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Περίληψη 

 

Ο Streptococcus thermophilus είναι ένα θετικό κατά Gram βακτήριο, 

προαιρετικά αναερόβιο, μη παθογόνο, άλφα αιμολυτικό και μέλος της ομάδας 

viridians του γένους Streptococcus. Ανήκει στα θερμόφιλα βακτήρια γαλακτικού 

οξέος (L.A.B.) και θεωρείται ασφαλής για κατανάλωση (Generally recognized as 

safe, G.R.A.S.). Χρησιμοποιείται ευρέως ως εναρκτήρια καλλιέργεια για την 

παραγωγή γαλακτοκομικών προϊόντων και θεωρείται ο δεύτερος πιο σημαντικός 

οργανισμός στη βιομηχανία γαλακτοκομικών προϊόντων. Το στέλεχος S. 

thermophilus ACA-DC 0040 από τη συλλογή του Γεωπονικού Πανεπιστημίου 

Αθηνών παράγει την βακτηριοσίνη θερμοφιλίνη T, η σύνθεση της οποίας φαίνεται 

ότι σχετίζεται με τον ρυθμό ανάπτυξης του οργανισμού και αποτέλεσε το αντικείμενο 

μελέτης της παρούσας διατριβής.  

Αρχικά διερευνήθηκε η ανάπτυξη του στελέχους ACA-DC 0040 σε μία σειρά 

θρεπτικών μέσων συναρτήσει της παραγωγής  βακτηριοσίνης, της απομόνωσης 

γενετικού υλικού και της επιδεκτικότητας σε πειράματα μετασχηματισμού και 

επιλέχθηκαν τα βέλτιστα κατά περίπτωση. Βάσει κατατεθειμένων αλληλουχιών DNA 

άλλων στελεχών S. thermophilus, διερευνήθηκε και ανιχνεύθηκε ένας αντίστοιχος 

γενετικός τόπος blp στο ACA-DC 0040 ο οποίος ενδεχομένως σχετίζεται με την 

παραγωγή της θερμοφιλίνης Τ, κλωνοποιήθηκε και ταυτοποιήθηκε η αλληλουχία 

του. Ο γενετικός αυτός τόπος αποτελείται από 13092 ζεύγη βάσεων και εντοπίζονται 

σε αυτόν 16 ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης που κωδικοποιούν πιθανά δομικά πεπτίδια 

της θερμοφιλίνης Τ και πεπτίδια ανοσίας, ένα ρυθμιστικό σύστημα 3 στοιχείων, 

πρωτεΐνες για την εξωκυττάρια μεταφορά της φερομόνης και της θερμοφιλίνης, και 

μία πρωτεΐνη τροποποίησης των δομικών πεπτιδίων της. Μεταξύ αυτών εδράζονται 

γονίδια τρανσποζασών και άγνωστης λειτουργίας. 

Η έκφραση και η οργάνωση των γονιδίων της περιοχής blp μελετήθηκε σε 

μεταγραφικό επίπεδο με πειράματα RT-PCR και Northern, από τα οποία 

αποκαλύφθηκε η ύπαρξη 5 πιθανών οπερονίων. Επιπλέον, τα πιθανά δομικά 

γονίδια της βακτηριοσίνης blpU και blpK παρουσίασαν τόσο συμμεταγραφή, όσο και 

ξεχωριστή μεταγραφή τουλάχιστον στην περίπτωση του πρώτου και για το λόγο 

αυτό μελετήθηκαν περαιτέρω μέσω PCR πραγματικού χρόνου (real time PCR). Τα 



πειράματα αυτά αποκάλυψαν αυξημένα επίπεδα εμφάνισης των μεταγράφων σε 

συνθήκες παρουσίας αντιμικροβιακής δραστικότητας και διαφορετικά επίπεδα 

εμφάνισης των συμμεταγραφόμενων πεπτιδίων blpU-blpK από την ανεξάρτητη 

μεταγραφή του blpU ανά συνθήκη αλλά πάντα με μεγαλύτερα επίπεδα μεταγραφής 

του blpU. 

Στη συνέχεια επιχειρήθηκε η εύρεση ενός κατάλληλου συστήματος 

μεταφοράς και έκφρασης στο ACA-DC 0040. Στα πλαίσια αναζήτησης ή και 

κατασκευής κατάλληλου πλασμιδιακού φορέα εντοπίστηκε ένα φυσικό πλασμίδιο 

στο ACA-DC 0040 του οποίου η αλληλουχία ταυτοποιήθηκε και στην παρούσα 

εργασία. Το πλασμίδιο, μεγέθους 2780 ζευγών βάσεων, ονομάστηκε pST0040 και 

διαθέτει τρία ORFs που ομοιάζουν με γονίδιο αντιγραφής κυλιόμενου κύκλου, με 

γονίδιο παραγωγής πρωτεΐνης άγνωστης λειτουργίας και πρωτεΐνης θερμικού σοκ 

μικρού μοριακού βάρους, των οποίων οι ιδιότητες μελετήθηκαν. Το pST0040 

χρησιμοποιήθηκε για την κατασκευή πλασμιδιακού φορέα με τον οποίο 

πραγματοποιήθηκε μετασχηματισμός, αν και σε πολύ μικρή συχνότητα, στο S. 

thermophilus LMG 18311. Τα αποτελέσματα από τα πειράματα των 

μετασχηματισμών επιβεβαίωσαν τα δημοσιευμένα ευρήματα χαμηλών ποσοστών 

επιτυχίας του μετασχηματισμού και την ανάγκη για επιπρόσθετες έρευνες στον 

τομέα. 

Τέλος, τα πιθανά δομικά πεπτίδια της θερμοφιλίνης Τ, blpU και blpK, 

κλωνοποιήθηκαν, το καθένα ξεχωριστά, σε φορέα υπερέκφρασης στο E. coli και τα 

ανασυνδυασμένα πεπτίδια που παρήχθησαν παρουσίασαν κάποιας μορφής 

αντιμικροβιακή δραστικότητα έναντι του ευαίσθητου στη θερμοφιλίνη Τ Lactococcus 

lactis CNRZ 117.   

 

  



     

Abstract 

 

Streptococcus thermophilus is a Gram-positive bacterium, facultative 

anaerobe, non pathogenic, alpha hemolytic and member of the Streptococcus 

viridans group. It belongs to the thermophilic lactic acid bacteria (L.A.B.) and is 

considered safe to consume (Generally Recognized As Safe, G.R.A.S.). It is used 

widely as a starter culture for the production of dairy products and is considered the 

second most important organism in the dairy industry. The strain S. thermophilus 

ACA-DC 0040 from the Agriculture University of Athens microorganism collection 

produces the bacteriocin thermophilin T, the production of which seems to be related 

to the growth rate of the organism and is the topic of this study. 

Initially the growth of ACA-DC 0040 strain was tested with a series of growth 

mediums in relation to bacteriocin production, genetic material purification and 

competence in transformation experiments and the mediums were selected by case. 

Based on deposited DNA sequences of other S. thermophilus strains, a 

corresponding blp locus, possibly related to thermophilin T production, was found, 

cloned and sequenced. This genetic locus consists of 13092 base pairs and 16 open 

reading frames were found encoding putative structural thermophilin T peptides and 

immunity peptides, a three component regulatory system, transportation proteins 

and a modification protein for the structural peptides. Among these, transposase 

and unknown function genes were found. 

The expression and organization of blp region genes were studied at 

transcriptional level using RT-PCR and northern experiments, revealing 5 possible 

operons. In addition, the possible structural bacteriocin genes blpU and blpK 

appeared to co-transcript as well as transcript independently, at least for the first 

one, and for this reason they were further studied with real time PCR experiments. 

Those experiments revealed higher levels of transcripts under conditions with 

antimicrobial activity and different levels of the co-transcripted peptides blpU-blpK 

in relation to independently transcripted blpU by condition but always with higher 

levels of blpU transcription. 



Following, a suitable transfer and expression system for the ACA-DC 0040 

strain was searched for. While searching for, or trying to create, a suitable plasmid 

vector a native plasmid was found in ACA-DC 0040 whose sequence was identified 

in the present study. The plasmid consisting of 2780 base pairs, was named 

pST0040 and has three ORFs resembling a rolling circle replication gene, an 

unknown function protein coding gene and a small molecular weight heat sock 

protein coding gene, whose properties were studied. The pST0040 was used to 

create a plasmid vector which was transformed, with a very small efficiency, in S. 

thermophilus LMG 18311. The results confirmed the published low success 

transformation rates of the species and the need for additional research in this 

domain. 

Finally the putative structural thermophilin T peptides, blpU and blpK, were 

cloned separately in an E. coli overexpression plasmid vector and the produced 

recombined peptides showed a form of antimicrobial activity against the 

thermophilin T sensitive strain Lactococcus lactis CNRZ 117. 
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1.1 Γάλα και γαλακτοκομικά προϊόντα 

 Το γάλα είναι το βιολογικό έκκριμα των μαστικών αδένων των θηλαστικών 

και χρησιμοποιείται για την διατροφή των νεογνών. Δεν είναι ομοιογενές και η 

σύστασή του ποικίλλει από οργανισμό σε οργανισμό με βασικά συστατικά νερό, 

λίπος, πρωτεΐνες, υδατάνθρακες, άλατα, ένζυμα και βιταμίνες. 

Η εξημέρωση άγριων ζώων και η χρήση τους για την εκμετάλλευση του 

κρέατος, του δέρματος και του γάλακτος τους είναι ένας από τους  ακρογωνιαίους 

λίθους της γεωργίας και της κτηνοτροφίας. Τα ζώα τα οποία χρησιμοποιούνται για 

την παραγωγή γάλακτος είναι τα μηρυκαστικά και έχουν σαν βασικό χαρακτηριστικό 

την παρουσία ενός προγαστρικού ζυμωτικού θαλάμου, την μεγάλη κοιλία, στον 

οποίο η πέψη των τροφών του ζώου επιβοηθείται με ζύμωση από συμβιωτικούς 

μικροοργανισμούς, με αποτέλεσμα την αποδοτικότερη σύνθεση γάλακτος. 

Με την ανάπτυξη της γεωργίας και της κτηνοτροφίας παρατηρήθηκε ότι η 

ζύμωση των τροφών όπως του γάλακτος, των φρούτων, των λαχανικών και του 

κρέατος βοηθούσε στην καλύτερη διατήρηση των τροφών και στην ενίσχυση της 

γεύσης τους. Οι ζυμώσεις γαλακτικού οξέος χρησιμοποιήθηκαν σε γάλα σε μικρό 

επίπεδο αρχικά με μικρές και αργές βελτιώσεις και μετά την βιομηχανική 

επανάσταση τον 18ο αιώνα σε μεγαλύτερο βαθμό με την ανάπτυξη των χημικών 

επιστημών (Dworkin, 2006). 

Τα προϊόντα ζύμωσης του γάλακτος δημιουργούνται από την οξίνιση του 

γάλακτος με φυσικές διαδικασίες. Τα προϊόντα της οξίνισης χρησιμοποιούταν για 

μετέπειτα εμβολιασμό του γάλακτος με σκοπό την παραγωγή γαλακτοκομικών 

προϊόντων όπως γιαούρτη και τυριά, εντούτοις τα αποτελέσματα των ζυμώσεων 

ήταν ασταθή (Marth and Steele, 2001). Το 1857 ο Pasteur έδειξε ότι η ζύμωση ήταν 

μικροβιακής προέλευσης και το 1878 ο Lister απομόνωσε καθαρές καλλιέργειες 

βακτηρίων γαλακτικού οξέος υπεύθυνες για την οξίνιση του γάλακτος (Brock, 1961). 

Από την αρχή του 20ού αιώνα ξεκίνησε η εμπορική παραγωγή και η χρήση 
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μικροοργανισμών ως εναρκτήριες καλλιέργειες με σκοπό την αποδοτικότερη 

παραγωγή γαλακτοκομικών προϊόντων. 

 Το γάλα και τα προϊόντα του, κυρίως από βοοειδή και αιγοπρόβατα  

καταναλώνονται πλέον ευρέως από τον άνθρωπο και αποτελούν ένα πολύ θρεπτικό 

και ισορροπημένο διατροφικό μέσο. Σύμφωνα με τον διεθνή οργανισμό τροφίμων 

και γεωργίας  η συνολική παραγωγή γάλακτος του 2013 ήταν 768,6 εκατομμύρια 

τόνοι και αναμένεται αύξηση των ποσοστών παραγωγής τα επόμενα χρόνια (FAO, 

2015). Το γάλα και τα προϊόντα του όμως είναι ευπαθή και επιμολύνονται εύκολα 

από μικροοργανισμούς που είτε είναι παθογόνοι είτε αλλοιώνουν τη σύστασή τους. 

Λόγω του σπουδαίου διατροφικού ρόλου του γάλακτος, η παραγωγή και 

επεξεργασία του, στις περισσότερες ανεπτυγμένες χώρες, υπόκεινται σε αυστηρούς 

κανόνες. Τα γαλακτοκομικά προϊόντα παράγονται στο εμπόριο από εναρκτήριες 

καλλιέργειες δηλαδή καλλιέργειες μικροοργανισμών που εμβολιάζονται σκόπιμα 

στο γάλα και συγκεντρώνουν επιθυμητά χαρακτηριστικά όπως η γεύση ή η απουσία 

αυτής, η ταχύτητα οξίνισης, η ανθεκτικότητα σε αλατότητα, θερμοκρασία και 

βακτηριοφάγους, η παραγωγή πολυσακχαριτών και βακτηριοσινών. (Marth and 

Steele, 2001).  

 

Εικόνα 1.1  Γραφική παράσταση παγκόσμιας παραγωγής γάλακτος σύμφωνα με 
τον Διεθνή Οργανισμό Τροφίμων και Γεωργίας (FAO) 
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Για την παραγωγή γαλακτοκομικών προϊόντων που έχουν προέλθει από 

ζύμωση του γάλακτος, οι εναρκτήριες καλλιέργειες αποτελούνται από οξυγαλακτικά 

βακτήρια (lactic acid bacteria), προπιονικά βακτήρια (propionibacteria), βακτήρια 

ωρίμανσης επιφάνειας (surface ripening bacteria) ζύμες και μύκητες. Έχουν την 

ικανότητα να παράγουν οξέα γρήγορα και να διαχωρίζονται από το πήγμα, 

συμβάλλουν στη γεύση και το άρωμα με την παραγωγή ενώσεων χαμηλού μοριακού 

βάρους και ενισχύουν την επιθυμητή υφή των προϊόντων, ενώ παράλληλα 

προάγουν και την συντήρηση των τροφίμων. (Marth and Steele, 2001). Μπορούν 

να διαχωριστούν σε μεσόφιλες και θερμόφιλες καλλιέργειες ανάλογα με την βέλτιστη 

θερμοκρασία ανάπτυξης, με τις μεσόφιλες να αναπτύσσονται σε θερμοκρασία 10 – 

40 οC, ενώ τις θερμόφιλες σε θερμοκρασίες 40 – 50 οC. Η σύστασή τους σε κάθε 

χρήση μπορεί να κατηγοριοποιηθεί σε μονές καλλιέργειες (ένα στέλεχος), 

εναρκτήριες καλλιέργειες πολλαπλών στελεχών (του ίδιου είδους), εναρκτήριες 

καλλιέργειες πολλαπλών ανάμεικτων στελεχών (διαφορετικά στελέχη διαφορετικών 

ειδών) και ακατέργαστες ανάμεικτες εναρκτήριες καλλιέργειες (είδη και στελέχη 

μερικώς ή πλήρως άγνωστα). (Dworkin, 2006). 

 

 

1.2 Οξυγαλακτικά βακτήρια (Lactic Acid Bacteria, L.A.B.). 

Οξυγαλακτικό βακτήριο σύμφωνα με το Oxford Dictionary Of Biochemistry 

And Molecular Biology ονομάζεται «κάθε βακτήριο στο οποίο το κύριο μεταβολικό 

προϊόν είναι το γαλακτικό οξύ. Τα οξυγαλακτικά βακτήρια ανήκουν κυρίως στα γένη 

Lactobacillus και Streptococcus και μερικά έχουν εμπορική σημασία, π.χ. στην 

παρασκευή ζυμούμενων τροφίμων».  

Στην κατηγορία αυτήν ανήκουν βακτήρια θετικά κατά Gram, μη σπορογόνοι 

κόκκοι, κοκκοβάκιλοι ή ραβδόμορφα βακτήρια με ποσοστό GC στο DNA τους 

λιγότερο από 50% (Stiles and Holzapfel, 1997). Μπορούν να ζυμώσουν την γλυκόζη 

είτε ομοζυμωτικά μετατρέποντας την σε γαλακτικό οξύ, είτε ετεροζυμωτικά 

μετατρέποντας την σε γαλακτικό οξύ, CO2 και αιθανόλη ή οξικό οξύ ή και τα δύο. 
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Χρησιμοποιούνται για την ζύμωση τροφίμων, ενώ κάποια στελέχη αποτελούν 

μέρος της φυσικής μικροχλωρίδας του στόματος, του γαστρεντερικού συστήματος 

και του κόλπου στα θηλαστικά (Klein et al., 1998). Τα βακτήρια γαλακτικού οξέος 

που συμμετέχουν στις ζυμώσεις τροφίμων ανήκουν κυρίως στα γένη 

Carnobacterium (πρώην Pediococcus halophilus), Enterococcus, Lactobacillus, 

Lactococcus,  Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, 

Tetragenococcus (πρώην Pediococcus halophilus), Vagococcus (πρώην motile 

streptococci) και Weissella με σημαντικότερα για την μικροβιολογία τροφίμων τα 

γένη Lactobacillus, Lactococcus, (Streptococcus), Leuconostoc και Pediococcus 

ενώ το μεγαλύτερο γένος με διαφορά είναι το Lactobacillus (Dworkin, 2006). 

 

 

1.3 Το γένος Streptococcus. 

Το γένος Streptococcus ανήκει στην οικογένεια Streptococcaceae. Σε αυτό 

κατατάσσονται σφαιρικά βακτήρια θετικά κατά Gram, μη σποριογόνα,  που 

σχηματίζουν αλυσίδες μεταξύ τους λόγω της κυτταρικής τους διαίρεσης σε έναν 

άξονα, εξ’ ου και το όνομά τους από την ελληνική λέξη στρεπτός. Πολλά είδη του 

γένους είναι μη βλαβερά και εντοπίζονται στο γάλα, ενώ άλλα εμφανίζουν 

συμβιωτική σχέση στο έντερο των σπονδυλωτών. Τα είδη της ομάδας pyogenic είναι 

παθογόνα για τον άνθρωπο καθώς καταστρέφουν τα ερυθροκύτταρα, ενώ τα μέλη 

της ομάδας viridans ενδιαιτούν στο άνω αναπνευστικό σύστημα και είναι δυνητικά 

παθογόνα για τον άνθρωπο (Abercrombie et al., 1990). 
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Εικόνα 1.2 Φωτογραφία από ηλεκτρονικό μικροσκόπιο του οργανισμού 
Streptococcus mutans. Encyclopædia Britannica 

 

 

Από τη δεκαετία του ’80, με την εφαρμογή μοριακών και χημικών τεχνικών 

για την ταξινόμηση των ειδών, έγιναν πολλές ανακατατάξεις στο γένος 

Streptococcus. Οργανισμοί που κάποτε είχαν ταξινομηθεί ως Streptococcus 

ταξινομήθηκαν στα νέα γένη των Lactococcus και Enterococcus. (Dworkin, 2006).  

Τα είδη που παρέμειναν στο γένος Streptococcus περιελήφθησαν στην 

ομάδα που περιγράφηκε από τον Sherman (1937) ως “viridans group” ή με τον όρο 

κατά άλλους “oral streptococci” (Jones, 1978; Hardie and Bowden, 1976). Οι 

στρεπτόκοκκοι μπορούν να κατηγοριοποιηθούν σε 3 ομάδες (α, β και γ) ανάλογα με 

την δυνατότητα αιμόλυσης που εμφανίζουν (μερική, πλήρης ή καθόλου αντίστοιχα) 

και αυτό κάνει τον χαρακτηρισμό “viridans” ή “oral” μη αντιπροσωπευτικό για το 

σύνολο των ειδών στην ομάδα αυτή, εντούτοις ο όρος παρέμεινε αποδεκτός λόγω 

της εμφάνισης (μη αποκλειστικά) αυτών των ειδών στο άνω αναπνευστικό σύστημα 

και στο στόμα (Dworkin, 2006). 
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Με την μετέπειτα εφαρμογή βιοχημικών μεθόδων ταξινόμησης και δεδομένα 

φυσιολογίας, σύστασης κυτταρικού περιβλήματος, γενετικών μετασχηματισμών και 

ταξινομικών μελετών προτάθηκε η διάκριση έξι σαφών ειδών στην ομάδα viridans, 

τα S. salivarius, S. mitior, S. milleri, S. sanguis, S. mutans και S. pneumoniae 

(Colman and Williams, 1972; Colman, 1976) η οποία εμφάνιζε μεγάλη 

ποικιλομορφία ως προς τα μετέπειτα γενετικά ταξινομικά δεδομένα και κατά 

συνέπεια αμφισβητήθηκε. Με την εφαρμογή περισσότερων χημικών και μοριακών 

ταξινομικών κριτηρίων το γένος Streptococcus οδηγήθηκε στη διαίρεσή του σε τρία 

γένη, τα Streptococcus, Enterococcus και Lactococcus (Schleifer and Kilpper-Bälz, 

1984; Schleifer et al., 1985) ενώ στο γένος Streptococcus ταυτοποιήθηκαν 

τέσσερεις ομάδες ειδών, οι ομάδες mutans, salivarius, anginosus και mitis (Dworkin, 

2006). Βάσει των αλληλουχιών του γονιδίου 16S rRNA το γένος Streptococcus 

μπορεί να χωριστεί σε 6 βασικές ομάδες, τις pyogenic, anginosous, mitis, salivarius, 

bovis και mutans (Kawamura et al., 1995). 
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Εικόνα 1.3 Φυλογενετικές σχέσεις μεταξύ 34 ειδών Streptococcus. Οι αποστάσεις 
υπολογίστηκαν με την μέθοδο neighbor-joining (NJ). Ο S. pleomorphus 
τοποθετήθηκε σε μεγάλη απόσταση από τα άλλα είδη: η απόστασή του 
απεικονίζεται με μια έλλειψη, ενώ η απόστασή του από την πρώτη διακλάδωση είναι 
0,16944 (Kawamura et al., 1995). 
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Εικόνα 1.4 Φυλογενετικό δέντρο που συνοψίζει τα αποτελέσματα της ανάλυσης 
Bayesian συνδυάζοντας δεδομένα από γονίδια 16S και rnpB. Διακλαδώσεις με 
μεταγενέστερη πιθανότητα μικρότερη από 0,5 δεν φαίνονται. Οι αριθμοί πάνω από 
τις διακλαδώσεις είναι οι μεταγενέστερες πιθανότητες. Οι αριθμοί κάτω από τις 
διακλαδώσεις είναι τα ποσοστά εκκίνησης για τις αναλύσεις MP και ME αντίστοιχα. 
Οι ράβδοι απεικονίζουν τις ταξινομικές ομάδες του γένους Streptococcus 
(Kawamura et al., 1995). Οι ευθείες γραμμές δείχνουν τις ταξινομικές ομάδες με την 
αρχική κατηγοριοποίηση, οι διακεκομμένες τις ομάδες που προστέθηκαν σε 
μετέπειτα αναλύσεις (Tapp et al., 2003). 

 

 

1.4 Streptococcus salivarius subsp. thermophilus. 

 Το 1906 οι Andrewes και Horder ονόμασαν ένα είδος βακτηρίων 

Streptococcus salivarius λόγω της συχνής παρουσίας του στο σίελο των 

ανθρώπων, ενώ εντοπίστηκε επίσης στα εντόσθια, καθώς και σε ασθενείς με 

ενδοκαρδίτιδα, σηψαιμία και περιτονίτιδα. Χαρακτηριστικά σχημάτιζαν αλυσίδες σε 

θρεπτικά υγρά μέσα, στερεοποιούσαν το γάλα, παρήγαγαν οξέα από σακχαρόζη, 

λακτόζη και ραφινόζη, δεν ζύμωναν την μανιτόλη και δεν αναπτύσσονταν σε 

ζελατίνη σε θερμοκρασία 20ο C (Dworkin, 2006). 

 Με περαιτέρω χαρακτηρισμό του είδους από ιδιότητες της φυσιολογίας του, 

της παραγωγής εξωκυττάριων πολυσακχαριτών από σακχαρόζη και από τις 

διατροφικές απαιτήσεις του έγιναν σαφή τα τυπικά χαρακτηριστικά του. Τα στελέχη 

S. salivarius είναι γενικά μη αιμολυτικά, παράγουν οξύ από ινουλίνη, λακτόζη, 

ραφινόζη, σαλισίνη και τρεχαλόζη, αλλά όχι από μανιτόλη, σερβιτόλη ή μελιβιόζη, 

υδρολύουν την εσκουλίνη, αλλά όχι την αργινίνη, και τέλος παράγουν ακετοΐνη και 

συχνά ουρεάση. (Dworkin, 2006). 

 Με πειράματα υβριδισμού DNA-DNA βρέθηκε ότι τα στελέχη S.salivarius 

έχουν στενή σχέση με τα S. thermophilus και προτάθηκε ο επαναπροσδιορισμός 

τους ως S. salivarius subspecies salivarius και S. salivarius subspecies 

thermophilus, ενώ αναλυτικότερες μελέτες υβριδισμών έδειξαν πως οι ομοιότητες, 
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αν και φανερώνουν σύνδεση, τοποθετούν τα στελέχη αυτά ως διαφορετικά είδη 

καταλήγοντας στον διαχωρισμό των ειδών. (Dworkin, 2006). 

 Ο S. thermophilus είναι ένα θετικό κατά Gramm βακτήριο με βέλτιστη 

θερμοκρασία ανάπτυξης τους 45 oC και έχει στο DNA του ποσοστό G+C 37 - 40%. 

Θεωρείται προαιρετικά αναερόβιος και μπορεί να 

παράγει ενέργεια με την μορφή ATP τόσο αερόβια 

παρουσία οξυγόνου όσο και αναερόβια μέσω 

ζύμωσης. Δεν διαθέτει τα ένζυμα κυτοχρώματος 

(cytochrome), οξειδάσης (oxidase) και καταλάσης, δεν 

κινείται και δεν σχηματίζει σπόρια. Θεωρείται μη 

παθογόνος, άλφα αιμολυτικός και είναι μέλος της 

ομάδας viridans του γένους Streptococcus. 

 

Εικόνα 1.5 Φωτογραφία από ηλεκτρονικό μικροσκόπιο του οργανισμού 
Streptococcus thermophilus. jpkc.njau.edu.cn 
 

 

Ο οργανισμός S. thermophilus ανήκει στα θερμόφιλα βακτήρια γαλακτικού 

οξέος (L.A.B.) και θεωρείται ασφαλής για κατανάλωση (Generally recognized as 

safe, G.R.A.S.) παρόλη τη στενή σχέση που έχει με άλλα παθογόνα στελέχη 

Streptococcus όπως οι S. pneumoniae, S. pyogenes, και S. agalactiae τα οποία 

προκαλούν πνευμονία, βακτηριακή σήψη και μηνιγγίτιδα. Η έλλειψη παθογόνων 

χαρακτηριστικών οφείλεται στην έλλειψη γονιδίων ή στην παρουσία ψευδογονιδίων 

υπεύθυνων για την έκφραση μεμβρανικών πρωτεϊνών (εκτός των λιποπρωτεϊνών) 

τις οποίες χρησιμοποιούν οι παθογόνοι streptococci για να προσκολληθούν στο 

βλεννογόνο και να αποφύγουν τους μηχανισμούς άμυνας του ξενιστή. 

Χρησιμοποιείται ευρέως ως εναρκτήρια καλλιέργεια για την παραγωγή 

γαλακτοκομικών προϊόντων και θεωρείται ο δεύτερος πιο σημαντικός οργανισμός 

στη βιομηχανία γαλακτοκομικών προϊόντων μετά τον Lactococcus lactis, με ετήσια 
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αγορά περίπου 40 δισεκατομμυρίων δολαρίων και με υπολογιζόμενη ετήσια 

κατανάλωση περίπου 1021 κύτταρα από τον άνθρωπο (Hols et al., 2005).  

Κατά την ζύμωση του γάλακτος μετατρέπει την λακτόζη σε γαλακτικό οξύ με 

γρήγορο ρυθμό μειώνοντας το pH, υδρολύει τις πρωτεΐνες του γάλακτος και παράγει 

εξωπολυσακχαρίτες οι οποίοι δίνουν την επιθυμητή υφή και γεύση στα 

γαλακτοκομικά προϊόντα. Πολλές φορές χρησιμοποιείται με άλλους οργανισμούς ως 

εναρκτήρια καλλιέργεια όπως τον Lactobacillus delbrueckii subs. bulgaricus για την 

παραγωγή γιαούρτης όπου αναπτύσσει ένα είδος συμβιωτικής σχέσης, ή τον 

Lactobacillus helveticus για συγκεκριμένες ποικιλίες τυριών (Fox, 1993). 

  

 

1.5 Πλασμίδια S. thermophilus και H.S.P 

Η εμφάνιση εξωχρωμοσωμικού DNA είναι πολύ συχνή στα στελέχη των 

οξυγαλακτικών βακτηρίων. Ειδικά στους μεσόφιλους λακτόκοκκους πολλές 

λειτουργίες ζύμωσης οφείλονται σε γονίδια πλασμιδίων, όπως μεταβολισμός 

προϊόντων λακτόζης και πρωτεϊνών, σύνθεση πολυσακχαριτών και αρωματικών 

ενώσεων καθώς και γονίδια άμυνας εναντίων βακτηριοφάγων και παραγωγής και 

ανοσίας βακτηριοσινών (Geis et al., 2003).  

Στον οργανισμό Streptococcus thermophilus αντιθέτως, η εμφάνιση 

πλασμιδίων δεν είναι συχνή. Σε ποσοστό μικρότερου του 20 % στελεχών 

απομονωμένων από ζυμούμενα προϊόντα έχει διαπιστωθεί η παρουσία ενός ή δύο 

μικρών πλασμιδίων. Παρά την σταθερή διατήρηση των πλασμιδίων κατά την 

ανάπτυξη των στελεχών αυτών ακόμη και σε συνθήκες χωρίς παράγοντες επιλογής 

σε πλήρη θρεπτικά μέσα, η γνώση των φυσιολογικών λειτουργειών αυτών είναι 

περιορισμένη (Geis et al., 2003). Οι αλληλουχίες των πρωτεϊνών αντιγραφής των 

πλασμιδίων ομοιάζουν μεταξύ των πλασμιδίων του ίδιου είδους και γενικότερα 

θετικών κατά Gram βακτηρίων με μηχανισμό αντιγραφής τύπου κυλιόμενου κύκλου 

(Solow και Somkuti, 2000). 
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Σε πλασμίδια του είδους βρέθηκαν γονίδια πρωτεϊνών θερμικού σοκ μικρού 

μοριακού βάρους (low molecular weight Heat Shock Proteins, H.S.P.). Πρόκειται για 

πρωτεΐνες που παράγονται σε περιβαλλοντολογικές αλλαγές για να βοηθήσουν 

στην επιβίωση των κυττάρων. Εντοπίστηκαν πρώτα σε φυτικά κύτταρα και ο 

ακριβής ρόλος τους στα βακτήρια δεν είναι ακόμα γνωστός. Στο S. thermophilus 

που υπόκειται σε ακραίες περιβαλλοντικές αλλαγές κατά τη βιομηχανική του χρήση, 

όπως θερμοκρασία, αλατότητα και pH, είναι επιθυμητή η αναζήτηση στελεχών με 

μεγαλύτερες αντοχές σε αυτές. Αλληλουχίες γονιδίων H.S.P. από πλασμίδια S. 

thermophilus που μελετήθηκαν παρουσιάζουν μεγάλη ομοιότητα με αντίστοιχες σε 

μπιζέλι, καρότο, σόγια κ.α. αλλά πολύ περισσότερο μεταξύ των διαφόρων στελεχών 

S. thermophilus (Solow και Somkuti, 2000). 

 

 

1.6 Βακτηριοσίνες (bacteriocins) 

Βακτηριοσίνες γενικότερα ονομάζονται οι ουσίες οι οποίες παράγονται από 

ένα βακτήριο και επηρεάζουν δυσμενώς ένα άλλο βακτήριο. Οι βακτηριακές αυτές 

τοξίνες με αντιμικροβιακή δράση ονομάστηκαν έτσι από τα ακρωνύμια των λέξεων 

βακτηριακές τοξίνες (bacterial toxins). Οι περισσότερες είναι πρωτεϊνικής σύστασης 

και συντίθενται στα ριβοσώματα των βακτηριακών κυττάρων, ενώ άλλες συντίθενται 

από συμπλέγματα ενζύμων ή με αλυσιδωτές ενζυμικές αντιδράσεις (Creighton, 

1999). 

Οι βακτηριοσίνες έχουν βρεθεί σχεδόν σε κάθε είδος βακτηρίου που έχει 

μελετηθεί για την ύπαρξή τους ενώ σε κάθε είδος εμφανίζονται δεκάδες ή 

εκατοντάδες είδη βακτηριοσινών. Η ύπαρξή τους έχει διαπιστωθεί σε όλες τις 

κυρίως συγγενικές σειρές των βακτηρίων ενώ πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι και 

μερικά μέλη των αρχαίων τις παράγουν. Ο γενετικός τόπος στον οποίο 

παρατηρούνται είναι τα πλασμίδια, συζευκτικά και μη, τα τρανσποζόνια αλλά και το 

χρωμόσωμα. Διαφέρουν από τα κλασικά αντιβιοτικά ευρέος φάσματος κυρίως ως 
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προς το φάσμα των οργανισμών που δρουν, καθώς επηρεάζουν μόνο βακτήρια 

συγγενικά προς τον οργανισμό από τον οποίο παράγονται (Riley and Chavan, 

2007). 

Η ποικιλία των βακτηριοσινών ως προς το μέγεθος, τον τρόπο λειτουργίας, 

τους στόχους και τους μηχανισμούς ανθεκτικότητας είναι πολύ μεγάλη. Μία αρχική 

ομαδοποίηση μπορεί να γίνει από το διαχωρισμό των κατά Gram θετικών και 

αρνητικών βακτηρίων. Οι διαφορές που παρατηρούνται στην εξέλιξη και εξειδίκευση 

των βακτηριοσινών μεταξύ των θετικών και αρνητικών κατά Gram βακτηρίων 

οφείλονται στη διαφορά των μεμβρανών των δυο κατηγοριών (Creighton, 1999). 

Τα αρνητικά κατά Gram βακτήρια διαθέτουν εξωτερικά της 

κυτταροπλασματικής μεμβράνης έναν περιπλασματικό χώρο και μία εξωτερική 

μεμβράνη. Οι πρωτεΐνες προσδένονται ανταγωνιστικά σε υποδοχείς της μεμβράνης 

για να διαπεράσουν το κύτταρο με αποτέλεσμα να φέρουν εξειδικευμένες περιοχές 

που περιλαμβάνουν θέσεις πρόσδεσης στους υποδοχείς των μεμβρανών, 

μεταφοράς και δραστικότητας, με αποτέλεσμα να έχουν μεγάλο μέγεθος (Creighton, 

1999). 

Τα θετικά κατά Gram βακτήρια διαθέτουν έξω από την κυτταροπλασματική 

μεμβράνη στρώμα πεπτιδογλυκάνης χωρίς εξωτερική μεμβράνη με αποτέλεσμα να 

ευνοείται η κίνηση των μικρών πεπτιδίων χωρίς πρόσδεση σε υποδοχέα και 

μεταφορά. Κατά συνέπεια, οι βακτηριοσίνες των θετικών κατά Gram βακτηρίων 

εμφανίζουν μικρότερο μέγεθος, ευρύτερο φάσμα δράσης (με δραστικότητα σε 

μερικές περιπτώσεις σε μη συγγενικά γένη), μεγαλύτερη αφθονία και 

ποικιλομορφία, ενώ οι δομές τους συνήθως υπόκεινται σε μετα-μεταφραστικές 

τροποποιήσεις ώστε να σταθεροποιείται το μόριο (Creighton, 1999; Riley and 

Chavan, 2007). 

Υπάρχουν δυο βασικές διαφορές μεταξύ των βακτηριοσινών των Gram 

θετικών και Gram αρνητικών βακτηρίων. 1) Λόγω των συστημάτων μεταφοράς έξω 

από το κύτταρο στα κατά Gram θετικά βακτήρια η παραγωγή βακτηριοσίνης σε αυτά 



Εισαγωγή 

 

 

16 

δεν είναι απαραίτητα θανατηφόρα για τα ίδια τα κύτταρα, σε αντίθεση με τα κατά 

Gram αρνητικά όπου η έκκριση επιφέρει λύση του κυττάρου. 2) Τα θετικά κατά Gram 

βακτήρια έχουν αναπτύξει εξειδικευμένα συστήματα για την ρύθμιση των 

βακτηριοσινών τους, ενώ στα αρνητικά η ρύθμιση βασίζεται σε συστήματα ρύθμισης 

του κυττάρου του ξενιστή ατομικά (Creighton, 1999). 

 

 

1.7 Βακτηριοσίνες των θετικών κατά Gram βακτηρίων. 

 Ιδιαίτερο ερευνητικό ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα θετικά κατά Gram 

βακτήρια και ιδιαίτερα τα βακτήρια γαλακτικού οξέος (LAB) ως προς τη παραγωγή 

και τη δραστικότητα βακτηριοσινών το οποίο συνδυάζεται με την πιθανή χρήση τους 

ως προβιοτικά ή για την συντήρηση τροφίμων.  

Η πρώτη σχετική αναφορά παρουσιάστηκε το 1947 από τους Matttick και 

Hirsch για την ανασταλτική δραστικότητα ορισμένων λακτόκοκκων (streptococci, 

ομάδα N) έναντι άλλων LAB η οποία οφειλόταν σε έναν πρωτεϊνικό αντιμικροβιακό 

παράγοντα με το όνομα “group N inhibitory substance”, γνωστό και ως νισίνη. Η 

νισίνη χρησιμοποιείται σήμερα σαν συντηρητικό τροφίμων σε πολλές χώρες και 

άνοιξε τον δρόμο για την μελέτη των βακτηριοσινών. 

Οι βακτηριοσίνες των θετικών κατά Gram βακτηρίων εμφανίζουν πολύ 

μεγάλη ετερογένεια με μόνα κοινά χαρακτηριστικά την πρωτεϊνική τους σύσταση και 

τον επηρεασμό βακτηρίων συγγενικών προς το παραγωγό βακτήριο. Το 1993 

προτάθηκε από τον Klaenhammer ο διαχωρισμός των βακτηριοσινών σε 4 κύριες 

κλάσεις, ως εξής: (Klaenhammer, 1993). 

 Κλάση I: Lantibiotics, Μικρά (<5 kDa) μεμβρανο-ενεργά πεπτίδια που 

περιέχουν τα αμινοξέα λανθιονίνη, β-μεθυλ-λανθιονίνη και αφυδατωμένα 

κατάλοιπα 
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 Κλάση II: Μικρά (<10 kDa) θερμο-ανθεκτικά μεμβρανο-ενεργά  πεπτίδια με 

την χαρακτηριστική ομάδα Gly-Gly τα οποία δεν περιέχουν λανθιονίνη. 

 Υποκλάση IIa: Πεπτίδια ενεργά σε Listeria με συντηρημένη 

αλληλουχία στο αμινο-τελικό άκρο Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-

Cys- 

 Υποκλάση IIb: σύμπλοκα 2 πεπτιδίων με δραστικότητα που 

οφείλεται στη δημιουργία πόρων 

 Υποκλάση IIc: θειολο - ενεργοποιημένα πεπτίδια που απαιτούν 

αναγμένα υπολείμματα κυστεΐνης για δραστικότητα 

 Κλάση III: Μεγαλύτερες (>10 kDa) θερμο-ευαίσθητες βακτηριοσίνες 

 Κλάση IV: Σύνθετες βακτηριοσίνες συντιθέμενες από βασικά λιπίδια ή από 

χαρακτηριστικές ομάδες υδρογονανθράκων επιπροσθέτως των πρωτεϊνών. 

 

 

Εικόνα 1.6 Διαχωρισμός βακτηριοσινών βακτηρίων γαλακτικού οξέος σύμφωνα με 
τον Klaenhammer (1993) 
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Ο διαχωρισμός αυτός υιοθετήθηκε από πολλούς ερευνητές. Εντούτοις έχει 

υποβληθεί σε διαδοχικές τροποποιήσεις λόγω των δεδομένων που προκύπτουν 

συνεχώς από νέες βακτηριοσίνες. Σύμφωνα με πρόσφατες έρευνες (Riley and 

Chavan, 2007) προτείνεται: 

 Η τροποποίηση της υποκλάσης IIc, η οποία θα περιλαμβάνει όλες τις 

βακτηριοσίνες της κλάσης II που δεν πληρούν τα κριτήρια για τις υποκλάσεις IIa 

και IIb 

 Η υποδιαίρεση της κλάσης III στις υποκλάσεις IIIa (βακτηριολυσίνες (θερμο-

ευαίσθητες υδρολάσες μουρεΐνης)) και IIIb (μη λυτικές πρωτεΐνες) 

 Η τροποποίηση της κλάσης IV η οποία θα περιλαμβάνει τις κυκλικές 

βακτηριοσίνες  
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Εικόνα 1.7 Διαχωρισμός βακτηριοσινών θετικών κατά Gram βακτηρίων σύμφωνα 
με Riley and Chavan (2007) 

Ιδιαίτερο εμπορικό ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι περιπτώσεις των 

βακτηριοσινών των βακτηρίων γαλακτικού οξέος που εμφανίζουν μεγάλο φάσμα 

δράσης, αν και δεν είναι σύνηθες. Μία ιδιαίτερη περίπτωση είναι και η βακτηριοσίνη 

macedocin του οργανισμού S. macedonicus ACA-DC 198, ένα λαντιβιοτικό με ευρύ 

φάσμα δράσης που η παραγωγή του επάγεται από την παρουσία πρωτεϊνών του 

γάλακτος αλλά δεν παράγεται σε τεχνητά θρεπτικά μέσα. (Georgalaki et al., 2010) 

 

 

1.8 Streptococcus thermophilus και βακτηριοσίνες 

 Σε αντίθεση με την πληθώρα των δεδομένων που υπάρχουν για τις 

βακτηριοσίνες των LAB, λίγα στοιχεία έχουν αναφερθεί για τις βακτηριοσίνες 

στελεχών S. thermophilus. Οι αναφορές αναδεικνύουν 9 στελέχη που παράγουν 

βακτηριοσίνες (thermophilins): 

S. thermophilus ST134 - θερμοφιλίνη A (Ward and Somkuti, 1995) 

S. thermophilus 347 – θερμοφιλίνη 347 (Villani et al., 1995), 

S. thermophilus SFi13 – θερμοφιλίνη 13 (Marciset et al., 1997),  

S. thermophilus 81 (Ivanova et al., 1998),  

S. thermophilus ACA-DC 0040 - θερμοφιλίνη T (Aktypis et al., 1998),  

S. thermophilus ACA-DC 0001 - θερμοφιλίνη ST1 (Aktypis and Kalantzopoulos, 

2003),  

S. thermophilus ADRIA 91 L580 (Mathot et al., 2003),  

S. thermophilus ST110 – θερμοφιλίνη 110 (Gilbreth and Somkuti, 2005),  

S. thermophilus SBT1277 – θερμοφιλίνη 1277 (Kabuki et al., 2009)  
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Σε 2 από αυτά, τα S. thermophilus SFi13 και S. thermophilus SBT1277 έχει 

χαρακτηριστεί η υπεύθυνη γενετική περιοχή για την παραγωγή των παραπάνω 

βακτηριοσινών. 

 Οι Hols et al. (2005) χρησιμοποίησαν τις κατατεθειμένες αλληλουχίες των 

στελεχών S. thermophilus LMD-9, CNRZ1066 και LMG 18311, με σκοπό να 

εντοπίσουν γενετικές περιοχές υπεύθυνες για την παραγωγή θερμοφιλίνης. 

Βρέθηκαν 2 γενετικοί τόποι που θεωρούνται πιθανοί να σχετίζονται με την 

παραγωγή βακτηριοσινών. Η πρώτη περιοχή ονομάστηκε lab και φέρει γονίδια που 

ομοιάζουν με γονίδια για την παραγωγή λαντιβιοτικών. Το μικρό μέγεθος όμως των 

θεωρητικά παραγόμενων lantibiotics, μεγέθους 9 καταλοίπων, καθώς και η έλλειψη 

γονιδίων που κωδικοποιούν μεταφορείς ABC για εξωκυττάρια μεταφορά καθιστά 

αναξιόπιστη την υπόθεση ότι ευθύνεται για την παραγωγή βακτηριοσινών. (Hols et 

al., 2005). 

 Τα γονίδια της δεύτερης περιοχής εμφανίζουν τυπικά χαρακτηριστικά 

γονιδίων παραγωγής βακτηριοσινών δεύτερης κλάσης (Hols et al., 2005) και 

ομοιάζουν με την περιοχή blp (bacteriocin like peptide) του Streptococcus 

pneumoniae (blpSp) (Saizieu et al., 2000). Για τον λόγο αυτό ονομάστηκαν S. 

thermophilus blp (blpSt). Παρόμοια περιοχή έχει αναφερθεί και σε είδη 

Streptococcus salivarius, Streptococcus mutans (bsm), Streptococcus pyogenes 

(sil), Streptococcus equi ενώ λειτουργική παρόμοια περιοχή αναφέρθηκε και σε S. 

mutans (mutacin IV και mutacin V) και S. pneumonia (BlpM και BlpN) (Fontaine et 

al. 2007).  

Χαρακτηριστικό των γονιδίων αυτής της περιοχής είναι η παρουσία μιας 

αλληλουχίας που κωδικοποιεί ένα πιθανό πεπτίδιο οδηγό στο αμινοτελικό άκρο, 

ανοδικά των πεπτιδίων που θα εκκριθούν εξωκυττάρια, το οποίο αναγνωρίζεται και 

κόβεται κατά τη διάρκεια ή αμέσως μετά την εξωκυττάρια έκκριση. Μπορεί να 

αναγνωριστεί εύκολα στην αρχή της αμινοξικής αλληλουχίας από την παρουσία 2 

καταλοίπων γλυκίνης στο τέλος της. 
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1.9 Γενετική περιοχή blpSt στα στελέχη LMD9, LMG 18311 και CNRZ1066 

Στη περιοχή blpSt των στελεχών S. thermophilus LMD-9, CNRZ1066 και LMG 

18311  εμφανίζονται γονίδια που κωδικοποιούν ένα ρυθμιστικό σύστημα 3 

στοιχείων. Ως ρυθμιστικό σύστημα 3 στοιχείων αναφέρεται συχνά η ομάδα των 

γονιδίων που κωδικοποιούν μία φερομόνη ως παράγοντα επαγωγής (induction 

factor, IF) και ένα ρυθμιστικό σύστημα 2 στοιχείων (two-component system) με μία 

κινάση ιστιδίνης (histidine kinase, HK) και έναν ρυθμιστή απόκρισης (response 

regulator, RR)). Επίσης εντοπίζονται γονίδια που θα μπορούσαν να κωδικοποιούν 

πρωτεΐνες για την εξωκυττάρια μεταφορά της φερομόνης και των βακτηριοσινών 

καθώς, και γονίδια που θα μπορούσαν να κωδικοποιούν βακτηριοσίνες και τα 

γονίδια ανθεκτικότητας (Fontaine et al. 2007; Renye et al., 2013; Kleerebezem and 

Quadri; 2001). 

 

 

Εικόνα 1.8 Σχηματική απεικόνιση δράσης ρυθμιστικού συστήματος 2 στοιχείων 

 

 

Τα γονίδια μπορούν να οργανωθούν σε 4 περιοχές βάσει των λειτουργιών 

τους, με κοινά σημεία και στα 3 στελέχη. Στην πρώτη περιοχή υπεύθυνη για την 

εξωκυττάρια μεταφορά και τον παράγοντα επαγωγής φαίνονται 3 γονίδια που 

κωδικοποιούν έναν μεταφορέα ABC (blpA), μία βοηθητική πρωτεΐνη μεταφοράς 

(blpB) και την φερομόνη του συστήματος απαρτίας (blpC) ως παράγοντα επαγωγής 

με το αναγνωριστικό πεπτίδιο με την ομάδα Gly-Gly. 
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 Στην δεύτερη περιοχή υπεύθυνη για το ρυθμιστικό σύστημα 2 στοιχείων 

εμφανίζονται 2 γονίδια, μία υποδοχέας - κινάση (blpH) (ΗΚ) και το γονίδιο ρύθμισης 

της απόκρισης (blpR) ως ρυθμιστή απόκρισης (RR). 

Στην τρίτη γονιδιακή περιοχή φαίνονται τα υπεύθυνα για την παραγωγή 

βακτηριοσίνης γονίδια με το αναγνωριστικό πεπτίδιο που φέρει την ομάδα Gly-Gly, 

καθώς και γονίδια με δομικές ομοιότητες με πρωτεΐνες που προσφέρουν ανοσία στο 

βακτήριο ξενιστή έναντι των βακτηριοσινών του. 

 Στη τέταρτη περιοχή παρατηρούνται γονίδια με άγνωστη λειτουργία καθώς 

και το γονίδιο blpG στα δύο από τα τρία στελέχη, του οποίου η πρωτεΐνη περιέχει 

ένα μοτίβο CXXC που δρα ως ισομεράση της θειορεδοξίνης (thioredoxin isomerase) 

για την δημιουργία δισουλφιδικών δεσμών. 

Τα στελέχη LMG 18311 και CNRZ1066 δεν παράγουν βακτηριοσίνη λόγω 

μίας μη νοηματικής μεταλλαγής του γονιδίου blpB που έχει ως αποτέλεσμα τον 

πρόωρο τερματισμό της μετάφρασης του, και κατά συνέπεια δεν είναι δυνατή η 

εξαγωγή της παραγόμενης φερομόνης. Το στέλεχος LMD9 εμφανίζει άθικτα τα 

στοιχεία του συστήματος απαρτίας και με εμφάνιση μεγαλύτερης ποσότητας της 

φερομόνης προσφερόμενης εξωγενώς παράγει βακτηριοσίνη, την thermophilin 9, 

αλλά λόγω της αστάθειας του μετάγραφου blpABC η παραγόμενη φυσικά φερομόνη 

δεν είναι αρκετή για να ενεργοποιήσει την παραγωγή της βακτηριοσίνης σε κλασικές 

συνθήκες ανάπτυξης (Fontaine et al., 2007). 
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Εικόνα 1.9 Γενετική οργάνωση της περιοχής blp στα S. thermophilus LMD9 (a), 
LMG 18311(b) CNRZ1066 (c). Τα γονίδια που κωδικοποιούν πεπτίδια με παρόμοιες 
προβλεπόμενες λειτουργίες εμφανίζονται με ίδιο χρώμα στα βέλη: μεταφορέας ABC 
(κόκκινο), βοηθητική πρωτεΐνη μεταφοράς (πορτοκαλί), παράγοντας επαγωγής 
(κίτρινο), ρυθμιστής απόκρισης (γκρι), κινάση ιστιδίνης (σκούρο γκρι), πεπτίδιο που 
μοιάζει με βακτηριοσίνη (πράσινο), υδρόφοβα πεπτίδια άγνωστης λειτουργίας 
(μαύρο), υδρόφιλα πεπτίδια άγνωστης λειτουργίας (λευκό) και αλληλουχία ένθεσης 
(μπλε). Όσα γονίδια κωδικοποιούν και πιθανό πεπτίδιο-οδηγό με τα 2 κατάλοιπα 
γλυκίνης στο άκρο του συμβολίζονται επιπλέον με dg ως δείκτη. Τα blpB και blpK 
που συμβολίζονται με # περιέχουν μη νοηματικές μεταλλαγές οι οποίες οδηγούν σε 
πρόωρο τερματισμό της μετάφρασης. blpGF συμβολίζει την ένωση των blpG και orf8 
συγκριτικά με το LMD9 (Hols et al., 2005). 
 

 

 

 

LMD9 

LMG 18311 

CNRZ1066 
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1.10 Μεταγραφική οργάνωση γονιδίων blpSt στο στέλεχος S. thermophilus 

LMD9 

 Η περιοχή blp του S. thermophilus LMD9 μελετήθηκε εκτενέστερα λόγω της 

δυνατότητάς του στελέχους αυτού να παράγει βακτηριοσίνη με επαγωγή. Η 

μεταγραφική ανάλυση της περιοχής αυτής στην οποία εδράζονται συνολικά 23 

αναγνωστικά πλαίσια πραγματοποιήθηκε με πειράματα υβριδισμού Northern και 

κατέδειξε την ύπαρξη 6 ανεξάρτητων οπερονίων με συγκεκριμένες λειτουργίες ως 

προς την παραγωγή βακτηριοσίνης (εικόνα 1.10).  

Το πρώτο οπερόνιο περιέχει γονίδια σχετικά με το σύστημα έκκρισης και την 

επαγωγή της βακτηριοσίνης. Το δεύτερο οπερόνιο περιλαμβάνει γονίδια σχετικά με 

το σύστημα απόκρισης 2 στοιχείων. Στη συνέχεια τα επόμενα τρία οπερόνια 

αποτελούνται από γονίδια σχετικά με τη σύνθεση της βακτηριοσίνης και την 

ανθεκτικότητα του ξενιστή σε αυτήν. Τέλος το έκτο οπερόνιο περιέχει γονίδια με 

ασαφή λειτουργία. Σε πειράματα υβριδισμού Northern εμφανίστηκε χαμηλό σήμα 

στα mRNA των πρώτων 2 οπερονίων, γεγονός που υποδεικνύει ότι αυτά τα mRNA 

κατακερματίζονται (Fontaine et al., 2007). 
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Εικόνα 1.10 Η περιοχή blpSt στο στέλεχος S. thermophilus LMD9 και η οργάνωση 
της σε μεταγραφικό επίπεδο. (Α) Σχηματική απεικόνιση της περιοχής blpSt στο 
στέλεχος LMD9. Με μαύρη σημαία σημειώνονται οι θέσεις των υποκινητών με 
ευθείες επαναλήψεις όπως βρέθηκαν στην αλληλουχία, ενώ με γκρι σημαία 
αλληλουχίες φυτικών υποκινητών. Με το σύμβολο φουρκέτας εμφανίζονται οι 
αλληλουχίες με αντίστροφη επανάληψη που θα μπορούσαν να αντιστοιχούν σε 
περιοχές τερματισμού της μεταγραφής. (Β) Απεικόνιση της μεταγραφικής 
οργάνωσης της περιοχής από τα αποτελέσματα υβριδισμού Northern. Τα μαύρα 
βέλη αντιπροσωπεύουν τα εμφανιζόμενα mRNA στον υβριδισμό με ονόματα και 
μεγέθη πάνω από τα βέλη. Τα διακεκομμένα βέλη αντιπροσωπεύουν mRNA που 
εμφανίζονται κατακερματισμένα. Οι ραδιενεργοί ιχνηλάτες (1 - 7) εμφανίζονται με 
ελικοειδείς γραμμές σημασμένες με αστερίσκο (Fontaine et al. 2007). 
 
 

 

1.11 Αίσθηση απαρτίας στο στέλεχος S. thermophilus LMD9 

 Η αίσθηση απαρτίας είναι ο τρόπος με τον οποίο τα βακτήρια 

παρακολουθούν την αύξηση του πληθυσμού τους και επάγουν αναλόγως την 

έκφραση γονιδίων, όταν ο πληθυσμός είναι πολύ μεγάλος. Υπάρχουν 

συγκεκριμένοι μηχανισμοί τους οποίους χρησιμοποιούν τα βακτήρια για την 

λειτουργία αυτή (Streips and Yasbin, 2002). Η αίσθηση απαρτίας και συγκεκριμένα 

ο μεγάλος αριθμός κυττάρων επάγουν διεργασίες  όπως η βιο-φωταύγεια, η 

έκφραση γονιδίων παθογένειας, η δημιουργία βιο-φιλμ, η ρύθμιση οριζόντιας 

μεταφοράς γενετικού υλικού, και άλλα (Demuth and Lamont, 2006).  

 Έχει διαπιστωθεί ότι η ρύθμιση της παραγωγής αντιμικροβιακών 

παραγόντων εξαρτάται από την απαρτία των κυττάρων. Συνήθως η παραγωγή 

αυτών των πεπτιδίων ξεκινά στο τέλος της εκθετικής φάσης ανάπτυξης και 

κορυφώνεται στην αρχή της στατικής φάσης. Το όφελος που παρατηρείται είναι η 

εξασφάλιση ταχείας αύξησης της συγκέντρωσης του πεπτιδίου σε επίπεδο ικανό να 

εξοντώσει ανταγωνιστές έτσι ώστε να  προλαμβάνεται η ανάπτυξη ανθεκτικότητας 

από αυτούς και να προστατεύονται τα κύτταρα παραγωγοί από αναποτελεσματική 

παραγωγή σε μεγάλα επίπεδα. 
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 Η παραγωγή ενός εκκρινόμενου πεπτιδίου ή πεπτιδίου φερομόνης, η οποία 

όταν φτάσει σε ικανοποιητικά επίπεδα εκκινεί την παραγωγή αντιμικροβιακών 

παραγόντων, πραγματοποιείται στα θετικά κατά Gram βακτήρια με την βοήθεια 

ενός ρυθμιστικού συστήματος δυο στοιχείων (two-component system) 

(Kleerebezem and Quadri, 2001). 

 Στο S. thermophilus LMD9 το γονίδιο blpC παράγει την πρόδρομη φερομόνη 

του συστήματος αίσθησης απαρτίας, η οποία πρέπει να ωριμάσει και να εκκριθεί 

για να αναγνωριστεί στη συνέχεια από την κινάση ιστιδίνης. Το προϊόν του γονιδίου 

blpC αντιστοιχεί σε ένα πεπτίδιο 53 αμινοξέων. Τα πρώτα 23 αμινοξέα αποτελούν 

το πεπτίδιο οδηγό, το οποίο καταλήγει σε Gly-Gly, ενώ τα υπόλοιπα 30 αντιστοιχούν 

στην ώριμη φερομόνη. Στην επιφάνεια του στελέχους LMD9 εντοπίστηκαν 2 

πεπτίδια, αυτό των 30 αμινοξέων καθώς και ένα 19 αμινοξέων που αντιστοιχεί στα 

πρώτα 19 αμινοξέα του BlpC μετά το πεπτίδιο οδηγό. Επομένως φαίνεται ότι η 

φερομόνη υφίσταται επεξεργασία τέτοια, ώστε να προκύπτουν τρία πεπτίδια 30, 19 

και 11 αμινοξέων εκ των οποίων παρουσιάζουν δραστικότητα μόνο τα πρώτα δύο 

από αυτά (Fontaine et al., 2007). 

 Η  βακτηριοσίνη στο S. thermophilus LMD9 παράγεται μόνο μετά από 

επαγωγή της με την προσθήκη του δραστικού πεπτιδίου στην έναρξη της 

καλλιέργειας ή στην αρχή της εκθετικής φάσης ανάπτυξης. Η μέγιστη δραστικότητα 

της βακτηριοσίνης εμφανίστηκε κατά την στατική φάση ανάπτυξης, γεγονός που 

υποδεικνύει ότι η παραγωγή της βακτηριοσίνης είναι πιο αποδοτική σε μεγαλύτερη 

πυκνότητα κυττάρων (Fontaine et al., 2007). 

 Τα γονίδια της περιοχής blpSt μπορούν να χωριστούν σε τρεις ομάδες ως 

προς την απόκριση μεταγραφής τους σε ερέθισμα επαγωγής με την προσθήκη του 

ώριμου BlpC μήκους 30 αμινοξέων στην αρχή της καλλιέργειας. Στην πρώτη ομάδα 

ανήκουν τα γονίδια παραγωγής βακτηριοσίνης και ανοσίας blpD-orf2, blpU-orf3 και 

blpE-blpF, των οποίων τα μετάγραφα αυξήθηκαν ισχυρά, έως και 6 φορές στην 

αρχή της στατικής φάσης ανάπτυξης. Στην δεύτερη ομάδα ανήκουν τα γονίδια που 

εδράζονται στο οπερόνιο με το blpG, καθώς και τα γονίδια του οπερονίου blpABC, 

των οποίων τα μετάγραφα αυξήθηκαν αλλά σε μικρότερο βαθμό (έως 2 φορές) κατά 
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τη διάρκεια της εκθετικής φάσης ανάπτυξης και μειώθηκαν στην αρχή της στατικής 

φάσης. Τέλος στην τρίτη ομάδα ανήκουν τα γονίδια blpRH στα οποία δεν 

παρατηρήθηκε μεταβολή του αριθμού των μεταγράφων στην εκθετική φάση 

ανάπτυξης αλλά μείωση στην στατική φάση ανάπτυξης (Fontaine et al., 2007). 

 Όλα τα παραπάνω στοιχεία καταδεικνύουν ότι η παραγωγή της 

βακτηριοσίνης στο στέλεχος LMD9 ρυθμίζεται σε μεταφραστικό επίπεδο από την 

συγκέντρωση της ώριμης φερομόνης και την φάση ανάπτυξης, τυπικά 

χαρακτηριστικά της ρύθμισης ενός συστήματος απαρτίας (Fontaine et al., 2007). 

 

 

1.12 Λειτουργία των προϊόντων των γονιδίων blpSt στο στέλεχος LMD9 

Μελέτες στο S. thermophilus LMD9 κατέδειξαν ότι οι πρωτεΐνες που 

κωδικοποιούνται από τα γονίδια blpA και blpB φαίνεται να είναι υπεύθυνες για την 

εξαγωγή των πρωτεϊνών που διαθέτουν την χαρακτηριστική πεπτιδική ομάδα με 

Gly-Gly, ενώ το πεπτίδιο που κωδικοποιείται από το γονίδιο blpC είναι υπεύθυνο 

για τη ρύθμιση του συστήματος απαρτίας ως φερομόνη. Στα θετικά κατά Gram 

βακτήρια η βοηθητικές πρωτεΐνες μεταφοράς φέρονται ως υπεύθυνες για την 

έκκριση των πεπτιδίων που διαθέτουν πεπτίδιο-οδηγό με δυο γλυκίνες, αλλά η 

αναγκαιότητά τους ποικίλλει στα συστήματα έκκρισης βακτηριοσινών. Στο LMD9 η 

απαλοιφή του γονιδίου blpB που φαίνεται να κωδικοποιεί την βοηθητική πρωτεΐνη 

μεταφοράς, δεν επιφέρει απώλεια της βακτηριογόνου δράσης του κυττάρου, όμως 

μειώνει κατά πολύ την δραστικότητά της. Αντίθετα, η απαλοιφή του σε συνδυασμό 

με την υπερέκφραση του γονιδίου blpC οδηγεί στην πλήρη απώλεια της 

βακτηριογόνου δράσης (Fontaine et al., 2007). 

Τα προϊόντα των γονιδίων blpH και blpR θεωρούνται υπεύθυνα για την 

απόκριση του σήματος της φερομόνης με δράση αναγνώρισης του ώριμου 

πεπτιδίου blpC και ενεργοποίησης της παραγωγής της βακτηριοσίνης αντίστοιχα. Η 
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απαλοιφή ενός εκ των δύο ή και των δυο αυτών γονιδίων οδηγεί στην απώλεια 

βακτηριογόνου δράσης αλλά και ανοσίας στη βακτηριοσίνη (Fontaine et al., 2007). 

Η δραστικότητα της βακτηριοσίνης και η ανθεκτικότητα σε αυτήν φαίνεται να 

οφείλεται στα προϊόντα των γονιδίων της περιοχής blpD – blpF. Η απαλοιφή αυτών 

οδηγεί στην απώλεια της βακτηριογόνου δράσης και ανοσίας. Η παρουσία του 

πεπτιδίου οδηγού με την ομάδα Gly-Gly στα πεπτίδια BlpD, BlpU, BlpE και BlpF, 

καθώς και η απώλεια της αντιμικροβιακής δράσης με την απαλοιφή της περιοχής 

blpAB, υποδηλώνουν ότι τα παραπάνω πεπτίδια χρησιμοποιούν το σύστημα 

έκκρισης BlpABSt (Fontaine et al., 2007). 

Η μελέτη του εύρους των οργανισμών που επηρεάζει η βακτηριοσίνη του 

στελέχους LMD9, σε συνδυασμό με πειράματα απαλοιφής οδήγησε στο 

συμπέρασμα ότι η δράση του γονιδίου blpD είναι αυτή στην οποία οφείλεται η 

δραστικότητα έναντι των περισσοτέρων στελεχών. Όταν εκφράζεται με τα οπερόνια 

που περιέχουν τα γονίδια blpU, blpE και blpF τότε αυξάνεται η δραστικότητα της 

βακτηριοσίνης καθώς και το εύρος των μικροοργανισμών έναντι των οποίων δρα. 

Τα αποτελέσματα οδηγούν στο συμπέρασμα πως η thermophilin 9 είναι μια σύνθετη 

βακτηριοσίνη που αποτελείται από το BlpD σε συνδυασμό με το BlpU, BlpE και/ή το 

BlpF. 

Τα γονίδια μετά το blpF δεν φαίνεται να συμμετέχουν στην παραγωγή της 

βακτηριοσίνης ή στην ανοσία, καθώς η απαλοιφή τους δεν οδήγησε σε μεταβολή 

αυτών των φαινοτύπων. Το γονίδιο blpG φαίνεται να εμφανίζει μία δράση θειολ-

δισουλφιδικής οξειδάσης, χωρίς όμως να έχει αποδειχτεί η δημιουργία 

δισουλφιδικών δεσμών με την σχετιζόμενη βακτηριοσίνη. Με απαλοιφή αυτού του 

οπερονίου δεν μεταβάλλεται η δραστικότητα της βακτηριοσίνης έναντι οργανισμών 

του ίδιου είδους, παρατηρήθηκε όμως απώλεια δραστικότητας σε μερικά στελέχη 

διαφορετικού είδους και σε μερικές περιπτώσεις πλήρης έλλειψη αυτής. 

Εκτενέστερες έρευνες υποδεικνύουν τη δημιουργία δισουλφιδικών δεσμών στα 

κατάλοιπα κυστεΐνης του BlpD από το BlpG (Fontaine and Hols, 2008). 
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1.13 S. thermophilus ACA-DC 0040 και παραγωγή βακτηριοσίνης 

 Το στέλεχος S. thermophilus ACA-DC 0040 είναι ένας οργανισμός της 

συλλογής μικροοργανισμών του Γεωπονικού Πανεπιστημίου Αθηνών 

απομονωμένος από τυρί φέτα (Aktypis et al., 1998) καθώς και από παραδοσιακό 

ελληνικό γιαούρτι (Aktypis et al. 2007). Το στέλεχος αυτό παράγει την βακτηριοσίνη 

θερμοφιλίνη T. 

Η σύνθεση της βακτηριοσίνης φαίνεται ότι σχετίζεται με τον ρυθμό ανάπτυξης 

του οργανισμού καθώς η καμπύλη εμφάνισης της δραστικότητας της βακτηριοσίνης 

ακολουθεί και είναι παράλληλη με την καμπύλη ανάπτυξης του οργανισμού. Στην 

εκθετική φάση ανάπτυξης των κυττάρων εμφανίζεται η μέγιστη παραγωγή 

βακτηριοσίνης και στην στατική φάση ανάπτυξης η παραγωγή της σταματάει 

εμφανίζοντας μείωση της δραστικότητάς της με την πάροδο του χρόνου (Aktypis et. 

al., 2007). 

Παραδόξως ο αυξημένος ρυθμός ανάπτυξης και η αύξηση της κυτταρικής 

μάζας δεν εξασφαλίζουν απαραίτητα και την μέγιστη παραγωγή βακτηριοσίνης. Οι 

περιβαλλοντικοί παράγοντες που οδηγούν σε αυξημένο ρυθμό ανάπτυξης ενδέχεται 

να επηρεάζουν τα μεταβολικά μονοπάτια παραγωγής της βακτηριοσίνης, με 

αποτέλεσμα, σε ανάπτυξη του οργανισμού υπό βέλτιστες συνθήκες για επίτευξη του 

μέγιστου ρυθμού ανάπτυξης και μέγιστης παραγωγής βιομάζας, να εμφανίζεται 

μικρότερη παραγωγή βακτηριοσίνης σε σύγκριση με συνθήκες πολύ κοντά στις 

βέλτιστες ή με την εμφάνιση παραγόντων stress (Aktypis et al., 2007). 
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Εικόνα 1.11 Πρότυπες καμπύλες ανάπτυξης του οργανισμού S. thermophilus ACA-
DC 0040 (▲) και παραγωγής θερμοφιλίνης T (●) σε καλλιέργεια σε βιοαντιδραστήρα 
ασυνεχούς λειτουργίας (Aktypis et al., 2007). 
 

 

1.14 Θερμοφιλίνη T 

 Η θερμοφιλίνη T είναι ένας αντιμικροβιακός παράγοντας που εμφανίζει 

δραστικότητα έναντι μεγάλου εύρους βακτηρίων γαλακτικού οξέος καθώς και 

μερικών βακτηρίων αλλοίωσης τροφίμων όπως τα Clostridium sporogenes C22/10 

και Cl. tyrobutyricum NCDO-1754. Χαρακτηριστικά στελέχη βακτηρίων θετικών κατά 

Gram ευαίσθητων στην θερμοφιλίνη T είναι οι Lactococcus lactis ACA-DC 127, 

Lactococcus cremoris CNRZ 117, Lactobacillus bulgaricus ATCC 12842, 

Lactobacillus bulgaricus ACA-DC 2318, Lactobacillus bulgaricus ACA-DC 2322, 

Lactobacillus fermentum ATCC 9338, Streptococcus thermophilus ST 20 και 

Streptococcus thermophilus ST112. Η δράση της φαίνεται να μη σχετίζεται με λύση 

κυττάρων ή καταστροφή της μεμβράνης, καθώς οι τιμές οπτικής πυκνότητας 

δειγμάτων μετά από πειράματα δράσης της ενάντια σε ευαίσθητους οργανισμούς 

δεν μεταβλήθηκαν (Aktypis et al. 1998). 
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 Η δραστικότητά της χάνεται μετά από επίδραση με πρωτεολυτικά ένζυμα και 

α-αμυλάση, ενώ παραμένει σταθερή μετά από επίδραση με λυσοζύμη ή λιπάσες. 

Το εύρος pH στο οποίο διατηρεί τις ιδιότητές της κυμαίνεται μεταξύ 1 και 9, ενώ 

εμφανίζει ανθεκτικότητα σε θερμοκρασία βρασμού με διατήρηση της δραστικότητάς 

της μετά από 30 min και πλήρη απώλεια της δραστικότητας μετά από 20 min σε 

θερμοκρασία 121 οC (Aktypis et al. 1998). 

Η ακατέργαστη βακτηριοσίνη, (αφαίρεση των κυττάρων, εξισορρόπηση του 

pH και υπερδιήθηση) εντοπίζεται σε κλάσμα μεγέθους μεγαλύτερου των 300 kDa. 

Έπειτα από καθαρισμό της βακτηριοσίνης με χρωματογραφία στήλης 

ιονανταλλαγής DEAE και διήθηση από πήγμα το μοριακό βάρος της 

προσδιορίστηκε σε κλάσμα μορίων μεγαλύτερων από 150 kDa. Το κλάσμα με την 

μεγαλύτερη ενεργότητα ηλεκτροφορήθηκε σε πήγμα SDS-πολυακριλαμιδίου και στη 

συνέχεια το πήγμα χρησιμοποιήθηκε σε πείραμα για τον προσδιορισμό της 

δραστικότητας των πρωτεϊνών έναντι ενός ευαίσθητου μικροοργανισμού στην 

θερμοφιλίνη T. Το αποτέλεσμα έδειξε ότι οι πρωτεΐνες μεγέθους 2,4 kDa είχαν την 

αντιμικροβιακή δραστικότητα. Τα δεδομένα αυτά υποδεικνύουν ότι η βακτηριοσίνη 

θερμοφιλίνη T εμφανίζεται σε μεγάλα σύμπλοκα στην ακατέργαστη μορφή της και 

συνεπώς κατατάσσεται στις βακτηριοσίνες 4ης κλάσης σύμφωνα με τον διαχωρισμό 

κατά Klaenhammer (Aktypis et al., 1998; Aktypis et al., 2007). 
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Εικόνα 1.12 Ζώνη a) Πήγμα SDS-πολυακρυλαμιδίου-τρισίνης με δείκτες μοριακών 

βαρών. Ζώνη b) θερμοφιλίνη T μετά από καθαρισμό με  χρωματογραφία. Το βέλος 

δείχνει τη θέση στην οποία εμφανίστηκε αναστολή ανάπτυξης του οργανισμού 

Lactococcus cremoris CNRZ 117 σε αντίγραφο πήγματος χωρίς χρώση (Aktypis et 

al. 1998). 

Το μεγάλο εύρος της δράσης της σε διάφορες τιμές pH, η διατήρηση της 

ενεργότητάς της στο προαναφερόμενο θερμοκρασιακό εύρος καθώς και δυνατότητα 

διατήρησής και αποθήκευσής της, και η δραστικότητα της έναντι σε οργανισμούς 

αλλοίωσης τροφίμων καθιστούν τη θερμοφιλίνη T ένα καλό υποψήφιο για χρήση ως 

βιο-συντηρητικό σε τρόφιμα.
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2 Σκοπός 

Η πιθανή χρήση των βακτηριοσινών σε ρόλο αντιμικροβιακού παράγοντα 

έναντι της προσθήκης συντηρητικών στα γαλακτοκομικά προϊόντα, αλλά και κατ’ 

επέκταση και σε άλλα είδη τροφίμων, αποτελεί έναν ελκυστικό στόχο. Για την 

επίτευξή του η συγκέντρωση πληροφοριών για την κατανόηση της εξέλιξης και της 

λειτουργίας τους καθώς και τον ρόλο τους στις μικροβιακές κοινότητες είναι 

απαραίτητη, προσφέροντας τη δυνατότητα για εκμετάλλευση τους σε πληθώρα 

εφαρμογών. 

Η βακτηριοσίνη θερμοφιλίνη Τ έχει μελετηθεί ως προς το αντιμικροβιακό της  

εύρος, τις ιδιότητες της ακατέργαστης μορφής της, τις βέλτιστες συνθήκες 

παραγωγής της και μεθόδους απομόνωσης και καθαρισμού της, όχι όμως ως προς 

τη γονιδιακή της προέλευση. 

Η παρούσα εργασία έχει σκοπό την εύρεση του γονιδιακού τόπου υπεύθυνου 

για την παραγωγή της βακτηριοσίνης θερμοφιλίνης T από το στέλεχος 

Streptococcus thermophilus ACA-DC 0040, την απομόνωση και τη μελέτη της 

αλληλουχίας του. Για το σκοπό αυτό θα επιχειρηθεί η κλωνοποίηση της περιοχής 

φερόμενης ως υπεύθυνη για την παραγωγή της και θα μελετηθεί σε επίπεδο 

αλληλουχίας DNA, μεταγραφής και μετάφρασης. Επίσης κρίνεται σκόπιμο να 

συγκεντρωθούν πληροφορίες σχετικά με τις συνθήκες παραγωγής βακτηριοσίνης 

και την βελτιστοποίηση αυτών σε εργαστηριακό περιβάλλον, βάσει των 

προηγουμένων μελετών, και τη συσχέτιση τους με την μεταγραφική πορεία της 

βακτηριοσίνης καθώς και την εύρεση των βέλτιστων συνθηκών και φορέα 

ετερόλογης έκφρασης και υπερέκφρασης.  

Η διερεύνηση αυτών των στοιχείων θα προσπαθήσει να δώσει πληροφορίες 

για τον μηχανισμό έκφρασης της βακτηριοσίνης και αν βασίζεται σε κάποιο σύστημα 

αίσθησης απαρτίας και για την πορεία της σύνθεσής της ξεκινώντας από τη 

γονιδιακή της προέλευση. Τέλος θα διερευνηθεί η δυνατότητα έκφρασης σε μεγάλες 

ποσότητες από τον ίδιο ή συγγενικούς οργανισμούς για πιθανή εκμετάλλευσή της. 
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Υλικά και μέθοδοι 

3.1 Βακτηριακά στελέχη και πλασμίδια. 

 
Τα βακτηριακά στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία 

παρουσιάζονται αναλυτικά στον πίνακα 3.1 ενώ τα πλασμίδια στον πίνακα 3.2 

 

 

Πίνακας 3.1 Βακτηριακά στελέχη 

Στέλεχος Χαρακτηριστικά Βιβλιογραφία 

Escherichia coli 

DH5a F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 

relA1 gyrA96 deoR nupG 

Φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-

argF)U169, hsdR17(rK
- mK

+), 

λ– 

Hanahan, D., (1985) 

BL21 (DE3) F– ompT gal dcm lon 

hsdSB(rB
- mB

-) λ(DE3 [lacI 

lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 

nin5]) 

Studier FW and Moffatt BA. 

(1986) 

XL1 Blue endA1 gyrA96(nalR) thi-1 

recA1 relA1 lac glnV44 

F'[ ::Tn10 

proAB+ lacIq Δ(lacZ)M15] 

hsdR17(rK
- mK

+) 

Stratagene 

Streptococcus thermophilus 

ACA-DC 0040 Φυσικός τύπος Greek Coordinated 

Collections of 

Microorganisms-Agricultural 

College of Athens-Dairy 

Culture 

LMG 18311 Φυσικός τύπος BCCM/LMG Bacterial 

Database 

Lactococcus lactis subsp. cremoris 

CNRZ 117 Φυσικός τύπος INRA-CNRZ collection 

Πίνακας 3.2 Πλασμίδια 
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Πλασμίδιο Ανθεκτικότητα Περιγραφή Μέγεθος 

(bp) 

Αναφορές 

pUC18 ApR
 

Φορέας 

κλωνοποίησης 
2686  

pUC19 ApR 
Φορέας 

κλωνοποίησης 
2686  

pCR-Blunt KmR 
Φορέας 

κλωνοποίησης 
3512 Invitrogen 

pTOPOcatpT38 

Ballester et al., 1986, 

Petrova et al., 2003. 

KmR, ApR, (E. coli), 

CmR (S. thermophilus) 
 7978 

Gloria del Solar 

(προσωπική 

επικοινωνία) 

pET29c (+) KmR 
Φορέας 

υπερέκφρασης 
5372 Novagen 

pST0040 - Φυσικό πλασμίδιο 2780 
Παρούσα 

εργασία 

pUCSTHXba ApR pUC18::pST0040 5466 
Παρούσα 

εργασία 

pUCSTHXbacat 
ApR (E. coli), CmR  

(S. thermophilus) 

pUC18::pST0040, 

cat (fragment 

pTOPOcatpT38) 

5949 
Παρούσα 

εργασία 

 

 

 

3.2 Θρεπτικά μέσα που χρησιμοποιήθηκαν 

 

M17 Broth/agar 

Σύσταση :  

Τρυπτόνη  .............................................................................................. 0.25% 

Προϊόν πέψης κρέατος  .......................................................................... 0.25% 

Παπαϊκή πέψη σογιάλευρου  .................................................................... 0.5% 

Εκχύλισμα ζύμης  ................................................................................... 0.25% 

Εκχύλισμα κρέατος  .................................................................................. 0.5% 

Λακτόζη .................................................................................................... 0.5% 
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Γλυκεροφωσφορικό νάτριο  ...................................................................... 1.9% 

Θειικό μαγνήσιο  ................................................................................... 0.025% 

Ασκορβικό οξύ  ....................................................................................... 0.05% 

 

Στερεό θρεπτικό μέσο με την προσθήκη 

Άγαρ ............................................................................................................ 2% 

pH του μέσου σε θερμοκρασία 25 °C: 7.1 ± 0.2. 

 

Προσθήκη γλυκόζης έγινε όπου ήταν απαραίτητο σε ποσοστό μέχρι και 2% 

(συμβολίζεται ως GM17 με το ποσοστό της γλυκόζης). 

 

Hogg Jago Broth/agar (HJ Broth/agar) 

Τρυπτόνη  .................................................................................................... 3% 

Εκχύλισμα ζύμης ......................................................................................... 1% 

KH2PO4 ..................................................................................................... 0.5% 

Εκχύλισμα βόειου κρέατος ........................................................................ 0.2% 

 

Στερεό θρεπτικό μέσο με την προσθήκη 

Άγαρ ............................................................................................................ 2% 

pH του μέσου σε θερμοκρασία 25 °C: 7.1 ± 0.2. 

Προσθήκη γλυκόζης έγινε όπου ήταν απαραίτητο σε ποσοστό 0.5% (συμβολίζεται 

ως HJG).  

Προσθήκη λακτόζης έγινε όπου ήταν απαραίτητο σε ποσοστό 0.5% (συμβολίζεται 

ως HJGL). 

Προσθήκη D-σορβιτόλης έγινε όπου ήταν απαραίτητο (συμβολίζεται ως HJGLS) 
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Skim milk Broth 

Αποβουτυρωμένο γάλα σε σκόνη .............................................................. 10% 

 

Luria Bertani Broth/agar (LB Broth/agar) 

Τρυπτόνη .................................................................................................... 1% 

Χλωριούχο νάτριο ........................................................................................ 1% 

Εκχύλισμα ζύμης ...................................................................................... 0.5% 

 

Στερεό θρεπτικό μέσο με την προσθήκη 

Άγαρ ............................................................................................................ 2% 

Ρύθμιση του pH σε θερμοκρασία 25°C: 7.0 

 

 

3.3 Ανάπτυξη οργανισμών 

 

Οι καλλιέργειες Streptococcus thermophilus και Escherichia coli επωάστηκαν 

υπό σταθερή θερμοκρασία 37 oC και ανάδευση 220 στροφών ανά λεπτό. Οι 

καλλιέργειες Lactococcus lactis επωάστηκαν σε συσκευή υπό σταθερή 

θερμοκρασία 30 oC χωρίς ανάδευση. 

Τα θρεπτικά μέσα που χρησιμοποιήθηκαν για την ανάπτυξη των οργανισμών 

Streptococcus thermophilus ήταν τα M17 Broth, GM17 2% Broth, HJG Broth, HJGL 

Broth, HJGLS Broth και αποβουτυρωμένο γάλα. Για την ανάπτυξη κυττάρων σε 

στερεό θρεπτικό μέσο χρησιμοποιήθηκε M17 agar, HJG agar και HJGL agar. 

Το θρεπτικό μέσο που χρησιμοποιήθηκε για την ανάπτυξη του οργανισμού 

Lactococcus lactis ήταν το M17 Broth και για την ανάπτυξη κυττάρων σε στερεό 

θρεπτικό μέσο M17 agar. 

Το πλήρες θρεπτικό μέσο που χρησιμοποιήθηκε για την ανάπτυξη του 

οργανισμού E. coli ήταν το Luria Bertani Broth, L.B. (Luria and Delbruk, 1943). Για 

την ανάπτυξη κυττάρων σε στερεό θρεπτικό μέσο χρησιμοποιήθηκε Luria Bertani 

agar. 
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 3.4 Πείραμα διάχυσης σε άγαρ (agar diffusion test). 

 

Αρχή της μεθόδου 

Το πείραμα διάχυσης σε άγαρ είναι ένα μέσο μέτρησης του αποτελέσματος 

ενός αντιμικροβιακού παράγοντα που 

εκκρίνεται από ένα βακτήριο έναντι 

βακτηρίων ευαίσθητων σε αυτό, 

ανεπτυγμένων σε τρυβλία. Βασίζεται στην 

κίνηση των μορίων του αντιμικροβιακού 

παράγοντα μέσα στο πλέγμα που 

δημιουργείται από την πήξη του άγαρ. Η 

διάχυση του αντιμικροβιακού                             Εικόνα 3.1 Agar Diffusion Test 

παράγοντα παρεμποδίζει την ανάπτυξη ενός ευαίσθητου μικροβιακού στελέχους το 

οποίο επιστρώνεται ομοιόμορφα στην επιφάνεια ή και στο σώμα του πηκτώματος. 

Το αποτέλεσμα που παρατηρείται, όταν ο παράγοντας έχει αντιμικροβιακή δράση 

έναντι του οργανισμού δείκτη, είναι ζώνες αναστολής της ανάπτυξης. Όταν 

συμβαίνει υπό ελεγχόμενες συνθήκες, το μέγεθος των ζωνών αναστολής μπορεί να 

συσχετισθεί με την συγκέντρωση του μορίου. Συνήθως το αντιβιοτικό τοποθετείται 

σε ένα βοθρίο που δημιουργείται στο άγαρ αλλά μπορεί να τοποθετηθεί πάνω σε 

ειδικά πορώδη φίλτρα με συγκεκριμένο μέγεθος πόρων πάνω στο τρυβλίο, μέθοδος 

γνωστή και ως Kirby-Bauer disk-diffusion. 

 

Πειραματικό μέρος 

Θρεπτικό μέσο κατάλληλο για την ανάπτυξη του οργανισμού δείκτη με την 

προσθήκη άγαρ αποστειρώνεται και αφήνεται να κρυώσει μέχρι τους 40-50°C σε 

υδατόλουτρο. Τότε προστίθεται στο θρεπτικό μέσο ποσότητα κυττάρων του 

στελέχους δείκτη από πλήρως ανεπτυγμένη υγρή καλλιέργεια, σε αναλογία 1% ως 

προς την ποσότητα του θρεπτικού υλικού στο τρυβλίο και επιστρώνεται σε τρυβλία 

petri. Μετά τη πήξη του άγαρ κατασκευάζονται βοθρία με τη βοήθεια πιπέτας 

Pasteur η οποία βυθίζεται στο θρεπτικό μέσο και όταν απομακρύνεται έχει 
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κατακρατήσει υλικό, αφήνοντας ένα κενό στη θέση του χωρητικότητας 50 μl. Στα 

βοθρία αυτά τοποθετείται ποσότητα του προς έρευνα αντιμικροβιακού παράγοντα 

και τα τρυβλίο επωάζεται στη θερμοκρασία βέλτιστης ανάπτυξης του οργανισμού 

δείκτη για 24 ώρες.  

 

 

3.5 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA από E. coli 

 

3.5.1 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA μικρής κλίμακας από E. coli με χρήση 

πακέτου έτοιμων αντιδραστηρίων NucleoSpin plasmid (Macherey – Nagel, 

cat. No. 740 588.250) 

 

Η απομόνωση του πλασμιδιακού DNA σε μικρή κλίμακα από καλλιέργειες 1-

10 ml κυττάρων E. coli έγινε με τη χρήση του πακέτου έτοιμων αντιδραστηρίων 

NucleoSpin Plasmid της εταιρείας Macherey-Nagel. Η μέθοδος βασίζεται στην 

αλκαλική λύση των κυττάρων παρουσία SDS ακολουθούμενη από εξουδετέρωση 

του διαλύματος και ειδική δέσμευσή του πλασμιδιακού DNA σε ειδικές στήλες 

πυριτίου. Οι πρωτεΐνες το γονιδιωματικό DNA, τα κυτταρικά θραύσματα, άλατα, 

μεταβολίτες και μακρομοριακά συστατικά των κυττάρων καθαρίζονται με πλύσεις με 

ειδικά διαλύματα και βήματα με φυγοκεντρήσεις. Το πλασμιδιακό DNA εκλούεται με 

ελαφρώς αλκαλικό διάλυμα υπό συνθήκες που προσδίδουν χαμηλή ιοντική ισχύ. 

 

 

3.5.2 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA μεσαίας κλίμακας από E. coli με χρήση 

πακέτου έτοιμων αντιδραστηρίων NucleoBond PC 100 (Macherey – Nagel, 

Cat. No. 740 573) 

 

Η απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μεσαία κλίμακα από καλλιέργειες 10-

50 ml κυττάρων E. coli έγινε με τη χρήση του πακέτου έτοιμων αντιδραστηρίων 

NucleoBond PC100 της εταιρείας Macherey-Nagel. Η μέθοδος στηρίζεται στην 
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αλκαλική λύση των κυττάρων παρουσία SDS, ακολουθούμενη από εξουδετέρωση 

του διαλύματος. Μετά από εξισορρόπηση των ειδικών στηλών ιονανταλλαγής με 

μεμβράνη πυριτίου το πλασμιδιακό DNA δεσμεύεται σε αυτές και τέλος εκλούεται με 

το κατάλληλο διάλυμα μετά από πλύσεις των στηλών. 

 

 

3.6 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA από S. thermophilus σε μικρή κλίμακα 

(mini prep) 

 

Για την απομόνωση πλασμιδιακού DNA από στελέχη S. thermophilus 

εφαρμόστηκαν διαφορετικές μέθοδοι και τροποποιήσεις αυτών λόγω της 

ανθεκτικότητας του περιβλήματος των βακτηρίων, με συνέπεια τη χαμηλή απόδοση 

των μεθόδων. Σε κάθε περίπτωση, υγρή καλλιέργεια των στελεχών ποσότητας 5-

10 ml φυγοκεντρήθηκε και το κυτταρικό ίζημα χρησιμοποιήθηκε για απομόνωση. 

 

 

3.6.1 Απομόνωση με πακέτο έτοιμων αντιδραστηρίων NucleoSpin plasmid 

(Macherey – Nagel, cat. No. 740 588.250).  

 

Η μέθοδος αυτή χρησιμοποιήθηκε για την απομόνωση πλασμιδιακού DNA 

από E. coli (3.5.1), εντούτοις με κατάλληλες τροποποιήσεις που αναγράφονται στο 

εγχειρίδιο του πακέτου δύναται να εφαρμοστεί και για άλλους οργανισμούς. Η 

τροποποίηση που συνηθίζεται σε gram+ βακτήρια και εφαρμόστηκε στην παρούσα 

διατριβή ήταν η επαναιώρηση του κυτταρικού ιζήματος στο αντίστοιχο διάλυμα Α1 

με την προσθήκη λυσοζύμης σε ποσότητα από 20 mg/ml και επώαση σε 

θερμοκρασία 37oC για 45 min. 
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3.6.2 Απομόνωση με αλκαλική λύση (O’Sullivan et al., 1993 με 

τροποποιήσεις). 

 

1. Το κυτταρικό ίζημα επαναιωρείται σε 200 μl διαλύματος 25% σακχαρόζης – 30 

mg/ml λυσοζύμης. 

2. Επωάζεται σε θερμοκρασία 37oC για 30 min. 

3. Προστίθενται 400 μl διαλύματος SDS (3% SDS, 0.2N NaOH). 

4. Επωάζεται σε θερμοκρασία δωματίου για 7 min. 

5. Προστίθενται 300 μl παγωμένου διαλύματος 3M οξικού αμμωνίου. 

6. Φυγοκεντρείται σε 11.000 x g για 15 min σε θερμοκρασία 4oC. 

7. Μεταφέρεται το υπερκείμενο σε νέο σωληνάκι και προστίθενται 650 μl 

ισοπροπανόλης. 

8. Φυγοκεντρείται σε 11000 x g για 5 min σε θερμοκρασία 4oC. 

9. Απομακρύνεται το υπερκείμενο και το ίζημα επαναδιαλυτοποιείται σε 320 μl ds 

H2O. 

10. Προστίθενται 200 μl οξικού αμμωνίου 7.5 M. 

11. Προστίθενται 350 μl φαινόλης/χλωροφόρμιου (1:1). 

12. Φυγοκεντρείται σε 11.000 x g για 5 min. 

13. Μεταφέρεται η υδατική φάση σε νέο σωληνάκι και προστίθενται 1 ml παγωμένης 

απόλυτης αιθανόλης. 

14. Φυγοκεντρείται σε 11.000 x g για 15 min σε θερμοκρασία 4oC. 

15. Ακολουθεί πλύση με 70% αιθανόλη και φυγοκέντρηση σε 11.000 x g για 15 min. 

16. Τέλος επαναδιαλυτοποιείται σε 50 μl ds H2O ή ρυθμιστικού διαλύματος TE (10 

mM Tris-Cl, 1 mM EDTA). 

 

Για την απομάκρυνση μορίων RNA προστέθηκε RNάση σε τελική συγκέντρωση 0.1 

mg/ml στο πρώτο ή στο τελευταίο βήμα.  
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3.6.3 Απομόνωση με βρωμιούχο κετυλοτριμέθυλαμμώνιο (CTAB) (Sambrook 

et al., 2001) 

 

1. Το κυτταρικό ίζημα επαναιωρείται σε 200 μl διαλύματος STET (10 mM Tris-CI 

(pH 8.0), 0.1 M NaCI, 1mM EDTA (pH 8.0), 5% (v/v) Triton X-100, pH 8.0) 

2. Προστίθενται 4μl λυσοζύμης (50 mg/ml). 

3. Επωάζεται σε θερμοκρασία δωματίου για 5 min . 

4. Επωάζεται σε θερμοκρασία 100oC για 45 sec. 

5. Φυγοκεντρείται σε 11.000 x g για 10 min. 

6. Απομακρύνεται το ίζημα. 

7. Προστίθενται 8 μl CTAB (5%). 

8. Φυγοκεντρείται σε 11.000 x g για 5 min . 

9. Απομακρύνεται το υπερκείμενο και προσθέτονται 300 μl NaCl 1.2 M. 

10. Επαναδιαλυτοποιείται ισχυρά με vortex. 

11. Προστίθενται 750 μl παγωμένης απόλυτης αιθανόλης. 

12. Φυγοκεντρείται σε 11.000 g για 10 min. 

13. Απομακρύνεται το υπερκείμενο. 

14. Ακολουθεί έκπλυση με 70% αιθανόλη 2 φορές και ξήρανση. 

15. Προστίθενται 20 μl ρυθμιστικού διαλύματος TE και επαναδιαλυτοποιείται. 

16. Προσθέτεται 1 μl RNάση A 1 mg/ml. 

17. Επωάζεται σε θερμοκρασία 65oC για 30 min. 

 

 

3.6.4 Απομόνωση με χρήση πακέτου έτοιμων αντιδραστηρίων NucleoSpin 

plasmid (Macherey – Nagel, cat. No. 740 588.250) μετά από επεξεργασία των 

κυττάρων σύμφωνα με τους Somkuti et al. (1986). 

 

1. Επαναιωρείται το κυτταρικό ίζημα σε 1 ml Tris 10 mM. 

2. Φυγοκεντρείται σε 12000 x g για 2 min. 



Υλικά και μέθοδοι 

 

 

48 

3. Επαναιωρείται σε 500 μl 20 mM Tris - 30 mg/ml λυσοζύμη - 24% PEG. 

4. Επωάζεται σε θερμοκρασία 37οC για 1h. 

5. Φυγοκεντρείται σε 12000 x g για 5 min. 

 

Στη συνέχεια η απομόνωση πραγματοποιείται σύμφωνα με τις οδηγίες του 

πακέτου με τη διαφορά ότι τα διαλύματα Α1, Α2 και Α3 προστίθενται στη διπλάσια 

από τη καθορισμένη ποσότητα. 

 

 

3.6.5 Απομόνωση με χρήση πακέτου έτοιμων αντιδραστηρίων NucleoSpin 

plasmid (Macherey – Nagel, cat. No. 740 588.250) με τροποποιήσεις. 

 

1. Επαναιωρείται το κυτταρικό ίζημα σε 1 ml ds H2O. 

2. Φυγοκεντρείται σε 12000 g για 1 min. 

3. Επαναιωρείται το κυτταρικό ίζημα σε 500 μl διαλύματος Α1 του NucleoSpin 

Plasmid με 25% σακχαρόζη - 20 mg/ml λυσοζύμη – 40 U/ml μουτανολυσίνη. 

4. Επωάζεται σε θερμοκρασία 37oC για 30 min. 

 

Στη συνέχεια η απομόνωση πραγματοποιείται σύμφωνα με τις οδηγίες του 

πακέτου με τη διαφορά ότι τα διαλύματα Α2 και Α3 προστίθενται στη διπλάσια από 

τη καθορισμένη ποσότητα. 

 

Επιπλέον πραγματοποιήθηκαν οι εξής τροποποιήσεις με χαμηλότερη 

απόδοση από τη μέθοδο που περιγράφηκε παραπάνω: 

 Το βήμα 1 παραλείφθηκε. 

 Στο βήμα 3 η ποσότητα του διαλύματος που προστέθηκε ήταν 250 μl. 

 Μετά την επώαση του βήματος 4 προστέθηκαν 250 μl διαλύματος Α. 

 Η προσθήκη του ενζύμου μουτανολυσίνη παραλήφθηκε. 

 Η επώαση του βήματος 3 δοκιμάσθηκε σε χρόνους 15-60 min. 
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3.7 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA από L. lactis σε μικρή κλίμακα (mini 

prep). 

 

3.7.1 Απομόνωση με χρήση πακέτου έτοιμων αντιδραστηρίων NucleoSpin 

plasmid (Macherey – Nagel, cat. No. 740 588.250).  

 

Η απομόνωση πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με τις οδηγίες του πακέτου, 

αφού προηγουμένως το κυτταρικό ίζημα επαναιωρήθηκε  στο διάλυμα Α1 στο οποί 

προστέθηκε λυσοζύμη σε συγκέντρωση 20 mg/ml και επωάστηκε στους 37oC για 

30-60 min. 

 

 

3.7.2 Απομόνωση με χρήση πακέτου έτοιμων αντιδραστηρίων NucleoSpin 

plasmid (Macherey – Nagel, cat. No. 740 588.250) με τροποποιήσεις. 

 

1. Καλλιέργεια 5-10 ml φυγοκεντρείται σε 11.000 x g για 1 min. 

2. Επαναδιαλυτοποιείται το κυτταρικό ίζημα σε 1 ml ds H2O. 

3. Φυγοκεντρείται σε 12.000 x g για 1 min. 

4. Φυγοκεντρείται το ίζημα σε 250 μl διαλύματος Α1 του NucleoSpin Plasmid με 

25% σακχαρόζη - 20 mg/ml λυσοζύμη. 

5. Επωάζεται σε θερμοκρασία 37oC για 30 min. 

6. Συνέχεια σύμφωνα με το εγχειρίδιο του πακέτου έτοιμων αντιδραστηρίων 

NucleoSpin Plasmid με την προσθήκη του διαλύματος A2 από το βήμα 2 του 

βασικού πρωτοκόλλου. 
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3.7.3 Απομόνωση με αλκαλική λύση (Anderson et al., 1983). 

 

1. Καλλιέργεια 5-10 ml φυγοκεντρείται σε 11.000 x g για 1 min. 

2. Επαναδιαλυτοποιείται το κυτταρικό ίζημα σε 379 μl 6.7% sucrose - 50 mM Tris 

– 1 mM EDTA, pH 8.0. 

3. Θερμαίνεται σε θερμοκρασία 37oC. 

4. Προσθέτονται 96,5 μl λυσοζύμης (10 mg/ml σε 25 mM Tris, pH 8.0). 

5. Επωάζεται σε θερμοκρασία 37οC για 5 min. 

6. Προσθέτονται 48,2 μl 0.25 M EDTA - 50 mM Tris, pH 8.0. 

7. Προσθέτονται 27,6 μl διαλύματος SDS (20% [wt/vol] σε 50 mM Tris-20 mM 

EDTA, pH 8.0). 

8. Επωάζεται σε θερμοκρασία 37οC για 10 min. 

9. Αναδεύεται ισχυρά με vortex για 30 sec. 

10. Προσθέτονται 27,6 μl 3 N NaOH. 

11. Αναδεύεται ήπια για 10 min. 

12. Προσθέτονται 49,6 μl 2 M Tris-HCL pH 7.0. 

13. Αναδεύεται ήπια για 3 min. 

14. Προσθέτονται 71,7 μl 5 M NaCl. 

15. Προσθέτονται 700 μl φαινόλης κορεσμένης με 3% NaCl και αναδεύεται. 

16. Φυγοκεντρείται σε 11000 x g για 5 min. 

17. Παραλαμβάνεται η υδατική φάση και προστίθενται σε αυτήν 700 μl 

χλωροφόρμιου – ισοαμυλικής αλκοόλης (24/1) και αναδεύεται. 

18. Παραλαμβάνεται η υδατική φάση και κατακρημνίζεται με προσθήκη ίσου όγκου 

ισοπροπανόλης. 

19. Επωάζεται σε θερμοκρασία 0οC για τουλάχιστον 30 min. 

20. Φυγοκεντρείται σε 11000 x g για 5 min. 

21. Απομακρύνεται η ισοπροπανόλη και διαλυτοποιείται το ίζημα σε 20 μl 10 mM 

Tris - 1 mM EDTA, pH 7.5. 
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3.8 Απομόνωση γονιδιωματικού DNA 

 

3.8.1 Απομόνωση ολικού DNA από S. thermophilus ανεπτυγμένο σε θρεπτικό 

μέσο Μ17 (Flamm et al., 1984 με τροποποιήσεις). 

 

1. Καλλιέργεια 10 ml φυγοκεντρείται σε 11.700 g για 10 min. 

2. Εκπλένεται το ίζημα με 5 ml 0.1 X SSC. 

3. Επαναιωρείται σε 1 ml of 0.01 M ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού νατρίου με 

20% σακχαρόζη (pH 7.0) και λυσοζύμη (2.5 mg/ml). 

4. Επωάζεται σε θερμοκρασία 37°C για 45 min. 

5. Προστίθενται 9 ml διαλύματος λύσης. 

6. Επωάζεται σε 37°C για 30 min. 

7. Προστίθενται 500 μλ φαινόλης : χλωροφόρμιου (1:1). 

8. Φυγοκεντρείται σε 11000 x g για 1 min και απομονώνεται η υδατική φάση. 

9. Καταβυθίζεται το DNA με την προσθήκη 1 ml αιθανόλης. 

10. Φυγοκεντρείται σε 11000 x g για 10 min. 

11. Το ίζημα επαναδιαλυτοποιείται σε 100 μl ρυθμιστικό διάλυμα TE. 

 

Διαλύματα: 

1 X SSC: 0.15 M χλωριούχο νάτριο, 0.015 M κιτρικό νάτριο. 

Διάλυμα λύσης: 10 mM Tris-HCl [pH 8.0], 1mM EDTA, 1% SDS, 500 μg/ml 

πρωτεϊνάση Κ. 

Ρυθμιστικό διάλυμα TE: 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA. 
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3.8.2 Απομόνωση γονιδιωματικού DNA από καλλιέργειες S. thermophilus ή 

L. lactis όγκου 1-5 ml σε θρεπτικό μέσο Μ17 με χρήση πακέτου έτοιμων 

αντιδραστηρίων NucleoSpin Tissue (Macherey – Nagel, cat. Νο. 740952).  

 

Η μέθοδος βασίζεται στην λύση των κυττάρων σε διάλυμα με proteinase K / 

SDS, στην ειδική δέσμευσή του γονιδιωματικού DNA σε κατάλληλη στήλη με ιοντικές 

δυνάμεις και έκλουση με κατάλληλο αντιδραστήριο.  

Προηγουμένως πραγματοποιήθηκε επώαση των κυττάρων σε διάλυμα 20 

mM Tris/HCl, 2 mM EDTA, 1% Triton X-100 pH 8 συμπληρωματικά με 50 mg/ml 

lysozyme σε θερμοκρασία 37οC για 45 min και στη συνέχεια η προσθήκη 

πρωτεϊνάσης K και επώαση σε θερμοκρασία 56οC μέχρι να παρατηρηθεί η λύση 

(στη συγκεκριμένη περίπτωση 90 - 120 min). Τα στάδια αυτά προτείνονται για 

βακτήρια που εμφανίζουν δυσκολία στη λύση, όπως τα Gram θετικά. 

 

 

3.9 Απομόνωση RNA 

 

3.9.1 Μέθοδος απομόνωσης ολικού RNA από καλλιέργειες S. thermophilus 

όγκου 1-5 ml σε θρεπτικό μέσο M17, GM17 και HJG με χρήση πακέτου έτοιμων 

αντιδραστηρίων NucleoSpin RNA II (Macherey – Nagel, cat. Νο. 740955 ) με 

τροποποιήσεις.  

 

Η μέθοδος βασίζεται στην λύση των κυττάρων με μεγάλη συγκέντρωση 

χαοτροπικών ιόντων για την προστασία του RNA από ενδογενείς ριβονουκλεάσες, 

στην ειδική δέσμευσή του RNA σε κατάλληλη στήλη με ιοντικές δυνάμεις, και 

έκλουση με κατάλληλο αντιδραστήριο. Επίσης πραγματοποιήθηκαν οι 

τροποποιήσεις που προτείνονται για τη λύση Gram θετικών βακτηρίων με επώαση 
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των κυττάρων σε ρυθμιστικό διάλυμα TE (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA) με 20 mg/ml 

λυσοζύμης σε θερμοκρασία 37οC για 20 min. 

 

 

3.9.2 Μέθοδος απομόνωσης ολικού RNA από καλλιέργειες S. thermophilus 

όγκου 1-5 ml σε αποβουτυρωμένο γάλα (skim milk) με χρήση πακέτου 

έτοιμων αντιδραστηρίων NucleoSpin RNA II (Macherey – Nagel, cat. Νο. 

740955) με τροποποιήσεις. 

 

Η απομόνωση ολικού RNA από S. thermophilus ανεπτυγμένο σε 

αποβουτυρωμένο γάλα απαιτεί ορισμένες τροποποιήσεις καθώς η απομόνωση των 

κυττάρων από το θρεπτικό μέσο είναι αδύνατη. Η παραλαβή των κυττάρων μετά 

από φυγοκέντρηση παρεμποδίζεται λόγω της περιεκτικότητάς του μέσου σε 

πρωτεΐνες.  

Στην καλλιέργεια προστέθηκαν 0,33 όγκοι 1Μ κιτρικό τρινάτριο και 0.13 

όγκων διαλύματος saline (0,145 M χλωριούχο νάτριο, 0.016 β-γλυκεροφωσφορικό 

νάτριο, 0,1% Tween 80, pH 7.0). Ακολούθησε φυγοκέντρηση της καλλιέργειας σε 

5.000 g για 7 min, επαναδιαλυτοποίηση σε ρυθμιστικό διάλυμα ΤΕ (10 mM Tris-Cl, 

1 mM EDTA) με 20 mg/ml λυσοζύμη και επώαση σε θερμοκρασία 37oC για 20 min. 

Στη συνέχεια η μέθοδος εφαρμόστηκε σύμφωνα με το εγχειρίδιο χρήσης. 

 

 

3.9.3 Μέθοδος απομόνωσης ολικού RNA από καλλιέργειες S. thermophilus 

όγκου 5 ml σε αποβουτυρωμένο γάλα με βρασμό με Triton X-100 σύμφωνα 

με τους Sung et al., 2003 και Guimont et al., 2002. 
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1. Προσθέτονται 0,33 όγκοι 1 M κιτρικό τρινάτριο και 0,13 όγκοι διαλύματος saline 

(0,145 χλωριούχο νάτριο, 0.016 β-γλυκεροφωσφορικό νάτριο, 0,1% Tween 80, 

pH 7.0). 

2. Φυγοκεντρείται η καλλιέργεια σε 12.000 x g για 1 min. 

3. Επαναιωρείται το κυτταρικό ίζημα σε 5 ml ρυθμιστικού διαλύματος TE (10 mM 

Tris-Cl, 1 mM EDTA). 

4. Φυγοκεντρείται σε 12.000 x g για 1 min. 

5. Επαναιωρείται σε 1 ml ΤΕ buffer με 0.2% Triton X-100. 

6. Επωάζεται σε θερμοκρασία 100oC για 10 min. 

7. Επωάζεται σε παγόλουτρο για λίγα λεπτά και διαχωρίζεται σε 2 σωληνάρια. 

8. Προσθέτεται ίσος όγκος χλωροφόρμιου (500 μl σε κάθε σωληνάριο). 

9. Ανακινείται 10-15 φορές. 

10. Φυγοκεντρείται σε 12.000 x g για 10 min σε θερμοκρασία 4οC. 

11. Παραλαμβάνεται η υδατική φάση σε νέο σωληνάριο. 

12. Προσθέτεται 1/10 του όγκου 3 M οξικού νατρίου pH 5.2 (50 μl). 

13. Προσθέτονται 2 όγκοι 100% παγωμένης αιθανόλης (1 ml). 

14. Επωάζεται σε θερμοκρασία -80οC για 20 min. 

15. Φυγοκεντρείται σε 12.000 g για 10 min σε θερμοκρασία 4οC. 

16. Εκπλένεται το ίζημα με 1 ml 70% αιθανόλης. 

17. Φυγοκεντρείται σε 12.000 g για 10 min σε θερμοκρασία 4οC. 

18. Εκπλένεται το ίζημα με 1 ml 70% αιθανόλης. 

19. Φυγοκεντρείται σε 12.000 g για 10 min σε θερμοκρασία 4οC. 

20. Εκπλένεται το ίζημα με 1 ml 100% αιθανόλης. 

21. Φυγοκεντρείται σε 12.000 x g για 10 min σε θερμοκρασία 4οC. 

22. Ξηραίνεται για 5 min. 

23. Επαναδιαλυτοποιείται σε 100 μl Η2Ο επεξεργασμένου με DEPC. 
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3.9.4 Μέθοδος απομόνωσης ολικού RNA από καλλιέργειες S. thermophilus 

όγκου 5 ml σε αποβουτυρωμένο γάλα με βρασμό με Hot Phenol σύμφωνα με 

τους Guimont et al., 2002 και την ηλεκτρονική διεύθυνση του UOHSC 

 

1. Προσθέτονται 0,33 όγκοι 1 M κιτρικό τρινάτριο και 0,13 όγκοι διαλύματος saline 

(0,145 χλωριούχο νάτριο, 0.016 β-γλυκεροφωσφορικό νάτριο, 0,1% Tween 80, 

pH 7.0). 

2. Προσθέτεται 1/10 του όγκου φαινόλη και 4/10 παγωμένη αιθανόλη (4,5 ml 100% 

παγωμένη αιθανόλη με 500 μl φαινόλη κορεσμένη σε H2O). 

3. Φυγοκεντρείται σε 8.000 x g για 10 min σε θερμοκρασία 4oC. 

4. Απομακρύνεται το υπερκείμενο όσο το δυνατό σε μεγαλύτερη ποσότητα. 

5. Επαναιωρείται σε 700 μl TE buffer pH 8.0 και μεταφέρεται σε μικροφυγοκεντρικά 

σωληνάρια των 1.5 ml. 

6. Προσθέτονται 7 μl διαλύματος 10% SDS. 

7. Επωάζεται σε θερμοκρασία 65οC για 1-2 min. 

8. Προσθέτονται 77 μl 1 M οξικού νατρίου και 850 μl φαινόλης κορεσμένης σε H2O 

προθερμασμένης σε θερμοκρασία 65οC. 

9. Αναδεύεται 10 φορές. 

10. Επωάζεται σε θερμοκρασία 65οC για 6 min με ανάδευση κάθε 60 sec. 

11. Φυγοκεντρείται 12.000 x g για 10 min σε θερμοκρασία 4oC. 

12. Παραλαμβάνεται η υδατική φάση σε νέο σωληνάριο. 

13. Προσθέτονται 850 μl χλωροφόρμιου και αναδεύονται.  

14. Φυγοκεντρείται σε 12.000 x g για 10 min σε θερμοκρασία 4oC. 

15. Η υδατική φάση παραλαμβάνεται και διαχωρίζεται σε 2 μικροφυγοκεντρικά 

σωληνάρια των 1.5 ml. 

16. Προσθέτονται σε κάθε σωληνάριο 800 μl 100% παγωμένης αιθανόλης και 35 μl 

3 M οξικού νατρίου. 

17. Επωάζονται σε θερμοκρασία -80οC για 2h με O/N. 

18. Φυγοκεντρούνται σε 15.000 x g για 25 min σε θερμοκρασία 4oC. 

19. Τα υπερκείμενα αποχύνονται προσεκτικά. 
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20. Τα ιζήματα εκπλένονται με 1 ml 80% παγωμένης αιθανόλης. 

21. Φυγοκεντρούνται σε 15.000 x g για 15 min σε θερμοκρασία 4oC . 

22. Τα υπερκείμενα αποχύνονται προσεκτικά. 

23. Τα ιζήματα εκπλένονται με 1 ml 80% παγωμένης αιθανόλης. 

24. Φυγοκεντρούνται σε 15.000 x g για 15 min σε θερμοκρασία 4oC . 

25. Τα ιζήματα επαναδιαλυτοποιούνται σε 30 μl Η2Ο DEPC treated. 

 

 

 

 

3.10 Ηλεκτροφόρηση 

 

Αρχή της μεθόδου 

Τα νουκλεϊκά οξέα και οι πρωτεΐνες είναι δυνατόν να διαχωριστούν και να 

αναλυθούν ως προς το μέγεθος, το ηλεκτρικό φορτίο και τη διαμόρφωση μέσω της 

ηλεκτροφόρησης. Ο διαχωρισμός πραγματοποιείται με εφαρμογή  ηλεκτρικού 

πεδίου σε κατάλληλες συνθήκες στις οποίες μπορούν να διατηρηθούν ακόμα και οι 

βιολογικές τους ιδιότητες. Χρησιμοποιούνται ανθεκτικά υλικά και πηκτώματα που 

αποτελούνται από πολυμερή όπως η αγαρόζη και το πολυακρυλαμίδιο. 

Η ταχύτητα της μετακίνησης και του διαχωρισμού μέσα σε ένα πήκτωμα είναι 

συνάρτηση του μήκους, του φορτίου και της διαμόρφωσής τους καθώς τα μικρότερα 

μόρια κινούνται γρηγορότερα από τα μεγαλύτερα. Αντίστοιχα με τα απόλυτα μεγέθη 

των μορίων που θέλουμε να διαχωριστούν και τις διαφορές των μεγεθών μεταξύ 

τους χρησιμοποιούνται διαφορετικά υλικά σε διαφορετικές συγκεντρώσεις. 

Πηκτώματα αγαρόζης σε συγκέντρωση 1%  χρησιμοποιούνται για διαχωρισμό 

νουκλεϊκών οξέων μεγέθους 100 μέχρι μερικών χιλιάδων ζευγών βάσεων όταν 

διαφέρουν κατά λίγες εκατοντάδες ζεύγη βάσεων, ενώ πηκτώματα 

πολυακριλαμιδίου για διαφορές ακόμα και λίγων νουκλεοτιδίων και για τον 

διαχωρισμό πρωτεϊνών (Watson et al., 2007). 
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3.10.1 Ηλεκτροφόρηση δειγμάτων DNA και RNA σε πήκτωμα αγαρόζης 

 

Αρχή της μεθόδου 

Η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης είναι μία μέθοδος που 

χρησιμοποιείται συνήθως για τον διαχωρισμό, την ταυτοποίηση και τον καθαρισμό 

των νουκλεϊκών οξέων. Πραγματοποιείται σε συσκευή οριζόντιας διάταξης και 

βασίζεται στην κίνηση των μορίων των νουκλεϊκών οξέων μέσα σε πήκτωμα του 

πολυμερούς αγαρόζη όταν ασκηθεί ηλεκτρική τάση λόγω του αρνητικού φορτίου 

των φωσφορικών ομάδων τους (Sambrook et al., 1989; Watson et al., 2007). 

 

Πειραματικό μέρος 

Για την ηλεκτροφόρηση DNA χρησιμοποιήθηκε πήκτωμα αγαρόζης 1%, ενώ για 

RNA 1,8% σε διάλυμα ΤΑΕ. 

 

1. Ζυγίζεται η κατάλληλη ποσότητα αγαρόζης για τελική συγκέντρωση 1 % (w/v) 

για δείγματα DNA και 1.8% για δείγματα RNA σε κωνική φιάλη και προστίθεται 

η κατάλληλη ποσότητα ρυθμιστικού διαλύματος ηλεκτροφόρησης ΤΑΕ για την 

εκάστοτε φόρμα υποδοχής του πηκτώματος 

2. Θερμαίνεται το διάλυμα μέχρι να διαλυθεί η αγαρόζη. 

3. Στο μεταξύ συναρμολογείται η φόρμα υποδοχής κατάλληλα ώστε να 

δημιουργηθεί ορθογώνιο πήκτωμα όταν κρυώσει, μαζί με ειδικά χτένια που θα 

δημιουργήσουν οπές στις οποίες θα τοποθετηθούν τα δείγματα με τα νουκλεϊκά 

οξέα. 

4. Όταν το διάλυμα κρυώσει σε θερμοκρασία 50oC, προστίθεται κατάλληλη 

ποσότητα βρωμιούχου αιθιδίου για τελική συγκέντρωση 0,5 μg/ml (w/v) σε 

πηκτώματα ηλεκτροφόρησης DNA και 1 μg/ml σε πηκτώματα ηλεκτροφόρησης 

RNA.  

5. Στη συνέχεια αποχύνεται το διάλυμα αγαρόζης στη φόρμα, η οποία τοποθετείται 

στη συσκευή ηλεκτροφόρησης. Στη συσκευή προστίθεται διάλυμα ΤΑΕ μέχρι να 

καλυφθεί όλη η επιφάνεια του πηκτώματος. 
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6. Προστίθεται στα δείγματα DNA διάλυμα φόρτωσης (gel loading buffer, GLB) σε 

αναλογία 5:1. και τοποθετούνται στα φρεάτια. 

7. Η συσκευή συνδέεται στη μονάδα τάσης όπου εφαρμόζονται 5 V/cm. 

8. Όταν τα δείγματα διανύσουν την επιθυμητή απόσταση διακόπτεται η παροχή 

ρεύματος, αφαιρείται το πήκτωμα από τη συσκευή και τοποθετείται πάνω σε 

πλάκα με λάμπες υπεριώδους ακτινοβολίας όπου και φωτογραφίζεται το 

πήκτωμα με ειδική φωτογραφική μηχανή. Το ειδικό πρόγραμμα επεξεργασίας 

εικόνων που χρησιμοποιήθηκε ήταν το Kodak 1D v. 3.6.0. 

 

Διαλύματα: 

ΤΑΕ (Tris – acetate): Tris 40mM, EDTA 1 mM, pH 8.0 με οξικό οξύ. 

Βρωμιούχο αιθίδιο: 3 mg/ml (w/v)  

Διάλυμα φόρτωσης GLB: 0.9% SDS, 0.05% κυανούν βρωμοφαινόλης, 50% 

γλυκερόλη. 

 

 

3.10.2 Ηλεκτροφόρηση δειγμάτων RNA σε πήκτωμα αγαρόζης με ρυθμιστικό 

διάλυμα MOPS – φορμαλδεΰδη για την χρήση τους σε πειράματα Northern. 

  

Η ηλεκτροφόρηση δειγμάτων RNA σε πήκτωμα αγαρόζης 

πραγματοποιήθηκε με μερικές τροποποιήσεις όταν το πήκτωμα θα 

χρησιμοποιούνταν για μεταφορά τύπου Northern και υβριδισμό. Η συγκέντρωση 

αγαρόζης στο πήκτωμα ήταν 1,8% και διαλύθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα MOPS με 

φορμαλδεΰδη ώστε να ηλεκτροφορηθεί υπό αποδιατακτικές συνθήκες για καλύτερο 

διαχωρισμό των μορίων (Ausubel et al., 2003). 

 

1. Ζυγίζεται η κατάλληλη ποσότητα αγαρόζης για τελική συγκέντρωση 1.8% και 

προστίθεται σε κωνική φιάλη μαζί με 84,6% (v/v) του τελικού όγκου του 

πηκτώματος που θέλουμε να δημιουργήσουμε H2O κατεργασμένο με DEPC. 
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2. Θερμαίνεται το διάλυμα μέχρι να διαλυθεί η αγαρόζη. 

3. Στο μεταξύ συναρμολογείται η φόρμα υποδοχής κατάλληλα ώστε να 

δημιουργηθεί ορθογώνιο πήκτωμα όταν κρυώσει, μαζί με ειδικά χτένια που θα 

δημιουργήσουν οπές στις οποίες θα τοποθετηθεί το RNA. 

4. Αφήνεται να κρυώσει σε θερμοκρασία 60oC οπότε και προστίθεται 10% (v/v) του 

τελικού όγκου του πηκτώματος ρυθμιστικό διάλυμα MOPS και 5,4% (v/v) του 

τελικού όγκου φορμαλδεΰδη 37% σε απαγωγό. 

5. Στη συνέχεια αποχύνεται το διάλυμα αγαρόζης στη φόρμα, η οποία τοποθετείται 

στη συσκευή ηλεκτροφόρησης σε απαγωγό. Στη συσκευή προστίθεται διάλυμα 

1Χ MOPS μέχρι να καλυφθεί όλη η επιφάνεια του πηκτώματος. 

6. Προστίθεται στα δείγματα RNA διπλάσιος όγκος διαλύματος φόρτωσης (RNA 

loading buffer), τα οποία στη συνέχεια επωάζονται σε θερμοκρασία 65οC για 10 

min, κατόπιν σε πάγο για 2 min και τέλος τοποθετούνται στα φρεάτια.  

7. Η συσκευή συνδέεται στη μονάδα τάσης όπου εφαρμόζονται 5 V/cm. 

8. Όταν τα δείγματα διανύσουν την επιθυμητή απόσταση διακόπτεται η  παροχή 

ρεύματος, αφαιρείται το πήκτωμα από τη συσκευή και τοποθετείται σε δοχείο 

που έχει υποστεί κατεργασία για να απομακρυνθούν οι ριβονουκλεάσες μαζί με 

300 ml H2O κατεργασμένο με DEPC και 15 μl βρωμιούχο αιθίδιο 1%. Επωάζεται 

σε θερμοκρασία δωματίου για 15 min υπό ήπια ανάδευση και τοποθετείται πάνω 

σε πλάκα με λάμπες υπεριώδους ακτινοβολίας όπου και φωτογραφίζεται με 

ειδική φωτογραφική μηχανή.  

 

Διαλύματα: 

10X MOPS: 0.4 M MOPS, pH 7.0, 0.1 M οξικό νάτριο, 0.01 M EDTA σε H2O, 

κατεργασία με DEPC 

RNA loading buffer (200 μl): 50% φορμαμίδιο, 9.5% γλυκερόλη, 16.6% 

φορμαλδεΰδη, 10% 10X MOPS, 2,5% κυανούν βρωμοφαινόλης, 0,5% αναστολέας 

RNασών. 
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3.10.3 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωμα δωδέκυλο θειικού νατρίου – 

πολυακρυλαμίδιου. 

 

Αρχή της μεθόδου 

Η ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών είναι μία διαδικασία που χρησιμοποιείται για 

τον διαχωρισμό ενός μίγματος πρωτεϊνών, για τη διερεύνηση της σύστασης των 

πρωτεϊνών ως προς τις υπομονάδες τους, την επιβεβαίωση της ομογένειας 

πρωτεϊνικών δειγμάτων και τον καθαρισμό πρωτεϊνών για μετέπειτα χρήση. 

 Η ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών πραγματοποιείται σε μία λεπτή κατακόρυφη 

πηκτή SDS πολυακρυλαμίδιου με κατεύθυνση ροής προς τα κάτω. Κάτω από 

αποδιατακτικές συνθήκες οι πρωτεΐνες διαχωρίζονται κυρίως βάσει τη μάζας τους 

καθώς το μείγμα πρωτεϊνών έχει πρώτα διαλυθεί σε διάλυμα ανιοντικού 

απορρυπαντικού δωδέκυλο θειικού νατρίου (SDS) το οποίο καταστρέφει τις μη 

ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις των πρωτεϊνών, με την προσθήκη 

μερκαπτοαιθανόλης που ανάγει τους δισουλφιδικούς δεσμούς. Με την δέσμευση 

του SDS στα αμινοξέα οι πρωτεΐνες αποκτούν ένα μεγάλο φορτίο ανάλογο περίπου 

της μάζας τους, και βάσει αυτού κινούνται υπό ηλεκτρικό πεδίο μέσα στο πήκτωμα, 

με την μετακίνηση να είναι ευθέως ανάλογη του λογάριθμου της μάζας τους. Οι 

πρωτεΐνες στο τέλος χρωματίζονται με κυανούν της Coomassie. 

 

Πειραματικό μέρος 

 

Προετοιμασία Δειγμάτων 

Τα δείγματα πριν την ηλεκτροφόρηση διαλύθηκαν σε διάλυμα SAB και 

θερμάνθηκαν στους 100οC για 10 min την πρώτη φορά που χρησιμοποιήθηκαν και 

για 5 min σε κάθε επόμενη ηλεκτροφόρηση. Ως μάρτυρας μοριακών βαρών 

χρησιμοποιήθηκε ο Precision Plus Protein Standards All Blue της Bio-Rad σύμφωνα 

με τις οδηγίες της κατασκευαστικής εταιρείας. 
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Προετοιμασία πηκτώματος SDS-PAGE 

 

Πίνακας 3.3 Σύσταση πηκτώματος SDS-PAGE 

 Πήκτωμα 

διαχωρισμού 

Πήκτωμα 

επιστοίβασης 

Ακρυλαμίδιο-

δισακρυλαμίδιο 29:1  

15 % 5% 

Τρις-(υδροξυμέθυλο)-

αμινομεθάνιο (Tris)  

0.375 M pH 8.8 0.13 Μ pH 6.8 

Δωδέκυλο θειικό νάτριο 

(SDS) 

0.1 % 0.1 % 

Υπερθειικό αμμώνιο 

(APS) 

0.05 % 0,04 % 

Τετραμέθυλο 

αιθυλενοδιαμίνη 

(TEMED) 

2 μl/ml 1 μl/ml 

 

Χρησιμοποιήθηκαν πηκτώματα SDS-PAGE 15% (Laemni U.K., 1970) τα 

οποία κατασκευάστηκαν χρησιμοποιώντας το σύστημα Bio-rad mini PROTEAN 

tetra cell σύμφωνα με τον πίνακα. Κατά την παρασκευή των πηκτωμάτων τα APS 

και TEMED προστέθηκαν τελευταία ενώ το APS πρέπει να είναι πρόσφατα 

παρασκευασμένο. 

 

Χρώση των πηκτωμάτων 

Τα πηκτώματα μετά την ηλεκτροφόρηση εμβαπτίστηκαν σε διάλυμα χρώσης 

για 1 h και ξεπλύθηκαν με διάλυμα αποχρωματισμού 2 φορές, την πρώτη για 10 min 

και την επόμενη αμέσως μετά κατά τη διάρκεια της νύκτας. 

 

Διαλύματα: 

Διάλυμα χρώσης: 0.1% Coomassie brilliant-blue, 50% μεθανόλη, 10% οξικό οξύ 

Διάλυμα αποχρωματισμού: 10% αιθανόλη, 10% οξικό οξύ 
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3.11 Υπερέκφραση πρωτεϊνών 

 

Για την υπερέκφραση πρωτεϊνών χρησιμοποιήθηκε το σύστημα 

υπερέκφρασης E. coli BL21::DE3-pET29c(+). Το σύστημα αυτό προσφέρει την 

δυνατότητα υπερέκφρασης γονιδίων σε κύτταρα E. coli με την σύντηξη μιας ουράς 

6 ιστιδινών στο τέλος της πρωτεΐνης. Το στέλεχος BL21 προσφέρει ανοσία στα 

κύτταρα έναντι του βακτηριοφάγου 21 με την προσθήκη του λυσιγόνου του 

βακτηριοφάγου λ, DE3. Το κρυπτικό λυσιγόνο DE3 φέρει ένα αντίγραφο του 

γονιδίου T7 (T7 RNA πολυμεράση) υπό τον έλεγχο του υποκινητή lacUV5. Τα προς 

υπερέκφραση γονίδια κλωνοποιούνται στο πλασμίδιο pET29c υπό τον ισχυρό 

έλεγχο των σημάτων μεταγραφής και μετάφρασης του βακτηριοφάγου T7 ενώ η 

έκφραση τους επάγεται με τη έναρξη παραγωγής της RNA πολυμεράσης του 

βακτηριοφάγου T7 στο κύτταρο με την προσθήκη IPTG, καθώς εμποδίζει την 

δέσμευση του αναστολέα LacI στον υποκινητή lacUV5. 

 Η προς υπερέκφραση αλληλουχία ενισχύθηκε με συγκεκριμένους εκκινητές 

οι οποίοι σχεδιάστηκαν ώστε να φέρουν την αλληλουχία στο σωστό πλαίσιο 

ανάγνωσης αντίστοιχα με τον πλασμιδιακό φορέα υπερέκφρασης pET29c(+) και 

παρουσιάζονται στον πίνακα 3.4. Η ενισχυμένη αλληλουχία κλωνοποιήθηκε στον 

πλασμιδιακό φορέα pCR-Blunt σε κύτταρα E. coli DH5a. Από υγρές καλλιέργειες 

κυττάρων E. coli DH5a με την κλωνοποιημένη αλληλουχία απομονώθηκε 

πλασμιδιακό DNA και μετά από περιοριστικές πέψεις απομονώθηκε η 

τροποποιημένη από τους εκκινητές προς υπερέκφραση αλληλουχία και 

δεσμοποιήθηκε με πλασμιδιακό φορέα pET29c αφού πρώτα είχε υποστεί 

περιοριστικές πέψεις κατάλληλες ώστε να δεσμοποιηθούν. Οι πλασμιδιακοί φορείς 

pET29c με την τροποποιημένη προς υπερέκφραση αλληλουχία κλωνοποιήθηκαν 

σε κύτταρα E. coli BL21.  

Υγρές καλλιέργειες κυττάρων E. coli BL21 που έφεραν τα πλασμίδια pET29c 

με την προς υπερέκφραση αλληλουχία καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό μέσο L.B. 

παρουσία του αντιβιοτικού καναμυκίνη. Οι καλλιέργειες αυτές ανακαλλιεργήθηκαν 

με αναλογία 1/20 σε τελικό όγκο 30 ml, μέχρι η οπτική τους πυκνότητα στα 600 nm 
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να φτάσει την τιμή O.D.600=0,6. Στη συνέχεια προστέθηκε IPTG σε τελική 

συγκέντρωση 0,5 mM και συλλέχθηκαν δείγματα όγκου 1 ml από διαφορετικούς 

χρόνους ανάπτυξης στα οποία είχε μετρηθεί η οπτική πυκνότητα. Τα δείγματα 

φυγοκεντρήθηκαν σε 12,000 x G για 2 min όπου και διαχωρίστηκε το υπερκείμενο 

από το ίζημα. Το ίζημα επαναιωρήθηκε σε διάλυμα SAB με αναλογία 20 μl 

διαλύματος ανά OD600=0,1 δείγματος. Το ίζημα και το υπερκείμενο φυλάχθηκαν 

στους -20 οC. 

 

Διαλύματα: 

SAB : 50 mM Tris pH 6,8, 2% SDS, 0.1% κυανού της βρωμοφαινόλης, 10 % 

γλυκερόλη, 5% β-μερκαπτοαιθανόλη (η β-μερκαπτοαιθανόλη προστίθεται 

ξεχωριστά στο τέλος λίγο πριν την επαναδιαλυτοποίηση ιζήματος κυττάρων). 

 

 

3.12 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) 

 

Αρχή της μεθόδου 

Η τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης χρησιμοποιείται για την 

αναπαραγωγή μιας συγκεκριμένης αλληλουχίας με την χρήση του ενζύμου DNA 

πολυμεράση, συνθέτοντας αντίγραφα ενός συγκεκριμένου μονόκλωνου τμήματος 

DNA με την προσθήκη ειδικών ολιγονουκλεοτιδικών εκκινητών που το οριοθετούν, 

μετά από αποδιάταξη της διπλής έλικας του DNA. 

Για την δημιουργία των αλυσίδων κλώνων χρησιμοποιούνται 

επαναλαμβανόμενα στάδια θέρμανσης του δείγματος τα οποία περιλαμβάνουν την 

αποδιάταξη των αλυσίδων σε συγκεκριμένη θερμοκρασία, την πρόσδεση των 

εκκινητών στο μονόκλωνο εκμαγείο σε διαφορετική θερμοκρασία και την 

επιμήκυνση των αλυσίδων από το 3΄ άκρο των εκκινητών στη βέλτιστη θερμοκρασία 

δράσης του ενζύμου. Παράγοντες οι οποίοι επηρεάζουν σημαντικά την απόδοση 

της τεχνικής είναι το μήκος και η αλληλουχία του τμήματος που πρόκειται να 

πολλαπλασιαστεί ενώ για την βελτιστοποίηση της τεχνικής είναι απαραίτητη η 
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ρύθμιση παραμέτρων όπως η θερμοκρασία υβριδοποίησης των εκκινητών, οι 

συγκεντρώσεις αλάτων και η χρονική διάρκεια κάθε βήματος (Watson et al., 2007). 

 

 

Πίνακας 3.4 Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν σε αντιδράσεις αλυσιδωτής 

αντίδρασης πολυμεράσης. 

Όνομα Αλληλουχία Tm (oC) Μέγεθος (nt) Χρήση 
4-6L CGCAGCAGTGATGGTTCTAA 51.3 20 PCR/RTPCR 
4-6R AGGGCTAACGGTGCTTCTTT 52.4 20 PCR/RTPCR 
blp0AL GGGAGAAAGTCCCAGAGTCC 51.5 20 PCR 
blp0AR AAGGTGGGCATTAAGGAAGG 52.4 20 PCR 
blp0XL TCAATGGTCGTGTCCACCTA 50.9 20 PCR 
blp0XR CCTTACGGCCATTGTTTTGT 51.8 20 PCR 
BLP1F CTATATCGTAATACTCTAAACGAC 42.4 24 PCR 
BLP1R AACTCTATATGTGTAGTGACAAAG 42.4 24 PCR 
BLP2L CTTGCCAAGTACGTGTTTTGATAC 52.7 24 PCR 
BLP2R GTTTCGTTTTCGTAGGACTTTTGT 52.9 24 PCR/q-RTPCR 
BLP3L CAAATGATATAGCCAAGACAGTGG 52.5 24 PCR/RTPCR 
BLP3R ACTGAATCTATCGGTAGGAACTGC 52.7 24 PCR/RTPCR 
BLPAL CCTGCGTTAGGCTAGATTGC 52.0 20 PCR/RTPCR 
BLPBL TAATCCATCCACCCACTTCC 51.1 20 PCR 
BLPBR TCCACAGTTGTTTAAAAGCACA 50.3 22 PCR/RTPCR 
BLPCL TGGCCTTGCTAATGTCACAG 51.1 20 PCR/RTPCR 
BLPCR GCCCAAAATCTACGTTACGG 51.6 20 PCR/RTPCR 
IPOK1L CGCTAGCTCTGATAGAGACACTTG 52.3 24 PCR/q-RTPCR 
orf3L AAGGACGAAGCCCATAGACA 51.3 20 PCR/RTPCR 
orf4L GAGGCCCATTACGATGAGAA 51.6 20 PCR/RTPCR 
overexp.blpKrev TACCATAGATGAGCTCCACC 57.3 20 Υπερέκφραση 
overexp.blpU-K GGAGGTAGTTCATATGGCAAC 57.9 21 Υπερέκφραση 
overexp.blpURev CATAATCGAGCTCCACCAG 56.7 19 Υπερέκφραση 
PCR1AL CTACATTACCTCCAAACGCTCCT 53.5 23 PCR/q-RTPCR 
PCR1AR GGAGGTTTTGCTAAACAAGGAGTA 53.0 24 PCR/RTPCR 
PCR1BL GTCCAAAAGAAGTCCAAAATCTGT 52.6 24 PCR/RTPCR 
PCR1BR TTCAAATCATAGCACTCCGTCTTA 52.8 24 PCR/RTPCR 
PCR3AL GAACACTGGTAGGTAGGTCAGACA 51.7 24 PCR/RTPCR 
PCR3AR ACCGAAGAGAGTACGAAAGAGAAA 52.7 24 PCR/RTPCR 
PCRAAL TCAATAACCTGCTTTTCTGTCAAA 52.8 24 PCR/RTPCR 
PCRAAR GGCTTCGACGATATTATCACTTTT 52.9 24 PCR/RTPCR 
pcrABR GTGAGTTGGCGAAGACCAAT 51.5 20 PCR/RTPCR 
PCRHRAL CTTTTGGCGTTACAGCCTATAAAT 53.3 24 PCR/RTPCR 
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PCRHRAR TTTTATGGTTTTGAGTTTGAATGG 52.2 24 PCR/RTPCR 
pcrHRBR GCGATAGATGAAGGGATGGA 51.5 20 PCR 
Realtime16SRevS. CACTCTCCCCTTCTGCACTC 61.4 20 qPCR 
Realtime16SS.the AGCGTTGTCCGGATTTATTG 55.3 20 qPCR 
realtimeldhRevS. ACAATAGCAGGTTGACCGATAA 56.5 22 qPCR 
realtimeldhS.the TAAAGCTATCCTTGACGATGAA 54.7 22 qPCR 
realtimerporevS. AGCTGAGGTTACTGCTGGAGAT 60.3 22 qPCR 
realtimerpoS.the ACTGTCATTGTTGCTTGGAATG 56.5 22 qPCR 
U-3L ACAAGGACGAAGCCCATAGA 51.3 20 PCR 
U-3R TAGCTGGGGAGGTTTTGCTA 51.8 20 PCR/qPCR 

 

Πειραματικό μέρος 

Η DNA πολυμεράση που χρησιμοποιήθηκε ήταν η Phusion High-Fidelity της 

εταιρείας Finnzymes. Οι συνθήκες της αντίδρασης ρυθμίστηκαν σύμφωνα με το 

εγχειρίδιο χρήσης του ενζύμου, ενώ οι εκκινητές και η μέση θερμοκρασία 

αποδιάταξης τους (Tm) παρουσιάζονται στον πίνακα 3.4. Σε κάθε πείραμα 

χρησιμοποιήθηκαν ως αρνητικοί μάρτυρες αντιδράσεις PCR απουσία DNA για τον 

εντοπισμό τυχών επιμολύνσεων. 

 

 

3.12.1 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης με αντίστροφη μεταγραφάση (RT-

PCR) 

 

Για την ενίσχυση αλληλουχιών DNA από εκμαγείο RNA χρησιμοποιήθηκε η 

τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης με την προσθήκη ενός βήματος 

μετατροπής του μονόκλωνου RNA σε μονόκλωνο DNA με το ένζυμο αντίστροφη 

μεταγραφάση.  

Η DNA πολυμεράση και η αντίστροφη μεταγραφάση που χρησιμοποιήθηκαν 

ήταν μέρος του πακέτου με έτοιμα αντιδραστήρια RobusT Ι της εταιρείας Finnzymes. 

Οι συνθήκες της αντίδρασης ρυθμίστηκαν σύμφωνα με το εγχειρίδιο χρήσης του 

πακέτου και οι εκκινητές παρουσιάζονται στον πίνακα 3.4. Σε κάθε πείραμα 

χρησιμοποιήθηκαν ως αρνητικοί μάρτυρες αντιδράσεις RT-PCR χωρίς RNA και 
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αντιδράσεις χωρίς το ένζυμο αντίστροφη μεταγραφάση για τον εντοπισμό τυχών 

μολύνσεων ή παρουσίας DNA στο δείγμα RNA. 

 

 

3.12.2 Ποσοτική PCR πραγματικού χρόνου (quantitive real–time PCR) 

 

Αρχή της μεθόδου 

 Η real-time PCR είναι μία μέθοδος ενίσχυσης DNA από εκμαγείο DNA ή RNA 

κατά την οποία φθορίζουσες χρωστικές χρησιμοποιούνται για τον ποσοτικό 

προσδιορισμό του παραγόμενου DNA κατά την αντίδραση PCR (Higuchi et al., 

1992).  

Η μέθοδος βασίζεται στην ποσοτική συσχέτιση μεταξύ της ποσότητας του 

διαθέσιμου υποστρώματος πριν την PCR και την ποσότητα του παραγόμενου 

προϊόντος κατά τη διάρκεια της PCR. Η μεταβολή στις συγκεντρώσεις του 

παραγόμενου προϊόντος παρατηρούνται με την χρήση φθορίζοντων χρωστικών οι 

οποίες μπορούν να δεσμευτούν στη διπλή έλικα του DNA ή με σημασμένα 

φθορίζοντα ολιγονουκλεοτίδια των οποίων η ένταση του σήματος φθορισμού 

διαφοροποιείται ανάλογα με την ενίσχυση του DNA. Το σήμα φθορισμού 

καταγράφεται με το πέρας κάθε κύκλου και η έντασή του συσχετίζεται με την 

ποσότητα του παραγόμενου προϊόντος (Wong and Medrano, 2005; Kubista et al., 

2006). 

 

Πειραματικό μέρος 

Η πειραματική πορεία που ακολουθήθηκε ήταν προσαρμοσμένη για την 

ενίσχυση τμημάτων μεγέθους 50-250 βάσεων από δείγματα ολικού βακτηριακού 

RNA σε 2 βήματα.  

Αρχικά δημιουργήθηκε μονόκλωνο DNA από το ολικό δείγμα RNA (cDNA) με 

τυχαία εξανουκλεοτίδια με τη σειρά αντιδραστηρίων του πακέτου PrimeScript RT 

reagent Kit (Perfect Real Time) της εταιρείας Takara σύμφωνα με της οδηγίες που 
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περιλαμβάνονταν. Στη συνέχεια τα cDNA που δημιουργήθηκαν χρησιμοποιήθηκαν 

ως υπόστρωμα για την αντίδραση real-time PCR με τα αντιδραστήρια του πακέτου 

Kapa Sybr Fast qPCR Kit της εταιρείας KapaBiosystems σύμφωνα με τις οδηγίες 

του εγχειρίδιου. Το μηχάνημα της real-time PCR που χρησιμοποιήθηκε ήταν το 

CFX96 Touch της εταιρείας BioRad. Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν 

παρουσιάζονται στον πίνακα 3.4 με την ένδειξη “q PCR”. Τα αποτελέσματα 

αναλύθηκαν με το λογισμικό CFX manager της εταιρείας BioRad. 

 

 

 

 

3.13 Απομόνωση ζωνών DNA και καθαρισμός από πήκτωμα 

ηλεκτροφόρησης – καθαρισμός δειγμάτων DNA από ενζυματικές αντιδράσεις. 

 

Η απομόνωση και ο καθαρισμός ζωνών DNA από πήκτωμα 

ηλεκτροφόρησης και ο καθαρισμός δειγμάτων από ενζυματικές αντιδράσεις 

πραγματοποιήθηκε με την χρήση πακέτου με έτοιμα αντιδραστήρια NucleoSpin 

Extract II (Macherey – Nagel, cat. No. 740 609.250) 

Η απομόνωση του DNA από πήκτωμα αγαρόζης γίνεται μετά από κοπή της 

επιθυμητής ζώνης και υπολογισμό της μάζας του τμήματος του πηκτώματος. Μετά 

από θέρμανση για διάλυση της αγαρόζης παρουσία χαοτροπικών αλάτων το DNA 

δεσμεύεται σε στήλες οξειδίου του πυριτίου, καθαρίζεται με ειδικό διάλυμα και 

εκλούεται σε ελαφρώς αλκαλικό διάλυμα με χαμηλή αλατότητα. 

Ο καθαρισμός από ενζυματικές αντιδράσεις πραγματοποιείται με την ίδια 

διαδικασία σύμφωνα με τις οδηγίες του πακέτου. 
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3.14 Πέψεις DNA με περιοριστικές ενδονουκλεάσες. 

 

Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες είναι ένζυμα τα οποία έχουν την 

δυνατότητα να αναγνωρίζουν συγκεκριμένες παλίνδρομες αλληλουχίες DNA, 

συνήθως μήκους 4-8 νουκλεοτιδίων, και να κόβουν το μόριο μέσα ή κοντά στην 

αλληλουχία αναγνώρισης. Τα τμήματα που προκύπτουν έχουν πάντα τα ίδια άκρα 

και μπορεί να μονόκλωνα συμπληρωματικά («κολλώδη» άκρα, sticky ends) ή 

δίκλωνα (blunt ends). Κάθε περιοριστικό ένζυμο διαθέτει ένα σύνολο βέλτιστων 

συνθηκών αντίδρασης in vitro που εξαρτάται από τη θερμοκρασία, το pH, και τη 

σύσταση του διαλύματος στο οποίο διεξάγεται η αντίδραση. 

Οι πέψεις έγιναν με ένζυμα και ρυθμιστικά διαλύματα της εταιρείας Takara. 

Σε κάθε πέψη χρησιμοποιήθηκε κατάλληλη ποσότητα ενζύμου ανάλογα με την 

ποσότητα του προς πέψη DNA. Το κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα προστέθηκε σε 

συγκέντρωση 1 x ή σύμφωνα με τις οδηγίες της εταιρείας σε περιπτώσεις πέψεων 

με 2 ένζυμα ταυτόχρονα και επωάστηκαν για τον απαιτούμενο χρόνο σύμφωνα με 

τις οδηγίες των ενζύμων στην βέλτιστη θερμοκρασία για το κάθε ένζυμο. 

 

 

3.15 Κλωνοποίηση αλληλουχιών DNA. 

 

Για την επίτευξη κλωνοποίησης DNA σε κατάλληλο φορέα πρέπει αρχικά η 

αλληλουχία DNA που θα εντεθεί σε αυτόν να έχει τα κατάλληλα άκρα, ώστε να 

δεσμοποιηθεί στον αντίστοιχο πλασμιδιακό φορέα κλωνοποίησης. Αυτό 

επιτυγχάνεται με πέψη του τμήματος DNA και του πλασμιδιακού φορέα με τις 

κατάλληλες περιοριστικές ενδονουκλεάσες ή με την δημιουργία τους μέσω των 

εκκινητών μετά από αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης. Επόμενο βήμα είναι η 

δεσμοποίηση του φορέα με το τμήμα DNA με τη χρήση του ενζύμου DNA λιγάση. 

Κατόπιν το μείγμα της δεσμοποίησης χρησιμοποιείται για μετασχηματισμό 

επιδεκτικών κυττάρων. Οι αποικίες που προκύπτουν αναλύονται και επιλέγονται 
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αυτές που έχουν δεχθεί το φορέα με την ένθεση για περαιτέρω ανάλυση. Αυτές 

καλλιεργούνται και αποθηκεύονται σε θερμοκρασία -80oC με προσθήκη γλυκερίνης 

σε τελική συγκέντρωση 30%.  

 

 

3.16 Αντίδραση δεσμοποίησης, ligation 

 

 Οι αντιδράσεις δεσμοποίησης DNA πραγματοποιούνται παρουσία των 

ενζύμων DNA λιγάσες (DNA ligases) τα οποία ενώνουν 2 τμήματα DNA στα άκρα 

τους. Η συνηθέστερα χρησιμοποιούμενη DNA λιγάση παράγεται από τον 

βακτηριοφάγο T4 και έχει την ιδιότητα να καταλύει την δημιουργία 

φωσφοδιεστερικών δεσμών μεταξύ του 3’-υδροξυ άκρου με ένα 5’-φωσφορικό άκρο 

ενός τμήματος DNA. 

 Στην παρούσα διατριβή χρησιμοποιήθηκαν για τις αντιδράσεις 

κλωνοποίησης σε πλασμιδιακούς φορείς η T4 DNA λιγάση της εταιρείας Takara και 

η Τ4 DNA λιγάση του πακέτου με έτοιμα αντιδραστήρια Zero-Blunt PCR Cloning kit 

της εταιρείας Invitrogen. 

 Ο υπολογισμός της αναλογίας των πλασμιδιακών φορέων και των ενθέσεων 

είναι σημαντικός ως προς την απόδοση της αντίδρασης. Προτιμήθηκε αναλογία 

ένθεσης-φορέα 10:1 με 100:1 σε επίπεδο μορίων σε περιπτώσεις δεσμοποίησης 

απότομων άκρων και 1:1 με 3:1 σε κολλώδη άκρα. 

 

 

3.16.1 Αντίδραση δεσμοποίησης, ligation με την χρήση του ενζύμου T4 DNA 

Ligase της εταιρείας Takara (cat.No. 2040.A ) 

 

Τα βήματα που ακολουθήθηκαν για την επίτευξη της αντίδρασης δεσμοποίησης 

περιλάμβαναν: 

 την προσθήκη του γραμμοποιημένου πλασμιδιακού φορέα 
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 την προσθήκη της ένθεσης DNA προς κλωνοποίηση 

 την προσθήκη της κατάλληλης ποσότητας του ρυθμιστικού διαλύματος του 

ενζύμου ώστε η τελική του συγκέντρωση να είναι 1 x 

 την προσθήκη 1 μl του ενζύμου (350 units) 

 και τέλος την προσθήκη της κατάλληλης ποσότητας απεσταγμένου 

αποστειρωμένου H2O όπου χρειαζόταν για την συμπλήρωση του τελικού 

όγκου της αντίδρασης στο επιθυμητό. 

 

Η προετοιμασία των αντιδράσεων πραγματοποιήθηκε σε παγόλουτρο και με την 

ολοκλήρωση των βημάτων, τα δείγματα επωάστηκαν σε θερμοκρασία 16οC για 12-

16 h. 

Οι πλασμιδιακοί φορείς κλωνοποίησης που χρησιμοποιήθηκαν ήταν οι pUC18 και 

pUC19. 
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MCS (MultiCloning Site, Πολυσυνδέτης) 

 

 

 

Α 

Β 

Γ 
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Εικόνα 3.2 Χάρτης πλασμιδιακών φορέων pUC18 και pUC19. A) Στην εικόνα 
παρουσιάζεται η κυκλική μορφή των πλασμιδίων pUC18 και pUC19 η οποία είναι 
κοινή στα δύο πλασμίδια, με εξαίρεση την περιοχή του πολυσυνδέτη (MCS) η οποία 
έχει αντίθετη φορά μεταξύ τους. Με βέλη εμφανίζονται τα γονίδια των πλασμιδίων 
και οι θέσεις περιορισμού προσδιορίζονται με γραμμές μαζί με τον αριθμό του 
ζεύγους βάσεων στο οποίο θα κοπεί το πλασμίδιο. Β και Γ) Στις εικόνες 
εμφανίζονται οι αλληλουχίες των 2 αλυσίδων της θέσης πολυσυνδέτη των 
πλασμιδίων pUC18 και pUC19 αντίστοιχα. Εκατέρωθεν των 2 αλυσίδων με τις 
αλληλουχίες εμφανίζονται θέσεις εκκινητών και περιορισμού καθώς και η αμινοξική 
αλληλουχία σε μεταγραφικό επίπεδο. 

 

 

3.16.2 Αντίδραση δεσμοποίησης, ligation με την χρήση πακέτου έτοιμων 

αντιδραστηρίων Zero Blunt PCR Cloning Kit (Invitrogen, cat. No. K2750-20) 

 

Οι αντιδράσεις δεσμοποίησης πραγματοποιήθηκαν σε παγόλουτρο σύμφωνα με τις 

επισυναπτόμενες οδηγίες. 

 

Συγκεκριμένα προστέθηκαν: 

 η ένθεση DNA προς κλωνοποίηση 

 ο ευθυγραμμισμένος πλασμιδιακός φορέας pCR-Blunt σε ποσότητα 25 ng 

 Τ4 DNA λιγάση δραστικότητας 4 U 

 το ρυθμιστικό διάλυμα του ενζύμου σε ποσότητα κατάλληλη ώστε η τελική 

συγκέντρωσή του να είναι 1 x 

 απεσταγμένο αποστειρωμένο νερό όπου ήταν απαραίτητο για να 

συμπληρωθεί ο όγκος της αντίδρασης στο επιθυμητό. 
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Εικόνα 3.3 Χάρτης του πλασμιδίου pCR-Blunt 
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3.17 Μετασχηματισμός 

 

Αρχή της μεθόδου 

 Μετασχηματισμός ονομάζεται ένας από τους τρεις βασικούς μηχανισμούς 

οριζόντιας μεταφοράς γενετικού υλικού στα βακτήρια. Εμφανίζεται φυσικά σε 

κάποια είδη βακτηρίων ή μπορεί να εφαρμοστεί με τεχνικά μέσα όπου τα κύτταρα 

δέκτες δέχονται DNA μετά από φυσική, χημική ή ενζυματική επεξεργασία. Σε κάθε 

περίπτωση εξωγενές γενετικό υλικό εισέρχεται σε κύτταρα δέκτη και εγκαθίσταται 

σε αυτά εκφράζοντας τη γενετική πληροφορία του φορέα. 

 Μία από τις πιο συχνά χρησιμοποιούμενες μεθόδους περιλαμβάνει θερμικό 

σοκ στα κύτταρα δέκτες και επίδραση με ιόντα ασβεστίου που καταβυθίζουν το DNA 

στην επιφάνεια των κυττάρων ώστε να εισαχθεί σε αυτά. Μία άλλη πιο πρόσφατη 

τεχνική, η ηλεκτροδιάτρηση, χρησιμοποιείται επίσης συχνά για τεχνητό 

μετασχηματισμό. Σε αυτήν, ένα εναιώρημα επιδεκτικών κυττάρων αναμεμιγμένο με 

DNA προστίθεται σε μία ειδική κυψελίδα με μεταλλικές τις δύο απέναντι άκρες και 

εκτίθεται σε ηλεκτρικό πεδίο το οποίο δημιουργεί προσωρινά πόρους ή αντλίες στις 

κυτταρικές μεμβράνες επιτρέποντας στο DNA να εισέλθει στα κύτταρα πριν 

κλείσουν (Stewart., 2003). 

Σε κάθε πείραμα μετασχηματισμού χρησιμοποιείται θετικός και αρνητικός 

μάρτυρας, όπου στο θετικό γίνεται μετασχηματισμός με τον φορέα που προσδίδει 

αντοχή στο εκάστοτε αντιβιοτικό επιλογής, ενώ στον αρνητικό πραγματοποιείται η 

διαδικασία του μετασχηματισμού χωρίς την προσθήκη DNA. 

 

3.17.1 Μετασχηματισμός με ηλεκτροδιάτρηση σε κύτταρα E. coli  

 

 Ο μετασχηματισμός πραγματοποιήθηκε στο Gene Pulser Xcell 

Electroporation System της εταιρείας Bio-Rad. Επιδεκτικά κύτταρα δημιουργήθηκαν 

σύμφωνα με το πρωτόκολλο που αναγράφεται στον οδηγό του μηχανήματος 

(Ausubel et al., 1987; Miller and Nickoloff, 1995) ως εξής: 



    Υλικά και μέθοδοι 

 

 

75 

 

Δημιουργία επιδεκτικών κυττάρων 

1. Εμβολιάζονται 500 ml θρεπτικού υλικού LB με 5 ml φρέσκιας πλήρως 

αναπτυγμένης καλλιέργειας E. coli. 

2. Η καλλιέργεια επωάζεται σε θερμοκρασία 37oC υπό ανάδευση μέχρι η οπτική 

πυκνότητα στα 600 nm να βρίσκεται μεταξύ 0.5 – 0.7. 

3. Η καλλιέργεια μεταφέρεται σε παγόλουτρο για 20 min. Όλες οι μετέπειτα 

διαδικασίες πραγματοποιούνται σε αυτό, ούτως ώστε τα κύτταρα να 

παραμένουν κατά το δυνατό κοντά σε θερμοκρασία 0oC. 

4. Η καλλιέργεια φυγοκεντρείται σε 4000 x g για 15 min σε θερμοκρασία 4οC. 

5. Το υπερκείμενο απορρίπτεται προσεκτικά και το ίζημα επαναιωρείται σε 500 ml 

παγωμένου αποστειρωμένου διαλύματος 10 % γλυκερόλης. 

6. Φυγοκεντρείται σε 4000 x g για 15 min σε θερμοκρασία 4οC. 

7. Το υπερκείμενο απορρίπτεται προσεκτικά και το ίζημα επαναιωρείται σε 250 ml 

παγωμένου αποστειρωμένου διαλύματος 10 % γλυκερόλης. 

8. Φυγοκεντρείται σε 4000 x g για 15 min σε θερμοκρασία 4οC. 

9. Το υπερκείμενο απορρίπτεται προσεκτικά και το ίζημα επαναιωρείται σε 20 ml 

παγωμένου αποστειρωμένου διαλύματος 10 % γλυκερόλης. 

10. Φυγοκεντρείται σε 4000 x g για 15 min σε θερμοκρασία 4οC. 

11. Το υπερκείμενο απορρίπτεται προσεκτικά, το ίζημα επαναιωρείται σε 2 ml 

τελικού όγκου παγωμένου αποστειρωμένου διαλύματος 10 % γλυκερόλης, 

διαμοιράζεται σε ισομερή των 40 μl και αποθηκεύεται σε θερμοκρασία -80 oC. 

 

Ηλεκτροδιάτρηση 

1. Για κάθε μετασχηματισμό, ένα σωληνάριο με 40 μl επιδεκτικών κυττάρων, μία 

κυψελίδα των 0.2 cm και το DNA τοποθετούνται σε παγόλουτρο. 

2. Σε ένα σωληνάριο προστίθενται το εναιώρημα επιδεκτικών κυττάρων μαζί με 1-

2 μl από το DNA και επωάζονται σε παγόλουτρο για 1 min. 

3. Το μείγμα κυττάρων - DNA μεταφέρεται στην κυψελίδα και τοποθετείται στο 

μηχάνημα ηλεκτροδιάτρησης. 
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4. Εφαρμόζεται ηλεκτρική τάση με ρυθμίσεις C = 25 μF; PC = 200 ohm; V = 2.5 kV 

5. Αμέσως μετά τα κύτταρα αφαιρούνται από την κυψελίδα και προστίθενται σε 

ένα σωληνάριο το οποίο περιέχει 1 ml υγρού θρεπτικού υλικού SOC. 

6. Το δείγμα επωάζεται σε θερμοκρασία 37oC για 1 h, κατόπιν γίνονται σε αυτό 3 

δεκαδικές αραιώσεις συνήθως και επιστρώνεται σε κατάλληλο στερεό θρεπτικό 

μέσο που περιέχει το κατάλληλο μέσο επιλογής. 

 

 
Διαλύματα: 

SOC: 2 % τρυπτόνη, 0.5 % εκχύλισμα ζύμης, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM 

MgCl2, 20 mM MgSO4, 20 mM γλυκόζη pH 7.0 

 

 

3.17.2 Μετασχηματισμός με ηλεκτροδιάτρηση σε κύτταρα S. thermophilus 

 

Εφαρμόστηκαν τα πρωτόκολλα Slos et al., 1991 και Buckley et al., 1999 για 

τη δημιουργία επιδεκτικών κυττάρων με διαφορετικούς συνδυασμούς ηλεκτρικών 

παλμών χωρίς επιτυχία, πιθανόν λόγω της καταγεγραμμένης εξειδίκευσης που 

παρουσιάζουν τα στελέχη του είδους σε πρωτόκολλα μετασχηματισμού με 

ηλεκτροδιάτρηση (Buckley et al., 1999). 

Μικρή απόδοση εμφάνισε το πρωτόκολλο των Blomqvist and Steinmoen, 2006 με 

κάποιες τροποποιήσεις, ως εξής: 

 

Δημιουργία επιδεκτικών κυττάρων 

1. Εμβολιάζεται θρεπτικό μέσο HJG με 5% φρέσκιας πλήρως ανεπτυγμένης 

καλλιέργειας S. thermophilus επίσης σε HJG. 

2. Η καλλιέργεια επωάζεται σε θερμοκρασία 37οC υπό ανάδευση μέχρι την τιμή 

της οπτικής πυκνότητας O.D. στα 660 nm να φθάσει 0.3. 

3. Προστίθεται ίσος όγκος θρεπτικού μέσου HJG με 20% γλυκίνη και επωάζεται 

για 1 h επιπλέον σε θερμοκρασία 37οC υπό ανάδευση. 
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4. Η καλλιέργεια τοποθετείται σε παγόλουτρο για 10 min 

5. Φυγοκεντρείται σε 5000 x g για 10 min σε θερμοκρασία 4oC και το κυτταρικό 

ίζημα επαναιωρείται σε ίσο όγκο κρύου διαλύματος μετασχηματισμού. 

6. Φυγοκεντρείται σε 5000 x g για 10 min σε θερμοκρασία 4oC και το κυτταρικό 

ίζημα επαναιωρείται στο 1/2 του αρχικού όγκου κρύου διαλύματος 

μετασχηματισμού. 

7. Φυγοκεντρείται σε 5000 x g για 10 min σε θερμοκρασία 4oC και το κυτταρικό 

ίζημα επαναιωρείται σε 2% του αρχικού όγκου κρύου διαλύματος 

μετασχηματισμού. 

8. Τέλος το κυτταρικό εναιώρημα διαμοιράζεται σε ισομερή των 80 μl μέσα σε 

παγόλουτρο τα οποία αποθηκεύονται σε θερμοκρασία -80oC. 

 
Διαλύματα: 

Διάλυμα μετασχηματισμού: 5 mM φωσφορικό κάλιο pH 4.5, 0.4 M 

σορβιτόλη, 10% γλυκερόλη 

 

Ηλεκτροδιάτρηση 

1. Για κάθε μετασχηματισμό ένα σωληνάριο με 80 μl επιδεκτικών κυττάρων, μία 

κυψελίδα των 0.1 cm και το DNA τοποθετούνται σε παγόλουτρο. 

2. Σε ένα σωληνάριο προστίθενται το εναιώρημα επιδεκτικών κυττάρων μαζί με 1-

5 μl από το DNA και επωάζονται σε παγόλουτρο για 30 min. 

3. Το μείγμα κυττάρων - DNA μεταφέρεται στην κυψελίδα και τοποθετείται στο 

μηχάνημα ηλεκτροδιάτρησης. 

4. Εφαρμόζεται σταθερή ηλεκτρική τάση V = 1.6 kV για χρονικό διάστημα t = 2.5 

ms 

5. Αμέσως μετά τα κύτταρα αφαιρούνται από την κυψελίδα και προστίθενται σε 

ένα σωληνάριο που περιέχει 1 ml υγρού κρύου θρεπτικού μέσου HJGLS. 

6. Το δείγμα επωάζεται σε θερμοκρασία 37oC για 3 h , κατόπιν γίνεται σε αυτό 1 

δεκαδική αραίωση και επιστρώνεται σε στερεό θρεπτικό μέσο M17 άγαρ με την 

προσθήκη παραγόντων επιλογής. 
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3.17.3 Μετασχηματισμός με θερμικό σοκ σε κύτταρα E. coli DH5a  

 

Μετασχηματισμός με τη μέθοδο Kushner, 1978 με κάποιες τροποποιήσεις. 

 

1. Εμβολιάζεται θρεπτικό μέσο LB σε αναλογία 1:20 (v/v) από φρέσκια πλήρως 

ανεπτυγμένη καλλιέργεια κυττάρων E. coli DH5a.  

2. Η ανακαλλιέργεια επωάζεται σε θερμοκρασία 37oC υπό ανάδευση μέχρι η 

οπτική πυκνότητα στα 600 nm OD600 να φθάσει στα 0.45 (περίπου 2 ώρες). 

3. Φυγοκεντρείται στις 8000 x g για 5 min. 

4. Το υπερκείμενο αποχύνεται και προστίθεται 1ml διάλυμα Ι (πλύσης) για κάθε 

δείγμα μετασχηματισμού στο οποίο επαναιωρούνται τα κύτταρα και 

διαχωρίζονται για κάθε δείγμα σε ένα σωληνάριο των 1.5 ml. 

5. Φυγοκεντρείται σε 8000 x g για 5 min. 

6. Αποχύνεται το υπερκείμενο και προστίθεται σε κάθε σωληνάριο 1 ml διαλύματος 

ΙΙ (κατασκευής επιδεκτικών κυττάρων) στο οποίο επαναιωρούνται τα κύτταρα. 

7. Τοποθετείται σε παγόλουτρο για 30 min. 

8. Φυγοκεντρείται για 10 min σε 8000 x g. 

9. Αποχύνεται το υπερκείμενο και προστίθεται 0,1 ml διαλύματος ΙΙ (1:10 του 

αρχικού όγκου της καλλιέργειας) στο οποίο επαναιωρείται το ίζημα με προσοχή. 

10. Προστίθεται, αφού έχει τοποθετηθεί σε παγόλουτρο, το DNA σε κάθε δείγμα. 

11. Επωάζεται σε παγόλουτρο για 30 min. 

12. Πραγματοποιείται θερμικό σοκ με την προσθήκη των δειγμάτων σε θερμοκρασία 

43.5oC για 45 sec.  

13. Κάθε δείγμα εμβολιάζεται σε 0,9 ml θρεπτικού μέσου LB και επωάζεται για 

ανάρρωση σε θερμοκρασία 37oC για 1 h υπό ήπια ανάδευση. 

14. Ακολουθεί επίστρωση των δειγμάτων σε τρυβλία με θρεπτικό μέσο Luria agar 

και τον κατάλληλο παράγοντα επιλογής. 

15. Τα τρυβλία τέλος επωάζονται για τουλάχιστον 18 h σε θερμοκρασία 37oC. 
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Διαλύματα: 

Διάλυμα Ι (πλύσης): 10 mM RbCl, 10 mM MOPS, pH 7.0  

Διάλυμα ΙΙ (κατασκευής επιδεκτικών κυττάρων): 10 mM RbCl, 100 mM MOPS, 50 

mM CaCl2, pH 6.5 

 

3.17.4 Μετασχηματισμός Chung and Miller (1988) σε κύτταρα E. coli DH5a 

 

Το πρωτόκολλο αυτό χρησιμοποιήθηκε σε περιπτώσεις που δεν ήταν απαραίτητη 

η υψηλή συχνότητα μετασχηματισμού. 

1. Για κάθε δείγμα μετασχηματισμού εμβολιάζεται 1 ml θρεπτικού μέσου L.B. με 

φρέσκια πλήρως ανεπτυγμένη καλλιέργεια E. coli DH5a σε αναλογία 1:20 και 

επωάζεται σε θερμοκρασία 37oC υπό ανάδευση μέχρι η οπτική πυκνότητα στα 

600 nm να φτάσει 0.7. 

2. Τα κύτταρα φυγοκεντρούνται σε 1000 x g για 10 min και επαναδιαλυτοποιούνται 

σε 0.1 ml διαλύματος TSB ανά δείγμα μετασχηματισμού. 

3. Τα κύτταρα επωάζονται σε παγόλουτρο για 10 min. 

4. Σε κάθε κυτταρικό δείγμα προστίθενται 100 pg DNA και επωάζονται σε 

παγόλουτρο για 20 min. 

5. Προσθέτονται 900 μl διαλύματος TSB + γλυκόζη σε κάθε δείγμα και τα κύτταρα 

επωάζονται σε θερμοκρασία 37oC υπό ήπια ανάδευση. 

6. Ακολουθεί επίστρωση των κυττάρων σε τρυβλία με θρεπτικό μέσο L.A. και τον 

κατάλληλο παράγοντα επιλογής. 

7. Τα τρυβλία τέλος επωάζονται για τουλάχιστον 18 h σε θερμοκρασία 37oC. 

 

 

Διαλύματα: 

TSB: 1% τρυπτόνη, 0.5% εκχύλισμα ζύμης, 1% NaCl, 10% PEG, 5% DMSO, 10 mM 

MgCl2, 10 mM MgSO4, pH 6.1. 

TSB + γλυκόζη: TSB με την προσθήκη 20 mM γλυκόζης 
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3.18 Στύπωμα κατά Southern.  

 

Το στύπωμα κατά Southern είναι μία τεχνική που επινοήθηκε από τον Ed 

Southern το 1975 η οποία συνδυάζει την ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα και την 

υβριδοποίηση με σκοπό την ανίχνευση συγγένειας νουκλεοτιδικών αλληλουχιών. 

Με την μέθοδο αυτή το DNA σε ένα πήκτωμα αποδιατάσσεται με την εμβάπτιση του 

πηκτώματος σε αλκαλικό διάλυμα και μεταφέρεται αντιγραφικά σε ειδικό φίλτρο με 

κατάλληλους χειρισμούς ώστε να διατηρήσει τις ίδιες θέσεις που κατείχε στο 

πήκτωμα.  

Το φίλτρο αυτό αργότερα υβριδοποιείται με ένα σημασμένο ιχνηθέτη DNA 

και οι συμπληρωματικές αλληλουχίες DNA του φίλτρου με τον ιχνηθέτη δίνουν ένα 

πρότυπο ζωνών το οποίο είτε χρωματίζει ένα ακτινογραφικό φιλμ όταν πρόκειται για 

υβριδισμό με ραδιενεργά στοιχεία, είτε χρωματίζονται πάνω στο φίλτρο όταν 

πρόκειται για μη ραδιενεργό ανοσολογικό εντοπισμό. 

Το στύπωμα Southern χρησιμοποιήθηκε για ανίχνευση αλληλουχιών DNA από 

πηκτώματα αγαρόζης συγκέντρωσης 1% και η μεταφορά έγινε σε ειδικό φίλτρο 

νάιλον αρνητικά φορτισμένο, Roti-Nylon plus (Fiers Cat. No. K058.1) 

 

1. Το πήκτωμα εμβαπτίζεται σε 500 ml διαλύματος μετουσίωσης για τουλάχιστον 

30 min σε θερμοκρασία δωματίου με ήπια ανακίνηση. 

2. Το πήκτωμα εμβαπτίζεται σε 500 ml διαλύματος εξουδετέρωσης για τουλάχιστον 

30 min σε θερμοκρασία δωματίου με ήπια ανακίνηση. 

3. Σε ένα δοχείο με διάλυμα 10xSSC στερεώνεται μια πλάκα μικρότερου μήκους 

από το δοχείο. Πάνω σε αυτήν τοποθετούνται 3 φύλλα διηθητικού χαρτιού 

Whatman 3MM σε σχήμα γέφυρας, οι άκρες των οποίων ακουμπούν τον 

πυθμένα του δοχείου και είναι βυθισμένες σε διάλυμα 10 x SSC χωρίς όμως η 

επιφάνεια του διαλύματος να ξεπερνά την πλάκα με τα διηθητικά χαρτιά. 

4. Επάνω στα διηθητικά φύλλα τοποθετείται το πήκτωμα αγαρόζης ανεστραμμένο. 

Αφαιρούνται οι φυσαλίδες αέρα με την πίεση μιας γυάλινης ράβδου κατά μήκος 
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και πλάτος όλης της επιφάνειας. Τα ακάλυπτα τμήματα των διηθητικών φύλλων 

καλύπτονται με αλουμινόχαρτο. 

5. Στην επιφάνεια του πηκτώματος τοποθετείται, αφού έχει διαβραχεί με διάλυμα 2 

x SSC, ειδική μεμβράνη μεταφοράς DNA Roti-Nylon plus ίδιων διαστάσεων με 

το πήκτωμα. Τυχόν φυσαλίδες αέρα αφαιρούνται με τον ίδιο τρόπο όπως πριν. 

6. Το φίλτρο καλύπτεται με δύο φύλλα Whatman 3 MM ίδιων διαστάσεων, τα οποία 

έχουν και αυτά διαβραχεί με διάλυμα 2 x SSC. Τυχόν φυσαλίδες αέρα 

αφαιρούνται όπως πριν. 

7. Στην επιφάνεια των φύλλων Whatman τοποθετείται παχύ στρώμα 

απορροφητικού χαρτιού με μια επιπλέον πίεση από επάνω με αντικείμενο 

βάρους 500g περίπου. 

8. Λόγω διάχυσης του διαλύματος 10 x SSC στο διηθητικό χαρτί και στο στρώμα 

απορροφητικού χαρτιού από πάνω (τριχοειδής μετακίνηση), συμπαρασύρεται το 

DNA από το πήκτωμα και μεταφέρεται στο φίλτρο όπου προσδένεται με ασθενείς 

δεσμούς. Η μεταφορά διαρκεί 18-20 ώρες. 

9. Όταν ολοκληρώνεται η μεταφορά αφαιρούνται το βάρος, το απορροφητικό χαρτί 

και τα 2 φύλλα Whatman. Το πήκτωμα με το φίλτρο αφαιρείται προσεκτικά, 

αναστρέφεται, τοποθετείται σε στεγνή επιφάνεια και σημειώνονται οι θέσεις των 

φρεατίων πάνω στο χαρτί με μαλακό μολύβι. 

10. Το πήκτωμα απορρίπτεται, Το φίλτρο εμβαπτίζεται σε διάλυμα 6 x SSC και 

εκπλένεται για 5 min με ήπια ανακίνηση. 

11. Στη συνέχεια το φίλτρο τοποθετείται στην επιφάνεια διηθητικού χαρτιού για να 

στεγνώσει, τυλίγεται σε διαφανή μεμβράνη και εκτίθεται σε υπεριώδη 

ακτινοβολία (302 nm) για 2-5 min. Με αυτόν τον τρόπο το DNA προσδένεται 

ισχυρά πάνω στη μεμβράνη. 

 

Διαλύματα: 

Διάλυμα μετουσίωσης: 0,5 N, NaOH, 1,5 M NaCl 

Διάλυμα εξουδετέρωσης: 1 M Tris pH 8.0, 1,5 M NaCl 

Διάλυμα 20 x SSC: 3 M NaCl, 0,3 M κιτρικό νάτριο, pH 7 
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3.19 Μη ραδιενεργός υβριδισμός DNA-DNA 

 

3.19.1 Μη ραδιενεργός υβριδισμός DNA – DNA με χρήση τροποποιημένου 

συστήματος ιχνηθέτησης και ανίχνευσης DNA, DIG DNA Labeling and 

Detection kit (Boehringer Mannheim, cat. No. 11 093 657 910). 

 

Η μέθοδος αυτή βασίζεται στην ιδιότητα των μονόκλωνων αλυσίδων μορίων 

DNA να υβριδοποιούνται σχηματίζοντας δεσμούς υδρογόνου με άλλα μονόκλωνα 

μόρια DNA. Με αυτόν τον τρόπο μπορούν να ελεγχθούν δύο διαφορετικά μόρια 

DNA για το αν έχουν ομόλογες περιοχές. Με το συγκεκριμένο σύστημα 

χρησιμοποιείται η διγοξυγενίνη (ένα στεροειδές απτένιο) για ιχνηθέτηση DNA και 

RNA. Η μέθοδος περιλαμβάνει 3 στάδια: σήμανση του DNA με Dig-11-dUTP, 

υβριδοποίηση του ιχνηθετημένου DNA με το DNA στόχο και ανοσολογικό εντοπισμό 

με χρωμογόνο αντίδραση. 

 

3.19.2 Σήμανση του DNA. 

 

1. Προστίθενται 10 ng – 3μg γραμμικού απομονωμένου DNA που θα σημανθεί, σε 

μικροφυγοκεντρικό σωληνάκι των 1,5 ml. 

2. Το DNA επωάζεται σε θερμοκρασία 100oC για 10 min ώστε να αποδιαταχτεί και 

αμέσως μετά τοποθετείται σε παγόλουτρο. 

3. Προσθέτονται 2 μl μίγματος εξανουκλεοτιδίων που χρησιμοποιούνται ως 

πριμοδοτικά μόρια αντιγραφής. 

4. Προστίθενται 2 μl μίγματος σήμανσης. 

5. Προτίθεται ποσότητα νερού (όπου χρειάζεται), για τελικό όγκο διαλύματος 19 μl. 

6. Προσθέτεται 1 μl ένζυμου Klenow. 

7. Το διάλυμα αναδεύεται και επωάζεται σε θερμοκρασία 37oC για 20 h. 

8. Τέλος προστίθενται 2 μl EDTA 0,2 M ώστε να τερματιστεί η αντίδραση  
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3.19.3 Υβριδοποίηση σημασμένου DNA με ιχνηθετημένο DNA. 

 

1. Το φίλτρο με το ιχνηθετημένο DNA τοποθετείται μαζί με τουλάχιστον 20 ml 

διαλύματος προϋβριδισμού ανά 100 cm2 φίλτρου σε ειδική φιάλη και 

πραγματοποιείται προϋβριδισμός σε συσκευή υβριδοποίησης σε θερμοκρασία 

68oC για τουλάχιστον 1 h με ανακίνηση. 

2. Λίγο πριν την ολοκλήρωση του προϋβριδισμού τοποθετείται το σημασμένο DNA 

σε θερμοκρασία 100oC για 10 min και αμέσως μετά σε πάγο για 2 min. 

3. Αφαιρείται η φιάλη με το ιχνηθετημένο DNA στο φίλτρο από τη συσκευή 

προϋβριδισμού και αποχύνεται το διάλυμα προϋβριδισμού. 

4. Το διάλυμα με το σημασμένο DNA προστίθεται σε 5 ml διαλύματος υβριδισμού 

(το οποίο έχει προθερμαθεί στους 68oC). 

5. Το διάλυμα με το σημασμένο DNA τοποθετείται στη φιάλη με το φίλτρο και 

επωάζεται σε θερμοκρασία 68oC με ανακίνηση για τουλάχιστον 12-16 h. 

6. Την επόμενη ακολουθούν 2 πλύσεις για 5 min σε θερμοκρασία δωματίου με 50 

ml διαλύματος πλύσης Ι ανά 100 cm2 φίλτρου. 

7. Τέλος, ακολουθούν επιπλέον 2 πλύσεις για 15 min σε θερμοκρασία 68oC με 50 

ml διαλύματος πλύσης ΙΙ ανά 100 cm2 φίλτρου. 

 

Διαλύματα: 

Διάλυμα προϋβριδισμού – υβριδισμού: 5 x SSC, 0,1% w/v Ν-λαυροϋλοσαρκοσινικό 

νάτριο, 0,02% w/v SDS, 1% αντιδραστήριο αποκλεισμού (blocking) 

Διάλυμα πλύσης Ι: 2 x SSC, 0,1% w/v SDS 

Διάλυμα πλύσης ΙΙ: 0,1 x SSC, 0,1% w/v SDS 
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3.19.4 Ανοσολογικός εντοπισμός 

 

 Το φίλτρο εκπλένεται με 50 ml washing buffer 1 για 1-5 min. 

 Κατόπιν επωάζεται για 30 min με 100 ml blocking solution. 

 Παρασκευάζεται το antibody solution. 

 Το φίλτρο επωάζεται με το διάλυμα αντισώματος για 30 min. 

 Ακολουθούν 2 πλύσεις των 15 min με 100 ml washing buffer. 

 Το φίλτρο εξισορροπείται με επώαση σε 20 ml detection buffer για 2-5 min. 

 Επωάζεται στο σκοτάδι με 10 ml διαλύματος με χρωμογόνο για 12-16 h. 

 Τέλος, εκπλένεται με 50 ml αποστειρωμένου απεσταγμένου νερού αφού 

ολοκληρωθεί η εμφάνιση. 

Όλα τα στάδια πραγματοποιούνται σε θερμοκρασία δωματίου. Οι παραπάνω 

ποσότητες αντιστοιχούν σε φίλτρο διαστάσεων 100 cm2. 

 

Διαλύματα: 

Washing buffer: 100 mM μαλεϊκό οξύ, 150 mM NaCl, 0.3 % tween 20, pH 7.5 

Maleic acid buffer: 100 mM μαλεϊκό οξύ, 150 mM NaCl, pH 7.5 

Blocking solution: 1% blocking reagent διαλυμένο σε maleic acid buffer 

Antibody solution: 4 μl Anti-Digoxigenin-AP σε 20 ml blocking solution 

Detection buffer: 100 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, pΗ 9.5 

Διάλυμα χρωμογόνου: 200 μl NBT/BCIP σε 10 ml detection buffer. 

 

 

 

 

 

 

 



    Υλικά και μέθοδοι 

 

 

85 

3.20 Στύπωμα κατά Northern 

 

Το στύπωμα Northern είναι η αντίστοιχη τεχνική με το στύπωμα Southern για 

την ανάλυση RNA. Με την μέθοδο αυτή μεταφέρεται RNA από πήκτωμα αγαρόζης 

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

που κατείχε στο πήκτωμα με σκοπό να υβριδοποιηθεί με ένα σημασμένο ιχνηθέτη 

DNA ή RNA. 

Για την εφαρμογή της μεθόδου χρησιμοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση δειγμάτων 

RNA σε πήκτωμα αγαρόζης με ρυθμιστικό διάλυμα MOPS – φορμαλδεΰδης όπως 

περιγράφεται παραπάνω (§3.10.2) και η μεταφορά πραγματοποιήθηκε σε ειδικό 

φίλτρο νάιλον αρνητικά φορτισμένο, Roti-Nylon plus (Fiers Cat. No. K058.1) 

 

1. Το πήκτωμα επωάζεται με ήπια ανάδευση σε 300 ml H2O κατεργασμένο με 

DEPC για 30 min και 2 φορές σε 300 ml 20 x SSC για 15 min. 

 

Στη συνέχεια τα βήματα είναι παρόμοια με αυτά της διαδικασίας στυπώματος κατά 

Southern από το βήμα 3 (§3.18). Οι διαφορές είναι ότι όλα τα υλικά που 

χρησιμοποιούνται είναι πλυμένα με διάλυμα DMPC για την αποφυγή διάσπασης 

των RNA από ριβονουκλεάσες του περιβάλλοντος και ότι στα βήματα 3, 5, 6 και 8 

χρησιμοποιήθηκε 20 x SSC και 2 x SSC στο βήμα 10. 
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3.21 Μη ραδιενεργός υβριδισμός RNA-DNA 

 

3.21.1 Μη ραδιενεργός υβριδισμός RNA – DNA με χρήση τροποποιημένου 

συστήματος ιχνηθέτησης και ανίχνευσης DNA, DIG DNA Labeling and 

Detection kit (Boehringer Mannheim, cat. No. 11 093 657 910). 

Η μέθοδος αυτή δημιουργήθηκε τροποποιώντας την μέθοδο υβριδισμού 

DNA-DNA κατάλληλα ώστε να μπορεί να εφαρμοστεί για υβριδισμό RNA-DNA. 

Βασίζεται στην ιδιότητα των μονόκλωνων αλυσίδων μορίων DNA και RNA να 

υβριδοποιούνται σχηματίζοντας δεσμούς υδρογόνου με άλλα μονόκλωνα μόρια 

DNA ή RNA. Με το συγκεκριμένο πακέτο χρησιμοποιείται η διγοξυγενίνη (ένα 

στεροειδές απτένιο) για ιχνηθέτηση DNA και RNA. Η μέθοδος περιλαμβάνει 3 

στάδια, σήμανση του DNA με Dig-11-dUTP, υβριδισμός του ιχνηθετημένου DNA με 

το RNA στόχο και ανοσολογικός εντοπισμός με χρωμογόνο αντίδραση. 

 

 

3.21.2 Σήμανση του DNA. 

Η σήμανση του DNA πραγματοποιείται με τον ίδιο τρόπο που περιγράφεται 

στον υβριδισμό DNA-DNA (3.2.17.2) με την διαφορά ότι το H2O που ενδεχομένως 

να χρειάζεται να προστεθεί είναι επεξεργασμένο με DMPC. 

 

Διαλύματα: 

H2O κατεργασμένο με DMPC: διάλυση DMPC σε H2O σε συγκέντρωση 0,1%, 

επώαση σε θερμοκρασία 37oC για 1 h και αποστείρωση 
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3.21.3 Υβριδοποίηση σημασμένου DNA με ιχνηθετημένο RNA. 

 

Τα βήματα της διαδικασίας είναι παρόμοια με αυτά της διαδικασίας 

υβριδοποίησης DNA με ιχνηθετημένο DNA της παραγράφου 3.19.3 με τις διαφορές 

ότι η θερμοκρασία που χρησιμοποιήθηκε στα βήματα 1, 4, 5 και 7 ήταν 50 oC και ότι 

όλα τα υλικά που χρησιμοποιούνται ήταν πλυμένα με διάλυμα DMPC. 

 

 

3.21.4 Ανοσολογικός εντοπισμός 

 

Η διαδικασία είναι παρόμοια με αυτήν του ανοσολογικού εντοπισμού σε 

στύπωμα κατά Southern όπως περιγράφεται στην παράγραφο 3.19.4 με τη διαφορά 

ότι τα διαλύματα washing buffer και maleic acid buffer είχαν υποστεί κατεργασία με 

DMPC. 

 

 

 

3.22 Απομόνωση πρωτεϊνών από κύτταρα E. coli με μηχανική θραύση 

(Mojsin et al., 2005) 

 Για την απομόνωση πρωτεϊνών από καλλιέργειες βακτηρίων E. coli 

χρησιμοποιήθηκε μία μέθοδος μηχανικής θραύσης των κυττάρων με σφαιρίδια 

ζιρκονίου διαμέτρου 0,1 mm. Κυτταρικά ιζήματα βακτηριακών κυττάρων μετά από 

φυγοκέντρηση, επαναιωρήθηκαν σε κατάλληλο διάλυμα και σε τοποθετήθηκαν μαζί 

με τα σφαιρίδια ζιρκονίου σε ειδικά σωληνάρια. Στη συνέχεια με την επανειλημμένη 

χρήση της συσκευής Mini beadbeatter της εταιρείας Biospec products τα κύτταρα 

λύθηκαν και συλλέχθηκε η υδατική φάση με τις ελεύθερες πρωτεΐνες του κυττάρου. 

Για την προστασία των πρωτεϊνών από πρωτεάσες προστέθηκε στο τέλος ο 

αναστολέας πρωτεασών PMSF σε συγκέντρωση 2 mM. 
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1. Προσθήκη σε ειδικά σωληνάρια των 2 ml αποστειρωμένα σφαιρίδια 

ζιρκονίου διαμέτρου 0,1 mm μέχρι τα 2/3 του όγκου της φιάλης.  

2. Επαναιώρηση των κυτταρικών ιζημάτων από 30 ml καλλιέργειας σε 1 ml 

ρυθμιστικό διάλυμα A. 

3. Προσθήκη των επαναιωρημένων κυτταρικών ιζημάτων στα σωληνάρια μαζί 

με επιπλέον ποσότητα ρυθμιστικού διαλύματος A ώστε να μην υπάρχουν 

φυσαλίδες αέρα στα φιαλίδια  

4. Εφαρμογή σε beadbeatter 3 φορές για 1 min σε κάθε δείγμα με επώαση 

ενδιάμεσα σε πάγο για 1 min. 

5. Φυγοκέντρηση των δειγμάτων για 1 min σε 15000 X g και απομόνωση 

υγρής φάσης σε νέα σωληνάρια. 

6. Φυγοκέντρηση για 15 min σε 15000 X g στους 4 οC και απομόνωση υγρής 

φάσης. 

 

Διαλύματα: 

Ρυθμιστικό διάλυμα A: 100 mM NaCl, 50 mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA, 0.1% Triton 

X100 

 

3.23 Απομόνωση πρωτεϊνών από E. coli σημασμένων με ουρά ιστιδίνης με 

την χρήση του πακέτου έτοιμων αντιδραστηρίων Protino Νi-IDA (Macherey 

Nagel, Cat. No. 745160.5) 

 Η απομόνωση πρωτεϊνών σημασμένων με ουρά ιστιδίνης 

πραγματοποιήθηκε με την χρήση του πακέτου Protino Ni-IDA. Η απομόνωση 

βασίζεται στην χρωματογραφία συγγένειας ακινητοποιημένου μετάλλου (IMAC) 

κατά την οποία οι πρωτεΐνες δεσμεύονται λόγω της αλληλεπίδρασης της ουράς 

ιστιδίνης με ακινητοποιημένα ιόντα Ni2+ στην ρητίνη βάσει πυριτίου που περιέχουν 

οι ειδικές στήλες απομόνωσης. Οι χειλική ομάδα στης στήλες αυτές βασίζεται στο 

ιμινοδιοξικό οξύ που προσφέρει ισχυρή δέσμευση των στοχευμένων πρωτεϊνών με 

τρεις δεσμούς στα κατάλοιπα ιστιδίνης. 
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3.24 Ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών με την μέθοδο Brandford 

 Η μέθοδος ποσοτικού προσδιορισμού πρωτεϊνών Brandford στηρίζεται στην 

αλλαγή χρώματος της χρωστικής Coomassie Brilliant Blue G-250 όταν προσδένεται 

με πρωτεΐνες σε αραιό όξινο περιβάλλον. Το σύμπλοκο της χρωστικής με τις 

πρωτεΐνες απορροφά το φως στα 595 nm. 

 Κατά την μέθοδο δημιουργήθηκε αρχικά μία πρότυπη καμπύλη 

απορρόφησης στα 595 nm δειγμάτων BSA με γνωστή συγκέντρωση πρωτεΐνης και 

βάσει αυτής υπολογίστηκε η συγκέντρωση πρωτεϊνών σε άλλα δείγματα. 

 Τα διαλύματα πρωτεϊνών δημιουργήθηκαν με σταθερό όγκο 40 μl και 

προστέθηκαν σε 2.5 ml αραιωμένου διαλύματος αντιδραστηρίου Brandford 0.2Χ. 

Στη συνέχεια τα δείγματα αναδεύτηκαν και επωάστηκαν για 1 min πριν μετρηθεί η 

απορρόφηση σε φωτόμετρο ρυθμισμένο στα 595 nm. 

 

 

3.25 Συμπύκνωση πρωτεϊνών 

 Για την συμπύκνωση δειγμάτων πρωτεϊνών πραγματοποιήθηκε καταβύθιση 

τους με την προσθήκη ακετόνης και επαναδιαλυτοποίηση στον επιθυμητό όγκο του 

επιθυμητού διαλύματος.  

Για την καταβύθιση των πρωτεϊνών προστέθηκαν στα διαλύματα 4 όγκοι 

παγωμένης ακετόνης και μετά από ανάδευση επωάστηκαν για τουλάχιστον 90 min 

στους -80 οC. Στη συνέχεια τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν για 15 min σε 15000 X g 

σε θερμοκρασία 4 oC και αποχύθηκε προσεκτικά το υπερκείμενο. Το ίζημα αφού 

ξηράνθηκε επαναδιαλυτοποιήθηκε στον επιθυμητό όγκο.
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4.1 Επιλογή θρεπτικών μέσων ανάπτυξης 

Τέσσερα θρεπτικά μέσα εξετάστηκαν ως προς την αποτελεσματικότητά τους 

στην ανάπτυξη υγρής καλλιέργειας του S. thermophilus ACA-DC 0040 σε 

θερμοκρασία 37 οC υπό ανάδευση: 

 αποβουτυρωμένο γάλα (skim milk) 

 θρεπτικό μέσο M17  

 θρεπτικό μέσο M17 + 2% γλυκόζη 

 θρεπτικό μέσο HJG (Hogg Jago Glucose). 

 

Αποβουτυρωμένο γάλα (skim milk) 

Το αποβουτυρωμένο γάλα αποτελεί ένα πολύ καλό θρεπτικό μέσο για την 

ανάπτυξη των οργανισμών της τάξης των Lactobacillaes στην οποία ανήκει και ο 

οργανισμός S. thermophilus. Πρόκειται για γάλα από το οποίο έχει αφαιρεθεί το 

λίπος με χημική επεξεργασία ώστε να μην υπερβαίνει το 0,2 % και έχει κατόπιν 

παστεριωθεί. Ένα από τα πλεονεκτήματα της ανάπτυξης σε αποβουτυρωμένο γάλα 

είναι η συνεχής εμφάνιση υψηλής δραστικότητας βακτηριοσίνης του οργανισμού 

όπως μετρήθηκε σε πειράματα agar diffusion test (A.D.T.) έναντι του στελέχους 

Lactococcus lactis CNRZ 117.  

Εντούτοις παρουσιάζει κάποιες ιδιότητες οι οποίες δεν βοηθούν πτυχές της 

μελέτης του οργανισμού. Συγκεκριμένα, η μέτρηση οπτικής πυκνότητας σε αυτό το 

μέσο δεν είναι εφικτή καθώς αυτό δεν είναι διαυγές. Επίσης, η βαθμιαία ελάττωση 

του pH στο θρεπτικό μέσο μετά την ανάπτυξη του οργανισμού (λόγω της 

παραγωγής γαλακτικού οξέος) οδηγεί σε μετουσίωση και καταβύθιση των 

πρωτεϊνών, με αποτέλεσμα τη δημιουργία πήγματος μετά από 5-6 ώρες ανάπτυξης. 

Υπό μορφή πήγματος τα κύτταρα του οργανισμού δεν μπορούν να απομονωθούν 

ώστε να χρησιμοποιηθούν σε τεχνικές όπου απαιτείται. 
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M17 

Τo θρεπτικό μέσο M17 είναι κατάλληλο για την ανάπτυξη των οξυγαλακτικών 

στρεπτόκοκκων, όπου το pH διατηρείται σταθερό μέσω του  γλυκεροφωσφορικού 

νατρίου που περιέχεται σε αυτό. Το Μ17 προτείνεται από την διεθνή ομοσπονδία 

γάλακτος σε στερεά μορφή για την απομόνωση S. thermophilus από γιαούρτη 

(International Dairy Federation, 1981). Εντούτοις έχουν αναφερθεί προβλήματα 

στην απομόνωση λακτοβάκιλλων και κυρίως του L. bulgaricus από γιαούρτη λόγω 

του γλυκεροφωσφορικού νατρίου το οποίο αναστέλλει την ανάπτυξη τους. (Shankar 

and Davies., 1977). 

Το S. thermophilus ACA-DC 0040 εμφανίζει ικανοποιητική ανάπτυξη στο 

M17 με την τιμή της οπτικής πυκνότητας στα 600 nm στην εκθετική φάση να αγγίζει 

το 1 (εικόνα 4.1). Η εμφάνιση δραστικότητας της βακτηριοσίνης σύμφωνα με τα 

A.D.T. δεν είναι ικανοποιητική: παρουσιάζει μικρή ή ανύπαρκτη δραστικότητα σε 

πειράματα agar diffusion test έναντι του L. lactis CNRZ 117 (βλ. αποτελέσματα 

παρακάτω). 

 

Εικόνα 4.1 Καμπύλη ανάπτυξης του οργανισμού S. thermophilus ACA-DC 0040 σε 
θρεπτικό μέσο M17 σε θερμοκρασία 37 0C υπό ανάδευση. 
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M17 + 2% γλυκόζη 

 Το M17 ενισχύθηκε με προσθήκη γλυκόζης σε τελική συγκέντρωση 2% και 

χρησιμοποιήθηκε ως θρεπτικό μέσο για το S. thermophilus ACA-DC 0040. Η 

προσθήκη γλυκόζης στο μέσο Μ17 χρησιμοποιείται σε πρωτόκολλα ανάπτυξης 

κυττάρων σε πειράματα μετασχηματισμού με ηλεκτροδιάτρηση (Marciset and 

Mollet, 1993: Powell et al., 1988). Το στέλεχος παρουσίασε πολύ καλή ανάπτυξη σε 

αυτό το θρεπτικό μέσο, με την τιμή της οπτικής πυκνότητας στα 660 nm στην 

εκθετική φάση να πλησιάζει το 2.  Το στέλεχος παρήγαγε βακτηριοσίνη σε 

πειράματα agar diffusion test έναντι του L. lactis CNRZ 117 από την 4η μέχρι την 

7η ώρα ανάπτυξης που αντιστοιχεί στην αρχή της εκθετικής φάσης ανάπτυξης μέχρι 

και την αρχή της στατικής φάσης (βλ. αποτελέσματα παρακάτω).. 

 Όταν το S. thermophilus ACA-DC 0040 αναπτύχθηκε σε M17 + 2% γλυκόζη, 

η απομόνωση κυτταρικού ιζήματος ήταν εφικτή. Εντούτοις, κατά την  απομόνωση 

πλασμιδιακού ή γονιδιωματικού DNA προέκυψαν δυσκολίες, με μεγαλύτερο 

αρνητικό παράγοντα την μη επιτυχή λύση των κυττάρων, καθώς και την κακή 

ποιότητα του απομονωμένου γενετικού υλικού, το οποίο παρουσίασε πολλά 

θραύσματα.  

 

Εικόνα 4.2 Καμπύλη ανάπτυξης του οργανισμού S. thermophilus ACA-DC 0040 σε 
θρεπτικό μέσο M17 + 2% γλυκόζη σε θερμοκρασία 37 0C υπό ανάδευση. 
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HJG (Hogg Jago Glucose) 

 Το θρεπτικό μέσο HJG είναι πολύ αποτελεσματικό στην ανάπτυξη του S. 

thermophilus. Χρησιμοποιείται σε πολλά πρωτόκολλα μετασχηματισμού S. 

thermophilus με ηλεκτροδιάτρηση για την προετοιμασία των επιδεκτικών κυττάρων 

καθώς και για την ανάρρωσή τους (Marciset and Mollet, 1994: Blomqvist and 

Steinmoen, 2006: Blomqvist et al., 2006). Το S. thermophilus ACA-DC 0040 

εμφάνισε πολύ καλή ανάπτυξη σε θρεπτικό μέσο HJG με τιμή οπτικής πυκνότητας 

στα 600 nm μιας πλήρως ανεπτυγμένης καλλιέργειας μεταξύ 1,5 και 2. Η εμφάνιση 

δραστικότητας βακτηριοσίνης στα A.D.T. ήταν συνεχής και υψηλή σε όλες τις φάσεις 

ανάπτυξης (βλ. αποτελέσματα παρακάτω). 

 Εντούτοις, η πολύ καλή ανάπτυξη του στελέχους σε HJG συνοδεύεται από 

την ανάπτυξη και άλλων μικροοργανισμών σε αυτό, με αποτέλεσμα την πολύ 

εύκολη και συχνή επιμόλυνσή του. Το γεγονός αυτό καθιστά μη αξιόπιστα τα 

αποτελέσματα των πειραμάτων σε καλλιέργειες με HJG. Επιπλέον, η απομόνωση 

γενετικού υλικού από S. thermophilus ACA-DC 0040 παρουσίασε δυσκολίες, ενώ 

τα τελικά προϊόντα των απομονώσεων ήταν ακάθαρτα και κατακερματισμένα. 

 

Εικόνα 4.3 Καμπύλη ανάπτυξης του οργανισμού S. thermophilus ACA-DC 0040 σε 
θρεπτικό μέσο HJG σε θερμοκρασία 37 0C υπό ανάδευση.. 
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Τα πλεονεκτήματα και τα μειονεκτήματα κάθε θρεπτικού μέσου οδήγησαν 

στη χρησιμοποίησή τους ανάλογα με τα πειράματα που θα ακολουθούσαν. Κατά 

συνέπεια: 

 Το θρεπτικό M17 χρησιμοποιήθηκε για την καλλιέργεια του S. thermophilus 

ACA-DC 0040 με σκοπό την απομόνωση πλασμιδιακού ή γονιδιωματικού 

DNA.  

 Το M17 + 2% γλυκόζης χρησιμοποιήθηκε για τη δημιουργία πρότυπης 

καμπύλης ανάπτυξης.  

 Το αποβουτυρωμένο γάλα χρησιμοποιήθηκε κυρίως για καλλιέργεια του S. 

thermophilus ACA-DC 0040 με σκοπό την απομόνωση RNA για την 

ανίχνευση μεταγράφων των πιθανών γονιδίων παραγωγής βακτηριοσίνης.  

 Το θρεπτικό μέσο HJG χρησιμοποιήθηκε σε πειράματα μετασχηματισμού 

του S. thermophilus ACA-DC 0040 με ηλεκτροδιάτρηση όπως αναφέρθηκε 

προηγουμένως. 
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4.2 Παραγωγή βακτηριοσίνης και συσχέτιση με ανάπτυξη 

Η θερμοφιλίνη T, εμφανίζει δραστικότητα κατά μέσο όρο από το μέσο της 

εκθετικής φάσης ανάπτυξης του S. thermophilus ACA-DC 0040 με κορύφωση στο 

τέλος της εκθετικής φάσης, όταν το βακτήριο αναπτύσσεται σε κλειστό 

βιοαντιδραστήρα με θρεπτικό μέσο Elliker (Aktypis et al., 2007). 

Στην παρούσα διατριβή μελετήθηκε η δραστικότητα της παραγόμενης 

θερμοφιλίνης Τ από S. thermophilus ACA-DC 0040 ανεπτυγμένο στα 

προαναφερθέντα θρεπτικά μέσα.  

Επιπλέον, επιλέχθηκαν δύο παράγοντες που πιθανόν να συνέβαλαν στην 

παραγωγή της θερμοφιλίνης, εφόσον δεν έχει μελετηθεί ο τρόπος με τον οποίο 

επάγεται η σύνθεσή της. 

Ο ένας παράγων είναι η γλυκόζη, η προσθήκη της οποίας στο θρεπτικό μέσο 

Μ17 συνέβαλε σημαντικά στην αύξηση των κυττάρων και κατά πάσα πιθανότητα 

και στην παραγωγή της θερμοφιλίνης. 

Ο δεύτερος παράγων που προστέθηκε στα θρεπτικά μέσα ήταν ποσότητα 

καλλιέργειας του οργανισμού Lactococcus lactis CNRZ 117 ελεύθερης κυττάρων 

(lactis free) σε συγκέντρωση 10% του τελικού όγκου μετά από διήθηση σε φίλτρα 

αποστείρωσης 0,45 μm . Ο λόγος για τον οποίο πραγματοποιήθηκε αυτή η 

προσθήκη ήταν για να διαπιστωθεί, αν αυτό το εκχύλισμα ευνοεί την παραγωγή 

βακτηριοσίνης.  

O S. thermophilus ACA-DC 0040 καλλιεργήθηκε επομένως στα εξής 

θρεπτικά μέσα προκειμένου να προσδιοριστεί η δραστικότητα της βακτηριοσίνης σε 

καθένα από αυτά: 

• M17 

• Μ17 + lactis free 10 %  

• Μ17 + lactis free 20 %,  
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• Μ17 + γλυκόζη 1 %  

• Μ17 + γλυκόζη 2 % 

• HJG + γλυκόζη 1%  

• HJG + γλυκόζη 2% 

• Αποβουτυρωμένο γάλα 

Καμπύλες ανάπτυξης σχεδιάστηκαν για όλες τις καλλιέργειες εκτός από 

αυτήν σε αποβουτυρωμένο γάλα καθώς η μεγάλη θολερότητα και πυκνότητα του 

εναιωρήματος δεν επιτρέπει τη μέτρηση της οπτικής πυκνότητας. 

Για τη μέτρηση της παραγωγής βακτηριοσίνης με agar diffusion test 

πραγματοποιήθηκε δειγματοληψία 50 μl κυτταρικής καλλιέργειας ανά χρονικά 

διαστήματα 0, 2, 3, 4 και 6 ωρών ανάπτυξης και ακολουθήθηκε η διαδικασία που 

περιγράφεται στο κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι. Από την τελική τιμή της διαμέτρου 

των ζωνών αναστολής αφαιρέθηκε το μέγεθος του βοθρίου (5 mm). 
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Πίνακας 4.1 Ανάπτυξη του S. thermophilus ACA-DC 0040 και μέγεθος ζωνών αναστολής από agar diffusion test. Οι τιμές οπτικής 
απορρόφησης (O.D.) ελήφθησαν στα 600 nm, ενώ οι ζώνες αναστολής (Ζ.Α.) μετρήθηκαν σε χιλιοστά (mm) διαμέτρου ζώνης από 
την οποία αφαιρέθηκε η διάμετρος του βοθρίου.  
 

  
M17 

M17 + L.F 
20% 

M17 + γλυκ. 
1% 

M17 + γλυκ. 
2% 

  
HJG 

HJG + L.F. 
10% 

  M17 + L.F. 
20% 

Αποβουτυρωμένο 

Χρόνος Χρόνος Χρόνος γάλα 

(ώρες) 

O.D. 
Z.A. 

O.D.
Z.A. 

O.D. 
Z.A. 

O.D. 
Z.A. (ώρες) 

O.D. 
Z.A. 

O.D.
Z.A. (ώρες) 

O.D.
Z.A. Z.A. 

  (mm) (mm). (mm) (mm)   (mm) (mm)   (mm) (mm) 

0 0,199 0 0,182 0 0,282 0 0,179 0 0 0,103 2,5 0,101 3 0 0,107 0 0 

1,12 0,23  0,215  0,273  0,179  1 0,106  0,1  1 0,129 0  

2,2 0,278 0 0,274 4 0,31 0 0,214 0 2,08 0,187  0,16  2 0,17 0 4 

3,2 0,348 0 0,339 3 0,374 1 0,314 2 3,12 0,349 2,5 0,247 3 3 0,243 1,5 4 

4,37 0,441 0 0,423 3,5 0,522 1 0,535 2 4,17 0,628 3 0,414 3,5 4 0,387 2 3 

5,28 0,497  0,503  0,785  0,92  5,17 1,05 2,5 0,694 2,5 5 0,495 2  

6,18 0,584 0 0,572 3 1,33 2,5 1,448 2,5 6,22 1,406 2,5 0,995 3 6 0,599 2 3 

7,53 0,705  0,649  2,051  2,014  7,25 1,417  1,22  7 0,691 0,5  
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Σε όλα τα δείγματα η ανάπτυξη φαίνεται να απεικονίζεται στην εκθετική της 

φάση. Στα δείγματα από καλλιέργειες ανεπτυγμένες σε M17 και M17 lactis free, ο 

πιθανός παράγοντας επαγωγής δεν φαίνεται να επηρεάζει σημαντικά την ανάπτυξη 

των κυττάρων όμως από την 2η ώρα ανάπτυξης φαίνεται να επάγει την παραγωγή 

βακτηριοσίνης.  

Στα δείγματα από καλλιέργειες σε Μ17 με την προσθήκη γλυκόζης έχει 

επαχθεί και η ανάπτυξη των κυττάρων σε μεγάλο βαθμό αλλά και η παραγωγή 

βακτηριοσίνης, σε μικρότερο βαθμό όμως από ότι με τον άλλον παράγοντα. Η 

δραστικότητα της βακτηριοσίνης εμφανίζεται από την 3η ώρα ανάπτυξης με μέγιστο 

στο, φαινομενικά, τέλος της εκθετικής φάσης ανάπτυξης, συμβαδίζοντας με τα 

χαρακτηριστικά στοιχεία για τα συστήματα αίσθησης απαρτίας και έκφρασης 

βακτηριοσινών βασισμένα σε αυτά.  

 Τα δείγματα από καλλιέργειες ανάπτυξης σε θρεπτικό μέσο HJG και HJG με 

την προσθήκη παράγοντα πιθανής επαγωγής lactis free εμφανίζουν καλή 

ανάπτυξη. Η δραστικότητα της βακτηριοσίνης εμφανίζεται σχετικά σταθερή από την 

αρχή της καλλιέργειας καθ’ όλη την ανάπτυξη με μία ελαφρά αύξηση στην 4η ώρα 

ανάπτυξης. Η δραστικότητα από τα δείγματα ανάπτυξης σε αποβουτυρωμένο γάλα 

εμφανίζεται σταθερή από την 3η ώρα ανάπτυξης και μετά. 

Από τα δεδομένα του πειράματος είναι φανερό πως μόνο η ανάπτυξη σε 

θρεπτικό μέσο M17 με την παρουσία γλυκόζης ακολουθεί τα τυπικά χαρακτηριστικά 

εμφάνισης βακτηριοσίνης σε σύστημα αίσθησης απαρτίας. Με την προσθήκη 

παράγοντα πιθανής επαγωγής lactis free η δραστικότητα της βακτηριοσίνης 

εμφανίζεται από την αρχή της ανάπτυξης, σε χαμηλό αριθμό κυττάρων οδηγώντας 

στην υπόθεση πως κάποιο συστατικό από την καλλιέργεια του L. lactis που 

προστίθεται στις καλλιέργειες S. thermophilus επηρεάζει την παραγωγή της 

βακτηριοσίνης.  
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Εικόνα 4.4 Απεικόνιση δεδομένων ανάπτυξης του οργανισμού S. thermophilus 
ACA-DC 0040 μαζί με τιμές ζωνών αναστολής από agar diffusion test. Οι τιμές 
οπτικής απορρόφησης (O.D.) εμφανίζονται στην εικόνα A και οι ζώνες αναστολής 
στην εικόνα Β. Τα δεδομένα του πειράματος αναγράφονται στον πίνακα 4.1 
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4.3 Ταυτοποίηση περιοχής ανάλογης blp στο γονιδίωμα του S. thermophilus 

ACA-DC 0040 

Σύμφωνα με τη διαθέσιμη βιβλιογραφία, η περιοχή blp που έχει 

χαρακτηριστεί ως υπεύθυνη για την επαγωγή, τη σύνθεση και την έκκριση της 

βακτηριοσίνης έχει εντοπιστεί in silico σε τρία στελέχη S. thermophilus, τα LMD9, 

LMD18311 και CNRZ1066, στα οποία έχει προσδιοριστεί η αλληλουχία του 

γονιδιώματός τους. Αυτές χρησιμοποιήθηκαν για το σχεδιασμό κατάλληλων 

εκκινητών με σκοπό την απομόνωση πιθανής αντίστοιχης περιοχής blp από το 

γονιδίωμα του S. thermophilus ACA-DC 0040 με πειράματα PCR. Επειδή η περιοχή 

αυτή στο LMD9 είναι μεγάλη, άνω των 13 kb και κατά συνέπεια είναι αδύνατον να 

ενισχυθεί ολόκληρη σε μία αντίδραση, σχεδιάστηκαν εκκινητές που να 

περιλαμβάνουν τις λειτουργικές υποπεριοχές του πιθανού blp, δηλαδή τις blpABC, 

blpHR, blpABCHR, blpDUEF (με τα ενδιάμεσα αναγνωστικά πλαίσια), και blpGQX 

(με τα ενδιάμεσα αναγνωστικά πλαίσια). Οι εκκινητές σχεδιάστηκαν με βάση 

συντηρημένες περιοχές των τριών γονιδιωματικών αλληλουχιών που περικλείουν 

κάθε λειτουργική υποπεριοχή. Αυτές οι συντηρημένες περιοχές εδράζονταν, όπως 

είναι αναμενόμενο, σε αναγνωστικά πλαίσια. 

 

Εικόνα 4.5 Ενισχυμένες περιοχές του γονιδιώματος του S. thermophilus ACA-DC 
0040 συγκριτικά με την αντίστοιχη περιοχή του LMD-9 
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 Το γονιδιωματικό DNA του S. thermophilus ACA-DC 0040 απομονώθηκε 

από υγρή καλλιέργεια του οργανισμού σε θρεπτικό μέσο M17 με την χρήση των 2 

μεθόδων που αναφέρονται στην Ενότητα Υλικά και μέθοδοι (§3.8.1 και §3.8.2) και 

χρησιμοποιήθηκε ως υπόστρωμα για αντιδράσεις PCR.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.6  Γονιδιωματικό DNA  από S. thermophilus  ACA-DC 0040 σε πήγμα 
αγαρόζης 1%. λ/H: λ-HindIII. Διαδρομή 1: 5 μl με μέθοδο Flamm et al., 1984 με 
τροποποιήσεις. Διαδρομή 2: 5 μl με χρήση πακέτου έτοιμων αντιδραστηρίων 
NucleoSpin Tissue. Με την πρώτη κατά σειρά μέθοδο που παρουσιάζεται 
αποκαλύπτονται και ζώνες μικρότερου μοριακού βάρους οι οποίες αντιστοιχούν 
πιθανότατα σε πλασμιδιακό DNA. Ο εντοπισμός του διερευνήθηκε περαιτέρω, 
όπως περιγράφεται σε επόμενη ενότητα της παρούσας διατριβής 

 

 

Η ενίσχυση των περιοχών 1-5 όπως φαίνονται στην εικόνα 4.5 

πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με τα πειράματα PCR που περιγράφονται στην 

ενότητα 3.12. Η αλληλουχία των εκκινητών παρατίθεται στον πίνακα 3.4 (Υλικά & 

Μέθοδοι). Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στην εικόνα 4.7 και στον πίνακα 4.2. 

 

 

λ/H 1 
λ/H 2 
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Πίνακας 4.2 Περιοχές ενίσχυσης γονιδιωματικού DNA από S. thermophilus ACA-
DC 0040 

 

 

 

Εικόνα 4.7 Αποτελέσματα ενίσχυσης γονιδιωματικού DNA από S. thermophilus 
ACA-DC 0040 σε πήγμα αγαρόζης 1%. λ/H: λ-HindIII. Διαδρομή 1: 5 μl προϊόντος 
ενίσχυσης περιοχής 1. Διαδρομή 2: 5 μl προϊόντος ενίσχυσης περιοχής 2. Διαδρομή 
3: 5 μl προϊόντος ενίσχυσης περιοχής 2. Διαδρομή 4: 5 μl προϊόντος ενίσχυσης 
περιοχής 4. Διαδρομή 5: 5 μl προϊόντος ενίσχυσης περιοχής 5. 

 

Από την εικόνα της ηλεκτροφόρησης καθίσταται εμφανές ότι ελήφθησαν 

προϊόντα ενίσχυσης σε όλες τις αντιδράσεις που πραγματοποιήθηκαν. Από τον 

πίνακα 4.2 φαίνεται ότι οι περιοχές 3 και 5 παρουσιάζουν ίδιο μέγεθος με αυτό του 

LMD9, ενώ η περιοχές 1, 2 και 4 αποκλίνουν. Το αποτέλεσμα αυτό είναι βεβαίως 

σχετικό, εφόσον η αλληλουχία του ACADC0040 δεν είναι γνωστή και πιθανότατα 

υπάρχουν διαφοροποιήσεις ως προς αυτή του LMD9. 

 Αντιστοιχία 
στο LMD9 

Εκκινητές  Αναμενόμενο 
μέγεθος στο LMD-9 
(bp) 

Πειραματικό 
μέγεθος (bp)   

Περιοχή 1  blpDUEF BLP1F 
BLP1R 4688 5031 

Περιοχή 2  blpABCHR BLP2L 
BLP2R 6961 6214 

Περιοχή 3  blpGQX BLP3L 
BLP3R 2397 2398 

Περιοχή 4  blpCHR BLP2L 
BLPCR 3534 2787 

Περιοχή 5  blpABC BLPCL 
BLP2R 3840 3840 
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Τα πέντε προϊόντα ενίσχυσης απομονώθηκαν από το πήγμα αγαρόζης, 

καθαρίστηκαν σύμφωνα με την μέθοδο που περιγράφεται στην §3.13 και 

κλωνοποιήθηκαν στον πλασμιδιακό φορέα pCR-Blunt όπως περιγράφεται στην 

§3.16.2. Τα προϊόντα ενίσχυσης διαθέτουν απότομα άκρα ως αποτέλεσμα της 

πολυμεράσης Phusion High-Fidelity που χρησιμοποιήθηκε και είναι συμβατά με το 

πλασμίδιο pCR-Blunt το οποίο παρέχεται ευθύγραμμο επίσης με απότομα άκρα. Ο 

σκοπός της κλωνοποίησης αυτής ήταν να ταυτοποιηθεί η νουκλεοτιδική αλληλουχία 

στα άκρα κάθε ένθεσης και να διαπιστωθεί αν πρόκειται για αλληλουχίες που 

ομοιάζουν με αυτές της περιοχής blp του LMD9.   

Τα προϊόντα της δεσμοποίησης καθαρίστηκαν ξανά όπως παραπάνω και 

χρησιμοποιήθηκαν για μετασχηματισμό σε κύτταρα E. coli DH5a με 2 μεθόδους, τον 

μετασχηματισμό με ηλεκτροδιάτρηση (§3.17.1) και μετασχηματισμό με θερμικό σοκ 

(§3.17.3).  

Οι καλλιέργειες επιστρώθηκαν σε τρυβλία με στερεό θρεπτικό μέσο L.B. που 

περιείχε καναμυκίνη. Οι αποικίες που αναπτύχθηκαν στα τρυβλία 

ανακαλλιεργήθηκαν σε 5 ml υγρού θρεπτικού μέσου L.B. με καναμυκίνη και 

χρησιμοποιήθηκαν για απομόνωση πλασμιδιακού DNA και πέψη, ώστε να 

διαπιστωθεί η ύπαρξη της ένθεσης. Τα αποτελέσματα φαίνονται στην εικόνα 4.8. 
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Εικόνα 4.8 Πέψεις πλασμιδιακού DNA κλώνων των ενισχυμένων περιοχών σε 
πήγμα αγαρόζης 1%. λ/H: λ-HindIII. Διαδρομή 1: πλασμιδιακό DNA κλώνου 
περιοχής 1. Διαδρομή 1/Ε: πλασμιδιακό DNA κλώνου περιοχής 1 μετά από πέψη 
με EcoRI. Διαδρομή 3/Ε: πλασμιδιακό DNA κλώνου περιοχής 3 μετά από πέψη με 
EcoRI. Διαδρομή 4: πλασμιδιακό DNA κλώνου περιοχής 4. Διαδρομή 4/Ε: 
πλασμιδιακό DNA κλώνου περιοχής 4 μετά από πέψη με EcoRI. Οι περιοχές 2 και 
5 δεν κλωνοποιήθηκαν σε βακτηριακές αποικίες. 

Οι κλώνοι στους οποίους διαπιστώθηκε ότι έχουν ενσωματώσει μία από τις 

περιοχές 1, 3 ή 4 (εικόνα 4.5) τουλάχιστον ως προς το μέγεθος υποβλήθηκαν σε 

προσδιορισμό της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των άκρων τους 

(πραγματοποιήθηκε σε εξωτερικό εργαστήριο). Οι αλληλουχίες που 

προσδιορίστηκαν στα άκρα κάθε κλωνοποιημένης ένθεσης παρουσίαζαν πολύ 

μεγάλη ομολογία με τις αντίστοιχες του blp του LMD9. Κατά συνέπεια, υπήρξε ένας 

πρώτος εντοπισμός στο ACADC0040 περιοχής ανάλογης προς την blp του LMD9.  

λ/H    1       1/E      λ/H 3/E        λ/H      4      4/E 
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Προκειμένου να πραγματοποιηθεί η μελέτη αυτής της περιοχής, κρίθηκε 

αναγκαία η εύρεση ολόκληρης της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας της. Για το σκοπό 

αυτό σχεδιάστηκαν επιπλέον εκκινητές με βάση τη νουκλεοτιδική αλληλουχία του 

LMD-9 με σκοπό να προκύψουν προϊόντα PCR μικρότερου μεγέθους, ώστε να 

συμπληρωθούν οι περιοχές που δεν είχαν διαβαστεί. Όπου κρίθηκε απαραίτητο, 

σχεδιάστηκαν εκκινητές επί της ήδη διαβασμένης αλληλουχίας, ώστε να 

ολοκληρωθεί ο προσδιορισμός της διαδοχικά (primer walking).  

Για τον προσδιορισμό της αλληλουχίας της περιοχής blp στο ACA-DC 0040 

χρησιμοποιήθηκαν προϊόντα PCR από 14 αντιδράσεις τα οποία κλωνοποιήθηκαν 

στους πλασμιδιακούς φορείς pCRBlunt και pUC18. Όπου χρησιμοποιήθηκε ως 

πλασμιδιακός φορέας το pCR-Blunt, οι κλωνοποιήσεις και η ανίχνευση των 

ανασυνδυασμένων κλώνων πραγματοποιήθηκαν όπως περιγράφηκε 

προηγουμένως για τις περιοχές 1, 3 και 4. Στις περιπτώσεις που χρησιμοποιήθηκε 

ο πλασμιδιακός φορέας pUC18, απομονώθηκε από καλλιέργεια E. coli DH5a σε 

μικρή κλίμακα (§3.5.1) και υπέστη πέψη με την περιοριστική ενδονουκλεάση SmaI 

(§3.14). Το ένζυμο αυτό δημιουργεί απότομα άκρα στο ευθύγραμμο πλασμιδιακό 

DNA. Έτσι εξασφαλίζεται η δεσμοποίηση με το προϊόν της PCR το οποίο διαθέτει 

και αυτό απότομα άκρα ως αποτέλεσμα της πολυμεράσης Phusion HiFi που 

χρησιμοποιήθηκε. Η αντίδραση δεσμοποίησης πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με την 

§3.16 και ο μετασχηματισμός σε E. coli DH5a με 2 μεθόδους, τον μετασχηματισμό 

με ηλεκτροδιάτρηση (§3.17.1) και μετασχηματισμό με θερμικό σοκ (§3.17.3) ενώ η 

επιλογή των ανασυνδυασμένων κλώνων σε τρυβλία με στερεό θρεπτικό υλικό L.B. 

με την προσθήκη αμπικιλλίνης και X-gal. Οι λευκές καλλιέργειες που αναπτύχθηκαν 

στα τρυβλία ανακαλλιεργήθηκαν σε 5 ml υγρού θρεπτικού μέσου L.B. με αμπικιλλίνη 

και χρησιμοποιήθηκαν για απομόνωση πλασμιδιακού DNA και πέψη, ώστε να 

διαπιστωθεί η ύπαρξη της ένθεσης. Τα αποτελέσματα φαίνονται στην εικόνα 4.9. 
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Εικόνα 4.9 Ηλεκτροφόρηση πλασμιδιακού DNA κλώνων σε φορέα pUC18. λ/Η: 
λ/HindIII. 0Χ: πλασμιδιακό DNA κλώνου 0Χ1 αντίδρασης PCR0X. 0Χ/EP: 
πλασμιδιακό DNA κλώνου 0Χ1 αντίδρασης PCR0X μετά από πέψη με EcoRI και 
PstI. 0A: πλασμιδιακό DNA κλώνου 0A1 αντίδρασης PCR0A. 0A/EP: πλασμιδιακό 
DNA κλώνου 0A1 αντίδρασης PCR0A μετά από πέψη με EcoRI και PstI. 

 

Συνολικά χρησιμοποιήθηκαν προϊόντα PCR από 14 αντιδράσεις ενίσχυσης 

για την κατασκευή ισάριθμων κλώνων. Από αυτούς 26 παράγωγα 

χρησιμοποιήθηκαν σε 44 πειράματα εύρεσης αλληλουχίας. Τα στοιχεία αυτά 

συνοψίζονται στον Πίνακα 4.3 

 

 

 

 

 

 

λ/H    0X    0X/EP  0A  0A/EP 



Αποτελέσματα 

 

 

110 

Πίνακας 4.3 Αποτελέσματα εύρεσης αλληλουχίας της περιοχής blp του οργανισμού 
S. thermophilus ACA-DC 0040, οι βακτηριακοί κλώνοι και οι αλυσιδωτές αντιδράσεις 
πολυμεράσης από τις οποίες προέκυψαν 

Α/Α Προϊόν 
PCR 

Ζεύγος 
εκκινητών 

ΜΒ  
(bp) 

Φορέας Παράγωγοι 
κλώνοι 

Αριθμός πειράματος sequencing 
Μήκος διαβάσματος 
Θέση στην αλληλουχία 

1 PCR1 
BLP1F 
BLP1R 

5031 pCR-Blunt 

1.6 
C06, 793 bp, 2096-2888 
A06, 707 bp, 6421-7127 

1.6.1 I07, 825 bp, 2941-3765 
1.6.2 K07, 817 bp, 3595-4411 
1.6.3 M07, 724 bp, 4218-4941 
1.6.4 O04, 617 bp, 6289-6905 

1.8 
G06, 722 bp, 2096-2817 
B19, 683 bp, 3594-4276 
E06, 677 bp, 6451-7127 

2 PCR3 
BLP3L 
BLP3R 

2398 pCR-Blunt 

3.3 C19, 768 bp, 1714-2481 

3.4 
M18, 775 bp, 114-888 
K18, 714 bp, 1798-2511 

3.4.1 A09, 659 bp, 439-1097 

3 PCRC 
BLPCL 
BLPCR 

413 pCR-Blunt C1 
M24, 413 bp, 8806-9218 
F03, 413 bp, 8806-9218 

4 PCR1A 
PCR1AL 
PCR1AR 

1942 pUC18 1A1 

E08, 909 bp, 4598-5506 
G13, 925 bp, 4786-5710 
F13, 926 bp, 5368-6293 
C08, 896 bp, 5615-5610 

5 PCR1B 
PCR1BL 
PCR1BR 

1439 pUC18 1B1 
E13, 840 bp, 2754-3593 

6 PCR3A 
PCR3AL 
PCR3AR 

1042 pUC18 3A1 
A13, 878 bp, 848-1725 
C13, 933 bp, 928-1860 

7 PCRA 
BLPAL 
BLP2R 

2543 pCR-Blunt 
A3 

M18b, 791 bp, 10103-10893 
K18b, 871 bp, 11775-12648 

A3.1 E09, 780 bp, 10468-11247 
A3.2 G09, 714 bp, 11775-12648 

8 PCRAA 
PCRAAL 
PCRAAR 

1146 pUC18 AA1 
M08, 934 bp, 10667-11602 
K08, 903 bp, 10909-11811 

9 PCRHRA 
PCRHRAL 
PCRHRAR 

1538 pCR-Blunt HRA13 
N24, 890 bp, 7138-8027 
M24b, 916 bp, 7760-8675 

10 PCRYPOK1 
BLP1F 
IPOK1L 

2712 pCR-Blunt YPOK1.3 
L03, 846 bp, 2096-2941 
K03, 814 bp, 3993-4806 

11 PCRB 
BLPBL 
BLPBR 

1463 pCR-Blunt 
B1 

A20, 821 bp, 9011-9831 
O18, 764 bp, 9709-10472 

B6.1 I09, 896 bp, 9215-10110 

12 PCRCHR 
BLP2L 
BLPCR 

2787 pCR-Blunt 
CHR11 

G18, 765 bp, 6435-7199 
I18, 574 bp, 8645-9218   
E04, 641 bp, 8457-9097 

CHR11.1 M09, 808 bp, 7123-7930 
CHR11.2 O09, 610 bp, 8022-8631 

13 PCR0X 
blp0XL 
blp0XR 

880 pUC18 0X1 
E24, 440 bp, 1-440 
G24, 441 bp, 1-441 

14 PCR0A 
blp0AL 
blp0AR 

1030 pUC18 0A1 
I24, 921 bp, 12172-13092 
K24, 675bp, 12418-13092 
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Οι 44 αλληλουχίες που χρησιμοποιήθηκαν για την ταυτοποίηση της 

αλληλουχίας της περιοχής blp του S. thermophilus ACA-DC 0040 καθώς και η θέση 

τους επί αυτής παρουσιάζονται στο παράρτημα.   

 Από τη διασταύρωση αλληλουχιών κλώνων διαφορετικών αλυσιδωτών 

αντιδράσεων πολυμεράσης, όταν ήταν εφικτό, ή και διαφορετικών πειραμάτων 

εύρεσης αλληλουχίας των ίδιων κλώνων προκύπτει η αλληλουχία της περιοχής blp 

του S. thermophilus ACA-DC 0040 ώστε κάθε τμήμα της να έχει προέλθει από 

τουλάχιστον 2 διαφορετικές αντιδράσεις εύρεσης αλληλουχίας. 

 

 

Εικόνα 4.10 Σχηματική απεικόνιση της κάλυψης των αποτελεσμάτων των 
πειραμάτων εύρεσης αλληλουχίας. Με κίτρινη γραμμή απεικονίζεται η 
προσδιορισμένη αλληλουχία της περιοχής blp του στελέχους S. thermophilus ACA-
DC 0040 και με μπλε γραμμές οι αλληλουχίες των πειραμάτων εύρεσης 
αλληλουχίας σε στοίχιση με την προσδιορισμένη αλληλουχία. 
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Στη συνέχεια εμφανίζεται η αλληλουχία της περιοχής blp του στελέχους 

ACA-DC 0040 όπως προέκυψε από τα παραπάνω δεδομένα. 

Streptococcus thermophilus ACA-DC 0040 blp region 

   1 Tctttatcgcaaaaaatcccataggatgagaactcccatgggattttttt 50 
  51 attgtgtgaaaataaacaagatttgatcttcaatttttacgattcatttt 100 
 101 gatgttatttaaacaaatgatatagccaagacagtggaacaacacaaaga 150 
 151 tatgccagtaaaaataaagcataaagctgtcagatttagtcaacatataa 200 
 201 aaaagaaaaattccaacaaataaaatggaaagccagagtgtcttcttaac 250 
 251 gaataaaaagtattgatgccatatctctttatcactcaaagtgactttag 300 
 301 attttttgcctaggacaagatgcatcagaacctctgctatactgctaagt 350 
 351 actgttaaaaccagaatcttactaagaggaattcctaaaaagaatcccat 400 
 401 acactcaataagcaattgggacaaaacaatggccgtaagggcacgtagat 450 
 451 tttttgacataaaacttaaacctcacacttctctcaaacagaaagttttc 500 
 501 acaacgcctacaaagttaccaaagcatagataagcacttacagcctcgct 550 
 551 atttttataggcgtgtctatcataaactgacattctaacctcgttcactt 600 
 601 tgtttaatgattttaagcactctaggtgtcagaaaagctagtaaacaaat 650 
 651 atccaaaacaatcacaacaataatgattaggcgccattcggcacctctca 700 
 701 ccgtcagcaaacgataaacaccagttaaaataatagccaaatgtgccaag 750 
 751 cccataccagcgtaaatttgtttaggagtaaactgtcgttcccaagtgga 800 
 801 cgattgttcagctctcgtccgatgaacactggtaggtaggtcagacacag 850 
 851 taaggaaaccaaacccaggggtaactaaaataagaaggaagaaccattat 900 
 901 ataataattctaaaccaatattgccatctatcaaaccttaggcaacaacc 950 
 951 atgagttgtaaataaagtaactttcctgaacgaagtcggttaagataagg 1000 
1001 catcgcactcaccttttatcacaatcacttgtccgcttgtcataatcata 1050 
1051 actaggacttaaggttctttctctgctcctcaacagattggaaaagaacc 1100 
1101 ttttttgctccatcttccttttctcaatggacaactcaaccttaaaacca 1150 
1151 agaaatcctccctaatgacatcaatagccataacgaatcgctagcaattt 1200 
1201 tcgcaactctgccattcgctcctcgatacagggagacaaggttagctggt 1250 
1251 cttttctgaccactttggatatttccagtgacatcctgcttaagatatag 1300 
1301 ggagtggctgaacgagagtctgcaagttccgttcggtaggagtgcaggac 1350 
1351 ctgcttcaaatcagcataatctggcttatctccaatagtttcaattacct 1400 
1401 catcgatgatagctactgcttgttattgtctctctttgcctcctgcaaac 1450 
1451 catttaagtcctttcattaagaaaacctccttatttctttcaactaattt 1500 
1501 ttcaatcacatctttagtatagcacactgatagtcatttaaaagccagcg 1550 
1551 tcacaaaaagtggctatacgtcctgaatggtcattcatatacaaaatgaa 1600 
1601 aaaaattgagggagatactcaatcttttaacctatttaatataatatctc 1650 
1651 agtgctaacatgagtgaagctaagattgctaatgcccccacaaaagagac 1700 
1701 aagtgattgctcaccgtcatttgttttagggaattcttttgtgtctgcta 1750 
1751 ctttatcagtcattggtgccatttgccctgtttgagcgttcagttccttc 1800 
1801 tgaaccgttgacatcggctgtggttgaacagttggcaaagatttctcttt 1850 
1851 cgtactctcttcggttactcgtgtaggacgaacagttttagtttgaggtt 1900 
1901 cagagatggttgtttgttcctgattcaaagtcataaaacgtggactagag 1950 
1951 ctggctaaatggtcataaactgtttgagcaggtccaccaccaacccatcc 2000 
2001 tgataatagctgaccattttccagataaaatagtgtaggtgtacctggaa 2050 
2051 taccaatctcaccaaacacatagtttcggtcaaaatcctcacgatctata 2100 
2101 tcgtaatactctaaacgaccatccatcagttggttcaagaccttcaactc 2150 
2151 tggtgaaaattgacgacaatagtaacaggttccacgtccaaaataaatcg 2200 
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2201 tatgtgcctgaccatcctcggtaaaggcattacgcacatcatctaaactt 2250 
2251 attttaggtaaataagcaacattagcgtcgtattcctcacgagatactgc 2300 
2301 tgggatatcatttgcagtctcctcctcagactcagccaaggttactgatt 2350 
2351 cagtcgctgctggtgcctctttatcttcaggaagcgactgctcctgacta 2400 
2401 tctgatggttgttctactggagtagattcggttgcttcaacctttggaga 2450 
2451 attatcagctcccgtttctaccacctcatccgctaaagcagttcctaccg 2500 
2501 atagattcagtaacaaggctgaactcatcagccatagcgttaatgtcctt 2550 
2551 tttttcatcataaactcctttcgattacttagtctagtttaacaatttac 2600 
2601 aactctcatagaagctaacgtcccaaaaagtgactatacgtcccgaatgg 2650 
2651 taagaatataaaaaatcccactatcaccatgatatactccccttatagtg 2700 
2701 gacagtgaaaaaataaaaattttcactagaaactataaggggagtcttat 2750 
2751 tatgtccaaaagaagtccaaaatctgtatctgagaaactagaaattgttc 2800 
2801 tgcttcacttggaagaaggtaaatcacttagttggttaactagaaaccaa 2850 
2851 ggtatctctaaagacaccctatcgaactgggttcggaagtacaaagaagc 2900 
2901 tggtgttgatgggctagaggaaagccgtcaatggaagaagtatagtaagg 2950 
2951 aactaaaggaacaagctgtttccgactatcttaatggcttgggaagtctc 3000 
3001 aaagatctgaccaaaaaatatggaatttctgacccttatgttctcagatc 3050 
3051 atggataaaaagttatactagtggtaaagaactgaaagctactagtaaag 3100 
3101 gaatgagacgcatgaagcaaggacgcaagacaacatttgaagaatgaatt 3150 
3151 gagattgtcaattttacccttgcccacgagaaagattaccaaggggctgt 3200 
3201 tgagaagtatggtgtttcctaccagcagatctattcttgggtcagaaagt 3250 
3251 tcgagaaggacggttctaacggtctcctagatcgtcgtggaaaaggtctt 3300 
3301 acaagtaaaccaaaccttactccagaagaagagttacgcctcaaaatcaa 3350 
3351 gcaacaggaagagcggattaagtatcttgaaatggagaacggcctgctaa 3400 
3401 aaaagttagaagaaatcaaacgacgaaaccgacggtaagacttggtcggc 3450 
3451 acttggaaaccttccaagcgattaaagaatatgcggatgagtatgaagag 3500 
3501 gtttttatcagccacttgtgccatattctaaaggtatctcgctcaggcta 3550 
3551 ttacaagtggttacaacatcaagaaacaacttctgaacaggaaaatttag 3600 
3601 gcttgatggatatcatcaagaaacttcatagccagcataatggtattctt 3650 
3651 ggttatcgtcgtatgacgctatttgtcaatcgcaagcttgaaacaaacta 3700 
3701 caacaagaagcggattcgacgcttgatgcacattctaggtctacgttcca 3750 
3751 ttatcagaagagccaagggctattgtactaaaactagctttgtcaatgta 3800 
3801 gaggacaacattctcaatcgtaattttacagccactgctccaaatcagaa 3850 
3851 atggtgtacagatgtgactttcttgaagtacggtttcagctgtaaagcct 3900 
3901 atttgagtgctattaaggatctttacgacggctcaattgtcgcctatgta 3950 
3951 gttggtcaatttaatgataacgaattggtattggaaacacttcgtaaagc 4000 
4001 acaaaaagctaatcctaatgcgacaccattaattcacagcgaccgaggtt 4050 
4051 cgcagtatacttcgaaagattattaccgtttaactacccagtatcagatg 4100 
4101 acccgctccatgtctcgtgttggtaagtgtattgacaatgcaccaattga 4150 
4151 gagtttctttgggcactttaagacggagtgctatgatttgaagaagtata 4200 
4201 agacttttgaggagctagtttcagatattgatgcctacatctatttttac 4250 
4251 aatcatcaacgttttcaagagcgcaataacggccttgcccctcttgaaat 4300 
4301 gaggaacaaggccgtcgcctaatattttattatttcattgtccacttgac 4350 
4351 agggagctgttcagtatatgttcaagattattttttatgtttatttttat 4400 
4401 tgacctttttgaaaaagatattacctaacaaagcaacaacaaaacctata 4450 
4451 ataaaatataccatagattagctccaccagcaggttgctccataggcaac 4500 
4501 agtaccacctgcaccacctagaacaccaccagctagataaccaggaactg 4550 
4551 agcctacaactggtaaaactacattacctccaaacgctcctccgatagct 4600 
4601 cctccgatagctccttgaacagtcgctccacctgtgcctctccaactaca 4650 
4651 tccacctccttcaacactagcaagtgtttcgaggtcaagggtgttaaagt 4700 
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4701 tttcaattgtttgagttgccatggtaactacctcctaaaatttttatcgt 4750 
4751 gtgatctctcaatcacatctttagtatagcattcaagtgtctctatcaga 4800 
4801 gctagcgtcccaaaaagtggctatatgtcccgaatggtaattcctaaaga 4850 
4851 acatccttcaatcattggaaatcttcctctaattttcacatatttactta 4900 
4901 atcactttcttattataacacttttatgcaaatatcttatagattgctta 4950 
4951 cagaataatcaagcaaatgcgtttattgtttaaaatattttttgacttga 5000 
5001 aggtaagatagaaaatcacagaggattaacaaaagcattaatacggctag 5050 
5051 tactatacggtctgtggtatcactgaatgttagtaatgtgtaaaactcta 5100 
5101 cactaagcactagaaatgtgatgacaggaaagacaatgaaggactgccgt 5150 
5151 attgttaacagatttactgaatctggacgcttcttaagcatacggtagag 5200 
5201 cagtccattaacaaaaatgactacgaaagctagtgctccgactgctagcc 5250 
5251 aagttcctggcgagatcttgcttttgtagagagaaaggctgatacttata 5300 
5301 aggaaaactgccaacgcagcagtgatggttctaaaagatcgcaatacact 5350 
5351 cgaactaatattctttaacttcatgataaaacacctaaactatgaataac 5400 
5401 ctcagtcagtcttgcaaacctaataagctattacatttaactctattcct 5450 
5451 ctctgtattttattatacagctgtaagatttcaagtaagcccttagcgat 5500 
5501 taaattctactggagatgtaatacagtagtgtcattagtactgatacttt 5550 
5551 aaataggcgactatacatatctttgttttctctattacaaagatatgcaa 5600 
5601 tcaaatataatataatctccgctatcattagcaagaataattttacttcg 5650 
5651 ggaacatcaaaaataagcatttgcaagcatcttacgttcaaagtgaccaa 5700 
5701 aggttacttttgaaactgtacccactttttaaaaagtaagctataaagaa 5750 
5751 gcaccgttagccctagcaagttaatggtatggtgaactgcatccaagctt 5800 
5801 ctaaatagattagcgaggcccattacgatgagaatggtagccagtaaata 5850 
5851 cggttttgagtttttaaacatacttttctccttaaagtgtttttagctag 5900 
5901 tctgtgcataatctatgaattttattatagattggaagccgataaaaaag 5950 
5951 tagtgacataaatgtcactacttgtctgaccttatatccttgataaccgt 6000 
6001 acacataagaaagagaaataaacataacccgataagatttaggcattgaa 6050 
6051 gtccaaaattcagtttttctccaaagttatgtaaggcaacaaggacgaag 6100 
6101 cccatagacatcattagagacactaggcgttttttggtcatgattacaaa 6150 
6151 tacctcttctcttatatcgaaattttcaatcataattcacatgctattca 6200 
6201 cagaccagcaattgacaagacatttcagttaggatttcttcttaacggaa 6250 
6251 ttggtagccttgtgtttttcaagaaatgacataattggcttatctaaaaa 6300 
6301 actcataacagccatggaaaccatccctaaaatataacttttcaaatcaa 6350 
6351 acataatccatcaccaccagcatgttgctccataaccaacaccacctacg 6400 
6401 atagcacctccagctgctcctgcgacagcaccttgccaagtacgtgtttt 6450 
6451 gatacctagtcgtaaaccattaccaactcctgtagctactccttgtttag 6500 
6501 caaaacctccccagctacatccaccaccttcaacactagcaagtgtttcg 6550 
6551 aggtcaagggtgttaaagttttcaattgtttgagttgccatggcaactac 6600 
6601 ctcctaaaatttttatcgtgtgatctctcaatcacatctttagtatagca 6650 
6651 ttcaagtgtctctatcagagctagcgtcccaaaaagtggctatatgtccc 6700 
6701 gaatggtaattcctaatgtatattatttctaaaattcagaaaaaaaaaaa 6750 
6751 atctcattttatactcataaaaaattgaaaaaccgttttctttatgttac 6800 
6801 aatttttcaataaacagtattcgtcataaaagagaggactagaccttgaa 6850 
6851 gatttacctattagaagataattctattcagatgggtcgcttggaagagg 6900 
6901 ctgtggcacatgaacttaaatccttcggaaaagatctatcttgtgtccag 6950 
6951 tcttttgacaaacctgaccagttgttatcagctatcacttctaatacaag 7000 
7001 cgatcagattttctttcttgatattgaaattaaaggtgaagataagaagg 7050 
7051 gacttgatatcgctaaaatcatacgtcaaaataacccttatgctatcatt 7100 
7101 gcctttgtcactacacatatagagttcatgcctcaagcttttggcgttac 7150 
7151 agcctataaatacatcaataaaaccttagatgaagctagctttagaaaag 7200 
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7201 aaataggggaaaccattgctcaagtcttccctattaacgcaactaccacg 7250 
7251 gatgagttttttctctacaaaacagagtctcaattaataaaccttcctat 7300 
7301 ggatcaaattctatacctatccacatcagatatcaaacaccatgttcacc 7350 
7351 tccagactatccataccctcatggatatccgagcaaatctggcagacttt 7400 
7401 aaaaagatacacaaaaagctctacccatgccatcggtcctttatcgtcaa 7450 
7451 tacagatatgatcatctctgtcaacaagaccaattatgaagctaccttaa 7500 
7501 ttaatggtcaagttctaccagtatcccgtatgaagataggaaagattgca 7550 
7551 cagattgttgaggaaagaggcagatgatgttaacaacgttatggctactt 7600 
7601 tttctcacccttttaagtgcaggcctagaaattattcttttcctttattt 7650 
7651 aatgggacagaagattcgtctgaggtattttttcctactccttattttta 7700 
7701 atttagcctttaattttatttataaccactcttcttggtttatcattaaa 7750 
7751 ttctggggtgaggatatctactatcttctgctctccttccttttatccac 7800 
7801 taagactaaaaaaccattaaaaataaagattttcaatggtctcttccctg 7850 
7851 atatcctcaacaaccttagtttaagactgattactttttttatctttcct 7900 
7901 ttttttaatattagtatcaccgattataaaagctctctattaatatccat 7950 
7951 cccttcatctatcgcacctctttgtctatcatttctctttattaaattat 8000 
8001 tcaaggagagttttaccatacttcaaaagcagaaatcaaattctccgatt 8050 
8051 caacatattattatagttgctaacttttttatgtttgggtacaccctact 8100 
8101 gttacagtccctcatgtatcttgaaaacactactcactcttcaactttgg 8150 
8151 agcttcgaaaactctgtgttgttatttcacttgtcctcttcttcattatg 8200 
8201 attgtctttttagaaagaaacattcgtgaaatgattcaaggacaattgga 8250 
8251 cttccagaaaaatctccagctagagaatctctacacctacaataaacata 8300 
8301 ttgaatgtctctacaattctgttcgtagttttagacacgattatagtaat 8350 
8351 ctcttagtcacattacgattggggatagataaagacgatatggatattgt 8400 
8401 caaagaagtctatgatagtgtgcttcaagaatccgataaacgattaaata 8450 
8451 caagaaactttgacttagctagactcgttaatattcaggataatactttg 8500 
8501 aaaagccttctgtccgcaaaagttttacaagcagaagaagaaggtattga 8550 
8551 agctcagattagcatcccagaacccatccacttgattgggatggagattc 8600 
8601 tggacttcattatcgtcacttctatttttttagataacgctattgaaggt 8650 
8651 gccattcaaactcaaaaccataaaattactattagcttttgggaagatca 8700 
8701 tcgttcacagctattatctattagcaataccataagtgaagaacaaacag 8750 
8751 aaactaaaaccatatttgaaagaggtgtctccaacaagggacgagagcga 8800 
8801 ggcattggccttgctaatgtcacagaaatcttagataactatatcaatgt 8850 
8851 aaacttagaaacacagagtaacaatttctcattcacacaacaattaacaa 8900 
8901 taactaaaaaggcctaacagccttttttctatacctaaacttgaggaatg 8950 
8951 ttatagtcttttgttggaagcgttctttgccctccgaatccttttaggaa 9000 
9001 accatttatataatccatccacccacttccacctacgacttgttcaagag 9050 
9051 cgtggttatcaagtgtttcaaagttattaatcgtattgttagccatcagt 9100 
9101 aattctcctcctattggtcttgcaagtttagtaacttgtctttaaagtaa 9150 
9151 ttgaagtaggtcttttggtcaataacgcttctcacacgaccttctagacc 9200 
9201 gtaacgtagattttgggcttctttttctgaaatacttgccctagcagtta 9250 
9251 ctctaaacacattccccctttctgtttccgtggcagaattatcaatactc 9300 
9301 tcaagttttccaataattgtggtaccgtgattaccaaccttatccaaggt 9350 
9351 cagtcgaactgactggcctttttgcagttttggcacataatccgaattca 9400 
9401 cataataagtaatggcaacttcctgggtttgagtcatatcgggataaagc 9450 
9451 tgggccaactcagttcctgtcgcagccatggttgcttttttatcagcttg 9500 
9501 actcaagtgtaagattccatcttctggtgactggatgagggtattagtca 9550 
9551 gaaggacatctgcctgattgattttactctcggtatcggtaatttgtgtt 9600 
9601 tccactgagctcaattgctgtcctgcattttgcaagaattgattttttag 9650 
9651 agcttcttttttagtgctatcactattgtcataagttacaactgtgcctg 9700 
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9701 tcccagcattttggatttctagattacctatggaagcattcaagctcgaa 9750 
9751 atattggtattaacttgagataggtattggtctgttacactggcatccgg 9800 
9801 tgtcgtagcatactgactgttataggcatttaaggttgcctgatgaggat 9850 
9851 tgccttcaggtaaagtcgtttcatgattggtaatagcttgagagagcgcc 9900 
9901 tcatactctgagacctgagtctgcaattgactaatctggttatcaatagc 9950 
9951 agaaccggtattactcgcaattgctgcttggttattaacctctgtatttg 10000 
10001 ttttagccacacccaagtcaatatcctgtgcctgacttaggtaggtgtta 10050 
10051 aaagtactctgataaccaaactcgtcttcctgttcttggaaaagattggt 10100 
10101 tccctgcgttaggctagattgcaaggtcttcaaacctgattcctgtcttt 10150 
10151 ttaaaagttctagttgcttttgaagcccctctttttgcgatgcctccatg 10200 
10201 gtctctgaatactgaactaaggtgtccccttttttaacaaccttattagc 10250 
10251 aaccagttgattatctatgatggtattgtcactggttgattggattactg 10300 
10301 cgataaccttggttggctctatacttcctctagacgtgactgtaacttcc 10350 
10351 ttcttagcaaaaaaagcgaaaagaaaaaggaaaataactaacaaaatcaa 10400 
10401 gggagtaatcaaaacagtagacatattgtggtagcgacgatggtaaaact 10450 
10451 ctgtgcttttaaacaactgtggattcatcgtgtttccttttcctcacttt 10500 
10501 ctaaataattgataatagaaacctggataagacatcaggtcttgatgaga 10550 
10551 acctgtctccactacgcgtccctgatcaatgactacgatacggtcggtcc 10600 
10601 gctcagcgatactaagcctgtgtgctacaaagatgatcgttttatctttt 10650 
10651 agtgctaggaggttatcaataacctgcttttctgtcaaagcatccaatcc 10700 
10701 gctagttgcttcatctaagattagtacaggagatttcgttagtagtgcac 10750 
10751 gcgccaaagcgatacgttgcttttgccctccagacagacctgctccatca 10800 
10801 gacagctctgtctgaaaccccataggcatgttttcaatatcttgacgaat 10850 
10851 ttctgctatttcacaagctttcaaaatatcagcttgcgtaataccccgtg 10900 
10901 ctgcacctaaagtaagattttctaaaacactaccactaaatatataggat 10950 
10951 tgctgagggagatagttaatatgttgacgaagagttttcttgtctatgcg 11000 
11001 actaatattttgaccattaaaatctatgtgccccttatatggttgataaa 11050 
11051 aattgaccaacattttagctagagtagtcttaccagatccactgacacca 11100 
11101 acaaaactgattttttctccttgtctaatcgtcaaactgacatcagtcaa 11150 
11151 agtatcacgaccaaaaccatatttataagataaatccgtaacagtgatat 11200 
11201 ctccatccgcaatgccttcttgataggtatcatcactttgtccaaactct 11250 
11251 gattcaatcagatagacctcattgagcctagtattagctaccttagcaga 11300 
11301 ctgtaacttggtttgcaggttaatgatattttccaaaggattcgtgaagt 11350 
11351 aggaaagcaacatattaaaagtaatcaattgtcctatcgaaatggtattt 11400 
11401 cccatcaccaactgagcacctgtccagaggataagtacatttaaaataag 11450 
11451 ttgagcaccttgtttcaatgatgtttgtagtatagataacttagaaaggc 11500 
11501 gaaaagaattgtctagatagtcaacaaactcaccatcaatcttttgatag 11550 
11551 catacttcttcgctggttagtgactttatggtttcaatcccattaatgtc 11600 
11601 ctcaatgatggctgaattaaccatagcattactctgcatgacgtcatgat 11650 
11651 tcattcgctcaaaaggtttcataaaggcaaagacgataagggtataaatt 11700 
11701 ggaaccgaacaaagaactagcttgaagagattgctattttgtatcaataa 11750 
11751 cacgcctcctacgataatcacaatagagaaatcaaggaaaagtgataata 11800 
11801 tcgtcgaagccagagcatcgataatagagttagcatcactaaaacgtgag 11850 
11851 ataacctcccctgtacgtcttgtggcaaaaaaagacattgggagttcaaa 11900 
11901 gatatgtcgtatgtaggacaagataacgtcaatggtcaatcgctgactca 11950 
11951 gtatggttaagagataatctcttgcaaaagtcatcatttgttgtaaaaca 12000 
12001 taggtcacaactaatccaattgagataattcctaaggtagacttcatttg 12050 
12051 attagggacatattcgtctagaataccttgtaaataataggaacctaaaa 12100 
12101 tatttattaaagtaaccaagagactggcaaagacaatattagctatcaag 12150 
12151 gacctttgtttaaagatcaaagggagaaagtcccagagtccatttttctt 12200 
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12201 atccttatgtggtttataactgggttccggtcccataaaaagagtaacac 12250 
12251 ctgtccactctttctcaaaacgctctttagtcattttagttacttttaca 12300 
12301 cttggatcagggtctccaattatcagataatccttggtgcttttataaat 12350 
12351 aacataataatgttgaagcttcccatctttattaacatgagcaataaaag 12400 
12401 gataaggaacatcttccatctcaaagagcgacatttcagcctttatagct 12450 
12451 ctcgtttcaaagccaatttttttagcagcctctacaagacctaaggcagt 12500 
12501 tgtcccttctttattggtcttcgccaactcacgcagatgtgctaatgaat 12550 
12551 aatctgaaccatagtacttggccactgatgccaaggcagcaactccacaa 12600 
12601 tccctcatgtctatttgagggacaaaagtcctacgaaaacgaaacatacc 12650 
12651 aaaccctttcatcacaaattatcatatgattagtatgtcatattttcagg 12700 
12701 ataaaaagagccagcgtcccaaaaagttgccatacgtcccaaacggtaag 12750 
12751 aaaaatcttaaagtcatctccactattaccatttaagccgtatttggggt 12800 
12801 catttaggacaagttcattgaaatcgatttcaaagttatacaatagttat 12850 
12851 tagaaggaaacattctaaaatagtcctacaagcatacgtatttgatctaa 12900 
12901 ccattattactgtgccagccctggtatttccaaaggaaaccatgactgct 12950 
12951 gatagcctcggagcctatctctatcgtatgatgtcataatttgattattt 13000 
13001 ttattccgaaaagggataacattatgaaaaacgtcaatccatatctcaaa 13050 
13051 aaatcctatcaaaaaaggctaaatcagcctcttgagattcga 13100 

 

 

Για μεγαλύτερη ευκολία η αλληλουχία της περιοχής θα παρουσιάζεται στις 

εικόνες αντίστροφα σε σχέση με την αλληλουχία όπως καταγράφηκε.  
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4.4 Βιοπληροφορική ανάλυση της περιοχής blp του στελέχους S. 

thermophilus ACA-DC 0040 

Η αλληλουχία της περιοχής blp, όπως προσδιορίστηκε από τα πειράματα 

υποκλωνοποίησης, αποτελείται από 13092 ζεύγη νουκλεοτιδίων, με ποσοστό GC 

37,62%. 

Η ομοιότητα της περιοχής με την αντίστοιχη του στελέχους LMG 18311 

αγγίζει το ποσοστό 99% στο 100% της αλληλουχίας, χωρίς όμως να εμφανίζει την 

μη νοηματική μεταλλαγή του γονιδίου blpB που οδηγεί το στέλεχος LMG 18311 στην 

μη παραγωγή βακτηριοσίνης. Η ομοιότητα με το στέλεχος CNRZ 1066 αγγίζει το 

99% στο 71% της αλληλουχίας του και με το LMD9 το 99% στο 97% της 

αλληλουχίας του. Μεγάλη ομοιότητά εμφανίζεται και με τα στελέχη MN-ZLW-002 

(Kang et al., 2012) με 99% στο 100% της αλληλουχίας του, ND03 (Sun et al., 2010) 

επίσης με 99% στο 100% της αλληλουχίας του και JIM 8232 (Delorme et al., 2011) 

με 99% στο 98% της αλληλουχίας του. Εντούτοις, δεν υπάρχουν στοιχεία ως προς 

την παραγωγή βακτηριοσίνης σε αυτά τα στελέχη (εικόνα 4.11).

 

Εικόνα 4.11 Ομοιότητες της περιοχής blp του στελέχους S. thermophilus ACA-DC 
0040 με άλλους οργανισμούς σε νουκλεοτιδικό επίπεδο σύμφωνα με την εφαρμογή 
στοίχισης nucleotide Blast την ημερομηνία 14/10/2013, 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ) 
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Με βάση αυτή την αλληλουχία, καθώς και τα στοιχεία για τις αντίστοιχες 

περιοχές blp των στελεχών S. thermophilus LMD9, LMG 18311 και CNRZ1066, η 

βιοπληροφορική ανάλυση της αλληλουχίας του S. thermophilus ACA-DC 0040 

αποκάλυψε την ύπαρξη 16 ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης (Εικόνα 4.12), η 

οργάνωση των οποίων μοιάζει δομικά με αυτά και πλησιέστερα όλων με αυτή του 

LMG18311 (Εικόνα 4.13).  

Στη συνέχεια παρατίθεται η νουκλεοτιδική αλληλουχία της περιοχής blp του 

ACADC0040 μαζί με την αμινοξική αλληλουχία των αναγνωστικών πλαισίων,  τα 

οποία παρουσιάζονται αναλυτικά.   

Η μεγάλη ομοιότητα των ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης του στελέχους ACA-

DC 0040 με αυτά του στελέχους LMD9 που έχει μελετηθεί ως προς την παραγωγή 

βακτηριοσίνης και την λειτουργία των γονιδίων της περιοχής blp (§1.12) οδηγεί στην 

υπόθεση ότι έχουν παρόμοιες προβλεπόμενες λειτουργίες. 

 

 

 

 

Εικόνα 4.12 Οργάνωση των ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης στην περιοχή blp του 
στελέχους S. thermophilus ACA-DC 0040 και ονομασία σύμφωνα με τις ομοιότητες 
με τα γονίδια των στελεχών S. thermophilus LMD9, LMG 18311 και CNRZ 1066 
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Εικόνα 4.13 Στοίχιση της εικόνας της οργάνωσης των ανοιχτών πλαισίων 
ανάγνωσης της περιοχής blp του στελέχους ACA-DC 0040, με αυτήν των στελεχών 
LMD9, LMG18311 και CNRZ 1066. Γονίδια που κωδικοποιούν πεπτίδια με 
παρόμοιες προβλεπόμενες λειτουργίες εμφανίζονται με χρωματισμένα βέλη: ABC-
transporter (κόκκινο), βοηθητική πρωτεΐνη μεταφοράς (πορτοκαλί), παράγοντας 
επαγωγής (κίτρινο), response regulator (γκρι), κινάση ιστιδίνης (σκούρο γκρι), 
πεπτίδιο bacteriocin-like (πράσινο), υδρόφοβα πεπτίδια άγνωστης λειτουργίας 
(μαύρο), υδρόφιλα πεπτίδια άγνωστης λειτουργίας (λευκό) και αλληλουχία ένθεσης 
(μπλε). Γονίδια που κωδικοποιούν πεπτίδια με εναρκτήρια περιοχή με την ομάδα 
Gly-Gly στα στελέχη LMD9, LMG 18311 και CNRZ 1066 εμφανίζονται με το 
σύμβολο dg. blpB# και blpK# συμβολίζει ότι αυτά τα γονίδια έχουν μη νοηματικές 
μεταλλάξεις οδηγώντας σε πρώιμη μετάφραση συγκριτικά με τα γονίδια blpB και 
blpK. blpGF συμβολίζει την ένωση των blpG και orf8 συγκριτικά με το LMD9. 
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Streptococcus thermophilus ACA-DC 0040 περιοχή blp 

 Παρακάτω παρουσιάζεται η νουκλεοτιδική αλληλουχία της περιοχής blp του 

S. thermophilus ACA-DC 0040 και η αμινοξική αλληλουχία των προβλεπόμενων 

ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης. Με κίτρινο χρώμα σημαδεύονται οι αλληλουχίες 

έναρξης και λήξης των ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης. Με τα σύμβολα F1 - F6 

αναγράφονται τα 6 πλαίσια ανάγνωσης. 

 

Αριθμός πρόσβασης KU739420 

    1 tcgaatctcaagaggctgatttagccttttttgataggattttttgagatatggattgac 60 
   61 gtttttcataatgttatcccttttcggaataaaaataatcaaattatgacatcatacgat 120 
  121 agagataggctccgaggctatcagcagtcatggtttcctttggaaataccagggctggca 180 
  181 cagtaataatggttagatcaaatacgtatgcttgtaggactattttagaatgtttccttc 240 
  241 taataactattgtataactttgaaatcgatttcaatgaacttgtcctaaatgaccccaaa 300 
  301 tacggcttaaatggtaatagtggagatgactttaagatttttcttaccgtttgggacgta 360 
  361 tggcaactttttgggacgctggctctttttatcctgaaaatatgacatactaatcatatg 420 
 
          V  M  K  G  F  G  M  F  R  F  R  R  T  F  V  P  Q  I   F2 blpA   
  421 ataatttgtgatgaaagggtttggtatgtttcgttttcgtaggacttttgtccctcaaat 480 
 
       D  M  R  D  C  G  V  A  A  L  A  S  V  A  K  Y  Y  G  S  D    F2 
  481 agacatgagggattgtggagttgctgccttggcatcagtggccaagtactatggttcaga 540 
 
       Y  S  L  A  H  L  R  E  L  A  K  T  N  K  E  G  T  T  A  L    F2 
  541 ttattcattagcacatctgcgtgagttggcgaagaccaataaagaagggacaactgcctt 600 
 
       G  L  V  E  A  A  K  K  I  G  F  E  T  R  A  I  K  A  E  M    F2 
  601 aggtcttgtagaggctgctaaaaaaattggctttgaaacgagagctataaaggctgaaat 660 
 
       S  L  F  E  M  E  D  V  P  Y  P  F  I  A  H  V  N  K  D  G    F2 
  661 gtcgctctttgagatggaagatgttccttatccttttattgctcatgttaataaagatgg 720 
 
       K  L  Q  H  Y  Y  V  I  Y  K  S  T  K  D  Y  L  I  I  G  D    F2 
  721 gaagcttcaacattattatgttatttataaaagcaccaaggattatctgataattggaga 780 
 
       P  D  P  S  V  K  V  T  K  M  T  K  E  R  F  E  K  E  W  T    F2 
  781 ccctgatccaagtgtaaaagtaactaaaatgactaaagagcgttttgagaaagagtggac 840 
 
       G  V  T  L  F  M  G  P  E  P  S  Y  K  P  H  K  D  K  K  N    F2 
  841 aggtgttactctttttatgggaccggaacccagttataaaccacataaggataagaaaaa 900 
 
       G  L  W  D  F  L  P  L  I  F  K  Q  R  S  L  I  A  N  I  V    F2 
  901 tggactctgggactttctccctttgatctttaaacaaaggtccttgatagctaatattgt 960 
 
       F  A  S  L  L  V  T  L  I  N  I  L  G  S  Y  Y  L  Q  G  I    F2 
  961 ctttgccagtctcttggttactttaataaatattttaggttcctattatttacaaggtat 1020 
 
       L  D  E  Y  V  P  N  Q  M  K  S  T  L  G  I  I  S  I  G  L    F2 
 1021 tctagacgaatatgtccctaatcaaatgaagtctaccttaggaattatctcaattggatt 1080 
 
       V  V  T  Y  V  L  Q  Q  M  M  T  F  A  R  D  Y  L  L  T  I    F2 
 1081 agttgtgacctatgttttacaacaaatgatgacttttgcaagagattatctcttaaccat 1140 
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       L  S  Q  R  L  T  I  D  V  I  L  S  Y  I  R  H  I  F  E  L    F2 
 1141 actgagtcagcgattgaccattgacgttatcttgtcctacatacgacatatctttgaact 1200 
 
       P  M  S  F  F  A  T  R  R  T  G  E  V  I  S  R  F  S  D  A    F2 
 1201 cccaatgtctttttttgccacaagacgtacaggggaggttatctcacgttttagtgatgc 1260 
 
       N  S  I  I  D  A  L  A  S  T  I  L  S  L  F  L  D  F  S  I    F2 
 1261 taactctattatcgatgctctggcttcgacgatattatcacttttccttgatttctctat 1320 
 
       V  I  I  V  G  G  V  L  L  I  Q  N  S  N  L  F  K  L  V  L    F2 
 1321 tgtgattatcgtaggaggcgtgttattgatacaaaatagcaatctcttcaagctagttct 1380 
 
       C  S  V  P  I  Y  T  L  I  V  F  A  F  M  K  P  F  E  R  M    F2 
 1381 ttgttcggttccaatttatacccttatcgtctttgcctttatgaaaccttttgagcgaat 1440 
 
       N  H  D  V  M  Q  S  N  A  M  V  N  S  A  I  I  E  D  I  N    F2 
 1441 gaatcatgacgtcatgcagagtaatgctatggttaattcagccatcattgaggacattaa 1500 
 
       G  I  E  T  I  K  S  L  T  S  E  E  V  C  Y  Q  K  I  D  G    F2 
 1501 tgggattgaaaccataaagtcactaaccagcgaagaagtatgctatcaaaagattgatgg 1560 
 
       E  F  V  D  Y  L  D  N  S  F  R  L  S  K  L  S  I  L  Q  T    F2 
 1561 tgagtttgttgactatctagacaattcttttcgcctttctaagttatctatactacaaac 1620 
 
       S  L  K  Q  G  A  Q  L  I  L  N  V  L  I  L  W  T  G  A  Q    F2 
 1621 atcattgaaacaaggtgctcaacttattttaaatgtacttatcctctggacaggtgctca 1680 
 
       L  V  M  G  N  T  I  S  I  G  Q  L  I  T  F  N  M  L  L  S    F2 
 1681 gttggtgatgggaaataccatttcgataggacaattgattacttttaatatgttgctttc 1740 
 
       Y  F  T  N  P  L  E  N  I  I  N  L  Q  T  K  L  Q  S  A  K    F2 
 1741 ctacttcacgaatcctttggaaaatatcattaacctgcaaaccaagttacagtctgctaa 1800 
 
       V  A  N  T  R  L  N  E  V  Y  L  I  E  S  E  F  G  Q  S  D    F2 
 1801 ggtagctaatactaggctcaatgaggtctatctgattgaatcagagtttggacaaagtga 1860 
 
       D  T  Y  Q  E  G  I  A  D  G  D  I  T  V  T  D  L  S  Y  K    F2 
 1861 tgatacctatcaagaaggcattgcggatggagatatcactgttacggatttatcttataa 1920 
 
       Y  G  F  G  R  D  T  L  T  D  V  S  L  T  I  R  Q  G  E  K    F2 
 1921 atatggttttggtcgtgatactttgactgatgtcagtttgacgattagacaaggagaaaa 1980 
 
       I  S  F  V  G  V  S  G  S  G  K  T  T  L  A  K  M  L  V  N    F2 
 1981 aatcagttttgttggtgtcagtggatctggtaagactactctagctaaaatgttggtcaa 2040 
 
       F  Y  Q  P  Y  K  G  H  I  D  F  N  G  Q  N  I  S  R  I  D    F2 
 2041 tttttatcaaccatataaggggcacatagattttaatggtcaaaatattagtcgcataga 2100 
 
       K  K  T  L  R  Q  H  I  N  Y  L  P  Q  Q  S  Y  I  F  S  G    F2 
 2101 caagaaaactcttcgtcaacatattaactatctccctcagcaatcctatatatttagtgg 2160 
 
       S  V  L  E  N  L  T  L  G  A  A  R  G  I  T  Q  A  D  I  L    F2 
 2161 tagtgttttagaaaatcttactttaggtgcagcacggggtattacgcaagctgatatttt 2220 
 
       K  A  C  E  I  A  E  I  R  Q  D  I  E  N  M  P  M  G  F  Q    F2 
 2221 gaaagcttgtgaaatagcagaaattcgtcaagatattgaaaacatgcctatggggtttca 2280 
 
       T  E  L  S  D  G  A  G  L  S  G  G  Q  K  Q  R  I  A  L  A    F2 
 2281 gacagagctgtctgatggagcaggtctgtctggagggcaaaagcaacgtatcgctttggc 2340 
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       R  A  L  L  T  K  S  P  V  L  I  L  D  E  A  T  S  G  L  D    F2 
 2341 gcgtgcactactaacgaaatctcctgtactaatcttagatgaagcaactagcggattgga 2400 
 
       A  L  T  E  K  Q  V  I  D  N  L  L  A  L  K  D  K  T  I  I    F2 
 2401 tgctttgacagaaaagcaggttattgataacctcctagcactaaaagataaaacgatcat 2460 
 
       F  V  A  H  R  L  S  I  A  E  R  T  D  R  I  V  V  I  D  Q    F2 
 2461 ctttgtagcacacaggcttagtatcgctgagcggaccgaccgtatcgtagtcattgatca 2520 
 
       G  R  V  V  E  T  G  S  H  Q  D  L  M  S  Y  P  G  F  Y  Y    F2 
 2521 gggacgcgtagtggagacaggttctcatcaagacctgatgtcttatccaggtttctatta 2580 
 
       Q  L  F  R  K  *       M  N  P  Q  L  F  K  S  T    F2 blpB 
 2581 tcaattatttagaaagtgaggaaaaggaaacacgatgaatccacagttgtttaaaagcac 2640 
 
       E  F  Y  H  R  R  Y  H  N  M  S  T  V  L  I  T  P  L  I  L    F2 
 2641 agagttttaccatcgtcgctaccacaatatgtctactgttttgattactcccttgatttt 2700 
 
       L  V  I  F  L  F  L  F  A  F  F  A  K  K  E  V  T  V  T  S    F2 
 2701 gttagttattttcctttttcttttcgctttttttgctaagaaggaagttacagtcacgtc 2760 
 
       R  G  S  I  E  P  T  K  V  I  A  V  I  Q  S  T  S  D  N  T    F2 
 2761 tagaggaagtatagagccaaccaaggttatcgcagtaatccaatcaaccagtgacaatac 2820 
 
       I  I  D  N  Q  L  V  A  N  K  V  V  K  K  G  D  T  L  V  Q    F2 
 2821 catcatagataatcaactggttgctaataaggttgttaaaaaaggggacaccttagttca 2880 
 
       Y  S  E  T  M  E  A  S  Q  K  E  G  L  Q  K  Q  L  E  L  L    F2 
 2881 gtattcagagaccatggaggcatcgcaaaaagaggggcttcaaaagcaactagaactttt 2940 
 
       K  R  Q  E  S  G  L  K  T  L  Q  S  S  L  T  Q  G  T  N  L    F2 
 2941 aaaaagacaggaatcaggtttgaagaccttgcaatctagcctaacgcagggaaccaatct 3000 
 
       F  Q  E  Q  E  D  E  F  G  Y  Q  S  T  F  N  T  Y  L  S  Q    F2 
 3001 tttccaagaacaggaagacgagtttggttatcagagtacttttaacacctacctaagtca 3060 
 
       A  Q  D  I  D  L  G  V  A  K  T  N  T  E  V  N  N  Q  A  A    F2 
 3061 ggcacaggatattgacttgggtgtggctaaaacaaatacagaggttaataaccaagcagc 3120 
 
       I  A  S  N  T  G  S  A  I  D  N  Q  I  S  Q  L  Q  T  Q  V    F2 
 3121 aattgcgagtaataccggttctgctattgataaccagattagtcaattgcagactcaggt 3180 
 
       S  E  Y  E  A  L  S  Q  A  I  T  N  H  E  T  T  L  P  E  G    F2 
 3181 ctcagagtatgaggcgctctctcaagctattaccaatcatgaaacgactttacctgaagg 3240 
 
       N  P  H  Q  A  T  L  N  A  Y  N  S  Q  Y  A  T  T  P  D  A    F2 
 3241 caatcctcatcaggcaaccttaaatgcctataacagtcagtatgctacgacaccggatgc 3300 
 
       S  V  T  D  Q  Y  L  S  Q  V  N  T  N  I  S  S  L  N  A  S    F2 
 3301 cagtgtaacagaccaatacctatctcaagttaataccaatatttcgagcttgaatgcttc 3360 
 
       I  G  N  L  E  I  Q  N  A  G  T  G  T  V  V  T  Y  D  N  S    F2 
 3361 cataggtaatctagaaatccaaaatgctgggacaggcacagttgtaacttatgacaatag 3420 
 
       D  S  T  K  K  E  A  L  K  N  Q  F  L  Q  N  A  G  Q  Q  L    F2 
 3421 tgatagcactaaaaaagaagctctaaaaaatcaattcttgcaaaatgcaggacagcaatt 3480 
 
       S  S  V  E  T  Q  I  T  D  T  E  S  K  I  N  Q  A  D  V  L    F2 
 3481 gagctcagtggaaacacaaattaccgataccgagagtaaaatcaatcaggcagatgtcct 3540 
 
       L  T  N  T  L  I  Q  S  P  E  D  G  I  L  H  L  S  Q  A  D    F2 
 3541 tctgactaataccctcatccagtcaccagaagatggaatcttacacttgagtcaagctga 3600 
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       K  K  A  T  M  A  A  T  G  T  E  L  A  Q  L  Y  P  D  M  T    F2 
 3601 taaaaaagcaaccatggctgcgacaggaactgagttggcccagctttatcccgatatgac 3660 
 
       Q  T  Q  E  V  A  I  T  Y  Y  V  N  S  D  Y  V  P  K  L  Q    F2 
 3661 tcaaacccaggaagttgccattacttattatgtgaattcggattatgtgccaaaactgca 3720 
 
       K  G  Q  S  V  R  L  T  L  D  K  V  G  N  H  G  T  T  I  I    F2 
 3721 aaaaggccagtcagttcgactgaccttggataaggttggtaatcacggtaccacaattat 3780 
 
       G  K  L  E  S  I  D  N  S  A  T  E  T  E  R  G  N  V  F  R    F2 
 3781 tggaaaacttgagagtattgataattctgccacggaaacagaaagggggaatgtgtttag 3840 
 
       V  T  A  R  A  S  I  S  E  K  E  A  Q  N  L  R  Y  G  L  E    F2 
 3841 agtaactgctagggcaagtatttcagaaaaagaagcccaaaatctacgttacggtctaga 3900 
 
       G  R  V  R  S  V  I  D  Q  K  T  Y  F  N  Y  F  K  D  K  L    F2 
 3901 aggtcgtgtgagaagcgttattgaccaaaagacctacttcaattactttaaagacaagtt 3960 
 
     M  A  N  N  T  I  N  N     F1 blpC 
       L  N  L  Q  D  Q  *           F2 
 3961 actaaacttgcaagaccaataggaggagaattactgatggctaacaatacgattaataac 4020 
 
      F  E  T  L  D  N  H  A  L  E  Q  V  V  G  G  S  G  W  M  D     F1 
 4021 tttgaaacacttgataaccacgctcttgaacaagtcgtaggtggaagtgggtggatggat 4080 
 
      Y  I  N  G  F  L  K  G  F  G  G  Q  R  T  L  P  T  K  D  Y     F1 
 4081 tatataaatggtttcctaaaaggattcggagggcaaagaacgcttccaacaaaagactat 4140 
 
      N  I  P  Q  V  *         F1 
 4141 aacattcctcaagtttaggtatagaaaaaaggctgttaggcctttttagttattgttaat 4200 
             *  A  K  K  T  I  T  L   F6 
 
 4201 tgttgtgtgaatgagaaattgttactctgtgtttctaagtttacattgatatagttatct 4260    
       Q  Q  T  F  S  F  N  N  S  Q  T  E  L  N  V  N  I  Y  N  D    F6 
 
 4261 aagatttctgtgacattagcaaggccaatgcctcgctctcgtcccttgttggagacacct 4320   
       L  I  E  T  V  N  A  L  G  I  G  R  E  R  G  K  N  S  V  G    F6 
 
 4321 ctttcaaatatggttttagtttctgtttgttcttcacttatggtattgctaatagataat 4380 
       R  E  F  I  T  K  T  E  T  Q  E  E  S  I  T  N  S  I  S  L    F6 
 
 4381 agctgtgaacgatgatcttcccaaaagctaatagtaattttatggttttgagtttgaatg 4440 
       L  Q  S  R  H  D  E  W  F  S  I  T  I  K  H  N  Q  T  Q  I    F6 
 
 4441 gcaccttcaatagcgttatctaaaaaaatagaagtgacgataatgaagtccagaatctcc 4500 
       A  G  E  I  A  N  D  L  F  I  S  T  V  I  I  F  D  L  I  E    F6 
 
 4501 atcccaatcaagtggatgggttctgggatgctaatctgagcttcaataccttcttcttct 4560 
       M  G  I  L  H  I  P  E  P  I  S  I  Q  A  E  I  G  E  E  E    F6 
 
 4561 gcttgtaaaacttttgcggacagaaggcttttcaaagtattatcctgaatattaacgagt 4620 
       A  Q  L  V  K  A  S  L  L  S  K  L  T  N  D  Q  I  N  V  L    F6 
 
 4621 ctagctaagtcaaagtttcttgtatttaatcgtttatcggattcttgaagcacactatca 4680 
       R  A  L  D  F  N  R  T  N  L  R  K  D  S  E  Q  L  V  S  D    F6 
 
 4681 tagacttctttgacaatatccatatcgtctttatctatccccaatcgtaatgtgactaag 4740 
       Y  V  E  K  V  I  D  M  D  D  K  D  I  G  L  R  L  T  V  L    F6 
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 4741 agattactataatcgtgtctaaaactacgaacagaattgtagagacattcaatatgttta 4800 
       L  N  S  Y  D  H  R  F  S  R  V  S  N  Y  L  C  E  I  H  K    F6 
 
 4801 ttgtaggtgtagagattctctagctggagatttttctggaagtccaattgtccttgaatc 4860 
       N  Y  T  Y  L  N  E  L  Q  L  N  K  Q  F  D  L  Q  G  Q  I    F6 
 
 4861 atttcacgaatgtttctttctaaaaagacaatcataatgaagaagaggacaagtgaaata 4920 
       M  E  R  I  N  R  E  L  F  V  I  M  I  F  F  L  V  L  S  I    F6 
 
 4921 acaacacagagttttcgaagctccaaagttgaagagtgagtagtgttttcaagatacatg 4980 
       V  V  C  L  K  R  L  E  L  T  S  S  H  T  T  N  E  L  Y  M    F6 
 
 4981 agggactgtaacagtagggtgtacccaaacataaaaaagttagcaactataataatatgt 5040 
       L  S  Q  L  L  L  T  Y  G  F  M  F  F  N  A  V  I  I  I  H    F6 
 
 5041 tgaatcggagaatttgatttctgcttttgaagtatggtaaaactctccttgaataattta 5100 
       Q  I  P  S  N  S  K  Q  K  Q  L  I  T  F  S  E  K  F  L  K    F6 
 
 5101 ataaagagaaatgatagacaaagaggtgcgatagatgaagggatggatattaatagagag 5160 
       I  F  L  F  S  L  C  L  P  A  I  S  S  P  I  S  I  L  L  S    F6 
 
 5161 cttttataatcggtgatactaatattaaaaaaaggaaagataaaaaaagtaatcagtctt 5220 
       S  K  Y  D  T  I  S  I  N  F  F  P  F  I  F  F  T  I  L  R    F6 
 
 5221 aaactaaggttgttgaggatatcagggaagagaccattgaaaatctttatttttaatggt 5280 
       L  S  L  N  N  L  I  D  P  F  L  G  N  F  I  K  I  K  L  P    F6 
 
 5281 tttttagtcttagtggataaaaggaaggagagcagaagatagtagatatcctcaccccag 5340 
       K  K  T  K  T  S  L  L  F  S  L  L  L  Y  Y  I  D  E  G  W    F6 
 
 5341 aatttaatgataaaccaagaagagtggttataaataaaattaaaggctaaattaaaaata 5400 
       F  K  I  I  F  W  S  S  H  N  Y  I  F  N  F  A  L  N  F  I    F6 
 
 5401 aggagtaggaaaaaatacctcagacgaatcttctgtcccattaaataaaggaaaagaata 5460 
       L  L  L  F  F  Y  R  L  R  I  K  Q  G  M  L  Y  L  F  L  I    F6 
 
 5461 atttctaggcctgcacttaaaagggtgagaaaaagtagccataacgttgttaacatcatc 5520 
       I  E  L  G  A  S  L  L  T  L  F  L  L  W  L  T  T  L  M  M    F6 blpH 
           *     F5 (blpR) 
 
 5521 tgcctctttcctcaacaatctgtgcaatctttcctatcttcatacgggatactggtagaa 5580 
      R  G  R  E  E  V  I  Q  A  I  K  G  I  K  M  R  S  V  P  L     F5 
 
 5581 cttgaccattaattaaggtagcttcataattggtcttgttgacagagatgatcatatctg 5640 
      V  Q  G  N  I  L  T  A  E  Y  N  T  K  N  V  S  I  I  M  D     F5 
 
 5641 tattgacgataaaggaccgatggcatgggtagagctttttgtgtatctttttaaagtctg 5700 
      T  N  V  I  F  S  R  H  C  P  Y  L  K  K  H  I  K  K  F  D     F5 
 
 5701 ccagatttgctcggatatccatgagggtatggatagtctggaggtgaacatggtgtttga 5760 
      A  L  N  A  R  I  D  M  L  T  H  I  T  Q  L  H  V  H  H  K     F5 
 
 5761 tatctgatgtggataggtatagaatttgatccataggaaggtttattaattgagactctg 5820 
      I  D  S  T  S  L  Y  L  I  Q  D  M  P  L  N  I  L  Q  S  E     F5 
 
 5821 ttttgtagagaaaaaactcatccgtggtagttgcgttaatagggaagacttgagcaatgg 5880 
      T  K  Y  L  F  F  E  D  T  T  T  A  N  I  P  F  V  Q  A  I     F5 
 
 5881 tttcccctatttcttttctaaagctagcttcatctaaggttttattgatgtatttatagg 5940 
      T  E  G  I  E  K  R  F  S  A  E  D  L  T  K  N  I  Y  K  Y     F5 
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 5941 ctgtaacgccaaaagcttgaggcatgaactctatatgtgtagtgacaaaggcaatgatag 6000 
      A  T  V  G  F  A  Q  P  M  F  E  I  H  T  T  V  F  A  I  I     F5 
  
 6001 cataagggttattttgacgtatgattttagcgatatcaagtcccttcttatcttcacctt 6060 
      A  Y  P  N  N  Q  R  I  I  K  A  I  D  L  G  K  K  D  E  G     F5 
 
 6061 taatttcaatatcaagaaagaaaatctgatcgcttgtattagaagtgatagctgataaca 6120 
      K  I  E  I  D  L  F  F  I  Q  D  S  T  N  S  T  I  A  S  L     F5 
 
 6121 actggtcaggtttgtcaaaagactggacacaagatagatcttttccgaaggatttaagtt 6180 
      L  Q  D  P  K  D  F  S  Q  V  C  S  L  D  K  G  F  S  K  L     F5 
 
 6181 catgtgccacagcctcttccaagcgacccatctgaatagaattatcttctaataggtaaa 6240 
      E  H  A  V  A  E  E  L  R  G  M      F5 blpR 
 
 6241 tcttcaaggtctagtcctctcttttatgacgaatactgtttattgaaaaattgtaacata 6300 
 6301 aagaaaacggtttttcaattttttatgagtataaaatgagattttttttttttctgaatt 6360 
 6361 ttagaaataatatacattaggaattaccattcgggacatatagccactttttgggacgct 6420 
 6421 agctctgatagagacacttgaatgctatactaaagatgtgattgagagatcacacgataa 6480 
 
                           M  A  T  Q  T  I  E  N  F  N  T  L  D     F1 blpU 
 6481 aaattttaggaggtagttgccatggcaactcaaacaattgaaaactttaacacccttgac 6540 
 
      L  E  T  L  A  S  V  E  G  G  G  C  S  W  G  G  F  A  K  Q     F1 
 6541 ctcgaaacacttgctagtgttgaaggtggtggatgtagctggggaggttttgctaaacaa 6600 
 
      G  V  A  T  G  V  G  N  G  L  R  L  G  I  K  T  R  T  W  Q     F1 
 6601 ggagtagctacaggagttggtaatggtttacgactaggtatcaaaacacgtacttggcaa 6660 
 
      G  A  V  A  G  A  A  G  G  A  I  V  G  G  V  G  Y  G  A  T     F1 
 6661 ggtgctgtcgcaggagcagctggaggtgctatcgtaggtggtgttggttatggagcaaca 6720 
 
      C  W  W  *         F1 
 6721 tgctggtggtgatggattatgtttgatttgaaaagttatattttagggatggtttccatg 6780 
 6781 gctgttatgagttttttagataagccaattatgtcatttcttgaaaaacacaaggctacc 6840 
 6841 aattccgttaagaagaaatcctaactgaaatgtcttgtcaattgctggtctgtgaatagc 6900 
 
               M  I  E  N  F  D  I  R  E  E  V  F  V  I  M  T  K     F1 orf3 
 6901 atgtgaattatgattgaaaatttcgatataagagaagaggtatttgtaatcatgaccaaa 6960 
 
      K  R  L  V  S  L  M  M  S  M  G  F  V  L  V  A  L  H  N  F     F1 
 6961 aaacgcctagtgtctctaatgatgtctatgggcttcgtccttgttgccttacataacttt 7020 
 
      G  E  K  L  N  F  G  L  Q  C  L  N  L  I  G  L  C  L  F  L     F1 
 7021 ggagaaaaactgaattttggacttcaatgcctaaatcttatcgggttatgtttatttctc 7080 
 
      F  L  M  C  T  V  I  K  D  I  R  S  D  K  *                  F1 
 7081 tttcttatgtgtacggttatcaaggatataaggtcagacaagtagtgacatttatgtcac 7140 
 7141 tacttttttatcggcttccaatctataataaaattcatagattatgcacagactagctaa 7200 
 
                           M  F  K  N  S  K  P  Y  L  L  A  T  I     F1 orf4 
 7201 aaacactttaaggagaaaagtatgtttaaaaactcaaaaccgtatttactggctaccatt 7260 
 
      L  I  V  M  G  L  A  N  L  F  R  S  L  D  A  V  H  H  T  I     F1 
 7261 ctcatcgtaatgggcctcgctaatctatttagaagcttggatgcagttcaccataccatt 7320 
 
      N  L  L  G  L  T  V  L  L  Y  S  L  L  F  K  K  W  V  Q  F     F1 
 7321 aacttgctagggctaacggtgcttctttatagcttactttttaaaaagtgggtacagttt 7380 
 
      Q  K  *             M  L  I  F  D  V     F1 orf5 
 7381 caaaagtaacctttggtcactttgaacgtaagatgcttgcaaatgcttatttttgatgtt 7440 
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      P  E  V  K  L  F  L  L  M  I  A  E  I  I  L  Y  L  I  A  Y     F1 
 7441 cccgaagtaaaattattcttgctaatgatagcggagattatattatatttgattgcatat 7500 
 
      L  C  N  R  E  N  K  D  M  Y  S  R  L  F  K  V  S  V  L  M     F1 
 7501 ctttgtaatagagaaaacaaagatatgtatagtcgcctatttaaagtatcagtactaatg 7560 
 
      T  L  L  Y  Y  I  S  S  R  I  *      F1 
 7561 acactactgtattacatctccagtagaatttaatcgctaagggcttacttgaaatcttac 7620 
 7621 agctgtataataaaatacagagaggaatagagttaaatgtaatagcttattaggtttgca 7680 
 
       M  K  L  K  N  I  S  S   F3 orf6 
 7681 agactgactgaggttattcatagtttaggtgttttatcatgaagttaaagaatattagtt 7740 
 
        S  V  L  R  S  F  R  T  I  T  A  A  L  A  V  F  L  I  S  I   F3 
 7741 cgagtgtattgcgatcttttagaaccatcactgctgcgttggcagttttccttataagta 7800 
 
        S  L  S  L  Y  K  S  K  I  S  P  G  T  W  L  A  V  G  A  L   F3 
 7801 tcagcctttctctctacaaaagcaagatctcgccaggaacttggctagcagtcggagcac 7860 
 
        A  F  V  V  I  F  V  N  G  L  L  Y  R  M  L  K  K  R  P  D   F3 
 7861 tagctttcgtagtcatttttgttaatggactgctctaccgtatgcttaagaagcgtccag 7920 
 
        S  V  N  L  L  T  I  R  Q  S  F  I  V  F  P  V  I  T  F  L   F3 
 7921 attcagtaaatctgttaacaatacggcagtccttcattgtctttcctgtcatcacatttc 7980 
 
        V  L  S  V  E  F  Y  T  L  L  T  F  S  D  T  T  D  R  I  V   F3 
 7981 tagtgcttagtgtagagttttacacattactaacattcagtgataccacagaccgtatag 8040 
 
        L  A  V  L  M  L  L  L  I  L  C  D  F  L  S  Y  L  Q  V  K   F3 
 8041 tactagccgtattaatgcttttgttaatcctctgtgattttctatcttaccttcaagtca 8100 
 
        K  Y  F  K  Q  *        F3 
 8101 aaaaatattttaaacaataaacgcatttgcttgattattctgtaagcaatctataagata 8160 
 8161 tttgcataaaagtgttataataagaaagtgattaagtaaatatgtgaaaattagaggaag 8220 
 8221 atttccaatgattgaaggatgttctttaggaattaccattcgggacatatagccactttt 8280 
 8281 tgggacgctagctctgatagagacacttgaatgctatactaaagatgtgattgagagatc 8340 
 
      M  A  T  Q  T  I  E  N  F  N     F1 blpK 
 8341 acacgataaaaattttaggaggtagttaccatggcaactcaaacaattgaaaactttaac 8400 
 
      T  L  D  L  E  T  L  A  S  V  E  G  G  G  C  S  W  R  G  T     F1 
 8401 acccttgacctcgaaacacttgctagtgttgaaggaggtggatgtagttggagaggcaca 8460 
 
      G  G  A  T  V  Q  G  A  I  G  G  A  I  G  G  A  F  G  G  N     F1 
 8461 ggtggagcgactgttcaaggagctatcggaggagctatcggaggagcgtttggaggtaat 8520 
 
      V  V  L  P  V  V  G  S  V  P  G  Y  L  A  G  G  V  L  G  G     F1 
 8521 gtagttttaccagttgtaggctcagttcctggttatctagctggtggtgttctaggtggt 8580 
 
      A  G  G  T  V  A  Y  G  A  T  C  W  W  S  *     F1 
 8581 gcaggtggtactgttgcctatggagcaacctgctggtggagctaatctatggtatatttt 8640 
 8641 attataggttttgttgttgctttgttaggtaatatctttttcaaaaaggtcaataaaaat 8700 
 8701 aaacataaaaaataatcttgaacatatactgaacagctccctgtcaagtggacaatgaaa 8760 
 8761 taataaaatattaggcgacggccttgttcctcatttcaagaggggcaaggccgttattgc 8820 
                  *  A  V  A  K  N  R  M  E  L  P  A  L  G  N  N     F5 
 
 8821 gctcttgaaaacgttgatgattgtaaaaatagatgtaggcatcaatatctgaaactagct 8880 
      R  E  Q  F  R  Q  H  N  Y  F  Y  I  Y  A  D  I  D  S  V  L     F5 
 
 8881 cctcaaaagtcttatacttcttcaaatcatagcactccgtcttaaagtgcccaaagaaac 8940 
      E  E  F  T  K  Y  K  K  L  D  Y  C  E  T  K  F  H  G  F  F     F5 
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 8941 tctcaattggtgcattgtcaatacacttaccaacacgagacatggagcgggtcatctgat 9000 
      S  E  I  P  A  N  D  I  C  K  G  V  R  S  M  S  R  T  M  Q     F5 
 
 9001 actgggtagttaaacggtaataatctttcgaagtatactgcgaacctcggtcgctgtgaa 9060 
      Y  Q  T  T  L  R  Y  Y  D  K  S  T  Y  Q  S  G  R  D  S  H     F5 
 
 9061 ttaatggtgtcgcattaggattagctttttgtgctttacgaagtgtttccaataccaatt 9120 
      I  L  P  T  A  N  P  N  A  K  Q  A  K  R  L  T  E  L  V  L     F5 
 
 9121 cgttatcattaaattgaccaactacataggcgacaattgagccgtcgtaaagatccttaa 9180 
      E  N  D  N  F  Q  G  V  V  Y  A  V  I  S  G  D  Y  L  D  K     F5 
 
 9181 tagcactcaaataggctttacagctgaaaccgtacttcaagaaagtcacatctgtacacc 9240 
      I  A  S  L  Y  A  K  C  S  F  G  Y  K  L  F  T  V  D  T  C     F5 
 
 9241 atttctgatttggagcagtggctgtaaaattacgattgagaatgttgtcctctacattga 9300 
      W  K  Q  N  P  A  T  A  T  F  N  R  N  L  I  N  D  E  V  N     F5 
 
 9301 caaagctagttttagtacaatagcccttggctcttctgataatggaacgtagacctagaa 9360 
      V  F  S  T  K  T  C  Y  G  K  A  R  R  I  I  S  R  L  G  L     F5 
 
 9361 tgtgcatcaagcgtcgaatccgcttcttgttgtagtttgtttcaagcttgcgattgacaa 9420 
      I  H  M  L  R  R  I  R  K  K  N  Y  N  T  E  L  K  R  N  V     F5 
 
 9421 atagcgtcatacgacgataaccaagaataccattatgctggctatgaagtttcttgatga 9480 
      F  L  T  M  R  R  Y  G  L  I  G  N  H  Q  S  H  L  K  K  I     F5 
 
 9481 tatccatcaagcctaaattttcctgttcagaagttgtttcttgatgttgtaaccacttgt 9540 
      I  D  M          F5 ISSth orfB 
 
 9541 aatagcctgagcgagatacctttagaatatggcacaagtggctgataaaaacctcttcat 9600 
 9601 actcatccgcatattctttaatcgcttggaaggtttccaagtgccgaccaagtcttaccg 9660 
 9661 tcggtttcgtcgtttgatttcttctaacttttttagcaggccgttctccatttcaagata 9720 
 9721 cttaatccgctcttcctgttgcttgattttgaggcgtaactcttcttctggagtaaggtt 9780 
 9781 tggtttacttgtaagaccttttccacgacgatctaggagaccgttagaaccgtccttctc 9840 
 9841 gaactttctgacccaagaatagatctgctggtaggaaacaccatacttctcaacagcccc 9900 
 9901 ttggtaatctttctcgtgggcaagggtaaaattgacaatctcaattcattcttcaaatgt 9960 
                                                     *  E  E  F  T   F4 
 
 9961 tgtcttgcgtccttgcttcatgcgtctcattcctttactagtagctttcagttctttacc 10020 
        T  K  R  G  Q  K  M  R  R  M  G  K  S  T  A  K  L  E  K  G   F4 
 
10021 actagtataactttttatccatgatctgagaacataagggtcagaaattccatatttttt 10080 
        S  T  Y  S  K  I  W  S  R  L  V  Y  P  D  S  I  G  Y  K  K   F4 
 
10081 ggtcagatctttgagacttcccaagccattaagatagtcggaaacagcttgttcctttag 10140 
        T  L  D  K  L  S  G  L  G  N  L  Y  D  S  V  A  Q  E  K  L   F4 
 
10141 ttccttactatacttcttccattgacggctttcctctagcccatcaacaccagcttcttt 10200 
        E  K  S  Y  K  K  W  Q  R  S  E  E  L  G  D  V  G  A  E  K   F4 
 
10201 gtacttccgaacccagttcgatagggtgtctttagagataccttggtttctagttaacca 10260 
        Y  K  R  V  W  N  S  L  T  D  K  S  I  G  Q  N  R  T  L  W   F4 
 
10261 actaagtgatttaccttcttccaagtgaagcagaacaatttctagtttctcagatacaga 10320 
        S  L  S  K  G  E  E  L  H  L  L  V  I  E  L  K  E  S  V  S   F4 
 
10321 ttttggacttcttttggacataataagactccccttatagtttctagtgaaaatttttat 10380 
        K  P  S  R  K  S  M  I  L  S  G  K  Y  N  R  T  F  I  K  I   F4 
 
10381 tttttcactgtccactataaggggagtatatcatggtgatagtgggattttttatattct 10440 
        K  E  S  D  V             F4 ISSth orfA 
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10441 taccattcgggacgtatagtcactttttgggacgttagcttctatgagagttgtaaattg 10500 
 
          M  M  K  K  R  T  L  T  L  W    F2 blpG 
10501 ttaaactagactaagtaatcgaaaggagtttatgatgaaaaaaaggacattaacgctatg 10560 
 
       L  M  S  S  A  L  L  L  N  L  S  V  G  T  A  L  A  D  E  V    F2 
10561 gctgatgagttcagccttgttactgaatctatcggtaggaactgctttagcggatgaggt 10620 
       V  E  T  G  A  D  N  S  P  K  V  E  A  T  E  S  T  P  V  E    F2 
10621 ggtagaaacgggagctgataattctccaaaggttgaagcaaccgaatctactccagtaga 10680 
 
       Q  P  S  D  S  Q  E  Q  S  L  P  E  D  K  E  A  P  A  A  T    F2 
10681 acaaccatcagatagtcaggagcagtcgcttcctgaagataaagaggcaccagcagcgac 10740 
 
       E  S  V  T  L  A  E  S  E  E  E  T  A  N  D  I  P  A  V  S    F2 
10741 tgaatcagtaaccttggctgagtctgaggaggagactgcaaatgatatcccagcagtatc 10800 
 
       R  E  E  Y  D  A  N  V  A  Y  L  P  K  I  S  L  D  D  V  R    F2 
10801 tcgtgaggaatacgacgctaatgttgcttatttacctaaaataagtttagatgatgtgcg 10860 
 
       N  A  F  T  E  D  G  Q  A  H  T  I  Y  F  G  R  G  T  C  Y    F2 
10861 taatgcctttaccgaggatggtcaggcacatacgatttattttggacgtggaacctgtta 10920 
 
       Y  C  R  Q  F  S  P  E  L  K  V  L  N  Q  L  M  D  G  R  L    F2 
10921 ctattgtcgtcaattttcaccagagttgaaggtcttgaaccaactgatggatggtcgttt 10980 
 
       E  Y  Y  D  I  D  R  E  D  F  D  R  N  Y  V  F  G  E  I  G    F2 
10981 agagtattacgatatagatcgtgaggattttgaccgaaactatgtgtttggtgagattgg 11040 
 
       I  P  G  T  P  T  L  F  Y  L  E  N  G  Q  L  L  S  G  W  V    F2 
11041 tattccaggtacacctacactattttatctggaaaatggtcagctattatcaggatgggt 11100 
 
       G  G  G  P  A  Q  T  V  Y  D  H  L  A  S  S  S  P  R  F  M    F2 
11101 tggtggtggacctgctcaaacagtttatgaccatttagccagctctagtccacgttttat 11160 
 
       T  L  N  Q  E  Q  T  T  I  S  E  P  Q  T  K  T  V  R  P  T    F2 
11161 gactttgaatcaggaacaaacaaccatctctgaacctcaaactaaaactgttcgtcctac 11220 
 
       R  V  T  E  E  S  T  K  E  K  S  L  P  T  V  Q  P  Q  P  M    F2 
11221 acgagtaaccgaagagagtacgaaagagaaatctttgccaactgttcaaccacagccgat 11280 
 
       S  T  V  Q  K  E  L  N  A  Q  T  G  Q  M  A  P  M  T  D  K    F2 
11281 gtcaacggttcagaaggaactgaacgctcaaacagggcaaatggcaccaatgactgataa 11340 
 
       V  A  D  T  K  E  F  P  K  T  N  D  G  E  Q  S  L  V  S  F    F2 
11341 agtagcagacacaaaagaattccctaaaacaaatgacggtgagcaatcacttgtctcttt 11400 
 
       V  G  A  L  A  I  L  A  S  L  M  L  A  L  R  Y  Y  I  K  *    F2 
11401 tgtgggggcattagcaatcttagcttcactcatgttagcactgagatattatattaaata 11460 
11461 ggttaaaagattgagtatctccctcaatttttttcattttgtatatgaatgaccattcag 11520 
11521 gacgtatagccactttttgtgacgctggcttttaaatgactatcagtgtgctatactaaa 11580 
11581 gatgtgattgaaaaattagttgaaagaaataaggaggttttcttaatgaaaggacttaaa 11640 
11641 tggtttgcaggaggcaaagagagacaataacaagcagtagctatcatcgatgaggtaatt 11700 
11701 gaaactattggagataagccagattatgctgatttgaagcaggtcctgcactcctaccga 11760 
11761 acggaacttgcagactctcgttcagccactccctatatcttaagcaggatgtcactggaa 11820 
11821 atatccaaagtggtcagaaaagaccagctaaccttgtctccctgtatcgaggagcgaatg 11880 
11881 gcagagttgcgaaaattgctagcgattcgttatggctattgatgtcattagggaggattt 11940 
11941 cttggttttaaggttgagttgtccattgagaaaaggaagatggagcaaaaaaggttcttt 12000 
12001 tccaatctgttgaggagcagagaaagaaccttaagtcctagttatgattatgacaagcgg 12060 
12061 acaagtgattgtgataaaaggtgagtgcgatgccttatcttaaccgacttcgttcaggaa 12120 
12121 agttactttatttacaactcatggttgttgcctaaggtttgatagatggcaatattggtt 12180 
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12181 tagaattattatataatggttcttccttcttattttagttacccctgggtttggtttcct 12240 
 
          V  S  D  L  P  T  S  V  H  R  T  R  A  E  Q  S  S  T  W    F2 orf9 
12241 tactgtgtctgacctacctaccagtgttcatcggacgagagctgaacaatcgtccacttg 12300 
 
       E  R  Q  F  T  P  K  Q  I  Y  A  G  M  G  L  A  H  L  A  I    F2 
12301 ggaacgacagtttactcctaaacaaatttacgctggtatgggcttggcacatttggctat 12360 
 
 
       I  L  T  G  V  Y  R  L  L  T  V  R  G  A  E  W  R  L  I  I    F2 
12361 tattttaactggtgtttatcgtttgctgacggtgagaggtgccgaatggcgcctaatcat 12420 
 
       I  V  V  I  V  L  D  I  C  L  L  A  F  L  T  P  R  V  L  K    F2 
12421 tattgttgtgattgttttggatatttgtttactagcttttctgacacctagagtgcttaa 12480 
 
       I  I  K  Q  S  E  R  G  *                                     F2 
                    V  N  E  V  R  M  S  V  Y  D  R  H  A  Y  K  N   F3 orf10 
12481 aatcattaaacaaagtgaacgaggttagaatgtcagtttatgatagacacgcctataaaa 12540 
 
        S  E  A  V  S  A  Y  L  C  F  G  N  F  V  G  V  V  K  T  F   F3 
12541 atagcgaggctgtaagtgcttatctatgctttggtaactttgtaggcgttgtgaaaactt 12600 
 
        C  L  R  E  V  *              M  S  K  N  L  R  A  L  T  A   F3 blpX 
12601 tctgtttgagagaagtgtgaggtttaagttttatgtcaaaaaatctacgtgcccttacgg 12660 
 
        I  V  L  S  Q  L  L  I  E  C  M  G  F  F  L  G  I  P  L  S   F3 
12661 ccattgttttgtcccaattgcttattgagtgtatgggattctttttaggaattcctctta 12720 
 
        K  I  L  V  L  T  V  L  S  S  I  A  E  V  L  M  H  L  V  L   F3 
12721 gtaagattctggttttaacagtacttagcagtatagcagaggttctgatgcatcttgtcc 12780 
 
        G  K  K  S  K  V  T  L  S  D  K  E  I  W  H  Q  Y  F  L  F   F3 
12781 taggcaaaaaatctaaagtcactttgagtgataaagagatatggcatcaatactttttat 12840 
 
        V  K  K  T  L  W  L  S  I  L  F  V  G  I  F  L  F  Y  M  L   F3 
12841 tcgttaagaagacactctggctttccattttatttgttggaatttttcttttttatatgt 12900 
 
        T  K  S  D  S  F  M  L  Y  F  Y  W  H  I  F  V  L  F  H  C   F3 
12901 tgactaaatctgacagctttatgctttatttttactggcatatctttgtgttgttccact 12960 
 
        L  G  Y  I  I  C  L  N  N  I  K  M  N  R  K  N  *       F3 
12961 gtcttggctatatcatttgtttaaataacatcaaaatgaatcgtaaaaattgaagatcaa 13020 
13021 atcttgtttattttcacacaataaaaaaatcccatgggagttctcatcctatgggatttt 13080 
13081 ttgcgataaagA                                                 13092 
 

Το blpA του ACA-DC 0040 σε νουκλεοτιδικό επίπεδο ομοιάζει με γονίδια 

ABC-transporter σε μεγάλο βαθμό της αλληλουχίας του και ιδιαιτέρως με το blpA 

των LMG 18311, CNRZ 1066 και LMD9 σε βαθμό που αγγίζει το 99% όλης της 

αλληλουχίας του. Σε αμινοξικό επίπεδο η ομολογία του με συντηρημένες 

αλληλουχίες πολυπεπτιδίων που ανήκουν στην οικογένεια των ABC-transporter 

βακτηριοσινών είναι φανερή ενώ η ομοιότητά του με το blpA του LMD9 είναι 712/717 

αμινοξέα. 
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Παρακάτω παρουσιάζεται μία συσχέτιση της αμινοξικής αλληλουχίας του 

blpA με την πλησιέστερη σε ομολογία αλληλουχία, το blpA του S. thermophilus LMG 

18311. 

Query  4     MKGFGMFRFRRTFVPQIDMRDCGVAALASVAKYYGSDYSLAHLRELAKTNKEGTTALGLV  183 
             MKGFGMFRFRRTFVPQIDMR+CGVAALASVAKYYGSDYSLAHLRELAKTNKEGTTALGLV 
Sbjct  1     MKGFGMFRFRRTFVPQIDMRNCGVAALASVAKYYGSDYSLAHLRELAKTNKEGTTALGLV  60 
 
Query  184   EAAKKIGFETRAIKAEMSLFEMEDVPYPFIAHVNKDGKLQHYYVIYKSTKDYLIIGDPDP  363 
             EAAKKIGFETRAIKAEMSLFEMEDVPYPFIAHVNKDGKLQHYYVIYKSTKDYLIIGDPDP 
Sbjct  61    EAAKKIGFETRAIKAEMSLFEMEDVPYPFIAHVNKDGKLQHYYVIYKSTKDYLIIGDPDP  120 
 
Query  364   SVKVTKMTKERFEKEWTGVTLFMGPEPSYKPHKDKKNGLWDFLPLIFKQRSLIANIVFAS  543 
             SVKVTKMTKERFEKEWTGVTLFMGPEPSYKPHKDKKNGLWDFLPLIFKQRSLIANIVFAS 
Sbjct  121   SVKVTKMTKERFEKEWTGVTLFMGPEPSYKPHKDKKNGLWDFLPLIFKQRSLIANIVFAS  180 
 
Query  544   LLVTLINILGSYYLQGILDEYVPNQMKSTLGIISIGLVVTYVLQQMMTFARDYLLTILSQ  723 
             LLVTLINILGSYYLQGILDEYVPNQMKSTLGIISIGLVVTYVLQQMMTFARDYLLTILSQ 
Sbjct  181   LLVTLINILGSYYLQGILDEYVPNQMKSTLGIISIGLVVTYVLQQMMTFARDYLLTILSQ  240 
 
Query  724   RLTIDVILSYIRHIFELPMSFFATRRTGEVISRFSDANSIIDALASTILSLFLDFSivii  903 
             RLTIDVILSYIRHIFELPMSFFATRRTGEVISRFSDANSIIDALASTILSLFLDFSIVII 
Sbjct  241   RLTIDVILSYIRHIFELPMSFFATRRTGEVISRFSDANSIIDALASTILSLFLDFSIVII  300 
 
Query  904   vggvlliQNSNLFKLVLCSVPIYTLIVFAFMKPFERMNHDVMQSNAMVNSAIIEDINGIE  1083 
             VGGVLLIQNSNLFKLVLCSVPIYTLIVFAFMKPFERMNHDVMQSNAMVNSAIIEDINGIE 
Sbjct  301   VGGVLLIQNSNLFKLVLCSVPIYTLIVFAFMKPFERMNHDVMQSNAMVNSAIIEDINGIE  360 
 
Query  1084  TIKSLTSEEVCYQKIDGEFVDYLDNSFRLSKLSILQTSLKQGAQLILNVLILWTGAQLVM  1263 
             TIKSLTSEEVCYQKIDGEFVDYLDNSFRLSKLSILQTSLKQGAQLILNVLILWTGAQLVM 
Sbjct  361   TIKSLTSEEVCYQKIDGEFVDYLDNSFRLSKLSILQTSLKQGAQLILNVLILWTGAQLVM  420 
 
Query  1264  GNTISIGQLITFNMLLSYFTNPLENIINLQTKLQSAKVANTRLNEVYLIESEFGQSDDTY  1443 
             GNTISIGQLITFNMLLSYFTNPLENIINLQTKLQSAKVANTRLNEVYLIESEFGQSDDTY 
Sbjct  421   GNTISIGQLITFNMLLSYFTNPLENIINLQTKLQSAKVANTRLNEVYLIESEFGQSDDTY  480 
 
Query  1444  QEGIADGDITVTDLSYKYGFGRDTLTDVSLTIRQGEKISFVGVSGSGKTTLAKMLVNFYQ  1623 
             QEGIADGDITVTDLSYKYGFGRDTLTDVSLTIRQGEKISFVGVSGSGKTTLAKMLVNFYQ 
Sbjct  481   QEGIADGDITVTDLSYKYGFGRDTLTDVSLTIRQGEKISFVGVSGSGKTTLAKMLVNFYQ  540 
 
Query  1624  PYKGHIDFNGQNISRIDKKTLRQHINYLPQQSYIFSGSVLENLTLGAARGITQADILKAC  1803 
             PYKGHIDFNGQNISRIDKKTLRQHINYLPQQSYIFSGSVLENLTLGAARGITQADILKAC 
Sbjct  541   PYKGHIDFNGQNISRIDKKTLRQHINYLPQQSYIFSGSVLENLTLGAARGITQADILKAC  600 
 
Query  1804  EIAEIRQDIENMPMGFQTELSDGAGLSGGQKQRIALARALLTKSPVLILDEATSGLDALT  1983 
             EIAEIRQDIENMPMGFQTELSDGAGLSGGQKQRIALARALLTKSPVLILDEATSGLD LT 
Sbjct  601   EIAEIRQDIENMPMGFQTELSDGAGLSGGQKQRIALARALLTKSPVLILDEATSGLDVLT  660 
 
Query  1984  EKQVIDNLLALKDKTIIFVAHRLSIAERTDRIVVIDQGRVVETGSHQDLMSYPGFYYQLF  2163 
             EKQVIDNLLALKDKTIIFVAHRLSIAERTDRIVVIDQGRVVETGSHQDLMSYPGFYYQLF 
Sbjct  661   EKQVIDNLLALKDKTIIFVAHRLSIAERTDRIVVIDQGRVVETGSHQDLMSYPGFYYQLF  720 
 
Query  2164  RK  2169 
             RK 
Sbjct  721   RK  722 
Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame 
1450 
bits(3753) 

0.0 Compositional matrix adjust. 720/722(99%) 721/722(99%) 0/722(0%) +1 
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Εικόνα 4.14 Ομοιότητα της αμινοξικής αλληλουχίας του blpA του ACA-DC 0040 με 
συντηρημένες πεπτιδικές περιοχές. 

 

            

Το blpB του στελέχους ACA-DC 0040, ενώ ομοιάζει σε νουκλεοτιδικό 

επίπεδο με τα αντίστοιχα blpB των στελεχών LMD9, CNRZ 1066 και LMG 18311 σε 

βαθμό 99% όλης της αλληλουχίας του, το ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης του δεν 

διακόπτεται όπως των στελεχών  CNRZ 1066 και LMG 18311. Σε αμινοξικό επίπεδο 

ομοιάζει περισσότερο με μία περμεάση ενός ABC-transporter της βακτηριοσίνης 

lactococcin A στο στέλεχος LMD9 καθώς και με συντηρημένη περιοχή της 

βοηθητικής πρωτεΐνης για το σύστημα εξαγωγής βακτηριοσίνης. 

 

Παρακάτω παρουσιάζεται μία συσχέτιση της αμινοξικής αλληλουχίας του 

blpB με την πλησιέστερη σε ομολογία αλληλουχία, την βοηθητική πτωτεΐνη έκκρισης 

βακτηριοσίνης του S. thermophilus 1F8CT. 

Query  1     MNPQLFKSTEFYHRRYHNMSTVLITPlillviflflfaffaKKEVTVTSRGSIEPTKVIA  180 
             MNPQLFKSTEFYHRRYHNMSTVLITPLILLVIFLFLFAFFAKKEVTVTSRGSIEPTKVIA 
Sbjct  1     MNPQLFKSTEFYHRRYHNMSTVLITPLILLVIFLFLFAFFAKKEVTVTSRGSIEPTKVIA  60 
 
Query  181   VIQSTSDNTIIDNQLVANKVVKKGDTLVQYSETMEASqkeglqkqlellkrqeSGLKTLQ  360 
             VIQSTSDNTIIDNQLVANKVVKKGDTLVQYSETMEASQKEGLQKQLELLKRQESGLKTLQ 
Sbjct  61    VIQSTSDNTIIDNQLVANKVVKKGDTLVQYSETMEASQKEGLQKQLELLKRQESGLKTLQ  120 
 
Query  361   SSLTQGTNLFQEQEDEFGYQSTFNTYLSQAQDIDLGVAKTNTEVNNQAAIASNTGSAIDN  540 
             SSLTQGTNLFQEQEDEFGYQSTFNTYLSQAQDIDLGVAKTNTEVNNQAAIASNTGSAIDN 
Sbjct  121   SSLTQGTNLFQEQEDEFGYQSTFNTYLSQAQDIDLGVAKTNTEVNNQAAIASNTGSAIDN  180 
 
Query  541   QISQLQTQVSEYEALSQAITNHETTLPEGNPHQATLNAYNSQYATTPDASVTDQYLSQVN  720 
             QISQLQTQVSEYEALSQAITNHETTLPEGNPHQATLNAYNSQYATTPDASVTDQYLSQVN 
Sbjct  181   QISQLQTQVSEYEALSQAITNHETTLPEGNPHQATLNAYNSQYATTPDASVTDQYLSQVN  240 
 
Query  721   TNISSLNASIGNLEIQNAGTGTVVTYDNSDSTKKEALKNQFLQNAGQQLSSVETQITDTE  900 
             TNISSLNASIGNLEIQ AGTGTVVTYDNSDSTKKEALKNQFLQNAGQQLSSVETQITDTE 
Sbjct  241   TNISSLNASIGNLEIQKAGTGTVVTYDNSDSTKKEALKNQFLQNAGQQLSSVETQITDTE  300 
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Query  901   SKINQADVLLTNTLIQSPEDGILHLSQADKKATMAATGTELAQLYPDMTQTQEVAITYYV  1080 
             SKINQADVLLTNTLIQSPEDGILHLSQADKKATMAATGTELAQLYPDMTQTQEVAITYYV 
Sbjct  301   SKINQADVLLTNTLIQSPEDGILHLSQADKKATMAATGTELAQLYPDMTQTQEVAITYYV  360 
 
 
Query  1081  NSDYVPKLQKGQSVRLTLDKVGNHGTTIIGKLESIDNSATETERGNVFRVTARASISEKE  1260 
             NSDYVPKLQKGQSVRLTLDKVGNHGTTIIGKLESIDNSATETERGNVFRVTARASISEKE 
Sbjct  361   NSDYVPKLQKGQSVRLTLDKVGNHGTTIIGKLESIDNSATETERGNVFRVTARASISEKE  420 
 
Query  1261  AQNLRYGLEGRVRSVIDQKTYFNYFKDKLLNLQDQ  1365 
             AQNLRYGLE RV SVIDQKTYFNYFKDKLLNLQDQ 
Sbjct  421   AQNLRYGLESRVTSVIDQKTYFNYFKDKLLNLQDQ  455 
 
Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
838 
bits(2164) 

0.0 Compositional matrix adjust. 452/455(99%) 452/455(99%) 0/455(0%) +1 

 

 

Εικόνα 4.15 Ομοιότητα της αμινοξικής αλληλουχίας του blpB του ACA-DC 0040 με 
συντηρημένες πεπτιδικές περιοχές. 

 

Το blpC είναι ταυτόσημο με αυτό των CNRZ1066 και LMG 18311 σε 

νουκλεοτιδικό και αμινοξικό επίπεδο και διαφέρει στο τελευταίο αμινοξύ με το blpC 

του LMD9. Η παρουσία μιας εναρκτήρια αλληλουχίας πεπτιδίου με την 

χαρακτηριστική ομάδα gly-gly, είναι εμφανής στα πρώτα 23 αμινοξέα. Παρόλη τη 

διαφορά, σύμφωνα με πειράματα υπερέκφρασης του blpC του στελέχους LMG 

18311 στο στέλεχος LMD9, η δραστικότητά του σαν φερομόνη στο στέλεχος LMD9 

έχει αποδειχθεί σε προηγούμενες έρευνες (Fontaine et al., 2007). 

Παρακάτω παρουσιάζεται μία συσχέτιση της αμινοξικής αλληλουχίας του 

blpC με την πλησιέστερη σε ομολογία αλληλουχία, την bacteriocin leader domain-

containing protein των:  

signal peptide, putative [Streptococcus thermophilus LMG 18311] 
signal peptide, putative [Streptococcus thermophilus CNRZ1066] 
signal peptide putative [Streptococcus thermophilus CAG:236] 
signal peptidase [Streptococcus thermophilus 1F8CT] 
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Query  1    MANNTINNFETLDNHALEQVVGGSGWMDYINGFLKGFGGQRTLPTKDYNIPQV  159 
            MANNTINNFETLDNHALEQVVGGSGWMDYINGFLKGFGGQRTLPTKDYNIPQV 
Sbjct  1    MANNTINNFETLDNHALEQVVGGSGWMDYINGFLKGFGGQRTLPTKDYNIPQV  53 

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame 

112 
bits(279) 

2e-30 Compositional matrix adjust. 53/53(100%) 53/53(100%) 0/53(0%) +1 

 

 

Τα blpH και blpR ομοιάζουν σε μεγάλο βαθμό με τα αντίστοιχα των στελεχών 

LMG 18311, CNRZ1066 και LMD9 σε νουκλεοτιδικό επίπεδο και σε αμινοξικό, όμως 

σε αμινοξικό επίπεδο η ομοιότητά τους με κινάση ιστιδίνης και ρυθμιστή απόκρισης 

και με άλλα είδη του γένους Streptococcus. 

Παρακάτω παρουσιάζεται μία συσχέτιση της αμινοξικής αλληλουχίας του 

blpH με την πλησιέστερη σε ομολογία αλληλουχία, τον αισθητήρα κινάσης ιστιδίνης  

(Homolog to BlpH Spn) [Streptococcus thermophilus CAG:236]. 

Query  1302  SAGLEIILFLYLMGQKirlryfflllifnlafnfIYNHSSWFIIKFWGEDIYYlllsfll  1123 
             SAGLEIILFLYLMGQKIRLRYFFLLLIFNLAFNFIYNHSSWFIIKFWGEDIYYLLLSFLL 
Sbjct  15    SAGLEIILFLYLMGQKIRLRYFFLLLIFNLAFNFIYNHSSWFIIKFWGEDIYYLLLSFLL  74 
 
Query  1122  stktkkplkikiFNGLFPDILNNLSLRLITFFIFPFFNISITDYKssllisipssiaplc  943 
             STKTKKPLKIKIFNGLFPDILNNLSLRLITFFIFPFFNISITDYKSSLLISIPSSIAPLC 
Sbjct  75    STKTKKPLKIKIFNGLFPDILNNLSLRLITFFIFPFFNISITDYKSSLLISIPSSIAPLC  134 
 
Query  942   lSFLFIKLFKESFTILQKQKSNSPIQHIIIVANFFMFGYTLLLQSLMYLENTTHSSTLEL  763 
             LSFLFIKLFKESFTILQKQKSNSPIQHIIIVANFFMFGYTLLLQSLMYLENTTHSSTLEL 
Sbjct  135   LSFLFIKLFKESFTILQKQKSNSPIQHIIIVANFFMFGYTLLLQSLMYLENTTHSSTLEL  194 
 
Query  762   RKLCVVISLVLFFIMIVFLERNIREMIQGQLDFQKNLQLENLYTYNKHIECLYNSVRSFR  583 
             RKLCVVISLVLFFIMIVFLERNIREMIQGQLDFQKNLQLENLYTYNKHIECLYNSVRSFR 
Sbjct  195   RKLCVVISLVLFFIMIVFLERNIREMIQGQLDFQKNLQLENLYTYNKHIECLYNSVRSFR  254 
 
Query  582   HDYSNLLVTLRLGIDKDDMDIVKEVYDSVLQESDKRLNTRNFDLARLVNIQDNTLKSLLS  403 
             HDYSNLLVTLRLGIDKDDMDIVKEVYDSVLQESDKRLNTRNFDLARLVNIQDNTLKSLLS 
Sbjct  255   HDYSNLLVTLRLGIDKDDMDIVKEVYDSVLQESDKRLNTRNFDLARLVNIQDNTLKSLLS  314 
 
Query  402   AKVLQAEEEGIEAQISIPEPIHLIGMEILDFIIVTSIFLDNAIEGAIQTQNHKITISFWE  223 
             AKVLQAEEEGIEAQISIPEPIHLIGMEILDFIIVTSIFLDNAIEGAIQTQNHKITISFWE 
Sbjct  315   AKVLQAEEEGIEAQISIPEPIHLIGMEILDFIIVTSIFLDNAIEGAIQTQNHKITISFWE  374 
 
Query  222   DHRSQLLSISNTISEEQTETKTIFERGVSNKGRERGIGLANVTEILDNYINVNLETQSNN  43 
             DHRSQLLSISNTISEEQTETKTIFERGVSNKGRERGIGLANVTEILDNYINVNLETQSNN 
Sbjct  375   DHRSQLLSISNTISEEQTETKTIFERGVSNKGRERGIGLANVTEILDNYINVNLETQSNN  434 
 
Query  42    FSFTQQLTITKKA  4 
             FSFTQQLTITKKA 
Sbjct  435   FSFTQQLTITKKA  447 

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame 

731 bits(1886) 0.0 Compositional matrix adjust. 433/433(100%) 433/433(100%) 0/433(0%) -1 
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Εικόνα 4.16 Ομοιότητα της αμινοξικής αλληλουχίας του blpH του ACA-DC 0040 
με συντηρημένες πεπτιδικές περιοχές. 

 

Παρακάτω παρουσιάζεται μία συσχέτιση της αμινοξικής αλληλουχίας του 

blpR με την πλησιέστερη σε ομολογία αλληλουχία, τον αισθητήρα απόκρισης 

συστήματος δύο στοιχείων των: 

response regulator (homolog to BlpR Spn) [Streptococcus thermophilus CNRZ1066] 
Response regulator-like protein [Streptococcus thermophilus ND03] 
FasA [Streptococcus thermophilus CNCM I-1630] 
response regulator (Homolog to BlpR Spn) [Streptococcus thermophilus CAG:236] 
response regulator [Streptococcus thermophilus TH985] 
response regulator-like protein [Streptococcus thermophilus ASCC 1275] 
response regulator [Streptococcus thermophilus] 
response regulator [Streptococcus thermophilus] 

 

Query  696  MGRLEEAVAHELKSFGKDLSCVQSFDKPDQLLSAITSNTSDQIFFLDIEIKGEDKKGLDI  517 
            MGRLEEAVAHELKSFGKDLSCVQSFDKPDQLLSAITSNTSDQIFFLDIEIKGEDKKGLDI 
Sbjct  13   MGRLEEAVAHELKSFGKDLSCVQSFDKPDQLLSAITSNTSDQIFFLDIEIKGEDKKGLDI  72 
 
Query  516  AKIIRQNNPYAIIAFVTTHIEFMPQAFGVTAYKYINKTLDEASFRKEIGETIAQVFPINA  337 
            AKIIRQNNPYAIIAFVTTHIEFMPQAFGVTAYKYINKTLDEASFRKEIGETIAQVFPINA 
Sbjct  73   AKIIRQNNPYAIIAFVTTHIEFMPQAFGVTAYKYINKTLDEASFRKEIGETIAQVFPINA  132 
 
Query  336  TTTDEFFLYKTESQLINLPMDQILYLSTSDIKHHVHLQTIHTLMDIRANLADFKKIHKKL  157 
            TTTDEFFLYKTESQLINLPMDQILYLSTSDIKHHVHLQTIHTLMDIRANLADFKKIHKKL 
Sbjct  133  TTTDEFFLYKTESQLINLPMDQILYLSTSDIKHHVHLQTIHTLMDIRANLADFKKIHKKL  192 
 
Query  156  YPCHRSFIVNTDMIISVNKTNYEATLINGQVLPVSRMKIGKIAQIVEERGR  4 
            YPCHRS+IVNTDMIISVNKTNYEATLINGQVLPVSRMKIGKIAQIVEERGR 
Sbjct  193  YPCHRSYIVNTDMIISVNKTNYEATLINGQVLPVSRMKIGKIAQIVEERGR  243 
 

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame 

476 bits(1226) 2e-168 Compositional matrix adjust. 230/231(99%) 231/231(100%) 0/231(0%) -1 

 

Εικόνα 4.17 Ομοιότητα της αμινοξικής αλληλουχίας του blpR του ACA-DC 0040 
με συντηρημένες πεπτιδικές περιοχές. 
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Το blpU του ACA-DC 0040 εμφανίζει την εναρκτήρια πεπτιδική αλληλουχία 

με την χαρακτηριστική ομάδα gly-gly μήκους 23 αμινοξέων, που υποδηλώνει 

εξωκυττάρια έκκριση από το σύστημα εξαγωγής της περιοχής blp ενώ είναι 

ταυτόσημο με αυτό του LMD9, το οποίο συμμετέχει στη δομή της βακτηριοσίνης 

προσφέροντας ένα τμήμα του εύρους της ανοσίας, και έχει μεγάλη ομοιότητα με 

αυτό του LMG 18311.  

Παρακάτω παρουσιάζεται μία συσχέτιση της αμινοξικής αλληλουχίας του 

blpU με την πλησιέστερη σε ομολογία αλληλουχία, τον αισθητήρα απόκρισης 

συστήματος δύο στοιχείων των: 

pore-forming peptide, putative bacteriocin [Streptococcus thermophilus 
LMG 18311] 

Uncharacterized conserved protein [Streptococcus thermophilus LMD-9] 
bacteriocin [Streptococcus thermophilus TH1435] 
bacteriocin [Streptococcus thermophilus TH1436] 
bacteriocin [Streptococcus thermophilus M17PTZA496] 
bacteriocin [Streptococcus thermophilus MTH17CL396] 
Bacteriocin BlpU [Streptococcus thermophilus] 

Query  1    MATQTIENFNTLDLETLASVEGGGCSWGGFAKQGVATGVGNGLRLGIKTRTWQgavagaa  180 
            MATQTIENFNTLDLETLASVEGGGCSWGGFAKQGVATGVGNGLRLGIKTRTWQGAVAGAA 
Sbjct  1    MATQTIENFNTLDLETLASVEGGGCSWGGFAKQGVATGVGNGLRLGIKTRTWQGAVAGAA  60 
 
Query  181  ggaivggvgygaTCWW  228 
            GGAIVGGVGYGATCWW 
Sbjct  61   GGAIVGGVGYGATCWW  76 

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame 

107 bits(266) 6e-28 Compositional matrix adjust. 76/76(100%) 76/76(100%) 0/76(0%) +1 

 

 
Τα orf3, orf4, orf5 και orf6 επίσης εμφανίζουν μεγάλη ομοιότητα με αυτά του 

LMG 18311 και του LMD9 σε ποσοστό 99% σε όλη την αλληλουχία τους. Τα 

προβλεπόμενα πεπτίδια αυτών των ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης εικάζεται ότι 

συμμετέχουν στην ανοσία έναντι των βακτηριοσινών που παράγουν. 
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Το blpK εμφανίζει την εναρκτήρια πεπτιδική αλληλουχία με την 

χαρακτηριστική ομάδα gly-gly, υποδηλώνοντας εξωκυττάρια έκκριση και λόγω των 

ομοιοτήτων του με δομικά γονίδια βακτηριοσινών, η προβλεπόμενη λειτουργία του 

χαρακτηρίζεται και αυτή ως δομικό γονίδιο βακτηριοσίνης. Δεν έχει αντίστοιχο 

γονίδιο στο στέλεχος LMD9, όμως υπάρχουν αντίστοιχα στα στελέχη LMG 18311 

και CNRZ 1066, καθώς και σε μεγαλύτερο βαθμό στα MN-ZLW-002 και ND03, όπου 

η ομοιότητα ξεπερνά το ποσοστό 94% σε όλο το μήκος της αλληλουχίας του. Το 

blpK στο ACA-DC 0040 διαφέρει από αυτό του LMG 18311 σε ένα κρίσιμο σημείο, 

καθώς το blpK του LMG 18311 εμφανίζει μία σημειακή μετάλλαξη, σε σχέση με αυτό 

του ACA-DC 0040, που προκαλεί την πρόωρη λήξη της μεταγραφής του. Το blpK 

του CNRZ 1066, αν και μικρότερο από αυτό του ACA-DC 0040, δεν εμφανίζει την 

ίδια μη νοηματική μετάλλαξη.  

Παρακάτω παρουσιάζεται μία συσχέτιση της αμινοξικής αλληλουχίας του 

blpΚ με την πλησιέστερη σε ομολογία αλληλουχία, το πεπτίδιο βακτηριοσίνης  

δημιουργίας πόρων των:  

bacteriocin-type signal sequence [Streptococcus sp. C150] 
pore-forming peptide bacteriocin [Streptococcus thermophilus MTCC 5461] 
pore-forming peptide bacteriocin [Streptococcus thermophilus MTCC 5460] 
pore-forming peptide, putative bacteriocin [Streptococcus sp. HSISS2] 
 

Query  1    MATQTIENFNTLDLETLASVEGGGCSWRgtggatvqgaiggaiggafggNVVLPVVGSVP  180 
            MATQTIENFNTLDLETLASVEGGGCSWRG GGATVQGAIGGAIGGAFGGNVVLPVVGSVP 
Sbjct  1    MATQTIENFNTLDLETLASVEGGGCSWRGAGGATVQGAIGGAIGGAFGGNVVLPVVGSVP  60 
 
Query  181  gylaggvlggaggtvaygatCWWS  252 
            GYLAGGVLGGAGGTVAYGATCWWS 
Sbjct  61   GYLAGGVLGGAGGTVAYGATCWWS  84 
 

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame 

76.3 bits(186) 1e-15 Compositional matrix adjust. 83/84(99%) 83/84(98%) 0/84(0%) +1 
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Τα επόμενα 2 ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης που εμφανίζονται, ISSth orfA και 

ISSth2 orfB, ομοιάζουν με αλληλουχίες από τρανσποζάσες, κάτι που βλέπουμε να 

υπάρχει στην περιοχή blp των στελεχών LMG18311 και CNRZ 1066 καθώς και σε 

άλλα είδη Streptococcus σε μεγάλο βαθμό ομοιότητας. 

Το blpG στο στέλεχος ACA-DC 0040 εμφανίζει μεγάλη ομοιότητα με το blpG 

του στελέχους LMG 18311 σε ποσοστό 99%. Το blpG του LMD9 φαίνεται να έχει 

και αυτό πολλές ομοιότητες αλλά λόγω κάποιας σημειακής μετάλλαξης φαίνεται να 

τερματίζεται νωρίτερα από το blpG του ACA-DC 0040 και να συνεχίζει με ένα 

δεύτερο στη σειρά ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης, το orf8. Συμπτυγμένα τα orf8 και 

blpG του LMD9 έχουν ομοιότητα με το blpG του ACA-DC 0040 σε ποσοστό 99%. Η 

προβλεπόμενη λειτουργία του, βάσει ομοιοτήτων, είναι η παραγωγή μιας πρωτεΐνης 

τροποποιήσεων που δρα δημιουργόντας θειολ-δισουλφιδικής οξειδάσης για τη 

δημιουργία δισουλφιδικών δεσμών τροποποιώντας τα δομικά γονίδια της 

βακτηριοσίνης στα κατάλοιπα κυστεΐνης και μεγαλώνοντας το εύρος των 

οργανισμών στους οποίους δρα η βακτηριοσίνη (Fontaine and Hols., 2007). 

Παρακάτω παρουσιάζεται μία συσχέτιση της αμινοξικής αλληλουχίας του 

blpG με την πλησιέστερη σε ομολογία αλληλουχία, το πεπτίδιο ανοσίας και 

τροποποίησης του Streptococcus thermophilus TH1435. 

 

Query  1    MMKKRTltlwlmssalllnlsVGTALADEVVETGADNSPKVEATESTPVEQPSDSQEQSL  180 
            MMKKRTLTLWLMSSALLLNLSVGTALADEVVETGADNSPKVEATESTPVEQPSDSQEQSL 
Sbjct  1    MMKKRTLTLWLMSSALLLNLSVGTALADEVVETGADNSPKVEATESTPVEQPSDSQEQSL  60 
 
Query  181  PEDKEAPAATESVTLAESEEETANDIPAVSREEYDANVAYLPKISLDDVRNAFTEDGQAH  360 
            PEDKEAPAATESVTLAESEEETANDIPAVSREEYDANVA LPKISLDDVRNAFTEDGQAH 
Sbjct  61   PEDKEAPAATESVTLAESEEETANDIPAVSREEYDANVADLPKISLDDVRNAFTEDGQAH  120 
 
Query  361  TIYFGRGTCYYCRQFSPELKVLNQLMDGRLEYYDIDREDFDRNYVFGEIGIPGTPTLFYL  540 
            TIYFGRGTCYYCRQFSPELKVLNQLMDGRLEYYDIDREDFDRNYVFGEIGIPGTPTL YL 
Sbjct  121  TIYFGRGTCYYCRQFSPELKVLNQLMDGRLEYYDIDREDFDRNYVFGEIGIPGTPTLLYL  180 
 
Query  541  ENGQLLSGWVGGGPAQTVYDHLASSSPRFMTLNQEQTTISEPQTKTVRPTRVTEESTKEK  720 
            ENGQLLSGWVGGGPAQTVYDHLASSSPRFMTLNQEQTTISEPQTKTVRPTRVTEESTKEK 
Sbjct  181  ENGQLLSGWVGGGPAQTVYDHLASSSPRFMTLNQEQTTISEPQTKTVRPTRVTEESTKEK  240 
 
Query  721  SLPTVQPQPMSTVQKELNAQTGQMAPMTDKVADTKEFPKTNDGEQSLVSFVGalailasl  900 
            SLPTVQPQPMSTVQKELNAQTGQMAPMTDKVADTKEFPKTNDGEQSLVSFVGALAILASL 
Sbjct  241  SLPTVQPQPMSTVQKELNAQTGQMAPMTDKVADTKEFPKTNDGEQSLVSFVGALAILASL  300 



    Αποτελέσματα 

 

 

139 

 
Query  901  mlalRYYIK  927 
            MLALRYYIK 
Sbjct  301  MLALRYYIK  309 

  

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
570 bits(1470) 0.0 Compositional matrix adjust. 307/309(99%) 307/309(99%) 0/309(0%) +1 

 

 

Εικόνα 4.18 Ομοιότητα της αμινοξικής αλληλουχίας του blpG του ACA-DC 0040 
με συντηρημένες πεπτιδικές περιοχές. 

 

Τα orf9, orf10 και blpX του στελέχους ACA-DC 0040 ομοιάζουν με τα 

αντίστοιχα των στελεχών LMG 18311 και LMD9 σε ποσοστό 99%, όμως η 

λειτουργία τους παραμένει άγνωστη. Σε σύγκριση σε αμινοξικό επίπεδο το blpX 

ομοιάζει με πεπτιδικές αλληλουχίες αυτό-ανοσίας των συστημάτων των 

βακτηριοσινών των στελεχών CAG:236, LMG 18311, CNRZ1066 και του 

Streptococcus salivarius JIM8777. 

Το blpU στο στέλεχος LMD9 φάνηκε με πειράματα ελλείψεων αυτού ή και 

των υπολοίπων φερομένων ως δομικά γονίδια βακτηριοσίνης, πως η συνδρομή του 

στο εύρος της δραστικότητας της βακτηριοσίνης είναι μικρή υποδεικνύοντας ότι 

ενδεχομένως ισχύει και στο στέλεχος ACA-DC 0040. Η δραστικότητα του 

προβλεπόμενου πεπτιδίου blpK δεν έχει μελετηθεί και το μεγαλύτερο τμήμα του 

εύρους της δραστικότητας της βακτηριοσίνης ενδέχεται να οφείλεται σε αυτό ή στις 

τροποποιήσεις από το μεγαλύτερο πεπτίδιο BlpG, συγκριτικά με το LMD9. 
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4.5 Οργάνωση περιοχής blp σε μεταγραφικό επίπεδο 

 Βάσει μελετών που έχουν διεξαχθεί για την διερεύνηση της οργάνωσης των 

γονιδίων blp στο στέλεχος S. thermophilus LMD-9, έχει εντοπιστεί πειραματικά η 

ύπαρξη 6 οπερονίων (Fontaine et al., 2007). Η οργάνωση των γονιδίων στο 

στέλεχος ACA-DC 0040, σύμφωνα και με τις ομοιότητες που παρουσιάζονται με το 

στέλεχος LMD9, επιτρέπει την δημιουργία της υπόθεσης πως οργανώνεται σε 5 

μεταγραφικές μονάδες.  

Για την διερεύνηση της οργάνωσης της περιοχής blp σε μεταγραφικό 

επίπεδο, χρησιμοποιήθηκαν οι αναλύσεις με RT-PCR (αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυμεράσης με αντίστροφη μεταγραφάση), η μέθοδος υβριδισμού στυπώματος 

κατά Northern και τα πειράματα με q-PCR (αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης real 

time). 

  

 

 

Εικόνα 4.19 Προτεινόμενη οργάνωση των γονιδίων της περιοχής blp του S. 
thermophilus ACA-DC 0040 σε μεταγραφικό επίπεδο. Στην εικόνα παρουσιάζονται 
τα ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης που βρέθηκαν στην αλληλουχία της περιοχής blp με 
βέλη πορτοκαλί χρώματος, 2 ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης που ομοιάζουν με 
τρανσποζάσες με πράσινο βέλος και σε στοίχιση με μπλε βέλη τα προτεινόμενα 
μετάγραφα της περιοχής. 
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Οι μελέτες αυτές πραγματοποιήθηκαν με ολικό RNA του S. thermophilus 

ACA-DC 0040 το οποίο απομονώθηκε μετά από ανάπτυξη του οργανισμού σε 

διάφορα θρεπτικά μέσα, σε διαφορετικό χρόνο και με διάφορες μεθόδους 

απομόνωσης που αναφέρονται στο κεφάλαιο 3.9. Χαρακτηριστικά δείγματα 

απομόνωσης ολικού RNA φαίνονται στην εικόνα 4.20. 

 

    

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Εικόνα 4.20 Ηλεκτροφορήσεις δειγμάτων ολικού RNA από ACADC0040 σε 
πήκτωμα αγαρόζης 1,8% με συγκέντρωση βρωμιούχου αιθιδίου 10 μg/ml. 
Διαφέρουν το θρεπτικό μέσο, ο χρόνος ανάπτυξης και η μέθοδος απομόνωσης 
RNA. (Α). 1: λ-HindIII. 2: Μ17, 4h, μέθοδος 3.9.1.  
(Β). 3: λ-HindIII. 4: αποβουτυρωμένο γάλα, 2h, μέθοδος 3.9.2.  
(Γ). 5: λ-HindIII. 6: αποβουτυρωμένο γάλα, 2h, μέθοδος 3.9.3. 7: αποβουτυρωμένο 
γάλα, 2h, μέθοδος 3.9.4. 
Οι δύο πρώτες μέθοδοι (3.9.1 και 3.9.2) χρησιμοποιήθηκαν κατά κόρον λόγω της 
μεγάλης καθαρότητας του απομονωμένου RNA και του μικρού ποσοστού 
κατάτμησής του σε σύγκριση με τα αποτελέσματα των άλλων δύο μεθόδων (3.9.3 
και 3.9.4). 
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4.5.1 Ανίχνευση δυνητικών μεταγράφων της περιοχής blp του ACADC0040 

μέσω RT-PCR (Reverse Transcript – PCR, αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυμεράσης με αντίστροφη μεταγραφάση) 

 

 Ο εντοπισμός μεταγράφων από αναγνωστικά πλαίσια της περιοχής blp του 

S. thermophilus ACA-DC 0040 πραγματοποιήθηκε αρχικά με την μέθοδο RT-PCR. 

Στη μέθοδο αυτή χρησιμοποιείται ως υπόστρωμα ολικό RNA και εκκινητές που 

περιβάλλουν την προς μελέτη αλληλουχία για την ενίσχυση των παραγόμενων 

μορίων mRNA. Με τον τρόπο αυτό καθίσταται δυνατός ο εντοπισμός της παρουσίας 

ακόμα και των μεταγράφων εκείνων που παράγονται σε μικρό αριθμό.  

Για το σκοπό αυτό απομονώθηκε ολικό RNA από καλλιέργεια S. 

thermophilus ACA-DC 0040 που αναπτύχθηκε (i) σε θρεπτικό μέσο Μ17 με την 

προσθήκη 10% φιλτραρισμένου υπερκείμενου καλλιέργειας L. lactis CNRZ 117 για 

4 ώρες (απομόνωση RNA § 3.9.1) ή (ii) σε αποβουτυρωμένο γάλα για 2 ώρες 

(απομόνωση RNA § 3.9.2). Στη συνέχεια υπέστη περαιτέρω επεξεργασία με 

δεοξυριβονουκλεάση (rDNase, Takara) για την πλήρη απομάκρυνση τυχόν 

υπολειμμάτων DNA. Τα πειράματα έγιναν με την χρήση του πακέτου με έτοιμα 

αντιδραστήρια RobusT (§3.12.1) και με τη χρήση κατάλληλων θετικών και 

αρνητικών μαρτύρων για τη διασφάλιση της εγκυρότητας των πειραμάτων. Οι 

εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν παρουσιάζονται στον πίνακα 3.4 (κεφάλαιο Υλικά 

& Μέθοδοι) και η θέση τους πάνω στην αλληλουχία στην εικόνα 4.21. 

Στη συνέχεια παρουσιάζεται η πειραματική διαδικασία για καθεμία από τις 5 

περιοχές που μελετήθηκαν ως προς τη μεταγραφή τους. 
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Εικόνα 4.21 Θέση των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν σε RT-PCR, σε στοίχιση με την αλληλουχία της περιοχής blp του 
οργανισμού S. thermophilus ACA-DC 0040. Με πορτοκαλί βέλη εμφανίζονται τα ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης και  με μπλε βέλη οι 
θέσεις των εκκινητών των πειραμάτων RT-PCR.  
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Η γονιδακή περιοχή blpA-blpC, φερόμενη ως υπεύθυνη για τη δημιουργία 

του συστήματος έκκρισης αλλά και της φερομόνης, μεταγράφεται σε ένα οπερόνιο 

σύμφωνα με τις μελέτες στην αντίστοιχη περιοχή στο στέλεχος LMD9. Για να 

διαπιστωθεί, αν αυτό συμβαίνει και στην αντίστοιχη περιοχή του ACADC0040, 

πραγματοποιήθηκε RT-PCR με ζεύγη εκκινητών που ενισχύουν περιοχή ενός 

δυνητικού μεταγράφου και των τριών αναγνωστικών πλαισίων blpABC (PCRAAR-

BLPCL). Από την αντίδραση αυτή δεν προέκυψε κάποιο αποτέλεσμα. Για το λόγο 

αυτό, χρησιμοποιήθηκαν ζεύγη εκκινητών τα οποία ενισχύουν περιοχές του 

δυνητικού μεταγράφου που αντιστοιχούν σε μικρότερες περιοχές, το blpA 

(PCRAAL-PCRABR), blpAB (PCRAAR-BLPAL) και το blpBC (BLPBR-BLPCL). Τα 

αποτελέσματα αυτών των αντιδράσεων μαζί με το σχεδιασμό και τα αναμενόμενα 

προϊόντα παρουσιάζονται στην εικόνα 4.22. Παρατηρείται ότι με αυτή την 

πειραματική διαδικασία προέκυψαν προϊόντα PCR στο αναμενόμενο μέγεθος. Η 

επικάλυψη αυτών των προϊόντων αποτελεί ισχυρή ένδειξη ότι από την περιοχή 

blpABC προκύπτει ένα μετάγραφο. 

Η αδυναμία εντοπισμού του μεταγράφου που να αντιστοιχεί σε ολόκληρο το 

mRNA του οπερονίου blpABC ενδεχομένως να οφείλεται σε αστάθεια του 

μετάγραφου που έχει παρατηρηθεί και στο όμοιο του LMD9, καθώς και σε 

αντίστοιχα συστήματα έκκρισης των βακτηριοσινών plantaricin και sakacin 

(Fontaine et al., 2007). 
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Εικόνα 4.22 Αποτελέσματα πειραμάτων RT-PCR για την περιοχή blpA-C του 
ACADC0040.  
(Α): Σχηματική απεικόνιση των αναγνωστικών πλαισίων, εκκινητές που 
χρησιμοποιήθηκαν με τις θέσεις τους επί της αλληλουχίας, μετάγραφα που 
ανιχνεύθηκαν (καφέ μπάρες), προτεινόμενο μετάγραφο για την περιοχή blpA-C 
(πράσινη μπάρα), μετάγραφο της περιοχής blpA-C σύμφωνα με την αρχική 
υπόθεση (μπλε βέλος).  
(Β): Ηλεκτροφόρηση RT-PCR σε πήκτωμα αγαρόζης 1% με συγκέντρωση 
βρωμιούχου αιθιδίου 10 μg/ml. 1, 8: λ-HindIII. 2: blpAB (αναμενόμενο μέγεθος 1709 
bp). 3: blpAB χωρίς αντίστροφη μεταγραφάση. 4: blpAB χωρίς RNA. 5: blpBC 
(αναμενόμενο μέγεθος 1668 bp). 6: blpBCχωρίς αντίστροφη μεταγραφάση. 7: blpBC 
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χωρίς RNA. 9: blpA (αναμενόμενο μέγεθος 1867 bp) 10: blpA χωρίς αντίστροφη 
μεταγραφάση. 11: blpA χωρίς RNA. 
 

Η γονιδακή περιοχή blpRH, φερόμενη ως υπεύθυνη για την απόκριση σε 

εξωτερικά ερεθίσματα αίσθησης απαρτίας μέσω του συστήματος ρύθμισης δύο 

συστατικών, μεταγράφεται σε ένα οπερόνιο σύμφωνα με τις μελέτες στην αντίστοιχη 

περιοχή στο στέλεχος LMD9. Για να διαπιστωθεί, αν αυτό συμβαίνει και στην 

αντίστοιχη περιοχή του ACADC0040, πραγματοποιήθηκε RT-PCR με ένα ζεύγος 

εκκινητών που ενισχύει περιοχή ενός δυνητικού μεταγράφου των δύο 

αναγνωστικών πλαισίων blpRH (PCRHRAR-PCRHRAL). Το αποτέλεσμα αυτής της 

αντίδρασης μαζί με το σχεδιασμό και το αναμενόμενο προϊόν παρουσιάζονται στην 

εικόνα 4.23. Προέκυψε ένα προϊόν PCR στο αναμενόμενο μέγεθος, γεγονός που 

υποδεικνύει την ύπαρξη ενός μεταγράφου για τα δύο αυτά πιθανά γονίδια. 

 

 

 

 



    Αποτελέσματα 

 

 

147 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.23 Αποτελέσματα πειραμάτων RT-PCR για την περιοχή blpRH του 
ACADC0040.  
(Α): σχηματική απεικόνιση του αναγνωστικού πλαισίου, εκκινητές που 
χρησιμοποιήθηκαν με τις θέσεις τους επί της αλληλουχίας, μετάγραφο που 
ανιχνεύθηκε (καφέ μπάρα), προτεινόμενο μετάγραφο για την περιοχή blpRH 
(πράσινη μπάρα), μετάγραφο της περιοχής blpRHσύμφωνα με την αρχική υπόθεση 
(μπλε βέλος).  
(Β): Ηλεκτροφόρηση RT-PCR σε πήκτωμα αγαρόζης 1% με συγκέντρωση 
βρωμιούχου αιθιδίου 10 μg/ml. 1: λ-HindIII.2: blpRH χωρίς αντίστροφη 
μεταγραφάση. 3: blpRH (αναμενόμενο μέγεθος 1538 bp).   
 
 

Η περιοχή blpU-K με τα φερόμενα ως δομικά γονίδια βιοσύνθεσης της 

βακτηριοσίνης καθώς και της ανοσίας σε αυτήν παρουσιάζει, όπως αναλύθηκε και 

στην προηγούμενη ενότητα,  ομοιότητες, αλλά και διαφορές σε ορισμένες περιοχές 

ως προς τη νουκλεοτιδική αλληλουχία. Κυρίως όμως παρουσιάζονται διαφορές ως 

προς την οργάνωση των αναγνωστικών πλαισίων τα οποία επιπλέον είναι λιγότερα 

σε αριθμό σε σύγκριση με την αντίστοιχη περιοχή του LMD9, ενώ εμφανίζει πολύ 

μεγάλη ομολογία στα προαναφερθέντα σημεία με αυτήν του LMG18311. Επομένως 

σχεδιάστηκαν εκκινητές για τη διερεύνηση της μεταγραφής όλων των αναγνωστικών 

πλαισίων τόσο σε ένα, όσο και σε περισσότερα mRNA και πραγματοποιήθηκαν 

πειράματα RT-PCR. Από την αντίδραση για την ανίχνευση μεταγράφου που να 

περιέχει όλα τα αναγνωστικά πλαίσια της περιοχής με τους εκκινητές PCR1AR-

PCR1AL δεν προέκυψε αποτέλεσμα. 
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Κατά συνέπεια επιχειρήθηκε η τμηματική διερεύνηση περισσότερων 

αλληλεπικαλυπτόμενων μεταγράφων. Συγκεκριμένα, με το ζεύγος εκκινητών 

PCR1AR και 4-6L ανιχνεύθηκε ένα μετάγραφο που εκτείνεται από το blpU μέχρι το 

orf6, ενώ με το ζεύγος εκκινητών 4-6R και PCR1AL ένα μετάγραφο από το orf4 μέχρι 

το blpK. Τα αποτελέσματα αυτά αποτελούν ένδειξη ότι πραγματοποιείται 

συμμεταγραφή των blpUorf3orf4orf5orf6, καθώς και των orf4blpK. Θα ήταν βεβαίως 

πιθανό να πραγματοποιείται συμμεταγραφή όλης της περιοχής. Το ότι το blpK 

συμμεταγράφεται τουλάχιστον με το ανοδικό του orf6 καταδεικνύεται και από την 

αντίδραση με το ζεύγος εκκινητών IPOK1L και PCR1AL, όπου εμφανίζεται προϊόν 

PCR στο αναμενόμενο μέγεθος. Ο ανοδικός εκκινητής IPOK1L προσδένεται στην 

περιοχή ανοδικά του γονιδίου σε σημείο πριν από την έναρξη της μεταγραφής, 

επομένως θα εντοπιζόταν το αντίστοιχο μετάγραφο μόνο σε περίπτωση 

συμμεταγραφής με ανοδικό του γονίδιο.  

Τα αποτελέσματα αυτών των αντιδράσεων μαζί με το σχεδιασμό και τα 

αναμενόμενα προϊόντα παρουσιάζονται στην εικόνα 4.24.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Εικόνα 4.24 Αποτελέσματα πειραμάτων RT-PCR για την περιοχή blpU-K του 
ACADC0040. 
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(Α): σχηματική απεικόνιση των αναγνωστικών πλαισίων, εκκινητές που 
χρησιμοποιήθηκαν με τις θέσεις τους επί της αλληλουχίας, μετάγραφα που 
ανιχνεύθηκαν (καφέ μπάρες), προτεινόμενο μετάγραφο για την περιοχή blpU-
K(πράσινη μπάρα), μετάγραφο της περιοχής blpU-K σύμφωνα με την αρχική 
υπόθεση (μπλε βέλη).  
(Β) Ηλεκτροφόρηση RT-PCR σε πήκτωμα αγαρόζης 1% με συγκέντρωση 
βρωμιούχου αιθιδίου 10 μg/ml. 1, 4: λ-HindIII. 2: blpΚ(IPOK1L-PCR1AL, 
αναμενόμενο μέγεθος 239bp). 3: blpU6 (4-6L-PCR1AR, αναμενόμενο μέγεθος 1196 
bp). 5: blp4K (4-6R-PCR1AL, αναμενόμενο μέγεθος 1196 bp). 
 

Η περιοχή στην οποία εδράζονται αναγνωστικά πλαίσια με ομολογία προς 

αλληλουχίες τρανσποζασών μεταγράφεται σε ένα οπερόνιο, όπως διαπιστώθηκε 

από πειράματα RT-PCR με το ζεύγος εκκινητών pCR1BR και PCR1BL που 

ενισχύουν την περιοχή ενός δυνητικού μεταγράφου των δύο αναγνωστικών 

πλαισίων ISSthorfA-B. Το αποτέλεσμα αυτής της αντίδρασης μαζί με το σχεδιασμό 

και το αναμενόμενο προϊόν παρουσιάζονται στην εικόνα 4.25, από την οποία 

συνάγεται ότι εντοπίστηκε ένα προϊόν PCR στο αναμενόμενο μέγεθος.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 4.25 Αποτελέσματα πειραμάτων RT-PCR για την περιοχή ISSthorfA-Bτου 
ACADC0040.  
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(Α): σχηματική απεικόνιση του αναγνωστικού πλαισίου, εκκινητές που 
χρησιμοποιήθηκαν με τις θέσεις τους επί της αλληλουχίας, μετάγραφο που 
ανιχνεύθηκε (καφέ μπάρα), προτεινόμενο μετάγραφο για την περιοχή 
blpRHISSthorfA-B (πράσινη μπάρα). 
(Β): Ηλεκτροφόρηση RT-PCR σε πήκτωμα αγαρόζης 1% με συγκέντρωση 
βρωμιούχου αιθιδίου 10 μg/ml. 1: λ-HindIII.2: orfBA (εκκινητές pCR1BR και 
PCR1BL)  
 

Για την περιοχή blpG-blpX, με φερόμενη ως λειτουργία την τροποποίηση των 

πεπτιδίων της βακτηριοσίνης με δισουλφιδικούς δεσμούς καθώς και με τα γονίδια 

orf9-blpX άγνωστης λειτουργίας ανιχνεύθηκαν στο στέλεχος LMD9 δύο μετάγραφα, 

ένα που αντιστοιχούσε στο blpG-orf8 και ένα που αντιστοιχούσε στο σύνολο των 

γονιδίων blpG-blpX. Στην αντίστοιχη περιοχή των στελεχών ACA-DC0040 και LMG 

18311, όπως έχει σχολιαστεί και σε προηγούμενη ενότητα, το blpG εκτείνεται κατά 

μήκος των blpG και orf8.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Εικόνα 4.26 Αποτελέσματα πειραμάτων RT-PCR για την περιοχή blpG-blpX του 
ACADC0040.  
(Α): σχηματική απεικόνιση του αναγνωστικού πλαισίου, εκκινητές που 
χρησιμοποιήθηκαν με τις θέσεις τους επί της αλληλουχίας, μετάγραφα που 
ανιχνεύθηκαν (καφέ μπάρα), προτεινόμενο μετάγραφο για την περιοχή blpG-blpX 
(πράσινη μπάρα), μετάγραφο της περιοχής blpG-blpX σύμφωνα με την αρχική 
υπόθεση (μπλε βέλος).  
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(Β): Ηλεκτροφόρηση RT-PCR σε πήκτωμα αγαρόζης 1% με συγκέντρωση 
βρωμιούχου αιθιδίου 10 μg/ml. 1, 3: λ-HindIII. 2: blpG-orf9 (PCR3AL-PCR3R, 
αναμενόμενο μέγεθος 1688 bp). 4: blpG-X (BLP3L- PCR3AR, αναμενόμενο μέγεθος 
1865 bp). 
 

Για το στέλεχος ACA-DC0040 πραγματοποιήθηκε RT-PCR με ζεύγη 

εκκινητών που ενισχύουν δύο αλληλεπικαλυπτόμενες περιοχές ενός δυνητικού 

μεταγράφου του συνόλου των αναγνωστικών πλαισίων και συγκεκριμένα μία που 

θα κάλυπτε την περιοχή blpG-blpX και μία την περιοχή blpG-orf9. Το αποτέλεσμα 

αυτής της αντίδρασης μαζί με το σχεδιασμό και το αναμενόμενο προϊόν 

παρουσιάζονται στην εικόνα 4.26, από την οποία συνάγεται ότι εντοπίστηκαν δύο 

προϊόντα PCR στα αναμενόμενα μεγέθη, επομένως καταδεικνύεται η ύπαρξη 

τουλάχιστον ενός μεταγράφου του συνόλου της υπό μελέτη περιοχής. 

Στην εικόνα 4.20 παρουσιάζονται σχηματικά τα αποτελέσματα των 

πειραμάτων σε σύγκριση με την αλληλουχία της περιοχής blp και με την υποθετική 

οργάνωση σε μετάγραφα. 

 

Εικόνα 4.27 Αποτελέσματα RT-PCR σε στοίχιση με την αλληλουχία της περιοχής 
blp του οργανισμού S. thermophilus ACA-DC 0040. Με πορτοκαλί βέλη 
εμφανίζονται τα ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης,  με μικρά μπλε βέλη οι θέσεις των 
εκκινητών των πειραμάτων RT-PCR, με κόκκινα τετράγωνα εμφανίζονται τα 
μετάγραφα που εντοπίστηκαν με τα πειράματα RT-PCR, με πράσινα τετράγωνα 
εμφανίζονται τα μετάγραφα που φαίνονται να υπάρχουν σε τελική μορφή με τα μέχρι 
τώρα δεδομένα και με μεγάλα μπλε βέλη τα αναμενόμενα μετάγραφα σύμφωνα με 
την αρχική υπόθεση. 

blpA  blpB  blpC blpH  blpR  blpXorf9 blpG 
ISSth orfA ISSth orfB

blpKorf6orf5orf4orf3blpU orf10 
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4.5.2 Πειράματα υβριδισμού στυπώματος κατά Northern. 

 

Η μέθοδος RT-PCR προσφέρει σημαντικά στοιχεία για την συμμεταγραφή 

μιας ομάδας γονιδίων. Εντούτοις, μπορούν να εξαχθούν συμπεράσματα μόνο για 

την περιοχή που περικλείεται από το εκάστοτε ζεύγος εκκινητών και κατά συνέπεια 

δεν υπάρχει η δυνατότητα εξακρίβωσης του μεγέθους ολόκληρου του μετάγραφου. 

Επιπλέον, σε κάποια οπερόνια υπάρχει περίπτωση, εκτός της συμμεταγραφής, να 

πραγματοποιείται υπό ορισμένες συνθήκες επιπλέον μεταγραφή μεμονωμένων  

γονιδίων ή υποομάδας γονιδίων ξεχωριστά, γεγονός που δεν είναι δυνατόν να 

εξακριβωθεί μέσω RT-PCR.  

Τα πειράματα υβριδισμού Northern πραγματοποιήθηκαν με σκοπό τον 

εντοπισμό μορίων mRNA που θα αντιστοιχούσαν σε μετάγραφα της περιοχής blp 

του ACADC0040, να συνδυαστούν με αυτά που προέκυψαν από τα πειράματα της 

RT-PCR και κατά συνέπεια να εξαχθούν συμπληρωματικά συμπεράσματα για τον 

τρόπο μεταγραφής των αναγνωστικών πλαισίων της. Κύριο ενδιαφέρον 

παρουσιάζει η περιοχή στην οποία εδράζονται τα πιθανά δομικά γονίδια 

βιοσύνθεσης της βακτηριοσίνης μαζί με τα αντίστοιχα ανοσίας σε αυτήν, ως η πιο 

σύνθετη σε μεταγραφικό επίπεδο. Για το σκοπό αυτό απομονώθηκε ολικό RNA από 

καλλιέργεια S. thermophilus ACA-DC 0040 που αναπτύχθηκε: 

 σε θρεπτικό μέσο Μ17 με την προσθήκη 10% φιλτραρισμένου υπερκείμενου 

καλλιέργειας L. lactis CNRZ 117 για 3 ώρες και 30 λεπτά (απομόνωση RNA § 

3.9.1)  

 σε αποβουτυρωμένο γάλα για 2 ώρες (απομόνωση RNA § 3.9.2) 

Το ολικό RNA που απομονώθηκε ηλεκτροφορήθηκε μαζί με τον μοριακό 

δείκτη βαρών λ-HindIII και τον εκάστοτε θετικό μάρτυρα (αφού υπέστησαν την 

κατάλληλη επεξεργασία) σε πήκτωμα αγαρόζης 1,8% (§3.10.2). Ακολούθησε η 

μεταφορά του RNA σε μεμβράνη και η διαδικασία του μη ραδιενεργού υβριδισμού 

RNA-DNA (§3.21) με τον κάθε σημασμένο ιχνηθέτη. 
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Για τον υβριδισμό Northern κατασκευάστηκαν μία σειρά από ιχνηθέτες DNA 

που αντιστοιχούσαν σε συγκεκριμένα πεδία της περιοχής blp τα οποία δυνητικά 

εμπεριέχονται σε πιθανά μετάγραφα αυτής. Κάθε ιχνηθέτης συντέθηκε με ενίσχυση 

μέσω PCR ή RT/PCR. Οι ιχνηθέτες με τους εκκινητές κάθε αντίδρασης 

παρουσιάζονται στον πίνακα 4.4, ενώ οι θέσεις τους σε στοίχιση με την αλληλουχία 

της περιοχής blp στην εικόνα 4.21. 

Θετικό (ασθενές) σήμα εμφανίστηκε μόνο στα πειράματα που αφορούσαν 

υβριδισμό RNA με τους ιχνηθέτες που αντιστοιχούσαν στα blpU-orf3 (31A) και blpK 

(KA και PrK) της περιοχής blpU-K η οποία συγκέντρωσε άλλωστε και το κύριο 

ενδιαφέρον.  

 

Πίνακας 4.4. Στοιχεία για την οργάνωση των πειραμάτων Northern.  

Όνομα 
ιχνηθέτη 

Μετάγραφο/-α  
υπό ανίχνευση 

Εκκινητές Μέγεθος Αντίδραση Αποτέλεσμα

KA blpK 
IPOK1L 

239 bp RT-PCR + 
PCR1AL 

31A blpUorf3 
PCR1AR 

420 bp RT-PCR + 
orf3L 

PrK blpK 
IPOK1L 

239 bp PCR + 
PCR1AL 

PrU-3 blpUorf3 
PCR1AR 

420 bp PCR - 
orf3L 

Pr4-6 Orf456 
4-6R 

450 bp PCR - 
4-6L 

PrB blpB 
BLPBR 

371 bp PCR - 
BLPAL 

PrH-R blpRH 
pcrHRBR 

828 bp PCR - 
PCRHRAL 

PrG blpG 
BLP3R 

416 bp PCR - 
BLP1F 
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Εικόνα 4.28. Θέση των ιχνηθετών επί της περιοχής blp του S. thermophilus ACA-
DC 0040. Με πορτοκαλί βέλη εμφανίζονται τα ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης, με 
πράσινα βέλη οι αλληλουχίες τρανσποζασών, με μπλε βέλη τα μετάγραφα σύμφωνα 
με την αρχική υπόθεση και με κόκκινες παύλες οι θέσεις των ιχνηθετών των 
πειραμάτων υβριδισμού στυπώματος κατά Northern. 

  

Συγκεκριμένα, σημειώθηκε υβριδισμός με ιχνηθέτη τον 31A (420 bp, 

εκτείνεται από το μέσον του blpU έως το μέσον του παρακείμενου orf3) σε ολικό 

RNA καλλιέργειας ACA ανεπτυγμένης σε Μ17 + 10% φιλτραρισμένου υπερκείμενου 

καλλιέργειας L. lactis CNRZ 117 για 3 ώρες (Εικόνα 4.29). Η ζώνη που εμφανίστηκε 

είχε μέγεθος περίπου 1200 b το οποίο θα μπορούσε να αντιστοιχεί σε ένα δυνητικό 

μετάγραφο blpUorf345. Αυτό θα ήταν πιθανό, αν θεωρηθεί ότι το orf6 ξεκινά σε ένα 

επόμενο ATG περίπου 180 bp καθοδικά αυτού που έχει μέχρι τώρα καθοριστεί. 

Μέσω αυτής της υπόθεσης θα μπορούσε να ερμηνευθεί και η ύπαρξη του προϊόντος 

RT-PCR με το ζεύγος εκκινητών PCR1R / 4-6L (κεφ. 4.5.1): ο PCR1R προσδένεται 

στην αρχή του blpU και ο 4-6L στην αρχή του orf6 που είχε αρχικά προβλεφθεί. Μία 

άλλη πιθανή ερμηνεία είναι ότι πρόκειται για μεγαλύτερο μετάγραφο που 

περιλαμβάνει και το blpK στο οποίο όμως δεν έχει ολοκληρωθεί η μεταγραφή 

(λαμβανομένου υπόψιν ότι τα μεγάλα μετάγραφα είναι και πιο ασταθή). Αξίζει να 

blpA  blpB blpC  blpH blpR blpX

orf9

blpG blpK

orf6

orf5orf4

orf3

blpU

orf10

KA/PrK 31A/PrU-3  Pr4-6
PrB  PrH-R  PrG 

ISSth orfAISSth orfB 
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σημειωθεί εδώ ότι στον LMD9 δεν παρατηρήθηκε σήμα υβριδισμού σε πειράματα 

Northern το οποίο να περιλάμβανε τα αντίστοιχα orf456, ενώ δεν υπάρχει γονίδιο 

αντίστοιχο του blpK σε αυτόν τον οργανισμό.  

 

 

Εικόνα 4.29 Υβριδισμός Northern σε ολικό RNA του ACA-DC 0040 ανεπτυγμένου 
σε Μ17 + 10% φιλτραρισμένου υπερκείμενου καλλιέργειας L. lactis CNRZ 117 με 
ιχνηθέτη το 31A (blpUorf3), 420 bp. 1: λ-HindIII, 2: ολικό RNA απομονωμένο μετά 
από 30 min ανάπτυξης, 3: ολικό RNA απομονωμένο μετά από 3 h ανάπτυξης, 4: 
ιχνηθέτης 31A. Α) Πήγμα ηλεκτροφόρησης, Β) Φίλτρο υβριδισμού Northern, Γ) 
Θέση και ομολογία (γραμμωτή μπάρα) του ιχνηθέτη στην περιοχή blpU-K.  

 

Στην περίπτωση των ιχνηθετών KA και PrK (blpK) παρουσιάστηκε 

υβριδισμός σε ολικό RNA που απομονώθηκε από καλλιέργεια ACA ανεπτυγμένη 

τόσο σε θρεπτικό μέσο Μ17 με την προσθήκη 10% φιλτραρισμένου υπερκείμενου 

καλλιέργειας L. lactis CNRZ 117 για 30 min (Εικόνα 4.30), όσο και σε 

αποβουτυρωμένο γάλα για 2 ώρες (Εικόνα 4.31). Κι εδώ παρατηρήθηκε ασθενές 

σήμα υβριδισμού, ενώ αξίζει να σημειωθεί ότι εμφανίστηκε ζώνη ίδιου μεγέθους 

(700 b) και στις 2 περιπτώσεις. 
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Εικόνα 4.30 Υβριδισμός Northern σε ολικό RNA του ACA-DC 0040 ανεπτυγμένου 
σε Μ17 + 10% φιλτραρισμένου υπερκείμενου καλλιέργειας L. lactis CNRZ 117 με 
ιχνηθέτη το KA (blpK), 239 bp. 1: λ-HindIII, 2: ολικό RNA απομονωμένο μετά από 
30min ανάπτυξης, 3: ολικό RNA απομονωμένο μετά από 3 h ανάπτυξης, 4: 
ιχνηθέτης KA. Α) Πήγμα ηλεκτροφόρησης, Β) Φίλτρο υβριδισμού Northern, Γ) Θέση 
(δύο μπάρες) και ομολογία (σκούρα περιοχή της μπάρας) του ιχνηθέτη στην 
περιοχή blpU-K. Το σημείο στο φίλτρο όπου εμφανίστηκε το σήμα πλαισιώνεται με 
μαύρο τετράγωνο, ενώ με λευκό η θέση στην οποία αντιστοιχεί στο πήγμα 
αγαρόζης. 
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Εικόνα 4.31 Northern σε ολικό RNA του ACA-DC 0040 ανεπτυγμένου σε 
αποβουτυρωμένο γάλα με ιχνηθέτη το PrK (blpK), 239 bp. 1: λ-HindIII, 2: ολικό RNA 
απομονωμένο μετά από 2 h ανάπτυξης, 3: ιχνηθέτης PrK. Α) Πήγμα 
ηλεκτροφόρησης, Β) Φίλτρο υβριδισμού Northern, Γ) Θέση (δύο μπάρες) και 
ομολογία (σκούρα περιοχή της μπάρας) του ιχνηθέτη στην περιοχή blpU-K. Το 
σημείο στο φίλτρο όπου εμφανίστηκε το σήμα πλαισιώνεται με μαύρο τετράγωνο, 
ενώ με λευκό η θέση στην οποία αντιστοιχεί στο πήγμα αγαρόζης. 
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Ο ιχνηθέτης KA/PrK έχει την ιδιαιτερότητα να παρουσιάζει ομολογία με δύο 

περιοχές εντός του πεδίου blpU-K. Η ομολογία αυτή φαίνεται στις εικόνες 4.30 (ή 

4.31) Γ. Στη μία περίπτωση ο ιχνηθέτης παρουσιάζει σε όλο το μήκος του (σκούρα 

μπάρα δεξιά) πλήρη ταύτιση με τμήμα του γονιδίου blpK (εκφράζει το πεπτίδιο 

οδηγό) μαζί με την ανοδική του περιοχή στην οποία εδράζεται ο πιθανός υποκινητής 

του. Στη δεύτερη περίπτωση ο ιχνηθέτης παρουσιάζει σε ένα μέρος του (σκούρο 

τμήμα της μπάρας αριστερά) πλήρη ταύτιση με τμήμα του γονιδίου blpU (εκφράζει 

το πεπτίδιο οδηγό) μαζί με την ανοδική του περιοχή μέχρι την πιθανή έναρξη της 

μεταγραφής στην οποία εδράζεται ο πιθανός υποκινητής του. Αυτό συμβαίνει, διότι 

έχει διαπιστωθεί από τη νουκλεοτιδική αλληλουχία ότι μεταξύ των γονιδίων blpU και 

blpK υπάρχει ομολογία σχεδόν 100 % στην περιοχή του υποκινητή μέχρι την έναρξη 

της μετάφρασης, καθώς και στην αλληλουχία του γονιδίου που αντιστοιχεί στο 

πεπτίδιο οδηγό.  

Κατά συνέπεια, το σήμα υβριδισμού που εμφανίζεται μπορεί να αντιστοιχεί 

σε πρόσδεση του ιχνηθέτη με ένα από τα δύο πιθανά μετάγραφα που περιέχουν ή 

το blpU ή το blpK. Από το μέγεθός του (~ 700 b) συνάγεται ότι το μοναδικό 

μετάγραφο του οποίου η παρουσία μπορεί να δικαιολογηθεί σύμφωνα με την 

υπόθεση που διατυπώνεται για τη γενετική οργάνωση της περιοχής blp είναι το 

blpUorf3, γεγονός που συμβαδίζει και με τα ευρήματα για το στέλεχος LMD9.   
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 Εικόνα 4.32. Πείραμα υβριδισμού κατά Northern με RNA απομονωμένο από 
αποβουτυρωμένο γάλα.  
Α) Πήγμα ηλεκτροφόρησης πριν από στύπωμα Northern.  
Διαδρομές 1: λ-HindIII, 2: RNA, 3: PrU-3, 4: λ-HindIII, 5:RNA, 6: PrK. Το πήγμα 
εμφανίζεται διαχωρίστηκε σε 2 ίσα τμήματα για την διεξαγωγή 2 υβριδισμών, οι 

1      2         3         4         5            Α 

1     2         3      4         5    6 B 
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διαδρομές 1-3 σε ένα πείραμα με ιχνηθέτη το PrU-3 (blpUorf3) και οι διαδρομές 4-6 
σε διαφορετικό με ιχνηθέτη το PrK (blpK). 
Β) Τα φίλτρα με τα σήματα υβριδισμού του πήγματος στην εικόνα Α σε στοιχισμένο 
μέγεθος και με τις διαδρομές σε αντιστοιχία με τις διαδρομές της εικόνας Α.  
Με το πράσινο τετράγωνο περιβάλλεται το ασθενές σήμα στο φίλτρο και η 
αντίστοιχη θέση του στο πήγμα, με υπολογισμένο μέγεθος περίπου 700 bp για το 
PrK 
 
 

 

Εικόνα 4.33 Πείραμα υβριδισμού κατά Northern με RNA απομονωμένο από άπαχο 
γάλα.  
Α) Πήγμα ηλεκτροφόρησης πριν από στύπωμα Northern.  
Διαδρομές 1: λ-HindIII, 2: RNA, 3: Pr4-6, 4: λ-HindIII, 5:RNA, 6: PrB. Το πήγμα 
εμφανίζεται διαχωρίστηκε σε 2 ίσα τμήματα για την διεξαγωγή 2 υβριδισμών, οι 

1 2 3     4      5      6 1 2 3     4      5      6 

Α 

Β 

Γ

Δ
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διαδρομές 1-3 σε ένα πείραμα με ιχνηθέτη το Pr4-6 και οι διαδρομές 4-6 σε 
διαφορετικό με ιχνηθέτη το PrB. 
Β) Τα φίλτρα με τα σήματα υβριδισμού του πήγματος στην εικόνα Α σε στοιχισμένο 
μέγεθος και με τις διαδρομές σε αντιστοιχία με τις διαδρομές της εικόνας Α.  
Γ) Πήγμα ηλεκτροφόρησης πριν από στύπωμα Northern.  
Διαδρομές 1: λ-HindIII, 2: RNA, 3: PrH-R, 4: λ-HindIII, 5:RNA, 6: PrG. Το πήγμα 
εμφανίζεται διαχωρίστηκε σε 2 ίσα τμήματα για την διεξαγωγή 2 υβριδισμών, οι 
διαδρομές 1-3 σε ένα πείραμα με ιχνηθέτη το PrH-R και οι διαδρομές 4-6 σε 
διαφορετικό με ιχνηθέτη το PrG. 
Δ) Τα φίλτρα με τα σήματα υβριδισμού του πήγματος στην εικόνα Γ σε στοιχισμένο 
μέγεθος και με τις διαδρομές σε αντιστοιχία με τις διαδρομές της εικόνας Γ.  
 
  

 

  



Αποτελέσματα 

 

 

162 

4.5.3 q-PCR (ποσοτική PCR ή PCR πραγματικού χρόνου, quantitive ή real time 

PCR) 

 

Η μέθοδος q-PCR χρησιμοποιήθηκε για την μελέτη του επιπέδου 

μεταγραφής του γονιδίου blpU σε όλα τα πιθανά μετάγραφα συγκριτικά με το γονίδιο 

blpK σε ένα μετάγραφο στο οποίο συμμεταγράφεται αποκλειστικά μαζί με το blpU. 

Τα γονίδια αυτά φέρονται και ως δομικά γονίδια της βακτηριοσίνης thermophilin T 

στο στέλεχος ACA-DC 0040, και μελετήθηκαν σε διαφορετικές συνθήκες ανάπτυξης. 

Από τα αποτελέσματα αυτής της μεθόδου μπορούν να εξαχθούν συμπεράσματα για 

τον αριθμό μεταγράφων που παράγονται από αυτές τις περιοχές συγκριτικά με τη 

δραστικότητα της βακτηριοσίνης υπό τις ίδιες συνθήκες, καθώς και για την 

συσχέτιση της παρουσίας των δύο αυτών μεταγράφων. 

Οι βιολογικές συνθήκες προς εξέταση, στις οποίες αναπτύχθηκαν οι 

καλλιέργειες και απομονώθηκε RNA ήταν  

 ανάπτυξη σε θρεπτικό μέσο M17 για 2 ώρες, όπου εμφανίζεται πολύ μικρή ή 

και καθόλου δραστικότητα της βακτηριοσίνης, και απομόνωση RNA (M17) 

 ανάπτυξη σε θρεπτικό μέσο M17 + 10% διηθημένης καλλιέργειας L. lactis για 

45 λεπτά (πριν την εμφάνιση δραστικότητας βακτηριοσίνης) και απομόνωση 

RNA (M17IF0) 

 ανάπτυξη σε θρεπτικό μέσο M17 + 10% διηθημένης καλλιέργειας L. lactis για 5 

ώρες (μετά την εμφάνιση δραστικότητας βακτηριοσίνης) και απομόνωση RNA 

(M17IF0) 

 Ανάπτυξη σε αποβουτυρωμένο γάλα για 2 ώρες και απομόνωση RNA (Skim 

Milk) 
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Πίνακας 4.5 Τα RNA και οι συγκεντρώσεις τους, από 1 μg των οποίων 
δημιουργήθηκαν cDNA που χρησιμοποιήθηκαν στις αντιδράσεις q-PCR. 

Βιολογική 
συνθήκη 

Τίτλος Συγκέντρωση 

M17 

M17.1 170 ng/μl 

M17.2 181 ng/μl 

M17.3 250 ng/μl 

M17IF0 

M17IF0.1 91 ng/μl 

M17IF0.2 80 ng/μl 

M17IF0.3 301 ng/μl 

M17IF1 

M17IF1.1 892 ng/μl 

M17IF1.2 800 ng/μl 

M17IF1.3 786 ng/μl 

Skim milk 

Skim milk.1 316 ng/μl 

Skim milk.2 265 ng/μl 

Skim milk.3 142 ng/μl 

 

Για την επαλήθευση των αποτελεσμάτων από κάθε βιολογική συνθήκη 

απομονώθηκαν 3 διαφορετικά δείγματα RNA, από τα οποία συγκεκριμένη ποσότητα 

χρησιμοποιήθηκε για την δημιουργία cDNA, και σε κάθε δείγμα πραγματοποιήθηκαν 

τρεις διαφορετικές αντιδράσεις q-PCR. Κάθε σειρά αντιδράσεων q-PCR για ένα 

δείγμα RNA ελέγχθηκε με έναν αρνητικό μάρτυρα που δεν περιέχει αντίστροφη 

μεταγραφάση, καθώς επίσης κάθε ζεύγος εκκινητών ελέγχθηκε με έναν αρνητικό 

μάρτυρα που δεν περιέχει υπόστρωμα. Συνολικά για κάθε βιολογική συνθήκη 

πραγματοποιήθηκαν 13 αντιδράσεις ανά ζεύγος εκκινητών. 
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Οι εκκινητές που μπορούν να χρησιμοποιηθούν στην q-PCR υπόκεινται σε 

ένα περιορισμό ως προς το μέγεθος της αλληλουχίας που ενισχύουν, με το εύρος 

της να κυμαίνεται στις 50-250 bp. Για να ελεγχθούν τα μεταγραφικά επίπεδα του 

γονιδίου blpU και του blpK χρησιμοποιήθηκαν επιλεγμένοι εκκινητές που ενίσχυσαν 

τμήματα των αλληλουχιών τους. Οι εκκινητές για το blpU ήταν οι U-3R – BLP2L που 

ενισχύουν μια αλληλουχία μήκους 86 bp στο μέσο του γονιδίου, και για το blpK οι 

IPOK1L – PCR1AL που ενισχύουν μία αλληλουχία μήκους 239 bp από ένα σημείο 

ανοδικά του γονιδίου blpK έως το μέσο του, εξασφαλίζοντας την ενίσχυση μόνο σε 

περίπτωση συμμεταγραφής των blpU και blpK σε ένα mRNA. 

Οι αντιδράσεις q-PCR δύναται να πραγματοποιηθούν σε ένα ή δύο βήματα. 

Στη διαδικασία με ένα βήμα απαιτείται η χρήση RNA ως υποστρώματος σε κάθε 

αντίδραση, ενώ στη διαδικασία των δύο βημάτων το RNA χρησιμοποιείται ως 

υπόστρωμα για την δημιουργία cDNA και αυτό με τη σειρά του χρησιμοποιείται ως 

υπόστρωμα σε κάθε αντίδραση. Η διαδικασία των 2 βημάτων, η οποία και 

ακολουθήθηκε, εμφανίζει μεγαλύτερη ευαισθησία. Για την παραγωγή cDNA 

χρησιμοποιήθηκε 1 μg από κάθε RNA με λόγο καθαρότητας A260/A280 μεγαλύτερο 

του 1,8 σε μία αντίδραση με το ένζυμο PrimeScript RT reagent Ki (Perfect Real 

Time) της εταιρείας TaKaRa σύμφωνα με τις οδηγίες του ενζύμου. 

Η ποσοτικοποίηση των δεδομένων μπορεί να πραγματοποιηθεί με δύο  

στρατηγικές. Στην πρώτη, την απόλυτη ποσοτικοποίηση, χρησιμοποιούνται οι 

καμπύλες ρύθμισης για τον προσδιορισμό του αριθμού αντιγράφων ή τη 

συγκέντρωση ενός δείγματος. Στη δεύτερη, τη σχετική ποσοτικοποίηση, 

συγκρίνονται δεδομένα των προς μελέτη γονιδίων με δεδομένα ενός γονιδίου 

αναφοράς για τον ποσοτικό προσδιορισμό αναλογίας μεταξύ τους, στρατηγική που 

ακολουθείται κυρίως για μελέτες έκφρασης γονιδίων. Εφαρμόστηκε η σχετική 

ποσοτικοποίηση στην οποία δοκιμάστηκαν 3 ζεύγη εκκινητών που ενισχύουν 

γονίδια με σταθερή έκφραση, σύμφωνα με βιβλιογραφικά δεδομένα, ώστε να 

επιλεχθεί το καταλληλότερο. Τα γονίδια ήταν τα ldh, που κωδικοποιεί την γαλακτική 
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αφυδρογονάση, το rpoA που κωδικοποιεί την άλφα υπομονάδα της RNA 

πολυμεράσης, και το 16S rRNA (Ibrahim et al., 2007, La Gioia et al., 2011).   

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν ήταν οι realtimeldhS.the – 

realtimeldhRevS για το ldh, οι  Realtime16SRevS  – Realtime16SS.the για το 16s 

rRNA και οι realtimerporevS. – realtimerpoS.the για το rpo. 
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Εικόνα 4.34 Γραφική απεικόνιση της κατηγοριοποίησης των αντιδράσεων στα 
πειράματα q-PCR. Τα τετράγωνα με πράσινο χρώμα αντιπροσωπεύουν τις 
αντιδράσεις από τις οποίες διεξάγονται συμπεράσματα και με κόκκινο τις 
αντιδράσεις ελέγχου των αρνητικών μαρτύρων. Με το NRT (No Reverse Transcript) 
συμβολίζονται οι αντιδράσεις των αρνητικών μαρτύρων στις οποίες δεν έχει γίνει 
αντίστροφη μεταγραφή και δεν έχει χρησιμοποιηθεί cDNA ως υπόστρωμα αλλά 
RNA. Με το NT (No Template) συμβολίζονται οι αντιδράσεις των αρνητικών 
μαρτύρων στις οποίες δεν έχει προστεθεί υπόστρωμα. 
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Αποδοτικότητα της ενίσχυσης (amplification efficiency) 

Πρώτο βήμα της διαδικασίας είναι η εύρεση της απόδοσης της ενίσχυσης 

(amplification efficiency). Σε αυτό το βήμα χρησιμοποιούνται όλα τα δυνατά ζεύγη 

εκκινητών με υπόστρωμα cDNA από μία βιολογική συνθήκη σε διαδοχικές 

δεκαδικές αραιώσεις ώστε να εκτιμηθεί η καταλληλότερη συγκέντρωση 

υποστρώματος για μια δεδομένη συγκέντρωση εκκινητών καθώς και το 

καταλληλότερο γονίδιο αναφοράς. Η εκτίμηση βασίζεται στην τιμή Ct, η οποία 

αντιπροσωπεύει τον αριθμό των απαραίτητων κύκλων ενίσχυσης στον οποίο οι 

τιμές των σημάτων φθορισμού φανερώνουν την εκκίνηση της εκθετικής ενίσχυσης 

του προϊόντος, η οποία για βέλτιστα αποτελέσματα δεν πρέπει να υπερβαίνει τον 

αριθμό των 25 κύκλων.  

Στο βήμα της αποδοτικότητας της ενίσχυσης χρησιμοποιήθηκαν ως 

υποστρώματα ποσότητες cDNA που αντιστοιχούν σε συγκέντρωση 50 ng RNA ανά 

αντίδραση και 4 υποδεκαπλάσιες αραιώσεις αυτής, από την βιολογική συνθήκη 

ανάπτυξης σε άπαχο γάλα. Η ενίσχυση έγινε για τα 3 γονίδια αναφοράς ldh, rpoA 

και 16s καθώς και για τα υπό μελέτη γονίδια blpU και blpK σε 2 αντίγραφα 

αντιδράσεων. Το πρωτόκολλο που χρησιμοποιήθηκε στη συσκευή της q-PCR 

περιελάμβανε τα εξής βήματα: 

1. 95 oC για 3 min 
2. 95 oC για 5 sec, 
3. 52 oC για 30 sec & ανάγνωση πλακέτας 
4. επαναφορά στο βήμα 2 για 39 ακόμα φορές 
5. καμπύλη τήξης από 65,0 μέχρι 95,0 oC με βήμα αύξησης 0,5 oC για 5 

sec και ανάγνωση πλακέτας,  
6. 4 oC για 10 min. 

 

 

Στις παρακάτω εικόνες φαίνονται τα αποτελέσματα για καθένα από τα τρία 

γονίδια αναφοράς. 
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 16s rRNA 

 

Εικόνα 4.35 Καμπύλες ενίσχυσης τμήματος του γονιδίου 16s rRNA για το πείραμα 
αποδοτικότητας της ενίσχυσης  

 

Πίνακας 4.6 Τιμές Ct των δειγμάτων ενίσχυσης τμήματος του γονιδίου 16s rRNA 
για το πείραμα αποδοτικότητας της ενίσχυσης  

Αντίδραση Στόχος Δείγμα 
Συγκριτική 

συγκέντρωση 
cDNA με RNA

C(t) Μέση C(t) 
Τυπική 

απόκλιση 
C(t) 

Std-01 16s rRNA skim milk 50 ng  0,00 0,000 

Std-01 16s rRNA skim milk 50 ng 1,29 1,29 0,000 

Std-02 16s rRNA skim milk 5 ng 4,36 5,21 1,201 

Std-02 16s rRNA skim milk 5 ng 6,06 5,21 1,201 

Std-03 16s rRNA skim milk 0.5 ng 10,19 10,11 0,121 

Std-03 16s rRNA skim milk 0.5 ng 10,02 10,11 0,121 

Std-04 16s rRNA skim milk 0.05 ng 12,50 12,85 0,493 

Std-04 16s rRNA skim milk 0.05 ng 13,20 12,85 0,493 

Std-05 16s rRNA skim milk 0.005 ng 14,05 14,49 0,618 

Std-05 16s rRNA skim milk 0.005 ng 14,93 14,49 0,618 

 Το γονίδιο αναφοράς 16s rRNA φαίνεται να ενισχύεται σε πολύ μικρό αριθμό 

κύκλων ενίσχυσης, γεγονός που υποδηλώνει την έντονη παρουσία των 

μεταγράφων του και κατά συνέπεια το καθιστά μη κατάλληλο για χρήση στο εύρος 

τιμών cDNA που χρησιμοποιήθηκαν. 
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 rpo 

 

Εικόνα 4.36 Καμπύλες ενίσχυσης τμήματος του γονιδίου rpo για το πείραμα 
αποδοτικότητας της ενίσχυσης  

 

Πίνακας 4.7 Τιμές Ct των δειγμάτων ενίσχυσης τμήματος του γονιδίου rpo για το 
πείραμα αποδοτικότητας της ενίσχυσης  

Αντίδραση Στόχος Δείγμα 
Συγκριτική 

συγκέντρωση 
cDNA με RNA 

C(t) Μέση C(t) 
Τυπική 

απόκλιση 
C(t) 

Std-06 rpo skim milk 50 ng 12,83 12,63 0,276 

Std-06 rpo skim milk 50 ng 12,44 12,63 0,276 

Std-07 rpo skim milk 5 ng 14,67 15,47 1,128 

Std-07 rpo skim milk 5 ng 16,27 15,47 1,128 

Std-08 rpo skim milk 0.5 ng 19,39 19,76 0,518 

Std-08 rpo skim milk 0.5 ng 20,12 19,76 0,518 

Std-09 rpo skim milk 0.05 ng 23,03 22,82 0,301 

Std-09 rpo skim milk 0.05 ng 22,61 22,82 0,301 

Std-10 rpo skim milk 0.005 ng 24,68 24,50 0,257 

Std-10 rpo skim milk 0.005 ng 24,32 24,50 0,257 

Το γονίδιο αναφοράς rpo εμφανίζει ένα καλό προφίλ ενίσχυσης με σχετικά 

επαναλήψημα δεδομένα στο εύρος συγκεντρώσεων cDNA που δοκιμάστηκε με 

βέλτιστη αναλογική συγκέντρωση ως προς το αρχικό RNA τα 0,5 ng/αντίδραση. 
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 ldh 

 

Εικόνα 4.37 Καμπύλες ενίσχυσης τμήματος του γονιδίου ldh για το πείραμα 
αποδοτικότητας της ενίσχυσης  

 

Πίνακας 4.8 Τιμές Ct των δειγμάτων ενίσχυσης τμήματος του γονιδίου ldh για το 
πείραμα αποδοτικότητας της ενίσχυσης  

Αντίδραση Στόχος Δείγμα 
Συγκριτική 

συγκέντρωση 
cDNA με RNA 

C(t) Μέση C(t) 
Τυπική 

απόκλιση 
C(t) 

Std-11 ldh skim milk 50 ng 15,06 15,05 0,013 

Std-11 ldh skim milk 50 ng 15,04 15,05 0,013 

Std-12 ldh skim milk 5 ng 18,70 18,15 0,779 

Std-12 ldh skim milk 5 ng 17,60 18,15 0,779 

Std-13 ldh skim milk 0.5 ng 21,27 21,71 0,618 

Std-13 ldh skim milk 0.5 ng 22,15 21,71 0,618 

Std-14 ldh skim milk 0.05 ng 24,52 24,35 0,240 

Std-14 ldh skim milk 0.05 ng 24,18 24,35 0,240 

Std-15 ldh skim milk 0.005 ng 25,92 26,58 0,941 

Std-15 ldh skim milk 0.005 ng 27,25 26,58 0,941 
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Το γονίδιο αναφοράς ldh εμφανίζει το καλύτερο προφίλ ενίσχυσης με 

επαναλήψημα δεδομένα στο εύρος συγκεντρώσεων cDNA που δοκιμάστηκε. Οι 

καλύτερες αναλογικές συγκεντρώσεις cDNA ως προς το αρχικό RNA διακρίνονται 

στα 0,5 και 0,05 ng ανά αντίδραση. 

Τα αποτελέσματα και των τριών γονιδίων κατέδειξαν ως καλύτερο γονίδιο 

αναφοράς το ldh το οποίο και χρησιμοποιήθηκε στις μετέπειτα αντιδράσεις. Η 

βέλτιστη συγκέντρωση cDNA στην οποία οι τιμές Ct φαίνονται επαναλήψημες και 

μικρότερες του 25 κύκλου προσδιορίστηκε στην τιμή, αναλογικά με το αρχικό RNA, 

0,25 ng/αντίδραση.  

Στη συνέχεια παρουσιάζονται τα αποτελέσματα για καθένα από τα γονίδια 

blpU και blpK. 

 

 blpU  

 

Εικόνα 4.38 Καμπύλες ενίσχυσης τμήματος του γονιδίου blpU για το πείραμα 
αποδοτικότητας της ενίσχυσης  
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Πίνακας 4.9 Τιμές Ct των δειγμάτων ενίσχυσης τμήματος των γονιδίων blpU και 
blpK για το πείραμα αποδοτικότητας της ενίσχυσης  

Αντίδραση Στόχος Δείγμα 
Συγκριτική 

συγκέντρωση 
cDNA με RNA 

C(t) Μέση C(t) 
Τυπική 

απόκλιση 
C(t) 

Std-16 blpU skim milk 50 ng 10,96 10,86 0,139 

Std-16 blpU skim milk 50 ng 10,76 10,86 0,139 

Std-17 blpU skim milk 5 ng 13,98 14,15 0,240 

Std-17 blpU skim milk 5 ng 14,32 14,15 0,240 

Std-18 blpU skim milk 0.5 ng 18,40 18,18 0,305 

Std-18 blpU skim milk 0.5 ng 17,97 18,18 0,305 

Std-19 blpU skim milk 0.05 ng 20,39 20,54 0,219 

Std-19 blpU skim milk 0.05 ng 20,70 20,54 0,219 

Std-20 blpU skim milk 0.005 ng 24,43 23,99 0,615 

Std-20 blpU skim milk 0.005 ng 23,56 23,99 0,615 

 

 

 blpK  

 

Εικόνα 4.39 Καμπύλες ενίσχυσης τμήματος του γονιδίου blpK για το πείραμα 
αποδοτικότητας της ενίσχυσης  
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Πίνακας 4.10 Τιμές Ct των δειγμάτων ενίσχυσης τμήματος των γονιδίων blpU και 
blpK για το πείραμα αποδοτικότητας της ενίσχυσης  

Αντίδραση Στόχος Δείγμα 
Συγκριτική 

συγκέντρωση 
cDNA με RNA 

C(t) Μέση C(t) 
Τυπική 

απόκλιση 
C(t) 

Std-21 blpK skim milk 50 ng 13,23 13,31 0,118 

Std-21 blpK skim milk 50 ng 13,40 13,31 0,118 

Std-22 blpK skim milk 5 ng 16,51 16,54 0,052 

Std-22 blpK skim milk 5 ng 16,58 16,54 0,052 

Std-23 blpK skim milk 0.5 ng 20,08 20,16 0,100 

Std-23 blpK skim milk 0.5 ng 20,23 20,16 0,100 

Std-24 blpK skim milk 0.05 ng 22,69 23,01 0,452 

Std-24 blpK skim milk 0.05 ng 23,33 23,01 0,452 

Std-25 blpK skim milk 0.005 ng 25,34 25,12 0,321 

Std-25 blpK skim milk 0.005 ng 24,89 25,12 0,321 

 

Τα προς μελέτη γονίδια blpU και blpK εμφανίζουν πολύ καλό προφίλ 

ενίσχυσης με επαναλήψημα δεδομένα στο εύρος συγκεντρώσεων cDNA που 

δοκιμάστηκε με βέλτιστες αναλογικές συγκεντρώσεις ως προς το αρχικό RNA τα 0,5 

και 0,05 ng/αντίδραση. 

 

Αποτελέσματα q-PCR 

Μετά από τη βήμα της εύρεσης της απόδοσης της ενίσχυσης εφαρμόστηκε 

το δεύτερο και κυρίως τμήμα του πειράματος της q-PCR. Σε αυτό δοκιμάστηκαν, σε 

αναλογική συγκέντρωση με το αρχικό RNA 0,25 ng ανά αντίδραση, τα 12 

υποστρώματα των 4 βιολογικών συνθηκών.  Η ενίσχυση των τμημάτων των 

γονιδίων blpU και blpK έγινε μαζί με το γονίδιο αναφοράς ldh και το πρωτόκολλο 

ενίσχυσης που χρησιμοποιήθηκε ήταν το ίδιο πρωτόκολλο 40 κύκλων ενίσχυσης με 

το βήμα απόδοσης της ενίσχυσης. Οι αρνητικοί μάρτυρες με υπόστρωμα RNA 

χρησιμοποιήθηκαν με την προσθήκη εκκινητών για το γονίδιο ldh. 

Για την επεξεργασία των αποτελεσμάτων αποκλείστηκαν τα πειράματα που 

αφορούσαν το 3ο RNA από τις βιολογικές συνθήκες M17 και M17IF0. Συγκεκριμένα, 
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στο M17.3 τα δείγματα με το γονίδιο αναφοράς ldh δεν εμφάνισαν ενίσχυση οπότε 

δεν υπήρχε μέτρο σύγκρισης για τα αντίστοιχα αποτελέσματα των γονιδίων blpU και 

blpK. Αφ’ ετέρου, στο μάρτυρα με υπόστρωμα RNA στο M17IF0.3 προέκυψε τιμή 

Ct παρόμοια με αυτήν του γονιδίου αναφοράς, γεγονός που υποδηλώνει 

επιμόλυνση κατά πάσα πιθανότητα στον αρνητικό μάρτυρα με παρουσία cDNA. 

Εντούτοις, λόγω αδυναμίας εξακρίβωσης της έκτασης της επιμόλυνσης τα δεδομένα 

από αυτό το δείγμα αποκλείστηκαν.  

Στα αποτελέσματα των πειραμάτων υπολογίστηκε ο μέσος όρος των τιμών 

Ct για τις τρεις αντιδράσεις με τους ίδιους εκκινητές και υπόστρωμα. Με σκοπό την 

πιστότερη εξαγωγή συμπερασμάτων από τα αποτελέσματα έγινε αποδεκτός ο 

περιορισμός των δεδομένων που είχαν την τιμή της τυπικής απόκλισης του μέσου 

όρου των τιμών, σε ποσοστό μεγαλύτερου του 5% προς το μέσο όρο.  Με τον 

περιορισμό αυτό αποκλείστηκαν τα αποτελέσματα τεσσάρων δειγμάτων: δύο από 

τη μελέτη του blpU στο πρώτο και δεύτερο RNA από ανάπτυξη σε άπαχο γάλα, ένα 

δείγμα από μελέτη του blpK στο πρώτο RNA από ανάπτυξη σε άπαχο γάλα και ένα 

δείγμα από μελέτη στο δεύτερο RNA από ανάπτυξη σε M17 με επαγωγή. 
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Εικόνα 4.40 Γραφική απεικόνιση της κατηγοριοποίησης των αντιδράσεων 
στα πειράματα q-PCR σε συνδυασμό με τα δεδομένα που χρησιμοποιήθηκαν. Τα 
τετράγωνα με πράσινο χρώμα αντιπροσωπεύουν τις αντιδράσεις από τις οποίες 
εξάγονται συμπεράσματα και με κόκκινο τις αντιδράσεις ελέγχου των αρνητικών 
μαρτύρων. Τα τετράγωνα με μαύρο χρώμα αντιπροσωπεύουν τα δείγματα στα 
οποία εμφανίστηκαν αρνητικά αποτελέσματα και με γκρι χρώμα τα δείγματα από τα 
οποία τα αποτελέσματα αποκλείστηκαν. Με NRT συμβολίζονται οι αντιδράσεις των 
αρνητικών μαρτύρων στις οποίες δεν έχει γίνει αντίστροφη μεταγραφή και δεν έχει 
χρησιμοποιηθεί cDNA ως υπόστρωμα αλλά RNA. Με το NT συμβολίζονται οι 
αντιδράσεις των αρνητικών μαρτύρων στις οποίες δεν έχει προστεθεί υπόστρωμα. 
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Ο μέσος όρος των τιμών Ct από κάθε έγκυρη αντίδραση για ένα υπόστρωμα 

μαζί με την τυπική απόκλιση παρουσιάζονται στον Πίνακα 4.10. 

 

Πίνακας 4.11 Μέσος όρος τιμών Ct από κάθε αντίγραφο αντίδρασης μαζί με την 
τυπική απόκλιση κάθε μέσου όρου. 

 Γονίδιο blpU Γονίδιο blpK Γονίδιο ldh 

Μέσος 
όρος Ct

Τυπική 
απόκλιση 

Μέσος 
όρος Ct

Τυπική 
απόκλιση 

Μέσος 
όρος Ct 

Τυπική 
απόκλιση 

M17.1 22,69 0,250 27,04 0,112 24,86 0,146 

M17.2 21,36 1,045 25,88 0,234 25,32 1,246 

M17IF0.1 24,65 0,732 29,39 0,523 26,85 0,526 

M17IF0.2 25,04 1,116 29,84 0,592 27,02 0,721 

M17IF1.1 17,35 0,855 23,46 1,010 22,59 0,532 

M17IF1.2 16,22 0,479 22,81 1,284 22,30 0,715 

M17IF1.3 18,44 0,268 23,49 0,669 26,24 1,231 

S. milk.1 15,69 0,482 18,44 0,225 21,94 0,379 

S. milk.2 22,06 0,045 23,89 0,638 22,12 0,117 

S.milk.3 21,04 1,033 23,52 0,691 22,67 1,025 

 

Για να εξαχθούν συμπεράσματα από τις τιμές Ct των αντιδράσεων των υπό 

μελέτη γονιδίων, οι τιμές πρέπει να κανονικοποιηθούν  με τις τιμές Ct των γονιδίων 

αναφοράς. Η μέθοδος που ακολουθήθηκε για την κανονικοποίηση των τιμών ήταν 

η ΔCt, σύμφωνα με την οποία αφαιρείται από την τιμή Ct του γονιδίου στόχου η τιμή 

Ct του γονιδίου αναφοράς. 

Με την μέθοδο ΔCt παρατηρείται η διαφορά των ελάχιστων απαιτούμενων 

κύκλων ενίσχυσης των γονιδίων blpU και blpK σε σχέση με το γονίδιο αναφοράς 

ldh, για την έναρξη της εκθετικής φάσης ενίσχυσης της αλυσιδωτής αντίδρασης 

πολυμεράσης. Από τη διαφορά των ελάχιστων απαιτούμενων κύκλων ενίσχυσης 

συμπεραίνεται και η ποσοτική διαφορά των μετάγραφων στο δείγμα, και κατά 

συνέπεια η διαφορά του επίπεδου έκφρασης των υπό εξέταση περιοχών.  
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Πίνακας 4.12 Αποτελέσματα μελέτης έκφρασης γονιδίων blpU και blpK συγκριτικά 
με το γονίδιο ldh από πειράματα q-PCR με την μέθοδο ΔCt. 

 ΔCt blpU ΔCt blpK 

M17.1 -2,17 2,18 

M17.2 -3,96 0,56 

M17IF0.1 -2,20 2,54 

M17IF0.2 -1,98 2,82 

M17IF1.1 -5,24 0,87 

M17IF1.2 -6,08 0,51 

M17IF1.3 -7,80 -2,75 

S. milk.1 -6,25 -3,5 

S. milk.2 -0,06 1,77 

S.milk.3 -1,63 0,85 

 

 

Εικόνα 4.41 Σχηματική απεικόνιση των δεδομένων από μελέτη έκφρασης γονιδίων 
blpU και blpK συγκριτικά με το γονίδιο ldh από πειράματα q-PCR με την μέθοδο 
ΔCt. Στον κάθετο άξονα εμφανίζεται η διαφορά των κύκλων ενίσχυσης των υπό 
μελέτη γονιδίων με τον κύκλο ενίσχυσης του γονιδίου ldh σε αντίστροφη φορά για 
την ευκολότερη κατανόηση της έκφρασης των γονιδίων. 
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Η διαφορά των ελάχιστων απαιτούμενων κύκλων ενίσχυσης των υπό μελέτη  

μεταγράφων των γονιδίων blpU και blpK από αυτούς του γονιδίου αναφοράς ldh 

επιτρέπει τη σύγκριση των επιπέδων των ελάχιστων απαιτούμενων κύκλων 

ενίσχυσης των υπό μελέτη γονιδίων μεταξύ τους και μεταξύ όλων των δειγμάτων 

RNA. Οι τιμές της διαφοράς των υπό μελέτη γονιδίων εμφανίζονται αυξημένες στο 

θρεπτικό μέσο M17 και M17 με επαγωγή πριν παρατηρηθεί δραστικότητα 

βακτηριοσίνης, συγκριτικά με το θρεπτικό μέσο M17 με επαγωγή, μετά από 

εμφάνιση δραστικότητας βακτηριοσίνης, και κατ’ επέκταση η ποσότητα των 

μεταγράφων μειωμένη, καθώς έχουν αντιστρόφως ανάλογη σχέση (εικόνα 4.41). Η 

αυξημένη παρουσία των μεταγράφων αυτών όταν παρατηρείται και η δραστικότητα 

της βακτηριοσίνης συμφωνεί με την θεωρία ότι τα γονίδια blpU και blpK είναι 

υπεύθυνα για την παραγωγή των δομικών μονάδων της βακτηριοσίνης. 

 Τα μετάγραφα με το γονίδιο blpU σε εμφανίζονται σε μια σχετικά σταθερή 

ποσότητα στις συνθήκες όπου δεν εμφανίζεται δραστικότητα βακτηριοσίνης και 

αυξημένα στη συνθήκη M17IF1 όπου εμφανίζεται  δραστικότητα. Αντίστοιχα, αλλά 

σε μικρότερη ποσότητα, εμφανίζονται να αυξάνονται και τα μετάγραφα με το γονίδιο 

blpK σε συμμεταγραφή με το blpU.  

Η διαφορά της εμφάνισης των μεταγράφων των δυο υπό εξέταση περιοχών 

ανά υπόστρωμα δεν παραμένει σταθερή αλλά αυξομειώνεται στις διαφορετικές 

συνθήκες, φανερώνοντας ότι το blpU μεταγράφεται και σε διαφορετικό μετάγραφο 

από το συμμετάγραφο blpU-blpK. 

Η μεγαλύτερη ποσότητα έκφρασης των υπό μελέτη γονιδίων στο δείγμα 

M17.2 σε σχέση με τα M17.1, M17IF0.1 και M17IF0.2 μπορεί να εξηγηθεί αν ληφθεί 

υπόψιν ότι μετά από 2 ώρες ανάπτυξης στο θρεπτικό μέσο M17, υπό τις οποίες 

συνθήκες απομονώθηκε το δείγμα RNA, μερικές φορές εμφανίζεται παραγωγή 

βακτηριοσίνες σε μικρό βαθμό.  
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Η ποικιλία των διαφορών των Ct στα αποτελέσματα των δειγμάτων από 

ανάπτυξη του οργανισμού σε αποβουτυρωμένο γάλα μπορεί να εξηγηθεί από την 

μέθοδο απομόνωσης RNA, η οποία περιλαμβάνει συγκεκριμένη επεξεργασία της 

καλλιέργειας για να είναι δυνατή η απομόνωση των κυττάρων κατά την οποία οι 

συγκεντρώσεις των μετάγραφων ενδεχομένως να διαφοροποιούνται. 

Τα δεδομένα από την επεξεργασία των αποτελεσμάτων με την μέθοδο ΔCt 

μπορούν να υποστούν περαιτέρω επεξεργασία με την μέθοδο ΔΔCt, στην οποία 

εφαρμόζεται και δεύτερη κανονικοποίηση αναφορικά με τα δεδομένα μίας 

κατάστασης στην οποία θεωρείται ότι δεν επάγεται η έκφραση των υπό μελέτη 

γονιδίων. Η μέθοδος ΔΔCt εφαρμόστηκε με διαχωρισμό των τιμών για τα 2 γονίδια 

και προσαρμογή στον μέσο όρο των τιμών ΔCt του ίδιου γονιδίου, από τα δείγματα 

απομόνωσης σε M17 με επαγωγή πριν την παρατήρηση δραστικότητας 

βακτηριοσίνης (εικόνα 4.42).  

 

Πίνακας 4.13 Αποτελέσματα μελέτης έκφρασης γονιδίων blpU και blpK από 
πειράματα q-PCR συγκριτικά με το γονίδιο ldh και θεωρώντας ως συνθήκη μη 
έκφρασης των γονιδίων την M17IF0 με την μέθοδο ΔΔCt. 

 ΔΔCt blpU ΔΔCt blpK 

M17.1 -0,08 -0,5 

M17.2 -1,87 -2,12 

M17IF1.1 -3,15 -1,81 

M17IF1.2 -3,99 -2,17 

M17IF1.3 -5,71 -5,43 

S. milk.1 -4,16 -6,18 

S. milk.2 2,03 -0,91 

S.milk.3 0,46 -1,83 
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Εικόνα 4.42 Σχηματική απεικόνιση των δεδομένων από μελέτη έκφρασης γονιδίων 
blpU και blpK συγκριτικά με το γονίδιο ldh και σε δεύτερο βαθμό με το ίδιο γονίδιο 
αντίστοιχα από την συνθήκη απομόνωσης M17IF0 με την μέθοδο ΔΔCt. Στον 
κάθετο άξονα εμφανίζεται η διαφορά των κύκλων ενίσχυσης των υπό μελέτη 
γονιδίων με τον κύκλο ενίσχυσης των ίδιων γονιδίων, σε αντίστροφη φορά για την 
ευκολότερη κατανόηση της έκφρασης των γονιδίων. 

 

Με την μέθοδο ΔΔCt παρατηρείται πιο άμεσα η διαφορά των επιπέδων των 

ελάχιστων απαιτούμενων κύκλων ενίσχυσης των υπό μελέτη γονιδίων blpU και 

blpK, έχοντας ως βάση τη συνθήκη απομόνωσης M17 με επαγωγή, πριν 

παρατηρηθεί δραστικότητα βακτηριοσίνης και κατά συνέπεια, της αλλαγής του 

επιπέδου μεταγραφής των δύο περιοχών συγκριτικά μεταξύ τους σε κάθε αντίδραση 

αλλά και στις διάφορες συνθήκες που ελέγχθηκαν.  

Τα αποτελέσματα του πειράματος φανερώνουν μία σχέση αυξημένης 

παρουσίας μεταγράφων με το γονίδιο blpU και με τα συμμεταγραφόμενα blpK και 

blpU σε συνθήκες απομόνωσης από καλλιέργεια M17 με επαγωγή μετά από την 

εμφάνιση δραστικότητας βακτηριοσίνης (M17-IF1) συγκριτικά με τα δείγματα από 

θρεπτικό ίδιας σύστασης πριν εμφανιστεί η δραστικότητα βακτηριοσίνης (M17-IF0) 

(εικόνα 4.42).  
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Σε δύο από τα τρία δείγματα της συνθήκης M17IF1 η παρουσία των 

μεταγράφων με το γονίδιο blpU αυξάνεται περισσότερο από το αυτά με τα 

συμμεταγραφόμενα blpK-blpU, ενώ στο τρίτο αυξάνονται με τον ίδιο ρυθμό. Αυτό 

φανερώνει ότι το μετάγραφο που συμμεταγράφονται τα γονίδια blpU και blpK δεν 

είναι το μόνο που φέρει το γονίδιο blpU αλλά το blpU μεταγράφεται και σε ένα 

μικρότερο mRNA, χωρίς την παρουσία του blpK. 

Τα δεδομένα εμφάνισης μετάγραφων από συνθήκες ανάπτυξης σε θρεπτικό 

μέσο M17 και άπαχο γάλα δεν μπορούν να χρησιμοποιηθούν για τη διερεύνηση 

αυτής της θεωρίας καθώς η σύσταση του θρεπτικού μέσου είναι διαφορετική, όμως 

μπορούν να χρησιμοποιηθούν, σε συνδυασμό με τα δεδομένα ανάπτυξης σε Μ17 

με επαγωγή πριν και μετά την εμφάνιση δραστικότητας της βακτηριοσίνης για 

διαφορετικά συμπεράσματα. 

Στα δείγματα από αποβουτυρωμένο γάλα, παρά την ποικιλία του επιπέδου 

των τιμών Ct, εμφανίζεται μεγαλύτερη αύξηση των μεταγράφων με τα 

συμμεταγραφόμενα γονίδια σε σχέση με τα μετάγραφα με το blpU, διατηρώντας μια 

σχετικά σταθερή διαφορά στις τρεις αντιδράσεις. Η αύξηση του επιπέδου των 

μεταγράφων με τα συμμεταγραφόμενα blpK και blpU συγκριτικά με το blpU μπορεί 

να οφείλεται στην παράβλεψη της λήξης της μεταγραφής πριν το γονίδιο blpK από 

τις συνθήκες ανάπτυξης του οργανισμού. 
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4.6 Ετερόλογη έκφραση γονιδίων βακτηριοσίνης 

Το επόμενο στάδιο στα πλαίσια της μελέτης της περιοχής blp του S. 

thermophilus ACA-DC 0040 αποτελούνταν από την κλωνοποίηση της εκάστοτε 

προς μελέτη ομάδας γονιδίων σε κατάλληλο πλασμιδιακό φορέα και με σκοπό την 

ετερόλογη έκφραση αυτών σε συγγενικά βακτήρια που δεν παράγουν βακτηριοσίνη. 

Τα πειράματα ετερόλογης έκφρασης περιλάμβαναν την επιλογή του 

κατάλληλου οργανισμού, την επιλογή ενός κατάλληλου πλασμιδιακού φορέα στον 

οποίο θα εισαχθούν οι αλληλουχίες των γονιδίων, μαζί με άλλες απαραίτητες 

αλληλουχίες, ώστε να εκφραστούν σε συγγενικό στέλεχος, και την εύρεση των 

βέλτιστων συνθηκών μετασχηματισμού του. 

Επίσης ο κατάλληλος πλασμιδιακός φορέας σε συνδυασμό με τις βέλτιστες 

συνθήκες μετασχηματισμού θα ήταν χρήσιμα μακροπρόθεσμα για gene 

replacement στον ACA-DC 0040 

Τα δύο διαθέσιμα βακτηριακά στελέχη που θα μπορούσαν να 

χρησιμοποιηθούν ως ξενιστές για την ετερόλογη έκφραση των γονιδίων της 

περιοχής blp ήταν οι Lactococcus lactis CNRZ 117 και Streptococcus thermophilus 

LMG 18311, κοινό χαρακτηριστικό των οποίων αποτελεί η ευαισθησία στην 

θερμοφιλίνη Τ.   

To βακτήριο L. lactis CNRZ 117 είναι ένα οξυγαλακτικό βακτήριο της 

συλλογής του ΓΠΑ το οποίο εξαιτίας της ευαισθησίας του στη θερμοφιλίνη Τ που 

εκκρίνεται από τον ACA-DC 0040 χρησιμοποιείται στη μέτρηση της δραστικότητας 

αυτής της βακτηριοσίνης στα πλαίσια του agar diffusion test. Εντούτοις, πειράματα 

απομόνωσης πλασμιδιακού DNA από το βακτήριο αυτό αποκάλυψαν την ύπαρξη 

πλασμιδίων (Εικόνα 4.32). Τα δύο βακτηριακά γένη Streptococcus και Lactococcus 

παρουσιάζουν ομοιότητες, ενώ τα πλασμίδιά τους διαθέτουν κοινούς τρόπους 

αντιγραφής και διατήρησης. Κατά συνέπεια, τα πλασμίδια του L. lactis CNRZ 117 

πιθανόν να ήταν ασύμβατα με αυτά που θα επιλεγούν ως πλασμιδιακοί φορείς για 

ετερόλογη έκφραση γονιδίων στο CNRZ 117. 
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Εικόνα 4.43 Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης 1% δείγματος 5 μl από 
απομόνωση πλασμιδιακού DNA του L. lactis CNRZ 117 με την μέθοδο 3.7.1. 

 

Πραγματοποιήθηκαν πειράματα με σκοπό την εκδίωξη του πλασμιδιακού 

περιεχομένου του L. lactis CNRZ 117, στα οποία ο οργανισμός αναπτύχθηκε σε 

θρεπτικό μέσο Μ17 με την προσθήκη νοβοβιοκίνης σε συγκεντρώσεις 10, 20, 30, 

40 και 50 μg/ml ή με την προσθήκη χλωραμφενικόλης σε συγκέντρωση 5 μg/ml, σε 

συνεχόμενες ανακαλλιέργειες, χωρίς όμως η απώλεια του πλασμιδιακού 

περιεχομένου να καταστεί εφικτή.  

Έχει αναφερθεί σε προηγούμενες ενότητες της παρούσας διατριβής ότι το 

βακτήριο Streptococcus thermophilus LMG 18311 διαθέτει περιοχή blp στο 

γονιδίωμά του με μεγάλη ομοιότητα τόσο σε ομολογία όσο και σε γενετική οργάνωση 

με αυτήν του ACA-DC 0040. Εντούτοις, ο LMG 18311 δεν παράγει βακτηριοσίνη, 

γεγονός που αποδίδεται σε μία μη νοηματική μεταλλαγή στο γονίδιο blpB με 

αποτέλεσμα τον πρώιμο τερματισμό της μετάφρασης του. Στο γεγονός αυτό 
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αποδίδεται και η ευαισθησία που παρουσιάζει στη θερμοφιλίνη Τ του  ACA-DC 0040 

(Εικόνα 4.33). Επιπλέον, ο  LMG 18311 δεν διαθέτει ενδογενή πλασμίδια.  

 

 
Εικόνα 4.44: Δράση της θερμοφιλίνης Τ ενάντια του LMG 18311  μετά από 
ανάπτυξη του στελέχους ACA-DC 0040 στα θρεπτικά που υποδεικνύονται στα δεξιά 
του διαγράμματος. Γνωρίζοντας ότι η διάμετρος του βοθρίου έιναι 5mm στο 
διαγραμμα παρουσιάζονται οι συνολικές διάμετροι βοθρίου και ζώνης αναστολής. 
Το μέγεθος της ζώνης αναστολής είναι αντιπροσωπευτικό μέτρο της ενεργότητας 
της βακτηριοσίνης στις αντίστοιχες ώρες (Σαμαρά Ε., 2011). 

 

Η καταλληλότητα ενός πλασμιδιακού φορέα για την εισαγωγή αλληλουχίας 

σε αυτό και την τοποθέτησή του σε έναν οργανισμό διακρίνεται από τα κριτήρια: 

 Αφετηρία αντιγραφής ori η οποία θα αναγνωρίζεται από τον ξενιστή για την 

αντιγραφή και διατήρηση του πλασμιδίου, τον καθορισμό του αριθμού 

αντιγράφων του, το μέγεθος της αλληλουχίας του και κατ’ επέκταση το 

μέγεθος της αλληλουχίας που μπορεί να δεχθεί καθώς και την ομάδα 

ασυμβατότητας στην οποία ανήκει. Επίσης και για την διαδικασία της 

αντιγραφής  

 Δείκτης επιλογής, για την επιβεβαίωση επιλογής των κυττάρων που έχουν 

λάβει τον φορέα. 
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 Κατάλληλες θέσεις περιορισμού για την προσθήκη αλληλουχίας σε αυτές. 

(Ausubel et. Al., Current Protocols in molecular biology) 

 Στην παρούσα διατριβή ακολουθήθηκαν δύο στρατηγικές: 

 Χρησιμοποίηση έτοιμου πλασμιδιακού φορέα για Streptococcus 

 Διερεύνηση του ACA-DC 0040 για την ύπαρξη ενδογενών πλασμιδίων και 

κατασκευή κατάλληλου πλασμιδιακού φορέα για Streptococcus 

thermophilus. 
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4.6.1 Πλασμιδιακός φορέας pTOPOcatpT38 

Ο πλασμιδιακός φορέας pTOPOcatpT38 (ευγενική προσφορά της Gloria del 

Solar) έχει δημιουργηθεί από την ένωση του πλασμιδιακού φορέα κλωνοποίησης 

για E. coli pCR2.1-TOPO της εταιρείας Invitrogen, ο οποίος περιέχει ως δείκτες 

επιλογής γονίδια αντίστασης σε καναμυκίνη και αμπικιλίνη και είναι υψηλού αριθμού 

αντιγράφων, με το τμήμα cat του υβριδικού πλασμιδίου pJS3, προερχόμενο από το 

φυσικό πλασμίδιο pC194 του Staphylococcus aureus, στο οποίο προσφέρει 

αντίσταση στο αντιβιοτικό χλωραμφενικόλη (Ballester et al., 1986). Το cat του 

pC194 παρουσιάζει ομολογία 100% με γονίδιο cat ίδιας δράσης που έχει εντοπιστεί 

στο γονιδίωμα στελεχών Streptococcus pneumoniae (Widdowson et al., 2000). Το 

υβριδικό αυτό πλασμίδιο pCR2.1-TOPO με το γονίδιο cat ενώθηκε με το φυσικό 

κρυπτικό πλασμίδιο pt38 μεγέθους 2911 bp του οργανισμού S. thermophilus 

ST2783 (Petrova et al., 2003) προσφέροντας τη δυνατότητα στο pTOPOcatpT38 να 

αντιγράφεται και να διατηρείται σε κύτταρα S. thermophilus. 

Τα πλεονεκτήματα αυτού του πλασμιδίου είναι ότι αναπτύσσεται τόσο σε  S. 

thermophilus όσο και σε E. coli, διαθέτει δείκτες επιλογής και για τα δύο βακτήρια 

και αρκετές θέσεις περιορισμού για κλωνοποίηση ετερόλογου DNA με σκοπό την 

έκφρασή του στον επιθυμητό ξενιστή. Το μειονέκτημα που πιθανόν παρουσιάζει 

είναι ότι λόγω του μεγέθους του δεν μπορεί να λάβει μεγάλη ένθεση και κατά 

συνέπεια είναι πιο δύσκολο να εισαχθεί σε βακτήριο ξενιστή. 
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Εικόνα 4.45 Χάρτης του πλασμιδίου pTOPOcatpT38 

  

amp(R)

kan(R)

orf4orf2

orf5
orf3

cat 

M13 (-20) forward primer 

M13 (-40) forward primer

M13 reverse primer

T7 primer

kan promoter

lac promoter 

T7 promoter
tet promoter

cat promoter 

lac repressor binding site

TOPO binding site
TOPO binding site

f1 origin

pUC origin

3'-T overhang
3'-T overhang

Bgl II (990)

KpnI (6793) 

NotI (35)

SacI (6799) 

Stu I (6920)

XbaI (53) 

XhoI (41)

EcoRI (8)

EcoRI (7968)

EcoRV (20)

EcoRV (4858) 

Hin dIII (3872)

HindIII (6783)

PstI (17)

Pst I (1207)

Nco I (1586)Nco I (5720)

NcoI (7113) 

SphI (50)

SphI (1559)

SphI (4993)

PvuII (183) 
PvuII (900)

PvuII (1260)

PvuII (3693)

PvuII (5668)
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4.6.2 Ενδογενές πλασμίδιο pST0040 

Στα πλαίσια της αναζήτησης κατάλληλου πλασμιδιακού φορέα για κύτταρα 

S. thermophilus διερευνήθηκε η ύπαρξη φυσικού πλασμιδίου στο στέλεχος ACA-DC 

0040. Πειράματα απομόνωσης πλασμιδιακού DNA από το εν λόγω στέλεχος 

(§3.6.1) αποκάλυψαν μία κύρια ζώνη μικρού μοριακού βάρους σε πηκτή αγαρόζης 

οι οποία ενδεχομένως αντιστοιχούσε σε πλασμίδιο. Το πλασμίδιο αυτό εξετάστηκε 

ως προς το περιοριστικό του προφίλ αρχικά με τα ένζυμα περιορισμού EcoRI, 

EcoRV, HindIII και XbaI και διαπιστώθηκε πως περιέχει θέσεις περιορισμού των 

ενζύμων EcoRV, HindIII και XbaI (εικόνα 4.46). Βάσει της εικόνας της 

ηλεκτροφόρησης προκύπτει μία θέση περιορισμού με τα ένζυμα EcoRV και XbaI , 

προσδιορίζοντας το μέγεθος του πλασμιδίου περίπου σε 2800 ζεύγη βάσεων, και 

δύο θέσεις περιορισμού με το ένζυμο HindIII, με μεγέθη των τμημάτων που 

προκύπτουν περίπου 1700 ζεύγη βάσεων και 1100 ζεύγη βάσεων. 

 

Εικόνα 4.46 Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης 1% του πλασμιδίου pST0040 και 
τμημάτων αυτού. 1: λ-HindIII, 2: πλασμιδιακό περιεχόμενο (pST0040) από 
καλλιέργεια ACA-DC 0040 15 ml σε θρεπτικό με την μέθοδο 3.6.1, 3: pST0040 – 
EcoRI, 4: pST0040 – EcoRV, 5: pST0040 – HindIII, 6: pST0040 – XbaI 

1      2       3   4     5 1        2          6 
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Το τμήμα του πλασμιδίου pST0040, μετά από την επίδραση του 

περιοριστικού ενζύμου EcoRV, όπου φαίνεται να γραμμοποιείται, απομονώθηκε 

από το πήγμα αγαρόζης με την μέθοδο 3.13 και δεσμοποιήθηκε στον πλασμιδιακό 

φορέα pUC18, ο οποίος είχε νωρίτερα γραμμοποιηθεί με τo ένζυμο SmaI. Το τμήμα 

του πλασμιδίου μετά από την επίδραση του περιοριστικού ενζύμου XbaI, όπου 

επίσης φαίνεται να γραμμοποιείται, απομονώθηκε από το πήγμα αγαρόζης με την 

μέθοδο 3.13 και δεσμοποιήθηκε στον πλασμιδιακό φορέα pUC18, ο οποίος είχε 

νωρίτερα υποστεί περιορισμό με το ένζυμο XbaI. Το μεγαλύτερο τμήμα του 

πλασμιδίου pST0040 μετά από περιορισμό με το ένζυμο HindIII, μήκους περίπου 

1700 ζευγών βάσεων, απομονώθηκε από το πήγμα αγαρόζης με την μέθοδο 3.13 

και δεσμοποιήθηκε στον πλασμιδιακό φορέα pUC18, ο οποίος είχε νωρίτερα 

υποστεί περιορισμό με το ένζυμο HindIII. Τα προϊόντα των δεσμοποιήσεων 

καθαρίστηκαν με την μέθοδο 3.13 και χρησιμοποιήθηκαν σε μετασχηματισμό με 

ηλεκτροδιάτρηση σε κύτταρα E. coli DH5a. Από όλες τις αντιδράσεις προέκυψαν 

κλώνοι από τους οποίους επιλέχθηκε ένας για κάθε προϊόν δεσμοποίησης και 

στάλθηκε σε εξωτερικό εργαστήριο για εύρεση της αλληλουχίας της ένθεσής του. 

Στην εικόνα 4.47 παρουσιάζεται ένα περιοριστικό προφίλ των κλώνων που 

επιλέχθηκαν για αποστολή και εύρεση της αλληλουχίας τους. Ο κλώνος με το σημείο 

δεσμοποίησης στην περιοχή που τέμνει το ένζυμο EcoRV το pST0040, εμφανίζεται 

να τέμνεται σε 4 σημεία με τα ένζυμα EcoRI και HindIII. Οι ζώνες που 

παρατηρούνται αντιστοιχούν σε μεγέθη περίπου 2700 ζευγών βάσεων, το οποίο 

αντιστοιχεί στο τμήμα του pUC18 καθώς τα ένζυμα αυτά τέμνουν τις 2 άκρες του 

πολυσυνδέτη του pUC18 διαχωρίζοντάς το, και σε 3 τμήματα μεγέθους περίπου 

700, 1000 και 1100 ζευγών βάσεων, των οποίων το άθροισμα αντιστοιχεί στο 

μέγεθος της ένθεσης που προσπαθήσαμε να εισάγουμε . Ο κλώνος με το σημείο 

δεσμοποίησης την περιοχή XbaI μετά από περιορισμό με το αντίστοιχο ένζυμο 

εμφανίζει δύο τμήματα μεγέθους 2700 και 2800 ζευγών βάσεων περίπου, όπως 

αναμένεται να είναι τα μεγέθη του πλασμιδίου pUC18 και της ένθεσης που 

προσπαθήσαμε να εισάγουμε. Ο κλώνος με το τμήμα του πλασμιδίου pST0040 των 

1700 ζευγών βάσεων μετά από περιορισμό με το ένζυμο HindIII, εμφανίζει 2 
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τμήματα μετά από περιορισμό με το ίδιο ένζυμο, μήκους περίπου 2700 και 1700 

ζευγών βάσεων, που αντιστοιχούν με τα μεγέθη της ένθεσης και του πλασμιδιακού 

φορέα pUC18. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.47 Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης 1% κλώνων του πλασμιδίου 
pST0040 και τμημάτων αυτού.  
1: λ-HindIII, 2: κλώνος EcoRV (pUC18-pST0040-EcoRV), 3: κλώνος EcoRV - 
EcoRI, 4: κλώνος EcoRV - HindIII, 5: Κλώνος EcoRV -  EcoRI-HindIII 
6: Κλώνος XbaI (pUC18-pST0040-XbaI), 7: Κλώνος XbaI - XbaI 
8: Κλώνος HindIII (pUC18-pST0040-HindIII) 9: Κλώνος HindIII - EcoRI 10: Κλώνος 
HindIII - HindIII 

 

Από την συναρμολόγηση της αλληλουχίας που διαβάστηκε από κάθε ένθεση 

(παράρτημα 2) προέκυψε η αλληλουχία του πλασμιδίου μήκους 2780 bp. 

 

 

   2       3       4        5       1       1       6      7        1       8      9       10 
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Αλληλουχία pST0040 

Αριθμός πρόσβασης KU574030 

1 ctgaaagcttgcgataaggacacgaagtctagaaaatcagcgaaaggtta 50 

51 cttgctgacaagaggaaattggaataaaaagcgataagtttgatggtgaa 100 

101 tttttactgaaaagaaaagagggttgaaagcccaaaaaagcaggcttttg 150 

151 cctgctttcttcttatcttgatactattagaaataattcacggggatttt 200 

201 tttagccccgtagggttctaaaacccttgtcattactggttttttgggca 250 

251 aaaaaaaatccgtttcatttctgaaaggtttcgtgttataattttatgtg 300 

301 tcgaaggggaaaaatataacattcatgaaaggagaaatacggattttttt 350 

351 gcatcgcaaattaatttgtatacatagtatagcatgacggattttaaaaa 400 

401 acaaggggaaattcttgtcgataagaacagtcgaggaaaagaacgagact 450 

451 ggcgaggacgaaaaatattaagtttgaaattagctgatatttttaaagaa 500 

501 ttgcagtacaagaagacttttgttgaaagagtaatatcgtgtggtgatac 550 

551 tttacaatttattcaaaatcaagacggtaacctaaagctctatcaagcct 600 

601 atttttgtaaaaacaagctatgtcctatgtgcaactggagacgttcaatg 650 

651 aaatattcttatcagacatcaagaatcgttgatgaggcaataaaacaaag 700 

701 ccctaaaggacgctttctctttctaacattgactgttaagaacgtcgagg 750 

751 ggcaagcattgaatagcacgattagtcagctcacaaaatcatttgaccgt 800 

801 ttatttaagcgtgctaaagttcaaaggaatctgttgggatatttgcgttc 850 

851 agttgaagtgacccacaatgaaaatgacaagacatatcaccctcatattc 900 

901 atgttttgatgatggtgagacctagttattttcagtcaaaaaaagattat 950 

951 atcactcaaaaagagtggagcgatatgtggtctcaatcattgaaagttga 1000 

1001 ttatgtccctatgatcgacattcgaacagtaaaagagactggcaaaggac 1050 

1051 tgcgaggggcagttttagagaccgcaaaatatccaactaagccgattaag 1100 

1101 cttgatattgaaaataagcaagttgttgatgatctatacaacggtttgta 1150 

1151 tcgaaaaagacaacttggctacggtggtttatttaaaaccatcaaaaaac 1200 

1201 aactagcactagatgacgccgaaaatggtgacttggtacatacgtctgag 1250 

1251 gataaagaaaacatatcaaagggtacagaaatagtcgctatatggaacgc 1300 

1301 tagcaagcaaaattattatttgaaaaaataaaataaagctcctcgaaaga 1350 

1351 ggggctttttagtatcagaagaagagaataaaaagctatcttctgctact 1400 

1401 gttgataaatctgatttcaatatctgagtatttactagcgataaaaaata 1450 

1451 tgctgataccatcacatgaaaaataattttacaatttttaaagagcataa 1500 

1501 tacttgaaaactgactttttcggactataataatcatcgaaaagagaata 1550 

1551 tagaaagaagtgactattatgctaaataagattcaacatcgtaacttaaa 1600 

1601 cacatatagtgtgacaccttttgatttttttgaagaatttagtcgtaatt 1650 

1651 tattcaatgattttaagccaaatttcatcaaaacagatattcatgaaact 1700 

1701 gataatgaatatcttgtagaagctgaactccctggtatccctaaagaaaa 1750 

1751 cattcaagttacttacgaaaacggagtattaacaattagtggccaacaac 1800 

1801 aaattgatgcagtaaacgaagataaaaaaggaaagttgattcgtagcgaa 1850 

1851 cgtagtttaacaagtgtccaacgtcaatatttattagaaaatgttaaaga 1900 
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1901 agacgaaataaaggcttcttattcagatggagttcttaaagtaaccttgc 1950 

1951 caaaagatagtaacaaagaaataaaaaaatctatttcaattgagtagtaa 2000 

2001 ttaaaaaattacgaaaaaaggcgtctataaaattttataggcgccttttt 2050 

2051 ttcgtaaaaataaattattttttctttctccattcactatctaaatcaga 2100 

2101 tatcataagttaggattttgccttctttttgaagaatttctttgtatttc 2150 

2151 cagagccttctaaattctgtgacatcacagattcttttggttcatctaaa 2200 

2201 tgacacaccctataaaaaacttgaaaaattggcatgcgatacaagaaaat 2250 

2251 accttgtcgtggctctcctaaagcccataataggggcgggggtcgttttt 2300 

2301 aaactggtctaggtgaaaatatactgccccttatataaaatcgtgctacg 2350 

2351 ggcgttttagaggggtttaacgacttatctattttagttcgtccaactgt 2400 

2401 tgaataattggggtgttttataagaccaacattttccaacaattaggggt 2450 

2451 tttatataagtttttttcagcaattaaaaaagcgctagtaatatctaagc 2500 

2501 gcttgaattttttgtgaatgaattagtcatatcttgtttttctagtacac 2550 

2551 gttaatacacttacaaaagtaccgtaccaaaaataaacgttgtcatatca 2600 

2601 agggtttacacagttttgttttactacatattttttgtttttctcgaagt 2650 

2651 tttcttttttgatttgcttttgatttgccattattgtctcgtttcacctc 2700 

2701 accattaagagcgatttatgccgagaaaactcttgtcagtaagctgagcg 2750 

2751 atttagactgagagtgtctgagtcgcaaga 2800 
 

 

Το πλασμίδιο κατατάσσεται στην πρώτη από τις πέντε ομάδες των 

πλασμιδίων του S. thermophilus βάσει ομολογίας DNA. (Janzen et al., 1992). Η 

αλληλουχία του πλασμιδίου εμφανίζει μεγάλη ομοιότητα με άλλα πλασμίδια S. 

thermophilus. Συγκεκριμένα, η μεγαλύτερη ομολογία σε όλο το μήκος της 

αλληλουχίας του παρουσιάζεται με το πλασμίδιο pST1 του S. thermophilus No 29 

(Janzen et al., 1992) σε ποσοστό 93% στο 99% της αλληλουχίας του, ενώ σε κάπως 

μικρότερο ποσοστό και έκταση (95-97% στο 80% και άνω του ποσοστού των 

αλληλουχιών τους) με τα pCI165ST του στελέχους NDI-6 (O’Sullivan et al., 1999), 

pND103 του SΤ2-1 (Su et al., 2002), pt38 του ST2783 (Petrova et al., 2003) και 

pER36 του ST136 (Solow and Somkuti, 2001)  

Η βιοπληροφορική ανάλυση της αλληλουχίας του πλασμίδιου κατέδειξε 3 

πιθανά ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης, τα orf1, orf2 και orf3 μήκους 948, 222 και 438 

bp αντίστοιχα, συμπεριλαμβανομένων των κωδικόνιων λήξης τους.  
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Εικόνα 4.48 Γενετικός χάρτης του πλασμιδίου pST0040 του οργανισμού S. 
thermophilus ACA-DC 0040 

 

Το orf1 εμφανίζει ομοιότητα σε νουκλεοτιδικό και αμινοξικό επίπεδο με 

γονίδια αντιγραφής κυλιόμενου κύκλου των πλασμιδίων S. thermophilus pER35, 

pER36, pST1, pST1, pND103, pJ34, pER16 και pt38.  
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Νουκλεοτιδική και αμινοξική αλληλουχία του orf1: 

        M  T  D  F  K  K  Q  G  E  I  L  V  D  K  N  S  R  G  K  E      
        1 atgacggattttaaaaaacaaggggaaattcttgtcgataagaacagtcgaggaaaagaa 60 
          R  D  W  R  G  R  K  I  L  S  L  K  L  A  D  I  F  K  E  L      
       61 cgagactggcgaggacgaaaaatattaagtttgaaattagctgatatttttaaagaattg 120 
          Q  Y  K  K  T  F  V  E  R  V  I  S  C  G  D  T  L  Q  F  I      
      121 cagtacaagaagacttttgttgaaagagtaatatcgtgtggtgatactttacaatttatt 180 
          Q  N  Q  D  G  N  L  K  L  Y  Q  A  Y  F  C  K  N  K  L  C      
      181 caaaatcaagacggtaacctaaagctctatcaagcctatttttgtaaaaacaagctatgt 240 
          P  M  C  N  W  R  R  S  M  K  Y  S  Y  Q  T  S  R  I  V  D      
      241 cctatgtgcaactggagacgttcaatgaaatattcttatcagacatcaagaatcgttgat 300 
          E  A  I  K  Q  S  P  K  G  R  F  L  F  L  T  L  T  V  K  N      
      301 gaggcaataaaacaaagccctaaaggacgctttctctttctaacattgactgttaagaac 360 
          V  E  G  Q  A  L  N  S  T  I  S  Q  L  T  K  S  F  D  R  L      
      361 gtcgaggggcaagcattgaatagcacgattagtcagctcacaaaatcatttgaccgttta 420 
          F  K  R  A  K  V  Q  R  N  L  L  G  Y  L  R  S  V  E  V  T      
      421 tttaagcgtgctaaagttcaaaggaatctgttgggatatttgcgttcagttgaagtgacc 480 
          H  N  E  N  D  K  T  Y  H  P  H  I  H  V  L  M  M  V  R  P      
      481 cacaatgaaaatgacaagacatatcaccctcatattcatgttttgatgatggtgagacct 540 
          S  Y  F  Q  S  K  K  D  Y  I  T  Q  K  E  W  S  D  M  W  S      
      541 agttattttcagtcaaaaaaagattatatcactcaaaaagagtggagcgatatgtggtct 600 
          Q  S  L  K  V  D  Y  V  P  M  I  D  I  R  T  V  K  E  T  G      
      601 caatcattgaaagttgattatgtccctatgatcgacattcgaacagtaaaagagactggc 660 
          K  G  L  R  G  A  V  L  E  T  A  K  Y  P  T  K  P  I  K  L      
      661 aaaggactgcgaggggcagttttagagaccgcaaaatatccaactaagccgattaagctt 720 
          D  I  E  N  K  Q  V  V  D  D  L  Y  N  G  L  Y  R  K  R  Q      
      721 gatattgaaaataagcaagttgttgatgatctatacaacggtttgtatcgaaaaagacaa 780 
          L  G  Y  G  G  L  F  K  T  I  K  K  Q  L  A  L  D  D  A  E      
      781 cttggctacggtggtttatttaaaaccatcaaaaaacaactagcactagatgacgccgaa 840 
          N  G  D  L  V  H  T  S  E  D  K  E  N  I  S  K  G  T  E  I      
      841 aatggtgacttggtacatacgtctgaggataaagaaaacatatcaaagggtacagaaata 900 
          V  A  I  W  N  A  S  K  Q  N  Y  Y  L  K  K                     
      901 gtcgctatatggaacgctagcaagcaaaattattatttgaaaaaa 945 

 

 

Το orf2 έχει αντίθετο προσανατολισμό σε σχέση με τα orf1 και orf3, ενώ ένα 

μικρό μέρος της αλληλουχίας του επικαλύπτεται με αυτήν του orf1. Η αναζήτηση 

ομοιοτήτων με την εφαρμογή nucleotide blast και blastx, πέρα από την ομοιότητα 

σε νουκλεοτιδικό επίπεδο με άλλα πλασμίδια, δεν φανέρωσε ομοιότητες με 

λειτουργίες γονιδίων άλλων οργανισμών. Οι ομοιότητες σε αμινοξικό επίπεδο με τα 

μεγαλύτερα ποσοστά αντιστοίχησης εμφανίζονται με υποθετική πρωτεΐνη στο 

σύνολο της αλληλουχίας με ποσοστό 98% και 97% των πλασμιδίων pND103 και 

pT38 αντίστοιχα. 
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Νουκλεοτιδική και αμινοξική αλληλουχία του orf2: 

          M  I  I  I  V  R  K  S  Q  F  S  S  I  M  L  F  K  N  C  K      
        1 atgattattatagtccgaaaaagtcagttttcaagtattatgctctttaaaaattgtaaa 60 
          I  I  F  H  V  M  V  S  A  Y  F  L  S  L  V  N  T  Q  I  L      
       61 attatttttcatgtgatggtatcagcatattttttatcgctagtaaatactcagatattg 120 
          K  S  D  L  S  T  V  A  E  D  S  F  L  F  S  S  S  D  T  K      
      121 aaatcagatttatcaacagtagcagaagatagctttttattctcttcttctgatactaaa 180 
          K  P  L  F  R  G  A  L  F  Y  F  F  K  *                        
      181 aagcccctctttcgaggagctttattttattttttcaaataa 222 

 

Το orf3 εμφανίζει ομοιότητα σε νουκλεοτιδικό επίπεδο με γονίδια μικρών 

πρωτεϊνών θερμικού σοκ (small heat shock proteins) πλασμιδίων S. thermophilus. 

Στο αμινοξικό επίπεδο, η εύρεση ομοιοτήτων με την εφαρμογή blastx συμφωνεί με 

τα αποτελέσματα σε νουκλεοτιδικό επίπεδο και επεκτείνει το φάσμα των 

οργανισμών με ομοιότητες σε μεγάλο βαθμό με πλασμίδια από Enterococcus 

faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus gallinarum, Enterococcus 

casseliflavus και Pediococcus acidilactici. Οι ομοιότητες σε αμινοξικό επίπεδο με τα 

μεγαλύτερα ποσοστά αντιστοίχησης εμφανίζονται με πρωτεΐνες θερμικού σοκ 

μικρού μοριακού βάρους στο 97% της αλληλουχίας με ποσοστά μεγαλύτερα του 

80% των πλασμιδίων S. thermophilus pND103, pT38, pER16, pCI65st, p2992, p2 

(LMD9), pER36, pST04, pJS33 και pER341 

Νουκλεοτιδική και αμινοξική αλληλουχία του orf3: 

          V  T  I  M  L  N  K  I  Q  H  R  N  L  N  T  Y  S  V  T  P      
        1 gtgactattatgctaaataagattcaacatcgtaacttaaacacatatagtgtgacacct 60 
          F  D  F  F  E  E  F  S  R  N  L  F  N  D  F  K  P  N  F  I      
       61 tttgatttttttgaagaatttagtcgtaatttattcaatgattttaagccaaatttcatc 120 
          K  T  D  I  H  E  T  D  N  E  Y  L  V  E  A  E  L  P  G  I      
      121 aaaacagatattcatgaaactgataatgaatatcttgtagaagctgaactccctggtatc 180 
          P  K  E  N  I  Q  V  T  Y  E  N  G  V  L  T  I  S  G  Q  Q      
      181 cctaaagaaaacattcaagttacttacgaaaacggagtattaacaattagtggccaacaa 240 
          Q  I  D  A  V  N  E  D  K  K  G  K  L  I  R  S  E  R  S  L      
      241 caaattgatgcagtaaacgaagataaaaaaggaaagttgattcgtagcgaacgtagttta 300 
          T  S  V  Q  R  Q  Y  L  L  E  N  V  K  E  D  E  I  K  A  S      
      301 acaagtgtccaacgtcaatatttattagaaaatgttaaagaagacgaaataaaggcttct 360 
          Y  S  D  G  V  L  K  V  T  L  P  K  D  S  N  K  E  I  K  K      
      361 tattcagatggagttcttaaagtaaccttgccaaaagatagtaacaaagaaataaaaaaa 420 
          S  I  S  I  E  *                                                
      421 tctatttcaattgagtag 438 
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Πλασμιδιακός φορέας - παράγωγο του pST0040 (pUCSTHXbacat) 

Το φυσικό πλασμίδιο του στελέχους ACA-DC 0040 διαθέτει τα 

πλεονεκτήματα του μικρού μεγέθους και της δυνατότητας αντιγραφής και 

διατήρησης σε κύτταρα Streptococcus thermophilus. Για το λόγο αυτό 

χρησιμοποιήθηκε ως βασικό στοιχείο σε μία σειρά πειραμάτων κατασκευής 

πλασμιδιακού φορέα κλωνοποίησης και έκφρασης σε στελέχη του παραπάνω 

βακτηρίου. Η κατασκευή αυτή πραγματοποιήθηκε σε δύο στάδια, ως εξής:  

Στο πρώτο στάδιο, το πλασμίδιο υπέστη πέψη με το ένζυμο XbaI (εικόνα 

4.46) και κλωνοποιήθηκε στον πλασμιδιακό φορέα pUC18 ο οποίος είχε 

γραμμοποιηθεί στην ίδια θέση (εικόνα 4.51). Το μίγμα της δεσμοποίησης 

χρησιμοποιήθηκε για μετασχηματισμό κυττάρων E. coli DH5a με ηλεκτροδιάτρηση. 

Από τα μετασχηματισμένα κύτταρα απομονώθηκε το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο 

pUCSTHXba που προέκυψε, μεγέθους 5466 bp (εικόνα 4.51). Η προσθήκη αυτή 

δίνει τη δυνατότητα στο πλασμίδιο να αντιγράφεται, να διατηρείται και να επιλέγεται 

στο E. coli, όπου πραγματοποιούνται όλες οι ενδιάμεσες κλωνοποιήσεις μέχρι να 

προκύψει το τελικό επιθυμητό ανασυνδυασμένο πλασμίδιο.  

Στο δεύτερο στάδιο πραγματοποιήθηκε στο παραπάνω πλασμίδιο η 

εισαγωγή του γονιδίου αντίστασης σε χλωραμφενικόλη cat του πλασμιδίου 

pTOPOcatpT38 το οποίο αποτελεί κατάλληλο δείκτη επιλογής για τα κύτταρα του 

γένους Streptococcus. Η κλωνοποίηση αυτή έλαβε χώρα ως εξής: Το πλασμίδιο 

pUCSTHXba υπέστη πέψη με τα περιοριστικά ένζυμα KpnI και EcoRV με 

αποτέλεσμα να χωριστεί το πλασμίδιο σε   δύο τμήματα (εικόνα 4.49). Από αυτά 

επιλέχθηκε το μεγαλύτερο, μήκους 4740 bp που περιέχει και τα τρία αναγνωστικά 

πλαίσια με τις ανοδικές και καθοδικές τους περιοχές. Παράλληλα, το πλασμίδιο 

pTOPOcatpT38 υπέστη πέψη με τα ίδια ένζυμα και ως εκ τούτου προέκυψαν τρία 

τμήματα (εικόνα 4.49), από τα οποία επιλέχθηκε αυτό στο οποίο εδραζόταν το 

γονίδιο cat μήκους 1205 bp. Τα δύο αυτά DNA υπέστησαν δεσμοποίηση και στη 

συνέχεια το μίγμα της δεσμοποίησης χρησιμοποιήθηκε για μετασχηματισμό 

κυττάρων E. coli DH5a με ηλεκτροδιάτρηση. Από τα μετασχηματισμένα κύτταρα 
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απομονώθηκε το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο pUCSTHXbacat μήκους 5949 bp 

(εικόνα 4.50, εικόνα 4.52, εικόνα 4.53). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.49 Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης 1% πλασμιδίων pUCSTHXba και 
pTOPOcatpT38 μετά από περιορισμό με KpnI και EcoRV 
1: λ-HindIII, 2: pUCSTHXba KpnI - EcoRV, 3: pTOPOcatpΤ38 KpnI – EcoRV 
Οι αναμενόμενες ζώνες μετά από τoν περιορισμό των πλασμιδίων pUCSTHXba και 
pTOPOcatpΤ38 με τα ένζυμα KpnI και EcoRV είναι μήκους 4740 και 726 ζευγών 
βάσεων και 4838, 1935 και 1205 ζευγών βάσεων αντίστοιχα, γεγονός που συμφωνεί 
με την εικόνα της ηλεκτροφόρησης. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1      2                  1            3 
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Εικόνα 4.50 Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης 1% πλασμιδιακού φορέα 
pUCSTHXbacat  
1:λ-HindIII, 2:pUCSTHXbacat, 3:pUCSTHXbacat - EcoRI, 4:pUCSTHXbacat - KpnI 
& NcoI, 5:pUCSTHXbacat – KpnI & EcoRV, 6:pUCSTHXbacat - XbaI, 
7:pUCSTHXbacat - HindIII 
Τα μεγέθη των αναμενόμενων ζωνών μετά από περιορισμό με τα παραπάνω 
ένζυμα είναι μήκους: 
EcoRI 4740, 1191 και 18, KpnI και NcoI 5621 και 237, KpnI & EcoRV 4470 και 1209, 
XbaI 5949 και HindIII 4855 και 1094 ζευγών βάσεων, γεγονός που συμφωνεί με την 
εικόνα της ηλεκτροφόρησης. 
 

 1             2             3              4            5             6             7             1 
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4.51 Πρώτο στάδιο δημιουργίας φορέα pUCSTHXbacat.  
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Εικόνα 4.52 Δεύτερο στάδιο δημιουργίας φορέα pUCSTHXbaCat
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Εικόνα 4.53 Χάρτης πλασμιδίου pUCSTHXbacat 

 

 

pUCSTHXbacat
5949 bp

orf1

orf2

orf3

APr 

CAT

cat promoter

tet promoter

P(LAC)

P(BLA)

ORI

Eco RV (2497) 

Kpn I (3706)

Nco I (3378) 

NdeI (185)

Sal I (418) 

SphI (410) 

Stu I (3575) 

Xba I (424)

HindIII (400) 

Hin dIII (1494)

Pst I (416) 

PstI (2504) 

PvuII (309) 

Pvu II (3894) 

Sac I (3700) 

SacI (3712) 

EcoRI (2505) 

EcoRI (2523) 

Eco RI (3714)
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Για τη διερεύνηση της δυνατότητας χρήσης του γονιδίου πιθανής πρωτεΐνης 

απόκρισης σε θερμικό σοκ orf2 ως δείκτη αναφοράς στον φορέα pUCSTHXbacat 

για κύτταρα S. thermophilus, σχεδιάστηκε μια σειρά πειραμάτων απόκρισης σε 

θερμικό σοκ. 

Το πλασμίδιο pUCSTHXbacat απομονώθηκε από κύτταρα E. coli DH5a με 

την μέθοδο 3.6.1 και εισήχθη σε κύτταρα S. thermophilus LMG 18311 με 

μετασχηματισμό με ηλεκτροδιάτρηση (§3.17.2) από τα οποία και απομονώθηκε 

(εικόνα 4.54) . 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 4.54 Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης 1% πλασμιδιακού φορέα 
pUCSTHXbacat από απομόνωση από οργανισμό S. thermophilus LMG 18311 
1:λ-HindIII, 2:pUCSTHXbacat 

 

Καλλιέργειες S. thermophilus LMG 18311 και S. thermophilus LMG 18311  με 

το πλασμίδιο pUCSTHXbacat αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό μέσο M17 σε 37 οC με 

ανάδευση για 3 ώρες μέχρι να φθάσουν μετά το μέσο της εκθετικής φάσης 

ανάπτυξης. Στη συνέχεια οι καλλιέργειες τοποθετήθηκαν για ανάπτυξη σε 

θερμοκρασία 60 oC και μελετήθηκε η επιβίωση των κυττάρων μετά από επίστρωση 

αραιώσεων των καλλιεργειών σε διαφορετικές χρονικές στιγμές, σε τρυβλία με 

θρεπτικό μέσο Μ17, τα οποία αφέθηκαν προς ανάπτυξη σε θερμοκρασία 37 oC.  

1   2
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Πίνακας 4.14 Πειράματα επίδρασης θερμικού σοκ στην επιβίωση των οργανισμών 
S. thermophilus LMG 18311 δίχως και με την παρουσία το πλασμιδίου 
pUCSTHXbacat. Στα κελιά εμφανίζονται με τίτλο Π1 και Π2 οι αριθμοί των κυττάρων 
που επιβίωσαν από 100 μl καλλιεργειών σε διαφορετικούς χρόνους επώασης στη 
θερμοκρασία σοκ (60oC). Τα 2 πειράματα είχαν τις ίδιες συνθήκες ανάπτυξης, με 
έναρξη του θερμικού σοκ όταν η οπτική πυκνότητα στα 600 nm ήταν 1 και 0,7 
αντίστοιχα. 

 

 

Εικόνα 4.55 Ποσοστά επιβίωσης των κυττάρων του πειράματος του πίνακα 4.14 
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Π1 Π2 Π1 Π2 Π1 Π2 

LMG 18311 35 40 10 16 1 6 
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Τα αποτελέσματα των πειραμάτων φανερώνουν ελαφρώς μεγαλύτερη 

επιβίωση των κυττάρων S. thermophilus LMG 18311 που έχουν το πλασμίδιο 

pUCSTHXbacat. Το δεδομένο αυτό αποτελεί μια ένδειξη ότι το ανοιχτό πλαίσιο 

ανάγνωσης orf2 του φυσικού πλασμιδίου pST0040 του οργανισμού S. thermophilus 

ACA-DC 0040 παράγει μία πρωτεΐνη απόκρισης σε θερμικό σοκ. 

 

4.6.3 Συνθήκες μετασχηματισμού 

Για την επιλογή των βέλτιστων συνθηκών μετασχηματισμού στα διαθέσιμα 

στελέχη Streptococcus thermophilus ACA-DC 0040 και LMG 18311 και στο 

στέλεχος Lactococcus lactis CNRZ 117, πραγματοποιήθηκαν δοκιμαστικά 

μετασχηματισμοί με ηλεκτροδιάτρηση με την χρήση των πλασμιδιακών φορέων 

pTOPOcatpT38 και pUCSTHXbacat. Η επιλογή μετασχηματισμένων βακτηρίων 

έγινε με τη χρήση ως παράγοντα επιλογής του αντιβιοτικού χλωραμφενικόλη σε 

συγκέντρωση 5 μg/ml. 

Στο στέλεχος ACA-DC 0040 επιχειρήθηκαν πολλές απόπειρες 

μετασχηματισμού με το πλασμίδιο pTOPOcatpT38, καθώς περιέχει το φυσικό 

πλασμίδιο pST0040 το ρεπλικόνιο του οποίου βρίσκεται στο pUCSTHXbacat και τα 

καθιστά αδύνατο να συνυπάρξουν, με διαφορετικές συνθήκες και τροποποιήσεις 

αυτών καθώς και διαφορετικούς τρόπους παρασκευής επιδεκτικών κυττάρων με 

ισχνή ή μηδενική απόδοση. Τα επιδεκτικά κύτταρα τα οποία κατασκευάστηκαν βάσει 

των αρχών του πρωτοκόλλου που προτείνεται από τον Slos et al. (1991), 

δοκιμάζοντας ως μέσο επαναιώρησης τα θρεπτικά υλικά HJG-0,5%Λακτόζη , M17-

Dlthreonine, HJG-Dlthreonine, M17-Dlthreonine-2%Gluc και την επώαση σε μέσο 

με 10% γλυκίνη για μία ώρα και οι συνθήκες ηλεκτροδιάτρησης που δοκιμάστηκαν 

σε 25 πειράματα με διαφορετικές συγκεντρώσεις DNA, κυττάρων, τιμές τάσης, 

αντίστασης και πυκνότητας ρεύματος καθώς και μέγεθος κυβέτας δεν έδωσαν καμία 

αποικία σαν αποτέλεσμα μετασχηματισμού. 
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Μία μέθοδος παρασκευής επιδεκτικών κυττάρων και συνθήκες 

μετασχηματισμού που απέδωσαν πολύ λίγες μετασχηματισμένες αποικίες ήταν η 

μέθοδος των Blomqvist et al., (2006) με κάποιες τροποποιήσεις όπως περιγράφεται 

στην παράγραφο 3.17.2. 

Τα μετασχηματισμένα κύτταρα του στελέχους ACA-DC 0040 εμφανίζονται να 

λαμβάνουν ένα πλασμίδιο μαζί με αυτό που ήδη περιέχουν αλλά η σταθερότητά του 

μέσα στα κύτταρα είναι υπό αμφισβήτηση καθώς το περιοριστικό του προφίλ δεν 

ταιριάζει με αυτό του pTOPOcatpT38. 

 

 

Εικόνα 4.56 Ηλεκτροφόρηση πλασμιδίου pTOPOcatpT38 προς ένθεση με το 
περιοριστικό του προφίλ και δείγμα από απομόνωση πλασμιδιακού DNA από 
μετασχηματισμένα κύτταρα S. thermophilus ACA-DC 0040 μαζί με περιοριστικό 
προφίλ.  
Διαδρομή 1: λ-HindIII, Διαδρομή 2: pTOPOcatpT38, Διαδρομή 3: pTOPOcatpT38-
EcoRI, Διαδρομή 4: pTOPOcatpT38-HindIII, Διαδρομή 5: πλασμιδιακό DNA 
μετασχηματισμένου κλώνου ACA-DC 0040, Διαδρομή 6: πλασμιδιακό DNA κλώνου 
ACA-DC 0040 - EcoRI, Διαδρομή 7: πλασμιδιακό DNA κλώνου ACA-DC 0040 - 
HindIII. 

 

 

 

1      2       3       4      5       6      7 
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Στο στέλεχος LMG 18311 εφαρμόστηκαν επίσης οι ίδιες μέθοδοι με το ACA-

DC 0040 με τροποποιήσεις καθώς και μία μέθοδος των Buckley et al. (1999) με 

πλασμίδια τα pUCSTHXbacat και pTOPOcatpT38.  Η απόδοση στις περισσότερες 

μεθόδους μετά από τουλάχιστον 15 απόπειρες μετασχηματισμού ήταν μηδενική με 

εξαίρεση την μέθοδο των Blomqvist et al., (2006) με τροποποιήσεις που 

χρησιμοποιήθηκε με λίγα αποτελέσματα και στο στέλεχος ACA-DC 0040, πάλι με 

μικρή απόδοση.  

Σε μετασχηματισμούς με το πλασμίδιο pTOPOcatpT38 τα μετασχηματισμένα 

κύτταρα του στελέχους LMG 18311 εμφανίζονται να λαμβάνουν ένα πλασμίδιο του 

οποίου το περιοριστικό του προφίλ δεν ταιριάζει με αυτό του pTOPOcatpT38 (εικόνα 

4.57) ενώ το πλασμίδιο pUCSTHXbacat επιτεύχθει να μετασχηματιστεί όπως 

παρουσιάζεται στην εικόνα 4.54. 

 

Εικόνα 4.57 Ηλεκτροφόρηση δειγμάτων από απομονώσεις πλασμιδιακού DNA από 
κλώνους μετασχηματισμού με το πλασμίδιο pTOPOcatpT38 σε πήγμα αγαρόζης 
1%.  

Διαδρομή 1: λ-HindIII, Διαδρομή 2: πλασμιδιακό DNA κλώνου LMG, Διαδρομή 3: 
πλασμιδιακό DNA κλώνου LMG-SacI-BglII , Διαδρομή 4: πλασμιδιακό DNA κλώνου 
LMG SacI-EcoRI. Σύμφωνα με τον χάρτη του πλασμιδίου pTOPOcatpT38 οι 
αναμενόμενες ζώνες στην διαδρομή 2 ήταν μεγέθους 5809 bp και 2169 bp ενώ στην 
διαδρομή 3 6791 bp και 1169 bp. 

1     2     3    4 
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Στο στέλεχος Lactococcus lactis CNRZ 117 οι μετασχηματισμοί που 

αποπειράθηκαν έγιναν με το πλασμίδιο pTOPOcatPT38 και με το πρωτόκολλο των 

Powell et al. (1987) σε διάφορες συνθήκες ηλεκτροδιάτρησης, χωρίς όμως καθαρά 

αποτελέσματα. Η ανάπτυξη του οργανισμού καθυστερεί από τον παράγοντα 

επιλογής χλωραμφενικόλη στη συνιστώμενη από τη βιβλιογραφία συγκέντρωση και 

όταν αυτό αναπτυχθεί η απομόνωση πλασμιδιακού DNA δεν αποδίδει, ενώ όταν 

αναπτυχθεί χωρίς το αντιβιοτικό, το πλασμίδιο δεν φαίνεται να υπάρχει στο 

πλασμιδιακό φορτίο (εικόνα 4.58). Το στέλεχος παρουσιάζεται να έχει ήδη 

πλασμιδιακό φορτίο, γεγονός που το καθιστά ακατάλληλο για δοκιμές συνθηκών 

μετασχηματισμού. 

 

Εικόνα 4.58 Ηλεκτροφόρηση δειγμάτων από απομονώσεις πλασμιδιακού DNA από 
κλώνους μετασχηματισμού με το πλασμίδιο pTOPOcatpT38 σε πήγμα αγαρόζης 
1% στο στέλεχος L. lactis CNRZ 117 μετά από ανάπτυξη ή όχι σε χλωραμφενικόλη.  

Διαδρομή 1: λ-HindIII, Διαδρομή 2: pTOPOcatpT38, Διαδρομή 3: pTOPOcatpT38 -
EcoRI , Διαδρομή 4: pTOPOcatpT38 - HindIII., Διαδρομή 5: πλασμιδιακό DNA 
κλώνου L. lactis με cm, Διαδρομή 6: πλασμιδιακό DNA κλώνου L. lactis  με cm - 
EcoRI, Διαδρομή 7: πλασμιδιακό DNA κλώνου L. lactis  με cm - HindIII, Διαδρομή 
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8: πλασμιδιακό DNA κλώνου L. lactis, Διαδρομή 9: πλασμιδιακό DNA κλώνου L. 
lactis – EcoRI, Διαδρομή 10: πλασμιδιακό DNA κλώνου L. lactis - HindIII 

Παρόλο που η απόδοση του μετασχηματισμού ήταν μικρή και στα δύο 

στελέχη S. thermophilus, το πρωτόκολλο των Blomqvist et al., (2006) με 

τροποποιήσεις ήταν το μοναδικό πρωτόκολλο από όσα χρησιμοποιήθηκαν, από το 

οποίο προέκυψαν μετασχηματισμένες αποικίες. Η περαιτέρω τροποποίησή του 

κρίνεται απαραίτητη, ώστε να αυξηθεί η συχνότητα μετασχηματισμού. 

Η διαφοροποίηση του πλασμιδίου στα στελέχη αυτά χρήζει περαιτέρω 

μελέτης για τα αίτια και τον τρόπο αποφυγής της καθώς καθιστά την όλη διαδικασία 

αναξιόπιστη για κλωνοποίηση και έκφραση γονιδίων. 
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4.7 Υπερέκφραση γονιδίων blpU και blpK  

 Στα πλαίσια της μελέτης που αφορούσε τη συσχέτιση της θερμοφιλίνης Τ του 

στελέχους ACA-DC 0040 με την αντιμικροβιακή δραστικότητα των πεπτιδίων που 

εκφράζονται από τα γονίδια blpU και blpK, πραγματοποιήθηκαν πειράματα 

υπερέκφρασης των γονιδίων αυτών σε πλασμιδιακό φορέα pET29c σε κύτταρα E. 

coli BL21 (DE3). Το σύνολο των πεπτιδίων των κυττάρων μετά από την 

υπερέκφραση ηλεκτροφορήθηκε σε πήγματα πολυακρυλαμίδιου, τα οποία 

χρησιμοποιήθηκαν για την εμφάνιση δραστικότητας των πεπτιδίων σε αυτά έναντι 

του οργανισμού L. lactis CNRZ 117. 

 Τα γονίδια blpU και blpK απομονώθηκαν μετά από ενίσχυση με 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης από το γονιδιωματικό DNA του οργανισμού S. 

thermophilus ACA-DC 0040. Οι εκκινητές σχεδιάστηκαν έτσι ώστε το κωδικόνιο 

έναρξης της μετάφρασης κάθε γονιδίου να ταυτίζεται με αυτό που προσφέρεται από 

την θέση NdeI του pET29c, ενώ το γονίδιο να βρίσκεται στο σωστό αναγνωστικό 

πλαίσιο για να χρησιμοποιείται το κωδικόνιο λήξης της μετάφρασης που εδράζεται 

στην περιοχή κλωνοποίησης του pET29c. Κατά συνέπεια, ο ανοδικός εκκινητής 

overexp.blpU-K (κοινός στα blpU και blpK λόγω της ομολογίας τους στην 

συγκεκριμένη περιοχή) περιέχει μία θέση NdeI, ενώ κάθε καθοδικός εκκινητής 

overexp.blpURev και overexp.blpKrev μία θέση SacI. Οι εκκινητές παρουσιάζονται 

στον πίνακα 3.4 με ένδειξη «υπερέκφραση» στην στήλη «χρήση». 
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Εικόνα 4.59 Χάρτης πλασμιδίου pET29c. Με κόκκινο υπογραμμίζονται οι θέσεις 
περιορισμού στις οποίες κλωνοποιήθηκε η προς υπερέκφραση αλληλουχία. 

 

Οι ενισχυμένες αλληλουχίες ηλεκτροφορήθηκαν σε πήγμα αγαρόζης 1% και 

απομονώθηκαν από αυτό πριν δεσμοποιηθούν στον πλασμιδιακό φορέα pCR-Blunt 

(Εικόνα 4.60). Tα προϊόντα της δεσμοποίησης κλωνοποιήθηκαν σε βακτηριακά 

κύτταρα E. coli DH5a με μετασχηματισμό με ηλεκτροδιάτρηση (§3.17.1). 
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Εικόνα 4.60 Ηλεκτροφόρηση δειγμάτων πειράματος υπερέκφρασης σε πήγμα 
αγαρόζης 1%. Προϊόντα ενίσχυσης γονιδίων blpU και blpK και κλωνοποιημένες 
αλληλουχίες αυτών σε πλασμίδιο pCR-Blunt. 

Διαδρομή 1: λ-HindIII, Διαδρομή 2: ενισχυμένη αλληλουχία blpU, Διαδρομή 3: 
ενισχυμένη αλληλουχία blpK, Διαδρομή 4: κλωνοποιημένη αλληλουχία pCR-Blunt-
blpU – SacI & NdeI, Διαδρομή 5: κλωνοποιημένη αλληλουχία pCR-Blunt-blpK – SacI 
& NdeI. 

Τα αναμενόμενα μεγέθη των προϊόντων της ενίσχυσης των γονιδίων blpU και blpK 
είναι 253 και 277 ζεύγη βάσεων αντίστοιχα, γεγονός που επιβεβαιώνεται από τη 
φωτογραφία της ηλεκτροφόρησης (διαδρομή 2 και 3). Οι κλωνοποιημένες 
αλληλουχίες στο πλασμίδιο pCR-Blunt μετά από περιορισμό με τα ένζυμα SacI και 
NdeI αναμένονται να εμφανίσουν μεγέθη 3538 και 227 ζεύγη βάσεων για το blpU 
και 3541 και 248 ζεύγη βάσεων για το blpK, όπως απεικονίζεται στην φωτογραφία 
της ηλεκτροφόρησης. 
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Για επιβεβαίωση των αλληλουχιών των πλασμιδίων τους, δείγματα 

απομονώσεων πλασμιδιακού DNA από τους βακτηριακούς κλώνους στάλθηκαν σε 

εξωτερικό εργαστήριο για προσδιορισμό της αλληλουχίας τους.  

Μετά από την επιβεβαίωση της ορθότητας της αλληλουχίας τα πλασμίδια των 

βακτηριακών κλώνων επωάστηκαν με τα περιοριστικά ένζυμα SacI και NdeI και τα 

τμήματα που αντιστοιχούσαν στις αλληλουχίες των γονιδίων blpU και blpK 

απομονώθηκαν από το πήγμα αγαρόζης (εικόνα 4.60). Ο πλασμιδιακός φορέας για 

υπερέκφραση pET29c, απομονώθηκε από κύτταρα E. coli DH5a και επωάστηκε με  

τα περιοριστικά ένζυμα SacI και NdeI. Τα απομονωμένα τμήματα των γονιδίων blpU 

και blpK δεσμοποιήθηκαν με το τμήμα του πλασμιδίου pET29c που αντιστοιχεί στον 

κύριο όγκο αυτού και έχει απομονωθεί από πήγμα αγαρόζης μετά την επίδραση με 

τα περιοριστικά ένζυμα. Τα προϊόντα της δεσμοποίησης κλωνοποιήθηκαν σε 

βακτηριακές καλλιέργειες E. coli DH5a με την μέθοδο μετασχηματισμού των Chung 

and Miller (§3.17.4) (εικόνα 4.61). Από τους κλώνους που προέκυψαν επιλέχθηκαν 

4 κλώνοι, 2 για κάθε δείγμα, των οποίων δείγματα από απομόνωση πλασμιδιακού 

DNA στάλθηκαν σε εξωτερικό εργαστήριο για εύρεση της αλληλουχίας τους με 

σκοπό την εξακρίβωση της ορθότητας των αλληλουχιών τους.  
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Εικόνα 4.61 Ηλεκτροφόρηση δειγμάτων πειράματος υπερέκφρασης σε πήγμα 
αγαρόζης 1%. Κλωνοποιημένες αλληλουχίες γονιδίων blpU και blpK  σε πλασμίδιο 
pET29c από κύτταρα E. coli DH5a. 

Διαδρομή 1: λ-HindIII, Διαδρομή 2: κλωνοποιημένη αλληλουχία pET29c-blpU, 
Διαδρομή 3: κλωνοποιημένη αλληλουχία pET29c-blpU – SacI & NdeI, Διαδρομή 4: 
κλωνοποιημένη αλληλουχία pET29c-blpK, Διαδρομή 5: κλωνοποιημένη αλληλουχία 
pET29c-blpK – SacI & NdeI. 

Οι κλωνοποιημένες αλληλουχίες στο πλασμίδιο pET29c μετά από περιορισμό με τα 
ένζυμα SacI και NdeI αναμένονται να εμφανίσουν μεγέθη 5266 και 227 ζεύγη 
βάσεων για το blpU και 5266 και 248 ζεύγη βάσεων για το blpK, όπως απεικονίζεται 
στην φωτογραφία της ηλεκτροφόρησης. 
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Εικόνα 4.62 Χάρτες πλασμιδίων pET29c με τις προς υπερέκφραση αλληλουχίες 
των γονιδίων blpU και blpK 

 

pET29c-blpK
5514 bp

blpK

Kan 

lacI

6 HIS

T7 promoter

T7 transl en RBS

T7 terminator

pBR322 origin

pET29c-blpU

5493 bp

blpU

Kan

lacI

6 HIS

T7 promoter

T7 transl en RBS

T7 terminator

pBR322 origin



Αποτελέσματα 

 

 

214 

Με την επιβεβαίωση των πλασμιδιακών αλληλουχιών, τα πλασμίδια 2 

κλώνων απομονώθηκαν και εισήχθησαν σε βακτηριακές καλλιέργειες κυττάρων E. 

coli BL21 (DE3) με την μέθοδο μετασχηματισμού με θερμικό σοκ (§3.17.3) μαζί με 

ένα δείγμα πλασμίδιου pET29c για μάρτυρα. Από τις κλωνοποιήσεις επιλέχθηκαν 4 

βακτηριακοί κλώνοι, 2 για κάθε γονίδιο, καθώς και ένας από τον μετασχηματισμό με 

το πλασμίδιο pET29c και χρησιμοποιήθηκαν για πειράματα υπερέκφρασης. 

Τα πειράματα υπερέκφρασης πραγματοποιήθηκαν σύμφωνα με την μέθοδο 

που παρουσιάζεται στην παράγραφο 3.2.9. Δείγματα από κάθε καλλιέργεια 

απομονώθηκαν από χρονικές στιγμές αμέσως μετά την προσθήκη IPTG, καθώς και 

½, 1, 2, 3 και 4 ώρες μετά. Την απομόνωση των δειγμάτων ακολούθησε η 

φυγοκέντρηση τους και επαναδιαλυτοποίηση των κυτταρικών ιζημάτων σε διάλυμα 

SAB σε αναλογία 20 μl ανά 0,1 της τιμής της οπτικής απορρόφησης των 

καλλιεργειών τη στιγμή απομόνωσης, στα 600 nm.  

Τα επαναιωρημένα κυτταρικά ιζήματα θερμάνθηκαν σε θερμοκρασία 100 οC 

για 10min. Μετά τη λύση τους, δείγματα αυτών, όγκου 10 μl ηλεκτροφορήθηκαν σε 

πήγμα πολυακρυλαμίδιου 15% μαζί με 5 μl του δείκτη μοριακών βαρών Precision 

Plus Protein Standards All Blue της εταιρείας Bio-Rad.   

  



    Αποτελέσματα 

 

 

215 

Υπερέκφραση blpU 

Η ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνικών δειγμάτων από την υπερέκφραση του 

γονιδίου blpU σε κύτταρα E. coli αποκάλυψε μια ζώνη μεγέθους ~ 12 kDa. Το 

πεπτίδιο του γονιδίου blpU, όπως παράγεται από τα το σύστημα υπερέκφρασης με 

το πλασμίδιο pET29c που προσθέτει μία ουρά από 17 αμινοξέα, περιέχει 93 

αμινοξέα στην αλληλουχία του και ο υπολογισμός του μοριακού του βάρους αγγίζει 

τα 9484Da. Η διαφορά που παρατηρείται, ενδεχομένως οφείλεται σε 

συσσωματώματα που προκαλούνται από το SDS και εμποδίζουν την κινητικότητα 

των μικρών μορίων ή σε τροποποιήσεις των πρωτεϊνών από τα κύτταρα E. coli. 

 

Εικόνα 4.63 
Υπερέκφραση κλώνων pET29c-blpU: πρωτεϊνικά εκχυλίσματα σε πηκτή  
πολυακρυλαμίδιου 15%) απομονωμένα σε διαφορετικές φάσεις ανάπτυξης της 
καλλιέργειας μετά την επαγωγή μετά  
Διαδρομές 1, 11: ladder  
Διαδρομές 2, 5, 8, 12, 15, 18: πρωτεϊνικό εκχύλισμα BL21[DE3]/pET29c  
Διαδρομές 3, 6, 9, 13, 16, 19: πρωτεϊνικό εκχύλισμα BL21[DE3]/pET29c-blpU1   
Διαδρομές 4, 7, 10, 14, 17 20: πρωτεϊνικό εκχύλισμα BL21[DE3]/pET29c-blpU2   
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Υπερέκφραση blpK 

Η ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνικών δειγμάτων από την υπερέκφραση του 

γονιδίου blpK σε κύτταρα E. coli αποκάλυψε μια ζώνη μεγέθους ~ 13 kDa. Το 

πεπτίδιο του γονιδίου blpK, όπως παράγεται από τα το σύστημα υπερέκφρασης με 

το πλασμίδιο pET29c που προσθέτει μία ουρά από 17 αμινοξέα, περιέχει ΄100 

αμινοξέα στην αλληλουχία του και ο υπολογισμός του μοριακού του βάρους αγγίζει 

τα 9840 Da. Η διαφορά που παρατηρείται και σε αυτό, η οποία είναι της ίδιας τάξεως 

μεγέθους με αυτήν που προκύπτει υπερέκφραση του blpU, ενδεχομένως οφείλεται 

στους ίδιους λόγους με του blpU. 

 

Εικόνα 4.64  
Υπερέκφραση κλώνων pET29c-blpΚ: πρωτεϊνικά εκχυλίσματα σε πηκτή  
πολυακρυλαμίδιου 15%) απομονωμένα σε διαφορετικές φάσεις ανάπτυξης της 
καλλιέργειας μετά την επαγωγή μετά  
Διαδρομές 1, 11: ladder  
Διαδρομές 2, 5, 8, 12, 15, 18: πρωτεϊνικό εκχύλισμα BL21[DE3]/pET29c  
Διαδρομές 3, 6, 9, 13, 16, 19: πρωτεϊνικό εκχύλισμα BL21[DE3]/pET29c-blpΚ1   
Διαδρομές 4, 7, 10, 14, 17 20: πρωτεϊνικό εκχύλισμα BL21[DE3]/pET29c-blpΚ2  
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Δοκιμή δραστικότητας πρωτεϊνών υπερέκφρασης 

 

Για να διερευνηθεί αν τα υπερεκφρασμένα πεπτίδια των γονιδίων blpU και 

blpK παρουσιάζουν την αντιμικροβιακή δραστικότητα που εμφανίζει και η 

θερμοφιλίνη T, με σκοπό την συσχέτιση της βακτηριοσίνης με τα γονίδια blpU και 

blpK, εφαρμόστηκε ένα πείραμα δραστικότητας έναντι του οργανισμού L. lactis 

CNRZ 117.  

Πρωτεϊνικά εκχυλίσματα από κύτταρα E. coli BL21[DE3] / pET29c,  

BL21[DE3] / pET29c-blpU και BL21[DE3] / pET29c-blpΚ μετά από ανάπτυξη και 

επαγωγή με IPTG διάρκειας 3 ωρών ηλεκτροφορήθηκαν σε πήγμα 

πολυακρυλαμίδιου 15%. Κάθε πρωτεϊνικό εκχύλισμα ηλεκτροφορήθηκε σε δύο 

αντίγραφα. Το ένα υποβλήθηκε σε χρώση των πρωτεϊνών. Το δεύτερο 

τοποθετήθηκε σε ένα τρυβλίο και πάνω σε αυτό επιστρώθηκε θρεπτικό μέσο M17 

agar μαζί με αναμεμιγμένη καλλιέργεια L. lactis. Το τρυβλίο επωάστηκε προς 

ανάπτυξη.  

Τα αποτελέσματα αν και φανέρωσαν αντιμικροβιακή δραστικότητα, αυτή 

περιορίστηκε μόνο στην επιθυμητή ζώνη αλλά εμφανίστηκε κυρίως στο μέτωπο της 

ηλεκτροφόρησης και σε άλλες πρωτεΐνες των κυττάρων E. coli. Το αποτέλεσμα αυτό 

μπορεί να εξηγηθεί με ενδεχόμενη τοξικότητα παραγόντων της ηλεκτροφόρησης ή 

πρωτεϊνών του E. coli έναντι του οργανισμού L. lactis.  
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Εικόνα 4.65 Πείραμα δραστικότητας πρωτεϊνών κυττάρων από υπερέκφραση blpU. 

Στην εικόνα εμφανίζεται αριστερά το πήγμα ηλεκτροφόρησης πολυακρυλαμίδης 
15%, στο οποίο έχουν ηλεκτροφορηθεί οι πρωτεΐνες κυττάρων E. coli BL21(DE3) 
κλώνου με pET29c, κλώνου 1 με pET29c-blpU (U1) και κλώνου 2 με pET29c-blpU 
(U2) με το πέρας 3 ωρών από την επαγωγή με IPTG.  

Δεξιά εμφανίζονται οι αντίστοιχες ζώνες μετά από κοπή τους από το πήγμα, 
τοποθέτηση σε τρυβλία, επίστρωση με θρεπτικό μέσο M17-agar με καλλιέργεια L. 
lactis CNRZ 117 και ανάπτυξη της καλλιέργειας. Η περιοχές αναστολής της 
ανάπτυξης είναι εμφανής με πιο σκούρο χρώμα. 

 Διαδρομή 1: pET29c, Διαδρομή 2: U1, Διαδρομή 3: U2, Διαδρομή 4: ladder. 
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Εικόνα 4.66 Πείραμα δραστικότητας πρωτεϊνών κυττάρων από υπερέκφραση blpK. 

Στην εικόνα εμφανίζεται αριστερά το πήγμα ηλεκτροφόρησης πολυακρυλαμίδης 
15%, στο οποίο έχουν ηλεκτροφορηθεί οι πρωτεΐνες κυττάρων E. coli BL21(DE3) 
κλώνου με pET29c, κλώνου 1 με pET29c-blpK (K1) και κλώνου 2 με pET29c-blpK 
(K2) με το πέρας 3 ωρών από την επαγωγή με IPTG.  

Δεξιά εμφανίζονται οι αντίστοιχες ζώνες μετά από κοπή τους από το πήγμα, 
τοποθέτηση σε τρυβλία, επίστρωση με θρεπτικό μέσο M17-agar με καλλιέργεια L. 
lactis CNRZ 117 και ανάπτυξη της καλλιέργειας. Η περιοχή αναστολής της 
ανάπτυξης είναι εμφανής με πιο σκούρο χρώμα. 

 Διαδρομή 1: pET29c, Διαδρομή 2: K1, Διαδρομή 3: K2, Διαδρομή 4: ladder. 
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Επιλογή θρεπτικών υλικών για ανάπτυξη & δραστικότητα βακτηριοσίνης 

 

Το S. thermophilus ACA-DC 0040 παράγει μία βακτηριοσίνη, τη θερμοφιλίνη 

T, η οποία εμφανίζεται σε μεγάλα σύμπλοκα των 150 kDa και άνω στην 

ακατέργαστη μορφή της, ενώ η πρωτεΐνη με την αντιμικροβιακή δραστικότητα έχει 

μέγεθος περίπου 2,5 kDa (Aktypis et al., 1998). Η σύνθεσή της σχετίζεται με το 

ρυθμό ανάπτυξης του οργανισμού, γεγονός που υποδεικνύει την πιθανή χρήση 

μηχανισμού αίσθησης απαρτίας.  

Η παραγωγή και η δραστικότητα της θερμοφιλίνης Τ του Streptococcus 

thermophilus ACA-DC 0040 μελετήθηκε από τους Aktypis et al. (2007). Η παραγωγή 

της θερμοφιλίνης Τ σχετίζεται με την ανάπτυξη του οργανισμού, γεγονός που 

συμφωνεί με άλλες δημοσιευμένες εργασίες για οξυγαλακτικά βακτήρια που 

συνθέτουν βακτηριοσίνες (De Vuyst et al. 1996a, b; Leroy and De Vuyst 1999a, b) 

και μειώνεται σημαντικά στη στατική φάση. Εντούτοις, οι περιβαλλοντικές συνθήκες 

που εξασφαλίζουν μεγάλη κυτταρική ανάπτυξη δεν ευνοούν πάντα την παραγωγή 

της θερμοφιλίνης, ενώ η μεγάλη αύξηση της βιομάζας φαίνεται να επιδρά αρνητικά 

στα βιοχημικά μονοπάτια που εμπλέκονται στη βιοσύνθεση της βακτηριοσίνης, 

όπως έχει αναφερθεί από τους Leroy and De Vuyst (1999a, b).  

Συγκεκριμένα, η παραγωγή της βιομάζας αυξάνεται με την αύξηση της 

συγκέντρωσης γλυκόζης, ενώ η παραγωγή της θερμοφιλίνης Τ μειώνεται για 

συγκεντρώσεις γλυκόζης μεγαλύτερες του 4 %. Αντίστοιχα φαινόμενα 

παρατηρήθηκαν και στα Lactococcus brevis OG1 (Ogunbanwo et al. 2003), 

Streptococcus bovis HC5 (Mantovani et al. 2002) και Lactobacillus plantarum 

(Todorov and Dicks 2006). Η μέγιστη τιμή της ευνοείται από θερμοκρασία κάτω της 

βέλτιστης (30) όπως έχει παρατηρηθεί και για άλλα βακτήρια (Leroy and De Vuyst 

1999a, 2002). Η μείωση της δραστικότητάς της με την αύξηση της θερμοκρασίας 

μπορεί να οφείλεται στη δράση πρωτεασών που ενεργοποιούνται, αλλά και από την 
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ίδια τη βακτηριοσίνη η οποία μπορεί να σχηματίζει λιγότερο ενεργά 

συσσωματώματα ή να προσροφάται στην επιφάνεια των κυττάρων.  

Ακόμα, η προσθήκη αζώτου στο μέσο ανάπτυξης που προέρχεται από 

τρυπτόνη και εκχύλισμα ζύμης (yeast extract) σε αναλογία 4:1 συμβάλλει  στην 

επιπλέον σύνθεση θερμοφιλίνης Τ γεγονός που οφείλεται πιθανόν σε ορισμένα 

πεπτίδια του μέσου απαραίτητα για τη την επαγωγή της σύνθεσης ή για την ίδια την 

παραγωγή της. Ανάλογο ευρήματα έχουν παρατηρηθεί και για άλλες βακτηριοσίνες, 

όπως π.χ. για την παραγωγή νισίνης από τους Cabo et al. (2001), αν και σε πολύ 

υψηλή συγκέντρωση τρυπτόνης η παραγωγή της μειώθηκε λίγο.  

Στην παρούσα διατριβή μελετήθηκε η περίπτωση του ACA-DC 0040 όπου η 

επαγωγή της θερμοφιλίνης παρατηρήθηκε μετά από προσθήκη γλυκόζης στο μέσο 

ανάπτυξης M17, με χρησιμοποίηση θρεπτικού μέσου HJG πλούσιου σε 

υδατάνθρακες, με ανάπτυξη σε αποβουτυρωμένο γάλα.  

Έχει παρατηρηθεί ότι η παραγωγή βακτηριοσινών πυροδοτείται από αντίξοες 

συνθήκες καθώς και από ανταγωνιστικούς μικροβιακούς πληθυσμούς (De Vuyst et 

al. 1996b). Για να διερευνηθεί αυτή η πιθανότητα στον ACA-DC 0040, υγρή 

καλλιέργεια του Lactococcus lactis CNRZ 117 (ευαίσθητο στη θερμοφιλίνη Τ) η 

οποία είχε εισέλθει στη στατική φάση διηθήθηκε με φίλτρο 0,45 μm ώστε να 

αφαιρεθούν τα κύτταρα και το διήθημα προστέθηκε στην καλλιέργεια του ACA-DC 

0040. Παρατηρήθηκε ότι η παραγωγή βακτηριοσίνης του στελέχους ACA-DC 0040 

ενισχύθηκε με την προσθήκη καλλιέργειας L. lactis CNRZ 117 ελεύθερης κυττάρων. 

Η ενίσχυση αυτή δεν συνοδευόταν με ενίσχυση της ανάπτυξης του οργανισμού, 

κατά συνέπεια δεν οφειλόταν στην παρουσία μεγαλύτερης βιομάζας. Η αύξηση της 

παραγωγής θερμοφιλίνης Τ μετά από αυτή την προσθήκη θα μπορούσε να εξηγηθεί 

με την έκκριση κάποιας παράγωγης χημικής ένωσης του L. lactis CNRZ 117 η οποία 

πυροδοτεί την δραστηριοποίηση της γενετικής περιοχής που είναι υπεύθυνη για την 

παραγωγή και την έκκριση της θερμοφιλίνης Τ. Είναι χαρακτηριστικό του 

Lactococcus lactis να παράγει εκκρινόμενους πολυσακχαρίτες 

(εξωπολυσακχαρίτες, EPSs) που ενδεχομένως να εμπλέκονται με κάποιο τρόπο σε 
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αυτή τη διαδικασία. Η αυξημένη παραγωγή της θερμοφιλίνης μετά από αυτή την 

προσθήκη υποδηλώνει ότι στη φύση, η παραγωγή της βακτηριοσίνης δεν εξαρτάται 

αποκλειστικά από την αίσθηση απαρτίας των κυττάρων αλλά ενδεχομένως ο 

οργανισμός να είναι σε θέση να αντιλαμβάνεται σήματα παρουσίας οργανισμών που 

μπορούν να καταλάβουν τον ίδιο οικολογικό θώκο με αυτόν. 

Στα πλαίσια της μελέτης της παρούσας διατριβής που αφορά την παραγωγή 

της θερμοφιλίνης Τ από τον S. thermophilus ACA-DC 0040 διερευνήθηκε μία σειρά 

θρεπτικών μέσων ως προς την ανάπτυξη και τη σύνθεση βακτηριοσίνης, 

προκειμένου να επιλεγεί το κατάλληλο για κάθε διεργασία και να προσδιοριστεί η 

δραστικότητα βακτηριοσίνης σε αυτό με δοκιμασία διάχυσης σε άγαρ (agar diffusion 

test). Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκαν τα θρεπτικά μέσα ανάπτυξης Μ17, HJG με 

ή χωρίς προσθήκες, καθώς και αποβουτυρωμένο γάλα, και μελετήθηκε η παραγωγή 

της βακτηριοσίνης σε συνάρτηση με την ανάπτυξη του οργανισμού.  

Στο μέσο ανάπτυξης M17 δεν παρατηρήθηκε παραγωγή βακτηριοσίνης ενώ 

η οπτική πυκνότητα δεν ξεπέρασε το 0,7. Αυτές οι συνθήκες ανάπτυξης 

χρησιμοποιήθηκαν όπου απαιτείτο αρνητικός μάρτυρας. Οι συνθήκες ανάπτυξης 

παρέμειναν σταθερές και μετά την προσθήκη καλλιέργειας L. lactis CNRZ 117 

ελεύθερης κυττάρων 10 % ή 20 %. Ανιχνεύθηκε όμως δραστικότητα βακτηριοσίνης 

η οποία αυξάνεται και σταθεροποιείται με την πάροδο της ανάπτυξης στο 10 %, ενώ 

στο 20 % ανιχνεύεται διπλάσια ποσότητα η οποία αυξάνεται περαιτέρω και 

μειώνεται λίγο στις 6 ώρες ανάπτυξης. Αυτό υποδηλώνει ότι η παραγωγή της 

βακτηριοσίνης επάγεται από συγκεκριμένο παράγοντα που εκκρίνεται από τον L. 

lactis CNRZ 117 και προκαλεί έντονη μεταγραφή του υπεύθυνου γενετικού τόπου. 

Με την προσθήκη γλυκόζης στο M17, η βιομάζα τριπλασιάζεται σχεδόν (OD 

2), ενώ παράγεται μικρή ποσότητα βακτηριοσίνης που εξαρτάται από τη 

συγκέντρωση της γλυκόζης, αυξάνεται με την αύξηση της κυτταρικής πυκνότητας 

και μεγιστοποιείται σε μία σταθερή τιμή στις  6 ώρες ανάπτυξης. Δεν επιλέχθηκε 

μεγαλύτερη συγκέντρωση γλυκόζης, διότι πάνω από 2 % παρατηρείται μείωση της 

παραγόμενης βακτηριοσίνης (Aktypis et al., 2007). Η δραστικότητα βακτηριοσίνης 



Συζήτηση 

 

 

226 

αύξηση αυτή οφείλεται πιθανότατα στη μεγάλη ποσότητα των κυττάρων που 

αναπτύσσονται λόγω της γλυκόζης του θρεπτικού μέσου, κατά συνέπεια και η 

σύνθεση της βακτηριοσίνης είναι ανάλογη. 

Όταν χρησιμοποιήθηκε ως μέσο ανάπτυξης το πλούσιο σε σάκχαρα 

θρεπτικό μέσο HJG, η κυτταρική ανάπτυξη διπλασιάστηκε σχεδόν (OD 1,3). Η 

δραστικότητα βακτηριοσίνης ήταν μεγαλύτερη από την περίπτωση του Μ17 + 

γλυκόζη 2%, ενώ με προσθήκη καλλιέργειας L. lactis CNRZ 117 ελεύθερης 

κυττάρων 10 % όπως και στην περίπτωση του Μ17 με την ίδια προσθήκη. 

Παρατηρείται επομένως ότι η καλλιέργεια L. lactis CNRZ 117 ελεύθερης κυττάρων 

αποτελεί πιο ισχυρό επαγωγικό παράγοντα από την συγκέντρωση των σακχάρων. 

Η μεγαλύτερη δραστικότητα βακτηριοσίνης ανιχνεύθηκε, όταν ο ACA-DC 

0040 αναπτύχθηκε σε αποβουτυρωμένο γάλα. Αυτό είναι αναμενόμενο, εφόσον το 

αποβουτυρωμένο γάλα αποτελεί κατά κάποιο τρόπο το φυσικό μέσο ανάπτυξης 

αυτού καθώς και άλλων οξυγαλακτικών βακτηρίων. Η παστερίωση που έχει υποστεί 

πριν την χρησιμοποίησή του σε εργαστηριακές καλλιέργειες εξοντώνει τους 

μικροοργανισμούς που περιέχονται σε αυτό, αλλά πολλά από τα συστατικά του 

παραμένουν αναλλοίωτα, στα οποία πιθανόν εμπεριέχονται και ουσίες που έχουν 

εκκριθεί από βακτήρια που πυροδοτούν την σύνθεση της βακτηριοσίνης από τον 

ACA-DC 0040.  

Σύμφωνα με τα παραπάνω, το θρεπτικό μέσο M17 αποδείχτηκε το 

καταλληλότερο για την ανάπτυξη του οργανισμού με σκοπό την απομόνωση DNA. 

Για την ανίχνευση μεταγράφων RNA που εμπλέκονται στην παραγωγή της 

βακτηριοσίνης ο οργανισμός αναπτύχθηκε σε αποβουτυρωμένο γάλα ή σε θρεπτικό 

μέσο M17 με προσθήκη καλλιέργειας L. lactis CNRZ 117 ελεύθερης κυττάρων, όπου 

παρατηρήθηκε υψηλή δραστικότητα βακτηριοσίνης. Το θρεπτικό μέσο HJG 

χρησιμοποιήθηκε σε πρωτόκολλα μετασχηματισμού ως μέσο ανάρρωσης αλλά 

λόγω της εύκολης επιμόλυνσης του μέσου αποφεύχθηκε η χρήση του σε περαιτέρω 

πειράματα.  
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Η εμφάνιση δραστικότητας της βακτηριοσίνης στα θρεπτικά μέσα που 

προσέφεραν εντονότερη ανάπτυξη των καλλιεργειών σε συνδυασμό με την 

κορύφωση της εμφάνισης στο τέλος της εκθετικής φάσης ανάπτυξης των κυττάρων 

ακολουθεί τα τυπικά χαρακτηριστικά ελέγχου από σύστημα απαρτίας. Οι 

παράγοντες που ενεργοποιούν την διαδικασία παραγωγής της θερμοφιλίνης 

φαίνεται να είναι περισσότεροι του ενός και ο ρόλος τους ακόμα ακαθόριστος. Για 

να αποδειχτεί ότι η σύνθεση της θερμοφιλίνης Τ οφείλεται σε μηχανισμό αίσθησης 

απαρτίας είναι απαραίτητη μία πολύπλευρη γενετική και μοριακή μελέτη, και αφού 

προσδιοριστεί ο συγκεκριμένος παράγων να μελετηθεί σε περιβάλλον ανάπτυξης 

ελάχιστου θρεπτικού μέσου.  
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Sequencing και ανάλυση της αλληλουχίας  

 

Η ανίχνευση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας που εμπεριέχει τον υπεύθυνο 

γενετικό τόπο για τη σύνθεση της θερμοφιλίνης Τ βασίστηκε στους αντίστοιχους που 

έχουν εντοπιστεί in silico στα S. thermophilus, τα LMD9, LMG 18311 και CNRZ 1066 

με κοινές περιοχές ως προς τη γενετική οργάνωση και μεταξύ τους ομολογία. Ως 

αλληλουχία αναφοράς χρησιμοποιήθηκε αυτή του LMD9, διότι είναι ο μόνος 

οργανισμός από τους τρεις που παρουσιάζει δραστικότητα βακτηριοσίνης μετά από 

κατάλληλη επαγωγή: όταν σε αυτό εισαχθεί το γονίδιο blpC υπό τον έλεγχο του 

ισχυρού λακτοκοκκικού υποκινητή P32 ανιχνεύεται αντιβακτηριακή δράση έναντι 

των LMG 18311 και CNRZ 1066, γεγονός που καταδεικνύει την παραγωγή 

βακτηριοσίνης και τον τρόπο επαγωγής της σε όλα τα πειράματα που έχουν 

σχεδιαστεί για το ως άνω στέλεχος. Το ίδιο επιτυγχάνεται με εξωγενή χορήγηση του 

ώριμου 30μερούς ή 19 μερούς ολιγοπεπτιδίου που αντιστοιχεί στο προϊόν του blpC 

(Fontaine et al. 2007). Παρόμοια αποτελέσματα προέκυψαν, όταν οι Blomqvist et 

al. (2006) συνέθεσαν το ώριμο πεπτίδιο που κωδικοποιείται δυνητικά από το blpC 

του LMG 18311 και το χρησιμοποίησαν για να επάγουν με επιτυχία την έκφραση 

του blpU του ίδιου στελέχους.   

Λόγω του μεγάλου μεγέθους του παραπάνω γενετικού τόπου σχεδιάστηκαν 

εκκινητές που να περιλαμβάνουν τις λειτουργικές υποπεριοχές του πιθανού blp με 

βάση τις συντηρημένες περιοχές των τριών γονιδιωματικών αλληλουχιών που τις 

περικλείουν. Μέσω ενίσχυσης με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης προέκυψαν 

προϊόντα αντίστοιχων μεγεθών, στα οποία προσδιορίστηκε η νουκλεοτιδική 

αλληλουχία τους στα άκρα και διαπιστώθηκε ότι είχε πολύ μεγάλη ομολογία με τις 

αντίστοιχες αλληλουχίες του LMD9. Κατά συνέπεια, υπήρξε ένας πρώτος 

εντοπισμός στο ACA-DC 0040 περιοχής ανάλογης προς την blp του LMD 9 ο οποίος 

έδωσε το έναυσμα για την περαιτέρω ανάλυση όλης της περιοχής με πειράματα 

ενίσχυσης του DNA, κλωνοποίησης των προϊόντων της ενίσχυσης και 

προσδιορισμού της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας.  
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Με τον τρόπο αυτό αποκαλύφθηκε μία περιοχή μεγέθους 13092 ζευγών 

βάσεων με ποσοστό GC 37,62% και νουκλεοτιδική ομολογία με την αντίστοιχη του 

στελέχους LMG 18311 η οποία αγγίζει το ποσοστό 99% στο 100% της αλληλουχίας. 

Η βιοπληροφορική ανάλυση κατέδειξε 16 αναγνωστικά πλαίσια με  γενετική 

οργάνωση ανάλογη αυτής του LMG 18311. Αξίζει να σημειωθεί εδώ ότι στον ACA-

DC 0040 δεν εμφανίζονται οι δύο μη νοηματικές  μεταλλαγές που εδράζονται στο 

blpB και το blpK του LMG 18311 και που ενδεχομένως το καθιστούν ανενεργό ως 

προς την παραγωγή της βακτηριοσίνης.  

Τα 16 αναγνωστικά πλαίσια είναι οργανωμένα σε δύο κύριες περιοχές. Η μία 

εκ των δύο περιέχει τα πιθανά γονίδια blpH και blpR που εμπλέκονται σε μηχανισμό 

αίσθησης απαρτίας, το blpC με πιθανό προϊόν παράγοντα επαγωγής και τα blpA και 

blpB που και συμμετέχουν στην εξωκυττάρια έκκριση του BlpC και της 

βακτηριοσίνης. Αυτή η περιοχή είναι κοινή ως προς την οργάνωση και την 

νουκλεοτιδική ομολογία στα LMD 9, LMG 18311, CNRZ 1066 και ACA-DC 0040.  

Στη δεύτερη εκ των δύο εδράζονται πιθανά γονίδια που κωδικοποιούν 

πρόδρομα μόρια  βακτηριοσινών και πεπτίδια ανοσίας, τρανσποζάσες, γονίδια 

άγνωστης λειτουργίας, καθώς και πιθανή πρωτεΐνη τροποποίησης για τη 

δημιουργία πολυπεπτιδίων από τα δομικά στοιχεία της βακτηριοσίνης ώστε να 

αυξάνεται το εύρος δράσης της (Fontaine et al. 2007, Fontaine and Hols 2008). Ενώ 

στο CNRZ 1066 αυτή η περιοχή είναι σχεδόν ανύπαρκτη, στο LMD9 καταλαμβάνει 

τη μεγαλύτερη έκταση σε σύγκριση με τα άλλα τρία και είναι η πιο πολύπλοκη. 

Συγκεκριμένα, διαθέτει τέσσερα γονίδια βακτηριοσίνης (blpD, blpU, blpE και blpF), 

ένα γονίδιο ισομεράσης της θειορεδοξίνης για τη δημιουργία δισουλφιδικών δεσμών 

(blpG) και γονίδια ανοσίας (blpQ, blpX και orf). Στο ACA-DC 0040 η περιοχή έχει 

ανάλογη δομή και οργάνωση με αυτήν του LMG 18311, δηλαδή διαθέτει γονίδια 

βακτηριοσίνης blpU και blpK (πλήρες), ένα γονίδιο ισομεράσης της θειορεδοξίνης 

για τη δημιουργία δισουλφιδικών δεσμών (blpG) το οποίο αντιστοιχεί σε ένα 

συντηγμένο γονίδιο και γονίδια ανοσίας (blpQ, blpX και orf). Συγκριτικά με το LMD9 

λείπουν τα γονίδια blpDorf1orf2 και blpEorf7blpF, ενώ εντοπίζονται γονίδια 
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τρανσποζασών μεταξύ των blpK και blpG. Κατά συνέπεια η σύνθεση της 

θερμοφιλίνης στο ACA-DC 0040 είναι πιθανόν λιγότερο πολύπλοκη, εφόσον 

φαίνεται να εξαρτάται μόνο από τα γονίδια blpU και blpK. Η παρουσία των γονιδίων 

orfA και orfB που κωδικοποιούν πιθανές τρανσποζάσες καθοδικά του blpK 

υποδηλώνει ότι πιθανόν εδράζονταν και άλλα γονίδια στη θέση αυτή τα οποία 

ενδεχομένως απαλείφθηκαν από την παρεμβολή των orfA και orfB  
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Διερεύνηση της μεταγραφής: RT-PCR, Northern, Real Time PCR 

 

H μελέτη της έκφρασης των γονιδίων της αλληλουχίας blp 

πραγματοποιήθηκε με γνώμονα την υπόθεση ότι αυτά συνιστούν πέντε πιθανά 

οπερόνια, η οποία βασίστηκε στη βιοπληροφορική ανάλυση των 16 δυνητικών 

αναγνωστικών πλαισίων και στα ευρήματα για την αντίστοιχη περιοχή blp του 

LMD9. Μέσω πειραμάτων RT-PCR η υπόθεση αυτή επαληθεύτηκε και 

συγκεκριμένα παρατηρήθηκε ότι τα 16 ORFs αποτελούν τα δυνητικά οπερόνια 

μεταφοράς πεπτιδίων και γονιδίου φερομόνης (blpABC), συστήματος ρύθμισης δύο 

συστατικών (blpRH), προδρόμων πεπτιδίων βακτηριοσίνης και ανοσίας 

(blpUorf3456blpΚ) καθώς και τροποποίησης και ανοσίας (blpGorf910blpX). Μεταξύ 

αυτών παρεμβάλλεται ένα οπερόνιο τρανσποζασών orfAB. Σε όλες τις περιπτώσεις 

ανιχνεύθηκε ένα μετάγραφο ανά πιθανό οπερόνιο. Για τα blpABC και 

blpUorf3456blpΚ δεν ανιχνεύθηκε άμεσα ένα μετάγραφο, αλλά δύο 

επικαλυπτόμενα.  

Στην περιοχή blpUorf3456blpΚ εδράζονται τα πιθανά γονίδια βακτηριοσίνης 

blpU και blpΚ. Εφόσον ανιχνεύθηκε συμμεταγραφή των γονιδίων, δεν ήταν δυνατόν 

να εντοπιστεί τυχόν ανεξάρτητη έκφρασή τους μέσω RT-PCR. Είναι αναγκαίο όμως 

να γνωρίζει κανείς αν τα γονίδια αυτά εκφράζονται ανεξάρτητα το ένα από το άλλο. 

Η ανασκόπηση της περιοχής αυτής δείχνει, όπως ήδη αναφέρθηκε, ότι η ανοδική 

αλληλουχία των γονιδίων blpU και blpK είναι πανομοιότυπη και παρουσιάζει μεγάλη 

ομολογία με τις ανοδικές περιοχές των γονιδίων βακτηριοσίνης του LMD9 όπου 

έχουν εντοπιστεί χαρακτηριστικά στοιχεία υποκινητή. Ανάλογη ομολογία αλλά σε 

μικρότερο βαθμό παρουσιάζεται στην περιοχή ανοδικά του blpA. Τα ευρήματα αυτά 

υποδηλώνουν ότι τα κοινά στοιχεία στις τρεις αυτές περιοχές χρησιμεύουν 

πιθανότατα για την πρόσδεση του ρυθμιστή απόκρισης BlpH, όπως και στην 

περίπτωση του LMD9 (Fontaine et al. 2007).΄Άρα θα αναμένεται, εκτός της 

συμμεταγραφής του συνόλου των γονιδίων που ανιχνεύθηκε, και ανεξάρτητη 

μεταγραφή καθενός από τα γονίδια blpU και blpK.  
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Ενώ όμως καθοδικά του γονιδίου blpU εδράζονται πιθανά γονίδια ανοσίας, 

με τα οποία είναι λογικό αυτό να συμμεταγράφεται, δεν συμβαίνει το ίδιο και με το 

γονίδιο blpK. Το γονίδιο αυτό διαθέτει κωδικόνιο τερματισμού (σε αντίθεση με αυτό 

του LMG18311 που τερματίζεται πρόωρα λόγω σημειακής μεταλλαγής), αλλά 

καθοδικά αυτού δεν εδράζεται γονίδιο ανοσίας. Η παρουσία των γονιδίων ανάλογων 

τρανσποζάσης orfAB υποδηλώνει ότι πιθανόν παρεμβλήθηκαν στην περιοχή αυτή 

με αποτέλεσμα την εξάλειψη κάποιου γονιδίου ανάλογου ανοσίας. Κατά συνέπεια, 

τυχόν μεταγραφή του blpK θα παρέμενε ημιτελής. 

Από τα πειράματα Northern προέκυψαν ζώνες υβριδισμού σε δύο 

περιπτώσεις. Η μία εντοπίστηκε με ιχνηθέτη αυστηρά του blpU και το μέγεθός της 

(1200 b) υποδηλώνει ένα δυνητικό μετάγραφο blpUorf345. Στη δεύτερη, ο ιχνηθέτης 

παρουσιάζει ομολογία και με τα δύο γονίδια blpU και blpK. Το μέγεθός της (~ 700 

b) υποδηλώνει ότι το πιθανότερο μετάγραφο του οποίου η παρουσία μπορεί να 

δικαιολογηθεί σύμφωνα με την υπόθεση που διατυπώνεται για τη γενετική 

οργάνωση της περιοχής blp είναι το blpUorf3, γεγονός που συμβαδίζει και με τα 

ευρήματα για το στέλεχος LMD9.  Είναι γεγονός ότι παρατηρείται η μεταγραφή 

τουλάχιστον του blpU που είναι το πρώτο στη σειρά mRNA του οπερόνιου. Σε κάθε 

περίπτωση μπορεί να πρόκειται για μεγαλύτερα μετάγραφο που περιλαμβάνουν 

όλο το πιθανό οπερόνιο μέχρι και το blpK στο οποίο όμως δεν έχει ολοκληρωθεί η 

μεταγραφή (λαμβανομένου υπόψιν ότι τα μεγάλα μετάγραφα είναι και πιο ασταθή). 

Για την περαιτέρω μελέτη της έκφρασης των γονιδίων blpU και blpK και την 

συμμεταγραφή τους καθώς και την σύγκριση του επιπέδου των μεταγράφων σε 

συνθήκες εμφάνισης ή μη δραστικότητας βακτηριοσίνης  χρησιμοποιήθηκε η τεχνική 

real time PCR. Εξετάστηκαν με ενίσχυση 2 περιοχές, μία που δείχνει την εμφάνιση 

του γονιδίου blpU σε ανεξάρτητη αλλά και σε συμμεταγραφόμενη μορφή και μία του 

γονιδίου blpK που υποχρεωτικά εμφανίζεται μόνο σε συμμεταγραφόμενη μορφή, σε 

4 βιολογικές συνθήκες,  ανάπτυξη σε θρεπτικό μέσο Μ17, Μ17 με προσθήκη 

καλλιέργειας L. lactis CNRZ 117 ελεύθερης κυττάρων και δειγματοληψία πριν την 

εμφάνιση δραστικότητας βακτηριοσίνης, με δειγματοληψία μετά την εμφάνιση 
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δραστικότητας και ανάπτυξη σε αποβουτυρωμένο γάλα. Οι αντιδράσεις έγιναν σε 2 

βήματα, προσδίδοντας μεγαλύτερη ευαισθησία στο πείραμα, και με σχετική 

ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων, συγκρινόμενα με το γονίδιο της γαλακτικής 

αφυδρογονάσης που εκφράζεται με σταθερό ρυθμό (Ibrahim et al., 2007).  

Από τα αποτελέσματα του πειράματος προκύπτει ότι στις συνθήκες μη 

εμφάνισης δραστικότητας βακτηριοσίνης τα μετάγραφα με τα συμμεταγραφόμενα 

γονίδια blpK και blpU είναι λιγότερα και με σταθερή διαφορά από τα μετάγραφα με 

το ανεξάρτητο και το συμμεταγραφόμενο blpU. Αυτό μπορεί να δικαιολογηθεί από 

την πιθανή αστάθεια ενός μεγάλου μεταγράφου που περιλαμβάνει και τα δύο 

γονίδια. 

Σε ανάπτυξη σε αποβουτυρωμένο γάλα αν και η διαφορά μεταξύ των 

αποκλειστικά συμμεταγραφόμενων blpU και blpK με τα συμμεταγραφόμενα και 

ανεξάρτητα μετάγραφα του blpU είναι σχετικά σταθερή και μικρότερη από αυτή των 

συνθηκών μη εμφάνισης δραστικότητας βακτηριοσίνης, τα συνολικά επίπεδα των 

μεταγράφων συγκριτικά με το γονίδιο αναφοράς διαφέρουν κατά πολύ καθιστώντας 

τα μη αξιόπιστα για περεταίρω συγκρίσεις με τις άλλες συνθήκες. Οι διαφορές που 

εμφανίζονται μπορούν να εξηγηθούν από την επεξεργασία της καλλιέργειας για την 

απομόνωση RNA. Η μειωμένη αλλά σταθερή διαφορά παρόλα αυτά υποδηλώνει 

μικρότερα επίπεδα μεταγραφής του ανεξάρτητου blpU σε σχέση με τα 

συμμεταγραφόμενα. 

Στη συνθήκη ανάπτυξης σε Μ17 με προσθήκη καλλιέργειας L. lactis 

ελεύθερης κυττάρων και δειγματοληψία μετά την εμφάνιση δραστικότητας, η αύξηση 

των επιπέδων των όλων των μεταγράφων είναι εμφανής, γεγονός που έρχεται σε 

συμφωνία με τη θεωρία ότι η περιοχή blp είναι υπεύθυνη για την παραγωγή της 

θερμοφιλίνης Τ. Η εναλλαγή της διαφοράς μεταξύ των επιπέδων των αποκλειστικά 

συμμεταγραφόμενων μεταγράφων με το σύνολο των μεταγράφων του blpU, οδηγεί 

στο συμπέρασμα ότι η λήξη της μεταγραφής μετά το blpU και πριν το blpK 

πραγματοποιείται αλλά όχι με σταθερό ρυθμό.  
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Ετερόλογη έκφραση και υπερέκφραση 

 

Για τη μελέτη γενετικών τόπων, όπως αυτού που είναι υπεύθυνος για την 

παραγωγή της θερμοφιλίνης Τ, είναι απαραίτητο  να υπάρχει ένας κατάλληλος 

φορέας έκφρασης. Μέσω αυτού μπορεί να αναπτυχθεί ένα σύστημα μεταφοράς και 

έκφρασης γονιδίων σε αυτόν, που θα χρησιμεύει στις περιπτώσεις αντικατάστασης 

γονιδίων του γενετικού τόπου με τα αντίστοιχα μεταλλαγμένα – ανενεργά γονίδια 

(gene replacement), έτσι ώστε να διαπιστωθεί πόσο αυτό επηρεάζει την παραγωγή 

της βακτηριοσίνης.  

Ο φορέας αυτός θα πρέπει να φέρει στοιχεία αντιγραφής και δείκτες επιλογής 

τόσο για το E. coli (για την πραγματοποίηση της κατασκευής του φορέα) όσο και για 

το S. thermophilus. Ιδιαίτερα σημαντική είναι επίσης η ύπαρξη αποδοτικών τρόπων 

μεταφοράς του φορέα με τα γονίδια στους οργανισμούς. 

Παρά την πληθώρα διαθέσιμων μεθόδων μετασχηματισμού βακτηρίων, 

έχουν αναφερθεί ολόκληρα είδη, όπως το S. thermophilus, των οποίων τα μέλη 

μετασχηματίζονται δύσκολα, ενώ άλλα μέλη του γένους Streptococcus εμφανίζουν 

διαφορές στην απόδοση του μετασχηματισμού μεταξύ στελεχών του ίδιου είδους 

(Buckley et al., 1999). Η φυσική επιδεκτικότητα που εμφανίζεται σε είδη 

Streptococcus τα οποία ανήκουν στις φυλογενετικές ομάδες, βάσει της αλληλουχίας 

του 16S RNA, mitis και anginosus, χρησιμοποιείται ως εργαλείο μετασχηματισμού, 

αλλά η ιδιότητα αυτή απουσιάζει από τα υπόλοιπα είδη Streptococcus (Buckley et 

al., 1999). Η έλλειψη των διαθέσιμων γενετικών εργαλείων για το στέλεχος S. 

thermophilus αποτυπώνεται στις εργασίες των Blomqvist και Steinmoen (2006) ενώ 

τα χαμηλά ποσοστά επιτυχίας μετασχηματισμού με ηλεκτροδιάτρηση περιορίζουν 

την μεταχείριση του οργανισμού (Fontaine et al., 2010) και η μεγάλη ποικιλία των 

τεχνικών που εφαρμόζονται είναι απαραίτητη λόγω της επιτυχίας διαφορετικών 

τεχνικών μεταξύ των στελεχών του είδους (Buckley et al., 1999), (O’Sullivan και 

Fitzgerald, 1998). Οι δυσκολίες στην εφαρμογή της ηλεκτροδιάτρησης αποδίδονται 

στην ύπαρξη ενός συστήματος περιορισμού και τροποποίησης DNA των στελεχών 
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το οποίο ενδέχεται να εμποδίζει την συγκράτηση μετασχηματισμένων πλασμιδίων 

(O’Sullivan και Fitzgerald, 1998). Ένα επιπρόσθετο πρόβλημα αποτελεί ο 

κατάλληλος φορέας κλωνοποίησης λόγω του μικρού αριθμού φυσικών πλασμιδίων 

που έχουν βρεθεί σε στελέχη S. thermophilus (Su et al., 2002) καθώς η επιτυχία του 

μετασχηματισμού με ηλεκτροδιάτρηση εξαρτάται όχι μόνο από το ποιο στέλεχος 

χρησιμοποιείται αλλά και ποιο πλασμίδιο (O’Sullivan και Fitzgerald, 1998). 

Για την επίτευξη ετερόλογης έκφρασης των γονιδίων blpU και blpK ώστε να 

διερευνηθεί η συσχέτιση της περιοχής blp με την βακτηριοσίνη θερμοφιλίνη Τ 

σχεδιάστηκαν πειράματα που περιλάμβαναν την εύρεση κατάλληλου πλασμιδιακού 

φορέα, βακτηριακού στελέχους Streptococcus ή Lactococcus και συνθηκών 

μετασχηματισμού.  

Ένας πλασμιδιακός φορέας που εξετάστηκε ήταν ο pTOPOcatpT38, 

αποτελούμενος από ένα τμήμα του φυσικού πλασμιδίου pT38 από οργανισμό S. 

thermophilus (Petrova et al. 2003), ένα γονίδιο ανθεκτικότητας σε χλωραμφενικόλη 

από Staphylococcus  (Ballester et al., 1989) με λειτουργία και σε Streptococcus  

(Ballester et al., 1985) και ένα τμήμα του pCR 2.1-TOPO (Invitrogen) για λειτουργία 

σε E. coli.  Ο φορέας αυτός εμφάνισε πολύ μικρή έως μηδενική συχνότητα 

μετασχηματισμού με τις συνθήκες μετασχηματισμού με ηλεκτροδιάτρηση που 

εφαρμόστηκαν στα στελέχη S. thermophilus ACA-DC 0040 και LMG 18311. Η 

σταθερότητα του πλασμιδίου μέσα στα κύτταρα στις περιπτώσεις που υπήρξε 

μετασχηματισμός είναι αμφισβητήσιμη καθώς το περιοριστικό προφίλ του 

πλασμιδίου, μετά την εισαγωγή, παρουσίαζε μεταβολές στην ηλεκτροφόρηση 

εμφανίζοντας αυξημένο μέγεθος και μεγαλύτερα ή περισσότερα τμήματα DNA μετά 

από περιορισμό με ενδονουκλεάσες. Αυτό πιθανώς να οφείλεται στο καλά 

καταγεγραμμένο σύστημα περιορισμού και τροποποίησης DNA που έχουν 

ορισμένα στελέχη S. thermophilus (O’Sullivan και Fitzgerald, 1998), σε συστήματα 

ανασυνδυασμού του οργανισμού για τα οποία δεν υπάρχουν ευρήματα μέχρι 

στιγμής ή και σε ασυμβατότητα μεταξύ του πλασμιδίου με το φυσικό πλασμίδιο 

pST0040 του στελέχους ACA-DC 0040 στον μετασχηματισμό στο εν λόγω στέλεχος.  
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Επίσης εξετάστηκε το φυσικό πλασμίδιο του στελέχους ACA-DC 0040 ως 

προς τη δυνατότητα χρήσης του ως υλικό για τη δημιουργία πλασμιδιακού φορέα. 

Από την ταυτοποίηση της αλληλουχίας του pST0040 προέκυψε ότι ένα ανοιχτό 

πλαίσιο ανάγνωσης ομοιάζει με γονίδιο απόκρισης σε θερμικό σοκ μικρού μοριακού 

βάρους. Αυτές οι πρωτεΐνες έχουν βρεθεί σε διάφορα είδη βακτηρίων 

συμπεριλαμβανομένου του είδους Streptococcus και προσφέρουν αυξημένη 

επιβίωση σε στρεσογόνες συνθήκες (Solow and Somkuti, 2000). Αν και ο ακριβής 

μηχανισμός λειτουργίας στα βακτήρια δεν είναι γνωστός, τα οφέλη που προκύπτουν 

στην επιβίωση και ιδιαίτερα σε έναν οργανισμό που χρησιμοποιείται κατά κόρον στη 

βιομηχανία με έντονες αλλαγές στις συνθήκες ανάπτυξης, όπως ο Streptococcus 

thermophilus, είναι σαφή και τα στελέχη που έχουν τέτοιες πρωτεΐνες προτιμούνται 

(Petrova and Gouliamova, 2006).  

Μετά από την ταυτοποίηση της αλληλουχίας του, χρησιμοποιήθηκε ένα 

τμήμα του ώστε να εξασφαλιστεί η λειτουργία του σε Streptococcus, ένα γονίδιο 

ανθεκτικότητας σε χλωραμφενικόλη για οργανισμό Streptococcus από το 

pTOPOcatpT38 και το pUC18 για λειτουργία σε E. coli για τη δημιουργία του 

πλασμιδιακού φορέα pUCSTHXbacat.  Ο φορέας αυτός μεγέθους 5949 ζευγών 

βάσεων, είναι κατάλληλος για εισαγωγή σε κύτταρα S. thermophilus και E. coli, 

ανθεκτικός στον παράγοντα επιλογής χλωραμφενικόλη σε S. thermophilus και 

αμπικιλίνη σε E. coli.  

Αφού επετεύχθει η εισαγωγή του στο στέλεχος S. thermophilus LMG 18311, 

μελετήθηκε η απόκριση σε θερμικό σοκ του φυσικού πλασμιδίου και η δυνατότητα 

χρήσης ενός πιθανού γονιδίου απόκρισης σε θερμικό σοκ ως γονίδιο αναφοράς και 

παρατηρήθηκε πως επιφέρει μια μικρή αύξηση των ποσοστών επιβίωσης των 

κυττάρων σε συνθήκες θερμικού σοκ σε συμφωνία με την υπάρχουσα βιβλιογραφία 

(Petrova and Gouliamova, 2006).  Με περαιτέρω τροποποιήσεις και μελέτη του 

πλασμιδίου καθώς και με την εύρεση καλύτερων συνθηκών μετασχηματισμού με 
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μεγαλύτερη απόδοση, είναι ικανή η δημιουργία ενός κατάλληλου συστήματος 

ετερόλογης έκφρασης. 

Για την εύρεση συνθηκών μετασχηματισμού επιχειρήθηκαν επτά διαφορετικά 

πρωτόκολλα στα διαθέσιμα στελέχη S. thermophilus ACA-DC 0040 και LMG 18311 

και 2 διαφορετικά για το L. lactis CNRZ 117, με το πλασμίδιο pTOPOcatpT38 και 

ομοίως στα  LMG 18311  και CNRZ 117 με το pUCSTHXbacat. Η απόδοση των 

μετασχηματισμών όμως δεν ήταν ικανοποιητική, επιτρέποντας ελάχιστα 

μετασχηματισμένα κύτταρα να επιβιώσουν και να εξετασθούν, επιβεβαιώνοντας 

μόνο τον μετασχηματισμού του pUCSTHXbacat στο LMG 18311 με ένα 

πρωτόκολλο των Blomqvist et al., (2006) με τροποποιήσεις (παράγραφος 3.12.2) 

με μικρή απόδοση. Η περαιτέρω τροποποίηση του κρίνεται απαραίτητη, ώστε να 

αυξηθεί η συχνότητα μετασχηματισμού με ταυτόχρονη μείωση της ποσότητας του 

μετασχηματίζοντος πλασμιδιακού DNA. 

Τα γονίδια blpU και blpK υπερεκφράστηκαν σε κύτταρα E. coli BL21 (DE3) 

χρησιμοποιώντας τον πλασμιδιακό φορέα pET29c εμφανίζοντας πρωτεΐνες 

μεγέθους 12-13 kDa και 13 kDa, μεγαλύτερες κατά περίπου 3 kDa από το 

αναμενόμενο μέγεθος, γεγονός που μπορεί να εξηγηθεί από τη δημιουργία 

συσσωματωμάτων με το SDS που χρησιμοποιήθηκε κατά την διαδικασία της 

ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών.  

Οι υπερεκφρασμένες πρωτεΐνες εξετάστηκαν ως προς την αντιμικροβιακή 

δραστικότητα τους έναντι του στελέχους L. lactis CNRZ 117 μέσα στο πήγμα 

ηλεκτροφόρησης ολικών πρωτεϊνών των κυττάρων από τα οποία απομονώθηκαν. 

Το αποτέλεσμα δεν ανέδειξε σαφή συμπεράσματα καθώς εμφανίστηκε έντονη 

αντιμικροβιακή δραστικότητα από το μέτωπο της ηλεκτροφόρησης επάνω στο 

πήγμα όπως επίσης και από το σύνολο των κυτταρικών πρωτεϊνών σε κάποιες 

περιπτώσεις. Η αντιμικροβιακή δραστικότητα των ολικών πρωτεϊνών των κυττάρων 

με τα γονίδια προς υπερέκφραση εξετάστηκε και με πείραμα διάχυσης σε άγαρ στο 

οποίο προστέθηκαν συγκεκριμένες ποσότητες ολικών πρωτεϊνών έναντι του 

στελέχους L. lactis CNRZ 117 και εμφανίστηκε ελαφρώς αυξημένη δραστικότητα 
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στα δείγματα με την υπερεκφρασμένη πρωτεΐνη blpK, γεγονός που φανερώνει την 

πιθανή αντιμικροβιακή δράση του γονιδίου blpK έναντι του συγκεκριμένου 

οργανισμού δείκτη. 
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Παράρτημα 1 
 

Παρακάτω παρουσιάζονται οι αλληλουχίες των πειραμάτων εύρεσης 

αλληλουχίας κάθε κλώνου που χρησιμοποιήθηκε για την ταυτοποίηση της 

αλληλουχίας της περιοχής blp του S. thermophilus ACA-DC 0040 καθώς και η θέση 

των βάσεων στην τελική αλληλουχία. 

1. PCR0X, Κλώνος OX1, Πείραμα Ε24 
Θέση 1-440 bp 
TCTTTATCGCAAAAAATCCCATAGGATGAGAACTCCCATGGGATTTTTTTATTGTGTGAAAA
TAAACAAGATTTGATCTTCAATTTTTACGATTCATTTTGATGTTATTTAAACAAATGATATA
GCCAAGACAGTGGAACAACACAAAGATATGCCAGTAAAAATAAAGCATAAAGCTGTCAGATT
TAGTCAACATATAAAAAAGAAAAATTCCAACAAATAAAATGGAAAGCCAGAGTGTCTTCTTA
ACGAATAAAAAGTATTGATGCCATATCTCTTTATCACTCAAAGTGACTTTAGATTTTTTGCC
TAGGACAAGATGCATCAGAACCTCTGCTATACTGCTAAGTACTGTTAAAACCAGAATCTTAC
TAAGAGGAATTCCTAAAAAGAATCCCATACACTCAATAAGCAATTGGGACAAAACAATGGCC
GTAAGG 
 

2. PCR0X, Κλώνος 0X1, Πείραμα G24 
Θέση 1-441 bp 
TCTTTATCGCAAAAAATCCCATAGGATGAGAACTCCCATGGGATTTTTTTATTGTGTGAAAA
TAAACAAGATTTGATCTTCAATTTTTACGATTCATTTTGATGTTATTTAAACAAATGATATA
GCCAAGACAGTGGAACAACACAAAGATATGCCAGTAAAAATAAAGCATAAAGCTGTCAGATT
TAGTCAACATATAAAAAAGAAAAATTCCAACAAATAAAATGGAAAGCCAGAGTGTCTTCTTA
ACGAATAAAAAGTATTGATGCCATATCTCTTTATCACTCAAAGTGACTTTAGATTTTTTGCC
TAGGACAAGATGCATCAGAACCTCTGCTATACTGCTAAGTACTGTTAAAACCAGAATCTTAC
TAAGAGGAATTCCTAAAAAGAATCCCATACACTCAATAAGCAATTGGGACAAAACAATGGCC
GTAAGGG 

 
3. PCR3, Κλώνος 3.4, Πείραμα M18 

Θέση 114-888 bp 
CAAATGATATAGCCAAGACAGTGGAACAACACAAAGATATGCCAGTAAAAATAAAGCATAAA
GCTGTCAGATTTAGTCAACATATAAAAAAGAAAAATTCCAACAAATAAAATGGAAAGCCAGA
GTGTCTTCTTAACGAATAAAAAGTATTGATGCCATATCTCTTTATCACTCAAAGTGACTTTA
GATTTTTTGCCTAGGACAAGATGCATCAGAACCTCTGCTATACTGCTAAGTACTGTTAAAAC
CAGAATCTTACTAAGAGGAATTCCTAAAAAGAATCCCATACACTCAATAAGCAATTGGGACA
AAACAATGGCCGTAAGGGCACGTAGATTTTTTGACATAAAACTTAAACCTCACACTTCTCTC
AAACAGAAAGTTTTCACAACGCCTACAAAGTTACCAAAGCATAGATAAGCACTTACAGCCTC
GCTATTTTTATAGGCGTGTCTATCATAAACTGACATTCTAACCTCGTTCACTTTGTTTAATG
ATTTTAAGCACTCTAGGTGTCAGAAAAGCTAGTAAACAAATATCCAAAACAATCACAACAAT
AATGATTAGGCGCCATTCGGCACCTCTCACCGTCAGCAAACGATAAACACCAGTTAAAATAA
TAGCCAAATGTGCCAAGCCCATACCAGCGTAAATTTGTTTAGGAGTAAACTGTCGTTCCCAA
GTGGACGATTGTTCAGCTCTCGTCCGATGAACACTGGTAGGTAGGTCAGACACAGTAAGGAA
ACCAAACCCAGGGGTAACTAAAATAAGAAGG 
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4. PCR3, Κλώνος 3.4.1, Πείραμα A09 
Θέση 439-1097 bp 
GGGCACGTAGATTTTTTGACATAAAACTTAAACCTCACACTTCTCTCAAACAGAAAGTTTTC
ACAACGCCTACAAAGTTACCAAAGCATAGATAAGCACTTACAGCCTCGCTATTTTTATAGGC
GTGTCTATCATAAACTGACATTCTAACCTCGTTCACTTTGTTTAATGATTTTAAGCACTCTA
GGTGTCAGAAAAGCTAGTAAACAAATATCCAAAACAATCACAACAATAATGATTAGGCGCCA
TTCGGCACCTCTCACCGTCAGCAAACGATAAACACCAGTTAAAATAATAGCCAAATGTGCCA
AGCCCATACCAGCGTAAATTTGTTTAGGAGTAAACTGTCGTTCCCAAGTGGACGATTGTTCA
GCTCTCGTCCGATGAACACTGGTAGGTAGGTCAGACACAGTAAGGAAACCAAACCCAGGGGT
AACTAAAATAAGAAGGAAGAACCATTATATAATAATTCTAAACCAATATTGCCATCTATCAA
ACCTTAGGCAACAACCATGAGTTGTAAATAAAGTAACTTTCCTGAACGAAGTCGGTTAAGAT
AAGGCATCGCACTCACCTTTTATCACAATCACTTGTCCGCTTGTCATAATCATAACTAGGAC
TTAAGGTTCTTTCTCTGCTCCTCAACAGATTGGAAAAGA 

 
5. PCR3A, Κλώνος 3A1, Πείραμα A13 

Θέση 848-1725 bp 
CAGTAAGGAAACCAAACCCAGGGGTAACTAAAATAAGAAGGAAGAACCATTATATAATAATT
CTAAACCAATATTGCCATCTATCAAACCTTAGGCAACAACCATGAGTTGTAAATAAAGTAAC
TTTCCTGAACGAAGTCGGTTAAGATAAGGCATCGCACTCACCTTTTATCACAATCACTTGTC
CGCTTGTCATAATCATAACTAGGACTTAAGGTTCTTTCTCTGCTCCTCAACAGATTGGAAAA
GAACCTTTTTTGCTCCATCTTCCTTTTCTCAATGGACAACTCAACCTTAAAACCAAGAAATC
CTCCCTAATGACATCAATAGCCATAACGAATCGCTAGCAATTTTCGCAACTCTGCCATTCGC
TCCTCGATACAGGGAGACAAGGTTAGCTGGTCTTTTCTGACCACTTTGGATATTTCCAGTGA
CATCCTGCTTAAGATATAGGGAGTGGCTGAACGAGAGTCTGCAAGTTCCGTTCGGTAGGAGT
GCAGGACCTGCTTCAAATCAGCATAATCTGGCTTATCTCCAATAGTTTCAATTACCTCATCG
ATGATAGCTACTGCTTGTTATTGTCTCTCTTTGCCTCCTGCAAACCATTTAAGTCCTTTCAT
TAAGAAAACCTCCTTATTTCTTTCAACTAATTTTTCAATCACATCTTTAGTATAGCACACTG
ATAGTCATTTAAAAGCCAGCGTCACAAAAAGTGGCTATACGTCCTGAATGGTCATTCATATA
CAAAATGAAAAAAATTGAGGGAGATACTCAATCTTTTAACCTATTTAATATAATATCTCAGT
GCTAACATGAGTGAAGCTAAGATTGCTAATGCCCCCACAAAAGAGACAAGTGATTGCTCACC
GTCATTTGTT 

 
6. PCR3A, Κλώνος 3A1, Πείραμα C13 

Θέση 928-1860 bp 
CTATCAAACCTTAGGCAACAACCATGAGTTGTAAATAAAGTAACTTTCCTGAACGAAGTCGG
TTAAGATAAGGCATCGCACTCACCTTTTATCACAATCACTTGTCCGCTTGTCATAATCATAA
CTAGGACTTAAGGTTCTTTCTCTGCTCCTCAACAGATTGGAAAAGAACCTTTTTTGCTCCAT
CTTCCTTTTCTCAATGGACAACTCAACCTTAAAACCAAGAAATCCTCCCTAATGACATCAAT
AGCCATAACGAATCGCTAGCAATTTTCGCAACTCTGCCATTCGCTCCTCGATACAGGGAGAC
AAGGTTAGCTGGTCTTTTCTGACCACTTTGGATATTTCCAGTGACATCCTGCTTAAGATATA
GGGAGTGGCTGAACGAGAGTCTGCAAGTTCCGTTCGGTAGGAGTGCAGGACCTGCTTCAAAT
CAGCATAATCTGGCTTATCTCCAATAGTTTCAATTACCTCATCGATGATAGCTACTGCTTGT
TATTGTCTCTCTTTGCCTCCTGCAAACCATTTAAGTCCTTTCATTAAGAAAACCTCCTTATT
TCTTTCAACTAATTTTTCAATCACATCTTTAGTATAGCACACTGATAGTCATTTAAAAGCCA
GCGTCACAAAAAGTGGCTATACGTCCTGAATGGTCATTCATATACAAAATGAAAAAAATTGA
GGGAGATACTCAATCTTTTAACCTATTTAATATAATATCTCAGTGCTAACATGAGTGAAGCT
AAGATTGCTAATGCCCCCACAAAAGAGACAAGTGATTGCTCACCGTCATTTGTTTTAGGGAA
TTCTTTTGTGTCTGCTACTTTATCAGTCATTGGTGCCATTTGCCCTGTTTGAGCGTTCAGTT
CCTTCTGAACCGTTGACATCGGCTGTGGTTGAACAGTTGGCAAAGATTTCTCTTTCGTACTC
TCT 
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7. PCR3, Κλώνος 3.3, Πείραμα C19 

Θέση 1714-2481 bp 
CCGTCATTTGTTTTAGGGAATTCTTTTGTGTCTGCTACTTTATCAGTCATTGGTGCCATTTG
CCCTGTTTGAGCGTTCAGTTCCTTCTGAACCGTTGACATCGGCTGTGGTTGAACAGTTGGCA
AAGATTTCTCTTTCGTACTCTCTTCGGTTACTCGTGTAGGACGAACAGTTTTAGTTTGAGGT
TCAGAGATGGTTGTTTGTTCCTGATTCAAAGTCATAAAACGTGGACTAGAGCTGGCTAAATG
GTCATAAACTGTTTGAGCAGGTCCACCACCAACCCATCCTGATAATAGCTGACCATTTTCCA
GATAAAATAGTGTAGGTGTACCTGGAATACCAATCTCACCAAACACATAGTTTCGGTCAAAA
TCCTCACGATCTATATCGTAATACTCTAAACGACCATCCATCAGTTGGTTCAAGACCTTCAA
CTCTGGTGAAAATTGACGACAATAGTAACAGGTTCCACGTCCAAAATAAATCGTATGTGCCT
GACCATCCTCGGTAAAGGCATTACGCACATCATCTAAACTTATTTTAGGTAAATAAGCAACA
TTAGCGTCGTATTCCTCACGAGATACTGCTGGGATATCATTTGCAGTCTCCTCCTCAGACTC
AGCCAAGGTTACTGATTCAGTCGCTGCTGGTGCCTCTTTATCTTCAGGAAGCGACTGCTCCT
GACTATCTGATGGTTGTTCTACTGGAGTAGATTCGGTTGCTTCAACCTTTGGAGAATTATCA
GCTCCCGTTTCTACCACCTCATCC 

 
8. PCR3, Κλώνος 3.4, Πείραμα K18 

Θέση 1798-2511 bp 
TTCTGAACCGTTGACATCGGCTGTGGTTGAACAGTTGGCAAAGATTTCTCTTTCGTACTCTC
TTCGGTTACTCGTGTAGGACGAACAGTTTTAGTTTGAGGTTCAGAGATGGTTGTTTGTTCCT
GATTCAAAGTCATAAAACGTGGACTAGAGCTGGCTAAATGGTCATAAACTGTTTGAGCAGGT
CCACCACCAACCCATCCTGATAATAGCTGACCATTTTCCAGATAAAATAGTGTAGGTGTACC
TGGAATACCAATCTCACCAAACACATAGTTTCGGTCAAAATCCTCACGATCTATATCGTAAT
ACTCTAAACGACCATCCATCAGTTGGTTCAAGACCTTCAACTCTGGTGAAAATTGACGACAA
TAGTAACAGGTTCCACGTCCAAAATAAATCGTATGTGCCTGACCATCCTCGGTAAAGGCATT
ACGCACATCATCTAAACTTATTTTAGGTAAATAAGCAACATTAGCGTCGTATTCCTCACGAG
ATACTGCTGGGATATCATTTGCAGTCTCCTCCTCAGACTCAGCCAAGGTTACTGATTCAGTC
GCTGCTGGTGCCTCTTTATCTTCAGGAAGCGACTGCTCCTGACTATCTGATGGTTGTTCTAC
TGGAGTAGATTCGGTTGCTTCAACCTTTGGAGAATTATCAGCTCCCGTTTCTACCACCTCAT
CCGCTAAAGCAGTTCCTACCGATAGATTCAGT 

 
9. PCR1, Κλώνος 8, Πείραμα G06 

Θέση 2096-2817 bp 
CTATATCGTAATACTCTAAACGACCATCCATCAGTTGGTTCAAGACCTTCAACTCTGGTGAA
AATTGACGACAATAGTAACAGGTTCCACGTCCAAAATAAATCGTATGTGCCTGACCATCCTC
GGTAAAGGCATTACGCACATCATCTAAACTTATTTTAGGTAAATAAGCAACATTAGCGTCGT
ATTCCTCACGAGATACTGCTGGGATATCATTTGCAGTCTCCTCCTCAGACTCAGCCAAGGTT
ACTGATTCAGTCGCTGCTGGTGCCTCTTTATCTTCAGGAAGCGACTGCTCCTGACTATCTGA
TGGTTGTTCTACTGGAGTAGATTCGGTTGCTTCAACCTTTGGAGAATTATCAGCTCCCGTTT
CTACCACCTCATCCGCTAAAGCAGTTCCTACCGATAGATTCAGTAACAAGGCTGAACTCATC
AGCCATAGCGTTAATGTCCTTTTTTTCATCATAAACTCCTTTCGATTACTTAGTCTAGTTTA
ACAATTTACAACTCTCATAGAAGCTAACGTCCCAAAAAGTGACTATACGTCCCGAATGGTAA
GAATATAAAAAATCCCACTATCACCATGATATACTCCCCTTATAGTGGACAGTGAAAAAATA
AAAATTTTCACTAGAAACTATAAGGGGAGTCTTATTATGTCCAAAAGAAGTCCAAAATCTGT
ATCTGAGAAACTAGAAATTGTTCTGCTTCACTTGGAAGAA 
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10. PCR1, Κλώνος 6, Πείραμα C06 
Θέση 2096-2888 bp 
CTATATCGTAATACTCTAAACGACCATCCATCAGTTGGTTCAAGACCTTCAACTCTGGTGAA
AATTGACGACAATAGTAACAGGTTCCACGTCCAAAATAAATCGTATGTGCCTGACCATCCTC
GGTAAAGGCATTACGCACATCATCTAAACTTATTTTAGGTAAATAAGCAACATTAGCGTCGT
ATTCCTCACGAGATACTGCTGGGATATCATTTGCAGTCTCCTCCTCAGACTCAGCCAAGGTT
ACTGATTCAGTCGCTGCTGGTGCCTCTTTATCTTCAGGAAGCGACTGCTCCTGACTATCTGA
TGGTTGTTCTACTGGAGTAGATTCGGTTGCTTCAACCTTTGGAGAATTATCAGCTCCCGTTT
CTACCACCTCATCCGCTAAAGCAGTTCCTACCGATAGATTCAGTAACAAGGCTGAACTCATC
AGCCATAGCGTTAATGTCCTTTTTTTCATCATAAACTCCTTTCGATTACTTAGTCTAGTTTA
ACAATTTACAACTCTCATAGAAGCTAACGTCCCAAAAAGTGACTATACGTCCCGAATGGTAA
GAATATAAAAAATCCCACTATCACCATGATATACTCCCCTTATAGTGGACAGTGAAAAAATA
AAAATTTTCACTAGAAACTATAAGGGGAGTCTTATTATGTCCAAAAGAAGTCCAAAATCTGT
ATCTGAGAAACTAGAAATTGTTCTGCTTCACTTGGAAGAAGGTAAATCACTTAGTTGGTTAA
CTAGAAACCAAGGTATCTCTAAAGACACCCTATCGAACTGGGTTCGGAA 

 
11. PCRYPOK1, Κλώνος YPOK1.3, Πείραμα L03 

Θέση 2096-2941bp 
CTATATCGTAATACTCTAAACGACCATCCATCAGTTGGTTCAAGACCTTCAACTCTGGTGAA
AATTGACGACAATAGTAACAGGTTCCACGTCCAAAATAAATCGTATGTGCCTGACCATCCTC
GGTAAAGGCATTACGCACATCATCTAAACTTATTTTAGGTAAATAAGCAACATTAGCGTCGT
ATTCCTCACGAGATACTGCTGGGATATCATTTGCAGTCTCCTCCTCAGACTCAGCCAAGGTT
ACTGATTCAGTCGCTGCTGGTGCCTCTTTATCTTCAGGAAGCGACTGCTCCTGACTATCTGA
TGGTTGTTCTACTGGAGTAGATTCGGTTGCTTCAACCTTTGGAGAATTATCAGCTCCCGTTT
CTACCACCTCATCCGCTAAAGCAGTTCCTACCGATAGATTCAGTAACAAGGCTGAACTCATC
AGCCATAGCGTTAATGTCCTTTTTTTCATCATAAACTCCTTTCGATTACTTAGTCTAGTTTA
ACAATTTACAACTCTCATAGAAGCTAACGTCCCAAAAAGTGACTATACGTCCCGAATGGTAA
GAATATAAAAAATCCCACTATCACCATGATATACTCCCCTTATAGTGGACAGTGAAAAAATA
AAAATTTTCACTAGAAACTATAAGGGGAGTCTTATTATGTCCAAAAGAAGTCCAAAATCTGT
ATCTGAGAAACTAGAAATTGTTCTGCTTCACTTGGAAGAAGGTAAATCACTTAGTTGGTTAA
CTAGAAACCAAGGTATCTCTAAAGACACCCTATCGAACTGGGTTCGGAAGTACAAAGAAGCT
GGTGTTGATGGGCTAGAGGAAAGCCGTCAATGGAAGAAGT 

 
12. PCR1B, Κλώνος 1B1, Πείραμα E13 

Θέση 2754-3593 bp 
GTCCAAAAGAAGTCCAAAATCTGTATCTGAGAAACTAGAAATTGTTCTGCTTCACTTGGAAG
AAGGTAAATCACTTAGTTGGTTAACTAGAAACCAAGGTATCTCTAAAGACACCCTATCGAAC
TGGGTTCGGAAGTACAAAGAAGCTGGTGTTGATGGGCTAGAGGAAAGCCGTCAATGGAAGAA
GTATAGTAAGGAACTAAAGGAACAAGCTGTTTCCGACTATCTTAATGGCTTGGGAAGTCTCA
AAGATCTGACCAAAAAATATGGAATTTCTGACCCTTATGTTCTCAGATCATGGATAAAAAGT
TATACTAGTGGTAAAGAACTGAAAGCTACTAGTAAAGGAATGAGACGCATGAAGCAAGGACG
CAAGACAACATTTGAAGAATGAATTGAGATTGTCAATTTTACCCTTGCCCACGAGAAAGATT
ACCAAGGGGCTGTTGAGAAGTATGGTGTTTCCTACCAGCAGATCTATTCTTGGGTCAGAAAG
TTCGAGAAGGACGGTTCTAACGGTCTCCTAGATCGTCGTGGAAAAGGTCTTACAAGTAAACC
AAACCTTACTCCAGAAGAAGAGTTACGCCTCAAAATCAAGCAACAGGAAGAGCGGATTAAGT
ATCTTGAAATGGAGAACGGCCTGCTAAAAAAGTTAGAAGAAATCAAACGACGAAACCGACGG
TAAGACTTGGTCGGCACTTGGAAACCTTCCAAGCGATTAAAGAATATGCGGATGAGTATGAA
GAGGTTTTTATCAGCCACTTGTGCCATATTCTAAAGGTATCTCGCTCAGGCTATTACAAGTG
GTTACAACATCAAGAAACAACTTCTGAACAGGAA 
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13. PCR1, Κλώνος 1.6.1, Πείραμα I07 
Θέση 2941-3765 bp 
TATAGTAAGGAACTAAAGGAACAAGCTGTTTCCGACTATCTTAATGGCTTGGGAAGTCTCAA
AGATCTGACCAAAAAATATGGAATTTCTGACCCTTATGTTCTCAGATCATGGATAAAAAGTT
ATACTAGTGGTAAAGAACTGAAAGCTACTAGTAAAGGAATGAGACGCATGAAGCAAGGACGC
AAGACAACATTTGAAGAATGAATTGAGATTGTCAATTTTACCCTTGCCCACGAGAAAGATTA
CCAAGGGGCTGTTGAGAAGTATGGTGTTTCCTACCAGCAGATCTATTCTTGGGTCAGAAAGT
TCGAGAAGGACGGTTCTAACGGTCTCCTAGATCGTCGTGGAAAAGGTCTTACAAGTAAACCA
AACCTTACTCCAGAAGAAGAGTTACGCCTCAAAATCAAGCAACAGGAAGAGCGGATTAAGTA
TCTTGAAATGGAGAACGGCCTGCTAAAAAAGTTAGAAGAAATCAAACGACGAAACCGACGGT
AAGACTTGGTCGGCACTTGGAAACCTTCCAAGCGATTAAAGAATATGCGGATGAGTATGAAG
AGGTTTTTATCAGCCACTTGTGCCATATTCTAAAGGTATCTCGCTCAGGCTATTACAAGTGG
TTACAACATCAAGAAACAACTTCTGAACAGGAAAATTTAGGCTTGATGGATATCATCAAGAA
ACTTCATAGCCAGCATAATGGTATTCTTGGTTATCGTCGTATGACGCTATTTGTCAATCGCA
AGCTTGAAACAAACTACAACAAGAAGCGGATTCGACGCTTGATGCACATTCTAGGTCTACGT
TCCATTATCAGAAGAGCCA 

 
14. PCR1, Κλώνος 1.8, Πείραμα B19 

Θέση 3594-4276 bp 
AATTTAGGCTTGATGGATATCATCAAGAAACTTCATAGCCAGCATAATGGTATTCTTGGTTA
TCGTCGTATGACGCTATTTGTCAATCGCAAGCTTGAAACAAACTACAACAAGAAGCGGATTC
GACGCTTGATGCACATTCTAGGTCTACGTTCCATTATCAGAAGAGCCAAGGGCTATTGTACT
AAAACTAGCTTTGTCAATGTAGAGGACAACATTCTCAATCGTAATTTTACAGCCACTGCTCC
AAATCAGAAATGGTGTACAGATGTGACTTTCTTGAAGTACGGTTTCAGCTGTAAAGCCTATT
TGAGTGCTATTAAGGATCTTTACGACGGCTCAATTGTCGCCTATGTAGTTGGTCAATTTAAT
GATAACGAATTGGTATTGGAAACACTTCGTAAAGCACAAAAAGCTAATCCTAATGCGACACC
ATTAATTCACAGCGACCGAGGTTCGCAGTATACTTCGAAAGATTATTACCGTTTAACTACCC
AGTATCAGATGACCCGCTCCATGTCTCGTGTTGGTAAGTGTATTGACAATGCACCAATTGAG
AGTTTCTTTGGGCACTTTAAGACGGAGTGCTATGATTTGAAGAAGTATAAGACTTTTGAGGA
GCTAGTTTCAGATATTGATGCCTACATCTATTTTTACAATCATCAACGTTTTCAAGAGCGCA
A 
 

15. PCR1, Κλώνος 1.6.2, Πείραμα K07 
Θέση 3595-4411 bp 
ATTTAGGCTTGATGGATATCATCAAGAAACTTCATAGCCAGCATAATGGTATTCTTGGTTAT
CGTCGTATGACGCTATTTGTCAATCGCAAGCTTGAAACAAACTACAACAAGAAGCGGATTCG
ACGCTTGATGCACATTCTAGGTCTACGTTCCATTATCAGAAGAGCCAAGGGCTATTGTACTA
AAACTAGCTTTGTCAATGTAGAGGACAACATTCTCAATCGTAATTTTACAGCCACTGCTCCA
AATCAGAAATGGTGTACAGATGTGACTTTCTTGAAGTACGGTTTCAGCTGTAAAGCCTATTT
GAGTGCTATTAAGGATCTTTACGACGGCTCAATTGTCGCCTATGTAGTTGGTCAATTTAATG
ATAACGAATTGGTATTGGAAACACTTCGTAAAGCACAAAAAGCTAATCCTAATGCGACACCA
TTAATTCACAGCGACCGAGGTTCGCAGTATACTTCGAAAGATTATTACCGTTTAACTACCCA
GTATCAGATGACCCGCTCCATGTCTCGTGTTGGTAAGTGTATTGACAATGCACCAATTGAGA
GTTTCTTTGGGCACTTTAAGACGGAGTGCTATGATTTGAAGAAGTATAAGACTTTTGAGGAG
CTAGTTTCAGATATTGATGCCTACATCTATTTTTACAATCATCAACGTTTTCAAGAGCGCAA
TAACGGCCTTGCCCCTCTTGAAATGAGGAACAAGGCCGTCGCCTAATATTTTATTATTTCAT
TGTCCACTTGACAGGGAGCTGTTCAGTATATGTTCAAGATTATTTTTTATGTTTATTTTTAT
TGACCTTTTTG 
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16. PCRYPOK1, Κλώνος YPOK1.3, Πείραμα K03 
Θέση 3993-4806 bp 
CGTAAAGCACAAAAAGCTAATCCTAATGCGACACCATTAATTCACAGCGACCGAGGTTCGCA
GTATACTTCGAAAGATTATTACCGTTTAACTACCCAGTATCAGATGACCCGCTCCATGTCTC
GTGTTGGTAAGTGTATTGACAATGCACCAATTGAGAGTTTCTTTGGGCACTTTAAGACGGAG
TGCTATGATTTGAAGAAGTATAAGACTTTTGAGGAGCTAGTTTCAGATATTGATGCCTACAT
CTATTTTTACAATCATCAACGTTTTCAAGAGCGCAATAACGGCCTTGCCCCTCTTGAAATGA
GGAACAAGGCCGTCGCCTAATATTTTATTATTTCATTGTCCACTTGACAGGGAGCTGTTCAG
TATATGTTCAAGATTATTTTTTATGTTTATTTTTATTGACCTTTTTGAAAAAGATATTACCT
AACAAAGCAACAACAAAACCTATAATAAAATATACCATAGATTAGCTCCACCAGCAGGTTGC
TCCATAGGCAACAGTACCACCTGCACCACCTAGAACACCACCAGCTAGATAACCAGGAACTG
AGCCTACAACTGGTAAAACTACATTACCTCCAAACGCTCCTCCGATAGCTCCTCCGATAGCT
CCTTGAACAGTCGCTCCACCTGTGCCTCTCCAACTACATCCACCTCCTTCAACACTAGCAAG
TGTTTCGAGGTCAAGGGTGTTAAAGTTTTCAATTGTTTGAGTTGCCATGGTAACTACCTCCT
AAAATTTTTATCGTGTGATCTCTCAATCACATCTTTAGTATAGCATTCAAGTGTCTCTATCA
GAGCTAGC 
 

17. PCR1, Κλώνος 1.6.3, Πείραμα M07 
Θέση 4218-4941 bp 
GTTTCAGATATTGATGCCTACATCTATTTTTACAATCATCAACGTTTTCAAGAGCGCAATAA
CGGCCTTGCCCCTCTTGAAATGAGGAACAAGGCCGTCGCCTAATATTTTATTATTTCATTGT
CCACTTGACAGGGAGCTGTTCAGTATATGTTCAAGATTATTTTTTATGTTTATTTTTATTGA
CCTTTTTGAAAAAGATATTACCTAACAAAGCAACAACAAAACCTATAATAAAATATACCATA
GATTAGCTCCACCAGCAGGTTGCTCCATAGGCAACAGTACCACCTGCACCACCTAGAACACC
ACCAGCTAGATAACCAGGAACTGAGCCTACAACTGGTAAAACTACATTACCTCCAAACGCTC
CTCCGATAGCTCCTCCGATAGCTCCTTGAACAGTCGCTCCACCTGTGCCTCTCCAACTACAT
CCACCTCCTTCAACACTAGCAAGTGTTTCGAGGTCAAGGGTGTTAAAGTTTTCAATTGTTTG
AGTTGCCATGGTAACTACCTCCTAAAATTTTTATCGTGTGATCTCTCAATCACATCTTTAGT
ATAGCATTCAAGTGTCTCTATCAGAGCTAGCGTCCCAAAAAGTGGCTATATGTCCCGAATGG
TAATTCCTAAAGAACATCCTTCAATCATTGGAAATCTTCCTCTAATTTTCACATATTTACTT
AATCACTTTCTTATTATAACACTTTTATGCAAATATCTTATA 

 
18. PCR1A, Κλώνος 1A1, Πείραμα E08 

Θέση 4598-5506 bp 
GCTCCTCCGATAGCTCCTTGAACAGTCGCTCCACCTGTGCCTCTCCAACTACATCCACCTCC
TTCAACACTAGCAAGTGTTTCGAGGTCAAGGGTGTTAAAGTTTTCAATTGTTTGAGTTGCCA
TGGTAACTACCTCCTAAAATTTTTATCGTGTGATCTCTCAATCACATCTTTAGTATAGCATT
CAAGTGTCTCTATCAGAGCTAGCGTCCCAAAAAGTGGCTATATGTCCCGAATGGTAATTCCT
AAAGAACATCCTTCAATCATTGGAAATCTTCCTCTAATTTTCACATATTTACTTAATCACTT
TCTTATTATAACACTTTTATGCAAATATCTTATAGATTGCTTACAGAATAATCAAGCAAATG
CGTTTATTGTTTAAAATATTTTTTGACTTGAAGGTAAGATAGAAAATCACAGAGGATTAACA
AAAGCATTAATACGGCTAGTACTATACGGTCTGTGGTATCACTGAATGTTAGTAATGTGTAA
AACTCTACACTAAGCACTAGAAATGTGATGACAGGAAAGACAATGAAGGACTGCCGTATTGT
TAACAGATTTACTGAATCTGGACGCTTCTTAAGCATACGGTAGAGCAGTCCATTAACAAAAA
TGACTACGAAAGCTAGTGCTCCGACTGCTAGCCAAGTTCCTGGCGAGATCTTGCTTTTGTAG
AGAGAAAGGCTGATACTTATAAGGAAAACTGCCAACGCAGCAGTGATGGTTCTAAAAGATCG
CAATACACTCGAACTAATATTCTTTAACTTCATGATAAAACACCTAAACTATGAATAACCTC
AGTCAGTCTTGCAAACCTAATAAGCTATTACATTTAACTCTATTCCTCTCTGTATTTTATTA
TACAGCTGTAAGATTTCAAGTAAGCCCTTAGCGATTAAATT 
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19. PCR1A, Κλώνος 1A1, Πείραμα G13 
Θέση 4786-5710 bp 
AGTGTCTCTATCAGAGCTAGCGTCCCAAAAAGTGGCTATATGTCCCGAATGGTAATTCCTAA
AGAACATCCTTCAATCATTGGAAATCTTCCTCTAATTTTCACATATTTACTTAATCACTTTC
TTATTATAACACTTTTATGCAAATATCTTATAGATTGCTTACAGAATAATCAAGCAAATGCG
TTTATTGTTTAAAATATTTTTTGACTTGAAGGTAAGATAGAAAATCACAGAGGATTAACAAA
AGCATTAATACGGCTAGTACTATACGGTCTGTGGTATCACTGAATGTTAGTAATGTGTAAAA
CTCTACACTAAGCACTAGAAATGTGATGACAGGAAAGACAATGAAGGACTGCCGTATTGTTA
ACAGATTTACTGAATCTGGACGCTTCTTAAGCATACGGTAGAGCAGTCCATTAACAAAAATG
ACTACGAAAGCTAGTGCTCCGACTGCTAGCCAAGTTCCTGGCGAGATCTTGCTTTTGTAGAG
AGAAAGGCTGATACTTATAAGGAAAACTGCCAACGCAGCAGTGATGGTTCTAAAAGATCGCA
ATACACTCGAACTAATATTCTTTAACTTCATGATAAAACACCTAAACTATGAATAACCTCAG
TCAGTCTTGCAAACCTAATAAGCTATTACATTTAACTCTATTCCTCTCTGTATTTTATTATA
CAGCTGTAAGATTTCAAGTAAGCCCTTAGCGATTAAATTCTACTGGAGATGTAATACAGTAG
TGTCATTAGTACTGATACTTTAAATAGGCGACTATACATATCTTTGTTTTCTCTATTACAAA
GATATGCAATCAAATATAATATAATCTCCGCTATCATTAGCAAGAATAATTTTACTTCGGGA
ACATCAAAAATAAGCATTTGCAAGCATCTTACGTTCAAAGTGACCAAAGGTTACTTT 

 
20. PCR1A, Κλώνος 1A1, Πείραμα F13 

Θέση 5368-6293 bp 
ACTTCATGATAAAACACCTAAACTATGAATAACCTCAGTCAGTCTTGCAAACCTAATAAGCT
ATTACATTTAACTCTATTCCTCTCTGTATTTTATTATACAGCTGTAAGATTTCAAGTAAGCC
CTTAGCGATTAAATTCTACTGGAGATGTAATACAGTAGTGTCATTAGTACTGATACTTTAAA
TAGGCGACTATACATATCTTTGTTTTCTCTATTACAAAGATATGCAATCAAATATAATATAA
TCTCCGCTATCATTAGCAAGAATAATTTTACTTCGGGAACATCAAAAATAAGCATTTGCAAG
CATCTTACGTTCAAAGTGACCAAAGGTTACTTTTGAAACTGTACCCACTTTTTAAAAAGTAA
GCTATAAAGAAGCACCGTTAGCCCTAGCAAGTTAATGGTATGGTGAACTGCATCCAAGCTTC
TAAATAGATTAGCGAGGCCCATTACGATGAGAATGGTAGCCAGTAAATACGGTTTTGAGTTT
TTAAACATACTTTTCTCCTTAAAGTGTTTTTAGCTAGTCTGTGCATAATCTATGAATTTTAT
TATAGATTGGAAGCCGATAAAAAAGTAGTGACATAAATGTCACTACTTGTCTGACCTTATAT
CCTTGATAACCGTACACATAAGAAAGAGAAATAAACATAACCCGATAAGATTTAGGCATTGA
AGTCCAAAATTCAGTTTTTCTCCAAAGTTATGTAAGGCAACAAGGACGAAGCCCATAGACAT
CATTAGAGACACTAGGCGTTTTTTGGTCATGATTACAAATACCTCTTCTCTTATATCGAAAT
TTTCAATCATAATTCACATGCTATTCACAGACCAGCAATTGACAAGACATTTCAGTTAGGAT
TTCTTCTTAACGGAATTGGTAGCCTTGTGTTTTTCAAGAAATGACATAATTGGCTTAT 
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21. PCR1A, Κλώνος 1A1, Πείραμα C08 
Θέση 5615-5610 bp 
ATCTCCGCTATCATTAGCAAGAATAATTTTACTTCGGGAACATCAAAAATAAGCATTTGCAA
GCATCTTACGTTCAAAGTGACCAAAGGTTACTTTTGAAACTGTACCCACTTTTTAAAAAGTA
AGCTATAAAGAAGCACCGTTAGCCCTAGCAAGTTAATGGTATGGTGAACTGCATCCAAGCTT
CTAAATAGATTAGCGAGGCCCATTACGATGAGAATGGTAGCCAGTAAATACGGTTTTGAGTT
TTTAAACATACTTTTCTCCTTAAAGTGTTTTTAGCTAGTCTGTGCATAATCTATGAATTTTA
TTATAGATTGGAAGCCGATAAAAAAGTAGTGACATAAATGTCACTACTTGTCTGACCTTATA
TCCTTGATAACCGTACACATAAGAAAGAGAAATAAACATAACCCGATAAGATTTAGGCATTG
AAGTCCAAAATTCAGTTTTTCTCCAAAGTTATGTAAGGCAACAAGGACGAAGCCCATAGACA
TCATTAGAGACACTAGGCGTTTTTTGGTCATGATTACAAATACCTCTTCTCTTATATCGAAA
TTTTCAATCATAATTCACATGCTATTCACAGACCAGCAATTGACAAGACATTTCAGTTAGGA
TTTCTTCTTAACGGAATTGGTAGCCTTGTGTTTTTCAAGAAATGACATAATTGGCTTATCTA
AAAAACTCATAACAGCCATGGAAACCATCCCTAAAATATAACTTTTCAAATCAAACATAATC
CATCACCACCAGCATGTTGCTCCATAACCAACACCACCTACGATAGCACCTCCAGCTGCTCC
TGCGACAGCACCTTGCCAAGTACGTGTTTTGATACCTAGTCGTAAACCATTACCAACTCCTG
TAGCTACTCCTTGTTTAGCAAAACCTCC 
 

22. PCR1, Κλώνος 1.6.4, Πείραμα O04 
Θέση 6289-6905 bp 
CTTATCTAAAAAACTCATAACAGCCATGGAAACCATCCCTAAAATATAACTTTTCAAATCAA
ACATAATCCATCACCACCAGCATGTTGCTCCATAACCAACACCACCTACGATAGCACCTCCA
GCTGCTCCTGCGACAGCACCTTGCCAAGTACGTGTTTTGATACCTAGTCGTAAACCATTACC
AACTCCTGTAGCTACTCCTTGTTTAGCAAAACCTCCCCAGCTACATCCACCACCTTCAACAC
TAGCAAGTGTTTCGAGGTCAAGGGTGTTAAAGTTTTCAATTGTTTGAGTTGCCATGGCAACT
ACCTCCTAAAATTTTTATCGTGTGATCTCTCAATCACATCTTTAGTATAGCATTCAAGTGTC
TCTATCAGAGCTAGCGTCCCAAAAAGTGGCTATATGTCCCGAATGGTAATTCCTAATGTATA
TTATTTCTAAAATTCAGAAAAAAAAAAAATCTCATTTTATACTCATAAAAAATTGAAAAACC
GTTTTCTTTATGTTACAATTTTTCAATAAACAGTATTCGTCATAAAAGAGAGGACTAGACCT
TGAAGATTTACCTATTAGAAGATAATTCTATTCAGATGGGTCGCTTGGAAGAGGCTGTG 

 
23. PCR1, Κλώνος 6, Πείραμα A06 

Θέση 6421-7127 bp 
TGCGACAGCACCTTGCCAAGTACGTGTTTTGATACCTAGTCGTAAACCATTACCAACTCCTG
TAGCTACTCCTTGTTTAGCAAAACCTCCCCAGCTACATCCACCACCTTCAACACTAGCAAGT
GTTTCGAGGTCAAGGGTGTTAAAGTTTTCAATTGTTTGAGTTGCCATGGCAACTACCTCCTA
AAATTTTTATCGTGTGATCTCTCAATCACATCTTTAGTATAGCATTCAAGTGTCTCTATCAG
AGCTAGCGTCCCAAAAAGTGGCTATATGTCCCGAATGGTAATTCCTAATGTATATTATTTCT
AAAATTCAGAAAAAAAAAAAATCTCATTTTATACTCATAAAAAATTGAAAAACCGTTTTCTT
TATGTTACAATTTTTCAATAAACAGTATTCGTCATAAAAGAGAGGACTAGACCTTGAAGATT
TACCTATTAGAAGATAATTCTATTCAGATGGGTCGCTTGGAAGAGGCTGTGGCACATGAACT
TAAATCCTTCGGAAAAGATCTATCTTGTGTCCAGTCTTTTGACAAACCTGACCAGTTGTTAT
CAGCTATCACTTCTAATACAAGCGATCAGATTTTCTTTCTTGATATTGAAATTAAAGGTGAA
GATAAGAAGGGACTTGATATCGCTAAAATCATACGTCAAAATAACCCTTATGCTATCATTGC
CTTTGTCACTACACATATAGAGTTC 
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24. PCRCHR, Κλώνος CHR11, Πείραμα G18 
Θέση 6435-7199 bp 
GCCAAGTACGTGTTTTGATACCTAGTCGTAAACCATTACCAACTCCTGTAGCTACTCCTTGT
TTAGCAAAACCTCCCCAGCTACATCCACCACCTTCAACACTAGCAAGTGTTTCGAGGTCAAG
GGTGTTAAAGTTTTCAATTGTTTGAGTTGCCATGGCAACTACCTCCTAAAATTTTTATCGTG
TGATCTCTCAATCACATCTTTAGTATAGCATTCAAGTGTCTCTATCAGAGCTAGCGTCCCAA
AAAGTGGCTATATGTCCCGAATGGTAATTCCTAATGTATATTATTTCTAAAATTCAGAAAAA
AAAAAAATCTCATTTTATACTCATAAAAAATTGAAAAACCGTTTTCTTTATGTTACAATTTT
TCAATAAACAGTATTCGTCATAAAAGAGAGGACTAGACCTTGAAGATTTACCTATTAGAAGA
TAATTCTATTCAGATGGGTCGCTTGGAAGAGGCTGTGGCACATGAACTTAAATCCTTCGGAA
AAGATCTATCTTGTGTCCAGTCTTTTGACAAACCTGACCAGTTGTTATCAGCTATCACTTCT
AATACAAGCGATCAGATTTTCTTTCTTGATATTGAAATTAAAGGTGAAGATAAGAAGGGACT
TGATATCGCTAAAATCATACGTCAAAATAACCCTTATGCTATCATTGCCTTTGTCACTACAC
ATATAGAGTTCATGCCTCAAGCTTTTGGCGTTACAGCCTATAAATACATCAATAAAACCTTA
GATGAAGCTAGCTTTAGAAAA 

 
25. PCR1, Κλώνος 8, Πείραμα E06 

Θέση 6451-7127 bp 
GATACCTAGTCGTAAACCATTACCAACTCCTGTAGCTACTCCTTGTTTAGCAAAACCTCCCC
AGCTACATCCACCACCTTCAACACTAGCAAGTGTTTCGAGGTCAAGGGTGTTAAAGTTTTCA
ATTGTTTGAGTTGCCATGGCAACTACCTCCTAAAATTTTTATCGTGTGATCTCTCAATCACA
TCTTTAGTATAGCATTCAAGTGTCTCTATCAGAGCTAGCGTCCCAAAAAGTGGCTATATGTC
CCGAATGGTAATTCCTAATGTATATTATTTCTAAAATTCAGAAAAAAAAAAAATCTCATTTT
ATACTCATAAAAAATTGAAAAACCGTTTTCTTTATGTTACAATTTTTCAATAAACAGTATTC
GTCATAAAAGAGAGGACTAGACCTTGAAGATTTACCTATTAGAAGATAATTCTATTCAGATG
GGTCGCTTGGAAGAGGCTGTGGCACATGAACTTAAATCCTTCGGAAAAGATCTATCTTGTGT
CCAGTCTTTTGACAAACCTGACCAGTTGTTATCAGCTATCACTTCTAATACAAGCGATCAGA
TTTTCTTTCTTGATATTGAAATTAAAGGTGAAGATAAGAAGGGACTTGATATCGCTAAAATC
ATACGTCAAAATAACCCTTATGCTATCATTGCCTTTGTCACTACACATATAGAGTTC 

 
26. PCRCHR, Κλώνος CHR11, Πείραμα M09 

Θέση 7123-7930 bp 
AGTTCATGCCTCAAGCTTTTGGCGTTACAGCCTATAAATACATCAATAAAACCTTAGATGAA
GCTAGCTTTAGAAAAGAAATAGGGGAAACCATTGCTCAAGTCTTCCCTATTAACGCAACTAC
CACGGATGAGTTTTTTCTCTACAAAACAGAGTCTCAATTAATAAACCTTCCTATGGATCAAA
TTCTATACCTATCCACATCAGATATCAAACACCATGTTCACCTCCAGACTATCCATACCCTC
ATGGATATCCGAGCAAATCTGGCAGACTTTAAAAAGATACACAAAAAGCTCTACCCATGCCA
TCGGTCCTTTATCGTCAATACAGATATGATCATCTCTGTCAACAAGACCAATTATGAAGCTA
CCTTAATTAATGGTCAAGTTCTACCAGTATCCCGTATGAAGATAGGAAAGATTGCACAGATT
GTTGAGGAAAGAGGCAGATGATGTTAACAACGTTATGGCTACTTTTTCTCACCCTTTTAAGT
GCAGGCCTAGAAATTATTCTTTTCCTTTATTTAATGGGACAGAAGATTCGTCTGAGGTATTT
TTTCCTACTCCTTATTTTTAATTTAGCCTTTAATTTTATTTATAACCACTCTTCTTGGTTTA
TCATTAAATTCTGGGGTGAGGATATCTACTATCTTCTGCTCTCCTTCCTTTTATCCACTAAG
ACTAAAAAACCATTAAAAATAAAGATTTTCAATGGTCTCTTCCCTGATATCCTCAACAACCT
TAGTTTAAGACTGATTACTTTTTTTATCTTTCCTTTTTTTAATATTAGTATCACCGATTATA
AA 
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27. PCRHRA, Κλώνος HRA13, Πείραμα N24 
Θέση 7138-8027 bp 
CTTTTGGCGTTACAGCCTATAAATACATCAATAAAACCTTAGATGAAGCTAGCTTTAGAAAA
GAAATAGGGGAAACCATTGCTCAAGTCTTCCCTATTAACGCAACTACCACGGATGAGTTTTT
TCTCTACAAAACAGAGTCTCAATTAATAAACCTTCCTATGGATCAAATTCTATACCTATCCA
CATCAGATATCAAACACCATGTTCACCTCCAGACTATCCATACCCTCATGGATATCCGAGCA
AATCTGGCAGACTTTAAAAAGATACACAAAAAGCTCTACCCATGCCATCGGTCCTTTATCGT
CAATACAGATATGATCATCTCTGTCAACAAGACCAATTATGAAGCTACCTTAATTAATGGTC
AAGTTCTACCAGTATCCCGTATGAAGATAGGAAAGATTGCACAGATTGTTGAGGAAAGAGGC
AGATGATGTTAACAACGTTATGGCTACTTTTTCTCACCCTTTTAAGTGCAGGCCTAGAAATT
ATTCTTTTCCTTTATTTAATGGGACAGAAGATTCGTCTGAGGTATTTTTTCCTACTCCTTAT
TTTTAATTTAGCCTTTAATTTTATTTATAACCACTCTTCTTGGTTTATCATTAAATTCTGGG
GTGAGGATATCTACTATCTTCTGCTCTCCTTCCTTTTATCCACTAAGACTAAAAAACCATTA
AAAATAAAGATTTTCAATGGTCTCTTCCCTGATATCCTCAACAACCTTAGTTTAAGACTGAT
TACTTTTTTTATCTTTCCTTTTTTTAATATTAGTATCACCGATTATAAAAGCTCTCTATTAA
TATCCATCCCTTCATCTATCGCACCTCTTTGTCTATCATTTCTCTTTATTAAATTATTCAAG
GAGAGTTTTACCATACTTCAAA 

 
28. PCRHRA, Κλώνος HRA13, Πείραμα M24b 

Θέση 7760-8675 bp 
GAGGATATCTACTATCTTCTGCTCTCCTTCCTTTTATCCACTAAGACTAAAAAACCATTAAA
AATAAAGATTTTCAATGGTCTCTTCCCTGATATCCTCAACAACCTTAGTTTAAGACTGATTA
CTTTTTTTATCTTTCCTTTTTTTAATATTAGTATCACCGATTATAAAAGCTCTCTATTAATA
TCCATCCCTTCATCTATCGCACCTCTTTGTCTATCATTTCTCTTTATTAAATTATTCAAGGA
GAGTTTTACCATACTTCAAAAGCAGAAATCAAATTCTCCGATTCAACATATTATTATAGTTG
CTAACTTTTTTATGTTTGGGTACACCCTACTGTTACAGTCCCTCATGTATCTTGAAAACACT
ACTCACTCTTCAACTTTGGAGCTTCGAAAACTCTGTGTTGTTATTTCACTTGTCCTCTTCTT
CATTATGATTGTCTTTTTAGAAAGAAACATTCGTGAAATGATTCAAGGACAATTGGACTTCC
AGAAAAATCTCCAGCTAGAGAATCTCTACACCTACAATAAACATATTGAATGTCTCTACAAT
TCTGTTCGTAGTTTTAGACACGATTATAGTAATCTCTTAGTCACATTACGATTGGGGATAGA
TAAAGACGATATGGATATTGTCAAAGAAGTCTATGATAGTGTGCTTCAAGAATCCGATAAAC
GATTAAATACAAGAAACTTTGACTTAGCTAGACTCGTTAATATTCAGGATAATACTTTGAAA
AGCCTTCTGTCCGCAAAAGTTTTACAAGCAGAAGAAGAAGGTATTGAAGCTCAGATTAGCAT
CCCAGAACCCATCCACTTGATTGGGATGGAGATTCTGGACTTCATTATCGTCACTTCTATTT
TTTTAGATAACGCTATTGAAGGTGCCATTCAAACTCAAAACCATAAAA 

 
29. PCRCHR, Κλώνος CHR11.2, Πείραμα O09 

Θέση 8022-8631 bp 
TTCAAAAGCAGAAATCAAATTCTCCGATTCAACATATTATTATAGTTGCTAACTTTTTTATG
TTTGGGTACACCCTACTGTTACAGTCCCTCATGTATCTTGAAAACACTACTCACTCTTCAAC
TTTGGAGCTTCGAAAACTCTGTGTTGTTATTTCACTTGTCCTCTTCTTCATTATGATTGTCT
TTTTAGAAAGAAACATTCGTGAAATGATTCAAGGACAATTGGACTTCCAGAAAAATCTCCAG
CTAGAGAATCTCTACACCTACAATAAACATATTGAATGTCTCTACAATTCTGTTCGTAGTTT
TAGACACGATTATAGTAATCTCTTAGTCACATTACGATTGGGGATAGATAAAGACGATATGG
ATATTGTCAAAGAAGTCTATGATAGTGTGCTTCAAGAATCCGATAAACGATTAAATACAAGA
AACTTTGACTTAGCTAGACTCGTTAATATTCAGGATAATACTTTGAAAAGCCTTCTGTCCGC
AAAAGTTTTACAAGCAGAAGAAGAAGGTATTGAAGCTCAGATTAGCATCCCAGAACCCATCC
ACTTGATTGGGATGGAGATTCTGGACTTCATTATCGTCACTTCTATTTTTTT 
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30. PCRCHR, Κλώνος CHR11, Πείραμα E04 
Θέση 8457-9097 bp 
ACTTTGACTTAGCTAGACTCGTTAATATTCAGGATAATACTTTGAAAAGCCTTCTGTCCGCA
AAAGTTTTACAAGCAGAAGAAGAAGGTATTGAAGCTCAGATTAGCATCCCAGAACCCATCCA
CTTGATTGGGATGGAGATTCTGGACTTCATTATCGTCACTTCTATTTTTTTAGATAACGCTA
TTGAAGGTGCCATTCAAACTCAAAACCATAAAATTACTATTAGCTTTTGGGAAGATCATCGT
TCACAGCTATTATCTATTAGCAATACCATAAGTGAAGAACAAACAGAAACTAAAACCATATT
TGAAAGAGGTGTCTCCAACAAGGGACGAGAGCGAGGCATTGGCCTTGCTAATGTCACAGAAA
TCTTAGATAACTATATCAATGTAAACTTAGAAACACAGAGTAACAATTTCTCATTCACACAA
CAATTAACAATAACTAAAAAGGCCTAACAGCCTTTTTTCTATACCTAAACTTGAGGAATGTT
ATAGTCTTTTGTTGGAAGCGTTCTTTGCCCTCCGAATCCTTTTAGGAAACCATTTATATAAT
CCATCCACCCACTTCCACCTACGACTTGTTCAAGAGCGTGGTTATCAAGTGTTTCAAAGTTA
TTAATCGTATTGTTAGCCATC 

 
31. PCRCHR, Κλώνος CHR11, Πείραμα I18 

Θέση 8645-9218 bp 
GAAGGTGCCATTCAAACTCAAAACCATAAAATTACTATTAGCTTTTGGGAAGATCATCGTTC
ACAGCTATTATCTATTAGCAATACCATAAGTGAAGAACAAACAGAAACTAAAACCATATTTG
AAAGAGGTGTCTCCAACAAGGGACGAGAGCGAGGCATTGGCCTTGCTAATGTCACAGAAATC
TTAGATAACTATATCAATGTAAACTTAGAAACACAGAGTAACAATTTCTCATTCACACAACA
ATTAACAATAACTAAAAAGGCCTAACAGCCTTTTTTCTATACCTAAACTTGAGGAATGTTAT
AGTCTTTTGTTGGAAGCGTTCTTTGCCCTCCGAATCCTTTTAGGAAACCATTTATATAATCC
ATCCACCCACTTCCACCTACGACTTGTTCAAGAGCGTGGTTATCAAGTGTTTCAAAGTTATT
AATCGTATTGTTAGCCATCAGTAATTCTCCTCCTATTGGTCTTGCAAGTTTAGTAACTTGTC
TTTAAAGTAATTGAAGTAGGTCTTTTGGTCAATAACGCTTCTCACACGACCTTCTAGACCGT
AACGTAGATTTTGGGC 

 
32. PCRC, Κλώνος C1, Πείραμα M24 

Θέση 8806-9218 bp 
TGGCCTTGCTAATGTCACAGAAATCTTAGATAACTATATCAATGTAAACTTAGAAACACAGA
GTAACAATTTCTCATTCACACAACAATTAACAATAACTAAAAAGGCCTAACAGCCTTTTTTC
TATACCTAAACTTGAGGAATGTTATAGTCTTTTGTTGGAAGCGTTCTTTGCCCTCCGAATCC
TTTTAGGAAACCATTTATATAATCCATCCACCCACTTCCACCTACGACTTGTTCAAGAGCGT
GGTTATCAAGTGTTTCAAAGTTATTAATCGTATTGTTAGCCATCAGTAATTCTCCTCCTATT
GGTCTTGCAAGTTTAGTAACTTGTCTTTAAAGTAATTGAAGTAGGTCTTTTGGTCAATAACG
CTTCTCACACGACCTTCTAGACCGTAACGTAGATTTTGGGC 

 
33. PCRC, Κλώνος C1, Πείραμα F03 

Θέση 8806-9218 bp 
TGGCCTTGCTAATGTCACAGAAATCTTAGATAACTATATCAATGTAAACTTAGAAACACAGA
GTAACAATTTCTCATTCACACAACAATTAACAATAACTAAAAAGGCCTAACAGCCTTTTTTC
TATACCTAAACTTGAGGAATGTTATAGTCTTTTGTTGGAAGCGTTCTTTGCCCTCCGAATCC
TTTTAGGAAACCATTTATATAATCCATCCACCCACTTCCACCTACGACTTGTTCAAGAGCGT
GGTTATCAAGTGTTTCAAAGTTATTAATCGTATTGTTAGCCATCAGTAATTCTCCTCCTATT
GGTCTTGCAAGTTTAGTAACTTGTCTTTAAAGTAATTGAAGTAGGTCTTTTGGTCAATAACG
CTTCTCACACGACCTTCTAGACCGTAACGTAGATTTTGGGC 
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34. PCRB, Κλώνος B1, Πείραμα A20 
Θέση 9011-9831 bp 
TAATCCATCCACCCACTTCCACCTACGACTTGTTCAAGAGCGTGGTTATCAAGTGTTTCAAA
GTTATTAATCGTATTGTTAGCCATCAGTAATTCTCCTCCTATTGGTCTTGCAAGTTTAGTAA
CTTGTCTTTAAAGTAATTGAAGTAGGTCTTTTGGTCAATAACGCTTCTCACACGACCTTCTA
GACCGTAACGTAGATTTTGGGCTTCTTTTTCTGAAATACTTGCCCTAGCAGTTACTCTAAAC
ACATTCCCCCTTTCTGTTTCCGTGGCAGAATTATCAATACTCTCAAGTTTTCCAATAATTGT
GGTACCGTGATTACCAACCTTATCCAAGGTCAGTCGAACTGACTGGCCTTTTTGCAGTTTTG
GCACATAATCCGAATTCACATAATAAGTAATGGCAACTTCCTGGGTTTGAGTCATATCGGGA
TAAAGCTGGGCCAACTCAGTTCCTGTCGCAGCCATGGTTGCTTTTTTATCAGCTTGACTCAA
GTGTAAGATTCCATCTTCTGGTGACTGGATGAGGGTATTAGTCAGAAGGACATCTGCCTGAT
TGATTTTACTCTCGGTATCGGTAATTTGTGTTTCCACTGAGCTCAATTGCTGTCCTGCATTT
TGCAAGAATTGATTTTTTAGAGCTTCTTTTTTAGTGCTATCACTATTGTCATAAGTTACAAC
TGTGCCTGTCCCAGCATTTTGGATTTCTAGATTACCTATGGAAGCATTCAAGCTCGAAATAT
TGGTATTAACTTGAGATAGGTATTGGTCTGTTACACTGGCATCCGGTGTCGTAGCATACTGA
CTGTTATAGGCATTT 
 

35. PCRB, Κλώνος B6.1, Πείραμα I09 
Θέση 9215-10110 bp 
GGGCTTCTTTTTCTGAAATACTTGCCCTAGCAGTTACTCTAAACACATTCCCCCTTTCTGTT
TCCGTGGCAGAATTATCAATACTCTCAAGTTTTCCAATAATTGTGGTACCGTGATTACCAAC
CTTATCCAAGGTCAGTCGAACTGACTGGCCTTTTTGCAGTTTTGGCACATAATCCGAATTCA
CATAATAAGTAATGGCAACTTCCTGGGTTTGAGTCATATCGGGATAAAGCTGGGCCAACTCA
GTTCCTGTCGCAGCCATGGTTGCTTTTTTATCAGCTTGACTCAAGTGTAAGATTCCATCTTC
TGGTGACTGGATGAGGGTATTAGTCAGAAGGACATCTGCCTGATTGATTTTACTCTCGGTAT
CGGTAATTTGTGTTTCCACTGAGCTCAATTGCTGTCCTGCATTTTGCAAGAATTGATTTTTT
AGAGCTTCTTTTTTAGTGCTATCACTATTGTCATAAGTTACAACTGTGCCTGTCCCAGCATT
TTGGATTTCTAGATTACCTATGGAAGCATTCAAGCTCGAAATATTGGTATTAACTTGAGATA
GGTATTGGTCTGTTACACTGGCATCCGGTGTCGTAGCATACTGACTGTTATAGGCATTTAAG
GTTGCCTGATGAGGATTGCCTTCAGGTAAAGTCGTTTCATGATTGGTAATAGCTTGAGAGAG
CGCCTCATACTCTGAGACCTGAGTCTGCAATTGACTAATCTGGTTATCAATAGCAGAACCGG
TATTACTCGCAATTGCTGCTTGGTTATTAACCTCTGTATTTGTTTTAGCCACACCCAAGTCA
ATATCCTGTGCCTGACTTAGGTAGGTGTTAAAAGTACTCTGATAACCAAACTCGTCTTCCTG
TTCTTGGAAAAGATTGGTTCCCTGCGTT 
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36. PCRB, Κλώνος B1, Πείραμα O18 
Θέση 9709-10472 bp 
TTTTGGATTTCTAGATTACCTATGGAAGCATTCAAGCTCGAAATATTGGTATTAACTTGAGA
TAGGTATTGGTCTGTTACACTGGCATCCGGTGTCGTAGCATACTGACTGTTATAGGCATTTA
AGGTTGCCTGATGAGGATTGCCTTCAGGTAAAGTCGTTTCATGATTGGTAATAGCTTGAGAG
AGCGCCTCATACTCTGAGACCTGAGTCTGCAATTGACTAATCTGGTTATCAATAGCAGAACC
GGTATTACTCGCAATTGCTGCTTGGTTATTAACCTCTGTATTTGTTTTAGCCACACCCAAGT
CAATATCCTGTGCCTGACTTAGGTAGGTGTTAAAAGTACTCTGATAACCAAACTCGTCTTCC
TGTTCTTGGAAAAGATTGGTTCCCTGCGTTAGGCTAGATTGCAAGGTCTTCAAACCTGATTC
CTGTCTTTTTAAAAGTTCTAGTTGCTTTTGAAGCCCCTCTTTTTGCGATGCCTCCATGGTCT
CTGAATACTGAACTAAGGTGTCCCCTTTTTTAACAACCTTATTAGCAACCAGTTGATTATCT
ATGATGGTATTGTCACTGGTTGATTGGATTACTGCGATAACCTTGGTTGGCTCTATACTTCC
TCTAGACGTGACTGTAACTTCCTTCTTAGCAAAAAAAGCGAAAAGAAAAAGGAAAATAACTA
ACAAAATCAAGGGAGTAATCAAAACAGTAGACATATTGTGGTAGCGACGATGGTAAAACTCT
GTGCTTTTAAACAACTGTGG 
 

37. PCRA, Κλώνος A3, Πείραμα M18b 
Θέση 10103-10893 bp 
CCTGCGTTAGGCTAGATTGCAAGGTCTTCAAACCTGATTCCTGTCTTTTTAAAAGTTCTAGT
TGCTTTTGAAGCCCCTCTTTTTGCGATGCCTCCATGGTCTCTGAATACTGAACTAAGGTGTC
CCCTTTTTTAACAACCTTATTAGCAACCAGTTGATTATCTATGATGGTATTGTCACTGGTTG
ATTGGATTACTGCGATAACCTTGGTTGGCTCTATACTTCCTCTAGACGTGACTGTAACTTCC
TTCTTAGCAAAAAAAGCGAAAAGAAAAAGGAAAATAACTAACAAAATCAAGGGAGTAATCAA
AACAGTAGACATATTGTGGTAGCGACGATGGTAAAACTCTGTGCTTTTAAACAACTGTGGAT
TCATCGTGTTTCCTTTTCCTCACTTTCTAAATAATTGATAATAGAAACCTGGATAAGACATC
AGGTCTTGATGAGAACCTGTCTCCACTACGCGTCCCTGATCAATGACTACGATACGGTCGGT
CCGCTCAGCGATACTAAGCCTGTGTGCTACAAAGATGATCGTTTTATCTTTTAGTGCTAGGA
GGTTATCAATAACCTGCTTTTCTGTCAAAGCATCCAATCCGCTAGTTGCTTCATCTAAGATT
AGTACAGGAGATTTCGTTAGTAGTGCACGCGCCAAAGCGATACGTTGCTTTTGCCCTCCAGA
CAGACCTGCTCCATCAGACAGCTCTGTCTGAAACCCCATAGGCATGTTTTCAATATCTTGAC
GAATTTCTGCTATTTCACAAGCTTTCAAAATATCAGCTTGCGTAATA 
 

38. PCRA, Κλώνος A3.1, Πείραμα E09 
Θέση 10468-11247 bp 
TGTGGATTCATCGTGTTTCCTTTTCCTCACTTTCTAAATAATTGATAATAGAAACCTGGATA
AGACATCAGGTCTTGATGAGAACCTGTCTCCACTACGCGTCCCTGATCAATGACTACGATAC
GGTCGGTCCGCTCAGCGATACTAAGCCTGTGTGCTACAAAGATGATCGTTTTATCTTTTAGT
GCTAGGAGGTTATCAATAACCTGCTTTTCTGTCAAAGCATCCAATCCGCTAGTTGCTTCATC
TAAGATTAGTACAGGAGATTTCGTTAGTAGTGCACGCGCCAAAGCGATACGTTGCTTTTGCC
CTCCAGACAGACCTGCTCCATCAGACAGCTCTGTCTGAAACCCCATAGGCATGTTTTCAATA
TCTTGACGAATTTCTGCTATTTCACAAGCTTTCAAAATATCAGCTTGCGTAATACCCCGTGC
TGCACCTAAAGTAAGATTTTCTAAAACACTACCACTAAATATATAGGATTGCTGAGGGAGAT
AGTTAATATGTTGACGAAGAGTTTTCTTGTCTATGCGACTAATATTTTGACCATTAAAATCT
ATGTGCCCCTTATATGGTTGATAAAAATTGACCAACATTTTAGCTAGAGTAGTCTTACCAGA
TCCACTGACACCAACAAAACTGATTTTTTCTCCTTGTCTAATCGTCAAACTGACATCAGTCA
AAGTATCACGACCAAAACCATATTTATAAGATAAATCCGTAACAGTGATATCTCCATCCGCA
ATGCCTTCTTGATAGGTATCATCACTTTGTCCAAAC 
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39. PCRAA, Κλώνος AA1, Πείραμα M08 
Θέση 10667-11602 bp 
ATAACCTGCTTTTCTGTCAAAGCATCCAATCCGCTAGTTGCTTCATCTAAGATTAGTACAGG
AGATTTCGTTAGTAGTGCACGCGCCAAAGCGATACGTTGCTTTTGCCCTCCAGACAGACCTG
CTCCATCAGACAGCTCTGTCTGAAACCCCATAGGCATGTTTTCAATATCTTGACGAATTTCT
GCTATTTCACAAGCTTTCAAAATATCAGCTTGCGTAATACCCCGTGCTGCACCTAAAGTAAG
ATTTTCTAAAACACTACCACTAAATATATAGGATTGCTGAGGGAGATAGTTAATATGTTGAC
GAAGAGTTTTCTTGTCTATGCGACTAATATTTTGACCATTAAAATCTATGTGCCCCTTATAT
GGTTGATAAAAATTGACCAACATTTTAGCTAGAGTAGTCTTACCAGATCCACTGACACCAAC
AAAACTGATTTTTTCTCCTTGTCTAATCGTCAAACTGACATCAGTCAAAGTATCACGACCAA
AACCATATTTATAAGATAAATCCGTAACAGTGATATCTCCATCCGCAATGCCTTCTTGATAG
GTATCATCACTTTGTCCAAACTCTGATTCAATCAGATAGACCTCATTGAGCCTAGTATTAGC
TACCTTAGCAGACTGTAACTTGGTTTGCAGGTTAATGATATTTTCCAAAGGATTCGTGAAGT
AGGAAAGCAACATATTAAAAGTAATCAATTGTCCTATCGAAATGGTATTTCCCATCACCAAC
TGAGCACCTGTCCAGAGGATAAGTACATTTAAAATAAGTTGAGCACCTTGTTTCAATGATGT
TTGTAGTATAGATAACTTAGAAAGGCGAAAAGAATTGTCTAGATAGTCAACAAACTCACCAT
CAATCTTTTGATAGCATACTTCTTCGCTGGTTAGTGACTTTATGGTTTCAATCCCATTAATG
TCCT 

 
40. PCRAA, Κλώνος AA1, Πείραμα K08 

Θέση 10909-11811 bp 
AAAGTAAGATTTTCTAAAACACTACCACTAAATATATAGGATTGCTGAGGGAGATAGTTAAT
ATGTTGACGAAGAGTTTTCTTGTCTATGCGACTAATATTTTGACCATTAAAATCTATGTGCC
CCTTATATGGTTGATAAAAATTGACCAACATTTTAGCTAGAGTAGTCTTACCAGATCCACTG
ACACCAACAAAACTGATTTTTTCTCCTTGTCTAATCGTCAAACTGACATCAGTCAAAGTATC
ACGACCAAAACCATATTTATAAGATAAATCCGTAACAGTGATATCTCCATCCGCAATGCCTT
CTTGATAGGTATCATCACTTTGTCCAAACTCTGATTCAATCAGATAGACCTCATTGAGCCTA
GTATTAGCTACCTTAGCAGACTGTAACTTGGTTTGCAGGTTAATGATATTTTCCAAAGGATT
CGTGAAGTAGGAAAGCAACATATTAAAAGTAATCAATTGTCCTATCGAAATGGTATTTCCCA
TCACCAACTGAGCACCTGTCCAGAGGATAAGTACATTTAAAATAAGTTGAGCACCTTGTTTC
AATGATGTTTGTAGTATAGATAACTTAGAAAGGCGAAAAGAATTGTCTAGATAGTCAACAAA
CTCACCATCAATCTTTTGATAGCATACTTCTTCGCTGGTTAGTGACTTTATGGTTTCAATCC
CATTAATGTCCTCAATGATGGCTGAATTAACCATAGCATTACTCTGCATGACGTCATGATTC
ATTCGCTCAAAAGGTTTCATAAAGGCAAAGACGATAAGGGTATAAATTGGAACCGAACAAAG
AACTAGCTTGAAGAGATTGCTATTTTGTATCAATAACACGCCTCCTACGATAATCACAATAG
AGAAATCAAGGAAAAGTGATAATATCGTCGAAGCC 
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41. PCRA, Κλώνος A3.2, Πείραμα G09 
Θέση 11598-12311 bp 
GTCCTCAATGATGGCTGAATTAACCATAGCATTACTCTGCATGACGTCATGATTCATTCGCT
CAAAAGGTTTCATAAAGGCAAAGACGATAAGGGTATAAATTGGAACCGAACAAAGAACTAGC
TTGAAGAGATTGCTATTTTGTATCAATAACACGCCTCCTACGATAATCACAATAGAGAAATC
AAGGAAAAGTGATAATATCGTCGAAGCCAGAGCATCGATAATAGAGTTAGCATCACTAAAAC
GTGAGATAACCTCCCCTGTACGTCTTGTGGCAAAAAAAGACATTGGGAGTTCAAAGATATGT
CGTATGTAGGACAAGATAACGTCAATGGTCAATCGCTGACTCAGTATGGTTAAGAGATAATC
TCTTGCAAAAGTCATCATTTGTTGTAAAACATAGGTCACAACTAATCCAATTGAGATAATTC
CTAAGGTAGACTTCATTTGATTAGGGACATATTCGTCTAGAATACCTTGTAAATAATAGGAA
CCTAAAATATTTATTAAAGTAACCAAGAGACTGGCAAAGACAATATTAGCTATCAAGGACCT
TTGTTTAAAGATCAAAGGGAGAAAGTCCCAGAGTCCATTTTTCTTATCCTTATGTGGTTTAT
AACTGGGTTCCGGTCCCATAAAAAGAGTAACACCTGTCCACTCTTTCTCAAAACGCTCTTTA
GTCATTTTAGTTACTTTTACACTTGGATCAGG 
 

42. PCRA, Κλώνος A3, Πείραμα K18b 
Θέση 11775-12648 bp 
AGAGAAATCAAGGAAAAGTGATAATATCGTCGAAGCCAGAGCATCGATAATAGAGTTAGCAT
CACTAAAACGTGAGATAACCTCCCCTGTACGTCTTGTGGCAAAAAAAGACATTGGGAGTTCA
AAGATATGTCGTATGTAGGACAAGATAACGTCAATGGTCAATCGCTGACTCAGTATGGTTAA
GAGATAATCTCTTGCAAAAGTCATCATTTGTTGTAAAACATAGGTCACAACTAATCCAATTG
AGATAATTCCTAAGGTAGACTTCATTTGATTAGGGACATATTCGTCTAGAATACCTTGTAAA
TAATAGGAACCTAAAATATTTATTAAAGTAACCAAGAGACTGGCAAAGACAATATTAGCTAT
CAAGGACCTTTGTTTAAAGATCAAAGGGAGAAAGTCCCAGAGTCCATTTTTCTTATCCTTAT
GTGGTTTATAACTGGGTTCCGGTCCCATAAAAAGAGTAACACCTGTCCACTCTTTCTCAAAA
CGCTCTTTAGTCATTTTAGTTACTTTTACACTTGGATCAGGGTCTCCAATTATCAGATAATC
CTTGGTGCTTTTATAAATAACATAATAATGTTGAAGCTTCCCATCTTTATTAACATGAGCAA
TAAAAGGATAAGGAACATCTTCCATCTCAAAGAGCGACATTTCAGCCTTTATAGCTCTCGTT
TCAAAGCCAATTTTTTTAGCAGCCTCTACAAGACCTAAGGCAGTTGTCCCTTCTTTATTGGT
CTTCGCCAACTCACGCAGATGTGCTAATGAATAATCTGAACCATAGTACTTGGCCACTGATG
CCAAGGCAGCAACTCCACAATCCCTCATGTCTATTTGAGGGACAAAAGTCCTACGAAAACGA
AAC 

 
43. PCR0A, Κλώνος 0A1, Πείραμα I24 

Θέση 12172-13092 bp 
GGGAGAAAGTCCCAGAGTCCATTTTTCTTATCCTTATGTGGTTTATAACTGGGTTCCGGTCC
CATAAAAAGAGTAACACCTGTCCACTCTTTCTCAAAACGCTCTTTAGTCATTTTAGTTACTT
TTACACTTGGATCAGGGTCTCCAATTATCAGATAATCCTTGGTGCTTTTATAAATAACATAA
TAATGTTGAAGCTTCCCATCTTTATTAACATGAGCAATAAAAGGATAAGGAACATCTTCCAT
CTCAAAGAGCGACATTTCAGCCTTTATAGCTCTCGTTTCAAAGCCAATTTTTTTAGCAGCCT
CTACAAGACCTAAGGCAGTTGTCCCTTCTTTATTGGTCTTCGCCAACTCACGCAGATGTGCT
AATGAATAATCTGAACCATAGTACTTGGCCACTGATGCCAAGGCAGCAACTCCACAATCCCT
CATGTCTATTTGAGGGACAAAAGTCCTACGAAAACGAAACATACCAAACCCTTTCATCACAA
ATTATCATATGATTAGTATGTCATATTTTCAGGATAAAAAGAGCCAGCGTCCCAAAAAGTTG
CCATACGTCCCAAACGGTAAGAAAAATCTTAAAGTCATCTCCACTATTACCATTTAAGCCGT
ATTTGGGGTCATTTAGGACAAGTTCATTGAAATCGATTTCAAAGTTATACAATAGTTATTAG
AAGGAAACATTCTAAAATAGTCCTACAAGCATACGTATTTGATCTAACCATTATTACTGTGC
CAGCCCTGGTATTTCCAAAGGAAACCATGACTGCTGATAGCCTCGGAGCCTATCTCTATCGT
ATGATGTCATAATTTGATTATTTTTATTCCGAAAAGGGATAACATTATGAAAAACGTCAATC
CATATCTCAAAAAATCCTATCAAAAAAGGCTAAATCAGCCTCTTGAGATTCGA 
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44. PCR0A, Κλώνος 0A1, Πείραμα K24 

Θέση 12418-13092 bp 
ATCTCAAAGAGCGACATTTCAGCCTTTATAGCTCTCGTTTCAAAGCCAATTTTTTTAGCAGC
CTCTACAAGACCTAAGGCAGTTGTCCCTTCTTTATTGGTCTTCGCCAACTCACGCAGATGTG
CTAATGAATAATCTGAACCATAGTACTTGGCCACTGATGCCAAGGCAGCAACTCCACAATCC
CTCATGTCTATTTGAGGGACAAAAGTCCTACGAAAACGAAACATACCAAACCCTTTCATCAC
AAATTATCATATGATTAGTATGTCATATTTTCAGGATAAAAAGAGCCAGCGTCCCAAAAAGT
TGCCATACGTCCCAAACGGTAAGAAAAATCTTAAAGTCATCTCCACTATTACCATTTAAGCC
GTATTTGGGGTCATTTAGGACAAGTTCATTGAAATCGATTTCAAAGTTATACAATAGTTATT
AGAAGGAAACATTCTAAAATAGTCCTACAAGCATACGTATTTGATCTAACCATTATTACTGT
GCCAGCCCTGGTATTTCCAAAGGAAACCATGACTGCTGATAGCCTCGGAGCCTATCTCTATC
GTATGATGTCATAATTTGATTATTTTTATTCCGAAAAGGGATAACATTATGAAAAACGTCAA
TCCATATCTCAAAAAATCCTATCAAAAAAGGCTAAATCAGCCTCTTGAGATTCGA 
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Παράρτημα 2 
 

Παρακάτω παρουσιάζονται οι αλληλουχίες των πειραμάτων εύρεσης 
αλληλουχίας κάθε κλώνου που χρησιμοποιήθηκε για την ταυτοποίηση της 
αλληλουχίας του φυσικού πλασμιδίου του S. thermophilus ACA-DC 0040 pST0040 

1. Ένθεση από κλώνο τμήματος περιορισμού με XbaI  
Θέση 29-1026 bp 
CTAGAAAATCAGCGAAAGGTTACTTGCTGACAAGAGGAAATTGGAATAAAAAGCGATAAGT
TTGATGGTGAATTTTTACTGAAAAGAAAAGAGGGTTGAAAGCCCAAAAAAGCAGGCTTTTG
CCTGCTTTCTTCTTATCTTGATACTATTAGAAATAATTCACGGGGATTTTTTTAGCCCCGT
AGGGTTCTAAAACCCTTGTCATTACTGGTTTTTTGGGCAAAAAAAAATCCGTTTCATTTCT
GAAAGGTTTCGTGTTATAATTTTATGTGTCGAAGGGGAAAAATATAACATTCATGAAAGGA
GAAATACGGATTTTTTTGCATCGCAAATTAATTTGTATACATAGTATAGCATGACGGATTT
TAAAAAACAAGGGGAAATTCTTGTCGATAAGAACAGTCGAGGAAAAGAACGAGACTGGCGA
GGACGAAAAATATTAAGTTTGAAATTAGCTGATATTTTTAAAGAATTGCAGTACAAGAAGA
CTTTTGTTGAAAGAGTAATATCGTGTGGTGATACTTTACAATTTATTCAAAATCAAGACGG
TAACCTAAAGCTCTATCAAGCCTATTTTTGTAAAAACAAGCTATGTCCTATGTGCAACTGG
AGACGTTCAATGAAATATTCTTATCAGACATCAAGAATCGTTGATGAGGCAATAAAACAAA
GCCCTAAAGGACGCTTTCTCTTTCTAACATTGACTGTTAAGAACGTCGAGGGGCAAGCATT
GAATAGCACGATTAGTCAGCTCACAAAATCATTTGACCGTTTATTTAAGCGTGCTAAAGTT
CAAAGGAATCTGTTGGGATATTTGCGTTCAGTTGAAGTGACCCACAATGAAAATGACAAGA
CATATCACCCTCATATTCATGTTTTGATGATGGTGAGACCTAGTTATTTTCAGTCAAAAAA
AGATTATATCACTCAAAAAGAGTGGAGCGATATGTGGTCTCAATCATTGAAAGTTGATTAT
GTCCCTATGATCGACATTCGAA 
 

2. Ένθεση από κλώνο τμήματος περιορισμού με EcoRV και ανάγνωση με 
κατά παραγγελία εκκινητή   
Θέση 274-1270 bp  
AAAGGTTTCGTGTTATAATTTTATGTGTCGAAGGGGAAAAATATAACATTCATGAAAGGAG
AAATACGGATTTTTTTGCATCGCAAATTAATTTGTATACATAGTATAGCATGACGGATTTT
AAAAAACAAGGGGAAATTCTTGTCGATAAGAACAGTCGAGGAAAAGAACGAGACTGGCGAG
GACGAAAAATATTAAGTTTGAAATTAGCTGATATTTTTAAAGAATTGCAGTACAAGAAGAC
TTTTGTTGAAAGAGTAATATCGTGTGGTGATACTTTACAATTTATTCAAAATCAAGACGGT
AACCTAAAGCTCTATCAAGCCTATTTTTGTAAAAACAAGCTATGTCCTATGTGCAACTGGA
GACGTTCAATGAAATATTCTTATCAGACATCAAGAATCGTTGATGAGGCAATAAAACAAAG
CCCTAAAGGACGCTTTCTCTTTCTAACATTGACTGTTAAGAACGTCGAGGGGCAAGCATTG
AATAGCACGATTAGTCAGCTCACAAAATCATTTGACCGTTTATTTAAGCGTGCTAAAGTTC
AAAGGAATCTGTTGGGATATTTGCGTTCAGTTGAAGTGACCCACAATGAAAATGACAAGAC
ATATCACCCTCATATTCATGTTTTGATGATGGTGAGACCTAGTTATTTTCAGTCAAAAAAA
GATTATATCACTCAAAAAGAGTGGAGCGATATGTGGTCTCAATCATTGAAAGTTGATTATG
TCCCTATGATCGACATTCGAACAGTAAAAGAGACTGGCAAAGGACTGCGAGGGGCAGTTTT
AGAGACCGCAAAATATCCAACTAAGCCGATTAAGCTTGATATTGAAAATAAGCAAGTTGTT
GATGATCTATACAACGGTTTGTATCGAAAAAGACAACTTGGCTACGGTGGTTTATTTAAAA
CCATCAAAAAACAACTAGCACTAGATGACGCCGAAAATGGTGACTTGGTACATACGTCTGA
GGATAAAGAAAACATATCAAA 
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3. Ένθεση από κλώνο τμήματος περιορισμού με HindIII  
Θέση 1121-1888 bp 
AGTTGTTGATGATCTATACAACGGTTTGTATCGAAAAAGACAACTTGGCTACGGTGGTTTA
TTTAAAACCATCAAAAAACAACTAGCACTAGATGACGCCGAAAATGGTGACTTGGTACATA
CGTCTGAGGATAAAGAAAACATATCAAAGGGTACAGAAATAGTCGCTATATGGAACGCTAG
CAAGCAAAATTATTATTTGAAAAAATAAAATAAAGCTCCTCGAAAGAGGGGCTTTTTAGTA
TCAGAAGAAGAGAATAAAAAGCTATCTTCTGCTACTGTTGATAAATCTGATTTCAATATCT
GAGTATTTACTAGCGATAAAAAATATGCTGATACCATCACATGAAAAATAATTTTACAATT
TTTAAAGAGCATAATACTTGAAAACTGACTTTTTCGGACTATAATAATCATCGAAAAGAGA
ATATAGAAAGAAGTGACTATTATGCTAAATAAGATTCAACATCGTAACTTAAACACATATA
GTGTGACACCTTTTGATTTTTTTGAAGAATTTAGTCGTAATTTATTCAATGATTTTAAGCC
AAATTTCATCAAAACAGATATTCATGAAACTGATAATGAATATCTTGTAGAAGCTGAACTC
CCTGGTATCCCTAAAGAAAACATTCAAGTTACTTACGAAAACGGAGTATTAACAATTAGTG
GCCAACAACAAATTGATGCAGTAAACGAAGATAAAAAAGGAAAGTTGATTCGTAGCGAACG
TAGTTTAACAAGTGTCCAACGTCAATATTTATTAGA 

 

4. Ένθεση από κλώνο τμήματος περιορισμού με EcoRV  
Θέση 1129-2101 bp 
ATGATCTATACAACGGTTTGTATCGAAAAAGACAACTTGGCTACGGTGGTTTATTTAAAAC
CATCAAAAAACAACTAGCACTAGATGACGCCGAAAATGGTGACTTGGTACATACGTCTGAG
GATAAAGAAAACATATCAAAGGGTACAGAAATAGTCGCTATATGGAACGCTAGCAAGCAAA
ATTATTATTTGAAAAAATAAAATAAAGCTCCTCGAAAGAGGGGCTTTTTAGTATCAGAAGA
AGAGAATAAAAAGCTATCTTCTGCTACTGTTGATAAATCTGATTTCAATATCTGAGTATTT
ACTAGCGATAAAAAATATGCTGATACCATCACATGAAAAATAATTTTACAATTTTTAAAGA
GCATAATACTTGAAAACTGACTTTTTCGGACTATAATAATCATCGAAAAGAGAATATAGAA
AGAAGTGACTATTATGCTAAATAAGATTCAACATCGTAACTTAAACACATATAGTGTGACA
CCTTTTGATTTTTTTGAAGAATTTAGTCGTAATTTATTCAATGATTTTAAGCCAAATTTCA
TCAAAACAGATATTCATGAAACTGATAATGAATATCTTGTAGAAGCTGAACTCCCTGGTAT
CCCTAAAGAAAACATTCAAGTTACTTACGAAAACGGAGTATTAACAATTAGTGGCCAACAA
CAAATTGATGCAGTAAACGAAGATAAAAAAGGAAAGTTGATTCGTAGCGAACGTAGTTTAA
CAAGTGTCCAACGTCAATATTTATTAGAAAATGTTAAAGAAGACGAAATAAAGGCTTCTTA
TTCAGATGGAGTTCTTAAAGTAACCTTGCCAAAAGATAGTAACAAAGAAATAAAAAAATCT
ATTTCAATTGAGTAGTAATTAAAAAATTACGAAAAAAGGCGTCTATAAAATTTTATAGGCG
CCTTTTTTTCGTAAAAATAAATTATTTTTTCTTTCTCCATTCACTATCTAAATCAGAT 
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5. Ένθεση από κλώνο τμήματος περιορισμού με XbaI  
Θέση 1830-28 bp 
GGAAAGTTGATTCGTAGCGAACGTAGTTTAACAAGTGTCCAACGTCAATATTTATTAGAAA
ATGTTAAAGAAGACGAAATAAAGGCTTCTTATTCAGATGGAGTTCTTAAAGTAACCTTGCC
AAAAGATAGTAACAAAGAAATAAAAAAATCTATTTCAATTGAGTAGTAATTAAAAAATTAC
GAAAAAAGGCGTCTATAAAATTTTATAGGCGCCTTTTTTTCGTAAAAATAAATTATTTTTT
CTTTCTCCATTCACTATCTAAATCAGATATCATAAGTTAGGATTTTGCCTTCTTTTTGAAG
AATTTCTTTGTATTTCCAGAGCCTTCTAAATTCTGTGACATCACAGATTCTTTTGGTTCAT
CTAAATGACACACCCTATAAAAAACTTGAAAAATTGGCATGCGATACAAGAAAATACCTTG
TCGTGGCTCTCCTAAAGCCCATAATAGGGGCGGGGGTCGTTTTTAAACTGGTCTAGGTGAA
AATATACTGCCCCTTATATAAAATCGTGCTACGGGCGTTTTAGAGGGGTTTAACGACTTAT
CTATTTTAGTTCGTCCAACTGTTGAATAATTGGGGTGTTTTATAAGACCAACATTTTCCAA
CAATTAGGGGTTTTATATAAGTTTTTTTCAGCAATTAAAAAAGCGCTAGTAATATCTAAGC
GCTTGAATTTTTTGTGAATGAATTAGTCATATCTTGTTTTTCTAGTACACGTTAATACACT
TACAAAAGTACCGTACCAAAAATAAACGTTGTCATATCAAGGGTTTACACAGTTTTGTTTT
ACTACATATTTTTTGTTTTTCTCGAAGTTTTCTTTTTTGATTTGCTTTTGATTTGCCATTA
TTGTCTCGTTTCACCTCACCATTAAGAGCGATTTATGCCGAGAAAACTCTTGTCAGTAAGC
TGAGCGATTTAGACTGAGAGTGTCTGAGTCGCAAGACTGAAAGCTTGCGATAAGGACACGA
AGT 
 

6. Ένθεση από κλώνο τμήματος περιορισμού με HindIII  
Θέση 1889-5 bp 
AAATGTTAAAGAAGACGAAATAAAGGCTTCTTATTCAGATGGAGTTCTTAAAGTAACCTTG
CCAAAAGATAGTAACAAAGAAATAAAAAAATCTATTTCAATTGAGTAGTAATTAAAAAATT
ACGAAAAAAGGCGTCTATAAAATTTTATAGGCGCCTTTTTTTCGTAAAAATAAATTATTTT
TTCTTTCTCCATTCACTATCTAAATCAGATATCATAAGTTAGGATTTTGCCTTCTTTTTGA
AGAATTTCTTTGTATTTCCAGAGCCTTCTAAATTCTGTGACATCACAGATTCTTTTGGTTC
ATCTAAATGACACACCCTATAAAAAACTTGAAAAATTGGCATGCGATACAAGAAAATACCT
TGTCGTGGCTCTCCTAAAGCCCATAATAGGGGCGGGGGTCGTTTTTAAACTGGTCTAGGTG
AAAATATACTGCCCCTTATATAAAATCGTGCTACGGGCGTTTTAGAGGGGTTTAACGACTT
ATCTATTTTAGTTCGTCCAACTGTTGAATAATTGGGGTGTTTTATAAGACCAACATTTTCC
AACAATTAGGGGTTTTATATAAGTTTTTTTCAGCAATTAAAAAAGCGCTAGTAATATCTAA
GCGCTTGAATTTTTTGTGAATGAATTAGTCATATCTTGTTTTTCTAGTACACGTTAATACA
CTTACAAAAGTACCGTACCAAAAATAAACGTTGTCATATCAAGGGTTTACACAGTTTTGTT
TTACTACATATTTTTTGTTTTTCTCGAAGTTTTCTTTTTTGATTTGCTTTTGATTTGCCAT
TATTGTCTCGTTTCACCTCACCATTAAGAGCGATTTATGCCGAGAAAACTCTTGTCAGTAA
GCTGAGCGATTTAGACTGAGAGTGTCTGAGTCGCAAGACTGAA 
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7. Ένθεση από κλώνο τμήματος περιορισμού με EcoRV  
Θέση 2102-311 bp 
ATCATAAGTTAGGATTTTGCCTTCTTTTTGAAGAATTTCTTTGTATTTCCAGAGCCTTCTA
AATTCTGTGACATCACAGATTCTTTTGGTTCATCTAAATGACACACCCTATAAAAAACTTG
AAAAATTGGCATGCGATACAAGAAAATACCTTGTCGTGGCTCTCCTAAAGCCCATAATAGG
GGCGGGGGTCGTTTTTAAACTGGTCTAGGTGAAAATATACTGCCCCTTATATAAAATCGTG
CTACGGGCGTTTTAGAGGGGTTTAACGACTTATCTATTTTAGTTCGTCCAACTGTTGAATA
ATTGGGGTGTTTTATAAGACCAACATTTTCCAACAATTAGGGGTTTTATATAAGTTTTTTT
CAGCAATTAAAAAAGCGCTAGTAATATCTAAGCGCTTGAATTTTTTGTGAATGAATTAGTC
ATATCTTGTTTTTCTAGTACACGTTAATACACTTACAAAAGTACCGTACCAAAAATAAACG
TTGTCATATCAAGGGTTTACACAGTTTTGTTTTACTACATATTTTTTGTTTTTCTCGAAGT
TTTCTTTTTTGATTTGCTTTTGATTTGCCATTATTGTCTCGTTTCACCTCACCATTAAGAG
CGATTTATGCCGAGAAAACTCTTGTCAGTAAGCTGAGCGATTTAGACTGAGAGTGTCTGAG
TCGCAAGACTGAAAGCTTGCGATAAGGACACGAAGTCTAGAAAATCAGCGAAAGGTTACTT
GCTGACAAGAGGAAATTGGAATAAAAAGCGATAAGTTTGATGGTGAATTTTTACTGAAAAG
AAAAGAGGGTTGAAAGCCCAAAAAAGCAGGCTTTTGCCTGCTTTCTTCTTATCTTGATACT
ATTAGAAATAATTCACGGGGATTTTTTTAGCCCCGTAGGGTTCTAAAACCCTTGTCATTAC
TGGTTTTTTGGGCAAAAAAAAATCCGTTTCATTTCTGAAAGGTTTCGTGTTATAATTTTAT
GTGTCGAAGGGGAA 

 

 

 

 

 
 


