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Περίληψη-Αbstract

Στόχος της εργασίας αυτής ήταν η µελέτη της έκφρασης των πρωτεϊνών 
θερµικού σοκ και πιο συγκεκριµένα των µελών που συνιστούν τη µηχανή 
ελέγχου ποιότητας πρωτεϊνών, σε επίπεδο µοναδιαίου κυττάρου. Η ανάλυση 
µεταξύ άλλων έδειξε ότι υβριδική Hsp26p µε GFP εµφανίζει ασύµµετρη 
κατανοµή µεταξύ µητρικών και θυγατρικών κυττάρων και αναζητήθηκε η 
φυσιολογική και εξελικτική σηµασία του εν λόγω φαινοµένου. Ωστόσο, το 
φαινόµενο αυτό φαίνεται πως είναι ειδικό για την Hsp26GFPp και όχι για την 
Hsp26p, γεγονός που σηµαίνει πως σε κάποιες ιδιαίτερες περιπτώσεις η χρήση 
υβριδικών µορίων µπορεί να καταστεί παραπλανητική. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον 
παρουσιάζει το γεγονός ότι µια άλλη πρωτεΐνη του θερµικού σοκ µε 
αποδεδειγµένα ιδιαίτερη σηµασία για την επιβίωση εµφανίζει φαινοτυπική 
ποικιλότητα ως προς την έκφρασή σε ακραίες συνθήκες στρες (πλήρης στέρηση 
θρεπτικών), κάτι που µπορεί να ‘χει ιδιαίτερη σηµασία για την επιβίωση του 
πληθυσµού σε µεταβαλλόµενα περιβάλλοντα. 

During this work we focused on the analysis of expression of heat shock proteins 
in yeast (especially of those that constitute the so-called “protein-quality control 
machinery), in single-cell level resolution. This analysis revealed that heat-shock 
protein 26 (Hsp26p) that was hybridized with green fluorescent protein, was 
asymmetrically distributed between mother and daughter cells. We tried to 
reveal the physiological or evolutionary basis of this phenomenon but our 
attempt was absolutely fruitless.  Finally, it was proven that this asymmetric 
distribution was a misleading artifact due to GFP hybrid and not a real 
phenomenon. A really interesting phenomenon that was uncovered during this 
study is the phenotypic variation in the expression of another heat-shock 
protein, Hsp104p. Hsp104p is a protein of major importance for cells under 
stress and the phenotypic variation revealed can be of major significance for the 
survival of population in fluctuating environments.
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1.Εισαγωγή 

 1.1  Οι πρωτεΐνες θερµικού σοκ (heat-shock proteins)  και ο ρόλος τους

 Οι πρωτεΐνες θερµικού σοκ αποτελούν µια µεγάλη οµάδα πρωτεϊνών µε 

µεγάλο εύρος µοριακών βαρών (9-110 KDa)  (Lindquist, 1992). Η µεγάλη τους 

σηµασία για την κυτταρική φυσιολογία δηλώνεται από την καθολική τους παρουσία 

στον έµβιο κόσµο, καθώς απαντώνται τόσο σε προκαρυωτικούς και µονοκύτταρους 

ευκαρυωτικούς (Lindquist, 1992) όσο και σε πολυκύτταρους ευκαρυωτικούς 

οργανισµούς. Η ποικιλία των πρωτεϊνών θερµικού σοκ αντικατοπτρίζεται και στο 

γεγονός ότι υπάρχουν τουλάχιστον 8 µεγάλες οικογένειες αυτών οι οποίες 

ονοµάζονται µε βάση τα µοριακά βάρη των µελών τους (hsp100, hsp90, hsp70, 

hsp60, hsp27,DnaJ, hsp10, Lon). 

 O υποκυτταρικός εντοπισµός των πρωτεϊνών θερµικού σοκ ποικίλει και 

σχετίζεται άµεσα µε περιβαλλοντικά ερεθίσµατα. Πολλά µέλη των προαναφερθέντων 

οικογενειών απαντώνται στο κυτταρόπλασµα, άλλα στον πυρήνα, άλλα σε 

υποκυτταρικά οργανίδια και άλλα σε διαφορετικά υποκυτταρικά διαµερίσµατα 

ανάλογα µε τη µεταβολική κατάσταση του κυττάρου (χαρακτηριστικό παράδειγµα 

αποτελεί η sHSP (small heat-shock protein) Hsp26p που εντοπίζεται στον πυρήνα 

όταν κύτταρα S.cerevisiae υποστούν θερµικό σοκ όντας σε εκθετική φάση αύξησης, 

ενώ αντίθετα αν βρίσκονται σε στατική φάση αύξησης, η Ηsp26p εντοπίζεται κατά 

κύριο λόγο κυτταροπλασµατικά ). (Rossi and Lindquist, 1989)

 ‘Οπως γίνεται εύκολα αντιληπτό από πολύ νωρίς (περίπου 30 χρόνια πριν) 

έγιναν προσπάθειες να αποδοθούν ιδιαίτεροι ρόλοι στις πρωτεΐνες θερµικού σοκ και 

να καθοριστεί η φυσιολογική τους σηµασία. Παρά τις έντονες προσπάθειες, η 

ακριβής λειτουργία πολλών από τις πρωτεΐνες αυτές καθώς και ο τρόπος δράσης τους 

παραµένουν ασαφείς (Petko and Lindquist, 1986) (Susek and Lindquist, 1989). Παρά 

την ύπαρξη µεταλλαγµάτων όπου απουσιάζουν εντελώς οι κωδικές περιοχές των 

πρωτεϊνών αυτών, τα κύτταρα ζουν απολύτως φυσιολογικά. Η ανυπαρξία 
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φαινοτύπου λοιπόν καθιστά την απόδοση σαφούς λειτουργίας ιδιαίτερα δύσκολη σε 

κάποια από τα µέλη των πρωτεϊνών θερµικού σοκ.

 Σήµερα, η κύρια λειτουργία που αποδίδεται συνδυαστικά σε πολλές από τις 

πρωτεΐνες αυτές, είναι η δράση τους ως µοριακές συνοδοί (molecular chaperones). 

Αυτό σηµαίνει ότι κατά το θερµικό σοκ αλλά και άλλα είδη στρες, πρωτεΐνες 

θερµικού σοκ δεσµεύουν και διατηρούν µη αναδιπλωµένα άλλα πρωτεϊνικά µόρια, 

έτσι ώστε να αποτραπεί η δηµιουργία αδιάλυτων και µεγάλου µοριακού βάρους  

πρωτεϊνικών συσσωµατωµάτων, που θα καταστήσει τα µόρια που τα συνιστούν, µη 

λειτουργικά (Liberek et al., 2008).  

 H µοριακή µηχανή η οποία επιτυγχάνει την παραπάνω λειτουργία αποτελεί µια 

µηχανή ελέγχου της   ποιότητας των πρωτεϊνών (protein quality control machinery) 

και χάρη στα µοναδικά πλεονεκτήµατα και γενετικά εργαλεία που προσφέρει  ο 

µικροοργανισµός  Saccharomyces cerevisiae, ως οργανισµός-µοντέλο, έχει µελετηθεί 

διεξοδικά σε αυτόν.

 Ως βασικά στοιχεία της µηχανής έχουν χαρακτηριστεί οι πρωτεΐνες Hsp104p, 

Hsp70p, Hsp40p  (Glover and Lindquist, 1998), ενώ στην όλη διαδικασία φαίνεται 

να εµπλέκεται και τουλάχιστον µια από τις δύο γνωστές σήµερα στο ζυµοµύκητα, 

µικρού µοριακού βάρους πρωτεΐνες θερµικού στρες, η Ηsp26p  (Haslbeck et al., 

1999) (Cashikar et al., 2005).

 1.2  H πρωτεΐνη θερµικού σοκ Hsp26p του Saccharomyces cerevisiae
 Το γονίδιο HSP26 κλωνοποιήθηκε και αλληλουχήθηκε το 1989  (Bossier et al., 

1989). Κωδικοποιεί µια πρωτεΐνη (Ηsp26p) µε µέγεθος 27 kDa (213aa), από την 

οποία απουσιάζουν εντελώς τα κατάλοιπα µεθειονίνης. Xαρακτηρίστηκε ως µικρή 

πρωτεΐνη θερµικού σοκ εξαιτίας του µικρού της µοριακού βάρους και της οµολογίας 

της µε άλλες ευκαρυωτικές πρωτεΐνες θερµικού σοκ καθώς και µε τις α-κρυσταλλίνες 

(Bossier et al., 1989). Ιδιαίτερο δοµικό χαρακτηριστικό των πρωτεϊνών που 

προαναφέρθηκαν, είναι η ύπαρξη της ιδιαίτερα υδρόφοβης τετραπεπτιδικής 

αλληλουχίας Gly-Val-Leu-Thr (Bossier et al., 1989). 

 Aναλυτικότερα, η γενική δοµή της Ηsp26p και άλλων οµόλογών της  

πρωτεϊνών από άλλα είδη φαίνεται στην εικόνα 1. 
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Εικόνα 1. Η γενική δοµή των µικρών πρωτεϊνών θερµικού σοκ (small  heat-shock proteins, 

sHSPs) και των α-κρυσταλλινών  (White et al., 2006)

 Aποτελούνται από µια αµινοτελική περιοχή που στην περίπτωση της Hsp26p 

είναι ιδιαίτερα µεγάλη και µπορεί να διακριθεί σε τουλάχιστον δύο επιµέρους 

περιοχές (ακραία αµινοτελική και µέση (middle)), από έναν πρωτεϊνικό τοµέα α-

κρυσταλλίνης και µια καρβοξυτελική περιοχή  (White et al., 2006). Τα τελευταία 

χρόνια αποδίδεται στην αµινοτελική περιοχή, η λειτουργία δέσµευσης υποστρώµατος 

(των πρωτεϊνών δηλαδή που υπό συνθήκες στρες θα πρέπει να µείνουν µακριά για να 

αποτραπεί η δηµιουργία µη λειτουργικών και αδιάλυτων συσσωµατωµάτων) (Giese 

et al., 2005), ενώ η καρβοξυτελική περιοχή φαίνεται να σχετίζεται µε τη δηµιουργία 

ολιγοµερών της ίδιας της Hsp26p  (White et al., 2006). Η Hsp26p µπορεί να βρεθεί 

σε διµερή µορφή αλλά και να σχηµατίσει ολιγοµερή (συγκεκριµένα 24µερή) τα 

οποία µάλιστα εµφανίζουν τετραεδρική συµµετρία (βλ. εικόνα 2). Μεταλλάγµατα 

στα οποία απουσιάζει η ακραία αµινοτελική περιοχή αλλά και η µέση (middle 

globular domain) σχηµατίζουν διµερή αλλά όχι και ολιγοµερή, γεγονός που 

υποδηλώνει ότι η µέση περιοχή είναι απαραίτητη για τη δηµιουργία ολιγοµερών  

(Stromer et al., 2003).
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Εικόνα 2. Σχηµατική απεικόνιση του 24µερούς µε τετραεδρική συµµετρία που αποτελείται 

από µόρια Hsp26p. Οι χαρακτήρες Ν,Μ,C χαρακτηρίζουν την αµινοτελική περιοχή, τη µέση 

σφαιρική περιοχή (middle globular domain) και την καρβοξυτελική περιοχή αντίστοιχα 

(White et al., 2006)

 Θερµοδυναµικά, µε βάση πειράµατα που έχουν γίνει in vitro, ευνοείται η 

µετάβαση από την ολιγοµερή µορφή (24µερές) στη διµερή όταν η θερµοκρασία είναι 

υψηλή (42οC) ενώ αντίθετα στους 25οC ευνοείται η δηµιουργία του 24µερούς  

(Stromer et al., 2004). ‘Οπως λοιπόν γίνεται εύκολα αντιληπτό, θεωρείται ότι η 

ενεργή µορφή της Hsp26p  είναι αυτή του διµερούς και όχι αυτή του 24µερούς. 

Ωστόσο έχει αναφερθεί πως είναι δυνατή η µετάβαση από την ανενεργό στην ενεργό 

µορφή της Hsp26p χωρίς αποδιάταξη του ολιγοµερούς  (Franzmann et al., 2005). 

Eπίσης παρά το γεγονός ότι ενεργός µορφή θεωρείται το διµερές, σε πειράµατα όπου 

υπερεκφράστηκε Hsp26p σε κύτταρα S.cerevisiae στους 30οC ή όταν αποµονώθηκε 

από κύτταρα που υπέστησαν θερµικό σοκ ή άλλους τύπους στρες, αποµονώθηκε µε 

τη µορφή συσσωµατώµατος µε διάµετρο 15-25nm και µοριακό βάρος 550kDa 

περίπου  (Bentley et al., 1992). To συσσωµάτωµα αυτό χαρακτηρίστηκε ως ελεύθερο 

από  άλλα πολυπεπτίδια πλην της Hsp26p (Bentley et al., 1992). Τα στοιχεία αυτά, µε 

βάση σύγχρονα δεδοµένα,  παραπέµπουν σε χαρακτηριστικά του 24µερούς Ηsp26p  

(White et al., 2006).

 ‘Οσον αφορά στη µεταγραφική δραστηριότητα του HSP26 γονιδίου, έχει 

δειχτεί στο παρελθόν αλλά και σε αυτή την εργασία, ότι στους 30οC και σε εκθετική 
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φάση ανάπτυξης η µεταγραφή είναι µηδενική, ενώ αυξάνεται σηµαντικά µε απότοµη 

αύξηση της θερµοκρασίας της τάξης των 10οC. Ενδεικτικά µε βάση τα πειράµατα µε 

χρήση της υβριδικής πρωτεΐνης Hsp26GFPp, η µεταφορά µιας εκθετικής 

καλλιέργειας S.cerevisiae από τους 30οC στους 39οC και η παραµονή της εκεί για 

1h30min οδηγεί σε αύξηση 40Χ της έκφρασης της υβριδικής πρωτεΐνης Hsp26GFPp 

(βλ.σχετικά FACS διαγράµµατα στην ενότητα: Αποτελέσµατα-Συζήτηση). Η 

σηµαντική αύξηση της ποσότητας της Ηsp26p µέσα στα κύτταρα, κατά το θερµικό 

σοκ, σε συνδυασµό µε την πρόσφατα αποκαλυφθείσα ιδιότητα της µέσης περιοχής 

(middle domain) ως ανιχνευτή µεταβολής θερµοκρασίας (Franzmann, 2008), 

δικαιολογούν τη συµβολή της Ηsp26p στην επιτυχή απόκριση του κυττάρου στο 

θερµικό σοκ. Αυτό που φαίνεται να συµβαίνει είναι το εξής: η απότοµη αύξηση της 

θερµοκρασίας οδηγεί στην µαζική έκφραση και παραγωγή µορίων Hsp26p, τα οποία 

χάρη στην ύπαρξη της µέσης περιοχής, “αντιλαµβάνονται” την αλλαγή στη 

θερµοκρασία, µετατρεπόµενα από ανενεργά µόρια, σε ενεργές πρωτεΐνες-συνοδοί 

που δεσµεύουν τις πρωτεΐνες υποστρώµατα, αποτρέποντας τη δηµιουργία 

συσσωµατωµάτων  (Franzmann, 2008).

 Αν και η ενεργοποίηση µεταγραφής του γονιδίου HSP26 είναι ταχύτατη όταν 

το ερέθισµα αποτελεί η απότοµη αύξηση της θερµοκρασίας (Haslbeck et al., 1999),  

είναι έκδηλη και σε άλλες περιπτώσεις σοκ όπως έλλειψη θρεπτικού (βλ. και στην 

παρούσα τη FACS ανάλυση για Hsp26GFPp κατά την εξάντληση του αποθέµατος 

γλυκόζης στο µέσο), µεταβολή pH, ωσµωτικό στρες. Επίσης µεταγραφική 

δραστηριότητα του εν λόγω γονιδίου παρατηρείται και στις περιπτώσεις  που τα 

κύτταρα εισέρχονται στη στατική φάση ανάπτυξης ή αρχίζουν να σχηµατίζουν 

σπόρια  (Petko and Lindquist, 1986).

 1.3  H πρωτεΐνη θερµικού σοκ Ηsp42p του Saccharomyces cereviae

 Μέχρι το 1996, η Hsp26p που µόλις περιγράφηκε, αποτελούσε τη µόνη 

γνωστή µικρή πρωτεΐνη θερµικού σοκ στο ζυµοµύκητα.  Τότε η οµάδα του David 

Shore ανακάλυψε µια δεύτερη sHSP, την Ηsp42p (Wotton et al. 1996).  H πρωτεΐνη 

αυτή έχει µοριακό βάρος 42kDa και σχηµατίζει µεγάλες δυναµικές ολιγοµερείς δοµές 

µε µορφή βαρελιού (barrel-like structures)  (Haslbeck et al., 2004). Σε αντίθεση µε τη 
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Hsp26p που εκφράζεται και δρα σε υψηλή θερµοκρασία ή γενικότερα συνθήκες 

στρες, η Ηsp42p είναι ενεργή σε όλες τις συνθήκες (Haslbeck et al., 2004). H 

έκφρασή του γονιδίου HSP42 αυξάνεται σε ποικίλες συνθήκες στρες όπως και αυτή 

του HSP26. Επίσης σε επίπεδο αλληλουχίας, οι πρωτεΐνες Ηsp26p και Ηsp42p 

εµφανίζουν σηµαντική οµολογία. Ωστόσο τα επίπεδα της Hsp42p αυξάνονται πιο 

γρήγορα από αυτά της Hsp26p σε συνθήκες υψηλής αλατότητας και έλλειψης 

θρεπτικού µέσου (Wotton et al., 1996). ‘Οπως ακριβώς συµβαίνει και µε την Hsp26p, 

η Hsp42p αναφέρεται πως σχηµατίζει ολιγοµερή µε µοριακό βάρος µεγαλύτερο των 

200kDa. Για τη δυνατότητα δηµιουργίας ολιγοµερών φαίνεται να ευθύνεται µια 

συντηρηµένη περιοχή του καρβοξυτελικού άκρου της πρωτεΐνης, που απαντάται και 

σε άλλες πρωτεΐνες θερµικού σοκ όπως  Ηsp30p, Hsp26p, Hsp27p  (Wotton et al., 

1996). Aν και αναφέρεται πως η Hsp42p εκφράζεται ακόµα και υπό συνθήκες 

εκθετικής αύξησης και απουσίας στρες, η υβριδική Hsp42GFPp που 

χρησιµοποιήθηκε για FACS ανάλυση στην παρούσα εργασία δεν ήταν ανιχνεύσιµη 

στην εκθετική φάση ανάπτυξης και σε θερµοκρασία 30οC (βλ. σχετική καµπύλη 

FACS στην ενότητα “Αποτελέσµατα-Συζήτηση”).

 Mε βάση το τρέχον µοντέλο για τη συµµετοχή των πρωτεϊνών θερµικού σοκ 

στον έλεγχο της ποιότητας των πρωτεϊνών (protein quality control), οι sHSPs Ηsp26p 

και Hsp42p αποτελούν την πρώτη γραµµή, καθώς προσδένουν και αποτρέπουν τη 

συσσωµάτωση του  1/3 των κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών του Saccharomyces 

cereviae. Μάλιστα το 90% των πρωτεϊνών αυτών είναι δυνατόν να δεσµεύονται και 

από τις δύο sHSPs. Φαίνεται λοιπόν πως οι sHSP  διαδραµατίζουν ρόλο στην 

οµοιόσταση του κυττάρου τόσο σε φυσιολογικές συνθήκες όσο και σε συνθήκες 

στρες. Παρόλα αυτά ο ρόλος τους δε φαίνεται να είναι ο κύριος, καθώς πειράµατα µε 

διπλά µεταλλάγµατα hsp26Δhsp42Δ, δείχνουν ότι τα εν λόγω στελέχη δεν έχουν 

κάποια διαφορά στη βιωσιµότητα και στον τρόπο µε τον οποίο ανταπεξέρχονται στο 

θερµικό σοκ, σε σχέση µε τα αγρίου τύπου στελέχη  (Cashikar et al., 2005). Αντίθετα 

άλλες µεγαλύτερες πρωτεΐνες θερµικού σοκ όπως η Hsp104p έχουν σηµαίνοντα ρόλο 

στην κυτταρική βιωσιµότητα σε συνθήκες στρες καθώς µεταλλάγµατά τους ή διπλά 
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µεταλλάγµατα hsp104Δhsp26Δ εµφανίζουν σηµαντικά µειωµένη βιωσιµότητα σε 

συνθήκες στρες, συγκριτικά µε τα αγρίου τύπου στελέχη (Cashikar et al., 2005). 

 
 1.4  H πρωτεΐνη θερµικού σοκ Ηsp104p στο σακχαροµύκητα

 Η πρωτεΐνη θερµικού σοκ Hsp104p ανήκει στην οικογένεια των Hsp100/Clp 

πρωτεϊνών (Parsell et al., 1994).  Απαντάται στη µορφή οµοεξαµερών σωµατίων µε 

σχήµα δακτυλίου (βλ. εικόνα 3Β). Για τη δηµιουργία των ολιγοµερών αυτών µορφών 

απαιτείται η παρουσία νουκλεοτιδίων αδενίνης  (Parsell et al., 1994). H οργάνωση 

των πρωτεϊνικών τοµέων της Hsp104p φαίνεται στο σχήµα της εικόνας 3Α. 

   A.      B.  
Εικόνα 3A. Η δοµή της Hsp104p: H Hsp104p περιέχει δύο πρωτεϊνικούς τοµείς υπεύθυνους 

για την πρόσδεση νουκλεοτιδίων (NBD1 και NBD2) προσδένουν και υδρολύουν ATP και 

διαχωρίζονται από µια εκτεταµένη περιοχή συνδέτη (linker). Διακρίνονται επίσης η 

αµινοτελική (Ν) και καρβοξυτελική (acidic, C) περιοχή της (από   (Schaupp et al., 2007)). B) Η 

δοµή ενός οµοεξαµερούς σωµατίου Ηsp104p. Διακρίνεται η στερεοδιάταξη των επιµέρους  

πρωτεϊνικών τοµέων στο χώρο.

 Η µεταγραφή του γονιδίου HSP104 όπως συµβαίνει και στην περίπτωση τoυ 

HSP26, επάγεται παρουσία θερµικού σοκ, αλλά και άλλων µορφών στρες όπως 

παρουσία αιθανόλης. Aκόµα η έκφραση της Hsp104 είναι αυξηµένη κατά τη 

διάρκεια της στατικής φάσης ανάπτυξης µιας καλλιέργειας αλλά και κατά τη 

σπορίωση (όπως συµβαίνει και µε την Hsp26p) (Sanchez et al., 1992).  Μάλιστα η 

έκφραση της Hsp104p στις συνθήκες σπορίωσης φαίνεται να σχετίζεται µε την 

αυξηµένη ανθεκτικότητα των σπορίων σε χαµηλές θερµοκρασίες  (Sanchez et al., 

10



1992). Σε αντίθεση µε την Hsp26p η Ηsp104p, εκφράζεται σε χαµηλά επίπεδα ακόµα 

και στους 30οC. Ωστόσο µε βάση την παρούσα αλλά και προηγούµενες µελέτες, η 

σχετική αύξηση των επιπέδων της έκφρασης της Hsp104p κατά τη µεταφορά από 

τους 30οC, σε υψηλή θερµοκρασία (πχ 39οC) είναι πολύ µικρότερη (4Χ) σε σχέση µε 

την αντίστοιχη της Ηsp26p (40X). 

 Ο κεντρικός ρόλος της Hsp104p στην απόκριση στο θερµικό και άλλα είδη 

στρες αναδεικνύεται από τη σηµαντικά µειωµένη βιωσιµότητα των µεταλλαγµένων 

Hsp104Δ σε σχέση µε στελέχη αγρίου τύπου (Parsell et al., 1994) (Cashikar et al., 

2005), κάτι που όπως είδαµε δε συµβαίνει στις περιπτώσεις των Hsp26Δ και 

Hsp70Δ. Επίσης ένα άλλο ενδιαφέρον χαρακτηριστικό των Hsp104Δ, είναι η 

απώλεια της λεγόµενης θερµοανθεκτικότητας (thermotolerance). Ενώ τα αγρίου 

τύπου στελέχη επιβιώνουν σε ένα σύντοµο αλλά έντονο θερµικό σοκ (που 

διαφορετικά θα τα σκότωνε) αν έχουν πριν υποβληθεί σε  σύντοµο αλλά µη 

θνησιγόνο (sublethal) θερµικό σοκ, δε συµβαίνει το ίδιο και µε τα hsp104Δ στελέχη. 

Δεδοµένου ότι hsp42Δ ή hsp26Δ στελέχη δε χάνουν τη θερµοανθεκτικότητά τους, η 

Hsp104p αρκεί για την εµφάνιση θερµοανθεκτικότητας (thermotolerance)  (Sanchez 

and Lindquist, 1990) (Lindquist and Kim, 1996).

 Ενώ οι sHSPs που προαναφέρθηκαν, απλά αποτρέπουν τη συσσωµάτωση των 

πρωτεϊνών σε συνθήκες σοκ (Cashikar et al., 2005), το τελικό βήµα της κατάλληλης 

αναδίπλωσης των πρωτεϊνών αυτών απαιτεί την παρουσία της Hsp104p και των 

Ηsp70/40. Το τρέχον µοντέλο λειτουργίας της “µηχανής” ελέγχου ποιότητας 

πρωτεϊνών είναι το εξής:

 Αφού αρχικά δράσουν οι sHSPs και αποτρέψουν τη συσσωµάτωση των 

πρωτεϊνών-υποστρωµάτων, οι τελευταίες “παραδίδονται” στο σύµπλοκο Hsp104, 

Hsp70/40, για να επιτευχθεί η κατάλληλη αναδίπλωση των πρωτεϊνών-

υποστρωµάτων και τελική απελευθέρωσή τους (Haslbeck, 2005) (Glover and 

Lindquist, 1998), εφόσον βέβαια οι συνθήκες είναι και πάλι κατάλληλες, για να 

δράσουν. 

 Tα µεγαλοµοριακά συσσωµατώµατα sHSPs και πρωτεϊνικών υποστρωµάτων 

είναι µεγάλοι αδιάλυτοι σχηµατισµοί οι οποίοι επαναδιαλύονται χάρη στη δράση 
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µορίων όπως η Hsp104p και Hsp70p, που απαιτούν ATP για να ολοκληρώσουν τη 

δράση τους. Αν και η Hsp70p έχει δειχτεί να µπορεί να ελευθερώσει τις πρωτεΐνες-

υποστρώµατα από τα sHSP-πρωτεϊνικά συσσωµατώµατα in vitro, τα αδιάλυτα 

συσσωµατώµατα sHSP και πρωτεϊνών, τα οποία δηµιουργούνται in vivo απαιτούν τη 

δράση της Hsp104p (Parsell et al., 1994) (Haslbeck, 2005) και πιθανά τη 

συνδυασµένη δράση αυτής και της Hsp70p (Sanchez et al., 1993). Για τη δέσµευση 

των πρωτεϊνών-υποστρωµάτων από την Hsp104p, αρκεί η πρόσδεση µορίων ATP 

στις περιοχές NBD1 και NBD2 (βλ.εικόνα 3), ενώ για την τελική αναδίπλωση 

απαιτείται υδρόλυση των ATP µορίων  (Doyle et al., 2007).  H συνδυασµένη δράση 

των sHSPs και των Hsp104p, Hsp70p και Hsp40p παρουσιάζεται στην εικόνα 4A. 

      
Εικόνα 4. Α) Η  συνδυασµένη δράση των Hsp104/ClpB και Hsp70/DnaK για την απελευθέρωση των 
πρωτεϊνών-υποστρωµάτων από συσσωµατώµατα και την ανάκτηση της δράσης τους. Β) Γενικό  σχήµα 
για τη δράση ATPάσης των πρωτεϊνών της οικογένειας Hsp100/Clp όπου ανήκει και η Hsp104p C) 
Σχηµατική παρουσίαση της δράσης της Hsp104p για τη δηµιουργία περισσότερων “πυρήνων” 
δηµιουργίας prions (βλ. κείµενο παρακάτω) (από  Doyle and Wickner, 2008, τροποποιηµένο).
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 Η πρόσφατη αναφορά ασύµµετρης διαίρεσης πρωτεϊνικών συσσωµατωµάτων 

στην περίπτωση της E.coli και η συσχέτιση του φαινοµένου αυτού µε γήρανση (των 

µητρικών κυττάρων) και παράλληλη απαλλαγή των θυγατρικών από τα µη 

λειτουργικά πλέον συσσωµατώµατα (rejuvenation), ή ακόµα η ασύµµετρη 

κληρονόµηση καρβονυλιωµένων  και οξειδωµένων πρωτεϊνών στο Saccharomyces 

cerevisiae  (Aguilaniu, 2003) (Nyström, 2005) (Erjavec et al., 2007), καθιστά εύλογο 

το ερώτηµα της κληρονόµησης του µηχανισµού που µόλις περιγράφηκε, ή των 

επιµέρους µερών του. Τα µεγαλοµοριακά σύµπλοκα που δηµιουργούνται µεταξύ 

HSPs και πρωτεϊνών-υποστρωµάτων σε συνθήκες στρες πώς κληρονοµούνται στους 

απογόνους; Μήπως οι πρωτεΐνες-υποστρώµατα που έχουν περάσει τη διαδικασία του 

σοκ δεν είναι πλέον το ίδιο λειτουργικές και τα θυγατρικά κύτταρα έχουν αναπτύξει 

ένα µηχανισµό να µην τις κληρονοµούν από τα µητρικά αλλά να συνθέτουν νέες de 

novo; Kι αν υποτεθεί ότι οι πρωτεΐνες-υποστρώµατα απελευθερώνονται επιτυχώς 

από τα σύµπλοκα µε τις HSPs όντας απόλυτα λειτουργικές και µετά την 

απελευθέρωση, µε απλή διάχυση κληρονοµούνται από τα µητρικά στα θυγατρικά 

κύτταρα, τι συµβαίνει µε την ίδια τη “µηχανή ελέγχου ποιότητας πρωτεϊνών”; Οι 

επιµέρους πρωτεΐνες που την αποτελούν και περιγράφτηκαν µε λεπτοµέρεια 

παραπάνω, εξακολουθούν να είναι το ίδιο αποτελεσµατικές και µετά τη δράση τους; 

Μήπως όχι και αντί να διαχυθούν στα θυγατρικά κύτταρα, τα τελευταία συνθέτουν 

τις δικές τους προκειµένου να απαλλαγούν από το βαρύ και µη ωφέλιµο φορτίο των 

“γονιών” τους;

 Εκτός από τη δράση των sHSPs και των Hsp104p, Hsp70p και Hsp40p στην 

επιτυχή απόκριση των κυττάρων στο στρες, οι τρεις τελευταίες φαίνονται µε βάση 

πολύ πρόσφατα δεδοµένα να εµπλέκονται στον έλεγχο της δηµιουργίας prions όπως 

πχ. στη ρύθµιση της δηµιουργίας του prion [PSI+] (αποτελούµενου από τον 

παράγοντα τερµατισµού της µετάφρασης Sup35) του Saccharomyces cerevisiae 

(Shorter and Lindquist, 2008). Πιο συγκεκριµένα το σύµπλοκο Hsp70p:Hsp40p 

φαίνεται να έχει αντίθετη δράση από την Hsp104p, καθώς παρεµποδίζει τη 

δηµιουργία “πυρήνων” δηµιουργίας prions.  Aντίθετα η Hsp104p όταν βρίσκεται σε 

σχετικά χαµηλές συγκεντρώσεις ευνοεί τον πολλαπλασιασµό και εξάπλωση των 
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prions, ενώ αντίθετα παρεµποδίζει τη δηµιουργία των τελευταίων, όταν βρίσκεται σε 

υψηλές συγκεντρώσεις (Shorter and Lindquist, 2008). Με βάση σειρά προηγούµενων 

µελετών (για ανασκόπηση βλ. Shorter and Lindquist, 2005), τα prions µπορούν να 

λειτουργήσουν ως µηχανισµός επιγενετικής µνήµης προσφέροντας εξελικτικό 

πλεονέκτηµα σε κάποια από τα άτοµα ενός πληθυσµού σε µεταβαλλόµενο 

περιβάλλον (True and Lindquist, 2000) (Shorter and Lindquist, 2005). Αν η σύνδεση 

των HSPs µε τα prions είναι πράγµατι τόσο ισχυρή τότε είναι εύλογο να µελετηθεί 

και η έκφραση των HSPs που προαναφέρθηκαν, για να εντοπιστεί πιθανή 

ενδοπληθυσµιακή ετερογένεια, σε µεταβαλλόµενα περιβάλλοντα.

     

Εικόνα 5. To prion [PSI+] µπορεί να εξαπλωθεί στον πληθυσµό στην περιβαλλοντική 

κατάσταση Β, αλλά στην περιβαλλοντική κατάσταση Α, ευνοείται η εξάπλωση των [psi-] 

κυττάρων. ‘Ετσι ισογενή κύτταρα έχουν διαφορετικές  πιθανότητες επιβίωσης σε διαφορετικά 

περιβάλλοντα (από  (Shorter and Lindquist, 2005).

 Αν και υπάρχει πληθώρα µελετών για το µηχανισµό δράσης των πρωτεϊνών 

θερµικού σοκ, δεν υπάρχουν αναφορές για τον τρόπο που οι πρωτεΐνες αυτές 
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“συµπεριφέρονται” σε επίπεδο µοναδιαίου κυττάρου και σε επίπεδο πληθυσµού. Πώς 

συµπεριφέρονται µεταγραφικά τα γονίδια αυτά στο στρες; Είναι κοινή η απόκριση 

των κυττάρων ενός πληθυσµού (όσον αφορά στη µεταγραφή των γονιδίων HSPs) σε 

διαφορετικά είδη σοκ ή κοινή; Μήπως το φαινόµενο της θερµοανθεκτικότητας 

(thermotolerance) που αναφέρθηκε παραπάνω µπορεί να εξηγηθεί µε την ύπαρξη 

κάποιου µηχανισµού κυτταρικής µνήµης; Μήπως δηλαδή κύτταρα που έχουν υποστεί 

ένα αρχικό µη θανατηφόρο σοκ, “θυµούνται” αυτή την αρχική εµπειρία και όταν 

έρθουν ξανά σε επαφή µε το ερέθισµα, ενεργοποιούν ταχύτατα κατάλληλους 

µηχανισµούς ώστε να αποκριθούν µε επιτυχία; Μπορεί να υποτεθεί ότι αυτή η 

κυτταρική µνήµη είναι ουσιαστικά µεταγραφική µνήµη των HSP γονιδίων, καθώς 

µια διαφορετική µεταγραφική συµπεριφορά µεταξύ πρώτης και δεύτερης αντίδρασης 

στο σοκ µπορεί να εξηγεί γιατί πχ. τα ποσά HSP είναι πολύ διαφορετικά εντός του 

κυττάρου στις δύο περιπτώσεις και άρα γιατί η βιωσιµότητα των κυττάρων 

εµφανίζεται διαφορετική. Τέλος, µήπως η ασύµµετρη κατανοµή οξειδωµένων 

πρωτεϊνών µεταξύ µητρικών και θυγατρικών κυττάρων µε εµπλοκή των HSPs, 

υποδηλώνει και κάποια ασύµµετρη κατανοµή των HSPs (βλ. και νωρίτερα στην 

εισαγωγή); Μήπως η εµπλοκή των HSPs στην εξάπλωση και κληρονόµηση των 

prions υποδηλώνει και πάλι ασύµµετρη κατανοµή των HSPs; Γενικότερα, πώς 

κληρονοµούνται οι HSPs, υπάρχει κάποια ιδιαιτερότητα στην κληρονόµησή τους; Κι 

αν ναι ποιά θα µπορούσε να ‘ναι η εξελικτική σηµασία της ιδιαιτερότητας αυτής; 
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      2.   Σκοπός της παρούσας εργασίας                                   
 

   Μπορεί λοιπόν, ο σκοπός της συγκεκριµένης εργασίας, να συνοψιστεί στα εξής 

ερωτήµατα:

• Υπάρχει κάποιος µηχανισµός “µνήµης” που να χαρακτηρίζει τη µεταγραφή των 

γονιδίων που είναι υπεύθυνα για τη σύνθεση των βασικών στοιχείων της “µηχανής 

ελέγχου ποιότητας πρωτεϊνών” που περιγράφηκε; 

• Σε τι είδη στρες αποκρίνεται η µηχανή; Αποκρίνεται µε τον ίδιο τρόπο σε αυτούς 

τους τύπους στρες;

• Ποιός είναι ο υποκυτταρικός εντοπισµός των πρωτεϊνών αυτών σε συνθήκες σοκ ή 

µή; Πώς κληρονοµούνται στα θυγατρικά κύτταρα  αν υποτεθεί ότι τα τελευταία δεν 

υπόκεινται στο στρες που έχουν υποστεί τα µητρικά;

• Εµφανίζεται κάποιο είδος ετερογένειας εντός ενός πληθυσµού όσον αφορά στην 

έκφραση γονιδίων πρωτεϊνών θερµικού στρες, στις ίδιες συνθήκες; Αν ναι, ποιά θα 

µπορούσε να είναι η προέλευση και φύση της ετερογένειας αυτής; Θα µπορούσε η 

ετερογένεια αυτή να έχει µια ιδιαίτερη εξελικτική σηµασία;
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     3. Αποτελέσµατα-Συζήτηση 

 3.1 Ανάλυση της  µεταγραφής γονιδίων των HSPs, σε επίπεδο µοναδιαίου 
κυττάρου (single-cell level) στο ζυµοµύκητα S.cerevisiae

 Αρχικά θελήσαµε να επιβεβαιώσουµε προηγούµενα αποτελέσµατα σχετικά µε 

την ενεργοποίηση της µεταγραφής γονιδίων κατά το θερµικό σοκ αλλά και άλλες 

συνθήκες όπως για παράδειγµα η απώλεια θρεπτικών, η εισαγωγή της καλλιέργειας 

στη στατική φάση κτλ. Για τη δοκιµή αυτή, χρησιµοποιώντας το αγρίου τύπου 

στέλεχος FT5 (βλέπε σχετικό πίνακα στην ενότητα Υλικά-Μέθοδοι) και µε χρήση της 

µεθόδου που περιγράφεται στην παράγραφο 4.5.4  (Sheff and Thorn, 2004), 

δηµιουργήσαµε υβριδικά γονίδια HSP26-GFP, HSP104-GFP, HSP42-GFP, µε τα 

οποία αντικαταστήσαµε τα αγρίου τύπου γονίδια στις φυσικές τους θέσεις και µε 

εκµεταλλευόµενοι τον οµόλογο ανασυνδυασµό. Η επιτυχής ολοκλήρωση της 

διαδικασίας επιβεβαιώθηκε µε colony PCR.

 Η εν λόγω µελέτη επιβεβαιώνει πως οι υβριδικές πρωτεΐνες θερµικού σοκ 

συµπεριφέρονται σε επίπεδο µεταγραφικό όπως ακριβώς και οι αντίστοιχες 

πρωτεΐνες αγρίου τύπου, γεγονός που επιτρέπει τη µελέτη της µεταγραφής σε 

επίπεδο µοναδιαίου κυττάρου, µε τη χρήση κυτταροµετρίας ροής καθώς και 

µικροσκοπίας. Οι καµπύλες που προέκυψαν από πειράµατα κυτταροµετρίας ροής για 

την επαγωγή γονιδίων HSPs λόγω απώλειας γλυκόζης από το µέσο, αλλά και κατά το 

θερµικό σοκ παρουσιάζονται στην εικόνα 6 και στην εικόνα 8 αντίστοιχα.

 ‘Οπως γίνεται αντιληπτό από τις εικόνες αυτές η Hsp26GFPp δεν ανιχνεύεται 

όταν η καλλιέργεια αναπτύσσεται στους 30οC και εκθετικά. Ωστόσο είτε παρουσία 

φτωχού σε γλυκόζη µέσου (0.05% γλυκόζη) (εικ.6Α), είτε εξαιτίας θερµικού σοκ 

(30oC→39oC για 1h30m) (εικ.8Α), η αύξηση των επιπέδων της υβριδικής πρωτεΐνης  

είναι πολύ µεγάλη. Το θερµικό σοκ µάλιστα έχει ως αποτέλεσµα µια ταχύτατη 

µεταγραφή  του γονιδίου και τελικά επίπεδα πρωτεΐνης 40Χ σε σχέση µε τα αρχικά. 

Στην περίπτωση της Hsp104p η µεταβολή στα επίπεδα της πρωτεΐνης δεν είναι τόσο 

ταχεία αλλά ούτε και τόσο δραµατική καθώς τα τελικά επίπεδα είναι µόλις 4Χ σε 

σχέση µε τα αρχικά και στις δύο περιπτώσεις σοκ που προαναφέρθηκαν (εικ.6B και 

8Β αντίστοιχα). Τα επίπεδα της Hsp42p είναι πολύ χαµηλότερα από αυτά της 
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Ηsp104GFPp και φυσικά της Hsp26GFPp , µετά από θερµικό στρες (βλ εικ. 7 και 9) 

αλλά και κατά την απώλεια γλυκόζης από το µέσο (τα δεδοµένα δε φαίνονται καθώς 

η επαγωγή της Hsp42p, είναι πολύ µικρή όταν τα κύτταρα αναπτύσσονται σε 0.05% 

γλυκόζη).

                                                   

Εικόνα 6. Η επαγωγή των γονιδίων ΗSP26 και HSP104 µετρηµένη µε βάση την ποσότητα 
υβριδικής µε GFP πρωτεΐνης που παράγεται κατά τη µεταφορά των κυττάρων από πλούσιο 
(2% γλυκόζη) σε φτωχό σε γλυκόζη µέσο (0.05%) για 0h (1η σειρά), 2h (2η σειρά), 4h (3η 
σειρά). Για την αποµάκρυνση της γλυκόζης κατά τη µεταφορά των κυττάρων από το πλούσιο 
στο φτωχό µέσο γίνεται γρήγορο ξέπλυµα µε H2O
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Εικόνα 7. Επαγωγή της µεταγραφής του γονιδίου HSP42 κατά το θερµικό σοκ (30οC, µπλε 
καµπύλη, 39οC, 1h30min, κόκκινη καµπύλη),  όπως προκύπτει από µέτρηση των επιπέδων 
Ηsp42GFPp

3.2 Η µεταγραφή των γονιδίων ΗSP104, HSP26 και HSP42 δεν εµφανίζει 
µεταγραφική µνήµη.

 Εµπνεόµενοι από προηγούµενες παρατηρήσεις ύπαρξης µεταγραφικής µνήµης 

όπως για παράδειγµα στην περίπτωση του καταβολισµού της γαλακτόζης όπου 

αποδείχτηκε πρόσφατα ότι υπεύθυνο για τη διαφορετικό µεταγραφικό ρυθµό των 

γονιδίων GAL, µεταξύ κυττάρων που έχουν βρεθεί ήδη σε περιβάλλον µε γαλακτόζη 

πριν βρεθούν κ πάλι σε αυτό και αυτών που αναπτύχθηκαν αποκλειστικά σε γλυκόζη 

και βρίσκονται σε γαλακτόζη για πρώτη φορά, είναι το ένζυµο Gal1p 

(Zacharioudakis et al., 2007), θελήσαµε να εξετάσουµε την ύπαρξη κάποιου 

αντίστοιχου φαινοµένου στην περίπτωση των HSP γονιδίων, χρησιµοποιώντας το 

θερµικό σοκ ως επαγωγέα της µεταγραφής. Αν ο ρυθµός µεταγραφής των εν λόγω 

γονιδίων µεταξύ πρώτης και δεύτερης έκθεσης τους στο θερµικό σοκ (κι αφού 

µεσολαβήσει µια χρονική περίοδος σε θερµοκρασία των 30οC για να επανέλθει η 
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έκφραση των γονιδίων αυτών στα αρχικά επίπεδα), είναι σηµαντικά διαφορετικός, 

τότε µπορούµε να µιλήσουµε για ύπαρξη µνήµης στο σύστηµα. 

 Οι καλλιέργειες αναπτύχθηκαν κατά τη διάρκεια της νύχτας στους 30oC ως 

OD≈0.2-0.3 και ακολούθησε µελέτη της κινητικής της µεταγραφής των γονιδίων 

HSP104, HSP26 και HSP42 στους 39oC για 1.5h. Mετά από παραµονή στους 30οC 

για 8h, ακολούθησε µια δεύτερη φάση επαγωγής της µεταγραφής και πάλι για 1.5h. 

Τα αποτελέσµατα για τη συµπεριφορά των HSP26-GFP (A) και HSP104-GFP (B) 

παρουσιάζονται συνοπτικά στην εικόνα 8. 

 

Εικόνα 8. Η κινητική της πρώτης (µπλε καµπύλη) και δεύτερης (κόκκινη καµπύλη) επαγωγής 
των HSP26-GFP (A) και ΗSP104-GFP (B) κατά τους αντίστοιχους κύκλους θερµικού σοκ 
(39οC, 1h30min)  

 Παρατηρώντας την κλίση των καµπυλών κατά την πρώτη (µπλε καµπύλη) και 

δεύτερη επαγωγή (κόκκινη καµπύλη) δεν υπάρχει ουσιαστική µεταβολή κινητικής, 

για τα πρώτα 45min της δεύτερης επαγωγής, στην περίπτωση της HSP26-GFP και 

καθόλη τη διάρκεια της επαγωγής στην περίπτωση της HSP104-GFP. Αν υπήρχε 

µνήµη, η δεύτερη επαγωγή θα διέφερε από πολύ νωρίς, σε  ρυθµό, από την πρώτη. 

Άρα τουλάχιστον στην περίπτωση των δύο αυτών γονιδίων δεν υπάρχει µεταγραφική 

µνήµη. ‘Οσον αφορά στη συµπεριφορά της Hsp42p, η επαγωγή της παρουσία 
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θερµικού σοκ είναι πολύ µικρή και τα επίπεδά της υβριδικής πρωτεΐνης καθόλη τη 

διαδικασία που προαναφέρθηκε σχεδόν αµετάβλητα. Γι’ αυτό δεν παριστάνεται και 

γραφικά εδώ. Το µόνο αξιοσηµείωτο αποτέλεσµα είναι το γεγονός ότι τα τελικά 

επίπεδα πρωτεΐνης στην περίπτωση της δεύτερης επαγωγής, για την Hsp26p είναι 

σηµαντικά χαµηλότερα σε σχέση µε αυτά της πρώτης επαγωγής.

3.3 Η υβριδική πρωτεΐνη Ηsp26GFPp διαιρείται ασύµµετρα, καθώς παραµένει 
αποκλειστικά στα µητρικά κύτταρα

Eικόνα 9. Κατανοµή σε επίπεδο πληθυσµού της Hsp26GFP, Hsp26 promoter driven GFP και 
της Hsp104p πριν (µπλε) και µετά το θερµικό σοκ (κόκκινο) καθώς και µετά το θερµικό σοκ 
και µεταφορά στους 30οC για 2h (recovery). 

Παρατηρώντας σε επίπεδο πληθυσµού την έκφραση των υβριδικών πρωτεϊνών 

Ηsp26GFPp, Hsp104GFPp και Ηsp42GFPp, διαπιστώσαµε κάτι ιδιαίτερα 

ενδιαφέρον όσον αφορά στη συµπεριφορά της Hsp26GFPp έναντι των άλλων. Στη 

φάση της επαναφοράς στους 30οC (2h 30oC), µετά την παραµονή στους 39οC 
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1h30min, η ποσότητα της Hsp26GFPp µειώνεται βέβαια αλλά όχι οµοιογενώς για 

όλα τα κύτταρα όπως συµβαίνει στην περίπτωση της Hsp104GFPp (βλ εικ 9 πράσινο 

γράφηµα για Hsp26GFPp και το αντίστοιχο για Hsp104GFPp). Δηµιουργώντας ένα 

στέλεχος όπου έγινε αφαίρεση της κωδικής περιοχής του γονιδίου HSP26 και 

τοποθετώντας στη θέση του την κωδική περιοχή της GFP, έτσι ώστε η τελευταία να 

εκφράζεται υπό τον έλεγχο του φυσικού Hsp104 υποκινητή (FT5/HSP26::HSP26pr-

GFP) (βλ.  (Sheff and Thorn, 2004) και λίστα εκκινητών στην ενότητα Υλικά-

Μέθοδοι), διαπιστώσαµε ότι ο ιδιαίτερος αυτός τρόπος κατανοµής της πρωτεΐνης 

Hsp26GFPp είναι ειδικός γι’ αυτή και όχι για GFP εκφραζόµενη από τον ίδιο 

υποκινητή (βλ. εικ.9 και πράσινο γράφηµα για Hsp104GFPp και Hsp104ΔGFPp).     

             

Εικόνα 10. Η Hsp26GFPp συσσωρεύεται σε ένα σηµείο στο µητρικό κύτταρο, µε µορφή 

κηλίδας (spot) και δεν κληρονοµείται στο θυγατρικό κύτταρο
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 Ακολούθησε µικροσκοπική εξέταση του εν λόγω φαινοµένου µε µικροσκοπία 

φθορισµού και διαπιστώθηκε το γεγονός ότι µια εκθετική καλλιέργεια κυττάρων 

FT5/HSP26::HSP26pr-GFP, µετά από µεταφορά από τους 30οC στους 39οC και 

παραµονή στη θερµοκρασία αυτή για κατάλληλο χρονικό διάστηµα (πχ. 1h30min), 

εµφανίζεται µε τη συντριπτική πλειοψηφία των κυττάρων της να διαθέτουν 

φθορίζουσα Hsp26GFPp συσσωρευµένη σε ένα σηµείο στο µητρικό πάντα κύτταρο. 

Μετά δε από µεταφορά της εν λόγω καλλιέργειας στους 30oC και για χρονικό 

διάστηµα που επιτρέπει σχεδόν µια διαίρεση, λαµβάνεται η εικόνα 10, όπου µπορεί 

κανείς να διακρίνει τόσο κύτταρα ελεύθερα από κηλίδα, τα οποία είναι κατά πάσα 

πιθανότητα θυγατρικά µετά τη διαίρεση (Εικόνα 10C, βλ βέλος), όσο και κύτταρα 

µητρικά που παραµένουν ακόµα ενωµένα µε τα αντίστοιχα θυγατρικά, αλλά µε τη 

φθορίζουσα κηλίδα (spot) να παραµένει πάντα στο µητρικό κύτταρο (βλ. κύτταρα 

εντός πλαισίου στην εικόνα 10C και τη µεγέθυνση της περιοχής αυτής στην εικόνα 

10D. Tα βέλη στη 10D δείχνουν την παραµονή της φθορίζουσας κηλίδας στο 

µητρικό κύτταρο).

 H παραµονή της Ηsp26GFPp αποκλειστικά στο µητρικό κύτταρο 

επιβεβαιώθηκε και µε βαφή µε calcofluor (fluorescent brightener 28) (βλ. Υλικά -

Μέθοδοι (Pringle et al., 1989)), χάρη στην ικανότητα του calcofluor να 

συσσωρεύεται περισσότερο σε περιοχές όπου είναι έντονη η παρουσία χιτίνης, όπως 

πχ. στο δακτύλιο που δηµιουργείται στην περιοχή εµφάνισης του θυγατρικού 

κυττάρου (bud). Αυτό φαίνεται στην εικόνα 11. 
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Εικόνα 11. Χρώση µε calcofluor για τον εντοπισµό του σηµείου δηµιουργίας και αποκοπής του 
θυγατρικού κυττάρου (µικρό βέλος). Η Ηsp26GFPp παραµένει αποκλειστικά στο µητρικό 
(µεγάλο βέλος)

3.4 ‘Ελεγχος του υποκυτταρικού εντοπισµού της φθορίζουσας κηλίδας της 
Ηsp26p 

 Η συσσώρευση της Hsp26GFPp µε τη µορφή κηλίδας στο µητρικό και µόνο 

κύτταρο µας οδήγησε στην αναζήτηση του υποκυτταρικού εντοπισµού της κηλίδας 

αυτής. Με βάση προηγούµενη αναφορά, αναµενόταν µεταβολή της θέσης της 

Hsp26p από το κυτταρόπλασµα στον πυρήνα σε περίπτωση που η καλλιέργεια 
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δεχόταν θερµικό σοκ όντας στην εκθετική φάση{Rossi 1989}. ‘Ετσι 

χρησιµοποιήσαµε DAPI (µε βάση το πρωτόκολλο του Douglas E. Koshland, 

Carnegie Institution, USA, ελαφρώς τροποποιηµένο (βλ. ενότητα Υλικά-Μέθοδοι)) 

3.5 ‘Ελεγχος της δράσης της Hsp26p in vivo, µέσω της ικανότητας της 
Hsp26GFPp να δεσµεύει µη κατάλληλα αναδιπλωµένες πρωτεΐνες και να 
αποτρέπει τη δηµιουργία µη λειτουργικών συσσωµατωµάτων 

 ‘Οπως είδαµε στο θεωρητικό µέρος υπάρχουν πολλές αναφορές όπου 

περιγράφεται ο ρόλος της Hsp26p ως πρωτεΐνης που µετέχει στην πρώτη γραµµή 

άµυνας κατά του σοκ, δεσµεύοντας πρωτεΐνες-υποστρώµατα που δεν έχουν 

αποκτήσει την τελική διαµόρφωσή τους στο χώρο αλλά παραµένουν “µη 

αναδιπλωµένες” (unfolded), αποτρέποντας µε τον τρόπο αυτό τη δηµιουργία µη 

λειτουργικών µεγαλοµοριακών συσσωµατωµάτων. 

 Τα πειράµατα αυτά όµως έγιναν in vitro. Mε χρήση ενός στελέχους όπου µια 

πρωτεΐνη, η Ubc9ts εµφανίζει θερµοευαισθησία και δεν αναδιπλώνεται κατάλληλα σε 

θερµοκρασίας µεγαλύτερες των 30οC {Betting 1996} (αναλυτικά στην ενότητα 

Υλικά-Μέθοδοι), προσπαθήσαµε να µελετήσουµε αν in vivo η συµπεριφορά της 

Hsp26p είναι ανάλογη µε αυτή που περιγράφεται in vitro.

 Στο στέλεχος µε τη θερµοευαίσθητη Ubc9ts έγινε αντικατάσταση του γονιδίου 

HSP26 µε HSP26GFP. Η αύξηση της θερµοκρασίας από 300C σε 390C είχε ως 

αποτέλεσµα τόσο την παραγωγή της Hsp26GFPp σε µεγάλες ποσότητες όσο και την 

αποδιάταξη της Ubc9ts, µε αποτέλεσµα να τείνει η τελευταία να δηµιουργεί 

συσσωµατώµατα. Αν η Hsp26p έχει και in vivo τη δράση που περιγράφεται για αυτή 

µε βάση in vitro πειράµατα, οφείλει να δεσµεύει Ubp9ts, όταν η θερµοκρασία είναι 

υψηλή και στη συνέχεια και αν η θερµοκρασία το επιτρέπει να απελευθερώνει τη 
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δεσµευµένη Ubp9ts, η οποία χάρη στις Hsp104,Hsp70 και Hsp40, θα ανακτήσει την 

αρχική της δοµή και λειτουργία.

 ‘Ετσι έγινε ανοσοκατακρήµνιση της Hsp26GFPp, χρησιµοποιώντας anti-GFP 

αντίσωµα (βλ Υλικά-Μέθοδοι), και ακολούθησε Western blot για ανίχνευση της 

Ubp9tsp στο ανοσοκατακρηµνισµένο υλικό. Η ανίχνευση της Ubp9tsp µε Western 

blot, έγινε εύκολα χάρη στη συνέκφρασή της µε HA επίτοπο.

 Πάρθηκαν τρία δείγµατα, ένα στους 30οC και πριν το θερµικό σοκ, ένα µετά το 

θερµικό σοκ κι ένα αφού επιτράπηκε στα κύτταρα να επανέλθουν στους 30οC για 2 

ώρες.

 Τα αποτελέσµατα της ανοσοαποτύπωσης κατά Western, φαίνονται στην εικόνα 

που ακολουθεί (εικόνα 12).

                           

                             
  
Εικόνα 12. Ανοσοαποτύπωµα Western για την ανίχνευση Ubp9ts, µετά την 
ανοσοκατακρήµνιση Hsp26GFP, στους 30οC, µετά από θερµικό σοκ στους 39οC για 1h και 
στους 30οC δύο ώρες µετά το θερµικό σοκ 

 Λαµβάνοντας υπόψη το γεγονός ότι για κάθε IP χρησιµοποιήθηκε ο ίδιος 

αριθµός κυττάρων και µε βάση την εικόνα 12, φαίνεται εκ πρώτης όψεως η 

Hsp26GFPp να δεσµεύει Ubp9tsp κατά τη διάρκεια του θερµικού σοκ, ενώ κατά τη 

φάση “ανάρρωσης” (recovery), η Ubp9tsp, απελευθερώνεται και πάλι (το ποσό 

δεσµευµένης Ubp9tsHAp είναι στην περίπτωση αυτή αντίστοιχο του background, 
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καθώς στους 300C η Hsp26p δεν εκφράζεται και άρα η ποσότητα Ubp9tsHAp, που 

κατακρηµνίζεται θεωρείται background).

3.6 Αναζήτηση ύπαρξης κάποιας φυσιολογικής σηµασίας που να σχετίζεται µε 
την άνιση κατανοµή της Hsp26p

 Η Hsp26p όπως συζητήθηκε διεξοδικά στο θεωρητικό µέρος αποτελεί µια 

πρωτεΐνη της οποίας η έλλειψη δεν έχει συνδεθεί µε κάποιο φαινότυπο ή µε κάποια 

διαφορά στη βιωσιµότητα. Κατά τη διάρκεια αυτής της διατριβής πραγµατοποιήθηκε 

µια σειρά πειραµάτων µε σκοπό την αναζήτηση κάποιου ιδιαίτερου φαινοτύπου ή 

µειωµένης βιωσιµότητας των µεταλλαγµάτων που δεν έφεραν την Hsp26p, έναντι 

κυττάρων αγρίου τύπου. Κανένα όµως από τα πειράµατα αυτά δεν αποκάλυψε 

κάποιο ιδαίτερο φαινότυπο ή διαφορά επιβίωσης. Συνοπτικά επιχειρήθηκαν τα εξής:

1. Εµπλουτισµός του πληθυσµού σε γηρασµένα κύτταρα κάνοντας διαδοχικά 

streakings (serial streakings) και σύγκριση επιβίωσης κυττάρων που φέρουν 

Hsp26p έναντι µεταλλαγµένων που δεν έχουν.

4. ‘Ελεγχος επιβίωσης των κυττάρων αγρίου τύπου και των µεταλλαγµένων σε 

θερµικό στρες σε ποικίλες θερµοκρασίες. ‘Εγινε και έλεγχος σε ένα δεύτερο 

θερµικό στρες µετά το πρώτο. Καµιά απολύτως διαφορά σε επιβίωση ή 

θερµοανθεκτικότητα (thermotolerance).

5. Mε βάση την πιθανή αλληλεπιδράση της Hsp26p µε το βιοσυνθετικό ένζυµο 

στερολών Upc2p (www.yeastgenome.org), ελέγχθηκε η διαφορά επιβίωσης των 

στελεχών W303 (αγρίου τύπου), W303/upc2Δ, W303/tup1Δ, W303/tup1Δ, 

upc2Δ, που είτε είχαν λειτουργική Hsp26p είτε όχι, παρουσία κετοκοναζόλης. Η 

κετοκοναζόλη παρεµποδίζει τη σύνθεση των στερολών. Αν η αλληλεπίδραση 

Hsp26p και Upc2p ήταν απαραίτητη για τη βιοσύνθεση στερολών, τα  κύτταρα µε 
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λειτουργική Hsp26 και λειτουργική Upc9p θα εµφάνιζαν µεγαλύτερη βιωσιµότητα 

σε συγκεκριµένες συγκεντρώσεις κετοκοναζόλης, έναντι των W303/upc2Δ. 

Επίσης το ίδιο θα συνέβαινε και µε τα κύτταρα W303/hsp26Δ µε φυσιολογική 

Upc2p. Ωστόσο κάτι τέτοιο δε συνέβη. Τη µόνη µειωµένη βιωσιµότητα εµφάνισαν 

τα W303/tup1Δ, upc2Δ κύτταρα.

3.7 H άνιση κατανοµή παρατηρείται µόνο στην περίπτωση της υβριδικής 
Hsp26GFPp και όχι της Hsp26.

Eπαναλαµβάνοντας τα πειράµατα που έγιναν µε χρήση του στελέχους FT5/

HSP26::HSP26pr-GFP, µε στελέχη ίδιου γενετικού υποβάθρου στα οποία όµως η 

Hsp26p ήταν υβριδική είτε µε mCherry  (Shaner et al., 2004) (βλ. υλικά και µέθοδοι 

για τρόπο δηµιουργίας) είτε έφερε HA επίτοπο (3ΗΑ) (Janke et al., 2004) και 

ανιχνεύοντας τον υποκυτταρικό εντοπισµό στις διάφορες συνθήκες, είτε µε 

µικροσκοπία φθορισµού, είτε µε ανοσοϊστοχηµεία αντίστοιχα (βλ. υλικά-µέθοδοι), 

διαπιστώσαµε πως η ιδιαίτερη συµπεριφορά και η άνιση κατανοµή  που 

παρατηρούνταν στην περίπτωση της Hsp26GFPp, δεν παρατηρούνταν σε καµιά από 

τις περιπτώσεις αυτές (βλ. εικόνες 13 και 14)
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Εικόνα 13.    (Α,Β) Φάση σοκ: κληρονόµηση της Hsp26mCherryp  και σε θυγατρικό 
                 (C,D) Φάση “ανάρρωσης” σηµαντική µείωση των επιπέδων της πρωτεΐνης 

που εντοπίζεται σε όλα τα κύτταρα
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Εικόνα 14. Ανίχνευση της Hsp26HA ανοσοϊστοχηµεία:  
                   Α) Φάση θερµικού σοκ. Η πρωτεΐνη κληρονοµείται και στο θυγατρικό κύτταρο 
                   Β) Φάση “ανάρρωσης” Τα επίπεδα Hsp26p µειώνονται σηµαντικά

    

    3.8 ‘Εκφραση και υποκυτταρικός εντοπισµός της Hsp104p σε συνθήκες  στρες

   Παράλληλα µε την ανάλυση της έκφρασης και του υποκυτταρικού εντοπισµού της 

Hsp26GFPp,  που µας οδήγησε όπως είδαµε στο παραπλανητικό συµπέρασµα ότι η 

Hsp26p κατανέµεται ασύµµετρα µεταξύ µητρικών και θυγατρικών κυττάρων, 

εξετάσαµε την έκφραση και τον υποκυτταρικό εντοπισµό της πολύ σηµαντικής σε 

ρόλο (βλ.θεωρητικό µέρος) πρωτεΐνης θερµικού σοκ Hsp104p. Στην περίπτωση αυτή 

τα κύτταρα µε Hsp104GFPp και αυτά µε Hsp104mCherryp, έδωσαν ακριβώς την ίδια 

εικόνα κάτι που σηµαίνει πως η δηµιουργία υβριδικής GFP πρωτεΐνης δεν προκάλεσε 

καµιά απολύτως αλλοίωση στον υποκυτταρικό εντοπισµό της Hsp104p, όπως συνέβη 

µε την Hsp26p. Tα αποτελέσµατα συνοψίζονται στην εικόνα που ακολουθεί:
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Eικόνα 15. H Hsp104p εκφράζεται οµοιογενώς απλά εµφανίζονται κάποιες περιοχές και πάλι 

στα µητρικά κύτταρα µε έντονη τοπική παρουσία Hsp104p (µικρές πράσινες κηλίδες)

 

 Αξίζει να σηµειωθεί το γεγονός ότι πριν αποκαλυφθεί ότι η συσσώρευση 

Hsp26p σε µορφή κηλίδας στο µητρικό κύτταρο, δεν ήταν παρά µια ιδιότητα του 

υβριδίου Hsp26GFPp και όχι της πραγµατικής Hsp26p, επιχειρήθηκε συνεστιακή 

µικροσκοπία για πιθανό συνεντοπισµό των κηλίδων (spots) Ηsp26GFPp και των 

αντίστοιχων Hsp104mCherryp. Ωστόσο αυτό ποτέ δεν κατέστη δυνατό λόγω 

τεχνικών δυσκολιών (κανένα από τα συνεστιακά µικροσκόπια που ήταν διαθέσιµα, 

µε τα υπάρχοντα φίλτρα τους, δεν ήταν κατάλληλο).
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3.9 H Hsp104p εκφράζεται ετερογενώς σε κύτταρα ζύµης που υπόκεινται σε 
ακραία µορφή στρες (µακροήµερη παραµονή σε νερό)

 Αφού είδαµε την κατανοµή της Hsp104p σε επίπεδο πληθυσµού, σε συνθήκες 

στρες όπως θερµικό σοκ και απώλεια ή χαµηλή συγκέντρωση γλυκόζης, 

αναρωτηθήκαµε µήπως εµφανιζόταν κάποια ετερογένεια αν υποβάλαµε τα κύτταρα 

σε κάποια πραγµατικά ακραία µορφή στρες όπως θα ήταν για παράδειγµα η 

µακρόχρονη παραµονή στο νερό. Η λογική βάση του ερωτήµατος που θέσαµε είναι η 

εξής: η µακρόχρονη παραµονή στο νερό θα έχει ως αποτέλεσµα την ενίσχυση 

φαινοµένων όπως οξειδωτικό στρες και παράλληλα τη γήρανση των κυττάρων καθώς 

αυτά παραµένουν αδιαίρετα στο νερό και ο πληθυσµός δεν αποκτά νέα κύτταρα αλλά 

παραµένει µε τα ίδια από τη στιγµή της µεταφοράς από το πλούσιο θρεπτικό µέσο 

στο νερό. Αν λοιπόν εµφανίζεται κάποια ετερογένεια ως προς την παρουσία της 

Hsp104p και πιθανά των πρωτεϊνών που µπορεί να βρίσκονται δεσµευµένες µε αυτή 

(όπως οξειδωµένες πρωτεΐνες ή νεοσυντιθέµενες πρωτεΐνες που θα πρέπει να µη 

σχηµατίσουν συσσωµατώµατα, ώστε να γίνουν και πάλι ενεργές αν οι συνθήκες το 

επιτρέψουν), µεταξύ των κυττάρων του πληθυσµού, το φαινόµενο θα είναι πιο 

έντονο εφόσον τα κύτταρα υποβληθούν στην ακραία αυτή µορφή στρες και έτσι 

πιθανά να γίνει αντιληπτό.

 ‘Ετσι µια καλλιέργεια FT5/Hsp104GFP µε OD~0.8 η οποία αναπτύχθηκε σε 

πλούσιο θρεπτικό µέσο και 300C, µεταφέρθηκε αρχικά στους 390C για 1.5h και υπό 

κατάλληλες συνθήκες ανάδευσης, έτσι ώστε να εκφραστεί η Hsp104p και στη 

συνέχεια τα κύτταρα µεταφέρθηκαν σε καθαρό νερό από το οποίο απουσίαζαν 

παντελώς κάθε είδους θρεπτικά συστατικά. Ακολούθησε έλεγχος της έκφρασης της 

Hsp104p ανά ηµέρα, τόσο µε χρήση µικροσκοπίας φθορισµού (βλ.εικόνα 18), όσο 

και µε ανάλυση κυτταροµετρίας ροής (FACS) (βλ. ανάλυση και των δύο τεχνικών 

στην ενότητα Υλικά & Μέθοδοι). Στην περίπτωση της ανάλυσης µε χρήση 

µικροσκοπίας, τα κύτταρα τοποθετήθηκαν πριν την παρατήρηση σε YPD για 2 

περίπου ώρες, για να εξακριβωθεί αν παρέµεναν ζωντανά (δηµιουργία buds) και να 

δειχτεί αν υπήρχε κάποια συσχέτιση της φαινοτυπικής ποικιλοµορφίας 

(βλ.µικροσκοπία και FACS), µε ασύµµετρη κατανοµή της Hsp104p. 
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 Tο βασικό συµπέρασµα στο ποίο καταλήξαµε είναι το γεγονός ότι η Hsp104p 

εκφράζεται ετερογενώς στα κύτταρα του πληθυσµού, στο νερό, και µάλιστα 

υπάρχουν δύο και µόνο διακριτές καταστάσεις: έκφρασης “on” και µη έκφρασης 

“off”. Δηλαδή όπως φαίνεται και στην εικόνα 16 που ακολουθεί, άλλα κύτταρα του 

πληθυσµού εκφράζουν Hsp104p και άλλα όχι. Σε αντίθεση µε την Hsp104-GFP δεν 

παρατηρείται ασύµµετρη κατανοµή Hsp104-GFPp µεταξύ µητρικού-θυγατρικού 

κυττάρου (βλ. επόµενη σελίδα).

  

Εικόνα 16. H Hsp104p εκφράζεται ετερογενώς σε κύτταρα ζύµης, τα οποία έχουν παραµείνει 

για µέρες σε νερό και στερούνται θρεπτικών συστατικών. Μάλιστα η κατάσταση έκφρασης 

είναι “on and off” καθώς άλλα κύτταρα εκφράζουν Hsp104p, όπως φαίνεται από τα επίπεδα 

της Hsp104p, και άλλα όχι (εικόνα 16C και 16D)
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 Τα κύτταρα παραµένουν αναµφισβήτητα ζωντανά στο νερό καθώς αν βρεθούν 

και πάλι σε πλούσιο µέσο διαιρούνται (όπως φαίνεται από τη δηµιουργία buds στα 

κύτταρα της εικόνας 16Α). Mε µια πρώτη µατιά µάλιστα το αν ένα κύτταρο εκφράζει 

Hsp104p δε φαίνεται να σχετίζεται µε το αν βρίσκεται στη φάση διαίρεσης ή όχι, 

καθώς κύτταρα που βρίσκονται σε ανάλογη φάση του κυτταρικού κύκλου, µπορεί να 

εµφανίζουν διαφορετική συµπεριφορά ως προς την έκφραση της Hsp104p (εικόνα 

16D)

 Eπιπλέον, παρόλο που γενικά αναφέρεται ότι στο νερό η σύνθεση νέων 

πρωτεϊνικών µορίων είναι µηδενική, στην περίπτωση της Hsp104p αυτό δεν ισχύει. 

Αυτό αποδείχτηκε παρακολουθώντας καθηµερινά µε κυτταροµετρία ροής την FT5/

HSP104GFP καλλιέργεια στο νερό. Η διαδοχή των FACS καµπυλών για µηδέν 

(κόκκινη), τέσσερις (πορτοκαλί), εννιά (πράσινη) και έντεκα µέρες (µαύρη) στο νερό, 

παρουσιάζεται στην εικόνα 17. Χωρίς καµιά αµφιβολία φαίνεται να συντίθεται νέα 

Hsp104p, µε το πέρασµα του χρόνου, η οποία όµως συντίθεται µόνο από έναν 

υποπληθυσµό και τα υπόλοιπα κύτταρα εµφανίζονται µηδενικά ως προς την έκφραση 

της Hsp104p. Tην 11η µέρα στο νερό, ο υποπληθυσµός συνιστά το 10-15% του 

συνολικού πληθυσµού (µαύρη καµπύλη, εικόνα 17).
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         Εικόνα 17. FACS  ανάλυση της έκφρασης της Hsp104GFPp στο νερό (0 µέρες: κόκκινη 
καµπύλη, 4 µέρες: πορτοκαλί καµπύλη, 9 µέρες: πράσινη καµπύλη, 11 µέρες: µαύρη 
καµπύλη). 

 Μετά µάλιστα από την αποµόνωση του µηδενικού υποπληθυσµού της 11ης 

ηµέρας µε χρήση sorter (βλ. σχετική παράγραφο στην ενότητα Υλικά & Μέθοδοι) 

και της µεταφοράς του σε καθαρό νερό για τέσσερις ακόµα ηµέρες, είναι φανερό πως 

ο εκφράζων υποπληθυσµός, τροφοδοτείται από τον µη εκφράζοντα, καθώς µέσα σε 

τέσσερις και µόνο ηµέρες είναι υπολογίσιµο το κλάσµα του µη εκφράζοντος 

πληθυσµού που πλέον εκφράζει Hsp104p (εικ.18). ‘Aρα είναι βέβαιο πως υπάρχει 

νέα σύνθεση Hsp104p, που οφείλεται είτε σε µεταγραφή και σύνθεση νέων mRNA 

µορίων, είτε µετάφραση προϋπαρχόντων mRNA µορίων, είτε και στα δύο. 
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Εικόνα 18. FACS ανάλυση για τον αρχικά µηδενικό υποπληθυσµό της 11µέρας σε νερό. Μέρα 
0 (κόκκινη καµπύλη), Μέρα 1 (πορτοκαλί), Μέρα 2 (πράσινη), Μέρα 3 (µπλε), Μέρα 4 
(µαύρη)

 ‘Εγινε προσπάθεια τα παραπάνω αποτελέσµατα να επιβεβαιωθούν 

χρησιµοποιώντας Ηsp104mCherryp έναντι της Ηsp104GFPp αλλά δεν παρατηρείται 

στην περίπτωση αυτή η ετερογένεια στην έκφραση εντός του πληθυσµού, κάτι που 

ίσως να οφείλεται σε αυξηµένη σταθερότητα της Ηsp104mCherryp. Επίσης 

δηµιουργήθηκε στέλεχος FT5/HSP104HA (βλ. στελέχη) και επιχειρήθηκε 

επιβεβαίωση του φαινοµένου µε ανοσοϊστοχηµεία. Ωστόσο ο αριθµός των 

σφαιροπλαστών που µελετήθηκαν δεν ήταν επαρκής για να αποφανθεί κανείς αν 

υπάρχει πραγµατικά εκφράζων πληθυσµός µετά την παραµονή όλων αυτών των 

ηµερών (11 ηµερών) στο νερό.

 Mια ακόµα παρατήρηση κατά τη διάρκεια αυτής της σειράς πειραµάτων που 

αξίζει να αναφερθεί αν και δεν εµφάνισε επαναληψιµότητα, είναι ότι πιθανά το 

ποσοστό του εκφράζοντος πληθυσµού να εξαρτάται από την προϊστορία της 

καλλιέργειας όταν αυτή βρισκόταν στο πλούσιο µέσο. Αν η καλλιέργεια ήταν 
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εκθετική εµφάνιζε σηµαντικά µεγαλύτερο ποσοστό µη εκφραζόντων κυττάρων στο 

νερό, σε σχέση µε µια καλλιέργεια που ήταν στη στατική φάση όταν µεταφέρθηκε 

στο νερό, ή είχε υποστεί ήδη θερµικό σοκ, πριν µεταφερθεί στο νερό.
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 3.10  Συζήτηση

 Kατά τη διάρκεια της παρούσας διατριβής έγινε µια προσπάθεια να µελετηθεί 

in vivo και σε επίπεδο µοναδιαίου κυττάρου η έκφραση και ο υποκυτταρικός 

εντοπισµός βασικών πρωτεϊνών του συστήµατος “ελέγχου ποιότητας 

πρωτεϊνών” (protein quality control) στο ζυµοµήκυτα Saccharomyces cerevisiae.

 ‘Ενα βασικό συµπέρασµα που µπορεί κανείς να αποκοµίσει από αυτή την 

εργασία, είναι, όσο και αν φαίνεται παράξενο, το γεγονός ότι ένα φαινόµενο θα είναι 

καλό να επιβεβαιώνεται µε δύο ή περισσότερους ανεξάρτητους µεταξύ τους τρόπους 

για να χαρακτηριστεί ως αληθινό. ‘Οπως πιθανά να έγινε αντιληπτό, πολύς κόπος και 

σκέψη θυσιάστηκαν κατά τη διάρκεια αυτής της δουλειάς, για την εξήγηση και το 

φυσιολογικό ή εξελικτικό ρόλο ενός φαινοµένου που αποδείχτηκε ότι είναι ψευδές. 

Αναφέροµαι ασφαλώς στην ασύµµετρη κατανοµή µεταξύ µητρικού και θυγατρικού 

κυττάρου, της Hsp26p, η οποία όπως αποδείχτηκε είναι χαρακτηριστική για την 

υβριδική Hsp26GFPp αλλά όχι και για την Hsp26p.

 Eίναι αποδεκτό και αποδεδειγµένο επί σειρά ετών πως η GFP (green 

fluorescent protein) αποτελεί ένα πολύτιµο εργαλείο για την κυτταρική και µοριακή 

βιολογία καθώς επιτρέπει τον υποκυτταρικό εντοπισµό µορίων, τον έλεγχο έκφρασης 

κά, χωρίς να προκαλεί κάποια αλλαγή στη λειτουργία και τη φυσιολογική δράση των 

µορίων. Η µεγάλη σηµασία του εν λόγω µορίου και της χρήσης του αποδεικνύεται 

και από το γεγονός της απονοµής του φετινού βραβείου Νοµπέλ Χηµείας, σε τρεις 

από τους πρωτεργάτες της προσπάθειας για την επιτυχή χρήση της GFP στην 

κυτταρική και µοριακή βιολογία (Οsamu Shimomura, Martin Chalfie, Roger Y. 

Tsien). Παρόλα αυτά αποδεικνύεται στην εργασία αυτή ότι ακόµα και ένα “µόριο 

που αξίζει Noµπέλ” (Nobel winning molecule) όπως χαρακτηρίστηκε µπορεί να 

οδηγήσει σε παραπλανητικά και ψευδή αποτελέσµατα. Η διαπίστωση αυτή είναι 

πιθανό να ακουστεί ακόµα περισσότερο τροµακτική αν αναλογιστεί κανείς ότι πολλά 

δεδοµένα για υποκυτταρικό εντοπισµό πρωτεϊνών, επίπεδα έκφρασης κτλ 

στηρίζονται κατά κύριο λόγο ή αποκλειστικά στη χρήση υβριδικών µε GFP 

πρωτεϊνών. Ως χαρακτηριστικό παράδειγµα αναφέρω  την ανάλυση της έκφρασης 

των πρωτεϊνών του Saccharomyces cerevisiae {Ghaemmaghami 2003} στην όποια 
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στηρίχθηκε και µια ολόκληρη βάση δεδοµένων για τα επίπεδα και τον υποκυτταρικό 

εντοπισµό πρωτεϊνών στο Saccharomyces cerevisiae (http://yeastgfp.ucsf.edu).

 Παρά την ατυχή αυτή συγκυρία, κάποια άλλα αποτελέσµατα της 

συγκεκριµένης διατριβής παρουσιάζουν ενδιαφέρον. Η “φαινοτυπική 

ποικιλοµορφία” (phenotypic variation) που παρουσιάζει η έκφραση της Hsp104p για 

παράδειγµα, σε ακραίες συνθήκες στρες (µακρόχρονη παραµονή στο νερό), 

παρουσιάζεται εδώ πρώτη φορά και µπορεί να έχει ιδιαίτερο εξελικτικό ενδιαφέρον 

αν αναλογιστεί κανείς τις συνθήκες στις οποίες ζει ο µικροοργανισµός 

Saccharomyces cerevisiae. Είναι φανερό πως στη φύση τα κύτταρα της ζύµης 

µπορούν να υποστούν κάποια ακραία µορφή στρες όπως η απόλυτη έλλειψη 

θρεπτικών συστατικών, όπως πχ µετά από µια βροχή που θα συµπαρασύρει τα 

κύτταρα ζύµης από τα πλούσια σε σάκχαρα αµπέλια, στο φτωχό έδαφος. Δεδοµένης 

της ύψιστης σηµασίας της Hsp104p για την επιβίωση σε συνθήκες σοκ, αν ο 

εκφράζων υποπληθυσµός εκφράζει αρκετή Hsp104p, για να ανταπεξέλθει στο σοκ 

τότε σίγουρα εµφανίζει αυξηµένες πιθανότητες επιβίωσης έναντι του µηδενικού σε 

έκφραση Hsp104p υποπληθυσµού. Nέα δεδοµένα δείχνουν πως µια τυχαία αλλαγή 

στο φαινότυπο (phenotypic switching) µπορεί να λειτουργήσει επιτυχώς σαν 

στρατηγική επιβίωσης σε µεταβαλλόµενα περιβάλλοντα {Acar 2008}{Raj 2008}. Θα 

µπορούσε λοιπόν και στην περίπτωση της Hsp104p, µιας πρωτεΐνης τόσο σηµαντικής 

για την απόκριση σε συνθήκες σοκ, να έχει υιοθετηθεί κατά τη διάρκεια της εξέλιξης 

µια τέτοια στρατηγική επιβίωσης.
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4. Υλικά-Μέθοδοι

4.1.1   Χηµικά: τα χηµικά που χρησιµοποιήθηκαν προέρχονται από τις εταιρίες 

Sigma-Aldrich και τη Merck και FMC Bioproducts.

4.1.2 ‘Eνζυµα: οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες που χρησιµοποιήθηκαν προήλθαν 

από τις εταιρίες Minotech και Νew England Biolabs. Για τις αλυσιδωτές αντιδράσεις 

πολυµεράσης (PCR), χρησιµοποιήθηκαν ένζυµα από τις εταιρίες Minotech, Promega 

(GoTaq pol sample), Finnzymes  (EXT Taq polymerase free sample), Roche 

(FastStart PCR, free sample) και KapaBiosystems Kapa HiFi Taq (free sample)

4.1.3 Aντισώµατα και υλικά ανοσοεντοπισµού: Το πολυκλωνικό αντίσωµα έναντι 

του επιτόπου ΗΑ προήλθε από τη Santa Cruz Biotechnology (HA-probe (Y-11): 

sc805). To ίδιο ισχύει και για το πολυκλωνικό αντίσωµα κατά του myc επιτόπου 

(sc789). Τα δευτερογενή αντισώµατα anti-rabbit HRP που χρησιµοποιήθηκαν για 

ανοσοαποτύπωση προήλθαν επίσης από τη Santa Cruz Biotechnology. Τα 

δευτερογενή αντισώµατα  Αlexa488 goat anti-rabbit (A11008) και Alexa488  goat 

anti-mouse (A11001) προήλθαν από την εταιρία Molecular Probes (Invitrogen) και 

ήταν µια ευγενική προσφορά του εργαστηρίου του Δρ. Χρήστου Δελιδάκη (ΙΜΒΒ-

FORTH). Το αντίσωµα έναντι της GFP (anti-GFP), ήταν ευγενική προσφορά του 

εργαστηρίου του Δρ.Τ.Οικονόµου (ΙΜΒΒ-FORTH).

4.1.5 Μεµβράνες: Η µεταφορά των πρωτεϊνών κατά την ανοσοαποτύπωση, έγινε σε 

µεµβράνη νιτροκυτταρίνης Protran (Schleicher and Schuell).

4.1.6 Ολιγονουκλεοτίδια: Τα ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν στην 

εργασία αυτή προήλθαν από τη Metabion International AG, Germany καθώς και από 

το εργαστήριο Μικροχηµείας του ΙΤΕ (ΙΜΒΒ-FORTH).
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4.1.7 Xρωστικές: Χρησιµοποιήθηκαν χρωστικές βαφής DNA και βρωµιούχο αιθίδιο 

σε συγκεντρώσεις που αναφέρονται από Sambrook and Russell στο εγχειρίδιο 

Molecular Cloning, A Laboratory Manual (Third Edition, 2001).

4.2 Στελέχη ζυµοµύκητα και βακτηρίων

Στελέχη 

Α. Βακτηριακά στελέχη  
Τα βακτηριακά στελέχη της Escherchia coli που χρησιµοποιήθηκαν ήταν τα εξής:  

• DH5α (GibcoBRL) (F'/endA1 hsdR17(rK-mK+) supE44 thi-1 recA1 gyrA (Nalr) 

relA1 D(laclZYA-argF)U169 deoR (F80dlacD(lacZ)M15))

B. Στελέχη Saccharomyces cerevisiae

Τα στελέχη ζυµοµύκητα που δηµιουργήθηκαν κατά τη διάρκεια της παρούσας 

διατριβής έχουν περιγραφεί σε προηγούµενες εργασίες  (Tzamarias and Struhl, 1994) 

(Zacharioudakis et al. 2007) ,έχουν ως γενετικό υπόβαθρο το στέλεχος S288C και 

αποτελούν απογόνους του FT5 (MATa; leu2-3; ura3-52; trp1-1; his3Δ200). Το 

στέλεχος όπου η πρωτεΐνη Ubc9p είναι µεταλλαγµένη και εµφανίζει 

θερµοευαισθησία (Ubc9ts) ήταν ευγενική προσφορά του Δρ. Stefan Jentsch (Μax-

Planck Institute for Biochemistry) (Ubc9ts strain genotype: DF5 (MΑΤ α), his3-

Δ200, leu2-3,2-112, lys2-801,trp1-1(am),ura3-52, Ubc9Δ::TRP1, leu2::Ubc9Pro-

Ser::LEU2). Το στέλεχος δηµιουργήθηκε από την οµάδα του W.Seufert, του Παν/

µίου του Μονάχου {Betting 1996}.Επίσης σε κάποια από τα πειράµατα 

χρησιµοποιήθηκαν και τα αγρίου τύπου στελέχη FT4 (Tzamarias and Struhl, 1994) 

και W303 (Rodney Rothstein). ‘Ολα τα στελέχη ζυµοµύκητα που δηµιουργήθηκαν ή 
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χρησιµοποιήθηκαν κατά τη διάρκεια της παρούσας διατριβής παρουσιάζονται στον 

πίνακα που ακολουθεί:

Στέλεχος Γονότυπος Σύντομη Περιγραφή

FT5 ΜΑΤα, ura3-52, trp1Δ-63, 
leu2::pet56, his3-Δ200

Αγρίου τύπου στέλεχος 
(βλ.αναφορά Tzamarias et 
al, 1994)

W303-1B MATα {leu2-3,112 trp1-1 
can1-100 ura3-1 ade2-1 
his3-11,15}

Aγρίου τύπου στέλεχος
(δημιουργήθηκε από 
τον Rodney Rothstein)

w303/tup1Δ & w303/tup1Δ, 
hsp26Δ

Βλ.γονότυπο w303 και 
w303/tup1Δ, 
HSP26Δ(G418)

Περιγράφεται στο κυρίως 
κείμενο

w303/upc2Δ & w303/
upc2Δ, hsp26Δ

Βλ.γονότυπο w303 και 
w303/upc2Δ, 
HSP26Δ(G418)

Περιγράφεται στο κυρίως 
κείμενο

w303/tup1Δ, upc2Δ & 
w303/tup1Δ, upc2Δ, 
hsp26Δ

Βλ.γονότυπο w303 και 
w303/tup1Δ, w303/
upc2Δ, HSP26Δ(G418)

Περιγράφεται στο κυρίως 
κείμενο

FT4 MATa, ura3-52, trp1Δ-63, 
leu2::pet56, his3-Δ200

Aγρίου τύπου στέλεχος 
συζευκτικού τύπου ΜΑΤa 
(βλ. αναφορά)

FT5/hsp26Δ FT5/hsp26Δ:HIS3 Στο στέλεχος αυτό 
απουσιάζει η κωδική 
περιοχή της Hsp26p

FT5/hsp104Δ,hsp26GFP FT5/
hsp104Δ:HIS3:hsp26GFP:
KanMX2

Στο στέλεχος αυτό 
απουσιάζει η κωδική 
περιοχή της Hsp104p, ενώ 
η Hsp26p είναι υβριδική 
με GFP

FT5/Hsp26GFPp FT5/hsp26:GFP:HIS3 Στο στέλεχος αυτό η 
Hsp26p είναι υβριδική με 
GFP (green fluorescent 
protein)
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Στέλεχος Γονότυπος Σύντομη Περιγραφή

FT5/Hsp26GFPp FT5/hsp26:GFP:KanMX2 ʻΙδιο με το προηγούμενο 
στέλεχος απλά εμφανίζει 
ανθεκτικότητα σε 
καναμυκίνη

FT5/Hsp104GFPp FT5/hsp104:GFP:HIS3 Η πρωτεΐνη Hsp104p είναι 
υβριδική με GFP

FT5/Hsp42GFPp FT5/hsp42:GFP:HIS3 Η πρωτεΐνη Hsp42p είναι 
υβριδική με GFP

FT5/HSP26pr:GFP FT5/
HSP26pr:GFP:KanMX2

Στο στέλεχος αυτό 
εκφράζεται η GFP υπό 
τον έλεγχο του 
υποκινητή του ΗSP26 
γονιδίου

FT5/Hsp26mCherryp FT5/
hsp26:mCherry:KanMX2

H πρωτεΐνη Ηsp26p είναι 
υβριδική με mCherry

FT5/Hsp104mCherryp FT5/
hsp104:mCherry:KanMX2

Η πρωτεΐνη Hsp104p είναι 
υβριδική με mCherry

FT5/Hsp104GFPp
Hsp26mCherryp

FT5/hsp104:GFP:HIS3: 
hsp26:mCherry:KanMX2

Η πρωτεΐνη Hsp104p είναι 
υβριδική με GFP ενώ η 
Hsp26p υβριδική με 
mCherry

FT5/Hsp26GFPp 
Hsp104mCherryp

FT5/hsp26:GFP:HIS3: 
hsp104:mCherry:KanMX2

Η πρωτεΐνη Hsp26p είναι 
υβριδική με GFP ενώ η 
Hsp104p υβριδική με 
mCherry

FT5/Hsp104HAp FT5/hsp104:3HA:KanMX2 H πρωτεΐνη Ηsp104p 
φέρει ΗΑ (hemagglutinin) 
επίτοπο

FT5/Hsp26HAp FT5/hsp26:3HA:KanMX2 H πρωτεΐνη Ηsp26p φέρει 
ΗΑ (hemagglutinin) 
επίτοπο

Πίνακας 1. Στελέχη Saccharomyces cerevisiae που χρησιµοποιήθηκαν ή/και κατασκευάστηκαν 

στη διάρκεια της εργασίας αυτής
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4.3  Θρεπτικά µέσα και συνθήκες ανάπτυξης 
 

Τα θρεπτικά µέσα, υγρά και στερεά, που χρησιµοποιήθηκαν για την ανάπτυξη των 

βακτηριακών στελεχών (LB,LB*) αλλά και των στελεχών ζύµης (MIN, YPD, YP-

galactose 2%, YP-raffinose 2%) καθώς και τα διαλύµατα αντιβιοτικών (αµπικιλλίνη, 

καναµυκίνη, νουρσεοθρισίνη) και χηµικών όπως κετοκοναζόλη κατασκευάστηκαν 

σύµφωνα µε τις οδηγίες των εργαστηριακών εγχειριδίων Current Protocols in 

Molecular Biology (Ausubel F.M et al.) και Molecular Cloning (Sambrook & 

Russell). Oι οδηγίες για την παρασκευή των διαλυµάτων αµινοξέων αναφέρονται στο 

Guide to Yeast Genetics and Molecular Biology (Guthrie C. and Fink G.)  Για τα 

πειράµατα που σχετίζονταν µε απώλεια γλυκόζης από το θρεπτικό µέσο, 

χρησιµοποιήθηκε YP µε 0,05% γλυκόζη. Στην περίπτωση των βακτηριακών 

τρυβλίων µε Amp όπου έγινε η επιλογή των θετικών κλώνων του pGEM TA cloning 

(λευκές αποικίες), στο πιάτο απλώθηκε και X-gal. Οι συνθήκες ανάπτυξης για τα 

βακτηριακά στελέχη ήταν 37ΟC ενώ για το ζυµοµύκητα 30οC. To θερµικό σοκ 

γινόταν στους 39οC. Στην περίπτωση των πειραµάτων που τα κύτταρα αρχικά 

καλλιεργήθηκαν o/n στο απαιτούµενο µέσο και στη συνέχεια µεταφέρθηκαν σε 

nanopure νερό, το αρχικό µέσο αποµακρύνθηκε προσεκτικά µε 3 πλύσεις µε νερό, 

για να µην επηρεάσει τη µετέπειτα ανάπτυξη. Δόθηκε ιδιαίτερη προσοχή ώστε η 

ανάδευση των υγρών καλλιεργειών και η οξυγόνωσή τους να είναι επαρκής 

(ανάδευση στις 200rpm). Οι καλλιέργειες διατηρούνταν σε ΟD≈0.3-0.5. Τα κύτταρα 

ζύµης που προετοιµάζονταν για µετασχηµατισµό µε PCR προϊόντα καλλιεργούνταν 

σε YP-γλυκόζη 4%.  
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4.4.  Γενικές τεχνικές 

4.4.1  Aνάλυση και αποµόνωση DNA από πήκτωµα αγαρόζης 
 

Ο ηλεκτροφορητικός διαχωρισµός µορίων DNA σε πήκτωµα αγαρόζης έγινε σε 

ρυθµιστικό διάλυµα 1Χ ΤΒΕ, όπως αναφέρεται στο εγχειρίδιο Molecular Cloning 

(Sambrook & Russell) και µε σκοπό την ποσοτική εκτίµηση ή την εκτίµηση του 

µεγέθους της/των αναλυµένων ζωνών. Όπου ήταν απαραίτητος ο ακριβέστερος 

προσδιορισµός της ποσότητας του DNA µετρήθηκε η οπτική απορρόφηση του 

δείγµατος στα 260nm (OD260nm). Για τον προσδιορισµό του µεγέθους των ζωνών 

χρησιµοποιήθηκε σαν πρότυπο µεγεθών DNA (DNA marker) το προϊόν της πέψης 

του γενωµικού DNA του φάγου λ µε το περιοριστικό ένζυµο StyI. Για την 

αποµόνωση και τον καθαρισµό τµηµάτων DNA µετά τον ηλεκτροφορητικό 

διαχωρισµό τους χρησιµοποιήθηκε πήκτωµα αγαρόζης χαµηλού σηµείου τήξεως 

(low-melting agarose), θέρµανση για 10 λεπτά στους 65οC, εκχύλιση µε φαινόλη/

χλωροφόρµιο παρουσία οξικού νατρίου και κατακρήµνιση µε αιθανόλη. 

4.4.2. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µικρή ή µεσαία κλίµακα

 

Για την αποµόνωση σε µικρή κλίµακα πλασµιδιακού DNA χρησιµοποιήθηκε η 

µέθοδος της αλκαλικής λύσης (Sambrook, J., Russel D) 

4.4.3  Παρασκευή ηλεκτροεπιδεκτικών κυττάρων (electrocompetent cells) 

 

Υγρή καλλιέργεια στελεχών βακτηρίων επωάζεται σε θρεπτικό µέσο LB*, στους 

30οC και στις 230 rpm µέχρι η απορρόφηση των κυττάρων (OD600nm) να γίνει 0.6- 

0.8. Στην συνέχεια, συλλέγονται µε φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στους 4οC και στις 

3000 στροφές. Το ίζηµα των κύτταρων επαναδιαλύεται µε ήπιο τρόπο σε Η2Ο 

αντίστασης 18ΜΩ, ίσου όγκου µε την αρχική καλλιέργεια και επαναλαµβάνεται η 

φυγοκέντρηση. Τα κύτταρα ξεπλένονται ακόµα µια φορά µε Η2Ο και συµπτύσσονται 
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σε όγκο ίσο µε το µισό όγκο της αρχικής καλλιέργειας. Το τελευταίο βήµα 

επαναλαµβάνεται για ακόµα δύο φορές. Τελικά επαναδιαλύονται σε διάλυµα 

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

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

φυλάσσονται στους -80οC, µέχρι να χρησιµοποιηθούν. Όλα τα υλικά και τα µέσα, 

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

4.4.4  Μετασχηµατισµός ηλεκτροεπιδεκτικών κυττάρων (electroporation). 

 

Τοποθετούµε, για κάθε µετασχηµατισµό, 60µl δεκτικών κυττάρων στον πάγο για 5 

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

1 λεπτό. Μεταφέρουµε τα κύτταρα σε ειδική κυψελίδα, την οποία τοποθετούµε στην 

κατάλληλη θέση του ειδικού µηχανήµατος (electroporator) και διοχετεύουµε 

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

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

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

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

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

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

έτσι ώστε να αναπτυχθούν οι αποικίες των βακτηρίων. 

4.4.5  Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 
Η ποσότητα του DNA που χρησιµοποιήθηκε ως µήτρα για την αντίδραση 

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

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

και είχαν την παρακάτω σύσταση: 10mM Tris- HCl, pH.9.0, 50mM KCl, 1.5mM 

MgCl2, 0.2mM από κάθε dNTP, 25-50 pmoles από κάθε εκκινητή και 0.1-0.5u Taq 

πολυµεράση. Το πρόγραµµα που επιλέχθηκε ήταν ειδικό για κάθε περίπτωση, 

ανάλογα µε το Tm του κάθε ανιχνευτή αλλά και το µέγεθος του προιόντος. Το γενικό 

σχήµα των αντιδράσεων πολυµερισµού που εφαρµόστηκαν φαίνεται στη συνέχεια: 
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 Αρχή:                    5 λεπτά στους 940C για αρχική αποδιάταξη 

    35  κύκλοι:      30 δευτερόλεπτα στους 940C για αποδιάταξη 

                             30 δευτερόλεπτα στην επιλεγµένη θερµοκρασία  

                             (Τm- 40C) για υβριδοποίηση των εκκινητών 

                             επιλεγµένο χρόνο στους 720C για επιµήκυνση της αλυσίδας 

Τέλος:                 επιλεγµένο χρόνο στους 720C για συµπλήρωση των άκρων 

Σε περιπτώσεις όπου δε χρησιµοποιήθηκε η Minotech Taq αλλά κάποια από τις άλλες 

πολυµεράσες ((Promega (GoTaq pol sample), Finnzymes  (EXT Taq polymerase free 

sample), Roche (FastStart PCR, free sample) ή KapaBiosystems Kapa HiFi Taq (free 

sample)), το παραπάνω πρόγραµµα τροποποιήθηκε µε βάση τις οδηγίες χρήσης που 

συνοδεύουν τα εν λόγω αντιδραστήρια. Στην περίπτωση δε της ενίσχυσης της 

κασέτας RedStar2-NatNT2, ακολουθήθηκαν οι συνθήκες που περιγράφονται από  

(Knop et al., 1999)

4.4.6  Ηλεκτροφορητική ανάλυση πρωτεϊνών και ανοσοεντοπισµός 

ακινητοποιηµένων πρωτεϊνών σε µεµβράνη (SDS-PAGE και Western blot 
analysis) 

Οι πρωτεΐνες αναλύονται σύµφωνα µε το µέγεθός τους σε αποδιατακτικό πήκτωµα 

πολυακρυλαµίδης παρουσία SDS (Molecular Cloning, Sambrook et al.). Για τον 

ανοσοεντοπισµό των αναλυθέντων πρωτεϊνών έγινε ηλεκτροφορητική µεταφορά 

αυτών από το πήκτωµα πολυακρυλαµίδης σε µεµβράνες νιτροκυτταρίνης. Η 

µεταφορά και η διαδικασία εφαρµογής των πρωτογενών και δευτερογενών 

αντισωµάτων έγιναν όπως αναφέρονται στο Current Protocols in Molecular Biology 

(Ausubel et al. 1999) ενώ για τις ιδανικές αραιώσεις των αντισωµάτων λήφθηκαν 

υπόψιν οι οδηγίες των κατασκευαστών. Χρησιµοποιήθηκαν µονοκλωνικά και 

πολυκλωνικά αντισώµατα έναντι των επιτόπων ΗΑ και Myc της Santa Cruz 

Biotechnology. O ανοσοεντοπισµός έγινε ενζυµατικά µε τη δράση της υπεροξειδάσης 
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(HRP), η οποία ήταν συζευγµένη µε το δευτερογενές αντίσωµα (anti-rabbit ή anti-

mouse-ΗRP conjugated), σε κατάλληλα υποστρώµατα. (Για λεπτοµερή αναφορά των 

αντισωµάτων που χρησιµοποποιήθηκαν βλέπε 4.1.3)

4.5  Μοριακές τεχνικές ειδικές για το Saccharomyces cerevisiae

4.5.1 Παρασκευή και µετασχηµατισµός επιδεκτικών κυττάρων ζύµης 

Για την εισαγωγή πλασµιδιακού DNA σε κύτταρα ζύµης χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος 

του οξικού λιθίου (LiAc TRAFO). Πρόκειται για µια µέθοδο υψηλής 

αποτελεσµατικότητας η οποία βασίζεται στη δηµιουργία δεκτικών κυττάρων ζύµης 

λόγω αλκαλικών κατιόντων και περιγράφεται στο εγχειρίδιο Methods in Yeast 

Genetics καθώς και από τους Gietz et al. 

4.5.2 Μετασχηµατισµός κυττάρων ζύµης  

 
Για την εισαγωγή πλασµιδίου ή κασέτας DNA σε κύτταρα ζύµης εφαρµόστηκε η 

µέθοδος δηµιουργίας επιδεκτικών κυττάρων ζύµης µε χρησιµοποίηση χλωριούχου 

λιθίου (LiAc TRAFO) όπως ακριβώς περιγράφεται από τους Gietz et al. 1995.

4.5.3  Έλεγχος µετασχηµατισµένων στελεχών S. cerevisiae µε τη µέθοδο της PCR 
(single colony PCR) 

 
Αποικία του υπό έλεγχο στελέχους του S. cerevisiae λύεται σε 15 µl 0,02 Ν NaOH. 

Ακολουθεί επώαση για 15 min  στους 950C, σύντοµο vortex, φυγοκέντρηση για 2 

min στις 4000 rpm και άµεση µεταφορά στους 4οC. 2 µl από το υπερκείµενο 

χρησιµοποιούνται ως εκµαγείο για αντίδραση PCR µε κατάλληλους εκκινητές.  
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4.5.4  Αποσιώπηση (gene disruption) και αντικατάσταση (gene replacement) 
γονιδίων στη ζύµη 

Στην αποσιώπηση και στην αντικατάσταση γονιδίων της ζύµης εκµεταλλευόµαστε το 

φαινόµενο του οµόλογου ανασυνδυασµού. Σε όλες τις περιπτώσεις απαλοιφής 

γονιδίου χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος «αποσιώπησης σε ένα βήµα» µε χρήση ειδικής 

κασέττας- αποσιώπησης και ολιγονουκλεοτιδίων συµπληρωµατικών προς τµήµα της 

κασέττας και τµήµα του προς διαγραφή γονιδίου (Methods in Yeast Genetics και 

επίσης  (Knop et al., 1999) (Sheff and Thorn, 2004)). Τα πλασµίδια εκµαγεία καθώς 

και η κατάλληλοι εκκινητές είτε για την απαλοιφή του γονιδίου-στόχου, είτε για την 

αντικατάσταση της κωδικής του περιοχής από GFP, είτε ακόµα για τη δηµιουργία της 

υβριδικής πρωτεΐνης µε GFP (green fluorescent protein) µπορούν να αναζητηθούν 

στους σχετικούς πίνακες. 

4.5.5  Ταχεία εκχύλιση πρωτεϊνών από κύτταρα ζύµης

Καλλιέργειες των 2ml αναπτύσσονται µέχρι OD550=0.8-1 και συλλέγονται µε 

φυγοκέντρηση. Επαναδιαλύονται σε 50µl διαλύµατος 1Χ SDS loading buffer (50mM 

Tris-HCl, pH=6.8, 2%SDS, 0.1% bromophenol blue, 10% glycerol, 7mM β–ME, 

1mM PMSF) και προστίθεται ίσος όγκος γυάλινων σφαιριδίων (glass beads). Η λύση 

των κυττάρων γίνεται µε ισχυρή ανάδευση (vortex), για 4 φορές από 30 

δευτερόλεπτα µε ενδιάµεσες επωάσεις στον πάγο. Ακολουθεί βρασµός στους 1000C, 

φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 1 λεπτό και το συνολικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα 

αναλύεται ηλεκτροφορητικά σε αποδιατακτικό πήκτωµα πολυακρυλαµίδης

 

4.5.6 Ανίχνευση κυτταρικού εντοπισµού µε ανοσοφθορισµό  

Ο υποκυτταρικός εντοπισµός των επιτόπων, των πρωτεϊνών στόχων, έγινε µε 

ανοσοϊστοχηµεία και µε χρήση πρωτογενών και δευτερογενών αντισωµάτων που 

περιγράφονται στην παράγραφο 4.1.3. Το πρωτόκολλο που χρησιµοποιήθηκε είναι 

αυτό που περιγράφεται στο Manual for Methods in Yeast Genetics, CSHLP, 2005. 
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(Αναλυτικές πληροφορίες για την όλη διαδικασία και για τις συγκεντρώσεις των 

αντισωµάτων µπορεί κανείς να βρει στον αναλυτικό οδηγό A guide to microscopy, 

που έχω ετοιµάσει για το εργαστήριο καθώς επίσης και στα συνοδευτικά φυλλάδια 

των εταιριών αντισωµάτων).

4.5.7  Μικροσκοπία Φθορισµού

Κύτταρα καλλιεργειών συγκεντρώθηκαν αρχικά µονιµοποιήθηκαν µε 2% τελική 

συγκέντρωση φορµαλδεΰδης για 20 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια 

συλλέχθηκαν µε φυγοκέντρηση και ξεπλύθηκαν δύο φορές µε αποστειρωµένο νερό. 

Στη συνέχεια 5 µl κυττάρων απλώθηκαν σε επιστρωµένες µε 1% αγαρόζη 

αντικειµενοφόρους πλάκες (agarose pads). Το µικροσκόπιο που χρησιµοποιήθηκε για 

την παρατήρηση των καλλιεργειών ήταν συνεστιακό µικροσκόπιο laser BIO-RAD 

Αxioskop Plus 2 MRC 1024 CONFOCAL SYSTEM (Biorad LaserSharp Software 

V3.2). Ως πηγή UV χρησιµοποιήθηκε απλή λάµπα UV  στο 50% της µέγιστης 

ισχύος. Για τις εικόνες µε DAPI staining, GFP και τις εικόνες όπου ανιχνεύεται 

Alexa488 ή mCherry χρησιµοποιήθηκαν τα κατάλληλα φίλτρα (no. 1 για DAPI, no 3 

για GFP και no 4 για mCherry). Οι φωτογραφίες τραβήχτηκαν µε τη χρήση  φακού 

65Χ και κατάλληλης κάµερας CCD και µε τη χρήση του προγράµµατος AxioVision. 

Xρώση µε Calcofluor (Fluorescent brightener 28; Sigma, F3543 )

Σε περίπου 107 κύτταρα τα οποία είχαν ξεπλυθεί µε PBS 1x ή Η2Ο, προστέθηκε 

Calcofluor (Fluorescent Brightener 28), σε τελική συγκέντρωση 100µg/µl (1/10 

αραίωση του stock 1mg/ml). Ακολούθησε επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου για 

5min, 3 πλύσεις µε H2O ή PBS τοποθέτηση σε αντικειµενοφόρο µε αγαρόζη και 

παρατήρηση χρησιµοποιώντας το φίλτρο που είναι κατάλληλο για την παρατήρηση 

DAPI (φίλτρο νο 1 στην περίπτωση του Biorad Axioskop 2 plus µικροσκοπίου) 

(Methods in Yeast Genetics, Pringle et al. 1991). 
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Χρώση µε DAPI 

Για τη χρώση πυρήνων κυττάρων S.cerevisiae µε DAPI περίπου 1ml  µιας εκθετικής 

καλλιέργειας (OD 0.2-0.3), φυγοκεντρήθηκαν και επαναδιαλύθηκαν σε 1ml 

αποτελούµενο από 90% αιθανόλη, 10% φορµαλδεΰδη 37% και προαιρετικά 1% 

TritonX. Μετά την µονιµοποίηση, ακολούθησε γρήγορη φυγοκέντρηση και τα 

κύτταρα επαναδιαλήθηκαν σε 50µl Η2Ο. Αφού προστέθηκε 1ul DAPI (1mg/ml), τα 

κύτταρα επωάστηκαν για 10min στους 37oC. Μετά από τρεις διαδοχικές πλύσεις µε 

1Χ PBS και φυγοκεντρήσεις, τα κύτταρα επαναδιαλύθηκαν σε µικρό όγκο PBS και 

τοποθετήθηκαν σε αντικειµενοφόρους µε αγαρόζη. Αφού αφαιρέθηκε το πλεονάζων 

υγρό τα κύτταρα παρατηρήθηκαν µε µικροσκοπία φθορισµού και  φίλτρο που είναι 

κατάλληλο για την παρατήρηση DAPI (φίλτρο νο 1 στην περίπτωση του Biorad 

Axioskop 2 plus µικροσκοπίου).

4.5.8  In vivo συν-ανοσοκατακρήµνιση (Co-Immunoprecipitation) 
Αφού εξακριβώθηκε η επιτυχής δηµιουργία του στελέχους Ubc9ts HA (G418), 

Hsp26 GFPp (HIS3) εφαρµόστηκε επακριβώς η µέθοδος που περιγράφεται από τους  

(Fragiadakis et al., 2004), κατακρηµνίζοντας σε πρώτη φάση µε anti-GFP (1:250) και 

ιχνηθετώντας στη συνέχεια στο Western µε anti-HA.

4.5.9 Κυτταροµετρία ροής και διαχωρισµός υποπληθυσµών µε χρήση 

κατάλληλου µηχανήµατος (sorter)

Κατά την ανάλυση µε χρήση κυτταροµετρίας ροής, 200µl καλλιέργειας 

αναπτυγµένης σε κατάλληλες συνθήκες και µε ΟD≈0.2-0.5, φυγοκεντρήθηκαν και 

µεταφέρθηκαν σε κατάλληλο όγκο νερού ή 1Χ PBS (500µl). Μετά από τοποθέτηση 

των επαναδιαλυµένων κυττάρων σε κατάλληλα σωληνάρια, ακολούθησε 

κυτταροµετρία ροής, µε χρήση του  ΒD FACSCalibur System (Becton 

Dickinson,NJ,USA) (βλ. επίσης ()), εξοπλισµένου µε το πρόγραµµα CellQuest της 

BD. Στην περίπτωση διαχωρισµού υποκυτταρικών πληθυσµών µε τη χρήση sorter, η 
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διαδικασία προετοιµασίας των κυττάρων ήταν ανάλογη, απλά ο προς διαχωρισµόν 

όγκος καλλιέργειας ήταν 5ml και η οπτική πυκνότητα OD≈1.0. O διαχωρισµός των 

υποκυτταρικών πληθυσµών (sorting) έγινε µε χρήση  του ΜοFLo XPD cell sorter 

(DakoCytomation, Fort Collins, CO, USA) εξοπλισµένου µε Summit Software V5.0 

(Dako).

4.6 Λογισµικό και προγράµµατα τα οποία χρησιµοποιήθηκαν για την ανάλυση 
και µορφοποίηση των αποτελεσµάτων.

Η παρούσα διατριβή γράφτηκε χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα Pages (iWork ’08), 

ως επεξεργαστή κειµένου, το ΟpenOffice Calc (Sun Microsystems) για τη δηµουργία 

γραφηµάτων, το Papers 1.8 (Mekentosj) και την εφαρµογή Sente 5.6.16 για τη 

διαχείρηση της βιβλιογραφίας. Για τη διαµόρφωση των εικόνων χρησιµοποιήθηκε 

Adobe Photoshop CS2, ενώ η απόδοση των γραφηµάτων που προέκυψαν από τα 

πειράµατα κυτταροµετρίας ροής έγινε µε χρήση του προγράµµατος FlowJo 8.7 

(TreeStar Software). Για τη δηµιουργία και τελική απόδοση των πλασµιδιακών 

χαρτών χρησιµοποιήθηκαν τα προγράµµατα Vector NTI Advance 10 (Invitrogen, CA, 

USA), ApE (A plasmid Editor, M. Wayne Davis, Dept. of Biology, University of 

Utah) και η δοκιµαστική έκδοση του προγράµµατος  Geneious 4.0.3 (Biomatters 

Ltd). Χρησιµοποιήθηκαν επίσης πηγές και εργαλεία που βρίσκονται διαθέσιµα στο 

διαδίκτυο και αναφέρονται στη σχετική λίστα.
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4.7 Κατάλογοι εκκινητών και πλασµιδίων που χρησιµοποιήθηκαν.

              Πίνακας 2. Πλασµιδιακοί φορείς που χρησιµοποιήθηκαν στη διατριβή αυτή
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Διαδικτυακές Πηγές

NNRR Yeast Resource Center, Univers i ty of Washington: h t tp : / /
depts.washington.edu/yeastrc/

European Saccharomyces cerevisiae Archive for Functional Analysis: http://web.uni-
frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/

Saccharomyces Genome Database: http://www.yeastgenome.org/

Reverse Complement page:  http://www.bioinformatics.org/SMS/rev_comp.html

Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculator. ‘Ενα εξαιρετικό εργαλείο 
αναπτυγµένο στο Σικάγο και συγκεκριµένα στο Παν/µιο Northwestern, για την 
εύρεση του Tm (melting point) ολιγονουκλεοτιδίων καθώς και τις δοµικές τους 
ιδιότητες. Αποτελεί πολύτιµο βοηθό για το σχεδιασµό και την πραγµατοποίηση 
αλυσιδωτών αντιδράσεων πολυµεράσης. 
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html

Primer 3 (plus):  ‘Ενα πολύτιµο εργαλείο για την επιλογή ολιγονουκλεοτιδίων για 
την πραγµατοποίηση αλυσιδωτών αντιδράσεων πολυµεράσης. Υπάρχουν πολλαπλές 
εκδόσεις. Aναπτύχθηκε από επιστήµονες του Whitehead Institute στο ΜΙΤ. Η 
τρέχουσα έκδοση είναι η Primer 3 v 0.4.0 http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm
Eπίσης διαθέσιµη είναι και η Primer 3 plus έκδοση, στην ηλεκτρονική διέυθυνση: 
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi

IDT OligoAnalyzer 3.1: ‘Ενα χρήσιµο εργαλείο από την IDT Technologies, για την 
ανάλυση ιδιοτήτων ολιγονουκλεοτιδίων (µέγεθος, δηµιουργία οµοδιµερών και 
ετεροδιµερών, Tm, BLAST...). Είναι διαθέσιµο στην ηλεκτρονική διεύθυνση:
 http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx?c=EU
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Λίστα πλασµιδιακών φορέων που χρησιµοποιήθηκαν και αναλυτική περιγραφή 
χαρακτηριστικών τους

Για τη χρήση των πλασµιδίων βλ. το σχετικό πίνακα. Εδώ παρέχονται όλες οι 
πληροφορίες για τα επιµέρους χαρακτηριστικά των πλασµιδίων αυτών και τις 
θέσεις τους

1. pKT127 (ΕUROSCARF)
LOCUS       pKT127                  4894 bp    DNA     circular     
          
FEATURES             Location/Qualifiers
     ORF             5..721
                     /label="yEGFP1"
                     /modified_by="User"
                     /note="Geneious name: yEGFP1"
     ORF             1348..2157
                     /label="Kan"
                     /modified_by="User"
                     /note="Geneious name: G418"
     ORF             complement(3503..4360)
                     /label="Amp"
                     /modified_by="User"
                     /note="Geneious name: AmpR"
     primer_bind     4875..4892
                     /created_by="User"
                     /note="Geneious name: F5"
     primer_bind     complement(2398..2415)
                     /created_by="User"
                     /note="Geneious name: R3"

2.pKT128 (ΕUROSCARF)
LOCUS       pKT128                  4738 bp    DNA     circular     

FEATURES             Location/Qualifiers
     CDS             1348..1998
                     /label="HIS5\(S.\pombe)"
                     /modified_by="User"
                     /note="Geneious name: HIS5 (S.pombe)"
     CDS             5..721
                     /label="yEGFP1"
                     /modified_by="User"
                     /note="Geneious name: yEGFP1"
     CDS             complement(3347..4204)
                     /label="Amp"
                     /modified_by="User"
                     /note="Geneious name: AmpR"
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     primer_bind     4719..4736
                     /created_by="User"
                     /note="Geneious name: F5"
     primer_bind     complement(2242..2259)
                     /created_by="User"
                     /modified_by="User"
                     /note="Geneious name: R3"

3. pYM1 (EUROSCARF)

LOCUS       pYM1                    4265 bp    DNA     circular    

FEATURES             Location/Qualifiers
     primer_bind     25..42
                     /note="Geneious name: S3 linker binding site"
     primer_bind     25..42
                     /note="Geneious name: S1 linker binding site 
for
                     disruption"
     misc_feature    complement(1836..1854)
                     /modified_by="User"
                     /note="Geneious name: S2 linker binding site 
(for tagging
                     and disruption)"
                     /note="Geneious type: primer_bind_reverse"
     misc_feature    complement(1786..1805)
                     /modified_by="User"
                     /note="Geneious name: eGFP and HA IPTR Rev pr 
binding
                     site"
                     /note="Geneious type: primer_bind_reverse"
     primer_bind     41..61
                     /modified_by="User"
                     /note="Geneious name: HA IPTR Fw primer 
binding site"
     ORF             58..84
                     /modified_by="User"
                     /note="Geneious name: HA1"
     ORF             88..114
                     /modified_by="User"
                     /note="Geneious name: HA2"
     ORF             121..147
                     /modified_by="User"
                     /note="Geneious name: HA3"
     ORF             786..1595
                     /modified_by="User"
                     /note="Geneious name: G418 resistance gene"
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4.pYM6 (EUROSCARF)
LOCUS       pYM6                    3915 bp    DNA     circular 

5.pBS34 (YRC, with permission of Roger Y. Tsien)

LOCUS       pBS34                   4879 bp ds-DNA     circular  

FEATURES             Location/Qualifiers
     ORF             63..773
                     /label="mCherry"
                      modified_by="User"
                     /note="Geneious name: mCherry"
     CDS             1400..2209
                     /label="G418
                     /note="Geneious name: G418"
     CDS             3555..4412
                     /label="AmpR"
                     /note="Geneious name: AmpR"
     primer_bind     25..42
                     /created_by="User"
                     /note="Geneious name: S3"
     primer_bind     complement(2450..2468)
                     /created_by="User"
                     /note="Geneious name: S2"

5.pBS35 (YRC, with permission of Roger Y. Tsien)

LOCUS       pBS35                   4872 bp    DNA     circular 
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