
 

 

      ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΙΩΑΝΝΙΝΩΝ   

                              ΔΠΜΣ  «Ιατρική Χημεία» 

 

 

 

 

 

 

Μεταπτυχιακή Διατριβή 

 

Μελέτη της επίδρασης του μονοπατιού Hog1 στην έκφραση 

γονιδίων που ρυθμίζουν την έξοδο του μύκητα Saccharomyces 

cerevisiae από την στατική φάση ανάπτυξης 

 

 

 

 

 

                              ΣΟΥΡΔΗ ΘΕΟΔΩΡΑ 

ΑΜ: 147 

 

ΙΩΑΝΝΙΝΑ 2016 

 



 

2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Every  living thing is made of cells, and everything a living thing does is done by the 

cells that make it up” 

 L.L. Larison Cudmore, In The Center of Life: A Natural History of the Cell (1977, 1978), 6.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://todayinsci.com/C/Cudmore_Larison/CudmoreLarison-Quotations.htm
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με τα αγρίου τύπου (αριστερά) και η χρώση του κυτταρικού κλάσματος των κυττάρων 

που απομονώνονται από αυτά. Εικόνες από συνεστιακό μικροσκόπιο (φακός: 100Χ, 

τεχνητή μεγέθυνση: ×3,2). Πράσινο: κυτταρικό τοίχωμα, κόκκινο: ακτίνη 

Εικόνα 4.20: Απεικόνιση της οργάνωσης της ακτίνης κατά την εκθετική φάση, στο 

κατώτερο κλάσμα του percoll και κατά την ανάκαμψη για 15 λεπτά των κυττάρων 

rim15Δ. Εικόνα από συνεστιακό μικροσκόπιο (φακός:100Χ, τεχνητή μεγέθυνση: ×14,4). 

Κόκκινο: ακτίνη, με άσπρο χρώμα φαίνονται τα όρια των κυττάρων  

Εικόνα 4.21: Απεικόνιση της οργάνωσης της ακτίνης στο κατώτερο κλάσμα του percoll 

και κατά την ανάκαμψη παρουσία ραπαμυκίνης των κυττάρων rim15Δ. Εικόνα από 

συνεστιακό μικροσκόπιο (φακός:100Χ, τεχνητή μεγέθυνση: ×14,4). Κόκκινο: ακτίνη, με 

άσπρο χρώμα φαίνονται τα όρια των κυττάρων  



 

12 
 

Εικόνα 4.22: Η συμπεριφορά της ενεργοποιημένης πρωτεΐνης HOG1, όπως φαίνεται 

μέσω ανοσοαποτύπωσης κατά Western. Ως δείκτης ισοφόρτωσης χρησιμοποιείται η 

κυκλινο-εξαρτώμενη κινάση Cdc28. 

Εικόνα 4.23:  Απεικόνιση της οργάνωσης της ακτίνης στα κύτταρα του κατώτερου 

κλάσματος και κατά την ανάκαμψη για 15 λεπτά παρουσία Birb796 στα κύτταρα του 

στελέχους αγρίου τύπου. Εικόνα από συνεστιακό μικροσκόπιο (φακός:100Χ, τεχνητή 

μεγέθυνση: ×14,4). Κόκκινο: ακτίνη, με άσπρο χρώμα φαίνονται τα όρια των κυττάρων  

Εικόνα 4.24: Η μορφολογία των κυττάρων των στελεχών hog1Δ και pbs2Δ στην 

εκθετική και στατική φάση. Εικόνα από μικροσκόπιο φθορισμού ολικής εσωτερικής 

ανάκλασης (φακός: 100Χ, τεχνητή μεγέθυνση: ×1,6) 

Εικόνα 4.25: Διαγραμματική απεικόνιση των διαμέτρων των κυττάρων hog1Δ και pbs2Δ 

Εικόνα 4.26: Απεικόνιση του κυτταρικού τοιχώματος των hog1Δ και pbs2Δ κυττάρων 

στην εκθετική και τη στατική φάση. Εικόνα από συνεστιακό μικροσκόπιο (φακός:100Χ, 

τεχνητή μεγέθυνση: ×3,2). Πράσινο: κυτταρικό τοίχωμα, κόκκινο: ακτίνη 

Εικόνα 4.27: Απεικόνιση του κυτταρικού τοιχώματος των hog1Δ και pbs2Δ κυττάρων 

στην στατική φάση και κατά την ανάκαμψη των 15 και 30 λεπτών. Εικόνα από 

συνεστιακό μικροσκόπιο (φακός:100Χ, τεχνητή μεγέθυνση: ×3,2). Πράσινο: κυτταρικό 

τοίχωμα, κόκκινο: ακτίνη 

Εικόνα 4.28: Η απεικόνιση των κλασμάτων του percoll στα hog1Δ (κέντρο), pbs2Δ 

(δεξιά) συγκριτικά με τα αγρίου τύπου (αριστερά) και η χρώση του κυτταρικού 

κλάσματος των κυττάρων που απομονώνονται από αυτά. Εικόνες από συνεστιακό 

μικροσκόπιο (φακός: 100Χ, τεχνητή μεγέθυνση: ×3,2). Πράσινο: κυτταρικό τοίχωμα, 

κόκκινο: ακτίνη 

Εικόνα 4.29:  Η οργάνωση της ακτίνης στην εκθετική φάση, το κατώτερο κλάσμα και 

κατά την ανάκαμψη για 15 λεπτά στα στελέχη hog1Δ και pbs2Δ. Εικόνα από συνεστιακό 

μικροσκόπιο (φακός:100Χ, τεχνητή μεγέθυνση: ×314,4). Κόκκινο: ακτίνη, με άσπρο 

χρώμα φαίνονται τα όρια των κυττάρων 

Εικόνα 4.30: Η οργάνωση της ακτίνης στο κατώτερο κλάσμα και κατά την ανάκαμψη 

για 15 λεπτά παρουσία ραπαμυκίνης στα στελέχη hog1Δ και pbs2Δ. Εικόνα από 

συνεστιακό μικροσκόπιο (φακός:100Χ, τεχνητή μεγέθυνση: ×14,4). Κόκκινο: ακτίνη, με 

άσπρο χρώμα φαίνονται τα όρια των κυττάρων 

Εικόνα 4.31: Απεικόνιση των ψευδοϋφών, που δημιουργούνται στα στελέχη hog1Δ και 

pbs2Δ με την εξάντληση των θρεπτικών συστατικών και διατηρούνται και κατά την 

ανανέωση του θρεπτικού μέσου, παρουσία και απουσία ραπαμυκίνης. Εικόνα από 
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συνεστιακό μικροσκόπιο (φακός:100Χ, τεχνητή μεγέθυνση: ×3,2). Πράσινο: κυτταρικό 

τοίχωμα, κόκκινο: ακτίνη, μπλε: πυρήνας 

Εικόνα 4.32: Η δημιουργία των ψευδοϋφών συμβαίνει και κατά την ανάκαμψη των 

στελεχών rim15 και του αγρίου τύπου, παρουσία του αναστολέα του μονοπατιού HOG1. 

Εικόνα από συνεστιακό μικροσκόπιο (φακός:100Χ, τεχνητή μεγέθυνση: ×3,2). Πράσινο: 

κυτταρικό τοίχωμα, κόκκινο: ακτίνη, μπλε: πυρήνας 

Εικόνα 4.33: Διαγραμματική απεικόνιση των σχετικών επιπέδων mRNA  των γονιδίων  

bcy1, rim15 και ubi4. 

Εικόνα 4.34: Διαγραμματική απεικόνιση των σχετικών επιπέδων mRNA  των γονιδίων  

cln1, cln2 και cln3 

Εικόνα 5.1: Το μονοπάτι ανάπτυξης των ψευδοϋφών στις ζύμες 

 

 

 

Ευρετήριο Πινάκων  

Πίνακας 3.1: Χαρακτηριστικά Μεταλλαγμένων Στελεχών 

Πίνακας 3.2:  Σύσταση πηκτών πολυακρυλαμίδης διαχωρισμού 

Πίνακας 3.3: Σύσταση πηκτών πολυακρυλαμίδης επιστοίβαξης 

Πίνακας 3.4: Συστατικά της αντίδρασης της Real-time PCR σύμφωνα με το κιτ  

SsoAdvanced™ Universal SYBR
®
 Green Supermix 

Πίνακας 3.5: Το πρόγραμμα του θερμοκυκλοποιητή 

Πίνακας 3.6: Οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν 
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Περίληψη 

Η είσοδος σε μια κατάσταση με αργό μεταβολικό ρυθμό είναι χαρακτηριστικό 

τόσο των προκαρυωτικών κυττάρων, όσο και των ευκαρυωτικών. Η κατάσταση αυτή 

είναι γνωστή ως στατική φάση ή ως φάση G0. Ο ζυμομύκητας Saccharomyces cerevisiae 

όταν εισέρχεται στην στατική φάση επιτελεί μια σειρά από κυτταρικές αλλαγές. Τα 

κύτταρα μειώνουν τα μεταβολικά και μεταγραφικά τους επίπεδα, έχουν μεγάλα 

κενοτόπια και παχιά κυτταρικά τοιχώματα, παρουσιάζουν θερμο- και οσμω- 

ανθεκτικότητα, σε μια τέτοια κατάσταση πραγματοποιούν την διαδικασία της 

αυτοφαγίας και οργανώνουν την ακτίνη του κυτταροσκελετού τους σε ειδικές δομές, τα 

σωμάτια ακτίνης (actin bodies). Η είσοδος στην στατική φάση συνεπάγεται και 

απενεργοποίηση δυο βασικών σηματοδοτικών μονοπατιών, του TOR και του RAS/PKA. 

Τα συγκεκριμένα μονοπάτια αντιλαμβάνονται τα επίπεδα των θρεπτικών συστατικών και 

είναι ενεργά όταν τα θρεπτικά συστατικά είναι άφθονα. Επιπλέον επιτηρούν στενά την 

έκφραση γονιδίων που εκφράζονται στη στατική φάση. Ένα ακόμη μονοπάτι που 

πρόσφατα ανακαλύφθηκε ότι διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην έξοδο στη στατική 

φάση, είναι το HOG1. Τα κύτταρα από τα οποία απουσιάζει η κινάση Hog1, 

καθυστερούν να εξέλθουν από την στατική φάση, κατά την ανανέωση των θρεπτικών 

συστατικών. Επιπλέον, κατά την εξάντληση της γλυκόζης το Hog1 συσσωρεύεται 

παροδικά στον πυρήνα και ενεργοποιείται. 

Σκοπός της παρούσας μελέτης είναι η αποσαφήνιση του ρόλου των μονοπατιών 

TOR και  HOG1 στην είσοδο και έξοδο του Saccharomyces cerevisiae στην στατική 

φάση καθώς και στην έκφραση γονιδίων αυτής της φάσης. Χρησιμοποιώντας μια 

μεθοδολογία εμπλουτισμού των κυττάρων που βρίσκονται στη φάση G0 (κλασμάτωση 

Percoll) από καλλιέργειες μύκητα σε συνθήκες εξάντλησης των θρεπτικών συστατικών, 

αναλύσαμε τις μορφολογικές αλλαγές που συμβαίνουν κατά την αναστολή των 

μονοπατιών TOR και HOG1 κατά την είσοδο ή έξοδο από την στατική φάση. Επιπλέον 

σε αυτές τις συνθήκες ελέγχθηκαν τα πρότυπα έκφρασης γονιδίων, των οποίων η 

μεταγραφική έκφραση αυξάνεται κατά την είσοδο στην στατική φάση. 

Τα αποτελέσματα που προέκυψαν από ειδικές χρώσεις του κυτταρικού 

τοιχώματος δηλώνουν ότι το μέγεθος του κυτταρικού τοιχώματος επηρεάζεται από την 

αναστολή των μονοπατιών TOR και HOG1, πιθανότατα γιατί υπάρχει αλληλεπίδραση 

των δυο αυτών μονοπατιών με το μονοπάτι CWI που ελέγχει την δημιουργία του 

κυτταρικού τοιχώματος. Ταυτόχρονες αλλαγές συμβαίνουν στον κυτταροσκελετό, καθώς 

η αναστολή των δυο μονοπατιών επιφέρει αλλαγές στην οργάνωση της ακτίνης κατά την 

είσοδο και έξοδο από την στατική φάση. Επιπλέον η διαγραφή των γονιδίων hog1 και 

pbs2 οδηγεί στην δημιουργία ψευδοϋφών κατά την εξάντληση των θρεπτικών 

συστατικών, αλλαγή που δεν αναστρέφεται με την ανανέωση τους. Τέλος η είσοδος στην 
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στατική φάσης ακολουθείται από την αλλαγή στα μεταγραφικά επίπεδα γονιδίων, όπως 

τα rim15, ubi4, ste20, snz1, cln1-3 κα. 
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Abstract 

The exit of cell cycle and the entrance in a low metabolic state is a common 

characteristic of prokaryotic and eukaryotic cells. This state is known as quiescent state 

or G0 phase. In the yeast Saccharomyces cerevisiae, nutrient shortage can induce 

apoptosis or entry into G0 phase. Quiescent cells display distinctive characteristics, such 

as thickened cell walls and dense vacuoles, low metabolic rate, autophage induction, 

cytoskeletal changes and heat-/osmo-resistance. Importantly, the renewal of nutrients 

allows re-entry into the cell cycle. The entry into quiescent state leads to inactivation of 

TOR and Ras/PKA pathways. These pathways are active in nutrient-rich conditions  but 

they are inhibited when cells are cultured after depletion of the growth factors. 

Furthermore these pathways control the gene expression of genes that are induced in 

quiescent state. Another pathway that plays crucial role in entrance and exit from 

quiescent state is the HOG1 pathway. Yeast cells with deleted Hog1, are delayed to exit 

from quiescence after nutrient renewal.  In addition, upon glucose starvation the Hog1 

protein is accumulated transiently in nucleus and is activated. 

Our propose is the clarification of the role of TOR and HOG1 pathways in 

entrance and exit from quiescent state of yeast cells and the influence on the expression 

of genes that are induced in quiescent state. We employed a method that separates the 

different cell populations of a stationary culture (percoll density-gradient centrifugation). 

We analyzed the morphological changes of cells due to TOR and HOG1 inactivation. 

Moreover in these conditions we investigated the transcriptional levels of genes which 

are expressed in quiescent state. 

Our results revealed that the thickness of the cell wall is infected when TOR and 

HOG1 pathway are inhibited, probably because of the crosstalk with the CWI pathway 

that regulates the integrity of cell wall. Moreover the inhibition of TOR and HOG1 

pathway leads to actin reorganization during by the entry into G0 phase. In addition, the 

deletion of hog1 and pbs2 genes lead to the growth of pheudohyphae upon nutrient 

limitation and this observation  does not change upon nutrient renewal. Finally, the entry 

into the quiescent state is followed by changes on transcription levels of genes, such as 

rim15, ubi4, ste20, snz1,cln1-3 etc. 
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Εισαγωγή  

1.1 Γενικά χαρακτηριστικά ζυμομυκήτων και η επιλογή τους ως οργανισμός 

μοντέλο 

Οι ζυμομύκητες είναι μονοκύτταροι μύκητες και στην πλειοψηφία τους ανήκουν 

στην ευρύτερη μικροβιακή ομάδα των ασκομυκήτων (πίνακας 1.1.1). Αποτελούν ένα 

από τους πιο εύχρηστους ευκαρυωτικούς οργανισμούς-μοντέλα, με συντηρημένες  

βιολογικές διεργασίες. 

 

             Εικόνα 1.1: Φυλογενετικό δέντρο ταξινόμησης των μυκήτων 

Οι  ζυμομύκητες παρουσιάσουν πληθώρα τεχνικών πλεονεκτημάτων, με 

σημαντικότερα τα παρακάτω: έχουν ταχύ κύκλο ζωής, μπορούν να αναπτυχθούν τόσο σε 

υγρές όσο και σε στέρεες καλλιέργειες  και δεν απαιτούν υψηλού κόστους θρεπτικό 

μεσό. Όταν τα κύτταρα εμβολιάζονται σε πλούσιο (σε γλυκόζη) θρεπτικό  μέσο, 

πολλαπλασιάζονται εκθετικά μέχρι να εξαντληθεί η πηγή άνθρακα. Οι ζύμες διαθέτουν 

ισοδύναμους μηχανισμούς με πολλούς ευκαρυώτες και προκαρυώτες. Έτσι λοιπόν αυτός 

ο οργανισμός αποτελεί μοντέλο για την μελέτη της αυτοφαγίας, του οξειδωτικού στρες 

και της φάσης G0. Είναι κατάλληλος για πειράματα χαρτογράφισης γονιδίων, πειράματα 

γενετικής, μελέτη του κυτταρικού κύκλου καθώς και την μελέτη θερμοευαίσθητων  

μεταλλαγμάτων [Madigan et al, 2010; Muller, 2010; Kwon-Chung, 2012]. 
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1.1.1 Γενικά χαρακτηριστικά του ζυμομύκητα Saccharomyces cerevisiae 

Ο Saccharomyces cerevisiae ανήκει στο γένος Saccharomyces του είδους των  

ζυμομυκήτων. Πρόκειται για μονοκύτταρο οργανισμό ικανό να διαιρείται γρήγορα σε 

καθορισμένο θρεπτικό μέσο. Τα κύτταρά του είναι ωοειδή με διάμετρο περίπου 8μm και 

διαιρούνται με την διαδικασία της εκβλάστησης. Κατά την διαδικασία αυτή το νέο 

κύτταρο σχηματίζεται με την μορφή μικρής προεξοχής, η οποία μεγαλώνει βαθμιαία 

καθ’ όλη την διάρκεια του κυτταρικού κύκλου και  εν τέλει αποκόπτεται από το μητρικό 

κύτταρο. Το μέγεθος του εκβλαστήματος αποτελεί χαρακτηριστικό μορφολογικό δείκτη 

του κυτταρικού κύκλου. Ο χρόνος διπλασιασμού του  Saccharomyces cerevisiae είναι 

100 min [Madigan et al, 2010]. 

Ο Saccharomyces cerevisiae αποτελεί ένα ευρέως αξιοποιήσιμο γενετικό 

σύστημα, μιας και διαθέτει πληθώρα στελεχών, τόσο απλοειδών όσο και πολυπλοειδών 

στα οποία μπορούν να πραγματοποιηθούν με ευκολία γενετικά πειράματα. Τα βασικά 

στοιχεία της κυτταρικής του δομής, ο τρόπος σύνθεσης των μακρομορίων, η αντιγραφή 

και ο διαχωρισμός των χρωμοσωμάτων παρουσιάζουν ομολογία με εκείνες των 

ανώτερων φυτικών και ζωικών κυττάρων [Madigan et al, 2010]. 

 

1.1.2 Μορφολογία των κυττάρων του ζυμομύκητα Saccharomyces cerevisiae 

Ένα τυπικό κύτταρο Saccharomyces cerevisiae περιβάλλεται από κυτταρικό 

τοίχωμα, το οποίο περιβάλλει τον περιπλασματικό χώρο. Ο περιπλασματικός χώρος 

περιβάλλει την κυτταροπλασματική μεμβράνη. Στο κέντρο περίπου του κυττάρου 

βρίσκεται τοποθετημένος ο πυρήνας. Το κυτταρόπλασμα του κυττάρου περιέχει 

μιτοχόνδρια, ριβοσώματα, ενδοπλασματικό δίκτυο, σύστημα Golgi, κενοτόπια και 

μικροσώματα. Η συγκεκριμένη δομή είναι παρόμοια με εκείνη ενός τυπικού 

ευκαρυωτικού κυττάρου (Εικόνα 1.1). Όπως προαναφέρθηκε, τα κύτταρα αυτού του 

είδους δημιουργούν θυγατρικά κύτταρα μέσω εκβλάστησης. Κατά την διαδικασία αυτή 

το θυγατρικό φέρει το γενετικό υλικό του μητρικού καθώς και οργανίδια αυτού, που 

κατανεμήθηκαν λίγο πριν την αποκοπή του [Παπαγεωργίου, 2012]. 
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              Εικόνα 1.2:  Χαρακτηριστική δομή ενός κυττάρου ζυμομύκητα Saccharomyces cerevisiae  

 

1.1.3   Το γονιδίωμα του ζυμομύκητα Saccharomyces cerevisiae 

Το γονιδίωμα των ζυμομυκήτων είναι αρκετά μικρότερο από εκείνο των 

ανώτερων ευκαρυωτικών οργανισμών. Το μεγαλύτερο τμήμα του βρίσκεται στον πυρήνα 

σε μορφή δίκλωνου γραμμικού μορίου και το υπόλοιπο βρίσκεται στα μιτοχόνδρια με 

μορφή δίκλωνου κυκλικού μορίου. Άλλες γονιδιωματικές αλληλουχίες μπορεί να 

βρίσκονται με την μορφή πλασμιδίου ή δίκλωνων γραμμικών μορίων RNA που 

περικλείονται σε πρωτεϊνικό καψίδιο.  Το χρωμοσωμικό DNA στην απλοειδή μορφή του 

έχει μέγεθος 12 Mb, αποτελείται από 6.500 γονίδια και οργανώνεται σε 16 

χρωμοσώματα [Παπαγεωργίου, 2012]. 

 

1.2 Ο κυτταρικός κύκλος στον ζυμομύκητα Saccharomyces cerevisiae 

Ως κυτταρικός κύκλος, ορίζεται η περίοδος ανάμεσα σε δύο διαδοχικές μιτωτικές 

διαιρέσεις. Ο κυτταρικός κύκλος αποτελείται από τις εξής φάσεις: μεσόφαση και μίτωση. 

Η μετάβαση από την μία φάση του κυτταρικού κύκλο στην άλλη ελέγχεται από 

μηχανισμούς ελέγχου, που είναι γνωστοί ως σημεία ελέγχου του κυτταρικού κύκλου 

(cell cycle checkpoints) (Εικόνα 1.2). Η μεσόφαση αποτελείται από τις φάσεις: G1, S, G2 

οι οποίες έχουν τα παρακάτω χαρακτηριστικά (Εικόνα 1.3):  

 Φάση G1: κατά την διάρκεια της φάσης αυτής πραγματοποιείται σύνθεση RNA 

και πρωτεϊνών. Τα κύτταρα προετοιμάζονται για την αντιγραφή του DNA, 

αυξάνοντας το μέγεθός τους. Η πρόοδος αυτής της φάσης του κυτταρικού κύκλου 

ελέγχεται από το σημείο ελέγχου της φάσης G1 (G1 phase checkpoint), το οποίο 

καθορίζει αν θα πραγματοποιηθεί η διαίρεση. Ένα κύτταρο αρχίζει να διαιρείται 

όταν αποκτήσει μια συγκεκριμένη μάζα, η οποία καθορίζεται από τον ρυθμό 
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ανάπτυξης. Η ύπαρξη βλάβης στο DNA στην φάση G1, διακόπτει την πρόοδο του 

κυτταρικού κύκλου σε αυτή την φάση. Η διακοπή πραγματοποιείται στο σημείο 

περιορισμού (restriction point) κοντά στο τέλος της φάσης G1.  

 Φάση S: είναι η φάση κατά την οποία το DNA αρχίζει να αντιγράφεται και 

διαρκεί έως ότου αντιγραφεί όλο το γενετικό υλικό. Το περιεχόμενο του 

κυττάρου σε DNA αυξάνεται από 2n σε 4n. Και αυτή η φάση του κυτταρικού 

κύκλου ελέγχεται από ένα σημείο ελέγχου, το σημείο ελέγχου της φάσης S( S 

phase checkpoint), το οποίο αποτρέπει τη συνέχιση του κυτταρικού κύκλου αν 

υπάρξουν βλάβες ή θραύσματα στο DNA. Η ολοκλήρωση της αντιγραφής του 

DNA είναι απαραίτητη προϋπόθεση για την κυτταρική διαίρεση. 

 Φάση G2: είναι η φάση στην οποία το κύτταρο φέρει 2 πλήρη αντίγραφα όλων 

των χρωμοσωμάτων. Συνεχίζει να αυξάνεται και να συνθέτει πρωτεΐνες καθώς 

προετοιμάζεται για την μίτωση. Το σημείο ελέγχου της φάσης G2 ελέγχει την 

ύπαρξη μη αντιγραμμένου DNA ώστε να είναι εφικτή η μετάβαση στην μίτωση. 

 Μίτωση ή φάση Μ: πρόκειται για το στάδιο του κυτταρικού κύκλου το οποίο 

μοιράζεται από ένα διπλοειδές ζεύγος χρωμοσωμάτων σε κάθε θυγατρικό 

κύτταρο. Σε αυτή την φάση του κυτταρικού κύκλου είναι πλέον ορατά 

μεμονωμένα χρωμοσώματα και οργανώνεται η μιτωτική άτρακτος. Το σημείο 

ελέγχου αυτής της φάσης (σημείο ελέγχου της μίτωσης ή M phase checkpoint) 

ελέγχει την ύπαρξη ζευγαρωμένων κινητοχώρων προκειμένου να συνεχίσει η 

μίτωση. [Lewin, 2004] 

                  

               Εικόνα 1.3:  Η ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου πραγματοποιείται μέσω των σημείων ελέγχου   
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                       Εικόνα 1.4:  Ο κυτταρικός κύκλος στον ζυμομύκητα Saccharomyces cerevisiae  

1.2.1 Πρωτεΐνες που συμμετέχουν στον κυτταρικό κύκλο των ζυμομυκήτων  

Στα ευκαρυωτικά κύτταρα ο κυτταρικός κύκλος ελέγχεται από κυκλινο-

εξαρτώμενες κινάσες, οι οποίες είναι εξαιρετικά συντηρημένες. Η αντίστοιχη κινάση 

στον ζυμομύκητα Saccharomyces cerevisiae είναι η Cdk1ή Cdc28. Εννέα διαφορετικές 

κυκλίνες (Cln1-3 και Clb1-6) σχηματίζουν σύμπλοκο με την Cdc28 και ελέγχουν ειδικά 

την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου (Εικόνα 1.4) [Enserink, 2011]. 

Στην έναρξη της φάσης G1, η Cdc28 είναι ανενεργή. Κατά την μετάβαση από την 

G1 στην φάση S, η Cdc28 συνδέεται με τις Cln1, Cln2 και Cln3. Σην φάση S η Cdk1 

αλληλεπιδρά με τις Clb5,6 ενώ κατά την μετάβαση από την S στην G2 με τις Clb3,4. 

Τέλος η μετάβαση από την G2 στην M απαιτεί την πρόσδεση της Cdk1 (Cdc28) στις  

Clb1,2 [Enserink, 2011; Koch et al, 1996]. 
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Εικόνα 1.5: Ο κυτταρικός κύκλος ελέγχεται από την πρόσδεση της κινάσης Cdk1 (Cdc28)  στις 

αντίστοιχες κυκλίνες της κάθε φάσης 

 

Γενικά στις ζύμες  η έκφραση των γονιδίων της Έναρξης (του αντίστοιχου 

σημείου περιορισμού στα ανώτερα ευκαρυωτικά κύτταρα) εξαρτάται από τα σύμπλοκα 

μεταγραφικών παραγόντων SBF και MBF. Τα σύμπλοκα αυτά αποτελούνται από τον 

μεταγραφικό συνενεργοποιητή Swi6 και μια πρωτείνη που συνδέεται με το DNA, την 

Swi4 ή Mbp1, αντίστοιχα για τον κάθε παράγοντα. Ο SBF ελέγχει την μεταγραφή 

γονιδίων που ρυθμίζουν τον κυτταρικό κύκλο, ενώ γονίδια που συνεπάγονται την 

σύνθεση ή την επιδιόρθωση του DNA είναι στόχοι του MBF.  Απώλεια των  Swi4 ή 

Mbp1, έχει ως αποτέλεσμα ένα μόνιμο σταμάτημα του κυτταρικού κύκλου στην φάση 

G1 καθώς και κυτταρική θνησιμότητα, κάτι το οποίο αποδεικνύει την ουσιώδη 

λειτουργία των συμπλόκων αυτων [Enserink, 2011].. 

  Η μετάβαση από την μια φάση στην άλλη του κυτταρικού κύκλου λειτουργεί ως 

βιολογικός «διακόπτης», ρυθμίζοντας τον κυτταρικό κύκλο μέσω βρόχων ανάδρασης. 

Στα πρώιμα στάδια της G1, η cdk1είναι ανενεργή λόγω χαμηλών επιπέδων κυκλίνης και 

της ύπαρξης CKIs (cyclin dependent kinase inhibitors). Καθώς το κύτταρο προχωρά στο 

όψιμο στάδιο της G1, τα επίπεδα της κυκλίνης αυξάνονται. Στον Saccharomyces 

cerevisiae αρχικά ενεργοποιείται η κυκλίνη Cln3 και σχηματίζει σύμπλοκο με την cdk1. 

Το σύμπλοκο Cln3-Cdk1 φωσφορυλιώνει μια πρωτεΐνη, η οποία ονομάζεται Whi5 

[Enserink, 2011; Constanzo et al, 2004]. 

Ο Whi5 είναι ένας μεταγραφικός καταστολέας, ο οποίος αλληλεπιδρά με το 

μεταγραφικό σύμπλοκο SBF (Swi4/Swi6) που απαιτείται για την μεταγραφή των 

γονιδίων που εμπλέκονται στην είσοδο του κυτταρικού κύκλου και την αντιγραφή του 

DNA. Ο ρόλος του Whi5 είναι να στρατολογεί τις διακετυλάσες των ιστονών (HDACs) 
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που συγκρατούν στενά συνδεδεμένη την χρωματίνη που περιβάλλει το σύμπλοκο Whi5-

SBF με τις ιστόνες.  Η πρωτεΐνη αυτή είναι ισοδύναμη με την Rb, την κατασταλτική 

πρωτεΐνη του ρετινοβλαστώματος [Wagner et al, 2009; Constanzo et al, 2004]. 

Όταν ο Whi5 προσδένεται στο σύμπλοκο SBF, το κύτταρο αδυνατεί να εισέλθει 

στον κυτταρικό κύκλο (Εικόνα 1.5). Κατά την έναρξη του κυτταρικού κύκλου, το 

σύμπλοκο Cln3-Cdk1 φωσφορυλιώνει και απενεργοποιεί τον Whi5, προκαλώντας 

διαχωρισμό του από τον υποκινητή του SBF και προωθώντας την έξοδό του από τον 

πυρήνα (Εικόνα 1.6) [Skotheim J.M. et al., 2008]. Έτσι το σύμπλοκο SBF είναι ελεύθερο 

να ενεργοποιήσει την μεταγραφή γονιδίων που είναι απαραίτητα για την φάση G1 και 

την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου.  Στα κύτταρα όπου λείπει η πρωτεΐνη Whi5, 

προωθείται η μόνιμη μεταγραφή γονιδίων που εξαρτώνται από το SBF, με αποτέλεσμα 

να τα κύτταρα να περνούν γρήγορα από το σημείο Έναρξης και να έχουν πιο μικρό 

μέγεθος από τα φυσιολογικά. Αντίστοιχα οι μηχανισμοί που καταστέλλουν τον MBF 

στην αρχή της φάσης G1 ή τον ενεργοποιούν κατά την έναρξη του κυτταρικού κύκλου, 

δεν είναι πλήρως γνωστοί. Παρόλα αυτά ο Nrm1, που είναι ένας από τους στόχους του 

MBF, αποκρίνεται σε καταστολή του MBF κατά την έξοδο από την G1 [Wagner et al, 

2009; Constanzo et al, 2004]. 

Οι  Cln1και Cln2 λαμβάνουν μέρος στο μεταγραφικό πρόγραμμα μέσω βρόχου 

θετικής ανάδρασης [Skotheim et al., 2008]. Οι νεοσυντιθέμενες κυκλίνες επάγουν 

περεταίρω την φωσφορυλίωση του Whi5 οδηγώντας σε περεταίρω ενεργοποίηση του 

SBF. Επιπλέον οι κυκλίνες αυτές συμβάλλουν στην ενεργοποίηση των κυκλινών τύπου Β 

(Clb), στην αντιγραφή του DNA και στην εμφάνιση του εκβλαστήματος. Από την άλλη 

πλευρά η κυκλίνη Cln3 εκτός από τον σημαντικό της ρόλο στην έναρξη του κυτταρικού 

κύκλου είναι και ρυθμιστής της προόδου του κυτταρικού κύκλου, καθώς επιβεβαιώνει 

ότι τα κύτταρα έχουν φτάσει στο κατάλληλο μέγεθος ώστε να επιτευχθεί η μεταγραφή 

[Wagner et al, 2009]. 

 Η είσοδος στον κυτταρικό κύκλο απαιτεί επίσης την καταστολή ενός CKI, του 

Sic1, ο οποίος αναστέλλει τα σύμπλοκα Clb5-Cdk1 και Clb6-Cdk1. O Sic1 είναι 

απαραίτητος για τον έλεγχο του ακριβή χρόνου εισόδου στην φάση S. Διατηρεί τα 

σύμπλοκα Clb5/6-Cdk1 ανεσταλμένα και θέτει ένα κατώτατο όριο (κατώφλι) για την 

ενεργοποίηση του Clb-Cdk1 κατά την μετάβαση από την G1 στην S. Τα σύμπλοκα αυτά 

ενεργοποιούν την αντιγραφή του DNA. Ο Sic1 φωσφορυλιώνεται από τα σύμπλοκα Cln-

Cdk1, τα οποία τον στοχοθετούν, ώστε να προσδεθεί στον SΒF. . Η έκφραση του Sic1 

πυροδοτείται όταν τα κύτταρα εξέρχονται από την μίτωση και κορυφώνεται σε πρώιμο 

στάδιο της φάσης G1. Επομένως για την είσοδο στον κυτταρικό κύκλο πρέπει να 

ανασταλλεί η δράση και του Whi5 και του Sic1(Εικόνα 1.5). [Enserink, 2011] 
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Εικόνα 1.6:  Η ρύθμιση της εισόδου στον κυτταρικό κύκλο στον ζυμομύκητα Saccharomyces cerevisiae  

 

           

 

             Εικόνα 1.7:  Ο ρόλος των κυκλινών για την έναρξη και πρόοδο του κυτταρικού κύκλου  

 

 

 



 

25 
 

1.3 Φάσεις ανάπτυξης από τις οποίες διέρχεται μια καλλιέργεια  Saccharomyces 

Cerevisiae 

Μια καλλιέργεια κυττάρων ζυμομύκητα, η οποία αναπτύσσεται σε πλούσιο 

θρεπτικό μέσο (YPD: yeast extract, peptone, dextrose) διέρχεται από τις εξής φάσεις 

ανάπτυξης:  

 Λανθάνουσα φάση (Lag phase):κατά την διάρκεια αυτής της φάσης τα κύτταρα 

προσαρμόζονται στις συνθήκες ανάπτυξης. Ο αριθμός των κυττάρων που 

υπάρχουν στην καλλιέργεια δεν αυξάνεται σε αυτή την φάση. 

 Λογαριθμική ή Εκθετική φάση (Exponential or logarithmic phase):σε αυτή την 

φάση τα κύτταρα αναπτύσσονται εκθετικά. Στην αρχή τα κύτταρα αναπτύσσονται 

με ζύμωση της διαθέσιμης γλυκόζης προς παραγωγή αιθανόλης. Όταν η γλυκόζη 

αρχίζει να εξαντλείται σταματά η ανάπτυξη και διακοπή της αναπνευστικής 

αλυσίδας για της παραγωγή ενέργειας. Αυτή η περίοδος της είναι γνωστή ως 

διαύξιμη μετατόπιση (diauxic shift). 

 Μετα-διαύξιμη φάση (post-diauxic phase): κατά την φάση αυτή της ανάπτυξης, 

τα κύτταρα αναπτύσσονται με πιο αργό ρυθμό σε σχέση με αυτά που βρίσκονται 

στην εκθετική φάση. Τα κύτταρα της φάσης αυτής χρησιμοποιούν ως πηγή 

ενέργειας την αιθανόλη που παράχθηκε από την προηγούμενη φάση. 

 Στατική φάση (stationary phase): ο αριθμός των κυττάρων της φάσης αυτής 

παραμένει σταθερός. Στην συγκεκριμένη φάση υπάρχουν κύτταρα, τα οποία 

προετοιμάζονται να οδηγηθούν σε απόπτωση, κύτταρα που πολλαπλασιάζονται 

ακόμα με αργό ρυθμό και κύτταρα τα οποία βρίσκονται σε φάση αδράνειας, 

γνωστή ως G0, στην οποία μπορούν να παραμένουν για αρκετά μεγάλο χρονικό 

διάστημα. Μια καλλιέργεια Saccharomyces cerevisiae εισέρχεται σε αυτή την 

φάση μετά από 5 με 7 ημέρες [Herman, 2002; Gray et al, 2004; Brejning et al, 

2002; Galdiery et al, 2010]. 

 

 

                        Εικόνα 1.8:  Τα στάδια ανάπτυξης μιας καλλιέργειας ζυμομύκητα  
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1.4 Η οργάνωση της ακτίνης του κυτταροσκελετού στον Saccharomyces Cerevisiae 

Ο κυτταροσκελετός όλων των ευκαρυωτικών κυττάρων οργανώνεται σε 

μκροσωληνίσκους, μικρονημάτια και ενδιάμεσα νημάτια. Ο κυτταροσκελετός στα 

κύτταρα της ζύμης συμμετέχει σε ένα μεγάλο αριθμό κυτταρικών διεργασιών, όπως: η 

κυτταρική διαίρεση, ο διαχωρισμός των χρωμοσωμάτων, η κίνηση και η τοποθέτηση 

οργανιδίων στο κύτταρο, ο σχηματισμός εκβλαστήματος, η πολωμένη ανάπτυξη, την 

ενδοκυττάρωση και την έκκριση. Οι μικροσωληνίσκοι δομούνται από μόρια 

τουμπουλίνης, ενώ τα μικρονημάτια από μόρια ακτίνης [Alberts et al, 2006; Winsor et al, 

1997].  

Η ακτίνη είναι μία πρωτεΐνη 375 αμινοξέων με καλά χαρακτηρισμένη ενεργότητα 

ATPάσης, Τα περισσότερα μόρια ακτίνης ακετυλιώνονται στο αμινοτελικό τους άκρο 

και μεθυλιώνονται σε κατάλοιπα ιστιδίνης. Η ακτίνη είναι παρούσα στα κύτταρα σαν 

μονομερές (G ακτίνη) ή σαν πολυμερές (F ακτίνη). Τα μικρονημάτια αποτελούνται 

κυρίως από πολυμερή ακτίνης και άλλες πρωτεΐνες που συνδέονται που την ελέγχουν 

[Winsor et al, 1997]. 

 Στον ζυμομύκητα τη ακτίνη μπορεί να απεικονιστεί με την φθορίζουσα χρωστική 

φαλλοϊδίνη ως δυο τύποι πολυμερών δομών: τα κυτταροπλασματικά νημάτια ακτίνης και 

τις κηλίδες ακτίνης, οι οποίες ανακατανέμονται κατά την ανάπτυξη τόσο στα απλοϊδή, 

όσο και στα διπλοϊδή κύτταρα ζύμης. Με την έναρξη του κυτταρικού κύκλου μετά την 

φάση G0 οι κηλίδες ακτίνης είναι κατανεμημένες σε όλη την επιφάνεια του κυττάρου και 

τα νημάτια ακτίνης είναι προσανατολισμένα στο κυτταρόπλασμα. Λίγο πριν την 

δημιουργία του εκβλαστήματος οι κηλίδες ακτίνης βρίσκονται στο σημείο από όπου 

εκφύεται το εκβλάστημα και τα νημάτια ακτίνης στην ευρύτερη περιοχή γύρω από το 

σημείο αυτό. Οι κηλίδες ακτίνης συγκεντρώνονται στην περιοχή του εβλαστήματος κατά 

την αύξηση της κυτταρικής επιφάνειας, έως ότου το εκβλάστημα φτάσει στο κατάλληλο 

μέγεθος. Στην συνέχεια τα νημάτια και οι κηλίδες ακτίνης κατανέμονται και πάλι 

ισόποσα σε όλο το κύτταρο. Ενώ κατά την κυτταροκίνηση ο κηλίδες ακτίνης 

σχηματίζουν δακτύλιο στο σημείο όπου θα αποκοπεί το εκβλάστημα (εικόνα 1.8) 

[Winsor et al, 1997]. 
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Εικόνα 1.9: Η κατανομή των κηλίδων και νηματίων ακτίνης κατά την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου  

 

Κατά την εξάντληση των θρεπτικών συστατικών σε μια καλλιέργεια ζυμομύκητα, 

η ακτίνη οργανώνεται σε ειδικές δομές, τα σωμάτια ακτίνης (actin bodies). Τα σωμάτια 

ακτίνης αποτελούνται από F-ακτίνη και πρωτεΐνες που προσδένονται στην ακτίνη. Σε 

αντίθεση με τα νημάτια και τις κηλίδες ακτίνης, τα σωμάτια ακτίνης είναι ακίνητα και 

όσο η ακτίνη είναι οργανωμένη σε αυτή την μορφή δεν παρατηρούνται αλλαγές στην 

οργάνωσή της. Κατά την ανανέωση του θρεπτικού μέσου στα κύτταρα, τα σωμάτια 

ακτίνης εξαφανίζονται και εμφανίζονται και πάλι τα νημάτια και οι κηλίδες ακτίνης και, 

δεδομένου ότι δεν υπάρχει de novo πρωτεϊνοσύνθεση, θα συναρμολογηθεί και πάλι ο 

κυτταροσκελετός [Sagot et al, 2006].  

Κατά την ανάπτυξη μιας καλλιέργειας, τα σωμάτια ακτίνης εμφανίζονται στην 

μετα-διαύξιμη φάση. Πιο συγκεκριμένα τα κύτταρα που βρίσκονται στην εκθετική φάση 

ανάπτυξή τους είναι πολωμένα καθώς η ακτίνη εμφανίζεται κυρίως στο εκβλάστημα, 

στην διαύξιμη μετατόπιση ο κυτταροσκελετός εκπολώνεται και η ακτίνη εντοπίζεται 
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τόσο στο μητρικό, όσο και στο θυγατρικό κύτταρο ενώ κατά την μετα-διαύξιμη φάση η 

ακτίνη σχηματίζει τα σωμάτια ακτίνης (εικόνα 1.9) [Sagot et al, 2006].   

  

Εικόνα 1.10: Η κατάσταση της ακτίνης του κυτταροσκελετού κατά την εκθετική φάση, την διαύξιμη 

μετατόπιση και την μετα-διαύξιμη φάση  

1.5 Η στατική φάση  

Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, στις ζύμες η εξάντληση των θρεπτικών 

συστατικών οδηγεί σε σταμάτημα του κυτταρικού κύκλου και είσοδο σε μία φάση 

αδράνειας, γνωστή ως στατική φάση ή φάση G0, που είναι μεταβολικά ανενεργή με 

στόχο τα κύτταρα να ανταπεξέλθουν στις υπάρχουσες συνθήκες ανάπτυξης. Η είσοδος 

σε αυτή την φάση δεν αποτελεί χαρακτηριστικό μόνο των ζυμομυκήτων, αλλά και των 

ανώτερων ευκαρυωτικών κυττάρων. Επιπλέον την ιδιότητα της εξόδου από τον 

κυτταρικό κύκλο έχουν και τα προκαρυωτικά κύτταρα [Gray et al, 2004; Klosinska et al, 

2011]. 

Τα κύτταρα της φάσης αυτής παρουσιάζουν ορισμένα χαρακτηριστικά που τα 

διαχωρίζουν από τα κύτταρα που πραγματοποιούν τον κυτταρικό τους κύκλο. Τα 

κύτταρα που βρίσκονται σε αυτή την φάση δεν πολλαπλασιάζονται, αποτυγχάνουν να 

συσσωρεύσουν όγκο και μάζα και στην πλειοψηφία τους δεν παρουσιάζουν 

εκβλαστήματα [Aragon et al, 2008]. Ο μεταγραφικός ρυθμός των κυττάρων αυτών είναι 

τρεις με πέντε φορές μικρότερος από εκείνον των κυττάρων που αναπτύσσονται 

εκθετικά. Η έκφραση πολλών γονιδίων, όπως αυτών που κωδικοποιούν ριβοσωμικές 

πρωτεΐνες ή τις πολυμεράσες Ι και ΙΙ,  καταστέλλονται και ταυτόχρονα αυξάνεται η 

έκφραση γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες απαραίτητες για την επιβίωση του 

κυττάρου σε αυτή την φάση (SNZ1, HSP26, UBI4). Επιπλέον αναστέλλεται η 

αποικοδόμηση του mRNA [Gray et al, 2004]. 
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Η συνολική πρωτεϊνοσύνθεση των κυττάρων μειώνεται περίπου στο 0,3 %. Τα 

χρωμοσώματα συμπυκνώνονται και επάγεται η διαδικασία της αυτοφαγίας, κατά την 

οποία τα συστατικά του κυτταροπλάσματος μεταφέρονται στα κενοτόποια στις ζυμες (ή 

στα λυσοσώματα στους ανώτερους ευκαρυωτικούς) για αποικοδόμηση και 

επαναχρησιμοποίηση τους. Τα κυτταρικά τους τοιχώματα γίνονται πιο παχιά ένω η 

ακτίνη του κυτταροσκελετού οργανώνεται σε ειδικές δομές, τα σωμάτια ακτίνης (actin 

bodies). Σχετικά με τα λογαριθμικά αναπτυσσόμενα κύτταρα, τα κύτταρα της στατικής 

φάσης είναι θερμο- και οσμω- ανθεκτικά αλλά και ανθεκτικά στην πέψη με το ένζυμο 

ζυμολυάση [Gray et al, 2004; Klosinska et al, 2011]. 

Η φάση G1 αποτελεί το κοινό σημείο μεταξύ της κατάστασης αδράνειας και του 

κυτταρικού κύκλου. Κατά τα πρώιμα στάδια της φάσης αυτής, δηλαδή πριν την Έναρξη,  

το κύτταρο αποφασίσει αν θα συνεχίσει τον κυτταρικό κύκλο ή θα εισέλθει στην φάση 

αδράνειας, ανάλογα με τα περιβαλλοντικά ερεθίσματα. Όταν στην καλλιέργεια υπάρχουν 

θρεπτικά συστατικά, το κύτταρο τα χρησιμοποιεί και συνεχίζει τον κυτταρικό κύκλο. Σε 

περίπτωση εξάντλησης των θρεπτικών συστατικών το κύτταρο εισέρχεται στον «κύκλο 

αδράνειας» (εικόνα 1.10). Όταν σε  αυτά τα κύτταρα προστεθεί πηγή άνθρακα 

(γλυκόζη), τότε αυτά εισέρχονται και πάλι στον κυτταρικό τους κύκλο [Gray et al, 

2004]. 

Αντίθετα, το θερμικό σοκ, η επίδραση χημικών όπως, το μεθυλομεθαν- 

σουλφονικό οξύ και  οι τοξίνες, μπορούν να επάγουν την έκφραση γονιδίων που 

σχετίζονται μ το οξειδωτικό στρες τόσο σε κύτταρα που πολλαπλασιάζονται όσο και σε 

κύτταρα που βρίσκονται στην στατική φάση [Gray et al, 2004]. 
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                Εικόνα 1.11: Η αλληλεπίδραση μεταξύ κυτταρικού κύκλου και «κύκλου αδράνειας»  

 

1.5.1  Είσοδος στην στατική φάση: 

Η  είσοδος σε αυτή την φάση ελέγχεται από δύο σημαντικά σηματοδοτικά 

μονοπάτια, το μονοπάτι Ras και το μονοπάτι TOR. Η παρουσία πλούσιου θρεπτικού 

μέσου αποτελεί σήμα για την ενεργοποίηση τόσο του μονοπατίου TOR όσο και του 

μονοπατιού  Ras/PKA (εικόνα 1.11). Η εξάντληση των θρεπτικών συστατικών οδηγεί σε 

καταστολή και των δύο μονοπατιών και έτσι πυροδοτείται η είσοδος στην φάση 

αδράνειας [Herman, 2002]. 

Στον ζυμομύκητα Saccharomyces cerevisiae οι πρωτεΐνες Ras, Ras1p και Ras2p, 

είναι μικρές GTP-δεσμευόμενες πρωτεΐνες που ενεργοποιούν την cAMP-εξαρτώμενη 

πρωτεϊνική κινάση PKA. Οι TOR πρωτεΐνες, Tor1p και Tor2p, είναι 

αυτοφωσφορυλιώμενες πρωτεΐνες με ενεργότητα κινάσης σερίνης/θρεονίνης. Και τα δύο 

αυτά σηματοδοτικά μονοπάτια εμπλέκονται στην θετική ρύθμιση διαφόρων διεργασιών 

όπως η μετάφραση και η αποικοδόμηση πρωτεϊνών [Herman, 2002]. 
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     Εικόνα 1.12: Για την είσοδο στην φάση G0 απαιτείται η αναστολή των μονοπατιών Ras/PKA και TOR  

 

Έχει δειχθεί ότι η πρωτεϊνική κινάση Rim15p, ως ένα PKA υπόστρωμα, είναι 

απαραίτητη για την είσοδος στην φάση G0. Μεταλλάξεις στις οποίες λείπει η Rim15p 

είναι βιώσιμες, όμως τα κύτταρα αυτά δεν παρουσιάζουν τα χαρακτηριστικά της φάσης 

G0, τα οποία εμφανίζονται με την εξάντληση των θρεπτικών συστατικών. Τα 

αποτελέσματα την εισόδου στην φάση G0, επηρεάζεται και από τον μεταγραφικό 

παράγοντα Gis1p. Ακόμη είναι άγνωστο αν ο Gis1 είναι υπόστρωμα της Rim15 ή αν 

επιδρά σε αυτήν με έμμεσο τρόπο. Τα κύτταρα στα οποία λείπει ο Gis1 παρουσιάζουν 

ελάττωμα στην συσσώρευση του γλυκογόνου και σταματούν τον κυτταρικό τους κύκλο 

στην G1, αλλά παρουσιάζουν και σημαντικό πρόβλημα βιωσιμότητας στην στατική 

φάση [Herman, 2002]. 

Επιπλέον έχει παρατηρηθεί ότι για την είσοδο στην στατική φάση (φάση G0) 

εμπλέκεται και η καρβοξυ-τελική επικράτεια  (CTD) της Rpb1p, της μεγαλύτερης 

υπομονάδας της RNA πολυμεράσης ΙΙ. Η CTD της Rpb1p είναι μια εξαιρετικά 

συντηρημένη επαναλαμβανόμενη δομή, η οποία είναι σημαντική για την ρύθμιση των 

πολλαπλών σταδίων για την παραγωγή ώριμου μορίου mRNA. Έλλειψη τμήματος ή και 

ολόκληρης της CTD της Rpb1p εμποδίζουν την ομαλή είσοδο στην στατική φάση και σε 

συνδυασμό με μεταλλάξεις που παρουσιάζουν αυξημένα επίπεδα δραστηριότητας του 

μονοπατιού Ras/PKA οδηγεί σε μη βιώσιμη κατάσταση. Με βάση αυτή την παρατήρηση 

πιθανολογείται ότι η σηματοδοτική οδός Ras/PKA συντονίζει την γονιδιακή έκφραση με 

την διαθεσιμότητα των θρεπτικών συστατικών ρυθμίζοντας τη λειτουργία των πρωτεϊνών 

που συνδέονται με τη CTD της Rpb1p [Herman, 2002]. 

Από την άλλη πλευρά, όταν το μονοπάτι TOR είναι ενεργό, καταστέλλει το 

μονοπάτι της πρωτεϊνικής κινάση C (Protein Kinase C-PKC). Το μονοπάτι της PKC 
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ευθύνεται για την βιοσύνθεση του κυτταρικού τοιχώματος και την οργάνωση της ακτίνης 

του κυτταροσκελετού. Όταν είναι ενεργό προσδίδει στα κύτταρα ικανότητα να 

παρουσιάσουν κάποια από τα χαρακτηριστικά της στατικής φάσης, όπως τα παχιά 

κυτταρικά τοιχώματα ή την δημιουργία σωματίων ακτίνης (actin bodies). Επομένως η 

αναστολή του μονοπατιού TOR και η επακόλουθη ενεργοποίηση της PKC, είναι 

απαραίτητη για την είσοδο του κυττάρου στην στατική φάση. Κύτταρα που 

παρουσιάζουν μεταλλαγές σε στόχους του μονοπατιού TOR, αποπίπτουν μέσω της 

εξάντλησης των θρεπτικών συστατικών (Εικόνα 1.12) [Herman, 2002]. 

 

           

       Εικόνα 1.13:  Κύρια σηματοδοτικά μονοπάτια που εμπλέκονται στην είσοδο στην φάση G0  

Τέλος για την είσοδο σε αυτή την φάση απαιτείται η ενεργοποίηση του 

μονοπατιού Snf1. Το μονοπάτι αυτό παρουσία θρεπτικών συστατικών είναι ανενεργό και 

ενεργοποιείται με την εξάντλησή τους. Το ενεργό Snf1 μετατρέπει τον μεταβολισμό των 

κυττάρων από ζυμωτικό σε αναπνευστικό, μια απαραίτητη προϋπόθεση για την είσοδο 

στην στατική φάση [Gray et al, 2004]. 

 

1.5.2  Έξοδος από την στατική φάση  

 Για να εξέλθουν τα κύτταρα από την φάση G0 απαιτείται ο εμβολιασμός τους σε 

πλούσιο θρεπτικό μέσο, το οποίο θα περιέχει άφθονη την κύρια πηγή άνθρακα 

(γλυκόζη). Έτσι το μονοπάτι TOR ενεργοποιείται και τα κύτταρα εισέρχονται 

συγχρονισμένα στον κυτταρικό κύκλο. Μετά από 1 ώρα από τον εμβολιασμό τους έχουν 

χάσει σχεδόν όλα τα χαρακτηριστικά της φάσης G0, τα οποία είναι: ανθεκτικότητα, 

παχιά κυτταρικά τοιχώματα, actin bodies, μεγάλα κενοτόπια. Ακόμη, η κινάση του 

κυτταρικού κύκλου, Cdc28,προσδένεται στην κυκλίνη Cln3 ώστε να ενεργοποιηθεί ξανά 

ο κυτταρικός κύκλος [Gray et al, 2004]. 
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1.6 Τα γονίδια που σχετίζονται με τη φάση G0 

Η είσοδος στην στατική φάση, όπως προαναφέρθηκε, έχει ως αποτέλεσμα την 

αναστολή πολλών σηματοδοτικών μονοπατιών. Η αναστολή αυτή συνεπάγεται την 

επαγωγή της έκφρασης ορισμένων γονιδίων, των γονιδίων που σχετίζονται με την φάση 

G0 (G0 related genes) και τα οποία αναφέρονται αναλυτικά παρακάτω [Gray et al, 

2004]. 

 

1.6.1 Γονίδια που η έκφρασή τους ρυθμίζεται από τα μονοπάτια TOR και 

RAS/PKA 

 

Το μονοπάτι TOR: 

Το μονοπάτι TOR είναι ένας εξαιρετικά συντηρημένος σηματοδοτικός 

μηχανισμός, ο οποίος αντιλαμβάνεται τα επίπεδα θρεπτικών συστατικών και τα 

ενεργειακά επίπεδα του κυττάρου. Βοηθά το κύτταρο να προσαρμοστεί σε πιθανές  

περιβαλλοντικές αλλαγές και είναι ένα από τα σημαντικότερα σηματοδοτικά μονοπάτια 

που εμπλέκονται στην είσοδο στην φάση G0. Το μονοπάτι αυτό είναι ενεργό παρουσία 

θρεπτικών συστατικών και ανενεργό όταν τα θρεπτικά συστατικά εξαντληθούν ή όταν η 

κινάση TOR ανασταλεί από το αντιβιοτικό ραπαμυκίνη [Schmelzle et al., 2000; Ronit et 

al, 2010]. 

Ο μηχανισμός αυτός ρυθμίζει μεγάλο αριθμό διεργασιών. Συγκεκριμένα η 

ενεργοποίηση της πρωτεϊνικής κινάσης TOR επάγει την διαδικασία της μεταγραφής και 

την μετάφρασης, την βιοσύνθεση των ριβοσωμάτων και των tRNA, την οργάνωση της 

ακτίνης του κυτταροσκελετού  και την ενεργοποίηση της PKC σηματοδοτικής οδού. 

Αντίθετα καταστέλλει την διαδικασία της αυτοφαγίας και την είσοδο στην στατική φάση 

(εικόνα 1.13) [Schmelzle et al., 2000]. 
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             Εικόνα 1.14: Το μονοπάτι TOR εμπλέκεται σε μεγάλο αριθμό κυτταρικών διεργασιών  

Η ύπαρξη θρεπτικών συστατικών και κυρίως της πηγής άνθρακα (γλυκόζη) 

οδηγεί, με τρόπο ακόμα άγνωστο, στην ενεργοποίηση της πρωτεϊνικής κινάσης TOR. Η 

κινάση αυτή φωσφορυλιώνει την πρωτεΐνη TAP42, η οποία συνδέεται και καταστέλλει 

φωσφατάσες σερίνης/θρεονίνης, όπως η PP2A(Protein Phosphate 2A) και η Sit4. Η 

αλληλεπίδραση της TAP42 με τις φωσφατάσες οδηγεί στην απενεργοποίησή τους, κάτι 

που τις αποτρέπει να συνδεθούν με τον παράγοντα έναρξης της μετάφρασης eIF4E 

(eukaryotic translation Initiation Factor 4E), ο οποίος θα παραμείνει φωσφορυλιωμένος 

και ενεργός. Ο eIF4E στη συνέχεια συνδέεται με το 5’ άκρο του mRNA και επάγει την 

μετάφραση [Schmelzle et al, 2000]. 

Όταν η κινάση TOR είναι ανενεργή (σε περίπτωση εξάντλησης ή έλλειψης 

θρεπτικών συστατικών), η πρωτεΐνη TAP42 είναι κατεσταλμένη. Η κατάσταση αυτή 

επιτρέπει στις φωσφατάσες τόσο να αποφωσφορυλιώσουν τον eIF4E και να 

καταστείλουν την μετάφραση, όσο και να καταστείλουν τις πολυμεράσες Ι και ΙΙΙ 

καταστέλλοντας την μεταγραφή. Οι ενεργές φωσφατάσες μπορούν ταυτόχρονα να 

ενεργοποιήσουν μεταγραφικούς παράγοντες, όπως ο Gln3,  που θα ενεργοποιήσουν την 

μεταγραφή γονιδίων, η έκφρασή των οποίων επιτυγχάνει την επιβίωση του κυττάρου σε 

περιορισμένα θρεπτικά συστατικά (εικόνα 1.14) [Schmelzle et al, 2000]. 

 Ο μεταγραφικός παράγοντας Gln3, συμμετέχει στην μεταγραφή γονιδίων που 

επιτυγχάνουν την επιβίωση του κυττάρου σε χαμηλά επίπεδα πηγής αζώτου. Παρουσία 

φωσφατασών (άρα και ανενεργής κινάσης TOR) ο Gln3 αποφωσφορυλιώνεται και 

ενεργοποιείται, μετακινείται στον πυρήνα όπου ενεργοποιεί την μεταγραφή των 

κατάλληλων γονιδίων που επιτρέπουν την επιβίωση παρουσία χαμηλών επιπέδων 

αζώτου στα θρεπτικά συστατικά.  Στην περίπτωση όπου η κινάση TOR είναι ενεργή , οι 

φωσφατάσες απενεργοποιούνται μέσω της TAP42, επομένως ο Gln3 παραμένει 

φωσφορυλιωμένος και ανενεργός στο κυτταρόπλασμα [Rai et al, 2013]. 
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                                           Εικόνα 1.15:  Το μονοπάτι TOR στις ζύμες  

Το σηματοδοτικό μονοπάτι  TOR ελέγχει ακόμη και την οργάνωση του 

κυτταροσκελετού από τα ινίδια ακτίνης. Το ενεργό TOR ενεργοποιεί τις CTPases RHO 

μέσω της ενεργοποίησης της πρωτεΐνης ROM2, οι οποίες ενεργοποιούν την 

σηματοδοτική οδό των MAP κινασών. Έτσι η ακτίνη οργανώνεται σε ινίδια ακτίνης σε 

όλο το μήκος του κυτταροσκελετού. Η αναστολή του μονοπατιού TOR, μέσω της 

εξάντλησης θρεπτικών συστατικών, καταστέλλει τις CTPases RHO και οργανώνει την 

ακτίνη του κυτταροσκελετού σε ειδικές δομές που είναι γνωστές ως σωματίδια  ακτίνης 

(actin bodies) [Laporte et al,  2011]. 

Το μονοπάτι RAS/PKA: 

Το μονοπάτι της εξαρτώμενης από το cAMP πρωτεϊνικής κινάσης (protein kinase 

cAMP- dependent -PKA) είναι συντηρημένο σε όλα τα ευκαρυωτικά κύτταρα. Αν και η 

δομή της οδού δεν είναι ίδια σε όλα τα κύτταρα, η οδός εμπλέκεται αμετάβλητα στην 

ρύθμιση της ανάπτυξης των κυττάρων και του οργανισμού. Όταν οι συγκεντρώσεις του 

cAMP είναι χαμηλές, η PKA είναι ανενεργή και υφίσταται ως τετραμερές αποτελούμενο 

από δύο καταλυτικές υπομονάδες και δύο ρυθμιστικές υπομονάδες. Υπάρχουν τρία 

γονίδια που κωδικοποιούν τις τρεις μορφές της καταλυτικής υπομονάδας, τα tpk1, tpk2 

και tpk3. Η ρυθμιστική υπομονάδα κωδικοποιείται από το bcy1. Όταν η συγκέντρωση 

του cAMP είναι υψηλή, το νουκλεοτίδιο συνδέεται με τις ανασταλτικές ρυθμιστικές 

υπομονάδες, BCY1 και τις εμποδίζει να αλληλεπιδράσουν, ενεργοποιώντας ταυτόχρονα 

τις καταλυτικές υπομονάδες (εικόνα 1.15). Οι πρωτεΐνες TPK1, TPK2 και TKP3 έχουν 

διαφορετικές λειτουργίες [Gray et al, 2004; Conrad et al, 2013].  

Το μονοπάτι της PKA δρα κυρίως αναστέλλοντας στην είσοδο στην στατική 

φάση. Μεταλλάγματα από τα οποία λείπει το cAMP, είναι ανίκανα να επιτελέσουν την 

διαδικασία του πολλαπλασιασμού και σταματούν την ανάπτυξή τους προσομοιάζοντας 
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την στατική φάση. Η  ιδιοστατική ενεργοποίηση της PKA μέσω διαγραφής του bcy1, 

έχει ως αποτέλεσμα τον κυτταρικό θάνατο στην διαύξιμη μετατόπιση, αποδεικνύοντας 

ότι η καθοδική ρύθμιση του μονοπατιού της PKA είναι απαραίτητη για την επιτυχή 

έναρξη και πρόοδο στην μετα-διαύξιμη φάση [Gray et al, 2004; Conrad et al, 2013].  

      

                             Εικονα 1.16:  Το μονοπάτι PKAστον ζυμομύκητα 

Εκτός από τον σημαντικό ρόλο που διαδραματίζει στην είσοδο στην στατική 

φάση το μονοπάτι PKA, απαιτείται και για την έξοδο από την στατική φάση. Η 

ενεργοποίηση του κατά την έξοδο από την στατική φάση γίνεται μέσω της πρωτεΐνης 

RAS. Ταυτόχρονα την δράση της PKA ελέγχει και το μονοπάτι TOR [Gray et al, 2004; 

Conrad et al, 2013].  

 Το γονίδιο rim15 

Το γονίδιο rim15 κωδικοποιεί την πρωτεϊνική κινάση σερίνης/θρεονίνης 

(Ser/Thr) RIM15, η οποία δέχεται σήματα από διάφορα δίκτυα σηματοδότησης, τα οποία 

αντιλαμβάνονται τα θρεπτικά συστατικά. Η ρυθμιστική δραστικότητα και ο 

υποκυτταρικός εντοπισμός της πρωτεΐνης RIM15 εξαρτάται από την ανίχνευση των 

επιπέδων των θρεπτικών μέσω των μονοπατιών TOR, PKA και PHO, τα οποία 

αντιλαμβάνονται τα επίπεδα αζώτου, γλυκόζης και φωσφόρου, αντίστοιχα [Bisschops et 

al, 2014]. Το γονίδιο rim15 χαρακτηρίσθηκε αρχικά ως ρυθμιστής της έκφρασης 

μειωτικών γονιδίων, στην συνέχεια ανακαλύφθηκαν οι πλειοτροπικές δράσεις του 

γονιδίου και κυρίως ο ρόλος του στην είσοδο στην στατική φάση [Reinders et al, 

1998;Pedruzzi et al, 2003].  
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 Ένα βασικό μοντέλο λειτουργίας του RIM15 είναι η απόκριση στα 

περιβαλλοντικά στρες και η συντονισμένη έξοδος από τον κυτταρικό κύκλο και η 

είσοδος στην στατική φάση. Το RIM15 αρχίζει ήδη να εκφράζεται κατά την διάρκεια της 

διαύξιμης φάσης, φαίνεται όμως να είναι ιδιαίτερα σημαντικό για την επιβίωση κατά την 

επακόλουθη στατική φάση, στην οποία τα κύτταρα υποβάλλονται σε παρατεταμένη 

εξάντληση γλυκόζης. Υπό αυτές τις συνθήκες τα μονοπάτια PKA, TOR και PHO είναι 

ανενεργά, επιτρέποντας στο RIM15 να είναι ενεργό και να ενεργοποιήσει τους 

μεταγραφικούς παράγοντες Gis1 και Msn2/4, οι οποίοι μεταγράφουν γονίδια που είναι 

απαραίτητα για την απόκριση στο στρες (εικόνα 1.16) [Bisschops et al, 2014]. Όταν η 

πρωτεΐνη RIM15 βρίσκεται στο κυτταρόπλασμα είναι ανεσταλμένη και 

φωσφωρυλιωμένη από την PKA ή την TOR. Κατά την ενεργοποίησή της 

αποφωσφορυλιώνεται και μεταφέρεται στον πυρήνα, όπου ενεργοποιεί τους 

μεταγραφικούς παράγοντες Gis1 και Msn2/4 (εικόνα 1.17). Δεδομένης της 

σημαντικότητας της πρωτεΐνης RIM15 για την έξοδο από τον κυτταρικό κύκλο και την 

είσοδο στην στατική φάση είναι εξίσου σημαντική και η έκφραση του γονιδίου rim15 

που θα κωδικοποιήσει την πρωτεΐνη, και το οποίο αρχίζει κιόλας να εκφράζεται από την 

διαύξιμη μετατόπιση [Swinnen et al, 2006] .  

 

                            

        Εικόνα 1.17: Τα μονοπάτια που ρυθμίζουν την λειτουργία του RIM15 
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                  Εικόνα 1.18: Η ρύθμιση του RIM15  από τα μονοπάτια της PKA και του TOR 

 Το γονίδιο bcy1: 

Το γονίδιο bcy1 κωδικοποιεί την πρωτεΐνη BCY1, η οποία, όπως προαναφέρθηκε, 

αποτελεί την ρυθμιστική υπομονάδα της PKA. Πρόκειται για ένα γονίδιο που η έκφρασή 

του αυξάνεται κατά την στατική φάση, καθώς η εξάντληση των θρεπτικών συστατικών 

σηματοδοτεί την αναστολή του μονοπατιού της PKA, μέσω της ενεργοποίησης της 

ρυθμιστικής υπομονάδας BCY1. Η διαγραφή του bcy1, έχει ως αποτέλεσμα την 

ιδιοστατική ενεργοποίηση της PKA, αυτή η αλλαγή προκαλεί τον θάνατο των κυττάρων 

στην διαύξιμη μετατόπιση. Επιπλέον κύτταρα τα οποία φέρουν διαφορετικά 

αλληλόμορφα για το bcy1 με μεταλλαγές στο C τελικό άκρο πεθαίνουν σε διαφορετικές 

στιγμές κατά την διάρκεια της μετα-διαύξιμης φάσης ή της στατικής φάσης, όταν δηλαδή 

αρχίζει η εξάντληση των θρεπτικών συστατικών [Gray et al, 2004]. 

 Τα γονίδια ssa3, hsp26 και hsp12: 

Η έκφραση του γονιδίου rim15 και, εν συνεχεία, η κωδικοποίηση της πρωτεΐνης 

RIM15 έχει ως αποτέλεσμα την επαγωγή και την έκφραση τριών γονιδίων που 

αποκρίνονται στο στρες (stress responsive genes), τα ssa3, hsp26 και hsp12. Πρόκειται 

για γονίδια που κωδικοποιούν τις πρωτεΐνες SSA3, HSP26 και HSP12, αντίστοιχα, και οι 

οποίες επιτελούν την λειτουργία μοριακών συνοδών για την απόκριση του κυττάρου στο 

στρες [Reinders et al, 1998]. Πιο συγκεκριμένα: 

 Το γονίδιο ssa3: κωδικοποιεί την κυτταροπλασματική πρωτεΐνη SSA3, η 

οποία διαθέτει ενεργότητα ATPάσης και ανήκει στην πρωτεϊνική 

οικογένεια των HSP70. Συμμετέχει στην απόκριση στο στρες. Η πρωτεΐνη 
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του συμμετέχει στην SRP-εξαρτώμενη συμμεταφραστική στοχοθέτηση 

και μεταφορά πρωτεΐνης- μεμβράνης [Boorstein et al, 1990].  

 Το γονίδιο hsp26: κωδικοποιεί την μικρή πρωτεΐνη θερμικού σοκ, 

HSP26. Ο κύριος ρόλος της πρωτεΐνης είναι να αναστέλλει την 

συσσωμάτωση των μη αναδιπλωμένων πρωτεϊνών. Πρόκειται για 

μακρόβια πρωτεΐνη, η οποία κατά προτίμηση παραμένει στο μητρικό 

κύτταρο καθώς διαθέτει επικράτειες πρόσδεσης και με το mRNA [Ghosh 

et al, 2010]. 

 Το γονίδιο hsp12: κωδικοποιεί την πρωτεΐνη HSP12, η οποία είναι 

πρωτεΐνη της πλασματικής μεμβράνης και συμμετέχει στην οργάνωσή της 

και ρυθμίζεται από τα μονοπάτια HOG1 και RAS/PKA [Varela et al, 

1995]. 

Η ενεργοποίηση της RIM15, έχει ως αποτέλεσμα την έκφραση των γονιδίων ssa3, 

hsp26 και hsp12. Η διαγραφή του γονιδίου rim15, έχει ως αποτέλεσμα την μεταγραφική 

αναστολή των γονιδίων αυτών [Reinders et al, 1998].  

 Το γονίδιο της πολύ-ουβικιτίνης, ubi4 

Η ουβικιτινίωση είναι μια διαδικασία, μέσω της οποίας οι πρωτεΐνες και άλλα 

μόρια στοχοθετούνται με μόρια ουβικιτίνης και μεταφέρονται στο πρωτεάσωμα για 

αποικοδόμηση. Στον ζυμομύκητα υπάρχουν γονίδια που κωδικοποιούν την ουβικιτίνη, τα 

ubi1, ubi2 και ubi3 και το γονίδιο ubi4 που κωδικοποιεί την πολύ-ουβικιτίνη, UBI4 

[Simon et al, 1999; Finley et al, 1987]. 

Η βασική λειτουργία της UBI4 είναι να παρέχει ουβικιτίνη στα κύτταρα που 

βρίσκονται σε κατάσταση στρες. Η μεταγραφή του γονιδίου ubi4 στον Saccharomyces 

cerevisiae επάγεται έντονα από μία ποικιλία περιβαλλοντικών καταπονήσεων, όπως το 

θερμικό σοκ, η εξάντληση των θρεπτικών συστατικών και η έκθεση σε παράγοντες που 

βλάπτουν το DNA. Αυτή η μεταγραφική απόκριση του ubi4 είναι πιθανό να είναι ο 

κύριος μηχανισμός για την αύξηση των αποθεμάτων ουβικιτίνης και της αποδόμησης του 

πρωτεϊνών του στρες που υπέστησαν βλάβη [Simon et al, 1999; Finley et al, 1987]. 

Επιπλέον η μεταγραφή του γονιδίου ubi4 αυξάνεται κατά την έναρξη της 

στατικής φάσης, την εξάντληση των θρεπτικών συστατικών, κατά την διαδικασία της 

μειωτικής διαδικασίας και άμβλυνση του οξειδωτικού στρες σε καλλιέργειες κυττάρων 

ζύμης. Στην πραγματικότητα έχει προταθεί ότι αυτή η παραγωγή ουβικιτίνης που 

επάγεται από το στρες και κωδικοποιείται από το γονίδιο ubi4, διευκολύνει την 

αποικοδόμηση των μετουσιωμένων πρωτεϊνών που συσσωρεύονται υπό συνθήκες στρες 

[Simon et al, 1999; Finley et al, 1987]. 
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 Το γονίδιο snz1 

Το γονίδιο snz1 κωδικοποιεί την πρωτεΐνη SNZ1, η οποία ανήκει σε μια ιδιαίτερα 

συντηρημένη  οικογένεια που συντίθενται κατά την είσοδο στην στατική φάση. 

Ρυθμίζεται ανοδικά από ένα άλλο γονίδιο, το sno1. Η έκφραση των snz1/sno1 αυξάνεται 

κατά την μετα-διαύξιμη φάση. Η πρωτεΐνη του καταλύει τον σχηματισμό της 5΄-

φωσφορικής πυριδοξάλης, από την 5΄- φωσφορική ριβόξη, την 3΄- φωσφορική 

γλυκεαλδεϋδη και την αμμωνία, μια αντίδραση που εμπλέκεται στην βιοσύνθεση της 

βιταμίνης Β6. Στην έκφραση των γονιδίων snz1/sno1 εμπλέκονται οι κινάσες PHO 

καθώς στον υποκινητή των γονιδίων αυτών προσδένεται ο Pho4 με σκοπό να ρυθμίζει 

χρονικά την έκφραση των snz1/sno1 έτσι ώστε να ρυθμίζονται την κατάλληλη χρονική 

στιγμή [Nishizawa et al, 2008; Braun et al, 1996; Rodriguez-Navarro et al, 2002; Padilla 

et al, 1998]. 

1.7 Το μονοπάτι HOG1 

Ένας αρκετά μεγάλος αριθμός μονοπατιών μεταγωγής σημάτων έχει ρόλο την 

προσαρμογή των κυττάρων στο οσμωτικό στρες. Τόσο στις ζύμες όσο και στα θηλαστικά 

υπάρχει μια συντηρημένη οικογένεια MAPKs, οι οποίες αποκρίνονται σε εξωκυττάριες 

περιβαλλοντικές αλλαγές μέσω των SAPKs (stress activated protein kinases). Οι SAPKs 

ρυθμίζουν την έκφραση γονιδίων ως απόκριση στα εξωκυττάρια ερεθίσματα που 

προκαλούν οσμωτικό στρες με στόχο την μεγιστοποίηση της επιβίωσης του κυττάρου.  Η 

προσαρμοστική απόκριση όπου δημιουργείται ως αποτέλεσμα της ενεργοποίησης των 

SAPKs οδηγεί επιπλέον σε αλλαγές στην μετάφραση των πρωτεϊνών και στην πρόοδο 

του κυτταρικού κύκλου [Duch et al, 2012].  

Η απόκριση των κυττάρων στο οσμωτικό στρες οδηγεί σε γρήγορη και παροδική 

ενεργοποίηση των SAPKs.Κύριοι αντιπρόσωποι των SAPKs είναι η κινάση Hog1 στις 

ζύμες και η p38 στα θηλαστικά. Στις ζύμες το μονοπάτι Hog1 είναι ο βασικός 

διαμεσολαβητής της κυτταρικής προσαρμογής υπό οσμωτικό στρες και η καλύτερα 

χαρακτηρισμένη SAPK στους ευκαρυώτες. Το μονοπάτι Hog1 είναι ομόλογο του  p38 

[Duch et al, 2012].  
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                   Εικόνα 1.19 :  Σύγκριση των μοριακών συστατικών των μονοπατιών Hog1 και p38   

 

Δύο ανεξάρτητες υπομονάδες αισθητήρων πυροδοτούν την ενεργοποίηση του 

μονοπατιού Hog1, ο Sln1 και ο Sho1. Κάθε υπομονάδα αισθητήρα είναι ικανή να 

πυροδοτήσει την ενεργοποίηση του μονοπατιού. Η υπομονάδα Sln1σχετίζεται 

περισσότερο με τον έλεγχο και την υψηλότερη ευαισθησία στην γρήγορη απόκριση σε 

ευρύ φάσμα οσμωτικών αλλαγών . Ο πυρήνας του μονοπατιού αποτελείται από 3 

MAPKs (Ssk2, Ssk22 και Ste11 ), οι οποίες ενεργοποιούν την Pds2 MAPK, η οποία  

στην συνέχεια φωσφορυλιώνει και ενεργοποιεί την Hog1 MAPK  (εικόνα 1.18) [Duch et 

al, 2012].  

 Το ομόλογο μονοπάτι για τα θηλαστικά, p38, έχει ως κύριους ενεργοποιητές τις 

MEKK1/4 που ενεργοποιούν τις MKK3/6, οι οποίες ενεργοποιούν την p38. Αυτό το 

μονοπάτι ενεργοποιείται από πλήθος εξωτερικών ερεθισμάτων όπως κυτοκίνες, βλάβες 

στο DNA, οξειδωτικό και θερμικό στρες. Αντίθετα το μονοπάτι Hog1 ενεργοποιείται 

κυρίως από το οσμωτικό στρες και διαδραματίζει μικρό ρόλο στην απόκριση σε άλλες 

πηγές στρες (θερμότητα, οξείδωση, αποδιάταξη πρωτεϊνών).  Παρά την διαφορά τους, τα 

δύο μονοπάτια ελέγχουν την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου, μέσω ελέγχου των 

διαφόρων φάσεων του κυτταρικού κύκλου [Duch et al, 2012]. 

 Όπως έχει ήδη αναφερθεί η πρόοδος την φάσης G1 του κυτταρικού κύκλου 

ρυθμίζεται από τις κυκλίνες Cln1, Cln2 και Cln3, ενώ η είσοδος στην φάση S από τις 

κυκλίνες Clb5 και Clb6. Η ενεργοποίηση του μονοπατιού Hog1 λόγω την έκθεσης του 

κυττάρου σε συνθήκες που επάγουν το οσμωτικό στρες, έχει ως αποτέλεσμα το παροδικό 
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σταμάτημα στην φάση G1. Το σταμάτημα σε αυτή την φάση βοηθά στην σταθεροποίηση 

του αναστολέα Sic1. Η έκφραση του Sic1 πυροδοτείται όταν τα κύτταρα εξέρχονται από 

την μίτωση και κορυφώνεται σε πρώιμο στάδιο της φάσης G1 [Duch et al, 2012; 

Mizunuma et al, 2013]. 

 Όταν τα κύτταρα διέρχονται από την φάση G1, η  ενεργότητα του συμπλόκου 

Cln-cdc28  αυξάνεται και φωσφορυλιώνει την Ν-τελική επικράτεια του Sic, κάτι που την 

στοχοθετεί για ουβικιτινίωση από την cdc4 και αποικοδόμηση από το πρωτεάσωμα. 

Μόλις η Sic1 αποικοδομηθεί τα σύμπλοκα Clb5/6-Cdc28 ενεργοποιούνται και 

πυροδοτείται η αντιγραφή του DNA. Υπό οσμωτικό στρες, το Hog1 αλληλεπιδρά φυσικά 

με τον Sic1και φωσφοφυλιώνει την θρεονίνη 173 του καρβοξυ-τελικού άκρου του Sic1. 

Αυτή η φωσφορυλίωση εμποδίζει την αλληλεπίδραση του Sic1 με την cdc4, μειώνοντας 

την αποικοδόμηση  του και οδηγώντας σε σταμάτημα του κυτταρικού κύκλου στην G1 

[Duch et al, 2012; Mizunuma et al, 2013]. 

 Η σταθεροποίηση του Sic1 και το σταμάτημα του κυτταρικού κύκλου στην φάση 

G1 με τρόπο που εξαρτάται από το Hog1 είναι απαραίτητα για την προσαρμοστική 

απόκριση στο οσμωτικό στρες. Στην περίπτωση που από τα κύτταρα λείπει το Sic1 από 

τα κύτταρα ή υπάρχει κάποιο ελάττωμα στην θέση φωσφορυλίωσής του (θρεονίνη 173), 

μειώνεται η δυνατότητα επιβίωσης του κυττάρου σε συνθήκες οσμωτικού στρες [Duch et 

al, 2012]. 

 Εκτός από την άμεση φωσφορυλίωση του Sic1, το Hog1 ρυθμίζει και την 

μετάβαση από την φάση G1 στην S, μέσω της καθοδικής ρύθμισης της έκφρασης των 

κυκλινών των φάσεων G1 και S (Cln1, Cln2 και Clb5 γονιδίων). Το Hog1 καταστέλλει 

την έκφραση των υποκινητών των SBF και MBF με τρόπο που παραμένει άγνωστος. Ο 

ρόλος κλειδί στην ρύθμιση αυτής της καταστολής του κυτταρικού κύκλου είναι η 

καθοδική ρύθμιση της κυκλίνης Clb5. Ενώ η καθοδική ρύθμιση των Cln1/2 ή η 

σταθεροποίηση του Sic1 φαίνεται να είναι σημαντική στην όψιμη G1 φάση (Εικόνα 

1.19) [Duch et al, 2012]. 

 Είναι λοιπόν εμφανής η αναγκαιότητα του αυστηρού ελέγχου της ρύθμισης του 

G1/S δικτύου από το Hog1 για την προσαρμογή σε περιπτώσεις οσμωτικού στρες. Η 

τριπλή στοχοθέτηση από το Hog1 (των Clns, Clb5 και Sic1) εξασφαλίζει παροδικό 

σταμάτημα στην φάση G1 σε οποιοδήποτε στάδιο την φάσης και αν βρίσκονται τα 

κύτταρα. Αξίζει ακόμη να σημειωθεί ότι το Hog1  μπορεί να ρυθμίζει την μετάβαση και 

στις υπόλοιπες φάσεις του κυτταρικού κύκλου [Duch et al, 2012]. 
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               Εικόνα 1.20 :  Ο ρυθμιστικός έλεγχος του Hog1στην φάση G1  

 

1.7.1  Ο ρόλος του Hog1 στην φάση G0  

Εκτός από την επίδραση που έχει στις άλλες φάσεις του κυτταρικού κύκλου , το 

Hog1 φαίνεται να διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο στην έξοδο από την φάση G0. 

Πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι κύτταρα τα οποία στερούνται Hog1 καθυστερούν να 

εξέλθουν από την στατική φάση και να εισέλθουν και πάλι στον κυτταρικό κύκλο. Η 

καθυστέρηση αυτή δεν σχετίζεται με την έλλειψη βιωσιμότητας, κάτι που μαρτυρά 

πιθανή ρύθμιση της εξόδου από την φάση G0 από το Hog1. Επιπλέον παρατηρείται 

αλλαγή στην θέση αυτού του μορίου κατά την έξοδο από την φάση G0. Κατά την έξοδο 

το Hog1 ενεργοποιείται και μεταφέρεται στον πυρήνα, ρυθμίζοντας την έκφραση 

γονιδίων που είναι ανεξάρτητα από το στρες. Μπορεί λοιπόν να εξαχθεί το συμπέρασμα 

ότι η Hog1p MAPK  ρυθμίζει την μετάβαση από την στατική φάση στον κυτταρικό 

κύκλο βοηθώντας τα κύτταρα να προσαρμόζονται  κατά την μετάβαση στην εκάστοτε 

φάση του κυτταρικού κύκλου [Escote et al, 2011]. 
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Πρόσφατα παρατηρήθηκε ότι η κατά την εξάντληση της γλυκόζης το Hog1 

συσσωρεύεται παροδικά στον πυρήνα με τρόπο ανεξάρτητο του οσμωτικού στρες, κάτι 

που είναι εμφανές από την κινητική και τον μηχανισμό ενεργοποίησης. Συγκεκριμένα το 

Hog1 ενεργοποιείται με αργό ρυθμό μόνο μέσω της Ssk1, παρακάμπτοντας την Sho1. 

Επιπλέον, ενώ κατά την εκθετική ανάπτυξη ή κατά το οσμωτικό στρες η 

Ssk1αποικοδομείται γρήγορα, ενώ στην στατική φάση παραμένει σε σταθερά επίπεδα 

(εικόνα 1.20) [Vallejo et al, 2015]. 

                                               

              Εικόνα 1.21: Η ενεργοποίηση του Hog1 από την Ssk1, κατά την εξάντληση της γλυκόζης  
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2. Σκοπός 

Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν η μελέτη και ή αποσαφήνιση του ρόλου των 

μονοπατιών ΤOR και HOG1 στην είσοδο και εν συνεχεία στην έξοδο από τη στατική 

φάση. Για την επίτευξη αυτού του στόχου έγινε χρήση μιας μεθοδολογίας εμπλουτισμού 

των κυττάρων που βρίσκονται στη φάση G0 (κλασμάτωση Percoll) από καλλιέργειες 

μύκητα σε συνθήκες εξάντλησης των θρεπτικών συστατικών. Στα κύτταρα της φάσης G0 

έγινε μορφολογική ανάλυση με μικροσκοπία φθορισμού για τον έλεγχο του κυτταρικού 

τοιχώματος και της κατάστασης της ακτίνης του κυτταροσκελετου. Στην συνέχεια τα 

κύτταρα αυτά εμβολιάζονται σε πλούσιο θρεπτικό μέσο, όπου και πάλι ελέγχονται οι 

μορφολογικές αλλαγές που συμβαίνουν. Για τις συνθήκες αναστολής των μονοπατιών 

HOG1 και TOR χρησιμοποιήθηκαν ειδικοί χημικοί αναστολείς τους και μεταλλαγμένα 

στελέχη, στα οποία έχουν διαγραφεί τα γονίδια rim15, hog1 και pbs2. Παρατηρούνται 

μορφολογικές αλλαγές τόσο στο κυτταρικό τοίχωμα, όσο και στην οργάνωση της ακτίνης 

κατά την αναστολή των δύο μονοπατιών. Επιπροσθέτως σε η είσοδος και η έξοδος από 

την στατική φάση έχει ως αποτέλεσμα την έκφραση ή και την αναστολή της έκφρασης 

μεγάλου αριθμού γονιδίων, μια κατάσταση που μεταβάλλεται με αναστολή των δύο 

μονοπατιών.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

46 
 

3. Υλικά και Μέθοδοι 

3.1  Επιλογή στελεχών 

 Για τα πειράματα που ακολουθούν χρησιμοποιήθηκε το απλοειδές  μεταλλαγμένο 

στέλεχος Saccharomyces cerevisiae, BY4742 (MATα;ura3Δ0;leu2Δ0;his3Δ1;lys2Δ0). 

Το στέλεχος αυτό προέρχεται από το πατρικό στέλεχος S288C,το οποίο προέρχεται από 

την εταιρία EUROSCARF, Φρανκφούρτη, Γερμανία. 

Επιπλέον χρησιμοποιήθηκαν τα μεταλλαγμένα στελέχη hog1Δ, rim15Δ και 

hog4Δ, τα οποία μας παραχωρήθηκαν από εργαστήριο της κας Αλεξανδράκη Δέσποινας 

του Ινστιτούτου Μοριακή Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας της Κρήτης. Στα μεταλλαγμένα 

στελέχη έχουν διαγραφεί τα γονίδια hog1, rim15 και hog4, αντίστοιχα, τα οποία 

κωδικοποιούν τις αντίστοιχες πρωτεΐνες.  

          Πίνακας 3.1: Χαρακτηριστικά Μεταλλαγμένων Στελεχών 

Στέλεχος Συστημα-

τική 

ονομασία 

Γονότυπος Χρωμόσωμα  

hog4Δ YJL128c BY4742;MATα;ura3Δ0;leu2Δ0;his3Δ1;lys2Δ0;YJL128c::kanMX4 10 

hog1Δ YLR113w BY4742;MATα;ura3Δ0;leu2Δ0;his3Δ1;lys2Δ0;YLR113w::kanMX4 12 

rim15Δ YFL033c BY4742;MATα;ura3Δ0;leu2Δ0;his3Δ1;lys2Δ0;YFL033c::kanMX4 06 

 

3.2  Θρεπτικά μέσα,  αντιβιοτικά και αναστολείς 

 Για την ανάπτυξη των κυττάρων χρησιμοποιήθηκε θρεπτικό μέσο YPD (Yeast-

Peptone-Dextrose). Η σύσταση αυτού του μέσου είναι: 1% γλυκόζη, 0,5% πεπτόνη, 0,3 

% εκχύλισμα ζύμης και 0,3% εκχύλισμα μαλτόζης. Για την ανάπτυξη κυττάρων σε 

στέρεο θρεπτικό μέσο χρησιμοποιήθηκε η ίδια σύσταση με την προσθήκη 2% αγαρ. Τα 

θρεπτικά μέσα αποστειρώνονται στους 121
o
C για 15 λεπτά. 

 Η προσθήκη αντιβιοτικών γίνεται κατόπιν της αποστείρωσης του θρεπτικού, όταν 

η θερμοκρασία του φτάσει περίπου στους 48-50
o
C, ώστε να προστατευτεί η δομή τους. 

Τα αντιβιοτικά που χρησιμοποιήθηκαν ήταν Αμπικιλλίνη σε συγκέντρωση ????? και η 

ραπαμυκίνη σε τελική συγκέντρωση 1μg/ml και ο αναστολέας Birb796 σε τελική 

συγκέντρωση. Τα αντιβιοτικά αυτά δρουν ως εξής:  

 Αμπικιλλίνη: η αμπικιλλίνη ανήκει στα αντιβιοτικά β-λακτάμης και 

συγκεκριμένα στην ομάδα της πενικιλίνης και είναι μέλος της οικογένειας της 

αμινοπενικιλίνης. Είναι περίπου ισοδύναμη με την αμοξικυκλίνη όσο αφορά την 

ενεργότητα. Η αμπικιλλίνη δρα ως ένας μη αναστρέψιμος αναστολέας του 
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ενζύμου τρανσπεπτιδάσης, το οποίο απαιτείται από τα βακτήρια για την σύνθεση 

του κυτταρικού τους τοιχώματος. Έχει βακτηριολυτική δράση, καθώς αναστέλλει 

το τρίτο και τελευταίο στάδιο σύνθεσης του κυτταρικού τους τοιχώματος, 

προκαλώντας λύση του κυττάρου. 

 Ραπαμυκίνη: (διαλυμένη σε DMSO) η ραπαμυκίνη αναστέλλει το μονοπάτι TOR 

μέσω την αλληλεπίδρασης με την FRB περιοχή της κινάσης TOR. 

 Birb796: πρόκειται για έναν αναστολέα των SAPK3/p38α, ο οποίος στην p38α με 

τρόπο που ανταγωνίζεται την σύνδεση του ATP  

 

3.3  Καλλιέργεια κυττάρων με στόχο την είσοδό τους στην στατική φάση  

 Τα κύτταρα μιας καλλιέργειας ζυμομύκητα μπορούν να εισέλθουν φυσιολογικά 

στην στατική φάση ανάπτυξης με την εξάντληση των θρεπτικών συστατικών και κυρίως 

της πηγής άνθρακα. Αυτή η διαδικασία μπορεί να επιτευχθεί μέσω της ανάπτυξης 

κυττάρων σε πλούσιο θρεπτικό μέσο για 7 ημέρες στους 30
o
C υπό ανάδευση στις 

250rpm. 

3.4  Κλασμάτωση κυτταρικών εκχυλισμάτων με την μέθοδο Percoll 

 Το διάλυμα Percoll χρησιμοποιείται για τον διαχωρισμό σωματιδίων, όπως 

κύτταρα, οργανίδια και ιοί, με βάση την πυκνότητα. Τα σωματίδια διαχωρίζονται βάσει 

της πυκνότητάς τους μέσω φυγοκέντρησης. Το Percoll αποτελείται από κολλοειδή 

σωματίδια διοξειδίου του πυριτίου με διάμετρο 15-30 nm (23% w/w σε H2O) που είναι 

κεκαλυμμένα με πολυβινυλοπυρρολιδόνη (PVP). Η καταλληλότητα αυτού του 

διαλύματος για πειράματα διαβάθμισης πυκνότητας έγκειται στο γεγονός ότι διαθέτει 

χαμηλό ιξώδες, χαμηλή οσμωτικότητα και μηδενική τοξικότητα για ρι κύτταρα και τα 

συστατικά τους.  

 Για την κλασμάτωση κυτταρικών εκχυλισμάτων με την χρήση του διαλύματος 

Percollακολουθείται η παρακάτω σειρά βημάτων: 

1. Αραίωση 9:1 (vol/vol) του πυκνού Percoll με NaCl, ώστε η συγκέντρωση του 

NaCl να γίνει 167mM από 1,5M. 

2. Για να δημιουργηθεί το κλάσμα του Percoll, 10ml από το αραιωμένο διάλυμα 

εισάγεται σε σωληνάκι Corex, χωρητικότητας 15ml, και φυγοκεντρούνται στις 

13,800 rpm (19,240g)για 15 min στους 20
o
C σε κεφαλή σταθερής γωνίας  (fixed 

angle rotor), με απενεργοποιημένο φρένο. 

3. Περίπου 210
9
 κύτταρα (200OD600) φυγοκεντρούνται για 10 minστις 2,000rpm, 

το υπερκέιμενο αποχύνεται και το ίζημα επαναιωρείται σε 1ml Tris buffer. 
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4. Το κυτταρικό εναιώρημα μεταφέρεται στο διαβαθμισμένο διάλυμα Percoll. Η 

ποσότητα των κυττάρων σε κάθε κλάσμα δεν πρέπει να υπερβαίνει τα 510
8
 

κύτταρα, ώστε να επιτυγχάνεται καλός διαχωρισμός των κλασμάτων. 

5. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 400g σε φυγόκεντρο που διαθέτει οριζόντια 

κεφαλή (swinging bucket rotor) για 60 min στους  20
o
C. 

6. Τα κλάσματα συλλέγονται, με την βοήθεια πιπέτας paster και διαχωρίζονται από 

το διάλυμα του Percoll μέσω πλύσεων με φυσιολογικό ορό (5 όγκους 

φυσιολογικού ορού σε 1 όγκο κυτταρικού αιωρήματος). Η έκπλυση 

επαναλαμβάνεται 2 με 3 φορές και τα κύτταρα συλλέγονται μετά από κάθε πλύση 

με φυγοκέντρηση στα 200g για 10min. 

7. Το υπερκείμενο φυλάσσεται στους -80
o
C ώστε να απομονωθεί πρωτεϊνικό 

εκχύλισμα. Ή εναλλακτικά στους 4
o
C (όχι για μεγαλύτερο χρονικό διάστημα από 

αυτό των 24 ωρών) ώστε να γίνει χρώση ή εμβολιασμός τους σε καλλιέργεια 

ανάκαμψης. 

Tris buffer: 0,2M Tris-HCl pH7,5 

 

3.5  Σήμανση του κυτταρικού τοιχώματος με την χρωστική concanavallin A 

 Η concanavallin Aείναι μια πρωτεΐνη που προέρχεται από το φυτό Canavalia 

ensiformis (φασόλι) και αποτελείται από διακλαδισμένες δομές πολυσακχαριτών και 

μπορεί να προσδένεται σε πρωτεΐνες ή γλυκοπρωτεΐνες, οι οποίες ονομάζονται λεκτίνες. 

Οι λεκτίνες εντοπίζονται ως επί τω πλείστον στο κυτταρικό τοίχωμα των μυκήτων.  

Για την σήμανση του κυτταρικού τοιχώματος χρησιμοποιήθηκε το προιόν 

ConcanavallinA (ConA) FITC Labeled (C 7642) από την εταιρεία Sigma. Η χρώση έγινε 

σύμφωνα με το παρακάτω πρωτόκολλο: 

1. Συλλογή 510
7
 κύτταρων από την καλλιέργεια. Φυγοκέντρηση και πλύση με1 ml 

solution D 

2. Φυγοκέντρηση και επαναιώρηση σε 750 μl solution D  όπου έχουν προστεθεί 50 

μl conA  από 1 mg/mlπυκνού διαλύματος conA (δηλ  700 μl solution D και 50 μl 

conA). Επώαση στο σκοτάδι για 30 min με ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου  

3. Φυγοκέντρηση στα 500g για 5minκαι πλύση με 1 ml φυσιολογικό ορό. 

4. Τα σημασμένα κύτταρα εναποτίθενται σε κυκλικές καλυπτρίδες (slides).  

 

Προετοιμασία καλυπτρίδων: προσθήκη 100μl Alcian Blue. Επώαση για 1 ώρα 

και πλύση με νερό. Προσθήκη κυτταρικού αιωρήματος 
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SolutionD: 10 mM sodium phosphate buffer, pH 7,2 στο οποίο προστίθεται NaCl  σε 

τελική συγκέντρωση 150μΜ 

Για την απεικόνιση στο μικροσκόπιο η σταθεροποίηση των slides γίνεται σε 

αντικειμενοφόρο με την χρήση διαλύματος mounting. 

 

3.6  Σήμανση του κυτταρικού σκελετού με την χρωστική phalloidin 

 Η phalloidin είναι μια τοξίνη που προέρχεται από την Amanita phalloides. 

Δεσμεύεται με τα πολυμερή F- ακτίνης, σταθεροποιώντας την. Έτσι, μέσω αυτής της 

χρώσης είναι εύκολο να έχουμε εικόνα των περιοχών που είναι πλούσιες σε F- ακτίνη 

 Για την σήμανση του κυτταρικού σκελετού με την χρωστική  phalloidin 

ακολουθήθηκαν τα εξής βήματα: 

1. Σε 50ml καλλιέργειας προστίθενται 6ml φορμαλδεΰδη 37%. Επώαση για 30 min 

σε θερμοκρασία δωματίου. 

2. Φυγοκέντρηση στα 500g για 5min και πλύση με 1ml PBS 

3. Επανάληψη πλύσης 

4. Φυγοκέντρηση στα 500g για 5min και επαναιώρηση των κυττάρων σε 1ml 0,2% 

Triton X-100σε SHA buffer. Επώαση για 15 min σε θερμοκρασία δωματίου 

5. Φυγοκέντρηση στα 500g για 5min και πλύση με 1ml PBS 

6. Επανάληψη πλύσης για δύο φορές 

7. Επαναιώρηση των κυττάρων σε 50μl phalloidin, η οποία έχει αραιωθεί 1:100 σε 

PBS. (phalloidin stock: 200 U/ml). Επώαση στο σκοτάδι για μια ώρα σε 

θερμοκρασία δωματίου 

8. Πλύση με 0,5ml PBS 

9. Επαναιώρηση των κυττάρων σε 50μl PBSκαι τοποθέτηση στα slides. Επώαση  

overnight στους 4
o
C 

Για την απεικόνιση στο μικροσκόπιο η σταθεροποίηση των slides γίνεται σε 

αντικειμενοφόρο με την χρήση διαλύματος mounting. 

 

3.7 Χρώση του πυρήνα με DAPI 

 Το DAPI ή αλλιώς 4,6 διαμιδινο-2-φαινυλινδόλη είναι μια φθορίζουσα ουσία, η 

οποία προσδένεται ισχυρά στις πλούσιες σε Α-Τ περιοχές του DNA. Το DAPI μπορεί να 

διαπερνά τις μεμβράνες τόσο σε ζωντανά όσο και σε μονιμοποιημένα κύτταρα. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Amanita_phalloides
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 Σε ζωντανά ή μονιμοποιημένα κύτταρα τα οποία έχουν τοποθετηθεί σε slides 

ακολουθείται η παρακάτω διαδικασία: 

1. Αναρρόφηση του υγρού και προσθήκη 50μl DAPI, το οποίο είναι αραιωμένο 

1:1000 σε PBS 

2. Πλύση με 100μl PBS 

3. Επανάληψη πλύση 

Για την απεικόνιση στο μικροσκόπιο η σταθεροποίηση των slides γίνεται σε 

αντικειμενοφόρο με την χρήση διαλύματος mounting.  

 

3.8 Πειράματα συνδυαστικών χρώσεων  

Οι τρεις παραπάνω χρώσεις μπορούν να χρησιμοποιηθούν συνδυαστικά με την εξής 

σειρά: 

1. Χρώση κυτταρικού τοιχώματος με ConA, μιας και αυτή η χρωστική σημαίνει 

ζωντανά κύτταρα 

2. Χρώση του κυτταρικού σκελετού με phalloidin, εφόσον γίνει η μονιμοποίηση με 

φορμαλδεΰδη 

3. Τέλος, η σήμανση του πυρήνα με DAPI 

Για την απεικόνιση στο μικροσκόπιο η σταθεροποίηση των slides γίνεται σε 

αντικειμενοφόρο με την χρήση διαλύματος mounting. 

 

3.9 Απομόνωση πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων  

 

1. Συλλογή  1,2 10
8
κυττάρων, απευθείας από την καλλιέργεια. 

2. Φυγοκέντρηση των κυττάρων στα 13.000g για 2min και φυλάσσεται το ίζημα 

3. Πλύση με 1ml Η2Ο  

4. Επαναιώρηση των κυττάρων σε 100μl Η2Ο 

5. Προσθήκη 100μl NaOH 0,2Μ 

6. Επώαση για 5min σε θερμοκρασία δωματίου  

7. Φυγοκέντρηση για 1min και φυλάσσεται το ίζημα 

8. Επαναιώρηση των κυττάρων σε 50μl protein loading buffer 1x 

9. Φυγακέντρηση για 3min και φυλάσσεται το υπερκείμενο 

Σε αυτό το στάδιο το εκχύλισμα των πρωτεϊνών μπορεί να διατηρηθεί στους -80
o
C.  

Ως protein loading buffer χρησιμοποιείται το Laemli Buffer χωρίς όμως αυτό να περιέχει 

κυανό της βρωμοφαινόλης, ώστε να γίνει εύκολα η ποσοτικοποίηση κατά Bradford. 
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Laemli Buffer 4x: 1M Tris, pH 6,8, 100% glycerol, 10 % SDS, 4,2 β-ME 

 

3.10  Προσδιορισμός ποσότητας πρωτεινών με την μέθοδο Bradford 

Ο ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεινών με την μέθοδο Bradford βασίζεται στην 

ικανότητα της χρωστικής Coomassie Brilliant Blue G-250 να αλλάζει χρώμα όταν 

προσδένεται σε πρωτεΐνες που βρίσκονται σε αραιά όξινα διαλύματα. Το σύμπλοκο 

χρωστικής-πρωτεΐνης απορροφά στα 595nm. 

Η διαδικασία έχει ως εξής:  

1. Δημιουργία πρότυπης καμπύλης απορρόφησης στα 595nm συναρτήσει της 

συγκέντρωσης του πρότυπου διαλύματος BSA (1mg/ml) σε 2,5 ml διαλύματος 

Bradfordαραιωμένο 1:5 (0,25mg πρωτεΐνης). Το μίγμα παραμένει για 60secκαι 

ακολουθεί φωτομέτρηση. 

2. Ποσότητα έως 40 μl δείγματος επαναδιαλύεται σε 2,5ml αραιωμένου διαλύματος 

Bradford, παραμένει για 60 sec και φωτομετρείται στα 595nm 

 

3.11  Ανοσοαποτύπωση κατά Western 

 Η ανοσοαποτύπωση κατά Western είναι μέθοδος ανίχνευσης συγκεκριμένων 

συγκεκριμένων πρωτεινών ενός σύνθετου μίγματος. Η μέθοδος αυτή συνδυάζει την 

υψηλή αναλυτική ικανότητα της ηλεκτροφόρησης, την ειδικότητα των αντισωμάτων και 

την ευαισθησία των ενζυματικών μεθόδων. Η μέθοδος αυτή αποτελείται από τα 

ακόλουθα στάδια:  

1. Ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων σε πηκτή SDS-πολυακριλαμίδης 

2. Μεταφορά των πρωτεϊνών σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης  

3. Επώαση της μεμβράνης με αντισώματα 

4. Ανίχνευση πρωτεϊνών 

 

3.11.1  Ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων σε πηκτή SDS-πολυακριλαμίδης 

Οι περισσότερες ηλεκτροφορητικές μέθοδοι διαχωρισμού των πρωτεϊνών 

γίνονται μέσω πηκτών πολυακριλαμίδης. Οι συνθήκες της ηλεκροφόρησης θα πρέπει να 

διασφαλίζουν την αποδιάταξη των πρωτεϊνών στις πολυπεπτιδικές τους υπομονάδες και 

τον ταυτόχρονο μη σχηματισμό συσσωματωμάτων. 
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Συνήθως ως αποδιατακτικό μέσο, χρησιμοποιείται το ισχυρά ιοντικό 

απορρυπαντικό SDS σε συνδυασμό με έναν αναγωγικό παράγοντα και την υψηλή 

θερμοκρασία πριν την φόρτωση των δειγμάτων στην πηκτή. Επιπλέον προσθήκη β-

μερκαπτοαιθανόλης στο δείγμα αποτρέπει τον σχηματισμό δισουλφιδικών δεσμών. Τα 

μετουσιωμένα πολυπεπτίδια προσδένονται στο SDS και φορτίζονται αρνητικά, η 

πρόσδεση αυτή είναι σχεδόν ανάλογη του μοριακού βάρους του πολυπεπτιδίου και 

ανεξάρτητο της αλληλουχία του. 

Τα σύμπλοκα SDS-πολυπεπτιδίου μετακινούνται στην πηκτή με βάση το μέγεθος 

του πολυπεπτιδίου. Για την εκτίμηση του μοριακού βάρους των πολυπεπτιδίων 

χρησιμοποιούνται ειδικοί μάρτυρες γνωστών μοριακών βαρών. Την εκτίμηση του 

μοριακού βάρους μπορούν να αλλοιώσουν μετατροπές του πολυπεπτιδικού σκελετού, 

όπως για παράδειγμα γλυκοζυλιώσεις που μεταβάλλουν το μοριακό  βάρος. 

Η SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται σε ένα διακοπτόμενο σύστημα 

ρυθμιστικού διαλύματος στο οποίο το ρυθμιστικό διάλυμα στην δεξαμενή έχει 

διαφορετικό pH και ιοντική ισχύ από αυτό που χρησιμοποιείται για την παρασκευή της 

πηκτής. Τα σύμπλοκα SDS- πολυπεπτιδίου, όντας αρνητικά φορτισμένα, μετακινούνται 

προς τον θετικό πόλο της κατακόρυφης συσκευής όταν περάσει συνεχές ηλεκτρικό 

ρεύμα από τα ηλεκτρόδια. Οι πρωτεΐνες διέρχονται αρχικά διαμέσου μιας πορώδους 

πηκτής επιστοίβαξης (stacking gel) και στην συνέχεια κατακάθονται σε μια πολύ λεπτή 

ζώνη στην επιφάνεια της πηκτής διαχωρισμού (separating gel). 

Τα ιόντα χλωρίου που υπάρχουν στο ρυθμιστικό διάλυμα του δείγματος και στην 

πηκτή επιστοίβαξης σχηματίζουν ένα προπορευόμενο άκρο του κινούμενου οροθετικού 

δείκτη ενώ το ρυμουλκούμενο άκρο αποτελείται από μόρια γλυκίνης. Μεταξύ το 

προπορευόμενου και του ρυμουλκούμενου άκρου του κινούμενου οροθετικού δείκτη, 

υπάρχει μια ζώνη χαμηλότερης αγωγιμότητας η οποία εναποθέτει τελικά τα πολυπεπτίδια 

στην επιφάνεια της πηκτής διαχωρισμού. Εκεί το υψηλότερο pH της πηκτής ευνοεί τον 

ιονισμό της γλυκίνης και τα ιόντα γλυκίνης που προκύπτουν μεταναστεύουν στην πηκτή 

διαχωρισμού ακριβώς πίσω από τα ιόντα χλωρίου. Ελεύθερα από τον κινούμενο 

οροθετικό δείκτη, το σύμπλοκα SDS-πολυπεπτιδίων μετακινούνται στην πηκτή 

διαχωρισμού και διαχωρίζονται σύμφωνα με το μέγεθός τους. 

Οι πηκτές πολυακρυλαμιδίου συνθέτονται από αλυσίδες πολυμερισμένου 

ακρυλαμιδίου οι οποίες είναι συνδεδεμένες με bis-ακρυλαμίδιο. Με την προσθήκη 

TEMED (N,N,N΄΄N΄-tetramethylethylenediamine) κατά την Παρασκευή των πηκτών 

επιτυγχάνεται ο πολυμερισμός του ακρυλαμιδίου και του bis-ακρυλαμιδίου καταλύοντας 

τον σχηματισμό ελέυθερων ριζών οι οποίες παρέχονται από το APS (Υπερθειϊκό 

αμμώνιο). Η διαχωριστική ικανότητα αυτών των πηκτών εξαρτάται από την 

συγκέντρωση του πολυακρυλαμιδίου στην πηκτή. 
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Η διαδικασία της ηλεκτροφόρησης έχει ως εξής:  

1. Η συσκευή ηλεκτροφόρησης στήνεται κατάλληλα (Mini-PROTEAN®II 

Electrophoresis Cell, BIORAD) και τοποθετείται στην ειδική δεξαμενή  

2. Η δεξαμενή γεμίζεται με 1L περίπου 1x SDS-PAGE ρυθμιστικό διάλυμα, 

προσέχοντας η στάθμη του να βρίσκεται 1-2cm πάνω από την επιφάνεια των 

πηκτών  

3. Προετοιμασία των δειγμάτων με επαναιώρηση τους σε διάλυμα 1x ρυθμιστικού 

διαλύματος φόρτωσης, βράσιμο στους 90
o
C για 5 λεπτά και φόρτωσή τους στην 

πηκτή  

4. Φορτώνεται επίσης μάρτυρας για τον μετέπειτα κατά προσέγγιση υπολογισμό του 

μοριακού βάρους των πρωτεϊνών  

5. Η δεξαμενή καλύπτεται και η διάταξη λειτουργεί περίπου στα 120 Volt μέχρι η 

ζώνη της χρωστικής διατρέξει κατά μήκος την πηκτή. 

                            Πίνακας 3.2:  Σύσταση πηκτών πολυακρυλαμίδης διαχωρισμού 

 

Συστατικά 

πηκτής 

διαχωρισμού 

 

6% 

 

8% 

 

10% 

 

12% 

 

15% 

ddH2O 5.3ml 4.6ml 4ml 3.3ml 2.3ml 

1.5M Tris pH 

8.8 

2.5ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 

10% SDS 0.1ml 0.1ml 0.1ml 0.1ml 0.1ml 

30% 

acrylamide 

mix  

 

2ml 

 

2.7ml 

 

3.3ml 

 

4ml 

 

5ml 

10% 

ammonium 

persulfate 

(APS)  

 

0.1ml 

 

0.1ml 

 

0.1ml 

 

0.1ml 

 

0.1ml 

TEMED 0.008ml 0.006ml 0.004ml 0.004ml 0.004ml 

Τελικός 

όγκος  

 

10ml 

 

10ml 

 

10ml 

 

10ml 

 

10ml 
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                       Πίνακας 3.3: Σύσταση πηκτών πολυακρυλαμίδης επιστοίβαξης  

 

Συστατικά πηκτής επιστοίβαξης 5% 

ddH2O 2.7ml 

1 M Tris pH 6.8 0.5ml 

10% SDS 0.04ml 

30% acrylamide mix 0.67ml 

10% ammonium persulfate (APS) 0.04ml 

TEMED 0.004ml 

Τελικός όγκος  4ml 

 

Διαλύματα: 

1x διάλυμα φόρτωσης (Laemli Buffer):                                          250 mM Tris pH 6.8 

                                                                                                25% glycerol  

                                                                                                  2.5% SDS 

                                                                                                  1% β- ME 

 

 

10xδιάλυμαηλεκτροφόρησης (1L):                                                           30gr Tris base 

144gr Glycine 

                                                                        10gr SDS 
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3.11.2  Μεταφορά πρωτεϊνών σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης   

Όταν η χρωστική φτάσει στο κάτω μέρος της πηκτής, η ηλεκτροφόρηση σταματά. 

Στην συνέχεια ακολουθήσει η μεταφορά των πρωτεϊνών από την πηκτή σε μεμβράνη 

νιτροκυτταρίνης. Η πρόσδεση των πρωτεϊνών στην μεμβράνη οφείλεται σε υδρόφοβες 

και ιοντικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ της μεμβράνης και των πρωτεϊνών. Η διαδικασία 

αυτή αποτελείται από τα ακόλουθα βήματα:  

1. Η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης κόβεται στο μέγεθος της πηκτής διαχωρισμού και 

διαβρέχεται με υπερκάθαρο νερό  

2. 4 χαρτιά Whatman διαβρέχονται με διάλυμα μεταφοράς (transfer buffer) 

3. Η συσκευή ηλεκτροφόρησης αποσυναρμολογείται και η πηκτή μεταφέρεται σε 

διηθητικό χαρτί Whatman 3mm 

4. Τοποθετούνται στην ειδικά κασέτα της συσκευής υγρής μεταφοράς (wet transfer) 

από κάτω προς τα πάνω: fiber pad, 2 χαρτιά Whatman εμποτισμένα με διάλυμα 

μεταφοράς, πηκτή διαχωρισμού, μεμβράνη νιτροκυτταρίνης, 2 χαρτιά Whatman 

εμποτισμένα με διάλυμα μεταφοράς, fiber pad (Εικόνα 3.1). 

5. Τοποθετώ την κασέτα στην συσκευή μεταφοράς και γεμίζω με διάλυμα 

μεταφοράς την συσκευή  

6. Ρυθμίζω την συσκευή να τρέχει στα 200mAστους 4
o
C για: 

 1 ώρα και 30 λεπτά, όταν οι πρωτεΐνες που θέλω να εντοπίσω είναι 

<55kDa 

 2 ώρες, όταν οι πρωτεΐνες που θέλω να εντοπίσω είναι >55kDa 

 3 ώρες και 30 λεπτά, όταν οι πρωτεΐνες που θέλω να εντοπίσω είναι 

>200kDa 

Διάλυμα μεταφοράς (Transfer Buffer):(1x-1L)                                 11,16gr Glycine 

2,43grTrisBase 

200ml methanol 

   800ml H2O 

 

 

 

Το διάλυμα μεταφοράς 

θα πρέπει να έχει 

θερμοκρασία 4
o
C, 

ώστε να μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί  
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                             Εικόνα 3.1:  Διάταξη συσκευής ηλεκτρομεταφοράς   

3.11.3  Επώαση της μεμβράνης με ειδικά αντισώματα και ανίχνευση των πρωτεϊνών  

 

 Μετά το πέρας της ηλεκτρομεταφοράς η μεμβράνη επωάζεται με τα αντισώματα 

που αναγνωρίζου τις πρωτεΐνες που θέλουμε να εντοπίσουμε. Η διαδικασία ακολουθείται 

από τα παρακάτω βήματα:  

1. Επώαση της μεμβράνης με διάλυμα γάλακτος για 1 ώρα σε θερμοκρασία 

δωματίου (blocking).  Η καζεΐνη του γάλακτος μπλοκάρει όλες τις ειδικές θέσεις 

δεσμεύσεις των αντισωμάτων αφήνοντας εκτεθειμένες μόνο αυτές στις οποίες 

βρίσκονται οι πρωτεΐνες. 

2. Επώαση της μεμβράνης με πρωτογενές αντίσωμα overnight στους 4
o
C, υπό 

συνεχή ανάδευση. 

3. Ακολουθούν 4 πλύσεις των 10 λεπτών με διάλυμα γάλακτος  

4. Επώαση της μεμβράνης με το δευτερογενές αντίσωμα για 1 ώρα υπό συνεχή 

ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου 

5. Ακολουθούν 4 πλύσεις των 10 λεπτών με διάλυμα γάλακτος 

6. Η μεμβράνη ξεπλένεται με 1x PBS 
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Διάλυμα γάλακτος (500ml):                                                       25 gr σκόνη γάλακτος 

475ml PBS 1x 

                                                                     1ml Tween 20 50% 

 

Η ανίχνευση των πρωτεϊνών γίνεται με την μέθοδο χημειοφωταύγειας, χρησιμοποιώντας 

το kit: Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate της εταιρίας Thermo 

Scientific. Η διαδικασία έχει ως εξής: 

1. Επώαση της μεμβράνης με 700μlαπό το κάθε διάλυμα εμφάνισης του kit για 1 

λεπτό, μακριά από το φώς. 

2. Τοποθέτηση της μεμβράνης μέσα σε κασέτα εμφάνισης. 

3. Μετάβαση στο σκοτεινό θάλαμο και τοποθέτηση ενός φωτογραφικού φιλμ πάνω 

στην μεμβράνη  για 1-15 λεπτά. 

4. Εμφάνιση του φιλμ σε ειδικό μηχάνημα. 

5. Μετά το πέρας της διαδικασίας, η μεμβράνη στεγνώνεται και διατηρείται σε 

σκοτεινό μέρος. 

 

3.12  Απομόνωση RNA  

1. Συλλογή 2,5 ×10
7
 κυττάρων και φυγοκέντρηση 

2. Επαναιώρηση του υπερκειμένου σε 400μl διαλύματος ΑΕ (AE Buffer) 

3. Μεταφορά των κυττάρων σε σωληνάριο του 1,5ml και προσθήκη 40μl 10% SDS 

και 20μl zymolyase. Vortex 

4. Προσθήκη ίσου όγκου (460μl) όξινης φαινόλης. 

5. Μεταφορά σε σωληνάριο του 1.5 ml που περιέχει κεραμικά σφαιρίδια διαμέτρου 

2,8mm 

6. Ομογενοποίηση σε ομογενοποιητή Precellys 24 (Bertin technologies): 6000rpm- 

2φορές x30sec-10sec break 

7. Μεταφορά  του υπερκείμενου σε άλλο σωληνάριο και επωάση για 4min στους 

65
ο
C 

8. Μεταφορά του σωληνάριου σε dry ice/ ethanol bath 

9. Vortex  

10. Φυγοκέντρηση: στα 12.000g, για 5min σε θερμοκρασία δωματίου 

11. Μεταφορά της υγρής φάσης σε νέο σωληνάριο και προσθήκη ίσου όγκου 

φαινόλης/χλωροφορμίου/ισοαμυλικής αφυδρογονάσης σε αναλογία 25/24/1 

12. Vortex 
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13. Φυγοκέτρηση: στα 12.000g, για 5min σε θερμοκρασία δωματίου 

14. Μεταφορά της υγρής φάσης σε νέο σωληνάριο και προσθήκη ίσου όγκου Na 

acetate (3M, pH 5.3) και 2,5 όγκους αιθανόλη 95% ( η οποία είναι παγωμένη 

στους -20
ο
 C) 

15. Επώαση στους -20
ο
 C για 20min  

16. Φυγοκέτρηση: στα 7.500g, για 5min σε θερμοκρασία δωματίου 

17. Αποχύνω το υπερκείμενο και πλένω το ίζημα με 80% αιθανόλη 

18. Αφήνω να στεγνώσει για περίπου 15min  

19. Επαναιωρώ σε 20μl Η2Ο 

AE Buffer: 50mM Na acetate pH5.3 

                   10mM EDTA 

Zymolyase (L2524-Sigma): το ένζυμο βίσκεται σε λυοφιλιωμένη μορφή και διαλύεται σε 

1,2Μ sorbitol, 10mM CaCl2, 0,1M TrisHCl pH 7,5, 35mM β- MeOH) 

Για την παρασκευή των διαλυμάτων χρησιμοποιήθηκαν σωληνάρια και Η2Ο 

απαλλαγμένα από RNAασες (RNAse free).   

3.13 Καθαρισμός του απομονωμένου RNA από γενωμικό DNA 

Για την αποικοδόμηση του γενωμικού DNA που είναι πιθανόν να έχει παραμείνει κατά 

την απομόνωση του RNA, τα δείγματα υφίστανται κατεργασία με δεοξυριβονουκλεάση 

(DNase). Ο κύρια λειτουργία της DNase είναι η κατάλυση της διάσπασης των 

φωσφοδιεστερικών δεσμών του DNA. Για τον καθαρισμό του RNA χρησιμοποιήθηκε το 

RQ1 RNAse-Free DNase kit της εταιρείας Promega και ακολουθούνται τα εξής βήματα: 

1. Ανάμιξη των συστατικών της αντίδρασης: 

Αντιδραστήριο:                                                                                                Όγκος: 

RNA                                                                                                                 1-8μl (500ng) 

Ρυθμιστικό διάλυμα της DNAse, 10x  (απαλλαγμένο από RNAses)              1μl 

DNase (απαλλαγμένη από RNAses)                                                                1μl 

dΗ2Ο (απαλλαγμένο από RNAses)                                                                  0-7μl 

Τελικός όγκος                                                                                                  10μl 
 

2. Επώαση της αντίδρασης στους 37
ο
 C για 30min. Η συνθήκη αυτή ενεργοποιεί και 

επιτρέπει στο ένζυμο να δράσει  

3. Προσθήκη 1μl διαλύματος STOR, το οποίο απενεργοποιεί την δράση του 

ενζύμου. 

4. Την απενεργοποίηση του ενζύμου ακολουθεί η επώαση της αντίδρασης στους 

65
ο
C για 10min, συνθήκη απαραίτητη για την δράση του διαλύματος STOP 
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5. Αποθήκευση του RNA προσωρινά στους -20
ο
C ή απευθείας μετατροπή σε cDNA  

3.14 Δημιουργία συμπληρωματικού DNA (cDNA) 

Για την δημιουργία του cDNA χρησιμοποιείται το RR037A kit της εταιρείας TAKARA: 

1. Ανάμιξη των συστατικών της αντίδρασης 

Αντιδραστήριο:                                                                                Όγκος: 

dΗ2Ο  (απαλλαγμένο από νουκλεάσες)                                              2μl                                                

Ρυθμιστικό διάλυμα της αντίστροφης μεταγραφάσης (RT) 5x          2μl 

Oligo-dT  (50mM)                                                                              0,5μl (25pmol) 

Αντίστροφη μεταγραφάση (RT)                                                         0,5μl 

RNA (DNAse treated)                                                                         5μl 

Τελικός όγκος                                                                                     10μl 

 

2. Η αντίδραση πραγματοποιείται στους 37
ο
 C για 15min και ακολουθεί η 

απενεργοποίηση του ενζύμου στους 85
ο
C για 5min 

3. Το cDNA φυλάσσεται στους -20
ο
C έως ότου χρησιμοποιηθεί  

Όλες οι αντιδράσεις έχουν και ένα αρνητικό δείγμα ελέγχου, στο οποίο δεν έχει 

προστεθεί το ένζυμο αντίστροφη μεταγραφάση (-RT), η ύπαρξη αυτού του επιπλέον 

δείγματος μας επιτρέπει να ελέγξουμε την ύπαρξη τυχόν χρωμοσωμικού DNA στο RNA, 

καθώς θα φανεί και σε αυτό προϊόν μετά την αντίδραση PCR.  

3.15 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction-PCR):  

Η PCR ανακαλύφθηκε το 1983 από τον Kary Mullis και είναι μια τεχνική της 

μοριακής βιολογίας που στόχο έχει την ενίσχυση ενός ή μερικών αντιγράφων ενός 

τμήματος DNA, δημιουργώντας από χιλιάδες έως εκατομμύρια αντίγραφα της αρχικής 

αλληλουχίας. Η τεχνική της PCR βρίσκει εφαρμογή σε περιπτώσεις όπως: κλωνοποίηση 

DNA για αλληλούχιση, λειτουργική ανάλυση γονιδίων, έλεγχος για ύπαρξη 

κληρονομούμενων ασθενειών, αναγνώριση γενετικών αποτυπωμάτων που 

χρησιμοποιούνται στην εγκληματολογία και την ιατροδικαστική, ανίχνευση λοιμωδών 

νοσημάτων, έλεγχος πατρότητας κ.α.  

Τα βασικά συστατικά της αντίδρασης είναι: 

 DNA μήτρα (template): είναι το DNA του οποίου την αλληλουχία θέλουμε να 

ενισχύσουμε 

 Εκκινητές (primers): οι εκκινητές είναι μικρά τμήματα DNA μεγέθους περίπου 

15-20 bp, και οι οποίοι είναι συμπληρωματικοί προς ένα τμήμα της αλληλουχίας 

που θέλουμε να ενισχύσουμε. Οι δύο εκκινητές είναι συμπληρωματικές προς τα 

3’ άκρα για κάθε κωδική και μη κωδική αλυσίδα του DNA στόχου. 



 

60 
 

 DNA Πολυμεράση: η πολυμεράση πρέπει να είναι θερμοανθεκτική, συνήθως 

είναι η  Taq πολυμεράση ή οποιαδήποτε DNA πολυμεράση την οποίας η 

βέλτιστη θερμοκρασία είναι περίπου 70
ο
C. 

 Τριφωσφορικά νουκλεοτίδια (dNTPs): τα δομικά συστατικά από τα οποία η  

DNA πολυμεράση συνθέτει το νέο μόριο DNA 

 Ρυθμιστικό διάλυμα: το διάλυμα αυτό παρέχει κατάλληλο χημικό περιβάλλον 

ώστε η πολυμεράση να δρα με βέλτιστη δραστικότητα και σταθερότητα  

 Δισθενή κατιόντα: μαγνήσιο (Mg
2+

) ή μαγγάνιο (Mn
2+

), κυρίως χρησιμοποιείται 

το Mg
2+

 γιατί οι υψηλότερες συγκεντρώσεις Mn
2+

  αυξάνουν το ποσοστό 

σφαλμάτων κατά την σύνθεση του DNA. Τα δισθενή κατιόντα απαιτούνται και 

αυτά για την δραστικότητα της πολυμεράσης, πολλές φορές εμπεριέχονται στο 

ρυθμιστικό διάλυμα. Χωρίς την ύπαρξη του Mg
2+

 η πολυμεράση δεν αναγνωρίζει 

τα dNTPs ως υπόστρωμα. Το Mg2 + είναι απαραίτητη για την απομάκρυνση των 

φωσφορικών ομάδων στο πλαίσιο της επιμήκυνσης του DNA. 

Η μέθοδος της PCR βασίζεται σε θερμική κυκλοποίηση, ποι αποτελείται από 

επαναλαμβανόμενους κύκλους θέρμανσης και ψύξης, ώστε να είναι δυνατή η τήξη του 

DNA και η ενζυμική αντιγραφή του DNA. Οι εκκινητές περιέχουν αλληλουχίες 

συμπληρωματικές προς την περιοχή-στόχο και μαζί με την DNA πολυμεράση, είναι τα 

βασικά συστατικά για να επιτραπεί η επιλεκτική και επαναλαμβανόμενη ενίσχυση. Όπως 

προχωρεί PCR, το DNA που παράγεται είναι το ίδιο που χρησιμοποιείται ως πρότυπο για 

αντιγραφή, θέτοντας σε κίνηση μια αλυσιδωτή αντίδραση στην οποία το μήτρα DNA 

ενισχύεται εκθετικά [Bartlett et al, 2003; Saiki et al, 1988; Pavlov et al, 2004] .  

Τα βήματα κατά την θερμοκυκλοποίηση είναι τα εξής: 

 Έναρξη (initialization step): είναι βήμα απαραίτητο για την ενεργοποίηση μιας 

πολυμεράσης που λειτουργεί σε υψηλές θερμοκρασίες και απαιτεί συγκεκριμένη 

θερμοκρασία εκκίνησης και γίνεται μια φορά κατά την έναρξη της αντίδρασης. 

Στο στάδιο αυτό συνίσταται  θέρμανση της αντίδρασης σε μία θερμοκρασία 94-

96° C, η οποία πραγματοποιείται για 1-9 λεπτά.  

 Μετουσίωση (denaturation step): είναι το πρώτο βήμα κάθε κύκλου, η 

θερμοκρασία βρίσκεται στους 94-98° C για 20-30 δευτερόλεπτα. Κατά το στάδιο 

αυτό αποδιατάσσεται η διπλή έλικα του DNA και σπάζουν οι δεσμοί υδρογόνου 

μεταξύ των βάσεών του, και το DNA βρίσκεται πλέον σε μονόκλωνη μορφή. 

 Πρόσδεση (annealing step): πρόκειται για το δεύτερο βήμα κάθε κύκλου, κατά 

το οποίο η θερμοκρασία πέφτει στους 50-65
ο
C (η θερμοκρασία είναι ενδεικτική 

για κάθε ζευγάρι εκκινητή) για 20-40 δευτερόλεπτα, ώστε να προσδεθεί ο 

εκκινητής στο DNA μήτρα. 

 Επιμήκυνση ( elongation step): η θερμοκρασία για αυτό το βήμα εξαρτάται από 

την πολυμεράση, η Taq πολυμεράση έχει βέλτιστη δραστικότητα σε θερμοκρασία 
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75-80
ο
C  και συνήθως χρησιμοποιείται στους 72

ο
C. Σε αυτό το στάδιο η DNA 

πολυμεράση συνθέτη τους νέους κλώνους που είναι συμπληρωματικοί προς τους 

κλώνους του DNA-μήτρα. 

 Τελική επιμήκυνση (final elongation): αφού ολοκληρωθούν οι κύκλοι της 

αντίδρασης (ο αριθμός των κύκλων της αντίδρασης εξαρτάται από το μήκος του 

DNA μήτρα, όσο μεγαλύτερο το μήκος τόσο περισσότεροι οι κύκλοι), ακολουθεί 

η τελική επιμήκυνση όπου υβριδοποιούνται όσα τμήματα του DNA ήταν 

μονομερή, ώστε το προϊόν της PCR να έχει επεκταθεί πλήρως. Η θερμοκρασία σε 

αυτό το βήμα βρίσκεται στους 70-74
 ο

C για 5-15 λεπτά [Rychlik et al, 1990; 

Chien et al, 1976; Lawyer et al, 1993]]. 

Το προϊόν της αντίδρασης φυλάσσεται στους 4
 ο
C για περαιτέρω επεξεργασία. 

 

                                  Εικόνα 3.2: Τα στάδια της PCR σχηματικά 

Σχεδιασμός εκκινητών: 

Οι εκκινητές σχεδιάζονται με βάση την αλληλουχία κάθε γονιδίου και οι περιοχές που 

ενισχύονται βρίσκονται εντός της κωδικής αλληλουχίας. Για την ακρίβεια στον 

Saccharomyces cerevisiae η κωδική αλληλουχία εκτίνεται σε όλο το γονίδιο και το 

γονιδίωμα του δεν διαθέτει ιντρόνια. Οι νοηματικοί εκκινητές (forward primers) έχουν 

ακριβώς την ίδια με την νοηματική αλυσίδα, ενώ οι μη νοηματικοί εκκινητές (reverse 

primers) έχουν συμπληρωματική αλληλουχία προς την νοηματική αλυσίδα.  
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3.15.1 Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης Πραγματικού Χρόνου (Real-time PCR) 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (Real-time PCR) σε πραγματικό χρόνο 

βασίζεται στην μέθοδο της συμβατικής PCR. Η Real time PCR ανιχνεύει την ενίσχυση 

ενός στοχευόμενου μορίου DNA κατά την διάρκεια της PCR, δηλαδή σε πραγματικό 

χρόνο, και όχι στο τέλος της, όπως στην συμβατική PCR. Η Real-time PCR μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί ποσοτικά ή ημι-ποσοτικά, δηλαδή πάνω / κάτω από ένα ορισμένο ποσό  

μορίων DNA [Watson et al,2004; Heid et al, 1996]. 

Δύο κοινές μέθοδοι για την ανίχνευση των προϊόντων της PCR σε πραγματικό 

χρόνο PCR είναι: οι  μη-ειδική φθορίζουσες χρωστικές που παρεμβάλλονται με 

οποιοδήποτε δίκλωνο DNA (συχνά χρησιμοποιείται η χρωστική SYBRGreen, η οποία 

έχει την ικανότητα να προσδένεται στο δίκλωνο DNA, και έτσι η αύξηση του αριθμού 

δίκλωνων μορίων DNA, αυξάνει και την ένατση του φθορισμού), και οι  ειδικοί 

ανιχνευτές ειδικών αλληλουχιών DNA που αποτελείται από ολιγονουκλεοτίδια που 

έχουν επισημανθεί με ένα φθορίζον μόριο, το οποίο φθορίζει μόνο μετά την 

υβριδοποίηση του ανιχνευτή με συμπληρωματική αλληλουχία του [Watson et al,2004; 

Heid et al, 1996]. 

Ένα πρότυπό DNA-μήτρα κλωνοποιείται με την ίδια μεθοδολογία που 

ακολουθείται και στην συμβατική PCR, προκειμένου να ενισχυθούν μικρές ποσότητες 

DNA. Επίσης χρησιμοποιούνται τουλάχιστον ένα ζεύγος ειδικών εκκινητών, 

δεοξυριβονουκλεοτίδια, ένα κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα και μια θερμο-σταθερή 

DNA πολυμεράση. Στο μίγμα αυτό προστίθεται ένα υπόστρωμα που σημαίνεται με 

ειδικό φθορίζον. Η αντίδραση λαμβάνει χώρα σε ειδικό θερμοκυκλοποιητή που περιέχει 

αισθητήρες για τη μέτρηση του φθορισμού του φθορίζοντος μορίου, το οποίο έχει 

διεγερθεί στο απαιτούμενο μήκος κύματος και έτσι  επιτρέπεται η μέτρηση του  ρυθμού 

δημιουργίας ενός ή περισσότερων  συγκεκριμένων προϊόντων. Μέσω αυτής της 

διαδικασίας επιτρέπεται  η μέτρηση του ρυθμού δημιουργίας του ενισχυμένου προϊόντος 

που προκύπτει σε κάθε κύκλο της PCR [Watson et al,2004; Heid et al, 1996]. 

 Τα δεδομένα που προκύπτουν από την ανίχνευση του φθορισμού του 

φθορίζοντος μορίου, αναλύονται μέσω ειδικού λογισμικού για να υπολογίσει η σχετική 

έκφραση του γονιδίου (ή του αριθμού των mRNA αντιγράφων) στα διάφορα δείγματα. Η 

ποσοτική PCR μπορεί επίσης να εφαρμοστεί για την ανίχνευση και ποσοτικοποίηση του 

DNA σε δείγματα για τον προσδιορισμό της παρουσίας και της αφθονίας μιας 

συγκεκριμένης αλληλουχίας DNA σε αυτά τα δείγματα. Αυτή η μέτρηση γίνεται μετά 

από κάθε κύκλο ενίσχυσης, και αυτός είναι ο λόγος για τον οποίο αυτή η μέθοδος 

ονομάζεται πραγματικού χρόνου PCR (δηλαδή, άμεση ή ταυτόχρονη PCR). Στην 

περίπτωση του ποσοτικού προσδιορισμού μορίων RNA, το πρότυπο είναι το 

συμπληρωματικό DNA (cDNA), το οποίο λαμβάνεται με αντίστροφη μεταγραφή του 

ριβονουκλεϊκού οξέος (RNA) [Watson et al,2004; Heid et al, 1996].  
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Για τον ποσοτικό προσδιορισμό μορίων mRNA, με πρότυπο συμπληρωματικό 

DNA (cDNA), χρησιμοποιήθηκε το κιτ SsoAdvanced™ Universal SYBR
®
 Green 

Supermix, της BioRad:  

1. Η αντίδραση προετοιμάζεται σε θερμοκρασία δωματίου, σύμφωνα με τον 

παρακάτω πίνακα (πίνακας 3.4):  

 

Πίνακας 3.4: Συστατικά της αντίδρασης της Real-time PCR σύμφωνα με το κιτ  SsoAdvanced™ 

Universal SYBR
®
 Green Supermix 

Συστατικά  Τελική 

Συγκέντρωση  

Όγκος ανα 20μl 

αντίδρασης 

SSOadvanced  univercal 

SYBP Green supermix(2x) 

1x 5μl 

Εκκινητές  250-500nM 

/εκκινητή 

Μεταβαλλόμενος  

DNA/cDNA 

μήτρα(προστίθεται στο 

στάδιο 3) 

50ng-5pg Μεταβαλλομενος 

H2O απαλλαγμένο από 

νουκλεάσες  

Μεταβαλλόμενη  Μεταβαλλόμενος  

 

2. Αρχικά προετοιμάζεται ένα μίγμα που θα περιέχει: το SsoAdvanced™ Universal 

SYBR
®
 Green Supermix, τους εκκινητές και το H2O (απαλλαγμένο από 

νουκλεάσες). Το μίγμα αυτό διανέμεται στα φρεάτια την πλάκας στην οποία θα 

λάβει χώρα η αντίδραση της PCR (PCR plate). 

3. Προσθήκη του DNA (προσθήκη και H2O- απαλλαγμένο από νουκλεάσες, όπου 

είναι απαραίτητα ώστε να ρυθμιστεί ο όγκος). Η PCR plate καλύπτεται με ειδική 

οπτικά διάφανη μεμβράνη. Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 2 λεπτά στις 2000g  

4. Η PCR plate τοποθετείται στον ειδικό θερμοκυκλοποιητή, ο οποίος είναι 

ρυθμισμένος να πραγματοποιήσει το παρακάτω πρόγραμμα (πίνακας 3.5): 

 

                          Πίνακας 3.5: Το πρόγραμμα του θερμοκυκλοποιητή  

Ενεργοποίηση της 

πολυμεράσης και 

αποδιάταξη του  DNA  

 

3min στους 95
o
C 

Αποδιάταξη  10sec στους 95
o
C 

Προσδεση 1min στους 60
o
C 

Ανάλυση καμπύλης τήξης  55-95
o
C, αύξηση 

0.5
o
C  για 

5sec/βήμα  

40 κύκλοι 
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Στον παρακάτω πίνακα (πίνακας 3.6) παρουσιάζονται πι αλληλουχίες των 

εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για την ανίχνευση των γονιδίων, των οποίων η 

έκφραση μελετάται: 

 

                      Πίνακας 3.6: Οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν 

 

Γονίδιο  5’→3΄Αλληλουχία Μέγεθος 

Αμπλικονίου bp 

ALG9 forward GGC CGA TCA CTA GAT GTG ATT 206 

ALG9 reverse CAC CGT ACA CTT GAT TCC ATT 

BCY1 forward TAC GAC CGT GCC AAA CTT G 133 

BCY1 reverse CCT  TCT TAG AGA CGT CCA C   

CLN1 forward GGC CTC TAC AAT AGA CCT AAC C 206 

CLN1 reverse GGC ACT GTC ACA AGC ACT TTC G 

CLN2 forward CTA CGA ACA AAT CAC GGG TCC 202 

CLN2 reverse GGG TAT TGC CCA TAC CAA AAG 

CLN3 forward CAA GCA TCT TTT GGC CAA GCC 176 

CLN3 reverse  GAG TTT TCT TGA GGT TGC TAC 

MSN4 forward CCT ACT AGT CAA GCT CAC 153 

MSN4 reverse  GGA CAG GAA CCT TAC CAT 

RIM15 forward TAG AGC CAC TAG TGG TGT AAG 170 

RIM15 reverse  AAG ACT CTA CTG GTT GCC 

RPL3 forward CGT CCA CTA CGG TGA AAT 152 

RPL3 reverse GCA GTG TCA ATC CAC TTC 

SCH9 forward CCA TCA TTG ATG TCC TCG 200 

SCH9 reverse GCT ATC TCC AGC CAT GCA 

SNZ1 forward GAT GGT GTG TTT GTT GGC TC 180 

SNZ1 reverse CTC CAT TGG AAG CAT GAC  

SSA3 forward CGT CTC AGG AAA CCA TTG 228 

SSA3 reverse TCT TCC ACT GTT GGA CCT GT 

STE20 forward GCT TGC TCT ATC TTC G 197 

STE20 reverse  GAT ATC TGG TCG TTG G 

TAF10 forward CGG GTT TAA CGT AGC AGA TG 200 

TAF10 reverse CTT TGC TTG CTG TAG TCT TCT C 

UBI4 forward GTG TTG AGA TTG AGA GGT G 198 

UBI4 reverse CTT CTA GTT GCT TAC CAG C 
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4.Αποτελέσματα 

4.1 Επιλογή του πειραματικού υλικού 

Το αγρίου τύπου στέλεχος που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα μελέτη είναι το 

απλοειδές στέλεχος BY4742 του ζυμομύκητα S. cerevisiae. Το στέλεχος αυτό έχει 

χρησιμοποιηθεί σε παρόμοιες μελέτες που πραγματεύονται την είσοδο και την έξοδο από 

την στατική φάση. Επιπλέον υπάρχουν διαθέσιμοι γενετικά τροποποιημένοι τύποι του 

στελέχους αυτού με μεταλλαγές σε διάφορα γονίδια. Έχει αδρανοποιηθεί πάνω από το 

90% των γονιδίων που κωδικοποιούνται στο γονιδίωμα του ζυμομύκητα.  

Σε αυτό το χαρακτηριστικό πλεονέκτημα της ύπαρξης τροποποιημένων στελεχών 

στηρίχθηκε και η παρούσα μελέτη, καθώς χρησιμοποιήθηκαν επιπλέον 3 τροποποιημένα 

στελέχη με σκοπό την διερεύνηση της πιθανής αλληλεπίδρασης των μονοπατιών TOR 

και HOG1. Τα τροποποιημένα στελέχη rim15Δ hog1Δ και pbs2Δ χρησιμοποιήθηκαν 

στην παρούσα μελέτη και προέρχονται από το απλοειδές στέλεχος BY4742. Στα στελέχη 

αυτά έχει συμβεί διαγραφή των γονιδίων rim15 hog1 και pbs2, αντίστοιχα.  

4.1.1 Φαινότυπος των μεταλλαγμένων στελεχών  

 rim15Δ: κύτταρα στα οποία έχει γίνει διαγραφή του γονιδίου rim15 έχουν 

μικρότερη διάρκεια ζωής. Υπό συνθήκες εξάντλησης της πηγής αζώτου, επάγεται 

η διαδικασία της απόπτωσης και αναστέλλεται η διαδικασία της αυτοφαγίας. Τα 

μεταλλαγμένα στελέχη παρουσιάζουν χαμηλή αντοχή στο υπεροσμωτικό στρες 

και μειωμένη έμφυτη θερμο-ανθεκτικότητα. Συστηματικές μελέτες αποδεικνύουν 

την ευαισθησία του στελέχους στην επίδραση της ραπαμυκίνης [Weinberger et al. 

2007;Bernard et al, 2007; Huang et al, 2012] 

 hog1Δ: το μετάλλαγμα αυτό είναι ευαίσθητο σε υπεροσμωτικές συνθήκες στρες 

και αποτυγχάνει να συσσωρεύσει γλυκερόλη υπό αυτές τις συνθήκες. Επιπλέον 

είναι ευαίθητο στις χαμηλές θερμοκρασίες, τα οξέα και πολλαπλούς χημικούς 

παράγοντες όπως το SDS και το DTT [Schmidt et al, 2012; Prick et al, 2006]. 

 pbs2Δ: το μετάλλαγμα αυτό παρουσιάζει φαινότυπους που σχετίζονται με 

ελαττώματα στο κυτταρικό τοίχωμα. Συγκεκριμένα αυτά τα κύτταρα 

συσσωρέυουν μεγάλη ποσότητα (1→6) β-D-γλυκάνης (συστατικό του 

κυτταρικού τοιχώματος) και έχουν επίμηκες σχήμα. Είναι ευαίσθητο σε τοξίνες, 

σε αναγωγικούς παράγοντες, στο  SDS και στο ενζυμο ζυμολυάση. Παρουσιάζει 

μειωμένη ανθεκτικότητα στο υπεροσμωτικό στρες, μείωση της διαδικασίας της 

ενδοκυττάρωσης και ευαισθησία σε χημικούς παράγοντς [Schmidt et al, 2012; 

Mira et al, 2009; Jiang et al, 1995]. 

 

http://www.yeastgenome.org/reference/S000123862/overview
http://www.yeastgenome.org/reference/S000123862/overview
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4.2 Ενεργοποίηση και χαρακτηρισμός των στελεχών  

 Τα στελέχη παρελήφθησαν ως στέρεες καλλιέργειες. Από αυτές δημιουργήθηκαν 

προκαλλιέργειες, οι οποίες στην συνέχεια ανανεώθηκαν σε νέες καλλιέργειες. Όταν η 

οπτική πυκνότητα στα 600nm έφτασε στα 4Abs, τα στελέχη αποθηκεύτηκαν ως stock 

στους -80
ο
C με την προσθήκη γλυκερόλης. Για να ελεγχθεί το σωστό πάγωμα των 

κυττάρων, τα στελέχη επιστρώθηκαν σε στέρεες καλλιέργειες και παρατηρήθηκε ο 

τρόπος ανάπτυξής τους. Τα 4 στελέχη αναπτύσσονται γρήγορα και η μορφολογία των 

αποικιών τους είναι φυσιολογική εντός 24 ωρών. 

 Στην συνέχεια οι αποικίες απομονώνονται από τις στέρεες καλλιέργειες και 

εμβολιάζονται σε υγρές καλλιέργειες που περιέχουν πλούσιο θρεπτικό μέσο. Ανά τακτά 

χρονικά διαστήματα λαμβάνονται από τις υγρές καλλιέργειες κύτταρα ώστε να μετρηθεί 

η οπτική τους πυκνότητα και να προσδιοριστεί ο αριθμός των κυττάρων στην 

καλλιέργεια. Έτσι κατασκευάσθηκαν οι καμπύλες ανάπτυξης του κάθε στελέχους 

(εικόνες 4.1-4.5).  

 

          

                                     Εικόνα 4.1: Καμπύλη ανάπτυξης του στελέχους BY4742 
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                                     Εικόνα 4.2: Καμπύλη ανάπτυξης του στελέχους rim15Δ 

         

                                Εικόνα 4.3: Καμπύλη ανάπτυξης του στελέχους hog1Δ 
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                                Εικόνα 4.4: Καμπύλη ανάπτυξης του στελέχους pbs2Δ 

 

           

                          Εικόνα 4.5: Σύγκριση των καμπυλών ανάπτυξης των 4 στελεχών 

 

 Όπως είναι φανερό από τις παραπάνω καμπύλες και τα 4 στελέχη εισέρχονται 

στην στατική φάση 7 ημέρες μετά τον εμβολιασμό. Ταυτόχρονα δεν παρατηρούνται 

μεγάλες διαφορές μεταξύ των στελεχών στην ανάπτυξη, όσον αφορά στον αριθμό των 

κυττάρων 
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4.3 Καλλιέργεια των κυττάρων με σκοπό την είσοδο στην στατική φάση ανάπτυξης 

Σύμφωνα με την βιβλιογραφία, τα κύτταρα μιας τυπικής καλλιέργειας S. 

cerevisiae εισέρχεται στη στατική φάση 5-7 ημέρες μετά τον εμβολιασμό. Σύμφωνα με 

τις καμπύλες ανάπτυξης και τα 4 στελέχη εισέρχονται στη στατική φάση 7 ημέρες μετά 

τον εμβολιασμό. Έτσι λοιπόν και τα 4 στελέχη καλλιεργούνται για 7 ημέρες σε πλούσιο 

θρεπτικό μέσο. Σε αυτό το χρονικό διάσημα τα κύτταρα αναμένεται να έχουν 

χρησιμοποιήσει την πλειοψηφία των θρεπτικών συστατικών τους και κυρίως της πηγής 

άνθρακα, κάτι που θα έχει ως αποτέλεσμα την είσοδο στη φάση αδράνειας (φάση G0) 

[Gray et al, 2004]. 

Ως πείραμα θετικού ελέγχου του πολλαπλασιασμού χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα 

εκθετικής φάσης (12 ώρες ανάπτυξης), όπου το μονοπάτι TOR είναι ενεργό. Επιπλέον 

για το στέλεχος αγρίου τύπου BY4742, χρησιμοποιείται ως πείραμα ελέγχου της 

αναστολής του μονοπατιού TOR χρησιμοποιείται  το αντιβιοτικό ραπαμυκίνη για 24 

ώρες.  

 

4.4 Η εξάντληση των θρεπτικών συστατικών οδηγεί στην αναστολή του μονοπατιού 

TOR 

Όπως προαναφέρθηκε το μονοπάτι TOR αντιλαμβάνεται τα επίπεδα των 

θρεπτικών συστατικών και η εξάντληση των θρεπτικών συστατικών οδηγεί στην 

απενεργοποίηση του μονοπατιού. Η απενεργοποίηση του TOR, και εν συνεχεία και 

άλλων μονοπατιών, λόγω της εξάντλησης των θρεπτικών συστατικών, επιφέρει ποικίλες 

μορφολογικές αλλαγές στα κύτταρα [Gray et al, 2004] . Τέτοιου είδους αλλαγή αποτελεί 

η αύξηση του μεγέθους των κυττάρων. Όπως είναι εμφανές στην παρακάτω εικόνα 

(εικόνα 4.6) τα κύτταρα της στατικής φάσης στο αγρίου τύπου στέλεχος, BY4742 είναι 

μεγαλύτερου μεγέθους από τα αντίστοιχα της εκθετικής φάσης.  
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Εικόνα 4.6:  Η εικόνα των κυττάρων BY4742 όπως προκύπτει από μικροσκοπία φθορισμού ολικής 

εσωτερικής ανάκλασης (φακός: 100Χ, τεχνητή μεγέθυνση: ×1,6) με την αντίστοιχη γραφική 

αναπαράσταση του ποσοστού των κυττάρων ανάλογα με την διάμετρο τους. 
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4.5 Τα κυτταρικά τοιχώματα του στελέχους BY4742 παχαίνουν κατά την είσοδο 

στην στατική φάση  

Η φυσιολογική είσοδος των κυττάρων του ζυμομύκητα στη στατική φάση 

συμβαίνει λόγω της εξάντλησης των θρεπτικών συστατικών. Η ανανέωσή τους έχει ως 

αποτέλεσμα την έξοδο από την στατική φάση και την συνέχιση του πολλαπλασιασμού. 

Για τον έλεγχο αυτής της διαδικασίας, τα κύτταρα του στελέχους BY4742 κύτταρα 

εμβολιάσθηκαν σε πλούσιο θρεπτικό μέσο, και αναπτύχθηκαν για 7 ημέρες στους 30
ο
C 

υπό ανάδευση στις 250rpm. Στην συνέχεια τα κύτταρα της καλλιέργειας 7 ημερών 

εμβολιάζονται σε πλούσιο θρεπτικό μέσο, όπου αφήνονται να αναπτυχθούν για 5, 15 και 

30 λεπτά. Η πειραματική πορεία συνοψίζεται στο παρακάτω σχήμα (εικόνα 4.7). 

 

 

         

Εικόνα 4.7: Σχεδιάγραμμα της πειραματικής πορείας που ακολουθείται κατά την ανάκαμψη μιας στατικής 

καλλιέργειας 

Το κυτταρικό τοίχωμα διαδραματίζει ιδιαίτερα σημαντικό ρόλο για την 

ομοιόσταση των κυττάρων του ζυμομύκητα. Συγκεκριμένα, σταθεροποιεί τις εσωτερικές 

οσμωτικές συνθήκες. Το κυτταροπλασματικό περιβάλλον του ζυμομύκητα έχει 

υψηλότερη ωσμωτικότητα από το εξωκυτταρικό περιβάλλον, έτσι το κυτταρικό τοίχωμα 

αποτρέπει την εισροή νερού από το εξωτερικό του κυττάρου και την προκύπτουσα λύση 

του. Ταυτόχρονα προστατεύει το κύτταρο από φυσικές καταπονήσεις, διατηρεί το 

κυτταρικό σχήμα και περιορίζει την διαπερατότητα του κυττάρου σε μακρομόρια [Klis et 

al, 2006]. 

Είναι βιβλιογραφικά γνωστό ότι τα κύτταρα που εισέρχονται στην φάση G0 

παρουσιάζουν συγκεκριμένα μορφολογικά χαρακτηριστικά, που τα διαχωρίζουν από τα 

πολλαπλασιαζόμενα κύτταρα, με σημαντικότερο τα παχιά κυτταρικά τοιχώματα. Τα 

κύτταρα του ζυμομύκητα αλλάζουν την δομή των μαννοπρωτεινών του κυτταρικού τους 

τοιχώματος και τα επίπεδα Ν-γλυκοζυλίωσής τους καθώς επίσης αυξάνεται και ο 

αριθμός των δισουλφιδικών γεφυρών με σκοπό να προσφέρουν στο κύτταρο 

ανθεκτικότητα στα πρωτεολυτικά ένζυμα που υπάρχουν λόγω του στρες που προκαλείται 

από την εξάντληση των θρεπτικών συστατικών [Gray et al, 2004; Klosinska et al, 2011]. 
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Όπως προαναφέρθηκε, η χρωστική concanavallin A είναι μια πρωτεΐνη που 

προέρχεται από το φυτό Canavali ensiformis (φασόλι) και αποτελείται από 

διακλαδισμένες δομές πολυσακχαριτών και μπορεί να προσδένεται σε πρωτεΐνες ή 

γλυκοπρωτεΐνες που ονομάζονται λεκτίνες. Οι λεκτίνες απαρτίζουν το κυτταρικό 

τοίχωμα του ζυμομύκητα Saccharomyces cerevisiae, και με την χρήση αυτής της 

χρωστικής μπορούμε να έχουμε την εικόνα του κυτταρικού τοιχώματός του [TkaczL.S. 

etal., 1971]. 

                

                                                  

Εικόνα 4.8: Η απεικόνιση του κυτταρικού τοιχώματος του στελέχους BY4742 στις συνθήκες εκθετικής 

και στατικής φάσης. Εικόνες από συνεστιακό μικροσκόπιο (φακός: 100Χ, τεχνητή μεγέθυνση: ×3,2). 

Πράσινο: κυτταρικό τοίχωμα, κόκκινο: ακτίνη 

Έτσι κύτταρα που προέρχονται από την εκθετική και την στατική φάση ανάπτυξης 

σημαίνονται με την concanavallin A. Στην συνέχεια στα κύτταρα της στατικής φάσης 

ανανεώνεται το θρεπτικό μέσο και επωάζονται για 15 και 30 λεπτά στους 30
ο
 C, υπό 

ανάδευση στις 250 rpm. Ακολουθεί η χρώση του κυτταρικού τοιχώματος, μονιμοποίηση 

και χρώση με τις χρωστική phalloidin, για την οποία θα γίνει εκτενής αναφορά σε 

επόμενο κεφάλαιο. 
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Εικόνα 4.9: Η απεικόνιση του κυτταρικού τοιχώματος του στελέχους BY4742 στις συνθήκες στατικής 

φάσης και ανάκαμψης για 15 και 30 λεπτά. Εικόνες από συνεστιακό μικροσκόπιο (φακός: 100Χ, τεχνητή 

μεγέθυνση: ×3,2). .Πράσινο: κυτταρικό τοίχωμα, κόκκινο: ακτίνη 

Όπως φαίνεται στην εικόνα 4.8, τα κύτταρα της στατικής φάσης ανάπτυξης έχουν 

παχύ κυτταρικό τοίχωμα, εν αντιθέσει με τα κύτταρα της εκθετικής φάσης, ενώ το 

κυτταρικό τοίχωμα λεπταίνει και πάλι 15 λεπτά μετά την ανανέωση του θρεπτικού μέσου 

(εικόνα 4.9). Αυτό το φαινόμενο αυτό είναι πιθανό να ευνοεί την πιο εύκολη πρόσληψη 

θρεπτικών στοιχείων από το περιβάλλον, κατά την ανάκαμψη των κυττάρων από την 

στατική φάση.  

 

4.6 Απομόνωση των κυττάρων που βρίσκονται στη φάση G0 από καλλιέργεια 7 

ημερών 

Μια καλλιέργεια 7 ημερών αποτελείται από μικτό πληθυσμό κυττάρων, καθώς σε 

αυτήν συνυπάρχουν κύτταρα που πολλαπλασιάζονται με αργό ρυθμό, κύτταρα που 

πρόκειται να οδηγηθούν σε απόπτωση και κύτταρα που εξέρχονται από τον κυτταρικό 

τους κύκλο και εισέρχονται στη φάση G0. Αυτοί οι κυτταρικοί τύποι διαφέρουν μεταξύ 

τους όσον αφορά την πυκνότητα των κυττάρων και ο λόγος που συμβαίνει κάτι τέτοιο 

είναι η ύπαρξη των πυκνών κυτταρικών τοιχωμάτων και των πυκνών κενοτοπίων στα 

κύτταρα της φάσης G0. Με βάση αυτό το χαρακτηριστικό αναπτύχθηκε η μεθοδολογία 

κλασμάτωσης κυτταρικών εκχυλισμάτων βάσει πυκνότητας με την χρήση του 

διαλύματος Percoll. 

Μια στατική καλλιέργεια φορτώνεται στο κλάσμα του percoll και έπειτα από 

φυγοκέντρηση δημιουργούνται δύο κλάσματα: το ανώτερο κλάσμα, όπου αποτελείται 
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από κύτταρα που αποπίπτουν ή από κύτταρα που πολλαπλασιάζονται με αργό ρυθμό και 

το κατώτερο κλάσμα, που αποτελείται από κύτταρα που βρίσκονται στην φάση G0. 

Η ποσότητα των κυττάρων που χρησιμοποιήθηκε ελέγχθηκε βιβλιογραφικά και 

πειραματικά, ώστε οι δύο φάσεις να είναι διακριτές. Τα κύτταρα που είναι στην φάση  

G0 συσσωρευονται στο κατώτερο κλάσμα, λόγω μεγαλύτερης πυκνότητας. Αντίθετα, τα 

κύτταρα που αποπίπτουν ή συνεχίζουν να πολλαπλασιάζονται, κατανέμονται στο 

ανώτερο κλάσμα (εικόνα 4.10) [Allen et al, 2006] 

                                                                                                                     

                                     Εικόνα 4.10:  Τα κλάσματα του percoll στο στέλεχος BY4742  

Ο πληθυσμός των κυττάρων που κατανέμονται στο ανώτερο κλάσμα είναι 

μικρότερος, από αυτόν που κατανέμεται στο κατώτερο, κάτι που είναι αναμενόμενο 

δεδομένης της πληθώρας και της πυκνότητας των κυττάρων της φάσης G0 στο κλάσμα 

αυτό (εικόνα 4.10). Τα κύτταρα και των δύο κλασμάτων απομονώνονται και σημαίνονται 

τα κυτταρικά τους τοιχώματα.  

 

 

 

Ανώτερο κλάσμα  → 

(non- quiescent cells) 

Κατώτερο  κλάσμα  → 

(quiescent cells) 
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4.7 Η χρώση του κυτταρικού τοιχώματος μας επιτρέπει να κατανοήσουμε 

μορφολογικές αλλαγές των κυττάρων της φάσης G0  

Με την σήμανση του κυτταρικού τοιχώματος, είναι φανερή η διαφορά στο πάχος 

των κυτταρικών τοιχωμάτων μεταξύ των κυττάρων του ανώτερου και του κατώτερου 

κλάσματος. Τα κύτταρα που κατανέμονται στο κατώτερο κλάσμα έχουν παχιά κυτταρικά 

τοιχώματα, το οποίο με βάση τη βιβλιογραφία [Gray et al, 2004], είναι χαρακτηριστικό 

των κυττάρων που εισέρχονται στην φάση G0 ως αποτέλεσμα της προσαρμογής σε 

αντίξοες περιβαλλοντικές συνθήκες (εικόνα 4.11). 

 

                                        Ανώτερο κλάσμα          Κατώτερο κλάσμα 

                                          

Εικόνα 4.11: Η εικόνα του κυτταρικού τοιχώματος κυττάρων του ανώτερου και κατώτερου κλάσματος, 

όπως προκύπτει από συνεστιακή μικροσκοπία (φακός: 100Χ, τεχνητή μεγέθυνση: ×3,2). Πράσινο: 

κυτταρικό τοίχωμα, κόκκινο: ακτίνη, μπλέ: πυρήνας  

 

4.8 Η ακτίνη οργανώνεται σε κηλίδες ακτίνης κατά την ανάκαμψη, με τρόπο 

εξαρτώμενο από TOR 

Όπως αναφέρθηκε εκτενώς και στην εισαγωγή τα κύτταρα μιας στατικής 

καλλιέργειας οργανώνουν την ακτίνη σε ειδικές δομές, τα σωμάτια ακτίνης (actin 

bodies). Η ακτίνη όταν τα θρεπτικά συστατικά είναι άφθονα, σχηματίζει κηλίδες. Οι 

κηλίδες αυτές είτε εμφανίζουν πόλωση, δηλαδή είναι κατανεμημένες σε συγκεκριμένο 

τμήμα του κυτταροπλάσματος ή στο εκβλάστημα είτε εμφανίζουν εκπόλωση, δηλαδή 

είναι κατανεμημένες ομοιόμορφα σε όλο το κυτταρόπλασμα. Η κατάσταση της ακτίνης, 

(πολωμένη/εκπολωμένη/σωμάτια ακτίνης) καθορίζεται από την φάση ανάπτυξης των 

κυττάρων [Sagot et al, 2006].  

 Τα κύτταρα του κατώτερου κλάσματος εμβολιάσθηκαν σε πλούσιο θρεπτικό 

μέσο για 15 λεπτά, παρουσία και απουσία του αναστολέα του μονοπατιού TOR 

(ραπαμυκίνη). Η πειραματική πορεία που ακολουθήθηκε παρουσιάζεται στην εικόνα 

4.12. Ακολούθησε χρώση της ακτίνης του κυτταροσκελετού με την χρωστική phalloidin. 
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Εικόνα 4.12: Η πειραματική πορεία που ακολουθείται κατά την ανάκαμψη των κυττάρων του κατώτερου 

κλάσματος. 

Όπως είναι εμφανές στην παρακάτω εικόνα η ακτίνη οργανώνεται σε κηλίδες 

κατά την εκθετική φάση ανάπτυξης (εικόνα 4.13). Η εξάντληση των θρεπτικών 

συστατικών, και κατ’ επέκταση και η είσοδος στη φάση G0, οδηγεί στην αναδιοργάνωση 

της ακτίνης σε σωμάτια. Η ανάκαμψη αυτών των κυττάρων για το χρονικό διάστημα των 

15 λεπτών, έχει ως αποτέλεσμα την οργάνωση της ακτίνης σε κηλίδες, γεγονός που 

επιβεβαιώνει την έναρξη του πολλαπλασιασμού.  

                

 

Εικόνα 4.13: Η οργάνωση της ακτίνης στα κύτταρα της εκθετικής φάσης, του κατώτερου κλάσματος, της 

ανάκαμψης για 15 λεπτά παρουσία και απουσία του αναστολέα του μονοπατιού TOR. Εικόνες από 

συνεστιακό μικροσκόπιο (φακός: 100Χ, τεχνητή μεγέθυνση: ×14,4). Κόκκινο: ακτίνη, με άσπρο χρώμα 

φαίνονται τα όρια των κυττάρων  

 

4.9 Ο ρόλος της πρωτεΐνης Rim15 στην είσοδο στη φάση G0 

Η πρωτεΐνη Rim15 είναι μια κινάση σερίνης/θρεονίνης και το γονίδιο που την 

κωδικοποιεί εκφράζεται κατά την είσοδο στη στατική φάση. Ο ρόλος της πρωτεΐνης 

αυτής είναι να ρυθμίζει την είσοδο στη στατική φάση μέσω ενεργοποίησης των 

μεταγραφικών παραγόντων Msn2 και Msn4. Η πρωτεΐνη αυτή αποτελεί σημείο 

σύγκλισης των μονοπατιών TOR και Ras/PKA, καθώς δέχεται σήματα και από τα δύο 

μονοπάτια (εικόνα 4.14) [Bisschops et al, 2013]. 
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   Εικόνα 4.14: Η πρωτεΐνη Rim15 αποτελεί σημείο σύγκλισης των μονοπατιών TOR και Ras/PKA 

 

Για τον έλεγχο του ρόλου της πρωτεΐνης Rim15 στην είσοδο στην φάση G0,  

χρησιμοποιήθηκε το μεταλλαγμένο στέλεχος rim15Δ, στο οποίο έχει γίνει διαγραφή του 

γονιδίου rim15.   

 

4.9.1 Τα rim15Δ κύτταρα παρουσιάζουν διαφορές στο μέγεθος σε σχέση με το 

αγρίου τύπου στέλεχος 

Τα στελέχη αυτά αναπτύχθηκαν για 7 ημέρες, έως ότου εισέλθουν στη στατική 

φάση ανάπτυξης και ελέγχθηκαν ως προς την μορφολογία των κυττάρων τους (εικόνα 

4.15).  
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                                  Εκθετική Φάση                Στατική Φάση  

                       

                       

Εικόνα 4.15: Η εικόνα των κυττάρων rim15Δ συγκριτκά με τα αγρίου τύπου (ΒΥ4742) στην εκθετική και 

στατική φαση αάπτυξης, όπως προκύπτει από μικροσκοπία φθορισμού ολικής εσωτερικής ανάκλασης 

(TIRF) (φακός: 100Χ, τεχνητή μεγέθυνση: ×1,6) 

Όπως είναι εμφανές από την εικόνα 4.16 τα κύτταρα rim15Δ είναι μεγαλύτερα 

από τα αγρίου τύπου τόσο στην εκθετική όσο και στη στατική φάση. Αυτή η διαφορά 

παρουσιάζεται ποσοτικοποιημένη στα παρακάτω διαγράμματα (εικόνα 4.16), όπου 

παρατηρείται αύξηση των πληθυσμών των κυττάρων με διαμέτρους 4,51-5,5μm και 5,5-

8,12μm. 

 

 

 

 

 

 

wt 

rim15Δ 
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Εικόνα 4.16: Διαγραμματική απεικόνηση του μεγέθος των κυττάρων rim15Δ στην εκθετική και στατική 

φάση 

 

4.9.2 Το κυτταρικό τοίχωμα των rim15Δ δεν αυξάνει το πάχος των 

κυτταρικών    τοιχωμάτων  στην στατική φάση 

Στη συνέχεια, ελέγχεται το πάχος του κυτταρικού τοιχώματος κατά την εκθετική 

και στατική φάση. Παρατηρείται ότι απουσία του rim15 το κυτταρικό τοίχωμα αδυνατεί 

να αυξήσει το πάχος του κατά την είσοδο στην στατική φάση  (εικόνα 4.17).  
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Εικόνα 4.17: Η απεικόνιση του κυτταρικού τοιχώματος των rim15Δ κυττάρων κατά την εκθετική και 

στατική φάση ανάπτυξης. Εικόνες από συνεστιακό μικροσκόπιο (φακός: 100Χ, τεχνητή μεγέθυνση: ×3,2). 

Πράσινο: κυτταρικό τοίχωμα, κόκκινο: ακτίνη 

 

 

Τα κύτταρα της στατικής φάσης εμβολιάζονται σε πλούσιο θρεπτικό μέσο για 15 

και 30 λεπτά. Παρατηρείται, λοιπόν, ότι κατά την ανάκαμψη τα rim15Δ δεν μειώνουν το 

πάχος των κυτταρικών τους τοιχωμάτων, γεγονός που υποδηλώνει πιθανή αδυναμία των 

κυττάρων να εισέλθουν στην φάση G0, απουσία rim15 (εικόνα 4.18). 
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Εικόνα 4.18: Η απεικόνιση του κυτταρικού τοιχώματος των rim15Δ κυττάρων κατά τη στατική φάση 

ανάπτυξης, την ανάκαμψη για 15 λεπτά και την ανάκαμψη παρουσία ραπαμυκίνης για 15 λεπτά. Εικόνες 

από συνεστιακό μικροσκόπιο (φακός: 100Χ, τεχνητή μεγέθυνση: ×3,2). Πράσινο: κυτταρικό τοίχωμα, 

κόκκινο: ακτίνη 

 

4.9.3 Τα rim15Δ κύτταρα λόγω του μεγαλύτερου μεγέθους τους δεν 

διαχωρίζονται σωστά κατά την κλασμάτωση με percoll 

Τα rim15Δ κύτταρα κλασματώθηκαν με την μέθοδο του percoll για να ελεγχθεί η 

ύπαρξη των δύο πληθυσμών. Παρατηρείται μια διαφορετική κατανομή των rim15Δ 

κυττάρων στο διάλυμα του percoll, καθώς οι δυο φάσεις που δημιουργούνται είναι 

σαφώς μεγαλύτερες σε έκταση από τις αντίστοιχες στο αγρίου τύπου στέλεχος. Επιπλέον 

οι δύο αυτές φάσεις δεν είναι σαφώς διακριτές, αυτό σημαίνει ότι σε μια στατική 

καλλιέργεια του στελέχους rim15Δ υπάρχουν διαφορετικοί πληθυσμοί κυττάρων που 

ποικίλλουν ως προς την πυκνότητά τους (εικόνα 4.19). Η παρατήρηση αυτή πιθανότατα 

οφείλεται στο μεγαλύτερο μέγεθος των rim15Δ κυττάρων.  
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Εικόνα 4.19: Η απεικόνιση των κλασμάτων του percoll στα rim15Δ (δεξιά) συγκριτικά με τα αγρίου τύπου 

(αριστερά) και η χρώση του κυτταρικού κλάσματος των κυττάρων που απομονώνονται από αυτά. Εικόνες 

από συνεστιακό μικροσκόπιο (φακός: 100Χ, τεχνητή μεγέθυνση: ×3,2). Πράσινο: κυτταρικό τοίχωμα, 

κόκκινο: ακτίνη 

 

Στην συνέχεια τα κύτταρα που απομονώθηκαν και από τα δύο κλάσματα 

σημαίνονται για την απεικόνιση του κυτταρικού τους τοιχώματος. Όπως φαίνεται στην 

εικόνα 4.19 τα rim15Δ του κατώτερου κλάσματος έχουν πιο παχιά κυτταρικά τοιχώματα 

συγκριτικά με το ανώτερο κλάσμα. Παρόλα αυτά τα κύτταρα του κατώτερου κλάσματος 

του στελέχους αγρίου τύπου έχουν πιο παχιά κυτταρικά τοιχώματα σχετικά με τα 

αντίστοιχα του στελέχους rim15Δ (εικόνα 4.19). 

 

4.9.4 Τα rim15Δ κύτταρα δεν οργανώνουν την ακτίνη σε σωματίδια κατά την 

είσοδο στη στατική φάση   

Η χρώση της ακτίνης στα κύτταρα rim15Δ, δίνει μια διαφορετική εικόνα για την 

οργάνωση του κυτταροσκελετού τους, σε σχέση με τα αγρίου τύπου κύτταρα. Παρόλο 

που στην εκθετική φάση η εικόνα της ακτίνης μοιάζει με εκείνη των κυττάρων αγρίου 

τύπου (η ακτίνη σχηματίζει κηλίδες), στην περίπτωση της στατικής καλλιέργειας η 

εικόνα είναι διαφορετική (εικόνα 4.20).  
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Εικόνα 4.20: Απεικόνιση της οργάνωσης της ακτίνης κατά την εκθετική φάση, στο κατώτερο κλάσμα του 

percoll και κατά την ανάκαμψη για 15 λεπτά των κυττάρων rim15Δ. Εικόνα από συνεστιακό μικροσκόπιο 

(φακός:100Χ, τεχνητή μεγέθυνση: ×14,4). Κόκκινο: ακτίνη, με άσπρο χρώμα φαίνονται τα όρια των 

κυττάρων  

 

Η ακτίνη σε μια στατική καλλιέργεια αναμένεται, λόγω εξάντλησης των 

θρεπτικών συστατικών, να οργανώνεται σε σωμάτια ακτίνης. Στην περίπτωση των 

rim15Δ κυττάρων ο πληθυσμός των κυττάρων του κατώτερου κλάσματος δεν οργανώνει 

την ακτίνη σε σωμάτια, όπως συμβαίνει στα αγρίου τύπου κύτταρα. Στην συνέχεια τα 

κύτταρα εμβολιάζονται σε πλούσιο θρεπτικό μέσο για 15 λεπτά και ελέγχεται η 

κατάσταση της ακτίνης. Παρατηρείται, λοιπόν ότι κατά την ανάκαμψη η ακτίνη 

σχηματίζει κηλίδες στα κύτταρα rim15Δ (εικόνα 4.20). 

Στη συνέχεια, τα κύτταρα rim15Δ τα κύτταρα ανακάμπτουν για 15 λεπτά 

παρουσία του αναστολέα του μονοπατιού TOR (ραπαμυκίνη). Τα rim15Δ κύτταρα 

οργανώνουν την ακτίνη σε σωμάτια, όταν το μονοπάτι TOR είναι ανεσταλμένο (υπό την 

επίδραση δηλαδή της ραπαμυκίνης) (εικόνα 4.21). 
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Εικόνα 4.21: Απεικόνιση της οργάνωσης της ακτίνης στο κατώτερο κλάσμα του percoll και κατά την 

ανάκαμψη παρουσία ραπαμυκίνης των κυττάρων rim15Δ. Εικόνα από συνεστιακό μικροσκόπιο 

(φακός:100Χ, τεχνητή μεγέθυνση: ×14,4). Κόκκινο: ακτίνη, με άσπρο χρώμα φαίνονται τα όρια των 

κυττάρων  

 

4.10 Ο ρόλος του μονοπατιού HOG1 στην είσοδο και στη έξοδο από την στατική 

φάση  

Όπως προαναφέρθηκε στο κεφάλαιο της εισαγωγής το μονοπάτι HOG1 

αντιλαμβάνεται το οσμωτικό στρες και βοηθά στην απόκριση των κυττάρων στο στρες 

αυτό. Όπως πρόσφατα έχει αναφερθεί βιβλιογραφικά,  το μονοπάτι HOG1εμπλέκεται και 

στο στρες που προκαλείται λόγω την εξάντλησης της πηγής γλυκόζης σε ένα κύτταρο. 

Για την διερεύνηση του ρόλου το μονοπατιού HOG1 στην είσοδο στην φάση G0, 

ελέγχθηκαν τα πρωτεϊνικά επίπεδα της ενεργοποιημένης Hog1 πρωτεΐνης. Η πρωτεΐνη 

HOG1παρουσιάζει υψηλή ομολογία με την πρωτεΐνη p38 MAPK των ανώτερων 
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ευκαρυωτικών κυττάρων. Η ενεργοποίηση της πρωτεΐνης HOG1 γίνεται μέσω 

φωσφορυλίωσης, έτσι για τον έλεγχο των επιπέδων της ενεργής μορφής της HOG1 

πρωτεΐνης, χρησιμοποιείται αντίσωμα για την φωσφορυλιωμένη μορφή της πρωτεΐνης 

p38 (phospho-p38).  

Τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα που προέρχονται από το στέλεχος αγρίου τύπου 

BY4742, ελέγχονται με ανοσοαποτύπωση κατά Western, στις εκάστοτε συνθήκες για τα 

επίπεδα της ενεργής  HOG1πρωτεΐνης. Παρατηρείται ότι η πρωτεΐνη HOG1 είναι 

ανενεργή στην εκθετική φάση ανάπτυξης, ενώ ενεργοποιείται στη στατική φάση. Τα 

επίπεδα της ενεργής  HOG1πρωτεΐνης αυξάνονται ιδιαίτερα στα κύτταρα του κατώτερου 

κλάσματος, δηλώνοντας τον πιθανό ρόλο της πρωτεΐνης αυτής στην είσοδο των 

κυττάρων στη φάση G0. Τα επίπεδα της πρωτεΐνης αυτής μειώνονται,  σε σχέση με το 

κατώτερο κλάσμα, 15 λεπτά μετά την ανανέωση των θρεπτικών συστατικών (εικόνα 

4.22). 

                  

Εικόνα 4.22: Η συμπεριφορά της ενεργοποιημένης πρωτεΐνης HOG1, όπως φαίνεται μέσω 

ανοσοαποτύπωσης κατά Western. Ως δείκτης ισοφόρτωσης χρησιμοποιείται η κυκλινο-εξαρτώμενη κινάση 

Cdc28. 

Στη συνέχεια ελέγχθηκε η οργάνωση της ακτίνης του κυτταροσκελετού κατά την 

ανάκαμψη παρουσία του αναστολέα του μονοπατιού HOG1 (υπό την επίδραση του 

αναστολέα Birb796). Παρατηρείται ότι η φαρμακευτική αναστολή του μονοπατιού 

HOG1δεν επηρεάζει την οργάνωση της ακτίνης σε κηλίδες κατά την ανάκαμψη (εικόνα 

4.23) 
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Εικόνα 4.23:  Απεικόνιση της οργάνωσης της ακτίνης στα κύτταρα του κατώτερου κλάσματος και κατά 

την ανάκαμψη για 15 λεπτά παρουσία Birb796 στα κύτταρα του στελέχους αγρίου τύπου. Εικόνα από 

συνεστιακό μικροσκόπιο (φακός:100Χ, τεχνητή μεγέθυνση: ×14,4). Κόκκινο: ακτίνη, με άσπρο χρώμα 

φαίνονται τα όρια των κυττάρων  

 

Για την περεταίρω διερεύνηση του ρόλου του μονοπατιού HOG1στην είσοδο και 

έξοδο από την στατική φάση, χρησιμοποιήθηκαν δυο μεταλλαγμένα  στελέχη, τα hog1Δ 

και pbs2Δ.Στα στελέχη αυτά έχει γίνει διαγραφή των γονιδίων hog1και pbs2 αντίστοιχα. 

Το γονίδιο hog1 κωδικοποιεί την MAPK κινάση HOG1 και το γονίδιο pbs2, κωδικοποιεί 

την MAPK κινάση PBS2, η οποία φωσφορυλιώνει και ενεργοποιεί την κινάση HOG1 

[Duch et al, 2012; Vallejo et al, 2015]. 

Τα στελέχη hog1Δ και pbs2Δ εμβολιάζονται σε πλούσιο θρεπτικό μέσο και 

ελέγχονται ως προς την μορφολογία τους, όταν βρίσκονται στην εκθετική και τη στατική 

φάση. Όπως φαίνεται στην εικόνα 4.24 τα κύτταρα και των δυο μεταλλαγμένων 

στελεχών έχουν μεγαλύτερο μέγεθος σχετικά με τα αγρίου τύπου, κάτι που 

επιβεβαιώνεται από την διαγραμματική απεικόνιση των διαμέτρων τους (εικόνα 4.25), 

όπου αυξάνονται οι πληθυσμοί των κυττάρων με διαμέτρους 4,51-5,5μm και 5,5-8,12μm 

και για τα δυο στελέχη. 
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                                 Εκθετική Φάση                   Στατική Φάση            

                              

                              

                              

Εικόνα 4.24: Η μορφολογία των κυττάρων των στελεχών hog1Δ και pbs2Δ στην εκθετική και στατική 

φάση. Εικόνα από μικροσκόπιο φθορισμού ολικής εσωτερικής ανάκλασης (φακός: 100Χ, τεχνητή 

μεγέθυνση: ×1,6) 

  

 

 

 

 

hog1Δ 

pbs2Δ 

wt 
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          Εικόνα 4.25: Διαγραμματική απεικόνιση των διαμέτρων των κυττάρων hog1Δ και pbs2Δ 
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4.10.1 Τα μεταλλάγματα hog1Δ και pbs2Δ αυξάνουν το πάχος των 

κυτταρικών τους τοιχωμάτων κατά την είσοδο στην στατική φάση 

 Τα hog1Δ και pbs2Δ κύτταρα ελέγχονται με ειδική χρώση για το πάχος του 

κυτταρικού τους τοιχώματος κατά την εκθετική ανάπτυξη και τη στατική φάση. 

Παρατηρείται ότι το πάχος του κυτταρικού τοιχώματος αυξάνεται στα κύτταρα της 

στατικής φάσης (εικόνα 4.26).  

 

                  

Εικόνα 4.26: Απεικόνιση του κυτταρικού τοιχώματος των hog1Δ και pbs2Δ κυττάρων στην εκθετική και 

τη στατική φάση. Εικόνα από συνεστιακό μικροσκόπιο (φακός:100Χ, τεχνητή μεγέθυνση: ×3,2). Πράσινο: 

κυτταρικό τοίχωμα, κόκκινο: ακτίνη 
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4.10.2 Τα στελέχη hog1Δ και pbs2Δ καθυστερούν να μειώσουν το πάχος του 

κυτταρικού τοιχώματος 

Στη συνέχεια τα hog1Δ και pbs2Δ κύτταρα εμβολιάζονται σε πλούσιο θρεπτικό 

μέσο για 15 και 30 λεπτά, στην συνέχεια ελέγχεται το πάχος του κυτταρικού τοιχώματος 

με ειδική χρώση.  Η απουσία τόσο του hog1 όσο και του pbs2 γονιδίου έχουν ως 

αποτέλεσμα την καθυστέρηση της μείωσης του πάχους του κυτταρικού τοιχώματος, 

καθώς η αλλαγή αυτή συμβαίνει κατά ανάκαμψη για 30 λεπτών (εικόνα 4.27). 

 

 

 

Εικόνα 4.27: Απεικόνιση του κυτταρικού τοιχώματος των hog1Δ και pbs2Δ κυττάρων στην στατική φάση 

και κατά την ανάκαμψη των 15 και 30 λεπτών. Εικόνα από συνεστιακό μικροσκόπιο (φακός:100Χ, 

τεχνητή μεγέθυνση: ×3,2). Πράσινο: κυτταρικό τοίχωμα, κόκκινο: ακτίνη 
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4.10.3 Τα  κύτταρα του κατώτερου κλάσματος των στελεχώνhog1Δ και 

pbs2Δ  έχουν παχιά κυτταρικά τοιχώματα 

Τα διαφορετικά μορφολογικά χαρακτηριστικά των hog1Δ και pbs2Δ στελεχών, 

έχουν ως αποτέλεσμα την διαφορετική κατανομή τους στο διάλυμα percoll. Τα κύτταρα 

αγρίου τύπου, όπως αναμένεται, μετά την κλασμάτωσή τους κατανέμονται σε δυο 

διακριτές φάσεις, το ανώτερο και το κατώτερο κλάσμα, όπως φαίνεται στην εικόνα 4.26. 

Αντίθετα τα στελέχη hog1Δ και pbs2Δ, παρόλο που κατανέμονται σε ανώτερο και 

κατώτερο κλάσμα, μεταξύ τους υπάρχει μια ενδιάμεση φάση στην οποία κατανέμονται 

κύτταρα ενδιάμεσου μεγέθους. Επιπλέον η σήμανση του κυτταρικού τοιχώματος των 

κυττάρων των δυο κλασμάτων και των δυο στελεχών επιβεβαιώνει ότι το κατώτερο 

κλάσμα αποτελείται από κύτταρα που έχουν παχιά κυτταρικά τοιχώματα (εικόνα 4.28).  

            

 

Εικόνα 4.28: Η απεικόνιση των κλασμάτων του percoll στα hog1Δ (κέντρο), pbs2Δ (δεξιά) συγκριτικά 

με τα αγρίου τύπου (αριστερά) και η χρώση του κυτταρικού κλάσματος των κυττάρων που απομονώνονται 

από αυτά. Εικόνες από συνεστιακό μικροσκόπιο (φακός: 100Χ, τεχνητή μεγέθυνση: ×3,2). Πράσινο: 

κυτταρικό τοίχωμα, κόκκινο: ακτίνη 
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4.10.4 Η οργάνωση της ακτίνης σε σωμάτια εξαρτάται από το μονοπάτι Hog1 

Όπως αναφέρθηκε σε αντίστοιχο κεφάλαιο της εισαγωγής (κεφάλαιο 1.4) και 

έπειτα από πειραματικές παρατηρήσεις η ακτίνη συμπυκνώνεται σε ειδικές δομές, τα 

σωμάτια ακτίνης, όταν εξαντλούνται τα θρεπτικά συστατικά. Η αλλαγή αυτή στην 

κατάσταση της ακτίνης δεν συμβαίνει και στα στελέχη hog1Δ και pbs2Δ. Η ακτίνη στα 

δύο αυτά στελέχη οργανώνεται σε κηλίδες ακτίνης τόσο στα κύτταρα του κατώτερου 

κλάσματος, όσο και κατά την ανάκαμψη για 15 λεπτά (εικόνα 4.29) .  

              

 

Εικόνα 4.29:  Η οργάνωση της ακτίνης στην εκθετική φάση, το κατώτερο κλάσμα και κατά την ανάκαμψη 

για 15 λεπτά στα στελέχη hog1Δ και pbs2Δ. Εικόνα από συνεστιακό μικροσκόπιο (φακός:100Χ, τεχνητή 

μεγέθυνση: ×14,4). Κόκκινο: ακτίνη, με άσπρο χρώμα φαίνονται τα όρια των κυττάρων 
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4.10.5 Η απουσία του Hog1 και του TOR δεν επιτρέπει στην ακτίνη να 

αναδιοργανώνεται σε σωμάτια ακτίνης 

Η ανάκαμψη των hog1Δ και pbs2Δ κυττάρων για 15 λεπτά παρουσία του 

αναστολέα του μονοπατιού TOR (ραπαμυκίνη) δεν επηρεάζει την οργάνωση της ακτίνης 

σε κηλίδες ακτίνης, όπως συμβαίνει στο αγρίου τύπου στέλεχος. Αυτό σημαίνει ότι η 

ταυτόχρονη αναστολή των μονοπατιών TOR και HOG1 δεν επηρεάζει την 

αναδιοργάνωση της ακτίνης. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στην εικόνα 4.30. 
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Εικόνα 4.30: Η οργάνωση της ακτίνης στο κατώτερο κλάσμα και κατά την ανάκαμψη για 15 λεπτά 

παρουσία ραπαμυκίνης στα στελέχη hog1Δ και pbs2Δ. Εικόνα από συνεστιακό μικροσκόπιο (φακός:100Χ, 

τεχνητή μεγέθυνση: ×14,4). Κόκκινο: ακτίνη, με άσπρο χρώμα φαίνονται τα όρια των κυττάρων 

 

4.11 Η αναστολή του HOG1 έχει ως αποτέλεσμα την δημιουργία ψευδοϋφών  

Η χρώση του κυτταρικού τοιχώματος των στελεχών hog1Δ και hog4Δ οδήγησε 

στην παρατήρηση ότι ανάμεσα στα κύτταρα που προέρχονται από το κατώτερο κλάσμα 

του percoll, σχηματίζονται επιμήκεις δομές. Αυτός ο διμορφισμός είναι ένα γνωστό 

φαινόμενο που συμβαίνει στα κύτταρα των μυκήτων. Το φαινόμενο αυτό είναι 

πολύπλοκο και πυροδοτείται από ποίκιλλες αλλαγές  που συμβαίνουν σε 

περιβαλλοντικούς παράγοντες, αλλάζονται το πρότυπο ανάπτυξης σε ελλειπτικές και 

νηματοειδείς μορφές κυττάρων. Οι μορφές αυτές είναι γνωστές, ως ψευδοϋφές (εικόνα 

4.31) [Gancedo, 2001;Ceccato-Antonini et al, 2004].  

 

Εικόνα 4.31: Απεικόνιση των ψευδοϋφών, που δημιουργούνται στα στελέχη hog1Δ και pbs2Δ με την 

εξάντληση των θρεπτικών συστατικών και διατηρούνται και κατά την ανανέωση του θρεπτικού μέσου, 

παρουσία και απουσία ραπαμυκίνης. Εικόνα από συνεστιακό μικροσκόπιο (φακός:100Χ, τεχνητή 

μεγέθυνση: ×3,2). Πράσινο: κυτταρικό τοίχωμα, κόκκινο: ακτίνη, μπλε: πυρήνας 

 

Η παρατήρηση της δημιουργίας των ψευδοϋφών συμβαίνει όταν αναστέλλεται το 

μονοπάτι HOG1, είτε μέσω της διαγραφής του γονιδίου hog1 είτε μέσω της διαγραφής 

του γονιδίου pbs2 κατά την ταυτόχρονη εξάντληση των θρεπτικών συστατικών 



 

95 
 

(κατώτερο κλάσμα). Η αλλαγή αυτή στην μορφολογία των κυττάρων παραμένει και κατά 

την ανάκαμψη των κυττάρων του κατώτερου κλάσματος, παρουσία και απουσία 

ραπαμυκίνης. Ακόμη, οι ψευδοϋφές σχηματίζονται σε μικρότερο βαθμό κατά την 

ανάκαμψη των rim15Δ και αγρίου τύπου κυττάρων, παρουσία του αναστολέα του 

μονοπατιού HOG1 (εικόνα 4.32).  

 

                                                   wt                                rim15Δ        

                                              

Εικόνα 4.32: Η δημιουργία των ψευδοϋφών συμβαίνει και κατά την ανάκαμψη των στελεχών rim15 και 

του αγρίου τύπου, παρουσία του αναστολέα του μονοπατιού HOG1. Εικόνα από συνεστιακό μικροσκόπιο 

(φακός:100Χ, τεχνητή μεγέθυνση: ×3,2). Πράσινο: κυτταρικό τοίχωμα, κόκκινο: ακτίνη, μπλε: πυρήνας 

 

4.12 Η είσοδος στην στατική φάση έχει ως αποτέλεσμα την μεταβολή των 

μεταγραφικών επιπέδων γονιδίων με διαφορετικό λειτουργικό ρόλο. 

Για την καλύτερη κατανόηση των αλλαγών που συμβαίνουν κατά την είσοδο και 

την έξοδο από την στατική φάση, ελέγχθηκαν τα επίπεδα των γονιδίων που 

βιβλιογραφικά αναφέρεται ότι είναι απαραίτητα για την είσοδο στην στατική φάση. Ο 

έλεγχος έγινε στo αγρίου τύπου στέλεχος και στο στέλεχος rim15Δ. Η φυσιολογική 

είσοδος των κυττάρων στην στατική φάση έγινε με την εξάντληση των θρεπτικών 

συστατικών και την επακόλουθη κλασμάτωση πυκνότητας και για τα δύο στελέχη, και εν 

συνεχεία τον εμβολιασμό τους σε πλούσιο θρεπτικό μέσο για 15 λεπτά, παρουσία και 

απουσία αναστολέων των μονοπατιών HOG1 και TOR. Έτσι σε αυτές τις συνθήκες 

ελέγχεται η έκφραση των γονιδίων της στατικής φάσης σε συνθήκες αναστολής κα 

ενεργοποίησης των δυο μονοπατιών. Τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων ελέγχονται με 

Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης Πραγματικού Χρόνου (Real-Time PCR). 

Αρχικά ελέγχθηκαν τα μεταγραφικά επίπεδα του γονιδίου bcy1, του οποίου η 

έκφραση αναμένεται να αυξάνεται. Το bcy1 κωδικοποιεί την ρυθμιστική υπομονάδα της 

πρωτεΐνης  PKA. Τα μεταγραφικά επίπεδα του bcy1 παραμένουν σταθερά, εκτός από την 

περίπτωση των κυττάρων του κατώτερου κλάσματος στο στέλεχος rim15Δ (εικόνα 4.33).  

Ανάκαμψη 

15min+ Birb796 
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Εικόνα 4.33: Διαγραμματική απεικόνιση των σχετικών επιπέδων mRNA  των γονιδίων  bcy1, rim15 και 

ubi4. 

 

Ένα ακόμη γονίδιο του οποίου τα μεταγραφικά επίπεδα ελέγχονται, είναι το  

rim15, το οποίο όπως ήταν αναμενόμενο παρουσιάζει μηδενική έκφραση στα rim15Δ 

κύτταρα. Ταυτόχρονα η έκφραση του γονιδίου αυτού αυξάνεται έντονα στις συνθήκες 

την ανάκαμψης παρουσία και απουσία αναστολέα, προτείνοντας τον πιθανό ρόλο του 

στην έξοδο από την στατική φάση (εικόνα 4.33).  Αντίθετα το γονίδιο της ουβικιτίνης, το 

ubi4 αυξάνεται έντονα κατά την ανάκαμψη παρουσία του αναστολέα ραπαμυκίνη καθώς 

και κατά την ανάκαμψη παρουσία και απουσία αναστολέα όταν λείπει το γονίδιο rim15 

(εικόνα 4.33). Η παρατήρηση αυτή ενισχύει την υπόθεση ότι η απενεργοποίηση του 

μονοπατιού TOR, καθώς και η διαγραφή του γονιδίου rim15 δημιουργούν στρες στο 

κύτταρο και επιστρατεύουν τον μηχανισμό της ουβικιτινίωσης για να αποικοδομήσει τις 

πρωτεΐνες που έχουν υποστεί βλάβη από αυτές τις αλλαγές. 

 

wt 

rim15Δ 
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Εικόνα 4.34: Διαγραμματική απεικόνιση των σχετικών επιπέδων mRNA  των γονιδίων  cln1, cln2 και cln3 

Στην συνέχεια ελέγχονται γονίδια, όπου η έκφραση του είναι ιδιαίτερα σημαντική 

για την πραγματοποίηση του κυτταρικού κύκλου. Συγκεκριμένα ελέγχονται τα 

μεταγραφικά επίπεδα των κυκλινών της φάσης G1, cln1, cln2, cln3. Το γονίδιο της 

κυκλίνης cln1 εκφράζεται έντονα κατά την ανάκαμψη, παρουσία και απουσία  

αναστολέα, αλλά η έκφραση αυτή μειώνεται απουσία του rim15 (εικόνα 4.34).  

Αντίθετα το γονίδιο της κυκλίνης  cln2 αυξάνεται στις συνθήκες ανάκαμψης αλλά 

εμφανίζει ιδιαίτερη αύξηση στα κύτταρα του κατώτερου κλάσματος των rim15Δ, αυτό 

μπορεί να οφείλεται στο γεγονός ότι απουσία του rim15, τα κύτταρα αδυνατούν να 

εισέλθουν στην φάση G0 και σταματούν τον κυτταρικό τους κύκλο σε όψιμο στάδιο της 

G1 φάσης (εικόνα 4.34). Ταυτόχρονα η έκφραση του  γονιδίου της κυκλίνης cln3 

αυξάνεται έντονα κατά την ανάκαμψη των 15 λεπτών (εικόνα 4.34). Αξίζει να σημειωθεί 

ότι η κυκλίνη Cln3 είναι η πρώτη κυκλίνη που προσδένεται στην κινάση cdc28 για να 

καταλυσει την έναρξη του κυτταρικού κύκλου. Η αυξημένη μεταγραφική δραστηριότητα 

της κυκλίνης αυτής κατά την ανάκαμψη, μαρτυρά την έναρξη διεργασιών που είναι 

απαραίτητες για την είσοδο στον κυτταρικό κύκλο. Το γονίδιο της cln3 και κατά την 

ανάκαμψη απουσία rim15, που σημαίνει ότι και στις συγκεκριμένες συνθήκες το κύτταρο 

προετοιμάζεται για την είσοδο στον κυτταρικό κύκλο [Enserink, 2011]. 

wt 

rim15Δ 
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5. Συζήτηση 

Ένα βασικό ερώτημα που καλείται να απαντήσει σήμερα ο κλάδος της 

κυτταρικής βιολογίας είναι το πώς τα κύτταρα που αποκτούν αργό μεταβολικό ρυθμό, 

όπως είναι τα σπόρια στα βακτήρια και τα ανενεργά βλαστικά κύτταρα, εισέρχονται και 

πάλι στον κυτταρικό τους κύκλο. Ένας εύχρηστος οργανισμός μοντέλο στον οποίο έχει 

επίσης παρατηρηθεί το φαινόμενο αυτό είναι ο ζυμομύκητας Saccharomyces cerevisiae.  

Ο ζυμομύκητας είναι ένας οργανισμός, του οποίου τα κύτταρα αναπαράγονται με 

εκβλάστηση. Το θυγατρικό κύτταρο εκφύεται από το μητρικό με μορφή εκβλαστήματος, 

μεγαλώνει σταδιακά ώσπου αποκόπτεται από αυτό έχοντας αποσπάσει τα κυτταρικά 

συστατικά που του είναι απαραίτητα. Η εξάντληση των θρεπτικών συστατικών των 

κυττάρων αυτών οδηγεί στην είσοδό στους στην φάση G0.  Τα κύτταρα της φάσης αυτής 

παρουσιάζουν αργό μεταβολικό ρυθμό.  

Μια τυπική καλλιέργεια ζυμομύκητα διέρχεται από τα τυπικά στάδια ενός 

αναπτυσσόμενου πληθυσμού κυττάρων (λανθάνουσα φάση, εκθετική φάση, μετα-

διαύξιμη φάση, στατική φάση) και περιλαμβάνει δύο κρίσιμα σημεία: την διαύξιμη 

μετατόπιση και το σημείο κορεσμού όπου τα κύτταρα λαμβάνουν σημαντικές αποφάσεις 

για το αν θα συνεχίσουν τον κυτταρικό τους κύκλο και εν τέλει θα οδηγηθούν σε 

απόπτωση ή αν θα εισέλθουν σε μια στατική φάση, την G0.  

Η φάση G0, είναι μία αδρανής κατάσταση όπου τα κύτταρα παρουσιάζουν αργό 

μεταβολικό ρυθμό, ανικανότητα πολλαπλασιασμού, χαμηλά επίπεδα μεταγραφής και 

μετάφρασης, παχιά κυτταρικά τοιχώματα και η ακτίνη του κυτταροσκελετού τους 

συμπυκνώνεται σε ειδικές δομές, τα σωματίδια ακτίνης. Τα κύτταρα είναι ικανά να 

ανακάμπτουν μετά από ανανέωση του θρεπτικού μέσου και να εισέρχονται και πάλι στον 

κυτταρικό κύκλο. 

Σημαντικό ρόλο στην είσοδο σε αυτή την φάση διαδραματίζουν τρία 

σηματοδοτικά μονοπάτια, το TOR, το PKA και το HOG1. Η απενεργοποίηση των TOR 

και PKA έχει συσχετιστεί με εξάντληση των θρεπτικών συστατικών και ακολούθως με 

την είσοδο στην στατική φάση. Το μονοπάτι TOR αντιλαμβάνεται τα επίπεδα των 

θρεπτικών συστατικών, όντας ενεργό όταν είναι άφθονα και ανενεργό όταν 

εξαντλούνται. Η απενεργοποίηση του TOR έχει ως αποτέλεσμα την ενεργοποίηση της 

κινάσης Rim15, η οποία διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο στην είσοδο στην φάση G0. 

Ταυτόχρονα η εξάντληση της γλυκόζης φαίνεται να ενεργοποιεί το μονοπάτι HOG1, ως 

απόκριση στο στρες που δημιουργεί αυτή η αλλαγή.  

Η παρούσα έρευνα είχε ως στόχο την αποσαφήνιση του ρόλου του μονοπατιού 

HOG1 στην είσοδο στην στατική φάση  και την πιθανή αλληλεπίδρασή του με το 
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μονοπάτι TOR. Για την επίτευξη αυτού του στόχου χρησιμοποιήθηκε το στέλεχος 

BY4742, το οποίο αναπτύχθηκε έως εξαντλήσεως των θρεπτικών συστατικών, 

κλασματώθηκε με ειδική μεθοδολογία, ώστε να απομονωθούν τα κύτταρα που 

παρουσιάζουν τα χαρακτηριστικά της φάσης G0 και στην συνέχεια τα κύτταρα της 

βάσης αυτής εμβολιάσθηκαν σε πλούσιο θρεπτικό μέσο παρουσία και απουσία 

αναστολέων των δύο μονοπατιών.  

Για τον έλεγχο της επίδρασης των μορίων Rim15, Hog1 και Pbs2 στην είσοδο 

στην στατική φάση, χρησιμοποιήθηκαν τα στελέχη rim15Δ, hog1Δ και pbs2Δ, τα οποία 

αναπτύχθηκαν στις ίδιες συνθήκες με το αγρίου τύπου στέλεχος (ΒΥ4742). Αρχικά 

πραγματοποιήθηκε μορφολογικός έλεγχος των 4 στελεχών , καθώς και η χρώση τους για 

τον έλεγχο του κυτταρικού τοιχώματος και της οργάνωσης της ακτίνης του 

κυτταροσκελετού. Τέλος,  τα μεταγραφικά επίπεδα έκφρασης γονιδίων της στατικής 

φάσης και του κυτταρικού κύκλου.  

Είναι γεγονός ότι το κυτταρικό τοίχωμα προσαρμόζεται ανάλογα με τις ανάγκες 

του κυττάρου για επιβίωση στις εκάστοτε συνθήκες ανάπτυξης. Η μείωση του πάχους 

του κυτταρικού τοιχώματος κατά την ανάκαμψη του στελέχους αγρίου τύπου, δηλώνει 

την έξοδο από τη στατική φάση 15 λεπτά μετά την ανανέωση του θρεπτικού μέσου. 

Ταυτόχρονα, η ακτίνη αναδιοργανώνεται με τρόπο εξαρτώμενο από το μονοπάτι TOR 

και ανεξάρτητο από το μονοπάτι HOG1.  

Η απουσία του γονιδίου rim15 έχει ως αποτέλεσμα τα κύτταρα να μην 

εμφανίζουν τα χαρακτηριστικά την φάσης G0 κατά την εξάντληση των θρεπτικών 

συστατικών, έτσι τα rim15Δ κύτταρα αδυνατούν να εισέλθουν στην φάση G0. Επιπλέον, 

το μονοπάτι TOR πιθανότατα υπερενεργοποιείται απουσία του γονιδίου rim15, γεγονός 

που φαίνεται από την οργάνωση της ακτίνης σε σωμάτια, όταν αναστέλλεται το TOR.  

Ακόμη η αύξηση των επιπέδων το γονιδίου rim15 κατά την ανάκαμψη δηλώνει ότι το 

γονίδιο rim15 είναι απαραίτητο και για την έξοδο από την φάση G0.  

Αναφορικά με τις αλλαγές στα μεταγραφικά επίπεδα τω γονιδίων της στατικής 

φάσης, απουσία του rim15 έχει ως αποτέλεσμα την πιθανή υπερέκφραση του γονιδίου 

bcy1 στην στατική φάση και το γονίδιο της ubi4, αυξάνεται όταν αναστέλλεται το  TOR. 

Αντίθετα η έκφραση των γονιδίων των κυκλινών, μορίων σημαντικών για την έναρξη και 

πρόοδο του κυτταρικού κύκλου, αυξάνεται κατά την ανάκαμψη, δηλώνοντας την έναρξη 

του κυτταρικού κύκλου. 

Η αναστολή του μονοπατιού HOG1 μέσω διαγραφής των γονιδίων hog1 και pbs2 

έχει ως αποτέλεσμα την δημιουργία ψευδοϋφών, κάτι που δεν αλλάζει με την ανανέωση 

του θρεπτικού μέσου. Η ανάπτυξη των ψευδοϋφών τόσο στα απλοειδή όσο και στα 

διπλοειδή στελέχη του Saccharomyces cerevisiae αντανακλά συντονισμένες αλλαγές σε 

διάφορες κυτταρικές διεργασίες όπως, το μοτίβο εκβλάστησης, την επιμήκυνση των 
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κυττάρων και την προσκόλληση τους. Αυτές οι αλλαγές προκαλούνται από 

περιβαλλοντικά σήματα και ελέγχονται από αρκετές οδούς, οι οποίες δρουν παράλληλα 

[Gancedo, 2001;Ceccato-Antonini et al, 2004].  

Συγκεκριμένα, η εξάντληση του αζώτου και πιθανόν και άλλα είδη στρες, 

ενεργοποιούν ένα μονοπάτι MAP κινασών, το οποίο έχει ως τελικό στόχο τον 

μεταγραφικό παράγοντα Ste12. Επιπλέον, μια οδός εξαρτώμενη από το cAMP, στην 

οποία διαδραματίζει σημαντικό ρόλο η πρωτεϊνική κινάση Tpk2, απαιτείται για την 

διακοπή των μορφογενετικών αλλαγών. 

Τα μονοπάτια MAPK στις ζύμες είναι τρία: το μονοπάτι HOG1 (high osmolarity 

glycerol pathway), το μονοπάτι απόκρισης στις φερομόνες (pheromone response 

pathway) και το μονοπάτι ανάπτυξης ψευδοϋφών (pseudohyphal/invasive growth 

pathway). Τα τρία αυτά μονοπάτια χρησιμοποιούν πολλά κοινά σηματοδοτικά μόρια και 

πολλές φορές μπορεί να υπάρχει αλληλεπίδραση μεταξύ τους. Συγκεκριμένα μεταλλάξεις 

στα γονίδια hog1 και pbs2 έχουν ως αποτέλεσμα την ενεργοποίηση του μονοπατιού 

απόκρισης των φερομονών, η οποία επάγεται λόγω υψηλής ωσμωμοτικότητας [O’Rourke 

et al, 1998;]. 

Επιπλέον, όπως φαίνεται στην εικόνα 5.1 η εξάντληση της πηγής αζώτου μπορεί 

να οδηγήσει στην δημιουργία ψευδοϋφών, μια διαδικασία την οποία αναστέλλει η 

ενεργοποίηση της κινάσης HOG1. Η διαγραφή του γονιδίου hog1 έχει ως αποτέλεσμα 

την επαγωγή της ανάπτυξης των ψευδοϋφών. 

                                      

 

                       Εικόνα 5.1: Το μονοπάτι ανάπτυξης των ψευδοϋφών στις ζύμες 
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Μελλοντικά πειράματα που θα μπορούσαν να πραγματοποιηθούν για την πρόοδο της 

παρούσας μελέτης είναι επαναληπτικός έλεγχος των γονιδίων που εμπλέκονται στην 

είσοδο στην στατική φάση και στον κυτταρικό κύκλο στα στελέχη wt και rim15Δ. 

Επιπλέον είναι απαραίτητος ο περεταίρω έλεγχος των γονιδίων που εμπλέκονται στην 

είσοδο στην στατική φάση και στον κυτταρικό κύκλο στα στελέχη hog1Δ και pbs2Δ. 

Τέλος, η ολική πρωτεομική ανάλυση των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων σε συνθήκες 

αναστολής και ενεργοποίησης των δυο μονοπατιών και η μελέτη των συνθηκών 

δημιουργίας των ψευδοϋφών και έλεγχος αναστρεψιμότητας του φαινομένου με την 

ενεργοποίηση του μονοπατιού Hog1θα δώσουν σημαντικές πληροφορίες για τον ρόλο 

των δύο μονοπατιών στην είσοδο στην στατική φάση.  
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