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ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΣ	
ΚΥΚΛΟΣ

Συγχρονισμός

ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ	ΘΕΣΣΑΛΙΑΣ
ΤΜΗΜΑ	ΒΙΟΧΗΜΕΙΑΣ	ΚΑΙ	ΒΙΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ

Νικόλαος	Μπαλατσός

4.

Κυτταρική διαίρεση
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Ο ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΣ ΚΥΚΛΟΣ

State Phase Abbrev. Description
Quiescent/
senescent

Gap	0 G0
A	resting	phase	where	the	cell	has	left	the	cycle	and	
has	stopped	dividing.

Interphase

Gap	1 G1

Cells	increase	in	size	in	Gap	1.	
G1	checkpoint control	mechanism:	ensures	that	
everything	is	ready	for	DNA	synthesis.

Synthesis S DNA	replication

Gap	2 G2

The	gap	between	DNA	synthesis	and	mitosis
The	cell	continues	to	grow.	
G2	checkpoint control	mechanism:	ensures	that	
everything	is	ready	to	enter	the	M	phase	and	divide

Cell
division

Mitosis M

Cell	growth	stops	at	this	stage
Cellular	energy	is	focused	on	the	orderly	division	into	
two	daughter	cells.	
Metaphase	checkpoint in	the	middle	of	mitosis:	
ensures	that	the	cell	is	ready	to	complete	cell division
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Go

G1

S

G2

τελόφαση

(R) Σηµείο περιορισµού

Κατεστραµµένο DNA;

Μη σωστή 
αντιγραφή του DNA;

Μη σωστή σύνδεση χρωµοσωµάτων σε 
µιτωτική άτρακτο;

Αυξητικοί παράγοντες

Τα σηµεία ελέγχου του κύκλου
STOP

STOP

STOP

STOP

Τα σηµεία ελέγχου του κυτταρικού κύκλου
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Κυτταρική συγχώνευση, χηµικά µηνύµατα και 
ρύθµιση του κύκλου

ΣΥΓΧΡΟΝΙΣΜΟΣ   ΚΥΤΤΑΡΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΩΝ
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Η κατανοµή των κυττάρων περί τον κύκλο (Ι)

Η κατανοµή των κυττάρων περί τον κύκλο (ΙΙ)
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http://en.wikipedia.org/wiki/Mathematical_biology#Example_of_a_model:_The_Cell_Cycle

Μαθηµατικό µοντέλο κυτταρικού κύκλου

Αρχές

Είναι δυνατό να εµποδίσουµε τα κύτταρα να αναπτύσσονται,
ώστε να συσσωρευθούν σε συγκεκριµένη φάση του κύκλου.
Αυτό γίνεται τόσο φυσιολογικά, όσο και χηµικά.

Μπορούµε να επιλέξουµε κύτταρα σε µία συγκεκριµένη φάση.
Αυτό µπορεί να γίνει στηριζόµενοι, π.χ. σε µια φυσική ιδιότητα, όπως

η χαλαρή σύνδεση των µιτοτικών κυττάρων, 
το µέγεθος, κ.α.
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Ο κυτταρικός κύκλος των ευκαρυωτικών κυττάρων
Επιλογή κυττάρων µε βάση το µέγεθός τους

Υδρόφιλος Πολυσακχαρίτης
σωματίδια ακτίνας 2-7nm

Πλάσμα

Μεσεπιφάνεια 
με μονοκύτταρα 

Ερυθροκύτταρα
Κοκκιοκύτταρα

Αίμα

Μετά φυγοκέντρησηΠριν φυγοκέντρηση

Επιλογή κυττάρων µε βάση το µέγεθός τους, Ficoll
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Επιλογή κυττάρων µε βάση το µέγεθός τους
α. Καθίζηση κατά ζώνες (zone sedimentation)

π.χ.  Φυγοκέντρηση σε διαβάθµιση σε Ficoll (2.7-5.5%)
δίνει πλήρη διαχωρισµό σφαιρών που διαφέρουν κατά 
2 φορές σε όγκο.

β. Διαχωρισµός επίπλευσης µε φυγοκέντρηση (centrifugal elutriation)
Κυρίως για κύτταρα στη φάση G1.

γ. FACS

Διαχωρισµός κυττάρων µε βάση το µέγεθός τους

http://www.nature.com/nprot/journal/v3/n4/fig_tab/nprot.2008.34_F2.html
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Ανάλυση του κυτταρικού κύκλου:
Μικροφθορισµοµετρία ροής

(Flow microfluorometry, Fluorescence activated cell sortening, FACS)

Ανάλυση µεγάλου αριθµού κυττάρων µε βάση το περιεχόµενο σε 
DNA και πρωτείνες, διαστάσεις κυττάρου, κ.α.

Χρώση κυττάρων µε εξειδικευµένες φθορίζουσες χρωστικές 
(π.χ. βρωµιούχο αιθίδιο βάφει DNA αποµονωµένων πυρήνων, 
ή χρήση διαφορετικών αντισωµάτων συζευγµένα µε διαφορετικό
χρωµοφόρο).

FACS
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FACS

Κύτταρα CHO

µε [3Η] θυµιδίνη 
(εναλλακτικά BrdU)

βρωµιούχο αιθίδιο, 
ή 

µέθοδος ακριφλαβίνης-Feugen
(χρώση DNA)

FACS

61% G1
16.3% G2+M
23% ανάµεσα G1 και G2+M

Διαχωρισµός επίπλευσης
µε φυγοκέντρηση και FACS
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Συγχρονισµός µε ανακαλλιέργεια

‘Οταν η καλλιέργεια έλθει 
στη στάσιµη φάση
και ανακαλλιεργηθεί, 
τότε ο κύκλος της σύνθεσης
του DNA και της κυτταρικής
διαίρεσης είναι µερικώς
συγχρονισµένοι.

Συγχρονισµός µε στέρηση ορού (serum deprivation)

Κυρίως στη φάση G1.
Επαναπροσθήκη ορού ωθεί τα κύτταρα 

να προχωρήσουν στον κύκλο.

Κύτταρα Swiss 3T3.  Στέρηση για 1h οδήγησε
κύτταρα στη G0 φάση και χρειάζονται ~8h
για να επανέλθουν στη G1.
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Στέρηση ισολευκίνης

Κύτταρα CHO σε υλικό Ham’s F10 εισέρχονται 
σε στατική φάση ανάπτυξης.

Αλλαγή υλικού τα επανέφερε στον κύκλο.
Αυτό δεν οφείλοταν στον ορό, 

αλλά στη µειωµένη ποσότητα ισολευκίνης.
Τα κύτταρα βρέθηκε ότι σταµατούν στη φάση G1.

Ο µηχανισµός δεν έχει να κάνει µε µια απλή στέρηση ενός αµινοξέος.

Παρεµπόδιση της φάσης S

Γίνεται κυρίως µέσω της ρύθµισης της σύνθεσης ενός ή περισσοτέρων 
δεοξυριβονουκλεοτιδίων, απαραίτητων για τη σύνθεση του DNA, 
ενώ επιτρέπουν άλλες διεργασίες, όπως τη σύνθεση RNA και πρωτεϊνών.

~70% των κυττάρων είναι συγχρονισµένα στη φάση S.

Χρήση «διπλής παρεµπόδισης» (double block)
για να φτάσει ο συγχρονισµός σε ~100%:
Συνθήκες ώστε τα κύτταρα να είναι στη φάση G1.
(Στέρηση ισολευκίνης, χρήση ορού, ανακαλλιέργεια, κλπ).

Πρακτικά γίνεται µε:
θυµιδίνη, 
αµινοπτερίνη, 
αµεθοπτερίνη, 
5-φθοροδεόξυουριδίνη, 
υδροξυουρία
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Παρεµπόδιση της φάσης S
Βιοσύνθεση πυριµιδινών

Παρεµπόδιση της φάσης S
Βιοσύνθεση πυριµιδινών
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Παρεµπόδιση της φάσης S

Ρύθµιση µονοπατιών σύνθεσης πυριµιδινών σε E. coli και σε ζώα

http://www.columbia.edu/cu/biology/courses/w3034/Larry/readings/PurineChapter/PurineChapter.html

Η δράση της θυµιδίνης

Χαµηλά επίπεδα (3✕10-7Μ) επάγει σύνθεση DNA.

Υψηλά επίπεδα (>1mM) αναστέλλει τη σύνθεση σε αρκετές σειρές.

Θυµιδίνη dTTP, αλλοστερικός παρεµποδιστής της
ριβονουκλεϊκής αναγωγάσης.

dTTP Αλλοστερικός ενεργοποιητής αναγωγής GDP.
dGTP αλλ/κος ενεργοποιητής ΑΤΡ.

Αλλοστερικός παρεµποδιστής αναγωγής CDP, UDP

Αναστολή παρεµπόδισης ;
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Η δράση της θυµιδίνης

Χαµηλά επίπεδα (3✕10-7Μ) επάγει σύνθεση DNA.

Υψηλά επίπεδα (>1mM) αναστέλλει τη σύνθεση σε αρκετές σειρές.

Θυµιδίνη dTTP, αλλοστερικός παρεµποδιστής της
αναγωγάσης	ριβονουκλεοτιδίων .

dTTP Αλλοστερικός ενεργοποιητής αναγωγής GDP.
dGTP αλλ/κος ενεργοποιητής ΑΤΡ.

Αλλοστερικός παρεµποδιστής αναγωγής CDP, UDP

Αναστολή παρεµπόδισης ; µε προσθήκη dC

Αναστέλλουν τη 
Αναγωγάση του διυδροφολικού (DHFR)

H DHFR µετατρέπει το φολικό 
και το διυδροφολικό οξύ (FH2) 
σε  FH4.
Το FH4 εµπλέκεται σε µεταβολισµό:
α.  Gly και Met.
β.  Ανθράκων στις θέσεις 2 και 8

πουρινικών δακτυλίων
γ.  Μεθυλοµάδας της θυµιδίνης
δ.  Έµµεσα στη σύνθεση χολίνης

και ιστιδίνης.

Προσθήκη υποξανθίνης ή αδενοσίνης,
Gly, Met, His και χολίνης, ώστε 
να επικεντρωθεί η δράση 
στο µεταβολισµό της θυµιδίνης.

Αναστολή δράσης µε προσθήκη
θυµιδίνης όταν συντίθεται dTTP 
από κινάσες θυµιδίνης και θυµιδιλικού.

Αµινοπτερίνη και αµεθοπτερίνη 
(µεθοτρεξικό, methotrexate)
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Αµινοπτερίνη και αµεθοπτερίνη 
(µεθοτρεξικό, methotrexate)

Δράση της 5-φθοροδεόξυουριδίνης (5-dFU)

Ανάλογο θυµιδίνης.
Σχηµατίζει 5dFUMP συναγωνιστικού αναστολέα µαζί µε το dUMP

της θυµιδιλικής συνθάσης.
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Δράση της υδρόξυουρίας (HU)

Αναστολή σύνθεσης DNA µέσω δράσης στη Μ2 υποµονάδα
της ριβονουκλεϊκής αναγωγάσης.

Συγχρονισµός στη φάση G2

Είναι η πιό δύσκολη φάση
Αυτό γιατί αν τα κύτταρα συγχρονίζονται µε επιλογή 

στη φάση M ή συσσώρευση στη G1/S, 
καθώς φτάνουν στην G2 χάνουν το συγχρονισµό.

Οι πληθυσµοί G2 είναι δεν είναι «καθαροί».

Συγχρονισµός επιτυγχάνεται µε µεταλλάγµατα 
ευαίσθητα στη θερµοκρασία.
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Επιλογή και συγχρονισµός στη φάση Μ

α.  Ανάδευση
β.  Θρυψίνιση (Trypsinisation)
γ.  Χηµική παρεµπόδιση του κύκλου µε κολσιµίδιο (colcemide), 

ή κυρίως µε νοκαδαζόλιο (nocadazole).
Επίσης η κολχικίνη σταµατά τον κύκλο στην µετάφαση.

Φάση Μ: ρόλος κολχικίνης, νοκαδαζόλης

Κολχικίνη (Colchicine)
Αλκαλοειδές 
Αποµόνωση 1820, P.S. Pelletier, J. Caventon

Χρήση ως καθαρτικό εντέρου
Πιθανή αντικαρκινική χρήση 

σταµατά τον κύκλο στην µετάφαση.

Νοκαδαζόλη (Nocadazole)

σταµατά τον κύκλο στην µετάφαση.
Παρεµποδίζει σχηµατισµό µικροσωληνίσκων
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Κολχικίνη

Nocadazol
colcemide

http://www.cytochemistry.net/Cellbiology/microtubule_structure.htm

Φάση Μ: ρόλος κολχικίνης, νοκαδαζόλης

Tubulin (α,β), GTP, Mg2+, 37oC
Σχηµατισµός ΜΤ

Nucleation
Elongation

http://www.cytochemistry.net/Cellbiology/microtubule_structure.htm

Φάση Μ: Μικροσωληνίσκοι, ΜΤ
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