό θα δώσει στην ουσία την κατεύθυνση για την περαιτέρω 

διερεύνηση. Πειράµατα συνεντοπισµού µε δοµικά στοιχεία των 

υποµονάδων µπορούν επίσης να δώσουν καθοριστική πληροφορία 

για το ρόλο του συµπλόκου, καθώς το µονοπάτι συναρµολόγησης 

από τον πυρηνίσκο προς την πυρηνική µεµβράνη έχει χαρακτηρισθεί 

και πρωτεΐνες µάρτυρες κάθε σταδίου έχουν εδραιωθεί. Πολύ 

πιθανώς η εµπλοκή του Ssn6-Tup1 να σχετίζεται µε τη διέλευση του 

φορτίου από τον πυρηνικό πόρο. Στην περίπτωση αυτή η εµπλοκή 

του Crm1 αλλά και του RanGTPase(Gsp1) εξαρτώµενου µονοπατιού 

στο οποίο εµπλέκεται η Nmd3 είναι στόχος για την αποκάλυψη των 

µηχανιστικών λεπτοµερειών. 

 



Γ. ∆ηµιουργία βιβλιοθήκης αλληλουχιών πρόσδεσης του Ssn6 

 

Το µέρος αυτό της διατριβής αποτελεί στην ουσία µια αρχική σάρωση 

για την εύρεση νέων περιοχών που το Ssn6 βρίσκεται 

προσδεδεµένο.  

Τα ενθέµατα που έχουν αποµονωθεί θα αλληλουχηθούν και θα 

χαρακτηρισθούν ως τµήµατα του γονιδιώµατος του S.cerevisiae, 

καθώς σχεδόν ολόκληρο το γονιδίωµα του έχει αλληλουχηθεί. Το 

επόµενο βήµα θα είναι η αξιολόγηση των αποτελεσµάτων αυτών, 

καθώς ένα µέρος του κατακρηµνισµένου υλικού µπορεί να 

προέρχεται από τυχαίες συνδέσεις του µορίου µε τη χρωµατίνη. 

Ιδιαίτερη έµφαση θα δωθεί φυσικά στη διερεύνηση κλωνοποιηµένων 

υποκινητών.  

Αλληλουχίες που θα χαρακτηρισθούν ως περισσότερο πιθανές να 

είναι αληθινοί στόχοι, θα επιβεβαιωθούν µε τη χρήση συµβατικής 

ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης και η παραπέρα µελέτη του ρόλου 

του συµπλόκου θα µελετηθεί. 

 

 

 

   

      

 



 
Υλικά 

Χηµικά: τα χηµικά που χρησιµοποιήθηκαν προήλθαν από τις εταιρίες 

SIGMA, MERCK και FMC Bioproducts.  

 Ένζυµα: Όλες οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες καθώς και τα ένζυµα 

τροποποίησης του DNA προήλθαν από τις εταιρίες  MINOTECH, NEW 

ENGLAND BIOLABS.  

Η πρωτεϊνάση Κ που χρησιµοποιήθηκε στην τεχνική ανοσοκατακρήµνισης 

της χρωµατίνης είναι της MERCK. 

Τα θερµοανθεκτικά ένζυµα πολυµερισµού που χρησιµοποιήθηκαν για τις 

αντιδράσεις αλυσιδωτού πολυµερισµού (PCR) κατασκευάστηκαν από τις 

εταιρίες ΜΙΝΟΤECH (MinoTaq) και ROCHE (AmpliTaq). 

Αντισώµατα και υλικά ανοσοεντοπισµού: τα αντισώµατα (µονοκλωνικά 

και πολυκλωνικά) έναντι των επιτόπων ΗΑ και Myc προήλθαν από τη 

SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY.  

Τα δευτερογενή αντισώµατα anti-mouse και anti-rabbit συζευγµένα µε HRP 

προήλθαν είτε από τη SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY είτε από την 

JACKSON IMMUNORESEARCH.  

Tα σφαιρίδια Protein-A Sepharose προµηθεύτηκαν από την 

AMERSHAM-PHARMACIA. 

Μεµβράνες: Η µεταφορά πρωτεϊνών έγινε σε µεµβράνες νιτροκυτταρίνης 

Protran (Schleicher and Schuell).  

Ολιγονουκλεοτίδια-ανιχνευτές (primers): όλα τα ολιγονουκλεοτίδια που 

χρησιµοποιήθηκαν προήλθαν από το εργαστήριο Μικροχηµείας του ΙΤΕ. 

Xρωστικές: στις αντιδράσεις «πραγµατικού χρόνου» (real time) 

χρησιµοποιήθηκε η χρωστική χρώσης του δίκλωνου DNA Sybr Green 

Nucleic Acid Gel Stain της FMC Bioproducts. 

 



Θρεπτικά µέσα 

Τα θρεπτικά µέσα, υγρά και στερεά, που χρησιµοποιήθηκαν για την 

ανάπτυξη των βακτηριακών στελεχών (LB) αλλά και των στελεχών ζύµης 

(MIN, YEP, sporulation medium) καθώς και τα διαλύµατα αντιβιοτικών 

(αµπικιλλίνη, καναµυκίνη), κατασκευάστηκαν σύµφωνα µε τις οδηγίες των 

εργαστηριακών εγχειριδίων Current Protocols in Molecular Biology 

(Ausubel et al. 1999) και Molecular Cloning (Sambrook et al. 1989).  

Oι οδηγίες για την παρασκευή των διαλυµάτων αµινοξέων αναφέρονται στο 

Methods in Yeast Genetics (Kaiser et al. 1994).  

Μη επαγωγικές συνθήκες ανάπτυξης: Οι φυσιολογικές (µη επαγωγικές) 

συνθήκες ανάπτυξης των καλλιεργειών ζύµης ήταν είτε πλούσιο θρεπτικό 

µέσο (YPD) είτε ελάχιστο θρεπτικό µέσο (ΜΙΝ) συµπληρωµένο µε τα 

απαιτούµενα αµινοξέα.  

 

Πλασµιδιακοί φορείς 
Για την απευθείας κλωνοποίηση προϊόντων πολυµερισµού (PCR) 

χρησιµοποιήθηκε ο ειδικός φορέας pGEM-T Easy (PROMEGA). 

 

Στελέχη 

Α. Βακτηριακά στελέχη  
Τα βακτηριακά στελέχη της Escherchia coli που χρησιµοποιήθηκαν ήταν  

DH5a (GibcoBRL), και BL21pLysS. O γονότυπός τους αναφέρεται στο 

εργαστηριακό εγχειρίδιο Molecular Cloning (Sambrook et al. 1989).  

 

Β. Στελέχη σακχαροµήκυτα  
Τα στελέχη ζύµης που χρησιµοποιήθηκαν φαίνονται στον πίνακα που 

ακολουθεί. Όλα προέρχονται από το πατρικό στέλεχος FT5  

όνοµα γονότυπος 

1. FT5 

2. nmd3-2 

3. PH 

4. BSH 

MATạ leu, ura, trp, his  

MATạ leu, ura, trp, his,nmd3::KanMX4 + 

[pRS313-nmd3-2] 

MATạ  leu, ura, trp, ssn6∆::his3 



5. FT5-Rpl25eGFP  

6. nmd3-2–Rpl25eGFP 

7. PH-RPl25eGFP 

 

8. BSH-Rpl25eGFP 

 

9. mycNMD3 

10. HisSsn6-mycNMD3 

 

11. mycHIS3 

12. HisSsn6-mycHIS3 

 

13. mycTup1 

 

 

 

 

MATạ  leu, ura, trp, tup1∆::his3 

MATạ  leu, ura, trp, tup1∆::his3 +[pRS315-

RPL25eGFP(LEU2)] 

MATạ  leu, ura, trp, ssn6∆::his3 +[pRS315-

RPL25eGFP(LEU2)] 

MATạ  leu, ura, trp, tup1∆::his3  +[pRS315-

RPL25eGFP(LEU2)] 

MATạ leu, ura, trp, his,Nmd3 9myc-TRP 

MATạ leu, ura, trp, his,Nmd3 9myc-TRP + 

[pVTU260-6HisSsn6)] 

MATạ leu, ura, trp, his,His3 9myc-TRP 

MATạ leu, ura, trp, his,His3 9myc-TRP 

+[pVTU260-6HisSsn6)] 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Μέθοδοι 

Α. Γενικές   τεχνικές 
 

Μέθοδοι τροποποίησης των µορίων DNA 
Στις γενικές µοριακές τεχνικές τροποποίησης των µορίων DNA 

περιλαµβάνονται οι αντιδράσεις πέψης µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες, 

υδρόλυσης των 5’ φωσφορικών οµάδων µε το ένζυµο αλκαλική 

φωσφατάση, πολυµερισµού των άκρων µε το ένζυµο DNA polI (Klenow), 

σύνδεσης µορίων µε το ένζυµο Τ4 DNA λιγάση. Οι αντιδράσεις 

εφαρµόστηκαν όπως αυτές αναφέρονται από τους Sambrook et al. 1989 



και σύµφωνα µε τις οδηγίες που αναγράφονται στα συνοδευτικά φυλλάδια 

των ενζύµων και στους καταλόγους των αντίστοιχων εταιριών. 

Aνάλυση και αποµόνωση DNA από πήκτωµα αγαρόζης 
Ο ηλεκτροφορητικός διαχωρισµός µορίων DNA σε πήκτωµα αγαρόζης έγινε 

σε ρυθµιστικό διάλυµα 1Χ ΤΒΕ, όπως αναφέρεται από τους Sambrook et al. 

1989 και µε σκοπό την ποσοτική εκτίµηση ή την εκτίµηση του µεγέθους 

της/των αναλυµένων ζωνών. Όπου ήταν απαραίτητος ο ακριβέστερος 

προσδιορισµός της ποσότητας του DNA µετρήθηκε η οπτική απορρόφηση 

του δείγµατος στα 260nm (OD260). Για τον προσδιορισµό του µεγέθους των 

ζωνών χρησιµοποιήθηκε σαν πρότυπο µεγεθών DNA (DNA marker) το 

προϊόν της πέψης του γενωµικού DNA του φάγου λ  µε το περιοριστικό 

ένζυµο StyI. 

Για την αποµόνωση και καθαρισµό τµηµάτων DNA µετά τον 

ηλεκτροφορητικό διαχωρισµό τους σε πήκτωµα αγαρόζης εφαρµόστηκαν 

διάφορες µέθοδοι, ανάλογα µε την ποσότητα και το µέγεθος του προς 

καθαρισµό τµήµατος. Μεγάλες ποσότητες αποµονώθηκαν κυρίως µε τη 

µέθοδο της ηλεκτροέκλουσης και σπανιότερα µε τη χρήση πηκτώµατος 

αγαρόζης χαµηλού σηµείου τήξεως, µέθοδοι που περιγράφονται από τους 

Sambrook et al. 1989.  

 

Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA 
Για την αποµόνωση σε µικρή κλίµακα πλασµιδιακού DNA χρησιµοποιήθηκε 

η µέθοδος της αλκαλικής λύση, όπως αυτή περιγράφεται από τους 

Sambrook et al. 1989. 

Η ίδια µέθοδος εφαρµόστηκε για την αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε 

µεσαία κλίµακα. Σε περιπτώσεις όπου ήταν απαραίτητη η αποµόνωση 

υπερελικωµένου DNA υψηλής ποιότητας επιλέχθηκε η συνδυαστική χρήση 

της µεθόδου κατακρήµνισης µε πολυαιθυλενγλυκόλη (PEG) 8000 

(Sambrook et al. 1989). 

 

Αντίδραση σύνδεσης πλασµιδιακού φορέα µε το κατάλληλο τµήµα 

DNA (ligation). 

Η αναλογία των µορίων του φορέα κλωνοποίησης προς τα µόρια του 

ενθέµατος ήταν περίπου 1/5 και η συνολική ποσότητα του  DNA, που 



επωάστηκε σε κάθε αντίδραση ήταν ~200ng. Η τελική συγκέντρωση του 

ενζύµου λιγάση ήταν 0.2 u/λ. Οι αντιδράσεις σύνδεσης τυφλών άκρων 

(bland) επωάζονταν για 3 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου (~250 C), ενώ οι 

αντιδράσεις συµπληρωµατικών άκρων επωάζονταν 4-16 ώρες στους 160 C. 

Το 1/10 της αντίδρασης χρησιµοποιούνταν για το µετασχηµατισµό 

ηλεκτροδεκτικών κυττάρων, ενώ για το µετασχηµατισµό χηµειοδεκτικών 

βακτηριακών κυττάρων χρησιµοποιούνταν η µισή ποσότητα της 

αντίδρασης. 

 

Παρασκευή επιδεκτικών κυττάρων για µετασχηµατισµό (competent 

cells).  

Τα βακτηριακά κύτταρα αναπτύσσονται σε θρεπτικό µέσο LB, στους 370 C 

µέχρι η απορρόφηση των κύττάρων(OD600) να γίνει 0.45. Τα κύτταρα 

επωάζονται για 10 λεπτά στον πάγο και φυγοκεντρούνται για 15 λεπτά 

στους 40 C και στις 3000 στροφές. Μετά την αποµάκρυνση του θρεπτικού 

µέσου, τα κύτταρα επαναδιαλύονται σε διάλυµα 50 mM CaCl2 και 10% 

γλυκερόλης όγκου ίσου µε το µισό όγκο της αρχικής καλλιέργειας. Στην 

συνέχεια τα κύτταρα επωάζονται για τουλάχιστον µισή ώρα στον πάγο και 

φυγοκεντρούνται  για 5 λεπτά στους 40 C και στις 2000 στροφές. Τελικά 

επαναδιαλύονται σε όγκο του παραπάνω διαλύµατος ίσο µε το 1/10 του 

όγκου της αρχικής καλλιέργειας, µοιράζονται σε ποσότητες των 200µl 

(aliquots) και φυλάσσονται στους -800 C, µέχρι να χρησιµοποιηθούν. 

 

Μετασχηµατισµός επιδεκτικών κυττάρων 
 
Παρασκευή κυττάρων ικανών να µετασχηµατίζονται µε εφαρµογή 

ηλεκτρικού πεδίου (electrocompetent cells : ηλεκτροδεκτικά 

κύτταρα). 

Τα βακτηριακά κύτταρα αναπτύσσονται σε θρεπτικό µέσο LB, στους 370 C 

µέχρι η απορρόφηση των κύττάρων(OD600) να γίνει 0.5-0.6. Στην 

συνέχεια, συλλέγονται µε φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στους 40 C και στις 

3000 στροφές. Το ίζηµα των κύτταρων επαναδιαλύεται µε ήπιο τρόπο σε 

διάλυµα 10% γλυκερόλης ίσου όγκου µε την αρχική καλλιέργεια και 

επαναλαµβάνεται η φυγοκέντρηση. Τα κύτταρα ξεπλένονται  ακόµα µια 



φορά µε µισό όγκο γλυκερόλης 10%  και τελικά επαναδιαλύονται σε όγκο 

γλυκερόλης ίσο µε το 1/100 του όγκου της αρχικής καλλιέργειας. Τα 

κύτταρα µοιράζονται σε µικρές ποσότητες των 100µl (aliquots) και 

φυλάσσονται στους -800 C, µέχρι να χρησιµοποιηθούν. Όλα τα υλικά και τα 

µέσα, που χρησιµοποιήθηκαν ήταν αποστειρωµένα και όλοι οι χειρισµοί 

έγιναν στον πάγο. 

Μετασχηµατισµός δεκτικών κυττάρων µε εφαρµογή ηλεκτρικού 

πεδίου (electroporation). 

Τοποθετούµε για κάθε µετασχηµατισµό, 100µl δεκτικών κυττάρων στον 

πάγο για 5 λεπτά. Προσθέτουµε 1.5µl από την αντίδραση σύνδεσης και 

επωάζουµε στον πάγο για 1 λεπτό. Μεταφέρουµε τα κύτταρα σε ειδική 

κυψελίδα, την οποία τοποθετούµε στην κατάλληλη θέση του ειδικού 

µηχανήµατος (electroporator) και διοχετεύουµε ηλεκτρικό ρεύµα τάσης 

1.65kV. Επαναδιαλύουµε τα κύτταρα σε 1 ml θρεπτικού µέσου SOC και 

επωάζουµε για µια ώρα στους 370 C υπό ανάδευση. Τελικά συλλέγουµε τα 

κύτταρα µε φυγοκέντρηση στις 13000 στροφές για 15 δευτερόλεπτα και τα 

επιστρώνουµε υπό στείρες συνθήκες σε πιάτο µε θρεπτικό µέσο LB, το 

οποίο περιέχει κατάλληλη ποσότητα του αντιβιοτικού µε το οποίο κάνουµε 

την επιλογή (π.χ αµπικιλλίνη). Το πιάτο τοποθετείται στους  370 C για 16 

ώρες τουλάχιστον, έτσι ώστε να αναπτυχθούν οι αποικίες των βακτηρίων. 

 

Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 

Η ποσότητα του DNA που χρησιµοποιήθηκε ως µήτρα για την αντίδραση 

πολυµερισµού ήταν 5-50 ng όταν το DNA ήταν πλασµιδιακό, ενώ 50-100ng 

όταν επρόκειτο για γενωµικό DNA. Οι αντιδράσεις ως επί τω πλείστον 

γίνονταν στα 25µl και είχαν την παρακάτω σύσταση: 10mM Tris-HCl, 

pH.9.0, 50mM KCl, 1.5mM MgCl2, 0.2mM από κάθε dNTP, 25-50 pmoles 

από κάθε εκκινητή και 0.5u Taq πολυµεράση. 

Το πρόγραµµα που επιλέχθηκε ήταν ειδικό για κάθε περίπτωση, ανάλογα 

µε το Tm του κάθε ανιχνευτή αλλά και το µέγεθος του προιόντος. Το γενικό 

σχήµα των αντιδράσεων πολυµερισµού που εφαρµόστηκαν φαίνεται στη 

συνέχεια: 

 

Αρχή:                5 λεπτά στους 940C για αρχική αποδιάταξη 

25-30 κύκλοι:    30 δευτερόλεπτα στους 940C για αποδιάταξη 



                         30 δευτερόλεπτα στην επιλεγµένη θερµοκρασία  

                         (Τm- 40C) για υβριδοποίηση των εκκινητών 

                          επιλεγµένο χρόνο στους 720C για επιµήκυνση της 

αλυσίδας    

Τέλος:              5 λεπτά στους 720C για συµπλήρωση των µονόκλωνων 

άκρων 

Για τον πολυµερισµό των τµηµάτων DNA που προέκυπταν µετά από  

ανοσοκατακρήµνιση χρωµατίνης  (ChIP) η αντίδραση συνέβαινε  παρουσία 

χρωστικής Sybr Green. 

Ηλεκτροφορητική ανάλυση πρωτεϊνών και ανοσοεντοπισµός 

ακινητοποιηµένων πρωτεϊνών σε µεµβράνη (SDS-PAGE και Western blot 

analysis) 

Οι συγκεκριµένες τεχνικές χρησιµοποιήθηκαν για την ταυτοποίηση των 

κλώνων σακχαροµύκητα, που είχαν την πρωτεΐνη σηµασµένη µε τον 

έκαστοτε επίτοπο ή και για την εµφάνιση των  

Οι πρωτεΐνες αναλύονται σύµφωνα µε το µέγεθός τους σε αποδιατακτικό 

πήκτωµα πολυακρυλαµίδης παρουσία SDS (Sambrook et al. 1989). 

Για τον ανοσοεντοπισµό των αναλυθέντων πρωτεϊνών έγινε 

ηλεκτροφορητική µεταφορά αυτών από το πήκτωµα πολυακρυλαµίδης σε 

µεµβράνες νιτροκυτταρίνης. Η µεταφορά και η διαδικασία εφαρµογής των 

πρωτογενών και δευτερογενών αντισωµάτων έγιναν όπως αναφέρονται 

στο CPMB (Ausubel et al. 1999) ενώ για τις ιδανικές αραιώσεις των 

αντισωµάτων λήφθηκαν υπόψιν οι οδηγίες των κατασκευαστών. 

Χρησιµοποιήθηκαν µονοκλωνικά και πολυκλωνικά αντισώµατα έναντι του 

επιτόπου Myc. O ανοσοεντοπισµός έγινε ενζυµατικά µε τη δράση της 

υπεροξειδάσης (HRP), η οποία ήταν συζευγµένη µε το δευτερογενές 

αντίσωµα (anti-rabbit ή anti-mouse-ΗRP conjugated), σε κατάλληλα 

υποστρώµατα.  

 

Β. Tεχνικές ειδικές για το σακχαροµήκυτα 

 



Παρασκευή και µετασχηµατισµός επιδεκτικών κυττάρων 
ζύµης 
Για την εισαγωγή πλασµιδιακού DNA σε κύτταρα ζύµης εφαρµόστηκε η 

µέθοδος δηµιουργίας επιδεκτικών κυττάρων ζύµης µε οξικό λίθιο (LiAc 

TRAFO). Πρόκειται για µια µέθοδο υψηλής αποτελεσµατικότητας η οποία 

βασίζεται στη δηµιουργία δεκτικών κυττάρων ζύµης λόγω αλκαλικών 

κατιόντων και περιγράφεται από τους (Gietz et al., 1995) 

Σήµανση ενδογενών γονιδίων της ζύµης µε επιτόπους  (epitope 

tagging) 

Με σκοπό την ανίχνευση πρωτεϊνών σε κύτταρα ζύµης εισάγουµε ήδη 

γνωστούς επιτόπους, που αναγνωρίζονται από εµπορικώς διαθέσιµα 

αντισώµατα, στα ενδογενή γονίδια που µας ενδιαφέρουν. Η µέθοδος 

βασίζεται στην δυνατότητα οµόλογου ανασυνδυασµού στη ζύµη και 

εφαρµόστηκε όπως ακριβώς περιγράφηκε από τους (Knop et al., 1999). Οι 

επίτοποι που χρησιµοποιήθηκαν ήταν 9 Μyc και η εισαγωγή του επιτόπου 

συµβαίνει στο καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης. Συγκεκριµένα, µε PCR 

παίρνουµε το τµήµα του DNA, που θέλουµε να ενθέσουµε στο γονιδίωµα. 

Το τµήµα αυτό έχει στα άκρα του αλληλουχία του ενδογενούς γονιδίου, 

έτσι ώστε να γίνει οµόλογος ανασυνδυασµός στην επιθυµητή θέση, ενώ 

εσωτερικά περιέχει συγκεκριµένη αλληλουχία που κωδικοποιεί σε σύντηξη 

µε το ενδογενές γονίδιο, 9 Μyc επιτόπους. Για την επιλογή των 

ανασυνδυασµένων κλώνων περιέχεται κι ένα γονίδιο, που καταργεί την 

αυξοτροφία για τρυπτοφάνη. Όλη αυτή η πληροφορία περιέχεται σε µια 

πλασµιδιακή κατασκευή, που περιέχει όλες αυτές τις κωδικές περιοχές. 

Χρησιµοποιώντας αυτό ως µήτρα και µε εκκινητές, που περιέχουν τόσο 

αλληλουχία του πλασµιδίου, όσο και του ενδογενούς γονιδίου, παίρνουµε 

µε  PCR το τµήµα του DNA, που θέλουµε να ενθέσουµε στο γονιδίωµα µε 

οµόλογο ανασυνδυασµό (µεγέθους ~1500bp). Το κοµµάτι αυτό 

καθαρίζεται από την περίσσεια των εκκινητών µε ηλεκτροφόρηση του 

προϊόντος της PCR σε πήκτωµα αγαρόζης και αποµόνωσης της ζώνης 

µεγέθους ~1500bp. 

 Το στέλεχος του σακχαροµύκητα, που πρόκειται να µετασχηµατιστεί, 

µεγαλώνει σε 5 ml πλούσιου θρεπτικού (YPD) στους 300C κατά τη διάρκεια 

της νύχτας, την επόµενη µέρα, η καλλιέργεια αραιώνεται σε 20 ml YPD, 

έτσι ώστε OD600=O.2 και επωάζεται µε ανάδευση στους 300C µέχρι 



OD600=O.5-0.7. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 3000 στροφές και στους 

40C για πέντε λεπτά, αποµάκρυνση του θρεπτικού, και πλύσιµο της πελέτας 

µε 10 ml αποστειρωµένο νερό υπό τις ίδιες συνθήκες φυγοκέντρησης. Η 

πελέτα των κυττάρων επαναδιαλύεται σε 1 ml αποστειρωµένου νερού και 

φυγοκεντρείται σε µέγιστη ταχύτητα για 30sec. Το υπερκείµενο αφαιρείται 

και η πελέτα επαναδιαλύεται σε 100µl αποστειρωµένου νερού, τα οποία 

στην συνέχεια φυγοκεντρούνται, αφαιρείται το νερό και προστίθενται µε 

την ακόλουθη σειρα τα εξής : 

240 µl PEG 3500 50% w/v 

36 µl LiAc 1M 

50 µl βρασµένου µονόκλωνου DNA ως carrier(2mg/ml) 

34 µl DNA για το epitope tagging (1-2 µg) και νερό 

συνολικός όγκος αντίδρασης : 360 µl 

 Τα κύτταρα, επαναδιαλύονται µε vortex στο transformation mix και 

επωάζονται στους  420C για 40 λεπτά. Κατόπιν, φυγοκεντρούνται σε 

µέγιστη ταχύτητα, αφαιρείται το υπερκείµενο, η πελέτα επαναδιαλύεται σε 

1 ml YPD και επωάζεται υπό ανάδευση για 3 ώρες στους 300C(recovery). 

Στην συνέχεια, τα κύτταρα φυγοκεντρούνται, το θρεπτικό αφαιρείται και η 

πελέττα επαναδιαλύεται σε 100-200 µl αποστειρωµένου νερού, τα οποία 

απλώνονται σε πιάτο επιλογής, που επωάζεται στους 300C για 2-3 µέρες. 

 

Γρήγορη Εκχύλιση πρωτεϊνών από κύτταρα ζύµης 
Καλλιέργειες των 2ml αναπτύσσονται µέχρι OD550=0.8-1 και συλλέγονται 

µε φυγοκέντρηση. Επαναδιαλύονται σε 50µl διαλύµατος 1Χ SDS loading 

buffer (50mM Tris-HCl, pH=6.8, 2%SDS, 0.1% bromophenol blue, 10% 

glycerol, 7mM β–ME, 1mM PMSF) και προστίθεται ίσος όγκος γυάλινων 

σφαιριδίων (glass beads). Η λύση των κυττάρων γίνεται µε ισχυρή 

ανάδευση (vortex), για 4 φορές από 30 δευτερόλεπτα µε ενδιάµεσες 

επωάσεις στον πάγο. Ακολουθεί βρασµός στους 1000C, φυγοκέντρηση στις 

13000 στροφές για 1 λεπτό και το συνολικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα 

αναλύεται ηλεκτροφορητικά σε αποδιατακτικό πήκτωµα πολυακρυλαµίδης.  

 

In vivo συν-ανοσοκατακρήµνιση (Co-Immunoprecipitation) 



Εφαρµόστηκε επακριβώς η µέθοδος που περιγράφεται από τους 

(Fragiadakis et al., 2004) 

Αποµόνωση πολυσωµάτων  
Εφαρµόστηκε επακριβώς η µέθοδος που περιγράφεται από τους (Tzamarias 

et al., 1989) 

 

Aνοσοκατακρήµνιση χρωµατίνης (ChIP) 

Εφαρµόστηκε η µέθοδος που περιγράφηκε από τους (Kuo and Allis, 1999) 

µε κάποιες τροποποιήσεις. Συγκεκριµένα, κύτταρα ζύµης από καλλιέργειες 

των 50ml σε θρεπτικό µέσο επιλογής αναπτύσσονται µέχρι OD: 0.5-0.8 και 

επωάζονται υπό ανάδευση σε θερµοκρασία δωµατίου για 20 λεπτά µε 1% 

φορµαλδεΰδη ώστε να επιτευχθεί η οµοιοπολική σύνδεση πρωτεϊνών-

πρωτεϊνών και πρωτεϊνών-DNA. Η διαδικασία διακόπτεται µε την προσθήκη 

γλυκίνης σε τελική συγκέντρωση 125mM και επώαση για 5 λεπτά. Τα 

κύτταρα συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις 3000rpm για 5 λεπτά και 

πλένονται 2 φορές µε 10ml διαλύµατος TBS (20mM Tris-HCl, pH:7.5, 

200mM NaCl). 

 Ακολουθεί λύση των κυττάρων σε 400µl διαλύµατος λύσης (50mM HEPES-

KOH, pH:7.5, 140mM NaCl, 1mM EDTA, 1% Triton, 0.1% sodium 

deoxycholate, 1mM PMSF) παρουσία ίσου όγκου προπλυµένων γυάλινων 

σφαιριδίων (glass beads) και µε ισχυρή ανάδευση (vortex) για 40 λεπτά 

στους 40C. Η υγρή φάση µεταφέρεται σε νέο eppendorf, ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στις 13000rpm, 40C για 5 λεπτά, αφαίρεση του 

υπερκείµενου (αποµάκρυνση διαλυτών πρωτεϊνών) και επαναδιάλυση της 

πελέττας σε 400µl lysis buffer. Ακολουθεί  ηχοβόλιση (sonication) στα 4-6 

microns του ηχοβολητή (Soniprep 150, MSE) για 4 φορές από 12 

δευτερόλεπτα. Με τον τρόπο αυτό η χρωµατίνη σπάει σε κοµµάτια DNA 

µεγέθους 200-800 ζευγών βάσεων. Το ολικό χρωµατινικό εκχύλισµα 

φυγοκεντρείται για 5 λεπτά στις 14000 rpm και στους 40C και ακολούθως 

για άλλα 60 λεπτά στις ίδιες συνθήκες, οπότε η καθαρή χρωµατίνη 

αποµονώνεται στο υπερκείµενο. 

 Ποσότητα που να αντιστοιχεί περίπου στο 1/10 του ολικού χρωµατινικού 

εκχυλίσµατος αραιώνεται σε 300µl διαλύµατος λύσης και  επωάζεται, µε 

περιστροφική ανάδευση, για τουλάχιστον 12 ώρες και στους 40C µε 1.5γ 



από το αντίσωµα έναντι του παράγοντα που ενδιαφέρει. Χρησιµοποιήθηκαν 

αντισώµατα έναντι των επιτόπων ΗΑ και Myc. 

Μετά την επώαση προστίθενται στο δείγµα 30µl σφαιριδίων Protein-A 

σεφαρόζης (από ένα 1:1 εναιώρηµα των σφαιριδίων σε διάλυµα λύσης) και 

ακολουθεί επώαση για 1.5 ώρα στους 40C υπό περιστροφική ανάδευση.  

Τα σφαιρίδια συλλέγονται (13000rpm, 1 λεπτό) και πλένονται υπό 

περιστροφική ανάδευση σε θερµοκρασία δωµατίου για 5 λεπτά µε 1ml από 

τα παρακάτω διαλύµατα, κατά σειρά διαδοχής: διάλυµα λύσης, διάλυµα 

λύσης µε 500mM NaCl, διάλυµα ΙΙΙ (10mM Tris-HCl, pH: 8.0, 250mM LiCl, 

0.5% NP40, 0.5% sodium deoxycholate, 1mM EDTA) και ΤΕ. Η έκλουση 

των ανοσοκατακρηµνισµένων συµπλόκων γίνεται σε 250µl διαλύµατος 

έκλουσης (1% SDS, 10mM EDTA, 50mM Tris-HCl, pH: 7.5) µε επώαση 

στους 650C για 10 λεπτά. Το υπερκείµενο αραιώνεται µε 250µl ΤΕ και 

επωάζεται µε 50µg πρωτεϊνάσης Κ στους 420C και για 1 ώρα. Τελικά, οι 

οµοιοπολικοί δεσµοί που δηµιουργήθηκαν αρχικά µε την επώαση µε 

φορµαλδεΰδη, σπάνε µε επώαση του δείγµατος στους 650C για 5 ώρες.  

Ποσότητα που να αντιστοιχεί περίπου στο 1/100 του αρχικού ολικού 

χρωµατινικού εκχυλίσµατος (περίπου 1/10 του προς ανοσοκατακρήµνιση) 

λαµβάνεται ως δείγµα ποσοτικού και ποιοτικού ελέγχου της µη 

ανοσοκατακρηµνισµένης αρχικής χρωµατίνης (input). Αραιώνεται σε 500µl 

TE και επωάζεται οµοίως µε το ανοσοκατακρηµνισµένο δείγµα µε 

πρωτεϊνάση Κ και ακολούθως στους 650C προς αναστροφή των 

οµοιοπολικών δεσµών.  

Το DNA από το ανοσοκατακρηµνισµένο και µη δείγµα εκχυλίζεται µε 

φαινόλη/χλωροφόρµιο παρουσία οξικού νατρίου και κατακρηµνίζεται µε 

αιθανόλη.  

Τα δείγµατα αφού επαναδιαλυθούν σε νερό (50µl για την 

ανοσοκατακρηµνισµένη χρωµατίνη και 500µl για τα input) 

χρησιµοποιούνται ως υποστρώµατα σε ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυµεράσης (PCR). Για την ανίχνευση των προϊόντων οι αντιδράσεις 

γίνoνται παρουσία χρωστικής Sybr Green για ανάλυση “πραγµατικού 

χρόνου” (real time). Στις real time αναλύσεις εφαρµόστηκαν ίδιες 

συνθήκες µε µόνη διαφορά την προσθήκη της χρωστικής, σε ποσότητες 

0.5-1.5 µl αρχικού αποθέµατος χρωστικής οπτικής απορρόφησης OD495= 

0.4.  



 

Πολλαπλασιασµός του ανοσοκατακρηµνισµένου DNA µε LM-PCR 

 

To DNA που κατακρηµνίζεται µε την τεχνική του ChIP  είναι λίγης 

ποσότητας και για το λόγο αυτό είναι απαραίτητο κάποιο στάδιο 

πολλαπλασιασµού του. Ο πολλαπλασιασµός γίνεται µε ligation mediated 

PCR, όπου εισάγονται δίκλωνα ολιγονουκλεοτίδια στα άκρα των 

ανοσοκατακρηµνισµένων τµηµάτων DNA και µετά µε τα ολιγονουκλεοτίδια 

αυτά ως εκκινητές γίνεται PCR για τον πολλαπλασιασµό τους. Τα στάδια 

που ακολουθήθηκαν είναι τα εξής : 

 

End filling των ανοσοκατακρηµνισµένων τµηµάτων 

Η αντίδραση είναι η εξής : 

55 µl ανοσοκατακρηµνισµένου DNA  

11 µl Τ4 DNA pol buffer 10x 

0. 1 µl BSA ( 10γ/ µl ) 

5 µl dNTPs (2mΜ το καθένα) 

2 µl Τ4 DNA pol ( Ο.3 units/µl ) 

110 µl συνολικά. 

 

Τα δείγµατα επωάζονται για 20 λεπτά στους 12 0 C. Στην συνέχεια 

προστίθενται σε κάθε δείγµα 11.5 µl CH3COONa 3M pH : 5.2 και 0.5 µl 

γλυκογόνο ( 20 µg/ µl ), αναµιγνύονται καλά και ακολουθούν εκχυλίσεις 

µε φαινόλη:χλωροφόρµιο:ισοαµυλική (25:24:1), χλωροφόρµιο:ισοαµυλική 

κι έπειτα κατακρήµνιση µε αιθανόλη. Η πελέττα του DNA επαναδιαλύεται 

σε 25 µl νερό. 

 

Σύνδεση των ολιγονουκλεοτιδίων στο ανοσοκατακρηµνισµένο DNA. 

(ligation). 

Επειδή δεν είναι γνωστή  η αλληλουχία των τµηµάτων DNA, που πήραµε µε 

την τεχνική της ανοσοκατακρήµνισης έτσι ώστε να µπορέσουµε να τα 

πολλαπλασιάσουµε, κολλήσαµε στα άκρα των ανοσοκατακρηµνισµένων 

τµηµάτων ολιγονουκλεοτίδια µε γνωστή αλληλουχία, οι οποίοι στην 

συνέχεια χρησιµοποιήθηκαν ως εκκινητές στην αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυµεράσης. 



Αφού αναµιχθούν οι παραπάνω ποσότητες των δύο ολιγονουκλεοτιδίων, το 

µίγµα τοποθετείται σε νερό που έχουµε βράσει και αφήνεται µέχρι να 

φτάσει σε θερµοκρασία δωµατίου. Με τον τρόπο αυτόν πετυχαίνουµε την 

επαναδιάταξη των δύο ολιγονουκλεοτιδίων (annealing). 

Έπειτα ακολουθεί η αντίδραση της σύνδεσης των annealed 

ολιγονουκλεοτιδίων : 

25 µl DNA 

5 µl ligation buffer 10x µε ATP 

6.7 µl annealed linkers 15 µM  

0.8 µl Τ4 DNA ligase (10 Weiss U/ µl) 

12.5 µl H2O  

50 µl συνολικά 

Ακολουθεί επώαση της αντίδρασης όλη τη νύκτα στους 160C. 

Την επόµενη µέρα, πραγµατοποιούνται εκχυλίσεις µε φαινόλη/ 

χλωροφόρµιο, για να απαλλαγούµε από τις πρωτεΐνες και τους εκκινητές, 

που δεν έχουν προσδεθεί στο DNA. Στα 50 µl κάθε αντίδρασης σύνδεσης 

προστίθενται 40 µl H2O και 10 µl οξικό νάτριο και πραγµατοποιούνται 

εκχυλίσεις µε ίσο όγκο φαινόλη:χλωροφόρµιο: ισοαµυλική και µετά µε 

χλωροφόρµιο:ισοαµυλική, οπότε και το DNA κατακρηµνίζεται µε 

γλυκογόνο και δύο όγκους αιθανόλης 100% και επαναδιαλύεται σε 25 µl 

νερό. 

LM-PCR 
 Για πολλαπλασιασµό χρησιµοποιείται το 1/5 του υλικού της ligation. 

Η αντίδραση της PCR είναι η εξής : 

5 µl DNA 

5 µl Taq polymerase buffer µε τελική συγκέντρωση MgCl2 : 2.5 mM 

5 µl dNTPs  µε τελική συγκέντρωση  2 mM το καθένα 

4 µl LINK(25) 25 mM 

1 µl Taq polymerase 

30 µl H2O  

 

Το πρόγραµµα της PCR που χρησιµοποιήθηκε ήταν : 

550 C  4 min 

720 C  5 min 



950 C  2 min 

950 C  30 sec 

550 C  30 sec 

720 C 1.5 min 

go to step 4 35 times 

720 C  4 min 

 

Στην συνέχεια το προϊόν της PCR ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωµα αγαρόζης 

χαµηλού σηµείου τήξεως 1.3 %. To αποτέλεσµα ήταν ένα smear ζωνών 

µεγέθους 200-1000 bp, όπως φαίνεται στην παρακάτω εικόνα. Από το  gel 

αγαρόζης αποµονώθηκε το smear κι έπειτα πραγµατοποιήθηκαν εκχυλίσεις 

µε ουδέτερη φαινόλη, φαινόλη-χλωροφόρµιο-ισοαµυλική, χλωροφόρµιο-

ισοαµυλική και το DNA αφού κατακρηµνίστηκε µε οξικό νάτριο και δύο 

όγκους αιθανόλης 100 %, επαναδιαλύθηκε σε 16 µl H2O. 

 

 

Κλωνοποίηση του ανοσοκατακρηµνισµένου DNA σε φορέα pGEM-T 

easy. 

 

Πραγµατοποιήθηκαν αντιδράσεις πέψης του ανοσοκατακρηµνισµένου DNA 

και του φορέα µε το ένζυµο EcoRI, αποφωσφορυλίωση του φορέα µε το 

ένζυµο CIP, έτσι ώστε να µην ξανακολλήσουν τα άκρα µεταξύ τους, 

εκχυλίσεις µε φαινόλη-χλωροφόρµιο, για να αποµακρυνθούν τα ένζυµα 

πέψης και αποφωσφορυλλίωσης κι έπειτα έγινε η αντίδραση σύνδεσης 

(ligation) του φορέα µε το ένθετο σε µοριακή αναλογία 1 : 5. 

Ακολούθησαν εκχυλίσεις µε φαινόλη-χλωροφόρµιο και µετασχηµατισµός σε 

βακτηριακά κύτταρα µε τη µέθοδο της ηλεκτροπόρωσης. Τα 

µετασχηµατισµένα κύτταρα απλώθηκαν σε πιατάκια LB µε Χgal. 

 

Real time PCR 
Για να ελεγχθεί η αποτελεσµατικότητα της ανοσοκατακρήµνισης 

χρωµατίνης, έγινε real time PCR µε ζευγάρι εκκινητών που 

πολλαπλασιάζουν τµήµα της κωδικής αλληλουχίας του γονιδίου PHO5 και 



άλλους που πολλαπλασιάζουν τον υποκινητή του γονιδίου GAL1. Οι 

αντιδράσεις έγιναν σε όγκο 25 µl και είχαν την εξής σύσταση :  

10 µl template 

2.5 µl 10x Taq polymerase buffer 

2 µl dNTPs τελικής συγκέντρωσης 2.5 mΜ το καθένα 

1 µl primer forward συγκέντρωσης 100ng/µl 

1 µl primer reverse συγκέντρωσης 100ng/µl 

0.2 µl Taq polymerase 

1 µl Sybr Green 

Η2Ο µέχρι συνολικού όγκου 25 µl. 

 

Το πρόγραµµα που ακολουθήθηκε ήταν το εξής : 

940 C : 5 min 

940 C : 30 sec 

560 C : 30 sec 

720 C : 30 sec 

plate read 

810 C : 1 sec 

plate read 

820 C : 1 sec 

plate read 

830 C : 1 sec 

plate read 

840 C : 1 sec 

plate read 

go to step 2 for 35 times more 

720 C : 2 min 

perform melting curve from 600 C to 940 C. Read every 10 C, hold 1 sec 

between reads. 

150 C : 5 min 

end. 

 

Ολιγονουκλεοτίδια 

Α. Ολιγονουκλεοτίδια για σήµανση γονιδίου µε επίτοπο (epitope tagging) 



Τα ολιγονουκλεοτίδια που φαίνονται στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκαν για 

τη σήµανση ενδογενών πρωτεϊνών της ζύµης µε επίτοπους, σύµφωνα µε 

τις οδηγίες που αναφέρονται στο κεφάλαιο «Μέθοδοι». Σε κάθε περίπτωση 

το S3 ολιγονουκλεοτίδιο αντιπροσωπεύει τις 45 βάσεις του εκάστοτε 

γονιδίου πριν το κωδικόνιο λήξης (πάνω αλυσίδα κατεύθυνση 5’-3’) ενώ το 

S2 τις 45 βάσεις κάθε γονιδίου µετά το κωδικόνιο λήξης (κάτω αλυσίδα 

κατεύθυνση 5’-3’). Με έντονο χρώµα φαίνονται οι αλληλουχίες της 

κασέττας που χρησιµοποιήθηκε για τη σήµανση. 

 

 

Β.Ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν στις αντιδράσεις 

πολυµερισµού δειγµάτων µετά από ανοσοκατακρήµνιση 

χρωµατίνης (ChIP) 

 

 

GAL1-UAS(1): ( - 370 µε - 352 του GAL1 ORF) 

5’ TGA AAC GCA GAT GTG CCT 3’ 

GAL1-UAS(2): ( -169 µε - 190 του GAL1 ORF) 

5’ CGC TTC GCT GAT TAA TTA CCC 3’ 

 

GAL1-ORF(1): (+ 1342 µε + 1360 του GAL1 ORF) 

5’ TTG ACA AAA TTT GTT CCA 3’ 

GAL1-ORF(2): (+ 1558 µε + 1540 του GAL1 ORF) 

5’ TGC TGG TTT AGA GAC GAT G 3’ 

 

PHO5-ORF(1): (+1017 µε +1038 του PHO5 ORF) 

5’ CGA TAT CCT AAA CTT TTT GAC 3’ 

PHO5-ORF(2): (+ 1220 µε + 1199 του PHO5 ORF) 

5’ GTT TCA ATT GGA ACA ACA GCA  3’ 
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