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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

 Η RNA εξωνουκλεάση ERI-1 (Enhanced RNAi-1) εντοπίστηκε σε μια γενετική 

σάρωση στο Ceanorabditis elegans σαν αρνητικός ρυθμιστής της RNA παρεμβολής 

(RNAi). Ο μηχανισμός δράσης που προτάθηκε είναι η αποκοπή των δυο προεξεχόντων 

νουκλεοτιδίων από τα μικρά παρεμβαλλόμενα RNA (siRNA) γεγονός που τα καθιστά 

ανενεργά. Το ομόλογό της στον Homo sapiens και στον Mus musculus  αλληλεπιδρά 

με το 3΄άκρο των ιστονικών μεταγράφων απομακρύνοντας τα τελευταία νουκλεοτίδια 

τους και συμμετέχοντας στη ρύθμιση της αποικοδόμησης τους στο τέλος της S φάσης. 

Επιπλέον η ERI-1 στο Schizosaccharomyces pombe, το Ceanorabditis elegans και το 

Mus musculus συμμετέχει στην ωρίμανση του 5.8S rRNA αποκόπτοντας δυο 

νουκλεοτίδια από το 3΄άκρο του. Φαίνεται λοιπόν ότι πρόκειται για μια σημαντική 

εξωνουκλεάση που παρεμβαίνει σε κεντρικούς κυτταρικούς μηχανισμούς που 

μεσολαβούνται από μόρια RNA. Για τον λόγο αυτό επιλέξαμε να μελετήσουμε τη 

δράση της στη  Drosophila melanogaster όπου οι γνώσεις μας περιοριζόταν στον 

βιοχημικό χαρακτηρισμό του εκεί ομολόγου Snipper (Snp) σαν εξωνουκλεάση. Η 

μελέτη βασίστηκε σε μεταλλάγματα ένθεσης και υποέκφρασης του Snp  μέσω RNA 

παρεμβολής, καθώς και σε διαγονιδιακές σειρές που το υπερεκφράζουν ώστε να 

διερευνηθεί η πιθανή εμπλοκή του σε κάποιο από τα γνωστά μονοπάτια. Τα 

αποτελέσματά μας έδειξαν ότι το Snp είναι ένα απαραίτητο γονίδιο για την ανάπτυξη 

της Drosophila melanogaster. Τα μετάγραφα του παρέχονται στο έμβρυο από την 

μητέρα και η μείωση της έκφρασης του οδηγεί σε αναστολή της ανάπτυξης σε 

συγκεκριμένα στάδια. Επιπλέον η υποέκφραση του σε διάφορους ιστούς προκαλεί 

παραμορφώσεις και αποκλίσεις από τη φυσιολογική τους μορφολογία. Σε συμφωνία 

με την αποκλίνουσα βιογένεση του 5.8S rRNA στη δροσόφιλα η απουσία του Snp δε 

φαίνεται να το επηρεάζει. Αντίθετα στην περίπτωση των μεταγράφων των ιστονικών 

RNA η απουσία του Snp οδηγεί σε ανάλογη μείωση των επιπέδων τους. Το φαινόμενο 

αυτό οφείλεται σε άμεση επίδραση της πρωτεΐνης Snp επί των ιστονικών mRNA όπως 

δείξαμε με πειράματα ανοσοκατακρήμνισης. Επιπλέον η αλληλούχιση των 3΄άκρων 

των μεταγράφων της ιστόνης 3 έδειξε ότι η επεξεργασία τους απουσία της Snp είναι 

προβληματική, καθώς δεν αποκόπτονται τα δύο τελικά νουκλεοτίδια. Η υπόθεση που 
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προτείνεται είναι ότι η Snp συμμετέχει στην ωρίμανση ή/και στην προστασία του 

3΄άκρου των ιστονών. Η απουσία της οδηγεί σε μειωμένη αφθονία των ιστονικών 

μεταγράφων πιθανότατα λόγω αυξημένης αποικοδόμησης. Αυτό με τη σειρά του 

καθυστερεί ή αναστέλλει την ολοκλήρωση του κυτταρικού κύκλου. 
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ABSTRACT 
 

 ERI-1 (Enhanced RNAi) is an RNA exonuclease that was identified in a genetic 

screen in Ceanorabditis elegans as a negative regulator of RNA interference (RNAi). 

It has been proposed that ERI-1 exerts its action through the excision of the two 

protruding 3’ nucleotides that are present in siRNAs. This excision renders the siRNAs 

unfunctional. ERI-1 homologues in Homo sapiens and Mus musculus are interacting 

with 3’ end of histone mRNAs, participating in their maturation through the removal of 

two terminal nucleotides and their turnover at the end of S phase. Additionally ERI-1 

in Schizosaccharomyces pombe, Ceanorabditis elegans and Mus musculus is involved 

in 5.8S rRNA maturation snipping 2 nucleotides from its 3’ end. It is apparent that ERI-

1 is an important exonuclease implicated in basic RNA mediated cellular mechanisms. 

For this reason we chose to investigate its function in Drosophila melanogaster where 

our knowledge has been limited to the biochemical characterization of the ERI-1 

homologue Snipper (Snp) as an exonuclease. We used transposable element insertion 

lines in Snp, suppression of its expression through RNAi and overexpressing transgenic 

lines in order to assess its involvement in known pathways. Our results establish Snp as 

an important gene for normal Drosophila melanogaster development since it is a 

maternally provided transcript and reduction of its levels leads to developmental arrest 

in specific stages. Additionally, compromising Snp expression in various tissues causes 

abnormal phenotypes. In accordance to the atypical biogenesis of 5.8S rRNA in 

Drosophila melanogaster, it does not appear to be affected by the lack of Snp. On the 

contrary, in the case of the histonic transcripts we detected a significant reduction of 

their abundance upon Snp depletion. This reduction is most likely a direct effect, since 

Snp protein and histone mRNA physically interact as it was manifested by 

immunoprecipitation experiments. Additionally sequencing of histone 3 mRNA 3’ ends 

revealed that its processing is altered in the absence of Snp. Our hypothesis is that Snp 

participates in the maturation and protection of 3’ end of histonic mRNAs and its 

absence leads to reduced histone mRNA levels possibly through increased degradation. 

This in turn may lead to cell cycle delay or arrest causing the observed phenotypes. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Γενικές πληροφορίες  

  

Κατηγορίες εξωνουκλεασών  

 

 Ο μεταβολισμός των μορίων του RNA στα κύτταρα επιτυγχάνεται από ένα 

μεγάλο εύρος ενζύμων με τις ριβονουκλεάσες (RNάσες) να αποτελούν ένα σημαντικό 

τους μέρος. Μια υποκατηγορία των RNασών, οι εξωριβονουκλεάσες, διαδραματίζουν 

κεντρικό ρόλο στην ωρίμανση και την αποικοδόμηση του RNA, απομακρύνοντας τα 

τελικά νουκλεοτίδια από το 5’ ή το 3’ άκρο του. Τα ένζυμα αυτά μπορούν να δρουν 

μόνα τους ή να σχηματίζουν εξειδικευμένα σύμπλοκα, όπως το πρωτεάσωμα και 

απαντώνται σε όλες τις κατηγορίες οργανισμών. 

 

 Με βάση τα χαρακτηριστικά τους οι εξωριβονουκλεάσες έχουν καταταχθεί σε 

6 οικογένειες τις RNR, DEDD, RBN, PDX, RRP4 και 5PX (Zuo and Deutscher 

2001). Από τις οικογένειες αυτές η RBN απαντάται αποκλειστικά στα βακτήρια, οι 

RRB και 5PX απουσιάζουν από τα βακτήρια αλλά εντοπίζονται στους ευκαρυώτες 

και τα αρχαία ή στους ευκαρυώτες αντίστοιχα. Οι οικογένειες RNR και DEDD 

εντοπίζονται τόσο στους ευκαρυώτες όσο και στα βακτήρια, ενώ η οικογένεια PDX 

σε όλες τις επικράτειες της ζωής (Πίνακας 1). 

 

 Η οικογένεια RNR χαρακτηρίζεται από τις RNάσες RNase II και RNase R της 

E. coli. Πρόκειται για μη ειδικές 3’ προς 5’εξωνουκλεάσες που εμφανίζουν διαδοχική 

κατάλυση. Τα ένζυμα αυτά χρησιμοποιούν μονοσθενή κατιόντα και δισθενές κατιόν 

του μαγνησίου για να απελευθερώσουν νουκλεοσίδια με 5’ μονοφωσφορική ομάδα. 

Στην οικογένεια αυτή ανήκει και η ευκαρυωτική RNάση Rpr44p(Dis3) που αποτελεί 

μια από τις δυο καταλυτικές υπομονάδες του εξωσώματος (Liu, Greimann et al. 

2006).  

 

 Η οικογένεια RBN παίρνει το όνομά της από την RNase BN της E. coli που 

αποτελεί και την καλύτερα μελετημένη πρωτεΐνη της οικογένειας αυτής. Η RNase 

BN δρα απομακρύνοντας της αλληλουχίες που αντικαθιστούν το χαρακτηριστικό 



ΑΝΑΣΤΑΣΙΟΣ ΑΛΕΞΙΑΔΗΣ 

 

 

9 9 

CCA στο 3’ άκρο των tRNA. Η μέγιστη δραστικότητά της επιτυγχάνεται παρουσία 

κατιόντων κοβαλτίου ενώ είναι απαραίτητη και η ύπαρξη μονοσθενών κατιόντων. 

 

 Τα μέλη της οικογένειας PDX χαρακτηρίζονται από το γεγονός ότι 

χρησιμοποιούν φωσφορικές ομάδες για να επιτύχουν την κατάλυση και 

απελευθερώνουν διφωσφορικά νουκλεοσίδια. Διακρίνονται σε δυο υποκατηγορίες με 

βάση τη συγγένεια τους με την RNAse PH ή την PNPase. Πρωτεΐνες συγγενικές προς 

την RNase PH αποτελούν υπομονάδες του εξωσώματος και εκφέρουν την καταλυτική 

του δράση στα αρχαία. Στην ανάλογη δομή των προκαρυωτών καθώς και των 

μιτοχονδρίων και των χλωροπλαστών, το αποικοδομόσωμα (degradosome), 

εντοπίζεται η PNPase.  

 

Η RRP4 οικογένεια παίρνει το όνομα της από την Rrp4p του S. cerevisiae και 

τα μέλη της συμμετέχουν στην ωρίμανση του 5.8s ριβοσωμικού RNA, καθώς και στο 

σχηματισμό του εξωσώματος. Τέλος τα μέλη της οικογένειας 5PX ξεχωρίζουν από το 

γεγονός ότι καταλύουν την απομάκρυνση νουκλεοτιδίων από το 5’ άκρο του RNA σε 

αντιδιαστολή με τις υπόλοιπες εξωνουκλεάσες. Στο S. cerevisae υπάρχουν δύο μέλη 

αυτής της οικογένειας η Xrn1p που εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα και η Rat1p που 

είναι πυρηνική. 

 

Υπεροικογένεια 
Μέλη στην 

E. coli 

Μέλη στο 

S. cerevisiae 

Διανομή στους 

άλλους 

οργανισμούς 

Στοιχεία 

κατάλυσης 

RNR 
RNase II 

RNase R 
_________ 

Πλειοψηφία 

βακτηρίων 

3’-5’ διαδοχική 

(processive) 

 _________ 

Rrp44 (Dis3) 

Msu1 (Dss1) 

Ssd1 

Ευκαρυώτες  

DEDD RNase D Rrp6 

Ευκαρυώτες 

Ορισμένα 

βακτήρια 

3’-5’ διανεμητική 

(distributive) 

 RNase T _________ γ-πρωτεοβακτήρια  

 Oligoribonuclease Ynt20 (Rex2) 

Ευκαρυώτες 

Ορισμένα 

βακτήρια 
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 - 
Pan2 

Rex1,3,4 
Ευκαρυώτες  

RBN RNase BN _________ 
Ορισμένα 

βακτήρια 
3’-5’ διανεμητική 

PDX PNPase _________ 

Πλειοψηφία 

βακτηρίων 

Ορισμένοι 

ευακαρυώτες 

3’-5’ διαδοχική 

(φωσφοεξαρτώμενη) 

 RNase PH 

Rpr41-

43,45,46 

Mtr3 

Όλες οι 

επικράτειες 

 

3’-5’ διανεμητική 

(φωσφοεξαρτώμενη) 

RRP4 _________ 
Rrp4,40 

Csl4 

Ευκαρυώτες 

Πλειοψηφία 

αρχαίων 

3’-5’ διανεμητική 

 

5PX _________ 
Xrn1 

Rat1 
Ευκαρυώτες 5’-3’ διαδοχική 

 

 

 Το ενδιαφέρον μας εστιάζεται στην οικογένεια DEDD που αποτελεί μέρος 

μιας ευρύτερης υπεροικογένειας εξωνουκλεασών στην οποία κατατάσσονται και οι 

επικράτειες πιστότητας ανάγνωσης (proofreading domains) διαφόρων DNA 

πολυμερασών, όπως η υπομονάδα ε της DNA πολυμεράσης ΙΙΙ της E. coli. Οι 

πρωτεΐνες της οικογένειας αυτής χαρακτηρίζονται από την ύπαρξη τεσσάρων 

αμετάβλητων όξινων καταλοίπων (τρία ασπαρτικά και ένα γλουταμικό οξύ) που 

διανέμονται σε τρία δομικά μοτίβα. Ο ρόλος των παραπάνω καταλοίπων από τα 

οποία παίρνει το όνομα της η οικογένεια, είναι να προσανατολίζουν τα δισθενή ιόντα 

μαγνησίου (Mg++)που είναι απαραίτητα για την ενζυμική δράση των πρωτεϊνών. Η 

οικογένεια DEDD διακρίνεται σε δυο υποοικογένειες, τις DEDDh και DEDDy, με 

βάση την ύπαρξη ενός συντηρημένου καταλοίπου ιστιδίνης ή τυροσίνης αντίστοιχα 

πριν το τελευταίο ασπαρτικό. Συγκεκριμένα η υποοικογένεια DEDDh ακολουθεί τον 

τύπο H-x(4)-D ενώ η υποοικογένεια DEDDy τον τύπο Y-x(3)-D.  

 

  Στις DEDD εξωνουκλεάσες περιλαμβάνεται η RNase D που συμμετέχει στην 

ωρίμανση μικρών σταθερών RNA στην E.coli, όπως τα tRNA, το 5s rRNA και το 

4,5S rRNA. Επιπλέον έχει βρεθεί ότι απομακρύνει νουκλεοτίδια που ακολουθούν το 

–CCA στα tRNA (Zuo, Wang et al. 2005). Η RNase D ανήκει στην DEDDy 
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υποοικογένεια και απαιτεί δισθενή ιόντα μαγνησίου, μαγγανιου ή κοβαλτίου για τη 

δράση της. Στους ευκαρυώτες η ομόλογη της RnaseD, Rrp6, αποτελεί καταλυτική 

υπομονάδα του εξωσώματος (Januszyk, Liu et al. 2011). Επίσης στην ίδια κατηγορία 

με την RNase D εντάσσεται και η πολυ-Α ριβονουκλεάση που συμμετέχει στην 

αποικοδόμηση των mRNA μέσω της απομάκρυνσης των ουρών πολυαδενοσίνης στο 

3’ άκρο τους (Balatsos, Maragozidis et al. 2012). 

 

 Μια ακόμα εξωριβονουκλεάση της οικογένειας DEDD είναι η RNase T που 

κύριος ρόλος της είναι η ωρίμανση των tRNA μέσω της απομάκρυνσης των 3’ 

αζευγάρωτων νουκλεοτιδίων, ώστε να προστεθεί μετά το χαρακτηριστικό –CCA από 

την tRNA nucleotidyl transferase (Zuo, Zheng et al. 2007). Επιπλέον στην οικογένεια 

αυτή ανήκει και μία ολιγοριβονουκλεάση που ο ρόλος της είναι να αποικοδομεί 

μικρά ολιγονουκλεοτίδια που προκύπτουν από τη δράση άλλων νουκλεασών σε 

νουκλεοτίδια (Niyogi and Datta 1975). 

 

 

H DEDDh εξωριβονουκλεάση ERI-1 

 

Η παρούσα μελέτη επικεντρώνεται στην πρωτεΐνη ERI-1 τα ομόλογα της 

οποίας είναι επίσης γνωστά ως 3’hEXO στο Homo sapiens και Snipper στη 

Drosophila melanogaster. Η υποοικογένεια DEDDh στη οποία ανήκει η ERI-1 

διαθέτει ένα κατάλοιπο ιστιδίνης πέντε θέσεις πριν το τελευταίο ασπαρτικό του 

ενεργού κέντρου (h-x(4)D). Η λειτουργία της είναι να αποπρωτονιώνει ένα μόριο 

νερού το οποίο χρησιμοποιείται για τη διάσπαση του τελευταίου φωσφοδιεστερικού 

δεσμού ενός μορίου RNA (Cheng and Patel 2004, Tan, Marzluff et al. 2013). Η 

ενζυμική σχισμή μπορεί να χωρέσει μόνο ένα η δύο νουκλεοτίδια γεγονός που εξηγεί 

γιατί η ERI-1 προτιμά σαν υπόστρωμα το μονόκλωνο RNA σε σχέση με το δίκλωνο 

(Thomas, L'Etoile et al. 2014). 

 

Ένα επιπλέον χαρακτηριστικό της ERI-1 που την διαφοροποιεί από τα άλλα 

μέλη της οικογένειας είναι η ύπαρξη της επικράτειας SAP (SAF, Acinus, PIAS) που 

προσδένει δίκλωνα νουκλεϊκά οξέα μέσω της αλληλεπίδρασης τους με συντηρημένες 

αμφιπαθικές αλυσίδες (Aravind and Koonin 2000, Kipp, Gohring et al. 2000). Οι 
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επικράτειες SAP των ευκαρυωτών προσδένουν νουκλεϊκά οξέα τα οποία και φέρνουν 

σε εγγύτητα σε άλλες ενζυμικές περιοχές που τα τροποποιούν. Μεταλλάγματα στην 

επικράτεια SAP της ERI-1 παρουσιάζουν μικρότερη συγγένεια προς τα υποστρώματά 

τους, αν και σε κάθε περίπτωση η καταλυτική επικράτεια είναι επαρκής για την 

διεκπεραίωση του συνόλου των λειτουργιών της πρωτεΐνης (Dominski, Yang et al. 

2003, Ansel, Pastor et al. 2008). Το γεγονός αυτό δείχνει ότι η επικράτεια SAP  

λειτουργεί μάλλον επικουρικά στην καταλυτική επικράτεια βοηθώντας την πρόσδεσή 

της στα υποστρώματα. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι σε ορισμένους 

οργανισμούς όπως η Drosophila melanogaster και τα φυτά, η επικράτεια SAP 

απουσιάζει από τα ομόλογα της ERI-1. Καθώς η παρουσία της επικράτειας SAP δεν 

είναι απαραίτητη για την δράση της ERI-1, είναι πιθανόν  πως στις περιπτώσεις αυτές 

όλες οι λειτουργίες της πρωτεΐνης πραγματοποιούνται από την καταλυτική 

επικράτεια.  
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Εικόνα 1-1: Α) Η καταλυτική επικράτεια της ERI-1 σε διάφορους οργανισμούς. Επισημαίνονται 

τα συντηρημένα κατάλοιπα του ενεργού κέντρου. Β) σχηματική απεικόνιση των επικρατειών της 

ERI-1 στους ίδιους οργανισμούς (Thomas, L'Etoile et al. 2014) 

 

 

Η φυσιολογική δράση της ERI-1 στους διάφορους οργανισμούς καλύπτει ένα 

ευρύ φάσμα λειτουργιών. Καταρχάς στους περισσότερους οργανισμούς που έχουν 

μελετηθεί η ERI-1 επηρεάζει την γονιδιακή έκφραση συμμετέχοντας στην ρύθμιση 

μονοπατιών που μεσολαβούνται από μικρά ρυθμιστικά RNA. Γενικά δρα 

περιορίζοντας την αφθονία των μικρών RNA, αλλά παρουσιάζει και πιο 

συγκεκριμένες λειτουργίες όπως στο C. elegans όπου σχηματίζει ένα σύμπλοκο με 

την πρωτεΐνη Dicer (Dcr) και παράγει μια ειδική κατηγορία μικρών RNA (Duchaine, 

Wohlschlegel et al. 2006) ή στον S. pombe όπου ρυθμίζει το σχηματισμό και την 

εξάπλωση της ετεροχρωματίνης (Bühler, Verdel et al. 2006, Iida, Kawaguchi et al. 

2006). Επιπλέον της ρύθμισης των μικρών RNA, η ERI-1 παρουσιάζει συντηρημένη 
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δράση στην ωρίμανση του 5.8S ριβοσωμικού RNA (Ansel, Pastor et al. 2008, Gabel 

and Ruvkun 2008) και στην ανακύκλωση των σχετιζόμενων με τον κυτταρικό κύκλο 

μεταγράφων των ιστονών (Dominski, Yang et al. 2003, Hoefig, Rath et al. 2013). 

Όλα τα παραπάνω υποστρώματα, αν και πολύ διαφορετικά ως προς την λειτουργία 

τους, εμφανίζουν ένα κοινό δομικό στοιχείο, την παρουσία ενός δίκλωνου μορίου 

RNA που ακολουθείται από ελεύθερα 3΄νουκλεοτίδια. Τα νουκλεοτίδια αυτά 

αποτελούν υπόστρωμα για την ERI-1. 

 

 

ERI-1 και μονοπάτια της RNA σίγησης 

 

 

Τα μονοπάτια της RNA σίγησης 

 

Με τον όρο RNA σίγηση αναφερόμαστε σε ένα σύνολο συντηρημένων 

μηχανισμών που αποτρέπουν την γονιδιακή έκφραση μέσω της παρεμβολής μικρών 

RNA μεγέθους 20-30 νουκλεοτιδίων, τα οποία εμφανίζουν συμπληρωματικότητα με 

τα RNA στόχους τους. Οι μηχανισμοί της RNA σίγησης εμπλέκονται σε ένα μεγάλο 

εύρος φυσιολογικών λειτουργιών που περιλαμβάνουν την αντιική άμυνα, την 

καταστολή μεταθετών στοιχείων την διατήρηση της δομής της ετεροχρωματίνης, την 

ρύθμιση της ανάπτυξης και την ανταπόκριση του οργανισμού σε περιβαλλοντικά 

στρες. Ένα κοινό πρότυπο που απαντάται στα διάφορα μονοπάτια της RNA σίγησης 

είναι η παρουσία ενός μερικώς ή πλήρως δίκλωνου μορίου RNA, που δρα σαν 

υπόστρωμα για την RNάση τύπου ΙΙΙ Dicer, η οποία το μετατρέπει σε διαδοχικά 

δίκλωνα μόρια μήκους 20-30 βάσεων με δύο προεξέχοντα νουκλεοτίδια στο 3’ άκρο 

τους. Μια από τις δύο αλυσίδες των μικρών RNA ενσωματώνεται στις πρωτεΐνες 

AGO των συμπλόκων σίγησης και τα οδηγεί στα RNA-στόχους βάση της 

συμπληρωματικότητας των βάσεων (Ghildiyal and Zamore 2009).  

 

Το μονοπάτι των siRNA, γνωστό και ως RNA παρεμβολή, ενεργοποιείται από 

μακριά δίκλωνα RNA εξωγενούς προέλευσης. Τα RNA αυτά που συνήθως είναι ιικά 

ή διαγονίδια που εκφράζονται σε υψηλά επίπεδα, μετατρέπονται από την DICER σε 
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siRNA 21 βάσεων που οδηγούν την καταστροφή των αρχικών μεταγράφων(Fire, Xu 

et al. 1998).  

 

Τα miRNA προκύπτουν από την μεταγραφή ενδογενών γονιδίων που το 

mRNA τους αναδιπλώνεται σε δομή φουρκέτας με ατελή συμπληρωματικότητα. Η 

επεξεργασία των πρόδρομων μεταγράφων από τη Drosha και τη Dicer, είτε μόνο από 

την DICER στα φυτά, οδηγεί στην παραγωγή δίκλωνων miRNA που 

ενσωματώνονται σε σύμπλοκα σίγησης. Στα φυτά τα σύμπλοκα αυτά προκαλούν την 

κοπή mRNA με συμπληρωματικές προς το miRNA αλληλουχίες, ενώ στα θηλαστικά 

την αναστολή της μετάφρασης των mRNA (Lee, Jeon et al. 2002). Η φυσιολογική 

δράση των miRNA είναι η ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης και διαδραματίζουν 

κεντρικό ρόλο στην εφαρμογή του αναπτυξιακού προγράμματος (Stefani and Slack 

2008) αλλά και σε πλήθος άλλων λειτουργιών όπως η άμυνα, η απόπτωση και η 

απόκριση σε στρες (Bartel and Chen 2004, Jones-Rhoades, Bartel et al. 2006). 
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Εικόνα 1-2 Επισκόπηση των μονοπατιών παραγωγής των siRNA και miRNA στη Drosophila 

melanogaster (Ghildiyal and Zamore 2009) 

 

 

Πέρα από τις παραπάνω κατηγορίες έχει εντοπιστεί ένας μεγάλος αριθμός 

ενδογενών μικρών RNA (endo-siRNA) που προκύπτουν από επαναλαμβανόμενες 

περιοχές, μεταθετά στοιχεία, γονίδια με συγκλίνουσα μεταγραφή, ζεύγη γονιδίων-

ψευδογονιδίων και μετάγραφα με εκτεταμένη δευτεροταγή δομή (Ghildiyal and 

Zamore 2009, Martinez de Alba, Elvira-Matelot et al. 2013). Τα endo-siRNA 

σχετίζονται με τη δημιουργία ετεροχρωματίνης στις περιοχές που προκάλεσαν την 

παραγωγή τους (Zilberman, Cao et al. 2003). 
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Εμπλοκή της ERI-1 στο μηχανισμό της σίγησης 

 

 Το όνομα ERI αποτελεί ακρωνύμιο του “Enhanced RNA Interference” και 

προέρχεται από μια γενετική σάρωση που έγινε στο C. elegans με σκοπό την 

απομόνωση μεταλλαγμάτων που παρουσίαζαν αυξημένη δραστικότητα της RNA 

σίγησης στα νευρικά κύτταρα (Kennedy, Wang et al. 2004). Φυσιολογικά τα κύτταρα 

του νευρικού συστήματος του C. elegans δεν είναι δεκτικά στην καταστολή γονιδίων 

μέσω RNA παρεμβολής. Ένα από τα μεταλλάγματα που απομονώθηκαν ήταν και το 

eri-1 το οποίο πέρα από την ικανότητα να σιγεί γονίδια στα νευρικά του κύτταρα, 

παρουσίαζε προβλήματα στο διαχωρισμό του X χρωμοσώματος με αποτέλεσμα την 

αυξημένη εμφάνιση αρσενικών ατόμων (φαινότυπος Him) και εμφάνιζε 

θερμοεξαρτώμενη στειρότητα με υψηλή διεισδυτικότητα (Kennedy, Wang et al. 

2004, Duchaine, Wohlschlegel et al. 2006). Η έκφραση της ERI-1 είναι υψηλότερη 

στο νευρικό σύστημα και τις γονάδες αλλά εντοπίζεται σε χαμηλότερα επίπεδα σε 

όλους τους κυτταρικούς τύπους. Ο υποκυτταρικός της εντοπισμός φαίνεται να είναι 

κυτταροπλασματικός αν και είναι πιθανό να υπάρχει μικρή ποσότητα στον πυρήνα 

(Kennedy, Wang et al. 2004). Στο C. elegans υπάρχουν δυο ισομορφές της ERI-1 

(ERI-1a και ERI-1b).  

 

  Τα eri-1 άτομα παρουσίαζαν μεγαλύτερη καταστολή των γονιδίων στόχων σε 

σχέση με τα αγρίου τύπου άτομα όταν ενίοταν με siRNAs και συσσώρευαν 

μεγαλύτερες ποσότητες από τα siRNA. Το γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι η ERI-1 δρά 

καθοδικά της Dicer που παράγει τα siRNA με πιθανό υπόστρωμα τα δίκλωνα 

siRNAs. Για τον έλεγχο της παραπάνω υπόθεσης έγιναν in vitro δοκιμές όπου τόσο η 

ERI-1 τού C. elegans όσο και η ανθρώπινη μπορούσαν να αποικοδομήσουν μερικώς 

δίκλωνα siRNA με 3΄ προξέχοντα άκρα, αλλά όχι τα μονόκλωνα siRNA ή siRNA 

προσδεδεμένα σε ένα μεγαλύτερο RNA. Το μοντέλο δράσης της ERI-1 που 

προτάθηκε για την ερμηνεία των παραπάνω δεδομένων είναι ότι η ERI-1 

αποσταθεροποιεί τα δίκλωνα siRNA αποκόπτοντας τα 3΄ προεξέχοντα νουκλεοτίδια 

τους. Με τον τρόπο αυτό τα siRNA δεν μπορούν να ενσωματωθούν στο σύμπλεγμα 

RISC ώστε να σιγήσουν τους στόχους τους ή εναλλακτικά αποτελούν στόχο για 

άλλες RNάσες οι οποίες και τα αποικοδομούν (Kennedy, Wang et al. 2004). 
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Η ERI-1 στο μονοπάτι παραγωγής των ενδογενών siRNAs 

 

 Η ERI-1 του C. elegans είναι ένας ισχυρός ρυθμιστής των ενδογενών και 

εξωγενών μονοπατιών της RNA σίγησης που συγκλίνουν στην Dicer (Duchaine, 

Wohlschlegel et al. 2006, Lee, Hammell et al. 2006). Σε πρωτεωμική ανάλυση που 

πραγματοποιήθηκε στο C. elegans για τον εντοπισμό πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν 

με την Dicer, ανιχνεύθηκε μεταξύ άλλων η ERI-1, καθώς και τρεις ακόμα πρωτεΐνες 

που παρουσιάζουν τον ίδιο φαινότυπο (αυξημένη δραστικότητα της RNA σίγησης, 

αυξημένη συχνότητα αρσενικών ατόμων και θερμοεξαρτώμενη στειρότητα). Η μια 

από αυτές η RNA εξαρτώμενη RNA πολυμεράση RRF-3 ήταν ήδη γνωστή σαν 

αρνητικός ρυθμιστής της RNA σίγησης (Simmer, Tijsterman et al. 2002).  Οι άλλες 

δυο πρωτεΐνες είχαν εντοπιστεί στην ίδια σάρωση που ανέδειξε την ERI-1 και 

πρόκειται για την ERI-3, μια πρωτεΐνη άγνωστης λειτουργίας καθώς και την ERI-5 

που περιέχει μια επικράτεια Tudor (Duchaine, Wohlschlegel et al. 2006). 

 

Οι αλληλεπιδράσεις των  παραπάνω πρωτεϊνών με τη DCR-1 καθώς και ο 

παρόμοιος τους φαινότυπος, καθιστά πιθανή τη συμμετοχή τους σε ένα κοινό 

σύμπλοκο με συγκεκριμένη δράση. Η παραπάνω υπόθεση ισχυροποιήθηκε όταν σε 

ανοσοκατακρήμνιση της ERI-1 ανιχνεύθηκαν η DCR-1, η ERI-3, η ERI-5 και η RRF-

3 καθώς και η απαραίτητη για την RNA σίγηση ελικάση DRH-3. Περαιτέρω 

πειράματα επέδειξαν ότι η αλληλεπίδραση της DCR-1 με την ERI-1 μεσολαβείται 

από τις πρωτεΐνες ERI-3 και ERI-5, καθώς σε μεταλλάγματα eri-5 εμφάνιζε μείωση, 

ενώ εξαφανιζόταν στα eri-3 στελέχη. Η RRF-3 δεν επηρέαζε την παραπάνω 

αλληλεπίδραση. Ένα ενδιαφέρον στοιχείο είναι ότι μόνο η μεγαλύτερη μορφή της 

ERI-1, η ERI-1b, αλληλεπιδρά με την DCR-1 γεγονός που υποδεικνύει ότι οι δύο 

ισομορφές έχουν εξειδίκευση ως προς τη λειτουργία τους.  

 

 Η ύπαρξη του συμπλόκου DCR-1/ERI-1 υποστηρίζεται από τα παραπάνω 

στοιχεία και για την εξακρίβωση της λειτουργίας του εξετάστηκαν τα διαφορετικά 

μονοπάτια των ενδογενών RNA. Συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκαν μεταλλάγματα 

υπομονάδων του συμπλόκου και ερευνήθηκε η αφθονία των miRNA, των tiny 

noncoding RNA (tncRNAs), μιας κατηγορίας μικρών RNA προερχόμενων από μια 

περιοχή του Χ χρωμοσώματος (X-cluster) και τέλος των ενδογενών μικρών RNA 
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(endo-siRNA) που παρουσιάζουν συμπληρωματικότητα με προβλεπόμενα γονίδια 

που παράγουν πρωτεΐνες. Η αφθονία των miRNA δεν επηρεάστηκε σε μεταλλάγματα 

του συμπλόκου DCR-1/ERI-1 αντίθετα με τα tncRNA, τα προερχόμενα από το X-

cluster μικρά RNA και τα endo-siRNA των οποίων η ποσότητα μειώθηκε δραματικά. 

Φαίνεται λοιπόν ότι το DCR-1/ERI-1 σύμπλοκο έχει συγκεκριμένη φυσιολογική 

λειτουργία που έγκειται στην παραγωγή των ενδογενών μικρών RNA, με εξαίρεση τα 

miRNA που παράγονται από διακριτό μονοπάτι. Η ανακάλυψη της εμπλοκής του 

συμπλόκου DCR-1/ERI-1 στην παραγωγή των διαφορετικών κατηγοριών των 

ενδογενών siRNA οδήγησε στην πρόταση ενός μοντέλου που εξηγεί τον φαινότυπο 

της αυξημένης RNA σίγησης όταν παράγοντες του παραπάνω συμπλόκου είναι 

απόντες. Σύμφωνα με το μοντέλο αυτό η DCR-1 συμμετέχει σε διαφορετικά 

μονοπάτια σίγησης όπως αυτό της παραγωγής των miRNAs, των ενδογενών RNA 

(endo-siRNAs, tncRNAs, X-cluster RNAs) καθώς και  της σίγησης εξωγενών RNA. 

Τα διαφορετικά μονοπάτια ανταγωνίζονται για την DCR-1 και ίσως και για άλλους 

κοινούς παράγοντες (πχ. DRH-3). Έτσι σε μεταλλάγματα που αποτρέπουν το 

σχηματισμό του DCR-1/ERI-1 συμπλόκου η DCR-1 και άλλοι κοινοί παράγοντες 

είναι πλέον διαθέσιμοι στο μονοπάτι της σίγησης των εξωγενών RNA η οποία 

καθίσταται έτσι πιο ενεργή (Duchaine, Wohlschlegel et al. 2006). Το μοντέλο αυτό 

του ανταγωνισμού του ενδογενούς και του εξωγενούς σιγητικού μονοπατιού για τους 

ίδιους παράγοντες υποστηρίζεται και από το γεγονός ότι τα ενδογενή siRNA 

παρουσιάζουν μείωση όταν στα ζώα παρέχεται εξωγενώς δίκλωνο RNA. 
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Εικόνα 1-3: Σχηματική απεικόνιση του μοντέλου ανταγωνισμού των διαφόρων μονοπατιών της 

σίγησης για τους ίδιους παράγοντες στο C. elegans. Οι κοινοί παράγοντες που καταλαμβάνονται 

υπο φυσιολογικές συνθήκες από πρωτεΐνες όπως η ERI-1 ή η RRF-3 γίνονται διαθέσιμοι στο 

μονοπατι σίγησης των εξωγενών μεταγράφων όταν οι παραπάνω πρωτεΐνες απουσιάζουν. Αυτό 

έχει σαν αποτέλεσμα την εμφάνιση ισχυρότερης δραστικότητας του μονοπατιού της εξωγενούς 

σίγησης σε μεταλλάγματα eri-1 και rrf-3 (Lee, Hammell et al. 2006). 
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Όπως αναφέρθηκε παραπάνω τα eri-1 άτομα εμφανίζουν θερμοεξαρτώμενη 

στειρότητα και αυξημένη συχνότητα αρσενικών (φαινότυπος Him). Στα άτομα αυτά 

παρατηρήθηκε μείωση σε συγκεκριμένα ενδογενή siRNA που εντοπίζονται ειδικά 

στα σπερματοζωάρια (Han, Manoharan et al. 2009, Pavelec, Lachowiec et al. 2009). 

Τα παραπάνω μικρά RNA προέρχονται από γονίδια που εκφράζονται ειδικά στα 

σπερματοκύτταρα αλλά η δράση τους δεν είναι γνωστή. Μια ιδιαίτερη κατηγορία 

είναι τα 26G siRNAs, μικρά RNA μήκους 26 βάσεων, που ξεκινάνε με γουανίνη. 

Προέρχονται από μετάγραφα που εκφράζονται στη γαμετική σειρά και η παραγωγή 

τους προϋποθέτει την δράση της RNA εξαρτώμενης RNA πολυμεράσης πάνω στα 

συγκεκριμένα μετάγραφα. Το γεγονός ότι φέρουν 5’ μονοφωσφορικό υποδηλώνει ότι 

η βιογένεσή τους πιθανόν να περιλαμβάνει την δράση της DCR-1 (Pavelec, 

Lachowiec et al. 2009). 

 

 Ο φαινότυπος της αυξημένης ενεργότητας της RNA σίγησης (φαινότυπος 

ERI-1) έχει επίσης παρατηρηθεί σε κυτταρικές σειρές προερχόμενες από τον 

άνθρωπο (Bühler, Mohn et al. 2005) και τον ποντικό (Hong, Qian et al. 2005) στις 

οποίες λείπει η ERI-1. Αν και το μοντέλο του ανταγωνισμού για την Dicer μπορεί να 

εξηγήσει τον φαινότυπο ERI στο C. elegans, στα θηλαστικά πιθανότατα προκύπτει 

από διαφορετικό μηχανισμό. Στο παραπάνω συμπέρασμα οδηγεί το γεγονός ότι 

παρόλο που η ισομορφή Eri-1a είναι βαθύτατα συντηρημένη στους διάφορους 

οργανισμούς με την Dicer  αλληλεπιδρά η ισομορφή Eri-1b είναι ειδική στο C. 

elegans. H Eri-1b περιέχει μια επέκταση περίπου 130 αμινοξέων στο καρβοξυτελικό 

της άκρο η οποία δεν σχετίζεται με καμία γνωστή επικράτεια. Η εκτοπική της 

έκφραση μπορεί να σώσει τον ERI φαινότυπο, κάτι που δεν συμβαίνει με την 

έκφραση της Eri-1a. Ένας επιπλέον λόγος που το μοντέλο του ανταγωνισμού του C. 

elegans δεν έχει ευρύτερη ισχύ είναι ότι τα ενδογενή siRNA που επηρεάζονται από 

την απουσία της ERI όπως τα 26G δεν έχουν ομόλογα στα θηλαστικά (Thomas, 

Abdul-Wajid et al. 2012).  

 

 

 

Επίδραση της ERI-1 στην αφθονία των miRNA  
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Αν και η παραγωγή των miRNA γίνεται από ένα εξειδικευμένο βιοχημικό 

μονοπάτι και το πρόδρομό τους μόριο είναι διαφορετικό, παρουσίαζουν ορισμένες 

δομικές ομοιότητες με τα siRNA. Συγκεκριμένα και τα δυο μικρά RNA εμφανίζονται 

σε κάποιο στάδιο της βιογένεσης τους σε μορφή δίκλωνου μορίου 20-24 βάσεων με 

3’ προεξέχοντα άκρα που έχει προκύψει από την δράση της Dicer. Με βάση την 

προταθείσα δράση της ERI-1 στην απομάκρυνση αυτών των προεξεχόντων 

νουκλεοτιδίων (Kennedy, Wang et al. 2004), τα miRNA θα μπορούσαν να αποτελούν 

υπόστρωμα της ERI-1. Τα στοιχεία για κάτι τέτοιο δεν είναι σαφή. Στο C. elegans 

έχει εντοπιστεί ένα miRNA που εμφανίζεται αυξημένο σε μεταλλάγματα eri-1 το 

miR-238 (Lee, Hammell et al. 2006). Στην περίπτωση αυτή όμως είναι αυξημένη και 

η αφθονία του pre-miR-238 γεγονός που μπορεί να οφείλεται σε έμμεση αύξηση της 

έκφρασης του miR-238 γονιδίου. Επιπλέον σε λεμφοκύτταρα ποντικού που 

παρουσιάζουν έλλειψη της ERI-1 παρατηρήθηκε κατά μέσο όρο αύξηση των miRNA 

που ελέγχθηκαν κατά 2 φορές (Thomas, Abdul-Wajid et al. 2012). Η αλληλούχιση 

των μικρών RNA στα παραπάνω κύτταρα έδειξε ότι η μόνη κατηγορία που 

επηρεάζεται από την έλλειψη της ERI-1 είναι αυτή των miRNA και προτάθηκε ότι η 

ERI-1 έχει αρνητική επίδραση στην αφθονία των περισσοτέρων αν όχι όλων των 

miRNA. H παραπάνω παρατήρηση δεν έχει επιβεβαιωθεί από άλλη ερευνητική 

ομάδα μέχρι στιγμής.  

 

Αν και δεν είναι σαφές πως η ERI-1 επηρεάζει την αφθονία των miRNA θα 

μπορούσε μέσω της αφαίρεσης των προεξεχόντων 3’ νουκλεοτιδίων να αποτρέπει την 

έξοδο του προδρόμου miRNA από τον πυρήνα (Okada, Yamashita et al. 2009) ή τη 

φόρτωσή τους στο σύμπλεγμα RISC (Lingel, Simon et al. 2003, Song, Liu et al. 

2003). Εναλλακτικά η απουσία των προεξεχόντων νουκλεοτιδίων μπορεί να προκαλεί 

την ουριδυλίωση και αποσταθεροποίηση των miRNA και των προδρόμων τους από 

κάποια τελική ουριδυλ τρανσφεραση (TUTase) όπως η Zcchc11 (Hagan, Piskounova 

et al. 2009). Παρουσιάζει ενδιαφέρον το γεγονός ότι η Zcchc11 ουριδυλιώνει και 

αποσταθεροποιεί και τα ιστονικά mRNA που αποτελούν ένα ακόμα υπόστρωμα για 

την ERI-1 (Schmidt, West et al. 2011). 

 

Η Eri-1 στην μεταγραφική σίγηση στο S. Pombe 

 



ΑΝΑΣΤΑΣΙΟΣ ΑΛΕΞΙΑΔΗΣ 

 

 

23 23 

 Στον σχιζοσακχαρομύκητα S. pombe ο μηχανισμός της σίγησης δρα κατα 

κύριο λόγο στην καταστολή προσδεδεμένων στην ετεροχρωματίνη RNA και 

αντινοηματικών μεταγράφων (Holoch and Moazed 2012). Η ετεροχρωματίνη στο S. 

pombe σχηματίζεται κυρίως στα κεντρομερή και στα τελομερή των χρωμοσωματων. 

Οι περιοχές αυτές περιέχουν επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες των οποίων τα 

μετάγραφα επεξεργάζονται από την Dicer και οδηγούν στην παραγωγή siRNA. Με τη 

σειρά τους τα siRNA ενσωματόνονται στο σύμπλοκο RITS και το οδηγούν στις 

γενομικές περιοχές που προκάλεσαν την παραγωγή τους. Το φορτωμένο με siRNA 

σύμπλοκο RITS αποικοδομεί τα νεοσυντιθέμενα μετάγραφα στις περιοχές αυτές και 

στη συνέχεια επιστρατεύει μεθυλοτρανσφεράσες ιστονών και πρωτεΐνες με 

επικράτεια χρώμο που εκκινούν και διατηρούν το σχηματισμό της ετεροχρωματίνης 

(Moazed 2009, Reyes-Turcu and Grewal 2012).  

 

 Στο S. pombe υπάρχει ένα ομόλογο της Eri-1, το Εri1. Το γονίδιο αυτό φέρει 

SAP και EXOIII επικράτειες με ομολογία 30% με τις αντίστοιχες περιοχές της ERI-1 

του C. elegans. In vitro η Eri1 έχει την ικανότητα να αποικοδομεί δίκλωνο RNA 

μήκους 23 νουκλεοτιδίων με 2 προεξέχοντα 3’ νουκλεοτίδια, τον RNA κλώνο από 

ένα υβριδικό μόριο DNA/RNA με την ίδια δομή με παραπάνω, ενώ δεν έχει 

δραστικότητα εναντίον του μονόκλωνου DNA. Η δράση RNάσης εντοπίζεται στην 

EXO επικράτεια αλλά δεν είναι ικανή να φέρει εις πέρας την καταλυτική της 

λειτουργία χωρίς την SAP επικράτεια η οποία είναι υπεύθυνη για την πρόσδεση στο 

υπόστρωμα. Η έλλειψη της Eri1 στο S. pombe έχει σαν αποτέλεσμα  την αύξηση των 

siRNA που προέρχονται από ετεροχρωματινικές περιοχές, την μείωση των 

παραγόμενων μεταγράφων από τις περιοχές αυτές και την αύξηση της μεθυλίωσης 

στην λυσίνη 9 της ιστόνης 3 (H3K9 methylation). Οι παραπάνω παρατηρήσεις 

προϋποθέτουν την ύπαρξη λειτουργικού μηχανισμού της σίγησης (Iida, Kawaguchi et 

al. 2006).  

 

Η τεχνητή επιστράτευση του συμπλόκου RITS σε ένα μετάγραφο προκαλεί το 

σχηματισμό ετεροχρωματίνης και την παραγωγή ετεροχρωματινικών siRNA. Ο 

παραπάνω μηχανισμός λειτουργεί φυσιολογικά in cis και δεν επηρεάζει ένα δεύτερο 

ομόλογο γονίδιο που βρίσκεται σε άλλη θέση στο γονιδίωμα. Η απουσία όμως της 

Eri1 επιτρέπει τον μηχανισμό να δράσει in trans και να σιγήσει το δεύτερο γονίδιο 
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(Bühler, Verdel et al. 2006). Φαίνεται λοιπόν ότι η Eri1 του S. pombe στοχεύει τα 

ενδογενή ετεροχρωματινικά siRNA, ρυθμίζει αρνητικά το σχηματισμό της 

ετεροχρωματίνης και τον περιορίζει τοπικά στο γονιδίωμα. 

 

Η ERI-1 έχει έναν ευρέως συντηρημένο ρόλο στη ρύθμιση της αφθονίας των 

μικρών RNA παρόλη την διαφοροποίηση των πληθυσμών των ρυθμιστικών μικρών 

RNA στους διαφορετικούς οργανισμούς και κυτταρικούς τύπους. Οι πληθυσμοί αυτοί 

των μικρών RNA διαφέρουν ως προς την βιογένεση τους και την AGO με την οποία 

προσδένονται, αλλά μοιράζονται ένα κοινό χαρακτηριστικό τα δύο προεξέχοντα 

νουκλεοτίδια στο 3΄ άκρο τους. Ένας μηχανισμός δράσης που θα επέτρεπε στην ERI-

1 να ελέγχει όλα τα παραπάνω μικρά RNA είναι αποκόπτει τα προεξέχοντα άκρα και 

με τον τρόπο αυτό τα καθιστά δομικά ανίκανα να φορτωθούν στις πρωτεΐνες AGO 

των διαφόρων συμπλόκων σίγησης. Εναλλακτικά η μορφή χωρίς τα προεξέχοντα 

άκρα οδηγεί  τα παραπάνω μικρά RNA σε μονοπάτια αποικοδόμησης μέσω RNασών. 

Μια επιπλέον ενδιαφέρουσα πιθανότητα είναι η ERI-1 να μειώνει την αφθονία 

ορισμένων τουλάχιστον μικρών RNA αποκόπτοντας κάποια νουκλεοτίδια και 

μετατρέποντάς τα σε υπόστρωμα για κάποια τελική ουριδυλ-τρασφεράση. 

 

Ένας άλλος τομέας που δεν έχει μελετηθεί εκτενώς είναι κατά πόσο η ERI-1 

εμφανίζει ιστοειδικό πρότυπο έκφρασης ή λειτουργεί σαν ένας γενικός αρνητικός 

ρυθμιστής που ο ρόλος του είναι ο τερματισμός της σίγησης αφού αυτή έχει 

επιτελέσει τον σκοπό της. Στην περίπτωση του C. elegans είναι γνωστό ότι η ERI-1 

εκφράζεται κυρίως στους νευρώνες και τις αναπτυσσόμενες γονάδες (Kennedy, Wang 

et al. 2004), ενώ στον ποντικό παρουσιάζει αυξημένη έκφραση στον θύμο αδένα και 

στο σπλήνα (Ansel, Pastor et al. 2008). Είναι ενδιαφέρον το γεγονός ότι η έκφραση 

δεν περιορίζεται μόνο στους αναφερόμενους ιστούς αλλά υπάρχει σε χαμηλότερα 

επίπεδα και στους υπόλοιπους. Η εικόνα που προκύπτει είναι ότι η ERI-1 λειτουργεί 

σαν κατασταλτικός παράγοντας της σίγησης σε όλους τους κυτταρικούς τύπους όμως 

παρουσιάζει αυξημένη αφθονία στους ιστούς εκείνους που για κάποιο λόγο απαιτούν 

μειωμένη σίγηση ή γρηγορότερο τερματισμό της. Στο συμπέρασμα αυτό συμφωνεί 

και το ότι η έκφραση της ERI-1 σχετίζεται άμεσα με την ποσότητα των siRNAs 

δεδομένου ότι τόσο η μεταγραφή της όσο και η σταθερότητα του μεταγράφου της  

επάγεται σε μεγάλες δόσεις siRNA (Bian, Zhou et al. 2011), (Hong, Qian et al. 2005) 



ΑΝΑΣΤΑΣΙΟΣ ΑΛΕΞΙΑΔΗΣ 

 

 

25 25 

 

 

Η εξωνουκλεάση ERI-1 εμπλέκεται στην ωρίμανση του 5.8S 

ριβοσωμικού RNA 

 

Ένα ακόμα συντηρημένο υπόστρωμα της ERI-1 είναι το 5.8S rRNA. Σε 

μεταλλάγματα της πρωτεΐνης ERI-1 στο σχιζοσακχαρομύκητα (S. pombe), τον 

νηματώδη (C. elegans) και το ποντίκι (M. musculus) παρατηρήθηκε ότι το 

ανιχνευόμενο 5.8S rRNA παρουσίαζε αυξημένο  μέγεθος σε σχέση με τα αγρίου 

τύπου άτομα (Ansel, Pastor et al. 2008, Gabel and Ruvkun 2008). Σε συμφωνία με τη 

δράση της ERI-1 ως 3’ εξωνουκλεάσης, η διαφορά στο μέγεθος εντοπίστηκε στο 3’ 

άκρο του 5.8S rRNA και αφορά ένα έως οκτώ νουκλεοτίδια με την πλειοψηφία των 

μεταγράφων να είναι 1 νουκλεοτίδιο μεγαλύτερα.  

 

Το κανονικό μήκος του 5.8S rRNA αποκαθίσταται στο C. elegans με την 

έκφραση καθεμίας από τις δύο ισομορφές της ERI-1 (ERI-1a και ERI-1b), καθώς και 

στους εμβρυϊκούς ινοβλάστες του ποντικού όταν μετασχηματίζονται με την αγρίου 

τύπου ERI-1 μέσω ρετροΐών. Η ικανότητα της ERI-1 να επεξεργάζεται το 5.8S rRNA 

απαιτεί τη δράση της ως εξωνουκλεάση. Μεταλλάγματα στο ενεργό κέντρο του 

ενζύμου αποτυγχάνουν να επαναφέρουν το σωστό μέγεθος του 5.8S rRNA, σε 

αντίθεση με τις αγρίου τύπου μορφές,. Παρόλα αυτά, η καταλυτικά ανενεργή μορφή 

μπορεί να προσδένεται στο 5.8S rRNA, όπως και οι μορφές της πρωτεΐνης από όπου 

λείπει το αμινοτελικό της τμήμα στο οποίο περιλαμβάνεται η SAP επικράτεια. 

 

 Ένα κοινό χαρακτηριστικό που μοιράζονται τα άλλα δυο γνωστά 

υποστρώματα της ERI-1 (siRNAs και ιστονικό mRNA) είναι τα 3΄ προεξέχοντα 

νουκλεοτίδια έπειτα από ένα δίκλωνο τμήμα RNA. Το ίδιο μοτίβο διατηρείται και με 

το 5.8S rRNA, το 3΄ άκρο οποίου είναι συμπληρωματικό με το 5΄ άκρο του 28S 

rRNA και η αλληλεπίδραση τους έχει σαν αποτέλεσμα το σχηματισμό μίας δομής που 

αποτελείται από μια δίκλωνη περιοχή ακολουθούμενη από ένα μονόκλωνο 

3΄προεξέχον τμήμα. Το μονόκλωνο τμήμα της παραπάνω δομής αποτελεί υπόστρωμα 

για την ERI-1 η οποία και το επεξεργάζεται αφήνοντας μόνο ένα με δύο προεξέχοντα 

νουκλεοτίδια. Το ίδιο συμβαίνει και με ολιγονουκλεοτίδια που ανασυνθέτουν την 
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παραπάνω δομή τα οποία μπορεί να επεξεργαστεί in vitro η ERI-1 (Ansel, Pastor et 

al. 2008). 

 

Το 5.8S rRNA παράγεται από ένα αρχικό μετάγραφο το 45S στο οποίο 

περιλαμβάνονται και τα 18S και 28S rRNA. Το μετάγραφο αυτό υπόκειται τη δράση 

διαφόρων RNασών στον πυρηνίσκο, ώστε να δώσει τελικά τα ώριμα rRNAs. Τα 5.8S, 

28S και 5S rRNAs μαζί με 47 ριβοσωμικές πρωτεΐνες σχηματίζουν την μεγάλη 

υπομονάδα του ριβοσώματος (60S), ενώ το 18S rRNA με 32 πρωτεΐνες την μικρή 

(40S). Η ERI-1 έχει βρεθεί να αλληλεπιδρά με το 45S rRNA όταν υπερκφράζεται σε 

κυτταρικές σειρές ποντικιού (Ansel, Pastor et al. 2008). Επιπλέον έχει εντοπιστεί 

αλληλεπίδραση της τόσο με τα ώριμα ριβοσώματα στο ποντίκι και στο C. elegans, 

όσο και να συν-γκατακρυμνίζεται με τα πολυσώματα στο ποντίκι (Ansel, Pastor et al. 

2008, Gabel and Ruvkun 2008). Στο ποντίκι η ERI-1 εντοπίζεται στο 

κυτταρόπλασμα, τον πυρήνα και τον πυρηνίσκο, ενώ στο C. elegans σχεδόν 

αποκλειστικά στο κυτταρόπλασμα. Αν και ο κύριος όγκος της επεξεργασίας των 

ριβοσωμικών RNA πραγματοποιείται στον πυρήνα η αποκοπή των προεξεχόντων 

νουκλεοτιδίων από την ERI-1 φαίνεται να λαμβάνει χώρα στο κυτταρόπλασμα, 

καθώς εκεί εντοπίζεται κατά κύριο λόγο το ένζυμο. 

 

Σε μεταλλάγματα eri-1 που μετασχηματίστηκαν με καθεμία από τις 

ισομορφές, παρατηρήθηκε ότι και οι δύο είχαν την ικανότητα να επαναφέρουν την 

φυσιολογική επεξεργασία του 5.8S rRNA, ενώ μόνο η ERI-1b ισομορφή σχετίζεται 

με επίδραση στην RNA σίγηση (Gabel and Ruvkun 2008). Αν και ο φυσιολογικός 

ρόλος της επεξεργασίας του 5.8S rRNA δεν είναι πλήρως κατανοητός, πιθανότατα 

είναι σημαντικός καθώς πραγματοποιείται και στο S. cerevisae όπου η Eri-1 έχει 

χαθεί, από μια μη συγγενική εξωνουκλεάση την Ngl2 (Faber, Van Dijk et al. 2002). 

 

 

Η ERI-1 στη ρύθμιση των ιστονικών μεταγράφων. 

 

 Τα μετάγραφα των σχετιζόμενων με τον κυτταρικό κύκλο ιστονών αποτελούν 

μια ιδιαίτερη κατηγορία μεταγράφων. Η αφθονία τους αυξάνεται ραγδαία κατά την 

φάση της αντιγραφής του DNA (S φάση) ώστε να καλυφθούν οι αυξημένες ανάγκες 
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ιστονών που συνοδεύουν την σύνθεση των νέων μορίων DNA. Η αύξηση αυτή 

ακολουθείται από μια δραματική μείωση των ιστονικών mRNA κατά την G2 φάση 

όπου η παραπάνω ανάγκη έχει πλέον καλυφθεί. Η στενή σύνδεση της παραγωγής των 

ιστονών με την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου είναι βασική προϋπόθεση για την 

διατήρηση της ακεραιότητας του γονιδιώματος και η αποτυχία του συντονισμού της 

παραγωγής νέων μορίων ιστονών με την αντιγραφή του DNA οδηγεί σε αναστολή 

του κυτταρικού κύκλου. 

 

 Η παραπάνω αυστηρή ρύθμιση της παραγωγής των ιστονών οφείλεται σε 

μεγάλο βαθμό στη δομή των γονιδίων τους. Η ταχύτατη παραγωγή τους 

επιτυγχάνεται αφενός με την ύπαρξη αρκετών αντιγράφων των ιστονικών γονιδίων, 

τα οποία μάλιστα βρίσκονται σε συστάδες (gene clusters). Επιπλέον τα συγκεκριμένα 

γονίδια σε αντίθεση με τα περισσότερα των ανώτερων ευκαρυωτών δεν διαθέτουν 

ιντρόνια και η φυσιολογία του 3’ άκρου του μεταγράφου τους είναι τελείως 

διαφορετική. Συγκεκριμένα τα ιστονικά mRNA είναι τα μόνα ευκαρυώτικα 

μετάγραφα που δεν πολυαδενυλιώνονται αλλά στο 3΄άκρο τους απαντάται μια 

συντηρημένη δομή φουρκέτας η οποία συμμετέχει στη ραγδαία αποικοδόμησή τους 

μετά τη λήξη της αντιγραφής του DNA (Marzluff 2005). 

 

 

 

Εικόνα 1-4: Σύμπλοκο επεξεργασίας των ιστονικών mRNA. Το πρόδρομο μετάγραφο 

περιλαμβάνει τη δομή φουρκέτας όπου προσδένεται το SLBP ακολουθούμενη από το HDE το 

οποίο αλληλεπιδρά με το U7 snRNA. Το σύμπλοκο επεξεργασίας που σχηματίζεται με τη 
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συμμετοχή και άλλων παραγόντων οδηγεί στη κοπή του μεταγράφου τέσσερις με πέντε βάσεις 

μέτα τη δομή φουρκέτας. Το προϊόν αυτής της επεξεργασίας αποτελεί υπόστρωμα για την 

πρόσδεση της ERI-1 στην 3’ πλευρά της φουρκέτας (Marzluff, Wagner et al. 2008). 

 

 

 Το αρχικό μετάγραφο διαθέτει μια συντηρημένη αλληλουχία καθοδικά της 

περιοχής που θα σχηματίσει την φουρκέτα που ονομάζεται HDE (histone downstream 

element). Η αλληλουχία αυτή αναγνωρίζεται από το U7 snRNP με αποτέλεσμα την 

ενδονουκλεολυτική κοπή του mRNA που οδηγεί στον σχηματισμό μιας δομής 

φουρκέτας ακολουθούμενης  4-5 ελεύθερα νουκλεοτίδια στο 3΄άκρο του. Η δομή 

αυτή είναι κεντρική τόσο για την έκφραση του μεταγράφου όσο και για την ταχύτατη 

αποικοδόμησή του στο τέλος της S φάσης. Μια πρωτεΐνη που γνωρίζουμε να 

συνδέεται στην παραπάνω δομή είναι η SLBP (stem-loop binding protein). To SLBP 

μεσολαβεί στην μετάφραση του ιστονικού mRNA, μέσω της αλληλεπίδρασης του με 

το σύμπλοκο πρωτεϊνών στο 5’ άκρο του μεταγράφου, όσο και στην καταστροφή του. 

Συγκεκριμένα με τη ολοκλήρωση της αντιγραφής του DNA το SLBP 

φωσφορυλιώνεται και αποικοδομείται από το πρωτεάσωμα επιτρέποντας έτσι την 

καταστροφή του ιστονικού mRNA (Whitfield, Zheng et al. 2000). 

 

 Πριν ακόμα τον χαρακτηρισμό της σαν αρνητικού ρυθμιστή της RNA σίγησης 

στο C. elegans, η ERI-1 είχε εντοπιστεί ως μια ακόμα πρωτεΐνη που προσδένεται στη 

δομή φουρκέτας του 3’ άκρου των ιστονικών μεταγράφων των θηλαστικών. Μάλιστα 

επειδή δρούσε σαν εξωνουκλεάση ονομάστηκε 3’hExo (3’ histone Exonuclease) 

(Dominski, Yang et al. 2003). Η πρόσδεσή της γίνεται τόσο ανεξάρτητα όσο και 

ταυτόχρονα με το SLBP και απαιτεί την παρουσία των ελεύθερων νουκλεοτιδίων 

καθοδικά της φουρκέτας καθώς τα νουκλεοτίδια στο 3’ σκέλος της φουρκέτας. 

Αντίθετα το SLBP προσδένεται στο 5’ σκέλος της φουρκέτας και φαίνεται ότι ευνοεί 

την επιστράτευση της ERI-1. Σε συμφωνία με την λειτουργία της ως εξωνουκλεάσης, 

η ERI-1 αποκόπτει τα ελεύθερα νουκλεοτίδια που ακολουθούν την φουρκέτα 

αφήνοντας μόνο τα δύο κοντινότερα σε αυτή. Παρατεταμένη επώαση με το 

υπόστρωμα in vitro έχει σαν αποτέλεσμα την αποικοδόμηση του 3’ σκέλους της 

φουρκέτας κάτι που αποτρέπεται όταν είναι παρών και το SLBP (Dominski, Yang et 

al. 2003). Το SLBP λοιπόν βοηθάει την επιστράτευση της ERI-1 στη δομή φουρκέτας 
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αλλά ταυτόχρονα την αποτρέπει από το να συνεχίσει την αποικοδόμηση πέρα από τα 

τρία τελευταία νουκλεοτίδια. 

 

 Για την ταχεία αποικοδόμηση των ιστονικών μεταγράφων είχε υποτεθεί η 

ύπαρξη μιας 3΄προς 5΄ εξωνουκλεάσης η οποία απαιτεί ιόντα μαγνησίου για την 

ενζυμική της δράση. Η λειτουργία της εξωνουκλεάσης αυτής εμποδίζεται από το 

SLBP κατά την S φάση και μετά την απομάκρυνσή του στην G2 φάση τα ιστονικά 

mRNA είναι πλέον προσβάσιμα (Ross, Kobs et al. 1987). Με βάση τα παραπάνω 

στοιχεία η ERI-1 είναι ένας πολύ πιθανός υποψήφιος για τον ρόλο αυτό. 

 

 Η κρυστάλλωση του ενεργού κέντρου της ERI-1 (Cheng and Patel 2004), 

αλλά κυρίως του τριμερούς συμπλόκου της με το SLBP και τη δομή φουρκέτας (Tan, 

Marzluff et al. 2013) έχουν ρίξει φως στο τρόπο δράσης της. Επιβεβαιώνεται ότι το 

SLBP προσδένεται στο 5’ σκέλος της φουρκέτας και η ERI-1 στο 3΄ σκέλος αλλά οι 

δύο πρωτεΐνες δεν αλληλεπιδρούν φυσικά. Με εξαίρεση μία ουριδίνη στην κορυφή 

της φουρκέτας που αναγνωρίζεται από το SLBP, η πρόσδεση των πρωτεϊνών δεν 

εμφανίζει εξειδίκευση ως προς την αλληλουχία, αλλά αντίθετα αναγνωρίζουν την 

συγκεκριμένη δομή του RNA στο χώρο. Επιπλέον, η πρόσδεση της μιας πρωτεΐνης 

στη φουρκέτα προκαλεί δομικές αλλαγές που ευνοούν την συνεργατική πρόσδεση της 

δεύτερης. Σε ότι αφορά την ERI-1, η επικράτεια SAP αλληλεπιδρά με το ανώτερο 

σκέλος της φουρκέτας ενώ η καταλυτική της περιοχή με τη βάση και τα 3΄ελεύθερα 

νουκλεοτίδια. Μάλιστα τα νουκλεοτίδια αυτό βρίσκονται τοποθετημένα εντός του 

ενεργού της κέντρου με τέτοιο τρόπο ώστε να εμποδίζεται η κοπή περισσοτέρων από 

2 βάσεων μετά το τέλος της φουρκέτας. Ερμηνεύεται έτσι η παρατήρηση ότι η ERI-1 

αποκόπτει μόνο τις τρεις τελευταίες βάσεις της αλληλουχίας ACCCA που ακολουθεί 

την δομή φουρκέτας (Dominski, Yang et al. 2003, Yang, Purdy et al. 2006). Το τμήμα 

που απομένει μετά από αυτή την κοπή δεν έχει επαρκές μήκος για να τοποθετηθεί στο 

ενεργό κέντρο του ενζύμου. 
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Εικόνα 1-5: Κρυσταλλογραφική ανάλυση της δομής του συμπλόμου της δομής φουρκέτας της 

ιστόνης 3 με το SLBP και την ανθρώπινη ERI-1 (3’hExo). Στο 5’ άκρο της φουρκέτας 

προσδένεται το SLBP (μπλε χρώμα), ενώ στο 3΄άκρο η 3’hExo κυρίως μέσω της καταλυτικής της 

περιοχής (πράσινο) και δευτερευόντος της επικράτειας SAP (κίτρινο). Το SLBP και η 3’hExo δεν 

αλληλεπιδρούν φυσικά. (Tan, Marzluff et al. 2013) 

 

 

 Πιο πρόσφατες μελέτες αποκάλυψαν περισσότερες λεπτομέρειες για τον ρόλο 

της ERI-1 στην ταχεία αποικοδόμηση των ιστονών. Η αποικοδόμηση αυτή 

πραγματοποιείται μέσω της προσθήκης μια ουράς ολιγοουριδίνης και επάγεται όταν 

εμποδιστεί η σύνθεση του DNA (Mullen and Marzluff 2008). Σε κυτταρικές σειρές 

ποντικού που τους έλλειπε η ERI-1 παρατηρήθηκε συσσώρευση 

ολιγοουριδυλιωμένων ιστονών όταν η αντιγραφή του DNA είχε παρεμποδιστεί με την 

χρήση υδροξυουρίας (Hoefig, Rath et al. 2013). Παρόλα αυτά η ποσότητα των 

ιστονικών mRNA μειώθηκε μόνο στο μισό, γεγονός που μαρτυρεί την ύπαρξη και 

άλλων παραγόντων υπεύθυνων για την αποικοδόμηση των μεταγράφων των ιστονών. 

Η προσθήκη της ουράς ολιγοουριδίνης επιτρέπει την πρόσδεση του ολιγοεπταμερικού 

συμπλόκου Lsm1-7 που αλληλεπιδρά  κατά προτίμηση με ουρές ολιγο-U (Sobti, 

Cubeddu et al. 2010). Το Lsm1-7 σύμπλοκο αλληλεπιδρά με την ERI-1 μέσω των 

Lsm1και Lsm4 και επιστρατεύει την καταλυτική της δράση για την αποικοδόμηση 

της δομής φουρκέτας των ιστονικών μεταγράφων. Η αποικοδόμηση αυτή 



ΑΝΑΣΤΑΣΙΟΣ ΑΛΕΞΙΑΔΗΣ 

 

 

31 31 

πραγματοποιείται σε διαδοχικά βήματα που το καθένα απαιτεί την επανάληψη της 

προσθήκης της ολιγο-U ουράς. 

 

 Με βάση τα παραπάνω στοιχεία το μοντέλο δράσης της ERI-1 επί των 

ιστονικών mRNA έχει ως εξής: Αρχικά η ERI-1 προσδένεται στη δομή φουρκέτας 

στο 3΄άκρο και αφαιρεί 2-3 ελεύθερα νουκλεοτίδια. Η περαιτέρω αποικοδόμηση 

εμποδίζεται από το SLBP. Με τη λήξη της S φάσης το SLBP καταστρέφεται από το 

πρωτεάσωμα και κάποια τελική ουριδυλ- τρανσεράση (TUTase), πιθανότατα η Zcchc 

(Schmidt, West et al. 2011) προσθέτει ένα ολιγομερές ουριδίνης πάνω στο οποίο 

προσδένεται το σύμπλοκο Lsm1-7. Στη συνέχεια η ERI-1 επιστρατεύεται από το 

σύμπλοκο Lsm1-7 και η ενζυμική της δράση χρησιμοποιείται για την αποικοδόμηση 

της δομής φουρκέτας του ιστονικού mRNA. Η διαδικασία αυτή πιθανότατα εμπλέκει 

και την ελικάση Upf1 και πραγματοποιείται σε διαδοχικά βήματα ουριδινιλύωσης και 

αποικοδόμησης. Ο μηχανισμός αποικοδόμησης συνοψίζεται γραφικά στο παρακάτω 

σχήμα. 

 

 

 

Εικόνα 1-6: Αποικοδόμηση των ιστονικών mRNA από την ERI-1. a) Το 3΄ άκρο του mRNA 

ουριδυλιώνεται από την TUTase Zcchc με αποτέλεσμα την πρόσδεση του συμπλόκου Lsm1-7. b) 

H ERI-1 μεταφέρεται στο Lsm1-7 και αποικοδομεί τη δομή φουρκέτας. Η λειτουργία αυτή 

απαιτεί την επανάληψη της ουριδυνιλίωσης και πιθανά την ελικάση Upf1. c) Η απομάκρυνση της 
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φουρκέτας ακολουθείται από την αποικοδόμηση του μεταγράφου και από τα δύο του άκρα 

(Hoefig and Heissmeyer 2014). 

 

 

H ERI-1 στα φυτά 

 

 Το ομόλογο της ERI-1 στην Arabidopsis thaliana ονομάζεται ERIL-1 (ERI-1 

like 1) αποτελεί μια ακόμα περίπτωση πρωτεΐνης ERI-1 που δεν διαθέτει SAP 

επικράτεια. Η πρωτεΐνη ERIL-1 στοχεύεται στους χλωροπλάστες και η διατάραξη 

των επιπέδων της, είτε υπέρκφράζοντας την είτε καταστέλοντας την με RNAi, οδηγεί 

στην εμφάνιση χλωρωτικών περιοχών στα φυτά . Οι χλωροπλάστες των φυτών αυτών 

είναι ατελώς σχηματισμένοι και η ανάπτυξή τους είναι πιο αργή. Ανάλυση των 

παραπάνω φυτών έδειξε ότι η ERIL-1 εμπλέκεται στην ωρίμανση των rRNA των 

χλωροπλαστών παρουσιάζοντας πιο έντονη συσσώρευση των ωρίμων 5S και 4.5S 

rRNA καθώς και στην ωρίμανση του δικιστρονικού 23S-4.5S πρόδρομου μορίου. Η 

ERIL-1 δεν φαίνεται να επηρεάζει την αφθονία των siRNA που προέρχονται από την 

μόλυνση του φυτού από το ιοειδές pSTVd ενώ ορισμένα miRNA συσσωρεύονται σε 

φυτά που υπερεκφράζουν την ERIL-1. Τα παραπάνω δεδομένα οδηγούν στο 

συμπέρασμα ότι η ERIL-1 συμμετέχει στην ωρίμανση των ριβοσωμικών RNA του 

χλωροπλάστη και στην αποικοδόμηση του 4.5S rRNA, ενώ δεν φαίνεται να 

εμπλέκεται στον μηχανισμό της RNA σίγησης (Mermiga 2015). 

 

 

Η ERI-1 στη Drosophila melanogaster 

 

 Στην Drosophila melanogaster εντοπίζεται ένα μόνο ομόλογο της οικογένειας 

των DEDDh πρωτεϊνών που ονομάζεται Snipper (Snp). Η πρωτεΐνη αυτή σε αντίθεση 

με άλλα μέλη της οικογένειας δεν περιέχει την SAP επικράτεια και αποτελείται μόνο 

από την καταλυτική επικράτεια. Η ομολογία της επικράτειας αυτής τόσο με την 

αντίστοιχη της Eri-1 του C. elegans όσο και με την ανθρώπινη βρίσκεται στο 31% σε 

επίπεδο αμινοξέων (Kupsco, Wu et al. 2006). Όπως προβλέπεται από την αμινοξική 

της αλληλουχία, η Snp είναι μια 3΄-5΄εξονουκλεάση που εμφανίζει παρόμοια δράση 

με αυτή της 3’hEXO επί ενός υποστρώματος που μιμείται την δομή φουρκέτας των 
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ιστονικών mRNA. Συγκεκριμένα σε μικρές συγκεντρώσεις η Snp αφαιρεί δυο 

ελεύθερα νουκλεοτίδια από το 3΄ άκρο του υποστρώματος ενώ σε υψηλότερες 

συγκεντρώσεις το αποικοδομεί πλήρως. Παρουσιάζει εντονότερη ενζυμική δράση 

από την 3’hEXO στο συγκεκριμένο υπόστρωμα και έχει την ικανότητα in vitro να 

αποικοδομεί ακόμα και ένα DNA ανάλογο της παραπάνω δομής. Επιπλέον σαν 

υπόστρωμα της Snp in vitro μπορούν να δράσουν μονόκλωνα μόρια DNA και RNA. 

Η ενζυμική της δράση, όπως και των υπολοίπων ERI, εξαρτάται από την παρουσία 

δισθενών ιόντων μαγνησίου και πάει εντελώς όταν αυτά δεν υπάρχουν (Kupsco, Wu 

et al. 2006). 

 Παρά το εύρος των δυνητικών υποστρωμάτων η Snp εμφανίζει μεγαλύτερη 

συγγένεια για υποστρώματα που προσομοιάζουν την δομή φουρκέτας των ιστονικών 

μεταγράφων και μάλιστα με αυτά που φέρουν τουλάχιστον 2 ελεύθερα νουκλεοτίδια 

μετά τη δομή αυτή. Ο σχηματισμός του τριμερούς συμπλόκου δομή 

φουρκέτας/SLBP/Snp δεν παρατηρήθηκε στις συνθήκες που αυτό σχηματίζεται από 

την 3’hEXO γεγονός που δεν αποκλείει τον σχηματισμό του με μικρότερη συγγένεια 

(Kupsco, Wu et al. 2006) 

 

 Η λειτουργική ανάλυση του γονιδίου Snp με την χρήση του μεταλλάγματος 

ένθεσης Snpc00465 δεν έδειξε να εμπλέκεται στον μηχανισμό αποικοδόμησης των 

ιστονών καθώς τα επίπεδά τους ήταν αμετάβλητα σε σχέση με τον άγριο τύπο. 

Επιπλέον δεν φαίνεται να επηρεάζει την αφθονία των παραγόμενων siRNA από 

διαγονιδιακές σειρές που εκφράζουν δίκλωνο RNA  για τα γονίδια yellow και white. 

Τέλος η Snp δεν φαίνεται να έχει ρόλο στην κυτταρική απόπτωση (Kupsco, Wu et al. 

2006). Η διαφαινόμενη απουσία κάποιας φυσιολογικής λειτουργίας της Snp in vivo, 

ίσως είναι απόρροια του γεγονότος ότι το μετάλλαγμα που χρησιμοποιήθηκε δεν 

απενεργοποιεί πλήρως το γονίδιο καθώς δεν στοχεύει όλα τα πιθανά παραγόμενα 

μετάγραφα. 

  



ΑΝΑΣΤΑΣΙΟΣ ΑΛΕΞΙΑΔΗΣ 

 

 

34 34 

 

2. ΣΤΟΧΟΙ 

 

Η παρούσα μελέτη εστιάζεται στο μοναδικό ομόλογο της πρωτεΐνης ERI-1 

στη Drosophila melanogaster, τη Snipper (Snp). Η πρωτεΐνη Snp έχει ήδη 

χαρακτηριστεί βιοχημικά (Kupsco, Wu et al. 2006) σαν εξωνουκλεάση, με τις 

προτιμήσεις υποστρώματος της να θυμίζουν αυτές της ERI-1. Καθώς στην παραπάνω 

μελέτη δεν αναφέρθηκε κάποια φυσιολογική λειτουργία του γονιδίου Snp, θελήσαμε 

να επεκτείνουμε τις γνώσεις μας πάνω στη δράση της ERI-1 στη Drosophila 

melanogaster επιχειρώντας τη λειτουργική ανάλυση του γονιδίου Snp.  

 

Ένα από τα στοιχεία που θελήσαμε να διερευνήσουμε είναι το πρότυπο 

έκφρασης του γονιδίου Snp τόσο κατά τη διάρκεια της εμβρυικής ανάπτυξης όσο και 

στα μετέπειτα στάδια. Με τον τρόπο αυτό επιχειρήθηκε η εξαγωγή πληροφοριών για 

την ποσότητα και την ιστοειδικότητα της έκφρασης του Snp στα διάφορα 

αναπτυξιακά στάδια. 

 

 Το δεύτερο ερώτημα που προσεγγίστηκε είναι το κατά πόσο η έκφραση του 

γονιδίου Snp είναι απαραίτητη για την επιβίωση και τη σωστή ανάπτυξη της 

Drosophila melanogaster χρησιμοποιώντας ένα μη χαρακτηρισμένο μετάλλαγμα 

ένθεσης μεταθετού στοιχείου του γονιδίου Snp καθώς και διαγονιδιακές σειρές που 

μπορούσαν να καταστείλουν την έκφραση του Snp μέσω RNA παρεμβολής. 

 

 Ένας άλλος τομέας που εστιαστήκαμε είναι η διερεύνηση της σημασίας του 

Snp στην φυσιολογική ανάπτυξη διαφόρων ιστών και ο εντοπισμός φαινοτύπων που 

προκύπτουν από καταστολή της έκφρασης του Snp στους ιστούς αυτούς με την χρήση 

των κατάλληλων οδηγών GAL4. 

 

 Το κεντρικότερο από τα ερωτήματα που θελήσαμε να προσεγγίσουμε είναι ο 

εντοπισμός κάποιου φυσιολογικού υποστρώματος της πρωτεΐνης in vivo. Έτσι 

ελέγχθηκε η αφθονία ορισμένων πιθανών υποστρωμάτων της πρωτεΐνης Snp σε 

μεταλλάγματα του Snp ώστε να εντοπιστούν διαφορές σε σχέση με τα άτομα αγρίου 
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τύπου. Επιπλέον θελήσαμε να ανιχνεύσουμε τον τύπο της τροποποίησης που 

προκαλεί αλλαγή στην αφθονία του υποστρώματος της Snp.  

 

O απώτερος στόχος της παρούσας εργασίας είναι να ενοποιήσουμε τα 

φαινοτυπικά και μοριακά δεδομένα μας και να προτείνουμε ένα πιθανό μηχανισμό 

δράσης της Snp στη Drosophila melanogaster που μπορεί να τα ερμηνεύσει. 
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

 

Βασικές τεχνικές μοριακής βιολογίας 

 

Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 

 

Για την παραγωγή πηκτωμάτων χρησιμοποιήθηκε 0,8-2% αγαρόζη (Invitrogen) σε 

διάλυμα 0,5x ΤΒΕ (0.11 M Tris, 90mM Βορικό Οξύ, 2,5 mM EDTA, pH=8,3) και 

0,5μgr/ml βρωμιούχο αιθίδιο. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται σε διάλυμα 0,5x 

ΤΒΕ με τάση 5V/cm και η για την απεικόνηση των νουκλεϊκών οξέων 

χρησιμοποιείται υπεριώδης ακτινοβολία. 

 

Απομόνωση/Καθαρισμός DNA. 

 

Για την εξαγωγή του DNA από το πήκτωμα αγαρόζης ή τον καθαρισμό του από 

μείγμα αντίδρασης χρησιμοποιήθηκε το κιτ NucleoSpin Gel and PCR Clean-up 

(Macherey-Nagel). 

 

PCR 

 

Για την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης χρησιμοποιήθηκαν τo ένζυμo Taq 

(Minotech) και στις περιπτώσεις που ήταν απαραίτητο η υψηλής πιστότητας 

πολυμεράση Kapa Hi-Fi (Kapa Biosystems) σύμφωνα με τις οδηγίες των 

κατασκευαστών. Ο σχεδιασμός των εκκινητών καθώς και η θερμοκρασία υβριδισμού 

τους υπολογίστηκε με το πρόγραμμα Oligo Analyser. 

 

Αντίστροφη μεταγραφή 

 

Σαν υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκαν 2-5 μgr ολικού RNA και η αντίστροφη 

μεταγραφάση PrimeScript (Takara) σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Οι 
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εκκινητές ήταν τυχαία εξαμερή (Invitrogen), oligod(T) (Invitrogen) ή σε κάποιες 

περιπτώσεις ειδικός εκκινητής. 

 

Πέψεις – Αντίδραση λιγάσης 

 

Τα περιοριστικά ένζυμα που χρησιμοποιήθηκαν προήλθαν από τις εταιρίες Minotech 

και New England Biolabs (NEB) ενώ η λιγάση (T4 DNA ligase) προέρχεται από την 

εταιρία Promega. Σε κάθε περίπτωση ακολουθήθηκαν οι οδηγίες των 

κατασκευαστών. 

 

Παρασκευή δεκτικών κυττάρων E. Coli 

 

Βακτήρια E. coli DH10b από 250ml καλλιέργειας που βρίσκεται σε εκθετική φάση 

(OD=0.6) συλλέγονται με φυγοκέντριση στα 200g για 10 min στους 4oC. όλοι οι 

μετέπειτα χειρισμοί πραγματοποιούνται στον πάγο με κρύα διαλύματα. Το 

βακτηριακό ίζημα διαλύεται σε 60ml διαλύματος (30 mM CH3COOK, 100 mM 

RbCl, 50 mM MnCl2 , 10 mM CaCl2, 15%  γλυκερόλη. pH=5,8) και επωάζεται για 

30min στον πάγο. Τα κύτταρα κατακρημνίζονται με φυγοκέντριση στα 200g για 

10min στους 4oC και επαναδιαλύονται σε διάλυμα (10 mM MOPS, 75 mM CaCl2, 10 

mM RbCl, 15% γλυκερόλη, pH= 6.5). Το μείγμα τοποθετείται ανά 100μL σε 

eppendorf και φυλάσσεται στους -80oC. 

 

Μετασχηματισμός δεκτικών βακτηρίων 

 

100μL δεκτικών κυττάρων αφού ξεπάγωναν μέσα σε πάγο αναμιγνύονταν με 

κατάλληλη ποσότητα πλασμιδίου και επωαζόταν 30 min στον πάγο. Ακολουθούσε 

θερμική καταπόνηση για 90 sec στους 42oC και μεταφορά στον πάγο. Μετά την 

προσθήκη υγρού θρεπτικού LB και επώαση για μια ώρα στους 37oC τα κύτταρα 

πλώνοταν σε στερεό θρεπτικό LB παρουσία του κατάλληλου αντιβιωτικού. 

 

Απομόνωση πλασμιδιακού DNA 

 



ΑΝΑΣΤΑΣΙΟΣ ΑΛΕΞΙΑΔΗΣ 

 

 

38 38 

Για την απομόνωση πλασμιδιακού DNA μικρής κλίμακας (miniprep) ακολουθήθηκε 

το πρωτόκολο της αλκαλικής λύσης σύμφωνα με τους Sambrook et al 1987. 

Για την απομόνωση πλασμιδιακού DNA από σε μεγάλη κλίμακα χρησιμοποιήθηκε το 

κιτ “NucleoBond Xtra Midi/Maxi” (Macherey-Nagel) σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή. 

 

Εκχύλιση νουκλεϊκών οξέων με φαινόλη 

 

 Στο προς εκχύλιση δείγμα προστίθεται ίσος όγκος ουδέτερης φαινόλης και 

ακολουθει φυγοκέντρηση για 5 min στα 12000g. Η υδατική φάση μεταφέρεται σε νέο 

δοχείο, αναμιγνύεται με ίσο όγκο χλωροφορμίου / ισοαμυλικής αλκοόλης (24/1) και 

φυγοκεντρείται για 5 min στα 12000g. Στο υπερκείμενο προστίθεται 1/10 του όγκου 

οξικού καλίου (3Μ, pH=5.2) δύο όγκοι κρύας αιθανόλης και επωάζεται για 20 min 

στους -20oC. Ακολουθεί φυγοκέντριση στα 12000g για 15 min στους 4oC, ξέπλυμα 

του ιζήματος με 70% αιθανόλη και επαναδιάλυση του ιζήματος σε κατάλληλο όγκο 

νερού. 

 

Κλωνοποίηση με το σύστημα Gateway (Invitrogen) 

 

Για τη δημιουργία πλασμιδιακών κατασκευών με το σύστημα Gateway τα τμήματα 

DNA αρχικά κλωνοποιήθηκαν στον πλασμιδιακό φορέα pENRTY 3C (Invitrogen). 

Ακολούθησε αντίδραση ανασυνδιασμού μεταξύ του παραπάνω πλασμιδίου και του 

φορέα προορισμού χρησιμοποιώντας το ένζυμο LR Clonase II (Invitrogen) σύμφωνα 

με τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

 

 

3’ RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) 

 

H παρακάτω τεχνική χρησιμοποιήθηκε για την κλωνοποίηση και αλληλούχιση των 3’ 

άκρων συγκεκριμένων μεταγράφων. Βασίζεται στη χρήση ενός τροποποιημένου 

ολιγονουκλεοτιδίου χημικά προσβάσιμου μόνο στο 5’ άκρο καθώς το τελευταίο του 

νουκλεοτίδιο είναι διδέοξυ- . 
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Φωσορυλίωση του τροποποιημένου εκκινητή 

20 μΜ εκκινητή επωάζονται παρουσία 20u PNK (NEB) και 1x διαλύματος Τ4 RNA 

λιγάσης (Promega) σε τελικό όγκο 10 μL για 30 min στους 37oC. 

 

Συγκόλληση του εκκινητή στο συνολικό RNA 

Πέντε μg ολικού RNA αποδιατάσσονται με βρασμό για πέντε λεπτά και ακολουθεί 

επώαση στον πάγο. Στο RNA προστίθονται 5 μL DMSO, 1x διαλύματος Τ4 RNA 

λιγάσης, το σύνολο της αντίδρασης τoυ φωσφορυλιωμένου εκκινητή, 10u αναστολέα 

RNασών RNaseOUT (Invitrogen) και 10u T4 RNA λιγάσης (Promega) σε τελικό 

όγκο 50 μl. Η αντίδραση επωάζεται για 30 λεπτά στους 37οC. 

 

Αντίστροφη μεταγραφή 

10μL από την αντίδραση λιγάσης και 10μΜ από συμπληρωματικό προς τον 

τροποποιημένο εκκινητή επωάζονται για 10 λεπτά στους 70oC και τοποθετούνται 

στον πάγο. Ακολουθεί αντίδραση αντίστροφης μεταγραφής όπως περιγράφηκε. 

 

PCR 

Τέσσερα μl από την αντίδραση αντίστροφης μεταγραφής χρησιμοποιούνται ως 

υπόστρωμα σε για αντίδραση PCR. Ο πρόσθιος εκκινητής είναι ειδικός για το προς 

διερεύνηση γονίδιο ενώ σαν οπίσθιος χρησιμοποιείται ο ίδιος με την αντίστροφη 

μεταγραφή. Τα προιόντα της αντίδραση αναλύονται σε πηκτή αγαρόζης, οι 

επιθυμητές ζώνεα αποκόπτωνται και το απομονωμένο DNA κλωνοποιείται σε φορέα 

pGEM-Teasy ώστε να σταλεί για αλληλούχιση. 

 

 

Απομόνωση Γενωμικού DNA 

 

15-20 ενήλικες δροσόφιλες ομογενοποιούνται σε eppendorf με τη χρήση πλαστικού 

ομογενοποιητή και 250 μL διαλύματος A (0.1M Tris-HCl pH=9, 0.1M EDTA, 1% 

SDS). Το μείγμα επωάζεται στους 70οC για 30 min, προστίθενται 35 μL οξικό κάλιο 

και στη συνέχεια επωάζεται για 30 min στον πάγο. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 

16,000g στους 4οC και μεταφορά του υπερκειμένου σε νέο eppendorf  όπου 

εκχυλίζεται με ίσο όγκο διαλύματος φαινόλης χλωροφορμίου (1:1). Το RNA 
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απομακρύνεται με τη προσθήκη RNασης Α (1 μgr/mL) και επώαση για 20 min στους 

37οC. Ακολουθεί δεύτερη εκχύλιση με φαινόλη και χλωροφόρμιο και κατακρήμνιση 

του DNA με προσθήκη 150 μL ισοπροπανόλης και φυγοκέντριση για 10 min στα 

10,000g. Η πελλέτα που περιέχει το DNA ξεπλένεται με 75% αιθανόλη, 

επαναδιαλύεται  σε 100 μL νερό και ποσοτικοποιείται σε φασματοφωτόμετρο 

(NanoDrop ND1000, NanoDrop Technologies Inc) 

 

 

Απομόνωση ολικού RNA 

 

Ο ιστός (έμβρυα, προνύμφες, νύμφες ή ενήλικα άτομα Δροσόφιλας), ομογενοποιείται 

σε eppendorf με τη χρήση πλαστικού ομογενοποιητή και 50 μL διαλύματος Τριζόλης 

(38% όξινη φαινόλη, 0.8 Μ θειοκυανική γουανιδίνη, 0.4 Μ θειοκυανικό αμμώνιο, 0.1 

Μ οξικό νάτριο, pH=5.0 και 5% γλυκερόλη). Στη συνέχεια προστίθενται επιπλέον 

950 μL Τριζόλης και το μείγμα φυγοκεντρείται στα 12,000g για 10 min στους 4οC. 

Το υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο eppendorf και επωάζεται για 5 min σε 

θερμοκρασία δωματίου. Ο διαχωρισμός των φάσεων επιτυγχάνεται με προσθήκη 200 

μL χλωροφορμίου, ισχυρή ανακίνηση με το χέρι για 15 sec, επώαση σε θερμοκρασία 

δωματίου για 2-3 min και φυγοκέντρηση στα 12,000g για 15 min στους 4οC. Η 

υδατική φάση μεταφέρεται σε νέο eppendorf και κατακρημνίζεται με 500 μL 

ισοπροπανόλης και φυγοκέντρηση στα 12,000g για 10 min στους 4οC. Το 

υπερκείμενο απορρίπτεται και η πελλέτα του RNA ξεπλένεται με 75% αιθανόλη. Η 

επαναδιάλυση του RNA γίνεται σε ελεύθερο από RNάσες νερό στους 55-60οC για 5-

10 min. Ακολουθεί ποσοτικοποίηση του απομονωμένου RNA σε φασματοφωτόμετρο 

(NanoDrop ND1000, NanoDrop Technologies Inc) 

 

 

Απομόνωση πρωτεϊνών 

 

Ο ιστός (λάρβες ή ενήλικα άτομα Δροσόφιλας) ομογενοποιείται με τη χρήση 

πλαστικού ομογενοποιητή σε διάλυμα 1x PBS, 0.5% NP-40, 1 mM EGTA, 0.2 mM 

PMSF, 1 μg/ml pepstatin, 0.5 μg/ml leupeptin, 100 KIU/ml aprotinin. Το 

ομογενοποιημένο δείγμα φυγοκεντρείται στα 500g για 5 min στους 4οC και το 
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υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο epperdorf. Ακολουθεί ποσοτικοποίηση των 

απομονωμένων πρωτεϊνών. Όλα τα δείγματα, τα διαλύματα και τα υλικά βρίσκονται 

στην θερμοκρασία των 4οC και όλοι οι χειρισμοί πραγματοποιούνται στον πάγο. 

 

 

Διαχωρισμός Πρωτεϊνικού Κλάσματος Ιστονών. 

 

 Επειδή με την τεχνική απομόνωσης πρωτεϊνών που περιγράφηκε παραπάνω, οι 

ιστόνες παραμένουν προσδεδεμένες στα νουκλεοσώματα, χρησιμοποιήσαμε την 

ακόλουθη διαδικασία για να τις απομονώσουμε. Το δείγμα ομογενοποιείται σε 

υποτονικό διάλυμα λύσης (10 mM Tris pH=8, 1 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 1 mM 

DTT, αναστολείς πρωτεασών) και επωάζεται ανακινούμενο για μια ώρα στους 4oC. 

Μετά από φυγοκέντριση στα 10,000g για 15 min στους 4oC, στο ίζημα προστίθεται 

0,4 Ν θειικό οξύ και επωάζεται με ανάδευση στους 4oC για 12-16 ώρες. Ακολουθεί 

φυγοκέντριση στα 10,000g για 15 min στους 4oC και κατακρήμνιση του 

υπερκειμένου με 0,33 όγκους τριχλωροξικό οξύ και επώαση στον πάγο για 30 min. 

Το δείγμα φυγοκεντρείται στα 10,000g για 15 min στους 4oC και η πελλέτα 

ξεπλένεται δυο φορές με ακετόνη για να απομακρυνθεί το οξύ πριν διαλυθεί σε 

αποσταγμένο νερό. 

 

 

In situ υβριδοποίηση σε έμβρυα Δροσόφιλας  

 

Τα έμβρυα συλλέγονται σε τρυβλία χυμού φρούτων και άγαρ 3% και το χόριο τους 

απομακρύνεται με εμβάπτιση σε διάλυμα χλωρίνης 30% για 3 min. Ακολουθούν 

επιμελείς πλύσεις με νερό και διάλυμα 0.125 M NaCl, 0.04% Tween-20, μεταφορά 

των εμβρύων σε διάλυμα μονιμοποίησης (1xPBS, 0.05 M EGTA pH=8, 8% 

φορμαλδεΰδη) στο οποίο προστίθεται ίσος όγκος επτανίου υπό καλή ανάδευση για 30 

min στα 220rpm. Η κατώτερη υδατική φάση απομακρύνεται, προστίθεται ίσος όγκος 

μεθανόλης και το μίγμα ανακινείται έντονα για 30 sec. Η μεσόφαση και οι δύο φάσεις 

απομακρύνονται και τα έμβρυα ξεπλένονται τρεις φορές με μεθανόλη και δυο φορές 

με αιθανόλη. Στο σημείο αυτό τα έμβρυα μπορούν να αποθηκευτούν στους -20οC. 
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Για την προϋβριδοποίηση τα έμβρυα ξεπλένονται 5 min με αιθανόλη και έπειτα για 1-

2 ώρες σε διάλυμα 90% ξυλενίου σε αιθανόλη. Ακολουθούν δύο πλύσεις με αιθανόλη 

και μεθανόλη, μια πλύση με 50% μεθανόλη / 50% 1:1 PBT (PBS, 0.1%Tween-20) : 

10% φορμαλδεϋδη και μονιμοποίηση με 1:1 PBT : 10% φορμαλδεϋδη για 30 min. 

Μετά από τέσσερις πλύσεις με PBT τα έμβρυα επεξεργάζονται με 10 μgr/ml 

πρωτεϊνάση Κ σε PBT για 5 min, ξεπλένονται τέσσερις φορές με PBT και 

μονιμοποιούνται ξανά με 1:1 PBT : 10% φορμαλδεϋδη για 30 min. Στη συνέχεια 

ξεπλένονται τέσσερις φορές με PBT, μία φορά με μίγμα 50% PBT/50% διάλυμα 

υβριδοποίησης (50% φορμαμίδη, 5xSSC, 0.1% Tween-20, 50 mgr/ml ηπαρίνη, 100 

μgr/ml DNA από σπέρμα σολωμού) και προϋβριδοποιούνται για δύο ώρες σε 

διάλυμα υβριδοποίησης στους 55oC. 

 

Για την παραγωγή του ανιχνευτή, πλασμιδιακή κατασκευή που φέρει το κατάλληλο 

ένθεμα και ισχυρούς υποκινητές πέπτεται με κατάλληλα ένζυμα. Σε 1 μgr γραμμικού 

DNA προστίθενται 2 μL μίγματος ριβονουκλεοτιδίων σημασμένων με DIG (Roche 

DIG RNA labeling mix Cat. No. 11277073910), 40 units κατάλληλης RNA 

πολυμεράσης (T7 ή SP6), το αντίστοιχο ρυθμιστικό διάλυμα και νερό μέχρι τα 20 μL. 

Μετά από δύο ώρες επώαση στους 37οC προστίθενται 20 units (u) DNάσης Ι για 15 

min στους 37οC και ακολουθεί εκχύλιση με φαινόλη και χλωροφόρμιο ώστε να 

πάρουμε καθαρό το σημασμένο RNA. Περίπου 50 ngr RNA ανιχνευτή αναμιγνύονται 

με 100 mL διαλύματος υβριδοποίησης, βράζονται για 5 min και επωάζονται με τα 

έμβρυα στους 55oC 12-14 ώρες. 

 

Μετά την ολοκλήρωση της υβριδοποίησης απομακρύνεται το διάλυμα και 

ακολουθούν διαδοχικές πλύσεις τους στη θερμοκρασία υβριδοποίησης. Οι πλύσεις 

αυτές είναι  15 min με 75% διάλυμα υβριδοποίησης και 25% 2x SSC, 15 min με 50% 

διάλυμα υβριδοποίησης και 50% 2x SSC, 15 min με 25% διάλυμα υβριδοποίησης και 

75% 2x SSC, δύο φορές από  15 min με 2x SSC και δύο φορέσ από 30 min με 0.2x 

SSC. Οι μετέπειτα χερισμοί παραγματοποιούνται σε θερμοκρασία δωματίου. 

Ακολουθούν τέσσερις δεκάλεπτες πλύσεις με 75% SSC/25%PBT, 50% 

SSC/50%PBT, 25% SSC/75%PBT και PBT. Στη συνέχεια τα έμβρυα επωάζονται για 

2 ώρες με διάλυμα PBT, 5mgr/mL BSA και ακολουθεί προσθήκη του anti-Dig 

αντισώματος (Roche) σε διάλυμα PBT, 5mgr/mL BSA σε αραίωση 1:2000 και 



ΑΝΑΣΤΑΣΙΟΣ ΑΛΕΞΙΑΔΗΣ 

 

 

43 43 

ολονύκτια επώαση στους 4oC υπό ελαφρά ανάδευση. Έπειτα τα έμβρυα ξεπλένονται 

έξι φορές για 15min με PBT πλένονται τρεις φορές για 5min με διάλυμα χρώσης (100 

mM tris HCl pH9.5, 50 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 0.1% Tween 20). Στη συνέχεια 

προστίθεται το υπόστρωμα NPT/BCIP (Roche) σε συγκέντρωση 20μl/ml και η 

πρόοδος της χρώσης παρακολουθείται σε στερεοσκόπιο. Η αντίδραση διακόπτεται με 

PBT . 

 

 

RNA Ανοσοκατακρύμνιση (RIP) 

 

Οι συνολικές πρωτεΐνες απομονώνονται όπως περιγράφηκε παραπάνω και όλα τα 

δείγματα ρυθμίζονται στην ίδια συγκέντρωση.  Σε 100 μl δείγματος προσθέτουμε δύο 

όγκους Co-IP διαλύματος (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl (pH=7.5), 2 mM MgCl, 

250 μL NP-40, protease inhibitors), την κατάλληλη συγκέντρωση αντισώματος 

(rabbit α-myc 1:1000) και τοποθετούμε σε περιστροφικό αναδευτήρα (12 rpm) στους 

4οC για μια ώρα.  

 

Για κάθε δείγμα 25 μL διαλύματος μαγνητικών σφαιριδίων τοποθετούνται στο 

μαγνήτη. Η υγρή φάση απομακρύνεται και τα σφαιρίδια επαναδιαλύονται σε 200 μL 

Co-IP διαλύματος. Με τη χρήση του μαγνήτη απομακρύνεται η υγρή φάση και τα 

σφαιρίδια διαλύονται σε 50 μL Co-IP διαλ. 

 

Στη συνέχεια μεταφέρουμε το μείγμα των πρωτεϊνών και του αντισώματος στα 

σφαιρίδια και τοποθετούμε σε περιστροφικό αναδευτήρα (12 rpm) στους 4οC για μια 

ώρα ώστε να προσδεθεί το σύμπλοκο αντισώματος στόχου στα σφαιρίδια. Οι δυο 

φάσεις χωρίζονται με τη χρήση μαγνήτη και διατηρούμε τόσο το υπερκείμενο όσο και 

1/10 των σφαιριδίων για ανάλυση τύπου western. Τα υπόλοιπα σφαιρίδια ξεπλένονται 

τρεις φορές με ίσο όγκο Co-IP διαλύματος και το υπερκείμενο απορρίπτεται.  

 

Για την απομόνωση του προσδεμένου στις κατακρημνισμένες πρωτεΐνες RNA στα 

σφαιρίδια προσθέτονται 200 μL (1% SDS, 5 mM EDTA, 20 mM NaCl, 1 μL 

γλυκογόνο (Glycoblue Ambion)) και ακολουθεί εκχύλιση με φαινόλη και 

χλωροφόρμιο. Στην υδατική φάση προστίθενται 2.5 όγκοι 100% αιθανόλης, 



ΑΝΑΣΤΑΣΙΟΣ ΑΛΕΞΙΑΔΗΣ 

 

 

44 44 

επωάζεται κατά τη διάρκεια της νύχτας στους -20οC και το RNA κατακρημνίζεται με 

φυγοκέντρηση 30 min στα 12,000g στους 4οC. Η πελλέτα ξεπλένεται με 70% 

αιθανόλη και επαναδιαλύεται σε 20 μL νερό. Το απομονωμένο RNA χρησιμοποιείται 

σαν υπόστρωμα για RT-PCR. 

 

 

 Ανάλυση τύπου northern 

 

Μεγαλομορικά RNA 

  

2-20 μgr ολικού RNA αναλύονται σε αποδιατακτικό πήκτωμα αγαρόζης (1% agarose, 

40 mM MOPS, 100 mM CH3COONa, 1 mM EDTA, 6.66% φορμαλδεΰδης, pH=7) 

και μέσω του τριχοειδούς φαινομένου και χρήσης 10x SSC (1.5 M NaCl, 150 mM 

Sodium citrate, pH=7) μεταφέρονται σε μεμβράνη nylon (διάμετρος πόρων 0.45 μm). 

To RNA μονιμοποιείται στη μεμβράνη με την χρήση 1,200 mJoule cm-2 υπεριώδους 

ακτινοβολίας 254 nm (Stratalinker UV crosslinker, Stratagene) 

 

Μικρομοριακά RNA 

 

2-20 μgr ολικού RNA αναλύονται σε αποδιατακτικό πήκτωμα ακρυλαμίδης (15-20% 

acrylamide, 7 M Urea, 1x TBE ( 0.2 M Tris, 0.2 M βορικό οξύ, 4 mM EDTA), 250 

μL APS, 25 μL TEMED) και μεταφέρονται σε μεμβράνη nylon (διάμετρος πόρων 0,2 

μm). Η μεταφορά γίνεται με εφαρμογή ηλεκτρικού ρεύματος έντασης 2 mA/cm2 για 

35 min χρησιμοποιώντας χαρτιά whatmann εμποτισμένα σε 1x TBE. To RNA 

μονιμοποιείται στη μεμβράνη με την χρήση 1,200 mJoule cm-2 υπεριώδους 

ακτινοβολίας 254 nm (Stratalinker UV crosslinker, Stratagene) 

 

Παρασκευή ραδιενεργού ανιχνευτή 

 

Α) Μέθοδος τυχαίων εκκινητών 

 

Χρησιμοποιούνται 150 ngr καθαρισμένου προϊόντος αντίδρασης PCR, 3 μgr τυχαίων 

εκκινητών (LifeTechnologies Cat.No 48190-011) και νερού μέχρι τα 15 μL τα οποία 
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βράζονται για 5 min ώστε να αποδιαταχθεί το DNA. Στη συνέχεια προστίθενται 20 

μL ρυθμιστικού διαλύματος (125 mΜ Tris-HCl pH=6.8, 12.5 mM MgCl2, 25 mM b-

μερκαπτοαιθανόλη), 1 μL νουκλεοτιδίων dATP, dGTP, dTTP συγκέντρωσης 0,5 mM, 

50 μCi [α-32P] dCTP, 20 u Klenow πολυμεράση και νερό έως τα 50 μL. Το μίγμα της 

αντίδρασης επωάζεται στους 37οC για μία ώρα.  

 

Β) Μέθοδος 5’ σημασμένων εκκινητών 

 

10 pmole εκκινητή αναμιγνύονται με 50 μCi [γ-32P] ATP (10 pmole), 20 u T4 PNK, 

5 μL ρυθμιστικού διαλύματος (700 mM Tris-HCl pH=7.6, 100 mM MgCl2, 50 mM 

DTT) και νερό μέχρι τα 50 μL. Το μίγμα της αντίδρασης επωάζεται στους 37οC για 

μία ώρα 

 

O διαχωρισμός των σημασμένων μορίων DNA από τα νουκλεοτίδια επιτυγχάνεται με 

χρωματογραφία μοριακής διήθησης. 700 μL μίγματος σφαιριδίων μοριακής διήθησης 

Sephadex G-25 εξισορροπημένα σε διάλυμα TE τοποθετούνται σε στήλες 

χρωματογραφίας (Biorad) και φυγοκεντρούνται για ένα λεπτό στα 700g ώστε να 

απομακρυνθεί το διάλυμα. Το διάλυμα της αντίδρασης τοποθετείται στη κορυφή των 

σφαιριδίων και ακολουθεί φυγοκέντριση στα 700g για 1 min. Το διάλυμα του 

ανιχνευτή βράζεται για 5 min και τοποθετείται στο διάλυμα υβριδοποίησης. Όλοι οι 

χειρισμοί των ραδιενεργών υλικών πραγματοποιούνται με τη χρήση προστατευτικών 

πλαισίων από plexiglass. 

 

Υβριδοποίηση  

 

Στην περίπτωση που ο ανιχνευτής έχει παρασκευαστεί με την μέθοδο των τυχαίων 

εκκινητών το διάλυμα υβριδοποίησης περιέχει ( 5x SSC, 1% SDS, 2,5 mg/ml tRNA, 

1x Denhardt’s), ενώ στους 5’ σημασμένους εκκινητές η υβριδοποίηση γίνεται σε 

διάλυμα (5x SSC, 7% SDS, 1x Denhardt’s, 20 mM Na2HPO4 pH=7.2). Σε καθεμία 

των περιπτώσεων οι μεμβράνες επωάζονται με το διάλυμα υβριδοποίησης για μια 

ώρα κατ’ ελάχιστο και ακολούθως προστίθεται ο σημασμένος ανιχνευτής που έχει 

προηγουμένως βραστεί για 5 min. Η υβριδοποίηση λαμβάνει χώρα για 12-16 ώρες 
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στους 45οC όταν ο ανιχνευτής είναι 5’ σημασμένος εκκινητής και στους 65 οC όταν ο 

ανιχνευτής έχει παρασκευαστεί με την μέθοδο των τυχαίων εκκινητών.  

 

Με το πέρας της υβριδοποίησης οι μεμβράνες ξεπλένονται δυο φορές με διάλυμα (2x 

SSC, 0.3% SDS) 30 και 15 min και κατά περίπτωση ακολουθεί πλύση με  διάλυμα 

(0.2x SSC, 0.3% SDS). Οι πλύσεις γίνονται στη θερμοκρασία υβριδοποίησης και 

έπειτα η μεμβράνη εκτίθεται σε φιλμ αυτοραδιογραφίας. 

 

 

Ανάλυση τύπου western 

 

Η ανάλυση των πρωτεϊνών γίνεται σε αποδιατακτικό πήκτωμα ακρυλαμίδης που 

αποτελείται από πήκτωμα στοίβαξης (125 mM Tris-HCl pH=6.8, 5% w/v 

ακρυλαμίδη, 0.1% SDS, 0.01% v/v TEMED και 0.1% w/v APS) και πήκτωμα 

ανάλυσης (375 mM Tris-HCl pH=8, 12-15% w/v ακρυλαμίδη, 0.1% SDS, 0.01% v/v 

TEMED και 0.1% w/v APS). Τα προς ανάλυση δείγματα αναμιγνύονται με ίσο όγκο 

Laemmli buffer 2x (120 mM Tris-HCl pH=6.8, 4% SDS, 20% γλυκερόλη, 0.02% 

bromophenol blue, 2.5% β-μερκαπτοαιθανόλη) και ηλεκτροφορούνται στα 120 V σε 

συσκευή Biorad MiniProtean σε διάλυμα (25 mM Tris pH=8.3, 192 mM γλυκίνη, 

0.1% SDS). Η μεταφορά των πρωτεϊνών σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης 

πραγματοποιείται σε συσκευή Biorad MiniTransfer, σε διάλυμα (25 mM Tris pH=8.3, 

192 mM γλυκίνη, 20% v/v μεθανόλη) και εφαρμογή τάσης 100 V για 45 min. 

 

Οι αποτυπωμένες στη μεμβράνη πρωτεΐνες μπορούν να οπτικοποιηθούν με χρήση 

0.2% Ponceau σε 3% οξικό οξύ για 2-3 min και ξέπλυμα με νερό. Η μεμβράνη 

επωάζεται σε διάλυμα TBST (150 mM NaCl, 20 mM Tris pH=7.6, 0.1% Tween-20) 

με 1% w/v αποβουτυρωμένη σκόνη γάλακτος για μια ώρα. Στη συνέχεια προστίθεται 

το αντίσωμα στην κατάλληλη αραίωση και επωάζεται για μια ώρα στους 4oC ή σε 

θερμοκρασία δωματίου. Ακολουθούν τρεις πλύσεις των 10 min με TBST, προσθήκη 

του δεύτερου αντισώματος σε (TBST, 1% w/v αποβουτυρωμένη σκόνη γάλακτος) και 

επώαση για μια ώρα. Επαναλαμβάνονται οι τρεις πλύσεις με TBST, η μεμβράνη 

εμβαπτίζεται στο διάλυμα των αντιδραστηρίων Thermo pico ECL western blot 

substrate και εκτίθεται σε φιλμ αυτοραδιογραφίας. 
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Καλλιέργεια Drosphila melanogaster και συλλογή εμβρύων 

 

Η καλλιέργεια των στελεχών δροσόφιλας πραγματοποιήθηκε σε κλασσικό θρεπτικό 

μέσο (yeast-agar-cornmeal) στους 25oC εκτός αν αναφέρεται διαφορετικά. Για τη 

συλλογή εμβρύων κατάλληλος πληθυσμός δροσόφιλας αφήνεται να αποθέσει αυγά 

για 24 ώρες σε τρυβλίο με 3% άγαρ σε χυμό φρούτων, επί του οποίου έχει 

τοποθετηθεί μικρή ποσότητα φρέσκιας μαγιάς. Ακολουθούν 2-3 αλλαγές του 

τρυβλίου για 2 ώρες ώστε τα έμβρυα να είναι συγχρονισμένα. Σε περίπτωση που 

απαιτούταν η συλλογή των κατάλληλων γονοτύπων πραγματοποιήθηκε με χρήση 

στερεοσκοπίου φθορισμού. 

 

Δημιουργία διαγονιδιακών στελεχών Drosphila melanogaster 

 

Για την κατασκευή διαγονιδιακών σειρών το cDNA από κάθε ισομορφή του Snp 

κλωνοποιήθηκε στο φορέα pENTR 3C (Invitrogen) μεταξύ των θέσεων BamHI και 

EcoRV. Ακολούθησε αντίδραση ανασυνδυασμού LR μεταξύ του παραπάνω φορέα 

και του pTMW (DGRC). Η τελικές πλασμιδιακές κατασκευές εκφράζουν την κάθε 

ισομορφή του Snp συντηγμένη με τον επίτοπο myc και υπό τον έλεγχο του UAS 

υποκινητή. Οι παραπάνω κατασκευές ενέθηκαν σε έμβρυα δροσόφιλας μαζί με το 

πλασμίδιο pΔ(2;3) που παράγει τρανσποζάση ώστε να δημιουργηθούν διαγονιδιακές 

σειρές. 
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

Το ομόλογο των πρωτεινών ERI-1 στη Drosophila melanogaster  

 

Το γονίδιο Snipper (Snp) είναι το μοναδικό μέλος της πρωτεϊνικής 

οικογένειας των DEDDh εξωνουκλεασών που εντοπίζεται στο γονιδίωμα της 

Drosophila melanogaster. Η ομολογία του με τις πρωτεΐνες ERI-1 του C. elegans και 

των θηλαστικών είναι 32%, ενώ η ομοιότητα φτάνει το 50%. Ακολουθώντας τον 

κανόνα για τις πρωτεΐνες αυτής της οικογένειας, η ομολογία περιορίζεται στην 

καταλυτική περιοχή της εξωνουκλεάσης (EXO III) με τα κατάλοιπα που σχηματίζουν 

το ενεργό κέντρο να είναι απόλυτα συντηρημένα. Εκτός της καταλυτικής περιοχής η 

συντήρηση είναι ελάχιστη έως απούσα. Τα ομόλογα της πρωτεΐνης ERI-1 σε 

αρκετούς οργανισμούς (πχ. S. pombe, C. elegans, M. musculus, H. sapiens) 

εμφανίζουν μία ακόμα συντηρημένη περιοχή την επικράτεια SAP (SAF, Acinus, 

PIAS). Η επικράτεια αυτή εμφανίζει την ικανότητα πρόσδεσης σε νουκλεϊκά οξέα, 

όμως έχει δειχθεί πως δεν είναι απαραίτητη για την καταλυτική δράση της ERI-1 in 

vitro (Yang, Purdy et al. 2006). Τόσο στο ERI- ομόλογο της δροσόφιλαs (Snipper), 

όσο και στα φυτικά ομόλογα ERL-1 η επικράτεια SAP απουσιάζει και η πρόσδεση 

στο υπόστρωμα επιτυγχάνεται πιθανότατα μέσω της καταλυτικής περιοχής EXO III 

(Εικόνα 4-1).   

 

 

 

Εικόνα 4-1: Διαγραμματική επισκόπηση των δυο ισομορφών της πρωτεΐνης Snp και των 

ομολόγων της στο H. sapiens, το C. elegans και το S. pombe. Σημειώνεται το ποσοστό ταυτότητας 

στο αμινοξικό επίπεδο. 
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Υπάρχουν πέντε διαφορετικά mRNA που μεταγράφονται από το γονίδιο 

Snipper και οδηγούν στην παραγωγή δυο εναλλακτικών μορφών της πρωτεΐνης (Snp-

PA και Snp-PB) (Εικονα 4-2). Η καταλυτική περιοχή είναι πανομοιότυπη στις δύο 

πρωτεΐνες και η διαφορά τους έγκειται στο μήκος της αμινοτελικής τους περιοχής που 

είναι μεγαλύτερη στο Snp-PA (Εικόνα 4-1).  

 

 

 

Πρότυπο έκφρασης του γονιδίου Snipper 

 

Αρχικά θελήσαμε να προσδιορίσουμε το πρότυπο έκφρασης του γονιδίου 

Snipper κατά τη διάρκεια της εμβρυογένεσης. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήσαμε 

την μέθοδο της in situ υβριδοποίησης σε συλλογή εμβρύων ηλικίας 0-20 ωρών. Ο 

ανιχνευτής ήταν σημασμένο με Digoxygenin (Dig) αντικωδικό RNA, που 

αντιστοιχούσε στην 3’ περιοχή του γονιδίου η οποία είναι κοινή σε όλα τα 

μετάγραφα. Σαν ανιχνευτής ελέγχου (control) χρησιμοποιήθηκε σημασμένο με Dig 

κωδικό RNA από την ίδια περιοχή. Τα αποτελέσματα της in situ υβρίδοποίησης 

έδειξαν ότι η συγκέντρωση των μεταγράφων του Snp είναι υψηλότερη στα πιο 

πρώιμα στάδια της εμβρυογένεσης και τα επίπεδα τους σταδιακά ελαττώνονται στα 

μετέπειτα στάδια. Η παρουσία των μεταγράφων σε όλα τα αναπτυξιακά στάδια είναι 

ομοιόμορφη και δεν εντοπίζεται κάποιο εμφανές ιστοειδικό πρότυπο έκφρασης 

(Εικόνα 4-3). 

 

Εικόνα 4-2: Τροποποιημένη εικόνα από τον ιστότοπο www.flybase.org όπου απεικονίζεται η 

δομή του γονιδίου Snp και τα παραγώμενα μετάγραφα. Σημειώνεται το μήκος κάθε μεταγράφου. 

Το κόκκινο βέλος υποδεικνύει τη θέση της ένθεσης SH1834. 
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Εικόνα 4-3: In situ υβριδοποίηση σε έμβρυα δροσόφιλας για τον καθορισμό του προτύπου 

έκφρασης του γονιδίου Snp. A) Έμβρυα δροσόφιλας διαφόρων σταδίων υβριδοποιημένα με τον 

αντικωδικό ανιχνευτή. Β) Έμβρυα δροσόφιλας διαφόρων σταδίων υβριδοποιημένα με τον 

κωδικό ανιχνευτή (control). C) Έμβρυο στο στάδιο του συγκυτίου. D) Έμβρυο στο στάδιο του 

βλαστοδέρματος. E) Έμβρυο κατά την έναρξη της γαστριδίωσης. F) Έμβρυο κατά την 

ολοκλήρωση της γαστριδίωσης.  

 

 

Η μεταγραφή των πρώτων γονιδίων από το ζυγωτό ξεκινάει περίπου στη μία 

ώρα από το σχηματισμό του ζυγωτού που αντιστοιχεί στην κυτταρική διαίρεση 10 

(Pritchard and Schubiger 1996). Τα υψηλά επίπεδα έκφρασης του Snp στα πρώιμα 

αναπτυξιακά στάδια υποδεικνύουν ότι μπορεί να πρόκειται για μητρικής προέλευσης 

mRNA. Για να ελέγξουμε την παραπάνω υπόθεση τα επίπεδα των μεταγράφων του 

γονιδίου Snp ελέγχθηκαν με ημι-ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

(Semi-quantitive PCR) σε έμβρυα ηλικίας 0-30 λεπτών πριν ακόμα ξεκινήσει η 

ζυγωτική μεταγραφή. (Εικόνα 4-4Α)  Η ανίχνευση του mRNA του Snp στο 

συγκεκριμένο στάδιο επιβεβαιώνει την μητρική προέλευση του μεταγράφου και 

υποδεικνύει την σημασία του στα πρώιμα στάδια της εμβρυογένεσης.  
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Πέρα από την εμβρυογένεση θελήσαμε να δούμε τα επίπεδα έκφρασης του 

γονιδίου Snp στα μετέπειτα αναπτυξιακά στάδια και συγκεκριμένα σε αυτά της 

προνύμφης τρίτου σταδίου, της νύμφης καθώς και στα ενήλικα άτομα. Για το σκοπό 

αυτό χρησιμοποιήσαμε την ίδια περιοχή του γονιδίου για να κατασκευάσουμε 

ραδιενεργά σημασμένο ανιχνευτή με την μέθοδο των τυχαίων εκκινητών, ώστε να 

πραγματοποιήσουμε ανάλυση τύπου northern στα παραπάνω στάδια (Εικόνα 4-4Β). 

Τα αποτελέσματα δείχνουν ότι η έκφραση του Snp συνεχίζει και στα μετέπειτα 

αναπτυξιακά στάδια, καθώς και στα ενήλικα άτομα, σε μειωμένα όμως επίπεδα. 

Εξαίρεση αποτελούν τα ενήλικα θηλυκά άτομα όπου η έκφραση του Snp είναι υψηλή 

προφανώς λόγω της αυξημένης παραγωγής του στις ωοθήκες για να μεταφερθεί στα 

νεοσχηματιζόμενα αυγά. Στον ίδιο λόγο πιθανότατα οφείλεται και η παρατηρούμενη 

αυξημένη αφθονία των μεταγράφων του Snp στις προνύμφες καθώς το δείγμα 

αποτελούταν από μείγμα θηλυκών και αρσενικών ατόμων  

 

 

Εικόνα 4-4: Χαρακτηρισμός της έκφρασης του Snipper σε διάφορα αναπτυξιακά στάδια. Α) 

Ημιποσοτική PCR για την ανίχνευση της έκφρασης του Snp. Το mRNA του γονιδίου 

εντοπίζεται σε έμβρυα ηλικίας εως 30 λεπτών ( δείγμα 1), πριν την έναρξη της ζυγωτικής 

μεταγραφής, γεγονός που επιβεβαιώνει την μητρική του προέλευση. Σε έμβρυα ηλικίας 18-12 

ωρών παρατηρείται μια ελαφρά μείωση των μεταγράφων του Snp (δείγμα 3) τα οποία 

επανακάμπτουν στις προνύμφες πρώτου σταδίου (δείγμα 5)  Β) Ανάλυση τύπου northern για 

τον εντοπισμό του mRNA του Snp σε έμβρυα , προνύμφες τρίτου σταδίου νύμφες και ενήλικα 

θηλυκά και αρσενικά άτομα. Η ποσότητα του mRNA είναι εμφανώς περισσότερη στα έμβρυα, 

ενώ ελαττώνεται στα μετέπειτα στάδια.  
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Αναγκαιότητα του Snipper στην ανάπτυξη της Δροσόφιλας 

 

 Παρόλο που η λειτουργία του Snp σαν εξωνουκλεάση έχει βιοχημικά 

προσδιοριστεί, η φυσιολογική του λειτουργία είναι άγνωστη καθώς δεν έχει βρεθεί 

κάποιος φαινότυπος που να αποδίδεται σε αυτό (Kupsco, Wu et al. 2006). Για τον 

προσδιορισμό της λειτουργίας του γονιδίου Snp χρησιμοποιήσαμε μια μη 

χαρακτηρισμένη σειρά ένθεσης του μεταθετού στοιχείου P την SnpSH1834. Η ένθεση 

αυτή εντοπίζεται στη 3’ αμετάφραστη περιοχή του γονιδίου που είναι κοινή σε όλα τα 

μετάγραφα (Εικόνα 4-2). Τα ετερόζυγα άτομα για την συγκεκριμένη ένθεση δεν 

δίνουν ποτέ ομόζυγους (SnpSH1834/ SnpSH1834) απογόνους, γεγονός που υπογραμμίζει 

τη σημασία της στην ανάπτυξη της D. melanogaster.  

 

 Θέλοντας λοιπόν να προσδιορίσουμε το αναπτυξιακό στάδιο που τα 

SnpSH1834/SnpSH1834 άτομα πεθαίνουν, κατασκευάσαμε στελέχη (SnpSH1834/ CyO, tw-

GAL4, UAS-GFP) των οποίων ο balancer παράγει GFP επιτρέποντας τον 

προσδιορισμό του γονοτύπου των απογόνων. Τα μη φθορίζοντα έμβρυα (SnpSH1834/ 

SnpSH1834) εκκολάπτονται στις 24 ώρες όπως και τα (SnpSH1834/ CyO, tw-GAL4, UAS-

GFP). Τα (CyO, tw-GAL4, UAS-GFP/ CyO, tw-GAL4, UAS-GFP) άτομα πεθαίνουν 

σαν έμβρυα και δεν εκκολάπτονται ποτέ. Η ενδιαφέρουσα παρατήρηση ήταν ότι τα 

(SnpSH1834/ SnpSH1834) άτομα δεν συνεχίχουν την ανάπτυξη τους αλλά παραμένουν στο 

στάδιο της προνύμφης πρώτου σταδίου (L1) και πεθαίνουν μετά από τέσσερις μέρες. 

Πέρα από το μέγεθος των προνυμφών, το στάδιο θανάτου επιβεβαιώθηκε και από την 

μορφολογία των στοματικών μορίων που παραπέμπουν σε προνύμφη πρώτου σταδίου 

(Εικόνα 4-5). 
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Σύνδεση φαινοτύπου με την ένθεση του μεταθετού στοιχείου 

 

Καθώς όμως κατά κοινή πρακτική τα χρωμοσώματα που φέρουν τις ενθέσεις 

έχουν σαν ομόλογα χρωμοσώματα που αποτρέπουν τον ανασυνδυασμό (balancer 

chromosomes), υπάρχει το ενδεχόμενο ο φαινότυπος που παρατηρούμε να οφείλεται 

σε κάποιο άλλο συνδεδεμένο υπολειπόμενο γονίδιο. Για το λόγο αυτό 

διασταυρώσαμε το στέλεχος της ένθεσης με στελέχη y-w-, που φέρουν αγρίου τύπου 

δεύτερο χρωμόσωμα, επί σειρά 10 γενεών και επιλέγαμε κάθε φορά τον w+ 

φαινότυπο (κόκκινα μάτια) που σηματοδοτεί την ένθεση. Με τον τρόπο αυτό 

επιτρέπουμε μέσω ανασυνδυασμού την απομάκρυνση κάποια τυχαίας συνδενεμενης 

υπολειπόμενης μεταλλαγής που μπορεί να προκαλεί τον παρατηρούμενο φαινότυπο. 

Εικόνα 4-5: Καθορισμός του σταδίου θανάτου των ατόμων SnpSH1834/SnpSH1834. Α) Σχηματική 

απεικόνιση των απογόνων που προκύπτουν από την διασταύρωση SnpSH1834/ CyO, tw-GAL4, UAS-

GFP (x) SnpSH1834/ CyO, tw-GAL4, UAS-GFP. Τα ομόζυγα για τον balancer άτομα πεθαίνουν σαν 

έμβρυα, τα ετερόζυγα αναπτύσσονται κανονικά ενώ τα ομόζυγα για την ένθεση SnpSH1834 

σταματάνε να αναπτύσσονται στο πρώτο προνυμφικό στάδιο. Β) Επιβεβαίωση του σταδίου 

θανάτου των SnpSH1834/ SnpSH1834 με βάση τη μορφολογία των στοματικών μορίων των 

προνυμφών. 
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Μετά από αυτή τη διαδικασία εξακολουθούσε να είναι αδύνατη η παραγωγή ατόμων 

ομόζυγων για την ένθεση γεγονός που μαρτυρά ότι ο φαινότυπος είναι αποτέλεσμα 

αυτής.  

 

Επιπλέον διασταυρώνοντας την σειρά της ένθεσης με το στέλεχος (Δ2:1) που 

παράγει τρανσποζάση, προκαλέσαμε την κινητοποίηση του μεταθετού στοιχείου. Τα 

πιθανά αποτελέσματα αυτής της διαδικασίας είναι νέες μεταλλάξεις στο γονίδιο Snp 

λόγω μη τέλειας απόσχισης του P-element, είτε το αγρίου τύπου γονίδιο όταν η 

απόσχιση είναι ακριβής. Με την παραπάνω διαδικασία αποκτήσαμε 13 νέες σειρές 

απόσχισης από τις οποίες μόνο η μία μπορούσε να βρεθεί σε ομόζυγη κατάσταση. Τα 

ομόζυγα άτομα για κάθε μια από τις υπόλοιπες 12 σειρές πέθαιναν σαν προνύμφες 

πρώτου σταδίου κάτι που συνέβαινε και όταν βρισκόταν σε ετερόζυγη κατάσταση με 

την αρχική ένθεση SnpSH1834. Ο ίδιος φαινότυπος εμφανιζόταν και σε κάθε 

συνδυασμό διπλών ετερόζυγων ατόμων για τις θνησιγόνες σειρές απόσχισης. Τα 

παραπάνω δεδομένα μας οδηγούν στο συμπέρασμα ότι ο παρατηρούμενος 

φαινότυπος είναι αποτέλεσμα της ένθεσης του μεταθετού στοιχείου στο γονίδιο Snp. 

 

Για να διερευνήσουμε πώς η ένθεση SnpSH1834 επηρεάζει την παραγωγή του 

Snp, επαναλάβαμε το πείραμα της ημιποσοτικής PCR συγκρίνοντας αγρίου τύπου και 

SnpSH1834/ SnpSH1834 άτομα (Εικόνα 4-6). Όπως ήταν αναμενόμενο και στις δύο 

περιπτώσεις, πριν ξεκινήσει η ζυγωτική μεταγραφή τα έμβρυα είχαν την ίδια 

ποσότητα mRNA για το Snp λόγω της μητρικής του προέλευσης. Στη συνέχεια όμως 

παρατηρούμε ότι τα ομόζυγα για την ένθεση άτομα έχουν εμφανώς μειωμένα επίπεδα 

μεταγράφων του Snp γεγονός που σημαίνει ότι αποτυγχάνουν να εκφράσουν το 

γονίδιο στα φυσιολογικά του επίπεδα. Η παρατηρούμενη ζώνη στα SnpSH1834/ 

SnpSH1834 άτομα λοιπόν μπορεί να οφείλεται είτε σε υπομορφική έκφραση του Snp, 

είτε στην παραμονή μικρής ποσότητας μητρικής προέλευσης mRNA. Από τα 

παραπάνω συμπεραίνουμε ότι η ένθεση SnpSH1834 αποτρέπει την έκφραση του 

Snipper, τουλάχιστον στα φυσιολογικά του επίπεδα και είναι υπεύθυνη για τον 

παρατηρούμενο φαινότυπο. 
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Εικόνα 4-6: Σύγκριση επιπέδων έκφρασης του Snp μεταξύ αγρίου τύπου (Α) και ομόζυγων για 

την ένθεση SnpSH1834 (Β) ατόμων με ημιποσοτική PCR. Ενώ στα αγρίου τύπου άτομα τα επίπεδα 

των μεταγράφων του Snp παραμένουν γενικά σταθερά, στα SnpSH1834/ SnpSH1834 άτομα 

παρατηρείται σημαντική μείωση τους στα προχωρημένου σταδίου έμβρυα και στις προνύμφες 

πρώτου σταδίου. 

 

 

Επιπλέον επιχειρήσαμε τη διάσωση του θνησιγόνου φαινοτύπου που 

παρατηρείται στα SnpSH1834 άτομα εκφράζοντας τεχνητά το Snp. Για το λόγο αυτό 

δημιουργήθηκαν διαγονιδιακά στελέχη δροσόφιλας που εξέφραζαν κάθε μια 

ισομορφή του Snp υπό τον έλεγχο του UAS υποκινητή. Οι παραπάνω κατασκευές 

εκφράστηκαν με την χρήση του οδηγού da-GAL4 σε γενετικό υπόβαθρο 

SnpSH1834/SnpSH1834 . Συγκεκριμένα πραγματοποιήθηκε η διαστάυρωση 

SnpSH1834/CyO; da-GAL4/TM3 (x) SnpSH1834/if; UAS-Snp/ Tb. Κανένας από τους 

απογόνους δεν είχε απουσία κάποιου από τους markers γονότυπος SnpSH1834/ 

SnpSH1834; da-GAL4/UAS-Snp γεγονός που δείχνει ότι γενική υπερέκφραση δεν είναι 

ικανή να σώσει τον SnpSH1834/ SnpSH1834 φαινότυπο. Αυτό πιθανότατα συμβαίνει γιατί 

η  παραπάνω υπερέκφραση δεν αντικατοπτρίζει το φυσιολογικό πρότυπο έκφρασης 

του Snp και επιπλέον είναι πιθανό και οι δύο ισομορφές του Snp να είναι απαραίτητες 

για τη σωστή του λειτουργία. 
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Υποέκφραση του γονιδίου Snipper με RNA παρεμβολή (RNAi) 

 

Θέλοντας να ανιχνεύσουμε το αποτέλεσμα της σίγησης του Snp 

χρησιμοποιήσαμε το στέλεχος UAS-Snp40376 (VDRC). Η σειρά αυτή παράγει ένα 

δίκλωνο RNA για μια περιοχή του Snp κοινή σε όλα τα μετάγραφα, υπό τον έλεγχο 

του UAS ενισχυτή. Χρησιμοποιήθηκε ένα σύνολο GAL4 οδηγών για να επιτευχθεί η 

σίγηση του Snp σε διάφορους ιστούς. 

 

Ο πιο ενδιαφέρων φαινότυπος προέκυψε από την καθολική έκφραση της 

RNAi σειράς με την χρήση του da-Gal4 οδηγού. Οι μύγες αυτού του γονοτύπου δεν 

κατάφερναν ποτέ να φτάσουν στο στάδιο του ενηλίκου ατόμου και πέθαιναν σαν 

νύμφες (pupae) λίγο πριν εκκολαφθούν.  

 

Για την περαιτέρω διερεύνηση του παραπάνω φαινοτύπου, απομακρύναμε το 

περίβλημα της νύμφης και παρατηρήσαμε ότι η εξωτερική μορφολογία των ατόμων 

ήταν φυσιολογική με μόνη εξαίρεση την κοιλιακή τους περιοχή. Το επιθήλιο της 

κοιλιακής χώρας δεν φαινόταν να έχει διαφοροποιηθεί καθώς απουσίαζαν πλήρως ο 

χαρακτηριστικός χρωματισμός καθώς και οι σμήριγγες που φυσιολογικά φέρει. 

Επιπλέον στα περισσότερα άτομα παρατηρήθηκε μια μελανοποιημένη ζώνη που 

διαχώριζε το διαφοροποιημένο επιθήλιο από το αδιαφοροποίητο (Εικόνα 4-7). 
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Εικόνα 4-7: Άτομα δροσόφιλας λίγο πριν την εκκόλαψη από τα οποία έχει αφαιρεθεί το νυμφικό 

κάλυμμα (pupal case). Α) Αγρίου τύπου άτομο όπως φαίνεται από την ραχιαία πλευρά. Στην 

κοιλιακή χώρα παρατηρούνται οι δακτύλιοι των σμηρίγγων καθώς και ο σκουρόχρωμος 

χρωματισμός του επιθηλίου στις περιοχές αυτές. D) Το ίδιο άτομο με παραπάνω σε κοιλιακή όψη 

όπου διακρίνονται οι σμήριγγες της κοιλιακής χώρας. B, C, E και F) Φαινότυπος καθολικής 

καταστολής του Snipper μέσω RNAi με την χρήση του οδηγού daGAL4 στους 25οC. Τόσο στην 

ραχιαία (B και C) όσο και στην κοιλιακή (E και F) όψη το μεγαλύτερο μέρος του κοιλιακού 

επιθηλίου δεν παρουσιάζει διαφοροποιημένες δομές, όπως σμήριγγες, ενώ απουσιάζει πλήρως 

οποιοσδήποτε χρωματισμός. Στο πρόσθιο (C) και το οπίσθιο (F) άκρο της κοιλιάς παρατηρούνται 

μικρές περιοχές που φέρουν σμήριγγες οι οποίες είναι ατελώς ανεπτυγμένες . Οι περιοχές αυτές 

διαχωρίζονται από τις πλήρως αδιαφοροποίητες με μία λεπτή σκουρόχρωμη ζώνη  

 

 

Ένας εντελώς διαφορετικός φαινότυπος εμφανιζόταν όταν τα άτομα του 

παραπάνω γονοτύπου αναπτυσσόταν στους 30 oC αντί για τους 25 oC. Στην 

περίπτωση αυτή το σύνολο των ατόμων σταματούσε την ανάπτυξή του στο στάδιο 

της περιπλανώμενης προνύμφης τρίτου σταδίου (L3 wandering larvae), όπου 

παρέμενε για πολλές μέρες χωρίς να προχωρήσει στο στάδιο της νύμφης. Όταν τα 

μεγαλωμένα στους 30 oC άτομα μεταφερόταν στους 25 oC σχημάτιζαν νύμφες οι 

οποίες όμως αποτύγχαναν να εκκολαφθούν. Τέλος όταν οι συγκεκριμένες μύγες 

αναπτυσσόταν στους 19 oC κατάφερναν να δώσουν ενήλικα άτομα τα οποία όμως 

πέθαιναν σε διάστημα μιας μέρας όταν μεταφερόταν στους 25 oC. 
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Εικόνα 4-8 : Σύνοψη της προόδου του αναπτυξιακού προγράμματος σε άτομα που καταστέλλουν 

το γονίδιο Snp μέσω RNA παρεμβολής (da-GAL4/ Snp40376). Απεικονίζονται τα αναπτυξιακά 

στάδια που αναστέλλεται η ανάπτυξη ανάλογα με τη θερμοκρασία που μεγαλώνουν τα da-GAL4/ 

Snp40376 άτομα. 

 

 

Η έκφραση της RNAi σειράς στο μάτι με την χρήση του ey-GAL4 (eyeless) 

οδηγού, προκαλούσε ένα φάσμα φαινοτύπων διαφορετικής έντασης. Οι φαινότυποι 

περιλάμβαναν την μη φυσιολογική διάταξη των οματιδίων, μικρές ελλείψεις στο 

κέντρο του ματιού, διπλασιασμένες ή επιπλέον σμήριγγες και επιπλέον δομές που 

θύμιζαν την κεραία (Εικόνα 4-9). 

 

 

 

Εικόνα 4-9: Φαινότυπος υποέκφρασης του Snipper μέσω RNAi στο μάτι με την χρήση του 

οδηγού eyGAL4. Α) Μάτι αγρίου τύπου. B-G) διάφοροι φαινότυποι που προκύπτουν από την 

υποέκφραση του Snp. Παρατηρείται απουσία οματιδίων στο εσωτερικό του ματιού (B), στο 
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κάτω (C) ή το πάνω (D) μέρος του. Η περιοχή απουσίας των οματιδίων μπορεί να έχει την μορφή 

μιάς (E) η δύο (F) εσοχών που φτάνουν μέχρι το κέντρο του ματιού. Οι εσοχές αυτές ορισμένες 

φορές εμφανίζουν σμήριγγες και επάρματα που θυμίζουν τη δομή της κεραίας. Σε μία ακραία 

περίπτωση (G) το μάτι απουσίαζε πλήρως. 

 

 

Για την καταστολή του Snipper στο θώρακα χρησιμοποιήσαμε σαν οδηγό το 

pnr-GAL4 (pannier) και παρατηρήσαμε ότι οι θώρακες ήταν μικρότεροι και πιο 

στρογγυλοί, με μικρότερο scutelum, μια εμφανή αύλακα στην κεντρική γραμμή και 

μη φυσιολογικές μικρο- και μακροχαίτες (Εικόνα 3-10).  

 

 

 

Εικόνα 4-10: Φαινότυπος υποέκφρασης του Snipper στο θώρακα μέσω RNAi με την χρήση του 

οδηγού pnrGAL4. A) Φυσιολογικός θώρακας όπου σημειώνεται η περιοχή έκφρασης του οδηγού 

pnrGAL4. Β-D) Θώρακες υποέκφρασης του Snp. Παρατηρείται ένα εύρος φαινοτύπων που 

κυμαίνεται από ατελή ανάπτυξη των μικρο- και μακροχαιτών σε ένα κατά τα άλλα φυσιολογικό 

θώρακα (B) εώς την διαταραγμένη ανάπτυξη και διάταξη των σμηρίγγων που συνοδεύεται με 

την εμφάνιση μιας αύλακας στο κέντρο του θώρακα, μικρότερο μέγεθός του και υπολειμματικό 

scutelum (C και D)  

 

 

 Τέλος η έκφραση του Snp40376 στο φτερό μέσω του omb-GAL4 (optomotor blind) 

οδηγεί στο σχηματισμό επιπλέον μικρών φλεβών στο όριο του φτερού (Εικόνα 3-11). 
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Εικόνα 4-11 Φαινότυπος υποέκφρασης  του Snipper στο φτερό μέσω RNAi με την χρήση του 

οδηγού ombGAL4. A) Φυσιολογικό φτερό  B,C) Φτερά υποέκφρασης του Snipper. Παρατηρείται 

εμφάνιση επιπλέον φλεβών στο άκρο του φτερού (βέλος), καθώς και απουσία των περιφερειακών 

σμηρίγγων στο άκρο του ( κεφαλή βέλους). 

 

 

 Τα παραπάνω αποτελέσματα της υποέκφρασης του Snp μέσω RNA 

παρεμβολής υπογραμμίζουν την σημασία του γονιδίου για την πιστή εκτέλεση του 

αναπτυξιακού προγράμματος. Το ποσότητα του Snipper φαίνεται να δρα σαν 

περιοριστικός παράγοντας σε συγκεκριμένα αναπτυξιακά σημεία κάτι που 

εκδηλώνεται από τη μη φυσιολογικό σχηματισμό διαφόρων ιστών όταν τα επίπεδα 

έκφρασής του είναι μειωμένα. Το πιο εμφανές παράδειγμα είναι τα διαφορετικά 

σημεία παύσης του αναπτυξιακού προγράμματος στα da-GAL4/ Snp40376 άτομα που 

μεγαλώνουν σε διαφορετικές θερμοκρασίες.  

 

 Το προερχόμενο από τον ζαχαρομύκητα UAS-GAL4 σύστημα λειτουργεί 

ιδανικά στους 30oC και η ενεργότητά του μειώνεται σε χαμηλότερες θερμοκρασίες. 

Έτσι μπορούμε να συσχετίσουμε τον βαθμό σίγησης του Snp με τη θερμοκρασία 

ανάπτυξης των συγκεκριμένων μυγών. Η πρόοδος  του αναπτυξιακού προγράμματος 

παρουσιάζει αρνητική συσχέτιση με τα επίπεδα των μεταγράφων του Snp καθώς η 

ατελής σίγηση του γονιδίου στους 19oC επιτρέπει την φυσιολογική ανάπτυξη, τα 

χαμηλότερα επίπεδα Snp στους 25oC αποτρέπουν την ανάπτυξη πέρα από το τελικό 

στάδιο της νύμφης και ακόμα χαμηλότερη παρουσία μεταγράφων του Snp στους 

30oC εγκλωβίζουν τα άτομα στο τρίτο προνυμφικό στάδιο. Μπορούμε λοιπόν να 

υποθέσουμε ότι τα SnpSH1834/ SnpSH1834 άτομα που δεν προχωράνε πέρα από το πρώτο 

προνυμφικό στάδιο έχουν συγκριτικά ακόμα λιγότερο Snp διαθέσιμο. 
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Η εμπλοκή του Snipper στην ωρίμανση του 5.8S ριβοσωμικού 

RNA 

 

Στο ποντίκι (M. musculus), τον νηματώδη (C. elegans) και το 

σχιζοσακχαρομύκητα (S. pombe), το γονίδιο Eri-1 έχει αναφερθεί πως είναι 

απαραίτητο για την τελική επεξεργασία του 5.8S ριβοσωμικού RNA (Ansel, Pastor et 

al. 2008, Gabel and Ruvkun 2008). Άτομα που τους λείπει η εξωνουκλεάση ERI-1 

εμφανίζουν δυο επιπλέον νουκλεοτίδια στο 3΄ άκρο του 5.8S rRNA τους. Θελήσαμε 

λοιπόν να διερευνήσουμε αν η παραπάνω λειτουργία είναι συντηρημένη και στο 

ομόλογο της ERI-1 στη δροσόφιλα. Πρέπει εδώ να αναφερθεί ότι το 5.8S rRNA της 

δροσόφιλας παρουσιάζει μια ιδιαιτερότητα καθώς αποτελείται από δυο επιμέρους 

μόρια, ένα μεγαλύτερο που ονομάζεται 5.8S και ένα μικρότερο το 2S (Pavlakis, 

Jordan et al. 1979). Αν και το μόριο είναι χωρισμένο η αλληλουχία των δυο 

τμημάτων αντιστοιχεί στο τυπικό 5.8S rRNA και οι ενδομοριακές αλληλεπιδράσεις 

του 5.8S rRNA διατηρούνται μεταξύ των επιμέρους τμημάτων (Εικόνα 4-12). 

 

Για τη διερεύνηση της εμπλοκής του Snipper στην ωρίμανση του 5.8S 

ριβοσωμικού RNA μέσω της αποκοπής των τελευταίων νουκλεοτιδίων του, 

προχωρήσαμε σε ανάλυση τύπου northern εξετάζοντας την υπόθεση αλλαγής στο 

μέγεθος των μορίων. Χρησιμοποιήθηκε ραδιενεργά σημασμένος ανιχνευτής που 

παρασκευάστηκε με την μέθοδο των τυχαίων εκκινητών με υπόστρωμα την γενωμική 

περιοχή που αντιστοιχεί στο 5.8S rRNA. Συνολικό RNA από αγρίου τύπου, da-

GAL4>Snp40376 και SnpSH1834/ SnpSH1834 προνύμφες πρώτου σταδίου αναλύθηκε σε 

πήκτωμα πολυακρυλαμίδης και υβριδοποιήθηκε με τον παραπάνω ανιχνευτή (Εικόνα 

4-11).  

 



ΑΝΑΣΤΑΣΙΟΣ ΑΛΕΞΙΑΔΗΣ 

 

 

62 62 

 

 

Εικόνα 4-12: Α) Τα ώριμα ριβοσωμικά RNA 28S, 18S, 5.8S και 2S προκύπτουν από την 

ενδονουκλεολυτική επεξεργασία ενός πρόδρομου μεταγράφου μέσω εναλλακτικών μονοπατιών. 

Β) Τα 5.8S και 2S ριβοσωμικά RNA της δροσόφιλας αντιστοιχούν στο 5’ και 3’ άκρο του 5.8S 

των υπολοίπων ευκαρυωτών και η αλληλεπίδραση τους σχηματίζει ένα διαμοριακό σύμπλοκο 

ίδιας δομής με το κλασσικό 5.8S που διατηρεί την αλληλεπίδρασή του με το 28S rRNA. C) 

Ανάλυση τύπου northern για τον εντοπισμό του 5.8S και 2S rRNA. Η απουσία του Snp δεν 

φαίνεται να επηρεάζει το μέγεθος του ώριμου 5.8S (123 νουκλεοτίδια) και 2S (30 νουκλεοτίδια) 

όπως έχει παρατηρηθεί στο C. elegans και στο ποντίκι. Παρατηρείται όμως ένα διαφορετικό 

πρότυπο επεξεργασίας του 5.8S όταν το Snp απουσιάζει. 

 

 

Οι δυο κύριες ζώνες που ανιχνεύονται αντιστοιχούν στο 5.8S rRNA (123 

βάσεις) και στο 2S rRNA (30 βάσεις). Καθώς το 2S rRNA αντιστοιχεί στο 3’ άκρο 

του 5.8S rRNA όπου και δρα η Eri-1, περιμέναμε μια ελαφρώς μεγαλύτερη ζώνη για 

αυτό το μόριο στις περιπτώσεις που η παραγωγή του Snp είναι μειωμένη. Κάτι τέτοιο 

δεν εντοπίστηκε και μια πιθανή εξήγηση είναι ότι καθώς το 5.8S rRNA της 

δροσόφιλας ακολουθεί ένα διαφοροποιημένο μονοπάτι βιογένεσης, κάτι που 
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εκδηλώνεται και από τη διμερή του φύση, η ωρίμανση του 3΄ άκρο του μέσω της 

αποκοπής 2 νουκλεοτιδίων πραγματοποιείται με άλλο μηχανισμό ή δεν συμβαίνει 

καθόλου. Μια εναλλακτική εξήγηση είναι πως η επεξεργασία του 3’ άκρου 

επιτυγχάνεται από υπολειπόμενες ποσότητες Snp μητρικής προέλευσης. Τέλος επειδή 

ο χρόνος ημιζωής των rRNA των εμβρύων υπολογίζεται στις 48 ώρες (Winkles, 

Phillips et al. 1985), είναι πιθανό η ποσότητα των ριβοσωμικών μεταγράφων που 

επηρεάζεται από τα μειωμένα επίπεδα Snp να είναι κάτω από το όριο ανίχνευσης της 

τεχνικής. 

 

Ένα ενδιαφέρον εύρημα είναι το διαφορετικό πρότυπο επεξεργασίας του 5.8S 

rRNA μεταξύ του αγρίου τύπου και των σειρών καταστολής ή σίγησης του Snp. Η 

διαφορά αυτή μπορεί να υποδεικνύει την εμπλοκή του Snp στην βιογένεση του 5.8S 

rRNA. Ένα πιθανό σενάριο είναι ότι όσα 5.8S rRNA μόρια δεν επεξεργάζονται 

σωστά στο 3΄άκρο τους οδηγούνται προς μονοπάτια αποικοδόμησης. Εναλλακτικά, 

όταν οι ποσότητες του Snp είναι περιορισμένες η βιογένεση του 5.8S rRNA 

επιτυγχάνεται μέσω εναλλακτικών μονοπατιών που δίνουν και διαφορετικό πρότυπο 

ζωνώσεων. Δεν μπορεί να αποκλειστεί όμως και η πιθανότητα το διαφορετικό 

πρότυπο που παρατηρούμε να είναι έμμεσο αποτέλεσμα.  

 

 

Αλληλεπίδραση της Snipper με το mRNA της ιστόνης 3 

 

Η αλληλεπίδραση της Eri-1 με τη δομή φουρκέτας στο 3΄άκρο της ιστόνης 3 

έχει αποδειχτεί από πλήθος in vitro πειραμάτων. Η αλληλεπίδραση αυτή είναι 

απαραίτητη για την αποκοπή των τελικών νουκλεοτιδίων αφήνοντας μόνο 2 ελεύθερα 

νουκλεοτίδια μετά τη φουρκέτα. Επιπρόσθετα, η Eri-1 συμμετέχει στα αρχικά στάδια 

της αποικοδόμησης του mRNA της ιστόνης 3 μετά την ολοκλήρωση της αντιγραφής 

του DNA.  

 

Έχοντας σαν δεδομένο τις παραπάνω παρατηρήσεις θελήσαμε να δούμε αν 

κάτι αντίστοιχο συμβαίνει και στην περίπτωση της Drosophila melanogaster με το 

Snp. Το πρώτο βασικό ερώτημα που θέσαμε ήταν αν το Snp έχει τη δυνατότητα να 

προσδένεται στα ιστονικά μετάγραφα όπως τα ομόλογα του. Για το σκοπό αυτό 
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κατασκευάστηκαν δυο διαγονιδιακές σειρές μυγών που εξέφραζαν τις δυο ισομορφές 

του Snp (PA και PB) συντηγμένες με τον επίτοπο myc και υπό τον έλεγχο του UAS 

ενισχυτή. Αφού ελέγχθηκαν τα επίπεδα έκφρασης των διαγονιδίων επιλέχθηκαν οι 

καλύτερες σειρές για κάθε ισομορφή του Snp και διασταυρώθηκαν με το στέλεχος 

οδηγό da-GAL4. To πρωτεϊνικό εκχύλισμα των απογόνων επωάστηκε με αντίσωμα α-

myc ώστε να απομονωθούν οι συντηγμένες με τον επίτοπο πρωτεΐνες και 

ακολούθησε εκχύλιση του RNA. Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε αντίστροφη 

μεταγραφή με τυχαίους εκκινητές, PCR με εκκινητές ειδικούς για την ιστόνη 3 και 

ανάλυση των προϊόντων σε πήκτωμα αγαρόζης (Εικόνα 4-12). 

 

Παρατηρήσαμε ότι το mRNA της ιστόνης 3 είναι εμπλουτισμένο στα 

ανοσοκατακρημνισμένα δείγματα σε σχέση με το δείγμα μάρτυρα. Ο εμπλουτισμός 

παρατηρείται και στις δυο ισομορφές γεγονός που σημαίνει ότι και οι δυο έχουν την 

ικανότητα να προσδένονται στο μετάγραφο της ιστόνης 3. Η έλλειψη χημικής 

ακινητοποίησης πριν την ανοσοκατακρήμνιση ενισχύει το παραπάνω συμπέρασμα. 

 

 

 

Εικόνα 4-13: Ανίχνευση της αλληλεπίδρασης της πρωτεΐνης Snp με το mRNA της ιστόνης 3. Α) 

Ανοσοκατακρήμνιση των δυο ισομορφών της πρωτεΐνης Snp-PA και Snp-PΒ σημασμένων με τον 

επίτοπο myc από διαγονιδιακά ζώα που τις υπερεκφράζουν με την χρήση του οδηγού da-GAL4. 

B) Απομόνωση του προσδεδεμένου RNA από τις ανοσοκατακρημνισμένες πρωτεΐνες μετατροπή 

του σε cDNA και ανίχνευση της αλληλουχίας της ιστόνης 3 με PCR. 
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Η αφθονία της ιστόνης 3 επηρεάζεται από το γονίδιο Snipper 

 

Η ικανότητα της πρωτεΐνης Snp να προσδένεται στο μετάγραφο της ιστόνης 3 

μας ώθησε να διερευνήσουμε την εμπλοκή της στην ανακύκλωση του ιστονικού 

mRNA. Για το σκοπό αυτό, αγρίου τύπου, da-GAL4>UAS-Snp40376 και 

SnpSH1834/SnpSH1834 άτομα αφέθηκαν να αποθέσουν  αυγά σε κατάλληλο τρυβλίο 

(πήκτωμα άγαρ-φρουτοχυμού) για διάστημα δυο ωρών. Τα έμβρυα ωριμάσαν για 

συγκεκριμένο χρονικό διάστημα στους 25oC ώστε τελικά να έχουμε άτομα ηλικίας 0-

2, 6-8, 12-14, 18-20, 24-26, 36-38 και 46-48 ωρών. Από τα δείγματα αυτά καθώς και 

από προνύμφες τρίτου σταδίου και ώριμες νύμφες (στις περιπτώσεις που η ανάπτυξη 

φτάνει σε αυτά τα στάδια) απομονώθηκε το συνολικό RNA και υποβλήθηκε σε 

ανάλυση τύπου northern. Ο ραδιενεργός ανιχνευτής παρασκευάστηκε με την μέθοδο 

των τυχαίων εκκινητών και αντιστοιχούσε στο γονίδιο της ιστόνης 3. 

 

 

 

Εικόνα 4-14: Ανάλυση τύπου northern για τον χαρακτηρισμό των επιπέδων του mRNA της  

ιστόνης 3 σε διάφορα χρονικά σημεία μετά την απόθεση των αυγών. Συγκρίνονται άτομα αγρίου 

τύπου με ομόζυγα για την ένθεση SnpSH1834 καθώς και άτομα στα οποία το Snp έχει κατασταλεί 

μέσω RNAi παρεμβολής με τη χρήση του οδηγού da-GAL4. 
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Από την ανάλυση τύπου northern (Εικόνα 4-13) προκύπτουν ορισμένες 

ενδιαφέρουσες παρατηρήσεις: Ένα πρώτο εύρημα είναι ότι και οι τρεις εξεταζόμενοι 

γονότυποι παρουσιάζουν την ίδια ποσότητα των μεταγράφων της ιστόνης 3 σε κάθε 

χρονικό σημείο της εμβρυικής ανάπτυξης (0-2, 6-8 12-14 και 18-20 ώρες). Στα 

αρχικά στάδια έχουμε αυξημένη αφθονία του ιστονικού mRNA η οποία σταδιακά 

μειώνεται με τον ίδιο ρυθμό σε όλους τους γονοτύπους. Το γεγονός αυτό υποδεικνύει 

πως κατά τη διάρκεια των πρώτων 24 ωρών της εμβρυϊκής ανάπτυξης κύριο ρόλο 

διαδραματίζουν τα μητρικής προέλευσης μετάγραφα με αποτέλεσμα να μη 

παρατηρούμε κάποια διαφοροποίηση μεταξύ των τριών γονοτύπων.  

 

Μετά την εκκόλαψη (24-26 ώρες) αρχίζει να εμφανίζεται διαφοροποίηση στα 

επίπεδα των μεταγράφων της ιστόνης 3, με τα άτομα που είναι ομόζυγα για την 

ένθεση στο Snp ή το υποεκφράζουν μέσω RNA παρεμβολής, να παρουσιάζουν 

εμφανώς μειωμένα επίπεδα έκφρασης της ιστόνης 3 σε σχέση με τα άτομα αγρίου 

τύπου. Η διαφοροποίηση αυτή εξακολουθεί τουλάχιστον μέχρι το τέλος του πρώτου 

προνυμφικού σταδίου καθώς την παρατηρούμε και στα επόμενα χρονικά σημεία των 

36-38 και 46-48 ωρών (Εικόνα 4-13). Μειωμένα επίπεδα ιστόνης 3 στα άτομα 

υποέκφρασης του Snp εντοπίζονται επίσης στα στάδια της προνύμφης τρίτου σταδίου 

και της νύμφης δηλώνοντας ότι το φαινόμενο αυτό δεν περιορίζεται σε ένα μόνο 

αναπτυξιακό στάδιο. 

 

Σε όλα τα εξεταζόμενα χρονικά σημεία των προνυμφών πρώτου σταδίου (26-

28, 36-38 και 45-47 ώρες), η μείωση των επιπέδων της ιστόνης 3 είναι ισχυρότερη 

στα SnpSH1834/SnpSH1834 άτομα από ότι στα da-GAL4>UAS-Snp40376. Επιπλέον 

παρατηρείται μια τάση αύξησης της έκφρασης της ιστόνης 3 στα άτομα αγρίου τύπου 

κατά τη διάρκεια του πρώτου προνυμφικού σταδίου. Η αύξηση αυτή παρατηρείται, 

αν και σε μειωμένα επίπεδα, στα άτομα που υποεκφράζουν μέσω RNAi το Snp αλλά 

όχι σε εκείνα που φέρουν την ένθεση. Φαίνεται λοιπόν ότι η μείωση των επιπέδων 

του Snp έχει σαν αποτέλεσμα την ελάττωση των επιπέδων του mRNA της ιστόνης 3. 

Όταν η μείωση αυτή επιτυγχάνεται μέσω RNA παρεμβολής, το mRNA της ιστόνης 3 

εξακολουθεί να εμφανίζει τις φυσιολογικές της διακυμάνσεις, αν και σε χαμηλότερα 

επίπεδα. Κάτι ανάλογο δεν συμβαίνει στις σειρές της ένθεσης στο Snp, προφανώς 

γιατί στη περίπτωση αυτή η έκφραση του γονιδίου είναι εξαιρετικά χαμηλή ή 
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απούσα. Με βάση τα παραπάνω θα μπορούσαμε να συσχετίσουμε θετικά τα επίπεδα 

του μεταγράφου της ιστόνης 3 με αυτά του Snp. 

 

Η υψηλότερη μείωση στην αφθονία των μεταγράφων της ιστόνης 3 

παρατηρήθηκε στο χρονικό σημείο των 46-48 ωρών μετά την απόθεση των αυγών και 

έτσι η συγκεκριμένη χρονική στιγμή επιλέχθηκε για την περαιτέρω επιβεβαίωση των 

αποτελεσμάτων. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήσαμε την μέθοδο της ποσοτικής 

PCR (Real time PCR) για να συγκρίνουμε τα άτομα αγρίου τύπου με τα 

μεταλλάγματα ένθεσης στο Snp και τα άτομα που σιγούν το Snp, σε ότι αφορά την 

έκφραση της ιστόνης 3 (Εικόνα 4-14). Για την κανονικοποίηση των αποτελεσμάτων 

χρησιμοποιήθηκε σαν γονίδιο αναφοράς το GADPH που δεν παρουσίαζε 

διακυμάνσεις ανάμεσα στους τρεις γονοτύπους. Τα αποτελέσματα του πειράματος 

κατέδειξαν ότι τα επίπεδα της ιστόνης 3 είναι το 78% του φυσιολογικού στα άτομα 

που υποεκφράζουν το Snp και μόλις το 13% στα μεταλλάγματα ένθεσης συγκριτικά 

με άτομα αγρίου τύπου της ίδια ηλικίας. Η μέθοδος αυτή επιβεβαίωσε τα 

προηγούμενα ευρήματα και μας παρείχε μια ακριβέστερη προσέγγιση για το εύρος 

της παρατηρούμενης μείωσης των μεταγράφων της ιστόνης 3. 

 

 

 

Εικόνα 4-15: Ποσοτική PCR για το χαρακτηρισμό των επιπέδων της ιστόνης 3 48 ώρες μετά την 

απόθεση των αυγών. Τα δείγματα έχουν κανονικοποιηθεί με το γονίδιο GADPH. 
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 Με βάση τις προηγούμενες παρατηρήσεις, έχουμε καταλήξει ότι η αφθονία 

των μεταγράφων της ιστόνης 3 επηρεάζεται από το γονίδιο Snp, καθώς στις 

περιπτώσεις που τα επίπεδα έκφρασης του Snp είναι χαμηλότερα του φυσιολογικού 

παρατηρείται αντίστοιχη μείωση και των επιπέδων του mRNA της ιστόνης 3. Το 

ερώτημα που προκύπτει είναι αν η παραπάνω συσχέτιση αντανακλάται και στο 

πρωτεϊνικό επίπεδο ή υπάρχει κάποιος μηχανισμός εξισορρόπησης που αυξάνει την 

μετάφραση των εναπομείνοντων ιστονικών mRNA ώστε να διατηρούνται οι ιστόνες 

κοντά στα φυσιολογικά επίπεδα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4-16: Ανάλυση τύπου western για τον εντοπισμό της ιστόνης 3 σε άτομα αγρίου τύπου, 

άτομα υποέκφρασης του Snp μέσω RNA παρεμβολή καθώς και άτομα SnpSH1834 / SnpSH1834 . Οι 

πρωτεΐνες απομονώθηκαν από προνύμφες 45-47 ώρες από την απόθεση των αυγών (AEL). 

Παρατηρείται μια έντονη μείωση των επιπέδων της ιστόνης 3 τόσο στα άτομα που σίγουν το Snp 

όσο και στα ομόζυγα για την ένθεση SnpSH1834  άτομα με την μείωση να είναι εμφανώς 

μεγαλύτερη στα δεύτερα. 

 

 

  Το ερώτημα αυτό προσεγγίστηκε με την χρήση της τεχνικής του 

ανοσοστυπώματος (western blot) όπου ανιχνεύθηκε η ιστόνη 3 σε άτομα αγρίου 

τύπου, υποέφρασης του γονιδίου Snp μέσω RNAi καθώς και ομόζυγα για την ένθεση 

SH1834. Όλα τα δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν από άτομα ηλικίας 46-48 

ωρών και καθώς η ανίχνευση των ιστονών ήταν προβληματική με το κλασσικό 

πρωτόκολλο απομόνωσης πρωτεϊνών, καταφύγαμε στον διαχωρισμό του 

κυτταροπλασματικού από το πυρηνικό κλάσμα και την απομόνωση των ιστονών από 

το δεύτερο με την τεχνική της όξινης εκχύλισης. Η ανάλυση κατέδειξε ότι η αφονία 
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της ιστόνης 3 στο πρωτεϊνικό επίπεδο ακολουθεί το ίδιο πρότυπο με αυτό του 

ιστονικού mRNA. Tα άτομα υποέφρασης καθώς και τα ομόζυγα για την ένθεση 

SH1834 επιδεικνύουν εμφανώς χαμηλότερα πρωτεϊνικά επίπεδα για την ιστόνη 3 σε 

σχέση με τα άτομα αγρίου τύπου. H μείωση της ιστόνης 3 είναι ισχυρότερη στα 

άτομα της ένθεσης συγκριτικά με αυτά της υποέκφρασης κάτι που έρχεται σε 

συμφωνία με τις προηγούμενες παρατηρήσεις μας στο επίπεδο των μεταγράφων της 

ιστόνης 3. 

 

 

Επεξεργασία του 3’ άκρου της ιστόνης 3 

 

Τα μειωμένα επίπεδα του Snp οδηγούν στην μείωση της αφθονίας των 

μεταγράφων της ιστόνης 3 όπως φαίνεται τόσο από την ανάλυση τύπου northern όσο 

και από την ποσοτική PCR. Καθώς γνωρίζουμε ότι η πρωτεΐνη Snipper προσδένεται 

στο 3’ άκρο του ιστονικού μεταγράφου και αποκόπτει τα δυο τελευταία νουκλεοτίδια 

του in vitro, θελήσαμε να διερευνήσουμε αν η επεξεργασία του 3’ άκρου του mRNA 

των ιστονών επηρεάζεται απουσία της Snipper. Για το σκοπό αυτό ολικό RNA 

απομονώθηκε από άτομα αγρίου, άτομα υποέκφρασης του Snp μέσω RNA 

παρεμβολής, καθώς και μεταλλάγματα SnpSH1834. Ακολούθησε συγκόλληση ενός 

ολιγονουκλεοτιδίου στο 3’ άκρο των RNA με την χρήση της  T4 RNA λιγάσης και 

αντίστροφη μεταγραφή με τη χρήση εκκινητή συμπληρωματικού με το συγκολληθέν 

ολιγονουκλεοτίδιο. Έπειτα πραγματοποιήθηκε αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

(PCR) με τη χρήση πρόσθιου εκκινητή ειδικού για την ιστόνη 3 και του εκκινητή που 

χρησιμοποιήθηκε στην αντίστροφη μεταγραφή. Τα προϊόντα της PCR 

κλωνοποιήθηκαν σε πλασμιδιακό φορέα pGEM-Teasy (Promega) και στάλθηκαν για 

αλληλούχιση.  

 

 Η ανάλυση των αποτελεσμάτων της αλληλούχισης έδειξε ότι στη περίπτωση 

του αγρίου τύπου ανιχνεύονται αποκλειστικά αλληλουχίες που είτε τερματίζουν 2 

νουκελοτίδια μετά τη δομή φουρκέτας, όπως αναμένεται μετά τη δράση της Snipper, 

είτε αποτελούν προϊόντα αποικοδόμησης του μεταγράφου της ιστόνης 3. Μια 

ελαφρώς διαφορετική κατάσταση εντοπίζεται στα άτομα που υποεκφράζουν μέσω 

RNAi το Snp όπου ένα από τα δείγματα φέρει ένα επιπλέον νουκλεοτίδιο που 
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φυσιολογικά απομακρύνεται από την Snipper. Η εικόνα διαφοροποιείται στην 

περίπτωση των μεταλλαγμάτων ένθεσης SnpSH1834 όπου πάνω από το ένα τρίτο των 

δειγμάτων δεν έχουν επεξεργαστεί από τη Snipper και φέρουν ένα ως τρία πρόσθετα 

νουκλεοτίδια (Εικόνα 4-16). 

 

 Φαίνεται λοιπόν ότι η παρουσία της πρωτεΐνης  Snipper είναι απαραίτητη για 

την σωστή επεξεργασία του 3’ άκρου της ιστόνης 3 in vivo, καθώς η μείωση των 

επιπέδων της οδηγεί σε τερματισμό τους πέρα από τα δυο νουκλεοτίδια μετά τη δομή 

φουρκέτας. 
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Επίδραση του γονιδίου Snp στην αφθονία των υπολοίπων 

ιστονικών μεταγράφων 

 

Οι περισσότερες μελέτες για το ρόλο του 3’ άκρου του ιστονικού mRNA στην 

ρύθμιση του γονιδίου μέσω της αλληλεπίδρασης του με τις εξωνουκλεάσες τύπου 

ERI-1, έχουν γίνει με το mRNA της ιστόνης 3. Όμως η χαρακτηριστική δευτεροταγής 

δομή του RNA που ευθύνεται για την παραπάνω ρύθμιση είναι παρούσα και στα 

υπόλοιπα ιστονικά μετάγραφα τόσο στα θηλαστικό όσο και στη δροσόφιλα. Με το 

παραπάνω δεδομένο αναμένεται η παρατηρούμενη πτώση στα επίπεδα της ιστόνης 3 

όταν μειώνεται το προϊόν του γονιδίου Snp να ισχύει και για τα υπόλοιπα ιστονικά 

μετάγραφα.  

 

Για να ελέγξουμε την παραπάνω υπόθεση καταφύγαμε στην ανάλυση τύπου 

northern χρησιμοποιώντας δείγματα 24-26, 36-38 και 46-48 ωρών από άτομα αγρίου 

τύπου, υποέκφρασης του Snp και ομόζυγα για την ένθεση SnpSH1834. Οι ανιχνευτές 

σημάνθηκαν ραδιενεργά με τη μέθοδο των τυχαίων εκκινητών και αντιστοιχούσαν 

στην κάθε φορά εξεταζόμενη ιστόνη (Η1, Η2a, Η2b, Η3 και Η4).  

 

Εικόνα 4-17: Α) Απεικόνιση της δομής και της αλληλουχίας του 3’ άκρου της ιστόνης 3 της D. 

melanogaster πριν την επεξεργασία του. Με μαύρη υπογράμμιση σημειώνεται το HDE με το οποίο 

αλληλεπιδρά το U7 RNA και οδηγεί στην κοπή του mRNA στο σημείο που δείχνει το βέλος. Τα 

υπογραμμισμένα με κόκκινο χρώμα νουκλεοτίδια απομακρύνονται από την Snipper in vitro.  Β) 

Αποτελέσματα αλληλούχισης του 3΄άκρου της ιστόνης 3 από άτομα αγρίου τύπου (Β.i), 

υποέκφρασης  του Snp μέσω RNAi (B.ii) και ομόζυγα για την ένθεση SnpSH1834 (B.iii). Η αγρίου 

τύπου αλληλουχία του μεταγράφου της ιστόνης 3 σημειώνεται με πράσινο χρώμα και  η κόκκινη 

διακεκομμένη γραμμή υποδηλώνει την ωριμη αλληλουχία που προκύπτει μετά τη δράση της 

πρωτεΐνης Snipper. 
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Εικόνα 4-18: Ανάλυση τύπου northern για τον χαρακτηρισμό των επιπέδων όλων των ιστονικών 

mRNA 24, 36 και 48 ώρες μετά την απόθεση των αυγών σε άτομα αγρίου τύπου, ομόζυγα για την 

ένθεση SnpSH1834 καθώς και άτομα που το Snp έχει κατασταλεί μέσω RNAi  με την χρήση του 

οδηγού da-GAL4. 

 

Τα αποτελέσματα της παραπάνω ανάλυσης δείχνουν ότι, το πρότυπο που 

παρατηρείται για τα μετάγραφα ιστόνης 3 ισχύει και τα mRNA των υπολοίπων 

ιστόνων που συμμετέχουν στο σχηματισμό των νουκλεοσωμάτων. Συγκεκριμένα η 

μείωση των επιπέδων του Snp προκαλεί πτώση της αφθονίας των μεταγράφων των 

ιστονών 2a, 2b και 4 με το πρότυπο της μείωσης να είναι ίδιο με αυτό που 

παρατηρείται για την ιστόνης 3. Σε συμφωνία με τα προηγούμενα ευρήματα η μείωση 

του mRNA των ιστονών είναι μεγαλύτερη στα ομόζυγα για την ένθεση SH1834 

άτομα σε σχέση με άτομα που υποεκφράζουν το Snp. Η περίπτωση της συνδετήριας 

ιστόνης 1 είναι κάπως διαφορετική, καθώς οι διακυμάνσεις των επιπέδων mRNA της 
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ανάμεσα στους εξεταζόμενους γονοτύπους είναι πιο ήπια. Παρόλα αυτά ακολουθεί 

την γενικότερη τάση των υπολοίπων ιστονών και η ηπιότερη ένταση της μείωσης των 

μεταγράφων της ιστόνης 1 ίσως αντανακλά τον διαφορετικό της ρόλο στο 

σχηματισμό της χρωματίνης. 

 

 

Επίδραση του Snp στα μικρά RNA 

 

 Η δράση της πρωτεΐνης ERI-1 σαν αρνητικός ρυθμιστής της RNA 

παρεμβολής και της αφθονίας των μικρών RNA έχει αναφερθεί σε διάφορους 

οργανισμούς. Για να διερευνήσουμε αν κάτι τέτοιο ισχύει και στην περίπτωση της 

Snp ελέγξαμε την αφθονία τριών ενδογενών μικρών RNA σε άτομα αγρίου τύπου da-

GAL4, SnpRNAi και SnpSh1834/SnpSH1834 . Τα μικρά RNA που ελέγχθηκαν ήταν το μικρό 

ενδογενές siRNA (endo-siRNA) esi2.1 (Czech, Malone et al. 2008) και δυο ισχυρά 

εκφραζόμενα miRNA τα mir-8 και bantam. 20 μgr συνολικού RNA από τους 

παραπάνω γονοτύπους αναλύθηκαν σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης και η αφθονία των 

μικρών RNA ελέγχθηκε με την χρήση ραδιενεργά σημασμένων συμπληρωματικών 

ολιγονουκλεοτιδίων. 

 

 Η ανίχνευση του ενδογενούς siRNA esi2.1 δεν κατέστη δυνατή ενώ στη 

περίπτωση και των δυο miRNA που ερευνήσαμε παρατηρήθηκε μία αύξηση της 

αφθονίας τους στα μεταλλάγματα ένθεσης του γονιδίου Snp όπως φαίνεται και στην 

εικόνα . Αν και ο φαινότυπος συμβαδίζει με τη γνωστή δράση της ERI-1 επί των 

siRNA κάτι τέτοιο δεν εxει με σαφηνεια αποδειχθεί στην περίπτωση των miRNA. 

Υπάρχει λοιπόν σοβαρή πιθανότητα η αυξημένη αφθονία των δυο miRNA να είναι 

έμμεσο αποτέλεσμα της καταστολής του Snp. 
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Εικόνα 4-19: Ανάλυση τύπου northern για τον εντοπισμό των miRNA mir-8 και bantam. Και τα 

δυο ελεγχόμενα miRNA εμφανίζονται αυξημένα στα άτομα SnpSH1834/SnpSH1834 σε σύγκριση τόσο 

με τα άτομα αγρίου τύπου όσο και με τα άτομα σίγησης του Snp μέσω. Τα δείγματα προήλθαν 

από προνύμφες 45-47 ώρες από την απόθεση των αυγών (AEL).  
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5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

 Το γονίδιο Snipper (Snp) είναι το μοναδικό μέλος της πρωτεϊνικής 

οικογένειας DEDDh που εντοπίζεται στη Drosophila melanogaster και εμφανίζει 

32% ομολογία και 50% ομοιότητα με τις πρωτεΐνες ERI-1 του C. elegans και των 

θηλαστικών. Διαφέρει όμως από αυτές καθώς δε φέρει την πρωτεϊνική επικράτεια 

SAP. 

 Το mRNA του γονιδίου Snp παρέχεται στο έμβρυο από τη μητέρα. Για το 

λόγο αυτό ακόμα και τα μεταλλάγματα του Snp μπορούν να ολοκληρώσουν με 

επιτυχία την εμβρυική ανάπτυξη.  

 

 Τα μεταλλάγματα του Snp εκκολάπτονται κανονικά αλλά αποτυγχάνουν να 

συνεχίσουν την ανάπτυξή τους και παραμένουν στο στάδιο της προνύμφης πρώτου 

σταδίου.  

 

 Η πρόοδος στην ανάπτυξη σχετίζεται με τα επίπεδα των προϊόντων του 

γονιδίου Snp. Μικρή καταστολή του Snp μέσω RNAi δεν εμφανίζει κάποιο 

φαινότυπο. Ισχυρότερη καταστολή σταματάει την ανάπτυξη στο τελικό στάδιο της 

προνύμφης, ενώ ακόμα εντονότερη RNA παρεμβολή αποτρέπει τα ζώα να 

μετατραπούν από προνύμφες τρίτου σταδίου σε νύμφες. Όπως αναφέρθηκε 

παραπάνω τα μεταλλάγματα ένθεσης που έχουν ελάχιστη έκφραση του Snp 

σταματούν την ανάπτυξη στο στάδιο της προνύμφης τρίτου σταδίου. 

 

 Η μειωμένη ποσότητα Snp σε διαφόρους ιστούς έχει σαν αποτέλεσμα την 

εμφάνιση ανωμαλιών που σχετίζονται με τον μη σωστό συντονισμό των κυτταρικών 

διαιρέσεων των κυττάρων αυτών με τα υπόλοιπα του ιστού 

 

 Η έλλειψη του Snp δεν επηρεάζει την αφθονία του 5.8S ριβοσωμικού RNA 

αλλά επηρεάζει την επεξεργασία του κατά πάσα πιθανότητα με έμμεσο τρόπο. 
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 Η πρωτεΐνη Snp αλληλεπιδρά φυσικά με τα μετάγραφα της ιστόνης 3 όπως 

έδειξαν πειράματα ανοσοκατακρήμνισης.  

 

 Η έλλειψη ή η μειωμένη έκφραση του γονιδίου Snp έχει σαν αποτέλεσμα την 

μείωση της αφθονίας των μεταγράφων των ιστονών που απαρτίζουν το 

νουκλεόσωμα. Η μείωση αυτή είναι αντιστρόφως ανάλογη των επιπέδων του Snp 

καθώς είναι εντονότερη στα μεταλλάγματα SnpSH1834 ότι στα στελέχη καταστολής 

μέσω RNA παρεμβολής. 

 

 Παρατηρείται αύξηση των επιπέδων συγκεκριμένων miRNA σε 

μεταλλάγματα SnpSH1834 όμως πιθανότατα δεν πρόκειται για άμεσο αποτέλεσμα. 

 

 Η υπόθεση που προτείνεται είναι ότι η έλλειψη ή τα μειωμένα επίπεδα του 

Snp έχουν σαν αποτέλεσμα τη μη σωστή επεξεργασία των ιστονικών μεταγράφων και 

την αυξημένη αποικοδόμηση τους. Έτσι η διακόπτεται ο συντονισμός της αντιγραφής 

του DNA και της παραγωγής νέων ιστονών για το σωστό σχηματισμό της 

χρωματίνης. Αυτό οδηγεί σε καθυστέρηση και πιθανά σε κάποιες περιπτώσεις σε 

αναστολή του κυτταρικού κύκλου, που εκδηλώνεται με αδυναμία σωστής εκτέλεσησ 

του αναπτυξιακού προγράμματος και ορθου συντονισμού των διαιρέσεων των 

κυττάρων ώστε να επιτευχθεί η φυσιολογική μορφολογία των ιστών 
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6. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Στην παρούσα εργασία θελήσαμε να αναλύσουμε την δράση της ERI-1 στη 

δροσόφιλα μελετώντας το γονίδιο Snipper, (Snp) το ομόλογό της στον οργανισμό 

αυτό. Οι βιοχημικές ιδιότητες της πρωτεΐνης SNP έχουν ερευνηθεί εκτενώς σε 

προηγούμενη εργασία όπου και αποδείχθηκε η δράση της σαν εξωνουκλεάση με 

προτίμηση σε δομημένα RNA με 3’ προεξέχοντα άκρα (Kupsco, Wu et al. 2006). 

Παρόλα αυτά δεν κατέστη δυνατός ο προσδιορισμός του βιολογικού της ρόλου, 

καθώς με βάση τα μεταλλάγματα που χρησιμοποιήθηκαν στην προαναφερόμενη 

μελέτη δεν προέκυψε κάποιος συγκεκριμένος φαινότυπος.  

 

Το προτιμώμενο υπόστρωμα της πρωτεΐνης Snp προσομοιάζει τη γενική δομή 

των υποστρωμάτων που επεξεργάζονται τα ομόλογα της στο S. pombe (eri1), το C. 

elegans (Eri-1), το M. musculus (ERI1) και τον H. sapiens (3’hEXO, ERI1).  Οι 

παραπάνω πρωτεΐνες λειτουργούν ανασταλτικά στη δράση των μηχανισμών σίγησης, 

συμμετέχουν στην ωρίμανση του 5.8S ριβοσωμικού RNA και του 3’ άκρου των 

σχετιζόμενων με τον κυτταρικό κύκλο ιστονικών μεταγράφων. Όλα τα παραπάνω 

υποστρώματα μοιράζονται ένα κοινό δομικό χαρακτηριστικό, την παρουσία ενός 

δίκλωνου μορίου RNA με 3’ ελεύθερα νουκλεοτίδια. Τα στοιχεία αυτά καθιστούν 

πολύ πιθανή την εμπλοκή και της Snp σε κάποιο από τα παραπάνω μονοπάτια.  

 

Στην παρούσα μελέτη εντοπίσαμε ένα διαφορετικό μετάλλαγμα ένθεσης 

μεταθετού στοιχείου στο γονίδιο Snp και παρατηρήσαμε ότι προκαλεί θνησιμότητα 

σε ομόζυγη κατάσταση. Το γεγονός ότι το γονίδιο Snp είναι απαραίτητο για την 

επιβίωση της δροσόφιλας, ενίσχυσε την υπόθεση ότι πιθανά να συνδέεται με 

σημαντικούς μηχανισμούς όπως η RNA σίγηση, η ωρίμανση των ριβωσωμικών RNA 

και η ρύθμιση της σταθερότητας των ιστονικών μεταγράφων όπως και τα ομόλογά 

του σε άλλους οργανισμούς. Επιπλέον αναλύθηκε το πρότυπο έκφρασης του Snp σε 

διάφορα αναπτυξιακά στάδια και ελέγχθηκε η επίδραση της υποέκφρασής του μέσω 

RNA παρεμβολής σε διάφορους ιστούς. Στη συνέχεια ερευνήθηκε η εμπλοκή του 
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στην ωρίμαση του 5.8S ριβοσωμικού RNA και στη ρύθμιση της αφθονίας των 

ιστονικών μεταγράφων. 

 

 

Θνησιμότητα λόγω της ένθεσης SnpSH1834  

 

 Η ένθεση SnpSH1834 (Oh, Kingsley et al. 2003) εντοπίζεται στο 3’ UTR του 

γονιδίου που είναι κοινό σε όλα τα προβλεπόμενα μετάγραφα οπότε καταστέλλει 

σημαντικά την έκφραση του Snp κάτι που αποδείξαμε με ημιποσωτική PCR. Η  

θνησιμότητα που προκύπτει από τη συγκεκριμένη ένθεση σε ομόζυγη κατάσταση 

είναι πλήρης, γεγονός που αποδεικνύει στην σημασία του γονιδίου για την 

φυσιολογική ανάπτυξη της Δροσόφιλας. Στοιχεία που προσομοιάζουν τον παραπάνω 

φαινότυπο έχουν αναφερθεί σε προηγούμενες εργασίες όπου σε διαγονιδιακα 

ποντίκια  που τους έλλειπε η Eri-1 παρατηρήθηκε ότι μόνο το 10% των ατόμων 

επιβίωναν μετά τη βρεφική ηλικία με τα περισσότερα να πεθαίνουν εντός 2 ημερών. 

Επιπλέον τα ποντίκια αυτά ήταν λιποβαρή συγκριτικά με του αγρίου τύπου (Ansel, 

Pastor et al. 2008). Αντίστοιχα ομόζυγα άτομα eri-1 στο C. elegans εμφάνιζαν 

μειωμένο αριθμό απογόνων σε σχέση με τα αγρίου τύπου στους 15οC και στειρότητα 

στους 25ο C (Duchaine, Wohlschlegel et al. 2006). Αν και ο ακριβής μηχανισμός που 

οδηγεί στους παραπάνω φαινοτύπους δεν έχει διευκρινιστεί είναι ενδιαφέρον το 

γεγονός ότι σε τρεις οργανισμούς οι ομόλογες της ERI-1 πρωτεΐνες είναι απαραίτητες 

για τα πρώιμα αναπτυξιακά στάδια.  

 

 

Επίδραση της Snipper στην πρόοδο της ανάπτυξης 

 

 Η σημασία του Snp στα πρώιμα αναπτυξιακά στάδια της δροσόφιλας 

αναδυκνείεται και από το γεγονός ότι αποτελεί ένα μητρικά παρεχόμενο μετάγραφο. 

Η ποσότητα mRNA που παρέχεται από την μητέρα είναι ικανή ώστε να ολοκληρωθεί 

η εμβρυογένεση και να εκκολαφθούν τα SnpSH1834/ SnpSH1834 άτομα. Όμως τα ζώα 

αυτά δεν μπορούν να προχωρήσουν στα μετέπειτα στάδια καθώς δε διαθέτουν 

επαρκείς ποσότητες Snp και παραμένουν στο πρώτο προνυμφικό στάδιο. Μπορεί να 
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υποθέσει λοιπόν κανείς ότι η πρόοδος κατά την ανάπτυξη συνδέεται με την παρουσία 

επαρκών επιπέδων Snp.  

 

Η παραπάνω υπόθεση μπορεί να υποστηριχθεί και από τα στοιχεία που 

προέκυψαν από τα πειράματα καταστολής του Snp μέσω RNA παρεμβολής. Στα 

πειράματα αυτά χρησιμοποιήθηκαν οδηγοί GAL4 και καθώς η πρωτεΐνη GAL4 

προέρχεται από τον σακχαρομύκητα, εμφανίζει μέγιστη ενεργότητα στους 30οC. 

Χρησιμοποιώντας λοιπόν χαμηλότερες θερμοκρασίες μπορούμε να επιτύχουμε 

διαφορετικά επίπεδα καταστολής του Snp με την μέγιστη καταστολή να 

επιτυγχάνεται στους 30οC και την ελάχιστη στους 18οC (Duffy 2002). Το ενδιαφέρον 

εύρημα που προέκυψε από τα πειράματα αυτά, είναι ότι η πρόοδος της ανάπτυξης της 

δροσόφιλας είναι ανάλογη των επιπέδων των μεταγράφων του Snp. Τα άτομα που 

μεγάλωναν στους 18οC αναπτύσσονται φυσιολογικά, ενώ στους 25οC η ανάπτυξη 

τους σταματάει στο στάδιο της νύμφης. Τα ίδια άτομα στους 30οC δεν ξεπερνάνε 

ποτέ το στάδιο της νύμφης πρώτου σταδίου. Φαίνεται λοιπόν ότι σε κάθε στάδιο 

απαιτείται μια ελάχιστη ποσότητα έκφρασης του Snp ώστε να προχωρήσουν τα ζώα 

στο επόμενο. Σε μεταγενέστερα στάδια τα ζώα είναι λιγότερο δεκτικά σε μειωμένες 

ποσότητες Snp γεγονός που πιθανά να συνδέεται με την πολυπλοκότητα των 

μηχανισμών μετατροπής από προνύμφη τρίτου σταδίου σε νύμφη και της 

μεταμόρφωσης από προνύμφη σε ενήλικο άτομο. 

 

Οι μεταβάσεις από το ένα προνυμφικό στάδιο στο επόμενο καθώς και η 

μεταμόρφωση είναι γνωστό ότι σηματοδοτούνται από μια ραγδαία αύξηση της 

στεροειδούς ορμόνης  εκσυδόνης (Garen, Kauvar et al. 1977, Schubiger, Wade et al. 

1998). Η εξωγενής παροχή εκδυσόνης στο θρεπτικό μέσο δεν ήταν ικανή να 

επαναφέρει το φυσιολογικό πρότυπο ανάπτυξης σε άτομα με μειωμένες ποσότητες 

Snp. Το γεγονός αυτό μπορεί να οφείλεται στην αδυναμία της παρεχόμενης 

εκδυσόνης να αντιγράψει το χρονικό πρότυπο του παλμού της εκδυσόνης. 

Εναλλακτικά επειδή η εκδυσόνη επάγει την κυτταρική διαίρεση και διαφοροποίηση, 

τα κύτταρα στόχοι να μη μπορούν να ανταποκριθούν στη σηματοδότηση αυτή, καθώς 

η προβληματική επεξεργασία των ιστονικών μεταγράφων δημιουργεί σοβαρά 

προβλήματα στη λειτουργία των συγκεκριμένων κυττάρων. 
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Ωρίμανση του 5.8S ριβοσωμικού RNA 

 

Στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς τρία από τα τέσσερα ριβοσωμικά RNA  

προκύπτουν από την επεξεργασία ενός πρόδρομου πολυκιστρονικού μεταγράφου 

μέσω μιας περίπλοκης αλληλουχίας ένδο- και εξωνουκλεολυτικών κοπών (Mullineux 

and Lafontaine 2012). Το αποτέλεσμα είναι η απομάκρυνση των εσωτερικών και 

εξωτερικών μεταγραφόμενων περιοχών (ITS και ETS) ώστε να προκύψουν τα ώριμα 

18S, 5.8S και 28S ριβοσωμικά RNA με τα ακριβή τους άκρα. Η πλειοψηφία των 

μελετών επάνω στο μονοπάτι της παραγωγής των ριβοσωμικών RNA έχουν 

πραγματοποιηθεί στο S. cerevisiae και κυτταρικές σειρές HeLa, χωρίς να έχει 

ταυτοποιηθεί το σύνολο των εμπλεκόμενων RNασών. Η παραγωγή του 5.8S rRNA 

στη δροσόφιλα διαφοροποιείται, καθώς το 3’ τμήμα του αποτελεί ένα διαφορετικό 

μόριο το 2S (Jordan, Jourdan et al. 1976). Το γεγονός αυτό ίσως εξηγεί την αδυναμία 

μας να εντοπίσουμε κάποια διαφοροποίηση στο μέγεθος του 2S σε άτομα ομόζυγα 

για την ένθεση SnpSH1834  . Μπορούμε να υποθέσουμε ότι το τελικό στάδιο της 

επεξεργασίας του 5.8S rRNA πραγματοποιείται από κάποια άλλη RNάση στη 

δροσόφιλα και όχι από την Snp σε αντίθεση με την κατάσταση που παρατηρείται στα 

ποντίκια και τον σχιζοσακχαρομύκητα. Μια αντίστοιχη περίπτωση παρατηρούμε στο 

S. cerevisiae όπου απουσιάζει ο μηχανισμός της RNA σίγησης και οι σχετιζόμενες με 

αυτή πρωτεΐνες όπως η Eri1. Στον οργανισμό αυτό ο ρόλος της τελικής επεξεργασίας 

του 5.8S rRNA έχει αναληφθεί από μια άλλη RNάση την Ngl2p (Faber, Van Dijk et 

al. 2002). Aπουσία της πρωτεΐνης αυτής, τα 5.8S rRNA εμφανίζουν την ίδια 

ηλετροφορετική καθυστέρηση που έχει παρατηρηθεί στο S. pombe το C. elegans και 

το M. musculus. Φαίνεται λοιπόν ότι ο ίδιο ρόλος μπορεί να αναληφθεί από 

διαφορετικές RNάσες και ίσως κάτι τέτοιο να συμβαίνει και στη δροσόφιλα. 

Εναλλακτικά η διαφορετική διεργασία που οδηγεί στην παραγωγή του 5.8S rRNA 

στη δροσόφιλα να μην περιλαμβάνει την επεξεργασία του 3΄άκρου του 5.8S rRNA 

κάτι που μάλλον είναι απίθανο καθώς τα διάφορα στάδια επεξεργασίας των 

ριβοσωμικών RNA συνδέονται με τα βήματα σχηματισμού του ριβοσώματος (Cote, 

Greer et al. 2002). 
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Αν και δεν παρατηρείται κάποια αλλαγή στα μεγέθη του 5.8S rRNA ή του 2S 

rRNA απουσία της Snp στη δροσόφιλα, εντοπίζουμε έναν αριθμό ζωνών που 

διαφοροποιούνται από αυτές του αγρίου τύπου κυρίως στην έντασή τους. Οι ζώνες 

αυτές είναι πιθανότατα προϊόντα αυξημένης αποικοδόμησης του 5.8S rRNA καθώς 

το πρότυπο τους είναι παρόμοιο στα άτομα αγρίου τύπου. Αν και δεν μπορούμε να 

είμαστε σίγουροι για τα ακριβή αίτια της αυξημένης αποικοδόμησης μπορούμε να 

υποθέσουμε την εμπλοκή της Snp σε κάποιο από τα προηγούμενα στάδια της 

ωρίμανσης των ριβοσωμικών RNA. Η μη σωστή επεξεργασία αυτών των προδρόμων 

οδηγεί στην αποικοδόμησή τους. Στην παραπάνω περίπτωση δεν περιμένουμε ο 

ρόλος της Snp να είναι κεντρικός καθώς οι διαφορές που ανιχνεύουμε είναι σχετικά 

μικρές. 

 

 

Επεξεργασία των ιστονικών mRNA 

 

 Ο συγχρονισμός της αντιγραφής του DNA και της παραγωγής νέων μορίων 

ιστονών είναι απαραίτητος ώστε να σχηματιστεί η νεα χρωματίνη. Σε διαφορετική 

περίπτωση παρουσιάζονται προβλήματα στη σταθερότητα του γονιδιώματος και ο 

κυτταρικός κύκλος σταματά. Στους ευκαρυώτες η ρύθμιση της παραγωγής των 

ιστονών ώστε να συμβαδίζουν με την αντιγραφή του DNA επιτυγχάνεται μέσω μετα-

μεταγραφικών μηχανισμών. Τα σχετιζόμενα με τον κυτταρικό κύκλο ιστονικά 

μετάγραφα είναι τα μόνα που δε διαθέτουν ουρά πολυαδενοσίνης και η ρύθμισή τους 

επιτυγχάνεται μέσω μια συντηρημένης δομής φουρκέτας στο 3’ άκρο τους. Στη δομή 

αυτή προσδένεται η πρωτεΐνη SLBP η παραγωγή της οποίας επάγεται κατά την 

έναρξη της S φάσης και καταστρέφεται με το τέλος της αντιγραφής του DNA. Την 

ίδιο ακριβώς πρότυπο ακολουθούν και τα μετάγραφα των ιστονών καθώς η SLBP 

είναι απαραίτητη για τη σταθερότητά τους. Πέρα από την SLBP στη δομή φουρκέτας 

προσδένεται και η ERI1/3’hExo, όπως έχει δειχθεί στον άνθρωπο και το ποντίκι, 

συμμετέχοντας στην ωρίμανση των μεταγράφων αλλά και στην αποικοδόμησή τους 

στο τέλος της S φάσης. 

 

 Στη παρούσα μελέτη δείχτηκε ότι και η ομόλογη πρωτεΐνη της δροσόφιλας 

(Snipper) διατηρεί την ικανότητα να προσδένεται στη δομή φουρκέτας των ιστονικών 
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μεταγράφων. Σε πειράματα ανοσοκατακρήμνισης και οι δυο ισομορφές της Snp (Snp-

PA και Snp-PB) μπορούν να προσδένονται στο μετάγραφο της ιστόνης 3 όπως 

απέδειξε η ακόλουθη ημιποσωτική RT-PCR. Η ιδιότητα αυτή της Snipper 

εντοπίστηκε για πρώτη φορά καθώς μέχρι τώρα μόνο το SLBP ήταν γνωστό ότι 

προσδένεται στα ιστονικά mRNA της δροσόφιλας  και να ρυθμίζει τη σταθερότητά 

τους (Sullivan, Santiago et al. 2001, Dominski, Yang et al. 2002). 

 

 Η πρόσδεση της πρωτεΐνης Snipper στα ιστονικά μετάγραφα οδηγεί στην 

υπόθεση ότι συμμετέχει στην ωρίμανση και τη σταθερότητα τους, όπως συμβαίνει με 

την ERI1/3’hExo στα θηλαστικά (Yang, Purdy et al. 2006, Hoefig, Rath et al. 2013). 

Η παραπάνω υπόθεση υποστηρίζεται και από τα απότελεσματα της  ανάλυσης τύπου 

northern όπου η απουσία της Snp οδηγούσε σε μειωμένα επίπεδα ιστονικών 

μεταγράφων. Η διαφοροποίηση αυτή εντοπίζεται μετά το πέρας της εμβρυογένεσης 

(~24 ώρες).  

 

Είναι γνωστό ότι τα mRNA των ιστονών είναι μητρικά παρεχόμενα στη 

Drosophila melanogaster (Anderson and Lengyel 1980) όπως και του Slbp (Sullivan, 

Santiago et al. 2001) ενώ σε αυτή τη μελέτη δείξαμε ότι το ίδιο ισχύει και για το 

μετάγραφο του Snp. Η παροχή λοιπόν τόσο ιστονικών μεταγράφων, όσο και των 

απαραίτητων παραγόντων για τη σωστή επεξεργασία τους από τη μητέρα εξηγεί το 

ότι δεν παρατηρείται κάποια διαφοροποίηση στα επίπεδα των mRNA της ιστόνης 3 

κατά την εμβρυογένεση μεταξύ ατόμων αγρίου τύπου και μεταλλαγμάτων του Snp. 

Τα μειούμενα κατα την πάροδο του χρόνου επίπεδα ιστονικού mRNA πιθανότατα 

αντανακλούν το ρυθμό των κυτταρικών διαιρέσεων που είναι εντονότερες στα αρχικά 

στάδια. Φαίνεται λοιπόν από τα παραπάνω ότι τα έμβρυα είναι εξοπλισμένα για να 

ολοκληρώσουν την εμβρυογένεση και αυτό εξηγεί την παρουσία προνυμφών πρώτου 

σταδίου στα ομόζυγα άτομα για την ένθεση SnpSH1834. Το ίδιο έχει παρατηρηθεί και 

σε μεταλλάγματα του Slbp τα οποία αναπτύσσονται κανονικά, αλλά δεν 

εκκολάπτονται σαν ενήλικα (Sullivan, Santiago et al. 2001). 

 

 Η επίδραση της έλλειψης του Snp στα επίπεδα των ιστονικών μεταγράφων 

εμφανίζεται μετά τις 24 ώρες από την απόθεση των αυγών, όταν πλέον βρισκόμαστε 

στα στάδιο της προνύμφης πρώτου σταδίου και συνεχίζεται από εκεί και μετά. Το 
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φαινόμενο αυτό είναι ισχυρότερο στα ομόζυγα για την ένθεση SnpSH1834  άτομα σε 

σχέση με αυτά που σιγούν καθολικά το Snp μέσω RNA παρεμβολής. Διακρίνουμε 

λοιπόν μια ποσοτική συσχέτιση των επιπέδων Snp με αυτά των ιστονικών mRNA. Το 

ίδιο ακριβώς φαινόμενο έχει αναφερθεί και στη χλαμυδομονάδα (Chlamydomonas 

reinhardtii) όπου σίγηση του ομολόγου του Snp γονιδίου EXO οδηγεί σε μείωση των 

επιπέδων του mRNA της ιστόνης 2Α με τρόπο ανάλογο της έντασης της σίγησης 

(Kim and Cerutti 2009). 

 

 Ο παραπάνω μοριακός φαινότυπος που παρατηρούμε στη δροσόφιλα έρχεται 

σε πρώτη ανάγνωση σε αντίθεση με τη συσσώρευση πολυουριδυλιωμένων ιστονικών 

mRNA σε κύτταρα ποντικού που τους λείπει το ERI-1 (Hoefig, Rath et al. 2013). Η 

συσσώρευση αυτή παρατηρήθηκε όταν χρησιμοποιήθηκε υδροξυουρία για να 

διακόψει την αντιγραφή του DNA και να επάγει την αποικοδόμηση των ιστονικών 

μεταγράφων. Στη μελέτη αυτή δεν διερευνήθηκαν τα επίπεδα των μεταγράφων των 

ιστονών μεταξύ αγρίου τύπου και μεταλλαγμάτων του ERI-1 πριν τη χορήγηση της 

υδροξυουρίας, οπότε δεν γνωρίζουμε αν αυτά έχουν μεταβληθεί. Ουσιαστικά 

πρόκειται για δυο διαφορετικά γεγονότα καθώς αφενός έχουμε την επίδραση της 

ERI-1 στην αφθονία των mRNA των ιστονών και αφετέρου την δράση της στην 

αποικοδόμηση του στο τέλος της S φάσης ή όταν αυτή έχει ανασταλεί. Τα 

αποτελέσματα μας αφορούν το πρώτο κομμάτι ενώ αυτά που έχουν αναφερθεί στο 

ποντίκι (Hoefig, Rath et al. 2013) το δεύτερο. 

 

 Συσσώρευση ιστονικών μεταγράφων έχει παρατηρηθεί και σε μεταλλάγματα 

του Slbp στη δροσόφιλα (Sullivan, Santiago et al. 2001). Καθώς τόσο η πρωτεΐνη 

Slbp όσο και η Snp προσδένονται στην ίδια δομή του mRNA των ιστονών, θα 

περίμενε κανείς τα δύο μεταλλάγματα να εμφανίζουν παρόμοιο φαινότυπο. Το ότι 

κάτι τέτοιο δε συμβαίνει εξηγείται από το μηχανισμό ωρίμανσης των ιστονικών 

μεταγράφων όπου η πρωτεΐνη Slbp συμμετέχει σε προγενέστερα στάδια από ότι η 

ERI1.  

Το πρόδρομο μετάγραφο του mRNA των ιστονών διαθέτει περίπου 15 

νουκλεοτίδια μετά τη χαρακτηριστική δομή φουρκέτας μια συντηρημένη αλληλουχία 

το HDE, που αναγνωρίζεται από το U7 snRNA ώστε να κοπεί πέντε νουκλεοτίδια 

μετά τη δομή φουρκέτας (Cotten, Gick et al. 1988). Η ERI-1 προσδένεται στο προιόν 
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αυτής της κοπής. Η αλληλεπίδραση του HDE με το U7 snRNA σταθεροποιείται από 

την αλληλεπίδραση του συμπλόκου που περιέχει το U7 snRNA με το ήδη 

προσδεδεμένο στη δομή φουρκέτας SLBP (Dominski, Zheng et al. 1999). Αυτό έχει 

σαν αποτέλεσμα το ιστονικό mRNA να μη κόβεται απουσία του SLBP. Στην 

περίπτωση αυτή χρησιμοποιείται μια αλληλουχία πολυαδενυλίωσης που υπάρχει μετά 

το HDE (Lanzotti, Kaygun et al. 2002) με αποτέλεσμα τη συσσώρευση 

πολυαδενυλιομένων ιστονικών μεταγράφων. Αυτό παρατηρήθηκε και στα 

μεταλλάγματα του Slbp, όπου τα mRNA των ιστονών που συσσωρεύονται διαθέτουν 

ουρά πολυαδενοσίνης (Sullivan, Santiago et al. 2001). 

 

 Μπορούμε λοιπον να διακρίνουμε τρία στάδια στη βιοχημεία των ιστονικών 

μεταγράφων. Την μετατροπή του πρόδομου μεταγράφου σε ώριμο, τη σταθερότητα 

του ώριμου μεταγράφου και την αποικοδόμησή του στο τέλος της S φάσης. Ο 

φαινότυπος που παρατηρούμε στα μεταλλάγματα του Snp στη δροσόφιλα μπορούμε 

να υποθέσουμε ότι σχετίζεται με τη σταθερότητα των ιστονικών mRNA καθώς οι 

παράγοντες για την επεξεργασία του αρχικού μεταγράφου (SLBP και U7 snRNP) 

είναι παρόντες. Το υπόστρωμα δομή φουρκέτας με πέντε 3’ ελεύθερα νουκλεοτίδια 

στο άκρο του που κανονικά θα προσδενόταν η Snp δημιουργείται αλλά δεν 

προσδένεται από αυτή. Η πρόσδεση της πρωτεΐνης Snp στο 3΄ άκρο της δομής 

φουρκέτας είναι πιθανό να προστατεύει το μετάγραφο από τη δράση άλλων 

παραγόντων που μπορεί να οδηγήσουν στην αποικοδόμηση του. Η υπόθεση αυτή 

μπορεί να ερμηνεύσει την παρατηρούμενη μείωση της αφθονίας των μεταγράφων των 

ιστονών σε μεταλλάγματα του Snp. Εναλλακτικά η μη αποκοπή των τριών 

νουκλεοτιδίων στο 3’ άκρο του ιστονικού mRNA, που κανονικά πραγματοποιείται 

από την Snp, μπορεί να οδηγήσει στην αναγνώρισή του ως μη φυσιολογικό και να 

προκαλεί την καταστροφή του. 

 

  Σε αντίθεση με την παρατηρούμενη μείωση της αφθονίας των mRNA των 

ιστονών που συγκροτούν το νουκλεόσωμα (Η2Α, Η2Β, Η3 και Η4) σε μεταλλάγματα 

του Snp, κάτι τέτοιο δεν φαίνεται να ισχύει για την περίπτωση της συνδετήριας 

ιστόνης 1. Τα επίπεδα της φαίνεται να επηρεάζονται σε μικρότερο βαθμό η και 

καθόλου. Το γεγονός αυτό σε συνδυασμό με το ότι υπάρχουν οργανισμοί όπως οι 

νηματώδεις Caenorhabditis elegans και  Caenorhabditis briggsae  που το mRNA της 
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ιστόνης 1 δε φέρει τη χαρακτηριστική δομή φουρκέτας (Roberts, Sanicola et al. 1987) 

μας οδηγούν στην υπόθεση ότι η ρύθμισή της συνδετήριας ιστόνης μπορεί να 

διαφοροποιείται από αυτή των κεντρικών ιστονών του νουκλεοσώματος.  

 

 

Επίδραση της μειωμένης αφθονίας ιστονών στο φαινότυπο 

 

 Όπως προαναφέρθηκε η παραγωγή νέων μορίων ιστονών είναι στενά 

συνδεδεμένη με την αντιγραφή του DNA ώστε το νεοσυντιθέμενο DNA να 

συσκευαστεί σε νουκλεοσώματα (Alabert and Groth 2012). Η αφαίρεση των 

σαπερονών των ιστονών οδηγεί σε μείωση του ρυθμού της σύνθεσης του DNA (Hoek 

and Stillman 2003, Ye, Franco et al. 2003) και τη συσσώρευση βλαβών στο DNA. 

Επίσης η καταστολή του SLBP του ανθρώπου σε κυτταρικές σειρές οδηγεί σε 

επιβράδυνση της S φάσης (Zhao, McKillop-Smith et al. 2004). Τέλος η έλλειψη 

ιστονών στη δροσόφιλα δεν αποτρέπει την αντιγραφή του DNA αλλά ο κυτταρικός 

κύκλος σταματά στην S φάση (Gunesdogan, Jackle et al. 2014).  

 

Με βάση τα παραπάνω δεδομένα μπορούμε να επιχειρήσουμε να εξηγήσουμε 

τους φαινότυπους που παρατηρήσαμε σε άτομα δροσόφιλας που σιγούσαν το Snp σε 

διάφορους ιστούς. Τα κύτταρα που διαθέτουν λιγότερη Snp και κατά συνέπεια 

μειωμένες ποσότητες ιστονών αργούν να ολοκληρώσουν τον κυτταρικό τους κύκλο. 

Ο σωστός συγχρονισμός των διαιρέσεων των κυττάρων ενός ιστού είναι βασική 

προϋπόθεση για το σωστό σχηματισμό του. Έτσι παρατηρούμε ελλείψεις ιστών και 

μη σωστή ανάπτυξή τους όπως στα μάτια και στους θώρακες. Ο σχηματισμός του 

ενήλικου κοιλιακού επιθηλίου κατά τη μεταμόρφωση επιτυγχάνεται από την έναρξη 

πολλαπλασιασμού μιας ομάδας κυττάρων των ιστοβλαστών που αντικαθιστούν το 

προνυμφικό επιθήλιο (Ninov and Martín-Blanco 2009). Η παρατηρούμενη έλλειψη 

του επιθηλίου αυτού σε άτομα που σιγούν καθολικά το Snp μπορεί να οφείλεται στην 

αδυναμία των ιστοβλαστών των ατόμων αυτων να ανταγωνιστούν το εμβρυικό 

επιθήλιο λόγω πιο αργής διαίρεσής τους. 
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Συσχέτιση του Snp με την επεξεργασία των miRNA 

 

Με ανάλυση τύπου northern  παρατηρήσαμε ότι η αφθονία δυο μικρών RNA 

(miRNA) των mir-8 και bantam αυξανόταν στα μεταλλάγματα SnpSH1834/SnpSH1834 . 

Το γεγονός αυτό μπορεί να αποδοθεί στη δράση του Snp σαν αρνητικού ρυθμιστή της 

αφθονίας των μικρών RNA όπως συμβαίνει και με τα ομόλογά του (ERI-1) σε άλλους 

οργανισμούς. Όμως η δράση της ERI-1 επί των miRNA δεν είναι βέβαιη καθώς έχει 

αναφερθεί σε δύο μόνο δημοσιεύσεις (Lee, Hammell et al. 2006) (Thomas, Abdul-

Wajid et al. 2012). Υπάρχει λοιπόν σοβαρή πιθανότητα ο παρατηρούμενος 

φαινότυπος να είναι έμμεσο αποτέλεσμα της έλλειψης του Snp. Σε αυτό συνηγορεί το 

ότι τα δυο miRNA που επιλέξαμε να μελετήσουμε λόγω της υψηλής τους έκφρασης, 

ελέγχουν το σωματικό μέγεθος και μεταλλάγματα τους οδηγούν σε άτομα μειωμένου 

μεγέθους ενώ υπερέκφραση τους προκαλεί αυξημένο κυτταρικό πολλαπλασιασμό 

(Hipfner, Weigmann et al. 2002, Hyun, Lee et al. 2009). Εμείς αντίθετα παρατηρούμε 

αυξημένα επίπεδα των miRNA χωρίς αυξημένο μέγεθος των SnpSH1834/SnpSH1834 

ατόμων σε σχέση με τα αγρίου τύπου. Ίσως λοιπόν η αύξηση των επιπέδων τους να 

είναι έμμεσο αποτέλεσμα της διατάραξης του κυτταρικού κύκλου από τα μειωμένα 

επίπεδα ιστονών. Σε κάθε περίπτωση η εμπλοκή του Snp στα μονοπάτια των μικρών 

RNA θα πρέπει να μελετηθεί πιο διεξοδικά 
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