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Μια βασική διαδικασία κατά την ανάπτυξη των οργανισµών είναι η ανάθεση 

διαφορετικής µοίρας σε αρχικά ισοδύναµα κύτταρα. Στην Drosophila, η ανάλυση της 
πρώιµης ανάπτυξης του ενήλικου περιφερικού νευρικού συστήµατος (ΠΝΣ), που 
περιλαµβάνει επιδερµικά όργανα όπως τις αισθητήριες τρίχες (sensory bristles), 
έχει προσφέρει αξιοσηµείωτες γνώσεις στα γονίδια που αποφασίζουν µεταξύ της 
επιδερµικής και νευρικής τύχης. Κατά συνέπεια, τα προνευρικά γονίδια, που 
εκφράζονται από οµάδες κυττάρων γνωστές ως προνευρικές συστάδες (proneural 
clusters), παρέχουν σε αυτά τα κύτταρα τη δυνατότητα να γίνουν νευρικοί 
πρόδροµοι. Στη συνέχεια, κυτταρικές αλληλεπιδράσεις µέσω του σηµατοδοτικού 
µονοπατιού Notch (N) επιτρέπουν µόνο σε ένα ή σε µερικά κύτταρα κάθε οµάδας να 
αποκτήσουν τη νευρική µοίρα, ενώ τα υπόλοιπα κύτταρα γίνονται επιδερµίδα 
(Artavanis-Tsakonas and Simpson 1991).  

Μεταξύ των καλύτερα χαρακτηρισµένων προνευρικών γονιδίων είναι τα 
achaete (ac) και scute (sc), δύο µέλη του συµπλόκου ac–sc (AS-C) (Campuzano και 
Modolell 1992). Τα γονίδια αυτά κωδικοποιούν µεταγραφικούς παράγοντες της 
bHLH οικογένειας. Οι πρωτεΐνες Ac και Sc, που είναι σε µεγάλο βαθµό λειτουργικά 
πλεονάζουσες, εµφανίζονται να λειτουργούν in vivo ως ετεροδιµερή µε την πρωτεΐνη 
Daughterless (Murre et al. 1989). 

Η έκφραση του ac και του sc στις προνευρικές οµάδες των αναπτυξιακών 
δίσκων ρυθµίζεται από µεταγραφικούς παράγοντες προσχεδιασµού που 
αλληλεπιδρούν µε τις cis-ρυθµιστικές περιοχές (enhancers) του συµπλόκου AS-C 
και ενεργοποιούν συγχρόνως το ac και το sc, έτσι ώστε να συνεκφράζονται σε όλες 
τις προνευρικές οµάδες (Ghysen and Dambly-Chaudiere 1988; Gomez-Skarmeta 
et al. 1995). Μια χαρακτηριστική οµάδα του αναπτυξιακού δίσκου του φτερού που 
θα δηµιουργήσει µια θωρακική µακροχαίτη αποτελείται από 20-30 κύτταρα, αλλά το 
µητρικό αισθητήριο κύτταρο (sensory mother cell - SMC) εµφανίζεται να 
επιλέγεται µεταξύ µιας µικρότερης οµάδας κυττάρων (το προνευρικό πεδίο- 
proneural field) που συσσωρεύει πιο υψηλά επίπεδα πρωτεϊνών Ac/Sc από τα 
γειτονικά της (Cubas et al. 1991; Skeath and Carroll 1991; Cubas and Modolell 
1992). Τα κύτταρα του προνευρικού πεδίου και το κύτταρο SMC, που συσσωρεύουν 
ακόµα πιο υψηλά επίπεδα των πρωτεϊνών Ac/Sc, καταλαµβάνουν πάντα την ίδια 
θέση µέσα στη προνευρική οµάδα. Το κύτταρο SMC συσσωρεύει επίσης την bHLH 
πρωτεΐνη Asense που και αυτή κωδικοποιείται από το σύµπλοκο AS-C (Brand et al. 
1993; Domýnguez and Campuzano 1993; Jarman et al. 1993). Οι προαναφερθείσες 
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bHLH πρωτεΐνες συµβάλλουν όλες µαζί ώστε τα κύτταρα να ακολουθήσουν το 
νευρικό µονοπάτι διαφοροποίησης. 

Η σηµατοδότηση µεταξύ των κυττάρων των προνευρικών οµάδων 
διαµεσολαβείται από τις διαµεµβρανικές πρωτεΐνες Delta (Dl) και Notch, που 
δρουν ως ποµπός και δέκτης του σήµατος αντίστοιχα (Heitzler και Simpson 1991). 
Στο κύτταρο δέκτη, η ενεργοποίηση του Notch υποδοχέα προωθεί, µε τη βοήθεια 
του µεταγραφικού παράγοντα Suppressor of Hairless [Su(H)], την έκφραση των 
bHLH γονιδίων του συµπλόκου Enhancer of split  [E(spl)-C]  (Bailey και Posakony 
1995, Lecourtois και Schweisguth 1995). Οι E(spl) πρωτεΐνες ανταγωνίζονται τη 
λειτουργία των προνευρικών πρωτεϊνών, είτε µε απευθείας πρόσδεση σε αυτές 
εµποδίζουν την δράση τους, είτε παρεµπόδιζοντας την ενεργοποίηση των γονιδίων 
στόχων τους  (Giatzoglou et al. 2003, Oellers et al. 1994; Ohsako et al. 1994; 
Van Doren et al. 1994; Heitzler et al. 1996). Θεωρείται ότι όσο µεγαλύτερα 
επίπεδα προνευρικών πρωτεϊνών συσσωρεύει ένα κύτταρο, τόσο ισχυρότερη είναι η 
ικανότητά του να στέλνει σήµα (µέσω του Delta) ενώ παράλληλα µειώνεται η 
ικανότητά του να δέχεται σήµα από τα γειτονικά του (µέσω του Notch υποδοχέα). 

Κατά συνέπεια σε µια προνευρική οµάδα, τα κύτταρα που έχουν τα πιο υψηλά 
επίπεδα προνευρικών πρωτεϊνών τείνουν να «δραπετεύουν» από την πλευρική 
αναστολή. Όταν σ’ ένα κύτταρο συµβεί αυτό, γίνεται SMC, στέλνει το µέγιστο σήµα, 
και αποτρέπει τους γείτονές του να αποκτήσουν την ίδια µοίρα (πλευρική αναστολή) 
(Simpson 1990, 1997; Heitzler and Simpson 1991). 

 
 

ΟΟΟ   ρρρόόόλλλοοοςςς   τττοοουυυ   εεενννιιισσσχχχυυυτττήήή   SSSMMMCCC      
   

Ένα από τα πιο πρώιµα σηµάδια της επιλογής ενός κυττάρου SMC είναι η 
µεγάλη συσσώρευση προνευρικών πρωτεϊνών, η οποία είναι ανεξάρτητη από τον 
τρόπο που γίνεται η αρχική  έκφραση των γονιδίων ac–sc στην προνευρική οµάδα  
(Cubas et al. 1991; Skeath and Carroll 1991).  

Στο DNA του συµπλόκου AS-C και µέσα σε µια περιοχή των 3,7 kb ανοδικά 
του γονιδίου sc, υπάρχει ένας ενισχυτής ικανός για να προκαλέσει έκφραση του 
γονιδίου της β-γαλακτοσιδάσης ειδικά στα κύτταρα SMCs (Martinez και Modolell 
1991). Επειδή αυτός ο ενισχυτής µπορεί να είναι υπεύθυνος για την αυξανόµενη 
έκφραση του sc σε αυτά τα κύτταρα, χαρακτηρίστηκε περαιτέρω από τους Culi et al 
(1998) µε την ελπίδα να κατανοηθεί ο τρόπος επιλογής του κυττάρου SMC. 

Έτσι βρέθηκε ότι ένα τµήµα των 356 βάσεων (SRV–lacZ) ήταν αρκετό για την 
έκφραση του γονιδίου της β-γαλακτοσιδάσης ειδικά στα SMCs. 
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Παράλληλα έδειξαν ότι η αυξανόµενη συσσώρευση της πρωτεΐνης Sc µέσω  

αυτού του ενισχυτή στο κύτταρο SMC, απουσία των υπόλοιπων πρωτεϊνών του 
συµπλόκου AS-C, είναι ικάνη για την ανάπτυξη των µακροχαιτών. Εποµένως η 
υψηλή συσσώρευση των προνευρικών πρωτεϊνών στο πρόδροµο κύτταρο του 
αισθητηρίου οργάνου είναι κατά κάποιον τρόπο προϋπόθεση για την ανάπτυξη του 
αισθητηρίου οργάνου. Αυτήν την συνθήκη φαίνεται να εκπληρώνει ο ενισχυτής SMC. 

 
 

ΕΕΕξξξεεελλλιιικκκτττιιικκκάάά   σσσυυυννντττηηηρρρηηηµµµέέένννεεεςςς   αααλλλλλληηηλλλοοουυυχχχίίίεεεςςς   τττοοουυυ   εεενννιιισσσχχχυυυτττήήή   SSSMMMCCC   
   

Συγκρίνοντας οι Culi et al (1998) την αλληλουχία του ενισχυτή SMC του 
γονιδίου sc της Drosophila melanogaster µε την αλληλουχία ανοδικά του γονιδίου 
sc της Drosophila virilis βρήκαν σηµαντικές οµοιότητες µόνο µέσα σε ένα τµήµα 
362 βάσεων τοποθετηµένο 4.3 kb ανοδικά του ενδογενούς γονιδίου sc της D. virilis. 
Οι συντηρηµένες αλληλουχίες περιείχαν τρία µοτίβα τύπου E box, τα οποία 
αποτελούν πιθανές θέσεις πρόσδεσης των bHLH  πρωτεϊνών Ac, Sc, και Da (for 
review, see Ohsako et al. 1994). ∆ίπλα στο πιο κοντινό, ως προς το sc γονίδιο, E 
box υπάρχει µια θέση πρόσδεσης (Εc box) που µπορεί να αναγνωριστεί από τις 
bHLH πρωτεΐνες του συµπλόκου E(spl)-C (Tietze et al. 1992; Ohsako et al. 1994). 

Επιπλέον, υπήρχαν τρία αντίγραφα ενός µοτίβου που µοιάζει µε αυτό που 
αναγνωρίζουν  οι µεταγραφικοί παράγοντες της οικογένειας NF-kB (που 
ονοµάσθηκαν a1, a2 και a3) (for review, see Lenardo and Baltimore 1989), και 
ενός πλούσιου σε Τ µοτίβου (β1, β2, β3), το οποίο δεν µοιάζει µε τις γνωστές 
θέσεις πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων. 
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Με στόχο την διερεύνηση της λειτουργικής σηµασίας αυτών των µοτίβων, κάθε 

ένα µεταλλάχτηκε χωριστά και η ενεργότητα των τροποποιηµένων ενισχυτών 
δοκιµάστηκε in vivo. Μεταλλαγή του E1 box και σε µικρότερο βαθµό των E2, a2, a3, 
και β2 µοτίβων µείωσε δραστικά τη λειτουργία των ενισχυτών. Αντίθετα, µεταλλαγή 
στα µοτίβα E3, a1, β3, ή Εc τροποποίησε ελάχιστα ή και καθόλου την δράση του 
ενισχυτή. Ταυτόχρονη µεταλλαγή του a2 και a3 µοτίβου δεν µείωσε περαιτέρω την 
εναποµείνασα δραστηριότητα του ενισχυτή που εµφανιζόταν µε µεταλλαγή του ενός 
µόνο µοτίβου.  
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ΑΑΑυυυτττοοοεεενννεεερρργγγοοοππποοοιιιήήήσσσηηη   τττοοουυυ   γγγοοονννιιιδδδίίίοοουυυ   sssccc   σσστττααα   κκκύύύτττττταααρρρααα   SSSMMMCCC   
 
Ο ενισχυτής SMC προωθεί την αυτοενεργοποιήση του γονιδίου sc, αν και µόνο 

παρουσία των πρόσθετων ενεργοποιητικών παραγόντων. Αυτό το συµπέρασµα 
συνάγεται από πειράµατα in vitro όπου βρέθηκε ότι τα ετεροδιµερή Da/Sc 
προσδένονται στα µοτίβα Ε1 και Ε2. Αλλά και από in vivo δεδοµένα όπου ένας 
µινιενισχυτής αποτελούµενος µόνο από E1 µοτίβα έχει ένα πολύ ευρύτερο πρότυπο 
έκφρασης από αυτό του SMC, που συµπίπτει µε τις προνευρικές οµάδες, εκεί 
δηλαδή που εκφράζονται οι προνευρικές πρωτεΐνες. Παράλληλα από πειράµατα in 
vivo διαπιστώθηκε ότι η υπερσυσσώρευση της πρωτεΐνης Sc από µόνη της δεν είναι 
αρκετή για να προκαλέσει την ενεργοποίηση του ενισχυτή SMC σε κύτταρα που δεν 
είναι SMC. 
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ΤΤΤααα   ΕΕΕ   bbboooxxx   κκκαααιιι   aaa   bbboooxxx   εεείίίννναααιιι   αααρρρκκκεεετττάάά   γγγιιιααα   τττηηηννν      
κκκααατττααασσσκκκεεευυυήήή   εεενννόόόςςς   SSSMMMCCC---εεειιιδδδιιικκκοοούύύ   εεενννιιισσσχχχυυυτττήήή...   

 
Το γεγονός της απαραίτητης συµµετοχής  κάποιων µεταγραφικών παραγόντων 

παράλληλα µε τις προνευρικές πρωτεΐνες οδηγεί στην υπόθεση ότι ίσως αυτοί οι 
παράγοντες προσδένονται πάνω στο α box ή στο β box. Πράγµατι ένας µινιενισχυ-
τής αποτελούµενος από τέσσερις επαναλήψεις ενός ολιγονουκλεοτιδίου που 
περιέχει δύο Ε1 box και ένα α box, είναι ικανός να οδηγήσει την έκφραση του 
γονιδίου της β-γαλακτοσιδάσης ειδικά σε κύτταρα SMC. Το γεγονός ότι η ίδια 
κατασκευή µε κατεστραµµένα α box οδηγεί, όπως προαναφέραµε, την έκφραση στις 
προνευρικές οµάδες, µας οδηγεί στο συµπέρασµα ότι το α box έχει ρόλο στον 
περιορισµό της έκφρασης σε ένα µόνο κύτταρο (το SMC) της προνευρικής οµάδας. 
Ενώ ο παραπάνω µινιενισχυτής µε κατεστραµµένα τα Ε box και λειτουργικά µόνο τα 
α box δεν είναι ικανός να προκαλέσει ενεργοποίηση. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   
   
   
   
   

∆∆∆ιιιααατττήήήρρρηηησσσηηη   τττωωωννν   µµµοοοτττίίίβββωωωννν   τττοοουυυ   εεενννιιισσσχχχυυυτττήήή   SSSMMMCCC   σσσεεε   άάάλλλλλλααα   γγγοοονννίίίδδδιιιααα   
 
Παράλληλα σύγκριση των ρυθµιστικών περιοχών του γονιδίου asense της 

Drosophila melanogaster και της Drosophila virilis αποκάλυψε την ύπαρξη 
τεσσάρων E box, ενός Εc box, δύο a box, και ενός β box. Έτσι για άλλη µια φορά, 
ενισχύθηκε η συσχέτιση αυτών των µοτίβων µε την λειτουργία του ενισχυτή SMC. 
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Επιπλέον, το νευρογόνο γονίδιο  Bearded, το οποίο εκφράζεται στις προνευρικές 
οµάδες και στα κύτταρα SMC, περιέχει στις ρυθµιστικές περιοχές του ένα E box, 
που είναι απαραίτητο για την έκφρασή του καθώς και ένα µοτίβο όµοιο µε το α2 box. 
Ένα εξελικτικά συντηρηµένο α box υπάρχει στην ρυθµιστική περιοχή του γονιδίου 
rough, ενός homeobox γονιδίου απαραίτητο για την επιλεκτική διαφοροποίηση του 
R8 φωτοϋποδοχέα. 

 
ΟΟΟ   εεενννιιισσσχχχυυυτττήήήςςς   SSSMMMCCC   εεελλλέέέγγγχχχεεεττταααιιι   αααπππόόό   τττοοο   σσσηηηµµµααατττοοοδδδοοοτττιιικκκόόό   µµµοοονννοοοπππάάάτττιιι   NNNoootttccchhh   

Το σηµατοδοτικό µονοπάτι του Notch συµβάλλει στην επιλογή του κυττάρου 
SMC από το σύνολο των κυττάρων της προνευρικής οµάδας (Artavanis-Tsakonas 
and Simpson 1991). Όταν το µονοπάτι Notch είναι µη λειτουργικό, για παράδειγµα 
σε µεταλλαγές του γονιδίου Su(H), οι προνευρικές πρωτεΐνες συσσωρεύονται σε 
πολλά κύτταρα της προνευρικής οµάδας (Schweisguth and Posakony 1994). Στην 
περίπτωση αυτή ο ενισχυτής SMC οδηγεί στην εκφραση του lacZ σε πολλά κύτταρα 
της προνευρικής οµάδας. Ενώ ο ενισχυτής που είναι υπεύθυνος για την έκφραση 
των κυττάρων της προνευρικής οµάδας παραµένει ανεπηρέαστος. 

Παράλληλα είναι γνωστό ότι οι πρωτεΐνες του συµπλόκου E(spl)-C ανιχνέυονται 
σε όλα τα κύτταρα της προνευρικής οµάδας, εκτός από το κύτταρο SMC (Jennings 
et al. 1995). Αυτό συνδέεται µε το γεγονός ότι το κύτταρο SMC είναι αυτό που 
στέλνει το πιο δυνατό σήµα και εµποδίζει τα γειτονικά του από το να αποκτήσουν 
την νευρική τύχη. Εκτοπική έκφραση των πρωτεινών E(spl) εµποδίζει την 
δηµιουργία του κυττάρου SMC (Nakao et al. 1996, Tata et al. 1995, ).  

Στα υπόλοιπα κύτταρα της προνευρικής οµάδας, οι πρωτεΐνες bHLH E(spl), 
εµποδίζουν την αυτοενεργοποιήση του sc και τα αποτρέπουν από την απόκτηση της 
νευρικής µοίρας. Επίσης υπερέκφραση είτε της πρωτεΐνης E(spl)–m8 ή της E(spl)–
m7 βρέθηκε ότι σταµατά την ενεργότητα του ενισχυτή SMC και την ανάπτυξη του 
αντίστοιχου αισθητηρίου οργάνου. Αντίθετα, καθεµία αυτών των υπερεκφράσεων 
επέτρεψε την κανονική συσσώρευση των προνευρικών πρωτεϊνών στις προνευρικές 
οµάδες. Τα παραπάνω δεδοµένα οδηγούν στο συµπέρασµα ότι ο ενισχυτής SMC είναι 
o στόχος στην αναστολή µέσω των E(spl), και όχι οι ενισχυτές που οδηγούν την 
έκφραση στις προνευρικές οµάδες. 

Οι Culi et al (1998) πρότειναν το ακόλουθο µοντέλο για τον τρόπο ρύθµισης 
της έκφρασης του γονιδίου scute στο κύτταρο SMC και στα γειτονικά επιδερµικά 
του κύτταρα. Το κύριο σηµείο αυτού του µοντέλου είναι ότι οι πρωτεΐνες E(spl) 
καταστέλλουν την έκφραση του scute στο κύτταρο SMC, µέσω του ενισχυτή SMC, 
προσδενόµενες σ’ αυτόν µέσω αλληλεπίδρασης µε τον “alpha factor”. Αν και 
δεδοµένα του δικού µας εργαστηρίου (Giagtzoglou et al 2003) φαίνεται να 
αντικρούουν αυτόν τον τρόπο πρόσδεσης των πρωτεϊνών E(spl) στον ενισχυτή SMC. 
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Αντίθετα προτείνουν ότι οι E(spl) στρατολογούνται µέσω του Scute και όχι του 
παράγοντα ”alpha”. ∆εν αµφισβητούν όµως τον ρόλο του ”alpha” µεταγραφικού 
παράγοντα στην ρύθµιση SMC ειδικών ενισχυτών. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   
ΣΣΣκκκοοοπππόόόςςς   τττηηηςςς   πππαααρρροοούύύσσσαααςςς   µµµεεεττταααπππτττυυυχχχιιιααακκκήήήςςς   εεερρργγγααασσσίίίαααςςς   

Όπως φαίνεται και από τα παραπάνω δεδοµένα, ο µεταγραφικός παράγοντας 
(“alpha factor”) που προσδένεται στο α µοτίβο είναι βασικός για την ενεργοποίηση 
του γονιδίου scute και φαίνεται να έχει καθοριστικό ρόλο στην διαδικασία της 
πλευρικής αναστολής. Για τον λόγο αυτό προσπαθήσαµε να εντοπίσουµε τον 
παράγοντα αυτόν µέσω του συστήµατος του ενός υβριδίου. Ο προσδιορισµός της 
πρωτεΐνης αυτής θα µπορούσε να µας δώσει περισσότερες πληροφορίες για τον 
µηχανισµό επιλογής του κυττάρου SMC.  
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ΤΤοο  σσύύσσττηηµµαα  εεννόόςς  υυββρριιδδίίοουυ  ττοουυ  σσαακκχχααρροοµµύύκκηητταα  
ΓΓεεννιικκάά  

Το σύστηµα ενός υβριδίου στον σακχαροµύκητα (yeast one-hybrid system) 
είναι ένα από τα βασικότερα εργαλεία για την αποµόνωση νέων γονιδίων που 
κωδικοποιούν πρωτεΐνες, που έχουν την ικανότητα να προσδένονται σε µια ήδη 
γνωστή cis-ρυθµιστική αλληλουχία του DNA. Η αλληλουχία του DNA που 
χρησιµοποιείται καλείται «στοιχείο στόχος» (target element). 

Η µέθοδος αυτή προσφέρει τη µέγιστη ευαισθησία για την ανίχνευση των 
αλληλεπιδράσεων των πρωτεϊνών µε το DNA επειδή οι πρωτεΐνες διατηρούν την in 
vivo φυσική τους διαµόρφωση. Επιπλέον, το γονίδιο που κωδικοποιεί την 
αναζητούµενη πρωτεΐνη είναι άµεσα διαθέσιµο µετά από µια διαλογή της 
βιβλιοθηκης (library screening).  

Για την πραγµατοποίηση της παραπάνω µεθόδου απαιτείται η κατασκευή µιας 
αλληλουχίας αποτελούµενης από επαναλαµβανόµενα αντίγραφα των cis-ρυθµιστικών 
στοιχείων του DNA που µας ενδιαφέρει. Η παραπάνω αλληλουχία κλωνοποιείται 
ανοδικά του υποκινητή ενός γονιδίου ανταποκριτή (reporter gene) που µπορεί να 
είναι για παράδειγµα είτε το HIS3, είτε το γονίδιο της β-γαλακτοσιδάσης (lacZ). 
Υπάρχουν ειδικά πλασµίδια που χρησιµοποιούνται για αυτήν την κατασκευή. Μετά 
την παραπάνω κλωνοποιήση, το πλασµίδιο γίνεται γραµµικό και ενσωµατώµενο µέσω 
οµόλογου ανασυνδυασµού στο γονιδίωµα του σακχαροµύκητα. Το νέο στέλεχος που 
προκύπτει καλείται στέλεχος ανταποκριτής. 

Στη συνέχεια ακολουθεί ο µετασχηµατισµός του παραπάνω στελέχους µε µια 
cDNA βιβλιοθήκη. Τα αντίγραφα cDNA της βιβλιοθήκης αυτής είναι συντηγµένα µε 
την περιοχή ενεργοποίησης του µεταφραφικού παράγοντα Gal4. Έτσι προκύπτουν 
πρωτεΐνες που έχουν όλες ενεργοποιητική περιοχή του Gal4. Αν κάποια από αυτές 
έχει την ικανότητα να προσδένεται στο «στοιχείο στόχο», τότε θα προκαλέσει την 
έκφραση του γονιδίου ανταποκριτή. 

Αν για την επιλογή χρησιµοποιηθεί ως  γονίδιο ανταποκριτής το HIS3, τότε 
επειδή υπάρχει κάποια ‘‘διαρροή’’ στην έκφραση του γονιδίου, συνιστάται η προσθήκη 
κάποιας ποσότητας 3-amino-1,2,3-triazole (3-AT), ώστε να εξαλειφθούν τα 
«ψευδώς θετικά» (false positives). Το 3-AT είναι αναστολέας του HIS3 και 
εποµένως «εξουδετερώνει» κατά κάποιο τρόπο τα βασικά επίπεδα έκφρασης του 
γονιδίου ανταποκριτή. Το lacZ µπορεί να χρησιµοποιηθεί παράλληλα µε το HIS3, 
για επιβεβαιωτικό έλεγχο. 

Η µέθοδος ενός υβριδίου δίδει λιγότερα «ψευδώς θετικά» αποτελέσµατα σε 
σύγκριση µε την µέθοδο δύο υβριδίων και γι’ αυτό το λόγο αρκεί και µόνο το ένα 
γονίδιο ανταποκριτής για το «library screening». 
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ΕΕιιδδιικκάά  

Για το δικό µας “one hybrid” χρησιµοποιήθηκε ο µινιενισχυτής που 
περιγράφηκε από τους Culi et al. (1998) και ο οποίος αποτελείται από 4 
επαναλήψεις ενός ολιγονουκλεοτιδίου  που περιέχει ένα α box και δύο 
κατεστραµµένα Ε1 box.  
Η αλληλουχία του ενός ολιγονουκλεοτιδίου είναι η ακόλουθη: 
GATCCAAAGCAACCCCTAAGAACTAAATAGACCTGCGAGCTAAATAGACCTGCA 
  (α box)    (κατεστραµµένα Ε1 box) 

Ο παραπάνω µινιενισχυτής κλωνοποιήθηκε από προηγούµενους συναδέλφους 
(Νικο Γιαγτζόγλου) στους φορείς κλωνοποίησης FR13 και VS8 ως BamHI/EcoRI 
κοµµάτι. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Όπως φαίνεται παραπάνω οι φορείς κλωνοποίησης έχουν το γονίδιο 

ανθεκτικότητας σε αµπικιλλίνη (για επιλογή στα βακτήρια) καθώς και τον 
αυξοτροφικό µάρτυρα της ουρακίλης (για επιλογή στον σακχαροµύκητα). Επίσης ο 
φορέας FR13 έχει το γονίδιο ανταποκριτή HIS3 µε τον υποκινητή του ενδογενούς 
γονιδίου (78 βάσεις ανοδικά του +1). Ενώ ο φορέας VS8 έχει το lacZ γονίδιο 
ανταποκριτή, το προϊόν του οποίου (~1000 αµινοξέα) εκφράζεται σε σύντηξη µε τα 
πρώτα 143 αµινοξέα της πρωτεΐνης HIS3. Επίσης ο υποκινητής του lacZ 
προέρχεται από το ενδογενές γονίδιο HIS3 του σακχαροµύκητα (47 βάσεις ανοδικά 
του +1). 

Ο φορέας κλωνοποίησης FR13 εν συνεχεία έγινε γραµµικός χρησιµοποιώντας 
το ένζυµο XbaI και στην συνέχεια µέσω οµόλογου ανασυνδυασµού των άκρων του 
ενσωµατώθηκε στο γένωµα του στελέχους FT5 (MATalpha, ura3–52 trp1-D63 
leu2::pet56 his3-D200). Κατά τον ανασυνδυασµό ενσωµατωνόταν συγχρόνως και ο 
αυξοτροφικός µάρτυρας URA. Το στέλεχος που προέκυψε ονοµάστηκε 
FT5αx4HIS3. Ελέγξαµε τον επιτυχηµένο ανασυνδυασµό µε αντίδραση PCR (data 
not shown). 
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∆ηµιουργήσαµε παράλληλα και το στέλεχος FT5αx4lacZ µέσω µετασχηµα-

τισµού στο FT5 στέλεχος του πλασµιδίου VS8_αx4. Η επιλογή των 
µετασχηµατισµένων κυττάρων έγινε µέσω του URA αυξοτροφικού µάρτυρα. 

Η βιβλιοθήκη που χρησιµοποιήσαµε για την σάρωση (screening) περιείχε cDNA 
από έµβρυα ∆ροσόφιλας κλωνοποιηµένα στον φορέα pGAD10 ως EcoRI κοµµάτια. Η 
βιβλιοθήκη συνολικά περιείχε 2.000.000 διαφορετικούς cDNA κλώνους. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Συνθήκες µετασχηµατισµού: Για το µετασχηµατισµό του FT5αx4HIS3 στελέχους 
µε το cDNA της βιβλιοθήκης χρησιµοποιήσαµε το πρωτόκολλο των Gietz et al., 
ενώ βρέθηκαν οι βέλτιστες συνθήκες και χρησιµοποιήθηκαν ως εξής: 

20 αντιδράσεις µε 20 ml καλλιέργεια (OD=0,8) και σε καθεµιά προσθέταµε: 
400ng cDNA βιβλιοθήκης 
240λ PEG 50% 
36λ LiCl 1M 
7λ salmon sperm  
Η2Ο µέχρι 360λ. 
Το heatshock γινόταν για 20-25 λεπτά στους 42οC και έπειτα αφήναµε να 

κύτταρα να ανακάµψουν 30-40 λεπτά πριν τα απλώσουµε σε πιάτα επιλογής. 
 

“Plasmid rescue”: για την αποµόνωση του πλασµιδίου της βιβλιοθήκης αρχικά 
αποµονώναµε DNA (χρωµοσωµικό και πλασµιδιακό) από τους κλώνους του 
σακχαροµύκητα και στην συνέχεια το χρησιµοποιούσαµε για να µετασχηµατίσουµε 
κύτταρα E. coli. Μόνο το πλασµίδιο είχε την ικανότητα να πολλαπλασιάζεται στα 
βακτηριακά κύτταρα και να τους δίδει την ικανότητα επιβίωσης στο αντιβιοτικό 
αµπικιλλίνη. 
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∆∆∆ιιιαααλλλοοογγγήήή   τττηηηςςς   βββιιιβββλλλιιιοοοθθθήήήκκκηηηςςς   cccDDDNNNAAA   

Μετά την δηµιουργία του FT5αx4HIS3 στελέχους ελέγξαµε την ελάχιστη 
ποσότητα του χηµικού αναστολέα 3-ΑΤ που απαιτείται για την «εξουδετέρωση» των 
βασικών επιπέδων έκφρασης του HIS3 γονιδίου. ∆ιαπιστώθηκε ότι µε την 
προσθήκη 1mM 3-ΑΤ «εξουδετερώναµε» τα βασικά επίπεδα µεταγραφής. Για την 
διαλογή της βιβλιοθήκης χρησιµοποιήσαµε 3,7 mM 3-ΑΤ, έτσι ώστε να κάνουµε πιο 
αυστηρή την επιλογή και να µειώσουµε τον αριθµό των «ψευδώς θετικών». 

Κατά τον µετασχηµατισµό του στελέχους χρησιµοποιήσαµε 8µg από τη cDNA 
βιβλιοθήκη. Η καλλιέργεια του FT5αx4HIS3 που µετασχηµατίστηκε ήταν περίπου 
400ml µε OD=0,8. ∆ηλαδή συνολικά 2-3 δισεκατοµµύρια κύτταρα. 

Τα αρχικά µετασχηµατισµένα κύτταρα που πήραµε ήταν 7,5 εκατοµµύρια 
περίπου. Από αυτά µόλις τα 73 επέζησαν κατά την επιλογή µε το 3-ΑΤ και µέσα σε 
χρονικό διάστηµα 8 ηµερών.  

 
ΑΑΑρρρχχχιιικκκάάά   εεεπππίίίπππεεεδδδααα   εεεπππιιιβββίίίωωωσσσηηηςςς   τττωωωννν   κκκλλλώώώνννωωωννν   σσσεεε   333---ΑΑΑΤΤΤ      

Αρχικά ελέγξαµε την µέγιστη αρχική συγκέντρωση 3-ΑΤ στην οποία µπορούσαν 
να µεγαλώσουν οι κλώνοι µας. Όπως φαίνεται και στις ακόλουθες φωτογραφίες  
µετά από 4 µέρες αρκετοί κλώνοι µπορούσαν να µεγαλώσουν ακόµα και σε 30 mM 
3-ΑΤ (π.χ. Νο 18, 20, 57). Επίσης διαπιστώθηκε ότι ο κλώνος Νο38 είναι κάποια 
µόλυνση. 
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ΑΑΑππποοοµµµόόόνννωωωσσσηηη   τττοοουυυ   πππλλλααασσσµµµ ιιιδδδίίίοοουυυ   τττηηηςςς   βββιιιβββλλλιιιοοοθθθήήήκκκηηηςςς   κκκαααιιι   χχχαααρρρααακκκτττηηηρρριιισσσµµµόόόςςς   τττοοουυυ   

Στην συνέχεια προχωρήσαµε στην διαδικασία αποµόνωσης του πλασµιδίου της 
βιβλιοθήκης από τα κύτταρα του σακχαροµύκητα. Η αποµόνωση αυτή έγινε 
µετασχηµατίζοντας κύτταρα E. coli µε το DNA κάθε κλώνου. Ο µετασχηµατισµός 
αυτός απαιτεί υψηλή ικανότητα µετασχηµατισµού των βακτηριακών κυττάρων και γι’ 
αυτό το λόγο πήραµε λίγες αποικίες από κάθε µετασχηµατισµό.  

Ο αριθµός των αποικιών που πήραµε σε κάθε µετασχηµατισµό αναγράφεται 
στην δεύτερη στήλη του ακόλουθου πίνακα για κάθε κλώνο χωριστά. Στις 
περιπτώσεις των κλώνων 6, 11, 41, 44, 62 αν και έγιναν ως και 8 προσπάθειες 
µετασχηµατισµού δεν καταφέραµε να πάρουµε αποικίες και πιθανόν αυτό να 
οφείλεται στο γεγονός ότι οι κλώνοι αυτοί δεν περιείχαν πλασµίδιο της βιβλιοθήκης 
και συµπληρώνεται η αυξοτροφία της λευκίνης µέσω κάποιας µεταλλαγής του 
κλώνου. 

Για να χαρακτηρίσουµε το ένθεµα κάθε κλώνου, κάναµε πέψη µε το 
περιοριστικό ένζυµο EcoRI, αφού τα cDNA της βιβλιοθήκης είναι κλωνοποιηµένα 
ως EcoRI κοµµάτια  στον φορέα pGAD10.  

Σε κάποιες περιπτώσεις αποµονώσαµε διαφορετικά πλασµίδια από τις 
προκύπτουσες αποικίες. Έτσι στους κλώνους Νο 22, 23, 24, 28, 34, 37, 45, 60, 
64 και 67 αποµονώσαµε δύο διαφορετικά πλασµίδια (τα µεγέθη των διαφορετικών 
ενθεµάτων χωρίζονται µε κάθετο) ενώ στους κλώνους Νο 29 και 49 τα 
διαφορετικά πλασµίδια ήταν 3.  

Στους κλώνους 2, 20 και 59 µετά την πέψη µε EcoRI δεν εµφανιζόταν κάποια 
ζώνη του ενθέµατος (µόνο η ζώνη του pGAD10) γεγονός που ίσως οφειλόταν είτε 
στο µικρό µέγεθος του ενθέτου (<100 βάσεις), είτε στην ύπαρξη εσωτερικών 
θέσεων EcoRI που έκοβαν το ένθεµα σε πολύ µικρά κοµµάτια που δεν ήταν 
ανιχνεύσιµα στο πήκτωµα αγαρόζης. 
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Μέγεθος ενθέµατος 
µετά από πέψη µε 

EcoRI ένζυµο 

1 2 250+750 6     
2 1 καµία ζώνη 7 1 350+750 
3 2 600 8 2 400+650 
4 1 1100 9 3 700 (διπλή ζώνη) 
5 2 650 10 7 350 
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Μέγεθος ενθέµατος 
µετά από πέψη µε 

EcoRI ένζυµο 

11       43 3 750 
12 1 700   44     
13 1 700 (διπλή ζώνη)   45 2 300    ///   666000000
14 3 750 (διπλή ζώνη)   46 1 400 
15 1 900   47 1 500 
16 3 650 + 900 + 1700   48 2 900 
17 2 700   49 4 350    /// 666000000  ///   222000000 
18 1 1200   50 3 700 
19 2 200   51 2 650 
20 2 καµία ζώνη   52 1 700 
21 1 2300   53 2 400 
22 2 1700    ///      666000000   54 1 750 
23 3 700    ///      999000000   55 2 700 
24 3 200 + 300 + 400 ///   777000000   56 2 650 
25 3 600   57 1 200 
26 3 600   58 2 350 
27 1 1600   59 2 καµία ζώνη 
28 3 250 + 400  /// 999000000   60 3 650    /// 666000000
29 3 400    /// 111111000000 ///    111222000000   61 2 300+1800 
30 3 850   62     
31 3 350   63 1 650 
32 1 1800   64 2 500 ///   777000000
33 3 200+700   65 3 250+400 
34 3 400       ///   888000000   66 1 600 
35 3 350+450   67 3 1400          /// 666000000
36 1 750   68 1 900 
37 3 700    ///          666000000   69 1 300 
38   µόλυνση   70 1 400+550 
39 1 850   71 2 800 
40 2 700   72 3 300+850 
41       73 4 350+600 
42 3 850      
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“““ΕΕΕπππαααννναααµµµεεετττααασσσχχχηηηµµµααατττιιισσσµµµόόόςςς”””   τττοοουυυ   σσστττεεελλλέέέχχχοοουυυςςς   FFFTTT555aaaxxx444HHHIIISSS333      
Εν συνεχεία προχωρήσαµε στον “επανα-µετασχηµατισµό” του στελέχους 

FT5ax4HIS3 µε τα αποµονωθέντα πλασµίδια έτσι ώστε να ελέγξουµε αν η αρχική 
επιβίωση των κλώνων παρουσία 3-ΑΤ, οφειλόταν στα πλασµίδια της βιβλιοθήκης 
που αυτά έφεραν. Στις περιπτώσεις που είχαµε αποµονώσει περισσότερα από ένα 
πλασµίδια σε κάποιον κλώνο (π.χ. Νο 22) χρησιµοποιήσαµε όλα τα πλασµίδια 
χωριστά για να δηµιουργήσουµε αντίστοιχο αριθµό νέων στελεχών (Νο 22.1 και 
22.2). Ελέγξαµε την ικανότητα επιβίωσης όλων των καινούριων στελεχών για να 
δούµε αν επαναλαµβάνεται η επιβίωση παρουσία 3-ΑΤ. 

Οι συγκεντρώσεις 3-ΑΤ που χρησιµοποιήσαµε ήταν 4 mM, 10 mM, 20 mM και 
30 mM. Ο έλεγχος αυτός επαναλήφθηκε 4 φορές χρησιµοποιώντας για κάθε 
στέλεχος τρεις διαφορετικές µετασχηµατισµένες αποικίες ώστε να αποκλείσουµε 
την πιθανότητα κάποιας µεταλλαγής. Πράγµατι όπως φαίνεται και στην παρακάτω 
φωτογραφία µόνο ο κλώνος Νο21 επανεµφάνισε την ικανότητα επιβίωσης σε 3-ΑΤ 
ακόµα και σε συγκέντρωση 30mM. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Στην παραπάνω εικόνα φαίνεται µόνο το πιάτο που περιέχει τον κλώνο Νο 21, 

αφού οι κλώνοι όλων των υπόλοιπων πιάτων δεν επιβίωναν (όπως τους κλώνους 
17-19 παραπάνω). Επίσης παραπάνω στο πρώτο πιάτο προσφέρουµε στα κύτταρα 
την ιστιδίνη (όχι όµως λευκίνη, ούτε ουρακίλη), έτσι ώστε να δείξουµε ότι τα 
κύτταρα κατά τα άλλα είναι ικανά να επιβιώσουν. Ενώ στο δεύτερο πιάτο δεν 
προσθέτουµε ιστιδίνη, αλλά αντίθετα προσθέτουµε 3-ΑΤ ώστε να κάνουµε πιο 
αυστηρή επιλογή. 

Έτσι στείλαµε για αλληλούχιση των κλώνο Νο21, ώστε να δούµε την ταυτότητα 
του cDNA που αυτός περιέχει.  
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ΜΜΜεεετττααασσσχχχηηηµµµααατττιιισσσµµµόόόςςς”””   τττοοουυυ   σσστττεεελλλέέέχχχοοουυυςςς   FFFTTT555aaaxxx444lllaaacccZZZ   

Παράλληλα µετασχηµατίσαµε το στέλεχος FT5αx4lacZ µε τα περισσότερα από 
τα παραπάνω πλασµίδια για να ελέγξουµε το δεύτερο γονίδιο αναφοράς, αλλά 
δυστυχώς τα αποτελέσµατα από εκεί δεν ήταν και τόσο ενθαρρυντικά. Ούτε το 
πλασµίδιο από το Νο21 κλώνο εµφάνιζε δραστικότητα β-γαλακτοσιδάσης. Πιο 
συγκεκριµένα όταν κάναµε πιάτα Xgal κάποιες αποικίες γινόταν µπλε µετά την 
παρέλευση 5 ηµερών (µη αξιόπιστο δεδοµένο), ενώ όταν χρησιµοποιήσαµε µέτρηση 
της β- γαλακτοσιδάσης σε υγρή καλλιέργεια µε ONPG αυτή γινόταν λίγο κίτρινη µετά 
από 12 ώρες (επίσης µη αξιόπιστο δεδοµένο). Βέβαια το γεγονός αυτό µπορεί να 
οφείλεται είτε σε κάποια µεταλλαγή του φορέα VS8 µε αποτέλεσµα το mRNA της 
συντηγµένης πρωτεΐνης να µην δίδει προϊόν (π.χ. λόγω λάθους στο πλαίσιο 
διαβάσµατος), είτε ακόµα και στο γεγονός ότι οι υποκινητές των δύο γονιδίων 
αναφοράς δεν είναι ακριβώς οι ίδιοι, συνυπολογίζοντας το δεδοµένο ότι η µέτρηση 
της β-γαλακτοσιδάσης είναι λιγότερο ευαίσθητη µέτρηση συγκριτικά µε την HIS3. 

 
 

ΑΑΑλλλλλληηηλλλοοουυυχχχίίίααα   τττοοουυυ   κκκλλλώώώνννοοουυυ   ΝΝΝοοο222111   
Η αλληλουχία του κλώνου ήταν οι ακόλουθη: 
Κάνοντας Blast στην βάση δεδοµένων (http://www.ncbi.nih.gov/blast) διαπιστώσαµε 

ότι ο κλώνος µας αντιστοιχεί στην ισοµορφή 54.6 της πρωτεΐνης mod(mdg4). 
Μάλιστα περιλαµβάνει όλη την κωδική περιοχή της ισοµορφής αυτής (θέση 159-
1655). Παράλληλα στην αλληλουχία φαίνονται οι αλληλουχίες σύνδεσης της 
βιβλιοθήκης (διπλά υπογραµµισµένες) 

 
1  GAATTCGCGGCCGGTCGACGTCAAAGAACTCGGACGCGTTCTGCGTGTCG 
51 GCCGCGCTAGCAAAAAACTCTGGCTTTAGTTAGTTATTTTATTGGAAAAA 
101 TATTTAGTCAAGAGCCAACAAACGCATAGATACAGAAAAGTATTGATTTT 
151 CGTCCAAGATGGCGGACGACGAGCAATTCAGCTTGTGCTGGAACAACTTC 
201 AACACGAATTTGTCGGCCGGCTTCCACGAGTCGCTATGCCGCGGCGACCT 
251 GGTGGACGTCTCGCTGGCCGCCGAGGGCCAAATAGTGAAGGCCCACCGAT 
301 TGGTGTTATCCGTCTGCTCGCCCTTCTTCCGCAAGATGTTCACTCAGATG 
351 CCGTCGAACACCCACGCTATCGTATTCCTGAACAACGTCAGCCACTCGGC 
401 GCTGAAGGACCTCATCCAATTCATGTACTGCGGCGAGGTCAACGTGAAGC 
451 AGGACGCCCTGCCCGCGTTTATTAGCACCGCGGAATCGCTGCAAATCAAG 
501 GGGCTAACGGATAACGATCCTGCGCCTCAGCCGCCGCAGGAATCCAGCCC 
551 GCCGCCAGCAGCACCTCATGTACAACAACAGCAAATACCGGCTCAGCGGG 
601 TGCAGCGCCAGCAGCCTCGCGCCTCCGCCCGCTACAAGATCGAGACCGTG 
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651 GACGACGGCCTGGGCGACGAGAAACAGAGCACCACCCAGATCGTCATCCA 
701 GACCACGGCCGCACCCCAAGCCACCATTGTACAACAGCAGCAACCGCAGC 
751 AGGCGGCGCAGCAGATCCAATCGCAGCAGCTGCAGACGGGAACCACGACG 
801 ACGGCGACGCTGGTGTCGACAAACAAACGCTCTGCCCAGCGCTCCTCCCT 
851 GACCCCCGCCTCCTCGAGCGCCGGCGTAAAGCGCTCCAAGACAAGCACCTσ 
901 CCGCAAATGTTATGGACCCTCTCGACTCGACCACTGAAACTGGAGCCACG 
951 ACAACCGCCCAACTTGTGCCGCAACAGATCACCGTGCAAACCTCTGTGGT 
1001 CTCTGCGGCAGAAGCAAAGCTCCACCAGCAATCGCCGCAGCAGGTTCGAC 
1051 AGGAGGAAGCCGAGTACATTGATCTCCCCATGGAATTGCCCACGAAATCT 
1101 GAACCTGACTACTCTGAGGACCATGGCGACGCCGCCGGCGATGCCGAGGG 
1151 CACCTATGTGGAGGACGATACTTACGGAGACATGCGCTACGACGACAGCT 
1201 ACTTCACTGAAAACGAGGATGCTGGCAACCAGACTGCGGCAAATACGAGC 
1251 GGTGGCGGAGTGACGGCGACCACTTCCAAGGCTGTGGTCAAGCAACAGTC 
1301 CCAGAACTACAGTGAATCATCGTTTGTCGACACCAGCGGGGATCAGGGCA 
1351 ACACAGAGGCTCAAGTGACATTTGATGTGTTAACGGATCCCATCGTAAAA 
1401 CCCGATCAACACCAGCTGATGAAGCGCGTTCGTTTGTCCAAATCCATGGA 
1451 GGGCGTGCACTACGTTCGCACTCCGGCCGGGAATGTCGTTCTGCACTGTG 
1501 GGGAGCATCGTTACCTGCGGAATGCCGCCTATAAGGACAAGGTCTACTGG 
1551 AAGTGCAGCAAGTGGCGCAAGCAATGCCGCTCCCGCGTCATCACTCACAT 
1601 CTTGCCGAATGGCCAATCCCGCTACGCAGTCAGTGGCGTGCATAATCATC 
1651 CATAGATCAAAGAGCATTCAGAAGTCTGAATCGGGACACATACATAGCTG 
1701 TATAGATTAGGCAGCTTTTTGTACAGAATGATGTAGTAAACGAAATTGAA 
1751 CCGAAATCCATTTCTAGTTTTGCGCAATAACACCTTTTAATTTGTCAGAT 
1801 CTTAAGCTTGATATATAAACAGGCTTAGGATTATTTTGCAGAAGATAGTA 
1851 TTTATTAAGGTAAGGTGAGTGTGTTGCAATTGACTTGTTTAAAACTTTAC 
1901 TTATGTTTATGAATAGACCAACCTCTTGTTTTATTTTACTGTACCTAAAT 
1951 ATATATTTTTTTTACAAAAAAAAAGTCGACGCGGCCGCGAATTCCAGATC 
2001 TATGAATCGTAGATACTGAAAAACCCCGCAAGTTCACTTCAACTGTGCAT 
2051 CGTGCACCATCTCAATTCTttcA 

 
 

ΓΓΓεεενννιιικκκέέέςςς   πππλλληηηρρροοοφφφοοορρρίίίεεεςςς   γγγιιιααα   τττοοο   mmmoooddd(((mmmdddggg444)))   κκκαααιιι   χχχαααρρρααακκκτττηηηρρριιισσσµµµόόόςςς   τττοοουυυ   κκκλλλώώώνννοοουυυ   222111...   
 
Ο γονιδιακός τόπος του mod(mdg4) στην ∆ροσόφιλα εκτείνεται σε µια περιοχή 

των 28 kb και κωδικοποιεί 26 εναλλακτικές µορφές mRNA. Κάθε mRNA 
δηµιουργείται µέσω εναλλακτικού µατίσµατος των πρώτων τεσσάρων κοινών 
εξονίων (κόκκινα εξόνια) µε κάποιο από τα εξόνια που βρίσκονται καθοδικά αυτών  
(κίτρινα ή µπλε εξόνια). Τα κίτρινα εξόνια µεταγράφονται από την ίδια αλυσίδα του 
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DNA µε τα κοινά εξόνια, ενώ τα µπλε εξόνια µεταγράφονται από την αντίθετη 
αλυσίδα (trans-splicing) .  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Στο παραπάνω σχήµα φαίνεται και ο κλώνος Νο21 (µε χρώµατα αντίστοιχα της 

αλληλουχίας). Αν και από το σχήµα φαίνεται να απουσιάζει το εξόνιο 6 της 
ισοµορφής 54.6, δεν έχει αποτέλεσµα στην έκφραση της πρωτεΐνης µιας και το 
εξόνιο  6 αποτελεί 3’ µη µεταφραζόµενη περιοχή του mRNA. 

Παράλληλα διαπιστώσαµε ότι το παραπάνω cDNA δεν µεταγράφεται στο ίδιο 
αναγνωστικό πλαίσιο µε την ενεργοποιητική περιοχή (AD) του GAL4. Όµως επειδή 
ο κλώνος περιέχει ολόκληρη την κωδική περιοχή του γονιδίου θα µπορούσε η 
πρωτεΐνη που φτιάχνεται να χρησιµοποιεί την δική της ενεργοποιητική περιοχή, 
χωρίς να χρειάζεται το AD του GAL4. Ακόµα υπάρχει η πιθανότητα του λεγόµενου 
«read-through» δηλαδή παρά το γεγονός ότι υπάρχουν κωδικόνια λήξης µεταξύ του 
GAL4 και του cDNA, να τα «προσπερνά» η ριβοσωµική µηχανή και να παράγει την 
συντηγµένη πρωτεΐνη. 
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Η αµινοξική αλληλουχία της παραπάνω ισοµορφής είναι η ακόλουθη: 
MADDEQFSLCWNNFNTNLSAGFHESLCRGDLVDVSLAAEGQIVKAHRLVLSVCS
PFFRKMFTQMPSNTHAIVFLNNVSHSALKDLIQFMYCGEVNVKQDALPAFISTA
ESLQIKGLTDNDPAPQPPQESSPPPAAPHVQQQQIPAQRVQRQQPRASARYKIE
TVDDGLGDEKQSTTQIVIQTTAAPQATIVQQQQPQQAAQQIQSQQLQTGTTTTA
TLVSTNKRSAQRSSLTPASSSAGVKRSKTSTSANVMDPLDSTTETGATTTAQLV
PQQITVQTSVVSAAEAKLHQQSPQQVRQEEAEYIDLPMELPTKSEPDYSEDHGD
AAGDAEGTYVEDDTYGDMRYDDSYFTENEDAGNQTAANTSGGGVTATTSKAVVK
QQSQNYSESSFVDTSGDQGNTEAQVTFDVLTDPIVKPDQHQLMKRVRLSKSMEG
VHYVRTPAGNVVLHCGEHRYLRNAAYKDKVYWKCSKWRKQCRSRVITHILPNGQ
SRYAVSGVHNHP 

 
Παράλληλα χρησιµοποιώντας την βάση δεδοµένων SMART (http://smart.embl-

heidelberg.de) βρήκαµε τις ακόλουθες περιοχές στην πρωτεΐνη αυτή: 
 
 
 
 
 
 
 
 
Καταρχήν η πρωτεΐνη διαθέτει δύο αλληλεπικαλυπτόµενες περιοχές που 

καλούνται BTB/POZ. Είναι ένα πρωτεϊνικό µοτίβο που βρίσκεται στο αµινοτελικό 
άκρο αρκετών µεταγραφικών πρωτεϊνών που διαθέτουν συγχρόνως µια περιοχή 
γνωστή ως «δάκτυλος ψευδαργύρου» (zinc finger domain) του τύπου C2H2. Η 
περιοχή «δάκτυλος ψευδαργύρου» συµµετέχει σε αλληλεπιδράσεις των πρωτεϊνών 
µε το DNA. 

Η περιοχή BTB/POZ κωδικοποιείται από τα εξόνια 2-4 και φαίνεται στικτά 
υπογραµµισµένη στην παραπάνω αµινοξική αλληλουχία (από τα αµινοξέα 22-128 το 
πρώτο προβλεπόµενο BTB/POZ domain, και από 32-128 το δεύτερο προβλεπόµενο 
BTB/POZ domain). Το BTB/POZ domain έχει δειχτεί να συµµετέχει σε 
αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών, για όµο- ή ετεροδιµερισµό (Bardwell & Treisman, 
1994; Ahmad, Engel & Prive, 1998). 

Στο αµινοτελικό άκρο (αµινοξέα 435-497, υπογραµµισµένα) υπάρχει µια νέα 
µορφή µοτίβου Cys2His2, το οποίο βρίσκεται σε 22 από τις 26 ισοµορφές του 
mod(mdg4) (βλέπε εικόνα παρακάτω). Η περιοχή αυτή χαρακτηρίζεται από πέντε 
συντηρηµένα αµινοξέα, από τα οποία παίρνει και το όνοµά της, περιοχή FLYWCH. Η 
λειτουργία αυτής της περιοχής δεν έχει αποδειχτεί. Όµως ήδη υπάρχοντα 
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αποτελέσµατα των πρωτεϊνών  Mod(mdg4)-67.2 και Mod(mdg4)-56.3/DOOM 
προβλέπουν πιθανό ρόλο της περιοχής FLYWCH σε πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις 
(Gause, Morcillo & Dorsett, 2001).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
 Η πρωτεΐνη Mod(mdg4)-67.2 έχει δειχτεί να αλληλεπιδρά µέσω αυτής της 
περιοχής µε την DNA προσδενόµενη πρωτεΐνη Suppressor of Hairy-wing [Su(Hw)] 
και να έχει ρόλο στην λειτουργία περιοχών µε δράση µονωτή (insulator). 
Μεταλλαγές της πρωτεΐνης Mod(mdg4) ενισχύουν το λεγόµενο «position effect 
variegation» (PEV), δηλαδή της επίδρασης της χρωµοσωµικής θέσης στην έκφραση 
ενό γονιδίου. 

Η πρωτεΐνη Mod(mdg4) 56.3/DOOM έχει βρεθεί να αλληλεπιδρά µε την 
πρωτεΐνη IAP που είναι αναστολέας της αποπτωτικής πρωτεΐνης του Βακουλοϊού 
(Harvey, Bidwai & Miller, 1997). Για αυτήν την αλληλεπίδραση φάνηκε να είναι 
αρκετή η καρβοξυτελική περιοχή της πρωτεΐνης Doom. Η αλληλεπίδραση αυτή 
γίνεται µέσω του µοτίβου BIR της πρωτεΐνης IAP, που είναι µια περιοχή «δακτύλου 
ψευδαργύρου». Παράλληλα υπερέκφραση της πρωτεΐνης Doom σε κύτταρα της 
∆ροσοφιλικής σειράς S2 είχε ως αποτέλεσµα την απόπτωση των κυττάρων. 

Πρόσφατα η πρωτεΐνη PEB-1 του C. elegans, η οποία διαθέτει στο αµινοτελικό 
της άκρο την περιοχή FLYWCH  έχει εµπλακεί στην διαφοροποίηση των κυττάρων 
του φάρυγγα αλλά και κατά την µορφογένεση του οπισθίου εντέρου και της vulva 
(Thatcher et al., 2001). Η περιοχή FLYWCH έχει δειχτεί ότι έχει ρόλο στην ειδική 
πρόσδεση της πρωτεΐνης PEB-1 στο DNA (στην θέση TTTGCCGT). Όµως όσον 
αφορά τις ∆ροσοφιλικές πρωτεΐνες Mod(mdg4), ακόµα δεν έχει αποδειχτεί αν 
έχουν την ικανότητα να προσδένονται στο DNA. 
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Μερικοί από τους λόγους που µας κάνουν να πιστεύουµε ότι το mod(mdg4) 
ίσως είναι πράγµατι το γονίδιο που ψάχναµε παραθέτονται στη συνέχεια. 
Α) Οι Gorczyca et al. (1999) προσδιόρισαν το mod(mdg4) σε ένα «screen» για 
µεταλλαγές που εµπλέκονται στον µηχανισµό νεύρωσης των µυικών κυττάρων της 
προνύµφης. Ο φαινότυπος αυτής της µεταλλαγής, που οφειλόταν στο αλληλοµορφο 
bpd (branch point disrupted), ήταν ανώµαλες νευρικές διακλαδώσεις και βλάβες 
στην µεµβράνη των νευρικών κυττάρων. Οι συγγραφείς απέδιδαν πιθανό ρόλο του 
mod(mdg4) στην ρύθµιση της έκφρασης των νευρο-ειδικών γονιδίων.  
Β) Οι Giotz et al σε ένα µαζικό two-hybrid που έκαναν το 2003 βρήκαν ότι η 
πρωτεΐνη  Μod(mdg4) αλληλεπιδρά µε την bHLH πρωτεΐνη m7. Η πρωτεΐνη αυτή 
είναι µια από τις πρωτεΐνες του συµπλόκου E(spl), που αποτελούν όπως 
προαναφέραµε καθοδικούς τελεστές (downstream effectors) της ενεργοποίησης 
του υποδοχέα Notch. 
Γ) Οι Golovnin et al (2003) έδειξαν ότι η πρωτεΐνη Μod(mdg4) µαζί µε την 
Suppressor of Hairy-wing [Su(Hw)] εµπλέκονται την µεταγραφική ρύθµιση του 
συµπλόκου Achaete-Scute (AS-C).  

Πιο συγκεκριµένα ο ρόλος των Μod(mdg4) και Su(Hw) στην έκφραση των 
γονιδίων του AS-C έγινε φανερός όταν µε χρωµοσωµικές αναδιατάξεις 
τροποποίησαν την ρυθµιστική περιοχή του AS-C. Αρκετές ήδη περιγραµµένες 
αναστροφές µε σηµεία σηµεία θραύσεως στην AS-C ρυθµιστική περιοχή και στην 
κεντρική ετεροχρωµατίνη είχαν µικρή επίδραση στον φαινότυπο. Αυτό οδηγούσε 
στην υπόθεση ότι υπάρχουν κάποιες περιοχές που  εµποδίζουν αποτελεσµατικά την 
«εξάπλωση» (spread) της αποσιώπησης λόγω της ετεροχρωµατίνης  
(heterochromatic silencing).  
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Πιο συγκεκριµένα στην µεταλλαγή In(1)y3p όταν συγχρόνως υπάρχει απώλεια  

λειτουργίας είτε της πρωτεΐνης Μod(mdg4) είτε της Su(Hw) η έκφραση του 
γονιδίου yellow  δεν επηρεάζεται, σε αντίθεση µε την έκφραση των ac και sc 
(Golovnin, 2003) που µειώνεται ισχυρά. Το γεγονός αυτό υποστηρίζει ότι υπάρχει 
µια θέση πρόσδεσης των Μod(mdg4)/Su(Hw) µεταξύ yellow καιac που εµποδίζει 
την εξάπλωση της χρωµατίνης. Οπότε απουσία των πρωτεϊνών αυτών τα γονίδια  ac 
και sc επηρεάζονται πλέον από την κεντρική ετεροχρωµατίνη. 

Επίσης κατά τις αναστροφές της χρωµατίνης In(1)sc8 και In(1)scv2 γίνεται 
διαχωρισµός των γονιδίων ac και sc. Η αναγκαιότητα των Μod(mdg4) και Su(Hw) 
για την κανονική έκφραση του sc ενισχύει την υπόθεση ότι υπάρχουν και άλλες 
θέσεις πρόσδεσης των Μod(mdg4)/Su(Hw) ανοδικά του sc. Άλλωστε µην ξεχνάµε 
ότι ο ενισχυτής SMC βρίσκεται 3.7kb ανοδικά του sc. 

Τα παραπάνω δεδοµένα µας ωθούν να ελέγξουµε πιο προσεκτικά την 
ικανότητα της Μod(mdg4) να προσδένεται στον α box και στην συνέχεια τον ρόλο 
της στον καθορισµό του SMC κυττάρου. 
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