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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Τα κύτταρα, όλων των οργανισμών ττου έχουν μελετηθεί μέχρι σήμερα, 

αντιδρούν σε αιφνίδιες αλλαγές στο περιβάλλον με τη σύνθεση ενός μικρού 

σχετικά αριθμού πρωτεϊνών, οι οποίες ονομάστηκαν πρωτεΐνες θερμικού σοκ 

(Ηθ3ί δΗοοΚ ΡγοΙθιπ, ΗδΡδ). Οι πρωτεΐνες αυτές προσδίδουν αυξημένη 

θερμοανθεκτικότητα (ΑηοθΙΐάΐδ θί 3ΐ., 1991) καθώς και αντι-αποπτωτικότητα 

(ϋθθίθΙΙθ βί 3ΐ., 1992) στα κύτταρα που υπερεκφράζονται. Σε μοριακό όμως 

επίπεδο έχει αποδειχθεί ότι δρουν ως μοριακοί συνοδοί (ΓΠοΙθουΙβΓ 

οίίΘρθΓοηθδ) υποβοηθώντας τις λανθασμένα αναδιπλωμένες πρωτεΐνες να 

αποκτήσουν τη σωστή διαμόρφωση τους (ΡθΙΜβιτι θί 3/., 1986, ΟθΟΓρορουΙοδ 

3ηά \Λ/θΙοΙί 1993). Με βάση τη μοριακή τους μάζα οι πρωτεΐνες αυτές 

ταξινομήθηκαν σε τρεις κατηγορίες που αντιστοιχούν στις οικογένειες των 90- 

110 Κϋ3, 70 Κϋ3, 30-40 (ϋηόςυίδί 8. 1986).

Η επαγωγή μελών της οικογένειας των 70 Κϋ3 (Ηδρ70δ) παρατηρήθηκε 

ότι προκαλείται και μετά από έκθεση σε διάφορους χημικούς παράγοντες 

(ανάλογα αμινοξέων, αιθανόλη, βαριά μέταλλα, αναστολείς της δομής των 

μιτοχονδρίων κ.α.) (ΙίηοΙοιυίδί, δ. 1986). Η γονιδιακή οικογένεια των Ηδρ70δ 

αποτελείται επίσης και από μέλη τα οποία επάγονται ελαφρώς ή και καθόλου 

μετά την επίδραση θερμικού σοκ και ονομάστηκαν συγγενείς των θερμικά 

επαγόμενων πρωτεϊνών (Ηθ3ί δίιοοΚ Οοοηβίθ ΡΓοίθίηδ ή ΗδΟδ, ΗθηάποΚ 

3ηοΙ Η3ΓΙΙ, 1993).

Εξαιτίας της αφθονίας και της υψηλής επαγωγή στα κύτταρα μετά από 

θερμικό σοκ καθώς επίσης και εξαιτίας της εντυπωσιακής συντήρησης της 

αλληλουχίας τους στα διάφορα είδη (Ηυηί 3Π0ΐ Μοπιποίο 1985), οι Ηδρ70δ 

αποτελούν την κύρια και καλύτερα μελετημένη οικογένεια πρωτεϊνών 

θερμικού σοκ.

Όλα τα μέλη της οικογένειας των Ηδρ70 πρωτεϊνών αποτελούνται από τις 

εξής σημαντικές λειτουργικές περιοχές (ΟΜβρρθΙΙ βί 3/., 1987, ΡΙβΙΐθΐΙγ θί θΙ., 

1990):

9



ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΓΕΝΙΚΗΣ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ

> μια υψηλά συντηρημένη ΑΤΡ-άση περιοχή 44 Κϋ3 στο αμινοτελικό 

άκρο

> μια καρβοξυτελική περιοχή 28 Κϋ3 η οποία διαιρείται σε μια περιοχή 

πεπτιδικής πρόσδεσης 18 Κϋ3 υψηλά συντηρημένη (ρθρίΐάθ βΐηά'ΐΓ^ 

άοητΐ3ίη) και μια λιγότερο συντηρημένη περιοχή 10 Κϋ3

Σύμφωνα με μελέτες, απαλείψεις των αμινοξέων που περιλαμβάνουν το 

καρβοξυτελικό άκρο της ανθρώπινης Ηδρ70 καθιστούν αδύνατη την 

μετατόπιση της στον πυρήνα μετά από θερμικό σοκ. Πιθανώς το 

καρβοξυτελικό άκρο των Ηδρ70δ είναι υπεύθυνο για τον πυρηνικό εντοπισμό 

των πρωτεϊνών αυτών σε συνθήκες θερμικού σοκ. Επίσης υπάρχουν ενδείξεις 

ότι οι αλληλουχίες που περιλαμβάνουν το αμινοτελικό άκρο των Ηδρ70δ είναι 

υπεύθυνες για την σύνδεση των πρωτεϊνών αυτών με το ΑΤΡ και την δομική 

τους ακεραιότητα (Μΐΐ3ΓδΚί θί3/., 1989).

Α Β 0

1 384 543 638

Εικόνα 1 : Λειτουργικές περιοχές των πρωτεϊνών Ηερ70 

Α: περιοχή σύνδεσης με ΑΤΡ (ΑΤΡθδθ όοπίθΐη)

Β: περιοχή σύνδεσης με πεπτίδια (ρβρίϊοΐθ βΐηύίης άοηιβΐη, ΡΒϋ)

Ο: περιοχή που εμπλέκεται στις αλληλεπιδράσεις με συμπαράγοντες (οοίθοΙοΓδ)

Οι αριθμοί δηλώνουν αμινοξέα

Η υποκυτταρική θέση των Ηδρ70δ εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα. Η 

έκθεση όμως των κυττάρων σε υψηλές θερμοκρασίες έχει σαν αποτέλεσμα 

των πυρηνική μετακίνηση των Ηδρ70δ, οι οποίες συσσωρεύονται κυρίως 

στους πυρηνίσκους. Επαναφορά των κυττάρων Οε φυσιολογικές 

θερμοκρασίες οδηγεί τις Ηδρ70δ στο κυτταρόπλασμα με παράλληλη 

αποκατάσταση των μορφολογικών βλαβών που παρατηρούνται στους 

πυρηνίσκους κατά το θερμικό σοκ (Ν/θίΒδςυθζ 3ΠθΙ ϋποίοιυϊδί 1984, \Λ/θΙοΜ 3ποΙ
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Μ ϊζζθπ 1988). Τα δεδομένα αυτά οδήγησαν στην πρόταση σύμφωνα με την 

οποία οι Ηβρ70δ προστατεύουν το κύτταρο και ιδιαίτερα τους πυρηνίσκους 

από το θερμικό σοκ συνδεόμενες με μετουσιωθείσες πρωτεΐνες και 

αποτρέποντας τη συσσωμάτωση τους ((3θίΝη9 3ΠθΙ δθίπβΐΌοΚ 1992).

Όπως προαναφέρθηκε οι Ηδρ70δ λειτουργούν σαν μοριακοί συνοδοί. 

Εμπλέκονται στη διαδικασία των πρωτεϊνικών αναδιπλώσεων τόσο των 

νεοσυντιθέμενων πολυπεπτιδικών αλυσίδων τις οποίες και προστατεύουν 

από τυχόν ακατάλληλες αναδιπλώσεις (ΒθοΚιτοηη θί 3/., 1990) όσο και των 

μετουσιωμένων ή λανθασμένα αναδιπλωμένων πρωτεϊνών τις οποίες και 

διατηρούν σε μια κατάσταση συμβατή με τη σωστή μελλοντική τους 

αναδίπλωση (ΟΜίποο θί 3/., 1988, ϋθδή3ΐθδ θί 3/., 1988). Οι βιολογικές αυτές 

δράσεις των Ηδρ70δ είχε αποδειχθεί ότι είναι ΑΤΡ εξαρτώμενες, με βάση το 

γεγονός ότι η πρόσδεση ΑΤΡ με τις Ηδρ70δ συνεπάγεται χαλαρή σύνδεση του 

μορίου με το υπόστρωμα, ενώ αντίθετα η ΑϋΡ μορφή των Ηδρ70δ οδηγεί σε 

σταθεροποίηση της παραπάνω σύνδεσης (ΒθθΚιτΐ3ηη βί 3/., 1992). Επίσης 

πρέπει να αναφερθεί και η καταλυτική συνεισφορά ενός αριθμού βοηθητικών 

πρωτεϊνικών συνοδών (οο-οΙΐ3ρθΓοηθδ) όπως οι Ηδρ40, Ηϊρ, Ηορ, οι οποίες 

φαίνεται ότι ρυθμίζουν τις παραπάνω συνδέσεις στο επίπεδο της 

αναγνώρισης, πρόσδεσης και απελευθέρωσης του υποστρώματος (δυοίίο θί 

3/., 1995, ϋοΜηδοπ θί 31., 1998, ΗοΙιίθΙοΙ θί 31., 1995). Ο μηχανισμός 

λειτουργίας των Ηδρ70δ ως μοριακοί συνοδοί στα ευκαρυωτικά κύτταρα 

απεικονίζεται στην Εικόνα 2.
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ΑΤΡ

ΑΤΡ

Μετουσιωμένη
πρωτεΐνη

ΑϋΡ

Σωστά αναδιπλωμένη 
πρωτεΐνη

Ιθ9βη(Ι: * Η$ρ40 -Ηδρ70 -Ηίρ

Εικόνα 2 : Μηχανισμός λειτουργίας των Ηδρ70 μοριακών συνοδών στα 

ευκαρυωτικά κύτταρα (ΙιΙΐρ://ρρ598.0Γν5ΐ.ΐ3ΐ)Κ.3ο.υΚ/355ΐ9ηηΐθη{5/ρΓο]Θ0ΐ5/Γτΐ3Κ/30ίϊοη.ίΊίηΊ)

Επίσης βιοχημικά στοιχεία υποστηρίζουν ότι οι Ηερ70δ εμπλέκονται και 

στους μηχανισμούς μετακίνησης πρωτεϊνών διαμέσου κυτταρικών 

μεμβρανών. Η εμπλοκή τους αυτή αποδείχθηκε ότι αφορά τόσο την πυρηνική 

μεμβράνη (δΐιί 3ηεΙ ΤΊιοηη3δ 1992) όσο και τις μεμβράνες των μιτοχονδρίων 

(ϋθδΐΐθίθδ θί 3ΐ.} 1988) και του ενδοπλασματικού δικτύου (ΟΝποο θί 8/.,

1988).
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2. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ

Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν :

■ να κλωνοποιήσουμε τα τμήματα του Ηδρ70 γονιδίου του πιθήκου που 

κωδικοποιούν για τις ΑΤΡθδθ και ΡΒΌ περιοχές στον πλασμιδιακό 

φορέα έκφρασης ρΕΘΡΡ-01 που εκφράζει την πράσινη φθορίζουσα 

πρωτεΐνη

■ να εκφράσουμε τις ΑΤΡθδθ και ΡΒΌ δομές σε ευκαρυωτικά κύτταρα 

πιθήκου 0\/1

Με τον τρόπο αυτό θα δημιουργηθεί ένα σύστημα μελέτης του κυτταρικού 

εντοπισμού και της λειτουργίας των δομών αυτών σε καταστάσεις θερμικού 

σοκ των κυττάρων.
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

3.1 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (ΡΟΚ)

Για την κατασκευή των φορέων έκφρασης μέρους του γονιδίου Ιΐδρ70 του 

πιθήκου χρησιμοποιήθηκαν ειδικά επιλεγμένα συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια 

και η τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (ΡΟΚ).

Η επιλογή αυτών των ολιγονουκλεοτιδίων προσδίδει ϋΝΑ τμήματα που 

αντιστοιχούν στην ΑΤΡ3δβ δομή (από το νουκλεοτίδιο 99 ως το 1274) και 

στην καρβοξυτελική ΡΒϋ δομή (από το νουκλεοτίδιο 1251 ως το 2092).

Οι αντιδράσεις της ΡΟΚ πραγματοποιήθηκαν χρησιμοποιώντας ως 

υπόστρωμα το πλασμιδιακό ϋΝΑ ΡΒΙ_ ΜοηΚΘγ-Ιΐδρ70 1101 (δβΐηίδ θ ί 3/., 

1994) και τους εκκινητές 5'-Η//7αίΙΙΙ/ΜγΐΊδρ70 (ΜίηοΙβοΜ), ΜγΙΐδρ70-Λ/ί/θΙ-3' 

(Εργαστήριο Γ. Βιολογίας) και ΜγΙΐδρ?0-Λ/αίθΙ-5 (Εργαστήριο Γ. Βιολογίας), 

3'-β9/7?/δ5ρ/ρ70 (ΜϊποΙθοΙί) για την παραγωγή της ΑΤΡ35Θ και της ΡΒΌ δομής 

αντίστοιχα. Η αλληλουχία των εκκινητών έχει ως εξής (με έντονα μπλε 

γράμματα παρουσιάζονται οι θέσεις περιορισμού):

Για την ΑΤΡθδθ δομή : 

δθΠδθ ΡΠΓΠΘΓ: 5’ -  ΟΑΟ ΟΑΟ ΤΑΑ ΟΟΤ ΤΤΤ ΟΤΟ ΑΟΟ ΟΟΤ -  3’

ΒΠΙίδβΠδθ ρπππΘΓ: 5’ -  ΤΤΟ ΤΟΟ ΟΑΤ ΑΤΟ ΤΟΟ 0 0 0  ΑΤΟ ΑΟΟ ΑΤ -  3’

Για την ΡΒϋ δομή : 

δθΠδβ ΡΠΓΠΘΓ: 5’ -  ΟΑΤ 0 0 0  ΟΟΑ ΟΑΤ ΑΤΟ ΟΟΑ ΟΑΑ -  3’

3η1ίδθηδΘ ρπγπθγ : 5’ -  ΑΟΤ ΟΟΤ ΤΟΟ ΑΤΟ ΟΑΑ ΤΑΤ ΤΟΟ ΑΟΟ ΤΟ -  3’

Οι συνθήκες που επιλέγηκαν ήταν για το στάδιο της μετουσίωσης του 

υποστρώματος 94 °0 για 1 λεπτό, για το στάδιο της αναδιάταξης των 

εκκινητών 57 °0 για 1 λεπτό και για την επιμήκυνση των ήδη 

υβριδοποιημένων εκκινητών 72 °0 για 2 λεπτά, σε μια σειρά 35 

επαναλαμβανόμενων κύκλων.

Ενδεικτικά αναφέρεται μια αντίδραση ΡΟΚ σύμφωνα με την οποία 

χρησιμοποιούνται : 100 η9/ιτιΙ πλασμιδιακού ΩΝΑ, 10Χ ρυθμιστικού 

διαλύματος αντίδρασης, 2,5 ηιΜ Μ90 Ι2, 200 μΜ από το κάθε άΝΤΡ, 50 ριτιοί 

από τον κάθε εκκινητή, 2,5 II Τ3ς ϋΝΑ πολυμεράση (ΜΐηοΙθοΙι) και 

αποστειρωμένο νερό μέχρι τελικού όγκου 100 μΙ.
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3.2 Ηλεκτροφόρηση θραυσμάτων ϋΝΑ σε πηκτή αγαρόζης

Η πηκτή που χρησιμοποιήθηκε ήταν 0,8% (νν/ν) αγαρόζης σε διάλυμα ΤΒΕ 

(89 πγίΜ Τπδ &35β, 89 ηπΜ βοπο 30\ό, 0,05 Μ ΕϋΤΑ ρΗ 8.0). Τα δείγματα ϋΝΑ 

αναμίχθηκαν σε αναλογία 5:1 με ΘΧδιάλυμα φόρτωσης (30% γλυκερόλη και 

0,25% μπλε της βρωμοφαινόλης) και ηλεκτροφορήθηκαν σε διάλυμα ΤΒΕ 

υπό σταθερή τάση και παράλληλα με ϋΝΑ γνωστών μοριακών βαρών.

Η παρατήρηση της πηκτής πραγματοποιήθηκε σε συσκευή υπεριώδους 

ακτινοβολίας.

3.3 Καθαρισμός θραυσμάτων ϋΝΑ

Για τον καθαρισμό των θραυσμάτων ϋΝΑ, οι ζώνες εστιασμού 

αφαιρέθηκαν από την πηκτή, προστέθηκαν 4,5 όγκοι διαλύματος ΝθΙ και 0,5 

όγκοι ΤΒΕ ΜοοΠΙΊθγ (διάλυμα συγκεντρωμένων αλάτων) και το δείγμα 

επωάστηκε στους 55 Ο0 για 5 λεπτά ώστε να λιώσει. Στη συνέχεια 

προστέθηκαν 10-15 μΙ κοκκίων πυριτίου (σίλικα) και μετά από ανάμιξη 

ακολούθησε επώαση για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου, με ανάδευση 

κάθε 1-2 λεπτά. Ακολούθησε φυγοκέντρηση, απομάκρυνση του υπερκειμένου 

και επαναιώρηση του ιζήματος σε 10-50 όγκους συγκεντρωμένου διαλύματος 

από ΝδΟΙ/ΕίΗθηοΙ/Νερό. Η διαδικασία του πλυσίματος έγινε τρεις φορές και η 

έκλουση του ϋΝΑ πραγματοποιήθηκε με προσθήκη 10-15 μΙ νερού και 

επώαση στους 55 °0 για 2-3 λεπτά.

Εναλλακτικά χρησιμοποιήθηκε το πρωτόκολλο καθαρισμού του ΜίηΕΙυίθ 

ΟθΙ ΕχίΓ30ΐΪ0Π Κίί (Οί39θπ).

3.4 Υποκλωνοποίηση των ΡΟΚ προϊόντων στον πλασμιδιακό φορέα

Ο πλασμιδιακός φορέας και τα προς ένθεση ϋΝΑ επωάστηκαν μέχρι 

πλήρους πέψης με τα κατάλληλα περιοριστικά ένζυμα στα αντίστοιχα 

ρυθμιστικά διαλύματα. Τα προϊόντα των πέψεων διαχωρίστηκαν με 

ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης και ανακτήθηκαν από την πηκτή με τη 

μέθοδο που προαναφέρθηκε.
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Για την επίτευξη της σύνδεσης των ΡΟΚ προϊόντων με το φορέα 

κλωνοποίησης δημιουργήθηκαν τυφλά άκρα με την μέθοδο προσθήκης 

νουκλεοτιδίων από την ϋΝΑ πολυμεράση I (ΡίΙΙ ϊη) : 0.1 - 4  μρ από το 

κομμένο με ένα περιοριστικό ένζυμο ϋΝΑ διαλύονται σε 1Χ διαλύματος (50 

ιτιΜ Τπδ -  ΗΟΙ ρΗ 7.6, 5 ιίίΜ Μ9Ο 2 & 1 ηπΜ ΟΤΤ) και 50 μΜ από κάθε άΝΤΡ. 

Στη συνέχεια προστέθηκαν 1 υ ϋΝΑ ΡοΙγηΐθΓβδθ I Ι_3Γ9β Ρ ^ η ίθ η ί (ΚΙβηονν 

ΡΓ39ΐτίβπί) για κάθε μ9 ϋΝΑ και ακολούθησε επώαση για 15 λεπτά στους 25 

°0. Η αντίδραση σταμάτησε με την προσθήκη 10 γπΜ ΕΌΤΑ και το δείγμα 

θερμάνθηκε για 10 λεπτά στους 75 °0.

Η σύνδεση των θραυσμάτων ϋΝΑ στον πλασμιδιακό φορέα 

πραγματοποιήθηκε σε θερμοκρασία 16 °0 για 16 ώρες σε τελικό όγκο 20 μΙ 

που περιείχε 1ϋ Τ4 ϋΝΑ λιγάσης (Νβνν Εη9ΐ3ηοΙ ΒίοΙθβδ), 1Χ Ιί93δβ βυίίθΓ (50 

ιτιΜ ΗΟΙ, 10 γπΜ Τπδ-ΗΟΙ ρΗ 7.4, 0.1 γπΜ ΕϋΤΑ, 1 γτίΜ ύίίΝοίΐΊΓθίίοΙ, 200 

μ9/ιπΙ ΒδΑ, 50% 9ΐγοβΓθΙ), 10 ιτιΜ ΑΤΡ και ποσοτήτων ενθέματος και φορέα 

σε αναλογίες 1/2, 1/3, 1/5.

3.5 Μετασχηματισμός βακτηρίων Ε. οοίΐ με πλασμιδιακό ϋΝΑ

Για την δημιουργία επιδεκτικών κυττάρων χρησιμοποιήθηκε το στέλεχος 

ϋΗ5α του Ε. οοϋ. Η διαδικασία που ακολουθήθηκε στηρίζεται στη μέθοδο 

Ιηουθ (Ιηουθ θ ΐθ ί ,  1990).

Κύτταρα καλλιεργήθηκαν στο θρεπτικό μέσο Ι_-ΒιόϊΙί (ΙΒ  : 1% νν/ν βακτο- 

τρυπτόνη, 0,5% νν/ν εκχύλισμα ζύμης, 1% νν/ν ΝθΟΙ) για 12-16 ώρες και στη 

συνέχεια μεταφέρθηκαν και καλλιεργήθηκαν στο θρεπτικό μέσο δΟΒ (2% νν/ν 

βακτο-τρυπτόνη, 0,5% νν/ν εκχύλισμα ζύμης, 10 γπΜ ΝθΟΙ, 2,5 γπΜ ΚΟΙ, 10 

ιτιΜ Μ9Ο 2 και 10 ηπΜ Μ9δ θ 4) στους 18 °0 μέχρι οπτικής πυκνότητας 0,6. Στη 

συνέχεια επωάσθηκαν για 10 λεπτά στον πάγο και μετά από φυγοκέντρηση 

(4000 τριτι, 10 ιπίπ, 4 °0) και αφαίρεση του υπερκειμένου επαναιωρήθηκαν σε 

80 γπΙ παγωμένου διαλύματος ΤΒ (10 ιτιΜ Ρίρβδ, 55 ιτιΜ ΜπΟΙ2, 15 ιτιΜ 03012 

και 250 ηπΜ ΚΟΙ). Ακολούθησε επώαση στον πάγο και επαναφυγοκέντρηση 

στις ίδιες συνθήκες. Το κυτταρικό ίζημα επαναιωρήθηκε ήπια σε 20 ιπΙ 

παγωμένου διαλύματος ΤΒ που περιέχει 7% ν/ν ϋΜδΟ. Τέλος τα κύτταρα 

μοιράσθηκαν ανά 200 μΙ σε μικροσωληνάρια τύπου ΕρρθπάοΓί και 

διατηρήθηκαν στους -80 °0.
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Κατά το μετασχηματισμό προστέθηκαν, η μισή ποσότητα από τις 

αντιδράσεις σύνδεσης σε 200 μΙ επιδεκτικών κυττάρων. Τα κύτταρα 

επωάσθηκαν για 5 λεπτά στον πάγο, επιστρώθηκαν σε τρυβλία με θρεπτικό 

μέσο (1_Β και 1,5% νν/ν άγαρ) που περιείχε το αντιβιοτικό καναμυκίνη (50 

ιτΐ9/ηιΙ) και αφέθηκαν για 16 ώρες στους 37 °0 για την ανάπτυξη αποικιών.

3.6 Επιλογή θετικών αποικιών

Προκειμένου να επιλέξουμε τα μετασχηματισμένα βακτήρια, εφαρμόσθηκε 

η μέθοδος ΤοοίΙτρίοΚ ΡΙθδΐηίεΙ Αδδ3γ (δ3Γπ6ΐΌθί< θί 3/., 1989) σύμφωνα με την 

οποία:

Οι προς έλεγχο αποικίες μεταφέρθηκαν με μικροπιπέτα ΟίΙδοη σε 

αριθμημένο μικροσωληνάριο τύπου ΕρρθηοΙοιί ενώ ταυτόχρονα το ίίρ 

μεταφοράς χρησιμοποιήθηκε για μόλυνση ίδιας αρίθμησης σωληνάριου με 5 

ππΙ θρεπτικού υλικού. Σε κάθε μικροσωληνάριο τύπου Ερροπάοιί 

προστέθηκαν 30 μΙ από το διάλυμα ΤοοΜιρΐοΚ Ιγδΐδ όυίίθΓ (1.25 γπ! 1Ν ΝβΟΗ,

0.25 γπΙ 0.5Μ ΕϋΤΑ ρΗ 8.0, 0.625 γπΙ 10% δϋδ, 1.75 9 ΡίοοΙΙ και 250 υΙ 1% 

ΒΐΌΐτιορίΊθηοΙ βΐυβ άγθ) και τα δείγματα επωάστηκαν για 20 Γπίπ στους 65 °0. 

Ακολούθησε επαναιώρηση και φυγοκέντρηση για 15 δθο σε θερμοκρασία 

δωματίου. Στη συνέχεια τα δείγματα ηλεκτροφορήθηκαν σε 0.8% (νν/ν) πηκτή 

αγαρόζης, σε διάλυμα ΤΒΕ.

Ο διαχωρισμός των θετικών από τις αρνητικές αποικίες έγινε με βάση την 

διαφορετική κινητικότητα του πλασμιδιακού ϋΝΑ ανάλογα με το μοριακό του 

βάρος.

3.7 Απομόνωση πλασμιδιακού ΡΝΑ

α) Μικρής κλίυακας απουόνωση

Για μικροπαρασκευή πλασμιδιακού ϋΝΑ χρησιμοποιήθηκε η παρακάτω 

σύντομη διαδικασία :

Θετικές αποικίες αναπτύχθηκαν σε 5 γπΙ Ι_Β που περιείχε καναμυκίνη 

(50ιτΐ9/ιτιΙ) στους 37 °0 για 12-16 ώρες και 1 ιτιΙ εξ αυτών φυγοκεντρήθηκε 

στις 13000 τρηη. για 10 λεπτά. Το ίζημα των κυττάρων επαναιωρήθηκε σε 70
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μΙ διαλύματος 3ΤΕΤ (8% σουκρόζη, 5% Τπΐοπ Χ-100, 50 ιτιΜ ΕϋΤΑ ρΗ 8.0 

και 50 ιτιΜ Τπδ -  ΗΟΙ ρΗ 8.0) και αφού προστέθηκαν 25 μΙ λυσοζύμης, 

ακολούθησε επώαση στους 100 °0 για 45 δευτερόλεπτα. Μετά από 

φυγοκέντρηση του εκχυλίσματος για 10 λεπτά στις 13000 τριτι. έγινε συλλογή 

του υπερκειμένου, προσθήκη 100 μΙ ισοπροπανόλης και ψύξη για 15 λεπτά 

στους -70 °0. Ακολούθησε εκ νέου φυγοκέντρηση και πλύσιμο με 70% 

αιθανόλη δύο φορές. Τα δείγματα αφέθηκαν να στεγνώσουν και το ϋΝΑ 

επαναιωρήθηκε σε 20 μΙ νερό.

3) Μεγάλης κλίυακας απουόνωση

Η απομόνωση του πλασμιδιακού ϋΝΑ μεγάλης κλίμακας 

πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με το πρωτόκολλο ΡΙβδΓηίά Μθχϊ Κϊί της 

εταιρίας Ωί39βη.

3.8 Διαμόλυνση κυττάρων πιθήκου Ονί με τα ανασυνδυασμένα 

πλασμίδια

Ένα πλήρες τρυβλίο των 10 ογπ με 0\/1 κύτταρα πιθήκου χωρίστηκε σε 2 

τρυβλία. Μετά από 24 ώρες προετοιμάστηκαν τα ακόλουθα θρεπτικά υλικά για 

να είναι φρέσκα : 2.5 Μ 03ϋΙ2 , 2Χ ΗΕΡΕ3 βυίίθΐτ δβϋηθ (ΗΒ3) : 280 γπΜ 

ΗΕΡΕ5 & 1.5 ιτιΜ Νθ2Ρ04 ρΗ 7.0. & 0.1Χ ΤΕ ρΗ 8.0. Ακολούθησε 

αποστείρωση με φίλτρα 0.22 μιπ. Σε ένα μικροσωληνάριο τύπου θρρθηάοΓί 

τοποθετήθηκαν 20μ9 από το πλασμίδιο και ο όγκος αυξήθηκε στα 450 μΙ με

0.1Χ ΤΕ. Προστέθηκαν 50 μΙ 2.5 Μ 08012 και μετά από ανάδευση το δείγμα 

αφέθηκε για 5 λεπτά σε εστία κάθετης νηματικής ροής. Σε 500μΙ 2ΧΗΒ3 

προστέθηκαν στάγδην 500 μΐ του πλασμιδίου με ταυτόχρονη ανάδευση. Το 

δείγμα αφέθηκε για 30 λεπτά στην εστία κάθετης νηματικής ροής για να γίνει 

καθίζηση. Όγκος 1 γπΙ του πλασμιδιακού δείγματος σπάρθηκε σε τρυβλίο που 

περιέχει 9 ιτιΙ θρεπτικό υλικό ϋΜΕΜ/7% Ρ03. Μετά από 4 ώρες 

πραγματοποιήθηκε σοκ γλυκερόλης προσθέτοντας 2,5-3 ιτιΙ γλυκερόλη (87%) 

σε 1ΧΗΒ3 για 2-3 λεπτά. 48 ώρες μετά τα κύτταρα αραιώθηκαν 1/10 και στο 

θρεπτικό υλικό προστέθηκαν 600 μ9/ιτιΙ Θ418 για την επιλογή αποικιών. Την 

6η ημέρα μετά τη διαμόλυνση αυξήθηκε η συγκέντρωση του αντιβιοτικού σε
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800 μρ/ιτιΙ Θ418 για καλύτερη επιλογή. 1 7 -1 8  ημέρες μετά τη διαμόλυνση 

επιλέχθηκαν τυχαίες αποικίες οι οποίες και αναπτύχθηκαν σε 0ΜΕΜ/Ρ03 με 

την παρουσία 400-600 μςι/ιτιΙ Θ418.

3.9 Ανίχνευση των ανασυνδυασμένων πεπτιδίων με φθορισμό

Η ανίχνευση των ανασυνδυασμένων πεπτιδίων στα διαμολυνθέντα ΟVI 

κύτταρα πραγματοποιήθηκε με τη χρήση μικροσκοπίου φθορισμού (ΝΐΚοη 

ΕΟΙ.ΙΡ5Ε Ε400) και ειδικών φίλτρων (Β-2Α: ΕΧ 450-490, ϋΜ 505, ΒΑ 520).

Τα κύτταρα μεταφέρθηκαν σε τρυβλία των 5 οπί και αμέσως πριν από τη 

λήψη των φωτογραφιών αφαιρέθηκε το θρεπτικό υλικό και προστέθηκαν 5 ιτιΙ 

ΡΒ5. Στις περιπτώσεις που απαιτείται η ανίχνευση των πρωτεϊνών σε 

κατάσταση θερμικού σοκ τα κύτταρα επωάζονται προηγουμένως στους 43 °0 

για 1,5 ώρα.

3.10 Παρασκευή κυτταρικού εκχυλίσματος από Ονί κύτταρα

Για την παρασκευή κυτταρικού εκχυλίσματος ακολουθήθηκε η εξής 

διαδικασία (Ζ3θΙΐ3γυδ θί 3/., 1996) : κύτταρα από ένα πλήρες 10 οιτι τρυβλίο 

φυγοκεντρήθηκαν σε διάλυμα ΡΒ3 (137 γπΜ Ν30Ι, 2,7 γπΜ ΚΟΙ, 10 γπΜ 

Ν32ΗΡΟ4, 1,8 γπΜ ΚΗ2ΡΟ4) στους 4 °0 για 10 λεπτά στα 1500 τριτι. Στη 

συνέχεια αφού έγινε έκπλυση των κυττάρων με 1 ιτιΙ ΡΒ5 

ξαναφυγοκεντρήθηκαν για 3 λεπτά στις 3000 τριτι σε θερμοκρασία δωματίου. 

Τα κύτταρα επαναιωρήθηκαν σε 200 μΙ Ιγδΐδ βυίίθΓ (50 γπΜ Τπδ-ΗΟΙ ρΗ 8.5,

5 ιτιΜ 2-ιτΐθΓ03ρί0θίΐΊ3η0ΐ, 100 γπΜ ΚΟΙ, 1 ιίίΜ ΡΜ3Ρ και 1% ΝοπϊοΙθΙ Ρ-40) 

και επωάστηκαν για 15 λεπτά στον πάγο. Ακολούθησε κατεργασία των 

κυττάρων με υπέρηχους (δοπίοΒίΐοπ στα 50 \Ν3ίί, 2 με 3 φορές για 3-4 δθο), 

φυγοκέντρηση στους 4 °0 για 10 λεπτά και λήψη του υπερκειμένου.

3.11 Ανάλυση κατά Μβδίθίτι

Τα προς ανάλυση δείγματα αναμίχθηκαν με 5Χ διάλυμα φόρτωσης (1Χ 

δ3 ΐτιρΐθ βυίίβΓ: 0,0625 Μ Τπδ-ΗΟΙ, 3% 3ϋ3, 10% 9ΐγοθΐΌΐ, 5% 

ιτΐθΓ03ρί0θίΐΊ3η0ΐ, 0,01% ΒΙυβ βΐΌΐτιορίΊΘηοΙ) και αφού επωάστηκαν στους 100
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°0 5 λεπτά διαχωρίστηκαν σε πηκτή ακρυλαμιδίου 10%, σε διάλυμα 

ηλεκτροφόρησης (0,025 Μ Τπδ-β3δβ, 0,192 Μ οίγοιπθ, 0,1% 3ϋ3 ) υπό την 

επίδραση πεδίου σταθερής τάσης (80 V) για 1,5 ώρες. Μετά το πέρας της 

ηλεκτροφόρησης ακολούθησε ξηρή ηλεκτροφορητική μεταφορά σε μεμβράνη 

νιτροκυτταρίνης υπό την επίδραση πεδίου σταθερής τάσης 150 ιτίΑ για 30 

λεπτά.

Στη συνέχεια η μεμβράνη επωάστηκε σε διάλυμα κορεσμού (ΡΒ3 και 3% 

άιτγ ΓπΐΙΚ) επί 16 ώρες. Κατά το στάδιο αυτό δεσμεύονται οι μη ειδικές 

αντιγονικές θέσεις που θα μπορούσαν να αντιδράσουν ακολούθως με το 

αντίσωμα. Ακολούθησε έκπλυση της μεμβράνης με ΡΒ3 και επώαση με το 

ειδικό αντίσωμα σε ΡΒ3/3% Β3Α για 1 ώρα.

Αρχικά χρησιμοποιήθηκε ειδικό μονοκλωνικό αντίσωμα που αναγνωρίζει 

την Ιΐδρ70 (3ΡΑ810, 3 ΐΓθδδ9θΠθ) σε αραίωση 1:2500. Η μεμβράνη 

επωάστηκε 3 φορές υπό ανάδευση με ΡΒ3/0,1 % Τ\λ/θθιί-40 για 5 λεπτά την 

κάθε φορά. Στη συνέχεια επωάστηκε με το δεύτερο αντίσωμα (Αηίί-ιπουδθ 

Ι9Ο -  ΗΡΡ) σε αραίωση 1:2500 σε ΡΒ3/2,5% οΐιγ ιτιίΙΚ. Η οπτικοποίηση του 

αποτελέσματος πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο της ενισχυμένης 

χημειοφωταύγειας (ΕΟΙ, ΑηπθΓδίΊθηι ϋ ίβ  3οϊθποθ).

Η ίδια μεμβράνη ξαναχρησιμοποιήθηκε για την ανίχνευση του χιμαιρικού 

ΡΒϋ -  ΘΡΡ πολυπεπτιδίου. Μετά από επώαση της μεμβράνης εκ νέου σε 

διάλυμα κορεσμού (ΡΒ3 και 3% άι*γ γπϊΙΚ) επί 16 ώρες χρησιμοποιήθηκε ειδικό 

μονοκλωνικό αντίσωμα που αναγνωρίζει την ΘΡΡ (ΟΙοηίθοΙι) σε αραίωση 

1:500. Ακολούθησε εκ νέου επώαση με το δεύτερο αντίσωμα στην ίδια 

αραίωση και οπτικοποίηση του αποτελέσματος.
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

4.1 Παραγωγή των ϋΝΑ αλληλουχιών των ΑΤΡβδθ και ΡΒϋ περιοχών 

του 1ΐ8ρ70 γονιδίου

Προκειμένου να επιτύχουμε την πολλαπλή αντιγραφή των περιοχών 

αυτών, εφαρμόσαμε τη μέθοδο της αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης με τη 

χρήση ειδικά επιλεγμένων εκκινητών. Συγκεκριμένα για την ΑΤΡβδθ δομή ο 5' 

εκκινητής υβριδοποιούσε από την -81 βρ ως την -57 βρ και ο 3' εκκινητής από 

την 1068 βρ ως την 1094 βρ της αλληλουχίας του Μγβδρ70 γονιδίου. Για την 

ΡΒϋ δομή ο 5 ' εκκινητής υβριδοποιούσε από την 1071 βρ ως την 1094 βρ και 

ο 3 ' εκκινητής από την 1887 βρ ως την 1912 βρ της αλληλουχίας του 

Μγβδρ70 γονιδίου.

Ως υπόστρωμα για τις αντιδράσεις ΡΟΚ χρησιμοποιήθηκε το πλασμιδιακό 

ϋΝΑ ΡΒΙ_ ΜοηΚθγ-βδρ70 1101 που φέρει ολόκληρο το γόνίδιο Μδρ70 (δθίηίδ 

θί 3/., 1994). Στους εκκινητές του νοηματικού κλώνου εισαχθήκανε, για την 

ΑΤΡ35Θ δομή μια θέση αναγνώρισης της περιοριστικής ενδονουκλεάσης 

Η//70/111 ενώ για την ΡΒϋ μια θέση αναγνώρισης της ΝόβI. Αντίστοιχα στους 

εκκινητές του μη νοηματικού κλώνου εισαχθήκανε, για την ΑΤΡ3δθ η θέση 

αναγνώρισης της ΝάβI και για την ΡΒϋ η ΒθπίΗΙ.

1 638

_______________________________________ Δ

ΗΐικΗΙΙ 384

ί — 1
ΛΜβΙ

I________________

378 Β & ηΗ Ι

Σχήμα 1 : Απεικόνιση της πρωτεΐνης ΜγϊΊ5ρ70 καθώς και των περιοριστικών 

ένζυμων με τα οποία ανακτήθηκαν οι δομές ΑΤΡθδθ και ΡΒϋ με την μέθοδο της ΡΟΚ 

Οι αριθμοί δηλώνουν αμινοξέα

ΡΒΟ <ΙθίΤΐ3 Ϊη

ΑΤΡ35Θ {10ΠΊ3ΪΠ
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Μετά την πολλαπλή αντιγραφή των ΑΤΡ35Θ και ΡΒϋ δομών της ΜγΗδρ70 

ακολούθησε ηλεκτροφόρηση και καθαρισμός των ϋΝΑ ΡΟΡ προϊόντων με τη 

μέθοδο που προαναφέρθηκε (σελ. 15)

Στην Εικόνα 3 φαίνονται τα προϊόντα ΡΟΚ μετά από ηλεκτροφόρηση.

1375 &ρ----- *
947 ϊ>ρ___ *
831 &ρ----- *

Εικόνα 3 ; Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των ΡΟΡ προϊόντων 
Διαδρουή 1 : πρότυπα μοριακά βάρη

Διαδρουέ<: 2 & 3 : προϊόντα ΡΟΡ για την ΑΤΡθδθ (1175 6ρ) και ΡΒϋ δομή (843 6ρ) 

αντίστοιχα

4.2 Υποκλωνοποίηση των δομών ΑΤΡδδθ και ΡΒΌ της πρωτεΐνης 

Ηδρ70 του πιθήκου

Για την επίτευξη της έκφρασης των ΑΤΡβδθ και ΡΒΌ δομών του γονιδίου 

Μδρ70 του πιθήκου, προχωρήσαμε στην κλωνοποιήση των τμημάτων αυτών 

σε φορέα έκφρασης που εκφράζει την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη.

Ο πλασμιδιακός φορέας έκφρασης που επιλέχθηκε ήταν ο ρΕΘΡΡ-01 

(ΟΙοπϊθοΙί ) που έχει μέγεθος 4731 6ρ και φέρει τα εξής χαρακτηριστικά :

> κωδικοποιεί την ΟΡΡηιυίΙ παραλλαγή του άγριου τύπου ΟΡΡ γονιδίου 

η οποία δίνει καλύτερο φθορισμό και μεγαλύτερη έκφραση της 

πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης στα κύτταρα των θηλαστικών

> περιέχει τον πολυσυνδέτη με μοναδικές θέσεις περιορισμού μεταξύ της 

κωδικοποιούσας αλληλουχίας του ΕΟΡΡ γονιδίου και του 3\/40 ροΐγ Α. 

Τα γονίδια που εισάγονται εντός του πολυσυνδέτη εκφράζονται ως
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χίμαιρες με το καρβοξυτελικό άκρο του Ε6ΡΡ χωρίς να 

παρεμβάλλονται κωδικόνια τερματισμού

> τα γονίδια που προσδίδουν στα βακτήρια ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό 

καναμυκίνη και στα θηλαστικά ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό 6418

> την περιοχή έναρξης της αντιγραφής του 3\/40 που επιτρέπει την 

αντιγραφή του πλασμιδίου σε κύτταρα θηλαστικών που εκφράζουν το 

Τ-αντιγόνο του 5\/40 και την ρϋΟ που επιτρέπει την αντιγραφή στο 

Ε.οοΙΐ

> τον υποκινητή του ανθρώπινου κυτταρομεγαλοϊού (ΟΜ\/ ΙΕ-ίιηιηθοΝθίθ 

θ8Γΐγ ΟΜν)

Η υποκλωνοποίηση των δομών της Ηδρ70 σχεδιάστηκαν κατά τέτοιο 

τρόπο ούτως ώστε οι αλληλουχίες της 6ΡΡ να είναι σε σωστό πλαίσιο 

ανάγνωσης με τις αλληλουχίες των δομών και να λαμβάνουμε έτσι χιμαιρικά 

προϊόντα που φθορίζουν όταν οι κατασκευές μας εκφράζονται σε κύτταρα.

Τα καθαρισμένα ΡΟΡ προϊόντα προετοιμάστηκαν στη συνέχεια για 

κλωνοποίηση τους στο φορέα ρΕ6ΡΡ-01. Συγκεκριμένα έγινε πλήρης πέψη 

με το ένζυμο Λ/αίθΙ και στην συνέχεια δημιουργία τυφλών άκρων όπως 

περιγράφεται στα Υλικά και Μέθοδοι. Ακολούθησε η τελική πέψη με το ένζυμο 

Η Μ III για το προϊόν ΡΟΚ της ΑΤΡθδθ και με το ΒθηηΗΙ για το προϊόν της 

ΡΒΟ.

Για το φορέα που χρησιμοποιήθηκε στη δημιουργία της κατασκευής με την 

ΑΤΡθδθ δομή έγινε παράλληλη πέψη με τα ένζυμα ΗΐηώII και 8ηΐ3\ όπου το 

8ηΐ9\ δημιουργεί τυφλά άκρα. Ενώ για τον φορέα της ΡΒϋ κατασκευής έγινε 

πρώτα πέψη με το ένζυμο ΕοοΡΙ, στη συνέχεια δημιουργία τυφλών άκρων και 

ακολούθησε η τελική πέψη με το ένζυμο ΒθπίΗΙ.

Οι αντιδράσεις σύνδεσης των θραυσμάτων ϋΝΑ με το φορέα 

πραγματοποιήθηκαν στους 16 °0 με τη χρήση της Τ4 ϋΝΑ λιγάσης.

Ακολουθώντας την παραπάνω στρατηγική αναμέναμε να 

υποκλωνοποιήσουμε την ΑΤΡθδθ και την ΡΒϋ δομή της ΜγΗδρ70 στο 

πλασμίδιο ρΕ6ΡΡ-01 και στις θέσεις ΗΐηάIII -  ΝόθI και ΝάθI -  ΒθπίΗΙ 

αντίστοιχα (Σχήμα 1).

Ο μετασχηματισμός έγινε σε επιδεκτικά κύτταρα ϋΗ5α της Ε. οοΐί και οι 

θετικές αποικίες επιλέχθηκαν με βάση την ανθεκτικότητα σε καναμυκίνη.
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Έπειτα από απομόνωση ϋΝΑ και διαγνωστική πέψη διαπιστώθηκε ότι 

αποκτήθηκαν οι επιθυμητές κατασκευές.

Συγκεκριμένα επώαση ενός κλώνου ρΕ0ΡΡ-01/ΑΤΡ35β με ΗίηόIII και 

ΒθπίΗΙ προσδίδει τα αναμενόμενα θραύσματα (Εικόνα 4α) ϋΝΑ, μεγέθους 

4370 6ρ (φορέας) και 1175 βρ (ένθεμα της ΑΤΡβδθ δομής). Επίσης επώαση 

ενός κλώνου ρΕΘΡΡ-01/ΡΒϋ με ΗίηόIII και ΒειηηΗΙ προσδίδει τα αναμενόμενα 

4370 βρ (φορέας) και 843 6ρ (ένθεμα της ΡΒϋ δομής) ϋΝΑ θραύσματα 

(Εικόνα 4β).

Στις Εικόνες 4α & 4β παρουσιάζονται τα θραύσματα ϋΝΑ που 

προκύπτουν μετά από περιοριστική ανάλυση των μετασχηματισμένων 

πλασμιδίων και ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης.

4α) 4β)

5148 &ρ— * 
3530 βρ— ►

1375 &ρ—  
947 &ρ— *

Εικόνες 4α -  4β : Περιοριστική ανάλυση ανασυνδυασμένων πλασμιδίων με τα

ένζυμα ΗιηόIII και ΒθπίΗΙ
Διαδρουές α1 & β1 : πρότυπα μοριακά βάρη

Διαδρομή α2 : φορέας (4731 6ρ) και ένθεμα της ΑΤΡθδθ δομής (1175 6ρ)

Διαδρουές β2 & β3 : «άκοπος» πλασμιδιακός φορέας, φορέας (4371 6ρ) και ένθεμα της ΡΒϋ 

δομής (843 6ρ) αντίστοιχα

Στο Σχήμα 2 απεικονίζονται τα ανασυνδυασμένα πλασμίδια ρΕΘΡΡ- 

01/ΑΤΡ33Θ και ρΕΘΡΡ-01/ΡΒϋ.

1 2 3

5148 &ρ— *
3530 6ρ— ► 1 0  ·

947 βρ— » φ
831 6ρ *
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Α αβ  I

Εεο0109

Β$ρΕ I
Β$Ι\\
Χ ή ο  I
δβοΐ
Ηίη(Λ\\
ΕοοΚ I
ΡδίΙ
33/1
ΛσσΙ
ΚρπΙ
δθϋΙ
Χ/7731
ΑρβΙ
5/7731
ΒθπιΗ\
Χ 1)31 
βο/Ι

5&/Ι

Σχήμα 2 : Απεικόνιση των ανασυνδυασμένων πλασμιδίων με τα πεπτίδια που 

αντιστοιχούν στην ΑΤΡθδθ & ΡΒΡ δομή της Ηδρ70 του πιθήκου 

Στο σχήμα επίσης φαίνονται οι θέσεις ένθεσης των αλληλουχιών που κωδικοποιούν 

για τα πεπτίδια αυτά

4.3 Διαμόλυνση κυττάρων πιθήκου Ονί με τα ανασυνδυασμένο 

πλασμίδια

Για τη έκφραση των ΑΤΡθδθ και ΡΒϋ δομών της πρωτεΐνης Ηδρ70 του 

πιθήκου πραγματοποιήθηκε διαμόλυνση των 0\/1 κυττάρων με το ρΕΘΡΡ- 

01/ΑΤΡ3δθ ή ρΕΘΡΡ-01/ΡΒϋ πλασμίδιο.

Τα διαμολυσμένα με το πλασμίδιο ρΕ0ΡΡ-01/ΑΤΡ3δθ κύτταρα 

παρουσίασαν προβλήματα κατά την ανάπτυξη τους. Αυτό είχε σαν 

αποτέλεσμα τα κύτταρα να πεθαίνουν με συνέπεια την αδυναμία του 

περαιτέρω ελέγχου τους.

Τα διαμολυσμένα με το πλασμίδιο ρΕΟΡΡ-01/ΡΒϋ κύτταρα τα οποία 

παρουσίαζαν ικανοποιητική ανάπτυξη, μετά από επιλογή με το αντιβιοτικό 

0418 ελέγχθηκαν αν εκφράζουν την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη, που 

όπως προαναφέρθηκε είναι σε σύντηξη με τα πεπτίδια που κλωνοποιήσαμε 

στον φορέα έκφρασης, με την μέθοδο του φθορισμού.
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Επίσης για να ελέγξουμε αν η εικόνα του φθορισμού αλλάζει μετά από 

θερμικό σοκ επωάσαμε τα κύτταρα στους 43 °0 για 1,5 ώρα και τα 

παρατηρήσαμε ξανά στο μικροσκόπιο.

Εικόνα 5 : Έλεγχος του φθορισμού σε διαμολυσμένα Ο ν ί κύτταρά με το

ανασυνδυασμένο πλασμίδιο ρΕΟΡΡ-ΟΙ/ΡΒΟ

Εικόνα Α : 0\/1 κύτταρα

Εικόνα Β : διαμολυσμένα ΟVI κύτταρα

Εικόνά Ο : διαμολυσμένα 0\/1 κύτταρα μετά από θερμικό σοκ

Όπως παρατηρούμε στη Εικόνα 5 ο φθορισμός στα διαμολυσμένα 

κύτταρα που δεν έχουν υποστεί θερμικό σοκ εντοπίζεται κυρίως στο 

κυτταρόπλασμα και λιγότερο στον πυρήνα. Στα διαμολυσμένα κύτταρα που 

έχουν υποστεί θερμικό σοκ παρατηρούμε μια ελαφρά αλλά εμφανή 

μετακίνηση του φθορισμού στον πυρήνα των κυττάρων.

4.4 Ανάλυση της έκφρασης του ανασυνδυασμένου πεπτιδίου ΡΒΌ σε 

επιμολυσμένα κύτταρα Ονί με ανοσοαποτύπωση

Προκειμένου να επιβεβαιώσουμε αν η πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη 

δημιουργεί χιμαιρική πρωτεΐνη με τη ΡΒϋ δομή πραγματοποιήσαμε 

ανοσοαποτύπωση σε κυτταρικά εκχυλίσματα διαμολυσμένων κυττάρων. 

Αναλύθηκαν δύο κλώνοι 0\/1 κυττάρων επιμολυσμένων με το πλασμίδιο 

ρΕΘΡΡ-01/ΡΒϋ (11 και 13) χρησιμοποιώντας το αντίσωμα 3ΡΑ810 που
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αναγνωρίζει τον εττίτοττο μεταξύ των καταλοίπων 437-504 της Ηδρ70 του 

πιθήκου καθώς και το αντίσωμα έναντι της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης 

(ΟΡΡ). Χρησιμοποιήθηκαν όγκοι 30 και 20 μΙ ολικού εκχυλίσματος από τους 

δύο κλώνους. Επίσης χρησιμοποιήθηκαν σαν μάρτυρες 30 μΙ εκχυλίσματος 

από μη επιμολυσμένα 0\/1 κύτταρα καθώς επίσης και 30 μΙ εκχυλίσματος 

από μη επιμολυσμένα 0\/1 κύτταρα που έχουν υποστεί θερμικό σοκ.

6α) 1 2 3 4 5 6

ΑηΙί - Ιΐ5ρ70

ΑπΙί-ΟΡΡ

Εικόνα 6 ; Ανάλυση κατά \Λ/θδΙθΓη των κλώνων 11 και 13 

Εικόνα α : Ανάλυση κατά Μ/Θ3ί6ΠΊ υε το αντίσωυα 3ηΐί -  Ιΐ3ρ70 

Εικόνα Β : Ανάλυση κατά ν\/Θ3ίΘΓη υε το αντίσωυα 3ηϋ -  ΟΡΡ 
Διαδοουή 1 : 30 μΙ ολικού κυτταρικού εκχυλίσματος κυττάρων Ο νί

Διαδρομές 2 -  3 : 30 και 20 μΐ ολικού εκχυλίσματος κυττάρων ο ν ί εττιμολυσμένων με το ττλασμίδιο 

ρΕΘΡΡ-01/ΡΒ0 (κλώνος 11)

Διαδοουή 4 :  30 μΙ ολικού κυτταρικού εκχυλίσματος κυττάρων Ο ν ί μετά από θερμικό σοκ

Διαδοουέο 5 -  6 : 30 και 20 μΙ ολικού εκχυλίσματος κυττάρων ο ν ί  εττιμολυσμένων με το πλασμίδιο

ρΕΟΡΡ-01/ΡΒϋ (κλώνος 13)

Με βάση την ανοσοαποτύπωση στην οποία χρησιμοποιούμε το αντίσωμα 

έναντι της Ηδρ70, παρατηρούμε ότι στα κύτταρα που έχουν επιμολυνθεί με το 

πλασμίδιο ρΕΟΡΡ-01/ΡΒϋ ανιχνεύουμε μια ζώνη στο ίδιο μοριακό βάρος με 

την ενδογενή Ηδρ70 η οποία ανιχνεύεται στα 0\/1 κύτταρα που έχουν υποστεί 

θερμικό σοκ (Εικόνα 6α). Η ζώνη όμως αυτή αντιστοιχεί στη χιμαιρική 

πρωτεΐνη μεταξύ της πρωτεΐνης ΟΡΡ και της ΡΒΡ δομής η οποία 

υπερεκφράζεται (Εικόνα 6β) διότι ανιχνεύεται και κατά την ανοσοαποτύπωση 

με τη χρήση του 3Πΐΐ -  ΟΡΡ αντισώματος.
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Οι Ηδρ70δ είναι μια οικογένεια μοριακών συνοδών που αποτελούνται από 

δύο σημαντικές λειτουργικές περιοχές: η μία εντοπίζεται στο αμινοτελικό τους 

άκρο και έχει δράση ΑΤΡ-άσης (ΑΤΡδδθ οΙοηΐΒίη) ενώ η δεύτερη εντοπίζεται 

στο καρβοξυτελικό άκρο και είναι υπεύθυνη για την δέσμευση των 

πολυπεπτιδίων (ρθρίίοΙθ ΝηοΠηο άοιτίθίη, ΡΒϋ).

Όπως προαναφέρθηκε, οι Ηδρ70δ υπό κανονικές συνθήκες εντοπίζονται 

σε χαμηλές ποσότητες στο κυτταρόπλασμα ενώ σε συνθήκες θερμικού σοκ 

επάγονται και μετακινούνται στον πυρήνα. Στην παρούσα εργασία στόχος μας 

ήταν να δημιουργήσουμε ένα σύστημα μελέτης του κυτταρικού εντοπισμού και 

της λειτουργίας των ΑΤΡθδθ και ΡΒϋ δομών της πρωτεΐνης Ηδρ70 του 

πιθήκου σε καταστάσεις “δίΓθδδ” των κυττάρων. Δεδομένου του ότι υπήρχε 

κλωνοποιημένη ολόκληρη η Ηδρ70, κλωνοποιήσαμε τα τμήματα του γονιδίου 

που περιλαμβάνουν την κωδικοποιούσα περιοχή των ΑΤΡθδθ και ΡΒϋ δομών 

στο φορέα έκφρασης ρΕ0ΡΡ-01. Ο φορέας αυτός καθιστά δυνατή την 

έκφραση της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης σε σύντηξη με το προς 

μελέτη πεπτίδιο. Η έκφραση των ανασυνδυασμένων πεπτιδίων έγινε σε 

κύτταρα πιθήκου 0\/1 προκειμένου να μελετηθεί εύκολα ο κυτταρικός 

εντοπισμός τους σε καταστάσεις δύΌδδ χωρίς να χρησιμοποιούμε τη μέθοδο 

του φθορισμού με τη χρήση αντισωμάτων.

Στα κύτταρα που έχουν διαμολυνθεί με το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο 

που φέρει την κωδικοποιούσα αλληλουχία της ΡΒϋ, παρατηρήσαμε ότι υπό 

φυσιολογικές συνθήκες ο φθορισμός εντοπίζεται κυρίως στο κυτταρόπλασμα 

ενώ υπό συνθήκες θερμικού σοκ μετατοπίζεται ελάχιστα και στον πυρήνα.

Για να επιβεβαιώσουμε ότι ο εντοπισμός του φθορισμού οφείλεται στην 

ΡΒϋ δομή που είναι σε σύντηξη με την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη 

πραγματοποιήσαμε ανοσοαποτύπωση σε κυτταρικά εκχυλίσματα 

επιμολυσμένων κυττάρων με τη χρήση αντισώματος που αναγνωρίζει τον 

επίτοπο μεταξύ των καταλοίπων 437-504 της Ηδρ70 του πιθήκου καθώς και 

αντισώματος έναντι της ΟΡΡ. Σύμφωνα με την ανοσοαποτύπωση η χιμαιρική 

πρωτεΐνη υπερεκφράζεται στα διαμολυσμένα κύτταρα.

28



ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΓΕΝΙΚΗΣ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ

Οι συνθήκες που χρησιμοποιήσαμε αποτελούν αρχικές συνθήκες δίΓθδδ 

και δεν μπορούν να μας δώσουν αρκετά σαφή αποτελέσματα. Έτσι για να 

μπορέσουμε όμως να αξιολογήσουμε σωστά τα αποτελέσματα μας, θα 

πρέπει να ελεγχθεί η μετατόπιση του φθορισμού σε διάφορες θερμοκρασίες 

δίΓθδδ καθώς επίσης και σε διάφορους χρόνους ώστε να έχουμε μια συνολική 

εικόνα μετατόπισης του φθορισμού.

Λόγω του ότι μέχρι σήμερα δεν έχει εντοπιστεί το σήμα πυρηνικού 

εντοπισμού που ευθύνεται για την μετατόπιση των Ηδρ70 πρωτεϊνών σε 

καταστάσεις δίΓθδδ από το κυτταρόπλασμα στον πυρήνα, η δημιουργία ενός 

τέτοιου συστήματος μελέτης των δομών της θα μπορούσε ίσως να βοηθήσει 

προς την κατεύθυνση ανίχνευσης του Ν ίδ. Επίσης θα μπορούσε να 

μελετηθεί ο ρόλος των δομών αυτών στα κύτταρα. Για παράδειγμα 

χρησιμοποιώντας διάφορες τεχνικές χρώσης των κυττάρων θα μπορούσαμε 

να προσδιορίσουμε το ρόλο των δομών αυτών στην επιβίωσης των κυττάρων 

που τις εκφράζουν μετά από καταστάσεις δίΓθδδ.

Η χρήση φθοριζουσών πρωτεϊνών (Ιίνΐηρ οοΙοΓδ ρΓοίθΐηδ) για την 

δημιουργία ενός τέτοιου συστήματος είναι πολύ διαδεδομένη. Οι πρωτεΐνες 

αυτές όπως η ΘΡΡ μειώνουν στο ελάχιστο το χρόνο οπτικοποίησης του 

αποτελέσματος και επιτρέπουν τη μελέτη της πορείας της χιμαιρικής 

πρωτεΐνης σε ζωντανά κύτταρα.
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ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΒΙΟΛΟΓΙΚΗΣ ΧΗΜΕΙΑΣ

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Η ρύθμιση του γεννητικού κύκλου στις γυναίκες καθορίζεται από μια σειρά 

πολύπλοκων αλληλεπιδράσεων που συμβαίνουν μεταξύ των ωοθηκών και 

του υποθαλαμο-υποφυσιακού άξονα.

Από τον πρόσθιο λοβό της υπόφυσης εκκρίνονται οι γοναδοτροφίνες Ι_Η 

(ωχρινοτρόπος ορμόνη) και Ρ5Η (ωοθυλακιοτρόπος ορμόνη) που δρουν στις 

ωοθήκες ρυθμίζοντας τη λειτουργία τους. Οι γοναδοτροφίνες είναι 

ετεροδιμερείς πρωτεΐνες που αποτελούνται από μια α και μια β υπομονάδα. Η 

α υπομονάδα είναι κοινή μεταξύ της Ι_Η και της Ρ5Η ενώ η β είναι διαφορετική 

και καθορίζει την εξειδίκευση τους.

Για την ωρίμανση του ωοθυλακίου και την επικείμενη ωοθυλακιορρηξία 

κατά τον αναπαραγωγικό κύκλο, απαραίτητη είναι η εμφάνιση του 

μεσοκύκλιου εκκριτικού κύματος της Ι_Η (Εικόνα 1). Έρευνες έχουν δείξει ότι 

τόσο για το μέγεθος του εκκριτικού αυτού κύματος όσο και για το πότε θα 

συμβεί ευθύνονται κυρίως η υποθαλαμική ορμόνη έκλυσης των 

γοναδοτροφινών ΟηΡΗ (ΟοηθάοίΐΌρΝη ΚθΙθ38ϊπ9 Ηοιτηοηθ), οι στεροειδείς 

ορμόνες των ωοθηκών (οιστραδιόλη, προγεστερόνη) καθώς και ο μη- 

στεροειδής ωοθηκικός παράγοντας άμβλυνσης του κύματος των 

γοναδοτροφινών Οη3ΑΡ( ΟοπβοΙοίΐΌρΜη δυΓ9θ 3ί1θηυ3ίΐη9 ίβοΙοΓ).

Επΐπ&δα ΙίΗ

Σχετικός- κρδνος

Εικόνα 1 : Σχηματική απεικόνιση του προωρρηκτικού εκκριτικού κύματος της Ι_Η
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1.1 Ορμόνη έκλυσης των γοναδοτροφινών (ΟπΚΗ)

Όπως προαναφέρθηκε, από τους πιο σημαντικούς ρυθμιστικούς 

παράγοντες που συμμετέχουν στην εμφάνιση του κύματος των 

γοναδοτροφινών είναι η υποθαλαμική ορμόνη ΟηΚΗ. Η έκκριση της ΟπΚΗ 

από τον υποθάλαμο είναι παλμική και είναι καθοριστικής σημασίας για την 

έκκριση των γοναδοτροφινών από την υπόφυση. Έχει βρεθεί ότι, για τη 

φυσιολογική έκκριση των γοναδοτροφινών, η συχνότητα και το μέγεθος των 

παλμών πρέπει να κυμαίνονται εντός συγκεκριμένων (φυσιολογικών) ορίων 

(Ν βογ θί 8/., 1982, ΡίΙίοοιϊ θί 3/., 1989, ΜθΓδΙίθΙΙ & Οπίίίπ 1993).

Η ΟπΚΗ είναι ένα δεκαπεπτίδιο που επιδρά στα γοναδοτρόπα κύτταρα της 

υπόφυσης, όπου ενώνεται με ειδικούς υποδοχείς που υπάρχουν στην 

κυτταρική μεμβράνη. Όταν η ΟηΡΗ δεσμεύεται στο υποδοχέα της επάγει την 

αλληλεπίδραση του υποδοχέα με την ετεροτριμερή πρωτεΐνη Θς. Η μετέπειτα 

μετάδοση του σήματος περιλαμβάνει την αύξηση του 032+, την ενεργοποίηση 

της φωσφολιπάσης-0 (ΡΙ-Ο) και της πρωτεϊνικής κινάσης-0 (ΡΚΟ).

Πρόσφατες μελέτες για τη μεταγωγή σήματος από τη ΘηΚΗ, έχουν 

πραγματοποιηθεί στις κυτταρικές σειρές γοναδοτρόπων κυττάρων αΤ3-1 και 

Ι_βΤ2. Αυτές οι κυτταρικές σειρές δημιουργήθηκαν με καρκινογένεση σε 

διαγονιδιακά ποντίκια. Τα γοναδοτρόπα κύτταρα Ι_βΤ2 εκφράζουν την α και β 

υπομονάδα της Ι_Η, σε αντίθεση με τα αΤ3-1 που εκφράζουν μόνο την α 

υπομονάδα, σε απόκριση στην παλμική επαγωγή της έκκρισης της Ι_Η με 

ΘηΚΗ. Επιπλέον και οι δύο κυτταρικές σειρές εκφράζουν τους υποδοχείς της 

ΘηΚΗ (ΟπΚΗ-Ρ). Μελέτες στην σειρά αΤ3-1 έδειξαν ότι η ΘηΚΗ μπορεί να 

ενεργοποιεί την ΜΑΡ κινάση ΕΡΚ ελέγχοντας την έκφραση της α υπόμονάδας 

της 1_Η ( Ιβνί βί 8/., 1998). Τα παραπάνω δεδομένα επιβεβαιώθηκαν στην 

κυτταρική σειρά Ι_βΤ2, όπου επιπλέον δείχθηκε ότι πραγματοποιείται από τη 

ΟηΚΗ διαφορική ενεργοποίηση των ΜΑΡ κινασών, καθώς η ϋΝΚ είναι αυτή 

που ελέγχει την έκφραση της β υπομονάδας της Ι_Η (ΤθΚθδΙΥι θί 8/., 2000).
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Εικόνα 2 : Σχηματική αναπαράσταση των μονοπατιών μεταγωγής σήματος ΕΚΚ και 

ϋΝΚ μετά από επαγωγή με ΘηΡΗ (Ιθνΐ θ ί 3/., 1998)

1.2 Παράγοντας άμβλυνσης του κύματος των γοναδοτροφινών 

(ΟοηαύοίΓορΗίη δυτρβ 3ίΙθηυ3ίΐη9 ίβοίοΓ -  ΟηδΑΡ)

Εδώ και μερικά χρόνια είναι γνωστό ότι σι γυναίκες που υποβάλλονται σε 

αγωγή χορήγησης εξωγενών γοναδοτροφινών για πρόκληση πολλαπλής 

ωοθυλακιορρηξίας, στα πλαίσια εξωσωματικής γονιμοποίησης, εκδηλώνουν 

σημαντική άμβλυνση του ενδογενούς κύματος της Ι_Η, παρά την παρουσία 

υψηλών συγκεντρώσεων οιστραδιόλης στο αίμα, που κάτω από φυσιολογικές 

συνθήκες είναι ικανές να προκαλέσουν την εμφάνιση του μεσοκύκλιου 

εκκριτικού κύματος της Ι_Η. Αν και αρκετές υποθέσεις έχουν προταθεί για να 

εξηγήσουν το φαινόμενο αυτό, η επικρατέστερη από αυτές προτείνει ότι οι 

εξωγενείς γοναδοτροφίνες διεγείρουν τις ωοθήκες, οι οποίες με τη σειρά τους 

εκκρίνουν ένα παράγοντα, η δράση του οποίου είναι η άμβλυνση του 

εκκριτικού κύματος της Ι_Η. Ο παράγοντας αυτός ονομάστηκε παράγοντας
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αναστολής (δορθΙθΚ & Ηοο^θη 1984) ή άμβλυνσης (Μθδδϊηϊδ & Τθίπρίθίοπ

1989) του μεσοκύκλιου κύματος των γοναδοτροφινών (ΟοηβοΙοίΓορίίη δυΓ9β 

ΙηΝ6ίΙίη9 ογ ΑΚθηυ3ίίη9 Ρ3θίθΓ, ΟηδΙΡ ογ ΟηδΑΡ).

Ο ΟηδΑΡ είναι ένας μη στεροειδής ωοθηκικός παράγοντας που δρα στην 

υπόφυση μειώνοντας την επαγόμενη από την ΟηΡΗ έκκριση της 1_Η χωρίς να 

επηρεάζει την βασική έκκριση των γοναδοτροφινών (Μθδδ'ιηίδ & ΤθίπρΙθίοη 

1989, 1990, 1991). Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα να διατηρούνται χαμηλά τα 

επίπεδα της ΙΗ  πριν από την εμφάνιση του εκκριτικού της κύματος.

Αρκετές μελέτες έχουν γίνει για την απομόνωση και ταυτοποίηση του 

παράγοντα αυτού. Μεταξύ αυτών μόνο τρεις έχουν προχωρήσει μέχρι 

πλήρους καθαρισμού και μερικής ανάγνωσης της αλληλουχίας του πεπτιδίου. 

Η παλαιότερη από αυτές αναφέρει την απομόνωση κάποιου παράγοντα με 

δραστικότητα ΟηδΑΡ από υπερκείμενο καλλιέργειας κυττάρων δθΐΐοΐί 

επιμύων. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της έρευνας αυτής ο παράγοντας 

είναι μια μονομερής πρωτεΐνη μοριακού βάρους 37 Κϋ3 και αλληλουχία 

αμινοτελικού άκρου δϋΧΧΡΩ ί (ΤΊο βΐθί ,  1994).

Η επόμενη εργασία περιγράφει την απομόνωση μιας πρωτεΐνης με 

δραστικότητα ΟηδΑΡ από χοίρειο ωοθυλακικό υγρό. Σύμφωνα με την μελέτη 

αυτή ο παράγοντας είναι μια μονομερής πρωτεΐνη με μοριακό βάρος 69 Κϋ3 

και αλληλουχία αμινοτελικού άκρου δΚΡΙΑΕ (ΡθηίοιΙΗ & ΟΙΐθη9 1995).

Στην πιο πρόσφατη μελέτη, απομονώθηκε από ωοθυλακικό υγρό 

γυναικών μια μονομερής πρωτεΐνη μοριακού βάρους 12,5 Κϋ3, με 

δραστικότητα ΟηδΑΡ. Η πρωτεΐνη αυτή είναι πιθανώς γλυκοζυλιωμένη, 

σταθερή στους 80 °0, με ισοηλεκτρικό σημείο μικρότερο του 5. Με βάση την 

ανάλυση της αλληλουχίας θρυψινικών θραυσμάτων (ΑΙ_Ε\/ΟΕΤΥνΡΚ, 

ΑΙΛ/ΕΙΛ/Κ, ΑνΜϋϋΡΑΑΡνΕΚ) με φασματοσκοπία μάζας και το 

προσεγγιστικά υπολογιζόμενο μοριακό τους βάρος, το πεπτίδιο αυτό 

αντιστοιχεί στα κατάλοιπα 490-585 της αλβουμίνης του ορού ΗδΑ (Ρ3ρρ3 θί 

θΙ., 1999θ). Επιπλέον στην παραπάνω εργασία αναφέρεται ότι ολόκληρο το 

μόριο της αλβουμίνης δεν παρουσιάζει δραστικότητα ΟηδΑΡ.

Σε προηγούμενη μελέτη του Εργαστηρίου όπου εκπονήθηκε η παρούσα 

εργασία, λαμβάνοντας υπόψη τα αποτελέσματα της εργασίας Ρ3ρρβ θί θΙ., 

19993, το τμήμα ϋΝΑ της ΗδΑ που κωδικοποιεί το καρβοξυτελικό άκρο της 

(κατάλοιπα 490-585) εκφράστηκε στο ευκαρυωτικό σύστημα έκφρασης-
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έκκρισης Ρΐοήίθ ρθ8ίοή3. Υπερκείμενα κλώνων του Ρ  ρ93ίοή3 που 

εκφράζουν το ανασυνδυασμένο πεπτίδιο δείχθηκε ότι παρουσιάζουν 

δραστικότητα ΟηδΑΡ.

1.3 Η ανθρώπινη αλβουμίνη ορού (ΗδΑ)

Η αλβουμίνη είναι μια από τις πιο γνωστές και περισσότερο μελετημένες 

πρωτεΐνες. Είναι μια σφαιρική πρωτεΐνη με μοριακό βάρος 65 Κϋ3 και 

αποτελείται από 585 αμινοξέα. Αποτελεί το 60% των πρωτεϊνών του ορού του 

αίματος και είναι η πιο άφθονη διαλυτή πρωτεΐνη στο σώμα όλων των 

θηλαστικών. Το μόριο της αλβουμίνης έχει χαρακτηριστική διαμόρφωση 

δισουλφιδικών θηλειών (Ιοορδ) οι οποίες επαναλαμβάνονται σε τριπλέτες. 

Έχει 9 τέτοιες θηλιές που σχηματίζονται από 19 δισουλφιδικούς δεσμούς 

(ΡβΙθΓδ Τ. ϋΓ., 1996). Η αλβουμίνη αποτελείται από 3 περιοχές (άθΓΠ3ϊηδ 

I,II,III) οι οποίες είναι δομικά όμοιες. Κάθε περιοχή διακρίνεται σε δύο 

υποπεριοχές (δυβοΙοηΊβϊηδ Α,Β) οι οποίες σχηματίζονται από 3 ως 4 α-έλικες 

και ενώνονται μεταξύ τους με ένα μεγάλο τμήμα α-έλικας (Ηθ & ΟθγΙθγ 1992, 

ΟβγΙθγ & Ηο 1994).

Πολλές αναφορές που αφορούν την καλύτερη γνώση της σχέσης δομής -  

λειτουργίας των διαφορετικών περιοχών της αλβουμίνης έχουν δημοσιευτεί 

στη βιβλιογραφία. Σε μια πρόσφατη μελέτη οι τρεις περιοχές της ΗδΑ (I, II, III) 

μελετήθηκαν σε ανασυνδυασμένη μορφή ύστερα από έκφραση στο 

ευκαρυωτικό σύστημα του Ρ/οΛ/3 ρβείοήδ (ϋοοΚβΙ θ ί θ ί, 1999). Σύμφωνα με 

την αναφορά αυτή, τα όρια μεταξύ των τριών δομικά όμοιων περιοχών της 

αλβουμίνης είναι τα εξής:

> ΗδΑ-ϋοιτίθΐη I : περιλαμβάνει τα κατάλοιπα 1 -1 9 7

> ΗδΑ-ϋοηΐθΐη I I : περιλαμβάνει τα κατάλοιπα 189 -  385

> ΗδΑ-εΙοιηθίη I I I : περιλαμβάνει τα κατάλοιπα 381 -  585

Το καρβοξυτελικό 95πεπτίδιο της ΗδΑ που απομονώθηκε από ανθρώπινο 

ωοθυλακικό υγρό και παρουσιάζει δραστικότητα ΟηδΑΡ ουσιαστικά 

αντιστοιχεί στην υποπεριοχή ΙΙΙΒ της ΗδΑ (υπολογιστικό πρόγραμμα ΟΑΤΗ,

\ΛΛΛΛΛΛΐ3ίθθίΤΘηη.υθΙ. 30. ϋΚ/ί>δ»Τ»/θ3ίΙΐ).
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2. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ

Στην παρούσα εργασία στόχος μας ήταν να εκφράσουμε στο ευκαρυωτικό 

σύστημα ΡίοΙιΐθ ρ93ίοπ8 το πεπτίδιο που αντιστοιχεί στα κατάλοιπα 490-585 

της Η5Α ώστε να φέρει στο καρβοξυτελικό του άκρο τον επίτοπο του ιτιγο και

6 κατάλοιπα ιστιδίνης.

Συγκεκριμένα προγραμματίστηκαν τα εξής στάδια :

1. Κλωνοποίηση του καρβοξυτελικού άκρου της αλβουμίνης του ορού 

μεταξύ των καταλοίπων 490-585

2. Έκφραση της πρωτεΐνης στο ζυμομύκητα ΡίοΗίθ ρβείοήε

3. Ανίχνευση της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης από τα υπερκείμενα 

των καλλιεργειών

4. Έλεγχος της δραστικότητας της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

3.1 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (ΡΟΚ)

Για την πολλαπλή αντιγραφή του ϋΝΑ που κωδικοποιεί για το 

καρβοξυτελικό της άκρο της αλβουμίνης του ορού, χρησιμοποιήθηκε η 

μέθοδος της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (ΡΟΚ). Ως υπόστρωμα 

χρησιμοποιήθηκε χρωμοσωμικό ϋΝΑ από το στέλεχος Οδ115/ΑΙβ του Ρ/ο/7/3 

ρ93ίοπ8 που φέρει και εκφράζει το οϋΝΑ της ανθρώπινης αλβουμίνης ορού. 

Χρησιμοποιήθηκαν ειδικά επιλεγμένοι εκκινητές που εισάγουν συγκεκριμένες 

θέσεις αναγνώρισης περιοριστικών ενδονουκλεασών. Η αλληλουχία των 

εκκινητών έχει ως εξής (με μπλε χρώμα φαίνονται οι θέσεις περιορισμού): 

δθΠδβ ρΠΓΠΘΓ (Η5ΑΝ) : 5'-ΤΤΤ ΟΑΑ ΤΤΟ ΟΟΤ ΟΤΟ <3ΑΑ ΟΤΟ ΟΑΤ ΟΑΑ 

ΑΟΑ ΤΑΟ ΟΤΤ 0 0 0  ΑΑΑ 0Α 0-3 '

Βπίίδθπδθ ρπγπθγ (Η8Α0 I) : 5'-ΑΑΑ ΑΟΟ 0 0 0  0 0 0  3 Μ  6 0 0  ΤΑΑ 0 0 0  

ΑΟΟ ΤΤΟ ΑΟΤ ΤΟΟ ΑΟΟ ΑΑΟ ΑΑΟ ΤΤΤ-3'

Οι συνθήκες που επιλέγησαν ήταν, για τη θερμική αποδιάταξη του 

υποστρώματος, 94 °0 για 2 λεπτά, για τη πρόσδεση των εκκινητών, 50 °0 για 

2 λεπτά και για την επιμήκυνση των αλυσίδων, ϋΝΑ 72 °0 για 1 λεπτό, σε μια 

σειρά 40 επαναλαμβανόμενων κύκλων.

Για την αντίδραση της ΡΟΚ χρησιμοποιήθηκαν :

> 100 Π9 πλασμιδιακού ϋΝΑ

>  50 ρηιοΙ από τον κάθε εκκινητή

>  10Χ ρυθμιστικό διάλυμα αντίδρασης που περιέχει Μ9Ο 2 (1,5 ππΜ)

> 2 γπΜ από το κάθε άΝΤΡ (Οίόοο, ΒΚΙ)

> 2,5 I) από την υψηλής πιστότητας ϋΝΑ πολυμεράση Ρίυ

(δίΓ3ί39ΘΠθ)

> αποστειρωμένο νερό μέχρι τελικού όγκου 100 μΙ

3.2 Ηλεκτροφόρηση και καθαρισμός θραυσμάτων ϋΝΑ

Η πηκτή που χρησιμοποιήθηκε για την ηλεκτροφόρηση θραυσμάτων ϋΝΑ 

ήταν 1% (νν/ν) αγαρόζης σε διάλυμα ΤΒΕ (89 ητιΜ Τπδ β3δθ, 89 ηιΜ βοπο
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30Ϊ01, 0,05 Μ ΕϋΤΑ, ρΗ 8.0). Μετά από θέρμανση και προσθήκη βρωμιούχου 

αιθιδίου σε τελική συγκέντρωση 10 μ9/ιτιΙ, τα δείγματα ϋΝΑ αναμιγνύονται σε 

αναλογία 5 : 1 με 6Χδιάλυμα φόρτωσης (30% γλυκερόλη και 0,25% κυανούν 

της βρωμοφαινόλης) και ηλεκτροφορούνται σε διάλυμα ΤΒΕ υπό σταθερή 

τάση παράλληλα με δείγμα πρότυπων μοριακών βαρών.

Η παρατήρηση της πηκτής έγινε σε συσκευή υπεριώδους ακτινοβολίας και 

για να ακολουθήσει ο καθαρισμός των θραυσμάτων ϋΝΑ από την πηκτή 

αφαιρέθηκαν οι ζώνες εστιασμού.

Ο καθαρισμός έγινε με το πακέτο υλικών ΜΐηΕΙυΐθ ΘθΙ ΕχίΐΌοίίοη της 

εταιρίας Ωί39θη.

3.3 Αντίδραση σύνδεσης τμημάτων ϋΝΑ σε ττλασμιδιακούς φορείς

Ο πλασμιδιακός φορέας και το προς ένθεση ϋΝΑ επωάζονται μέχρι 

πλήρους πέψης με τα κατάλληλα περιοριστικά ένζυμα, ηλεκτροφορούνται σε 

πηκτή αγαρόζης και ανακτώνται από την πηκτή.

Η σύνδεση του θραύσματος ϋΝΑ στον κατάλληλο πλασμιδιακό φορέα 

πραγματοποιείται σε θερμοκρασία 4 Ο0 με τη χρήση της Τ4 ϋΝΑ λιγάσης 

(5ίΓ3ί89θΠθ) σε τελικό όγκο 20μΙ και σε αναλογία ενθέματος/φορέα 3 προς 1.

3.4 Μετασχηματισμός βακτηρίων Ε. οοϋ

Ο μετασχηματισμός έγινε σε επιδεκτικά βακτηριακά Ε. οοΐί κύτταρα του 

στελέχους ΤορΙΟΡ' σύμφωνα με τη μέθοδο Ιηουθ (Ιηουθ θί 31., 1990) (βλέπε 

σελ. 15).

Σύμφωνα με το συγκεκριμένο πρωτόκολλο, κατά το μετασχηματισμό 

προστέθηκε η μισή ποσότητα από τις αντιδράσεις σύνδεσης σε 200 μΙ 

επιδεκτικών κυττάρων. Τα κύτταρα αφέθηκαν για 5 λεπτά στον πάγο και 

σπάρθηκαν σε τρυβλία με θρεπτικό μέσο χαμηλής αλατότητας (Ι_Β) που 

περιέχει το αντιβιοτικό ζεοκίνη (25 μ9/ιηΙ)·
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3.5 Απομόνωση πλασμιδιακού ϋΝΑ

α) Μικοήο κλίυακας αττουόνωση

Για την απομόνωση πλασμιδιακού ϋΝΑ μικρής κλίμακας χρησιμοποιήθηκε 

το πακέτο υλικών της εταιρίας 0ΐ39βη, ΩΙΑρΓθρ βρϊπ ΜίπϊρΓβρ Κϋ.

β) Μεγάλης κλίυακαο απουόνωση

Η απομόνωση του πλασμιδιακού ϋΝΑ μεγάλης κλίμακας 

πραγματοποιείται σύμφωνα με το πρωτόκολλο Ρΐ35ητιίοΙ Μθχ'ι Κϋ της 0ΐ39©π.

3.6 Μετασχηματισμός του ΡΐοΙιιθ  ραείοπε

Για την επίτευξη μετασχηματισμού του ζυμομύκητα Ρ. ρββίοπδ, 

ευθυγραμμίζονται, με το ένζυμο Ρπίθ\, 3 μρ ανασυνδυασμένου πλασμιδίου. Ο 

μετασχηματισμός γίνεται σε κύτταρα του στελέχους 05115 του Ρ. ρθ$ίοή8 τα 

οποία γίνονται επιδεκτικά σύμφωνα με το πρωτόκολλο ΕθδγΟοιτιρ της 

ΙηνίίΓ09θπ.

Η επιλογή των ανασυνδυασμένων κλώνων πραγματοποιήθηκε :

❖ Με βάση την ανθεκτικότητα τους σε ζεοκίνη

❖ Με πολλαπλή αντιγραφή του εξωγενούς ϋΝΑ με ΡΟΚ όπου ως 

υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε εκχύλισμα μετασχηματισμένων 

κυττάρων.

Η διαδικασία που ακολουθήθηκέ έχει ως εξής : 30 μΙ λυτικάση (3ππ9/ιτιΙ) 

προστίθενται σε 10 μΙ διαλύματος μετασχηματισμένων κυττάρων από κάθε 

κλώνο και τα δείγματα επωάζονται στους 30 °0 για 10 λεπτά. Μετά την 

επώαση ακολουθεί θερμικό σοκ των κυττάρων στους -80  0° για 10 λεπτά.

Στη συνέχεια πραγματοποιείται αντίδραση ΡΟΚ σε τελικό όγκο 100 μΙ με 

τη χρήση 5ϋ/μΙ της Ϊ3 ς  πολυμεράσης (Ργογώθ93), τους ίδιους εκκινητές που 

χρησιμοποιούνται αρχικά και το κυτταρικό εκχύλισμα ως υπόστρωμα.
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3.7 Επαγωγή της έκφρασης της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης στο 

σύστημα έκφρασης Ρ/ο/ι/θ ραείοηε

Οι κλώνοι που προέκυψαν από το μετασχηματισμό ελέγχθηκαν ως προς 

την ικανότητα παραγωγής της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης με επαγωγή της 

έκφρασης της ετερόλογης πρωτεΐνης με μεθανόλη μέσω του υποκινητή της 

οξειδάσης της μεθανόλης.

Αρχικά οι κλώνοι αναπτύσσονται σε 5γπΙ θρεπτικού υλικού ΒυίίθΓβά 

ΟΙγοβΓοΙ-οόΓΤίρΙθχ ΓΠθοΙΐυΓη ΒΜΟΥ (1% εκχύλισμα ζύμης, 2% πεπτόνη, 100 

γπΜ φωσφορικό νάτριο ρΗ=6, 1,34% ΥΝΒ -γθβδί ηΐΐΓ09θΠ β35β, 4χ 10'5% 

βιοτίνη, 1 % γλυκερόλη) για 16 ώρες στους 30 °0, υπό ανάδευση σε 

επωαστήρα μέχρι οπτικής πυκνότητας (ΟΡθοο) 2-6. Τα κύτταρα συλλέγονται 

με φυγοκέντρηση (4000 φΓΠ, 25 °0, 5 λεπτά) και επαναιωρούνται σε θρεπτικό 

υλικό ΒυίίθΓθοΙ ΓΠθΙήθηοΙ-οοΓηρΙθχ ηηθοΙίυηη ΒΜΜΥ (1% εκχύλισμα ζύμης, 2% 

πεπτόνη, 100 γπΜ φωσφορικό νάτριο ρΗ=6, 1,34% ΥΝΒ-γθθδί ηίΐΓ09θη βθδθ, 

4χ 10^% βιοτίνη, 0.5% υεθανόλπ) μέχρι οπτικής πυκνότητας 1. Η ανάπτυξη 

των κυττάρων συνεχίζεται για 4 ημέρες υπό τις ίδιες συνθήκες ενώ κάθε 24 

ώρες γίνεται συλλογή δείγματος της καλλιέργειας και προσθήκη μεθανόλη σε 

τελική συγκέντρωση 0,5% ν/ν. Την 4η ημέρα η καλλιέργεια φυγοκεντρείται 

(4000 φίτι, 4 °0, 10 λεπτά) και το υπερκείμενο συλλέγεται και διατηρείται 

στους -80 °0.

3.8 Ανίχνευση της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης από τα υπερκείμενα 

των καλλιεργειών

Η ανίχνευση της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης πραγματοποιήθηκε :

• Με 15% δϋδ-ΡΑΟΕ και χρώση με Οοοηηθδδΐθ Μυθ

• Με την τεχνική της ανοσοαποτύπωσης (\Λ/θδ1θΓΠ βΙοΙΙίης))

1) δϋδ-ΡΑΘΕ

Ο ηλεκτροφορητικός διαχωρισμός των πρωτεϊνών πραγματοποιήθηκε σε 

πηκτή ακρυλαμιδίου 15%. Κατά την προετοιμασία των δειγμάτων ακολούθησε
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ανάμιξη τους με 4Χ διάλυμα φόρτωσης και βρασμός για 5 λεπτά. Τα δείγματα 

ηλεκτροφορούνται σε 1Χ ΕΙθοΙγοοΙθ &υίίβΓ (0,025 Μ Τπδ-βθδβ, 0,192 Μ 

γλυκίνη, 0,1% δϋδ) υπό την επίδραση πεδίου σταθερής τάσης (80 V). Μετά 

το πέρας του ηλεκτροφορητικού διαχωρισμού ακολούθησε χρώση του 

πήγματος με ΟοοπτίΘδΐθ βΐυθ.

2) Ανάλυση κατά \Λ/βδίθΓη

Τα προς ανάλυση δείγματα διαχωρίζονται σε 15% δϋδ-ΡΑΘΕ και μετά το 

πέρας της ηλεκτροφόρησης, το πήγμα διαχωρισμού εξισορροπείται σε 

διάλυμα μεταφοράς (25γπΜ Τιϊδ ρΗ 8.3, 192 ητιΜ γλυκίνη και 20% ν/ν 

μεθανόλη) για 5 λεπτά. Ακολουθεί μεταφορά των πρωτεϊνών σε 

ενεργοποιημένη, με μεθανόλη, μεμβράνη νιτροκυτταρίνης, υπό την επίδραση 

πεδίου σταθερής τάσης (150 ητιΑ) για 3 ώρες.

Στη συνέχεια η μεμβράνη επωάζεται σε διάλυμα κορεσμού ΡΒ3Τ (137 ιτιΜ 

ΝθΟΙ, 2,7 ητιΜ ΚΟΙ, 10 ιτιΜ Νβ2ΗΡ04, 1,8 ιτιΜ ΚΗ2ΡΟ4, 0,05% ν/ν Τ\λ/θθπ-20 

και 5% άΓγ πίιΙΚ) επί 16 ώρες. Κατά το στάδιο αυτό δεσμεύονται οι μη ειδικές 

αντιγονικές θέσεις που θα μπορούσαν να αντιδράσουν ακολούθως με το 

αντίσωμα. Στη συνέχεια πραγματοποιείται έκπλυση της μεμβράνης με ΡΒ3Τ 

και επώαση με το ειδικό αντίσωμα 9Ε10 (θηΐί-ιτιγο, 1:2000 σε διάλυμα 

κορεσμού) για 1 ώρα και εν συνεχεία με το δεύτερο αντίσωμα που είναι 

συνδεδεμένο με υπεροξειδάση σε αραίωση 1:5000. Η οπτικοποίηση του 

αποτελέσματος πραγματοποιείται με τη μέθοδο της ενισχυμένης 

χημειοφωταύγειας (ΕΟΙ_, ΑηΐθΓδίΊ3Γη ϋίθ δοίθποθ).

3.9 Πρωτογενείς καλλιέργειες κυττάρων υπόφυσης επιμύων

Θηλυκοί επίμυες ηλικίας δύο μηνών θανατώνονται με αποκεφαλισμό και οι 

υποφύσεις τους συλλέγονται σε διάλυμα φωσφορικών ϋΡΒδ που περιέχει 1% 

πενικιλλίνη/στρεπτομυκίνη και 7,5 ιπΜ γλυκόζη. Αφού αφαιρεθεί η 

νευροϋπόφυση, η αδενοϋπόφυση τεμαχίζεται και εκπλένεται αρκετές φορές 

με διάλυμα ΡΡΒ3 που περιέχει 1% πενικιλλίνη/στρεπτομυκίνη, 7,5 ιτιΜ 

γλυκόζη και 0,1% ΒδΑ.
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Ακολουθεί επώαση του ιστού για 10 λεπτά (37 °0, 5% 002) υπό ανάδευση 

σε 15 ιίίΙ ϋΡΒδ (0,1% Β3Α, 7,5 πίΜ γλυκόζη) στο οποίο προστίθεται 4,1 

Γηρ/ιτιΙ τρυψίνη. Στη συνέχεια ο ιστός φυγοκεντρείται, το υπερκείμενο 

απομακρύνεται και ακολουθεί νέα επώαση με 15 πγίΙ ϋΡΒδ που αυτή τη φορά 

περιέχει 2,5 ητις/ιτιΙ παγκρεατίνη.

Οι πρωτεάσες απενεργοποιούνται στη συνέχεια με προσθήκη θρεπτικού 

υλικού δΡϋΜ (ϋΜΕΜ/ΗΑΜ’δ Ρ-12, 0,1% Β3Α, 10μ9/ιηΙ ινσουλίνη, 5μ9/ηιΙ 

τρανσφερίνη, 1% πενικιλλίνη/στρεπτομυκίνη) με 10% εμβρυϊκό ορό μόσχου. 

Η επώαση πραγματοποιείται στους 37 °0 για 15 λεπτά υπό ανάδευση.

Ο ιστός πλένεται αρκετές φορές με διάλυμα ϋΡΒδ (0,1% Β3Α και 

7,6x10'4% ΕϋΤΑ) και διασπάται σε 2-4 γπΙ διαλύματος ϋΡΒδ μέχρι να 

προκύψει θολό αιώρημα.

Ακολουθεί φυγοκέντρηση, το υπερκείμενο απομακρύνεται και ο ιστός 

επαναιωρείται σε 5 γπΙ δΡϋΜ όπου και γίνεται η τελική του διάσπαση.

Η βιωσιμότητα των κυττάρων ελέγχεται με χρώση ίΓγρ3Π 6Ιυθ και πρέπει 

να ανέρχεται σε ποσοστό >95%. Αφού υπολογιστεί ο αριθμός των ζωντανών 

κυττάρων, 200.000 κύτταρα επιστρώνονται ανά καλλιεργητικό φρεάτιο και 

επωάζονται σε κλίβανο 37 °0, 5% 0 0 2 για 48 ώρες.

3.10 Βιολογική δοκιμασία προσδιορισμού δραστικότητας ΟηδΑΡ

Πρωτογενείς καλλιέργειες κυττάρων υπόφυσης επίμυων πλένονται δύο 

φορές με θρεπτικό υλικό δΡϋΜ που δεν έχει ορό και επωάζονται εις τριπλούν 

με τις υπό έλεγχο ουσίες ή χωρίς αυτές (αρνητικοί μάρτυρες) σε δΡϋΜ για 48 

ώρες (37 °0 , 5% ΌΟ 2). Στη συνέχεια το θρεπτικό υλικό απομακρύνεται, 

ακολουθεί έκπλυση με δΡϋΜ και επώαση με 0,1 μΜ ΟηΚΗ συν τις υπό 

εξέταση ουσίες για 4 ώρες. Η δραστικότητα ΟηδΑΡ προσδιορίζεται ως η 

αναστολή της επαγόμενης από ΟηΡΗ έκκρισης της Ι_Η στο διάστημα των 4 

ωρών. Τα επίπεδα βασικής έκκρισης της Ι_Η προσδιορίζονται από τα 

υπερκείμενα που δεν έχουν επωαστεί με ΟηΚΗ.
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3.11 Συναγωνιστική μέθοδος ΕϋδΑ για τη μέτρηση της Ι_Η

Αντιγόνο ΙΗ  (γΙ_Η-Ι-1 0) 50 η9/ηιΙ, επιστρώνεται σε πλακίδια πολυστυρενίου 

σε τελικό όγκο 200μΙ ανά μικροφρεάτιο σε ρυθμιστικό διάλυμα 0,2 Μ 

Ν320 0 3/Ν3Η003 ρΗ 9,6-9,8. Ακολουθεί επώαση για 16 ώρες στους 4 °0 και 

στη συνέχεια έκπλυση των φρεατίων 3 φορές με διάλυμα ΡΒ3Τ (ΡΒδΤ-0,05% 

Τ\λ/θθπ 20).

Η δέσμευση των κενών θέσεων πραγματοποιείται με 1% ΒδΑ σε διάλυμα 

ΡΒ3 για 2 ώρες στους 37 °0 και ακολουθεί πλύση με ΡΒ3Τ.

Παράλληλα προετοιμάζεται το συναγωνιστικό μίγμα ως εξής :

> Ποσότητα 30μΙ από τα άγνωστα δείγματα ή από δείγματα με γνωστές 

συγκεντρώσεις Ι_Η (γΙ_Η-ΡΡ-3) αραιώνονται σε διάλυμα ΡΒ3Τ-0,5% 

Β3Α μέχρι τελικού όγκου 120 μΙ και αναμιγνύονται με ίσο όγκο 

αντιορού της ΙΗ  (γΙ.Η-3-11) σε αραίωση 1:50000 σε διάλυμα ΡΒ3Τ- 

0,5% Β3Α. Το μίγμα επωάζεται για 1 ώρα στους 37°0.

> 100 μΙ από κάθε δείγμα τοποθετούνται εις διπλούν στα μικροφρεάτια 

και ακολουθεί επώαση για 16 ώρες στους 4 °0.

Μετά από έκλπυση των πλακιδίων προστίθεται στα φρεάτια αντίσωμα 3ηΐί 

Γθβ&ίί Ι9Ο (ΗοΓδθΓβοΙίδΐΊ ρθΓΟχίϋθδθ οοη]υ93ίβο1) σε αραίωση 1:5000 σε ΡΒ3Τ- 

0,5% Β3Α. Η επώαση πραγματοποιείται για 1 ώρα στους 37°0.

Στο τελευταίο στάδιο τοποθετείται στα φρεάτια όγκος 100 μΙ 

υποστρώματος υπεροξειδάσης (0,04% ο-ρήθηγΙθηβοΙίβηΓίίηΘ, 0,01% Η2θ 2 σε 

διάλυμα 0,1 Μ κιτρικών, 0,2Μ φωσφορικών και νερό σε αναλογία 1:1:2 μέρη). 

Το ρΗ του τελικού διαλύματος είναι 5. Τα δείγματα επωάζονται για περίπου 30 

λεπτά σε σκοτεινό μέρος και σε θερμοκρασία δωματίου και η αντίδραση 

διακόπτεται με την προσθήκη 50 μΙ 0,5% Η23 θ 4-

Η απορρόφηση μετριέται σε μετρητή Ε ΙΙ3Α (3ί3ίί3Χ-21000) και σε μήκος 

κύματος 492 ηιτι. Ως τυφλό δείγμα χρησιμοποιείται μικροφρεάτιο στο οποίο 

δεν έχει γίνει επίστρωση με αντιγόνο και έχει προστεθεί μόνο το υπόστρωμα 

στο τελικό στάδιο (Ρ3ρρβ θΙ βΙ., 19996).
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Όπως προαναφέρθηκε, σε προηγούμενη μελέτη του Εργαστηρίου 

δείχθηκε ότι υπερκείμενα κλώνων Ρίοίιίθ ρβεΐοπε που εκφράζουν το 

καρβοξυτελικό άκρο της αλβουμίνης (κατάλοιπα 490-585) παρουσιάζουν 

δραστικότητα ΘηδΑΡ, ενώ υπερκείμενα που εκφράζουν ολόκληρο το μόριο 

της αλβουμίνης είναι ανενεργό. Καθότι δεν διατίθεται στο εμπόριο ειδικό 

αντίσωμα έναντι του πεπτιδίου αυτού και προκειμένου να επιτευχθεί η 

ανίχνευση και ο καθαρισμός του, στην παρούσα εργασία δημιουργήσαμε μια 

παραλλαγή, σύμφωνα με την οποία το πεπτίδιο φέρει στο καρβοξυτελικό του 

άκρο τον επίτοπο του ίτιγο και έξι κατάλοιπα ιστιδίνης. Ο φορέας έκφρασης 

που επιλέχθηκε και στο παρελθόν από το Εργαστήριο έχει την δυνατότητα να 

εκφράζει το ανασυνδυασμένο πεπτίδιο σε εκκρινόμενη μορφή ενώ ο μύκητας 

Ρ. ρ38ίοή8 από μόνος του παράγει μικρό ποσό φυσικών εκκρινόμενων 

πρωτεϊνών, γεγονός που μας επιτρέπει να ανιχνεύσουμε και να μελετήσουμε 

το μόριο αυτό πιο εύκολα. Επιπλέον ο φορέας αυτός έχει χρησιμοποιηθεί και 

στο παρελθόν για την έκφραση της αλβουμίνης και των περιοχών της.

4.1 Κλωνοποίηση του καρβοξυτελικού άκρου της ανθρώπινης 

αλβουμίνης ορού στην Ε. οο//

Για την πολλαπλή αντιγραφή του τμήματος ϋΝΑ που κωδικοποιεί για το 

καρβοξυτελικό άκρο της Η3Α χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της αλυσιδωτής 

αντίδρασης πολυμεράσης (ΡΟΚ) με υπόστρωμα χρωμοσωμικό ΡΝΑ από το 

στέλεχος Θ3115/ΑΙβ του Ρ. ρθβίοπβ. Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν 

εισάγουν την θέση περιορισμού Εοο/?I στο 5’ άκρο και τη θέση ΝοίI στο 3’ 

άκρο του προϊόντος ΡΟΚ.

Στην Εικόνα 3 παρουσιάζεται το προϊόν ΡΟΚ μετά από ηλεκτροφόρηση 

σε πηκτή αγαρόζης.
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1 2

300 &ρ—*

Εικόνα 3 ; Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης του ΡΟΡΙ προϊόντος 

Διαδοουή 1 : πρότυπα μοριακά βάρη (100 βρ ϋΝΑ ΙθοΙοΙθγ,Οϊ&οο-ΒΚΙ)
Διαδοουή 2 : προϊόν ΡΟΚ (308 6ρ)

Για την έκφραση του καρβοξυτελικού άκρου της Η5Α χρησιμοποιήθηκε ο 

φορέας έκφρασης-έκκρισης ρΡΙΟΖθΑ ο οποίος έχει μέγεθος 3600 6ρ.

Τα περιοριστικά ένζυμα που επιλέχθηκαν για την πλήρη πέψη του φορέα 

και του ενθέματος ήταν τα ΕοοΡΙ και ΝοίI.

Ο μετασχηματισμός έγινε σε επιδεκτικά Ε. οοϋ κύτταρα του στελέχους 

ΤορΙΟΡ'και οι θετικές αποικίες επιλέχθηκαν με βάση την ανθεκτικότητα σε 

ζεοκίνη και με περιοριστική ανάλυση με τα ένζυμα Εοο/?Ι και ΝοίI.

Στη συνέχεια η αλληλουχία του πλασμιδίου ελέγχθηκε πλήρως από τη 

θέση του σήματος έκκρισης (α-ί30ΐ0Γ) μέχρι την ουρά των 6 ιστιδινών σε 

αυτόματο αναλυτή (Μ\Λ/Θ-ΒίοίθθΙι).

Στην Εικόνα 4 φαίνονται τα περιοριστικά....θραύσματα των

ανασυνδυασμένων πλασμιδίων μετά από ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

αγαρόζης.
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Εικόνα 4 : Περιοριστική ανάλυση του ανασυνδυασμένου πλασμιδίου με τα ένζυμα 
ΕσοΗ\ και ΝοίI
Διαδρομή 1 και 3 : πρότυπα μοριακά βάρη (100 βρ ϋΝΑ ΙθοΙοΙθγ και 1.8ΓηΙ)(ΐ3 ϋΝΑ Ηίηά\II 
Οΐςβδί, αντίστοιχα)

Διαδοοϋή 2 : ένθεμα (308 βρ) και φορέας (3,6 Κβ)

Το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο ρΡΙΟΖαΑ/ΟΙΙΙΒΘΗίδ που κατασκευάστηκε 

φέρει χαρακτηριστικά που επιτρέπουν την υπερέκφραση του 

ανασυνδυασμένου πεπτιδίου σε εκκρινόμενη μορφή στο Ρ. ρ38ίοή$.

Συγκεκριμένα περιέχει:

> ένα τμήμα 942 βρ που περιέχει τον υποκινητή της αλκοολικής 

οξειδάσης (ΑΟΧ1) και περιοχή ομολογίας που επιτρέπει την 

ενσωμάτωση στο χρωμόσωμα του μύκητα με ομόλογο 

ανασυνδυασμό

> τη σηματοδοτική αλληλουχία του α-ίβοίοΓ του δ. οθΓβνΐείΘθ που 

επιτρέπει την έκκριση της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης

> τον επίτοπο του Γπγο (ο-πιγο) που επιτρέπει την ανίχνευση της 

πρωτεΐνης με τη χρήση αντισώματος

> αλληλουχία έξι καταλοίπων ιστιδίνης (6χΗίδ) που διευκολύνει τον 

καθαρισμό της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης με χρωματογραφία 

συγγένειας με στήλη Νΐ2+

Στην Εικόνα 5 απεικονίζεται το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο 

ρΡΙΟΖθΑ/ΙΙΙΒΘΗίδ.
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Εικόνα 5 : Απεικόνιση του ανασυνδυασμένου πλασμιδίου ρΡΙΟΖθΑ/ΙΙΙΒβΗϊδ 

Στην Εικόνα φαίνεται η θέση εισαγωγής της αλληλουχίας που κωδικοποιεί για το πεπτίδιο ΙΙΙΒ 

της Η3Α (μεταξύ των περιοριστικών θέσεων ΕοοΡΙ και ΝοίI)

4.2 Έκφραση στο Ρ/οΛ/3 ραείοηβ

Το στέλεχος <38115 του Ρ. ρ38ίοη8 μετασχηματίστηκε με το 

ανασυνδυασμένο πλασμίδιο ρΡΙΟΖβΑ/ΟΙΙΙΒΘΗίδ μετά από ευθυγράμμιση του 

με το περιοριστικό ένζυμο ΡινθΙ το οποίο έχει μοναδική θέση αναγνώρισης 

στην περιοχή Α0Χ1. Το ανασυνδυασμένο ϋΝΑ ενσωματώνεται με ομόλογο 

ανασυνδυασμό στο χρωμόσωμα του μύκητα έτσι ώστε να είναι εφικτή η 

επιλογή σταθερών κλώνων.

Η επιλογή των μετασχηματισμένων κλώνων πραγματοποιήθηκε με βάση 

την ανθεκτικότητα τους σε ζεοκίνη και με την τεχνική της ΡΟΡ (ΟΪΓβοΙ ΡΟΚ 

50ΓΘΘΠΪΠ9) όπου ως υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε εκχύλισμα 

μετασχηματισμένων κυττάρων.

Στην Εικόνα 6 παρουσιάζεται ενδεικτικά ο έλεγχος 5 κλώνων με ΟϊγθοΙ 

ΡΟΚ δθΓθθηΐη9.
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1 2 3 4 5 6

Εικόνα 6 : Έλεγχος μετασχηματισμένων κλώνων με ϋ'ΐΓβοΙ ΡΟΡ δΟΓθθπΐπς 

Διαδοουή 1 : πρότυπα μοριακά βάρη ((100 6ρ ϋΝΑ ΙβοΙοΙθγ)

Διαδροιιές 2.3,4,6 : προϊόντα ΡΟΚ (300 6ρ) που προκύπτουν από τους μετασχηματισμένους

κλώνους 15,16,17,18 αντίστοιχα

Διαδοουή 5 : μη μετασχηματισμένος κλώνος

Οι θετικοί κλώνοι 15 και 18 επιλέχθηκαν προς επαγωγή της έκφρασης του 

ανασυνδυασμένου πεπτιδίου. Η επαγωγή επιτυγχάνεται με προσθήκη 

μεθανόλης στο θρεπτικό μέσο των κυττάρων και τα υπερκείμενα συλλέγονται 

για την περαιτέρω ανίχνευση της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης.

4.3 Ανίχνευση του ανασυνδυασμένου πεπτιδίου από τα υπερκείμενα 

καλλιεργειών

Τα υπερκείμενα των κλώνων 15 και 18 συμπυκνώθηκαν με φίλτρα Αππίοοη 

(ΟθηΐπρΓθρ, ουί-οίί 10000) 10 φορές (από αρχικό όγκο 10 γπΙ σε 1 γπΙ) και 

αναλύθηκαν σε δϋδ-ΡΑΟΕ (15%). Ακολούθησε χρώση με Οοοππ385ϊθ 6Ιυθ 

καθώς επίσης και ανοσοαποτύπωση χρησιμοποιώντας το αντίσωμα 3Πΐϊ-ιηγο 

9Ε10 που αναγνωρίζει ως επίτοπο την αλληλουχία ΘΙυ-ΟΙη-Ιγδ-Ι_θυ-ΙΙθ-δθΓ- 

ΟΙυ-ΟΙυ-Α8ρ-Ι_βυ-Αδπ του ο-ιπγο.

Όγκος 100 μί από τα συμπυκνωμένα υπερκείμενα των κλώνων 15 και 18 

ηλεκτροφορήθηκε σε δϋδ-ΡΑΟΕ. Παράλληλα αναλύθηκαν ίσοι όγκοι 

υπερκειμένων από το αρχικό στέλεχος Οδ115 και από κλώνους του Ρ.
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ρ3$ίοή3 που εκφράζουν την πλήρους μήκους αλβουμίνη και την υποπεριοχή 

ΙΙΙΒ χωρίς τον επίτοπο του ητιγο και την ουρά των έξι ιστιδινών.

1 2 3 4 5 6 7

Εικόνα 7 :  Ανάλυση σε 15% δϋδ-ΡΑΘΕ 100 μΙ υπερκειμένων κλώνων του Ρ. 

ρ3$(οπ3 (πριν από συμπύκνωση)
Δ ια δ ο ο υ ή  1 κ α ι 7  : π ρ ό τ υ π α  μ ο ρ ια κ ά  β ά ρ η  

Δ ια δ ο ο υ ή  2  : α ρ χ ικ ό  σ τ έ λ ε χ ο ς  0 8 1 1 5

Δ ια δ ο ο υ ή  3  : κ λ ώ ν ο ς  π ο υ  ε κ φ ρ ά ζ ε ι  ο λ ό κ λ η ρ ο  τ ο  μ ό ρ ιο  τ η ς  Η 5 Α

Δ ια δ ο ο ϋ έ ο  4  -  5  : κ λ ώ ν ο ι  π ο υ  ε κ φ ρ ά ζ ο υ ν  τ ο  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έ ν ο  π ε π τ ίδ ιο  Ι Ι ΙΒ /6 Η Ϊ5  (18 κ α ι 15) 

Δ ια δ ο ο υ έ ο  6  : κ λ ώ ν ο ς  π ο υ  ε κ φ ρ ά ζ ε ι  τ ο  π ε π τ ίδ ιο  Ι Ι ΙΒ

Όπως παρατηρούμε στην Εικόνα 7 το αρχικό στέλεχος δεν παρουσιάζει 

υψηλά επίπεδα έκφρασης φυσικών εκκρινόμενων πρωτεϊνών. Το 

ανασυνδυασμένο πεπτίδιο ανιχνεύεται στους κλώνους 15 και 18.

Ο κλώνος 18 επιλέχθηκε στη συνέχεια για ανάλυση κατά ννβδίθΓΠ με το 

αντίσωμα 9Ε10 ώστε να επιβεβαιωθεί η υπερέκφραση. Αναλύθηκαν 

διαφορετικοί όγκοι (50,25μΙ) αρχικού και Συμπυκνωμένου υπερκειμένου 

(Εικόνα 8).
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1 2  3 4

Αηίϊ-ιτιγο

Εικόνα 8 : Ανάλυση κατά Μβδίθίτι του κλώνου 18

Διαδοουές 1 -  2 : 50 και 25 μΙ συμπυκνωμένου υπερκειμένου (10Χ ν/ν)

Διαδοουές 3 -  4 : 50 και 25 μΙ αρχικού υπερκειμένου

Με βάση την ανοσοαποτύπωση συμπεραίνουμε ότι το ανασυνδυασμένο 

πεπτίδιο υπερεκφράζεται και μπορεί να ανιχνευθεί στο υπερκείμενο του 

μύκητα χωρίς να απαιτείται η συμπύκνωση του.

4.4 Ανίχνευση δραστικότητας ΟηδΑΡ στα υπερκείμενα των κλώνων 

που εκφράζουν το ανασυνδυασμένο πεπτίδιο 490-585 της Η5Α

Τα υπερκείμενα των κλώνων που εκφράζουν το ανασυνδυασμένο 

πεπτίδιο ελέγχθηκαν εις τριπλούν ως προς τη δραστικότητα ΘηδΑΡ σε 

πρωτογενείς καλλιέργειες κυττάρων υπόφυσης θηλυκών επιμύων, ηλικίας δύο 

μηνών (\Λ/ίδΐ3Γ). Χρησιμοποιήθηκαν 25 μΙ υπερκειμένων των κλώνων που 

εκφράζουν το πεπτίδιο ΙΙΙΒ/6ΗΪ5 (15 και 18) καθώς και κλώνων που εκφράζουν 

την Η5Α και το πεπτίδιο ΙΙΙΒ.

Η δραστικότητα ΟηδΑΡ προσδιορίζεται ως η αναστολή της επαγόμενης 

από ΟηΡΗ έκκρισης της Ι_Η. Η μέτρηση της Ι_Η επιτεύχθηκε με συναγωνιστική 

ΕΙΙδΑ.

Στο Γράφημα 1 παρουσιάζεται η πρότυπη καμπύλη και η εξίσωση του 

γραφήματος σύμφωνα με την οποία από τις τιμές της απορρόφησης 

υπολογίζεται η συγκέντρωση της ΙΗ  των δειγμάτων.
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Γρόφημα 1 ; Πρότυπη καμπύλη προσδιορισμού της συγκέντρωσης ΙΗ (ηρ/ιπΙ)
Για τη δημιουργία της πρότυπης καμπύλης χρησιμοποιήθηκαν οι εξής γνωστές 

συγκεντρώσεις ΙΗ (ηρ/ηπΙ): 25 -  12,5 -  6,25 -  3,125 -  1,5625 -  0,78125

Στον Πίνακα 1 και Ιστόγραμμα 1 παρουσιάζονται οι τιμές της Ι_Η για κάθε 

δείγμα που ελέγξαμε, οι οποίες υπολογίστηκαν με βάση τις απορροφήσεις και 

την εξίσωση του προηγούμενου γραφήματος καθώς και οι μέσοι όροι και η 

τυπική απόκλιση (δϋ) των τιμών.

1Π Τιμή 

2Π Τιμή

■I■ , 1.. - ν ’ 1 -ν'-ν. ·»■»=" !
| § | |

1,30 16,03 20,23 4,18 9,97 4,13

1,80 17,53 16,03 4,86 8,32 4,72

3Ρ 0,28 2,95

3η Τιμή 1,77 21,73 16,60 7,48 8,49

Μέσος Όρος 1,62 18,43 17,62 5,50 8,92 5,06

2,27 1,74 0,90 1,14

Πίνακας 1 ; Απεικόνιση των τιμών 1_Η των δειγμάτων που μετρήθηκαν με την 

μέθοδο της ΕΙΙδΑ
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Ιστόγραμμα 1 :  Μέσοι όροι με τυπική απόκλιση των τιμών του Πίνακα 1

Στον Πίνακα 2 εμφανίζεται η επί % αναστολή της έκκρισης της 1_Η 

σύμφωνα με τον τύπο :
|ΐ-(Α /Β )| %

όπου Α  = 1_Η (π9/ΓπΙ){οηΚΗ + 3αμρι_ε} -  Ι-Η (η9/ππ|)ΒΑ5Αΐ 

και Β = ΙΗ  (Ρΐ9/ΓπΙ)οηΚΗ -  ΙΗ  (π9/γπΙ)βα5αι.

% Αναστολή Ι_Η

08115/ΑΙ& 15 18 ΙΗ3

1Π Τιμή 3,2 85,0 50,3 85,4

2η Τιμή 14,2 80,7 60,8 81,0

3Π Τιμή 11,9 65,2 65,7 72,3

Μέσος Όρος 9,3 76,9 58,3 79,3

δϋ 5,7 10,5 7,6 6,6

Πίνακας 2 : Επί τις % αναστολή της έκκρισης της Ι_Η, μετά από διέγερση με ΘηΚΗ, 

υπό την επίδραση των προς μελέτη δειγμάτων (Οι τιμές προέρχονται από τον 
Πίνακα 1 με βάση τον τύπο που αναφέρεται στο κείμενο)
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Ιστόγραμμα 2 : Μέσοι όροι με τυπική απόκλιση των τιμών του Πίνακα 2

Όπως φαίνεται στον Πίνακα 2 και στο Ιστόγραμμα 2 η αναστολή της Ι_Η 

από υπερκείμενα των κλώνων 15 και 18 που εκφράζουν το ανασυνδυασμένο 

πεπτίδιο ΙΙΙΒ/6Ηίδ είναι 76,9 και 58,3% αντίστοιχα. Αντίθετα παρατηρούμε ότι 

υπερκείμενο καλλιέργειας κλώνου που εκφράζει ολόκληρο το μόριο της 

αλβουμίνης είναι ανενεργό (αναστολή 9,3%).
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Ο παράγοντας άμβλυνσης του κύματος των γοναδοτροφινών ΟηδΑΡ, 

παίζει κεντρικό ρόλο στη ρύθμιση της έκκρισης της ωχρινοτρόπου ορμόνης 

Ι_Η κατά τον αναπαραγωγικό κύκλο της γυναίκας. Παρά τις προσπάθειες που 

έχουν γίνει μέχρι σήμερα, η ταυτοποίηση του ΟηδΑΡ δεν έχει καταστεί 

δυνατή.

Σε προηγούμενη μελέτη (Ρ3ρρ3 θί 3/., 1999), απομονώθηκε από 

ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό το καρβοξυτελικό 95πεπτίδιο της ανθρώπινης 

αλβουμίνης ορού (υπομονάδα ΙΙΙΒ) το οποίο δείχθηκε ότι έχει δραστικότητα 

ΟηδΑΡ. Προκειμένου να επιβεβαιωθεί η προηγούμενη παρατήρηση, το 

πεπτίδιο αυτό, μελετήθηκε στο Εργαστήριο Βιολογικής Χημείας και 

συγκεκριμένα εκφράστηκε στο ευκαρυωτικό σύστημα έκφρασης-έκκρισης 

Ρίοήΐθ ρ38ίοπ3. Δείχθηκε ότι υπερκείμενα κλώνων που εκφράζουν το 

ανασυνδυασμένο πεπτίδιο παρουσιάζουν δραστικότητα ΟηδΑΡ.

Προκειμένου να προχωρήσει και να διευκολυνθεί η μελέτη του πεπτιδίου 

αυτού, στην παρούσα εργασία το εκφράσαμε σε μια εναλλακτική μορφή έτσι 

ώστε να φέρει μια καρβοξυτελική ουρά με τον επίτοπο του ιτιγο και έξι 

κατάλοιπα ιστιδίνης.

Το σύστημα έκφρασης του Ρ. ρθείοπε που χρησιμοποιήσαμε, παρουσιάζει 

μεταξύ άλλων ένα πολύ σημαντικό πλεονέκτημα: επιτρέπει την επαγόμενη 

έκφραση της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης και την έκκριση της στο 

υπερκείμενο της καλλιέργειας όπου υπάρχουν πολύ χαμηλά ποσά φυσικών 

εκκρινόμενων πρωτεϊνών του μύκητα. Έτσι το υπερκείμενο περιέχει κυρίως 

την ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη με αποτέλεσμα να διευκολύνεται ό 

καθαρισμός της.

Δείξαμε ότι το εναλλακτικό αυτό πεπτίδιο είναι εξίσου δραστικό με το 

αρχικό, προκαλώντας αναστολή στην έκκριση της ΙΗ  κατά 50% με 80% και 

ως εκ τούτου μπορεί να χρησιμοποιηθεί στις περαιτέρω μελέτες. Ο επίτοπος 

του ιτιγο τον οποίο φέρει, επιτρέπει την ανίχνευση του με ανοσοαποτύπωση 

και οι έξι ιστιδίνες θα διευκολύνουν την πορεία καθαρισμού του 

χρησιμοποιώντας χρωματογραφία συγγένειας Νί2+·
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Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι ολόκληρο το μόριο της 

αλβουμίνης που προκύπτει με έκφραση στο ίδιο σύστημα είναι ανενεργό 

(αναστολή στην έκκριση της 1_Η κατά 9%).

Προκειμένου να αξιολογηθούν σωστά τα παραπάνω αποτελέσματα, η 

υποπεριοχή ΙΙΙΒ της Η5Α θα πρέπει να καθαριστεί χρωματογραφικά και να 

ελεγχθεί η δραστικότητα ΟηδΑΡ στο καθαρό παρασκεύασμα. Αυτό θα μας 

επιτρέψει να βγάλουμε σαφή συμπεράσματα για το αν η δραστικότητα αυτή 

οφείλεται αποκλειστικά στο πεπτίδιο ΙΙΙΒ ή αν επηρεάζεται από 

αλληλεπιδράσεις του πεπτιδίου με άλλους παράγοντες που υπάρχουν στο 

υπερκείμενο των κυττάρων. Παράλληλα, θα πρέπει να προσδιοριστούν τα 

επίπεδα συγκεντρώσεων του πεπτιδίου που απαιτούνται για τη δραστικότητα.

Θα ήταν ενδιαφέρον, να ελεγχθεί κατ’ αρχήν αν η περιοχή III της ΗδΑ είναι 

επίσης ενεργή και στη συνέχεια να προσδιοριστεί ο ελάχιστος αριθμός 

καταλοίπων της υπομονάδας ΙΙΙΒ που απαιτούνται για τη δραστικότητα. 

Επιπλέον, λόγω του ότι οι υποπεριοχές ΙΒ και ΙΙΒ της αλβουμίνης 

παρουσιάζουν δομική ομοιότητα με την ΙΙΙΒ θα μπορούσαν να ελεγχθούν και 

αυτές ως προς τη δραστικότητα ΟηδΑΡ.

Καθότι ο παράγοντας άμβλυνσης του κύματος των γοναδοτροφινών παίζει 

κεντρικό ρόλο στη ρύθμιση της Ι_Η, η ταυτοποίηση του και η μελέτη του 

μηχανισμού δράσης του, θα δώσει πολλές απαντήσεις σε σημαντικά 

ερωτήματα σχετικά με τον αναπαραγωγικό κύκλο της γυναίκας. Τα 

αποτελέσματα της μελέτης του ΟηδΑΡ θα μπορούσαν να συνδεθούν πιθανώς 

και με εφαρμογές στην τεχνητή γονιμοποίηση.

Παράλληλα η δράση ΟηδΑΡ έχει συσχετιστεί με το καρβοξυτελικό άκρο 

της ανθρώπινης αλβουμίνης ορού, ενώ ολόκληρο το μόριο της δεν 

παρουσιάζει τέτοια δράση. Οι περιπτώσεις γνωστών πρωτεϊνών που τμήμα 

τους εμφανίζει διαφορετική λειτουργία έχουν ιδιαίτερο βιοχημικό ενδιαφέρον. 

Δύο χαρακτηριστικά παραδείγματα που έχουν αναφερθεί στη βιβλιογραφία, 

αφορούν το εσωτερικό κομμάτι του πλασμινογόνου που έχει δράση 

αγγειοστατίνης (Ο’ΡθΐΙΙγ θί 8/., 1994) και το καρβοξυτελικό τμήμα του 

κολλαγόνου που εμφανίζει δράση ενδοστατίνης (Ο’Κθ'ιΙΙγ θί θ ί, 1997). Παρότι 

η αλβουμίνη θεωρείται από τις πλέον μελετημένες πρωτεΐνες, με βάση τα 

παραπάνω αποτελέσματα, θα πρέπει να διερευνηθεί περαιτέρω η 

εξειδικευμένη λειτουργία του καρβοξυτελικού της άκρου.
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ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΒΙΟΧΗΜΕΙΑΣ

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1.1 Αμυλάσες

Οι αμυλάσες απαντώνται σε όλα σχεδόν τα είδη οργανισμών, 

συμπεριλαμβανομένων αρχαιοβακτηρίων (π.χ. Ργωοοοουε ννοθβθΐ), 

ευβακτηρίων (π.χ. ΒθάΙΙυε βυύΐίΐΐβ), μυκήτων (π.χ. Αερβ^ίΙΙυε οιγζθβ), φυτών 

(π.χ. Οιγζθ 33ίϊνθ) και θηλαστικών (π.χ. Ηοιτιο $9ρίβηδ). Όμως τα ένζυμα 

αυτά έχουν μελετηθεί περισσότερο σε μικροοργανισμούς (βακτήρια, μύκητες). 

Μια σημαντική ομάδα αμυλασών που έχει ταυτοποιηθεί σε μικροοργανισμούς 

αφορά τις α-αμυλάσες.

Οι α-αμυλάσες είναι εκκρινόμενα ένζυμα που λειτουργούν ως 

ενδογλυκοσιδάσες, υδρολύοντας α-1,4-γλυκοσιδικούς δεσμούς από 

πολυμερή γλυκόζης (άμυλο, γλυκογόνο κλπ., Εικόνα 1) που πρόκειται να 

χρησιμοποιηθούν από τα κύτταρα του οργανισμού ως μεταβολικές πηγές 

άνθρακα. Η α-αμυλολυτική δράση τους οδηγεί σε αρχική υδρόλυση των 

πολυμερών αυτών προς μίγμα κυρίως μαλτόζης (διμερούς), μαλτοτριόζης 

(τριμερούς) και α-δεξτρινών (διακλαδιζόμενων ολιγομερών). Στη συνέχεια 

άλλα εκκρινόμενα ένζυμα και αποδιακλαδωτικά ένζυμα με ενεργότητα α-1 ,6- 

γλυκοσιδάσης όπως η πουλουλανάση ολοκληρώνουν τη διάσπαση των 

μικρότερων πολυμερών προς μονομερή γλυκόζης, η οποία προσλαμβάνεται 

από τα κύτταρα (Ρ^πεΙθγ θί θΙ., 2000).

Τα ένζυμα αυτά βρίσκονται σήμερα μεταξύ των σημαντικότερων ενζύμων 

στη βιοτεχνολογία εξαιτίας του ευρέως φάσματος πιθανών εφαρμογών τους. 

Βρίσκουν εφαρμογή σε ένα μεγάλο αριθμό βιομηχανικών διαδικασιών όπως 

στις βιομηχανίες τροφίμων και χαρτιού. Επίσης οι μικροβιακές αμυλάσες 

έχουν επιτυχώς αντικαταστήσει τη χημική υδρόλυση του αμύλου στις 

βιομηχανίες επεξεργασίας αμύλου (ΡβιίοΙθυ θί θ ί, 2000).

Επιπλέον αμυλάσες που προέρχονται από υπερθερμόφιλους 

μικροοργανισμούς γενικά προτιμώνται καθώς οι εφαρμογές τους περιορίζουν 

στο ελάχιστο τον κίνδυνο μολύνσεων και το χρόνο αντίδρασης 

εξασφαλίζοντας έτσι σημαντική οικονομία ενέργειας. Η υδρόλυση που
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συμβαίνει κάτ^ο από υψηλές θερμοκρασίες ελαχιστοποιεί τον πολυμερισμό 

της ϋ-γλυκόζης σε ισομαλτόζη (Ρθηάθγ θί θ ί, 2000).

Εικόνα 1 :  Δομή του αμύλου και του γλυκογόνου
Κ α ι τ α  δ ύ ο  ε ί ν α ι  π ο λ υ μ ε ρ ή  γ λ υ κ ό ζ η ς  π ο υ  δ ια σ π ώ ν τ α ι  α π ό  τ η ν  α - α μ υ λ ά σ η  κ α ι  τ α  ο π ο ία  

δ ια φ έ ρ ο υ ν  μ ε τ α ξ ύ  τ ο υ ς  μ ό ν ο  ω ς  π ρ ο ς  τ η  σ υ χ ν ό τ η τ α  τ ω ν  δ ια κ λ α δ ώ σ ε ω ν  τ ο υ ς

1.2 α-Αμυλάσες υπερθερμόφιλων ορχαιοβακτηρίων

Τα αναερόβια αρχαιοβακτήρια Ργίοοοοουε ΐυποβυε (ΡθιΙθ 9ηά 51θΚθγ 

1986) και Ρ. ΜΟθββΐ (Ζ1ΙΠ9 θί 8/., 1987) εμφανίζουν τα βέλτιστα της ανάπτυξης 

τους στους 100 και 102 °0 αντίστοιχα, αναπαριστώντας το φυσικό περιβάλλον 

για μια ομάδα από εξαιρετικά θερμοανθεκτικά ένζυμα. Λόγω της δυσκολίας 

που υπάρχει στην καλλιέργεια των υπερθερμόφιλων οργανισμών, οι 

πρωτεΐνες τους χρειάζεται να εκφράζονται σε μεσόφιλους ξενιστές πριν από 

την εφαρμογή τους για βιοτεχνολογικούς σκοπούς, Ένας μεγάλος αριθμός 

θερμοανθεκτικών ενζύμων (αμυλάσες, πουλουλανάσες και ξυλανάσες) με 

πιθανές εφαρμογές σε βιομηχανίες βιομετατροπής αμύλου ή 

βιοαποχρωματισμού χαρτοπολτού έχουν εκφραστεί σε ενεργή μορφή σε 

μεσόφιλους μικροοργανισμούς. Για παράδειγμα, δύο διαφορετικές α-
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αμυλάσες του Ρ. ίυποευβ έχουν κλωνοποιηθεί και εκφραστεί σε κύτταρα Ε. 

οοΐί (ϋοπ9 θί 91., 1997α, Ιθάθππθπ θί 3/., 19936, ϋοι^βηδθη θί 3/., 1997) 

καθώς και σε μία περίπτωση σε κύτταρα Β. ευΜΐΙίε (ϋοΓςθηδθη βί9ΐ., 1997).

Πρόσφατα, η α-αμυλάση του Ρ. ννοβεβΐ κλωνοποιήθηκε και εκφράστηκε 

στην Ε.οοΙΐ και στο μετρίως αλόφιλο βακτήριο Η. βIοη^^ί^ (ΡπΙΠπ90β θί 3/., 

2000). Η αμυλάση αυτή περιέχει στο αμινοτελικό της άκρο μια υδροφοβική 

σηματοδοτική αλληλουχία (δί9Π3ΐ δθςυθποθ) 25 αμινοξέων υπεύθυνη για την 

έκκριση της στον Ρ. ννοβεβί και τον Ρ. ΐυήοευε. Σύμφωνα με την εργασία 

αυτή, η ανασυνδυασμένη α-αμυλάση του Ρ. ννοθεβϊ μπορεί να εκφραστεί σε 

ενεργή μορφή σε μεσόφιλα και μετρίως αλόφιλα βακτήρια και εντοπίζεται στα 

μεμβρανικά κλάσματα. Τα αποτελέσματα αυτά οδήγησαν στο συμπέρασμα ότι 

η ετερόλογα εκφραζόμενη α-αμυλάση παραμένει συνδεδεμένη με τα κύτταρα 

σε μια αδιάλυτη μορφή και δεν μπορεί να εκκριθεί στο υπερκείμενο των 

κυττάρων σε μεσόφιλους και μετρίως αλόφιλους οργανισμούς. Ωστόσο, η 

ενεργότητα της φυσικής α-αμυλάσης σε καλλιέργειες κυττάρων του Ρ. ννοβεβί 

(ΚοοΙί θ ί θΙ., 1991) και του Ρ. ίυηοευε (ΚοοΜ θί θΙ., 1991) ανιχνεύτηκε 

εξωκυτταρικά.

Τα αποτελέσματα αυτά είναι όμοια με εκείνα της έκφρασης της α- 

αμυλάσης του Ρ. ίυήοευε στην Ε. οοΐί (ϋοπ9 Θί &ί, 1997α). Οι εξηγήσεις που 

δόθηκαν για την αδυναμία της έκκρισης της α-αμυλάσης του Ρ. ννοβεβί στα 

υπερκείμενα κυττάρων μεσόφιλων και αλόφιλων οργανισμών, αφορούσαν την 

απουσία των απαραίτητων παραγόντων για την έκκριση της αμυλάσης στους 

ξενιστές αυτούς. Επίσης μια άλλη πιθανότητα είναι το ετερόλογα εκφραζόμενο 

ένζυμο να αναδιπλώνεται λανθασμένα δημιουργώντας έγκλειστα τα οποία 

παγιδεύονται στο μεμβρανικό ίζημα (ΡπΙΙίη90δ βί θ ί, 2000).
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2. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ

Στην παρούσα εργασία στόχος μας ήταν να εκφράσουμε την α-αμυλάση 

του υπερθερμόφιλου αρχαιοβακτηρίου Ρ. ννοθβθΐ στο μεσόφιλο βακτήριο Ε. 

οοϋ μετά από αντικατάσταση της σηματοδοτικής της αλληλουχίας με την 

σηματοδοτική αλληλουχία 9ΙΙΙ η οποία χρησιμοποιείται συστηματικά για 

εκκρινόμενη έκφραση ετερόλογων πρωτεϊνών στην Ε. οοΐί (ΒοθΚθ 3ηά ΜοοΙθΙ 

1982, ΒοθΚθ θίθΙ., 1982).
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

3.1 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (ΡΟΚ) πολλών σταδίων

Η τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (ΡΟΡ) πολλών 

σταδίων χρησιμοποιεί συμπληρωματικά ολιγονουκλεοτίδια για να 

δημιουργήσει τμήματα ϋΝΑ, από τα γονίδια στόχους, που φέρουν 

επικαλυπτόμενα άκρα (Ηο θί βί, 1989, ΡπΙΓιηςιοδ θί &1, 1994). Τα τμήματα 

αυτά στη συνέχεια συνδυάζονται σε επόμενες αντιδράσεις σύντηξης, 

χρησιμοποιούνται ως υποστρώματα όπου λόγω των επικαλυπτόμενων άκρων 

τους υβριδίζουν και με τη χρήση των ολιγονουκλεοτιδίων επεκτείνονται και 

δίνουν ένα προϊόν που αποτελείται από τα προηγούμενα τμήματα.

Πιο αναλυτικά όπως φαίνεται και στο Σχήμα 1 σε ένα 1° στάδιο 

πραγματοποιούνται ξεχωριστές αντιδράσεις ΡΟΚ όπου ενισχύονται 

διαφορετικά τμήματα του γονιδίου στόχου. Σε κάθε μια από τις αντιδράσεις 

αυτές χρησιμοποιούνται ως υπόστρωμα το γονίδιο-στόχος καθώς επίσης και 

συμπληρωματικοί εκκινητές (θ.&.οχΙ.Θ.ί.) που δημιουργούν τις επικαλύψεις 

βάσεων μεταξύ των τμημάτων (ΑΒ, Οϋ, ΕΡ).

Σε επόμενα στάδια, τα προϊόντα ΡΟΡ που προκύπτουν από την πρώτη 

σειρά αντιδράσεων καθαρίζονται και συνδυαζόμενα ανά δύο υποβάλλονται σε 

επόμενες αντιδράσεις ΡΟΡ χωρίς να προστεθεί εκ νέου το αρχικό 

υπόστρωμα. Τα τμήματα αυτά λόγω επικαλύψεων υβριδίζουν με αποτέλεσμα 

να παίρνουμε ένα τελικό προϊόν (ΑΡ) που αποτελείται από τα τρία αρχικά 

(ΑΒ,Οϋ, ΕΡ).
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Σχήμα 1 ; Σχηματική απεικόνιση της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (ΡΟΚ) 

πολλών σταδίων
Σ τ ο  ε π ά ν ω  υ έ ο ο ο  φ α ίν ε τ α ι  τ ο  1 °  σ τ ά δ ιο  Ρ Ο Ρ  κ α τ ά  τ ο  ο π ο ίο  π ρ ο κ ύ π τ ο υ ν  τ α  π ρ ο ϊό ν τ α  Α Β ,  Ο ϋ ,  

Ε Ρ

Σ τ η  υ έ σ η  φ α ίν ε τ α ι  τ ο  2 °  σ τ ά δ ιο  Ρ Ο Κ  κ α τ ά  τ ο  ο π ο ίο  π ρ ο κ ύ π τ ε ι  τ ο  π ρ ο ϊό ν  Α ϋ ,  α π ό  τ α  

π ρ ο ϊό ν τ α  Α Β  κ α ι Ο ϋ  λ ό γ ω  ε π ικ ά λ υ ψ η ς

Σ τ ο  κ ά τ ω  υ έ ο ο ο  φ α ίν ε τ α ι  τ ο  3 °  σ τ ά δ ιο  Ρ Ο Ρ  κ α τ ά  τ ο  ο π ο ίο  π ρ ο κ ύ π τ ε ι  τ ο  τ ε λ ικ ό  π ρ ο ϊό ν  Α Ρ ,  

α π ό  τ α  π ρ ο ϊό ν τ α  Α ϋ  κ α ι  Ε Ρ  λ ό γ ω  ε π ικ ά λ υ ψ η ς
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Στην παρούσα εργασία η μέθοδος αυτή χρησιμοποιήθηκε για την 

πολλαπλή αντιγραφή τμημάτων του γονιδίου της α-αμυλάσης του ΡγΓΟϋοοου5 

1Λ /Ο Θ 8 Θ Ϊ.

Αρχικά ενισχύθηκαν δύο τμήματα της α-αμυλάσης με υπόστρωμα 

πλασμιδιακό ϋΝΑ από το πλασμίδιο ρΗ815 της Ε. οοίΐ το οποίο φέρει 

ολόκληρο το γονίδιο της α-αμυλάσης μαζί με την σηματοδοτική της 

αλληλουχία. Χρησιμοποιήθηκαν ειδικά επιλεγμένοι συμπληρωματικοί 

εκκινητές στους οποίους προστέθηκαν συγκεκριμένες θέσεις αναγνώρισης 

περιοριστικών ενδονουκλεασών. Οι θέσεις περιορισμού φαίνονται με έντονα 

μπλε γράμματα. Η αλληλουχία των εκκινητών αυτών έχει ως εξής :

Για το τμήμα της α-αμυλάσης από το νουκλεοτίδιο 173 ως το 516 (344 βρ):

> δθΠδθ ρπππθΓ (α-3ΐπγ 1): 5 - ΟΤΑ ΤΑΟ ΟΟΑ ΤΑΟ ΟΟΟ ΑΑΑ ΑΤΑ ΟΤΤ 

Ο - 3’

> 3ΠΙίδθΠδθ ρππτίθΓ (α-3Πΐγ 2): 5’- ΟΟΑ ΟΟΑ 0 0 0  ΟΤΟ ΤΟΟ ΤΤΤ ΑΤΑ 

Α 0 - 3 ’

Για το τμήμα της α-αμυλάσης από το νουκλεοτίδιο 494 ως το τέλος της 

αλληλουχίας του γονιδίου (986 βρ):

> δθΠδθ ρπιτίθΓ (α-3Γπγ 3) : 5’ - ΟΤΤ ΑΤΑ ΑΑΟ ΟΑΟ ΑΟΟ ΟΟΤ ΟΟΤ 

0 0 -3 ’

> θπΐίδθπδθ ρπιτίθΓ (α-βϊϊΐγ 4): 5’ - ΑΑΑ ΟΤΟ ΟΑΟ ΤΟΑ 0 0 0  ΑΑΟ ΑΟΟ 

ΑΟΑ ΑΤΑ - 3’

Επίσης ένα τρίτο τμήμα ϋΝΑ που αποτελεί την επιθυμητή σηματοδοτική 

αλληλουχία και που χρησιμοποιήθηκε στα επόμενα στάδια ΡΟΚ, 

δημιουργήθηκε από δύο μονόκλωνα συνθετικά συμπληρωματικά 

ολιγονουκλεοτίδια (ΜννΟ-ΒίοΙβοίι ΑΟ). Η αλληλουχία αυτή χρησιμοποιείται 

εκτενώς για την έκφραση-έκκριση ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών στην Ε. οοίΐ 

και έχει ενσωματωθεί στον πλασμιδιακό φορέα έκφρασης ρΒΑϋ/ςιΙΙΙ που 

διατίθεται από την Εταιρία ΙηνΐίΓορθη. Το μήκος της ήταν 54 βρ αλλά για να 

υπάρχει επικάλυψη βάσεων με τα τμήματα ϋΝΑ της α-αμυλάσης που 

προέκυψαν με ΡΟΚ προστέθηκαν στα άκρα της επιπλέον 23 βρ. Οι 

μονόκλωνες αυτές αλυσίδες επωάστηκαν για δύο λεπτά στους 94 °0 και 

σταδιακά επανήλθαν σε θερμοκρασία δωματίου ώστε να υβριδίσουν.
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Σε ένα επόμενο στάδιο ΡΟΚ όπου επιδιώκεται η σύντηξη της 

σηματοδοτικής αλληλουχίας με το τμήμα της α-αμυλάσης των 344 βρ (408 βρ) 

χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές:

>  8ΘΠ5Θ ρπητιβΓ (81986η ) : 5’ - ΑΑΑ ΟΤΟ ΟΑΟ ΟΑΤ ΟΑΑ ΑΑΑ ΑΟΤ 0-3’

> θπϋδθηδθ ρπππθΓ: α-3Πΐγ 2
Τέλος για τη σύντηξη του προϊόντος του προηγούμενου σταδίου ΡΟΚ με 

το τμήμα της α-αμυλάσης των 986 6ρ (1385 βρ) χρησιμοποιήθηκαν οι 

εκκινητές:

>  5ΘΠ5Θ ρΠΓΠΘΓ : 8Ι9860|

>  3Πΐίδθηδθ ΡΠΓΠΘΓ : α-3ϊπγ 4

Στα δύο τελευταία στάδια ΡΟΚ, όπως προαναφέρθηκε, δεν προστίθεται εκ 

νέου το αρχικό υπόστρωμα.

Για τις αντιδράσεις ΡΟΡ χρησιμοποιήθηκαν :

■ 100 Π0 πλασμιδιακού ϋΝΑ ή αντίστοιχες ποσότητες προϊόντων ΡΟΡ 

μετά από καθαρισμό

■ 50 ριποΙ από τον κάθε εκκινητή

■ 10Χ ρυθμιστικού διαλύματος αντίδρασης που περιέχει Μ90 Ι2 (1,5 ιτιΜ)

■ 0,25 γπΜ από το κάθε άΝΤΡ

■ 2,5 υ από την Εχρθπά Ηί9ΐι ΡϊεΙθΙίίγ Τθς πολυμεράση (ΚοοΙιθ )

■ αποστειρωμένο νερό μέχρι τελικού όγκου 100 μΙ

3.2 Ηλεκτροφόρηση και καθαρισμός θραυσμάτων ϋΝΑ

Τα πήγματα που χρησιμοποιήθηκαν για την ηλεκτροφόρηση των 

θραυσμάτων ϋΝΑ ήταν 0,8 και 1,5% (νν/ν) αγαρόζης σε διάλυμα ΤΑΕ (40 ιτιΜ 

Τπ8/30θΐ3ΐβ 3πά 2 ιτιΜ Ν32Ε0ΤΑ2Η20). Μετά από θέρμανση και προσθήκη 

βρωμιούχου αιθιδίου σε τελική συγκέντρωση 10 μ9/ιτιΙ, τα δείγματα ϋΝΑ 

αναμιγνύονται σε αναλογία 5:1 με ΘΧδιάλυμα φόρτωσης (30% γλυκερόλη και

0,25% κυανού της βρωμοφαινόλης) και ηλεκτροφορούνται σε διάλυμα ΤΑΕ 

υπό σταθερή τάση παράλληλα με δείγμα πρότυπων μοριακών βαρών.

Η παρατήρηση της πηκτής έγινε σε συσκευή υπεριώδους ακτινοβολίας και 

για να ακολουθήσει ο καθαρισμός των θραυσμάτων ϋΝΑ από την πηκτή 

αφαιρέθηκαν οι ζώνες εστιασμού.
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Για το καθαρισμό προστίθενται 2 όγκοι διαλύματος ΝβΙ 6 Μ και το δείγμα 

επωάζεται στους 55 °0 για 5 λεπτά ώστε να λιώσει. Στη συνέχεια 

προστίθενται 10 μΙ κοκκίων πυριτίου (σίλικα) και μετά από ανάμιξη ακολουθεί 

επώαση για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Εν συνεχεία 

πραγματοποιείται φυγοκέντρηση στα 12000 τριη για 1 λεπτό και 

απομάκρυνση του υπερκειμένου. Η διαδικασία του πλυσίματος γίνεται δύο 

φορές με 0,5 ιτιΙ διαλύματος έκπλυσης (50 ιτιΜ ΝθΟΙ, 10 γτιΜ Τπδ-ΗΟΙ ρΗ 7.5,

2,5 ιίίΜ ΕϋΤΑ και 50% (ν/ν) θίΜθηοΙ) και ακολουθεί ξήρανση του δείγματος. Η 

έκλουση του ϋΝΑ πραγματοποιείται με προσθήκη 10 μΙ νερού και επώαση 

στους 55 °0 για 2-3 λεπτά.

3.3 Δημιουργία απότομων άκρων και περιοριστικές πέψεις του 

ενθέματος και του πλασμιδιακού φορέα

Για την δημιουργία απότομων άκρων χρησιμοποιήθηκε η Τ4 ϋΝΑ 

πολυμεράση (Ργογπθ93) (ΡίΙΙ ίη). Για την αντίδραση χρησιμοποιήθηκαν : 

ν' 4 -  6 μρ από το κομμένο με το περιοριστικό ένζυμο ϋΝΑ 

ν' 1Χ διαλύματος αντίδρασης 

V  10ΧΒ5Α(1 ιό9/γπΙ) 

ν' 50 μΜ από κάθε άΝΤΡ 

^  1 ϋ Τ4 ϋΝΑ ΡοΙγιτίθΓθδθ για κάθε μ9 ϋΝΑ 

ν' αποστειρωμένο νερό μέχρι τελικού όγκου 20 μΙ 

Ακολουθεί επώαση για 15 λεπτά στους 37 °0 και η αντίδραση σταματά με 

θέρμανση στους 75 °0 για 10 λεπτά.

Για την πέψη του ενθέματος και του πλασμιδιακού φορέα 

χρησιμοποιούνται παράλληλα τα περιοριστικά ένζυμα ΡεΐI και ΜΙυI 

(ΑιτίθΓδίΊΒΓη ρΜ8ΓΠΊ3θί3 βίοίΘοή) με το ίδιο διάλυμα αντίδρασης (20 ιτιΜ Τπδ- 

ΗΟΙ ρΗ 7.5, 10 γπΜ Μ9Ο 2, 100 ιτιΜ ΝβΟΙ &ηό 0,01% Β3Α) και επώαση στους 

37 °0 για 3 ώρες. Επίσης χρησιμοποιείται και αλκαλική φωσφατάση στο μίγμα 

περιοριστικής πέψης του φορέα ώστε να αποφευχθεί η ανασύνδεση 

πλασμιδιακών μορίων ΡΙΜΑ.
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3.4 Αντίδραση σύνδεσης τμημάτων ϋΝΑ στον ττλασμιδιακό φορέα και 

μετασχηματισμός βακτηρίων Ε.οοΙί

Η σύνδεση των θραυσμάτων ϋΝΑ στον ττλασμιδιακό φορέα 

πραγματοποιείται σε θερμοκρασία 16 °0 για 16 ώρες σε τελικό όγκο 20 μΙ με 

την προσθήκη της Τ4 ϋΝΑ λιγάσης (Νθνν Εη^ΒηεΙ ΒίοΙββδ), 10 πίΜ ΑΤΡ και 

ποσοτήτων ενθέματος και φορέα σε διάφορες αναλογίες.

Ο μετασχηματισμός πραγματοποιείται σε επιδεκτικά βακτηριακά Ε. οοϋ 

κύτταρα του στελέχους ϋΗ5α σύμφωνα με τη Μέθοδος Ιιίο ιιθ  (Ιηου© θί θΙ., 

1990). Σύμφωνα με το συγκεκριμένο πρωτόκολλο, κατά το μετασχηματισμό 

προστίθεται η μισή ποσότητα από τις αντιδράσεις σύνδεσης σε 200 μΙ 

επιδεκτικών κυττάρων και μετά από επώαση στον πάγο για 5 λεπτά τα 

κύτταρα σπέρνονται σε τρυβλία με θρεπτικό μέσο ΙΒ  (1% ΤΓγρίοηθ, 1% ΝθΟΙ 

3ηά 0,5% Υβ3δί ©χΐΓ30ί) που περιέχει το αντιβιοτικό αμπικιλλίνη (100 μς/ιτιΙ).

3.5 Απομόνωση πλασμιδιακού ϋΝΑ μικρής κλίμακας

Για την απομόνωση πλασμιδιακού ϋΝΑ μικρής κλίμακας χρησιμοποιήθηκε 

το πακέτο υλικών της εταιρίας ΑητΐθΓδΐΊ3Γη, ϋθί - Ργθρ Κϋ
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Η α-αμυλάση του υπερθερμόφιλου αρχαιοβακτηρίου ΡγΓοοοοουε ννοβεβϊ 

έχει μελετηθεί και στο παρελθόν από το εργαστήριο Βιοχημείας. Εκφράστηκε 

σε μεσόφιλους και μετρίως αλόφιλους ξενιστές, τα βακτήρια Εδο/7βΓ/ο/7/3 οο ΐί 

και ΗθΙοΓηοηθβ β Ιο η $ 9 ίθ  αντίστοιχα, στα οποία όμως δεν διατήρησε τον 

εκκρινόμενο χαρακτήρα της και βρέθηκε εγκλωβισμένη στις κυτταρικές 

μεμβράνες (ΡπΙΗηςιοδ βΐ θ ί, 2000).

Στην παρούσα εργασία, στόχος ήταν η έκφραση της υπερθερμόφιλης α- 

αμυλάσης του Ρ. ννοβεβϊ στο βακτήριο Ε. οο// μετά από αντικατάσταση της 

σηματοδοτικής της αλληλουχίας με τη σηματοδοτική αλληλουχία 9ΙΙΙ (ΒοθΚθ 

3Π6 ΜοάθΙ 1982, ΒοθΚθ βΐ 91., 1982). Η σηματοδοτική αυτή αλληλουχία 

χρησιμοποιείται για την ετερόλογη έκφραση ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών σε 

εκκρινόμενη μορφή, στον περιπλασμικό χώρο της Ε. οοΐΐ. Ως φορέας 

έκφρασης χρησιμοποιήθηκε το πλασμίδιο ρΗ515, ένα πλασμίδιο ικανό να 

αντιγράφεται σε κύτταρα Ε. οοΐΐ και Η. βίοηβθίθ (\/3Γ93δ βΐ 9 ί, 1995) και στο 

οποίο έχει ήδη κλωνοποιηθεί το γονίδιο της α-αμυλάσης του Ρ. ννοβεβί στην 

περιοριστική θέση ΡείI (ρΗ515Ρννο-3ητιγ, ΡπΙΙίη90δ βΐ 3 ί, 2000).

4.1 Αντικατάσταση της σηματοδοτικής αλληλουχίας της α-αμυλάσης 

του Ρ. ννοθ5θ/ με τη σηματοδοτική αλληλουχία 9ΙΙΙ ττου 

αναγνωρίζεται από Ε. οοΐί

Για την επίτευξη της αντικατάστασης της σηματοδοτικής αλληλουχίας της 

α-αμυλάσης του Ρ. ννοβεβί με τη σηματοδοτική αλληλουχία 9·ΙΙ 

πραγματοποιήθηκε η μέθοδος της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης 

(ΡΟΚ) σε δύο στάδια με τη χρήση συμπληρωματικών εκκινητών.

Κατά το πρώτο στάδιο ενισχύθηκε το τμήμα του γονιδίου από το 

νουκλεοτίδιο 173, που αντιστοιχεί στο τέλος της ενδογενούς σηματοδοτικής 

αλληλουχίας, έως το νουκλεοτίδιο 516, ώστε το παραγόμενο προϊόν να 

περιέχει την περιοριστική θέση ΜΙυ I (Σχήμα 2). Ως υπόστρωμα 

χρησιμοποιήθηκε πλασμιδιακό ϋΝΑ από το πλασμίδιο ρΗ515 το οποίο φέρει
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ολόκληρο το μόριο της α-αμυλάσης (ρΗδ15Ρννο-3ππγ) και το προϊόν που 

προέκυψε έχει μέγεθος 344 βρ.

Κατά το δεύτερο στάδιο πραγματοποιήθηκε σύνδεση της σηματοδοτικής 

αλληλουχίας Π οποία δημιουργήθηκε με τη χρήση δύο μονόκλωνων 

συνθετικών συμπληρωματικών ολιγονουκλεοτιδίων που αφέθηκαν να 

υβριδίσουν σε κατάλληλη θερμοκρασία (σελ. 68), με το προϊόν ΡΟΡ των 344 

βρ. Ο νοηματικός εκκινητής (δθΠδθ ρπηιβΓ) που χρησιμοποιήθηκε στο δεύτερο 

στάδιο ΡΟΚ εισάγει την θέση περιορισμού Ρ$ίI.

1 7 2
I

α -3 Π ΐγ ΐ3 5 θ

4 1 8  5 1 6  
I I

1 4 8 0
I

3Ι9Π3Ι
8β<3υβηοβ

Ρ 5 « Ι Μ Ιυ Ι Ρ 3 ί Ι

1 °  3 * 3 9 °  Ρ Ο Κ
1 7 3  5 1 6

2 °  Β ί3 9 β  Ρ Ο Ρ  
1 7 3

I I 
Ρ δ ί Ι  1 7 3

ΡΟΚ ρΓούιιο ί: 
344 1>ρ

5 1 6

ΡΟΚ ρΓοάυοί 
408 1>ρ

ΡδΗ

4 1 8  5 1 6

Μ Ιυ Ι

Σχήμα 2 : Σχηματική απεικόνιση της αλληλουχίας του γονιδίου της α-αμυλάσης του 

Ρ. ννοθΒθί καθώς και των προϊόντων από τα δύο στάδια ΡΟΡ
Στο επάνω υέθ(κ φαίνεται το 1° στάδιο ΡΟΡΪ κατά το οποίο προκύπτει ένα προϊόν 344 &ρ 

από το γονίδιο της α-αμυλάσης του Ρ. ννοβεβί

Στο κάτω υέοο€ φαίνεται το 2° στάδιο ΡΟΚ κατά το οποίο προκύπτει, από τα προϊόντα των 

344 6ρ και της σηματοδοτικής αλληλουχίας 9ΙΝ (77 βρ) λόγω επικάλυψης, ένα προϊόν 408 βρ 

με την εισαγωγή της περιοριστικής θέσης Ρ«ί! στο 5' άκρο του
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Μετά την πολλαπλή αντιγραφή των προϊόντων των δύο σταδίων ΡΟΡ 

ακολούθησε ηλεκτροφόρηση και καθαρισμός.

Στην Εικόνα 1 φαίνονται τα προϊόντα ΡΟΡ μετά από ηλεκτροφόρηση σε 

πηκτή αγαρόζης.

1 2 3

Εικόνα 1 ; Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων ΡΟΡ 

Διαδρουή 1 : πρότυπα μοριακά βάρη 

Διαδρουή 2 : προϊόν ΡΟΚ 1ου σταδίου (344 6ρ)

Διαδρουή 3 : προϊόν ΡΟΚ 2ου σταδίου (408 6ρ)

4.2 Κλωνοποίηση του ανασυνδυασμένου γονιδίου της α-αμυλάσης του 

Ρ. ννοΘ8θΐ που φέρει τη σηματοδοτική αλληλουχία £|ΙΙΙ

Για την έκφραση του ανασυνδυασμένου γονιδίου της α-αμυλάσης (2° 

στάδιο ΡΟΚ) χρησιμοποιήθηκε ο φορέας έκφρασης ρΗ515 στον οποίο έχει 

κλωνοποιηθεί ήδη το γονίδιο της α-αμυλάσης του Ρ. ννοθΒθϊ (1480 6ρ) στην 

περιοριστική θέση ΡδίΙ, με συνολικό μέγεθος 13650 βρ. Τα χαρακτηριστικά 

του φορέα είναι τα εξής (\/3Γ93δ θί 3/., 1995):

> φέρει το ευθυγραμμισμένο φυσικό πλασμίδιο ρΗΕ1 της Η. θΐοηβθίθ με 

όλες τις περιοριστικές του θέσεις

> περιέχει τα γονίδια που προσδίδουν ανθεκτικότητα στα αντιβιοτικά 

στρεπτομυκίνη και αμπικιλίνη.

> περιλαμβάνει την περιοχή έναρξης της αντιγραφής ΟοΙΕ1 οπ για την Ε. 

οοϋ και την περιοχή έναρξης της αντιγραφής οπΤ για την Η. βΙοηβθίΘ
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> περιέχει δύο συνεχείς υποκινητές, ένα κεντρικό που λειτουργεί στην Ε. 

οοΐί και ένα που είναι φυσικός στο πλασμίδιο ρΗΕ1 και λειτουργεί και 

στην Ε. οοϋ και στην Η. θΐοηβθίθ

Ε ικ ό ν α  2 : Απεικόνιση του φορέα έκφρασης, των χαρακτηριστικών του και της 

θέσεως που έχει εισαχθεί το γονίδιο της α-αμυλάσης

4.2.1 Δημιουργία απότομων άκρων στη υια θέση Ρ$?Ι του φορέα έκφρασης 

και εισανωνή του προϊόντος του 2ου σταδίου ΡΟΚ στο φορέα έκφρασης μετά 

από την πλήρη πέψη τους με τα περιοριστικά ένζυμα Ρ$?Ι και ΜΙυ\

Για την επίτευξη της εισαγωγής του 2ου σταδίου ΡΟΚ στο φορέα έκφρασης 

ρΗδ15Ρννο-3ΐτιγ, επιχειρήθηκε η καταστροφή της μιας ΡδίΙ θέσης του 

πλασμιδίου ώστε να δημιουργηθεί μοναδικότητα της περιοριστικής αυτής 

θέσης και να διευκολυνθεί η αντίδραση ανασύνδεσης του ενθέματος με το 

φορέα. Αρχικά πραγματοποιείται μερική πέψη του πλασμιδίου με το ένζυμο 

ΡεΐΙ από την οποία προκύπτουν τα ακόλουθα θραύσματα εκ περιορισμού :

> Θραύσμα μεγέθους 13650 6ρ που προκύπτει από πέψη μόνο στην 

πρώτη θέση ΡείI

> Θραύσμα μεγέθους 13650 βρ που προκύπτει από πέψη μόνο στην 

δεύτερη θέση ΡδίΙ
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> Θραύσμα μεγέθους 12170 6ρ που προκύπτει από πέψη και στις δύο 

θέσεις ΡείI

> Θραύσμα μεγέθους 1480 6ρ που προκύπτει από πέψη και στις δύο 

θέσεις ΡείI

Τα προϊόντα της μερικής πέψης διαχωρίζονται σε πηκτή αγαρόζης και 

μετά από καθαρισμό των θραυσμάτων μεγέθους 13650 6ρ ακολουθεί η 

αντίδραση δημιουργίας απότομων άκρων με χρήση της Τ4 ϋΝΑ 

πολυμεράσης. Εν συνεχεία πραγματοποιείται πλήρης πέψη του πλασμιδίου 

και του προϊόντος του 2ου σταδίου ΡΟΚ με τα ένζυμα ΡδίΙ και ΜΙυI.

Το προϊόν 2ου σταδίου ΡΟΚ όπως παρουσιάζεται και στο Σχήμα 2 

κατασκευάστηκε έτσι ώστε να κλωνοποιηθεί στον φορέα έκφρασης στις θέσεις 

περιορισμού ΡδίΙ και ΜΙυΙ. Η θέση αναγνώρισης του ενζύμου ΡείI εισήχθη στο 

5' άκρο του ΡΟΡ προϊόντος με κατάλληλους εκκινητές ενώ η θέση με ΜΙυI 

υπήρχε ήδη στο τμήμα της αλληλουχία του γονιδίου που ενισχύθηκε (θέση 

418). Πλήρης πέψη με τα δύο αυτά ένζυμα μας δίνει ένα προϊόν 317 6ρ.

Η αντίδραση ανασύνδεσης του ενθέματος και του φορέα γίνεται με τη 

χρήση της Τ4 ϋΝΑ λιγάσης και ο μετασχηματισμός πραγματοποιείται σε 

επιδεκτικά Ε. οοΐϊ κύτταρα του στελέχους ϋΗ5α.

Με τον τρόπο αυτό δεν προέκυψαν μετασχηματισμένα κύτταρα. Η 

αντίδραση ανασύνδεσης πιθανώς να μην πραγματοποιήθηκε λόγω του ότι η 

Τ4 ϋΝΑ πολυμεράση δεν δημιούργησε τα σωστά άκρα.

4.2.2 Απευθείας εισανωνή του προϊόντος του 2ου σταδίου ΡΟΚ στο Φορέα 

έκφρασης υετά από υερικη πέψη υε το έν£υυο περιορισμού ΡείI

Για να μπορέσουμε να επιτύχουμε την αντικατάσταση του τμήματος του 

γονιδίου από την 1η θέση ΡείI ως την ΜΙυI με το 2° στάδιο ΡΟΡ κάναμε 

πλήρη πέψη του πλασμιδίου με το ένζυμο ΜΙυI και στη συνέχεια μερική πέψη 

με το ένζυμο ΡδίΙ και προσθήκη αλκαλικής φωσφατάσης. Τα τμήματα ϋΝΑ 

που προκύπτουν από την μερική πέψη είναι τα ακόλουθα :

> Τμήματα ϋΝΑ μεγέθους 13232 βρ και 418 6ρ μετά από πέψη μόνο 

στην πρώτη θέση Ρ$ίΙ

> Τμήματα ϋΝΑ μεγέθους 12588 6ρ και 1062 6ρ μετά από πέψη μόνο 

στην δεύτερη θέση Ρεί\
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> Τμήματα ϋΝΑ μεγέθους 12170 βρ και 1480 6ρ μετά από πέψη και 

στις δύο θέσεις ΡείI

Τα θραύσματα εκ περιορισμού διαχωρίζονται σε πηκτή αγαρόζης και στη 

συνέχεια ακολουθεί η διαδικασία ανασύνδεσης του ενθέματος με το 

κατάλληλο θραύσμα εκ περιορισμού του πλασμιδίου μεγέθους 13232 βρ. Ο 

μετασχηματισμός πραγματοποιήθηκε σε επιδεκτικά Ε. οοϋ κύτταρα του 

στελέχους ϋΗδα.

Κατά το μετασχηματισμό δεν κατέστη δυνατό να προκύψουν 

ανασυνδυασμένοι κλώνοι. Μια πιθανή εξήγηση είναι ότι το ϋΝΑ που 

προκύπτει από μερικές πέψεις και χρησιμοποιείται στις αντιδράσεις σύνδεσης 

αποτελεί μίγμα κομμένων και άκοπων μορίων. Αυτό οφείλεται στη δυσκολία 

διαχωρισμού των περιοριστικών θραυσμάτων λόγω του παραπλήσιου 

μοριακού τους βάρους. Έτσι η ποσότητα του επιθυμητού μορίου ϋΝΑ είναι 

περιορισμένη και ως εκ τούτου μη ικανοποιητική για την αντίδραση σύνδεσης 

και για τον αποτελεσματικό μετασχηματισμό.

4.2.3 Επέκταση του προϊόντος του δευτέρου σταδίου ΡΟΚ και εισαγωγή του 

στο Φορέα έκφρασης στη θέση περιορισμού Ρ$ίΙ

Μια τρίτη εκδοχή για την επίτευξη της έκφρασης της α-αμυλάσης με την 

σηματοδοτική αλληλουχία 9ΙΙΙ σε κύτταρα Ε. οοϋ ήταν να κλωνοποιηθεί 

ολόκληρο το γονίδιο στο φορέα έκφρασης ρΗ315ννο-3ηηγ μετά από πλήρη 

πέψη του πλασμιδίου μόνο με το ένζυμο ΡδίΙ ώστε να αποφύγουμε τα 

προβλήματα των μερικών πέψεων.

Για να επιτευχθεί αυτό χρησιμοποιήθηκε η αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυμεράσης:

■ για την επέκταση του τμήματος της α-αμυλάσης από το νουκλεοτίδιο 

494 ως το τέλος της αλληλουχίας του γονιδίου (προϊόν ΡΟΚ 986 6ρ) 

με υπόστρωμα πλασμιδιακό ϋΝΑ από το πλασμίδιο ρΗ515Ρννο-3ΐΎΐγ

■ για την σύντηξη του τμήματος αυτού με το προϊόν του 2ου σταδίου 

ΡΟΡ.

Κατά τη σύντηξη του προϊόντος του 2ου σταδίου με το τμήμα της α- 

αμυλάσης των 986 6ρ (3° στάδιο ΡΟΚ) δεν προστίθεται εκ νέου πλασμιδιακό
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υπόστρωμα και το προϊόν που προκύπτει (1385 βρ) φέρει στα άκρα του την 

περιοριστική θέση Ρ$ίί

Στο Σχήμα 3 φαίνονται σχηματικά τα βήματα που ακολουθήθηκαν.

172ι
Χι̂ η 31 

δθφίεηεθ
I

Ρ δ ίΙ

α-3ΐηγΐ35θ

418 494 516 
I I I

I
Μ ΙιιΙ

1480
I

1° 5ΐε*9€ ΡΟΚ
494

ΡΟΚ ρΐΌάυοΙ 
986 Ιιρ

2° 3ί39© ΡΟΚ
173 516

ι ι

3° 51300 ΡΟΚ
494

1480

Ρ δ ΙΙ

ΡΟΡ ρΓ0(Ιυ0ΐ 
408 1>ρ

1480

Ρ δ ίΙ

Ρ δ ΐΐ

ΡΟΚ ρΓούυΰΙ 
1385 1>ρ

Ρ 5ίΙ

Σχήμα 3 ; Σχηματική απεικόνιση των προϊόντων τριών σταδίων ΡΟΡ 

Στο επάνω υέοοο φαίνεται το 1° στάδιο ΡΟΡ κατά το οποίο προκύπτει ένα προϊόν 996 βρ 

από το γονίδιο της α-αμυλάσης του Ρ. ννοβ$θί με την εισαγωγή της περιοριστικής θέσης Ρ8ί\ 

στο 3' άκρο του

Στη υέση φαίνεται το 2° στάδιο ΡΟΡ το οποίο προέκυψε με τον τρόπο που παρουσιάζεται στο 

Σχήμα 2

Στο κάτω υέοοο φαίνεται το 3° στάδιο ΡΟΡ κατά το οποίο προκύπτει, από τα προϊόντα των 

986 βρ και 2ου σταδίου λόγω επικάλυψης, το τελικό προϊόν των 1385 6ρ με την περιοριστικής 

θέσης Ρ$ίΙ στα άκρα του
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Μετά την πολλαπλή αντιγραφή των προϊόντων ΡΟΚ ακολούθησε 

ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης και καθαρισμός.

Στην Εικόνα 3 φαίνονται τα προϊόντα των 986 βρ και του τρίτου σταδίου 

ΡΟΡ μετά από ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης.

1 2 3

Εικόνα 3 : Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων ΡΟΡ 

Διαδρουή 1 : πρότυπα μοριακά βάρη 

Διαδρουή 2 : προϊόν 1ου σταδίου ΡΟΡ (986 βρ)

Διαδρουή 3 : προϊόν 3ου σταδίου ΡΟΚ (1385 6ρ)

Στη συνέχεια ακολούθησε πλήρης πέψη του ενθέματος και του φορέα 

έκφρασης με το ένζυμο ΡδίΙ καθώς και αποφωσφορυλίωση του φορέα με τη 

χρήση αλκαλικής φωσφατάσης ώστε να αποφευχθεί η ανασύνδεση 

πλασμιδιακών μορίων ϋΝΑ. Η ανασύνδεση τους πραγματοποιήθηκε με τη 

χρήση της Τ4 ϋΝΑ λιγάσης και ο μετασχηματισμός έγινε σε επιδεκτικά Ε. οοίΐ 

κύτταρα του στελέχους ΟΗ5α. Οι αποικίες επιλέχθηκαν με βάση την 

ανθεκτικότητα σε αμπικιλλίνη και εν συνεχεία πραγματοποιήθηκε απομόνωση 

ϋΝΑ μικρής κλίμακας και περιοριστική ανάλυση με τα ένζυμα ΡείI και ΜΙυI.

Από το μετασχηματισμό προέκυψαν αποικίες σε αναλογία περίπου 1:1 

στα κύτταρα που μετασχηματίστηκαν με το μίγμα της αντίδρασης 

ανασύνδεσης που περιέχει το ένθεμα και το φορέα, σε σχέση με τα κύτταρα 

που μετασχηματίστηκαν με το μίγμα αντίδρασης ανασύνδεσης που περιέχει 

μόνο το φορέα (αρνητικός μάρτυρας). Αναλύθηκαν 20 αποικίες οι οποίες
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εμφάνιζαν την ίδια εικόνα με αυτές που παρουσιάζονται ενδεικτικά στην 

Εικόνα 4.

1 2 3 4 5 6 7 8

23130 &ρ 
9416 βρ

Εικόνα 4 : Περιοριστική ανάλυση ϋΝΑ τεσσάρων αποικιών με τα ένζυμα ΡείI και 

Μ Ι υ \

Διαδρουές 1- 8 : πρότυπα μοριακά βάρη

Διαδοοιιή 4 : ττλασμιδιακός φορέας ρΗ315ννο-8Γηγ μετά από πέψη με τα ένζυμα Ρ$ίΙ και ΜΙυI 

(θετικός μάρτυρας)
Διαδρουέ<: 2-3-5-6 : πλασμιδιακό ϋΝΑ από τέσσερις αποικίες μετά από πέψη με τα ένζυμα 

ΡδίΙ και ΜΙυI

Διαδρουή 7 : «άκοπος» πλασμιδιακός φορέας ρΗ315Ρννο-3ΐτιν

Όπως παρατηρούμε στην παραπάνω εικόνα δεν κατέστη δυνατό να 

προκύψει το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο. Τα θραύσματα που προκύπτουν 

μετά την περιοριστική ανάλυση των κλώνων αντιστοιχούν στον πλασμιδιακό 

φορέα ρΗ515. Μια πιθανή εξήγηση για το γεγονός αυτό είναι η αδυναμία 

αποφωσφορυλίωσης του φορέα μετά την περιοριστική πέψη του με 

αποτέλεσμα την επανακυκλοποίηση του.
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Οι α-αμυλάσες των υπερθερμόφιλων αρχαιοβακτηρίων Ργτοοοοουε 

ΐυήοευε και Ργτοοοοουε ννοθεθί έχουν εκφραστεί και στο παρελθόν σε 

μεσόφιλους και μετρίως αλόφιλους οργανισμούς {π.χ. Ε ε^β ή Μ ει οοΐί (ϋοης 

θί 91., 1997α, ΡπΙΙίπ905 θί β ί, 2000, ϋοι^ΘΠδθη θί 31., 1997), Η3ΐοηιοη9ε 

θΙοη$9ί9 (ΡπΙΙίπςοδ θί θ/., 2000), ΒθάΙΙυε ευΜίΙίε (ϋοι^θπδθπ θί θΙ., 1997)} 

στους οποίους όμως δεν διατήρησαν τον εκκρινόμενο χαρακτήρα τους. Μια 

πιθανή εξήγηση για το λόγο που συνέβη αυτό είναι το γεγονός ότι το γονίδιο 

της α-αμυλάσης φέρει μια σηματοδοτική αλληλουχία υπεύθυνη για την 

έκκριση της στα υπερθερμόφιλα αυτά αρχαιοβακτήρια η οποία όμως δεν 

αναγνωρίζεται από τα συστήματα έκκρισης των βακτηριακών ξενιστών, λόγω 

της ταξινομικής απόστασης μεταξύ Αρχαιοβακτηρίων και Ευβακτηρίων.

Μια προσέγγιση για την επίλυση του προβλήματος αυτού είναι η 

αντικατάσταση της ενδογενούς σηματοδοτικής αλληλουχίας με μια άλλη που 

θα αναγνωρίζει το κύτταρο-ξενιστής. Στην παρούσα εργασία επιχειρήθηκε η 

έκφραση της α-αμυλάσης του Ρ. ννοβεθί στο βακτήριο Ε. οοίί με τη χρήση της 

σηματοδοτικής αλληλουχίας 9ΙΙΙ η οποία χρησιμοποιείται συστηματικά για την 

έκφραση ετερόλογων πρωτεϊνών σε εκκρινόμενη μορφή στην Ε. οοίί (ΒοθΚθ 

3ΓκΙ ΜοάθΙ 1982, ΒοθΚθ θί 3/., 1982). Ως φορέας έκφρασης χρησιμοποιήθηκε 

το πλασμίδιο ρΗ315Ρννο-3ΐΎΐγ (ΡπΙΙΐη90δ θί θΙ., 2000) ικανό να αντιγράφεται 

τόσο σε κύτταρα Ε. οοίί όσο και σε κύτταρα Η. βΙοη^θίδ (\/3Γ93δ θίβΙ., 1995).

Επιλέξαμε τρεις διαφορετικούς τρόπους (σελ. 75-80) για την επίτευξη της 

κλωνοποίησης της α-αμυλάσης μετά από αντικατάσταση της ενδογενούς 

σηματοδοτικής της αλληλουχίας στον πλασμιδιακό φορέα έκφρασης, με τους 

οποίους όμως δεν κατέστη δυνατό να προκύψουν ανασυνδυασμένοι κλώνοι. 

Ο τελευταίος τρόπος (Επέκταση του προϊόντος του δευτέρου σταδίου ΡΟΡ και 

εισαγωγή του στο φορέα έκφρασης στη θέση περιορισμού ΡείΙ), με τον οποίο 

αποφεύγονται οι τεχνικές δυσχέρειες των μερικών πέψεων, προσφέρει 

μεγαλύτερες δυνατότητες επιτυχίας. Θα πρέπει όμως να αναφέρουμε ότι και 

με τις τρεις προσεγγίσεις δεν ήταν εφικτό να ελεγχθεί αν έχει εισαχθεί η σωστή 

περιοριστική θέση τα άκρα των προϊόντων ΡΟΡ λόγω του ότι μετά την πέψη 

τους με το κατάλληλο ένζυμο απομακρύνονται ελάχιστες νουκλεοτιδικές
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βάσεις με αποτέλεσμα να μην είναι ευδιάκριτη η διαφορά στο μοριακό τους 

βάρος.

Ένα πρώτο βήμα που θα πρέπει να γίνει για την επίτευξη του στόχου 

αυτού είναι η αλληλούχιση των προϊόντων ΡΟΡ έτσι ώστε να ελεγχθεί αν 

έχουν τις σωστές θέσεις περιορισμού και αν αποτελούν την επιθυμητή 

αλληλουχία (δηλαδή την αλληλουχία του γονιδίου της α-αμυλάσης με την 

σηματοδοτική αλληλουχία ςΙΙΙ στο αμινοτελικό της άκρο). Επιπλέον μια ακόμη 

πιθανή λύση είναι η εισαγωγή του γονιδίου της α-αμυλάσης μετά από 

αντικατάσταση της σηματοδοτικής αλληλουχία στο αρχικό φορέα έκφρασης 

ρΗ815 (δηλαδή αυτόν που δεν φέρει το γονίδιο της α-αμυλάσης του Ρ. 

Μ0636Ϊ). Αυτό θα διευκόλυνε τη διαδικασία κλωνοποίησης διότι στο φορέα 

αυτό μπορούμε να εισάγουμε το επιθυμητό προϊόν ΡΟΚ δημιουργώντας στα 

άκρα του διαφορετικές θέσεις περιορισμού.

Όπως προαναφέρθηκε, λόγω της δυσκολίας που υπάρχει στην 

καλλιέργεια των υπερθερμόφιλων οργανισμών, οι πρωτεΐνες τους χρειάζεται 

να εκφράζονται σε μεσόφιλους ή/και αλόφιλους ξενιστές πριν από την 

εφαρμογή τους για βιοτεχνολογικούς σκοπούς. Οι οργανισμοί αυτοί επομένως 

μπορούν να αποτελέσουν χρήσιμα εργαλεία για την μαζική παραγωγή 

υπερθερμόφιλων αμυλασών έτσι ώστε τα ένζυμα αυτά να μπορέσουν να 

παρέχουν νέες εφαρμογές στη βιοτεχνολογία ως βιοκαταλύτες.
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ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΠΑΘΟΛΟΓΙΚΗΣ ΑΝΑΤΟΜΙΚΗΣ

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1.1 Πρωτεΐνη ρ53

Η καρκινογένεση χαρακτηρίζεται από μια σειρά γενετικών τροποποιήσεων 

που συμβαίνουν στα ογκογονίδια και ογκοκατασταλτικά γονίδια (Ν191Ό θί θΐ., 

1989). Το πιο κοινά μεταλλαγμένο ογκοκατασταλτικά γονίδιο που συνδέεται 

με καρκίνους του ανθρώπου είναι το ρ53. Το γονίδιο αυτό ανακαλύφθηκε 

αρχικά (στα τέλη της δεκαετίας του 70) σαν ένα ογκογονίδιο προσδεδεμένο 

στο μεγάλο Τ- αντιγόνο σε μετασχηματισμένα με τον ιό 5\/40 κύτταρα (ϋθΙ_θθ 

θί θΙ., 1979). Κωδικοποιεί για μια φωσφορυλιωμένη πυρηνική πρωτεΐνη το 

μοριακό βάρος της οποίας υπολογίζεται στα 53 Κϋδ.

1.2 Δομή της ρ53

Το γονίδιο της ρ53 εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 17ρ13 και αποτελείται 

από 10 εξόνια. Η πρωτεΐνη συνίσταται από 393 αμινοξέα και υπάρχουν 5 

περιοχές στην πρωτοταγή αλληλουχία των αμινοξέων της που είναι υψηλά 

συντηρημένες πιθανώς για την διατήρηση μιας απαραίτητης δομής ή/και 

λειτουργίας (5ουδδί βίθΙ., 1987).

Το αμινοτελικό άκρο της ρ53 είναι πλούσιο σε όξινα αμινοξέα και περιέχει 

τη περιοχή μεταγραφικής ενεργοποίησης ενώ στο καρβοξυτελικό της άκρο 

υπερτερούν τα βασικά αμινοξέα. Επιπλέον στο καρβοξυτελικό της άκρο 

εντοπίζονται τρία σήματα πυρηνικής εντόπισης (ΝΙ_3) και αλληλουχίες που 

εμπλέκονται στην αλληλεπίδραση μεταξύ πρωτεϊνών. Στην κεντρική 

συντηρημένη περιοχή εντοπίζεται η περιοχή πρόσδεσης στο ϋΝΑ (ΡΐΌηΚδ 

θποΙ ΤθίοΐΊ 1999, Εικόνα 1).

Η φωσφορυλίωση είναι ένας σημαντικός ρυθμιστής του φυσιολογικού 

ρόλου της ρ53. Το κατάλοιπο σερίνη 315 που βρίσκεται δίπλα στο επικρατές 

ΝΙ_3, φωσφορυλιώνεται ίη νίνο και ίη ν ί ί ΐ Ό  από την ρ34 οάο~2 κινάση (ΜιΙπθγ θί 

9/., 1990) και μπορεί να οδηγήσει σε αλλαγή του υποκυτταρικού εντοπισμού 

και της βιολογικής ενεργότητας της ρ53 με ένα τρόπο εξαρτώμενο από τον 

κυτταρικό κύκλο (δίυΓζβθοΜθΓ βίθΙ., 1990).
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Η ενεργός μορφή της ρ53 είναι ένα τετραμερές από τέσσερις όμοιες 

υπομονάδες που εντοπίζεται στο καρβοξυτελικό της άκρο. Μια μη νοηματική 

σημειακή μετάλλαξη στο ένα ρπό τα δύο αλληλόμορφα ρ53 σε ένα κύτταρο 

μπορεί να καταργήσει σχεδόν όλη την ενεργότητα ρ53 επειδή ουσιαστικά όλα 

τα ολιγομερή θα περιέχουν τουλάχιστον μία μη αποτελεσματική υπρμονάδα.

δΙτυοΙιίΓλΙ οτ^υαίζϋΐΐοα οί ρ53 ρΓΟίβία

I 2 5 »  _  126 187 225 261 307 332 367 393

Γ?.¥  " ϊ λ »  I Ι ί ί Τ  ? | » ~Τ« Γ » Τ Ί !
I II III IV V

ΒΜΜΗΗΙ
ΪΓβη30ΓΪρίί0ηβ1 5βςιιβηεβ-3ρ«οίίίο ΤβίΓβπΐίΓΪζβΙϊοη

8 θ Η ν β (ϊ·η  Οοιπαΐη ΟΜΑ ϋΐΑ ύιης Ο ο αιβ ί· Οοιηβίη

@ίϊΜ :Εζοη
ϋϋ : Εν©1ιι»ΰοη3Γίΐ7 οοηδβτνΕά Γθβϊοηδ

Εικόνα 1 :  Σχηματική απεικόνιση της πρωτοταγούς δομής της ρ53

1.3 Ρύθμιση της έκφρασης και λειτουργίας της ρ53

Η πρωτεΐνη ρ53 εκφράζεται σε πολύ χαμηλά επίπεδα σε φυσιολογικά 

κύτταρα διότι είναι εξαιρετικά ασταθής και αποικοδομείται γρήγορα. 

Ενεργοποιείται μόνο σε καταστάσεις στρες όπως στην έκθεση σε υ ν  ή γ- 

ακτινοβολία, υψηλή θερμοκρασία και χαμηλό οξυγόνο (ίθνΐη© θ ί 3/., 1997). 

Μεταξύ των παραγόντων που οδηγούν στην ενεργοποίηση της ρ53 είναι και η 

υποξία (Ηγροχΐθ) που προκαλεί ασυνήθιστη γενωμική αστάθεια και 

υπερέκφραση των προϊόντων ογκογονιδίων.

Επιπλέον η δράση της ρ53 ρυθμίζεται από την αλληλεπίδραση της με 

διάφορες κυτταρικές και ιϊκές πρωτεΐνες. Για παράδειγμα μπορούμε να 

αναφέρουμε ότι αλληλεπιδράσεις της ρ53 με την πρωτεΐνη Ε6 του ιού ΗΡν, το 

μεγάλο Τ- αντιγόνο του ιού 5\/40 ή την πρωτεΐνη ΜϋΜ2 προκαλούν την 

απενεργοποίηση της (Οζβυη & ΒυίθΙ1995).
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1.4 Βιολογικός ρόλος της ρ53

Παρότι η ρ53 έχει διάφορες λειτουργίες, η ικανότητα της να ενεργοποιεί τη 

μεταγραφή συγκεκριμένων γονιδίων είναι η πιο σχετική ογκοκατασταλτική της 

λειτουργία. Μετά την ενεργοποίηση της επηρεάζει τη μεταγραφική ενεργότητα 

πολλών γονιδίων συμπεριλαμβανομένων των γονιδίων ρ21 (θΙ-Οθίιγ θί 3/., 

1993, Ηβγρθγ θί θ/., 1993), Γτκΐηη2 (Μοητ^ηά θί 3/., 1992) και &3Χ (Μίγ3δΝί3 & 

Κθθά 1995).

Πολλές μελέτες δείχνουν το ρόλο της ρ53 στη ρύθμιση του κυτταρικού 

κύκλου. Καταστέλλει την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου στη 61 φάση σε 

απόκριση σε βλάβες του ϋΝΑ. Η βλάβη στο ϋΝΑ από γ-ακτινοβολία ή άλλα 

στρες οδηγεί στην ενεργοποίηση συγκεκριμένων κινασών (00)02, ϋΝΑ-ΡΚ κ.α) 

που φωσφορυλιώνουν την ρ53 με αποτέλεσμα τη σταθεροποίηση και 

αξιοσημείωτη αύξηση στη συγκέντρωση της. Η πιο σημαντική πρωτεΐνη που 

επηρεάζει τον κυτταρικό κύκλο και της οποίας η μεταγραφή επάγεται από την 

ρ53 είναι ο αναστολέας κυκλινών-κινασών ρ21, ο οποίος συνδέεται και 

αναστέλλει τα συμπλέγματα θηλαστικών κυκλινών-κινασών στη (31 φάση. Σαν 

αποτέλεσμα κύτταρα με βλάβες στο ϋΝΑ σταματάνε στη 01 φάση μέχρι να 

επιδιορθωθεί η βλάβη, οπότε τα επίπεδα των ρ53 και ρ21 μειώνονται και τα 

κύτταρα προχωρούν στην 5 φάση (ΡΐΌηΚδ 3πά ΤθϊοΙί 1999).

Σε εκτεταμένη βλάβη του ϋΝΑ η ρ53 ενεργοποιεί την έκφραση γονιδίων 

που οδηγούν στην απόπτωση. Η ενεργοποίηση της απόπτωσης έχει σαν 

αποτέλεσμα την προστασία των οργανισμών διότι εμποδίζεται η ανάπτυξη 

υψηλά μετασχηματισμένων καρκινικών κυττάρων. Ένας από τους γνωστούς 

μηχανισμούς με τους οποίους η ρ53 ενεργοποιεί την απόπτωση είναι μέσω 

ενεργοποίησης της έκφρασης αποπτωτικών πρωτεϊνών όπως το 6βχ το οποίο 

οδηγεί στην ενεργοποίηση κασπασών και τελικά, θραυσμάτωση του ϋΝΑ. 

Επιπλέον η ρ53 μπορεί να ρυθμίζει την απόπτωση των κυττάρων με 

μηχανισμούς που δεν εμπλέκουν τη βιολογική της δράση ως μεταγραφικό 

ενεργοποιητή γονιδίων, οι οποίοι δεν έχουν ακόμα διευκρινιστεί (Η3υρί θί 3/., 

19976).

Η πρωτεΐνη ρ53 έχει επίσης εμπλακεί και στη ρύθμιση του κυτταρικού 

κύκλου στο σημείο ελέγχου από την 02 στην φάση Μ (Οοδδ θί 3/., 1995, 

ΡυΚ3δ3\Λ/3 θί 3/., 1996). Κύτταρα που περιέχουν το άγριου τύπου γονίδιο της
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ρ53 σταματούν την ανάπτυξη τους στη φάση <32 όταν εκτίθενται σε 

αναστολείς της ανάπτυξης της μιτωτικής ατράκτου όπως το ποοθοΙθζοΙθ. 

Ωστόσο, υπό την απουσία του άγριου τύπου γονιδίου της ρ53, τα κύτταρα 

υποβάλλονται σε νέα ϋΝΑ σύνθεση χωρίς να περάσουν διαμέσου της 

μίτωσης με αποτέλεσμα τη δημιουργία ανευπλοειδών κυττάρων.

1.5 ρ53 και καρκίνος του μαστού

Όπως προαναφέρθηκε μεταλλάξεις στο γονίδιο της ρ53 είναι συχνά 

εμφανιζόμενες σε περιπτώσεις καρκινογένεσης. Σωματικές μεταλλάξεις στο 

γονίδιο αυτό έχουν περιγράφει σε πολλές νεοπλασίες περιλαμβανομένων 

αυτών του μαστού, του εντέρου, του ήπατος, της ωοθήκης, της ουροδόχου 

κύστης κ.α. (ΝίςΐΌ θΐ θΙ., 1989, ίθνίπθ βΐ θΙ., 1991, ΗοΙΙδίθΐπ βΐ 3 ί, 1991, Ηδΐι 

θΐ 3/., 1991). Επιπροσθέτως, μεταλλάξεις στη γαμετική σειρά του γονιδίου ρ53 

έχει δειχθεί ότι είναι παρούσες σε ασθενείς με το γενετικό καρκινικό σύνδρομο 

Ι_ί-ΡΓ3ϋΓηθπί (ΜθΙΚϊπ βΐβί ,  1990).

Ο καρκίνος του μαστού είναι από τις πιο μελετημένες περιπτώσεις 

νεοπλασίας διότι αποτελεί τον τρίτο πιο συχνά εμφανιζόμενο καρκίνο στο 

κόσμο. Εκτεταμένες μελέτες έχουν γίνει για την ανίχνευση και περαιτέρω 

μελέτη μεταλλάξεων σε πολλά γονίδια που εμπλέκονται στην καρκινογένεση 

καθώς και στο γονίδιο της ρ53. Αν και μεταλλάξεις στο γονίδιο της ρ53 

μπορούν να εμπλέκουν απαλείψεις και ανακατατάξεις, ένας κοινός τύπος 

μεταλλάξεων του είναι σημειακές (ίβνίηθ βΐ 3ί,  1991, ΗοΙΙδίθΐπ βΐ3ΐ., 1991). Η 

πλειονότητα των μη νοηματικών σημειακών μεταλλάξεων στο γονίδιο αυτό 

εμφανίζεται στην κεντρική συντηρημένη περιοχή της πρωτεΐνης, η οποία είναι 

υπεύθυνη για την πρόσδεση της ρ53 στο ϋΝΑ (Ηβΐηθίιί θΐ 3ί,  1997). Όπως 

παρατηρούμε στην Εικόνα 1 στην περιοχή αυτή ανήκουν τα εξόνια 5 -  8 και 

είναι αυτά που έχουν μελετηθεί περισσότερο. Στην Εικόνα 2 εμφανίζεται η επί 

τις % συχνότητα των μεταλλάξεων του γονιδίου ρ53 κατά μήκος των εξονίων 

του στο σύνολο των νεοπλασιών. Μελέτες που αναλύουν τα εξόνια 2 - 1 1  

(κόκκινο χρώμα) συγκρίνονται με μελέτες που αναλύουν μόνο την κεντρική 

περιοχή (εξόνια 5 - 8 ,  μπλε χρώμα). Όπως μπορούμε να διακρίνουμε η 

συχνότητα των μεταλλάξεων στα εξόνια 5 - 8  είναι αισθητά μεγαλύτερη σε 

σχέση με το σύνολο των υπόλοιπων εξονίων.
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Εικόνα 2 : Συχνότητα (%) μεταλλάξεων του γονιδίου ρ53 κατά μήκος των εξονίων του σε 

διάφορες μορφές καρκίνου

Η δυνατότητα της αποτελεσματικής ανίχνευσης μεταλλάξεων στο γονίδιο 

της ρ53 είναι πολύ σημαντική για δύο λόγους :

■ η ανίχνευση μεταλλάξεων στη γαμετική σειρά του γονιδίου είναι 

σημαντική για την αναγνώριση ασθενών που ανήκουν στην κατηγορία 

υψηλού κινδύνου (ΙιίρΜ πβΚ) ανάπτυξης νεοπλασίας

■ η ανίχνευση μεταλλάξεων του γονιδίου σε καρκινικά δείγματα είναι 

σημαντική για τον προσδιορισμό της κλινικής σπουδαιότητας των 

μεταλλάξεων αυτών.

Έχουν αναπτυχθεί πολλές τεχνικές που μπορούν να χρησιμοποιηθούν για 

την ανίχνευση μεταλλάξεων σε μικρά τμήματα ΡΝΑ. Μια από τις πιο 

ευαίσθητες μεθόδους που μπορεί να ανιχνεύει αντικαταστάσεις βάσεων σε 

τμήματα ϋΝΑ και που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία είναι η 

Αποδιατακτική Ηλεκτροφόρηση σε Βαθμιδωτό Πήκτωμα (0θπ3ΐυππ9 ΟΓθοΙίΘηί 

ΟθΙ ΕΙθοίΓορΙιοΓθδίδ ΡΟΟΕ, ΡίδοΙίθΓ 8ηοΙ ίβιτηθη 1980).
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2. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ

Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η ανίχνευση μεταλλάξεων στο 

γονίδιο της ρ53 σε δείγματα καρκίνου του μαστού τα οποία χορηγήθηκαν από 

το Παθολογοανατομικό Εργαστήριο του Περιφερειακού Πανεπιστημιακού 

Νοσοκομείου Ιωαννίνων. Η ανίχνευση των μεταλλάξεων πραγματοποιήθηκε 

με επέκταση των εξονίων 5, 6, 7, 8 με την τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης 

πολυμεράσης (ΡΟΡ) και στη συνέχεια με ανάλυση με την τεχνική ϋ(3ΘΕ.
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

3.1 Απομόνωση ϋΝΑ από φρέσκα ιστικά δείγματα μαστού

Η απομόνωση ϋΝΑ από φρέσκα ιστικά δείγματα πραγματοποιείται 

σύμφωνα με το πρωτόκολλο της εταιρίας 0 ΐ39βη, ΟΙΑβιτιρ ϋΝΑ Μίπί Κίΐ 

(Τίδδΐΐθ Ρ ιό ΙοοοΙ). Η διαδικασία που ακολουθείται έχει ως εξής :

Το ιστικό δείγμα (25γπ9) κόβεται σε μικρά τμήματα και στη συνέχεια 

τοποθετείται σε σωληνάρια τύπου ορροηοίοιί αφού πρώτα προστεθούν 180 μΙ 

διαλύματος Α Τ Ι και 20 μΙ πρωτεϊνάσης Κ (20ηΊ9/ιτιΙ). Ακολουθεί καλή 

ανάδευση και επώαση στους 56 °0 μέχρι ο ιστός να διασπαστεί τελείως.

Στη συνέχεια μετά από έντονη ανάδευση προστίθενται 200 μΙ διαλύματος 

ΑΙ_ και το δείγμα επωάζεται ξανά στους 70 °0 για 10 λεπτά. Ακολουθεί 

καταβύθιση του ϋΝΑ με την προσθήκη 200 μΙ παγωμένης αιθανόλης (100%).

Το δείγμα μεταφέρεται σε στήλη και φυγοκεντρείται για 1 λεπτό σε 8000 

ιρηι. Αυτό επιτρέπει την πρόσδεση του ϋΝΑ στη στήλη ενώ το διάλυμα 

απομακρύνεται. Ακολουθούν δύο πλύσεις στην πρώτη από τις οποίες 

χρησιμοποιείται το διάλυμα Α\Λ/1 ενώ στη δεύτερη το Α\Λ/2. Στην πρώτη 

πλύση το διάλυμα έκπλυσης απομακρύνεται με φυγοκέντρηση σε 8000 ιριτι 

για 1 λεπτό, ενώ στην δεύτερη σε 14000 τριτι για 3 λεπτά.

Το ϋΝΑ αποδεσμεύεται από τη στήλη με την προσθήκη 200 μΙ διαλύματος 

ΑΕ και συλλέγεται ύστερα από επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά 

και ήπια φυγοκέντρηση.

3.2 Ενίσχυση των εξονίων 5 - 8  του γονιδίου ρ53 με τη μέθοδο της ΡΟΚ

Για την πολλαπλή αντιγραφή των εξονίων 5 - 8  του γονιδίου ρ53 

χρησιμοποιήθηκαν ειδικά επιλεγμένα συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια και η 

τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (ΡΟΚ).

Η επιλογή αυτών των εκκινητών προσδίδει μια ΘΟ ουρά 40 βάσεων στο 

5'- άκρο των προϊόντων ΡΟΚ ώστε να είναι εφικτή η ανίχνευση μεταλλάξεων 

με τη μέθοδο ϋΟΟΕ (0θη3ΐυπη9 ΟΓΒοΙίθηί <3βΙ ΕΙθοίΓορΜοΓβδίδ) που θα 

αναλυθεί στη συνέχεια.
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Η αλληλουχία των εκκινητών για καθένα από τα 4 εξόνια του γονιδίου έχει 

ως εξής:

Εχοη 53

δθΠδθ ρππίθΓ: 5' - ΤΤΟ 0Τ0 ΤΤΟ ΟΤΟ ΟΑΟ ΤΑΟ ΤΟ -  3'

3ηίίδβΠ5θ ρΓίΓΠθΓ: 5 ' - (0 0 -οΐ3Γπρ) - ΤΟΟ ΟΟΟ ΟΟΑ 0 0 0  0 0 0  ΤΟΟ 0 0  — 3*

Εχοη 5Ε>
δθΠδθ ρπητίθΓ: 5 ' - (0 0 -οΐ3Γηρ) -  ΤΤΟ ΟΑΟ ΑΟΟ 0 0 0  0 0 0  0 0 0  ΟΑ -  3' 

βηΐΐδβηδθ ρπηίθΓ: 5 ' - ΟΤΟ 0 0 0  ΑΟΟ ΟΤΟ 0 0 0  ΑΑ -  3'

Εχοη 6
δθΠδθ ρπητιβΓ .■ 5' - (0 0 -οΐ3ΐτιρ) — ΟΑΟ ΑΟΟ ΑΟΑ 0 0 0  ΟΤΟ ΟΤΤ — 3 

3ηίίδβπδθ ρπηηβΓ: 5" - ΟΟΑ ΟΤΟ ΑΟΑ ΑΟΟ ΑΟΟ ΟΤΤ -  3'

Εχοη 7
δθΠδθ ρπητίθΓ: 5 ' - (ΟΟ-οΙβηηρ) -  ΤΟΟ ΟΤΟ ΤΟΑ ΟΤΟ ΤΑΟ ΟΑΟ Ο -  3 ' 

βηΐίδβηδθ ρπηηθΓ: 5 ' - ΟΑΑ ΟΤΟ ΟΟΤ ΟΟΤ ΟΑΟ ΟΤΟ ΟΑ -  3'

Εχοη 8
δθηδθ ρπηίθΓ: 5 ' - (0 0 -οΐ3Γηρ) -  ΑΤΟ ΟΤΟ ΑΟΤ ΑθΤ ΟΟΤ ΑΑΤ ΟΤ -  3' 

βηΐίδθπδβ ρπηηβΓ: δ' - ΤΑΟ ΟΤΟ ΟΟΤ ΤΑΟ ΤΟΟ ΤΟΟ ΟΤ -  3'

Για την αντίδραση ΡΟΚ χρησιμοποιήθηκαν :

> 300 Π9 χρωμοσωμικού ϋΝΑ

> 10Χ ρυθμιστικού διαλύματος αντίδρασης

> 1,5 πίΜ Μ90 Ι2 (1,25 γπΜ για το εξόνιο 7)

> 0,2 γπΜ από κάθε άΝΤΡ (Οίόοο, ΒΚ1_)

> 25 ριτιοΙ/μΙ από κάθε εκκινητή

> 0,2 Γη9/ηπΙ Β8Α

> 2,5% ίοΓίτιβηηίοΙθ για τα εξόνια 6,8 και 5% για τα 5,7

> 2,5 ϋ Τ 3ρ ϋΝΑ πολυμεράση (ΙηνίίΓ09θη)

> αποστειρωμένο νερό μέχρι τελικού όγκου 50 μΙ

Οι συνθήκες που επιλέγηκαν για το στάδιο της θερμικής αποδιάταξης του 

ϋΝΑ, ήταν για όλα τα εξόνια 95 °0 για 1 λεπτό, για το στάδιο της πρόσδεσης 

των εκκινητών, 58 °0 (5β,6,7,8) και 56 °0 (5α) για 1 λεπτό και για το στάδιο 

της επιμήκυνσης των αλυσίδων, ΡΝΑ 70 °0 (5α) και 72 °0 (5β,6,7,8) για 1 

λεπτό.
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3.3 Ανίχνευση μεταλλάξεων στο γονίδιο της ρ53 με τη μέθοδο ϋΟΟΕ

Η μέθοδος ΟΟΘΕ είναι μια μέθοδος ηλεκτροφόρησης που μπορεί να 

ανιχνεύει αλλαγές μιας βάσεως σε τμήματα ΟΝΑ. Η ευαισθησία της μεθόδου 

αυτής βασίζεται στην αρχή ότι η αποδιάταξη ή η τήξη της διπλής έλικας του 

ϋΝΑ, με θερμοκρασία ή αποδιατακτικούς παράγοντες (ουρία, φορμαμίδιο) δεν 

συμβαίνει σε ένα βήμα. Αντίθετα, το ϋΝΑ τήκεται κατά περιοχές. Καθώς η 

συγκέντρωση του αποδιατακτικού παράγοντα ή της θερμοκρασίας αυξάνεται 

η περιοχή με την υψηλότερη περιεκτικότητα σε Α+Τ βάσεις τήκεται πρώτη. 

Έτσι επειδή η σταδιακή αυτή τήξη είναι συνάρτηση της αλληλουχίας των 

βάσεων μια αλλαγή στην αλληλουχία συνήθως επιφέρει αλλαγή στο προφίλ 

της Τήξης.

Οι μεταλλάξεις ανακαλύπτονται με βάση τη διαφορετική κινητικότητα του 

μεταλλαγμένου και άγριου τύπου ΟΝΑ. Καλύτερη ανάλυση επιτυγχάνεται όταν 

τα μόρια δεν αποδιατάσσονται τελείως και όταν η περιοχή ανάλυσης ανήκει 

στην περιοχή με το χαμηλότερο σημείο τήξης. Η προσθήκη 30-40 ΘΟ βάσεων 

στον ένα εκκινητή δημιουργεί μια περιοχή υψηλού σημείου τήξης και 

εξασφαλίζει ότι η περιοχή που αναλύεται βρίσκεται στην περιοχή με το 

χαμηλότερο σημείο τήξης και ότι το ϋΝΑ θα παραμείνει μερικά δίκλωνο.

Ανάλογα με το αν έχουμε ετερόζυγα ή ομόζυγα άτομα κατά την επέκταση 

του ΟΝΑ με την μέθοδο της ΡΟΚ παίρνουμε διαφορετικά προϊόντα. Σε 

ομόζυγες καταστάσεις προκύπτουν μόνο ομόδιπλα μόρια ϋΝΑ ενώ σε 

ετερόζυγες προκύπτουν τέσσερα διαφορετικά μόρια ϋΝΑ (δύο ομόδιπλα και 

δύο ετερόδιπλα) όπως φαίνεται και στην Εικόνα 3.

Στα ετερόδιπλα οι κλώνοι αποδιατάσσονται σε χαμηλότερες 

συγκεντρώσεις αποδιατακτικού με αποτέλεσμα να έχουν πάντα μικρότερη 

κινητικότητα από τα αντίστοιχα ομόδιπλα κάτω από ειδικές συνθήκες. 

Σύμφωνα με τα δεδομένα αυτά κατά την ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων σε 

πηκτή με βαθμίδωση αποδιατακτικών παραγόντων είναι δυνατόν να 

δημιουργηθούν οι ζώνες που φαίνονται σχηματικά στην Εικόνα 4.
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3)

«ΗΜ-ΤγρβΟ ΝΑ Μυΐ3ηΙ ΟΝΑ
ΙίΟΙΙΙΟΖ^θΟίβ ΗΒίΒΓΟΖν90ΐ6

4)

= 8 =  =8=
θ€Π3ΐϋΓθ 3Π{Ι ΓΘ3ΠΠ63Ι

I

4 =
ΗοηκκΙυρΙβχ = ί =  =8=

ΗβΙθΓΟίΙυρίβχ ΗοαιοΑφΙβχ 
ΟΝΑ ΠΗή

^  Ιιοιηοζγβοΐβ ΙτβίθΓΟζγοοΙβ 
ηιυΐ ΟΝΑ ηιυΐ ϋΝΑ 

1 2 3

Εικόνα 3 : Επέκταση ϋΝΑ με τη 

μέθοδο της ΡΟΚ από

■ Φυσιολογικό

■ Ομοζυγώτη

■ Ετεροζυγώτη

Εικόνα 4 : Ηλεκτροφόρηση προϊόντων

ΡΟΚ σε πηκτή ακρυλαμιδίου με βαθμίδωση

αποδιατακτικών παραγόντων

Διαδοουή 1 : φυσιολογικός

Διαδοουή 2 : ουοΕυνώτπς

Διαδοουή 3: ετεροζυγώτης

Στην παρούσα εργασία η μέθοδος ϋΟΟΕ χρησιμοποιήθηκε για την 

ανίχνευση μεταλλάξεων στα εξόνια 5 - 8  του γονιδίου της ρ53.

Στον Πίνακα 1 φαίνονται οι συνθήκες αποδιάταξης και η συγκέντρωση της 

πηκτής ακρυλαμιδίου για τα εξόνια 5 - 8  (ΜγθΓδ θ ί βΙ., 1987).

Ε Χ Ο Ι Ί 8 ΡοΙγ30Γγΐ3ΠΉάθ 9θΙ (%) 0θΠ3ίυΓ3Πί Γ 3 Π 9 Θ  ( % )

53 8 5 5 -6 5

513 6 6 0 -8 0

6 6 5 0 -7 0

7 8 5 0 -7 5

8 8 5 0 -7 5

Πίνακας 1 : Απεικόνιση των συνθηκών αποδιάταξης και της συγκέντρωσης του 

πήγματος ηλεκτροφόρησης ανάλογα με το εξόνιο που μελετάται
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Για τη δημιουργία της πηκτής σε διάφορες αποδιατακτικές συνθήκες 

ετοιμάζονται πρώτα δύο διαλύματα με 0% και 80% αποδιατακτικούς 

παράγοντες που χρησιμοποιούνται σαν δίοοΚ.

Το 0% αποδιατακτικό διάλυμα περιέχει 40% ακρυλαμιδίο σε διάλυμα ΤΑΕ 

(40 γτίΜ Τπδ, 20 γπΜ Αοθΐΐο θοκΙ, 1 ιτιΜ ΕϋΤΑ ρΗ 8.3), ενώ το 80% διάλυμα 

περιέχει 40% ακρυλαμιδίο σε διάλυμα ΤΑΕ, 32% ίοιτηθίτποΐθ και 5,6Μ ουρία. 

Τα διαλύματα αυτά φιλτράρονται σε φίλτρο 0,45 μ.

Για την ετοιμασία της πηκτής ακολουθούμε τα εξής στάδια : 

ν' Σε δύο υηίνθΓδθΙ τοποθετούνται οι αντίστοιχοι όγκοι των υψηλής και 

χαμηλής πυκνότητας διαλυμάτων από τα δίοοΚ διαλύματα ώστε να 

δημιουργηθούν οι επιθυμητές συγκεντρώσεις αποδιατακτικών 

παραγόντων

^  Για να ελέγξουμε οπτικά το σχηματισμό της βαθμίδωσης προστίθενται 

100 μΙ ϋοοοίθ άγθ δοΐυίίοη ανά 5 ιτιΙ διαλύματος υψηλής πυκνότητας, 

ν' Στη συνέχεια προστίθενται Ν,Ν,Ν,Ν’-ΤθίΓβ-ΓηθίΙιγΙ-θίίΊγΙθηθοΙϊθΓηίηθ 

(ΤΕΜΕϋ, ΒΙΟ-ΡΑϋ) και υπερθειϊκό αμμώνιο (ΑΡ3) σε τελική 

συγκέντρωση 0.09% (ν/ν). 

ν' Τα διαλύματα αναδεύονται και είναι έτοιμα για την κατασκευή της 

πηκτής.

Το διάλυμα ηλεκτροφόρησης (ΤΑΕ) θερμαίνεται στη συσκευή 

ηλεκτροφόρησης (Οοοάθ ΙΙηίνθΓδΒΐ ΜυΙθίΐοπ ϋθΐθΐίοη δγδίθίτι, ΒΙΟ-Ρ^Αϋ) 

μέχρι τη θερμοκρασία των 60 °0. Όγκος 20 μΙ από τα προϊόντα ΡΟΚ 

αναμιγνύονται σε αναλογία 5:1 με 6Χδιάλυμα φόρτωσης (30% γλυκερόλη και

0,25% κυανού της βρωμοφαινόλης) και τοποθετούνται στην πηκτή.

Η ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων πραγματοποιείται για 12-18 ώρες στα 65 

Ν/οΙΙ και στη συνέχεια ακολουθεί χρώση της πηκτής με βρωμιούχο αιθίδιο σε 

τελική συγκέντρωση 10 μο/ιτιΙ σε διάλυμα ΤΑΕ για 15 λεπτά και οπτικοποίηση 

του αποτελέσματος σε συσκευή υπεριώδους ακτινοβολίας.
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

4.1 Ενίσχυση των εξονίων 5 - 8  του γονιδίου της ρ53

Με σκοπό την ανίχνευση μεταλλάξεων στο γονίδιο της ρ53, 

χρησιμοποιήσαμε την τεχνική της ΡΟΚ και ειδικά επιλεγμένα 

ολιγονουκλεοτίδια για την επίτευξη της πολλαπλής αντιγραφής των εξονίων 

του γονιδίου αυτού.

Η επιλογή των εκκινητών αυτών δίνει προϊόντα ΡΟΡ που αντιστοιχούν στα 

εξόνια:
5α : 158 βρ 6 : 270 &ρ

8 : 191 βρ
51): 208 βρ 7 : 163 βρ

Αναλύθηκαν και μελετήθηκαν συνολικά 13 δείγματα που προέρχονταν από 

καρκινικό και φυσιολογικό ιστό μαστού υπό τη μορφή φρέσκων παγωμένων 

δειγμάτων.

Στις Εικόνες Α -  Β -  Γ απεικονίζονται ενδεικτικά τα τμήματα ϋΝΑ που 

προκύπτουν από την ΡΟΚ μετά από ηλεκτροφόρηση σε 1,5% πηκτή 

αγαρόζης.

Α) 1 2 Β) 1 2 3 Γ) 1 2 3

Εικόνες Α -  Β -  Γ  ; Απεικόνιση προϊόντων ΡΟΚ μετά από ηλεκτροφόρηση σε 

πηκτή αγαρόζης
Διαδοουέο Α1 -  Β2 -  Γ2 : πρότυπα μοριακά βάρη

Διαδοουή Α2 : προϊόν ΡΟΡ που αντιστοιχεί στο εξόνιο 5α (158 6ρ)

Διαδοουέο Β1 -  Β3 : προϊόντα ΡΟΡ που αντιστοιχούν στα εξόνια 51) (208 βρ) και 7 (163 βρ) 

αντίστοιχα

Δ»άδοουέ€ Γ1 -  Γ3 : προϊόντα ΡΟΡ που αντιστοιχούν στα εξόνια 6 (270 βρ) και 8 (191 βρ) 

αντίστοιχα
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4.2 Ανίχνευση μεταλλάξεων στο γονίδιο της ρ53 με τη μέθοδο ϋΟΟΕ

Στην εργασία αυτή χρησιμοποιείται η τεχνική ΟΘΘΕ για την ανίχνευση 

μεταλλάξεων στο γονίδιο της ρ53. Όπως προαναφέρθηκε, με την ΡΟΚ 

ενισχύθηκαν πέντε τμήματα ϋΝΑ που αντιστοιχούν στα 4 εξόνια του γονιδίου 

(5 -  8) και ακολούθησε ηλεκτροφόρηση των τμημάτων αυτών σε πήγμα με 

βαθμίδωση αποδιατακτικών παραγόντων ανάλογα με το εξόνιο που 

ανιχνεύεται. Στην εικόνα που ακολουθεί παρουσιάζεται ενδεικτικά η 

ηλεκτροφόρηση των προϊόντων ΡΟΚ του εξονίου 6 σε 6% πηκτή 

ακρυλαμιδίου με βαθμίδωση αποδιατακτικών παραγόντων 50 -  70%.

51
Α

55
1

56

Ν Ν
1
Ν

57

Η
Ν

Η θ ΐ θ Γ 0 < 1 υ ρ Ι θ Χ θ 5  {  

ΗοηΊΟόυρΙθΧΘδ

Εικόνα Δ : Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή ακρυλαμιδίου του εξονίου 6 των δειγμάτων 

51, 55, 56, 57. (Τ: καρκινικό, Ν: φυσιολογικό)

Όπως παρατηρούμε στην Εικόνα Δ στο δείγμα 51 έχει ανιχνευτεί 

μετάλλαξη με την εμφάνιση των χαρακτηριστικών ετερόδιπλων και ομόδιπλων 

ζωνών στο καρκινικό δείγμα. Αντίθετα στα υπόλοιπα δείγματα δεν έχουν 

ανιχνευτεί μεταλλάξεις.
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Τα συγκεντρωτικά αποτελέσματα για τα δείγματα που αναλύθηκαν 

παρατίθενται στον Πίνακα 2.

Α/Α
ΚΩΔΙΚΟΣ

ΔΕΙΓΜΑΤΟΣ

ΚΑΡΚΙΝΙΚΑ

(ΕΞΟΝΙΑ)

ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΑ

(ΕΞΟΝΙΑ)

5α 5β 6 7 8 5α 5β 6 7 8

1 46

2 47

3 48

4 49 -

5 50 -

6 51 - - + -

7 52

8 53 - - + - - - - + - -

9 54

10 55 -

11 56 -

12 57

13 58

Πίνακας 2 ; Συγκεντρωτικά αποτελέσματα των δειγμάτων που αναλύθηκάν για την 

ύπαρξη μεταλλάξεων στα εξόνια 5 -  8 τόυ γονιδίου της ρ53 μέ τη μέθοδο ϋ<30Ε

Όπως παρατηρείται από τον συγκεντρωτικό πίνακα, από τα δείγματα που 

αναλύθηκαν ανιχνεύθηκαν μεταλλάξεις στο εξόνιο 6 των δειγμάτων 51 και 53. 

Επίσης στο δείγμα 53 έχουμε την εμφάνιση των τεσσάρων χαρακτηριστικών 

ζωνών και στο ϋΝΑ που απομονώθηκε και επεκτάθηκε με την ΡΟΚ από τον 

φυσιολογικό ιΟτό.
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Ο καρκίνος του μαστού είναι μια από τις πιο διαδεδομένες μορφές 

καρκίνου σε όλο τον κόσμο. Παρότι οι περιπτώσεις εμφάνισης διηθητικού 

καρκίνου έχουν μειωθεί στο τελευταίο μισό του αιώνα λόγω της έγκαιρης 

διάγνωσης, το επίπεδο θνησιμότητας έχει παραμείνει σχετικά σταθερό. Παρά 

την εντατική έρευνα των τελευταίων χρόνων πολλά είναι τα ερωτηματικά 

σχετικά με τους μηχανισμούς που οδηγούν στην εμφάνιση και εξέλιξη του 

καρκίνου του μαστού.

Μεταλλάξεις που περιορίζουν ή τροποποιούν τη λειτουργία της πρωτεΐνης 

ρ53 είναι οι μόνες πιο κοινές γενετικές τροποποιήσεις που έχουν παρατηρηθεί 

σε ανθρώπινους καρκίνους. Μεταλλάξεις στο γονίδιο της ρ53 συσχετίζονται 

ισχυρά με φτωχή πρόγνωση σε ασθενείς με καρκίνο του μαστού. Τα κύτταρα 

που δεν διαθέτουν φυσιολογική ρ53 έχουν επιλεκτικό προβάδισμα ανάπτυξης 

και είναι πιο ανθεκτικά στην ιονίζουσα ακτινοβολία και σε μερικά από τα πιο 

συνηθισμένα αντικαρκινικά φάρμακα, σε σχέση με τα κύτταρα που έχουν 

φυσιολογική ρ53. Έτσι κύτταρα με μεταλλαγμένα ρ53 γονίδια αναμένονται να 

είναι κλινικός πιο επιθετικά.

Υπάρχουν άφθονες τεχνικές κατάλληλες για την ανίχνευση συγκεκριμένων 

αλλαγών στην αλληλουχία ενός γονιδίου, πολλές όμως από τις οποίες δεν 

είναι ικανές να αναγνωρίζουν πολλές διαφορετικές αλλαγές βάσεων στην ίδια 

αλληλουχία. Το γεγονός ότι έχουν παρατηρηθεί περισσότερες από 300 

μεταλλάξεις στο γονίδιο της ρ53 καθιστά απαραίτητη τη χρήση μιας μεθόδου 

που να μπορεί να ανιχνεύει πολλές διαφορετικές σημειακές μεταλλάξεις. Η 

τεχνική της ΟΟΟΕ που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία, έχει 

χρησιμοποιηθεί στο παρελθόν από άλλες ομάδες για την ανίχνευση 

μεταλλάξεων του γονιδίου αυτού στον καρκίνο του μαστού και αποτελεί μια 

πολύ ευαίσθητη μέθοδο.

Στην παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε επέκταση τεσσάρων εξονίων 

(5 -  8) της ρ53 με την μέθοδο της ΡΟΡ και στη συνέχεια ανάλυση των 

τμημάτων ϋΝΑ που προκύπτουν με την μέθοδο ϋΟΘΕ. Τα εξόνια που 

επιλέχθηκαν να μελετηθούν αποτελούν σύμφωνα με την βιβλιογραφία την 

περιοχή του γονιδίου που εμφανίζονται ως επί το πλείστον οι μεταλλάξεις.
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Τα αποτελέσματα της μελέτης έδειξαν ότι από τα 13 καρκινικά δείγματα 

ισάριθμων ασθενών που αναλύθηκαν, βρέθηκαν μεταλλάξεις σε δύο δείγματα 

στο εξόνιο 6, που αντιστοιχεί σε ποσοστό 15% επί του συνόλου. Στο ένα από 

αυτά βρέθηκε μετάλλαξη και στο αντίστοιχο φυσιολογικό δείγμα. Αυτό 

πιθανώς να οφείλεται σε ανάμιξη καρκινικού και φυσιολογικού ιστού κατά τη 

λήψη των δειγμάτων ή σε πολυμορφισμό.

Για να εξαχθούν συμπεράσματα ως προς το συσχετισμό των μεταλλάξεων 

του γονιδίου της ρ53 με τον καρκίνο του μαστού θα πρέπει να αναλυθεί 

μεγαλύτερος αριθμός δειγμάτων ώστε να είναι εφικτή η στατιστική 

επεξεργασία των αποτελεσμάτων. Επιπλέον θα πρέπει να ακολουθήσει 

ανάγνωση της αλληλουχίας των ΡΟΚ προϊόντων ώστε να διευκρινισθεί αν 

συγκεκριμένες αντικαταστάσεις βάσεων σχετίζονται με την εμφάνιση της 

νόσου.

Παρότι οι τεχνικές ανίχνευσης μεταλλάξεων είναι χρονοβόρες και δεν 

μπορούν εύκολα να χρησιμοποιηθούν στην κλινική πράξη μπορούν να 

εξάγουν χρήσιμα συμπεράσματα για τη μελέτη των μηχανισμών που 

εμπλέκονται στην καρκινογένεση.
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