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TTIPIEHS WËAÏIAWE, SYLPHS ΊΓΠΐΓΑ© 

Κατά τη διάρκεια του διδακτορικού μου εκτός απο την ενασχόληση με τη 

Μοριακή Βιολογία, είχα την ευκαιρία να γνωρίσω και αρκετούς ανθρώπους. Μερικοί 

απ' αυτούς έπαιξαν καθοριστικό ρόλο στη διαμόρφωση μου ως επιστήμονα αλλά και με 

βοήθησαν να τα καταφέρω σ' αυτά τα πέντε χρόνια που πέρασα στο Ινστιτούτο 

Μοριακής Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας. Ειλικρινά θεωρώ πως η γνωριμία μου μαζί 

τους είναι πιο πολύτιμη απο τον τίτλο που απόκτησα. Αυτούς τους ανθρώπους 

αισθάνομαι την ανάγκη να ευχαριστήσω στις σελίδες αυτές. 

Ο Γιώργος Θηραίος μου έκανε την μεγάλη-οπως διαπίστωσα αργότερα-τιμή να 

μου προτείνει να κάνω το διδακτορικό μου στο εργαστήριο του. Η απόφαση μου τότε, 

βασίστηκε σε ένα και μόνο δεδομένο, μια που το μύκητα Saccharomyces cerevisiae που 

ήταν το πειραματικό μου υλικό, ούτε ονομαστικά δεν τον ήξερα τότε. Το δεδομένο αυτό 

ήταν η εντυπωσιακή ικανότητα του Γιώργου να προσεγγίζει επιστημονικά ερωτήματα, 

και να με εκπλήσει με τους εναλλακτικούς τρόπους που είχε για να παρουσιάζει και να 

ερμηνεύει διάφορα θέματα-όχι μόνο επιστημονικά. Μια που η δουλειά μου στο 

εργαστήριο κατά τη διάρκεια του διδακτορικού μου, απορρόφησε σχεδόν όλο το χρόνο 

που είχα στη διάθεση μου, αυτό το κριτήριο αποδείχτηκε καθοριστικό. Η επίδραση του 

Γιώργου ως επιστήμονα, στη σκέψη μου ήταν καταλυτική και αν μπορώ να ισχυριστώ οτι 

σ' αυτά το χρόνια απέκτησα κι εγώ την ικανότητα να σκέφτομαι κριτικά πάνω σε 

βιολογικά ζητήματα, το οφείλω σ' αυτόν. Θέλω λοιπόν απο 'δω να τον ευχαριστήσω αν 

και ξέρω ότι αυτό δεν είναι αρκετό για να εκφράσω την εκτίμηση μου. Η βοήθεια του 

στα πιό κρίσιμα σημεία του διδακτορικού αλλά και της ζωής μου ήταν πάντα 

ουσιαστική, χωρίς καθόλου να είναι κραυγαλέα και οι λύσεις που πρότεινε 

αποδεικνυόντουσαν οι πιο κατάληλες. Με τον άνθρωπο Γιώργο είχα πάντα την ευκαιρία 

να συζητώ για διάφορα θέματα, από φιλοσοφικά και κοινωνικά, μέχρι για ανιαρές 

καθημερινές καταστάσεις. Μέσα από αυτές τις συζητήσεις διαπίστωνα την ευαισθησία 

και την προσοχή με την οποία αντιλαμβανόταν τα διάφορα θέματα. Αν και συνεχώς εγω 

είχα μια διάθεση αντίρησης, κατέληγα να λέω τις περισσότερες φορές: "Σωστά"!! Για 

όλα τα παραπάνω, εύχομαι μόνο να έχω την ευκαιρία να αλληλεπιδρώ μαζί του και στα 

χρόνια που θα 'ρθουν. 

Η Δέσποινα Αλεξανδράκη ήταν ο πρώτος άνθρωπος απο το Ινστιτούτο που 

γνώρισα όταν είχα έρθει για τις εισαγωγικές εξετάσεις. Χωρίς την παρέμβαση της τότε, 



δεν θα μου δινόταν η ευκαιρία να συμμετάσχω σ' αυτές αφού ήμουν εντελώς 

εκπρόθεσμος! Αν δεν γινόταν αυτό ίσως ποτέ να μην είχα αρχίσει διδακτορικό. Πέρα 

απ' αυτό όμως η Δέσποινα ήταν ένας άνθρωπος πάντα πρόθυμος να βοηθήσει με τις 

συμβουλές της σε περιόδους που τα πράγματα δεν πήγαιναν καλά. Η Δέσποινα ακόμα, 

λόγω της συμμετοχής της στο πρόγραμμα Yeast Sequencing, βοήθησε στο να αποκτηθούν 

μερικά αποτελέσματα που παρουσιάζονται μέσα σ' αυτή τη δατριβή. Για ολα αυτά άλλα 

και για την κριτική της στάση απέναντι στη σχέση επιστήμης και ζωής, θέλω να την 

ευχαριστήσω. Υπήρξαν αρκετές φορές που κατέφυγα σ' εκείνες τις απόψεις της, όταν 

ερχόντουσαν στιγμές έντονης αμφισβήτησης των επιλογών μου. 

Ο Κίτσος Λούης και ο Σήφης Παπαματθαιάκης ήταν οι καθηγητές που μαζί με το 

Γιώργο, έκριναν τη δουλειά μου ως μέλη της τριμελούς μου επιτροπής. Εκτός απ' αυτό, 

στις λίγες φορές που είχα την ευκαιρία να συζητάω μαζί τους, διαπίστωνα πάντα την 

προθυμία τους να προσφέρουν βοήθεια και κουράγιο που σίγουρα έκανε τις δυσκολίες 

να φαίνονται μικρότερες. Το ίδιο ισχύει και για το Νίκο Μοσχονά. Χαίρομαι που 

δέχτηκε την τελευταία στιγμή να είναι μέλος της επταμελούς επιτροπής μου. Θέλω 

λοιπόν να τους ευχαριστήσω και να ζητήσω την κατανόηση του Κίτσου αν διαπιστώσει 

την έλλειψη αρκετών τόνων στο κείμενο! 

Με το Νίκο Πανόπουλο και το Χρήστο Δελιδάκη είχα την τύχη να γνωριστώ στην 

τελευταία περίοδο του διδακτορικού μου. Τους ευχαριστώ για τη διάθεση τους να είναι 

μέλη της επταμελούς μου επιτροπής αλλά και για την υπομονή που σίγουρα θα έδειξαν 

κατά τη διόρθωση του κειμένου. Τον Πόλυ Χατζόπουλο τον γνώριζα μόνο μέσα από τις 

διηγήσεις του Κίτσου και του Γιώργου. Τον ευχαριστώ που χωρίς να με ξέρει καθόλου 

δέχτηκε να είναι μέλος της επταμελούς μου επιτροπής και να ταξιδέψει στο Ηράκλειο 

για το λόγο αυτό. 

Αρκετά από τα πιο συναρπαστικά κατά τη γνώμη μου, πειράματα που έκανα 

αυτά τα χρόνια δε θα γινόταν χωρίς την βοήθεια του Δημήτρη Τζαμαρία. Ο Δημήτρης 

αποτέλεσε το άλλο άκρο της αερογέφυρας ανάμεσα στο Ηράκλειο και τη Βοστόνη, 

στέλνοντας υλικά και πληροφορίες που αρκετές φορές μας έλυσαν τα χέρια. Το λιγότερο 

που μπορώ να κάνω είναι να τον ευχαριστήσω. 

Με τον Αλέξανδρο Αργυροκαστρίτη, το Δημήτρη Καφετζόπουλο, το Νίκο 

Κυρπίδη, τον Πέτρο Λιόδη, το Γιάννη Παπανικολάου το Γιώργο Χατζηδάκη και τη 

Χριστιάνα Χουλάκη όχι μόνο έκανα παρέα αλλά και συνεργάστηκα σε αρκετές 

περιπτώσεις. Ηταν οι φίλοι στο περιβάλλον της δουλειάς και οι άνθρωποι που πάντα 



βοηθούσαν να φαίνεται η ζωη καλύτερη απ' οτι εγώ πίστευα. Το ότι τους αναφέρω όλους 

μαζί με αλφαβητική σειρά, καθόλου δε σημαίνει ότι η προσφορά τους ήταν ασαφής. 

Καθένας απ' αυτούς έπαιξε ένα ιδιαίτερο ρόλο χωρίς τον οποίο πολλά πράγματα δε θα 

είχαν γίνει. Πιο πολύ απ' όλα χαίρομαι γιατί η διαδικασία του διδακτορικού, μου έδωσε 

την ευκαιρία εκτός απο τον τίτλο να αποκτήσω αυτούς τους φίλους στους οποίους ξέρω 

οτι θα μπορώ πάντα να υπολογίζω. Τους ευχαριστώ. 

Το κείμενο που κρατάτε στα χέρια σας το επιμελήθηκε, το διόρθωσε αλλά και 

δακτυλογράφησε μεγάλο μέρος του, η Νεκταρία Κελαϊδή. Χωρίς τη βοήθεια της δε 

νομίζω ότι θα είχα ποτέ καταφέρει να το γράψω μόνος μου και μάλιστα σ' αυτή τη 

μορφή. Ακόμα περισσότερο η Νεκταρία όλα αυτά τα χρόνια ήταν μια όμορφη παρουσία 

που με την ηρεμία και τη διάθεση της κατόρθωνε να κάνει και τα δυσκολότερα 

προβλήματα να φαίνονται ασήμαντα. Τελειώνοντας λοιπόν την ευχαριστώ. 

Και κάτι τελευταίο: Οσο κι αν φαίνεται παράξενο, αυτά που γράφω εδώ τα 

εννοώ! 

r- r- ρ- p-r-
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using IT DU S ΙΕ Π g 

Κατά το ξεκίνημα της συγγραφής του διδακτορικού αντιμετώπισα την εξής 

δυσκολία: Η διατριβή αφορούσε δυό διαφορετικούς κυτταρικούς μηχανισμούς, την 

μετάφραση και την μεταγραφή. Το εξεταζόμενο γονίδιο ήταν πάντα το GCN4, μέσα στο 

γενικότερο πλαίσιο της απόκρισης του συστήματος του γενικού ελέγχου της βιοσύνθεσης 

των αμινοξέων του σακχαρομύκητα, στη διαθεσιμότητα αμινοξέων στο περιβάλλον. 

Επρεπε λοιπόν η πληροφορία που αποκτήθηκε να καταγραφεί με τρόπο που να γίνεται 

φανερή η συσχέτιση και η αλληλεξάρτηση των δυο μηχανισμών, που υφίσταται 

προκειμένου να ενορχηστρωθεί μια τέτοια απόκριση. Ετσι η παρουσίαση οργανώθηκε οε 

εννέα κεφάλαια, για των οποίων τη δομή και το περιεχόμενο αισθάνομαι την ανάγκη να 

δώσω μερικές εξηγήσεις: 

Στο πρώτο περιγράφονται οι πειραματικές μέθοδοι που εφαρμόστηκαν με 

σκοπό να αποκτηθούν τα δεδομένα που αναφέρονται στη διατριβή. Οι μέθοδοι αυτές 

δίνονται με σειρά που αντανακλά τη πρακτική σχέση μεταξύ τους και όχι την εμφάνιση 

τους στο κείμενο. Επίσης στο κεφάλαιο αυτό αναφέρονται και πληροφορίες σχετικές με 

τα στελέχη των μικροοργανισμών που χρησιμοποιήθηκαν καθώς και τις συνθήκες που 

αυτοί αναπτύχθηκαν. 

Το δεύτερο κεφάλαιο αποτελεί την κύρια εισαγωγή στο θέμα της διατριβής. 

Στην πρώτη ενότητα αναπτύσσονται μερικές φιλοσοφικές μου ανησυχίες πάνω στο θέμα 

της γονιδιακής ρύθμισης και για τις οποίες ζητώ κατανόηση. Επίσης σκιαγραφείται το 

σύστημα του γενικού ελέγχου της βιοσύνθεσης των αμινοξέων του σακχαρομύκητα. Στη 

δεύτερη ενότητα γίνεται μια ανασκόπηση της υπάρχουσας πληροφορίας που σχετίζεται 

με τον έλεγχο της μετάφρασης του GCN4 mRNA και υπογραμμίζονται τα σημεία εκείνα 

που έχουν σχέση με δραστηριότητα του δικού μας εργαστηρίου. Ακόμα καταγράφονται 

τα ερωτήματα προς τα οποία στράφηκε η πειραματική προσέγγιση του μηχανισμού 

μεταφραστικής ρύθμισης του γονιδίου GCN4. 

Στο τρίτο και τέταρτο κεφάλαιο παρουσιάζονται τα αποτελέσματα που 

αποκτήθηκαν σχετικά με τη μετάφραση του GCN4 mRNA. 

Τα αποτελέσματα αυτά αλλά και οι προεκτάσεις τους συζητούνται στο πέμπτο 

κεφάλαιο, όπου γίνεται προσπάθεια να εξαχθούν μερικά συμπεράσματα που να 

διαφωτίζουν περισσότερο το μηχανισμό της μεταφραστικής ρύθμισης του GCN4. 

Το έκτο κεφάλαιο αποτελεί την εισαγωγή στο μηχανισμό της μεταγραφής. Το 

ρόλο του μεταγραφικού παράγοντα μοντέλου, έχει εδώ η πρωτεΐνη Gcn4. Αναλύεται 

επίσης η σημασία και ο ρόλος των πρωτεϊνών διαμεσολαβητών και επισημαίνονται τα 

ερωτήματα που μας απασχόλησαν σχετικά με το πως η πρωτεΐνη Gcn4 ενεργοποιεί τη 

μεταγραφή. 
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Τα δεδομένα που συσσωρεύτηκαν κατά την προσπάθεια προσέγγισης των 

παραπάνω ερωτημάτων, παρουσιάζονται στα δυό επόμενα κεφάλαια, το έβδομο και το 

όγδοο. 

Η ανάλυση και η ερμηνεία που δίνουμε στα αποτελέσματα αυτά καταγράφεται 

στοέννατο κεφάλαιο. 

Στο παράρτημα παρουσιάζεται μια νέα μέθοδος κλωνοποίησης επικρατών 

αλληλόμορφων στο σακχαρομύκητα, που αναπτύχθηκε στα πλαίσια της προσπάθειας 

απομόνωσης ενός γονιδίου που πιθανά κωδικοποιεί για ένα μεταγραφικό 

διαμεσολαβητή. Επίσης αναφέρονται οι πλασμιδιακοί φορείς, οι κατασκευές και τα 

ολιγονουκλεοτίδια που χρησιμοποιήθηκαν για να διεξαχθούν ορισμένα πειράματα. 

Τέλος διευκρινίζονται ορισμένες συντμήσεις και ξενόγλωσσοι όροι που υπάρχουν στο 

κείμενο. 

Σχετικά με τη βιβλιογραφία: Οι αναφορές είναι διαταγμένες αλφαβητικά 

και στο κείμενο εμφανίζονται οι αριθμοί που τους αντιστοιχούν. Σημειώνονται επίσης 

οι δημοσιεύσεις αποτελεσμάτων του διδακτορικού που έχουν εμφανιστεί ή θα 

εμφανιστούν σε διεθνή επιστημονικά περιοδικά. 

Οσον αφορά τις συνθήκες καταστολής ή αποκαταστολής του συστήματος 

βιοσύνθεσης των αμινοξέων: Επειδή ο σακχαρομύκητας έχει την ικανότητα να συνθέτει 

όλα τα αμινοξέα, ουσιαστικά δεν αποκαταστέλει πλήρως το σύστημα βιοσύνθεσης των 

αμινοξέων όταν αυτά απουσιάζουν μόνιμα από το θρεπτικό μέσο. Για το λόγο αυτό 

χρησιμοποιήθηκε για την πλήρη αποκαταστολή, ο αναστολέας της σύνθεσης της 

Ιστιδίνης, 3-ΑΤ (Παραπάνω εξηγήσεις στο κεφάλαιο 3). Συνθήκες σχεδόν πλήρους 

καταστολής, επιβλήθηκαν με χρήση ελάχιστου θρεπτικού μέσου (Min, Κεφάλαιο 1). 

Κάτι τελευταίο σχετικά με την τρέχουσα ονοματολογία στο σακχαρομύκητα, 

όπως αυτή εφαρμόζεται στο κείμενο. Με παράδειγμα το GCN4: 

GCN4: Το γονίδιο. 

gcn4-n: Υπολειπόμενη μεταλλαγή στο γονίδιο GCN4 (η: φυσικός αριθμός). 

GCN4-IK Επικρατής μεταλλαγή στο γονίδιο GCN4. 

Agcn4: Ελλειψη του γονιδίου GCN4 απο το γένωμα. 

Gcn4: Η πρωτεϊνη-προϊόν, του γονιδίου GCN4. 

Θα διαπιστώσετε ίσως, ότι το ύφος της γραφής δεν είναι αυστηρά τεχνικό. Κάτι 

τέτοιο πιστεύω πως βοηθά και στο διάβασμα και στην κατανόηση του κειμένου. Για το 

λόγο αυτό διακινδύνεψα τη χρήση του, από κάποιο άλλο πιθανά σοβαρότερο που τελικά 

θα ήταν απλώς σοβαροφανές. 

1 1 1 1 1 

β β β β β 
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A) Περίληψη 

Το γονίδιο GCN4 του σακχαρομύκητα κωδικοποιεί για μια πρωτεΐνη που έχει 

λειτουργία μεταγραφικού ενεργοποιητή και αποτελεί κόμβο του ομοιοστατικού 

μηχανισμού που ρυθμίζει τα επίπεδα αμινοξέων του κυττάρου. Η έκφραση του 

γονιδίου αυτού ρυθμίζεται στο επίπεδο της μετάφρασης του μηνύματος του. Σε 

συνθήκες επάρκειας αμινοξέων το μήνυμα δεν μεταφράζεται με τρόπο που να 

οδηγεί στη σύνθεση Gcn4 πρωτεΐνης. Οταν ένα ή περισσότερα αμινοξέα λείψουν 

από το θρεπτικό μέσο, η μετάφραση του μυνήματος αυτού τροποποιείται έτσι ώστε 

να συντίθεται με αυξημένο ρυθμό η πρωτείνη Gcn4. Η απόκριση του κυττάρου 

στην έλλειψη αμινοξέων μπορεί να αναλυθεί σε δύο διακριτά στάδια με κριτήρια 

και ποιοτικά και ποσοτικά. Στην αρχή της απόκρισης συμβαίνει έντονη και 

απότομη αύξηση της σύνθεσης της πρωτεΐνης Gcn4 η οποία στη συνέχεια ισορροπεί 

σε ένα αρκετά χαμηλότερο σταθερό επίπεδο εφ' όσον η κατάσταση έλλειψης α 

μινοξέων παραμείνει. 

Οσον αφορά το δεύτερο στάδιο της διατήρησης της σύνθεσης της πρωτείνης 

Gcn4 σε σταθερά επίπεδα σε συνθήκες παρατεταμένης έλλειψης αμινοξέων, 

βρέθηκε οτι συμμετέχουν τα προϊόντα των γονιδίων GCN2 και SUI2 που είναι η 

κινάση Gcn2 και ο παράγοντας eIF2a αντίστοιχα. Το πρώτο στάδιο της απότομης 

και έντονης αλλά παροδικής αύξησης της σύνθεσης Gcn4 είναι ανεξάρτητο απο την 

ύπαρξη Gcn2 αλλά και μεταλλαγών του eIF2a που παρεμποδίζουν τη διεξαγωγή 

του δεύτερου σταδίου. Ανεξάρτητη απο αυτά τα δυο είναι επίσης και η επαγωγή 

της σύνθεσης Gcn4 εξ' αιτίας υπερέκφρασης γονιδίων για tRNAs και 

συγκεκριμένα ενός tRNAval που είναι μεταλλαγμένο ώστε να μην μπορεί να 

συνδεθεί με το αμινοξύ, και ενός κανονικού tRNAser. Ιδιο αποτέλεσμα στην 

έκφραση του GCN4 έχει η υπερέκφραση του μικρού RNA που αποτελεί συστατικό 

της ριβονουκλεάσης MRP η οποία εμπλέκεται στην ωρίμανση των ριβοσωμικών 

RNAs και στην αντιγραφή του μιτοχονδριακού DNA. Το RNA αυτό 

κωδικοποιείται απο το γονίδιο ΝΜΕ1. Η υπερέκφραση του γονιδίου SUB που 

κωδικοποιεί για τη β υπομονάδα του παράγοντα eIF2, επίσης αυξάνει την 

παραγωγή Gcn4 ανεξάρτητα απο την ύπαρξη Gcn2 ή μεταλλαγών στην α 

υπομονάδα του. Επομένως είναι δυνατή η μεταφραστική ενεργοποίηση του GCN4 

και ανεξάρτητα απο τη διαθεσιμότητα αμινοξέων. Ο μηχανισμός που ελέγχει τη 

μετάφραση του GCN4 μυνήματος αποδεικνύεται ευαίσθητος σε μεταβολές που 



αφορούν τη μεταφραστική μηχανή. Τέτοιες μεταβολές προκαλούνται και από 

ενεργοποίηση της απόκρισης RAS. Η ενεργοποίηση του τελεστή της απόκρισης 

αυτής που είναι η κινάση πρωτεϊνών ΤΡΚ, έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση της 

σύνθεσης Gcn4. Τα αποτελέσματα αυτών των υπερεκφράσεων θα πρέπει να 

οφείλονται σε μηχανισμό κοινό μ' αυτόν της αρχικής, παροδικής απόκρισης στην 

έλλειψη αμινοξέων και θα αποτελέσουν πιθανό τρόπο προσέγγισης του. 

Η ενεργοποίηση της πρωτεΐνης Gcn2 και η φωσφορυλίωση του eIF2a απ' 

αυτήν, εκτός από τη διατήρηση της σχετικά υψηλής σύνθεσης Gcn4, δεν έχει άλλα 

εμφανή αποτελέσματα στη γενικότερη πρωτεϊνοσύνθεση του κυττάρου. Εξετάστηκε 

το ενδεχόμενο αυτή η διαδικασία να αφορά ειδικά το γονίδιο GCN4, μέσω 

εντοπισμένης δράσης της κινάσης Gcn2. Η πρώτη γενετική προσέγγιση του 

ερωτήματος συσσώρευσε ενδείξεις που υποστηρίζουν οτι αυτό είναι πιθανό. 

Το διμερές Gcn4 λειτουργεί ως μεταγραφικός ενεργοποιητής των γονιδίων που 

κωδικοποιούν για ένζυμα που συμμετέχουν στη βιοσύνθεση των αμινοξέων αλλά 

και κάποιων νουκλεοτιδίων. Για να ενεργοποιήσει τα γονίδια αυτά στο μέγιστο 

δυνατό βαθμό απαιτούνται και πρωτεΐνες που αποκαθιστούν επαφή και 

επικοινωνία ανάμεσα σ' αυτό και την βασική μεταγραφική μηχανή του κυττάρου. 

Τέτοιες πρωτεΐνες είναι οι Gcn5, Ada2 και Ada3. Η έλλειψη παρόλα αυτά των 

αντίστοιχων γονιδίων δεν καταργεί την μεταγραφική ενεργοποίηση μέσω Gcn4 

αλλά την εξασθενεί περίπου στο μισό. Συνεπώς υπάρχει και άλλος τρόπος 

επίδρασης του Gcn4 στη βασική μεταγραφική μηχανή. Η υπερέκφραση του GCN4 

γονιδίου εκτός του να οδηγεί στην αναμενόμενη ισχυρή ενεργοποίηση των 

γονιδίων στόχων, έχει ως αποτέλεσμα την μείωση της μεταγραφής αρκετών άλλων 

γονιδίων τα οποία δεν ελέγχονται καθόλου απ' αυτό. Το φαινόμενο αυτό 

χαρακτηρίστηκε ως ένα τυπικό παράδειγμα τιτλοδότησης βασικών μεταγραφικών 

παραγόντων και αποτελεί κοινή ιδιότητα ισχυρών μεταγραφικών ενεργοποιητών. 

Η τιτλοδότηση αυτή αναιρείται με ταυτόχρονη υπερέκφραση του γενικού 

μεταγραφικού παράγοντα TFIIB υποδεικνύοντας ότι ο παράγοντας αυτός 

αποτελεί το τιτλοδοτούμενο μόριο. Σε συνθήκες υπερέκφρασης του GCN4 ο TFIIB 

συγκεντρώνεται στους υποκινητές γονιδίων που ελέγχονται από Gcn4 και 

επομένως μειώνεται η διαθεσιμότητα του σε υποκινητές άλλων γονιδίων. 

Η έλλειψη των γονιδίων GCN5 και ADA2 εξασθενεί επίσης και αυτό το 

φαινόμενο τιτλοδότησης χωρίς όμως να το καταργεί. Θεωρήθηκε ότι η δημιουργία 

μεταλλαγμένων στελεχών σακχαρομύκητα στα οποία αναιρείται ή εξασθενεί η 

τιτλοδότηση, θα έχει ως αποτέλεσμα την αποκάλυψη και άλλων πρωτεϊνών εκτός 

απο τις Gcn5, Ada2 και Ada3 που διαμεσολαβούν για την μεταγραφική 



ενεργοποίηση μέσω Gcn4. Ο χαρακτηρισμός της γενωμικης μεταλλαγής AFR1-1 

έδειξε οτι αυτή πληρεί τα κριτήρια για μεταλλαγή σε πρωτεΐνη διαμεσολαβητή. 

Επειδή η μεταλλαγή αυτή είναι επικρατής, αναπτύχθηκε ένας εναλλακτικός 

τρόπος κλωνοποίησης του αντίστοιχου γονιδίου. Καταστολείς σε υπερέκφραση, της 

μεταλλαγής αυτής οδήγησαν στην αναγνώριση του γονιδίου που φέρει το 

αναγνωστικό πλαίσιο ΝΟ320 του δεκάτου τετάρτου χρωμοσώματος του 

σακχαρομύκητα το οποίο έχει σημαντική ομοιότητα με το γονίδιο ROXI. 

Το διμερές Gcn4 δεσμεύεται σε ψευδοπαλίνδρομο DNA στόχο. Η μελέτη του 

μηχανισμού με το οποίο το Gcn4 ενεργοποιεί τη μεταγραφή έδειξε οτι τα δύο 

μονομερή που απαρτίζουν το διμερές δεν είναι λειτουργικά ισοδύναμα. Αυτό που 

βρίσκεται δεσμευμένο στο αριστερό μέρος της αλληλουχίας στόχου, επιδρά με τη 

βασική μεταγραφική μηχανή μέσω των πρωτεϊνών Gcn5 και Ada2 ενώ το δεξί με 

άλλο μηχανισμό, πιθανώς μέσω της πρωτεΐνης Afri. Υπάρχει μεταβολή της δομής 

της πρωτεΐνης Gcn4 επαγώμενη απο τη δέσμευση της στο DNA. Δέσμευση της σε 

στόχο που φέρει ενα ατελές ήμισυ έχει ως συνέπεια τη λειτουργική αχρήστευση του 

αντίστοιχου, συνδεμένου στο ήμισυ αυτό, μονομερούς. Η γωνία-φάση του DNA 

στοιχείου TATA σε σχέση με το Gcn4 DNA στόχο, επίσης επιδρά στη μεταγραφική 

ενργοποίηση. Ο συνδιασμός των παρατηρήσεων αυτών προτείνεται ότι μπορεί να 

ερμηνεύσει τη μονοκατευθυντική δράση ενός κατά τ'άλλα συμμετρικού διμερούς 

μεταγραφικού ενεργοποιητή. Πραγματικά τα ελεγχόμενα από την Gcn4 πρωτεΐνη, 

γονίδια δεν φέρουν στις περισσότερες περιπτώσεις ιδανικά ψευδοπαλίνδρομους 

DNA στόχους στους υποκινητές τους. Είναι δε σημαντικό να μην επεκτείνεται η 

δράση της πρωτεΐνης αυτής στη ρύθμιση της έκφρασης πολύ γειτονικών, αλλά κατά 

τ'άλλα μη ελεγχομένων απο αυτή, γονιδίων. 

KF'EF'EF'KF'liy 
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Β) S u m m a r y 

The GCN4 gene of Saccharomyces cerevisiae codes for a transcriptional 

activator that participates in the regulation of the intracellular aminoacid 

levels.This gene is itself regulated at the level of translation. Under conditions of 

aminoacid availability in the medium, the message of the gene is not translated in a 

Gcn4 producing manner. However when the medium is depleted for one or more 

aminoacids the translation of this message is modified so as to allow Gcn4 

synthesis. The cellular response to aminoacid starvation can be dissected into two 

qualitatively and quantitatively different steps. A transient and acute increase of 

Gcn4 synthesis occurs early in the response that declines to a lower steady level 

during prolonged aminoacid starvation. 

The Gcn2 protein kinase and the translation factor eIF2a which are encoded by 

the GCN2 and SUI2 genes respectively participate in the response to prolonged 

starvation. The initial transient and acute response is however independent of the 

presence of the GCN2 gene and of mutations in the SUI2 gene that block the 

second phase of the response. In addition the induction of Gcn4 protein synthesis 

by overexpression of certain tRNA genes is also independent by these two. Λ 

mutant tRNAv a l pseudogene that cannot be loaded with valine and a normal 

tRNAser gene induce Gcn4 synthesis in the absence of a functional Gcn2 protein and 

in certain sui2 mutant backgrounds. The same effect is observed by overexpression 

of the small RNA component of the Ribonuclease MRP involved in the maturation 

of ribosomal RNAs and the replication of mitochondrial DNA. This RNA is 

encoded by the NME1 gene. Overexpression of the SUI3 gene encoding the beta (β) 

subunit of eIF2 effects an increase in Gcn4 synthesis, independent of Gcn2 and 

mutations in the alfa (α) subunit. In conclusion the induction in Gcn4 synthesis may 

occur even when an aminoacid starvation signal is not imposed. The mechanism 

governing GCN4 mRNA translation proves to be very sensitive to modifications of 

the translation machinery. Such modifications seem to result by the activation of 

the RAS response. The activation of the operator of this response which is the 

protein kinase TPK also results in Gcn4 synthesis increase. All these effects should 

share a common basis with the initial transient response to aminoacid starvation 

and should thereby facilitate the dissection of the mechanism involved. 

The activation of the Gcn2 kinase and the concomitant phosphorylation of the 

eIF2a subunit by this protein does not result in any pronounced effects in the 

general protein synthesis of the cell. The possibility that this process is restricted to 



the GCN4 message by the localised action of Gcn2, was investigated. A preliminary 
genetic approach indicated that this is a probable situation. 

The Gcn4 dimmer functions as a transcriptional activator of the genes 
encoding aminoacid and purine biosynthetic enzymes. Other auxiliary proteins such 
as Gcn5, Ada2 and Ada3 are needed in order to obtain full activation capacity by 
Gcn4. These proteins are termed adaptors or cofactors and are thought to 
establish a productive connection between the activator and the basic transcription 
machinery. However deletion of the respective genes does not abolish the Gcn4 
dependent activation but suppresses it to about half the normal levels. This implies 
the existence of additional means to connect an activator to the basic transcription 
factors. Apart from the expected strong activation of the target genes, 
overexpression of the GCN4 gene also severely reduces the transcription of 
otherwise unrelated genes. This "squelching" effect is typical of titration of basic 
transcription factors by an activator protein and is common to strong activators. 
In the case of the Gcn4 activator, co-overexpression of the general transcription 
factor TFIIB relieves titration indicating that this factor is the titrated molecule, 
TFIIB is sequestered to Gcn4 target promoters under conditions of GCN4 
overexpression, thereby its availability to other gene promoters is reduced. 

Deletion of the GCN5 and ADA2 genes also reduces but does not abolish the 
titration effect. The generation of mutant Saccharomyces cerevisiae strains that 
reduce or suspend this effect should facilitate the identification of proteins 
additional to Gcn5, Ada2 and Ada3 that link Gcn4 to the basic transcription 
machinery. The characterisation of the AFR1-1 genomic mutation demonstrated 
that it fulfils the criteria to reside in a putative adaptor protein. An alternative 
approach was developed to clone the gene corresponding to this dominant 
mutation. High copy suppressors of the AFR1-1 mutation identified a gene 
containing the ORF NO320 of the fourteenth chromosome of Saccharomyces 
cerevisiae that is similar to the ROXI gene. 

The Gcn4 dimmer binds a pseudopalindrome DNA target. A study of the Gcn4 
mediated activation mechanism demonstrated that the monomers forming the 
dimmer are not functionally equivalent. The one bound to the left half side of the 
target is linked to the basic transcription machinery via Gcn5 and Ada2 whereas the 
right bound monomer via other means possibly involving the Afri protein. Binding 
of Gcn4 to DNA induces a confirmational change in the structure of the molecule. 
When a Gcn4 dimmer is bound to a DNA target containing an imperfect half site, 
the monomer attached to that site is functionally incapacitated. The phase angle of 



the TATA DNA element with respect to the Gcn4 DNA target does also affect 
Gcn4 mediated transcriptional activation. The totality of these observations 
suggests a model for the unidirectional action of a symmetric dimmeric 
transcriptional activator. Indeed the Gcn4 regulated genes very rarely contain 
optimal Gcn4 pseudopalindromic DNA targets in their promoters. In addition it is a 
primary concern that the action of Gcn4 is not interfering with the expression of 
neighbouring but otherwise unrelated genes. 

i iyc^cycyirS0 
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ΙΚΒΦΑΑΑΙΚΡ a 

Υλικά και πειραματικές μέθοδοι 

Οι μέθοδοι και οι κατασκευές που χρησιμοποιήθηκαν περιγράφονται με σειρά που 

αντιστοιχεί στη μεταξύ τους σχέση. 

Τα στελέχη. 

Τα βακτηριακά στελέχη της E.coli που χρησιμοποιήθηκαν: 

DH5a με γενότυπο: F'/encfAi, hsdR 17,supE44, thi-1, recAl, gyrA, relAl, A(IacZYA-

argF). 

HB 101 με γενότυπο: pro, leu, thi, lacY, hsdS20, endA, recA, rpsL20, aral4, galK2, xyl-5, 

mtl-1, supE44, mcrB. 

Τα στελέχη Saccharomyces cerevisiae που χρησιμοποιήθηκαν: 

S288C: gal2, MATa. 

RHU68: (wt, Φυσικός τύπος): MATa, ura3-52, leu2-l, gal2. 

wt/9Z: ura3::GCN4LacZ, leu2-l, ισογενές του wt. 

geni: gcnl-14, ura3-52, ισογενές του wt. 

sen2: gcn2-ll, ura3-52, ισογενές του wt. 

scn3: gcn3-l, ura3-52, ισογενές του wt. 

een4: gcn4-l, ura3-52, ισογενές του wt. 

gen 5: Agcn5, ura3-52, leu2-2, trpl-3, ισογενές του wt. 

ada2: Aada2, ura3-52, leu2-2, trpl-3, ισογενές του wt. 

FY Η: ura3-52, leu2-2, trpl-3, MATa. 

ada2/L9FT5: Aada2, LexA:HIS3, ura3-52, leu2-2, trpl-3, ισογενές του FYH. 

Agçn4j_Agcn4, ura3-52, leu2-2, trpl-3, ισογενέςτου FYH. 

ada2/gcn5: Aada2, Agcn5, ura3-52, Ieu2-2, trpl-3, ισογενέςτου FYH. 

ada2/gcn4: Aada2, Agcn4,ura3-52, leu2-2, trpl-3, ισογενέςτου FYH. 

sui2:ala: sui2::S51-A, ura3-52, ισογενέςτου wt/9Z. 

sui2:1: sui2A293-304, ura3-52, ισογενές του wt/9Z. 

sui2:9: sui2A288-291, ura3-52, ισογενές του wt/9Z. 

scn2/sui2:ala: Agcn2, sui2::S51-A, ura3-52, ισογενέςτου wt/9Z. 



2cn2/sui2;l: Agcn2, sui2A293-304, ura3-52, ισογενές του wt/9Z. 

ecn2/sui2;9: Agcn2, sui2A288-291, ura3-52, ισογενές του wt/9Z. 

scn2/htsl: Agcn2, htsl, leu2-2, ισογενές του wt. 

2cn2/gcn4: Agcn2, Agcn4, leu2-2, ισογενές του wt. 

Τα θρεπτικά μέσα που χρησιμοποιήθηκαν. 

LBllt 

lOgrNaCl 

5gr Yeast Extract 

lOgr Tryptone 

LB-amp 

LB συμπληρωμένο με αμπικιλλίνη σε συγκέντρωση ΙΟΟγ/mI 

Min lit 

6.7gr Yeast Nitrogen Base w/o amino acids 

20gr Glucose 

Min-AT 

Min συμπληρωμένο με lOmM 3-αμινο-τριαζόλη, To 3-AT συναγωνίζεται το ένζυμο, 

κωδικοποιήται απο το γονίδιο HIS3 του βιοσυνθετικού μονοπατιού της Ιστιδίνης. 

Min συμπληρωμένο με 

Αργινίνη 

Μεθειονίνη 

Λευκίνη 

Λυσίνη 

Ισολευκίνη 

Βαλίνη 

Φαινυλαλανίνη 

Γλουταμινικό οξύ 

Τρυπτοφάνη 

Ιστιδίνη 

Προλίνη 

αμινοξέα στις 

0.15 

1.00 

2.00 

1.50 

0.75 

2.50 

0.75 

1.05 

0.40 

0.40 

1.00 

παρακάτω συγκεντρώσεις (σε mM) 

Θρεονίνη 

Ασπαρτικό οξύ 

Γλουταμίνη 

Αλανίνη 

Γλυκίνη 

Κυστεΐνη 

Τυροσίνη 

Κυστείνη 

Σερίνη 

Ασπαραγίνη 

2.00 

1.00 

1.00 

1.00 

1.00 

10.00 

0.50 

0.20 

2.00 

1.00 
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YEP lit 

lOgr Yeast Extract 

lOgr Peptone 

20gr Glucose 

Μέθοδοι χ ε ι ρ ι σ μ ο ύ των μορίων του DNA γ ι α την δ η μ ι ο υ ρ γ ί α 

πλασμιδιακών κατασκευών. 

1) Πέψη με ενδονουχλεάση περιορισμού. 

Μιά τυπική αντίδραση υδρόλυσης με ενδονουχλεάση περιορισμού περιέχει συνήθως DNA σε 

συγκέντρωση 100-500 ng/λ και ενδονουκλεάση περιορισμού απο 1 έως 5 μονάδες/γ DNA. Η 

αντίδραση διαρκεί 1-2 ώρες στη θερμοκρασία και στο διάλυμα που το ένζυμο έχει τη μέγιστη 

ενεργότητα σύφωνα με τις οδηγίες της παρασκευάστριας εταιρίας260. 

2)Χρτισιμοποίηση των εξωνουκλεασών Ball31 και Ε χ ο Ι Ι Ι γ ια την 

κατασκευή ελλείψεων σε μόρια DNA. 

α) Η αντίδραση με την εξονουκλεάση Baßl, περιέχει 5-10γ γραμμικού DNA, 200-1000 

μονάδες ενζύμου/γ DNA και γίνεται σε διάλυμα : 

12 niM CaCl2 

0.2MNaCl 

20mM Tris-HCI pH 8 

ImM EDTA 

Ο χρόνος της αντίδρασης εξαρτάται απο το μήκος της ακολουθίας που επιθυμείται να 

αφαιρεθεί. 

ß l Η εξωνουκλεάση ΕχοΙΙΙ υδρολύει αποτελεσματικά και ελεγχόμενα, μόρια γραμμικού 

DNA με άκρα 5' προεξέχοντα και τυφλά και με δυσκολία 3' προεξέχοντα άκρα. Η μέθοδος 

που χρησιμοποιήθηκε, δημιουργεί ελλείψεις μόνο προς την μία κατεύθυνση του γραμμικού 

μορίου DNA γιατί το άλλο έχει τροποποιηθεί έτσι ώστε δέν αναγνωρίζεται απο την 

εξωνουκλεάση. 

3. Ηλεκτροφοοητιχός διαχωρισμ<κ μορίων DNA σε πήκτωμα ayaoofoc. 

Γραμμικά μόρια DNA κινούνται μέσα σε πήκτωμα αγαρόζης, υπο την επίδραση ηλεκτρικού 

πεδίου, με ταχύτητα ανάλογη του μεγέθους των. Η πυκνότητα του πηκτώματος ποικίλει απο 

0.6 εως και 1.5 % και καθορίζεται με βάση τα μεγέθη του κάθε δείγματος, ώστε να 
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επιτυγχάνεται ο μέγιστος δυνατός διαχωρισμός. 

Το ρυθμιστικό διάλυμα που χρησιμοποιήθηκε είναι IX TBE. 

5Χ TBE περιέχει ανα λίτρο : 

Tris base 54gr 

Boric acid 27.5gr 

EDTA 20ml απο διάλυμα 500mM. 

Η τάση που εφαρμόζεται είναι 1-10 Volts/cm πηκτώματος12 

4. Κατασκευή τυφλών άκρων. 

Χρησιμοποιήθηκε η μεγάλη υπομονάδα της DNA πολυμεράσης I (Klenow fragment), είτε η 

νουκλεάση SI.Το πρώτο ένζυμο χρησιμοποιήθηκε για τη μετατροπή των 5' προεξεχόντων 

άκρων ενω το δεύτερο για την μετατροπή των 3' προεξεχόντων, σε τυφλά. 

a) Klenow fragment. 

Γραμμικό DNA, σε συγκέντρωση lOOng/λ επωάζεται με το ένζυμο (1-2 μονάδες/λ) παρουσία 

dNTPs σε τελική συγκέντρωση 50μΜ. Η αντίδραση γίνεται σε nick διάλυμα: 

IPX nick 

600mM Tris-Cl pH7.5 

60mM MgC12 

lOmMDTT 

10mg/ml BSA 

Η επώαση διαρκεί 30 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου12. 

β) Νουκλεάση SI. 

Γραμμικά μόρια DNA σε συγκέντρωση 10-50 ng/λ επωάσθηκαν επι 10 λεπτά στους 37 

βαθμούς Κελσίου με 100-1000 μονάδες ενζύμου. Η αντίδραση γίνεται σε IX 51διάλυμα: 

2XS1D. 

0.1MNaAcpH4.5 

2mM ZnAc 

10%Glycerol 

lmg/ml Calf Thymous DNA. 

Η αντίδραση τερματίζεται με προσθήκη EDTA σε τελική συγκέντρωση lOmM260. 
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5. Υδρόλυση των 5' ελεύθερων φωσφορικών ομάδων με το ένζυμο 

αλκαλική φωσφατάση (CIP), (αποφωσφορυλίωση). 

Η αντίδραση της αποφωσφορυλίωσης γίνεται στις εξής δύο περιπτώσεις: 

11 Για να αποφευχθεί η κυκλοποίηση του φορέα σε μια αντίδραση συνένωσης 

21 Για να ραδιοσημανθεί το 5 ' άκρο ενός μονόκλωνου ή δίκλωνου μορίου. 

Η αντίδραση αποφωσφορυλίωσης γίνεται σε lxCIP διάλυμα και περιέχει γραμμικό DNA σε 

συγκέντρωση 100-500 ng/λ και 2-5 μονάδες/γ ένζυμο (CIP). 

Η αντίδραση στις περιπτώσεις των 5'εξεχόντων άκρων γίνεται στους 37°C για 30 λεπτά, 

ενώ στις περιπτώσεις των 3' εξεχόντων άκρων γίνεται για 15 λεπτά στους 65°C και για 15 

λεπτά στους 37°C 

Προστίθεται SDS σε συγκέντρωση 0.1% και το δείγμα μεταφέρεται στους 65°C για 5 λεπτά. 

Ακολουθεί εκχύλιση με φαινόλη-χλωροφόρμιο και κατακρήμνιση του DNA με αιθυλική 

αλκοόλη. 

10Χ CIP b. 

0.5MTris-ClpH9 

lmM ZnCl2 

lOmM MgCl2 

lmM σπερμιδίνη 

6. Απομόνωση μορίων DNA απο πήκτωμα αγαρόζης χαμηλού σημείου 

τήξης. 

Η ηλεκτροφόρηση γίνεται, όπως έχει περιγραφεί πιό πάνω, μέ τη διαφορά οτι 

χρησιμοποιήται αγαρόζη με σημείο τήξης 65°C. Η περιοχή του πηκτώματος που περιέχει τη 

ζώνη της επιθυμητής ηλεκτροφορητικής κινητικότητας αφαιρείται απο το υπόλοιπο 

πήκτωμα και αναμιγνύεται με διπλάσιο όγκο νερού. Προστίθεται οξυκό νάτριο pH 4.5 σε 

τελική συγκέντρωση 0.3Μ και επωάζεται στους 65°C έως ότου τακεί η αγαρόζη. Προστίθεται 

ίσος όγκος φαινόλης, η οποία έχει επίσης θερμανθεί στην ίδια θερμοκρασία και γίνεται 

vortex για 1 λεπτό. Κατόπιν φυγοκεντρείται για 5 λεπτά στις lO.OOOrpm σε 

μικροφυγόκεντρο Eppendorf σε θερμοκρασία δωματίου. Η υδατική φάση εκχυλίζεται και 

πάλι με φαινόλη και τέλος με διαιθυλικό αιθέρα. Το DNA κατακρημνίζεται με αιθυλική 

αλκοόλη. 
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7. Συνένωση μορίων DNA με το ένζυμο λιγάση: Αιαμοριακή συνένωση 

φορέα με δεύτερο γραμμικό μόριο: 

α) Με 5' προεξέχοντα άκρα. 

Τα δι3ο γραμμικά μόρια, σε μοριακή αναλογία 1 φορέα: 5 εντιθέμενου DNA και με απόλυτη 

συγκέντρωση φορέα 100-500 ngA επωάζονται γιά 1-2 ώρες στυς 15°C με 0.01-0,1 μονάδες 

(Weiss) Τ4 DNA λιγάση σε IX διάλυμα συνένωσης. Στη συνέχεια ο όγκος της αντίδρασης 

αυξάνεται, έτσι ώστε το DNA να βρίσκεται σε συγκέντρωση 5-10 ngA, προστίθενται 1-2 

μονάδες λιγάσης και η αντίδραση συνεχίζεται για 2-6 επιπλέον ώρες. Κατά το πρώτο στάδιο 

της αντίδρασης ευννοούνται οι διαμοριακές συνενώσεις, ενώ στο δεύτερο ευνοούνται οι 

ενδομοριακές (κυκλοποίηση)260. 

β) Με 3' προεξέχοντα ή τυφλά άκρα. 

Η αντίδραση γίνεται στις ίδιες συνθήκες με την διαφορά ότι δέν αυξάνεται ο όγκος της και 

χρησιμοποιούνται απο την αρχή 1-2 μονάδες ενξύμου.Το διάλυμα στο οποίο γίνεται η 

συνένωση περιέχει: 

MgC12 lOmM 

Tris-HCl pH 7.5,0.5mM 

BSA lmg/ml 

DTT lOmM 

ATP ImM 

Μετασχηματισμός βακτηρίων E.coli με πλασμιδιακό DNA. 

Το πλασμιδιακό DNA που χρησιμοποιήθηκε, περιείχε απαραιτήτως την αλληλουχία ori 

(origin of replication), που επιτρέπει τον αναδιπλασιασμό του μορίου στο βακτήριο και το 

γονίδιο AmpR που κωδικοποιεί το ένζυμο β λακταμάση η οποία ανενεργοποιεί το 

αντιβιοτικό. Ετσι σε θρεπτικά μέσα αμπικιλίνης αναπτύσσονται μόνο βακτήρια 

μετασχηματισμένα ως προς την ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό. 

Η μέθοδος μετασχηματισμού εκτελείται ως εξής12: 

Βακτηριακή καλλιέργεια σε λογαριθμική φάση (οπτικής πυκνότητας 0.5-1),ανεπτυγμένη σε 

LB, φυγοκεντρείται επι 5 λεπτά σε 2.000rpm στους 4°C. Τα κύτταρα πλένονται στην ίδια 

θερμοκρασία μέ διάλυμα (όγκου 1/2 του όγκου της καλλιέργειας) που περιέχει: 
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lOmM MOPS pH 7.0 

lOmM RbCl 

Φυγοκεντρούνται και επαναιωρούνται επι 10 λεπτά στους 4 βαθμούς, στον ίδιο όγκο 

διαλύματος, που περιέχει: 

O.lmM MOPS pH 6.5 

50mM CaC12 

lOmMRbCl 

Φυγοκεντρούνται στις ίδιες συνθήκες και επανεωρούνται σε όγκο 1/10 του αρχικού, στο ίδιο 

διάλυμα. Προστίθεται το DNA και κατόπιν DMSO σε συγκέντρωση 6λ/200λ διαλύματος.Τα 

κύτταρα παραμένουν στον πάγο επι 20 λεπτά και κατόπιν μεταφέρονται στους 43°C επι 1.5 

λεπτό. Προστίθενται 5ml θρεπτικού υλικού LB και επωάζονται επι 60 λεπτά στους 37°C. 

Φυγοκεντρούνται σε θερμοκρασία δωματίου επι 5 λεπτά στις 2.500rpm, και απλώνονται οε 

τρυβλία LB-άγαρ με αμπικιλίνη. Οι αποικίες των μετασχηματισμένων στελεχών 

αναπτύσσονται μετά απο επώαση 8-12 ωρών στους 37°C. Ακολουθεί ταυτοποίηση των 

κλώνων στα μετασχηματισμένα κύτταρα, με παρασκευή πλασμιδιακού DNA και ανάλυση με 

περιοριστικά ένζυμα ή με την μέθοδο κατά Grunstein. 

Μέθοδοι παρασκευής πλασμιδιακού DNA απο καλλιέργειες βακτηρίων 

Α). Μικρής κλίμακας απομόνωση πλασμιδιακού DNA. 

Η μέθοδος ενδείκνυται γιά την απομόνωση και τον έλεγχο με ενζυμική ανάλυση, 

πλασμιδιακού DNA απο ενα μεγάλο αριμθό διαφορετικών αποικιών260. 

1) Αναπτύσσονται καλλιέργειες βακτηρίων σε 2 ml LB-amp για 8-15 ώρες στους 37°C. 

2) 1.5 ml βακτηρίων φυγοκεντρείται για ενα λεπτό σε φυγόκεντρο eppendorf. 

3) Απομακρύνεται το υπερκείμενο και το ίζημα διαλύεται σε 0.7 ml STET, το οποίο 

περιέχει: 

8% σουκρόζη 

0,5% Triton Χ-100 

50mM EDTA pH 8 

lOmM Tris-Cl pH 8 

4) Προστίθενται 40-50μ1 λυσοζύμης (lOmg/ml) και αμέσως τοποθετείται σε νερό που ήδη 

βράζει, για 1-1.5 λεπτό. 

5) Τα δείγματα φυγοκεντρούνται για 5 λεπτά στις lOOOOrpm. 

6) Σε 0.4-0.5 ml απο το υπερκείμενο (απομακρύνονται προσεκτικά απο το ίζημα και τη 
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φάση της σουκρόζης) γίνεται κατακρήμνιση του πλασμιδιακού DNA με ισοπροπανόλη126. 

Με την μέθοδο αυτή μπορεί να παρασκευασθεί και μεγαλύτερη ποσότητα πλασμιδιακοΰ 

DNA χρησιμοποιώντας 250ml καλλιέργειας, 25ml STET και 2ml λυσοζυμη. Το DNA 

επαναδιαλυτοποιήται σε 200μ1 νερό, προστίθεται 10μ1 RNase Α και επωάζεται για 10 λεπτά 

σε θερμοκρασία 37°C. Στην συνέχεια προστίθεται 10μ1 πρωτεινάση Κ και επωάζεται για 30 

λεπτά στους 37 βαθμούς Κελσίου. Το DNA καθαρίζεται μετά απο υπερφυγοκέντριση σε 

κλίση πυκνότητας CsCl. Η καθαρότητα του δείγματος είναι συγκρίσιμη με της αλκαλικής 

μεθόδου και επομένως μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τους ίδιους σκοπούς. 

Β). Αλκαλική μέθοδος παρασκευής πλασμιδιακοΰ DNA σε μεγάλη 

ποσότητα. 

Η ποσότητα και η καθαρότητα του πλασμιδιακοΰ DNA που απομονώνεται με την μέθοδο 

αυτή είναι πολύ σημαντική. 

Η μέθοδος εκτελείται όπως περιγράφεται απο τους Sambrook et al (260). 

Μεγάλης κλίμακας απομόνωση πλασμιδιακοΰ DNA-Κλίση πυκνότητας 

CsCl. 

Βακτηριακά κύτταρα καλλιεργούνται στους 37 βαθμούς Κελσίου μέχρι τη στατική φάση σε 

θρεπτικό υλικό LB-Amp όγκου Ut. Προστίθενται 5mì διαλύματος χλωραμφαινικόλης 

συγκέντρωσης 34mg/ml και επωάζονται επιπλέον για 8 ώρες. Συλλέγονται με φυγοκέντρηση 

στις 5000 rpm επί 10 λεπτά και πλένονται με 200ml διαλύματος: 

100mm Tris-HCl pH 7.5 

lOOmM NaCl 

ImM EDTA. 

Επαναιωρούνται σε 20ml διαλύματος που περιείχε: 

5 OmM γλυκόζη 

25mM Tris-HCl pH 8 

lOmM EDTA 

Προστίθεται λυσοζυμη σε τελική συγκέντρωση 5mg/ml και επωάζονται για 10 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου. Τα κύτταρα λύονται σε θερμοκρασία δωματίου επί 10 λεπτά με την 

προσθήκηη 40ml διαλύματος που περιέχει: 

1% SDS 

0.2Μ καυστικού νατρίου. 
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Προστίθενται 30ml 5Μ Οξικού νατρίου pH 4.8 (60ml 5Μ Οξικού νατρίου και 11.5ml 

Οξικού οξέος/lOOml), θερμοκρασίας 4 βαθμών και παραμένουν στην ίδια θερμοκρασία επί 

30 λεπτά. Το δείγμα φυγοκεντρείται στις 15000rpm επί 20 λεπτά και το διαλυτό 

υπερκείμενο αναμιγνύεται με6/10 του όγκου του ισοπροπανόλη. Αφού παραμείνει 30 λεπτά 

σε θερμοκρασία δωματίου, φυγοκεντρείται στις 15000 rpm επί 10 λεπτά, το ίζημα πλένεται 

με 70% αλκοόλη, επαναδιαλύεται σε 9.5ml TE με 200λ 20mg/ml βρωμιούχο αιθίδιο, 

προστίθενται 9.5gr CsCl και το δείγμα φυγοκεντρείται στις 45000rpm επί 36 ώρες σε 

κεφαλή Ti 50 υπερφυγοκέντρου Beckman, ή παρόμοια. Το υπερ-ελικώμενο πλασμίδιο 

συγκεντρώνεται σε ζώνη μέσα στην κλίση του κεσίου, συλλέγεται, εκχυλίζεται με ισο-

αμυλική αλκοόλη έως ότου απομακρυνθεί το βρωμιούχο αιθίδιο και κατακρημνίζεται με 

αιθυλική αλκοόλη260. 

Ταυτοποίηση μετασχηματισμένων βακτηριακών κλώνων με ανάλυστι 

κατά Grunstein. 

Αποικίες μετασχηματισμένων βακτηρίων αναπτύσσονται επί 8-12 ώρες στους 37°C σε LB-

amp τριβλία. Φίλτρο νιτροκυτταρίνης τοποθετείται στην επιφάνεια του τριβλίου, έτσι ώστε 

να εφάπτεται των αποικιών, για 1 λεπτό. Το DNA των βακτηρίων αποδιατάσσεται μετά απο 

εναπόθεση του φίλτρου σε διυθητικό χαρτί το οποίο είναι εμβαπτισμένο με 1.5Μ NaCl, 0.5Μ 

NaOH. Ο χρόνος αποδιάταξης είναι 7 λεπτά. Ακολουθεί εξουδετέρωση με διάλυμα το 

οποίο περιέχει IM Tris-Cl pH 8,1,5M NaCl επί 6 λεπτά. Το φίλτρο υβριδοποιείται με 

ραδιοσημασμένους ανιχνευτές12. 

Ραδιοσήμανση μορίων DNA. Κατασκευή ραόιο-ανίχνευτών. 

1). Μέθοδος Nick translation. 

Η αντίδραση ραδιοσήμανσης περιέχει τα εξής: 

Το δίκλωνο DNA (κυκλικό ή γραμμικό) που χρησιμοποιείται ώς ανιχνευτής σε συγκέντρωση 

5-25 ng/λ, 60 mM Tris-HCl pH 7.5, 6mM MgC12, 1 mM DTT, lmg/ml BSA, 30 μΜ dTTP, 30 

μΜ dGTP, 2μ1 a 3 2 P dATP, 2μ1 a 3 2 P dCTP, DNase I 0,Ol Hg/ml, 2 μονάδες E.coli DNA 

πολυμεράση I. 

Ο συνολικός όγκος της αντίδρασης είναι 20λ και διαρκεί 45-60 λεπτά στους 15°C. 

Τερματίζεται με την προσθήκη 2λ EDTA 0.5Μ και τα μή ενσωματωμένα ραδιενεργά 

νουκλεοτίδια απομακρύνονται με χρωματογραφία στήλης μοριακής διήθησης1 5 1. 

Χρησιμοποιήται στήλη Sephadex G-50 όγκου 2ml. Το σημασμένο δείγμα θερμένεται στους 
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100°C για 3 λεπτά, ώστε να αποδιαταχθεί το DNA και να γίνει μονόκλωνο και προστίθεται 

στην αντίδραση της υβριδοποίησης260. 

2). Ραδιοσήμανση του 5' άκρου του μορίου. 

Γίνεται αποφωσφορυλίωση με το ένζυμο φωσφατάση όπως έχει περιγραφεί και μετά 

ακολουθεί η αντίδραση φωσφορυλίωσης με την Τ4 πολυνουκλεοτιδική κινάση παρουσία 

γ^ 2 Ρ ΑΤΡ όπως περιγράφεται απο τους Manìatis και Dare (260) 

Π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ μ ό ς της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του DNA (DNA 

Sequencing). 

Το DNA που χρησιμοποιείται, συνήθως ανασυνδυασμένα πλασμίδια pUC 18, απομονώνεται 

απο κλίση πυκνότητας CsCl ή τις άλλες μεθόδους που αναφέρθηκαν. Εφαρμόσθηκε 

κατ'αποκλειστικότητα η μέθοδος των διδεόξυ-νουκλεοτιδίων261. 

Πήκτωμα ουρίας- πολυακρυλαμίδηι:. 

Οι διαστάσεις ενός συνηθισμένου πηκτώματος είναι 40cmxl5cmx0.1cm. 

Περιέχει: 

4-6% ακρυλαμίδης-Bis ακρυλαμίδης, σύστασης 38:2 

8Μ Urea σε διάλυμα IX TBE. 

Πολυμερίζεται με την προσθήκη υπερθειικού αμμωνείου και TEMED σε συγκέντρωση 

0.02%. Η ηλεκτροφόρηση γίνεται υπο την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου σταθερής ισχύος 30 

watt, σε διάλυμα IX TBE12. 

Μετασχηματισμός στελεχών £ύμη<:. 

Εφαρμόσθηκε η μέθοδος επεξεργασίας των κυττάρων με LiCl1 3 5. Κύταρα ζύμης 

καλλιεργούνται σε θρεπτικό υλικό YEP (50 ml) μέχρι οπτική πυκνότητα 0.6-0.8 στα 550nm 

και κατόπιν συλλέγονται με φυγοκέντρηση στις 3.000rpm σε θερμοκρασία δωματίου. 

Επαναιωρούνται σε 20ml TE (lOmM Tris-HCl pH 8,lmM ΕϋΤΑ)και φυγοκεντρούνται με 

τον ίδιο τρόπο. Κατόπιν αιωρούνται σε 5 ml διαλύματος 0.5Μ LiCl επί 30 λεπτά στους 30 

βαθμούς Κελσίου. To LiCl απομακρύνεται με φυγοκέντρηση των κυττάρων και προστίθεται 

0.5 ml TE. Επωάζονται στον πάγο για 10 λεπτά και σε ΙΟΟμΙ απο αυτό το αιώρημα 

προστίθενται 1-5 γ υπερελικωμένου πλασμιδιακού DNA. Το μίγμα επωάζεται στην ίδια 

θερμοκρασία για 10 λεπτά. Ακολουθεί θερμοπληξία των κυττάρων στους 43°C για 5 λεπτά 

και στη συνέχεια προστίθεται Imi διαλύματος 40% PEG (πολυαιθύλενο-γλυκόλης), 0.1Μ 
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LiCl σε TE. Μετά απο επώαση 20 λεπτών στους 4°C η PEG απομακρύνεται,τα κύτταρα 

πλένονται με διάλυμα 0.8% σορβιτόλης και απλώνονται σε τριβλία με άγαρ και τα 

κατάλληλα θρεπτικά μέσα103. 

Απομόνωση συνολικού RNA απο κύτταρα ζύμης. 

Καλλιέργεια κυττάρων ζύμης (100ml), σε λογαριθμική φάση ανάπτυξης, συλλέγεται με 

φυγοκέντρηση στίς 5.000 rpm και τα κύτταρα, αφού πλυθούν με 5 ml αποστειρωμένο νερό , 

επαναιωρούνται σε 2 ml διαλύματος ουρίας-SDS το οποίο περιέχει: 

0.35MNaCl 

8Μ Urea 

lOmM Tris-HCl pH 7.5 

lOmM EDTA 

2% SOS 

Προστίθεται ίσος όγκος φαινόλης-χλωροφορμίου και ίσος όγκος σφαιριδίων υάλου (glass 

beads) διαμέτρου 450-500μ.Το δείγμα ανακινείται δυνατά σε vortex επι 2 λεπτά και 

κατόπιν φυγοκεντρείται στις 4.000rpm επι 5 λεπτά. Η υδατική φάση, επανεκχυλίζεται με 

φαινόλη-χλωροφόρμιο και κατόπιν μόνο χλωροφόρμιο και το RNA κατακρημνίζεται με 

αιθυλική αλκοόλη. Η ποιότητα και ποσότητα του RNA που παράγεται με αυτή τη μέθοδο 

είναι ικανοποιητική103. Το RNA αυτό χρησιμοποιείται για ανάλυση κατά Northern. 

Ηλεκτροφοοητικός διαχωρισμός μορίων RNA σε πήκτωμα αγαρόζηι;-

φορμαλδεύδης. Ανάλυση Northern. 

Το πήκτωμα (200ml) παρασκευάζεται με τήξη 3gr αγαρόζης σε 150ml νερού, ενώ στη 

συνέχεια προστίθενται 20ml διαλύματος 10Χ MOPS το οποίο περιέχει ανα It: 

40.86 gr MOPS 

4.1 gr άνυδρο NaOAc (οξυκό νάτριο). 

20 ml διαλύματος 0.5M EDTA 

To pH ρυθμίζεται στο 7.5 με NaOH 

Το πήκτωμα ψύχεται στους 65°C και τότε προστίθενται 30ml φορμαλδεύδης και χύνεται σε 

οριζόντια συσκευή ηλεκτροφόρησης, διαστάσεων 13X20cm. Η τάση του πεδίου που 

εφαρμόζεται είναι 100-150 Volts σε διάλυμα IX MOPS το οποίο ανακυκλώνεται κατά την 

διάρκεια της ηλεκτροφόρησης. 

Μετά την ηλεκτροφόρηση επάνω στο πήκτωμα τοποθετείται και ποσότητα 
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To RNA μεταφέρεται απο το πήκτωμα σε φίλτρο Gene Screen με την βοήθεια διαλύματος 

20Χ SSC σε 6-12 ώρες. Η διαδικασία για την μεταφορά του RNA στο φίλτρο περιγράφεται 

απο τους Sambrook et al (260). 

Η υβριδοποίηση γίνεται με την μέθοδο κατά Church, σε διάλυμα που περιέχει: 

0.5Μ φωσφορικό διάλυμα κατά Church. 

1%BSA 

ImMEDTA 

7% SOS 

Η προυβριδοποίηση γίνεται στους 65°C επι 15-30 λεπτά και η υβριδοποίηση με τον 

ανιχνευτή (probe) στην ίδια θερμοκρασία γιά 6-24 ώρες. 

(IM φωσφορικού ρυθμιστικού διαλύματος κατά Church περιέχει 71gr ανίδρου Na2HPC>4 

και 4ml 85% Η3ΡΟ4 στο Hit). 

Απομόνωση γενωμικού DNA απο κύτταρα ζύμης. 

Η μέθοδος που περιγράφεται είναι γρήγορη και μικρής κλίμακας103. Η ποιότητα του 

ϋΝΑπου προκύπτει είναι ικανοποιητική για ανάλυση κατά Southern. 

Αναπτύσσεται καλλιέργεια ζύμης σε 10 ml YEP για 12-15 ώρες. Φυγοκεντρείται σε 

θερμοκρασία δωματίου και πλένεται σε 10 ml σορβιτόλης. Φυγοκεντρείται στις 4.000rpm 

για 5 λεπτά. 

Επαναδιαλύεται σε 1ml διαλύματος σφαιροπλαστοποίησης και επωάζεται για 40-60 λεπτά 

στους 30°C. Το διάλυμα σφαιροπλαστοποίησης περιέχει: 

IM σορβιτόλη 

50mM Tris-α pH 7.5 

19mM β-Μερκαπτοαιθανόλη. 

ΙΟΟμ̂ ΐΏΐ Ζυμολάση (μπορεί να χρησιμοποιηθεί αντ' αυτής, γλουσιλάση). 

Ακολουθεί φυγοκέντρηση γιά 5 λεπτά στις 2.000rpm και επαναδιάλυση σε 0.5 ml 

διαλύματος λύσης: lOmM EDTA pH 8.5; 0.3% SDS. Λύνονται με vortex και επωάζονται για 

20 στους 65°C οπού αποδιατάσσονται οι πρωτεΐνες. Προστίθενται ΙΟΟμΙ 5Μ οξικό Κάλιο 

και ακολουθεί επώαση για 20 λεπτά στον πάγο. Φυγοκεντρούνται στις lO.OOOrpm για 1-2 

λεπτά και στο υπερκείμενο γίνεται πέψη με 5μ1 πρωτεινάση Κ (lOmg/ml) με επώαση 10 

λεπτών στους 37°C. 

Οι πρωτεΐνες απομακρύνονται με εκχύλιση με φαινόλη και Sevag. Ακολουθεί εκχύλιση με 

αιθέρα και κατακρήμνιση των νουκλεϊνικών οξέων με αιθανόλη. 
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Ανάλυση κατά Southern. 

Μόρια DNA διαχωρίζονται ηλεχτροφορητικά σε πήκτωμα αγαρόζης και το πήκτωμα 

προετοιμάζεται για την μεταφορά του DNA με διαδοχική αλλαγή απο το διάλυμα 

αποδιάταξης (1.5Μ NaCl και 0.5Μ NaOH) για 30 λεπτά, στο διάλυμα εξουδετέρωσης (IM 

Tris-Cl pH 8 και 1.5 M NaCl) για 30 λεπτά και τέλος στο διάλυμα μεταφοράς (20Χ SSC) για 

10 λεπτά2 7 5. 

Το DNA μεταφέρεται και υβριδοποιείται όπως και στην ανάλυση κατά Northern. 

Χαρτογράφηση του σημείου της μεταγραφής με επέκταση γνωστής 

αλληλουγίας-εκκινητη (primer extension analysis). 

Ως εκκινητής χρησιμοποιήθηκε η αλληλουχία UPE1 που είναι ειδική για το γονίδιο URA3. 

Ο εκκινητής ραδιοσημαίνεται στο 5' άκρο του με γ-32Ρ-ΑΤΡ χρησιμοποιώντας την 

πολυνουκλεοτιδική κινάση. Ο ραδιοσημασμένος εκκινητής (5ng) μαζί με το RNA (1-5μ§) 

διαλύονται σε διάλυμα (lOOmM Tris-Cl pH 8.3, lOOmM KCl και αποδιατάσσονται με 

υδατόλουτρο 100°C για 2 λεπτά. Στη συνέχεια το μίγμα κρυώνεται γρήγορα στο πάγο και 

γίνεται η αντίδραση επέκτασης με την αντίστροφη μεταγράφαση παρουσία 

δεοξυριβονουκλεοτιδίων12'261. Επωάζεται στους 37°C επι 5 λεπτά και ακολουθεί εκχύλιση 

με φαινόλη και κατακρήμνιση με αιθανόλη. 

Το μέγεθος του DNA που έχει συντεθεί προσδιορίζεται σε sequencing πήκτωμα, παράλληλα 

με αντιδράσεις νουκλεοτιδικής ανάλυσης γνωστής αλληλουχίας. 

Η λ ε κ τ ρ ο φ ο ρ η τ ι κ ή ανάλυση π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν σε πήκτωμα SDS-

πολυακρυλαμίδης. 

Ενα τυπικό πήκτωμα διαχωρισμού πρωτεϊνικών μορίων έχει διαστάσεις 15X10X0.4 cm και 

περιέχει δύο διαδοχικά μέρη: 

Το πρώτο-το αναλυτικό μέρος-ενός πηκτώματος 10%, μήκους 10cm και όγκου 20ml περιέχει: 

3.3 ml Tris-Cl pH 8.9 

6.6 ml 30%Βΐ8-ακρυλαμίδης σύστασης 29.2:0.8 

0.5 ml 20% SDS 

Πολυμερίζεται με προσθήκη υπερθεϊικού αμμωνίου και TEMED σε συγκέντρωση 0.02%. 

Μετά το πολυμερισμό του πρώτου μέρους προστίθεται το δεύτερο (stacking), όγκου 10 ml 

που περιέχει: 
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0.835 ml 1.5M Tris-α pH 6.8 

1 ml 40% Bis-ακρυλαμίδης 

0.25 ml 20% SDS 

Πολυμερίζεται με τον ίδιο τρόπο για 30 λεπτά, έτσι ώστε να αποφευχθεί η ανάμιξη των δυο 

ρυθμιστικών διαλυμάτων λόγω διάχυσης12.Το πεδίο που εφαρμόζεται έχει ένταση 20 mA 

και η ηλεκτροφόρηση γίνεται με διάλυμα που περιέχει ανα λίτρο: 

25 mM Tris 

192ιτιΜγλυκίνη 

0.1% SDS 

In vivo ραδιοσήμανση πολυπεπτιδίων και απομόνωση συνολικού 

πρωτεϊνικού εκχυλίσματος από κύτταρα ζύμης. 

Καλλιέργεια κυττάρων σακχαρομύκητα, όγκου 2ml, αναπτύσσεται σε ελάχιστο θρεπτικό 

μέοσ συμπληρωμένο ή όχι με αμινοξέα (πλην αυτού που χρησιμοποιείται για σήμανση 

πολυπεπτιδίων) παρουσία του ραδιενεργού αμινοξέος για καθορισμένο χρονικό διάστημα 

(αναφέρεται στο εκάστοτε πείραμα). Τα κύτταρα συλλέγονται, πλένονται με dH 20 και 

επαναιωρούνται σε 100-200μ1 Laemli διαλύματος. Γίνεται vortex για 2 λεπτά (αφού 

αναμιχτεί με 50-100μ1 σφαιριδίων γυαλιού) και κατόπιν τοποθετείται για 2 λεπτά σε νερό 

που βράζει. Το υπερκείμενο (μετά από φυγοκέντρηση στις lOOOOrpm, 5 λεπτά) περιέχει το 

συνολικό πρωτεϊνικό εκχύλισμα που είναι κατάλληλο για ηλεκτροφορητική ανάλυση. 

lx Laemli διάλυμα 

2% SDS 

10% γλυκερόλη 

62.5mM Tris-HCl pH6.8, 

τέλος προσθέτουμε ß-meSH αμέσως πριν την χρήση, σε αναλογία 20:1, διάλυμα: 

μερκαπταιθανόλη103. 

Ανοσοκατακρήμνιση πρωτείνης από συνολικό πρωτεϊνικό εκχύλισμα 

κυττάρων ζύμης. 

Η απομόνωση συνολικού πρωτεϊνικού εκχυλίσματος έγινε αφού τα κύτταρα ζύμης λυθούν 

σε διάλυμα λύσης. Στο διαλυτό υπερκείμενο προστίθεται ορρός σε αναλογία 1:10 

(ορρός:υπερκείμενο) και το δείγμα επωάζεται 1-2 ώρες στους 4°C. Προστίθεται πρωτεΐνη Α 

συνδεδεμένη σε σφαιρίδια σεφαρόζης (Pharmacia) σε αναλογία 3:10 και το δείγμα 
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αναδεύεται για 1 ώρα στο coldroom. Με φυγοκέντρηση στις lOOOOrpm για 5 λεπτά 

απομακρύνονται το ίζημα με τις μη ειδικά συνδεδεμένες πρωτεΐνες και το υπερκείμενο 

υποββάλεται στην ίδια διαδικασία χρησιμοποιώντας τον ειδικό αντιορρό εναντίον της 

πρωτεΐνης ενδιαφέροντος. Οι επωάσεις όμως με τον ειδικό αντιορρό διαρκούν 12 και 2-3 

ώρες αντίστοιχα. Το σύμπλοκο πρωτεϊνης-αντισώματος, συνδεδεμένο με πρωτεΐνη Α, 

συλλέγεται με φυγοκέντρηση στις lOOOOrpm για 5 λεπτά και το σύμπλοκο πλένεται φορές με 

διάλυμα λύσης και στη συνέχει αποσυγκροτείται, αφού κατεργαστεί με διάλυμα Laemli και 

2 λεπτά σε νερό που βράζει. Τα σφαιρίδια σεφαρόζης απομακρύνονται με φυγοκέντρηση και 

το διαλυτό υπερκείμενο διαχωρίζεται ηλεκτροφορητικικά σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης-

SDS9. Το ανοσοσύμπλοκο πριν την αποσυγκρότηση μπορεί να υποβληθεί σε αντίδραση 

κινάσης255. 

διάλυμα λύσης 

lOmM Tris-Ci pH 8 

150mM NaCl 

0.1% Triton X 100 

0.05% SOS 

Αντίδραση κινάσης σε ανοσοσΰμπλοκα. 

Τα ανοσοσύμπλοκα που προκύπτουν από την ανοσοκατακρύμνιση με τον ειδικό 

αντιορρό πλένονται διαδοχικά με 1ml από τα διαλύματα Ι, II, III. Στο τελικό ίζημα 

προσθέτεις 30μλ διαλύματος III, γ32Ρ-ΑΤΡ και κρύο ΑΤΡ και αφήνεται το δείγμα να 

επωαστεί στους 30°C για 30-60 λεπτά255. Η αντίδραση σταματάει με την προσθήκη EDTA 

και ακολουθεί η αποσυγκρότηση του συμπλόκου και η ηλετροφορητική ανάλυση των 

προϊόντων όπως έχει ήδη περιγραφεί. 

διάλυμα Ι διάλυμα II διάλυμα III 

50mM Tris-Cl pH 8 διάλυμα I + διάλυμα I + 

5mM EDTA 0.1 % SDS 5mM MgCl2 

ImM DTT 0.5% δεοξυχολικό (DOC) 

ImM PMSF 1.0% TritonX-100 

Προσδιορισμός της ενεργότητας της β-Γαλακτοσιδάσης. 

Καλλιέργεια 5 ml στελέχους, μετασχηματισμένου μέ φορέα που φέρει το Lac-Z γονίδιο, 

οπτικής πυκνότητας <1/0.8 στα 550nn (OD 550), φυγοκεντρείται και το κύτταρα 
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επαναιωρούνται σε 0.6 ml διαλύματος που περιέχει: 

60 mM Na 2 HP0 4 . 

40 mM NaH 2 P0 4 

lOmMKCl. 

1 mM Mg2S04 

50 mM β-Μερκαπτοαιθανόλη 

Προστίθενται 50λ διαλύματος 0.1% SOS και ΙΟΟλ χλωροφόρμιο και το δείγμα αναμιγνύεται 

με vortex για 15 δευτερόλεπτα. Προθερμαίνεται στους 28-30°C και προστίθενται 200λ 

διαλύματος ONPG (χρωμοφόρο, τεχνιτό υπόστρωμα της β-γαλακτοσιδάσης). Η αντίδραση 

διαρκεί 15-30 λεπτά στην ίδια θερμοκρασία και τερματίζεται με 300λ διαλύματος IM 

Na 2C03 -Το δείγμα φυγοκεντρείται και μετρείται η οπτική του πυκνότητα στα 420nm 

(OD420). Το επίπεδο ενεργότητας β-γαλακτοσιδάσης υπολογίζεται ως εξής12: 

ß-Gal Units= OD (420) x 1000/OD (550) χ V χ t 

V= ο όγκος της καλλιέργειας σε ml. 

t= ο χρόνος της αντίδρασης σε λεπτά. 

Μελέτη της διαδικασίας ωρίμανσης και συσσώρευσης ριβοσωμικού 

RNA. 

Η μελέτη έγινε με τρεις τρόπους300: 

α. Με απομόνωση ολικού RNA από κύτταρα ζύμης και διαχωρισμό σε gel αγαρόζης 1.5%, 

παρουσία EtBr. Τα rRNAs ξεχωρίζουν, λόγω της μεγάλης περίσσειας σε σχέση με τα 

υπόλοιπα μόρια RNA. 

β. Με την χρήση ραδιενεργού Ι.-[μεθυλ-3Η]-μεθειονίνης46. Σε κύτταρα gcn2, leu2-2, ura3-52 

έγιναν οι ακόλουθοι μετασχηματισμοί: 

pRS315 + pRS316 

pRS315+Yep352-13 

Δ3-13 + Δ3-24 

Υγρές καλλιέργειες αναπτύχθηκαν ο/ n μέχρι OD (550 nm) 0.8 έως 1.0. Για να 

χρησιμοποιηθεί ο ίδιος αριθμός κυττάρων από τις τρεις καλλιέργειες, έγινε κανονικοποίηση 

των όγκων με βάση τις τιμές της απορρόφησης. 2 ml από κάθε καλλιέργεια επωάστηκαν 

(pulse) με 0.1 mCi ί-[μεθυλ-3Η]-μεθειονίνη για 5 min. Το μισό από το κυτταρικό 

εναιώρημα φυγοκεντρήθηκε και κρατήθηκε στους -80°C. Το υπόλοιπο επωάστηκε με μη 

ραδιενεργό ("ψυχρή, cold) L-μεθειονίνη σε συγκέντρωση 100 μg/ ml για 15 min (chase). 
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Απομονώθηκε RNA από τα 6 δείγματα (όπως και στην περίπτωση (α)), αποδιατάκτηκε με 

φορμαλδεύδη (Sambrook et al 1989), βάφτηκε με EtBr και διαχωρίστηκε ως προς το 

μέγεθος σε gel αγαρόζης 1.5%(w/v), το οποίο περιέχει 2.2 Μ φορμαλδεΰδη, 40 raM MOPS 

(pH 7), 10 mM CH3COONa και 1 mM EDTA. To gel φωτογραφήθηκε κάτω από UV και στη 

συνέχεια υπέστη επεξεργασία για φθορισμογραφία με En3Hance (NEN/Dupont) και εξετέθη 

σε φιλμ Kodak X-Omat για 10 εως 48 h στους -80°C, ώστε να εντοπιστούν οι ζώνες των 

rRNAs. Η σημασμένη στο μεθύλιο μεθειονίνη ραδιοσημαίνει τα RNA μόρια, λόγω της 

μεθυλίωσης που υπόκεινται αυτά. Η σήμανση δεν είναι ειδική για τα rRNAs, όμως αυτά 

ξεχωρίζουν, επειδή βρίσκονται σε μεγάλη ποσότητα265'266. 

γ. Προκειμένου να μελετηθούν το 5.8S rRNA και τα πρόδρομα του, ένα μέ-ρος από τα 

δείγματα RNA που απομονώθηκε απο το πείραμα β αποδια-τάκτηκε με ουρία, βάφτηκε με 

EtBr και διαχωρίστηκε σε gel, που περιέχει 5%(w/v) πολυακρυλαμίδη και 7%(w/v) ουρία. Το 

gel φωτογραφήθηκε στο UV και στην συνέχεια υπέστη επεξεργασία En3Hance (ΝΕΝ/ 

Dupont) και εξετέθη σε φιλμ X-Omat για 10 έως 48 h, στους -80°C. 

Ανίχνευση πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων με χρήση συντήξεων με την S 

Τρανσφεράση της Γλουταθειόνης (GST). 

Οι χιμερικές πρωτεΐνες εκφράστηκαν στην E. coli και καθαρίστηκαν όπως περιγράφεται 

στην αναφορά 12. Η αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών αυτών με άλλες κατασκευασμένες και 

ραδιενεργά σημασμένες in vitro, διεξήχθηκε όπως περιγράφεται στην αναφορά 299. 

In vitro σύνθεσης μεγάλης ποσότητας RNA. 

Η σύνθεση έγινε χρησιμοποιώντας την RNA πολυμεράση SP6 (Promega). Η πολυμεράση 

αναγνωρίζει τον αντίστοιχο υποκινητή πίσω από τον οποίο είναι κλωνοποιημένα τα 

γονίδια ενδιαφέροντος. Το DNA που χρησιμοποιείται ως εκμαγείο πρέπει να είναι 

γραμμοποιημένο κατά προτίμηση με ένζυμα περιορισμού, που απελευθερώνουν 5' 

προεξέχοντα ή τυφλά άκρα. Η αντίδραση όγκου ΙΟΟμΙ γίνεται στο διάλυμα μεταγραφής και 

περιέχει 2 ^ g γραμμοποιημένου DNA, 1 μονάδα/μΐ αναστολέα ριβονουλεασών (RNasin), 

1.5 mM από κάθε ριβονουκλεοτίδιο, lOmM DTT και 10-20 μονάδες πολυμεράση. Η επώαση 

γίνεται για 1-2 ώρες στους 38-39°C. Η απόδοση της αντίδρασης είναι 5-10μ§ RNA^g DNA. 

Ακολουθεί επώαση 1-2 μονάδες/^ DNA δεοξυριβονουκλεάση ελεύθερη ριβονουκλεασών, 

εκχύλιση με φαινόλη-χλωροφόρμιο και κατακρήμνιση του RNA με αιθυλική αλκοόλη12. Το 

RNA χρησιμοποιήθηκε για in vitro μετάφραση. 
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Αντίδραση σύνδεσης πρωτε'ι'νης-ΡΝΑ. 

OL αντιδράσεις έγιναν όπως περιγράφεται από τους Hope and Struhl με τη διαφορά ότι η 

πρωτεΐνη GCN4 παράχθηκε σε in vitro σύστημα δικτυοκυττάρων κουνελιού129. 

Περιορισμένη πρωτεόλυση συμπλοκών ΡΝΑ-πρωτεϊνης, 

Η διακικασία αυτή εφαρμόστηκε για την αποκάλυψη μεταβολών ση διαμόρφωση μιας 

πρωτεΐνης που έχει την ικανότητα να συνδέεται στο DNA, όταν αυτή συνδεθεί μ' αυτό και 

μάλιστα σε ποικιλία στόχων. Αρχικά η πρωτεΐνη που έχει συντεθεί και σημανθεί 

ραδιενεργά in vitro αφήνεται να αλληλεπιδράσει με την DNA αλληλουχία που αποτελεί το 

στόχο της. Η αντίδραση σύνδεσης γίνεται όπως έχει περιγραφτεί παραπάνω. Κατόπιν η 

αντίδραση μοιράζεται σε πέντε μέρη τα οποία αφήνονται να επιδράσουν με διάφορες 

συγκεντρώσεις πρωτεολυτικού ενζύμου (0-20ngA) (χρησιμοποιήθηκε η Τρυψίνη και η 

Χυμοτριψίνη)282. Μετά από χρόνο πέντε λεπτών, η αντίδραση τερματίζεται με προσθήκη 

PMSF σε τελική συγκέντρωση ImM. Ακολουθεί ανάλυση των προϊόντων της αντίδρασης είτε 

σε αποδιατακτικό είτε σε μη αποδιατακτικό πήκτωμα ακρυλαμίδης. 

Ανάλυση γενικής πολυσωμικής κατατομής. 

Κύταρα ζύμης σε καλλιέργεια όγκου 50ml αναπτύσσονται μέχρι οπτική πυκνότητα 1/0.5-0.8 

και κατόπιν προστίθεται κυκλοεξιμίδιο σε τελική συγκέντρωση 50γ/πι1, καθώς επίσης και 

10ml πάγου. Το κυκλοεξιμίδιο είναι ισχυρός αναστολέας της μεταφραστικής επιμήκυνσης. 

Η προσθήκη του σε συνδυασμό με την ακαριαία ψύξη των κυττάρων παρεμποδίζει την 

εξέλιξη οποιασδήποτε μεταφραστικής διεργασίας κατά τη διάρκεια του πειράματος. Αφού 

τα κύτταρα παραμείνουν σε παγόλουτρο επί 5 λεπτά φυγοκεντρούνται στους 4 βαθούς (5 

λεπτά στις 5000rpm). Τα κύτταρα πλένονται με διάλυμα κυκλοεξιμιδίου της ίδιας 

συγκέντρωσης που επίσης έχει ψυχθεί στην ίδια θερμοκρασία. Αιωρούνται σε 0.7ml 

διαλύματος που περιέχει: 

Tris-HCl pH 7.5 lOmM 

Χλωριούχο Νάτριο lOOmM 

Χλωριούχο Μαγνήσιο 30mM 

Κυκλοεξιμίδιο 50γ/πι1 

Ηπαρίνη 200μ§/ιχι1 

Αναμιγνύονται με ίσο όγκο σφαιριδίων γυαλιού διαμέτρου 450-500 μικρών και 

αναταράσσονται σιχυρά (vortex) επί 2 λεπτά στους 4 βαθμούς. Το δείγμα φυγοκεντρείται 
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στις lOOOOrpm επί 10 λεπτά και συλλέγεται το υπερκείμενο που αποτελεί το 

κυτταροπλασματικό εκχύλισμα και είναι απαλλαγμένο πυρήνων, μεμβρανών και 

μιτοχονδρίων. Το εκχύλισμα επιστιβάζεται σε 7-47% κλίση συγκέντρωσης σουκρόζης, η 

οποία παρασκευάζεται ως εξής: 

Tris-Acetate pH 7.5 50mM 

Χλωριούχο Αμμώνιο 50mM 

Χλωριούχο Μαγνήσιο 12mM 

αναμιγνύονται με τη κατάλληλη συσκευή (Gradient maker), έτσι ώστε να δημιουργηθεί 

γραμμική διαβάθμιση συγκέντρωσης σουκρόζης, σε σωληνίσκο συμβατό με την κεφαλή 

SW41 της υπερφυγοκέντρου Beckman L8. Το δείγμα φυγοκεντρείται στις 40000rpm επί 1.5 

ώρες στους 4 βαθμούς Κελσίου. Στη συνέχεια το περιεχόμενο του σωληνίσκου ρέει με την 

βοήθεια περισταλτικής αντλείας σε φωτομετρική κυψελλίδα συνδεδεμένη με σύστημα 

καταγραφέα. Η συσκευή (UV monitor, Pharmacia model sex3q) έχει τη δυνατότητα να 

μετρά την απορρόφηση του δείγματος στα 250 νανόμετρα και παράλληλα να την 

αποτυπώνει γραφικά σε συνάρτηση του χρόνου ροής. Η καμπύλη που προκύπτει 

αντιπροσωπεύει την συγκέντρωση μορίων RNA κατά μήκος της κλίσης σουκρόζης298. 

Οι τρείς πρώτες κορυφές απορρόφησης αντιστοιχούν στα κλάσματα που περιέχουν 

40S και 60S ελεύθερες ριβοσωμικές υπομονάδες και 80S ριβοσωμικά σύμπλοκα. Οι κορυφές 

που εμφανίζονται στην συνέχεια αντιστοιχούν σε δισωμάτια, τρισωμάτια κ.λ.κ. 

Ανάλυση της πολυσωμικής κατανομής μορίου mRNA σε κλίση 

σουκρόζης. 

Η πλασμάτωση του κυτταροπλασματικού εκχυλίσματος γίνεται με το τρόπο που περιεγράφη 

πιο πάνω, μέχρι το στάδιο της υπερ-φυγοκέντρησης. Κατόπιν το δείγμα συλλέγεται σε 18 

κλάσματα των 0.7ml και στο κάθε πλάσμα προστίθενται 50λ διαλύματος 20% SDS. Κάθε 

δείγμα εκχυλίζεαι με φαινόλη Sevag και το RNA κατακρημνίζεται με αιθυλική αλκοόλη298. 

Το RNA διαχωρίζεται ηλεκτροφορητικά σε πήκτωμα αγαρόζης-φορμαλδεύδης, μεταφέρεται 

σε φίλτρο Gene-Screen και υβριδοποιείται με ραδιο-ανιχνευτή συμπληρωματικό του 

μηνύματος του οποίου η κατανομή αναλύεται. 
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Μεταλλαζογένεση με EMS. 

Η μεταλαξογένεση έγινε όπως περιγράφεται από τους Guthrie και Fink στις αναφορές 103 

και 200. 

Μεταλλαξογένεση DNA in vitro, με Υδροξυλαμίνη. 

Η μέθοδος που εφαρμόστηκε περιγράφεται στην αναφορά 246. 

* * S ^ ^ "^tf^. # Ν ^ 4 ^ . * Ν ^ ^ . *^^#^. 



ΙΚΕΦΑΑΑΙΚΡ 
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ϋΙΕ#ΑΑΑΠ(Ρ % 
α) Εισαγωγή στη γονιδιαχή ρύθμιση 

Γενικότητες 
Η πληροφορία για τη συγκρότηση και τη λειτουργία οποιουδήποτε κυττάρου 

αλλά και οργανισμού, εδράζεται στο γενετικό του υλικό. Η μη αυθαίρετη αλλά 

ρυθμιζόμενη χρονικά και τοπικά, έκφραση της πληροφορίας αυτής εξασφαλίζει τη 

σωστή εκτέλεση διαδικασιών όπως η οντογένεση, η ομοιόσταση και η αναπαραγωγή. 

Συνεπώς η αντίληψη και η περιγραφή της ρύθμισης αυτής είναι απο τα σημαντικότερα 

ζητήματα που αφορούν την κατανόηση του φαινομένου της ζωής. Το θέμα αυτό 

αποτέλεσε το αντικείμενο έντονης μελέτης τα τελευταία τριάντα χρόνια ώστε να έχει 

συσσωρευτεί μεγάλος όγκος πληροφορίας σχετικής με τη ρύθμιση πάρα πολλών 

γονιδίων σε ενα ευρύ φάσμα οργανισμών. 

Είναι δυνατό να γίνει διαχωρισμός της πληροφορίας αυτής, σε εκείνη που αφορά 

τη φυσιολογία της ρύθμισης, ποια δηλαδή ερεθίσματα προκαλούν ή συντηρούν ενα 

συγκεκριμένο πρότυπο ρύθμισης, και σε εκείνη που αφορά τη μηχανική της. Με το 

τελευταίο περιγράφεται η γνώση του μοριακού μηχανισμού με τον οποίο επιτυγχάνεται 

το πρότυπο αυτό. Και οι δυο παραπάνω παράμετροι είναι σημαντικές για την 

ολοκλήρωση μιας συνεπούς εικόνας σχετικής με τη γονιδιακή έκφραση. Επειδή μάλιστα 

στα βιολογικά συστήματα οποιασδήποτε κλίμακας, μια λειτουργία υπαγορεύει, 

καθορίζει τη δομή που θα τη διεξάγει και αντίστροφα μια συγκεκριμένη δομή 

αντανακλά τη λειτουργία για την οποία έχει κατασκευαστεί, οι δυο αυτές παράμετροι 

αλληλοσυμπληρώνονται και ακόμα αλληλοεπιβεβαιώνονται. 

Ειδόμενες στο πλαίσιο αυτό κάποιες φαινομενικά αυθαίρετες επιλογές των 

ζωντανών συστημάτων, εντάσσονται πλέον σε μια λογικά συνεπή θεώρηση. Η 

κατανόηση του μηχανισμού με τον οποίο επιτυγχάνεται η γονιδιακή ρύθμιση και η 

συσχέτιση του με τις εκάστοτε επιταγές τις φυσιολογίας, είναι η προσέγγιση εκείνη που 

μετέτρεψε τη Βιολογία απο περιγραφική και φαινομενολογική, σε θετική επιστήμη. Η 

μελέτη απλών αρχικά συστημάτων έχει δώσει την δυνατότητα να διακριθεί μια 

οικονομία στους τρόπους επίτευξης της γονιδιακής ρύθμισης που αφορά διαδικασίες 

χωρίς προφανή φυσιολογική συσχέτιση. Το γεγονός αυτό δίνει το δικαίωμα επέκτασης 

και γενίκευσης των συμπερασμάτων και σε πιο περίπλοκα συστήματα ανωτέρων 

εξελικτικά οργανισμών, τα οποία δεν είναι το ίδιο προσιτά σε τέτοιες προσεγγίσεις. 

Ο έλεγχος της έκφρασης ενός γονιδίου, είναι δυνατό να ασκείται σε ένα απο τα 

στάδια που περιλαμβάνει η διαδοχή των γεγονότων για την αποκωδικοποίηση της 

γενετικής πληροφορίας. Δηλαδή κατά την αντιγραφή, τη μεταγραφή, μετα-

μεταγραφικά, κατά τη μετάφραση και τέλος μετα-μεταφραστικά. 
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Η ομοιόσταση ως παράδειγμα δυναμικής κατάστασης 

Οι οργανισμοί, είτε μονοκύταροι είτε πολυκύτταροι, απο τα πρώτα στάδια της 

ζωής τους βρίσκονται σε συνεχή αλληλεπίδραση με το περιβάλλον τους, το οποίο τις 

περισσότερες φορές δεν είναι αυστηρά καθορισμένο αλλά υπόκειται σε συνεχείς 

αλλαγές. Υφίσταται, επομένως, ενα είδος δυναμικής κατάστασης ανάμεσα στους 

οργανισμούς και το μεταβαλλόμενο περιβάλλον. Δηλαδή υπάρχει η αναγκαιότητα για 

προσαρμογή της λειτουργίας του οργανισμού στις εκάστοτε συνθήκες, με σκοπό όμως τη 

διατήρηση ενός σταθερού εσωτερικού μικροπεριβάλλοντος που να επιτρέπει τη 

διεξαγωγή βασικών βιοχημικών διαδικασιών προκειμένου να επιβιώσει ο οργανισμός. 

Ολοι οι οργανισμοί είναι θερμοδυναμικά ανοικτά συστήματα, ανταλλάσουν 

δηλαδή ενέργεια και ύλη με το περιβάλλον τους. Παρόλα αυτά έχουν τη δυνατότητα να 

απομονώνονται ώστε να κατορθώνουν να διατηρούν μια σταθερή εσωτερική κατάσταση. 

Αποτελεί κοινό χαρακτηριστικό των οργανισμών απο τους απλούστερους ως τους πιο 

εξελιγμένους, η κατοχή ομοιοστατικών μηχανισμών που διεκπεραιώνουν την ανάγκη της 

διατήρησης της σταθερής αυτής κατάστασης. Οι ομοιοστατικοί μηχανισμοί στο σύνολο 

τους, και αυτοί που απαντούν στα βιολογικά συστήματα και αυτοί που εξοπλίζουν 

ανθρώπινες επινοήσεις, αποτελούν διατάξεις αρνητικής ανάδρασης. 

Μια ομοιοστατική απόκριση περιλαμβάνει τρία διακριτά στάδια: 

α) Αντίληψη της μεταβολής ενός εξωτερικού προς το σύστημα παράγοντα που τείνει 

να τροποποιήσει μια εσωτερική παράμετρο. 

β) Ολοκλήρωση της πληροφορίας του πρώτου σταδίου, καθορισμός της φύσης της 

και ενεργοποίηση ανάλογων με την περίπτωση τελεστών που θα δράσουν κατά το τρίτο 

στάδιο. 

γ) Εκτέλεση των απαραίτητων λειτουργιών ώστε να επιτευχθεί προσαρμογή στις 

νέες συνθήκες. 

Οπως μπορεί να διακριθεί, η διεξαγωγή των δυο τελευταίων σταδίων απο ενα 

οργανισμό είναι δυνατό να περιλαμβάνει ρύθμιση της έκφρασης των σχετικών γονιδίων. 

Πραγματικά, μελέτες που έχουν γίνει σε ευρύ φάσμα οργανισμών, δείχνουν οτι ενα 

εκτεταμένο μέρος της γονιδιακής ρύθμισης αφορά ομοιοστατικούς μηχανισμούς. 

Προκειμένου να προσαρμοστεί στο περιβάλλον ένας οργανισμός καταστέλει ή 

ενεργοποιεί ενα σύνολο γονιδίων, πολλές φορές με διαδοχή αρκετών βημάτων όπου η 

κατάσταση της έκφρασης ενός γονιδίου καθορίζει την κατάσταση της έκφρασης άλλων. 
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Η παρακολούθηση των γεγονότων που συνιστούν μια ομοιοστατική απόκριση στο 

μοριακό επίπεδο μπορεί να εξασφαλίσει τον καθορισμό των αλληλεπιδράσεων μεταξύ 

γονιδίων φαινομενικά ασύνδετων και να τα εντάξει σε μια λειτουργική ομάδα. Μπορεί 

τέλος να ρίξει φως στους μηχανισμούς που κρύβονται κάτω απο την ικανότητα 

προσαρμογής στο περιβάλλον, αποκαλύπτοντας ίσως ενα κοινό σύνολο κανόνων που 

διέπουν τέτοιες διαδικασίες. 



Το σύστημα γενικού ελέγχου της βιοσύνθεσης των 
αμινοξέων στο σακχαρομύκητα 

Στους προκαρυωτικούς οργανισμούς η έκφραση των γονιδίων που εμπλέκονται 

στο μεταβολισμό ρυθμίζεται απο ειδικούς και γενικούς μηχανισμούς ελέγχου. Ειδικοί 

έλεγχοι ασκούνται στην ρύθμιση της έκφρασης δομικών γονιδίων τα οποία είναι 

υπεύθυνα για το μεταβολισμό ενός αμινοξέος, σακχάρου ή νουκλεοτιδίου, ενώ οι 

γενικοί μηχανισμοί ελέγχου ασκούνται σε ένα σύνολο ειδικών ελέγχων με σκοπό την 

ισόρροπη λειτουργία του κυττάρου. 

Τέτοιοι μηχανισμοί γενικού ελέγχου έχουν παρατηρηθεί και στους μύκητες και 

καλύπτουν ένα μεγάλο μέρος του μεταβολισμού τους. Στον S.cerevisiae, 

παρατηρήθηκε οτι έκφραση ενός μεγάλου αριθμού καταβολικών ενζύμων 

καταστέλλεται παρουσία γλυκόζης29·102· 9°· 18°. Στην Ν. crassa^4' στον Α. nidulans101 

και στον 5. cerevisiae παρατηρήθηκε οτι η έλειψη ενός αμινοξέος απο το θρεπτικό 

τους μέσο έχει σαν αποτέλεσμα την επαγωγή της έκφρασης ενζύμων τα οποία 

ενέχονται στην βιοσύνθεση των περισσότερων αμινοξέων 7 1- 6 9 · 2 2 8. Η απόκριση αυτή 

επιτυγχάνεται με ένα σύστημα μηχανισμών το οποίο ονομάστηκε σύστημα γενικού 

ελέγχου της βιοσύνθεσης των αμινοξέων. Η μελέτη του συστήματος έχει γίνει, 

εκτεταμένα στην ζύμη και δίνει απαντήσεις σε ερωτήματα σχετικά με την έκφραση της 

γενετικής πληροφορίας στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς, εναρμονισμένης στις 

εκάστοτε περιβαλλοντικές συνθήκες2 1 6·3 1 9. 

Η έλλειψη έστω και ενός αμινοξέος απο το θρεπτικό μέσο όπου αναπτύσσεται ο 

σακχαρομυκητας έχει σαν αποτέλεσμα την επαγωγή της μεταγραφής ασύνδετων, 

μεταξύ τους γονιδίων, τα οποία κωδικοποιούν ένζυμα για την βιοσύνθεση των 

περισσότερων αμινοξέων122. Η επαγωγή αυτών των ενζύμων υπόκειται στην ρύθμιση 

ενός γενικού ελέγχου, τον γενικό έλεγχο της βιοσύνθεσης των αμινοξέων119. 

Η μεταφορά των αμινοξέων απο το εξωτερικό περιβάλλον στο εσωτερικό του 

κυττάρου γίνεται απο ειδικές, για κάθε αμινοξύ και γενικές, για όλα τα αμινοξέα, 

περμεάσες. Μετά την εισαγωγή τους στο κύταρο, ενα μικρό ποσοστό απο τα αμινοξέα 

παραμένει στο κυτταρόπλασμα ενω τα περισσότερα κατευθύνονται και 

αποθηκεύονται στα χυμοτόπια όπου παραμένουν μεταβολικά ανενεργά314. Η 

αναλογία των αμινοξέων που βρίσκονται στο κυτταρόπλασμα σε σχέση με τα 

αμινοξέα που βρίσκονται στο χυμοτόπιο είναι σταθερή198. Η έλλειψη απο το 

κυτταροπλασματικό απόθεμα ή η αλλαγή της αναλογίας μεταξύ κυτταροπλασματικού 

και χυμοτοπικού αποθέματος αμινοξέων, ίσως αποτελεί το έναυσμα για την 

ενεργοποίηση του γενικού ελέγχου βιοσύνθεσης των αμινοξέων. 



Στον γενικό έλεγχο συμμετέχουν τα γονίδια GCN σαν θετικοί και τα GCD σαν 

αρνητικοί ρυθμιστές211-109.209 (Σχήμα 2.ΙΑ). Τα γονίδια GCN (General Control Non 

derepressible) είναι τουλάχιστον 5 1 0 6 · 1 0 7 · 1 1 9 . Τα GCN 1,2,3,4 και 5. Απο τα 5 αυτά 

γονίδια, με βιοχημική και γενετική ανάλυση δείχθηκε οτι το Gcn4 επάγει άμεσα την 

μεταγραφή των βιοσυνθετικών ενζύμων11' 6 5 > 2 0 5 , ενώ τα υπόλοιπα συμμετέχουν στην 

θετική ρύθμιση της έκφρασης αυτού του γονιδίου στο επίπεδο της μετάφρασης του 

μυνήματος του 1 1 8 . Μεταλλαγή σε ένα απο τα παραπάνω γονίδια έχει σάν 

αποτέλεσμα να μην πραγματοποιείται η επαγωγή της μεταγραφής των γονιδίων 

βιοσύνθεσης των αμινοξέων70. Ο φαινότυπος των gen μεταλλαγών παρουσιάζεται με 

την μη δυνατή ανάπτυξη του σακχαρομύκητα σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 

συναγωνιστικούς αναστολείς των βιοσυνθετικών ενζύμων, όπως την 3-αμινο 1,2,3-

τριαζόλη (3-ΑΤ), η οποία ανταγωνίζεται το προϊόν του γονιδίου HIS371. Στο γεγονός 

αυτό βασίστηκε και η απομόνωση των μεταλλαγών αυτών. Οι μεταλλαγές gen δηλαδή 

επιλέχθηκαν μετά απο μεταλαξογένεση με την επίδραση υπεριώδους ακτινοβολίας 

(UV) σε κύτταρα σακχαρομύκητα ώστε πλέον αυτά να μην είναι ικανά να 

πολλαπλασιαστούν σε συνθήκες έλλειψης αμινοξέων. 

Αρνητικοί παράγοντες για την έκφραση του GCN4 γονιδίου αποτελούν τα 

προϊόντα των γονιδίων GCD 1, 3, 5, 10, 12109' 1 1 0 ' 1 1 9 . Μεταλλαγή σε ένα απο τα 

παραπάνω γονίδια έχει σάν αποτέλεσμα την συνεχή επαγωγή της μεταγραφής των 

γονιδίων των βιοσυνθετικών ενζύμων83' 1 0 1 . Οι ged τύπου μεταλλαγές είναι 

επιστατικές στις gen (εκτός απο την μεταλλαγή gcn4)119. Οι πρωτεΐνες που 

κωδικοποιούν τα GCD γονίδια έχουν και άλλες λειτουργείες εκτός απο την 

συμμετοχή τους στον γενικό έλεγχο της βιοσύνθεσης των αμινοξέων225. Για 

παράδειγμα η δράση της πρωτεΐνης Gcdl σχετίζεται τόσο με την βιοσύνθεση των 

αμινοξέων όσο και με τον κυτταρικό κύκλο και επηρεάζει τον πρωτεϊνοσυνθετικό 

μηχανισμό153. 

Απο τα γονίδια τα οποία υπόκεινται στον γενικό έλεγχο της βιοσύνθεσης των 

αμινοξέων, μέχρι τώρα έχουν μελετηθεί περίπου 30 τα οποία συμμετέχουν σε 10 

βιοσυνθετικά μονοπάτια70- 7 1 . Η επαγωγή της μεταγραφής αυτών των γονιδίων 

αρχίζει 5-10 λεπτά μετά την μεταφορά του σακχαρομύκητα απο πλούσιο σε φτωχό 

θρεπτικό μέσο και φτάνει στην μέγιστη τιμή, (2-10 φορές, ανάλογα με το 

βιοσυνθετικό ένζυμο που επάγεται), μετά απο 2-4 ώρες, οπού παραμένει σταθερή 

μέχρι την αποκατάσταση της συγκέντρωσης των αμινοξέων στο θρεπτικό μέσο70. 

Συγκριτική νουκλεοτιδική ανάλυση σε 16 απο αυτά τα γονίδια έδειξε οτι στον 
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Σγιίμα 2.1: 

Α. Ιεράρχιση των ρυθμιστικών παραγόντων του γενικού ελέγχου 

βιοσύνθεσης αμινοξέων, με βάση τις επιστατικές σχέσεις σε διπλά 

μεταλλαγμένα στελέχη. 

Τα βέλη με σημείο (+) δηλώνουν ενεργοποιητική δράση, ενώ οι μπάρες με το σημείο (-) 

δηλώνουν κατασταλτική δράση. 

Β. Το μονοπάτι ενεργοποίησης της βιοσύνθεσης των αμινοξέων μέσω της 

κινάσηςΟ<:η2 και της πρωτεΐνης Gcn4 . 



υποκινητή τους βρίσκεται, σε μία ή περισσότερες επαναλήψεις, το επτανουκλεοτίδιο 

5'-TGACTCA-3'119. Καταστροφή αυτής της αλληλουχίας με μεταλλαγές, έχει σαν 

αποτέλεσμα τά γονίδια να μην υπόκεινται πλέον σε μεταγραφική επαγωγή όταν ο 

σακχαρομύκητας βρεθεί σε φτωχό θρεπτικό μέσο116. Αντίθετα, ένθεση αυτής της 

αλληλουχίας στον υποκινητή γονιδίων που δέν ελέγχονται απο το σύστημα, είχε σαν 

αποτέλεσμα τα γονίδια αυτά να τεθούν κάτω απο την μεταγραφική ρύθμιση του 

γενικού ελέγχου βιοσύνθεσης αμινοξέων. Το επτανουκλεοτίδιο 5'-TGACTCA-3' 

αποτελεί τον πυρήνα μιας περιοχής 12 νουκλεοτιδίων η οποία είναι απαραίτητη για 

την μεταγραφική ενεργοποίηση1 1 9 , 1 1 6. 

Με πειράματα αλλαγής της ηλεκτροφορητικής κινητικότητας, (gel mobility 

shift) και με πειράματα προστασίας σε δεοξυριβονουκλεάση I (DNasel footprinting), 

δείχθηκε οτι το επτανουκλεοτίδιο αυτό αποτελεί στόχο γιά σύνδεση της πρωτεΐνης 

G c n 4 129, l27,277. 

Η επαγωγή της μεταγραφής των βιοσυνθετικών, για τα αμινοξέα, ενζύμων 

πραγματοποιείται μετά από την σύνδεση του Gcn4 στο επτανουκλεοτίδιο 5'-

TGACTCA- 3' που εντοπίζεται στον υποκινητή των αντίστοιχων γονιδίων1 1 9-1 1 6. 

Απο τα παραπάνω γίνεται προφανές οτι το σύστημα του γενικού ελέγχου της 

βιοσύνθεσης των αμινοξέων στο σακχαρομύκητα είναι δομημένο με τέτοιο τρόπο ώστε 

να περιλαμβάνει περιπτώσεις ρύθμισης της γονιδιακής έκφρασης σε επίπεδο 

μεταγραφικό, μεταφραστικό καθώς και μετα-μεταγραφικό. Αποτελεί συνεπώς ενα 

σύστημα ιδεώδες για τη μελέτη της συσχέτισης των ρυθμίσεων αυτών μεταξύ τους 

άλλα και με τις φυσιολογικές μεταβολές που επάγουν την ενεργοποίηση του 

συστήματος αυτού. Πρόκειται για ενα τυπικό σύστημα ομοιόστασης. 



β) Ο μεταφραστικός έλεγχος του γονιδίου GCN4 

Ανασκόπηση 

To GCN4 mRNA έχει μήκος 1500 βάσεων και κωδικοποιεί μία πρωτεΐνη 281 

αμινοξέων2. Η κωδική περιοχή του γονιδίου αρχίζει 580 περίπου νουκλεοτίδια απο 

το σημείο έναρξης της μεταγραφής. Στην ασυνήθιστα εκτεταμένη μή μεταγραφόμενη 

περιοχή, από την θέση 200 εως 440, υπάρχουν τέσσερα μικρά αναγνωστικά 

πλαίσια1 1 7· 1 2 1 · 2 0 7 · 2 8 6 τα οποία κωδικοποιούν 2-3 αμινοξέα88 (Σχήμα 2.2Α). 

Δείχθηκε οτι τα τέσσερα αυτά μικρά πλαίσια έχουν πολύ μεγάλη σημασία για την 

ρύθμιση της μεταφραστικότητας του GCN4 μηνύματος1· 12°· 2 0 7 · 2 0 8 · 2 1 3 · 3 1 5 · 2 9 6 . 

Καταστροφή με έλλειψη ή με σημειακές μεταλλαγές και των τεσσάρων αναγνωστικών 

πλαισίων έχει σαν αποτέλεσμα την μόνιμη και ανεξάρτητα απο θρεπτικά μέσα, 

υψηλή μεταφραστικότητα του GCN4 mRNA296· 2 9 8 . Στα φυσικού τύπου κύτταρα, η 

μεταφραστικότητα του GCN4 μηνύματος 10-πλασιάζεται μετά την μεταφορά των 

κυττάρων απο πλούσιο σε φτωχό για αμινοξέα θρεπτικό μέσο 8 1 · 1 3 7. Για την ρύθμιση 

της μεταφραστικότητας του μηνύματος, εκτός απο την 5' μη μεταφραζόμενη περιοχή 

του, είναι απαραίτητη και μια σειρά άλλων γονιδίων των οποίων τα προϊόντα δρουν 

ως θετικοί ή αρνητικοί ρυθμιστές 4 9 · 1 1 0 · 1 1 9. 

To GCN2 mRNA είναι περίπου 4.7Kb και κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη μοριακού 

βάρους 180KDa310. Στην 5' μή μεταγραφόμενη περιοχή του γονιδίου υπάρχει η 

αλληλουχία 5'-TGACTCA-3' στην οποία, με in vitro πειράματα δείχθηκε οτι 

προσδένεται η πρωτεΐνη Gcn4255. Απο την σύγκριση της αμινοξικής αλληλουχίας της 

Gcn2 πρωτεΐνης με αλληλουχίες γνωστών πρωτεϊνών βρέθηκε οτι μια περιοχή 400 

περίπου αμινοξέων έχει μεγάλη ομολογία με τις καταλυτικές υπομονάδες όλων των 

γνωστών κινασών πρωτεϊνών255. Επίσης ανάλογη ανάλυση αποκάλυψε μια περιοχή 

900 αμινοξέων προς το καρβοξυ-τελικό άκρο της, όμοια με περιοχές tRNA 

συνθετασών και ειδικότερα με αυτήν της tRNA συνθετάσης της Ιστιδίνης310· 3 1 1 

(Σχήμα 2.2Γ). Τα ένζυμα αυτά είναι υπεύθυνα για τη σύνδεση των αμινοξέων με τα 

αντίστοιχα tRNAs. Η εύρεση της ομοιότητας αυτής σε συνδυασμό με την υπόθεση οτι 

έλλειψη αμινοξέων συνεπάγεται και περίσσεια tRNAs ασύνδετων με αμινοξέα, 

οδήγησε στη διαμόρφωση της πρότασης οτι η κινάση Gcn2 είναι το μόριο που 

ανιχνεύει την έλλειψη αμινοξέων και επάγει τη μετάφραση του GCN4 mRNA310. 

Το προϊόν Gcn2 είναι απο τους πιό άμμεσους θετικούς παράγοντες ρύθμισης της 

έκφρασης του GCN4, αφού μεταλλαγές του έχουν σαν αποτέλεσμα την μείωση της 

μεταφραστικότητας του GCN4 μηνύματος ακόμα και σε πλούσια θρεπτικά μέσα. Στο 
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Σχήμα 2.2: Απεικόνηση δομών. 

Α. Δομή του φυσικού τύπου μηνύματος του GCN4. 

Β. Μια απλοποιημένη εκδοχή του Α, το ίδιο καλά λειτουργική. 

Γ. Η δομή της πρωτεΐνης Gcn2. 

f<l 



σύστημα γενικού έλεγχου φαίνεται οτι η κιναση Gcn2 διατηρεί υψηλή την μετάφραση 

του GCN4 mRNA ενω το προϊόν Gcn4 επάγει την μεταγραφή του γονιδίου GCN2255. 

Αυτό το κύκλωμα θετικής ανάδρασης που υφίταται ανάμεσα στα δυο γονίδια 

διατηρεί και ενισχύει την απόκριση στην έλλειψη αμινοξέων (Σχήμα 2.IB). Πώς όμως 

η Gcn2 πρωτεΐνη επιδρά στη μετάφραση του GCN4 mRNA; 

Σύμφωνα με την τρέχουσα άποψη για την έναρξη της μετάφρασης, η 40S 

ριβοσωμική υπομονάδα159 συνδέεται αρχικά με το 5' άκρο του mRNA, φέροντας το 

εναρκτήριο tRNA Μεθιονίνης και στη συνέχεια σαρώνει προς το 3' ώσπου να 

εντοπίσει το κωδικό έναρξης AUG4' 30- 6 6 , 7 8 > 1 9 7 · 2 2 1 > 2 2 7 . Κατόπιν συνδέεται με τη 

60S ριβοσωμική υπομονάδα και η μετάφραση του αναγνωστικού πλαισίου αρχίζει235· 
2 3 8 . Μετά τον τερματισμό της μετάφρασης, αφού το 80S πλέον ριβόσωμα έχει φτάσει 

σε κάποιο κωδικό λήξης (UAG, UAA, UGA), η 60S υπομονάδα αποσυνδέεται και η 

40S συνεχίζει τη σάρωση για νέο AUG ή αποσυνδέεται φτάνοντας στο τέλος του 

μηνύματος115, 1 6 8 ' 1 6 9 . Εαν στο μεταξύ συναντήσει ATG, η διαδικασία έναρξης της 

μετάφρασης επαναλαμβάνεται εφ όσον η υπομονάδα έχει φορτωθεί με το εναρκτήριο 

Met-tRNA120· 2 9 7 . Το μοντέλο αυτό της σάρωσης, και επανέναρξης σε μερικές 

περιπτώσεις, εμφανίζεται να ισχύει για τις περισσότερες περιπτώσεις της μετάφρασης 

των mRNAs 1 6 0 ' 2 0 4 > 2 4 9 . Υπάρχουν παρόλα αυτά και τεκμηριωμένες εξαιρέσεις όπου 

δεν ακολουθείται αυτός ο κανόνας114- 1 3 6 ' 168> 1 6 9 . Εκεί η 40S υπομονάδα φαίνεται 

να εισέρχεται σε κάποιο εσωτερικό σημείο στο mRNA ή και απ ευθείας πάνω στο 

εναρκτήριο ATG26· 1 4 1 · 1 6 1 · 1 6 2 · 1 9 4 · 1 9 6 · 3 1 3 . 

Εφαρμόζοντας τα παραπάνω και λαμβάνοντας υπ όψη την ιδιάζουσα δομή του 

μυνήματος του GCN4, έχει διαμορφωθεί η εξής θεώρηση για τη ρύθμιση της 

μετάφρασης του: 

α) Σε κανονικές συνθήκες όπου παρέχονται όλα τα αμινοξέα απο το θρεπτικό 

μέσο, Η 40S ριβοσωμική υπομονάδα εισέρχεται απο το 5' άκρο του mRNA, συνδεμένη 

με το εναρκτήριο tRNA Μεθιονίνης. Σαρώνει το μήνυμα μέχρι το πρώτο ή δεύτερο 

αναγνωστικό πλαίσιο όπου και συνδέεται με την 60S υπομονάδα του ριβοσώματος 

αρχίζοντας τη μετάφραση2' 4 7 . Οταν η μετάφραση ολοκληρωθεί, η 60S ριβοσωμική 

υπομονάδα αποσυνδέεται και η 40S συνεχίζει τη σάρωση πάντα προς το 3' άκρο. Στις 

συνθήκες που εξετάζονται, ο χρόνος που απαιτείται για τη σάρωση μέχρι τα επόμενα 

αναγνωστικά πλαίσια, δηλαδή το τρίτο ή το τέταρτο, επαρκεί για την επαναπρόσληψη 

Met-tRNA201. Επομένως η 40S υπομονάδα έχει την ικανότητα να αναγνωρίσει το 

εναρκτήριο κωδικό ATG των ORFs αυτών (ORF: Open Reading Frame, ανοικτό 



πλαίσιο μεταφραστικής ανάγνωσης). Η διαδικασία της αναγνώρισης διεξάγεται 

ακριβώς απο το tRNA αυτό6 6>2 5 0. 

Η σύνδεση με την 60S υπομονάδα επαναλαμβάνεται και αφού ολοκληρωθεί η 

μετάφραση του τρίτου ή τέταρτου ORF, συνεχίζει η σάρωση του μηνύματος απο την 

40S υπομονάδα. Ομως στο χρονικό διάστημα που μεσολαβεί μέχρι την μετακίνηση της 

στο στο πέμπτο αναγνωστικό πλαίσιο, δεν είναι δυνατή η επαναπρόσληψη 

εναρκτήριου tRNA Μεθιονίνης. Αυτό συμβαίνει επειδή η απόσταση ανάμεσα στο 

τρίτο και τέταρτο με το πέμπτο αναγνωστικό πλαίσιο είναι μικρή και αντίστοιχα 

μικρός είναι και ο χρόνος που απαιτείται για τη σάρωση της. 

Η απουσία του εναρκτήριου tRNA απο τη 40S υπομονάδα δεν επιτρέπει την 

αναγνώριση του κωδικού έναρξης του πέμπτου αναγνωστικού πλαισίου που είναι και 

αυτό που κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη Gcn4. Συνεπώς η 40 υπομονάδα το 

προσπερνά, αγνοόντας το, με αποτέλεσμα να μην συντίθεται η πρωτεΐνη (Σχήμα 

2.3Α). 

β) Κατά την έλλειψη έστω και ενός αμινοξέως απο το θρεπτικό μέσο, η παραπάνω 

διαδικασία τροποποιείται. Ας παρακολουθήσουμε πως. Αρχικά και στην περίπτωση 

αυτή συμβαίνει σύνδεση της 40S ριβοσωμικής υπομονάδας που ήδη φέρει εναρκτήριο 

Met-tRNA, στο 5' άκρο. Η σάρωση προς το 3' άκρο αρχίζει και ένα από τα δυο πρώτα 

αναγνωστικά πλαίσια υπόκειται και εδώ σε μετάφραση. Ομως στις συνθήκες που 

εξετάζονται, η διαδικασία επαναπρόσληψης του εναρκτήριου tRNA της Μεθιονίνης 

δεν είναι αποτελεσματική2. Το γεγονός αυτό δεν επιτρέπει την έγκαιρη 

επαναπρόσληψη Met-tRNA απο την 40S ριβοσωμική υπομονάδα κατά τη διάρκεια της 

σάρωσης προς τα αναγνωστικά πλαίσια τρία και τέσσερα. Κατά συνέπεια αυτά 

αγνοούνται απο την υπομονάδα αυτή και η σάρωση συνεχίζει προς το πέμπτο πλέον 

πλαίσιο ανάγνωσης. Η απόσταση που χωρίζει το πλαίσιο αυτό από το πρώτο ή το 

δεύτερο είναι τέτοια ώστε ο χρόνος που απαιτείται για τη σάρωση της να επαρκεί 

τώρα για την επαναπρόσληψη εναρκτήριου tRNA. Η 40S υπομονάδα είναι έτσι σε 

θέση να αναγνωρίσει το κωδικό μεταφραστικής έναρξης του πέμπτου αναγνωστικού 

πλαισίου και να ξεκινήσει τη μετάφραση του αφού συνδεθεί με την 60S υπομονάδα, 

οδηγώντας στη σύνθεση της πρωτεΐνης Gcn4 (Σχήμα 2.3Β). 

Απο την περιγραφή αυτή φαίνεται οτι σε οποιεσδήποτε θρεπτικές συνθήκες το 

μεταφραστικό εμπόδιο των δύο πρώτων αναγνωστικών πλαισίων, υφίσταται εφ όσον 

αυτά πάντα μεταφράζονται. Μάλιστα είναι απαραίτητο να προηγούνται των άλλων 

δύο για να συμβεί επαγωγή της σύνθεσης του Gcn4 σε συνθήκες έλλειψης αμινοξέων. 

Η κατστροφή ή η απομάκρυνση τους καταργεί την επαγωγή στις συνθήκες αυτές. 
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Σχήμα 2.3: Η σάρωση του GCN4 mRNA. 

Α. Σε συνθήκες όπου παρέχονται όλα τα αμινοξέα. 

Β. Οταν απουσιάζει έστω και ένα αμινοξύ από το θρεπτικό μέσο. 
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Κατά κάποιο τρόπο, έχουν επομένως θετική επίδραση στη μετάφραση του GCN4 

mRNA251. Επίσης και στις δυο περιπτώσεις η σάρωση ξεκινάει απο το 5' άκρο του 

mRNA. Το γεγονός που εμφανίζεται να είναι ρυθμιζόμενο είναι η μετάφραση ή μη 

των αναγνωστικών πλαισίων τρία και τέσσερα. Σε κανονικές συνθήκες αυτά 

μεταφράζονται, ενώ δε συμβαίνει κάτι τέτοιο σε συνθήκες έλλειψης αμινοξέων (Το 

μοντέλο που αναλύθηκε εδω σκιαγραφείται στο σκαρίφημα της σελίδας ). Το τί θα 

συμβεί στο πέμπτο αναγνωστικό πλαίσιο, είναι απλή συνέπεια του τί θα γίνει στα δυο 

προηγούμενα. Η μετάφραση τους αποκλείει την μετάφραση του πέμπτου, αντίθετα η 

μή αναγνώριση τους την επιτρέπει. 

Στο σημείο αυτό θα πρέπει να δοθούν ορισμένες διευκρινίσεις: 

α) Θα πρέπει να ειπωθεί οτι κατά την παρουσίαση του μοντέλου αυτού τα πλαίσια 

ένα και δύο, καθώς και τα τρία και τέσσερα αντιμετωπίστηκαν ως εννιαία, 

λειτουργικά. Κάτι τέτοιο είναι νόμιμο γιατί είναι πολύ κοντά μεταξύ τους και ακόμα 

έχει δειχτεί ότι είναι δυνατό να τεθεί κάτω απο μεταφραστικό έλεγχο το πέμπτο 

αναγνωστικό πλαίσιο, όταν προηουνται αυτού μονό δυο άλλα μικρά2- 2 5 1 . Ενα στη 

θέση του πρώτου ζεύγους και ενα στη θέση του δευτέρου (Σχήμα 2.2Β). 

β) Δεν είναι γνωστό αν τα μικρά αναγνωστικά πλαίσια που προηγούνται του 

πλαισίου που κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη Gcn4, πραγματικά μεταφράζονται, αφού 

δεν έχει γίνει δυνατό να ανιχνευθούν βιοχημικά τα δι- και τριπεπτίδια που αυτά 

κωδικοποιούν. Δεν έχει όμως μεγάλη σημασία αν κάτι τέτοιο συμβαίνει αφού το 

μοντέλο δεν απαιτεί αυτά τα πεπτίδια να έχουν ρυθμιστικό ρόλο όπως σε άλλες 

περιπτώσεις αναλόγων καταστάσεων104· 2 5 3 . Πιο πιθανό είναι, τα πλαίσια αυτά να 

δρουν ως "καταναλωτές" εναρκτήριων tRNAs, μια που κάτι τέτοιο είναι απαραίτητο 

να γίνει προκειμένου να υπάρξει διαφορική μεταφρασιμότητα του GCN4 μηνύματος. 

Το τελικό αποτέλεσμα της έλλειψης αμινοξέων, λοιπόν πρέπει να είναι η 

παρεμπόδιση της διαδικασίας επαναπρόσληψης του εναρκτήριου tRNA Μεθιονίνης 

απο την 40S ριβοσωμική υπομονάδα. Με ποιο μηχανισμό διεξάγεται αυτή η 

διαδικασία; Υπεύθυνος για την σύνδεση της 40S υπομονάδας με το tRNA Μεθιονίνης 

είναι ο γενικός παράγοντας έναρξης της πρωτε'ίνοσύνθεσης eIF26· 2 4 . Αρχικά αυτός 

συμπλέκεται με το tRNA και στη συνέχεια συνδέεται με την 40S υπομονάδα μέχρι τη 

συνάντηση της με το εναρκτήριο κωδικό19. Αφού γίνει η έναρξη, αποσυνδέεται απ 

αυτήν. Για τη διαδικασία αυτή καταναλώνεται, ενέργεια με τη μορφή GTP που είναι 

συνδεμένο με τον eIF262· 8 2 . Προκειμένου να επαναληφθεί ο κύκλος, το GTP 

αναγεννάται πάνω στον eIF2 με τη βοήθεια ενός άλλου παράγοντα, του GEF 

(Guanosine Exchange Factor)99· 1 0 0 ' 256> 2 5 9 . Οι δυο αυτοί παράγοντες είναι 



πολυπρωτεϊνικά σύμπλοκα61. Ο eIF2 αποτελείται απο τρείς υπομονάδες, την α, τη β 

και τη γ 1 3 ' 5 0 - 5 4 ' 2 3 1 · 6 4 , 3 1 6 . Στο σακχαρομύκητα η α και η β κωδικοποιούνται απο τα 

γονίδια SUI2 και SUB, αντίστοιχα 3 5 · 4 8 ' 6 7 . Δεν είναι ακριβώς γνωστή η σύσταση του 

GEF. Στη συγκρότηση του συμμετέχουν τουλάχιστον τα προϊόντα των γονιδίων 

GCN3, GCD1, GCD2 και GCD1226. 

Βιοχημικές μελέτες έδειξαν οτι φωσφορυλίωση ενός συγκεκριμένου αμινοξέως 

της α υπομονάδας του eIF2, έχει ως επακόλουθο την περεμπόδιση της διαδικασίας 

ανταλλαγής του GDP με GTP, απο τον GEF, και κατά συνέπεια την πτώση του 

ρυθμού σύνδεσης του eIF2 με το Met-tRNA252' 2 7 1 · 2 8 8 . Κάτι τέτοιο μειώνει την 

αποτελεσματικότητα της μεταφραστικής έναρξης γενικά αφού καθυστερεί η φόρτωση 

της 40S ριβοσωμικής υπομονάδας με εναρκτήριο tRNA. 

Γενετική αλλά και βιοχημική ανάλυση, αποκάλυψε οτι η φωσφορυλίωση της α 

υπομονάδας του eIF2 στο αμινοξύ σερίνη 51, είναι το ρυθμιζόμενο γεγονός πάνω στο 

οποίο βασίζεται ο μεταφραστικός έλεγχος του GCN4 mRNA316. Σε συνθήκες έλλειψης 

αμινοξέων, η α υπομονάδα του eIF2 φωσφορυλιώνεται με αποτέλεσμα την πτώση της 

γενικής πρωτεϊνοσύνθεσης απο τη μια και την αύξηση της παραγωγής Gcn4 απο την 

άλλη. Το τελευταίο συμβαίνει επειδή παρακάμπτωνται τα αναγνωστικά πλαίσια τρία 

και τέσσερα απο την 40S υπομονάδα που δεν έχει προλάβει να επαναπροσλάβει tRNA 

Μεθιονίνης μετά την μετάφραση των δυο πρώτων αναγνωστικών πλαισίων, κάτω απο 

αυτές τις συνθήκες2. Το κύτταρο, με τον τρόπο αυτό εξασφαλίζει οικονομία σε 

αμινοξέα όταν υπάρχει έλλειψη, αφού καταναλώνονται με μειωμένο πλέον ρυθμό 

στη πρωτεϊνοσύνθεση και ταυτόχρονα ενεργοποιεί τους μηχανισμούς που τα 

δημιουργούν. 

Το μόριο που φωσφορυλιώνει εκλεκτικά την α υπομονάδα του eIF2 όταν 

λείψουν αμινοξέα, είναι η κινάση Gcn2125. Δεν είναι όμως γνωστό το πως αυτή 

ενεργοποιείται ώστε να γίνει κάτι τέτοιο. Οπως αναφέρθηκε σε προηγούμενες 

παραγράφους, έχει προταθεί οτι στη διαδικασία αυτή συμμετέχει η περιοχή εκείνη της 

πρωτεΐνης που έχει ομοιότητα με tRNA συνθετάση. Η περιοχή αυτή, έχει προταθεί οτι 

αναγνωρίζει την αύξηση της συγκέντρωσης μη συνδεμένων με αμινοξύ, tRNAs που 

υποτίθεται οτι συμβαίνει όταν δεν υπάρχουν αρκετά αμινοξέα στο θρεπτικό μέσο310. 

Η αναγνώριση αυτή θα ενεργοποιούσε την κινάση η οποία στη συνέχεια μέσω του 

eIF2, μεταβάλλει το ρυθμό έναρξης της μετάφρασης. Αυτή η άποψη σχετικά με την 

ενεργοποίηση της κινάσης Gcn2, παρόλο που φαίνεται ελκυστική, δεν έχει ακόμα 

λάβει πειραματική επιβεβαίωση. 
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Ολα όσα αναφέρθηκαν μέχρι τώρα αφορούν την εκκίνηση της απόκρισης στην 

έλλειψη αμινοξέων. Οταν αποκατασταθεί η παρουσία τους στο θρεπτικό μέσο, παύει 

η επαγωγή της σύνθεσης της πρωτεΐνης Gcn4 και κατά συνέπεια η μεταγραφή των 

γονιδίων που εμπλέκονται στη βιοσύνθεση των αμινοξέων. Η μεταγραφική σιώπηση 

των γονιδίων αυτών είναι άμεση, δεδομένης της αστάθειας της πρωτεΐνης Gcn4251. Η 

δε λήξη της σύνθεσης της πρωτεΐνης αυτής, όπως γίνεται φανερό απο όσα έχουν 

αναφερθεί εως τώρα, απαιτεί την αποφωσφορυλίωση της α υπομονάδας του eIF2. Η 

φωσφατάση Glc7 έχει βρεθεί οτι συμμετέχει μαζί με άλλες ίσως φωσφατάσες, στην 

αποφωσφορυλίωση312. Να διευκρινιστεί εδώ οτι η αντίδραση αυτή δεν είναι 

ρυθμιζόμενη. Απλώς συμβαίνει συνεχώς και όταν πάψει η φωσφορυλίωση απο την 

κινάση Gcn2, ο eIF2 τελικά αποφωσφορυλιώνεται, αποκαθιστόντας το φυσιολογικό 

ρυθμό της πρωτεΐνοσύνθεσης και την καταστολή της έκφρασης του GCN4. 



60 

Γιατί μεταφραστικός έλεγχος; 

Τα γεγονότα που σηματοδοτούν την έλλειψη αμινοξέων στο θρεπτικό μέσο 

συγκλίνουν στην επαγωγή της μετάφρασης του GCN4 mRNA. Παρόλο που ο έλεγχος 

της έκφρασης ενός γονιδίου, είναι σύνηθες φαινόμενο να ασκείται στο επίπεδο της 

μεταγραφής του, για την περίπτωση του GCN4 παρατηρείται στο στάδιο της 

μετάφρασης. Ποια είναι η λειτουργική αναγκαιότητα που έθεσε το γονίδιο αυτό κάτω 

απο τέτοιο έλεγχο; 

Το σύστημα του γενικού ελέγχου της βιοσύνθεσης των αμινοξέων αφορά την 

επαγωγή της σύνθεσης τους σε συνθήκες έλλειψης. Επειδή τα αμινοξέα 

καταναλώνονται κυρίως κατά την πρωτεϊνοσύνθεση, η διαδικασία αυτή δυσχερένεται 

όταν απουσιάζουν. Θα πρέπει επομένως αυτή να προσαρμοστεί στις νέες απαιτήσεις. 

Είναι λογικό λοιπόν να υπάρχει ένας μηχανισμός που να την προσαρμόζει. Αυτό 

αποτελεί την πρώτη παράμετρο της απόκρισης στη έλλειψη αμινοξέων που δηλαδή 

είναι η μείωση της κατανάλωσης τους. 

Ο σακχαρομύκητας έχει την ικανότητα να βιοσυνθέτει όλα τα αμινοξέα, δεν 

υπάρχει κάποιο που να είναι απολύτως απαραίτητο να παρέχεται από το θρεπτικό 

μέσο. Ενα άλλο μέτρο που μπορεί να παρθεί όταν υπάρχει έλλειψη, είναι η 

βιοσύνθεση των αμινοξέων. Ο κεντρικός ρυθμιστής της βιοσύνθεσης είναι η πρωτεΐνη 

Gcn4 που ενεργοποιεί μεταγραφικά τα κατάλληλα γονίδια. Η ίδια η ρύθμιση του 

ρυθμιστή επιτυγχάνεται κατά το στάδιο της μετάφρασης του. Αυτό γιατί εξελίχθηκε 

έτσι η δομή του μηνύματος του ώστε το ίδιο το αίτιο που ευθύνεται για την πτώση της 

γενικής πρωτεϊνοσύνθεσης, να επάγει μεταφραστικά το GCN4. 

Τα πλεονεκτήματα απο μια τέτοια σύνδεση είναι πολλαπλά. Επιτυγχάνεται 

οικονομία ρυθμιστικών μηχανισμών απο πλευράς του κυττάρου καθώς και ταχύτητα 

στην απόκριση. Πράγματι, ήδη απο τα πέντε πρώτα λεπτά της απουσίας ενός 

αμινοξέος, η μεταφραστική επαγωγή του GCN4 είναι πλήρης298. Πρόκειται για μία 

απο τις ταχύτερες αποκρίσεις που έχουν παρατηρηθεί. 

Επειδή, μετά την επαγωγή του GCN4 και μέχρι τις βιοχημικές αντιδράσεις 

σύνθεσης των αμινοξέων μεσολαβούν αρκετές διαδικασίες, ίσως είναι απαραίτητο 

αυτή η πρώτη επαγωγή να είναι γρήγορη ώστε να εξασφαλίζεται η διεξαγωγή της 

βιοσύνθεσης σε αποδεκτό χρονικό διάστημα. Τα αμινοξέα αποτελούν τους δομικούς 

λίθους των πρωτεϊνών και κατά συνέπεια η διαδικασία που δυσχερένεται από την 

έλλειψη τους είναι κυρίως η πρωτεϊνοσύνθεση. 

Δεν είναι λοιπόν αυθαίρετη η εξέλιξη μιας τέτοιας δομής στο mRNA του 

μεταγραφικού ρυθμιστή που ευθύνεται για την ομοιόσταση των αμινοξέων, που να 
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τον θέτει κάτω από τον έλεγχο του ίδιου του μηχανισμού που δυσλειτουργεί κατά την 

έλλειψη των μορίων αυτών. Δηλαδή της μετάφρασης. Και είναι η δομή αυτή που 

προσδίδει πλεονέκτημα στο μήνυμα αυτό σε συνθήκες που η αποτελεσματικότητα της 

αποκωδικοποίησης όλων των υπόλοιπων ελατώνεται σημαντικά. 
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Το α ν τ ι κ ε ί μ ε ν ο της παρούσας μελέτης του μεταφραστικού 

ελέγχου του GCN4 

Τα τελευταία χρόνια έχει συσσωρευτεί αρκετή πληροφορία που αφορά τον 

έλεγχο της μετάφρασης του γονιδίου GCN4, ώστε να είναι γνωστά αρκετά απο τα 

βασικότερα μοριακά γεγονότα που κρύβονται πίσω απο αυτή τη διαδικασία. Παρόλα 

αυτά, αρκετά κεντρικά ερωτήματα σχετικά με το μηχανισμό της ρύθμισης αυτής 

παραμένουν αναπάντητα. 

Οπως αναφέρθηκε στην ανασκόπηση, η κινάση Gcn2 φωσφορυλιώνει τη α 

υπομονάδα του eIF2 σε συνθήκες έλλειψης αμινοξέων, επάγωντας έτσι τη μετάφραση 

του GCN4 mRNA. Ομως η επαγωγή αυτή είναι ανεξάρτητη απο την παρουσία η όχι 

της κινάσης αυτής στα πρώτα της στάδια. Δηλαδή σε στελέχη που το γονίδιο GCN2 

έχει καταστραφεί, είναι δυνατή η εκκίνηση της επαγωγής της σύνθεσης Gcn4 το ίδιο 

καλά σε σύγκριση με στελέχη φυσικού τύπου. Δεν είναι βέβαια εφικτή η παράταση της 

για μεγάλο σχετικά χρονικό διάστημα, πρόκειται δηλαδή για παροδική απόκριση 

χωρίς συνέχεια. Επομένως ο μηχανισμός που είναι υπεύθυνος για κάτι τέτοιο καθώς 

και η ίδια η αντίληψη της πείνας για αμινοξέα, δεν απαιτεί την παρουσία της κινάσης 

αυτής. Είναι δε πιο πιθανό η κινάση αυτή να διατηρεί την απόκριση του συστήματος 

γενικού ελέγχου όταν η έλλειψη είναι παρατεταμένη, παρά να σχετίζεται με την 

αντίληψη της. Σε κάτι τέτοιο συνηγορεί και η κινητική της μεταγραφικής της 

επαγωγής από την Gcn4 πρωτεΐνη. Πράγματι τα επίπεδα του GCN2 mRNA είναι 

ελάχιστα κατά την έναρξη της έλλειψης και η πλήρης μεταγραφική του επαγωγή 

επιτυγχάνεται μόνο μετά απο τουλάχιστον έξι ώρες71. Ποιος είναι λοιπόν ο 

μηχανισμός που εκκινεί την απόκριση του γενικού ελέγχου και πώς το κύτταρο 

αντιλαμβάνεται την έλλειψη αμινοξέων απο το θρεπτικό μέσο; 

Το γεγονός ότι μια κινάση του eIF2 όπως η Gcn2 δε φαίνεται να συμμετέχει στη 

διαδικασία εκκίνησης της απάντησης στη πείνα για αμινοξέα, δεν αποκλείει τη 

συμμετοχή του ιδίου του eIF2 σ' αυτήν. Είναι όμως απαραίτητη αυτή η συμμετοχή και 

πιο ειδικά είναι απαραίτητη η φωσφωρυλίωση της α υπομονάδας στην ίδια θέση, 

ενδεχομένως απο μια άλλη κινάση; 

Ενα απο τα πρωταρχικά ερωτήματα που προέκειψαν απο τη μελέτη του 

συστήματος του γενικού ελέγχου της βιοσύνθεσης των αμινοξέων στο σακχαρομύκητα, 

παραμένει αναπάντητο. Δεν είναι γνωστό το πως σηματοδοτείται ενδοκυτταρικά η 

εξωκυτταρική απουσία έστω και ενός αμινοξέως. Υπάρχουν αρκετές αποχρώσες 

ενδείξεις σχετικά με το τί μπορεί να συμβαίνει. Τέτοιες ενδείξεις προέρχονται από 

την γενετική μελέτη των γονιδίων που κωδικοποιούν για τα ένζυμα που είναι 



υπεύθυνα για τη σύνδεση των tRNAs με τα αντίστοιχα αμινοξέα, των tRNA 

συνθετασών. Μεταλλαγές που μειώνουν ή καταργούν την ικανότητα για 

διεκπεραίωση αυτής της αντίδρασης σε κατάλληλες συνθήκες, απο τα ένζυμα αυτά, 

έχουν ως αποτέλεσμα την ενδοκυττάρια συσσώρευση ασύνδετων με αμινοξέα tRNAs. 

Στελέχη που φέρουν τις παραπάνω μεταλλαγές εμφανίζουν στις συνθήκες αυτές, 

αύξηση της έκφρασης του GCN4, ακόμα και όταν το θρεπτικό μέσο είναι πλήρες 

αμινοξέων. Μάλιστα το γονίδιο για μια από τις συνθετάσες αυτές, την tRNA 

συνθετάση της Λυσίνης, απομονώθηκε ως γονίδιο τύπου GCD. Πρόκειται για το 

GCD51 7 5. 

Μέσω ανεξάρτητης προσέγγισης διαπιστώθηκε ότι η υπερέκφραση tRNA 

ψευδογονιδίων όπως αυτά της Βαλίνης, που δεν έχουν την ικανότητα να συνδεθούν 

με αμινοξύ λόγω μεταλλαγών που φέρουν, οδηγεί στην ανεξέλεγκτη επαγωγή του 

GCN4287' 3 0 2 . Φαίνεται λοιπόν ότι τα ασύνδετα tRNAs που μάλλον αποτελούν 

φυσική συνέπεια της έλλειψης αμινοξέων, έχουν ρόλο αρχικού τουλάχιστον 

ενδοκυτταρικού σήματος για την έναρξη της απόκρισης του γενικού ελέγχου171. Είναι 

όμως αυτή η υποβόσκουσα άποψη, σωστή; Να σημειωθεί ότι δεν έχει γίνει 

προσδιορισμός της συγκέντρωσης των ασύνδετων tRNAs σε διάφορες θρεπτικές 

συνθήκες και ότι τα ενδοκυτταρικά αποθέματα αμινοξέων δε μεταβάλλονται 

δραματικά κατά τη μετάβαση απο θρεπτικό μέσο πλούσιο σε αμινοξέα, σε φτωχό. 

Μέχρι τώρα ο γενικός έλεγχος της βιοσύνθεσης των αμινοξέων εμφανίζεται να 

επεμβαίνει μόνο σε συνθήκες έλλειψης αμινοξέων ή και κάποιων νουκλεοτιδίων. 

Είναι δυνατό άλλες μεταβολλικές αποκρίσεις όπως η προσαρμογή στην έλλειψη 

πηγών άνθρακα και η είσοδος σε στατική φάση ανάπτυξης111· 2 9 3 > 3 2 4 να επιρρεάζουν 

τον έλεγχο αυτό; Η ελεγχόμενη απο cAMP, κινάση ΡΚΑ που συμμετέχει στις 

διαδικασίες αυτές και μάλιστα εμφανίζει ομοιότητα με κινάσες του eIF2, μήπως 

παρεμβάλεται και στο σύστημα γενικού ελέγχου; 

Τέλος αναφύεται και το εξής ζήτημα: Η απόκριση του συστήματος του γενικού 

ελέγχου εμφανίζεται ως συντονισμένη διεξαγωγή δυο γεγονότων. Το ένα είναι η 

πτώση της γενικής πρωτεϊνοσύνθεσης και το άλλο η επαγωγή του GCN4. Τα δύο αυτά 

συμβαίνουν παράλληλα στα αρχικά στάδια της προσαρμογής στην έλλειψη αμινοξέων 

που είναι ανεξάρτητα απο την κινάση Gcn2298. Κατά τα επόμενα στάδια της 

διατήρησης της επαγωγής του GCN4 που εξαρτώνται απο την κινάση αυτή, η γενική 

πρωτεϊνοσύνθεση εμφανίζεται να έχει ανακάμψει κατά ένα μεγάλο μέρος 

τουλάχιστον. 



Ομως η φωσφορυλίωση του eIF2 συνεχίζει απο την κινάση Gcn2. Γιατί δεν 

επιρρεάζεται και η γενική πρωτεϊνοσύνθεση ανάλογα, απο το γεγονός αυτό; Μήπως 

τελικά η δράση της κινάσης Gcn2 αφορά μόνο τη μετάφραση του μηνύματος GCN4; 

Τα πειράματα που περιγράφονται και συζητούνται στα τρία επόμενα κεφάλαια 

σχεδιάστηκαν προς την κατεύθυνση της αντιμετώπισης των παραπάνω ερωτημάτων. 



ΜΦΑΑΑΊΚυ 
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KIE<ö>AAAH<0) S 

α) Η ανεξάρτητη από την κινάση Gcn2, ενεργοποίηση του GCN4 

Οταν υπερεκφραστούν κάποια tRNAs 

Η μεθοδολογία της υπερέκφρασης γονιδίων στο σακχαρομύκητα έχει 

χρησιμοποιηθεί, αρκετές φορές με επιτυχία, για τον χαρακτηρισμό βιοχημικών 

μονοπατιών. Ετσι είναι δυνατό, προβλήματα στο μεταβολισμό που προκαλούνται από 

μεταλλαγές σε κάποια γονίδια, να ξεπεραστούν με υπερέκφραση και άλλων εκτός του 

μεταλλαγμένου, γονιδίων. Το γεγονός αυτό οδηγεί τελικά στη απομόνωση και άλλων 

γονιδίων που έχουν σχέση με τη συγκεκριμένη βιοχημική διαδικασία147. 

Ενα παράδειγμα που αφορά το σύστημα γενικού ελέγχου της βιοσύνθεσης των 

αμινοξέων είναι η περίπτωση του γονιδίου HIS3. Μια βλάβη σε οποιοδήποτε γονίδιο 

τύπου GCN προκαλεί αδυναμία επαγωγής των γονιδίων για τα βιοσυνθετικά ένζυμα 

μεταξύ των οποίων και του HIS3. Στελέχη gen δεν αναπτύσονται παρουσία της ουσίας 3-

ΑμινοΤριαζόλη (3-ΑΤ), η οποία λόγω δομικής ομοιότητας με το προϊόν της βιοχημικής 

αντίδρασης που καταλύει η πρωτεΐνη His3 (Δευδρατάση του Ιμιδαζολ-Γλυκερινο-

Φωσφωρικού οξέος), αναστέλλει τη βιοσύνθεση της Ιστιδίνης δημιουργόντας συνθήκες 

έλλειψης του αμινοξέως αυτού. Για να ξεπεραστεί το πρόβλημα αυτό απαιτείται να 

επαχθεί μεταγραφικά το γονίδιο HIS3, πράγμα που δεν είναι δυνατό να συμβεί σε gen 

στελέχη. Παρόλα αυτά αν το γονίδιο αυτό υπερεκφραστεί μέσω πλασμιδίου υψηλής 

αντιπροσώπευσης σε στελέχη gen, αυτά αποκτούν τη δυνατότητα να επιβιώνουν 

παρουσία της ουσίας 3-ΑΤ. 

Η απομόνωση γονιδίων που όταν υπερεκφραστούν παρακάμπτεται η 

αναγκαιότητα για την κινάση Gcn2, θεωρήθηκε ότι θα οδηγούσε στη αναγνώριση και 

άλλων πρωτεϊνών που συμμετέχουν στη διαδικασία της απόκρισης του συστήματος 

γενικού ελέγχου της βιοσύνθεσης των αμινοξέων. Εγινε λοιπόν επιλογή κλώνων σε 

πλασμίδια υψηλής αντιπροσώπευσης, που καταστέλλουν την ευαισθησία στην 3-ΑΤ που 

εμφανίζει το στέλεχος gcn2. Σε αρχικά πειράματα που έγιναν απομονώθηκε το γονίδιο 

HIS3, το γονίδιο ATRI και ένα ψευδογονίδιο για tRNA Βαλίνης (Η επιλογή έγινε από 

το Γιώργο Θηραίο και τη Monica Driscoll). Η απομόνωση του HIS3 ήταν αναμενόμενη 

σύμφωνα με όσα αναφέρθηκαν. Το γονίδιο ATRI είναι πιθανά μια μεμβρανική 

πρωτεΐνη που απαλλάσσει το κύτταρο από τοξικούς μεταβολίτες όπως η 3-ΑΤ (Η 

ονομασία του: Amino-Triazole Resistance)147. 

Η απομόνωση του ψευδογονιδίου tRNA Βαλίνης δεν είναι το ίδιο προφανής με 

αυτή των δύο προηγούμενων γονιδίων. Οπως φαίνεται στον πίνακα 3.1, η υπερέκφραση 



Π ί ν α κ α ς 3.1: 

Τα αποτελέσματα της υπερέκφρασης των γονιδίων που σημειώνονται: 

A Min 

Στέλεχος. htRNA v a I * hSUPÓl hNMEI vector 

wt +++ +++ + +++ 

gcn2 +++ +++ + +++ 

sui2-ala +++ +++ + +++ 

3-AT 

wt +++ +++ 

gcn2 ++ + 

sui2-ala ++ + 

Β Min 

Στέλεχος. htRNA v a l * hSUPÓl hNMEI vector 

wt 17.4 11.7 25.3 4.6 

gcn2 12.2 9.3 20.2 2.9 

sui2-ala 13.4 7.1 17.4 2.1 

3-AT 

wt 462 484 49/7 453 

gcn2 11.9 8.2 18.3 2.5 

sui2-ala 10.1 7.9 16.4 1.8 

Α. Η ανάπτυξη των στελεχών wt, gcn2, sui2-ala όταν μετασχηματιστούν με 

κατασκευές που υπερεκφράζουν (h, high) τα παραπάνω γονίδια, σε πλούσιο ή φτωχό 

σε αμινοξέα, θρεπτικό μέσο (Min ή 3-ΑΤ, Οι ορισμοί αυτοί του θρεπτικού μέσου 

εφαρμόζονται εδώ κατά σύμβαση, όπως αναφέρεται στις σελίδες των εξηγήσεων). 

Β. Η έκφραση του γονιδίου GCN4 στα μετασχηματισμένα αυτά στελέχη που επίσης 

φέρουν το γονίδιο μάρτυρα GCN4-LacZ. Οι τιμές είναι σε μονάδες Miller και 

αντιστοιχούν στο μέσο όρο 3 ανεξάρτητων πειραμάτων με απόκλιση μικρότερη από 

10%. 

+ +++ 

+ 

+ 
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του γονιδίου αυτού προκαλεί τη μεταφραστική αποκαταστολή του GCN4 mRNA χωρίς 

να υφίσταται ανάγκη εφ όσον δεν υπάρχει έλλειψη αμινοξέων. Αυτό συμβαίνει και σε 

στελέχη φυσικού τύπου αλλά και σε στελέχη gcn2. Επόμενα πειράματα (Απο τη 

Δέσποινα Αλεξανδράκη) έδειξαν ότι το tRNA αυτό δεν έχει την ικανότητα να συνδέεται 

με Βαλίνη λόγω μιας σημειακής μεταλλαγής που φέρει στο άκρο εκείνο που γίνεται η 

σύνδεση. Το γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι η υπερέκφραση ενός τέτοιου tRNA πιθανά 

μιμείται την κατάσταση που ίσως επικρατεί μέσα στο κύτταρο κατά την έλλειψη 

αμινοξέων. Δηλαδή την περίσσεια ασύνδετων με αμινοξέα, tRNAs. 

Η κινάση Gcn2 δε συμμετέχει στη αντίληψη της μεταβολής που δημιουργεί η 

υπερέκφραση του tRNA αυτού, αφού οι επιδράσεις του επιμένουν και σε gcn2 στελέχη. 

Για να διαπιστωθεί αν η κινάση αυτή υποκαθίσταται από άλλη η οποία επίσης 

φωσφορυλιώνει την α υπομονάδα του eIF2, το tRNA αυτό υπερεκφράστηκε σε στελέχη 

που φέρουν μεταλλαγή στο γονίδιο SUI2 για την α υπομονάδα, τέτοια που να μην 

επιτρέπει τη φωσφωρυλίωση της (Εικόνα 3.5Γ, Κατά Southern ανάλυση της μορφής του 

γονιδίου SUI2). Τα στελέχη αυτά είναι όπως αναμένεται, ευαίσθητα στην 3-ΑΤ, αφού 

για την ενεργοποίηση της μετάφρασης του GCN4 mRNA, είναι απαραίτητη αυτή η 

φωσφορυλίωση. 

Τα αποτελέσματα που καταγράφονται στον πίνακα 3.1, δείχνουν ότι και σε 

τέτοια τα στελέχη, η υπερέκφραση του tRNA αυτού εξακολουθεί να επάγει την 

μετάφραση του GCN4 mRNA. Συνεπώς ο μηχανισμός που ευθύνεται για την επίδραση 

που έχει το ψευδο-tRNA, όχι μόνο είναι ανεξάρτητος της κινάσης Gcn2 αλλά δεν 

περιλαμβάνει φωσφορυλίωση του eIF2 τουλάχιστον στη χαρακτηριστική θέση της 

Σερίνης 51 (το πεντηκοστό πρώτο αμινοξύ της α υπομονάδας). 

Η προσπάθεια εμπλουτισμού της συλλογής γονιδίων που σε υπερέκφραση 

καταστέλουν την ευαισθησία στελεχών gcn2 στην 3-ΑΤ, απέδωσε και ένα άλλο tRNA, 

αυτή τη φορά ένα φυσικού τύπου tRNA Σερίνης. Ενας χάρτης περιοριστικών ενζύμων 

της περιοχής του γονιδίου SUP61, που αντιστοιχεί στο tRNA αυτό και εντοπίζεται στο 

τρίτο χρωμόσωμα του σακχαρομύκητα, φαίνεται στην εικόνα 3.ΙΑ. Η ανάλυση που 

περιγράφθηκε παραπάνω για το ψευδο-tRNA Βαλίνης επαναλήφθηκε και όπως 

φαίνεται στον πίνακα 3.1, τα αποτελέσματα ήταν ποιοτικά όμοια με αυτά που αφορούν 

το ψευδο-tRNA. Η διαφορά εντοπίστηκε στην ένταση των επιδράσεων που τη φορά αυτή 

ήταν λιγότερο εκτεταμένες. 

Το δεύτερο αυτό tRNA επειδή είναι φυσικού τύπου, θε πρέπει να συνδέεται με 

Σερίνη χωρίς πρόβλημα124' 2 9 8 . Γιατί τότε η υπερέκφραση του να έχει επίδραση στη 

μετάφραση του GCN4 mRNA; Μερικές πιθανές εξηγήσεις δίνονται στο πέμπτο 

κεφάλαιο. Η ανεξάρτητη της κινάσης Gcn2, ενεργοποίηση της μετάφρασης του GCN4 



Χάρτες των γονιδίων SUP61 και Ν Μ Ε 1 . 

Sad Xbal HindIII EcoRI 

YCR65W
 Y C R 6 3 W 

YCR64C 

ORFs τρίτου 
χρωμοσώματος 

tRNAser: 
SUP61 

EU 100 bp 

Β 

EcoRI Kpnl HindIII HindIII 

* e . 

t SphI SphI 

N M E 1 

Εικόνα 3 .1: 

Α. Χάρτης περιοριστικών ενζύμων της περιοχής του τρίτου χρωμοσώματος που περιέχει το 

γονίδιο SUP61 για ένα από τα tRNAs Σερίνης. 

Β. Χάρτης της γενωμικής περιοχής του γονιδίου ΝΜΕ1. 
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mRNA, δεν είναι κοινό χαρακτηριστικό όλων των tRNAs. Για παράδειγμα δε συμβαίνει 

κάτι τέτοιο όταν υπερεκφραστούν τα tRNA Αργινίνης, Γλυκίνης και το φυσικού τύπου 

tRNA Βαλίνης (Πίνακας 3.2). 



Πίνακας 3.2: 

Μερικά τουλάχιστον tRNAs δεν τροποποιούν την έκφραση του γονιδίου 

GCN4, όταν υπερεκφραστούν. 

wt gcn2 

h t R N A A r S 

h t R N A G l y 

h t R N A V a l 

v e c t o r 

Min 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

3-AT 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

Min 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

3-AT 

-

-

-

_ 

Β 
Min 3-AT Min 3-AT 

h t R N A A r 8 

h t R N A G l v 

h t R N A V a I 

vector 

3.8 

3.6 

4.1 

3.7 

39.5 

37.8 

33.4 

35.2 

2.1 

2.3 

1.9 

2.2 

1.7 

2.1 

2.2 

2.2 

Α. Η υπερέκφραση των tRNAs Αργινίνης, Γλυκίνης καθώς και του φυσικού τύπου, 

tRNA Βαλίνης δεν επιδρά στην ανάπτυξη των στελεχών φυσικού τύπου και 

gcn2 στις συνθήκες θρέψης που σημειώνονται. 

Β. Ούτε η έκφραση του γονιδίου GCN4 επιρεάζεται από τα γονίδια αυτά. Μετρήθηκε η 

ενεργότητα β-Γαλακτοσιδάσης με χρήση του γονιδίου μάρτυρα GCN4-LacZ. Οι τιμές 

είναι σε μονάδες Miller και αντιστοιχούν στο μέσο όρο 3 ανεξάρτητων πειραμάτων 

με απόκλιση < 10%. 



72 

Οταν υπερεκφραστεί το μικρό RNA που κωδικοποιείται 

από το γονίδιο ΝΜΕ1 

Στο ίδιο πείραμα επιλογής γονιδίων που καταστέλλουν την ευαισθησία των 

στελεχών gcn2 στην 3-ΑΤ, όταν υπερεκφραστούν, απομονώθηκε το γονίδιο ΝΜΕ1. Ενας 

φυσικός χάρτης του κλώνου φαίνεται στην εικόνα 3.IB. Το γονίδιο αυτό μεταγράφεται 

από την Πολυμεράση II και κωδικοποιεί για ένα μικρό RNA το οποίο αποτελεί τμήμα 

της Ριβονουκλεάσης MRP (Mitochontrial RNA Processing)46·264·265. 

Η Ριβονουκλεάση αυτή αναγνωρίστηκε αρχικά ως ένζυμο που εμπλέκεται στην 

αντιγραφή του μιτοχονδριακού DNA, αποικοδομόντας τους RNA εκκινητές (Primers) 

της αντιγραφής. Επόμενες μελέτες έδειξαν ότι συμμετέχει και στην ωρίμανση των 

ριβοσωμικών RNAs και συγκεκριμένα στη δημιουργία του 5.8S ριβοσωμικού RNA266. Το 

γονίδιο για το πρωτεϊνικό τμήμα της Ριβονουκλεάσης αυτής δεν έχει ακόμα 

απομονωθεί. Η καταστροφή του γονιδίου ΝΜΕ1 είναι θνησιγόνος, γεγονός που 

συνηγορεί στο ότι η δράση του ενζύμου δεν περιορίζεται στα μιτοχόνδρια. 

Και για την περίπτωση του γονιδίου αυτού εφαρμόστηκε η ανάλυση που 

περιγράφθηκε στη προηγούμενη ενότητα για τα γονίδια των tRNAs. Τα αποτελέσματα 

των πειραμάτων αυτών συνοψίζονται στον πίνακα 3.1. Οπως μπορεί να διαπιστωθεί, η 

εικόνα που εμφανίστηκε ήταν ποιοτικά όμοια και μόνο η έκταση των επιδράσεων 

διέφερε. Η υπερέκφραση του γονιδίου ΝΜΕ1 είχε ως συνέπεια εντονότερη αύξηση της 

ανεξάρτητης από την κινάση Gcn2, μετάφρασης του GCN4 mRNA, από αυτήν που 

προκαλούν τα δυο tRNAs. Αντίστοιχα εκτεταμένη ήταν και η πτώση της γενικότερης 

πρωτεϊνοσύνθεσης του κυττάρου, η οποία εκδηλώθηκε ως μείωση του ρυθμού 

πολλαπλασιασμού τους (Εικόνα 3.2). Αντιθέτως, η υπερέκφραση του ψευδογονιδίου για 

το iRNA Βαλίνης, δεν προκάλεσε κάποια προφανή παρόμοια μείωση. 

Τα παραπάνω παρατηρησιακά δεδομένα εφ' όσον συνδυαστούν με τη συμμετοχή 

της Ριβονουκλεάσης MRP στην ωρίμανση των ριβοσωμικών RNAs, προτείνουν ότι 

ανωμαλία στη βιογένεση του ριβοσώματος συνεπάγεται πτώση του ρυθμού 

μεταφραστικής έναρξης και επομένως ευνόηση της μετάφρασης του μηνύματος του 

γονιδίου GCN4. 

Το ερώτημα που αναφέρεται στο σημείο αυτό είναι αν η υπερέκφραση του 

γονιδίου ΝΜΕ1 είναι ικανή συνθήκη για να προκληθεί πρόβλημα στην ωρίμανση των 

ριβοσωμικών RNAs. Τα δεδομένα που είναι διαθέσιμα μέχρι τώρα αφορούν 

καταστάσεις είτε μείωσης της έκφρασης του είτε θερμοευαίσθητων μεταλλαγών σε αυτό. 

Για να προσεγγιστεί το ερώτημα αυτό μελετήθηκε η ωρίμανση των ριβοσωμικών RNAs 

σε στελέχη φυσικού τύπου, είτε μετασχηματισμένα με μια πλασμιδιακή κατασκευή που 



Η υπερέκφραση του γονιδίου ΝΜΕ1 συνεπάγεται αργή ανάπτυξη των 

στελεχών φυσικού τύπου του σακ/αρομύκητα. 

WT 

vector 

htRNAval hNMEl 

Εικόνα 3.2: 

Η επίδραση της υπερέκφρασης του γονιδίου ΝΜΕ1 και του ψευδο-tRNAval στον 

πολλαπλασιασμό κυττάρων φυσικού τύπου. 

Στέλεχος φυσικού τύπου (WT) μετασχηματίστηκε είτε με το πλασμίδιο φορέα (vector), είτε με 

πλασμίδιο που υπερέκφραζε το ψευδο-tRNAval (htRNAval), είτε τέλος με πλασμίδιο που 

υπερέκφραζε το γονίδιο ΝΜΕ1 (hNMEl). Από το μέγεθος των αποικιών φαίνεται ότι ενώ η 

υπερέκφραση του ψευδο-tRNAval δεν είχε επίδραση στον πολλαπλασιασμό, η υπερέκφραση του 

ΝΜΕ1 μείωσε δραματικά τον ρυθμό του. 



Η επίδραση της υπερέκφρασης του γονιδίου ΝΜΕ1 στην επεξεργασία των 

ριβοσωμικών RNAs. Β 

Pulse Chase 

Πρόδρομες 

μορφές 

tRNA 
Chase 

5.8S 
Γ 

Εικόνα 3.3: tRNA 

Μελέτη της ωρίμανσης των ριβοσωμικών RNAs. 

Α. Προσδιορισμός του ρυθμού κατεργασίας των ριβοσωμικών RNAs 25S και 18S σε στέλεχος φυσικού 

τύπου μετασχηματισμένο είτε με πλασμίδιο φορέα (θέσεις 1 και 4), είτε με πλασμίδιο για την υπερέκφραση 

του ψευδο-tRNAvai (θέσεις 2 και 5), είτε τέλος με πλασμίδιο για την υπερέκφραση του γονιδίου ΝΜΕ1 

(θέσεις 3 και 6). Για χρονικό διάστημα πέντε λεπτών επέδρασε σε καλλιέργειες κυττάρων, ραδιενεργά 

σημασμένη Μεθειονίνη (Pulse) και στην συνέχεια στις καλλιέργειες αυτές προστέθηκε περίσσεια μη 

σημασμένης Μεθειονίνης (Chase). Στο πείραμα αυτό διαπιστώνεται ελλατωμένη συσώρευση του 25S 

ριβοσωμικού RNA στα στελέχη που είναι μετασχηματισμένα με πλασμίδιο για την υπερέκφραση, είτε του 

ψευδο-tRNAvai, είτε του γονιδίου ΝΜΕ1. Σημειώνονται οι πρόδρομες μορφές των ριβοσωμικών RNAs 

καθώς και τα tRNAs. 

Β. Επιβεβαίωση της μείωσης σε στέλεχος φυσικού τύπου στην συσσώρευση του ριβοσωμικού RNA 25S, από 

την υπερέκφραση του ψευδο-tRNAvai και του γονιδίου ΝΜΕ1 (θέσεις 2 και 3 αντίστοιχα) σε σχέση με 

στέλεχος φυσικού τύπου μετασχηματισμένο με το πλασμίδιο φορέα (θέση 1). Η σήμανση των RNAs αυτών 

έγινε όπως στο Α. 

Γ. Μελέτη της ωρίμανσης του 5.8S ριβοσωμικού RNA. Η ανάλυση έγινε όπως στο A (Pulse, Chase). 

Επίσης οι θέσεις στο πήκτωμα είναι αντίστοιχες των μετασχηματισμένων στελεχών που αναφέρονται στο Α 

(1-4,2-5,3-6). 
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Οταν προκληθούν μεταλλαγές στη α υ π ο μ ο ν ά δ α του eIF2 

και όταν υπερεκφραστεί η β υπομονάδα 

Το φυσιολογικό υπόστρωμα της κινάσης Gcn2 είναι ο γενικός μεταφραστικός 

παράγοντας έναρξης eIF2. Το σημείο στο οποίο τροποποιείται αυτός από την κινάση 

είναι η πεντηκοστή πρώτη Σερίνη, η οποία φωσφορυλιώνεται σε συνθήκες έλλειψης 

αμινοξέων. Το γεγονός ότι η καταστροφή του γονιδίου GCN2 δεν καταργεί τη 

μεταφραστική ενεργοποίηση του GCN4 mRNA σε ορισμένες περιπτώσεις, όπως 

αναφέρθηκε παραπάνω, δεν αποκλείει τη συμμετοχή του eIF2 στα φαινόμενα αυτά. 

Είναι πιθανή η τροποποίηση του παράγοντα αυτοΰ σε διαφορετική θέση, από άλλη 

πρωτεΐνη εκτός της Gcn2. Για να εντοπιστούν τέτοιες, ενδεχομένως θέσεις πάνω στη α 

υπομονάδα, έγινε τυχαία μεταλλαξογένεση του αντίστοιχου γονιδίου SUI248. 

Η μεταλλαξογένεση αυτή απέδωσε δυο είδη μεταλλαγών (sui2-l, sui2-9) που και 

οι δυο αφορούσαν την περιοχή του καρβοξυτελικού της α υπομονάδας (Εικόνα 3.4). Το 

ένα είδος (sui2-l) προκαλούσε την αυξημένη σύνθεση πρωτεΐνης Gcn4 ακόμα και χωρίς 

να υπάρχει έλλειψη αμινοξέων και το άλλο (sui2-9) δυσχέρενε την αποκαταστολή του 

γονιδίου GCN4 όταν οι θρεπτικές συνθήκες επέβαλαν κάτι τέτοιο. Οι φαινότυποι αυτοί 

παρατηρήθηκαν μετά από υπερέκφραση των μεταλλαγμένων γονιδίων SUI2 σε στελέχη 

φυσικού τύπου και επέμειναν σε στελέχη gcn2 (Πίνακας 3.3). Οταν τα μεταλλαγμένα 

γονίδια αντικατέστησαν (Εικόνα 3.5Β, 3.5Γ. Ανάλυση κατά Southern) τα κανονικά, τόσο 

σε στελέχη φυσικού τύπου όσο και σε gcn2, τα αποτελέσματα στην έκφραση του GCN4 

ήταν ποιοτικά όμοια, όπως φαίνεται στον πίνακα 3.4. Το γονίδιο SUI2 δεν είναι δυνατό 

να καταστραφεί παντελώς γιατί κάτι τέτοιο είναι θνησιγόνο για τα κύτταρα. Το γεγονός 

ότι στελέχη που φέρουν τις παραπάνω μεταλλαγμένες μορφές του γονιδίου στη θέση των 

κανονικών, σημαίνει ότι οι πρωτεΐνες που προκύπτουν έχουν τη δυνατότητα να 

λειτουργήσουν έστω και με μειωμένη απόδοση. Η υπόθεση αυτή θα μπορούσε να 

ερμηνεύσει το φαινότυπο της μεταλλαγής sui2-l. Πραγματικά, τέτοια στελέχη 

παρουσιάζουν το τυπικό πρότυπο κατανομής ριβοσωμάτων που είναι ενδεικτικό 

μειωμένης πρωτεΐνοσύνθεσης (Εικόνα 3.6Α). Επιπρόσθετα το GCN4 mRNA 

μετατοπίζεται σε βαρύτερα πολυσώματα (Εικόνα 3.6Β και 3.6Γ). 

Ομως στελέχη που φέρουν την άλλη μεταλλαγή, εμφανίζουν κανονικά επίπεδα 

γενικής πρωτεΐνοσύνθεσης και μάλιστα τα επίπεδα αυτά δεν μεταβάλλονται σε συνθήκες 

πείνας για αμινοξέα. Αντίστοιχα δεν επέρχεται πλήρης μεταφραστική ενεργοποίηση του 

GCN4 mRNA στις ίδιες συνθήκες, όπως καταγράφεται στους πίνακες 3.3 και 3.4. Το 

γεγονός αυτό όχι μόνο δεν συμβιβάζεται με την άποψη ότι η μεταλλαγμένη πρωτεΐνη 

εμφανίζει μειωμένη λειτουργικότητα, αλλά επιπρόσθετα δεν μπορεί να τροποποιηθεί 



Μεταλλαγμένες πρωτείνες eIF2a. 
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Εικόνα 3.4: 

Σύνοψη των μεταλλαγμένων μορφών της α υπομονάδας του eIF2. Αναφέρονται τα 

μεταλλαγμένα αλληλόμορφα του γονιδίου SUI2 που τους αντιστοιχούν. Το γονίδιο sui2-ala 

προσφέρθηκε από τον Thomas Donahue (Αναφορά 48). 



Πίνακας 3.3: 

Τα αποτελέσματα της υπερέκφρασης της α και β υπομονάδας του eIF2 

(SUI2 και SUI3, αντίστοιχα), καθώς και μεταλλαγών του γονιδίου SUI2. 

Α Min 3-ΑΤ 

Στέλεχος. wt gcn2 wt gcn2 

hSUI2 

hSU3 

hsui2-l 

hsui2-9 

hsui2/AEc oRV 

hsuì2/(PvuII) 

hsuì2/(HaeII) 
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Β Min 3-AT 

Στέλεχος. wt gcn2 wt gcn2 

hSUI2 

hSU3 

hsui2-l 

hsui2-9 

hsui2/AEc :oRV 

hsui2/(PvuII) 

hsui2/(HaeII) 

vector 

2.5 

18.6 

15.2 

2.2 

14.7 

6.1 

5.6 

3.8 

2.1 

15.3 

13.4 

2.1 

14.2 

4.8 

3.9 

2.5 

29.7 

47.2 

41.4 

22.1 

39.7 

37.6 

37.2 

35.1 

1.9 

14.8 

10.5 

1.5 

15.7 

4.1 

3.2 

2.7 

Α. Η ανάπτυξη των στελεχών wt και gcn2 μετασχηματισμένων με τα πλασμίδια που 

φέρουν τα αναγραφόμενα γονίδια σε διάφορα θρεπτικά μέσα (Min, 3-ΑΤ). 

Β. Η έκφραση του γονιδίου GCN4 στα παραπάνω μετασχηματισμένα στελέχη. Τα 

στελέχη αυτά φέρουν το γονίδιο μάρτυρα GCN4-LacZ. Οι τιμές είναι σε μονάδες 

Miller και αντιστοιχούν στο μέσο όρο 3 ανεξάρτητων πειραμάτων με απόκλιση 

μικρότερη από 10%. 



Αντικαταστάσεις γονιδίων σε στελέχη φυσικού τύπου και gcn2. 

Α Β Γ 

123 123 123 

<*m&-

Probe: 

SUI2 ^ Ρ 

Εικόνα 3.5: 

Η αντικατάσταση του φυσικού τύπου γονιδίου SUI2 με μεταλλαγμένες μορφές 

του. 

Α. Ανάλυση κατά Southern, στελέχους sui2-l (θέση 1), sui2-l/gcn2 (θέση 2) καθώς και φυσικού 

τύπου στελέχους (θέση 3). Φαίνεται η αλλαγή στο πρότυπο ζώνωσης που προκαλείται από το 

γεγονός της αντικατάστασης. 

Β. Η ίδια ανάλυση επαναλήφθηκε αυτήν την φορά για επιβεβαίωση της αντικατάστασης του 

ενδογενούς γονιδίου SUI2 από το παράγωγο sui2-9. Στην θέση 3 αναλύεται γενωμικό DNA από 

στέλεχος φυσικού τύπου, ενώ στην θέση 2 από στέλεχος sui2-9/gcn2 και στη θέση 1 γενωμικό 

DNA από στέλεχος sui2-9. 

Γ. Φαίνεται η ανάλυση κατά Southern γενωμικού DNA που προέρχεται από στέλεχος sui2-ala 

(θέση 1) και sui2-ala/gcn2 (θέση 2) σε αντιπαράθεση με αυτήν γενωμικού DNA προερχόμενου 

από κύτταρα φυσικού τύπου (θέση 3). 

Ως ανιχνευτής στα πειράματα αυτά χρησιμοποιήθηκε τμήμα του γονιδίου SUI2. 



Πίνακας 3.4: 

Τα αποτελέσματα των μεταλλαγών στην α υπομονάδα του eIF2 όταν τα 

αντίστοιχα γονίδια αντικαταστήσουν το φυσικού τύπου γονίδιο σε στελέχη 

φυσικού τύπου και gcn2. 

Α Β 

Στέλεχος. Min 3-ΑΤ ΜΪΐΐ 3-ΑΤ 

3.7 

2.3 

1.9 

1.8 

17.6 

17.1 

2.9 

1.9 

38.2 

2.1 

2.2 

2.1 

46.3 

12.8 

20.1 

1.9 

wt 

gcn2 

sui2-ala 

gcn2/sui2-ala 

SUÎ2-1 

gcn2/sui2-l 

sui2-9 

gcn2/suì2-9 

+++ 
+++ 

+++ 

+++ 

++ 

++ 

+++ 

+++ 

Α. Η ανάπτυξη των στελεχών που αναγράφονται κάτω από συνθήκες καταστολής 

(Min) ή αποκαταστολής (3-ΑΤ) του συστήματος του γενικού ελέγχου της 

βιοσύνθεσης των αμινοξέων. 

Β. Η έκφραση του γονιδίου GCN4 στα ίδια στελέχη κάτων από τις παραπάνω 

συνθήκες. Τα στελέχη έφεραν το γονίδιο μάρτυρα GCN4-LacZ. Οι τιμές είναι σε 

μονάδες Miller και αντιστοιχούν στο μέσο όρο 3 ανεξάρτητων πειραμάτων με 

απόκλιση μικρότερη από 10%. 



Ανάλυση πολυσωμάτων για το στέλεγος sui2-l. 

Πολυσώματα J^. 
Ελαφρά •Βαριά 

80S 

40S 

80S 
Πολυσώματα 

Ελαφρά- Βαριά 

wt sui2-l 

Ελαφρά 

Πολυσώματα 

Βαριά 

Β GCN4 mRNA 

GCN4 mRNA 

Εικόνα 3.6: 

Η κατανομή του GCN4 mRNA στα πολυσώματα σε στελέχη φυσικού τύπου καθώς και 

SUÌ2-1 . 

Α. Πολυσωμική κατατομή στελεχών φυσικού τύπου (wt) και sui2-l (sui2-l), κάτω από συνθήκες 

παροχής όλων των αμινοξέων. 

Β. Σε στελέχη φυσικού τύπου κάτω από συνθήκες καταστολής της μετάφρασης του GCN4 mRNA, 

αυτό κατανέμεται σε σχετικά ελαφριά πολυσώματα (δίσωμα, τρίσωμα και ίσως τετράσωμα). 

Γ. Κάτω από τις ίδιες συνθήκες, στο στέλεχος sui2-l παρατηρείται μια ελαφριά μετατόπιση της 

κατανομής του GCN4 mRNA προς βαρύτερα πολυσο3ματα (δίσωμα, τρίσωμα, τετράσωμα και 

ίσως πεντάσωμα). 
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αυτή η λειτουργικότητα προς το χειρότερο με φωσφορυλίωση, όπως κανονικά συμβαίνει 

προκειμένου να υλοποιηθεί η απόκριση του συστήματος γενικού ελέγχου. 

Η ύπαρξη της συγκεκριμένης αυτής μεταλλαγής προσδίδει στη καρβοξυτελική 

περιοχή της α υπομονάδας του eIF2 ένα ρόλο ειδικό στη ρύθμιση της δράσης της 

πρωτεΐνης αυτής. Αυτό δε σημαίνει απαραίτητα ότι στη περιοχή αυτή εδράζεται κάποιο 

ρυθμιστικό στοιχείο. Είναι εξ' ίσου πιθανό να συμετέχει αυτή στην αποκατάσταση των 

αλληλεπιδράσεων που θα οδηγήσουν στη τροποποίηση της πρωτεΐνης σε άλλο σημείο, 

ίσως στην ήδη γνωστή Σερίνη. Αν ισχύει η τελευταία υπόθεση τότε είναι δυνατό με 

υπερέκφραση μόνο της καρβοξυτελικής περιοχής να εμποδιστεί η επαφή της κανονικής 

πρωτεΐνης με αλλά μόρια μέσω της περιοχής αυτής, σε στελέχη φυσικού τύπου. 

Στον πίνακα 3.3 φαίνεται η επίδραση της υπερέκφρασης τριών διαφορετικών 

μορφών της καρβοξυτελικής περιοχής στα στελέχη φυσικού τύπου και gcn2. Και για τις 

τρείς μορφές τα αποτελέσματα ήταν ποιοτικά όμοια και διέφερε μόνο η ένταση τους. 

Πρόκειται για αύξηση της έκφρασης του GCN4 η ποια είναι πιό εκτεταμένη για την 

περίπτωση της πρώτης κατασκευής που περιλαμβάνει μεγαλύτερο μέρος της α 

υπομονάδας όπως παρουσιάζεται στην εικόνα 3.4. Πιθανά αυτό να οφείλεται στο ότι το 

μεγαλύτερο αυτό πεπτίδιο να έχει τη δυνατότητα να αποκτήσει δομή πιο όμοια με αυτή 

της κανονικής πρωτεΐνης και συνεπώς να μπορεί να αλληλεπιδράσει π ιο 

αποτελεσματικά με τις άλλες πρωτεΐνες. Η επίδραση αυτή της έκφρασης των 

καρβοξυτελικών πεπτιδίων, ενδυναμώνει την άποψη ότι η περιοχή αυτή συμμετέχει στη 

λειτουργία και τη ρύθμιση της ενεργότητας του παράγοντα eIF2. Είναι δεν δυνατό η 

παρέμβαση στη δομή της περιοχής αυτής να οδηγήσει σε ανεξάρτητη από την κινάση 

gcn2 αύξηση της μετάφρασης του GCN4 mRNA. 

Ο παράγοντας eIF2 είναι ετεροτριμερής. Αποτελείται από τις υπομονάδες α, β 

και γ. Το γονίδιο που κωδικοποιεί για τη β υπομονάδα είναι το SUI367. Με σκοπό να 

μελετηθεί η πιθανή συμμετοχή της υπομονάδας αυτής στην ρύθμιση του GCN4 

απομονώθηκε και υπερεκφράστηκε το παραπάνω γονίδιο. Οπως φαίνεται στον πίνακα 

3.3 μια τέτοια υπερέκφραση προκαλεί την ακατάσχετη μετάφραση του GCN4 mRNA, 

ανεξάρτητα θρεπτικών συνθηκών, σε αντίθεση με την υπερέκφραση του γονιδίου για την 

α υπομονάδα που εμποδίζει την πλήρη αποκαταστολή της μετάφρασης, όταν απαιτείται 

από τη έλλειψη αμινοξέων (Πίνακας 3.3). Το τελευταίο είναι δυνατό να ερμηνευτεί ως 

ανεπάρκεια της κινάσης Gcn2 να φωσφορυλιώσει την αυξημένη ποσότητα α υπομονάδας 

στις συνθήκες αυτές. Πρόκειται για "διαλυτοποίηση" της δράσης του ενζύμου αυτού. 

Η αύξηση της μετάφρασης που προκαλεί η υπερέκφραση του γονιδίου SUI3, 

συμβαίνει και σε στελέχη gcn2 (Πίνακας 3.3). Είναι πιθανό η πληθώρα β υπομονάδων 

που συντίθεται να προκαλεί πρόβλημα στη συγκρότηση του λειτουργικού ετεροτριμερούς, 
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εξ' αιτίας διατάραξης της φυσιολογικής αναλογίας των τριών υπομονάδων. Και πάλι 

επομένως η δυσλειτουργία της μεταφραστικής μηχανής του κυττάρου επιδρά στη 

έκφραση του γονιδίου GCN4 ανεξάρτητα από την παρουσία της κινάσης Gcn2. 

Οπως έχει ήδη αναφερθεί στο κεφάλαιο 2, η έντονη και παροδική ενεργοποίηση 

της μετάφρασης του GCN4 mRNA στα αρχικά στάδια της έλλειψης αμινοξέων, είναι 

ανεξάρτητη της παρουσίας της κινάσης Gcn2. Είναι όμως ανεξάρτητη και της 

φωσφορυλίωσης της α υπομονάδας του eIF2, στη θέση 51 (Σερίνη), ή υπάρχει άλλη 

κινάση που δρα κατά την περίοδο εκείνη και φωσφορυλιώνει επίσης την α υπομονάδα 

στο ίδιο σημείο; 

Για να απαντηθεί το ερώτημα αυτό έγινε προσδιορισμός της συσώρευσης του 

mRNA του γονιδίου ARG4 σε τρία χρονικά σημεία (Εικόνα 3.7) μετά την επιβολή 

έλλειψης αμινοξέων σε στελέχη gcn2 και sui2-ala, τα οποία αναπτύσονταν σε θρεπτικό 

μέσο με όλα τα αμινοξέα. Η έκφραση του γονιδίου ARG4 ακολουθεί την παροδική 

μεταφραστική ενεργοποίηση του GCN4 mRNA. Σε στελέχη gcn2 τα οποία διεξάγουν την 

ενεργοποίηση αυτή, έχει δειχτεί71 ότι το ποσό του ARG4 mRNA αυξάνει μέχρι τα 

τριάντα λεπτά της αλλαγής θρεπτικού μέσου (Μεταφορά σε μέσο χωρίς αμινοξέα), και 

κατόπιν ελατώνεται. Η παροδική αυτή αύξηση είναι συνέπεια της απότομης 

μεταφραστικής ενεργοποίησης του GCN4 mRNA. 

Οπως φαίνεται στην εικόνα 3.7 η παροδική αύξηση του ARG4 mRNA 

παρατηρήται και στο στέλεχος sui2-ala. Αν η αντιστοιχία των δυο φαινομένων είναι 

σωστή, θα πρέπει να συμβαίνει παροδική μεταφραστική ενεργοποίηση του GCN4 mRNA 

στο στέλεχος sui2-ala. Επομένως το φαινόμενο αυτό δεν απαιτεί γεγονότα 

φωσφορυλίωσης στη θέση 51. Δεν αποκλείεται βέβαια να συμβαίνουν φωσφωρυλιώσεις 

σε άλλες θέσεις της α υπομονάδας του eIF2, κατά την περίοδο της απότομης 

μεταφραστικής ενεργοποίησης. 



Χρήση του ARG4 mRNA για την προσέγγιση της παροδικής μεταφραστικής 

ενεργοποίησης του GCN4 mRNA. 

0 30 120 

A ilÈÊlF+*i»' ^ ARG4 mRNA 

Β -**- - ARG4 mRNA 

Εικόνα 3.7: 

Η παροδική ενεργοποίηση του γονιδίου GCN4. 

Α. Αποτέλεσμα της παροδικής ενεργοποίησης του γονιδίου GCN4 είναι η άμεση επαγωγή της 

μεταγραφής του γονιδίου ARG4. Στην παραπάνω εικόνα εμφανίζεται η συσσώρευση του 

mRNA του γονιδίου ARG4 στα χρονικά διαστήματα 0, 30 και 120 λεπτών (0', 30', 120') 

μετά την έναρξη της κατάστασης έλλειψης αμινοξέων σε στέλεχος gcn2. 

Β. Εικονίζεται η συσσώρευση του ARG4 mRNA στα ίδια χρονικά διαστήματα σε στέλεχος 

sui2-ala. 

Ως ανιχνευτής χρησιμοποιήθηκε τμήμα του γονιδίου ARG4. 
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Ο τ α ν π α ρ ε μ π ο δ ι σ τ ε ί η α μ ι ν ο α κ υ λ ί ω σ η των t R N A s τ η ς 

Ι σ τ ι δ ί ν η ς κ α ι ό τ α ν μ ε ι ω θ ο ύ ν τα ε π ί π ε δ α τ ω ν ε ν δ ο γ ε ν ώ ν 

αμινοξέων του κυττάρου 

Η ελλεψη έστω και ενός αμινοξέος από το θρεπτικό μέσο σηματοδοτεί την 

απόκριση του συστήματος γενικού ελέγχου της βιοσύνθεσης των αμινοξέων του 

σακχαρομύκητα. Αν πράγματι η άμεση συνέπεια της έλλειψης αυτής είναι η 

αναποτελεσματική σύνδεση των διαφορών tRNAs με τα αντίστοιχα τους αμινοξέα, τότε 

θα πρέπει η παρεμπόδιση της διαδικασίας αυτής με άλλο τρόπο να έχει το ίδιο 

αποτέλεσμα στην έκφραση του γονιδίου GCN4. Θερμοευαίσθητες μεταλλαγές στα 

γονίδια των tRNA συνθετασών που είναι τα ένζυμα που διεξάγουν τη σύνδεση 

αμινοξέος με tRNA, ασκούν τέτοια επίδραση στο σύστημα γενικού ελέγχου. Αν η 

πληθώρα ασύνδετων μορίων tRNA σκανδαλίζει την κινάση Gcn2, η επίδραση αυτή θα 

πρέπει να είναι εξαρτημένη από την ύπαρξη της. Συμβαίνει όμως κάτι τέτοιο; 

Για να δοθεί απάντηση στο παραπάνω ερώτημα χρησιμοποιήθηκε ένα στέλεχος 

htsl που φέρει θερμοευαίσθητη μεταλλαγή στο γονίδιο HTS1 που κωδικοποιεί για την 

tRNA συνθετάση της Ιστιδίνης2 1 4. Η μεταλλαγή αυτή δημιουργεί ενδοκυττάρια 

περίσσεια ασύνδετων tRNAs Ιστιδίνης λόγω αναποτελεσματικής λειτουργίας του 

ενζύμου. Το παραπάνω στέλεχος εμφανίζει αυξημένα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου 

GCN4 ακόμα και στη σχετικά χαμηλή θερμοκρασία των 30°C. Στην απαγορευτική για 

ανάπτυξη θερμοκρασία των 37°C, η αποκαταστολή του GCN4 είναι ακόμα μεγαλύτερη 

(Πίνακας 3.5Α). Το φαινόμενο αυτό παρατηρείται ακόμα και όταν δεν υφίσταται 

έλλειψη αμινοξέων. Στο στέλεχος αυτό καταστράφηκε το γονίδιο GCN2 όπως φαίνεται 

στην εικόνα 3.8. Στη συνέχεια μετρήθηκε η μεταφραστική επαγωγή του GCN4 στο νέο 

στέλεχος htslAgcn2 που προέκειψε. Τα αποτελέσματα που καταγράφονται στον πίνακα 

3.5Α, δείχνουν ότι η έκταση της αποκαταστολής είναι αρκετά μειωμένη στο στέλεχος 

αυτό. Ομως παραμένει ένα υπολογίσιμο μέρος της έκφρασης του γονιδίου GCN4, το 

οποίο και επομένως είναι ανεξάρτητο της κινάσης Gcn2 (Πίνακας 3.5Γ). Μάλιστα θα 

πρέπει αυτό το ποσοστό που παραμένει να οφείλεται στη μη αποτελεσματική λειτουργία 

της συνθετάσης. Αυτό γιατί ανιχνεύεται μείωση του ποσοστού αυτού, κατά την προσθήκη 

στα κύτταρα, περίσσειας του αμινοξέως Ιστιδίνη ή του αναλόγου της, TRA. Η περίσσεια 

των δυο αυτών οδηγεί σε αύξηση των συνδεμένων με αμινοξύ, tRNAs Ιστιδίνης 

(Πίνακας 3.5Β. Και το ανάλογο TRA (Triazolamine: Τριαζολ-αμίνη) έχει την ικανότητα 

σύνδεσης). 

Και πάλι δηλαδή ο ρόλος της κινάσης αυτής εμφανίζεται ενισχυτικός μάλλον 

παρά εμπλέκεται αυτή στην αντίληψη της περίσσειας ασύνδετων tRNAs. 



Πίνακας 3.5: 

Οι επιπτώσεις της καταστροφής του γονιδίου GCN2, στους φαινοτύπους 

των στελεχών htsl και gcn4. Εξετάζονται οι φαινότυποι που σχετίζονται 

με το σύστημα γενικού ελέγχου της βιοσύνθεσης των αμινοξέων. 
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Α. Η έκφραση του γονιδίου GCN4 στα στελέχη και τις συνθήκες που αναγράφονται. 

Το γονίδιο μάρτυρας ήταν το GCN4-LacZ. 

Β. Η έκφραση του γονιδίου GCN4 στα στελέχη hts l και Agcn2/htsl όταν 

παρέχονται οι μεταβολίτες Ιστισίνη (His) και Τριαζολ-αμίνη (Tra), σε 

θερμοκρασία 30°C ή 37°C. Οι τιμές είναι σε μονάδες Miller και αντιστοιχούν στο 

μέσο όρο 3 ανεξάρτητων πειραμάτων με απόκλιση μικρότερη από 10%. 

Γ. Καταγράφεται η ανάπτυξη των αναγραφόμενων στελεχών στις συνθήκες που 

αναφέρονται, καθώς και η ένταση του μπλε χρώματος που προκύπτει από τη δράση 

του ενζύμου β-Γαλακτοσιδάση πάνω στο υπόστρωμα XGAL. Το ένζυμο προέρχεται 

από την έκφραση του γονιδίου μάρτυρα GCN4-LacZ που φέρουν τα στελέχη. 



Δημιουργία οιπλά μεταλλαγμένων στελεχών htsl/Agcn2 και 

gcn4/Agcn2. 

1 2 3 4 

GCN2 • 

Μ GCN2 

Εικόνα 3.8: 

Καταστροφή του γονιδίου GCN2 σε στελέχη φυσικού τύπου, htsl και gcn4. 

Εγινε ανάλυση κατά Southern, στελεχών στα οποία έχει καταστραφεί το γονίδιο GCN2 μέσω 

αντικατάστασης εκτεταμένου τμήματος του από το γονίδιο URA3. Στην θέση 1 φαίνεται το 

πρότυπο ζώνωσης για φυσικού τύπου στέλεχος στο οποίο το γονίδιο GCN2 είναι άθικτο. Στην θέση 

2 φαίνεται το αντίστοιχο πρότυπο ενός στελέχους φυσικού τύπου, το οποίο φέρει κατεστραμένο 

γονίδιο GCN2. Στην θέση 3 εμφανίζεται το πρότυπο ενός στελέχους htsl στο οποίο έχει 

καταστραφεί το γονίδιο GCN2. Τέλος στην θέση 4, η ανάλυση αυτή αφορά στέλεχος gcn4 στο οποίο 

το γονίδιο GCN2 έχει καταστραφεί με τον ίδιο τρόπο. 

Ως ανιχνευτής στα πειράματα αυτά χρησιμοποιήθηκε τμήμα του γονιδίου GCN2. 
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Τα στελέχη gcn4 στα οποία ο μεταγραφικός παράγοντας Gcn4 δεν είναι 

λειτουργικός έχουν μειωμένα επίπεδα συσσώρευσης ενδογενών αμινοξέων. Αυτό γιατί η 

απουσία της πρωτεΐνης αυτής δεν επιτρέπει την έστω και βασική, χαμηλή έκφραση των 

γονιδίων για τα βιοσυνθετικά ένζυμα των αμινοξέων. Το γεγονός αυτό ερμηνεύει την 

μερική αποκαταστολή της έκφρασης ενός γονιδίου μάρτυρα που φέρει τις eis ρυθμιστικές 

αλληλουχίες του GCN4. Για να εξεταστεί αν μέρος της αποκαταστολής αυτής είναι 

επίσης ανεξάρτητο της κινάσης Gcn2, καταστράφηκε το γονίδιο GCN2 σε στέλεχος gcn4 

(Εικόνα 3.8). Ακολούθησε η ίδια ανάλυση που περιγράφθηκε για το στέλεχος htslAgcn2. 

Τα αποτελέσματα φαίνονται στον πίνακα 3.5Α και μόνο σε έκταση υπολείπονται των 

προηγουμένων. Συνεπώς, συσσωρεύονται οι ενδείξεις ότι η κινάση Gcn2 δεν είναι το 

μόριο που πρωταρχικά ανιχνεύει την κατάσταση έλλειψης αμινοξέων. 
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Καταστολή των συνεπειών που έχουν μεταλλαγές του 
eIF2a 

OL μεταλλαγές στην α υπομονάδα του eIF2 που εξετάστηκαν, υπογραμμίζουν τη 

σημασία του καρβοξυτελικού άκρου για τη σωστή λειτουργία της πρωτεΐνης αυτής. Στην 

περιοχή αυτή υπάρχουν αρκετά αμινοξέα που αποτελούν πιθανούς στόχους για μετα-

μεταφραστικές τροποποιήσεις. Με σκοπό την αναγνώριση άλλων πρωτεϊνών που είτε 

αλληλεπιδρούν με την περιοχή αυτή είτε σχετίζονται με τη λειτουργία της, έγινε 

προσπάθεια καταστολής των συνεπειών μιας μετάλλαξης σ' αυτήν που προκαλεί 

ακατάσχετη ενεργοποίηση της μετάφρασης του GCN4 mRNA (Πρόκειται για την sui2-l). 

Χρησιμοποιήθηκε η προσέγγιση της καταστολής μέσω υπερέκφρασης γονιδίων που 

προσφέρει και τη δυνατότητα απομόνωσης παραγόντων που δρουν σε στάδια επόμενα 

του eIF2. 

Η στρατηγική αυτή απέδωσε ένα κλώνο (352C) του οποίου ο χάρτης των 

περιοριστικών ενζύμων φαίνεται στην εικόνα 3.9Α. Στην ίδια εικόνα φαίνονται και οι 

ελλείψεις που έγιναν ώστε να εντοπιστεί με περισσότερη ακρίβεια το σχετικό γονίδιο 

(Εικόνα 3.9Β). Ο κλώνος αυτός κατέστειλε ειδικά τις επιδράσεις της μεταλλαγής sui2-l, 

χωρίς η υπερέκφραση του να έχει κάποιο μετρήσιμο αποτέλεσμα σε στελέχη φυσικού 

τύπου, gcn2 και gcdl (Εικόνα 3.9Γ). Είναι ενδιαφέρον ότι κατέστειλε επίσης και την 

επίδραση στη μετάφραση του GCN4 mRNA που είχε η υπερέκφραση των 

καρβοξυτελικών πεπτιδίων της α υπομονάδας του eIF2 (Αναφέρεται μόνο η περίπτωση 

του γονιδίου sui2/AEcoRV, για ένα από τα τρία τέτοια πεπτίδια). Τα αποτελέσματα 

καταγράφονται συγκεντρωτικά στον πίνακα 3.6. Στην εικόνα 3.10Α επίσης, εμφανίζεται 

η μείωση στη μεταγραφή του ελεγχόμενου από την πρωτεΐνη Gcn4 γονιδίου HIS3, που 

αποτελεί συνέπεια της πτώσης της έκφρασης του GCN4 σε στελέχη sui2-l, από τον κλώνο 

352C. Το τελευταίο φαινόμενο καταστολής υποδεικνύει ότι πιθανά το προϊόν του 

γονιδίου που περιέχεται στον κλώνο 352C, αλληλεπιδρά με την καρβοξυτελική περιοχή 

της α υπομονάδας του eIF2. 

Εγινε προσδιορισμός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας ενός τμήματος της 

μικρότερης έλλειψης που όμως εξακολουθούσε να έχει ικανότητα καταστολής. Με έλεγχο 

στη βάση δεδομένων για νουκλεοτιδικές αλληλουχίες σακχαρομύκητα, διαπιστώθηκε ότι 

η αλληλουχία του κλώνου 352C είναι ταυτόσημη με αυτή της εκφραζόμενης αλληλουχίας 

(EST, Expressed Sequence Tag), V86 (Εικόνα 3.11). To προϊόν του γονιδίου αυτού είναι 

μιτοχονδριακής εντόπισης, όπως προέκυψε μετά από μελέτη της EST V8631. 

Είναι δύσκολο να συμβιβαστεί η ιδέα σχετικά με την αλληλεπίδραση της α 

υπομονάδας του eIF2 με το προϊόν του κλώνου 352C, με το γεγονός ότι το προϊόν αυτό 

εντοπίζεται στο μιτοχόνδριο291. Είναι πιθανό παρόλα αυτά μια τροποποίηση της 



Χ α ρ τ ο γ ρ ά φ η σ η και περιορισμός του κλώνου 352C. Η επίδραση του κλώνου 

α υ τ ο ύ ε ί ν α ι ειδική. 
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Εικόνα 3.9: 

Η πρωτοταγής δομή του κλώνου 352C και οι επιδράσεις του. 

Α. Ο χάρτης περιοριστικών ενζύμων του κλώνου 352C και η κλίμακα μεγέθους. 

Β. Οι ελλείψεις που κατασ/ευάστηκαν από τον κλώνο αυτό καθώς και η ικανότητα τους να 

αναπαράγουν το φαινότυπο ολόκληρου του κλώνου (+, +/-, -). 

Γ. Η επίδραση του κλώνου 352C είναι ειδική για το στέλεχος sui2-l. Γονίδιο μάρτυρας ήταν το 

GCN4-LacZ. Οι τιμές είναι σε μονάδες Miller και αντιστοιχούν στο μέσο όρο 3 ανεξάρτητων 

πειραμάτων με απόκλιση μικρότερη από 10%. 



Πίνακας 3.6: 

Οι επιδράσεις της υπερέκφρασης του κλώνου 352C σε διάφορα γενετικά 

υπόβαθρα. 
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Α. Ο κλώνος 352C, όταν υπερεκφράζεται, καταστέλει σημαντικά την ικανότητα του 

στελέχους sui2-l να αναπτύσεται κατά την παρουσία 3-ΑΤ. Το ίδιο καταστέλεται 

και η αντίστοιχη ικανότητα ενός στελέχους gcn2 μετασχηματισμένου με πλασμίδιο 

για την υπερέκφραση του καρβόξυτελικου πεπτιδίου της α υπομονάδας του eIF2 που 

κωδικοποιήται από το αλληλόμορφο sui2/AEcoRI (sui2/RV, στον πίνακα). 

Β. Προσδιορίζονται τα επίπεδα της έκφρασης του γονιδίου GCN4 στα παραπάνω 

στελέχη κάτω από αντίστοιχες συνθήκες. Μετρήθηκε η ενεργότητα β-Γαλακτοσιδάσης 

με χρήση του γονιδίου μάρτυρα GCN4-LacZ. Οι τιμές είναι σε μονάδες Miller και 

αντιστοιχούν στο μέσο όρο 3 ανεξάρτητων πειραμάτων με απόκλιση <10%. 



Πως επιρεάζεται η έκφραση του γονιδίου HIS3 από την υπερέκφραση του 

κλώνου 352C και του γονιδίου ΤΡΚ2. 
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1 2 3 1 2 

Μ DED1 mRNA • 
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Εικόνα 3.10: 

Ανάλυση Northern της έκφρασης του γονιδίου HIS3. 

Α. Προσδιορίστηκε η συσσώρευση του HIS3 mRNA σε στέλεχος φυσικού τύπου (θέση 1), κάτω από 

θρεπτικές συνθήκες καταστολής της έκφρασης του γονιδίου GCN4 (παρουσία αμινοξέων). Κάτω από 

αντίστοιχες συνθήκες έγινε προσδιορισμός του ίδιου mRNA σε στέλεχος sui2-l μετασχηματισμένου με το 

πλασμίδιο που υπερεκφράζει τον κλώνο 352C (θέση 2), καθώς και στο ίδιο στέλεχος μετασχηματισμένο με 

τον πλασμιδιακό φορέα (θέση 3). Φαίνεται η μείωση της έκφρασης του γονιδίου HIS3 που προκαλείται στο 

στέλεχος sui2-l από την υπερέκφραση του κλώνου 352C. 

Β. Ανάλυση της συσσώρευσης του HIS3 mRNA σε στέλεχος gcn2 μετασχηματισμένο με πλασμίδιο φορέα 

(θέση 1) ή στο ίδιο στέλεχος αλλά μετασχηματισμένο με πλασμίδιο για την υπερέκφραση της κινάσης Tpk2 

(θέση 2). Χρησιμοποιήθηκαν οι ίδιες θρεπτικές συνθήκες με αυτές του Α. 

Ως ανιχνευτής χρησιμοποιήθηκε τμήμα της γενωμικής περιοχής των γονιδίων DED1 και HIS3. Η 

έκφραση του γονιδίου DED1 δεν μεταβάλλεται όπως φαίνεται κατά τα πειράματα αυτά. 



Ταύτηση της νουκλεοτιδικής αλληλουγίας του κλώνου 352C με 

αυτή της EST, ν86. 

1 50 

352C TGTTTRRRCT TfìTCfìGfìGGT GRCTfìCfìTTR GGGCfìfìCCTT TGGfìGGTTGT 

u 8 6 . TGTTTfìfìfìCT TfìTCfìGfìGGT GfìCTfìCfìTTR GGGCfìfìCCTT TGGfìGGTTGT 

51 100 

352C TflfìGfìCCfìCfì RTGGCTGCfìfì fìCRGfìfìfìCTT CfìCRTTTTTR GRfìTCTGTTfì 

u 8 6 . TfìflGRCCfìCfì RTGGCTGCfìfì fìCfìGfìfìRCTT CRCfìTTTTTR GfìfìTCTGTTfì 

101 150 
352C fìGCfìTGTCTG GTCfìfìGfìGGT GGTfìTCTTGG GTTfìCTfìCCfì RGGTTTfìTTC 
u 8 6 . fìGCfìTGTCTG GTCfìfìGfìGGT GGTfìTCTTGG GTTfìCTfìCCfì RGGTTTfìTTC 

151 161 
352C CfITGGGCfìTG G 

υ86 . CRTGGGCfìTG G 

Εικόνα 3.11: 

Με χρήση κατάληλων υπολογιστικών αλγόριθμων αποκαλήφθηκε η ταυτότητα ανάμεσα 

στην αλληλουχία του κλώνου 3 52C και της εκφραζόμενης αλληλουχίας του 

σακχαρομύκητα, EST (Expressed Seqence Tag), ν86. 
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πρωτεϊνοσύνθεσης που διεξάγεται στο μιτοχόνδριο να έχει γενικότερη επίδραση στο 

μεταβολισμό του κυττάρου και τελικά στην έκφραση του γονιδίου GCN4. Εξ' άλλου η 

έκφραση αυτή, όπως διαπιστώνεται είναι ευαίσθητη σε ποικίλες διαταραχές. Η όποια 

ερμηνεία τελικά δοθεί θα πρέπει βέβαια να συμβιβάζεται και με το γεγονός της ειδικής 

καταστολής του φαινοτύπου του στελέχους sui2-l και μόνο. 
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β) Υ π ά ρ γ ε ι σύνδεση α ν ά μ ε σ α στην ελεγγόμενη από cAMP κινάση 

Tpk2 και τη ρύθμιση της έκφρασης του GCN4; 

Ε ν ε ρ γ ο π ο ί η σ η της Tpk2 οδηγεί σε αύξηση της έκφρασης του 

GCN4 χωρίς τη ανάγκη Gcn2 

Με τη χρήση κατάλληλων υπολογιστικών αλγορίθμων έχει προβλευθεί ότι η 5' μη 

μεταφραζόμενη περιοχή του GCN4 mRNA εμφανίζει εκτεταμένη δευτεροταγή δομή 

(Εικόνα 3.12Α). Εχει η δομή αυτή κάποιο ρόλο στη ρύθμιση της μετάφρασης του 

μηνύματος αυτού163; Προκειμένου να απαντηθεί το ερώτημα αυτό, τοποθετήηθηκε μετά 

το τέταρτο μικρό αναγνωστικό πλαίσιο του mRNA (Εικόνα 3.12Γ), μια αλληλουχία με 

δυνατότητα να σχηματίζει σταθερή δευτεροταγή δομή 2 3 3 . Η αλληλουχία αυτή 

προερχόταν από τον ιό HIV1 (ΤAR loop, Εικόνα 3.12Β). Η αλληλουχία αυτή μείωνε 

δραστικά τη μετάφραση του μηνύματος εφ'όσον εμπόδιζε τη διαδικασία σάρωσης από 

την 40S ριβοσωμική υπομονάδα14· 1 5, όπως φαίνεται στον πίνακα 3.7Α. Η λογική πίσω 

από την στρατηγική της εισαγωγής μιας τέτοιας αλληλουχίας ήταν η ακόλουθη: 

Αν κάποια πρωτεΐνη εμπλέκεται στην διευκόλυνση της σάρωσης, μέσω 

χαλάρωσης της δευτεροταγούς δομής του mRNA, τότε η ισχυροποίηση της δομής αυτής 

θα απαιτούσε αυξημένα επίπεδα μιας τέτοιας πρωτεΐνης για να διεξαχθεί η σάρωση272. 

Επομένως μέσω της υπερέκφρασης γονιδίων θα ήταν δυνατή η απομόνωση ενός τέτοιου 

παράγοντα. Εφαρμόζοντας το σχήμα αυτό επιλέχτηκαν πλασμίδια από μια γενωμική 

βιβλιοθήκη υψηλής αντιπροσώπευσης στο σακχαρομύκητα τα οποία να προκαλούν 

αυξημένη σύνθεση του ενζύμου β-Γαλακτοσιδάση που παράγεται από ένα γονίδιο 

μάρτυρα που φέρει το eis ρυθμιστικά στοιχεία του GCN4 και επιπρόσθετα την ισχυρή 

δευτεροταγή δομή μετά το τέταρτο αναγνωστικό πλαίσιο (Σχήμα 3.1). 

Απομονώθηκε έτσι το γονίδιο για την κινάση Tpk2 που είναι ένα από τα τρία που 

διαθέτει ο σάκχαρο μύκητας για την καταλυτική υπομονάδα της ρυθμιζόμενης από 

cAMP, κινάσης. Ενας χάρτης του κλώνου που απομονώθηκε, φαίνεται στον πίνακα 3.8Γ. 

Τα αλλά δύο είναι τα ΤΡΚ1 και ΤΡΚ3. Και τα τρία αυτά γονίδια, είχαν αναγνωριστεί 

προηγούμενα απο άλλους125. Οπως παρουσιάζεται στον πίνακα 3.7Α η υπερέκφραση της 

κινάσης αυτής είχε την ικανότητα εκτός του αρχικού γονιδίου μάρτυρα, να επάγει την 

έκφραση και του φυσικού τύπου γονιδίου GCN4. Συνέπεια του γεγονότος αυτού είναι η 

επαγωγή των γονιδίων για τα βιοσυνθετικά ένζυμα που φαίνεται στη εικόνα 3.10Β, για 

την περίπτωση του HIS3. Επιπρόσθετα, η παραπάνω υπερέκφραση οδηγεί σε δραματική 

μείωση του ρυθμού πολλαπλασιασμού των κυττάρων (Εικόνα 3.13 και Πίνακας 3.7Β). 



Δομές RNAs (Εικόνα 3.12). 

Α και Β : 

.»' 

CflucccLce of: ccN«.urß_cDNMer:i f̂ Um-nr-y a i . isas 01:44 

FOLDfNA of: ECN4UTR.SEQ;3 Check: 391 -fron,: 1 to: 594 January 25. 1995 14:01 

L.ogtK: ίΟίι Energy: - 7 9 . 1 

;&> 

SCUIGGLES of : 7 AR. CONNECT;! Februo-y 25, 1995 01:42 

FOLDFM of: tor.seq Check: 9517 from: 1 to: 118 February 25. 1995 01:24 

Length! 118 Energy! -41.5 



Αομές RNAs (συνέχεια). 

Γ: 

50JKJGLE.5 of: 5crA_itr—Tar. c an nee t February 25, 1395 Qi;tD 

FOLDRNA o-f: Gtrrtutr-Tar .Seq Ο ι κ Λ : 7305 from: 1 t a : 712 F e b r u a r y s , L995 01:39 

%. Length: 712 Energy: -122.4 

, i i 111 n 11 c f i 1 11 i n 
6» 

Εικόνα 3.12: 

A. Πρόβλεψη της δομής της 5 ' μη μεταφραζόμενης περιοχής του GCN4 mRNA. 

Β. Πρόβλεψη της δομής της ριβονουκλεοτιδικής αλληλουχίας TAR του ιοΰ HIV1. 

Γ. Πρόβλεψη της δομής της 5' μη μεταφραζόμενης περιοχής του GCN4 mRNA στην 

οποία έχει εντεθεί η αλληλουχία TAR. 



Αιαφανοποίηση μιας δευτεροταγούς δομής. 

GCN4-LacZ 

\ 
TARGCN4-LacZ 

Ο 

5' 

X 

Ά 

3' 

Υπερέκφραση 

Συνθήκες 

αποκαταστολής 

γονιδίου yàr 

Λευκές αποικίες 

Φ Καταστολή της παρεμπόδισης της 
^ y μετάφρασης. 

5' 

Ι MM M W É M I MM MM M J IMV'MÌM'MIÌ 1 £ * £ « MM! 

Γαλάζιες αποικίες 

Σγήμα 3.1: 

Στρατηγική για την επιλογή γονιδίων που αναιρούν τη μεταφραστική καταστολή που 

προκαλούν δευτεροταγείς δομές στην 5' μη μεταφραζόμενη περιοχή του γονιδίου μάρτυρα 

GCN4-LacZ. Η επιλογή έγινε κάτω από συνθήκες αποκαταστολής της μετάφρασης του 

GCN4 mRNA, ώστε να ξεπεραστεί το εμπόδιο των μικρών αναγνωστικών πλαισίων. 



Π ί ν α κ α ς 3.7: 

Η υπερέκφραση της κινάσης Tpk2 ενεργοποιεί τη μετάφραση του GCN4 

mRNA και μ ε ι ώ ν ε ι το ρυθμό π ο λ λ α π λ α σ ι α σ μ ο ύ των κ υ τ τ ά ρ ω ν 

σακχαρομύκητα. 

Α 
Γονίδιο μάρτυρας. hTPK2 + 

Min 

hGCN2 

GCN4-LacZ 5.2 

TARGGCN4-LacZ 0.2 

60.7 

2.5 

5.2 

0.2 

24.3 

1.9 

Γονίδιο μάρτυρας. 

3-AT 

hTPK2 + hGCN2 

GCN4-LacZ 49.7 

TARGGCN4-LacZ 1.5 

74.8 

3.1 

49.7 

1.5 

58.6 

2.4 

Β Min 3-AT 

-hTPK2 

+hTPK2 

-hGCN2 

+hGCN2 

+++ 

+ 

+++ 

+++/· 

+++ 

+ 

+++ 

Α. Η επαγωγή της έκφρασης των δύο γονιδίων μαρτύρων που αναγράφονται, όταν 

υπερεκφράζεται η κινάση Tpk2 ή η κινάση Gcn2. Οι συνθήκες ήταν είτε επάρκεια 

αμινοξέων είτε έλλειψη (Min και 3-ΑΤ αντίστοιχα). Το γονίδιο μάρτυρας 

TARGCN4-LacZ φέρει στην 5' μή μεταφραζόμενη περιοχή του, την 

νουκλεοτιδική αλληλουχία Τ AR του HIV1. Οι τιμές είναι σε μονάδες Miller και 

αντιστοιχούν στο μέσο όρο 3 ανεξάρτητων πειραμάτων με απόκλιση μικρότερη από 

10%. 

Β. Η αναστολή στον πολλαπλασιασμό των κυττάρων που προκαλεί η υπερέκφραση 

των δύο κινασών σε διάφορες θρεπτικές συνθήκες. 

Το στέλεχος που χρησιμοποιήθηκε στο πείραμα αυτό ήταν φυσικού τύπου. 



Π ί ν α κ α ς 3.8: 

Η δράση της κινάσης Tpk2 είναι ανεξάρτητη της κινάσης Gcn2, αλλά 

εμποδίζεται από μεταλλαγές στην α υπομονάδα του eIF2. 

Στέλεχος . 

Min 

-

+++ 

+++ 

+++ 

hTPK2 + 

+ 

+ 

+ 

3-ΑΤ 

hTPK2 + 

wt 

gcn2 

sui2-ala 

+++ + 

+ 

Min 3-AT 

Στέλεχος . -

4.1 

2.4 

1.9 

hTPK2 + 

56.7 

5.8 

1.2 

-

40.6 

1.8 

1.1 

hTPK2 + 

68.3 

5.2 

1.2 

wt 

gcn2 

sui2-ala 

(BamHI/Sau3A)JL TPK2 

1Kb 

(Sau3A/BamHI) 

HindlII EcoRI Sali 

Η επίδραση της υπερέκφρασης της κινάσης Tpk2 στον πολλαπλασιασμό των 

κυττάρων. Μελετήθηκαν οι επιδράσεις στα αναγραφόμενα στελέχη κάτω από τις 

γνωστές συνθήκες επάρκειας (Min) και έλλειψης (3-ΑΤ) αμινοξέων. 

Φαίνεται η έκφραση του GCN4 κάτω από τις ίδιες παραμέτρους (Στελέχη, 

Συνθήκες) Γονίδιο μάρτυρας ήταν και πάλι το GCN4-LacZ. Οι τιμές είναι σε 

μονάδες Miller και αντιστοιχούν στο μέσο όρο 3 ανεξάρτητων πειραμάτων με 

απόκλιση μικρότερη από 10%. 

Ο χάρτης περιοριστικών ενζύμων του γενωμικού κλώνου που περιέχει το γονίδιο 

ΤΡΚ2. 



Η ενεργοποίηση της κινάσης Tpk2 έγει ως αποτέλεσμα την μείωση 

του ρυθμού πολλαπλασιασμού των κυττάρων του σακχαρομύκητα. 

WT 

Εικόνα 3.13: 

Η επίδραση της υπερέκφρασης τον γονιδίου ΤΡΚ2 στον πολλαπλασιασμό κυττάρων 

φυσικού τύπου. 

Οπως διαπιστώνεται από την σύγκριση του τομέα που φέρει την καλλιέργεια των κυττάρων που 

είναι μετασχηματισμένα με το πλασμίδιο που υπερεκφράζει το γονίδιο (hTPK2) και του τομέα των 

κυττάρων που έχουν μετασχηματιστεί με το πλασμίδιο φορέα (vector), το γονίδιο αυτό επιδρά 

αρνητικά στον ρυθμό πολλαπλασμιασμό όταν υπερεκφραστεί. 
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Η παρατήρηση αυτή συμβιβάζεται με παρέμβαση στη γενική πρωτεϊνοσύνθεση. 

Πως όμως προκύπτουν οι φαινότυποι αυτοί; Διαφαίνεται ότι η κινάση Tpk2 δεν είναι 

ότι πιο αναμενόμενο θα μπορούσε να προκύψει από την στρατηγική επιλογής που 

ακολουθήθηκε. Μια ελικάση που καταστρέφει δευτεροταγείς δομές, για παράδειγμα δεν 

θα αποτελούσε έκπληξη84· 8 6 ' 5 7 ' 1 3 9 . Η Tpk2 όταν δεν υφίσταται λόγος ενεργοποίησης 

της είναι παροπλισμένη εξ' αιτίας σύνδεσης της με τη ρυθμιστική υπομονάδα Bcyl. Η 

παρουσία cAMP, αποσυνδέει την καταλυτική υπομονάδα η οποία στη συνέχεια 

τροποποιεί τα υποστρώματα της1 2 5. 

Η στοιχειομετρία ρυθμιστικών προς καταλυτικές υπομονάδες είναι τέτοια ώστε η 

υπερέκφραση της Tpk2 να έχει ως αποτέλεσμα την δημιουργία περίσσειας της 

υπομονάδας αυτής η οποία δεν μπορεί να παροπλιστεί πλέον από την πρωτεΐνη Bcyl 

και επομένως είναι ενεργή. Εστω ότι αυτή η κινάση επεμβαίνει στην πρωτεϊνοσύνθεση 

με τρόπο τέτοιο που να τροποποιείται η διαδικασία σάρωσης ώστε περισσότερες 40S 

ριβοσωμικές υπομονάδες να καταφτάνουν στη περιοχή μετά το τέταρτο αναγνωστικό 

πλαίσιο της 5' μη μεταφραζόμενης περιοχής του γονιδίου GCN4, οπού βρίσκεται η 

ισχυρή δευτεροταγής δομή. Κάτω από τέτοιες συνθήκες μερικές ριβοσωμικές υπομονάδες 

διαπερνούν τη δομή αυτή οδηγόντας σε αύξηση της μετάφρασης του πέμπτου, κύριου 

αναγνωστικού πλαισίου. 

Παρόλο που έκταση των επιδράσεων της υπερέκφρασης της Tpk2 είναι 

μεγαλύτερη σε στελέχη φυσικού τύπου, εν' τούτοις δεν καταργείται σε στελέχη gcn2 

(Πίνακας 3.8). Το ποιοτικό αποτέλεσμα της αύξησης της έκφρασης του GCN4 και της 

πτώσης της γενικής πρωτεϊνοσύνθεσης, παραμένει και συνεπώς πρόκειται για 

φαινόμενο κατά βάση ανεξάρτητο από την κινάση Gcn2, το οποίο ενισχύεται περαιτέρω 

από την παρουσία της. Ποιο είναι όμως το μόριο που τροποποιείται από την δράση της 

κινάσης Tpk2 έτσι ώστε να προκληθούν οι παραπάνω επιδράσεις; 
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Είναι η Tpk2 μια ακόμα κινάση του eIF2; 

Η κινάση Tpk2 είναι δυνατό να προκαλεί τις επιδράσεις που παρατηρήθηκαν 

επειδή ίσως διαθέτει περιορισμένη ικανότητα φωσφορυλίωσης της α υπομονάδας του 

eIF2. Με ανάλυση της πρωτοταγούς δομής της πρωτεΐνης αυτής διαπιστώνεται ότι έχει 

ομοιότητα με άλλες κινάσες του eIF2 και μάλιστα στην περιοχή αναγνώρισης του 

υποστρώματος (Εικόνα 3.14). Προκειμένου να διαπιστωθεί πειραματικά κάτι τέτοιο 

επαναλήφθηκε η γενετική μελέτη που εφαρμόστηκε στην περίπτωση των γονιδίων για τα 

tRNAs και του ΝΜΕ1. 

Τα αποτελέσματα που καταγράφονται στον πίνακα 3.8, δείχνουν σαφώς ότι η 

δράση της κινάσης Tpk2 πάνω στην έκφραση του GCN4 είναι ανεξάρτητα στο 

μεγαλύτερο μέρος τους από την κινάση Gcn2. Ομως δε συμβαίνει το ίδιο και για την α 

υπομονάδα του eIF2. Εδώ μεταλλαγή στη θέση 51 που μετατρέπει τη Σερίνη που 

κανονικά καταλαμβάνει τη θέση αυτή, σε Αλανίνη που είναι ένα δομικά όμοιο αμινοξύ 

αλλά δεν μπορεί να φωσφορυλιωθεί, καταργεί τους φαινοτύπους της υπερέκφρασης της 

κινάσης Tpk2, που αφορούν την έκφραση του GCN4 αλλά και την καθυστέρηση στο 

πολλαπλασιασμό των κυττάρων. Το γεγονός αυτό αποτελεί ένδειξη ότι η Tpk2 προκαλεί 

τα αποτελέσματα της στη έκφραση του GCN4 και στη γενικότερη πρωτεϊνοσύνθεση μέσω 

φωσφορυλίωσης της α υπομονάδας στη θέση της Σερίνης 51. Εχει δηλαδή και μια 

περιορισμένη ικανότητα να διεξάγει αυτή τη μετα-μεταφραστική τροποποίηση σε 

συνθήκες υπερέκφρασης της. Σε αντίθεση με την κινάση Gcn2 η υπερέκφραση της Tpk2 

μειώνει γενικότερα τη πρωτεϊνοσΰνθεση χωρίς να περιορίζεται στη μετάφραση του 

GCN4 mRNA. 

Η συμμετοχή της κινάσης Tpk2 στη ρύθμιση της έκφρασης του GCN4 έχει 

διαπιστωθεί και για το φαινόμενο της έντονης και παροδικής ενεργοποίησης της 

μετάφρασης του GCN4 mRNA, στα αρχικά στάδια της απόκρισης στην έλλειψη 

αμινοξέων74. Πιθανώς η κινάση αυτή να είναι ο τελεστής της οποίας τροποποίησης 

προκαλεί αυτή την απόκριση. Ομως στην περίπτωση αυτή έχει δειχτεί ότι η τροποποίηση 

στην α υπομονάδα του eIF2 δεν γίνεται στη γνωστή Σερίνη αλλά αλλού πάνω στη 

πρωτεΐνη αυτή. Ακόμα κι έτσι, παρόλα αυτά το τελικό συμπέρασμα είναι ότι η κινάση 

Tpk2 που είχε αναγνωριστεί ως τμήμα του μονοπατιού RAS, έχει ως υπόστρωμα και την 

α υπομονάδα του eIF2. Εστω και κάτω από ειδικές συνθήκες. Ενδεχομένως μάλιστα να 

αποτελεί το μόριο που είναι υπεύθυνο για το φαινόμενο της έντονης και παροδικής 

έκφρασης του GCN4, φαινόμενο που όπως έχει ήδη αναφερθεί είναι ανεξάρτητο της 

λειτουργίας της κινάσης Gcn2 και συνοδεύεται από σαφή πτώση της πρωτεϊνοσύνθεσης 

πράγμα που όπως αναφέρθηκε παραπάνω είναι τυπικό της δράσης της κινάσης αυτής. 



Οι κινάσες έχουν ομοιότητες. 

Gcn2p 

Ρ68 

Tpk2 

Gcn2p 

Ρ68 

Tpk2 

Gcn2p 

P68 

Tpk2 

Gcn2p 

P68 

Tpk2 

Gcn2p 

P68 

Tpk2 

Gcn2p 

P68 

Tpk2 

Gcn2p 

P68 

Tpk2 

Gcn2p 

P68 

Tpk2 

Gcn2p 

P68 

Tpk2 

Gcn2p 

P68 

Tpk2 
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Εκόνα 3.14: 

Οι ομοιότητες των τριών χινασών (Ρ68: DAI/P68), εντοπίζονται στις περιοχές 

αναγνώρισης του υποστρώματος. Εδώ φαίνεται η ομοιότητα των περιοχών αυτών. 


