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Περίληψη 

Στην παρούσα διπλωματική εργασία μελετώνται τα προφίλ κατεύθυνσης μεταβολικών ροών 

(FDPs) του Saccharomyces cerevisiae υπό αερόβιες συνθήκες. Η έρευνα αξιοποιεί μεθόδους 

μοντελοποίησης υπό περιορισμούς για την ανάλυση μεταβολικών μονοπατιών, ενσωματώνοντας 

πειραματικά δεδομένα σε ένα μεταβολικό μοντέλο γονιδιακής κλίμακας (GEM). Η μεθοδολογία 

που ακολουθείται είναι αυτή της ORACLE (Optimization and Risk Analysis of Complex Living 

Entities) όπου εφαρμόζεται για να βελτιώσει και να ενισχύσει την προβλεπτική ικανότητα του 

μοντέλου. 

Ιδιαίτερη έμφαση δίνεται στη σημασία της υπολογιστικής μοντελοποίησης στη μεταβολική 

μηχανική, με τη χρήση εργαλείων όπως η ανάλυση ισοζυγίου ροών (FBA) και η θερμοδυναμική 

ανάλυση ροών (TFA) καθώς επίσης και το COBRA όπου χρησιμοποιήθηκε στις γλώσσες 

προγραμματισμού MatLab και Python. Μέσω της ενσωμάτωσης των διαθέσιμων πειραματικών 

δεδομένων η έρευνα στοχεύει τόσο στην βελτίωση της ακρίβειας προβλέψεων των μοντέλων 

προσομοίωσης αλλά και στην ανάδειξη βασικών μεταβολικών μονοπατιών με πιθανές 

βιοτεχνολογικές εφαρμογές. Τα αποτελέσματα μπορούν να αξιοποιηθούν για την βελτίωση των 

τομέων των βιοκαυσίμων, της φαρμακοβιομηχανίας και της βιομηχανικής βιοτεχνολογίας όπου 

ήδη χρησιμοποιείται ο Saccharomyces cerevisiae. 

Συγκεκριμένα, η προσέγγιση της παρούσας διπλωματικής είναι η μελέτη τριών αντιδράσεων 

ως προς την αντιστρεψιμότητά τους ούτως ώστε να μελετηθούν τα πιθανά μονοπάτια που πιθανό 

να ισχύουν στον μικροοργανισμό. Οι αντιδράσεις προς μελέτη είναι η ισομερείωση της 

φωσφορικής γλυκόζης (PGI), το σύμπλεγμα αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού (PDHC) και η 

αφυδάτωση του κιτρικού οξέος (ACONTa). Με αυτόν τον τρόπο, δημιουργούνται 8 διαφορετικοί 

συνδυασμοί όπου μελετάται ο καθένας ξεχωριστά. Στόχος, είναι η παραγωγή θερμοδυναμικών 

δειγμάτων με λύσεις μόνιμης κατάστασης για κάθε ένα συνδυασμό όπου σε μεταγενέστερη έρευνα 

θα χρησιμοποιηθούν για παραγωγή κινητικών μοντέλων και ολοκλήρωση της μεθοδολογίας 

ORACLE. Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι με την παρατήρηση των αποτελεσμάτων της 

έρευνας, βρέθηκε ότι τα προφίλ που είχαν ορισμένη την αντίδραση PDHC προς τα πίσω, 

πρόβλεπαν την μισή παραγωγή βιομάζας σε σχέση με τα υπόλοιπα προφίλ πράγμα που οδηγεί στο 

συμπέρασμα ότι για την αντίδραση αυτή δεν πρέπει να ευνοηθούν οι συνθήκες αντιστροφής της.  

 

 

 

 

 

 

 

 



5 
 

Abstract 

This diploma thesis examines the flux directionality profiles (FDPs) of Saccharomyces 

cerevisiae under aerobic conditions. The research utilizes constraint-based modelling methods to 

analyse metabolic pathways, incorporating experimental data into a genome-scale metabolic 

model (GEM). The methodology followed is ORACLE (Optimization and Risk Analysis of 

Complex Living Entities), which is applied to enhance and improve the predictive capability of 

the model. 

Particular emphasis is placed on the importance of computational modelling in metabolic 

engineering, using tools such as flux balance analysis (FBA), thermodynamic flux analysis (TFA), 

and COBRA, implemented in the programming languages MATLAB and Python. By integrating 

available experimental data, the study aims to improve the predictive accuracy of simulation 

models while also identifying key metabolic pathways with potential biotechnological 

applications. The results can be utilized to advance fields such as biofuels, pharmaceuticals, and 

industrial biotechnology, where Saccharomyces cerevisiae is already widely used. 

Specifically, the approach of this thesis focuses on studying three reactions in terms of their 

reversibility to investigate possible metabolic pathways within the microorganism. The reactions 

analysed include glucose-6-phosphate isomerization (PGI), the pyruvate dehydrogenase complex 

(PDHC), and citrate dehydration (ACONTa). This results in eight different combinations, each 

studied separately. The goal is to generate thermodynamic samples with steady-state solutions for 

each combination, which, in future research, will be used for the development of kinetic models 

and the completion of the ORACLE methodology. Notably, the results indicate that profiles in 

which the PDHC reaction was set in the reverse direction predicted half the biomass production 

compared to the other profiles. This leads to the conclusion that conditions favouring the reversal 

of this reaction should be avoided. 
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Κεφάλαιο 1: Εισαγωγή 

Η βιοτεχνολογία αποτελεί αναπόσπαστο κομμάτι της ανθρωπότητας και με την πάροδο του 

χρόνου ολοένα και βελτιώνεται, δίνοντας περισσότερες λύσεις σε πληθώρα προβλημάτων. Δεν 

υπάρχει ακριβής ορισμός για τον όρο της βιοτεχνολογίας και αυτό επιβεβαιώνεται με τους 

διαφορετικούς ορισμούς που δίνονται από διάφορους φορείς [1]. Σύμφωνα με την Ευρωπαϊκή 

Ομοσπονδία Βιοτεχνολογίας [2,3], ως βιοτεχνολογία ορίζεται η ολοκληρωμένη χρήση της 

βιοχημείας, της μικροβιολογίας και της χημικής μηχανικής για την τεχνολογική εφαρμογή των 

δυνατοτήτων των μικροβίων και των καλλιεργειών κυττάρων προερχόμενο από ιστούς. 

Παράλληλα, το Αμερικανικό Κογκρέσο όρισε την βιοτεχνολογία σαν το σύνολο των εμπορικών 

τεχνικών που χρησιμοποιούν έμβιους οργανισμούς ή ουσίες προερχόμενες από αυτούς, για την 

παραγωγή ή τροποποίηση κάποιου προϊόντος [1,3]. Με απλά λόγια, η βιοτεχνολογία είναι ο 

συνδυασμός της τεχνολογίας και των βιολογικών συστημάτων για την δημιουργία ή παραλλαγή 

ενός προϊόντος. 

Η ιστορία της βιοτεχνολογίας ξεκινά από τα αρχαία χρόνια όπου ο άνθρωπος χρησιμοποιούσε 

μικροοργανισμούς για να φτιάξει είδη πρώτης ανάγκης, όπως ψωμί, κρασί, τυριά και γενικά 

γαλακτοκομικά προϊόντα [4]. Φυσικά, καθώς οι άνθρωποι ξεκίνησαν να κατανοούν καλύτερα τους 

βιολογικούς μηχανισμούς, η βιοτεχνολογία απέκτησε έναν πιο μηχανικό χαρακτήρα 

χρησιμοποιώντας πλέον τεχνολογίες γενετικής μηχανικής βασισμένες σε μοριακό ή κυτταρικό 

επίπεδο [5]. Με την βοήθεια των τεχνολογιών αυτών, δίνεται η δυνατότητα απομόνωσης ουσιών 

που λύνουν ένα πρόβλημα είτε ιατρικό, είτε ενεργειακό είτε γενικότερα βιομηχανικό. Τρανό 

παράδειγμα η ανακάλυψη της πενικιλίνης από τον Alexander Fleming το 1928, το πρώτο 

αντιβιοτικό, όπου βρέθηκε πως καταπολεμά ένα είδος βακτηρίου και μετέπειτα 

βιομηχανοποιήθηκε γύρω στο 1940 για αντιμετώπιση βακτηριακών λοιμώξεων [6,7]. 

Επιπρόσθετα με τον φαρμακευτικό κλάδο, η βιοτεχνολογία βοηθά στην ανάπτυξη του κλάδου της 

γεωργίας. Παράσιτα και ασθένειες που έπλητταν τις σοδειές των αγροτών έχουν πλέον 

αντιμετωπισθεί με καλλιέργειες που παρουσιάζουν ανθεκτικότητα σε αυτά, βελτιώνοντας έτσι την 

ποιότητα των προϊόντων. Συμπληρωματικά, καθώς ο πλανήτης καταστρέφεται με την κατάχρηση 

ορυκτών καυσίμων, η ανάγκη για στροφή στις ανανεώσιμες πηγές ενέργειας είναι εκ των ων ουκ 

άνευ για την επιβίωσή του. Μέσω της βιοτεχνολογίας, δύναται να βρεθούν μονοπάτια από 

επεξεργασία μικροοργανισμών για παραγωγή βιοκαυσίμων συμβάλλοντας στην μείωση της 

εξάρτησης από ορυκτά καύσιμα και στην βελτίωση του προβλήματος της κλιματικής αλλαγής [5].  

Επομένως, η βιομηχανοποίηση της κάθε ανακάλυψης αποτελεί επιτακτική ανάγκη, ούτως 

ώστε να έχουν μεγάλο αντίκτυπο. Για αυτό γεννιέται ο όρος βιοχημική μηχανική, όπου ορίζεται 

ως η χρήση των αρχών της χημικής μηχανικής που απαιτούνται για τον σχεδιασμό, τη λειτουργία 

και τη βελτιστοποίηση βιομηχανικών βιοδιεργασιών [3]. Στις μέρες μας, υπάρχουν πάμπολλα 

παραδείγματα χρήσης μικροοργανισμών σε βιομηχανικό επίπεδο [8]. Για παράδειγμα, ο Bacillus 

thuringiensis χρησιμοποιείται στον τομέα της γεωργίας για παραγωγή εντομοκτόνων. Το βακτήριο 

Acetobacter xylinum χρησιμοποιείται για την παραγωγή κυτταρίνης όπου μετέπειτα μετατρέπεται 

σε χαρτί.  Επιπλέον, στον κλάδο της φαρμακευτικής γίνεται χρήση ενός γενετικά τροποποιημένου 

Escherichia coli για την παραγωγή ανάλογων προϊόντων. Επίσης, ο Saccharomyces cerevisiae ή 

αλλιώς μαγιά (yeast), που αποτελεί τον μικροοργανισμό μελέτης της διπλωματικής, 
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χρησιμοποιείται ευρέως στην τροφική βιομηχανία για την παραγωγή κρασιού, μπύρας και ψωμιού 

καθώς επίσης και στην παραγωγή βιοκαυσίμων αλλά και φαρμάκων [9]. Φυσικά, αυτό δεν 

σημαίνει ότι πρέπει να σταματήσει η εύρεση νέων μεθόδων ή η βελτίωση των ήδη υπαρχουσών, 

με νέα μοντέλα που να μας προσφέρουν μεγαλύτερη ακρίβεια και απόδοση. 

Λαμβάνοντας υπόψη το υψηλό κόστος και την μεγάλη χρονική διάρκεια διενέργειας 

εργαστηριακών πειραμάτων σε μικροοργανισμούς, θεωρείται υψίστης σημασίας η προσομοίωση 

των μικροοργανισμών και η παραγωγή όσων περισσότερων in silico δεδομένων γίνεται. Ωστόσο, 

για να επιτευχθεί αυτό, απαιτείται πρόσβαση σε πληθώρα δεδομένων καθώς και σε μεταβολικά 

μοντέλα γονιδιακής κλίμακας (GEMs). Η BiGG Models, η ModelSEED κ.α. είναι ανοικτές 

πλατφόρμες με μεγάλη βάση δεδομένων από ΜΓΚ, αντιδράσεις, μεταβολίτες, γονίδια κτλ που 

προσφέρουν σημαντική βοήθεια στην ανάπτυξη ερευνών για τους μικροοργανισμούς [10,11]. Σε 

συνδυασμό με πειραματικά δεδομένα που έχουν παραχθεί, μπορούν να δημιουργηθούν αξιόπιστα 

μοντέλα που να πλησιάζουν την πραγματικότητα και έτσι να διευρυνθεί ο ορίζοντας για την 

ανακάλυψη νέων μονοπατιών που να λύνουν τα χέρια σε προβλήματα οποιουδήποτε κλάδου. 

Αυτός είναι και ο στόχος της υπάρχουσας διπλωματικής, όπου μέσω της μεθοδολογίας ORACLE 

(Optimization and Risk Analysis of Complex Living Entities) και με την χρήση πειραματικών 

δεδομένων στο περιορισμένο μοντέλο του Saccharomyces cerevisiae, να παραχθούν κινητικά 

μοντέλα μόνιμης κατάστασης που θα δώσουν πληροφορίες συμπεριφοράς του μικροοργανισμού.  

Κεφάλαιο 2: Θεωρητικό Υπόβαθρο  

2.1 Κυτταρικός Μεταβολισμός 

Συχνά, στο άκουσμα της έννοιας του μεταβολισμού, ο κόσμος σκέφτεται κάτι σχετικό με το 

φαγητό, το ποτό και τις θερμίδες, όμως στην πραγματικότητα ισχύει κάτι διαφορετικό. 

Μεταβολισμός ορίζεται ως το σύνολο των ενζυμικά καταλυόμενων μετασχηματισμών οργανικών 

μορίων σε ζωντανά κύτταρα ή με απλά λόγια το σύνολο των αντιδράσεων που λαμβάνουν χώρα 

σε ένα ζωντανό οργανισμό [6]. Χωρίζεται σε δύο κύριες κατηγορίες, τον καταβολισμό και τον 

αναβολισμό που το σύμπλεγμα αυτών των δύο αποτελεί όπως προαναφέρθηκε τον μεταβολισμό. 

Ο καταβολισμός είναι η φάση του ενδιάμεσου μεταβολισμού που αφορά την αποικοδόμηση 

των θρεπτικών μορίων που αποδίδουν ενέργεια [6]. Αποτελείται από τρία διαδοχικά στάδια όπου 

κατά το πρώτο στάδιο μεγάλα μόρια διασπώνται στα δομικά τους στοιχεία. Συγκεκριμένα, 

πρωτεΐνες λίπη και πολυσακχαρίτες αποδομούνται σε αμινοξέα, ελεύθερα λιπαρά οξέα και 

μονοσακχαρίτες αντίστοιχα. Έπειτα, τα στοιχεία αυτά υποβαθμίζονται περαιτέρω σε ακετυλο-

συνένζυμο Α (CoA) που αποτελεί και το δεύτερο στάδιο του καταβολισμού. Κατά το τρίτο και 

τελευταίο στάδιο του καταβολισμού, το CoA οξειδώνεται και απελευθερώνονται μεγάλες 

ποσότητες ενέργειας ATP που δίνουν την δυνατότητα στον οργανισμό είτε να συντηρηθεί είτε να 

αναπτυχθεί [12]. 
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Εν αντιθέσει με τον καταβολισμό, ο αναβολισμός περιλαμβάνει τα μεταβολικά μονοπάτια που 

χρησιμεύουν στην βιοσύνθεση συστατικών από μικρότερες πρόδρομες ουσίες [6]. Για να 

πραγματοποιηθεί αυτό μέσα σε ένα οργανισμό, απαιτείται ενέργεια και για αυτό οι αναβολικές 

αντιδράσεις μπορούν να ονομαστούν και ενδεργειακές ενώ οι καταβολικές ονομάζονται και 

εξεργειακές [12]. Στο παρακάτω διάγραμμα, παρουσιάζονται συνοπτικά οι δύο κατηγορίες του 

μεταβολισμού, ο καταβολισμός και ο αναβολισμός. 

Εικόνα 1. Παραδείγματα αναβολικών και καταβολικών μονοπατιών [13] 

2.2 Μεταβολική Μηχανική και κύκλος DBTL 

2.2.1 Μεταβολική Μηχανική 

Ο όρος «μεταβολική μηχανική» ορίζεται ως η κατευθυνόμενη βελτίωση των κυτταρικών 

δραστηριοτήτων μέσω της τροποποίησης συγκεκριμένων βιοχημικών διεργασιών ή της εισαγωγής 

ετερόλογων διεργασιών, με τη χρήση τεχνολογίας ανασυνδυασμένου DNA [14]. Με άλλα λόγια, 

η μηχανική μετατροπής ενός μικροοργανισμού σε μια επιθυμητή χημική ουσία που μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί είτε για παραγωγή βιοκαυσίμων, φαρμακευτικών προϊόντων και γενικά προϊόντα 

βιοτεχνολογίας. Αποτελεί καίριο παράγοντα ούτως ώστε να μπορούν να αναπτυχθούν 

βιοεργοστάσια με γνώμονα την βιωσιμότητα. Όσα περισσότερα μονοπάτια παραγωγής προϊόντων 

προσφέρουν οι μικροοργανισμοί λόγω της πολυπλοκότητας τους, τόσο δύσκολη καθιστά την 

επίτευξή τους σε εργοστασιακό επίπεδο. Χαμηλές αποδόσεις, κόστος διαχωρισμού και έλλειψη 

πληροφοριών για κινητικές παραμέτρους, είναι κάποιοι από τους λόγους που δεν έχουν εδραιωθεί 

οι μικροοργανισμοί τόσο πολύ στην βιομηχανία. Για αυτό, απαιτείται περαιτέρω έρευνα και 

μελέτη της συμπεριφοράς του κάθε μικροοργανισμού σε διάφορες συνθήκες όπου σε συνδυασμό 

με υπολογιστικές τεχνικές, θα κατανοηθεί καλύτερα η επεξεργασία τους και οι δυνατότητές τους. 
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2.2.2 Κύκλος DBTL 

Ένα καλό εργαλείο για την υποστήριξη της πολυπλοκότητας της μεταβολικής μηχανικής, 

αποτελεί ο κύκλος Design – Build – Test – Learn (DBTL). Με λίγα λόγια, ο κύκλος αυτός βοηθά 

στην δημιουργία πληροφοριών αλλά και εκμάθηση ενός μοντέλου ούτως ώστε να βελτιστοποιηθεί 

στα επιθυμητά κριτήρια που έχουν τεθεί. Κατά την φάση της σχεδίασης (Design phase), επιλέγεται 

το στέλεχος του μικροοργανισμού που θα επεξεργαστεί και προστίθενται τυχόν αντιδράσεις που 

είναι απαραίτητες για το επιθυμητό προϊόν. Στην δεύτερη φάση, αυτή του χτισίματος (Build 

Phase), πραγματοποιείται οποιαδήποτε γονιδιακή τροποποίηση και επεξεργασία του 

μικροοργανισμού, ακολουθώντας πάντα τις στρατηγικές της πρώτης φάσης. Στην φάση της 

δοκιμής (Test phase), συλλέγονται δεδομένα συμπεριφοράς του μικροοργανισμού και 

συγκρίνονται οι βελτιωμένοι φαινότυποι με τους σχεδιασμένους γονότυπους. Κατά την τελευταία 

φάση, αυτήν της εκμάθησης (Learn phase), λαμβάνονται υπόψη τα δεδομένα που παράχθηκαν 

από την φάση της δοκιμής και ενσωματώνονται σε νέες μεταβολικές στρατηγικές, όπου σε 

συνδυασμό με εργαλεία μηχανικής μάθησης, εκτελούνται νέοι κύκλοι DBTL μέχρι να 

βελτιστοποιηθεί και να αυξηθεί η επιθυμητή ροή [15,16]. Στην παρακάτω εικόνα 2, 

παρουσιάζονται συνοπτικά τα παραπάνω βήματα που αναλύθηκαν για τον κύκλο DBTL. 

 

Εικόνα 2. Κύκλος DBTL εφαρμοσμένος στη συνθετική βιολογία [15] 



14 
 

2.3 Saccharomyces Cerevisiae - Μαγιά 

Ο Saccharomyces Cerevisiae αποτελεί έναν από τους πιο μελετημένους ευκαρυωτικούς 

οργανισμούς και από το 1996 αποτέλεσε τον πρώτο ευκαρυωτικό όπου ολοκληρώθηκε η 

αλληλουχία του γονιδιώματός του χάρις τον Andre Goffeau [17]. Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός 

ότι μπορεί να επιβιώσει κάτω από αερόβιες αλλά και αναερόβιες συνθήκες, πράγμα που τον κάνει 

ελκυστικό τόσο για εργαστηριακή έρευνα όσο και εργοστασιακή χρήση. Παράλληλα, ο 

οργανισμός τροφίμων και φαρμάκων των ΗΠΑ (FDA) κατατάσσει τον μικροοργανισμό σαν 

γενικά θεωρούμενο ασφαλές ή GRAS (Generally regarded as safe), γεγονός που τον κάνει 

προτιμητέο στην βιομηχανία [18].  

Πάμπολλες είναι οι χρήσεις του S. cerevisiae στην βιομηχανία, ειδικά σε αυτήν των ποτών και 

των τροφίμων. Εμπλέκεται στην παραγωγή κρασιού καθώς και στην βελτίωση των ιδιοτήτων του, 

στην παραγωγή μπύρας, στην παρασκευή ψωμιού αλλά και σοκολάτας [18,19]. Συμπληρωματικά, 

προσφέρει λύσεις για την παραγωγή ετερόλογων προϊόντων [20] αλλά και διαφόρων ειδών 

βιοκαυσίμων [21]. Σε σύγκριση με άλλους μικροοργανισμούς που χρησιμοποιούνται στην 

βιομηχανία, όπως ο E.coli, ο Corynebacterium glutamicum και ο Aspergillus niger, ο 

Saccharomyces cerevisiae πλεονεκτεί σε αρκετές κατηγορίες όπως στην χρήση της βιομάζας του 

για διάφορα προϊόντα, στην ανεκτικότητα στο pH, στην ευκολία στη μηχανική αλλά και στην 

διαθέσιμη βάση πληροφοριών [22]. Συνεπώς, αυτή η ευρωστία στην παραγωγή διαφόρων 

προϊόντων και τα πλεονεκτήματα του σε σχέση με άλλους μικροοργανισμούς, τον θέτει στην 

κορυφή της λίστας για τις βιομηχανίες.  

Τα τελευταία χρόνια, στην προσπάθεια βελτιστοποίησης των βιοδιεργασιών, αξιοποιούνται 

υπολογιστικά εργαλεία και βάσεις δεδομένων που βοηθούν στην κατασκευή μοντέλων 

προσομοίωσης των μικροοργανισμών. Για την μαγιά, διατίθενται πολλές ανοικτές πλατφόρμες 

όπως αυτή του BiggModels [10] αλλά και αυτή του πανεπιστημίου της Σουηδίας SysBioChalmers 

(Systems and Synthetic Biology at Chalmers University of Technology) όπου με την πάροδο του 

χρόνου ανανεώνεται και εκδίδονται νέα μοντέλα που αφορούν την μαγιά. Στην παρούσα 

διπλωματική χρησιμοποιείται ένα περιορισμένο μοντέλο του yeast8 [23], όμως το τελευταίο 

διαθέσιμο μέχρι στιγμής μοντέλο, που ανανεώθηκε στις 24 Νοεμβρίου 2024, είναι αυτό του yeast9 

με 4131 αντιδράσεις, 2806 μεταβολίτες και 1161 γονίδια [24].  

2.4 Μοντελοποίηση υπό περιορισμούς (Constraint-based modelling) 

Με την ανάπτυξη της τεχνολογίας έγινε πιο εύκολη η μελέτη και ανάπτυξη των βιολογικών 

συστημάτων, όπου τα τελευταία χρόνια ο όγκος πληροφοριών που έχει παραχθεί είναι τεράστιος. 

Για αυτό και τελευταίως, η επιστημονική κοινότητα έχει στραφεί σε πιο υπολογιστικές και 

μαθηματικές προσεγγίσεις των συστημάτων αυτών. Η μοντελοποίηση υπό περιορισμούς, αποτελεί 

μια μέθοδο που κάνει το παραπάνω πρόβλημα πιο εύκολο, αξιοποιώντας φυσικούς, ενζυμικούς, 

τοπολογικούς και γενικά βιολογικούς περιορισμούς που βρέθηκαν ότι ισχύουν.  

Η μέθοδος αυτή θα μπορούσε να χωριστεί σε τέσσερις κατηγορίες όπως φαίνεται και στην 

εικόνα 3. Αρχικά, την μεταβολική ανακατασκευή ενός οργανισμού, όπου αναπαρίσταται όλη η 

πληροφορία ενός μικροοργανισμού μέσα σε ένα υπολογιστικό μοντέλο για ευκολία επεξεργασίας 

του και εξεύρεσης συμπερασμάτων. Έπειτα, η μαθηματική αναπαράσταση του δικτύου αυτού, 



15 
 

ούτως ώστε να εισαχθούν τα ανάλογα πειραματικά δεδομένα, να ελεγχθεί η σύγκλιση του 

μοντέλου μέσω μαθηματικών μεθόδων και να προετοιμαστεί για το επόμενο στάδιο. Τρίτον, είναι 

η in silico ανάλυση, που ουσιαστικά αποτελεί ψηφιακό πείραμα χωρίς κατανάλωση πόρων και 

εξάγονται αποτελέσματα μεγιστοποιώντας ένα επιθυμητό παράγοντα. Τέλος, για τα δεδομένα 

αυτά, εκτελούνται φυσικά πειράματα με σκοπό την επαλήθευση των αποτελεσμάτων του 

μοντέλου και αν όχι, επαναλαμβάνεται ο κύκλος μέχρι την επίτευξη τους [25].  

 

 

Εικόνα 3. Διαγραμματική απεικόνιση της μοντελοποίησης υπό περιορισμούς (Constrained-based modelling) [25] 

2.4.1 Μεταβολικά δίκτυα γονιδιακής κλίμακας (GEMs) 

Τα μεταβολικά μοντέλα γονιδιακής κλίμακας (Genome-scale metabolic reconstructions, 

GEMS) αποτελούν μαθηματικές αναπαραστάσεις του συνόλου των βιοχημικών αντιδράσεων που 

λαμβάνουν χώρα σε ένα μικροοργανισμό [26]. Η πρώτη αναπαράσταση που έγινε χάρις τους 

Edwards και Palsson το 1999, αφορούσε τον μικροοργανισμό Haemophilus influenza [27]. Οι 

λύσεις που μπορούν να προσφέρουν τα GEMS πληθαίνουν. Συγκεκριμένα, μπορούν να 

σχεδιαστούν προσεγγίσεις μεταβολικής μηχανικής, να διαμορφωθούν δεδομένα υψηλής 

απόδοσης, να εντοπιστούν πιθανοί φαρμακευτικοί στόχοι μέσω in silico πειραμάτων και να 

μελετηθούν οι τρόποι που λειτουργούν οι μικροοργανισμοί σε διαφορετικά περιβάλλοντα [28,29]. 

Για την δημιουργία των ΜΜΓΚ απαιτούνται τα επακόλουθα περιληπτικά βήματα. Αρχικά, 

απαιτείται η αλληλουχία του γονιδιώματος κωδικοποιημένη. Έπειτα, αναγνωρίζονται όλα τα 

ένζυμα και μεταβολίτες που περιλαμβάνονται στον μικροοργανισμό. Μετά, με την βοήθεια 

εξειδικευμένων βάσεων δεδομένων, συσχετίζονται τα ένζυμα με τις ανάλογες αντιδράσεις τις 

οποίες ενεργοποιούν. Τέλος, με την βοήθεια υπολογιστικών εργαλείων, δημιουργείται το ΜΜΓΚ, 

λαμβάνοντας υπόψη τα ισοζύγια μάζας, τις στοιχειομετρίες των αντιδράσεων, τα ένζυμα καθώς 

και τις συσχετίσεις τους με τις αντιδράσεις, τα άνω και κάτω όρια των ροών των αντιδράσεων και 

των ρυθμών τους [26,29].  
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Εικόνα 4. Αναπαράσταση δημιουργίας ενός GEM [29] 

2.4.2 Flux Balance Analysis (FBA) 

Η ανάλυση ισοζυγίου ροής (FBA), αποτελεί ένα από τα βασικά παραδείγματα της 

μοντελοποίησης υπό περιορισμούς. Η μέθοδος αυτή, πρόκειται για μια μαθηματική προσέγγιση 

για την ανάλυση της ροής των μεταβολιτών σε ένα μεταβολικό σύστημα [30,31]. Στόχος της είναι 

η εύρεση της βέλτιστης λύσης σε ένα σύστημα, ανάλογα με τα κριτήρια που έχουν τεθεί. Βασίζεται 

σε δύο κεντρικούς άξονες, στα κάτω και άνω όρια ροών των αντιδράσεων στο σύστημα αλλά και 

στην παρακάτω εξίσωση. 

𝑆 ∗ 𝑣 = 0 

Η εξίσωση ουσιαστικά εκφράζει τα ισοζύγια μάζας στο σύστημα σε μόνιμη κατάσταση. Η 

παράμετρος S στην παραπάνω εξίσωση, αφορά τον στοιχειομετρικό πίνακα του μεταβολικού 

συστήματος. Είναι διαστάσεων m x n, όπου m είναι ο αριθμός των μεταβολιτών στο σύστημα και 

αφορά την κάθε γραμμή στον πίνακα S και n ο αριθμός των αντιδράσεων που είναι οι στήλες του 

πίνακα. Όσο αφορά την παράμετρο v, αποτελεί το διάνυσμα ροής για την κάθε αντίδραση 

διαστάσεων n x 1. Συνεπώς, έχοντας έναν απροσδιόριστο χώρο λύσεων, εφαρμόζοντας τους 

παραπάνω κανόνες καταλήγουμε σε ένα περιορισμένο χώρο όπου ανήκουν οι λύσεις του 

συστήματος. Έπειτα, ανάλογα με το κριτήριο βελτιστοποίησης που τίθεται, βρίσκεται η βέλτιστη 

λύση στον περιορισμένο χώρο. Η παραπάνω διαδικασία συνοψίζεται στην παρακάτω εικόνα. 

 

Εικόνα 5. Εφαρμογή Constrained-Based modelling και FBA [30] 



17 
 

Αναλυτικότερα, για την εφαρμογή της FBA, απαιτείται μια σειρά βημάτων πριν εξαχθούν τα 

επιθυμητά αποτελέσματα. Αρχικά, επιλέγεται το ανάλογο μεταβολικό σύστημα μεταβολιτών και 

αντιδράσεων. Έπειτα, δημιουργείται ο στοιχειομετρικός πίνακας S που αναλύθηκε παραπάνω. 

Επιπρόσθετα, εισάγονται οι περιορισμοί που μπορεί να είναι είτε φυσικοχημικοί, είτε 

περιβαλλοντικοί που εξαρτώνται από συνθήκες, είτε πειραματικά δεδομένα. Στην συνέχεια, 

ορίζεται μια συνάρτηση βελτιστοποίησης (είτε μεγιστοποίηση είτε ελαχιστοποίησης μιας 

παραμέτρου) που συνήθως, στις περιπτώσεις των μικροοργανισμών η συνάρτηση αυτή είναι η 

μεγιστοποίηση της βιομάζας. Τέλος, μέσω ενός λογισμικού, λύνεται το σύστημα και εξάγονται οι 

ροές των μεταβολιτών που δίνουν το βέλτιστο δυνατό αποτέλεσμα για την ορισθείσα συνάρτηση 

βελτιστοποίησης.  

 

Εικόνα 6. Βήματα εφαρμογής μεθόδου FBA [31] 

2.4.3 Thermodynamic Flux Analysis (TFA) 

Η θερμοδυναμική ανάλυση αποτελεί μια μέθοδο που εφαρμόζοντας την, προσφέρει 

μεγαλύτερη αξιοπιστία στο μοντέλο και στα αποτελέσματα. Καθώς η FBA πρόκειται για μια 

μαθηματική προσέγγιση, πολλές φορές μπορεί να δίνει αποτελέσματα που ναι μεν λύνουν τις 

εξισώσεις, αλλά στην πράξη παραβιάζουν θεμελιώδης θερμοδυναμικούς νόμους. Συνεπώς, μέσω 

της TFA, εισάγονται περιορισμοί που αφορούν συγκεντρώσεις μεταβολιτών και ελεύθερες 

ενέργειες Gibbs αντιδράσεων για να περιορίσουν και άλλο τον χώρο των εφικτών λύσεων και να 

προσφέρουν μια πιο ρεαλιστική ανάλυση [32-34]. Όμως, ένα πιθανό πρόβλημα είναι η έλλειψη 

τέτοιων δεδομένων που είναι δύσκολο να μετρηθούν πειραματικά. Ωστόσο, υπάρχουν έρευνες 

στις οποίες μπορούν να υπολογιστούν πειραματικά τα ελλιπή δεδομένα με βάση τις συσχετίσεις 

των μεταβολιτών που συμμετέχουν σε κάθε αντίδραση [35,36].  
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2.4.4 COnstraint-Based Reconstruction and Analysis (COBRA) 

Η COBRA αποτελεί μια μέθοδο ανάλυσης που τα τελευταία χρόνια χρησιμοποιείται ευρέως 

σε μελέτες που έχουν να κάνουν με προσομοιώσεις μεταβολικών δικτύων γονιδιακής κλίμακας 

(genome-scale modelling). Γενικά, αποτελεί ένα πλαίσιο ολοκληρωμένης μηχανικής ανάλυσης 

που μπορεί να εφαρμοστεί σε οποιοδήποτε βιοχημικό σύστημα, ακόμη και αν σε αυτό υπάρχουν 

ελλιπή δεδομένα. Στόχος της ανάλυσης είναι η μηχανιστική αναπαράσταση της σύνδεσης ενός 

γονότυπου με τον φαινότυπό του. Μέσω μαθηματικών και υπολογιστικών εργαλείων εισάγονται 

περιορισμοί στον φαινότυπο για να προσομοιωθεί όσο το δυνατό καλύτερα ο γονότυπος και να 

εξαχθούν τα βέλτιστα αποτελέσματα. Δύο διαδεδομένες εργαλειοθήκες που εφαρμόζουν την 

COBRA και χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα διπλωματική, είναι η COBRA Toolbox σε 

λογισμικό MatLab [37] και η COBRApy σε λογισμικό της Python [38]. Μια διαγραμματική 

προσέγγιση της μεθόδου COBRA, απεικονίζεται στην παρακάτω εικόνα.  

 

Εικόνα 7. Επισκόπηση της μεθόδου COBRA. a) Δημιουργία του GEM όπως αναλύθηκε στην ενότητα 2.4.1  b) Πορεία περιορισμού 

του χώρου λύσεων ξεκινώντας από ένα απροσδιόριστο χώρο και καταλήγοντας στην δειγματοληψία του μοντέλου, έχοντας εισάγει 

όσο δυνατό περισσότερους περιορισμούς στο σύστημα c) Flux Balance Analysis (FBA) όπως αναλύθηκε στην ενότητα 2.4.2 [37] 

2.4.5 Ποσοτικοποίηση ροών (Flux Quantification) 

Η ποσοτικοποίηση σημαντικών πληροφοριών που ισχύουν εντός ενός μεταβολικού 

συστήματος, αποτελεί καίριο βήμα για την εισαγωγή τους σε ένα μοντέλο προσομοίωσης καθώς 

χωρίς αυτό δεν θα μπορεί να προβλεφθεί η συμπεριφορά οποιουδήποτε μικροοργανισμού. Μια  

μέθοδος ποσοτικοποίησης με αξιόπιστα αποτελέσματα αποτελεί η 13C-MFA – GC-MS                       

(13C-Metabolic Flux Analysis – Gas Chromatography – Mass Spectrometry). Ουσιαστικά είναι 

ένας συνδυασμός φυσικών πειραμάτων και υπολογιστικών μεθόδων για τον προσδιορισμό των 

επιθυμητών ροών σε ένα σύστημα. Αρχικά, πραγματοποιούνται πειράματα με υποστρώματα που 
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περιέχουν 13C, ο οποίος λειτουργεί σαν ανιχνευτής και με την βοήθεια της αέριας χρωματογραφίας 

– φασματομετρία μάζας (GC-MS) προσδιορίζονται οι ροές που έχουν σημανθεί από τον 13C. 

Έπειτα, μέσω ενός υπολογιστικού μοντέλου, πραγματοποιείται ανάλυση μεταβολικής ροής 

(Metabolic Flux Analysis – MFA) ούτως ώστε να υπολογιστούν και οι ροές που δεν 

προσδιορίστηκαν μέσω φυσικού πειράματος [39,40].  

 

Εικόνα 8. Διαγραμματική απεικόνιση ποσοτικοποίησης ροών μέσω της μεθόδου 13C-MFA – GC-MS. Πειράματα με 13C σε 

συνδυασμό με GC-MS συγκρίνονται με τα αποτελέσματα του υπολογιστικού μοντέλου και ελαχιστοποιώντας την διαφορά τους, 

εξάγεται η βέλτιστη κατανομή ροών σε ένα μεταβολικό σύστημα [40] 

2.5 Μεταβολικά Μονοπάτια (Metabolic Pathways) 

Τα μεταβολικά μονοπάτια είναι μια σειρά από βιοχημικές αντιδράσεις οι οποίες ξεκινούν από 

ένα υπόστρωμα και καταλήγουν σε ένα τελικό προϊόν όπου αυτό μετέπειτα μπορεί να αποτελέσει 

το υπόστρωμα για την αρχή ενός άλλου μονοπατιού. Ουσιαστικά, πρόκειται για ξεχωριστά 

δρομολόγια που υπάρχουν σε ένα μικροοργανισμό που όλα μαζί συντελούν το μεταβολικό δίκτυο 

ή αλλιώς τον μεταβολισμό. Παραδείγματα μεταβολικών μονοπατιών που συνήθως υπάρχουν σε 

κάθε μικροοργανισμό είναι η γλυκόλυση, ο κύκλος του κιτρικού οξέος, η γλυκονεογένεση και το 

μονοπάτι της φωσφορικής πεντόζης. Στην παρούσα μελέτη, δίνεται σημασία στα μονοπάτια της 

γλυκόλυσης και του κύκλου του κιτρικού οξέος όπου θα γίνει ιδιαίτερη αναφορά στο κεφάλαιο 4. 
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Κεφάλαιο 3: Περιγραφή Προβλήματος και Μεθοδολογία 

3.1 Προβλήματα και Προκλήσεις 

Τα τελευταία χρόνια, η βιοτεχνολογία και η μεταβολική μηχανική σαν επιστήμες έχουν 

αναπτυχθεί ραγδαία, όμως κάποια προβλήματα παραμένουν. Το κυριότερο πρόβλημα αποτελεί 

αυτό της επαλήθευσης μιας έρευνας. Σε θεωρητικό επίπεδο, υπάρχουν αμέτρητες μελέτες που 

λύνουν θέματα είτε ανθρώπινης υγείας, είτε εναλλακτικών και βιώσιμων τρόπων παραγωγής ενός 

προϊόντος, είτε ανακάλυψης μιας νέας μεθόδου κτλ. Ωστόσο, οι πλείστες υστερούν στην 

επικύρωση τους καθώς όταν φτάνουν στο σημείο επίτευξης πειραμάτων, μπαίνουν στην εξίσωση 

οι παράγοντες κόστους και χρόνου. Για αυτό, το τελευταίο διάστημα υπάρχει μεγάλη 

κινητοποίηση σε μελέτες μοντελοποίησης, ειδικά σε μικροοργανισμούς, που λύνουν τα 

προαναφερθείσα προβλήματα καθώς δεν χρειάζονται φυσικά πειράματα. 

Έχοντας ένα μοντέλο προσομοίωσης, είναι πιο εύκολη η παρατήρηση αλλά και η επεξεργασία 

ενός μικροοργανισμού. Επιπρόσθετα, δίνει πληροφορίες στοιχειομετρίας, θερμοδυναμικής και 

πιθανών μονοπατιών ανάλογα με το επιθυμητό αποτέλεσμα. Παράλληλα, χρησιμοποιώντας 

υπολογιστικές μεθόδους όπως η FBA που αναπτύχθηκε στην ενότητα 2.4.2, οι οποίες υποθέτουν 

ότι τα συστήματα βρίσκονται σε μόνιμη κατάσταση, μπορούν να εξαχθούν στρατηγικές για 

μεγιστοποίηση ή ελαχιστοποίηση μιας συνάρτησης. Το μεγάλο ερώτημα όμως, είναι κατά πόσο 

αυτές οι στρατηγικές είναι ρεαλιστικές από μόνες τους. Η απάντηση στο ερώτημα είναι αρνητική 

μιας και αυτές οι μέθοδοι δεν λαμβάνουν υπόψη κινητικές παραμέτρους, συμφορήσεις ροών 

(bottlenecks) και συγκεντρώσεις μεταβολιτών. Έτσι, αρκετά μοντέλα με την συγκεκριμένη 

προσέγγιση, αποτυγχάνουν να προβλέψουν την ορθή συμπεριφορά ενός μικροοργανισμού. 

 Το παραπάνω πρόβλημα, οφείλεται κυρίως στην έλλειψη δεδομένων. Παρόλο που υπάρχουν 

πολλές βάσεις δεδομένων που αφορούν συγκεντρώσεις μεταβολιτών, πρωτεϊνών και ρυθμούς 

αντιδράσεων, για εμπιστευτικούς λόγους δεν δίνονται τόσο εύκολα. Επίσης, οι βιομηχανίες που 

θα μπορούσαν να αποτελέσουν μια αξιοσημείωτη πηγή δεδομένων, δεν μπαίνουν στον κόπο να 

διαμοιράσουν δεδομένα πάλι για σκοπούς εμπιστευτικότητας αλλά και ανταγωνισμού. Ακόμα και 

έτσι, με τα λίγα διαθέσιμα δεδομένα που υπάρχουν και την δύναμη των υπολογιστικών μεθόδων, 

μπορούν να αναπτυχθούν μοντέλα κοντά στην πραγματικότητα. Φυσικά, απαιτείται και η εξέταση 

των κινητικών παραμέτρων των αντιδράσεων του μικροοργανισμού. Λόγω της πολυπλοκότητας 

της δομής ενός μικροοργανισμού, υπάρχει αβεβαιότητα στους κινητικούς μηχανισμούς που 

ισχύουν για κάθε αντίδραση και έτσι δεν μπορεί να δημιουργηθεί ένα γενικό και ρεαλιστικό 

μοντέλο. Αντ’ αυτού, δύναται να παραχθούν πληθώρα μοντέλων που να ικανοποιούν την 

φυσιολογία και τους περιορισμούς του μικροοργανισμού και με περεταίρω ανάλυση να 

επιλεχθούν τα βέλτιστα. 

Συνεπώς, η δημιουργία και μελέτη ενός μοντέλου προσομοίωσης αποτελεί ένα δύσκολο και 

προκλητικό έργο. Αρχικά, θα πρέπει να φτιαχτούν μοντέλα που να ικανοποιούν την φυσιολογία 

και δομή του μικροοργανισμού. Έπειτα, χρειάζεται να ενσωματωθούν τα πειραματικά δεδομένα 

οποιουδήποτε είδους ούτως ώστε η πρόβλεψη της συμπεριφοράς του μικροοργανισμού να έρθει 

όσο πιο κοντά γίνεται στην πραγματικότητα. Τέλος, με την παραγωγή των κινητικών μοντέλων, 



21 
 

θα πρέπει να βρεθούν αυτά με την ισχυρότερη λειτουργία όπου σε μεταγενέστερο στάδιο θα 

προσφέρουν μεταβολικές στρατηγικές ανάλογα με τον επιθυμητό στόχο του κάθε μελετητή. 

3.2 Optimization and Risk Analysis of Complex Living Entities (ORACLE) 

Η μεθοδολογία που αναπτύσσεται στην παρούσα εργασία είναι η ORACLE [41,42]. Πρόκειται 

για μια μεθοδολογία η οποία γεφυρώνει το χάσμα μεταξύ των μεθόδων με απλούς περιορισμούς 

και της μοντελοποίησης με κινητικές παραμέτρους. Η μεθοδολογία αποτελείται από τα παρακάτω 

6 βήματα: 

1. Αρχικά, επιλέγεται ο μικροοργανισμός και ορίζεται η στοιχειομετρία του. Αυτό μπορεί να 

επιτευχθεί είτε από βιοχημικά δεδομένα είτε επιλέγοντας ένα μεταβολικό δίκτυο 

γονιδιακής κλίμακας (GEM). Επιπρόσθετα, δύναται να γίνει η ανάλογη επεξεργασία στο 

μοντέλο που μπορεί να αφορά μείωση της δομής του μικροοργανισμού, προσθήκη 

ελλείπων αντιδράσεων για την κάλυψη των επιθυμητών μονοπατιών και ενσωμάτωση 

πειραματικών δεδομένων. Για την μείωση της δομής του μικροοργανισμού, υπάρχουν 

διαθέσιμα εργαλεία όπως αυτό του redGEM [43] και lumpGEM [44], τα οποία όμως δεν 

χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα διπλωματική. 

2. Κατά το δεύτερο στάδιο, πραγματοποιείται δειγματοληψία του χώρου λύσεων ο οποίος 

έχει περιοριστεί από πειραματικά δεδομένα και θερμοδυναμικούς περιορισμούς. 

Ουσιαστικά, παράγονται διαφορετικά προφίλ λύσεων μόνιμης κατάστασης που 

ικανοποιούν τους κανόνες που εισήχθησαν . 

3. Τρίτον, για κάθε λύση μόνιμης κατάστασης από το προηγούμενο στάδιο, παράγονται οι 

κινητικές παράμετροι για κάθε αντίδραση. Με αυτό τον τρόπο, ενισχύεται η πληροφορία 

του μοντέλου και μπορούν να εξαχθούν πιο ρεαλιστικά αποτελέσματα. 

4. Στο τέταρτο στάδιο, αξιολογούνται τα παραγόμενα μοντέλα ως προς την ευστάθεια και 

την σταθερότητά τους. Απορρίπτονται τα μοντέλα τα οποία δείχνουν ότι δεν ικανοποιούν 

την φυσιολογία του μικροοργανισμού και αδυνατούν να πλησιάσουν τα πειραματικά 

δεδομένα. Παράλληλα, αναγνωρίζονται τα μοντέλα τα οποία δείχνουν μεγάλη ευστάθεια 

σε ένα εύρος τυχαίων διαταραχών. 

5. Κατά το πέμπτο στάδιο, για τα μοντέλα που πέρασαν τους ελέγχους του βήματος 4, 

υπολογίζονται συγκεκριμένοι συντελεστές ευαισθησίας. Συγκεκριμένα, υπολογίζονται 

συντελεστές ελέγχου ροής (flux control coefficients) και συντελεστές ελέγχου 

συγκεντρώσεων (concentration control coefficients) που υπάγονται στο γενικό πλαίσιο της 

ανάλυσης μεταβολικού ελέγχου (Metabolic Control Analysis – MCA) που θα αναλυθεί 

στην ενότητα 3.6. 

6. Τέλος, στο έκτο στάδιο, αναλύονται οι παραγόμενοι συντελεστές του βήματος 5, με 

οπτικές και στατιστικές μεθόδους. Κατασκευάζονται διαγράμματα για να ελεγχθούν οι 

αλληλεπιδράσεις των μεταβολιτών και των αντιδράσεων στο μεταβολικό δίκτυο και με 

αυτό τον τρόπο να εξαχθούν οι επιθυμητές στρατηγικές. 
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Εικόνα 9. Ροή βημάτων για την επίτευξη της μεθοδολογίας ORACLE. Τα πλαίσια με ανοιχτό γκρι χρώμα αφορούν την ένταξη 

δεδομένων από πειράματα και βιβλιογραφία ενώ τα πλαίσια με σκούρο γκρι χρώμα επισημαίνουν τις υπολογιστικές 

διαδικασίες.[42] 
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3.3 Προσέγγιση Top-Down vs Bottom-Up 

Συνήθως, για την μελέτη μεταβολικών δικτύων χρησιμοποιούνται δύο προσεγγίσεις, η από 

πάνω προς τα κάτω (Top-down) και η από κάτω προς τα πάνω (Bottom-up) [45,46]. Οι δύο αυτές 

προσεγγίσεις καταλήγουν μεν σε παρόμοιο αποτέλεσμα αλλά η κάθε μια έχει τα δικά της 

χαρακτηριστικά και αβεβαιότητες δε.  

Αρχίζοντας από την Top-down προσέγγιση, ουσιαστικά εφαρμόζεται αντίστροφη μηχανική. 

Αντί να ξεκινήσει μια έρευνα από την βάση, δηλαδή την συλλογή όλης της γνωστής θεωρίας από 

βιβλιογραφία, η προσέγγιση αυτή βασίζεται στην εξαγωγή συμπερασμάτων από πειραματικά 

δεδομένα. Μετά από έναν πειραματικό σχεδιασμό, πραγματοποιούνται εργαστηριακά πειράματα 

και συλλέγονται όσο το δυνατό περισσότερα δεδομένα. Υπόκεινται την κατάλληλη επεξεργασία 

ούτως ώστε να οδηγηθούν σε στατιστική ανάλυση και μετά να μελετηθούν από εργαλεία 

βιοπληροφορικής. Τέλος, ερμηνεύονται τα παραγόμενα δεδομένα και γίνονται τυχόν ανακαλύψεις 

γνώσεων που θα οδηγήσουν μεταγενέστερα σε μια νέα υπόθεση.  

Από την άλλη μεριά, η προσέγγιση Bottom-up, χρησιμοποιεί τα πειραματικά δεδομένα στο 

τέλος για την επαλήθευση του μοντέλου. Για την έναρξη της προσέγγισης, συλλέγονται όσο το 

δυνατό περισσότερα δεδομένα, γνώσεις και πληροφορίες από βιβλιογραφικές πηγές, 

επιστημονικά άρθρα και βάσεις δεδομένων. Έπειτα, κατασκευάζεται ή επιλέγεται ένα GEM όπου 

σε αυτό εισάγονται τα δεδομένα που βρέθηκαν αλλά και τυχόν αντιδράσεις που λείπουν για να 

μπορεί να ικανοποιηθεί ο στόχος της έρευνας. Η όλη πληροφορία μετατρέπεται σε μαθηματικά 

μοντέλα με την χρήση διάφορων εργαλείων και λογισμικών όπως του MatLab ή και Python. 

Τέλος, πραγματοποιούνται προσομοιώσεις και ελέγχονται τα μοντέλα ως προς την ακρίβεια τους. 

Σε περίπτωση ατελειών, επαναλαμβάνονται τα βήματα μέχρι να φτάσει το μοντέλο σε ένα επίπεδο 

που να ικανοποιεί όλη την εισαγόμενη πληροφορία. 

Παρόλες τις δυνατότητες που έχει η πρώτη προσέγγιση, δεν της δίνεται τόση προσοχή λόγω 

και των εμποδίων κόστους και χρόνου για την επίτευξη πειραμάτων αλλά και της συλλογής 

αρκετών αξιόπιστων δεδομένων για τους μικροοργανισμούς. Για αυτό, για την διπλωματική αυτή 

επιλέχθηκε η ανάπτυξη της δεύτερης προσέγγισης. Η έρευνα βασίστηκε στην επιλογή ενός ήδη 

περιορισμένου μεταβολικού δικτύου γονιδιακής κλίμακας (GEM) του μικροοργανισμού 

Saccharomyces cerevisiae. Σε αυτό εισήχθησαν περιορισμοί και πειραματικά δεδομένα από την 

βιβλιογραφία και με την βοήθεια υπολογιστικών εργαλείων ελέγχθηκε η σταθερότητα και η 

αξιοπιστία, ως προς τα πειραματικά δεδομένα, των μοντέλων. Με αυτό τον τρόπο, δημιουργήθηκε 

ένα σχετικά καλό μοντέλο κοντά στην πραγματικότητα, όπου με την μετέπειτα χρήση της 

μεθοδολογίας ORACLE που εξηγήθηκε στην προηγούμενη ενότητα, θα μπορούν να εξαχθούν 

καλύτερης απόδοσης αποτελέσματα και συμπεράσματα. Εκτενής ανάλυση της επεξεργασίας του 

μοντέλου θα πραγματοποιηθεί στο Κεφάλαιο 4.   
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3.4 Κινητικές ενζύμων 

3.4.1 Η έννοια της ελαστικότητας 

Η ελαστικότητα ενός ενζύμου ορίζεται σαν την απόκριση του ρυθμού του ως προς ένα 

μεταβολίτη, είτε αυτός είναι υπόστρωμα ή προϊόν [47-49]. Μαθηματικά συμβολίζεται με το 𝜀𝑋
𝑣 

και η εξίσωση που ικανοποιεί είναι η ακόλουθη: 

𝜀𝑋
𝑣 =

𝑋

𝑣

𝜕𝑣

𝜕𝑋
=
𝜕ln|𝑣|

𝜕𝑙𝑛𝑋
 

Όπου,  

• 𝜀𝑋
𝑣, ο συντελεστής ελαστικότητας 

• 𝑋, ο μεταβολίτης που μπορεί να είναι το υπόστρωμα S ή το προϊόν P 

• v, ο ρυθμός αντίδρασης του ενζύμου  

Α Β 

Εικόνα 10. Περιληπτική περιγραφή των δύο προσεγγίσεων Α) Top-down Β) Bottom-up [46] 
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Διαγραμματικά, η ελαστικότητα αποτελεί την κλίση της καμπύλης του ρυθμού του ενζύμου 

συναρτήσει της συγκέντρωσης του μεταβολίτη. 

 

Εικόνα 11. a) Διάγραμμα ρυθμού ενζύμου ως προς τον μεταβολίτη με την κλίση της καμπύλης όπου εάν πολλαπλασιαστεί με τον 

όρο S/v θα αποτελεί την ελαστικότητα του ενζύμου b) Ίδιο διάγραμμα με το a) απλά οι άξονες βρίσκονται σε λογαριθμική κλίμακα, 

πράγμα που σημαίνει ότι η κλίση της καμπύλης ισούται άμεσα με την ελαστικότητα του ενζύμου [48] 

Εφαρμόζοντας την θεωρία της ελαστικότητας στην απλή μορφή ενός ρυθμού αντίδρασης 

προκύπτουν τα εξής: 

v=vmaxωφ 

όπου vmax ο μέγιστος ρυθμός αντίδρασης, ω η έκφραση δράσης της μάζας και φ η συνιστώσα 

κορεσμού. Η μερική παράγωγος του ρυθμού ως προς ένα μεταβολίτη ισούται με:  

𝜕𝑣

𝜕𝑥
= 𝑣𝑚𝑎𝑥

𝜕𝜔

𝜕𝑥
𝜑 + 𝑣𝑚𝑎𝑥𝜔

𝜕𝜑

𝜕𝑥
 

Πολλαπλασιάζοντας με τον όρο x/v για να προκύψει η ελαστικότητα, η εξίσωση γίνεται: 

𝑥

𝑣

𝜕𝑣

𝜕𝑥
=
𝑥𝑣𝑚𝑎𝑥
𝑣

(
𝜕𝜔

𝜕𝑥
𝜑 + 𝜔

𝜕𝜑

𝜕𝑥
) 

⇒ 𝜀𝑋
𝑣 =

𝑥𝑣𝑚𝑎𝑥
𝑣𝑚𝑎𝑥ωφ

(
𝜕𝜔

𝜕𝑥
𝜑 + 𝜔

𝜕𝜑

𝜕𝑥
) 

⇒ 𝜀𝑋
𝑣 =

𝑥

ω

𝜕𝜔

𝜕𝑥
+
𝑥

φ

𝜕𝜑

𝜕𝑥
 

Με την κατάληξη της παραπάνω εξίσωσης, παρατηρείται ότι η ελαστικότητα μπορεί να χωριστεί 

σε δύο μέρη, στην ελαστικότητα δράσης μάζας και στην ελαστικότητα κορεσμού: 

𝜀𝑋
𝑣 = 𝜀𝑚 + 𝜀𝑆 
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3.4.2 Υπολογισμός ελαστικότητας σε αντίδραση Michaelis – Menten 

Μια απλή αντιστρέψιμη αντίδραση που ακολουθεί τον μηχανισμό Michaelis – Menten είναι 

της μορφής: 

𝐸 + 𝑆
𝑘1,𝑘−1
⇔   𝐸𝑆

𝑘2,𝑘−2
⇔   𝐸 + 𝑃 

Ο ρυθμός της αντίδρασης υπολογίζεται με βάση την παρακάτω εξίσωση: 

𝑣 =
𝑉𝑓[𝑆] − 𝑉𝑏[𝑃]

𝐾𝑚 + [𝑆] + [𝑃]
 

Όπου,  

• Vf=k2*[E]total, ο μέγιστος ρυθμός προς τα εμπρός 

• Vb=k-2*[E]total, ο μέγιστος ρυθμός προς τα πίσω 

• Km,η σταθερά Michaelis-Menten 

• [S],[P], συγκεντρώσεις υποστρώματος και προϊόντος αντίστοιχα 

Στην ισορροπία, ο ρυθμός της αντίδρασης μηδενίζεται και έτσι ισχύουν τα κάτωθι: 

𝐾𝑒𝑞 =
𝑘1𝑘2
𝑘−1𝑘−2

 

Vf[S]= Vb[P] 

Λαμβάνοντας τα παραπάνω υπόψη και κάνοντας μια ανακατανομή στον ρυθμό της αντίδρασης, 

υπολογίζεται η τελική εξίσωση: 

𝑣 =

𝑉𝑓
𝐾𝑚,𝑆

(𝑆 −
𝑃
𝐾𝑒𝑞
)

1 +
𝑆
𝐾𝑚,𝑆

+
𝑃
𝐾𝑚,𝑃

 

Η ελαστικότητα όπως ορίστηκε στην ενότητα 3.4.1, είναι η μερική παράγωγος του ρυθμού ως 

προς ένα μεταβολίτη και συγκεκριμένα του υποστρώματος για την παρακάτω ανάλυση, 

πολλαπλασιασμένη με τον όρο S/v. Ο γενικός τύπος παραγώγου κλάσματος είναι ο εξής: 

𝑑𝑣

𝑑𝑆
=
(𝐴′𝛱 − 𝛢𝛱′)

𝛱2
 

Όπου, 

• Α ο αριθμητής που ισούται με 
𝑉𝑓

𝐾𝑚,𝑆
(𝑆 −

𝑃

𝐾𝑒𝑞
) στην προκειμένη περίπτωση 

• Π ο παρονομαστής που ισούται με 1 +
𝑆

𝐾𝑚,𝑆
+

𝑃

𝐾𝑚,𝑃
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Οι παράγωγοι υπολογίζονται ως εξής: 

𝑑𝛢

𝑑𝑆
=

𝑑 (
𝑉𝑓
𝐾𝑚,𝑆

(𝑆 −
𝑃
𝐾𝑒𝑞
))

𝑑𝑆
=
𝑉𝑓

𝐾𝑚,𝑆
 

𝑑𝛱

𝑑𝑆
=
𝑑 (1 +

𝑆
𝐾𝑚,𝑆

+
𝑃
𝐾𝑚,𝑃

)

𝑑𝑆
=

1

𝐾𝑚,𝑆
 

Έτσι, από την εξίσωση ελαστικότητας και τον γενικό τύπο παραγώγου κλάσματος προκύπτει ότι: 

𝜀𝑆
𝑣 =

𝑆

𝑣

𝜕𝑣

𝜕𝑆
=
𝑆

𝑣
∗

𝑉𝑓
𝐾𝑚,𝑆

𝛱 −
𝑉𝑓
𝐾𝑚,𝑆

(𝑆 −
𝑃
𝐾𝑒𝑞
)
1
𝐾𝑚,𝑆

𝛱2
 

Κάνοντας τις απαραίτητες απλοποιήσεις η εξίσωση παίρνει την παραπάνω καταληκτική μορφή: 

𝜀𝑆
𝑣 =

1

1 −
𝑃
𝑆𝐾𝑒𝑞

−

𝑆
𝐾𝑚,𝑆

1 +
𝑆
𝐾𝑚,𝑆

+
𝑃
𝐾𝑚,𝑃

 

Παρατηρείται ότι η εξίσωση χωρίζεται σε δύο μέρη. Ο πρώτος όρος, χαρακτηρίζει την απόσταση 

από την θερμοδυναμική ισορροπία όπου γίνεται ίσος με 1 στην απουσία προϊόντος και άπειρο 

στην ισορροπία. Ο δεύτερος όρος αντιπροσωπεύει τον κορεσμό του ενζύμου, όπου παίρνει την 

τιμή 0 απουσία του υποστρώματος S και σαν μέγιστη τιμή λαμβάνει την μονάδα. 

3.4.3 Κορεσμός ενζύμου 

Η έννοια του κορεσμού του ενζύμου, χαρακτηρίζει το περιθώριο που υπάρχει μεταξύ ενζύμου 

και υποστρώματος για την πραγματοποίηση μιας αντίδρασης. Το κύριο στοιχείο που χαρακτηρίζει 

εάν ένα ένζυμο είναι κορεσμένο, είναι η διαθεσιμότητα των ενεργών του κέντρων για να έρθει να 

δέσει πάνω σε αυτά το υπόστρωμα. Σε περίπτωση κορεσμού, οποιαδήποτε ποσότητα 

υποστρώματος προστεθεί στο σύστημα, δεν θα κάνει κάποια διαφορά. Στην πιο απλή περίπτωση 

ενζυμικής αντίδρασης, ισχύουν τα παρακάτω: 

𝐸 + 𝑆
𝑘1
→ 𝐸𝑆 

𝐸𝑆
𝑘−1
→ 𝐸 + 𝑆 

Οι παραπάνω αντιδράσεις, απεικονίζουν τα διαθέσιμα ενεργά κέντρα όπου είναι είτε της μορφής 

απλού ενζύμου Ε, είτε του ενδιάμεσου συμπλόκου ενζύμου – υποστρώματος ES. Σε μαθηματική 

έννοια, το σύνολο των ενεργών κέντρων ορίζεται ως: 

[ET] = [E] + [ES] 
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Ο βαθμός κορεσμού του ενζύμου ισούται με την παρακάτω εξίσωση [50]: 

𝜎𝛦 =
[𝑆]

𝐾𝑚 + [𝑆]
=

[𝑆]
𝐾𝑚

[𝑆]
𝐾𝑚
+ 1

 

Όπου Km η σταθερά κορεσμού που ισούται με 𝐾𝑚 =
𝑘−1

𝑘1
. Λύνοντας την παραπάνω εξίσωση ως 

προς τον λόγο 
[𝑆]

𝐾𝑚
 προκύπτει η παρακάτω μορφή: 

[𝑆]

𝐾𝑚
=

𝜎𝛦
1 − 𝜎𝛦

 

Η τελική αυτή μορφή, παίζει καθοριστικό ρόλο στο βήμα της παραμετροποίησης που θα αναλυθεί 

στην επόμενη ενότητα, καθώς από μια περιοχή αβεβαιότητας, πραγματοποιείται δειγματοληψία 

μεταξύ (0,1) και ποσοτικοποιούνται άγνωστες τιμές για την ολοκλήρωση της μεθοδολογίας. Τρία 

απλά σενάρια κορεσμού ενζύμου παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα: 

Πίνακας 1. Σενάρια κορεσμού ενζύμου 

Βαθμός κορεσμού Συνθήκη Περιγραφή 

0% (𝜎𝛦 = 0) [S] = 0 

Το ένζυμο είναι πλήρως ακόρεστο καθώς απουσία 

υποστρώματος, δεν καταλαμβάνονται ενεργά 

κέντρα και δεν πραγματοποιείται αντίδραση 

50% (𝜎𝛦 = 0.5) [S] = Km 

Το ένζυμο είναι κορεσμένο κατά το ήμισυ αλλά τα 

υπόλοιπα μισά ενεργά κέντρα είναι διαθέσιμα για 

δέσμευση υποστρώματος  

100% (𝜎𝛦 = 1) [S] » Km 
Το ένζυμο είναι πλήρως κορεσμένο με όλα του τα 

ενεργά κέντρα κατειλημμένα. Περαιτέρω 

προσθήκη υποστρώματος δεν θα κάνει διαφορά 

3.5 Παραμετροποίηση 

Η παραμετροποίηση αποτελεί το βήμα όπου το μοντέλο ξεκινά να παίρνει ένα πιο ρεαλιστικό 

χαρακτήρα. Χρησιμοποιούνται τα δεδομένα τα οποία προκύπτουν από την θερμοδυναμική 

ανάλυση και δειγματοληψία. Τα παραγόμενα δεδομένα που αφορούν λύσεις μόνιμης κατάστασης, 

περιλαμβάνουν ροές αντιδράσεων (v), συγκεντρώσεις μεταβολιτών (x) αλλά και ελεύθερες 

ενέργειες Gibbs (ΔG). Από τα δεδομένα αυτά, ανάγονται σε όλες τις αντιδράσεις του μοντέλου 

κινητικές παράμετροι (vmax, Km, Keq) και ελέγχονται κατά πόσο δίνουν και αυτά λύσεις μόνιμης 

κατάστασης. Η παράμετρος Keq, βασίζεται στην ελεύθερη ενέργεια Gibbs και υπολογίζεται από: 

𝐾𝑒𝑞 = 𝑒
𝛥𝑟𝐺′

𝑜

𝑅𝑇  

Όπου, R η παγκόσμια σταθερά αεριών, Τ η θερμοκρασία και ΔrG’o η ελεύθερη ενέργεια Gibbs 

αναφοράς. Η Km υπολογίζεται με βάση την εξίσωση κορεσμού του ενζύμου που αναλύθηκε στην 

προηγούμενη ενότητα. Τέλος, η vmax υπολογίζεται για κάθε αντίδραση έως ότου έρθει σε μόνιμη 

κατάσταση το μοντέλο. 
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Θεωρητικά, για κάθε θερμοδυναμικό μοντέλο παράγονται πληθώρα κινητικών λύσεων και με 

περαιτέρω ανάλυση ελέγχονται η ευστάθεια και ο χρόνος μέχρι την μόνιμη κατάσταση και έπειτα 

επιλέγονται τα βέλτιστα. Ωστόσο, για να ελεγχθεί η σταθερότητα της κάθε λύσης, υπολογίζεται ο 

Ιακωβιανός πίνακας. Εξ ορισμού, ο Ιακωβιανός πίνακας ορίζεται ως η μερική παράγωγος ενός 

διανύσματος σε σχέση με ένα άλλο 𝐽 =
𝜕𝐹

𝜕𝑋
. Στην περίπτωση ενός μεταβολικού συστήματος που 

βρίσκεται σε μόνιμη κατάσταση, ισχύει η παρακάτω εξίσωση: 

𝑆𝑣 = 0 

Εφαρμόζοντας τον Ιακωβιανό πίνακα για το διάνυσμα των ροών των αντιδράσεων προκύπτει: 

𝐽 = 𝑆
𝜕𝑣

𝜕𝑥
 

Πολλαπλασιάζοντας και διαιρώντας τόσο με το διάνυσμα των ροών των αντιδράσεων 𝑉 όσο και 

με το διάνυσμα των συγκεντρώσεων μεταβολιτών 𝑋, η εξίσωση παίρνει την μορφή [50-53]: 

𝐽 = 𝑆
𝜕𝑣

𝜕𝑥
= 𝑆𝑉 𝑉

−1 𝜕𝑣

𝜕𝑥
𝑋 𝑋

−1
 

Παρατηρείται ότι σχηματίζεται η έννοια της ελαστικότητας που αναλύθηκε παραπάνω 𝜀𝑋
𝑣 =

𝑋

𝑣

𝜕𝑣

𝜕𝑋
 

και έτσι η εξίσωση, εάν ληφθούν υπόψη οι όροι για την θερμοδυναμική ισορροπία και του 

κορεσμού ενζύμου προκύπτει η τελική μορφή του Ιακωβιανού πίνακα: 

𝐽 = 𝑆𝑉(𝛦𝑚 + 𝐸𝑠)𝑋
−1

 

Όπου, J ο ιακωβιανός πίνακας, S ο στοιχειομετρικός πίνακας, 𝑉 το διάνυσμα των ροών των 

αντιδράσεων, 𝛦𝑚 και  𝐸𝑠 οι ελαστικότητες δράσης μαζών και κορεσμού ενζύμου αντίστοιχα και 

 𝑋 το διάνυσμα συγκεντρώσεων μεταβολιτών.  

Επομένως, έχοντας πλέον τον Ιακωβιανό πίνακα, ελέγχεται το πραγματικό μέρος της κάθε 

ιδιοτιμής του πίνακα. Σε περίπτωση αρνητικής τιμής, το παραγόμενο μοντέλο είναι ευσταθές ενώ 

σε περίπτωση θετικής τιμής, το μοντέλο απορρίπτεται λόγω αστάθειας. 

3.6 Ανάλυση Μεταβολικού Ελέγχου (Metabolic Control Analysis – MCA)  

Τα κινητικά μοντέλα τα οποία έχουν δείξει ότι είναι ευσταθή και έχουν περάσει όλα τα 

προηγούμενα βήματα της μεθοδολογίας ORACLE, περνούν από την τελευταία επεξεργασία της 

ανάλυσης μεταβολικού ελέγχου. Κατά αυτήν την ανάλυση, υπολογίζονται συγκεκριμένοι δείκτες 

ευαισθησίας οι οποίοι βοηθούν να απαντηθούν τα ερωτήματα σχετικά με τις σημαντικές 

αντιδράσεις σε ένα μοντέλο, ποια ή ποιες έχουν την μεγαλύτερη αλληλεπίδραση με τις άλλες, ποια 

ή ποιες συνεισφέρουν στην αύξηση της παραγωγής ενός επιθυμητού προϊόντος ή το αντίθετο όπου 

την αναστέλλουν. Φυσικά, τα παραπάνω ερωτήματα εφαρμόζονται παράλληλα και για τους 

μεταβολίτες που υπάρχουν στο μοντέλο. 
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Οι συντελεστές ευαισθησίας όπως προαναφέρθηκε χωρίζονται σε δύο κατηγορίες, αυτούς που 

αφορούν τις ροές των αντιδράσεων και αυτούς που αφορούν τους μεταβολίτες. Γενικότερα, 

ορίζονται ως η κλασματική μεταβολή των συγκεντρώσεων των μεταβολιτών ή των ροών των 

αντιδράσεων ως απόκριση σε κλασματικές μεταβολές των παραμέτρων του συστήματος. Ο 

συντελεστής ελέγχου ροής (Flux Control Coefficient – FCC) συμβολίζεται με 𝐶𝑝
𝑣 ενώ ο 

συντελεστής ελέγχου συγκεντρώσεως (Concentration Control Coefficient – CCC) με 𝐶𝑝
𝑥. Μέσα 

από μεθόδους γραμμικοποίησης και κλιμάκωσης γύρω από την μόνιμη κατάσταση[54,55], 

εξάγονται οι παρακάτω εξισώσεις για τους συντελεστές ελέγχου [50]. 

𝐶𝑝
𝑥𝑖 = −(𝑁𝑅𝑉𝐸𝑖 + 𝑁𝑟𝑉𝐸𝑑𝑄𝑖)

−1[𝑁𝑅𝑉𝛱𝑚 ⋮ 𝑁𝑅𝑉𝛱𝑒 ⋮ 𝑁𝑅𝑉𝛱𝑠] 

𝐶𝑝
𝑣 = (𝐸𝑖 + 𝐸𝑑𝑄𝑖)𝐶𝑝

𝑥𝑖 + [𝛱𝑚 ⋮ 𝛱𝑒 ⋮ 𝛱𝑠] 

Όπου, 

• 𝐶𝑝
𝑥𝑖, 𝐶𝑝

𝑣, οι συντελεστές ελέγχου συγκέντρωσης και ροής αντίστοιχα 

• ΝR, ο περιορισμένος στοιχειομετρικός πίνακας 

• V, διαγώνιος πίνακας με ροές μόνιμης κατάστασης 

• Ei,Ed, πίνακες ελαστικότητας που αφορούν ανεξάρτητους και εξαρτημένους μεταβολίτες 

αντίστοιχα 

• Πm,Πe,Πs, πίνακες ελαστικότητας ως προς τις παραμέτρους 

• Qi, πίνακας βαρών που αντιπροσωπεύει την σχετική αφθονία των εξαρτημένων 

μεταβολιτών σε σχέση με την αφθονία των ανεξάρτητων 

Γενικότερα, για την ανάλυση μεταβολικού ελέγχου δεν αρκούν μόνο αυτές οι δύο εξισώσεις. Η 

πολυπλοκότητα των μικροοργανισμών καθιστά την ανάλυση μια πρόκληση όπου χρειάζεται να 

οριστούν αρκετές παράμετροι για κάθε χαρακτηριστικό του στελέχους. Στον παρακάτω πίνακα, 

συνοψίζονται οι παράμετροι που χρησιμοποιούνται κατά την MCA. 
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Όπως προαναφέρθηκε, οι συντελεστές ελέγχου μπορούν να προσφέρουν αξιόλογες πληροφορίες 

για την επίδραση που έχουν στον επιθυμητό στόχο, είτε αυτός είναι αντίδραση είτε μεταβολίτης 

είτε τελικό προϊόν. Μέσω της ανάλυσης αυτής, δύναται να προβλεφθούν εναλλακτικά μονοπάτια 

όπου με ενζυμικές διαταραχές στα μοντέλα, θα ελεγχθούν κατά πόσο ισχύουν. Από μόνη της η 

MCA δεν έχει την δυνατότητα να λύσει τα χέρια της ρύθμισης και ελέγχου των μικροοργανισμών 

αλλά αποτελεί καίριο εργαλείο στην βαθύτερη κατανόηση των αρχών της βιοχημείας και στην 

ανάπτυξη μεταβολικών στρατηγικών. 

 

Πίνακας 2. Περιληπτική περιγραφή παραμέτρων για την MCA [50] 
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Κεφάλαιο 4: Μελέτη περίπτωσης του Saccharomyces cerevisiae 

4.1 Περιγραφή μοντέλου 

Το μεταβολικό μοντέλο γονιδιακής κλίμακας (GEM) του Saccharomyces cerevisiae που 

χρησιμοποιείται στην παρούσα διπλωματική, είναι παράγωγο του γενικευμένου μοντέλου yeast8 

[23]. Ο περιορισμός του μοντέλου με εργαλειοθήκες τύπου redGEM – lumpGEM, που 

αναφέρθηκαν προηγουμένως, δεν αποτέλεσε κομμάτι της εργασίας και το περιορισμένο μοντέλο 

του μικροοργανισμού χρησιμοποιήθηκε έτοιμο. Η συγκεκριμένη έκδοση της μαγιάς, αποτελείται 

συνολικά από 368 αντιδράσεις, 295 μεταβολίτες και 357 γονίδια. Από τους 295 μεταβολίτες, 

συμπεριλαμβάνεται ένας που χαρακτηρίζει την βιομάζα (biomass_c) και οι 56 είναι εξωκυτταρικοί 

(extracellurar). Από τις 368 αντιδράσεις, οι 56 είναι εξωκυτταρικές (exchange reactions), οι 130 

είναι αντιδράσεις μεταφοράς (transport reactions), 180 ενζυμικές αντιδράσεις και οι υπόλοιπες 

δύο αφορούν την παραγωγή της βιομάζας. Το συγκεκριμένο μοντέλο της μαγιάς, προσομοιώνει 

εννιά διαφορετικά διαμερίσματα του κυττάρου τα οποία φαίνονται στον παρακάτω πίνακα:  

Πίνακας 3. Διαμερίσματα του κυττάρου του Saccharomyces cerevisiae με τους όγκους τους 

 

 

Όσον αφορά τις δυνατότητες του μοντέλου, εφαρμόστηκε μια απλή ανάλυση με την βοήθεια του 

λογισμικού COBRA Toolbox στο MatLab. Κρατώντας όλα τα άλλα σταθερά, μειωνόταν ο ρυθμός 

πρόσληψης οξυγόνου στον μικροοργανισμό όπου με άλλα λόγια ελεγχόταν η παραγωγή της 

βιομάζας στην μετάβαση από αερόβιες σε αναερόβιες συνθήκες. Όπως φαίνεται και στο 

παρακάτω διάγραμμα, η παραγωγή της βιομάζας μεταβάλλεται σε αλλαγές του οξυγόνου και 

μηδενίζεται εν απουσία του. Ο μηδενισμός της παραγωγής της δεν ισχύει καθώς τόσο 

βιβλιογραφικά όσο και πειραματικά, ο μικροοργανισμός είναι και αναερόβιος και έτσι 

συμπεραίνεται ότι το μοντέλο αποτυγχάνει να προβλέψει την αναερόβια συμπεριφορά του.  

Διαμέρισμα (Compartment) Όγκος (μm3) 

Κύτταρο (e) 42 

Κυτταρόπλασμα (c) 29.4 

Μιτοχόνδρια (m) 0.378 

Εσωτερικό των μιτοχονδρίων (i) 0.042 

Σωματίδιο Golgi (g) 0.42 

Μεμβράνη σωματιδίου Golgi (gm) 42 

Ενδοπλασματικό δίκτυο (er) 0.84 

Μεμβράνη ενδοπλασματικού δικτύου (erm) 42 

Κενοτόπιο (v) 2.94 

Κυτταρικό περίβλημα (ce) 42 
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Εικόνα 12. Διάγραμμα βιομάζας συναρτήσει ρυθμού πρόληψης οξυγόνου 
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Εικόνα 13. Μεταβολικός χάρτης περιορισμένου μοντέλου μαγιάς 
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Παράλληλα, στο περιορισμένο μοντέλο περιλαμβάνονται 5+1 διαφορετικά μεταβολικά μονοπάτια 

ή αλλιώς υποσυστήματα του μεταβολικού δικτύου, όπως φαίνεται και στην εικόνα 13 τα οποία 

είναι: 

• Γλυκόλυση, που περιγράφεται με κίτρινο χρώμα  

• Μονοπάτι φωσφορικών πεντοζών, που περιγράφεται με κόκκινο χρώμα 

• Μονοπάτι αρωματικών αμινοξέων, που περιγράφεται με μωβ χρώμα 

• Μεταβολισμός της αιθανόλης, που περιγράφεται με πράσινο χρώμα 

• Κύκλος του κιτρικού οξέος, που περιγράφεται με μπλε χρώμα 

Το επιπρόσθετο υποσύστημα είναι αυτό της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης το οποίο δεν 

παρουσιάζεται διαγραμματικά 

4.2 Ενσωμάτωση πειραματικών δεδομένων 

Τα διαθέσιμα πειραματικά δεδομένα που ενσωματώθηκαν στο μοντέλο για τον περιορισμό 

του, αφορούν συγκεντρώσεις μεταβολιτών, ροές και ρυθμούς αντιδράσεων [56,57]. 

Συγκεκριμένα, για τις συγκεντρώσεις μεταβολιτών, η διαθεσιμότητα των δεδομένων αφορά 15 

μεταβολίτες που περιλαμβάνονται στο μοντέλο. Πριν εισαχθούν στο μοντέλο, απαιτείται μια 

επεξεργασία τους ούτως ώστε να λάβουν τις κατάλληλες μονάδες μέτρησης. Τα δεδομένα 

βρίσκονται σε μmol/gDW ενώ στην προσομοίωση χρειάζεται να είναι σε εκθετικό λογάριθμο 

mmol/L. Στα διαθέσιμα πειραματικά δεδομένα, υπάρχουν συμπληρωματικές πληροφορίες για τις 

αερόβιες συνθήκες όπως ρυθμός αραίωσης, όγκος και ξηρό βάρος του κυττάρου (cell dry weight). 

Έτσι, κάνοντας την παρακάτω μετατροπή, τα δεδομένα λαμβάνουν την επιθυμητή μορφή: 

𝛵𝜄𝜇ή 𝜎𝜐𝛾𝜅έ𝜈𝜏𝜌𝜔𝜎𝜂𝜍 
𝜇𝑚𝑜𝑙

𝑔𝐷𝑊
∗ 𝛭έ𝜎𝜊 ό𝜌𝜊 𝜉𝜂𝜌𝜊ύ 𝛽ά𝜌𝜊𝜐𝜍

𝑔𝐷𝑊

𝐿
=
𝜇𝑚𝑜𝑙

𝐿
∗
1𝑚𝑚𝑜𝑙

1000𝜇𝑚𝑜𝑙
=
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝐿
 

Για τον μέσο όρο του ξηρού βάρους, χρησιμοποιούνται οι τιμές από τις δύο καλλιέργειες για 

αερόβιες συνθήκες όπως παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα: 

Πίνακας 4. Δεδομένα ξηρού βάρους (CDW) υπό αερόβιες συνθήκες 

Καλλιέργεια Ξηρό βάρος κυττάρου - CDW(g/L) 

YS19 5.17 

YS20 5.31 

Μέσος Όρος 5.24 

Συνεπώς, από τον τύπο μετατροπής και εφαρμόζοντας εκθετικό λογάριθμο στις τελικές τιμές, 

προκύπτουν τα στοιχεία συγκεντρώσεων μεταβολιτών: 
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Πίνακας 5. Πειραματικά δεδομένα συγκεντρώσεων μεταβολιτών σε μονάδες ln(mmol/L) 

Α.Α. Μεταβολίτης Κάτω όριο Πάνω όριο 

1 amp_c -6.865297289 -4.9699452 

2 pyr_c -7.523859503 -6.110690334 

3 fum_c -7.791581 -6.613654273 

4 succ_c -7.362024288 -5.983240095 

5 gam6p_c -6.32934893 -5.451382324 

6 pep_c -5.167535846 -3.609674875 

7 cit_c -3.822865857 -2.68086769 

8 adp_c -5.169607592 -4.439649644 

9 atp_c -6.118915865 -4.502473121 

10 atp_c -4.156194527 -3.453881433 

11 6pgc_c -5.680830088 -4.337848086 

12 f6p_c -6.458707486 -5.451155386 

13 3pg_c -3.870856241 -2.756096896 

14 g6p_c -4.443191125 -3.838178661 

15 mal__L_c -5.521399035 -4.608768255 

Τα δεδομένα για τις αντιδράσεις και τους ρυθμούς για τον Saccharomyces cerevisiae υπό αερόβιες 

συνθήκες, είναι εικοσιένα στο σύνολό τους και είναι οι εξής:  

Πίνακας 6. Πειραματικά δεδομένα ενζυμικών αντιδράσεων υπό αερόβιες συνθήκες 

Α.Α Αντίδραση Συντομογραφία 
Κάτω όριο 

(mmol/g/h) 

Άνω όριο 

(mmol/g/h) 

1 glucoseext => glucose GLCt1 0.86 1.285 

2 ATP + glucose => G6P + ADP HEX1 0.86 1.285 

3 G6P => F6P PGI 0.373 0.693 

4 S7P + G3P => F6P + E4P TALA 0.074 0.115 

5 Pep => Pepext PEPt6 -0.077 -0.043 

6 Pep + ADP => ATP + Pyrcyt PYK 1.004 1.804 

7 Pyrcyt => AcO + CO2 PYRDC 0.058 0.098 

8 AcO + NADH => Ethanol + NAD+ ALCD2ir 0 0 

9 AcO + NADP+ => NADPH + acetate ALDD2xm 0.058 0.098 

10 ethanol => ethanolext ETOHt 0 0 

11 acetate => acetateext ACtr 0 0 

12 Pyrcyt => Pyrmit PYRt2m 0.691 1.246 

13 CoA + NAD+ + Pyrmit => AcCoAmit + NADH + CO2 PDHm 0.564 1.066 

14 AcCoAmit + Oaamit => CoA + citrate CSm 0.54 1.024 

15 Oaacyt => Oaamit OAAt2m 0.107 0.228 

16 Oaacyt => Oaaext OAAt 0.08 0.14 

17 ATP + Oaacyt => Pep + ADP + CO2 PPCK 0.056 0.099 
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Πίνακας 7. Πειραματικά δεδομένα ρυθμών αντιδράσεων υπό αερόβιες συνθήκες 

Α.Α Τύπος ρυθμού Μεταβολίτης 
Κάτω όριο 

(mmol/g/h) 

Άνω όριο 

(mmol/g/h) 

1 Ρυθμός εξέλιξης CO2 0 2.6 

2 Ρυθμός πρόσληψης O2 -2.7 -1.73 

3 Ρυθμός πρόσληψης Γλυκόζη -1.28 -0.86 

4 Ρυθμός παραγωγής Αιθανόλη 0 0 

Ωστόσο, παρατηρήθηκε ότι πολλά σημεία παρουσίαζαν το φαινόμενο της συμφόρησης ορίων 

(bottleneck), κατά το οποίο στην λύση του συστήματος, πολλές ροές λαμβάνουν την οριακή τους 

τιμή. Για τον εξής λόγο, πραγματοποιήθηκε μια ανάλυση παραμετροποίησης χαλάρωσης ορίων 

(flux relaxation) πριν αυτά εισαχθούν στα επόμενα βήματα της μεθοδολογίας. Η ανάλυση 

επικεντρώθηκε στο άνοιγμα των ορίων κατά ένα ποσοστό κάθε φορά, έλεγχος επίτευξης λύσης 

μόνιμης κατάστασης και έλεγχο εξάλειψης φαινομένου. Όπως παρατηρείται στο διάγραμμα 14, 

το ποσοστό φθάνει μέχρι το 125% το οποίο είναι αυτό που χρησιμοποιήθηκε και στο μοντέλο.  

 

Εικόνα 14. Διάγραμμα ποσοστού ανοίγματος ορίων συναρτήσει αριθμού αντιδράσεων εξάλειψης φαινομένου bottleneck 

Η περαιτέρω εξάλειψη του φαινομένου, έδινε ακραία αποτελέσματα που απομακρύνονται από την 

πραγματικότητα. Το γεγονός αυτό απεικονίζεται και διαγραμματικά στην εικόνα 15 όπου 

εξαλείφοντας το φαινόμενο για περισσότερες από 11 αντιδράσεις, το ποσοστό χαλάρωσης έφθανε 

σε τιμές πέραν του 1600% και γενικότερα δεν βρέθηκε ποσοστό, έστω και τεράστιο, που να 

εξαλείφει εντελώς το φαινόμενο. Αυτό πιθανό να οφείλεται στις διαφορές μεταξύ του μοντέλου 

που πραγματοποιήθηκαν τα πειράματα και του μοντέλου που χρησιμοποιείται για την παρούσα 

διπλωματική αλλά και στην έλλειψη περισσότερων πειραματικών δεδομένων για επιβεβαίωση 

των τιμών που βρέθηκαν αρχικά. 
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Εικόνα 15. Περαιτέρω εξάλειψη φαινομένου bottleneck 

Έχοντας επεξεργαστεί όσο το δυνατό καλύτερα τα φυσικά δεδομένα, έχει δημιουργηθεί ένα 

σχετικά καλό και ρεαλιστικό μοντέλο το οποίο θα είναι και η βάση στις επόμενες αναλύσεις. 

Καθώς ο στόχος της διπλωματικής είναι να μελετηθούν τα πιθανά μονοπάτια που μπορεί να 

ισχύουν στον μικροοργανισμό, έχουν επιλεχθεί τρεις αντιδράσεις που θα μελετηθεί η 

αντιστρεψιμότητα τους δίνοντας έτσι 8 διαφορετικά προφίλ (23). Με αυτό τον τρόπο, θα υπάρχουν 

λύσεις μόνιμης κατάστασης οι οποίες θα δίνουν πληροφορίες, ανάλογα και με τα πειραματικά 

δεδομένα, της συμπεριφοράς και των μονοπατιών που ακολουθεί ο μικροοργανισμός. Στην εικόνα 

που ακολουθεί, απεικονίζεται ένας χάρτης των βασικών αντιδράσεων του μοντέλου, τα διαθέσιμα 

πειραματικά δεδομένα με κόκκινα βέλη και οι τρεις αντιδράσεις προς διερεύνηση 

αντιστρεψιμότητας με πράσινα βέλη που θα αναλυθούν στην ενότητα 4.3.1. 
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Εικόνα 16. Μεταβολικός χάρτης με οπτική παρουσίαση πειραματικών δεδομένων (κόκκινα βέλη) και αντιδράσεων προς διερεύνηση 

(πράσινα βέλη) 

cit_c                    acon_C_c+h2o_c 
        ACONTa 
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4.3 Ανάλυση αντιδράσεων στόχοι και δημιουργία μεταβολικών προφίλ 

4.3.1 Αντιδράσεις στόχοι 

Όπως προαναφέρθηκε, η προσέγγιση της διπλωματικής είναι ο έλεγχος των πιθανών 

μονοπατιών που ακολουθούνται στον μικροοργανισμό με την βοήθεια του περιορισμένου 

μοντέλου προσομοίωσης. Για αυτό τον σκοπό, έχουν επιλεχθεί τρεις αντιδράσεις κλειδιά για τον 

Saccharomyces cerevisiae για να ελεγχθεί η αντιστρεψιμότητα τους και η επίδραση στην 

παραγωγή βιομάζας. 

4.3.1.1 Ισομερείωση της φωσφορικής γλυκόζης (Phosphoglucose isomerase – PGI) 

Η ισομερείωση της φωσφορικής γλυκόζης αποτελεί κομμάτι του γλυκολυτικού μονοπατιού 

του μικροοργανισμού. Η γλυκόλυση είναι το πρώτο βήμα της κυτταρικής αναπνοής και μπορεί να 

λειτουργήσει αερόβια και αναερόβια. Χωρίζεται σε δύο φάσεις, την προπαρασκευαστική 

(prepatory) και την αποπληρωτική φάση (payoff). Στην πρώτη φάση, ενέργεια σε μορφή ATP 

καταναλώνεται για την διάσπαση του μορίου της γλυκόζης ενώ στην δεύτερη φάση η ενέργεια 

αυτή επιστρέφεται με το παραπάνω και ολοκληρώνεται η οξείδωση της γλυκόζης. Το τελικό 

προϊόν της γλυκόλυσης είναι πυροσταφυλικά μόρια που μπορούν να χρησιμοποιηθούν είτε στον 

κύκλο κιτρικού οξέος είτε σαν πρόδρομη ουσία για άλλες αντιδράσεις [58]. Όσον αφορά την 

αντίδραση, είναι ισχυρά αμφίδρομη και αποτελεί έναν από τους κόμβους σύνδεσης του 

γλυκολυτικού μονοπατιού με το παρακλάδι της γλυκόλυσης, το μονοπάτι της φωσφορικής 

πεντόζης. 

𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒 6 − 𝑝ℎ𝑜𝑠𝑝ℎ𝑎𝑡𝑒 

𝑃ℎ𝑜𝑠𝑝ℎ𝑜𝑔𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒 
𝑖𝑠𝑜𝑚𝑒𝑟𝑎𝑠𝑒

⇔             𝐹𝑟𝑢𝑐𝑡𝑜𝑠𝑒 6 − 𝑝ℎ𝑜𝑠𝑝ℎ𝑎𝑡𝑒 

4.3.1.2 Σύμπλεγμα αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού (PDHC) 

Η αντίδραση αυτή επιλέχθηκε καθώς αποτελεί την σύνδεση της γλυκόλυσης με τον κύκλο του 

κιτρικού οξέος. Το προϊόν της αντίδρασης, το ακετυλοσυνένζυμο Α, είναι το βασικό συστατικό 

του κύκλου του Krebs [59]. Δεν συνηθίζεται να είναι αντιστρέψιμη αντίδραση παρά μόνο υπό 

κάποιες συνθήκες όπως για παράδειγμα se υψηλές συγκεντρώσεις του ακετυλοσυνένζυμου Α [6]. 

Σε αυτήν την περίπτωση, το ακετυλοσυνένζυμο Α λειτουργεί σαν αναστολέας και οδηγεί την 

αντίδραση προς τα πίσω με παραγωγή πυροσταφυλικού και ενεργοποίηση του γλυκονεογενετικού 

μονοπατιού, με εκ νέου παραγωγή γλυκόζης [60]. 

𝑃𝑦𝑟𝑢𝑣𝑎𝑡𝑒 + 𝐶𝑜𝐴 + 𝑁𝐴𝐷+ ⇒ 𝐴𝑐𝑒𝑡𝑦𝑙 − 𝐶𝑜𝐴 + 𝐶𝑂2 + 𝑁𝐴𝐷𝐻 

4.3.1.3 Αφυδάτωση του κιτρικού οξέος (ACONTa) 

Η αφυδάτωση του κιτρικού οξέος είναι το πρώτο μέρος της ισομερείωσης του καθώς το 

δεύτερο είναι η ενυδάτωση των προϊόντων της αντίδρασης προς παραγωγή του ισοκιτρικού οξέος. 

Η αντίδραση εμπεριέχεται στον κύκλο του κιτρικού οξέος ή αλλιώς κύκλο του Krebs. Ο κύκλος 

του τρικαρβοξυλικού οξέος, μπορεί να θεωρηθεί αερόβιος καθώς εξαρτάται από το οξυγόνο ως 

δέκτη ηλεκτρονίων για την λειτουργία του. Η αξία του σε ένα μικροοργανισμό είναι σημαντική 

τόσο για την βιοσύνθεση αλλά και για παραγωγή ενέργειας για την υπόλοιπη λειτουργία του. Σε 

κάθε κύκλο του, ελευθερώνονται δύο μόρια διοξειδίου του άνθρακα που αποσκοπούν στην 

απομάκρυνση αποβλήτων και στην αναπνοή. Όσον αφορά την αντίδραση, είναι αμφίδρομη και 
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όπως προαναφέρθηκε, αποτελεί ενδιάμεσο στάδιο για παραγωγή του ισοκιτρικού οξέος που με 

την σειρά του θα οδηγήσει στο να παραχθούν τα πρώτα μόρια διοξειδίου του άνθρακα από τον 

κύκλο και μόρια NADH [12]. 

𝐶𝑖𝑡𝑟𝑎𝑡𝑒 ⇔  𝑐𝑖𝑠 − 𝐴𝑐𝑜𝑡𝑖𝑛𝑎𝑡𝑒 + 𝐻2𝑂 

4.3.2 Προφίλ κατεύθυνσης μεταβολικών ροών (Flux Directionality Profiles – FDPs) 

Έχοντας επιλέξει τις αντιδράσεις υπό διερεύνηση, το επόμενο βήμα είναι ο ορισμός των 

διαφορετικών περιπτώσεων κατευθύνσεων, ούτως ώστε να μελετηθούν όλα τα πιθανά σενάρια. 

Από την συνδυαστική, καθώς οι αντιδράσεις μας είναι τρεις και θα μελετηθεί η προς τα εμπρός 

και προς τα πίσω κατεύθυνσή τους, προκύπτουν 23 συνδυασμοί, ή αλλιώς 8 διαφορετικά προφίλ. 

Το κάθε προφίλ (Flux Directionality Profile) χαρακτηρίζει ένα πιθανό μονοπάτι που ακολουθεί ο 

μικροοργανισμός κατά την λειτουργία του και παρουσιάζονται παρακάτω: 

Πίνακας 8. Σενάρια προφίλ κατεύθυνσης μεταβολικών ροών (FDPs), όπου F αφορά την προς τα εμπρός κατεύθυνση όπως είναι 

ορισμένη η αντίδραση (Forward) και B αφορά την προς τα πίσω κατεύθυνση όπως είναι ορισμένη η αντίδραση (Backward) 

Προφίλ No. PGI PDHC ACONTa 

FDP1 F F F 

FDP2 F F B 

FDP3 F B F 

FDP4 F B B 

FDP5 B F F 

FDP6 B F B 

FDP7 B B F 

FDP8 B B B 

4.4 Πορεία επεξεργασίας μοντέλου  

Αρχικά, με την βοήθεια των λογισμικών COBRA Toolbox σε MatLab και COBRApy σε 

Python, εισάγονται τα διαθέσιμα πειραματικά δεδομένα υπό αερόβιες συνθήκες, αφού 

επεξεργαστούν με τους τρόπους που αναλύθηκαν πιο πάνω. Έπειτα, στήνεται το κατάλληλο 

θερμοδυναμικό προφίλ με βάση τις φορές των αντιδράσεων από τον πίνακα 8. Σε αυτό το σημείο, 

ελέγχεται η πρόβλεψη της βιομάζας από το μοντέλο, εφαρμόζοντας την FBA. Το ισοζύγιο μάζας 

για την βιομάζα ακολουθεί την παρακάτω εξίσωση [3]: 

𝑑𝑥

𝑑𝑡
= (𝜇 − 𝐷)𝑥 

Όμως, καθώς το σύστημα βρίσκεται σε μόνιμη κατάσταση, τότε ο ρυθμός ανάπτυξης της βιομάζας 

(μ) γίνεται ίσος με τον ρυθμό αραίωσης (D). Αυτό είναι και το κριτήριο ελέγχου της 

προβλεψιμότητας του μοντέλου. Υπό αερόβιες συνθήκες, τα διαθέσιμα πειραματικά δεδομένα για 

τους ρυθμούς αραίωσης παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα: 
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Πίνακας 9. Πειραματικά δεδομένα ρυθμού αραίωσης υπό αερόβιες συνθήκες 

 

 

Έτσι, για να θεωρηθεί ένα μοντέλο αποδεχτό, πρέπει η πρόβλεψη της βιομάζας να κυμαίνεται 

μεταξύ 0.086≤μ≤0.117. 

Το επόμενο βήμα που πραγματοποιείται, είναι να οριστούν συγκεκριμένες φορές των 

αντιδράσεων. Στο περιορισμένο μοντέλο, υπάρχουν ήδη κάποιες αντιδράσεις που είναι 

μονόδρομες αλλά πρέπει να οριστεί συγκεκριμένη φορά και στις αμφίδρομες αντιδράσεις καθώς 

το απαιτεί η μεθοδολογία. Για αυτό τον λόγο, με την βοήθεια του λογισμικού Skimpy [51], 

εκτελείται μια ανάλυση μεταβλητότητας (Variability Analysis) των ορίων των αντιδράσεων. 

Ουσιαστικά, για κάθε αντίδραση βρίσκεται το ελάχιστο και μέγιστο όριο όπου το σύστημα λύνεται 

κρατώντας κάθε φορά όλες τις υπόλοιπες αντιδράσεις σταθερές. Με τα αποτελέσματα της 

ανάλυσης, παρατηρούνται το που τείνουν οι φορές των αμφίδρομων αντιδράσεων και ορίζεται η 

μονόδρομη φορά τους για την συνέχεια της επεξεργασίας του μοντέλου.  

Ένα επιπλέον βήμα που απαιτείται να γίνει για να μπορούν να επεξεργαστούν τα δεδομένα 

του μοντέλου, είναι να οριστεί μια ελάχιστη ροή στις αντιδράσεις. Στο μοντέλο, είτε το κάτω όριο 

(για προς τα εμπρός αντίδραση) είτε το άνω όριο (για προς τα πίσω αντίδραση) έχουν μηδενική 

τιμή από προεπιλογή. Όταν θα χρειαστεί να υπολογιστούν οι κινητικές παράμετροι, πιθανότατα 

να σχηματιστεί απροσδιοριστία και ακολούθως οι ιδιοτιμές στον Ιακωβιανό πίνακα να μην δίνουν 

τα αποτελέσματα που πρέπει. Για αυτό τον λόγο ορίζεται μια απειροελάχιστη τιμή της τάξης του 

±10-8 ανάλογα με την φορά της αντίδρασης.  

Πλέον, αφού εισήχθησαν τα πειραματικά δεδομένα, ορίστηκε το κατάλληλο θερμοδυναμικό 

προφίλ, ελέγχθηκε η προβλεψιμότητα του μοντέλου, διορθώθηκαν οι φορές των αντιδράσεων με 

την βοήθεια της ανάλυσης μεταβλητότητας και προστέθηκε μια απειροελάχιστη τιμή στα 

μηδενικά όρια, το μοντέλο είναι έτοιμο για παραγωγή θερμοδυναμικών δειγμάτων. Παράγονται 

1000 διαφορετικά θερμοδυναμικά δείγματα λύσεων μόνιμης κατάστασης τα οποία περιλαμβάνουν 

τιμές ροών αντιδράσεων, συγκεντρώσεις μεταβολιτών και ελεύθερες ενέργειες Gibbs. Τα 

δείγματα αυτά είναι έτοιμα για να χρησιμοποιηθούν στην δημιουργία κινητικών μοντέλων, να 

παραμετροποιηθούν και να αξιολογηθούν ως προς την ευστάθεια τους. Το συγκεκριμένο βήμα 

όμως δεν αποτέλεσε κομμάτι της διπλωματικής. Ουσιαστικά, στην παρούσα εργασία εφαρμόζεται 

η μισή μεθοδολογία ORACLE καθώς δεν δόθηκε βάση στην ανάλυση ενός προφίλ και 

παραμετροποίησή του αλλά στην δημιουργία 8 διαφορετικών προφίλ, που να ικανοποιούν τα 

πειραματικά δεδομένα, να έχουν λύση μόνιμης κατάστασης και να είναι έτοιμα από 

θερμοδυναμικής απόψεως για να επεξεργαστούν με κινητικές παραμέτρους.  

Όλα τα παραπάνω βήματα επεξεργασίας του μοντέλου επαναλαμβάνονται 8 φορές ούτως ώστε 

να ικανοποιηθούν όλα τα σενάρια του πίνακα 8. Παρακάτω, παρουσιάζεται μια περιληπτική 

προσέγγιση της παρούσας διπλωματικής. 

Καλλιέργεια Ρυθμός αραίωσης D (h-1) 

19 0.117 

20 0.086 

32 0.104 

33 0.107 
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Εικόνα 17. Περιληπτική προσέγγιση παρούσας διπλωματικής 

4.5 Αποτελέσματα 

Καταρχάς να αναφερθεί ότι σε όλα τα μονοπάτια επιτεύχθηκε λύση μόνιμης κατάστασης. 

Ωστόσο, παρατηρήθηκε κάτι αξιοσημείωτο ως προς την παραγωγή της βιομάζας. Όταν η 

αντίδραση του πυροσταφυλικού (PDHC) ήταν ορισμένη προς τα πίσω, η παραγωγή της βιομάζας 

μειωνόταν στο μισό και εκτός των πειραματικών τιμών. Στις υπόλοιπες περιπτώσεις, η βιομάζα 

διατηρούσε σταθερή τιμή, μέσα στο επιθυμητό εύρος. Παρακάτω δίνονται αναλύτικα τα 

αποτελέσματα πρόβλεψης της βιομάζας στα διαφορετικά προφίλ: 

Πίνακας 10. Πίνακας πρόβλεψης βιομάζας για τα διαφορετικά σενάρια προφίλ κατεύθυνσης ροών αντιδράσεων 

 

 

Επίσης, παρατηρείται ότι σε όλα τα προφίλ, τα κύρια μεταβολικά μονοπάτια είναι 

ενεργοποιημένα μόνο που σε κάποιες περιπτώσεις γίνονται πιο έντονα λόγω των περιορισμών που 

ορίστηκαν για να δημιουργηθεί το επιθυμητό προφίλ. Στις επόμενες σελίδες, ακολουθούν χάρτες 

των αποτελεσμάτων των διαφορετικών σεναρίων του πίνακα 8, με την βοήθεια εργαλείων 

οπτικοποίησης από την πλατφόρμα Escher [61]. 

 

Προφίλ Πρόβλεψη βιομάζας 

FDP1 0.110 

FDP2 0.110 

FDP3 0.054 

FDP4 0.054 

FDP5 0.110 

FDP6 0.110 

FDP7 0.054 

FDP8 0.054 
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Εικόνα 18. Μεταβολικός χάρτης του πρώτου θερμοδυναμικού προφίλ (FDP1) 

 



45 
 

 

Εικόνα 19. Μεταβολικός χάρτης του δεύτερου θερμοδυναμικού προφίλ (FDP2) 
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Εικόνα 20. Μεταβολικός χάρτης του τρίτου θερμοδυναμικού προφίλ (FDP3) 
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Εικόνα 21. Μεταβολικός χάρτης του τέταρτου θερμοδυναμικού προφίλ (FDP4) 
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Εικόνα 22. Μεταβολικός χάρτης του πέμπτου θερμοδυναμικού προφίλ (FDP5) 
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Εικόνα 23. Μεταβολικός χάρτης του έκτου θερμοδυναμικού προφίλ (FDP6) 
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 Εικόνα 24. Μεταβολικός χάρτης του έβδομου θερμοδυναμικού προφίλ (FDP7)  
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Εικόνα 25. Μεταβολικός χάρτης του όγδοου θερμοδυναμικού προφίλ (FDP8) 
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Κεφάλαιο 5: Ανακεφαλαίωση και Προτάσεις μελλοντικής έρευνας 

5.1 Ανακεφαλαίωση 

➢ Στην παρούσα διπλωματική, εξετάζεται η συμπεριφορά του Saccharomyces cerevisiae υπό 

αερόβιες συνθήκες, καθώς αποτελεί ένα σημαντικό μικροοργανισμό για την βιομηχανία 

που μπορεί να επιβιώσει τόσο σε αερόβιες, όσο και σε αναερόβιες συνθήκες 

➢ Επιλέγεται ένα περιορισμένο μοντέλο μαγιάς yeast8 στο οποίο περιλαμβάνονται 368 

αντιδράσεις, 295 μεταβολίτες και τα υποσυστήματα της γλυκόλυσης, του κύκλου του 

κιτρικού οξέος, του μεταβολισμού της αιθανόλης, του μονοπατιού φωσφορικών πεντοζών 

και του μονοπατιού αρωματικών αμινοξέων 

➢ Μετά από ανάλυση πρόσληψης οξυγόνου, παρατηρήθηκε ότι το συγκεκριμένο μοντέλο 

δεν δύναται να προβλέψει την συμπεριφορά του μικροοργανισμού υπό αναερόβιες 

συνθήκες 

➢ Συνεπώς, η προσέγγιση της παρούσας εργασίας είναι η ανάλυση των διαφορετικών 

μονοπατιών που πιθανό να ακολουθεί ο μικροοργανισμός ανάλογα με τα υπάρχον 

πειραματικά δεδομένα 

➢ Οι αντιδράσεις προς παρακολούθηση είναι η ισομερείωση της φωσφορικής γλυκόζης, σαν 

μέρος του γλυκολυτικού μονοπατιού, το σύμπλεγμα αφυδρογονάσης του 

πυροσταφυλικού, σαν συνδετικός κρίκος της γλυκόλυσης με τον κύκλο του Krebs και η 

αφυδάτωση του κιτρικού οξέος, σαν μέρος του κύκλου του κιτρικού οξέος. 

➢ Εισάγονται τα διαθέσιμα πειραματικά δεδομένα και με την βοήθεια εργαλείων όπως η 

FBA και το COBRA, ελέγχεται το μοντέλο τόσο για εύρεση λύσης μόνιμης κατάστασης 

όσο και για δυνατότητα πρόβλεψης των πειραματικών τιμών βιομάζας 

➢ Σχηματίζονται τα 8 διαφορετικά προφίλ και στο κάθε ένα ελέγχεται η πρόβλεψη βιομάζας 

και παράγονται 1000 θερμοδυναμικά δείγματα 

➢ Συνολικά, παράγονται 8000 θερμοδυναμικά δείγματα για 8 διαφορετικά προφίλ που 

πιθανό να ακολουθεί ο μικροοργανισμός 

➢ Από αυτά φάνηκε ότι τα προφίλ 1, 2, 5 και 6 εμπίπτουν στο εύρος της συγκέντρωσης 

βιομάζας ενώ τα υπόλοιπα προβλέπουν την μισή παραγωγή βιομάζας, πράγμα που οδηγεί 

στο συμπέρασμα ότι η αντίδραση PDHC δεν είναι επιθυμητό να είναι αρνητική στον 

μικροοργανισμό 

5.2 Μελλοντική Έρευνα 

➢ Παραγωγή πληθυσμών κινητικών μοντέλων για τις αερόβιες συνθήκες. Με αυτό τον τρόπο 

θα δημιουργηθούν κινητικά μοντέλα που θα αξιολογηθούν με βάση τον χρόνο που 

χρειάζονται να πάνε σε μόνιμη κατάσταση μετά από κάποια διαταραχή και κατά πόσο 

μπορούν να προβλέψουν εκ νέου τα πειραματικά δεδομένα 

➢ Υπάρχουν επίσης δεδομένα μετάβασης (transient) όπου θα μπορούσαμε να ελέγξουμε τα 

κινητικά μοντέλα 

➢ Εφαρμογή της ανάλυσης μεταβολικού ελέγχου (MCA) και δημιουργία των πινάκων 

συντελεστών ελέγχου ροής (FCCs) και συντελεστών ελέγχου συγκεντρώσεων (CCCs). Με 

αυτόν τον τρόπο θα εξαχθούν συμπεράσματα για τις σημαντικές αντιδράσεις και 

μεταβολίτες που έχουν την μεγαλύτερη επίδραση στον μικροοργανισμό και προφανώς 
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επηρεάζουν την παραγωγή της βιομάζας. Από τα αποτελέσματα της ανάλυσης αυτής 

μπορούν να σχεδιαστούν νέα πειράματα και στρατηγικές για την καλύτερη κατανόηση της 

συμπεριφοράς Saccharomyces cerevisiae 

➢ Έχοντας φτιάξει ευσταθές προσομοίωση για αερόβιες συνθήκες, δύναται να γενικευτεί το 

μοντέλο και αλλάζοντας τους περιορισμούς για την μετάβαση σε άλλες συνθήκες 

(μικροαερόβιες, νανοαερόβιες), να ελεγχθεί εάν προβλέπονται τα πειραματικά δεδομένα 

χωρίς να εισαχθούν στο μοντέλο.  

➢ Με χρήση σύγχρονων μεθόδων machine learning τα μοντέλα μπορούν να εκπαιδευτούν 

τόσο από τα ευσταθές κινητικά μοντέλα όσο και από τις στρατηγικές που θα εξαχθούν από 

την Μεταβολική Ανάλυση Ελέγχου (MCA). Με αυτόν τον τρόπο, θα επαναληφθεί η 

μεθοδολογία ORACLE έχοντας καλύτερες αρχικές συνθήκες και έτσι δύναται να ενισχυθεί 

η προβλεπτική ικανότητα των μοντέλων με απώτερο σκοπό να μην απαιτούνται πλέον 

πειραματικά δεδομένα 
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