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1.Περίληψη

Η  μαγιά  της  μπύρας  (S.cerevisiae)  διαθέτει  διάφορα  γονίδια  τα  οποία  επάγονται 

παρουσία  γαλακτόζης.  Όταν  κύτταρα   S.cerevisiae αναπτύσσονται  παρουσία 

γαλακατόζης, τα γονίδια που κωδικοποιούν για τα ένζυμα (GAL1,GAL7 και GAL10) 

που είναι υπεύθυνα  για τον μεταβολισμό της γαλακτόζης καθώς και την περμεάση 

της γαλακτόζης (GAL2), επάγονται σε υψηλά επίπεδα. Ο μεταγραφικός παράγοντας 

που είναι υπεύθυνος για την μεταγραφική ενεργοποίηση αυτών των γονιδίων είναι ο 

Gal4.  Όταν  κύτταρα  S.cerevisiae που  αναπτύσσονται  παρουσία  γλυκόζης, 

μεταφερθούν σε θρεπτικό μέσο το οποίο περιέχει γαλακτόζη, τα γονίδια  GAL1,2,7 

και 10 ενεργοποιούνται με αργό ρυθμό. Αντίθετα αν κύτταρα που αναπτύσσονται σε 

γαλακτόζη μεταφερθούν για αρκετές γενιές σε θρεπτικό μέσο που περιέχει γλυκόζη 

και έπειτα μεταφερθούν σε θρεπτικό μέσο γαλακτόζης, η ενεργοποίηση των γονιδίων 

που ελέγχονται από τον Gal4 είναι πολύ πιο γρήγορη. Αυτό το φαινόμενο ονομάζεται 

«μνήμη γαλακτόζης». Είχε βρεθεί ότι μετατροπές της χρωματίνης συσχετίζονται με 

το φαινόμενο της μνήμης της γαλακτόζης. Αντίθετα, πραγματοποιώντας ένα πείραμα 

ετεροκάρυου,  δείχθηκε  ότι  κυτταροπλασματικοί  ή  μεμβρανικοί  παράγοντες  είναι 

υπεύθυνοι  για αυτό το φαινόμενο.  Επίσης ο κύριος παράγοντας υπεύθυνος για τη 

διατήρηση  της  μνήμης  γαλακτόζης  βρέθηκε  να  είναι  η  γαλακτοκινάση  Gal1.  Η 

πρωτεΐνη  αυτή  εκτός  από  τη  λειτουργία  της  ως  ένζυμο  διαθέτει  και  ενεργότητα 

παρόμοια με αυτήν του Gal3. H λειτουργία του παράγοντα Gal3 είναι η κατακράτηση 

τον παράγοντα Gal80 στο κυτταρόπλασμα, απελευθερώνοντας έτσι τον Gal4 από την 

εξαρτώμενη  από  τον  Gal80  αναστολή.  Η  πρωτεΐνη  Gal1  εκφράζεται  σε  υψηλά 

επίπεδα όταν τα κύτταρα καλλιεργούνται στη γαλακτόζη. Οπότε ακόμα και μετά από 

την καταστολή της έκφρασης της για 15 ώρες υπάρχει αρκετή ποσότητα στα κύτταρα 

που επιτρέπει γρηγορότερες κινητικές ενεργοποίησης των γονιδίων που ρυθμίζονται 

από τον Gal4.  
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2.  Abstract  

Budding yeast (S.cerevisiae) has several genes that are highly induced in the presence 

of galactose. Upon exposure to this metabolite the genes that encode for the enzymes 

responsible for the metabolism of galactose (GAL1,GAL7 and GAL10 genes) and the 

galactose specific permease (encoded by GAL2) are higly induced. The transcription 

factor responsible for the activation of these genes is Gal4. When glucose grown yeast 

cells are exposed for the first time with galactose, they activate these genes slowly. 

Controrary  if  galactose  grown  cells  are  transfered  to  glucose  media  for  several 

generations and then back to galactose containing medium, the induction of the Gal4 

regulated genes is much faster. This phenomenon is known as galactose memory. It 

had  been  observed  previously  that  chromatin  modifications  are  implicated  in  the 

phenomenon  of  galactose  memory.  However,  by  performing  a  heterokaryon 

experiment it was shown that cytoplasmic (or membrane) factors are responsible for 

this phenomenon. Furthermore, the major factor responsible for the maintenance of 

memory  was  found  to  be  Gal1,  the  yeast  galactokinase,  which  besides  being  an 

enzyme, it  has a Gal3-like activity. Gal3’s function is to sequester Gal80 from the 

nucleus  in  the  presence  of  galactose,  thus  freeing Gal4  from the  Gal80 mediated 

inhibition. Gal1 protein is an abundant cytoplasmic protein during extended culture in 

galactose. So even after 15h Gal1 protein is still present in the cells thus allowing the 

faster induction kinetics of the Gal4 regulated genes.
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3.Εισαγωγή

Η έρευνα πραγματοποιήθηκε στην μαγιά της μπύρας (S.cerevisiae). Ο μονοκύτταρος 

αυτός  οργανισμός  έχει  τη  δυνατότητα  να  αναπτύσσεται  σε  μία  πληθώρα 

διαφορετικών θρεπτικών μέσων. Για να μπορέσει να το επιτύχει αυτό διαθέτει μία 

πληθώρα από γονίδια που κωδικοποιούν  ένζυμα τα οποία έχουν την ιδιότητα να 

μεταβολίζουν τα διάφορα θρεπτικά συστατικά. Η ρύθμιση όλων αυτών των γονιδίων 

στο μεταγραφικό επίπεδο αποτελεί μία ιδιαίτερα περίπλοκη διαδικασία. Μία από τις 

θρεπτικές  ουσίες  τις  οποίες  μπορεί  να  μεταβολίσει  ο  S.cerevisiae είναι  και  η 

γαλακτόζη.  Η  γαλακτόζη  είναι  ένας  υδατάνθρακας  και  ειδικότερα  μία  εξόζη.  Η 

είσοδος της γαλακτόζης στα κύτταρα του  S.cerevisiae γίνεται μέσω της περμεάσης 

Gal2.  Τα  ένζυμα  τώρα  που  είναι  υπεύθυνα  για  το  μεταβολισμό  της  γαλακτόζης 

κωδικοποιούνται  από  τα  γονίδια  GAL1 (κωδικοποιεί  την  γαλακτοκινάση),  GAL7 

(κωδικοποιεί την UDP-glucose:hexose-1-phosphate ουριδιλοτρανσφεράση ),  GAL10 

(κωδικοποιεί την UDP-glucose 4- επιμεράση). Στον  S.cerevisiae τα γονίδια GAL1,7 

και  10  βρίσκονται  στο  χρωμόσωμα  ΙΙ  και  μάλιστα  εντοπίζονται  στην  ίδια  θέση 

(Εικόνα  1).  Αντίθετα  το  GAL2  βρίσκεται  εντοπισμένο  στο  χρωμόσωμα  XII. 

Χαρακτηριστικό αυτών των 4 γονιδίων είναι  ότι  διαθέτουν θέσεις  πρόσδεσης του 

μεταγραφικού παράγοντα Gal4 ο οποίος και είναι υπεύθυνος για τη μεταγραφική τους 

ενεργοποίηση. Εφ’ εξής τα γονίδια GAL1,2,7,10 θα αναφέρονται ως γονίδια GAL.  

Εικόνα 1

 

O μηχανισμός  της  ρύθμισης  των  γονιδίων  τα  οποία  κωδικοποιούν  τα  ένζυμα 

υπεύθυνα για το μεταβολισμό της γαλακτόζης είναι πάρα πολύ καλά μελετημένος. 

Όταν  η  γαλακτόζη  εισέλθει  στο  κύτταρο,  τότε  σχηματίζει  ένα  σύμπλοκο  με  τον 

παράγοντα  Gal3 και το  ATP [1,2]. Η πρόσδεση του μορίου γαλακτόζης στον  Gal3 

προκαλεί μία αλλοστερική μεταβολή σε αυτόν. Το σύμπλοκο  Gal3-γαλακτόζη έχει 

την ιδιότητα να συγκρατεί στο κυτταρόπλασμα τον παράγοντα  Gal80 [3]. Ο  Gal80 
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είναι ο αναστολέας του Gal4. Παρουσία γαλακτόζης ο Gal4 είναι απελευθερωμένος 

από την ανασταλτική δράση του Gal80 και μπορεί πια να ενεργοποιήσει τα γονίδια 

που συμβάλουν στο μεταβολισμό της γαλακτόζης (GAL1,2,7 και 10).  Σε σημαντικά 

μικρότερο βαθμό ενεργοποιούνται τα ρυθμιστικά γονίδια GAL3 και GAL80 τα οποία 

και αυτά διαθέτουν θέσεις πρόσδεσης του Gal4.[4] 

Όταν κύτταρα S.cerevisiae  αναπτύσσονται στη ραφφινόζη τα γονίδια μεταβολισμού 

της  γαλακτόζης  δεν  εκφράζονται.  Αυτό  οφείλεται  στο  ότι  ο  Gal80  είναι 

προσδεδεμένος  στον  Gal4 και  τον αποτρέπει  από το να ενεργοποιήσει  τα γονίδια 

μεταβολισμού της γαλακτόζης. Η προσθήκη γαλακτόζης οδηγεί άμεσα στην γρήγορη 

μεταγραφική ενεργοποίηση των γονιδίων GAL. Κατά την καλλιέργεια σε ραφφινόζη 

το γονίδιο GAL4 εκφράζεται στα μέγιστα επίπεδα (τα ίδια επίπεδα έκφρασης έχει και 

στη γαλακτόζη). Αντίθετα το γονίδιο GAL3  εκφράζεται σε χαμηλότερα επίπεδα σε 

σχέση  με  τα  επίπεδα  έκφρασης  που  έχουν  τα  κύτταρα  που  καλλιεργούνται  σε 

θρεπτικό μέσο γαλακτόζης.

Ο  S.cerevisiae ,  όπως  και  πολλοί  άλλοι  μονοκύτταροι  μύκητες,  έχει  “προτίμηση” 

στην χρησιμοποίηση της γλυκόζης ως πηγής άνθρακα όταν αυτή είναι διαθέσιμη. [4]. 

Ταυτόχρονα ο S.cerevisiae καταστέλλει τα γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες που 

βοηθούν  στην  χρησιμοποίηση εναλλακτικών πηγών άνθρακα.  Ειδικότερα όταν  τα 

κύτταρα του S.cerevisiae καλλιεργούνται σε θρεπτικό μέσο το οποίο περιέχει ως πηγή 

άνθρακα γαλακτόζη και γλυκόζη, μεταβολίζεται μονάχα η γλυκόζη. Αυτό το γεγονός 

επιτυγχάνεται με τη μεταγραφική καταστολή των γονιδίων που κωδικοποιούν για τα 

ένζυμα που μεταβολίζουν τη γαλακτόζη καθώς και την περμεάση της γαλακτόζης . Η 

διαδικασία με την οποία επιτυγχάνεται αυτή η καταστολή χωρίζεται σε 3 σκέλη. Το 

πρώτο σκέλος είναι η καταστολή της έκφρασης του μεταγραφικού παράγοντα Gal4, η 

οποία όμως δεν είναι πλήρης. Το δεύτερο σκέλος βασίζεται στην πλήρη καταστολή 

της έκφρασης του  GAL3. Τέλος το τρίτο σκέλος βασίζεται στην άμεση καταστολή 

του GAL1 λόγω της ύπαρξης στον υποκινητή του θέσεων πρόσδεσης του Mig1, ενός 

κατασταλτικού  μεταγραφικού  παράγοντα  ο  οποίος  ρυθμίζεται  από  την  παρούσια 

γλυκόζης [4]. (Eικόνα 2)
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Εικόνα 2

Όταν  κύτταρα μεταφέρονται  από θρεπτικό μέσο το οποίο έχει  ως πηγή άνθρακα 

γλυκόζη σε θρεπτικό μέσο που περιέχει  γαλακτόζη,  η κινητική της  μεταγραφικής 

ενεργοποίησης του γονιδίου  GAL1 είναι εξαιρετικά αργή και χρειάζονται αρκετές 

ώρες  έως  ότου  τα  επίπεδα  έκφρασης  του  να  φτάσουν  τα  μέγιστα  δυνατά.  Αυτό 

οφείλεται  στους μηχανισμούς καταστολής  που προκαλεί  η καλλιέργεια  παρουσία 

γλυκόζης.  Οπότε  απαλείφοντας  ξεχωριστά  κάθε  έναν  μηχανισμό  είναι  δυνατή  η 

εύρεση του κύριου μηχανισμού υπεύθυνου για την αργή κινητική. Η διαγραφή των 

θέσεων  πρόσδεσης  του  Mig1 που υπάρχουν  στον  υποκινητή  του  GAL4  έχει  ως 

αποτέλεσμα τη συνεχή έκφραση του γονιδίου  GAL4 στα ίδια επίπεδα, ανεξάρτητα 

από το θρεπτικό μέσο καλλιέργειας  (γαλακτόζη ή γλυκόζη).   Μελέτες  [4]   έχουν 

δείξει ότι  η απαλοιφή των τμημάτων  DNA στα οποία προσδένεται ο καταστολέας 

Mig1,  από  τον  υποκινητή  του  γονιδίου  GAL4,  δεν  έχει  κάποιο  αξιοσημείωτο 

αποτέλεσμα όσον αφορά την κινητική της μεταγραφικής ενεργοποίησης του γονιδίου 

GAL1.  Αυτό  υποδηλώνει  ότι  η  καταστολή  του  GAL4  όταν  τα  κύτταρα 

καλλιεργούνται  σε  γλυκόζη,  δεν  είναι  υπεύθυνη  για  την  αργή  κινητική  της 

ενεργοποίησης του γονιδίου  GAL1 κατά τη μεταφορά από γλυκόζη σε γαλακτόζη. 

Διαγραφή  των  θέσεων  πρόσδεσης  του  καταστολέα  Mig1  (URS element)  που 

βρίσκονται  στον  υποκινητή  του  γονίδιου  GAL1,  δεν  είχε  κάποιο  αξιοσημείωτο 

αποτέλεσμα  στην  κινητική  ενεργοποίησης  του  GAL1  (data not shown).  Τέλος 

διερευνήθηκε αν η καταστολή του γονιδίου GAL3 κατά την καλλιέργεια σε θρεπτικό 

με γλυκόζη είναι ο κύριο μηχανισμός που είναι  υπεύθυνος για την αργή κινητική 
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ενεργοποίησης  του γονιδίου GAL1. Χρησιμοποιήθηκε ένα στέλεχος  S.cerevisiae το 

οποίο εξέφραζε το γονίδιο GAL3 υπό τον έλεγχο ενός υποκινητή ρυθμιζόμενου από 

την  τετρακυκλλίνη  [5].  Όταν  κύτταρα  του  στελέχους  αυτού  καλλιεργήθηκαν  σε 

θρεπτικό μέσο που περιείχε γλυκόζη, καθώς και δοξυκυκλλίνη (ένα μόριο παρόμοιο 

με την τετρακυκλλίνη) σε συγκέντρωση τέτοια ώστε η ποσότητα της πρωτεΐνης Gal3 

μέσα  στα  κύτταρα  να  είναι  παρόμοια  με  αυτήν  που  έχουν  τα  κύτταρα  όταν 

καλλιεργούνται απουσία γλυκόζης, το αποτέλεσμα ήταν η πολύ ταχύτερη κινητική 

ενεργοποίησης του γονιδίου  GAL1 κατά τη μεταφορά από γλυκόζη σε γαλακτόζη 

(data not shown).  Συνολικά από τα  παραπάνω πειράματα  προκύπτει  ότι  ο  κύριος 

ρυθμιστής  του  μονοπατιού  ενεργοποίησης  που  οδηγεί  στην  μεταγραφική 

ενεργοποίηση του γονιδίου GAL1, είναι ο παράγοντας Gal3. 

Εκτός του Gal3 υπάρχει άλλη μία πρωτεΐνη που  έχει την ιδιότητα να προσδένει τον 

Gal80 παρουσία γαλακτόζης και αυτή είναι η γαλακτοκινάση του  S.cerevisiae που 

κωδικοποιείται  από  το  γονίδιο  GAL1  .  Η  ομοιότητα  σε  επίπεδο  αμινοξικής 

αλληλουχίας μεταξύ των Gal1 και  Gal3 είναι περίπου 70% [1]. Επίσης η συγγένεια 

πρόσδεσης  του  Gal1  με  τον  Gal80  είναι  σημαντικά  μικρότερη  από  τη  συγγένεια 

πρόσδεσης μεταξύ  Gal3 και  Gal80. Κύτταρα  S.cerevisiae από τα οποία το γονίδιο 

GAL3  έχει  απαλειφθεί  παρουσιάζουν  σημαντικά  καθυστερημένη  κινητική 

ενεργοποίησης  του  γονιδίου  GAL1.  Ενώ  φυσιολογικά  κύτταρα  έχουν  εκφράσει 

πλήρως το γονίδιο  GAL1 σε μερικές ώρες, κύτταρα με απαλειμμένο το  GAL3 δεν 

μπορούν να ενεργοποιήσουν άμεσα τα γονίδια GAL, αλλά χρειάζονται αρκετές μέρες 

(4-5)  για  την  πλήρη  ενεργοποίηση.   Το  φαινόμενο  αυτό  ονομάζεται  προσαρμογή 

μακράς διάρκειας (Long term adaptation ή LTA). Μελέτες έχουν δείξει ότι ο κύριος 

παράγοντας υπεύθυνος για το φαινόμενο LTA είναι η πρωτεΐνη Gal1[6,7] Η υπόθεση 

που έχει προταθεί είναι η εξής: η  τυχαία έκφραση του γονιδίου GAL1 στο κύτταρο 

οδηγεί  σε έναν μηχανισμό θετικής ανάδρασης όπου η παραγόμενη πρωτεΐνη  Gal1 

οδηγεί στην απομάκρυνση του Gal80 από τον πυρήνα με αποτέλεσμα την περαιτέρω 

ενίσχυση της έκφρασης του γονιδίου GAL1. Μάλιστα έχει δειχθεί ότι αν το γονίδιο 

GAL1  αντικατασταθεί  με  το  γονίδιο  που  κωδικοποιεί  για  μία  βακτηριακή 

γαλακτοκινάση σε  gal3Δ  κύτταρα, αυτά τα κύτταρα δεν μπορούν να μεταβολίσουν 

γαλακτόζη μιας και δεν εκφράζουν τα γονίδια GAL. Αντίστροφα έχει δειχθεί ότι αν 

gal3Δ κύτταρα φέρουν παραπάνω αντίγραφα του γονιδίου GAL1, τότε καταφέρνουν 

να εκφράσουν τα γονίδια  GAL σε σημαντικά μικρότερο χρονικό διάστημα από τα 
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κύτταρα  με  ένα  αντίγραφο  GAL.[6]  Τέλος  η  τοποθέτηση  του  GAL1  (σε  gal3Δ 

κύτταρα)  υπό τον έλεγχο ενός υποκινητή ο οποίος είναι ενεργός συνεχώς οδηγεί σε 

κινητική μεταγραφικής ενεργοποίησης  των  GAL γονιδίων παρόμοια με αυτήν που 

παρουσιάζουν τα φυσιολογικά κύτταρα. [6]
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4.Αποτελέσματα – Συζήτηση

Ως μέθοδος ποσοτικοποίησης της έκφρασης των γονιδίων GAL και πιο συγκεκριμένα 

των  GAL1  και  GAL7,  χρησιμοποιήθηκε  η  μέθοδος  FACS.  Χρησιμοποιήθηκαν 

στελέχη στα οποία είχε εντεθεί ένας επίτοπος GFP  στο 3’ άκρο των γονιδίων GAL1 

ή  GAL7 [8]. Αυτό είχε ως αποτέλεσμα, όταν τα γονίδια αυτά εκφραζόντουσαν, να 

παράγονται υβριδικές πρωτεΐνες οι οποίες θα ήταν σημασμένες με GFP. Η σήμανση 

με  GFP επιτρέπει  την  ακριβή  ποσοτικοποίηση  της  ποσότητας  των  σημασμένων 

πρωτεϊνών. Μάλιστα με τη χρήση της τεχνολογίας FACS είναι δυνατόν η ανίχνευση 

των επιπέδων των σημασμένων πρωτεινών σε επίπεδο μοναδιαίου κυττάρου.

Όταν  κύτταρα  S.cerevisiae μεταφέρονται  από  γλυκόζη  σε  γαλακτόζη,  τα  γονίδια 

GAL1 και  GAL7 ενεργοποιούνται αργά και με έναν δυαδικό τρόπο έκφρασης έως 

ότου ενεργοποιηθούν πλήρως ύστερα από αρκετές ώρες. Αν τώρα κύτταρα τα οποία 

μεγαλώνουν στη γαλακτόζη για >18 ώρες (δηλαδή τα επίπεδα των Gal1-GFP ή Gal7-

GFP έχουν  φτάσει  στα  μέγιστα  επίπεδα)  μεταφερθούν  σε  θρεπτικό  που  περιέχει 

μονάχα  γλυκόζη  ως  πηγή  άνθρακα  για  6-7  γενιές  (12  ώρες)  και  στη  συνέχεια 

μεταφερθούν  σε  θρεπτικό  που  περιέχει  μονάχα  γαλακτόζη  ως  πηγή  άνθρακα  η 

επαγωγή των GAL1 και GAL7 γίνεται με βαθμιδωτό (ομοιόμορφο)  τρόπο (δηλαδή 

περίπου  όλος  ο  πληθυσμός  των  κυττάρων  αποκρίνεται  με  τον  ίδιο  τρόπο).  Το 

φαινόμενο αυτό χαρακτηρίζεται ως μνήμη γαλακτόζης.(Εικόνα 3)

12



Εικόνα 3. (Α).Ανάλυση με FACS κυττάρων τα οποία μεταφέρθηκαν από γλυκόζη σε γαλακτόζη. 
Το κόκκινο αντιστοιχεί στον φθορισμό των κυττάρων όταν καλλιεργούνται στη γλυκόζη. Το μπλε 
σε κύτταρα που έχουν καλλιεργηθεί για 270 λεπτά σε γαλακτόζη, το πράσινο σε 360 λεπτά και το 
μαύρο  στις  12  ώρες.   (Β).  Ανάλυση  των  κυττάρων  με  FACS τα  οποία  μεταφέρηκαν  από 
γαλακτόζη σε γλυκόζη για 12 ώρες και στη συνέχεια ξανά σε γαλακτόζη.  Το κόκκινο αντιστοιχεί 
στα κύτταρα που καλλιεργούνται στη γλυκόζη, το μπλε στα κύτταρα που καλλιεργήθηκαν για 
120 λεπτά στη γαλακτόζη και το πράσινο στα 210 λεπτά καλλιέργιας. (C). Ιστόγραμμα των μέσων 
τιμών φθορισμού της GFP των παραπάνω πειραμάτων.  Ροζ για το πείραμα (Α) και μπλε για το 
πείραμα (Β).

Προηγούμενες έρευνες [9,10] είχαν προτείνει ότι για το φαινόμενο της μνήμης της 

γαλακτόζης υπεύθυνοι είναι παράγοντες που έχουν σχέση με τη χρωματίνη όπως η 

ιστόνη H2A.Z και το SWI/SNF complex. Για να μελετηθεί το κατά πόσον υπεύθυνοι 

για  τη  μνήμη  γαλακτόζης  είναι  κυτταροπλασματικοί  παράγοντες  ή  μεταβολές  σε 

χρωματινικό  επίπεδο  προχωρήσαμε  στη  διεξαγωγή  ενός  πειράματος 

ετεροκάρυου[11].  Με  το  πείραμα αυτό  είναι  δυνατόν  να  δημιουργηθούν  κατά  τη 

σύζευξη  διπλοειδή  κύτταρα  τα  οποία  όμως  έχουν  2  πυρήνες.  Ένα  στέλεχος 

S.cerevisiae που  φέρει  το  μετάλλαγμα  kar1-1 αντί  το  φυσιολογικό  αλληλόμορφο 

KAR1  παρουσιάζει τον εξής φαινότυπο: κατά τη σύντηξη ενός kar1-1 κυττάρου με 

ένα φυσιολογικό κύτταρο διαφορετικού συζευκτικού τύπου, ενώ το κυτταρόπλασμα 
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συντήκεται  φυσιολογικά ,  οι  πυρήνες αποτυγχάνουν να συντηχθούν.(Εικόνα 4).  Η 

στρατηγική που ακολουθήθηκε ήταν η εξής:  kar1-1 στελέχη αναπτύσσονταν είτε σε 

γλυκόζη  είτε  σε  γαλακτόζη  (για  >18  ώρες)  και  στη  συνέχεια  μεταφέρθηκαν  σε 

θρεπτικό μέσο γλυκόζης για 6 ώρες. Στη συνέχεια αυτά τα κύτταρα συζεύκηκαν για 5 

ώρες με κύτταρα αγρίου τύπου αλλά με σημασμένο το  GAL1 με  GFP.  Μετά τη 

σύζευξη  τα  κύτταρα  μεταφέρθηκαν  σε  θρεπτικό  γαλακτόζης.  Η  μέτρηση  των 

επιπέδων έκφρασης του GAL1-GFP έγινε με μικροσκοπία φθορισμού.

Εικόνα  4.  Διπλοειδή  κύτταρα  στα  οποία  οι  πυρήνες  (σημασμένοι  με  DAPI)  δεν 
συντήκονται

Το αποτέλεσμα του παραπάνω πειράματος ήταν το εξής: 

• Όταν τα kar1-1 κύτταρα αναπτύσσονταν συνεχώς σε γλυκόζη τα επακόλουθα 

διπλοειδή είχαν πολύ αργή επαγωγή του γονιδίου GAL1-GFP.

• Όταν τα kar1-1 είχαν πρώτα αναπτυχθεί σε γαλακτόζη για >18 ώρες και στη 

συνέχεια στη γλυκόζη για 6 ώρες, τα επακόλουθα διπλοειδή  ενεργοποιούσαν 

το GAL1-GFP πολύ ταχύτερα.(Εικόνα 5).
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Εικόνα 5. Εικόνες DIC και φθωρισμού στα ίδια κύτταρα.  (Α) Κύτταρα kar1-1 καλλιεργήθηκαν 
σε  YPGalactose 2%,  στη  συνέχεια  μεταφέρθηκαν  για  6  ώρες  σε  YPGlucose 2%.  Μετέπειτα 
συζεύκτηκαν σε τρυβλία YPGlucose με κύτταρα του άλλου συζευκτικού τύπου τα οποία έφεραν 
το γονίδιο GAL1-GFP.  Η διάρκεια της σύζευξης ήταν 5 ώρες. Τέλος τα κύτταρα που προέκυψαν 
από τη σύζευξη μεταφέρθηκαν σε υγρό θρεπτικό μέσο YPGalactose. Κάθε μία ώρα δείγματα από 
την  καλλιέργεια  συλλεγόντουσαν  και  τα  επίπεδα  έκφρασης  του  GAL1-GFP μετρούνταν  με 
μικροσκοπία  φθωρισμού.  (Β)   Όπως  και  στο  (Α)  αλλά  τα  kar1-1 κύτταρα  αναπτύσσονταν 
συνεχώς στη γλυκόζη πριν από τη σύζευξη. (C)  Όπως και στο (Α) αλλά τα kar1-1 στελέχη είχαν 
απαλειμμένο το GAL1.

Το πείραμα αυτό δείχνει ότι πυρήνες κυττάρων τα οποία καλλιεργούνταν συνεχώς 

παρουσία γλυκόζης έχουν τη δυνατότητα να εκφράσουν το γονίδιο GAL1 με γρήγορη 

κινητική  επαγωγής,  αρκεί  να  βρεθούν  σε  ένα  κυτταροπλασματικό  περιβάλλον  το 

οποίο προέρχεται  από κύτταρα τα οποία πριν  τη σύζευξη είχαν καλλιεργηθεί  στη 

γαλακτόζη.  Δηλαδή  δεν  είναι  απαραίτητη  κάποια  τροποποίηση  της  χρωματινικής 

δομής έτσι ώστε να ενεργοποιηθούν γρήγορα τα γονίδια GAL. Αυτή η παρατήρηση 

είναι σύμφωνη με τη θεωρία ότι παράγοντες που μπορούν να μετακινηθούν μέσω του 

κυτταροπλάσματος είναι υπεύθυνοι για το φαινόμενο της μνήμης γαλακτόζης. 

Όπως αναφέρθηκε στην εισαγωγή, ο κύριος ίσως παράγοντας κατά την επαγωγή των 

GAL γονιδίων από γλυκόζη σε γαλακτόζη είναι ο Gal3. Οπότε αρχικά διερευνήθηκε 

αν αυτός ο παράγοντας είναι  υπεύθυνος για την μνήμη της γαλακτόζης. Κύτταρα 

όμως  S.cerevisiae τα οποία δεν διαθέτουν λειτουργικό γονίδιο  GAL3 δεν έχουν τη 
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δυνατότητα να επάγουν τα γονίδια GAL παρά μόνο μετά από αρκετές μέρες. Για να 

παρακαμφθεί  αυτό το πρόβλημα εκμεταλλευτήκαμε το γεγονός ότι αν τα κύτταρα 

ήδη  εκφράζουν  το  GAL1,  τότε  σε  αυτά  δεν  είναι  απαραίτητη  η  παρουσία  του 

παράγοντα  Gal3  ώστε  να  συνεχίσουν  να  εκφράζουν  τα  γονίδια  GAL (παρουσία 

φυσικά  γαλακτόζης)[6].  Για  αυτόν  το  σκοπό  τροποποιήσαμε  το  πρωτόκολλο 

μετασχηματισμού  των  κυττάρων  S.cerevisiae έτσι  ώστε  τα  κύτταρα  να 

καλλιεργούνται συνεχώς σε θρεπτικό μέσο το οποίο περιέχει γαλακτόζη. Κύτταρα τα 

οποία εξέφραζαν την υβριδική πρωτεΐνη  Gal1-GFP που μεγάλωναν σε γαλακτόζη 

υπέστησαν μετασχηματισμό με μία κατασκευή η οποία ήταν κατασκευασμένη ώστε 

να ενσωματωθεί με ομόλογο ανασυνδυασμό στο γονίδιο GAL3 και να το καταστήσει 

μη λειτουργικό. Στη συνέχεια τα κύτταρα επιλέγηκαν σε θρεπτικό μέσο επιλογής το 

οποίο είχε ως πηγή άνθρακα γαλακτόζη.  Τελικά έγινε δυνατό να απομονωθεί  μία 

αποικία η οποία είχε διαγραμμένο το  GAL3, ενώ ταυτόχρονα εξέφραζε πλήρως τα 

γονίδια  GAL όταν  καλλιεργούταν  παρουσία  γαλακτόζης  .  Όταν  κύτταρα  gal3Δ 

καλλιεργούνταν  σε  γαλακτόζη,  μεταφέρονταν  σε  γλυκόζη  για  12  ώρες  και  στη 

συνέχεια μεταφέρονταν πάλι στη γαλακτόζη, η κινητική ενεργοποίησης του  GAL1-

GFP ήταν  ταυτόσημη  με  κύτταρα  αγρίου  τύπου  τα  οποία   υπόκεινταν  στην  ίδια 

διαδικασία. (Εικόνα 6). Δηλαδή τα  gal3Δ  κύτταρα παρουσίαζαν το φαινόμενο της 

μνήμης  της  γαλακτόζης.  Αντίθετα  όταν  gal3Δ  κύτταρα  που  καλλιεργούνταν  σε 

θρεπτικό μέσο που περιείχε γαλακτόζη, μεταφέρονταν σε θρεπτικό μέσο γλυκόζης 

για  30  ώρες  και  μετέπειτα  μεταφέρονταν  σε  γαλακτόζη,  δεν  ήταν  δυνατή  η 

μεταγραφική  ενεργοποίηση.  Δηλαδή  η  παρατεταμένη  καλλιέργεια  των  gal3Δ 

κυττάρων σε γλυκόζη επανέφερε τα κύτταρα στο φυσιολογικό τους φαινότυπο. Τα 

παραπάνω πειράματα υποδηλώνουν ότι ο Gal3 δεν είναι ο παράγοντας ο οποίος είναι 

υπεύθυνος για τη μνήμη γαλακτόζης.
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Εικόνα 6. (Α) gal3Δ ,GAL1-GFP κύτταρα μεταφέρθηκαν από YPGalactose 2% σε θρεπτικό μέσο 
YPGlucose 2% για 12 ώρες και στη συνέχεια μεταφέρθηκαν ξανά σε YPGalactose 2%. Με FACS 
μετρήθηκε ο φθορισμός της GFP. Η μαύρη καμπύλη αντιστοιχεί σε κύτταρα που αναπτύσσονται 
συνεχώς σε γαλακτόζη (δηλαδή πριν τη μεταφορά τους στη γλυκόζη). Η κόκκινη καμπύλη στα 
κύτταρα  12  ώρες  μετά  την  μεταφορά  τους  στη  γλυκόζη,  η  μπλε  αντιστοιχεί  στα  120  λεπτά 
καλλιέργιας στη γαλακτόζη και τέλος η πράσινη αντιστοιχεί  στα 180 λεπτά καλλιέργειας στη 
γαλακτόζη. (Β) Όπως στο (Α), αλλά τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 30 ώρες στη γαλακτόζη. (C) 
Ιστόγραμμα των μέσων τιμών φθορισμού vs χρόνο των πειραμάτων (Α) και (Β).

Το  παραπάνω  αποτέλεσμα  είναι  παράδοξο  δεδομένου  ότι  τα  κύτταρα  δεν  είναι 

δυνατόν να αρχίσουν να επάγουν τα GAL genes απουσία Gal3-like ενεργότητας. Το 

μοναδικό άλλο γνωστό μόριο που έχει την ιδιότητα να προσδένει τον  Gal80 και να 

τον  κατακρατεί  στο  κυτταρόπλασμα  είναι  το  Gal1.  Μάλιστα  gal3Δ  κύτταρα  που 

εκφράζουν συνεχώς το γονίδιο GAL1 μπορούν να ενεργοποιήσουν το GAL μονοπάτι 

παρουσία  γαλακτόζης  [12].  Παρατηρήσαμε  ότι  το  φαινόμενο  της  μνήμης  της 

γαλακτόζης  διαρκεί  έως ότου η συγκέντρωση της  Gal1 γαλακτοκινάσης αραιωθεί 

λόγω τον διαιρέσεων των κυττάρων φθάνοντας ένα ελάχιστο επίπεδο το οποίο δεν 

αρκεί για να επαρκή μεταγραφική ενεργοποίηση. [Εικόνα 7] Σε αυτό συνηγορεί το 

γεγονός ότι ο αριθμός των κυτταρικών διαιρέσεων που έχουν διαμεσολαβήσει μεταξύ 

της πρώτης και της δεύτερης επαγωγής με γαλακτόζη καθορίζει  το ρυθμό με τον 
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οποίο  συμβαίνει  η  δεύτερη  ενεργοποίηση.  Άρα  ενδέχεται  η  εναπομένουσα  Gal1, 

ακόμα  και  απουσία  του  Gal3,  να  προκαλεί  την  ενεργοποίηση  του  μεταγραφικού 

παράγοντα Gal4 οδηγώντας στην μεταγραφική ενεργοποίηση των γονιδίων GAL.

Εικόνα 7 . (Α) Ιστόγραμμα των μετρήσεων των επιπέδων φθορισμού της Gal1-GFP πρωτεΐνης με 
FACS .  Μεταφορά κυττάρων που φέρουν το  GAL1-GFP γονίδιο από γαλακτόζη (στην οποία 
καλλιεργούνταν για >18 ώρες) σε γλυκόζη για 20 ώρες και μέτρηση των επιπέδων της  GFP. 
(B)  Κινητική  επανενεργοποίησης  του  GAL1-GFP.  Κύτταρα  καλλιεργούνταν  σε  θρεπτικό 
γαλακτόζης  και  μεταφέρθηκαν  σε  θρεπτικό  μέσο  γλυκόζης  για  12  ή  15  ώρες.  Μετέπειτα  τα 
κύτταρα μεταφέρθηκαν ξανά σε γαλακτόζη και μετρήθηκαν τα επίπεδα έκφρασης της Gal1-GFP. 
Η μπλε γραμμή αντιστοιχεί στη φυσιολογική επαγωγή κυττάρων από γλυκόζη σε γαλακτόζη. Η 
ροζ γραμμή αντιστοιχεί στα κύτταρα που καλλιεργήθηκαν για 12 ώρες στη γλυκόζη ενώ η καφέ 
γραμμή στα κύτταρα που καλλιεργήθηκαν για 15 ώρες στη γλυκόζη.

  

Για να επιβεβαιώσουμε αυτήν την υπόθεση εφαρμόσαμε και πάλι  τη μεθοδολογία 

που βασίζεται στη χρήση των ετεροκάρυων κυττάρων. Στη συγκεκριμένη περίπτωση 

δημιουργήσαμε ένα kar1-1,gal1Δ στέλεχος. Το στέλεχος αυτό καλλιεργήθηκε για >18 
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ώρες σε γαλακτόζη (παρουσία ραφφινόζης), στη συνέχεια για 6 ώρες στη γλυκόζη 

και τέλος συζεύτικαν για 5 ώρες με κύτταρα του αντίθετου συζευκτικού τύπου (τα 

οποία περιέχουν το GAL1-GFP γονίδιο). Μετά τη σύζευξη τα κύτταρα μεταφέρθηκαν 

σε  υγρό  μέσο  γαλακτόζης  και  η  έκφραση  του  GAL1-GFP παρατηρήθηκε  με 

μικροσκοπία φθορισμού. Το αποτέλεσμα του προηγούμενου πειράματος ήταν ότι σε 

αντίθεση  με  τα  ετεροκάρυα  τα  οποία  προκύπτουν  από  τη  σύζευξη  αγρίου  τύπου 

στελεχών,  αυτά  που  προκύπτουν  από  gal1Δ  στελέχη  παρουσιάζουν  σημαντική 

υστέρηση της ενεργοποίησης του GAL1-GFP. Πράγματι λοιπόν αποδεικνύεται ότι η 

πρωτεΐνη  Gal1  παίζει  καθοριστικό  ρόλο  στην  διατήρηση  της  κυτταρικής  μνήμης. 

(Εικόνα 5)

Στη  συνέχεια  χρησιμοποιήσαμε gal1Δ στελέχη  (όπου  το  γονίδιο  GAL1  είναι 

διαγραμμένο)  τα  οποία  έφεραν  το  γονίδιο  GAL7-GFP για  να  τεκμηριώσουμε  με 

ανεξάρτητη μεθοδολογία το ρόλο της Gal1 στην μεταγραφική μνήμη. Κύτταρα αυτού 

του  στελέχους  καλλιεργήθηκαν  σε  θρεπτικό  μέσο  γαλακτόζης,  στη  συνέχεια 

μεταφέρθηκαν  για  12  ώρες  σε  γλυκόζη   και  αφότου  μεταφέρθηκαν  ξανά  σε 

γαλακτόζη  μελετήθηκε  η  κινητική  ενεργοποίησης  με  FACS (Εικόνα  8).  Βρέθηκε 

λοιπόν ότι αυτό το στέλεχος δεν έχει την ιδιότητα να παρουσιάζει το φαινόμενο της 

μνήμης  γαλακτόζης.  Πανομοιότυπα  αποτελέσματα  προέκυψαν  και  όταν 

αντικαταστήσαμε το πλαίσιο ανάγνωσης του  GAL1 με το πλαίσιο ανάγνωσης της 

GFP (στη φυσιολογική γενωμική θέση του  GAL1), δημιουργώντας έτσι ένα  gal1Δ 

στέλεχος. 
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Εικόνα 8. (Α) Κινητική επανενεργοποίησης του  GAL7-GFP σε gal1Δ κύτταρα.  Η ροζ γραμμή 
αντιστοιχεί στην κινητική επανενεργοποίησης των gal1Δ κυττάρων ενώ η πράσινη σε αυτήν των 
κυττάρων αγρίου τύπου. Η μπλε γραμμή αντιστοιχεί στην κινητική της φυσιολογικής επαγωγής 
από  γλυκόζη  σε  γαλακτόζη.  (Β)  Το  πρότυπο  μεταγραφικής  ενεργοποίησης  του  GAL7-GFP 
μετρημένο σε επίπεδο μοναδιαίου κυττάρου με  FACS σε ένα στέλεχος που φέρει το διαγονίδιο 
ADH1pr-GAL1.  Κύτταρα  μεταφέρθηκαν  από  γλυκόζη  σε  γαλακτόζη.  Η   κόκκινη  καμπύλη 
αντιστοιχεί  στα  κύτταρα  που  καλλιεργούνται  σε  γλυκόζη.  Η  μπλε  σε  κύτταρα  που  έχουν 
μεταφερθεί  σε  γαλακτόζη  για  150  λεπτά  ενώ  στην  πράσινη  καμπύλη  τα  κύτταρα  έχουν 
μεταφερθεί για 180 λεπτά. (C) Όπως το (Β), με τη διαφορά ότι τα κύτταρα είχαν καλλιεργηθεί 
στη γαλακτόζη, μεταφέρθηκαν στη γλυκόζη για 12 ώρες και τέλος επάγησαν με τη μεταφορά σε 
γαλακτόζη. (D) Ιστόγραμμα με τις μέσες τιμές έκφρασης από τα (Β) και (C).  
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Για  να  ελέγξουμε  αν  τα  υψηλά  επίπεδα  έκφρασης  του  GAL1  επιταχύνουν  την 

μεταγραφική ενεργοποίηση των γονιδίων GAL εκφράσαμε το GAL1 υπό τον ισχυρό 

και συνεχώς ενεργό υποκινητή του γονιδίου  ADH1. Μεταφέροντας  κύτταρα  που 

έφεραν το διαγονίδιο  ADH1-GAL1 από γλυκόζη σε γαλακτόζη και  μετρώντας με 

FACS τα επίπεδα του  Gal7-GFP διαπιστώσαμε ότι η κινητική ενεργοποίησης ήταν 

ταχύτατη,  σαφέστατα  ταχύτερη  συγκρινόμενη  με  αυτή  των  κυττάρων  που  είχαν 

καλλιεργηθεί στο παρελθόν σε γαλακτόζη. (Εικόνα 9). Επομένως τα επίπεδα της Gal1 

γαλακτοκινάσης αποδεικνύεται αναγκαία και ικανή συνθήκη για τη συντήρηση της 

κυτταρικής μνήμης. 

Για να διασαφηνίσουμε ότι η Gal3-like ενεργότητα της Gal1 είναι υπεύθυνη για τη το 

παραπάνω  φαινόμενο  το  γονίδιο  GAL3  τέθηκε  υπό  τον  έλεγχο  του  κατά  πολύ 

ισχυρότερου  GAL1 υποκινητή (σε ένα  gal1Δ στέλεχος).  Διαπιστώθηκε ότι σε ένα 

τέτοιο στέλεχος επανήλθε η μνήμη γαλακτόζης όπως πρόκευψε από ανάλυση κατά 

FACS των επιπέδων του  Gal7-GFP (Εικόνα 9).  Από τα παραπάνω αποτελέσματα 

συμπερένουμε  ότι  η  Gal3-like activity της  Gal1  είναι  υπεύθυνη  για  την  μνήμη 

γαλακτόζης.

Εικόνα  9.   Επανενεργοποίηση  του  GAL7-GFP σε  κύτταρα  που  φέρουν  το  GAL1pr-GAL3 
διαγονίδιο  ενώ  έχουν  απαλοιμένο  το  GAL1.  Η  μπλε  γραμμή  αντιστοιχεί  στην  κινητική 
επανενεργοποίησης  του  στελέχους  που  φέρει  το  GAL1pr-GAL3  ενώ  η  ροζ  αντιστοιχεί  στην 
κινητική επανενεργοποίησης σε κύτταρα που φέρουν το πλασμίδιο ελέγχου pRS314.
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Με βάση τα παραπάνω δεδομένα προτείνεται το εξής μοντέλο για την περιγραφή του 

φαινομένου της κυτταρικης μνήμης. Όταν κύτταρα αγρίου τύπου αναπτύσσονται στη 

γαλακτόζη  τότε  τα  GAL γονίδια  και  πιο  συγκεκριμένα  το  GAL1  εκφράζεται  σε 

ιδιαίτερα υψηλά επίπεδα..  Όταν τα κύτταρα μεταφερθούν στη γλυκόζη σταματούν 

σχεδόν  αμέσως  τη  μεταγραφή  του  γονιδίου  GAL1  με  αποτέλεσμα  τη  βαθμιαία 

μείωση των επιπέδων της  Gal1 πρωτεϊνης στα θυγατρικά κύτταρα. Επειδή τόσο η 

αρχική ενδοκυττάρια συγκέντρωση όσο και η σταθερότητα της πρωτεΐνης Gal1 είναι 

υψηλή και απαιτούνται περίπου 16 ώρες (~10 κυτταρικές διαιρέσεις) έτσι ώστε τα 

επίπεδά της να επανέλθουν σε μηδενικά επίπεδα . Όμως αν τα κύτταρα πριν από τις 

16 ώρες μεταφερθούν σε γαλακτόζη, τότε η εναπομένουσα ποσότητα της Gal1 δίνει 

τη δυνατότητα στα κύτταρα να επάγουν τα GAL γονίδια γρήγορότερα.

Τα  αποτελέσματα  αυτά  έρχονται  σε  αντίθεση  με  άλλα  μοντέλα  που  προτείνουν 

μεταβολές  σε  επίπεδο  χρωματίνης  (τροποποιήσεις  των  ιστονών,  chromatin 

remodelling ή τοπολογία της χρωματίνης). Μία έρευνα [9] βρήκε ότι απαραίτητη για 

το φαινόμενο της galactose memory είναι η παρουσία της ιστόνης H2A.Z η οποία και 

είναι  απαραίτητη  για  τη  διατήρηση  του  GAL cluster στην  πυρηνική  περιφέρεια. 

Πράγματι τα  htz1Δ  κύτταρα δεν παρουσιάζουν φαινόμενο μνήμης της γαλακτόζης. 

Όμως αν σε αυτά τα κύτταρα εισαχθεί  ένα  ADH1-GAL1 διαγονίδιο   τα κύτταρα 

παρουσιάζουν σημαντική υστέρηση όσον αφορά την επαγωγή του GAL1 γονιδίου, σε 

σύγκριση  με  κύτταρα  άγριου  τύπου  μετασχηματισμένα  με  το  ADH1-GAL1 

διαγονίδιο (data not shown). Αυτό υποδεικνύει ότι απουσία της  H2A.Z τα κύτταρα 

δεν μπορούν να ξεπεράσουν γρήγορα την καταστολή που προκαλεί η γλυκόζη. Το 

αποτέλεσμα  αυτής  της  έρευνας  μπορεί  να  εξηγηθεί  εναλλακτικά:  ότι  τα  htz1Δ 

κύτταρα  δεν  μπορούν  ξεπεράσουν  την  καταστολή  από  τη  γλυκόζη  σε  σύντομο 

χρονικό διάστημα κάτι  που πιθανότατα επισκιάζει   το φαινόμενο της  μνήμη  της 

γαλακτόζης.

Άλλη έρευνα έδειξε ότι απαραίτητο για την μνήμη είναι το SWI/SNF σύμπλοκο [10]. 

Σύμφωνα  με  την  έρευνα  αυτή  αν  τα  κύτταρα  μεταφερθούν  από  γαλακτόζη  σε 

γλυκόζη για μία ώρα και μετά πάλι σε γαλακτόζη, το  GAL1 επάγεται πάρα πολύ 

γρήγορα (φτάνει υψηλότατα επίπεδα ακόμα και σε 5 λεπτά!). Αντίθετα ένα στέλεχος 

στο οποίο έχει διαγραφεί το γονίδιο που κωδικοποιεί την  ATPάση του συμπλόκου 

SWI/SNF χρειάζεται περισσότερο χρόνο για να φτάσει σε υψηλά επίπεδα επαγωγής. 
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Οι συγγραφείς  της  μελέτης  αυτής  προτείνουν  ότι  το  SWI/SNF επιδρά  κατά  τον 

πρώτο κύκλο καλλιέργειας σε γαλακτόζη. Μία εναλλακτική προσέγγιση είναι η εξής: 

ο  Gal4  για  να  λειτουργήσει  αποτελεσματικά  και  γρήγορα  όταν  τα  κύτταρα 

προέρχονται από περιβάλλον γλυκόζης  είναι απαραίτητη η ύπαρξη του  SWI/SNF 

συμπλόκου ως συμπαράγοντα για την γρήγορη ενεργοποίηση.

Αυτό  που  προτείνω  λοιπόν  είναι  ότι  το  επιγενετικό  φαινόμενο  της  μνήμης 

γαλακτόζης μπορεί να εξηγηθεί χωρίς τη διαμεσολάβηση μεταβολών της χρωματίνης 

αλλά  μονάχα  με  την  κληρονόμηση  στα  θυγατρικά  κύτταρα  κυταροπλασματικών 

παραγόντων.
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5.Υλικά και μέθοδοι.

Τα  στελέχη  που  χρησιμοποιήθηκαν  ήταν  παράγωγα  του  στελέχους  FT5  (s288c 

background,  GAL2+).  To στέλεχος  GAL1-GFP κατασκευάστηκε με την εισαγωγή 

μίας κασσέτας GFP-KanMX στο 3’ του GAL1 γονιδίου. Η μεθοδος βασιζόταν στον 

ομόλογο  ανασυνδυασμό.  Για  τη  δημιουργία  της  κασέτας  χρησιμοποιήθηκαν  οι 

Primers 1A και  1Β  και  ως  template το  πλασμίδιο  pFA6a-link-yEGFP-KAN.  Με 

ανάλογο τρόπο έγινε tagged με GFP το γονίδιο GAL7 (χρησιμοποιώντας όμως τους 

primers 3Α  και  3Β).  Για  την  κατασκευή  του  GAL1  promoter driven GFP 

χρησιμοποιήθηκαν primers σχεδιασμένοι έτσι ώστε μετά τον ομόλογο ανασυνδυασμό 

το  ORF του  GAL1  να  αντικατασταθεί  με  το  ORF της  GFP,  δημιουργώντας 

ταυτόχρονα ένα  gal1Δ στέλεχος (χρησιμοποιήθηκαν οι  primers 4A και 4Β). Για τη 

διαγραφή του GAL3 χρησιμοποιήθηκε ως υπόστρωμα της PCR το PYM6 πλασμίδιο. 

Με τη χρήση των  primers 2A και 2B δημιουργήθηκε μία κασέτα η οποία είχε ως 

παράγοντα  επιλογής  το  klTRP1.  Για  τη  δημιουργία  των  LTA gal3Δ  κυττάρων, 

GAL1-GFP κύτταρα  μεγάλωναν  εκθετικά  σε  YPGalactose (2%).  Στη  συνέχεια 

μεταφέρθηκαν για 2 ώρες σε  YPD και σε αυτά τα κύτταρα έγινε  transformation με 

την disruption κασέτα. Έπειτα έγινε επιλογή σε αυτά τα κύτταρα σε θρεπτικό από το 

οποίο έλειπε τρυπτοφάνη ενώ ως πυγή άνθρακα υπήρχε γαλακτόζη. Τα κύτταρα στα 

οποία  είχε  συμβεί  η  διαγραφή  του  GAL3 ελέγχθηκαν  τόσο  με  PCR όσο  και  με 

φαινοτυπική ανάλυση. Για τη δημιουργία των gal1Δ κυττάρων χρησιμοποιήθηκε μία 

κασέτα URA3 που τα άκρα της ήταν ομόλογα με το GAL1 (τα κύτταρα ελέγθησαν 

τόσο με  PCR όσο και φαινοτυπικη ανάλυση). Το  ADH1p driven GAL1 πλασμίδιο 

δημιουργήθηκε  με  ομόλογο  ανασυνδυασμό  τριών  fragments:  Αρχικά  ο 
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ADH1promorer απομονώθηκε με  PCR (με τη χρήση των  primers 5A και 5Β). Στη 

συνέχεια απομονώθηκε με PCR (με τη χρήση των primers 6Α και 6Β) το GAL1 ORF 

μαζί  με  το  3΄  UTR του.  Αυτά  τα  2  fragments μαζί  με  ένα  EcoRI cut pRS314 

χρησιμοποιήθηκαν  για  το  μετασχηματισμό  ζαχαρομύκητα  οπότε  και  in vivo 

δημιουργήθηκε  η  επιθυμητή  κατασκευή.  Τα  πλασμίδια  που  προέκυψαν 

επιβεβαιώθηκε ότι ήταν σωστά με πέψη με περιοριστικά ένζυμα και με αλληλούχηση.

Για τα πειράματα τώρα, τα κύτταρα μεγάλωναν σε YPD 2% ή σε YPGalactose 2% σε 

θερμοκρασία  30  βαθμούς  και  κρατώντας  χαμηλή  την  OD (OD<0.2).  Για  τα 

πειράματα από γλυκόζη σε γαλακτόζη τα κύτταρα μεγάλωναν σε YPD για  ~24 ώρες. 

Στη  συνέχεια  πλύθηκαν  2  φορές  με  ίσο  όγκο  νερού  και  μεταφέρθηκαν  σε 

YPGalactose.  Για τα πειράματα μνήμης της γαλακτόζης, τα κύτταρα μεγάλωναν για 

παραπάνω από 24 ώρες σε YPGal. Στη συνέχεια μεταφέρθηκαν για ορισμένο χρονικό 

διάστημα  σε  YPD.  Μετά το  πέρας  αυτού  του  χρονικού  διαστήματος  τα  κύτταρα 

πλύθηκαν όπως προηγουμένως και μεταφέρθηκαν σε YPGal. Για την FACS ανάλυση 

τα κύτταρα αφού συγκεντρώθηκαν σε φυγοκέντρηση  επανεωρήθηκαν σε  PBS. Το 

FACS μηχάνημα  που  χρησιμοποιήθηκε  ήταν  το  FACS Calibour της  BD 

χρησιμοποιώντας  τα  μήκη  κύματος  :  448nm για  excitation και  530/30  nm για 

emmision.  Για  την  στατιστική  ανάλυση  των  αποτελεσμάτων  χρησιμοποιήθηκε  το 

WinMDI.

Βακτηριακά στελέχη
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Τα βακτηριακά στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν για την παραγωγή πλασμιδίων ήταν 

DH5α[ F-, φ80dlacZΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169,  deoR,  recA1,  endA1,  hsdR17(rk-, 

mk+), phoA, supE44, λ-, thi-1, gyrA96, relA1].

Επίσης τα κύτταρα DH5α χρησιμοποιήθηκαν για την παραγωγή carrier RNA το οποίο 

είναι ένα από τα συστατικά του transformation mix.

Στελέχη σακχαρομύκητα

Τα στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν είχαν όλα s288c background (Τόσο τo FT5 όσο 

και τo kar1-1 mutant, ενώ ήταν και GAL+).

 Παρασκευή και μετασχηματισμός επιδεκτικών κυττάρων ζύμης

Για την  εισαγωγή πλασμιδιακού DNA σε κύτταρα ζύμης εφαρμόστηκε η 

μέθοδος δημιουργίας επιδεκτικών κυττάρων ζύμης με οξικό λίθιο (LiAc TRAFO). 

Πρόκειται  για  μια  μέθοδο  υψηλής  αποτελεσματικότητας  η  οποία  βασίζεται  στη 

δημιουργία δεκτικών κυττάρων ζύμης λόγω αλκαλικών κατιόντων.

Το  στέλεχος  του  σακχαρομύκητα,  που  πρόκειται  να  μετασχηματιστεί, 

μεγαλώνει  σε 5 ml πλούσιου θρεπτικού (YPD) στους  300C κατά τη διάρκεια  της 

νύχτας.  Την  επόμενη  μέρα,  η  καλλιέργεια  αραιώνεται  σε  20  ml  YPD,  έτσι  ώστε 

OD600=O.2 και επωάζεται με ανάδευση στους 300C μέχρι OD600=O.5-0.7. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στις 3000 στροφές και στους 40C για πέντε λεπτά, απομάκρυνση του 

θρεπτικού, και πλύσιμο του ιζήματος κυττάρων με 10 ml αποστειρωμένο νερό υπό τις 

ίδιες συνθήκες φυγοκέντρησης. Το ίζημα  των κυττάρων επαναδιαλύεται σε 0,1 ml 

LiAc αποστειρωμένου νερού και φυγοκεντρείται σε μέγιστη ταχύτητα για 30sec. Το 

υπερκείμενο αφαιρείται και προστίθενται με την ακόλουθη σειρα τα εξής :

240 μl PEG 3500 50% w/v

36 μl LiAc 1M

50 μl μονόκλωνου RNA  ως carrier(2mg/ml)
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34 μl  DNA (  πλασμίδιο  ή κασέτες  που θα εισαχθούν στο γονιδίωμα με ομόλογο 

ανασυνδυασμό και νερό

συνολικός όγκος αντίδρασης : 360 μl

Τα  κύτταρα,  επαναδιαλύονται  με  vortex  στο  transformation  mix  και 

επωάζονται  στους   420C  για  40  λεπτά.  Κατόπιν,  φυγοκεντρούνται  σε  μέγιστη 

ταχύτητα, αφαιρείται το υπερκείμενο, τα κύτταρα επαναδιαλύονται σε 1 ml YPD και 

επωάζεται  υπό  ανάδευση  για  3  ώρες  στους  300C  (recovery).  Στην  συνέχεια,  τα 

κύτταρα  φυγοκεντρούνται,  το  θρεπτικό  αφαιρείται  και  το  ίζημα  κυττάρων 

επαναδιαλύεται σε 100-200 μl αποστειρωμένου νερού, τα οποία απλώνονται σε πιάτο 

επιλογής, που επωάζεται στους 300C για 2-3 μέρες.

Μέθοδος γονιδιακής απενεργοποίησης

  Η διαδικασία κατασκευής μεταλλαγμένων στελεχών σακχαρομύκητα με τη 

μέθοδο απενεργοποίησης γονιδίων περιλαμβάνει το μετασχηματισμό του στελέχους 

με  κατάλληλο  κάθε  φορά  προϊόν  PCR  (εικόνα  Δ).  Το  τελευταίο  προκύπτει  με 

ειδικούς  εκκινητές  αποτελούμενους  από  ένα  τμήμα  ομόλογο  προς  την  5΄  και  3΄ 

περιοχή του γονιδίου που διακόπτεται και ένα τμήμα ομόλογο με την περιοχή μίας 

κασέτας  μάρτυρα  επιλογής.  Το  τελικό  προϊόν  διαθέτει  ομόλογες  περιοχές  με  το 

ενδογενές γονίδιο το οποίο θα απενεργοποιηθεί με ομόλογο ανασυνδυασμό [48]. 

Μέθοδος  προθήκης  επιτόπων  σε  συγκεκριμένα  γονίδια  με  ομόλογο 

ανασυνδυασμό 
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Η μέθοδος αυτή βασίζεται στην εισαγωγή μίας κασέτας η οποία περιλαμβάνει τόσο 

τον  επιθυμητό  επίτοπο  (myc tag,  HA tag,  GFP tag)  αλλά  και  έναν  παράγοντα 

επιλογής στο 3΄ άκρο ενός γονιδίου. Συνήθως το τμήμα  DNA που κωδικοποιεί τον 

επίτοπο εισάγεται στο σωστό πλαίσιο ανάγνωσης ακριβώς μετά το κωδικόνιο λήξης. 

Απομόνωση πλασμιδιακού DNA

Για την απομόνωση σε μικρή κλίμακα πλασμιδιακού DNA χρησιμοποιήθηκε 

η μέθοδος της αλκαλικής λύση Η ίδια μέθοδος εφαρμόστηκε για την απομόνωση 

πλασμιδιακού DNA τόσο  σε μεσαία όσο και σε μεγάλη κλίμακα. 

 Παρασκευή ηλεκτροδεκτικών κυττάρων Ε.coli ικανών να μετασχηματίζονται με 

εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου (electrocompetent cells)

28



Τα βακτηριακά κύτταρα αναπτύσσονται σε θρεπτικό μέσο LB, στους 300 C ή 

37οC  ανάλογα  με  το  βακτηριακό  στέλεχος,  μέχρι  η  απορρόφηση  των  κυττάρων 

(OD600) να γίνει 0.6-0.8. Στην συνέχεια, συλλέγονται με φυγοκέντρηση για 15 λεπτά 

στους 40  C και στις 3000 στροφές. Το ίζημα των κύτταρων επαναδιαλύεται με ήπιο 

τρόπο  σε  Η2Ο  αντίστασης  18ΜΩ,  ίσου  όγκου  με  την  αρχική  καλλιέργεια  και 

επαναλαμβάνεται η φυγοκέντρηση. Τα κύτταρα ξεπλένονται  ακόμα μια φορά με Η2Ο 

και  συμπτύσσονται  σε  όγκο  ίσο  με  το  μισό  όγκο  της  αρχικής  καλλιέργειας.  Το 

τελευταίο βήμα επαναλαμβάνεται για ακόμα δύο φορές. Τελικά επαναδιαλύονται σε 

διάλυμα γλυκερόλης 10%,  όγκου ίσου με το 1/500 έως 1/300 του όγκου της αρχικής 

καλλιέργειας. Τα κύτταρα μοιράζονται σε μικρές ποσότητες των 60μl (aliquots) και 

φυλάσσονται στους -800  C, μέχρι να χρησιμοποιηθούν. Όλα τα υλικά και τα μέσα, 

που χρησιμοποιήθηκαν ήταν αποστειρωμένα και όλοι οι χειρισμοί έγιναν στους 4οC.

Μετασχηματισμός δεκτικών κυττάρων με εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου 

(electroporation).

Τοποθετούμε, για κάθε μετασχηματισμό, 60μl δεκτικών κυττάρων στον πάγο 

για 5 λεπτά.  Προσθέτουμε 2μl  από την αντίδραση σύνδεσης και επωάζουμε στον 

πάγο  για  1  λεπτό.  Μεταφέρουμε  τα  κύτταρα  σε  ειδική  κυψελίδα,  την  οποία 

τοποθετούμε  στην  κατάλληλη  θέση  του  ειδικού  μηχανήματος  (electroporator)  και 

διοχετεύουμε ηλεκτρικό ρεύμα τάσης 1.65kV. Επαναδιαλύουμε τα κύτταρα σε 1 ml 

θρεπτικού μέσου SOC και επωάζουμε για 1,5 ώρα στους 30οC υπό ανάδευση. Τελικά 

συλλέγουμε τα κύτταρα με  φυγοκέντρηση στις  2500 στροφές  για 5 λεπτά και  τα 

επιστρώνουμε υπό στείρες συνθήκες σε πιάτο με θρεπτικό μέσο LB, το οποίο περιέχει 

κατάλληλη  ποσότητα  του  αντιβιοτικού  με  το  οποίο  κάνουμε  την  επιλογή  (π.χ 

αμπικιλλίνη). Το πιάτο τοποθετείται στους  30oC ή 37οC για 16 ώρες τουλάχιστον, 

έτσι ώστε να αναπτυχθούν οι αποικίες των βακτηρίων.

Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR)

Η ποσότητα του DNA που χρησιμοποιήθηκε ως μήτρα για την αντίδραση 

πολυμερισμού ήταν 5-50 ng όταν το DNA ήταν πλασμιδιακό, ενώ 50-100ng όταν 

επρόκειτο για γενωμικό DNA. Οι αντιδράσεις ως επί τω πλείστον γίνονταν στα 25μl 

και  είχαν  την  παρακάτω  σύσταση:  10mM Tris-HCl,  pH.9.0,  50mM KCl,  1.5mM 
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MgCl2,  0.2mM  από  κάθε  dNTP,  25-50  pmoles  από  κάθε  εκκινητή  και  0.5u  Taq 

πολυμεράση.

Το πρόγραμμα που επιλέχθηκε ήταν ειδικό για κάθε περίπτωση, ανάλογα με 

το Tm του κάθε ανιχνευτή αλλά και το μέγεθος του προϊόντος. Το γενικό σχήμα των 

αντιδράσεων πολυμερισμού που εφαρμόστηκαν φαίνεται στη συνέχεια:

1Αρχή:             5 λεπτά στους 940C για αρχική αποδιάταξη

225-30 κύκλοι:  30 δευτερόλεπτα στους 940C για αποδιάταξη

                                    30 δευτερόλεπτα στην επιλεγμένη θερμοκρασία  για 

                                          υβριδοποίηση των εκκινητών

                                    επιλεγμένος χρόνο στους 720C για επιμήκυνση της 

                                          αλυσίδας   

1Τέλος:           10 λεπτά στους 720C για συμπλήρωση των μονόκλωνων 

                                    Άκρων

Χάρτες πλασμιδίων που χρησιμοποιήθηκαν

                                     plasmid  PYM6
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