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ΠΡΟΛΟΓΟ΢ 0  
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ΠΕΡΙΛΗΧΗ 2  
 

 

Η «RNA σίγηση» είναι ένας διαοργανισμικός μοριακός μηχανισμός που 

διαμεσολαβείται από μία πληθώρα πρωτεϊνικών συμπλόκων, δρώντας 

«κατασταλτικά» σε συγκεκριμένες αλληλουχίες νουκλεϊκών οξέων, μέσω 

της καθοδήγησης αντικωδικών RNAs (antisense RNAs) των ~20-33 nt. Η 

«RNA σίγηση» δεν είναι ένας πανομοιότυπος μοριακός μηχανισμός 

μεταξύ των διάφορων οργανισμών. ΢ε καθένα από αυτούς εμφανίζει τις 

εξελικτικές του ιδιαιτερότητες. 

Πέραν από τις πρωτεΐνες, τα RNA και, γενικότερα, όλους εκείνους τους 

παράγοντες που συμβάλουν θετικά στην «RNA ΢ίγηση», παράλληλα 

υφίστανται και παράγοντες που την παρεμποδίζουν/ ρυθμίζουν. Αυτοί οι 

παράγοντες διακρίνονται σε εξωγενείς και ενδογενείς. ΢τους εξωγενείς 

συγκαταλέγονται κυρίως πρωτεΐνες ιών, ενώ στους ενδογενείς πρωτεΐνες 

του ίδιου του φυτού. Μεταξύ αυτών των ενδογενών πρωτεϊνών και η 

φυτική ERL1 (ERI1-LIKE 1), ορθόλογη της ERI1 (ENHANCED RNAi 1), 

μία 3’→ 5’ Εξωνουκλεάση, που εντοπίστηκε για πρώτη φορά σε γενετικές 

σαρώσεις στο C. elegans για μεταλλάγματα με υπερευαισθησία σε 

dsRNA. Από εκεί και έπειτα, ανιχνεύθηκαν ορθόλογες αυτής και σε 

άλλους ευκαρυώτες, όπως M. musculus (MmERI1), D. melanogaster 

(Snipper), N. crassa (QIP), H. sapiens (Thex1/3’hExo), όπως επίσης και 

στα φυτά. 

Οι ERI1s πρωτεΐνες χαρακτηρίζονται από την παρουσία μίας ERI 

1_3’hExo επικρατειας RNάσης τύπου H, και μίας αμινοτελικά 

εντοπιζόμενης SAP (SAF επικράτειας, για πρόσδεση δίκλωνου RNA/ 

DNA. Η παρουσία ή η απουσία της SAP (SAF A/B/ Acinus/ PIAS) 

επικράτειας, ομαδοποιεί τις ERI1s σε Ομάδας Ι και Ομάδας ΙΙ ERI1s, 

αντίστοιχα. H ERL1 (ERI1- LIKE 1) της A. thaliana, AtERL1, φέρει 

επίσης και ένα αμινοτελικά εντοπιζόμενο πεπτίδιο σινιάλο για 

μετακίνηση στο χλωροπλάστη, που θεωρείται ένα υποκυτταρικό 

διαμέρισμα ελεύθερο της «RNA σίγησης». 

Η ERL1 είναι πολύ πιθανό να συμμετέχει σε διαφορετικά μοριακά 

μονοπάτια από αυτά της ρύθμισης της «RNA σίγησης». Γεγονός, που 

φαίνεται πολύ πιθανό, από πιλοτικά πειράματα του εργαστηρίου, λόγω 

αδυναμίας της πρωτεΐνης να επηρεάσει την έκβαση της «σίγησης», λόγω 

του υποκυτταρικού εντοπισμού της, αλλά και από την παρουσία 5S 

rRNA μορίων μεγαλύτερων κατά 2 nt στο 3’- άκρο τους, σε φυτά που 

εξέφραζαν εκτοπικά την ERL1. 
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΢τη παρούσα Μεταπτυχιακή Εργασία, με «κίνητρο» τα μέχρι τώρα 

διαθέσιμα αποτελέσματα, αλλά και πρόσφατες δημοσιεύσεις σε ζωικές 

ERI1s για τη συμμετοχή των αντίστοιχων ERI1s στην ωρίμανσης του 3’- 

άκρου του 5.8S rRNA, επιχειρήθηκαν μία σειρά από πειράματα, ώστε να 

μελετηθεί η πιθανή δράση της ERL1 (ERI1- LIKE 1) πρωτεΐνης της A. 

thaliana σε διάφορα υποστρώματα. 

Πρωταρχικό μέλημα ήταν ο μη- αποδιατακτικός καθαρισμός της εν λόγω 

πρωτεΐνης με χρωματογραφία συγγένειας, αλλά και ο ταυτόχρονος 

καθαρισμός της ορθόλογής της από το M. musculus (MmERI1), η οποία 

επιλέχθηκε ως θετικός μάρτυρας (+ control), για μελέτη της πιθανής 

συμμετοχής της AtERL1 στην «ωρίμανση» του 3’- άκρου του 

χλωροπλαστικού 5S rRNA, όπως και στη περίπτωση της MmERI με το 

5.8S rRNA. Δυστυχώς, λόγω τεχνικών προβλημάτων «αποδόμησης» κατά 

τη προσομοίωση/ επανάληψη των πειραμάτων των Ansel et al. 2008, δεν 

ήμασταν σε θέση να ολοκληρώσουμε τον παραπάνω πειραματικό 

σχεδιασμό. 

Παράλληλα, προσπαθήσαμε να εντοπίσουμε την ERL1, με τεχνική 

στυπώματος κατά Western, σε φυτά N. benthamiana αγρίου τύπου (WT). 

Παρ’ όλα αυτά, μετά από μία μεγάλη γκάμα διαφορετικών στυπωμάτων, 

ακόμα και σε αυτά με πρωτεϊνικά εκχυλίσματα από απομονωμένους 

χλωροπλάστες, η ανίχνευσή της ήταν αδύνατη. 

Σέλος, επειχειρήθηκε η ανίχνευση των πρωτεϊνικών επιπέδων της ERL1 

από φυτικές σειρές που υπερεκφράζουν συστατικά την AtERL1, 

συγκεκριμένα στις «Mosaic», «Bleach» και «No- Phenotype», γιατί 

εμφανίζουν μωσαϊκό λευκών και πράσινων κηλίδων στα φύλλα τους, 

φέρουν εξολοκλήρου λευκά φύλλα, και δεν φέρουν κάποιο 

χαρακτηριστικό φαινότυπο, αντίστοιχα. Παρόλο που τα «Bleach» και 

«Mosaic», κατά προσέγγιση εμφανίζουν τα ίδια πρωτεϊνικά επίπεδα, στη 

«No- Phenotype» σειρά τα πρωτεϊνικά επίπεδα είναι σημαντικά μειωμένα, 

περί το ήμισυ. Γεγονός, που θα μπορούσε να εξηγήσει, ίσως, την 

«ανικανότητα» των «No- Phenotype» N. benthamiana φυτών να 

εκφράσουν κάποιο χλωρωτικό φαινότυπο.  
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ΕΙ΢ΑΓΨΓΗ 3  
 

 

[3.1] «RNA ΢ίγηση» (RNA Silencing): Η Αρχή

 
Παρόλο που η πρώτη αναφορά σε φαινόμενο που να εμφανίζει κάποιου 

είδους σχέση με το μηχανισμό της «RNA ΢ίγησης» (RNA Silencing), είχε 

ήδη περιγραφεί από το 1928 με εργασία του Α. S. Wingard, κάποιο 

γενικό μοντέλο λειτουργίας του μηχανισμού άργησε πολύ ακόμα να 

καθιερωθεί. ΢την εν λόγω εργασία, περιγράφεται η σταδιακή πτώση της 

σφοδρότητας των συμπτωμάτων του φυτικού ιού TRV στους ανώτερους/ 

νεαρούς ιστούς μολυσμένων N. tabacum φυτών [85]. 

Φρειάστηκε να περάσουν τουλάχιστον 62 χρόνια, ώστε να εδραιωθούν οι 

πρώτες βάσεις αυτού του συναρπαστικού μηχανισμού, όταν με 

πειράματα μεταλαξογένεσης στη πετούνια από τους Napoli et al. 1990 

και van der Krol et al. 1990, τα διαγονιδιακά φυτά αντί να 

υπερεκφράζουν το εισαγώμενο διαγονίδιο, παρουσίασαν το ακριβώς 

αντίθετο αποτέλεσμα, αποσιωπώντας τόσο αυτό, όσο και το αντίστοιχο 

ενδογενές γονίδιο [59, 74]. 8 χρόνια αργότερα ξεκίνησαν οι πρώτες 

αναφορές στο C. elegans, σε φαινόμενα σχετικά με τη συμβολή δίκλωνων 

μορίων RNA (double stranded RNA: dsRNA) στη μετα- μεταγραφική 

σίγηση γονιδίων [30], όπως και ονομάστηκε στους ζωικούς οργανισμούς, 

RNA interference (RNAi). Ενώ το 1999, με δημοσίευση των A. J. 

Hamilton και D. C. Baulcombe, τέθηκαν οι πρώτες βάσεις για την 

περαιτέρω μελέτη των μικρών RNAs (small RNAs: smRNAs) στη 

διαμεσολάβηση της «RNA σίγησης», αν και μέχρι τότε δεν ήταν ακόμα 

γνωστό το από πού και πως αυτά παράγονται [34]. Μέχρι και το 2001, με 

δημοσίευση των Bernstein et al., ότι τα smRNAs προκύπτουν από 

δίκλωνα RNA μόρια μέσω της δράσης κάποιας RNάσης τύπου ΙΙΙ, είχε 

ήδη διαπιστωθεί πως πίσω από όλα αυτά τα φαινόμενα κρύβεται κάποιος 

περίπλοκος και συνάμα αξιοσημείωτος μοριακός μηχανισμός. 

 

[3.2] Οι ΢κληρά Εργαζόμενες Πρωτεΐνες

 
΢ήμερα, σε πολύ γενικές γραμμές, είναι γνωστό πως η «RNA σίγηση» 

διαμεσολαβείται από μία πληθώρα πρωτεϊνικών συμπλόκων τα οποία 

δρουν «κατασταλτικά» σε συγκεκριμένες αλληλουχίες νουκλεϊκών οξέων, 

μέσω της καθοδήγησης αντικωδικών RNAs (antisense RNAs) των ~20-33 
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nt. ΢υγκεκριμένα, η «RNA ΢ίγηση» απαρτίζεται από τη μεταγραφική 

(Transcriptional) και τη μετα- μεταγραφική (Post- Transcriptional) 

σίγηση γονιδίων, όπως ονομάζονται TGS (Transcriptional Gene 

Silencing) και PTGS (Post- Transcriptional Gene Silencing), αντίστοιχα. 

Ο όλος μοριακός μηχανιμσός, αποτελεί ένα είδος μηχανισμού 

επιτήρησης του κυττάρου βασισμένο σε RNA μόρια, επιτρέποντας στα 

κύτταρα να ελέγχουν ενδογενή (π.χ. μεταθετά στοιχεία), αλλά και 

εξωγενή (π.χ. ιούς και διαγονίδια) νουκλεϊνικά οξέα, μέσω της δράσης 

μικρών RNA μορίων (small RNAs: smRNAs) που παράγονται από αυτά 

[76]. 

Οι πρώτες πρωτεΐνες που θα αναγνωρίσουν το dsRNA «ερέθισμα» για να 

ξεκινήσει ο καταρράκτης των δράσεων της «RNA σίγησης», ανήκουν στην 

οικογένεια των RNασών τύπου ΙΙΙ, γνωστές ως Dicers. Οι Dicers 

αποτελούν πρωτεΐνες εξελικτικά συντηρημένες σε όλους τους 

οργανισμούς που διαθέτουν το συγκεκριμένο μηχανισμό, με διαφορετικό 

αριθμό ορθόλογων γονιδίων σε καθένα από αυτούς. Η έναρξη της 

«΢ίγησης» σηματοδοτείται από την αλληλεπίδραση των Dicer πρωτεϊνών 

με το dsRNA και την παραγωγή, από αυτό, των αντίστοιχων siRNA 

διπλετών (siRNA duplexes) με τα 2 προεξέχοντα nt στο 3’- άκρο κάθε 

κλώνου. ΢τα υποστρώματα των Dicer συγκαταλέγονται, το διπλόκλωνο 

ιϊκό RNA, μετάγραφα που αναδιπλώνουν σε μορφή φουρκέτας (hairpin) 

και δίκλωνο RNA που προκύπτει από τη δράση των RNA- εξαρτώμενων 

RNA Πολυμερασών (RNA- dependent RNA Polymerases: RdRPs) (εικ. 

01) [76]. 

Εν συνεχεία, τα siRNAs ενσωματώνονται σε «εκτελεστικά» πρωτεϊνικά 

σύμπλοκα, των οποίων οι καταλυτικοί παράγοντες είναι μέλη της 

οικογένειας των AGO πρωτεϊνών, που θα συνεχίσουν καθοδικά 

(downstream) τη «σίγηση» [53, 58]. Κατά το «φόρτωμα» στην AGO, ο 

συγκαταβατικά «κωδικός» (sense/ passenger) κλώνος του smRNA 

duplex, που αντιστοιχεί στην αλληλουχία του RNA προς σίγηση, 

«κόβεται» και απομακρύνεται από το σύμπλοκο, ενώ ο άλλος κλώνος, 

συγκαταβατικά αντικωδικός (antisense/ guide), θα λειτουργήσει ως 

μήτρα για τη ενδονουκλεολυτική «κοπή» του συμπληρωματικού RNA 

[62]. 

Οι AGO παράγοντες, μέλη των Ago/ Piwi πρωτεϊνών, αποκτούν τη 

λειτουργικότητά τους μόνο όταν προσδεθούν με κάποιο smRNA, που 

είναι και αυτό που θα προσδώσει στο σύμπλοκο την αληλουχική 

εξειδίκευση [28]. Και οι Ago/Piwi πρωτεΐνες εντοπίζονται σε όλους τους 

οργανισμούς που διαθέτουν μηχανισμό «RNA σίγησης», εμφανίζοντας 

ιστοειδική και σε συγκεκριμένα αναπτυξιακά στάδια έκφραση. Μία 

τυπική Ago/Piwi πρωτεΐνη αποτελείται από τέσσερις λειτουργικές 
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επικράτειες: α) τη PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille) επικράτεια που 

προσδίδει ειδικότητα δέσμευσης RNA, β) τη PIWI επικράτεια, που φέρει 

δραστικότητα RNάσης Η με τα συντηρημένα αμινοξικά κατάλοιπα «Asp- 

Asp- His», και είναι αυτή που εκτελεί την ενδονουκλεολυτική «κοπή» των 

συμπληρωματικών RNA προς το ενσωματωμένο smRNA, γ) τη Mid 

επικράτεια που φέρει ικανότητα πρόσδεσης του 5’- άκρου των RNA, και 

δ) την Αμινοτελική επικράτεια, που στη D. melanogaster φαίνεται να 

συμμετέχει στη ρύθμιση της διαμόρφωσης της χρωματίνης, μέσω RNAi 

καθοδηγούμενου μηχανισμού [27, 40].  

Ο τύπος της AGO πρωτεΐνης, αλλά και ο τύπος του smRNA που θα 

προσδεθεί σε αυτή, καθορίζουν την εξειδικευμένη λειτουργικότητα 

ολόκληρου του εκτελεστικού συμπλόκου. Δηλαδή, αν αυτό θα οδηγηθεί 

για αποδόμηση μεταγράφου ως RNA-Induced Silencing Complex 

(RISC), ή για παρεμπόδιση της μεταγραφής ως RNA-Induced 

Transcriptional Silencing Complex (RITS) (εικ. 01). ΢τη περίπτωση του 

PTGS, η AGO πρωτεΐνη εκτελεί ενδονουκλεολυτική «κοπή» του στόχου 

mRNA, μεταξύ των νουκλεοτιδίων 10 και 11 του guide smRNA, 

αξιοποιώντας τη PIWI επικράτειά της [63]. Σα προιόντα της «κοπής», είτε 

αποδομούνται εξωνουκλεολυτικά, είτε χρησιμεύουν ως εκμαγείο για τη 

διαμεσολαβούμενη από τις RdRPs σύνθεση dsRNA, που θα πυροδοτήσει 

εκ νέου το μηχανισμό και θα ενισχύσει το σήμα. Εν αντιθέσει, στη 

περίπτωση των RITS, η ενεργοποιημένη AGO θα οδηγηθεί σε 

συμπληρωματικές ως προς το smRNA γενωμικές αλληλουχίες, έλκοντας 

παράλληλα στο γενετικό τόπο και διάφορα ένζυμα τροποποίησης της 

κατάστασης της χρωματίνης. Οι στόχοι αυτής της διεργασίας, συνήθως 

είναι επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες και μεταθετά στοιχεία, δηλαδή 

γενετικά στοιχεία που είναι απαραίτητο για ένα κύτταρο να 

«αποσιωπηθούν» ώστε να διατηρηθεί η ακεραιότητα του γενώματός του 

[16]. 
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[3.3] Μικρά RNAs (Small RNAs: smRNAs): Σα Διαβολάκια

 
Ο πληθυσμός των μικρών RNAs δεν είναι μία ομοιογενής ομάδα 

πανομοιότυπων RNA μορίων, και αυτό γιατί διαφέρει ο τρόπος 

παραγωγής τους από τις διάφορες Dicers στους διάφορους οργανισμούς, 

το μέγεθός τους, η αντιπροσώπευσή τους στα ποικίλα είδη που 

εμφανίζουν «RNA σίγηση», αλλά και οι πορείες της «σίγησης» τις οποίες 

διαμεσολαβούν, καθοδικά του «φορτώματός» τους στις διάφορες AGOs. 

Διαοργανισμικά, οι κυριότερες ομάδες των smRNAs που έχουν 

ανακαλυφθεί μέχρι σήμερα είναι οι εξής: α) τα siRNAs (small interfering 

RNAs) των 20- 24 nt, που συμμετέχουν τόσο σε RISC, όσο και RITS 

σύμπλοκα (εικ. 01), β) τα miRNAs (micro RNAs) των 20- 23 nt, που 

Εικόνα 01: ΢χηματική απεικόνιση του γενικού πλάνου των μονοπατιών του μοριακού 
μηχανισμού της «RNA σίγησης». Παραγόμενα από διάφορες πηγές dsRNAs (εδώ από 

πολλαπλασιασμό των ιών και δομές φουρκέτας -hairpin-) αποτελούν υπόστρωμα για τις 

Dicers του κυττάρου, παράγοντας το πλήθος των smRNAs (small RNAs). Αυτά 

ενσωματώνονται σε εκτελεστικά πρωτεϊνικά σύμπλοκα, των οποίων το βασικό μέλος 

είναι οι AGO πρωτεΐνες, και διαμεσολαβούν τρία διακριτά μονοπάτια «σίγησης»: α) τη 
μεθυλίωση DNA και εττεροχρωματινοποίηση γενετικών τόπων (RITS), β) την αποδόμηση 

mRNA (RISC), ή/ και γ) τη παρεμπόδιση της μετάφρασης mRNA μορίων (RISC). Για 

περισσότερες πληροφορίες και αναφορές, βλ. κεφ. 3.2. Εικόνα τροποποιημένη από 

Wikipedia. 
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συμβάλουν στην αποδόμηση και στην αναστολή της μετάφρασης 

μεταγράφων (εικ. 01), γ) τα hcRNAs (heterochromatic RNAs) των 24 nt, 

που συμμετέχουν αποκλειστικά στη αναμόρφωση της χρωματίνης, δ) τα 

nat- siRNAs (natural antisense transcript-derived siRNAs) και ta-

siRNAs (trans- acting siRNAs) των 21-22 nt, που είναι αποκλειστικό 

προνόμιο των φυτών και συμβάλουν και αυτά στην αποδόμηση 

μεταγράφων, ε) τα ra- siRNAs (repeat associated siRNAs) των 23-28 nt, 

με παρόμοια βιογένεση με αυτή των miRNAs και συμμετοχή στη 

ρύθμιση της μορφής της χρωματίνης, και ζ) τα piRNAs (Piwi interacting 

RNAs) των 28-33 nt, που αλληλεπιδρώντας με τις PIWI πρωτεΐνες 

συμμετέχουν στην αναμόρφωση της χρωματίνης [28]. Από τα παραπάνω 

smRNAs, θα περιγραφούν περαιτέρω τα miRNAs, και τα αποκλειστικά 

φυτικά nat- siRNAs και ta- siRNAs. 

 

miRNAs (micro RNAs)

Σα miRNAs εμφανίζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον ως προς τον τρόπο 

παραγωγής τους, μιας και προκύπτουν από μετάγραφα μη- κωδικών 

γονιδίων ή/ και μη μεταφραζόμενων περιοχών κωδικών γονιδίων. Σα εν 

λόγω γονίδια δεν έχουν να ζηλέψουν τίποτα από ένα τυπικό γονίδιο, 

αφού φέρουν το δικό τους υποκινητή με τα διάφορα ρυθμιστικά στοιχεία 

και υπόκεινται μεταγραφή από την Πολυμεράση ΙΙ, όπως και τα 

φυσιολογικά mRNA γονίδια. 

Μετά τη σύνθεση του μη κωδικού μεταγράφου (pri- miRNA) από τη 

Πολυμεράση ΙΙ, αυτό υιοθετεί δομές φουρκετών κατά το μήκος του, κάτι 

που γίνεται «αντιληπτό» από πρωτεΐνες του μηχανισμού της «RNA 

σίγησης» (π.χ. Dicers/ Drosha), για ενδονουκλεολυτική αποκοπή των 

δομών φουρκέτας από την υπόλοιπη αλληλουχία (εικ. 02). Από την 

«αποκοπή» απελευθερώνονται φουρκέτες των ~70 nt (pre- miRNA), που 

με τη δράση της Dicer, καθεμία δίνει γένεση σε ένα μόνο duplex 

miRNA/ miRNA* (~21 nt κάθε κλώνος), με 2 3’- προεξέχοντα 

νουκελοτίδια, αλλά σε αντίθεση με τα siRNAs, χωρίς πλήρη ομολογία 

μεταξύ τους. Σο miRNA* αποδομείται κατά την ενσωμάτωση στo RISC 

και ο άλλος κλώνος καθοδηγεί το σύμπλοκο προς δράση (εικ. 02) [7]. 

Κατ` εξαίρεση, κάποια miRNAs που «κατοικούν» σε ιντρόνια κωδικών 

mRNAs, γνωστά ως mirtrons, μπορούν να μεταβούν στο στάδιο του pre- 

miRNA απευθείας μετά το μάτισμα (splicing) του μεταγράφου, 

«αποφεύγοντας» το στάδιο του pri- miRNA [67]. 

Ενώ τα siRNAs εμφανίζουν πλήρη ομολογία με τα RNA που στοχεύουν, 

το ίδιο δε συμβαίνει και με τα miRNAs, στα οποία επιτρέπονται 

ελάχιστες διαφορές και μη- Watson-Crick αλληλεπιδράσεις. Όσον 
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αφορά τα ζωικά miRNAs, για την εξειδικευμένη πρόσδεση και δράση 

τους στο στόχο απαιτείται απόλυτη συμπληρωματικότητα στις 2-7 βάσεις 

του 5’- άκρου του miRNA, το οποίο ονομάζεται αλληλουχία «seed», ενώ 

το 3’- άκρο είναι πολύ πιο «ανεκτικό» σε ασυνέχειες [8]. Εν αντιθέσει, τα 

φυτικά miRNAs εμφανίζουν υψηλότερη συμπληρωματικότητα με τους 

στόχους τους, φέροντας ελάχιστες ασυνέχειες, μέχρι και 4 nt, και αυτές 

στο 3’- άκρο [56, 60, 66]. 

 

ta-siRNAs (trans- acting siRNAs)

Σα αποκλειστικά φυτικά ta-siRNAs παράγονται με διαφορετικό τρόπο 

από ότι τα siRNAs και miRNAs, παρόλο που χρησιμοποιούν παράγοντες 

και των δύο αυτών μονοπατιών [44, 29]. Η βιογένεση ξεκινά με την 

ενδονουκλεολυτική «κοπή» του προδρόμου ta-siRNA μη- κωδικού RNA 

από κάποια miRNA- καθοδηγούμενη AGO. Σα προϊόντα της «κοπής» δεν 

αποδομούνται, απεναντίας χρησιμεύουν ως υπόστρωμα για κάποια RDR, 

ώστε να παραχθεί το ta- siRNA ειδικό dsRNA (εικ. 02) [29]. Αυτό 

αποτελεί υπόστρωμα για τη DCL4 (DICER LIKE 4: κάποια από τις Dicer 

των φυτών, βλ. κεφ. 3.4) δίνοντας γένεση στα ta- siRNAs, που θα 

«αρματώσουν» τις AGO για «σίγηση» των συμπληρωματικών RNAs (εικ. 

02). ΢τον οργανισμό μοντέλο A. thaliana έχουν εντοπιστεί 5 διαφορετικοί 

γενετικοί τόποι που δίνουν γένεση στα διάφορα ta- siRNAs του είδους 

[1]. 
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nat- siRNAs (natural antisense transcript-derived siRNAs) 

Όσον αφορά τα nat-siRNAs, τουλάχιστον μέχρι στιγμής, αποτελούν 

μοναδικό προνόμιο των φυτών. Όπως προκύπτει από το όνομά τους, 

είναι αποτέλεσμα της δημιουργίας dsRNA από αλληλεπικαλυπτόμενα/ 

συμπληρωματικά μετάγραφα, με sense- antisense διευθέτηση μεταξύ 

τους [13, 44, 87]. Σο ένα από τα δύο μετάγραφα εκφράζεται συνεχώς, 

ενώ το άλλο μόνο κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες (π.χ. αναπτυξιακό 

στάδιο, καταπόνηση κτλ.), βρίσκουν το ένα το άλλο, υβριδίζουν και 

κατακερματίζονται σε nat- siRNAs (εικ. 02). ΢την A. thaliana εκτιμώνται 

~2000 ζευγάρια nat- siRNAs [84]. 

 

Εικόνα 02: ΢χηματική απεικόνιση των μονοπατιών και των πρωτεϊνών που 

εμπλέκονται στη βιογένεση των miRNAs, ta- siRNAs, και nat- siRNAs, στα φυτά. Με 
χαρακτηριστικό χρωματικό κώδικα απεικονίζονται οι ομάδες των διαφόρων πρωτεϊνών 

που εμπλέκονται. Σα ? χαρακτηρίζουν πρωτεΐνες των οποίων ο ρόλος σε κάθε μονοπάτι 

πιθανολογείται, αλλά δεν έχει ακόμα αποδειχθεί πειραματικά. Με βέλη (-ή→) 

απεικονίζονται εναλλακτικά μονοπάτια. Για περισσότερες πληροφορίες, βλ. κεφ. 3.3, 

3.4. Εικόνα τροποποιημένη από [76]. 
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[3.4] «RNA ΢ίγηση» στα Υυτά

 
Η «RNA σίγηση», όπως έχει προαναφερθεί, δεν είναι ένας πανομοιότυπος 

μοριακός μηχανισμός μεταξύ των διάφορων οργανισμών. ΢ε καθένα από 

αυτούς, και ιδιαίτερα στα φυτά, εμφανίζει τις εξελικτικές του 

ιδιαιτερότητες. ΢υνοπτικά, ορισμένες από τις σημαντικότερες 

διαφοροποιήσεις που εντοπίζονται στους φυτικούς οργανισμούς, με 

κύριο αντιπρόσωπο τον οργανισμό μοντέλο A. thaliana, είναι και οι 

ακόλουθες. 

Σο γονιδίωμα της Arapidopsis φιλοξενεί 4 παράλογα γονίδια Dicer, 

DCL1-4 (DICER- LIKE 1-4) και 10 διαφορετικά παράλογα γονίδια AGO, 

AGO1-10 (ARGONAUTE 1-10), καθένα από τα οποία δρουν μεμονωμένα 

ή/ και σε συνδυασμούς, σε διακριτά μονοπάτια ή/ και 

αλληλεπικαλυπτόμενα [57, 77]. Ενδεικτικά αναφέρουμε, πως τα φυτικά 

miRNAs ενσωματώνονται στην AGO1 ή/ και AGO10, και τυπικά 

εκτελούν αποδόμηση (degradation) του αντίστοιχου mRNA. Εν αντιθέσει, 

τα 24 nt siRNAs ενσωματώνονται στην AGO4 και διαμεσολαβούν την 

αναμόρφωση της φυτικής χρωματίνης [61, 82]. Μία χαρακτηριστική 

καινοτομία του φυτικού μηχανισμού, τουλάχιστον, είναι η ικανότητα της 

«σίγησης» να διασπείρεται από κύτταρο σε κύτταρο, καθώς και από ιστό/ 

όργανο «μεταβολική πηγή» (Metabolic Source), σε ιστό/ όργανο 

«μεταβολικό αποδέκτη» (Metabolic Sink). Έτσι, ο μηχανισμός προσδίδει 

άμεση, γρήγορη, και πλαστική απόκριση του φυτού κατά την ιϊκή 

μόλυνση, και όχι μόνο [44, 80, 86]. 

 

Οι DCL (DICER LIKE) πρωτεΐνες των φυτών

Από φυλογενετικές αναλύσεις φαίνεται, πως όλα τα ανώτερα φυτά που 

εμφανίζουν «RNA σίγηση», διαθέτουν μία γκάμα παράλογων DCL 

(DICER LIKE) πρωτεϊνών, που ανάλογα με τα χαρακτηριστικά και τη 

δραστικότητά τους, μπορούν να καταταχθούν σε ομάδες ορθολόγων των 

Arabidopsis DCL1-4 [57]. Από τις εν λόγω αναλύσεις, φαίνεται πως οι 

φυτικές DCLs διαφοροποιήθηκαν αμέσως μετά το διαχωρισμό των 

ανώτερων φυτών από τα φύκη, αλλά σίγουρα πριν το διαχωρισμό των 

μονοκοτυλήδονων και δικοτυλήδονων φυτών [15, 57]. Γεγονός που 

πιθανότατα υποκινήθηκε από τη «μεγάλη» εξελικτική ανάγκη των 

ανώτερων φυτών, να προστατευτούν από μία πληθώρα διακριτών 

εξωγενών απειλών (π.χ. ιοί) [57]. Οι DCL πρωτεΐνες (DCL1-4) στην 

Arabidopsis εμφανίζουν διακριτές, αλλά σε πολλούς τομείς της «σιγησης» 

αλληλεπικαλυπτόμενες λειτουργίες. 
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΢υγκεκριμένα, η DCL1 συμμετέχει στην ωρίμανση των miRNAs, κατά 

την αποκοπή τους από τις δομές φουρκέτας των προδρόμων, pri- 

miRNA→ pre- miRNA, μεταγράφων. Η συγκεκριμένη πρωτεΐνη έχει 

«αναλάβει» την αποκλειστικότητα στην σύνθεση των miRNAs, με 

αποτέλεσμα η απώλεια της δράσης της να μην μπορεί να αναπληρωθεί 

από καμία από τις υπόλοιπες DCLs [11]. Εν αντιθέσει, η DCL2 είναι 

υπεύθυνη για τη παραγωγή των 22 nt προερχόμενων από ιϊκές 

αλληλουχίες siRNAs και των nat-siRNAs [11]. Η DCL3 συμμετέχει, 

κυρίως, στη παραγωγή των 24 nt hc-siRNAs από επεναλαμβανόμενες/ 

ετεροχρωματινικές αλληλουχίες DNA, αλλά μπορεί επίσης ως ένα βαθμό 

να συμβάλει και στην παραγωγή αντι- ιϊκών smRNAs [11]. Η πρωτεΐνη 

που έχει αναλάβει όμως την κύρια δράση κατά των ιϊκών αλληλουχιών, 

είναι η DCL4, που δεσμεύοντας dsRNA το κατακερματίζει σε 21 nt 

siRNAs [11]. Σα συγκεκριμένα siRNAs, άλλωστε, είναι αυτά που 

αποτελούν και το κινούμενο σήμα στην Σοπική Διασπορά της «RNA 

σίγησης» (Short- range Local Silencing Spread: SLSS) (βλ. κεφ. 3.5), 

γεγονός που επιβεβαιώνει, τόσο τη σημασία της DCL4 στη αντι- ιϊκή 

προστασία, όσο και τη σημασία της εν λόγω μετακίνησης [44]. Παρ` όλα 

αυτά, κατά την ιϊκή μόλυνση δεν εντοπίζονται μόνο τα 21 nt DCL4 ιϊκά 

smRNAs, αλλά και τα 22 και 24 nt των υπολοίπων DCL. Αυτό 

προϋποθέτει κάποιου είδους αλληλοεπικάλυψης των δράσεων των 

διάφορων DCLs κατά τη μόλυνση με κάποιο ιο, με τις 4 DCLs να δρουν 

ιεραρχικά, από τη πιο συγγενή στη λιγότερο, DCL4/ DCL2/ DCL3/ 

DCL1 [11]. Γεγονός, που ενισχύει τη σημασία διαφοροποίησης των DCLs 

πρωτεϊνών, για ικανοποιητική προστασία από ένα ευρή φάσμα ιϊκών, και 

όχι μόνο «απειλών» [11].  

 

Οι κυριότερες AGO (ARGONAUTEs) στα φυτά

Από την πληθώρα των 10 διαφορετικών AGO πρωτεϊνών στην A. thaliana 

ενδεικτικά αναφέρουμε τη δράση και τη σημασία των κυριότερων εξ 

αυτών. Η AGO1 θεωρείται η πιο βασική απ` όλες στο μηχανισμό της 

«RNA σίγησης», μιας και φαίνεται να αλληλεπιδρά με μία μεγάλη γκάμα 

διαφορετικών smRNAs, όπως siRNAs παραγόμενα από διαγονίδια και 

ιούς, ta-siRNAs, και miRNAs. Σο αξιοπερίεργο είναι ότι η AGO1 

ελέγχεται στενά από τον ίδιο το μηχανισμό στον οποίο συμμετέχει, με το 

miRNA 168 να ρυθμίζει τα επίπεδα του μεταγράφου της [77]. Από τις 

υπόλοιπες, η AGO10 είναι η συγγενέστερη προς την παράλογή της 

AGO1, αλληλεπικαλύπτοντας δομικά και κατ` επέκταση λειτουργικά την 

AGO1 σε ποικίλα μονοπάτια της [77]. Η AGO7 φαίνεται πως συμμετέχει 

σε αναπτυξιακά μονοπάτια συγχρονισμού στην Arabidopsis, όπως στη 

«χρονική» ρύθμιση της μετάβασης από το νεαρό φυτό στην ενήλικο [38]. 

Σέλος, η AGO4 είναι η βασική πρωτεΐνη που διαμεσολαβεί το TGS στην 
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Arabidopsis, που με τη παράλληλη δράση της μεγάλης υπομονάδας της 

Pol IV/ NRPD1A (NUCLEAR RNA POLYMERASE D 1A), της RDR2 

(RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASE 2), και της DCL3 με τα 

αντίστοιχα 24 nt siRNAs, «φορτωμένη» με τα 24 nt siRNAs «κόβει» ειδικά 

τα γειτνιάζοντα και προερχόμενα από ετεροχρωματίνη μετάγραφα, 

έλκοντας στο γενετικό τόπο πρωτεΐνες αναμόρφωσης της χρωματίνης 

[77]. 

 

Και άλλοι παράγοντες

΢τον όλο μηχανισμό δεν συμμετέχουν μόνο DCLs και AGOs, αλλά και 

πολλές άλλες πρωτεΐνες, για τη σωστή τροποποίηση και ενίσχυση του 

smRNA σήματος, επικουρώντας τις άλλες δύο πρωτεϊνικές ομάδες. 

Μεταξύ αυτών, η HEN1, η HYL1, η SE και οι RDRs (εικ. 02). 

Η HEN1 (HUA ENHANCER 1) μεθυλοτρανσφεράση της A. thaliana 

ενεργεί καθοδικά της παραγωγής των smRNAs από τις DCLs, 

μεθυλιώνοντας με 2’-Ο- μεθυλίωση το 3’- άκρο κάθε κλώνου του smRNA 

duplex, προστατεύοντας με αυτό τον τρόπο τα εν λόγω μόρια από 

αποδόμηση μέσω πολυαδενυλίωσης [52]. Άλλωστε, μεταλλάγματα hen1 

εμφανίζουν σημαντική πτώση των επιπέδων των smRNAs τους, τα οποία 

συχνά είναι ανομοιόμορφα σε μέγεθος, λόγω πολυαδενυλίωδησης στο 3’- 

άκρο τους [52]. Παρόλο που τέτοιου είδους τροποποιήσεις ήταν γνωστό 

πως απουσιάζουν από τα ζωικά smRNAs, σχετικά πρόσφατα 

αποδείχθηκε πως ορθόλογα της HEN1 των φυτών, σε ποντίκι και 

Drosophila, φέρουν παρόμοια δράση στα piRNAs των οργανισμών αυτών, 

προστατεύοντάς τα από αποδόμηση [47, 64]. 

Η πρωτεΐνη δέσμευσης dsRNA, HYL1 (HYPONASTIC LEAVES 1), ένας 

πολύ σημαντικός παράγοντας γα την ομαλή ανάπτυξη της Arabidopsis, 

συμμετέχει στη σωστή επεξεργασία των προδρόμων των miRNAs, τα pri- 

miRNAs, αλληλεπιδρώντας με τη DCL1 (εικ. 02) [37, 50]. ΢την όλη 

διαδικασία φαίνεται πως συμβάλει και μία πρωτεΐνη δακτυλίου 

ψευδαργύρου (Zn- finger), η SE (SERRATE), που αλληλεπιδρά φυσικά 

με τη HYL1, για την επεξεργασία του μορίου [23, 51, 54, 88].  

Σέλος, μία ομάδα πολυμερασών, των RNA- εξαρτώμενων RNA 

Πολυμερασών (RNA- DEPENDENT RNA POLYMERASES: RDRs), 

συμβάλουν σημαντικά στο μηχανισμό της «΢ίγησης», πολλαπλασιάζοντας 

το smRNA ερέθισμα μέσω της εκ νέου σύνθεσης dsRNA (εικ. 02, κάποια 

από τα μονοπάτια στα οποία συμμετέχουν). ΢την Arabidopsis 

εντοπίζονται 6 διαφορετικές RDRs (RDR1-6), που ομαδοποιούνται 

φυλογενετικά σε 4 διακριτούς κλάδους σε σύγκριση με τις αντίστοιχες 

ορθόλογες άλλων φυτικών ειδών. Η RDR6 και RDR1 συμμετέχουν 
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ενεργά στο PTGS για την προστασία από ιϊκή εισβολή και διαγονίδια, εν 

αντιθέσει με τη RDR2, που όπως προαναφέραμε, συμβάλει στη TGS 

εττεροχρωματινοποίηση γενετικών τόπων [35, 81]. Οι RDRs 3-5, μέχρι 

στιγμής δεν έχουν χαρακτηριστεί πλήρως [35]. Η σύνθεση του dsRNA 

από της RDRs, πυροδοτείται από μικρές «δόσεις» smRNAs μορίων που 

παράγονται από ιϊκές αλληλουχίες και μεταθετά στοιχεία, τροφοδοτώντας 

δευτερογενώς τις DCLs για εκ νέου παραγωγή smRNAs [81]. 

 

[3.5] Και όμως, η «RNA ΢ίγηση» Κινείται!

 

Ενώ στους περισσότερους ζωικούς οργανισμούς, η «RNA ΢ίγηση» είναι 

φαινόμενο αυτόνομο ανά κύτταρο (cell autonomous), στα φυτά και τους 

νηματώδεις σκώληκες το φαινόμενο διασπείρεται από κύτταρο σε 

κύτταρο και τελικά σε ολόκληρο τον οργανισμό, έστω και από ένα 

ερέθισμα σε κάποιο σημείο του οργανισμού και μόνο (cell non- 

autonomous). 

΢τα φυτά, αυτή η «κίνηση» διαχωρίζεται σε 3 διακριτά μονοπάτια, τη 

Μικρής- κλίμακας Σοπική Διασπορά (Short-range Local Silencing 

Spread: SLSS), την Εκτεταμένη Σοπική Διασπορά (Extensive Local 

Silencing Spread: ELSS) και τη Διασυστηματική Διασπορά (Systemic 

Silencing) (εικ. 03) [44]. Η πρώτη βασίζεται στη παθητική μεταφορά 

μικρών smRNA μορίων, μέσω των πλασμοδεσμάτων και έχει μικρή 

ακτίνα εξάπλωσης ~10- 15 κύτταρα από το σημείο του πρωταρχικού 

ερεθίσματος (εικ. 03 b) [44]. Η ELSS είναι αποτέλεσμα της δράσης της 

RDR6, που υποδέχεται το σήμα και το πολλαπλασιάζει, με αποτέλεσμα 

η απόκριση να είναι σε θέση να καλύψει ολόκληρο το έλασμα του φύλου 

(εικ. 03 f) [44]. Σέλος, η Διασυστηματική Διασπορά χαρακτηρίζεται από 

τη μεταφορά RNA σημάτων μέσω του φλοιώματος, από τους ιστούς 

«μεταβολικές πηγές» (metabolic sources) στους ιστούς «μεταβολικούς 

αποδέκτες» (metabolic sinks) (εικ. 03 e, f) [44]. 

Φαρακτηριστικά, τα ώριμα καταφρακτικά κύτταρα (guard cells) των 

στομάτων απομονώνονται από το φαινόμενο του SLSS, κάτι που 

πιστεύεται πως οφείλεται στην συμπλαστική τους απομόνωση από τους 

γύρω ιστούς με κλείσιμο των πλασμοδεσμάτων, από όπου πιθανολογείται 

ότι διακινούνται τα smRNA σήματα του SLSS [36, 43, 79]. Σο φαινόμενο 

του SLSS εξαφανίζεται εντελώς σε dcl4 μεταλλάγματα (με Σ- DNA 

ενθέσεις), γεγονός που είναι λογικό αν σκεφτεί κανείς πως η DCL4 είναι 

αυτή που παράγει τα 21 nt siRNAs, που θεωρείται ότι αποτελούν το 

κινούμενο σήμα κατά το SLSS [25]. Αντιθέτως, παράδοξη φαίνεται η 
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εξάρτηση του SLSS από τις Pol IV και RDR2, που είναι παράγοντες του 

TGS μονοπατιού των 24 nt siRNAs [26].  

Σο ELSS είναι χαρακτηριστικό των οργάνων «μεταβολικών αποδεκτών», 

που έχουν προσλάβει το σήμα «σίγησης» δια της διασυστηματικής οδού, 

και εξαρτώνται από τη δράση των RDR6 και από μία RNA- Ελικάση 

(RNA- Helicase), την SDE3 (Silencing- Deficient 3) [44]. Παρ’ όλα αυτά, 

παραμένει μυστήριο, ακόμα, το γεγονός της παρουσίας του ELSS στους 

παραπάνω ιστούς και όχι σε ιστούς όπου το σήμα της «RNA ΢ίγησης» 

ξεκίνησε. 

Όσον αφορά τη Διασυστηματική Διασπορά, αν και τα δεδομένα που 

έχουμε στη διάθεσή μας δεν είναι αρκετά για την υποστήριξη κάποιου 

μοντέλου, το σήμα, που είναι κάποιο RNA μόριο, φαίνεται να κινείται 

μέσω του φλοιώματος από τους ιστούς που παράγουν ενεργά μεταβολίτες 

(sources), προς αυτούς που τους «απομυζούν» (sinks), και πως αυτή η 

σχέση είναι σε θέση να ανατραπεί άμεσα με την αλλαγή του ισοζυγίου 

διακίνησης των μεταβολιτών στα διάφορα όργανα του φυτού [72]. 

Επιπροσθέτως, από πειράματα των Yoo et al. 2004 σε κολοκυνθοειδή 

(Cucurbitaceae), εντοπίστηκε στο χυμό του φλοιώματος μία μικρού 

μεγέθους πρωτεΐνη, η PHLOEM SMALL RNA-BINDING PROTEIN 1, που 

είναι σε θέση να δεσμεύει μικρά RNA στο φλοίωμα και να υποβοηθάει τη 

διακίνησή τους από κύτταρο σε κύτταρο [90]. 
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[3.6] Εξωγενείς και Ενδογενείς Παράγοντες

 
Πέραν από τις πρωτεΐνες, τα RNA και, γενικότερα, όλους εκείνους τους 

παράγοντες που συμβάλουν στη διεξαγωγή της «RNA σίγησης», 

παράλληλα υφίστανται και παράγοντες που την καταστέλουν/ 

ρυθμίζουν, τόσο προς όφελος εξωγενών εισβολέων, όσο και προς όφελος 

του ίδιο του κυττάρου/ οργανισμού. Αυτοί οι παράγοντες διακρίνονται σε 

εξωγενείς και ενδογενείς. 

 

Εξωγενείς παράγοντες

΢τους Εξωγενείς παράγοντες που επηρεάζουν αρνητικά την «RNA 

΢ίγηση», συγκαταλέγονται κυρίως πρωτεΐνες ιών, που είναι λογικό αν 

σκεφτεί κανείς πως ο μηχανισμός υφίσταται ως ένα μεγάλο βαθμό για 

αντι- ιική προστασία. Παρ’ όλ’ αυτά, κάποιοι ιοί τα καταφέρνουν αρκετά 

καλά να μολύνουν και να εξαπλωθούν στον ξενιστή τους, ενεργοποιώντας 

Εικόνα 03: UV- φαινότυποι της «RNA ΢ίγησης» του GFP (Green Fluorescent Protein) 

μεταγράφου σε φύλλα φυτών N. benthamiana, που το υπερεκφράζουν. Όπου, a) φύλλο χωρίς 

«΢ίγηση», b) φύλλο με τυχαίο SLSS (Short- range Local Silencing Spread) (βέλη), c) Υύλλο 

με επαγόμενη τοπική «RNA ΢ίγηση» με Αγρο- εμποτισμό (βέλη), d) πλήρως αποσιωπημένο 

φύλλο, e) φύλλο με ΢υστεμική «΢ίγηση» (χαρακτηριστικό είναι το μοτίβο της κίνησης της 

«΢ίγησης» κατά μήκος των νευρώσεων του φύλου) και f) φύλλα με ΢υστεμική «΢ίγηση» (βέλη) 
και ELSS (Extensive Local Silencing Spread) (αστέρι). Για περισσότερες πληροφορίες, βλ. 

κεφ. 3.5. Σροποποιημένη από [44].  



 
21 

το δικό τους μοριακό «οπλοστάσιο», τις VSRs (Viral Suppressors of RNA 

Silencing). 

Οι VSRs μπορούν να ομαδοποιηθούν σε 3 κατηγορίες, ανάλογα με τη 

λειτουργικότητά τους κατά τη διάρκεια του κύκλου ζωής του ιού από τον 

οποίο προήλθαν [20]. Οι τύπου Ι VSRs αναστέλλουν την ικανότητα του 

ξενιστή να αποκριθεί με «RNA σίγηση», τοπικά, στο σημείο μόλυνσης με 

τον ιο, με αποτέλεσμα αυτός να πολλαπλασιάζεται ανενόχλητος. ΢ε αυτή 

την κατηγορία ανήκουν, οι πρωτεΐνες HC-Pro (Helper Component- 

Proteinase) των ιών Poty (Potyviruses) και η P126 των ιών tobamo 

(tobamoviruses) [20]. Οι συγκεκριμένες πρωτεΐνες φαίνεται πως 

παρεμποδίζουν τη δράση της HEN1, δηλαδή εμποδίζοντάς την να 

μεθυλιώνει τα 3΄- άκρα των smRNAs, και έτσι έμμεσα να επηρεάζουν τη 

σταθερότητα των εν λόγω μορίων [11, 18, 78]. ΢τις τύπου II VSRs 

συμπεριλαμβάνονται πρωτεΐνες που δεν εμπλέκονται στον ιικό 

πολλαπλασιασμό, αλλά παρεμποδίζουν την τοπική εξάπλωση της 

«σίγησης». Φαρακτηριστικό παράδειγμα η P25 (potexviral), που 

εμποδίζει τη σωστή συγκρότηση και λειτουργία του RISC, αλλά 

παράλληλα λειτουργεί και ως πρωτεΐνη μετακίνησης (movement protein) 

του ιού της, διαμέσου των πλασμοδεσμάτων από κύτταρο σε κύτταρο [9, 

20]. Σέλος, οι πρωτεΐνες της ομάδας τύπου ΙΙΙ, όπου ανήκουν και οι 

περισσότερες VSRs, σχετίζονται με την παρεμβολή της Διασυστηματικής 

μεταφοράς του σήματος της «RNA σίγησης» [20]. Παρ’ όλ’ αυτά, δεν 

φαίνεται να εμπλέκονται, ούτε στον πολλαπλασιασμό των ιών τους, ούτε 

στη παρεμπόδιση της τοπικής εξάπλωσης της «RNA σίγησης». 

Φαρακτηριστικά παραδείγματα τέτοιων VSRs, είναι η P19 (tombusviral), 

που προσδένει smRNAs αποτρέποντας τη καθοδική (downstream) δράση 

τους, και η P38 (carmoviral), που παρεμποδίζει τη παραγωγή smRNAs 

κατά την αλληλεπίδρασή της με τις Dicers [20]. 

 

Ενδογενείς παράγοντες

΢ε αυτή τη κατηγορία συμπεριλαμβάνονται μία σειρά από ενδογενείς 

πρωτεΐνες των φυτών, που δεν φαίνεται να εμφανίζουν κάποιου είδους 

άμεσης ανασταλτικής δράσης στο μηχανισμό, ή αν εμφανίζουν, δεν 

είμαστε σε θέση να υποστηρίξουμε ότι είναι η μοναδική ή/ και η βασική 

λειτουργία τους στο κύτταρο. Παρ’ όλ’ αυτά αναφέρονται κάποιες από 

αυτές και οι διεργασίες που επιτελούν.  

Η rgs-CaM (REGULATOR OF GENE SILENCING – CALMODULIN-LIKE) 

αποτέλεσε το πρώτο παράδειγμα ενδογενούς πρωτεΐνης που σχετίζεται με 

καταστολή της «RNA σίγησης» [2]. Η έκφραση της rgs-CaM βρέθηκε πως 

επάγεται σε ανταπόκριση με την έκφραση του ιϊκού παράγοντα HC-Pro, 
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και πως εκτοπική έκφρασή της σε μη μολυσμένα φυτά με Poty ιούς, 

είναι σε θέση να προκαλέσει παρόμοια συμπτώματα με αυτά των εν λόγω 

ιών [2]. Άλλες πρωτεΐνες που φάνηκε να αποτελούν πιθανούς ρυθμιστές 

της «΢ίγησης», είναι οι XRN 2-4 και η FRY1 [3’(2’), 5’-BISPHOSPHATE 

NUCLEOTIDASE/INOSITOL POLYPHOSPHATE 1-PHOSPHATASE], 

που από μεταλλάγματά τους φαίνεται να συσσωρεύεται μία πληθώρα 

από διάφορα smRNAs [32, 33]. ΢ημαντικό είναι να αναφερθεί, πως οι 

συγκεκριμένες πρωτεΐνες εμπλέκονται στην επεξεργασία και την 

αποδόμηση των μη ορθά τροποποιημένων mRNAs. Οπότε, η συμμετοχή 

τους στη «σίγηση» θα μπορούσε να είναι έμμεση, καθώς τα παραπάνω 

mRNAs συσσωρεύονται κατά την απουσία τους, αποτελώντας 

υποστρώματα για τις RDRs. ΢το κατάλογο των ρυθμιστών έχουν προταθεί 

και άλλες πρωτεΐνες τηςA thaliana, όπως οι AtRLI2 [65], WEL1, KIN1 

[73], χωρίς όμως την υποστήριξη από αδιαμφισβήτητα στοιχεία και τις 

περισσότερες από αυτές να ενεργοποιούνται έμμεσα από ιικές πρωτεΐνες.  

Μια πολλά υποσχόμενη ενδογενής πρωτεΐνη που να ρυθμίζει άμεσα την 

«RNA σίγηση», εντοπίστηκε για πρώτη φορά στο C. elegans, και αργότερα 

και στους περισσότερους από τους οργανισμούς που εμφανίζουν «RNA 

σίγηση» (όπως και στα φυτά), η ERI1 (ENHANCED RNAi 1), μία 3’→ 5’ 

Εξωνουκλεάση που εμπλέκεται αρνητικά στα μονοπάτια του 

μηχανισμού. Αν και στις περισσότερες από τις παραπάνω περιπτώσεις η 

συμβολή στην ενδογενή καταστολή της «RNA σίγησης» φαίνεται να 

οφείλεται σε έμμεση δράση, στη περίπτωση της ERI1 η καταστολή του 

μηχανισμού είναι άμεση. 

 

[3.7] ERI1 (ENHANCED RNAi 1): Η Πολλά Τποσχόμενη 

3’→ 5’ Εξωνουκλεάση

 
Από γενετικές σαρώσεις (genetic screens) στο C. elegans για 

μεταλλάγματα με υπερευαισθησία σε dsRNA, εντοπίστηκε μία 3’→ 5’ 

Εξωνουκλεάση, η ERI1 (ENHANCED RNAi 1), που φάνηκε να επηρεάζει 

αρνητικά την «RNA σίγηση» [45]. Επίσης, από πειράματα της ίδιας 

ομάδας βρέθηκε, πως η ανασυνδυασμένη ERI1 πρωτεΐνη ήταν σε θέση 

να αποδομήσει siRNAs, σε in vitro συνθήκες [45]. ΢τον εν λόγω 

οργανισμό η ERI1 βρίσκεται σε δυο διακριτές ισομορφές (ERI1a, ERI1b), 

με ιδιαιτερότητα μόνο της ERI1b να αλληλεπιδρά με τη DCR1 του 

μηχανισμού [24], ένα επιπλέον στοιχείο υποστήριξης της εν λόγω 

δράσης. 

Παράλληλα, ακολούθησαν ποικίλες εργασίες σε διάφορους οργανισμούς 

πέραν του C. elegans, για την ρυθμιστική προς την «RNA σίγηση» δράση 
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των ορθολόγων της ERI1, υποστηρίζοντας τα μέχρι τότε δεδομένα. Παρ’ 

όλ’ αυτά, στον εκάστοτε οργανισμό τα ανάλογα ορθόλογα φάνηκε να 

εμφανίζουν ελάχιστα διαφοροποιημένη δράση ως προς τον τρόπο 

καταστολής. Φαρακτηριστικά, η MmERI1 του M. musculus φαίνεται να 

επάγεται έντονα από διαμόλυνση (transfection) με υψηλές δόσεις 

siRNAs, τα οποία και αποδομεί, φαινόμενο γνωστό ως «rebound effect». 

Ενώ τα γονίδια στα οποία στόχευαν τα siRNAs, εν αρχή, βρίσκονταν σε 

κατάσταση αποσιώπησης, μετά από κάποιες μέρες το φαινόμενο 

αντιστράφηκε, και η εν λόγω αντιστροφή ήταν ERI1- εξαρτώμενη [38]. 

΢τη N. crassa, η ορθόλογη της ERI1, η QIP, συμμετέχει στην 

αποδόμηση του siRNA passenger κλώνου κατά το φόρτωμα του siRNA 

duplex στην αντίστοιχη της AGO, QDE-2 [55]. ΢ε μεταλλάγματα eri1 στο 

S. pombe, siRNAs προερχόμενα από εττεροχρωματινοποιημένους 

γενετικούς τόπους είναι σε θέση να επάγουν TGS (δευτερογενώς) και σε 

άλλους γενετικούς τόπους που εμφανίζουν ομολογία με τον αρχικό, 

χωρίς να αποτελούν τον κύριο στόχο των siRNAs αυτών. Εν αντιθέσει, σε 

αγρίου τύπου οργανισμούς (WT) η παρουσία της ERI1 παρεμποδίζει 

τέτοιου τύπου «παρενέργειες», καταστέλλοντας τα εν λόγω siRNAs [14, 

41]. 

To αντίστοιχο ανθρώπινο ομόλογο, Thex1/3’hExo, συμβάλλει και αυτό 

με τη σειρά του στη καταστολή της «΢ίγησης», με χαρακτηριστική την in 

vitro αποδόμηση siRNAs, όπως και με τη περίπτωση της CeERI1 [45]. 

Όσον αφορά την in vivo συμμετοχή της στο μηχανισμό, η υπερέκφραση 

της Thex1/3’hExo σε κύτταρα HeLa έχει ως αποτέλεσμα την καταστολή 

του RNAi καθοδηγούμενου TGS μονοπατιού, για την 

εττεροχρωματινοποίηση των μίνι- γονιδίων των ανοσοσφαιρινών, 

διαδικασία πυροδοτούμενη από πρώιμες αλληλουχίες λήξης της 

μεταγραφής [14]. Μελέτες κρυσταλλογραφίας στη Thex1/3’hExo, 

προσδιόρισαν τη λειτουργική επικράτεια των ERI1 πρωτεϊνών, δηλαδή 

μία επικράτεια τύπου RNάσης Η με την παρουσία περιοχής 

εξειδικευμένης για φιλοξενία δινουκλεοτιδίων [17]. Σα συγκεκριμένα 

δεδομένα συνηγορούν με το ότι οι ERI1s εμφανίζουν μία ιδιαίτερη 

προτίμηση για τα siRNAs, που φέρουν προεξέχοντα δινουκλεοτίδια. 

Επιπροσθέτως, η Thex1/3’hExo αποτελεί το πρώτο περιγραφέν ορθόλογο 

που φαίνεται να συμμετέχει και σε άλλες διεργασίες στο κύτταρο, πέραν 

της αποδόμησης των smRNAs και της συνεπακόλουθης καταστολής του 

μηχανισμού. ΢υγκεκριμένα, η Thex1/3’hExo προσδένεται στη δομή 

φουρκέτας του 3’- άκρου του mRNA των ιστονών (histones), το οποίο 

επεξεργάζεται εξωνουκλεολυτικά προς ωρίμανση, κάτι που συμβαίνει με 

παρόμοιο τρόπο και στη D. melanogaster [21, 22, 89]. 
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΢τη περίπτωση της Drosophila ERI1, γνωστή ως Snipper, από in vitro 

πειράματα της αποδόθηκε δυνατότητα να αποδομεί dsRNA και dsDNA 

3’- προεξέχοντα άκρα, παρόλο που in vivo η πρωτεΐνη δεν φαίνεται να 

εμφανίζει κάποια ικανότητα ρύθμισης της «RNA σίγησης» [49]. Άλλωστε, 

από την αλληλουχία της Snipper απουσιάζει τελείως επικράτεια SAP, 

σημαντική για την πρόσδεση RNA, που όπως θα δούμε και παρακάτω 

(βλ. κεφ. 3.8), είναι παρούσα στις περισσότερες από τις πιο ενεργές στη 

καταστολή της «σίγησης» ERI1s [17, 41, 71, 89]. 

΢χετικά πρόσφατα, μία ακόμα λειτουργία προσδόθηκε στην ομάδα των 

πρωτεϊνών ERI1, όταν με πειράματα σε M. musculus, S. pombe και C. 

elegans, διαπιστώθηκε η συμμετοχή των εν λόγω ERI1s στην ωρίμανση 

του 3’- άκρου του 5.8S ριβοσωμικού RNA, κατά την αλληλεπίδραση με 

τα ριβοσώματα [3, 31]. ΢ε μεταλλάγματα των παραπάνω οργανισμών, 

5.8S rRNA μόρια μεγαλύτερα κατά 2 nt τείνουν να συσσωρεύονται, ενώ 

αντίστοιχα οι ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες είναι σε θέση να εκτελούν την 

αποκοπή τους από το μόριο, ωριμάζοντάς το [3, 31]. 

Σελικά, το πλάνο δεν είναι τόσο απλό όσο αρχικά φαινόταν, με όλες τις 

ERI1 να συμμετάσχουν μόνο στην ρίθμιση της «RNA σίγησης». Πολλές 

από αυτές συμμετέχουν και σε άλλα μονοπάτια (π.χ. Thex1/3’hExo, 

Snipper). Μήπως, τελικά, αυτές οι συμπληρωματικές δράσεις είναι ο 

βασικός ρόλος τους στο κύτταρο, και η δράση τους προς στην «RNA 

σίγησης» είναι συμπληρωματική; Παραμένει ένα ερώτημα που θα 

χρειαστεί εκτενέστερη διερεύνηση για να διαλευκανθεί. 

 

[3.8] Σι είναι αυτό που σε Κάνει ERI1;

 
Η οικογένεια των ERI1 πρωτεϊνών περιλαμβάνει μέλη τα οποία φέρουν 

δράση 3’→ 5’ Εξωνουκλεάσης και χαρακτηρίζονται από μία τυπική 

EXOIII, επικράτεια τύπου RNάσης Η (EXOIII: SMART Acce. No. 

SM00479) [48]. Σο δραστικό μοτίβο της EXOIII χαρακτηρίζεται από τα 

ιδιαιτέρως συντηρημένα αμινοξικά κατάλοιπα D- E- D- D (εικ. 04) [91]. 

Ιδιαίτερα ενδιαφέρον είναι το γεγονός του ότι στις πρωτεΐνες με DEDD 

επικράτεια, ανήκουν και οι βακτηριακές Ολιγο- ριβονουκλεάση και 

RNάση T. Η πρώτη αποδομεί RNA ολιγοριβονουκλεοτίδια, όπως το λέει 

και το όνομά της, ενώ η δεύτερη εμπλέκεται στην 3’- ωρίμανση μικρών 

RNA μορίων [91]. H ERI1 τύπου ΕΦΟΙΙΙ επικράτεια, πρόσφατα, 

μετονομάστηκε ως ξεχωριστή υποκατηγορία ΕΦΟΙΙΙ- επικρατειών, σε 

ERI-1_3’hExo (CDD domain cd06133). Παράλληλα με την ERI-

1_3’hExo επικράτεια, στις περισσότερες των ERI1 πρωτεϊνών, υπάρχει 

και μία αμινοτελικά εντοπιζόμενη SAP επικράτεια, που φαίνεται να είναι 
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υπεύθυνη για την δέσμευση RNA/ DNA και στην περίπτωση των ERI1 

πιθανόν να εμπλέκεται στη δέσμευση των dsRNA υποστρωμάτων τους [4, 

17, 46, 89]. Άλλωστε, δεν είναι τυχαίο το γεγονός, ότι ERI1 που δεν 

διαθέτουν SAP επικράτεια (π.χ. Snipper), δεν εμφανίζουν κάποια 

σημαντική, αν όχι καθόλου, ρυθμιστική ως προς τη «σίγηση» δράση. 

 

 

Υυλογενετικές αναλύσεις σε χαρακτηρισμένες και μη ERI1, από 

διάφορους ευκαρυώτες, ομαδοποιούν τις πρωτεΐνες σε δύο διακριτές 

ομάδες [71]. Οι βασικότερες διαφορές των δύο αυτών ομάδων έγκεινται 

στην αντιπροσώπευση των δύο παραπάνω επικρατειών σε καθεμία από 

αυτές. Η Ομάδα I περιλαμβάνει ορθόλογα που φέρουν και τις δύο 

επικράτειες, όπως αυτές των C. elegans (ERI1), H. sapiens 

(Thex1/3’hExo), M. musculus (MmERI1), S. pombe (SpERI1) και N. 

crassa (QIP). Εν αντιθέσει, στην Ομάδα ΙΙ ανήκουν ERI1s οργανισμών 

που φέρουν μόνο την ERI-1_3’hExo/ EXOIII επίτοπο και όχι τη SAP. 

Παραδείγματα αυτών είναι οι D. melanogaster (Snipper), Tribolium (Tnc-

Snp) και Dictyostelium (ERIA). ΢τη συγκεκριμένη κατηγορία, όπως θα 

δούμε και παρακάτω (βλ. κεφ. 3.9), ανήκει και η ορθόλογη των ERI1 στα 

φυτά. 

 

[3.9] ERL1 (ERI1-LIKE 1): H ERI1 των Υυτών

 
΢τον φυτικό οργανισμό μοντέλο Arabidopsis εντοπίζεται ένα μόνο γονίδιο 

με σχετικά υψηλή ομολογία ως προς αυτό του C. elegans ERI1 (Acce. 

No.: At3g15140), το οποίο και ονομάστηκε ERI1-LIKE 1 (ERL1) [69]. 

Όπως έχει προαναφερθεί, η ERL1 κατατάσσεται στην Ομάδα ΙΙ των 

ERI1s 3’→ 5’ Εξωνουκλεασών, μιας και δεν φαίνεται να διαθέτει κάποια 

χαρακτηριστική SAP επικράτεια, παρά μόνο μία DEDD τύπου EXOIII/ 

Εικόνα 04: Απεικόνιση της στοίχισης της αμινοξικής αλληλουχίας της συντηρημένης DEDD/ 

EXOIII/ ERI-1_3’hExo επικράτειας των ERI1 πρωτεϊνών, μεταξύ διαφορετικών φυλογενετικών 
κλάδων Όπου, με κίτρινη σκίαση συμβολίζονται τα πιο συντηρημένα αμινοξικά κατάλοιπα 

(αυτά της DEDD επικράτειας), με μπλε τα συντηρημένα μεταξύ των περισσότερων οργανισμών, 
και με πράσινο τα αμινοξικά κατάλοιπα με τη μικρότερη συντήρηση. Εικόνα από [69]. 
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ERI-1_3’hExo επικράτεια (εικ. 04, απεικόνιση της DEDD επικράτειας) 

[69]. Η αντίστοιχη πρωτεϊνική αλληλουχία των 38.67 kDa φέρει περί το 

49% ομοιότητα με την ERI1 του C. elegans, η οποία αποτελεί και τη 

συγγενέστερη από όλες τις υπόλοιπες ERI1s [69]. Οι ομοιότητες, όπως 

είναι αναμενόμενο, έγκεινται περισσότερο στην EXOIII επικράτεια, με τα 

αμινο- και καρβοξυ- τελικά άκρα να εμφανίζουν τη μεγαλύτερη διαφορά 

[69]. 

H ERL1 της Arabidopsis εκφράζεται, γενικώς, σε χαμηλά επίπεδα σε 

ολόκληρο σχεδόν το φυτό, αλλά σε κάποιους ιστούς η έκφρασή της 

ανεβαίνει κατακόρυφα. ΢ε αυτούς ανήκουν τα μεριστώματα με την 

κορυφή του βλαστού (shoot apex), τα αναπαραγωγικά όργανα και 

ιδιαίτερα τα καρπόφυλλα (carpels), στα πρώτα στάδια της ανάπτυξης της 

γύρης, και τα «εμποτισμένα» σπέρματα (imbibed seeds) (΢. 01) [69]. 

Ενδοκυτταρικά, τόσο από in silico, όσο και από μελέτες έκφρασης της 

ERL1 με GFP, από πιλοτικά πειράματα του εργαστηρίου, η πρωτεΐνη 

φαίνεται να πηγαίνει στο χλωροπλάστη, το οποίο μέχρι στιγμής θεωρείται 

ένα υποκυτταρικό διαμέρισα ελεύθερο της «RNA σίγησης» [69]. Μετά τη 

σύνθεσή της στο κυτταρόπλασμα, η ERL1 καθοδηγούμενη από ένα 

αμινοτελικά εντοπιζόμενο πεπτίδιο σινιάλο των ~79 αμινοξέων (κατά in 

silico), πηγαίνει στο χλωροπλάστη, όπου κατά την είσοδο το πεπτίδιο 

αυτό αποκόπτεται [69]. 

 

Είναι τελικά ανίκανη να ρυθμίζει την «RNA ΢ίγηση»;

Κατά Tomoyasu et al. 2008, ορθόλογα ERI1 που δεν διαθέτουν SAP 

επικράτεια και ομαδοποιούνται στην Ομάδα ΙΙ των ERI1s πρωτεϊνών, 

όπως η Snipper της D. melanogaster, είναι πολύ πιαθνόν να επιτελούν 

διαφορετικές λειτουργικότητες στο κύτταρο από τη ρύθμιση της «RNA 

σίγησης» [71]. Μιας και η φυτική ERL1 ομαδοποιείται στις εν λόγω 

ERI1s, βάσει χαρακτηριστικών επικράτειας, μήπως συμβαίνει το ίδιο και 

με την περίπτωση της ERL1; Παρόλο που τα στοιχεία δεν είναι ακόμα 

αρκετά για να υποστηριχθεί μία τέτοιου είδους πρόταση, από πειράματα 

του εργαστηρίου φαίνεται πως αυτή δεν είναι και τόσο ανακριβής. 

Όπως φαίνεται, η ERL1 είναι ανίκανη να ρυθμίζει την «RNA σίγηση» σε 

φυτά N. benthαmiana, αδυνατώντας να επηρεάσει τη «σίγηση» του 

εκφραζόμενου GFP γονιδίου, ακόμα και στην περίπτωση ισχυρής ERL1 

υπερέκφρασης (εικ. 05) [71]. Παρ’ όλ’ αυτά, σε πειράματα επιμόλυνσης 

φυτών που υπερέκφραζαν την ERL1, με τον PPV ιό και το PSTVd ιοειδές, 

φάνηκε το ακριβώς αντίθετο, δηλαδή τα εν λόγω φυτά εμφάνιζαν υψηλό 

φορτίο του ιού και δυσκολία στη σύνθεση siRNAs για το ιοειδές, 

αντίστοιχα [69]. Σα παραπάνω γεγονότα, όμως, μπορούν να 
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υποστηριχτούν εν μέρει από τη διαπίστωση, ότι στα φυτά όπου η ERL1 

υπερεκφραζόταν, αντιστοίχως, η έκφραση της DCL1 μειωνόταν [69]. 

 

 

Ιδιαίτερα αξιοπρόσεκτη ήταν ή παρατήρηση, ότι φυτά N. benthamiana 

που υπερέκφραζαν συστηματικά την ERL1, εμφάνιζαν συχνά στα φύλλα 

τους ποικιλόμορφους (variegated) φαινότυπους ασθενώς πράσινων, 

κίτρινων ή/ και λευκών περιοχών σε γειτνίαση με συστάδες 

φυσιολογικών πράσινων. ΢ε κάποιες περιπτώσεις τα φύλλα ήταν τελείως 

λευκά (εικ. 06) [69]. ΢τις περισσότερες των περιπτώσεων, αυτή η 

ποικιλότητα φαινοτύπων αποδόθηκε σε δυσκολίες βιογένεσης των 

χλωροπλαστικών rRNAs και κατ` επέκταση στην όλη κατάρρευση των 

πλαστιδίων (εικ. 06) [69]. Από εδώ και πέρα, μία νέα πορεία λειτουργίας 

για την ERL1 είχε ξεκινήσει να ανοίγεται. 

 

Εικόνα 05: ΢υνεμποτισμός με διάφορα A. tumefaciens γενετικά τροποποιημένα στελέχη, σε 

N. benthamiana 16C φυτά (υπερεκφράζουν συστατικά τη GFP), με σκοπό τον έλεγχο της 

ERL1 για πιθανό καταστολέα της «RNA ΢ίγησης». Όπως φαίνεται, η ERL1 δεν είναι ικανή να 
επηρεάσει την «RNA ΢ίγηση» του GFP, ούτε σε υπερ-/, ούτε σε υπο- έκφραση. Όπου, a) 

φύλο που έχει επιμολυνθεί σταθερά και στις τέσσερις περιπτώσεις για υπερέκφραση της GFP 
(GFP/ X), με τη ταυτόχρονη επιμόλυνση για υπερέκφραση των P19, ERL1 και ERL1 

κατασκευάσματος φουρκέτας (ERL1hp), αντίστοιχα. b) φύλο που έχει επιμολυνθεί σταθερά 

για καταστολή της GFP (GFPhp/ X), με τη ταυτόχρονη επιμόλυνση για υπερέκφραση των 

ERL1 και ERL1 κατασκευάσματος φουρκέτας (ERL1hp), αντίστοιχα. MOCK= τμήμα του 
φύλλου που δεν έχει υποστεί κανένα χειρισμό. Εικόνα τροποποιημένη από [69]. 
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Φλωροπλαστικό 5S rRNA: ένας καλός υποψήφιος

Βάσει των παραπάνω παρατηρήσεων, και των πρόσφατων αποτελεσμάτων 

για τις ορθόλογες της ERL1 στο M. musculus, S. pombe και C. elegnas, 

δηλαδή ότι συμμετέχουν στην ωρίμανση του 3’- άκρου του 5.8S rRNA 

[3, 31], η περίπτωση και η ERL1 να επιτελεί κάποια αντίστοιχη 

λειτουργία στα φυτικά χλωροπλαστικά rRNAs, φάνηκε πολλά 

υποσχόμενη. 

Από πειράματα του εργαστηρίου στη μελέτη των επιπέδων των rRNAs σε 

σχέση με τα επίπεδα έκφρασης της ERL1, σημειώθηκε σημαντική 

αλλαγή μόνο στο 5S rRNA, το οποίο από μελέτες δευτεροταγούς δομής 

φαίνεται να μοιάζει αρκετά με τη περίπτωση του 5.8S rRNA των ζωικών 

αντιπροσώπων [69]. Γεγονός πολύ πιθανό να ισχύει από την παρουσία 

5S rRNA μορίων μεγαλύτερων κατά 2 nt στο 3’- άκρο τους, σε φυτά που 

εξέφραζαν εκτοπικά την ERL1 [69]. 

Εικόνα 06: Ποικιλόμορφοι φαινότυποι φύλλων Ν. benthamiana φυτών που εκφράζουν 
συστατικά τo AtERL1 (πάνω), και μορφολογία των αντιστοίχων χλωροπλαστών (ηλεκτρονικό 

μικροσκόπιο) (κάτω). Παρατηρείται έντονη αποδιοργάνωση των χλωροπλαστών καθώς 

μεταβαίνουμε από το WT ιστό, σε πιο λευκούς «Bleach» ιστούς (↑ επιπέδων έκφρασης του 
ERL1). Όπου, a) WT φύλλο και χλωροπλάστης, b) φύλλο με μορφή μωσαϊκού πράσινων 

και λευκών περιοχών και ο αντίστοιχος χλωροπλάστης (σειρά: «Mosaic»), c) Φλωρωτικό 

φύλλο και χλωροπλάστης (σειρά: «Bleach») και d) φύλλο και χλωροπλάστης από φυτό που 
αποσιωπεί το διαγονίδιο της AtERL1 («Self- Silencer»), όπου με βέλη συμβολίζονται τα 

σημεία της αποσιώπισης. Η εικόνα των χλωροπλαστών του δείγματος (d) αντιστοιχούν στη 

πράσινη περιοχή. Η λευκή περιοχή φέρει χλωροπλάστες παρόμοιας μορφολογίας με 

αυτούς του (c) δείγματος. Κατά κάποιο τρόπο, βλέπουμε το χλωροπλάστη να 

αναδιοργανώνεται. Εικόνα τροποποιημένη από [69, unpublished J. M. Helm]. 
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΢το χλωροπλάστη, το μη- ώριμο 5S rRNA είναι συστατικό μέρος ενός 

μεταγράφου που περιλαμβάνει τα 16S- 23S- 4.5S- 5S rRNAs, 

μεταγραφόμενο από ένα ενιαίο οπερόνιο (εικ. 07) [19]. Σα όρια μεταξύ 

του κάθε συστατικού μέρους οριοθετούνται από δομές φουρκετών, οι 

οποίες αποτελούν δομές αναγνώρισης από ενδονουκλεάσες (εικ. 07) 

[19]. Αρχικά, από το ενιαίο μετάγραφο αποκόπτεται το 5S πρόδρομο 

rRNA, στη συνέχεια ακολουθούν κατά σειρά, το 16S, 4.5S και 23S, 

αντίστοιχα [5, 70]. Από εκεί και έπειτα, κάθε συστατικό πρόδρομο rRNA 

θα υποστεί διάφορες ενδο-/ εξω- νουκλεoλυτικές τροποποιήσεις, μέχρι 

να πάρει την ώριμη μορφή του που θα ενσωματωθεί στο ριβόσωμα. Ενώ 

για τα περισσότερα rRNAs του οπερονίου η όλη διαδικασία ωρίμανσης 

είναι λίγο πολύ γνωστή, για το 5S rRNA δεν γνωρίζουμε και ιδιαίτερα 

πολλά, παρά μόνο ότι είναι μία πολύπλοκη διεργασία που περιλαμβάνει 

μία ποικιλία από διάφορες ενδο-/ εξω- νουκλεάσες, και ιδιαίτερα για την 

ωρίμανση του 3’- άκρου του. 

 

 

Μέχρι σήμερα, εκτός από την ERL1, έχουν αναγνωριστεί δύο στην A. 

thaliana ακόμα χλωροπλαστικές 3’→ 5’ Εξωνουκλεάσες, η PNPase 

(POLYNUCLEOTIDE PHOSPHORYLASE) και η ομόλογη των RNασών 

II/R, η RNR1 (RIBONUCLEOTIDE REDUCTASE 1), που φαίνεται να 

εμπλέκονται στη τροποποίηση του 3’- άκρου του 5S rRNA και στην 

ωρίμανσή [83, 12]. Σο αν αυτή η διαδικασία επιτελείται από την RNR1 

και μόνο ή/ και κάποια άλλη νουκλεάση, ακόμα δεν είμαστε σε θέση να 

το διευκρινίσουμε. Πάντως, η ERL1 θα μπορούσε να αποτελέσει ένα 

αξιόλογο υποψήφιο. 

 

 

 

 

 

Εικόνα 07: Οπερόνιο των αλληλουχιών των Φλωροπλαστικών rRNAs 16S, 23S, 4.5S 

(μωβ σκίαση) και 5S (μπλέ σκίαση), κατά σειρά. Μεταξύ των παραπάνω αλληλουχιών 

εντοπίζονται και αλληλουχίες tRNAs (πράσινο πλαίσιο). Σροποποιημένη από [12]. 
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ΜΕΘΟΔΟΙ & ΤΛΙΚΑ 4   
 

[4.1] Θρεπτικά και Καλλιέργειες

 
Για τα πειράματα επαγόμενης έκφρασης και καθαρισμού πρωτεϊνών, 

χρησιμοποιήθηκαν βακτηριακά στελέχη E. coli JM109, τα οποία 

μετασχηματίσθηκαν με τις His-AtERL1 (tra.) και GST-MmERI1 

πλασμιδιακές κατασκευές (βλ. κεφ. 5.1). Για τα πειράματα παροδικού 

μετασχηματισμού με Αγρο- εμποτισμό, χρησιμοποιήθηκε το C58C1 A. 

tumefaciens στέλεχος, που μετασχηματίστηκε αντιστοίχως με τις 

πλασμιδιακές κατασκευές 35S/AtERL1 (υπερέκφρασης), 

35S/NtERL1hp (καταστολής) και 35S/ AtERL1-GFP (βλ. κεφ. 5.3). Σα εν 

λόγω στελέχη αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό µέσο LB (Luria and Bertani), 

τόσο σε υγρή όσο και σε στερεά μορφή, κατά Sambroοk et al  [Yeast  

Extract 5gr/ L, Tryptone 10gr/ L, NaCl 10gr/ L, Agar 15gr/ L ( για 

στερεό μέσο)]. Σα θρεπτικά μέσα συμπληρώθηκαν με τα αντίστοιχα 

αντιβιοτικά για επιλογή (~100 μg/ ml), ανάλογα με το βακτηριακό 

στέλεχος και το πλασμιδιακό κατασκεύασμα (Φλωροαμφενικόλη- 

Αμπικιλίνη για τις JM109 και Καναμυκίνη- Ριφαμπικίνη για τις C58C1 

καλλιέργειες). Οι καλλιέργειες επωάστηκαν σε θάλαμο σταθερών 

συνθηκών, στις 250 rpm, στους 37οC για τα E. coli JM109 και στους 

28οC για τα A. tumefaciens C58C1 στελέχη. 

 

[4.2] Επαγόμενη Έκφραση Πρωτεϊνών σε E. coli (με IPTG)

 
1L LB (+ κατάλληλο αντιβιοτικό) εμβολιάσθηκε με ~10 ml (1% του 

όγκου) ολονυκτίως αναπτυσσόμενης καλλιέργειας με το επιθυμητό 

βακτηριακό στέλεχος για έκφραση. ΢την  προκειμένη περίπτωση, 

χρησιμοποιήθηκαν E. coli JM109 μετασχηματισμένα με His-AtERL1 

(tra.) και GST-MmERI1, αντίστοιχα (βλ. κεφ. 5.1). Επωάσαμε για 

περίπου τρεις ώρες στους 37οC υπό ανάδευση. Όταν η OD (οπτική 

πυκνότητα) των καλλιεργειών στα 600 nm μετρήθηκε ίση με 0,6-0,8, οι 

καλλιέργειες ετοιμάστηκαν για επαγωγή. Δείγμα 500 μl κρατήθηκε πριν 

την επαγωγή με IPTG (για SDS- PAGE), το οποίο φυγοκεντρήθηκε για 5 

min, στις 12000 rpm, και η πελλέτα διατηρήθηκε στους -20οC. Για τις 

καλλιέργειες των E. coli JM109→ His-AtERL1 (tra.) το IPTG 

χρησιμοποιήθηκε σε τελική συγκέντρωση 0,6 mM, ενώ για τις E. coli 
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JM109→ GST-MmERI1 χρησιμοποιήθηκε στα 0,9 mM. Επώαση για 4 

ώρες στους 28οC για τη πρώτη και για 3 ώρες στους 37οC για τη δεύτερη 

καλλιέργεια. Δείγμα καλλιέργειας διατηρήθηκε μετά την επαγωγή [βάσει: 

(OD600 (–)IPTG * 500 μl)/OD600 (+)IPTG= X μl δείγματος] και φυγοκεντρήθηκε 

όπως παραπάνω, πριν την αποθήκευση στους -20οC (για SDS- PAGE). 

Υυγοκεντρήσαμε την υπόλοιπη καλλιέργεια σε δοκιμαστικούς σωλήνες 

falcon των 50 ml, στις 5000 rpm, 4οC, για 10 min. Η πελλέτα των 

κυττάρων διατηρήθηκε στους -20οC. 

 

[4.3] Μη-Αποδιατακτικός Καθαρισμός Πρωτεϊνών με 

Φρωματογραφία ΢υγγένειας (Affinity Chromatography)

 
Για να διατηρηθεί η φυσιολογική (native) διαμόρφωση των πρωτεϊνών 

μας, εκτελέσαμε Φρωματογραφικό Καθαρισμό υπό Μη- Αποδιατακτικές 

συνθήκες. Για τον καθαρισμό αυτών ακολουθήσαμε δύο διαφορετικές 

προσεγγίσεις, ανάλογα με το πεπτίδιο συγγένειας με το οποίο είχαν 

συντηχθεί. Έτσι, η His-AtERL1 καθαρίστηκε με Φρωματογραφία 

΢υγγένειας σφαιριδίων Νικελίου- Αγαρόζης (Ni- NTA Agarose -QIAGEN-

), ενώ η GST-MmERI1 με Φρωματογαφία ΢υγγένειας σφαιριδίων 

Γλουταθειόνης (6% CL- Glutathione ChroMatrix™ -Jena Bioscience-). 

Όλες οι μεταχειρίσεις πραγματοποιήθηκαν στους 4oC ΢υγκεκριμένα:  

Για τη περίπτωση της AtERL1, η πελλέτα των κυττάρων που 

αποθηκεύτηκε στους -20οC, μετά από τη πρωτεϊνική επαγωγή με IPTG 

(βλ. κεφ. 4.2), αφέθηκε να ξεπαγώσει σε πάγο για ~ 15 min και λύθηκε 

σε 1/10 V (V= όγκος αρχικής καλλιέργειας= 1L) ρυθμιστικού 

διαλύματος Λύσης (50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, 400 μΜ PMSF, 

100 pmoles Lysozyme/ ml buffer, 1mM DTT, 10 mM Imidazole). 

Εκτελέσθηκαν 3- 4 κρούσεις με Τπέρηχους (Sonications), με 30% εύρος 

(amplitude), για 20 sec, έκαστος. Σο εκχύλισμα επωάσθηκε στους 4οC 

για ~1 ώρα. Υυγοκέντρηση 12000 rpm, για 30 min. Δείγμα πελλέτας και 

υπερκειμένου κυτταρικού εκχυλίσματος αποθηκεύτηκαν στους -20οC, 

για SDS- PAGE. Παράλληλα, εξισορροπήθηκαν 3-5 ml Ni-NTA Agarose 

(QIAGEN) σφαιρίδια, σε 10 bed-V (bed-V= όγκος του διαλύματος των 

σφαιριδίων/ 2) διαλύματος Λύσης, φυγοκεντρήθηκαν στις 800 rpm για 

3-4 min και αφού απομακρύνθηκε το υπερκείμενο, αναμείχθηκαν με το 

κυτταρικό εκχύλισμα για ολονύκτια ανάδευση. Σα σφαιρίδια με τη 

προσδεμένη πρωτεΐνη φορτώθηκαν σε ειδικό σωλήνα για σχηματισμό της 

χρωματογραφικής κολώνας. Σο διάλυμα που διάτρεξε από τη κολώνα 

διατηρήθηκε, όπως και δείγμα αυτού για SDS- PAGE. Ακολούθησαν, 

πλύσιμο με 10 bed-V διάλυμα Πλύσης Ι (διάλυμα Λύσης + 20 mM 
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Imidazole) και στη συνέχεια με 10 bed-V διάλυμα Πλύσης ΙΙ (διάλυμα 

Λύσης + 40 mM Imidazole). Και από τα δύο πλυσίματα διατηρήθηκε 

δείγμα για SDS- PAGE. Σο πεπτίδιο εκλούστηκε από τη κολώνα 

Νικελίου με 5 διαδοχικές πλύσεις του ~1 ml διαλυμάτων Έκλουσης 

(διάλυμα Λύσης + 100/ 200/ 300/ 400/ 500 mM Imidazole). 

΢τη περίπτωση της MmERI1, η πελλέτα των κυττάρων μετά από 

πρωτεϊνική επαγωγή με IPTG (βλ. κεφ. 4.2), λύθηκε σε 1/10 V 

διαλύματος Λύσης (1Φ PBS pH 7,5, 400 μΜ PMSF, 100 pmoles 

Lysozyme/ ml buffer, 1mM DTT). Εκτελέσθηκαν 4 κρούσεις με 

Τπέρηχους, με 30% εύρος (amplitude), για 20 sec, έκαστος. Μεταξύ 

τους το δείγμα επωαζόταν στο πάγο για 1 min. Μετά τη προσθήκη 1% 

Triton-X 100, το εκχύλισμα επωάσθηκε στους 4οC για 30 min. 

Υυγοκέντρηση 12000 rpm, 4οC, για 30 min. Δείγμα πελλέτας και 

υπερκειμένου κυτταρικού εκχυλίσματος αποθηκεύτηκαν στους -20οC, 

για SDS- PAGE. Παράλληλα, εξισορροπήθηκαν 2- 3 ml 6% CL- 

Glutathione ChroMatrix™ (Jena Bioscience) σφαιρίδια, σε 10 bed-V 

διαλύματος Λύσης, φυγοκεντρήθηκαν στις 800 rpm για 3- 4 min και 

αφού απομακρύνθηκε το υπερκείμενο, αναμείχθηκαν με το κυτταρικό 

εκχύλισμα για 2ωρη ανάδευση. Σα σφαιρίδια με τη προσδεμένη 

πρωτεΐνη φορτώθηκαν σε ειδικό σωλήνα για σχηματισμό της 

χρωματογραφικής κολώνας. Σο διάλυμα που διάτρεξε από τη κολώνα 

διατηρήθηκε, όπως και δείγμα αυτού για SDS- PAGE. Ακολούθησε 

πλύσιμο με 10 bed-V διαλύματος Λύσης και διατηρήθηκε δείγμα για 

SDS- PAGE. Η κολώνα πλύθηκε με ρυθμιστικό διάλυμα συμβατό με τη 

PreScission Protease (50 mM Tris-Cl pH8,0, 150 mM NaCl, 1 mM 

EDTA, 1 mM DTT), εξισορροπώντας τη για την αποκοπή του πεπτιδίου. 

50 μl PreScission Protease (GE Healthcare) διαλυμένα σε 1 bed- V 

διαλύματος Αποκοπής (Cleavage Buffer), επωάστηκαν υπό ολονύκτια 

ανάδευση, για αποκοπή του πεπτιδίου από τη κολώνα. Σο πεπτίδιο 

εκλούστηκε από τη κολώνα Νικελίου με 3-5 διαδοχικές πλύσεις του ~1 

ml με διάλυμα Αποκοπής, ενώ η PreScission Protease και το GST- tag 

παρέμειναν προσδεδεμένα. 

 

[4.4] Διάλυση Πρωτεϊνικών Διαλυμάτων

 
Σα πρωτεϊνικά «εκλούσματα», τόσο της AtERL1, όσο και της MmERI1, 

τοποθετήθηκαν σε μεμβράνη SPECTRAPOR® Membrane tubing με 

Κατώφλι Μοριακού Βάρους (M.W.CO.) τα 11 kDa, ώστε να 

σιγουρευτούμε ότι η πρωτεΐνη θα παραμείνει εντός της μεμβράνης. Η 

μεμβράνη με το πεπτίδιο επωάστηκε ολονυκτίως σε 2 L ρυθμιστικού 

διαλύματος 3’→5’ Εξωνουκλεάσης για ERI1 (50 mM Tris-Cl pH 8.0, 135 
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mM KCl, , 2.5 mM MgCl2, 1 mM DTT, 10% Glycerol) (κατά Ansel et al. 

2008), υπό ήπια ανάδευση, στους 4oC. 

 

[4.5] SDS-Ηλεκτροφόρηση Πηκτής Πολυ-ακρυλαμίδης 

(SDS-PAGE)

 
Σα προς ηλεκτροφόρηση δείγματα των πρωτεϊνών αναμείχθηκαν 1:1 με 

το διάλυμα φόρτωσης (100 mM Tris-HCl pH 6.8, 4% SDS, 20% glycerol, 

0.2% Bromophenol blue, 200mM DTT). Ακολούθησε πεντάλεπτος 

βρασμός των πρωτεϊνών και γρήγορη περιστροφή στην φυγόκεντρο πριν 

την φόρτωση τους στην πηκτή. Ακολούθως, παρασκευαζόταν η πηκτή 

διαχωρισμού (Resolving gel) 10-15% μείγματος ακρυλαμίδης (29% 

ακρυλαμίδη, 1% Ν,Ν’ – μεθυ λενοδισακρυλαμίδη), 0.375 Μ Tris- HCl 

pH 8.8, 0.2% SDS, 0.2% APS, TEMED και αφήνονταν να πολυμεριστεί. 

Η πηκτή συσσώρευσης (Stacking gel) αποτελούταν από 5% μείγμα 

ακρυλαμίδης, 0.125 Μ Tris-HCl pH 6.8, 0.1% SDS, 0.1% APS και 

TEMED. Οι συνθήκες ηλεκτροφόρησης των δειγμάτων στη πηκτή 

συσσώρευσης ήταν στα 100V και στην πηκτή διαχωρισμού στα 150V, σε 

Laemmli buffer (25 mM Tris base, 192 mM Glycine pH 8.3, 0.1% 

SDS). 

Μετά την ηλεκτροφόρηση για να γίνουν ορατές οι ζώνες των πρωτεϊνών 

πρέπει να ακολουθήσει η διαδικασία χρώσης σε διάλυμα Coomassie 

(45% μεθανόλη, 10% οξικό οξύ, 2.5% w/v Coomassie blue) όπου και 

αφήνεται για 10 min σε ήπια ανάδευση. Ακολούθως τοποθετείται σε 

διάλυμα αποχρωματισμού (15% αιθανόλη, 10% οξικό οξύ) για 1 ώρα σε 

ήπια ανάδευση μέχρι να παραμείνουν βαμμένες μόνο οι ζώνες των 

πρωτεϊνών. 

 

[4.6] Εκχύλιση Πρωτεϊνών

 
΢ε 1.5 ml eppendorf σωλήνα αναμείχθηκαν ~200 mg λιοτριβημένου 

φυτικού ιστού (σε υγρό Άζωτο) με ~1 ml ρυθμιστικού διαλύματος 

Εκχύλισης Πρωτεϊνών [100 mM Tris-Cl pH 8.0, 200 mM NaCl, 3 mM 

MgCl2, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 400 mM PMSF, 1/ 100 μl 

εκχυλίσματος Μείγμα Αναστολέων Πρωτεασών (Protease Inhibitors 

Cocktail -Sigma-), 10% Glycerol]. Επωάσαμε σε πάγο, με τακτική 

ανάδευση με vortex, για 30 min. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 12000 

rpm, για 20 min, στους 4oC. Διατηρήθηκε το υπερκείμενο στους –20oC 

για μελλοντική χρήση. 
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[4.7] Εκτίμηση ΢υγκέντρωσης Πρωτεϊνικών Διαλυμάτων με 

Δοκιμή Bradford 

 
΢ε 100 μl δείγματος προστέθηκαν 900 μl διαλύματος εργασίας Bradford 

(95% αιθανόλη, 80% φωσφορικό οξύ, 0.06% διαλύματος Bradford). To 

διάλυμα Bradford αποτελείται από 95% αιθανόλη, 88% φωσφορικό οξύ 

και 3.5 mg/ ml SERVA blue G και υπόκειται σε φιλτράρισμα. Σα 

δείγματα τοποθετήθηκαν σε κυψελίδες και μετρήθηκε η OD στα 595 nm 

με την βοήθεια φασματοφωτόμετρου. To ίδιο πραγματοποιήθηκε και για 

διαλύματα BSA (Bovine Serum Albumin) γνωστής συγκέντρωσης, με 

σκοπό τη κατασκευή πρότυπης καμπύλης. Από τη πρότυπη καμπύλη 

προέκυψε η παρακάτω εξίσωση, βάσει της οποίας έγιναν οι υπολογισμοί 

συγκέντρωσης του εκάστοτε δείγματος. 

Y= 0,0538 X + 0,0208 

όπου Τ= OD595 του κάθε δείγματος, και Φ= μg πρωτεΐνης στα μl του 

δείγματος που μετρήθηκε. 

 

[4.8] ΢τύπωμα Western & Ανοσο- Τβριδισμός

 
Μετά την ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων σε SDS- PAGE, 

πραγματοποιήθηκε ολονύκτια αποτύπωση σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης 

(Nitran 0,45 μM). Η αποτύπωση γίνεται με την βοήθεια απορροφητικού 

χαρτιού Whatman και ειδικού ρυθμιστικού διάλυματος Αποτύπωσης (25 

mM Tris- base, 150 mM Glycine, 20% Μεθανόλη → ρύθμιση σε pH 

8.35). Σο κατασκεύασμα αποτύπωσης τοποθετήθηκε σε ειδική συσκευή 

Ηλεκτροαποτύπωσης (Electroblotting) (BIORAD) και ηλεκτροφορήθηκε 

ο/ ν, στα 90 mA, στους 4oC. Μετά την αποτύπωση η μεμβράνη 

τοποθετείται σε τρυβλίο petri και επωάζεται με διάλυμα 

Μπλοκαρίσματος (Blocking solution) (2% Milk Powder, 0.05% Tween-

20, 1X PBS pH 7.5) για 2 ώρες σε R.T. (Room Temperature: 

Θερμοκρασία Δωματίου). Εν συνεχεία, ξεπλύθηκε με διάλυμα 

Πλυσίματος (0.05% Tween-20, 1X PBS pH 7.5) 3 φορές, για 5 min, σε 

R.T. Ακολούθως επωάστηκε με το πρώτο αντίσωμα, στην περίπτωση μας 

ορός κουνελιού ανοσοποιημένο με την AtERL1 (Πολυκλωνικό Αντίσωμα). 

Ο ορός χρησιμοποιήθηκε σε διάλυση 1:20000 σε διάλυμα Δέσμευσης 

(1% Milk Powder, 0.05% Tween-20, 1X PBS pH 7.5), για 1.5 ώρες, σε 

R.T. Σα πλυσίματα επαναλήφθηκαν. Για την επώαση με το δεύτερο 
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αντίσωμα, επιλέχθηκε anti- rabbit IgG αντίσωμα συντηγμένο με την 

Ραφανιδική Περοξειδάση→ HRP (Horse- Radish Peroxidase), διαλυμένο 

1:2500 σε διάλυμα Δέσμευσης, για 1.5 ώρες, σε R.T. Οι πλύσεις 

επαναλαμβάνονται και η μεμβράνη εκτίθεται στα ECLs/ υπόστρωμα της 

HRP [West Pico Chemiluminescence (PIERCE)]. Η ανίχνευση του 

σήματος πραγματοποιήθηκε με φιλμ Ακτινογραφίας, τα οποία εκτέθηκαν 

στην φωτοβολούσα μεμβράνη για 30 sec, 1/ 5/ 10/ 20 min, αντίστοιχα, 

πριν από την εμφάνιση. 

 

[4.9] Αγρο- εμποτισμός (Agro- infiltration)

 
Προετοιμάστηκαν ολονύκτιες Αγροβακτηριακές καλλιέργειες με το A. 

tumefaciens C58C1 στέλεχος, που είχε μετασχηματισθεί με τις 

35S/AtERL1, 35S/NtERL1hp και 35S/ AtERL1-GFP (βλ. κεφ. 5.3) 

πλασμιδιακές κατασκευές. Σα κύτταρα κατακρημνίστηκαν στις 3000 

rpm, για 30 min, στους 4oC. Σο υπερκείμενο απομακρύνθηκε και η 

κυτταρική πελλέτα επαναδιαλύθηκε σε ίσο όγκο διαλύματος ΜΜΑ (1Φ 

μίγμα Μακρο- στοιχείων Murashige & Skoog, 1Φ μίγμα Μiκρο- 

στοιχείων Murashige & Skoog, 10 mM MES pH 5.7, 200 μM AcS) και 

επωάστηκαν για 2-3 ώρες, στους 28oC. Κατακρήμνιση στις 3000 rpm, 

για 15 min, στους 4oC. Επαναδιάλυση της πελλέτας σε ίσο όγκο 

διαλύματος 10 mM MgCl2. Η διαδικασία κατακρήμνισης- 

επαναδιάλυσης επαναλήφθηκε για 2 ακόμα φορές. Σο αγροβακτηριακό 

εναιώρημα αραιώθηκε σε συγκεκριμένο όγκο διαλύματος 10 mM MgCl2, 

μέχρι OD600= 0.3- 0.4. Σο βακτηριακό «εμβόλιο» εμποτίστηκε σε φύλλα 

των φυτών N. benthmiana, για επίτευξη παροδικού μετασχηματισμού με 

τα παραπάνω γονιδιακά κατασκευάσματα. 

 

[4.10] Απομόνωση Φλωροπλαστών 

 
Μετά από παροδικό μετασχηματισμό με Αγρο- εμποτισμό φύλλων του 

φυτού N. benthamiana (βλ. κεφ. 4.9, 5.3), απομονώθηκαν 

χλωροπλάστες από αγρίου τύπου (WT), ERL1 κατασταλμένα (NtERL1 hp) 

και ERL1 υπερεκφράζοντα (AtERL1 ove.) φυτά. Σο πείραμα διεξήχθη 

στους 4oC. ΢ε αναλογία 1 (ιστός): 5 (ρυθμιστικό διάλυμα), 

ομογενοποιήθηκαν φύλλα των παραπάνω φυτών σε ρυθμιστικό διάλυμα 

Εναιώρησης (Suspension Buffer) (20 mM MOPS- KOH pH 7.5, 300 mM 

Sucrose, 1 mM EDTA, 1 mM MgCl2, 0.2% BSA), σε γουδί. Σο 

εκχύλισμα (Input) φιλτραρίστηκε από διπλό Miracloth φύλλο, για να 

απομακρυνθεί ο μη ομογενοποιημένος ιστός. Υυγοκέντρηση στα 200xg, 
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για 5 min, στους 4oC, για απομάκρυνση των μεγάλων σωματιδίων (π.χ. 

πυρήνες) και συσσωματωμάτων. Επανάληψη για καλύτερο καθαρισμό. 

Σο υπερκείμενο (κυτταροπλασματικά οργανίδια + χλωροπλάστες) 

μεταφέρθηκε σε καθαρό σωλήνα και φυγοκεντρήθηκε στα 2000xg, για 5 

min, στους 4oC, για κατακρήμνιση των χλωροπλαστών. Σα υπόλοιπα 

συστατικά οργανίδια του κυτταροπλάσματος (π.χ. μιτοχόνδρια) 

παρέμειναν στο υπερκείμενο (Cyto- mitochondrial κλάσμα). 

Επαναδιάλυση της χλωροπλαστικής πελλέτας σε διάλυμα Εναιώρησης 

και επανάληψη της φυγοκέντρησης, καθάρισαν το Φλωροπλαστικό 

κλάσμα καλύτερα. Η χλωροπλαστική πελλέτα, τελικώς, επαναδιαλύθηκε 

σε 2 ml διαλύματος Εναιώρησης και φυγοκεντρήθηκε σε διαβάθμιση 

Percoll [20% (4 ml)| 45% (6 ml)| 65% (4 ml)| 85% (4 ml)], 

προετοιμασμένη σε ρυθμιστικό διάλυμα Percoll (20 mM MOPS- KOH 

pH 7.5, 300 mM Sorbitol, 1 mM EDTA, 1 mM MgCl2, 1% BSA). Η 

φυγοκέντρηση πραγματοποιήθηκε στις 5000 rpm, για 20 min, στους 

4oC. Επιλογή της πράσινης ζώνης των χλωροπλαστών μεταξύ των 45%- 

65% στρωμάτων της Percoll (κατά προσέγγιση). Η ζώνη των 

χλωροπλαστών αραιώθηκε 10 φορές σε διάλυμα Εναιώρησης και 

φυγοκεντρήθηκε στα 2000xg, για 5 min, στους 4oC. Σο υπερκείμενο 

αφαιρέθηκε και η πελλέτα επαναδιαλύθηκε σε 2 ml διαλύματος 

Εναιώρησης. Σο διάλυμα των χλωροπλαστών (Chloroplastic κλάσμα) 

μοιράστηκε σε aliquots και αποθηκεύτηκε στους -20oC. 

 

[4.11] Απομόνωση Φλωροπλαστικών 70S Ριβοσωμάτων

 
Σο παρακάτω πρωτόκολλο είναι αποτέλεσμα συνδυασμού των 

πρωτοκόλλων για απομόνωση ριβοσωμάτων/ πολυ- ριβοσωμάτων από 

τους, Ansel et al. 2008, Avadhani et al. 1971, και Jackson et al. 1975. 

Για την απομόνωση χλωροπλαστικών 70S ριβοσωμάτων, 

χρησιμοποιήθηκαν τα ίδια ακριβώς φυτικά μεταλλάγματα και 

ακολουθήθηκαν τα ίδια ακριβώς βήματα με το πρωτόκολλο απομόνωσης 

χλωροπλαστών (βλ. παραπάνω), μέχρι και το στάδιο της πρώτης 

κατακρήμνισης των χλωροπλαστών. Όλες οι διαδικασίες 

πραγματοποιήθηκαν στους 4oC. 

Η χλωροπλαστική πελλέτα επαναδιαλύθηκε σε 5 ml Τποτονικού 

ρυθμιστικού διαλύματος (Hypotonic buffer) [20 mM MOPS- KOH pH 

7.5, 10 mM KCl, 5 mM MgCl2, 0,2 mM EDTA, 2 mM DTT, RNasin 10 

U/ ml, 400 mM PMSF, 1/ 100 μl εκχυλίσματος Protease Inhibitors 

Cocktail (Sigma)]. Σο εκχύλισμα επωάστηκε για 30 min σε πάγο και 

αμέσως προστέθηκε σε αυτό 0.05% NP- 40. Σο εκχύλισμα ανέκτησε την 
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τονικότητά του με προσθήκη 100 mM KCl, 10 mM MgCl2. ΢ύντομη 

φυγοκέντρηση στις 20000xg, για 10 min, στους 4oC κατακρήμνισε τα 

μεγάλα σωματίδια και τα μη διαλυτοποιημένα συσσωματώματα, 

διατηρώντας πρωτεΐνες και ριβοσώματα στο υπερκείμενο. Σο 

υπερκείμενο των ριβοσωμάτων επιστρώθηκε σε μισό όγκο στρώματος 

Sucrose (Suc- cushion) 30% (w/ v) και φυγοκεντρήθηκε στις 112000xg, 

για ~15 ώρες, στους 4oC. Η πελλέτα των ριβοσωμάτων καθαρίστηκε από 

το «υπερκείμενο» του Suc- cushion και επαναδιαλύθηκε σε 2 ml σε 

ρυθμιστικό διάλυμα για Διαβάθμιση Sucrose (Suc- gradient buffer) (20 

mM MOPS- KOH pH 7.5, 100 mM KCl, 10 mM MgCl2, 0.05% NP- 40, 2 

mM DTT, RNasin 10 U/ ml). Ακολούθησε φυγοκέντρηση αυτού σε 

διαβάθμιση Sucrose [10% (2 ml)| 17% (4 ml)| 24% (4 ml)| 30% (2 

ml)], προετοιμασμένη σε ρυθμιστικό διάλυμα για Διαβάθμιση (20 mM 

MOPS- KOH pH 7.5, 100 mM KCl, 10 mM MgCl2). Οι διαβαθμίσεις 

φυγοκεντρήθηκαν στις 76000xg, για 90 min, στους 4oC. Αφαιρέθηκε η 

διαβάθμιση και η πελλέτα των ριβοσωμάτων επαναδιαλύθηκε σε ~1 ml 

ρυθμιστικού διαλύματος για αντίδραση με την ERI1 (ERI1 Reaction 

buffer) (50 mM Tris-Cl pH 8.0, 135 mM KCl, 2.5 mM MgCl2, 2.5 mM 

Glycerol, 10 mg/ ml BSA) (κατά Ansel et al. 2008, για τη MmERI1). 

Υωτομέτρηση των δειγμάτων στα 260 nm και με γνώμονα, του ότι 

OD260= 1 → 32 pmoles 70S ριβοσωμάτων/ ml διαλύματος, εκτιμήθηκε 

η συγκέντρωση των δειγμάτων μας. 

 

[4.12] Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (Polymerase 

Chain Reaction: PCR)

 
Μία τυπική αντίδραση Πολυμεράσης περιλαμβάνει: α) εκμαγείο DNA (1 

pg- 1 μg), β) ρυθμιστικό διάλυμα για την Πολυμεράση (1Φ), γ) MgCl2 

(~1.25 mΜ), δ) τους ειδικούς για την αλληλουχία εκκινητές (0.3 pmoles, 

έκαστος), ε) dNTPs (0.15 mM, έκαστος), και ζ) Taq- DNA Πολυμεράση 

(1.5 U). Η αυτό καθ` αυτό αντίδραση, περιλαμβάνει μία ακολουθία 

ταυτόσημων κύκλων (25-35), καθένας από τους οποίους αποτελείται από 

τρία στάδια: i) το στάδιο της αποδιάταξης (denaturation) του DNA στους 

94οC, ii) το στάδιο υβριδισμού (annealing) του εκμαγείου με τους 

εκκινητές, σε θερμοκρασία που ορίζεται από την Tm (Melting 

Temperature) των εκκινητών, και iii) το στάδιο της επιμήκυνσης 

(extension) στους 72οC. 

Η εν λόγω αντίδραση, χρησιμοποιήθηκε στα πλαίσια της συγκεκριμένης 

Μεταπτυχιακής Εργασίας, κυρίως για την προετοιμασία εκμαγείου DNA 

(DNA template) για τα πειράματα της in vitro μεταγραφής των 5.8S 
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mature (Mm 5.8S m), 5.8S +2 (Mm 5.8S +2) και 28S 5’- mimic oligo 

(Mm 28S mimic) rRNAs του M.musculus [3] (βλ. κεφ. 4.13, 4.14, 5.2). 

Μέσω αυτής επιδιώξαμε να προσθέσουμε την αλληλουχία του T7 

υποκινητή, ώστε να είμαστε σε θέση να εκτελέσουμε in vitro μεταγραφή 

κατευθείαν στα PCR προϊόντα. Περισσότερες πληροφορίες για τις 

επιμέρους αντιδράσεις και τους εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν 

παρατίθενται στα ΢υμπληρωματικά (΢. 02). 

 

[4.13] In vitro Μεταγραφή με Σ7 Πολυμεράση

 
Με εκμαγείο τα προϊόντα των PCR που περιγράφονται παραπάνω, 

προετοιμάσαμε αντιδράσεις in vitro μεταγραφής RNA, χρησιμοποιώντας 

τη T7 DNA Εξαρτώμενη- RNA Πολυμεράση, με σκοπό τη χρήση τους στις 

δοκιμές 3’→5’ Εξωνουκλεάσης της MmERI1 (βλ. κεφ. 5.2 και ΢. 02). 

΢ε μία τυπική αντίδραση, αρχικά αναμείχθηκαν 1.5- 3 μg του εκάστοτε 

DNA template/ PCR με τον αντίστοιχο όγκο dH20 και βράστηκαν για 3- 

4 min, ώστε να αποδιαταχθεί το δίκλωνο DNA μόριο. Αφού 

τοποθετήθηκαν αμέσως σε πάγο, σε κάθε δείγμα προστέθηκαν και τα 

υπόλοιπα αντιδραστήρια: 1Φ T7- ρυθμιστικό διάλυμα Πολυμεράσης, 5 

mM DTT, 1.5 mM rNTPs- mix, 35 U RNasin, 250 U T7 Πολυμεράσης. 

Οι αντιδράσεις επωάστηκαν στους 37οC, για 3 ώρες. Ανανέωση των 

αντιδραστηρίων (με επιπλέον προσθήκη 5 mM DTT, 1.5 mM rNTPs- 

mix, 17 U RNasin, 150 U T7 Πολυμεράσης) και επώαση για άλλη 1 ώρα. 

Σα παραγόμενα δείγματα RNA καθαρίστηκαν από την παρουσία των 

DNA εκμαγείων, με μεταχείριση με DNaseI (10 U). Εν συνεχεία, 

καθαρίστηκαν με φαινόλη- χλωροφόρμιο και κατακρημνίστηκαν με 

αιθανόλη. Επαναδιάλυση σε dH20 και αποθήκευση στους -20oC για 

μελλοντική χρήση. 

 

[4.14] Τβριδισμός RNA και Δοκιμή 3’→5’ Εξωνουκλεάσης

 
Σο εν λόγω πρωτόκολλο, αποτελεί επανάληψη μέρους των in vitro 

πειραμάτων που ακολούθησαν οι Ansel et al., 2008, για να αποδείξουν 

τη συμβολή της MmERI1 στη ωρίμανση του 3’- άκρου του 5.8S rRNA. 

΢ε ξεχωριστές αντιδράσεις υβριδισμού, τα παραγόμενα Mm 5.8S m και 

Mm 5.8S +2 RNA αφέθηκαν να υβριδίσουν, έκαστος, με το Mm 28S 

mimic RNA (βλ. κεφ. 4.12, 4.13, 5.2). Ο υβριδισμός πραγματοποιείται 

στο 3’- άκρο των 5.8S rRNA μορίων, όπου αυτά εμφανίζουν τη διαφορά 
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των 2 nt που σχεδιάστηκαν στις αλληλουχίες κατά τη PCR (΢. 02). 

΢υγκεκριμένα, 100 pmoles καθενός από τα Mm 5.8S m και Mm 5.8S 

+2, αναμείχθηκαν με 1000 pmoles Mm 28S mimic και θερμάνθηκαν σε 

HeatBlock μέχρι τους 95oC, για να αποδιαταχθούν. Αμέσως μετά την 

αποδιάταξη το HeatBlock απενεργοποιήθηκε και τα δείγματα αφέθηκαν 

να υβριδίσουν, σταδιακά, καθώς η θερμοκρασία κατέβαινε στους 25oC. 

Σο συγκεκριμένο στάδιο είναι κρίσιμο, μιας και το 5.8S rRNA εμφανίζει 

την τάση να υβριδίζει με τον εαυτό του λόγω συμπληρωματικότητας των 

3’- και 5’- άκρων του. 

Μετά τον υβριδισμό, o μισός όγκος της κάθε αντίδρασης 

χρησιμοποιήθηκε για τη δοκιμή 3’→5’ Εξωνουκλεάσης, με τη προσθήκη 

200 ng MmERI, καθαρισμένης με Φρωματογραφία ΢υγγένειας (βλ. 4.3), 

σε 1Φ ERI1 Reaction buffer (50 mM Tris-Cl pH 8.0, 135 mM KCl, 2.5 

mM MgCl2, 2.5 mM Glycerol, 10 mg/ ml BSA), κατά Ansel et al. 2008. 

Οι αντιδράσεις επωάστηκαν στους 37οC, για 35- 45 min. Σα δείγματα 

αποθηκεύτηκαν στους -80oC. 

 

[4.15] Αποδιατακτική Ηλεκτροφόρηση Πηκτής Πολύ- 

ακρυλαμίδης για RNA

 
Για το διαχωρισμό πολύ μικρών σε μέγεθος RNA μορίων, όπως τα 

προϊόντα των δοκιμών με την MmERI1, χρησιμοποιήθηκαν 

αποδιατακτικές πηκτές Πολυ- ακρυλαμίδης 12- 17%. Μία 

αποδιατακτική πηκτή Πολυακριλαμίδης για RNA περιέχει, την ανάλογη 

ποσότητα από 40% 38:2 (acrylamide:bisacrylamide), 8 M urea, 0.75‰ 

TEMED, και 0.375‰ APS, σε 1Φ TBE. Μετά τον πολυμερισμό, η γέλη 

«προ- έτρεξε» στα 22 W σε 1Φ ΣΒΕ για ~ 1 ώρα. Σα δείγματα RNA 

αναμείχθηκαν 1:1 με 2Φ Sequencing dye, βράστηκαν για 5 min, και 

τοποθετήθηκαν αμέσως στο πάγο. Αμέσως πριν το φόρτωμα, τα πηγάδια 

της πηκτής καθαρίστηκαν με 1X TBE για απομάκρυνση της 

κατακρημνισμένης Urea. Οι πηκτές ηλεκτροφορήθηκαν στα 22 W σε 1Φ 

ΣΒΕ, διατηρώντας τη θερμοκρασία τους κάτω από τους 50οC. Μετά την 

ηλεκτροφόρηση η γέλη βάφτηκε με Et-Br για την παρατήρηση των 

δειγμάτων κάτω από UV. 
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ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ & ΢ΤΖΗΣΗ΢Η 

 

5  
 

 

΢τα πλαίσια της Μεταπτυχιακής μου εργασίας, στο Π.Μ.΢. «Μοριακή 

Βιολογία & Βιοτεχνολογία Υυτών», στο εργαστήριο «Μοριακής Βιολογίας 

Υυτών», και υπό την επιστημονική καθοδήγηση του κ. Κ. Καλαντίδη, 

επιχείρησα μία σειρά από πειράματα, ώστε να μελετηθούν οι πιθανές 

δράσεις της ERL1 (ERI1- LIKE 1) πρωτεΐνης της A. thaliana σε διάφορα 

RNA υποστρώματα, και να εξακριβωθεί αν συμμετέχει σε μοριακά 

μονοπάτια διαφορετικά της ρύθμισης της «RNA σίγησης». 

Πρωταρχικό μέλημα ήταν ο μη- αποδιατακτικός καθαρισμός της εν λόγω 

πρωτεΐνης με χρωματογραφία συγγένειας Νικελίου [Ni- NTA Agarose 

(QIAGEN)], αλλά και ο ταυτόχρονος καθαρισμός της ορθόλογής της από 

το M. musculus (MmERI1), με χρωματογραφία συγγένειας Γλουταθειόνης 

[6% CL- Glutathione ChroMatrix™ (Jena Bioscience)]. Επιλέξαμε να 

καθαρίσουμε την ορθόλογη από το M. musculus, μετά από δημοσίευση 

των Ansel et al. 2008 για την συμβολή της MmERI1 στην ωρίμανση του 

3’- άκρου του 5.8S rRNA, με σκοπό να χρησιμοποιηθεί ως θετικός 

μάρτυρας (+ control) των in vitro αντιδράσεων με την AtERL1. 

Από πειράματα του εργαστηρίου φάνηκε, ότι σε φυτά N. benthamiana 

που εξέφραζαν εκτοπικά την AtERL1, σημειώθηκε διαφορά στα επίπεδα 

του 5S χλωροπλαστικού rRNA, συσσωρεύοντας σε ένα αρκετά υψηλό 

ποσοστό (~36%) 5S rRNAs με επιπλέον 2 nt στο 3’- άκρο [69]. 

Επομένως, χρησιμοποιώντας την ανασυνδυασμένη AtERL1, 

αποσκοπήσαμε στο να μελετήσουμε αν αυτή συμμετέχει στην «ωρίμανση» 

του 3’- άκρου του χλωροπλαστικού 5S rRNA, όπως και στη περίπτωση 

της MmERI με το 5.8S rRNA [3]. Δυστυχώς, λόγο τεχνικών προβλημάτων 

«αποδόμησης» κατά την επανάληψη των πειραμάτων των Ansel et al. 

2008, δεν ήμασταν σε θέση να ολοκληρώσουμε τον παραπάνω 

πειραματικό σχεδιασμό. 

Παράλληλα, προσπαθήσαμε να εντοπίσουμε την ERL1, με τεχνική 

στυπώματος κατά Western, σε φυτά N. benthamiana αγρίου τύπου (WT), 

χρησιμοποιώντας το κατά πολύ πιο ευαίσθητο σύστημα ανίχνευσης 

«χημικού- φωτισμού» (chem- iluminescence) με την HRP (Horse- Radish 

Peroxidase), από αυτό της AP (Alkaline Phosphatase), που 

χρησιμοποιούνταν ήδη στο εργαστήριο χωρίς κάποια ιδιαίτερη επιτυχία. 

Παρ’ όλ’ αυτά, μετά από μία μεγάλη γκάμα διαφορετικών στυπωμάτων, 

ακόμα και σε αυτά με πρωτεϊνικά εκχυλίσματα από απομονωμένους 

χλωροπλάστες όπου η AtERL1 φαίνεται πως πηγαίνει [69], η ανίχνευσή 
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της ήταν αδύνατη. Έτσι, αποφασίσαμε να αλλάξουμε τη πειραματική μας 

προσέγγιση, επιχειρώντας να ανιχνεύσουμε την πρωτεΐνη σε φυτικές 

σειρές που υπερεκφράζουν συστατικά την AtERL1, συγκεκριμένα στις 

«Mosaic», «Bleach» και «No- Phenotype» (βλ. κεφ. 3.9 και 5.3 για 

περισσότερες λεπτομέρειες). Μέχρι στιγμής στο εργαστήριο, για τις εν 

λόγω σειρές, υπήρχαν στοιχεία μόνο σε επίπεδα RNA έκφρασης, 

επομένως η ανίχνευση και των πρωτεϊνικών επιπέδων θα αποτελούσε μία 

συμπληρωματική και χρήσιμη πληροφορία. 

Σέλος, αν και ατελές λόγω περιορισμένου χρόνου, επιχειρήθηκε η 

απομόνωση χλωροπλαστικών ριβοσωμάτων από ιστούς N. benthamiana 

WT, που υπερ- έκφραζαν και υπο- έκφραζαν παροδικά την ERL1 (βλ. 

κεφ. 5.3 για περισσότερες λεπτομέρειες), με σκοπό τη χρήση τους σε in 

vitro πειράματα προσομοίωσης της «φυσικής» δράσης της ERL1 στα 

ριβοσωμικά RNAs. 

 

[5.1] Φρωματογραφικός Καθαρισμός των AtERL1 και 

MmERI1

 
Για το χρωματογραφικό καθαρισμό των AtERL1 και MmERI1 πρωτεϊνών, 

επιλέχθηκε η εκτοπική έκφρασή των ανασυδυασμένων πρωτεϊνών σε E. 

coli JM109 βακτηριακά στελέχη, τα οποία είναι ιδιαίτερα 

αποτελεσματικά σε πειράματα πρωτεϊνικής έκφρασης. Σα εν λόγω 

βακτήρια είχαν μετασχηματισθεί με τις His-AtERL1 (tra.) και GST-

MmERI1 πλασμιδιακές κατασκευές έκφρασης, αντίστοιχα για τις δύο 

πρωτεΐνες. Σο πρώτο εξ αυτών είχε κατασκευαστεί στο εργαστήριο, ενώ το 

δεύτερο το είχαμε προμηθευτεί από τους Ansel et al. 2008. 

΢τη περίπτωση του His-AtERL1 (tra.), είχε κλωνοποιηθεί στο pET-15b 

φορέα έκφρασης η τμηματική (truncated) εκδοχή του AtERL1 CDS 

(Coding Sequence) [δηλαδή το AtERL1 CDS χωρίς την αλληλουχία που 

αντιστοιχεί στο 79 αμινοξέων αμινοτελικό πεπτίδιο σινιάλο (238-1014)], 

για σύντηξη με την αλληλουχία της ετικέτας των 6 Ιστιδινών (His) (΢. 03). 

Επιλέχθηκε αυτού του είδους το ένθεμα και όχι το ακέραιο CDS, αφενός 

γιατί η εν λόγω «απαλοιφή» δεν επηρεάζει την επικείμενη δραστική ERI-

1_3’hExo επικράτεια της AtERL1, και αφετέρου γιατί είχε καθαριστεί με 

επιτυχία στο παρελθόν από το εργαστήριο. Εν αντιθέσει, για το GST-

MmERI1, ήταν κλωνοποιημένη σε pGEX-6P-2 φορέα έκφρασης 

ολόκληρο το CDS του MmERI1, σε αμινοτελική σύντηξη με την 

αλληλουχία της πρωτεϊνικής ετικέτας GST (Glutathione S- Transferase) 

(΢. 03). 
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Η περίπτωση της His-AtERL1

Από in silico μελέτη της αλληλουχίας της His-AtERL1, αναμένουμε κατά 

τη διαδικασία καθαρισμού ένα πεπτίδιο των ~30 kDa (264 αμινοξέων), 

με ισοηλεκτρικό σημείο (IP) 6.74. ΢υγκριτικά, η ακέραιη AtERL1 (χωρίς 

την ουρά Ιστιδινών) ανέρχεται στα ~39 kDa (337 αμινοξέα) και IP= 8.25. 

΢ε μία πρώτη απόπειρα να καθαρίσουμε την ανασυνδυασμένη His-

AtERL1 με χρωματογραφία συγγένειας σφαιριδίων Νικελίου [Ni- NTA 

Agarose (QIAGEN)], ο καθαρισμός δεν ήταν επιτυχής, μίας και ήταν 

έντονη η παρουσία μη ειδικών ζωνών σε όλα τα εκλούσματα με 300 mM 

Ιμιδαζόλιο (εικ. 08). Έτσι, αποφασίσαμε να επανεκτελέσουμε το 

πείραμα, προσθέτοντας 10 mM Ιμιδαζόλιο, ήδη, από το διάλυμα λύσης 

των βακτηριακών κυττάρων (ελαχιστοποιεί τις μη ειδικές προσδέσεις στην 

κολώνα), αλλά και την ταυτόχρονη έκλουση με διαδοχικά αυξανόμενες 

συγκεντρώσεις Ιμιδαζολίου, μέχρι και τα 500 mM. Σο αποτέλεσμα ήταν 

θετικό με την ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη των 30 kDa να είναι παρούσα 

στα περισσότερα από τα εκλούσματα (εικ. 09). Διάλυση αυτής με 

μεμβράνη SPECTRAPOR® Membrane tubing με Κατώφλι Μοριακού 

Βάρους (M.W.CO.) τα 11 kDa, και εκτίμηση της συγκέντρωσης με 

φασματοφωτομετρία και δοκιμή Bradford, μας έδωσε ένα πρωτεϊνικό 

διάλυμα των 100 ng/ μl.  

 

 

 

 

 

Εικόνα 08: SDS-PAGE των δειγμάτων του 1ου 

καθαρισμού με Φρωματογραφία ΢υγγένειας 

Νικελίου της ανασυνδυασμένης His-AtERL1. 

Δυστυχώς τα εκλούσματα του καθαρισμού 

έφεραν και επιπλέον μη- ειδικές πρωτεΐνες 

πέραν της επιθυμητής. Όπου, a) δείγμα 

βακτηριακών κυττάρων πριν την επαγωγή (- 

IPTG), b) δείγμα βακτηριακών κυττάρων μετά 

την επαγωγή (+ IPTG), c) πελλέτα λυμένων 

κυττάρων (Pellet), d) δείγμα διαλύματος 

πρωτεϊνών πριν τη κολώνα καθαρισμού (Pre 

Flowthrough), e) δείγμα διαλύματος πρωτεϊνών 

μετά τη κολώνα (Flowthrough), f) Μίγμα 

δειγμάτων πλυσίματος (Wash I/ II mix), g) Pre-

stained Protein Marker (BIORAD, c.n. 161-

0318) οι ζώνες σε kDa, h-j) πρωτεϊνικά 

εκλούσματα Ι, ΙΙ, και ΙΙΙ της AtERL1, 

αντίστοιχα. (10% Resolving gel). 
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Η περίπτωση της GST-MmERI1

Η in silico ανάλυση της GST-MmERI1 προβλέπει ένα πεπτίδιο των ~69 

kDa, με τη GST ετικέτα να καταλαμβάνει τα 30 kDa και τη MmERI1 τα 

υπόλοιπα 39 kDa (345 αμινοξέα).  

Η χρωματογραφία συγγένειας με σφαιρίδια Γλουταθειόνης [6% CL- 

Glutathione ChroMatrix™ (Jena Bioscience)], που χρησιμοποιήθηκε στη 

προκειμένη περίπτωση, προσφέρει χαρακτηριστικά πλεονεκτήματα, 

έναντι της κλασικής με σφαιρίδια Νικελίου. Εκτός του ότι η μεγάλου 

μοριακού βάρους GST ετικέτα αποτρέπει την αλληλεπίδραση 

επικρατειών της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης με την συντηγμένη ετικέτα 

(που μπορεί να επηρεάσει την πρόσδεση στη κολώνα), παράλληλα 

παρέχει και ένα εύκολο τρόπο να συλλέξεις μόνο την επιθυμητή 

πρωτεΐνη στα εκλούσματα. Αυτό επιτυγχάνεται με τη χρήση πρωτεασών 

[π.χ. PreScission Protease (GE Healthcare) για pGEX-6P-2 σύστημα 

έκφρασης] που αποκόπτουν το σύνδεσμο μεταξύ GST και της 

επιθυμητής πρωτεΐνης, ελευθερώνοντας αυτή από τα σφαιρίδια, ενώ η 

ετικέτα GST και η πρωτεάση (φέρει επίσης GST) παραμένουν στα 

σφαιρίδια. 

Εικόνα 09: SDS-PAGE των δειγμάτων του 2ου καθαρισμού με Φρωματογραφία 

΢υγγένειας Νικελίου της ανασυνδυασμένης His-AtERL1. Επιτυχής καθαρισμός της 

πρωτεΐνης στα εκλούσματα. Όπου, a) πελλέτα λυμένων κυττάρων (Pellet), b) δείγμα 

διαλύματος πρωτεϊνών πριν τη κολώνα καθαρισμού (Pre Flowthrough), c) δείγμα 

διαλύματος πρωτεϊνών μετά τη κολώνα (Flowthrough), d) Μίγμα δειγμάτων 

πλυσίματος (Wash I/ II mix), e) Pre-stained Protein Marker (BIORAD, c.n. 161-

0318) οι ζώνες σε kDa, f-j) πρωτεϊνικά εκλούσματα Ι- V της AtERL1 (βέλος) με 

αυξανόμενες συγκεντρώσεις Ιμιδαζολίου 100 mM→ 500 mM, αντίστοιχα. (10% 

Resolving gel). 

 



 
44 

΢ε μία πρώτη απόπειρα να καθαρίσουμε τη GST-MmERI1, 

ακολουθώντας ακριβώς τα βήματα που ακολούθησαν οι Ansel et al. 

2008, η ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη δεν προσδέθηκε καθόλου στα 

σφαιρίδια της κολώνας (εικ. 10). Παρατηρώντας τα δείγματα των Pre- 

Flowthrough και Flowthrough (εικ. 10), διακρίναμε πάρα πολλές και 

πυκνές ζώνες πρωτεϊνών που πολύ πιθανόν να παρεμπόδισαν τη 

πρωτεΐνη στο να προσδεθεί στη κολώνα. Έτσι, επαναδιαλύοντας το 

Flowthrough σε διπλάσιο όγκο διαλύματος λύσης και επωάζοντας την 

πρωτεΐνη με τα σφαιρίδια για πρόσδεση, ολονυκτίως, καταφέραμε να 

«προσδέσουμε» κάποιες πρωτεΐνες στη κολώνα (εικ. 11). Βάσει των ζωνών 

του μάρτυρα, αυτές οι πρωτεΐνες που προσδέθηκαν στην κολώνα 

φαίνεται πως είναι μη ειδικές πρωτεΐνες, απέχοντας κατά πολύ από το 

αναμενόμενο Μοριακό Βάρος (MW) των ~69 kDa (εικ. 11). Πολύ 

πιθανόν, κάποια από αυτές να είναι η MmERI1 χωρίς τη GST ετικέτα.  

 

 

Εικόνα 10: SDS-PAGE των δειγμάτων του 1ου 

καθαρισμού με Φρωματογραφία ΢υγγένειας 

Γλουταθειόνης- GST της ανασυνδυασμένης 
MmERI1. Δυστυχώς, η πρωτεΐνη δεν 

προσδέθηκε στα σφαιρίδια. Όπου, a) δείγμα 

βακτηριακών κυττάρων πριν την επαγωγή (- 

IPTG), b) δείγμα βακτηριακών κυττάρων μετά 

την επαγωγή (+ IPTG), c) Pre-stained Protein 

Marker (BIORAD, c.n. 161-0318) οι ζώνες σε 
kDa, d) πελλέτα λυμένων κυττάρων (Pellet), e) 

δείγμα διαλύματος πρωτεϊνών πριν τη κολώνα 

καθαρισμού (Pre Flowthrough), f) δείγμα 

διαλύματος πρωτεϊνών μετά τη κολώνα 

(Flowthrough), g) δείγμα πλυσίματος της 
κολώνας (Wash), h) δείγμα σφαιριδίων πριν 

την αποκοπή με PreScission Pro. (10% 

Resolving gel). 

 
Εικόνα 11: SDS-PAGE των δειγμάτων του 

επανακαθαρισμού με Φρωματογραφία 
΢υγγένειας Γλουταθειόνης- GST του 

Flowthrough του 1ου καθαρισμού της  

MmERI1. Έντονη είναι η παρουσία πολλών 

μη ειδικών ζωνών κάτω των ~69 kDa, που 

είναι το αναμενόμενο. Όπου, a) δείγμα 
διαλύματος πρωτεϊνών πριν τη κολώνα 

καθαρισμού (re- Pre Flow-through), b) 

δείγμα διαλύματος πρωτεϊνών μετά τη κολώνα 

(re- Flowthrough), c) δείγμα πλυσίματος της 

κολώνας (re- Wash), d) δείγμα εξισορρόπησης 

της κολώνας σε buffer κοπής για τη 
PreScission Pro., e) Pre-stained Protein 

Marker (BIORAD, c.n. 161-0318) οι ζώνες σε 

kDa, f) δείγμα σφαιριδίων πριν την αποκοπή 

με PreScission Pro. (10% Resolving gel). 
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Παρ’ όλ’ αυτά, και λόγω του ότι από τους παραπάνω χειρισμούς 

καθαρισμού παρέμειναν τα δείγματα για αρκετές μέρες στους 4οC, 

αποφασίσαμε να επαναλάβουμε το καθαρισμό και αυτή τη φορά, 

επαναδιαλύοντας το αρχικό εκχύλισμα σε μεγαλύτερο όγκο λύσης, από 

την αρχή. Σελικά, στα σφαιρίδια είχε απομονωθεί μία και μόνο καθαρή 

ζώνη πρωτεΐνης, στο MW που τη περιμέναμε (εικ. 12).  

 

 

Μετά την εκτέλεση αποκοπής με PreScission Protease (GE Healthcare), 

η MmERI1, απαλλαγμένη από τη GST ετικέτα, βρίσκονταν στα 

εκλούσματα (εικ. 13). 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 12: SDS-PAGE των δειγμάτων 

του 2ου καθαρισμού με Φρωματογραφία 
΢υγγένειας Γλουταθειόνης- GST της 

ανασυνδυασμένης MmERI1. Η πρωτεΐνη 

φαίνεται να προσδέθηκε στα σφαιρίδια 

(βέλος). Όπου, a) δείγμα βακτηριακών 

κυττάρων πριν την επαγωγή (- IPTG), b) 
δείγμα βακτηριακών κυττάρων μετά την 

επαγωγή (+ IPTG), c) πελλέτα λυμένων 

κυττάρων (Pellet), d) δείγμα διαλύματος 

πρωτεϊνών πριν τη κολώνα καθαρισμού 

(Pre Flowthrough), e) δείγμα διαλύματος 

πρωτεϊνών μετά τη κολώνα 
(Flowthrough), f) δείγμα πλυσίματος της 

κολώνας (Wash), g) Pre-stained Protein 

Marker (BIORAD, c.n. 161-0318) οι 

ζώνες σε kDa, h) δείγμα σφαιριδίων πριν 

την αποκοπή με PreScission Pro. (12% 

Resolving gel). 

Εικόνα 13: SDS-PAGE των εκλουσμάτων 

καθαρισμού με Φρωματογραφία 

΢υγγένειας Γλουταθειόνης- GST της 
ανασυνδυασμένης MmERI1. Όπου, a, c-

f) δείγματα εκλουσμάτων Ι, ΙΙ- V, b) Pre-

stained Protein Marker (BIORAD, c.n. 

161-0318) οι ζώνες σε kDa. (10% 

Resolving gel). 
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Σέλος, διάλυση αυτής με μεμβράνη SPECTRAPOR® Membrane tubing 

με M.W.CO. τα 11 kDa, και εκτίμηση της συγκέντρωσης με 

φασματοφωτομετρία και δοκιμή Bradford, μας έδωσε ένα πρωτεϊνικό 

διάλυμα των 50 ng/ μl. 

 

[5.2] Ιn vitro Δοκιμές 3’→ 5’ Εξωνουκλεάσης σε rRNAs

 
΢την εν λόγω πειραματική ενότητα, αποσκοπούσαμε στο να μελετήσουμε 

το αν η AtERL1 είναι ικανή να εκτελέσει την in vitro 3’→ 5’ 

Εξωνουκλεολυτική «κοπή» 2 nt σε χλωροπλαστικό 5S in vitro 

παραγόμενο rRNA, προς ωρίμανσή του. Για τη συγκεκριμένη 

προσέγγιση, βασιστήκαμε σε δημοσίευση των Ansel et al. 2008, οι 

οποίοι έδειξαν ότι η MmERI1 συμμετέχει ενεργά στην ωρίμανση του 3’- 

άκρου του 5.8S rRNA κατά την αλληλεπίδραση της με τα ριβοσώματα 

[3]. Παρόλο που δεν ήμασταν σε θέση να ολοκληρώσουμε τη προσέγγιση, 

τόσο λόγω περιορισμένου χρόνου, όσο και λόγω πειραματικών 

προβλημάτων αποδόμησης των RNAs, παραθέτουμε τις πειρατικές 

ενέργειες που έχουμε μέχρι τώρα ακολουθήσει. 

Από το σύνολο των in vitro πειραμάτων που ακολούθησαν οι Ansel et al. 

2008, επιλέξαμε να επαναλάβουμε αυτό του υβριδισμού του 28S 5’- 

mimic oligo με τα mature/ mature +2 5.8S rRNAs (βλ. παρακάτω, και 

εικ. 14 για τη περίπτωση του 5.8S +2 rRNA), και δοκιμή (assay) της in 

vitro δράσης της MmERI1 σε αυτά. Σο εν λόγω πείραμα, θα αποτελούσε 

εν συνεχεία + μάρτυρα (+ control) για ανάλογη προσομοίωσή του στη 

AtERL1 και 5S rRNAs με διαφορετικά 3’- προεξέχοντα δινουκλεοτίδια. 

΢υγκεκριμένα, στα ζωικά ριβοσώματα το μη- ώριμο 5.8S rRNA 

αλληλεπιδρά στο 3’- άκρο του, με το 5’- άκρο του 28S rRNA, αφήνοντας 

2 προεξέχοντα νουκλεοτίδια σε αυτό του μη ώριμου 5.8S rRNA. Εκεί η 

ERI1 «αποκόπτει» με 3’→ 5’ Εξωνουκλεολυτική δράση τα νουκλεοτίδια 

αυτά, με αποτέλεσμα την ωρίμανση του 5.8S rRNA και την ανάκτηση 

πλήρους λειτουργικότητας του ριβονουκλεοπρωτεϊνικού συμπλόκου [3]. 

΢ε ένα από τα πειράματά τους οι Ansel et al. 2008, χρησιμοποίησαν ένα 

in vitro παραγόμενο ολιγο- ριβονουκλεοτίδιο των 22 nt, που μιμούνταν 

το 5’- άκρο του 28S rRNA από το M. musculus (εν συντομία Mm 28S 

mimic), το οποίο και υβρίδισαν με in vitro παραγόμενα, ώριμο 5.8S 

rRNA (εν συντομία Mm 5.8S m) και μη- ώριμο ή ώριμο +2 nt 5.8S rRNA 

(εν συντομία Mm 5.8S +2), αντιστοίχως (εικ. 14 για τη περίπτωση του 

5.8S +2 rRNA). Σα δημιουργηθέντα duplexes χρησιμοποιήθηκαν για 

δοκιμές με τη MmERI1. 
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Σο όλο πειραματικό εγχείρημα ξεκίνησε με τη διεκπεραίωση PCR σε 

DNA M. musculus, με ειδικούς εκκινητές ώστε να ενισχύσουμε τις Mm 

5.8S m και Mm 5.8S +2, ξεχωριστά, όπως επίσης και να εισάγουμε στις 

αλληλουχίες τα στοιχεία του υποκινητή που αναγνωρίζει η T7 RNA 

Πολυμεράση (΢. 02). ΢τη περίπτωση του Mm 28S mimic, δεν 

χρησιμοποιήσαμε κάποιο DNA εκμαγείο, απλά εκτελέσαμε PCR στις 

αλληλουχίες των δύο εκκινητών, που σχεδιάσαμε έτσι ώστε, να 

εμφανίζουν μεταξύ τους ομολογία και ένας εξ αυτών να φέρει την 

αλληλουχία του T7 υποκινητή (΢. 02). Βάσει του συγκεκριμένου 

σχεδιασμού, ήμασταν σε θέση να εκτελέσουμε in vitro μεταγραφή, με τη 

T7 DNA- Εξαρτώμενη RNA Πολυμεράση, χρησιμοποιώντας κατευθείαν τα 

PCR προϊόντα με τους ενσωματωμένους T7 υποκινητές (εικ. 15).  

 

 

 

Εικόνα 14: ΢χηματική απεικόνιση του υβριδισμού των Mm 5.8S +2 με Mm 28S 
mimic, αλλά και της in vitro αντίδρασης του duplex τους με τη MmERI1 (κατά [3]). Δεν 

παραθέτουμε τη διαδικασία στη περίπτωση του Mm 5.8S m/ Mm 28S mimic για 

ευνόητους λόγους. Για περισσότερες πληροφορίες βλ. κείμενο παραπάνω. 
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Μετά την in vitro μεταγραφή των αντίστοιχων Mm 5.8S m, Mm 5.8S +2 

και Mm 28S mimic, αναλύσαμε τα προϊόντα της μεταγραφής σε 

αποδιατακτική πηκτή ακρυλαμίδης, ώστε να εκτιμήσουμε την 

ακεραιότητά τους (εικ. 16). 

 

 

 

 

 

 

΢υμπεραίνεται ότι, τα παραγόμενα RNAs βρίσκονται σε άριστη 

κατάσταση με τα Mm 5.8S m και Mm 5.8S +2, να εμφανίζουν την 

αναμενόμενη διαφορά των 2 nt (εικ. 16). Οπότε, το επόμενο βήμα μας 

ήταν να επαναλάβουμε τα πειράματα υβριδισμού και κοπής με τη 

MmERI1, κατά Ansel et al. 2008. Παρ’ όλα αυτά, η αποδόμηση στα 

δείγματα των μεταχειρήσεων, και ιδιαίτερα σε αυτά με τη δοκιμή της 

MmERI1, ήταν χαρακτηριστική (εικ. 17). Σο εν λόγω φαινόμενο θα 

μπορούσε κανείς να πει ότι είναι αναμενόμενο, μιας και η MmERI1 

είναι αποτέλεσμα καθαρισμού με χρωματογρφία συγγένειας, με πολύ 

πιθανό το συν- καθαρισμό και μη ειδικών RNασών μαζί με το δείγμα της 

Εικόνα 15: Πήκτωμα ακρυλαμίδης 

8% για απεικόνιση των PCR ενίσχυσης 

των Mm 5.8S m, Mm 5.8S +2 και Mm 

28S mimic, με τη παράλληλη 

προσθήκη της αλληλουχίας του T7 
υποκινητή για in vitro μεταγραφη. 

Όπου, a) 100 bp DNA Ladder (NEB), 

b) PCR προϊόν των 180 bp του Mm 

28S mimic, c) PCR προϊόν των 182 

bp του Mm 5.8S m, d) PCR προϊόν 

του Mm 5.8S +2. Για περισσότερες 
πληροφορίες βλ. ΢. 02. 

Εικόνα 16: Αποδιατακτικό πήκτωμα 

ακρυλαμίδης 12% για έλεγχο της 
ακεραιότητας των in vitro παραγόμενων 

rRNAs Mm 5.8S m, Mm 5.8S +2 και Mm 

28S mimic. Όπου, a) 1,5 μg Mm 5.8S m 
rRNA, b) 1,5 μg Mm 5.8S +2 rRNA, c) 

650 ng Mm 28S mimic rRNA, d) 1,5 μg 

Mm 28S mimic rRNA, e) 3 μg Total 
RNAs Trizol extraction (N. benthamiana, 

WT). 
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MmERI1. Αυτό που δεν ήταν αναμενόμενο, είναι η παρουσία 

αποδόμησης ακόμα και στα δείγματα duplexes που δεν εκτέθηκαν σε 

κάποια πρωτεϊνική μεταχείριση, μετά από το καθαρισμό τους με 

φαινόλη- χλωροφόρμιο (εικ. 17). 

 

Επομένως, αποφασίσαμε να ελέγξουμε τα αρχικά μας stocks των Mm 

5.8S m και Mm 5.8S +2 rRNAs, εκθέτοντας μεμονωμένα τα δύο RNAs 

στις ίδιες συνθήκες με αυτές που εκτέθηκαν τα δείγματα για τη δοκιμή 

με την MmERI1. ΢υγκεκριμένα, στους 95oC → 25oC, σταδιακά (~2 

ώρες), και 35 min στους 37oC (βλ. κεφ. 4.13, 4.14). Έχοντας την 

εντύπωση ότι πολύ πιθανόν το stock dH20 να είναι μολυσμένο με 

RΝάσες, για τους παρακάτω χειρισμούς χρησιμοποιήσαμε φρεσκο- 

αποστειρωμένο dH20. Παρ’ όλ’ αυτά, και πάλι η αποδόμηση των RNAs 

ήταν ιδιαίτερα έντονη (εικ. 18). Άρα, συμπεράναμε πως μάλλον τα 

δείγματά μας δεν είναι μολυσμένα με RNάσες, το οποίο μπορεί να 

προήλθε και από το dH20 που χρησιμοποιούσαμε προηγουμένως. 

 

 

 

 

Εικόνα 17: Αποδιατακτικό πήκτωμα ακρυλαμίδης 12% 
για έλεγχο των in vitro δοκιμών 3’→ 5’ Εξωνουκλεάσης 

με τη MmERI1. Σα δείγματα του υβριδισμού των 

αντίστοιχων rRNAs εμφανίζουν κάποια μικρή 
αποδόμηση και ιδιαίτερα αυτά με τη MmERI1 δοκιμή, 

τα οποία έχουν αποδομηθεί ολοσχερώς. Όπου, a) 100 

pmoles Mm 5.8S m rRNA, b) 100 pmoles Mm 5.8S +2 

rRNA, c) 3 μg Total RNAs Trizol extraction (Tomato, 

Mock -WT- ), d) 100 pmoles duplex Mm 5.8S m/ Mm 
28S mimic χωρίς MmERI1 μεταχείριση, e) 100 pmoles 

duplex Mm 5.8S m/ Mm 28S mimic μετά από 

MmERI1 μεταχείριση, f) 100 pmoles duplex Mm 5.8S 

+2/ Mm 28S mimic χωρίς MmERI1 μεταχείριση, g) 

100 pmoles duplex Mm 5.8S +2/ Mm 28S mimic μετά 

από MmERI1 μεταχείριση. 

Εικόνα 18: Αποδιατακτικό πήκτωμα 

ακρυλαμίδης 12% για έλεγχο των Mm 5.8S 
m και Mm 5.8S +2 rRNA stocks της in 
vitro Σ7 μεταγραφής. Έντονη είναι η 

αποδόμηση και στα δύο rRNAs. Όπου, a) 

100 pmoles Mm 5.8S m rRNA, b) 100 
pmoles Mm 5.8S +2 rRNA, c) 3 μg Total 

RNAs Trizol extraction (Tomato, Mock -

WT-). 
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Σο επόμενο βήμα ήταν, να επαναλάβουμε την in vitro μεταγραφή των 

rRNAs χρησιμοποιώντας από την αρχή φρεσκο- αποστειρωμένο dH20, 

για την επαναδιάλυση των δειγμάτων μετά το καθαρισμό. Από τη πηκτή 

ελέγχου της επιτυχίας της αντίδρασης (εικ. 19) βλέπουμε πως τα rRNAs 

βρίσκονται σε καλή κατάσταση. Αξιοπερίεργη, βέβαια είναι μία μικρή 

διάχυση κάτω από τις ζώνες των Mm 5.8S m και Mm 5.8S +2, με 

επιπλέον μικρότερες ζώνες. Σο εν λόγω γεγονός, ίσως δεν δημιουργεί 

πρόβλημα, μιας και η συγκεκριμένη in vitro μεταγραφή 

πραγματοποιήθηκε σε μεγάλη κλίμακα, και πολλές φορές σε τέτοιου 

είδους αντιδράσεις η T7 πολυμεράση παράγει ημιτελή προϊόντα από ένα 

σημείο της αντίδρασης και έπειτα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Επομένως, αποφασίσαμε να αλλάξουμε λίγο την προσέγγιση του 

θέματος. Μία από τις αλλαγές που εισαγάγαμε, ήταν η έκθεση και 

δειγμάτων από τα άθικτα stock RNAs παράλληλα με τα δείγματα 

υβριδισμού/ αντιδράσεων, ώστε όλα τα δείγματα στο πήκτωμα να έχουν 

εκτεθεί υπό τις ίδιες συνθήκες και να είναι περισσότερο συγκρίσιμα. 

Επίσης, μιας και δεν ήμασταν σε θέση να παρατηρήσουμε κάποια 

σημαντική διαφορά μεταξύ των δειγμάτων Mm 5.8S m και Mm 5.8S +2 

κατά την ανάλυσή τους σε πηκτές πολυακρυλαμίδης μικρού μεγέθους, 

αποφασίσαμε να αναλύσουμε τα δείγματα σε μεγαλύτερες πηκτές. 

Έτσι, από έκ νέου προετοιμασία in vitro αντιδράσεων προέκυψε το 

ακόλουθο αποτέλεσμα (εικ. 20). Αν και αποδόμηση ήταν έντονη σε όλα 

τα δείγματα, με μεγαλύτερη ένταση σε αυτά που εκτέθηκαν στη 

MmERI1, και πάλι σημαντική διαφορά στην ανάλυση ζωνών δεν είναι 

Εικόνα 19: Αποδιατακτικό 

πήκτωμα ακρυλαμίδης 12% για 
έλεγχο της ακεραιότητας των in 
vitro παραγόμενων rRNAs Mm 5.8S 

m, Mm 5.8S +2 και Mm 28S 

mimic. Όπου, a) 2,5 μg Mm 5.8S 

m rRNA, b) 2,5 μg Mm 5.8S +2 

rRNA, c) 5 μg Mm 28S mimic 

rRNA, d) 3 μg Total RNAs Trizol 

extraction (Tomato, Mock -WT-). 
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δυνατή. Η επόμενη κίνησή μας ήταν να αναλύσουμε τα δείγματά μας σε 

μια πιο πυκνή πηκτή, αν και στη προκειμένη περίπτωση είχαμε το 

αποτέλεσμα με την πιο έντονη αποδόμηση (εικ. 21). Ακόμα και το 

δείγμα του μάρτυρα φαινόταν ανεπαίσθητα. Επομένως, για κάποιο λόγο 

οι πηκτές περιέχουν άγνωστη μέχρι στιγμής επιμόλυνση που προκαλεί 

αποδόμηση των δειγμάτων, πρόβλημα που προσπαθήσαμε να 

διαλευκάνουμε με τις παρακάτω ενέργειες. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 20: Αποδιατακτικό πήκτωμα ακρυλαμίδης 
12% (Μεγάλου Μεγέθους) για έλεγχο των in vitro 

δοκιμών 3’→ 5’ Εξωνουκλεάσης με τη MmERI1, μετά 

από έκθεση των όλων των δειγμάτων στις ίδιες 
συνθήκες. Όλα τα δείγματα εμφανίζουν αποδόμηση και 

ιδιαίτερα αυτά με τη MmERI1 δοκιμή. Όπου, a) 50 

pmoles Mm 5.8S m rRNA, b) 50 pmoles Mm 5.8S +2 

rRNA, c) 50 pmoles duplex Mm 5.8S m/ Mm 28S 

mimic χωρίς MmERI1 μεταχείριση, d) 50 pmoles 

duplex Mm 5.8S m/ Mm 28S mimic μετά από 
MmERI1 μεταχείριση, e) 50 pmoles duplex Mm 5.8S 

+2/ Mm 28S mimic χωρίς MmERI1 μεταχείριση, f) 50 

pmoles duplex Mm 5.8S +2/ Mm 28S mimic μετά από 

MmERI1 μεταχείριση, g) 3 μg Total RNAs Trizol 

extraction (Tomato, Mock -WT- ). 

Εικόνα 21: Σα ίδια ακριβώς δείγματα με παραπάνω, 

εκτός από το μάρτυρα (control) Total RNAs Trizol 
extraction (N. benthamiana, WT). 15% αποδιατακτική 

πηκτή ακρυλαμίδης. 
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Φρησιμοποιώντας το ίδιο μίγμα πολυακρυλαμίδης και υλικών για τη 

κατασκευή της πηκτής, αλλά δοκιμάζοντας το δείγμα μάρτυρα που 

χρησιμοποιήθηκε και παραπάνω (εικ. 16, 21) και ένα νέο δείγμα 

συνολικών RNAs από τομάτα, υπό τη χρήση δύο διαφορετικών 

χρωστικών προετοιμασίας των δειγμάτων, αλλά και πρόσφατα 

αποστειρωμένα και παλαιότερα αποστειρωμένα «tips», είχαμε το 

ακόλουθο αποτέλεσμα (εικ. 22).  

 

 

 

Φαρακτηριστική ήταν η αποδόμηση στο δείγμα του αρχικού μας 

μάρτυρα σε όλες τις συνθήκες προετοιμασίας (εικ. 22). Εν αντιθέσει, 

στις αντίστοιχες συνθήκες το δείγμα του νέου μάρτυρα παρέμεινε άθικτο 

(εικ. 22). Επομένως, συμπεραίνουμε, πως τουλάχιστον το αρχικό δείγμα 

μάρτυρα είναι επιμολυσμένο. Εν συνεχεία, αφού λύθηκε το πρόβλημα 

με τη πηκτή και το μάρτυρα, ακολούθησε η δοκιμή μιας σειράς από 

διαφορετικά rRNAs in vitro δείγματα, υπό διαφορετικές συνθήκες, ώστε 

να εντοπίσουμε που ακριβώς βρίσκεται το πρόβλημα και έχουμε 

επανειλημμένα αποδομήσεις (εικ. 23).  

΢τη προκειμένη περίπτωση, αφού εκτελέσαμε νέες αντίδρασεις in vitro 

μεταγραφής, δοκιμάσαμε επιπροσθέτως και το δείγμα του μάρτυρα, που 

παραπάνω δεν αποδομήθηκε (εικ. 22 e, f), εκθέτοντάς το στις ίδιες 

συνθήκες με τα δείγματα για τη δοκιμή της MmERI1. Ίσως στις 

συνθήκες όπου γίνεται ο υβριδισμός των rRNAs και η δοκιμή με την 

Εικόνα 22: Αποδιατακτικό πήκτωμα ακρυλαμίδης 

15% για έλεγχο των υλικών προετοιμασίας των 

δειγμάτων των παραπάνω πηκτωμάτων. Όλες οι 

μεταχειρίσεις εμφανίζουν αποδόμηση εκτός από τα 
δείγματα του νέου μάρτυρα [Total RNAs Trizol 

extraction (Tomato, Mock -WT- )]. Όπου, a)  3 μg 
Total RNAs Trizol extraction (N. benthamiana -

WT- ) με τη συνήθη χρωστική φορτώματος και 

«προσφατα αποστειρωμένα tips», b) το ίδιο δείγμα 

με τη συνήθη χρωστική φορτώματος και «παλιά 
αποστειρωμένα tips», c) το ίδιο δείγμα με 

καινούργια χρωστική φορτώματος και «προσφατα 

αποστειρωμένα tips», d) το ίδιο δείγμα με 

καινούργια χρωστική φορτώματος και «παλιά 

αποστειρωμένα tips», e) Total RNAs Trizol 
extraction (Tomato, Mock -WT-) με συνήθη 

χρωστική φορτώματος και «προσφατα 

αποστειρωμένα tips», f) το ίδιο δείγμα με 

καινούργια χρωστική φορτώματος και «προσφατα 

αποστειρωμένα tips». 
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MmERI1 επηρεάζουν με κάποιο τρόπο την ακεραιότητα των δειγμάτων, 

το οποίο και θέλαμε να εξετάσουμε (εικ. 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δυστυχώς αποδόμηση έχουμε στα περισσότερα από τα δείγματα που 

έχουν εκτεθεί στις συνθήκες της MmERI1 δοκιμής, εν αντιθέσει με το 

δείγμα του νέου μάρτυρα που έχει παραμείνει άθικτο ακόμα και μετά τις 

διάφορες μεταχειρίσεις (εικ. 23). Σο εν λόγω προφίλ μας οδηγεί στο 

συμπέρασμα, ότι μολυσμένα είναι και τα δείγματα της in vitro 

μεταγραφής, έστω και σε μικρό ποσοστό. Οπότε, για κάποιο άγνωστο 

λόγο, κατά το καθαρισμό των αρχικών προϊόντων της in vitro μεταγραφής 

με φαινόλη- χλωροφόρμιο, τα δείγματα παραμένουν επιμολυσμένα με 

RNάσες. 

΢ε ένα επόμενο εγχείρημα, για να εξετάσουμε αν το μίγμα φαινόλης-

χλωροφορμίου, με το οποίο έγιναν όλοι οι καθαρισμοί των προϊόντων των 

in vitro αντιδράσεων μεταγραφής, είναι υπεύθυνο για τις επανειλημμένες 

αποδομήσεις, εκτελέσαμε δύο ξεχωριστούς καθαρισμούς. ΢τον ένα από 

αυτούς χρησιμοποιήθηκε το παραπάνω μίγμα (Α) και στον άλλο ένα εξ 

Εικόνα 23: Αποδιατακτικό πήκτωμα ακρυλαμίδης 15% για έλεγχο των αρχικών rRNA stocks 
και των in vitro δοκιμών με τη MmERI1, μετά από έκθεση όλων των δειγμάτων στις ίδιες 

συνθήκες και με τη χρήση του νέου μάρτυρα (h και j). Όλα τα δείγματα εμφανίζουν 

αποδόμηση, πέραν αυτών του μάρτυρα ακόμα και μετά την έκθεση στις εν λόγω συνθήκες. 

Όπου, a) 50 pmoles Mm 5.8S +2 rRNA παραγόμενο από προηγούμενη αντίδραση, b) 50 
pmoles Mm 5.8S m rRNA (νέο), c) 50 pmoles Mm 5.8S +2 rRNA (νέο), d) 50 pmoles duplex 

Mm 5.8S m/ Mm 28S mimic χωρίς MmERI1 μεταχείριση (νέο), e) 50 pmoles duplex Mm 

5.8S m/ Mm 28S mimic μετά από MmERI1 μεταχείριση (νέο), f) 50 pmoles duplex Mm 

5.8S +2/ Mm 28S mimic χωρίς MmERI1 μεταχείριση (νέο), g) 50 pmoles duplex Mm 5.8S 

+2/ Mm 28S mimic μετά από MmERI1 μεταχείριση (νέο), h) 3 μg Total RNAs Trizol 

extraction (Tomato, Mock -WT- ) με μεταχείριση, i) 50 pmoles Mm 5.8S +2 rRNA «φρέσκο» 
(νέο), j) όπως το (h) χωρίς μεταχείριση. Όλα τα δείγματα από b-h εκτέθηκαν στις ίδιες 

συνθήκες, τα υπόλοιπα χρησιμοποιήθηκαν άθικτα από τα stocks. 
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ολοκλήρου νέο (Β). Προετοιμάζοντας δύο ξεχωριστές αντιδράσεις 

υβριδισμού και MmERI1 δοκιμής από τους δύο καθαρισμούς, 

προέκυψαν τα εξής (εικ. 24, 25). 

 

 

 

 

 

 

 

Όπως φαίνεται από τα παραπάνω (εικ. 24, 25), η αποδόμηση οφείλεται 

σίγουρα στα δείγματα, γεγονός για το οποίο δεν φαίνεται το μίγμα 

φαινόλης- χλωροφορμίου να είναι υπεύθυνο. Δυστυχώς στα πλαίσια της 

Μεταπτυχιακής μου εργασίας, δεν κατάφερα να προσδιορίσω την αιτία 

στην οποία οφείλονται οι παραπάνω αποδομήσεις, αλλά μετά από μία 

σειρά δοκιμών, η αιτία αυτών περιορίστηκε στη διαδικασία 

προετοιμασίας των αρχικών rRNA δειγμάτων. 

 

[5.3] Προσπάθειες Εντοπισμού της ERL1 με ΢τύπωμα 

Western

 
΢τα πλαίσια των πειραμάτων Ανοσο- αποτύπωσης (Immuno- blotting), 

εμποτίσαμε φυτά N. benthamiana με A. tumefaciens C58C1 στελέχη, τα 

Εικόνα 24: Αποδιατακτική πηκτή ακρυλαμίδης 

15% για έλεγχο των δειγμάτων του καθαρισμού 

A. Σα δείγματα από b-h είναι τα αντίστοιχα με 

αυτά της εικόνας 23, αλλά για τα rRNAs του 
καθαρισμού Α. Σα υπόλοιπα: α) 50 pmoles Mm 

5.8S +2 rRNA «φρέσκο» από καθαρισμό Α, και 

i) το ίδιο με το μάρτυρα (h) αλλά δεν έχει 
επωαστεί στις συνθήκες της δοκιμής (φρέσκο). 

Εικόνα 25: Αποδιατακτική πηκτή ακρυλαμίδης 

15% για έλεγχο των δειγμάτων του καθαρισμού 

Β. Σα δείγματα από b-h είναι τα αντίστοιχα με 

αυτά της εικόνας 23, αλλά για τα rRNAs του 

καθαρισμού Α. Σα υπόλοιπα: α) 50 pmoles Mm 
5.8S +2 rRNA «φρέσκο» από καθαρισμό Β, και 

i) το ίδιο με το μάρτυρα (h) αλλά δεν έχει 
επωαστεί στις συνθήκες της δοκιμής (φρέσκο). 
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οποία είχαν μετασχηματισθεί με τις πλασμιδιακές κατασκευές 

35S/AtERL1 (υπερέκφρασης) και 35S/NtERL1hp (καταστολής) (΢. 04), 

ώστε να μετασχηματίσουμε παροδικά ολόκληρα φύλλα τα λόγω φυτών. 

Οι εν λόγω κατασκευές είχαν προετοιμαστεί στο εργαστήριο στο 

παρελθόν [69]. Όσον αφορά τη πρώτη, είχε κλωνοποιηθεί σε pART27 

φορέα η κατασκευή της γενωμικής αλληλουχίας του AtERL1, υπό την 

καθοδήγηση του 35S CaMV υποκινητή (΢. 04). Όσον αφορά τη δεύτερη, 

είχε κλωνοποιηθεί σε pART27 η κατασκευή φουρκέτας (hairpin) για 

καταστολή του ERL1 μέσω «RNA σίγησης», βασισμένο σε αλληλουχία 

EST (Expression Sequence Tag) του NtERL1 (EST ID EB681897) υπό 

τον έλεγχο του 35S CaMV υποκινητή (΢. 04) [69]. 

΢ε μία πρώτη προσπάθεια να εντοπίσουμε την ERL1 σε WT N. 

benthamiana ιστό, είχαμε το παρακάτω αποτελέσματα (εικ. 26). Αν και 

ιδιαίτερα ενθαρρυντικά τα πρώτα αποτελέσματα, το γεγονός ότι 

παρατηρούμε επιπλέον ζώνες σε διάφορα μεγέθη που δεν τις 

περιμέναμε, μας έκανε να προσεγγίσουμε το θέμα από άλλη οπτική 

γωνία. Ενδεικτικά αναφέρουμε πως η ώριμη ERL1, χωρίς το πεπτίδιο 

σινιάλο που αποκόπτεται κατά την είσοδο στο χλωροπλάστη, κυμαίνεται 

στα 30 kDa, ενώ η πλήρους αλληλουχίας ERL1 κυμαίνεται στα 38 kDa. 

Επομένως, θα μπορούσαμε να ισχυριστούμε πως κάποια από αυτές είναι 

η ώριμη εκδοχή της ERL1 (εικ. 26 d, βέλος) και η άλλη η μη- ώριμη 

(μάλλον αυτή που συνεντοπίζεται με τα δείγματα της καθαρισμένης με 

χρωματογραφία MmERI1 (εικ. 26). Ούτως ή άλλως, μιας και ο 

πρωτεϊνικός μάρτυρας στην εν λόγω πηκτή δεν αναλύθηκε 

ικανοποιητικά, αποφασίσαμε να επαναλάβουμε το πείραμα με πηκτή 

μεγαλύτερης συγκέντρωσης και περισσότερα δείγματα.  
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Επομένως, επαναλάβαμε το παραπάνω Western, αλλά αυτή τη φορά 

εισάγοντας δείγματα από διάφορους ιστούς. Πέραν από τα πρωτεϊνικά 

εκχυλίσματα των παραπάνω παροδικών μεταλλαγμάτων, προσθέσαμε 

εκχυλίσματα, από λευκό και πράσινο ιστό, όπως επίσης και από ιστό 

φυτών καταστολής (suppressor plant) και από ιστό φυτών N. 

benthamiana που υπερεκφράζουν GFP (εικ. 27). Οι λευκός και 

πράσινος ιστός προήλθαν από χλωρωτικά και φαινοτυπικώς φυσιολογικά 

τμήματα φυτών N. benthamiana που υπερέκφραζαν συστατικά την 

AtERL1 (βλ. κεφ. 3.9). Ενώ τα φυτά καταστολής, όπως το λέει και το 

όνομά τους, είναι N. benthamiana στα οποία η ERL1 έχει κατασταλεί με 

«μόνιμο μετασχηματισμό». Παρόλο που παρατηρούμε κάποιου είδους 

μοτίβου μεταξύ των διαφόρων δειγμάτων, ως προς την ένταση των ζωνών, 

δεν ήμασταν σε θέση να ξεχωρίσουμε αν όλες οι ζώνες που βλέπουμε 

είναι ειδικές, και σε περίπτωση που είναι, ποια αντιστοιχεί και σε ποια 

μορφή της ERL1 (ώριμη/ μη- ώριμη) (εικ. 27). 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 26: 1ο στύπωμα Western για τον εντοπισμό της ERL1 σε WT N. benthamiana φυλλικό 

ιστό. Παρόλο που φαίνονται ζώνες στο WT δείγμα, ειδικά εκείνη στο επίπεδο της καθαρισμένης 

MmERI1 πρωτεΐνης, δεν είμαστε σε θέση να προσδιορίσουμε ακόμα αν πρόκειται για ειδική ή μη 

πρωτεϊνη. ΢το δείγμα της υπερέκφρασης της ERL1, η έντονη πρωτεϊνική ζώνη των ~30 kDa μάλλον 
πρόκειται για την ώριμη μορφή της ERL1 (βέλος). Όπου, a) Φρωματογραφικά Καθαρισμένη 

MmERI1 (500 ng), b) Φρωματογραφικά Καθαρισμένη MmERI1 (250 ng), c) Pre-stained Protein 
Marker (BIORAD, c.n. 161-0318) οι ζώνες σε kDa, d) 35S/AtERL1 αγρο- εμποτισμένος N. 
benthamiana ιστός, e) WT N. benthamiana ιστός. Για περισσότερες πληροφορίες βλ. κείμενο. 

(WESTERN από SDS-PAGE 10% Reso.). 

Εικόνα 27: 2ο στύπωμα Western της ERL1, για καλύτερη ανάλυση των πρωτεϊνικών ζωνών του 
μάρτυρα και επιβεβαίωση των ζωνών που παρατηρούνται στο WT N. benthamiana δείγμα. Όπου, 

a) Φρωματογραφικά Καθαρισμένη MmERI1 (250 ng), b) Pre-stained Protein Marker (BIORAD, 
c.n. 161-0318) οι ζώνες σε kDa, c) 35S/AtERL1 αγρο- εμποτισμένος N. benthamiana ιστός, d) 

λευκός ιστός, e) πράσινος ιστός, f) WT N. benthamiana ιστός, g) ιστός από φυτό καταστολής 

(suppressor plant), h) 35S/NtERL1hp αγρο- εμποτισμένος N. benthamiana ιστός, i) GFP N. 
benthamiana ιστός Για περισσότερες πληροφορίες βλ. κείμενο. (WESTERN από SDS-PAGE 15% 

Reso.).  
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Έτσι, υποθέσαμε πως αφού η ERL1 εισέρχεται στο χλωροπλάστη με την 

ώριμη μορφή της (χωρίς το πεπτίδιο σινιάλο), αν απομονώναμε 

χλωροπλάστες από τα διάφορα παραπάνω «παροδικά μεταλλάγματα» και 

επανεκτελούσαμε το Western με την ERL1, ίσως να βλέπαμε κάποια 

διαφορά στο μοτίβο μεταξύ δειγμάτων και να προσδιορίζαμε τις ζώνες της 

ERL1. Μετά από διαβαθμίσεις Percoll και απομονώσεις χλωροπλαστών, 

από ιστούς N. benthamiana που υπερέκφραζαν και υποέκφραζαν την 

ERL1 (βλ. παραπάνω), αλλά και WT επίσης, δεν καταφέραμε να 

εντοπίσουμε κάποια αξιόλογη ζώνη στα δείγματα των χλωροπλαστών 

(εικ. 28). Πιθανότατα να φταίει και η παρουσία Percoll στα δείγματα 

που να εμποδίζει το αντίσωμα να υβριδίσει. 

 

 

 

 

 

 

 

Με το σκεπτικό ότι, ίσως ο πολυκλωνικός ορός για την ERL1 δεν 

λειτουργεί σωστά για κάποιο λόγο, μετασχηματίσαμε παροδικά N. 

benthamiana φυτά με 35S/ AtERL1-GFP πλασμιδιακή κατασκευή (βλ. 

΢υμπληρωματικά), ώστε να δοκιμάσουμε αν με κάποιο άλλο αντίσωμα 

(εδώ αντι- GFP) είμαστε σε θέση να εντοπίσουμε την ERL1. ΢την εν λόγω 

κατασκευή που έχει προετοιμαστεί στο εργαστήριο παλαιότερα, σε 

pART27 φορέα έκφρασης είναι κλωνοποιημένη η αλληλουχία του 

AtERL1 σε σύντηξη με αυτή του GFP, υπό την καθοδήγηση του 35S 

CaMV υποκινητή (΢. 04) [69]. 

Εικόνα 28: ΢τύπωμα Western για το διαφορικό εντοπισμό των διάφορων «ERL1 ζωνών» 
σε N. benthamiana παροδικά μετασχηματισμένους ιστούς και σε χλωροπλάστες αυτών. 

Αν και ήταν αναμενόμενο να εντοπίσουμε τουλάχιστον την ώριμη ERL1 στα δείγματα 

των χλωροπλαστών (πιθανολογείται αυτή στα ~30 kDa), αυτό δε συνέβη. Παρ’ όλα αυτά, 

τα υπόλοιπα δείγματα δούλεψαν ως συνήθως. Όπου, a) Φρωματογραφικά Καθαρισμένη 
MmERI1 (500 ng), b) WT N. benthamiana ιστός, c) 35S/AtERL1 αγρο- εμποτισμένος N. 
benthamiana ιστός, d) Pre-stained Protein Marker (BIORAD, c.n. 161-0318) οι ζώνες 

σε kDa, e) Crude WT N. benthamiana Φλωροπλάστες, f) Crude Φλωροπλάστες από 

35S/NtERL1hp αγρο- εμποτισμένα N. benthamiana, g) Crude Φλωροπλάστες από 

35S/AtERL1 αγρο- εμποτισμένα N. benthamiana. Για περισσότερες πληροφορίες βλ. 

κείμενο. (WESTERN από SDS-PAGE 12% Reso.). 
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΢ε αυτό το σημείο, κρίνεται σωστό να αναφερθεί πως κατά το 

πρωτόκολλο απομόνωσης χλωροπλαστών συλλέγουμε 3 κλάσματα (βλ. 

Μέθοδοι & Τλικά), το εκχύλισμα των κυττάρων αμέσως μετά την 

ομογενοποίηση (input), το κλάσμα κυτταροπλάσματος με μιτοχόνδρια 

(cyto- mitochondrial), και το κλάσμα των χλωροπλαστών (chloroplastic). 

Οπότε, απομονώσαμε όλα τα παραπάνω κλάσματα από 35S/AtERL1 και 

35S/ AtERL1-GFP φυτά, και δοκιμάσαμε ξανά Western με δύο 

διαφορετικά αντισώματα, anti- ERL1 και anti- GFP πολυκλωνικούς 

ορούς. Από τους δύο υβριδισμούς, αυτός με το GFP αντίσωμα δεν έδωσε 

κανένα σήμα (data not shown), ενώ με τον ERL1 ορό, μόνο στο θετικό 

κοντρόλ, αλλά και ελάχιστα στο input κλάσμα των 35S/ AtERL1-GFP 

φυτών (εικ. 29). Παρόλο που καθαρίσαμε τη Percoll από τους 

χλωροπλάστες, που θεωρήσαμε πως μπορεί να εμπλέκεται, και 

δοκιμάσαμε δύο διαφορετικά αντισώματα, ζώνη ειδική για ERL1 δεν 

μπορέσαμε να εντοπίσουμε στα χλώροπλαστικά δείγματα (εικ. 29). 

 

 

 

 

 

 

 

Φαρακτηριστικό ήταν και ένα Western (εικ. 30), στο οποίο τα καθαρά 

από Percoll δείγματα των χλωροπλαστών, ακόμα και μετά από 

υπερέκθεση της μεμβράνης, παραμένουν τελείως κενά, χωρίς καν 

background. Είναι σαν κάτι που υπάρχει στο χλωροπλάστη εμποδίζει 

τελείως τα αντισώματα να προσδεθούν, ακόμα και μη ειδικά. 

Εικόνα 29: ΢τύπωμα Western με τη δοκιμή GFP (data not shown) και ERL1 ειδικών 
αντισωμάτων, σε πρωτεϊνικά εκχυλίσματα N. benthamiana παροδικά μετασχηματισμένων 

ιστών και σε crude χλωροπλάστες αυτών. Όπου, a) Crude δείγμα από Input (βλ. κείμενο) 
35S/AtERL1-GFP αγρο- εμποτισμένο N. benthamiana ιστό, b) Crude χλωροπλάστες από τον ίδιο 

ιστό, c) Crude δείγμα από Cyto- mito. κλάσμα (βλ. κείμενο) από ίδιο ιστό, d-f) τα αντίστοιχα 
δείγματα με a-c, αλλά για N. benthamiana εμποτισμένο με το 35S/AtERL1 κατασκεύασμα, g) 
πρωτεϊνικό εκχύλισμα από 35S/AtERL1 αγρο- εμποτισμένο N. benthamiana ιστό. Δεξιά 

απεικονίζονται το επίπεδο στο οποίο αντιστοιχούν οι 37 και 29 kDa ζώνες του μάρτυρα [Pre-

stained Protein Marker (BIORAD, c.n. 161-0318)] Για περισσότερες πληροφορίες βλ. 

κείμενο. (WESTERN από SDS-PAGE 12% Reso.). 
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Μέχρι στιγμής, τα Western πραγματοποιούνταν με ακατέργαστα (crude) 

δείγματα χλωροπλαστών, είτε παρουσίας, είτε απουσίας Percoll. 

΢κεπτόμενοι, ότι ίσως αυτό είναι η αιτία που δεν μπορούμε να 

εντοπίσουμε καμία πρωτεΐνη στα χλωροπλαστικά δείγματα των 

παραπάνω Western, πραγματοποιήσαμε εκχύλιση πρωτεϊνών σε 

δείγματα χλωροπολαστών, που είναι και η μέθοδος με την οποία έχουμε 

προετοιμάσει τα υπόλοιπα δείγματα. Ίσως με κάποιο τρόπο κάτι στο 

χλωροπλάστη (π.χ. χλωροφύλλη) αλληλεπιδρώντας με τις πρωτεΐνες του, 

τις καλύπτει και δεν επιτρέπει τη πρόσδεση κάποιου ειδικού 

αντισώματος. Παρ’ όλ’ αυτά, διαπιστώθηκε και πάλι το ίδιο μοτίβο (εικ. 

31). 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 30: ΢τύπωμα Western με αντίσωμα για την ERL1 σε κλάσματα (Input, Chloro., 
Cyto- mito., βλ. κείμενο) από καθαρισμό χλωροπλαστών σε 35S/AtERL1 και 

35S/NtERL1hp εμποτισμένα N. benthamiana φυτά. Αξιοπρόσεκτη είναι η απουσία έστω 

και background στα δείγματα των χλωροπλαστών. Όπου, a) Crude δείγμα από Input 
35S/AtERL1 αγρο- εμποτισμένο N. benthamiana ιστό, b) Crude Φλωροπλάστες από τον 

ίδιο ιστό, c) Crude δείγμα από Cyto- mito. κλάσμα από τον ίδιο ιστό, d-f) τα αντίστοιχα 
των a-c, αλλά για 35S/NtERL1hp εμποτισμένο N. benthamiana ιστό, g) Pre-stained 

Protein Marker (BIORAD, c.n. 161-0318), h-i) πρωτεϊνικά εκχυλίσματα από 
35S/NtERL1hp, και δύο διαφορετικούς 35S/AtERL1 αγρο-εμποτισμούς σε N. 
benthamiana, αντίστοιχα. (WESTERN από SDS-PAGE 12% Reso.). Για περισσότερες 

πληροφορίες περί της τεχνικής απομόνωσης χλωροπλαστών, βλ. κεφ. 4.10. 
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Αφού αποκλείσαμε τα παραπάνω ενδεχόμενα, ερευνήσαμε μία τελευταία 

υπόθεση. Οδηγείται η ERL1 στο χλωροπλάστη, ή το γεγονός της μη 

ανίχνευσής της εκεί σημαίνει, ότι ίσως δεν πηγαίνει στο χλωροπλάστη, 

παρά τα μέχρι τώρα αποτελέσματα του εργαστηρίου. Για να 

προσεγγίσουμε το εν λόγω θέμα, εκτελέσαμε Western με δύο 

διαφορετικά αντισώματα (εικ. 32). Σο ένα υβρίδιζε για τη 

χλωροπλαστική πρωτεΐνη PSΒA, και το άλλο που χρησιμοποιήθηκε, 

ήταν ο «κλασικός» αντι- ERL1 ορός, ώστε να ελέγξουμε αν μπορούμε να 

ανιχνεύσουμε την PSA, και αν ναι, αν η μη ανίχνευση της ERL1 στα ίδια 

δείγματα οφείλεται σε απουσία αυτής. 

 

 

 

Εικόνα 31: ΢τύπωμα Western με 
πολυκλωνικό αντίσωμα για την AtERL1 σε 

πρωτεϊνικά εκχυλίσματα από ιστό και 
χλωροπλάστες φυτών N. benthamiana, WT 

και αγρο- εμποτισμένων με 35S/AtERL1 
και 35S/NtERL1hp. Παρά τις έντονες 

αποδιατακτικές συνθήκες στο πρωτεϊνικό 

εκχύλισμα, τα δείγματα των χλωροπλαστών 
εξακολουθούν να μην αποκρίνονται στη 

μέθοδο. Έκθεση 30 min (πάνω) και 5 min 

(κάτω). Όπου, a) εκχύλισμα από WT ιστό, 

b) εκχύλισμα από WT χλωροπλάστες, c) 

εκχύλισμα από 35S/AtERL1 αγρο- 

εμποτισμένο ιστό, d) εκχύλισμα από 

35S/AtERL1 χλωροπλάστες, e) εκχύλισμα 
από 35S/NtERL1hp αγρο- εμποτισμένο ιστό, 

f) εκχύλισμα από 35S/NtERL1hp 

χλωροπλάστες, g) Pre-stained Protein 

Marker (BIORAD, c.n. 161-0318). 

(WESTERN από SDS-PAGE 10% Reso.). 
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Σελικά, ο υβριδισμός με το πρώτο αντίσωμα δεν έδωσε κάποιο ειδικό 

σήμα, ενώ αυτός με το αντι- ERL1 πολυκλωνικό ορό έδωσε τα 

αναμενόμενα αποτελέσματα (εικ. 32). Επομένως, δεν μπορούμε να 

ισχυριστούμε, τουλάχιστον όχι ακόμα, ότι η ERL1 δεν οδηγείται στο 

χλωροπλάστη. Για ποιο λόγο τώρα δεν μπορούμε να ανιχνεύσουμε 

πρωτεΐνες με Western στα δείγματα των χλωροπλαστων που 

απομονώσαμε; Είναι ένα ερώτημα που δύσκολα μπορεί να απαντηθεί. Η 

πιο πιθανή εξήγηση που θα μπορούσαμε να δώσουμε είναι, ότι κάποιο 

συστατικό του χλωροπλάστη, που σε αυτά τα δείγματα βρίσκεται πολύ 

πιο συγκεντρωμένο, καλύπτει με κάποιο τρόπο τα «επιτοπικά» 

χαρακτηριστικά των πρωτεϊνών. 

 

Εντοπισμός της ERL1 σε «Bleach», «Mosaic» και «No- 

Phenotype» N. benthamiana σειρές

Από 3 διαφορετικές φυτικές σειρές N. benthamiana που υπερεκφράζουν 

συστατικά την AtERL1 (overexpressor lines), εκχυλίσαμε πρωτεϊνικά 

δείγματα, ώστε να δούμε τα πρωτεϊνικά επίπεδα της ERL1 σε καθεμία 

από αυτές. Οι σειρές που χρησιμοποιήθηκαν ήταν οι, «Mosaic», «Bleach» 

και «No- Phenotype», όπως έχουν χαρακτηριστεί στο εργαστήριο, γιατί 

κατά σειρά, εμφανίζουν μωσαϊκό λευκών και πράσινων κηλίδων στα 

φύλλα τους, φέρουν εξολοκλήρου λευκά φύλλα, και δεν φέρουν κάποιο 

Εικόνα 32: ΢τύπωμα Western με ειδικά 
πολυκλωνικά αντισώματα για PSA 

(αριστερά πάνω/ κάτω) και ERL1 (δεξιά 

πάνω/ κάτω) σε πρωτεϊνικά εκχυλίσματα 
από ιστό και χλωροπλάστες φυτών N. 
benthamiana, WT και αγρο- εμποτισμένων 

με 35S/AtERL1. Όπου, a) εκχύλισμα από 

WT ιστό, b) εκχύλισμα από WT 
χλωροπλάστες, c) εκχύλισμα από 
35S/AtERL1 αγρο- εμποτισμένο ιστό, d) 

εκχύλισμα από 35S/AtERL1 

χλωροπλάστες. Σο φόρτωμα είναι ίδιο για 

όλες τις εικόνες. Πάνω εικόνες: έκθεση 1 

min. Κάτω εικόνες: έκθεση 20 min [+Pre-

stained Protein Marker (BIORAD, c.n. 
161-0318), ζώνες 37 και 29 kDa]. 

WESTERN από SDS-PAGE 10% Reso.). 
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χαρακτηριστικό φαινότυπο λεύκανσης παρόλο που υπερεκφράζουν την 

ERL1, αντίστοιχα (βλ. κεφ. 3.9 και εικ. 06).  

Μετά από ισοφόρτωμα των δειγμάτων στη πηκτή και την όλη 

διεκπεραίωση του Western, καταφέραμε να πάρουμε την εξής εικόνα 

(εικ. 33). 

 

 

Από τα παραπάνω, διακρίνεται κάποιου είδους μοτίβο μεταξύ των 

δειγμάτων της συστατικής έκφρασης της ERL1 (overexpressor lines), 

που θα μπορούσε να εξηγήσει τη φαινοτυπική διαφορά μεταξύ των 

παραπάνω σειρών (εικ. 33). Παρόλο που τα «Bleach» και «Mosaic» (εικ. 

33 e, f), κατά προσέγγιση εμφανίζουν τα ίδια πρωτεϊνικά επίπεδα, στη 

«No- Phenotype» σειρά τα πρωτεϊνικά επίπεδα είναι σημαντικά μειωμένα, 

περί το ήμισυ. Σο εν λόγω αποτέλεσμα, και σε συνδυασμό με τα 

αποτελέσματα των Northerns που είχαν πραγματοποιηθεί στο 

εργαστήριο παλαιότερα (data not shown, J. M. Helm), θα μπορούσαν να 

εξηγήσουν ίσως την «ανικανότητα» των «No- Phenotype» N. benthamiana 

φυτών να εκφράσουν κάποιο χλωρωτικό φαινότυπο. Παραπλήσια τάση 

παρατηρήθηκε και στα επίπεδα του RNA της ERL1, από τα 

προαναφερθέντα Northerns. 

Εικόνα 33: ΢τύπωμα Western με 

πολυκλωνικό αντισώματα για την ERL1 

σε πρωτεϊνικά εκχυλίσματα από ιστούς 
N. benthamiana διαφορετικών σειρών 

που υπερεκφράζουν συστατικά την 
ERL1 (overexpressors), όπως επίσης 
και από WT ιστό. Όπως γίνεται 

αντιληπτό, διαφαίνεται κάποιο είδος 

μοτίβου μεταξύ των overexpressor 

δειγμάτων (βλ. κείμενο). Σο + κοντρόλ 

ως συνήθως έχει δώσει τα αναμενόμενα 
αποτελέσματα. Όπου, a) εκχύλισμα 
από WT A. thaliana ιστό, b) εκχύλισμα 

από WT N. benthamiana ιστό, c) 

εκχύλισμα από 35S/AtERL1 αγρο- 

εμποτισμένο Ν. be.. ιστό, d) Pre-stained 

Protein Marker (BIORAD, c.n. 161-
0318), ζώνες 37 και 29 kDa, e) 

εκχύλισμα από σειρά Bleach, f) 

εκχύλισμα από σειρά Mosaic, g) 

εκχύλισμα από σειρά No- Phenotype. 
Έκθεση 1 min (πάνω). Έκθεση 20 min 

(κάτω). WESTERN από SDS-PAGE 

12% Reso.). 
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Από το παραπάνω Western (εικ. 33), παρατηρούμε στα δείγματα των 

τριών σειρών (άλλωστε στα υπόλοιπα δεν είναι έντονα αντιληπτό), ότι η 

ζώνη των ~37 kDa, που βρίσκεται στο ίδιο επίπεδο με τη 

χρωματογραφικά καθαρισμένη MmERI1 των υπολοίπων Western, το πιο 

πιθανό είναι να είναι μη ειδική πρωτεϊνική ζώνη, μιας και μεταξύ των 

ισοφορτωμένων δειγμάτων δεν εμφανίζει ανάλογη διαφορά με αυτή που 

εμφανίζει η βασική ERL1 ζώνη των 30 kDa, το οποίο είναι 

παρατηρήσιμο και από διάφορα Western με δείγματα παροδικά 

μετασχηματισμένων ιστών (data not shown, παραπάνω). Αντίστοιχα, η 

ζώνη πάνω από αυτή εμφανίζει το ανάλογο προφίλ που παρατηρούμε και 

με τη βασική των ~30 kDa ERL1 ζώνη (εικ. 33). Μήπως, τελικά, η εν 

λόγω πρωτεϊνική ζώνη έχει σχέση με την ώριμη μορφή της ERL1; Αν ναι, 

τότε πολύ πιθανό να αλληλεπιδρά και με άλλες πρωτεΐνες του κυττάρου 

ή/ και με τον εαυτό της, δημιουργώντας διμερή ή/ και πολυμερή 

σύμπλοκα, ώστε να αναλύεται στο επίπεδο των ~60-90 kDa που 

παρατηρούμε από τη παραπάνω εικόνα (εικ. 33). 

 

[5.4] Ένα ακόμα πιθανό υπόστρωμα για την AtERL1

 
΢τα πλαίσια της Μεταπτυχιακής μου Εργασίας, σχεδιάσαμε να 

μελετήσουμε τη πιθανή δράση της ERL1 και σε άλλα υποστρώματα 

πέραν των in vitro 5S rRNAs (παρόλο που τελικά δεν κατάφερα να το 

υλοποιήσω). ΢ε περίπτωση που η AtERL1 συμβάλει την ωρίμανση του 

3’- άκρου του 5S χλωροπλαστικού rRNA, τότε πολύ πιθανόν να είναι 

ικανή να εκτελέσει και την ίδια ωρίμανση σε «μη ώριμα» 5S rRNAs των 

χλωροπλαστικών ριβοσωμάτων. Κατ’ αντιστοιχία, τουλάχιστον στη 

περίπτωση της MmERI1 αυτό φαίνεται πως ισχύει, καθώς είναι ικανή στο 

να απομακρύνει (in vitro) τα 3’- 2 nt από μη ώριμα 5.8S rRNAs, τα 

οποία είναι ενσωματωμένα σε ριβοσώματα από MmERI1 μεταλλάγματα 

[3]. 

Βάσει των παραπάνω, πραγματοποιήσαμε μία σειρά από καθαρισμούς 

(με υπερφυγοκέντρηση) 70S χλωροπλαστικών ριβοσωμάτων, από WT, 

35S/AtERL1 και 35S/NtERL1hp παροδικώς μετασχηματισμένα, N. 

benthamiana φυτά. Αναλύοντας σε αποδιατακτική πηκτή ακρυλαμίδης 

μεγάλων διαστάσεων, ώστε να έχουμε μία εικόνα της συμμετοχής των 

διαφόρων rRNA ζωνών σε κάθε δείγμα, πήραμε την ακόλουθη εικόνα 

(εικ. 34). Όπως παρατηρούμε, οι διάφορες απομονώσεις δεν είναι 

ιδιαιτέρως αμιγείς, αλλά οι σημαντικότερες ζώνες είναι ορατές. Μεταξύ 

αυτών, η «ασθενής» παρουσία της ζώνης που αντιστοιχεί στο 5.8S rRNA 

υποδηλώνει, πως τα δείγματα είναι σχετικά αμιγή από 
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κυτταροπλασματικά ριβοσώματα, μιας και το εν λόγω rRNA είναι 

συστατικό «κομμάτι» των 80S «ευκαρυωτικής προέλευσης» ριβοσωμάτων 

(εικ. 34). Εν αντιθέσει, η ζώνη που αντιστοιχεί στο 5S rRNA, που είναι 

και ο άμεσα ενδιαφερόμενος, δεν φαίνεται να φέρει κάποια σημαντική 

διαφορά μεταξύ των δειγμάτων (εικ. 34).  

 

 

 

 

 

Περιμέναμε στα ριβοσώματα από τα 35S/NtERL1hp φυτά, τουλάχιστον, 

να φέρουν 5S rRNAs μεγαλύτερα κατά 2 nt. Γεγονός που απ’ ότι 

φαίνεται δεν ισχύει, με τα 5S rRNAs όλων των δειγμάτων να βρίσκονται 

στο ίδιο επίπεδο (εικ. 34), παρόλο που ο παροδικός μετασχηματισμός 

με τα πλασμιδιακά κατασκεύασμα ήταν επιτυχής (data not shown). Σα 

πιθανά σενάρια για την εν λόγω παρατήρηση είναι ποικίλα. Για 

παράδειγμα αναφέρουμε ότι, είτε κατά απουσία της ERL1 κάποια άλλη 

χλωροπλαστική εξωνουκλεάση ίσως αναλαμβάνει την διαδικασία 

ωρίμανσης αναπληρώνοντας την απώλεια, είτε η ERL1, τελικά, δεν 

συμμετέχει στην ωρίμανση του 5S rRNA.  

Καθώς δεν είχαμε στη διάθεσή μας τα αποτελέσματα από τα in vitro 

πειράματα με το 5S rRNA (λόγω αποδομήσεων των + κοντρόλ 

αντιδράσεων, βλ. κεφ. 5.2) δεν είμαστε σε θέση να απορρίψουμε ή/ και 

να υποστηρίξουμε καμία από τις παραπάνω θεωρίες. ΢κόπιμο θα ήταν 

να εκτελούσαμε τα ίδια πειράματα και σε φυτά που υπερεκφράζουν και 

καταστέλουν συστατικά και όχι παροδικά την ERL1, ώστε να εξάγουμε 

συμπέρασμα για την έκβαση των παραπάνω αποτελεσμάτων. 

 

Εικόνα 34: Αποδιατακτικό πήκτωμα 

ακρυλαμίδης 15% (Μεγάλου Μεγέθους) για 

έλεγχο των rRNAs των 70S ριβοσωμικών 
απομονώσεων από χλωροπλάστες N. benthamiana 

WT, αλλά και 35S/NtERL1hp και 35S/AtERL1 

αγρο- εμποτισμένων φυτών. Απ’ ότι φαίνεται, δεν 

παρουσιάζεται σημαντική διαφορά στο 5S rRNA 

των διαφόρων δειγμάτων. Όπου, a) 500 fmoles 
WT ριβοσωμάτων, b) 500 fmoles 35S/AtERL1 
ριβοσωμάτων, c) 500 fmoles 35S/NtERL1hp 

ριβοσωμάτων, d) 3 μg Total RNAs Trizol 
extraction (Tomato, Mock -WT-). Για 

περισσότερες πληροφορίες, βλ. κείμενο. 
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[5.5] Επίλογος

 
Από το σύνολο των πειραμάτων που πραγματοποιήθηκαν στα πλαίσια της 

Μεταπτυχιακής μου Εργασίας, του Π.Μ.΢. «Μοριακή Βιολογία & 

Βιοτεχνολογία Υυτών» του Πανεπιστημίου Κρήτης, ανοίχτηκαν ποικίλα 

«μέτωπα» ερευνητικών ερωτημάτων, σχετικά με τη AtERL1 (3’→ 5’ 

Εξωνουκλεάση) και τη συμβολή της στις διεργασίες του φυτικού 

κυττάρου. 

Δυστυχώς, στη διάρκεια της εργασίας μου ήταν αδύνατο να απαντηθούν 

αρκετά από τα ερωτήματα αυτά, τόσο λόγω τεχνικών προβλημάτων, όσο 

και λόγω έλλειψης διαθέσιμου χρόνου για τον περαιτέρω πειραματισμό. 

Όμως, από τα παραπάνω αποτελέσματα και συλλογισμούς, δίνεται ήδη 

μία βάση, τόσο για τη σύντομη μελλοντική επίλυση των εν λόγω 

προβλημάτων, όσο και για την επέκταση και περεταίρω διερεύνησή τους. 

Από τα πειράματα δοκιμών 3’→ 5’ Εξωνουκλεάσης σε rRNA μόρια (βλ. 

κεφ. 5.2), θα ήταν ιδιαίτερα ενδιαφέρον να επιλύνονταν το πρόβλημα των 

αποδομήσεων των δοκιμών της MmERI1 στα 5.8S ώριμο και μη ώριμο 

rRNAs. Έτσι, θα δίνονταν η ευκαιρία για προσομοίωση του εν λόγω 

πειράματος των Ansel et al. 2008 στα «φυτικά δεδομένα», της δοκιμής 

της AtERL1 στα 5S ώριμο και μη- ώριμο χλωροπλαστικά rRNAs, 

αντίστοιχα. Η επιβεβαίωση της in vitro ενεργότητας της ERL1 στα 

παραπάνω RNAs, θα υποστήριζε και θα ενίσχυε, εν μέρει, τη θεωρία των 

Tomoyasou et al. 2008, για τη πιθανή συμμετοχή των ERI1 πρωτεϊνών 

που δε διαθέτουν SAP επικράτεια (όπως η φυτική), σε διαφορετικά 

μοριακά μονοπάτια απ’ ότι στη ρύθμιση της «RNA σίγησης». 

΢τη περίπτωση των ανοσο- αποτυπωμάτων (Westerns), επιτελέστηκε μία 

σειρά από διαφορετικά στυπώματα, με σκοπό τον αρχικό εντοπισμό της 

ERL1 σε WT φυτικούς ιστούς (βλ. κεφ. 5.3). Παρ’ όλ’ αυτά, η ανίχνευση 

κάποιας ειδικής πρωτεϊνικής ζώνης ήταν αδύνατη, ακόμα και όταν 

χρησιμοποιήθηκαν δείγματα καθαρισμένων χλωροπλαστών. Υαίνεται 

πως κάποιο συστατικό των χλωροπλαστικών δειγμάτων επικαλύπτει 

(masks- blocks) τα πρωτεϊνικά δείγματα του χλωροπλάστη, εμποδίζοντας 

τον υβριδισμό με το αντίσωμα. Θα ήταν χρήσιμο να απαλλαχτούν τα 

χλωροπλαστικά δείγματα από τους εν λόγω παράγοντες «επικάλυψης» 

(π.χ. έντονα αποδιατακτική διάλυση των χλωροπλαστικών δειγμάτων και 

κάποια μέθοδος χρωματογραφίας για κλασμάτωση και καθαρισμό) και 

να δοκιμαστούν εκ νέου σε ανοσο- αποτύπωση. ΢ε περίπτωση που το 

αποτέλεσμα θα ήταν θετικό, εκ νέου προετοιμασία Western σε 
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χλωροπλαστικά και μη δείγματα από τους διάφορους ιστούς, Θα 

διαλεύκανε αρκετά από τα αναπάντητα ερωτήματα, για την παρουσία και 

την ταυτότητα των ποικίλων ζωνών που ανιχνεύονται σους 35S/ AtERL1 

ιστούς, κυρίως. 

Σέλος, αν και ατελές, παρόλο που χρειαζόταν παράλληλη επιβεβαίωση 

από τα αποτελέσματα των επίσης ατελών in vitro δοκιμών με τα 5S 

rRNAs, η δοκιμή της ERL1 σε απομονωμένα χλωροπλαστικά 

ριβοσώματα από φυτικούς ιστούς με διαφορετικό ERL1 γενετικό 

υπόβαθρο, θα αποτελούσε μία πολύ σημαντική πληροφορία για τη 

γκάμα των δράσεων της ERL1 (βλ. κεφ. 5.4). Αν είναι σε θέση να «κόβει» 

τα 5S rRNAs σε in vitro συνθήκες και μπορεί να το εκτελέσει και σε in 

vitro συστήματα προσομοίωσης των φυσικών (σε απομονωμένα 

ριβοσώματα), τότε είναι πολύ πιθανό αυτή να είναι σε θέση να επιτελέσει 

τις παραπάνω διεργασίες και in vivo. Από πολύ πρώιμα και 

περιορισμένα στον αριθμό πειράματα, δεν εντοπίστηκε κάποια διαφορά 

στο rRNA προφίλ των διάφορων ριβοσωμικών δειγμάτων. Παρ’ όλ’ αυτά, 

επιπλέον πειραματισμός σε διάφορα επίπεδα είναι αναγκαίος για να 

καταλήξουμε σε κάποια μοντέλο δράσης της ERL1 στα χλωροπλαστικά 

ριβοσώματα. 
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΢ΤΜΠΛΗΡΨΜΑΣΙΚΑ 7  
 

 

 

΢.01 

 

 

 

 

 

΢. 01: ΢χηματική και χρωματική απεικόνιση των επιπέδων έκφρασης του ERL1 της Arabidopsis στα διάφορα 

όργανα/ ιστούς του φυτού. Όπου, προς κόκκινο -τα υψηλότερα επίπεδα-, πράσινο -τα χαμηλότερα-, και λευκό -

καμία πληροφορία-. Σροποποιημένη από [69]. 
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΢. 02 

 

 

 

 

 

 

 

 

PCR για την προετοιμαςία εκμαγείου DNA για την T7- In vitro 

Μεταγραφή 

Ονομασία Εκκινητή Αλληλουχία Εκκινητή 

[1] Mm 5.8S T7 (For.) TTGTAATACGACTCACTATAGGCGACTCTTAGCGGTGGATCACTC 

[2] Mm 5.8S m. (Rev.) AGCGACGCTCAGACAGGCGTAG 

[3] Mm 5.8S +2 (Rev.) CAAGCGACGCTCAGACAGGCGTAG 

[4] Mm 28S (For.) TTGTAATACGACTCACTATAGGCGCGAC 

[5] Mm 28S (Rev.) CCACGTCTGATCTGAGGTCGCGCCTATAG 

 

΢υνθήκες της εκάστοτε Αντίδρασης 

 Αντιδράσεις 

Αντιδραστήρια A Β Γ 

DNA template 
100 ng M. musculus 

DNA 

100 ng M. musculus 

DNA 
--- 

Fw εκκινητής (10 

pmoles/ μl) 
0.3 pmoles (εκ. 1) 0.3 pmoles (εκ. 1) 0.3 pmoles (εκ. 4) 

Rv εκκινητής (10 

pmoles/ μl) 
0.3 pmoles (εκ. 2) 0.3 pmoles (εκ. 3) 0.3 pmoles (εκ. 5) 

Taq Buffer (10X + 

12.5 mM MgCl2) 

50 μl (με 1.23 mM 

MgCl2) 

50 μl (με 1.23 mM 

MgCl2) 

50 μl (με 1.23 mM 

MgCl2) 

dNTPs (10 mM, 

έκαστος) 
0.15 mM 0.15 mM 0.15 mM 

Taq- DNA 

Πολυμεράση (5 U/ 

μl) 

1.5 U 1.5 U 1.5 U 

dH20 μέχρι 50 μl μέχρι 50 μl μέχρι 50 μl 

Τποσημείωση: Για όλες τις παραπάνω αντιδράσεις εκτελέστηκαν 31 κύκλοι →  

i) 95οC για 1 min,ii) 50oC για 30 sec, iii) 72oC για 30 sec 
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΢. 03 

 
΢. 03: Απεικόνιση των πλασμιδιακών κατασκευασμάτων έκφρασης των AtERL1 και MmERI1, για 
καθαρισμό με Φρωματογραφία ΢υγγένειας Νικελίου/ Γλουταθειόνης, αντίστοιχα. (Πάνω) Πλασμιδιακό 
κατασκεύασμα σύντηξης της truncated AtERL1 (χωρίς το αμινοτελικό πεπτίδιο σινιάλο για χλωροπλάστη) 

με την ετικέτα 6 His του pET-15b φορέα έκφρασης. (Κάτω) Πλασμιδιακό κατασκεύασμα σύντηξης της 

ακέραιης MmERI1 με την ετικέτα GST του pGEX-6P-2 φορέα έκφρασης. Μεταξύ των δύο αλληλουχιών 

απεικονίζεται ο σύνδεσμος (linker), που σε πρωτεϊνική αλληλουχία αναγνωρίζει η PreScission Protease και 

αποκόπτει για την απελευθέρωση της επιθυμητής πρωτεΐνης. Όπου, Ptac= ο tac Τποκινητής. Για 

περισσότερες πληροφορίες βλ. κεφ. 5.1). 

΢. 02: (Πίσω) Πίνακας αλληλουχίας εκκινητών και των PCR που πραγματοποιήθηκαν στα πλαίσια της 

συγκεκριμένης Μεταπτυχιακής Εργασίας, για την in vitro σύνθεση των Mm 5.8S mature/ +2 rRNAs και 28S 
mimic oligo. Όπου, αντίδραση Α= σύνθεση του PCR προϊόντος Mm 5.8S mature (180bp), αντίδραση Β= 

σύνθεση του PCR προϊόντος Mm 5.8S +2 (182bp), και αντίδραση Γ= σύνθεση του PCR προϊόντος Mm 28S 

mimic oligo (44bp). (Εδώ) Απεικόνιση των αλληλουχιών των παραπάνω παραγόμενων PCR προϊόντων. Όπου, 

με μωβ σκίαση σημειώνεται η αλληλουχία του Σ7 υποκινητή, με πράσινο συμβολίζονται τα επιπλέον 2 nt του 

Mm 5.8S +2, σε σχέση με το Mm 5.8S mature. Για περισσότερες πληροφορίες βλ. κεφ. 4.12- 4.14 και 5.2. 
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΢. 04: Πλασμιδιακά κατασκευάσματα σε pART27 για A. tumefaciens, με σκοπό το 

παροδικό μετασχηματισμό φύλλων N. benthamiana, για υπερέκφραση της ERL1 (35S/ 

AtERL1), για καταστολή της (35S/ NtERL1hp), και «συντηγμένη έκφρασή της με GFP 

(35S/ AtERL1-GFP), αντίστοιχα. Για περισσότερες πληροφορίες βλ. κεφ. 5.3. 

Σροποποιημένες από [69]. 


