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Α) ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 
Ο Mac1 αποτελεί χαλκορυθμιζόμενο, μεταγραφικό παράγοντα του Saccharomyces 

cerevisiae. Προσδένεται σε ειδικές αλληλουχίες DNA και ρυθμίζει γονίδια (π.χ. CTR1, 

CTR3, FRE1, FRE7), οι πρωτεΐνες των οποίων είναι υπεύθυνες για την είσοδο του 

χαλκού στο κύτταρο. Η λειτουργικότητα του Mac1 επηρεάζεται αρνητικά από την 

παρουσία ιόντων χαλκού και πιθανόν τροποποιείται μέσω πρωτεϊνικών 

αλληλεπιδράσεων (Voutsina et al., 2001). Για ανεύρεση τέτοιων πρωτεϊνών 

πραγματοποιηθήκαν πειράματα σάρωσης γενωμικής βιβλιοθήκης με την τεχνολογία των 

δύο υβριδίων στη ζύμη (Bilsland et al., 2004; Voutsina et al., 2005). Μεταξύ των 

αλληλεπιδρώντων βρέθηκε η πυρηνική φωσφοπρωτεΐνη Rad9 και η τσαπερόνη ιστονών 

Hir1. 

Η Rad9 ανήκει στην κατηγορία των πρωτεϊνών ελέγχου του κυτταρικού κύκλου και 

είναι απαραίτητη στην μεταβίβαση σήματος για επιδιόρθωση, όταν το DNA υποστεί 

βλάβη (σπάσιμο της δίκλωνης αλυσίδας) από ακτινοβόληση με ακτίνες Χ. Στην παρούσα 

εργασία παρουσιάζονται στοιχεία που αποδεικνύουν ότι η Rad9, εκτός από τον ρόλο της 

ως πρωτεΐνη ελέγχου του κυτταρικού κύκλου (checkpoint protein), έχει ένα νέο ρόλο 

στην εξαρτώμενη από την RNA πολυμεράση II-μεταγραφή. Συγκεκριμένα, βρήκαμε ότι 

η Rad9 αλληλεπιδρά άμεσα μέσω της BRCT επιικράτειάς της με τον χαλκορυθμιζόμενο 

μεταγραφικό παράγοντα Mac1 επιδρώντας αρνητικά τόσο στην δυνατότητα πρόσδεσης 

του στο DNA όσο και στην μεταγραφική του δυνατότητα. Επιπλέον βρήκαμε την Rad9 

να στρατολογείται στα ρυθμιζόμενα από τον Mac1 γονίδια και μάλιστα η στρατολόγησή 

της να εξαρτάται από τον Mac1. Η στρατολόγηση της δε, δεν περιορίζεται μόνο στον 

υποκινητή των Mac1 ρυθμιζόμενων γονιδίων. Επεκτείνεται και κατά μήκος της κωδικής 

περιοχής του γονιδίου CTR1, ακολουθώντας μάλιστα το ιδιαίτερο πρότυπο κατανομής 

της RNA πολυμεράσης II. Αποδείξαμε ότι αποκλειστικά υπεύθυνα για την 

στρατολόγηση της Rad9 στην κωδική περιοχή είναι στοιχεία του συμπλόκου έναρξης της 

μεταγραφής αφού πετύχαμε την στρατολόγηση της Rad9 στην κωδική περιοχή του 

γονιδίου ACT1 (όπου φυσιολογικά δεν στρατολογείται) συγχωνεύοντας στο 5΄ακρο του 

στο γονιδίωμα τον υποκινητή του γονιδίου CTR1. Μάλιστα δείξαμε ότι η στρατολόγηση 
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της στην κωδική περιοχή εν μέρει οφείλεται στην πρωτεΐνη Hir1 (τσαπερόνη ιστονών) η 

οποία εμπλέκεται τόσο στην έναρξη όσο και στην επιμήκυνση της μεταγραφής του CTR1 

(βλέπε παρακάτω). Αντίθετα, η διμεθυλίωση της ιστόνης Η3 στην Κ79 γνωστή για την 

αναγνώρισή της από την Rad9 σε περίπτωση βλάβης στο DNA (Huyen et al., 2004), δεν 

φαίνεται να εμπλέκεται στην στρατολόγηση της Rad9 στην κωδική περιοχή του CTR1. 

Ταυτόχρονα βρήκαμε την Rad9 να αλληλεπιδρά φυσικά και γενετικά και με παράγοντες 

που εμπλέκονται στην έναρξη και επιμήκυνση της μεταγραφής του CTR1 (όπως η Hir1) 

και παράλληλα να στρατολογεί στην κωδική περιοχή του CTR1 και άλλους παράγοντες 

που εμπλέκονται στην επιδιόρθωση του DNA (για παράδειγμα την κινάση Rad53). Τα 

δεδομένα μας, σε συνδυασμό με το γεγονός ότι το CTR1 (και η «γειτονία» του FRE1) 

ανήκει σε μια ομάδα γονιδίων που χαρακτηρίζονται ως hotspot για μειωτικό 

ανασυνδυασμό (ο οποίος ξεκινά με σπάσιμο της δίκλωνης αλυσίδας του DNA), μας 

οδηγούν στο συμπέρασμα πως η Rad9 έχει διαμεσολαβητικό ρόλο μεταξύ στοιχείων του 

συμπλόκου της μεταγραφικής μηχανής και του συμπλόκου επιδιόρθωσης του DNA κάτω 

από φυσιολογικές, χωρίς προκλήσεις συνθήκες. Συνεπώς στοιχεία της μεταγραφικής 

μηχανής (κυρίως χρωματινικοί αναδιαμορφωτές) είναι παρόντα στην περιοχή έναρξης 

του μειωτικού ανασυνδυασμού και διαθέσιμα να χρησιμοποιηθούν από τον 

επιδιορθωτικό μηχανισμό του DNA υπό την επίβλεψη του Rad9. 

Παράλληλα διερευνήσαμε περαιτέρω τον ρόλο της Hir1, που όπως προαναφέρθηκε 

αλληλεπιδρά με την Rad9 αλλά και με τον Mac1 (δείχνονται in vitro και in vivo -

Voutsina et al 2005). Ο Mac1 αποτελεί τον μοναδικό παράγοντα που προσδένεται στο 

DNA και αλληλεπιδρά με την Hir1 (Voutsina et al 2005). Γενετικά και βιοχημικά 

πειράματά μας, έδειξαν ότι η Hir1 παίζει ενεργοποιητικό ρόλο κατά την έναρξη της 

μεταγραφής σε συνθήκες επαγωγής (έλλειψης χαλκού) επηρεάζοντας άμεσα την 

στρατολόγηση του βασικού χρωματινικού αναδιαμορφωτή Snf2. Ταυτόχρονα βρήκαμε 

ότι και η Hir1 στρατολογείται στην κωδική περιοχή του CTR1 ακολουθώντας το πρότυπο 

κατανομής της RNA πολυμεράσης II. Επίσης η Hir1 δρα σε συνδυασμό με τον 

παράγοντα Spt16 (υπομονάδα του yFACT) επάγοντας την επιμήκυνση της μεταγραφής 

του CTR1. Ο αναδιαμορφωτής Snf2 ενώ εντοπίζεται στην κωδική περιοχή δεν ακολουθεί 

το πρότυπο κατανομής της RNA πολυμεράσης ΙΙ. Επομένως αποκαλύψαμε ένα νέο ρόλο 

για την Ηir1 κατά τον οποίο εμπλέκεται τόσο στην έναρξη όσο και στην επιμήκυνση της 
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μεταγραφής μιας νέας ομάδας γονιδίων που επάγονται από την έλλειψη χαλκού, 

συνεργαζόμενη σε κάθε φάση του μεταγραφικού κύκλου με διαφορετικούς παράγοντες. 

Υπό το φως των παραπάνω αποτελεσμάτων, ιδιαίτερη σημασία αποκτούν πειράματα 

ταυτοποίησης πολυπρωτεϊνικών συμπλόκων με διαδοχική ανοσοκατακρήμνιση και 

ανάλυση με φασματομετρία μάζας που πραγματοποιήσαμε πρόσφατα (σε συνεργασία με 

την Dr.Rodriguez–Navarro / Institute of Principe Philippe, Valencia, Spain) με στόχο να 

απομονώσουμε σύμπλοκα που φέρουν το σύνολο των παραγόντων που αλληλεπιδρούν με 

τους μεταλλορυθμιζόμενους μεταγραφικούς παράγοντες σε διάφορες συνθήκες 

καλλιέργειας. Αναμένουμε η προσέγγιση αυτή να συμβάλλει τόσο στην περαιτέρω 

ανάλυση όσο και στην κατανόηση δράσης κομβικών πρωτεϊνών και μηχανισμών που 

ρυθμίζουν πλήθος περιβαλλοντικά επαγόμενων σηματοδοτικών μονοπατιών. 
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ABSTRACT 

 
In Saccharomyces cerevisiae, Mac1 is a copper-regulated. Mac1 recognizes and binds 

to specific DNA sequences and activates genes involved in copper uptake (CTR1, CTR3, 

FRE1, FRE7). Previous evidence suggested that, in addition to copper (copper ions 

negatively regulate Mac1), protein interactions could modulate Mac1 function (Voutsina 

et al., 2001). In order to identify such proteins, a genomic expression library was 

screened using the two yeast hybrid technology (Bilsland et al., 2004; Voutsina et al., 

2005). Among the potentially Mac1-interacting proteins, the nuclear phosphoprotein 

Rad9 and the histone chaperone Hir1were identified. 

Rad9 is a prototype DNA-damage checkpoint protein required for the DNA checkpoint 

pathway when DNA damage occurs (double strand break) by X-ray irradiation through 

out the cell cycle. In this study, we present evidence indicating a new direct role of Rad9 

in RNA polymerase II-dependent transcription that is independent of cell cycle 

checkpoint. We found Rad9 to associate directly with the copper-regulated transcriptional 

activator Mac1 and exert a negative effect on both its DNA binding and transactivation 

functions. We also found Rad9 to be recruited on Mac1-regulated genes in a Mac1-

dependent manner. It was not only associated with CTR1 promoter but also along the 

CTR1 protein coding region. This Rad9 localization, coincided with transcriptional 

induction, correlated with the characteristic quantitative association pattern of RNA 

polymerase II and we also found that components of the Mac1-dependent transcriptional 

initiation complex were exclusively responsible for Rad9 localization in the coding 

region of CTR1 since we were able to transfer Rad9 in the coding region of ACT1 (were 

Rad9 is not normally localized) artificially fused downstream to the CTR1 promoter in 

the genome. We also found that Rad9 localization in the coding region was partly 

dependent on the Hir1 histone chaperone which is involved in transcription initiation and 

elongation of CTR1 (see below). On the contrary, histone H3 dimethylation of K79 

known to be recognized by Rad9 under DNA damage conditions (Huyen et al., 2004) was 

irrelevant to Rad9 localization in the CTR1 coding region. We also identified new genetic 

and physical associations of Rad9 with elongating factors (e.g. Hir1), Mac1 interacting 

proteins and Rad9 dependent localization of DNA damage effectors on CTR1 gene (e.g. 
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Rad53 kinase). Our data, in combination with the fact that CTR1 (and FRE1 

«neighborhood») belongs to a group of genes that are characterized as hotspots for 

meiotic recombination (which is initiated by the formation of DSB) point to a new role 

for Rad9 mediating a crosstalk between transcription and DNA repair under 

physiological unchallenged conditions. When meiotic recombination begins, components 

of the transcriptional machinery (mainly chromatin remodelers) are already present ready 

to be used by the DNA repair machinery under the surveillance of Rad9. 

In parallel, we further investigated the role of Hir1 which as we mentioned before 

interacts with Rad9, on Mac1 regulated transcription Our genetic and biochemical 

evidence suggests that Hir1 facilitates transcriptional activation of induced CTR1 

expression by affecting Snf2 recruitment since we demonstrated that Snf2 and Hir1 

partially depend on each other for their localization on CTR1 promoter and both associate 

with the protein coding region of CTR1. We also showed that Hir1 association follows 

that of the elongating RNA polymerase II but Snf2 does not. Moreover, we found that 

Hir1 acts in combination with the Spt16 (component of the yFACT complex) on the 

induced CTR1 transcription. Thus we demonstrated a novel activating role for Hir1 

protein on a new category of RNA polymerase II genes, those responding to copper 

depletion. Its role was revealed by distinct interacting partners in the Mac1-dependent 

CTR1 transcriptional initiation and elongation. 

In light of the above data we performed protein complex indentification experiments by 

immunoprecipitation and mass spectrometry analysis (in cooperation with Dr.Rodriguez–

Navarro / Institute of Principe Philippe, Valencia, Spain) and we expect them to reveal 

novel protein associations between regulators of transcription, metalloregulated 

transcription and DNA damage surveying and response pathways. We believe that this 

approach will help us in analysing and understanding the cross-talking mechanisms 

governing environmentally induced signalling pathways. 
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Ε.1 Εισαγωγή στη Μεταγραφή 

 

Ο σχηματισμός, η ανάπτυξη, η προσαρμογή σε διάφορες περιβαλλοντικές συνθήκες 

αλλά και η επιβίωση ενός οργανισμού (μονοκύτταρου ή πολυκύτταρου) εξαρτώνται σε 

μεγάλο βαθμό από την χρονικά, ποσοτικά και τοπικά εντοπισμένη και ρυθμιζόμενη 

έκφραση των γονιδίων (μεταγραφή). Ο εντοπισμός και η ρύθμιση αυτή επιτυγχάνονται 

με την συμμετοχή στοιχείων του κυττάρου τα οποία μπορούν να διακριθούν σε δύο 

μεγάλες κατηγορίες, τα cis και τα trans στοιχεία. Με τον όρο cis χαρακτηρίζονται DNA 

αλληλουχίες οι οποίες βρίσκονται στο ίδιο χρωμόσωμα με το ρυθμιζόμενο γονίδιο όπως 

για παράδειγμα υποκινητές και ενισχυτές ενώ trans στοιχεία χαρακτηρίζονται κυρίως 

πρωτεΐνες ή RNA που στρατολογούνται στα μεταγραφόμενα γονίδια και εκφράζονται 

από γονίδια που βρίσκονται συνήθως σε άλλα χρωμοσώματα (Savarese and Grosschedl, 

2006). Την τελευταία κυρίως δεκαετία μεγάλος όγκος πληροφορίας έχει συλλεχθεί σε 

σχέση με τον τρόπο με τον οποίο το DNA είναι πακεταρισμένο σε χρωματίνη, με τις 

τροποποιήσεις που μπορεί η χρωματίνη να υποστεί καθώς και με το πώς τα γεγονότα 

αυτά επηρεάζουν την γονιαδική έκφραση(Hampsey, 1998). 

Οι αρχές που διέπουν το μηχανισμό της μεταγραφής του DNA είναι παρόμοιες σε 

όλους τους οργανισμούς προκαρυωτικούς και ευκαρυωτικούς αν και η μεταγραφική 

μηχανή των ευκαρυωτικών οργανισμών είναι αρκετά πολυπλοκότερη. Τα βήματα σε ένα 

τυπικό κύκλο της RNA πολυμεράσης περιλαμβάνουν αρχικά πρόσδεση του 

ενεργοποιητή (TFs) στον υποκινητή (αριστερά από το σημείο εκκίνησης της 

μεταγραφής). Η πρόσδεση αυτή οδηγεί στην στρατολόγηση συμπλοκών (SAGA και 

Mediator) που ως ρόλο έχουν την διευκόλυνση πρόσδεσης της γενικής μεταγραφικής 

μηχανής (GTFs). Η RNA πολυμεράση με ένα σύνολο άλλων παραγόντων (της TBP 

αρχικά όπως δείχνουν πειράματα in vitro και κατόπιν των TFIID, TFIIA και TFIIB (Lee 

and Young, 2000) συγκροτούν το σύμπλοκο προέναρξης της μεταγραφής (preinitiation 

complex- PIC). Εν συνεχεία το καρβοξυτελικό άκρο της πολυμεράσης (carboxy terminal 

domain-CTD) φωσφορυλιώνεται μέσω του TFIIH καθώς «κυλάει» στις πρώτες 30 βάσεις 

της μεταγραφόμενου γονιδίου χάνοντας ταυτόχρονα την επαφή της με τους GTFs. Εν τω 

μεταξύ η φωσφορυλιωμένη CTD στρατολογεί παράγοντες οι οποίοι είναι σημαντικοί για 

την επιμήκυνση και την επεξεργασία του mRNA (mRNA processing). Προφανώς οι 
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πρωτεΐνες που στρατολογούνται αλλά και η σειρά με την οποία καταφθάνουν 

διαφοροποιείται σημαντικά από υποκινητή σε υποκινητή (Lee and Young, 2000). 

Πολυάριθμα πειράματα αποδεικνύουν ότι η δομή της χρωματίνης δεν είναι στατική 

αλλά αντίθετα ιδιαίτερα δυναμική. Η χρωματίνη έχει την δυνατότητα να ρυθμίζει μια 

σειρά από διαδικασίες, οι οποίες χρησιμοποιούν το DNA ως υπόστρωμα, μεταξύ των 

οποίων και η μεταγραφή. Βασική υπομονάδα της χρωματίνης είναι το νουκλεόσωμα 

(εικ.Ε.1). 

 

 
 

Εικόνα Ε.1: Δομή νουκλεοσώματος www.cytographica.com/animations/index.html 
 

147 βάσεις DNA τυλίγονται 1.65 φορές γύρω από ένα οκταμερές σύμπλοκο ιστόνης. 

Έχει βρεθεί ότι υπάρχουν 14 διαφορετικά σημεία επαφής μεταξύ ιστονών και DNA. Η 

πολλαπλή αυτή αλληλεπίδραση μεταξύ ιστονών και DNA καθιστά το σύμπλοκο αυτό ως 

ένα από τα πιο σταθερά υπό φυσιολογικές συνθήκες. Εξαιτίας όμως της δυναμικότητας 

του μπορεί να ρυθμίζεται και να τροποποιείται από πολλά πρωτεϊνικά σύμπλοκα (Luger 

et al., 1997). 

 

Ε.1α) Έναρξη της μεταγραφής  

 

Αν και τα τελευταία χρόνια ο τρόπος με τον οποίο βλέπουμε την μεταγραφή έχει 

αλλάξει σημαντικά και πειράματα κυρίως της τελευταίας δεκαετίας μας δείχνουν πως η 

μεταγραφή ουσιαστικά είναι μια συνεχής διαδικασία της οποίας οι «υποδιαιρέσεις» είναι 

αλληλοεξαρτώμενες και αλληλοεπηρεαζόμενες ωστόσο για λόγους ευκολίας η 

μεταγραφή προσεγγίζεται σαν μια σειρά από γεγονότα όπου το κάθε γεγονός 

ολοκληρώνεται προκειμένου να ξεκινήσει το επόμενο. 



 10

Επομένως σε πρώτη φάση, επειδή όπως προαναφέρθηκε το DNA δεν είναι γυμνό, 

χρειάζεται αρχικά το DNA του υποκινητή να ξετυλιχθεί από τις ιστόνες ώστε να είναι 

ευκολότερη η προσβασιμότητα των μεταγραφικών παραγόντων. Το ξετύλιγμα αυτό 

επιτυγχάνεται μέσω πρωτεϊνικών συμπλόκων που περιλαμβάνουν αναδιαμορφωτές 

χρωματίνης (chromatin remodelers) τα οποία προκειμένου να δράσουν υδρολύουν ΑΤΡ. 

Πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι οι ιστόνες κατά την έναρξη της μεταγραφής 

απομακρύνονται από τον υποκινητή (eviction)(Li et al., 2007; Schermer et al., 2005). 

Επίσης υπάρχουν περιπτώσεις όπου στην περιοχή του υποκινητή ανιχνεύονται 

εναλλακτικές μορφές ιστονών οι οποίες μπορούν πολύ πιο εύκολα να απομακρυνθούν 

κατά την έναρξη της μεταγραφής. Τέτοιου τύπου ιστόνη είναι η Η2Α.Ζ (Guillemette et 

al., 2005). Η απομάκρυνση αυτή επιτυγχάνεται μέσω πολλών δραστηριοτήτων που 

απαιτούν την συνεργασία μεταγραφικών παραγόντων, ΑΤΡ εξαρτώμενων 

αναδιαμορφωτών (remodelers), όπως οι Swi/Snf (Bruno et al., 2003), Ino80 (Shen et al., 

2000), Chd1 (Pray-Grant et al., 2005) και RSC (που απομακρύνει τις Η2Α και Η2Β και 

φαίνεται να έχει πάνω από 700 φυσιολογικούς στόχους) (Lorch et al., 2006), αλλά και η 

ενεργής RNA πολυμεράσης (εικ.Ε.2) Επιπλέον πρόσφατα βρέθηκε ότι σημαντικό ρόλο 

στην απομάκρυνση των ιστονών in vivo κατά την μεταγραφή έχουν και μια σειρά από 

τσαπερόνες ιστονών (Asf1, Nap1) (Adkins et al., 2004; Lorch et al., 2006). 

 

 
 

Εικόνα Ε.2: Οι τέσσερις κύριες οικογένειες ΑΤΡ εξαρτώμενων αναδιαμορφωτών της χρωματίνης. Οι 

αναδιαμορφωτές αυτοί αλληλεπιδρούν με διαφορετικούς παράγοντες και αναμορφώνουν την χρωματίνη 

μεταφέροντας τα νουκλεοσώματα σε άλλα μόρια DNA π.χ από το α στο b (trans) είτε αφήνοντας τα να 

«γλιστρήσουν» πιο κάτω στη χρωματίνη (cis) (Saunders et al., 2006) 
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Απαραίτητη προϋπόθεση για να ξεκινήσει η μεταγραφή αποτελεί η πρόσδεση των 

μεταγραφικών παραγόντων (ΤF-transcription factors) σε συγκεκριμένες θέσεις στην 

αλληλουχία του υποκινητή. Ωστόσο όταν οι αλληλουχίες αυτές είναι καλά κρυμμένες 

στη χρωματίνη τότε οι ΤF ακολουθούν ποικίλες στρατηγικές προκειμένου να επιτύχουν 

την πρόσδεση στον υποκινητή στις οποίες άλλοτε είναι απαραίτητητο να προηγηθεί 

απομάκρυνση ιστονών, άλλοτε τροποποίηση αυτών και άλλοτε συνεργασία με άλλους 

παράγοντες. Για παράδειγμα με in vivo μελέτες έχει δειχτεί ότι ο TF Pho4 μπορεί να 

δεσμευτεί στον υποκινητή του PHO5 χωρίς να απομακρυνθούν οι ιστόνες (Adkins et al., 

2007a; Adkins and Tyler, 2004). Αποδείχθηκε όμως πρόσφατα πως για να συμβεί αυτό 

πιθανότατα υπάρχουν μικρές μη ανιχνεύσιμες ποσότητες αναδιαμορφωτών για να 

διευκολύνουν την στρατολόγηση του Pho4 (Adkins et al., 2007a). Επίσης πολυάριθμα 

πειράματα έδειξαν ότι τα σύμπλοκα χρωματινικής αναδιαμόρφωσης (remodelers) 

μπορούν να επάγουν περαιτέρω την ποσοτική σύνδεση των TF στις νουκλεοσωμικές 

περιοχές (Adkins et al., 2007a).  

Έχει δειχτεί ότι οι περιοχές πρόσδεσης των ΤF χαρτογραφούνται είτε σε περιοχές που 

δεν έχουν νουκλεοσώματα (ελεύθερη περιοχή) είτε πάνω σε έναν νουκλεόσωμα. Πάντως 

φαίνεται πως η νουκλεοσωμική πυκνότητα στις περιοχές υποκινητών είναι 

χαρακτηριστικά χαμηλότερη από αυτή σε κωδικές περιοχές (Bernstein et al., 2004). Η 

θέση της περιοχής πρόσδεσης του μεταγραφικού παράγοντα φαίνεται να παίζει ρόλο στο 

αν κάποιοι αναδιαμορφωτές (remodelers) θα έχουν η όχι καθοριστικό ρόλο στην 

στρατολόγηση του μεταγραφικού παράγοντα. Για παράδειγμα στον υποκινητή του PHO5 

η περιοχή πρόσδεσης του μεταγραφικού παράγοντα βρίσκεται πάνω σε νουκλεόσωμα με 

αποτέλεσμα η έλλειψη του Snf2 να επηρεάζει δραματικά την στρατολόγηση του TF 

(Adkins et al., 2007b), αντίθετα στον υποκινητή του PHO8 η περιοχή πρόσδεσης του 

μεταγραφικού παράγοντα βρίσκεται σε περιοχή χωρίς νουκλεοσώματα με αποτέλεσμα η 

στρατολόγηση του TF να μην επηρεάζεται από την παρουσία του Snf2 (Gregory et al., 

1999). 

Μόλις δεσμευτούν οι ενεργοποιητές (TF) στον υποκινητή, στρατολογούνται μια σειρά 

από πρωτεϊνικά σύμπλοκα συνεργοποιητών (coactivators) (εικ.Ε.3). Οι συνενεργοποιητές 

(π.χ. χρωματινικοί-αναδιαμορφωτές, ένζυμα τροποποίησης ιστονών και ο Mediator) όχι 

μόνο συμμετέχουν στην ισχυρότερη πρόσδεση των ενεργοποιητών στο DNA αλλά και 



 12

καθιστούν το DNA πιο προσιτό στη γενική μεταγραφική μηχανή. Πώς όμως ρυθμίζεται η 

δομή χρωματίνης για να αγκυροβοληθούν σωστά το ογκώδες PIC (Preinitiation complex) 

και οι βοηθητικοί παράγοντες του (GTFs-General Transcription FACTors);  

 

 
 

Εικόνα Ε.3: Σύμπλοκα τα οποία στρατολογούνται στον υποκινητή με στόχο την έναρξη της 

μεταγραφής. Ο Mediator φαίνεται να παίζει το ρόλο γέφυρας μεταξύ των συγκεκριμένων για το γονίδιο 

ενεργοποιητών και του PIC. faculty.mercer.edu/aiello_dp/ResearchFocus.html 

 

Ιστορικά, η αυξανόμενη ακετυλίωση των ιστονών στην περιοχή υποκινητών έχει 

συνδεθεί με την ενεργό μεταγραφή (Workman and Kingston, 1998). Πρόσφατα, 

χρησιμοποιώντας την υψηλής ευκρίνειας μικροσυστοιχία (DNA microarray) (Pokholok 

et al., 2005) έδειξαν ότι η ακετυλίωση ιστονών H3 και H4 αυξάνει αισθητά στους 

ενεργούς υποκινητές ζύμης. Το σύμπλοκο SAGA (Spt/Ada/Gcn5 acetyltransferase) 

στρατολογείται στον υποκινητή μέσω της άμεσης αλληλεπίδρασης της υπομονάδας του 

Tra1 και ενός συνδεδεμένου με τον υποκινητή ενεργοποιητή (Gross et al., 2000). Η 

στρατολόγηση του SAGA και ακολούθως η ακετυλίωση ιστονών εμφανίζονται πριν από 

το σχηματισμό PIC (Bhaumik and Green, 2001). Επιπλέον, προκειμένου να αυξηθεί η 

προσβασιμότητα του DNA, οι προσδεδεμένοι στον υποκινητή ενεργοποιητές επάγουν 

την στρατολόγηση χρωματινικών-αναδιαμορφωτών όπως το σύμπλοκο Swi/Snf (Cosma 

et al., 1999; Neely et al., 2002). 

Η δομή του νουκλεόσωματος φαίνεται να θέτει ένα σημαντικό εμπόδιο στο 

σχηματισμό PIC (Kornberg and Lorch, 1999). Πειράματα ανοσοκατακρήμνισης ιστονών 
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έδειξαν ότι οι ιστόνες χάνονται σε μεγάλο ποσοστό στους υποκινητές PHO5 και HSP82 

κατά την ενεργοποίηση της μεταγραφής των συγκεκριμένων γονιδίων και ότι τα 

νουκλεοσώματα επανασυναρμολογούνται όταν η μεταγραφή σταματά (Adkins and Tyler, 

2004; Boeger et al., 2004; Reinke and Horz, 2003). Σε genome-wide ανάλυση βρέθηκε 

ότι σε πολλούς υποκινητές παρατηρείται μερική συγκρότηση του PIC. Σε αυτές τις 

περιπτώσεις ανιχνεύονται οι υπομονάδες TFIIA, TFIID (ή /και του SAGA), TFIIB, 

TFIIE, και TFIIF ενώ η RNA πολυμεράση ΙΙ και ο TFIIH απουσιάζουν. Αξίζει να 

επισημανθεί ότι στην περίπτωση αυτή (όπου η RNA πολυμεράση ΙΙ απουσιάζει), τα 

νουκλεοσώματα δεν μετατοπίζονται (Zanton and Pugh, 2006), γεγονός που υπονοεί ότι 

για να σπάσουν οι επαφές μεταξύ DNA –ιστονών απαραίτητη είναι η παρουσία της RNA 

πολυμεράσης ΙΙ. Σε συμφωνία με το πιο πάνω γεγονός έρχεται η παρατήρηση όπου η 

RNA πολυμεράση χρειάζεται για τη χρωματινική αναδιαμόρφωση του υποκινητή RNR3 

(Sharma et al., 2003).  

 

Ε.1β) Επιμήκυνση της μεταγραφής  

 

Η μεταγραφική επιμήκυνση ξεκινά όταν η RNA πολυμεράση ΙΙ απελευθερωθεί από 

τους GTF και αρχίσει να ταξιδεύει στην κωδική περιοχή. Το γεγονός αυτό σηματοδοτεί 

τη στρατολόγηση των μηχανής επιμήκυνσης, που περιλαμβάνει τους παράγοντες 

σχετικούς με, την σύνθεση, την επεξεργασία mRNA, την εξαγωγή mRNA, τον έλεγχο 

της αρχιτεκτονικής της χρωματίνης και την τροποποίηση της χρωματίνης (Hahn, 2004) 

καθώς και παράγοντες που διευκολύνουν την διέλευση της RNA πολυμεράσης II μέσω 

απομάκρυνσης η τροποποιημένων των ιστονών (Kireeva et al., 2005; Kireeva et al., 

2002). Από τα παραπάνω συνάγεται το συμπέρασμα ότι τα κύτταρα εκμεταλλεύονται μια 

σειρά παραγόντων προκειμένου να διεκπεραιωθεί η διαδικασία της επιμήκυνσης. Πρέπει 

να επισημανθεί ότι τα γεγονότα και οι παράγοντες που απαιτούνται στην αρχή της 

κωδικής περιοχής του μεταγραφόμενου γονιδίου διαφέρουν σημαντικά από εκείνους που 

απαιτούνται στο τέλος. Με την συμμετοχή πολλών παραγόντων κατά την επιμήκυνση 

επιτυγχάνεται η αποδοτικότερη σύνθεση RNA και ταυτόχρονα εξασφαλίζεται η 

ακεραιότητα της δομής της χρωματίνη καθώς η πολυμεράση ταξιδεύει κατά μήκος του 

γονιδίου. 
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Αντίθετα από τους παράγοντες έναρξης μεταγραφής, που στρατολογούνται συνήθως 

στον υποκινητή μέσω των αλληλεπιδράσεων με ενεργοποιητές, οι παράγοντες που 

παίζουν ρόλο στην επιμήκυνση συνδέονται άμεσα η έμμεσα με την RNA πολυμεράση ΙΙ 

(Buratowski, 2003). Η περιοχή CTD της RNA πολυμεράση ΙΙ φωσφορυλιώνεται κατά τη 

διάρκεια της επιμήκυνσης. Συγκεκριμένα η Ser5 φωσφορυλιώνεται από την μια 

υπομονάδα της TFIIH όταν η RNA πολυμεράση II βρίσκεται στο 5΄ακρο του ORF, και η 

Ser2 φωσφορυλιώνεται από την κινάση CTDK-I όταν η RNA πολυμεράση II βρίσκεται 

προς το 3΄άκρο του ORF (Jones et al., 2004). Οι φωσφορυλιώσεις αυτές φαίνεται να 

ελέγχουν τις διαδικασίες επιμήκυνσης και να τις συνδέουν με τις αλλαγές στη δομή της 

χρωματίνης (Buratowski, 2003).  

 

 
 

Εικόνα Ε.4: Μετά την έναρξη της μεταγραφής, η προσδενόμενη στον TFIIH κινάση (Kin28p) 

φωσφοριώνει την CTD στη Ser5. Η CTD στη συνέχεια γίνεται καλύτερο υπόστρωμα για την 

φωσφορυλίωση από την CTDK-I στην Ser2 (Jones et al., 2004). 

 

Από τα πιο καλά μελετημένα και εξελικτικά συντηρημένα σύμπλοκα που έχουν ρόλο 

στην επιμήκυνση της μεταγραφής είναι το PAF/RTF το οποίο αποτελείται από πολλές 

υπομονάδες (Ctr9, Cdc73, Leo1, και Rtf1) (Rosonina and Manley, 2005) Με τη βοήθεια 

Spt4/5 (Qiu et al., 2006) το PAF εμφανίζεται να φορτώνεται επάνω στη 

φωσφορυλιωμένη στη Ser5 CTD και άρα κατά κύριο λόγο εντοπίζεται στο 5΄ακρο της 

μεταγραφόμενης περιοχής. Το PAF έχει έναν κεντρικό ρόλο στον έλεγχο της σύνδεσης 

των περισσότερων πρωτεϊνών με την φωσφορυλιωμένη Ser5. Το PAF απαιτείται για τη 

στρατολόγηση των Rad6/Bre1 στη μεταγραφόμενη κωδική περιοχή και το γεγονός αυτό 

έχει ως συνέπεια την ουμπικουτινίωση της H2B κατά την επιμήκυνση (Wood et al., 
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2003; Xiao et al., 2005). Το PAF συμμετέχει επίσης στη στρατολόγηση του συμπλόκου 

COMPASS το οποίο περιέχει την μεθυλοτρανσφεράση Set1. Η πρωτεΐνη αυτή επάγει 

την τριμεθυλίωση της H3K4 στο 5′ άκρο του ORF. Άλλοι παράγοντες που 

στρατολογούνται από το Paf1 είναι ο Chd1 (Simic et al., 2003) καθώς και οι παράγοντες 

Spt6 και FACT (Facilitator of chromatin transactions) για αυτό και το συγκεκριμένο 

σύμπλοκο μπορεί να χαρακτηριστεί ως πλατφόρμα πρόσδεσης συμπλόκων κατά την 

επιμήκυνση (Adelman et al., 2006; Squazzo et al., 2002). Το FACT αποτελείται από δύο 

πρωτεΐνες στον άνθρωπο την p140 και την SSRP1. Οι αντίστοιχες ομόλογες στον 

σακχαρομύκητα είναι η Spt16 και η Pob3. H SSRP1 περιέχει ένα μοτίβο ΗΜGΒ το 

οποίο απουσιάζει από την ομόλογη Pob3. Στη θέση του μοτίβου αυτού υπάρχει μια μικρή 

πρωτεΐνη, η Νhp6 (Brewster et al., 2001). Η τελευταία συνδέεται ασθενώς με το 

σύμπλοκο Spt16-Pob3. Το Spt6 και το FACT παίζουν ρόλο στην διευκόλυνση της 

διέλευσης της πολυμεράση κατά την μεταγραφή. Ειδικά το FACT παίζει σημαντικό ρόλο 

στην αναδιοργάνωση των νουκλεοσωμάτων δίνοντας τους τέτοια στερεοδιαμόρφωση 

ώστε να διευκολύνεται η διέλευση της RNA πολυμεράσης II (Rhoades et al., 2004) 

(εικ.Ε.5). Οι Belotserkovskaya et al έδειξαν ότι το FACT διευκολύνει το πέρασμα της 

Pol II κατά την μεταγραφή αποσταθεροποιώντας την νουκλεοσωμική δομή έτσι ώστε τα 

διμερή ιστόνης H2A-H2B να απομακρύνονται κατά το πέρασμα του ενζύμου. Επίσης 

έδειξαν ότι το FACT μπορεί να επανατοποθετεί ιστόνες στο DNA (Belotserkovskaya et 

al., 2003) για αυτό και σε περίπτωση μεταλλαγής του επειδή το DNA μένει ελεύθερο 

εκτίθενται κρυπτικοί υποκινητές στους μεταγραφικούς παράγοντες και συντίθενται 

μετάγραφα που ξεκινούν από το εσωτερικό των γονιδίων (Kaplan et al., 2003; Mason 

and Struhl, 2003; Schwabish and Struhl, 2004). 
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Εικόνα Ε.5: Απομάκρυνση και επανατοποθέτηση των ιστονών Η2Α και Η2Β από την συνδυασμένη 

δράση των Spt6 και FACT με στόχο της διευκόλυνση της διέλευσης της RNA πολυμεράσης κατά την 

επιμήκυνση της μεταγραφής (Saunders et al., 2006) 

 

Αντίθετα, η μεθυλοτρανσφεράση Set2 φαίνεται να στρατολογείται από την 

φωσφορυλίωση Ser2 της περιοχής του CTD δηλαδή όταν η RNA πολυμεράση ΙΙ 

βρίσκεται στο 3΄ακρο. Επομένως η συγκεκριμένη πρωτεΐνη δεν στρατολογείται από το 

PAF1 και οι μεθυλιώσεις που επάγει εντοπίζονται κατά κύριο λόγο στο 3′ άκρο του ORF 

(Krogan et al., 2003). 

Αξίζει να επισημανθεί ότι σε κάποια σημεία της μεταγραφόμενης περιοχής κατά την 

διάρκεια της επιμήκυνσης παρατηρείται παύση της μεταγραφικής ενεργότητας της RNA 

πολυμεράσης ΙΙ (RNA pol II pausing) και αυτό πιθανότατα να οφείλεται στην δύναμη 

και την φύση των επαφών μεταξύ DNA και ιστονών. Αποτέλεσμα της παύσης αυτής 

είναι η οπισθοχώρηση (backtracking) της RNA pol II (Kireeva et al., 2005). Το 

σταμάτημα επίσης στην κίνηση της RNA pol II (stalled RNA pol II) μπορεί να οφείλεται 

σε ενδεχόμενη βλάβη που έχει υποστεί το μεταγραφόμενο DNA. Ένας ολόκληρος 

μηχανισμός επιδιόρθωσης επάγεται, γνωστός ως TCR (transcription coupled repair), με 

σκοπό να επιδιορθώσει το DNA. H μεταγραφική μηχανή συγκρατείται από διάφορους 

παράγοντες προκειμένου να μπορέσει να εγκατασταθεί και να δράσει η επιδιορθωτική 

μηχανή. Μετά την επιδιόρθωση η πολυμεράση μπορεί να συνεχίσει και να ολοκληρώσει 

την σύνθεση του mRNA (Tornaletti et al., 1999).  

 

Ε.1γ) Λήξη της μεταγραφής (Συνοπτική παρουσίαση μοντέλων) 

 

Προκειμένου να σταματήσει η διαδικασία της μεταγραφής (Transcription termination) 

απαραίτητο είναι να συμβεί πολυαδενυλίωση. Η σύνδεση μεταξύ πολυαδενυλίωσης και 
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της λήξης της μεταγραφής καθιερώθηκε αρχικά με την ανακάλυψη ότι στα άκρα 30 

γονίδιων που μελετήθηκαν και οι δύο διαδικασίες ήταν εξαρτώμενες από τις ίδιες 

αλληλουχίες DNA (Connelly and Manley, 1988). Αυτή η σύνδεση ενισχύθηκε περαιτέρω 

όταν διαπιστώθηκε ότι τουλάχιστον μερικοί από τους παράγοντες που απαιτούνται για 

την επεξεργασία του RNΑ (capping, splicing και πολυαδενυλίωση) απαιτούνται και για 

τη λήξη της μεταγραφής (Proudfoot, 2000; Proudfoot, 2004). Δύο γενικά μοντέλα έχουν 

προταθεί με σκοπό να συνδεθούν οι δύο διαδικασίες. Το πρώτο γνωστό και ως 

«terminator model» (εικ.Ε.6) προτείνει ότι η εμφάνιση της αλληλουχίας 

πολυαδενυλίωσης στο RNA πυροδοτεί αλλαγή στους παράγοντες που συνδέονται με την 

πολυμεράση (Logan et al., 1987). Πιθανόν, η δέσμευση παραγόντων πολυαδενυλίωσης 

να μπορεί να μετατοπίσει έναν θετικό παράγοντα επιμήκυνσης ή/ και να στρατολογήσει 

έναν αρνητικό παράγοντα επιμήκυνσης. Συνεπώς λιγότερο ενεργή RNA πολυμεράση II 

(RNA pol II) θα οδηγούσε τελικά σε λήξη της μεταγραφής.  

 

 
 

Εικόνα Ε.6: ‘Terminator’ μοντέλο: Η εμφάνιση του σήματος πολυαδενυλίωσης (pA) στο RNA έχει ως 

αποτέλεσμα την αλλαγή των παραγόντων που έρχονται σε επαφή με την πολυμεράση. Οι παράγοντες που 

ρυθμίζουν θετικά την επιμήκυνση της μεταγραφής (γαλάζιο οβάλ) πιθανόν απομακρύνονται ή/ και 

παράγοντες λήξης (μωβ ορθογώνιο) στρατολογούνται. Στην εικόνα επίσης παρουσιάζονται οι αλλαγές στο 

πρότυπο φωσφορυλίωσης της CTD στα διαφορετικά στάδια της μεταγραφής (μεγάλα γράμματα δείχνουν 

υψηλότερα επίπεδα μεταγραφής) (Buratowski, 2005).  
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Στο δεύτερο μοντέλο, το οποίο συχνά αποκαλείται «torpedo model» (εικ.Ε.7), η 

πολυαδενυλίωση οδηγεί στη δημιουργία ενός νέου 5΄ακρου (Connelly and Manley, 

1988) στο οποίο (σε αντίθεση με το 5΄capped άκρο του the pre-mRNA), θα μπορούσε 

πιθανόν να δράσει μιας άλλη πρωτεΐνη όπως κάποια ελικάση ή εξωνουκλεάση (π.χ η 

Rat1/Xrn2 νουκλεάση).  

 

 
 

Εικόνα Ε.7: Το μοντέλο ‘torpedo’. Σε αυτό το μοντέλο η αποκοπή του μεταγράφου από την μηχανή 

πολυαδενυλίωσης (μωβ ορθογώνιο) δημιουργεί νέο uncapped 5΄ακρο το οποίο αποτελεί υπόστρωμα για 

την δράση της νουκλεάσης Rat1/Xrn2. Με αυτό το τρόπο όχι μόνο απομακρύνεται το ‘extra’ τμήμα 

mRNA, αλλά και με κάποιο τρόπο προκαλείται η μεταγραφική λήξη (Buratowski, 2005). 

 

Κάποιες μελέτες έδειξαν ότι το σταμάτημα της πολυμεράσης παρατηρείται λίγο πιο 

κάτω από το σημείο πολυαδενυλίωσης. Πιθανόν εκτός από την ανάγκη ύπαρξης μιας 

αλληλουχίας πολυαδενυλίωσης για να πυροδοτηθεί η λήξη, να υπάρχει πιο κάτω και 

κάποια άλλη αλληλουχία η οποία επάγει το σταμάτημα αυτό «εισχύοντας» ακόμα 

περισσότερο την διαδικασία λήξης (Yonaha and Proudfoot, 1999). Το σταμάτημα αυτό 

θα μπορούσε να οφείλεται σε συγκεκριμένες αλληλουχίες DNA/RNA ή σε κάποιον 

παράγοντα που προσδένεται σε συγκεκριμένο σημείο της αλληλουχίας του DNA 

παρεμποδίζοντας την κίνηση της RNA pol II (η παρεμπόδιση αυτή συχνά καλείται 

‘roadblock’). Εντούτοις, είναι σαφές πως δεν υπάρχει ομοφωνία (consensus) 
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αλληλουχιών για αυτή καθ΄ αυτήν την λήξη. Άντ’ αυτού, η λήξη συμβαίνει προφανώς 

στοχαστικά λίγο πιο κάτω από το σημείο πολυαδενυλίωση (Tran et al., 2001) 

 

Ε.1δ) Τροποποιήσεις ιστονών 

 

Οι τροποποιήσεις των ιστονών δηλαδή οι ακετυλιώσεις, φωσφορυλιώσεις, οι 

ουμπικουτινιλιώσεις και οι μεθυλιώσεις, επηρεάζουν την διαδικασία της μεταγραφής 

τόσο κατά την έναρξη όσο και κατά την επιμήκυνση. Οι τροποποιήσεις αυτές αλλάζουν 

τις φυσικοχημικές ιδιότητες της χρωματίνης γεγονός το οποίο κατά πρώτον τροποποιεί 

την δυνατότητα κάποιων παραγόντων να επηρεάζουν την χρωματίνη και κατά δεύτερον 

επηρεάζει την στρατολόγηση αρκετών παραγόντων στο μεταγραφόμενο γονίδιο 

Ακετυλίωση-Απακετυλίωση: Η ιστόνη Η3 και Η4 ακετυλιώνονται στα ενεργά γονίδια και 

τα επίπεδα ακετυλίωσης της ιστόνης τείνουν να είναι υψηλότερα στην περιοχή του 

υποκινητή και προς στο 5΄ άκρο (Pokholok et al., 2005). Είναι πολύ πιθανόν βέβαια να 

μην ακολουθούν όλα τα γονίδια το ίδιο πρότυπο κατανομής αλλά το πρότυπο αυτό να 

είναι παρόμοιο σε γονίδια των οποίων τα μετάγραφα εμπλέκονται στην ίδια διαδικασία ή 

στο ίδιο μονοπάτι (Kurdistani et al., 2004). Ένας από τους πιθανούς υποψηφίους 

παράγοντες για την ακετυλίωση των ιστονών κατά την διάρκεια της επιμήκυνσης είναι ο 

επιμηκυντής (elongator) ένα πολύ-πρωτεϊνικό σύμπλοκο το οποίο απομονώθηκε μαζί με 

την υπερφωσφορυλιωμένη πολυμεράση και το οποίο έχει ενεργότητα 

ακετυλοτρανσφεράσης (Wittschieben et al., 1999). Βέβαια ο elongator μπορεί να έχει και 

άλλη λειτουργικότητα μια και ανιχνεύεται σε υψηλά ποσοστά στο κυτταρόπλασμα 

(Pokholok et al., 2002; Svejstrup, 2007). Η απακετυλίωση των μεταγραφόμενων 

γονιδίων έχει συνδεθεί με την καταστολή της μεταγραφής, ωστόσο πρόσφατα πειράματα 

αποδεικνύουν ότι σε κάποιες περιπτώσεις η απακετυλίωση οδηγεί σε μεταγραφική 

ενεργοποίηση (Kurdistani and Grunstein, 2003). 
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Εικόνα Ε.8: Οι απακετυλάσες ιστόνης (HDAC) δημιουργούν μια περιοχή υψηλής απακετυλίωσης 

(απουσία κόκκινων κουκκίδων στην χρωματίνη) όταν προσδεθούν στην περιοχή του υποκινητή. Η 

στρατολόγηση τους γίνεται μέσω DNΑ προσδενόμενων καταστολέων της μεταγραφής. Οι απακετυλάσες 

επίσης στρατολογούνται και στην κωδική περιοχή χωρίς να διαμεσολαβεί κάποιος συγκεκριμένο 

καταστολέα (Kurdistani and Grunstein, 2003). 

 

Μεθυλίωση: Η θέση αλλά και ο βαθμός μεθυλίωσης των ιστονών (μονομεθυλίωση, 

διμεθυλίωση, τριμεθυλίωση) συσχετίζεται άμεσα με την μεταγραφική απενεργοποιηση 

των γονιδίων (Kouzarides, 2002). Επιπλέον υπάρχει ένα συγκεκριμένο πρότυπο 

κατανομής των μεθυλιωμένων ιστονών το οποίο συναντάται σε πολλά γονίδια και 

οφείλεται στην στρατολόγηση συγκεκριμένων μεθυλτρανσφερασών σε ενεργό γονίδιο με 

σκοπο την καταστολη της μεταγραφης. Όπως προαναφέρθηκε μέλη της Set1 

μεθυλιώνουν την ιστόνη Η3 στην Κ4 (Η3-Κ4). Η τριμεθυλιωμένη Η3-Κ4 τροποποίηση 

ανιχνεύεται κυρίως στο 5΄ακρο, η διμεθυλιωμένη Η3-Κ4 ανιχνεύεται στο μέσο του 

μεταγραφόμενου γονιδίου και η μονομεθυλιωμένη Η3-Κ4 στο 3΄ακρο του 

μεταγραφόμενου γονιδίου (Pokholok et al., 2005). Το πρότυπο αυτό κατανομής μπορεί 

να εξηγείται από το γεγονός ότι πρωτεΐνες της οικογένειας Set1 αλληλεπιδρούν με την 

πολυμεράση όταν αυτή είναι φωσφορυλιωμένη στην Ser5 και άρα το μεγαλύτερο 
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ποσοστό μεθυλίωσης παρατηρείται στο 5΄ακρο του μεταγραφόμενου γονιδίου 

(τριμεθυλίωση) και το μικρότερο στο 3΄ άκρο (Pokholok et al., 2005). Σε αντίθεση με 

την Η3-Κ4, η οποία ανιχνεύεται κυρίως στο 5΄ άκρο του γονιδίου, η τροποποίηση Η3-

Κ36 η οποία επάγεται από την Set2 εμφανίζεται σε όλη την κωδική περιοχή. Το γεγονός 

αυτό μπορεί να οφείλεται στο ότι η Set2 αλληλεπιδρά με την υπεφωσφορυλιωμένη 

πολυμεράση της οποίας το καρβοξυτελικό άκρο (CTD) είναι φωσφορυλιωμένο τόσο στη 

Ser2 όσο και στη Ser5. 

Η τροποποίηση Η3-Κ79 η οποία επάγεται από την πρωτεΐνη Dot1 βρέθηκε σε 

αυξημένα ποσοστά μέσα στην περιοχή των γονίδιων στο σακχαρομύκητα, δεν φάνηκε 

όμως να συσχετίζεται με τα επίπεδα της μεταγραφής (Pokholok et al., 2005). Μέχρι 

πρόσφατα θεωρείτο ότι βασική διαφορά της ακετυλίωσης από την μεθυλίωση ιστονών 

ήταν ότι η μεν πρώτη ιστονική τροποποίηση είναι αντιστρέψιμη ενώ η δεύτερη όχι. 

Πρόσφατα πάντως βρέθηκε ότι οι ιστόνες απομεθυλιώνονται. Χαρακτηριστικό 

παράδειγμα απομεθυλάσης αποτελεί η Jhd1 (JmjC domain-containing protein) που 

ανήκει στην κατηγορία των πρωτεϊνών που καταλύουν την απομάκρυνση μονό- και 

διμεθυλομάδων από την Κ36 της ιστόνης H3 (Fang et al., 2007). 

Ουμπικουτινιλίωση-Φωσφορυλιωση: Ενώ η πολύουμπικουτινιλίωση είναι σήμα για την 

αποδόμηση των πρωτεϊνών, οι μονοουμπικουτινιλιωμένες ιστόνες στο σακχαρομύκητα 

συναντώνται στον υποκινητή και στο 5΄ακρο μεταγραφικά ενεργών γονιδίων (Kao et al., 

2004). Συσχέτιση με την ενεργό μεταγραφή (μέσω στρατολόγησης ΤΒΡ) φαίνεται να έχει 

και η φωσφορυλίωση των ιστονών σε κάποιους υποκινητές (Wittschieben et al., 1999). 

Αξίζει να επισημανθεί στο σημείο αυτό ότι πολλές φορές για να συμβεί μια 

τροποποίηση πρέπει να έχει προηγηθεί κάποια άλλη. Για παράδειγμα προκειμένου να 

μεθυλιωθεί η ιστόνη Η3 στην Κ4 και στην Κ79 απαραίτητο είναι να έχει προηγηθεί η 

μονοουμπικουτινιλίωση της Η2Β (Dover et al., 2002) (εικ.Ε.9). 
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Εικόνα Ε.9: Κατανομή τροποποιήσεων των ιστονών κατά μήκος της μεταγραφόμενης περιοχής 

(Pokholok et al., 2005) 

 

Όπως προαναφέρθηκε τα τελευταία χρόνια ο τρόπος με τον οποίο βλέπουμε την 

διαδικασία έκφρασης των γονιδίων άλλαξε σημαντικά. Τα διαδοχικά βήματα που 

συγκροτούν την διαδικασία της μεταγραφής αποδεικνύεται καθημερινά ότι είναι 

αλληλοεξαρτώμενα και αλληλοεπηρεαζόμενα. 

 Ένας μεγάλος αριθμός γενετικών και βιοχημικών πειραμάτων αποκάλυψαν ότι 

αρκετές πρωτεΐνες που μέχρι πρόσφατα εθεωρείτο ότι εμπλέκονται μόνο σε ένα βήμα της 

μεταγραφικής διαδικασίας, τελικά αποκαλύπτεται ότι εμπλέκονται σε περισσότερα. Για 

παράδειγμα οι Βiswas et. al. έδειξαν ότι το yFACT (το οποίο ήταν γνωστό, όπως 

αναφέρθηκε ότι παίζει σημαντικό ρόλο στην επιμήκυνση της μεταγραφής) έχει άμεσο 

ρόλο στην έναρξη της μεταγραφής διευκολύνοντας την αλληλεπίδραση του ΤΒΡ με το 

TFIIA πάνω στο DNA (νουκλεοσωμικό DNA) (Biswas et al., 2005). Επιπλέον τον 

τελευταίο καιρό αποδείχθηκε ότι Swi/Snf (γνωστός νουκλεοσωμικός αναδιαμορφωτής 

που συμβάλλει σημαντικά στο σχηματισμό συμπλόκου προέναρξης της μεταγραφής) 

στρατολογείται στη κωδική περιοχή κατά την διάρκεια της μεταγραφής παίζοντας 

καταλυτικό ρόλο στην απομάκρυνση των ιστονών, με σκοπό να διευκολύνει την 

διέλευση της RNA πολυμεράσης. Στην απομάκρυνση των ιστονών από τους υποκινητές 

PHO5 και PHO8 σημαντικό ρόλο έχει η πρωτεΐνη Asf1 (Anti-silencing FACTor) 

(Adkins et al., 2007b). Το 2006 δείχθηκε από τους Schewabish et, al η Asf1, κατά την 

διάρκεια της επιμήκυνσης από την RNA πολυμεράση, επάγει την απομάκρυνση αλλά και 
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την επανατοποθέτηση ιστονών στη κωδική περιοχή. Ταυτόχρονα απέδειξαν ότι η Asf1 

εμποδίζει την έναρξη της μεταγραφής από κρυπτικούς υποκινητές συμβάλλοντας έτσι 

στην υψηλή πιστότητα της μεταγραφής (Schwabish and Struhl, 2006). 

 
 

 

Ε.2 Εισαγωγή στο μοντέλο σύστημα μεταλλορυθμιζόμενης μεταγραφής 

 

Η ρύθμιση της έκφρασης των γονίδιων όπως παρουσιάστηκε παραπάνω, είναι μια 

εξαιρετικά πολύπλοκη ευαίσθητη και πολύπαραγοντική διαδικασία. Το κύτταρο έχει την 

δυνατότητα να εκφράζει κάθε φορά διαφορετικές ομάδες γονιδίων ανάλογα με τις 

ανάγκες του. Ειδικά η αναγνώριση των αλλαγών στις περιβαλλοντικές συνθήκες, και η 

δυνατότητα του κυττάρου να προσαρμόζεται σε αυτές τις αλλαγές, είναι ουσιαστική για 

τη βιωσιμότητα τους. Υπάρχουν πολυάριθμα καλά-χαρακτηρισμένα συστήματα από τα 

οποία η παρουσία ή η απουσία ενός μεμονωμένου μεταβολίτη μπορεί να αναγνωριστεί 

από ένα κύτταρο. Η αναγνώριση ενός μεταβολίτη είναι το πρώτο βήμα μιας διαδικασίας 

που τελικά, όπως προαναφέρθηκε, οδηγεί σε αλλαγές στην έκφραση γονιδίων που 

απαιτούνται για να αποκριθούν σε εκείνο τον μεταβολίτη. Το σηματοδοτικό μονοπάτι 

που μεσολαβεί από την αναγνώριση του μεταβολίτη μέχρι την ενεργοποίηση ή 

καταστολή ενός μεταγραφικού παράγοντα είναι συχνά σύνθετο. Ο μεταγραφικός 

παράγοντας συνήθως λειτουργεί ως γενετικός διακόπτης, που επιτρέπει την κατάλληλη 

έκφραση γονιδίων όταν ο μεταβολίτης είναι διαθέσιμος και τροποποιεί την έκφραση των 

γονιδίων αυτών όταν ο μεταβολίτης παύει πλέον να ανιχνεύεται. 

Χαρακτηριστικό παράδειγμα είναι αυτό, του μονοπατιού που ρυθμίζει την είσοδο του 

χαλκού. Είναι γνωστό ότι η παρουσία του χαλκού μέσα στους ζωντανούς οργανισμούς 

είναι πολύ σημαντική διότι αποτελεί συμπαράγοντα πολλών πρωτεϊνών και ενζύμων τα 

οποία με τη σειρά τους είναι σημαντικά για την διεκπεραίωση πολλών βιολογικών 

λειτουργιών. Από την άλλη πλευρά βέβαια υπερβολικές ποσότητες τόσο του χαλκού όσο 

και του σιδήρου μπορούν να αποδειχθούν ιδιαίτερα τοξικές εξαιτίας της δημιουργίας 

ελεύθερων ριζών (ROS: reactive oxygen species) μέσω της αντίδρασης Fenton και 

Haber-Weiss (Liochev and Fridovich, 1994). Πιο αναλυτικά, οι ελεύθερες ρίζες που 

δημιουργούνται από τις προαναφερθείσες αντιδράσεις προκαλούν σημαντικές βλάβες σε 
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πολλά κυτταρικά μακρομόρια όπως για παράδειγμα νουκλεϊκά οξέα, πρωτεΐνες και λίπη 

και μπορεί να οδηγήσουν σε απόπτωση. Για το λόγο αυτό είναι απαραίτητη η διατήρηση 

της ομοιόστασης των μετάλλων στα κύτταρα. Αυτή επιτυγχάνεται είτε μέσω 

συστημάτων μεταφοράς που αντιλαμβάνονται αλλαγές στις ενδομοριακές συγκεντρώσεις 

μεταλλικών ιόντων και τροποποιούν την ενδοκυτταρική κατανομή τους είτε μέσω 

συστημάτων που ενεργοποιούν την διαδικασία αποτοξίνωσης έτσι ώστε να αποβάλλεται 

η περίσσεια μετάλλου (Meneghini, 1997). 

Στον σακχαρομύκητα μεταξύ των πρωτεϊνών που δεσμεύουν χαλκό και αλλάζει η 

λειτουργικότητα τους είναι οι μεταγραφικοί παράγοντες Mac1 και Ace1 (Thiele, 1988), η 

υπεροξειδική δισμουτάση Cu\Zn Sod1, η οποία ως ρόλο έχει την αποτοξίνωση του 

κυττάρου από τις ελεύθερες ρίζες (Schmidt et al., 2000), οι μεταλλοθειονίνες, οι οποίες 

δεσμεύουν και απομακρύνουν της περίσσεια χαλκού από το κύτταρο, οι μοριακοί 

συνοδοί χαλκού (copper chaperones), που μεταφέρουν το χαλκό σε ένζυμα που τον 

χρειάζονται (Field et al., 2002). 

 
 

Εικόνα Ε.10: Σχηματική απεικόνιση του μονοπατιού εισόδου και διανομής χαλκού (Puig and Thiele, 

2002) 

 

Σε συνθήκες έλλειψης χαλκού, ο χαλκός μεταφέρεται στο κύτταρο μέσω των 

μεταφορέων υψηλής συγγένειας Ctr1 και Ctr3 (εικ.Ε.10) 
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Τόσο ο χαλκός όσο και ο σίδηρος για να μεταφερθούν πρέπει να προηγουμένως να 

αναχθούν από μια ομάδα αναγωγασών οι οποίες βρίσκονται στην πλασματική μεμβράνη 

του σακχαρομύκητα και κωδικοποιούνται από τα γονίδια FRE1 έως FRE4. (Οι πρωτεΐνες 

των FRE5-7 είναι ομόλογες με την Fre2 αποτελούν αναγωγάσες του σιδήρου και 

επάγονται σε χαμηλές συγκεντρώσεις σιδήρου). Μόλις ο χαλκός εισαχθεί στο κύτταρο, 

δρομολογείται σε ένα από τα τρία μονοπάτια μέσω των μοριακών συνοδών Cox17, Atx1, 

και Lys7 για να ενσωματωθεί τελικά στην οξειδάση του κυτοχρώματος C, στις 

πολυχαλκοοξειδάσες σιδήρου Fet3 και Fet5, και στην Cu/Zn Sod1 αντίστοιχα. Το κέντρο 

χαλκού της Fet3 σιδηροαναγωγάσης συναρμολογείται στο δίκτυο του Golgi στο οποίο 

μεταφέρεται χαλκός μέσω της ATPάση P-τύπου Ccc2. Η διαδικασία αυτή διευκολύνεται 

μέσω της Gef1p (κανάλι χλωρίου). Η Fet3 σχηματίζει μαζί με την Ftr1 (σύμπλοκο Fet3-

Ftr1) έναν υψηλής συγκέντρωσης (Pena et al., 1999) μεταφορέα σιδήρου στη 

πλασματική μεμβράνη γεγονός που παρέχει ουσιαστικά σύνδεσμο μεταξύ του 

μεταβολισμού του σιδήρου και του χαλκού στον σακχαρομύκητα. Έχει δειχτεί ότι σε 

mac1Δ στελέχη ενισχύεται η μεταγραφή σιδηρογονιδίων γεγονός που επιβεβαιώνει ότι 

μια πρωτογενής ασιτία για χαλκό οδηγεί δευτερογενώς και σε πεινά για σίδηρο (De 

Freitas et al., 2004; Georgatsou et al., 1997).  

Τα γονίδια των μεμβρανικών και κυτταροπλασματικών μεταφορέων σιδήρου και 

χαλκού υψηλής συγγένειας ρυθμίζονται από τουλάχιστον τρεις μεταγραφικούς 

παράγοντες τον Mac1, τον Aft1 και τον Ace1. Οι παράγοντες αυτοί δρουν ανιχνεύοντας 

τις συγκεντρώσεις του χαλκού άμεσα και του σιδήρου έμμεσα μέσα στο κύτταρο 

(εικ.Ε.10) (Van Ho et al., 2002). Ιδιαίτερα για τον Mac1 έχει δειχτεί πειραματικά η 

αλλαγή της διαμόρφωσης του παρουσία ή απουσία χαλκού (Jensen and Winge, 1998). 

Αποδεικνύεται πάντως ότι ο χαλκός σε πρώτη φάση δρα μειώνοντας την μεταγραφική 

ενεργότητα του Mac1 (transactivation activity) και κατόπιν την ποσότητα της πρωτεΐνης 

(Keller et al., 2005; Pena et al., 1998; Zhu et al., 1998). 

Οι μεταλλοθειονίνες ενεργοποιούνται σε συνθήκες περίσσειας χαλκού. Πρόκειται για 

μια ομάδα μικρών σε μέγεθος πρωτεϊνών που είναι πλούσιες σε κυστεΐνες και έχουν την 

ικανότητα να δεσμεύουν μέταλλα προστατεύοντας το κύτταρο από την τοξικότητα αυτών 

(έντονη αντιοξειδωτική δράση). Οι πρωτεΐνες αυτές ρυθμίζονται από τον μεταγραφικό 
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παράγοντα Αce1 (Thiele, 1988). Λεπτομερής περιγραφή του ρόλου των εμπλεκόμενων 

μορίων ομοιόστασης χαλκού και σιδήρου φαίνεται στην εικ.Ε.11. 

Αν και οι Ace1 και ο Mac1 «ανιχνεύουν» και οι δύο άμεσα Cu(I) δρώντας ουσιαστικά 

αντίθετα ωστόσο δεν φαίνεται οι δράσεις τους να είναι ανταγωνιστικές και εξαρτημένες 

(Keller et al., 2005) 

 

 
 

Εικόνα Ε.11 : Μονοπάτι ρύθμισης εισόδου και κατανομής χαλκού και σιδηρού στο σακχαρομύκητα 

(van Bakel et al., 2005)  
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Ε.3 MAC1 (Συνώνυμα του γονιδίου: YMR021C, CUA1, YM9711.11) 

 

Ε.3α) Δομική περιγραφή του μεταγραφικού παράγοντα Mac1 

 
 

 

Εικόνα Ε.12: Περιγραφή του μεταγραφικού παράγοντα Mac1 (Serpe et al., 1999) 

 

Ο μεταγραφικός παράγοντας Mac1 αποτελείται από 417 αμινοξέα και συναντάται σε 

δύο τουλάχιστον μορφές την φωσφορυλιωμένη και την μη φωσφορυλιωμένη (Heredia et 

al., 2001). Το γονίδιο που τον κωδικοποιεί βρίσκεται στο χρωμόσωμα XIII και δεν 

περιέχει ιντρόνια. (Keller et al., 2000). Θεωρητικοί υπολογισμοί έδειξαν ότι, το καθαρό 

φορτίο της καρβοξυτελικής περιοχής του είναι –12. Αντίθετα το φορτίο της αμινοτελικής 

περιοχής υπολογίστηκε +10. Η περιοχή αυτή περιέχει μια Cu-fist διαμόρφωση που 

προσδένει και Zn. Η βασικότητα του αμινοτελικόυ άκρου πιθανότατα βοηθάει τον 

μεταγραφικό παράγοντα να προσδένεται πάνω στο (αρνητικά φορτισμένο) DNA. Πιο 

αναλυτικά από πειράματα που πραγματοποιήθηκαν βρέθηκε, ότι οι βάσεις 1-41 

αποτελούν το πρωτεύον τμήμα πρόσδεσης στο DNA χωρίς την παρουσία του οποίου ο 

μεταγραφικός παράγοντας δεν μπορεί να προσδεθεί στο DNA (Jensen and Winge, 1998). 

Το καρβοξυτελικό τμήμα τoυ Μac1 (159-417) περιέχει δύο επαναλαμβανόμενες 

περιοχές, πλούσιες σε κυστεΐνες (Cys-X-Cys-X4-Cys-X-Cys-X2-Cys-X2-His) που 

πιθανόν έχουν την ικανότητα να προσδένουν χαλκό. Οι περιοχές αυτές ονομάζονται 

REPΙ (264-279) και REPΙΙ (322-337) και είναι υπεύθυνες για την μεταγραφική 

ενεργοποίηση (Keller et al., 2005; Serpe et al., 1999; Voutsina et al., 2001). Κάθε ένα 

από τα μοτίβα αυτά περιεχεί 5 συντηρημένες κυστεΐνες και μια ιστιδίνη (Jensen and 

Winge, 1998) 
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Πειράματα με ετερόλογη περιοχή πρόσδεση που έγιναν χρησιμοποιώντας τoν Mac1, 

του οποίου του έλειπαν τα αμινοξέα 1-41 (zinc finger περιοχή) έδειξαν ότι μπορούσε να 

ενεργοποιήσει την μεταγραφή καλύτερα (20 φορές αυξημένη μεταγραφή) από την αγρίου 

τύπου πρωτεΐνη. Η αφαίρεση ολόκληρης της αμινοτελικής περιοχής βελτίωσε ακόμη 

περισσότερο την ικανότητα του μεταγραφικού αυτού παράγοντα να ενεργοποιήσει την 

μεταγραφή (εικ.E.13) (Jensen and Winge, 1998) ενώ αφαίρεση της REPII βελτιώνει την 

ικανότητα πρόσδεσης στο DNA (Voutsina et al., 2001). 

 

 
 

Εικόνα Ε.13: Μοντέλο απενεργοποίησης Μac1 από ιόντα χαλκού (Serpe et al., 1999) 

 

Έχει προταθεί η θεωρία ότι περιοχές REPI και REPII, που βρίσκονται στο 

καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης, όταν δεσμεύσουν χαλκό αλληλεπιδρούν με την 

περιοχή πλούσια σε κυστεΐνες στο αμινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης κλείνοντας έτσι τη 

δομή και απενεργοποιώντας τον Mac1 (Jensen and Winge, 1998). Πιθανότατα τα ιόντα 

του χαλκού να προσδένονται στον Mac1 χρησιμοποιώντας ως δεσμώτες (ligands) τις 

σουλφυδρυλομάδες των κυστεΐνων. Τα τμήματα RΕPI και REPII εμφανίζουν φορτία –5 

και –4 αντίστοιχα. Στα REPI και REPII προσδένονται 8 ιόντα χαλκού και μάλιστα 4 σε 

κάθε μοτίβο με τέτοιο τρόπο, ώστε να σχηματίζεται ένα συσσωμάτωμα (cluster) χαλκού 

(Jensen and Winge, 1998). Θα περίμενε λοιπόν κανείς ότι μεταλλαγές σε οποιαδήποτε 

από τις κυστεΐνες θα οδηγούσε σε διάσπαση της ομάδας ιόντων (cluster) χαλκού. Όμως 

οι μεταλλαγές δεν δίνουν όλες τον ίδιο φαινότυπο, γεγονός το οποίο μας υποδηλώνει, ότι 

οι κυστεΐνες δεν είναι ισοδύναμες. Μάλιστα μεταλλαγές, στην ιστιδίνη (θέση his 279), η 

οποία περιέχει δακτύλιο ιμιδαζολίου. οδήγησαν σε συνεχώς ενεργό Mac1 (Mac1up), 
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γεγονός το οποίο υποδηλώνει ότι το συγκεκριμένο αμινοξύ είναι κρίσιμο για την ρύθμιση 

του (Jungmann et al., 1993). 

Η ιστιδίνη έχει την ικανότητα να εμφανίζεται φορτισμένη ή αφόρτιστη ανάλογα με το 

εξωτερικό περιβάλλον. Έτσι δεν είναι τυχαίο, ότι συχνά εμφανίζεται στο ενεργό κέντρο 

πολλών πρωτεϊνών, όπου ο δακτύλιος ιμιδαζολίου μπορεί γρήγορα να αλλάξει 

καταλύοντας την δημιουργία και την διάσπαση δεσμών. Πιθανότατα λοιπόν και η ίδια η 

ιστιδίνη να παίζει κρίσιμο ρόλο στη δέσμευση ιόντων χαλκού προκειμένου να ρυθμίσει 

τον Mac1 (Serpe et al., 1999). 

Στο καρβοξυτελικό άκρο του Μac1 σχηματίζεται μια έλικα που έχει δειχθεί ότι παίζει 

ρόλο στο διμερισμό (dimerization helix) του Mac1. Μεταλλαγή αυτής δεν επιτρέπει στον 

Mac1 να διμεριστεί. Ωστόσο ο διμερισμός δεν είναι απαραίτητος για την 

λειτουργικότητα του Mac1 (Voutsina et al., 2001). Τέλος ο Mac1 περιέχει την 

αλληλουχία KKXRX15
 KKXK, η οποία ουσιαστικά αποτελεί το σήμα για την είσοδο του 

Mac1 στον πυρήνα (nuclear localization signal) όπου και εντοπίζεται (Serpe et al., 1999) 

 

Ε.3β) Λειτουργία και τρόποι ρύθμισης του Mac1. 

 

Ο Μac1 είναι όπως προαναφέρθηκε μεταλλορυθμιζόμενος μεταγραφικός παράγοντας. 

Κύτταρα τα οποία φέρουν μεταλλαγή αφαίρεσης του MAC1 δεν αναπτύσσονται σε 

θρεπτικό μέσο το οποίο περιέχει αντί για γλυκόζη γλυκερόλη, διότι δεν λειτουργεί η 

οξειδάση του κυτοχρώματος C, η οποία είναι χαλκοπρωτεΐνη, και επομένως δεν γίνεται η 

διαδικασία της αναπνοής (μιτοχόνδρια). Ο Μac1 ρυθμίζει μεταγραφικά τα γονίδια CTR1, 

FRE1, CTR3, FRE7, YFR055w και ΥJL217w. Eπικάθεται στην περιοχή CuRΕ (copper 

response element) του υποκινητή προκειμένου να μεταγραφεί το γονίδιο (Gross et al., 

2000)  

Η αλληλουχία του CuRΕ είναι 5΄-TTTGC(T/G)C(A/G)-3΄(Jamison McDaniels et al., 

1999). Υπάρχει σε τουλάχιστον δύο αντίτυπα σε κάθε ένα από τους υποκινητές των 

γονίδιων που ενεργοποιεί ο Mac1 (με εξαίρεση τα YFR055w και ΥJL217w), γεγονός που 

συνηγορεί με τα δεδομένα διμερισμού του Mac1. Η απόσταση μεταξύ των δύο CuRe 

ποικίλλει και τροποποίηση αυτής έχει μικρές συνέπειες στην έκφραση των γονιδίων 

(Jensen et al., 1998). Το αν θα προσδεθεί ή όχι ο Mac1 στην CuRΕ, ρυθμίζεται από την 
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συγκέντρωση των ιόντων του χαλκού μέσα στο κύτταρο. Όταν ελαττωθεί η 

συγκέντρωση των ιόντων του χαλκού στο θρεπτικό μέσο, τότε ο Mac1 προσδένεται στον 

υποκινητή με αποτέλεσμα να μεταγράφονται τα γονίδια τα οποία ενεργοποιεί. Τα γονίδια 

αυτά είναι υπεύθυνα για την πρόσληψη του χαλκού και επομένως παύει να υπάρχει 

έλλειμμα του συγκεκριμένου μετάλλου. Αύξηση των ιόντων του χαλκού, έχει ως 

αποτέλεσμα την απομάκρυνση του Mac1 από τον υποκινητή με συνέπεια το σταμάτημα 

της μεταγραφής των γονίδιων. Το γεγονός αυτό, αποδεικνύεται από πειράματα, in vivo 

footprinting όπου παρουσία CuS04
 ο υποκινητής του CTR3 γίνεται πιο προσβάσιμος σε 

παράγοντες μεθυλίωσης (εξαιτίας της απομάκρυνσης του Mac1) (Heredia et al., 2001). 

Στην περίπτωση κατά την οποία η ποσότητα των ιόντων χαλκού είναι πολύ μεγαλύτερη 

από αυτήν που απαιτείται στα κύτταρα, τότε έχει παρατηρηθεί αποδόμηση της πρωτεΐνης 

Μac1 (Zhu et al., 1998). Έχει επίσης δειχθεί ότι ο Mac1 παίζει ρόλο και στην αποδόμηση 

του μεμβρανικού μεταφορέα Ctr1 (η Ctr3p δεν αποικοδομείται) άμεσα ή επάγοντας 

μεταμεταφραστικές τροποποιήσεις στην Ctr1p. Το γεγονός αυτό πιθανόν να αποτελεί 

άλλον ένα τρόπο ελέγχου και περιορισμού της ενδοκυτταρικής συσσώρευσης χαλκού 

(Yonkovich et al., 2002). 

Τέλος έχει αποδειχθεί πειραματικά ότι ο Mac1 υφίσταται μεταμεταφραστική 

φωσφορυλίωση. Σε συνθήκες έλλειψης χαλκού όπου ο μεταγραφικός παράγοντας Mac1 

είναι ενεργός βρίσκεται στην φωσφορυλιωμένη κατάσταση. Επιπλέον έχει παρατηρηθεί 

ότι o μη φωσφορυλιωμένος Μac1 αποτυγχάνει να προσδεθεί στην περιοχή CuRe σε πολύ 

χαμηλές συγκεντρώσεις χαλκού (Heredia et al., 2001). Επίσης, η περιοχή πρόσδεσης στο 

DNA του Mac1, όταν ελεγχθεί απομονωμένη από το υπόλοιπο μόριο, έχει την ικανότητα 

να προσδεθεί στο DNA χωρίς να είναι φωσφορυλιωμένη. Οπότε μπορεί να εξαχθεί ως 

συμπέρασμα ότι η ενεργοποιητική περιοχή του Mac1 ρυθμίζει την περιοχή πρόσδεσης 

στο DNA μέσω της φωσφορυλίωσης (Heredia et al., 2001). 

Πρέπει ωστόσο να επισημανθεί ότι, αν και η φωσφορυλίωση παίζει κεντρικό ρόλο στη 

δυνατότητα πρόσδεσης του Mac1 στο DNA (σχηματισμός συμπλόκου), δεν ισχύει το ίδιο 

και για την διάσπαση του συμπλόκου. Με αλλά λόγια η αποφωσφορυλίωση δεν οδηγεί 

στην αποδέσμευση του Mac1 από το DNA (Heredia et al., 2001). 
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Ε.4 Εισαγωγή στο μοντέλο οργανισμό σχετικά με τις δυνατότητες γενετικής 

μοριακής και βιοχημικής ανάλυσης της μεταγραφικής ρύθμισης 

 

Ο σακχαρομύκητας αποτελεί πρότυπο μελέτης φυσιολογίας, βιοχημείας, μηχανισμών 

κυτταρικής διαφοροποίησης, μεταγωγής σήματος, μοριακής γενετικής και συστηματικής 

γονιδιωματικής / πρωτεϊνωματικής έρευνας (Barr, 2003; Goffeau, 2000) εξαιτίας μιας 

σειράς μοναδικών χαρακτηριστικών του. Σημαντικότερα από αυτά είναι ο εύκολος και 

οικονομικός τρόπος ανάπτυξής του κάτω από ελεγχόμενες συνθήκες, η καλά 

χαρακτηρισμένη γενετική του και οι εύκολες τεχνικές που εφαρμόζονται για τους 

γενετικούς χειρισμούς του. Πολλά βασικά κυτταρικά μονοπάτια και βιοχημικές 

διαδικασίες αρχικά διαλευκάνθηκαν στον σακχαρομύκητα και επομένως πολλά στοιχεία 

για την βιοχημεία, την γενετική και φυσιολογία του είναι πλέον διαθέσιμα (Rose, 1987-

1995).  

Επιπλέον ο μονοκύτταρος σακχαρομύκητας αποτελεί τον πρώτο ευκαρυωτικό 

οργανισμό του οποίου το γονιδίωμα αλληλουχήθηκε. Η διαδικασία αλληλούχισης 

ολοκληρώθηκε το 1996 (Dujon, 1996) για να ανοίξει το δρόμο στην αλληλούχιση του 

ανθρώπινου γονιδιώματος που ολοκληρώθηκε το 2001 (Venter et al., 2001). 

Υπολογίζεται ότι ο αριθμός των ORFs του σακχαρομύκητα ανέρχεται περίπου στα 5600 

(Feldmann, 2000). 

Συνεπώς ο S. cerevisiae, χρησιμοποιήθηκε ευρύτατα ως οργανισμός μοντέλο στο 

παρελθόν για την διερεύνηση και την θεμελίωση της Βασικής Μοριακής Βιολογίας και 

Βιοχημείας του ευκαρυωτικού κυττάρου. Σήμερα ο σακχαρομύκητας χρησιμοποιείται ως 

οργανισμός μοντέλο και σε μεταγονιδιωματικές μελέτες (postgenomic studies). Επιπλέον 

η πλειοψηφία των μεθόδων μεγάλης κλίμακας αξιολογούνται αρχικά στον 

σακχαρομύκητα με την χρήση καλά ελεγχόμενων και επαναλήψιμων συνθηκών. Τα 

βέλτιστα χαρακτηριστικά αυτού του οργανισμού και η αξιοποίηση του σε μεγάλης 

κλίμακας μελέτες σε όλα τα επίπεδα (genome, transcriptome, proteome and metabolome) 

τον καθιστά ίσως το καλύτερο μοντέλο οργανισμό για την εφαρμογή νέων προηγμένων 

στρατηγικών, τεχνολογιών και μεθοδολογιών. Ενδεικτικά αναφέρονται κάποια 

χαρακτηριστικά παραδείγματα σε όλα τα επίπεδα έρευνας. 
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α) Σε επίπεδο γονιδιώματος (genomic level): Συστηματική κατασκευή μιας σχεδόν 

πλήρους συλλογής (περίπου το 96% των annotated ORFs) μεταλλαγμένων στελεχών 

γονιδιακής αφαίρεσης (gene-deletion mutants- http://www.unifrankfurt. 

de/fb15/mikro/euroscarf/complete.html) με σκοπό την λειτουργική ανάλυση όλων των 

γονίδιων του σακχαρομύκητα (Giaever et al., 2002; Ross-Macdonald et al., 1999; 

Winzeler et al., 1999a). Πρόσφατα δημοσιεύθηκε μεθοδολογία {Synthetic Genetic Array 

(SGA)} για την συστηματική κατασκευή συλλογής διπλών μεταλλαγμάτων με στόχο την 

ολοκληρωμένη ανάλυση όλων των συνθετικών γενετικών αλληλεπιδράσεων (synthetic 

lethal genetic interactions) (Tong and Boone, 2006; Tong et al., 2004) και 

ποσοτικοποιηση των φαινοτύπων (Collins et al., 2007a) Επιπλέον, ανάπτυξη μεθόδου με 

στόχο την κλωνοποίηση ανθρώπινου cDNA που λειτουργικά συμπληρώνει τα 

απαραίτητα γονίδια του σακχαρομύκητα, τεχνολογία που οδηγεί στην διαλεύκανση της 

λειτουργίας πολλών ανθρώπινων γονιδίων (Zhang et al., 2003). 

β) Στο επίπεδο έκφρασης γονίδιων (transcriptome level): Εκτενής χρήση DNA 

μικροσυστοιχιών σακχαρομύκητα (Hayes et al., 2002; Lashkari et al., 1997; Spellman et 

al., 1998; Wodicka et al., 1997) με στόχο τη συστηματική μελέτη των μεταγραφικών 

αποκρίσεων και των προτύπων έκφρασης κάτω από ελεγχόμενες συνθήκες ή ποικίλα 

γενετικά υπόβαθρα (Boer et al., 2003; Bono and Okazaki, 2002; Hayes et al., 2002; Lim 

et al., 2003). 

γ) Στο επίπεδο πρωτεϊνωματικής (proteome level): Ανάπτυξη της πρώτης πλήρους 

μικροσυστοιχίας πρωτεϊνών στο σακχαρομύκητα (Michaud et al., 2003; Mitchell, 2002; 

Zhu et al., 2003; Zhu and Snyder, 2003)καθώς επίσης και ανάπτυξη στρατηγικών για την 

προετοιμασία πρωτεϊνικών συστοιχιών (proteins arrays) (Washburn, 2003). Επίσης στον 

σακχαρομύκητα πραγματοποιήθηκαν οι πρώτες μελέτες υποκυτταρικού εντοπισμού 

πρωτεϊνών (proteome-wide scale) (Ghaemmaghami et al., 2003; Huh et al., 2003) και η 

πρώτη φωσφοπρωτεϊνωματική ανάλυση, δηλαδή ο εντοπισμός όλων των 

φωσφοπρωτεϊνών (Ficarro et al., 2002; Knight et al., 2003). Τέλος στο σακχαρομύκητα 

διαρκώς εφαρμόζονται νέες μεθοδολογίες με σκοπό να ταυτοποιηθούν πρωτεϊνικές 

αλληλεπιδράσεις και επομένως να αποκαλυφθούν μονοπάτια και ρόλοι των διάφορων 

πρωτεϊνών. Αυτό επιτυγχάνεται μέσω ανάλυσης των δύο υβριδίων (Fields and Song, 

1989; Parrish et al., 2006) και in vivo συνανοσοκατακρήμνισης 
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(http://www.yeastgenome.org/). Τα τελευταία χρόνια επίσης επιτεύχθηκε και η 

απομόνωση πολυπρωτεϊνικών συμπλόκων μέσω του ΤΑΡ (tandem affinity purification) 

και η ταυτοποίηση των πρωτεϊνών του συμπλόκου με την βοήθεια της φασματομετρίας 

μάζας και της βάσης δεδομένων των ORFs του S. cerevisiae (εικ.Ε14) (protein-protein 

interaction maps) (Gavin et al., 2002). Τέλος στο σακχαρομύκητα πραγματοποιούνται 

μεγάλης κλίμακας πειράματα που ως στόχο έχουν την ταυτοποίηση φυσικών 

πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων με το DNA με σκοπό να αποκαλυφθεί το δίκτυο 

ρύθμισης των γονιδίων αλλά και ο τρόπος με τον οποίο συντηρείται το γονιδίωμα (Lee et 

al., 2002; Ren et al., 2000) 

 
 

Εικόνα Ε.14: Σχηματική απεικόνιση του ΤΑΡ (tandem affinity purification) (Suter et al., 2006) 

 

δ) Σε μεταβολικό επίπεδο (metabolome level). Νέες μέθοδοι {(electrospray mass 

spectrometry (ES-MS)} εφαρμόζονται για την ολοκληρωμένη ανάλυση των μεταβολιτών 

του σακχαρομύκητα (Castrillo et al., 2003; Castrillo et al., 2007) και ακολουθώνται νέες 

στρατηγικές (που βασίζονται στην ποσοτικοποίηση μεταβολιτών) με στόχο να 

αποδοθούν λειτουργίες σε γονίδια των οποίων οι πρωτεΐνες πιθανόν να εμπλέκονται στην 
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ρύθμιση του μεταβολισμού και τον οποίων η απαλοιφή δεν δίνει κάποιο φαινότυπο 

(Raamsdonk et al., 2001; Wu et al., 2005). Τέλος ταξινόμηση των μεταλλαγμάτων του 

σακχαρομύκητα πραγματοποιείται χρησιμοποιώντας metabolic footprinting (Allen et al., 

2003; Pope et al., 2007; Villas-Boas et al., 2005).  

ε) Στο επίπεδο Βιοπληροφορικής: Ανάπτυξη νέων μαθηματικών μοντέλων και 

αλγόριθμων που πρωτοεφαρμόστηκαν στο σακχαρομύκητα (Cornell et al., 2003; Garrels 

et al., 1997) για την ανάλυση δεδομένων του transcriptome, proteome and metabolome 

(Cakir et al., 2006; Galbraith et al., 2006; Shen et al., 2006; Wang and Hatzimanikatis, 

2006; Xing and van der Laan, 2005).  

Επιπλέον σήμερα ο σακχαρομύκητας χρησιμοποιείται ως πρότυπος οργανισμός για τη 

μελέτη μηχανισμών και μονοπατιών όπως ο μηχανισμός διεκπεραίωσης του κυτταρικού 

κύκλου (de Lichtenberg et al., 2005; Mimura et al., 2004; Spellman et al., 1998); της 

μείωσης (Borde et al., 2000; Kitajima et al., 2004; Riedel et al., 2006) της κυτταρικής 

πολικότητας (Chang and Peter, 2003) των μηχανισμών της εξέλιξης και της ειδογένεσης 

(Delneri et al., 2003; Kellis et al., 2004; Liti et al., 2006); της γήρανσης και της 

επέκτασης της ζωής (Anderson et al., 2003; Howitz et al., 2003; Vijg and Suh, 2006);. 

Επίσης στο σακχαρομύκητα μελετώνται οι μηχανισμοί μόλυνσης και διάδοσης των 

prions (Collinge and Clarke, 2007; Fernandez-Bellot and Cullin, 2001; Fernandez-Bellot 

et al., 2002), και ταυτόχρονα ο σακχαρομύκητας χρησιμοποιείται ως πρότυπο για να 

αποκτήσουμε γνώση στη μοριακής παθολογία νευροεκφυλιστικών ασθενειών (Outeiro 

and Lindquist, 2003; Volles and Lansbury, 2007; Willingham et al., 2003) 

Με βάση τα πιο πάνω ο σακχαρομύκητας αποτελεί ακρογωνιαίο λίθο στην εποχή 

μεταγονιδιωματικής έρευνας και βιολογίας συστημάτων Υπολογίζεται ότι μέσα στην 

επόμενη δεκαετία ο σακχαρομύκητας θα αποτελέσει τον πρώτο ευκαρυωτικό οργανισμό 

από τον οποίο θα συλλεχθούν πληροφορίες για όλες τις μοριακές αλληλεπιδράσεις, αλλά 

και για τα μεταβολικά μονοπάτια του οργανισμού σε διαφορετικές φυσιολογικές 

συνθήκες. Ταυτόχρονα από τον σακχαρομύκητα συλλέγονται πληροφορίες για την 

δράση των anti-sense RNA τα οποία ανακαλύφθηκαν πρόσφατα και διαφέρουν από τα 

μετάγραφα που παράγονται από τα γονίδια που έχουν σχολιαστεί (annotated genes) 

(David et al., 2006). Οι πληροφορίες αυτές θα βοηθήσουν και στην ανάλυση άλλων 



 35

ευκαρυωτικών συστημάτων συμπεριλαμβανομένου και του ανθρώπου (π.χ ENCODE 

project: ENCyclopedia Of DNA Elements. http://www.genome.gov/10005107). 

 

Ε.5 Στοιχεία που οδήγησαν στην διερεύνηση ύπαρξης αλληλεπιδρώντων με τον 

Mac1 και πρωτεΐνες που βρέθηκαν να αλληλεπιδρούν με αυτόν. 

 

O μεταγραφικός παράγοντας Mac1 έχει ιδιαίτερη σημασία για την είσοδο του χαλκού 

στο κύτταρο του σακχαρομύκητα. Μελετώντας τον κάποιος διαπιστώνει ότι υπάρχει μια 

σειρά από στοιχεία που οδηγούν στην υπόθεση ότι η ενεργότητα του δεν διαμορφώνεται 

μόνον από την απουσία ή παρουσία ιόντων χαλκού. Συγκεκριμένα έχει δειχθεί στο 

εργαστήριο μας ότι ο Mac1 εκφραζόμενος από τον δικό του ή ετερόλογο υποκινητή 

ενεργοποιεί την μεταγραφή του CTR1 ακόμα και σε θρεπτικό μέσο με 0.25μM CuSO4 

(SC medium) (Voutsina et al., 2001). Δεύτερον μεγάλης κλίμακας πειράματα 

επιβεβαίωσαν ότι ο Mac1 προσδένεται τόσο στον υποκινητή CTR1 όσο και στον FRE1 

σε κύτταρα τα οποία έχουν αναπτυχθεί σε πλούσιο θρεπτικό μέσο (μεταξύ άλλων 

πλούσιο και σε ιόντα χαλκού) (Lee et al., 2002). Πρόσφατα επίσης προτάθηκε ότι η 

αναστολή της ενεργότητας του Mac1 είναι ισχυρότερη και προηγείται της εξασθένησης 

της δυνατότητας πρόσδεσης του στο DNA σε συνθήκες περίσσειας χαλκού (Keller et al., 

2005). Τρίτον σε πειράματα in vitro η φωσφορυλιωση του Mac1 φαίνεται να είναι 

απαραίτητη για να πραγματοποιηθεί πρόσδεση του στο DNA (Heredia et al., 2001). 

Τέλος το REPI μοτίβο το οποίο βρίσκεται στην περιοχή ενεργοποίησης του Mac1 

εμπλέκεται στο copper switch (Keller et al., 2000), ενώ το REPII (το οποίο αν και δεν 

χρειάζεται για πλήρως ενεργό χαλκορυθμιζόμενο μόριο in vivo), παίζει κεντρικό ρόλο 

στην ενεργοποίηση και επηρεάζει την δυνατότητα πρόσδεσης της πρωτεΐνης στο DNA in 

vitro (Voutsina et al., 2001). Επιπλέον είναι σαφές ότι ο χαλκός μάλλον είναι απίθανο να 

κυκλοφορεί ελεύθερος μέσα στον πυρήνα. Πιθανόν να είναι δεσμευμένος σε διάφορους 

πρωτεϊνικούς παράγοντες με τους οποίους ο Mac1 χρειάζεται να έρθει σε επαφή 

προκειμένου να τροποποιήσει κατά περίπτωση την ενεργότητά του. Τα ευρήματα και οι 

υποθέσεις αυτές υποδεικνύουν ότι εκτός από το χαλκό θα πρέπει να υπάρχουν και μια 

σειρά από πρωτεϊνικούς συρρυθμιστές που συντονίζουν την Mac1-εξαρτώμενη 

μεταγραφή αλληλεπιδρώντας με τον Mac1. 
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Προκειμένου να βρεθούν πρωτεΐνες με τις οποίες πιθανόν αλληλεπιδρά ο Mac1 έγινε 

σάρωση γενωμικής βιβλιοθήκης ειδικής για αλληλεπίδραση δύο υβριδίων (η βιβλιοθήκη 

είχε κατασκευαστεί σε φορείς έκφρασης για δοκιμασία δύο υβριδίων στον 

σακχαρομύκητα) (Bilsland et al., 2004). Στη σάρωση δύο υβριδίων μεταξύ αλλων 

βρεθηκέ και ο Mac1 που όπως προαναφέρθηκε ομοδιμερίζεται προκειμένου να είναι 

λειτουργικός (Georgakopoulos et al., 2001) (Α. Βουτσινά αδημοσίευτα αποτελέσματα) 

Καμία από τις αλληλεπιδράσεις εκτός αυτής του Mac1, δεν βρεθηκε στα πειράματα 

μεγάλης κλίμακας που εμφανίζονται στην SGD (Saccharomyces Genome Database). 

Επιπλέον μεταξύ των αλληλεπιδρώντων βρέθηκε και η πρωτεΐνη Rad9 (1309 αα). O 

αριθμός των διαφορετικών κλώνων που βρέθηκαν να έχουν το σωστό πλαίσιο 

ανάγνωσης ήταν 2 και οι αριθμοί των πρώτων νουκλεοτιδίων που είχαν κλωνοποιηθεί 

στους κλώνους της βιβλιοθήκης βάσει του ολικού πλαισίου ανάγνωσης ήταν 1954 και 

1972 αντίστοιχα. Οι περιοχές αυτές βρέθηκε ότι ειδικότερα αλληλεπιδρούν με την 

αμινοτελική περιοχή του Mac1 (Α. Βουτσινά αδημοσίευτα αποτελέσματα). Επιπλέον 

όπως φαίνεται από τον πίνακα στα αλληλεπιδρώντα βρέθηκε μεταξύ και η πρωτεΐνη Ηir1 

η οποία θα συζητηθεί παρακάτω.  

 
 

 

ΟRF Αριθμός 

κλώνων που 

βρέθηκαν στο 

σωστό πλαίσιο 

ανάγνωσης 

Αριθμός 

διαφορετικών 

κλώνων που 

βρέθηκαν στο 

σωστό πλαίσιο 

ανάγνωσης 

Αριθμός του 

πρώτου 

νουκλεοτιδίου 

που είχε στη 

βιβλιοθήκη 

Μέγεθος 

ORF 

Mac1 16 5 722, 814, 

868, 876, 892 

1254 

Hir1 9 1 1179 2523 

Rad9 3 2 1954, 1972 3930 
 

Πίνακας Ε.1: Αλληλεπίδραση δύο υβριδίων (Α. Βουτσινά αδημοσίευτα αποτελέσματα) 
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Στα επόμενα κεφάλαια περιγράφεται η λειτουργική ανάλυση της 
αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών Rad9 και Hir1 με τον Mac1 από τις οποίες 
καταδεικνύονται και νέοι ρόλοι για τις εν λόγω πρωτεϊνες. Επίσης 
περιγράφεται η διαδικασία απομόνωσης και χαρακτηρισμού πολυπρωτεϊνικών 
συμπλόκων που συναπομονώθηκαν με τον Mac1 και η προοπτική της 
ανάλυσής τους. 
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Νέος ρόλος της πρωτεΐνης ελέγχου του κυτταρικού κύκλου Rad9 στην 

Mac1 ρυθμιζόμενη μεταγραφή. 
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1.1. Εισαγωγή  

 

1.1.1 Βλάβη και επιδιόρθωση του DNA 

 

Αν και το DNA είναι εξαιρετικά σταθερό μόριο ωστόσο κάτω από ορισμένες συνθήκες 

μπορεί να υποστεί βλάβες. Επομένως είναι απαραίτητη η ύπαρξη συστημάτων που να 

ανιχνεύουν τυχόν βλάβες, να σταματούν τον κυτταρικό κύκλο αν απαιτείται (σε 

εκτεταμένα προβλήματα) και τελικά να τις επιδιορθώνουν. Αν τελικά δεν επιτευχθεί η 

επιδιόρθωση τότε κύτταρα οδηγούνται σε απόπτωση. Τα σημεία ελέγχου (checkpoints) 

είναι εξαιρετικά συντηρημένα μονοπάτια επιτήρησης και σηματοδότησης, που ως στόχο 

έχουν να συντονίζουν την αντιγραφή του DNA με άλλες διαδικασίες όπως με την 

επιδιόρθωση του DNA, τον ανασυνδυασμό, την συνοχή των αδελφών χρωματίδων και 

τον διαχωρισμό των χρωμοσωμάτων (Melo and Toczyski, 2002). Οι πρωτεΐνες των 

σημείων ελέγχου (checkpoint proteins) προσδιορίστηκαν αρχικά επειδή η απώλεια 

λειτουργίας τους οδηγούσε σε προβληματική διεκπεραίωση του κυτταρικού κύκλου σε 

συνθήκες επαγώμενης βλάβης του DNA ή του διπλασιασμού του DNA. Προβλήματα 

στα σημεία ελέγχου οδηγούν στην μειωμένη αντίσταση των κυττάρων σε παράγοντες 

που προκαλούν stress (genotoxic stress) ή σταμάτημα της αντιγραφής, γεγονότα τα οποία 

τελικά μπορούν να οδηγήσουν σε αστάθεια και αναδιοργανώσεις του γονιδιώματος και 

τελικά σε θάνατο (Kolodner et al., 2002). 

Οι πρωτεΐνες ελέγχου στον Saccharomyces cerevisiae, παρουσιάζουν δομικές ή/ και 

λειτουργικές ομολογίες με πρωτεΐνες που συναντάμε σε όλα τα ευκαρυωτικά κύτταρα 

(πίνακας 1.1.1) (Melo and Toczyski, 2002). Όταν το DNA υποστεί βλάβη τότε επάγεται 

ένας καταρράκτης μεταγωγής σήματος της βλάβης (checkpoint response). Αρχικά οι 

πρωτεΐνες αισθητήρες (sensor proteins) ανιχνεύουν την βλάβη στο DNA και 

ενεργοποιούν τους μετατροπείς (transducers) που συνήθως είναι πρωτεϊνικές κινάσες και 

οι οποίες με την σειρά τους ενισχύουν και διαβιβάζουν το σήμα στους δέκτες (receivers ή 

effectors). Οι πρωτεΐνες αυτές είναι οι τελικοί στόχοι του μονοπατιού και περιλαμβάνουν 

τα ένζυμα επιδιόρθωσης του DNA καθώς και τις κυκλοεξαρτώμενες κίνασες που θα 
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τροποποιήσουν την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου ως απόκριση στη ζημία που υπέστει 

το DNA.  

 

 
 

Πίνακας 1.1.1: Ομόλογες πρωτεΐνες μεταξύ ευκαρυωτικών οργανισμών στο μονοπάτι απόκρισης σε 

βλάβες στο DNA. 

 

Αρκετοί περιβαλλοντικοί παράγοντες, όπως για παράδειγμα η υπεριώδης ακτινοβολία, 

μπορούν να προκαλέσουν αλλαγές στην νουκλεοτιδική δομή επηρεάζοντας συνήθως 

μόνο την μια από τις δύο αλυσίδες του DNA. Σε τέτοιες περιπτώσεις που το πρόβλημα 

εντοπίζεται σε επίπεδο νουκλεοτιδίου τότε επάγονται κυρίως δύο συστήματα 

επιδιόρθωσης. Το ένα είναι το Σύστημα Απομάκρυνσης Βάσης (Base excision repair) το 

οποίο ανιχνεύει και επιδιορθώνει μικρές τροποποιήσεις, όπως για παράδειγμα 

μεθυλιώσεις στο DNA, απομακρύνοντας ουσιαστικά μόνο το νουκλεοτίδιο που φέρει την 

προβληματική βάση και το άλλο είναι το Σύστημα Απομάκρυνσης Νουκλεοτιδίων 

(Nucleotide excision repair), που ανιχνεύει μεγαλύτερης έκτασης βλάβες (πχ διμερή τα 

οποία έχουν προκύψει από έκθεση σε UV και 6-4 φωτοπαράγωγα) και τις διορθώνει 

απομακρύνοντας ένα μικρό τμήμα μονόκλωνου DNA (helix distorting lesion) το οποίο 

μεταξύ άλλων περιέχει και τα νουκλεοτίδια που φέρουν την βλάβη (van den Boom et al., 

2002). 

Δεν είναι όμως λίγες οι περιπτώσεις όπου μπορεί να σπάσουν και οι δύο αλυσίδες 

(double strand break-DSB) κυρίως εξαιτίας ακτινοβολίας Χ (ionizing radiation) ή 

διάφορων χημικών (π.χ μπλεομυκινης). Ένας τρόπος για να επιδιορθωθούν προβλήματα 
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τέτοιου τύπου στη φάση G1 είναι μέσω της Μη ομόλογης ένωσης άκρων (Non 

homologous end joining) όπου τα άκρα που εκτίθενται απλά ενώνονται με την βοήθεια 

λιγάσης. Ο τρόπος αυτός βέβαια δεν είναι ο ιδανικός μια και συχνά νουκλεοτίδια 

χάνονται στο σημείο επιδιόρθωσης. Πιο ακριβής και αποτελεσματικός τρόπος 

επιδιόρθωσης μπορεί να επιτευχθεί με ομόλογο ανασυνδυασμό μεταξύ του σπασμένου 

χρωμοσώματος και της αδελφής χρωματίδας (φάση G2) ή μεταξύ του σπασμένου 

χρωμοσώματος και του ομολόγου του (μειωτική πρόφαση).  

Στο ερώτημα ποια είναι τα αρχικά χρωμοσωμικά σήματα που ¨αναγνωρίζονται¨ σε 

περίπτωση προβληματικής δομής του DNA η μη-αναδιπλασιασμένου DNA, διάφορες 

θεωρίες έχουν προταθεί. Το πιο πιθανόν είναι ότι, κάποιες πρωτεΐνες ενεργοποιούνται 

και στρατολογούνται στις προβληματικές περιοχές από πρωτεϊνικά συγκροτήματα τα 

οποία παρουσιάζουν συνάφεια με μη φυσιολογικές δομές DNA. Πιθανόν καθ΄ όλη την 

διάρκεια της ζωής του κυττάρου ένας μεγάλος αριθμός από πρωτεΐνες σαρώνει το 

γονιδίωμα με εξαιρετική ευαισθησία και ταχύτητα. Σε περίπτωση που έχουμε μια 

εκτεταμένη βλάβη στο DNA και χρειάζεται να σταματήσει ο κυτταρικός κύκλος τότε 

ενεργοποιείται ειδικός μηχανισμός απόκρισης που περιλαμβάνει την στρατολόγηση των 

κινασών ΑΤΜ και /ή ΑΤR οι οποίες με τη σειρά τους φωσφορυλιώνουν και 

ενεργοποιούν ποικίλες πρωτεΐνες και τις συγκεντρώνουν στην περιοχή βλάβης. Η ATR 

χρειάζεται για την απόκριση σε εκτεταμένη νουκλεοτιδική βλάβη σε σταματημένες 

διχάλες αντιγραφής, και σε DSB ενώ η ATM μόνο σε DSB (Abraham, 2001). 

ΑΤR έχει την δυνατότητα να αναγνωρίζει μονόκλωνο DNA. Το μονόκλωνο DNA 

μπορεί να προκύψει κατά την διάρκεια του ΝΕR (nucleotide excition repair), BER (Base 

excision repair), έκθεσης σε UV (υπεριώδης ακτινοβολία), αντιγραφής, γεγονός το οποίο 

εξηγεί γιατί έχει την δυνατότητα να αναγνωρίζει τόσες πολλές διαφορετικές μορφές 

βλαβών. Το πιο πιθανόν είναι ότι η ΑΤR στρατολογείται στο σημείο της βλάβης μέσω 

της αλληλεπίδρασης της με την RPA (replication protein A) (Zou and Elledge, 2003). Η 

RPA είναι ένα τριμερές σύμπλοκο με πρωταρχικό ρόλο στην αντιγραφή του DNA. 

Νημάτια RPA (RPA filaments) έχουν την ικανότητα να «σκεπάζουν» (coat) μονόκλωνες 

περιοχές DNA (ss-DNA). Με τον τρόπο αυτό συμβάλλουν στη δημιουργία δομών DNA-

πρωτεΐνης που λειτουργούν ως πομποί σημάτων για την στρατολόγηση της μηχανής 

επιδιόρθωσης του DNA (Branzei and Foiani, 2005).  
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Τα κύτταρα είναι γενικά πιο ευαίσθητα σε βλάβες κατά την φάση S και όχι κατά την 

G1. Μικροπροβλήματα στην δομή του DNA που συμβαίνουν κατά την G1 δεν επάγουν 

την στρατολόγηση της ΑΤR πιθανόν γιατί μέχρι να ξεκινήσει η αντιγραφή έχουν 

διορθωθεί. Αντίθετα η ΑΤR οπωσδήποτε στρατολογείται σε περίπτωση βλάβης κατά την 

φάση S όπου παρατηρείται εκτεταμένος σχηματισμός μονόκλωνου DNA διότι 

καθηλώνονται οι διχάλες επιδιόρθωσης του DNA. 

H ΑΤR κατά την φάση S έχει την δυνατότητα να αναγνωρίζει και DSB. Συγκεκριμένα 

αρχικά στο σημείο βλάβης στρατολογείται το σύμπλοκο Mre11–Rad50–Xrs2 (MRX στο 

σακχαρομύκητα ή ΜRN: Mre11–Rad50–Nbs1 στα θηλαστικά) το οποίο αναγνωρίζει και 

συγκρατεί τα δύο άκρα του σπασίματος. Επειδή στη φάση αυτή τα επίπεδα της Cdk 

(φάση S και μίτωση) είναι υψηλά το σύμπλοκο αυτό κάνει επανακοπή (resection) του 

DNA σχηματίζοντας μονόκλωνες περιοχές μέσω της υπομονάδας του Mre11. Κατόπιν ο 

μηχανισμός επιδιόρθωσης χρησιμοποιεί ως μήτρα την αδελφή χρωματίδα για την ακριβή 

επιδιόρθωση (όταν τα επίπεδα της Cdk είναι χαμηλά δηλαδή στην φάση G1, το 

σύμπλοκο συμπεριφέρεται διαφορετικά όπως θα δούμε παρακάτω) Από τα νημάτια RPA, 

ανεξάρτητα από την ΑΤR, στρατολογείται και το σύμπλοκο Rad24-RFC (replication 

FACTor C-like complex with Rad24). Το σύμπλοκο αυτό με τη σειρά του στρατολογεί 

το ετεροτριμερές σύμπλοκο σημείων έλεγχου Rad17/3/1 (Rad17, Mec3, και Ddc1 ή 

αλλιώς PCNA –like με ομόλογο στον άνθρωπο το σύμπλοκο 9-1-1) το οποίο σχηματίζει 

ένα δακτύλιο γύρω από την προβληματική περιοχή (Majka et al., 2006). Γι αυτό και 

κύτταρα που φέρουν μεταλλαγές στο RFC δεν έχουν την δυνατότητα να επιβραδύνουν 

την διαδικασία του διπλασιασμού (φάση S) σε περίπτωση βλάβης του DNA (Sugimoto et 

al., 1997).  

Η κινάση ΑΤΜ (στο σακχαρομύκητα Tel1) όπως προαναφέρθηκε στρατολογείται μόνο 

στην περίπτωση DSB. Για να στρατολογηθεί η ΑΤΜ απαιτείται να αναγνωρίσει το 

τριμερές σύμπλοκο MRΧ το οποίο έχει προηγουμένως στρατολογηθεί στο DSB. Στη 

συνέχεια λόγω της αλληλεπίδρασης με την υπομονάδα Χrs2 από μονομερές 

μετατρέπεται σε διμερές και αφού αυτοφωσφορυλιωθεί, φωσφορυλιώνει μια σειρά από 

άλλες πρωτεΐνες ξεκινώντας την απόκριση στη βλάβη (Lee and Paull, 2005). Στην φάση 

G1 η Cdk βρίσκεται σε χαμηλά ποσοστά οπότε η resection δράση του συμπλόκου MRΧ 

έχει κατασταλεί και επομένως το συγκεκριμένο σύμπλοκο μαζί με άλλες πρωτεΐνες 
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επιδιορθώνει απευθείας τα DSB με μη ομόλογη σύνδεση ακρών (non homologous end 

joining) (εικ.1.1.1) (Knop et al., 1999). 

 

 

 

Εικόνα 1.1.1: Απόκριση σε βλάβη DSB. To σύμπλοκο ΜRN του οποίου κεντρική υπομονάδα είναι η 

Rad50, στρατολογείται στην περιοχή βλάβης. Η Νbs1 (αποτελεί άλλη υπομονάδα του MRN) στρατολογεί 

την κινάση ATM. Η ΑΤΜ μετατρέπεται από ανενεργό διμερές σε αυτοφωσφορυλιωμένο ενεργό 

μονομερές και αρχίζει την απόκριση στη βλάβη. Στη φάση S αλλά και κατά την μίτωση (όχι στην φάση 

G1) η Cdk διευκολύνει την Mre11 (αποτελεί υπομονάδα του MRN) να ενεργοποιήσει την επανακοπή 

(resection) του DNA οδηγώντας σε ενεργοποίηση της ATR και των RPA. Στην περίπτωση αυτή η 

επιδιόρθωση επιτυγχάνεται μέσω ομόλογου ανασυνδυασμού (Morgan, 2006). 
 

Οι πρωτεΐνες ΑΤR και ΑΤΜ εκτός από ότι στρατολογούν μια σειρά από πρωτεΐνες με 

σκοπό να επιδιορθωθεί το DNA, ενεργοποιούν μέσω φωσφορυλίωσης και πρωτεΐνες 

όπως οι κινάσες Chk1 και η Rad53 (Chk2 στα θηλαστικά) οι οποίες μεταφέρουν το σήμα 

βλάβης σε πρωτεΐνες του συστήματος ελέγχου του κυτταρικού κύκλου (Pellicioli and 

Foiani, 2005). Σημαντικό ρόλο στην στρατολόγηση των κινασών αυτών στο σημείο 

βλάβης έχουν μια σειρά από πρωτεΐνες που καλούνται διαμεσολαβητές (mediator 

proteins) ή προσαρμοστές (adaptor proteins). Μια από τις πιο καλά μελετημένες 

πρωτεΐνες adaptor στο σακχαρομύκητα είναι η Rad9. 
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1.1.2 Πρωτεΐνη Rad9 

 

1.1.2α) Περιγραφή λειτουργικού-βιοχημικού ρόλου 

 

Μετά την πρόσδεση των συμπλόκων Rad17/3/1 και Rad24-RFC στρατολογείται στην 

περιοχή της βλάβης και η Rad9 (πιθανή ομόλογη της Rad9 στον άνθρωπο είναι η 

53BP1). Η πρωτεΐνη που την στρατολογεί δεν είναι γνωστή. Πιθανόν να στρατολογείται 

μέσω αλληλεπίδρασης της με την ATR καθώς και μέσω της αλληλεπίδρασης της και με 

άλλες τοπικές χρωματινικές πρωτεΐνες (Naiki et al., 2004). Μετά την πρόσδεση της στην 

προβληματική περιοχή η Rad9 υπερφωσφορυλιώνεται από την ΑΤR ή ΑΤΜ (η Rad9 

πρωτεΐνη είναι υποφωσφορυλιωμένη όταν το DNA δεν έχει υποστεί βλάβη) (Emili, 

1998; Vialard et al., 1998). Η υπερφωσφορυλίωση αυτή οδηγεί σε στρατολόγηση της 

Rad53 (checkpoint κινάση) από την Rad9 (εικ.1.1.2) (Blankley and Lydall, 2004). Η 

αλληλεπίδραση αυτή γίνεται μέσω αλληλεπιδράσεων των περιοχών FHA (fork head-

assosiated) της Rad53 και των φωσφορυλιωμένων περιοχών της Rad9 (εικ.1.1.3) 

(Schwartz et al., 2002).  

 

 
 

Εικόνα 1.1.2: Μοντέλο στρατολόγησης πρωτεϊνών σε περίπτωση βλάβης του DNA 
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Μέσω στοχευμένης μεταλλαξογενεσης (site directed mutagenesis), βρέθηκαν πολλές 

περιοχές της Rad9 που φωσφορυλιώνονται όταν το DNA υποστεί βλάβη και οι οποίες 

παίζουν σημαντικό ρόλο στην ενεργοποίηση της Rad53 (εικ.1.1.3). Τόσο η Rad53 όσο 

και η Rad9, εκτός από την ικανότητα που έχουν να αλληλεπιδρούν μεταξύ τους, έχουν 

την ικανότητα να κάνουν και ομότυπες αλληλεπιδράσεις (αλληλεπίδραση με τον εαυτό 

τους) (Ma et al., 2006; Soulier and Lowndes, 1999). Οι πιο πάνω αλληλεπιδράσεις 

πιθανόν να έχουν ως στόχο την συσσώρευση πολλών checkpoint πρωτεϊνών έτσι ώστε να 

ενισχύεται το σήμα βλάβης (Sweeney et al., 2005).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Εικόνα1.1.3: Απόκριση κινασών μετά από βλάβη στο DNA. Αρχικά στρατολογούνται ανεξάρτητα η 

ΑΤR από τις RPA στην περιοχή μονόκλωνου DNA, καθώς και το σύμπλοκο Ddc1-Mec3-Rad17 (9-1-1 

στον S.pombe) σε περιοχή κοντά στο σημείο βλάβης. Στη συνέχεια η ΑΤR φωσφορυλιώνει υπομονάδες 

του συμπλόκου Ddc1-Mec3-Rad17. Κατόπιν στρατολογείται η Rad9 πιθανόν μέσω αλληλεπιδράσεων είτε 

με την ATR είτε με το φωσφορυλιωμένο σύμπλοκο Ddc1-Mec3-Rad17 και ολιγομερίζεται. Το γεγονός 

αυτό οδηγεί σε στρατολόγηση της Rad53. H Rad53 φωσφορυλιώνεται από την ATR και ταυτόχρονα 

αυτοφωσφορυλιώνεται. Με τον τρόπο αυτό ενεργοποιείται και αποδεσμεύεται από το σύμπλοκο 

προκειμένου να επάγει το μονοπάτι επιδιόρθωσης (Morgan, 2006). 
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Για την βιοχημικό ρόλο της Rad9 μέχρι πρόσφατα ελάχιστα ήταν γνωστά. Το 2001 

απομονώθηκαν και χαρακτηρίστηκαν από τους Gilbert et al., δύο διαφορικά σύμπλοκα 

Rad9 (Venter et al., 2001). Το ένα απομονώθηκε από κύτταρα που δεν είχαν υποστεί 

ακτινοβόληση με UV και το δεύτερο από κύτταρα τα οποία είχαν υποστεί ακτινοβόληση 

με UV. Το μεν πρώτο ήταν μεγάλο περίπου 850kDa (τα στοιχεία δεν είναι γνωστά και 

πιθανόν να περιέχει Rad53) και υποφωσφορυλιωμένο ενω το άλλο ήταν μικρότερο 

περίπου 560kDa, υπερφωσφορυλιωμένο και περιείχε και Rad53. Στο μεν πρώτο δεν έχει 

ακόμα αποδοθεί κάποια βιοχημική ενεργότητα. Δεν έχει συμβεί όμως το ίδιο με το 

δεύτερο σύμπλοκο. Στην εικόνα 1.1.4 παρουσιάζεται ένα βιοχημικό μοντέλο της δράσης 

του μικρού συμπλόκου Rad9. 

Πιο αναλυτικά η βλάβη του DNA επάγει μέσω των Mec1/Tel1, φωσφορυλίωση του 

μεγάλου συμπλόκου (850kDa). Το γεγονός αυτό έχει ως συνέπεια την αναδιαμόρφωση 

του συμπλόκου στην υπερφωσφορυλιωμένη μορφή (560kDa). Η αναδιαμόρφωση 

εμπλέκει διάσπαση των ιοντοευαίσθητων Rad9-Rad9 αλληλεπιδράσεων και σχηματισμό 

ανθεκτικών αλληλεπιδράσεων στην περιοχή BRCT της Rad9 (van den Bosch and 

Lowndes, 2004). Πιθανόν στην διαδικασία αυτή να εμπλέκονται και μοριακοί συνοδοί 

όπως η Ssa1 και η Ssa2 (Toh and Lowndes, 2003). 

Κατόπιν ακολουθεί η αγκυροβόληση της Rad53 στο υπερφωσφορυλιωμένη Rad9 

γεγονός το οποίο αυξάνει την τοπική συγκέντρωση της Rad53 σε τέτοιο επίπεδο ώστε να 

επιτρέπεται η trans αυτοφωσφορυλίωση της. Η φωσφορυλίωση της Rad53 συνεπάγεται 

την απελευθέρωση της από το υπερφωσφορυλιωμένο σύμπλοκο της Rad9. Κατόπιν η 

ενεργοποιημένη Rad53 στοχεύει υποστρώματα τα οποία χρειάζονται για το σταμάτημα 

του κυτταρικού κύκλου και την έκφραση γονιδίων τα οποία χρειάζονται για την 

επιδιόρθωση του DNA (εικ.1.1.4) (Schwartz et al., 2002).  
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Εικόνα 1.1.4: Βιοχημικό μοντέλο δράσης της Rad9 (Toh and Lowndes, 2003). 

 

1.1.2β) Περιγραφή δομής της Rad9 

 

Το γονίδιο που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη Rad9 βρίσκεται στο χρωμόσωμα ΙV και η 

κωδικεύουσα περιοχή έχει μέγεθος 3930bp. Η πρωτεΐνη που προκύπτει αποτελείται από 

1309 αα και εντοπίζεται στον πυρήνα. Η προβλεπόμενη μοριακή της μάζα υπολογίζεται 

στα 148.4 kDa. Η Rad9 περιέχει δύο διαδοχικές επαναλήψεις της επικράτειας BRCT 

στην καρβοξυτελική της περιοχή. H περιοχή BRCT παρουσιάζει ομολογία με την 

καρβοξυτελική περιοχή της BRCA 1 (breast cancer associated 1) η οποία συναντάται στα 

θηλαστικά και ανήκει σε πρωτεΐνες της κατηγορίας των ογκοκατασταλέων (π.χ p53). Οι 

επικράτειες BRCT παίζουν ρόλο στον ολιγομερισμό της Rad9 που συμβαίνει όταν το 

DNA υποστεί βλάβη (Toh and Lowndes, 2003). Όπως προαναφέρθηκε, η πρωτεΐνη Rad9 

συναντάται τόσο σε υποφωσφορυλιωμένη όσο και σε υπερφωσφορυλιωμένη μορφή. 

Θέσεις που αποτελούν πιθανούς στόχους διαφόρων κινασών προκειμένου να 

φωσφορυλιωθεί η πρωτεΐνη φαίνονται στην (εικ.1.1.5). Συγκεκριμένα η Rad9 περιέχει 12 

πιθανούς στόχους για φωσφορυλίωση από την Cdc28 και 14 πιθανούς στόχους για 

φωσφορυλίωση από τις ΡΙΚΚs (Mec1/Tel1), έξι από τους οποίους περιέχονται στην S/T-
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Cluster Domain -περιοχή (SCD). Επιπλέον η Rad9, παρουσιάζει θέσεις σήματος NLS 

(nuclear localization signal), μέσω των οποίων οδηγείται στον πυρήνα. Στην 

καρβοξυτελικό της άκρο εντοπίζεται επίσης και η περιοχή μέσω της οποίας αλληλεπιδρά 

με την Rad53 η οποία όπως προαναφέρθηκε αποτελεί βασικό μόριο στον καταρράκτη 

που ενεργοποιείται όταν το DNA υποστεί βλάβη (εικ. 1.1.5) (Toh and Lowndes, 2003). 

 

 
 

Εικόνα1.1.5: Περιγραφή δομής της Rad9 (Toh and Lowndes, 2003) 

. 
Στην Rad9 τέλος συναντάται μια επικράτεια η οποία καλείται tudor και δομικά μοιάζει 

με περιοχή που εντοπίζεται τόσο στην 53BP1 (άνθρωπος) όσο και στο Crb2 (fission 

yeast). Η περιοχή αυτή εντοπίζεται μεταξύ των αμινοξέων 754 και 947 και είναι 

σημαντική για την επιβίωση του Saccharomyces cerevisiae σε διάφορες συνθήκες stress. 

(Grenon et al., 2007; Hammet et al., 2007; Lancelot et al., 2007). 

 

1.1.3 Τροποποιήσεις ιστονών κατά την διάρκεια βλάβης DNA. 

 

Όταν το DNA υποστεί βλάβη, εκτός από την σηματοδότηση και την ενεργοποίηση 

πολλών πρωτεϊνών παρατηρούνται και τροποποιήσεις ιστονών στη συγκεκριμένη 

περιοχή. Μια από τις τροποποιήσεις αυτές είναι η φωσφορυλίωση της σερίνης 129 της 

ιστόνης H2AX (histone variant). Η φωσφορυλιωμένη H2AX (γ-H2AX), μπορεί να 

ανιχνευτεί σύντομα από τη στιγμή που το DNA θα υποστεί βλάβη. Η συγκεκριμένη 

τροποποίηση ανιχνεύεται σε μεγάλη περιοχή γύρω από το σημείο που έχει DSB περίπου 

1 Mb σε θηλαστικά κύτταρα και 50–100 kb στον ζυμομύκητα (Rogakou et al., 1999). 

Έχει δειχτεί ότι η γ-H2AX συνεισφέρει στην επιδιόρθωση του DNA και η ύπαρξη της 
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συγκεκριμένης μορφής ιστόνης παίζει σημαντικό ρόλο στην επιβίωση των κυττάρων 

όταν αυτά έρθουν σε επαφή με παράγοντες επιβλαβείς για το DNA (Downs et al., 2000).  

Σημαντικό ρόλο επίσης φαίνεται να παίζει η γ-H2AX στη στρατολόγηση τόσο της 

πρωτεινης ελεγχου του κυτταρικου κυκλου Rad9 όσο και αναδιαμορφωτών χρωματίνης, 

όπως Ino80, Rvb1, NuA4 και Swr1 στην περιοχή που φέρει το DSB (Downs et al., 2004; 

Hammet et al., 2007; Morrison et al., 2004). 

Πάντως φαίνεται πως η συγκεκριμένη ιστονική τροποποίηση έχει σημαντικό ρόλο κατά 

την επιδιόρθωση DSB μέσω των αδελφών χρωματίδων (Strom et al., 2004). Κύτταρα τα 

οποία εκφράζουν μη φωσφορυλιωμένη ιστόνη H2A-S129A επιδιορθώνουν φυσιολογικά 

DSB που προκύπτουν κατά την μείωση και κατά τον επαγόμενο από την ενδονουκλεάση 

HO ανασυνδυασμό.  

Επίσης στην περιοχή της βλάβης εντοπίζεται και φωσφορυλίωση της σερίνης 1 της 

ιστόνης Η4 στο σακχαρομύκητα (Ross-Macdonald et al., 1999). Η τροποποίηση αυτή 

εμφανίζεται κάπως αργότερα και εξαρτάται από την κινάση ΙΙ κασεΐνη (CKII). Το πώς η 

CKII ενεργοποιείται από την βλάβη του DNA δεν είναι ακόμα γνωστό και επίσης δεν 

είναι γνωστό αν η συγκεκριμένη τροποποιημένη ιστόνη συνεισφέρει στην επιδιόρθωση 

της βλάβης ή στο σταμάτημα του κυτταρικού κύκλου (Ross-Macdonald et al., 1999). 

Άλλες τροποποιήσεις που φαίνεται να έχουν ρόλο στον έλεγχο του κυτταρικού κύκλου 

(checkpoint function) είναι η μεθυλίωση της H3 στη λυσίνη 79 (H3-K79Me). Την 

συγκεκριμένη τροποποίηση φαίνεται να αναγνωρίζει η περιοχή Tudor της πρωτεΐνης 

Rad9. Η συγκεκριμένη τροποποίηση συνεισφέρει στο να στρατολογηθεί η Rad9 στο 

σημείο βλάβης DSB (Huyen et al., 2004; Winzeler et al., 1999b). Υπεύθυνη για την 

τροποποίηση αυτή είναι η μεθυλοτρανσφεράση Dot1. Αφαίρεση της Dot1 οδηγεί σε 

απαλοιφή της τροποποίησης H3-K79Me και το γεγονός αυτό οδηγεί σε προβληματικό 

έλεγχο σε διάφορα σημεία (defects in several checkpoints), πιθανόν λόγω προβληματικής 

στρατολόγησης της Rad9 (Giannattasio et al., 2005; Winzeler et al., 1999b). Πάντως 

πρόσφατα δημοσιευτήκαν πειράματα in vitro στα οποια αμφισβητειται η ικανότητα της 

Rad9 να αλληλεπιδρά με διμεθυλιωμένη στην ιστόνη Η3 λυσίνη Κ79.μεσω της 

επικράτειας της tudor (Lancelot et al., 2007). 

Στον S. pombe η μεθυλίωση της λυσίνης 20 της ιστόνης H4 (H4-K20Me) επίσης 

συμβάλλει στην στρατολόγηση της Crb2 (ομόλογη της S.c Rad9) στην περιοχή βλάβης 
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DNA (Sanders et al., 2004). Ωστόσο, ούτε η H4-K20Me στον S. pombe ούτε η H3- 

K79Me στον S. cerevisiae επάγονται από την βλάβη του DNA. Αντίθετα υπάρχουν σε 

βασικά επίπεδα στη φυσιολογική χρωματίνη (Sanders et al., 2004; van Leeuwen et al., 

2002; Winzeler et al., 1999b). Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι η στρατολόγηση της 

Rad9 στη συγκεκριμένη περιοχή απαιτεί τοπική αποσυμπύκνωση της χρωματίνης έτσι 

ώστε να εκτεθεί η συγκεκριμένη τροποποίηση (Sanders et al., 2004). Η ακετυλίωση της 

ιστόνης H3 στη λυσίνη 56 (H3-K56Ac) μπορεί να επάγει την προσβασιμότητα των 

πρωτεϊνών στη χρωματίνη. Ωστόσο η τροποποίηση φαίνεται να αναγνωρίζεται μόνο από 

πρωτεΐνες επιδιόρθωσης και όχι από πρωτεΐνες ελέγχου (Masumoto et al., 2005). 

Πολύ πρόσφατα δείχθηκε στα θηλαστικά ότι η γ-H2AX αναγνωρίζεται από την MDC1, 

η οποία επίσης είναι πρωτεΐνη adaptor και περιέχει μια BRCT επικράτεια (domain). 

Πιθανόν η πρωτεΐνη αυτή να λειτουργεί ανάλογα με την Rad9 (Lou et al., 2006; Stucki et 

al., 2005). Συνεπώς πολλές διαφορετικές χρωματινικές τροποποιήσεις φαίνεται να έχουν 

ρόλο στην στρατολόγηση πρωτεϊνών για την επιδιόρθωση της βλάβης αλλά και για το 

σταμάτημα του κυτταρικού κύκλου (εικ.1.1.6).  
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.1.6: Σχηματική αναπαράσταση του σηματοδοτικού μονοπατιού που επάγεται σε περίπτωση 

δίκλωνου σπασίματος DNA (Harrison and Haber, 2006) 
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1.1.4 Ρόλος του (μιτωτικού) μηχανισμού επιδιόρθωσης κατά την μείωση  

 

Ο ανασυνδυασμός είναι ένα σημαντικό και απαραίτητο χαρακτηριστικό των 

περισσότερων ευκαρυωτικών οργανισμών. Διασφαλίζει τον σωστό διαχωρισμό των 

χρωμοσωμάτων κατά την μείωση Ι με το να παρέχει φυσικούς συνδέσμους μεταξύ 

ομόλογων χρωμοσωμάτων. Επίσης ο ανασυνδυασμός έχει ως αποτέλεσμα την ανταλλαγή 

και την επαναταξινόμηση της πληροφορίας κατά μήκος των χρωμοσωμάτων (Hawley et 

al 1989). Ο τρόπος με τον οποίο γίνεται ο μειωτικός ανασυνδυασμός ήταν και είναι 

αντικείμενο μελέτης. 

Απαραίτητο για να μπορέσουν να συνδεθούν τα ομόλογα χρωμοσώματα και να 

παραταχθούν σωστά κατά την μετάφαση Ι είναι να συμβούν στο γονιδίωμα DSB. Ο 

μειωτικός ανασυνδυασμός ξεκινάει από το ένζυμο Spo11 (topoisomerase-like enzyme) 

το οποίο εισάγει DSB στο DNA. Κατόπιν ακολουθεί επανακοπή (resection) έτσι ώστε να 

δημιουργηθεί μονόκλωνο DNA (ssDNA) (Keeney, 2001). Ακολούθως άλλες πρωτεΐνες 

όπως η Rad51 και η Dmc1 επιδιορθώνουν την βλάβη χρησιμοποιώντας ως μήτρα 

ομόλογη περιοχή που συνήθως προέρχεται από ομόλογο χρωμόσωμα και όχι από αδελφή 

χρωματίδα (Schwacha and Kleckner, 1997). Σημαντικό ρόλο στο να επιλεχθεί ως μήτρα 

επιδιόρθωσης το ομόλογο χρωμόσωμα φαίνεται να παίζει η κινάση Mek1, η οποία 

εμποδίζει την χρησιμοποίηση της αδελφής χρωματίδας ως μήτρα (Niu et al., 2005). 

Καθώς γίνεται επεξεργασία του DSB δημιουργείται κατά μήκος των μειωτικών 

χρωμοσωμάτων μια πρωτεϊνική δομή (meiosis specific proteinaceous structure) που 

καλείται συναπτονημικό σύμπλοκο (synaptonemal complex -SC). Το SC, στοιχεία του 

οποίου αποτελούν οι πρωτεΐνες Zip1, Zip2, Zip3, Mer3 και Msh3, συναρμολογείται 

μεταξύ ζευγών ομόλογων χρωμοσωμάτων φέρνοντας απέναντι τις ομόλογες περιοχές 

(εικ.1.1.7) (Page and Hawley, 2004). 
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Εικόνα1.1.7: Σχηματική απεικόνιση του ομόλογου ανασυνδυασμού κατά την μείωση (Hochwagen and 

Amon, 2006) 
 

Ωστόσο επειδή τα DSB που συμβαίνουν κατά τον μειωτικό ανασυνδυασμό 

εμπερικλείουν υψηλή πιθανότητα κινδύνου (π.χ. απώλεια χρωμοσωμικού βραχίονα) 

απαραίτητη είναι η στρατολόγηση μηχανισμών επιτήρησης στις συγκεκριμένες περιοχές 

καθώς και πρωτεϊνών που ως στόχο έχουν το σταμάτημα του κυτταρικού κύκλου σε 

περίπτωση που η χρωμοσωμική ανταλλαγή δεν επιτελείται σωστά (εικ.1.1.7) (Borner, 

2006).  
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Εικόνα1.1.8: Μηχανισμοί επιτήρησης του ομόλογου ανασυνδυασμού κατά την μείωση (Hochwagen and 

Amon, 2006) 

 

Υπάρχουν πειραματικά στοιχεία που δείχνουν ότι, ο μηχανισμός επιτήρησης του 

μειωτικού ανασυνδυασμού, επιδιόρθωσης τυχόν προβλημάτων και, σε περίπτωση 

ανάγκης σταματήματος του κυτταρικού κύκλου είναι αντίστοιχος με αυτόν του 

μιτωτικού κύκλου. Υπάρχουν όμως και πρωτεΐνες του επιδιορθωτικού μηχανισμού όπως 

για παράδειγμα η Rad17 και η Rad24 που έχουν σημαντικό ρόλο στην διεκπεραίωση του 

«χωρίς προκλήσεις» (unchallenged) μειωτικού ανασυνδυασμού (Shinohara et al., 2003). 

Το ίδιο βρέθηκε πρόσφατα μέσω γενετικών πειραμάτων και για την κινάση Mec1 η 

οποία φαίνεται να παίζει ένα μη αναμενόμενο θετικό ρόλο κατά την διεκπεραίωση της 

φυσιολογικής μείωσης (Carballo and Cha, 2007). Η Rad9 φαίνεται να δρα σε περίπτωση 

προβληματικού μειωτικού ανασυνδυασμού επάγοντας το σταμάτημα του κυτταρικού 

κύκλου προκειμένου να διορθωθεί η βλάβη. 
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1.2 Αποτελέσματα  
 

1.2.1 Ο μεταγραφικός παράγοντας Mac1 αλληλεπιδρά με την φωσφοπρωτεΐνη 

Rad9 in vivo 

 

H αρχική διερεύνηση της ύπαρξης αλληλεπίδρασης μεταξύ των Mac1 και Rad9 που 

έγινε in vivo, με το σύστημα των δύο υβριδίων μέσω προσδιορισμού της ενεργότητας β-

γαλακτοσιδάσης, έδωσε θετικά αποτελέσματα. Συγκεκριμένα ανιχνεύσαμε 

αλληλεπίδραση μεταξύ του καρβοξυτελικού άκρου της Rad9 (αμινοξέα 651-1310) το 

οποίο ήταν κλωνοποιημένο έτσι ώστε να εκφράζει υβριδική πρωτεΐνη με την περιοχή 

ενεργοποίησης της Gal4 (Gal4ΑD C-Rad9) και του Mac1 ο οποίος ήταν κλωνοποιημένος 

έτσι ώστε να σχηματίζει υβριδική πρωτεΐνη με την περιοχή πρόσδεσης στο 

DNA(LexADBD-Mac1) (Α. Βουτσινά). Τα αποτελέσματα του πειράματος φαίνονται 

στην εικόνα 1.2.1. 
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Εικόνα 1.2.1: In vivo αλληλεπίδραση της Rad9 με τον Mac1 με το σύστημα δύο υβριδίων. Οι 

έλεγχοι των αλληλεπιδράσεων πραγματοποιήθηκαν σε θρεπτικό μέσο SCBCS με μέτρηση της 

ενεργότητας β-γαλακτοσιδάσης υγρών καλλιεργειών μετασχηματισμένων κυττάρων στα οποία 

εκφράστηκαν τα δύο υποψήφια αλληλεπιδρώντα πεπτίδια. Η εκτίμηση για την ύπαρξη ή όχι 

αλληλεπίδρασης, στις συγκεκριμένες πειραματικές συνθήκες, βασίστηκε στη σύγκριση της 

ενεργότητας κυττάρων στα οποία εκφράστηκαν και τα δύο πεπτίδια με την αντίστοιχη κυττάρων στα 

οποία εκφράστηκε μόνο το προσδενόμενο στο DNA. Το γονίδιο αναφοράς LacZ στο πλασμίδιο 

pJK103, περιέχει υποκινητή με τέσσερα αλληλεπικαλυπτόμενα σημεία πρόσδεσης της πρωτεΐνης 

LexA αριστερά του CUC1 TATA (box4xLexAop-CYC12xUAS+TATA-LacZ) 
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Με βάση τα παραπάνω, πραγματοποιήσαμε πειράματα συγκατακρήμνισης in vivo σε 

εκχύλισμα κύτταρων rad9Δ στα οποία εκφραζόταν η ενδογενής πρωτεΐνη Mac1 με 

επίτοπο 9Myc και η πρωτεΐνη Flag-Rad9 σε πλασμίδιο πολλών αντιγράφων (multi-copy). 

Το συγκεκριμένο πείραμα ανοσοκατακρήμνισης πραγματοποιήθηκε σε τέσσερις 

διαφορετικές συνθήκες [SC, (0.25μM CuSO4), συνθήκες έλλειψης χαλκού (SCBCS) 

όπου ο Mac1 είναι ενεργός, συνθήκες έλλειψης χαλκού (BCS) σε συνδυασμό με 

συνθήκες stress (0.3mM H2O2) όπου η φωσφορυλιωμένη Rad9 είναι απαραίτητη, καθώς 

και συνθήκες περίσσειας χαλκού όπου ο Mac1 παύει να είναι ενεργός (εικ.1.2.2).  

Παρατηρήθηκε αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών Mac1-Rad9 και στις τέσσερις 

διαφορετικές συνθήκες πιθανόν εξαιτίας της υπερέκφρασης της Flag-Rad9. Ως θετικός 

μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε εκχύλισμα από στελέχη rad9Δ στα οποία εκφραζόταν η 

ενδογενής πρωτεΐνη Rad53 με επίτοπο 9Myc και η πρωτεΐνη Flag-Rad9 σε πλασμίδιο 

πολλών αντιγράφων (Sun et al., 1998). Ως αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκαν 

πρώτον εκχύλισμα από στελέχη rad9Δ στα οποία εκφραζόταν η ενδογενής πρωτεΐνη 

Mac1 με 9Myc και ο επίτοπος Flag σε πλασμίδιο πολλών αντιγράφων με σκοπό την 

επιβεβαίωση μη αλληλεπίδρασης μεταξύ Flag και Mac1-9Myc και δεύτερον εκχύλισμα 

από στελέχη rad9Δ στα οποία εκφραζόταν η ενδογενής πρωτεΐνη Ηis3 με επίτοπο 9Myc 

και η πρωτεΐνη Flag-Rad9 σε πλασμίδιο πολλών αντιγράφων όπου και επιβεβαιώθηκε 

έμμεσα η μη αλληλεπίδραση της Rad9 με τον επίτοπο 9Μyc (τα αποτελέσματα δεν 

δείχνονται). 

 

 

 

 
 

Εικόνα 1.2.2: Ιn vivo αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών Mac1-9Myc και Flag-Rad9 σε τέσσερις 

διαφορετικές συνθήκες Κυτταρικά εκχυλίσματα από στέλεχος rad9Δ που αναπτύχθηκε σε τέσσερις 

διαφορετικές συνθήκες (1:SC, 2:SCBCS, 3:SCBCSH2O2, 4:SCCu). και στο οποίο συνεκφράστηκαν οι 

Flag-Rad9 ή η Flag επισωμικά και Mac1-9Myc χρωμοσωμικά, επωάστηκαν με αντίσωμα anti-flag και 

σφαιρίδια σεφαρόζης. Οι πρωτεΐνες που δεσμεύτηκαν στα σφαιρίδια αναλύθηκαν με SDS-PAGE και η 

Mac1-9Myc ανοσοανιχνεύτηκε με το αντίσωμα anti-Myc. 
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1.2.2 Ο Mac1 αλληλεπιδρά άμεσα με την περιοχή BRCT της Rad9 in vitro  

 

Στη συνέχεια, προχωρήσαμε στη διερεύνηση του κατά πόσο οι in vivo αλληλεπιδράσεις 

που περιγράφτηκαν παραπάνω, αντανακλούν άμεση επαφή μεταξύ των εμπλεκομένων 

πρωτεϊνών. Για το λόγο αυτό, εξετάσαμε αν οι «καθαρές» πρωτεΐνες GST-N-Mac1 και 

GST-CMac1, GST– Mac1 (287-417aa) και GST – Mac1 (40-257αα) που παράχθηκαν σε 

βακτήρια, μπορούν να αλληλεπιδράσουν in vitro χωρίς την ταυτόχρονη παρουσία άλλων 

πρωτεϊνών της ζύμης, με τις επίσης «καθαρές» βακτηριακής προέλευσης 6xHis-Rad9, 

6xHis-N-Rad9, 6xHis-C-Rad9 και 6xHis -Rad9-BCT (εικ. 1.2.4). 

 

 
 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.2.3: Διαγραμματική αναπαράσταση της πρωτεϊνικής αλληλουχίας του Mac1 (αριστερά) 

(Γ.Βολουδάκης, Δ. Αλεξανδράκη) και της Rad9 (δεξιά) (Toh and Lowndes, 2003). 

 

Ολόκληρη η πρωτεΐνη Mac1 δεν κατέστη δυνατό να παραχθεί σε βακτήρια.. Όπως 

φαίνεται από τη εικόνα 1.2.4A η καρβοξυτελική περιοχή της Rad9 (6xHis-CRad9) καθώς 

και η ΒRCT περιοχή η οποία βρίσκεται στο καρβοξυτελικό άκρο της Rad9 (6xHis- 

Rad9-BRCT) αλληλεπιδρούν με τον Mac1 και όχι η αμινοτελική περιοχή της Rad9 

(6xHis-NRad9). Από την εικόνα 1.2.4B φαίνεται ότι η BRCT αλληλεπιδρά τόσο με το 
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GST-NMac1 όσο και με το GST-Mac1 (287-417αα) και όχι με το GST-CMac1 ή το 

GST-Mac1 (140-257αα). 

 

A 

 

Β 

 

Εικόνα 1.2.4: Αλληλεπίδραση της Rad9 με τον Μac1 in vitro: Πεπτίδια GST ή GST-Mac1(1-159) ή 

GST-Mac1(159-417) ή GST-Mac1(287-417) ή GST-Mac1(41-257) δεσμευμένα σε σφαιρίδια 

γλουταθειόνης επωάστηκαν με καθαρισμένα, συγχωνευμένα με 6xHis, παράγωγα της Rad9 και 

αναλύθηκαν με SDS-PAGE και ανοσοανίχνευση με χρήση του αντισώματος anti-His. Η στήλη input 

περιέχει 20% του συνολικού ποσού του κάθε συντηγμένου με 6xHis πεπτιδίου. Οι πολλαπλές ζώνες 

στην εικόνα Α κάτω από τις ζώνες που έχουν σημανθεί με αστερίσκους αντιστοιχούν σε προϊόντα 

αποικοδόμησης της Rad9. Αριστερά πάνω, φαίνεται το ηλεκτροφόρημα των GST πεπτιδίων που 

χρησιμοποιήθηκαν (χρησιμοποιήθηκε υποδεκαπλάσια ποσότητα) Αριστερά κάτω, φαίνεται το 

ηλεκτροφόρημα των συντηγμένων με 6xHis πεπτιδίων που χρησιμοποιήθηκαν. 
 

Όπως είναι αναμενόμενο τα παράγωγα της πρωτεΐνης Rad9 σε σύντηξη με τον επίτοπο 

6xHis δεν αλληλεπιδρούν με τον επίτοπο GST (αρνητικό control). Τα πιο πάνω 

πειράματα υποδηλώνουν άμεση αλληλεπίδραση μεταξύ των πλούσιων σε κυστεΐνες 

περιοχών του Mac1 και της BRCT περιοχής του Rad9 Η αλληλεπίδραση της Rad9 τόσο 

με την καρβοξυτελική οσο και με την αμινοτελική περιοχή του Mac1 υπονοεί αρνητική 

δράση της Rad9 στον Mac1 (εικ. 1.2.5). Τα αποτελέσματα των προαναφερθέντων 

ΥΥπποοππεερριιοοχχέέςς  ττηηςς  RRaadd99  
 (6xhis) 

(1-504) (505-1310) (996-1310) 

ΥΥπποοππεερριιοοχχέέςς  ττοουυ  MMaacc11  
 (GST) 

 (1-159) (159-417) (287-417) (41-257) 
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πειραμάτων επιβεβαίωσαν την αλληλεπίδραση Rad9-Mac1 και ταυτόχρονα αποτέλεσαν 

βάση για περαιτέρω διερεύνηση πιθανού ρόλου της στην μεταγραφή των Μac1 

ρυθμιζόμενων γονιδίων.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Εικόνα 1.2.5: Μοντέλο αλληλεπίδρασης της Rad9 με τον Μac1 με βάση τις in vitro 

αλληλεπιδράσεις: Διαγραμματική απεικόνιση της άμεσης αλληλεπίδρασης μεταξύ των πλούσιων σε 

κυστεΐνες περιοχών του Mac1 και της περιοχής BRCT της Rad9 (Δ. Αλεξανδράκη) 

 

 

1.2.3 Η Rad9 στρατολογείται στους υποκινητές CTR1 και FRE1 σε συνθήκες 

επαγωγής και η στρατολόγηση αυτή εξαρτάται από την παρουσία του Mac1. 

 

Η αποκάλυψη και επιβεβαίωση της αλληλεπίδρασης των Mac1-Rad9 μας ώθησε να 

διερευνήσουμε αν η Rad9 παίζει κάποιο ρόλο στην μεταγραφική ρύθμιση γονιδίων τα 

οποία ελέγχονται από τον Mac1. Προκειμένου να ελεγχθεί η υπόθεση αυτή 

πραγματοποιήθηκε πείραμα συνανοσοκατακρήμνισης χρωματίνης (ChIP) σε κύτταρα τα 

οποία είχαν αναπτυχθεί σε φυσιολογικές συνθήκες (SC 0.25 μΜ CuSO4), σε επαγωγικές 

συνθήκες (SC 100 μΜ BCS) και σε συνθήκες καταστολής της μεταγραφής (SC 10 μΜ 

CuSO4). Παρατηρήσαμε ότι η πρωτεΐνη Rad9-9Myc στρατολογείται τόσο στον 

υποκινητή του CTR1 όσο και του FRE1 και μάλιστα η στρατολόγηση αυτή εξαρτάται 

από την παρουσία του Mac1 μια και σε στελέχη mac1Δ η πρωτεΐνη Rad9-9Myc δεν 
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ανιχνεύεται στους Μac1 ρυθμιζόμενους υποκινητές σε καμία από τις προαναφερθείσες 

συνθήκες (εικ. 1.2.6). 
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Εικόνα 1.2.6: Στρατολόγηση της Rad9-9Myc στους υποκινητές CTR1 και FRE1. Κύτταρα αγρίου 

τύπου και mac1Δ, που συνεκφράζουν την Rad9-9Myc και αναπτύχθηκαν σε SCCu, SC και SCBCS 

υποβλήθηκαν σε ανάλυση ChIP με αντίσωμα anti-Myc. Το ανοσοκατακρημνισμένο (IP) και το αρχικό 

(input) DNA αναλύθηκαν με real-time PCR, με την χρήση ειδικών εκκινητών για τους υποκινητές CTR1, 

FRE1 και την κωδική περιοχή του PHO5. Εδώ, παρουσιάζονται οι λόγοι IP/input του CTR1 ή FRE1 σε 

κάθε στέλεχος, κανονικοποιημένοι ως προς τους αντίστοιχους της PHO5 (μη μεταγραφόμενο γονίδιο στις 

ελεγχόμενες συνθήκες). Κανονικοποιήσεις έγιναν επίσης με κωδικές περιοχές των ΑCT1 και ΤRP3 

(διαρκώς μεταγραφόμενα γονίδια) στις οποίες δεν στρατολογείται η Rad9 και ελήφθησαν αντίστοιχα 

αποτελέσματα (δεν δείχνονται). 

 

Επιπλέον διαπιστώσαμε ότι η στρατολόγηση της Rad9-9Myc αυξανόταν ποσοτικά σε 

συνθήκες επαγωγής (SCBCS) ακολουθώντας το ποσό εντοπισμένου Mac1 (εικ. 1.2.6). 

Επίσης διαπιστώσαμε ότι, η Rad9 εντοπίζεται στον υποκινητή του CTR1 όταν το γονίδιο 

ρυθμίζεται από την μεταλλαγμένη πρωτεΐνη Mac1up (μεταλλαγή που οδηγεί σε διαρκώς 

μεταγραφόμενο CTR1-τα αποτελέσματα δεν δείχνονται). 

Επομένως από τα παραπάνω αποκαλύπτουμε μια νέα ιδιότητα της Rad9, τον εντοπισμό 

της σε ενεργώς μεταγραφόμενα γονίδια που ρυθμίζονται από συγκεκριμένο μεταγραφικό 

παράγοντα. 

.
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1.2.4 Η πρωτεΐνη Rad9 έχει αρνητική δράση τόσο στην δυνατότητα πρόσδεσης του 

Mac1 στο DNA όσο και στην μεταγραφική του ενεργότητα. 

 

Έχοντας ως στόχο να αναλύσουμε λειτουργικά την στρατολόγηση της Rad9 στους 

Mac1 ρυθμιζόμενους υποκινητές, πραγματοποιήσαμε το αντίστροφο πείραμα 

συνανοσοκατακρήμνισης σε χρωματίνη (ChIP), δηλαδή εξετάσαμε αν η στρατολόγηση 

της Mac1-9Myc επηρεάζεται όταν απουσιάζει η Rad9. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι σε 

στελέχη rad9Δ η στρατολόγηση του Mac1-9Myc σε συνθήκες επαγωγής είναι αυξημένη 

στους υποκινητές των CTR1 και FRE1 (εικ.1.2.7) 
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Εικόνα 1.2.7: Στρατολόγηση του Mac1-9Myc στους υποκινητές CTR1 και FRE1 απουσία Rad9. 

Κύτταρα αγρίου τύπου (WT) και rad9Δ, που συνεκφράζουν την Mac1-9Myc και αναπτύχθηκαν σε 

SCBCS υποβλήθηκαν σε ανάλυση ChIP με αντίσωμα anti-Myc. Το ανοσοκατακρημνισμένο (IP) και το 

αρχικό (input) DNA αναλύθηκαν με real-time PCR με την χρήση ειδικών εκκινητών για τους υποκινητές 

CTR1, FRE1 και της κωδικής περιοχής του PHO5. Εδώ, παρουσιάζονται οι λόγοι IP/input του CTR1 ή 

FRE1 σε κάθε στέλεχος, κανονικοποιημένοι ως προς τους αντίστοιχους για το PHO5 (μη μεταγραφόμενο 

γονίδιο).  

 

Εξαιτίας του παραπάνω αποτελέσματος υποθέτουμε ότι η Rad9 ρυθμίζει αρνητικά τον 

Mac1 με μείωση την πρόσδεση του στο DNA. Στη συνέχεια εξετάσαμε αν η 

μεταγραφική ενεργότητα του Mac1 επηρεάζεται από την απουσία της Rad9. 

Πραγματοποιήθηκαν πειράματα ενός υβριδίου (one-hybrid) (LexAMac1) με τη μέθοδο 

ανίχνευσης μάρτυρα με δοκιμασία ενεργότητας της β-γαλακτοσιδάσης σε υγρή 

καλλιέργεια. Ο Mac1 και ο C-Mac1 (που περιέχει την περιοχή με την δυνατότητα 
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ενεργοποίησης της μεταγραφής) παρουσίασαν υψηλότερη μεταγραφική ενεργότητα σε 

στελέχη rad9Δ σε σχέση με τα στελέχη αγρίου τύπου. Αυτό δείχνει ότι η πρωτεΐνη Rad9 

δρα ανασταλτικά στη μεταγραφική ενεργότητα του Mac1 (εικ.1.2.8). 
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Εικόνα 1.2.8: Μέτρηση της μεταγραφικής ενεργότητας του Mac1 απουσία της Rad9. Ενεργότητα β-

γαλακτοσιδάσης σε στέλεχος αγρίου τύπου και σε στέλεχος rad9Δ τα οποία μετασχηματίστηκαν 

ταυτόχρονα με πλασμίδιο που φέρει το υβριδικό γονίδιο αναφοράς 4xLexAop-CYC12xUAS+TATA-LacZ 

(pJK103) και με πλασμίδιο έκφρασης LexA-Μac1 ή LexA-NΜac1 ή LexA-CΜac1 ή LexA και 

αναπτύχθηκαν σε SC.  

 

Προκειμένου να ενισχυθούν περαιτέρω τα παραπάνω ευρήματα μετρήσαμε τα επίπεδα 

του ολικού RNA των CTR1 και FRE1 σε φυσιολογικές συνθήκες και σε συνθήκες 

επαγωγής σε στελέχη αγρίου τύπου σε στελέχη με έλλειψη του RAD9 (rad9Δ) και σε 

στελέχη όπου η Rad9 υπερεκφραζόταν (επισωμικό Flag-Rad9). Παρατηρήσαμε ότι η 

μεταγραφή των συγκεκριμένων γονιδίων σε συνθήκες επαγωγής και ελαφρώς αυξημένη 

όταν απουσίαζε η Rad9 και ελαφρώς μειωμένη όταν η Rad9 υπερεκφραζόταν (εικ. 1.2.9).  
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Εικόνα 1.2.9: Επίδραση της Rad9 στη μεταλλορυθμιζόμενη μεταγραφή. Ανάλυση Northern ολικού 

RNA από τα ενδεικνυόμενα στελέχη που αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό μέσο με επάρκεια μετάλλων (SC) ή 

έλλειψη χαλκού (SCBCS), με χρήση ραδιοσημασμένων ανιχνευτών για τα γονίδια CTR1 και CMD1 

(εσωτερικός ποσοτικός δείκτης). Οι ζώνες ποσοτικοποιήθηκαν στον PhosphorImager με χρήση του 

κατάλληλου λογισμικού (Image-Quant). Οι στήλες αντιπροσωπεύουν τους λόγους έντασης των 

αντίστοιχων ζωνών (κανονικοποιημένα επίπεδα mRNA). 

 

Παρά το γεγονός ότι τα αποτελέσματα μας δείχνουν ότι η επίδραση της Rad9 στην 

Mac1 ρυθμιζόμενη μεταγραφή δεν είναι μεγάλη ωστόσο ενισχύουν τα αποτελέσματα των 

προαναφερθέντων πειραμάτων που αποκαλύπτουν ότι η Rad9 έχει αρνητική δράση τόσο 

στην δυνατότητα πρόσδεσης όσο και στην μεταγραφική ενεργότητα του Mac1.  

 

 

1.2.5 Η Rad9 στρατολογείται στην κωδική περιοχή του γονιδίου CTR1 

ακολουθώντας το πρότυπο στρατολόγησης της RNA πολυμεράσης II. 

 

Προκειμένου να διερευνήσουμε ακόμα περισσότερο το ρόλο που μπορεί να έχει μια 

πρωτεΐνη όπως η Rad9 στην μεταγραφή του CTR1 ελέγξαμε την προσβασιμότητα της 

στην κωδική περιοχή του γονίδιου αυτού. Κίνητρο για τα συγκεκριμένα πειράματα 

αποτέλεσε το γεγονός ότι πρωτεΐνες όπως η Asf1 η οποία αλληλεπιδρά τόσο με την 
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Rad53 (Emili et al., 2001) όσο και με την Hir1 (Sharp et al., 2001) και μέχρι πρόσφατα 

ήταν γνωστός ο ρόλος της στην επιδιόρθωση του DNA (Qin and Parthun, 2002), στην 

ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου και στην μεταγραφή των ιστονών (Sutton et al., 2001) 

αποκαλύφθηκε ότι έχει σημαντικό ρόλο στην μεταγραφή αρκετών γονιδίων (Korber et 

al., 2006; Rufiange et al., 2007) και ότι στρατολογείται στον υποκινητή αλλά και στην 

κωδική περιοχή των γονιδίων αυτών (Schwabish and Struhl, 2006). 

Αναλύθηκε επομένως με ανοσοκατακρήμνιση χρωματίνης η πρόσδεση της Rad9 σε 

αρκετές περιοχές της κωδικής περιοχής του CTR1. Παρατηρήσαμε ότι η Rad9 

εντοπίζεται όχι μόνο στον υποκινητή του CTR1 (όπου ως γνωστόν ανιχνεύεται και ο 

Mac1) αλλά και σε ολόκληρη την κωδική περιοχή CTR1 (όπου ο Μac1 δεν είναι 

ανιχνεύσιμος-τα αποτελέσματα δεν δείχνονται) και μάλιστα σε συνθήκες επαγωγής (εικ. 

1.2.10). Επίσης διαπιστώσαμε ότι, η Rad9 εντοπίζεται στην κωδική περιοχή του CTR1 

και και στην περίπτωση που το γονίδιο ρυθμίζεται από την μεταλλαγμένη πρωτεΐνη 

Mac1up (διαρκώς μεταγραφόμενο CTR1-τα αποτελέσματα δεν δείχνονται). 
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Εικόνα 1.2.10: Η Rad9 στρατολογείται στην κωδική περιοχή του CTR1 σε συνθήκες επαγωγής. 

(επάνω) Κύτταρα αγρίου τύπου στα οποία έχει εντεθεί επίτοπος 9Μyc στην ενδογενή Rad9 και τα οποία 

αναπτύχθηκαν σε συνθήκες SC, SCBCS ή SCCu υποβλήθηκαν σε ανάλυση ChIP με αντίσωμα anti-Myc. 

Tο ανοσοκατακρημνισμένο (IP) και το αρχικό (input) DNA αναλύθηκαν με real-time PCR με την χρήση 

ειδικών εκκινητών για τον υποκινητή του CTR1 για περιοχές που εντοπίζονται σε όλο το μήκος της 

κωδικής περιοχής του CTR1 για περιοχές που εκτείνονται 5΄του CuRe και περιοχή που εκτείνεται 3΄του 

CTR1 ORF (η κωδική περιοχή του PHO5 χρησιμοποιήθηκε ως αρνητικό control). Εδώ, παρουσιάζονται οι 

λόγοι IP/input των διάφορων περιοχών CTR1 σε κάθε στέλεχος, κανονικοποιημένοι ως προς τους 

αντίστοιχους της PHO5 (μη μεταγραφόμενο γονίδιο). 

(κάτω) Διαγραμματική απεικόνιση των περιοχών που αναλύθηκαν για την στρατολόγηση της Rad9 στο 

γονίδιο του CTR1. 
 

Η Rad9 δεν ανιχνεύτηκε σε συνθήκες καταστολής της μεταγραφής (παρουσία 

περίσσειας χαλκού) αλλά ούτε και σε περιοχές 5΄του CuRe και 3΄ του CTR1 ORF σε 

συνθήκες επαγωγής. Επιπλέον, τα επίπεδα στα οποία ανιχνεύεται η Rad9 είναι 

υψηλότερα στην κωδική περιοχή από ότι στον υποκινητή και μάλιστα η εντοπισμός και η 

ποσοτική κατανομή της πρωτεΐνης φαίνεται να ακολουθεί το ποσοτικό πρότυπο 

κατανομής της RNA πολυμεράσης II στο γονίδιο CTR1 (εικ. 1.2.11) 
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Εικόνα 1.2.11: Το πρότυπο στρατολόγησης της RNA πολυμεράσης ΙΙ ταυτίζεται με το πρότυπο 

στρατολόγησης της Rad9 στην κωδική περιοχή του CTR1 σε συνθήκες επαγωγής. Κύτταρα αγρίου 

τύπου αναπτύχθηκαν σε συνθήκες SCCu, SC ή SCBCS υποβλήθηκαν σε ανάλυση ChIP με τρία 

διαφορετικά αντισώματα που ανοσοκατακρημνίζουν την RNA πολυμεράση. Το ανοσοκατακρημνισμένο 

(IP) και το αρχικό (input) DNA αναλύθηκαν με real-time PCR με την χρήση ειδικών εκκινητών για τον 

υποκινητή του CTR1 για περιοχές που εντοπίζονται σε όλο το μήκος της κωδικής περιοχής του CTR1 για 

περιοχές που εκτείνονται 5΄του CuRe και περιοχές που εκτείνονται 3΄του CTR1 ORF (βλέπε εικόνα 

1.2.10). Εκκινητές για την κωδική περιοχή του PHO5 χρησιμοποιήθηκαν ως αρνητικό control. Εδώ, 

παρουσιάζονται οι λόγοι IP/input των διάφορων περιοχών CTR1 σε κάθε στέλεχος, κανονικοποιημένοι ως 

προς τους αντίστοιχους της PHO5 (μη μεταγραφόμενο γονίδιο). 

 

Το πρότυπο εντοπισμού της RNA πολυμεράσης ΙΙ και της Rad9 διέφερε σημαντικά από 

το πρότυπο εντοπισμού της ιστόνης H3 η οποία εντοπιζόταν σε μεγαλύτερο πόσο στο 

3΄ακρο της κωδικής περιοχής του γονιδίου σε συνθήκες επαγωγής (εικ. 1.2.12) 

δείχνοντας μας ότι κατά την μεταγραφή οι ιστόνες σπρώχνονται πίσω σε μεγάλο 

ποσοστό έτσι ώστε να είναι δυνατή η διέλευση του μεταγραφικού συμπλόκου. 
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Εικόνα 1.2.12: Οι ιστόνες απομακρύνονται σε μεγάλο ποσοστό από την μεταγραφόμενη περιοχή. 

Κύτταρα αγρίου τύπου τα οποία αναπτύχθηκαν σε συνθήκες SCCu, SC ή SCBCS υποβλήθηκαν σε 

ανάλυση ChIP με αντίσωμα anti-H3. Tο ανοσοκατακρημνισμένο (IP) και το αρχικό (input) DNA 

αναλύθηκαν με real-time PCR με την χρήση ειδικών εκκινητών για τον υποκινητή του CTR1 για περιοχές 

που εντοπίζονται στον υποκινητή και σε όλο το μήκος της κωδικής περιοχής του CTR1, (βλέπε εικόνα 

1.2.10). Eκκινητές για την κωδική περιοχή του PHO5 χρησιμοποιήθηκαν ως αρνητικό control. Εδώ, 

παρουσιάζονται οι λόγοι IP/input των διάφορων περιοχών CTR1 σε κάθε στέλεχος, κανονικοποιημένοι ως 

προς τους αντίστοιχους της PHO5 (μη μεταγραφόμενο γονίδιο). 

 

 

1.2.6 Το χαρακτηριστικό πρότυπο κατανομής της πολυμεράσης δεν επηρεάζεται 

από την απουσία της Rad9. 

 

Τα παραπάνω αποτελέσματα συνεντοπισμού της Rad9 και της RNA πολυμεράσης ΙΙ θα 

μπορούσαν να είναι αποτέλεσμα αλληλεπίδρασης μεταξύ των δύο. Για ο λόγο αυτό 

πραγματοποιήθηκαν πειράματα συνανοσοκατακρήμνισης in vivo στα οποία όπως δεν 

ανιχνεύτηκε αλληλεπίδραση της Rad9 με την RPB3 υπομονάδα της πολυμεράσης (δεν 

δείχνεται). Ταυτόχρονα πραγματοποιήθηκαν πειράματα ανοσοκατακρήμνισης της 

χρωματίνης χρησιμοποιώντας αντίσωμα έναντι της RNA πολυμεράσης ΙΙ με σκοπό να 

αποκαλυφθεί αν το χαρακτηριστικό πρότυπο κατανομής της πολυμεράσης (η μέγιστη 

δηλαδή στρατολόγηση στο 5΄ακρο η οποία φθίνει προς το 3΄) τροποποιείται όταν 

απουσιάζει η Rad9. Αυτό που διαπιστώσαμε είναι ότι δεν υπήρχε καμία μεταβολή στην 

ποσότητα αλλά ούτε και στον τρόπο στρατολόγησης της πολυμεράσης απουσία της Rad9 

(εικ. 1.2.13) 
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Εικόνα 1.2.13: Το πρότυπο κατανομής της πολυμεράσης δεν επηρεάζεται από την απουσία της 

Rad9. Κύτταρα αγρίου τύπου τα οποία αναπτύχθηκαν σε συνθήκες SCBCS υποβλήθηκαν σε ανάλυση 

ChIP με αντίσωμα C-21. Το ανοσοκατακρημνισμένο (IP) και το αρχικό (input) DNA αναλύθηκαν με real-

time PCR με την χρήση ειδικών εκκινητών για τον υποκινητή του CTR1 για περιοχές που εντοπίζονται 

στον υποκινητή και σε όλο το μήκος της κωδικής περιοχής του CTR1, (βλέπε εικόνα1.2.10). Εκκινητές για 

την κωδική περιοχή του PHO5 χρησιμοποιήθηκαν ως αρνητικό control. Εδώ, παρουσιάζονται οι λόγοι 

IP/input των διάφορων περιοχών CTR1 σε κάθε στέλεχος, κανονικοποιημένοι ως προς τους αντίστοιχους 

της PHO5 (μη μεταγραφόμενο γονίδιο). 

 

Επομένως η Rad9 δεν παίζει ρόλο καθοριστικό στην τοποθέτηση ή την κινηση της 

RNA πολυμεράσης ΙΙ κατά την μεταγραφή του CTR1. 

 

1.2.7 Ποιος στρατολογεί την Rad9 στην κωδική περιοχή;  

 

Τα πιο πάνω αποτελέσματα μας ώθησαν να διερευνήσουμε περαιτέρω πώς η Rad9 

στρατολογείται στην κωδική περιοχή μια και όπως φάνηκε ούτε ο Mac1(που δεν 

εντοπίζεται στην κωδική περιοχή) ούτε η RNA πολυμεράση ΙΙ (που δεν αλληλεπιδρά με 

την Rad9) είναι υπεύθυνοι για την στρατολόγηση αυτή. Πιο κάτω παρουσιάζονται μια 

σειρά από προσεγγίσεις προκειμένου να απαντηθεί το ερώτημα αυτό. 

 

1.2.7 α) Η στρατολόγηση της Rad9 στον υποκινητή και στην κωδική περιοχή του CTR1 

εν μέρει οφείλεται στη Hir1 

 

Στο εργαστήριο μας έχει δειχθεί ότι η πρωτεΐνη Hir1 αλληλεπιδρά με τον Mac1 και 

στρατολογείται τόσο στον υποκινητή όσο και στην κωδική περιοχή του CTR1 παίζοντας 
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ρόλο στην επιμήκυνση της μεταγραφής (Voutsina et al). Αρχικά πραγματοποιήσαμε 

πείραμα ανοσοκατακρήμνισης προκειμένου να εντοπίσουμε αν οι δύο πρωτεΐνες Rad9 

και Hir1 αλληλεπιδρούν (εικ. 1.2.14 αριστερά). Μια προκαταρκτική διερεύνηση της 

ύπαρξης αλληλεπιδράσεων μεταξύ των παραγόντων αυτών (Gal4AD-Rad9 και LexA-C-

Hir1) έγινε με τη μέθοδο των δύο υβριδίων και έδειξε πιθανή αλληλεπίδραση (τα 

αποτελέσματα δεν δείχνονται). Παρά το γεγονός ότι εντοπίσαμε αλληλεπίδραση μεταξύ 

των δύο πρωτεϊνών η διπλή απαλοιφή των δύο γονίδιων RAD9 και HIR1 δεν έδωσε 

συνθετικό φαινότυπο αφήνοντας την μεταγραφή του CTR1 στα ίδια επίπεδα με αυτά που 

παρατηρούμε σε στελέχη rad9Δ (τα αποτελέσματα δεν δείχνονται). Παρά όλα αυτά σε 

ανάλυση ανοσοκατακρήμνισης χρωματίνης σε κύτταρα τα οποία μεγάλωσαν σε 

συνθήκες επαγωγής η στρατολόγηση της Rad9 τόσο στον υποκινητή όσο και στην 

κωδική περιοχή μειώθηκε σημαντικά (>50%) απουσία της Hir1 (εικ.1.2.14Α, δεξιά). 

Όταν ελέγξαμε το αντίστροφο δηλαδή αν η στρατολόγηση της Hir1 επηρεάζεται από την 

απουσία της Rad9 παρατηρήσαμε ότι έμενε ανεπηρέαστη (εικ.1.2.14Β, δεξιά). 
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Εικόνα 1.2.14: Η Rad9 αλληλεπιδρά με την Hir1 in vivo και η στρατολόγηση της επηρεάζεται από 

την απουσία της Hir1 αλλά όχι το αντίστροφο.(αριστερά) Κυτταρικά εκχυλίσματα από στέλεχος rad9Δ 

που αναπτύχθηκε σε SC και SCBCS και στο οποίο συνεκφράστηκαν οι Flag-Rad9 ή η Flag επισωμικά και 
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Ηir1-9Myc χρωμοσωμικά, επωάστηκε με αντίσωμα anti-flag και σφαιρίδια σεφαρόζης G. Οι πρωτεΐνες 

που δεσμεύτηκαν στα σφαιρίδια αναλύθηκαν με SDS-PAGE και η Hir1-9Myc ανοσοανιχνεύτηκε με το 

αντίσωμα anti-Myc. 

A) Κύτταρα αγρίου τύπου και hir1Δ τα οποία αναπτύχθηκαν σε συνθήκες SCBCS και τα οποία 

εκφράζουν Rad9-9Myc χρωμοσωμικά υποβλήθηκαν σε ανάλυση ChIP με αντίσωμα anti-Myc. Το 

ανοσοκατακρημνισμένο (IP) και το συνολικό (input) DNA αναλύθηκαν με real-time PCR με τη χρήση 

ειδικών εκκινητών για τον υποκινητή του CTR1, για περιοχές που εντοπίζονται στον υποκινητή και σε όλο 

το μήκος της κωδικής περιοχής του CTR1 (βλέπε εικόνα 1.2.10). Εκκινητές για την κωδική περιοχή του 

PHO5 χρησιμοποιήθηκαν ως αρνητικό control. Εδώ, παρουσιάζονται οι λόγοι IP/input των διαφόρων 

περιοχών CTR1 σε κάθε στέλεχος, κανονικοποιημένοι ως προς τους αντίστοιχους της PHO5 (μη 

μεταγραφόμενο γονίδιο). B) H ίδια τεχνική ακολουθήθηκε και για κύτταρα αγρίου τύπου και rad9Δ τα 

οποία αναπτύχθηκαν σε συνθήκες SCBCS και τα οποία εκφράζουν χρωμοσωμικά Hir1-9Myc. 

 

 

Επομένως η Rad9 μεταφέρεται στην κωδική περιοχή από πρωτεϊνικό σύμπλοκο που 

ακολουθεί την πολυμεράση μέσω αλληλεπίδρασης με την Hir1 και άλλων παραγόντων. 

 

1.2.7β) H Rad9 και η διμεθυλίωση στην λυσίνη 79 (K79) της ιστόνης Η3 

συνεντοπίζονται στην κωδική περιοχή του CTR1 

 

Σχετικά πρόσφατα δημοσιεύτηκε ότι σε περίπτωση βλάβης του DNA η πρωτεΐνη Rad9 

έχει την ικανότητα μέσω της περιοχή της tudor να αναγνωρίζει τροποποιημένη ιστόνη 

(H3-K79Me). Η τροποποίηση αυτή αποκαλύπτεται λόγω βλάβης και συνεισφέρει στο να 

στρατολογηθεί η Rad9 στο σημείο αυτό (Huyen et al., 2004; Winzeler et al., 

1999b)(βλέπε εισαγωγή). 

Με σκοπό να διερευνήσουμε την υπόθεση ότι η Rad9 αναγνωρίζει διμεθυλίωση στην 

λυσίνη 79 (K79) της ιστόνης Η3 η οποία αποκαλύπτεται κατά την μεταγραφή 

χρησιμοποιήσαμε συγκεκριμένα αντισώματα για να δούμε εάν αυτή η ιδιαίτερη 

τροποποίηση ήταν ανιχνεύσιμη στην κωδική περιοχή του CTR1. Τελικά μας 

αποκαλύφθηκε ότι η συγκεκριμένη τροποποίηση ανιχνεύεται σε όλη την κωδική περιοχή 

του CTR1 (και όχι στον υποκινητή) σε συνθήκες επαγωγής (εικόνα 1.2.15Α) 
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Εικόνα 1.2.15: Το πρότυπο κατανομής των τροποποιήσεων H3-K79Me και H3-K36Me ταυτίζεται 

στην κωδική περιοχή του CTR1 ενώ διαφοροποιείται στην κωδική περιοχή της ACT1. Κύτταρα 

αγρίου τύπου τα οποία αναπτύχθηκαν σε συνθήκες SCBCS υποβλήθηκαν σε ανάλυση ChIP με αντίσωμα 

anti- H3-K79Me (εικόνα Α, Γ) και anti- H3-K36Me (εικόνα Β, Γ). Το ανοσοκατακρημνισμένο (IP) και το 

αρχικό (input) DNA αναλύθηκαν με real-time PCR με την χρήση ειδικών εκκινητών για τον υποκινητή του 

CTR1 για περιοχές που εντοπίζονται στον υποκινητή και κατά μήκος της κωδικής περιοχής του CTR1 

(βλέπε εικόνα 1.2.10). Εκκινητές για την κωδική περιοχή του PHO5 χρησιμοποιήθηκαν ως αρνητικό 

control. Εδώ, παρουσιάζονται οι λόγοι IP/input των διάφορων περιοχών CTR1 σε κάθε στέλεχος, 

κανονικοποιημένοι ως προς τους αντίστοιχους της PHO5 (μη μεταγραφόμενο γονίδιο).  
  

Ταυτόχρονα ελέγχθηκε και το πρότυπο κατανομής της διπλής μεθυλίωσης της λυσίνης 

36 της ιστόνης 3 η οποία είναι γνωστό ότι ανοσοανιχνεύεται σε όλα τα μεταγραφόμενα 

γονίδια από την RNA πολυμεράση ΙΙ και παίζει σημαντικό στη μεταγραφική επιμήκυνση 

(Kizer et al., 2005). Όπως φαίνεται από την εικόνες 1.2.15Α και 1.2.15Β και οι δύο 

τροποποιήσεις ανιχνεύτηκαν σε αντίστοιχα επίπεδα. Εντούτοις, τα επίπεδα αυτά ήταν 

εντελώς διαφορετικά στην κωδική περιοχή του γονιδίου ACT1 (διαρκώς μεταγραφόμενο 

γονίδιο). Ενώ η διπλή μεθυλίωση της λυσίνης 36 της ιστόνης ανιχνευόταν στην κωδική 

περιοχή του ACT1 σε αντίστοιχα επίπεδα με αυτά του CTR1, η διπλή μεθυλίωσης της 
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λυσίνης 79 της ιστόνης 3 ήταν μη ανιχνεύσιμη στην κωδική περιοχή του ACT1 (εικ. 

1.2.15Γ). 

 

1.2.7γ) Στοιχεία του υποκινητή και όχι επιγενετικά σημάδια είναι υπεύθυνα για τον 

εντοπισμό του Rad9 στην κωδική περιοχή του CTR1. 

 

Προκειμένου να ερευνήσουμε περαιτέρω εάν υπεύθυνα για την δυνατότητα του Rad9 

να «ταξιδεύει» κατά μήκος της κωδικής περιοχής είναι τα στοιχεία που συνδέονται με 

τον υποκινητή του CTR1 ή αν είναι επιγενετικά σημάδια κατά μήκος του γονιδίου, 

ανταλλάξαμε τον υποκινητή του ACT1 με αυτόν του CTR1, δημιουργώντας μια υβριδική 

γενωμική περιοχή όπου το γονίδιο ACT1 βρισκόταν υπό τον έλεγχο του υποκινητή του 

CTR1. Όπως έχει ήδη αναφερθεί η Rad9 δεν στρατολογείται στην κωδική περιοχή του 

ACT1. 

 

 
 

Εικόνα 1.2.16: Διαγραμματική αναπαράσταση της ένθεσης του υποκινητή CTR1 στη θέση του 

υποκινητή ACT1 μπροστά από το γονίδιο ACT1. 

 

Στην συνέχεια πραγματοποιήσαμε πειράματα ανοσοκατακρήμνισης χρωματίνης σε 

στελέχη που είχαν μετασχηματιστεί με πλασμίδιο έτσι ώστε να εκφράζουν την 

μεταλλαγμένη πρωτεΐνη Mac1up (Jungmann et al., 1993) (βλέπε εισαγωγή) για να 
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επιτυγχάνεται η συνεχής μεταγραφή του ACT1, το οποίο είναι απαραίτητο για την 

επιβίωση των κυττάρων. Διαπιστώσαμε ότι, η Rad9 στρατολογήθηκε τόσο στον 

υποκινητή CTR1 (γεγονός αναμενόμενο) όσο και στην κωδική περιοχή του γονιδίου της 

ACT1 καθοδικά προς αυτόν (εικ.1.2.17). 
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Εικόνα 1.2.17: Η Rad9 στρατολογείται στην κωδική περιοχή του γονιδίου ACT1 όταν αυτό 

βρίσκεται υπό τον έλεγχο του υποκινητή CTR1. Κύτταρα που μετασχηματίστηκαν με πλασμίδιο το 

οποίο εκφράζει Mac1up και αναπτύχθηκαν σε SC εκφράζουν χρωμοσωμικά την Rad9-9Myc και στα οποία 

το ACT1 ρυθμιζόταν είτε από τον δικό του υποκινητή (ACT1pMac1up) είτε από τον υποκινητή CTR1 

(CTR1/ACT1pMac1up). Κατόπιν υποβλήθηκαν σε ανάλυση ChIP με αντίσωμα anti-Myc. Το 

ανοσοκατακρημνισμένο (IP) και το αρχικό (input) DNA αναλύθηκαν με real-time PCR με την χρήση 

ειδικών εκκινητών για τον υποκινητή CTR1 που βρίσκεται έμπροσθεν του ACT1 (σχήμα Β), την κωδική 

περιοχή του ACT1 (σχήμα Β) και την κωδική περιοχή PHO5. Εδώ, παρουσιάζονται οι λόγοι IP/input των Ι, 

ΙΙ, ΙΙΙ, ΙV κάθε στελέχους, κανονικοποιημένοι ως προς τους αντίστοιχους της PHO5 (μη μεταγραφόμενο 

γονίδιο).  

 

Παρόλα αυτά όταν πραγματοποιήσαμε πειράματα ανοσοκατακρήμνισης χρωματίνης με 

σκοπό να διαπιστώσουμε αν είχε τροποποιηθεί και το προφίλ των επιγενετικών 

σημαδιών του ACT1 τώρα που εκφραζόταν υπό τον έλεγχο νέου υποκινητή, 

διαπιστώσαμε ότι αυτό δεν συνέβη. Συγκεκριμένα παρατηρήσαμε ότι το πρότυπο 

κατανομής των υπό μελέτη τροποποιήσεων ήταν πανομοιότυπο μεταξύ του γονιδίου 

ACT1 του στελέχους αγρίου τύπου και του ACT1 που ελεγχόταν από τον υποκινητή του 

CTR1 τόσο όταν συγκρίναμε τα ποσοστά διμεθυλίωσης της λυσίνης 79 της ιστόνης 3 
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(εικ. 1.2.18Α) μεταξύ των δύο στελεχών όσο και όταν συγκρίναμε τα ποσοστά 

διμεθυλίωσης της λυσίνης 36 της ιστόνης 3 (εικ. 1.2.18Β). 
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Εικόνα 1.2.18: Το πρότυπο κατανομής των τροποποιήσεων H3-K79Me και H3-K36Me είναι 

πανομοιότυπο μεταξύ του υβριδικού CTR1 ελεγχόμενου γονιδίου ACT1 και του ACT1 του στελέχους 

αγρίου τύπου. Πραγματοποιήθηκαν πειράματα όμοια με αυτά που περιγράφονται στην εικόνα 1.2.1 με την 

διάφορα ότι χρησιμοποιήθηκαν αντισώματα έναντι των τροποποιήσεων H3-K79Me και H3-K36Me 

αντίστοιχα. 
 

Κατά συνέπεια κάποια από τα στοιχεία που στρατολογούνται στον υποκινητή (μεταξύ 

των οποίων και η Hir1) είναι υπεύθυνα για τον εντοπισμό της Rad9 στην κωδική περιοχή 

και όχι η διμεθυλίωση της λυσίνης 79 της Η3. 

 

 

1.2.8 H Rad53 στρατολογείται στην κωδική περιοχή του CTR1 (αλλά είναι μη 

ανιχνεύσιμη στον υποκινητή του).  

 

Για να ελέγξουμε την πιθανότητα στρατολόγησης στο CTR1 και άλλων παραγόντων 

που εμπλέκονται στην επιδιόρθωση του DNA πραγματοποιήσαμε πειράματα 

ανοσοκατακρήμνισης πρωτεΐνης με στόχο να δούμε αν η Rad53 που είναι γνωστό ότι 

αλληλεπιδρά άμεσα με την Rad9 (βλέπε εισαγωγή) εντοπίζεται στη συγκεκριμένη 

περιοχή. Ανιχνεύσαμε την Rad53 μόνο στην κωδική περιοχή και όχι στον υποκινητή σε 
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συνθήκες επαγωγής (έλλειψης χαλκού) καθώς και σε υψηλότερα επίπεδα (>50%) σε 

συνθήκες επαγωγής συνδυασμένες με συνθήκες στρες (παρουσία Η2Ο2). Ο συνδυασμός 

αυτός των συνθηκών επιλέχθηκε προκειμένου να ενισχύσουμε την αλληλεπίδραση 

μεταξύ των πρωτεϊνών Rad9 και Rad53 (βλέπε Εισαγωγή). Παρατηρήσαμε επομένως ότι 

ο εντοπισμός της Rad53 εξαρτάται από την παρουσία της Rad9. Μάλιστα παρατηρήσαμε 

ότι όπως η στρατολόγηση της Rad9 έτσι και η στρατολόγηση της Rad53 μειωνόταν όταν 

απουσίαζε η Hir1. Πιθανόν η μη ανίχνευση της Rad53 στον υποκινητή πιθανόν να 

οφείλεται όχι στην απουσία της αλλά στα χαμηλά επίπεδα εντοπισμού της συγκεκριμένης 

πρωτεΐνης. 

  

  

 

Εικόνα 1.2.19: H Rad53 στρατολογείται στην κωδική περιοχή του CTR1 (αλλά δεν ανιχνεύεται 

στον υποκινητή του) και η στρατολόγηση της επηρεάζεται από την παρουσία της Hir1. Α) Κύτταρα 

αγρίου τύπου, rad9Δ και mac1Δ, που εκφράζουν την Rad53-9Myc και αναπτύχθηκαν σε SCBCS 

υποβλήθηκαν σε ανάλυση ChIP με αντίσωμα anti-Myc. Το ανοσοκατακρημνισμένο (IP) και το αρχικό 

(input) DNA αναλύθηκαν με real-time PCR με την χρήση ειδικών εκκινητών για τον υποκινητή CTR1και 

κωδική περιοχή PHO5. B) Κύτταρα αγρίου τύπου που συνεκφράζουν την Rad53-9Myc και αναπτύχθηκαν 

σε SCBCS υποβλήθηκαν σε ανάλυση ChIP με αντίσωμα anti-Myc. Το ανοσοκατακρημνισμένο (IP) και το 
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ολικό (input) DNA αναλύθηκαν με real-time PCR με την χρήση ειδικών εκκινητών για τον υποκινητή 

CTR1, την κωδική περιοχή CTR1 (βλέπε εικόνα 1.2.10) και την κωδική περιοχή PHO5. Γ) Κύτταρα αγρίου 

τύπου και hir1Δ, που συνεκφράζουν την Rad53-9Myc και αναπτύχθηκαν σε SCBCS υποβλήθηκαν σε 

ανάλυση ChIP με αντίσωμα anti-Myc. Το ανοσοκατακρημνισμένο (IP) και το αρχικό (input) DNA 

αναλύθηκαν με real-time PCR με την χρήση ειδικών εκκινητών για τον υποκινητή CTR1, την κωδική 

περιοχή CTR1 (βλέπε εικόνα 1.2.10) και την κωδική περιοχή PHO5. Εδώ, παρουσιάζονται οι λόγοι 

IP/input του CTR1 σε κάθε στέλεχος, κανονικοποιημένοι ως προς τους αντίστοιχους της PHO5 (μη 

μεταγραφόμενο γονίδιο).  
 

 

1.2.9 Η Rad9 δεν φαίνεται να έχει συνθετικό φαινότυπο με τις υπομονάδες του 

yFACT στις συνθήκες που ελέγχθηκαν. 

 

Προσπαθώντας να συσχετίσουμε την Rad9 με την μεταγραφική επιμήκυνση εξετάσαμε 

τη σχέση της με τα μεταλλάγματα spt16-11 και pob3-7 (Formosa et al., 2002). Οι 

πρωτεΐνες Spt16 και Pob3 αποτελούν υπομονάδες του συμπλόκου yFACT (facilitates 

chromatin transcription) το οποίο ως ρόλο έχει να διευκολύνει την διέλευση της RNA 

πολυμερασης II αποσταθεροποιώντας και επανασυναρμολογώντας την νουκλεοσωμική 

δομή κατά την μεταγραφική επιμήκυνση (Belotserkovskaya et al., 2003; Formosa et al., 

2002). Επιπλέον έχει βρεθεί ότι το μετάλλαγμα spt16-11 προκαλεί μείωση της 

μεταγραφής του CTR1 κατά 50% και το pob3-7 κατά 80% σε συνθήκες επαγωγής 

(Voutsina et al). Όταν το γονίδιο CTR1 δεν μεταγράφεται, τα μιτοχόνδρια των κυττάρων 

δεν είναι πλέον λειτουργικά λόγω έλλειψης χαλκού και τα κύτταρα δεν αναπτύσσονται 

σε θρεπτικό μέσο που περιέχει γλυκερόλη. Τα μεταλλάγματα Spt16-11 και pob3-7 

παρουσιάζουν προβληματική ανάπτυξη σε θρεπτικό μέσο δεξτρόζης στους 30oC και η 

ανάπτυξη αυτών είναι χειρότερη σε θρεπτικό μέσο γλυκερόλης. Αντίθετα το στέλεχος 

rad9Δ δεν παρουσιάζει προβλήματα ανάπτυξης σε καμία από τις δύο περιπτώσεις. 

Συνδυάζοντας τα μεταλλάγματα με την έλλειψη Rad9 (rad9Δ spt16-11 και rad9Δ pob3-

7) παρατηρήσαμε ότι το διπλό μετάλλαγμα rad9Δ pob3-7 αναπτύσσεται λίγο χειρότερα 

από το pob3-7. Επομένως ενδέχεται η Rad9 να συμμετέχει σε διαδικασίες που 

επηρεάζουν την μεταγραφική επιμήκυνση. Ωστόσο σε επανάληψη του πειράματος ο 

φαινότυπος δεν επιβεβαιώθηκε. 
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Εικόνα 1.2.20: Ανάπτυξη των πιο πάνω στελεχών στους 30oC σε στέρεο θρεπτικό μέσο με 3% 

γλυκερόλη. 

 

Τα ίδια στελέχη αναπτύχθηκαν και σε στερεό θρεπτικό μέσο το οποίο περιείχε 6-

azauracil. (Η 6-azauracil ελαττώνει τα επίπεδα rNTP στο σακχαρομύκητα και επομένως 

απαιτούνται πλήρως λειτουργικοί παράγοντες επιμήκυνσης της μεταγραφής όποτε 

χρησιμοποιείται με σκοπό να αποκαλυφθούν παράγοντες εμπλέκονται στην μεταγραφική 

επιμήκυνση) (Exinger and Lacroute, 1992) (Powell and Reines, 1996). Σε αυτές τις 

συνθήκες δεν αποκαλύφθηκε συνθετικός φαινότυπος μεταξύ της Rad9 και των 

υπομονάδων του yFACT (τα αποτελέσματα δεν δείχνονται). 

 

 

1.2.10 H πρωτεΐνη Asf1 δεν φαίνεται να επηρεάζει την μεταγραφή του CTR1. 

 

Έχοντας ως δεδομένο ότι η Asf1 ρυθμίζει την έκφραση αρκετών γονιδίων (Korber et 

al., 2006; Rufiange et al., 2007) και ταυτόχρονα αλληλεπιδρά άμεσα τόσο με την Rad53 

(Emili et al., 2001) όσο και με την Hir1 (Sharp et al., 2001) (πρωτεΐνες που εντοπίζονται 

στο CTR1) θεωρήσαμε σκόπιμο να μελετήσουμε αν η συγκεκριμένη πρωτεΐνη μόνη της ή 

σε συνεργασία με Rad9 ή την Hir1 επηρεάζει και την μεταγραφή του CTR1. Μετρήσαμε 

τα επίπεδα του ολικού RNA των CTR1 σε στελέχη που απουσίαζε η Asf1 (asf1Δ),σε 
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στελέχη που απουσίαζαν η Asf1 και η Rad9 (asf1Δ rad9Δ) και σε στελέχη που 

απουσίαζαν η Asf1 και η Hir1 (asf1Δ hir1Δ) σε συνθήκες επαγωγής. Ωστόσο δεν φάνηκε 

η Asf1 να παίζει ρόλο στη μεταγραφή του γονιδίου ούτε μόνη της ούτε συνεργατικά με 

τις άλλες δύο πρωτεΐνες (τα αποτελέσματα δεν δείχνονται).  
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1.3 Συζήτηση  
 

Στην συγκεκριμένη εργασία παρουσιάζονται νέες αλληλεπιδράσεις της πυρηνικής 

φωσφοπρωτεΐνης Rad9 α) με τον χαλκορυθμιζόμενο και προσδενόμενο στο DNA 

μεταγραφικό παράγοντα Mac1 β) με τον σιδηροεξαρτώμενο μεταγραφικό παράγοντα 

Aft1 και γ) με την τσαπερόνη ιστονών Hir1. Βασιζόμενοι στις αλληλεπιδράσεις αυτές 

παρέχουμε στοιχεία που αποδεικνύουν ότι η Rad9 έχει ένα νέο ρόλο στην 

μεταλλορυθμιζόμενη μεταγραφή. Ο ρόλος αυτός είναι ανεξάρτητος του ρόλου που έχει 

στον έλεγχο του κυτταρικού κύκλου εφόσον δεν προϋποθέτει συνθήκες βλάβης DNA. Η 

μελέτη της Rad9 είναι ιδιαίτερης σημασίας διότι ενώ δεν υπάρχει ομόλογη πρωτεΐνη στα 

θηλαστικά, υπάρχουν τουλάχιστον δύο πρωτεΐνες η BRCA1 και η 53BP1 που έχουν 

ομόλογες λειτουργικές επικράτειες (εντοπίζονται επικράτειες BRCT και στις δύο και 

ταυτόχρονα η 53ΒΡ φέρει και επικράτεια Tudor όπως η Rad9), εμπλέκονται σε ποικίλες 

κυτταρικές διαδικασίες, ρυθμίζουν τον κομβικό μεταγραφικό παράγοντα p53 και 

μεταλλάγματά τους οδηγούν σε καρκίνους. 

Οι αλληλεπιδράσεις Mac1-Rad9, Aft1-Rad9 και Rad9-Hir1 δεν έχουν προηγουμένως 

αναφερθεί ούτε σε πειράματα χαρακτηρισμού πρωτεϊνικών συμπλόκων ούτε σε 

αναλύσεις σάρωσης βιβλιοθήκης με την τεχνολογία των δύο υβριδίων. Επομένως το 

εργαστήριο μας παρέχει το πρώτο παράδειγμα πρωτεϊνών που εμπλέκονται στη 

μεταγραφή και αλληλεπιδρούν με την Rad9. 

Δείξαμε ότι η Rad9 επηρεάζει αρνητικά τόσο την δυνατότητα πρόσδεσης όσο και την 

δυνατότητα ενεργοποίησης του Mac1 και αυτό έρχεται σε συμφωνία με το γεγονός ότι 

βρήκαμε την επικράτεια BRCT του Rad9 (η οποία περιέχεται στο καρβοξυτελικό άκρο) 

να αλληλεπιδρά τόσο με την αμινοτελική περιοχή (περιοχή πρόσδεσης στο DNA) όσο 

και με την καρβοξυτελική περιοχή (περιοχή ενεργοποίησης της μεταγραφής) του Mac1 

πιθανόν ευνοώντας την πιο κλειστή (ανενεργή) δομή του Mac1 (όπου οι δύο περιοχές 

ενεργοποίησης και πρόσδεσης είναι πιο κοντά)(Graden and Winge, 1997). Οι επικράτειες 

BRCT χαρακτηρίζονται ως μοτίβα που έχουν την ικανότητα να προσδένονται σε 

φωσφοπεπτίδια και μάλιστα με υψηλή συγγένεια σε κατάλοιπα φωσφοσερίνης και 

φωσφοθρεονίνης (Glover et al., 2004; Manke et al., 2003). Επιπλέον είναι γνωστό ότι ο 

Mac1 είναι φωσφορυλιώμένος στην ενεργή του μορφή (Heredia et al., 2001). Οι πιθανές 
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θέσεις φωσφορυλίωσης του Mac1 περιλαμβάνονται στις περιοχές με τις οποίες 

αλληλεπιδρά η Rad9. Η σημασία και οι ακριβείς θέσεις φωσφορυλίωσης του Mac1 είναι 

υπό μελέτη.  

Οι μέχρι τώρα αναλύσεις μας δείχνουν ότι η Rad9 δεν εντοπίζεται παντού σε όλο το 

γονιδίωμα ούτε σε όλα τα μεταγραφόμενα γονίδια. Αντίθετα φαίνεται πως εντοπίζεται σε 

υποκινητές που ρυθμίζονται από τον Mac1 σε συνθήκες επαγωγής και μάλιστα η 

στρατολόγηση της σε αυτούς εξαρτάται από την παρουσία του Mac1. 

Τα πιο πάνω στοιχεία εντοπισμού της Rad9 σε συνδυασμό με το γεγονός ότι η Rad9 

αλληλεπιδρά in vivo με την Hir1, η οποία έχουμε βρει στο εργαστήριο μας (βλέπε 

κεφάλαιο 2) ότι αποτελεί στοιχείο του συμπλόκου επιμήκυνσης του γονιδίου CTR1 μας 

ώθησε να διερευνήσουμε αν ο εντοπισμός της Rad9 περιορίζεται μόνο στην περιοχή των 

υποκινητών (διαδραματίζοντας συγκεκριμένο ρόλο στην έναρξη της μεταγραφής) ή αν 

ανιχνεύεται και στις κωδικές περιοχές των ρυθμιζόμενων από τον Mac1 γονιδίων. 

Βρήκαμε ότι σε αντίθεση με τον Mac1, η Rad9, εντοπίζεται και στην κωδική περιοχή του 

γονίδιου CTR1 σε συνθήκες επαγωγής, και μάλιστα η στρατολόγηση της εν μέρει 

εξαρτάται από την παρουσία της Hir1. Επίσης βρήκαμε ότι η Rad9 ακολουθεί το 

πρότυπο κατανομής της RNA πολυμεράσης ΙΙ.  

Αποκλειστικά υπεύθυνα για την στρατολόγηση της Rad9 κωδική περιοχή του CTR1 

είναι στοιχεία του εξαρτώμενου από τον Mac1 συμπλόκου έναρξης της μεταγραφής. 

Αυτό το αποδείξαμε επιτυγχάνοντας την στρατολόγηση της Rad9 στην κωδική περιοχή 

του γονιδίου ACT1 (όπου η Rad9 φυσιολογικά δεν εντοπίζεται) του οποίου ο υποκινητής 

είχε αντικατασταθεί από τον υποκινητή του CTR1. 

Ανιχνεύοντας την Rad9 στην κωδική περιοχή τέθηκε το ερώτημα αν η Rad9 αποτελεί 

στοιχείο του μηχανισμού μεταγραφικής επιμήκυνσης ή αν τελικά αποτελεί και σε αυτή 

την περίπτωση στοιχείο του συμπλόκου επιδιόρθωσης του DNA παρόλο που δεν 

υπάρχουν συνθήκες βλάβης. 

 

1.3.α). Εμπλέκεται η Rad9 στην μεταγραφική επιμήκυνση; 

 

Όπως προαναφέρθηκε η Rad9 παρουσιάζει δομική ομολογία με την BRCA1 (πρωτεΐνη 

των θηλαστικών με επικράτειες BRCT). H BRCA1 αλληλεπιδρά με το ολοενζύμο της 
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RNA πολυμεράσης II και εμπλέκεται μέσω πρόσδεσης, στη δράση πολλών ρυθμιστικών 

πρωτεΐνών (μεταξύ των οποίων και ο μεταγραφικός ρυθμιστής p53) (Annie Moisan and 

Luc Gaudreau). Ταυτόχρονα η BRCA1 συνεργάζεται και αλληλεπιδρά με την NUFIP και 

την P-TEFb (παράγοντες επιμήκυνσης για να επάγει την ενεργοτητα της RNA 

πολυμεράσης II καθώς και με το SWI/SNF (χρωματινικός αναδιαμορφωτής). Βέβαια 

άμεση αλληλεπίδραση της Rad9 με στοιχεία του SWI/SNF ή της RNA πολυμεράσης ΙΙ 

δεν έχουμε ανιχνεύσει (ωστόσο η υπομοναδα Snf2 εντοπίζεται στον υποκινητή του CTR1 

παίζοντας κεντρικό ρόλο στην μεταγραφή του CTR1 βλέπε κεφάλαιο 2). Επιπλέον η 

έλλειψη της Rad9 είχε πολύ μικρή επίδραση στην συσσώρευση του mRNA του CTR1. 

Για να διερευνηθεί περαιτέρω κατά πόσο η Rad9 εμπλέκεται στην μεταγραφική 

επιμήκυνση (elongation) κατασκευάστηκαν στελέχη στα οποία είχε αφαιρεθεί το γονίδιο 

της RAD9 και ταυτόχρονα έφεραν μεταλλαγές σε πρωτεΐνες του συμπλόκου FACT 

(spt16-11, pob3-7) (Formosa et al, 2005). Ωστόσο δεν φάνηκε να υπάρχει συνθετικός 

φαινότυπος τόσο σε πειράματα μέτρησης της συσσώρευσης του CTR1 RNA όσο και σε 

ταχύτητα ανάπτυξης σε καλλιέργειες που περιείχαν 6-azauracil (ελαττώνει τα επίπεδα 

rNTP στο σακχαρομύκητα και επομένως απαιτούνται πλήρως λειτουργικοί παράγοντες 

επιμήκυνσης της μεταγραφής όποτε χρησιμοποιείται με σκοπό να αποκαλυφθούν 

παράγοντες εμπλέκονται στην μεταγραφική επιμήκυνση) (Exinger and Lacroute, 1992) 

(Powell and Reines, 1996) ή γλυκερόλη (πηγή άνθρακα) αντί γλυκόζης (που προϋποθέτει 

λειτουργικό Mac1 για λειτουργικά μιτοχόνδρια). 

Τέλος είναι γνωστό από την βιβλιογραφία ότι όταν το DNA υποστεί βλάβη, η Rad9, 

αναγνωρίζει διμεθυλιωμένη Κ79 της ιστόνης Η3 (Huyen et al., 2004) Η διμεθυλιωμένη 

Κ79 ιστόνη Η3 συσχετίζεται και με ενεργά μεταγραφόμενα γονίδια αλλά όχι όλα και ο 

ρόλος της είναι άγνωστος (Kouzarides, 2002). Ωστόσο σε πειράματα που 

πραγματοποιήσαμε δεν φάνηκε να είναι υπεύθυνη η τροποποίηση αυτή για την 

στρατολόγηση της Rad9 στην κωδική περιοχή. Με βάση τα πιο πάνω στοιχεία ο ρόλος 

της Rad9 στην μεταγραφή δεν είναι ξεκάθαρος και πιθανόν ο ρόλος της στην μεταγραφή 

συνδέεται με άλλες πτυχές όπως επιτήρηση του γονιδιώματος (genomic surveillance), 

λειτουργία η οποία συνδέεται με την μεταγραφική μηχανή της RNA πολυμεράσης II. Η 

λειτουργία αυτή πιθανόν να είναι σημαντική για την μεταγραφή γονιδίων που 

ρυθμίζονται από παράγοντες που προσδένουν μέταλλα. Ιδιαίτερα πρωτεΐνες που 
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προσδένουν χαλκό και σίδηρο μπορεί να θέτουν σε κίνδυνο τα γονίδια στόχους τους μια 

και τα ιόντα Fe/Cu είναι υπεύθυνα για τον σχηματισμό ελευθέρων ριζών.  

 

1.3.β) Μοντέλο στο οποίο η Rad9 αποτελεί κόμβο μεταξύ της μεταγραφής και της 

επιδιόρθωσης του DNA σε φυσιολογικές (unchallenged) συνθήκες 

 

Είναι γνωστό ότι η Rad9 απομονώνεται σε δύο διαφορετικά πρωτεϊνικά σύμπλοκα. ένα 

μικρότερο στο οποίο συναντάμε την Rad9 στην υπερφωσφορυλιωμένη της μορφή και το 

όποιο παίζει σημαντικό ρόλο στην επιδιόρθωση του DNA και ένα μεγαλύτερο με την 

υποφωσφορυλιωμένη μορφή της Rad9 του οποίου η δράση είναι προς το παρόν άγνωστη 

(Toh and Lowndes, 2003). Βρήκαμε ότι η Rad9 σε φυσιολογικές συνθήκες και σε 

συνθήκες επαγωγής του CTR1 ανιχνεύεται κυρίως στην υποφωσφορυλιωμένη της 

μορφή. Πιθανόν η υποφωσφορυλιωμένη μορφή της Rad9 σε κύτταρα που δεν έχουν 

υποστεί βλάβη να εντοπίζεται κυρίως σε μεταγραφικά σύμπλοκα. Ωστόσο βρήκαμε ότι 

και η Rad53 [Chk2 στα θηλαστικά που μεταφέρεί το σήμα βλάβης σε πρωτεΐνες του 

συστήματος έλεγχου του κυτταρικού κύκλου (Pellicioli and Foiani, 2005)] εντοπίζεται 

στην κωδική περιοχή του CTR1 και η στρατολόγηση της εξαρτάται από την παρουσία 

της Rad9. Προκύπτει λοιπόν το ερώτημα αν σε αυτές τις συνθήκες τελικά η Rad9 

αποτελεί στοιχείο μεταγραφικού ή επιδιορθωτικού συμπλόκου. 

Ένας πιθανός ρόλος της Rad9 στα ρυθμιζόμενα από τον Mac1 γονίδια έρχεται από το 

γεγονός ότι το CTR1 {και η γειτονία του FRE1-γονίδιο CRR1} ανήκει σε μια ομάδα 

γονιδίων που χαρακτηρίζονται ως «α hotspots» του μειωτικού ανασυνδυασμού. Ως 

«hotspots», χαρακτηρίζονται περιοχές του γονιδιώματος οι οποίες εμφανίζουν 

ασυνήθιστα υψηλά ποσοστά μειωτικού ανασυνδυασμού. Στο σακχαρομύκητα ο 

μειωτικός ανασυνδυασμός ξεκινάει από το σχηματισμό DSB (δίκλωνου σπασίματος). 

Μελέτες που έγιναν με σκοπό να εντοπιστεί το σύνολο αυτών των περιοχών στο 

γονιδίωμα του S. cerevisiae έδειξαν ότι υπάρχουν 177 hotspots στα οποία περικλείονται 

303 ORFs (γειτονικά hot ORFs ή hot ORFs που διαχωρίζονταν από ένα μη hot ORF 

χαρακτηρίζονταν ως ένα hotspot)(Gerton et al., 2000). Ως «α hotspots» χαρακτηρίζονται 

τα hotspots που απαιτούν την πρόσδεση στο DNA μεταγραφικού παράγοντα (Kirkpatrick 

et al., 1999). 
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Η επιτήρηση του ομόλογου ανασυνδυασμού κατά την μείωση είναι εξαιρετικής 

σημασίας μια και σε περίπτωση λάθους υπάρχει πιθανότητα να χαθεί ακόμα και 

ολόκληρος ο βραχίονας χρωμοσώματος. Στο μηχανισμό επιτήρησης εμπλέκεται και η 

Rad9 (Hochwagen and Amon, 2006). 

Η υπόθεσή μας είναι ότι η Rad9 εντοπίζεται σε γονίδια (σε όλα ή σε μερικά) τα οποία 

είναι κοντά σε hotspots. Μετακινείται μαζί με την μεταγραφική μηχανή κατά την 

μεταγραφή. Αρχικά στρατολογείται μαζί με προσδενόμενους στο DNA μεταγραφικούς 

παράγοντες (α hotspots). Δείξαμε ότι κατά την στρατολόγηση της η Rad9 φέρνει μαζί της 

και άλλα στοιχεία του συμπλόκου επιδιόρθωσης (όπως για παράδειγμα το Rad53). Κατά 

συνέπεια, κατά την έναρξη της μείωσης όπου επάγονται από την Spo11 DSB στα 

υποψήφια γονίδια (που περιέχονται στα hotspots) ή όταν προκύπτουν προβλήματα στον 

μειωτικό ανασυνδυασμό, παράγοντες οι οποίοι προηγουμένως συνέβαλλαν στην 

διαδικασία της μεταγραφής (η οποία στα περισσότερα γονίδια συμπεριλαμβανομένου και 

του CTR1 έχει σταματήσει) είναι ήδη παρόντες και διαθέσιμοι να χρησιμοποιηθούν για 

την επιδιόρθωση του DNA. Στους παράγοντες οι οποίοι είναι γνωστό ότι εμπλέκονται 

τόσο στη διαδικασία της μεταγραφής όσο και της επιδιόρθωσης ανήκουν κυρίως 

χρωματινικοί αναδιαμορφωτές όπως για παράδειγμα Chd1, Ino80, RSC, Swi/Snf αλλά 

και τσαπερόνες ιστονών όπως Asf1 (Bao and Shen, 2007; Marfella and Imbalzano, 2007; 

Mousson et al., 2007). Μάλιστα πρόσφατα βρέθηκε το Pob3 (υπομονάδα το yFACT) να 

αλληλεπιδρά ασθενώς αλλά άμεσα με την RPA (VanDemark et al., 2006)[replication 

protein A που παίζει πρωταρχικό ρόλο στην επιτήρηση του ομόλογου ανασυνδυασμού 

κατά την μείωση.(Bannister and Schimenti, 2004; Gasior et al., 1998; Li and Schimenti, 

2007; Soustelle et al., 2002)} Είναι πιθανόν το yFACT που κατά την βλαστική φάση της 

ζωής του κυττάρου εμπλέκεται στην επιμήκυνση της μεταγραφής, κατά την μείωση να 

εμπλέκεται στην ανασυγκρότηση νουκλοσωμάτων σε περιοχές που συμβαίνει μειωτικός 

ανασυνδυασμός. 

Επομένως προτείνουμε για την Rad9 έναν καινούριο ρόλο ο οποίος είναι 

διαμεσολαβητικός μεταξύ της μεταγραφής και της επιδιόρθωσης του DNA σε 

φυσιολογικές «χωρίς προκλήσεις» (unchallenged) συνθήκες. Άρα κατά την βλαστική 

φάση του κυτταρικού κύκλου το γονίδιο CTR1 είναι μεταγραφικά ενεργό παρουσία της 
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Rad9. Κατά την μείωση η μεταγραφή σταματάει και αναλαμβάνει δράση ο 

επιδιορθωτικός μηχανισμός του DNA.  

 

 

CTR1
+1 +1221-500

CuRE

Ra
d9

DNA repair complex

Ra
d9

Hir1 Hir1

Transcription 
elongation 

complex

Rad53

Transcription
Initiation
complex

Induction (Cu depletion)

Mac1

hotspot hotspot

CTR1
+1 +1221-500

CuRE

Ra
d9

DNA repair complex

Ra
d9

Hir1 Hir1

Transcription 
elongation 

complex

Rad53

Transcription
Initiation
complex

Induction (Cu depletion)

Mac1

hotspot hotspot

 
 

Εικόνα 1.3.1: Μοντέλο στο οποίο η Rad9 αποτελεί κόμβο μεταξύ της μεταγραφής και της επιδιόρθωσης 

του DNA σε φυσιολογικές (unchallenged) συνθήκες. 
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2.1. Εισαγωγή 

 
Κατά την σάρωση της γενωμικής βιβλιοθήκης με την βοήθεια της τεχνολογίας των δύο 

υβριδίων (Bilsland et al., 2004) μεταξύ των αλληλεπιδρώντων του Mac1 βρέθηκε και η 

Ηir1 (Voutsina et al 2005). Η Hir1 αποτελείται από 840 αμινοξέα. Η αμινοτελική 

περιοχή της Hir1 εμπερικλείει 7 επαναλήψεις WD40 (ß-transducin) ενώ η καρβοξυτελική 

της περιοχή είναι υπεύθυνη για την ενεργότητα καταστολέα (εικ.2.1.1) (Lorain et al., 

1996) (αντίστοιχες επαναλήψεις και λειτουργική δράση παρουσιάζει και η πρωτεΐνη 

Τup1(που δρα ως συγκαταστολέας με την Ssn6) γι΄ αυτό και η Hir1 πρωτοονομάστηκε 

Tup-like)(Sherwood et al., 1993). 

 

 

 

 

 
Εικόνα 2.1.1: Σχηματική απεικόνιση της δομής του Hir1 

 

H Hir1 μαζί με τις Hir2, Hir3 (Histone regulatory proteins), Hpc1 και Hpc2 (histone 

promoter control) πρωτοταυτοποιήθηκαν μέσω γενετικών σαρώσεων ως trans 

παράγοντες οι οποίοι δρουν στον υποκινητή των γονιδίων των ιστονών με σκοπό να 

καταστείλουν την μεταγραφή τους σε όλες τις φάσεις του κυτταρικού κύκλου πλην των 

φάσεων G1/S (Lamour et al., 1995; Sherwood et al., 1993). Σήμερα είναι γνωστό ότι οι 

Hir1, Hir2, Hir3, και Hpc2 αποτελούν υπομονάδες ενός βιοχημικά απομονωμένου 

συμπλόκου (Ηir complex) και ότι η δράση τους δεν περιορίζεται μόνο στην μεταγραφική 

ρύθμιση των γονίδιων αυτών (Prochasson et al., 2005). 

Οι Hir1 και Hir2 παρουσιάζουν ομολογία με την αμινοτελική και καρβοξυτελική 

περιοχή της πρωτεΐνης HIRA αντίστοιχα. Η πρωτεΐνη αυτή συναντάται σε αρκετούς 

ευκαρυωτικούς οργανισμούς όπως στον Xenopus και στον άνθρωπο (Kirov et al., 1998; 

Lamour et al., 1995; Lorain et al., 1996). Πρωτοταυτοποιήθηκε ως TUPL1 εξαιτίας της 

μερικής της ομοιότητας με τον γενικό μεταγραφικό καταστολέα Tup1 (Halford et al., 
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1993). Η ανθρώπινη HIRA φαίνεται να έχει ρόλο στην απόκριση σημάτων του 

κυτταρικού κύκλου αποτελώντας υπόστρωμα για την κυκλίνη cdk2 (μάλιστα σε 

περίπτωση υπερέκφρασή της παρατηρείται επιβράδυνση του κυτταρικού κύκλου κατά 

την φάση S) (Hall et al., 2001). Επιπλέον η HIRA παίζει σημαντικό ρόλο στην 

συναρμολόγηση νουκλεοσωμάτων δρώντας ως τσαπερόνη ιστονών ανεξάρτητα από 

σύνθεση DNA (Ahmad et al., 2005; Hall et al., 2001; Nelson et al., 2002; Ray-Gallet et 

al., 2002). Πρόσφατα επίσης βρέθηκε να αλληλεπιδρά σε κυτταρικό εκχύλισμα από 

εμβρυα δροσοφιλας με την Chd1(Konev et al., 2007). Στον άνθρωπο άτομα ετερόζυγα 

για το γονίδιο HIRA εκδηλώνουν το σύνδρομο DiGeorge/velocardiofacial (D'Antoni et 

al., 2004; Lamour et al., 1995) Ταυτόχρονα στοχευμένη μεταλλαξογένεση του γονιδίου 

HIRA στα ποντίκια οδηγεί σε προβληματική γαστριδίωση και πρόωρη εμβρυική 

θνησιμότητα (Roberts et al., 2002) γεγονός που αποδεικνύει τον σημαντικό ρόλο που 

διαδραματίζει η HIRA κατά την ανάπτυξη στα μετάζωα. 

Ο μηχανισμός με τον οποίο οι Hir/Hpc καταστέλλουν την μεταγραφή των γονιδίων δεν 

είναι ακόμα σαφής και είναι πιθανόν να εμπεριέχει τροποποίηση της χρωματίνικης 

δομής. Οι Hir πρωτεΐνες να στρατολογούνται στον υποκινητή πιθανόν μέσω ενός μη 

προσδιορισμένου ακόμα DNA προσδενόμενου μεταγραφικού παράγοντα (DeSilva et al., 

1998; Spector et al., 1997). Επίσης οι Hir αλληλεπιδρούν με το σύμπλοκο SWI/SNF και 

η αλληλεπίδραση αυτή είναι απαραίτητη για την στρατολόγηση του στον υποκινητή των 

ιστονών H2A και Η2Β στην φάση G1/S (Dimova et al., 1999). Το σύμπλοκο SWI/SNF 

ως ρόλο έχει την αναδιαμόρφωση της χρωματίνης (chromatin-remodeling complex) με 

την κατανάλωση ATP. Απαλοιφή υπομονάδων του SWI/SNF δείχνει ότι το 

συγκεκριμένο σύμπλοκο χρειάζεται για την μέγιστη έκφραση των γονιδίων ιστόνης 

(Dimova et al., 1999). Αυτό πιθανόν να το επιτυγχάνει τροποποιώντας την χρωματίνη και 

επάγοντας την κινητοποίηση των νουκλεοσωμάτων γεγονός απαραίτητο για την 

μεταγραφική ενεργοποίηση των γονιδίων ιστόνης (Wang, 2003). Tο σύμπλοκο 

SWI/SNF, στρατολογείται σε πολλούς υποκινητές με ποικίλους μηχανισμούς. Ένας από 

αυτούς είναι και η αλληλεπίδραση με μεταγραφικούς παράγοντες που προσδένονται σε 

συγκεκριμένες αλληλουχίες του υποκινητή. Οι Hir πρωτεΐνες έχουν την δυνατότητα να 

καταστέλλουν την ενεργοτητα αναδιαμορφωτή (πιθανότατα σχηματίζοντας κάποια δομή 

με τα νουκλεοσώματα) που έχει το SWI/SNF χωρίς να εμποδίζουν την πρόσδεση του 
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στον υποκινητή. (Dimova et al., 1999). Άρα οι Hir δρουν όχι μόνο ως συγκαταστολείς 

αλλά και ως συνενεργοποιητές μια και είναι απαραίτητες για την στρατολόγηση του 

SWI/SNF στον υποκινητή των ιστονών. Το ερέθισμα το οποίο επιτρέπει την αλλαγή των 

πρωτεϊνών Hir από συγκαταστολείς σε συνενεργοποιητές σε συγκεκριμένο χρόνο κατά 

την διάρκεια του κυτταρικού κύκλου παραμένει άγνωστο. Επιπλέον έχει βρεθεί ότι η 

παρουσία των Hir1 and Hir2 στους υποκινητές των ιστονών HTA1/HTB1 είναι 

απαραίτητη προκειμένου να στρατολογηθεί το RSC (το οποίο στους συγκεκριμένους 

υποκινητές έχει ρόλο μεταγραφικού απενεργοποίητη) (Ng et al., 2002). 

Οι Hir1, Hir2, Hir3, και Hpc2 έχουν και άλλους ρόλους εκτός της ρύθμισης των 

γονιδίων ιστόνης. Συγκεκριμένα βρέθηκε ότι αποτελούν τμήμα ενός μονοπατιού 

συναρμολόγησης ιστονών το οποίο λειτουργικά έχει κοινά στοιχεία με τον CAF-I (Cac1-

3 chromatin assembly factor I) που κωδικοποιείται από τα γονίδια CAC (Sharp et al., 

2001). Τα δύο αυτά μονοπάτια χρειάζονται για την συναρμολόγηση νουκλεοσωμάτων 

και την αποσιώπηση της ετεροχρωματίνης. Συνδυασμός μεταλλαγών σε στοιχεία των 

CAC και HIR οδηγεί σε μειωμένη αποσιώπηση τόσο των τελομερών όσο και του mating-

type loci (Kaufman et al., 1998; Qian et al., 1998). Επίσης, βρέθηκε ότι οι πρωτεΐνες 

αυτές παίζουν και δομικό ρόλο στο σχηματισμό κινητοχώρων μια και ανιχνεύονται σε 

μεγάλα ποσά στην περιοχή αυτή και μεταλλαγές αυτών δημιουργούν πολλά προβλήματα 

στο σχηματισμό της ατράκτου (Krude, 2002). 

Ταυτόχρονα η Asf1 (anisilencing function 1) που παίζει και αυτή σημαντικό ρόλο στην 

συναρμολόγηση ιστονών (τσαπερόνη ιστονών H3/H4) όταν το DNA υποστεί βλάβη 

καθώς και στη αποσιώπηση τόσο των τελομερών όσο και των γενετικών τόπων 

σύζευξης, βρέθηκε ότι αλληλεπιδρά με την Hir1 (Green et al., 2005) και συμβάλλει και 

αυτή στην εξαρτώμενη από τον κυτταρικό κύκλο μεταγραφική καταστολή των ιστονών 

(Sutton et al., 2001). 

Πρόσφατα επίσης αποδείχθηκε ότι η Asf1 μαζί με την Hir1 παίζουν σημαντικό ρόλο 

στην μεταγραφική ρύθμιση και άλλων γονίδιων όπως του PHO5. Αυτό το επιτυγχάνουν 

επανασυναρμολογόντας τον υποκινητή κατά την καταστολή του γονίδιου με απόθεση 

ιστονών in trans (Schermer et al., 2005). Τέλος οι πρωτεΐνες του συμπλόκου Hir/Hpc 

έχουν συνδεθεί γενετικά με την μεταγραφική επιμήκυνση μια και δίνουν συνθετικούς 

φαινοτύπους με τις υπομονάδες του yFACT (Formosa et al., 2002) και πιο πρόσφατα 
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βιοχημικά με την αποκάλυψη ότι η Hir1 πρωτεΐνη στρατολογείται σε συνθήκες επαγωγής 

της μεταγραφής στον υποκινητή και στην κωδική περιοχή του GAL1 μαζί με άλλους 

παράγοντες επιμήκυνσης, καθώς και ότι δρα συνεργατικά με την Spt2, και το σύμπλοκο 

PAF με σκοπό να καταστείλει την έναρξη της μεταγραφής από κρυπτικό υποκινητή στο 

γονίδιο FLO8. (Nourani et al., 2006).  

Επιπλέον η Ηir1 έχει βρεθεί να αλληλεπιδρά και με την Spt4 η οποία εμπλέκεται στην 

επιμήκυνση της μεταγραφής, στην επεξεργασία του pre-mRNA στην λειτουργία των 

κινητοχώρων και στην αποσιώπηση των γονίδιων (DeSilva et al., 1998) καθώς και με την 

Taf4 (TFIID) η οποία εμπλέκεται στην έναρξη της μεταγραφής RNA pοl ΙΙ γονιδίων 

(Sanders et al., 2002) και αποτελεί πιθανό υπόστρωμα της Cdc28. Σε πρόσφατες εξάλλου 

συστηματικές μελέτες αποκαλύφθηκαν πολλές γενετικές αλληλεπιδράσεις του ΗΙR1 

(Collins et al., 2007a; Tong et al., 2004) (Pan et al., 2006). Συμπερασματικά, οι 

πρωτεΐνες Hir, μπορεί να αποτελούν στοιχεία διαφορετικών λειτουργικά συμπλόκων τα 

οποία να εμπλέκονται στην μεταγραφική ρύθμιση, στην αποσιώπηση γονίδιων, στην 

διατήρηση της συγκρότησης χρωματίνης, στην επανασυγκρότηση της κατά την 

μεταγραφική επιμήκυνση καθώς και στην καταστολή γονιδίων κατά την φάση G2/M. 

 

 
 

Εικόνα 2.1.2: Μοντέλο δράσης συμπλόκου Tup1-Ssn6 (Malave and Dent, 2006) 
 

Αν και οι Ηir1 με την Tup1 παρουσιάζουν δομική ομολογία δεν έχει εξεταστεί αν η 

Hir1 δρα συνεργατικά με την πρωτεΐνη Ssn6. Μέχρι σήμερα είναι γνωστό ότι η Tup1 σε 

συνεργασία με τον Ssn6 παίζουν σημαντικό ρόλο στη καταστολή της μεταγραφής 
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αρκετών γονίδιων. Σε πρώτη φάση οι πρωτεΐνες αυτές στρατολογούνται στους ενεργούς 

ακόμα υποκινητές πιθανόν από κάποιο καταστολέα ο οποίος είναι συγκεκριμένος για 

κάθε υποκινητή. Ο καταστολέας αυτός αλληλεπιδρά με το σύμπλοκο του 

Διαμεσολαβητή (Μediator) έτσι ώστε η RNA pol II να σταματήσει την μεταγραφή. 

Επιπλέον και το ίδιο το σύμπλοκο Tup1–Ssn6 έχει την δυνατότητα αλληλεπίδρασης με 

στοιχεία του Mediator. Το σύμπλοκο Tup1–Ssn6 κατόπιν στρατολογεί απακετυλάσες 

(HDACs), επάγοντας την απακετυλίωση των ιστονών. Το γεγονός αυτό επάγει την 

συμπύκνωση των ιστονών και έτσι καταστέλλεται η μεταγραφή (Malave and Dent, 

2006). Συμπληρωματικά αναφέρουμε ότι ο Ssn6 αλληλεπιδρά με μεγάλο αριθμό 

παραγόντων που προσδένονται στο DNA μεταξύ των οποίων και ο μεταγραφικός 

παράγοντας Aft1 (ενεργοποίηση γονιδίων για πρόσληψη σιδήρου) (Fragiadakis et al., 

2004) αλλά και ο Mig1 (εμπλέκεται στην καταστολή γονιδίων για πρόσληψη γλυκόζης 

(Nehlin and Ronne, 1990). 

 

 

2.1.2 Σύντομη περίληψη των πειραμάτων που είχαν πραγματοποιηθεί στο 

εργαστήριο μας σε σχέση με την Hir1 (Α. Βουτσινά)-Συμπεράσματα/ Ερωτήματα 

που τέθηκαν 

 

Όπως επισημάνθηκε στην εισαγωγή, σε υψηλές ενδοκυτταρικές συγκεντρώσεις χαλκού 

τα ιόντα χαλκού οργανώνουν μια ενδομοριακή αλληλεπίδραση μεταξύ των καταλοίπων 

κυστεΐνης της αμινοτελικής και καρβοξυτελικής περιοχής του Mac1 καθιστώντας την 

πρωτεΐνη ανίκανη να προσδεθεί στο DNA (Jensen and Winge, 1998). Ωστόσο στο 

εργαστήριο μας είχε βρεθεί ότι ο Mac1 στρατολογείται στον υποκινητή του CTR1 όχι 

μόνο σε συνθήκες επαγωγής (λόγω απουσίας χαλκού) αλλά και κατά την παρουσία 

χαμηλών συγκεντρώσεων χαλκού (φυσιολογικές συνθήκες) παρόλο που η μεταγραφική 

του ικανότητα στις συνθήκες αυτές ήταν περιορισμένη. Πιθανόν λοιπόν και άλλοι 

βοηθητικοί παράγοντες να εμπλέκονται στην διαμόρφωση του Mac1, στην δυνατότητα 

στρατολόγησης του στον υποκινητή και στην ικανότητα του να ενεργοποιεί την 

μεταγραφή. Η υπόθεση αυτή μας ώθησε σε διερεύνηση της ύπαρξης πρωτεϊνών που να 

αλληλεπιδρούν με τον Mac1 μέσω το συστήματος των δύο υβριδίων (Bilsland et al., 
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2004). Μεταξύ των υποψήφιων αλληλεπιδρώντων βρέθηκε και ο μεταγραφικός 

συμπαράγοντας Hir1. 

Όπως προαναφέρθηκε η Hir1, πρωτοταυτοποιήθηκε ως συγκαταστολέας της 

μεταγραφής των γονιδίων ιστόνης και αργότερα ως συρρυθμιστής των περιοχών 

αποσιώπησης και ως συστατικό των κεντρομερών. Σε καμία όμως από τις πιο πάνω 

δράσεις του δεν φάνηκε να έχει δυνατότητα πρόσδεσης στο DNA (Sherwood et al., 

1993). Επιπλέον μέχρι σήμερα δεν έχει ταυτοποιηθεί κανένας προσδενόμενος στο DNA 

μεταγραφικός παράγοντας στον υποκινητή των HTA1-HTB1 (Osley et al., 1986). Ενώ σε 

μελέτες in vitro που πραγματοποιήθηκαν πρόσφατα το σύμπλοκο HIR βρέθηκε να 

προσδένεται μη ειδικά σε ανασυγκροτημένα νουκλεοσώματα (Prochasson et al., 2005). 

Στα θηλαστικά η πρωτεΐνη HIRA βρέθηκε να αλληλεπιδρά με την αναπτυξιακά 

ελεγχόμενη πρωτεΐνη Pax3 η οποία έχει την δυνατότητα πρόσδεσης στο DNA (Magnaghi 

et al., 1998). Η σημασία της αλληλεπίδρασης αυτής δεν είναι ακόμα γνωστή  

Στο εργαστήριο μας επιβεβαιώθηκε η άμεση φυσική αλληλεπίδραση μεταξύ της 

προσδενόμενης στο DNA περιοχής του Mac1 και της λιγότερο συντηρημένης 

καρβοξυτελικής περιοχής της Hir1 (η οποία πιθανόν να εμπλέκεται σε περισσότερες 

ειδικευμένες λειτουργίες Hir1) in vivo σε κυτταρικά εκχυλίσματα και στην χρωματίνη 

αλλά και άμεσα in vitro. 

Η αλληλεπίδραση Mac1-Hir1 δεν έχει προηγουμένως αναφερθεί ούτε σε πειράματα 

ευρείας κλίμακας ανάλυσης συμπλόκων (extensive affinity capture) ούτε σε αναλύσεις 

σάρωσης βιβλιοθήκης με την τεχνολογία των δύο υβριδίων. Επομένως το εργαστήριο 

μας παρέχει το πρώτο παράδειγμα ενός προσδενόμενου στο DNA μεταγραφικού 

ενεργοποιητή ο οποίος αλληλεπιδρά με την Hir1. Βέβαια σε αντίθεση με το γνωστό ρόλο 

της Hir1 στην καταστολή των γονιδίων ιστόνης η Hir1 αλληλεπιδρά με τον Mac1 σε 

μεταγραφικά ενεργά γονίδια. Βρήκαμε ότι η Hir1 στρατολογείται στον υποκινητή του 

CTR1 (και του FRE1) και ότι η στρατολόγηση της εξαρτάται από την παρουσία του 

Mac1. Συγκεκριμένα η στρατολόγηση της αυξάνει ποσοτικά ανάλογα με την 

στρατολόγηση του Mac1 σε συνθήκες επαγωγής. Πρέπει να επισημανθεί ότι οι 

ρυθμιζόμενοι από τον Mac1 υποκινητές στις μεγάλης κλίμακας αναλύσεις των 

υποκινητών του σακχαρομύκητα δεν είχαν χαρακτηριστεί ως περιοχές στόχοι της 

Hir1(ChIp on chip) (Lee et al., 2002). Αυτό πιθανόν να οφείλεται είτε στη χαμηλή 
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συγγένεια μια και όπως αναφέραμε η Hir1 δεν φαίνεται να έχει δυνατότητα πρόσδεσης 

στο DNA, είτε εξαιτίας των συνθηκών στις οποίες αναπτύσσονταν οι καλλιέργειες. 

Αντίθετα στις αναλύσεις αυτές η Hir1 βρέθηκε σε υποκινητές άλλων γονιδίων όταν τα 

κύτταρα αναπτύσσονταν σε πλούσιο θρεπτικό μέσο (25 γονίδια με υψηλή πιθανότητα να 

στρατολογείται σε αυτά η Hir1). Αν υποθέσουμε ότι οι περισσότερες από αυτές τις 

συσχετίσεις είναι σημαντικές, μας είναι άγνωστο αν οι συσχετίσεις προκύπτουν με 

απευθείας πρόσδεση στο DNA ή αν μεσολαβούν άλλες αλληλεπιδρώσες πρωτεΐνες. 

Επιπλέον μας είναι άγνωστος ο λόγος στρατολόγησης της στους συγκεκριμένους 

υποκινητές. 

Ταυτόχρονα στο εργαστήριο μας πραγματοποιήθηκαν πειράματα με σκοπό να δούμε αν 

επηρεάζεται η έκφραση του CTR1 σε στελέχη hir1Δ. Τα πειράματα αυτά δεν 

αποκάλυψαν απαραίτητο ρόλο της Hir1 στη λειτουργικότητα του Mac1. Αντίστοιχα 

αποτελέσματα ελήφθησαν σε στελέχη που απουσίαζαν τόσο το HIR1 όσο και το HIR2. 

Είναι πιθανόν πάντως κάποια απαραίτητη λειτουργία να αποκαλυφθεί με την απαλοιφή 

και άλλων ή και όλων των στοιχείων του συμπλόκου HIR/HPC. Πρόσφατα μάλιστα 

βρέθηκε συνθετικός φαινότυπος μεταξύ των HIR3 και ΜAC1 (genetic 

enhancement)(Collins et al., 2007b). Πάντως τα πιο πάνω αποτελέσματα πάντως 

έρχονται σε συμφωνία με την πρόσφατη αναφορά ότι η Hir1 στρατολογείται στο γονίδιο 

GAL1 όταν αυτό είναι μεταγραφικά ενεργό αλλά απαλοιφή του HIR1 αφήνει 

ανεπηρέαστη την έκφραση του (Nourani et al., 2006).  

Ταυτόχρονα ο εντοπισμός του Mac1 στον υποκινητή του CTR1 σε χαμηλές 

συγκεντρώσεις χαλκού (μη επαγωγικές συνθήκες) υπονοούσε ότι πιθανόν κάποιος 

συγκαταστολέας συνδέεται με τον συγκεκριμένο υποκινητή. Ως υποψήφιο προς μελέτη 

συγκαταστολέα επιλέξαμε τον Ssn6 ο οποίος όπως αναφέραμε (βλέπε εισαγωγή) 

δημιουργεί σύμπλοκο με την Tup1 η οποία φέρει ομόλογες περιοχές με την Hir1 και 

επομένως θα μπορούσε να δημιουργεί σύμπλοκο και /ή με την Hir1 στον συγκεκριμένο 

υποκινητή. Πράγματι απαλοιφή του γονιδίου SSN6, του οποίου η πρωτεΐνη αποτελεί ένα 

πολύ ισχυρό συγκαταστολέα σε συνθήκες μη επαγωγής, οδήγησε σε πολύ υψηλή 

έκφραση του CTR1. Αν και η δυνητικά ενεργοποιητική δράση της Hir1 δεν ήταν 

εμφανής σε στελέχη hir1Δ, αποκαλύφθηκε σε στελέχη ssn6Δ στα οποία απαλείφθηκε το 

HIR1 και η συσσώρευση του mRNA του CTR1 ελαττώθηκε σε σχέση με τα επίπεδα 
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αγρίου τύπου. Ο συνθετική δραση επιβεβαιώθηκε με επαναφορά του φαινοτύπου με 

μετασχηματισμό πλασμιδίου πολλαπλών αντιγράφων (high copy) στο οποίο είχε 

κλωνοποιηθεί το HIR1 σε στέλεχος hir1Δ ssn6Δ. Επίσης σε συνθήκες επαγωγής η 

ταυτόχρονη απουσία της Hir1 και της Ssn6 έχει ως αποτέλεσμα την μείωση των 

επιπέδων mRNA CTR1 κατά 40%. Λαμβάνοντας υπόψιν το συνθετικά αποτελέσματα 

hir1Δ ssn6Δ δείχτηκε άμεση αλληλεπίδραση ανάμεσα στην καρβοξυτελική περιοχή της 

Hir1 και της (10 TPR) περιοχής του Ssn6. Πειράματα ανοσοκατακρήμνισης χρωματίνης 

σε πρωτεϊνικά εκχυλίσματα από σακχαρομύκητα έδωσαν τα ίδια αποτελέσματα. 

Επομένως βρέθηκε μια νέα αλληλεπίδραση μεταξύ των δύο αυτών ρυθμιστών.  

Ταυτόχρονα βρήκαμε ότι ο Ssn6 στρατολογείται στον υποκινητή του CTR1 και η 

στρατολόγηση του εξαρτάται από την παρουσία του Mac1. Παρόλα αυτά δεν μπορέσαμε 

να ανιχνεύσουμε φυσική αλληλεπίδραση μεταξύ Ssn6 και Mac1. Επιπλέον αν και ο Ssn6 

αλληλεπιδρά με την Hir1, η στρατολόγηση των δύο πρωτεϊνών είναι ανεξάρτητη στον 

υποκινητή του CTR1. Πιθανόν ο Ssn6 που είναι γνωστό ότι λειτουργεί ως σύμπλοκο με 

τον καταστολέα Tup1 να σχηματίζει και /ή κάποιο σύμπλοκο με την Hir1. Πρέπει στο 

σημείο αυτό να επισημανθεί ότι ο ρόλος του Tup1 στον υποκινητή του CTR1 δεν είναι 

σαφής γιατί ενώ σε στελέχη tup1Δ και tup1Δ hir1Δ δεν υπήρχε διαφοροποίηση στην 

συσσώρευση mRNA του CTR1 σε σχέση με στελέχη αγρίου τύπου ωστόσο το βρήκαμε 

να στρατολογείται στον υποκινητή ποσοτικά μαζί με την Hir1στις διάφορες συνθήκες 

καλλιέργειας. Τα πειράματα αυτά δεν μας αποσαφηνίζουν αν η Ηir1 και η Tup1 

σχηματίζουν δύο διαφορετικά σύμπλοκα με την Ssn6 ή αν και οι τρεις μαζί βρίσκονται 

σε ένα σύμπλοκο και δρουν συντονισμένα (Voutsina et al., 2005) 

Τα πειράματα που ακολουθούν έγιναν με σκοπό να αποσαφηνιστεί πως η πρωτεΐνη 

Hir1 δρα ενεργοποιητικά στον συγκεκριμένο υποκινητή και με ποιον τρόπο συνεργάζεται 

με την Ssn6 σε διάφορες συνθήκες (συνθήκες επαγωγής και συνθήκες μη επαγωγής). 

Πιθανό σενάριο αποτελούσε να εμπλέκεται στην στρατολόγηση του Snf2 με τον οποίο 

ήταν ήδη γνωστό ότι αλληλεπιδρά.. Ταυτόχρονα διερευνήθηκε και η υπόθεση η Hir1 να 

εμπλέκεται στην μεταγραφική επιμήκυνση. 
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2.2 Αποτελέσματα 

 

2.2.1 H Snf2 αποτελεί απαραίτητο ρυθμιστή της μεταγραφής του CTR1 και 

υπάρχει μερική και αμοιβαία εξάρτηση των Snf2 και Hir1 κατά την στρατολόγηση 

τους στον υποκινητή του CTR1. 

 

Έχοντας ως δεδομένη την στρατολόγηση της Hir1 στον υποκινητή του CTR1, και την 

δράση της ως ενεργοποιητή σε συνθήκες επαγωγής επιλέξαμε να ερευνήσουμε την 

πιθανή εμπλοκή του χρωματινικού αναδιαμορφωτή Snf2 στην εξαρτώμενη από τον Mac1 

μεταγραφική ενεργοποίηση του CTR1. Κίνητρο για αυτή την επιλογή αποτέλεσε το 

γεγονός ότι η Hir1 αλληλεπιδρά φυσικά με την Snf2 καθώς και ότι το σύμπλοκο των Hir 

πρωτεϊνών έχει ως ρόλο την στοχευμένη στρατολόγηση των Swi-Snf στον υποκινητή 

των HTA1-HTB1 με σκοπό την μεταγραφική τους ενεργοποίηση κατά την φάση G1/S 

του κυτταρικού κύκλου (Dimova et al., 1999). Το ερώτημα που θέσαμε ήταν αν o Snf2 

στρατολογείται στον υποκινητή CTR1 και αν η Hir1 εμπλέκεται στη στοχευμένη 

στρατολόγηση του. Βρήκαμε ότι o Snf2 εντοπίζεται στον υποκινητή CTR1 σε όλες τις 

συνθήκες αλλά ποσοτικά ανιχνεύεται πολύ περισσότερο σε συνθήκες επαγωγής (ελλείψει 

χαλκού) (εικ.2.2.2). Επιπλέον βρήκαμε ότι η στρατολόγηση του Snf2 στις συγκεκριμένες 

συνθήκες εξαρτάται μερικώς από την παρουσία της Hir1 (εικ.2.2.2). Η στρατολόγηση 

του Snf2 στον υποκινητή των HTA1-HTB1, χρησιμοποιήθηκε ως θετικό control όπου 

φάνηκε ότι και σε αυτή την περίπτωση η στρατολόγηση της στον συγκεκριμένο 

υποκινητή εξαρτάται εν μέρει από την παρουσία του HIR1. Η παρατήρηση αυτή δεν 

έρχεται σε αντιδιαστολή με την αναφορά για πλήρη εξάρτηση της στρατολόγησης του 

Snf5 (που αποτελεί στοιχείο του συμπλόκου Swi/Snf) από το σύμπλοκο Hir μια και εκεί 

η στρατολόγηση του αναδιαμορφωτή μελετήθηκε σε περίπτωση που έλλειπαν 

τουλάχιστον δύο στοιχεία από το Hir σύμπλοκο (hir1Δ hir2Δ)(Dimova et al., 1999).  

Επιχειρώντας το αντίστροφο πείραμα δηλαδή την διερεύνηση του αν η στρατολόγηση 

της Ηir1 στον υποκινητή CTR1 επηρεάζεται από τον Snf2 πραγματοποιήσαμε πειράματα 

ανοσοκατακρήμνισης χρωματίνης σε στελέχη που απουσίαζε ο Snf2 (snf2Δ) και 

διαπιστώσαμε ότι τα επίπεδα εντοπισμού της Hir1 είναι ελαττωμένα σε σχέση με αυτά 
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του αγρίου τύπου (εικ.2.2.2). Επομένως, η αμοιβαία και μερική εξάρτηση φαίνεται να 

υπάρχει μεταξύ των Snf2 και Hir1 κατά την στρατολόγηση τους στον υποκινητή CTR1.  

Για πληρέστερη κατανόηση του ρόλου του Snf2 μετρήσαμε τα επίπεδα μεταγραφής του 

CTR1 σε στελέχη snf2Δ. Η απαλοιφή του συγκεκριμένου γονίδιου οδήγησε σε δραστική 

μείωση της έκφρασης του CTR1 σε επαγωγικές και μη συνθήκες κάτι που δεν είχε 

παρατηρηθεί σε στελέχη hir1Δ (εικ.2.2.1 Α. Βουτσινά). Απαλοιφή του γονιδίου HIR1 σε 

στελέχη snf2Δ δεν προκάλεσε περαιτέρω αλλαγή στη μεταγραφή (εικ.2.2.1 Α. 

Βουτσινά). Παρόμοια αποτελέσματα λάβαμε μετρώντας τα επίπεδα μεταγραφής σε διπλά 

μεταλλάγματα snf2Δ ssn6Δ (Α. Βουτσινά) γεγονότα που υποδεικνύουν τον κυρίαρχο 

ρόλο του Snf2 στον συγκεκριμένο υποκινητή. Πιθανότατα η παρατηρούμενη ποσοτική 

εξάρτηση της στρατολόγησης του Snf2 στον υποκινητή CTR1 από τη Hir1 να μην είναι 

κρίσιμη για την έκφραση του CTR1. Επομένως ο Snf2 έχει απαραίτητο και σημαντικό 

ρόλο για την στη μεταγραφική ενεργοποίηση του CTR1 και ο ρόλος του αυτός φαίνεται 

σε προκαταρτικά πειράματα που έγιναν να μην επηρεάζεται από την Ηir1.  

 
 

Εικόνα 2.2.1: Σε συνθήκες επαγωγής η Ssn6 και η Hir1 δρουν συνεργατικά και ο Snf2 παίζει 

κυρίαρχο ενεργοποιητικό ρόλο. Ανάλυση Northern ολικού RNA από τα ενδεικνυόμενα στην εικόνα 

στελέχη που αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό μέσο SC ή SCBCS, με χρήση ραδιοσημασμένων ανιχνευτών για 

τα γονίδια CTR1 και CMD1 (εσωτερικός ποσοτικός δείκτης. Οι ζώνες ποσοτικοποιήθηκαν στον 

PhosphorImager με χρήση του κατάλληλου λογισμικού (Image-Quant). Οι στήλες αντιπροσωπεύουν τους 

λόγους έντασης των αντίστοιχων ραδιοσημασμένων ζωνών στη μεμβράνη (κανονικοποιημένα επίπεδα 

mRNA).(Α. Βουτσινά) 
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2.2.2 Η Ssn6 επηρεάζει δραστικά την στρατολόγηση του Snf2 στον υποκινητή του 

CTR1 και η επιρροή αυτή εξαρτάται από την παρουσία της Hir1 σε συνθήκες 

επαγωγής. 

 

Οι συρρυθμιστές Hir1 και Ssn6 δρουν ανεξάρτητα και αντίθετα (ο Ssn6 επικρατεί σαν 

καταστολέας παρεμποδίζοντας την ενεργοποιητική δράση της Hir1) στον υποκινητή του 

CTR1 σε συνθήκες μη επαγωγής και στις συνθήκες αυτές ο Snf2 εντοπίζεται στον 

υποκινητή σε πολύ χαμηλά επίπεδα και διαδραματίζει μικρό ρόλο. Αντίθετα σε συνθήκες 

επαγωγής οι Hir1 και Ssn6 δρουν συνεργατικά στην επαγωγή της μεταγραφής του CTR1 

και ο Snf2 είναι απαραίτητος ενεργοποιητής. 

Για να διερευνήσουμε περαιτέρω τη σχέση μεταξύ των τριών πρωτεϊνών εξετάσαμε την 

στρατολόγηση του Snf2 σε στελέχη ssn6Δ and hir1Δ ssn6Δ. Η στρατολόγηση του Snf2-

9Myc αυξανόταν όταν απουσίαζε ο Ssn6 (εικ.2.2.2). γεγονός που υπονοεί ότι Ssn6 δρα 

ως καταστολέας παρεμποδίζοντας την στρατολόγηση του χρωματινικού αναδιαμορφωτή 

Snf2. H παρεμποδιστική δράση του Ssn6, είναι πιο έντονη σε συνθήκες επαγωγής όπου ο 

Snf2 στρατολογείται σε υψηλότερα ποσά στα κυτταρα που απουσιαζει ο Ssn6. Επιπλέον 

παρατηρήσαμε ότι η στρατολόγηση του Snf2 μειώθηκε δραστικά σε στέλεχος που 

απουσίαζαν τόσο η Hir1 όσο και ο Ssn6 (εικ.2.2.2). γεγονός το οποίο ερχόταν σε 

συμφωνία με τα αποτελέσματα που λάβαμε κατά την μέτρηση του επιπέδου ολικού RNA 

του CTR1 στα ίδια στελέχη. Μπορούμε επομένως να συμπεράνουμε ότι η Hir1 σε 

συνεργασία με την πρωτεΐνη Ssn6 χρειάζονται σε συνθήκες επαγωγής για την επαρκή 

στρατολόγηση του Snf2 και την μέγιστη συσσώρευση mRNA του CTR1. 
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Α 
 

 

 

 

 

Β 

 

 

Εικόνα 2.2.2: Ο Snf2 στρατολογείται στον υποκινητή του CTR1 και η στρατολόγηση του 

επηρεάζεται από την παρουσία της Hir1 σε συνθήκες επαγωγής.  

Α) Κύτταρα αγρίου τύπου, mac1Δ, hir1Δ, ssn6Δ και hir1Δssn6Δ που εκφράζουν την Snf2-9Myc και 

αναπτύχθηκαν σε SC και SCBCS υποβλήθηκαν σε ανάλυση ChIP με αντίσωμα anti-Myc. Το 

ανοσοκατακρημνισμένο (IP) και το ολικό (input) DNA αναλύθηκαν με real-time PCR με την χρήση 

ειδικών εκκινητών για τους υποκινητές του CTR1 και την κωδική περιοχή του PHO5. Εδώ, 

παρουσιάζονται οι λόγοι IP/input του CTR1 σε κάθε στέλεχος, κανονικοποιημένοι ως προς τους 

αντίστοιχους της PHO5 (μη μεταγραφόμενο γονίδιο). 

Β) Ομοίως αναλύθηκαν και κύτταρα αγρίου τύπου mac1Δ, snf2Δ,ssn6Δ που εκφράζουν την Hir1-9Myc 

και έχουν αναπτυχθεί σε SCCu, SC και SCBCS.  

 

 

2.2.3 Η στρατολόγηση του Mac1 στον υποκινητή του CTR1 επηρεάζεται από την 

συντονισμένη δράση των ρυθμιστών Snf2, Hir1 και Ssn6.  

 

Η ενδοκυτταρική και κατά συνέπεια η ενδομοριακή συγκέντρωση του χαλκού φαίνεται 

να παίζει το σημαντικότερο ρόλο στην λειτουργικότητα του Mac1. Ωστόσο το αν ο 

υποκινητής στόχος θα βρίσκεται σε επαγόμενη ή όχι κατάσταση εξαρτάται και από μια 

σειρά άλλες πρωτεΐνες οι οποίες φαίνεται να στρατολογούνται κατά την μεταγραφική 

ενεργοποίηση. Στην εικόνα 2.3.3 φαίνεται πως επιδρά κάθε μια από τις πρωτεΐνες αυτές 

στην στρατολόγηση του Mac1 στον υποκινητή του CTR1.  
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Εικόνα 2.2.3: Συνεργατική δράση συρρυθμιστών στην στρατολόγηση του Mac1 στον υποκινητή 

του CTR1: Κύτταρα αγρίου τύπου, mac1Δ, hir1Δ, ssn6Δ και hir1Δssn6Δ που εκφράζουν την Mac1-9Myc 

και αναπτύχθηκαν σε SC και SCBCS υποβλήθηκαν σε ανάλυση ChIP με αντίσωμα anti-Myc. H 

ποσοτικοποίηση έγινε όπως περιγράφεται στην εικόνα 2.2.2.  
 

Εξετάζοντας τρεις διαφορετικές συνθήκες (SC, SCBCS, SCCu) παρατηρήσαμε ότι η 

παρουσία του Snf2 ήταν απαραίτητη για την ποσοτική στρατολόγηση του Mac1 καθώς 

και το αντίστροφο (εικ.2.2.3).Μαλιστα ο Snf2 μπορεί να επάγει το 70% των μέγιστων 

επιπέδων μεταγραφής (συνθήκες επαγωγής) ακόμα και σε συνθήκες SC οπου ο Mac1 

είναι σε ημίκλειστη διαμόρφωση Αντιθέτως ο Ssn6 παίζει κατασταλτικό ρόλο στην 

στρατολόγηση του Mac1 αν και η συγκεκριμένη (HA-Ssn6) στρατολογείται στον 

υποκινητή ποσοτικά κατά την παρουσία ενεργού Mac1 (Α. Βουτσινά). Τέλος, ενώ η 

στρατολόγηση του Mac1-9Myc δεν επηρεαζόταν από την απουσία της Hir1, ωστόσο 

μειωνόταν δραστικά όταν απουσίαζαν ταυτόχρονα η Ssn6 και η Hir1 σε συνθήκες 

επαγωγής. Κατά συνέπεια παρατηρούμε ότι εκτός από τις συγκεντρώσεις ιόντων χαλκού, 

υπάρχει αμοιβαία εξάρτηση μεταξύ του παράγοντα που αναγνωρίζει την αλληλουχία 

DNA και των συρρυθμιστών έτσι ώστε να βρίσκεται τελικά ο υποκινητής σε ενεργή ή 

όχι κατάσταση. Παρατηρώντας την αμοιβαία εξάρτηση της στρατολόγησης στον 

υποκινητή CTR1 μεταξύ των πρωτεϊνών Mac1 και Snf2, ελέγξαμε αν οι δύο πρωτεΐνες 

αλληλεπιδρούν φυσικά μέσω συνανοσοκατακρήμνισης από κυτταρικά εκχυλίσματα αλλά 

δεν καταφέραμε να ανιχνεύσουμε κάτι τέτοιο (δεν δείχνεται). 
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2.2.4 Η Hir1 δρα συνεργατικά με την Spt16 (στοιχείο του yFACT) κατά την 

μεταγραφική επιμήκυνση του γονιδίου CTR1. 

 

Γενετικά πειράματα που πραγματοποιήθηκαν στο παρελθόν από τους Formosa et al 

έδειξαν ότι η Hir1 συνεργάζεται με στοιχεία του συμπλόκου yFACT (Formosa et al., 

2002). Έχοντας ως δεδομένο ότι, η απαλοιφή του HIR1 δεν επηρεάζει την μεταγραφή 

του CTR1, εκμεταλλευτήκαμε την γνώση που υπήρχε πάνω στο συνθετικό φαινότυπο 

αύξησης κυττάρων, μεταξύ του hir1Δ και των θερμοευαίσθητων μεταλλαγών των 

πρωτεϊνών Pob3 (pob3-7) και Spt16 (spt16-11), που αποτελούν στοιχεία του συμπλόκου 

yFACT, με σκοπό να διερευνήσουμε περαιτέρω το ρόλο της Hir1 κατά την μεταγραφική 

επιμήκυνση του CTR1. Σε συνθήκες επαγωγής, η μεταγραφή του CTR1 γινόταν σε πολύ 

χαμηλά επίπεδα σε στέλεχος pob3-7 και μειωνόταν κατά ~50% σε στελέχη spt16-11 

συγκρινόμενα με στελέχη αγρίου τύπου. Σε διπλό μετάλλαγμα hir1Δ spt16-11, 

παρατηρήσαμε περαιτέρω πτώση της μεταγραφής περίπου στο ~10% της μεταγραφής 

στελεχών αγρίου τύπου γεγονός που αποκαλύπτει συνεργατικό ρόλο για τις δύο 

πρωτεΐνες στη μεταγραφή. Τα επίπεδα CTR1 mRNA στο στέλεχος hir1Δ pob3-7 ήταν 

αντίστοιχα των επιπέδων μεταγραφής στο pob3-7 (εικ.2.2.4Α). Παρόμοια αποτελέσματα 

λάβαμε μετρώντας την συσσώρευση του mRNA του FRE1. Συμπεραίνουμε ότι η Hir1 

δρα συνεργατικά με την Spt16 στην μεταγραφή των CTR1 και FRE1.  

 

 

2.2.5 Η Hir1 εντοπίζεται στην κωδική περιοχή του CTR1 και η στρατολόγησή της 

σε αυτή τροποποιείται σε μεταλλάγματα spt16-11 

 

Με δεδομένο ότι οι πρωτεΐνες Hir1 και Spt16 συνεργάζονται σε επίπεδο μεταγραφής 

ήταν λογικό να διερευνήσουμε αν η Hir1 εντοπίζεται στην κωδική περιοχή του CTR1. 

Ελέγξαμε μια σειρά από διακριτές περιοχές που εκτείνονται κατά μήκος της κωδικής 

περιοχής του γονίδιου CTR1 και βρήκαμε ότι η Hir1 εντοπίζεται στην κωδική περιοχή 

του CTR1 σε υψηλότερα ποσοστά από αυτά στα οποία ανιχνεύεται στην περιοχή του 

υποκινητή σε συνθήκες επαγωγής (εικ.2.2.4Β)  
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Εικόνα 2.2.4: Η Hir1 παίζει ρόλο στην επιμήκυνση της μεταγραφής. 

Α) H Hir1 παρουσιάζει συνθετική δράση με την Spt16 στη μεταγραφή του CTR1. Ανάλυση Northern 

ολικού RNA από τα ενδεικνυόμενα στην εικόνα στελέχη που αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό μέσο με έλλειψη 

χαλκού (SCBCS), με χρήση ραδιοσημασμένων ανιχνευτών για τα γονίδια CTR1 και CMD1 (εσωτερικός 

ποσοτικός δείκτης). Οι ζώνες ποσοτικοποιήθηκαν στον PhosphorImager με χρήση του κατάλληλου 

λογισμικού (Image-Quant). Οι στήλες αντιπροσωπεύουν τους λόγους έντασης των αντίστοιχων 

ραδιοσημασμένων ζωνών στη μεμβράνη (κανονικοποιημένα επίπεδα mRNA). 

Β) Η Hir1 στρατολογείται στην κωδική περιοχή του CTR1 σε συνθήκες επαγωγής ακολουθώντας το 

πρότυπο κατανομής της RNA πολυμεράσης II. Πειράματα ανοσοκατακρήμνισης της Hir1-9Myc 

πραγματοποιήθηκαν και ποσοτικοποιήθηκαν με τον τρόπο που περιγράφεται στην εικόνα 2.2.2 

χρησιμοποιώντας στελέχη αγρίου τύπου τα οποία είχαν αναπτυχθεί σε συνθήκες SC και SCBCS. O 

υποκινητής (Β) και τέσσερις περιοχές του CTR1 ORF (D, E, F, G) αναλύθηκαν με real-time PCR. 

Πειράματα ανοσοκατακρήμνισης της Hir1-9Myc πραγματοποιήθηκαν και ποσοτικοποιήθηκαν με τον 

τρόπο που περιγράφεται στην εικόνα 2.2.2 χρησιμοποιώντας στελέχη αγρίου τύπου σε συνθήκες SC και 

SCBCS. Τέσσερις περιοχές του CTR1 ORF (C, D, E, F,) αναλύθηκαν με real-time PCR.  

Γ) Ομοίως αναλύθηκαν στελέχη αγρίου τύπου χρησιμοποιώντας αντίσωμα 8WG16 με σκοπό να 

ανιχνευτεί και να ποσοτικοποιηθεί η στρατολόγηση της RNA πολυμεράση II.  

Δ) H στρατολόγηση της Ηir1 στην κωδική περιοχή του CTR1 σε συνθήκες επαγωγής επηρεάζεται από 

την Spt16. Ομοίως, πειράματα ανοσοκατακρήμνισης της Hir1-9Myc πραγματοποιήθηκαν και 
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ποσοτικοποιήθηκαν με τον τρόπο που περιγράφεται στην εικόνα 2.2.2 χρησιμοποιώντας στελέχη αγρίου 

τύπου mac1Δ και spt16-11 τα οποία είχαν αναπτυχθεί σε συνθήκες SCΒCS. 

 

Το παρατηρούμενο ποσοτικό πρότυπο κατανομής της Hir1 στην κωδική περιοχή του 

CTR1 κατά το οποίο η Ηir1 στρατολογείται σε μεγάλα ποσοστά στο 5΄ακρο του γονιδίου 

και σταδιακά η στρατολόγηση μειώνεται προς το 3΄ άκρο, είναι χαρακτηριστικό για το 

συγκεκριμένο γονίδιο και ακολουθεί ποσοτικό πρότυπο κατανομής της RNA 

πολυμεράσης II (εικ.2.2.4Γ). Σε συνθήκες μη επαγωγής η Hir1 είναι σχεδόν μη 

ανιχνεύσιμη στην κωδική περιοχή (εικ.2.2.4Β). Επομένως η Hir1 εμπλέκεται στην 

μεταγραφική επιμήκυνση της RNA Pol II στο γονίδιο CTR1.  

Η στενή συνεργασία της Hir1 με στοιχεία του συμπλόκου yFACT φαίνεται και από το 

γεγονός ότι η στρατολόγηση της Hir1 στην κωδική περιοχή του CTR1 αυξάνεται σε 

στελέχη spt16-11 σε σχέση με την στρατολόγηση που παρατηρείται σε στελέχη αγρίου 

τύπου. Πρέπει βέβαια να επισημανθεί ότι η στρατολόγηση της Hir1 στον υποκινητή του 

CTR1 φαίνεται ίδια και στα δύο στελέχη. Πιθανότατα η αυξημένη στρατολόγηση της 

Hir1 μπορεί να οφείλεται στην τροποποιημένη διαμόρφωση της θερμοευαίσθητης 

πρωτεΐνης που παράγεται Spt16-11 η οποία τελικά να οδηγεί σε αυξημένη 

αλληλεπίδραση άμεσα η έμμεσα των δύο πρωτεϊνών οδηγώντας όμως τελικά σε ένα μη 

λειτουργικό σύμπλοκο. Το γεγονός ότι τα ποσοστά στρατολόγησης της Hir1 δεν 

τροποποιούνται στον υποκινητή CTR1 σε στελέχη spt16-11, μπορεί να σημαίνει ότι οι 

πρωτεΐνες δεν αλληλεπιδρούν στη συγκεκριμένη περιοχή παρά το γεγονός ότι πρόσφατα 

βρέθηκε ότι το σύμπλοκο yFACT παίζει ρόλο και στην έναρξη της μεταγραφής (Biswas 

et al., 2005). Υποθέτουμε ότι τουλάχιστον στο συγκεκριμένο γονίδιο οι πρωτεΐνες Hir1 

και Spt16, συνεργάζονται στενά μετά την έναρξη της μεταγραφής, στην μεταγραφική 

επιμήκυνση. 

 

 

2.2.6 Ο Snf2 εντοπίζεται στην κωδική περιοχή του CTR1. 

 

Μια και οι πρωτεΐνες Mac1, Snf2 και Ssn6 αλληλεπιδρούν με την Hir1 στον υποκινητή 

του CTR1 διερευνήσαμε την πιθανή στρατολόγηση αυτών στην κωδική περιοχή του 
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CTR1. Διαπιστώσαμε ότι ο Snf2 στρατολογείται στην κωδική περιοχή όμως σε ποσοστά 

μικρότερα από αυτά στα οποία την εντοπίζουμε στον υποκινητή του CTR1 και με 

πρότυπο κατανομής διαφορετικό από αυτό της RNA πολυμεράσης ΙΙ (εικ.2.2.5Α). 

Αντίθετα οι Ssn6 και Mac1 εντοπίζονται μόνο στον υποκινητή του CTR1 σε όλες τις υπό 

μελέτη συνθήκες (εικ.2.2.5Β). Επομένως έχουμε ένα νέο στοιχείο για τον 

αναδιαμορφωτή Swi/Snf ότι στρατολογείται στην κωδική περιοχή, το οποίο έρχεται σε 

συμφωνία με πολύ πρόσφατα ευρήματα στο σακχαρομύκητα (Schwabish and Struhl, 

2007) και παλαιότερα ευρήματα στο γονίδιο hsp70 του ποντικού (Corey et al., 2003). 

Πιθανόν ο Snf2 να είναι ένας από τους παράγοντες που μεταβιβάζουν την Hir1 από το 

σύμπλοκο έναρξης της μεταγραφής στο σύμπλοκο επιμήκυνσης. 
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 Β 

 

 

 

Εικόνα2.2.5: Πιθανόν ο Snf2 να εμπλέκεται στη μεταβίβαση της Ηir1 στην κωδική περιοχή. 

Α) ο Snf2 στρατολογείται στην κωδική περιοχή του CTR1 και η παρουσία της εξαρτάται από τον Μac1. 

Πειράματα ανοσοκατακρήμνισης πραγματοποιήθηκαν σε στελέχη αγρίου τύπου που εκφράζουν Snf2-

9Myc και αναπτύχθηκαν σε SCBCS όπως περιγράφονται στην εικόνα 2.2.2. Η περιοχή του υποκινητή (Β) 

και τρεις περιοχές της κωδικής περιοχής CTR1 ORF (C, D, E) αναλύθηκαν με real-time PCR.  

Β) H Ssn6 δεν στρατολογείται στην κωδική περιοχή του CTR1. Πειράματα ανοσοκατακρήμνισης 

πραγματοποιήθηκαν σε στελέχη αγρίου τύπου που εκφράζουνε Ssn6-9Myc και αναπτύχθηκαν στις 

αναγραφόμενες συνθήκες όπως περιγράφονται στην εικόνα 2.2.2. Η περιοχή του υποκινητή (Β) και δύο 

περιοχές της κωδικής περιοχής CTR1 ORF (D, E) αναλύθηκαν με real-time PCR. 
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2.3 Συζήτηση 
 

2.3.1 Συνθετικός ρόλος του στελέχους hir1Δ ssn6Δ στην έκφραση του CTR1 και 

στην στρατολόγηση του Mac1 στον υποκινητή του CTR1 σε συνθήκες επαγωγής 

 

Πληθώρα στοιχείων για τους μεταγραφικούς ρυθμιστές υποδηλώνουν διττούς ρόλους 

τόσο συνενεργοποίησης όσο και συγκαταστολής. Ο ρόλος που καλείται κάθε φορά να 

διαδραματίσει ο ρυθμιστής συχνά εξαρτάται από τις πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις με 

τους παράγοντες του εκάστοτε υποκινητή αλλά και από τα μεταβολικά σήματα. Για 

παράδειγμα το σύμπλοκο Ssn6-Tup1 το οποίο εμπλέκεται καταστολή πολλών γονιδίων 

έχει και θετικό ρόλο σε κάποιες περιπτώσεις που αποδίδεται στον Ssn6. Χαρακτηριστικά 

παραδείγματα αποτελούν η μεταγραφική ενεργοποίηση του γονίδιου GAL1 ανάπτυξη 

παρουσία γαλακτόζης (Papamichos-Chronakis et al., 2002), των γονίδιων που 

ρυθμίζονται από τον Sko1 που επάγονται σε συνθήκες οσμωτικού stress (Proft and 

Struhl, 2002), του FRE2 του οποίου η μεταγραφή ρυθμίζεται από τον Aft1 σε συνθήκες 

έλλειψης σιδήρου (Fragiadakis et al., 2004). Όπως προαναφέρθηκε η δυνατότητα 

ενεργοποίησης από την Hir1 όταν απουσίαζε η Ssn6 αποκαλύφθηκε σε στελέχη hir1Δ 

ssn6Δ που αναπτύσσονταν τόσο σε συνθήκες επαγωγής όσο και σε συνθήκες μη 

επαγωγής. Η έλλειψη είτε του γονιδίου HIR1 είτε του γονιδίου SSN6 δεν επηρέασε την 

μέγιστη μεταγραφική ενεργοποίηση του CTR1 σε συνθήκες επαγωγής αλλά απουσία και 

των δύο οδήγησε σε σημαντική μείωση (~40%) των επιπέδων mRNA του CTR1. Το 

αποτέλεσμα αυτό μας δείχνει ότι τουλάχιστον ένας παράγοντας θα πρέπει να είναι παρόν 

για πλήρη ενεργοποίηση. Είναι πιθανόν ότι οι Hir1 και Ssn6, αν και στον υποκινητή του 

CTR1 έχουν ενεργοποιητική και κατασταλτική δράση αντίστοιχα, η θέση που κατέχουν 

στο οργανωμένο πολύπρωτεϊνικό σύμπλοκο του Mac1 είναι ίδια. Η απώλεια και των δύο 

μπορεί να επηρεάζει δραματικά την συγκρότηση του συμπλόκου το οποίο έρχεται σε 

συμφωνία με την δραστική μείωση του εντοπισμού του Mac1 στον υποκινητή του CTR1 

σε στελέχη hir1Δ ssn6Δ. Τα ευρήματα αυτά προσδίδουν στην Hir1 ένα νέο ρόλο 

εναλλακτικό αυτού του Ssn6 με στόχο την μέγιστη μεταγραφική ενεργοποίηση του 

CTR1.  
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2.3.2 Ο Snf2 αποτελεί απαραίτητο ρυθμιστή της επαγόμενης μεταγραφής του 

CTR1–Συνεργατική δράση με Hir1, Ssn6 και Mac1  

 

Οι πρωτεΐνες Hir1 και Ssn6 δεν περιέχουν γνήσιες ενεργοποιητικές περιοχές αλλά 

αντίθετα η ενεργοποιητική τους δράση αποκαλύπτεται με την στρατολόγηση γενικών 

κοινών συμπλόκων με τέτοιες ιδιότητες όπως για παράδειγμα του SWI/SNF στον 

υποκινητή HTA1-HTB1 (Dimova et al., 1999) ή του συμπλόκου SAGA (Spt-Ada-Gcn5-

acetyltranferase) στον υποκινητή GAL1 (Papamichos-Chronakis et al., 2002) αντίστοιχα. 

Γνωρίζοντας ότι η Hir1 αλληλεπιδρά βιοχημικά με τους Snf2 και Ssn6 θέσαμε το 

ερώτημα αν η Hir1 πρόσδιδε την ενεργοποιητική της δράση μέσω του Snf2. Πράγματι 

διαπιστώσαμε ότι η Snf2 στρατολογείται στον υποκινητή του CTR1 σε συνθήκες 

επαγωγής. Μάλιστα βρήκαμε αλληλεξάρτηση μεταξύ των Hir1 και Snf2 κατά την 

στρατολόγηση τους στον υποκινητή. Ωστόσο σε αντίθεση με την Hir1, η Snf2 ήταν 

απαραίτητη για την έκφραση του CTR1 (and FRE1) κυρίως κατά τις συνθήκες επαγωγής. 

Επιπλέον προκειμένου να αποκαλυφθεί η δράση της Hir1 κατά την απουσία του Ssn6 

ήταν απαραίτητη η παρουσία του Snf2. Φαίνεται πως ακόμα και λιγότερη ποσοτικά 

στρατολόγηση του Snf2 (σε στελέχη hir1Δ) στον υποκινητή είναι αρκετή για να 

οδηγήσει σε μέγιστη συσσώρευση του mRNA του CTR1 σε συνθήκες επαγωγής. 

Ο Ssn6 είναι βασικός καταστολέας της μεταγραφής του CTR1 σε συνθήκες μη 

επαγωγής. Η άμεση αλληλεπίδραση του με την Hir1 πιθανόν να υποδεικνύει επικοινωνία 

μεταξύ των συμπλόκων Ssn6-Tup1 και Swi-Snf τα οποία σε άλλους υποκινητές έχει 

δειχτεί πως έχουν ανταγωνιστική σχέση (Fleming and Pennings, 2001).  

Κατά την έλλειψη του Snf2, Mac1 παρουσιάζει μικρή δυνατότητα ενεργοποίησης σε 

συνθήκες μη επαγωγής η οποία είναι ελαφρώς μεγαλύτερη σε συνθήκες επαγωγής. Άρα 

στην περίπτωση αυτή η διαμόρφωση του Mac1 από τα υπάρχοντα ιόντα χαλκού δεν 

φαίνεται να παίζει σημαντικό ρόλο στην ποσοτική του στρατολόγηση στον υποκινητή. 

Αντίθετα το κεντρικό ρόλο τον έχει ο Snf2. Επιπλέον ενώ ούτε το Hir1 ούτε το Ssn6 

χρειάζονται για την στρατολόγηση του Mac1, η παρατηρούμενη μείωση της μεταγραφής 

κατά 40% του CTR1 mRNA σε στελέχη hir1Δ ssn6Δ οφείλεται στην δραστική μείωση 

του εντοπισμού του Snf2. Επιπλέον ο Mac1 χρειάζεται για την στρατολόγηση του Snf2 
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το οποίο αποκαλύπτει αμοιβαία απαίτηση και δράση για την ενεργοποίηση του 

υποκινητή CTR1.  

 

2.3.3 Προτεινόμενο μοντέλο για την εξαρτώμενη από τον Mac1 μεταγραφή. Τρεις 

διαφορετικοί γενικοί συρρυθμιστές αποκρίνονται στην ανενεργή και την ενεργή 

κατάσταση του Mac1 τροποποιώντας την εξαρτώμενη από τον Mac1 μεταγραφή του 

CTR1  

 

Ο Mac1 έχει την ικανότητα να ανιχνεύει τις ενδοκυτταρικές συγκεντρώσεις των ιόντων 

χαλκού και να τροποποιεί την δυνατότητα πρόσδεσης του στο DNA και την μεταγραφική 

του ενεργότητα. Το γεγονός αυτό οδηγεί στην διατήρηση της ομοιόστασης των ιόντων 

χαλκού μέσα στο κύτταρο. Ωστόσο αποδεικνύεται ότι το αν ο Mac1 θα βρίσκεται σε 

ενεργή ή σε μη ενεργή κατάσταση επηρεάζεται και από την ύπαρξη άλλων 

συνενεργοποιητικών ή συγκατασταλτικών παραγόντων οι οποίοι διασφαλίζουν την 

μεταγραφική ενεργοποίηση ή απενεργοποίηση των υποκινητών CTR1 (και FRE1). 

Η επαγόμενη από τον Mac1 μεταγραφή απαιτεί πρωτίστως την παρουσία του 

χρωματινικού αναδιαμορφωτή Snf2. Βρήκαμε αμοιβαία εξάρτηση μεταξύ Mac1 και Snf2 

κατά την στρατολόγηση τους στον υποκινητή του CTR1. Προτείνουμε ότι ενώ ο Mac1 

αναγνωρίζει και προσδένεται σε αλληλουχίες CuRE ο Snf2 αναγνωρίζει χρωματινικές 

περιοχές, στις οποίες είναι προσδεδεμένος ο Mac1 και αναδιαμορφώνει την χρωματίνη. 

Το άνοιγμα της χρωματίνης οδηγεί σε περαιτέρω στρατολόγηση του Μac1 και αυτό με 

τη σειρά του οδηγεί σε περαιτέρω στρατολόγηση του Snf2 και τελικά σε αυξημένη 

έκφραση του CTR1. Ο Ssn6 και η Hir1 στρατολογούνται στον υποκινητή από τον Mac1 

διαδραματίζοντας διακριτούς ρόλους οι οποίοι περιγράφονται στη συνέχεια. Αν και 

αλληλεπιδρούν φυσικά μεταξύ τους στρατολογούνται ανεξάρτητα στον υποκινητή του 

CTR1. 
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2.3.3α) Μη επαγωγικές συνθήκες στις οποίες ο Mac1 είναι κυρίως ανενεργός-

Σχηματισμός προσυμπλόκου 

 

Σε υψηλές συγκεντρώσεις χαλκού, ο Mac1 είναι εντελώς ανενεργός. Σε χαμηλές 

συγκεντρώσεις χαλκού όταν ο Mac1 είναι σε «ημιενεργή» διαμόρφωση έχει την 

δυνατότητα να προσδένεται στο DNA και να επάγει ασθενώς την μεταγραφή παρουσία ή 

ανεξάρτητα από την παρουσία του Snf2 και του Hir1. Με αυτή την στερεοδιαμόρφωση 

και /ή σε αυτή την ποσότητα ο Mac1 δεν αναγνωρίζεται επαρκώς από τον Snf2. και αυτό 

γιατί «καλύπτεται» από το καταστολέα Ssn6. Ο Ssn6 απαιτεί την παρουσία του Mac1 

προκειμένου να στρατολογηθεί στον υποκινητή CTR1 σε μικρά ποσά. Ο ρόλος του είναι 

κυρίαρχος κατασταλτικός στον ασθενώς προσδεδεμένο Mac1 και την δράση του αυτή 

την επιτυγχάνει παρεμβαίνοντας τόσο στη στρατολόγηση του Mac1 όσο και του Snf2. Σε 

μικρές ποσότητες στρατολογείται και η Hir1 αλλά η δράση της σε αυτές τις συνθήκες δεν 

είναι εμφανής. Η έντονα ενεργοποιητική της συμπεριφορά αποκαλύπτεται όταν ο Ssn6 

απουσιάζει. Παρατηρήσαμε αμοιβαία εξάρτηση της στρατολόγησης των Hir1 και Snf2 

κατά την στρατολόγηση στον υποκινητή CTR1. Επομένως κατά την απουσία του Ssn6, η 

Hir1 διευκολύνει την στρατολόγηση του αναδιαμορφωτή Snf2 γεγονός που οδηγεί σε 

ποσοτικά μεγαλύτερη στρατολόγηση του Mac1 (~70% της μέγιστης επαγόμενης 

μεταγραφής του mRNA του CTR1). Επομένως στις τις μη επαγωγικές συνθήκες η 

διαμόρφωση του Mac1 και άρα και τα επίπεδα της μεταγραφής του CTR1 δεν 

καθορίζονται τόσο από την ύπαρξη ιόντων χαλκού αλλά κυρίως από την ύπαρξη του 

καταστολέα Ssn6. 

 

 

 

 

 

 

 
 

Εικόνα 2.3.1: Μη επαγωγικές συνθήκες / Ο Mac1 είναι κυρίως ανενεργός-Σχηματισμός προσυμπλόκου 

No induction No induction (low Cu)(low Cu)

Snf2

CTR1CTR1 UAS

Ss
n6 RNA Pol II

TATA

Hir1Mac1

No induction No induction (low Cu)(low Cu)

Snf2

CTR1CTR1 UAS

Ss
n6 RNA Pol II

TATA

Hir1Mac1

CTR1CTR1 UAS

Ss
n6 RNA Pol II

TATA

Hir1Mac1
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2.3.3β) Επαγωγικές συνθήκες-Ενεργός Mac1-Συγκρότηση ενεργού συμπλόκου 

 

 Όταν ο χαλκός απουσιάζει, τότε ο Mac1 αποκτά την ανοιχτή ενεργή 

στερεοδιαμόρφωση, προσδένεται ισχυρά στο DNA. Την ανοιχτή αυτή 

στερεοδιαμόρφωση του Μac1 αναγνωρίζει καλύτερα ο χρωματινικός αναδιαμορφωτής 

Snf2 και αυτό έχει ως αποτέλεσμα την περαιτέρω μέγιστη στρατολόγηση του Mac1 η 

οποία οδηγεί σε περαιτέρω μέγιστη ποσοτική στρατολόγηση του Snf2, καθώς και του 

Hir1 και του Ssn6, γεγονότα τα οποία τελικά οδηγούν στην μέγιστη έκφραση του CTR1. 

Υπερέκφραση της Ηir1 δεν οδηγεί σε υψηλότερα επίπεδα έκφρασης του CTR1. Επιπλέον 

αν και μεγαλύτερες ποσότητες του συγκαταστολέα Ssn6 στρατολογούνται (πιθανόν 

εξαιτίας μεγαλύτερης προσβασιμότητα στην χρωματίνη), η κατασταλτική του δράση 

είναι ανύπαρκτη πάνω στον καλά προσδεδεμένο στο DNA, Mac1. Μάλιστα ενώ 

απαλοιφή του SSN6 οδηγεί σε αύξηση της στρατολόγησης του Mac1 (και Snf2) τελικά 

δεν οδηγεί σε περαιτέρω αύξηση της μεταγραφής του CTR1. Απαλοιφή μόνο του HIR1 

δεν έχει εμφανές αποτέλεσμα στην έκφραση του CTR1. Ωστόσο ταυτόχρονη έλλειψη του 

Hir1 και του Ssn6 αποκαλύπτει ένα σημαντικό ρόλο της συνδυασμένης δράσης των δύο 

πρωτεϊνών στη στρατολόγηση των Snf2 και Mac1 και συνεπώς στη σταθεροποίηση του 

ενεργοποιητικού συμπλόκου. Επομένως στις συνθήκες επαγωγής η συνεισφορά της 

στερεοδιαμόρφωσης του Mac1 (ανοιχτός Mac1) συμβάλλει στην μέγιστη μεταγραφική 

ενεργοποίηση του CTR1 κατά ~60% ενώ ~40% οφείλεται σε στην παρουσία των 

συρρυθμιστών Hir1 and Ssn6 και επομένως σε ποσοτικά ικανή στρατολόγηση του Snf2 

στον υποκινητή. 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 2.3.2: Επαγωγικές συνθήκες-Ενεργός Mac1-Συγκρότηση ενεργού συμπλόκου. 

 

Induction Induction (Cu depletion)(Cu depletion)

CTR1CTR1 UAS

Snf2Snf2

Hir1

Ss
n6

RNA Pol II

TATA

Mac1

Induction Induction (Cu depletion)(Cu depletion)

CTR1CTR1 UAS

Snf2Snf2

Hir1

Ss
n6

RNA Pol II

TATA

Mac1
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2.3.4 Η Hir1 και η Spt16, έχουν συνθετικό ρόλο στην μεταγραφική επιμήκυνση 

του γονιδίου CTR1 σε συνθήκες επαγωγής.  

 

Τα στάδια που περιλαμβάνονται σε ένα τυπικό κύκλο της RNA πολυμεράσης ΙΙ είναι η 

έναρξη (initiation) και απόδραση από τον υποκινητή (promoter escape), η επιμήκυνση 

(elongation) και η λήξη (termination) (Hartzog 2003). Προκειμένου να διεκπεραιωθεί η 

μεταγραφή μια σειρά από παράγοντες πρέπει να στρατολογηθούν με στόχο να 

αποδιατάξουν τα νουκλεοσώματα (changes in chromatin integrity), να διευκολύνουν την 

διέλευση της RNA πολυμεράσης ΙΙ και στη συνέχεια αφού περάσει η RNA πολυμεράση 

ΙΙ να τα επανασυγκροτήσουν έτσι ώστε να αποφευχθεί η έναρξη της μεταγραφής από 

κρυπτικούς υποκινητές και ταυτόχρονα να ολοκληρωθεί η μεταγραφή (Kaplan et al., 

2003). Πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι αρκετοί από αυτούς τους παράγοντες δεν 

περιορίζουν την δράση τους σε ένα μόνο στάδιο της μεταγραφής αλλά αντίθετα 

εμπλέκονται και επηρεάζουν περισσότερα (βλέπε Γενική Εισαγωγή). Στην κατηγορία 

αυτή ανήκει και το yFACT (που μέχρι πρόσφατα ήταν γνωστό ότι έχει σημαντικό ρόλο 

στην επιμήκυνση της μεταγραφής) το οποίο βρέθηκε να διαδραματίζει σημαντικό ρόλο 

και στην έναρξη με το να διευκολύνει την αλληλεπίδραση του TBP με το TFIIA στο 

νουκλεοσωμικό DNA (Biswas et al., 2005). Πρέπει βέβαια να επισημανθεί ότι το yFACT 

δεν είναι απαραίτητο για την μεταγραφή όλων το γονιδίων (Jimeno-Gonzalez et al., 

2006).  

Για τις πρωτεΐνες του συμπλόκου Hir/Hpc υπήρχαν μια σειρά από πρόσφατα γενετικά 

στοιχεία που τις εμπλέκουν και στην επιμήκυνση της μεταγραφής. Συγκεκριμένα 

δείχνουν ότι σε περίπτωση μεταλλαγής στην Spt16 (υπομονάδα του yFACT υπεύθυνη 

για την επανατοποθέτηση ιστονών) τα κύτταρα χρειάζονται οπωσδήποτε τις πρωτεΐνες 

του συμπλόκου Hir/Hpc. Αυτό πιθανόν να οφείλεται στο γεγονός ότι το yFACT είναι 

πλέον ανίκανο να ανασυγκροτήσει νουκλεοσώματα και αυτό το αναλαμβάνουν οι 

πρωτεΐνες του συμπλόκου Hir/Hpc (Formosa et al., 2002). Εμείς βρήκαμε ότι η Hir1, 

εντοπίζεται και στην κωδική περιοχή του γονίδιου CTR1 σε συνθήκες επαγωγής, 

παρατήρηση που έρχεται σε συμφωνία με πρόσφατα πειράματα στα οποία η Hir1 

εντοπίζεται στην κωδική περιοχή του GAL1 σε συνθήκες επαγωγής (Nourani et al., 
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2006). Επίσης βρήκαμε ότι η Hir1 ακολουθεί το πρότυπο κατανομής της RNA 

πολυμεράσης ΙΙ. Η παρατήρηση μας αυτή υποστηρίζει έναν άμεσο ρόλο της Hir1 στην 

μεταγραφική επιμήκυνση. Επιπλέον βρήκαμε ότι μεταλλαγές σε υπομονάδες του yFACT 

επηρεάζουν την συσσώρευση mRNA του CTR1. Είναι λοιπόν πιθανόν η χρωματίνη του 

5' άκρου της μεταγραφόμενης περιοχής του CTR1 να είναι οργανωμένη μια και το 

yFACT φαίνεται να εμπλέκεται μόνο στην διαδικασία της επιμήκυνσης της μεταγραφής 

γονιδίων με καλά οργανωμένη νουκλεοσωμική δομή (positioned nucleosomes at their 

transcribed coding region) (Jimeno-Gonzalez et al., 2006). Επίσης βρήκαμε τον πρώτο 

συνθετική δράση σε στέλεχος hir1Δ spt16-11 διαπιστώνοντας δραματική ελάττωση στην 

συσσώρευση mRNA (του γονιδίου CTR1) σε συνθήκες επαγωγής.. Εντοπίσαμε επίσης 

την Hir1 σε μεγαλύτερα ποσά ειδικά στην κωδική περιοχή σε στελέχη που φέρουν 

μεταλλαγή στην spt16-11. Το γεγονός αυτό μπορεί να οφείλεται είτε σε προβληματική 

συγκρότηση συμπλόκου επιμήκυνσης (λόγω μεταλλαγμένης Spt16) που έχει αυξημένη 

συνάφεια του με την Hir1, είτε στο ότι το yFACT δεν είναι σε θέση να ανασυγκροτήσει 

νουκλεοσώματα και επομένως πρέπει να αναλάβουν δράση οι πρωτεΐνες του συμπλόκου 

Hir/Hpc και επομένως να στρατολογηθούν στην μεταγραφομενη κωδική περιοχή σε 

μεγαλύτερα ποσά.  

Στο ερώτημα αν και άλλοι παράγοντες από το σύμπλοκο έναρξης της μεταγραφής που 

αλληλεπιδρούν άμεσα με την Hir1 εντοπίζονται στην κωδική περιοχή, βρήκαμε ότι ενώ ο 

Mac1 και o Ssn6 (άμεσα αλληλεπιδρώσες πρωτεΐνες της Hir1) εντοπίζονται μόνο στην 

περιοχή του υποκινητή, ο Snf2 (του οποίου ο ρόλος μέχρι πρόσφατα πιστεύαμε ότι 

περιοριζόταν στην απομάκρυνση ιστονών από την περιοχή του υποκινητή-έναρξη 

μεταγραφής), στρατολογείται και στην κωδική περιοχή του CTR1 γεγονός που 

υποδηλώνει ένα επιπλέον ρόλο του στην μεταγραφική επιμήκυνση. Το εύρημα αυτό είναι 

σε συμφωνία με πρόσφατα ευρήματα τόσο στο σακχαρομύκητα, όπου o Snf2 βρέθηκε να 

στρατολογείται στην κωδική περιοχή του GAL1 και να παίζει σημαντικό στην 

απομάκρυνση ιστονών από την περιοχή αυτή (Schwabish and Struhl, 2007) όσο και με 

παλαιοτέρα ευρήματα στο γονίδιο hsp70 του ποντικού (Corey et al., 2003)  

Από τα παραπάνω συμπεραίνουμε ότι η Hir1 έχει την δυνατότητα να αλληλεπιδρά με 

διαφορετικούς εναλλακτικούς παράγοντες σε διαφορετικά στάδια της μεταγραφής Πιο 

αναλυτικά στον υποκινητή αποκαλύψαμε ότι η Hir1 αλληλεπιδρά και δρα συνεργατικά 
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με τον Μac1, τον Ssn6 και τον Snf2 και κατόπιν «ταξιδεύει» στην κωδική περιοχή, 

(πιθανότατα μαζί με άλλους παράγοντες του συμπλόκου έναρξης όπως για παράδειγμα 

με τον Snf2) όπου και συνεργάζεται με στοιχεία του συμπλόκου επιμήκυνσης (Spt16) 

(εικ. 2.3.3). Συμπερασματικά αναφέρουμε ότι ανάλογα με τον υποκινητή στον οποίο 

εντοπίζεται η Hir1 μπορεί να επηρεάζει και τα δύο στάδια της μεταγραφής (έναρξη και 

επιμήκυνση) ή μόνο το ένα από τα δύο με ενδεχομένως διαφορετικό κάθε φορά τρόπο. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 2.3.3: Επαγωγικές συνθήκες-Ενεργός Mac1-Επιμήκυνση της μεταγραφής του γονιδίου CTR1. 
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Ε) ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 

 

Απομόνωση μεταλλορυθμιζόμενων δυναμικών πολυπρωτεϊνικών 

μεταγραφικών συμπλόκων και ταυτοποίηση πρωτεϊνών που 

συναντώνται σε αυτά. 

 

 

 
 
 

3.1.  

3.2 

 

 

Εισαγωγή…………………………………………................ 

Αποτελέσματα………………………………………………. 
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3.1 Σύντομη εισαγωγή 
 

Οι περισσότερες βιολογικές διεργασίες πραγματοποιούνται εξαιτίας πολύπλοκων 

αλληλεπιδράσεων που συμβαίνουν μεταξύ των πρωτεϊνών του κυττάρου. Σήμερα 

πιστεύουμε ότι κάθε πρωτεΐνη του κυττάρου αλληλεπιδρά με κατά μέσο όρο 5 έως 10 

πρωτεΐνες (Krogan et al., 2006). Ο συνδυασμός των πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν 

μεταξύ τους δεν είναι στατικός αλλά δυναμικός και άμεσα εξαρτώμενος από διάφορους 

παράγοντες όπως για παράδειγμα το αναπτυξιακό στάδιο του κυττάρου αλλά και τα 

περιβαλλοντικά ερεθίσματα που δέχεται αυτό κατά την διάρκεια της ζωής του.  

Κατά συνέπεια η ταυτοποίηση πρωτεϊνών που αποτελούν υπομονάδες 

πολυπρωτεϊνικών συγκροτημάτων αποτελεί το πρώτο βήμα στην κατανόηση του τρόπου 

οργάνωσης και της δυναμικής των κυτταρικών λειτουργιών (Chen and Yuan, 2006; 

Fabrizio and Longo, 2003; Mustacchi et al., 2006; Workman et al., 2006). Στις μέρες μας 

η διερεύνηση των πρωτεϊνών που συγκροτούν πρωτεϊνικά σύμπλοκα είναι εφικτή στο 

σακχαρομύκητα, εξαιτίας τόσο των εργαλείων και των μεθοδολογιών που έχουν 

αναπτυχθεί, όσο και εξαιτίας του πολύ καλά μελετημένου γονιδιώματος του οργανισμού 

αυτού (Johnston, 2000; Nash et al., 2007). Ταυτόχρονα είναι δυνατή η μελέτη της 

δυναμικότητας των πρωτεϊνικών συμπλόκων μια και ο συγκεκριμένος οργανισμός 

μοντέλο μπορεί να αναπτύσσεται σε διάφορες συνθήκες και να αντιδρά γρήγορα στα 

περιβαλλοντικά ερεθίσματα. 

Στο δικό μας σύστημα μελέτης όπως φάνηκε και από τα προηγούμενα κεφάλαια ο 

Mac1 συνεργάζεται είτε αλληλεπιδρώντας άμεσα είτε έμμεσα με μια σειρά από 

πρωτεΐνες προκειμένου να στρατολογηθεί στον υποκινητή χαλκορυθμιζόμενων γονιδίων 

και να ενεργοποιήσει την μεταγραφή τους. Ταυτόχρονα βρήκαμε ότι συχνά οι πρωτεΐνες 

που στρατολογούνται με τον Μac1 εμπλέκονται όχι μόνο στην έναρξη αλλά και στην 

φάση της επιμήκυνσης της μεταγραφής προκειμένου να διασφαλιστεί η σωστή 

μεταγραφική ρύθμιση του γονιδίου. Επιπλέον μελετώντας τον Aft1 (σιδηρορυθμιζόμενος 

μεταγραφικός παράγοντας) ο οποίος είναι γνωστό ότι στρατολογείται και στο υποκινητή 

του γονιδίου FRE1 και επάγει την μεταγραφή του σε συνθήκες έλλειψης σιδήρου, όπως 

αντίστοιχα ο Mac1 επάγει την μεταγραφή του συγκεκριμένου γονιδίου σε συνθήκες 

έλλειψης χαλκού (Dancis, 1998; Martins et al., 1998), διαπιστώσαμε ότι 
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συνανοσοκατακρημνίζεται με πρωτεΐνες οι οποίες εντοπίζονται να αλληλεπιδρούν είτε 

άμεσα είτε έμμεσα με το Mac1. Χαρακτηριστικό παράδειγμα είναι η πρωτεΐνη Ssn6 της 

οποίας ο ρόλος στη χαλκορυθμιζόμενη μεταγραφή αναπτύχθηκε στο τρίτο κεφαλαίο και 

η οποία δημοσιεύθηκε από το εργαστήριο ότι αλληλεπιδρά φυσικά μαζί με τον Aft1 

παίζοντας σημαντικό ρόλο στην σιδηροεξαρτώμενη μεταγραφή του FRE2 (Fragiadakis et 

al., 2004). Ταυτόχρονα σε πειράματα ανοσοκατακρήμνισης που πραγματοποιήσαμε 

δείξαμε ότι ο Αft1 αλληλεπιδρά άμεσα με την Rad9 (εικ. 3.1.1) (Κ. Γκούσκου 

αδημοσίευτα αποτελέσματα). 

 
 

Εικόνα 3.1.1: Ιn vivo αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών Aft1-9Myc και Flag-Rad9 σε συνθηκες 

επαγωγής. Κυτταρικά εκχυλίσματα από στέλεχος rad9Δ που αναπτύχθηκε SCBCS και στο οποίο 

συνεκφράστηκαν οι Flag-Rad9 ή η Flag επισωμικά και Aft1-9Myc χρωμοσωμικά, επωάστηκαν με 

αντίσωμα anti-flag και σφαιρίδια σεφαρόζης. Οι πρωτεΐνες που δεσμεύτηκαν στα σφαιρίδια αναλύθηκαν 

με SDS-PAGE και η Aft1-9Myc ανοσοανιχνεύτηκε με το αντίσωμα anti-Myc. 
 

Με βάση τα παραπάνω στοιχεία θελήσαμε αξιοποιώντας σύγχρονες τεχνολογίες να 

ταυτοποιήσουμε το σύνολο των πρωτεϊνών που συγκροτούν τα σύμπλοκα της 

μεταλλορυθμιζόμενης μεταγραφής καθώς και των πρωτεϊνών που συγκροτούν το 

«επιδιορθόσωμα» του DNA (DNA repairosome) σε συγκεκριμένες συνθήκες ανάπτυξης 

των κυττάρων εντοπίζοντας πιθανόν κοινούς παράγοντες στα διαφορετικά σύμπλοκα. Η 

ανάλυση τέτοιων συμπλόκων αποκτά ιδιαίτερη σημασία δεδομένου ότι ανάλογες 

πρωτεΐνες με αυτές που τίθενται υπό μελέτη συναντώνται και σε ανώτερους 
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ευκαρυωτικούς οργανισμούς και μεταλλαγές αυτών συχνά οδηγούν σε γενετικές 

ασθένειες και καρκίνο (Gough et al., 2007; Stucki et al., 2005).  

 

 

 

Εικόνα 3.1.2: Διαγραμματική απεικόνιση συσχετίσεων μεταξύ των υπό μελέτη πρωτεϊνών, 

βασιζόμενη σε πειραματικά αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν σε προηγούμενα κεφάλαια (Δ. 

Αλεξανδράκη) 

 

Βασιζόμενοι σε αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν σε προηγούμενα κεφάλαια 

(εικ.3.1.2) κατασκευάσαμε στελέχη στα οποία είχαν εντεθεί ενδογενώς δύο διαφορετικοί 

επίτοποι σε δύο διαφορετικά γονίδια. Συγκεκριμένα κάθε ένα από αυτά τα στελέχη 

εξέφραζε μια πρωτεΐνη η οποία στο καρβοξυτελικό άκρο της έφερε επίτοπο ΤΑΡ 

(Tandem affinity purification) (Ghaemmaghami et al., 2003) και άλλη μια η οποία έφερε 

στο καρβοξυτελικό της άκρο είτε επίτοπο 3ΗΑ είτε επίτοπο 9Μyc (Knop et al., 1999) 

(για την ένθεση επίτοπου 3ΗΑ σε στελέχη της Open Biosystems συναντήσαμε κάποιες 

τεχνικές δυσκολίες εξαιτίας ομόλογων περιοχών μεταξύ των HIS3ΜX6 που έφεραν τα 

στελέχη και των KANMX4 που έφερε η κασέτα ένθεσης 3ΗΑ. Το πρόβλημα 

ξεπεράστηκε με τον τρόπο που αναλύεται στο κεφάλαιο υλικά και μέθοδοι).  

 

Mac1Mac1 Rad9Rad9

Hir1Hir1 Rad53Rad53 (repairosome)

Aft1Aft1 Asf1Asf1 (nucleosomes)

Ssn6Ssn6
Tup1Tup1

Snf2Snf2

Nhp6aNhp6a
Nhp6bNhp6b

Spt16Spt16
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Εικόνα 3.1.3: Σχηματική απεικόνιση του τρόπου ένθεσης του επίτοπου ΤΑΡ στο γονιδίωμα (Open 

Biosystems) (Ghaemmaghami et al., 2003) 

 

Ο επίτοπος ΤΑΡ (εικ.3.1.3) μας επέτρεπε να απομονώσουμε το πρωτεϊνικό σύμπλοκο 

(Dziembowski and Seraphin, 2004; Ghaemmaghami et al., 2003; Puig et al., 2001) ενώ ο 

δεύτερος επίτοπος (τον οποίο έφερε πρωτεΐνη η οποία από πειράματα που έχουν 

προηγηθεί στο εργαστήριο μας ήταν γνωστό ότι ανοσοκατακρημνίζεται μαζι με την 

πρωτεΐνη που έφερε τον επίτοπο ΤΑΡ, για παράδειγμα Mac1-TAP/Rad9-3HA) 

χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας σε αναλύσεις Western που γινόταν με σκοπό να 

επιβεβαιωθεί ότι έχουμε απομονώσει το σωστό σύμπλοκο πριν αυτό σταλεί για ανάλυση 

με φασματομετρία μάζας. Στους παρακάτω πίνακες παρουσιάζονται τα στελέχη που 

αγοράστηκαν από την Οpen Βiosystems και Euroscarf και το σύνολο των στελεχών που 

κατασκευάστηκαν ώστε να έφεραν δύο επίτοπους. H απομόνωση των συμπλόκων ΤΑΡ, 

καθώς και η ανάλυση φασματομετρίας μάζας έγινε σε συνεργασία με το εργαστήριο της 

Dr.Rodriguez–Navarro (Institute of Principe Philippe, Valencia, Spain) το οποίο ήταν 

εξοπλισμένο με τα απαραίτητα όργανα και είχε εμπειρία σε τέτοιου τύπου μεθοδολογία. 
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Στελέχη με επίτοπο ΤΑΡ (Open Biosystems)/ 

Parental strain = MATa (BY4741). 

YDR217c (Rad9-TAP) προβληματικό διότι δεν επιβεβαιώθηκε με PCR για αυτό και  

τα παράγωγα του δεν αναγράφονται στον πίνακα 3 

YGL071w (Aft1-TAP) (επιβεβαιώθηκε με PCR και Western) 

YMR021c (Mac1-TAP) (επιβεβαιώθηκε με PCR και Western) 

YPL202c (Aft2-TAP) 
πίνακας 3.1.1 

 

Στελέχη με επίτοπο ΤΑΡ (Euroscarf)/ parental strain Genotype:  

MATa ade2 arg4 leu2-3,112 trp1-289 ura3-52 

SC0000(parental strain) 

SC3453 (Rad9-TAP) The gene fusion cassette containing the TAP tag complements for the 

 ura3 auxotrophy marker of the parental strain 
πίνακας 3.1.2 

 

Στελέχη με επίτοπο ΤΑΡ και δεύτερο επίτοπο 3ΗΑ ή (Myc) 

Mac1-TAP/Rad9-3HA 

Mac1-TAP/Aft1-3HA 

Aft1-TAP/Rad9-3HA 

FT5 Rad9-TAP (κατασκευάστηκε με κατάλληλους εκκινητές και pBS1539 

Εuroscarf) 

FT5 Rad9-TAP/Αft1-9Myc 

FT5 Rad9-TAP/Hir1-9Myc 

FT5 Rad9-TAP/Mac1-9Myc 
πίνακας 3.1.3 
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3.2 Αποτελέσματα 
 

Τα πρώτα αποτελέσματα προέκυψαν από ανάλυση του συμπλόκου που απομονώθηκε 

από καλλιέργεια 6 lt στελέχους Mac1-TAP/Rad9-3HA η οποία είχε αναπτυχθεί είτε σε 

YPD είτε σε SC μέχρι OD600=3 σε συνθήκες έλλειψης χαλκού (είχαν προστεθεί 100μΜ 

BCS 3 ώρες πριν την συλλογή τους). Αρχικά 10% ποσότητα του εκχυλίσματος του 

πρωτεϊνικού συμπλόκου ηλεκτρoφορήθηκε και κατόπιν αναλύθηκε με Western στο 

οποίο ανοσοανιχνεύτηκε η Rad9-3HA. 

 

 

 

 

 

 

 

 
  

Εικόνα 3.2.1: Πρωτεϊνικά εκχυλίσματα απομονώθηκαν με σύστημα ανοσοκατακρήμνισης ΤΑΡ από 

κύτταρα τα οποία αναπτύχθηκαν σε SCBCS, YPDBCS στα οποία συνεκφράζονται οι Mac1-TAP /Rad9-

3HA. Οι πρωτεΐνες που δεσμεύτηκαν στα σφαιρίδια σεφαρόζης Α αναλύθηκαν με SDS-PAGE και οι 

πρωτεΐνες που έφεραν 3-ΗΑ ανοσοανιχνεύτηκαν με το αντίσωμα anti-ΗΑ 
 

Με τον τρόπο αυτό επιβεβαιώθηκε η απομόνωση του σωστού συμπλόκου. Ένα ακόμα 

10% της αρχικής ποσότητα του εκχυλίσματος του πρωτεϊνικού συμπλόκου υπέστει 

χρώση με Coomasie blue και με ανόργανα άλατα αργύρου (silver staining). 

 

Mac1-TAP Rad9-HA
YPD SC

Tev Tev

191

30μl

α−HA (30seg ECL advance)

Lysate YPD 5μl

100

Mac1-TAP Rad9-HA
YPD SC

Tev Tev

191

30μl

α−HA (30seg ECL advance)

Lysate YPD 5μl

100
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A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) 

 

Εικόνα 3.2.2: Α) Χρώση με άργυρο από όπου απομονώθηκαν οι ζώνες που εστάλησαν για ανάλυση 

φασματομετρίας μάζας. 

Β) Χρώση με Coomasie blue όπου φαίνονται τα δείγματα έκλουσης με EGTA από καλμαδουλίνη (calm-

eluates) που προέκυψαν από τις καλλιέργειες που είχαν αναπτυχθεί σε YPD και SC αντίστοιχα.  

Με το πορτοκαλί σύμβολο έχουν σημαδευτεί οι υποψήφιες προς ανάλυση πρωτεΐνες. 

 

Ζώνες οι οποίες δεν εντοπίζονταν στον αρνητικό ή στον θετικό μάρτυρα και άρα 

αποτελούσαν αλληλεπιδρώντα του Mac1 απομονώθηκαν και εστάλησαν για ανάλυση 

φασματομετρίας μάζας. Μεγαλύτερος αριθμός τέτοιων ζωνών εντοπίστηκε στα κύτταρα 

που είχαν αναπτυχθεί σε SC. Τα πρώτα αποτελέσματα ήταν πολύ ενθαρρυντικά και οι 

πρώτες πρωτεΐνες που ταυτοποιήθηκαν ήταν η Mac1, Τop2, η Chd1, και η Isw1. Ωστόσο 

δεν λάβαμε περαιτέρω αποτελέσματα εξαιτίας προβλήματος του φασματόμετρου μάζας. 

Σε επόμενη φάση του πειράματος απομονώθηκαν πρωτεϊνικά σύμπλοκα από 

καλλιέργειες 6 lt των στελεχών Mac1-TAP/Rad9-3HA (επανάληψη) και Rad9-

TAP/Hir1-9Myc που είχαν αναπτυχθεί σε SC μέχρι OD600=3 σε συνθήκες έλλειψης 

χαλκού (είχε προστεθεί 100μΜ BCS 3 ώρες πριν την συλλογή τους) καθώς και από 

καλλιέργειες 6 lt των στελεχών Aft1-TAP/Rad9-3HA και Rad9-TAP/Aft1-9Myc που 

είχαν αναπτυχθεί σε SC μέχρι OD600=3 σε συνθήκες έλλειψης σιδήρου και χαλκού (είχε 

προστεθεί 100μΜ BΡS 6 ώρες πριν την συλλογή τους) το 10% του ποσού του 

M a c 1 - T A P  c o o m a s s ie 4 - 1 2 % n o v e x  g e l
M a c 1 - T A P

T E V

C a lm

Y P D S C

M a c 1 - C B P ? ?
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εκχυλίσματος του πρωτεϊνικού συμπλόκου ηλεκτροφορήθηκε και κατόπιν αναλύθηκε με 

Western στο οποίο ανοσοανιχνεύτηκαν οι πρωτεΐνες με το δεύτερο επίτοπο. 
Α 

 
 

Β 

 

 

Εικόνα 3.2.3: Α) Πρωτεϊνικά εκχυλίσματα απομονώθηκαν με σύστημα ανοσοκατακρήμνισης ΤΑΡ 

από κύτταρα στα οποία συνεκφράζονται οι Αft1-TAP /Rad9-3HA και είχαν αναπτυχθεί σε SCBPS και 

κύτταρα στα οποία συνεκφράζονται οι Mac1-TAP /Rad9-3HA και είχαν αναπτυχθεί σε SCBCS. Οι 

πρωτεΐνες που δεσμεύτηκαν στα σφαιρίδια αναλύθηκαν με SDS-PAGE και οι πρωτεΐνες που έφεραν 3-

ΗΑ ανοσοανιχνεύτηκαν με το αντίσωμα anti-ΗΑ. Στις διαδρομές (lanes) 2 και 5 έχουν ηλεκτροφορηθεί 

ολικά εκχυλίσματα πρωτεϊνών των αντιστοίχων στελεχών ως θετικοί μάρτυρες (control). Στις υπόλοιπες 

διαδρομές (lanes) έχουν ηλεκτροφορηθεί δείγματα έκλουσης μετά από επώαση με πρωτεάση ΤEV (ΤΕV 

eluates) των αντιστοιχών καλλιεργειών. 

Β) Πρωτεϊνικά εκχυλίσματα απομονώθηκαν με σύστημα ανοσοκατακρήμνισης ΤΑΡ από κύτταρα στα 

οποία συνεκφράζονται οι Rad9-TAP/Αft1-9Myc και είχαν αναπτυχθεί σε SCBPS και κύτταρα στα οποία 

συνεκφράζονται οι Rad9-TAP/ Hir1-9Myc και είχαν αναπτυχθεί σε SCBCS. Οι πρωτεΐνες που 

δεσμεύτηκαν στα σφαιρίδια αναλύθηκαν με SDS-PAGE και οι πρωτεΐνες που έφεραν 9Myc 

ανοσοανιχνεύτηκαν με το αντίσωμα anti-ΗΑ. Στις διαδρομές (lanes) 1 και 4 έχουν ηλεκτροφορηθεί 

ολικά εκχυλίσματα πρωτεϊνών των αντιστοίχων στελεχών ως θετικοί μάρτυρες. Στις υπόλοιπες 

διαδρομές (lanes) έχουν ηλεκτροφορηθεί δείγματα έκλουσης μετά από επώαση με πρωτεάση ΤEV (ΤΕV 

eluates) των αντιστοιχών καλλιεργειών. 

 

 

Παρατηρούμε ότι μόνο στις διαδρομές (lanes) B3 (Rad9-TAP/Αft1-9Myc ΤΕV eluate) 

και Β5 Rad9-TAP/ Hir1-9Myc ΤΕV eluate) φαίνεται να συνανοσοκατακρημνίζονται οι 

πρωτεΐνες. Από ανάλυση φασματομετρίας μάζας των εκλουσμάτων από τις αντίστοιχες 

καλλιέργειες δεν ελήφθησαν αποτελέσματα για τεχνικούς λόγους. Το πείραμα θα 

επαναληφθεί. 
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Πιο κάτω παρουσιάζεται πίνακας πρώιμων αποτελεσμάτων από συνολικό εκχύλισμα 

πρωτεϊνών που λάβαμε πρόσφατα με πρωτεΐνες που συναπομονώθηκαν με την Μac1-

TAP πρωτεΐνη. Οι πρωτεΐνες έχουν χωριστεί σε ομάδες ανάλογα με την λειτουργικότητα 

τους. Εντύπωση σε πρώτη φάση προκαλεί το γεγονός ότι αρκετές από αυτές φαίνεται να 

εμπλέκονται στην διαδικασία της μείωσης και μίτωσης (σχηματισμός εκβλαστήματος). 

Το γεγονός αυτό σε συνδυασμό με τα αποτελέσματα που είχαν ληφθεί στο παρελθόν από 

το εργαστήριό μας, μέσω της σάρωσης γενωμικής βιβλιοθήκης με την τεχνολογία των 

δύο υβριδίων (βλέπε πίνακα Ε.1) όπου φάνηκε να αλληλεπιδρά άμεσα ο Mac1 με την 

πρωτεΐνη Mam1 (πρωτεΐνη του κινητοχώρου που εμπλέκεται στην πρόσδεση των 

χρωμοσωμάτων στη μειωτική άτρακτο -SGD) πιθανόν να αποκαλύπτουν κάποια νέα 

δράση του Mac1 στις διαδικασίες αυτές. Η υπόθεση αυτή πρέπει να διερευνηθεί 

περαιτέρω. 

 

Ρόλος         
Μεταγραφή SNF2 SET2 SPT7 CHD1 INO80 SET1 TRA1 NUT1 

 SWR1 TAF1       

Αποσιώπηση NET1 NMD2 RAD50 CDC13 ZDS1    

Μάτισμα PRP8 SPP41 EXO84      

Ουμπικουτινιλίωση UBP2 CUE3 BUL1 HUL5 GRR1    

Σχηματισμός 

εκβλαστήματος 

TCB3 BUD21 CDC3 IQG1 LAS1

7 

BUD6 SHS1  

Σχηματισμός DSB/SSB RAD50 RAD7 CDC13 RPA1 RAD2 SNF2 

CHD1 

INO80 

  

Διαχωρισμός 

χρωμοσωμάτων 

SMC4 SPC105       

Μείωση ΖIP2 RAD50 ITC1 CDC13 RPA1    

ER/GOLGI ERP4 USO1 SRP72 MGA2     

 

Πίνακας 3.2.1: Πρώιμα αποτελέσματα ανάλυσης συμπλόκου Μac1-TAP 
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Υπάρχουν βέβαια και πρωτεΐνες που δεν ομαδοποιούνται ή η λειτουγία τους είναι 

άγνωστη (FMP29,YFRO16, HEH2, YHR048W, SEY1, TFC3, TOM70, HRQ1, AVO1, 

POP1, ENS2, TRF5, FRE4, MSN4, NOP14, MLP2) 
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ΣΤ) ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΑΠΟ ΚΕΦ. 1 

 

 

 Στην παρούσα εργασία παρουσιάζονται στοιχεία που αποδεικνύουν ότι η Rad9, εκτός 

από τον ρόλο της ως πρωτεΐνη ελέγχου του κυτταρικού κύκλου (checkpoint protein), έχει 

ένα νέο ρόλο στην εξαρτώμενη από την RNA πολυμεράση II-μεταγραφή. Συγκεκριμένα, 

βρήκαμε ότι: 

• Η Rad9 αλληλεπιδρά άμεσα μέσω της BRCT επικράτειας της με το αμινοτελικό 

και το καρβοξυτελικό άκρο του χαλκορυθμιζόμενου μεταγραφικού παράγοντα Mac1 που 

περιλαμβάνουν περιοχές πλούσιες σε κυστεΐνες αλλά και πιθανές θέσεις 

φωσφορυλίωσης.  

• Η Rad9 επιδρά αρνητικά τόσο στην δυνατότητα πρόσδεσης του Mac1 στο DNA 

όσο και στην μεταγραφική του δυνατότητα χωρίς ωστόσο να επηρεάζει ιδιαίτερα την 

συσσώρευση του mRNA του CTR1 (γονίδιο που ρυθμίζεται μεταγραφικά από τον 

Μac1).  

• Η Rad9 στρατολογείται στα ρυθμιζόμενα από τον Mac1 γονίδια CTR1 και FRE1 

και μάλιστα η στρατολόγησή της να εξαρτάται από τον Mac1.  

• Η στρατολόγηση της Rad9 δεν περιορίζεται μόνο στον υποκινητή των Mac1 

ρυθμιζόμενων γονιδίων. Επεκτείνεται και κατά μήκος της κωδικής περιοχής του γονιδίου 

CTR1 (όπου ο Mac1 δεν εντοπίζεται), ακολουθώντας μάλιστα το ιδιαίτερο πρότυπο 

κατανομής της RNA πολυμεράσης II.  

• Αποκλειστικά υπεύθυνα για την στρατολόγηση της Rad9 στην κωδική περιοχή 

είναι στοιχεία του συμπλόκου έναρξης της μεταγραφής αφού πετύχαμε την 

στρατολόγηση της Rad9 στην κωδική περιοχή του γονιδίου ACT1 (όπου φυσιολογικά δεν 

στρατολογείται) συγχωνεύοντας στο 5΄ακρο της στο γονιδίωμα τον υποκινητή του 

γονιδίου CTR1. 

• H στρατολόγηση της Rad9 στην κωδική περιοχή εν μέρει οφείλεται στην 

πρωτεΐνη Hir1 (τσαπερόνη ιστονών) με την οποία βρήκαμε την Rad9 να αλληλεπιδρά 
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άμεσα και η οποία εμπλέκεται τόσο στην έναρξη όσο και στην επιμήκυνση της 

μεταγραφής του CTR1 (βλέπε κεφάλαιο 2).  

• Αντίθετα, επιγενετικά σημάδια της χρωματίνης όπως η διμεθυλίωση της ιστόνης 

Η3 στην Κ79 γνωστή για την αναγνώρισή της από την Rad9 σε περίπτωση βλάβης στο 

DNA (Huyen et al., 2004), δεν φαίνεται να εμπλέκονται, ούτε απαραίτητα να 

συσχετίζονται με στην στρατολόγηση της Rad9 στην κωδική περιοχή του CTR1.  

•  Εκτός από παράγοντες που εμπλέκονται επιμήκυνση της μεταγραφής, στην 

κωδική περιοχή του CTR1 στρατολογείται και η κινάση Rad53 (παράγοντας που επίσης 

εμπλέκεται στην επιδιόρθωση του DNA) και μάλιστα ο εντοπισμός της εκεί εξαρτάται 

απόλυτα από την παρουσία της Rad9. Διαφαίνεται επομένως ότι η εμπλοκή της Rad9 με 

μεταγραφικά σύμπλοκα ίσως να μην σχετίζεται με την ίδια την μεταγραφή αλλά με τη 

δυνατότητα επιδιόρθωσης. 

• Στις συνθήκες που εξετάσαμε (φυσιολογικές συνθήκες και συνθήκες έλλειψης 

χαλκού) η Rad9 εντοπίζεται στην υποφωσφορυλιωμένη της μορφή. Ας σημειωθεί ότι, η 

Rad9, σε περιπτώσεις βλάβης στο DNA, υπερφωσφορυλιώνεται (προσαρμοστής) και 

επάγει (προσαρμοστής) την κινάση Rad53 (τελεστής) που ολοκληρώνει το σηματοδοτικό 

μονοπάτι της βλάβης με την φωσφορυλίωση ποικίλων πρωτεϊνικών στόχων.  

Για την κατανόηση του ρόλου της Rad9 στα μεταγραφόμενα Mac1 εξαρτώμενα γονίδια, 

συνδυάσαμε με τα πειραματικά μας δεδομένα, το γεγονός ότι το CTR1 (και η «γειτονία» 

του FRE1) ανήκει σε μια ομάδα γονιδίων που χαρακτηρίζονται ως hotspots για μειωτικό 

ανασυνδυασμό (ο οποίος ξεκινά με σπάσιμο της δίκλωνης αλυσίδας του DNA). Αυτό 

μας οδηγεί στο συμπέρασμα πως η Rad9 θα μπορούσε να έχει διαμεσολαβητικό ρόλο 

μεταξύ στοιχείων του συμπλόκου της μεταγραφικής μηχανής και του συμπλόκου 

επιδιόρθωσης του DNA κατά την μείωση κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, δηλαδή 

χωρίς την επαγωγή βλαβών από εξωγενείς παράγοντες. Συνεπώς, στοιχεία της 

μεταγραφικής μηχανής (κυρίως χρωματινικοί αναδιαμορφωτές και τσαπερόνες ιστονών) 

είναι παρόντα κατά την βλαστική φάση της ανάπτυξης στην περιοχή μελλοντικής 

έναρξης του μειωτικού ανασυνδυασμού και διαθέσιμα να χρησιμοποιηθούν από τον 

επιδιορθωτικό μηχανισμό του DNA υπό την επίβλεψη του Rad9. 



 126

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΑΠΟ ΚΕΦ. 2 

 

 

Στην παρούσα εργασία διερευνήσαμε περαιτέρω τον ρόλο της Hir1, που όπως 

προαναφέρθηκε αλληλεπιδρά με την Rad9 (Γκούσκου Κ.) αλλά και με τον Mac1 

(Voutsina et al 2005). Σε επίπεδο μεταγραφής του CTR1 ο ενεργοποιητικός ρόλος της 

Ηir1 αποκαλύπτεται όταν απουσιάζει ο Ssn6 (βασικός καταστολέας της μεταγραφής) 

τόσο σε φυσιολογικές συνθήκες όσο και σε συνθήκες επαγωγής της μεταγραφής του 

CTR1 (συνθετικοί φαινότυποι σε CTR1 mRNA στο στέλεχος hir1Δ ssn6Δ). 

• Γενετικά και βιοχημικά πειράματά μας, έδειξαν ότι η Hir1 παίζει ενεργοποιητικό 

ρόλο κατά την έναρξη της μεταγραφής σε συνθήκες επαγωγής (έλλειψης χαλκού) 

επηρεάζοντας άμεσα την στρατολόγηση του βασικού χρωματινικού αναδιαμορφωτή 

Snf2 στον υποκινητή του CTR1.  

• Ο αναδιαμορφωτής Snf2 εντοπίζεται στην κωδική περιοχή αλλά δεν φαίνεται να 

ακολουθεί το πρότυπο κατανομής της RNA πολυμεράσης ΙΙ.  

• Ταυτόχρονα βρήκαμε ότι και η Hir1 παίζει ενεργοποιητικό ρόλο κατά την 

επιμήκυνση της μεταγραφής του CTR1 εφόσον στρατολογείται στην κωδική περιοχή του 

CTR1 ακολουθώντας το πρότυπο κατανομής της RNA πολυμεράσης II και δρα σε 

συνδυασμό με τον παράγοντα επιμήκυνσης Spt16 (υπομονάδα του yFACT) (συνθετικοί 

φαινότυποι σε CTR1 mRNA στο στέλεχος hir1Δ spt16-11). 

Επομένως αποκαλύψαμε ένα νέο ρόλο για την Ηir1 κατά τον οποίο εμπλέκεται 

τόσο στην έναρξη όσο και στην επιμήκυνση της μεταγραφής μιας νέας ομάδας γονιδίων 

που επάγονται από την έλλειψη χαλκού και τον Mac1 μεταγραφικό ρυθμιστή, 

συνεργαζόμενη σε κάθε φάση του μεταγραφικού κύκλου με διαφορετικούς παράγοντες.  

Ο αναδιαμορφωτής Snf2, εκτός από την αλληλεξάρτηση που εμφανίζει ως προς 

την στρατολόγησή του με την Hir1, είναι απαραίτητος για την μεταγραφή του CTR1 και 

αλληλοεξαρτώμενος ως προς την στρατολόγησή του με τον Mac1. Υπενθυμίζουμε ότι, 

ενώ η λειτουργικότητα του Mac1 εξαρτάται από τα ιόντα χαλκού στο κύτταρο, οι 

πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις εξασφαλίζουν την λειτουργία του ως διακόπτη on-off για 

τη ρύθμιση των γονιδίων στόχων στην Mac1-ρυθμιζόμενη μεταγραφή (Mac1-Snf2/Hir1, 

Mac1-Ssn6). 
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΑΠΟ ΚΕΦ. 3 
 

 

Μέσα στους στόχους της παρούσας εργασίας ήταν να ξεκινήσει η απομόνωση 

συμπλόκων που περιέχουν:  

1. Το σύνολο των παραγόντων που αλληλεπιδρούν με τους μεταλλορυθμιζόμενους 

μεταγραφικούς παράγοντες Mac1 και Αft1 σε διάφορες συνθήκες καλλιέργειας. 

Επίσης, η σύγκριση των δύο συμπλόκων μεταξύ τους προκειμένου να βρεθούν 

κοινοί παράγοντες (πειράματα μας έχουν δείξει ότι τα δύο σύμπλοκα έχουν κοινά 

στοιχεία. Για παράδειγμα βρήκαμε ότι η πρωτεΐνη Rad9 αλληλεπιδρά φυσικά και 

με τον Aft1) 

2. Το σύνολο των παραγόντων που αλληλεπιδρούν με την πρωτεΐνη Rad9 κάτω από 

φυσιολογικές συνθήκες ή συνθήκες έλλειψης χαλκού (απουσία συνθηκών που 

επάγουν βλάβη στο DNA) 

Αρχικά αποτελέσματα έδειξαν ότι σε συνθήκες επαγωγής στο πολυπρωτεϊνικό σύμπλοκο 

του Mac1 απομονώνονται οι πρωτεΐνες Top2, Isw1 και Chd1.  
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Ζ) ΜΕΛΛΟΝΤΙΚΑ ΣΧΕΔΙΑ 

 

 
Από τα προαναφερθέντα συμπεραίνουμε ότι η Rad9 είναι μια πρωτεΐνη με πολλές 

λειτουργίες, πλούσια σε μοτίβα που τις επιτρέπουν την αλληλεπίδραση της τόσο με την 

μεταγραφική μηχανή (σύμπλοκα έναρξης και επιμήκυνσης της μεταγραφής) όσο και με 

τον μηχανισμό επιδιόρθωσης του DNA. Επομένως η Rad9 μπορεί να χαρακτηριστεί ως 

πρωτεΐνη σκαλωσιά για ποικίλα πολυπρωτεϊνικά σύμπλοκα. 

Προέκταση της πιο πάνω μελέτης αποτελούν μια σειρά από μεγάλης κλίμακας 

πειράματα με στόχο να διαφανεί αν η Rad9 εμπλέκεται με πιο δραστικό τρόπο (αρνητικό 

ή θετικό) στην μεταγραφή άλλων γονίδιων εκτός αυτών που ρυθμίζονται από τον Μac1. 

Για το σκοπό αυτό μελετάται το μεταγραφικό πρότυπο έκφρασης γονίδιων με DNA 

μικροσυστοιχίες σε στελέχη rad9Δ και σε στελέχη που η Rad9 υπερεκφράζεται σε 

κατάλληλες συνθήκες καλλιέργειας (Χρήστος Ανδρεάδης- Θανάσης Μαργαρίτης). 

Άμεση ωστόσο προτεραιότητα μας αποτελεί η πραγματοποίηση πειραμάτων ChIP on 

CHIP με σκοπό να διαπιστώσουμε αν τελικά η Rad9 εντοπίζεται σε όλους ή στους 

περισσότερους υποκινητές ή κωδικές περιοχές γονιδίων που έχουν χαρακτηριστεί ως hot 

ORFs (Χρήστος Ανδρεάδης). 

Τέλος όπως αναφέρθηκε θα επαναληφθούν πειράματα και ταυτόχρονα θα 

πραγματοποιηθούν και νέα με σκοπό να απομονωθούν σε κατάλληλες συνθήκες 

πολυπρωτεϊνικά σύμπλοκα τόσο της Rad9 όσο και των δύο μεταλλορυθμιζόμενων 

μεταγραφικών παραγόντων Mac1 και Αft1. Στόχος των πειραμάτων αυτών είναι να 

χαρακτηριστούν όλες οι πρωτεΐνες με τις οποίες αλληλεπιδρούν άμεσα ή έμμεσα η Rad9, 

ο Mac1 και ο Αft1. Με την μέθοδο αυτή θα διαπιστώσουμε σε ποία σύμπλοκα 

ανιχνεύονται και άλλες πρωτεΐνες του συμπλόκου επιδιόρθωσης και κάτω από ποιές 

συνθήκες (π.χ Rad53). Επιπλέον θα μπορέσουμε να μελετήσουμε συγκριτικά τις 

πρωτεΐνες που απομονώνονται με τον Mac1 σε σχέση με αυτές που απομονώνονται με 

τον Aft1.  
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Περαιτέρω πειράματα θα πρέπει να πραγματοποιηθούν σε σχέση με την Top2 η οποία 

ανιχνεύτηκε στο πολυπρωτεϊνικό σύμπλοκο του Mac1. Πρόσφατα δημοσιεύθηκε στα 

θηλαστικά ότι η στρατολόγηση της Top2 είναι απαραίτητη στους υποκινητές κάποιων 

γονιδίων προκειμένου να επάγει DSB διευκολύνοντας το ξεδίπλωμα της χρωματίνης με 

σκοπό να γίνει πιο προσβάσιμη σε μεταγραφικούς παράγοντες και να ξεκινήσει η 

μεταγραφή (Lis and Kraus, 2006). Κάτι τέτοιο δεν έχει δημοσιευτεί στο σακχαρομύκητα 

και ο ρόλος της περιορίζεται στη δημιουργία DSB προκειμένου να χαλαρώσει το DNA 

κατά την αντιγραφή (Rose and Holm, 1993). Βέβαια σε πειράματα μεγάλης κλίμακας 

έχει βρεθεί να αλληλεπιδρά με στοιχεία του yFACT γεγονός που ενισχύει την υπόθεση η 

Top2 να εμπλέκεται και στην μεταγραφή (Krogan et al., 2006). Επιβεβαίωση της 

αλληλεπίδρασης Τοp2-Mac1 καθώς και της υπόθεσης για εισαγωγή από την πρωτεΐνη 

αυτή, DSB στον υποκινητή, σε συνθήκες επαγωγής, προκειμένου να αρχίσει η 

μεταγραφή, πιθανόν να ενίσχυε το σενάριο που θέλει την Rad9 να στρατολογείται εκεί, 

στα πλαίσια επιτήρησης του γονιδιώματος (genomic surveillance). Από την άλλη είναι 

γνωστό ότι η Τοp2 εμπλέκεται στην μείωση επάγοντας το «ξέπλεγμα» (μέσω της δράσης 

της να κόβει και να επανασυνδέει και τις δύο αλυσίδες του DNA) των χρωμοσωμάτων 

που έχουν υποστεί ανασυνδυασμό (Rose and Holm, 1993). Πιθανόν επομένως να 

αλληλεπιδρά σε συνθήκες επαγωγής με τον Mac1 με σκοπό να στρατολογηθεί και αυτή 

σε ΗΟΤ ΟRFs. 

Τέλος, στα πλαίσια περαιτέρω ανάλυσης άλλων αλληλεπιδρώντων του Mac1 και σε 

συνεργασία με την Σκούρτη-Σταθάκη Κωσταντίνα (διπλωματική Σκούρτη-Σταθάκη 

Κωνσταντίνα) διερευνήσαμε την πιθανή εμπλοκή της φωσφατάσης Ppt1 στη δράση του 

Mac1. Ξεκινήσαμε αυτή την εργασία βασιζόμενοι κυρίως σε δύο δεδομένα. Πρώτον στο 

γεγονός ότι σε πειράματα συστηματικής ανάλυσης «όλων» των πρωτεϊνικών 

αλληλεπιδράσεων με το σύστημα των δύο υβριδίων είχε βρεθεί ότι ο Mac1, αλληλεπιδρά 

με την φωσφατάση Ppt1 (Gross et al., 2000; Ito et al., 2001) και δεύτερον στο γεγονός 

ότι στην επαγωγή του Mac1 συμβάλλει και η φωσφορυλίωση από κινάσες οι οποίες 

ακόμα είναι άγνωστες. (Heredia et al., 2001). Η Ppt1 είναι μια φωσφατάση Ser/Thr κύριο 

χαρακτηριστικό της οποίας είναι η παρουσία περιοχής tetratricopeptide repeat (TPR). Η 

περιοχή αυτή πρόσφατα βρέθηκε ότι προσδένεται και αποφωσφορυλιώνει την τσαπερόνη 

Hsp90 (Wandinger et al., 2006). Στο εργαστήριο μας δείξαμε ότι, η Ppt1 αλληλεπιδρά με 
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τον Mac1 σε κυτταρικά εκχυλίσματα (co-Ip) και ότι στρατολογείται σε Μac1 

ρυθμιζόμενους υποκινητές (CTR1 και FRE1). Η στρατολόγηση αυτή είναι εξαρτώμενη 

από τον Mac1. Φαίνεται ότι η Ppt1 δρα τόσο παρεμποδίζοντας την πρόσδεση του Μac1 

στο DNA όσο και ελαττώνοντας δραματικά την μεταγραφική ενεργότητά του σε 

συνθήκες όπου ο Mac1 είναι αρχικά μεταγραφικά ενεργός και στη συνέχεια προστίθεται 

χαλκός στην καλλιέργεια. Επιπλέον παρατηρήσαμε ότι όταν η Ppt1 υπερεκφραστεί τότε 

τα στελέχη παρουσιάζουν μειωμένη ανάπτυξη σε θρεπτικό μέσο με πηγή άνθρακα 

γλυκερόλη (που απαιτεί λειτουργικό Mac1) σε σχέση με αυτά του αγρίου τύπου.  

Συνεπώς αποδείξαμε ότι η Ppt1 δρα παρεμποδίζοντας την δράση του Mac1. περαιτέρω 

πειράματα πρέπει να πραγματοποιηθούν με σκοπό να αποδειχτεί ότι η Ppt1 παρεμποδίζει 

την δραστικότητα του Mac1 επηρεάζοντας το ποσοστό φωσφορυλίωσης του. Η 

λεπτομερής διερεύνηση της αλληλεπίδρασης Ppt1-Mac1 στον σακχαρομύκητα 

παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον εξαιτίας των αναλογιών που υπάρχουν με ανθρώπινες 

πρωτεΐνες. Συγκεκριμένα η ανθρώπινη φωσφατάση Pp5, μοναδικό ομόλογο της Ppt1, 

παίζει σημαντικό ρόλο σε σηματοδοτικά μονοπάτια που ελέγχουν κυτταρικές αποκρίσεις 

σε συνθήκες stress και βλάβης DNA. Ταυτόχρονα η Pp5 αλληλεπιδρά με τον 

μεταγραφικό παράγοντα p53 τροποποιώντας τις ογκοκατασταλτικές του λειτουργίες 

(Jeong et al., 2003; Yang et al., 2005; Zuo et al., 1999). 
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Η) ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
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4Α Υλικά 

 
Στη μελέτη αυτή χρησιμοποιήθηκαν: 

• Χημικά των εταιρειών Sigma, Merck και Amersham  

• Θρεπτικά μέσα της Difc 

• Ένζυμα περιοριστικά, τροποποίησης κ. Λπ. των Minotech IMBB, New England 

Biolabs, Promega, Boehringer, Sigma, Merck, USB και Stratagene 

• Αντισώματα των Santa Cruz Biochemicals (anti-HA(Y-11) sc805, anti-HIS(G-13) 

SC804, anti-Myc(A-14) sc789, anti-GST (Z-13) sc459), Covance Innovative Antibodies 

(8WG16 MMS-126R, H5 MMS-129R, H14 MMS-134R), Sigma (anti-flag F3165), 

Jackson (δευτερογενές anti-rabbit 111-035-003),  

• Ραδιενεργά νουκλεοτίδια (α-[32P]dATP, α-[32P]dCTP, γ-[32P]dATP, 

• Τα QiaQuick και Concert Gel Extraction Kits(c.no 28104), και ECL Western 

Blotting Detection Kit (Pierce) (c.no 34077 

• Glass beads unwashed 425-600μm (c.no G9268-500G 
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• Μεμβράνες της Schleicher & Schuell, νάϋλον για τη μεταφορά νουκλεϊνικών 

οξέων (Nytran-N c.no 10416196) και νιτροκυτταρίνης για τη μεταφορά πρωτεϊνών 

(BA83 c.no 10 401396) και βακτηριακών αποικιών (BA85 c.no 10 401116)  

• Φιλμ αυτοραδιογραφίας Fuji (c.no 90224) 

• Σφαιρίδια Protein G Sepharose (GE Healthcare c.no 17-0618-01), Glutathione 

Sepharose 4B (Amersham-Pharmacia 17-0756-01), Ni-NTA Agarose (Qiagen c.no 

1000630) 

• BCS (Bathocuproine disulfonic Na2–salt) (SERVA c.no 14470), BPS 

(Bathophenanthroline disulfonic acid Na2–salt) (SERVA c.no 14483 και Fluka c.no 

11890) 

• 6-Azauracil minimum 98% (Sigma A1757-5G) 

•  Geneticin G418 Sulphate c.no 11811-023) 

• Ολιγονουκλεοτίδια από το Εργαστήριο Μικροχημείας του Ι.T.E. και από την 

MWG Biotech (Germany) 

• Τα προγράμματα ποσοτικοποίησης ζωνών αυτοραδιογραφημάτων ImageQuant 

(για χρήση του PhosphorImager) και Scion Image  

• SYBR green (Invitrogen cat.no S7563) και ποσοτικοποίηση προϊόντων in real 

time PCR μέσω ΜJ-Research Opticon Engine 

• Οι βάσεις δεδομένων SGD (Saccharomyces Genome Database) και PubMed 

 http://home.cc.umanitoba.ca/~gietz/ 

 

 

Θρεπτικά μέσα και συνθήκες ανάπτυξης 

 

Η ανάπτυξη βακτηριακών στελεχών έγινε σε θρεπτικό μέσο LB ενώ τα στελέχη ζύμης 

αναπτύχθηκαν σε μέσο SC (κυρίως) ή YPD, όπως έχει περιγραφτεί(Sambrook, 1989),. 

Το συνθετικό πλήρες μέσο (SC) περιέχει 0.67% yeast nitrogen base (που περιλαμβάνει 

1.23μΜ FeCl3 και 0.25μM CuSO4), τα 20 αμινοξέα, ουρακίλη, αδενίνη και 2% γλυκόζη. 

Για τη δημιουργία συνθηκών επαγωγής της χαλκοεξαρτώμενης μεταγραφής, 

προστέθηκαν σε αυτό, σε τελική συγκέντρωση 100μM, ο χηλικός παράγοντας του 

μονοσθενούς και δισθενούς χαλκού, BCS (bathocuproine disulfonic acid-Na2 salt). Για τη 
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δημιουργία συνθηκών επαγωγής της μεταλλοεξαρτώμενης μεταγραφής, προστέθηκαν σε 

αυτό, σε τελική συγκέντρωση 100μM, ο χηλικός παράγοντας του μονοσθενούς και 

δισθενούς σιδήρου και χαλκού, BΡS (Bathophenanthroline disulfonic acid Na2 salt). 

Συγκεκριμένα, οι καλλιέργειες ζύμης που χρησιμοποιήθηκαν στις διάφορες πειραματικές 

διαδικασίες αναπτύχθηκαν μέχρι OD550 = 0.6-1.0, 

 σε SC (συνθήκες επάρκειας μετάλλων) ή  

 σε SC στο οποίο προστέθηκε BCS 3h πριν τη συλλογή των κυττάρων (συνθήκες 

έλλειψης χαλκού). 

 σε SC στο οποίο προστέθηκε BCS 3h πριν τη συλλογή των κυττάρων (συνθήκες 

έλλειψης χαλκού) και 10μΜ Cu 5 λεπτά πριν τη συλλογή των κυττάρων. 

 σε SC στο οποίο προστέθηκε BCS 3h (συνθήκες έλλειψης χαλκού) πριν τη συλλογή 

των κυττάρων και 10μΜ Cu 10 λεπτά πριν τη συλλογή των κυττάρων. 

 σε SC στο οποίο προστέθηκε BCS 3h πριν τη συλλογή των κυττάρων (συνθήκες 

έλλειψης χαλκού) και 0.3-0.8 μΜ Η2Ο2 20 λεπτά πριν τη συλλογή των κυττάρων. 

 σε SC στο οποίο προστέθηκε 10μΜ Cu 20 λεπτά πριν την συλλογή των κυττάρων. 

 

Στελέχη σακχαρομύκητα 

Χρησιμοποιήθηκαν τα στελέχη αγρίου τύπου: 

 FT5 (MATα ura3-52 trp1-Δ63 HIS3-Δ200 LEU2::PET56) και  

 4053-5-2 (MATα ura3 LEU2 trp1 HIS7) (Formosa T 2002) 

 Τα μεταλλάγματα ssn6Δ (cyc8-Δ9::HIS3) από Τζαμαρία Δ, ssn6Δ::LEU2 

hir1Δ::ΚΑΝ (Α. Βουτσινά) και snf2Δ::HIS3 (Θηραίος Γ.) προήλθαν από το στέλεχος FT5 

 μεταλλάγματα 7864-11-1 spt16-11 (MATα his3 ura3 leu2 trp1) Formosa T 2002 

 μεταλλάγματα 7973-4-4 pob3-7 (MATα his3 ura3 leu2 trp1) Formosa T 2002. 

 Aγοράστηκαν από την Open Βiosystems τα στελέχη MAC1-TAP, AFT1-TAP, και 

RAD9-TAP (προβληματικό στέλεχος) τα οποία προήλθαν από το στέλεχος BY4741 

http://www.openbiosystems.com/GeneExpression/Yeast/TAP/ 

 

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν με σκοπό να επιβεβαιωθεί ότι τα στελέχη που αγοράστηκαν ήταν 

σωστά είναι οι εξής:  

 
5'RAD9(+3108) 

5'-AACTTCACTCATCCGCTAGC-3' 
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3’F2CHK TAP 

5'-AACCCGGGGA TCCGTCGA CC -3' 

 

 

5’HIRl (+1791) 

5'.-GGTACGAGCAACAGTATTG -3' 

3’F2CHK TAP 

5'-AACCCGGGGA TCCGTCGA CC -3' 

 

 

5'MAC1(+984) 

5'.-CTGCACTTGTGATGGATG -3' 

3’F2CHK TAP 

5'-AACCCGGGGA TCCGTCGA CC -3' 
 

 Επίσης αγοράστηκαν από την Euroscarf τα στελέχη SC0000(WT), και 

SC3453 (RAD9-TAP) τα οποία προήλθαν από στέλεχος με γονότυπο MATa ade2 

arg4 leu2-3,112 trp1-289 ura3-52  

http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/cellzome.html 

 Απαλοιφή του γονιδίου RAD9 έγινε στα στελέχη που αναγράφονται στον 

πίνακα 2. Το RAD9 απομονώθηκε από την πλασμιδιακή κατασκευή pDB20flag 

RAD9 με πέψη με το περιοριστικό ένζυμο NotI. Ακολούθησε κλωνοποίηση σε 

πλασμιδιακό φορέα pRS315 στη θεση ΝοtI κατόπιν ακολούθησε πέψη με το ένζυμο 

BsmI και επώαση με Klenow πολυμεράση εκτομή από +72 έως +3605). Στα τυφλά 

άκρα της κατασκευής αυτής έγινε ένθεση του KΑΝMX4 χρησιμοποιώντας μια 

πλασμιδιακή κατασκευή (στο φορέα pBluescript) που περιείχε το γονίδιο KΑΝMX4 

μεταξύ δύο θέσεων ΒsaHI ΕcoRI. Η απαλοιφή επιβεβαιώθηκε φαινοτυπικά και 

γενωμικά με PCR. Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την επιβεβαίωση είναι οι 

εξής: 
K2(R) 

5'-ACAGATCTGGCGCGCCTTAAT -3' 

 

K3(F) 

5'- CGATTCGATACTAACGCCGCC-3 

 

3'RAD9 UTR 

5'.GCCΤCGTTCΑGCΑCΑTTTCC -3' 

 Απαλοιφή του γονιδίου MAC1 έγινε στα στελέχη που αναγράφονται στον 

πίνακα 2 με ομόλογο ανασυνδυασμό, χρησιμοποιώντας μια πλασμιδιακή κατασκευή 
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(στο φορέα pBluescript) στην οποία ήταν κλωνοποιημένο το mac1Δ::URA3 (E. 

Γεωργάτσου). Η απαλοιφή επιβεβαιώθηκε φαινοτυπικά και γενωμικά με PCR. 

 

Στελέχη  Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν 

Single mutants  

FT5 asf1Δ::TRP1 5 ΆSF1 dίsrS3 

5'-CAGCGTACTCTCCCTACCATCCAATTGAAACAΤΑΑ 

GAΤΑΤΑGAAAAGCGTACGCTGCAGGTCGAC -3' 

5 'ASF1 S2  

5'- AAGTGTACCTCTCTTGCAGGTACCATTAATCTTA 

TAACCCATAAATTCATCGAATTCGAGCTCG -3' 

Κ. Γκούσκου 

FT5 hir1Δ::ΚΑΝ Α. Βουτσινά  

FT5 mac1Δ::URA3 Κ. Γκούσκου 

FT5 mac1Δ::KAN Ε. Γεωργάτσου  

7973-4-4 pob3-7 T. Formosa  

FT5 ppt1Δ::ΚΑΝ  Κ. Σκούρτη -Σταθάκη  

FT5 rad9Δ::ΚΑΝ Κ. Γκούσκου 

7864-11-1 spt16-11 T. Formosa  

FT5 ssn6Δ::HIS3 Δ. Τζαμαρίας  

FT5 snf2Δ::HIS3 Γ. Θηραιος  

Double mutants  

FT5 asf1Δ::TRP1 hir1Δ::ΚΑΝ Κ. Γκούσκου 

FT5 hir1Δ::ΚΑΝ pob3-7 Π.Σπηλιωτοπούλου  

FT5 asf1Δ::TRP1 rad9Δ::ΚΑΝ Κ. Γκούσκου 

FT5 hir1Δ::TRP1 rad9Δ::ΚΑΝ 5 ΉΙR1dίsrS3 

5'-Α CCAACGAAGCAΤΑΑΤΑΑΑΑTTGCCAGTΑΑCCAA 

AGGTCTCTGAΤΑΑCCGTACGCTGCAGGTCGAC -3' 

3’ ΉΙR1S2 

5'-CGTAATTATGAGGGAAAAACTTGTCCAAAGGAAG 

GGGTATAAGCATCGATGAATTCGAGCTCG -3' 
FT5 hir1Δ::ΚΑΝ spt16-11 Π. Σπηλιωτοπούλου  

FT5 hir1Δ::ΚΑΝ ssn6Δ:: LEU2 Κ. Γκούσκου 

FT5 hir1Δ::ΚΑΝ ssn6Δ:: LEU2 Κ. Γκούσκου 
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FT5 mac1Δ::URA3 ppt1Δ::ΚΑΝ Κ. Γκούσκου 

FT5 mac1Δ::URA3 rad9Δ::ΚΑΝ Κ. Γκούσκου 

FT5 ppt1Δ::ΚΑΝ rad9Δ::ΚΑΝ Κ. Γκούσκου 

Πίνακας 1 

 

Βακτηριακά στελέχη 

 

Χρησιμοποιήθηκαν τα στελέχη Escherichia coli DH5α και XL1-blue για την ανάπτυξη 

πλασμιδίων και ER2566 για την έκφραση πρωτεϊνών. 

 

 

Πλασμιδιακοί φορείς 

 

Οι βασικοί πλασμιδιακοί φορείς που χρησιμοποιήθηκαν είναι οι εξής: 

 για την κλωνοποίηση γονιδίων του σακχαρομύκητα και τη δημιουργία γονιδίων 

αναφοράς ο pRS315 CEN, Amp, LEU2) Euroscarf 

 για την έκφραση πρωτεϊνών στο σακχαρομύκητα, pYX142 (Novagen - CEN, 

Amp, LEU2), pGBT9 (Clontech - 2μ, Amp, TRP1) και pACT2 (Clontech - 2μ, Amp, 

LEU2), pDB20 (2μ, Amp, URA3) 

 για την έκφραση πρωτεϊνών σε βακτήρια, pGEX2T (Pharmacia) και pRSET-Α 

pRSET-Β και pRSET-C (Invitrogen) 

 ο pYM6 με γονίδιο ανθεκτικότητας klTRP1(Knop et al., 1999) και ο pYM1 με 

γονίδιο ανθεκτικότητας KANMX6 (Knop et al., 1999) τη δημιουργία κασετών 

απαλοιφής γονιδίων 

 ο pYM6 με γονίδιο ανθεκτικότητας klTRP1(Knop et al., 1999) και ο pYM1 με 

γονίδιο ανθεκτικότητας KANMX6 (Knop et al., 1999) για τη δημιουργία κασετών για 

την ένθεση επιτόπου 9Μyc και 3ΗΑ αντίστοιχα 

 και ο pBS1539(Euroscarf) για την ένθεση επιτόπου ΤΑΡ 

 

 

Πρωτεϊνική έκφραση στο σακχαρομύκητα 
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pDB20-Flag (έκφραση Flag): το τμήμα Flag (προϊόν σύνθεσης του Εργαστηρίου 

Μικροχημείας) υδρολύθηκε με XhoI και NotI και κλωνοποιήθηκε στις αντίστοιχες 

θέσεις του φορέα. 

 
XhoI FLAGNotI 

5'- atagtttagcggccgctttgtcatcgtcgtccttgtagtccatctcgagcgg -3' 

 

pDB20-Flag RAD9 (έκφραση Flag-Rad9): Το γονίδιο RΑD9 (προϊόν PCR) 

υδρολύθηκε με NotI και κλωνοποιήθηκε στις αντίστοιχες θέσεις του φορέα pDB20-

FLAG 

  [εκκινητές: 5΄- ATAAGAATGCGGCCGCAATGTCAGGCCAGTTAGTTC -3΄ 

  5΄- ATAAGAATGCGGCCGCAATGTCAGGCCAGTTAGTTC -3΄]  

 

pRSETA-N- RAD9 (έκφραση Ν-Rad9): Το τμήμα του γονιδίου +1 έως +1518 

RΑD9 (προϊόν πέψης pDB20-Flag RAD9) υδρολύθηκε με AvaI και EcoRI και 

κλωνοποιήθηκε στις αντίστοιχες θέσεις του φορέα pRSETA 

 

pRSETC-C- RAD9 (έκφραση 6xHis- C-Rad9): Το τμήμα+1518 έως + 3260 του 

γονιδίου RΑD9 (προϊόν πέψης pDB20-Flag RAD9) υδρολύθηκε με EcoRI και 

HindIII και κλωνοποιήθηκε στις αντίστοιχες θέσεις του φορέα pRSETC 
 

pRSETC-C1- RAD9 (έκφραση 6xHis-C1-Rad9): Το τμήμα +1518 έως + 3930 

του γονιδίου RΑD9 (προϊόν πεψης pDB20-Flag RAD9) υδρολύθηκε με ΝοtI και 

υπέστει επεξεργασία με Κlenow και κατόπιν υδρολύθηκε με EcoRI και 

κλωνοποιήθηκε σε φορέα pRSETC ο οποίος είχε αρχικά υδρολυθεί με HindIII είχε 

υποστεί επεξεργασία με Κlenow και κατόπιν είχε υδρολυθεί με EcoRI. 

 

pRSETA-BRCTd RAD9 (έκφραση 6xHis BRCTd Rad9): Το τμήμα +2986 έως + 

3930 του γονιδίου RΑD9 (προϊόν PCR) υδρολύθηκε με BamHI και EcoRI και 

κλωνοποιήθηκε στις αντίστοιχες θέσεις του φορέα pRSETA 
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[εκκινητές: 5΄- CGGGATCCGGG TGTATTTGATAAATG -3΄ 

 5΄- CCGGAATTCTCATCTAACCTCAGAAATAG -3΄] 

 

pGEX2T-N-MAC1 (έκφραση GST-Mac1): το τμήμα +1 έως +159 του γονιδίου 

ΜΑC1 (προϊόν PCR) υδρολύθηκε με BamHI κλωνοποιήθηκε στις αντίστοιχες 

θέσεις του φορέα pGEX2T. 

 [εκκινητές: 5΄- CGGGATCCATAATATTTAATGGGAACAAA -3΄ 

 5΄- CGGGATCCCTAGCTTCGCTCTTTCTTC -3΄] 

 

pGEX2T-C-MAC1 (έκφραση GST-C-Mac1): το τμήμα +159 έως +417 του 

γονιδίου ΜΑC1 (προϊόν PCR) υδρολύθηκε με BamHI και κλωνοποιήθηκε στις 

αντίστοιχες θέσεις του φορέα pGEX2T. 

 [εκκινητές: 5΄- CGGGATCCCGGCTTCAACAGGAGC -3΄ 

 5΄- CGGAATCCTTATGAAGTGGTGGCATC -3΄] 

 

pGEX2T-(40-257)-MAC1 (έκφραση GST-[40-257αα] Mac1): το τμήμα +40 έως 

+257 του γονιδίου ΜΑC1 (προϊόν PCR) υδρολύθηκε με BamHI και κλωνοποιήθηκε 

στις αντίστοιχες θέσεις του φορέα pGEX2T. 

 [εκκινητές: 5΄- CGGGATCCCCCCATGGCTATCAGAGA -3΄ 

 5΄- CGGGATTCTTAGCCCTTATGAGTCAGG -3΄] 

 

pGEX2T-(287-417)-MAC1 (έκφραση GST-[287-417αα] Mac1): το τμήμα +287 

έως +417 του γονιδίου ΜΑC1 (προϊόν PCR) υδρολύθηκε με BamHI και 

κλωνοποιήθηκε στις αντίστοιχες θέσεις του φορέα pGEX2T. 

 [εκκινητές: 5΄-CGGGATCCTATATTCAACAAAGTGGTG -3΄ 

 5΄- CGGGATCCTTATGAAGTGGTGGCATC -3΄] 

 

pAS-MAC1 (έκφραση LexA-Mac1, Θ. Τάρτας)  

pAS-N-MAC1 (έκφραση LexA-N-Mac1, Θ. Τάρτας)  

pACT2-(651-1310)-RAD9 (έκφραση Gal4DAD-(651-1310)-Rad9 Α. Βουτσινά) 
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4Β Μέθοδοι 

 
4Β.1 Μεθοδολογίες ανάλυσης νουκλεϊνικών οξέων 

 
 

Παρασκευή πλασμιδιακού DNA από βακτήρια 

Για παρασκευή σε μικρή κλίμακα, χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της λύσης με βρασμό 

(Sambrook, 1989) Η παρασκευή σε μεσαία ή μεγάλη κλίμακα έγινε είτε με συνδυασμό 

αλκαλικής λύσης και κατακρήμνισης του DNA με πολυαιθυλενική γλυκόλη (PEG 8000) 

(Sambrook, 1989) είτε, όταν χρειάστηκε να απομονωθεί DNA πολύ υψηλής 

καθαρότητας, με την χρήση ειδικών στηλών καθαρισμού νουκλεϊνικών οξέων της 

Qiagen σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή.  

 

 

Διαδικασίες τροποποίησης του DNA 

 

Περιέλαβαν (α) τον τεμαχισμό μορίων με υδρόλυση τους από ενδονουκλεάσες 

περιορισμού, (β) τη δημιουργία τυφλών άκρων σε μόρια που είχαν (5΄ ή 3΄) προεξέχοντα 

άκρα, με χρήση του κομματιού Klenow της DNA πολυμεράσης Ι, και (γ) τη συνένωση 

μορίων με χρήση της T4 DNA λιγάσης. Οι παραπάνω διαδικασίες εφαρμόστηκαν όπως 

έχει περιγραφτεί (Sambrook, 1989) και σε συμφωνία με τις οδηγίες των εταιρειών 

κατασκευής των αντίστοιχων ενζύμων. 

 

 

Ηλεκτροφορητική ανάλυση και απομόνωση του DNA από πήκτωμα αγαρόζης 

 

Για το διαχωρισμό και τον προσδιορισμό του μεγέθους μορίων DNA, αλλά και για μια 

εκτίμηση της ποσότητάς τους, χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της ηλεκτροφορητικής 

ανάλυσης σε πήκτωμα αγαρόζης (Sambrook, 1989). Η απομόνωση ηλεκτροφορητικά 
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διαχωρισμένων τμημάτων DNA έγινε είτε με ειδικά συστήματα εξαγωγής DNA από 

πήκτωμα (QiaQuick ή Concert Gel Extraction Kits) σύμφωνα με τις οδηγίες των 

κατασκευαστών είτε με χρήση ειδικού πηκτώματος αγαρόζης χαμηλού σημείου τήξης 

όπως έχει περιγραφτεί (Sambrook, 1989). 

 

Μετασχηματισμός βακτηριακών κυττάρων 

 

Η παρασκευή δεκτικών βακτηριακών κυττάρων και o μετασχηματισμός τους έγιναν με 

τη συμβατική χημική μέθοδο των χλωριούχου ασβεστίου (Ausubel, 1987-2007). 

 

Ταυτοποίηση ανασυνδυασμένων πλασμιδιακών κλώνων (ανάλυση κατά 

Grunstein) 

 

Χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της λύσης in situ μετασχηματισμένων βακτηριακών 

αποικιών πάνω σε φίλτρα νιτροκυτταρίνης, τα οποία στη συνέχεια υβριδοποιήθηκαν με 

ειδικούς ραδιοσημασμένους ανιχνευτές γονιδίων (κωδικά τμήματα που προέκυψαν με 

PCR), με τη μέθοδο κατά Church. Οι παραπάνω μέθοδοι εφαρμόστηκαν όπως έχει 

περιγραφτεί (Sambrook, 1989).  

 

 

Ραδιοσήμανση του DNA 

 

Δίκλωνα μόρια DNA ραδιοσημάνθηκαν είτε (α) με τη μέθοδο μετάφρασης εγκοπής 

(nick translation) που βασίζεται στη δημιουργία τυχαίων εγκοπών στο DNA και στην 

επιδιόρθωσή τους από τη DNA πολυμεράση Ι, παρουσία ραδιενεργών νουκλεοτιδίων 

είτε (β) με τη μέθοδο των τυχαίων εκκινητών (random priming) που βασίζεται στην 

παροδική αποδιάταξη του DNA και στη σύνθεση συμπληρωματικών αλυσίδων από το 

κομμάτι Klenow της DNA πολυμεράσης Ι, παρουσία τυχαίων εξαμερών εκκινητών και 

ραδιενεργών νουκλεοτιδίων. Συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια (μονόκλωνα ή δίκλωνα) 

ραδιοσημάνθηκαν με χρήση της Τ4 πολυνουκλεοτιδικής κινάσης. Οι παραπάνω μέθοδοι 

εφαρμόστηκαν όπως έχουν περιγραφτεί (Ausubel, (1987-2007); Sambrook, 1989).  
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Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) 

 

Μια τυπική αντίδραση PCR περιείχε σε όγκο 25μl διαλύματος θερμοπολυμερισμού 

(καθοριζόμενου από τον κατασκευαστή του ενζύμου): 25ng πλασμιδιακού ή 250ng 

γενωμικού DNA, 0.2mM από κάθε dNTP, 200ng ενός ζεύγους εκκινητών, 0.5μl Taq 

(Minotech) ή Vent (NEB) και 1.5-2mM MgCl2. Οι παράμετροι στα προγράμματα 

θερμοπολυμερισμού καθορίστηκαν ανάλογα με το Tm των εκκινητών και το μέγεθος των 

προϊόντων. Ένα τυπικό πρόγραμμα είχε ως εξής: 

 4min στους 94οC (αποδιάταξη),  

 30sec στους 94οC, 30sec στους 45-65οC,  

 1-4 min στους 72οC  

 (25-30 κύκλοι) (επιμήκυνση) 

 5min στους 72οC (τελική επιμήκυνση) 

 

 

 

 

Ανάλυση DNA κατά Southern και RNA κατά Northern 

 

Τα διάφορα δείγματα DNA ή RNA ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτώματα αγαρόζης (στην 

περίπτωση του RNA τα τελευταία είχαν πυκνότητα 1.5% και περιείχαν φορμαλδεΰδη) 

και στη συνέχεια μεταφέρθηκαν σε νάϋλον μεμβράνες όπου στερεώθηκαν ομοιοπολικά 

με έκθεση στο UV για 4min. Τελικά υβριδοποιήθηκαν με ειδικούς ραδιοσημασμένους 

ανιχνευτές γονιδίων (κωδικά τμήματα που προέκυψαν με PCR), με τη μέθοδο Church. Οι 

παραπάνω μέθοδοι εφαρμόστηκαν όπως έχει περιγραφτεί (Ausubel, (1987-2007); 

Sambrook, 1989)  
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4Β.2 Μεθοδολογίες για την ανάλυση πρωτεϊνών 

 
 

Ανάλυση πρωτεϊνών σε αποδιατακτικό πήκτωμα SDS-πολυακρυλαμίδης (SDS-

PAGE) και ανοσοανίχνευση ακινητοποιημένων σε μεμβράνη πρωτεϊνών (Western 

blot analysis) 

 

Οι διάφορες υπό μελέτη πρωτεΐνες ηλεκτροφορήθηκαν, ανάλογα με τα μεγέθη τους, σε 

αποδιατακτικά πηκτώματα SDS-πολυακρυλαμίδης 8-15%, στη συνέχεια μεταφέρθηκαν 

σε μεμβράνες νιτροκυτταρίνης και ακολούθησε ανοσοεντοπισμός τους με χρήση των 

κατάλληλων αντισωμάτων (πρωτογενών και δευτερογενών) σύμφωνα με τις οδηγίες των 

κατασκευαστριών εταιρειών. Για την τελική πρωτεϊνική ανίχνευση εφαρμόστηκε η 

μέθοδος ECL (Enhanced ChemiLuminescence) που στηρίζεται στη δράση της 

συζευγμένης με τα δευτερογενή αντισώματα υπεροξειδάσης HRP. Όλες οι παραπάνω 

διαδικασίες έγιναν όπως έχουν περιγραφτεί,(Ausubel, 1987-2007; Sambrook, 1989). 

 

 

Απομόνωση ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών από βακτήρια 

 

Γονίδια που κωδικοποιούν τις υπό μελέτη πρωτεΐνες κλωνοποιήθηκαν σε κατάλληλους 

πλασμιδιακούς φορείς με τους οποίους στη συνέχεια μετασχηματίστηκαν κύτταρα E. coli 

ER2566. Τα GST υβρίδια της Μac1 εκφράστηκαν σε κατάλληλα κύτταρα τα οποία 

εκφράζουν θειορεδοξινη thioredoxin BL21 (DE3) και στα οποία έχουν την ικανότητα να 

αυξάνουν τη διαλυτότητα ορισμένων πρωτεϊνών και σχηματίζουν δισουλφιδικούς 

δεσμούς (Lutsenko and Kaplan, 1995). Ακολούθησε επαγωγή της πρωτεϊνικής έκφρασης 

με προσθήκη IPTG στις βακτηριακές καλλιέργειες (0.3mM τελική συγκέντρωση) και 

επώαση στις κατάλληλες συνθήκες (συνήθως στους 30οC για 3h όταν απομονώνονται 

πρωτεΐνες με GST επίτοπο και στους 25οC για 3h όταν απομονώνονται πρωτεΐνες με ΗΙS 

επίτοπο).  

Για την παρασκευή πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων, τα κύτταρα επαγμένης βακτηριακής 

καλλιέργειας 50ml φυγοκεντρήθηκαν για 5min, επαναδιαλύθηκαν σε 250μl διαλύματος 

λύσης (10% γλυκερόλη, 50mM Tris-HCl pH 7.5, 1mM EDTA, 0,05% Triton, 1mM 
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PMSF, 5mg/ml Leupeptin), ηχοβολήθηκαν 4 φορές από 15sec (με παρεμβολές στον 

πάγο) και φυγοκεντρήθηκαν εν ψυχρώ για 30sec. Το υπερκείμενο φυλάχθηκε στους -

20οC. 

Για την απομόνωση και καθαρισμό βακτηριακά εκφρασμένων πρωτεϊνών, 

ακολουθήθηκαν διάφορες μέθοδοι ανάλογα με τη μορφή με την οποία οι πρωτεΐνες αυτές 

εκφράστηκαν. 

 Πρωτεΐνες με αμινοτελική συγχώνευση GST (Glutathione S-Transferase) (φορέας 

έκφρασης pGEX) απομονώθηκαν με χρήση Glutathione Sepharose 4B (Amersham) ως 

εξής: 500ml κύτταρα επαγμένης με ΙPTG βακτηριακής καλλιέργειας στα οποία είχε 

προστεθεί 1.4 mM CuSO4 30 min μετά την προσθήκη IPTG αφέθηκαν να αναπτυχθούν 

για 4 ώρες και κατόπιν ξεπλύθηκαν με διάλυμα σουκρόζης 0,25Μ επαναδιαλύθηκαν σε 

10ml διαλύματος λύσης (20mM NaH2PO4 pH 7.5, 250mM NaCl, 10% glycerol, 5 mM 

DTT), ηχοβολήθηκαν 3 φορές από 20sec (με παρεμβολές στον πάγο) και 

φυγοκεντρήθηκαν εν ψυχρώ για 15min. Στο υπερκείμενο προστέθηκαν Τriton-X σε 

τελική συγκέντρωση 1% και εξισορροπημένα σφαιρίδια Glutathione Sepharose 

(30μl/100ml αρχικής καλλιέργειας) και ακολούθησε επώαση στους 4οC για 1h (με 

περιστροφική ανάδευση). Τα σφαιρίδια πλύθηκαν 5 φορές με τουλάχιστον ίσο όγκο του 

παραπάνω διαλύματος (χωρίς BSA) και αποθηκεύτηκαν στους 4οC (Jensen and Winge, 

1998).  

 Πρωτεΐνες με αμινοτελική συγχώνευση 6xHIS (φορείς έκφρασης pRSET, pET) 

απομονώθηκαν με χρήση Ni-NTΑ Agarose (Qiagen) ως εξής: Τα κύτταρα επαγμένης 

βακτηριακής καλλιέργειας 100ml επαναδιαλύθηκαν σε 2ml διαλύματος Α (50mM 

HEPES pH 7.9, 500mM NaCl, 0.1% NP40, 5mM ιμιδαζόλιο, 0.25% BSA, αναστολείς 

πρωτεασών), ηχοβολήθηκαν 3 φορές από 20sec (με παρεμβολές στον πάγο) και 

φυγοκεντρήθηκαν στους 4οC για 15min. Στο υπερκείμενο προστέθηκαν 100μl 

εξισορροπημένα σφαιρίδια Ni-NTA Agarose και ακολούθησε επώαση στους 4οC για 1h 

(με περιστροφική ανάδευση). Τα σφαιρίδια ξεπλύθηκαν 2 φορές από 20min σε 15ml 

διάλυμα Β (όπως το Α, αλλά με 50mM ιμιδαζόλιο και χωρίς BSA) και ακολούθησε 

έκλουση σε 300μl διαλύματος αλληλεπίδρασης (βλ. παρακάτω) στο οποίο προστέθηκε 

ιμιδαζόλιο (250mM), στους 4οC για 2h (με περιστροφική ανάδευση).  
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Ανίχνευση πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων in vitro 

 

Ο έλεγχος αλληλεπίδρασης μεταξύ βακτηριακά εκφρασμένων πρωτεϊνών 

συγχωνευμένων με GST και αντίστοιχων συγχωνευμένων με 6xHIS έγινε ως εξής: 2μg 

συγχωνευμένης με 6xHIS πρωτεΐνης αναμίχθηκαν με ένα μικρό ποσό σφαιριδίων 

Glutathione Sepharose στα οποία ήταν δεσμευμένη αντίστοιχη ποσότητα GST υβριδίου, 

σε συνολικό όγκο 200μl διαλύματος αλληλεπίδρασης (75-150mM KCl, 20mM Tris-HCl 

pH 8, 0.01% NP40, 0.25% BSA, αναστολείς πρωτεασών). Ακολούθησε επώαση στους 

4οC για 8-12h (με περιστροφική ανάδευση), πλύσιμο των σφαιριδίων στο ίδιο διάλυμα 

(χωρίς BSA) και ανάλυση των πρωτεϊνών που κατακρατήθηκαν σε αυτά με SDS-PAGE 

και ανοσοανίχνευση (Jensen and Winge, 1998). 
 
 

4Β.3 Ειδικές μεθοδολογίες για το σακχαρομύκητα 

 
 

Απομόνωση γενωμικού DNA και ολικού RNA  

 

Γενωμικό DNA σακχαρομύκητα απομονώθηκε με χρήση γυάλινων σφαιριδίων (glass 

beads unwashed 425-600μm), όπως έχει περιγραφτεί τους Ausubel et al, από 

καλλιέργειες 10ml αναπτυγμένες σε YPD. Ολικό RNA απομονώθηκε με τη μέθοδο της 

όξινης φαινόλης (Ausubel, 1987-2007) από καλλιέργειες 30ml αναπτυγμένες σε SC στις 

κατάλληλες κατά περίπτωση συνθήκες. 

 

 

Μετασχηματισμός κυττάρων  

 

Η παρασκευή και ο μετασχηματισμός δεκτικών κυττάρων σακχαρομύκητα έγινε με τη 

μέθοδο του οξικού λιθίου (LiAc TRAFO). Πρόκειται για μια μέθοδο υψηλής 

αποτελεσματικότητας η οποία βασίζεται στη δημιουργία δεκτικών κυττάρων ζύμης λόγω 
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αλκαλικών κατιόντων και περιγράφεται από τους Gietz et al. (Gietz et al., 1995) 

(http://home.cc.umanitoba.ca/~gietz/) 

 

 

Σήμανση ενδογενών γονιδίων της ζύμης με επίτοπους (epitope tagging) 

 

Με σκοπό την ανίχνευση πρωτεϊνών σε κύτταρα ζύμης, εισάγουμε γνωστούς 

επίτοπους, που αναγνωρίζονται από εμπορικώς διαθέσιμα αντισώματα, στα ενδογενή 

γονίδια που ενδιαφέρουν. Η μέθοδος βασίζεται στην δυνατότητα ομόλογου(~100%) 

ανασυνδυασμού στη ζύμη και εφαρμόστηκε όπως ακριβώς περιγράφηκε από τους Κnοp 

et αl (Knop et al., 1999). Οι επίτοποι που χρησιμοποιήθηκαν ήταν είτε 9Myc είτε 3ΗΑ 

είτε ΤΑΡ (Εuroscarf) http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/cz_plas.html 

χρησιμοποιώντας κάθε φορά το κατάλληλο πλασμίδιο. Ο επίτοπος εισάγεται στο 

καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης. Στον παρακάτω πίνακα παρουσιάζονται τα στελέχη 

τα οποία έχουν υποστεί σήμανση ενδογενών γονιδίων με επίτοπους : 

Στελέχη  Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν 

FT5 RAD9-9Myc 5'RAD9 S3 

5'- GAΤΑΤΤACGGACAATGAΤΑΤΑTACAACACTATTTCTGAGGTTAGAC 

GTACGCTGCAGGTCGAC-3' 

3'RAD9 S2 

5'- ΑΑTCGTCCCTTTCTΑTCAAΤΤΑTGAGTTΑΤΑΤΑTTTT 

TΑΤAΑTTATCGATGAATTCGA GCTCG – 3’ 

Κ. Γκούσκου 

FT5 mac1Δ::URA3 RAD9-

9Myc 

Κ. Γκούσκου 

FT5 hir1Δ::ΚΑΝ RAD9-9Myc Κ. Γκούσκου 

RAD9-TAP Προβληματικό Open Βiosystems 

MAC1-TAP Open Βiosystems 

AFT1-TAP  Open Βiosystems 

MAC1-TAP RAD9-3HA Κ. Γκούσκου 

AFT1-TAP RAD9-3HA Κ. Γκούσκου 

RAD9-TAP AFT1-3HA Κ. Γκούσκου 
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FT5 RAD9-TAP 5' RΑD9 TAP  

5'-GATGATΑΤΤACGGACAATGATΑΤΑTACAACACTATTTCTGAGGTTA 

GATCCΑTGGAA ΑΑGAGAAG -3' 

3' RΑD9 TAP  

5'ΤΤΤΑΑΤCGTCCCΤΤΤCTATCAΑΤΤATGAGTΤΤΑΤΑΤΑΤΤΤΤΤΑΤΑΑΤΤT 

ACGACTCACTA TAGGG 3' 

Κ. Γκούσκου 

FT5 MAC1-9Myc Α. Βουτσινά  

FT5 ppt1Δ::ΚΑΝ MAC1-9Myc Κ. Σκούρτη -Σταθάκη  

FT5 rad9Δ::ΚΑΝ MAC1-

9Myc 

Κ. Γκούσκου 

FT5 ssn6Δ::HIS3 MAC1-

9Myc 

Κ. Γκούσκου 

FT5 snf2Δ::HIS3 MAC1-9Myc Κ. Γκούσκου 

FT5 hir1Δ::ΚΑΝ MAC1-9Myc Α. Βουτσινά  

FT5 hir1Δ::ΚΑΝ ssn6Δ:: 

LEU2 MAC1-9Myc 

Κ. Γκούσκου 

FT5 RAD9-TAP MAC1-9Myc Κ. Γκούσκου 

FT5 HIR1-9Myc Α. Βουτσινά  

FT5 rad9Δ::ΚΑΝ HIR1-9Myc Κ. Γκούσκου 

FT5 ssn6Δ::HIS3 HIR1-9Myc Κ. Γκούσκου 

FT5 snf2Δ::HIS3 HIR1-9Myc Κ. Γκούσκου 

FT5 RAD9-TAP HIR1-9Myc Κ. Γκούσκου 

4053-5-2 HIR1-9Myc Π. Σπηλιωτοπούλου  

7864-11-1 spt16-11 HIR1-

9Myc 

Π. Σπηλιωτοπούλου  

FT5 RAD53-9Myc 5'RAD53 S3  

5'-AAATTGGACCAAACCTCAAAAGGCCCCGAGAATTTGCAA 

TTTTCGCGTACGCTGCA GGTCGA C 

3'RAD53 S2 

5'- CTCTCTTAAAAAGGGGCAGCA TTTTCTA ΤGGGΤΑ TTTGT 

CCTTGGATCGA ΤGΑΑ TTCGA GCTCG 

Κ. Γκούσκου 

FT5 rad9Δ::ΚΑΝ RAD53- Κ. Γκούσκου 
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9Myc 

FT5 mac1Δ::URA3 RAD53-

9Myc 

Κ. Γκούσκου 

FT5 ssn6Δ::LEU2 SNF2-

9Myc 

Κ. Γκούσκου 

FT5 ssn6Δ::LEU2 hir1Δ::ΚΑΝ 

SNF2-9Myc 

Κ. Γκούσκου 

FT5 rad9Δ::ΚΑΝ AFT1-9Myc Κ. Γκούσκου 

FT5 RAD9-TAP AFT1-9Myc Κ. Γκούσκου 

FT5 SSN6-9Myc Δ. Τζαμαρίας. 

FT5 PPT1-9Myc Σκούρτη -Σταθάκη Κ. 

FT5 mac1Δ::ΚΑΝ PPT1-9Myc Σκούρτη -Σταθάκη Κ. 

FT5 rad9Δ::ΚΑΝ PPT1-9Myc Σκούρτη -Σταθάκη Κ. 

Πίνακας 2 

Η ένθεση επίτοπου 3ΗΑ σε στελέχη της Open Βiosystems απαιτεί ένα επιπλέον βήμα 

μια και το ΚΑΝΜΧ6 του 3ΗΑ παρουσιάζει ομολογία με το ΗΙS3MX6 που φέρουν 

ενδογενώς τα συγκεκριμένα στελέχη με αποτέλεσμα η κασέτα με τον επίτοπο 3ΗΑ να 

κάνει σε μεγάλο βαθμό ομόλογο ανασυνδυασμό στο ΗΙS3MX6. Για να επιλεχθούν τα 

σωστά στελέχη πρέπει αρχικά να αναπτυχθούν σε θρεπτικό μέσο με G418 και κατόπιν να 

μεταφερθούν σε θρεπτικό μέσο που δεν έχει ιστιδίνη. Όσα στελέχη δεν απαιτούν ιστιδίνη 

(όπως και το γονεϊκό) σημαίνει ότι δεν έκαναν ανασυνδυασμό στο ΗΙS3MX6 και 

επομένως έχουν πιο πολλές πιθανότητες να έχει εντεθεί επίτοπος 3ΗΑ στο επιθυμητό 

γονίδιο. 

 

 

Απαλοιφή γονιδίων στη ζύμη και αντικατάσταση (gene replacement) με γονίδιο 

μάρτυρα 

 

Στο σακχαρομύκητα εκμεταλλευόμαστε το φαινόμενο του αποτελεσματικού (100%) 

ομόλογου ανασυνδυασμού προκειμένου να επιτύχουμε την αποσιώπηση και την 

αντικατάσταση γονιδίων. Εφαρμόσθηκαν οι μέθοδοι της «αποσιώπησης σε ένα βήμα» 
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(one step gene disruption) με χρήση ειδικής κασέτας αποσιώπησης (Knop et al., 1999) 

και ολιγονουκλεοτιδίων συμπληρωματικών προς τμήμα της κασέτας και περιοχών 45 

βάσεων πέρα των ακρών του προς αποσιώπηση γονιδίου «αποσιώπησης σε ένα βήμα» 

(one step gene disruption) όπως περιγράφεται από τους Guthrie and Fink (1991). 

Στον πίνακα παρουσιάζονται τα στελέχη τα οποία έχουν υποστεί απαλοιφή γονιδίων με 

την παραπάνω μέθοδο : 

 

 

Προσδιορισμός ενεργότητας β-γαλακτοσιδάσης σε μετασχηματισμένα κύτταρα  

 

Καλλιέργειες 5ml μετασχηματισμένων με τα κατάλληλα πλασμίδια (που εκφράζουν 

Lac-Z) αναπτύχθηκαν αρχικά σε SC μέχρι OD550=1.5. Στη συνέχεια αραιώθηκαν 5-15 

φορές (ανάλογα με το ρυθμό ανάπτυξης) και αναπτύχθηκαν για ακόμη 3h στο ίδιο μέσο, 

στο οποίο κατά περίπτωση προστέθηκε ή όχι ο χηλικός δεσμευτής του χαλκού BCS 

(επαγωγικές/μη επαγωγικές συνθήκες). Τελικά, έγινε συλλογή των κυττάρων και 

μέτρηση σε αυτά της ενεργότητας β-γαλακτοσιδάσης όπως έχει περιγραφτεί (Ausubel, 

1987-2007). 

 

 

Παρασκευή ολικών κυτταρικών εκχυλισμάτων (whole cell extracts) 

Πρωτόκολλο 1 (μεγάλες καλλιέργειες) 

Για την ποσοτική και ποιοτική ανίχνευση πρωτεϊνών στο σακχαρομύκητα, 

παρασκευάστηκαν τυπικά κυτταρικά εκχυλίσματα ως εξής: Τα κύτταρα καλλιέργειας 

50ml, αναπτυγμένα σε OD550 μέχρι 1, αφού πλύθηκαν διαδοχικά σε μισό όγκο νερού και 

1.5ml διαλύματος εκχύλισης (10% γλυκερόλη, 400mM (NH4)2SO4, 10mM MgCl2, 1mM 

EDTA, 7mM β-μερκαπτοαιθανόλη, 1mM PMSF, 5mg/ml Leupeptin), επαναδιαλύθηκαν 

σε 200μl του τελευταίου. Στη συνέχεια, προστέθηκαν σε αυτά 200μl γυάλινα σφαιρίδια 

και ακολούθησε ισχυρή ανάδευση (vortex) 8 φορές από 30sec με παρεμβολές ίσου 

χρόνου στον πάγο. Το υπερκείμενο κρατήθηκε, στα σφαιρίδια προστέθηκαν άλλα 150μl 

διαλύματος εκχύλισης και ακολούθησε νέα ισχυρή ανάδευση. Το δεύτερο υπερκείμενο 
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προστέθηκε στο πρώτο και το συνολικό (περίπου 350μl) φυγοκεντρήθηκε στους 40C για 

30 min για την απομάκρυνση του ιζήματος και αποθηκεύτηκε στους -80 0C. 

 

Πρωτόκολλο 2 (μικρές καλλιέργειες) 

Κύτταρα καλλιέργειας 5ml, αναπτυγμένα σε OD550 μέχρι 1, συλλέχθηκαν με 

φυγοκεντρήση και ξεπλύθηκαν με μισό όγκο νερού. Στο ίζημα των κυττάρων 

προστέθηκε 1ml παγωμένο H2O και διάλυμα ΝαΟΗ 18.5% και β-merc 

(μερκαπτοαιθανόλη) 7,5% (σπάσιμο S-S δεσμών) και επωάστηκε στον πάγο για 10 

λεπτά. Εν συνεχεία προστέθηκαν 150μl TCA 55% (κατακρήμνιση πρωτεϊνών) και 

ακολούθησε επώαση για ακόμα 10min στον πάγο. Ακολούθησε φυγοκέντρήση εν ψυχρώ 

για 10min και κατόπιν απομακρύνθηκε το υπερκείμενο. Το πρωτεϊνικό ίζημα 

επαναδιαλύθηκε σε 20μl ρυθμιστικό διάλυμα φόρτωσης πρωτεϊνών θερμάνθηκε στους 

650C για 10 λεπτά αναλύθηκαν με SDS-PAGE και ανοσοανιχνεύτηκαν με SDS-PAGE 

(Sambrook, 1989). (Το χρώμα γίνεται κίτρινο, καθώς στα δείγματα υπάρχουν 

υπολείμματα TCA και το pH μειώνεται κατά πολύ. Προσθήκη ελάχιστης 1Μ Tris-HCl 

pH 8.8 αυξάνει το pH και το μπλε χρώμα επανέρχεται)  

 

 

Ανίχνευση πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων in vivo (πρωτόκολλο 1) 

 

Η πιθανή αλληλεπίδραση ανάμεσα σε μια πρωτεΐνη με καρβοξυτελική συγχώνευση 

Myc και μια δεύτερη συντηγμένη με τον επίτοπο FLAG, εξετάστηκε σε κύτταρα 

σακχαρομύκητα ως εξής: Από καλλιέργεια 150-300ml (OD550=0.8) η οποία αναπτύχθηκε 

σε SC κάτω από συνθήκες παρουσίας ή έλλειψης μετάλλων (ανάλογα με την περίπτωση), 

παρασκευάστηκε πρωτεϊνικό εκχύλισμα. Η εκχύλιση έγινε με 400μl διάλυμα Α (βλέπε 

παρακάτω) και τα μεταφέρθηκαν σε σωληνάκια eppendorf με προσθήκη 500μl γυάλινων 

σφαιριδίων. Ακολούθησε ισχυρή ανάδευση (vortex) 10 φορές από 12 sec με παρεμβολές 

ίσου χρόνου στον πάγο. Τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν. Το υπερκείμενο κρατήθηκε και 

ακολούθησε νέα ισχυρή φυγοκεντρήση στις 13.000rpm για 30 λεπτά. Κρατήθηκαν 20 μl 

ολικό εκχύλισμα για να χρησιμοποιηθεί για ποσοτικοποίηση στη δοκιμασία Western 

(input). Στο υπόλοιπο (380μl) προστέθηκαν 6μl από το αντίσωμα (ant-flag M2 
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monoclonal) και επωάστηκαν με κυκλική ανάδευση για μια νύχτα στους 4οC. Την 

επόμενη μέρα προστέθηκαν σφαιρίδια σεφαρόζης G εξισορροπημένα σε διάλυμα Β 

(βλέπε παρακάτω) (η εξισορρόπηση είχε γίνει με 4 διαδοχικά ξεπλύματα των δύο λεπτών 

και φυγοκεντρήση στις 4000 στροφές και όχι πιο ψηλά διότι αλλιώς σπανέ) και 

επωάστηκαν με κυκλική ανάδευση για 4-5 περίπου ώρες στους 4οC. Ακολούθησαν τρεις 

διαδοχικές εκπλύσεις των 10 λεπτών με διάλυμα Β (βλέπε παρακάτω) με διαδοχική 

φυγοκέντρηση των δειγμάτων στους 4οC στις 4000rpm για 1min. Τελικά, οι πρωτεΐνες 

που κατακρατήθηκαν σε αυτά αναλύθηκαν με SDS-PAGE και ανοσοανιχνεύτηκαν. 

Κατόπιν ακολουθείται κανονικά η διαδικασία του Western blotting (με αντίσωμα anti-

Myc). 
Διάλυμα Β 

50 mM Hepes pH 7.5 

10 mM MgAc 

10% γλυκερόλη 

150mM CH3COOK 

0,1% NP40 

0,5mg/ml BSA 

1ml DTT 

10μl protease cocktail inhibitor 

Διάλυμα Α  

50 mM Hepes pH 7.5 

10 mM MgAc 

10% γλυκερόλη 

150mM CH3COOK 

Η συγκέντρωση του άλατος CH3COOK μπορεί να τροποποιηθεί ανάλογα με τα 

αποτελέσματα. 

 

 

Ανάλυση ανοσοκατακρήμνισης χρωματίνης (Chromatin ImmunoPrecipitation 

assay -ChIP)  

 

Για τη μελέτη των αλληλεπιδράσεων μεταξύ πρωτεϊνών και DΝΑ σε χρωματινικό 

περιβάλλον εφαρμόστηκε η μέθοδος της ομοιοπολικής διασύνδεσης και 
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ανοσοκατακρήμνισης της χρωματίνης in vivo, σύμφωνα με τους Kuo και Allis (Kuo and 

Allis, 1999). Στη μέθοδο έγιναν συγκεκριμένες τροποποιήσεις οι οποίες αναφέρονται 

παρακάτω.  

Τα κύτταρα καλλιέργειας 50ml (OD550<1) επωάστηκαν σε θερμοκρασία δωματίου με 

ανάδευση, παρουσία 1% φορμαλδεΰδης, για 20min (στερέωση) και στη συνέχεια, αφού 

προστέθηκε γλυκίνη σε συγκέντρωση 125mΜ, για επιπλέον 5min (τερματισμός της 

στερέωσης). Μετά, συλλέχθηκαν με φυγοκέντρηση για 3min και πλύθηκαν τρεις φορές 

σε 20ml TBS (20mM Tris-HCl pH 8, 150mM NaCl) και μια φορά σε 1ml διαλύματος 

λύσης (50mM HEPES-KOH pH 7.5, 140mM NaCl, 1mM EDTA, 1% Triton, 0.1% Na-

deoxycholate). Τελικά επαναδιαλύθηκαν σε 400μl διαλύματος λύσης στο οποίο 

προστέθηκαν 500μl γυάλινα σφαιρίδια και αναστολείς πρωτεασών (1mM PMSF, 5mg/ml 

leupeptin). Ακολούθησε ισχυρή ανάδευση (vortex) εν ψυχρώ για 1/2h, φυγοκέντρηση 

στις 1500 rpm για 1min, συλλογή των υπερκειμένων λυμένων κυττάρων και ηχοβόλησή 

τους 5 φορές από 10sec (με παρεμβολές των 30sec στον πάγο) με αποτέλεσμα τη θραύση 

της χρωματίνης τους σε τμήματα των 500bp κατά μέσο όρο. Το τελικό υπερκείμενο 

(περίπου 500μl), που προέκυψε από διαδοχικές φυγοκεντρήσεις των 5min και 20min εν 

ψυχρώ, περιλάμβανε την καθαρή ολική χρωματίνη και φυλάχθηκε στους -70οC. Από το 

ολικό χρωματινικό εκχύλισμα, ποσότητα 30μl χρησιμοποιήθηκε για την 

ανοσοκατακρήμνιση χρωματίνης και ίδια ποσότητα ως ποσοτικός και ποιοτικός δείκτης 

της μη ανοσοκατακρημνισμένης χρωματίνης. 

Παρασκευή ανοσοκατακρημνισμένου DNA (IP): Τα 30μl ολικού χρωματινικού 

εκχυλίσματος αραιώθηκαν σε συνολικό όγκο 200μl διαλύματος λύσης (που περιείχε 

αναστολείς πρωτεασών) και επωάστηκαν με 12μl anti-Myc στους 4oC όλη τη νύχτα με 

περιστροφική ανάδευση. Το επόμενο πρωί, προστέθηκαν στο δείγμα 20μg salmon sperm 

DNA και 30μl εξισορροπημένων σφαιριδίων Protein A Sepharose και έγινε επώασή του 

εν ψυχρώ για 2h με περιστροφική ανάδευση. Τα σφαιρίδια συλλέχθηκαν με 

φυγοκέντρηση στις 4.000 στροφές για 1min και πλύθηκαν, σε θερμοκρασία δωματίου για 

10min με περιστροφική ανάδευση, διαδοχικά σε 1.5ml των εξής διαλυμάτων: (α) λύσης 

με 150mM NaCl, (β) λύσης με 500mM NaCl, (γ) 10mM Tris-HCl pH 8, 250mM LiCl, 

0.5% NP-40, 0.5% Na-deoxycholate, 1mM EDTA και (δ) ΤΕ. Τελικά, επαναδιαλύθηκαν 

σε 100μl ΤΕ, επωάστηκαν με 20μg RNάση Α στους 37οC για 20min και ακολούθησε 
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έκλουση της ανοσοκατακρημνισμένης χρωματίνης από αυτά με 2 διαδοχικές πλύσεις 

τους για 15min σε 250μl διαλύματος έκλουσης (1% SDS, 1mM NaHCO3). Στη συνέχεια, 

το συνολικό υπερκείμενο (500μl) επωάστηκε στους 65οC για 5h έτσι ώστε να σπάσουν οι 

ομοιοπολικοί δεσμοί που είχαν δημιουργηθεί. Έπειτα, ακολούθησε επώαση της 

χρωματίνης με πρωτεϊνάση Κ στους 42οC για 30min, καθαρισμός με φαινόλη-

χλωροφόρμιο, κατακρήμνιση με αιθανόλη παρουσία 20μg γλυκογόνου και τελικά 

επαναδιάλυση σε 100μl ΤΕ. 

Παρασκευή ολικού κυτταρικού DNA (input): Τα 30μl ολικού χρωματινικού 

εκχυλίσματος αραιώθηκαν στα 100μl με TE και έγινε επεξεργασία τους αντίστοιχη με 

αυτή που περιγράφεται παραπάνω. Τελικά, το δείγμα επαναδιαλύθηκε σε 500μl TE.  

Για την ανίχνευση των προϊόντων οι αντιδράσεις PCR γίνονται είτε παρουσία 

ραδιενεργών νουκλεοτιδίων και σε συνθήκες γραμμικότητας της αντίδρασης οπότε τα 

προϊόντα αναλύονται σε πήκτωμα αγαρόζης και εκτιμώνται ποσοτικά με Phosphoimager, 

είτε παρουσία χρωστικής SYBR Green για ανάλυση "πραγματικού χρόνου" (real time 

PCR). Το ανοσοκατακρημνισμένο (IP) και το ολικό κυτταρικό (input) DNA (5μl/100μl 

και 5μl/500μl αντίστοιχα) αναλύθηκαν με PCR σε αντιδράσεις των 25μl που περιείχαν 

200ng ενός ζεύγους ειδικών εκκινητών, 0.2mM από καθένα dNTP, 0.25μl α-[32P]dATP 

και 1.25U πολυμεράσης Taq. Οι παράμετροι θερμοπολυμερισμού που χρησιμοποιήθηκαν 

ήταν: [4min στους 94oC], [30sec στους 94oC, 30sec στους 52oC, 55sec στους 72oC] (27 

κύκλοι) και [5min στους 72oC]. Τα προϊόντα PCR ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτώματα 

αγαρόζης 1.7%, αυτοραδιογραφήθηκαν και ποσοτικοποιήθηκαν με χρήση του 

κατάλληλου λογισμικού. Στις real time αναλύσεις εφαρμόστηκαν ίδιες συνθήκες με μόνη 

διαφορά την προσθήκη της χρωστικής 1μl SYBR Green, οπτικής απορρόφησης OD495= 

0.4 και την πραγματοποίηση της αντίδρασης σε ΜJ-Research Opticon Engine. Στις 

αντιδράσεις PCR χρησιμοποιήθηκαν ζεύγη εκκινητών ειδικά για ρυθμιστικές ή κωδικές 

γονιδιακές αλληλουχίες οι βασικότερες από τις οποίες ήταν οι CTR1(−475/−220), 

FRE1(−353/−1), CTR1(−180/+71), CTR1(+118/+360), CTR1(+360/+597), 

CTR1(+703/+944), CTR1(+1073/+1309), CTR1(-284/-73) (CTR1−339/ACT1+25), 

ACT1(+47/+313), PHO5(+1017/+1220) and ACT1(+415/+724), ACT1(+776/+1042), 

CTR1(−536/−337), CTR1(+1222/+1464). Επίσης ως αρνητικά control χρησιμοποιήθηκαν 

αλληλουχίες αριστερά από τον υποκινητή του CTR1 και δεξιά της κωδικής περιοχής. Οι 
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εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν είναι: 

(Ι) 

5' CTR1 PROM new (-339) 

5'- GGGATATTTGCTCAAGACGAC-3' 

3’ACTl (+25)new 

5'- Α GCGCT Α GAACΑ TΑCCAGAATC -3' 

(ΙΙ) 

5 'ACTl (+47) new 

5'- AAGAAGAATTGCACGGTCCC -3' 

3’ACΤl (+313)new 

5'CCΆAAGCAGCAACCTCTAAAC-3'  

 (ΙΙΙ) 

 5' ΑCΤ1 (+415)  

5'-GTAGACCAAGACΑ CCΑΑG GT-3' 

3' ΑCΤ1 (+ 724)  

5'-ACGGCTTGGATGGAAACGTA-3' 

(IV) 

5'ACT1 (+776) 

5'- TGATGGTGTTACTCACGTCG-3 

3'ΑCT1 (+ 1042) 

5'- CCATCTGGAAGTTCGTAGG -3' 

(A) 

5'CTRl (R)  

5'- AATAGACACAGCGACCTTCCTA -3' 

3' CTRl (R) 

5'- ACACGATCTGAATAATGTCCTC -3' 
(B) 

5'CTRl (-475)  

5'- AGAGCACTTTTCAAGATTCGG -3' 

3' CTRl (-220) 

5'- CCTCTCGAGATGACAATAC -3' 

(C) 

5'CTR1(-180) 

5'- AGTAAAACAGATACGCAGTGTG -3' 

3'CTR1 (+71) 

5'- GATGCTACTGTCTTGGATGCAC -3' 

(D) 

5'CTRl (+118) 

5'- CGA ΤΑ ΤΤΑ TCGAGCATGTCA TC -3' 

3' CTRl (+360)  

5'- ΑTCCA TCCCTGAAGAGCTACTG -3' 

(E) 

5'CTRl (+360) 

5'- TATGGACATGAGTATGGGAATG -3' 

3' CTR1 (+597) 

5'- GGAGTTTGCTGAAGGTAAAGTG -3' 
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(F) 

5'CTR1 (+703) 

5'- CTCTTTCATGACATTATAAGGGC -3' 

3'CTR1(+944) 

5'- TGTCTACCACATTGGCAGTTAC -3' 

(G) 

5'CTR1(+1073) 

 5'- CACAAGAAGAGGGATGTAATTG-3' 

3'CTR1(+out 1309) 

5'- GAGCTTCTGAGAAATGAACGAT -3' 

(H) 

5'CTRl (L)  

5'- AACCGTATTTTGCTCGTTCCAG -3' 

3' CTRl (L) 

5'- CCCATGATTTGCATCAATACAT -3' 

 

 

5'FRE1 (-409)  

5'- GTTGAAGAATACCCGATA -3' 

3' FRE1(-) 

5'- GTAGATTAATCATCGCAAGAT -3' 

 

(CONTROL) 

5' ΡΗΟ5 ORF  

5'- CGAΤΑTCCTAAACTTTTTGA C -3' 

3'ΡΗΟ5 ORF 

5'- GTTΤCΑΑΤΤGGΑΑCΑΑCΑGCΑ -3' 

 

Καθαρισμός TAP (πρωτόκολλο Cellzome) 

 

Συλλογή καλλιέργειας 

Κύτταρα καλλιέργειας SC όγκου 6l , αναπτυγμένα σε OD550 μέχρι 3.5 στα οποία, τρείς 

ώρες πριν τη συλλογή τους είχε προστεθεί ο χηλικός δεσμευτής του χαλκού BCS, 

συλλέχθηκαν με φυγοκεντρήση και ξεπλύθηκαν με μισό όγκο νερού. Στο ίζημα των 

κυττάρων προστέθηκε 200ml παγωμένο διάλυμα 1x LB (+PMSF). Tα κύτταρα 

συλλέχθηκαν με φυγοκεντρήση (τελικός συνολικός όγκος κύτταρων περίπου 13 ml) και 

τελικά εμβαπτίστηκαν σε υγρό N2 για 10 περίπου λεπτά και φυλάχτηκαν στους -800C.  

Λύση καλλιέργειας  

Τα κύτταρα ξεπαγώθηκαν σε υδατόλουτρό στους 37°C και κατόπιν τοποθετήθηκαν 

στον πάγο. Στην συνέχεια προστέθηκε διάλυμα 1xLB (+ PMSF+ 1mM DTT) ώστε ο 
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τελικός όγκος να φτάσει τα 25ml. Τα κύτταρα επαναδιαλύθηκαν προσεκτικά (χωρίς 

δημιουργία αφρού γιατί ο αφρός μπορεί να οδηγήσει στην ανεπαρκή λύση) και κατόπιν 

προστέθηκε ένας όγκος (25ml) γυάλινα σφαιρίδια διαμέτρου 0.45-0.5 χιλ. και 

τοποθετήθηκαν σε γαλλικό πιεστήριο (French press) για 15 περίπου λεπτά. Το μίγμα 

γυάλινων σφαιριδίων και εκχυλίσματος κύτταρων που προέκυψε τοποθετήθηκε σε 

σύριγγα στη βάση της οποίας έχει τοποθετηθεί ειδικό φίλτρο και με τον τρόπο αυτό 

συλλέχθηκε το εκχύλισμα ενώ συγκρατήθηκαν τα γυάλινα σφαιρίδια (διαχωρισμός). Η 

διαδικασία αυτή πραγματοποιήθηκε στους 4°C. Κατόπιν το εκχύλισμα φυγοκεντρήθηκε 

στις 4.000rpm (περιστροφές /λεπτό) για 10 λεπτά στους 4°C. Τέλος το υπερκείμενο 

συλλέγεται σε σωλήνα υπερφυγοκέντρου (ultrazentrifuge) και φυγοκεντρήθηκε για 1h 

περίπου στις 32.000 περιστροφές /λεπτό (= 100.000 γ). Το υπερκείμενο τοποθετήθηκε σε 

καθαρό σωλήνα (falcon) με προσοχή έτσι ώστε να αποφευχθεί η μεταφορά ιζήματος. 

Τέλος προστέθηκε σε αυτό γλυκερόλη σε τελικό όγκο 5% και αποθηκεύτηκε στους -

80°C (εκχύλισμα λύσης).  

Καθαρισμός 

Το εκχύλισμα λύσης αποψύχθηκε σταδιακά σε υδάτινο λουτρό στους 37°C και τελικά 

τοποθετήθηκε στον πάγο. Κατόπιν προστέθηκε σε αυτό 0.5ml εξισορροπημένων 

σφαιριδίων IgG και έγινε επώασή του στους 40C για 2h με περιστροφική ανάδευση για 

να αλληλεπιδράσει με τον επίτοπο ΤΑΡ. Τα σφαιρίδια συλλέχθηκαν με φυγοκεντρήση 

στις 2.000rpm για 3min σε θερμοκρασία 4°C και το υπερκείμενο απομακρύνθηκε 

(κρατήθηκε μόνο μια μικρή ποσότητα FT). Εν συνεχεία τα σφαιρίδια μεταφέρθηκαν σε 

mobicol το οποίο φέρει LUERLOCK Cap (έτσι ώστε να είναι κλειστό στη βάση του). 

Στο επάνω μέρος του mobicol βιδώθηκε μια σύριγγα των 20 ml. Στη σύριγγα 

τοποθετήθηκαν 10 ml LB (+ 0.5 mM DTT) και κατόπιν απομακρύνθηκε το LUERLOCK 

Cap από το mobicol έτσι ώστε τα σφαιρίδια να ξεπλυθούν σταδιακά από το διάλυμα 

(αυτό επιτυγχάνεται με την βοήθεια της βαρύτητας και η διαδικασία πραγματοποιείται 

στους 40C). Κατόπιν επανατοποθετήθηκε το LUERLOCK Cap. 

Πέψη με ΤΕV 

Στα σφαιρίδια προστέθηκαν 150 LB µl (+ 0,5 mM DTT) και 4 µl πρωτεάση TEV (3 

mg/ml). Κατόπιν επωάστηκαν στους 16°C, για 1h και 30 λεπτά με περιστροφική 
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ανάδευση. Στη συνέχεια ελήφθη το υπερκείμενο και τοποθετήθηκε σε νέο σωλήνα 

mobicol. 

Προσθήκη σφαιριδίων καλμαδουλίνης  

Στο mobicol προστέθηκαν 300μl από σφαιρίδια καλμαδουλίνης για αλληλεπίδραση με 

τον επίτοπο, τα οποία είχαν προηγουμένως εξισορροπηθεί σε κατάλληλο διάλυμα LB 

(+2mM CaCl2 +1mM DTT) και το πλεόνασμα του διαλύματος απομακρύνθηκε 

προσεκτικά με ήπια φυγοκεντρήση του mobicol (2000rpm).Στη συνέχεια προστέθηκαν 

150µl διάλυμα LB (+ 4mM CaCl2 +1mM DTT) και επωάστηκαν για 1h στους 4°C. Στο 

τέλος τοποθετήθηκε στο mobicol σύριγγα των 10ml και τα σφαιρίδια ξεπλύθηκαν με 

προσθήκη 5 ml LB + (2mM CaCl2) στη σύριγγα. Το ξέπλυμα έγινε σταδιακά με την 

βοήθεια της βαρύτητας. 

Έκλουση σφαιριδίων 

To mobicol σφραγίστηκε στη βάση του με Cap και κατόπιν ακολούθησαν 2 διαδοχικές 

πλύσεις των σφαιριδίων καλμαδουλίνης για 10 min με 250μl διαλύματος έκλουσης (10 

mM TrisHCl, pH 8.0+10 mM EGTA +50mM NaCl) στους 37°C (in eppis in Eppendorf 

shaker). Η υψηλή αλατότητα του διαλύματος έκλουσης βοηθάει στην καλύτερη 

λυοφιλοποίηση του δείγματος. To διάλυμα έκλουσης απομακρύνθηκε με την βοήθεια 

σύριγγας των 3 ml και, κατόπιν τοποθετήθηκε σε νέο eppendorf. Στη συνέχεια 

ακολούθησε κατακρήμνιση των πρωτεϊνών με προσθήκη παγωμένου TCA (σε τελική 

συγκέντρωση 55% κατ΄ όγκο). Τέλος το δείγμα φυγοκεντρήθηκε για 30 περίπου λεπτά 

στους 4οC και ξεπλύθηκε με παγωμένη ακετόνη. Αφέθηκε να στεγνώσει και τελικά 

επαναδιαλύθηκε σε 50 µl 1x SB. 
10x LB buffer  

1 Μ NaCl, 0.5 Μ TrisHCl, pH 7.5, 15 mM MgCl, 1.5% NP 40  

Stock PMSF  

0,1 Μ διαλυμένο σε ισοπροπανόλη. Για κάθε 100 ml διαλύματος χρησιμοποιείστε 500 µl του stock. 

 

 

Ανταλλαγή του υποκινητή CTR1 με τον υποκινητή ACT1 

 

Αρχικά ο CTR1 κλωνοποιήθηκε σε κατάλληλο φορέα με τέτοιο τρόπο ώστε αριστερά 

από το 5΄ακρο του να κωδικοποιείται και να εκφράζεται το γονίδιο επιλογής (KANMX4) 
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(βλέπε κεφαλαίο: Πλασμιδιακοί φορείς). Ο υποκινητής και το γονίδιο επιλογής 

πολλαπλασιάστηκαν μέσω PCR χρησιμοποιώντας εκκινητές με άκρα ομόλογα σε 

περιοχές παρακείμενες στα σημεία που επιθυμούσαμε την ένθεση στο γονιδίωμα και ο 

μεν 5΄ εκκινητής με περιοχή ομόλογη στο 3΄ άκρο του γονιδίου επιλογής ενώ ο 3΄ με 

περιοχή ομόλογη στο 3΄ άκρο του υποκινητή CTR1. Μετασχηματίσαμε το προϊόν της 

PCR κύτταρα σακχαρομύκητα. Με ομόλογο ανασυνδυασμό απομακρύνθηκε o 

υποκινητής ACT1 και στην θέση εντέθηκε ο υποκινητής του CTR1 μαζί με τον μάρτυρα 

επιλογής. Τα μετασχηματισμένα κύτταρα επιλέχθηκαν σε κατάλληλο θρεπτικό μέσο 

(εξαιτίας της παρουσίας του γονιδίου μάρτυρα) και η σωστή ανταλλαγή του αρχικού 

υποκινητή με τον νέο υποκινητή ελέγχθηκε μέσω PCR χρησιμοποιώντας εκκινητές στον 

νέο υποκινητή και στο γονίδιο ACT1 το οποίο πλέον βρίσκεται υπό τον έλεγχο του νέου 

υποκινητή (Verstrepen and Thevelein, 2004).  
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Θ) α. Δημοσιεύσεις σε προετοιμασία 

 
Voutsina A., Gkouskou K., Alexandraki D. A new activating role for Hir1 revealed by 

distinct partners in the transcriptional initiation and elongation of the Mac1-dependent 

CTR1 gene, under submission. 

 

Gkouskou K., Voutsina A., Fragiadakis GS., Alexandraki D. New role for the S. 

cerevisiae Rad9 DNA damage checkpoint protein in Mac1-dependent transcription, in 

preparation. 

 

Gkouskou K., Skourti-Stathaki K., Alexandraki D. The Saccharomyces cerevisiae Ppt1 

phosphatase specifically downregulates the copper-modulated Mac1 transactivation 

function in preparation 

 

 

β. Περιλήψεις στις επιστημονικά συνέδρια 
 

Kalliopi Gkouskou1,2, Alexandra Voutsina1,3, George S. Fragiadakis2, Christos 

Andreadis1,2 and Despina Alexandraki1,2 A NOVEL ROLE FOR THE S. CEREVISIAE 

Rad9 DNA DAMAGE CHECKPOINT PROTEIN IN METALLOREGULATED 

TRANSCRIPTION 590 Πανελλήνιο Συνέδριο Bιοχημείας & Mοριακής Bιολογίας, 

Αθήνα (2007) 

 

K. Gkouskou, A. Voutsina, G. S. Fragiadakis, C. Andreadis and D. Alexandraki. New 

role for the S. cerevisiae Rad9 DNA damage checkpoint protein in metalloregulated 

transcription. XXIIIrd International Conference on Yeast Genetics and Molecular 

Biology, Melbourne, Australia, July 1 - July 6, 2007. 

 

K. Gkouskou, K. Skourti-Stathaki and D. Alexandraki. The Saccharomyces cerevisiae 

Ppt1 phosphatase specifically downregulates the copper-modulated Mac1 transactivation 
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Melbourne, Australia, July 1 - July 6, 2007. 

 

Voutsina A., Gkouskou K. and Alexandraki D. Hir1 and Ssn6 coregulators function in 

combination on the Mac1-dependent CTR1 transcription. XXII International Conference 
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