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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΠΡΩΤΟ: ΤΟ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΉΣ, ΓΟΝΙΔΙΩΜΑΤΙΚΗΣ ΑΝΑΛΥΣΗΣ ΤΟΥ ΖΥΜΟΜΥΚΗΤΑ Saccharomyces cerevisiae(Baganz et al., 1998; Dujon, 1998; Goffeau et al., 1996)
24 Απριλίου 1996. Η πλήρης αλληλουχία του γονιδιώματος του μύκητα Saccharomyces cerevisiae είναι πλέον γνωστή και δημοσιευμένη στις ηλεκτρονικές σελίδες των διεθνών βάσεων δεδομένων, συνοδευόμενη από όλες τις απαραίτητες πληροφορίες που αφορούν στην οργάνωσή της. Στο σύνολο των 16 χρωμοσωμάτων που απαντούν στην απλοειδή κατάσταση του μονοκύτταρου, ευκαρυωτικού αυτού οργανισμού, όλη η απαραίτητη, για τη ζωή του, πληροφορία, βρίσκεται «διασκορπισμένη» σε ένα σύνολο 12 εκατομμυρίων 70 χιλιάδων νουκλεοτιδικών βάσεων. Συχνά, οι συνδυασμοί  που δημιουργούνται από την ακολουθία αυτού του τεράστιου αριθμού μεμονωμένων «γραμμάτων», έχουν νόημα και συμβάλλουν στο μέγεθος της πληροφορίας αυτής, σχηματίζοντας «λέξεις». Οι λέξεις αυτές δεν είναι άλλες από τα 6000 περίπου γονίδια του σακχαρομύκητα, για κάποια, βέβαια, από τα οποία, είχαμε προηγούμενη γνώση για την ύπαρξη τους. Για κάποια άλλα όμως, η ύπαρξή τους και, πολύ περισσότερο, η λειτουργία τους ήταν κάτι εντελώς άγνωστο και αν ως προς την πρώτη συνιστώσα «όλα» τελείωσαν την προαναφερθείσα ημερομηνία, για τη διαλεύκανση της δεύτερης ξεκίνησε ήδη μια τεράστια, απανταχού της επιστημονικής κοινότητας προσπάθεια, η ολοκλήρωση της οποίας δεν έχει (γνωστή) ημερομηνία λήξης.

Στην πραγματικότητα, η αποκάλυψη της γονιδιωματικής αλληλουχίας δεν ήταν παρά ο «θεμέλιος λίθος» πάνω στον οποίο χτίζεται η τεράστια προσπάθεια της λειτουργικής ανάλυσης. Μόνο στην Ευρώπη, 134 εργαστήρια από 14 διαφορετικές χώρες, έχουν συγκροτήσει ένα Ευρωπαϊκό Δίκτυο Λειτουργικής Ανάλυσης (EUROpean Functional Analysis Network) με σκοπό την ταυτοποίηση της λειτουργίας των πρωτεϊνικών προϊόντων 2000 διαφορετικών «ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης» (Open Reading Frames).

Σε μια πρώτη προσέγγιση, τα υπό ανάλυση γονίδια χωρίστηκαν σε ομάδες των έξι μελών (six-packs) και υπέστησαν έναν προκαταρκτικό έλεγχο. Αυτός αποσκοπούσε στην αποκάλυψη τυχόν φαινοτύπων έπειτα από αφαίρεση ή/και υπερέκφραση των διαφόρων γονιδίων. Τα στελέχη που με αυτόν τον τρόπο δημιουργήθηκαν, ελέγχθηκαν για τη δυνατότητά τους να αναπτυχθούν σε διαφορετικά θρεπτικά μέσα, συγκεκριμένα σε πλούσιο και σε πλήρες συνθετικό μέσο, όπως και σε μέσο με εναλλακτική πηγή άνθρακα, τη γλυκερόλη, ο μεταβολισμός της οποίας συνδέεται με μιτοχονδριακή λειτουργία. Παρ’ όλα αυτά, στις περισσότερες των περιπτώσεων, δεν αποκαλύφθηκε κάποιος φαινότυπος και αυτό μπορεί να οφείλεται σε δύο λόγους: α) στην ύπαρξη γενετικού πλεονασμού (genetic redundancy) που αντανακλάται στην παρουσία πρωτεϊνών με λίγο διαφορετική ή ενδεχομένως και την ίδια λειτουργία και β) στο ότι οι συνθήκες που χρησιμοποιήθηκαν, δεν ήταν οι ενδεδειγμένες για να αποκαλυφθεί κάποια ελαττωματική λειτουργία. Μια ακόμα πρωτογενής πειραματική προσέγγιση ήταν η διερεύνηση για το αν τα εξεταζόμενα ORFs αντιστοιχούσαν σε πραγματικά γονίδια, αν δηλαδή μπορούσαν να εκφράζονται. Αυτό, για τη μεγάλη πλειονότητα των περιπτώσεων, αποδείχτηκε (με τη μέθοδο Northern Blotting) ότι ισχύει. Ο προκαταρκτικός έλεγχος που μόλις περιγράφηκε, συνεπικουρήθηκε από in silico μελέτες, χάρη στις οποίες στάθηκε δυνατό να ανακτηθούν διαφόρων ειδών αποτελέσματα, όπως κατηγοριοποίηση των ORFs με βάση ομοιότητες στην αλληλουχία, συγκρότηση οικογενειών παράλογων γονιδίων (γονίδια που είναι ομόλογα μεταξύ τους και βρίσκονται στον ίδιο οργανισμό πιθανώς δε, έχουν και την ίδια λειτουργία), ταυτοποίηση ομολογιών με γονίδια ανήκοντα σε άλλα είδη οργανισμών, ανεύρεση ομοιοτήτων με γνωστές λειτουργικές περιοχές (domains) άλλων πρωτεϊνών (π.χ. κινάσης, φωσφορυλάσης κ.λ.π.), κ.α. 

Το EUROFAN είναι οργανωμένο σε «κοινοπραξίες» (consortia) και «κόμβους» (nodes) ερευνητικών ομάδων οι οποίες, βασισμένες στα προκαταρκτικά αποτελέσματα, προχωρούν σε ένα δεύτερο, πιο εξειδικευμένο πειραματικό επίπεδο. Αυτό περιλαμβάνει μεθόδους όπως οι ακόλουθες:
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ανάπτυξη των μεταλλαγμένων στελεχών σε ειδικά, μη χρησιμοποιούμενα στην καθημερινή, εργαστηριακή πρακτική, θρεπτικά μέσα, στα οποία μπορεί να μεταβάλλονται διάφοροι παράγοντες, όπως άλατα, βαριά μέταλλα, διάφοροι ειδικοί αναστολείς, οι πηγές άνθρακα και αζώτου κ.α. 



υποκυτταρικό εντοπισμό του γονιδιακού προϊόντος. Μια πρώτη προσέγγιση θα μπορούσε να αποτελέσει η απόπειρα έκφρασης τού προς μελέτη γονιδίου υπό τη μορφή «χιμαιρικής» GFP (Green Fluorescent Protein) πρωτεΐνης, με χρήση ειδικών πλασμιδιακών φορέων που κατασκευάστηκαν ειδικά για το σκοπό αυτό και, ακολούθως, μικροσκοπική παρατήρηση των φθοριζόντων μορίων.



Northern ανάλυση, στην οποία μπορεί να μελετάται το πώς επηρεάζεται η έκφραση άλλων γονιδίων σε γενετικό υπόβαθρο που χαρακτηρίζεται από μεταλλαγές των ORFs.



λειτουργική συμπλήρωση σε ετερόλογα συστήματα.



καθαρισμό του γονιδιακού προϊόντος, αν αυτό είναι δυνατό, με αξιοποίηση της τεχνολογίας προσθήκης γονιδιακού επιτόπου (epitope tagging).



δοκιμασία αλληλεπίδρασης δύο υβριδίων (Two Hybrid Screening), για την ταυτοποίηση in vivo αλληλεπιδράσεων με άλλες πρωτεΐνες του κυττάρου.

Ο «κόμβος» των συνεργαζόμενων εργαστηρίων Β4, έχει αναλάβει τη λειτουργική ανάλυση 38 οικογενειών, οι οποίες αριθμούν, συνολικά, 119 μέλη. Μία από αυτές τις 38, λοιπόν, οικογένειες, αποτέλεσε και το αντικείμενο της παρούσης εργασίας, με άξονα τις πειραματικές προσεγγίσεις που μόλις αναφέρθηκαν. Η οικογένεια αυτή είναι η E411 η οποία και απαρτίζεται από τρία μέλη, τα YFR021w, YPL100w, και YGR223c. Το τελευταίο αποτέλεσε μέλος μιας ομάδας six pack και μετά από την προκαταρκτική ανάλυση που πραγματοποιήθηκε, η μόνη διαθέσιμη πληροφορία ήταν ότι γονιδιακή αφαίρεσή του προκαλούσε κάποια ευαισθησία στην ανάπτυξη σε γλυκερόλη, σε ακραίες θερμοκρασίες. Όπως αναφέρθηκε και πιο πάνω, τέτοιου είδους βλάβες αποδίδονται σε μιτοχονδριακή δυσλειτουργία.

Στα πλαίσια της εργασίας αυτής, δείξαμε ότι οι αρχικές αυτές εκτιμήσεις για την πιθανή λειτουργία των μελών της οικογενείας Ε411, βρίσκονται στη σωστή κατεύθυνση. Για το λόγο αυτό, θα ήταν χρήσιμο να κάνουμε μια μικρή επισκόπηση σε θέματα που αφορούν γενικότερα στο μεταβολισμό του Saccharomyces cerevisiae.

ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΑΛΛΟ: ΜΙΤΟΧΟΝΔΡΙΑ & ΠΕΡΟΞΙΣΩΜΑΤΑ(Rose, 1987; Walker, 1998)

Τα μιτοχόνδρια βρίσκονται σε μικρό αριθμό ανά κύτταρο, μερικές δε φορές και μόνο ένα. Η γενικότερη δομή τους δε διαφέρει από την αντίστοιχη των ανώτερων ευκαρυωτικών οργανισμών. Πολλές όμως φορές, εμφανίζουν μια μάλλον ασυνήθιστη μορφολογία, καθώς θυμίζει αυτή που παρουσιάζει το ενδοπλασματικό δίκτυο, των διακλαδισμένων, δηλαδή, μεβρανικών διαμερισμάτων. Εκτός από τη μορφολογία τους, το μέγεθος και ο αριθμός τους είναι κάποια από τα χαρακτηριστικά τους που επηρεάζονται από εξωτερικούς, φυσιολογικούς παράγοντες. Για παράδειγμα, η εσωτερική τους μεμβράνη με τις πτυχώσεις της, εξαφανίζεται από την εικόνα του μικροσκοπίου όταν στο θρεπτικό μέσο αύξησης υπάρχουν υψηλά επίπεδα γλυκόζης και επανεμφανίζεται όταν το κύτταρο μπαίνει σε φάση αερόβιου μεταβολισμού.


Κύρια λειτουργία των μιτοχονδρίων είναι η αναπνευστική, προοίμιο της οποίας είναι ο κύκλος του κιτρικού οξέος πού επίσης πραγματοποιείται στα μιτοχόνδρια. Παρ’ όλα αυτά, δε θα πρέπει να υποτιμάται η συνεισφορά τους στην ομαλή κυτταρική λειτουργία και κάτω από αναερόβιες συνθήκες, διότι τότε, όπως και κατά την αερόβια αύξηση, τα μιτοχόνδρια δεν παύουν να προμηθεύουν το κύτταρο με  μεταβολικά ενδιάμεσα, απαραίτητα για την επιβίωσή του.


Τα περοξισώματα ή υπεροξειδιοσώματα, με τη σειρά τους, ονομάζονται έτσι διότι περιέχουν οξειδωτικά ένζυμα που τους επιτρέπουν να μεταφέρουν άτομα υδρογόνου από συγκεκριμένες οργανικές ενώσεις προς το μοριακό οξυγόνο, με ταυτόχρονο σχηματισμό υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2). Σε μια επόμενη αντίδραση, η καταλάση χρησιμοποιεί αυτό το Η2Ο2 που παράγεται για να οξειδώσει μια σειρά από άλλα οργανικά υποστρώματα. Επίσης, φροντίζει και για την απομάκρυνση του Η2Ο2  που τυχόν συσσωρεύεται στο κύτταρο, σύμφωνα με την αντίδραση:

2Η2Ο2 → 2Η2Ο + Ο2


Σε αντίθεση με τα μιτοχόνδρια, τα περοξισώματα περιβάλλονται από απλή, στοιχειώδη μεμβράνη και βρίσκονται σε υψηλότερο αριθμό ανά κύτταρο. Ο αριθμός τους και το μέγεθός τους μεταβάλλονται ανάλογα με τις συνθήκες αύξησης, π.χ. σε περιπτώσεις μεταβολισμού λιπαρών οξέων, όπου τα περοξισώματα ενός κυττάρου ζύμης πολλαπλασιάζονται και αυξάνουν σε μέγεθος. Αυτό οφείλεται στο ότι αποτελούν, όπως θα δούμε πιο κάτω, τους αποκλειστικούς «ξενιστές» του συστήματος β-οξείδωσης των λιπαρών οξέων, αντίθετα με τα κύτταρα θηλαστικών όπου οι σχετικές αντιδράσεις λαμβάνουν χώρα τόσο στα περοξισώματα όσο και στα μιτοχόνδρια.


Ένα ακόμα από τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά αυτών των οργανιδίων το οποίο δε συναντάται σε κύτταρα ανώτερων ευκαρυωτικών οργανισμών, είναι ότι διαθέτουν τα απαραίτητα ένζυμα για τη διεκπεραίωση του κύκλου του γλυοξυλικού οξέος. Το γεγονός αυτό έχει οδηγήσει στο να τους αποδωθεί και το όνομα γλυοξυσώματα, αντανακλώντας πιθανά τη λειτουργία των ίδιων οργανιδίων κάτω από διαφορετικές μεταβολικές και φυσιολογικές συνθήκες. Αυτή η άποψη φαίνεται να είναι και η πιο σωστή, αντίθετα με άλλη που δέχεται την ύπαρξη μιας «οικογένειας» κυτταρικών οργανιδίων, των μικροσωμάτων, τα οποία και διακρίνονται στα περοξισώματα και τα γλυοξυσώματα.

ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΑΛΛΟ: ΜΙΑ ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ ΤΩΝ ΖΥΜΟΜΥΚΗΤΩΝ(Rose, 1987)

Βασική πηγή άνθρακα για τα κύτταρα ζύμης είναι τα σάκχαρα. Το πρώτο βήμα στον καταβολισμό τους, το οποίο αναφέρεται με βάση τη γλυκόζη, είναι η γλυκόλυση (εικ. 1). Κάτω από οποιεσδήποτε συνθήκες, προϊόν της γλυκόλυσης είναι το πυροσταφυλικό οξύ (pyruvate). Από το σημείο αυτό και μετά, υπάρχουν δύο βασικές μεταβολικές οδοί και η περαιτέρω τύχη του πυροσταφυλικού επιτρέπει τη διάκριση των κυττάρων της ζύμης σε δύο μεγάλες ομάδες:



Υποχρεωτικά αερόβια κύτταρα (Obligate Aerobes): Όσοι ζυμομύκητες αδυνατούν να καταβολίσουν τη γλυκόζη απουσία οξυγόνου. Στην περίπτωση αυτή, το πυροσταφυλικό διοχετεύεται στα μιτοχόνδρια και τον κύκλο του κιτρικού οξέος.



Δυνητικά αναερόβια κύτταρα (Facultative Anaerobes):  Όσοι ζυμομύκητες έχουν τη δυνατότητα να καταβολίσουν τη γλυκόζη είτε αερόβια είτε αναερόβια. Η ομάδα αυτή χωρίζεται σε δύο επιμέρους «υπο-οικογένειες» με γνώμονα την τύχη της γλυκόζης σε συνθήκες όπου περιοριστικός παράγοντας δεν είναι το οξυγόνο, σε συνθήκες δηλαδή αερόβιες. Έτσι, υπάρχουν:



Δυνητικά αναερόβιοι ζυμομύκητες στους οποίους, παρουσία οξυγόνου, η αναπνοή αντιστοιχεί σε λιγότερο του 10% του καταβολισμού της γλυκόζης (Fermentative Yeasts). Εδώ ανήκουν και τα είδη Saccharomyces cerevisiae και Schizosaccharomyces pombe. 



Δυνητικά αναερόβιοι ζυμομύκητες στους οποίους, παρουσία οξυγόνου, λιγότερο από το 30% της μεταβολιζόμενης γλυκόζης υπόκειται σε ζύμωση (Respiratory Yeasts). Στην «υπο-οικογένεια» αυτή ανήκουν τα περισσότερα είδη ζύμης.

ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΑΛΛΟ: ΖΥΜΩΣΗ ή ΑΝΑΠΝΟΗ;(Walker, 1998)

Ήδη, με βάση την πιο πάνω κατηγοριοποίηση, γίνεται αντιληπτό ότι η παρουσία οξυγόνου είναι ένας πολύ σημαντικός παράγοντας ρύθμισης του μεταβολισμού. Ένας επίσης σημαντικός παράγοντας όμως, είναι η διαθεσιμότητα γλυκόζης. Είναι η αιτία που τα κύτταρα του Saccharomyces cerevisiae προτιμούν τη ζύμωση από την αναπνοή, ακόμα και όταν έχουν άφθονο οξυγόνο στο περιβάλλον τους. Συγκεκριμένα, σε χαμηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης (μικρότερες από, περίπου, 5mM), καθοριστικός παράγοντας είναι το οξυγόνο και όταν αυτό υπάρχει η γλυκόζη μεταβολίζεται αερόβια (Pasteur effect). Όταν όμως 
η συγκέντρωση γλυκόζης είναι μεγάλη (μεγαλύτερη από 5mM), καθοριστικός παράγοντας είναι πλέον ακριβώς η παρουσία γλυκόζης και έτσι, ακόμα και αν υπάρχει διαθέσιμο οξυγόνο, ο μεταβολικός δρόμος που ακολουθείται είναι αυτός της ζύμωσης (Crabtree effect). Να σημειωθεί ότι εκτός από τη γλυκόζη, σε ζύμωση υπόκειται και η φρουκτόζη, ενώ τα σάκχαρα γαλακτόζη και μαννόζη μεταβολίζονται κατά 50% με ζύμωση και κατά 50% με αναπνοή.


Κατά τη ζύμωση (εικ. 1), το πυροσταφυλικό οξύ αποκαρβοξυλιώνεται αρχικά σε ακεταλδεΰδη (acetaldehyde) και αυτή, με τη σειρά της, ανάγεται σε αιθανόλη (ethanol). Πρέπει πάντως να έχουμε υπόψη μας ότι μαζί με την αιθανόλη, και για λόγους που σχετίζονται με το εκάστοτε στέλεχος αλλά και με τις συνθήκες ανάπτυξης, παράγονται μια σειρά παραπροϊόντα, κυριότερα των οποίων είναι η γλυκερόλη (glycerol), το ηλεκτρικό οξύ (succinate) και το οξικό οξύ (acetate). Και τα τρία, όπως και η αιθανόλη, έχουν την ικανότητα να διασχίζουν την κυτταροπλασματική μεμβράνη με απλή διάχυση, με μόνη διάφορα ότι αυτή η κίνηση αφορά στις εξουδετερωμένες μορφές των δύο οξέων. Αξίζει να σταθούμε στην περίπτωση της γλυκερόλης για 2 λόγους. Ο πρώτος είναι ότι η παραγωγή της κατά τη ζύμωση εξυπηρετεί τις ίδιες ακριβώς ανάγκες που εξυπηρετεί και η σύνθεση της αιθανόλης: την επανοξείδωση δηλαδή του κυτταροπλασματικού NADH, που σχηματίζεται κατά τη γλυκόλυση, σε NAD+ ώστε να είναι δυνατή η συνέχιση της γλυκόλυσης και κατ’ επέκταση της ζύμωσης και της παραγωγής ενέργειας. Ο δεύτερος λόγος που καθιστά τη γλυκερόλη ένα σημαντικό μεταβολίτη, είναι ότι κάτω από οσμωτικό stress, αυξάνει την ενδοκυτταρική οσμωτική πίεση.


Ο δέκτης των ατόμων υδρογόνου του NADH για το οποίο έγινε λόγος, είναι η διυδρόξυ-ακετόνη (dihydroxyacetone). Ο τρισακχαρίτης αυτός σχηματίζεται στο κυττταρόπλασμα κατά τη γλυκόλυση (ένα ειδικό ένζυμο καταλύει την αλληλομετατροπή της διυδρόξυ-ακετόνης με την ισομερή της μορφή, που είναι η φωσφορική γλυκεραλδεΰδη, η οποία συμβολίζεται ως GA-3-P στην εικόνα 1) και η αναγωγή του οδηγεί, όπως αναφέρθηκε, στο σχηματισμό γλυκερόλης, ενός μορίου που έχει τη δυνατότητα, αντίθετα με το NADH, να διασχίζει την εξωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη. Όταν τα άτομα αυτά του υδρογόνου μεταφερθούν στην αναπνευστική αλυσίδα, η επανασχηματισθείσα διυδρόξυ-ακετόνη διαχέεται πίσω προς το κυτταρόπλασμα, για να αρχίσει ο ίδιος κύκλος. Υπάρχει όμως και η περίπτωση όπου η γλυκερόλη αποτελεί την πηγή άνθρακα βάσει της οποίας καλούνται να αναπτυχθούν τα κύτταρα της ζύμης. Το μικρό αυτό μόριο διασχίζει τότε την κυτταροπλασματική μεμβράνη και φωσφορυλιώνεται από μια ειδική κινάση. Ακολουθεί οξείδωσή του από μια μιτοχονδριακή οξειδορεδουκτάση και η παραγόμενη φωσφορική διυδρόξυ-ακετόνη, ακολουθεί το δρόμο της γλυκονεογένεσης.


Ένα δεύτερο παραπροϊόν της ζύμωσης με ιδιαίτερη σημασία, είναι το οξικό οξύ: μέρος της ακεταλδεΰδης που σχηματίζεται ένα βήμα πριν την αιθανόλη, οξειδώνεται σε οξικό οξύ. Η πορεία του μεταβολισμού από το σημείο αυτό και μετά είναι υποχρεωτικά αερόβια και περνάει μέσα από τους κύκλους του κιτρικού και του γλυοξυλικού οξέος. 


Όταν η γλυκόζη αρχίζει να εξαντλείται, τα αναπτυσσόμενα κύτταρα μπαίνουν σε μια δεύτερη φάση ανάπτυξης, που ονομάζεται diauxie. Η μετάβαση στη φάση αυτή συνοδεύεται από μια σειρά δραματικών αλλαγών σε μοριακό και βιοχημικό επίπεδο και το όλο φαινόμενο ονομάζεται diauxic shift. Ο επαναπρογραμματισμός αυτός του κυττάρου, αποσκοπεί στη μετάβαση από την αναερόβια αύξηση στην αερόβια, κατά την οποία πρόκειται να καταναλωθεί η αιθανόλη που συσσωρεύτηκε στη διάρκεια της προηγούμενης φάσης. Και πάλι ο δρόμος είναι ο ίδιος: η αιθανόλη οξειδώνεται σταδιακά πρώτα σε ακεταλδεΰδη και έπειτα σε οξικό. Το τελευταίο μετατρέπεται σε ακέτυλο-συνένζυμο Α και διοχετεύεται στους κύκλους του κιτρικού και του γλυοξυλικού οξέος.


Με καθαρά μοριακούς όρους, η γλυκόζη αποτελεί ένα σήμα που οδηγεί στην αναστολή της έκφρασης μιας σειράς από γονίδια τα οποία αφορούν:



στην αναπνευστική αλυσίδα



στο μονοπάτι της γλυκονεογένεσης


στον κύκλου του γλυοξυλικού οξέος


στην πρόσληψη και το μεταβολισμό άλλων σακχάρων, π.χ. SUC, GAL και MAL γονίδια, υπεύθυνα για αξιοποίηση σουκρόζης, γαλακτόζης και μαλτόζης αντίστοιχα. 


Κατά το diauxic shift, αίρεται η αναστολή της έκφρασης όλων των παραπάνω γονιδίων και αυτό έχει βιοχημικές, πλέον, συνέπειες. Μία από αυτές, που ήδη αναφέρθηκε, είναι η κατανάλωση της αιθανόλης μέσω ενεργοποίησης του κύκλου του κιτρικού οξέος και της αναπνευστικής αλυσίδας. Το σύνολο των αντιδράσεων που συγκροτούν τον κύκλο (γνωστός και ως κύκλος του τρικαρβοξυλικού οξέος ή κύκλος του Krebs), ξεκινάει με τη σύνθεση κιτρικού: πρόκειται για την κατεξοχήν ρυθμιστική αντίδραση του κύκλου και καταλύεται από το ένζυμο κιτρική συνθάση 1 (CS1), το οποίο κωδικοποιείται από το γονίδιο CIT1. 



EIKONA 1. Σύνοψη των αντιδράσεων γλυκονεογένεσης/γλυκόλυσης και ακολούθως του κύκλου του κιτρικού οξέος (TCA cycle, στο κέντρο), του γλυοξυλικού οξέος (αριστερά) και της ζύμωσης (δεξιά). Αναφέρονται τα ονόματα μόνο των πιο σημαντικών μεταβολικών ενδιάμεσων.

GLU-6-P=Γλυκόζη-6-φωσφορική, FRU-6-P=Φρουκτόζη-6-Φωσφορική.

(Οι αριθμοί που δείχνονται αναφέρονται στις μεταβολές των επιπέδων έκφρασης των αντίστοιχων ενζύμων, κατά το diauxic shift.).

[DeRisi, J.L., Iyer, V.R., Brown, P.O. (1997) Exploring the Metabolic and Genetic Control of Gene Expression on a Genomic Scale. Science 278, 680-686]

Από την άλλη πάλι πλευρά, η εξάντληση της γλυκόζης είναι ένα συμβάν το οποίο χρήζει άμεσης αντιμετώπισης, διότι η σύνθεση ενός πλήθους βιομορίων εξαρτάται από την παρουσία και το μεταβολισμό των σακχάρων. Ενεργοποιείται για το λόγο αυτό το μονοπάτι της γλυκονεογένεσης (εικ. 1), το οποίο, σε γενικές γραμμές, αποτελεί μια αντιστροφή της γλυκόλυσης. Βασικός τροφοδότης του μονοπατιού είναι ο κύκλος του γλυοξυλικού οξέος (εικ. 1), τα ένζυμα του οποίου και αυτό είναι πολύ σημαντικό να τονιστεί, αποκαταστέλλονται κατά το diauxic shift, όπως είδαμε, με στόχο τη βέλτιστη δυνατή λειτουργία του κύκλου. Γιατί όμως ο συγκεκριμένος κύκλος είναι τόσο σημαντικός; Προκειμένου για τις συνθήκες που εξετάζουμε, της ανάγκης δηλαδή για άμεση βιοσύνθεση υδατανθράκων, η σπουδαιότητά του έγκειται στο καθαρό αποτέλεσμα της λειτουργίας του, που είναι η μετατροπή δύο μορίων ακέτυλο-συνενζύμου Α σε ηλεκτρικό: όπως φαίνεται και στην εικόνα 1, σε δύο «βήματα» (αντιδράσεις που περιλαμβάνονται στον κύκλο του κιτρικού οξέος) από το ηλεκτρικό, συντίθεται οξαλοξικό (oxaloacetate), το μόριο δηλαδή από το οποίο ξεκινά, ουσιαστικά, η πορεία της γλυκονεογένεσης(Rothermel et al., 1997). Προς τούτο συντείνει και η παρατήρηση ότι ~58% του συνολικού ποσού οξικού οξέος που υπάρχει στο κύτταρο, μεταβολίζεται μέσω του κύκλου του γλυοξυλικού οξέος, αφού βέβαια έχει προηγούμενα ενεργοποιηθεί με την προσθήκη συνενζύμου Α. Επιπλέον δε, εκτός από το ηλεκτρικό, υπάρχουν και άλλα ενδιάμεσα του κύκλου, με πρώτο από όλα το ίδιο το κιτρικό οξύ(Small et al., 1995), τα οποία διοχετεύονται είτε στον κύκλο του κιτρικού οξέος, σε «αντίστοιχα» σημεία, είτε απ’ ευθείας σε συγκεκριμένες βιοχημικές αντιδράσεις που οδηγούν στη σύνθεση άλλων οργανικών μορίων, εκτός των υδατανθράκων. Μια τέτοια είναι η περίπτωση του ισοκιτρικού (isocitrate, παράγεται αμέσως μετά το κιτρικό), που καταναλώνεται για τη βιοσύνθεση α-κετογλουταρικού (α-ketoglutarate, εικ.1). Η πορεία από το κιτρικό μέχρι το α-κετογλουταρικό είναι ένα σημείο κλειδί όχι μόνο για τη ρύθμιση των δύο κύκλων, αλλά για όλο το σύστημα που αφορά στο μεταβολισμό άνθρακα και αζώτου. Για την ώρα, εκείνο που αξίζει να αναφερθεί, είναι ότι η αντίδραση παραγωγής κιτρικού στον κύκλο του γλυοξυλικού οξέος, ελέγχεται από ένα ένζυμο πολύ ομόλογο με το CS1 (75% ομοιότητα)(Liu and Butow, 1999), το οποίο κωδικοποιείται από το γονίδιο CIT2 και ονομάζεται κιτρική συνθάση 2 (CS2). Η ρύθμιση των επιπέδων έκφρασης των δύο γονιδίων, αποτέλεσε ένα σημαντικό ερωτηματικό της παρούσης εργασίας. Κλείνοντας την αναφορά μας στον κύκλο του γλυοξυλικού, αξίζει να αναφέρουμε ότι αποτελεί μία από τις περιπτώσεις εκείνες των αντιδράσεων, που χαρακτηρίζονται ως αναπληρωτικές. Ως τέτοιες χαρακτηρίζονται όσες παράγουν προϊόντα που μπορούν να ενσωματωθούν σε κάποιο από τα στάδια του κύκλου Krebs: καθώς τα ενδιάμεσα του κύκλου αποσύρονται συνεχώς για βιοσυνθέσεις, έπεται ότι η συνέχιση της λειτουργίας του έγκειται στην αναπλήρωσή τους από άλλα μονοπάτια και ένα τέτοιο είναι, όπως είδαμε, ο κύκλος του γλυοξυλικού. Παρ’ όλα αυτά, προκειμένου να έχουμε μια αίσθηση των μεταβολικών δυνατοτήτων του τελευταίου, αξίζει να πούμε ότι ακόμα και στην κατάσταση μέγιστης επαγωγής του, ο κύκλος του γλυοξυλικού δε μπορεί να καλύψει τις μεταβολικές ανάγκες του κυττάρου περισσότερο απ’ όσο αντιστοιχεί σε ένα χαμηλό, μόνο, ρυθμό κυτταρικής αύξησης(Small et al., 1995).


Τώρα είμαστε σε θέση να κατανοήσουμε και αυτό που είχαμε αναφέρει όταν περιγράφαμε τις συνθήκες κάτω από τις οποίες επάγεται πολλαπλασιασμός των περοξισωμάτων: τα λιπαρά οξέα υπόκεινται σε β-οξείδωση μέσα στα περοξισώματα και ως ακετογόνα υποστρώματα ευνοούν πολύ τη λειτουργία του κύκλου του γλυοξυλικού. 


Από τα πρώτα πειράματα που είχαν πραγματοποιηθεί στο εργαστήριό μας στα πλαίσια της λειτουργικής ανάλυσης της οικογένειας Ε411 (πίνακας 1), ήταν αυτά της αλληλεπίδρασης δύο υβριδίων και τα αποτελέσματά του φαίνονται στον πίνακα 2. Σε αυτά βασίστηκε, κατά ένα πολύ μεγάλο ποσοστό, η προσπάθειά μας για περισσότερο λεπτομερή και εξειδικευμένη προσέγγιση καθενός από τα 3 ORFs. Στη συνέχεια λοιπόν, θα προσπαθήσουμε να περιγράψουμε τη φυσιολογία, καθώς επίσης και τα μοριακά συμβάντα, που αφορούν στα μονοπάτια όπου δραστηριοποιούνται δύο ενδιαφέροντα και αλληλεπιδρώντα, με τη Yfr021wp και/ή τη Ypl100wp πρωτεΐνη, μόρια. Τέλος, θα αναφερθούμε στην πιθανότητα σύγκλισης των μονοπατιών αυτών και στο τι θα μπορούσε αυτό να σημαίνει για τις δικές μας παρατηρήσεις.

ΠΙΝΑΚΑΣ 1. Ιδιότητες των παράλογων ORFs της οικογένειας Ε411.
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P22

-

3' (diagnostic)

 

5'

-

TTGCAGAGGCTAGCAGAA

-

3'

 

+500

 

URA3

 (reverse) 

P23

-

5'(diagnostic)

 

5'

-

CAACAGGACTAGGATGAG

-

3'

 

+52

 

P24

-

3' (diagnostic)

 

5'

-

GGATGATGTGGTCTCTAC

-

3'

 

+610

 

pGBT9 

 

P25

-

5' (diagnostic)

 

5'

-

TCATCGG

AAGAGAGTAGT

-

3'

 

827

 

P26

-

3' (diagnostic)

 

5'

-

CGTTTTAAAACCTAAGAGTCAC

-

3'

 

1015

 

pACT2 

 

P27

-

5' (diagnostic)

 

5'

-

GGAATCACTACAGGGAT

-

3'

 

5176

 

P28

-

3' (diagnostic)

 

5'

-

TTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACG

-

3'

 

4951

 


ΠΙΝΑΚΑΣ 2. Αποτελέσματα πειράματος αλληλεπίδρασης δύο υβριδίων για τα μέλη της οικογένειας Ε411 (Γεωργακόπουλος).

Ουσιαστικά, μόνο το γονίδιο YFR021w έδωσε κάποια αποτελέσματα. Για το λόγο αυτό, τα γονίδια YPL100w και YGR223c δοκιμάστηκαν εκ νέου για την ικανότητά τους για αλληλεπίδραση με κάθε ένα από τα ORFs που ταυτοποιήθηκαν για την περίπτωση του YFR021w. Όσα από αυτά έδειξαν, δευτερογενώς, να αλληλεπιδρούν με το YPL100w, σημειώνονται με έναν αστερίσκο.

ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΑΛΛΟ (ΑΡΚΕΤΑ ΜΕΓΑΛΟ): Ο ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ΑΝΑΔΡΟΜΗΣ ΡΥΘΜΙΣΗΣ (RETROGRADE RESPONSE) ΚΑΙ ΟΙ ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ RTG

Φυσιολογικά ο πυρήνας, μέσω της έκφρασης των γονιδίων του, ελέγχει όλες τις λειτουργίες του κυττάρου γενικότερα και των επιμέρους κυτταρικών οργανιδίων ειδικότερα. Ανάμεσα σε αυτά και τα μιτοχόνδρια. Κάτω από ορισμένες όμως συνθήκες, αυτή η σχέση ελέγχου αναστρέφεται και τα μιτοχόνδρια γίνονται οι ρυθμιστές της «δια-οργανιδιακής» επικοινωνίας τους με τον πυρήνα: το φαινόμενο αυτό ακριβώς, κατά το οποίο η αποτελεσματικότητα της μιτοχονδριακής λειτουργίας καθώς επίσης και η ποσότητα ή η ποιότητα του μιτοχονδριακού γενώματος μπορούν να μεταφράζονται σε ενδοκυτταρικά σήματα, ικανά να επηρεάσουν δραστικά την έκφραση πυρηνικών γονιδίων, ονομάζεται ανάστροφη ή ανάδρομη ρύθμιση (retrograde response or retrograde regulation)(Liao and Butow, 1993).


Η ύπαρξη αυτού του είδους ρύθμισης γονιδιακής έκφρασης, είχε παρατηρηθεί από τα τέλη της δεκαετίας του ’80. Να σημειωθεί δε, ότι δεν περιορίζεται στο σακχαρομύκητα, αλλά έχει παρατηρηθεί και σε άλλες περιπτώσεις, όπως π.χ. στη Neurospora (1988) και σε ανθρώπινα κύτταρα σε καλλιέργεια (1991)(Liao and Butow, 1993). Τη χρονιά αυτή, οι Liao & Butow, έδειχναν ότι στο S. cerevisiae, η αποτελεσματικότητα της μιτοχονδριακής λειτουργίας, μπορούσε να επηρεάζει τα επίπεδα έκφρασης του πυρηνικού γονιδίου CIT2(Liao et al., 1991). To γονίδιο αυτό κωδικοποιεί, όπως είδαμε, για το ένζυμο της κιτρικής συνθάσης 2 (CS2), το υπεύθυνο για την κατάλυση της αντίδρασης σύνθεσης κιτρικού στον κύκλο του γλυοξυλικού οξέος. Αυτή είναι και η «εναρκτήρια» αντίδραση του συγκεκριμένου κύκλου, η απρόσκοπτη λειτουργία του οποίου έχει ιδιαίτερη σημασία, όντας ένα σημαντικό αναπληρωτικό μονοπάτι. Πιστεύεται λοιπόν, ότι η άνοδος στα επίπεδα έκφρασης του CIT2 (έως και 30 φορές περισσότερο σε σχέση με κύτταρα φυσικού τύπου), αντικατοπτρίζει μια προσπάθεια του κυττάρου να προσαρμοστεί σε καθεστώς ιδιαίτερα αυξημένων μεταβολικών απαιτήσεων, οι οποίες προκύπτουν σα συνέπεια μειωμένης έως και ανύπαρκτης μιτοχονδριακής λειτουργίας(Liu and Butow, 1999; Rothermel et al., 1997). Ανάλογα με την ακριβή μοριακή βλάβη, παρατηρείται και αντίστοιχης έκτασης άνοδος στα επίπεδα έκφρασης του CIT2. Για παράδειγμα, άνοδος 30 φορές που αναφέρθηκε προηγούμενα, προκαλείται σε καταστάσεις όπου το μιτοχονδριακό γονιδίωμα απουσιάζει εντελώς. Τέτοιου είδους κύτταρα χαρακτηρίζονται ως petites, συμβολίζονται ρ0 και φέρουν, όπως είναι φανερό, τις πιο εκτεταμένες μιτοχονδριακές βλάβες. Στον αντίποδα, η μικρότερης έκτασης ανάδρομη απόκριση που έχει περιγραφεί (2 φορές σε σχέση με το φυσικό τύπο), μπορεί να προκληθεί με χορήγηση του αντιβιοτικού αντιμυκίνη Α (antimycin A) σε στελέχη τα οποία, κατά τα άλλα, είναι απολύτως φυσιολογικά και, προκειμένου να δοθεί σε αυτό κάποια έμφαση, χαρακτηρίζονται ως «αναπνευστικώς ικανά» (respiratory competent), ρ+(Liao and Butow, 1993). Ο χορήγηση της αντιμυκίνης Α, μπλοκάρει τη λειτουργία της αναπνευστικής αλυσίδας και μάλιστα στο ύψος των πρώτων αντιδράσεων. Μεταξύ των δύο ακραίων καταστάσεων, υπάρχουν και ενδιάμεσες, π.χ. παρεμπόδιση της λειτουργίας του κύκλου Krebs λόγω αφαίρεσης του γονιδίου CIT1, οδηγεί σε μια αύξηση των επιπέδων έκφρασης του  CIT2 5-10 φορές(Chelstowska and Butow, 1995). Αφαίρεση γονιδίων που κωδικοποιούν για άλλα ένζυμα του κύκλου, οδηγούν επίσης σε ανάδρομη απόκριση(Chelstowska and Butow, 1995), πράγμα που αποδεικνύει ότι αυξημένη CS2 δραστικότητα δεν είναι απόκριση ειδική για τη μειωμένη και, βιοχημικά ταυτόσημη, CS1 δραστικότητα. Αυτό είναι ένα σημαντικό συμπέρασμα στο οποίο κατέληξαν οι Chelstowska & Butow (1995). Στην ίδια εργασία, αποσαφηνίζεται και κάτι άλλο, εξίσου σημαντικό: η ανάδρομη απόκριση αφορά στα επίπεδα έκφρασης μόνο του CIT2 και όχι άλλου γονιδίου που κωδικοποιεί για ένζυμο του κύκλου του γλυοξυλικού οξέος. Αυτό όμως δε σημαίνει ότι είναι και αποκλειστική για το CIT2 καθώς, το 1999, σε σάρωση γενωμικής βιβλιοθήκης με μια καθαρά βιοχημική μέθοδο, απομονώθηκε ένα γονίδιο που επεδείκνυε την ίδια συμπεριφορά με το CIT2(Chelstowska et al., 1999). Το γονίδιο αυτό ονομάζεται DLD3 (YEL071w) και κωδικοποιεί για μια κυτταροπλασματική αφυδρογονάση του D-γαλακτικού οξέος. Είναι πάντως χρήσιμο να τονιστεί ότι η ανάδρομη απόκριση δεν απολήγει πάντα στη θετική αλλά, ενίοτε και στην αρνητική ρύθμιση γονιδίων (πχ. Τα γονίδια ICL1, FBP1).


Προκειμένου να ταυτοποιηθούν οι trans παράγοντες που ευθύνονται για την έκφραση του CIT2, οι Liao & Butow (1993), απομόνωσαν μεταλλάγματα που εμπόδιζαν την εκδήλωση ανάδρομης απόκρισης. Η προσπάθεια αυτή κατέληξε στην κλωνοποίηση των γονιδίων RTG1 και RTG2. To RTG1 κωδικοποιεί για έναν μεταγραφικό παράγοντα της οικογένειας basic-HLH/Zip, με μοριακό βάρος 18 kDa. Παρά το ότι η αντίστοιχη πρωτεΐνη παρουσιάζει ορισμένα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά που την ξεχωρίζουν από τα υπόλοιπα μέλη της οικογένειας(Jia et al., 1997), το ακόμα πιο σημαντικό, που λίγο αργότερα διαπιστώθηκε, ήταν ότι δε διαθέτει κάποια περιοχή που, αυτόνομα, χωρίς δηλαδή να είναι απαραίτητη η παρουσία κάποιου άλλου παράγοντα, θα μπορούσε να οδηγήσει σε μεταγραφική ενεργοποίηση(Rothermel et al., 1995). Αντίθετα, ήταν σαφές ότι κάποιος άλλος παράγοντας, ο οποίος αλληλεπιδρούσε με την Rtg1p, ήταν ο κατεξοχήν υπεύθυνος για τη διεκπεραίωση αυτής της λειτουργίας. Πιθανότερος «υποψήφιος» ήταν η πρωτεΐνη που, βάσει των δεδομένων για ομο- ή ετερο- διμερισμό των  b-HLH/Zip μεταγραφικών παραγόντων, αλληλεπιδρούσε με την Rtg1p. Αυτό αποδείχθηκε σωστό όταν οι Jia et.al. (1997), βασισμένοι στην ίδια στρατηγική που είχε ακολουθηθεί και για την κλωνοποίηση των RTG1 και RTG2, απομόνωσαν έναν ακόμη μεταγραφικό παράγοντα της οικογένειας b-HLH/Zip (Μορ. Βάρος 54 kDa), ο οποίος και κωδικοποιείται από το γονίδιο RTG3 (εικ. 2)(Jia et al., 1997). Σε περαιτέρω μελέτες, όπου ελέγχθηκε η δυνατότητα της Rtg3p για μεταγραφική ενεργοποίηση, διαπιστώθηκε ότι εντός του μορίου βρίσκονται δύο περιοχές, μία καρβοξυ-τελική και μία αμινο-τελική, κάθε μία από τις οποίες εκδηλώνει μια τέτοια ιδιότητα και μάλιστα κατά ένα αυτόνομο τρόπο. Πρόσφατα πάντως, δείχθηκε ότι μόνο η αμινο-τελική περιοχή μεταγραφικής ενεργοποίησης είναι απαραίτητη για τη λειτουργικότητα της Rtg3p στα πλαίσια της ρύθμισης της έκφρασης του CIT2(Sekito et al., 2000).


Όσον αφορά την Rtg2p (68 kDa), τα πράγματα δεν είναι τόσο ξεκάθαρα. Είναι σαφές ότι συμμετέχει στο ίδιο μονοπάτι με τις Rtg1p/Rtg3p, καθώς σε rtg2Δ υπόβαθρο και σε στελέχη τα οποία είναι ρ0, καμία μεταβολή στην έκφραση του CIT2 δεν παρατηρείται(Liao and Butow, 1993; Rothermel et al., 1995; Rothermel et al., 1997), είναι δηλαδή η Rtg2p, με άλλα λόγια, απαραίτητο κομμάτι του μηχανισμού ανάδρομης απόκρισης και, με γενετικούς όρους, προηγείται των Rtg1p/Rtg3p στο σχετικό μονοπάτι. Πέραν τούτου όμως, δεν υπάρχουν άλλες ουσιαστικές ενδείξεις για τον ακριβή βιοχημικό ρόλο του μορίου. Σίγουρα δεν είναι μεταγραφικός(Rothermel et al., 1997). Κατά τα άλλα, η αμινο-τελική περιοχή του παρουσιάζει ομολογία με μοτίβα δέσμευσης ΑΤΡ που απαντούν σε συγκεκριμένου τύπου πρωτεΐνες (Hsp70p, κινάσες σακχάρων, ακτίνη) ενώ στο σύνολό της η αλληλουχία, παρουσιάζει ορισμένη ομοιότητα με βακτηριακές φωσφατάσες, που στόχο έχουν τους μεταγραφικούς ρυθμιστές πέντα- και τέτρα- φωσφορική γουανοσίνη(Chelstowska and Butow, 1995; Rothermel et al., 1997; Sekito et al., 2000).


Πίσω από τις παρατηρούμενες μεταβολές στην έκφραση του CIT2 οι οποίες, όπως είδαμε, μπορούν να φτάνουν έως και τις 30 φορές αύξηση, είναι φανερό ότι κρύβεται κάποιος συγκεκριμένος ρυθμιστικός μηχανισμός, η αποκάλυψη του οποίου αποτέλεσε ανέκαθεν, ένα σοβαρό ερωτηματικό γύρω από το όλο μονοπάτι. Μεταξύ των καταστάσεων ρ+ και ρ0 δεν υπάρχει σχεδόν καμία μεταβολή στα επίπεδα της πρωτεΐνης Rtg1p(Rothermel et al., 1995). Η πρωτεΐνη Rtg3p εκφράζεται σε πολύ χαμηλά επίπεδα και στους δύο τύπους κυττάρων και δεν ανιχνεύεται με Western Blotting, ενώ απαιτείται μια αρκετά ευαίσθητη τεχνική για να διαπιστώσει κανείς ότι τα επίπεδα του RTG3 mRNA είναι περίπου διπλασιασμένα σε ρ0 κύτταρα(Jia et al., 1997). Τυπικά, δε μπορεί να αποκλείσει κανείς την πιθανότητα ότι αυτή και μόνο η μικρή μεταβολή μπορεί έστω και να συμβάλλει στην πολύ μεγαλύτερη μεταβολή των επιπέδων του CIT2 μηνύματος, αλλά το πιθανότερο είναι ότι ο (κυρίως) μηχανισμός είναι κάποιος άλλος. Άλλωστε, υπήρχαν οι καλά μελετημένες περιπτώσεις άλλων μελών της οικογένειας bHLH/Zip και σε άλλους οργανισμούς που ενθάρρυναν τις σκέψεις για μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις, πολλώ μάλλον δε που η περιοχή 176-282 της Rtg3p είναι πλούσια σε κατάλοιπα σερίνης και θρεονίνης και κατ’ αυτόν τον τρόπο δυνητικά δεκτική φωσφορυλιώσεων (εικ. 2)(Rothermel et al., 1995).



ΕΙΚΟΝΑ 2. Σχηματική αναπαράσταση της δομής της πρωτεΐνης Rtg3p. Διακρίνονται οι περιοχές που είναι υπεύθυνες για πρόσδεση στο DNA (b), για το διμερισμό με την Rtg1p (HLH/Zip), καθώς επίσης και η περιοχή που είναι πλούσια σε κατάλοιπα σερίνης και θρεονίνης (Ser/Thr-rich)

[Rothermel, B.A., Thornton, J.L., Butow, R.A. (1997) Rtg3p, a Basic Helix-Loop-Helix/Leucine Zipper Protein that Functions in Mitochondrial-induced Changes in Gene Expression, Contains Independent Activation Domains J. Biol. Chem. 272, 19801-19807]


Πρόσφατα δείχθηκε ότι όντως, η φωσφορυλίωση του παράγοντα Rtg3p σε συνδυασμό και με τον κυτταρικό εντοπισμό του μορίου, ο οποίος διαφέρει μεταξύ των καταστάσεων ρ+ και ρ0, παίζει σημαντικό ρόλο στη μεταγραφική του ενεργότητα και τελικά στη δυνατότητα έκφρασης του CIT2(Sekito et al., 2000). Σε ρ+ κύτταρα, οι Rtg1p και Rtg3p σχηματίζουν ετεροδιμερή μέσω των HLH/Zip περιοχών τους. Τα ετεροδιμερή αυτά εντοπίζονται κυρίως στο κυτταρόπλασμα και κατόπιν επίδρασης σήματος, του οποίου η φύση παραμένει άγνωστη, δύο πράγματα συμβαίνουν: μερική αποφωσφορυλίωση της Rtg3p (περιοχή 176-282) και μεταφορά ετεροδιμερών στον πυρήνα. Να σημειωθεί εδώ ότι σε rtg2Δ υπόβαθρο, αυτή η μεταφορά δεν πραγματοποιείται καθόλου, ενώ η Rtg3p όχι μόνο δεν υφίσταται αποφωσφορυλίωση αλλά, αντίθετα, δείχνει να υπερφωσφορυλιώνεται(Sekito et al., 2000).


Μέσα στον πυρήνα πλέον, η Rtg3p υφίσταται περαιτέρω αποφωσφορυλίωση, γεγονός που φαίνεται ότι είναι απαραίτητο για μέγιστη ενεργότητα του μορίου. Τα ετεροδιμερή προσδένονται σε μία ειδική ρυθμιστική περιοχή του CIT2 υποκινητή, που για αυτό ονομάζεται UASr (Upstream Activation Site, r=retrograde)(Liao and Butow, 1993). Αυτή η περιοχή  βρίσκεται περίπου 240-300 βάσεις 5′ του σημείου έναρξης της μεταγραφής και περιλαμβάνει δύο αντίγραφα μιας ορισμένης αλληλουχίας R, αντίθετα προσανατολισμένων μεταξύ τους και σε απόσταση 28 βάσεων το ένα από το άλλο. Οι παράγοντες της οικογένειας bHLH/Zip προσδένονται σε ρυθμιστικές αλληλουχίες που αποκαλούνται «στοιχεία Ε» (E boxes), οπότε χρησιμοποιείται το σύμβολο R(Jia et al., 1997) για να υποδηλωθεί ότι η ακριβής αλληλουχία πρόσδεσης των ετεροδιμερών Rtg1p/Rtg3p, διαφέρει από τη συνήθως παρατηρούμενη. Αυτό οφείλεται πιθανότατα στη διαφοροποίηση της δομής του Rtg1p μορίου, ο ακριβής ρόλος του οποίου, δεδομένης και της αδυναμίας του να ενεργοποιεί αυτόνομα τη μεταγραφή, φαίνεται να είναι η στρατολόγηση της Rtg3p στα στοιχεία R. Προκειμένου για μέγιστη μεταγραφική ενεργοποίηση, απαιτείται κατάληψη και των δύο στοιχείων R του CIT2 υποκινητή, από δύο Rtg1p/Rtg3p ετεροδιμερή, τα οποία εξασκούν συνεργατική δράση(Jia et al., 1997). Έχει δειχθεί ότι η δράση αυτή συνεπικουρείται και από άλλους μεταγραφικούς παράγοντες. Οι Conlan et.al. έδειξαν ότι η Rtg3p αλληλεπιδρά με το μεταγραφικό συγκαταστολέα της ζύμης Ssn6p/Tup1p, ο οποίος στο συγκεκριμένο υποκινητή φαίνεται να έχει διττό ρόλο: καταστέλλει τα «βασικά» μεταγραφικά επίπεδα του CIT2 (ρ+) ενώ δρα ως συνενεργοποιητής κατά την εκδήλωση της ανάδρομης απόκρισης (ρ0)(Conlan et al., 1999). Επιπλέον, μέσω της αμινο-τελικής περιοχής της, η Rtg3p είναι πιθανό να αλληλεπιδρά με την ενζυμική μηχανή αναδόμησης της χρωματίνης SAGA, και προς τούτο συντείνει και η παρατήρηση ότι σε gcn5Δ στελέχη, η έκφραση του CIT2 ελαττώνεται κατά 50%(Sekito et al., 2000). 


Κατά την κλωνοποίηση των RTG1 & RTG2, παρατηρήθηκαν κάποιοι πολύ ενδιαφέροντες φαινότυποι σε μηδενικές μεταλλαγές των δύο γονιδίων, οι οποίοι και επαναλήφθηκαν πιστά, 4 χρόνια αργότερα, όταν κλωνοποιήθηκε το RTG3(Jia et al., 1997; Liao and Butow, 1993). Κανένα από τα 3 γονίδια δεν είναι απαραίτητο για την επιβίωση σε πλούσιο θρεπτικό μέσο, ενώ πρόβλημα δεν υπήρξε και κατά την ανάπτυξη των μεταλλαγμένων στελεχών σε μέσο γλυκερόλης, γεγονός που υποδεικνύει ότι η αντίστοιχη μ ι τ ο χ ο ν δ ρ ι α κ ή λειτουργία που είναι υπεύθυνη για την ανάπτυξη των στελεχών σε ένα τέτοιο μέσο, δεν επηρεάζεται. Αντίθετα, σε ελάχιστο θρεπτικό μέσο κανένα από τα rtg1Δ, rtg2Δ και rtg3Δ δεν επιβιώνει. Είναι ενδιαφέρον το γεγονός ότι την ίδια ακριβώς αδυναμία παρουσιάζουν και cit1Δ cit2Δ στελέχη, στελέχη δηλαδή που έχουν πρόβλημα στην πρόοδο τόσο του κύκλου του κιτρικού οξέος όσο και του κύκλου του γλυοξυλικού οξέος. Η πιθανή εμπλοκή των γονιδίων RTG στη ρύθμιση της λειτουργίας αυτών των δύο κύκλων βιοχημικών αντιδράσεων, υπαγορεύεται και από την αδυναμία ανάπτυξης των rtgΔ μεταλλαγών σε ελάχιστο θρεπτικό μέσο όπου πηγή άνθρακα είναι το οξικό οξύ αντί της γλυκόζης, συνθήκη που προϋποθέτει εύρωστη λειτουργία των δύο κύκλων. Διερευνήθηκε επίσης η δυνατότητα ανάπτυξης των ίδιων στελεχών σε θρεπτικό μέσο με πηγή άνθρακα το ολεϊκό οξύ(Chelstowska and Butow, 1995), γεγονός που οδηγεί, όπως είδαμε, σε πολλαπλασιασμό των περοξισωμάτων και επαγωγή της λειτουργίας τους. Αν και εδώ υπήρξε κάποια ανάπτυξη, εντούτοις ήταν περιορισμένη. Αυτοί οι φαινότυποι δείχνουν ότι οι rtgΔ  μεταλλαγές επηρεάζουν σημαντικά τη λειτουργία μιτοχονδρίων και περοξισωμάτων, καθώς επίσης και τη μεταξύ τους επικοινωνία, γεγονότα που αποτυπώνονται στη μεταβολή της έκφρασης πυρηνικών γονιδίων(Chelstowska and Butow, 1995). Όπως δε έδειξαν ειδικές βιοχημικές μετρήσεις, οι υποκείμενες μοριακές βλάβες είναι πολλές και αφορούν σε διάφορες ενζυμικές δραστικότητες που εμπλέκονται στις σχετικές αντιδράσεις(Small et al., 1995). Για παράδειγμα, η CS1 δραστικότητα βρέθηκε ελαττωμένη κατά 50%. Το άθροισμα όλων αυτών των βλαβών είναι, όπως πιστεύεται, η γενεσιουργός αιτία του τελικού, πλειοτροπικού φαινοτύπου.


Και ενώ για τη συμβολή των RTG παραγόντων στην άρτια λειτουργία του κύκλου του γλυοξυλικού οξέος, το τοπίο είχε ξεκαθαρίσει αρκετά με τη διαπίστωση ότι απαιτούνται τόσο για τη βασική, όσο και για την επαγόμενη (ανάδρομη) έκφραση του CIT2(Jia et al., 1997; Liao and Butow, 1993), για την περίπτωση του κύκλου του κιτρικού οξέος δεν είχε προσδιοριστεί κάποιο αντίστοιχο γονίδιο-στόχος. Ήταν πάντως πολύ ενδεικτική η παρατήρηση ότι επηρεάζεται η δραστικότητα της CS1(Small et al., 1995) και απέμενε η απόδειξη ότι οι παράγοντες RTG εμπλέκονται άμεσα στην έκφραση του CIT1. Η απόδειξη αυτή δόθηκε από τους Liu & Butow (1999) και όχι μόνον αυτό: εκτός από το CIT1, ελέγχουν την έκφραση των γονιδίων ACO1, IDH1 και IDH2 που κωδικοποιούν και για τα τρία επόμενα ένζυμα του κύκλου του Krebs, δηλαδή των ακονιτάση και ισοκιτρική αφυδρογονάση 1 και 2(Liu and Butow, 1999). Πιο συγκεκριμένα, το CIT1 περιέχει στον υποκινητή του 1, το ACO1 2, το IDH1 3 και το IDH2 1 στοιχείο R αντιστοίχως, το οποίο και αποτελεί, όπως είδαμε, θέση πρόσδεσης Rtg1p/Rtg3p ετεροδιμερών. Ειδικά για την περίπτωση του CIT1, δείχθηκε ευθέως, με πειράματα καθυστέρησης ηλεκτροφορητικής κινητικότητας σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης, ότι σε αυτό το μοναδικό στοιχείο R του υποκινητή του, μπορούν να προσδένονται Rtg1p/Rtg3p ετεροδιμερή και να κατευθύνουν τη μεταγραφή του γονιδίου κατά τρόπο ανάλογο με την περίπτωση του CIT2. Λέμε «ανάλογο» και όχι «ταυτόσημο» για τον απλό λόγο ότι τόσο για το CIT1, όσο και για τα γονίδια ACO1, IDH1 και IDH2 που κατά σειρά αντιστοιχούν στα επόμενα βήματα του κύκλου Krebs, δε φαίνεται να υπάρχει μηχανισμός ρύθμισης που να οδηγεί στην κατακόρυφη αύξηση των επιπέδων έκφρασης, όπως συμβαίνει στην περίπτωση του CIT2. Αντίθετα, ο βαθμός μεταγραφικής ενεργοποίησης καθενός από τα 4 αυτά γονίδια παραμένει περίπου αμετάβλητος, με μόνη τη διαφορά ότι οι μεταγραφικοί παράγοντες που σε κάθε συνθήκη είναι υπεύθυνοι για αυτόν, αλλάζουν: όσο η μιτοχονδριακή, αναπνευστική λειτουργία δεν είναι απαραίτητη, η έκφραση των  CIT1, ACO1, IDH1 και IDH2 εξαρτάται σχεδόν αποκλειστικά από τους RTG παράγοντες. Όταν όμως οι συνθήκες αλλάζουν και το κύτταρο αναγκάζεται να κινητοποιήσει το μηχανισμό της αναπνοής (π.χ. κατά το diauxic shift), ο έλεγχος περνάει στους παράγοντες HAP. Οι παρατηρήσεις των Liu & Butow σχετικά με αυτό τον ιδιαίτερο ρυθμιστικό μηχανισμό, δίνουν έμφαση, ανάμεσα σε άλλα και σε δύο πολύ σημαντικά σημεία. Το ένα είναι ότι παρατηρώντας κανείς τη «διάταξη» των ενζύμων που αντίστοιχα κωδικοποιούνται από τα 4 συγκεκριμένα γονίδια, θα μπορούσε, όχι αυθαίρετα, να κάνει την εκτίμηση ότι αυτή η μέριμνα του κυττάρου για εξασφάλιση της έκφρασής τους κάτω από οποιεσδήποτε συνθήκες, αντικατοπτρίζει τη σημασία βιοσύνθεσης του τελικού προϊόντος των σχετικών αντιδράσεων, που είναι το α-κετογλουταρικό. Αυτό με τη σειρά του, είναι το άμεσο, πρόδρομο μόριο για την παραγωγή γλουταμικού οξέος (Glutamate), ενός δηλαδή πολύ σημαντικού μεταβολίτη. Είναι χαρακτηριστικό ότι το γλουταμικό είναι αναστολέας του μονοπατιού RTG (εικ. 3), υποδεικνύοντας έτσι την ύπαρξη ενός πολύ σημαντικού μηχανισμού αρνητικής παλίνδρομης ρύθμισης. 





ΕΙΚΟΝΑ 3. Ο ρόλος του γλουταμικού στη ρύθμιση της δραστικότητας RTG. Στην εικόνα φαίνεται επίσης η μεταβολική επικοινωνία μεταξύ των κύκλων γλυοξυλικού & κιτρικού οξέος καθώς επίσης και ο έλεγχος που εξασκείται σε γονίδια του κύκλου TCA από τους παράγοντες HAP & RTG, σα συνάρτηση της μιτοχονδριακής λειτουργίας.[Liu, Z., Butow, R.A. (1999) A Transcriptional Switch in the Expression of Yeast Tricarboxylic Acid Cycle Genes in Response to a Reduction or Loss of Respiratory Function Mol. Cell. Biol. 19, 6720-6728.

Tο δεύτερο συμπέρασμα που προκύπτει από τη συγκεκριμένη εργασία, είναι ότι υπάρχουν τουλάχιστον δύο διακριτά πρότυπα γονιδιακής έκφρασης τα οποία σχετίζονται με τη μιτοχονδριακή λειτουργία: το ένα είναι αυτό που αφορά στα γονίδια CIT2 και DLD3, τα κωδικοποιούντα για μια περοξισωματική και μία κυτταροπλασματική, αντίστοιχα, ενζυμική δραστικότητα, με βασικά αλλά και επαγόμενα επίπεδα έκφρασης. Το δεύτερο πρότυπο αφορά στα 4 γονίδια του κύκλου Krebs, που κωδικοποιούν για μιτοχονδριακές ενζυμικές δραστικότητες και το οποίο προβλέπει τη διατήρηση των επιπέδων έκφρασης σε σταθερά επίπεδα, με τη συνεργασία δύο διαφορετικών ομάδων μεταγραφικών παραγόντων, ενεργοποιημένων από διαφορετικά φυσιολογικά σήματα.

ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΑΛΛΟ: ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜΟΥ ΑΖΩΤΟΥ ΚΑΙ  ΜΕΜΒΡΑΝΙΚΟΙ «ΑΙΣΘΗΤΗΡΕΣ» ΠΑΡΟΥΣΙΑΣ ΑΜΙΝΟΞΕΩΝ


Ένα δεύτερο μόριο το οποίο στα πειράματα 2 υβριδίων βρέθηκε να αλληλεπιδρά με τη Yfr021wp, είναι η Ptr3p (76 kDa). Για την τελευταία έχει δειχθεί ότι είναι μια περιφερική μεμβρανική πρωτεΐνη, από τη μεριά του κυτταροπλάσματος και ότι ο εντοπισμός της αυτός οφείλεται στην αλληλεπίδρασή της με μια άλλη, διαμεμβρανική πρωτεΐνη, την Ssy1p (96 kDa), παρουσιάζει δε, σε μία μικρή περιοχή της, ομολογία με διάφορες περμέασες αμινοξέων καθώς επίσης και με την πρωτεΐνη Gcn4p(Klasson et al., 1999). Στις βάσεις δεδομένων (Munich Information center for Protein Sequences), έχει καταχωρηθεί η πρόβλεψη ότι μια περιοχή της Yfr021wp (αμινοξικά κατάλοιπα 48-64) είναι πιθανό να είναι διαμεμβρανική. Αυτό, σε συνδυασμό και με το δικό μας πειραματικό αποτέλεσμα, μας οδήγησε στη σκέψη να διερευνήσουμε περαιτέρω τη συγκεκριμένη αλληλεπίδραση.


Στο S. cerevisiae, τα διάφορα αμινοξέα, εκτός από τη χρησιμοποίησή τους ως δομικών λίθων για την ανοικοδόμηση πρωτεϊνών, χρησιμοποιούνται και ως πηγές αζώτου(Regenberg et al., 1999). Φυσιολογικά, οι πηγές Ν που «προτιμούνται» από το κύτταρο είναι το Γλουταμικό (ή η Γλουταμίνη), η Ασπαραγίνη και η ΝΗ3 (ΝΗ4+). Η παρουσία αυτών στο θρεπτικό μέσο, οδηγεί στην αναστολή της έκφρασης  συγκεκριμένων γονιδίων, τα οποία σχετίζονται με την πρόσληψη και αξιοποίηση εναλλακτικών πηγών Ν, όπως η Αργινίνη, η Προλίνη, η Αλλαντοΐνη και η Ουρία(Hampsey, 1997; Klasson et al., 1999). Το φαινόμενο αυτό, ονομάζεται Nitrogen Catabolite Repression (NCR) και η βάση του μοριακού μηχανισμού εγκαθίδρυσής του περιγράφεται, εν συντομία, αμέσως πιο κάτω.


Στους υποκινητές πολλών από τα γονίδια των οποίων η έκφραση ρυθμίζεται από τη διαθέσιμη πηγή Ν, απαντούν ειδικές ρυθμιστικές αλληλουχίες που χαρακτηρίζονται από την παρουσία του κεντρικού «ομόφωνου» (consensus) GATA(Klasson et al., 1999; Soussi-Boudekou and Andre, 1999). Εκατέρωθεν αυτού, η αλληλουχία μπορεί να διαμορφώνεται ποικιλοτρόπως. Για την πρόσδεση σε αυτού του είδους τα cis ρυθμιστικά στοιχεία, ανταγωνίζονται οι μεταγραφικοί ενεργοποιητές Gln3p & Nil1p/Gat1p με το μεταγραφικό καταστολέα Dal80p/Uga43p (εξ ου και η κοινή ονομασία των τριών αυτών παραγόντων ως παράγοντες GATA). Καθένας από τους Gln3p και Nil1p/Gat1p, ενεργοποιείται κατόπιν εξάντλησης (ή απόσυρσης) από το θρεπτικό μέσο συγκεκριμένης πηγής Ν, της ΝΗ3 και της γλουταμίνης αντίστοιχα. Μόνο όταν λείπουν από το θρεπτικό μέσο και οι δύο αυτές, πλούσιες πηγές Ν, μπορούν οι Gln3p και Nil1p/Gat1p να ανταγωνιστούν τον Dal80p/Uga43p για πρόσδεση στα στοιχεία GATA: παρουσία ΝΗ3, ο παράγοντας Ure2p/GdhCR αλληλεπιδρά με την Gln3p και την εμποδίζει να δράσει ως ενεργοποιητής. Αντίστοιχα, παρουσία γλουταμίνης, ο παράγοντας Nil2p/Deh1p/Gzf3p ανταγωνίζεται τον Nil1p. Τέλος, να ειπωθεί ότι, εκτός από τη ρύθμισή τους από τους παράγοντες GATA, τα γονίδια που σχετίζονται με το μεταβολισμό του Ν, μπορούν να ρυθμίζονται και από άλλους, ειδικούς και μη μηχανισμούς(Klasson et al., 1999).


Μεταξύ των γονιδίων-στόχων του μηχανισμού NCR, βρίσκονται και 3 μέλη της οικογένειας των περμεασών των αμινοξέων (Amino Acid Permease family, AAP), τα GAP1(Klasson et al., 1999) (General Amino Acid Permease, γενική περμεάση των αμινοξέων), AGP1(Iraqui et al., 1999) και PUT4(Klasson et al., 1999) (περμεάση ειδική για την είσοδο προλίνης). Πρόκειται για περμεάσες που χαρακτηρίζονται από χαμηλή χημική συγγένεια για το υπόστρωμά τους, αλλά και μεγάλη ικανότητα μεταφοράς του στο εσωτερικό του κυττάρου και επάγονται σε συνθήκες ανάπτυξης σε περιβάλλον με φτωχή πηγή Ν. Η έκφρασή τους επιτρέπει στα κύτταρα να προσλαμβάνουν πολύ πιο γρήγορα και σε μεγαλύτερες ποσότητες αμινοξέα από το περιβάλλον τους, αποσκοπεί δε στη χρησιμοποίηση αυτών ως αποκλειστικής πηγής Ν. Οι υπόλοιπες ΑΑΡ (υπάρχουν συνολικά 18 τέτοιες στο σακχαρομύκητα)(Klasson et al., 1999; Regenberg et al., 1999), είναι στην πλειοψηφία τους χαμηλής ικανότητας μεταφοράς υποστρώματος, χαρακτηρίζονται όμως από υψηλή χημική συγγένεια και ειδικότητα για αυτό. Σε γενικές γραμμές, η έκφρασή τους υπόκειται σε επαγωγή, αλλά είναι λιγότερο εξαρτημένη από το μηχανισμό NCR(Klasson et al., 1999).


Η σύνθεση ενζύμων και περμεασών που συμμετέχουν στο μεταβολισμό του Ν, ρυθμίζεται κατά κανόνα με τις ενδοκυττάριες αυξομειώσεις των επιπέδων συγκεκριμένων μεταβολιτών(Iraqui et al., 1999). Σχετικά πρόσφατη είναι η διαπίστωση ότι και εξωκυττάρια σήματα, της ίδιας φύσης με τα προηγούμενα, μπορούν επίσης να συμμετέχουν στη ρύθμιση της έκφρασης των σχετικών γονιδίων. Καλούς λόγους για να πιστεύουμε κάτι τέτοιο, μας δίνει η αντίστοιχη οικογένεια περμεασών των σακχάρων: μεταξύ των διαφόρων μελών-διαμεμβρανικών πρωτεϊνών, υπάρχουν δύο, συγκεκριμένα οι Snf3p και Rgt2p, οι οποίες είναι σε θέση να αντιλαμβάνονται τα επίπεδα γλυκόζης στον περιβάλλοντα του κυττάρου χώρο και, χωρίς οι ίδιες να παρουσιάζουν κάποια (μετρήσιμη) δραστικότητα μεταφοράς, να ενεργοποιούν τη μεταγραφή άλλων μελών τις οικογενείας, τα οποία είναι επιφορτισμένα με ένα τέτοιο ρόλο(Didion et al., 1998; Iraqui et al., 1999; Klasson et al., 1999). Στην οικογένεια των AAP, υπάρχει μια πρωτεΐνη, η διαμεμβρανική πρωτεΐνη Ssy1p, που παρουσιάζει εντελώς ανάλογα χαρακτηριστικά με τις Snf3p και Rgt2p και η οποία είναι δυνατό να επηρεάζει την έκφραση τουλάχιστον 6-7 γονιδίων που κωδικοποιούν για την περμεάση κάποιου (ή κάποιων) αμινοξέος(ων), μεταξύ δε αυτών και των GAP1, ΑGP1(Didion et al., 1998; Iraqui et al., 1999; Klasson et al., 1999).


Όπως αναφέραμε, η Ptr3p βρίσκεται συνδεδεμένη την Ssy1p. Μολονότι η φυσική τους αλληλεπίδραση δεν έχει ευθέως δειχθεί, η αντίστοιχη γενετική είναι πολύ ισχυρή: οι παρατηρούμενοι φαινότυποι σε ssy1Δ γενετικό υπόβαθρο, είναι ίδιοι με αυτούς που παρατηρούνται σε ptr3Δ υπόβαθρο(Barnes et al., 1998; Didion et al., 1998; Klasson et al., 1999). Επιπλέον δε, και οι δύο πρωτεΐνες απομονώνονται, με κατάλληλες βιοχημικές μεθόδους, ως συστατικά της κυτταροπλασματικής μεμβράνης(Klasson et al., 1999). Επομένως, το λιγότερο που μπορεί να υποθέσει κανείς, είναι ότι βρίσκονται στο ίδιο μονοπάτι. Στην περίπτωση, για παράδειγμα, του GΑP1 mRNA, έχει δειχθεί ότι σε μεταλλαγμένα είτε ssy1Δ είτε ptr3Δ κύτταρα που μεγαλώνουν σε ένα περιβάλλον πλούσιο σε αμινοξέα (πλήρες ή πλήρες συνθετικό μέσο), τα επίπεδά του αυξάνονται, ένδειξη ότι Ssy1p και Ptr3p είναι μέλη κάποιου μονοπατιού το οποίο μπορεί να ρυθμίζει αρνητικά την έκφραση της Gap1p. Πιστεύεται δε, ότι το όποιο σήμα μπορεί να αποστέλλεται από τις Ssy1p/ Ptr3p προκειμένου για τη ρύθμιση του συγκεκριμένου γονιδιακού στόχου, έχει ως τελικό αποδέκτη το σύστημα των μεταγραφικών παραγόντων Nil2p-Nil1p και όχι αυτό των Ure2p-Gln3p(Klasson et al., 1999). Από την άλλη πάλι πλευρά, κύτταρα είτε ssy1Δ είτε ptr3Δ που μεγαλώνουν σε μέσο χωρίς αμινοξέα, παρουσιάζουν μια πτώση των επιπέδων  GΑP1 mRNA και ταυτόχρονη μείωση (~50%) της Gap1p δραστικότητας σε σχέση με τα φυσικού τύπου, ισογενή στελέχη(Klasson et al., 1999). 


Η Gap1p είναι ο κύριος μεταφορέας αμινοξέων σε υψηλές συγκεντρώσεις υποστρώματος (της τάξης των 10mM)(Klasson et al., 1999). Σε χαμηλότερες συγκεντρώσεις (0.1mM-1mM) o κύριος μεταφορέας ορισμένων, τουλάχιστον, αμινοξέων είναι η δεύτερη, ευρείας ειδικότητας περμεάση, η Agp1p, για την επαγωγή της οποίας απαιτείται η παρουσία ενός λειτουργικού SSY1 αλληλομόρφου(Iraqui et al., 1999). Σε ακόμα χαμηλότερες συγκεντρώσεις (όπου δηλαδή τα αμινοξέα που υπάρχουν στο περιβάλλον είναι μάλλον απίθανο να χρησιμοποιούνται ως πηγή αζώτου), ενεργοποιούνται οι εξειδικευμένες, υψηλής χημικής συγγένειας και χαμηλής μεταφορικής ικανότητας (τουλάχιστον συγκρινόμενες με τις Gap1p και Agp1p) περμεάσες. Για τη μεταγραφική επαγωγή τουλάχιστον 5 εξ αυτών (BAP 2,3, TAT 1,2 και GNP1), επίσης απαιτείται η δράση της Ssy1p(Iraqui et al., 1999).



ΕΙΚΟΝΑ 4. Μοντέλο που περιγράφει το ρόλο των Ssy1p & Ptr3p στη μεταγραφική ρύθμιση διαφόρων γονιδίων-στόχων, σχετιζομένων με το μεταβολισμό των αμινοξέων.

[Klasson, H., Fink, G.R., Ljungdahl P.O. (1999) Ssy1p and Ptr3p Are Plasma Membrane Components of a Yeast System That Senses Extracellular Amino Acids Mol. Cell. Biol, 19, 5405-5416]

Σύμφωνα με ένα τρέχον μοντέλο (εικ. 4), ο ρόλος της τελευταίας φαίνεται να είναι η ανίχνευση της παρουσίας ορισμένων αμινοξέων στο περιβάλλον (με μεγαλύτερη ευαισθησία στη λευκίνη) και η μετάδοση, στο εσωτερικό του κυττάρου, μηνυμάτων τα οποία απολήγουν στη μεταγραφική ρύθμιση γονιδίων που κωδικοποιούν για κάποιες περμεάσες. Αυτές συντίθενται και μεταφέρονται στην κυτταροπλασματική μεμβράνη, όπου και διεκπεραιώνουν το ρόλο τους(Iraqui et al., 1999; Klasson et al., 1999).


Πέρα  από την καθαρά μοριακή θεώρηση του συστήματος, είναι χρήσιμο να προσθέσουμε και λίγα, πλην όμως σημαντικά στοιχεία για τη φυσιολογία των μεταλλαγών ssy1Δ και ptr3Δ(Klasson et al., 1999). Σε ένα τέτοιο λοιπόν γενετικό υπόβαθρο, έχει, μεταξύ άλλων, παρατηρηθεί ότι αυξάνονται τα επίπεδα ορισμένων αμινοξέων του κυττάρου, κυρίως της αργινίνης και της ιστιδίνης. Παράλληλα δε, αυξάνεται και η ικανότητα του κυττάρου για μια κάποιου είδους διαμερισματοποίηση των αμινοξέων, αφού τα βασικά αμινοξέα (και ένα τέτοιο είναι η ιστιδίνη) εντοπίζονται σχεδόν κατ’ αποκλειστικότητα στo χυμοτόπιo. αντίθετα, τα όξινα αμινοξέα διατηρούνται στο κυτταρόπλασμα. Δίνεται έμφαση σε αυτή τη φυσιολογική παράμετρο, διότι μηδενικές μεταλλαγές ssy1 και ptr3 απομονώθηκαν, ταυτόχρονα, ως ικανές να προσδίδουν στο κύτταρο ανθεκτικότητα σε περιβάλλον όπου η ιστιδίνη βρίσκεται σε τοξικά επίπεδα (30 mM). Επειδή σε ένα τέτοιο γενετικό υπόβαθρο, ανεξαρτήτου συγκέντρωσης υποστρώματος, ο ρυθμός πρόσληψης αμινοξέων γενικά και της ιστιδίνης ειδικότερα είναι πεσμένος και δεδομένης της έντονης τάσης για μεταφορά του συγκεκριμένου αμινοξέος στo χυμοτόπιo, πιστεύεται ότι αυτές οι μεταλλαγές δίνουν στο κύτταρο ένα σοβαρό πλεονέκτημα ως προς την επιβίωσή του. Στην ενότητα «ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ & ΣΥΖΗΤΗΣΗ», θα δούμε ότι ένα μέλος της οικογένειας Ε411, η πρωτεΐνη Ypl100wp, παρουσιάζει ακριβώς ένα τέτοιο φαινότυπο και ότι μια πρωτεΐνη του πίνακα που αναφέρεται στα αποτελέσματα του πειράματος των 2 υβριδίων, έχει, πιθανά, μια δραστικότητα  η οποία θα μπορούσε να αξιολογηθεί ως ενδιαφέρουσα, στα πλαίσια ακριβώς της θεώρησης του φαινότυπου αυτού.

ΤΕΛΕΥΤΑΙΟ ΚΕΦΑΛΑΙΟ: ΠΩΣ ΜΠΟΡΕΙ ΝΑ ΣΥΝΔΕΟΝΤΑΙ ΤΑ ΔΥΟ ΠΡΟΗΓΟΥΜΕΝΑ;


Σε διάστημα κάτι περισσότερο του ενός μηνός πριν από τη στιγμή που γράφονται αυτές οι γραμμές, πραγματοποιήθηκε στο Seattle των Η.Π.Α. το ετήσιο, τακτικό συνέδριο Γενετικής & Μοριακής Βιολογίας του Σακχαρομύκητα. Οι Liu et.al. έκαναν μια πολύ ενδιαφέρουσα ανακοίνωση που δείχνει ότι μεταξύ της Ssy1p και των παραγόντων RTG, υπάρχει κάποιος σύνδεσμος. Όπως είναι φανερό, αυτό το γεγονός αποκτά ιδιαίτερη σημασία και για την ερμηνεία των δικών μας πειραματικών αποτελεσμάτων.


Επιχειρήθηκε η απομόνωση μεταλλαγών που θα μπορούσαν να παρακάμψουν τη γενετική επίσταση της Rtg2p επάνω στις Rtg1p & Rtg3p. Υπενθυμίζεται ότι η Rtg2p είναι απαραίτητη για τη μεταγραφική ενεργοποίηση και τον πυρηνικό εντοπισμό των Rtg1p/Rtg3p ετεροδιμερών που, σε συνθήκες μη επαγωγής, περιορίζονται στο κυτταρόπλασμα. Με άλλα λόγια, τα γονίδια που θα απομονώνονταν θα ήταν, όντας σε κατάσταση φυσικού τύπου, αρνητικοί ρυθμιστές του μονοπατιού RTG. Απομονώθηκαν, πράγματι, μεταλλαγές ενός γονιδίου, του LST8, το οποίο κωδικοποιεί για μια πρωτεΐνη-μεταφορέα περμεασών από το Golgi στην κυτταροπλασματική μεμβράνη. Μεταλλαγές στο ίδιο γονίδιο είναι επίσης δυνατό να καταργούν και τον ανασταλτικό ρόλο που έχει το γλουταμικό στη ρύθμιση της έκφρασης του CIT2 (εικ. 3). Ο ένας μόνο από τους δύο φαινοτύπους και συγκεκριμένα η κατάργηση της αναστολής από γλουταμικό (αλλά όχι και η παράκαμψη της Rtg2p ως απαραίτητου παράγοντα για την έκφραση του CIT2), μπορεί να προκύπτει και ως συνέπεια μεταλλαγών στο γονίδιο SSY1. Τελικά, εκείνο που προτείνουν οι συγγραφείς είναι ότι βάσει των φαινοτύπων που προκαλούνται από μεταλλαγές στα δύο γονίδια, φαίνεται ότι η Lst8p έχει διττό ρόλο. Ο ένας είναι η μεταφορά της Ssy1p στην κυτταροπλασματική μεμβράνη και ο άλλος η διαβίβαση σημάτων από την τελευταία εκ των δύο πρωτεϊνών, τα οποία καταλήγουν στην αρνητική ρύθμιση των Rtg.


H σύνδεση των δύο μονοπατιών, αν μη τι άλλο, δείχνει ότι ο προσδιορισμός των Ptr3p και Rtg3p ως αλληλεπιδρώντων με την Yfr021wp έχει βιολογική σημασία και υποδεικνύει, πιθανά, μια λειτουργική ενότητα εντός της οικογένειας, τουλάχιστον σε ό,τι αφορά τις Yfr021wp και Ypl100wp.

1. ΣΤΕΛΕΧΗ
Name
Genotype
Source or reference

PJ69-4Α
MATa trp1-901 leu2-3,112, ura3-52 his3-200 gal4Δ gal80Δ UASGAL2-ADE2 LYS2::UASGAL1-HIS3 met2::UASGAL7-lacZ
James et al, 1966, Lockshon D., Fields S.

PJ69-4α
MATalpha trp1-901 leu2-3,112, ura3-52 his3-200 gal4Δ gal80Δ UASGAL2-ADE2 LYS2::UASGAL1-HIS3 met2::UASGAL7-lacZ
James et al, 1966, Lockshon D., Fields S.

BY4741
MATa his3Δ1, leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0
Brachmann et al., 1998

BY4742
MATalpha his3Δ1, leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0
Brachmann et al., 1998

BY41-YFR021wΔ
MATa his3Δ1, leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 yfr021wΔ::URA3
This work

BY42-YFR02w1Δ
MATalpha his3Δ1, leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 yfr021wΔ::URA3
This work

BY41-YGR223cΔ
MATa his3Δ1, leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 ygr223cΔ::HIS3
This work

BY42-YGR223cΔ
MATMATalpha his3Δ1, leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 ygr223cΔ::HIS3
This work

BY41-YPL100wΔ
MATa his3Δ1, leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 ypl100wΔ::LEU2
This work

BY42-YPL100wΔ
MATalpha his3Δ1, leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 ypl100wΔ::LEU2
This work

BY41-YFR021wΔ-YGR223cΔ
MATa his3Δ1, leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 yfr021wΔ::URA3 ygr223cΔ::HIS3
This work

BY41-YFR021wΔ-YPL100wΔ
MATa his3Δ1, leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 yfr021wΔ::URA3 ypl100wΔ::LEU2
This work

BY41YPL100wΔ-YGR223cΔ
MATa his3Δ1, leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 ypl100wΔ::LEU2 ygr223cΔ::HIS3
   This work

BY41-YFR021wΔ-YGR223cΔ-YPL100wΔ
MATa his3Δ1, leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 yfr021wΔ::URA3 ygr223cΔ::HIS3 ypl100wΔ::LEU2
This work

Ειδικά για το κεφάλαιο «ΕΞΕΙΔΙΚΕΥΜΕΝΟΣ ΕΛΕΓΧΟΣ 3» της ενότητας «Αποτελέσματα & Συζήτηση», χρησιμοποιήθηκε και το στέλεχος FT5 όπως και το παράγωγο αυτού L9FT5.

To στέλεχος FT5 χαρακτηρίζεται από το γονότυπο ΜΑΤα ura3-52 trp 1-Δ63 leu2::pet56 his3-Δ200. Στο στέλεχος L9FT5 έχει γίνει η αντικατάσταση his3-Δ200::L9His3. Ο υποκινητής του αλληλομόρφου L9His3 περιέχει μια θέση πρόσδεσης για LexA στη θέση της φυσιολογικής Gcn4 UAS.

2. ΟΛΙΓΟΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΙΑ (ΕΚΚΙΝΗΤΕΣ)
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3. ΣΥΝΘΗΚΕΣ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ(Ausubel et al., 1987-2000; Kaiser et al., 1994)
(α) Πλήρη θρεπτικά μέσα (YP)

1% Yeast Extract

2% Bacto Peptone

+2% Dextrose/Glucose (YPD)

+2% Raffinose (YPR)

+3% Glycerol (YPG)

+0.2% Oleic acid + 0.25% Tween 40 (YP-Oleate)

(β) Ελάχιστα θρεπτικά μέσα (ΥΝΒ)

0.67% Yeast Nitrogen Base without amino acids

+2% Dextrose/Glucose (ΥΝΒD)

+3% Glycerol (ΥΝΒG)

+2% Potassium Acetate + 0.5% Yeast Extract → (pH=5.5) (YNB-Ac)

YNBD 30mM HIS: Παρασκευάζουμε και αποστειρώνουμε μέσο YNBD με όγκο ίσο με 0.7 του τελικού όγκου του θρεπτικού μέσου. Παράλληλα παρασκευάζεται και αποστειρώνεται διάλυμα ιστιδίνης συγκέντρωσης 100mM. Παίρνουμε από αυτό ποσότητα με όγκο ίσο με 0.3 του τελικού όγκου του θρεπτικού μέσου και αναμιγνύουμε με το αποστειρωμένο YNBD.

Σε κάθε περίπτωση, τα στερεά θρεπτικά μέσα παρασκευάστηκαν με την προσθήκη 2% Agar.

4. ΠΛΑΣΜΙΔΙΑ-ΚΑΤΑΣΚΕΥΕΣ

(i) LexA-YFR021w: Ο πλασμιδιακός φορέας pAS64 F3 υπέστη διαδοχικές πέψεις με SmaI, KpnI και ακολούθως επεξεργασία με πολυμεράση Klenow για την απομάκρυνση των προεξεχόντων άκρων KpnI. Το τμήμα DNA που αντιστοιχεί στο γονίδιο YFR021w παρασκευάστηκε με τη χρήση των εκκινητών: (BamHI/YFR021w)→ 5′ CGG GAT CCC GAA TGT CTG ATT CAT CAC CTA C 3′ και (PstI/YFR021w) → 3′ AAC TGC AGA TCA ATC CAT CAA GAT GGA A 5′. Ακολούθησε αντίδραση λιγάσης και μετασχηματισμός σε  κύτταρα DH5a.

(ii) pUC19-LEU2: Ο πλασμιδιακός φορέας pUC19 υπέστη πέψη με HincII. Το τμήμα DNA που αντιστοιχεί στο γονίδιο LEU2, παρασκευάστηκε με τη χρήση των εκκινητών  P15 5′ και P16 3′. Ακολούθησε αντίδραση λιγάσης και μετασχηματισμός σε  κύτταρα DH5a.

(iii) pYX142/ESA1-GFP: Το τμήμα DNA που αντιστοιχεί στο γονίδιο ESA1, είχε αρχικά κλωνοποιηθεί στο φορέα έκφρασης θηλαστικών pGFP-N1 (Stratagene) στη θέση SmaI. Από εκεί εξήχθη με τη χρήση των ενζύμων EcoRI και XbaI, με αποτέλεσμα να φέρει πλέον, στο 3′ άκρο του, την αλληλουχία του pGFP-N1 που αντιστοιχεί στο γονίδιο GFP. Τα άκρα XbaI πληρώθηκαν με τη χρήση πολυμεράσης Klenow και η τελική ESA1-GFP αλληλουχία εντέθηκε σε πλασμιδιακό φορέα έκφρασης στο σακχαρομύκητα pYX142, ο οποίος είχε υποστεί πέψη με EcoRI, SmaI.
(iv) pYX142/GFP :H αλληλουχία του pGFP-N1 που αντιστοιχεί στο γονίδιο GFP απομακρύνθηκε από το φορέα με τη χρήση των ενζύμων EcoRI και XbaI. Τα άκρα XbaI πληρώθηκαν με τη χρήση πολυμεράσης Klenow και η τροποποιημένη αλληλουχία του γονιδίου GFP εντέθηκε σε πλασμιδιακό φορέα pYX142, ο οποίος είχε υποστεί πέψη με HindIII, SmaI.
(v) pYX142/GFP-YFR021w: Ο πλασμιδιακός φορέας pYX142/GFP υπέστη πέψη με XhoI και ακολούθως επεξεργασία με πολυμεράση Klenow. Το τμήμα DNA που αντιστοιχεί στο γονίδιο YFR021w παρασκευάστηκε με τρόπο που αναφέρεται προηγούμενα. Τοποθετήθηκε δε στο 3′ άκρο του γονιδίου GFP, γιατί λόγω του 3′ εκκινητή μεταφέρει το κωδικόνιο λήξης.
(vi) pYX142/GFP-YPL100w: Ο πλασμιδιακός φορέας pYX142/GFP υπέστη πέψη με NheI και ακολούθως επεξεργασία με πολυμεράση Klenow. Το τμήμα DNA που αντιστοιχεί στο γονίδιο YPL100w παρασκευάστηκε με τη χρήση των εκκινητών: (BamHI/YPl00w)→ 5′ CGG GAT CCG TAT GAA AGT ATT ACA ATT CAA TCA AG και (PstI/ YPl00w) → 3′  AAA ACT GCA GCT GCA CAT ATG CAT TAT GTA5′. Τοποθετήθηκε δε στο 3′ άκρο του γονιδίου GFP, γιατί λόγω του 3′ εκκινητή μεταφέρει το κωδικόνιο λήξης.
5. ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ DNA ΚΑΙ ΥΠΟΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΕΙΣ(Ausubel et al., 1987-2000)
Απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μικρή κλίμακα (mini prep).

      Για την απομόνωση σε μικρή κλίμακα πλασμιδιακού DNA                                      xρησιμοποιήθηκε ως επί το πλείστον η μέθοδος λύσης με βρασμό που παρέχει μέτριας ποιότητας αλλά ικανοποιητικής ποσότητας DNA. Εναλλακτικά, σε περιπτώσεις που οι συνθήκες απαιτούσαν καλύτερης ποιότητας DNA, χρησιμοποιήθηκε η αλκαλική λύση, όπως περιγράφεται από τους Sambrook et al.

Απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μεσαία κλίμακα (medi prep).

Για την απομόνωση μεγαλύτερης ποσότητας πλασμιδιακού χρησιμοποιήθηκε η αλκαλική μέθοδος κυτταρικής λύσης (Sambrook et al). Σε περιπτώσεις όπου ήταν απαραίτητη η απομόνωση υπερελικωμένου DNA υψηλής ποιότητας και καθαρότητας επιλεγόταν η συνδυαστική χρήση της μεθόδου κατακρήμνισης με πολυαιθυλενγλυκόλη (PEG) 8000 (Sambrook et al.) .

            Απομόνωση DNA από πήκτωμα αγαρόζης.

       Επιστρατεύτηκαν δύο μέθοδοι απομόνωσης και καθαρισμού τμημάτων DNA μετά τον ηλεκτροφορητικό διαχωρισμό τους σε πήκτωμα αγαρόζης, ανάλογα με την ποσότητα και το μέγεθος του προς καθαρισμό τμήματος. Μεγάλες ποσότητες DNA απομονώνονταν κυρίως με τη  χρήση πηκτώματος αγαρόζης χαμηλού σημείου τήξεως (low melting). Για μικρότερες σχετικά ποσότητες DNA προτιμήθηκε η χρήση του ειδικού kit ConcertTM  rapid gel extraction system και σύμφωνα με τις οδηγίες των        κατασκευαστών.

           Αντίδραση πολυμεράσης Klenow.

           Για κάθε τέτοια αντίδραση, χρησιμοποιήθηκαν:

           Το προς επεξεργασία τμήμα DNA.

           Ειδικό ρυθμιστικό διάλυμα (10Χ).

           dNTPs σε τελική συγκέντρωση 100μM.

           Klenow Polymerase (1 unit/μg DNA).

           Επώαση 10 min σε θερμοκρασία δωματίου.

Αντίδραση σύνδεσης (ligation) πλασμιδιακού φορέα με το κατάλληλο τμήμα DNA.

      Η αναλογία των μορίων του φορέα κλωνοποίησης προς τα μόρια του ενθέματος ήταν περίπου 1/5 και η συνολική ποσότητα του DNA που επωάστηκε σε κάθε αντίδραση ήταν ~200ng. Η τελική συγκέντρωση του ενζύμου λιγάση ήταν 0.2u/μl. Οι αντιδράσεις σύνδεσης τυφλών (bland) άκρων επωάζονταν 3 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου (~25oC), ενώ οι αντιδράσεις συμπληρωματικών άκρων επωάζονταν  4-16 ώρες  στους 16oC. Το  1/20 (~10ng) της αντίδρασης χρησιμοποιούνταν για το μετασχηματισμό ηλεκτροδεκτικών κυττάρων.

     Μετασχηματισμός δεκτικών κυττάρων με εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου (electroporation).

     Τοποθετούμε 100μl δεκτικών κυττάρων (για κάθε μετασχηματισμό) στον πάγο για 5 λεπτά. Προσθέτουμε 1-1.5μl από την αντίδραση σύνδεσης και επωάζουμε στον πάγο για 1 λεπτό. Μεταφέρουμε σε ειδική κυψελίδα και στην κατάλληλη θέση του ειδικού μηχανήματος (electroporator) και διοχετεύουμε ηλεκτρικό ρεύμα τάσης 1.65 kV. Επαναδιαλύουμε τα κύτταρα σε 1ml θρεπτικού μέσου SOC και επωάζουμε για μία ώρα στους 37oC υπό ανάδευση. Τελικά συλλέγουμε τα κύτταρα με φυγοκέντρηση στις 13000 στροφές για 15 δευτερόλεπτα 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 (πχ. αμπικιλλίνη). Το πιάτο τοποθετείται στουε 37oC για τουλάχιστον 16 ώρες ούτως ώστε να αναπτυχθούν οι αποικίες των βακτηρίων.

Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης.

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 50μl και είχαν την παρακάτω σύσταση: 10mM Tris-HCl, pH.9.0, 50mM KCl, 1.5-2 mM MgCl2, 0.4-0.5 mM από κάθε dNTP, 50-100 ng από κάθε εκκινητή και 1u Taq πολυμεράση (MINOTECH). Το πρόγραμμα που επιλέχθηκε ήταν ειδικό για κάθε περίπτωση, ανάλογα με το Tm του κάθε εκκινητή αλλά και το μέγεθος του προϊόντος . Το γενικό σχήμα των αντιδράσεων πολυμερισμού που εφαρμόστηκαν φαίνεται στη συνέχεια:

Αρχή                                 5 λεπτά στους 94oC για αρχική αποδιάταξη 

30 κύριοι κύκλοι               30 sec στους 94oC για αποδιάταξη

                                    30-60 sec στην επιλεγμένη θερμοκρασία (Τm-4oC) για                         υβριδοποίηση των εκκινητών

                                          επιλεγμένο χρόνο στους 72oC  για επιμήκυνση της αλυσίδας

Τέλος                               5 min στους 72oC για συμπλήρωση των μονόκλωνων άκρων

Σε κάποιες ειδικές περιπτώσεις όπου ήταν απαραίτητη η παραγωγή προιόντος DNA πανομοιότυπου με τη μήτρα, προτιμήθηκε η χρήση ειδικής πολυμεράσης με ικανότητα επιδιόρθωσης των λαθών κατά την πορεία του πολυμερισμού. Η πολυμεράση που χρησιμοποιήθηκε είναι η Vent DNA πολυμεράση (New England Biolabs), ενώ οι συνθήκες που εφαρμόστηκαν ήταν σύμφωνα με τις οδηγίες των κατασκευαστών.

      Σε περιπτώσεις που εφαρμόστηκε η διαδικασία πολυμερισμού απευθείας από αποικία ζύμης οι αντιδράσεις έγιναν στα 30μl. Η αποικία αρχικά υπόκειται σε αλκαλική λύση με 10μl 0.02Μ ΝaOH και κατόπιν σε βρασμό για 5 min. Το δείγμα μεταφέρεται άμεσα στον πάγο, φυγοκεντρείται (για τη συλλογή των υδρατμών), αναδεύεται μηχανικά (vortex) για λίγα sec και σε μικρή ποσότητα από αυτό (3 μl) προστίθεται το μίγμα της αντίδρασης που έχει προετοιμαστεί ακριβώς με τον τρόπο που περιγράφηκε.

     6.       ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΕΙΔΙΚΑ ΕΦΑΡΜΟΣΜΕΝΕΣ ΣΤΗ ΖΥΜΗ(Kaiser et al., 1994)
Μετασχηματισμός κυττάρων ζύμης με πλασμιδιακό φορέα.

      Για την εισαγωγή πλασμιδικού DNA σε κύτταρα ζύμης εφαρμόστηκε η μέθοδος δημιουργίας επιδεκτικών κυττάρων ζύμης με χρησιμοποίηση χλωριούχου λιθίου, όπως ακριβώς περιγράφεται από τους Ito et al.(Ito et al., 1983) Με τη μέθοδο αυτή λαμβάνονται περίπου 105 μετασχηματισμένα κύτταρα ανά μg DNA. Σε περιπτώσεις που οι συνθήκες υποχρέωναν για καλύτερα αποτελέσματα χρησιμοποιήθηκε μια μέθοδος υψηλής αποτελεσματικότητας, της τάξης μεγέθους των 25 εκατομμυρίων μετασχηματισμένων κυττάρων ανά μg. H μέθοδος ονομάζεται LiAc TRAFO και βασίζεται και αυτή στη δημιουργία επιδεκτικών κυττάρων λόγω αλκαλικών κατιόντων και περιγράφεται από τους Gietz et al.(Gietz et al., 1995)
      Μέτρηση ενζυμικής ενεργότητας του ενζύμου β-γαλακτοσιδάση.

     Τα κύτταρα ζύμης αναπτύσσονται στο κατάλληλο για την κάθε περίπτωση θρεπτικό μέσο μέχρις ότου η οπτική απορρόφησή τους στα 550nm να είναι 0.5-1.0. Τα κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση στις 13000 στροφές για ένα λεπτό και η πελέτα επαναδιαλύεται σε 500μl διαλύματος Ζ (60μΜ Να2HPO4 40mM NaH2PO4, 10mM KCl, 1mM MgSO4, 50mM β-μερκαπτοαιθανόλη). Προστίθενται μία σταγόνα 0.1%SDS και 2 σταγόνες χλωροφορμίου, το δείγμα αναδεύεται έντονα (vortex) για τουλάχιστον10 δευτερόλεπτα και τοποθετείται σε υδατόλουτρο σταθερής θερμοκρασίας 30OC για 5 λεπτά. 100μl ONPG συγκέντρωσης 4mg/ml προστίθενται και ξεκινάει το μέτρημα του χρόνου που θα χρειαστεί στο δείγμα για να αποκτήσει το χαρακτηριστικό κίτρινο χρώμα. Το χρώμα αυτό οφείλεται στην ο-νιτροφαινόλη, προιόν της διάσπασης του ONPG από την β γαλακτοσιδάση, και μπορεί να μετρηθεί με φωτομέτρηση στα 420nm. Μόλις το κίτρινιo χρώμα εμφανιστεί η αντίδραση διακόπτεται με προσθήκη 500μl 1M Na2CO3 και το δείγμα φυγοκεντρείται στις 13000 στροφές για ένα λεπτό. Μετράται η οπτική απορρόφηση του υπερκειμένου στα 420nm και με εφαρμογή της σχέσης U=1000xOD420/(t)x(v)xOD550, (όπου t=ο χρόνος που χρειάστηκε μέχρι να εμφανιστεί το κίτρινο χρώμα και V=ο όγκος της καλλιέργειας που χρησιμοποιήθηκε) υπολογίζεται η ενζυμική ενεργότητα (units) της β-γαλακτοσιδάσης.

Απομόνωση γενωμικού DNA από κύτταρα ζύμης

           10 ml κυττάρων αναπτύσσονται σε πλούσιο θρεπτικό μέσο. Φυγοκεντρούνται, ξεπλένονται με 0.5 ml Η2Ο και προστίθενται:

200 μl Breaking Buffer

200 μl Glass Beads

200 μl Phenol/Chloroform
Ακολουθεί έντονη ανάδευση μέχρι να σχηματισθεί ομοιογενές διάλυμα και προσθήκη 200 μl Η2Ο. Φυγοκέντρηση για 5 min, απομάκρυνση υπερκειμένου, προσθήκη 1 ml απόλυτης αιθανόλης και ήπια ανάδευση. Νέα φυγοκέντρηση, απομάκρυνση υπερκειμένου, προσθήκη RNAse σε τελική συγκέντρωση 100μg/ml. Επώαση 5-10 min στους 37 0C. Εκχύλιση με φαινόλη-χλωροφόρμιο και κατακρήμνιση με NH4+O-Ac/EtOH. Ήπια ανάδευση, φυγοκέντρηση και επαναδιάλυση σε κατάλληλο όγκο Η2Ο.

      Απομόνωση ολικού RNA από κύτταρα ζύμης

      Τα κύτταρα μεγαλώνουν σε καλλιέργειες σύμφωνα με τις συνθήκες που επιθυμούμε, μέχρι η οπτική πυκνότητα κάθε καλλιέργειας να φτάσει σε κάποια τιμή 0.7-1.0 (A600). Φυγοκεντρούμε και ξεπλένουμε με καθαρό, αποστειρωμένο Η2Ο. Στην περίπτωση που μας ενδιαφέρει να ελέγξουμε κάποια συνθήκη επαγωγής, μεταφέρουμε κύτταρα στο νέο θρεπτικό μέσο, τόσα ώστε η οπτική πυκνότητα να είναι περίπου ίση με 0.5 (A600) και επωάζουμε περαιτέρω για 6 ώρες. 

      Για την απομόνωση ολικού RNA από κύτταρα ζύμης χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της εκχύλισης RNA με χρήση ζεστής, όξινης φαινόλης όπως ακριβώς αναφέρεται στο CPMB. Μετά από την κατακρήμνιση, το RNA επαναδιαλύεται σε 30-40μl του διαλύματος φόρτωσης (loading buffer: 50% φορμαμίδιο, 6% φορμαλδεύδη, 1Χ MOPS, Bromophenol blue, Xylene cyanol). Ποσότητα 5μl από το RNA που απομονώνεται με την παραπάνω διαδικασία αναλύεται, ποσοστικοποιείται και ελέγχεται η ποιότητά του με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 1.2% αφού προηγουμένως αποδιαταχθεί για 5 λεπτά με θέρμανση στους 65OC. Εναλλακτικά ή συμπληρωματικά καθορίζεται η συγκέντρωσή του με μέτρηση της  οπτικής απορρόφησης του στα 260 και στα 280nm.

    7.       ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΣΧΕΤΙΚΕΣ ΜΕ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ RNA ΣΕ ΜΕΜΒΡΑΝΗ
            Ανάλυση και μεταφορά σε μεμβράνη ολικού RNA (ανάλυση Northern).

      Ποσότητα που αντιστοιχεί σε 40-60μg από το RNA που απομονώνεται ηλεκτροφορείται και αναλύεται σε αποδιατακτικό πήκτωμα αγαρόζης (1.5% αγαρόζη, 1Χ ρυθμιστικό διάλυμα MOPS, 5% φορμαλδεύδη). Το ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης είναι 1Χ MOPS. Μετά από την ηλεκτροφόρηση ακολουθεί η διαδικασία μεταφοράς του RNA σε μεμβράνη νάυλον (Nytran super charge). Συγκεκριμένα το πήκτωμα τοποθετείται πάνω σε γέφυρα από διηθητικό χαρτί Watmann 3MM του οποίου τα δύο άκρα είναι βυθισμένα σε διάλυμα 20X SSC (3Μ NaCl, 0.3M κιτρικό νάτριο). Πάνω στο πήκτωμα τοποθετείται η ειδική μεμβράνη καθώς και ένα κομμάτι Watmann αφού προηγουμένως εμβαπτιστούν σε 5Χ SSC. Πάνω από αυτά τοποθετούνται 9 στεγνά κομμάτια Watmann, πολλές χαρτοπετσέτες καθώς και ένα βάρος. Μετά από περίπου 16 ώρες ολοκληρώνεται η μεταφορά του RNA στη μεμβράνη οπότε και τα μόρια ακινητοποιούνται σ’ αυτήν με ομοιοπολική σύνδεση (UV crosslinking) με έκθεση της μεμβράνης για 5 λεπτά στα 254nm και σε απόσταση 15-20cm από την πηγή.  
       Ραδιοσήμανση γραμμικών μορίων DNA

       Η μέθοδος στηρίζεται στην επιδιόρθωση και τον πολυμερισμό τυχαίων εγκοπών (nick translation) που δημιουργούνται με τη συνδυασμένη δράση των ενζύμων DNA polymeraseI και DnaseI, αντίστοιχα, στο προς σήμανση δίκλωνο τμήμα DNA . Η αντίδραση σήμανσης γίνεται σε ~100ng  DNA παρουσία κατάλληλου ρυθμιστικού διαλύματος (10mM Tris-HCl pH:7.5, 5mM MgCl2, 0.75mM DTT), 25μM dGTP και dTTP, 25μΜ α32P-dATP και α32P-dCTP, 0.2μg/μl DnaseI, 0.5u DNA polymerase I (E.coli). H αντίδραση επωάζεται στους 16οC για μία ώρα και διακόπτεται με προσθήκη 100μl νερού. Το ραδιοσημασμένο πλέον κομμάτι DNA αποδιατάσσεται με βρασμό για 5 λεπτά και είναι έτοιμο για υβριδοποίηση.

      Η προϋβριδοποίηση όπως και η υβριδοποίηση της μεμβράνης που έχει προσδεδεμένα τα νουκλεϊκά οξέα (DNA ή RNA) γίνεται στους 65οC και για τουλάχιστον 16 ώρες, σε διάλυμα που περιέχει 1% αλβουμίνη, 0.5Μ NaHPO4 και 7% SDS. Μετά την υβριδοποίηση η μεμβράνη ξεπλένεται για τουλάχιστον δύο μισά της ώρας με 50mM NaHPO4, 1% SDS με ανακίνηση. Η μεμβράνη είναι έτοιμη για να εκτεθεί σε αυτοραδιογραφικό φιλμ KODAK X-OMAT R, αφού τυλιχθεί σε ειδικό διαφανές χαρτί (wrap) για να αποφευχθεί η εξάτμιση. 

8. ΠΡΟΕΤΟΙΜΑΣΙΑ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ ΣΑΚΧΑΡΟΜΥΚΗΤΑ ΓΙΑ ΣΥΝΕΣΤΙΑΚΗ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ


Μεγαλώνουμε, από φρέσκο πιάτο, κύτταρα σε καλλιέργεια μέχρι τα μέσα της λογαριθμικής φάσης της ανάπτυξής τους. Ξεπλένουμε 1 ή 2 φορές με Η2Ο και ακολούθως:

70% EtOH για 30 sec (~100 μl).

Ξεπλένουμε (επαναδιάλυση/φυγοκέντρηση) 2 φορές με Η2Ο (~500 μl).

RNAse (100-200μg/ml τελική συγκέντρωση) για 5-10 min (~100 μl).

Φυγοκέντρηση και απομάκρυνση υπερκειμένου.

Προσθήκη Propidium Iodine (αν μας ενδιαφέρει να κάνουμε πυρηνική χρώση) σε                             

τελική συγκέντρωση 1μg/ml (~100 μl).

Άμεση φυγοκέντρηση και απομάκρυνση υπερκειμένου.

Ξεπλένουμε με ~100μl PBS.

Ξεπλένουμε 1 ή 2 φορές με Η2Ο.

Κάνουμε (προαιρετικά) μια αραίωση, π.χ. 1/10.

Επαναδιαλύουμε σε mounting medium (περιορίζει την πτώση του σήματος).

Μεταφέρουμε μια μικρή ποσότητα (5 μl) επάνω στην αντικειμενοφόρο.

Αν μας ενδιαφέρει να ακινητοποιήσουμε τα δείγματα επάνω στην αντικειμενοφόρο, πριν την έναρξη της διαδικασίας και, ακόμα καλύτερα, από την προηγούμενη ημέρα, στα σημεία όπου θα τοποθετήσουμε τα δείγματα μεταφέρουμε 50 μl poly-D-Lysine και αφήνουμε να στεγνώσει.

Μετά την παρατήρηση, τα δείγματα μπορούν να διατηρηθούν για ορισμένο χρονικό διάστημα στους –20 0C.

ΠΡΟΚΑΤΑΡΚΤΙΚΟΣ ΕΛΕΓΧΟΣ (1): ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ ΣΤΕΛΕΧΩΝ ΜΕ ΑΠΛΕΣ ΓΟΝΙΔΙΑΚΕΣ ΑΦΑΙΡΕΣΕΙΣ

Στα πλαίσια της λειτουργικής ανάλυσης των τριών ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης YFR021w, YGR223c και YPL100w, ήταν σημαντικό να διερευνηθεί, τόσο σε πλούσιο όσο και σε φτωχό θρεπτικό μέσο, ο φαινότυπος κυττάρων στα οποία είτε απουσιάζει, είτε υπερεκφράζεται κάθε ένα από τα τρία αυτά ανοιχτά πλαίσια. Ένα ανοιχτό πλαίσιο διαβάσματος αναφέρεται στα Αγγλικά ως Open Reading Frame και στη συνέχεια, για λόγους συντομίας, θα χρησιμοποιείται η συντομογραφία ORF. Σε κάθε περίπτωση λοιπόν, εκείνο που προσπαθούμε να κάνουμε, είναι να δημιουργήσουμε στελέχη στα οποία έχει αφαιρεθεί το υπό ανάλυση ORF και αντίστοιχα άλλα τα οποία υπερεκφράζουν το γονίδιο. Η υπερέκφραση γίνεται με πλασμιδιακά εκφραζόμενο γονίδιο, από ελεγχόμενο υποκινητή. Τα πλασμίδια ελεγχόμενης υπερέκφρασης χρησιμοποιούνται και για συμπλήρωση τυχόντος φαινοτύπου στα μεταλλάγματα γονιδιακής αφαίρεσης.

Σε ό,τι αφορά την περίπτωση της γονιδιακής αφαίρεσης, εκμεταλλευόμαστε τους ενδογενείς μηχανισμούς γενικού ομόλογου ανασυνδυασμού του κυττάρου και αντικαθιστούμε το ORF που μας ενδιαφέρει, με ένα γενετικό μάρτυρα(Wach et al., 1994). Οι γενετικοί μάρτυρες είναι γονίδια που κωδικοποιούν για ένζυμα βιοσύνθεσης αμινοξέων. Τα αντίστοιχα γονίδια των στελεχών που χρησιμοποιούνται στα πειράματα γονιδιακής αφαίρεσης, έχουν απομακρυνθεί από το γένωμα, ώστε η επιβίωση του εκάστοτε στελέχους να εξαρτάται από την εισαγωγή του μάρτυρα στο κύτταρο. Η αφαίρεση του γονιδίου YPL100W και η αντικατάστασή του με το γενετικό μάρτυρα LEU2, αποτέλεσε μέρος της παρούσης εργασίας. Στη διάθεσή μας υπήρχαν ήδη στελέχη BY4741 από τα οποία είχε αφαιρεθεί είτε το γονίδιο YFR021w, είτε το YGR223c, είτε, τέλος και τα δύο (Γεωργακόπουλος, Προκόβα, Βακωνάκης). Προκειμένου το μεταλλαγμένο στέλεχος ypl100wΔ να είναι ισογενές ως προς τα yfr021wΔ, ygr223cΔ και yfr021wΔ ygr223cΔ, επιχειρήσαμε την αφαίρεση του YPL100w από το γενετικό υπόβαθρο BY4741. Από την άλλη πλευρά, μας ενδιέφερε και η περίπτωση της αφαίρεσής του από ένα δεύτερο γενετικό υπόβαθρο, το BY4742, το οποίο, επειδή είναι του αντίθετου συζευκτικού τύπου, θα μας προσέφερε τη δυνατότητα πραγματοποίησης διασταυρώσεων, χρήσιμων σε πειράματα που περιγράφονται πιο κάτω.

Ο πλασμιδιακός φορέας pRS415 φέρει το γονίδιο επιλογής LEU2. Πρόκειται όχι μόνο για την κωδική περιοχή του γενετικού αυτού μάρτυρα, αλλά και για τις περιβάλλουσες 5′ και 3′ περιοχές του (εικ. 1). Διαθέταμε εκκινητές οι οποίοι 



ΕΙΚΟΝΑ 1. Η διαδικασία αντικατάστασης ενός ORF (YFG) από ένα γενετικό μάρτυρα (selectable marker). Όπως φαίνεται, υπάρχει δυνατότητα επιλογής ανάμεσα σε μια σειρά από τέτοιους μάρτυρες. Τα μαύρα τεθλασμένα βέλη αντιστοιχούν στους χρησιμοποιούμενους εκκινητές.

[Brachmann, Baker, C., Davies, A., Cost, G.J., Caputo, E., Li, J., Hieter, P., Boeke, J.D. (1998) Designer Deletion Strains derived from Saccharomyces cerevisiae S288C: a Useful set of Strains and Plasmids for PCR-mediated Gene Disruption and Other Applications. Yeast 14, 115-132]

υβριδοποιούνται σε αλληλουχίες του pRS415 εκατέρωθεν της «κασσέτας» LEU2. Τα ελεύθερα 5′ άκρα αυτών των εκκινητών εκτείνονται σε μήκος 40, περίπου, επιπλέον βάσεων. Οι 40μερείς αυτές νουκλεοτιδικές αλληλουχίες, είναι ειδικές για το γονίδιο YPL100w. Έτσι, με την πραγματοποίηση της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR), πολλαπλασιάσαμε μια αλληλουχία στο κέντρο της οποίας βρίσκεται ο γενετικός μάρτυρας LEU2 και στα άκρα της περιοχές του γονιδίου YPL100w. Το προϊόν μιας τέτοιας αντίδρασης εισήχθη σε κύτταρα BY4741 καθώς επίσης και BY4742. Τα μετασχηματισμένα κύτταρα επιλέχθηκαν στο κατάλληλο θρεπτικό μέσο (μέσο, δηλαδή, από το οποίο απουσιάζει η λευκίνη) και ελέγχθηκαν για την ύπαρξη ανασυνδυασμού με την πραγματοποίηση διαγνωστικών αντιδράσεων PCR, μια μέθοδο που θα συζητηθεί λίγο πιο κάτω. Το αποτέλεσμα ήταν να πάρουμε 6 ανεξάρτητους κλώνους, τρεις στο γενετικό υπόβαθρο ΒΥ4741 και τρεις στο γενετικό υπόβαθρο ΒΥ4742, στους οποίους το γονίδιο YPL100w είχε αντικατασταθεί από το γενετικό μάρτυρα LEU2, ήταν δηλαδή όλοι ypl100wΔ::LEU2.

(2): ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ ΣΤΕΛΕΧΩΝ ΜΕ ΠΟΛΛΑΠΛΕΣ ΓΟΝΙΔΙΑΚΕΣ ΑΦΑΙΡΕΣΕΙΣ

Ο επόμενος στόχος αυτής της εργασίας, ήταν η δημιουργία στελεχών που θα έφεραν τους συνδυασμούς των γονιδιακών αφαιρέσεων yfr021wΔ ypl100wΔ, ygr223cΔ ypl100wΔ και yfr021wΔ ygr223cΔ ypl100wΔ. Προκειμένου να το επιτύχουμε, ξεκινήσαμε κάνοντας τις εξής διασταυρώσεις:

yfr021wΔ ΜΑΤa   x   ypl100wΔ ΜΑΤα
ygr223cΔ ΜΑΤa   x   ypl100wΔ ΜΑΤα
yfr021wΔ ygr223cΔ ΜΑΤa   x   ypl100wΔ ΜΑΤα
Υπενθυμίζεται ότι το διπλά μεταλλαγμένα στέλεχος yfr021wΔ ygr223cΔ ΜΑΤa είχε ήδη κατασκευαστεί, από 2 ανεξάρτητες γονιδιακές αφαιρέσεις στο ίδιο στέλεχος (BY4741), με τη μέθοδο της PCR που περιγράφηκε στο προηγούμενο κεφάλαιο της ενότητας «Αποτελέσματα & Συζήτηση». 

Τα διπλοειδή κύτταρα επιλέχθηκαν σε κατάλληλο, ελάχιστο θρεπτικό μέσο και στη συνέχεια μεταφέρθηκαν σε πιάτα όπου επάγεται σποριοποίηση. Με κατάλληλη διάταξη, τα μειωτικά προϊόντα που περιέχονταν στους ασκόσπορους διαχωρίστηκαν μεταξύ τους και αφέθηκαν να βλαστήσουν σε πλούσιο θρεπτικό μέσο. Κάθε μία από τις αποικίες που αναπτύχθηκαν, ελέγχθηκε για το γονότυπό της, ως προς τις επιθυμητές γονιδιακές αφαιρέσεις, με την πραγματοποίηση διαγνωστικών αντιδράσεων PCR, δηλαδή με τρόπο ανάλογο με αυτόν που αναφέρθηκε για την περίπτωση αφαίρεσης του YPL100w. Καταλήξαμε έτσι στην απομόνωση 2 yfr021wΔ ypl100wΔ, 6 ygr223cΔ ypl100wΔ και 2 yfr021wΔ ygr223cΔ ypl100wΔ ανεξάρτητων στελεχών.


Ως μειωτικά προϊόντα, οι θετικοί κλώνοι στους οποίους καταλήξαμε, έπρεπε να ελεγχθούν για ορισμένα χαρακτηριστικά του γονότυπού τους, μιας και ήταν πιθανό να έχουν μεσολαβήσει γεγονότα ανασυνδυασμού. Τα χαρακτηριστικά αυτά ήταν η ύπαρξη αυξοτροφίας για τα αμινοξέα μεθειονίνη και λυσίνη (προερχόμενη, ως χαρακτηριστικό, από τα πατρικά στελέχη ΒΥ4741 & ΒΥ4742 αντίστοιχα) καθώς επίσης και ο συζευκτικός τύπος (ΜΑΤa ή ΜΑΤα). Για τον προσδιορισμό του πρώτου χαρακτηριστικού, όλοι οι κλώνοι αφέθηκαν να αναπτυχθούν σε πιάτο που περιείχε όλα τα απαραίτητα αμινοξέα και κατόπιν μεταφέρθηκαν ως αποτύπωμα με τη χρήση βελούδου (replica plating) σε πιάτα επιλογής όπου απουσίαζαν το ένα από τα δύο ή και τα δύο αμινοξέα μεθειονίνη και λυσίνη. Ο συζευκτικός τύπος κάθε στελέχους προσδιορίστηκε έπειτα από σύζευξή του τόσο με το ένα όσο και με το άλλο πατρικό στέλεχος. Είναι φανερό ότι διπλοειδή κύτταρα μπορούν να σχηματιστούν μόνο έπειτα από διασταύρωση με πατρικό του αντίθετου συζευκτικού τύπου, τα οποία και επιλέχθηκαν σε κατάλληλο θρεπτικό μέσο.

(3) ΜΟΡΙΑΚΗ ΕΠΙΒΕΒΑΙΩΣΗ ΤΩΝ ΕΞΑΛΕΙΨΕΩΝ

Είδαμε μέχρι τώρα τις δύο διαφορετικές μεθόδους τις οποίες ακολουθήσαμε προκειμένου να αποκτήσουμε τα μεταλλαγμένα στελέχη που μας ενδιέφεραν. Για να διαγνώσουμε την ύπαρξή τους, βασιστήκαμε, για ακόμη μία φορά, στη χρήση της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης. Παρακάτω δίνεται ένα παράδειγμα που αφορά στη διάγνωση γονιδιακής αφαίρεσης του YPL100w, αλλά η λογική είναι εντελώς ίδια για όλες τις περιπτώσεις.

Από τις αποικίες που αναπτύχθηκαν στα πιάτα επιλογής, παρασκευάστηκε το γενωμικό τους DNA, το οποίο χρησίμευσε ως εκμαγείο για τις διαγνωστικές αντιδράσεις PCR (εικ. 2). Στη συγκεκριμένη περίπτωση, οι εκκινητές υβριδοποιούνται ο μεν 5′ 275 βάσεις πριν από την τριπλέτα έναρξης, ο δε 3′ 190 βάσεις μετά από την τριπλέτα λήξης. Βασιζόμενοι στη διαφορικότητα των μεγεθών μεταξύ της «κασέτας» LEU2 και της κωδικής αλληλουχίας του YPL100w, μπορούμε να διαγνώσουμε αν έχει συμβεί ανασυνδυασμός και αν, κατά συνέπεια, έχει γίνει η γονιδιακή αφαίρεση. 

(4) ΥΠΕΡΕΚΦΡΑΣΕΙΣ-ΔΙΑΓΝΩΣΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ mRNA ΤΩΝ ORFs
Για να υπερεκφράσουμε καθένα από τα γονίδια YFR021w, YGR223, YPL100w, έπρεπε προηγούμενα να τα κλωνοποιήσουμε σε κατάλληλο φορέα έκφρασης του σακχαρομύκητα. Για το σκοπό αυτό επιλέχθηκε ο πλασμιδιακός φορέας pCM190. Σε σχέση με άλλα συστήματα επαγόμενης έκφρασης, παρουσιάζει το πολύ σημαντικό πλεονέκτημα ότι «αποκρίνεται» σε «μηνύματα» τα οποία δεν
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ΕΙΚΟΝΑ 2. Διαγνωστικές αντιδράσεις PCR για τον έλεγχο πραγματοποίησης γονιδιακών αφαιρέσεων. (Α) Σχηματική αναπαράσταση της σχετικής διάταξης των εκκινητών και των προϊόντων που παράγονται, όταν γίνεται η αντικατάσταση του ORF με το γενετικό μάρτυρα (κάτω) και σε φυσικού τύπου στελέχη (επάνω). (Β) Φωτογραφία που δείχνει την ηλεκτροφορητική κινητικότητα των προϊόντων των αντιδράσεων PCR, σε πήκτωμα αγαρόζης. Αριστερά φαίνονται τα μεγέθη του μοριακού μάρτυρα. Επάνω δείχνεται το όνομα κάθε στελέχους (μικρά τυπογραφικά στοιχεία) μαζί με το όνομα του ORF (μεγάλα τυπογραφικά στοιχεία), για τον έλεγχο της αντικατάστασης του οποίου γίνεται η αντίδραση PCR.

επηρεάζουν τη σύσταση του θρεπτικού μέσου αύξησης των κυττάρων. Για παράδειγμα, υπάρχουν πλασμιδιακοί φορείς όπου τα κλωνοποιημένα σε αυτούς γονίδια βρίσκονται κάτω από τον έλεγχο ενός υποκινητή GAL, ο οποίος αποκρίνεται σε γαλακτόζη. Μολονότι ένας τέτοιος υποκινητής μπορεί να εξασφαλίσει πολύ υψηλά επίπεδα επαγόμενης έκφρασης (έως και παραπάνω από 1000 φορές αύξηση), η φυσιολογία του καθιστά απαραίτητη τη διεξαγωγή του πειράματος επαγωγής σε συνθήκες όπου η γλυκόζη, η συνήθης δηλαδή πηγή άνθρακα των θρεπτικών μέσων, απουσιάζει εντελώς. Αυτή η απαίτηση δεν είναι χωρίς συνέπειες: πολλές αλλαγές μπορεί να συμβούν, σε κυτταρικό και μοριακό επίπεδο, για κάποιες, τουλάχιστον, από τις οποίες δεν έχουμε καμία γνώση. Αυτό με τη σειρά του σημαίνει ότι ο οποιοσδήποτε πιθανός φαινότυπος δε θα μπορεί εύκολα να συσχετιστεί αποκλειστικά και μόνο με τις μεταβολές στα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου μας. Αντίθετα, η έκφραση από τον πλασμιδιακό φορέα pCM190 μπορεί να ρυθμίζεται από το αντιβιοτικό τετρακυκλίνη (tetracycline) ή ανάλογα αυτού. Συγκεκριμένα, απουσία του αντιβιοτικού επιτυγχάνονται μέγιστα επίπεδα έκφρασης και μάλιστα συγκρίσιμων με αυτά που αναφέρθηκαν για την περίπτωση ενός υποκινητή GAL. Όταν προστίθεται αντιβιοτικό, μειώνονται και μάλιστα κατά τρόπο που μπορεί να συσχετιστεί με τη χορηγούμενη ποσότητα αντιβιοτικού. Να σημειωθεί δε, ότι όλες οι μεταβολές μπορούν να πραγματοποιηθούν εντός ορίων συγκέντρωσης του αντιβιοτικού όπου δεν επηρεάζεται η κυτταρική αύξηση. Το εν λόγω σύστημα πρωτοδοκιμάστηκε σε κύτταρα θηλαστικών καθώς επίσης και σε περιπτώσεις δημιουργίας διαγονιδιακών φυτών. Πρόσφατα μεταφέρθηκε και στο σακχαρομύκητα με τον pCM190 να αποτελεί έναν από τους χρησιμοποιούμενους, για το σκοπό αυτό, πλασμιδιακούς φορείς(Gari et al., 1997).

Η «ανατομία» του pCM190(Gari et al., 1997), έχει, εν συντομία, ως εξής: η δομική περιοχή μεταγραφικής ενεργοποίησης της πρωτεΐνης VP16 του ερπητοϊού (VP16 activation domain – VP16 AD), βρίσκεται σε «σύντηξη» με την περιοχή εκείνη του επαγόμενου από τετρακυκλίνη καταστολέα (tetracycline inducible repressor – tetR) πού είναι υπεύθυνη για την πρόσδεση σε υποκινητή. Το «χιμαιρικό» αυτό γονίδιο βρίσκεται κάτω από τον έλεγχο του πολύ ισχυρού υποκινητή του ανθρώπινου μεγακυτταροϊού (CMV promoter). Εκφράζεται συστατικά και, χάρη στην tetR περιοχή, μπορεί και προσδένεται σε αλληλουχίες που επίσης βρίσκονται πάνω στον pCM190 και οι οποίες ονομάζονται «στοιχεία tet» (tet boxes). Ο συγκεκριμένος φορέας έχει 7 αντίγραφα ενός τέτοιου στοιχείου. Από εκεί, η «χιμαιρική» πρωτεΐνη tetR-VP16 AD μπορεί να κατευθύνει την έκφραση του γονιδίου που έχει κλωνοποιηθεί στο φορέα. Η προστιθέμενη τετρακυκλίνη και τα ανάλογά της έχουν τη δυνατότητα να αλληλεπιδρούν με την περιοχή tetR, παρεμποδίζοντας τη μεταγραφή.

Για τα πειράματα λοιπόν υπερέκφρασης, χρησιμοποιήσαμε τις πλασμιδιακές κατασκευές pCM190/YFR021w, pCM190/YGR223c και pCM190/YPL100w (Βακωνάκης) για να μετασχηματίσουμε στελέχη BY4741. Προκειμένου να είμαστε σε θέση να αποδώσουμε σωστά τον όποιο φαινότυπο μπορεί να προέκυπτε, μετασχηματίσαμε το ίδιο στέλεχος με τον αρχικό φορέα, pCM190. 

Πιο σημαντική και από την υψηλή επαγωγιμότητα στα επίπεδα έκφρασης που εξασφαλίζεται από τον pCM190, είναι η δυνατότητα που παρέχεται για κατά βούληση διαμόρφωση αυτών των επιπέδων. Έτσι, αν η υπερέκφραση ενός γονιδίου είναι σχεδόν θνησιγόνος, έχουμε τη δυνατότητα να βελτιώσουμε το φαινότυπο με χορήγηση του αντιβιοτικού. Μπορούμε επίσης να αφαιρέσουμε ένα γονίδιο και στη συνέχεια να μετασχηματίσουμε τα αντίστοιχα κύτταρα ζύμης με πλασμιδιακό φορέα ο οποίος εκφράζει το ίδιο αυτό γονίδιο, σε μια προσπάθεια να συμπληρώσουμε κάποιον φαινότυπο, αν βέβαια αυτός υπάρχει. Έχουμε δηλαδή τη δυνατότητα να μεταβάλουμε εξωτερικά τα επίπεδα έκφρασης του συγκεκριμένου γονιδίου, ώστε να μπορούμε να παρατηρούμε και τις αντίστοιχες μεταβολές σε κυτταρικό επίπεδο. Είναι φανερό ότι η περίπτωση στην οποία ένας τέτοιος φορέας παρουσιάζει τη μέγιστη χρησιμότητά του, είναι αυτή της αφαίρεσης κάποιου απαραίτητου γονιδίου: η ελεγχόμενη, εξωγενώς προερχόμενη έκφρασή του μας επιτρέπει να παρατηρούμε, τουλάχιστον σε μακροσκοπικό επίπεδο, τα όρια έκφρασης τα οποία είναι «συμβατά» με τη ζωή.

Στη δική μας λοιπόν περίπτωση, τα ίδια πλασμίδια που χρησιμοποιήθηκαν για τη δημιουργία στελεχών που θα υπερέκφραζαν καθένα από τα 3 γονίδια, χρησιμοποιήθηκαν και για το μετασχηματισμό των στελεχών που έφεραν τις αντίστοιχες γονιδιακές αφαιρέσεις. Δηλαδή, το στέλεχος yfr021wΔ μετασχηματίστηκε με το πλασμίδιο pCM190/YFR021w κ.ο.κ. Και πάλι, απαραίτητο ήταν το πείραμα ελέγχου, δηλαδή ο μετασχηματισμός των στελεχών yfr021wΔ, ygr223cΔ και ypl100wΔ με τον αρχικό φορέα, pCM190. Σχετικά όμως με τη χρησιμοποίηση του εν λόγω πλασμιδιακού φορέα, θα πρέπει να προσεχθεί το εξής: σε πειράματα προσδιορισμού των επιπέδων έκφρασης από αυτόν, είχε παρατηρηθεί ότι, σε ορισμένες συνθήκες, προκαλούνταν μια υστέρηση στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Αυτό δείχθηκε ότι προέρχεται από τη VP16 περιοχή: καθώς πρόκειται για έναν από τους ισχυρότερους μεταγραφικούς ενεργοποιητές που είναι γνωστοί, υπάρχει η υπόθεση ότι μπορεί να τιτλοδοτεί κάποιον από τους παράγοντες της βασικής μεταγραφικής μηχανής του κυττάρου και, κατ’ αυτόν τον τρόπο, να προκαλεί την παρατηρούμενη υστέρηση(Gari et al., 1997). Για το λόγο αυτό, για κάθε ένα από τα διαφορετικά στελέχη που έχουν μετασχηματιστεί με τον pCM190, δηλαδή τα φυσικού τύπου ΒΥ4741 και τα yfr021wΔ ygr223cΔ και ypl100wΔ, απαιτείται ο μετασχηματισμός τους και με έναν δεύτερο πλασμιδιακό φορέα, ο οποίος μάλιστα πολλαπλασιάζεται σύγχρονα με το γένωμα του σακχαρομύκητα και αντιπροσωπεύεται, επομένως, μία φορά σε κάθε κύτταρο. Για τις ανάγκες του πειράματος μας, επιλέχθηκε ο φορέας pRS316.

Τελικά, για καθένα από τα 3 γονίδια, διαμορφώνεται το παρακάτω σχήμα μετασχηματισμών (δίνεται ως παράδειγμα το YPL100w):

1) στέλεχος ypl100wΔ μετασχηματισμένο με pRS316

2) στέλεχος ypl100wΔ μετασχηματισμένο με pCM190

3) στέλεχος ypl100wΔ μετασχηματισμένο με pCM190/YPL100w
4) στέλεχος φυσικού τύπου μετασχηματισμένο με pRS316

5) στέλεχος φυσικού τύπου μετασχηματισμένο με pCM190

6) στέλεχος φυσικού τύπου μετασχηματισμένο με pCM190/YPL100w
Ένα στέλεχος φυσικού τύπου αναφέρεται στα Αγγλικά ως Wild Type και συμβολίζεται WT, συντομογραφία που θα χρησιμοποιείται στο εξής χωρίς κάποια άλλη διευκρίνιση.

Στο σχήμα αυτό των μετασχηματισμών, βασιστήκαμε για να κάνουμε δύο πράγματα. Το ένα ήταν η φαινοτυπική ανάλυση και συζητείται στην αμέσως επόμενη ενότητα. Το δεύτερο ήταν η πραγματοποίηση διαγνωστικού Northern Blotting, από το οποίο θα περίμενε κανείς να παρατηρήσει τρεις διαφορετικές καταστάσεις: την απουσία έκφρασης στα δείγματα RNA που αντιστοιχούν στα μετασχηματισμένα στελέχη (1) και (2), απλή έκφραση του γονιδίου στα δείγματα των στελεχών (4) και (5) και, τέλος, υπερέκφραση στα δείγματα των στελεχών (3) και (6). Για το σκοπό αυτό, παρασκευάζουμε ολικό RNA από κάθε ένα από αυτούς τους τύπους μετασχηματισμένων κυττάρων και ανιχνεύουμε τα επίπεδα έκφρασης του υπό ανάλυση γονιδίου. Στην εικόνα που ακολουθεί (εικ. 3), φαίνεται ενδεικτικά η ανάλυση Northern που έγινε για την περίπτωση του YPL100w. Από αριστερά προς τα δεξιά, στην τέταρτη και πέμπτη διαδρομή φαίνεται η έκφραση του γονιδίου σε ένα κύτταρο φυσικού τύπου, στις διαδρομές (3) και (6) η υπερέκφραση του γονιδίου και, τέλος, στις δύο πρώτες διαδρομές, η απουσία έκφρασης σε στελέχη από τα οποία το γονίδιο έχει αφαιρεθεί. Παρόμοια αποτελέσματα έδωσαν και τα άλλα δύο ORFs (δεν δείχνεται).



ΕΙΚΟΝΑ 3. Ανάλυση Northern για τα επίπεδα έκφρασης του YPL100w, σε στελέχη που το γονίδιο υπερεκφράζεται (στελέχη φυσικού τύπου και στελέχη από τα οποία έχει αφαιρεθεί το YPL100w, μετασχηματισμένα με το πλασμίδιο pCM190/YPL100w), εκφράζεται σε φυσιολογικά επίπεδα (στελέχη φυσικού τύπου μετασχηματισμένα με το πλασμίδιο pRS316 ή το pCM190), είτε, τέλος, δεν εκφράζεται καθόλου (στελέχη ypl100wΔ μετασχηματισμένα με το πλασμίδιο pRS316 ή το pCM190).

(5) ΦΑΙΝΟΤΥΠΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ
Για τη φαινοτυπική ανάλυση των στελεχών με γονιδιακές αφαιρέσεις αξιοποιήσαμε, όπως αναφέρθηκε, το σχήμα των μετασχηματισμών που περιγράφηκαν στην προηγούμενη ενότητα. Από τη στιγμή που αποκτήσαμε αυτά τα στελέχη, προχωρήσαμε ως εξής: αντίστοιχες κυτταρικές καλλιέργειες αραιωμένες διαδοχικά με τέτοιο τρόπο ώστε στην τελική αραίωση να έχουμε δυνατότητα ανάλυσης στο επίπεδο μεμονωμένων κυττάρων, χρησιμοποιήθηκαν για τον εμβολιασμό στερεών θρεπτικών μέσων και πιο συγκεκριμένα των εξής τριών: α) πλήρες θρεπτικό γλυκόζης β) πλήρες θρεπτικό γλυκερόλης και γ) πλήρες συνθετικό. Φτιάξαμε τρία πανομοιότυπα «αντίγραφα» για κάθε ένα από αυτούς τους τύπους πιάτων, ένα για κάθε μία από τις θερμοκρασίες 15 0C, 30 0C και 37 0C και επωάσαμε αντιστοίχως. Ο λόγος είναι ότι εκτός από τη θερμοκρασία όπου φυσιολογικά αναπτύσσονται τα κύτταρα του σακχαρομύκητα, αυτή των 30 0C, ενδιαφερόμαστε και για την ενδεχόμενη ταυτοποίηση φαινοτύπου που θα σχετίζεται με κρυοευαισθησία ή θερμοευαισθησία. Στην πρώτη περίπτωση, οι υποκείμενες μοριακές βλάβες σχετίζονται με συγκρότηση πολυπρωτεϊνικών συμπλόκων, ενώ στη δεύτερη με την πρωτεϊνική λειτουργία γενικότερα(Hampsey, 1997).

Με εξαίρεση την περίπτωση της φαινοτυπικής ανάλυσης για το YFR021w σε πλήρες θρεπτικό μέσο γλυκερόλης στους 37 0C (εικ. 4), σε καμία άλλη περίπτωση δεν παρατηρήθηκε φαινότυπος διαφορετικός από αυτόν του WT και για κανένα από τα άλλα δύο μέλη της οικογενείας Ε411. Να σημειωθεί ότι τα συγκεκριμένα πειράματα είχαν  πραγματοποιηθεί ήδη, πριν την έναρξη της παρούσης εργασίας (Προκόβα), κατά τη διάρκεια της οποίας έγινε η φαινοτυπική ανάλυση για τα YGR223c και YPL100w.

Τα στελέχη που έφεραν τους συνδυασμούς των 3 γονιδιακών αφαιρέσεων, δεν υπέστησαν κανένα μετασχηματισμό και, απλά, ακολουθήθηκε για αυτά η περαιτέρω διαδικασία των διαδοχικών αραιώσεων. Ο φαινότυπος μειωμένης ανάπτυξης που αφορούσε στη γονιδιακή αφαίρεση του YFR021w, στους 37 0C και σε πλήρες θρεπτικό μέσο γλυκερόλης επαναλήφθηκε (εικ. 4), και όποιο στέλεχος έφερε, εκτός από άλλη και τη μεταλλαγή yfr021wΔ παρουσίαζε μια υστέρηση στην αύξησή του. Σε όλες τις υπόλοιπες συνθήκες, όλα τα στελέχη παρουσίασαν αύξηση όμοια με αυτή ενός κυττάρου φυσικού τύπου.



ΕΙΚΟΝΑ 4. Διαδοχικές αραιώσεις των μεταλλαγμένων στελεχών σε πλήρες θρεπτικό μέσο γλυκερόλης. Δίνεται για σύγκριση και η εικόνα του πιάτου που επωάστηκε στους 30 0C, όπου όλα τα στελέχη μεγάλωσαν  φυσιολογικά. Όλα είναι του ίδιου συζευκτικού τύπου με το πατρικό στέλεχος BY4741 από το οποίο προήλθαν, εκτός από το ygr223cΔ ypl100wΔ που έχει τον ίδιο συζευκτικό τύπο με το δεύτερο πατρικό στέλεχος, ΒΥ4742. Η επώαση των πιάτων διήρκεσε 3 μέρες.

ΕΞΕΙΔΙΚΕΥΜΕΝΟΣ ΕΛΕΓΧΟΣ (1):ΑΝΕΥΡΕΣΗ ΦΑΙΝΟΤΥΠΩΝ ΣΕ ΕΙΔΙΚΑ ΘΡΕΠΤΙΚΆ ΜΕΣΑ.


Ένα από τα μόρια που βρέθηκε να αλληλεπιδρά με τη Yfr021wp πρωτεΐνη στα πειράματα αλληλεπίδρασης δύο υβριδίων, ήταν ο μεταγραφικός παράγοντας Rtg3p. Ανήκει στην οικογένεια εκείνη των μεταγραφικών παραγόντων των οποίων η περιοχή του μορίου τους που είναι υπεύθυνη για την πρόσδεση στο DNA, χαρακτηρίζεται από την ύπαρξη του δομικού μοτίβου «στροφή – θηλιά – στροφή» (helix loop helix)(Jia et al., 1997). Παρ’ όλο που το ίδιο δεν είναι απαραίτητο γονίδιο για την επιβίωση του σακχαρομύκητα σε πλούσιο θρεπτικό μέσο, η δράση της αντίστοιχης πρωτεΐνης απαιτείται για τη μεταγραφή συγκεκριμένων γονιδίων, γεγονός πολύ σημαντικό κάτω από συνθήκες όπου, για διάφορους λόγους, η μιτοχονδριακή λειτουργία είναι ανύπαρκτη ή περιορισμένη. Στο ίδιο μονοπάτι, εμπλέκονται, εκτός από την Rtg3p και άλλες δύο πρωτεΐνες, συγκεκριμένα οι Rtg1p και Rtg2p(Liao and Butow, 1993). Κάνοντας λοιπόν την υπόθεση ότι εφόσον υφίσταται μια αλληλεπίδραση μεταξύ των πρωτεϊνών Yfr021wp και Rtg3p, η αφαίρεση του γονιδίου που κωδικοποιεί για την πρώτη θα επηρέαζε, ενδεχόμενα, τη δράση της δεύτερης, αναζητήσαμε συνθήκες όπου θα μπορούσαμε να ελέγξουμε τη λειτουργικότητα του RTG-εξαρτώμενου μονοπατιού σε γενετικό υπόβαθρο yfr021wΔ.
Στέλεχος από το οποίο αφαιρείται οποιοδήποτε από τα τρία RTG γονίδια, δε μπορεί να μεγαλώσει σε θρεπτικό μέσο όπου η μοναδική πηγή άνθρακα είναι το οξικό οξύ, ενώ σε ελάχιστο θρεπτικό γλυκόζης απαιτείται η προσθήκη είτε γλουταμικού είτε ασπαρτικού. Οι φαινότυποι αυτοί είχαν ήδη, βιβλιογραφικά, συσχετιστεί με στελέχη τα οποία παρουσίαζαν βλάβες στους κύκλους τόσο του κιτρικού όσο και του γλυοξυλικού οξέος(Liu and Butow, 1999). Θέλοντας να ελέγξουμε πιθανή αναπαραγωγή του δεύτερου φαινοτύπου σε yfr021wΔ γενετικό υπόβαθρο, πραγματοποιήσαμε διαδοχικές αραιώσεις του συγκεκριμένου στελέχους σε ελάχιστο θρεπτικό γλυκόζης, με ή χωρίς την προσθήκη γλουταμίνης. Εφόσον η προσθήκη γλουταμίνης είναι ικανή να συμπληρώσει την αυξοτροφία ενός μεταλλαγμένου στελέχους, λέμε ότι η αντίστοιχη μεταλλαγή προκαλεί αυξοτροφία για γλουταμικό. Η βιοχημική εξήγηση του φαινομένου, έγκειται στην απόλυτη εξάρτηση του γλουταμικού από το α-κετογλουταρικό, ως αρχικού υποστρώματος για τη σύνθεσή του. Έτσι, όταν και οι δύο κύκλοι, του κιτρικού και του γλυοξυλικού οξέος, δε λειτουργούν, η σύνθεση γλουταμικού είναι αδύνατο να πραγματοποιηθεί. Οπως φαίνεται στην εικόνα 5, στους 30 0C δεν παρατηρήθηκε κάποιος φαινότυπος. Στους 37 0C όμως, τα κύτταρα παρουσίασαν μια μικρή, πλην όμως παρατηρήσιμη  υστέρηση στην αύξησή τους. Επιπλέον δε, αυτός ο φαινότυπος απουσίαζε από τα αντίστοιχα πιάτα στα οποία είχε προστεθεί γλουταμίνη:



EIKONA 5. Διαδοχικές αραιώσεις των μεταλλαγμένων στελεχών σε ελάχιστο θρεπτικό μέσο γλυκόζης (δεξτρόζης). Για τους γονότυπους των στελεχών, ισχύουν όσα αναφέρονται και στην εικόνα (4). Η γλουταμίνη προστίθεται σε τελική συγκέντρωση 0.02%. Όλα τα πιάτα επωάστηκαν για χρονικό διάστημα 2 ημερών.

Αξίζει να σημειωθεί ότι την ίδια ακριβώς συμπεριφορά επέδειξαν και όλα τα άλλα στελέχη τα οποία, εκτός από οποιαδήποτε άλλη, είχαν και τη yfr021wΔ γονιδιακή αφαίρεση, δηλαδή μειωμένη αύξηση στους 37 0C και συμπλήρωση του φαινοτύπου με προσθήκη γλουταμίνης. Εκτός από το YFR021w, η αφαίρεση κανενός από τα άλλα 2 ORFs δε φάνηκε να έχει κάποια επίπτωση. Επιπλέον, παρατηρεί κανείς ότι το διπλό μετάλλαγμα yfr021wΔ ygr223cΔ παρουσιάζει καλύτερη εικόνα τόσο σε σχέση με το απλό yfr021wΔ, όσο και σε σχέση με οποιοδήποτε από τα πολλαπλά που έχουν το ίδιο πρόβλημα ανάπτυξης.


Το αποτέλεσμα αυτό, έστω και αν δεν επρόκειτο για πραγματική αυξοτροφία αλλά, απλά, για μια υστέρηση στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, μας ενθάρρυνε να διερευνήσουμε περισσότερο την ενδεχόμενη αλληλεπίδραση Yfr021wp-Rtg3p. Με λογική όμοια με αυτή που ακολουθήθηκε για την περίπτωση του ελάχιστου θρεπτικού γλυκόζης, έγινε και ο αντίστοιχος έλεγχος σε μέσο όπου πηγή άνθρακα, αντί της γλυκόζης, ήταν είτε το οξικό είτε το ολεϊκό οξύ. Για την πρώτη συνθήκη ήταν γνωστό αυτό που ήδη αναφέρθηκε, ότι δηλαδή είναι απαγορευτική για την αύξηση οποιουδήποτε από τα μεταλλαγμένα στελέχη rtg1Δ, rtg2Δ και rtg3Δ(Jia et al., 1997; Liao and Butow, 1993). Για τη δεύτερη είχε δειχθεί ότι προκαλεί μειωμένη ανάπτυξη των ίδιων μεταλλαγμένων στελεχών(Chelstowska and Butow, 1995).

Πραγματοποιώντας λοιπόν διαδοχικές αραιώσεις των στελεχών που έφεραν αφαιρέσεις των γονιδίων Ε411 επάνω στους δύο συγκεκριμένους τύπους θρεπτικού μέσου, βρεθήκαμε μπροστά σε μια μάλλον απρόσμενη εικόνα, τουλάχιστον όσον αφορά την περίπτωση του οξικού οξέος: ο φαινότυπος αυτή τη φορά έδειχνε να αφορά όχι στο YFR021w αλλά στο YPL100w. Πράγματι, όποιο στέλεχος, εκτός από άλλη, είχε και τη γονιδιακή αφαίρεση ypl100wΔ, παρουσίαζε μια υστέρηση στην αύξησή του (εικ. 6). Να σημειωθεί δε, ότι ο εν λόγω φαινότυπος παρατηρήθηκε στους 15 0C και όχι στους 37 0C (όπου όλα τα στελέχη, συμπεριλαμβανομένου και του WT, δεν αναπτύχθηκαν καθόλου), ενώ στους 30 0C όλα τα στελέχη παρουσιάζουν ανάπτυξη όμοια με αυτή ενός στελέχους φυσικού τύπου. Αντίθετα, σε ολεϊκό οξύ πήραμε παρεμφερή εικόνα με αυτή του ελάχιστου θρεπτικού γλυκόζης και του πλήρους θρεπτικού γλυκερόλης, δηλαδή ένα φαινότυπο συνδεδεμένο με τη yfr021wΔ γονιδιακή αφαίρεση και μάλιστα στους 37 0C (εικ. 6).



ΕΙΚΟΝΑ 6. Διαδοχικές αραιώσεις των μεταλλαγμένων στελεχών σε πλήρες συνθετικό μέσο με πηγή άνθρακα το ολεϊκό οξύ (YP-Oleate) και ελάχιστο θρεπτικό μέσο με πηγή άνθρακα το οξικό οξύ (YNB-Acetate), στο οποίο έχει προστεθεί και 0.5 %, αντί για 1%, Yeast Extract. Για σύγκριση δείχνεται και το πιάτο ολεϊκού οξέος στους 30 0C, όπου δεν παρατηρείται μεταλλαγμένος φαινότυπος. Τα τρία πιάτα (από αριστερά προς τα δεξιά) επωάστηκαν για χρονικό διάστημα 2, 4 και 10 ημερών αντίστοιχα.

Η τελευταία συνθήκη που αναπτύξαμε για να ελέγξουμε την ικανότητα επιβίωσης των στελεχών μας σε συνθήκες όπου απαιτείται μιτοχονδριακή λειτουργία, ήταν το ελάχιστο θρεπτικό μέσο γλυκερόλης. Υπενθυμίζεται ότι σε πλήρες θρεπτικό μέσο γλυκερόλης και σε ελάχιστο θρεπτικό μέσο γλυκόζης, βρήκαμε φαινότυπο μειωμένου κυτταρικού πολλαπλασιασμού και στις δύο περιπτώσεις μετά από επώαση στους 37 0C. Με δεδομένο το γεγονός ότι ο μεταβολισμός της γλυκερόλης είναι άρρηκτα συνδεδεμένος με την εύρωστη λειτουργία των μιτοχονδρίων και τον παρατηρούμενο φαινότυπο της εικόνας (4), γίνεται φανερό ότι μεταβάλλοντας το θρεπτικό μέσο από πλούσιο σε ελάχιστο, καθιστούμε τις συνθήκες πολλαπλασιασμού των κυττάρων ακόμα πιο δύσκολες. Η τελευταία όμως αυτή συνθήκη που αποφασίσαμε να δοκιμάσουμε, ήταν πιο απαιτητική και σε σχέση με το ελάχιστο θρεπτικό γλυκόζης, διότι σε ένα τέτοιο μέσο, η παρουσία γλυκόζης και μόνο, δίνει στα κύτταρα τη δυνατότητα και να εξοικονομήσουν ενέργεια και να βιοσυνθέσουν.



ΕΙΚΟΝΑ 7. Διαδοχικές αραιώσεις σε ελάχιστο θρεπτικό μέσο γλυκερόλης. Το πιάτο επωάστηκε για 13 μέρες στους 30 0C.

Αυτές οι ακραίες συνθήκες είχαν ένα δραματικό αντίκτυπο στην εικόνα που πήραμε (εικ. 7): μόνο τα κύτταρα φυσικού τύπου αναπτύχθηκαν σχεδόν φυσιολογικά, ενώ τα στελέχη ygr223cΔ παρουσίασαν μια πολύ φτωχή ανάπτυξη. Σε όλες τις υπόλοιπες περιπτώσεις, τα κύτταρα δε μεγάλωσαν καθόλου, δείχνοντας έτσι ότι πέρα από την αυστηρότητα των συνθηκών, οι συγκεκριμένες μεταλλαγές δεν επιτρέπουν στα κύτταρα να αναπτυχθούν καθόλου, όταν η λειτουργία των μιτοχονδρίων τους είναι εντελώς απαραίτητη. 


Από τα παραπάνω πειράματα φαινοτυπικής ανάλυσης σε διάφορα θρεπτικά μέσα, μπορούν να εξαχθούν κάποια συμπεράσματα, αν και όχι ικανά να μας δώσουν ισχυρές ενδείξεις για τον ακριβή ρόλο των μελών της οικογενείας Ε411. Παρ’ όλα αυτά, χρήσιμο θα ήταν να επιχειρήσουμε μια ανακεφαλαίωση.


Στελέχη τα οποία μπορούν να μεγαλώνουν αερόβια σε όλα τα υποστρώματα εκτός από εκείνα που είναι ακετογόνα (π.χ. τα λιπαρά οξέα) ή, φυσικά, το ίδιο το οξικό οξύ, σημαίνει ότι διαθέτουν κύκλο κιτρικού οξέος ικανό να καλύψει τις ανάγκες του κυττάρου, τόσο από άποψη ενέργειας, όσο και από άποψη παροχής μεταβολικών ενδιάμεσων. Ο κύκλος του γλυοξυλικού οξέος χρειάζεται για την ανάπτυξη παρουσία ακετογόνων υποστρωμάτων και μόνο(Liao et al., 1991). Η γλυκερόλη είναι μια πηγή άνθρακα η οποία με κανένα τρόπο δε μπορεί να υποστεί ζύμωση και, φυσικά, δεν είναι ακετογόνος. Σε ελάχιστο θρεπτικό μέσο γλυκερόλης, οι μεταλλαγές των γονιδίων μας έδωσαν ένα δραματικό φαινότυπο: ο κυτταρικός πολλαπλασιασμός ήταν ανύπαρκτος. Αυτό, με βάση και τα παραπάνω, υποδεικνύει ότι το πρόβλημα των στελεχών μας βρίσκεται είτε στην παραγωγή ενέργειας (αναπνευστική δραστηριότητα), είτε στη διαθεσιμότητα των απαραίτητων μεταβολικών ενδιαμέσων, ώστε να μπορούν να λειτουργούν συγκεκριμένα βιοσυνθετικά μονοπάτια. Είναι λιγότερο πιθανό να ισχύει η πρώτη εκδοχή, γιατί ένα τόσο σοβαρό πρόβλημα θα ήταν φανερό και στις υπόλοιπες συνθήκες που δοκιμάσαμε και, πάνω από όλα, στο πλήρες θρεπτικό γλυκερόλης: εκεί, παρά το γεγονός ότι η υψηλή περιεκτικότητα του θρεπτικού μέσου σε όλα τα απαραίτητα για την επιβίωση του κυττάρου συστατικά, μπορεί να καλύψει τις αναβολικές του απαιτήσεις, η μόνη πηγή παραγωγής ενέργειας παραμένει η γλυκερόλη, η πορεία της οποίας, όπως είπαμε, υποχρεωτικά περνάει από την αναπνευστική αλυσίδα. Στο σημείο αυτό, είναι πολύ σημαντικό να αναφέρουμε το εξής: δοκιμάσαμε να προσθέσουμε σε ελάχιστο θρεπτικό μέσο γλυκερόλης, είτε γλουταμικό είτε ασπαρτικό, δύο αμινοξέα με πολύ μεγάλη σημασία ως μεταβολικά ενδιάμεσα. Εκείνο που συνέβη ήταν ότι σε όλα τα γενετικά υπόβαθρα, με εξαίρεση αυτά όπου υπήρχε –τουλάχιστον- η γονιδιακή αφαίρεση yfr021wΔ, ο φαινότυπος συμπληρώθηκε, με την έννοια ότι τα αντίστοιχα στελέχη αναπτύσσονταν όπως και τα φυσικού τύπου κύτταρα (δε δείχνεται). Πιθανώς λοιπόν, η αφαίρεση του YFR021w να δημιουργεί, σε συγκεκριμένες συνθήκες, μια οριακή κατάσταση για το κύτταρο, η οποία δε μπορεί να αναστραφεί. Υπενθυμίζεται ότι σε rtgΔ υπόβαθρο, προσθήκη γλουταμικού «σώζει» το φαινότυπο σε ελάχιστο θρεπτικό γλυκόζης, όχι όμως και σε μέσο όπου πηγή άνθρακα είναι το οξικό οξύ.


Από την άλλη πάλι πλευρά, ο φαινότυπος στο ολεϊκό οξύ θα μπορούσε να σημαίνει ότι υπάρχει κάποιο πρόβλημα στη λειτουργία του κύκλου του γλυοξυλικού οξέος. Θα μπορούσε όμως και να σημαίνει ότι στις συγκεκριμένες συνθήκες, το κύτταρο είναι αναγκασμένο να στηριχθεί σε ένα μονοπάτι, τον κύκλο του γλυοξυλικού οξέος δηλαδή, το δυναμικό του οποίου είναι ούτως ή άλλως περιορισμένο, πόσο μάλλον όταν υπάρχει μια μεταλλαγή που μπορεί να δημιουργήσει μια οριακή κατάσταση. Υπέρ του ότι μια τέτοια κατάσταση είναι πιθανό να υφίσταται σε ένα yfr021wΔ υπόβαθρο, συνηγορεί και ο φαινότυπος του ελάχιστου θρεπτικού γλυκόζης: η τελευταία αποτελεί την πιο πλούσια πηγή άνθρακα, ικανή να καλύψει τόσο τις ενεργειακές, όσο και τις βιοσυνθετικές ανάγκες του κυττάρου. Εφόσον αυτό δε συμβαίνει στο συγκεκριμένο υπόβαθρο, επιπλέον δε ο φαινότυπος αναστρέφεται πλήρως με την προσθήκη γλουταμίνης, έπεται ότι είναι πράγματι πιθανό, το πρόβλημα ενός τέτοιου μεταλλαγμένου στελέχους να σχετίζεται με την ανεπάρκεια κάποιων απαραίτητων μεταβολικών ενδιάμεσων. Σοβαρότερο υποψήφιο ανάμεσα σε αυτά, είναι το α-κετογλουταρικό, πρόδρομο μόριο σύνθεσης του γλουταμικού. Υπέρ μιας τέτοιας εκδοχής συνηγορούν τρία πειραματικά δεδομένα:

1) H Yfr021wp αλληλεπιδρά με την Rtg3p σε πείραμα δύο υβριδίων και το γλουταμικό είναι ένας μεταβολίτης-κλειδί, ικανός να αναστέλλει τη δραστικότητα των Rtg(Liu and Butow, 1999).

2) H Yfr021wp, επίσης σε πείραμα δύο υβριδίων, αλληλεπιδρά με την Ptr3p και παρουσιάζει μεγάλη ομοιότητα με τη Ypl100wp, για την οποία (βλ. παρακάτω), έχουμε ενδείξεις ότι αποτελεί μέλος του Ssy1p/Ptr3p μονοπατιού, το οποίο μπορεί να μεταβιβάζει «μηνύματα» σχετιζόμενα με τη διαθεσιμότητα, μεταξύ άλλων αμινοξέων και του γλουταμικού(2000).

3) Αν και όχι αυξότροφο, ένα στέλεχος yfr021wΔ παρουσιάζει μειωμένο κυτταρικό πολλαπλασιασμό σε μέσο όπου μοναδική πηγή Ν είναι η ΝΗ3. Ο φαινότυπος συμπληρώνεται με προσθήκη γλουταμίνης. Βιβλιογραφικά, τέτοιου είδους μεταλλαγές συνδέονται με αδυναμία σύνθεσης γλουταμικού(Hampsey, 1997).

Ο φαινότυπος του πιάτου με το οξικό οξύ, εγείρει και τα περισσότερα ερωτηματικά. Πρώτα από όλα, η έκταση του παρατηρούμενου φαινοτύπου ήταν πολύ μικρή, μικρότερη ίσως από οποιαδήποτε άλλη περίπτωση. Αντίθετα, στο ολεϊκό οξύ, που, από άποψη μεταβολισμού, παρουσιάζει μεγάλη ομοιότητα με το οξικό, ο φαινότυπος ήταν αρκετά ευκρινής. Δεύτερον, γιατί παρουσιάζεται στους 15 0C και όχι στους 37 0C, όπως δηλαδή συμβαίνει σε όλες τις υπόλοιπες περιπτώσεις; Πρέπει πάντως στο σημείο αυτό να θυμηθούμε ότι στο συγκεκριμένο μέσο και στους 37 0C, δεν αναπτύχθηκαν ούτε τα κύτταρα φυσικού τύπου. Τρίτον, γιατί αυτός, ο περιορισμένος, έστω, φαινότυπος συνδέεται με το γονίδιο YPL100w και όχι με το YFR021w; Η σύνδεση με το τελευταίο φαίνεται πιο πιθανή, εκ πρώτης όψεως τουλάχιστον, δεδομένου του φαινοτύπου στο ολεϊκό. Υπάρχει όμως και ο αντίλογος, που λέει ότι αν το YPL100w κωδικοποιεί πράγματι για ένα μέλος του Ssy1p/Ptr3p μονοπατιού, το οποίο μπορεί να μεταβιβάζει σήματα που αφορούν στη διαθεσιμότητα του γλουταμικού, η αφαίρεση του θα μπορούσε να περιορίζει την ικανότητα του κυττάρου να «αντιληφθεί» το φτωχό μέσο στο οποίο αναπτύσσεται. Ως εκ τούτου, η Rtg ή όποια άλλη υπεύθυνη δραστικότητα, δεν ενεργοποιείται, τουλάχιστον όχι στον επιθυμητό βαθμό, τα απαραίτητα γονίδια-στόχοι δε μεταγράφονται και το τελικό αποτέλεσμα είναι μειωμένος κυτταρικός πολλαπλασιασμός.

Οι φαινότυποι που συζητήσαμε αφορούν είτε στο YFR021w είτε στο YPL100w. Δε θα πρέπει όμως να δημιουργηθεί η εντύπωση ότι δεν υπάρχει φαινότυπος και για το τρίτο ORF, το YGR223c. Μπορούμε καταρχήν να θυμηθούμε την εικόνα 5, όπου η αφαίρεσή του φαινόταν να περιορίζει την έκταση των επιπτώσεων που προκαλούνταν από την αφαίρεση του YFR021w. Υπάρχει επίσης η συμβολή της γονιδιακής αφαίρεσης ygr223cΔ στην εκδήλωση του φαινοτύπου που παρουσιάζεται στην εικόνα 6: απουσία, ουσιαστικά, κυτταρικού πολλαπλασιασμού του στελέχους που φέρει την τριπλή γονιδιακή αφαίρεση (ελάχιστο θρεπτικό μέσο με πηγή άνθρακα το οξικό οξύ, 15 0C). Τέλος, σε ελάχιστο θρεπτικό μέσο γλυκερόλης, μπορεί το πρόβλημα που εκδηλώνεται στα μεταλλάγματα yfr021wΔ και ypl100wΔ να είναι πιο σοβαρό, αυτό όμως δε σημαίνει ότι και το μεταλλαγμένο στέλεχος ygr223cΔ μεγαλώνει φυσιολογικά, αφού ο πολλαπλασιασμός του εμφανώς υστερεί σε σχέση με αυτόν του στελέχους φυσικού τύπου. Σε όλα αυτά πρέπει να προστεθεί και η πληροφορία ότι σε προηγούμενες μελέτες, που είχαν γίνει πριν από τις δικές μας και σε διαφορετικό γενετικό υπόβαθρο, η αφαίρεση του YGR223c προκαλούσε μειωμένο κυτταρικό πολλαπλασιασμό σε πλήρες θρεπτικό μέσο γλυκερόλης και στις θερμοκρασίες των 15 0C και 37 0C (Munich Information center for Protein Sequences). Όλα αυτά δείχνουν ότι είναι πιθανό η λειτουργία της Ygr223cp να σχετίζεται επίσης με τη φυσιολογική ανάπτυξη του κυττάρου κάτω από τις ιδιαίτερες συνθήκες που εξετάζουμε, έστω και όχι τόσο άμεσα όσο φαίνεται για τις πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από τα άλλα 2 ORFs.

Η εγγύτητα των παραπάνω εκτιμήσεων στην πραγματικότητα, είναι κάτι που σίγουρα χρειάζεται την ανεύρεση νέων δεδομένων, προκειμένου να διαπιστωθεί.

(2) ΣΥΜΠΛΗΡΩΣΗ ΦΑΙΝΟΤΥΠΟΥ


Όλα τα πειράματα τα οποία αναφέρθηκαν, έγιναν με βάση την παραδοχή ότι κατά τη δημιουργία των γονιδιακών αφαιρέσεων yfr021wΔ, ypl100wΔ και ygr223cΔ απομακρύνθηκαν από το γένωμα  αλληλουχίες των γονιδίων YFR021w, YPL100w και YGR223c αντιστοίχως και μόνον αυτών. Διαφορετικά, οι φαινότυποι που παρατηρήθηκαν δε μπορούν να αποδοθούν αποκλειστικά και μόνο στην έλλειψη αυτών των γονιδίων. 


Βασιστήκαμε λοιπόν σε συγκεκριμένους φαινοτύπους που αφορούσαν στην έλλειψη των γονιδίων YFR021w και YPL100w (μιας και για το γονίδιο YGR223c δεν παρατηρήσαμε κάποιον έντονο ειδικό φαινότυπο) και προσπαθήσαμε να δούμε αν η έκφραση από πλασμίδιο και σε γενετικό υπόβαθρο χαρακτηριζόμενο από την αντίστοιχη αφαίρεση καθενός από αυτά τα γονίδια, ήταν δυνατό να συμπληρώσει, ως θα όφειλε, τον αντίστοιχο φαινότυπο. Έτσι, για την περίπτωση του YFR021w, όταν αυτό εκφράζεται από έναν pCM190 πλασμιδιακό φορέα, συμπληρώνει απόλυτα το φαινότυπο που παρουσιάζει ένα yfr021wΔ στέλεχος σε ελάχιστο θρεπτικό γλυκόζης και στους 37 0C (εικόνα 8). Εδώ, αξίζει να σημειωθεί το εξής: όπως αναφέρθηκε πιο πάνω, για λόγους που σχετίζονται με την κατασκευή του, ο εν λόγω πλασμιδιακός φορέας υπόκειται σε ρύθμιση με την εξωτερική χορήγηση του αντιβιοτικού τετρακυκλίνη ή αναλόγων αυτής. Εκμεταλλευόμαστε τη δυνατότητα αυτή που μας παρέχεται και με τη χρήση δοξυκυκλίνης (Doxycycline, ένα ανάλογο της τετρακυκλίνης) σε κατάλληλη συγκέντρωση (0.1 μg/ml) μειώνουμε τα επίπεδα έκφρασης του μεταγραφικού ενεργοποιητή tetR, πλησιάζοντας έτσι τις πραγματικές κυτταρικές συνθήκες, όπου η δόση της Yfr021wp πρωτεΐνης, εξασφαλίζεται από ένα μόνον γονιδιακό αντίγραφο.


ΕΙΚΟΝΑ 8. Έλεγχος για τη συμπλήρωση φαινοτύπου με έκφραση του γονιδίου YFR021w από τον pCM190.

Το στέλεχος yfr021wΔ που έχει μετασχηματιστεί με το πλασμίδιο pCM190/YFR021w, παρουσιάζει ανάπτυξη όμοια με αυτή ενός στελέχους φυσικού τύπου. Αντίθετα, όταν το ίδιο στέλεχος μετασχηματίζεται με το αρχικό πλασμίδιο pCM190, παρουσιάζει εμφανή προβλήματα ανάπτυξης στις συγκεκριμένες συνθήκες. Τα προβλήματα αυτά περιορίζονται όταν εξουδετερώνεται η δραστικότητα του ενεργοποιητή tetR (προσθήκη δοξυκυκλίνης, κεφάλαιο 4 αυτής της ενότητας).

Τα συγκεκριμένα πιάτα επωάστηκαν για 2 μέρες στους 37 0C.

Για το γονίδιο YPL100w, ο φαινότυπος που πέραν πάσης αμφιβολίας παρατηρήθηκε, ήταν αυτός της αύξησης σε περιβάλλον υψηλής συγκέντρωσης (30 mM) ιστιδίνης (βλ. παρακάτω). Και στην περίπτωση αυτή, η ελεγχόμενη έκφραση του γονιδίου από τον πλασμιδιακό φορέα pCM190, συμπληρώνει το φαινότυπο: το μετασχηματισμένο ypl100Δ στέλεχος είναι πλέον ευπρόσβλητο από τα τοξικά επίπεδα ιστιδίνης και δεν επιβιώνει (δε δείχνεται).

(3) ΕΛΕΓΧΟΣ ΔΡΑΣΗΣ ΤΟΥ YFR021W ΣΑΝ ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΤΗ-ΚΑΤΑΣΤΟΛΕΑ ΤΗΣ ΜΕΤΑΓΡΑΦΗΣ


Η πρωτεΐνη Yfr021wp αλληλεπιδρά, όπως ήδη έχουμε πει, με την Rtg3p. Επίσης, σε κάποια προκαταρκτικά πειράματα Northern Blotting που είχαν γίνει στο εργαστήριό μας, φαινόταν ότι κάτω από συνθήκες μιτοχονδριακής ανεπάρκειας, η αφαίρεση του YFR021w ήταν πιθανό να προκαλεί μια μικρή αύξηση στα επίπεδα του CIT2 mRNA. Τέλος, με την Rtg3p έχει δειχθεί ότι αλληλεπιδρά και ο καλά χαρακτηρισμένος συγκαταστολέας της ζύμης Tup1p(Conlan et al., 1999). Μεταξύ Tup1p και Yfr021wp υπάρχει μια ομολογία γύρω από την περιοχή που, για την πρώτη πρωτεΐνη, αντιστοιχεί στην παρουσία του δομικού μοτίβου επαναλήψεων WD (WD-repeats). Τα τρία αυτά δεδομένα μας οδήγησαν στη σκέψη να ελέγξουμε την πιθανότητα δράσης της Yfr021wp ως μεταγραφικού (συγ)καταστολέα.

Για το λόγο αυτό, η αλληλουχία του ORF YFR021w κλωνοποιήθηκε στον πλασμιδιακό φορέα pAS64 F3. Μέρος του φορέα αυτού, αποτελεί η αλληλουχία που κωδικοποιεί για την προσδενόμενη σε DNA περιοχή του βακτηριακού μεταγραφικού παράγοντα LexA. Έτσι, υπάρχει η δυνατότητα σύνθεσης χιμαιρικής πρωτεΐνης η οποία μπορεί τεχνητά να στρατολογείται σε υποκινητές που διαθέτουν τις αντίστοιχες θέσεις πρόσδεσης. Μια τέτοια περίπτωση υποκινητή είναι αυτή του πλασμιδίου 1621, ο οποίος είναι στην πραγματικότητα ένας τροποποιημένος υποκινητής του γονιδίου CYC1 με θέσεις πρόσδεσης για LexA και ο οποίος ελέγχει τη σύνθεση β-γαλακτοσιδάσης από ένα γονίδιο lac-Z που βρίσκεται 3′ αυτού. Ο ίδιος ακριβώς υποκινητής χωρίς τις θέσεις πρόσδεσης LexA απαντά σε ένα δεύτερο πλασμίδιο, το ΔS.


Το πλασμίδιο που εκφράζει τη χιμαιρική πρωτεΐνη LexA-Yfr021wp, χρησιμοποιήθηκε για το μετασχηματισμό του στελέχους FT5, το οποίο ήταν ήδη μετασχηματισμένο είτε με το πλασμίδιο ΔS, είτε με το πλασμίδιο 1621. Σε κάθε περίπτωση, 2-3 ανεξάρτητες αποικίες αναπτύχθηκαν σε υγρή καλλιέργεια και τα κυτταρικά τους εκχυλίσματα ελέγχθηκαν για την ύπαρξη ενζυμικής δραστικότητας β-γαλακτοσιδάσης. Καμία σημαντική διαφοροποίηση, σε σχέση με τα κύτταρα που μετασχηματίστηκαν με απλό πλασμιδιακό φορέα (φορέα δηλαδή που δεν εκφράζει κάτι άλλο εκτός από πρωτεΐνη LexA) δεν παρατηρήθηκε.


Από την άλλη πάλι πλευρά, θελήσαμε να ελέγξουμε την πιθανότητα η Yfr021wp να λειτουργεί ως μεταγραφικός ενεργοποιητής. Για το λόγο αυτό, οι κατασκευές του προηγούμενου πειράματος χρησιμοποιήθηκαν για το μετασχηματισμό ενός παραγώγου του στελέχους FT5, του L9FT5. Ο υποκινητής του γονιδίου HIS3 του στελέχους αυτού, περιέχει θέσεις πρόσδεσης για LexA. Αυτό δίνει τη δυνατότητα επιλογής, σε κατάλληλο θρεπτικό μέσο, κυττάρων που εκφράζουν κάποια πρωτεΐνη μεταγραφικά ενεργή και η οποία έχει τη δυνατότητα να προσδένεται στον υποκινητή HIS3. Παράλληλα, αν το ίδιο στέλεχος μετασχηματιστεί και με ένα άλλο πλασμίδιο, το pJK103, δίνεται η δυνατότητα ανίχνευσης μεταγραφικής ενεργοποίησης και μέσω ενός δεύτερου γονιδίου-μάρτυρα, του γονιδίου της β-γαλακτοσιδάσης, το οποίο εκφράζεται από αυτό το πλασμίδιο και μάλιστα κάτω από τον έλεγχο υποκινητή που επίσης περιέχει θέσεις πρόσδεσης LexA: μετά από μετασχηματισμό και επώαση σε πιάτα που περιέχουν το κατάλληλο για τη β-γαλακτοσιδάση υπόστρωμα (Χ-gal), όπου ενεργοποιείται ο συγκεκριμένος υποκινητής παρατηρείται η χαρακτηριστική μπλε χρώση. Ούτε όμως συμπλήρωση του his3 φαινοτύπου παρατηρήθηκε, αλλά ούτε και μπλε χρώση. Αυτό σημαίνει ότι, τουλάχιστον στις συνθήκες που ελέγχθηκαν και στο συγκεκριμένο υποκινητή, η Yfr021wp δεν έχει, η ίδια, δράση είτε καταστολέα είτε ενεργοποιητή.

(4) ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΗ Ypl100wp-Rtg3p 

Σε μια προσπάθεια να διερευνήσουμε την πιθανότητα φυσικής αλληλεπίδρασης ανάμεσα στην Rtg3p και τη Ypl100wp (ερώτημα το οποίο προέκυψε και από το φαινότυπο που παρατηρήσαμε σε θρεπτικό μέσο με πηγή C το οξικό οξύ), χρησιμοποιήσαμε τη δοκιμασία αλληλεπίδρασης δύο υβριδίων. Μετασχηματίσαμε κύτταρα ζύμης με ένα πλασμίδιο (pGBT9) το οποίο εκφράζει την περιοχή του μορίου της GAL4 πρωτεΐνης που είναι υπεύθυνη για πρόσδεση στο DNA, σε σύντηξη με το γονίδιο YPL100w και ένα δεύτερο πλασμίδιο, το pACT2, το οποίο εκφράζει την περιοχή του μορίου της GAL4 πρωτεΐνης που είναι υπεύθυνη για μεταγραφική ενεργοποίηση, σε σύντηξη με την περιοχή του γονιδίου RTG3 που απομονώθηκε ως υπεύθυνη για την αλληλεπίδραση με Yfr021wp. Εφόσον υφίστατο η προς διερεύνηση αλληλεπίδραση, η συνεπακόλουθη μεταγραφική ενεργοποίηση από τα ωσαύτως αλληλεπιδρώντα τμήματα της πρωτεΐνης Gal4p, θα οδηγούσε στην έκφραση γονιδίων-μαρτύρων (HIS3, ADE2, LacZ) και τελικά στην επιβίωση των κυττάρων σε κατάλληλο επιλεκτικό μέσο. Τα μετασχηματισμένα στελέχη όντως επιβίωσαν, πράγμα το οποίο, πέρα από πληροφορίες που μπορεί να παρέχει για τη λειτουργία της πρωτεΐνης Ypl100wp αυτής καθ’ αυτής, αποτελεί ίσως και μία πρώιμη ένδειξη για λειτουργική ενότητα μεταξύ των μελών της οικογενείας Ε411. Αν και η αλληλεπίδραση Ypl100wp-Rtg3p δεν ήταν τόσο ισχυρή όσο η Yfr021wp-Rtg3p, εντούτοις πρέπει να τονισθεί ότι για τη διερεύνηση της πρώτης χρησιμοποιήθηκε η περιοχή του Rtg3p μορίου που βρέθηκε να αλληλεπιδρά με την Yfr021wp. Συγκεκριμένα, από τη μορφή αυτή της Rtg3p, απουσίαζαν τα πρώτα 80 και τα τελευταία 100 αμινοξέα. Το γεγονός αυτό αποκτά ιδιαίτερη σημασία αν θυμηθούμε (βλ. σχετικό κεφάλαιο από την ενότητα «ΕΙΣΑΓΩΓΗ») ότι τόσο στην αμινο-τελική, όσο και στην καρβόξυ-τελική περιοχή της πρωτεΐνης, εδράζεται η ικανότητά της να ενεργοποιεί τη μεταγραφή και μάλιστα, μέσω της πρώτης από τις δύο αυτές περιοχές, ειδικά τη μεταγραφή του CIT2.

(5) ΕΚΦΡΑΣΗ ΤΟΥ CIT2

Επεκτείνοντας το βαθμό ανάλυσης, σε μοριακό πια επίπεδο, αποφασίσαμε να ελέγξουμε αν η αφαίρεση κάποιου από τα μέλη της οικογένειας Ε411 μπορεί να επηρεάσει τα επίπεδα έκφρασης του CIT2. Είναι γνωστό ότι οι παράγοντες Rtg απαιτούνται τόσο για τη βασική, όσο και για την επαγόμενη έκφραση αυτού του γονιδίου(Jia et al., 1997; Liao and Butow, 1993) και, όπως έχει ήδη αναφερθεί, η Yfr021wp και η Ypl100wp αλληλεπιδρούν, σε δοκιμασία δύο υβριδίων, με την την Rtg3p.

Παρασκευάσαμε ολικό RNA από στελέχη που έφεραν τις απλές και πολλαπλές γονιδιακές αφαιρέσεις των YFR021w, YPL100w, και YGR223c. Τα κύτταρα αναπτύχθηκαν σε υγρές καλλιέργειες ελάχιστου θρεπτικού γλυκόζης και μάλιστα στις δύο θερμοκρασίες των 30 0C και των 37 0C. Ακολούθησε Northern ανάλυση των 16 συνολικά δειγμάτων (1 στέλεχος φυσικού τύπου και τα 7 μεταλλαγμένα στελέχη για κάθε μια από τις δύο θερμοκρασίες) κατά την οποία ελέγχθηκαν τα επίπεδα έκφρασης του CIT2. Η εκτίμηση για τις ίσες ποσότητες των δειγμάτων έγινε με βάση το σήμα που αντιστοιχούσε στο mRNA ACT1. Όπως φαίνεται και στην εικόνα 9, το πρότυπο σύμφωνα με το οποίο παρουσιάζεται ο φαινότυπος αύξησης σε στερεό, ελάχιστο θρεπτικό γλυκόζης (εικ. 5), ακολουθείται και σε επίπεδο RNA: τα επίπεδα έκφρασης του CIT2 βρίσκονται ανεβασμένα σε όσα στελέχη φέρουν τουλάχιστον τη γονιδιακή αφαίρεση yfr021wΔ ή τη γονιδιακή αφαίρεση ypl100wΔ και μάλιστα μόνον στους 37 0C . Στο διπλό μετάλλαγμα ygr223cΔ ypl100wΔ, επανέρχονται στα επίπεδα του WT. Είναι πάντως αξιοσημείωτο ότι στους 300C, όπου δεν είχε παρατηρηθεί απολύτως κανένας φαινότυπος αύξησης, υπάρχει μια σημαντική πτώση στα επίπεδα έκφρασης του CIT2 στα στελέχη που χαρακτηρίζονται από γενετικό υπόβαθρο yfr021wΔ, ypl100wΔ.

Όταν τα ίδια στελέχη αναπτύχθηκαν σε ελάχιστο θρεπτικό μέσο όπου όμως βασική πηγή άνθρακα ήταν η γλυκερόλη, η έκφραση του CIT2 βρέθηκε ιδιαίτερα αυξημένη (συγκρινόμενη με τα επίπεδα έκφρασης σε ًWT) τόσο στα στελέχη με γενετικό υπόβαθρο yfr021wΔ, όσο και στα στελέχη ypl100wΔ. Το ίδιο συνέβη και στο γενετικό υπόβαθρο των στελεχών που φέρουν τις πολλαπλές γονιδιακές αφαιρέσεις, με εξαίρεση την περίπτωση του yfr021wΔ ygr223cΔ, όπου η έκφραση του CIT2 βρίσκεται στα επίπεδα του WT, όπως άλλωστε συμβαίνει και για την απλή γονιδιακή αφαίρεση ygr223cΔ. Να σημειωθεί ότι αντίστοιχα δείγματα για τους 37 0C δεν ήταν δυνατό να παρασκευαστούν εξαιτίας της μηδενικής, ουσιαστικά, αύξησης των κυττάρων κάτω από αυτές τις συνθήκες. 



Εικόνα 9. Northern ανάλυση όπου δείχνεται η έκφραση του CIT2 στο γενετικό υπόβαθρο καθενός από τα 7 μεταλλάγματα.

Ως στέλεχος φυσικού τύπου χρησιμοποιήθηκε το στέλεχος ΒΥ4741.
Στα ίδια δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν για τη μελέτη έκφρασης του CIT2, ελέγχθηκε και η έκφραση του γονιδίου DLD3, η οποία ρυθμίζεται από τα RTG με τρόπο πανομοιότυπο. Τόσο στα δείγματα που παρασκευάστηκαν με καλλιέργεια των κυττάρων σε ελάχιστο θρεπτικό γλυκόζης, όσο και σε αυτά που παρασκευάστηκαν από κύτταρα τα οποία είχαν αφεθεί να αναπτυχθούν σε ελάχιστο θρεπτικό γλυκερόλης, η εικόνα που παρατηρήθηκε είναι παρόμοια με αυτή που πήραμε για το CIT2, με μόνη ίσως διαφορά την αφθονία του mRNA που, για το DLD3, φαίνεται να είναι μικρότερη (δε δείχνεται).

Τέλος, τα ίδια δείγματα RNA ελέγχθηκαν και για την έκφραση του γονιδίου CIT1, στη ρύθμιση της οποίας συμμετέχουν επίσης, όπως αναφέρθηκε, οι RTG παράγοντες. Σε καμία όμως από τις δύο συνθήκες (ελάχιστο θρεπτικό γλυκόζης και ελάχιστο θρεπτικό γλυκερόλης) δε στάθηκε δυνατό να παρατηρήσουμε κάποια αξιοσημείωτη μεταβολή στα επίπεδα έκφρασης (δε δείχνεται).


Από την εικόνα 12 είναι δυνατό να εξαχθούν κάποια βασικά συμπεράσματα που αφορούν στα γονίδια της οικογένειας Ε411. Είναι φανερό ότι σε όλες τις συνθήκες, η έκφραση του CIT2 επηρεάζεται από τις γονιδιακές αφαιρέσεις των YFR021w και YPL100w, γεγονός το οποίο βρίσκεται σε πλήρη συμφωνία με τα αποτελέσματα των πειραμάτων δύο υβριδίων, τα οποία δείχνουν την ύπαρξη φυσικής αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών Yfr021wp και Ypl100wp με το μεταγραφικό παράγοντα ٌRtg3p. Ο τελευταίος είναι και ο κατεξοχήν υπεύθυνος για τη μεταγραφική ενεργοποίηση του υπό ανάλυση γονιδίου, τόσο σε βασικό επίπεδο, όσο και σε συνθήκες επαγωγής(Jia et al., 1997; Liao and Butow, 1993). Πιο συγκεκριμένα, ο ρόλος των Yfr021wp και Ypl100wp φαίνεται να είναι διττός: είναι παράγοντες απαραίτητοι για τα βασικά επίπεδα έκφρασης του CIT2 (YNB-Dextrose, 30 0C), αλλά λειτουργούν ανασταλτικά για την έκφραση του γονιδίου σε συνθήκες επαγωγής (YNB-Glycerol, & YNB-Dextrose, 37 0C). Αυτό φαίνεται περισσότερο καθαρά στην πρώτη περίπτωση, ενώ στη δεύτερη παρατηρούμε παρόμοιο πρότυπο έκφρασης, με τη διαφορά ότι η επαγωγή του CIT2 είναι μικρότερης έκτασης. Τέλος, στις συνθήκες όπου το γονίδιο εκφράζεται σε βασικά επίπεδα και στο γενετικό υπόβαθρο όπου απουσιάζει τόσο το YFR021w όσο και το YPL100w, η παρατηρούμενη έκφραση του CIT2 θα μπορούσε να εξασφαλίζεται μέσω δράσης κάποιων άλλων παραγόντων, πιθανά και ως άμεση απόκριση σε αυτό το «επιβαρυντικό» (για την έκφραση του γονιδίου) γενετικό υπόβαθρο. 

Σε συμφωνία με την προτεινόμενη ερμηνεία για την πιθανή δράση των Yfr021wp και Ypl100wp στον υποκινητή του CIT2, βρίσκεται προηγούμενη βιβλιογραφική αναφορά, η οποία αποδίδει ένα τέτοιο ρόλο στο μεταγραφικό παράγοντα της ζύμης Ssn6p/Tup1p. Όπως ήδη έχει αναφερθεί, το σύμπλοκο των δύο αυτών πρωτεϊνών, αλληλεπιδρά με Rtg3p συμβάλλοντας έτσι στη ρύθμιση της έκφρασης του συγκεκριμένου γονιδίου(Conlan et al., 1999). Επιπλέον, στα πειράματα αλληλεπίδρασης δύο υβριδίων (πίνακας 1, σελ. 10), η Yfr021wp βρέθηκε να αλληλεπιδρά με την πρωτεΐνη Hir3p (Γεωργακόπουλος), η δράση της οποίας σχετίζεται με την αναστολή της γονιδιακής έκφρασης και πιο συγκεκριμένα, με την αναστολή της έκφρασης των γονιδίων των ιστονών.

(6) ΣΥΣΧΕΤΙΣΗ ΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ YFR021W & YPL100W ΜΕ ΤΟ ΣΥΣΤΗΜΑ SSY1/PTR3

Ανάμεσα στα μέλη της οικογένειας Ε411, το YFR021w ήταν αυτό που, αναμφισβήτητα, παρείχε τις περισσότερες πληροφορίες για πιθανές αλληλεπιδράσεις κατά τη διεξαγωγή των αντίστοιχων πειραμάτων «δύο υβριδίων». Είδαμε προηγούμενα ότι η διερεύνηση της αλληλεπίδρασης με τον (τους) παράγοντα (ες) RTG οδήγησε σε μια σειρά από αποτελέσματα τα οποία, αν και δεν μπορούν να ερμηνευθούν σε όλη τους την έκταση, αποτελούν, αν μη τι άλλο, ένα πρωτογενές και ενδιαφέρον υλικό για μελλοντική εξέταση. Καίτοι μεταξύ των 11, συνολικά, πρωτεϊνών που βρέθηκαν να αλληλεπιδρούν, σε πειράματα δύο υβριδίων, με τη Yfr021wp, οι Rtg πρωτεΐνες είναι από τις πιο γνωστές ως προς τη λειτουργία τους και τον υποκυτταρικό τους εντοπισμό, είναι ενδεικτικό ότι από τότε που κλωνοποιήθηκαν τα γονίδια που αντιστοιχούν στις δύο πρώτες από αυτές(Liao and Butow, 1993), έχουν περάσει 7 χρόνια και, σίγουρα, πολλά είναι ακόμα αυτά που δε γνωρίζουμε για το συγκεκριμένο μονοπάτι. Ακόμα μεγαλύτερη είναι η άγνοιά μας για το ρόλο των περισσοτέρων από τα άλλα αλληλεπιδρώντα με τη Yfr021wp μόρια. 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσίαζε, παρ’ όλα αυτά, η περίπτωση του γονιδίου PTR3 (YFR029w)(Barnes et al., 1998; Klasson et al., 1999). Η Ptr3p έχει ιδιαίτερη δομή, με περιοχή μικρής ομολογίας με περμεάσες αμινοξέων. Ένας άλλος λόγος που το συγκεκριμένο μόριο μάς κίνησε την περιέργεια, ήταν ο κυτταρικός του εντοπισμός. Η συγκεκριμένη λοιπόν πρωτεΐνη εντοπίζεται στην κυτταρική μεμβράνη, στην κυτταροπλασματική πλευρά αυτής, συνδεόμενη, λειτουργικά τουλάχιστον, με μια άλλη πρωτεΐνη, την Ssy1p. H τελευταία παρουσιάζει δομή περισσότερο τυπική περμεάσης αμινοξέων, είναι ενσωματωμένη στη μεμβράνη και έχει σχετικά γνωστή λειτουργία: αποτελεί έναν «αισθητήρα» του κυττάρου για τα εξωκυττάρια επίπεδα αμινοξέων και δη των υδρόφοβων. Αυτές οι πληροφορίες φάνηκαν ενδιαφέρουσες, τουλάχιστον εκ πρώτης όψεως, γιατί σύμφωνα με μια πρόβλεψη βασισμένη στην αμινοξική της αλληλουχία, η Yfr021wp περιέχει στο μόριό της, με πιθανότητα ~65% (Munich Information center for Protein Sequences), μια διαμεμβρανική περιοχή (αμινοξικά κατάλοιπα 48-64). 

Ένας από τους φαινοτύπους που παρατηρείται σε στελέχη ssy1Δ και ptr3Δ, είναι η ανθεκτικότητά τους παρουσία τοξικών συγκεντρώσεων (30 mM) ιστιδίνης(Klasson et al., 1999). Αυτό αποδίδεται σε δύο λόγους. Ο ένας είναι ότι στελέχη που φέρουν τουλάχιστον μία εκ των δύο μεταλλαγών, παρουσιάζουν προβλήματα στους μηχανισμούς πρόσληψης του αμινοξέος. Συγκεκριμένα, η ειδική, για την είσοδο της ιστιδίνης στο κύτταρο περμεάση Hip1p, που ενεργοποιείται σε χαμηλές συγκεντρώσεις υποστρώματος (4 μΜ), παρουσιάζει μια πτώση της δραστικότητάς της 20%-40%, ενώ η γενική περμεάση των αμινοξέων Gap1p, που ενεργοποιείται σε υψηλές συγκεντρώσεις υποστρώματος (10 mM), 40%. Ο δεύτερος λόγος που οι συγκεκριμένες μεταλλαγές προσδίδουν ανθεκτικότητα, είναι ότι προκαλούν μια τάση συσσώρευσης των βασικών αμινοξέων (και άρα και της ιστιδίνης) στο χυμοτόπιο. Σκεφτήκαμε λοιπόν, ότι είναι πιθανό η Yfr021wp να αποτελεί, έστω και όχι καθ’ όλη τη διάρκεια της ζωής της, μέρος του Ssy1p/Ptr3p συμπλόκου, ή, εναλλακτικά, να δρα κάπου πιο «χαμηλά» στο συγκεκριμένο μονοπάτι. 

Θέλοντας να ελέγξουμε την ορθότητα της υπόθεσής μας, πραγματοποιήσαμε διαδοχικές αραιώσεις του συνόλου των 7 μεταλλαγμένων στελεχών μας επάνω σε ελάχιστο θρεπτικό γλυκόζης στο οποίο είχε προστεθεί ποσότητα ιστιδίνης 100πλάσια της φυσιολογικής (30 mM). Τα αποτελέσματά μας ήταν εντυπωσιακά: από τα 8 στελέχη (μαζί δηλαδή με αυτό του φυσικού τύπου), αναπτύχθηκαν μόνο όσα έφεραν (τουλάχιστον) τη γονιδιακή αφαίρεση ypl100wΔ (εικ. 10). Επίσης, αξίζει να σταθεί κανείς στο γεγονός ότι για ακόμα μία φορά, όπως και στην περίπτωση της εικόνας 6, η τριπλή μεταλλαγή παρουσιάζει πιο επιβαρημένο φαινότυπο σε σχέση με οποιαδήποτε από τις τρεις διπλές.



ΕΙΚΟΝΑ 10. Η μεταλλαγή ypl100wΔ επιτρέπει στα κύτταρα να αναπτύσσονται σε περιβάλλον με τοξικά επίπεδα ιστιδίνης.

Τα δύο μέσα διαφέρουν μόνο στην παρουσία της ιστιδίνης που, στη συγκεκριμένη συγκέντρωση (100 φορές περισσότερο σε σχέση με τη φυσιολογική ), είναι τοξική για το κύτταρο. Το πιάτο YNBD επωάστηκε για 2 μέρες στους 30 0C. Το πιάτο με την υψηλή συγκέντρωση ιστιδίνης επωάστηκε για 4 μέρες στην ίδια θερμοκρασία.

Βασιζόμενοι στην ίδια λογική, κάναμε επίσης την υπόθεση ότι εφόσον ένα κύτταρο δε μπορεί να εκμεταλλευτεί την εξωγενώς παρεχόμενη ιστιδίνη, είναι υποχρεωμένο να βιοσυνθέσει τη δική του. Αναζητώντας έναν τρόπο που θα μας επέτρεπε να κάνουμε την ανάλογη διερεύνηση, καταλήξαμε στη μέτρηση των επιπέδων επαγωγής του γονιδίου HIS3, στο γενετικό υπόβαθρο των μεταλλαγμάτων yfr021wΔ, ygr223cΔ και ypl100wΔ. 

Εκείνο που στην πραγματικότητα μετρούσε το πείραμά μας, ήταν ενζυμική δραστικότητα β-γαλακτοσιδάσης που προέκυπτε ως συνέπεια της μεταγραφικής ενεργότητας του υποκινητή του γονιδίου HIS3-LacZ. O εν λόγω υποκινητής, στον οποίο υπάρχει η φυσική θέση πρόσδεσης του μεταγραφικού ενεργοποιητή Gcn4p, βρίσκεται κλωνοποιημένος μπροστά από ένα lac-Z γονίδιο και η συνολική κατασκευή ονομάζεται VS8. Μετασχηματίσαμε λοιπόν κύτταρα φυσικού τύπου (BY4741), yfr021wΔ, ypl100wΔ και ygr223cΔ με το πλασμίδιο VS8 και μετρήσαμε δραστικότητα β-γαλακτοσιδάσης στα αντίστοιχα κυτταρικά εκχυλίσματα. Τα αποτελέσματα φάνηκαν να επιβεβαιώνουν και τη δεύτερη αυτή υπόθεσή μας και επομένως να συμφωνούν και με τα αντίστοιχα της εικόνας 12. Συγκεκριμένα, η ενζυμική δραστικότητα β-γαλακτοσιδάσης βρέθηκε αυξημένη κατά 70% περίπου στο ίδιο στέλεχος το οποίο βρέθηκε να επιβιώνει σε 30 mM ιστιδίνης, στο στέλεχος δηλαδή ypl100wΔ (εικ.11):



ΕΙΚΟΝΑ 11. Η ενζυμική δραστικότητα β-γαλακτοσιδάσης (εκφρασμένη σε μονάδες Miller) βρίσκεται αυξημένη σε γενετικό υπόβαθρο ypl100wΔ. Οι τιμές που δίνονται προέρχονται από μετρήσεις σε 3 ανεξάρτητα πειράματα.


Σε μια προσπάθεια να αποκρυπτογραφήσουμε τον υποκείμενο μοριακό μηχανισμό ενεργοποίησης του υποκινητή HIS3, μετασχηματίσαμε τα ίδια στελέχη με το πλασμίδιο 9Ζ. Από το πλασμίδιο αυτό εκφράζεται ένα χιμαιρικό μόριο το οποίο αποτελείται από την 5´ μη μεταφραζόμενη περιοχή του GCN4 mRNA και το γονίδιο της β-γαλακτοσιδάσης (lacZ). Το γονίδιο GCN4 (General Control Non-derepressed) υπόκειται (και σε) μεταφραστική ρύθμιση και εκείνο που συμβαίνει είναι ότι το mRNA του, που παράγεται συστατικά, μεταφράζεται σε πολύ υψηλά επίπεδα σε συνθήκες έλλειψης αμινοξέων. Οι cis ρυθμιστικοί παράγοντες που είναι υπεύθυνοι για αυτόν τον πρωτότυπο τρόπο γονιδιακής ρύθμισης, εδράζονται ακριβώς επάνω στην 5´ μη μεταφραζόμενη περιοχή του GCN4 mRNA. Η Gcn4p είναι ο μεταγραφικός παράγοντας που ελέγχει την έκφραση πληθώρας γονιδίων που σχετίζονται με βιοσύνθεση αμινοξέων, επιτρέποντας στο σακχαρομύκητα να διατηρεί τις συγκεντρώσεις τους στα επιθυμητά επίπεδα, ελέγχοντας τα αντίστοιχα βιοσυνθετικά μονοπάτια. Εύλογα λοιπόν αναρωτηθήκαμε αν και στη δική μας περίπτωση, η επαγωγή του HIS3 σε γενετικό υπόβαθρο ypl100wΔ συμβαίνει κατά ένα GCN4-εξαρτώμενο τρόπο. Οι μετρήσεις όμως στα εκχυλίσματα κυττάρων που είχαν μετασχηματιστεί με το πλασμίδιο 9Ζ, δεν έδειξαν ότι υπάρχει μια τέτοιου είδους ρύθμιση (δε δείχνεται). Καταλήγουμε επομένως στο συμπέρασμα ότι είτε η παρατηρούμενη ενεργοποίηση του γονιδίου HIS3 δεν είναι απόρροια ενεργοποίησης του μηχανισμού γενικού ελέγχου των αμινοξέων, είτε ότι ο μηχανισμός αυτός ενεργοποιείται αλλά σε πολύ μικρή έκταση, μη ανιχνεύσιμη, πλην όμως ικανή να καταλήξει στην αντίστοιχα μικρής έκτασης (~ 70% όπως αναφέρθηκε) επαγωγή του HIS3.
Τι μπορούμε να πούμε τελικά για την πιθανή σχέση της οικογένειας Ε411 με το συγκεκριμένο μονοπάτι; Τα πειραματικά μας αποτελέσματα, συνηγορούν υπέρ της συμμετοχής της Ypl100wp σε αυτό. Πρώτον γιατί ο φαινότυπος του πιάτου 30 mM ιστιδίνης, είναι πολύ ειδικός για να θεωρηθεί ότι αυτό που παρατηρούμε μπορεί να αφορά και σε κάποιο άλλο μονοπάτι. Δεύτερον, τα επίπεδα πτώσης του ρυθμού πρόσληψης ιστιδίνης σε ssy1Δ και ptr3Δ μεταλλαγές, είναι απολύτως συγκρίσιμα με αυτά που χαρακτηρίζουν την επαγωγή του HIS3 σε ypl100wΔ γενετικό υπόβαθρο. Και τρίτον γιατί παρ’ όλο που μάλλον η Yfr021wp παρά η Ypl100wp βρέθηκε, στα πειράματά μας, να αλληλεπιδρά με κάποια εκ των Ssy1p/Ptr3p, είναι χαρακτηριστικό ότι και η φυσική αλληλεπίδραση μεταξύ των δύο τελευταίων δεν έχει επίσης (μέχρι σήμερα) δειχθεί, αλλά δεχόμαστε ότι δρουν στο ίδιο μονοπάτι εξαιτίας της πολύ ισχυρής γενετικής αλληλεπίδρασης που υπάρχει μεταξύ τους. Επιπλέον, όπως και στην περίπτωση της αλληλεπίδρασης με την Rtg3p, έτσι και τώρα, λέμε ότι η Ypl100wp δε βρέθηκε να αλληλεπιδρά με Ptr3p και εννοούμε την περιοχή εκείνη της Ptr3p που βρέθηκε να αλληλεπιδρά με Yfr021wp. Η συγκεκριμένη όμως περιοχή περιλαμβάνει περίπου 170 αμινοξέα, επί συνόλου 678 που έχει όλο το μόριο, καθώς λείπουν 210 αμινοξέα από το αμινο-τελικό άκρο της πρωτεΐνης και άλλα 300 από το καρβόξυ-τελικό της άκρο. Άρα, δε μπορούμε να αποκλείσουμε την πιθανότητα ότι η αλληλεπίδραση Ypl100wp- Ptr3p όντως υφίσταται.

(7) ΕΝΤΟΠΙΣΜΟΣ ΣΤΟ ΚΥΤΤΑΡΟ


Ένα από τα βασικά ζητούμενα κάθε φορά που ταυτοποιείται ένα καινούριο γονίδιο, είναι ο υποκυτταρικός εντοπισμός της αντίστοιχης πρωτεΐνης. Προκειμένου να επιτύχουμε κάτι τέτοιο, επιχειρήσαμε να εκφράσουμε τις πρωτεΐνες μας ως χιμαιρικά μόρια με τη GFP πρωτεΐνη. 


Εκείνο που κάναμε ήταν να μεταφέρουμε την αλληλουχία που κωδικοποιεί για τη φθορίζουσα αυτή πρωτεΐνη, από το φορέα έκφρασης κυττάρων θηλαστικών pGFP-N1, στο φορέα έκφρασης κυττάρων σακχαρομήκυτα pYX142. O τελευταίος επελέγη γιατί πολλαπλασιάζεται ταυτόχρονα με το γένωμα και επιπλέον διαθέτει ένα μέτρια ισχυρό υποκινητή, αυτόν της φωσφορικής τριόζης (TPI promoter). Στη συνέχεια μεταφέραμε στο νέο πλέον πλασμιδιακό φορέα, τον pYX142/GFP, τις κωδικές αλληλουχίες των γονιδίων YFR021w και YPL100w. 


Προκειμένου για την πρώτη περίπτωση, κύτταρα φυσικού τύπου (BY4741) και κύτταρα yfr021wΔ, μετασχηματίστηκαν με το πλασμίδιο pYX142/GFP-YFR021w. Αφού αφέθηκαν να πολλαπλασιαστούν περίπου μέχρι το στάδιο έναρξης της εκθετικής φάσης της ανάπτυξής τους, μονιμοποιήθηκαν και υπέστησαν πυρηνική χρώση με Propidium Iodine. Η παρατήρηση των δειγμάτων με τη μέθοδο της συνεστιακής μικροσκοπίας (confocal microscopy), έδειξε μια διάχυτη κατανομή του μορίου GFP-YFR021wp μέσα στο κύτταρο, με εξαίρεση την περιοχή που αντιστοιχεί στο χυμοτόπιο. Πιθανά χρειάζεται να γίνουν νέες προσπάθειες χρησιμοποιώντας, αυτή τη φορά, ένα λιγότερο ισχυρό υποκινητή ώστε τα επίπεδα της παραγόμενης πρωτεΐνης να επιτρέπουν τον ειδικό εντοπισμό της.

ΑΝΑΚΕΦΑΛΑΙΩΣΗ-ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ


Αν θέλαμε να αναφέρουμε κάποια συμπεράσματα αναφορικά με τη γενετική συσχέτιση των μελών της οικογένειας Ε411, θα μπορούσαμε να πούμε τα εξής:

· Τα YFR021w και YPL100w παρουσίασαν ανεξάρτητους φαινοτύπους και στη διπλή γονιδιακή αφαίρεση, επικρατεί ο μεταλλαγμένος. Π.χ., στην περίπτωση της εικόνας 5, όπου ο φαινότυπος εμφανίζεται σε γενετικό υπόβαθρο yfr021wΔ, yfr021wΔ ypl100wΔ, όχι όμως και ypl100wΔ.

· Τα YFR021w και YGR223c έχουν επίσης ανεξάρτητους φαινοτύπους, με τη διαφορά ότι σε ορισμένες περιπτώσεις, όπως αυτή της εικόνας 5 ή της εικόνας 9 που συζητήθηκαν στα αντίστοιχα σημεία της ενότητας «Αποτελέσματα και Συζήτηση», η αφαίρεση του YGR223c μπορεί να προκαλεί αναστροφή του φαινοτύπου που προκαλείται από την αφαίρεση του YFR021w.
· Μεταξύ των YGR223c και YPL100w υπάρχει μια σχέση συνεπικράτειας, χαρακτηριζόμενη από μια ελαφρά υπεροχή του YPL100w. Για παράδειγμα, σε ελάχιστο θρεπτικό μέσο γλυκερόλης (εικ. 7), το μετάλλαγμα ygr223cΔ παρουσιάζει φτωχή ανάπτυξη, ενώ το ypl100wΔ δεν επιβιώνει καθόλου. Στο διπλό ygr223cΔ ypl100wΔ, η εικόνα τείνει να μοιάζει με αυτή του ypl100wΔ, δηλαδή όχι ανάπτυξη. Την ίδια σχέση παρατηρούμε και στις εικόνες 9 (YNBD, 37 0C) και 10.

· Όπου υπάρχει φαινότυπος στη γονιδιακή αφαίρεση ygr223cΔ και ταυτόχρονα σε μία εκ των yfr021wΔ ή ypl100wΔ, στην τριπλή γονιδιακή αφαίρεση παρατηρείται προσθετικός φαινότυπος (εικόνες 6, 7 και 10).


Σε ελάχιστο θρεπτικό μέσο (YNB-Dextrose, 30 0C), η έκφραση του CIT2 εξαρτάται από την ύπαρξη ενός YFR021w αλληλομόρφου ή ενός YPL100w αλληλομόρφου, καθώς η γονιδιακή αφαίρεση οποιουδήποτε από τα δύο γονίδια, την αποτρέπει (εικ. 9). Στο γενετικό υπόβαθρο που χαρακτηρίζεται από τη διπλή μεταλλαγή yfr021wΔ ypl100wΔ, η έκφραση του CIT2 αποκαθίσταται, ξεπερνώντας μάλιστα τα επίπεδα του φυσικού τύπου. Αυτό υποδεικνύει ότι οι πρωτεΐνες που αντίστοιχα κωδικοποιούνται από τα δύο γονίδια, δεν είναι και οι μοναδικές υπεύθυνες για την έκφραση του συγκεκριμένου γονιδίου και ότι κατά την απουσία τους, πιθανά και ακριβώς εξαιτίας αυτής, κάποιοι άλλοι παράγοντες κινητοποιούνται για να εκφραστεί το CIT2. Αντίθετα, σε συνθήκες επαγωγής του γονιδίου, όταν δηλαδή η έκφρασή του δεν καταστέλλεται από την παρουσία γλυκόζης, τα YFR021w και YPL100w έχουν ανασταλτικό ρόλο, πράγμα το οποίο υποδεικνύεται από τα υψηλότερα επίπεδα έκφρασης (σε σχέση με το στέλεχος WT), που παρατηρούνται σε γενετικό υπόβαθρο χαρακτηριζόμενο από τις αντίστοιχες γονιδιακές αφαιρέσεις (yfr021wΔ και ypl100wΔ). Τέλος, η αφαίρεση μόνο του γονιδίου YGR223c δεν επηρέασε, σε καμία συνθήκη, την έκφραση του CIT2, αλλά περιόρισε ή και ήρε τις επιπτώσεις που προκλήθηκαν από την αφαίρεση των δύο άλλων ORFs (yfr021wΔ ygr223cΔ σε YNBG και ygr223cΔ ypl100wΔ σε YNBD, 30 0C). 


Για την έκφραση του γονιδίου CIT2, τόσο σε βασικό επίπεδο όσο και σε συνθήκες επαγωγής, είναι τελείως απαραίτητη η πρόσδεση ετεροδιμερών Rtg1p/Rtg3p στον υποκινητή του(Jia et al., 1997; Liao and Butow, 1993). Τα αποτελέσματα δοκιμασίας δύο υβριδίων δείχνουν ότι οι πρωτεΐνες Υfr021wp και Ypl100wp είναι δυνατό να αλληλεπιδρούν με το μεταγραφικό παράγοντα Rtg3p, που είναι και ο κατεξοχήν υπεύθυνος για μεταγραφική ενεργοποίηση. Η in vivo αυτή αλληλεπίδραση σε συνδυασμό και με το δεδομένο της γενετικής συσχέτισης των YFR021w και YPL100w με το CIT2 που περιγράφηκε προηγουμένως, κάνουν πιθανή την εκδοχή ότι οι δύο πρωτεΐνες, Υfr021wp και Ypl100wp, εμπλέκονται άμεσα σε μεταγραφικούς μηχανισμούς, οι οποίοι σχετίζονται με τις δεδομένες συνθήκες (ελάχιστο θρεπτικό μέσο) και το συγκεκριμένο υποκινητή. Θα ήταν ενδιαφέρον να διερευνηθεί περαιτέρω η ορθότητα αυτής της υπόθεσης και με in vitro πειράματα.

Ένα μόριο-κλειδί για τη ρύθμιση της αλληλεπίδρασης των Υfr021wp και Ypl100wp με την Rtg3p, φαίνεται να είναι το γλουταμικό οξύ. Ενδείξεις για το ότι είναι πιθανό να ισχύει κάτι τέτοιο, πήραμε από το συσχετισμό των Υfr021wp, Ypl100wp με την πρωτεΐνη Ptr3p. Η τελευταία είναι διαπιστωμένο ότι αποτελεί μέλος ενός συστήματος που μπορεί να αντιλαμβάνεται τα εξωκυττάρια επίπεδα διαφόρων αμινοξέων, μεταξύ αυτών και του γλουταμικού(2000; Iraqui et al., 1999; Klasson et al., 1999; Soussi-Boudekou and Andre, 1999). Βρίσκεται δε συνδεδεμένη με τη διαμεμβρανική πρωτεΐνη Ssy1p, χωρίς όμως να αποκλείεται η πιθανότητα να αποδεσμεύεται και να μεταφέρεται σε άλλα σημεία του κυττάρου, στα πλαίσια λειτουργίας ενός μηχανισμού σηματοδότησης(Klasson et al., 1999). Να σημειωθεί ότι το γλουταμικό οξύ και, μαζί με αυτό, ορισμένα άλλα αμινοξέα (π.χ. γλουταμίνη, προλίνη), εκτός από το ρόλο τους ως πρώτη ύλη για τον αναβολισμό των πολυπεπτιδικών αλυσίδων του κυττάρου, μπορούν να χρησιμεύσουν, κάτω από ορισμένες συνθήκες, και ως βασική πηγή Ν. Η αλληλεπίδραση με Ptr3p δείχθηκε, σε δοκιμασία αλληλεπίδρασης δύο υβριδίων, ότι είναι φυσική με την Υfr021wp, ενώ η γονιδιακή αφαίρεση ypl100wΔ προκαλεί φαινότυπο παρόμοιο με τη γονιδιακή αφαίρεση ptr3Δ. Η επιβεβαίωση της φυσικής αλληλεπίδρασης Υfr021wp-Ptr3p με κάποια in vitro πειράματα και ο έλεγχος αλληλεπίδρασης Ypl100wp-Ptr3p χρησιμοποιώντας ολόκληρη την Ptr3p, θα μας δώσει περισσότερες πληροφορίες για τη σχέση της οικογένειας Ε411 με τα συγκεκριμένα μεταβολικά μονοπάτια.

Η ολοκλήρωση της παρούσης εργασίας συμπίπτει χρονικά με τη δημοσιοποίηση νέων δεδομένων, που συνδέουν λειτουργικά τους παράγοντες Rtg με το σύστημα Ssy1p/Ptr3p. Είναι σαφές ότι η εν λόγω σύνδεση επιτυγχάνεται μέσω της δράσης άλλων μορίων. Η ολοκλήρωση του λειτουργικού χαρακτηρισμού των YFR021w, YPL100w, YGR223c και η ενδεχόμενη ταυτοποίηση τους ως κωδικοποιούντα για κάποια από αυτά τα πρωτεϊνικά μόρια, αναμένεται με ιδιαίτερο ενδιαφέρον.
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Δεν ταιριάζει ίσως σε ένα τόσο μικρής σημασίας κείμενο, να συνοδεύεται από εκτεταμένους προλόγους ή επίλογους. Ελπίζω όμως ότι δε θα παρεξηγηθώ για την επιθυμία μου να γράψω δύο λόγια, κυρίως γιατί νιώθω ότι πρόκειται για μια ιδιαίτερη στιγμή, μια στιγμή όπου «κλείνει ο κύκλος», όπως χαρακτηριστικά μου είχε πει και ένας φίλος πριν λίγο καιρό.

Πιστεύω ότι ένας σημαντικός –αν όχι ο σημαντικότερος- παράγοντας που καθορίζει τη ζωή ενός ανθρώπου, είναι η γνωριμία του, η συνύπαρξή του και η συνεργασία του με άλλους ανθρώπους. Για την πιο πρόσφατη περίοδο της δικής μου ζωής, οι πρώτοι άνθρωποι που έρχονται στο μυαλό μου, είναι αυτοί με τους οποίους μοιράστηκα τους τελευταίους 11 μήνες. Θέλω ειλικρινά να τους ευχαριστήσω όλους, ιδιαιτέρως δε τον άνθρωπο που με έκανε μέλος αυτής της ομάδας, την καθηγήτριά μου Δρ. Δ. Αλεξανδράκη. Αισθάνομαι ότι η υπομονή της και η εμπιστοσύνη της με βοήθησαν αποφασιστικά, ιδιαίτερα τον πρώτο, δύσκολο καιρό, ώστε να μπορέσω να ξεπεράσω τις ανασφάλειές μου και να βρεθώ κοντά σε αυτό που ήθελα να προσφέρω. Επίσης, τον καθ’ ύλην αρμόδιο για την πραγματοποίηση αυτής της εργασίας, τον Τάσο Γεωργακόπουλο. Με τον Τάσο χρειάστηκε να περάσουμε κάποιου είδους «Συμπληγάδες» για να φτάσουμε, τελικά, σε ένα αποτέλεσμα που, τουλάχιστον εμάς τους δύο, μας αφήνει απόλυτα ικανοποιημένους. Επιπλέον, όπως εύστοχα, νομίζω, παρατήρησε και αυτός σε μία πρόσφατη συζήτησή μας, «τα δύσκολα μας ένωσαν». 


Θα ήταν παράλειψη να μην ευχαριστήσω τη Μαρία, που υπήρξε πάντα φιλική και πρόθυμη να προσφέρει τη βοήθειά της, όπως επίσης και την Αλεξάνδρα, για την ενθάρρυνσή της και τις χρήσιμες συμβουλές που μου παρείχε σε κάποιες δύσκολες στιγμές αυτής της διαδρομής. Τέλος, το Γιώργο που, αποτελώντας ένα κάποιου είδους «alter ego» για μένα, ήταν πάντα σε θέση να καταλάβει τους προβληματισμούς μου και να με συμβουλεύσει ανάλογα.


Παρενθετικά, κατά κάποιο τρόπο, θέλω να ευχαριστήσω το Θάνο (ο ίδιος, βέβαια, θα έλεγε: «Αθανάσιος Σταυρόπουλος»), ο οποίος αποτέλεσε μια πολύ ευχάριστη, αν και προσωρινή, παρουσία στο εργαστήριό μας. Μαζί με το Θάνο, όλα τα παιδιά της ποδοσφαιρικής μας ομάδας «Δαρβίνος», γιατί μου έδωσαν την ευκαιρία, εκτός από το να τους γνωρίσω έξω από το στενό εργασιακό περιβάλλον, να διασκεδάσω πραγματικά, σε μία αρκετά ιδιόμορφη περίοδο της ζωής μου.


Οι «αφανείς ήρωες» αυτής της προσπάθειας, υπήρξαν πολλοί. Ελπίζω να έχω την κατανόησή τους που, αν και πολύ θα το ήθελα, δεν είναι εύκολο, για πρακτικούς λόγους, να τους αναφέρω ονομαστικά. Πρόκειται για τους παλαιότερους, καλούς μου φίλους της Α209 και τους νεώτερους, της Α130. Είναι πραγματικά ανεκτίμητη η παρουσία ανθρώπων που μπορούν με αληθινή διάθεση να αφιερώσουν χρόνο, τόσο σα φίλοι, όσο και σα συνάδελφοι. Ιδιαίτερη αναφορά οφείλω στη Χρυσούλα που, εκτός των άλλων, ξόδεψε, αδιαμαρτύρητα, αρκετό από τον πολύτιμο χρόνο της και για τα πειράματα μικροσκοπίας.


Επειδή την τελευταία στιγμή, είτε λόγω άγχους, είτε, κυρίως, λόγω άγνοιας μπορεί να παρουσιαστούν πολλά προβλήματα γύρω από την παρουσίαση και την επιμέλεια μιας εργασίας, νιώθω την υποχρέωση να αναφέρω τα ονόματα της Λίλας, του Νεκτάριου και του Μανώλη (και ας μην κάναμε τελικά εκείνο το «Pile-up» !), όπως επίσης του Γιάννη και της Σοφίας. Τέλος, ευχαριστώ πολύ την Ειρήνη για το ενδιαφέρον της και το χιούμορ της. Ειδικά το δεύτερο, στάθηκε το καλύτερο αντίδοτο στο άγχος του τελευταίου μήνα.


Θέλοντας να γίνω περισσότερο σαφής για την αφιέρωση της πρώτης σελίδας, πρέπει να πω ότι αφορά σε όλα τα παιδιά, αυτά που γνωριστήκαμε το Σεπτέμβριο του 1994, αλλά και αυτά που ήρθαν να προστεθούν στην παρέα μας τον Οκτώβριο του 1998. Μπορεί να έχουμε αρχίσει να παίρνουμε ο καθένας το δρόμο του, αλλά θέλω να πιστεύω ότι οι όμορφες αναμνήσεις θα αποτελέσουν ικανό κίνητρο για επικοινωνία, σε κάθε μελλοντική ευκαιρία. Καλοί μου φίλοι, θα περιμένω νέα σας....


Πριν κλείσω, νιώθω ότι βρίσκομαι στην καθόλου βαρετή θέση να επαναλάβω τον εαυτό μου. Όσο βρίσκονται δίπλα μου με πραγματική αφοσίωση, θα πρέπει να συνεχίζω να τους ευχαριστώ: οι γονείς μου και τα αδέλφια μου.









Με εκτίμηση,








   Γιώργος  Κουτρούμπας

