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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

(Α) Απουόνωση των γονιδίων που συυιιετέγουν στη βιοουνθετικη πορεία treYZ της 
τρεναλόίητ από τα Brevibacterium lactofermentum ATCC21799 και Corynebacterium 
alutamicum ATCC21253 (τροποποinιχένα via παοανωνή λυσίνης). Σχεδιάστηκαν 
ζεύγη εκκινητών εσωτερικά των περιοχών των πιθανών γονιδίων treY και treZ σε 
συντηρημένες περιοχές με βάση τη γνωστή νουκλεοτιδική αλληλουχία του 
Corynebacterium glutamicum ATCC13032 καθώς και αντίστοιχων αλληλουχιών 
γονιδίων συγγενικών βακτηρίων για την ενίσχυση των αντίστοιχων πιθανών 
περιοχών από το γονιδιωματικό DNA των Β. I. 21799 και C. g. 21253. Προέκυψαν 
τέσσερα προϊόντα με το αναμενόμενο μέγεθος, εκ των οποίων τα τρία 
κλωνοποιήθηκαν επιτυχώς, η δε νουκλεοτιδική τους αλληλουχία κατέδειξε για τα 
δύο προϊόντα της εσωτερικής περιοχής του πιθανού γονιδίου treZ των Β. I. 21799 
και C. g. 21253 αξιοσημείωτη ομολογία με την αντίστοιχη περιοχή γονιδίων 
τρεχαλοϋδρολάσης της μαλτοολιγοσυλτρεχαλόζης και υβριδισμό με το DNA των Β. I. 
21799 και C. g. 21253. Εντούτοις, η απομόνωση των γονιδίων από το ολικό DNA των 
δύο βακτηρίων δεν κατέστη δυνατή. Σχεδιάστηκαν ζεύγη πριμοδοτικών μορίων 
εκατέρωθεν των περιοχών των πιθανών γονιδίων treY και treZ βάσει της γνωστής 
νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 για την 
ενίσχυση ολόκληρων των αντίστοιχων πιθανών περιοχών treY και treZ από το 
γονιδιωματικό DNA των Β. I. 21799 και C. g. 21253. Προέκυψαν τρία προϊόντα 
αναμενόμενου μεγέθους, δύο εκ των οποίων (που αντιστοιχούσαν στις πιθανές 
περιοχές των treY και treZ του Β. I. 21799) κλωνοποιήθηκαν σε κατάλληλους φορείς. 
Η νουκλεοτιδική τους αλληλουχία, πλήρης για την περιοχή που αντιστοιχεί στο 
πιθανό treZ, κατέδειξε αξιοσημείωτη ομολογία με γονίδια συνθάσης της 
μαλτοολιγοσυλτρεχαλόζης και τρεχαλοϋδρολάσης της μαλτοολιγοσυλτρεχαλόζης, 
τα προϊόντα των οποίων καταλύουν την πορεία treYZ. Τέλος, με κατάλληλα 
σχεδιασμένους εκκινητές ενισχύθηκαν οι περιοχές treY και treZ των δύο στελεχών 
με σκοπό την κλωνοποίησή τους σε φορείς υπερέκφρασης.
(Β) Ετεοόλονη έκφραση των γονιδίων που συιιμετέχουν στη βιοσυνθετική πορεία 
otsAB της τρεγαλόϊης των Β. /. 21799 και C. α. 21253 στο βακτήριο Xanthomonas 
campestris ATCC 13951. Τα γονίδια της βιοσυνθετικής πορείας otsAB της τρεχαλόζης 
των Β. I. 21799 και C. g. 21253 (τα οποία έχουν απομονωθεί και χαρακτηριστεί) 
κλωνοποιήθηκαν ξεχωριστά το καθένα καθώς και σε συνδυασμό και των δυο στους 
φορείς έκφρασης pCPP33 και pCPP39, κατάλληλους για παθογόνα φυτά και 
επιφυτικά βακτήρια, υπό τον έλεγχο του ισχυρού υποκινητή P|3C. Τα 
ανασυνδυασμένα πλασμίδια που προέκυψαν χρησιμοποιήθηκαν για 
μετασχηματισμό του στελέχους Xanthomonas campestris με ηλεκτροδιάτρηση. 
Προέκυψαν μετασχηματισμένα κύτταρα τα οποία εξετάστηκαν ως προς την 
έκφραση των δυο γονιδίων στο ακατέργαστο κυτταρικό τους εκχύλισμα. Τα X . 
campestris που περιείχαν το κάθε γονίδιο ξεχωριστά κλωνοποιημένο υπό τον 
έλεγχο του P|3C παρουσίασαν υψηλή ενζυμική ενεργότητα, ενώ το otsB υπό τον 
έλεγχο των πιθανών αλληλουχιών του δικού του υποκινητή παρουσίασε πολύ 
χαμηλή ενεργότητα σε αυτά. Η ετερόλογη έκφραση γονιδίων που συμμετέχουν στη 
βιοσυνθετική πορεία της τρεχαλόζης αποτελεί ενδιαφέρουσα αξιοποίηση 
βακτηρίων βιοτεχνολογικοό ενδιαφέροντος με απώτερο σκοπό την ταυτόχρονη 
παραγωγή δύο προϊόντων, όπως τρεχαλόζης και ξανθάνης, η οποία παράγεται από 
το X. campestris.
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ABSTRACT

(A) Isolation of the genes participating in the trehalose biosynthetic pathway 
treYZ of Brevibacterium lactofermentum ATCC21799 and Corvnebacterium 
alutamicum ATCC21253 (modified for production of lysine). Primers flanking internal 
regions of potential genes treY and treZ were designed according to conserved 
regions of the deposited nucleotide sequence of Corynebacterium glutamicum 
ATCC13032 as well as treYZ sequences of related bacteria for the amplification of 
similar regions from B.l. 21799 and C.g. 21253 genomic DNA. Four products of 
expected size were amplified, three of which were successfully cloned. The 
nucleotide sequence of the two products of internal region of potential gene treZ by 
B.l. 21799 and C.g. 21253 showed high homology with the corresponding region of 
genes encoding maltooligosyl-trehalose trehalohydrolase and hybridisation with the 
DNA of B.l. 21799 and C.g. 21253. Nevertheless, the isolation of genes from the total 
DNA of two bacteria was not rendered possible. Primers flanking Corynebacterium  
glutamicum ATCC13032 treY and treZ genes were designed according to their 
nucleotide sequence for the amplification of the entire putative B.l. 21799 and C.g. 
21253 treY and treZ regions. Three products of expected size were amplified, two of 
which (corresponding to the potential regions treY and treZ by B.l. 21799) were 
cloned in suitable vectors. Their nucleotide sequence (which is complete for the case 
of putative treZ) showed high homology with the genes encoding for maltooligosyl- 
trehalose synthase and maltooligosyl-trehalose trehalohydrolase, the products of 
which catalyze the pathway treYZ. These regions were subsequently amplified with 
suitable primers in order to be cloned in overexpression vectors.

(B) Heterologous expression of the B.l. 21799 and C.g. 21253 genes participating 
in the trehalose biosynthetic pathway otsAB in the bacterium Xanthomonas 
camoestris ATCC13951. The B.l. 21799 and C.g. 21253 genes responsible for the 
trehalose biosynthetic pathway otsAB (which have been isolated and characterized) 
were cloned individually, as well as both, in the expression vectors pCPP33 and 
pCPP39, suitable for pathogens and epiphytic bacteria, under the control of the 
strong P|ac promoter. The recombinant plasmids were used for transformation of 
strains X. c. ATCC13951 by electroporation. The transformed cells were examined for 
the expression of two genes in their crude cellular extract. The X. campestris 
transformants that contained each gene separately cloned under the control of P|ac 
exhibited high enzymatic activity, while otsB under the control of its own putative 
promoter sequences showed very low activity. The heterologous expression of genes 
that participate in the biosynthetic pathway of trehalose in bacteria of 
biotechnological interest is a remarkable exploitation with final aim the 
simultaneous production of two products, such as trehalose and xanthan gum, which 
is produced by X. campestris.
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1. ΤΡΕΧΑΛΟΖΗ

Η τρεχαλόζη είναι ένας μη αναγωνικός δισακχαρίτης που απαντάται σε 

πλήθος οργανισμών. Αποτελείται από δύο μόρια γλυκόζης συνδεδεμένα με έναν 

α ΐ-α ΐ γλυκοσιδικό δεσμό και βρίσκεται σε ένυδρη μορφή.

Εικόνα 1.1: Τρεχαλόζη

Ονομάστηκε έτσι από τον Berchelot το 1858 που την ταυτοποίησε στα 

κουκούλια του σκαθαριού Larinus, γνωστά με το όνομα "trehala". Το όνομά της -  

TREHALOSE - προέρχεται από το TREHALA ΜΑΝΝΑ MYCOSE. παρόμοια με τη 

βιβλική ονομασία μάννα. Αυτή όμως δεν ήταν η πρώτη φορά που το ασυνήθιστο 

αυτό σάκχαρο απομονώθηκε από κάποιο ζωντανό οργανισμό. Αυτό συνέβη το 1832 

όταν ο Wiggers ταυτοποίησε τρεχαλόζη στα συστατικά του μύκητα ergot, 

υπεύθυνου για την καταστροφή καλλιεργειών καπνού (Harding, 1923). Με την 

πάροδο των ετών διαπιστώθηκε ότι η τρεχαλόζη απαντάται σε μεγάλο αριθμό 

ειδών διάσπαρτων σε όλες σχεδόν τις μορφές ζωής, δηλαδή σε βακτήρια 

(Shikamata Τ. And Υ. Minatagawa, 2000; Elbein A.D. and M. Mitchel,1973; Martin et 

al. 1986; Kaasen et al.,1994), μύκητες (Nwaka S. And H. Holzer, 1997), φυτά (Sabry 

Z.l. and N.A. Atallah, 1961; Muller et al., 2001) και διάφορα ασπόνδυλα (Friendman 

S., 1960) όπως έντομα (Fairbairn D., 1958; Evans et al., 1957) και νηματώδεις
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σκώληκες (Fairbairn D. And R.F. Passey, 1957). Δεν έχει βρεθεί όμως σε θηλαστικά. 

Κύριο κοινό χαρακτηριστικό των περισσότερων οργανισμών στους οποίους έχει 

εντοπιστεί τρεχαλόζη είναι η ικανότητά τους να ανθίστανται σε συνθήκες σχεδόν 

πλήρους αφυδάτωσης, αναστέλλοντας τη μεταβολική τους δραστηριότητα, και 

επιστρέφοντας από αυτή τη λανθάνουσα φάση όταν υπάρχει πάλι στο περιβάλλον 

τους διαθέσιμο νερό (Crowe et al., 1992).

1.1 ΙΔΙΟΤΗΤΕΣ

Οι χαρακτηριστικές ιδιότητες της τρεχαλόζης συνοψίζονται στον πίνακα 1.1. 

Επιπλέον είναι μη υγροσκοπική αλλά διαλυτή στο νερό, παρουσιάζει υψηλό ιξώδες, 

δεν καραμελλοποιείται στις θερμοκρασίες καραμελλοποίησης των υπολοίπων 

σακχάρων. Πρόκειται για τον πλέον αποτελεσματικό δισακχαρίτη στη προστασία 

της δομής και λειτουργικότητας βιολογικών μεμβρανών και πρωτεϊνών σε συνθήκες 

ξήρανσης και αφυδάτωσης. Στους οργανισμούς από τους οποίους απομονώνεται, 

συντίθεται κυρίως σε μη βέλτιστες συνθήκες ανάπτυξης όπως υψηλή ώσμωση και 

πίεση, θερμική καταπόνηση και κατάψυξη, ανάπτυξη σε συνθήκες έλλειψης 

θρεπτικών ουσιών κ.α.

ΠΙΝΑΚΑΣ 1.1: Ιδιότητες της τρεχαλόζης (Higashiyama Τ., 2002)

Σημείο τήξης Ένυδρη μορφή 97° C

Ανυδρη μορφή 210.5° C

Θερμότητα τήξης Ένυδρη μορφή 57.8 kJ m ol1

Ανυδρη μορφή 53.4 kJ mol'1

Διαλυτότητα 68.9g/100g Η20  στους 20° C

Σχετική γλυκαντική ικανότητα 45% της σουκρόζης

Πέψη Πέπτεται και απορροφάται 
από το λεπτό έντερο

Σταθερότητα έναντι pH > 99% (pH 3.5-10, στους 100° 
C για 24h

Σταθερότητα έναντι 
θερμοκρασίας

> 99% (στους 120° C για 90 
min)

✓
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1.2 Ο ΡΟΛΟΣ ΤΗΣ ΤΡΕΧΑΛΟΖΗΣ ΣΤΑ ΚΥΤΤΑΡΑ

Στους προκαρυωτικούς οργανισμούς η χρεχαλόζη βιοσυντίθεται στο 

κυτοσόλιο, όταν τα κύτταρα υφίστανται ωσμωτική καταπόνηση, και συντελεί στη 

σταθεροποίηση της δομής του κυττάρου, ενώ μπορεί να χρησιμοποιηθεί και ως 

πηγή άνθρακα (Strpm A.R. and I. Kaasen, 1993; Argoelles J.C., 2000). Σε βακτήρια 

των γενών M y co b a c te r iu m , N oca rd ia , R h o d o co ccu s  και C o ryn eb a cte r iu m  η 

τρεχαλόζη εμφανίζεται επιπλέον στο κυτταρικό τοίχωμα συνδεδεμένη με 

γλυκολιπίδια (Argoelles J.C., 2000; De Smet Κ.Α. et al., 2000). Επίσης, έχει 

αποδειχθεί ότι η 6-φωσφοτρεχαλόζη, το ενδιάμεσο της βιοσυνθετικής πορείας της 

τρεχαλόζης, είναι ρυθμιστής της μεταβολικής ροής γλυκόζης προς την γλυκόλυση 

(Neves M J.et al., 1995; Gancedo C. and C.L. Flores, 2004).

Γενικότερα, η τρεχαλόζη συντελεί στη σταθεροποίηση και την προστασία της 

δομής των κυτταρικών μεμβρανών και των πρωτεϊνών, επιτρέποντας με αυτό τον 

τρόπο στα κύτταρα ανυδροβιοτικών οργανισμών να επιβιώνουν κατά τη διάρκεια 

συνεχών κύκλων αφυδάτωσης και ενυδάτωσης (Colano C. et al., 1992). Ο 

προστατευτικός ρόλος της τρεχαλόζης περιλαμβάνει και άλλες περιπτώσεις της 

μείωσης διαθεσιμότητας του νερού πέραν της ξηρασίας, όπως είναι η χαμηλή 

θερμοκρασία και η κατάψυξη (Kandror 0. et al., 2002), αλλά επίσης και η υψηλή 

θερμοκρασία (Bell W. et al., 1992), καθώς και ενδεχόμενες βλάβες από ελεύθερες 

ρίζες και ειδικότερα τις δραστικές ρίζες οξυγόνου (Banaroudj Ν. et al., 2001).

Από σχετικές μελέτες έχει προκόψει ότι η τρεχαλόζη αποτρέπει την 

αποδιάταξη των κυτταρικών μεμβρανών και πρωτεϊνών. Για τις συνθήκες ξηρασίας 

και χαμηλών θερμοκρασιών έχουν προταθεί τρεις πιθανοί μηχανισμοί σχετικά με 

την αλληλεπίδραση της τρεχαλόζης και των δομών τις οποίες προστατεύει:

(ΐ) Υπόθεση αντικατάστασηc νερού: Σύμφωνα με αυτήν, η τρεχαλόζη αντικαθιστά τα 

μόρια του νερού στην επιφάνεια των μεμβρανών και των πρωτεϊνών και συμμετέχει 

σε δεσμούς υδρογόνου που σταθεροποιούν τη φυσιολογική δομή των μακρομορίων 

(Crowe J.H., 1971; Warner D.T., 1962). Όταν η διαθεσιμότητα νερού είναι χαμηλή, οι 

λιπιδιακές μεμβράνες αλλοιώνονται, επειδή αυξάνεται η ισχύς των 

αλληλεπιδράσεων Van der Waals μεταξύ των υδρόφιλων κεφαλών των λιπιδίων, 

οπότε αυτά συσσωματώνονται, με αποτέλεσμα τη δημιουργία^κενών στη συνέχεια
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της μεμβράνης (εικόνα 1 .2 ,1). Η τρεχαλόζη παρεμβάλλεται μεταξύ των υδρόφιλων 

κεφαλών και αλληλεπιδρά άμεσα με αυτές μειώνοντας την ισχύ των δεσμών Van 

der Waals και διατηρώντας επομένως τη φυσιολογική δομή των μεμβρανών (Clegg 

J.S., 1986; Crowe J.H. et al., 1984) (εικόνα 1.2, II).

W i?i? _,ΐ? « « ,mm <B888fi
(A) (B) (C)

ίΠ Π Π Π ί
J M J i

f Αι

ilWWWW!:
rRi

m&'6
tC \

Q  P h o s p h o lip id

i< i: 
♦  Trehalose

Φ ω σφολιπίδιο

Τ ρεχαλόζη

Εικόνα 1.2: Απεικόνιση των μεταβολών στη δομή της μεμβράνης υπό ξηρές συνθήκες (I), 
και της σταθεροποίησής της παρουσία τρεχαλόζης (II) (Patist A. and Η. Zoerb, 2005).

(ϋ) Υπόθεση στρώματος νερού: Σύμφωνα με τη δεύτερη υπόθεση, η τρεχαλόζη 

αλληλεπιδρά με το νερό: διασπά την τετραεδρικη δομή του νερού και με αυτό τον 

τρόπο η κατανομή νερού στην επιφάνεια των βιομορίων αναδιατάσσεται, με 

αποτέλεσμα να μειώνεται σημαντικά η πιθανότητα δομικών αλλοιώσεων κατά την 

ξήρανση και ακόμα περισσότερο κατά το πάγωμα του νερού (Branca C. et al., 2005). 

Η αλληλεπίδραση τρεχαλόζης-νερού ευνοεί το σχηματισμό άμορφου πάγου και όχι 

κρυσταλλικού, που έχει σαν αποτέλεσμα την καλύτερη διατήρηση της δομής των 

βιολογικών μακρομορίων (Sola-Penna Μ. and J.R. Meyer-Fernandes,1998).

(ΐίί) Υπόθεση μηχανικής πανίδευσηε: Η τρίτη υπόθεση υποστηρίζει ότι η προστασία 

των μεμβρανών περιλαμβάνει το σχηματισμό ενός προστατευτικού στρώματος 

τρεχαλόζης. Με τον τρόπο αυτό τα βιομόρια εγκλείονται στο εσωτερικό του
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κυττάρου και διατηρούν άθικτη τη δομή τους, είτε λόνω πανίδευσης και μορίων 

νερού, είτε επειδή δεν απειλείται η αποδιάταξή τους (Lins R.D. et al., 2004).

Τα αποτελέσματα μελετών σχετικά με τον προστατευτικό ρόλο της 

τρεχαλόζης κατά τη διάρκεια θερμικού σοκ είναι πολύ πιο σαφή. Σε αυτή την 

περίπτωση η τρεχαλόζη αλληλεπιδρά άμεσα με τις πρωτεΐνες και εμποδίζει την 

αποδιάταξή της τριτοταγούς δομής τους. Έτσι, αυτές σταθεροποιούνται και 

αποτρέπεται η συσσωμάτωσή τους (De Virgilio C. et al., 1994).

Εκτός όμως από τη δράση της σε λειτουργικές πρωτεΐνες, η τρεχαλόζη 

εμποδίζει πλέον τη συσσωμάτωση και των ήδη αποδιαταγμένων πρωτεϊνών, οι 

οποίες θα μπορούσαν να επαναδιαταχθούν και να επανακτήσουν τη δραστικότητά 

τους. Για αυτό και πρέπει μετά την πάροδο του θερμικού σοκ η τρεχαλόζη να 

αποικοδομείται γρήγορα και αποτελεσματικά, γεγονός που συμβαίνει, όπως 

αποδεικνύεται από την ιδιαίτερα αυξημένη δράση τρεχαλάσης και που 

παρατηρείται μετά τη λήξη της θερμικής καταπόνησης (Singer Μ.Α. and S. Lindquist,

1998).

Πέρα από τον προστατευτικό της ρόλο η τρεχαλόζη μπορεί να εγκλωβίσει 

μόρια γλυκόζης στο εσωτερικό των κυττάρων, οπότε αυτά να διαθέτουν μία άμεσα 

προσβάσιμη πηγή άνθρακα. Στα έντομα, η τρεχαλόζη είναι το πλέον άφθονο 

σάκχαρο στην αιμολέμφο (Wyatt G.R. and G.F. Kalf , 1957) και στους θωρακικούς 

μύες, όπου καταναλώνεται κατά τη διάρκεια της πτήσης. Επίσης η τρεχαλόζη 

αποτελεί σημαντικό συστατικό των σπορίων των μυκήτων, όπου η υδρόλυσή της 

είναι σημαντικό γεγονός στη αρχή της εκβλάστησης. Είναι πιθανό στους μύκητες 

αυτούς η δράση της τρεχαλόζης να είναι διττή, αφενός προστατεύοντας τα 

συστατικά των σπορίων κατά την αφυδατωμένη φάση αλλά και προσφέροντας μία 

εύκολα μετατρέψιμη πηγή άνθρακα για την παραγωγή ενέργειας στα πρώτα στάδια 

της εκβλάστησης (Clegg J.S. and M.F. Filosa, 1961; Sussman A.S. and B.T. Lingappa, 

1959).
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Μέχρι πρόσφατα, ήταν νενικά παραδεκτό ότι στα φυτά η σόνθεσι 

τρεχαλόζης περιοριζόταν στα λεγόμενο "resurrection plants" (εικόνα 1.3) όποι 

αποτελεί και το κεντρικό μόριο όσον αφορά την προστασία έναντι παραγόντω' 

καταπόνησης και κυρίως την ξηρασία. Εντούτοις, μια σειρά πειραμάτων μι 

διαγονιδιακά φυτά, σε συνδυασμό με πληροφορίες που προήλθαν από μελέτες τη< 

πλήρους αλληλουχίας του γονιδιώματος διαφόρων φυτών, υποδεικνύουν ότι 

τρεχαλόζη μπορεί να συντεθεί σε πλήθος άλλων φυτών, ενώ έχει αποδειχθεί ότι crrc 

A ra b id o p sis  tha liana  η τρεχαλόζη παίζει σημαντικό ρόλο κατά την εμβρυϊκή 

ανάπτυξη (Eastmond PJ. et al., 2002) αλλά και στις σηματοδοτικές πορείες 

αμπσισικού οξέος (ABA-abscisic acid) και ελέγχου του σχηματισμού σακχάρων 

(Avonce Ν. et al., 2004). Διάφορα διαγονιδιακά στελέχη καπνού στα οποία 

εισήχθησαν βακτηριακά γονίδια σύνθεσης τρεχαλόζης, παρουσίασαν σοβαρές 

αναπτυξιακές επιπλοκές, όπως νανισμό και ανεπαρκή ανάπτυξη των ριζών (Vogel G. 

et al., 1998). Το αμπσισικό οξύ που παράγεται προκαλεί μερικό κλείσιμο των 

στομάτων και επομένως μείωση των απωλειών νερού μέσω της λειτουργίας της 

διαπνοής. Λαμβάνοντας υπ' όψη το γεγονός ότι η μείωση της στοματικής
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αγωνιμότητας επηρεάζει σε μεγαλύτερο βαθμό την απώλεια του νερού παρά το 

ρυθμό της φωτοσύνθεσης, τότε επιτυγχάνεται σημαντική εξοικονόμηση νερού. 

Παράλληλα με την αύξηση της αποτελεσματικότητας χρήσης του νερού, η μερική 

ελεγχόμενη έλλειψη του νερού προκαλεί επίσης μείωση της βλαστικής ανάπτυξης.

Στα μυκοβακτήρια και τα κορυνοβακτήρια, η τρεχαλόζη είναι βασικό δομικό 

συστατικό του κυτταρικού τοιχώματος, με τη μορφή γλυκολιπιδίων (Lederer Ε., 

1976). Στα περισσότερα από αυτά, τα γλυκολιπίδια τρεχαλόζης αποτελούν 

σημαντικές μονάδες στην τοξική τους δράση αλλά και στη μικρή διαπερατότητά 

τους από εξωγενείς ουσίες (Brennan PJ. and Η. Nikaido, 1995). Τα περισσότερα από 

τα γλυκολιπίδια των μεμβρανών αυτών έχουν αδιευκρίνιστες λειτουργίες. Ο 

σχηματισμός των μυκολικών αυτών γλυκολιπιδίων φαίνεται ότι πραγματοποιείται 

με τη μεταφορά καταλοίπων μυκολικών οξέων, με πρόδρομο μόριο την 

μονομυκολική τρεχαλόζη μέσω της δράσης μιας μυκολικής τρανσφεράσης που έχει 

απομονωθεί από μυκοβακτήρια (Belisle J.T. et al., 1997).

1.3 ΒΙΟΣΥΝΘΕΣΗ ΤΗΣ ΤΡΕΧΑΛΟΖΗΣ

Έχουν βρεθεί τουλάχιστον τρεις πορείες για τη βιοσύνθεση της τρεχαλόζης 

και δύο για την αποικοδόμησή της, οι οποίες είναι αντιστρεπτές κάτω από 

ορισμένες συνθήκες και μπορούν να λειτουργήσουν για τη βιοσύνθεσή της (Εικόνα 

1.4).

Η πρώτη από αυτές, που προσδιορίστηκε πριν από 50 χρόνια (Cabib Ε. And L. 

Lenoir, 1958) είναι και η πλέον διαδεδομένη, καθώς η ύπαρξή της έχει αναφερθεί 

σε ευβακτήρια, αρχαία, μύκητες, έντομα και φυτά. Περιλαμβάνει δύο αντιδράσεις, 

που καταλύονται από τα ένζυμα συνθάση της 6-φωσφο-τρεχαλόζης (trehalose-e- 

phosphate synthase, TPS) και φωσφατάση της 6-φωσφο-τρεχαλόζης (trehalose-e- 

phosphate phosphatase, ΤΡΡ). Η TPS καταλύει την μεταφορά γλυκόζης από την UDP- 

γλυκόζη σε ένα μόριο 6-φωσφο-γλυκόζης, οπότε και σχηματίζεται 6-φωσφο- 

τρεχαλόζη. Στη συνέχεια η ΤΡΡ αποφωσφορυλιώνει την 6-φωσφο-τρεχαλόζη 

σχηματίζοντας ελεύθερη τρεχαλόζη και ανόργανο φώσφορο (Elbein A.D. et al., 

2003).

Σελίδα) 12



Στο δεύτερο μονοπάτι το ένζυμο συνθάση της τρεχαλόζης καταλύει την 

ενδομοριακή αναδιάταξη της μαλτόζης, μετατρέποντας τον α1-α4 νλυκοσιδικό 

δεσμό που υπάρχει σε αυτήν στον α ΐ-α ΐ γλυκοσιδικό δεσμό της τρεχαλόζης. Το 

ένζυμο αυτό απομονώθηκε πρώτη φορά σε βακτήρια του γένους P im e lo b a c te r  και 

ορθόλογά του έχουν βρεθεί και σε άλλα είδη ευβακτηρίων.

Το τρίτο μονοπάτι περιλαμβάνει την μετατροπή μαλτοδεξτρινών σε 

τρεχαλόζη και παρατηρήθηκε για πρώτη φορά σε θερμόφιλα αρχαία του γένους 

Su lfo lo b u s . Η παραγωγή τρεχαλόζης πραγματοποιείται και εδώ σε δύο ενζυμικά 

καταλυόμενα βήματα. Στο πρώτο από αυτά η συνθάση της μαλτο- 

ολιγοσυλοτρεχαλόζης (TreY) καταλύει την τρανσγλυκοζυλίωση του τελευταίου 

καταλοίπου γλυκόζης της μαλτοδεξτρίνης, μετατρέποντας τον α1-α4 γλυκοσιδικό 

δεσμό σε α ΐ-α ΐ, με αποτέλεσμα την παραγωγή μαλτο-ολιγοσυλοτρεχαλόζης, ένα 

πολυμερές που στο άκρο του φέρει ένα κατάλοιπο τρεχαλόζης. Στο δεύτερο βήμα η 

τρεχαλοϋδρολάση της μαλτο-ολιγοσυλοτρεχαλόζης (TreZ) καταλύει την υδρόλυση 

του γλυκοσιδικού δεσμού που συνδέει το κατάλοιπο τρεχαλόζης με το υπόλοιπο 

πολυμερές (Streeter J.G. and A. Bhagwat, 1999).

Η πρώτη από τις δύο αντιστρεπτές, αποικοδομητικές αντιδράσεις της 

τρεχαλόζης, που μπορούν να χρησιμοποιηθούν και για τη σύνθεσή της 

παρατηρήθηκε για πρώτη φορά σε μύκητες. Το ένζυμο που συμμετέχει είναι μια 

φωσφορυλάση της τρεχαλόζης (TreP) και καταλύει την αντιστρεπτή υδρόλυση της 

τρεχαλόζης παρουσία ανόργανου φωσφόρου. Η μεταφορά του ενός καταλοίπου 

γλυκόζης σε φώσφορο έχει σαν αποτέλεσμα την απελευθέρωση 1-φωσφορικής 

γλυκόζης και ελεύθερου σακχάρου (Wannet WJ.B. et al., 1998; Schiraldi Ch. et al., 

2002). Η δεύτερη από αυτές τις αντιστρεπτές αντιδράσεις περιγράφηκε σχετικά 

πρόσφατα στο υπερθερμόφιλο αρχαιοβακτήριο T h e rm o co ccu s  lito ra lis , στην οποία 

συμμετέχει το ένζυμο TreT (trehalose glycosyltransfering synthase, 

γλυκοζυλομεταφορική συνθάση της τρεχαλόζης) το οποίο καταλύει είτε τον 

σχηματισμό τρεχαλόζης με υποστρώματα ADP-γλυκόζη και γλυκόζη, είτε την 

διάσπαση της τρεχαλόζης στα αρχικά αυτά μόρια με κατανάλωση ΑΤΡ. Το ένζυμο 

δεν εμφανίζει εξειδίκευση ως προς το δότη γλυκοζυλομάδων και μπορεί να 

χρησιμοποιήσει για υπόστρωμα GDP-γλυκόζη και UDP-γλυκόζη (Qu Q., 2004).
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A TPS/TPP pathway

UDP-Glucose
♦

Glucose 6-phosphate
Trehalose 6-phosphate Trehalose

Trehalose 6-Phosphate 
synthase (TPS)

Trehalose 6-Phosphate 
Phosphatase (TPP)

TS pathway

TreYfTreZ pathway

Maltose Trehalose

Trehalose Synthase
σβ)

Maltooligosaccherides 
Starch or glycogen

Maltooliogosyltrehalose

Maltoollgosyl-Trehalose 
Synthase (TreY)

Trehalose

Maltoollgosyl-Trehalose 
Trehalohydrolase (TreZ)

TreP pathway

TreT pathway

Glucose 1-phosphate 
+

Glucose

ADP-Glucose♦
Glucose

Trehalose
4-
Pi

Trehalose Phosphorylase 
(TreP)

Trehalose
+

ADP

Trehalose Glycosyltransferring 
Synthase (TreT)

Εικόνα 1.4: Οι πέντε πορείες βιοσύνθεσης της τρεχαλόζης

Η ανάλυση γονιδιωμάτων κατέδειξε ευρεία διάδοση των γονιδίων που 

συμμετέχουν σε κάποια από τις βιοσυνθετικές πορείες της τρεχαλόζης. Οργανισμοί 

και από τα τρία βασίλεια φέρουν γονίδια για τουλάχιστον μία από αυτές. Η 

μεγαλύτερη ποικιλία παρατηρείται στους προκαρυωτικούς οργανισμούς. 

Ειδικότερα, στα ευβακτήρια εντοπίστηκαν και οι πέντε οδοί, αν και όχι όλες στον 

ίδιο οργανισμό, με τα περισσότερα να χρησιμοποιούν δύο έως τέσσερεις. Η 

παρουσία πολλών βιοχημικών οδών σύνθεσης της τρεχαλόζης αποτελεί ένδειξη της 

σημαντικότητας του δισακχαρίτη και της ανάγκης των οργανισμών αυτών να τον 

παράγουν σε πληθώρα εναλλασσόμενων συνθηκών, οι οποίες περιλαμβάνουν και 

τη μεταβολή στη διαθεσιμότητα των εκάστοτε υποστρωμάτων. Γονίδια ομόλογα του 

TS (treS ) φαίνεται ότι υπάρχουν μόνο στα ευβακτήρια, ενώ το t r e T  παρατηρήθηκε 

μόνο στα αρχαία και στο θερμόφιλο ευβακτήριο T h e rm o to g a  m a ritim a , μεγάλο 

ποσοστό του γονιδιώματος του οποίου προέρχεται από τα Αρχαία μέσω οριζόντιας
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μεταφοράς γονιδίων. Σε μύκητες, φυτά και ασπόνδυλα παρατηρείται μόνο το 

μονοπάτι TPS/TPP. Κανένα από τα πέντε βιοσυνθετικά μονοπάτια δεν παρατηρείται 

στα σπονδυλωτά. Εντούτοις, ακόμα και σε αυτούς τους οργανισμούς έχει 

αναφερθεί η παρουσία της τρεχαλάσης (TreH), του καταβολικού ενζύμου της 

τρεχαλόζης, κυρίως στο πεπτικό σύστημα όπου προφανώς διασπά το δισακχαρίτη 

στα δύο μόρια γλυκόζης από τα οποία αποτελείται, ώστε αυτά να συμμετέχουν στο 

μεταβολισμό των κυττάρων (Avonce Ν., 2006).

Eubacteria
(Ευβακτήρια)

Archaea
(Αρχαία)

S TPS
ΤΡΡ
TS
TreY
TreZ
TreT
TreP

Fungi
(Μύκητες) 

Metazoa Γ 
(Μετάζωα) 

Plantae Γ 
(Φυτά) q 25 50 75 100 %

Εικόνα 1.5: Συγκριτική ανάλυση 
του ποσοστού των 
γονιδιωμάτων στα οποία έχει 
προσδιοριστεί η αλληλουχία και 
διαθέτουν τουλάχιστον μία 
βιοσυνθετική πορεία 
τρεχαλόζης. (Avonce Ν. et alv 
2006).

1.3.1 Μονοπάτι TPS/TPP

Το μονοπάτι TPS/TPP είναι το πλέον διαδεδομένο στη φύση και το καλύτερα 

μελετημένο. Τα γονίδια της συνθάσης και της φωσφατάσης της τρεχαλόζης 

ταυτοποιήθηκαν για πρώτη φορά στο Ε. co li όπου συμμετέχουν στην ωσμωρύθμιση, 

γι' αυτό και ονομάστηκαν o tsA /B  (Osmotically regulated Trehalose Synthesis) 

(Kaasen I. et al., 1992). Η αρχική αντίδραση της βιοσυνθετικης αυτής πορείας 

περιγράφηκε για πρώτη φορά στη ζύμη (Cabib Ε. And L. Leloir, 1958), ενώ έχει
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βρεθεί ότι πραγματοποιείται και σε πληθώρα άλλων οργανισμών. Η συνθάση της 

φωσφο-τρεχαλόζης των μελών του γένους S tre p to m y ce s  χρησιμοποιούν GDP- 

γλυκόζη ως δότη γλυκοζυλομάδων (Elbein A.D., 1968), ενώ το αντίστοιχο ένζυμο του 

Μ . sm e g m a tis  είναι το μόνο το οποίο δεν εμφανίζει εξειδίκευση σε κάποιο από τα 

φυσικά απαντώμενα νουκλεοτιδικά σάκχαρα της γλυκόζης (Lapp D. et al., 1971).

Τα γονίδια o tsA  και o tsB  κλωνοποιήθηκαν και ταυτοποιήθηκαν για πρώτη 

φορά το 1992 (Kaasen I. et al., 1992), ενώ τα αντίστοιχα γονίδια της ζύμης το 1993. 

Έχει αποδειχθεί ότι η ετερόλογη έκφραση των γονιδίων αυτών σε στελέχη Ε . c o li ή 

ζύμης, στα οποία έχει απενεργοποιηθεί το φυσιολογικό γονίδιο της συνθάσης, 

αποκαθιστά εν μέρει την ικανότητα ανάπτυξης των στελεχών αυτών σε θρεπτικά 

μέσα που περιέχουν γλυκόζη και ανόργανα συστατικά (McDougall L., 1993). Αν και 

τα γονίδια της συνθάσης και της φωσφατάσης της φωσφορικής τρεχαλόζης έχουν 

χαρακτηρισθεί στο Ε. co li, δεν υπάρχουν αντίστοιχα στοιχεία για τις ιδιότητες των 

αντίστοιχων πρωτεϊνών, πέραν της εξειδίκευσης της συνθάσης για την UDP-γλυκόζη 

ως δότη γλυκοζυλομάδων (Giaever Η.Μ. et al., 1988). Η σύγκριση της αμινοξικής 

αλληλουχίας των πρωτεϊνών που προκύπτουν από τα γονίδια της συνθάσης 

διαφόρων οργανισμών έχει καταδείξει την ύπαρξη συντηρημένων καταλοίπων 

αμινοξέων, σε συνδυασμό δε με στοιχεία από την τρισδιάστατη απεικόνιση της 

συνθάσης από το Ε. co li έχει δειχθεί ότι όλες σχεδόν οι λειτουργικές συνθάσες 

έχουν παραπλήσια αμινοξική σύσταση στις περιοχές του μορίου που συμμετέχει 

στη σύνδεση των υποστρωμάτων και την καταλυτική εξειδίκευση. Η μόνη εξαίρεση 

παρατηρείται στο ένζυμο του O ryza sa tiv a , το οποίο δε διαθέτει τη χαρακτηριστική 

διατηρημένη μορφή των αμινοξικών καταλοίπων. Παρόλα αυτά, στο ρύζι 

συσσωρεύεται τρεχαλόζη σε συνθήκες υψηλής αλατότητας, αν και δεν έχουν 

ταυτοποιηθεί γονίδια ομόλογα των γονιδίων των άλλων βιοσυνθετικών μονοπατιών 

τρεχαλόζης (Avonce Ν. et al., 2006).

Στο S. ce re v is ia e , τα δύο ένζυμα της οδού συνυπάρχουν σε ένα σύμπλοκο 

μαζί με ακόμα δύο ρυθμιστικές πρωτεΐνες (Bell W. et al., 1998). Δεν είναι σαφές, για 

ποιο λόγο χρησιμοποιούν οι ζύμες αυτό το σύμπλοκο. Είναι πιθανό αυτό να 

σχετίζεται με τη ρύθμιση της σύνθεσης της τρεχαλόζης, ή με την αλληλεπίδραση 

των μεταβολισμών τρεχαλόζης και γλυκόζης που έχει παρατηρηθεί στις ζύμες 

(Noubhani A. et al., 2000). Δεν είναι γνωστός ο τρόπος με τον οποίο συμβαίνει αυτή
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Π αλληλεπίδραση. Τρεις είναι οι υποθέσεις που επιχειρούν να εξηγήσουν αυτή τη 

σχέση. Σύμφωνα με την πρώτη, είναι πιθανό η φωσφορική τρεχαλόζη να 

παρεμποδίζει την εισροή σακχάρων στη γλυκόλυση αναστέλλοντας τη δράση της 

εξωκινάσης (Blazquez Μ.Α. et al., 1993). Μια δεύτερη εκδοχή είναι ότι το 

ρυθμιστικό μόριο που περιορίζει την εισροή γλυκόζης, αλληλεπιδρώντας με τις 

κινάσες σακχάρων του κυττάρου, είναι η συνθάση της φωσφορικής τρεχαλόζης 

(Thevelein J.M., 1992), ενώ η τρίτη ότι η σύνθεση τρεχαλόζης αποτρέπει την 

υπερβολική τροφοδότηση της γλυκόλυσης δεσμεύοντας τα μόρια γλυκόζης στο 

δισακχαρίτη (Hohmann S. et al., 1993). Αξιοσημείωτο είναι ότι στις ζύμες 

παρατηρείται και η παρουσία ποσότητας της συνθάσης η οποία δεν βρίσκεται 

συνδεδεμένη στο σύμπλοκο σύνθεσης τρεχαλόζης. Η ελεύθερη αυτή συνθάση ίσως 

να συμμετέχει στο μεταβολισμό της τρεχαλόζης με διαφορετικό τρόπο, ή μπορεί να 

εκδηλώνει ρυθμιστικό ρόλο στον έλεγχο της γλυκόλυσης.

1.3.2 Μονοπάτι TREY/TREZ

Η βιοσύνθεση τρεχαλόζης από μαλτο-ολιγοσακχαρίτες αν και λιγότερο 

διαδεδομένη στη φύση συγκεντρώνει μεγάλο ενδιαφέρον εξαιτίας των ιδιαίτερων 

χαρακτηριστικών της. Παρατηρείται μόνο σε ευβακτήρια και αρχαία (Kim J. et al., 

2000). Κατ' αυτήν, η τρεχαλόζη συντίθεται από την αποικοδόμηση του γλυκογόνου 

που χρησιμοποιούν οι οργανισμοί αυτοί ως αποθηκευτικό μόριο. Σε 

αρχαιοβακτήρια του γένους Su lfo lo b u s  έχει απομονωθεί και ένα τρίτο ένζυμο που 

συμμετέχει στο μονοπάτι, το TreX, δράση του οποίου είναι η αποδιακλάδωση του 

γλυκογόνου με τη μετατροπή των γλυκοσιδικών δεσμών, ώστε στη συνέχεια να 

συντεθεί η τρεχαλόζη από τη συνδυασμένη δράση των γονιδίων t r e Y  και treZ  

(Maruta Κ. et al., 1996).

1.4 ΧΗΜΙΚΗ ΣΥΝΘΕΣΗ ΤΗΣ ΤΡΕΧΑΛΟΖΗΣ

Πέραν από τη σύνθεση τρεχαλόζης μέσω βιολογικών συστημάτων είναι 

δυνατή και η σύνθεσή της με χημικές μεθόδους. Μία από αυτές είναι η όξινη
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αντιστροφή της γλυκόζης (Thompson A. et al., 1954), η μέθοδος χημικής παραγωγής 

τρεχαλόζης με προσθήκη οξειδίου του αιθυλενίου σε μίγμα 2,3,4,5-τετρα-Ο- 

ακετυλο-ϋ-γλυκόζης και 3,4,6-τρι-0-ακετυλο1,2-ανυδροΌ-γλυκόζης (Lemieux R.U. 

and H.F. Bauer, 1954), η οποία οδηγεί επιπλέον και στη σύνθεση ενός ακόμα 

ανωμεροΰς της, της α,β-τρεχαλόζης (νεοτρεχαλόζη). Νεοτρεχαλόζη, καθώς και ένα 

δεύτερο ανωμερές της, η ισοτρεχαλόζη (β,β-τρεχαλόζη), μπορούν να συντεθούν 

χημικά και μέσω της αντίδρασης Koenigs-Knorr (Helfrich Β. and Κ. Weis, 1956; 

Bredereck Η. et al., 1953). Αξίζει να σημειωθεί ότι αυτές ο ι χημικές μέθοδοι 

σύνθεσης τρεχαλόζης είναι ο μόνος τρόπος παραγωνής των δύο αυτών ανωμερών 

της τρεχαλόζης, αφού δεν έχει παρατηρηθεί η ύπαρξή τους σε ζωντανούς 

οργανισμούς, ενώ και όλες οι βιοσυνθετικές πορείες τρεχαλόζης οδηγούν στη 

σύνθεση αποκλειστικά και μόνο α,α-τρεχαλόζης.

1.5 ΒΙΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΚΕΣ ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ

Τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά της τρεχαλόζης την καθιστούν ένα από τα 

πλέον σημαντικά προστατευτικά μόρια in  v ivo  και έχουν προσελκύσει το 

ενδιαφέρον πολλών βιομηχανικών κλάδων, που έχουν εντοπίσει στην τρεχαλόζη 

ένα ευέλικτο μόριο ικανό να συντηρεί τη δομή των μακρομορίων και ταυτόχρονα να 

διατηρεί τη λειτουργικότητά τους. Χρησιμοποιείται ευρέως στην ιατρική για την 

συντήρηση ιστών και οργάνων που προορίζονται για μεταμόσχευση, ιδιαίτερα όταν 

απαιτούνται εκτεταμένες περίοδοι αποθήκευσης (>24h). Αυτό επιτυγχάνεται με τη 

χρήση του διαλύματος "ET-Kyoto" το οποίο περιέχει τρεχαλόζη (E=extracellular- 

εξωκυττάριο, T=trehalose) (Hirata Τ. et al., 1993). Από τις νεότερες παραλλαγές του 

διαλύματος "ET-Kyoto" έχουν διευρυνθεί και τα είδη ιστού που μπορούν να 

διατηρηθούν, αλλά και ο χρόνος αποθήκευσης (Zhao X. et al., 2008). Σημαντικό 

στοιχείο του μηχανισμού δράσης της τρεχαλόζης σε αυτή την περίπτωση είναι η 

πιθανή συσσώρευσή της και στις δύο πλευρές των κυτταρικών μεμβρανών 

(Tunnadiffe A. et al., 2001), σύμφωνα με πειράματα στη ζύμη της αρτοποιίας 

Sa cch a ro m yces ce re v is ia e , όπου αντοχή έναντι στην ξηρασία παρατηρήθηκε μόνο 

αφού αυξήθηκε η συγκέντρωση της τρεχαλόζης τόσο στο εσωτερικό των κυττάρων
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όσο και στο εξωτερικό περιβάλλον τους (Coutinho C. et al., 1988; Eleutheria E.C.A. 

et al., 1993).

Η τρεχαλόζη έχει κερδίσει έδαφος στην εφαρμογή για τη σταθεροποίηση και 

διατήρηση εμβολίων και αντισωμάτων (Gribbon Ε.Μ. et al., 1996; Esteves M.l. et al., 

2000). Οι μηχανισμοί σταθεροποίησης είναι οι ίδιοι που συναντιόνται και στις 

περιπτώσεις βιολογικών μεμβρανών και πρωτεϊνών. Ξηρά διαγνωστικά τεστ 

μονοκλωνικών αντισωμάτων για την εύρεση της ομάδας αίματος περιέχουν 

μικροποσότητες τρεχαλόζης, ώστε να διατηρούν την αξιοπιστία τους ακόμα και 

μετά από αποθήκευση σε θερμοκρασία δωματίου επ' αόριστον (Blakeley D. et al., 

1990).

Τα τελευταία χρόνια και μετά από ανάπτυξη αποτελεσματικών μεθόδων για 

την παραγωγή της σε βιομηχανική κλίμακα (Schiraldi Ch. et al., 2002), η τρεχαλόζη 

χρησιμοποιείται και στις βιομηχανίες τροφίμων και καλλυντικών. Σημαντικός 

παράγοντας σε αυτή την περίπτωση είναι η ικανότητα της τρεχαλόζης να συνδέεται 

με τις πρωτεΐνες, επομένως να διατηρεί τη διατροφική αξία των τροφίμων, ενώ 

χρησιμοποιείται και ως γλυκαντικό πρόσθετο προστατεύοντας ταυτόχρονα 

πρωτεΐνες και λιπίδια από οξείδωση, υψηλή θερμοκρασία και ψύξη (Kubota Μ. et 

al., 2004). Επίσης σταθεροποιεί τη δομή των ακόρεστων λιπαρών οξέων, 

ελαχιστοποιώντας τη διάσπασή τους σε μικρότερα μόρια, αποτρέποντας επιπλέον 

με αυτό τον τρόπο τη χαρακτηριστική οσμή που δημιουργείται από την ύπαρξη 

αυτών των μορίων. Αυτό το στοιχείο βρίσκει εφαρμογή και στη βιομηχανία 

καλλυντικών, όπως για παράδειγμα στην παρασκευή αποσμητικών που καλύπτουν 

τις χαρακτηριστικές οσμές του δέρματος και ειδικότερα αυτές που παρατηρούνται 

σε άτομα μεγαλύτερα από 55 ετών. Επίσης, χρησιμοποιείται και ως σταθεροποιητής 

λιποσωμάτων διατηρώντας την απαραίτητη υγρασία των σκευασμάτων αυτών 

(Higashiyama Τ., 2002).

Αλλοι τομείς της βιομηχανίας τροφίμων στους οποίους χρησιμοποιείται η 

τρεχαλόζη είναι η αρτοποιία και η ζυθοποιία. Το γεγονός ότι η αύξηση του 

περιεχομένου σε τρεχαλόζη των ζυμών αυτών συνδέεται με την αντοχή στην ψύξη 

και αυξημένη συγκέντρωση αιθανόλης, έχει δώσει το έναυσμα για το γενετικό 

χειρισμό των ενζύμων που συμμετέχουν στο μεταβολισμό της τρεχαλόζης, με τις 

ζύμες της αρτοποιίας να έχουν βελτιωθεί γενετικά ως προς το μέγιστο περιεχόμενό
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τους σε τρεχαλόζη, ώστε να χρησιμοποιούνται αποτελεσματικότερα στην 

παρασκευή κατεψυγμένου ζυμαριού (Nwaka S. and Η. Holzer, 1997). Για τις 

αντίστοιχες ζύμες της ζυθοποιίας, η ολοένα αυξανόμενη αντοχή τους έναντι της 

αιθανόλης μπορεί να οδηγήσει σταδιακά στη χρήση τροποποιημένων στελεχών όχι 

μόνο στη βιομηχανία τροφίμων αλλά και στην παραγωγή αιθανόλης ως εναλλακτική 

πηγή ενέργειας (Kim Υ.Η. et al., 1996).

Η τρεχαλόζη έχει βρει τα τελευταία χρόνια εφαρμογή και στη γεωργία με 

σκοπό την αύξηση της αντοχής των φυτών σε συνθήκες πίεσης όπως η ξηρασία, η 

χαμηλή θερμοκρασία και οι ωσμωτικές μεταβολές (Zhang Η.Χ. et al., 2001). Σε αυτές 

τις συνθήκες τα φυτά συσσωρεύουν σάκχαρα και άλλες διαλυτές ουσίες, οι οποίες 

λειτουργούν προστατευτικά σταθεροποιώντας τη δομή των μακρομορίων. Μία από 

αυτές τις ουσίες είναι και η τρεχαλόζη. Πρόσφατα στοιχεία σχετικά με τη σύνθεση 

τρεχαλόζης σε διάφορα φυτικά είδη όπως το A ra b id o p s is  th a lia n a  αποτελούν 

ένδειξη ότι ίσως η σύνθεσή της στα φυτά είναι πολύ πιο διαδεδομένη απ' ό,τι 

πιστευόταν (Goddijn O.J. and Κ. Van Dun, 1999). Οι προσπάθειες εστιάζονται στην 

αύξηση της σύνθεσης της τρεχαλόζης μέσω της δημιουργίας διαγονιδιακών φυτών 

που χρησιμοποιούνται εμπορικά. Τα αποτελέσματα των προσπαθειών αυτών είναι 

αμφιλεγόμενα, αφού σε κάποιες περιπτώσεις έχουν οδηγήσει σε ανεπιθύμητα 

πλειοτροπικά αποτελέσματα όπως μειωμένη ανάπτυξη και αλλοιωμένο 

μεταβολισμό (Romero C. et al., 1997). Τα πλέον ενθαρρυντικά αποτελέσματα 

προέρχονται από την ρυθμιζόμενη υπερέκφραση τρεχαλόζης στο ρύζι, με σημαντική 

αύξηση της αντοχής και παραγωγικότητας σε συνθήκες πίεσης, χωρίς σημαντικές 

συνέπειες στην ικανότητα αύξησης ή την απόδοση του φυτού.

Η τρεχαλόζη χρησιμοποιείται τελευταία και στην ιατρική για την 

αντιμετώπιση νευροεκφυλιστικών διαταραχών που οφείλονται σε διαμορφωτικές 

αλλαγές στην αναδίπλωση πρωτεϊνών. Η ασθένεια Huntington ήταν η πρώτη για την 

οποία αναφέρθηκε ο ευεργετικός ρόλος της τρεχαλόζης (Tanaka Μ.Υ. et al., 2004). Η 

διαταραχή αυτή προκαλείται από μία ελαττωματική πρωτεΐνη με μία εκτεταμένη 

πολυγλουταμική περιοχή, εξαιτίας της οποίας επάγεται η λανθασμένη αναδίπλωση 

και συσσωμάτωσή της. Τα συσσωματώματα εντοπίζονται στο κυτοσόλιο και τους 

πυρήνες των προσβεβλημένων κυττάρων. Η χορήγηση τρεχαλόζης αναστέλλει την 

επιβλαβή αναδίπλωση της πρωτεΐνης και το σχηματισμό -συσσωματωμάτων,
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παρατείνοντας τη βιωσιμότητα των λειτουργικών κυττάρων, και επιβραδύνει την 

πορεία της νόσου και την εμφάνιση των συμπτωμάτων. Σύμφωνα με αυτά τα 

αποτελέσματα η τρεχαλόζη είναι πλέον το βασικό συστατικό της φαρμακευτικής 

αγωγής κατά του Huntington (Nguyen Η.Μ. et al., 2005). Η OPMD (Oculopharyngeal 

Muscular Dystrophy, οφθαλμοφαρυγγική μυϊκή δυστροφία) είναι μία αυτοσωμική 

επικρατής μυοεκφυλιστική διαταραχή που παρουσιάζεται κατά την πέμπτη ή έκτη 

δεκαετία της ζωής του ατόμου. Προκαλείται από τη μη κανονική επέκταση μίας 

πολυαλανινικής περιοχής της πρωτεΐνης, η οποία προκαλεί στα κύτταρα μία 

παθολογική κατάσταση παρόμοια με αυτή της ασθένειας Huntington σχηματίζοντας 

συσσωματώματα. Η τρεχαλόζη επιβραδύνει την πορεία της νόσου, όπως έχει 

αποδειχτεί από πειράματα με διαγονιδιακά ποντίκια (Davies J.E. et al., 2006). 

Αντίστοιχη είναι η επίδραση της τρεχαλόζης και σε άλλες ασθένειες με παρόμοια 

κλινική εμφάνιση που οφείλονται σε ελαττωματική αναδίπλωση πρωτεϊνών, όπως η 

νόσος Alzheimer (Liu R. et al., 2005), η διαταραχή Creutzfeld-Jakob (Tatzelt J. et al., 

1996) και η κυστική ίνωση (Brown C.R. et al., 1996).

Η δράση της τρεχαλόζης όμως δεν περιορίζεται μόνο σε ασθένειες που 

οφείλονται σε λανθασμένη αναδίπλωση πρωτεϊνών. Έχει αναφερθεί η 

αντιμικροβιακή δράση της 6-αζιδο-6-δεοξυ-α,α'-τρεχαλόζης και της τρεχαλοζαμίνης 

(2-αμινο-2-δεοξυ-α-0-γλυκοπυρανοσυλ-α-0-γλυκοπυρανοζίτης), οι οποίες 

πιθανότατα παρεμβαίνουν στο μεταβολισμό της τρεχαλόζης. Το γεγονός ότι η 

τρεχαλόζη αποτελεί βασικό δομικό συστατικό του κυτταρικού τοιχώματος 

παθογόνων μικροοργανισμών την καθιστά πιθανό στόχο αντιμικροβιακών 

φαρμάκων. Επίσης η ικανότητα της τρεχαλόζης να σταθεροποιεί τα ακόρεστα 

λιπαρά οξέα βρίσκει εφαρμογή στη διατήρηση της δομής των οστών, 

καταστέλλοντας πιθανόν την εμφάνιση της οστεοπόρωσης, όπως φαίνεται από 

πειράματα σε ποντίκια (Arai C. et al., 2001).

1.6 ΒΙΟΜΗΧΑΝΙΚΗ ΠΑΡΑΓΩΓΗ

Το μεγάλο εύρος εφαρμογών της τρεχαλόζης έχει προσελκύσει το 

ενδιαφέρον για την εύρεση αξιόπιστης και αποδοτικής μεθόδου παραγωγής της σε 

βιομηχανική κλίμακα. Η πρώτη απόπειρα έγινε με τον καθαρισμό της από ιστούς
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φυτικής και μυκητιακής προέλευσης με μία σειρά χημικών αντιδράσεων που 

περιλαμβάνει ανόργανα, κυρίως αντιδραστήρια. Το κόστος αυτής της διαδικασίας 

ήταν μεγάλο και δεν ευνοούσε τη χρήση του δισακχαρίτη στη βιομηχανία τροφίμων 

(Birch G.G., 1963). Για αυτό έγιναν προσπάθειες για την ανάπτυξη οικονομικότερης 

μεθόδου. Έτσι, προέκυφαν αρκετές διαδικασίες παραγωγής τρεχαλόζης, όπως η 

ζυμωτική υπερπαραγωγή της από κύτταρα ζύμης, μία ενζυματική in s itu  σύνθεση 

τρεχαλόζης από UDP-γλυκόζη (Haynie S. and G. Whitesides,1990) σε περιβάλλον 

ελεύθερο κυττάρων, καθώς και μέσω της χρήσης διαγονιδιακών φυτών 

(Londesborough J. et al., 2000; Lebel E.G. et at., 2004). Η πλέον πετυχημένη 

προσέγγιση όμως είναι αυτή που αναπτύχθηκε από τα εργαστήρια Hayashibara 

(Σχήμα 1.6.1). Η μέθοδος αυτή βασίζεται στην αποικοδόμηση του αμύλου από τα 

ένζυμα MTSase και MTHase του A rth ro b a c te r  sp . Q36, τα οποία είναι ομόλογα των 

προϊόντων των γονιδίων t re Υ και treZ  (Kubota et al., 2004). Αν και η μέθοδος αυτή 

είχε μεγάλη απόδοση όσων αφορά τη σύνθεση τρεχαλόζης, τα παραπάνω ένζυμα 

παρουσίαζαν μειωμένη σταθερότητα στους 55° C που είναι η ιδανική θερμοκρασία 

για τη διαδικασία αυτή. Το πρόβλημα αυτό ξεπεράστηκε με τη χρήση των 

αντίστοιχων, σταθερότερων ενζύμων που απομονώθηκαν από το A rth ro b a c te r  

ra m osu s  S34 (Yamamoto Τ. et al., 2001). Επιπλέον περιορισμός του κόστους 

παραγωγής τρεχαλόζης έχει επιτευχθεί με τη χρήση φθηνών πρώτων υλών όπως 

άμυλο από καλαμπόκι. Ο συνδυασμός όλων αυτών των παραγόντων έχει μειώσει το 

κόστος παραγωγής τρεχαλόζης περίπου στο ένα εκατοστό του αρχικού (από 

>200$/kg σε <3$/kg). Αυτή η μείωση του κόστους έχει ανοίξει το δρόμο για τη 

χρήση της τρεχαλόζης στις βιομηχανίες τροφίμων και καλλυντικών (Kubota Μ. et al., 

2004).

ΑΜΥΛΟ

Θερμοσταθερή α-αμυλάση

V

ΥΓΡΟΠΟΙΗΜΕΝΟ ΑΜΥΛΟ

Ισοαμυλάση

Συνθάση της Μαλτο-ολιγοσυλτρεχαλόζης (MTSase) 

Τρεχαλοϋδρολάση της Μαλτο-ολιγοσυλτρεχαλόζης (MTHase)
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Κυκλοδεξτρίνη Γλυκοσυλ-τρανσφεράσης (CGTase) 

Γλυκοαμυλάση 

 ̂ \ j  Α-Αμυλάση

ΣΑΚΧΑΡΟΠΟΙΗΜΕΝΟ ΔΙΑΛΥΜΑ

Απομεταλλοποίηση

Αποχρωματισμός

^Συμπύκνωση

ΚΑΘΑΡΙΣΜΕΝΟ ΔΙΑΛΥΜΑ (περισσότερο από 85% απόδοση)

Κρυσταλλοποίηση 

φυγοκέντρηση 

 ̂ ^Αποξήρανση

ΤΡΕΧΑΛΟΖΗ (άνυδοοι κρύσταλλοι 98% καθαρότητα^

Εικόνα 1.6: Βιομηχανική ενζυμική παραγωγή α,α-τρεχαλόζης, όπως αναπτύχθηκε από τα 
Hayashibara Biochemical Laboratories (Higashiyama, 2002).

1.7 ΚΟΡΥΝΟΒΑΚΤΗΡΙΑ

1.7.1 Γενικά

Τα κορυνοβακτήρια είναι Gram θετικά, ασποριογενή, πλειομορφικά 

βακτήρια και συνιστούν τον υποτομέα των Gram θετικών ευβακτηρίων, τους 

Ακτινομόκητες, σύμφωνα με συγκριτικές μελέτες του γονιδίου που κωδικοποιεί το 

16S rRNA. Περιλαμβάνουν φυτοπαθογόνα και ζωοπαθογόνα στελέχη, αλλά και 

εδαφικά μη παθογόνα βακτήρια, που χρησιμοποιούνται ευρέως στη βιομηχανία για
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την παραγωγή αμινοξέων και απορρυπαντικών καθώς και στη βιομετατροπή 

στεροειδών.

Στο παρελθόν είχε καταχωρηθεί στο γένος των κορυνοβακτηρίων ένας 

αριθμός οργανισμών βάσει μορφολογικών κριτηρίων. Αυτό οδήγησε σε μία ομάδα 

οργανισμών με μικρή ομοιογένεια. Για το λόγο αυτό, στην ταυτοποίησή τους 

χρησιμοποιήθηκαν δείκτες όπως η ανάλυση των μυκολικών οξέων, η σύσταση του 

κυτταρικού τοιχώματος καθώς και ανάλυση του γονιδίου που κωδικοποιεί για το 

16S rRNA. Αυτά τα κριτήρια έχουν δώσει σαφέστερη εικόνα σχετικά με τη 

ταξινόμηση των κορυνοβακτηρίων, αν και το γένος παραμένει ένα από τα πλέον 

ποικιλόμορφα και ανομοιογενή.

Τα μη παθογόνα στελέχη μπορούν να απομονωθούν από διάφορα 

ενδιαιτήματα, όπως είναι το έδαφος, το νερό, οι φυτικοί ιστοί και τα ζώα. Τα 

περισσότερα αναπτύσσονται ικανοποιητικά σε θερμοκρασία 30 °C και σε θρεπτικό 

μέσο με βάση την πεπτόνη και εκχύλισμα ζύμης, γενικότερα όμως έχουν 

εξειδικευμένες θρεπτικές απαιτήσεις. Τα στελέχη μπορούν να διατηρηθούν σε 

τρυβλία με άγαρ στους 4 °C για 4-6 εβδομάδες.

Τα κορυνοβακτήρια έχουν σχήμα ράβδου, οβάλ ή σε μερικές περιπτώσεις V. 

Μορφολογικές διαφορές όμως εμφανίζονται ανάλογα με το μέσο και το χρόνο 

ανάπτυξης. Ο μέχρι πρότινος όρος προσδιορισμού των κορυνοβακτηρίων ως 

κορυνόμορφα, λόγω του σχήματος κορόνας των βακτηρίων, έχει πάψει να είναι 

κατάλληλος για τον προσδιορισμό τους, καθώς είναι πλέον ταξινομικά μη 

ικανοποιητικός και γίνεται δεκτός μόνο για αναφορά ως προς τη μορφολογία 

βακτηρίων (Rogosa Μ. et al., 1974).

Εξαιτίας των σημαντικών διαφορών στη μορφολογία των κυττάρων ανάλογα 

με τη σύσταση του μέσου ανάπτυξης, η πρώτη αδρή ταυτοποίηση, αν και χρήσιμη 

είναι συνήθως αναξιόπιστη. Τα χαρακτηριστικά που διακρίνουν το γένος αυτό, 

βάσει των οποίων μπορεί να ταυτοποιηθεί μια καλλιέργεια βακτηρίων ως 

κορυνοβακτήρια, είναι η προαιρετικά αναερόβια ή και σε μερικά στελέχη αερόβια 

απαίτηση προς οξυγόνο, κορυνόμορφη μορφολογία, κυτταρικά τοιχώματα που 

περιέχουν γαλακτόζη, αραβινόζη και meso-A2pm (2,6-diaminoheptanedioic acid, 

C7H14N2O4), μικρές αλυσίδες μυκολικών οξέων με 22-36 άτομα άνθρακα και 

περιεχόμενο GC στο DNA τους 51-65 mol%. Τα μυκολικά οξέα αποτελούν το
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σημαντικότερο ίσως δείκτη που διαχωρίζει τα κορυνοβακτήρια από άλλα γένη. 

Διαφοροποίηση σε επίπεδο είδους παρατηρείται από χαρακτηριστικά όπως η 

ικανότητα υδρόλυσης αμύλου, η παρουσία ουρεάσης, η μετατροπή νιτρικών ιόντων 

σε νιτρώδη και το εύρος των σακχάρων από τα οποία μπορούν να συνθέσουν 

γλουταμινικό οξύ.

Ένα αξιοσημείωτο χαρακτηριστικό στοιχείο της μορφολογίας των 

κορυνοβακτηρίων είναι ότι σύγχρονες μελέτες του κυτταρικού τοιχώματος τους 

δείχνουν ομοιότητες στη δομή και την αρχιτεκτονική του με αντίστοιχα Gram- 

αρνητικών βακτηρίων, αν και με σαφείς διαφορές στη μοριακή σύστασή του. 

Υπάρχουν ενδείξεις ότι σχηματίζεται μια κλειστή εξωτερική μεμβράνη από 

ομοιοπολικά συνδεδεμένα και ελεύθερα μυκολικά οξέα, καθώς και φωσφολιπίδια. 

Η ύπαρξη μιας τέτοιας μεμβράνης εξηγεί και την περιορισμένη έκκριση πρωτεϊνών 

που παρατηρείται στα κορυνοβακτήρια.

1.7.2 Εφαρμογές

Τα εδαφικά μη παθογόνα κορυνοβακτήρια χρησιμοποιούνται ευρέως στην 

παραγωγή αμινοξέων αλλά και στην αποικοδόμηση παραφινών, την παραγωγή 

απορρυπαντικών και τη μετατροπή στεροειδών.

To Corynebacterium glutamicum, μη παθογόνο κορυνοβακτήριο 

απομονώθηκε μεταξύ άλλων βακτηρίων τη δεκαετία του 1950 στην Ιαπωνία στα 

πλαίσια εντοπισμού ειδών με αυξημένη παραγωγή γλουταμινικού οξέος. (Kinoshita

S. and Κ. Nakayama, 1978).
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Εικόνα 1.8: Κύτταρα Corynebacterium glutamlcum

To Corynebacterium glutamicum  χρησιμοποιείται εκτενώς στη ζυμωτική 

παραγωγή αμινοξέων, κυρίως γλουταμινικού οξέος και λυσίνης, τα οποία 

χρησιμοποιούνται στη βιομηχανία τροφίμων ως ενισχυτικά γεύσης. Τα 

βιοσυνθετικά μονοπάτια για την παραγωγή των συγκεκριμένων αμινοξέων είναι τα 

ίδια με αυτά που παρατηρούνται σε άλλους οργανισμούς (Leuchtenbrger W., 1996). 

Εντούτοις, τα κορυνοβακτήρια εκκρίνουν μεγάλη ποσότητα γλουταμινικού οξέος 

στο μέσο ανάπτυξης υπό συγκεκριμένες συνθήκες. Συγκεκριμένα, η έκκριση του 

γλουταμινικού συμβαδίζει με μεταβολές στη δομή του κυτταρικού τοιχώματος, ενώ 

σε βιομηχανική κλίμακα επάγεται με την ανάπτυξη σε μέσα φτωχά σε βιοτίνη. To C. 

glutamicum παρουσιάζει αυξοτροφία στη βιοτίνη, καθώς είναι από τα ελάχιστα 

απαραίτητα κυτταρικά συστατικά που αδυνατεί να συνθέσει, σύμφωνα με μελέτες 

γονιδίων που συμμετέχουν στο σχηματισμό της, αλλά και από την αδυναμία να 

ταυτοποιηθεί γονίδιο ομόλογο του fa/oF στη νουκλεοτιδική αλληλουχία του 

γονιδιώματος του στελέχους C. glutamicum  ATCC 13032 (Hatakeyama Κ. et al., 

1993a, 1993b), (Kalinowski J. et al., 2003). Η έλλειψη βιοτίνης στο θρεπτικό μέσο 

ανάπτυξης επάγει τις απαραίτητες μεταβολές του κυτταρικού τοιχώματος που 

συνδέονται άμεσα με την έκκριση υψηλής ποσότητας γλουταμινικού, αν και δεν 

είναι σαφής ο μηχανισμός με τον οποίο συμβαίνει αυτό. Όταν το υπόστρωμα της 

ζύμωσης είναι πλούσιο σε βιοτίνη, χρησιμοποιούνται διαφορετικές προσεγγίσεις, 

όπως η προσθήκη στο θρεπτικό μέσο πενικιλίνης η παραγώγων λιπαρών οξέων 

κατά την εκθετική φάση ανάπτυξης των κυττάρων.
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Σε αντίθεση με την υπερπαραγωγή γλουταμινικού οξέος που βασίζεται σε 

μεταβολές των κρίσιμων παραμέτρων ανάπτυξης, η υπερπαραγωγή λυσίνης 

βασίζεται σε καθαρά βιοχημική προσαρμογή των βακτηρίων, και πιο συγκεκριμένα 

στην απλότητα του συστήματος ρύθμισης του διακλαδιζόμενου μονοπατιού που 

οδηγεί στη παραγωγή λυσίνης, μεθειονίνης, θρεονίνης και ισολευκίνης (Sahm Η. et 

al., 2000). Για το λόγο αυτό, για την παραγωγή λυσίνης σε βιομηχανική κλίμακα 

χρησιμοποιούνται μεταλλαγμένα ή γενετικά τροποποιημένα στελέχη.

Εκτός όμως από αυτά τα δύο αμινοξέα έχουν κατασκευαστεί ή απομονωθεί 

στελέχη ικανά για υπερπαραγωγή και άλλων αμινοξέων. Συνήθως αυτό βασιζόταν 

σε επαναλαμβανόμενους κύκλους μεταλλαξιγένεσης και επιλογής (Rowlands R.T, 

1984), αλλά τα τελευταία χρόνια υπάρχει ενδιαφέρον για την βελτίωση της 

αποδοτικότητας των κορυνοβακτηρίων με τεχνικές της γενετικής μηχανικής (Sahm 

Η. et al., 1995). Σε αυτό τον τομέα έχει βοηθήσει ιδιαίτερα η εύρεση της πλήρους 

αλληλουχίας του C. glutamicum ATCC 13032 αλλά και η ανάπτυξη ευέλικτων 

συστημάτων κλωνοποίησης και φορέων από φυσικά κρυπτικά πλασμίδια των 

κορυνοβακτηρίων και κάποιους φάγους. Τα περισσότερα γονίδια τα οποία 

χρησιμοποιούνται προς αυτή την κατεύθυνση είναι ομόλογα γονίδια που 

συμμετέχουν στις βιοσυνθετικές πορείες παραγωγής αμινοξέων, με απώτερο σκοπό 

την αύξηση της ενεργότητάς τους. Εφαρμογή βρίσκουν όμως και ετερόλογα 

συστήματα έκφρασης που αναγνωρίζονται και λειτουργούν στα κορυνοβακτήρια, 

όπως το οπερόνιο της λακτόζης του Ε. coli.

To Brevibacterium lactofermentum  είναι ένα είδος στο οποίο η συστηματική 

ταξινόμηση δεν έχει ολοκληρωθεί. Τα μέχρι τώρα δεδομένα υποδεικνύουν, αν όχι 

ταυτοποίηση, πολύ στενή σχέση με το C. glutamicum και λιγότερη με το γένος 

Brevibacterium  (Abe S. et al., 1967; Suzuki et al., 1981; Minnikin et al., 1978). 

Απομονώθηκε και χαρακτηρίστηκε την δεκαετία του 1950 στην Ιαπωνία κατά τον 

εντοπισμό και εξερεύνηση βακτηρίων για εύρεση ειδών με αυξημένη παραγωγή 

γλουταμινικού οξέος όπου απομονώθηκε και το Corynebacterium glutamicum  

(Kinoshita S. and K. Nakayama, 1978).
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1.7.3 Κορυνοβακτήρια και τρεχαλόζη

Στα βακτήρια του γένους των κορυνοβακτηρίων η τρεχαλόζη αποτελεί 

βασικό δομικό συστατικό του ιδιότυπου κυτταρικού τοιχώματος των βακτηρίων 

αυτών. Το μεγαλύτερο τμήμα των ελεύθερων λιπιδίων του κυτταρικού τοιχώματος 

αποτελεϊται από δύο εστέρες κορυνομυκολικών οξέων που περιέχουν τρεχαλόζη, 

την μονοκορυνομυκολική και την δικορυνομυκολική τρεχαλόζη (Puech V. et al., 

2000). Εκτός όμως από την παρουσία της στο κυτταρικό τοίχωμα η τρεχαλόζη 

διαδραματίζει και ρόλο μεταβολίτη απόκρισης στην περιβαλλοντική πίεση στα 

κορυνοβακτηρια και ειδικότερα στο Corynebacterium glutamicum. Σημαντικά ποσά 

τρεχαλόζης παρατηρούνται στο κυτοσόλιο των βακτηρίων ως απόκριση στην 

υπερωσμωτική πίεση και ο διασακχαρίτης αποκτά κυρίαρχο ρόλο στη προστασία 

του κυττάρου όταν το άζωτο είναι περιορισμένο ή μη διαθέσιμο (Skjerdal Ο.Τ. et al., 

1996). Η τρεχαλόζη είναι επίσης ένα από τα παραπροϊόντα της υπερπαραγωγής 

λυσίνης (Vallino J.J. and G. Stephanopoulos,1993).

Η ανάλυση του γονιδιώματος του C. glutamicum  ATCC 13032 αποκάλυψε την 

ύπαρξη γονιδίων για τα ένζυμα και των τριών κύριων βιοσυνθετικών οδών της 

τρεχαλόζης (OtsAB, TreYZ, TreS). Ο λόγος που το C. glutamicum  διαθέτει τόσο 

εκτεταμένο δίκτυο γονιδίων σχετικά με τη σύνθεση τρεχαλόζης δεν είναι σαφής. Το 

μεγαλύτερο ποσοστό της περιεχόμενης τρεχαλόζης προέρχεται από τη δράση του 

μονοπατιού TreY/TreZ, ενώ είναι αξιοπρόσεκτο το γεγονός ότι ακόμα και κάτω από 

συνθήκες υπερωσμωτικής πίεσης, η τρεχαλόζη παράγεται από το μονοπάτι 

TreY/TreZ, σε αντίθεση με πλήθος άλλων μελετημένων οργανισμών στους οποίους 

κυρίαρχη βιοσυνθετική οδός σε τέτοιες περιπτώσεις είναι αυτή των γονιδίων 

otsA/otsB. To C. glutamicum είναι ο πρώτος οργανισμός στον οποίο το μονοπάτι 

TreY/TreZ εμπλέκεται στην ωσμωρύθμιση (Wolf A. et al., 2003). Αυτή είναι ίσως μία 

ευφυής προσαρμογή των βακτηρίων αυτών αφού οι μαλτοδεξτρίνες είναι άμεσα 

διαθέσιμες στο κύτταρο σε κάθε φάση της κυτταρικής ανάπτυξης και για την πλήρη 

αποδοτικότητα της οδού δεν απαιτείται κάποιος μηχανισμός πρόσληψης, ο οποίος 

είναι πιθανό να υπολειτουργεί υπό συνθήκες υπερωσμωτικού σοκ (Wood J.M. 

,1999). Αξίζει να σημειωθεί εδώ ότι αν και η τρεχαλόζη είναι σημαντική στην 

ωσμωρύθμιση, το κυρίαρχο μόριο για αυτή τη λειτουργία είναι η-προλίνη (Guillouet
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S. and J.M. Engasser,1995), ενώ η τρεχαλόζη αναλαμβάνει αυτό το ρόλο μόνο σε 

περιπτώσεις που το υπερωσμωτικό σοκ συνδυάζεται και με έλλειψη άμεσα 

προσβάσιμης πηγής αζώτου. Αυτό το φαινόμενο είναι πιθανόν αρκετά συχνό στο 

ιδιαίτερο ενδιαίτημα των εδαφοβακτηρίων αυτών όπου συχνά παρατηρούνται 

ελλείψεις θρεπτικών συστατικών (Wolf A. et al., 2003).

Καθώς το μονοπάτι TreY/TreZ φαίνεται να είναι επαρκές για τη σύνθεση 

τρεχαλόζης σε κάθε περίπτωση, η ύπαρξη των τριών διακριτών οδών σύνθεσης 

τρεχαλόζης αποτελεί αίνιγμα. Το μονοπάτι TreS φαίνεται ότι τελικά στο C. 

glutamicum δε συμμετέχει στη σύνθεση της τρεχαλόζης, παρά μόνο όταν η ο 

οργανισμός αναπτύσσεται σε θρεπτικό μέσο με μόνη πηγή άνθρακα τη μαλτόζη, 

αλλά στην αντίθετη αντίδραση αποικοδόμησής της (De Smet Κ.Α. et al., 2000). Τα 

πειραματικά αποτελέσματα που υποστηρίζουν αυτή τη θεωρία, είναι (1) δεν έχει 

αναγνωριστεί ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης ομόλογο με τα γνωστά γονίδια 

τρεχαλάσης στο C. glutamicum, (2) η απαλοιφή του γονιδίου treS από το γονιδίωμα 

του C. glutamicum οδηγεί σε αύξηση της κυτταροπλασματίκής συγκέντρωσης της 

τρεχαλόζης, (3) το μεταγράφημα του treS ανιχνεύεται ανεξάρτητα από τη σύνθεση 

τρεχαλόζης από το μονοπάτι TreS και (4) δεν παρατηρείται αποικοδομητική 

δραστικότητα τρεχαλόζης σε στελέχη με απενεργοποιημένο γονίδιο treS (Wolf A. et 

al., 2003).

Όλα τα παραπάνω, καθώς και το γεγονός ότι κύτταρα με ανενεργό γονίδιο 

treS παρουσιάζουν εκτεταμένη φάση προσαρμογής μετά την πάροδο του 

υπερωσμωτικού σοκ και μέχρι τα ποσά τρεχαλόζης να μειωθούν σε φυσιολογικά 

επίπεδα (Wolf A. et al., 2003), συνηγορούν ότι στο C. glutamicum  η ισορροπία του 

μονοπατιού TreS ευνοεί τη μετατροπή τρεχαλόζης προς μαλτόζη, η συγκέντρωση 

της οποίας είναι υπό φυσιολογικές συνθήκες χίλιες περίπου φορές μικρότερη από 

την αντίστοιχη συγκέντρωση τρεχαλόζης. Το φαινόμενο της αδυναμίας ανάληψης 

μετά από αβιοτικά σοκ έχει παρατηρηθεί και σε κύτταρα ζύμης με ελαττωματική 

τρεχαλάση (Nwaka S. et al., 1995a; Nwaka S. et al., 1995b).

Ο ρόλος της μεταβολικής οδού OtsA/OtsB στο C. glutamicum  αποτελεί 

επίσης αίνιγμα, με δεδομένο το ότι δε συμμετέχει ενεργά στην ωσμωρύθμιση, όπως 

συμβαίνει στην πλειοψηφία των οργανισμών. Παρατηρείται αύξηση της δράσης του 

μονοπατιού σε συνθήκες ωσμωτικού σοκ αλλά σε πολύ μικρότερο βαθμό από την
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αντίστοιχη ενεργοποίηση του μονοπατιού TreY/TreZ (Wolf A. et al., 2003). Έχει 

προταθεί ότι η οδός OtsA/OtsB είναι αυτή που παρέχει την απαραίτητη τρεχαλόζη 

για τον σχηματισμό των εστέρων των κορυνομυκολικών οξέων που απαρτίζουν το 

κυτταρικό τοίχωμα των κορυνοβακτηρίων. Εντούτοις, σε στελέχη που είχαν υποστεί 

αποσιώπηση των γονιδίων της οδού OtsA/OtsB το κυτταρικό τοίχωμα περιείχε 

μυκολικά οξέα σε ποσοστό μεγαλύτερο από 75% του φυσιολογικού. Αυτό αποτελεί 

ένδειξη ότι το μονοπάτι OtsA/OtsB πράγματι διαθέτει ρόλο στη σύνθεση των 

τρεχαλομυκολικών οξέων, αλλά η δράση του μπορεί να υποκατασταθεί από τη 

δράση των άλλων οδών σύνθεσης τρεχαλόζης (Shikamata Τ. and Υ. Minatagawa, 

2000). Είναι πιθανό η συγκεκριμένη οδός να συμμετέχει σε προσαρμογές σε 

ωσμωτική πίεση, όταν αυτή συνδυάζεται με συνθήκες έλλειψης πηγών άνθρακα 

(Wolf A. et al., 2003).

Ο περίπλοκος μεταβολισμός και μηχανισμός σύνθεσης τρεχαλόζης που 

παρατηρείται στο C. glutamicum, καθώς και η ανάπτυξη εργαλείων μεταβολικής 

μηχανικής για το σχεδίασμά μικροοργανισμών για αποδοτικότερη παραγωγή 

μεταβολιτών, έχει ελκύσει ενδιαφέρον στη χρήση του C. glutamicum  ως 

εναλλακτικής λύσης για την παραγωγή τρεχαλόζης σε βιομηχανική κλίμακα, για 

τρεις κυρίως λόγους:

(1) παράγει και εκκρίνει τρεχαλόζη (Gourdon Ρ. and N.D. Lindley, 1999)

(2) έχει απλή μεταβολική δομή σε σχέση με άλλους μικροοργανισμούς (Eggeling 

Ε. et al., 1996)

(3) χρησιμοποιείται ευρέως σε βιομηχανικές, βιοτεχνολογικές διεργασίες 

(Eggeling Ε. et al., 1996).

Αρκετές διαφορετικές προσεγγίσεις έχουν χρησιμοποιηθεί ώστε να 

επιτευχθεί αποδοτικός σχηματισμός και έκκριση τρεχαλόζης από C. glutamicum, σε 

μία προσπάθεια αντικατάστασης της μεθόδου των εργαστηρίων Hayashibara, η 

οποία είναι η πλέον αποδοτική μέθοδος παρασκευής τρεχαλόζης σε βιομηχανική 

κλίμακα. Δύο από αυτές είναι η ομόλογη υπερέκφραση των γονιδίων του 

μονοπατιού TreY/TreZ (Carpinelli J. et al., 2006) και η ετερόλογη έκφραση των 

γονιδίων otsA και otsB του Ε. coli (Padilla L. et al., 2004). Και με τις δύο μεθόδους η 

παραγωγή τρεχαλόζης πολλαπλασιάστηκε. Η πρώτη προσέγγιση έχει το 

πλεονέκτημα ότι χρησιμοποιεί την οδό που είναι φυσιολογικά η κατεξοχήν
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συνθετική πορεία τρεχαλόζης στο C. glutamicum, καθώς και το γεγονός ότι το 

υπόστρωμα είναι ένα άμεσα προσβάσιμο και σε αφθονία κυτταρικό συστατικό των 

βακτηρίων. Η δεύτερη προσέγγιση έχει τη δυνατότητα να υπεκφεύγει του 

ρυθμιστικού συστήματος των κορυνοβακτηρίων και είναι πιθανό να αποδειχθεί 

μακροπρόθεσμα αποδοτικότερη από την ομόλογη υπερέκφραση γονιδίων. Σε κάθε 

περίπτωση οι έρευνες σε αυτό τον τομέα συνεχίζονται και τα αποτελέσματα μπορεί 

να έχουν σημαντικό αντίκτυπο στη βιομηχανική παραγωγή τρεχαλόζης και κατ' 

επέκταση σε πολλούς τομείς της βιομηχανίας με δεδομένο το μεγάλο εύρος 

εφαρμογών του ασυνήθιστου αυτού δισακχαρίτη (Carpinelli J. et al., 2006; Padilla L. 

et al., 2004).

1.8 TO ΒΑΚΤΗΡΙΟ Xanthom onas campestris

To Xanthomonas campestris είναι ένα Gram αρνητικό, φυτοπαθογόνο 

βακτήριο και ανήκει στην οικογένεια Pseudomonaceae. Στην οικογένεια αυτή, τα 

βακτήρια αποτελούν μεγάλο τμήμα της μικροπανίδας των ελευθερόβιων 

σαπρόφυτων του εδάφους, του νερού, του θαλάσσιου περιβάλλοντος, ενώ 

μπορούν να βρεθούν και σε φυτά ή ζώα ως φορείς ασθενειών.

Τα βασικά μορφολογικά χαρακτηριστικά των βακτηρίων της οικογένειας 

Pseudomonaceae είναι το ραβδόμορφο σχήμα των κυττάρων, ευθύ ή ελαφρώς 

κυρτό από τη μία πλευρά, η ύπαρξη πολικού μαστινίου, η Gram αρνητική αντίδραση 

χρώσης και η απουσία σπορίων (Balows A., 1992).

Τα βακτήρια του γένους Xanthomonas είναι ραβδόμορφα, συνήθως 

μεγέθους από 0,4-0,7 έως 0,7-1,8μιτι, κυρίως απλά. Δεν παράγουν πολύ-β- 

υδροξυβουτυρικά έγκλειστα. Η κίνηση γίνεται με απλό πολικό μαστίγιο. Είναι 

αερόβια με αυστηρά αναπνευστικού τύπου μεταβολισμό. Η βέλτιστη θερμοκρασία 

ανάπτυξης είναι 25-30°C (ελάχιστη > 5°C και μέγιστη μεταξύ 30 - 39°C). Οι αποικίες 

είναι συνήθως κίτρινες, λείες και κολλώδεις. Είναι οξειδωτικά αρνητικά ή ελάχιστα 

θετικά. Διαθέτουν το ένζυμο κατάλυσης του υπεροξειδίου του υδρογόνου. Είναι 

χημειότροφα με ικανότητα να χρησιμοποιούν ποικιλία υδρογονανθράκων και 

αλάτων οργανικών οξέων ως πηγή άνθρακα. Αναπτύσσονται σε γαλακτικό
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ασβέστιο, αλλά όχι σε γλουταμίνη. Οι παράγοντες ανάπτυξης που συνήθως 

απαιτούνται περιλαμβάνουν μεθειονίνη, γλουταμινικό οξύ, νικοτινικό οξύ ή 

συνδυασμό αυτών. Είναι φυτοπαθογόνα. Το επί τοις εκατό ποσοστό G-C στο DNA 

είναι 63-71 (Wilkins W., Baltimore). Οι ρυθμοί ανάπτυξης ποικίλουν στο γένος των 

Xanthomonas, με το στέλεχος X. campestris να εμφανίζει την ταχύτερη ανάπτυξη.

Εικόνα 1.9: Το βακτήριο Xanthomonas campestris

To Xanthomonas campestris είναι ένα από τα πιο σημαντικά φυτοπαθογόνα 

βακτήρια. Συγκεκριμένα, προκαλεί την ασθένεια των μαύρων κηλίδων 

αποσύνθεσης των φυτών γένους cruciferae (σταυρανθή) και είναι υπεύθυνο για τη 

μεγάλη απώλειά τους παγκοσμίως (Qihong S. et al., 2003).

Εικόνα 1.10: Η ασθένεια των μαύρων κηλίδων αποσύνθεσης
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Ένα σημαντικό πλεονέκτημα του Xanthomonas campestris είναι ότι παράγει 

την ξανθάνη, έναν εξωκυτταρικό πολυσακχαρίτη με πλήθος εφαρμογών. Η ξανθάνη 

παράγεται στη στατική φάση ανάπτυξης περίπου μετά από 36 ώρες, με μέγιστη 

απόδοση στις 72 ώρες, και εκκρίνεται εξωκυττάρια, με αποτέλεσμα το υγρό της 

καλλιέργειας να παρουσιάζει υψηλό ιξώδες. Για την βιομηχανική της παραγωγή 

σημαντικοί παράγοντες είναι η θερμοκρασία ανάπτυξης (28°C), το βέλτιστο pH (6.8- 

7.0), η σχετικά έντονη ανάδευση και η επαρκής οξυγόνωση της καλλιέργειας.

Η ξανθάνη χρησιμοποιείται στη βιομηχανία τροφίμων ως σταθεροποιητής σε 

τρόφιμα που η δομή τους είναι δυνατόν να αλλοιωθεί κατά τη διαδικασία του 

μαγειρέματος, ως γαλακτωματοποιητής σε τρόφιμα, ως πρόσθετο βελτίωσης της 

υφής και της γεύσης, καθώς και σε προϊόντα διαίτης, επειδή δε μεταβολίζεται από 

τον ανθρώπινο οργανισμό. (Robbins 0J. et al., 1964). Επίσης, αποτελεί μέσο 

αιώρησης σωματιδίων και σταθεροποιητή για γαλακτώματα (Walker RE,1966).

Η ξανθάνη βρίσκει ακόμα εφαρμογές στη βιομηχανία φαρμάκων, στην 

εξόρυξη πετρελαίου, στην παρασκευή απορρυπαντικών, εκρηκτικών υλών, 

φυτοφαρμάκων, στην επικάλυψη πυρίμαχων σκευών, στην παρασκευή σε 

στιλβώσεις κεραμικών προϊόντων, σε φωτογραφικά διαλύματα κ.ά.

Σε αντιδιαστολή προς τις φυτοπαθογόνες του ιδιότητες, το Xanthomonas 

campestris παρουσιάζει αρκετά πλεονεκτήματα ως προς τη βιοτεχνολογική του
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αξιοποίηση. Έχει μελετηθεί η παραγωγή της ξανθάνης σε πιλοτικούς 

βιοαντιδραστήρες από υποστρώματα που αποτελούν την πηγή άνθρακα και 

προέρχονται από παραπροϊόντα βιομηχανιών, όπως η μελάσα και το τυρόγαλα, και 

έχει βρεθεί πολύ αποδοτική (Afendra A.S. et al., 2002). Επιπλέον, το X. campestris 

έχει αποδειχθεί πολύ καλός δέκτης για τη μεταφορά και έκφραση ετερόλογων 

γονιδίων σε αυτό, όπως το γονίδιο παγοπυρήνωσης inaZ του Pseudomonas syringae 

(Afendra A.S. et al., 2002), το γονίδιο της α-αμυλάσης του υπερθερμόφιλου αρχαίου 

Purococcus woesei (Konsoula Ζ. et al., 2008) και το gfp του Aequorea victoria [Baveli 

& Afendra, unpublished results].

Επομένως, η γενετική βελτίωση αυτού του μικροοργανισμού θα μπορούσε 

να προσφέρει μια προοπτική για ταυτόχρονη παραγωγή δύο προϊόντων (π.χ. 

ξανθάνης και πρωτεΐνης παγοπυρήνωσης (/ησΖ), ξανθάνης και α-αμυλάσης) από 

υπόστρωμα βιομηχανικών αποβλήτων, προοπτική που παρουσιάζει τόσο 

οικονομικά, όσο και οικολογικά οφέλη, εφόσον θα συνεισέφερε στην επίλυση του 

προβλήματος διάθεσης παραπροϊόντων που αποτελούν σημαντική αιτία 

περιβαλλοντικής ρύπανσης.

1.9 ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ

Η τρεχαλόζη είναι ένας δισακχαρίχης με ιδιαίτερα σημαντικές ιδιότητες 

που αφορούν την προστασία του βιολογικού υλικού από συνθήκες 

καταπόνησης, όπως ξηρασία, θερμοκρασία, κ. ά. Επομένως οι εφαρμογές της 

στη βιομηχανία, αλλά κυρίως την ιατρική, έχουν ιδιαίτερη σημασία και αξίζει να 

διερευνηθούν. Η παραγωγή της τρεχαλόζης είναι μία ιδιαίτερα δαπανηρή 

διαδικασία, η οποία περιπλέκεται από το γεγονός ότι απαιτείται μεγάλη 

ποσότητα για κάθε εφαρμογή. Τα κορυνοβακτήρια είναι οργανισμοί που 

παράγουν μέσω τριών βιοχημικών πορειών μεγάλη ποσότητα τρεχαλόζης, διότι 

τη χρησιμοποιούν τόσο στην κατασκευή του κυτταρικού τους περιβλήματος, 

όσο και στο εσωτερικό του κυττάρου, για την προστασία έναντι συνθηκών 

αφυδάτωσης.

Στην εργασία αυτή δύο είναι τα προς μελέτη ζητήματα:

1. Η απομόνωση των γονιδίων treY και treZ από^ τα στελέχη
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Corynebacterium glutamicum ATCC 21253 και Brevibacterium 

lactofermentum ATCC 21799 που διατίθενται στο εργαστήριο. Η 

βιοσύνθεση της τρεχαλόζης μέσω της βιοχημικής πορείας treYZ δεν έχει 

μελετηθεί τόσο εκτενώς όσο η otsAB. Στόχος είναι η απομόνωση των 

γονιδίων, η εύρεση της νουκλεοτιδικής τους αλληλουχίας, η σύγκρισή 

τους με γνωστά ανάλογα γονίδια και η τροποποίησή τους για 

κλωνοποίηση σε φορείς υπερέκφρασης.

2. Η ετερόλογη έκφραση των γονιδίων που κωδικοποιούν τη βιοσυνθετική 

πορεία otsAB στο βακτήριο Xanthomonas campestris ATCC 13951. Ο 

απώτερος σκοπός είναι η διερεύνηση της παραγωγής τρεχαλόζης από 

ετερόλογα γονίδια σε ένα βακτήριο που εκφράζει ξένα γονίδια και 

αναπτύσσεται σε βιομηχανικές συνθήκες όπως είναι το X. campestris, 

ώστε να υπάρχει η δυνατότητα παραγωγής δύο προϊόντων. Στόχος της 

παρούσας εργασίας είναι η κλωνοποίηση των γονιδίων otsA και otsB των 

C. glutamicum ATCC 21253 και Β. lactofermentum ATCC 21799, τα οποία 

έχουν απομονωθεί, κλωνοποιηθεί και χαρακτηριστεί βιοχημικά 

(Andreou LV et al., 2005) σε πλασμιδιακούς φορείς έκφρασης 

κατάλληλους για ένα εύρος φυτοπαθογόνων βακτηρίων, ώστε να 

μελετηθεί η δραστικότητα των αντίστοιχων ενζύμων και επομένως η 

δυνατότητα παραγωγής τρεχαλόζης στον ξενιστή Xanthomonas 

campestris ATCC 13951.
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

2.1 ΧΗΜΙΚΑ ΚΑΙ ΟΡΓΑΝΑ

Οι χημικές ουσίες που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτή την εργασία ήταν των 

εταιρειών Merck, Sigma, Biolife, Invitrogen, Fluka, Riedel -  de -  Haen, LAB Μ. Τα 

περιοριστικά ένζυμα ήταν της TAKARA.

Τα όργανα που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτή την εργασία ήταν:

1) Ανακινούμενος επωαστήρας: EDMUND BUHLER ΤΗ30

2) Αυτόκαυστο: ASTELL SCIENTIFIC ΑΜΒ 430

3) Αυτόματες πιπέτες: Gilson:P2 (0,2—2μΙ), Ρ200 (20-200μΙ), Ρ1000 (200- 

ΙΟΟΟμΙ), Ρ5000 (1000-5000μΙ). Finnpipette Thermo Labsystems 4500 (2-20μΙ).

4) Καταψύκτης: Whirpool Easytronic (-20° C).

5) Λυοφιλιοποιητής: Thermo Savant ISS 110 Speedvac System

6) ρΗμετρο: inoLab pH Level 2 WTW

7) Συσκευή ακτινοβολίας UV: VILBER LOURMAT

8) Συσκευή ανάδευσης: Maxi Rocket UNITWIST RT

9) Συσκευές ηλεκτροφόρησης DNA: Cansort E844, Roth Karlsrume HU6, HU10, 

HU13.

10) Σύστημα φωτογράφισης: KODAK ID Image Analysis SW (KODAK EDAS290)

11) Υδατόλουτρο: BIOLINE SCIENTIFIC WB5020

12) Υπερκαταψύκτης: Thermo Forma model 994 (-80° C).

13) Φούρνος Υβριδισμού: UVP HL-2000 HybriLinker

14) Φυγόκεντροι: NF 048- niive, Universal 16A, Biofuge Stratos Aeraus, Costar

15) Φωτόμετρο: U-1500 Spectrophotometer

16) Ψυγειοκαταψύκτης: Bosch DuoSystem (+4°, -20° C)

17) Dry bath incubator: Kisker MD-02N, Kisker CH100

18) HOOD: Bioair Instruments Electronic Autospeed Control m/sec.

19) Mini bead-beater (3110BX, Biospec products, Bartesville, Oklahoma, USA)

20) GIBCO BRL Cell-Porator Electroporation System & Voltage Booster
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2.2 ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΑ ΣΤΕΛΕΧΗ ΚΑΙ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑ

ΠΙΝΑΚΑΣ 2.1: Βακτηριακά Στελέχη

Brevibacterium
lactofermentum
ATCC21799

τροποποιημένο για 
παραγωγή λυσίνης

ΒΒΒΒΒΒ ο I UJ i J ίν >\

Kumura et al.,1962

Corynebacterium
glutamicum
ATCC21253

τροποποιημένο για 
παραγωγή λυσίνης

Kinoshira et al.; 1958, Nakayama 
et al., 1973 (Nakayama K., Araki 
K. Process for producing L-lysine. 
US Patented 3,708,395 dated Jan. 
21973)

Escherichia coli 
DH5a

supE44 AlacU169 
(08OlacZ m i5 )h sd R 1 7  
recAl endAl gyrA96 thi-1 
recAl

Hanahan 1983, BRL, 

Gaithersburg, MD

Xanthomonas
campestris
ATCC13951

Φυσικός τόπος 
Παράγει ξανθάνη

Afendra et al.,2002

ΠΙΝΑΚΑΣ 2.2: Πλασμίδια

Μ *H
: ‘v< ‘

Β Ε Ξ | K M I B 1

mmMLhEMMj*
pCR-Blunt 3,500 KmR Ένθεση προϊόντος 

PCR ή γονιδίου
Zero Blunt cloning kit 
Invitrogen

pUC19 2,686

ccQ.
<

Ένθεση προϊόντος 
PCR

Yanish-Perron et al., 
1985

pET29C 6,282

“E Ένθεση προϊόντος 
PCR

Papi et al., 2005, 
Novagen

pCPP33 7,500 TcR Ένθεση γονιδίων 
otsA, otsB

Afendra et al.,2002

pCPP39 8,700 TcR Ένθεση γονιδίων 
otsA, otsB

Afendra et al.,2002

pUCotsAOl 4,486

CC 
i

9- 
1

<
 

j

Παραλαβή
otsAB.I.

Andreou L.B., 2005

pUCotsA02 4,486 ApK Παραλαβή
otsAC.g.

Andreou L.B., 2005

pUCotsB03 3,886 ApR Παραλαβή
otsBB.I.

Andreou L.B., 2005

pUCotsB04 3,886 ApK Παραλαβή
otsBC.g.

Andreou L.B., 2005
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2.3 ΘΡΕΠΤΙΚΑ ΜΕΣΑ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ

Πλήρες θρεπτικό μέσο για τα Ε. co li, Β . la c to fe rm e n tu m  και C. g lu ta m icu m  

(Luria Broth, L.B., Luria and Delbruck 1943).

•  1% (w/v) NaCI

•  0,5% (w/v) Yeast extract (εκχύλισμα ζύμης)

•  1% (w/v) τρυπτόνη

•  pH 7,5 (με διάλυμα NaOH IN).

To X. ca m p estris  αναπτύχθηκε στο παραπάνω θρεπτικό μέσον με την 

προσθήκη επιπλέον 0,2 % γλυκόζης.

Τα θρεπτικά μέσα αποστειρώνονται σε κλίβανο υπό πίεση σε 121°C.

Στερεά θρεπτικά μέσα: παρασκευάζονται με προσθήκη 1,8 -  2% (w/v) άγαρ 

στο αντίστοιχο υγρό θρεπτικό μέσο πριν την αποστείρωση.

2.4 ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΚΑΙ ΔΙΑΤΗΡΗΣΗ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΩΝ

Οι καλλιέργειες του Ε . co li επωάστηκαν στους 37°C, των Β. la c to fe rm e n tu m  

και C. g lu tam icum  στους 30°C, ενώ του X. ca m p e s tr is  στους 28 - 30°C, όλες υπό 

συνεχή ανάδευση 175 -  200 στροφών.

Οι στερεές καλλιέργειες διατηρούνται στους 4°C.

Τα κύτταρα υγρών καλλιεργειών φυλάσσονται στους -80°C παρουσία ~33% 

γλυκερόλης (500μΙ γλυκερόλη + ΙΟΟΟμΙ υγρής καλλιέργειας).

2.5 ΑΝΤΙΒΙΟΤΙΚΑ

Η αποστείρωση των υδατικών διαλυμάτων αποθήκευσης έγινε με διήθηση 

μέσω φίλτρου. Τα διαλύματα αποθήκευσης φυλάσσονται στους -20°C.

ΠΙΝΑΚΑΣ 2.3: Αντιβιοτικά που χρησιμοποιήθηκαν

ΑΝΤΙΒΙΟΤΙΚΟ/ΔΙΑΛΥΤΗΣ i ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ .i , ΤΕΛΙΚΗ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ ΣΤΟ ΘΡΕΠΤΙΚΟ.
V ., STOCK -··! <-, ΜΕΣΟ (pg/ml)

Ap/dHzO lOOmg/ml 100

Km/ dHzO 50mg/ml 50

Tc/αιθανόλη
1

5mg/ml 20 (Ε. co li) , 15 (X. ca m p e str is )
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ΠΙΝΑΚΑΣ 2.4: Τρόπος δράσης των αντιβιοτικών που χρησιμοποιήθηκαν

Μ ? ™

Αρ
if

Αναστέλλει την ανάπτυξη των 
βακτηρίακών κυττάρων, 
αναστέλλοντας τη δράση του 
ένζυμου τρανσπεπτιδάση, 
εμποδίζοντας έτσι τη σύνθεση 
γειτονικών μονάδων 
πεπτιδογλυκανών και προκαλώντας 
τον τερματισμό της σύνθεσης του 
κυτταρικού τοιχώματος.

Km Η Km ανήκει στην ομάδα των 
αμινογλυκοσιδών και παρουσιάζει 
μικροβιοκτόνες ιδιότητες. Η 
επίδρασή της εκδηλώνεται στο 
στάδιο ανάπτυξης του 
μικροοργανισμού. Στο 
αντιμικροβιακό φάσμα της Km 
συμπεριλαμβάνονται τόσο GRAM+ 
όσο και GRAM- βακτήρια.

Το γονίδιο npt\\ εκφράζει ένα 
ένζυμο το οποίο 
απενεργοποιεί την δράση 
του αντιβιοτικού.

Tc Αναστέλλει τη βακτηριακή 
πρωτεϊνοσύνθεση με πρόσδεση στην 
30S υπομονάδα του ριβοσώματος 
και παρεμπόδιση της σύνδεσης του 
αμινοάκυλο-tRNA.

Το γονίδιο te t  κωδικεύει ένα 
ειδικό ένζυμο το οποίο 
τροποποιεί την κυτταρική 
μεμβράνη του βακτηρίου και 
εμποδίζει τη μεταφορά του 
αντιβιοτικού στο εσωτερικό 
του κυττάρου.

Το γονίδιο bla  κωδικοποιεί 
τη β-λακτασμάση, η οποία 
διασπά τον β-λακταμικό 
δακτύλιο του αντιβιοτικού.

2.6 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΟΛΙΚΟΥ DNA

Η απομόνωση ολικού DNA από τα Β. la c to fe rm e n tu m  και C. g lu ta m icu m  

πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με τη μέθοδο Lovett και Keggins (1979) για B a c illu s  με 

ορισμένες τροποποιήσεις (Marquez et al., 1985).

>  Φυγοκέντρηση στις 7.000rpm στους 4°C για 5min κυττάρων από 

καλλιέργεια 30ml μετά από ανάπτυξη 20 ωρών στους 30°C.

>  Έκπλυση των κυττάρων με 2,5ml TES Buffer.

>  φυγοκέντρηση στις 3.500rpm για 20min.

>  Επαναιώρηση με 2,5ml TES Buffer.

>  Φυγοκέντρηση στις 3.500rpm για 20min. ^
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>  Προσθήκη 2,5ml TES Buffer και 40μΙ λυσοζύμης.

>  Επώαση στους 37°C yia 30min κυτταρικού αιωρήματος μετά από ήπια 

ανάδευση.

>  Προσθήκη υδατικού διαλύματος ΘΝάσης 125μΙ και επώαση διαλύματος 

στους 37°C via 20min.

>  Ακολουθεί αραίωση του δείνματος στο διπλάσιο όγκο με TES Buffer 

(προσθήκη 2,5ml TES).

>  Στη συνέχεια, νίνεται προσθήκη υδατικού διαλύματος πρωτεάσης Κ 2,5μΙ 

καθώς KaiSDS 50μΙ.

>  Φυνοκέντρηση του δείγματος στις 3.500rpm για lOmin για διαχωρισμό 

φάσεων.

>  Επειτα, εκχύλιση της υδατικής φάσης 2 φορές με ίσο όγκο φαινόλης (ήπια 

ανακίνηση και φυγοκέντρηση στις 3.500rpm για 5min).

>  Στην τελική υδατική φάση (2,5ml) προσθήκη διπλάσιου όγκου ψυχρής 

αιθανόλης (5ml), ακολουθεί ήπια ανακίνηση.

>  Παραμονή του διαλύματος στους 4°C για τουλάχιστον 30min. (Μετά την 

προσθήκη της αιθανόλης στο διάλυμα είναι πλέον ορατό το ολικό DNA ως 

λευκές ίνες).

>  Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 12.000rpm στους 4°C για 20min και στέγνωμα 

του ιζήματος.

>  Τέλος, διάλυση του ιζήματος σε ΙΟΟμΙ ΤΕ και φύλαξη στους 4°C.

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ

- TES Buffer: 20mM Tris-HCI pH 7.5, 5mM EDTA, lOOmM NaCI

- Διάλυυα TE: lOmM Tris-HCI. O.lmM EDTA p H 8.0

2.7 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟΥ ONA ΜΙΚΡΗΣ ΚΛΙΜΑΚΑΣ ME ΧΡΗΣΗ ΠΑΚΕΤΟΥ 

ME ΕΤΟΙΜΑ ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ Nucleospin plasmid (Macherey-Nagel, Cat. No. 

740588.250).

Η μέθοδος αυτή αποδίδει παρασκευές υψηλής καθαρότητας και 

ικανοποιητικής ποσότητας.
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>  Ανάπτυξη 5ml καλλιέργειας κυττάρων που περιέχουν το προς απομόνωση 

πλασμίδιο με ανακίνηση στους 37°C σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 

κατάλληλο αντιβιοτικό. Ο χρόνος επώασης δεν πρέπει να ξεπερνά τις 16 

ώρες.

>  Φυγοκέντρηση 4,5ml από την παραπάνω καλλιέργεια για 15min/3.500U.

>  Απομάκρυνση του θρεπτικού μέσου προσεκτικά με πιπέτα.

>  Επαναιώρηση του ιζήματος σε 250μΙ διαλύματος Α1 υπό ανάδευση με 

πιπέτα έως ότου το εναιώρημα εμφανίζεται ομογενές.

>  Προσθήκη 250μΙ διαλύματος Α2 και ήπια ανάδευση του μίγματος με 

περιστροφή του σωλήνα 6-8 φορές.

>  Προσθήκη 300μΙ διαλύματος A3 και ήπια ανάδευση του μίγματος με 

περιστροφή του σωλήνα 6-8 φορές.

>  Φυγοκέντρηση του μίγματος στις 13.000rpm για lOmin.

>  Μεταφορά του υπερκείμενου σε στήλη και φυγοκέντρηση στις 13.000rpm 

για lmin.

>  Προσθήκη στη στήλη 600μΙ διαλύματος Α4 και φυγοκέντρηση στις 

13.000rpm για lmin. Στο βήμα αυτό απομακρύνονται άλατα, μεταβολίτες 

και διαλυτά μακρομοριακά κυτταρικά συστατικά.

>  Στη συνέχεια, ξήρανση της στήλης με φυγοκέντρηση στις 13.000rpm για 

2min.

>  Προσθήκη στη στήλη 50μΙ διαλύματος ΑΕ και επώαση για lmin σε 

θερμοκρασία δωματίου. Στο βήμα αυτό πραγματοποιείται η έκλουση του 

πλασμιδίου από τη στήλη.

>  Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13.000rpm για lmin.

2.8 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΖΩΝΩΝ ΚΑΙ ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΑΠΟ ΠΗΓΜΑ ΑΓΑΡΟΖΗΣ ΜΕ ΤΗΝ 

ΧΡΗΣΗ ΠΑΚΕΤΟΥ ΜΕ ΕΤΟΙΜΑ ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ NucleoSpin Extractll (Macherey- 

Nagel, Cat. No. 740609.250).

>  Κόψιμο επιθυμητής ζώνης από πήγμα αγαρόζης και ζύγισμα.

>  Προσθήκη διπλάσιου όγκου διαλύματος NT από αυτόν της ζώνης.
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>  Επώαση στους 50°C για lOmin και ανάδευση ανά 2-3min, ώσπου να λειώσει 

εντελώς το gel της ζώνης.

>  Μεταφορά του περιεχομένου σε στήλη.

>  Φυγοκέντρηση στις 13.000rpm για lmin.

>  Προσθήκη 600μΙ διαλύματος ΝΤ3 και φυγοκέντρηση στις 13.000rpm για 

2min και ακολούθως επώαση της στήλης στους 70°C για 2-3min. 

(Υπολειπόμενη αιθανόλη από το διάλυμα ΝΤ3 πιθανόν αναστείλει επόμενες 

αντιδράσεις και γι' αυτό πρέπει να απομακρυνθεί πλήρως).

>  Μεταφορά της στήλης σε καθαρό πλαστικό σωλήνα 1,5ml και προσθήκη 

50μΙ διαλύματος έκλουσης ΝΕ.

>  Ακολουθεί παραμονή σε θερμοκρασία δωματίου για lmin και έπειτα 

έκλουση του DNA από τη στήλη με φυγοκέντρηση στις 13.000rpm για lmin.

2.9 ΠΕΨΗ TOY DNA ΜΕ ΠΕΡΙΟΡΙΣΤΙΚΕΣ ΕΝΔΟΝΟΥΚΛΕΑΣΕΣ

Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες είναι ένζυμα βακτηριακής προέλευσης, 

που αναγνωρίζουν συγκεκριμένες αλληλουχίες DNA και καταλύουν τη διάσπαση και 

των δύο αλυσίδων της διπλής έλικας, μέσω της υδρόλυσης ενός φωσφοδιεστερικού 

δεσμού σε κάθε μία από αυτές. Ο φυσιολογικός τους ρόλος στα βακτήρια είναι η 

προστασία του κυττάρου από εξωγενές DNA.

Οι αλληλουχίες που αναγνωρίζονται από περιοριστικά ένζυμα έχουν μήκος 

τέσσερα έως οκτώ ζεύγη βάσεων και είναι συνήθως παλίνδρομες, με τις θέσεις 

διάσπασης να είναι συμμετρικά τοποθετημένες στο εσωτερικό τους. Από τη 

διάσπαση με περιοριστικές ενδονουκλεάσες μπορεί να προκόψουν είτε τμήματα 

DNA με προεξέχοντα μονόκλωνα άκρα, ικανά να σχηματίζουν δεσμούς υδρογόνου 

με συμπληρωματικές αλληλουχίες, είτε τμήματα με αμβλεία άκρα. Με την 

προσθήκη DNA λιγάσης είναι δυνατόν να αποκατασταθούν ο ι φωσφοδιεστερικοί 

δεσμοί μεταξύ δύο περιοριστικών θραυσμάτων και αυτή είναι η βάση της 

κατασκευής ανασυνδυασμένων μορίων DNA. Το πλεονέκτημα των απότομων άκρων 

είναι η ικανότητα να συνδέονται με άλλα τμήματα με απότομα άκρα ανεξάρτητα 

του πως προέκυψαν αυτά ( επεξεργασία με το ίδιο ένζυμο ή άλλο ένζυμο που 

αφήνει αμβλεία άκρα, προϊόν PCR κτλ). ^
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Τα μεγέθη των περιοριστικών τμημάτων που προκύπτουν μετά τη δράση των 

περιοριστικών ενδονουκλεασών υπολογίζονται μετά από σύγκριση των 

αποστάσεων που διανύουν σε ηλεκτροφόρηση πήγματος αγαρόζης, με τις 

αποστάσεις πρότυπων ζωνών ευθύγραμμου DNA γνωστού μοριακού βάρους. Κάθε 

περιοριστικό ένζυμο έχει βέλτιστες συνθήκες θερμοκρασίας, pH και σύστασης 

ρυθμιστικού διαλύματος στις οποίες δρα και οι οποίες δίνονται από τις 

κατασκευαστικές εταιρείες. Η συγκέντρωση των περισσότερων ενδονουκλεασών 

εκφράζεται σε Unit/μΙ, όπου 1 unit ορίζεται ως η ποσότητα του ενζύμου που 

απαιτείται για την πέψη lp g  DNA του φάγου λ σε 1 ώρα, υπό τις κατάλληλες 

συνθήκες δράσεως του εκάστοτε ενζύμου.

Ως πρότυπο μοριακών βαρών χρησιμοποιήθηκε DNA φάνου λ που ε ίχ ε  

υποστεί πέψη με H ind lll. Η πέψη αυτή δίνει χαρακτηριστικά θραύσματα 23130, 

9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564 και 125 bp.

i) ΠέΦεις ολικού DNA

Ο τελικός όγκος των πέψεων ποικίλλει. Τα αποστειρωμένα σωληνάρια στα 

οποία γίνονται οι πέψεις περιέχουν:

- ποσότητα DNA

- ποσότητα ρυθμιστικού διαλύματος ίση με το 1/10 του τελικού όγκου της 

αντίδρασης

- κατάλληλη ποσότητα ενζύμου ώστε να δράσει ικανοποιητικά. Η οποία δεν πρέπει 

να ξεπερνά το 1/10 του τελικού όγκου

- κατάλληλη ποσότητα dH20 , για τη ρύθμιση του τελικού όγκου της αντίδρασης.

Το παραπάνω μίγμα αναδεύεται και επωάζεται στους 30°C ή στους 37°C για 

τον επιθυμητό χρόνο. Ο έλεγχος της πέψης γίνεται με ηλεκτροφόρηση.

ii) ΠέΨειτ πλασαιδιακού DNA

Η αντίδραση της πέψης πραγματοποιείται σε τελικό όγκο ΙΟμΙ, σε 

σωληνάριο eppendorf όπου τοποθετούνται τα εξής:

- ορισμένη ποσότητα DNA

- ποσότητα ρυθμιστικού διαλύματος ίση με το 1/10 του τελικού όγκου της 

αντίδρασης (ΙμΙ)
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- κατάλληλη ποσότητα ένζυμου (συνήθως 0,5μΙ)

- κατάλληλη ποσότητα dH20  yia τη ρύθμιση του τελικού όγκου της 

αντίδρασης.

Το μίγμα αναδεύεται και επωάζεται στους 30°C ή στους 37°C ανάλογα με τις 

βέλτιστες συνθήκες του περιοριστικού ενζύμου για τον επιθυμητό χρόνο. Ο έλεγχος 

της πέψης γίνεται με ηλεκτροφόρηση του δείγματος.

2.10 ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΤΟΥ ΟΝΑ

Όταν φορτισμένα μόρια βρεθούν σε ηλεκτρικό πεδίο, μετακινούνται προς το 

θετικό πόλο (άνοδο), αν είναι αρνητικά φορτισμένα, ή προς τον αρνητικό πόλο 

(κάθοδο), αν είναι θετικά φορτισμένα. Το φαινόμενο αυτό περιγράφεται με τον όρο 

ηλεκτροφόρηση και χρησιμοποιείται ως μέθοδος διαχωρισμού και καθαρισμού 

μακρομορίων που διαφέρουν στο φορτίο, τη διαμόρφωση ή το μέγεθος.

Τα νουκλεϊκά οξέα (DNA) είναι μακρομόρια που μπορούν να διαχωριστούν με 

ηλεκτροφόρηση, μετά από απομόνωσή τους από τα κύτταρα, καθώς και μετά από 

πέψη, καθαρισμό, αντίδραση PCR, κ.ο.κ. To DNA διαθέτει ασθενές αρνητικό φορτίο 

λόγω των φωσφορικών ομάδων, συνεπώς η εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου έχει ως 

αποτέλεσμα τη μετακίνησή του προς την άνοδο.

To DNA ηλεκτροφορείται σε υλικό που σχηματίζει πλέγμα. Το υλικό που 

χρησιμοποιείται συνήθως για τις ηλεκτροφορήσεις ρουτίνας του DNA είναι η 

αγαρόζη, ουδέτερος μη τοξικός πολυσακχαρίτης που εξάγεται από θαλάσσια φύκη. 

Όταν παρασκευαστεί, έχει τη μορφή παραλληλεπίπεδου πήγματος πάχους όχι 

μεγαλύτερου του 1 cm, με υποδοχές (φρεάτια) στην επιφάνεια της μιας πλευράς 

για να προστεθεί το DNA. Το πήγμα αγαρόζης τοποθετείται σε κατάλληλη συσκευή 

που περιέχει δύο ηλεκτρόδια, καλύπτεται από το ρυθμιστικό διάλυμα της 

ηλεκτροφόρησης, η δε συσκευή συνδέεται σε μονάδα παροχής τάσης. Τα ιόντα του 

ρυθμιστικού διαλύματος είναι υπεύθυνα για τη ροή του ηλεκτρικού ρεύματος 

μεταξύ των δύο ηλεκτροδίων και διατηρούν το pH σχετικά σταθερό (Εικόνα 2.1).

Η ανίχνευση του DNA σε πήγματα αγαρόζης γίνεται με την προσθήκη 

βρωμιούχου αιθιδίου στο πήγμα κατά την παρασκευή του. Το βρωμιούχο αιθίδιο 

εισχωρεί στο μόριο του DNA και δεσμεύεται ανάμεσα στην υπερόπειρωμένη διπλή
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έλικα (Εικόνα 2.2). Το σύμπλοκο DNA -  βρωμιούχου αιθιδίου ανιχνεύεται σε λάμπα 

υπεριώδους ακτινοβολίας (302 nm), όπου καθίσταται ορατό σε μορφή ζωνών 

ρόδινου χρώματος.

Πειραματική διαδικασία:

>  Ζύγισμα κατάλληλης ποσότητας αγαρόζης σε κωνική φιάλη (πυκνότητα 

πήγματος 1%).

>  Προσθήκη στη φιάλη ανάλογη ποσότητα διαλύματος TAE lx  και θέρμανση 

μέχρι να διαλυθεί τελείως η αγαρόζη.

>  Όταν η θερμοκρασία της φιάλης κατέλθει στους 50°C, προσθήκη κατάλληλης 

ποσότητας διαλύματος βρωμιούχου αιθιδίου, έτσι ώστε η τελική 

συγκέντρωση στο διάλυμα να είναι 0,5μ§/ιηΙ.

>  Απόχυση του παραπάνω μίγματος στη συσκευή ηλεκτροφόρησης και πήξη 

του, οπότε και γίνεται αφαίρεση του κτενακίου για τη δημιουργία των 

φρεατίων.

θέση φόρτωσης 
δείγματος

Εικόνα 2.1: Σχηματική απεικόνιση οριζόντιας ηλεκτροφόρησης.

Εικόνα 2.2: Απεικόνιση του τρόπου εισχώρησης του 

βρωμιούχου αιθιδίου στη διπλή έλικα του DNA.
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>  Στα δείγματα ΟΝΑ που πρόκειται να ηλεκτροφορηθούν προστίθεται 

κατάλληλος όγκος διαλύματος φόρτωσης (G.L.B) σε αναλογία 5:1 αντίστοιχα.

>  Ακολουθεί φόρτωση των δειγμάτων στα φρεάτια του πήγματος και στη 

συνέχεια εφαρμόζεται τάση 2-5Volt/cm. Η ηλεκτροφόρηση λαμβάνει χώρα 

σε θερμοκρασία δωματίου.

Εικόνα 2.3: Διάταξη ηλεκτροφόρησης

Εικόνα 2.4: Συσκευή ηλεκτροφόρησης

✓
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ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ

- Διάλυυα ΤΑΕ (tris acetate): 0,04Μ Tris acetate, Ο,ΟΟΙΜ EDTA pH 8.0

To διάλυμα παρασκευάζεται σε συγκέντρωση 50χ και φυλάσσεται σε 

θερμοκρασία δωματίου. Το τελικό διάλυμα 1χ παρασκευάζεται με αραίωση του 

διαλύτη.

- Ρυθυιστικό διάλυαα G.L.B. (eel loading buffer): 0,25% κυανό της 

βρωμοφαινόλης, 0,25% κυανολικό ξυλένιο, 0,50% γλυκερόλη, διατηρείται 

στους 4°C.

- Διάλυαα βρωυιούχου αιθίδιου: EtBr 3 mg/ml (w/v) ρΗ8. Διατηρείται στους 

4"C σε σκοτεινόχρωμο φιαλίδιο.

2.11 ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗ ΣΕ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑ

Στάδιο ποώτο: πραγματοποιείται πέψη του πλασμιδιακού φορέα και του 

DNA το οποίο πρόκειται να κλωνοποιηθεί με την κατάλληλη ή τις κατάλληλες 

περιοριστικές ενδονουκλεάσες.

Στάδιο δεύτερο: σ' αυτό το στάδιο γίνεται η σύνδεση (ligation) των δύο 

γραμμικών μορίων με την επίδραση της λιγάσης. Αυτό το ένζυμο καταλύει το 

σχηματισμό ενός ομοιοπολικού δεσμού ανάμεσα στα 5' -Ρ -  άκρα του τμήματος 

στόχου και των 3' -ΟΗ άκρων του φορέα.

Για την αντίδραση της σύνδεσης προστίθεντραι σε σωληνάριο eppendorf:

- 2μΙ ΙΟχ ρυθμιστικού διαλύματος

- Κατάλληλη ποσότητα του πλασμιδιακού φορέα

- Κατάλληλη ποσότητα (μΙ) του DN Α που αποτελεί την ένθεση

- ΙμΙ Τ4 DNA ligase

- Απαιτούμενος όγκος dH20  μέχρι να συμπληρωθεί ο τελικός όγκος των 20μΙ

Το μίγμα της αντίδρασης τοποθετείται στους 16°C για 1 νύχτα και

χρησιμοποιείται κατόπιν για μετασχηματισμό επιδεκτικών κυττάρων Ε . co li ή X . 

ca m p estris . Με τον τρόπο αυτό πραγματοποιήθηκαν οι αντιδράσεις σύνδεσης στους 

πλασμιδιακούς φορείς pCR-Blunt, pUC19, pCPP33 και pCPP39.
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Εικόνα 2.5: Χάρτης του πλασμιδιακού φορέα pUC18/19

ΠΙΝΑΚΑΣ 2.5: Στοιχεία για τον πλασμιδιακό φορέα pUC18/19

ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΦΟΡΕΑ 
PUC18/19

ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΟΤΗΤΑ-ΕΚΦΡΑΣΗ ΓΟΝΙΔΙΩΝ

Περιοχή έναρξης της 
αντιγραφής (ρεπλικόνιο)

Αποτελείται από την περιοχή έναρξης της αντιγραφής 
(Or/V) και από τα γονίδια co p  και in c  που συμμετέχουν 
στον έλεγχο της αντιγραφής

Δείκτης επιλογής Το γονίδιο b la , του οποίου το προϊόν, παρέχει 
ανθεκτικότητα έναντι του αντιβιοτικού αμπικιλλίνη 
(ΑρΓ)

Επαγώγιμος υποκινητής 
lacP  (lacZ  promoter)

υποκινητής του οπερονίου της λακτόζης

Πολυσύνδετης (MCS: 
Multiple Clonong Site)

Περιοχή στο εσωτερικό του γονιδίου la cZ , που περιέχει 
θέσεις περιοριστικών ενδονουκλεασών, για 
κλωνοποίηση ενθεμάτων εντός αυτής

Γονίδιο la d Κωδικοποιεί τον καταστολέα του la cP

Γονίδιο lacZ Κωδικοποιεί την πρωτεΐνη β-γαλακτοσιδάση✓
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Εικόνα 2.6: Χάρτης των πλασμιδίων pCPP33 και pCPP39

Οι φορείς pCPP33 and pCPP39 (ευγενική χορηγία του Dr D.W. Bauer, Cornell 

University, Ithaka, NY) έχουν κατασκευαστεί για κλωνοποίηση, μεταφορά και 

έκφραση ετερόλογων γονιδίων σε φυτοπαθογόνα ή επιφυτικά βακτήρια. Περιέχουν 

την αρχή αντιγραφής, την αρχή μεταφοράς, το γονίδιο αντοχής στην τετρακυκλίνη 

του πλασμιδίου RK2 (ομάδα ασυμβατότητας IncP), καθώς επίσης και την περιοχή 

lacZa  του πλασμιδιακού φορέα pUC119. Ο φορέας pCPP39 περιέχει επιπλέον το 

γονίδιο la c lq  του pPC130, ώστε να υπάρχει η δυνατότητα ρύθμισης της έκφρασης 

των γονιδίων που βρίσκονται υπό τον έλεγχο του υποκινητή P/oc.

2.11.1 Αντίδραση δεσμοποίησης (ligation) στον φορέα pCR-Blunt με τη μέθοδο 

χρήσης πακέτου έτοιμων αντιδραστηρίων ZeroBlunt PCRCIoning Kit (Invitrogen, 

Cat. No. K2750-20).

Πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του πακέτου έτοιμων αντιδραστηρίων 

ZeroBlunt PCRCIoning Kit (Invitrogen, Cat. No. K2750-20).
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ΠΙΝΑΚΑΣ 2 .6 : Στοιχεία y ia  το  πλα σ μ ίδ ιο  pCR-Blunt

ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΦΟΡΕΑ 
pCR-Blunt ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΟΤΗΤΑ-ΕΚΦΡΑΣΗ ΓΟΝΙΔΙΩΝ

Περιοχή έναρξης της 
αντιγραφής (ρεπλικόνιο)

Αποτελείται από την περιοχή έναρξης της αντιγραφής (Or/V) και 
από τα γονίδια cop  και inc που συμμετέχουν στον έλεγχο της 
αντιγραφής.

Δείκτης επιλογής Το γονίδιο nptll εκφράζει ένα ένζυμο το οποίο απενεργοποιεί 
την δράση του αντιβιοτικού καναμυκίνη (Km).

Επαγώγιμος υποκινητής 
lacP  (lacZ promoter) Υποκινητής του οπερονίου της λακτόζης.

Εκφράζει τη θανατογόνο πρωτεΐνη CcdB. Η διακοπή της 
Γονίδιο lacZa-ccdB αλληλουχίας του κατά τον επιτυχημένο ανασυνδυασμό

ουτοτελεί δείκτη επιλογής των ανασυνδυασμένων κυττάρων.

Μ13 Reverse priming ate

201 CACACAGGAA ACAGCTATGA C 
GTGT1 GTCCTT TGTCGATACT G

Mlul
:ATGATTAC GCCMGCTAT TTAGGTGACG CGTTAGAATA 
3TACTAATG CGGTTCGATA AATCCACTSC GCAATCTTAT

N*jl MtadlU Kpol St>c\ SarnHt Spei

CTCAAGCTAT GCATC/ivoCT TGGTACC'GAG CTCGGATCCA CTAGTAAC6G CCGCCAGTGT 
GAGTTCGATA CGTAGTTCGA ACCATGGCTC GAGCCTAGGT GATCATTGCC GGCGGTCACA

cmriI
GCTGGAATTC AGG 
CGACCTTAAG TCC Blunt PCR Product

fieoRI fW t£oeftVI I I
CCTGAATTCT GCAGATA 
GGACTTAAGA CGTCTAT

Nott Xha I N sIX ta l

TCCATCACAC TGGCGGCCGC TCGAGCATGC ATCTAGAGGG CCCAATTCG 
AGGTAGTGTG ACCGCCGGCG AGCTCGTAGG TAGATCTCCC GGGTTAAGC

77 promoler/prifrmg site

CCTATAGTGA
GGATATCACT

Εικόνα 2.7: Χάρτης του πλασμιδίου pCR-Blunt
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2.11.2 Μετασχηματισμός του βακτηρίου E.coli με πλασμιδιακό DNA. (Kushner et 

al., 1978)

>  Εμβολιασμός κυττάρων DH5a σε 5ml θρεπτικού υλικού Luria Broth.

>  Επώαση της καλλιέργειας στους 37°C υπό ανάδευση για μία νύχτα (μέχρι το 

τέλος της εκθετικής φάσης).

>  Αραίωση 1:20(ν/ν) της προκαλλιέργειας σε θρεπτικό υλικό Luria Broth.

>  Επώαση της καλλιέργειας στους 37°C υπό ανάδευση περίπου 2 ώρες ώστε 

OD ~ 0,4.

>  φυγοκέντρηση στις 3.800U για 20min.

>  Απόρριψη του υπερκείμενου θρεπτικού υλικού και έκπλυση των κυττάρων 

με κατάλληλη ποσότητα διαλύματος πλύσεως «Δ.Ι» και φυγοκέντρηση τους 

στις 3.500-3.800U για 20min.

>  Απόρριψη του υπερκείμενου και επαναιώρηση του ιζήματος των κυττάρων 

σε κατάλληλη ποσότητα διαλύματος κατασκευής επιδεκτικών κυττάρων 

«Δ.ΙΙ» και επώαση στον πάγο (0°C) για 30min.

>  Φυγοκέντρηση το εναιωρήματος στις 3.500-3.800U για 20min.

>  Απόρριψη του υπερκείμενου και επαναιώρηση του ιζήματος σε όγκο ίσο με 

το 1:10 του αρχικού όγκου της καλλιέργειας «Δ. II».

>  Διαμερισμός του παραπάνω εναιωρήματος σε μικροφυγοκεντρικά 

σωληνάρια eppendorf σε ένα από τα οποία έχει προστεθεί δείγμα γνωστού 

πλασμιδίου (το οποίο θα αποτελέσει τον θετικό μάρτυρα), σε ένα άλλο ο 

φορέας με την ένθεση μετά από τη δεσμοποίηση (το μίγμα της ligation), ενώ 

σε ένα eppendorf δεν προστίθεται DNA (θα αποτελέσει τον αρνητικό 

μάρτυρα).

>  Το εναιώρημα των κυττάρων τοποθετείται σε πάγο (0°C) για 30min.

>  Ακολουθεί θερμικό πλήγμα των κυττάρων με τοποθέτηση των σωληνάριων 

eppendorfs στους 43,5°C για 45sec.

>  Κάθε κυτταρικό εναιώρημα εμβολιάζεται σε 0,9ml L.B. και επωάζεται στους 

37°C υπό ανάδευση για μία ώρα, έτσι ώστε τα κύτταρα να αναρρώσουν από 

τη διαδικασία του μετασχηματισμού.
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>  Μετά την ανάρρωση των κυττάρων, γίνεται εμβολισμός 0,2ml από τις 

καλλιέργειες σε τρυβλία με θρεπτικό μέσο Luria agar και το αντιβιοτικό της 

επιλογής των μετασχηματισμένων κυττάρων.

>  Τα τρυβλία επωάζονται για τουλάχιστον 18 ώρες στους 37°C.

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ

- Διάλυιια πλάσεως (Δ.Ι): 10mM RbCI, 10mM MOPS

(μορφολινοπροπανοσουλφονικό οξύ) pH 7.0.

- Διάλυιια κατασκευής επιδεκτικών κυττάρων (Δ.ΙΙ): 10mM RbCI, 100mM 

MOPS pH 6.5, 50mM CaCI2.

2.11.3 Μετασχηματισμός του βακτηρίου Xanthomonas cam pestris με πλασμιδιακό 

ONA με ηλεκτροδιάτρηση (electroporation) (White TJ, Gonzalez CF, 1995).

>  Από ολονύκτια προκαλλιέργεια του βακτηρίου εμβολιάζεται δείγμα σε 100 

ml LB.

>  Η καλλιέργεια αφήνεται για επώαση στους 30°C υπό ανάδευση, μέχρι 

οπτικής πυκνότητας 0.5-0.6.

>  Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 4500 rpm για 15 min στους 4°C και απόρριψη 

του υπερκείμενου.

>  Το ίζημα επαναιωρείται σε 50 ml κρύου αποστειρωμένου ddH20  και 

φυγοκεντρείται στις 4500 rpm για 15 min στους 4°C.

>  Το υπερκείμενο απορρίπτεται και το ίζημα επαναδιαλύεται σε 25 ml κρύου 

αποστειρωμένου ddH20.

>  Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 4500 rpm για 15 min στους 4°C και απόρριψη 

του υπερκείμενου.

>  Το ίζημα επαναιωρείται σε 20 ml κρύου διαλύματος γλυκερίνης 10% και 

φυγοκεντρείται στις 4500 rpm για 15 min στους 4°C.

>  Το ίζημα επαναιωρείται σε 600 μΙ κρύου διαλύματος γλυκερίνης 10% και 

παραμένει στον πάγο.
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>  20 μΙ κυτταρικού αιωρήματος και 1 μΙ πλασμιδιακού DNA αναμειγνύονται, 

μεταφέρονται σε ειδικές κυψελίδες και υποβάλλονται σε ηλεκτροδιάτρηση 

(4 ΚΩ, 6.25 KV/cm).

>· Ακολουθεί ανάρρωση των κυττάρων σε 1 ml LB+0.2% γλυκόζη για 2 h στους 

30°C υπό ανάδευση.

>  Εμβολιάζονται τρυβλία που περιέχουν θρεπτικό μέσο Luria agar + 0 ,2  % 

γλυκόζης και το κατάλληλο αντιβιοτικό ως μέσο επιλογής των 

μετασχηματισμένων κυττάρων, με κατάλληλες αραιώσεις της καλλιέργειας 

ανάρρωσης (συνήθως μέχρι τρεις).

>  Τα τρυβλία αφήνονται για επώαση στους 30°C και οι αποικίες X . ca m p e s tr is  

εμφανίζονται μετά από 3-4 μέρες.

2.12 ΕΞΕΤΑΣΗ ΑΠΟΙΚΙΩΝ ΜΕΤΑ ΤΟ ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟ

Τα τρυβλία εξετάζονται ως προς το αποτέλεσμα. Στο τρυβλίο του αρνητικού 

μάρτυρα δεν πρέπει να αναπτυχθούν αποικίες, διότι διαφορετικά ίσως να μην 

έδρασε το αντιβιοτικό. Στο τρυβλίο του θετικού μάρτυρα πρέπει να αναπτυχθούν 

αποικίες, διότι αλλιώς δεν πραγματοποιήθηκε επιτυχώς η κατασκευή επιδεκτικών 

κυττάρων. Στα τρυβλία των κυττάρων που μετασχηματίστηκαν από το μίγμα 

δεσμοποίησης, ο ι αποικίες που αναπτύσσονται είναι υποψήφια κύτταρα που έχουν 

δεχτεί το φορέα με την ένθεση.

2.13 ΜΗ ΡΑΔΙΕΝΕΡΓΟΣ ΥΒΡΙΔΙΣΜΟΣ ONA-DNA

Η μέθοδος στηρίζεται στην ιδιότητα μονόκλωνων μορίων DNA να 

δημιουργούν δεσμούς υδρογόνου μεταξύ των αλυσίδων τους που περιέχουν 

συμπληρωματικές αλληλουχίες βάσεων, σχηματίζοντας έτσι ένα δίκλωνο μόριο. 

100% ομόλογες αλληλουχίες υβριδίζονται με ισχυρούς δεσμούς. Όσο μικρότερη 

είναι η ομολογία των αλληλουχιών, η σύνδεση είναι χαλαρότερη.

Χρησιμοποιήθηκε σύστημα ιχνηθέτησης και ανίχνευσης DNA, DIG DNA 

Labeling and Detection kit (Roche, Cat. No. 11 093 657 910). Στο σύστημα αυτό 

χρησιμοποιείται η διγοξυγενίνη -  ένα στεροειδές απτένιο -  για την ιχνηθέτηση DNA
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και RNA . Στη σήμανση DNA, η διγοξυγενίνη συνδέεται με dUTP μέσω ενός 

εστερικοΰ δεσμού. Η μέθοδος αυτή περιλαμβάνει 3 στάδια:

1) σήμανση DNA ιχνηθέτη με digoxigenine-11-dUTP

2) υβριδισμός του ιχνηθετημένου DNA με το ακινητοποιημένο DNA σε φίλτρο

3) ανίχνευση του υβριδίου με χρωμογόνο αντίδραση.

2.13.1 Μεταφορά DNA από πήγμα αγαρόζης σε ναύλον φίλτρο. (Υβριδισμός κατά 

Southern-Southern blotting)

Με τη μέθοδο αυτή, το DNA μεταφέρεται από πήκτωμα αγαρόζης 

αντιγραφικά σε ειδικό φίλτρο με τέτοιο τρόπο, ώστε να διατηρήσει τις ίδιες θέσεις 

που κατείχε στο πήκτωμα.

>  Εμβάπτιση του πηκτώματος σε διάλυμα μετουσίωσης, ώστε το DNA να 

καταστεί μονόκλωνο.

>  Ήπια ανακίνηση σε θερμοκρασία δωματίου για τουλάχιστον 45min.

>  Στη συνέχεια, εμβάπτιση του πηκτώματος σε διάλυμα εξουδετέρωσης.

>  Ήπια ανακίνηση σε θερμοκρασία δωματίου για τουλάχιστον 45min.

>  Σε δοχείο με διάλυμα lOxSSC στερέωση μιας πλάκας μικρότερου μήκους 

από του δοχείου. Τοποθέτηση πάνω σε αυτή, 2 φύλλων διηθητικού χαρτιού 

Whatman 3ΜΜ σε σχήμα γέφυρας, οι άκρες των οποίων ακουμπάνε στον 

πυθμένα του δοχείου και διαβρέχονται από το διάλυμα lOxSSC.

>  Τοποθέτηση ανεστραμμένου του πηκτώματος αγαρόζης πάνω στα διηθητικά 

φύλλα. Αφαίρεση τυχόν φυσαλίδων αέρα με την πίεση μιας γυάλινης 

ράβδου. Κάλυψη των ακάλυπτων από πήκτωμα τμημάτων των διηθητικών 

φύλλων με αλουμινόφυλλο.

>  Εμβάπτιση σε διάλυμα 2xSSC και τοποθέτηση στην επιφάνεια του 

πηκτώματος ειδικής μεμβράνης μεταφοράς DNA Roti-Nylon plus ίδιων 

διαστάσεων με το πήκτωμα.

>  Αφαίρεση των φυσαλίδων αέρα με γυάλινη ράβδο.

>  Διαβροχή δύο διηθητικών φύλλων Whatman 3ΜΜ ίδιων διαστάσεων με την 

ειδική μεμβράνη, σε διάλυμα 2xSSC και τοποθέτησή τους πάνω από το 

φίλτρο.
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>  Πάνω από τα φύλλα Whatman 3ΜΜ, τοποθέτηση ενός στρώματος 

απορροφητικού χαρτιού (~6cm) με επιπλέον πίεση με κάποιο αντικείμενο 

βάρους 500g περίπου.

>  Λόνω διάχυσης του διαλύματος lOxSSC στο διηθητικό χαρτί και στο στρώμα 

του απορροφητικού χαρτιού (τριχοειδής μετακίνηση) συμπαρασύρεται το 

DNA από το πήκτωμα και μεταφέρεται στο φίλτρο όπου προσδένεται με 

ασθενείς δεσμούς. Η μεταφορά διαρκεί περίπου 18-20 ώρες.

>  Μετά την ολοκλήρωση της μεταφοράς, αφαίρεση του βάρους, του 

απορροφητικού χαρτιού και των 2 φύλλων Whatman. Αφαίρεση προσεκτικά 

του φίλτρου και του πηκτώματος, αναστροφή, τοποθέτησή τους σε στεγνή 

επιφάνεια και σημείωση των θέσεων των φρεατίων πάνω στο φίλτρο με 

μολύβι.

>  Απόρριψη του πηκτώματος και εμβάπτιση του φίλτρου σε διάλυμα 2xSSC 

και έκπλυση με ήπια ανακίνηση για λίγα λεπτά.

>  Στη συνέχεια, τοποθέτηση του φίλτρου σε διηθητικό χαρτί για να στεγνώσει.

>  Τέλος, έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία 0,15J/cm2 για 5min, ώστε το DNA 

να προσδεθεί ισχυρά πάνω στη μεμβράνη.

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ

- Διάλυμα μετουσίωσης: NaOH ΙΟΝ, NaCI 5Μ, dH20

- Διάλυμα εξουδετέοωσης: Tris 2Μ p H 8.0. NaCI 5Μ. dH?Q

- Διάλυμα 20xSSC: NaCI 3Μ, Κιτρικό Νάτριο 0,3Μ, pH 7.0

2.13.2 Σήμανση DNA με digoxigenine-11-dUTP (dig-11-dUTP)

Ο μη ραδιενεργός υβριδισμός DNA-DNA σύμφωνα με το πρωτόκολλο της 

εταιρείας Roche ως εξής:

Η μέθοδος αυτή βασίζεται στη δράση του τμήματος klenow της DNA 

πολυμεράσης I, που έχει δράση πολυμεράσης στην κατεύθυνση 5' -> 3', δράση 

εξωνουκλεάσης στην κατεύθυνση 3' -> 5', αλλά δεν έχει δράση εξωνουκλεάσης 

στην κατεύθυνση 5' 3'. Το δίκλωνο μόριο του DNA αφού μετουσιωθεί και γίνει

μονόκλωνο, με τη βοήθεια του τμήματος klenow της DNA πολυμερ'ασης I συντίθεται
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συμπληρωματικό DNA με αυτό του μονόκλωνου εκμανείου. Για την έναρξη της 

αντινραφής δίνονται από την εταιρεία πριμοδοτικά μόρια, εξανουκλεοτίδια, τα 

οποία συνδέονται με συμπληρωματικές αλληλουχίες των μονόκλωνων μορίων του 

DNA. Το ένζυμο της πολυμεράσης αναγνωρίζει αυτές τις δίκλωνες περιοχές ως 

σημεία έναρξης του πολυμερισμοΰ και αρχίζει να συνθέτει τη νέα αλυσίδα 

ενσωματώνοντας και το σημασμένο digoxigenine-11-dUTP.

Σε μικροφυγοκεντρικό σωληνάκι προστίθενται:

- 10ng-30ng γραμμικού και μετουσιωμένου DNA

- 2μΙ dNTP μίγμα σήμανσης

- Κατάλληλη ποσότητα νερού, αν χρειάζεται, για να γίνει ο όγκος του 

διαλύματος 19μΙ.

- ΙμΙ ενζύμου klenow

Το διάλυμα αναδεύεται και επωάζεται στους 37°C για 20 ώρες.

Η αντίδραση τερματίζεται με την προσθήκη 2μΙ EDTA 0,2Μ.

2.13.3 Υβριδισμός του ιχνηθέτη DNA με το ακινητοποιημένο DNA

>  Αρχικά, πραγματοποιείται προϋβριδισμός και περιλαμβάνει επώαση της 

μεμβράνης με διάλυμα προϋβριδισμού (20ml διαλύματος προϋβριδισμού 

για 100cm2).

>  Το στάδιο του προϋβριδισμού ολοκληρώνεται με επώαση της μεμβράνης με 

το διάλυμα προϋβριδισμού υπό περιστροφή, στους 68°C για τουλάχιστον 1 

ώρα.

>  Λίγο πριν την απόχυση του διαλύματος προϋβριδισμού, γίνεται μετουσίωση 

του σημασμένου DNA με lOmin βρασμό στους 100°C και 2min παραμονή σε 

πάγο.

>  Στη συνέχεια, προσθήκη του μετουσιωμένου σημασμένου DNA σε 5ml 

διαλύματος υβριδισμού που διατηρείται σε θερμοκρασία 68°C,.

>  Το στάδιο του υβριδισμού πραγματοποιείται με επώαση της μεμβράνης με 

το διάλυμα υβριδισμού και το μετουσιωμένο σημασμένο DNA σε κλίβανο 

υβριδισμού στους 68°C υπό περιστροφή για 18 ώρες.
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>  Μετά το τέλος του υβριδισμού, έκπλυση του φίλτρου αρχικά 2 φορές yia 

δηιίη/πλύση με 50ml διαλύματος πλύσης a /100cm 2 και στη συνέχεια 2 

φορές yia 15πιίη/πλύση στους 68°C με διάλυμα πλύσης b.

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ

- Διάλυυα ποουθοιδισυού -  υΒοιδισυού: 5xSSC, 0,1% (w/v) N-lauroyls-Nasalt 

(Ν-λαουροϋλοσαρκονικό νάτριο), 0,02% (w/v) SDS, 1% αντιδραστήριο 

αποκλεισμού

- Διάλυυα πλύσης a : 2xSSC, 0,1% (w/v) SDS

- Διάλυυα πλύσης b: 0,lxSSC, 0,1% (w/v) SDS

2.13.4 Εκπλύσεις και χρωμογόνος αντίδραση

>  Εκπλύσεις της μεμβράνης σε θερμοκρασία δωματίου αρχικά με διάλυμα I 

για lmin και στη συνέχεια για 30min με διάλυμα II.

>  Έκπλυση με διάλυμα I για lmin.

>  Στη συνέχεια, παρασκευή του διαλύματος III με το αντίσωμα (antibody- 

conjugated solution). Πραγματοποιείται επώαση του φίλτρου με 20ml 

διαλύματος με το αντίσωμα/lOOcm2 για 30min και κατόπιν απομάκρυνση 

του μη συνεζευγμένου αντισώματος με πλύσεις με διάλυμα I, δύο φορές για 

15min.

>  Η ανίχνευση του υβριδίου γίνεται με χρωμογόνο αντίδραση.

>  Εξισορρόπηση του φίλτρου με διάλυμα IV.

>  Στη συνέχεια, επώαση του φίλτρου στο σκοτάδι χωρίς ανάδευση με 10ml 

χρωμογόνου διαλύματος/lOOcm2 ολονυκτίως.

>  Όταν εμφανιστούν οι επιθυμητές ζώνες, έκπλυση του φίλτρου με 50ml 

διαλύματος V και στέγνωμα.

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ (ΑΙ

- Διάλυυα 1: 100mM Tris-HCI, 150mM NaCI, pH 7.5

- Διάλυυα U: 0,5% (w/v) αντιδραστήριο αποκλεισμού, διάλυμα I, 

παρασκευάζεται στους 50° -  70°C.
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- Διάλυυα III: 4μΙ του αντισώματος, διάλυμα I

- Διάλυυα IV: 100mM Tris-HCl, lOOmM NaCI, 50mM MgCI2, pH 9.5

- Διάλυυα γοωυονόνο: 200μΙ NBT/BCIP, 10ml διάλυμα IV

- Διάλυυα V: lOmM Tris-HCl, ImM EDTA, pH 8.0

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ (B)

- Διάλυυα I (washing buffer): 0,1M Maleic acid, 0,15M NaCI, 0,3% (v/v) Tween 

20, pH 7.5

- Διάλυυα II (blocking solution lx ): Αραίωση του Blocking solution lOx-> 

10%(w/v) Blocking reagment, maleic acid buffer, ανάδευση & θέρμανση 

στους 68°C, φύλαξη στους 2° -  8°C.

- Διάλυυα III (Antibody solution!: 1:5000 (150mU/ml) Anti-Digoxigenim-AP, 

διάλυμα II, διατήρηση στους 2° -  8°C για 12 ώρες.

- Διάλυυα IV (detection buffer): Ο,ΙΜ Tris-HCl, Ο,ΙΜ NaCI, pH 9.5

- Διάλυυα V (colorsubstrate solution): 200μΙ NBT/BCIP, διάλυμα IV

- Maleic acid buffer: Ο,ΙΜ maleic acid, 0,15M NaCI, pH 7.5

2.14 ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (Polymerase Chain Reaction -  PCR)

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης χρησιμοποιείται για την ενίσχυση 

συγκεκριμένης περιοχής DNA από γονιδιωματικό ή πλασμιδιακό υπόστρωμα. Το 

μίγμα της αντίδρασης αποτελείται από το εκμαγείο DNA, περίσσεια εκκινητών 

(primers) που έχουν συντεθεί χημικά, ισομοριακό μίγμα dNTPs, MgCI2, κατάλληλο 

ρυθμιστικό διάλυμα lOx (DNA polymerase buffer) και μια θερμοσταθερή DNA 

πολυμεράση.

Η PCR διεξάγεται σε επαναλαμβανόμενους κύκλους τριών αντιδράσεων, οι 

οποίοι διαφέρουν στη θερμοκρασία και το χρόνο. Κάθε κύκλος αποτελείται από τα 

εξής στάδια (Mullis KB et al., 1994, Rolfs A et al., 1992):

1. Αποδιάταξη του δίκλωνου DNA (denaturation). Πραγματοποιείται με την 

ρύθμιση της θερμοκρασίας της αντίδρασης συνήθως μεταξύ 92 - 96°C, οπότε οι 

δεσμοί υδρογόνου που συγκρατούν τις δύο αλυσίδες του DNA διασπώνται και 

προκύπτουν μονόκλωνα μόρια .
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2. Υβριδισμός των εκκινητών με την αλληλουχία-στόχο (primer annealing). Στο 

δεύτερο βήμα, η θερμοκρασία μειώνεται (45 - 65°C), ώστε να επιτυγχάνεται ο 

υβριδισμός των εκκινητών με την αλληλουχία του DNA. Οι εκκινητές είναι 

συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια, μήκους 18-30 βάσεων, τα οποία οριοθετούν την 

αλληλουχία του DNA που πρόκειται να ενισχυθεί. Οι εκκινητές αποτελούνται 

από διαφορετικές, μη συμπληρωματικές κατά το δυνατόν αλληλουχίες, ώστε να 

ευνοείται η πρόσδεσή τους μόνο με τις συμπληρωματικές αλληλουχίες του DNA.

3. Σύνθεση συμπληρωματικών κλώνων του DNA με επέκταση του 3' των εκκινητών 

μέσω της θερμοσταθερής DNA-πολυμεράσης (primer extension). Η σύνθεση 

πραγματοποιείται σε θερμοκρασία 72°C. Αυτό το βήμα επιτυγχάνεται με τη 

χρήση του ενζύμου DNA πολυμεράση που επιτρέπει τη σύνθεση του DNA σε 

κατεύθυνση 5' προς 3'. Μεγάλη ώθηση στην τεχνική PCR έδωσε η ανακάλυψη 

του θερμοανθεκτικού ενζύμου πολυμεράσης του βακτηριδίου T h erm u s  

A q u a ticu s  (Taq Polymerase). H Taq Polymerase συνθέτει περίπου 2000 

νουκλεοτίδια ανά λεπτό. Ο χρόνος που απαιτείται για την αντιγραφή του DNA- 

στόχου εξαρτάται από το μήκος του προϊόντος της PCR.

Σε μια τυπική ανάλυση PCR ο κύκλος αποδιάταξης, υβριδισμού και σύνθεσης 

νέου DNA μπορεί να επαναληφθεί πολλές φορές, συνήθως 30 ή 40, καταλήγοντας 

στο σχηματισμό περισσότερων από 1 δισεκατομμύριο, ακριβών αντιγράφων του 

αρχικού τμήματος του DNA (Dieffenbach CW et al., 1995).

Η αξιολόγηση του προϊόντος της PCR γίνεται συνήθως με ηλεκτροφόρηση σε 

πηκτή αγαρόζης ή πολυακρυλαμιδίου. Η πηκτή αγαρόζης χρησιμοποιείται πιο 

συχνά στο διαχωρισμό τμημάτων DNA μήκους από λίγες εκατοντάδες έως και

20.000 βάσεις. To DNA γίνεται ορατό με τη βοήθεια του βρωμιούχου αιθιδίου. Το 

μήκος του προϊόντος συγκρίνεται με το μήκος γνωστού μάρτυρα (DNA Ladder) το 

οποίο ηλεκτροφορείται ταυτόχρονα (Dieffenbach CW et al., 1995).
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Tat) polymerase copies both strands by « le n d in g  
the prim ers.

.1 ....1.....
Μ ......... ΖΈ
w I '

« ...L I ... I .......Ι3Γ
After a num ber of cy cles, many copies of the fragment 
located between the prim ers a i t  created.

Εικόνα 2.8: Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης
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2.14.1 Εκκινητές

ΠΙΝΑΚΑΣ 2.7: Στοιχεία των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν
Α/Α ΟΝΟΜΑ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ Tm (°C)

1 TreYSF 5' -GCG TTG ATG AAC CAC TCG AT- 3' 52.3

2 TreYSR 5' -GGT GGT GTC TTC CAC ACC TT- 3' 50.9

3 TreZSF 5' -GAC CGC CAT CGA ACT 111 AC- 3' 51.4

4 TreZSR 5' -AGC AAA AGA AGG CGA ATG G- 3' 52.1

5 TreYlF 5' -TTT CTA GAA GTG GGT GGT GTG GAG G- 3' 59.3

6 TreYIR 5' -AGT CTA GAT CAA CGA GCC ATC GTT G- 3' 57.7

7 TreZ2F 5' -ATC GCG AGC GCT TGA TCT CTA GTT CAT- 3' 63.3
8 TreZIR 5' -AGC TGC AGG CCA CCT CAA TCG AGG T- 3' 66.6
9 YOEFl/Vdel 5' -AAG GGT GTT TCC ATA TGG CA- 3' 51.9
10 YOERl/Vcol 5' -CTG TCT TCC CAT GGT CCA CC- 3' 53.9
11 ZOEF2Mfel 5' -CTT TCA TAT GTG GGC TCC AC- 3' 49.4
12 ZOERlBg/ll 5' -CTA AAT CAG ATC TCC GGC AA- 3 ’ 49.6

2.14.2 Σύσταση των αντιδράσεων PCR

ΠΙΝΑΚΑΣ 2.8: Σύσταση των αντιδράσεων PCR

E ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ ‘ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ STOCK ’ΙΤΈΛΙΚΗ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ

dNTPs 40 mM (4 x 10 mM) 0.8mM (4 x 0.2 mM)

Primers 10 μΜ ο καθένας 0.3 μΜ ο καθένας

Buffer Phusion 
Buffer Dynazyme II

I

HF* 5X, 15 mM MgCI2 
lOx, 15 mM MgCI2

lx, 1.5 mM MgClz 
lx, 1.5 mM MgClz

MgClz 50 mM 1 ή 5 mM

DMSO 100% 3%

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ DNA

ΕΝΖΥΜΟ Phusion, 2U/pL 1U
Dynazyme II, 2U/ μΙ 3U

HzO Για τελικό όγκο 50 μΙ

*: High Fidelity
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2.14.3. Προγράμματα PCR του θερμοκυκλοποιητή

ΠΙΝΑΚΑΣ 2.9: PCR 1 "TREYZ2" - Primers: TREYSF /  TREYSR /  TREZSF /  TREZSR

Θερμοκρασία Χρόνος Αριθμός κύκλων

Αρχική αποδιάταξη 94°C 4 min 1
Αποδιάταξη 94°C 1 min
Αναδιάταξη 50°C 1 min 35
Επιμήκυνση 72°C 1 min
Τελική επιμήκυνση 72°C 10 min 1
Ψύξη 4°C

ΠΙΝΑΚΑΣ 2.10: PCR 2 "TREYFR" - Primers: TREY1F /  TREY1R

Θερμοκρασία Χρόνος Αριθμός κύκλων

Αρχική αποδιάταξη 98°C 3 min 1
Αποδιάταξη 98°C 30 sec
Αναδιάταξη 61°C 1 min 30
Επιμήκυνση 72°C 2 min
Τελική επιμήκυνση 72°C 10 min 1
Ψύξη 4°C

ΠΙΝΑΚΑΣ 2.11: PCR 3 "TREZFR" -  Primers: TREZ2F /  TREZ1R

Θερμοκρασία Χρόνος Αριθμός κύκλων
Αρχική αποδιάταξη 98°C 3 min 1
Αποδιάταξη 98°C 30 sec
Αναδιάταξη 66°C 1 min 30
Επιμήκυνση 72°C 1.5 min
Τελική επιμήκυνση 72°C 10 min 1
Ψύξη 4°C

ΠΙΝΑΚΑΣ 2.12: PCR 4 "TREYZ2" - Primers: TREYSF /  TREYSR

Θερμοκρασία Χρόνος Αριθμός κύκλων
Αρχική αποδιάταξη 94°C 4 min 1
Αποδιάταξη 94°C 1 min
Αναδιάταξη 50°C 1 min 35
Επιμήκυνση 72°C 1 min
Τελική επιμήκυνση 72°C 10 min 1
Ψύξη 4°C S
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ΠΙΝΑΚΑΣ 2.13: PCR 5 "TREYOEFR" -  Primers: YOEFINdel /  YOERINcol

Θερμοκρασία Χρόνος Αριθμός κύκλων
Αρχική αποδιάταξη 98°C 3 min 1
Αποδιάταξη 98°C 30 sec
Αναδιάταξη 52°C 1 min 30
Επιμήκυνση 72°C 2 min
Τελική επιμήκυνση 72°C 10 min 1
Ψύξη 4°C

ΠΙΝΑΚΑΣ 2.14: PCR 6 "TREZOEFR" -  Primers: ZOEF2Ndel /  ZOERIBg/ll

Θερμοκρασία Χρόνος Αριθμός κύκλων
Αρχική αποδιάταξη 98°C 3 min 1
Αποδιάταξη 98°C 30 sec
Αναδιάταξη 49°C 1 min 30
Επιμήκυνση 72°C 1.5 min
Τελική επιμήκυνση 72°C 10 min 1
Ψύξη 4°C

ΠΙΝΑΚΑΣ 2.15: PCR 7 'TREYl" -  Primers: YOEFINdel /  YOERINcol

Θερμοκρασία Χρόνος Αριθμός κύκλων
Αρχική αποδιάταξη 98°C 1 min 1
Αποδιάταξη 98°C 10 sec
Αναδιάταξη 52°C 20 sec 30
Επιμήκυνση 72°C 30 sec
Τελική επιμήκυνση 72°C 5 min 1
Ψύξη 4°C

ΠΙΝΑΚΑΣ 2.16: PCR 8 "TREY2" -  Primers: YOEFINdel /  YOERINcol

Θερμοκρασία Χρόνος Αριθμός κύκλων
Αρχική αποδιάταξη 98°C 2 min 1
Αποδιάταξη 98°C 30 sec
Αναδιάταξη 52°C 30 sec 30
Επιμήκυνση 72°C 1 min
Τελική επιμήκυνση 72°C 10 min 1
Ψύξη 4°C

✓
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2.15 ΕΝΖΥΜΙΚΕΣ ΔΟΚΙΜΕΣ

2.15.1 Προετοιμασία κυτταρικού εκχυλίσματος yux τις ενζυμικές δοκιμές

>  Εμβολιασμός 100 ml υγρού θρεπτικού μέσου με προκαλλιέργεια (LB + Αρ για 

Ε . co li, LB + Tc για X . ca m p e str is )

>  Επαγωγή με 1 mM IPTG σε OD60onm = 0.5.

>  Συλλογή κυττάρων (OD600nm = 1) στις 6000 rpm/4°C/15 min

>  Πλύση

>  Επαναιώρηση σε διάλυμα λύσης (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 5 mM 2- 

μερκαπτοαιθανόλη)

>  Θραύση κυττάρων σε σφαιρόμυλο (σφαιρίδια ζιρκονίου με τρίλεπτες 

δονήσεις (5 φορές), μεταξύ των οποίων παρεμβάλλεται παραμονή στον πάγο 

για 1 min.

>  Φυγοκέντρηση (12000 rpm/4°C/10 min)

Το υπερκείμενο χρησιμοποιήθηκε για τις ενζυμικές δοκιμές.

0  προσδιορισμός των ολικών πρωτεϊνών πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο των 

Lowry OH et al., 1951.

2.15.2 Προσδιορισμός της ενζυμικής ενεργότητας

Η ενερνότητα των ανασυνδυασμένων ενζύμων προσδιορίστηκε στο ακατέργαστο 

εκχύλισμα των κυττάρων Ε. co li ή X. c a m p e s tr is , το οποίο χρησιμοποιήθηκε για την 

πραγματοποίηση των ακόλουθων αντιδράσεων που συνιστούν τη βιοσυνθετική πορεία 

OtsA/B σε μία συνδυαστική δοκιμασία:

6-Ρ-γλυκόζη + UDP-γλυκόζη -> 6-Ρ-τοεναλόζη + UDP 

[καταλυόμενη από την συνθάση της φωσφοτρεχαλόζης (TPS)]

6-Ρ-τοεγαλό?η -> τρεχαλόζη + Pi

[καταλυόμενη από τη φωσφατάση της φωσφοτρεχαλόζης (ΤΡΡ)]

Η ενζυμική δραστικότητα του TPS και του ΤΡΡ αντιστοιχεί στον φωτομετρικό 

προσδιορισμό της απελευθέρωσης του ανόργανου φωσφόρου που απορροφά στα 630nm
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μετά από συμπλοκοποίησή του με μολυβδαίνιό αμμώνιο και πράσινο του μαλαχίτη (De 

Smet K.A.L. et al., 2000).

To μίνμα της πρώτης αντίδρασης με τελικό όγκο 200 μΙ περιείχε:

>  10 mM G6P

>  10 mM UDPG

>  10 mM MgCI2

>  50 mM Tris-HCI pH 7.5

>  50 pg ολικής πρωτεΐνης από κυτταρικό εκχύλισμα που περιείχε κλώνο o tsA

(αντιστοιχεί στην TPS)

Ακολούθησε επώαση στους 37 "C /  30 min.

Ο τερματισμός της αντίδρασης πραγματοποιήθηκε με θέρμανση στους 100°C/30 sec 

για την αδρανοποίηση του ένζυμου & ακολούθως ψύξη στους 0"C/5 min.

Κατόπιν προστέθηκαν στο μίγμα 100 μ§ ολικής πρωτεΐνης από κυτταρικό εκχύλισμα 

που περιείχε κλώνο o tsB  (αντιστοιχεί στην ΤΡΡ).

Ακολούθησε επώαση στους 37 °C /  30 min.

Για τον φωτομετρικό προσδιορισμό του φωσφόρου προστέθηκε στο μίγμα διπλάσιος 

όγκος διηθημένου διαλύματος που αποτελείται από πράσινο του μαλαχίτη 0.15%, 

μολυβδαινικό αμμώνιο 1% και 12.5% (ν/ν) HCI.

Ακολούθησε επώαση 2 min για την ανάπτυξη του χρώματος και η απορρόφηση του 

μίγματος μετρήθηκε στα 630 nm.

Θα πρέπει να σημειωθεί ότι αν παρατηρηθεί ενεργότητα, θα οφείλεται στη δράση και 

των δύο ενζύμων. Αν, αντίθετα, δεν παρατηρηθεί ενεργότητα, τότε θα απουσιάζει ή η 

δράση της TPS, ή της ΤΡΡ, ή και των δύο, αλλά δεν θα είμαστε σε θέση να γνωρίζουμε ποιο 

ένζυμο δεν είναι ενεργό.
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3.1 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ treY  ΚΑΙ treZ ΑΠΟ ΤΑ Corynebacterium glutamicum  

ATCC21253 & Brevibacterium lactofermentum  ATCC21799.

Ο στόχος του ενός σκέλους της παρούσας εργασίας ήταν η απομόνωση των 

γονιδίων που αντιστοιχούν στα t r e Y  και treZ  από τα στελέχη C o ryn eb a cte r iu m  g lu ta m icu m  

ATCC21253 και B rev ib a c te riu m  la c to fe rm e n tu m  ATCC21799 (στο εξής, C. g . 21253 και Β. I. 

21799). Για το σκοπό αυτό επιχειρήθηκε η ενίσχυση μέσω PCR μικρών τμημάτων του 

εσωτερικού κάθε πιθανού γονιδίου, τα οποία στη συνέχεια θα χρησιμοποιούνταν ως 

ιχνηθέτες για τον εντοπισμό κάθε γονιδίου από το ολικό DNA κάθε βακτηρίου.

3.1.1 Απομόνωση ολικού ΟΝΑ από τα C. g. 21253 και Β. I. 21799.

Απομονώθηκε ολικό DNA από τα C. g . 21253 και Β. I. 21799 (Υλικά και Μέθοδοι, 

§2.6). Η ηλεκτροφόρηση δείγματος αυτών φαίνεται στην Εικόνα 3.1. Το ολικό DNA φαίνεται 

καθαρό (ένδειξη η απουσία smear). To DNA αυτό χρησιμοποιήθηκε ως υπόστρωμα για 

όλες τις αλυσιδωτές αντιδράσεις πολυμεράσης (PCR).

Δ ια δοοα ή 1 : λ/Η/ndlll 
Δ ια δοοα ή  2 : ολικό DNA Β. I. 21799 
Δ ια δοοα ή  3 : ολικό DNA C. g . 21253

Εικόνα 3.1: Πήκτωμα ηλεκτροφόρησης δειγμάτων άκοπου ολικού DNA

3.1.2 Ενίσχυση των εσωτερικών περιοχών των γονιδίων treY  και treZ.

Για το σχεδίασμά των εκκινητών χρησιμοποιήθηκαν γνωστές γονιδιωματικές 

αλληλουχίες στελεχών των:

•  C oryn eb a cteriu m  g lu ta m icu m  ATCC13032 (Acc. No. BA000036)

•  C oryn eb a cteriu m  e ffic ie n s  (Acc. No. BA000035)
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Corynebacterium jeikeium (Acc. No CR931997)

•  M y co b a c te riu m  avium  (Acc. No CP000479), 

στις οποίες έχουν βρεθεί in s iiico  αναγνωστικά πλαίσια ανάλογα των t r e Y και treZ .

Οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των 4 αυτών βακτηρίων που αντιστοιχούσαν στο 

αναγνωστικό πλαίσιο tre Y  συγκρίθηκαν μεταξύ τους και εντοπίστηκαν οι πιο συντηρημένες 

περιοχές στο εσωτερικό τους. Πάνω σε αυτές σχεδιάστηκαν οι βέλτιστοι εκκινητές TreYSF -  

TreYSR με τη βοήθεια του προγράμματος Primer3 (βρίσκεται στο δικτυακό τόπο 

http.7/biotools.umassmed.edu/btoapps/primer3 www.cgi). Όμοια επεξεργασία έγινε και 

για την περιοχή treZ , μετά από την οποία σχεδιάστηκαν ο ι εκκινητές TreZSF -  TreZSR 

(Εικόνα 3.2).

TreYSR TreZSF
/ι

Corynebacterium glutamlcum ATCC 13032 
11639 bp

Εικόνα 3.2: Θέση εκκινητών TreYSF-TreYSR & TreZSF-TreZSR στο γονιδίωμα του C .g . 13032

Οι εκκινητές TreYSF -  TreYSR χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση της εσωτερικής 

περιοχής του γονιδίου tre Y  και οι TreZSF -  TreZSR γι' αυτήν του tre Z  στην αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυμεράσης PCR1-TREYZ2 (Υλικά & Μέθοδοι, § 2.14.3) με υπόστρωμα το 

ολικό DNA των C.g . 21253 και Β .Ι. 21799 και προσθήκη επιπλέον MgCI2 5 mM στο μείγμα 

όλων των δειγμάτων της αντίδρασης. Στην ηλεκτροφόρηση παρατηρήθηκαν και άλλες 

ζώνες εκτός της εκάστοτε αναμενόμενης, ειδικά στην περίπτωση της ενίσχυσης της 

εσωτερικής περιοχής του γονιδίου treZ . Στους αρνητικούς μάρτυρες'δεν  παρουσιάστηκε
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ενίσχυση, γεγονός που αποτελεί ένδειξη της αξιοπιστίας των αποτελεσμάτων. Το πείραμο 

αυτής της PCR έγινε με χρήση της πολυμεράσης D yn azym e  II και παρατηρήθηκε μικρή 

απόδοση. Σε όλες τις PCR που ακολούθησαν χρησιμοποιήθηκε η πολυμεράση P h u sio n , η 

οποία παρουσίασε σαφώς καλύτερη απόδοση.

Σύμφωνα με την αλληλουχία του οργανισμού C. g lu ta m icu m  ATCC 13032, το 

αναμενόμενο μέγεθος του προϊόντος ενίσχυσης ήταν 521 bp για το t r e Y  και 911 bp για το 

treZ .

Δ ια δ οοα ή1 : λ/H lnd l 11
Διαδοοαή 2 : προϊόν PCR με υπόστρωμα
ολικό DNA Β .Ι. 21799
Δ ιαδοοαή 3 : προϊόν PCR με υπόστρωμα
ολικό DNA C.g . 21253
Δ ιαδοοαή 4 : προϊόν PCR χωρίς DNA
(αρνητικός μάρτυρας)
Διαδοοαή 5 : προϊόν PCR με υπόστρωμα
ολικό DNA Β .Ι. 21799
Διαδοοαή 6 : προϊόν PCR με υπόστρωμα
ολικό DNA C.g. 21253
Διαδοοαή 7 : προϊόν PCR χωρίς DNA
(αρνητικός μάρτυρας)

Η ζώνη που προέκυψε είναι μήκους 
περίπου 91 Obp και αντιστοιχεί στο 
αναμενόμενο μέγεθος για την 
εσωτερική περιοχή του γονιδίου tre Z .

Η ζώνη που προέκυψε είναι μήκους 
περίπου 520bp και αντιστοιχεί στο 
αναμενόμενο μέγεθος για την 
εσωτερική περιοχή του γονιδίου tre Y .

Εικόνα 3.3: Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR1-TREYZ2 (Υλικά & Μέθοδοι, § 2.14.4)

X
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3 .1.3  Υβριδισμός της ζώνης Α (εικ . 3 .3) με π έψ η  του ολικού DNA τω ν οργα νισμώ ν Β .Ι .  

21799 και C.g. 21253.

Για να επ α ληθευτεί η ορθότητα της προέλευσης, επ ιλέχθηκε ενδεικτικά η ζώνη Α, 

απομονώθηκε σε ικανή ποσότητα, ιχνοθετήθηκε και χρησιμοποιήθηκε ενδεικτικά  σε 

πειράματα υβριδισμού με ολικό DNA των C. g . 21253 και Β . I. 21799, το οποίο ε ίχε 

προηγουμένως υποστεί π έψ η  με ένζυμα περιορισμού. Τα αποτελέσματα του υβρ ιδ ισ μού 

φαίνονται στην εικόνα 3.5.

Εικόνα 3 .4 : Ηλεκτροφόρηση

Δ ια δ ρ ο υ ή  1 :  λ / H in d i 11 
Δ ια δ ο ο α ή  2 :  ολικό DNA Β . I. 21799/Sg/ll 
Δ ια δ οο ιχ ή  3 :  ολικό DNA Β . I. 21799/Pstl 
Δ ια δ ρ ο υ ή  4 ; ολικό DNA Β . I. 21799/ΧδσΙ 
Δ ία δ ρ ο υ ή  5 :  ολικό DNA C. g . 21253/ B g lii  

Δ ια δ οο ιχ ή  6 : ολικό DNA C. g . 2 1 2 5 3 /P sil 
Δ ία δ ρ ο υ ή  7: ολικό DNA C. ρ .21253/Χ δσΙ

τ
(_1 _ 2 3 4 5

r  j  κ.
6

ι Υ V
Υ
Υ

Β .Ι . C .g .

Εικόνα 3 .5 : Υ βριδισμός με ιχνηθέτη τη ζώνη Α 
που αντιστο ιχεί σε π ιθανό τμ ή μ α  του t r e Y  του 
Β . lo c t o fe r m e n t u m .

Στην ηλεκτροφόρηση φ α ίνετα ι ότι η ποσότητα του ολικού DNA του Β .Ι . 21799  ήταν 

πολύ μικρή μετά τις π έψ ε ις . Σε αυτό πιθανόν ο φ είλετα ι το γεγονός ότι ο ιχνηθέτης δεν 

υβρ ίδ ισε με τα δείγματα του Β .Ι . 21799. Αντίθετα, εμφ ά νισ ε υβρ ιδ ισ μό  με το C .g . 21253,

Σελίδα | 71



γεγονός αναμενόμενο, καθώς τα 2 βακτήρια είναι συγνενικά και είναι πιθανό να διαθέτουν 

παρόμοιες αλληλουχίες. Στη διαδρομή 5 παρουσιάζεται έντονο και εκτεταμένο σήμα από 

τον υβριδισμό, πιθανότατα υπερβολικά μεγάλης ποσότητας DNA, η οποία δεν επέτρεφε 

την πλήρη πέψη από το ένζυμο και το σωστό διαχωρισμό στην πορεία της 

ηλεκτροφόρησης. Στη διαδρομή 6 εμφανίζεται ασθενής υβριδισμός με ζώνη μικρού Μ.Β.

Επιχειρήθηκε η απομόνωση και η κλωνοποίηση της περιοχής του ολικού DNA που 

εμφάνισε κάποιο υβριδισμό με τη ζώνη Α για τυχόν εντοπισμό κάποιου κλώνου που θα 

περιείχε αλληλουχίες του γονιδίου treY . Τα πειράματα αυτά δεν είχαν επιτυχία.

3.1.4 Κλωνοποίηση των προϊόντων PCR που αντιστοιχούν στις εσωτερικές περιοχές των 

γονιδίων treY και treZ.

Για να διατηρηθεί το DNA των ζωνών A, Β, Γ και Δ (εικόνα 3.3), ώστε να ανακτώνται 

για την περαιτέρω χρήση τους, πραγματοποιήθηκε δεσμοποίησή τους με τον φορέα pCR- 

Blunt μετά από κατάλληλη συμπύκνωσή τους. Ακολούθησε μετασχηματισμός σε κύτταρα 

E .co li DH5a. Στη συνέχεια οι αποικίες που εμφανίστηκαν εξετάστηκαν ως προς την 

παρουσία ανασυνδυασμένων πλασμιδίων.

Παρατηρήθηκε επιτυχής κλωνοποίηση του DNA των ζωνών Α, Γ και Δ που 

αντιστοιχούν στα προϊόντα PCR της εσωτερικής περιοχής των γονιδίων t re Y  του  Β . I. 21799 

και treZ  των Β. I. 21799 και C. g. 21253, όπως κατέδειξαν οι πέψεις των υποψήφιων κλώνων 

με EcoR I, ώστε να επιβεβαιω θεί η ύπαρξη της ένθεσης (βλ. χάρτη pCR-Blunt,Υλικά & 

Μέθοδοι § 2.11.1). Στην Εικόνα 3.6 που ακολουθεί φάνηκε ότι οι κλώνοι 1, 2, 6, 7, 9 και 11 

περιείχαν τις επιθυμητές ενθέσεις. Στην περίπτωση του DNA της ζώνης Β, που 

αντιστοιχούσε στο προϊόν PCR της εσωτερικής περιοχής του γονιδίου t r e Y  του C. g . 21253, 

δεν απομονώθηκαν κλωνοποιημένα προϊόντα, παρά τις επανειλημμένες προσπάθειες.
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(ζώ νη Α )  ίτ^ Ϋ  (ζώ νη A ) (ζ ώ ν η Γ )  't¥ e Z  (ζώ νη A )

D O
ο ο ο ο

Εικόνα 3.6: Αποτελέσματα πέψεων για τους υποψήφιους κλώνους με EcoR\

Δ ια  δ ο ο α ή ΐ: λ/Η ίηώ  11
Δ ιa S o o u ic  2 Λ .6 .8 .1 0 .1 2 .1 4 .1 6 Λ 8 : πλασμιδιακό DNA υποψήφιων κλώνων 1, 2, 3 ,4 , 5, 6, 7,
9 και 11 αντίστοιχα
Δ ιa δ o o u έc  3 .5 .7 .9 .1 1 .1 3 .1 5 .1 7 ,1 9 : υποψήφιοι κλώνοι 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9 και l l / E c o R \  

αντίστοιχα

Στους κλώνους 1, 2, 6, 7, 9 και 11 πραγματοποιήθηκαν (ΐ) περαιτέρω πέψεις μι 

περιοριστικές ενδονουκλεάσες που περιέχουν θέσεις αναγνώρισης εντός της εσωτερικήι 

περιοχής των αντίστοιχων γονιδίων του C. g. 13032 (βλ. χάρτες, σελ.112) και (ii) 

προσδιορισμός της νουκλεοτιδικής τους αλληλουχίας.

Οι κλώνοι 1 και 2 δεν παρουσίασαν το αναμενόμενο περιοριστικό πρότυπο στις 

παραπάνω πέψεις, η δε αλληλουχία τους παρουσίασε ομοιότητα με γονίδια υδρολασών 

E .co li. Το αποτέλεσμα αυτό σαφώς δεν αναμενόταν, εφόσον οι εκκινητές που 

σχεδιάστηκαν βασίστηκαν σε συντηρημένες περιοχές του γονιδίου t r e Y  που αντιστοιχεί σε 

γονίδιο συνθάσης της μαλτοολιγοσυλ-τρεχαλόζης.

Οι κλώνοι 6 και 7 παρουσίασαν το αναμενόμενο περιοριστικό πρότυπο στις 

παραπάνω πέψεις, οι δε αλληλουχίες τους εμφάνισαν ταύτιση τόσο .μεταξύ τους, όσο και
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με την αντίστοιχη αλληλουχία της εσωτερικής περιοχής του γονιδίου treY , μεγέθους 911 

bp, του C .g  13032 (ακολουθεί η αλληλουχία).

GACCGCCATCGAACTTTTACCCGTGCAGCCCTTTGGCGGCAACCGCAATTGGGGCTACGACGGGGTGC
TGTGGCACGCCGTCCATGCAGGCTACGGCGGTCCGGCGGGCTTGAAAAAGCTTATCGACGCCTCCCAC
CAGGCCGGCATCGCCGTCTACTTAGACGTCGTGTACAACCACTTCGGCCCCGACGGCAACTACAACGG
GCAATTTGGCCCCTACACCTCTGGCGGCAGCACCGGCTGGGGCGACGTGGTCAACATCAACGGCCATG
ATTCAGATGAAGTCCGCAATTATATTCTCGACGCCGCACGCCAGTGGTTCGAAGATTTTCACGTTGAT
GGGCTCCGCCTCGATGCGGTGCATTCTCTCGATGATCGCGGCGCCTATTCCCTACTTGCGCAGCTGAC
CATGGTGGCCGAGGATGTCTCCGCACAAACAGGCATCCCACGCTCATTGATTGCAGAATCTGAACTCA
ATGACCCCAAGTTCGTTACCTCCCGCGAGGCCGGCGGTTTTGGCCTGGATGCACAGTGGGTTGACGAT
ATCCACCACGCCCTCCATGCCCTCGTTTCTGGCGAACGCAATGGTTATTACAGCGATTTCGGATCTGT

CGACACATTAGCCAAAACCCTGCGTGAAGTATTTGAACACACCGGAAACTACTCCACGTACCGCGGAC
GCAACCACGGCCGCCCTGTGCACCCCGATATCACCCCTGCCTCGCGCTTTGTCACCTACACCACCACC
CATGATCAGACCGGCAACCGCGCAATCGGCGACCGTCCTTCCACGACTCTCACCCCGGAACAGCAGGT

GTTGAAGGCAGCCATTATCTACAGCTCGCCGTATACCCCGATGTTGTTTATGGGTGAAGAATTCGGAG
CCACCACCCCATTCGCCTTCTTTTGCT

Οι κλώνοι 9 και 11 παρουσίασαν το αναμενόμενο περιοριστικό πρότυπο στις 

παραπάνω πέψεις. Οι αλληλουχίες ήταν πανομοιότυπες μεταξύ τους και σχεδόν 

ταυτίζονταν με την αντίστοιχη αλληλουχία της εσωτερικής περιοχής του γονιδίου t r e Y  

(εκτός δύο νουκλεοτιδίων που σημειώνονται με κόκκινο), μεγέθους 911 bp, του C .g . 13032 

(ακολουθεί η αλληλουχία).

GACCGCCATCGAACTTTTACCCGTGCAGCCCTTTGGCGGCAACCGCAATTGGGGCTACGACGGGGTGC
TGTGGCACGCCGTCCATGCAGGCTACGGCGGTCCGGCGGGCTTGAAAAAGCTTATCGACGCCTCCCAC
CAGGCCGGCATCGCCGTCTACTTAGACGTCGTGTACAACCACTTCGGCCCCGACGGCAACTACAACGG
GCAATTTGGCCCCTACACCTCTGGCGGCAGCACCGGCTGGGGCGACGTGGTCAACATCAACGGCCATG
ATTCAGATGAAGTCCGCAATTATATTCTCGACGCCGCACGCCAGTGGTTCGAAGATTTTCACGTTGAT
GGGCTCCGCCTCGATGCGGTGCATTCTCTCGATGATCGCGGCGCCTATTCCCTACTTGCGCAGCTGAC
CATGGTGGCCGAGGATGTCTCCGCACAAACAGGCATCCCACGCTCATTGATTGCAGAATCTGAACTCA
ATGACCCCAAGTTCGTTACCTCCCGCGAGGCCGGCGGTTTTGGCCTGGATGCACAGTGGGTTGACGAT
ATCCACCACGCCCTCCATGCCCTCGTTTCTGGCGAACGCAATGGTTATTACAGCGATTTCGGATCTGT
CGACACATTAGCCAAAACCCTGCGTGAAGTATTTGAACACACCGGAAACTACTCCACGTACCGCGAAC
GCAACCACGGCCGCCCTGTGCACCCCGATATCACCCCTGCCTCGCGCTTTGTCACCTACACCATCACC
CATGATCAGACCGGCAACCGCGCAATCGGCGACCGTCCTTCCACGACTCTCACCCCGGAACAGCAGGT
GTTGAAGGCAGCCATTATCTACAGCTCGCCGTATACCCCGATGTTGTTTATGGGTGAAGAATTCGGAG
CCACCACCCCATTCGCCTTCTTTTGCT

Από τα αποτελέσματα του υβριδισμού (Εικόνα 3.5) συμπεραίνεται ότι η απομόνωση 

των γονιδίων από το ολικό DNA των οργανισμών ήταν αδύνατη για τους λόγους που 

αναφέρθηκαν. Επίσης, στάθηκε αδύνατο να κλωνοποιηθεί η ζώνη που θα αποτελούσε το 

σωστό ιχνηθέτη για το γονίδιο του treY . Επομένως η μέθοδος αυτή εγκαταλείφθηκε και 

επιχειρήθηκε διαφορετική προσέγγιση.
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3.2 ΕΝΙΣΧΥΣΗ ΤΩΝ ΠΕΡΙΟΧΩΝ ΠΟΥ ΠΕΡΙΕΧΟΥΝ ΟΛΟΚΛΗΡΑ ΤΑ ΓΟΝΙΔΙΑ tre Y  ΚΑΙ treZ.

3.2.1 Σχεδιασμός εκκινητών & πειράματα PCR

Επιχειρήθηκε η ενίσχυση με PCR περιοχών στο γονιδίωμα των Β .Ι. 21799 και C.g. 

21253 που να περιλαμβάνουν ολόκληρα τα γονίδια t re Y  και tre Z  μαζί με τις ανοδικές 

αλληλουχίες του υποκινητή τους. Για την απομόνωση των γονιδίων t r e Y  και tre Z  από τα Β .Ι, 

21799 και C.g. 21253 χρησιμοποιήθηκε η αλληλουχία του C .g lu ta m icu m  13032 που 

αντιστοιχεί στο κάθε αναγνωστικό πλαίσιο και πάνω σε αυτήν σχεδιάστηκαν οι εκκινητές 

TreYlF -  TreYIR και TreZ2F -  TreZIR (Εικόνα 3.7) για την ενίσχυση των γονιδίων t r e Y  και 

treZ , αντίστοιχα.

TreY IR TreZ2F

TreY lF

■

T reZ IR

Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 
11639 bp

Εικόνα 3.7: Θέση εκκινητών TreYlF-TreYIR & TreZ2F-TreZlR στο γονιδίωμα του C .g . 13032

Για την ενίσχυση της περιοχής t r e Y  πραγματοποιήθηκε η αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυμεράσης PCR2-TREYFR (Υλικά & Μέθοδοι, § 2.14.3). Η επιπλέον προσθήκη MgCI2 (1 

mM) ήταν καταλυτική για την εμφάνιση των ζωνών με το επιθυμητό μέγεθος. Στην PCR με 

υπόστρωμα ολικού DNA από C .g . 21253 εμφανιζόταν και πάλι πληθώρα ζωνών επιπλέον 

της αναμενόμενης ζώνης DNA. Στους αρνητικούς μάρτυρες δεν παρουσιάστηκε ενίσχυση.

Για την περιοχή του νονιδίου tre Y , σύμφωνα με την αλληλουχία του C. g lu ta m icu m  

13032, το αναμενόμενο μέγεθος του προϊόντος ενίσχυσης ήταν 2872 bp.
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Δ ια δ ο ο α ή ΐ: λ/H ino fill 
Δ ια δοοα ή 2 : προϊόν PCR με υπόστρωμα 
ολικό DNA Β. I. 21799 
Δ ια δοοα ή 3 : προϊόν PCR με υπόστρωμα 
ολικό DNA Β .Ι. 21799 + MgCI2 
Δ ια δοοα ή 4 : προϊόν PCR με υπόστρωμα 
ολικό DNA C. g . 21253 
Δ ιαδοοαή 5 : προϊόν PCR με υπόστρωμα 
ολικό DNA C. g . 21253 + MgCI2 
Δ ια δοοα ή 6 : προϊόν PCR χωρίς DNA 
(αρνητικός μάρτυρας)

Η ζώνη που απομονώθηκε έχει 
μήκος περίπου 2,9 kb, που 
αντιστοιχεί στο αναμενόμενο 
μέγεθος του γονιδίου tre Y  με τις 
εκατέρωθεν αλληλουχίες, βάσει των 
εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν.

Β.Ι C.g

Ε Ζ

Η ζώνη που απομονώθηκε έχει 
μήκος περίπου 2,9 kb, που 
αντιστοιχεί στο αναμενόμενο 
μέγεθος του γονιδίου t r e Y  με τις 
εκατέρωθεν αλληλουχίες, βάσει των 
εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν.

Εικόνα 3.8: Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR2-TREYFR (Υλικά & Μέθοδοι, § 2.14.3)

Για την ενίσχυση της περιοχής tre Z  πραγματοποιήθηκε η αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυμεράσης PCR3-TREZFR (Υλικά & Μέθοδοι, § 2.14.3). Σε αυτή την περίπτωση η επιπλέον 

προσθήκη MgCI2 (1 mM) είχε ως αποτέλεσμα μάλλον την μείωση της ποσότητας του 

προϊόντος στο δείγμα με υπόστρωμα ολικό DNA του Β. I. 21799. Στους αρνητικούς 

μάρτυρες δεν παρουσιάστηκε ενίσχυση. Για την περιοχή του γονιδίου treZ , σύμφωνα με 

την αλληλουχία του C. g lu ta m icu m  13032, το αναμενόμενο μέγεθος του προϊόντος 

ενίσχυσης ήταν 1892 bp.
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Δ ια δ ο ο α ή ΐ: λ/HindiW

Δ ια δ οοα ή  2 : προϊόν PCR με υπόστρωμα
ολικό DNA Β. I. 21799
Δ ιαδοοαή 3 : προϊόν PCR με υπόστρωμα
ολικό DNA Β. I. 21799 + MgCI2
Δ ια δ οο ιιή  4 : προϊόν PCR με υπόστρωμα
ολικό DNA C. g . 21253
Δ ιαδοοαή 5 : προϊόν PCR με υπόστρωμα
ολικό DNA C. g. 21253 + MgCI2
Δ ια δ οο ιιή  6 : προϊόν PCR χωρίς DNA
(αρνητικός μάρτυρας)

Η ζώνη που απομονώθηκε είναι 
μήκους περίπου 1,9 kb, που 
αντιστοιχεί στο αναμενόμενο 
μέγεθος του γονιδίου treZ .

Εικόνα 3,9: Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR3-TREZFR (Υλικά & Μέθοδοι, § 2.14.3)

Όπως φαίνεται από τις διαδρομές 4 και 5, η περιοχή του γονιδίου t r e Z  του C. g . 

21253 δεν ενισχύθηκε, παρά τις επανειλημμένες απόπειρες. Η συγκεκριμένη περιοχή δεν 

κατέστη δυνατό να ενισχυθεί στα πλαίσια αυτής της εργασίας, ενώ οι ζώνες Ε, Ζ, Η και Θ 

χρησιμοποιήθηκαν περαιτέρω για υποκλωνοποίηση σε κατάλληλο φορέα.

3.2.2 Κλωνοποίηση των προϊόντων PCR που αντιστοιχούν στα γονίδια t r e Y  και treZ .

Πραγματοποιήθηκε δεσμοποίηση με το φορέα pCR-Blunt μετά από συμπύκνωση 

δειγμάτων των απομονωμένων ζωνών Ε, Ζ (προϊόντα PCR της περιοχής t re Y  των Β. I. 21799 

και C. g. 21253, αντίστοιχα), Η και Θ (προϊόντα PCR της περιοχής tre Z  του S. /. 21799J. Για το 

προϊόν PCR της περιοχής tre Y  του Β. I. 21799 πραγματοποιήθηκε επιπλέον κλωνοποίηση 

και στο φορέα pUC19 στη θέση Xbol, για την οποία φέρουν θέση αναγνώρισης ο ι εκκινητές 

TreYlF και TreYIR. Ακολούθησε μετασχηματισμός σε κύτταρα E .c o li DH5a. Στη συνέχεια οι
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αποικίες που εμφανίστηκαν εξετάστηκαν με περιοριστικές πέψεις ως προς την παρουσία 

ανασυνδυασμένων πλασμιδίων. Η κλωνοποίηση ήταν επιτυχής για τα προϊόντα PCR που 

αντιστοιχούν στις περιοχές t re Y  και tre Z  του Β. I. 21799, ενώ το προϊόν που αντιστοιχεί στην 

περιοχή tre Y  του C. g. 21253 (ζώνη Ζ) δεν εμφανίστηκαν αποικίες με ανασυνδυασμένο 

πλασμίδιο, παρά τις επανειλημμένες απόπειρες κλωνοποίησης.

Συγκεκριμένα, τα αποτελέσματα των πέψεων στους πιθανούς κλώνους της περιοχής 

t r e Y  του  Β. I. 21799 (ζώνη Ε) παρουσιάζονται στην εικόνα 3.10.

4

Δ ια δ οο ιχ ή ΐ :λ /Ηϊηά\ 11 
A ia S o o u ic  2 ,4 .6 : πλασμιδιακό DNA 
υποψήφιων κλώνων 12,13 , και 14 
αντίστοιχα
Δ ια δ ο ο α ές  3 .5 .7 : υποψήφιοι κλώνοι 
1 2 ,1 3 /EcoR\ και 14/Xbol αντίστοιχα

Εικόνα 3.10: Ηλεκτροφόρηση υποψήφιων κλώνων με ένθεση την αλληλουχία της ζώνης Ε 
(trey του Β. I. 21799). Οι κλώνοι 12 και 13 έχουν ως φορέα το pCR-Blunt και ο 14 το pUC19.

Από την ηλεκτροφόρηση φαίνεται ότι μόνον ο κλώνος 13 παρουσίασε το 

αναμενόμενο περιοριστικό πρότυπο σύμφωνα με το δυνητικό γονίδιο t r e Y  του C. 

g lu tam icum  13032 (βλ. χάρτη, σελίδα 112). Η νουκλεοτιδική αλληλουχία του σε μήκος 

περίπου 1000 bp συνολικά εκατέρωθεν της ένθεσης σχεδόν ταυτιζόταν με το γονίδιο t re Y  

του C. g lu tam icum  ATCC 13032 (εκτός δύο νουκλεοτιδίων που σημειώνονται με κόκκινο).
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ΚΛΩΝΟΣ 13

AAATCTTTTTCCCACGCAGGGAAGGCGTGAACACTAAGATCGAGGACGTACCGCACGATTTTGCCTAA
CTTTTAAGGGTGTTTCATCATGGCACGTCCAATTTCCGCAACGTACAGGCTTCAAATGCGAGGACCTC
AAGCAGATAGCACCGGGCGTTTCTTTGGTTTTGCGCAAGCCAAAGCACAGCTTCCCTATCTGAACAAG
CTAGGCATCAGCCACCTGTACCTCTCCCCTATTTTTACAGCCATGCCAGATTCCAATCATGGCTACGA
TGCCCTTGATCCCACCGCCATCAATGAATAGCTCGGTGGCCTGGAGGGTCTTCGAGATCTTGCTGTAA
CTACACACC....... .......ATTACACCGCCAGAGAACAAGTCCTGGAGCGCCTGCAAACCTGGGATTGGACGC
AGGTTAATTCGGTAGAAGACTTGGTGGATAACGCCGACATCGCCAAAATGGCCGTGGTCCATAAATCC
CTCGAGTTGCGTGCTGAATTTCGTGCAAGCTTTGTTGGTGGAGATCATCAGGCAGTATTTGGCGAAGG
TCGCGCAGAATCCCACATCATGGGCATCGCCCGCGGTACAGACCGAAACCACCTCAACATCATTGCTC
TTGCTACCCGTCGACCACTGATCTTGGAAGACCGTGGCGGATGGTATGACACCACCGTCACGCTTCCT
GGTGGACAATGGGAAGACAGGCTCACCGGGCAACGCTTCAGTGGTGTTGTCCCAGCCACCGATTTGTT
CTCACATCTACCCGTATCTTTGTTGGTTTTAGTACCCGATAGTGAGTTTTGATCCCTGCACAGGAAAG

TTAGCGGCGCTACTATGAACGATCGATATGTCTGACAACACTCTCTCCCAATTTGGCAGTTACTACCA
CGAATTCCGACGTGCCCATCCCATGGCCGACGTCGAATTCCTCCTAGCAATTGAAGAATTACTCACAG
ACGGTGGTGTCACCTTCGATCGCGTCACCACACGCATCAAAGAATGGTCAAGCCTGAAAGCCAAGGCT
CGCAAGCGTCGCGACGATGGCTCGTTGATCTAGAC

Τα αποτελέσματα των πέψεων στους πιθανούς κλώνους της περιοχής t r e Z  του Β . I. 

21799 (ζώνες Η, Θ) παρουσιάζονται στην εικόνα 3.11 που ακολουθεί.

Από την ηλεκτροφόρηση φαίνεται ότι όλοι οι κλώνοι που εξετάστηκαν παρουσίασαν 

το αναμενόμενο περιοριστικό πρότυπο σύμφωνα με το δυνητικό νονίδιο t r e Z  του C. 

g lu tam icum  13032 (βλ. χάρτη, σελίδα 112). Επιλέχθηκαν οι κλώνοι 16 και 18 για τον 

προσδιορισμό της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας τους.

Εικόνα 3.11: Ηλεκτροφόρηση υποψήφιων κλώνων 15 ,16  και 17 με ένθεση την αλληλουχία 
ΐης  ζώνης Η ( tre Z  από Β.Ι) και ο κλώνος 18 με ένθεση την αλληλουχία της ζώνης Θ ( tre Z  από 
β.Ι + MgCI2).

Δ ια δ ο ο α ή 1 :λ /Η ίη ά I11 
Δ ια δ ο ο α έ ζ 2 ,4 ,6 ,8 : πλασιιιδιακό 
DNA υποψήφιων κλώνων 15,16, 
17 και 18 αντίστοιχα 
Δ ια δ ο ο α έ ζ 3 ,5 ,7 ,9 : υποψήφιοι 
κλώνοι 1 5 ,1 6 ,1 7 ,1 8 /B am H l & Pst\
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Τα αποτελέσματα του κλώνου 16 έδειξαν πλήρη ομοιότητα με το γονίδιο t r e Z  του C. 

g lu tam icu m  ATCC13032 σε μήκος περίπου 1400 bp εκατέρωθεν.

Κ λ ώ νο ς  1 6

ATCGCGAGCGCTTGATCTCTAGTTCATGCTCAAAGACTTGACCGGCCTGAGGGAGTTGGTATTGCGTG
AGATGTGCCATAGCATCTCACATCTTAGCTCGCCAACCGGCAGCATTTTCACTAGCCTGGTGGCCATG
TTGACCTCGCAAAGCTTTTCAGTGTGGGCTCCACTTCCCCACGATGTACATCTGATCCTCAACGGCGA

AACCCTCCCCATGCACAAAACGGAGGGCAGCTGGTGGCGCGCCGAGATCGCGCCCAAGGCCGGCGATC
GTTACGGTTTTTCGCTTTTCGACGGCTCCTCCTGGTCAAAAACCCTCCCCGATCCCCGCTCCACATCT

CAACCAGACGGGGTTCATGGTTTAAGTGAAGTCTCCGATGATTCCTATCTGTGGGGTGACCAGCAGTG
GACTGGCCGAATTCTCCCTGGCTCGGTGTTATATGAGCTGCATGTGGGCACCTTTAGTGAAGATGGAA
CGTTTGAGGGAGTCGTCGACAAGCTTCCTTATCTGCGCGACCTCGGCGTGACCGCCATCGAACTTTTA

CCCGTGCAGCCCTTTGGCGGCAACCGCAATTGGGGCTACGACGGGGTGCTGTGGCACGCCGTCCATGC
AGGCTACGGCGGTCCGGCGGGCTTGAAAAAGCTTATCGACGCCTCCCACCAGGCCGGCATCGCCGTCT
ACTTAGACGTCGTGTACAACCACTTCGGCCCCGACGGCAAC....... ACGTACCGCGGACGCAACCACGGC
CGCCCTGTGCACCCCGATATCACCCCTGCCTCGCGCTTTGTCACCTACACCACCACCCATGATCAGAC
CGGCAACCGCGCAATCGGCGACCGTCCTTCCACGACTCTCACCCCGGAACAGCAGGTGTTGAAGGCAG
CCATTATCTACAGCTCGCCGTATACCCCGATGTTGTTTATGGGTGAAGAATTCGGAGCCACCACCCCA

TTCGCCTTCTTTTGCTCCCACACCGACCCCGAGCTCAACCGCCTAACCTCCGAGGGCCGCAAACGGGA
ATTCGCACGCCTTGGCTGGAACGCCGACGACATCCCCTCCCCCGAGCTGGAATCCACCTTCACCTCCT

CCAAACTCGATTGGGAGTTCACTGCGGAGCAGCGCCGCATCAACGACGCTTACAAGCAGCTGTTGCAC
CTGCGGCACACCTTGGGCTTCTCCCAACCAAACTTGCTCACACTCGAGGTTGAGCACGGCGAGAACTG
GCTATCGATGGCCAATGGTCGCGGCCGAATTCTGGCGAATTTCTCCGACGACACCATCACCGTCCCGC
TTGGCGGCGAGCTGATTTACAGCTTCACTTCCCCCACCGTCACCGACACCTCCACAACCCTTCAGCCG

TGGGGCTTTGCGATCCTGACCCGAAACTAGAAAAAGGCCACCTCGATTGAGGTGGCCTGCAGCT

Ομοια με τον προηγούμενο κλώνο, τα αποτελέσματα του κλώνου 18 έδειξαν πλήρη 

ομοιότητα με το γονίδιο tre Z  του C  g lu ta m icu m  ATCC 13032 σε μήκος περίπου 1400 bp 

εκατέρωθεν.

Κλώνος 18

ATCGCGAGCGCTTGATCTCTAGTTCATGCTCAAAGACTTGATCAGCCTGAGGGAGTTGGTATTGCGTG
AGATGTGCCATAGCATCTCACATCTTAGCTCGCCAACCGGCAGCATTTTCACTAGCCTGGTGGCCATG
TTGACCTCGCAAAGTTTTTCAGTGTGGGCTCCACTTCCCCACGATGTACATCTGATCCTCAACGGCGA
AACCCTCCCCATGCACAAAACGGAGGGCAGCTGGTGGCGCGCCGAGATCGCGCCCAAGGCCGGCGATC
GTTACGGTTTTTCGCTTTTCGACGGCTCCTCCTGGTCAAAAACCCTCCCCGATCCCCGCTCCACATCT

CAACCAGACGGGGTTCATGGTTTAAGTGAAGTCTCCGATGATTCCTATCTGTGGGGTGACCAGCAGTG
GACTGGCCGAATTCTCCCTGGCTCGGTGTTATATGAGCTGCATGTGGGCACCTTTAGTGAAGATGGAA
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CGTTTGAGGGAGTCGTCGACAAGCTTCCTTATCTGCGCGACCTCGGCGTGACCGCCATCGAGCTTTTA
CCCGTGCAGCCCTTTGGCGGCAACCGCAATTGGGGCTACGACGGGGTGCTGTGGCACGCCGTCCATGC
AGGCTACGGCGGTCCGGCGGGCTTGAAAAAGCTTATCGACGCCTCCCACCAGGCCGGCATCGCCGTCT
ACTTAGACGTCGTGTACAAC....... ACACACCGGAAACTACTCCACGTACCGCGGACGCAACCACGGCCG
CCCTGTGCACCCCGATATCACCCCTGCCTCGCGCTTTGTCACCTACACCACCACCCATGATCAGACCG
GCAACCGCGCAATCGGCGACCGTCCTTCCATGACTCTCACCCCGGAACAGCAGGTGTTGAAGGCAGCC

ATTATCTACAGCTCGCCGTATACCCCGATGTTGTTTATGGGTGAAGAATTCGGAGCCACCACCCCGTT
CGCTTTCTTCTGCTCGCATACCGACCCCGAGCTCAACCGCCTAACCTCCGAGGGCCGCAAACGGGAAT
TCGCACGCCTTGGCTGGAACGCCGACGACATCCCCTCCCCCGAGCTGGAATCCACCTTCACCTCCTCC
AAACTCGATTGGGAGTTCACTGCGGAGCAGCGCCGCATCAACGACGCTTACAAGCAGCTGTTGCACCT
GCGGCACACCTTGGGCTTCTCCCAACCAAACTTGCTCACACTCGAGGTTGAGCACGGCGAGAACTGGC

TATCGATGGCCAATGGTCGCGGCCGAATTCTGGCGAATTTCTCCGACGACACCATCACCGTCCCGCTT
GGCGGCGAGCTGATTTACAGCTTCACTTCCCCCACCGTCACCGACACCTCCACAACCCTTCAGCCGTG
GGGCTTTGCGATCCTGACCCGAAACTAGAAAAAGGCCACCTCGATTGAGGTGGCCTGCAGCT

Επισημαίνεται, ότι οι κλώνοι 16 και 18 προέρχονται από το ίδιο προϊόν PCR με 

υπόστρωμα το Β .Ι. 21799 (ζώνες Η και Θ, αντίστοιχα, Εικόνα 3.9), όπου η Θ προέκυψε με 

επιπλέον προσθήκη MgCI2.

3.3 ΕΝΙΣΧΥΣΗ ΤΗΣ ΕΣΩΤΕΡΙΚΗΣ ΠΕΡΙΟΧΗΣ ΤΟΥ ΓΟΝΙΔΙΟΥ treY  ΑΠΟ TO Brevibacterlum  

lactofermentum  ATCC21799 ΜΕ ΧΡΗΣΗ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΟΣ ΤΟΝ ΚΛΩΝΟ 13.

Όπως αναφέρθηκε στην ενότητα 3.1.4, στην περίπτωση της ενίσχυσης της 

εσωτερικής περιοχής του γονιδίου t re Y  από υπόστρωμα ολικό DNA του Β. I. 21799, το 

προϊόν PCR που κλωνοποιήθηκε παρουσίασε νουκλεοτιδική ομολογία με γονίδια 

υδρολασών Ε. co li και όχι με αντίστοιχες περιοχές γονιδίων tre Y .

Μετά από την απομόνωση και κλωνοποίηση της περιοχής που αντιστοιχούσε σε 

ολόκληρο το γονίδιο tre Y  του Β. I. 21799, όπως φάνηκε και από μέρος της νουκλεοτιδικής 

αλληλουχίας που προσδιορίστηκε (κλώνος 13), επιχειρήθηκε ξανά η ενίσχυση της 

εσωτερικής περιοχής του γονιδίου tre Y  του Β. I. 21799, αυτή τη φορά με υπόστρωμα το 

πλασμιδιακό DNA του κλώνου 13. Ανάλογα με το αποτέλεσμα, θα εξάγονταν 

συμπεράσματα για το αν το εσωτερικό του γονιδίου παρουσιάζει πράγματι ομολογία με 

γονίδια υδρολασών Ε. co li, και είναι επομένως διαφορετικό από τα γνωστά γονίδια tre Y , ή 

το προϊόν της PCR προερχόταν από τη δέσμευση των εκκινητών σε άλλη περιοχή του 

γονιδιώματος του Β. I. 21799 με την οποία παρουσίαζαν ομολογία. Για την ενίσχυση
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χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές TreYSF -  TreYSR που είχαν χρησιμοποιηθεί και στην 

ενίσχυση της εσωτερικής περιοχής του t r e Y  από υπόστρωμα το ολικό DNA του Β . I. 21799 

και το ένζυμο D ynaZym eII με επιπλέον προσθήκη MgCI2 1 mM.

Όπως φαίνεται από την ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR4 που ακολουθεί 

(Εικόνα 3.12), προέκυφε μία ζώνη στο επιθυμητό μένεθος με την αναμενόμενη (521 bp). 

Στον αρνητικό μάρτυρα δεν παρουσιάστηκε ενίσχυση.

Εικόνα 3.12: Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR4-TREYZ2 (Υλικά & Μέθοδοι, § 2.14.3) 
για την ενίσχυση της εσωτερικής περιοχής του γονιδίου t re Y

3.3.1 Κλωνοποίηση της αλληλουχίας της εσωτερικής περιοχής του γονιδίου t r e Y .

Το προϊόν της παραπάνω PCR δεσμοποιήθηκε στο φορέα pCR-Blunt και 

ακολούθησε μετασχηματισμός σε κύτταρα E .c o li DH5a. Στη συνέχεια οι αποικίες που 

εμφανίστηκαν εξετάστηκαν ως προς την παρουσία ανασυνδυασμένων πλασμιδίων με 

πέψεις από την περιοριστική ενδονουκλεάση EcoR\.

Τα αποτελέσματα της πέψης παρουσιάζονται στην ηλεκτροφόρηση της εικόνας 3.13 

που ακολουθεί, από την οποία φαίνεται ότι ο κλώνος 19 παρουσίασε το αναμενόμενο 

περιοριστικό πρότυπο σύμφωνα με την αντίστοιχη αλληλουχία του C. g lu ta m icu m  ATCC

Δ ια δ ο ο ιχ ή ΐ: λ/H in d  III 
Δ ια δ ροα ή  2 : προϊόν PCR με υπόστρωμα 
πλασμιδιακό DNA από κλώνο 13 ( tre Y , Β . I. 21799) 
Δ ια δ ροα ή  3 :  προϊόν PCR χωρίς DNA 
(αρνητικός μάρτυρας)

Η ζώνη που προέκυψε, 
μεγέθους περίπου 520bp, 
αντιστοιχεί στο αναμενόμενο 
μέγεθος της εσωτερικής 
περιοχής του γονιδίου treY .
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13032. Η νουκλεοτιδική αλληλουχία του έδειξε σχεδόν πλήρη ταύτιση (διαφορά σε 6 

νουκλεοτίδια) με την αντίστοιχη εσωτερική περιοχή του γονιδίου t r e Y  του C. g lu ta m icu m  

ATCC 13032.

Δ ια δ ο ο υ ή ΐ: λ/HincH  II 
& ia 6 o o u ic  2 Λ 6 :  πλασαιδιακό DNA 
υποψήφιων κλώνων 19 ,20  και 21 
αντίστοιχα
Δ ια δ ο ο α έζ  3 .5 ,7 : υποψήφιοι κλώνοι 19, 
20 και21/£εο/?Ι

Εικόνα 3.13: Ηλεκτροφόρηση υποψήφιων κλώνων 19,20, και 21 με ένθεση την αλληλουχία 
της ζώνης I ( t re Y  από κλώνο 13).

Κλώνος 19

CGCAACAAGAACTCGCAGCCGAAATCTTAAGGCTCGCCCGCGCCATGCGCCGCGATAACTTCTCCACC
GCAGGCACCAACGTCACCGAAGACAAACTTAGCGAAACCATCATCGAATTAGTCGCCGCCATGCCCGT
CTACCGCGCCGACTACATCTCCCTCTCACGCACCACCGCCACCGTCATCGCGGAGATGTCCAAACGCT
TCCCCTCCCGGCGCGACGCACTCGACCTCATCTCGGCCGCCCTATTTGGCAATGGCGAGGCCAAAATC
CGCTTCGCCCAAGTCTGCGGCGCCGTCATGGCCAAAGGTGTGGAAGACACCACCTTCTACCGCGCATC

TAGGCTCGTTGCACTGCAAGAAGTCGGTGGCGCGCCGCACTCGA

Επομένως, σύμφωνα με τα παραπάνω αποτελέσματα, η περιοχή που αντιστοιχεί 

στο γονίδιο t re Y  του Β. I. 21799 παρουσιάζει ομοιότητα με τα συνηθισμένα γονίδια tre Y . 

Αρα, το προϊόν της PCR που ενισχυόταν με τους εκκινητές TreYSF -  TreYSR προερχόταν 

πιθανότατα από τη δέσμευσή τους σε άλλη περιοχή του γονιδιώματος του Β . I. 21799.

Η νουκλεοτιδική αλληλουχία που προσδιορίστηκε από τα παραπάνω αποτελέσματα 

καλύπτει συνολικά τα άκρα και το μέσον της περιοχής που περιλαμβάνει το γονίδιο t r e Y  Β. 

I. 21799, ενώ παραμένουν δύο ενδιάμεσες περιοχές, στις οποίες αυτή δεν έχει
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προσδιοριστεί. Προκειμένου να γίνει αυτό, σχεδιάστηκαν ο ι εκκινητές 1TREYL 

TGAATCCTTGATGGTGCTCA και 1TREYR -  ATCGGGATCTACCAGGGAGT, με σκοπό τον 

προσδιορισμό της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας στις δύο αυτές ενδιάμεσες περιοχές 

(Εικόνα 3.14).

1TREYL 1TREYR

treY
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032

Εικόνα 3.14: Θέση εκκινητών 1TREYL - 1TREYR στο νονίδιο t r e Y  του C .g . 13032

Η αλληλουχία που προσδιορίστηκε αντιστοιχούσε σε μια περιοχή 802 bp, η οποία 

αντιστοιχούσε στο κέντρο του γονιδίου και εμφάνισε πολύ μεγάλη ομοιότητα (διαφορά σε 

6 νουκλεοτίδια) με την αντίστοιχη κεντρική περιοχή του γονιδίου t r e Y  του C. g lu ta m icu m  

ATCC 13032.

ACGTCACCGAAGACAAACTAGCGAAACCATCATCGAATTAGTCGCCGCCATGCCCGTCTACCGCGCCG
ACTACATCTCCCTCTCACGCACCACCGCCACGTCATCGCGGAGATGTCCAAACGCTTCCCCTCCCGGC
GCGACGCACTCGACCTCATCTCGGCCGCCCTACTTGGCAATGGCGAGGCCAAAATCCGCTTCGCCCAA
GTCTGCGGCGCCGTCATGGCCAAAGGTGTGGAAGACACCACCTTCTACCGCGCATCTAGGCTCGTTGC
ACTGCAAGAAGTCGGTGGCGCGCCGGGCAGGTTCGGCGTCTCCGCTGCAGAATTCCACTTGCTGCAGG
AAGAACGCAGCCTGCTGTGGCCACGCACCATGACCACCTTGTCCACGCACGACACCAAACGCGGCGAA
GATACCCGCGCCCGCATCATCTCCCTGTCCGAAGTCCCCGATATGTACTCCGAGCTGGTCAATCGTGT
TTTCGCAGTGCTCCCCGCGCCAGACGGCGCAACGGGCAGTTTCCTCCTACAAAACCTGCTGGGCGTAT
GGCCCGCCGACGGCGTGATCACCGATGCGCTGCGCGATCGATTCAGGGAATACGCCCTAAAAGCTATC
CGCGAAGCATCCACAAAAACCACGTGGGTGGACCCCAACGAGTCCTTCGAGGCTGCGGTCTGCGATTG
GGTGGAAGCGCTTTTCGACGGACCCTCCACCTCATTAATCACCGAATTTGTCTCCCACATCAACCGTG

GCTCTGTGCAAATCTCCTTAGGTAGGAAACTGCTGCAAATGGTGGGCGCTGGAA

Εντούτοις, λόγω κακής ποιότητας κάποιων αποτελεσμάτων, δεν ήταν δυνατός ο 

προσδιορισμός ολόκληρης της αλληλουχίας σε όλη την έκταση των δύο ενδιάμεσων 

περιοχών.
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3.4 ΣΥΝΟΛΙΚΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΤΗΣ ΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΙΚΗΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑΣ ΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ treY  

& treZ  ΤΩΝ Corynebacterium glutamicum  ATCC 21253 & Brevibacterium lactoferm entum  

ATCC 21799.

3.4.1 Corynebacterium glutamicum  ATCC 21253.

Τα μόνα αποτελέσματα που έδωσαν αξιοποιήσιμα στοιχεία για τη νουκλεοτιδική 

αλληλουχία των γονιδίων t re Y  και treZ  του C. g. 21253 αφορούσαν την αλληλουχία των 

κλώνων 9 ή 11, η οποία αντιστοιχεί στην εσωτερική περιοχή του γονιδίου tre Z . Όπως 

αναλύθηκε και προηγουμένως, κανένα άλλο πείραμα PCR ή κλωνοποίησης προϊόντων PCR 

δεν έδωσε αποτελέσματα για ολόκληρη την περιοχή που θα αντιστοιχούσε στο γονίδιο tre Z  

ή για οποιαδήποτε περιοχή του γονίδιου t r e Y  αυτού του στελέχους.

3.4.2 Brevibacterium lactoferm entum  ATCC 21799.

Τα αποτελέσματα που έδωσαν αξιοποιήσιμα στοιχεία για τη νουκλεοτιδική 

αλληλουχία του γονιδίου t r e Y  του Β. I. 21799 προήλθαν από την αλληλουχία των κλώνων 

13 (αλληλουχία Ε) και 19 (αλληλουχία I), από τους οποίους προσδιορίστηκε η αλληλουχία 

των άκρων και της εσωτερικής περιοχής του γονιδίου (συνολικά 1958 bp), όπως φαίνεται 

από την εικόνα 3.15.

κλώνος 19 κλώνος 13

treY, 2433 bp

Εικόνα 3.15: Νουκλεοτιδική αλληλουχία που έχει προσδιοριστεί για το πιθανό γονίδιο t r e Y  

του Β. I. 21799 (πράσινο) ως προς το treY του C. g. 13032 (πορτοκαλί).
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TTCATTTGGTTTTGCGCAGGCCAAAGCCCAGCTTCCCTATCTGAAGAAGCTAGGCATCAGCCACCTGQ
ACCTCTCCCCTATTTTTACGGCCATGCCAGATTCCAATCATGGCTACGATGTCATTGATCCCACCACC
ATCAATGAAGAGCTCGGTGGCATGGAGGGTCTTCGAGATCTTGCCGCAGCTACACACGAGTTGGGCAI

GGGCATCATCATTGATATTGTTCCCAACCATTTAGGTGTTGCCGTTCCACATTTGAATCCTTGGTGGl
GGGATGTTCTAAAAAACGGCAAAGATTCCGCTTTTGAGTTCTATTTCGATATTGACTGGCACGAAGAC

AACGGTTCTGGTGGCAAGCTGGGCATGCCGATTCTGGGTGCTGAAGGCGATGAAGACAAGCTGGAATT
CGCGGAGCTTGATGGAGAGAAAGTGCTCAAATATTTTGACCACCTCTTCCCAATCGCGCCTGGTACCG
AAGAAGGGACACCGCAAGAAGTCTACAAGCGCCAGCATTACCGCCTGCAGTTCTGGCGCGATGGCGTG
A T C A A C T T C C G T C G C T T C T T T T C C G T G A A T A C G T T G G C T G G C A T C A G G C A A G A A G A T C C C T T A G T G T T

T G A A C A T A C T C A T C G T C T G C T G C G C G A A T T G G T G G C G G A A G A C C T C A T T G A C G G C G T G C G C G T C G A T C

A C C C C G A C G G G C T T T C C G A T C C T T T T G G A T A T C T G C A C A G A C T C C G C G A C C T C A T T G G A C C T G A C C G C

T G G C T G A T C A T C G A A A A G A T C T T G A G C G T T G A T G A A C C A C T C G A T C C C C G C C T G G C C G T T G A T G G C A C

C A C T G G C T A C G A C G C C C T C C G T G A A C T C G A C G G C G T G T T T A T C T C C C G A G A A T C T G A G G A C A A A T T C T

C C A T G C T G G C G C T G A C C C A C A G T G G A T C C A C C T G G G A T G A A C G C G C C C T C A A A T C C A C G G A G G A A A G C

CTCAAACGAGTCGTCGCCCAACAAGAACTCGCAGCCGAAATCTTAAGGCTCGCCCGCGCCATGCGCCG
CGATAACTTCTCCACCGCAGGCACCAACGTCACCGAAGACAAACTTAGCGAAACCATCATCGAATTAG
TCGCCGCCATGCCCGTCTACCGCGCCGACTACATCTCCCTCTCACGCACCACCGCCACCGTCATCGCG
GAGATGTCCAAACGCTTCCCCTCCCGGCGTGACGCACTCGACCTCATCGCGGCCGCCCTACTTGGCAA
TGGCGAGGCCAAAATCCGCTTCGCTCAAGTCTGCGGCGCCGTCATGGCTAAAGGTGTGGAAGACACCA
CCTTCTACCGCGCATCTAGGCTCGTTGCATTGCAAGAAGTCGGTGGCGCGCCGGGGAGATTCGGCGTC
TCCGCTGCAGAATTCCACTTGCTGCAGGAAGAACGCAGCCTGCTGTGGCCACGCACCATGACCACCTT
GTCCACGCATGACACCAAACGTGGCGAAGATACCCGCGCCCGCATCATCTCCCTGTCTGAAGTCCCCG

ATATGTACTCCGAGCTGGTCAATCGTGTTTTCGCGGTGCTCCCCGCGCCAGACGGCGCAACGGGCAGT
TTCCTCCTACAAAACCTGCTGGGCGTATGGCCCGCCGACGGCGTGATCACCGATGCGCTGCGCGATCG
ATTCAGGGAATACGCCCTAAAAGCTATCCGCGAAGCATCCACAAAAACCACGTGGGTGGACCCCAACG
AGTCCTTCGAGGCTGCGGTCTGCGATTGGGTGGAAGCGCTTTTCGACGGACCCTCCACCTCACTAATC
ACCGAATTTGTCTCCCACATCAACCGTGGCTCTGTGCAAATCTCCTTAGGCAGGAAACTGCTGCAAAT

G G T G G G C G C T G G A A T C C C C G A C A C T T A C C A A G G A A C T G A G T T T T T A G A A G A C T C C C T G G T A G A T C C C G

ATAACCGACGCTTTGTTGATTACACCGCCAGAGAACAAGTCCTGGAGCGCCTGCAAACCTGGGATTGG
ACGCAGGTTAATTCGGTAGAAGACTTGGTGGATAACGCCGACATCGCCAAAATGGCCGTGGTCCATAA
ATCCCTCGAGTTGCGTGCTGAATTTCGTGCAAGCTTTGTTGGTGGAGATCATCAGGCAGTATTTGGCG
AAGGTCGCGCAGAATCCCACATCATGGGCATCGCCCGCGGTACAGACCGAAACCACCTCAACATCATT
GCTCTTGCTACCCGTCGACCACTGATCTTGGAAGACCGTGGCGGATGGTATGACACCACCGTCACGCT
TCCTGGTGGACAATGGGAAGACAGGCTCACCGGGCAACGCTTCAGTGGTGTTGTCCCAGCCACCGATT
TGTTCTCACATCTACCCGTATCTTTGTTGGTTTTAGTACCCGATAGTGAGTTT

ATGGCACGTCCAATTTCCGCAACGTACAGGCTTCAAATGCGAGGACCTCAAGCAGATAGCGCCGGGCC

Τα αποτελέσματα που έδωσαν αξιοποιήσιμα στοιχεία για τη νουκλεοτιδική 

αλληλουχία του γονιδίου tre Z  του S, /. 21799 προήλθαν από την αλληλουχία των κλώνων 6 

ή 7 (αλληλουχία Γ, εσωτερική περιοχή) και 16 (αλληλουχία Η, άκρα του γονιδίου). Οι 

αλληλουχίες αυτές παρουσίαζαν επικάλυψη, και άρα προσδιορίστηκε όλη η αλληλουχία 

της περιοχής που αντιστοιχεί σε πιθανό γονίδιο tre Z  του Β. I. 21799, όπως φαίνεται και 

στην εικόνα 3.16.
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Κλώνος 6

Κλώνος 16 Κλώνος 16

treZy 1830 bp

Εικόνα 3.16: Νουκλεοτιδική αλληλουχία που έχει προσδιοριστεί για το πιθανό γονίδιο tre  

του Β. I. 21799 (πράσινο) ως προς το treZ  του C  g. 13032 (πορτοκαλί).

ATCGCGAGCGCTTGATCTCTAGTTCATGCTCAAAGACTTGATCAGCCTGAGGGAGTTGGTATTGCGTG
AGATGTGCCATAGCATCTCACATCTTAGCTCGCCAACCGGCAGCATTTTCACTAGCCTGGTGGCCATG
TTGACCTCGCAAAGTTTTTCAGTGTGGGCTCCACTTCCCCACGATGTACATCTGATCCTCAACGGCGA
AACCCTCCCCATGCACAAAACGGAGGGCAGCTGGTGGCGCGCCGAGATCGCGCCCAAGGCCGGCGATC

GTTACGGTTTTTCGCTTTTCGACGGCTCCTCCTGGTCAAAAACCCTCCCCGATCCCCGCTCCACATCT
CAACCAGACGGGGTTCATGGTTTAAGTGAAGTCTCCGATGATTCCTATCTGTGGGGTGACCAGCAGTG
GACTGGCCGAATTCTCCCTGGCTCGGTGTTATATGAGCTGCATGTGGGCACCTTTAGTGAAGATGGAA
CGTTTGAGGGAGTCGTCGACAAGCTTCCTTATCTGCGCGACCTCGGCGTGACCGCCATCGAACTTTTA

CCCGTGCAGCCCTTTGGCGGCAACCGCAATTGGGGCTACGACGGGGTGCTGTGGCACGCCGTCCATGC
AGGCTACGGCGGTCCGGCGGGCTTGAAAAAGCTTATCGACGCCTCCCACCAGGCCGGCATCGCCGTCT

ACTTAGACGTCGTGTACAACCACTTCGGCCCCGACGGCAACTACAACGGGCAATTTGGCCCCTACACC
TCTGGCGGCAGCACCGGCTGGGGCGACGTGGTCAACATCAACGGCCATGATTCAGATGAAGTCCGCAA
TTATATTCTCGACGCCGCACGCCAGTGGTTCGAAGATTTTCACGTTGATGGGCTCCGCCTCGATGCGG
TGCATTCTCTCGATGATCGCGGCGCCTATTCCCTACTTGCGCAGCTGACCATGGTGGCCGAGGATGTC
TCCGCACAAACAGGCATCCCACGCTCATTGATTGCAGAATCTGAACTCAATGACCCCAAGTTCGTTAC
CTCCCGCGAGGCCGGCGGTTTTGGCCTGGATGCACAGTGGGTTGACGATATCCACCACGCCCTCCATG
CCCTCGTTTCTGGCGAACGCAATGGTTATTACAGCGATTTCGGATCTGTCGACACATTAGCCAAAACC
CTGCGTGAAGTATTTGAACACACCGGAAACTACTCCACGTACCGCGGACGCAACCACGGCCGCCCTGT
GCACCCCGATATCACCCCTGCCTCGCGCTTTGTCACCTACACCACCACCCATGATCAGACCGGCAACC
GCGCAATCGGCGACCGTCCTTCCACGACTCTCACCCCGGAACAGCAGGTGTTGAAGGCAGCCATTATC
TACAGCTCGCCGTATACCCCGATGTTGTTTATGGGTGAAGAATTCGGAGCCACCACCCCATTCGCCTT
CTTTTGCTCGCATACCGACCCCGAGCTCAACCGCCTAACCTCCGAGGGCCGCAAACGGGAATTCGCAC
GCCTTGGCTGGAACGCCGACGACATCCCCTCCCCCGAGCTGGAATCCACCTTCACCTCCTCCAAACTC
GATTGGGAGTTCACTGCGGAGCAGCGCCGCATCAACGACGCTTACAAGCAGCTGTTGCACCTGCGGCA
CACCTTGGGCTTCTCCCAACCAAACTTGCTCACACTCGAGGTTGAGCACGGCGAGAACTGGCTATCGA
TGGCCAATGGTCGCGGCCGAATTCTGGCGAATTTCTCCGACGACACCATCACCGTCCCGCTTGGCGGC
GAGCTGATTTACAGCTTCACTTCCCCCACCGTCACCGACACCTCCACAACCCTTCAGCCGTGGGGCTT

T G C G A T C C T G A C C C G A A A C T A G A A A A A G G C C A C C T C G A T T G A G G T G G C C T G C A G C T

y
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3.5 ΥΒΡΙΔΙΣΜΟΙ ΠΑ ΤΗΝ ΕΠΑΛΗΘΕΥΣΗ ΟΛΩΝ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ.

Τα αποτελέσματα των κλωνοποιήσεων επαληθεύτηκαν με μία σειρά 4 πειραμάτων 

υβριδισμού. Τα δύο πρώτα περιλάμβαναν ολικό DNA, προϊόντα PCR και κλώνους σχετικούς 

με αλληλουχίες treY, ενώ τα ιχνοθετικά μόρια DNA ήταν στον ένα υβριδισμό το προϊόν PCR 

του εσωτερικού τμήματος treY του Β.Ι. 21799 και στον δεύτερο το προϊόν PCR του 

εσωτερικού τμήματος treY του του C. g. 21253. Τα άλλα δύο πειράματα υβριδισμού 

περιλάμβαναν προϊόντα PCR και κλώνους σχετικούς με αλληλουχίες treZ, ενώ τα ιχνοθετικά 

μόρια DNA ήταν στον ένα υβριδισμό το προϊόν PCR του εσωτερικού τμήματος treZ του Β.Ι. 

21799 και στον δεύτερο το προϊόν PCR του εσωτερικού τμήματος treZxou  του C. g. 21253.
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2 4 *r  6" 7" 8 ' ~9**

□

Δ ια δ ο ο α ή  1 : λ / H in d  III 
Δ ια δ ο ο α ή  2 :  ολικό DM 
21799/Psil
Δ ια δ ο ο α ή  3 :  ολικό DNA 
21253/Psil
Δ ια δ ο ο α ή  4 :  κλώνος 13 (π 
ολόκληρο το τμήμα t r e Y  τ 
21799)
Δ ια δ ο ο α ή  5 :  προϊόν
ολόκληρης της περιοχής t r  

Β .Ι . 21799
Δ ια δ ο ο α ή  6 :  προϊόν
ολόκληρης της περιοχής tr< 

C. g . 21253
Δ ια δ ο ο α ή  7 :  κλώνος 1 (περιι 
εσωτερικό τμήμα του t r e Y  τ 
21799)
Δ ια δ ο ο α ή  8 :  προϊόν PCP 
εσωτερικού τμήματος t r e Y  τ« 
21799 (ιχνοθετικό DNA, 
περίγραμμα στο Α)
Δ ια δ ο ο α ή  9 :  προϊόν PCR 
εσωτερικού τμήματος t r e Y  τ 
g . 21253

Εικόνα 3.17: Ολικό DNA, προϊόντα PCR και κλώνοι αλληλουχιών t r e Y . (Α) Ηλεκτροφόι 
αγαρόζης, (Β) φίλτρο υβριδισμού με ιχνηθέτη το προϊόν PCR του εσωτερικού τμήματος 
του 6./. 21799. Το ιχνοθετικό DNA υποδεικνύεται με μαύρο περίγραμμα στο Α.

Τα αποτελέσματα του υβριδισμού έχουν αναλυτικά ως εξής:

> Παρατηρήθηκε υβριδισμός με αλληλουχίες του ολικού DNA του  C . g . 21253 (διαδρ 

3), γεγονός αναμενόμενο, εφόσον τα στελέχη αυτά είναι ισχυρά συγγενικά μεταξύ τ> 

Στο DNA του Β .Ι . 21799 (διαδρομή 2) η πέψη δεν ήταν επιτυχημένη και επομένως 

εμφανίστηκε σήμα σε κανένα από τα 4 πειράματα υβριδισμού.

> Παρατηρήθηκε ισχυρός υβριδισμός μεταξύ του ιχνοθετικού DNA και όλων ■ 

προϊόντων PCR που προέρχονταν τόσο από το β./. 21799, όσο κμι από το C. g . 21;
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(διαδρομές 5, 6, 8 και 9). Τα αποτελέσματα αυτά ήταν αναμενόμενα, εφόσον τα 

στελέχη αυτά είναι ισχυρά συγγενικά μεταξύ τους, και εφόσον λογικά τα προϊόντα PCR 

ολόκληρης της περιοχής του γονιδίου treY (διαδρομές 5 και 6) εμπεριέχουν το τμήμα 

της εσωτερικής περιοχής του παραπάνω γονιδίου.

> Το ιχνοθετικό DNA παρουσίασε ισχυρό υβριδισμό με τον κλώνο 13 (διαδρομή 4), ο 

οποίος προέρχεται από την κλωνοποίηση του προϊόντος PCR ολόκληρης της περιοχής 

treY του Β.Ι. 21799 (διαδρομή 5). Ο υβριδισμός αυτός ήταν αναμενόμενος από τα 

αποτελέσματα της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας της κεντρικής περιοχής του κλώνου 13, 

αλλά και για τους λόγους που αναφέρθηκαν αμέσως προηγουμένως.

> Το ιχνοθετικό DNA εμφάνισε ελάχιστο υβριδισμό με τον κλώνο 1, γεγονός αναμενόμενο 

σύμφωνα με τη νουκλεοτιδική αλληλουχία του κλώνου, η οποία παρουσίαζε ομολογία 

με γονίδια υδρολασών Ε. coli και όχι με την εσωτερική περιοχή του γονιδίου treY (βλ. 

σχετικά πειράματα και σχόλια σελ.73). Το ιχνοθετικό DNA, το οποίο παρουσίασε 

συγγένεια με όλα τα δείγματα στα οποία περιέχεται το κεντρικό τμήμα του γονιδίου 

treY, είναι το προϊόν της PCR του εσωτερικού τμήματος treY του Β.Ι. 21799, από την 

κλωνοποίηση του οποίου προήλθε ο κλώνος 1. Το γεγονός ότι παρουσιάζει έστω και 

αυτόν τον ελάχιστο υβριδισμό με τον κλώνο 1 σημαίνει πιθανόν ότι το προϊόν της PCR 

περιέχει μίγμα αλληλουχιών που αποτελείται τόσο από αλληλουχίες της εσωτερικής 

περιοχής του γονιδίου treY, όσο και από αλληλουχίες μη σχετικές με το γονίδιο αυτό 

(γονίδια υδρολασών Ε. coli οι οποίες ενισχύθηκαν λόγω τυχαίας ομολογίας τους με τους 

εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν), οι οποίες ήταν το προϊόν της κλωνοποίησης με 

αποτέλεσμα τον κλώνο 1.

y
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2 3 4

2 3

Δ ια δ οοα ή  1 : λ/W/ndlll 
Δ ια δ οοα ή  2 : ολικό DNA Β. I. 

21799/Pstl
Δ ια δ οοα ή  3 : ολικό DNA C. g. 

21253/Pstl
Δ ια δ οοα ή  4 : κλώνος 13 (περιέχει 
ολόκληρο το τμήμα t r e Y  του Β .Ι. 

21799)
Δ ια δ οοα ή  5 : προϊόν PCR
ολόκληρης της περιοχής t r e Y  του 
Β .Ι. 21799
Δ ια δ οοα ή  6 : προϊόν PCR
ολόκληρης της περιοχής t r e Y  του 
C. g . 21253
Δ ια δ οοα ή  7 : κλώνος 1 (περιέχει 
το εσωτερικό τμήμα του t re Y  

του Β .Ι. 21799)
Δ ια δ οοα ή  8 : προϊόν PCR του 
εσωτερικού τμήματος t r e Y  του 
Β .Ι. 21799
Δ ια δ οοα ή  9 : προϊόν PCR του 
εσωτερικού τμήματος t r e Y  του C. 
g . 21253 (ιχνοθετικό DNA, με 
περίγραμμα στο Α)

Εικόνα 3.18: Ολικό DNA, προϊόντα PCR και κλώνοι αλληλουχιών tre Y . (Α) Ηλεκτροφόρηση 
αγαρόζης, (Β) φίλτρο υβριδισμού με ιχνηθέτη το προϊόν PCR του εσωτερικού τμήματος t r e Y  

του Β .Ι. 21799. Το ιχνοθετικό DNA υποδεικνύεται με μαύρο περίγραμμα στο Α.

Σε αυτόν τον υβριδισμό, τα δείγματα της πηκτής αγαρόζης είναι ουσιαστικά τα ίδια 

με αυτά του προηγούμενου πειράματος. Τα αποτελέσματα του υβριδισμού είναι ακριβώς 

ίδια με αυτά του προηγούμενου πειράματος και καταδεικνύουν την ομολογία των 

αλληλουχιών των δύο γονιδίων μεταξύ των στελεχών C. g . 21253 και Β .Ι. 21799.
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4 5 6

' "/j • .·§

Δ ια δ ο ο α ή  1 : λ / H in d i 11 
Δ ια δ ο ο α ή  2 :  ολικό D 
/. 21799/Psil 
Δ ια δ ο ο α ή  3 :  ολικό Dl 
g . 21253/Psil 
Δ ια δ ο ο α ή  4 :  κλώνο 
(περιέχει ολόκληρο 
τμήμα t r e Z  του Β .Ι . 21 
Δ ια δ ο ο α ή  5 :  προϊόν 
ολόκληρης της περί 
t r e Z x ου Β .Ι . 21799 
Δ ια δ ο ο α ή  6 : κλώνο 
(περιέχει το εσωτε 
τμήμα του t r e Z  του 
21799)
Δ ια δ ο ο α ή  7 : προϊόν 
του εσωτερικού τμήμι 
t r e Z  του Β .Ι . 21 
(ιχνοθετικό DNA, 
περίγραμμα στο Α) 
Δ ια δ ο ο α ή  8 :  κλώνοι 
(περιέχει το εσωτει 
τμήμα του t r e Z  του C 
21253)
Δ ια δ ο ο α ή  9 :  προϊόν I 
του εσωτερικού τμήμα 
t r e Z  του C. g . 21253

Εικόνα 3.19: Ολικό DNA, προϊόντα PCR και κλώνοι αλληλουχιών t r e Z . (Α) Ηλεκτροφόρη 
αγαρόζης, (Β) φίλτρο υβριδισμού με ιχνηθέτη το προϊόν PCR του εσωτερικού τμήματος ti 

του Β .Ι . 21799. Το ιχνοθετικό DNA υποδεικνύεται με μαύρο περίγραμμα στο Α.

Τα αποτελέσματα του υβριδισμού έχουν αναλυτικά ως εξής:

> Παρατηρήθηκε υβριδισμός με αλληλουχίες του ολικού DNA του  C. g . 21253 (διαδροι 

3), γεγονός αναμενόμενο, εφόσον τα στελέχη αυτά είναι ισχυρά συγγενικά μεταξύ τοι 

Στο DNA του Β .Ι . 21799 (διαδρομή 2) η πέψη δεν ήταν επιτυχημένη και επομένως δ, 

εμφανίστηκε σήμα σε κανένα από τα 4 πειράματα υβριδισμού.

> Παρατηρήθηκε ισχυρός υβριδισμός μεταξύ του ιχνοθετικού DNA και όλων τα 

προϊόντων PCR που προέρχονταν τόσο από το Β .Ι . 21799, όσο και από το C. g . 2125
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(διαδρομές 5, 7 και 9). Τα αποτελέσματα αυτά ήταν αναμενόμενα, εφόσον τα στελέχη 

αυτά είναι ισχυρά συγγενικά μεταξύ τους, και εφόσον λογικά το προϊόν PCR ολόκληρης 

της περιοχής του γονιδίου treZ (διαδρομή 5) εμπεριέχει το τμήμα της εσωτερικής 

περιοχής του παραπάνω γονιδίου.

> Το ιχνοθετικό DNA εμφάνισε ισχυρό υβριδισμό με τον κλώνο 6 (διαδρομή 6). Το 

γεγονός αυτό είναι αναμενόμενο, εφόσον το ιχνοθετικό DNA είναι το προϊόν της PCR 

του εσωτερικού τμήματος του γονιδίου treZ του Β.Ι. 21799, από την κλωνοποίηση του 

οποίου προήλθε ο κλώνος 6.

> Το ιχνοθετικό DNA εμφάνισε ισχυρό υβριδισμό με τον κλώνο 8 (διαδρομή 9), ο οποίος 

προέρχεται από την κλωνοποίηση του προϊόντος PCR του εσωτερικού τμήματος του 

γονιδίου treZ του C. g. 21253. Το γεγονός είναι αναμενόμενο λόγω της νουκλεοτιδικής 

ομολογίας των δύο κλώνων.

> Το ιχνοθετικό DNA παρουσίασε ισχυρό υβριδισμό με τον κλώνο 16 (διαδρομή 4), ο 

οποίος προέρχεται από την κλωνοποίηση του προϊόντος PCR ολόκληρης της περιοχής 

treZ του Β.Ι. 21799 (διαδρομή 5) γεγονός αναμενόμενο.
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Δ ια δ οο ιιή  1 : λ/H indlU  
Δ ια δ οο ιιή  2 : ολικό DNA Β. 
I. 21799/Psfl
Δ ια δ οο ιιή  3 : ολικό DNA C. 
g . 21253/Psil
Δ ια δ οο ιιή  4 : κλώνος 16 
(περιέχει ολόκληρο το 
τμήμα t r e Z του Β .Ι. 21799) 
Δ ια δ οο ιιή  5 : προϊόν PCR 
ολόκληρης της περιοχής 
tre Z  του Β .Ι. 21799 
Δ ια δ οο ιιή  6 : κλώνος 6 
(περιέχει το εσωτερικό 
τμήμα του tre Z  του Β.Ι. 
21799
Δ ια δ οο ιιή  7 : προϊόν PCR 
του εσωτερικού τμήματος 
treZ  του Β .Ι. 21799 
Δ ια δ οο ιιή  8 : κλώνος 9 
(περιέχει το εσωτερικό 
τμήμα του treZ  του C. g. 

21253)
Δ ια δ οο ιιή  9 : προϊόν PCR 
του εσωτερικού τμήματος 
tre Z  του C. g. 21253 
(ιχνοθετικό DNA, με 
περίνραμμα στο Α)

Εικόνα 3.20: Ολικό DNA, προϊόντα PCR και κλώνοι αλληλουχιών treZ . (Α) Ηλεκτροφόρηση 
αγαρόζης, (Β) φίλτρο υβριδισμού με ιχνηθέτη το προϊόν PCR του εσωτερικού τμήματος treZ  
του C. g. 21253. Το ιχνοθετικό DNA υποδεικνύεται με μαύρο περίγραμμα στο Α.

Σε αυτόν τον υβριδισμό, τα δείγματα της πηκτής αγαρόζης είναι ουσιαστικά τα ίδια 

με αυτά του προηγούμενου πειράματος. Τα αποτελέσματα του υβριδισμού είναι ακριβώς 

ίδια με αυτά του προηγούμενου πειράματος και καταδεικνύουν την ομολογία των 

αλληλουχιών των δύο γονιδίων μεταξύ των στελεχών C. g. 21253 και Β .Ι. 21799.

! Σελίδα | 94ίIί



3.6 ΕΝΙΣΧΥΣΗ ΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ treY  ΚΑΙ treZ ΑΠΟ ΤΑ ΣΤΕΛΕΧΗ ΜΕ ΚΑΤΑΛΛΗΛΟΥΣ 

ΕΚΚΙΝΗΤΕΣ ΠΑ ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗ ΣΤΟΝ ΦΟΡΕΑ ΥΠΕΡΕΚΦΡΑΣΗΣ pF729c.

Με απώτερο σκοπό την κλωνοποίηση των γονιδίων t re Y  και tre Z  των Β .Ι. 21799 και 

C.g. 21253 στον φορέα υπερέκφρασης pET29c, σχεδιάστηκαν επάνω στην αλληλουχία των 

γονιδίων εκκινητές με κατάλληλες θέσεις περιορισμού (Εικόνα 3.21). Μέσω αυτών, τα 

γονίδια κλωνοποιούνται στον φορέα υπό τον έλεγχο ισχυρού υποκινητή του φάγου Τ7, ενώ 

στο C-τελικό άκρο της παραγόμενης πρωτεΐνης δημιουργείται μια ουρά αποτελούμενη από 

6 ιστιδίνες. Με τον τρόπο αυτό επιτυγχάνεται η υπερέκφραση των γονιδίων και ο 

καθαρισμός των πρωτεϊνών μέσω στηλών κατακράτησης ιστιδίνης.

YOER^A/col ZOEF2/Vc/el

ZOERlBg/ll

tre Z 4
C oryn ebacteriu m  g lu ta m icu m  ATCC13032 

11639 bp

Εικόνα 3.21: Θέση εκκινητών YOEFlWctel - YOERlA/col και ZOEF2Wdel και ZOERlSg/ll 
στο γονιδίωμα του C.g . 13032

Οι εκκινητές YOEFl/Vdel - YOERl/Vcol χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση του 

γονιδίου t re Y  στην αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης PCR5-TREYOEFR (Υλικά & Μέθοδοι, 

§ 2.14.3) με προσθήκη επιπλέον MgCI2 1 mM στο μείγμα όλων των δειγμάτων της 

αντίδρασης. Στην ηλεκτροφόρηση παρατηρήθηκαν και άλλες ζώνες εκτός της 

αναμενόμενης (Εικόνα 3.22). Στον αρνητικό μάρτυρα δεν παρουσιάστηκε ενίσχυση.

✓
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Διαδοοαή 1 : \/Hind\\\
Δ ια δοοω 7 2 : προϊόν PCR με υπόστρωμα τον κλώνο 13 (περιέχει 
ολόκληρο το γονίδιο treY  του Β .Ι. 21799)
Διαδοοαή 3 : προϊόν PCR με υπόστρωμα ολικό DNA C.g. 21253 
Διαδοοαή 4 : προϊόν PCR χωρίς DNA (αρνητικός μάρτυρας)

Οι ζώνες που απομονώθηκαν είναι 
μήκους περίπου 2,3 kb (από C.g. 

21253 ελαφρώς μικρότερη) και 
αντιστοιχούν στο αναμενόμενο 
μέγεθος του προϊόντος ενίσχυσης 
2.350 bp.

Εικόνα 3.22: Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR5-TREYOEFR

Για τον περιορισμό της εμφάνισης και άλλων (πιθανώς μη ειδικών) ζωνών DNA 

πέραν της επιθυμητής, ενισχύθηκε το γονίδιο treY  από υπόστρωμα Β .Ι. 21799 στην 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης PCR7-TREY1 (Υλικά & Μέθοδοι, § 2.14.3), κατά την 

οποία μεταβλήθηκαν οι χρόνοι που τηρήθηκαν σε κάθε κύκλο.

Διαδοοαή 1 : λ/Η'ιηά\ 11
Διαδοοαή 2 : προϊόν PCR με υπόστρωμα τον κλώνο 13 + 1 mM 
MgCI2
Διαδοοαή 3 : προϊόν PCR με υπόστρωμα τον κλώνο 13 
Διαδοοαή 4 : προϊόν PCR χωρίς DNA (αρνητικός μάρτυρας)

Οι ζώνες που απομονώθηκαν είναι και οι δύο μεγέθους 
περίπου 2,2 kb και αντιστοιχούν στο αναμενόμενο μέγεθος 
του προϊόντος ενίσχυσης 2.350 bp.

Εικόνα 3.23: Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR7-TREY1

Από την εικόνα 3.23 φαίνεται ότι εμφανίσθηκαν δύο ζώνες στο αναμενόμενο

μέγεθος. Η προσθήκη MgCI2 είχε ως αποτέλεσμα την αποτελεσματικότερη ενίσχυση του
✓
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προϊόντος, όπως φαίνεται συγκριτικά στις διαδρομές 2 & 3. Δεν εμφανίσθηκαν άλλες 

ζώνες.

Για τον ίδιο λόγο της εξάλειψης των μη ειδικών ζωνών DNA πέραν της επιθυμητής, 

ενισχύθηκε το γονίδιο tre Y  από υπόστρωμα C.g. 21253 στην αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυμεράσης PCR8-TREY2 (Υλικά & Μέθοδοι, § 2.14.3), όπου κι εδώ μεταβλήθηκαν οι 

χρόνοι που τηρήθηκαν σε κάθε κύκλο.

Δια  δ ο ο υ ή ΐ: λ/H in d  III
Δ ια δροιιή  2 : προϊόν PCR με υπόστρωμα
ολικό DNA C. g lu tam icum  + MgCI2
Δ ια δ οο ιιή  3 : προϊόν PCR με υπόστρωμα ολικό DNA C.
glu tam icum
Διαδοοαή 4 : προϊόν PCR χωρίς DNA (αρνητικός 
μάρτυρας)

Η ζώνη που απομονώθηκε είναι μήκους περίπου 
2,2 kb που αντιστοιχεί στο αναμενόμενο μέγεθος 
του προϊόντος ενίσχυσης 2.350 bp.

Εικόνα 3.24: Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR8-TREY2

Από την εικόνα 3.24 φαίνεται ότι εμφανίσθηκε προϊόν μόνο στο δείγμα που 

προστέθηκε MgCI2. Οι άλλες ζώνες που εμφανίσθηκαν ήταν σε αμελητέα ποσότητα.

Οι εκκινητές ZOEF2/Vc/el και ZOER16g/ll χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση του 

γονιδίου treZ  στην αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης PCR6-TREZOEFR (Υλικά & Μέθοδοι, 

§ 2.14.3) με προσθήκη επιπλέον MgCI2 5 mM στο μείγμα όλων των δειγμάτων της 

αντίδρασης. Στην ηλεκτροφόρηση παρατηρήθηκαν και άλλες ζώνες εκτός της 

αναμενόμενης (Εικόνα 3.23). Στον αρνητικό μάρτυρα δεν παρουσιάστηκε ενίσχυση.
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Δ ια δ οου ,ή ΐ: λ/HincH11
Διαδροαή 2 : προϊόν PCR με υπόστρωμα
τον κλώνο 16 (νονίδιο treZ  του βακτηρίου B .la c to fe rm en tu m

κλωνοποιημένο σε pCR-Blunt)
Δ ιαδοοαή 3 : προϊόν PCR με υπόστρωμα 
ολικό DNA C. g lu tam icum

Διαδοουή 4 : προϊόν PCR χωρίς DNA (αρνητικός μάρτυρας)

Οι ζώνες που απομονώθηκαν είναι 
μήκους περίπου 1,8 kb (από C.g. 

21253 ελαφρώς μικρότερη) και 
αντιστοιχούν στο αναμενόμενο 
μέγεθος του προϊόντος ενίσχυσης 
1.630 bp.

Εικόνα 3.25: Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR6-TREZOEFR

Πραγματοποιήθηκε δεσμοποίηση με το φορέα pCR-Blunt μετά από συμπύκνωση 

δειγμάτων των απομονωμένων ζωνών Κ, Λ, Μ, Ν, Ξ, Ο και Π. Ακολούθησε μετασχηματισμός 

σε κύτταρα E .co li DH5a. Στη συνέχεια οι αποικίες που εμφανίστηκαν εξετάστηκαν ως προς 

την παρουσία ανασυνδυασμένων πλασμιδίων. Για περαιτέρω επιβεβαίωση έγιναν πέψεις 

με τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες Nde\, N c o l  Τα αποτελέσματα των πέψεων έδειξαν ότι 

κανένας υποψήφιος κλώνος δεν περιείχε την ένθεση που αναμενόταν. Τα πειράματα αυτά 

δε συνεχίστηκαν στα πλαίσια της παρούσας εργασίας.
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3.7 ΔΗΜΙΟΥΡΓΙΑ ΚΑΤΑΛΛΗΛΩΝ ΦΟΡΕΩΝ ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗΣ ΚΑΙ ΕΝΘΕΣΗ ΓΟΝΙΔΙΩΝ 

ΒΙΟΣΥΝΘΕΣΗΣ ΤΡΕΧΑΛΟΖΗΣ ΚΟΡΥΝΟΒΑΚΤΗΡΙΩΝ ΣΤΟΝ ΟΡΓΑΝΙΣΜΟ X a n th o m o rta s  

ca m p estris .

Το δεύτερο σκέλος της παρούσας εργασίας ήταν η αξιοποίηση καλά μελετημένων 

γονιδίων βιοσύνθεσης τρεχαλόζης, και συγκεκριμένα η ετερόλογη έκφραση των γονιδίων 

που κωδικοποιούν τη βιοσυνθετική πορεία otsA B  στο X a n th o m o n a s ca m p estris  ATCC 13951 

(στο εξής X. c. 13951), με σκοπό τη διερεύνηση της παραγωγής τρεχαλόζης σε ένα βακτήριο 

που διαθέτει ευχέρεια έκφρασης ξένων γονιδίων και αναπτύσσεται σε πιλοτικές 

βιομηχανικές συνθήκες.

Για την κλωνοποίηση των γονιδίων και τη μεταφορά και έκφρασή τους στο X . c. 

13951 χρησιμοποιήθηκαν οι πλασμιδιακοί φορείς έκφρασης pCPP33 και pCPP39 (Υλικά & 

Μέθοδοι, σελ.50). Τα γονίδια βιοσύνθεσης της τρεχαλόζης των C orynebacterium  

glutam icum  ATCC 21253 και Brev ibacte rium  la c to fe rm en tu m  ATCC 21799 απομονώθηκαν 

από τα ανασυνδυασμένα πλασμίδια pUCotsAOl & pUCotsBOl (β. /. 21799), και pUCotsA02 

& pUCotsB02 (C. g. 21253), παράγωγα του φορέα pUC18, στα οποία ήταν κλωνοποιημένα 

(Andreou LV et al., 2005). Η περιοχή κάθε γονιδίου που απομονώθηκε περιείχε και τα 

ανοδικά του στοιχεία που διαθέτουν αλληλουχίες πιθανού υποκινητή.

Αρχικά, το o tsB  κάθε στελέχους απομονώθηκε από τον φορέα του μετά από πέψη 

με fcoRI και Κρη\ και υποκλωνοποιήθηκε στις αντίστοιχες θέσεις του φορέα pCR-Blunt. Το 

ενδιάμεσο αυτό παράγωγο χρησιμέυσε για την παραλαβή του o tsB  με κατάλληλες 

περιοριστικές ενδονουκλεάσες, ώστε να είναι εφικτή η κλωνοποίησή τους στους φορείς 

pCPP33 και pCPP39. Συγκεκριμένα, το o tsB  απομονώθηκε στη συνέχεια από το pCR-Blunt 

μετά από πέψη με Xba\ και Κρη\ και και κλωνοποιήθηκε στις αντίστοιχες θέσεις των pCPP33 

και pCPP39, με αποτέλεσμα τη δημιουργία των pCPP33otsB και pCPP39otsB για κάθε o tsB  

(Β . I. 21799 και C. g. 21253). Σε αυτά τα ανασυνδυασμένα πλασμίδια, το γονίδιο o tsB  

τοποθετήθηκε υπό τον έλεγχο του ισχυρού υποκινητή του οπερονίου της λακτόζης P/oc.

Το γονίδιο otsA  κάθε στελέχους απομονώθηκε από τον φορέα του μετά από πέψη 

με Sacl καιΧΔσΙ και υποκλωνοποιήθηκε:

•  Το καθένα ξεχωριστά στους φορείς pCPP33 και pCPP39 υπό τον έλεγχο του υποκινητή 

Ρ/οο με αποτέλεσμα τη δημιουργία των pCPP33otsA and pCPP39otsA αντίστοιχα.
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•  Στα pCPP33otsB και pCPP39otsB ανοδικά του o tsB , οπότε προέκυψαν τα pCPP33otsAB 

και pCPP39otsAB αντίστοιχα. Σε αυτή την περίπτωση, το μεν o tsA  βρίσκεται υπό τον 

έλενχο του Ρ/0ό ενώ το o tsB  περιέχει στοιχεία του δικού του υποκινητή.

Στον πίνακα και την εικόνα που ακολουθούν παρουσιάζονται όλα τα παράγωγα των 

φορέων pCPP33 και pCPP39 με τα γονίδια otsA  και o tsB  στους επιθυμητούς συνδυασμούς.

ΠΙΝΑΚΑΣ 3.1: Ανασυνδυασμένα παράγωγα που προέκυψαν από την κλωνοποίηση των 
γονιδίων otsA  ή /  και o tsB  στους φορείς pCPP33 και pCPP39.

B re v ib a c te riu m  la c to fe rm e n tu m  ATCC 21799 C o ry n e b a c te r iu m  g lu ta m icu m  ATCC 21253

pCPP33otsA8/ pCPP39otsA Bl pCPP33otsACg pCPP39otsACg

pCPP33otsB Bl pCPP39otsB Bl pCPP33otsBCg pCPP39otsBCg

pCPP33otsAB Bl pCPP39otsABS/ pCPP33otsABCg pCPP39otsABCg

Εικόνα 3.26: Παράγωγα φορέων pCPP33 και pCPP39 με τα γονίδια o tsA  και o tsB  στους 
επιθυμητούς συνδυασμούς.

χ
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3.8 ΜΕΤΑΦΟΡΑ ΚΑΙ ΕΚΦΡΑΣΗ ΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ otsA ΚΑΙ otsB ΣΤΟ Xanthomonas 

campestris.

Τα ανασυνδυασμένα παράγωγα των φορέων pCPP33 μεταφέρθηκαν στο X . c. 13951 

με ηλεκτροδιάτρηση. Σε όλες τις περιπτώσεις απομονώθηκαν αποικίες X. c. 13951 

ανθεκτικές στο αντιβιοτικό τετρακυκλϊνη, το οποίο ήταν ο δείκτης επιλογής. Η ύπαρξη των 

ανασυνδυασμένων πλασμιδίων επιβεβαιώθηκε με απομόνωση πλασμιδιακού DNA από τα 

μετασχηματισμένα X. c. 13951 και περιοριστική ανάλυση.

Η ενεργότητα των ανασυνδυασμένων ένζυμων προσδιορίστηκε στο ακατέργαστο 

εκχύλισμα των κυττάρων Ε. co li και X. ca m p estris , το οποίο χρησιμοποιήθηκε για την 

πραγματοποίηση της εξής σειράς αντιδράσεων:

1. 6-Ρ-γλυκόζη + UDP-γλυκόζη -> 6-Ρ-τρεχαλόζη + UDP (συνθάση της 6-φωσφο- 

τρεχαλόζης, TPS)

2. 6-Ρ-τρεχαλόζη -> τρεχαλόζη + Pi (φωσφατάση της 6-φωσφο-τρεχαλόζης, ΤΡΡ)

Συγκεκριμένα, για τη διεξαγωγή της πρώτης αντίδρασης χρησιμοποιήθηκαν 

εκχυλίσματα κυττάρων Ε. co li ή X. ca m p estris  που περιείχαν κλωνοποιημένο το γονίδιο o tsA  

(κωδικοποιεί την συνθάση της φωσφο-τρεχαλόζης, TPS), ενώ για την πραγματοποίηση της 

δεύτερης αντίδρασης χρησιμοποιήθηκαν εκχυλίσματα κυττάρων Ε. co li ή X. ca m p e str is  που 

περιείχαν κλωνοποιημένο το γονίδιο o tsB  (κωδικοποιεί την φωσφατάση της φωσφο- 

τρεχαλόζης, ΤΡΡ). Η ενεργότητα αυτών των ενζύμων προσδιορίζεται έμμεσα και αντιστοιχεί 

στην ποσότητα του ανόργανου φωσφόρου που απελευθερώνεται. Υπογραμμίζεται ότι, αν η 

αντίδραση διεξαχθεί με επιτυχία (ανιχνευθεί ανόργανος φώσφορος), αυτό θα σημαίνει ότι 

και τα δύο κυτταρικά εκχυλίσματα που χρησιμοποιήθηκαν περιέχουν ενεργό ένζυμο. Αν, 

αντίθετα, δεν ανιχνευθεί ανόργανος φώσφορος, τότε θα απουσιάζει ή η δράση της TPS, ή 

της ΤΡΡ, ή και των δύο.

Στον πίνακα 3.2 παρουσιάζεται η ενζυμική ενεργότητα (αντιστοιχεί στην 

απορρόφηση του ανόργανου φωσφόρου στα 630nm μετά από συμπλοκοποίησή του με 

μολυβδαινικό αμμώνιο και πράσινο του μαλαχίτη) η οποία παρατηρήθηκε από τις 

αντιδράσεις που πραγματοποιήθηκαν με τους συνδυασμούς των κυτταρικών 

εκχυλισμάτων.
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ΠΙΝΑΚΑΣ 3.2: Ενζυμική ενεργότητα των ανασυνδυασμένων παραγώνων στα ακατέργαστα 
εκχυλίσματα ξενιστών Ε. co li και X. ca m p estris . Οι τιμές προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα 
πειράματα (Μ.Ο. ± τυπική απόκλιση).

Α/Α TPS
(50 μg ολικής πρωτεΐνης)

TPPadded
(100 pg ολικής πρωτεΐνης)

Aeao
E x o li X. cam pestris

1 ενδογενής* ενδογενής* 0.00 0.00

2 pCPP33otsAS/ - 0.00 0.00

3 pCPP33otsA0/ pCPP33otsB0/ 1.3510.11 1.2210.10

4 pCPP33otsABS/ - 0.2510.01 0.2010.01

5 pCPP33otsAB0/ pCPP33otsB Bl 1.45 ±0.18 1.32 ±0.18

6 pCPP33otsA Cg - 0.00 0.00

7 pCPP33otsA Cg pCPP33otsBCg 1.7710.21 1,72 ±0.19

8 pCPP33otsABCg - 0.3410.02 0.3010.03

9 pCPP33otsABCg pCPP33otsB Cg 1.9310.23 1.85 ±0.21

*  η τυχόν φυσική ενεργότητατων Ε. co li ή X . ca m p estris

Ο αρνητικός μάρτυρας για το πείραμα ήταν η διεξαγωγή των αντιδράσεων με την 

προσθήκη μόνο του εκχυλίσματος που αντιστοιχούσε στο προϊόν του o tsA  (ενεργότητα 

TPS) (αντιδράσεις 2 & 6). Παρατηρήθηκε, όπως αναμενόταν, ότι η ενεργότητα μόνο της TPS 

δεν ήταν επαρκής για την απελευθέρωση φωσφόρου.

Επίσης πραγματοποιήθηκαν οι αντιδράσεις με κυτταρικό εκχύλισμα των φυσικών 

ξενιστών Ε. co li ή X. ca m p estris  που  δεν περιείχαν κλωνοποιημένα γονίδια (αντίδραση 1). 

Και οι δύο ξενιστές περιέχουν ενδογενή γονίδια βιοσύνθεσης τρεχαλόζης ανάλογα της 

πορείας o tsA /o tsB , τα οποία όμως επάγονται από την επιβολή αντίξοων συνθηκών 

ανάπτυξης, όπως οσμωτικό στρες ή θερμική καταπόνηση. Αναμένεται επομένως ότι η 

αντίδραση δεν θα πραγματοποιηθεί υπό τις συνθήκες ανάπτυξης στην εργαστηριακή 

καλλιέργεια ρουτίνας. Πράγματι υπήρξε μηδενική ή αμελητέα ενεργότητα, η οποία 

αφαιρέθηκε από τις τιμές που παρουσιάζονται στις υπόλοιπες αντιδράσεις.

Από τα αποτελέσματα των ενζυμικών δοκιμών συμπεραίνεται κατ'αρχήν ότι η 

ενζυμική ενεργότητα που παρατηρήθηκε στα κυτταρικά εκχυλίσματα των 

ανασυνδυασμένων Ε. co li καιΧ. ca m p estris  κυμαίνεται σε παρόμοιο επίπεδο.
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Παρατηρήθηκε πολύ ικανοποιητική ενερνότητα από την αντίδραση που 

πραγματοποιήθηκε με τα προϊόντα των γονιδίων otsA  και o tsB  ανεξάρτητα 

κλωνοποιημένων υπό τον έλεγχο του Ptoc (αντιδράσεις 3 & 7).

Αντίθετα, όταν η αντίδραση πραγματοποιήθηκε με το εκχύλισμα κυττάρων που 

περιείχαν το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο pCPP33otsABCg ή pCPP33otsABS/, η ενεργότητα 

ήταν πάρα πολύ μικρή (αντιδράσεις 4 & 8). Στα παράγωγα αυτά, το μεν γονίδιο o tsA  ήταν 

κλωνοποιημένο υπό τον έλεγχο του Piac, ενώ το γονίδιο o tsB  υπό τον έλεγχο των δικών του 

αλληλουχιών υποκινητή και καθοδικά του o tsA . Αυτό σημαίνει ότι οι αλληλουχίες αυτές 

ίσως είναι ελάχιστα λειτουργικές σε ξενιστή Ε . colt ή X. ca m p estris , επομένως μόνο το 

γονίδιο o tsA  είναι στην ουσία λειτουργικό. Αυτό φαίνεται και από τις αντιδράσεις 5 & 9, 

στις οποίες χορηγήθηκε επιπλέον το εκχύλισμα κυττάρων που περιείχαν το 

ανασυνδυασμένο πλασμίδιο pCPP33otsBS/ και pCPP33otsBCg, αντίστοιχα, οπότε η 

ενεργότητα αποκαταστάθηκε, παρουσιάζοντας τιμές ελαφρώς υψηλότερες από αυτές των 

αντιδράσεων 3 & 7.

Τα προϊόντα των γονιδίων otsA  και o tsB  που προέρχονταν από το C. g . 21253 

παρουσίασαν ελαφρώς μεγαλύτερη ενεργότητα από τα αντίστοιχα του Β. I. 21799 

(σύγκριση αντιδράσεων 3 με 7 & 5 με 9).

Συμπερασματικά, τα γονίδια βιοσύνθεσης τρεχαλόζης o tsA  και o tsB  των Β. I. 21799 

και C. g. 21253, μετά από κλωνοποίησή τους σε κατάλληλους φορείς, μεταφέρθηκαν και 

εκφράσθηκαν με επιτυχία στον ξενιστή X . ca m p estris .
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1. Απομόνωση των γονιδίων treY  και treZ από τα στελέχη Corynebacterium  

gtutamicum ATCC 21253 και Brevibacterium lactofermentum  ATCC 21799.

Η απομόνωση των γονιδίων από τα δύο αυτά βακτήρια αποδείχθηκε δύσκολη και 

επίπονη διαδικασία κυρίως για το βακτήριο C orynebacterium  g lu tam icum  ATCC 21253.

Η απομόνωση του γονιδιωματικού DNA, απαραίτητου υποστρώματος για όλες τις 

αντιδράσεις που θα ακολουθούσαν, ήταν σχετικά απλή διαδικασία, κατά την οποία 

λαμβανόταν παρασκεύασμα, όχι πάντα πολύ πυκνό, αλλά υψηλής καθαρότητας. 

Εντούτοις, από το DNA του C. g. ATCC21253 δεν λαμβάνονταν με ευκολία προϊόντα PCR, 

ενώ υπήρχαν συχνά και αρκετά παραπροϊόντα, παρά τις κατάλληλες τροποποιήσεις τόσο 

των συστατικών, όσο και των συνθηκών της PCR με σκοπό την εξάλειψή τους. Ένα από τα 

χαρακτηριστικά των κορυνοειδών βακτηρίων είναι η μεγάλη περιεκτικότητα του DNA τους 

σε GC, γεγονός που καθιστά πολύπλοκη την απομόνωση DNA, τις αντιδράσεις PCR, κλπ. 

Εντούτοις, η περιεκτικότητα σε GC του γονιδιώματος του C o ryn eb a cte riu m  g lu ta m icu m  

ATCC 13032 είναι περίπου 56 %, δηλαδή όχι ιδιαίτερα μεγάλη για να επιφέρει προβλήματα 

τεχνικής φύσης. Όμοια, αναμένεται ότι και η περιεκτικότητα του C o ryn eb a cte r iu m  

glu tam icum  ATCC 21253 θα είναι παρόμοια. Αρα τα προβλήματα που προκύπτουν στα 

πειράματα PCR με τη μη λήψη προϊόντος παραμένουν εν πολλοίς μη ερμηνεύσιμα.

To DNA του Β. I. ATCC21799, αφετέρου, ενώ δεν παρουσίασε προβλήματα στην 

ενίσχυση περιοχών DNA και λαμβάνονταν λιγότερα παραπροϊόντα, όταν υφίστατο πέψη με 

ένζυμα περιορισμού, το DNA μετά την πέψη ή εμφανιζόταν στην ηλεκτροφόρηση σε πολύ 

μικρότερη ποσότητα, ή εμφανιζόταν να μην έχει υποστεί καθόλου πέψη. Αυτό 

δημιούργησε προβλήματα και τελικά αδυναμία εφαρμογής της απομόνωσης των γονιδίων 

σύμφωνα με τον πρώτο τρόπο προσέγγισης.

Η μεθοδολογία που επιχειρήθηκε αρχικά για την απομόνωση των γονιδίων tre Y  και 

treZ  από τα βακτηριακά στελέχη Β. I. ATCC21799 και C. g. ATCC21253 περιλάμβανε τα εξής 

στάδια:

•  Σύγκριση αλληλουχιών που έχουν χαρακτηρισθεί ως t re Y  και treZ  από  

κορυνοβακτήρια και μυκοβακτήρια και εντοπισμός των συντηρημένων περιοχών σε 

κάθε γονίδιο.

•  Σχεδιασμός εκκινητών επάνω σε αυτές, που θα περιέκλειαν μία περιοχή DNA 

μεγέθους 500 -  1000 bp και ενίσχυση αυτών των περιοχών^ιέσω PCR με εκμαγείο
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το γονιδιωματικό DNA των Β . I. ATCC21799 και C. Q. ATCC21253.

•  Κλωνοποίηση των προϊόντων της PCR που θα προέκυπταν και προσδιορισμός της 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας τους.

•  Εφόσον η αλληλουχία παρουσίαζε ομοιότητα με τα αντίστοιχα γονίδια, 

χρησιμοποίησή της ως ιχνοθετικό DNA σε υβριδισμό με το γονιδιωματικό DNA των 

Β. I. ATCC21799 και C. g. ATCC21253, με σκοπό την απομόνωση της περιοχής που 

παρουσίαζε θετικό σήμα και κλωνοποίησή της για την απομόνωση των κλώνων που 

θα περιείχαν αλληλουχίες των γονιδίων.

Η ενίσχυση της εσωτερικής περιοχής των γονιδίων tre Y  και treZ  στα δυο βακτηριακά 

στελέχη Β. I. ATCC21799 και C. g. ATCC21253 πραγματοποιήθηκε με επιτυχία. Εντούτοις, 

μόνο τα προϊόντα PCR που προέκυψαν για την εσωτερική περιοχή του γονιδίου tre Z  και για 

τα δύο στελέχη κλωνοποιήθηκαν με επιτυχία, παρουσίασαν δε σχεδόν ταύτιση με την 

αντίστοιχη περιοχή του treZ  του C. g . ATCC13032, όπως προέκυφε από τον προσδιορισμό 

της νουκλεοτιδικής τους αλληλουχίας.

Ως προς την εσωτερική περιοχή του γονιδίου treY , το μεν προϊόν PCR του C. g . 

ATCC21253 δεν κλωνοποιήθηκε παρά τις αλλεπάλληλες προσπάθειες, το δε προϊόν PCR 

του S. /. ATCC21799 κλωνοποιήθηκε μεν, αλλά παρουσίασε υψηλή ομοιότητα με γονίδια 

υδρολασών Ε . co li και όχι με το γονίδιο tre Y  κορυνοβακτηρίων ή άλλων βακτηρίων, το 

οποίο κωδικοποιεί τη συνθάση της μαλτοολιγοσυλτρεχαλόζης. Πιθανολογείται ότι οι 

εκκινητές που σχεδιάστηκαν παρουσίαζαν ομολογία και με άλλη περιοχή του 

γονιδιωματικού DNA του Β. I. ATCC21799, η οποία ενισχύθηκε εξίσου. Επομένως, το προϊόν 

της PCR περιείχε πιθανότατα μίγμα DNA της εσωτερικής περιοχής του γονιδίου t r e Y  και 

αυτής της άλλης περιοχής (όπως φαίνεται και από τον υβριδισμό στην εικόνα 3.17, σελ. 89 

και ερμηνεία των αποτελεσμάτων), αλλά έτυχε να κλωνοποιηθούν τα τμήματα DNA που 

αντιστοιχούσαν στην άλλη περιοχή. Ο κλώνος αυτός παρουσίασε βεβαίως υβριδισμό με το 

γονιδιωματικό DNA και των δύο στελεχών, αλλά επειδή δεν επρόκειτο για το υπό μελέτη 

γονίδιο, δεν χρησιμοποιήθηκε για την απομόνωση του γονιδίου tre Y  στα πλαίσια της 

παρούσας προσέγγισης. Γενικά η απομόνωση ζώνης του γονιδιωματικού DNA από 

πήκτωμα ηλεκτροφόρησης, ανάκτησή του και κλωνοποίηση σε κατάλληλο φορέα είχε 

ελάχιστη απόδοση, και κατά συνέπεια δεν χρησιμοποιήθηκε περαιτέρω.

ΣελίδαΙ 106



Η μεθοδολογία που επιχειρήθηκε στη συνέχεια για την απομόνωση των γονιδίων 

t re Y  και tre Z  από τα βακτηριακά στελέχη Β. I. ATCC21799 και C. g . ATCC21253 περιλάμβανε 

τα εξής στάδια:

•  Σχεδιασμός εκκινητών με βάση την αλληλουχία του γονιδιώματος του C. g. 

ATCC13032 εκατέρωθεν των περιοχών που έχουν χαρακτηρισθεί ως t re Y  και treZ , 

έτσι ώστε να περικλείουν, εκτός από την αλληλουχία του αναγνωστικού πλαισίου, 

και την ανοδική περιοχή με τα στοιχεία των πιθανών υποκινητών, και ενίσχυση 

μέσω PCR με εκμαγείο το γονιδιωματικό DNA των Β. I. ATCC21799 και C. g . 

ATCC21253.

•  Κλωνοποίηση των προϊόντων της PCR που θα προέκυπταν και προσδιορισμός της 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των άκρων τους.

•  Εφόσον η αλληλουχία παρουσίαζε ομοιότητα με τα αντίστοιχα γονίδια, σχεδιασμός 

εσωτερικών εκκινητών για περαιτέρω ανάγνωση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας.

Η ενίσχυση της περιοχής ολόκληρων των αναγνωστικών πλαισίων και των ανοδικών 

περιοχών υποκινητή του γονιδίου tre Y  στα δύο βακτηριακά στελέχη Β . I. ATCC21799 και C. 

g. ATCC21253 πραγματοποιήθηκε με επιτυχία, παρόλο που στο προϊόν από C. g . 

ATCC21253 εμφανίσθηκαν πολλά παραπροϊόντα. Εντούτοις, μόνο το προϊόνο PCR από Β . I. 

ATCC21799 κλωνοποιήθηκε με επιτυχία. Η νουκλεοτιδική αλληλουχία που προσδιορίστηκε 

εκατέρωθεν της περιοχής, αλλά και στο εσωτερικό της μετά από ενίσχυσή της με 

κατάλληλους «εσωτερικούς» εκκινητές, παρουσίασε ισχυρή ομολογία με τις αντίστοιχες 

περιοχές του tre Y  του C. g. ATCC13032. Επιπλέον, η εσωτερική περιοχή αυτού του κλώνου 

ενισχύθηκε με τους εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στην πρώτη μεθοδολογία για τον 

εντοπισμό της εσωτερικής περιοχής του γονιδίου treY , και βρέθηκε ότι η νουκλεοτιδική 

αλληλουχία αυτού του κλώνου δεν έμοιαζε με γονίδια υδρολασών, αλλά με αλληλουχίες 

treY . Κατά συνέπεια ενισχύονται οι σχετικοί ισχυρισμοί της προηγούμενης παραγράφου.

Η ενίσχυση της περιοχής ολόκληρων των αναγνωστικών πλαισίων και των ανοδικών 

περιοχών υποκινητή του γονιδίου treZ  δεν είχε αποτέλεσμα για το C. g . ATCC21253, παρά 

τις επανειλημμένες προσπάθειες, ενώ στην περίπτωση του Β. I. ATCC21799 προέκυφε 

προϊόν PCR το οποίο κλωνοποιήθηκε επιτυχώς. Η νουκλεοτιδική αλληλουχία που 

προσδιορίστηκε εκατέρωθεν της περιοχής παρουσίασε ισχυρή ομολογία με τις αντίστοιχες
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περιοχές του treZ  του C. g. ATCC13032. Σε συνδυασμό με την εσωτερική περιοχή του 

γονιδίου που προσδιορίστηκε στην πρώτη μεθοδολογία, η αλληλουχία του γονιδίου treZ  

καθίσταται πλήρης Via το Β. I. ATCC21799.

Τα δεδομένα των παραπάνω πειραμάτων, σε συνδυασμό με πειράματα 

υβριδισμού, κατέδειξαν τη στενή συγγενική σχέση των δύο στελεχών.

Για την καλύτερη μελέτη των δύο πιθανών γονιδίων tre Y  και treZ  από τα Β. 

la c to fe rm en tu m  ATCC21799 και το C. g lu tam icum  ATCC21253, απαιτείται η υπερέκφρασή 

τους, ο προσδιορισμός της ενζυμικής δραστικότητας με ανάπτυξη κατάλληλης δοκιμής και 

η ανίχνευση της τρεχαλόζης. Πραγματοποιήθηκε σειρά πειραμάτων με στόχο την 

υπερέκφρασή των δύο γονιδίων. Η ενίσχυσή τους ήταν επιτυχής με χρήση κατάλληλα 

σχεδιασμένων ζευγών εκκινητών όμως δεν κλωνοποιήθηκαν στον κατάλληλο φορέα 

υπερέκφρασης.

Σε μελλοντικά πειράματα προτείνεται η διερεύνηση των πιθανών αιτιών αποτυχίας 

κλωνοποίησης του γονιδίου t re Y  και τμημάτων αυτού και στη συνέχεια ο σχεδιασμός νέων 

πειραμάτων κλωνοποίησης. Επίσης η εύρεση κατάλληλων συνθηκών για την ενίσχυση του 

γονιδίου treZ  από το C oryn ebacteriu m  g lu tam icum  ATCC 21253. Συνέχεια της παρούσης 

μελέτης θα μπορούσε να αποτελεί η ανάπτυξη συστήματος ενζυμικών δοκιμών για την 

ανίχνευση των βιοσυνθετικών ενζύμων που κωδικεύονται από τα αντίστοιχα γονίδια, ο 

προσδιορισμός παραγωγής της τρεχαλόζης στα πατρικά στελέχη και ετερόλογη έκφραση 

και υπερέκφρασή των δύο γονιδίων. Για αυτό το σκέλος της μελέτης κρίνεται απαραίτητη η 

αναθεώρηση των συνθηκών πραγματοποίησης του πειράματος και η επανάληψή του.

2. Ετερόλογη έκφραση των γονιδίων που κωδικοποιούν τη βιοσυνθετική πορεία 

o tsA B  στο βακτήριο X a n th o m o n a s  ca m p e s tr is  ATCC 13951.

Η κλωνοποίηση των γονιδίων o tsA  και o tsB  των C. g lu tam icum  ATCC 21253 και Β. 

la cto fe rm entum  ATCC 21799 στους πλασμιδιακούς φορείς pCPP33 και pCPP39 

πραγματοποιήθηκε με επιτυχία. Τα γονίδια αυτά εκφράσθηκαν τόσο στο Ε. co li, όσο και 

στο X. ca m p estris , με αποτέλεσμα την ανίχνευση ενζυμικής δραστικότητας και για τα δύο 

ένζυμα συνθάση της 6-φωσφοτρεχαλόζης και φωσφατάση της 6-φωσφοτρεχαλόζης. Η 

δραστικότητα αυτή ήταν συγκρίσιμη με αυτή των αρχικών κλώνων. Τα γονίδια o tsA  και 

o tsB  εκφράσθηκαν με επιτυχία στην περίπτωση που ήταν το καθένα ξεχωριστά
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κλωνοποιημένο υπό τον έλεγχο του Plac. Τα προϊόντα των γονιδίων o tsA  και o tsB  που 

προέρχονταν από το C. g. 21253 παρουσίασαν ελαφρώς μεγαλύτερη ενεργότητα από τα 

αντίστοιχα του Β. I. 21799. Η διαφορά αυτή δεν θεωρείται ιδιαίτερα μεγάλη, ώστε να 

εξαχθούν συμπεράσματα για την δράση των γονιδίων σε κάθε οργανισμό.

Αντίθετα, όταν και τα δύο γονίδια ήταν κλωνοποιημένα στον ίδιο πλασμιδιακό 

φορέα, έτσι ώστε το otsA  να βρίσκεται υπό τον έλεγχο του Ρ/αο ενώ το o tsB  υπό τον έλεγχο 

των δικών του αλληλουχιών υποκινητή, η ενεργότητα ήταν πολύ μικρή. Αυτό σημαίνει ότι ο 

δυνητικός υποκινητής του o tsB  ίσως είναι ελάχιστα λειτουργικός σε ξενιστή Ε. co li ή X. 

cam pestris , επομένως μόνο το γονίδιο o tsA  είναι στην ουσία λειτουργικό. Στην αλληλουχία 

του γονιδιώματος του C. g lu tam icum  ATCC13032 (Acc.No ΒΧ927155), μεταξύ των γονιδίων 

o tsA  και o tsB  παρεμβάλλεται ένα αναγνωστικό πλαίσιο που θεωρείται ότι κωδικοποιεί μία 

διαμεμβρανική πρωτεΐνη. Αυτή η πρωτεΐνη δεν φαίνεται να σχετίζεται με αυτό το σύστημα. 

Επομένως είναι πιθανόν να μην πρόκειται για οπερόνιο, αλλά κάθε γονίδιο να διαθέτει τον 

δικό του υποκινητή. Τα παραπάνω αποτελέσματα ενισχύουν αυτή την άποψη. Μελλοντικά 

θα μπορούσαν να εκφρασθούν με σύντηξη των δύο γονιδίων υπό τον έλεγχο ενός κοινού 

ισχυρού υποκινητή, όπως είναι ο Piac, στο X. ca m p estr is .

Η ετερόλογη έκφραση γονιδίων που συμμετέχουν στη βισσυνθετική πορεία της 

τρεχαλόζης στο X. ca m p estris  θα μπορούσε να οδηγήσει στην ταυτόχρονη παραγωγή δύο 

αξιόλογων βιομηχανικών προϊόντων, τρεχαλόζης και ξανθάνης, με την αξιοποίηση ενός 

οργανισμού σε μία μόνο διεργασία.
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Corynebacterium glutam icum  ATCC 13032
11639 bp

Εικόνα 5.1: Θέση όλων των εκκινητών που σχεδιάστηκαν στην παρούσα ερνασία.
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Εικόνα 5.2: Περιοριστικές θέσεις via την αλληλουχία του γονιδίου t r e Y  για το στέλεχος 
C g lu ta m icu m  ATCC13032.

1892}»
Εικόνα 5.3: Περιοριστικές θέσεις για την αλληλουχία του γονιδίου tre Z  για το στέλεχος 
C g lu tam icu m  ATCC13032.
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Corynebacterium ghitamicum ATCC13032, complete genome

Accession: NC.003450 Length: 3,309,401 bp; Genes: 3,074

Εικόνα 5.4: Κυκλική απεικόνιση του γονιδιώματος του C g lu ta m icu m  ATCC13032.
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Accession: NC.003450 Length: 3,309, bp; Genes: 3,074

Εικόνα 5.5: Θέση του γονιδίου t re Y  στην κυκλική απεικόνιση του γονιδιώματος του 
C g lu tam icum  ATCC13032.
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Length: 3,309,401 bp; Genes: 3,074

Εικόνα 5.7: Θέση ίων γονιδίων tre Y  & treZ  στην κυκλική απεικόνιση του γονιδιώματος του 
C.g lutam icum  ATCC13032.
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%
Corynebacterlum glutamlcum ATCC13032, complete genome

Εικόνα 5.8: Θέση των γονιδίων o tsA  & o tsB  στην κυκλική απεικόνιση του γονιδιώματος του 
C.g lutam icum  ATCC13032.
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ΠΙΝΑΚΑΣ 1: Συνολικά αποτελέσματα κλώνων και το ποσοστό ομολογίας τους με το 
στέλεχος Corynebacterium glutamicum ATCC13032.

Π Ο ΣΟ ΣΤΟ  
ΟΜ ΟΛΟΓΙΑΣ Μ Ε 
Corvnebacteriuni^M 
glutamicum 
ATCC13032

1 Brevibacterium lactofermentum ATCC21799ItreY 
(εσωτερική περιοχή 521 bp)

X - Ομοιότητα με 
E.coli

2 Brevibacterium lactofermentum ATCC21799//reF 
(εσωτερική περιοχή 521 bp)

X - Ομοιότητα με 
E.coli

6 Brevibacterium lactofermentum ATCC21199/treZ 
(εσωτερική περιοχή 911 bp)

100%

7 Brevibacterium lactofermentum ATCC21799ItreZ 
(εσωτερική περιοχή 911 bp)

100%

9 Corynebacterium glutamicum ATCC21253ItreZ (εσωτερική 
περιοχή 911 bp)

99%

11 Corynebacterium glutamicum ATCC21253/p-gZ (εσωτερική 
περιοχή 911bp)

99%

13 Brevibacterium lactofermentum ATCC21799ItreY (2.433bp) 99%

15 Brevibacterium lactofermentum ATCC21799ItreZ (1.830bp) 100%

16 Brevibacterium lactofermentum ATCC21799/treZ (1.830bp) 100%

17 Brevibacterium lactofermentum ATCC21799//reZ (1.830bp) 100%

18 Brevibacterium lactofermentum ATCC21799!treZ (1.830bp) 99%

19 Brevibacterium lactofermentum ATCC21799 ΚΛΩΝΟΣ 
W treY  (εσωτερική περιοχή 521bp)

98%
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