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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Τα ογκοκατασταλτικά γονίδια διατηρούν τον έλεγχο του κύκλου της 

κυτταρικής ανάπτυξης, της αντιγραφής του ϋΝΑ και τον διαχωρισμό των δύο νέων 

κυττάρων από το θυγατρικό τους. Όταν η λειτουργία αυτών των γονιδίων διαταραχθεί 

δημιουργούνται κύτταρα που αναπτύσσονται ανεξέλεγκτα και η πιθανότητα για 

μετάπτωση τους σε καρκινικά κύτταρα αυξάνει ραγδαία. Το ρ53 γονίδιο είναι το 

πρώτο ογκοκατασταλτικό γονίδιο που ανακαλύφθηκε για πρώτη φορά το 1979. Έχει 

βρεθεί ότι η ρ53 πρωτεΐνη δεν λειτουργεί σωστά σε πολλούς τύπους καρκίνου. 

Συγκεκριμένα στους μισούς περίπου τύπους καρκίνου έχει βρεθεί ότι η ρ53 είναι 

ανενεργής εξαιτίας μεταλλάξεων στο γονίδιό της.

Αοιιύ τηα ό53 και του γονιδίου της: Η πρωτεΐνη ρ53 είναι μια πυρηνική 

φωσφοπρωτεϊνη μοριακού βάρους 53 αποτελείται από 393 αμινοξέα (Ε&ιηΙ) αηά 

Οαννίοηΐ 1986), και δομικά μπορεί να διαιρεθεί σε τέσσερις περιοχές (Εικόνα 1). Η 

μια περιοχή περιλαμβάνει το αμινοτελικό της άκρο (αμινοξέα 1-42), που είναι 

πλούσιο σε όξινα αμινοξέα και αποτελεί την περιοχή της μεταγραφικής 

ενεργοποίησης και καταστολής. Η δεύτερη περιοχή (αμινοξέα 355-367) 

περιλαμβάνεται στο καρβοξυτελικό άκρο, πλούσιο σε βασικά αμινοξέα και 

συμμετέχει στη ϋΝΑ και ΚΝΑ πρόσδεση. Η τρίτη περιοχή (αμινοξέα 324-355) 

περιλαμβάνεται επίσης στο καρβοξυτελικό άκρο και είναι η περιοχή ολιγομερισμού. 

Η τέταρτη περιοχή (αμινοξέα 102-292) είναι η κεντρική συντηρημένη περιοχή του 

γονιδίου, όπου εντοπίζεται η περιοχή πρόσδεσης του ΌΝΑ καθώς και η πλειονότητα 

των μεταλλάξεων (Τβνίηβ Α. I. βί αΐ., 1991).

(Μ
ΤΓβηδΰΓΪρΐΐοη-βοΐϊνβΐΐοη 5βφΐβηοθ-5ρο(:ΐίΐο Νοηβρεεΐίϊο ΟΝΑ
ύοηποιη ΟΝΑ-βϊηιΙίηίΐ ίΐοηιβΐη ΐηΐθΓβοΐϊοη ϋοιτίίΐίη

ΤΙ I 1 11 — ινί νΙ 1
&Ε&Ε) '< Γ  ί.ρ) \  1?) ;ρ)'----- ,-----' Ε6 3Γ<1Ε1Ιι — \

ΜΟΜ2 6ϊη(1ΐη9 ϋϊηοΙίηο 5ν40Τ ϋίηάϊηο Τ6!Γ9ΐΎΐβπζ9(ϊοη άοΓηαίη

Ν

Εικόνα 1: Δομή της πρωτεΐνης ρ53. Φωσφορυλίωση σταθεροποιεί την πρωτεΐνη. Η ΜΟΜ2 
Ρυθμίζει την κανονική λειτουργία της ρ53. Πρόσδεση των ιικών πρωτεϊνών Ε6 του ιού ΗΡν 
και της Εΐβ του αδενοιού και του μεγάλου Τ αντιγόνου του 5ν40, αναστέλλουν την δραστι- 
κότητατης ρ53.

Η ρ53 πρωτεΐνη είναι ένα τετραμερές με τέσσερις όμοιες υπομονάδες που 

εντοπίζονται στο καρβοξυτελικό του άκρο. Μια μη νοηματική σημειακή μετάλλαξη
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σε ένα από τα δύο αλληλόμορφα του ρ53 σε ένα κύτταρο μπορεί να καταργήσει τη 

λειτουργικότητά του, γιατί ουσιαστικά όλα τα ολιγομερή θα περιέχουν τουλάχιστον 

μια μη λειτουργική υπομονάδα, έτσι ώστε να μη μπορούν να δράσουν σαν 

μεταγραφικοί παράγοντες (Εοάΐδίι εί αΐ. ΜοΙεοιιΙαΓ οεΐΐ Μο1ο§γ, ΡοιίΓίΙι Εάΐίΐοη, 

2000).

Στο αμινοτελικό άκρο της η ρ53 διαθέτει μια θέση πρόσδεσης για την 

πρωτεΐνη ΜΟΜ2 (Εικόνα 1). Η πρωτεΐνη αυτή ρυθμίζει την έκφραση του άγριου 

(\νϋ<1) τύπου της ρ53. Συγκεκριμένα προσδένεται στο αμινοτελικό άκρο της ρ53 

καταστέλλοντας τη μεταγραφική ενεργοποίηση της ρ21 και άλλων γονιδίων και 

μεσολαβεί στην αποδόμηση της ρ53. Έτσι η ΜΟΜ2 αναστέλλει την ικανότητα της 

ρ53 να αναστέλλει τον κυτταρικό κύκλο ή να οδηγεί το κύτταρο σε απόπτωση 

(Εοάΐδίι εί 31. ΜοΙεειιΙαΓ οεΐΐ ΐ>ίο1ο§γ, ΡοιίΓίΙι Εάίίΐοη, 2000).

Το γονίδιο της ρ53 βρίσκεται στο χρωμόσωμα 17 ρ13.1 και αποτελείται από

11 εξόνια και 10 ιντρόνια (Με Βήάε εί αΐ., 1986). Ανάλυση της αλληλουχίας του 

γονιδίου της ρ53 σε θηλαστικά, αμφίβια, πουλιά και ψάρια αποκάλυψε πέντε υψηλά 

συντηρημένες περιοχές, εκ των οποίων οι τέσσερις εμπεριέχονται στα εξόνια 5 έως 8 

του γονιδίου (δοιΐ88Ϊ Τ.εί αΐ., 1990). Αυτές οι περιοχές αντιστοιχούν στα εξής 

κωδικόνια: περιοχή ΙΙ-κωδικόνια 117-142, περιοχή ΙΙΙ-κωδικόνια 171-181, περιοχή 

ΐν-κωδικόνια 234-258 και περιοχή ν-κωδικόνια 270-286. οι περοχές III, IV καιν 

εμπεριέχονται στις δύο περιοχές πρόσδεσης του μεγάλου Τ αντιγόνου του 8ν40 
(Ιεηίαηδ I. Κ. 1988) (Εικόνα 1).

Ενεργοποίηση της ρ53: Η ρ53 ενεργοποιείται μόνο όταν τα κύτταρα 

βρίσκονται σε καταστάσεις στρες, όπως γ ακτινοβολία, θερμότητα και χαμηλά 

επίπεδα οξυγόνου. Η ενεργός ρ53 πρωτεΐνη σταματά τον πολλαπλασιασμό των 

κυττάρων αυτών, αναστέλλοντας τη διαδικασία του κυτταρικού κύκλου. Σε πολλές 

περιπτώσεις οδηγεί τα κύτταρα σε απόπτωση, προκειμένου να προστατέψει τον 

οργανισμό από κάποια κυτταρική βλάβη, που δεν διορθώνεται μέσω άλλων 

μηχανισμών επιδιόρθωσης. Έχουν βρεθεί τουλάχιστον τρία μονοπάτια ενεργοποίησης 

της πρωτεΐνης ρ53: 1) ϋΝΑ καταστροφή, η οποία μπορεί να προκληθεί από 

ιονίζουσα ακτινοβολία. Στην περίπτωση αυτή η ενεργοποίηση της ρ53 εξαρτάται από 

δύο πρωτεϊνικές κινάσες, την ΑΤΜ και την Οι1<2. Η ΑΤΜ ενεργοποιείται από 

θραύσεις της διπλής έλικας του ΌΝΑ και η 0Μ2 από την ΑΤΜ. Η ΑΤΜ 

φωσφορυλιώνει την ρ53 και την σταθεροποιεί. 2) Λανθασμένα αυξητικά σήματα, 

όπως αυτά που προέρχονται από την έκφραση των ογκογονιδίων Κ&8 και Μγο. Στην
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περίπτωση αυτή η ενεργοποίηση της ρ53 εξαρτάται από την πρωτεΐνη ρ14ΑΚΡ , η 

οποία προσδένεται στην ΜΕ)Μ2 και αναστέλλει τη δράση της (δΐιεπ· Ο. I. ζηά λΥεβεΓ.

Ό. 2000). 3) Επαγωγή της ρ53 μπορεί να γίνει και από χημειοθεραπευτικά 

φάρμακα, υπεριώδη ακτινοβολία και αναστολείς των πρωτεϊνικών κινασών. Το 

μονοπάτι αυτό διαχωρίζεται από τα άλλα γιατί δεν συμμετέχουν σε αυτό η ΑΤΜ, η 

Ούύ. και η ρ14ΑΚΡ , ενώ υπάρχει πιθανότητα συμμετοχής της κινάσης ΑΤΚ και της 

καζεϊνικής κινάσης II (Μεείί. ϋ . V/. 1999) (Εικόνα 2).

Ρόλος τ/?ς ρ53: Ενώ η φωσφορυλίωση του αμινοτελικού άκρου της ρ53, από 

διάφορες κινάσες, προσδίδει σταθερότητα στο μόριό της, η ακετυλίωση λυσινών 

και/ή η φωσφορυλίωση σερινών στο καρβοξυτελικό άκρο της, επάγουν την πρόσδεση 

ϋΝΑ. Με την ενεργοποίησή της η άγριου τύπου πρωτεΐνη αποκτά ενεργότητα 

πρόσδεσης ΌΝΑ ειδική ως προς την αλληλλουχία του. Ένας μεγάλος αριθμός 

γονιδίων έχουν ταυτοποιηθεί σαν μεταγραφικοί στόχοι της ρ53 (λ¥δ ε1-ϋεΪΓγ, 1998). 

Τα γονίδια αυτά κατατάσσονται σε τέσσερις κατηγορίες (Εικόνα 2):

1) Αναστολείς του κυτταρικού κύκλου. Σε καταστάσεις στρες όπως ΌΝΑ 

καταστροφή ή ιονίζουσα ακτινοβολία, η ρ53 ενεργοποιεί άμεσα την έκφραση της 

ρ 2 1 λ ν Α ρ ι  # έναν αναστολέα των κινασών του κυτταρικού κύκλου (ΟϋΚδ). Έτσι η 

ρ21ΨΑΡ1 αναστέλλει τη μετάπτωση του κυττάρου από την ΟΙ στην δ φάση. Στα 

επιθηλιακά κύτταρα η ρ53 ενεργοποιεί την 14-3-38Ϊ§πι& (σ) πρωτεΐνη, μεταφέρει το 

σύμπλοκο κυκλίνης Β1-ΟΌΚ1 στο κυτταρόπλασμα και έτσι το κύτταρο παγιδεύεται 

στην φάση 02 (01ΐ3η Τ. Α. εί ά\. 1999, Ε ε γ ο π ε ί  ύ . 2000). Άλλοι αναστολείς του 

κυτταρικού κύκλου, που μεταγραφικά ενεργοποιούνται από την ρ53, είναι οι 

ΟΑΕ>ϋ45 και η ΒΤΟ.

2) Επαγωγείς της απόπτωσης: Προαποπτωτικές πρωτεΐνες έχει βρεθεί ότι 

ενεργοποιούνται από την ρ53. Τέτοιες είναι η Βαχ πρωτεΐνη, για την οποία έχει 

βρεθεί ότι σε μερικά είδη ανθρώπινων κυττάρων το γονίδιό της στη ρυθμιστική 

περιοχή του διαθέτει μια θέση πρόσδεσης της ρ53 (Κεεά I. Ο. 1999), η ΝΟΧΑ και η 

Ρ53ΑΙΡ1 (Οά& Ε. εί βΙ. 2000, Οάα Κ. εί αΐ. 2000). Και οι τρεις αυτές πρωτεΐνες 

εντοπίζονται στα μιτοχόνδρια και όταν υπερεκφράζονται επάγουν την απόπτωση του 

κυττάρου. Επίσης η ΡΚ)Ό είναι η πιο πρόσφατα ανακαλυφθείσα πρωτεΐνη που 

ενεργοποιείται από την ρ53 (ΕΐηΥ. εί ύ. 2000).

3) Επιδιόρθωση ϋΝΑ: Η ρ53 έχει βρεθεί ότι παίζει σημαντικό ρόλο στη 

διατήρηση της γενετικής σταθερότητας, επάγοντας έναν μεγάλο αριθμό από γονίδια 

που εμπλέκονται στο μηχανισμό επιδιόρθωσης του ΌΝΑ. Ένα τέτοιο γονίδιο είναι
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της ριβονουκλεοτιδικής ρεδουκτάσης ρ53Κ2, που η μεταγραφή του επάγεται μετά 

από βλάβη στο ϋΝΑ (Ταηαΐία Η. εί αΐ. 2000).

4) Αναστολείς της αγγειογένεσης και της μετάστασης: Έχει αποδειχθεί ότι η 

φυσιολογική ρ53 ενεργοποιεί την έκφραση γονιδίων που αναστέλλουν την 

δημιουργία νέων αγγείων γύρω από κακοήθεις όγκους (Ε1-ϋθΪΓγ 6ί αΐ. 1998, Ηβηάπχ 

Μ. I. 2000). Ένα τέτοιο γονίδιο είναι του αναστολέα της σερινικής πρωτεάσης 

(ηιαδρΐη), η οποία αναστέλλει την αγγειογένεση, τη διήθηση και τη μετάσταση, καθώς 

και της ΚΑΙ1, η οποία είναι αναστολέας της μετάστασης.

Η φυσιολογική ρ53 μπορεί επιπλέον να αλληλεπιδράσει με διάφορες ιικές 

ογκοπρωτεΐνες, οι οποίες όμως την οδηγούν στη λειτουργική της απενεργοποίηση και 

την εξάλειψη της ογκοκατασταλτικής της δράσης. Τέτοιες είναι οι Ε6 και Ε7 

ογκοπρωτεΐνες του ιού Η Ρν και το μεγάλο Τ αντιγόνο του ιού 8ν40 (Οζβιιη αη<3 

Βιιίεΐ 1995) (Εικόνα 1). Επίσης έχει βρεθεί ότι αλληλεπιδρά και με κυτταρικές 

πρωτεΐνες, όπως η ΜΟΜ2 και οι Ηδο708 (Ρπώ&δί-Κΐηιΐιί εί α! 1990).

Εικόνα 2: Ενεργοποίηση και στόχοι της ρ53.

(^ΟΝΑ βίθοΐαΓ^) ^υ^ ν ίο ίε ΐ: ϋ§1ιί, 8{Γ65$) ζθηοο§6^Γ^)

1 Γ
ΑΤΜ
Ιάηαχκ

ϋΝΑ
(ΐ6ρ6ΐΐ(1οηί

τ λΤ
ΑΤΚ
1011386

Οαεείιι 
Ιάΐ1386 Π

ΟβΗ ογο1β "
ΕΓΓβδΙ

ρ21 
ΟΑΒ045 < 

14-3-3σ

Ο ίΙιβΓ  ©ίΤβεΙ»:
ΙηΙιίΜίΐοιι οί ιιΐ6ίΗ$ίίϊ$ί$, 3η§ίθ££ΐΐ6$ί$ (ιηαρείη) 
ϋΝΑ ΓβραίΓ (ρ53Κ2)

Αρ0ρί0818
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Μεταλλάζεις του ρ53 και καρκίνος του παστού: Το γονίδιο της ρ53 είναι ένα 

από τα πιο συχνά μεταλλαγμένα γονίδια σε διάφορους τύπους ανθρώπινου καρκίνου 

με ποσοστό μεταλλάξεων 50% σε όλους τους τύπους καρκίνου. Μεταλλαγμένες 

πρωτεΐνες ρ53 είναι σχεδόν πάντοτε ελαττωματικές ως προς την πρόσδεση ϋΝΑ και 

έτσι ως προς την ενεργοποίηση γονιδίων (3ί§α1 Α. εί α\. 2000). Η αναλογία των 

παρανοηματικών μεταλλάξεων (πιίδδεηδε ηιιιίαίΐοηδ), που οδηγούν σε 

υποκαταστάσεις αμινοξέων στην ρ53, είναι πολύ υψηλότερη από αυτές που 

παρατηρούνται σε άλλα ογκοκατασταλτικά γονίδια (Ηυδδαίη 8.Ρ. εί &1. 2000). 

Περισσότερες από 85% των μεταλλάξεων του ρ53 είναι παρανοηματικές και 

παρατηρούνται μεταξύ των εξονίων 5 και 8 (κωδικόνια 110 έως 307), με πολύ 

μεγάλη συχνότητα στις υψηλά συντηρημένες περιοχές του γονιδίου της ρ53 

(Ηοΐΐδίεϊη εί αΐ. 1994) (Εικόνα 3).

Απώλεια της ετεροζυγωτίας (ΡΟΗ) στο γονίδιο της ρ53, στα νεοπλασματικά 

κύτταρα πρωτοπαθούς καρκίνου μαστού, είναι αρκετά συχνές, περίπου στο 30-40% 

των περιπτώσεων και συνοδεύονται συνήθως από μεταλλάξεις του υπολειπόμενου 

γονιδίου (ΒανίάοίΓ Α. Μ. εί αΐ., 1991, ΟζΒπγπ 3ηά Βαίεΐ 1995).

Μεταλλάξεις στη γαμετική βλαστική σειρά είναι πολύ πιο σπάνιες και σε μια 

τέτοια μετάλλαξη οφείλεται το σύνδρομο ΙΛ-Ρϊαυηιεηί. Τα άτομα με το σύνδρομο 

αυτό έχουν μια μετάλλαξη στο ένα αλληλόμορφο του ρ53 και παρουσιάζουν 

αυξημένη πιθανότητα να εμφανίσουν και δεύτερη μετάλλαξη στο φυσιολογικό 

γονίδιο του ρ53 σε διάφορα σωματικά κύτταρα, με αποτέλεσμα την ανάπτυξη 

διαφόρων κακοήθων νεοπλασμάτων, συμπεριλαμβανομένου και του μαστού (Μαΐΐαη 

ϋ . εί αΐ. 1990).

Από διάφορες μελέτες έχει ταυτοποιηθεί ότι οι μεταλλάξεις σε κωδικόνια του 

ρ53 σε καρκίνους του μαστού αντιστοιχούν σε σωματικές γενετικές αλλαγές. 

Πράγματι, έχει αποκαλυφθεί με μετα-αναλύσεις ότι, κατά προσέγγιση μόνο το 20% 

των περιπτώσεων εκφράζουν μεταλλαγμένη ρ53 (ΡΙι&γο&Ιι Ρ. Ό. εί αΐ. 1999). Σε άλλες 

μελέτες αναζητείται σε πιο από τα στάδια της διεργασίας της καρκινογένεσης 

παρατηρούνται οι μεταλλάξεις του γονιδίου της ρ53. Σε καρκινώματα του 

δωδεκαδακτύλου χαμηλής επιθετικότητας (1ονν-§Γ&(1ε), για παράδειγμα, δεν 

ανιχνεύονται μεταλλάξεις στο ρ53, ενώ σε υψηλής επιθετικότητας (1ιί§1ι-§Γ&(1ε) είναι 

πολύ συνηθισμένες (ϋοηε 8 .1.εΐ_αΙ, 2001).

Αν και η συχνότητα των μεταλλάξεων του ρ53 στο καρκίνο του μαστού είναι 

περίπου 20% (ΡΙι&γο&Ιι Ρ. Ό. εί &1. 1999), σε συγκεκριμένους τύπους καρκίνου
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μαστού, εμφανίζονται σε μεγαλύτερη συχνότητα. Για παράδειγμα έχει βρεθεί 

αυξημένο ποσοστό μεταλλάξεων του ρ53 σε καρκίνους του μαστού που 

συνοδεύονται από γενετικές μεταλλάξεις στα γονίδια του ΒΚΟΑ1 και ΒΚΟΑ2 (δηιΐίΐι 

Ρ. ϋ. εί &1., 1999, ΡΜΙίρδ Κ. Α. εί αΐ., 1999). Επίσης στα τυπικά μυελοείδη 

καρκινώματα του μαστού μεταλλάξεις του ρ53 παρατηρούνται στο 100% των 

περιπτώσεων (ϋε Οεΐϊίοιιχ Ρ. εί αΐ. 1999).

Η προγνωστική αξία του ρ53 έχει μελετηθεί εκτενώς στον καρκίνο του 

μαστού. Ο προσδιορισμός του είδους των μεταλλάξεων στο ρ53 έχει μεγάλη σημασία 

για να αξιολογηθεί η κλινική πορεία ενός νεοπλάσματος. Είναι γνωστό ότι η κλινική 

πορεία μπορεί να κυμαίνεται από ιάσιμη έως θανατηφόρα. Μελέτες στις λειτουργικές 

περιοχές μεταλλαγμένου γονιδίου ρ53 σε καρκίνους μαστού αποκάλυψαν ότι: α) 

Μεταλλάξεις στην περιοχή πρόσδεσης του ψευδραργύρου συσχετίζονται με 

βραχύτερη επιβίωση (Οεηίΐΐε Μ. εί αΐ., 1999). β) Μεταλλάξεις στις συντηρημένες 

περιοχές II και V συσχετίσθηκαν με χειρότερη πρόγνωση σε σύγκριση με 

μεταλλάξεις που επηρεάζουν την περιοχή σύνδεσης του ϋΝΑ (Βεηΐδ Ε. Μ. εί αΐ,

1998). Επιπλέον, η ανίχνευση μεταλλάξεων του ρ53 στη γαμετική σειρά είναι 

σημαντική για την αναγνώριση ασθενών που ανήκουν στην κατηγορία υψηλού 

κινδύνου ανάπτυξης νεοπλασίας (Βεοΐί I. 8. εί αΐ., 1993).

(3) Β249

Εικόνα 3: Μεταλλάξεις σε ανθρώπινους όγκους που απενεργοποιούν τη λειτουργία 
της ρ53. Οι 5 συντηρημένες περιοχές (Ι-Υ) της ρ53 δείχνονται με χρωματιστά κουτιά, 
ενώ η συχνότητα των μεταλλάξεων με κάθετες γραμμές. Η συχνότητα των μεταλλάξεων 
συγκεντρώνεται στις συντηρημένες περιοχές.



ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ

Σκοπός της παρούσας μελέτης είναι η διερεύνηση της παρουσίας ή μη 

μεταλλάξεων στα εξόνια 5 έως 8 του γονιδίου ρ53. Οι περιοχές αυτές των εξονίων 

θεωρούνται ως οι κύριες περιοχές συσσώρευσης μεταλλάξεων σε καρκίνους του 

μαστού. Η ανίχνευση των μεταλλάξεων πραγματοποιήθηκε με ανάλυση με 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα ακρυλαμιδίου με κλίση αποδιατακτικών παραγόντων 

(ϋΟΟΕ: Οεη&ΐυπη  ̂ΟΓαάΐεηί Οεΐ ΕΙεοίΓορΙιοΓΟδΐδ).
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

2.1 Απομόνωση ΟΝΑ από ιστικά δείγματα μαστού.

Απομόνωση ϋΝΑ πραγματοποιήθηκε σε 12 δείγματα από πρωτοπαθή 

καρκινώματα μαστού και στα αντίστοιχα 12 φυσιολογικά δείγματα, σύμφωνα με το 

πακέτο υλικών (^ΙΑατηρ ϋΝΑ Μίηΐ Ιάί (Τίδδΐιε ΡγοΙοοοΙ), της ζΗα§βη:

Ποσότητα ιστού (~50 πι§) τεμαχίζεται σε μικρά κομμάτια και τοποθετείται σε 

σωληνάριο ερροηάοΓΓ, όπου προστίθενται 360 μΐ ρυθμιστικού διαλύματος ΑΤΙ, και 

40 μΐ πρωτεϊνάσης Κ. Το μίγμα επωάζεται στους 56 Ο μέχρι να διαλυθεί τελείως. Στη 

συνέχεια προστίθενται 400 μΐ ρυθμιστικού διαλύματος ΑΕ και μετά από καλή 

ανάδευση το μίγμα επωάζεται στους 70 Ο για 10 λεπτά. Για την καταβύθιση του 

ϋΝΑ προστίθενται 420 μΐ καθαρής αιθανόλης και το μίγμα μεταφέρεται προσεκτικά 

σε στήλη φυγοκέντρησης (ζ)ΙΑαηιρ 8ρίη οοΐιιηιη). Με φυγοκέντρηση το ϋΝΑ 

δεσμεύεται στη μεμβράνη πυριτικού οξέος της στήλης. Ακολουθεί έκπλυσή του 

αρχικά με 500 μΐ ρυθμιστικού διαλύματος Α\νΊ και στη συνέχεια με 500 μΐ 

ρυθμιστικού διαλύματος Α\¥2. Έκλουση του ϋΝΑ πραγματοποιείται με επώαση της 

μεμβράνης για 1 λεπτό με 200 μΐ ρυθμιστικού διαλύματος ΑΕ, δύο φορές, και 

φυγοκέντρηση για 1 λεπτό.

Η καθαρότητα και η συγκέντρωση του απομονωμένου ϋΝΑ υπολογίζονται 

φωτομετρικά, λαμβάνοντας δύο μετρήσεις, στα 260 ηιη και στα 280 ππι. Η 

συγκέντρωση του ϋΝΑ υπολογίζεται με βάση τη σχέση: οπτική πυκνότητα 

(Ο.ϋ.26ο)=1 αντιστοιχεί σε 50 μ§ δίκλωνου ϋΝΑ ανά πιΐ διαλύματος. Η καθαρότητα 

του διαλύματος ϋΝΑ προσδιορίζεται από το λόγο Ο.ϋ .260 / 0 .ϋ . 2δο και θεωρείται 

καθαρό όταν η τιμή είναι μεγαλύτερη του 1,6.

2.2 Ενίσχυση των εξονίων 5 έως 8 του γονιδίου ρ53 με την αλυσωτή αντίδραση 

πολυμεράσης (ΡΟΚ).

Για την πολλαπλή αντιγραφή της οϋΝΑ αλληλουχίας των εξονίων 5 έως 8 

του γονιδίου ρ53, πραγματοποιήθηκε αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (ΡΟΚ) σε 

ιστικά δείγματα μαστού (καρκινικά και παρακείμενα φυσιολογικού ιστού).

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν είναι οι εξής:

Εξόνιο 5β:

δεηδε ρππιεΓ: 5'-ΤΤΟ ΟΤΟ ΤΤΟ ΟΤΟ ΟΑΟ ΤΑΟ ΤΟ-3'

Αηίΐδοηδβ ρηηΐ6Γ: 5'-(00- ο1αηιρ)-ΤΟΟ ΟΟΟ ΟΟΑ ΟΟΟ ΟΟΟ ΤΟΟ 00-3 '
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Εξόνιο 55:

56Π36 ρπιηεΓ: 5 '-(00- οΐ3ΐηρ)-ΤΤΟ ΟΑΟ ΑΟΟ ΟΟΟ 0 0 0  ΟΟΟ 0Α-3'

ΑηΙϊδεηδβ ρπιηεΓ: 5 '-ΟΤΟ ΟΟΟ Α00 ΟΤΟ ΟΟΟ ΑΑ-3'

Εξόνιο 6:

δοηδε ρππιβΓ: 5 '-(00- ο1αιηρ)-ΟΑΟ ΑΟΟ ΑΟΑ ΟΟΟ ΟΤΟ 0ΤΤ-3'

Αηίΐδβηδδ ρππίδΓ: 5 '-ΟΟΑ ΟΤΟ ΑΟΑ ΑΟΟ ΑΟΟ ΟΤΤ-3'

Εξόνιο 7:

861136 ρήπιεπ 5 '-(00- ο1αιηρ)-ΤΟΟ ΟΤΟ ΤΟΑ ΟΤΟ ΤΑΟ 0Α0-3'

Αηΐί86Π86 ρήπΐ6Γ: 5 '-ΟΑ Α ΟΤΟ ΟΟΤ ΟΟΤ ΟΑΟ ΟΤΟ 0Α-3'

Εξόνιο 8:

86Π86 ρήηΐ6Γ: 5 '-(00- ο1αιηρ)-ΑΤΟ ΟΤΟ ΑΟΤ ΟΟΤ ΑΑΤ 0Τ-3'

Αηίίδ6Π86 ρππιβΓ: 5'-ΤΑ0 ΟΤΟ ΟΟΤ ΤΑΟ ΤΟΟ Τ00~3'

Όπως φαίνεται σε κάθε ζεύγος εκκινητών ο ένας από τους δύο πριμοδότες έχει στο 

5'άκρο του ένα τμήμα 40 νουκλεοτιδίων με 100% περιεκτικότητα σε 0 0  (00  οίαιηρ). 

Έτσι προσδίδεται στα ΡΟΚ προϊόντα μια 0 0  ουρά 40 βάσεων στο 5'ακρο τους, η 

οποία διευκολύνει την ανίχνευση μεταλλάξεων με τη μέθοδο ΏΟΟΕ, που 

περιγράφεται παρακάτω.

Η αντίδραση ΡΟΚ πραγματοποιήθηκε με τις συγκεντρώσεις των 

αντιδραστηρίων που φαίνονται στον πίνακα 1, ενώ οι συνθήκες για τη ΡΟΚ 

αντίδραση κάθε εξονίου φαίνονται παρακάτω:

Θερμική αποδιάταξη (άβηαΐιΐΓ&ίίοη): 95°0 , (Ιπηη)

Πρόσδεση εκκινητών (αηηεαίίπ^) : 58°0, (1,5 ππη) για τα εξόνια 51), 6, 7, 8 και

55°0, (1,5 πιίη) για το εξόνιο 5α 

Επιμήκυνση αλυσίδων (οΐο^αίίοη) : 70°0 , (2ιηϊη)

Αριθμός θερμικών κύκλων : 35

Τα προϊόντα της ΡΟΚ αντίδρασης μετά την ολοκλήρωση των 35 κύκλων 

παραμένουν για 5 λεπτά στους 70°0 για την ολοκλήρωση της επιμήκυνσης τους και 

φυλάσσονται στους 4°0.
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Πίνακας 1: Συγκεντρώσεις των αντιδραστηρίων της ΡΟΚ.

Αντιδραστήρια Συγκεντρώσεις αντίδρασης

ΟΝΑ εκμαγείο 300η§

ΚΟΚ ΒιιίΤεΓ ΙΟχ 1χ

άΝΤΡ 0,2πΜ

Μ §α2 1,5πιΜ για τα εξόνια 5α, 6, 8 και 1,25πιΜ για τα 51), 7

Εκκινητής 3' άκρου 25 ρπιοΐ/μΐ

Εκκινητής 5 "άκρου 25 ρπιοΐ/μΐ

ΒδΑ 0,2 πΐβ/πιΐ

Φορμαμίδιο 2,5% για τα εξόνια 6, 8 και 5% για τα 5, 7

Τας πολυμεράση 2,5 ΙΜίδ

(ΜΗ20 Μέχρι όγκου 50μ1

Συνολικός όγκος 50μ1

2.3 Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της αντίδρασης ΡΟΚ σε πηκτή αγαρόζης.

Για τον έλεγχο της ορθότητας των προϊόντων της αντίδρασης ΡΟΚ, ποσότητά 

τους ηλεκτροφορείται σε πηκτή αγαρόζης 2% \ν/ν. Η πηκτή παρασκευάζεται με 

προσθήκη 2% νν/ν αγαρόζης σε διάλυμα ΤΒΕ (0,0089 Μ Τπδ-ΗΟΙ, 0,089 Μ βορικό 

οξύ, 0,002 Μ ΕϋΤΑ), ενώ για την παρατήρηση του ΟΝΑ προστίθεται στην πηκτή, 

πριν την στερεοποίηση της, βρωμιούχο αιθίδιο σε τελική συγκέντρωση 10 μ§/ηι1. Τα 

προϊόντα της ΡΟΚ αναμιγνύονται σε αναλογία 5:1 με διάλυμα 6χ ΕΒ (30% 

γλυκερόλη, 0,25% μπλε βρωμοφαινόλης) και ηλεκτροφορούνται στην πηκτή με 

σταθερή τάση 80 νοίίδ. Η παρατήρηση του ΟΝΑ γίνεται με έκθεση της πηκτής σε 

υπεριώδη ακτινοβολία.

2.4 Ανίχνευση μεταλλάξεων στο γονίδιο ρ53 με ηλεκτροφόρηση σε κλίση 

πυκνότητας αποδιατακτικών παραγόντων (ϋ.Ο.Ο.Ε.).

Η ηλεκτροφόρηση σε κλίση πυκνότητας αποδιατακτικών παραγόντων 

(ΌΟΟΕ) είναι μια τεχνική που επιτρέπει τη γρήγορη ανίχνευση απλών αλλαγών 

βάσεων (αντικατάσταση, αφαίρεση, πρόσθεση), καθώς επίσης και μικρά ελλείμματα 

μερικών δεκάδων βάσεων στο μόριο του ΟΝΑ. Η τεχνική βασίζεται στο διαχωρισμό 

δύο τύπων δίκλωνου μορίου ΟΝΑ, φυσιολογικού και μεταλλαγμένου, σε πήκτωμα
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ακρυλαμιδίου, που περιέχει αποδιατακτικές ουσίες, ουρία και φορμαμίδιο, με 

συγκεκριμένη κλίση συγκέντρωσης.

Ο διαχωρισμός των δύο μορίων του ϋΝΑ γίνεται σύμφωνα με τη 

θερμοκρασία αποδιάταξής τους (Τηι), που εξαρτάται από τη συχνότητα των βάσεων 

Α-Τ και Ο-Ο. Ως θερμοκρασία αποδιάταξής ορίζεται η θερμοκρασία, όπου χάνεται η 

μισή ελικοειδής δομή του ϋΝΑ. Έτσι όταν δύο όμοια τμήματα ϋΝΑ, που διαφέρουν 

μόνο σε μια απλή βάση νουκλεοτιδίου, ηλεκτροφορηθούν σε πηκτή ακρυλαμιδίου με 

αποδιατακτικούς παράγοντες, αρχικά θα κινηθούν σε σταθερή τροχιά. Καθώς όμως 

κινούνται σε μια κρίσιμη αποδιατακτική συγκέντρωση, μια ειδική περιοχή μέσα στην 

έλικα του ϋΝΑ, που ονομάζεται πλαίσιο (άοιηαΐη), αποδιατάσσεται και παράγει 

μερικά αποδιαταγμένο ϋΝΑ. Αυτό συνοδεύεται από μια ξαφνική μείωση της 

κινητικότητας του ϋΝΑ, η οποία οφείλεται ακριβώς στα παρακλάδια που 

δημιουργούνται από την αποδιαταξή του. Κατά συνέπεια τα δύο τμήματα θα 

ακινητοποιηθούν σε διαφορετικά σημεία του πηκτώματος, που θα αντιστοιχούν στις 

διαφορετικές Τηι που παρουσιάζουν.

Το μέγεθος των πολλαπλασιασμένων με ΡΟΚ τμημάτων ϋΝΑ που μπορούν 

να αναλυθούν σε ένα τέτοιο πήκτωμα ακρυλαμιδίου, ποικίλουν από 100 μέχρι 1000 

ζεύγη βάσεων.

Αλλαγές βάσης ή μικρά ελλείμματα βάσεων στην άκρη του τμήματος ϋΝΑ 

δεν είναι δυνατό να ελεγχθούν με ηλεκτροφόρηση ϋΟΟΕ, γιατί, καθώς το ΌΝΑ 

αποδιατάσσεται, υφίσταται πλήρη διάσπαση με πλήρη αποχωρισμό των δύο κλώνων 

του. Το πρόβλημα αυτό λύνεται αν στο ένα από τα δύο ολιγονουκλεοτίδια-εκκινητές 

της αντίδρασης ΡΟΚ προστεθεί ένα τμήμα αποτελούμενο από 5 μέχρι 65 

νουκλεοτίδια, που να περιέχει αποκλειστικά νουκλεοτίδια γουανίνης και κυτοσίνης. 

Το τμήμα αυτό λειτουργεί σαν σφιγκτήρας στην άκρη του ϋΝΑ που 

πολλαπλασιάζεται με ΡΟΚ και προσδίδει στο προϊόν υψηλή Τιη. Με αύξηση της Τηι, 

το ϋΝΑ προφυλάσσεται από την πλήρη αποδιάταξή του, ώστε να είναι δυνατή η 

ανίχνευση μεταλλάξεων σε ποσοστό που αγγίζει το 100%.

Στην παρούσα εργασία διερευνήθηκαν τα εξόνια 5 έως 8 του γονιδίου της ρ53 

για τυχόν μεταλλάξεις με ηλεκτροφόρηση ϋΟΟΕ. Για κάθε εξόνιο η βαθμίδωση των 

αποδιατακτικών παραγόντων της πηκτής διαφέρουν, όπως επίσης και η συγκέντρωση 

του πολυακρυλαμιδίου της πηκτής. Στον πίνακα 2 φαίνονται οι συνθήκες 

αποδιάταξής και οι συγκεντρώσεις της πηκτής.
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Πίνακας 2: Συνθήκες αποδιάταξης των εξωνίων στην πηκτή πολυακρυλαμιδίου.

Εξόνια Ακρυλαμίδιο (%) Εύρος αποδιάταξης (%)

5α 8 55-65

51) 6 60-80

6 6 50-70

7 8 50-75

8 8 50-75

Για τη δημιουργία της πηκτής χρησιμοποιείται η συσκευή βαθμίδωσης 

συγκέντρωσης της ΒΙΟ-ΚΑΕ). Αρχικά ετοιμάζονται τα δύο διαλύματα 3ίο<± των 

αποδιατακτικών παραγόντων. Το πρώτο με 0% αποδιατακτικούς παράγοντες (40% 

ακρυλαμίδιο, 1χ ΤΑΕ: 40Μιη Τπδ, 20ηιΜ Αοοίΐο αοϊά, ΙπιΜ ΕϋΤΑ ρΗ8.3) και το 

δεύτερο με 80% αποδιατακτικούς παράγοντες.(40% ακρυλαμίδιο, 1χ ΤΑΕ, 32% 

φορμαμίδιο, 5,6 Μ ουρία).

Σε δύο σωληνάρια ιιηίνεΓδαΙ τοποθετούνται οι αντίστοιχοι όγκοι των δύο 

διαλυμάτων δΐοοίί, ώστε με μετά την ανάμιξή τους με τη συσκευή της ΒϊοΓαοΙ, να 

δημιουργηθεί η επιθυμητή βαθμίδωση στη συγκέντρωση των αποδιατακτικών 

παραγόντων. Στο διάλυμα με 80% αποδιατακτικούς παράγοντες προστίθενται 

προαιρετικά 150μ1 ϋοοάβ άγ& δοΐιιίϊοη ανά 5 ηιΐ διαλύματος για να μπορεί να γίνει 

οπτική παρατήρηση στη διαβάθμιση της πυκνότητας των αποδιατακτικών 

παραγόντων. Για τον πολυμερισμό του ακρυλαμιδίου, σε κάθε διάλυμα προστίθεται 

Ν, Ν, Ν, Ν-τετραμέθυλ-αιθυλενοδιαμίνη (ΤΕΜΕϋ, ΒΙΟ-ΚΑΌ) και υπερθειϊκό 

αμμώνιο (ΑΡ8) σε τελική συγκέντρωση 0,09%. Στη συνέχεια τα διαλύματα αυτά 

τοποθετούνται στη συσκευή βαθμίδωσης συγκέντρωσης της ΒίοΓ&ά και 

αναμιγνύονται για την παρασκευή της πηκτής.

Για τη ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων στην πηκτή χρησιμοποιείται η 

αντίστοιχη συσκευή ηλεκτροφόρησης της ΒΙΟ-ΚΑΟ (ϋοοάε ΙΜν6Γ8&1 ΌοΙεοίΐοη 

δγδίειη). Το διάλυμα ηλεκτροφόρησης ΤΑΕ 1χ θερμαίνεται στη συσκευή 

ηλεκτοφόρησης στους 6ΰ Ο. 20μ1 από τα προϊόντα της ΡΟΚ αναμιγνύονται σε 

αναλογία 5:1 με διάλυμα φόρτωσης 6χ (30% γλυκερόλη, 0,25% κυανού 

βρωμοφαινόλης) και τοποθετούνται στην πηκτή. Η ηλεκτροφόρηση γίνεται με 

εφαρμογή τάσης 65 νοίί για 12-16 ώρες. Στη συνέχεια η πηκτή εμβαπτίζεται σε
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διάλυμα ΤΑΕ με βρωμιούχο αιθίδιο σε συγκέντρωση 10μ§/μ1 για 15 λεπτά και η 

παρατήρηση του ϋΝΑ γίνεται με υπεριώδη ακτινοβολία.
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

3.1 Ενίσχυση των εξονίων 5 έως 8 του γονιδίου ρ53 αλυσωτή αντίδραση 

πολυμεράσης (ΡΟΚ).

Από 12 χειρουργικά δείγματα καρκίνου μαστού, ελήφθησαν αφενός δείγματα 

καρκινικού ιστού από τον πρωτοπαθή όγκο (Τα) και αφετέρου δείγματα από τον 

παρακείμενο φυσιολογικό αδένα (Ν). Η εξαγωγή ϋΝΑ από τα δείγματα αυτά έγινε 

σύμφωνα με το πρωτόκολλο της παραγράφου 2.1. Στη συνέχεια το ϋΝΑ από κάθε 

δείγμα υπέστη αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (ΡΟΚ), για την ενίσχυση των 

εξονίων 5α, 51), 6, 7 και 8 του γονιδίου ρ53, όπως περιγράφεται στην παράγραφο 2.2. 

Τα αποτελέσματα της ΡΟΚ για κάθε εξόνιο, μετά από ηλεκτροφόρησή τους, σε πηκτή 

αγαρόζης 2% φαίνονται στην εικόνα 1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

600βρ —

300&ρ —
200&ρ Η
ΙΟΟβρ ~

Τ Ν Τ Ν Τ Ν  Τ Ν  Τ Ν

Εικόνα 1: Ηλεκτροφόρη<[η σε πηκτή αγαρόζης 2% των εξονίων 5», 5β, 6, 7 και 8 
του γονιδίου ρ53, μετά από ενίσχυσή τους με αντίδραση ΡΟΚ.
Διαδρομές 1, 12: Δείκτης μοριακών βαρών, ΌΝΑ ΕαάάβΓ 1001>ρ.
Διαδρομές 2, 3: Εξόνιο 51) από καρκινικό Τ και φυσιολογικό Ν ιστό, με μοριακό βάρος 
208ΐ>ρ.
Διαδρομές 4, 5: Εξόνιο 5α από καρκινικό Τ και φυσιολογικό Ν ιστό, με μοριακό βάρος 
158βρ.
Διαδρομές 6,7: Εξόνιο 6 από καρκινικό Τ και φυσιολογικό Ν ιστό, με μοριακό βάρος 
270ΐ>ρ.
Διαδρομές 8, 9: Εξόνιο 7 από καρκινικό Τ και φυσιολογικό Ν ιστό, με μοριακό βάρος 
1631>ρ.
Διαδρομές 10, 11: Εξόνιο 8 από καρκινικό Τ και φυσιολογικό Ν ιστό, με μοριακό βάρος 
191βρ.
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Το αναμενόμενο μοριακό βάρος για κάθε εξόνιο είναι: Για το εξόνιο 5α 

158βρ, για το 51) 208βρ, για το 6 270ΐ>ρ, για το 7 163ΐ>ρ και για το 8 191βρ, τα οποία 

συμπίπτουν με τα μοριακά βάρη των εξονίων που ηλεκτροφορήθηκαν.

3.2 Ανίχνευση μεταλλάξεων στο γονίδιο της ρ53 με τη μέθοδο Ό.Ο.Ο.Ε.

Για την ανίχνευση μεταλλάξεων στο γονίδιο της ρ53, έγινε έλεγχος στα 

ενισχυμένα με ΡΟΚ. εξόνια 5 έως 8, όπου παρατηρούνται οι περισσότερες 

μεταλλάξεις σε μια πληθώρα νεοπλασμάτων, με ηλεκτροφόρησή τους σε κλίση 

πυκνότητας αποδιατακτικών παραγόντων (ϋ.Ο.Ο.Ε.). Ελέγχθηκαν 12 δείγματα ϋΝΑ 

από καρκινικούς ιστούς μαστού, καθώς επίσης και το ΌΝΑ από τον αντίστοιχο 

παρακείμενο φυσιολογικό ιστό, για να καταστεί δυνατός ο διαχωρισμός των 

σωματικών από τις γενετικές μεταλλάξεις και τον πολυμορφισμό του γονιδίου ρ53.

Τα αποτελέσματα από τον έλεγχο των μεταλλάξεων στα εξόνια 5 έως 8 του 

ρ53, σε αυτά τα 12 δείγματα ΌΝΑ, έδωσαν μια ετερόζυγη μετάλλαξη στο εξόνιο 5ά 

του δείγματος 3, όπως φαίνεται στην εικόνα 2. Η ηλεκτροφόρηση αυτή έγινε σε 8% 

πηκτή πολυακρυλαμιδίου και με βαθμίδωση αποδιατακτικών παραγόντων 60-65%.

1 2  3 4
γ- Η  Η ι  Η Η
Ν Τ  Ν Τ  Ν Τ  Ν Τ

Εικόνα 2: Ηλεκτροφόρηση ϋ.Ο.Ο.Ε. του εξονίου 5α φυσιολογικού Ν και καρκινικού 
Τ ϋΝΑ, τεσσάρων δειγμάτων (1, 2,3,4).

Οι δύο ζώνες που εμφανίζονται στην ετερόζυγη μετάλλαξη του καρκινικού 

ϋΝΑ του δείγματος 3, αντιστοιχούν σε ομοδιμερή μόρια ϋΝΑ. Η κάτω ζώνη 

αντιστοιχεί σε φυσιολογικού τύπου αλληλόμορφο ομοδιμερές, ενώ η επάνω σε 

οιιοδιιιεοές μεταλλαγμένο αλληλόμορφο.

Τα ομοδιμερή αυτά μόρια δημιουργούνται κατά την αντίδραση ΡΟΚ με 

επαναδιατάξεις (αιιηε&1ίη§) των συμπληρωματικών μονόκλωνων μορίων ϋΝΑ, ενώ,

4όταν υπάρχει μετάλλαξη, είναι δυνατό να δημιουργηθούν επαναδιατάξεις και μη 

συμπληρωματικών τμημάτων (ετεροδιμερή μόρια). Τα ετεροδιμερή μόρια έχουν
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πάντα μικρότερη Ττη από οποιοδήποτε ομοδιμερές, επειδή έχουν μεγαλύτερη χημική 

αστάθεια. Έτσι στην ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα με κλίση πυκνότητας 

αποδιατακτικών παραγόντων μπορούν να σχηματιστούν τέσσερις ευδιάκριτες ζώνες: 

φυσιολογικού τύπου ομοδιμερή, ομοδιμερή μετάλλαξης και δύο διαφορετικές ζώνες 

ετεροδιμερών.

Σε κανένα από τα υπόλοιπα δείγματα που ελέγχθηκαν δεν ανιχνεύτηκε άλλη 

μετάλλαξη.
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4.ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Περισσότερες από 1000 μεταλλάξεις έχουν ταυτοποιηθεί σε ανθρώπινους 

καρκίνους, ενώ μια από τις πιο κοινές γενετικές αλλαγές, η οποία συσχετίζεται με την 

καρκινογένεση, είναι η μετάλλαξη του γονιδίου ρ53. Το φυσιολογικό αλληλόμορφο 

του ρ53 κωδικοποιεί την πυρηνική φωσφοπρωτεΐνη 53 Μ)α, που αποτελεί σημείο 

ελέγχου του κυτταρικού κύκλου, ενώ συμμετέχει και στην διαδικασία της 

απόπτωσης. Αναλύσεις έχουν δείξει ότι στο μεγαλύτερο ποσοστό ανθρώπινων 

καρκίνων που περιέχουν ένα μεταλλαγμένο αλληλόμορφο του ρ53, το φυσιολογικό 

αλληλόμορφο χάνεται κατά την διάρκεια της ανάπτυξης του καρκίνου (Ιχνϊηε Α. I. 

εί αΐ., 1991). Αυτές οι έρευνες ενισχύουν την άποψη ότι ολοκληρωτική 

απενεργοποίηση του φυσιολογικού ρ53 είναι απαραίτητη για την καρκινική 

εξαλλαγή, ενώ μεταλλαγμένες μορφές του ρ53 επιφέρουν ένα πλεονέκτημα για την 

ανάπτυξη των καρκινικών κυττάρων.

Απενεργοποίηση και μεταλλαγμένη πρωτεΐνη ρ53 προκύπτει δια μέσου 

διαφόρων μηχανισμών, όπως απώλεια των αλληλόμορφών του γονιδίου στο 17ρ13.1 

χρωμόσωμα, ελλείψεις, ενθέσεις, σημειακές μεταλλάξεις ή σχηματισμός συμπλοκών 

με ιικές ή κυτταρικές πρωτεΐνες.

Μεταλλαγμένες πρωτεΐνες ρ53 είναι σχεδόν πάντοτε ελαττωματικές ως προς 

την πρόσδεση ΌΝΑ και έτσι ως προς την ενεργοποίηση γονιδίων. Η αναλογία των 

παρανοηματικών μεταλλάξεων (ηιΐδδεηδε ππιΜΐοηδ), που οδηγούν σε 

υποκαταστάσεις αμινοξέων, στην ρ53 είναι πολύ υψηλότερη από αυτές που 

παρατηρούνται σε άλλα ογκοκατασταλτικά γονίδια. Περισσότερες από 85% των 

μεταλλάξεων του ρ53 είναι παρανοηματικές και παρατηρούνται μεταξύ των εξονίων 

5 και 8 με πολύ μεγάλη συχνότητα στις υψηλά συντηρημένες περιοχές του γονιδίου 

ρ53.

Πρόσφατη μελέτη στον καρκίνο του μαστού (ΑΙδηεΓ I. εί &1. 2000), 

αποκάλυψε ότι μεταλλάξεις της ρ53 σε αμινοξέα που συμμετέχουν στην πρόσδεση 

του ϋΝΑ, συσχετίζονται με πολύ επιθετικούς καρκίνους, ενώ μη λειτουργικές (ηιιΐΐ) 

μεταλλάξεις και άλλες παρανοηματικές (ιηΐδδεηδε) μεταλλάξεις συσχετίζονται με 

ενδιάμεσο κλινικό φαινότυπο. Περίπου το 20% των περιπτώσεων καρκίνου του 

μαστού περιέχουν μια μετάλλαξη στα εξόνια 5 έως 8 του γονιδίου ρ53 (Ρολνεΐΐ Β. εί 

81., 2000).

Στην προσπάθεια διαλεύκανσης της συσχέτισης των μεταλλάξεων του ρ53 

γονιδίου με τον καρκίνο του μαστού, η παρούσα μελέτη επικεντρώθηκε στην
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ανίχνευση της παρουσίας ή μη μεταλλάξεων στα εξόνια 5 έως 8 του γονιδίου ρ53 σε

12 δείγματα καρκινικών ιστών μαστού. Η ανίχνευση των μεταλλάξεων 

πραγματοποιήθηκε με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα ακρυλαμιδίου με κλίση 

αποδιατακτικών παραγόντων (ΌΟΟΕ: Βεη&ίπήη§ ΟΓ&άίεηΐ Οεΐ ΕΙεοΐΓορΙιοΓβδΐδ). Η 

τεχνική αυτή επιτρέπει την ανίχνευση απλών αλλαγών βάσεων (αντικατάσταση, 

αφαίρεση, πρόσθεση), καθώς και μικρά ελλείμματα μερικών δεκάδων βάσεων στο 

μόριο του ΌΝΑ.

Τα αποτελέσματα της μελέτης έδειξαν ότι από τα 12 καρκινικά δείγματα 

μαστού που μελετήθηκαν, μόνο το ένα παρουσίασε μια μετάλλαξη στο εξόνιο 5α. Για 

να εξαχθούν συμπεράσματα ως προς τον συσχετισμό μεταλλάξεων του γονιδίου ρ53 

με τον καρκίνο του μαστού, πρέπει να αναλυθεί μεγαλύτερος αριθμός δειγμάτων, 

ώστε να είναι δυνατή η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων.
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Οι πρώτες παρατηρήσεις σχετικά με την κυτταρική απόκριση στο θερμικό σοκ 

έγιναν το 1962, όταν εντοπίσθηκε μια καινούρια μορφή διογκωμάτων στα 

χρωμοσώματα των σιελογόνων αδένων της ϋΐΌ8ορ1ιί1&, μετά από προσωρινή έκθεση 

σε αυξανόμενες τιμές θερμοκρασιών (Κίίοδδα, 1962). Οι μελέτες που ακολούθησαν 

αποκάλυψαν ότι όλοι οι οργανισμοί, από τα βακτήρια μέχρι τα φυτά και τον 

άνθρωπο, διαθέτουν έναν μηχανισμό άμυνας και προστασίας των κυττάρων τους 

έναντι διαφόρων επιβλαβών παραγόντων, όπως το θερμικό σοκ, το αλκοόλ, οι 

αναστολείς του μεταβολισμού, τα βαρέα μέταλλα και το οξειδωτικό στρες (ϋηάςιιίδΐ,

1986, Μοηιηοΐο, 1993). Σε μοριακό επίπεδο η κυτταρική απόκριση σε καταστάσεις 

στρες συνίσταται κυρίως στην επαγωγή της σύνθεσης των πρωτεϊνών θερμικού σοκ 

(Ηδρδ) οι οποίες είναι εντυπωσιακά διατηρημένες ανάμεσα στα είδη (ΓίικΙφΠδΙ;, 1986, 

Ψιι, 1995, Μοήπιο1;ο1998). Ο ρόλος των παραγόμενων Ηδρδ στην κυτταρική 

προστασία αποδόθηκε στη δράση τους ως μοριακών συνοδών (ηιοΙεοιιΙ&Γ 

οΙιαροΓοπεδ), που υποβοηθούν τις λανθασμένα αναδιπλούμενες πρωτεΐνες να 

αποκτήσουν τη σωστή τρισδιάστατη δομή τους (Ηΐ§1ιΙολν€Γ, 1980, Ρβϋιαπι, 1984). 

Ορισμένα μέλη όμως της οικογένειας των Ηδρδ παράγονται και σε φυσιολογικές 

συνθήκες και φαίνεται ότι παίζουν σημαντικό ρόλο στη διαδικασία της αναδίπλωσης 

των νεοσυντιθέμενων πρωτεϊνών και τη μεταφορά τους μέσω βιολογικών μεμβρανών 

(Η3Λ1,1996).

Οι Ηδρδ κατατάσσονται με βάση το μοριακό τους βάρος στις έξι παρακάτω 

οικογένειες: ΗδρΙΟΟ, Ηδρ90, Ηδρ70, Ηδρ60, Ηδρ40 και δΐηαΐΐ Ιΐδρδ. Οι γονιδιακές 

αυτές οικογένειες περιλαμβάνουν μέλη που εκφράζονται αδιάφορα και μέλη των 

οποίων η έκφραση ρυθμίζεται επαγωγικά (ϋε Μαίο, 1999). Για παράδειγμα, η Ηδρ70 

οικογένεια, της οποίας τα μέλη παρουσιάζουν μεγάλο βαθμό ομολογίας στην 

αλληλουχία τους, περιλαμβάνει την 1ΐδρ70, η οποία εκφράζεται αποκλειστικά σε 

καταστάσεις στρες, την Ηδο70, η οποία δεν επάγεται σε καταστάσεις στρες αλλά 

εκφράζεται αδιάφορα, την 0Γρ78, της οποίας η έκφραση ρυθμίζεται από τα επίπεδα 

γλυκόζης σε φυσιολογικές καταστάσεις στο κύτταρο, και την ιη1;ρ70. Οι 1ΐδρ70 και 

Ηδε70 εντοπίζονται στον πυρήνα και το κυτταρόπλασμα, η Οφ78 εντοπίζεται στο 

ενδοπλασματικό δίκτυο, ενώ η ιηίρ70 εντοπίζεται στο μιτοχόνδιο (ϋε Μαϊο, 1999, 

Ιοίΐγ αικί ΜογοπιοΙο, 2000).
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Όσον αφορά τη μοριακή ανατομία τους οι 1ΐ8ρ7θ8 περιέχουν μια πολύ καλά 

συντηρημένη αμινοτελική περιοχή 44 1«1, με ασθενή δράση ΑΤΡάσης (Οΐιαρρεί 6ΐ &\,

1987, εί 1,66, 1993) και καλά συντηρημένο καρβοξυτελικό άκρο, μοριακού

βάρους 28 ϊαϊ, το οποίο αποτελεί την περιοχή πεπτιδικής πρόσδεσης (Ψ3Π§ 6ΐ αΐ, 

1993). Οι 1ΐ8ρ7θ8 παρουσιάζουν υψηλό βαθμό συγγένειας πρόσδεσης για υδρόφοβα 

πεπτίδια και αυτή η συγγένεια αυξάνει μετά την μετατροπή του ΑΤΡ σε ΑΌΡ 

(ΜοΟαΓίγ 6ί αΐ., 1995). Έτσι ο μηχανισμός δράσης τους μπορεί να περιγράφει ως 

εξής: Αρχικά υδρόφοβες πρωτεΐνες προσδένονται αντιστρεπτά με το σύμπλεγμα 

Ηδρ70-ΑΤΡ. Η υδρόλυση του ΑΤΡ επάγει την αλλαγή στη δομή της πρωτεΐνης και 

αυξάνει την συγγένεια της Ηδρ70 με το υπόστρωμά της, ώστε να σχηματιστεί ένα 

σταθερό σύμπλεγμα υπόστρωμα-Ηδρ70-ΑϋΡ. Είναι γνωστό ότι οι Ηδρ70δ έχουν 

βοηθητικές συνοδούς πρωτεΐνες (οοοΙιαρεΓοηβδ) ϋπαΐ τύπου, όπως η Ηδρ40, οι οποίες 

διαθέτουν μια περιοχή I, που είναι υπεύθυνη για την αλληλεπίδρασή τους με τις Ιΐδρδ. 

Οι Όη<ύ πρωτεΐνες επάγουν τη χαμηλή ενεργότητα ΑΤΡάσης των Ηδρ70δ και έτσι 

μετατρέπουν την προσωρινή αλληλεπίδραση της αποδιατεταγμένης πρωτεΐνης σε 

σταθερό σύμπλεγμα πολυπεπτίδιο-Ηδρ70-ΑΧ)Ρ. Στη συνέχεια ένας αριθμός 

βοηθητικών πρωτεϊνικών συνοδών, όπως και οι Ηίρ και Ηορ, μετατρέπουν το ΑΟΡ 

σε ΑΤΡ και το σύμπλεγμα Ηδρ70-ΑΤΡ απελευθερώνεται από το πρωτεϊνικό 

υπόστρωμα, το οποίο οδηγείται σε σωστή αναδίπλωση (Ρίΐοη αηά δοΐιοΐαηαη, 1999).

Ένας από τους σημαντικότερους ρόλους των Κδρ70δ είναι η προστασία του 

κυττάρου από το θερμικό σοκ, η οποία επιτυγχάνεται με την σύνδεση των 1ΐ8ρ708 με 

τις μετουσιωμένες πρωτεΐνες, με την αποτροπή δημιουργίας πρωτεϊνικών 

συσσωματωμάτων (Οεί1ιίη§ 6ΐ &1., 1992). Πρέπει να τονισθεί ότι οι 1ΐδρ70δ φαίνεται 

να αποτρέπουν την συσσωμάτωση αναδιπλούμενων πεπτιδίων και κατά την 

ενδοκυτταρική τους μετατόπισή τους (Βιιΐί&ιι αη(1 Ηοπνίοΐι 1998). Η έκθεση των 

κυττάρων σε υψηλές θερμοκρασίες έχει σαν αποτέλεσμα την ενδοκυτταρική 

μετατόπιση των 1ΐδρ7θ3 από το κυτταρόπλασμα στον πυρήνα και τη συσσώρευσή 

τους στους πυρηνίσκους, χωρίς όμως να έχει ακόμα διευκρινιστεί η βιολογική 

σημασία του παραπάνω εντοπισμού (ΛΥεΙοΙι εΐ αΐ. 1984). Αυξημένα ποσοστά 

έκφρασης των μελών της Ηδρ70 οικογένειας έχουν παρατηρηθεί σε υψηλής 

επιθετικότητας κακοήθης όγκους (Οϊοοοα οί αΐ., 1993, δαηί&Γ0δ3. 6ί αΐ., 1997). Η 

μοριακή βάση της υπερέκφρασης των Ηδρδ σε καρκινικά κύτταρα δεν έχει 

διευκρινιστεί ακόμα (Μοπιηοίο, 1991). Ένας πιθανός ρόλος τους στην ογκογένεση 

μπορεί να θεωρηθεί η δράση τους σε πρωτεΐνες που εμπλέκονται στη δημιουργία
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καρκίνου, όπως πρωτεΐνες ογκογονιδίων. Η Ηδρ70 έχει αποδειχθεί ότι δημιουργεί 

σύμπλοκα με τις πρωτεΐνες των ιικών ογκογονιδίων ΕΙ Α του αδενοϊού και το μεγάλο 

Τ αντιγόνο του 8ν40 , καθώς επίσης και με το κυτταρικό οπιγο (δ&λναί οί αΐ., 1989, 

Κοδίάηεη εί &1., 1991). Επίσης οι 1ΐδρ70 και 1ΐδθ70 αλληλεπιδρούν με μεταλλαγμένη 

ρ53 πρωτεΐνη και την αυξάνουν τον χρόνο ημιζωής της (Ρΐηίαγ εί αΐ., 1988). Τέλος οι 

Ηδρ70δ μπορούν να μπλόκαρουν τη διαδικασία της απόπτωσης κυττάρων σε 

καταστάσεις στρες με διάφορους τρόπους, όπως αναστέλλοντας την ενεργοποίηση 

των κασπασών μέσω του κυτοχρώματος ο, μπλοκάροντας μεταβολικούς δρόμους 

καθοδικά της ενεργότητας των κασπασών και αναστέλλοντας την ενεργοποίηση των 

δΑΚΚδ/ΙΝΚδ κινασών, οι οποίες ενεργοποιούν την οδό των κασπασών με 

φωσφωρυλίωση (Ιο11γ αηά Μοηιηοίο, 2000). Τέλος έχει αναφερθεί ότι σε μερικά 

κύτταρα όγκων οι Ηδρδ (Ηδρ70, Ηδρ90) εκφράζονται στην κυτταρική επιφάνεια, 

όπου παίζουν το ρόλο αντιγόνου ή πιο πιθανό το ρόλο των αντιγονοπαρουσιαστικών 

μορίων (διιίο εί 3.1., 1995, Ρειταπηΐ εί αΐ., 1992, Μιιΐίΐιοίϊ' εί αΐ., 1995).

ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ

Σκοπός της εργασίας ήταν η υπερέκφραση των πρωτεϊνών θερμικού σοκ 

1ΐδθ70 και 1ΐδρ70 σε ευκαριωτικά κύτταρα εντόμων δί9 με το σύστημα έκφρασης 

βακιλλοϊού Β&ο ίο Βάο (Είίε Τεοΐιηοΐοξΐεδ), για περαιτέρω απομόνωση και 

καθαρισμό τους, ώστε να χρησιμοποιηθούν σε πειράματα αλληλεπιδράσεων με άλλες 

πρωτεΐνες.
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2.ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

2.1 ΠΛΑΣΜΙΑΙΑΚΕΣ ΚΑΤΑΣΚΕΥΕΣ

2.1.1 Μέθοδοι κλωνοποίησης

Σκοπός ήταν η δημιουργία των φορέων έκφρασης ρΡΑδΤΒΑΟΗΤ&-Ηιι1ΐ3θ70 

και ρΡ Α3ΤΒ ΑΟΗΤβ-Μ γ1ΐ3ρ70, ώστε να μπορούν να χρησιμοποιηθούν στο ΒΑΟ ΤΟ 

ΒΑΟ σύστημα έκφρασης με βακιλλοϊό (ΟΓΒΟΟ ΒΚΈ, Είίε Τβοΐιηοΐο^ΐβδ).

Τα γονίδια των πρωτεϊνών θερμικού σοκ Ηδρ70 και 1ΐδο70 εξάχθηκαν με 

περιοριστικές πέψεις από τα πλασμίδια ρ<3Ε-30-Μγ1ΐδρ70 και ρΡιοΕΧ ΗΤα-Ηιι1ΐδο70 

αντίστοιχα. Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες που χρησιμοποιήθηκαν ήταν για το 

γονίδιο ΜγΚδρ70 οι ΗΐηάϊίΙ και ΒαηϊΉΙ, ενώ για το γονίδιο Ηιι1ΐδο70 οι ΝεοΙ και 

ΧΗοΙ. Με τα αντίστοιχα ένζυμα επωάστηκαν και οι φορείς κλωνοποίησης ρΡΑδΤΒΑΟ 

ΗΤ6 και ρΡΑδΤΒΑΟ ΗΤα. Οι πέψεις πραγματοποιήθηκαν σε όγκο 100 μΐ στους 37°0 

με ποσότητα ϋΝΑ 10 μ§. Ακολούθησε ηλεκτοφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 0,8%, που 

περιείχε βρωμιούχο αιθίδιο (10μ§/μ1), και τα προκύπτοντα θραύσματα εντοπίσθηκαν 

μετά από έκθεση της πηκτής σε υπεριώδη ακτινοβολία. Εξαγωγή των επιθυμητών 

θραυσμάτων ϋΝΑ από την πηκτή, έγινε με τη χρήση του πακέτου υλικών της 

ζ)ΙΑΟΕΝΕ, Ρΐ&δππά Ρυπίΐοαΐϊοη Κΐί. Η ανασύνδεση των θραυσμάτων έγινε με τη 

χρήση της Τ4 ΌΝΑ λιγάσης. Για την αντίδραση ανασύνδεσης χρησιμοποιήθηκαν 

100η§ φορέα και τρεις δοκιμαστικές ποσότητες ενθέματος σε αναλογίες 1/1, 2/1 και 

6/1 με την ποσότητα του φορέα. Οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν σε τελικό όγκο 

20 μΐ με προσθήκη Ιμΐ Τ4 ΌΝΑ λιγάσης (10ιι/μ1).και Ιμΐ ΑΤΡ (ΙΟηιΜ), στους 16°0 

ολονύχτια. Μια παράλληλη αντίδραση απουσία ενθέματος πραγματοποιήθηκε σαν 

μάρτυρας.

Ακολούθησε μετασχηματισμός των επιδεκτικών βακτηριακών κυττάρων 

Εχοΐί Μ01061 με τους πιθανά ανασυνδυασμένους φορείς: Τα βακτήρια 

ανασύρθηκαν από βαθιά κατάψυξη (-80°0) και ξεπάγωσαν ήπια σε πάγο. Έγινε 

προσθήκη της μισής ποσότητας του μίγματος ανασύνδεσης σε όγκο κυττάρων 200μ1 

και ακολούθησε επώαση για 5 λεπτά στον πάγο. Στη συνέχεια έγινε σπορά των 

βακτηριακών κυττάρων σε προθερμασμένα τρυβλία με θρεπτικό υλικό Ειιπα Α§&γ 

(ΤΑ: 1% \ν/ν τρυπτόνη, 0,5% \ν/ν εκχύλισμα ζύμης, 1% \ν/ν ΝαΟΙ, 1,5% νν/ν άγαρ) 

και 100μ§/ηι1 αμπικιλίνη. Μετά από ολονύχτια επώαση αναπτύχθηκαν με τη μορφή 

αποικιών, μόνο τα βακτήρια που είχαν μετασχηματιστεί με τον φορέα, ο οποίος φέρει
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το γονίδιο ανθεκτικότητας σε αμπικιλίνη. Ακολούθησε απομόνωση αυτών των 

πλασμιδιακών κατασκευών σε μικρή και στη συνέχεια σε μεγάλη κλίμακα, οι οποίες 

χρησιμοποιήθηκαν για τον μετασχηματισμό των επιδεκτικών κυττάρων ΌΗΙΟΒεο του 

Εχοΐΐ, και την απομόνωση του ανασυνδυασμένου βακεμιδίου από αυτά.

2.1.2 Απομόνωση πλασμιδιακού ϋΝΑ σε μικρή και μεγάλη κλίμακα (ηιίηί, ΐ3Γ§β 

ριτρϋΐίϊίίοη)

Μετά τον μετασχηματισμό των Μ01061 επιδεκτικών κυττάρων με τους 

ανασυνδυασμένους φορείς, 5-10 αποικίες από τα τρυβλία επιλογής ενοφθαλμίστηκαν, 

κάθε μια ξεχωριστά, σε 3 ιήΙ ΕΒ (1% \ν/ν τρυπτόνη, 0,5% \ν/ν εκχύλισμα ζύμης, 1%> 

\ν/ν ΝαΟΙ) εμπλουτισμένου με 100μ§/ιη1 αμπικιλίνη, για απομόνωση πλασμιδιακού 

ΟΝΑ σε μικρή κλίμακα. Ακολούθησε ολονύχτια επώαση υπό ανάδευση στους 37 Ο.

1,5 ιηΐ από κάθε καλλιέργεια μεταφέρθηκε σε μικροσωληνάριο και τα δείγματα 

φυγοκεντρήθηκαν (13.000 Γρπι, 5 πιίη). Το κυτταρικό ίζημα επαναιωρήθηκε σε 0,5 

πιΐ διαλύματος 8ΤΕ (0,1 Μ Ν&01, ΙΟπιΜ ΤήδΗΟΙ ρΗ8, ΙιπΜ ΕΟΤΑ ρΗ8). Μετά από 

φυγοκέντρηση και απομάκρυνση του υπερκείμενου, προστέθηκαν διαδοχικά ΙΟΟμΙ 

διαλύματος I (50 πιΜ §1ιιοο86, 25 ιώΜ Τπδ-01 ρΗ8, 10 ιηΜ ΕΟΤΑ), 200μ1 

διαλύματος II (200 πιΜ ΝαΟΗ, 1% 303) και 150 μΐ διαλύματος III (2,5 ηιΜ ΝαΑο, 

ρΗ4,8). Μετά από ήπια ανάδευση τα μίγματα επωάστηκαν για 10 λεπτά στον πάγο. 

Στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκαν (13000φΐη, ΙΟπιίη, 4 Ο), το υπερκείμενο 

μεταφέρθηκε σε νέα σωληνάρια και προστέθηκε σε αυτό ίσος όγκος φαινόλης. Μετά 

από ήπια ανάμιξη και φυγοκέντρηση το υπερκείμενο μεταφέρθηκε σε νέο σωληνάριο 

και προστέθηκε ίσος όγκος χλωροφορμίου. Με φυγοκέντρηση διαχωρίστηκε το 

υπερκείμενο, το οποίο μεταφέρθηκε σε νέο σωληνάριο και προστέθηκαν 500μ1 

ισοπροπανόλης. Ακολούθησε επώαση για 15 λεπτά στους -70 Ο ώστε να 

κατακρημνιστεί το ΌΝΑ, φυγοκέντρηση (12000Γριη, 10 ηιίη) και το ίζημα εκπλύθηκε 

με 70% αιθανόλη. Το ΟΝΑ επαναιωρήθηκε σε 20μ1 ΤΕ ρΗ8 (10 πιΜ Τπδ-01 ρΗ8, 1 

πιΜ ΕΌΤΑ).

Για την απομόνωση πλασμιδιακού ΟΝΑ σε μεγάλη κλίμακα ακολουθήθηκε η 

εξής διαδικασία: ΙΟΟμΙ από θετικά εξακριβωμένη καλλιέργεια μικρής κλίμακας 

χρησιμοποιήθηκε για να μολύνει 500ιη1 ΕΒ με 50μ§/ιη1 αμπικιλίνη. Ακολούθησε 

ολονύχτια επώαση με ανάδευση στους 37 Ο και φυγοκέντρηση (5000ηρηι, 15ππη,

4 Ο, δοΓναΙΙ). Μετά από επαναιώρηση σε 25ιη1 ΤΕ και φυγοκέντρηση (5000Γρπι, 

15πιίη, 4 Ο), προστέθηκαν 40 ιηΐ διαλύματος I και 4ηι§/ηι1 λυσοζύμη. Ακολούθησε
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επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 10 ιηίη και προσθήκη 60 πιΐ διαλύματος II, 60 

ιηΐ διαλύματος III και το μίγμα επωάστηκε 10 ιηίη σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά 

από φυγοκέντρηση (5000φΐη, 45ηιίη, 4 Ο) το υπερκείμενο διηθήθηκε, ώστε να 

απομακρυνθούν οι μεμβράνες, και ξαναφυγοκεντρήθηκε 30ηιίη. Στο υπερκείμενο 

προστέθηκαν ΙΟΟπιΙ ισοπροπανόλης και ακολούθησε επώαση σε θερμοκρασία 

δωματίου για 30ιηίη. Το ίζημα αφού στέγνωσε επαναδιαλύθηκε σε 9,5ιη1 ΤΕ ρΗ8. Σε 

αυτό προστέθηκαν 10,2§γ ΟδΟΙ και φυγοκεντρήθηκε (ΙΟΟΟΟφίη, ΙΟηιίη, 20 Ο), ώστε 

να ιζηματοποιηθούν πρωτεΐνες και λιπίδια. Στο υπερκείμενο προστέθηκαν 600ιη1 

10ηι§/ιη1 ΒΕΤ και μετρήθηκε ι δείκτης διάθλασης ο οποίος ρυθμίστηκε με προσθήκη 

ΟδΟΙ, έτσι ώστε να βρίσκεται μεταξύ 1392-1396. Ακολούθησε φυγοκέντηση του 

διαλύματος τουλάχιστον 16 ώρες (45000φΐη, 20 Ο,κεφαλή Τΐν65, Βδοΐαπαπ). Η 

ζώνη του ΟΝΑ αφαιρέθηκε με σύριγγα και σε αυτήν προστέθηκε ίσος όγκος 

βουτανόλης. Από τις δύο φάσεις που δημιουργούνται η οργανική δεσμεύει τη 

χρωστική ΒΕΤ και αφαιρείται. Η διαδικασία επαναλήφθηκε τόσες φορές ώστε να 

απομακρυνθεί τελείως η χρωστική από την υδατική φάση, στην οποία στη συνέχεια 

προστέθηκε (1Η20 μέχρι όγκου 7ιη1 και 7πι1 ισοπροπανόλης. Μετά από επώαση για 

μια ώρα στους -80 Ο, ώστε να καταβυθιστεί το ΌΝΑ και φυγοκέντρηση (ΙΟΟΟΟφίη, 

30ιηίη, 4 Ο, 8οι*ν&11) το ίζημα επαναιωρήθηκε σε 400 μΐ ΤΕ ρΗ8 και σε αυτό 

προστέθηκαν 20μ1 5Μ ΝαΟΙ και 1 ιηΐ αιθανόλη 70%. Με επώαση 30 λεπτών στους - 

80 Ο καταβυθίσθηκε το ΟΝΑ, το οποίο αφού εκπλύθηκε με αιθανόλη 70% 

επαναιωρήθηκε σε 500μ1 ΤΕ ρΗ8. Η καθαρότητα και η συγκέντρωσή του 

υπολογίστηκαν φωτομετρικά, λαμβάνοντας δύο μετρήσεις, στα 260 ηιη και στα 280 

ηιη. Η συγκέντρωση του ΟΝΑ υπολογίστηκε με βάση τη σχέση: οπτική πυκνότητα 

(0.0.26ο)=1 αντιστοιχεί σε 50 μ§ δίκλωνου ΟΝΑ ανά ηιΐ διαλύματος. Η καθαρότητα 

του διαλύματος ΟΝΑ προσδιορίσθηκε από το λόγο 0.0.260 / Ο.Ο. 28ο και θεωρήθηκε 

καθαρό όταν η τιμή ήταν μεγαλύτερη του 1,6.

2.2 ΚΥΤΤΑΡΑ ΕΝΤΟΜΩΝ ΚΑΙ ΣΥΝΘΗΚΕΣ ΚΥΤΤΑΡΟΚΑΑΛΙΕΡΓΕΙΑΣ

Χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική σειρά εντόμων 8ροάορΙβτα /ηΐξίρβΓάα 8ί9 

(ΑΤΟΟ, Νο ΟΚΕ-1711). Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό μέσο δί900 Π 

(ΟΙΒΟΟ81̂ , Είίε Τ©ο1ιηο1ο§Ϊ6δ) με 10% ΡΟδ. Στο θρεπτικό υλικό, το οποίο ήταν 

εμπλουτισμένο με γλουταμίνη 2ιηΜ, προστέθηκαν 100 υ/πι1 πενικιλίνης και 100 

υ/ιηΐ στρεπτομυκίνης. Τα κύτταρα αναπτύχθηκαν σε κλίβανο 27 Ο, χωρίς παροχή 

οξυγόνου.
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2.3 ΔΗΜΙΟΥΡΓΙΑ ΑΝΑΣΥΝΔΥΑΣΜΕΝΩΝ ΒΑΚΕΜΙΔΙΩΝ ΚΑΙ ΠΑΡΑΓΩΓΗ 

ΑΝΑΣΥΝΔΥΑΣΜΕΝΩΝ ΒΑΚΙΛΑΟΙΩΝ

Για τη διαδικασία αυτή ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο ΒΑΟ ΤΟ ΒΑΟ 

Βαοαίονίπΐδ ΕχρΓβδδίοη δγδίεπίδ, της ΟΙΒΟΟ ΒΚΕ, Είίε Τεοΐιηοΐο^ΐοδ. 

Ανασυνδυασμένοι βακιλλοϊοί παράγονται με δύο βήματα: Α) Το προς μελέτη γονίδιο 

κλωνοποιείται καθοδικά ενός υποκινητή βακιλλοϊού, συνήθως του δυνατού 

υποκινητή πολυεδρίνης του ΑχαΙΐ/ονηΐοα ιού πολυέδρωσης (ΑοΝΡν). Οι φορείς που 

χρησιμοποιούνται για αυτήν την κλωνοποίηση είναι οι ρΡΑδΤΒΑΟ™ . Β) Το 

προκύπτον πλασμίδιο παρουσιάζεται σε κύτταρα (εντόμων 8ί9 ή βακτηριακά 

ϋΗΙΟΒΑΟ) που διαθέτουν κυκλικό ιικό γενομικό ϋΝΑ (βακεμίδιο), και 

πραγματοποιείται ομόλογος ανασυνδυασμός ΐη νίνο, έτσι ώστε το ετερόλογο γονίδιο 

να εισαχθεί στο γένωμα του ιού.

2.3.1 Μετάθεση και δημιουργία ανασυνδυασμένων βεκεμιδίων

Η παραγωγή ανασυνδυασμένων βακεμιδίων πραγματοποιήθηκε στα 

επιδεκτικά κύτταρα ϋΗΙΟΒΑΟ του Ε.οοίί. Τα βακτήρια ανασύρθηκαν από βαθιά 

κατάψυξη (-80°0) και ξεπάγωσαν ήπια σε πάγο. Έγινε προσθήκη 1η§ πλασμιδιακού 

ϋΝΑ σε όγκο κυττάρων 200μ1 και ακολούθησε επώαση για 5 λεπτά στον πάγο. Στη 

συνέχεια έγινε σπορά των βακτηριακών κυττάρων σε προθερμασμένα τρυβλία με 

θρεπτικό υλικό ΕΑ (1% \ν/ν τρυπτόνη, 0,5% \ν/ν εκχύλισμα ζύμης, 1% \ν/ν ΝαΟΙ, 1,5 

% άγαρ). Τα τρυβλία περιείχαν 50 μ§/ηι1 καναμυκίνη (ανθεκτικότητα από το Ιιείρει*), 

10 μ§/ηι1 τετρακυκλίνη (ανθεκτικότητα από το βακεμίδιο) και 7 μ§/ιη1 γενταμυκίνη 

(ανθεκτικότητα από τον φορέα), ενώ στην επιφάνειά τους είχαν τοποθετηθεί 50μ1 

ΙΟΟηιΜ του επαγωγέα ΕΡΤΟ και 30μ1 100 μ§/μ1 Χ§α1. Τα τρυβλία επωάστηκαν 

ολονυχτίως στους 37 Ο και για δύο ώρες στους 4 Ο για την ανάπτυξη χρώματος. Τα 

βακτήρια με το ανασυδυασμένο βακεμίδιο έδωσαν άσπρο χρώμα, τα οποίο 

επιβεβαιώθηκε με νέα επίστρωση σε τρυβλία.

2.3.2 Απομόνωση ανασυνδυασμένου βακεμιδίου

Η απομόνωση του ανασυνδυασμένου βακεμιδίου από τις λευκές αποικίες 

έγινε με βάση το πρωτόκολλο ΒΑΟ ΤΟ ΒΑΟ Β&ουΐονΐπΐδ ΕχρΓεδδϊοη 8γδίεπΐδ, της 

ΟΙΒΟΟ ΒΚΕ, Είίε Τβο1ιηο1ο§Ϊ6δ για απομόνωση σε μικρή κλίμακα πλασμιδίων 

μεγάλου μοριακού βάρους (>100Κβ) ως εξής:
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Κάθε επιλεγμένη λευκή αποικία αναπτύχθηκε ολονύχτια με ανάδευση στους 37°0 σε

2 ιηΐ ΕΒ θρεπτικό μέσο, με 50 μ§/μ1 καναμυκίνη, 10 μ§/μ1 τετρακυκλίνη, 7 μ§/μ1 

γενταμυκίνη.1,5 ιηΐ από κάθε καλλιέργεια φυγοκεντρήθηκε (1200θΓριη, 1 πιΐη) και τα 

κύτταρα επαναιωρήθηκαν σε 0,3 πιΐ διαλύματος I (15πιΜ Τπδ-ΗΟΙ ρΗ8, ΙΟιπΜ 

ΕΌΤΑ, 100 μ§/πι1 Κηαδε Α). Ακολούθησε προσθήκη 0.3 ιηΐ διαλύματος II (0.2 Ν 

ΝαΟΗ, 1% 8ϋ8) και επώαση του μίγματος για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

Κατόπιν έγινε προσθήκη 0.3 πιΐ καυστικού νατρίου (ρΗ5,5) και επώαση σε πάγο για

5 λεπτά. Το μίγμα φυγοκεντρήθηκε (12000Γρπι, 10 πιΐη) και στο υπερκείμενο 

προστέθηκε σε 0,6 πιΐ απόλυτης ισοπροπανόλης. Το διάλυμα τοποθετήθηκε στον 

πάγο για 10 λεπτά και φυγοκεντρήθηκε (12000Γριη, 15 ππη) σε θερμοκρασία 

δωματίου. Το ίζημα ΌΝΑ εκπλύθηκε δύο φορές με 70 % αιθανόλη και διαλύθηκε σε 

40μ1 ΤΕ ρΗ8. Με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 0,5% με βρωμιούχο αιθίδιο 0.5 

μ§/μ1 επιβεβαιώθηκε η ύπαρξη ΌΝΑ μεγάλου μοριακού βάρους.

Η μετάθεση του προς μελέτη γονιδίου στο ΌΝΑ του βακεμιδίου, 

επιβεβαιώθηκε με ΡΟΚ. Για την αντίδραση αυτή χρησιμοποιήθηκαν 5 μΐ 

απομονωμένου βακεμιδίου, 4 μΐ 5η§/μ1 πρότυπων εκκινητών ρΙΙΟ/Μ13 (πρόσθιου 

Μ Ι3 ίοΓ και ανάστροφου ΜΙ3 τον), 1 μΐ άΝΤΡδ ΙΟΟπιΜ και ρυθμιστικό διάλυμα σε 

τελικό όγκο 50 μΐ. Στην αντίδραση προστέθηκε 1 μΐ πολυμεράσης Εχραπά Εοη§ 

ΤεπιρίΗίε Τ&(\ (Κοοίιε) 2.5 II, που επιτρέπει την ενίσχυση μεγάλου μοριακού βάρους 

εκμαγείων, μετά από ενεργοποίηση 3 ππη στους 10(Τ Ο.

Οι συνθήκες για τη ΡΟΚ αντίδραση φαίνονται παρακάτω:

Θερμική αποδιάταξη (άβηαΐτιταϋοη): 94°0 , (Ιηιϊη)

Πρόσδεση εκκινητών (&ηη6α1ΐη§) : 60°0 , (1 πιΐη)

Επιμήκυνση αλυσίδων (εΐο^&ίίοη) : 72°0 , (5 ππη)

Αριθμός θερμικών κύκλων : 25

Τα προϊόντα ΡΟΚ ηλεκτοφορήθηκαν σε 0,7 % πηκτή αγαρόζης και ελέγχθηκε το 

μέγεθος τους.

2.3.3 Λιαμόλυνση 819 κυττάρων με ανασυνδυασμένο βακεμίδιο και δημιουργία 

ανασυνδυασμένων βακιλλοϊών

Για την διαμόλυνση των 8ί9 κυττάρων με το ανασυνδυασμένο βακεμίδιο και 

την παραγωγή ανασυνδυασμένων βακιλλοϊών, κύτταρα 8ί9 καλλιεργήθηκαν σε 

τρυβλία 10 οπι (9x105 κύτταρα/τρυβλίο), 24 περίπου ώρες πριν τη διαμόλυνση. Για 

κάθε φρεάτιο, 5 μΐ ανασυνδυασμένου βακεμιδίου αραιώθηκαν σε 300 μΐ θρεπτικού
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μέσου χωρίς ορό και αντιβιοτικά. Επίσης 18 μΐ μείγματος λιπιδίων ΟΕΙΧΕΡΡΕΟΤΙΝ 

Κδ£ΐ£6ηί 1ηι£/πι1 (ΟΙΒΟΟ ΒΚΕ, Είίε Τεο1ιηο1ο§Ϊ6δ) αραιώθηκαν με 300 μΐ θρεπτικού 

μέσου χωρίς ορό και αντιβιοτικά. Τα δύο διαλύματα αναμίχθηκαν και επωάστηκαν σε 

θερμοκρασία δωματίου για 30 λεπτά. Το μείγμα προστέθηκε στα κύτταρα με 3 πιΐ 

θρεπτικού μέσου χωρίς ορό και αντιβιοτικά. Το θρεπτικό μέσο αλλάχτηκε μετά από 5 

ώρες και προστέθηκε θρεπτικό μέσο χωρίς ορό αλλά με αντιβιοτικά, και τα κύτταρα 

επωάσθηκαν 72 ώρες στους 27°0. Ακολούθησε συλλογή των ανασυνδυασμένων 

σωματιδίων του ιού, από το υπερκείμενο της καλλιέργειας. Για τη δημιουργία 

αποθέματος ανασυνδυασμένου ιού, ποσότητα υπερκείμενου των καλλιεργειών 

φυγοκεντρήθηκε ήπια (500 §, 5 παίη) και το υπερκείμενο φυλάχτηκε στους 4°0 σε 

σκοτεινό δοχείο.

2.4 ΑΝ ΟΣΟΧΗΜΙΚΕΣ ΜΕΘΟΔΟΙ

2.4.1 Ηλεκτοφόρηση πηκτής δωδεκυλθειϊκού πολυακρυλαμιδίου (8Ό8-ΡΑΟΕ) 

και ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνων (\ν68ίτ6πι ΜοΙίΐη§)

Τα κυτταρικά εκχυλίσματα που περιείχαν τις υπερεκφρασμένες υπό μελέτη 

πρωτεΐνες 1ΐ8θ70 και 1ΐδρ70 παρασκευάσθηκαν ως εξής: Κύτταρα 8ί9 καλλιεργήθηκαν 

σε τρυβλία 12 φρεατίων και επιμολύνθηκαν σε διάφορες ποσότητες 

ανασυνδυασμένου βακιλλοϊού (5μ1, ΙΟμΙ, 20μ1). Τα κύτταρα συλλέχθηκαν με 

απόξυση σε 24, 72 και 48 ώρες από τη στιγμή της επιμόλυνσης και φυγοκεντρήθηκαν 

(500§, 5 ηώι). Το ίζημα των κυττάρων επαναιωρήθηκε σε 50 μΐ διαλύματος λύσης 

(50 πιΜ Τήδ-ΗΟΙ ρΗ8.5, 5 ηιΜ 2-μερκαπτοαιθανόλη, 100 ιηΜ Κ01, ΙπιΜ ΡΜ8Ρ, 

1% Νοηίάεί Ρ-40). Μετά από ήπια ανάδευση το παρασκεύασμα φυγοκεντήθηκε 

(10000§, 10 ηιΐη) για απομάκρυνση των κυτταρικών μεμβρανών. Το υπερκείμενο 

εκχύλισμα συλλέχθηκε για έλεγχο του περιεχομένου του σε πρωτεΐνη με 

ηλεκτροφόρηση δϋδ-πολυακρυλαμιδίου και ανοσοαποτύπωση.

Για την ανοσοαποτύπωση της πρωτεΐνης 1ΐδθ70 ακολουθήθηκε η εξής 

διαδικασία: Οι πρωτεΐνες των προς εξέταση κυτταρικών εκχυλισμάτων αναλύθηκαν 

με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 10% δ Ώ δ -πολυακρυλαμιδίου. Μετά την 

ηλεκτροφόρηση η πηκτή τοποθετήθηκε πάνω σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης 0,2 μιη, 

η οποία προηγουμένως είχε επωαστεί για 10 λεπτά στο διάλυμα μεταφοράς (1,46 §γ 

Τπδ-ΗΟΙ, 0,73 §Γ γλυκίνη, 50 ιηΐ μεθανόλη 20%, στα 250 πιΐ). Η μεμβράνη και η 

πηκτή τοποθετήθηκαν ανάμεσα σε τέσσερα διηθητικά χαρτιά λνΐι&ΐιηαη 3ηιιη, τα
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οποία εμποτίστηκαν με το διάλυμα μεταφοράς, και στη συνέχεια τοποθετήθηκαν στη 

συσκευή μεταφοράς. Στο σύστημα εφαρμόστηκε ηλεκτρικό πεδίο 15 νοίίδ, για μια 

ώρα, σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά τη μεταφορά της η μεμβράνη επωάστηκε σε 

διάλυμα 1χ ΡΒ8 και 5% άπαχο γάλα-Οαηι&ίίοη (Μοο1άη§ ΐπιίϊβτ) για 2 ώρες, για να 

μπλοκαριστούν οι κενές θέσεις της. Η μεμβράνη εκπλύθηκε με διάλυμα πλύσης 

(ΙχΡΒδ, 0,1% Τλνοεη) και ακολούθησε επώασή της με το αντίσωμα &ηίΐ-Ηδθ70 (Γαΐ) 

σε αραίωση 1:5000 για μια ώρα. Μετά την έκπλυσή της τρεις φορές για πέντε λεπτά 

με διάλυμα πλύσης, η μεμβράνη επωάσθηκε με το δεύτερο αντίσωμα &πίΐ γ&Ι Ι§0-ΑΡ, 

σε αραίωση 1:10000 για 45 λεπτά. Ακολούθησε έκπλυσή της με διάλυμα πλύσης και 

η εμφάνιση των προϊόντων έγινε με την τεχνική της ενισχυμένης χημειοφωταύγειας 

(Ε (ΙΧ , Α η ΐ6Γ8ΐιαηι).
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3.ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Στη παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν οι φορείς ρΡΑδΤΒΑΟ ΗΤ με τους 

οποίους παράγονται πρωτεΐνες με υπολείμματα ιστιδίνης, ώστε να καθαρίζονται 

εύκολα με χρωματογραφία αγχιστείας (Νί-ΝΤΑ αγαρόζης), ενώ οι πρωτεΐνες που 

εκφράστηκαν ήταν οι 1ΐδθ70 και 1ΐ8ρ70.

3.1 Δημιουργία πλασμιδιακών κατασκευών

Οι πλασμιδιακές κατασκευές που δημιουργήθηκαν ήταν οι ρΡ&δίΒαοΗΤα- 

Ηυ1ΐδο70 και ρΡαδΐΒαοΗΊΠ>Μγ1ΐδρ70.

Η οϋΝΑ αλληλουχία που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη Ηιι1ΐδο70 απομονώθηκε 

από τον φορέα ρΡιτοΕΧ Ηΐ&-Ηχι1ΐ8θ70 με περιοριστική πέψη με τα ένζυμα ΝοοΙ και 

ΧΗοΙ. Με αντίδραση ανασύνδεσης η αλληλουχία αυτή εισάχθηκε στον φορέα 

ρΡαδίΒαοΗΤα, ο οποίος είχε υποστεί περιοριστική πέψη με τα ίδια ένζυμα. Με τον 

ίδιο τρόπο η αντίστοιχη αλληλουχία για την πρωτεΐνη Μγ1ΐδρ70 απομονώθηκε από 

τον φορέα ρζ)Ε30-Μγ1ΐδρ70 με περιοριστική πέψη με τα ένζυμα ΗΐικΙΙΠ και ΒαιηΗΙ 

και εισάχθηκε στον φορέα ρΡαδίΒ&οΗΤΙ) στις αντίστοιχες περιοριστικές θέσεις.

Στην εικόνα 1 φαίνεται η ηλεκτροφόρηση Ιμΐ από τις αλληλουχίες των 

φορέων και των ενθεμάτων, μετά τις περιοριστικές πέψεις και την απομόνωσή τους 

από πηκτή αγαρόζης. Η αναλογία τους, που όπως φαίνεται είναι 1/100, 

ένθεμα/φορέας και για τις δύο περιπτώσεις, χρησιμοποιήθηκε για τις αντιδράσεις 

ανασύνδεσης.

Εικόνα 1: Ηλεκτοφόρηση σε 0.8% πηκτή αγαρόζης των γονίδιων Η$ο70 και Ιΐδρ70 και 
των πλασμιδίων ρΡίϊ8ίΒαοΗΤα και Ρ38ΐΒίΐοΗΤ1) μετά από περιοριστικές πέψεις.
Διαδρομές 1,4: λΟΝΑ/ΕοοΚΙ/ΗϊηάΙΠ ΙαοΙάοΓ
Διαδρομή 2: Πλασμίδιο ρΡαδΐΒαοΗΤα μετά από πέψη με ΝοοΙ/ΧΙιοΙ (4778βρ)
Διαδρομή 3: Ηιι 1ΐ8ο70 με πέψη με ΝοοΙ/ΧΙιοΙ (19401>ρ)
Διαδρομή 5: Πλασμίδιο ρΡαδίΒ&οΗΤβ μετά από πέψη με Β&ηιΗΙ/ΗΐηάΙΙΙ (4764βρ) 
Διαδρομή 6: Μυ 1ΐ8ρ70 με πέψη με ΒδητΗΙ/ΗΐηάΙΠ (19141>ρ)

5,01

1 2 3 4 5 6
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Οι ανασυνδυασμένοι φορείς επιλέχτηκαν με μετασχηματισμό επιδεκτικών 

κυττάρων Μ01061 και ανάπτυξή τους σε τρυβλία με 100μ§/πι1 αμπικιλίνη. Ως 

αρνητικός μάρτυρας για κάθε κατασκευή χρησιμοποιήθηκε ένα τρυβλίο με Μ01061 

κύτταρα μετασχηματισμένα μόνο με τον φορέα, στο οποίο δεν αναπτύχθηκαν 

αποικίες. Το ΌΝΑ των πλασμιδιακών κατασκευών απομονώθηκε από καλλιέργειες 

μικρής κλίμακας μετασχηματισμένων κυττάρων και ελέγχθηκε με πέψεις με τα 

ένζυμα ΗΐηάΙΙ και Β&ηιΗΙ για την ρΡ&δίΒαοΗΤΐ>-Μγ1ΐ8ρ70 κατασκευή και το ΗίηάΙΙΙ 

για την ρΡαδίΒαοΗΤ&-ίΜΐδϋ70 κατασκευή. Από τις καλλιέργειες των θετικών 

αποικιών χρησιμοποιήθηκε ποσότητα ως εμβολίασμα για καλλιέργειες μεγάλης 

κλίμακας και απομονώθηκαν οι πλασμιδιακές κατασκευές σε μεγαλύτερη ποσότητα. 

Έγινε έλεγχος των κατασκευών με τις ίδιες περιοριστικές ενδονουκλεάσες με την 

απομόνωση μεγάλης κλίμακας και έγινε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 0,8% 

(εικόνα 2). Ο ρΡ&δΐΒ αοΗΤαΗιι1ΐ8θ70 φορέας έχει τρεις περιοριστικές θέσεις για την 

ΗίικΙΙΙΙ και με πέψη παρουσιάζει τρία θραύσματα, μοριακών βαρών 7001>ρ, 900βρ 

και 5100βρ. Ο ρΡ&δίΒαοΗΤ6Μγ1ΐδρ70 φορέας με πέψη με τα ένζυμα ΗίικΠΙ και 

ΒαιηΗΙ δίνει δύο θραύσματα με μοριακά βάρη 4764βρ και 1914βρ. Τα μοριακά στην 

εικόνα 2 συμπίπτουν με τα αναμενόμενα, γεγονός που επιβεβαιώνει την ορθότητα 

των κατασκευών.
ρΡ38ίΒαεΗΤίΐ ρΡαβίΒΗοΗΤΙ)
Ηυ1ΐ8€70 Μγ1ΐ8ρ70

9005ρ
7001>ρ

Εικόνα 2: Ηλεκτοφόρηση σε πηκτή 0,8% αγαρόζης πλασμιδιακού ΌΝΑ που 
απομονώθηκε από καλλιέργειες μεγάλης κλίμακας μετασχηματισμένων κυττάρων 
Μ 0 0 6 1 .
Διαδρομή 1: λΌΝΑ/ΗΜΠ/ΕοοΚΙ 1αά(ΐ6Γ
Διαδρομές 2,3: Φορέας ρΡαδίΒ&οΗΤ&Ηιι1ΐ8θ70 μετά από πέψη με ΗίηάΙΙΙ 
Διαδρομές 4, 5: Φορέας ρΡ&δίΒαοΗΤΙ>Μγ!ΐδρ70 μετά από πέψη με ΗίηάΙΙΙ/ΒαπιΗΙ
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3.2 Παραγωγή ανασυνδυσμένων βακεμιδίων

Οι πλασμιδιακές κατασκευές ρΡ38ίΒαοΗΤ&Ηιι1ΐ8θ70 και 

ρΡαδίΒαοΗΊΠ}Μγ1ΐδρ70 χρησιμοποιήθηκαν για να μετασχηματίσουν κύτταρα 

ΌΗΙΟΒΑΟ του Ε.οοίΐ. Τα μετασχηματισμένα κύτταρα, που περιέχουν και το 

ανασυνδυασμένο βακεμίδιο με τις αλληλουχίες της 1ΐδθ70 και 1ΐδρ70, απομονώθηκαν 

από τρυβλία με αντιβιωτικά καναμυκίνη, γενταμυκίνη και τετρακυκλίνη και 

επίστρωση από ΓΡΤΟ και Χ§&1, ως λευκές αποικίες. Ακολούθησε μικρής κλίμακας 

απομόνωση ϋΝΑ μεγάλου μοριακού βάρους (ανασυνδυασμένο βακεμίδιο), όπως 

περιγράφεται στην παράγραφο 2.3.2, και η ύπαρξή του επιβεβαιώθηκε με 

ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 0,5%, .όπως φαίνεται στην εικόνα 3.

Το ανασυνδυασμένο βακεμίδιο σε ηλεκτροφόρηση αγαρόζης αναγνωρίζεται 

από μια ζώνη με μοριακό βάρος μεγαλύτερο των 23 1Λ. Στην εικόνα 3 η ζώνη αυτή 

φαίνεται στις διαδρομές 4, 5, των οποίων το ϋΝΑ έχει απομονωθεί από λευκές 

αποικίες μετασχηματισμένων κυττάρων με ρΡ&8ΐΒαοΗΤ&Ηιι1ΐ8θ70. Στη διαδρομή 3 

παρουσιάζεται ως αρνητικός μάρτυρας το ϋΝΑ που απομονώθηκε από μια μπλε 

αποικία των ίδιων κυττάρων, στην οποία δεν έχει γίνει ανασυνδυασμός του 

βακεμιδίου με την αλληλουχία της 1ΐ3θ70. Επίσης ως αρνητικός μάρτυρας 

χρησιμοποιήθηκε απομονωμένο ϋΝΑ μη μετασχηματισμένων κυττάρων (διαδρομή 

1)·
Για την 1ΐδρ70 δεν λήφθηκαν λευκές αποικίες στα πλαίσια αυτής της εργασίας.

Εικόνα 3: Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 0,5% αγαρόζης του απομονωμένου σε μικρή 
κλίμακα βακεμιδίου.
Διαδρομή 1: λΟΝΑ/ΗίικΙΠΙ/ΕοοΚΙ 1&<Μογ
Διαδρομές 2, 3: Αρνητικοί μάρτυρες, μη ανασυνσυασμένο βακεμίδιο 
Διαδρομή 4, 5: Ανασυνδυασμένο με το ϋΝΑ της 1ΐ8θ70 βακεμίδιο
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Η μετάθεση του προς μελέτη γονιδίου της 1ΐδο70 στο ϋΝΑ του βακεμιδίου, 

επιβεβαιώθηκε με ΡΟΚ όπως περιγράφεται στην παράγραφο 2.3.2. Τα αποτελέσματα 

φαίνονται στην εικόνα 4.

Εικόνα 4: ΡΟΚ ανάλυση του ανασυνδυασμένου με το γονίδιο 1ΐδθ70 βακεμιδίου.
Διαδρομή 1: λΟΝΑ/ΗΐηάΙΙΙ/ΕοοΚΙ ΙαάάοΓ
Διαδρομές 2, 3: Ενισχυμένο τμήμα ΌΝΑ με το γονίδιο της Ηδο70 (4370ΐ>ρ)

Στην ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης το αναμενόμενο μέγεθος για ένα ΡΟΚ 

προϊόν βακεμιδίου που έχει ανασυνδυαστεί με έναν ρΡαδΐΒ&οΗΤ φορέα είναι 23406ρ.

Το γονίδιο της 1ΐδο70 έχει μέγεθος 19406ρ. Επομένως το αναμενόμενο μέγεθος του 

ΚΟΚ προϊόντος του ανασυδυασμένου βακεμιδίου με την 1ΐ8θ70 αλληλουχία είναι 

2340+1940=4370ΐ>ρ, όπως επιβεβαιώνεται στην εικόνα 6.

Το απομονωμένο, ανασυνδυασμένο με την αλληλουχία της 1ΐ8θ70, βακεμίδιο 

χρησιμοποιήθηκε στη συνέχεια για τη διαμόλυνση δί9 κυττάρων και την 

υπερέκφραση της 1ΐδο70 πρωτεΐνης σε αυτά.

3.3 Παραγωγή ανασυνδυασμένου βακιλλοϊού. Υπερέκφραση της Ιΐ8θ70 

πρωτεΐνης σε §ί9 κύτταρα εντόμου.

Το ανασυνδυασμένο βακεμίδιο με την 1ΐδο70 αλληλουχία χρησιμοποιήθηκε 

για τη διαμόλυνση δί9 κυττάρων εντόμων με ΟειχΕΡΕΕΟΤΙΝ Κβα§6ηί, όπως 

περιγράφεται στην παράγραφο 2.3.3, και την συλλογή ανασυνδυασμένων σωματιδίων 

βακιλλοϊού 72 ώρες μετά την διαμόλυνση. Το απόθεμα αυτό των σωματιδίων ιού 

χρησιμοποιήθηκε για νέα μόλυνση δί9 κυττάρων και έλεγχο της έκφρασης της Ιΐδθ70 

πρωτεΐνης με ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών και χρώση πρωτεϊνών με οοοηιαδΐε ΐ)1ιΐ6.

Για τη διαδικασία αυτή κύτταρα δί9 καλλιεργήθηκαν τρύβλιο 12 θέσεων και 

μολύνθηκαν σε τρεις αραιώσεις ανασυνδυασμένου ιού: 5 μΐ, 10 μΐ και 20 μΐ από το
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απόθεμα του ιού. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν σε τρεις χρόνους επώασης: 12, 48 και 72 

ώρες, ώστε να βρεθούν οι καλύτερες συνθήκες για την έκφραση της Ηδο70 πρωτεΐνης.

Τα κυτταρικά εκχυλίσματα παρασκευάσθηκαν όπως περιγράφεται στην 

παράγραφο 2.4.1 και αρχικά ελέγχθηκαν με ηλεκτροφόρηση δϋδ-πολυακρυλαμιδίου 

10% και χρώση με οοοιηαδίο Μιιβ. Στις 12 και στις 48 ώρες με την τεχνική αυτή δεν 

παρατηρήθηκε ζώνη πρωτεΐνης, που να φανερώνει την έκφραση της 1ΐδθ70 (64 Η)α). 

Στις 72 ώρες όμως, όπως φαίνεται στην εικόνα 5, εμφανίστηκε μια μικρή μπάντα με 

μοριακό βάρος λίγο μικρότερο των 67 της ΒδΑ (διαδρομή 1) και με εμβολίασμα 

ιού 10μ1 (διαδρομή 3) και 20μ1 (διαδρομή 4), που πιθανόν να αντιστοιχεί στην 1ΐδθ70. 

Στη διαδρομή 2, όπου το εμβολίασμα ήταν 5 μΐ, δεν παρουσιάστηκε αντίστοιχη ζώνη, 

όπως επίσης τέτοια ζώνη δεν εμφανίζεται ούτε στο εκχύλισμα δί9 κυττάρων χωρίς ιό 

(διαδρομή 5/αρνητικός μάρτυρας).

Εικόνα 5: Έλεγχος έκφραση» της Ιΐ8θ70 μετά από μόλυνση 72 ωρών 8© κυττάρων 
με διάφορες ποσότητες ανασυνδυασμενου βακιλλοιού.
Διαδρομή 1: Διάλυμα Β8Α πρωτεΐνης (67 Η)α)
Διαδρομή 2: Κυτταρικό εκχύλισμα μετά από μόλυνση με 5μ1 ιού 
Διαδρομή 3: Κυτταρικό εκχύλισμα μετά από μόλυνση με 10μ1 ιού 
Διαδρομή 4: Κυτταρικό εκχύλισμα μετά από μόλυνση με 20μ1 ιού 
Διαδρομή 5: Κυτταρικό εκχύλισμα δί9 κυττάρων (αρνητικός μάρτυρας)

Επιβεβαίωση της έκφρασης της 1ΐδθ70 έγινε με ανοσοαποτύπωση (\νβδί6πι 

Μοίίΐη^). Τα κυτταρικά εκχυλίσματα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν, με βάση τα 

αποτελέσματα της χρώσης με οοοπι&δΐβ 61υβ, αυτά που εμβολιάσθηκαν με 10 και 20
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μΐ ιού αλλά με επώαση 24, 48 και 72 ώρες με τον ιό. Τα αντισώματα που 

χρησιμοποιήθηκαν ήταν το αηίΐ-Ηδθ70 (Γαί) και το 3π1;ί τοΧ Ι§0-ΑΡ, όπως 

περιγράφεται στη παράγραφο 2.4.1, ενώ στην ηλεκτροφόρηση χρησιμοποιήθηκαν 

ίσες ποσότητες κυτταρικών εκχυλισμάτων. Τα αποτελέσματα φαίνονται στην εικόνα 

6.

1 2 3 4 5 6 7 8

Εικόνα 6: Έλεγχος της έκφρασης της Κδθ70 σε κύτταρα «ί9 μετά την επιμόλυνση τους 
με διάφορες ποσότητες ανασυνδυασμένου βακιλλοϊού, με ανοσοαποτύπωση.
Διαδρομές 1,2: Εκχυλίσματα δί9 κυττάρων που υπέστησαν επιμόλυνση με ΙΟμΙ και20μ1 
ιού αντίστοιχα,για 24 ώρες.
Διαδρομές 3,4: Εκχυλίσματα §ί9 κυττάρων που υπέστησαν επιμόλυνση με ΙΟμΙ και20μ1 
ιού αντίστοιχα,για 48 ώρες.
Διαδρομές 5, 6: Εκχυλίσματα δί9 κυττάρων που υπέστησαν επιμόλυνση με ΙΟμΙ και20μ1 
ιού αντίστοιχα,για 72 ώρες.
Διαδρομή 7:1ΐ8ο70 καθαρή πρωτεΐνη (θετικός μάρτυρας).
Διαδρομή 8: Εκχύλισμα Ονί κυττάρων που έχουν ενδογενή 1ΐ5θ70 (θετικός μάρτυρας).

Όπως παρατηρείται στην εικόνα αυτή, στις 24 ώρες (διαδρομές 1, 2) δεν 

υπάρχει έκφραση της 1ΐδο70. Σήμα όμως εμφανίζεται και στις 48 ώρες (διαδρομές 3,

4) και στις 72 ώρες (διαδρομές 5, 6). Η έκφραση της πρωτεΐνης είναι μεγαλύτερη 

ποσοτικά στις 72 ώρες, ενώ δεν φαίνεται να υπάρχει ποσοτική διαφορά στην 

έκφραση ανάλογα την ποσότητα του εμβολιάσματος του ιού. Ως θετικοί μάρτυρες 

χρησιμοποιήθηκαν καθαρισμένη με χρωματογραφία αγχιστείας 1ΐδο70 (διαδρομή 7) 

και εκχύλισμα Ο νί κυττάρων (διαδρομή 8), τα οποία διαθέτουν ενδογενή 1ΐ8θ70. Το 

σήμα της ενδογενούς 1ΐδο70 εμφανίζεται λίγο χαμηλότερα, γιατί στο μόριό της δεν 

έχει τα υπολείμματα ιστιδίνης. Ως αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε εκχύλισμα 

δί9 κυττάρων, τα οποία δεν έχουν ενδογενή 1ΐ8θ70 και δεν έδωσαν σήμα στην 

ανασοαποτύπωση.
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε το σύστημα έκφρασης βακιλλοϊού 

Βαο ΙοΒαο (Οίΐ>οο ΒΚΕ, Οίο Τβοΐιηοΐο^ΐεδ) για την έκφραση των πρωτεϊνών 1ΐ8θ70 

και Ηδρ70 σε ευκαριωτικά κύτταρα εντόμου δί9. Με το σύστημα αυτό παράγονται 

ανασυνδυασμένοι βακιλλοϊοι, αντικαθιστώντας το γονίδιο πολυεδρίνης του ιού με το 

προς μελέτη γονίδιο με ομόλογο ανασυνδυασμό, οι οποίοι στη συνέχεια 

χρησιμοποιούνται για την μόλυνση ευκαριωτικών κυττάρων εντόμων.

Για το σκοπό αυτό αρχικά έγινε κλωνοποίηση των προς μελέτη γονιδίων σε 

φορείς έκφρασης ρΡαδίΒ&ο™. Συγκεκριμένα το γονίδιο της Ηυίΐδο70 (1940βρ) 

απομονώθηκε από τον φορέα ρΡιυΕΧ Ηία-Ηιι1ΐδθ70 με περιοριστική πέψη με τα 

ένζυμα ΝοοΙ και ΧΙιοΙ και κλωνοποιήθηκε στις αντίστοιχες περιοριστικές θέσεις του 

πλασμιδίου ρΡ&δίΒ&οΗΤα. Αντίστοιχα το γονίδιο της Μγ1ΐδρ70 (1914βρ) 

απομονώθηκε με περιοριστική πέψη με τα ένζυμα ΗίηίΙΙΙΙ και ΒαπιΗΙ από τον φορέα 

ρζ)Ε30-ΜγΗδρ70 και κλωνοποιήθηκε στις αντίστοιχες περιοριστικές θέσεις του 

πλασμιδίου ρΡ&δίΒ&οΗΤβ. Οι κατασκευές αυτές, ρΡαδΐΒαοΗΤ&-Ηα1ΐδο70 και 

ρΡ&δί;ΒαοΗΤ6-Μγ1ΐ8ρ70, χρησιμοποιήθηκαν για το μετασχηματισμό Μ01061 

κυττάρων του Ε.οοίί και την απομόνωσή του σε μεγάλη κλίμακά.

Ακολούθησε η δημιουργία ανασυνδυασμένων βακεμιδίων με μετασχηματισμό 

επιδεκτικών κυττάρων ΌΗΙΟΒΑΟ του Ε.οοίί, που περιέχουν το βακεμίδιο, με τις 

κατασκευές ρΡαδίΒαοΗΤα-Ηιι!ΐδθ70 και ρΡ&δίΒ&οΗΤ1>Μγ1ΐδρ70. Η επιλογή των 

ανασυνδυασμένων κλώνων έγινε με καλλιέργεια των κυττάρων σε τρυβλία με 

αντιβιοτικά καναμυκίνη, γενταμυκίνη και τετρακυκλίνη και επίστρωση με ΙΡΤΟ και 

Χ§&1. Οι αποικίες που εμφανίστηκαν με άσπρο χρώμα επιλέχθηκαν για την 

απομόνωση του ανασυνδυασμένου βακεμιδίου. Για την Ηδρ70 δεν λήφθηκαν λευκές 

αποικίες στα πλαίσια αυτής της εργασίας. Από τις λευκές αποικίες που λήφθηκαν 

μετά το μετασχηματισμό με την ρΡ3δίΒαοΗΤ&-ΗυΙΐδο79 κατασκευή, έγινε 

απομόνωση του πιθανά ανασυνδυασμένου βακεμιδίου σε μικρή κλίμακα για ΌΝΑ 

μεγάλου μοριακού βάρους. Ο έλεγχος για την ύπαρξη ϋΝΑ μεγάλου μοριακού 

βάρους (το βακεμίδιο έχει μοριακό βάρος μεγαλύτερο των 135 1ώ) έγινε με 

ηλεκτροφόρηση του απομονωμένου προϊόντος σε πηκτή αγαρόζης. Η ύπαρξη 

επιβεβαιώθηκε με την εμφάνιση μια ζώνης με μοριακό βάρος μεγαλύτερο των 23 1ώ. 

Επειδή όμως υπήρξαν λευκές αποικίες που δεν εμφάνισαν αντίστοιχη ζώνη και για 

επιβεβαίωση της μετάθεσης τους γονιδίου της Ηδθ70 στο βακεμίδιο έγινε έλεγχος με
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ΡΟΚ. Με την ΡΟΚ ενισχύθηκε ένα κομμάτι μοριακού βάρους 4370βρ που με βάση το 

πρωτόκολλο αντιστοιχεί σε τμήμα βακεμιδίου που περιέχει το γονίδιο της Ηδο70.

Το ανασυνδυασμένο με την αλληλουχία της Ηδθ70 βακεμίδιο 

χρησιμοποιήθηκε για τη διαμόλυνση κυττάρων εντόμων δί9 και τη δημιουργία 

αποθέματος ανασυνδυασμένων ιικών σωματιδίων. Στη συνέχεια έγινε μόλυνση δί9 

κυττάρων με διάφορες ποσότητες ιικών σωματιδίων και συλλογή των κυττάρων σε 

τρεις χρόνους επώασης, 24, 48 και 72 ώρες, ώστε να ελεγχθούν οι καλύτερες 

συνθήκες για την έκφραση της πρωτεΐνης. Ο έλεγχος της έκφρασης έγινε με δύο 

τρόπους: 1) Με ηλεκτροφόρηση 8 ϋ  8 -πολυακρυλαμιδίου των κυτταρικών 

εκχυλισμάτων και χρώση με οοοίϊΐ&δίο Μιιε. Με τη χρώση αυτή δεν φάνηκε να 

υπάρχει έκφραση της Ηδθ70 στις 24 και 48 ώρες, με καμία ποσότητα εμβολιάσματος 

ιού. Φάνηκε όμως μια μικρή ζώνη με μοριακό βάρος 64 1ίΕ)& στις 72 ώρες και με 

εμβολίασμα ιού 10 και 20 μΐ από το απόθεμα. 2) Με ανοσοαποτύπωση (Ψοδίεπι 

ΜοΙΙίη§). Τα κυτταρικά εκχυλίσματα που χρησιμοποιήθηκαν συλλέχθηκαν μετά από 

επώαση 24, 48 και 72 ωρών με δύο ποσότητες εμβολιάσματος ιού, με βάση τα 

αποτελέσματα της χρώσης με οοοιη&δίβ Μιιβ, 10 και 20 μΐ. Τα αντισώματα που 

χρησιμοποιήθηκαν ήταν το αηΐΐ-Ηδθ70 (γεΙ) και το αηΐϊ χ&Χ Ι§0-ΑΡ και τα 

αποτελέσματα έδειξαν ότι στις 24 ώρες δεν έγινε έκφραση της πρωτεΐνης. Στις 48 και 

72 ώρες παρουσιάστηκε σήμα, αλλά η έκφραση της Ηδο70 στις 72 ώρες ήταν 

μεγαλύτερη. Το ποσό του αρχικού εμβολιάσματος του ιού δεν φάνηκε να επηρεάζει 

την έκφραση της πρωτεΐνης.

Η έκφραση της Ηδο70 σε μεγάλα ποσοστά είναι αναμενόμενη, αφού το προς 

μελέτη γονίδιο κλωνοποιήθηκε καθοδικά του δυνατού υποκινητή της πολυεδρίνης και 

αντικατέστησε το γονίδιο της πολυεδρίνης στο γένωμα του ιού. Ο βακκιλοϊός 

ακολουθεί λυτικό κύκλο και η πολυεδρίνη χρησιμοποιείται από τον ιό για την 

προστασία των σωματιδίων του από πρωτεόλυση, μέσα στον αποσυντιθέμενο ιστό. Η 

πολυεδρίνη έτσι εκφράζεται στα όψιμα στάδια της μόλυνσης, όπου γίνεται η σύνθεση 

των ιικών σωματιδίων. Η πολυεδρίνη δεν είναι απαραίτητη για την επιβίωση του ιού 

σε καλλιεργούμενα κύτταρα.

Η Ηδο70, όπως και οποιαδήποτε άλλη πρωτεΐνη εκφραστεί με το σύστημα του 

βακιλλοϊού, εκφράζεται σε ικανοποιητικά επίπεδα και μπορεί εύκολα να καθαριστεί 

με χρωματογραφία αγχιστείας Νί-ΝΤΑ αγαρόζης, αφού περιέχει υπολείμματα 

ιστιδίνης, και να χρησιμοποιηθεί για περαιτέρω πειράματα.
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Το βακτήριο Ζγπιοηίοηα8 ηιοΜΐ8 είναι αρνητικό κατά Ο γ& γπ  και δυνητικά 

αναερόβιο. Το πρώτο στέλεχος απομονώθηκε πρώτη φορά το 1911 από τους Βα1<6Γ 

και ΗΠΙίετ, οι οποίοι του απέδωσαν την “ασθένεια του μηλίτη οίνου” (οΐάεΓ δϊοίαιεδδ), 

κατά την οποία το βακτήριο αναπτύσσεται στον αποθηκευμένο μηλίτη και παράγει 

μεγάλες ποσότητες ακαταλδεΰδης, η οποία αλλοιώνει τη γεύση του. Στη συνέχεια 

απομονώθηκαν και άλλα στελέχη από μηλίτες (Μίΐΐίδ 1951), ζύθο (δΐιίπνννεΐΐ 1950), 

χυμό σακχαροκάλαμου (Οοηζαΐεδ άε Εΐιηα 1972), χυμό φοινικόδεντρου (δννίη^δ εί αΐ, 

1977), μέλι (Κιιΐζ-ΑΓ£ΐιεδθ εί αΐ. 1975).

Το βακτήριο παρουσιάζει μεγάλο βιοτεχνολογικό ενδιαφέρον λόγω του ότι 

παρουσιάζει αυξημένη παραγωγικότητα σε αιθανόλη σε σύγκριση με άλλους 

παραδοσιακούς ζυμομύκητες και γύρω στις 3-5 φορές μεγαλύτερη έναντι του 

ζυμομύκητα & οεγβνΪ8Ϊβ (Κθ£6Γ8 εί &1. 1982, Ταν/ίοτά Άηά Κιι§§ίεΐΌ 1990, Οαιτο άΙ &1. 

1995). Επίσης το Ζ. ιηοΜΙΐ8 έναντι των άλλων ζυμομυκήτων έχει το πλεονέκτημα ότι 

παράγει λιγότερη βιομάζα και δεν απαιτεί οξυγόνο για την ανάπτυξή του (ΒικΜιοΙζ 

εί ά\. 1987). Το Ζ. ητοΜΐ8 χρησιμοποιείται σε βιοαντιδραστήρες συνεχούς ζύμωσης 

με αποδόσεις μετατροπής 97% της θεωρητικής τιμής και συγκεντρώσεις αιθανόλης 

μέχρι και 12% (ϋοείΐε εί &1. 1985). Ένα βασικό πλεονέκτημα των κυττάρων του Ζ. 

τηοΐ)ίΗ8 για τη βιομηχανική παραγωγή αιθανόλης, είναι η ικανότητά τους να 

παρουσιάζουν κροκίδωση. Έτσι αποφεύγεται το δαπανηρό στάδιο της φυγοκέντρισης 

για το διαχωρισμό των κυττάρων από το υπερκείμενο (Κο§εΓδ εί 3.1. 1982, Ρ&ΐιία εί αΐ. 

1997).

Το βιοτεχνολογικό ενδιαφέρον Ζ. ιηοΜΙΐ8 δεν περιορίζεται όμως μόνο στην 

παραγωγή αιθανόλης. Χρησιμοποιείται επίσης στην παραγωγή οπανοειδών, τα οποία 

χρησιμοποιούνται ως πρόδρομες ενώσεις για την παρασκευή φαρμάκων. Τα 

οπανοειδή αποτελούν βασικό συστατικό της λιπιδικής μεμβράνης των κυττάρων του 

βακτηρίου (ΚοΙπηεΓ εί αΐ. 1979). Επίσης έχει αναφερθεί η παραγωγή ενώσεων 

υψηλής αξίας κατά την ανάπτυξη του βακτηρίου σε χυμούς αγροτικών προϊόντων 

(Κοίίοδ εΐ ά\. 1989). Τέλος το Ζ. πιοΙ)ίΙΪ8 χρησιμοποιείται και για τη συνεχή παραγωγή 

γλυκονικού οξέος και σορβιτόλης (Κο &η(1 Κίπι 1991, ν/ϊδβεοΐί εί &1. 1997).

Το κύριο μειονέκτημα του Ζ. τηοΙ>ίΙί8 ως εργαλείο βιοτεχνολογίας είναι ότι 

αναπτύσσεται σε περιορισμένο αριθμό υποστρωμάτων. Το μειονέκτημα αυτό μπορεί 

να αντιμετωπιστεί με τη χρήση της γενετικής μηχανικής, για την έκφραση
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ετερόλογων γονιδίων στο βακτήριο, και με μεταλλαξιγέννεση, για την δημιουργία 

νέων στελεχών που δεν θα έχουν τους περιορισμούς του φυσικού στελέχους.

Το Ζ ιηοΜΙΪ8 καταβολίζει μόνο γλυκόζη, φρουκτόζη και σακχαρόζη 

χρησιμοποιώντας τη γλυκολυτική πορεία ΕηίηεΓ-ϋοιιάοΓοίϊ', παράγοντας αιθανόλη 

και 0 0 2. Καμία άλλη πηγή άνθρακα δεν μπορεί να χρησιμοποιηθεί από το βακτήριο 

(Οοη\ναγ 1992).

Για τον καταβολισμό της σακχαρόζης το βακτήριο χρησιμοποιεί τρία ένζυμα,: 

1) μια εξωκυτταρική λεβανσακχαράση (ΙχνΙΙ ή δαεΒ), η οποία καταλύει την 

παραγωγή λεβάνης (πολυμερή φρουκτόζης ) και γλυκόζης 2) μια εξωκυτταρική 

ινβερτάση (ΙηνΒ ή δαοΟ), η οποία καταλύει την παραγωγή γλυκόζης και φρουκτόζης 

και 3) μια ενδοκυτταρική ινβερτάση (ΙηνΑ ή δαεΑ), της οποίας ο ρόλος δεν έχει 

διευκρινιστεί (ΡαιΊί εί &1. 1983, νϋΐίαπ 1984, Ρτεζΐοδΐ εί αΐ. 1990, Υαηαδδε εί &1. 

1992). Με τα ένζυμα αυτά το βακτήριο μετατρέπει τη σακχαρόζη σε γλυκόζη, 

φρουκτόζη, ενώ μέσω αυτής της διαδικασίας παράγονται και κάποια παραπροϊόντα 

Ένα τέτοιο παραπροϊόν είναι η λεβάνη, ενώ όταν το θρεπτικό μέσο είναι σακχαρόζη 

ή μίγμα γλυκόζης-φρουκτόζης, παράγεται σορβιτόλη ως παράγωγο καταβολισμού της 

φρουκτόζης,. Η σορβιτόλη παράγεται σε ποσοστά πάνω από 11% της αρχικής 

ποσότητας της σακχαρόζης (Β3ΐτο\ν εί ά\. 1984, νίϊΐί&π 1984, Βππ§εΓ-ΜεγεΓ 1985) 

και μεταφέρεται στο εσωτερικό του κυττάρου με ένα σύστημα ενεργού μεταφοράς 

και δεν μεταβολίζεται περαιτέρω (Εοοδ εί &1. 1994).

Για τον καταβολισμό της γλυκόζης το Ζ. /ποΜΚξ χρησιμοποιεί ένα σύστημα 

διευκολυνόμενης διάχυσης υψηλής ταχύτητας και χαμηλής συγγένειας, με το οποίο η 

γλυκόζη μεταφέρεται στο εσωτερικό του κυττάρου, όπου ακολουθεί την γλυκολυτική 

πορεία ΕηίηεΓ-ϋοικΙοΓοίΓ (Όι Ματίίο οηά Κοηιαηο 1985). Το γονίδιο του μεταφορέα 

της γλυκόζης ΟΓΡ έχει απομονωθεί (Βαπιείΐ εί ά\. 1992).

Με το ίδιο σύστημα διευκολυνόμενης διάχυσης, μέσω του μεταφορέα ΟΕΡ, 

μεταφέρεται και η φρουκτόζη στο εσωτερικό του κυττάρου, για να ακολουθήσει 

περαιτέρω τη γλυκολυτική πορεία, αλλά ο μεταφορέας δείχνει μια σαφή προτίμηση 

στη γλυκόζη. Ο μεταφορέας ΟΕΡ έχει τη δυνατότητα να μεταφέρει και άλλα σάκχαρα 

(ϋί Ματίίο Άϊΐά Κοιη&ηο 1985, ΡαήίεΓ 1997).

Μερικά από τα κύρια χαρακτηριστικά του βακτηρίου Ζ. πιοΙ)ϊΙΪ8 είναι η 

αντοχή του σε υψηλές συγκεντρώσεις αιθανόλης, πάνω από 13% ν//ν (Κ.ο§εΓδ εί αΐ. 

1982) και η ανθεκτικότητά του σε υψηλές συγκεντρώσεις σακχάρων. Όλα τα στελέχη 

αναπτύσσονται σε 20% \ν/ν γλυκόζη, ενώ υπάρχουν στελέχη που αναπτύσσονται σε
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40% ν//ν γλυκόζη, αφού περάσουν μια μεγάλη φάση εφησυχασμού (8\νΐη§δ αηά 

Ό&\ζγ 1977, δρΓ6η§6Γ 1996). Αντίθετα το βακτήριο δεν παρουσιάζει καμία 

ανθεκτικότητα σε υψηλές οσμωτικές πιέσεις, που προέρχονται από υψηλές 

συγκεντρώσεις αλάτων (5\νΐη§δ ζηά ΏεΙζγ 1977). Η ανθεκτικότητα του σε υψηλές 

συγκεντρώσεις αιθανόλης έχει αποδοθεί στη σύσταση της λιπιδικής μεμβράνης του 

βακτηρίου, η οποία παρουσιάζει μεγάλη περιεκτικότητα σε οπαναειδή και βαξενικό 

οξύ, ενώσεις που δρουν ως μεμβρανικοί σταθεροποιητές (ΚοΙπηεΓ εί &1. 1979), 

ισχυροποιώντας τις δυνάμεις ν&η άεΓ λΥα&Ιδ μεταξύ των λιπιδίων, ώστε να μειώνεται 

η διαπερατότητα της μεμβράνης σε μικρά μόρια (Βπη§εΓ εί &1. 1985).

Για την μελέτη και την εκμετάλλευση του Ζ. ίποΜΗξ έχουν δημιουργηθεί 

διάφορα στελέχη είτε με μεταλλαξιγένεση, είτε με την έκφραση ετερόλογων 

γονιδίων. Ένα τέτοιο στέλεχος είναι το ΟϋΊ, το οποίο είναι ευαίσθητο σε υψηλές 

συγκεντρώσεις γλυκόζης, ενώ αναπτύσσεται σε μέσο με 2% \ν/ν γλυκόζη και 

παρουσιάζει μειωμένη παραγωγικότητα σε αιθανόλη σε σχέση με το φυσικό στέλεχος 

(ϋΓ ί̂ηαδ εί &1. 1984). Το στέλεχος αυτό μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως εργαλείο στην 

προσπάθεια διευκρίνησης του μηχανισμού ανθεκτικότητας του φυσικού βακτηρίου σε 

υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης. Άλλα μεταλλαγμένα στελέχη είναι στελέχη 

θερμοανθεκτικά (ΒεΓίΙιεΙίη εί αΐ 1985), ανθεκτικά στο αλάτι και σε χαμηλό ρΗ 

(Ιη§Γ&ηι 1984), στελέχη χωρίς δραστικότητα γλυκοιανάσης και 

φωσφοφρουκτοκινάσης (ϋΐ Μαή<:ο ζηά Κοιηαηο 1985, Βπη§εΓ-ΜεγεΓ είαΐ. 1985), 

ευαίσθητα στην υπεριώδη ακτινοβολία (ν&ΓίΙιοΙοιηαίοδ εί &1. 1990), ανθεκτικά σε 

υψηλές συγκεντρώσεις οξικού οξέος (Ιοαοΐιίπίδΐειίιΐ εί αΐ. 1998), μεταλλάγματα 

κροκίδωσης (ϋοείΐε αηά Οτεεηίϊίείά 1985). Τα μεταλλαγμένα στελέχη όμως 

παρουσιάζουν φαινοτυπική αστάθεια.

Η έκφραση ετερόλογων γονιδίων στο Ζ. ιηοΗΙΐ8 επιτυγχάνεται με βακτηριακή 

σύζευξη γιατί οι κλασικές μέθοδοι μετασχηματισμού δεν έχουν μεγάλη συχνότητα 

(Υαπδδδε εί &1. 1986, ΟΙίαιηοίο ζηά Να1ίαηιυΓ& 1991, Ταιη εί ύ. 1993). Με αυτόν τον 

τρόπο έχουν δημιουργηθεί στελέχη που αναπτύσσονται σε νέα υποστρώματα όπως 

μελοβιόζη (Υαη&δε εί αΐ. 1990), άμυλο (ΒΓεδίΐε εί αΐ. 1990), ξυλόζη (Ζ1ι&η§ εί ύ.

1995), μαννόζη (λνεΐδδεΓ εί &1. 1996) και αραβινόζη (Όεαπίΐα εί ά\. 1996). Επίσης με 

την έκφραση ετερόλογων γονιδίων δημιουργήθηκαν στελέχη που παρήγαγαν νέα 

προϊόντα, όπως Τ-αλανίνη (ΙΛιΙειΛιΐδοΙι εί ά\. 1991), β-καροτένια (ΜΪ3Ηλν& εί ύ. 

1991) και πρωτεΐνη παγοπυρήνωσης (ΌΓΕΪη&δ εί &1. 1995, Υ&ΓδαΙά εί &1. 1998).
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Ο μηχανισμός ανθεκτικότητας του βακτηρίου σε υψηλές συγκεντρώσεις 

σακχάρων δεν έχει διευκρινιστεί πλήρως. Η ανάπτυξή του σε υψηλές συγκεντρώσεις 

σακχαρόζης ή μιγμάτων γλυκόζης και φρουκτόζης έχει αποδοθεί στη συσσώρευση 

σορβιτόλης, η οποία δημιουργεί μεγάλη οσμωτική πίεση στο εσωτερικό του κυττάρου 

αντισταθμίζοντας την εξωτερική πίεση (Εεί§1ι εί αΐ. 1984, Εοο§ εί αΐ. 1994). Η 

συσσώρευση σορβιτόλης όμως, όταν μόνη πηγή άνθρακα είναι η γλυκόζη, είναι πολύ 

μικρή (νΐ&αιι 1984). Επίσης έχει βρεθεί ότι καμία άλλη ουσία δεν παράγεται σε 

σημαντικές ποσότητες, που να εξισορροπεί την εσωτερική με την εξωτερική 

οσμωτική πίεση του βακτηριακού κυττάρου (Εοοδ εί αΐ. 1994). Μια πιθανή εξήγηση 

της ανάπτυξης του βακτηρίου σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης είναι η γρήγορη 

εξισορρόπηση της εσωτερικής με την εξωτερική πίεση του κυττάρου με τη γρήγορη 

μεταφορά της γλυκόζης στο εσωτερικό του κυττάρου, μέσω του μεταφορέα ΟΕΡ 

γλυκόζης (Όΐ Μ&τΐίο ζηά Κοπιαηο 1985, δίχαοΐι εΐ αΐ. 1991). Ιη νΐνο πειράματα όμως 

έδειξαν ότι η συγκέντρωση γλυκόζης στα κύτταρα είναι πολύ μικρότερη από την 

εξωτερική (Ηεπη&ηδ 1992). Επομένως ο μηχανισμός αυτός είναι ανεξάρτητος από 

τους μηχανισμούς οσμωρύθμισης, που χρησιμοποιεί το βακτήριο στην περίπτωση 

που το θρεπτικό υλικό περιέχει φρουκτόζη ή σακχαρόζη, ενώ είναι μάλλον 

ανεξάρτητος από τη λιπιδική σύσταση της μεμβράνης του (ϋουΐο. εί αΐ. 1999).

Περαιτέρω μελέτη του μηχανισμού ανθεκτικότητας του βακτηρίου 

Ζγπιοπιοηα8 μοΜ ϊξ, σε θρεπτικά υλικά που περιέχουν υψηλές συγκεντρώσεις 

γλυκόζης, έδειξε ότι ένας πρωτεϊνικός παράγοντας είναι υπεύθυνος για την έναρξη 

της ανάπτυξης των κυττάρων σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης (ϋοιιΐία εί &1.

1999). Τα κύτταρα άγριου τύπου του Ζ. ιτιοΜΗξ αναπτύσσονται εκθετικά και 

παρουσιάζουν μια φάση εφησυχασμού 3 ωρών, όταν μεταφέρονται από θρεπτικό 

υλικό με 2 % \ν/ν γλυκόζη σε θρεπτικό υλικό με 10% \ν/ν γλυκόζη. Το μεταλλαγμένο 

στέλεχος 0υΐΚ ΐί2 παρουσιάζει μια φάση εφησυχασμού πάνω από 20 ώρες, υπό τις 

ίδιες συνθήκες. Βρέθηκε ότι το στέλεχος ΟΙΠ Κίί2 αναπτύσσεται σε 10 % γλυκόζη 

χωρίς περίοδο εφησυχασμού, όταν στο ίδιο θρεπτικό υλικό κύτταρα αγρίου τύπου 

είχαν επωαστεί για τρεις ώρες και απομακρύνθηκαν στην αρχή της εκθετικής τους 

φάσης. Η ανάπτυξη του 0υΐΚ ΐί2 σε 10 % γλυκόζη που έχει προεπωαστεί με κύτταρα 

αγρίου τύπου ανατρέπεται με θέρμανση ή με κατεργασία με πρωτεάσες στο θρεπτικό 

υλικό. Έτσι προτάθηκε ότι ένας πρωτεϊνικός παράγοντας, ευάλωτος στη θερμοκρασία 

παράγεται, μέσω κάποιου άγνωστου ρυθμιστικού μηχανισμού, από το φυσικό 

στέλεχος, και ενεργοποιεί την ανάπτυξη του 0 υΐΚ ίί2 σε θρεπτικά υλικά με 10 %
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γλυκόζη. Το σηματοδοτικό μόριο για τη σύνθεση του πρωτεϊνικού παράγοντα είναι η 

γλυκόζη (Οοιιΐία 6ΐ &1. 1999).

Βιοχημικές αναλύσεις έδειξαν ότι τα γονίδια που είναι υπεύθυνα για την 

αναπλήρωση της ανθεκτικότητας του βακτηρίου σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης, 

βρίσκονται σε ένα σύμπλεγμα (§6πο οΐιΐδίει·) τεσσάρων κωδικευουσών περιοχών 

(ΟΚΡ1-4), οι οποίες είναι πολύ πιθανό να συμμεταγράφονται ως ένα αυτόνομο 

οπερόνιο. Ο ακριβής ρόλος των πρωτεϊνών που κωδικοποιούν είναι άγνωστος. 

Πιθανόν τα γονίδια αυτά να κωδικεύουν πρωτεΐνες, που συμμετέχουν σε μια 

θεωρητική σηματοδοτική πορεία, με σημοτοδοτικό μόριο τη γλυκόζη, και να 

ρυθμίζουν την παραγωγή ή τη λειτουργία του παράγοντα που είναι υπεύθυνος για την 

έναρξη της ανάπτυξης των κυττάρων του βακτηρίου σε αυξημένες συγκεντρώσεις 

γλυκόζης, ενώ παράλληλα ρυθμίζουν και τη σύνθεση της γλυκόζης και της 

γλυκοκινάσης, όταν η συγκέντρωση της γλυκόζης αυξηθεί στο θρεπτικό μέσο. Για τις 

πρωτεΐνες αυτές δεν έχουν βρεθεί ομολογίες με άλλες πρωτεΐνες (ϋοιι1<:3. &ί ά\. 1999).

Εντοπισμός και απομόνωση του πρωτεϊνικού παράγοντα, που είναι υπεύθυνος 

για την έναρξη της ανάπτυξης του Ζ. ιιιοΜΗξ σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης, και 

προσδιορισμός της χημικής του φύσης, θα αποτελούσε ένα σημαντικό βήμα στην 

διευκρίνηση του παραπάνω ρυθμιστικού μηχανισμού.

ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ

Σκοπός της εργασίας ήταν η απομόνωση του πρωτεϊνικού παράγοντα, που 

συμμετέχει στο μηχανισμό ανθεκτικότητας του βακτηρίου Ζ. πιοΜί8 σε υψηλές 

συγκεντρώσεις γλυκόζης.
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

2.1 Βακτηριακά στελέχη
Τα στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν ήταν το φυσικό στέλεχος ΑΤΟΟ10988 του 

Ζ πιοΗΙι.3, το οποίο αναπτύσσεται και σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης, και το 

μεταλλαγμένο στέλεχος 0υΐΚ ίί2 (ΌΓαίπαδ βί 1984), το οποίο είναι ευαίσθητο σε 

υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης και παρουσιάζει ανθεκτικότητα στη ριφαμπικίνη 

(20 μ§/ηι1). Το στέλεχος αυτό αναπτύσσεται σε στερεό θρεπτικό μέσο που περιέχει 

2% \ν/ν γλυκόζη, ενώ δεν αναπτύσσεται σε στερεό θρεπτικό μέσο που περιέχει 10 % 

γλυκόζη. Σε υγρό θρεπτικό μέσο με 10% γλυκόζη παρουσιάζει μια περίοδο 

εφησυχασμού 22 ωρών.

2.2 Θρεπτικά υλικά

Τα θρεπτικά υλικά που χρησιμοποιήθηκαν ήταν: α) πλήρες θρεπτικό υλικό για 

το Ζ. ηιοΗΙΐΞ (Ζγπιο ΒγοϊΙι, Ζ.Β.) με περιεκτικότητες 0,5% ν//ν εκχύλισμα ζύμης,

0,1% \ν/ν (ΝΗ4)2δ0 4 0,1% ΚΗ2ΡΟ4 λν/ν ,0.05% \ν/ν Μ§804 β) ελάχιστο θρεπτικό 

υλικό για το Ζ. τηοδίΗε με περιεκτικότητες 0,1% \ν/ν (ΝΗ4)2δ0 4, 0,1 % \ν/ν ΚΗ2Ρ0 4,

0,1% \ν/ν Κ2ΗΡ0 4, 0,05% λν/ν ΝαΟΙ. Ως πηγή άνθρακα και στα δύο παραπάνω 

υποστρώματα προστίθεται γλυκόζη στην επιθυμητή ποσότητα (2% ή 10% \ν/ν). Για 

την παρασκευή στερεών θρεπτικών υλικών στα παραπάνω υγρά θρεπτικά υλικά 

προστίθεται και 2% αγαρόζη.

2.3 Ανάπτυξη καλλιεργειών

Οι υγρές καλλιέργειες του βακτηρίου Ζ. ιηοΜίε αναπτύσσονται στους 30 Ο 

χωρίς ανάδευση. Μονές αποικίες γίνονται ορατές σε στερεό θρεπτικό υλικό μετά από 

3-6 μέρες από τη μέρα του εμβολιασμού των κυττάρων.

2.4 Έλεγχος ύπαρξης του πρωτεϊνικού παράγοντα

Σύμφωνα με ένα προτεινόμενο μοντέλο του παρόντος εργαστηρίου, ο 

πρωτεϊνικός παράγοντας παράγεται εξωκυττάρια από το φυσικό στέλεχος 

ΑΤ0010988 και συμμετέχει στον μηχανισμό ανθεκτικότητας του βακτηρίου σε 

υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης.
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Για τον έλεγχο της ύπαρξης του πρωτεϊνικού παράγοντα γίνονται βιολογικά 

τεστ αναπλήρωσης του μεταλλαγμένου στελέχους 0[_Ι1Κίί2, σε υψηλές 

συγκεντρώσεις γλυκόζης ως εξης:

Σε 3 πιΐ ελάχιστου θρεπτικού υλικού με 10 % γλυκόζη επωάζονται κύτταρα 

αγρίου τύπου ΑΤ0010988 για τρεις ώρες. Στη συνέχεια τα κύτταρα απομακρύνονται 

με φιλτράρισμα, χρησιμοποιώντας φίλτρα πόρων 0,45 μπι. Στο φιλτραρισμένο 

υπερκείμενο εμβολιάζονται 3ΟΟμΙ προκαλλιέργειας ΟΙΙ1Κϊί2, η οποία βρίσκεται σε 

εκθετική φάση ανάπτυξης. Η ύπαρξη του παράγοντα πιστοποιείται με την ανάπτυξη 

της καλλιέργειας του μεταλλαγμένου στελέχους, χωρίς τη φάση εφησυχασμού των 22 

ωρών. Ως μάρτυρας (οοπϊγοΙ) χρησιμοποιείται μια καλλιέργεια 0υΐΚ ΐί2 σε ελάχιστο 

θρεπτικό υλικό με 10% γλυκόζη και το ίδιο εμβολίασμα. Επίσης για τον έλεγχο της 

ορθότητας των στελεχών και την σύγκριση της ανάπτυξης χρησιμοποιούνται 

καλλιέργειες σε ελάχιστο θρεπτικό μέσο με 2% και 10% γλυκόζη και των δύο 

στελεχών ΑΤ(Χ 10988 και ΟΙΙ1Κίί2, με την ίδια αναλογία υποστρώματος (3 ιηΐ) 

εμβολιάσματος (300 μΐ).

2.5 Παραγωγή εξωκυττάριων πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων (σε μεγάλη κλίμακα)

Για την ποσοτική απομόνωση του πρωτεϊνικού παράγοντα, αναπτύσσονται 

καλλιέργειες του φυσικού στελέχους ΑΤ(Χ 10988, και ο παράγοντας απομονώνεται 

με επώαση 2 λίτρων ελάχιστου θρεπτικού υλικού με 10% γλυκόζη με κύτταρα αγρίου 

τύπου, για τρεις ώρες, ως εξής:

Από στερεή καλλιέργεια εμβολιάζονται κύτταρα σε 10 πιΐ πλήρους θρεπτικού 

υλικού με 2% γλυκόζη. Μετά από επώαση στους 30 Ο, γίνεται ανακαλλιέργεια σε 

200 ηιΐ ελάχιστου θρεπτικού υλικού με 2% γλυκόζη μέχρι πλήρους αναδιπλασιασμού 

των κυττάρων. Ακολουθεί ανακαλλιέργεια 1 1 ελάχιστου θρεπτικού υλικού με 2% 

γλυκόζη. Τα κύτταρα συλλέγονται, στο τέλος της εκθετικής τους φάσης, με 

φυγοκέντρηση και προστίθενται σε 2 1 ελάχιστου θρεπτικού υλικού με 10% γλυκόζη 

για τρεις ώρες.

Το θρεπτικό υλικό των 2 λίτρων, με περιεκτικότητα 10% σε γλυκόζη, μετά 

την επώαση με τα βακτηριακά κύτταρα, φυγοκεντρείται στα 6000 ηρηι {βοΓναΙΙ ΙΙΟ 

5Β, Κ.6ίη§6Γ&ί6<! διιρ6Γ8ρ6β(1 ΟθηΙπίίΐββ, 06πτηαηγ, κεφαλή 08Α) για 20 λεπτά στους 

4 Ο. Το υπερκείμενο φιλτράρεται, με φίλτρο διαμέτρου πόρων 0,45 μπι, για την 

απομάκρυνση εναπομείναντων κυττάρων και ακολουθεί διαπίδυση για την 

απομάκρυνση της περίσσειας γλυκόζης.
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2.5.1 Διαπίδυση
Για την απομάκρυνση της περίσσειας γλυκόζης, το υπερκείμενο της 

καλλιέργειας 2 λίτρων με 10% γλυκόζη, τοποθετείται σε μεμβράνη κυτταρίνης 

(δΕΚνΑ 44126, Γ6§6Π6Γαί6(1 οεΐΐπίοδβ, Μ\¥30 12000-19000), η οποία έχει 

ενεργοποιηθεί προηγουμένως με εμβάπτισή της για 30 λεπτά σε απιονισμένο νερό. Η 

μεμβράνη με το υπερκείμενο βυθίζεται σε ρυθμιστικό διάλυμα Τπδ-ΗΟΙ 20 πιΜ με 

ρΗ7, και επωάζεται για 24 περίπου ώρες στους 4 Ο, αφού γίνει αλλαγή του 

διαλύματος δύο φορές μέσα σε αυτό το χρονικό διάστημα.

2.5.2 Υπερδιήθηση

Μετά τη διαπίδυση το υπερκείμενο των 2 λίτρων τοποθετείται στη μεγάλη 

συσκευή υπερδιήθησης (Αιηΐοοη) για να συμπυκνωθεί. Η συσκευή διαθέτει μεμβράνη 

ΡΜ 10 (ηιΐΙΙΐροΓβ), η οποία ενεργοποιείται με εμβάπτισή της σε απιονισμένο νερό για 

μια ώρα. Όταν ο όγκος του υπερκείμενου φτάσει τα 150 ιηΐ περίπου, αυτό 

μεταφέρεται στη μικρή συσκευή υπερδιήθησης (Αιηΐοοη) και αφού ο όγκος του 

φτάσει τα 4 ιηΐ περίπου, συλλέγεται και φυλάσσεται στους 4 Ο, για 

επαναχρησιμοποίηση.

2.6 Χρωματογραφία στήλης ιοντοανταλλαγής ΌΕΑΕ-8βρΙΐ3Γ086 ΟΕ-6Β με 

διάλυμα έκλουσης αυξανόμενης ιοντικής ισχύος

Για τον εντοπισμό του αναζητουμένου πρωτεϊνικού παράγοντα το 

συμπύκνωμα του εκχυλίσματος της μεγάλης κλίμακας 2 λίτρων, διαχωρίζεται με 

χρωματογραφία ιοντοανταλλαγής σε στήλη ϋΕΑΕ-δερΙιαϊΌδε (ΡΜιτη&οΐα). Με τη 

μέθοδο αυτή οι αρνητικά φορτισμένες πρωτεΐνες του συμπυκνώματος της μεγάλης 

κλίμακας προσδένονται στα θετικά φορτισμένα σφαιρίδια σεφαρόζης της στήλης και 

με αυξανόμενες συγκεντρώσεις άλατος απομονώνονται διάφορα κλάσματα 

πρωτεϊνών.

Το υλικό της στήλης είναι ϋΕΑΕ-δβρΙι&ΓΟδε ΟΕ-6Β (οοάε ηο: 17-0710-01) 

ενώ το ρυθμιστικό διάλυμα πακεταρίσματος της στήλης είναι Τπδ-ΗΟΙ 20ιώΜ, 

ρΗ7,6. Στην στήλη προστίθενται 2 ιηΐ από το συμπύκνωμα των 4 ηιΐ της 

υπερδιήθησης. Στη συνέχεια η στήλη πακετάρεται με ροή 4 ηιΐ/ιηΐη και προστίθενται 

σε αυτήν 25 πιΐ ρυθμιστικού διαλύματος και συλλέγονται 10 κλάσματα των 2,5 ιπΐ ως 

μάρτυρες (οοπϊγοΙ). Ακολουθεί η προσθήκη 5 πιΐ από κάθε διάλυμα συγκέντρωσης 

ΚΟΙ με ροή 2 ηιΐ/ηιίη και η συλλογή πρωτεϊνικών κλασμάτων 1 πιΐ. Τα διαλύματα
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Κ01 που προστίθενται έχουν συγκεντρώσεις 50 ιηΜ, 100 τηΜ, 150 ιηΜ, 200 ιηΜ, 

250 ηιΜ και 300 ηιΜ, ενώ συλλέγονται συνολικά 30 κλάσματα του 1 γπΙ.

Για κάθε κλάσμα γίνεται προσδιορισμός της περιεκτικότητας του σε πρωτεΐνη 

με μέτρηση της απορρόφησής του στα 280 ητη. Επίσης για κάθε κλάσμα αυξανόμενης 

συγκέντρωσης άλατος γίνεται έλεγχος της ύπαρξης του αναζητούμενου παράγοντα με 

βιολογικά τεστ (παράγραφος 2.4).

2.7 Ηλεκτροφόρηση πηκτής δωδεκυλοθειϊκού-πολυακρυλαμιδίου (δϋδ-ΡΑΟΕ)

Για τα κλάσματα της χρωματογραφίας, που με τα βιολογικά τεστ δείχνουν ότι 

αναπληρώνουν το στέλεχος Οϋ 1 Κϊί2 σε υψηλή συγκέντρωση γλυκόζης (10%), 

γίνεται διαχωρισμός των πρωτεϊνών που περιέχουν, με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

12% δϋδ-ΡΑΟΕ.

Η πηκτή παρασκευάζεται ως εξής: Αρχικά παρασκευάζεται το ρυθμιστικό 

διάλυμα διαχωρισμού (δ6ραΓ&ίΐη§ ΙπιίϊβΓ) πυκνότητας 12% αναμιγνύονται 4 μΐ 

διαλύματος ακρυλαμιδίου:δις ακρυλαμιδίου (29:1), 2,5 μΐ διαλύματος 1,5 Μ Τπδ 

ρΗ8,8, 100 μΐ 10% δΌδ, ενώ λίγο πριν την απόχυση του διαλύματος διαχωρισμού 

στην συσκευή ηλεκτροφόρησης, προστίθενται 50 μΐ 10% ΑΡδ και 20 μΐ ΤΕΜΕΟ. Ο 

συνολικός όγκος του διαλύματος διαχωρισμού είναι 20 μΐ και συμπληρώνεται με 

απεσταγμένο νερό. Μόλις ολοκληρωθεί ο πολυμερισμός του πολυακρυλαμιδίου 

ακολουθεί η προετοιμασία του ρυθμιστικού διαλύματος επιστοίβασης (δίαοΐαπ^). Το 

διάλυμα αυτό παρασκευάζεται με προσθήκη 0,85 μΐ ακρυλαμιδίου :δις ακρυλαμιδίου 

(29:1), 1,3 πιΐ 0,5 Μ Τπδ ρΗ6,8, 50 μΐ 10% δΟδ, 2,8 μΐ άά Η20 και λίγο πριν την 

απόχυσή του στη συσκευή ηλεκτροφόρησης προστίθενται 20 μΐ 10% ΑΡδ και 5 μΐ 

ΤΕΜΕΟ. Το διάλυμα αφήνεται μέχρι να πολυμεριστεί το ακρυλαμίδιο.

Για την ηλεκτοφόρηση παρασκευάζεται ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης 

(ηιηηίη§) 1χ δΌδ (72,5 §γ γλυκίνη, 7,5 §τ δΟδ και 15 §γ Τπδ ϊ»αδ6 σε 5 1ί ά Η20) με 

το οποίο πληρούται η συσκευή ηλεκτροφόρησης. Από κάθε κλάσμα φορτώνονται 

στην πηκτή 10 μΐ και ηλεκτροφορούνται στα 120 νοίίδ, ενώ στη συνέχεια η πηκτή 

υφίσταται χρώση με νιτρικό άργυρο για την εμφάνιση των πρωτεϊνών της.

2.8 Χρώση πηκτής πολυακρυλαμιδίου με νιτρικό άργυρο (8Ϊ1ν6Γ 8ί3Ϊηίη§)

Για την χρώση της πηκτής με νιτρικό άργυρο ακολουθήθηκαν τα εξής στάδια, 

σύμφωνα με το πρωτόκολλο της ΒΙΟ-ΚΑΌ:
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Σταθεροποίηση: Η πηκτή τοποθετείται σε διάλυμα σταθεροποίησης (50% 

μεθανόλης και 10% οξικού οξέος και 10% συμπυκνωμένου διαλύματος 

σταθεροποίησης) για 30 λεπτά, ώστε να σταθεροποιηθούν οι πρωτεΐνες. Στη συνέχεια 

εκπλένεται δύο φορές με απιονισμένο νερό επί 20 λεπτά κάθε φορά.

Χρώση και ανάπτυξη χρώματος: Για τη χρώση και την εμφάνιση των 

πρωτεϊνών, η πηκτή εμβαπτίζεται στο διάλυμα χρώσης και ανάπτυξης, (2,5 γπΙ δΐΙνοΓ 

οοπιρίεχ δοΐιιΐίοη, 2,5 ηιΐ Γεάιιοίΐοη ηιοάεΙ&ΐοΓ, 2,5 πιΐ άενβίορηιοηΐ Γ0α§6ηΐ, 17,5 γπΙ 

Η20 και 25 ιηΐ άενοίορεηίθηΐ αοοοΙεΓ&ίοΓ δοΐιιίΐοη), μέχρι να εμφανιστούν οι 

πρωτεΐνες (τουλάχιστον 20 λεπτά).

Τερματισμός της ανάπτυξης χρώματος: Αφού εμφανιστούν οι πρωτεΐνες, η 

αντίδραση ανάπτυξης χρώματος, σταματά με την προσθήκη διαλύματος 5% οξικού 

οξέος. Η πηκτή εκπλένεται με νερό για 5 λεπτά και φυλάσσεται.
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

3.1 Απομόνωση του πρωτεϊνικού παράγοντα που συμβάλλει στην ανάπτυξη του 

Ζ. ηιοΜΙΐ8 σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης σε μεγάλη κλίμακα (2 1).

Για την απομόνωση του αναζητούμενού πρωτεϊνικού παράγοντα έγιναν 

ανακαλλιέργειες του φυσικού στελέχους ΑΤ(Χ 10988 σε θρεπτικά υλικά με 2% 

γλυκόζη όγκου 10 ιηΐ, 200 γπ1 και 1 λίτρο, με εμβολιάσματα κάθε φορά 10% του 

όγκου κάθε καλλιέργειας, όπως περιγράφεται στην παράγραφο 2.5. Στη συνέχεια η 

καλλιέργεια του 1 λίτρου φυγοκεντρήθηκε, υπό στείρες συνθήκες, και τα κύτταρα 

επωάστηκαν για τρεις ώρες σε 2 λίτρα ελάχιστου θρεπτικού υλικού με 10% γλυκόζη, 

για την παραγωγή του αναζητούμενου παράγοντα. Στη συνέχεια το επωασμένο με 

βακτηριακά κύτταρα θρεπτικό υλικό των 2 λίτρων φυγοκεντρήθηκε και το 

υπερκείμενο διηθήθηκε, για την απομάκρυνση εναπομεινάντων κυττάρων. 

Ακολούθησε διαπίδυση του για την απομάκρυνση της περίσσειας γλυκόζης και 

υπερδιήθηση, μέχρι τελικού όγκου 4 ιηΐ, όπως περιγράφεται στις παραγράφους 2.5.1 

και 2.5.2.

Το συμπύκνωμα αυτό αναλύθηκε με χρωματογραφία ιοντοανταλλαγής 

ΌΕΑΕ-σεφαρόζη (παράγραφος 2.6). 2 ιηΐ του συμπυκνώματος προστέθηκαν στη 

στήλη. Στη συνέχεια προστέθηκαν 25 ηιΐ από το ρυθμιστικό διάλυμα πακεταρίσματος 

της στήλης για το οποίο λήφθηκαν κλάσματα των 2,5 ιη1. Ακολούθησε προσθήκη των 

διαλυμάτων ΚΟ με αυξανόμενη συγκέντρωση άλατος και η λήψη κλασμάτων του 

ενός πιΐ. Για τον έλεγχο της περιεκτικότητας τους σε πρωτεΐνες έγινε φωτομέτρησή 

τους στα 280 ηηι και τα αποτελέσματά της φαίνονται στη εικόνα 1

Για τον έλεγχο της ύπαρξης κλάσματος, που περιέχει τον αναζητούμενο 

πρωτεϊνικό παράγοντα, έγιναν βιολογικά τεστ με το μεταλλαγμένο στέλεχος 0υΐΚ ίί2 

σε όλα τα κλάσματα. Βρέθηκε ότι τα κλάσματα 24, 25 και το 1 αναπλήρωναν το 

0υΐΚ ίί2 σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης (10%).

Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 12% δϋδ-πολυακρυλαμιδίου 10 μΐ 

από κάθε κλάσμα που αναπλήρωνε το μεταλλαγμένο στέλεχος. Τα αποτελέσματα 

φαίνονται στην εικόνα 2. Στο κλάσμα 25 (διαδρομή 3) παρατηρείται η ύπαρξη μιας 

πρωτεΐνης μοριακού βάρους 18000 άαΐίοη, η οποία αντιστοιχεί πιθανότατα στον 

αναζητούμενο παράγοντα. Για το κλάσμα 24 η αντίστοιχη ζώνη είναι πολύ αχνή, 

επομένως η πρωτεΐνη είναι πολύ λιγότερη. Στο κλάσμα 1 (διαδρομή 6) διακρίνεται 

μια ακόμα πιο αχνή ζώνη της πρωτεΐνης αυτής, γεγονός που πρέπει να οφείλεται στο
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ότι ο πιθανός παράγοντας δεν προσδέθηκε ποσοτικά με τη στήλη και μικρή ποσότητά 

του παρασύρθηκε από το διάλυμα πακεταρίσματος της στήλης.

Ρ Γ 3 θ ί ίθ Π  Π ΙΠ Π ίΟ β Γ

Εικόνα 1: Γραφική παράσταση της απορρόφησης στα 280 ηιη των κλασμάτων 
της χρωματ0γραφίαςΌΕΑΕ-8βρ1ΐΓ08β.
Τα 10 πρώτα κλάσματα αντιστοιχούν στο διάλυμα πακεταρίσματος της στήλης, 
μετά την προσθήκη δείγματος, και τα υπόλοιπα, ανά 5, στα διαλύματα ΚΟΙ 50 γπΜ, 
100 ιώΜ, 150 ηιΜ, 200 ιηΜ, 250 ιώΜ, 300 ητΜ.

Στο κλάσμα 23 (διαδρομή 5), που δεν αναπλήρωσε το Οϋ1Κϊί2 στα βιολογικά τεστ, 

δεν παρουσιάζεται τέτοια πρωτεΐνη. Η πρωτεΐνη 18000 άαΐίοη απομονώθηκε 

ποσοτικά από το κλάσμα 25 με συγκέντρωση άλατος 150 ιηΜ. Η αναπλήρωση του 

στελέχους 0υΐΚ ΐί2 σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης και στα κλάσματα 24 και 1, 

που η περιεκτικότητα στην πρωτεΐνη αυτή είναι ελάχιστη, μπορεί να αποτελέσει 

ένδειξη ότι ο παράγοντας μπορεί να δράσει και σε πολύ μικρές ποσότητες.
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Εικόνα 2: Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 12% 8ϋ8-πολυακυλαμιδίου των 
πρωτεϊνικών κλασμάτων, που αναπληρώνουν το στέλεχος ΟϋΙΚίΟ σε υψηλές 
συγκεντρώσεις γλυκόζης.
Διαδρομές 1,7: πρότυπο μοριακών βαρών 161-0304, ΒΙΟ-ΚΑΟ 
Διαδρομή 2: 10 μΐ συμπυκνώματος υπερδιήθησης.
Διαδρομή 3: 10 μΐ κλάσματος 25, που αναπλήρωνε το 0υΐΚ ίί2. Παρουσιάζεται μια 
πρωτεΐνη μοριακού βάρους 18 1<33ά.
Διαδρομές 4, 6: 10 μΐ κλασμάτων 24 και 1 αντίστοιχα, που αναπλήρωναν το 
Ο ϋΚίί2.
Διαδρομή 5: 10 μΐ κλάσματος 23, που δεν αναπλήρωνε το 0υΐΚϊί2.

3.3 Επαναληπτικά τεστ απομόνωσης του πρωτεϊνικού παράγοντα.

Για τη εγκυρότητα των παραπάνω αποτελεσμάτων, που υποδεικνύουν την 

ύπαρξη ενός εξωκυττάριου πρωτεϊνικού παράγοντα 18000 άαΐίοη, που συμμετέχει 

στο μηχανισμό αντοχής του βακτηρίου Ζ. πιοΗΗ8 σε υψηλές συγκεντρώσεις 

γλυκόζης, έγιναν επαναληπτικά τεστ απομόνωσης του παράγοντα αυτού, όπως 

περιγράφεται στην παράγραφο 2.5.

Στη συνέχεια ακολούθησε έλεγχος της επίδρασης του ποσοστού των 

εμβολιασμάτων του στελέχους αγρίου τύπου, στην διαδικασία παραγωγής του 

παράγοντα. Συγκεκριμένα έγινε εμβολιασμός 5%, 10% και 20%, σε ελάχιστο 

θρεπτικό υλικό 200 ιηΐ με 10% γλυκόζη, του ΑΤΟΟ10988 και έλεγχος της ανάπτυξης 

των βακτηρίων με φωτομέτρηση, ενώ λήφθηκάν δείγματα 3 ιηΐ του επωαζόμενου 

θρεπτικού υλικού με βακτήρια ανά μισή ώρα. Στο υπερκείμενο των κλασμάτων 

αυτών έγιναν βιολογικά τεστ και βρέθηκε ότι, με εμβολίασμα 5% η αναπλήρωση του 

μεταλλαγμένου στελέχους ΟΙΙ1Κίί2 επιτυγχάνεται στο κλάσμα των 3.30 ωρών, ενώ 

με εμβολίασμα 10% τα βιολογικά τεστ βγήκαν θετικά στις 3 ώρες, όπου τα κύτταρα 

έχουν αρχίσει να αναπτύσσονται. Επομένως επιβεβαιώθηκε ότι ο αναζητούμενος
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πρωτεϊνικός παράγοντας παράγεται από τα κύτταρα του ΑΤΟΟ10988, ύστερα από 

επώαση τριών ωρών σε ελάχιστο θρεπτικό υλικό με 10% γλυκόζη.
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Το βάκτηριο Ζγιηοιηοηαδ τηοδΐΐώ είναι ένα αρνητικό κατά Οταπι βακτήριο που 

αναπτύσσεται σε υποστρώματα, που ως μόνη πηγή άνθρακα χρησιμοποιείται 

γλυκόζη, φρουκτόζη ή σακχαρόζη. Για τον καταβολισμό αυτών των σακχάρων 

χρησιμοποιείται η γλυκολυτική πορεία ΕηίηοΓ-ΌοιιάοΓοίϊ' και παράγεται αιθανόλη και

0 0 2. Όπως αναφέρθηκε και στην εισαγωγή, η ανθεκτικότητα του βακτηρίου σε 

υψηλές συγκεντρώσεις σακχαρόζης και μιγμάτων φρουκτόζης και γλυκόζης έχει 

μελετηθεί διεξοδικά και οφείλεται στη συσσώρευση μιας συμβατής διαλυμένης 

ουσίας, της σορβιτόλης, στο εσωτερικό του κυττάρου. Έτσι εξισορροπείται η 

εσωτερική με την εξωτερική πίεση του κυττάρου. Ο μηχανισμός αυτός δεν ισχύει 

στην περίπτωση υψηλών συγκεντρώσεων γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο γιατί δεν 

παράγεται καμία ουσία αντίστοιχη της σορβιτόλης στο κύτταρο. Ο μηχανισμός αυτός 

είναι επομένως ανεξάρτητος από τους μηχανισμούς οσμωρύθμισης του κυττάρου, 

ενώ έχει βρεθεί ότι είναι ανεξάρτητος από τη λιπιδική σύσταση της μεμβράνης του 

κυττάρου

Στο παρών εργαστήριο έχει βρεθεί, ότι τα βακτηριακά κύτταρα εκκρίνουν σε 

θρεπτικό μέσο με υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης, έναν πρωτεϊνικό παράγοντα. Ο 

πρωτεϊνικός αυτός παράγοντας είναι πιθανό προϊόν ενός ρυθμιστικού συστήματος, 

οπού η γλυκόζη είναι το σηματοδοτικό μόριο. Ένα σύμπλεγμα τεσσάρων γονιδίων 

(ΟΚΡΊ-4), με πιθανή δομή οπερονίου έχει εντοπισθεί. Οι πρωτεΐνες των γονιδίων 

αυτών έχουν άγνωστη μέχρι σήμερα λειτουργία, αλλά θεωρούνται υπεύθυνες για την 

αναπλήρωση του ρυθμιστικού αυτού συστήματος, ενώ παράλληλα θεωρούνται ότι 

ρυθμίζουν και τη σύνθεση του μεταφορέα της γλυκόζης και της γλυκοκινάσης σε 

αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης στο θρεπτικό υλικό, (ϋοιιΐία εί 3.1., 1999).

Στην παρούσα εργασία, στα πλαίσια διευκρίνησης του παραπάνω μηχανισμού, 

έγινε προσπάθεια απομόνωσης ενός εξωκυττάριου πρωτεϊνικού παράγοντα, που 

συμμετέχει στον μηχανισμό ανθεκτικότητας του βακτηρίου Ζ. ιηοί>ίΙΐ3, σε υψηλές 

συγκεντρώσεις γλυκόζης. Η απομόνωση έγινε από το υπερκείμενο ελάχιστου 

θρεπτικού υλικού με 10% γλυκόζη 2 λίτρων, που επωάστηκε για τρεις ώρες με το 

φυσικό στέλεχος ΑΤ0010988. Το υπερκείμενο συλλέχθηκε, φιλτραρίστηκε, υπέστη 

διαπίδυση για την απομάκρυνση της γλυκόζης, και συμπυκνώθηκε με υπερδιήθηση. 

Το συμπύκνωμα υπέστη χρωματογραφία ιοντοανταλλαγής ΌΕΑΕ-σεφαρόζη. Με 

βιολογικά τεστ με το μεταλλαγμένο στέλεχος 0υΐΚ.ΐί2, εντοπίστηκαν τα κλάσματα
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της χρωματογραφίας που το αναπλήρωναν. Μια πρωτεΐνη μοριακού βάρους 18000 

άαΐίοη εντοπίσθηκε σε κλάσμα των 150 ιηΜ Κ01 της χρωματογραφίας με 

ηλεκτοφόρηση δΌ δ-πολυακρυλαμιδίου των κλασμάτων που αναπλήρωναν το 

μεταλλαγμένο στέλεχος. Στα αλλά κλάσματα η πρωτεΐνη αυτή ήταν ελάχιστη γεγονός 

που μπορεί να οδηγήσει στην υπόθεση ότι η ύπαρξη του παράγοντα δεν είναι ανάγκη 

να είναι ποσοτική, αλλά η ύπαρξη του και μόνο μπορεί να σηματοδοτεί την έναρξη 

σειράς αντιδράσεων στο κύτταρο, που να ρυθμίζουν την αντοχή του σε υψηλές 

συγκεντρώσεις γλυκόζης.

Ακολούθησε μια σειρά από επαναληπτικά πειράματα απομόνωσης του 

πρωτεϊνικού παράγοντα, που έγιναν σε ελάχιστα θρεπτικά υλικά 200 ηιΐ με 10% 

γλυκόζη, με ελέγχους στους χρόνους επώασης με τα βακτήρια αγρίου τύπου 

ΑΤΟΟ 10988 και της ποσότητας των εμβολιασμάτων τους. Επιβεβαιώθηκε ότι ο 

παράγοντας εντοπίζεται στις τρεις περίπου ώρες επώασης με βακτηριακά κύτταρα, 

μόλις δηλαδή αρχίσει η ανάπτυξη των κυττάρων.

Η εύρεση της αλληλουχίας αμινοξέων του διάχυτου πρωτεϊνικού παράγοντα 

θα δώσει τη δυνατότητα να απομονωθεί το γονίδιο που τον κωδικοποιεί και μπορεί να 

συμβάλλει στη διευκρίνηση του μηχανισμού ανθεκτικότητας στη γλυκόζη.
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Στα ευκαριωτικά κύτταρα το γενομικό ϋΝΑ σχηματίζει συμπυκνωμένες 

δομές με πρωτεΐνες δημιουργώντας το σύμπλεγμα της χρωματίνης. Το βασικό δομικό 

στοιχείο της χρωματίνης είναι το νουκλεόσωμα, ενώ ανώτερες δομές αποτελούν το 

ινίδιο χρωματίνης 30 ηιτι και τα ινίδια χρωμονημάτων. Το νουκλεόσωμα αποτελείται 

από ΌΝΑ 147 5ρ, το οποίο δημιουργεί υπερέλικα 1,7 φορές γύρω από ένα οκταμερές 

“πυρηνικών” ιστονών (οογ© Ιιΐδίοηεδ: Η2Α, Η2Β, Η3, Η4). Σε κάθε νουκλεόσωμα 

υπάρχουν δύο αντίγραφα των πυρηνικών ιστονών (Ιλι£€γ εί αΐ., 1997). Κάθε 

πυρηνική ιστόνη διαθέτει δύο διαφορετικές λειτουργικές περιοχές. Μια για τις 

αλληλεπιδράσεις ιστόνης-ιστόνης και ιστόνης-ϋΝΑ μέσα στο νουκλεόσωμα, και τις 

περιοχές “ουράς” στο αμινοτελικό και καρβοξυτελικό άκρο τους (“ίαΐΓ (1θΗΐ3ΐηδ), οι 

οποίες περιέχουν θέσεις για μετα-μεταγραφικές τροποποιήσεις, όπως ακετυλίωση, 

μεθυλίωση, φωσφορυλίωση (Ιλι§6γ εί &1., 1997) και παίζουν σημαντικό ρόλο στην 

οργάνωση της δομής της χρωματίνης (λΥοΙί'ί'ε, 1998). Επιπλέον η χρωματίνη περιέχει 

και τις συνδετικές ιστόνες (Η1, Η5) οι οποίες προσδένονται στο συνδετικό ϋΝΑ 20 

1>ρ μεταξύ των νουκλεοσωμάτων, και το προστατεύουν από πέψη με νουκλεάσες ή 

από την πρόσδεση άλλων ιστονών σε αυτό. Η δομή των συνδετικών ιστονών διαφέρει 

από την δομή των πυρηνικών ιστονών, αλλά επίσης διαθέτουν μια κεντρική περιοχή 

και τις περιοχές “ουράς” (“ί&ίΓ (Ιοηιαϊηδ), στο αμινοτελικό και καρβοξυτελικό τους 

άκρο (Ρ&Γδβ§1ιίαη εί αΐ., 2001). Μόνο η κεντρική τους περιοχή συμμετέχει στην 

πρόσδεσή τους στα νουκλεοσώματα, ενώ οι περιοχές “ουράς”, υφίστανται 

ακετυλίωση, μεθυλίωση, φωσφορυλίωση, παίζοντας έτσι έναν πολύ σημαντικό ρόλο 

στην αναδίπλωση της χρωματίνης (Καίηαΐαΐδίιαη&η. 1997).

Έχει αποδειχθεί ότι οι ουρές των πυρηνικών ιστονών, περισσότερο από αυτές 

των συνδετικών ιστονών, είναι απολύτως απαραίτητες για την τοπική και συνολική 

συμπύκνωση της χρωματίνης (Ο&ϊταίΙιεΓδ απά Η&ηδοη, 2000). Οι συνδετικές ιστόνες 

θεωρείται ότι σταθεροποιούν ανώτερες δομές χρωματίνης, εξουδετερώνοντας το 

φορτίο του συνδετικού ϋΝΑ, μέσω του υψηλά θετικά φορτισμένου καρβοξυτελικού 

άκρου τους (ΨοΙίΤε αη<1 Ηαγ©δ, 1999). Εκτός από την εξουδετέρωση του φορτίου οι 

συνδετικές ιστόνες παρουσιάζουν ειδικές αλληλεπιδράσεις πρωτείνης-πρωτεΐνης και 

ϋΝΑ -πρωτεΐνης (Ζΐαίαηονα εί &!., 2000).

Οι μηχανισμοί αναδιοργάνωσης της χρωματίνης περιλαμβάνουν μετα- 

μεταγραφικές τροποποιήσεις των ιστονών, όπως ακετυλίωση, φωσφορυλίωση και
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μεθυλίωση των αμινοτελικών τους άκρων, και πολύ-ΑϋΡ-ριβοζυλίωση, οι οποίες 

τροποποιούν τη δομή της χρωματίνης, και επηρεάζουν την έκφραση γονιδίων. Για 

παράδειγμα η ακετυλίωση των αμινοτελικών άκρων των πυρηνικών ιστονών έχει 

αποδειχθεί ότι επάγει την αποσυμπύκνωση της χρωματίνης (Εοάϊδίι εί ε1., 2000), ενώ 

η παρουσία πολυμερών ΑΟΡ-ριβόζης στην συνδετική ιστόμη Η1 αλλάζει το φορτίο 

της επηρεάζοντας τις αλληλεπιδράσεις Η1-Η1 και Η1-ΌΝΑ, που είναι απαραίτητες 

για την οργάνωση της χρωματίνης (ΡοΐπβΓ εί αΐ., 1982). Επίσης έχει βρεθεί ότι 

αλληλεπιδράσεις συνδετικών ιστονών με όξινες πρωτεΐνες συμμετέχουν στην 

αναδιοργάνωση της χρωματίνης. Για παράδειγμα έχει βρεθεί ότι ίη νίίνο η Η1 

αλληλεπιδρά με την προθυμοσίνη α, μια όξινη πρωτεΐνη που σχετίζεται με τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό (Ραραιπατοαία αηά Τδοΐ&δ, 1994).

Στη τελευταία κατηγορία ανήκει και η παραθυμοσίνη, μια μικρή όξινη 

πρωτεΐνη, με ισοηλεκτρικό σημείο ρΐ 4,15, μοριακού βάρους 11,5 1<Ι)& και 101 

αμινοξέα, η οποία αλληλεπιδρά με την Η1 (Κοηάϊΐϊ εί 2.1., 1996). Η πρωτεΐνη αυτή 

απομονώθηκε αρχικά από θύμο αδένα επίμυος (Ηαπίοδ εί αΐ, 1985), ενώ αργότερα 

απομονώθηκε και από άλλους ιστούς επίμυος, καθώς και από ιστούς ανθρώπου, βοός, 

χοίρου, αιγός, και ποντικού. Είναι μια υψηλά συντηρημένη πρωτεΐνη και παρουσιάζει 

ευρεία κατανομή σε διάφορους ιστούς και τύπους κυττάρων. Σε υψηλές 

συγκεντρώσεις εντοπίζεται στο συκώτι, στον εγκέφαλο, στα επινεφρίδια και στους 

λείους μυς. Μικρές ποσότητες υπάρχουν στους σκελετικούς μυς και στο λιπώδη ιστό, 

ενώ τα ερυθροκύτταρα δεν περιέχουν παραθυμοσίνη. (Βγ&τκΙ εί 3.1., 1991; Βτ&ηά εί αΐ., 

1986).

Ύποκυτταοική εντόπισα παραθυμοσίνης

Ο εντοπισμός της παραθυμοσίνης μέσα στο κύτταρο παραμένει υπό έρευνα. 

Στα περισσότερα κύτταρα που εξετάσθηκαν ανιχνεύθηκε στο κυτταρόπλασμα, ενώ 

εντοπίστηκε στον πυρήνα ανώριμων κυττάρων της εντερικής βλεννογόνου και των 

κυττάρων του παγκρεατικού πόρου.(Βγ&ικΙ εί αΐ., 1991). Επιπλέον έρευνα απέδειξε 

ότι η ενδοκυττάρια κατανομή της παραθυμοσίνης εξαρτάται από το στάδιο 

διαφοροποίησης του κυττάρου (ΤΐΌΐηείεΓ εί &1., 1996). Έτσι, με βάση την ίδια έρευνα, 

η πρωτεΐνη εντοπίζεται αποκλειστικά στον πυρήνα αδιαφοροποίητων και έντονα 

πολλαπλασιαζόμενών κυττάρων, όπως τα 008, τα ΗεΕα 83, ωοκύτταρα ΧβηορΗΞ 

(Οΐΐηίοη εί &1., 1991), ενώ στα αντίστοιχα διαφοροποιημένα κύτταρα εντοπίζεται στο 

κυτταρόπλασμα. Αυτή η μετατόπιση της παραθυμοσίνης στον πυρήνα επιτυγχάνεται 

με ενεργητική μεταφορά, με πιθανή αλληλουχία οδηγό (ΝΕ8) το διμερές εξαπεπτίδιο
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ΡΚΙΚ^ΚΤ, που βρίσκεται στο καρβοξυτελικό άκρο της (αμινοξέα 90-95) και το 

τριπεπτίδιο ΚΚΚ που εντοπίζεται εννιά αμινοξέα ανοδικά του εξαπεπτιδίου (αμινοξέα 

78-80) (ΊϊοηιρείεΓ εί οί., 1996). Πιθανή απάντηση στο ερώτημα γιατί η 

παραθυμοσίνη εντοπίζεται τελικά στα περισσότερα κύτταρα στο κυτταρόπλασμα, 

αποτελεί η εκδοχή ότι στα διαφοροποιημένα κύτταρα, η πρωτεΐνη προσδένεται με 

άλλες κυτταρικές πρωτεΐνες, οι οποίες εμποδίζουν την αλληλεπίδραση της περιοχής 

πυρηνικού εντοπισμού (ΝΕδ) της με τις ιμπορτίνες (ΟογΙϊοΙι εί &1., 1994). Επίσης έχει 

αποδειχθεί ότι η παραθυμοσίνη λόγω του μικρού της μεγέθους μπορεί να 

μετατοπισθεί στον πυρήνα με παθητική διάχυση, δηλαδή χωρίς τη συμμετοχή του 

ΝΕ3, αλλά με πολύ μικρότερη αποτελεσματικότητα (ΊϊοηιρείεΓ εΐ &1., 1996).

Σγέση δοιιήα και λειτουργίας της παοαθυιιοσίνης

Ανάλυση της σύστασης των αμινοξέων της έδειξε ότι αποτελείται από μεγάλο 

αριθμό όξινων υπολειμμάτων, ενώ απουσιάζουν η ιστιδίνη , η ισολευκίνη, θειούχα 

και αρωματικά αμινοξέα (Ηατίΐοδ εί &1., 1985). Η κεντρική περιοχή της πρωτεΐνης 

εμπεριέχει κατά πλειοψηφία τα όξινα αμινοξέα ασπαρτικό και γλουταμικό, ενώ σε 

μικρότερο ποσοστό παρουσιάζονται γλυκίνη, αλανίνη, θρεονίνη και ασπαραγίνη 

(ΡΓαη§0!ΐ-Ε&ζ3Π<ϋ8 εί &1. 1988), όπως φαίνεται στο σχήμα 1. Στο καρβοξυτελικό άκρο 

αυτής της όξινης περιοχής υπάρχουν δύο ειδικές θέσεις δέσμευσης ιόντων Ζη2+ 

(ΒΓ&ηά εί α!, 1988). Είναι γνωστό ότι τέτοιες όξινες περιοχές είναι κοινές σε 

πυρηνικές πρωτεΐνες, των οποίων ο βιολογικός ρόλος εντοπίζεται στην 

συναρμολόγηση και αποσυναρμολόγηση των νουκλεοσωματίων (Εαπίδΐιανν, 1987). 

Επιπλέον σε πειράματα ϊη νίίτο, έχει αποδειχθεί ότι πολυγλουταμικές περιοχές 

(ροΙγΟΙιι) συναρμολογούν νουκλεοσωμικούς πυρήνες, απουσία παραγόντων που 

φυσιολογικά συμμετέχουν σε αυτήν τη διαδικασία (&δδειηΐ>1γ ί ε̂ΐοΓδ), σε 

φυσιολογική ιονική ισχύ, οργανώνοντας τις ιστόνες σε οκταμερή και μεταφέροντας 

τες στο ϋΝΑ (δίεΐη εί 3.1., 1979). Παρόμοιες όξινες περιοχές παρουσιάζονται σε 

διάφορες πυρηνικές πρωτεΐνες, όπως η νουκλεοπλασμίνη και η πρωτεΐνη υψηλής 

κινητικότητας 1 (ΗΜΟΙ), η προθυμοσίνη α, ο ρόλος των οποίων συνδέεται με την 

οργάνωση της χρωματίνης (Ε&ΓΠδ1ι&\ν εΐ αΐ., 1987; ΚαΓείδοιι εΐ &1, 1998). Η 

νουκλεοπλασμίνη για παράδειγμα, διευκολύνει τη μεταφορά των ιστονών στο ϋΝΑ, 

κατά τη διαδικασία σχηματισμού των νουκλεοσωμάτων (Εαπίδΐι^νν εί 3.1., 1980) και 

διευκολύνει την πρόσδεση μεταγραφικών παραγόντων στο νουκλεοσωμικό ΌΝΑ σε 

ωοκύτταρα ΧβηορηΞ (Οιεη εί &1., 1980).
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ΑοΐίΙίο (Ιοηηϊίη Ν18

35-ννΕΕΕΕΝΟΑΕΕΕΕΕΕΤΑΕΟΟΕΕΕΟΌΟΕΕΕΌΕΕΕΕΕΕΕ-89
ϋΕΟΡΑΕΚΚΑΑΕΕΕϋΕΑϋ

Σχήμα 1: Αομή της παραθυμοσίνης

Επίσης έχει αποδειχθεί ότι και η παραθυμοσίνη συνδέεται με την ιστόνη Η1 

(ΚοηάίΗ 6ΐ αΐ., 1996). Η ιστόνη Η1 είναι υπεύθυνη για την οργάνωση των ανώτερων 

δομών της χρωματίνης και επηρεάζει την ΐη νΐίτο αντιγραφή του ϋΝΑ και της 

χρωματίνης (ΗαΙιηβΓ βΐ αΐ., 1995). Έτσι δημιουργούνται ερωτήματα για τη συμμετοχή 

της παραθυμοσίνης σε μηχανισμούς αναδιοργάνωσης της χρωματίνης.

Βιολογική δράση παοαθυιιοσίνης

Η βιολογική λειτουργία της παραθυμοσίνης παραμένει αδιευκρίνιστη. Αρχικά 

προτάθηκαν διάφορες λειτουργίες που σχετίζονται με τον κυτταροπλασματικό 

εντοπισμό της, όπως ανοσολογική δράση (Ηαπΐοδ 6ί αΐ., 1985). Αργότερα μελέτες 

έδειξαν ότι απενεργοποιεί αντιστρεπτά την φωσφοφρουκτοκινάση (ΒγεικΙ εί αΐ., 

1986). Επίσης έχει βρεθεί ότι αλληλεπιδρά με διάφορα ένζυμα που συμμετέχουν στο 

μεταβολισμό των υδατανθράκων. Τέτοια ένζυμα που βρέθηκαν να προσδένονται ΐη 

νΐίτο με την παραθυμοσίνη, μέσω των περιοχών πρόσδεση» Ζη2+, είναι τα 

γλυκολυτικά ένζυμα εξοκινάση, γλυκοκινάση, φωσφωφρουκτοκινάση-1 και Ε 

πυροσταφυλική κινάση, το ένζυμο γλυκονεογέννεσης 1,6-διφωσφορική φωσφατάση 

της φρουκτόζης, τα ένζυμα διπλής κατεύθυνσης αλδολάση και γλυκεριναλδευδική-3- 

φωσφορική δευδρογονάση, και δύο ένζυμα που καταλύουν αντιδράσεις αποχωρισμού 

από την πορεία της γλυκόλυσης και της γλυκονεογέννεσης τη γλύκοζο-6-Ρ 

αφυδρογονάση και τη γλύκερο-3-φωσφορική αφυδρογονάση (Βγ&ικΙ βΐ αΐ., 1991).

Ωστόσο σειρά μελετών έδειξε ότι η παραθυμοσίνη μετατοπίζεται στον πυρήνα 

του κυττάρου (\ν&ίί8 εί &1., 1990; ΟΗπΐοη 6ί αΐ., 1991; ΤΐΌΐηρθίβΓ 6ί ά\., 1996) 

υποδεικνύοντας και έναν πιθανό ρόλο της πρωτεΐνης στον πυρήνα. Ένας ρόλος που 

προτάθηκε ήταν η σύνδεσή της με συστατικά του πυρήνα, ώστε να επιτυγχάνεται η 

κατακράτησή της σε αυτόν (ΤΐΌΐηρβΐβΓ 6ΐ αΐ. 1996). Αυτή η μετατόπιση στον πυρήνα 

σχετίζεται επίσης με τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Μέτρηση των επιπέδων της 

παραθυμοσίνης σε καρκινικούς και φυσιολογικούς ιστούς έδειξε αυξημένα επίπεδα
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στους πρώτους σε σχέση με τους δεύτερους (ΤΓΟΓηρείεΓ εί 3.1., 1996; Βΐ&ηά εί &1., 

1991; Τδΐίδΐΐοηΐ εΐ &1., 1993). Ένας άλλος ρόλος που προτάθηκε για την 

παραθυμοσίνη είναι η πιθανή συμμετοχή της στο μηχανισμό μεταφοράς στο πυρήνα 

πρωτεϊνών που δεν έχουν ΝΓδ. Επίσης η διαφορετική θέση της στο κύτταρο ανάλογα 

με το στάδιο διαφοροποίησης του, υποδηλώνει πιθανή συμμετοχή της στη διαδικασία 

αυτή (ΤΐΌηιρεΙεΓ εί αΐ., 1996). Η παραθυμοσίνη φαίνεται επιπλέον να σχετίζεται με 

την πρώιμη αντιγραφή του ϋΝΑ (ν^ΓεΙί εί αΐ., 2000). Τέλος, σε πρόσφατη έρευνα 

αποδείχθηκε ότι η παραθυμοσίνη αναστέλλει την πρόσδεση του γλυκοκορτικοειδούς 

υποδοχέα (ΟΚ) στον πυρήνα, μεσώ της όξινης περιοχής της (ροΐγ(θΐιι)) (Οΐί^ιηοίο εί 

αΐ., 2000). Οι γλυκό κορτικοειδείς ορμόνες αναστέλλουν τον πολλαπλασιασμό και 

υποκινούν τη διαφοροποίηση του κυττάρου. Έτσι σε πολλαπλασιαζόμενα κύτταρα η 

παραθυμοσίνη πιθανώς να επιταχύνει τη διαδικασία πολλαπλασιασμού, 

αναστέλλοντας τη δράση των γλυκοκορτικοειδών.

ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ:

• Έλεγχος της πρωτεϊνικής περιοχής της παραθυμοσίνης που συνδέεται 

με ιστόνη Η1 με χρωματογραφία αγχιστείας.

• Μελέτη του ρόλου της παραθυμοσίνης στον μηχανισμό 

αποσυμπύκνωσης της χρωματίνης.
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

2.1 ΠΑΑΣΜΙΔΙΑΚΕΣ ΚΑΤΑΣΚΕΥΕΣ

Κατασκευή συστημάτων έκφρασης της προθυμοσίνης και παραθυμοσίνης.

Οι φορείς κλωνοποίησης που χρησιμοποιήθηκαν ήταν ο ρΟΕΧ-4Τ-3 και ο 

Ρ1α§-ΟΜν-2 {ΕαΞίιηαη Κοάαο Οοτηραηγ) για την υπερέκφραση σε κύτταρα 

θηλαστικών. Η μήτρα του γονιδίου της παραθυμοσίνης ήταν ο ρΟΜν-ΡαιταΤ ενώ η 

μήτρα γονιδίου της προθυμοσίνης ήταν ο ρΡ1α§-ΡΐΌΤα.

2.1.1 Ενίσχυση των οΟΝΑ αλληλουχιών που κωδικοποιούν την όξινη περιοχή 

και την όξινη περιοχή με το καρβοξυτελικό άκρο του γονιδίου της 

παραθυμοσίνης. Μέθοδος της αλυσωτής αντίδρασης πολυμεράσης (ΡΟΚ).

Για την πολλαπλή αντιγραφή της οΌΝΑ αλληλουχίας που περιέχει την 

κωδικοποιούσα περιοχή σχεδιάστηκαν δύο εκκινητές (ρηπιεΓδ) εισάγοντας 

ταυτόχρονα και δύο θέσεις περιοριστικής πέψης για τα ένζυμα ΕοοΒΙ και ΧΗοΙ. Ως 

μήτρα χρησιμοποιήθηκε το πλασμίδιο ρΟΜν-Ρατ&Τ.

Οι συνθήκες για τη ΡΟΚ. αντίδραση φαίνονται παρακάτω:

Θερμική αποδιάταξη (άειιαίαταΐίοη): 94°0 , (45 δοο)

Πρόσδεση εκκινητών (απη6&1ίπ§) : 50°0 , (60 δοο)

Επιμήκυνση αλυσίδων (ο1ο§&1ίοη): 68°0 , (60 860+5 86ο)

Αριθμός θερμικών κύκλων : 30

Τα προϊόντα ΡΟΚ (162 βρ για την όξινη περιοχή και 198 ΐ>ρ για την όξινη με την 

αμινοτελική περιοχή της παραθυμοσίνης) αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

αγαρόζης 1 % ), όπως φαίνεται στην σχήμα 2, και έγινε εξαγωγή του ϋΝΑ από την 

πηκτή (ζ)ΙΑΟΕΝΕ, Ρ1α8τηίά Ριιήβοαίίοη Κίί).
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Αο.Οοηι.
Αο.Οοιη
+ Ο .Τ 6 Π Π

500 βρ 
250 ΐ>ρ

Σχήμα 2: Ενίσχυση των 
κωδικοποιούν περιοχών Ρ ηγ» 35- 
89»» και Ρ»γ» 35-101»» με την 
τεχνική ΡΟΚ.
Διαδρομή 1: ΡαΓα 35-89αα 162 6ρ 
Διαδρομή 2: Ραι*α 35-101&α 198 βρ 
Διαδρομή 3: ΙΚβ ΌΝΑ ΙαάάΘΓ

1 2 3

2.1.2 Μέθοδοι κλωνοποίησης

Σκοπός μας ήταν η δημιουργία των φορέων έκφρασης ΟδΤ-Ραι*αΤ35-89&α, 

08Τ-Ρ&Γ&Τ35-1013.&, 0 8 Τ-ΡγοΤο, ρΡΊα§-ΡαΓ&Τ35-89&3. και ρΡΊα§-Ρατ&Τ35-101&&.

Αρχικά έγινε πέψη των προϊόντων ϋΝΑ του ΡΟΚ (2.1.1), καθώς και των 

φορέων κλωνοποίησης ρΟΕΧ-4Τ-3 και ΡΙα^-ΟΜν-2 με τις περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες ££θΚΙ και ΧΗοΙ. Από το πλασμίδιο ρΡ1α§-ΡΓθΤα έγινε εξαγωγή του 

γονιδίου ΡγοΤο, μετά από πέψη με τα περιοριστικά ένζυμα ΕοοΚΙ και 8ηια1, ενώ με 

τα αντίστοιχα ένζυμα υπέστη πέψη και ο φορέας ρΟΕΧ-4Τ-3. Οι πέψεις 

πραγματοποιήθηκαν σε όγκο 20 μΐ στους 37°0. Ακολούθησε ηλεκτοφόρηση σε πηκτή

0.8% αγαρόζη και εξαγωγή του ϋΝΑ (ζ)ΙΑΟΕΝΕ , ΡΙαχτηΐά Ριιήβοαίίοη Κΐί). Στη 

συνέχεια έγινε ανασύνδεση (1ί§αΐίοη) των τμημάτων με τη χρήση της Τ4 ΌΝΑ 

λιγάσης. Για την αντίδραση της ανασύνδεσης χρησιμοποιήθηκαν 10 η§ ενθέματος και 

20η§ φορέα. Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε όγκο 10 μΐ με προσθήκη Τ4 ΌΝΑ 

λιγάσης (Ιμΐ, Ιιι/μΐ), στους 16°0 επί 18 ώρες.

Ακολούθησε μετασχηματισμός των επιδεκτικών βακτηριακών κυττάρων ΧΕ- 

1 Βΐυο του Ε.οοίΐ με τους μετασχηματισμένους φορείς: Τα βακτήρια ανασύρθηκαν 

από βαθιά κατάψυξη (-80°0) και ξεπάγωσαν σε πάγο. Έγινε προσθήκη του 

ανασυνδυασμένου φορέα (10-20 η£) σε όγκο κυττάρων 80μ], ανάμιξη και επώαση για 

30 τηίη στον πάγο. Έπειτα τα βακτήρια υποβλήθηκαν σε θερμικό σοκ για ένα λεπτό 

στους 42°0 και το κυτταρικό εναιώρημα εμβολιάστηκε σε 250 μΐ θρεπτικό υλικό 

Ειιπα ΒϋΓίαπΐ (ΕΒ: 1% \ν/ν τρυπτόνη, 0.5% \ν/ν εκχύλισμα ζύμης, 1% \ν/ν Ν&01). 

Ακολούθησε επώαση υπό ανάδευση 30 λεπτά στους 37°0 και τα βακτηριακά κύτταρα 

καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία με θρεπτικό υλικό ΕΒ και 75 μ§/πι1 αμπικιλίνης. Μετά
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από ολονύχτια επώαση αναπτύχθηκαν με τη μορφή αποικιών μόνο τα βακτήρια, τα 

οποία είχαν μετασχηματιστεί με τον φορέα, ο οποίος φέρει το γονίδιο ανθεκτικότητας 

σε αμπικιλίνη.
Το ϋΝΑ των φορέων απομονώθηκε από καλλιέργειες μικρής κλίμακας 

μετασχηματισμένων κυττάρων και ελέγχθηκε με πέψεις με περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες ΕοοΚΙ και ΧΗοΙ για τους φορείς με τις αλληλουχίες της 

παραθυμοσίνης και με ΒαπιΗΙ και ΕοοΚΙ για τους φορείς της προθυμοσίνης. Από τις 

καλλιέργειες των θετικών αποικιών χρησιμοποιήθηκε ποσότητα ως εμβολίασμα για 

καλλιέργειες μεσαίας κλίμακας, για την απομόνωση μεγαλύτερης ποσότητας ΌΝΑ. 

Έγινε έλεγχος με τα ίδια περιοριστικά ένζυμα , που χρησιμοποιήθηκαν στη μικρή 

κλίμακα, και ακολούθησε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1%, όπως φαίνεται 

στο σχήμα 3.

Σχήμα 3: Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 1% αγαρόζης 5μ§ πλασμιδιακού ϋΝΑ που 

απομονώθηκε από καλλιέργειες μεσαίας κλίμακας μετασχηματισμένων 

κυττάρων ΧΙΛΒΙιιβ. Διαδρομές 1: Πίβ ϋΝΑ ΙαάάβΓ. Διαδρομή 2: Θραύσματα ρΟΕΧ- 

ΡΓοΤα πλασμιδίου μετά από πέψη με και ΧΗοΙ. Διαδρομή 3: ρΡ1α§-Ρ^ΓαΤ35-

89&α. με πέψη με ΕβοΚΙ και ΒαηιΗΙ. Διαδρομή 4: ρΡ1α§-ΡαΓαΤ35-101&α με πέψη με 

£<%>ΚΙ και ΒατηΐίΙ. Διαδρομή 5: ρΟΕΧ- Ρ&γ&Τ35-89^ με πέψη με ΕβοΒΙ και ΧΗοΙ. 

Διαδρομή 6: ρΟΕΧ- Ρ&Γ&Τ35-101αα με πέψη με ΕοοΚί καιΧΗοΙ.

500 1)ρ— 
250 1>ρ—

1 2 3 4 5 6
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Αυτές οι πλασμιδιακές κατασκευές χρησιμοποιήθηκαν για τον 

μετασχηματισμό επιδεκτικών κυττάρων ΒΕ210Ε του Ε.οοίΐ και την επαγωγή των 

χιμαιρικών πρωτεϊνών, καθώς και για τη διαμόλυνση κυττάρων ΗεΕα.

Απομόνωση πλασιχιδιακού ΡΝΑ από Ε.βοΙί σε αικοή και μεσαία κλίμακα (πιίηί, ιηΐάΐ 

ρ Γ β ρ α Γ α ίΐο η )

Μετά τον μετασχηματισμό των επιδεκτικών βακτηριακών κυττάρων με τους 

ανασυνδυασμένους φορείς, 5-10 αποικίες από τα τρυβλία επιλογής ενοφθαλμίστηκαν, 

κάθε μια ξεχωριστά, σε 3 γπΙ ΕΒ με 75 μ§/ηι1 αμπικιλίνη. Ακολούθησε ολονύχτια 

επώαση, υπό ανάδευση, στους 37°0. 1.5 πιΐ από κάθε καλλιέργεια μεταφέρθηκε σε 

σωληνάριο ©ρροηςίοιΐ και τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν (13.500 Γρηι, 5πιίη). Το 

κυτταρικό ίζημα επαναιωρήθηκε σε 100 μΐ διαλύματος Ρι (50 τηΜ Τηδ-ΟΙ ρΗ 8, 10 

τηΜ ΕΟΤΑ, 100 μ§/μ1 Ρηαδε Α) και στο εναιώρημα προστέθηκαν διαδοχικά τα 

διαλύματα Ρ2 (200 γπΜ ΝειΟΗ, 1% δΌδ) και Ρ3 (3 Μ οξικό κάλιο, ρΗ 5.5). Μετά από 

ήπια ανάδευση τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν (13.500 φηι, 5πιϊη). Το ίζημα που 

αποτελείται από το χρωμοσωμικό ΟΝΑ και τα κυτταρικά υπολλείματα 

απομακρύνθηκε. Το υπερκείμενο μεταφέρθηκε σε καινούργιο ερρεηάοπί. Το 

πλασμιδιακό ΟΝΑ καταβυθίστηκε με την προσθήκη 1 ιηΐ παγωμένης αιθανόλης 

(-20°0) στο υπερκείμενο και φυγοκέντρηση (13.500 Γριη, 20ιηΐη). Ακολούθησε 

πλύση του ΟΝΑ με 500 μΐ αιθανόλης 70% ν/ν, φυγοκέντρηση (13.500 Γρηι, ΙΟηιΐη) 

και επαναιώρηση του ιζήματος σε 30 μΐ (ΜΗ20.

Για την παρασκευή πλασμιδιακού ΟΝΑ σε μεσαία κλίμακα έγινε χρήση του 

πακέτου υλικών τηίάΐ ρνβραΐαίίοη, ζ)ΙΑΟΕΝΕ ρΐαδηήά ρηήβοαίΐοη Ιάί. 

Χρησιμοποιήθηκε ΙιήΙ από εξακριβωμένα θετική καλλιέργεια μικρής κλίμακας. Το 

απομονωμένο ΟΝΑ επαναδιαλύθηκε σε ΙΟΟμΙ (ΜΗ2Ο. Η καθαρότητα και η 

συγκέντρωσή του υπολογίστηκαν φωτομετρικά, λαμβάνοντας δύο μετρήσεις, στα 260 

ηηι και στα 280 ηιη. Η συγκέντρωση του ΟΝΑ υπολογίστηκε με βάση τη σχέση: 

οπτική πυκνότητα (0.0.26ο)=1 αντιστοιχεί σε 50 μ§ δίκλωνου ΟΝΑ Ληΐ διαλύματος. 

Η καθαρότητα του διαλύματος ΟΝΑ προσδιορίσθηκε από το λόγο Ο.Ο.260 / Ο.Ο. 280 

και θεωρήθηκε καθαρό όταν Ο.Ο.260 / Ο.Ο. 2δο =1.8.
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2.2.ΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΣΕΙΡΑ ΚΑΙ ΣΥΝΘΗΚΕΣ ΚΥΤΤΑΡΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑΣ. 

ΠΑΡΟΔΙΚΕΣ ΔΙΑΜΟΑΥΝΣΕΙΣ (ΤΚΑΝδΡΕΟΤΙΟΝ).

2.2.1 Κυτταρική σειρά και συνθήκες κυτταροκαλλιέργειας.

Χρησιμοποιήθηκε η ανθρώπινη κυτταρική σειρά ΗεΓα. Τα κύτταρα αυτά 

έχουν μορφολογία επιθηλίου και το όνομά τους προέρχεται από ασθενή (Ηοητΐείία 

Γαοΐίδ, 1951) με καρκίνωμα μήτρας. Καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υλικό ϋΜΕΜ 

(Οιιίβεοοο’ 3 ΜοοΗίΙεά Εα^ΐε’δ Μεάϊιιιη), στο οποίο προστέθηκε στο 10% ορός 

εμβρύου βοός (ΡΒδ) και το οποίο εμπλουτίστηκε με Γ-γλουταμίνη σε τελική 

συγκέντρωση 4 ηιΜ. Στο θρεπτικό προστέθηκαν τα αντιβιοτικά αμπικιλλίνη και 

στρεπτομυκίνη. Τα κύτταρα αναπτύχθηκαν προσκολλημένα σε σταθερό υπόστρωμα 

μέσα σε ειδικό επωαστικό κλίβανο με σταθερή θερμοκρασία 37 Ο και ατμόσφαιρα 

εμπλουτισμένη με 5% 002.

2.2.2 Παροδικές διαμολύνσεις

Για τη διαμόλυνση των κυττάρων ΗεΤα ακολουθήθηκε η μέθοδος του 

φωσφορικού ασβεστίου:

Τα κύτταρα αναπτύσσονται, μια μέρα πριν τη διαμόλυνση, προσκολλούμενα είτε σε 

καλυπτρίδες τοποθετημένες σε τρυβλία κυτταροκαλλιεργειών των 24 θέσεων είτε σε 

τρυβλία των 6 θέσεων, μέχρι να καλυφθεί το 60-70% της επιφάνειάς τους. Κατόπιν 

απομακρύνεται το θρεπτικό υλικό και προστίθεται νέο (900 μΐ για 24 λνοΐΐ ρΐαίε, 2.7 

γ π Ι για 6 ννεΐΐ ρΐ&ίε). Ακολουθεί προσθήκη του συμπλέγματος διαμόλυνσης και 

διασπορά του στα κύτταρα. Το σύμπλεγμα διαμόλυνσης παρασκευάζεται ως εξής: Το 

ΌΝΑ αραιώνεται σε αποστειρωμένο νερό και προστίθεται διάλυμα 2.5 Μ 0&012. Το 

διάλυμα του ϋΝΑ προστίθεται σε 2χ ΗΕΡΕδ-ΐ>ιιίΪ6Γ6(1 δαίΐηο (ΗοΒδ) δοΐιιίϊοη (16.4 § 

ΝαΟΙ, 11.2 § ΗΕΡΕδ, 0.21§ Ν&ΗΡ04 , 1 1ί Η20) αναμιγνύεται αμέσως για 5 δ€0. 

Ακολουθεί επώαση για 20 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου, ώστε να κατακρημνιστεί 

το ΌΝΑ.

Γίνεται επώαση των κυττάρων με το σύμπλεγμα διαμόλυνσης για 16 ώρες. 

Στη συνέχεια αφαιρείται το θρεπτικό υλικό, τα κύτταρα πλένονται 2 φορές με 

διάλυμα ΡΒδ και προστίθεται νέο θρεπτικό υλικό. Τα κύτταρα συλλέγονται στις 40 

περίπου ώρες από τη στιγμή της διαμόλυνσης τους.
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Παρακάτω φαίνεται η σύσταση του συμπλέγματος διαμόλυνσης:

24 'ννεΐΐ ρΐαίε(ΐθθμΐ) 6 λνεΐΐ ρ1αίε(300 μΐ)

ϋΝΑ 3 μδ 6μ§

δίεηΐε Η2Ο 45 μΐ 135 μΐ

0 ςι012 2.5Μ 5 μΐ 15 μΐ

ΗεΒδ 2χ 50 μΐ 150 μΐ

2.3. ΕΚΦΡΑΣΗ ΤΗΣ ΟδΤ ΚΑΙ ΤΩΝ ΧΙΜΑΙΡΙΚΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΟδΤ- 

ΡςιπιΤ. ΕΛΕΓΧΟΣ ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΕΩΝ ΤΟΥΣ ΜΕ ΙΣΤΟΝΕΣ. 

ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ΑΓΧΙΣΤΕΙΑΣ ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ ΣΦΑΙΡΙΔΙΩΝ 

ΑΓΑΡΟΖΗΣ-Γ ΑΟΥΤ ΑΘΕΙΟΝΗΣ.

Μια αποδοτική μέθοδος για την υπερέκφραση μιας πρωτεΐνης και τον 

μετέπειτα καθαρισμό της, είναι η σύντηξή της με την τρανσφεράση-δ της 

γλουταθειόνης (ΟδΤ). Η γενική στρατηγική που ακολουθείται για τον καθαρισμό της 

είναι η δέσμευση της ΟδΤ χιμαιρικής πρωτεΐνης σε στήλη ακινητοποιημένης 

γλουταθειόνης, η απομάκρυνση του μη δεσμευμένου εκχυλίσματος, και τελικά η 

έκλουση της πρωτεΐνης από τη στήλη. Για τον έλεγχο της αλληλεπίδρασης με ιστόνες 

γίνεται μια επιπλέον επώαση των δεσμευμένων χιμαιρικών πρωτεϊνών με ιστόνες 

πριν την έκλουσή τους από τη στήλη.

2.3.1 Επαγωγή-Έκφραση χιμαιρικών πρωτεΐνων

Οι πρωτεΐνες που εκφράστηκαν ήταν οι εξής: ΟδΤ, ΟδΤ-ΡτοΤα, ΟδΤ-Ρατ&Τ, 

ΟδΤ-Αο.Όοπι. (ΟδΤ-ΡίΐπιΤ35-89ΗΗ), ΟδΤ-Αε.ϋοηι.+Ο.Ιεπη. (ΟδΤ-ΡαπΟ^-ιοΐα*), ΟδΤ- 

Ν.ΐεπη. (ΟδΤ-ΡαΓ&Τ 1.343α)· Οι πρωτεΐνες αυτές υπερεκφράστηκαν στα επιδεκτικά 

κύτταρα ΒΓ(21)ϋΕ του βακτηρίου Ε.οοίΐ. Τα βακτήρια αυτά μετασχηματίστηκαν, 

ώστε να φέρουν τα ανασυνδυασμένα ρΟΕΧ πλασμίδια. Η πρωτεϊνική έκφραση από 

αυτό το πλασμίδιο υπόκειται του ελέγχου του υποκινητή ίαε (ίαε ρΓΟίηοίετ), ο οποίος 

επάγεται χρησιμοποιώντας το ανάλογο της λακτόζης ΙΡΤΟ (ΐδορΐΌργΙ-β-0- 

ίΜ§α1&οΙθ3ΐ(1ε). Οι επαγώμενες από το ΙΡΤΟ βακτηριακές καλλιέργειες διευκολύνουν 

την υπερέκφραση των ΟδΤ χιμαιρικών πρωτεϊνών.
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Η διαδικάσια που ακολουθήθηκε ήταν η εξής:

• Επώαση καλλιέργειας μετασχηματισμένων βακτηριακών κυττάρων ΒΕ21ϋΕ όγκου 

400 γπΙ ΕΒ με αντιβιοτικό αμπιιαλίνη 100μ§/μ1 στους 37 Ο. Όταν η απορρόφηση 

έφτασε την τιμή 0,6 (ΟΟόοοηιη-Ο,ό) δηλαδή στη λογαριθμική φάση ανάπτυξης των 

κυττάρων, προστέθηκε ΙΡΤΟ σε τελική συγκέντρωση 300 μΜ.

• Ακολούθησε περαιτέρω επώαση στους 37 Ο για δύο ακόμη ώρες ώστε να 

υπερεκφραστούν οι 08Τ χιμαιρικές πρωτεΐνες.

• Μετά το πέρας των δύο ωρών τα κύτταρα συλλέχθηκαν με φυγοκέντρηση, στα 6000 

Γρτη (ΞοκναΙΙ ΚΟ-5Β, κεφαλή 08Α) για 15 λεπτά στους 4 Ο.

• Το ίζημα επαναδιαλύθηκε, στον πάγο, σε 7πι1 διαλύματος (δοηΐε&ίΐοη βαίΤεπ 50ηιΜ 

Τπδ ΡΗ 8, 1 ιηΜ ΕϋΤΑ, 100 ηιΜ ΝαΟΙ, 0,5 % ΝΡ40, 0,3 μΜ αρορΓΟίίη, 1 μΜ 

Ιειιρερίΐη, 1 μΜ ρερδίαίϊη, 2 μΜ ρείαΜοο).

• Ακολούθησε λύση των κυττάρων με υπερήχους σε 3 παλμούς των 10 

δευτερολέπτων κάθε φορά (Βι*αηδοη Οΐ^ίίαΐ δοπΐΓιεΓ13 250-0, ΙΙ8Α).

• Το εκχύλισμα συλλέχθηκε και φυγοκεντρήθηκε στα 12000 ηρπι (δογναΙΙ, κεφαλή 

■88-34) για 30 λεπτά, στους 4 Ο.

• Το υπερκείμενο εκχύλισμα της φυγοκέντρησης, το οποίο περιέχει τις χιμαιρικές 

πρωτεΐνες, συλλέχθηκε σε σωληνάρια και αποθηκεύτηκε στους -80 Ο.

Οι χιμαιρικές πρωτεΐνες επωάστηκαν με σφαιρίδια γλουταθειόνης και η 

έκφρασή τους ελέγχθηκε με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 15% 3Όδ-πολυακρυλαμιδίου.

2.3.2 Έλεγχος της έκφρασης των χιμαιρικών πρωτεϊνών. Χρωματογραφία 

αγχιστείας με σφαιρίδια γλουταθειόνης.

Για τον έλεγχο της έκφρασης των χιμαιρικών πρωτεϊνών, 50 μΐ και 100 μΐ από 

το εκχύλισμα κάθε πρωτεΐνης, επωάστηκε με 20 μΐ σφαιριδίων γλουταθειόνης, για 

μια ώρα στους 4 Ο. Τα σφαιρίδια στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκαν και από το 

υπερκείμενο εκχύλισμα συλλέχθηκε δείγμα 30 μΐ για δΰδ-ΡΑΟΕ ηλεκτροφόρηση. 

Ακολούθησε πλύση τους τρεις φορές με διάλυμα πλύσης (δοηΐο&ίΐοη βιιίϊβΓ: ΙΟΟηιΜ 

ΝαΟΙ, 50ϊηΜ Τήδ ρΗ 8, 0.5% Νοηκίεί Ρ-40, ΙιηΜ ΕϋΤΑ, 0.3 μΜ αρορΓΟίίη, 1 μΜ 

ρερδίαΐΐη, 1 μΜ Ιειιρερίΐη). Από την πρώτη πλύση συλλέχθηκε δείγμα 30 μΐ για 303- 

ΡΑΟΕ ηλεκτροφόρηση, ενώ ηλεκτροφορήθηκαν και οι πρωτεΐνες που δεσμεύθηκαν 

στα σφαιρίδια γλουταθειόνης.

Για τον έλεγχο της αλληλεπίδρασης των χιμαιρικών πρωτεϊνών με ιστόνες, 

έγινε επώαση τους με σφαιρίδια γλουταθειόνης για μια ώρα στους 4 Ο. Ακολούθησε
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πλύση των σφαιριδίων με διάλυμα πλύσης (150 γπΜ ΝαΟΙ, 20 ηιΜ Ηερβδ ρΗ 7.6, 1% 

Νοηΐάεί Ρ-40, 5 γπΜ Μ§012, 1 ηιΜ ϋΤΤ, 0.3 μΜ αρορίΌΐίη, 1 μΜ ρερδΜίη, 1 μΜ 

Ιειιρερΐίη) και επώασή τους με τα διαλύματα των ιστονών (σε συγκεντρώσεις 250 

ηιΜ και 500 πιΜ ΝαΟΙ και προσθήκη ΒδΑ 2 μ§/μ1) Η1, Η2Α, Η2Β, Η3, Η4 για μια 

ώρα, σε θερμοκρασία δωματίου. Στη συνέχεια τα σφαιρίδια ηλεκτροφορήθηκαν σε 

15% δϋδ-ΡΑΟΕ ηλεκτροφόρηση.

2.4 ΑΝΟΣΟΧΗΜΙΚΕΣ ΜΕΘΟΔΟΙ

2.4.1 Ανοσοφθορισμός

Μετασχηματισμένα κύτταρα ΗεΕα αναπτύχθηκαν προσκολλούμενα σε 

καλυπτρίδες. Κατόπιν απομακρύνθηκε το θρεπτικό υλικό και το κυτταρικό ταπήτιο 

πλύθηκε δύο φορές με ΡΒδ 1χ. Ακολούθησε σταθεροποίηση των κυττάρων με 

εμβάπτιση των καλυπτρίδων σε διάλυμα παραφορμαλδεύδης 3% σε ΡΒδ επί 20 λεπτά 

και προσθήκη διαλύματος 20 ιηΜ Ν Η ^Ι σε ΡΒ8 για 10 λεπτά για να εξουδετερωθεί 

η περίσσεια της παραφορμαλδεύδης. Μετά από πλύση με ΡΒδ οι καλυπτρίδες 

τοποθετήθηκαν σε διάλυμα 0,1% Τπΐοη Χ-100 σε ΡΒδ, για δύο λεπτά προκειμένου η 

κυττάρικη μεμβράνη να γίνει διαπερατή. Στη συνέχεια, αφού τα κύτταρα πλύθηκαν 

τρεις φορές με ΡΒδ, επωάστηκαν με το διάλυμα δέσμευσης (Β1οοΗη§ Βυίΐει*: ΡΟδ 

10% σε ΡΒδ) για μια ώρα, με σκοπό την ελαχιστοποίηση των μη ειδικών συνδέσεων. 

Ακολούθησε προσθήκη αντισώματος σε κατάλληλη αραίωση (&ηίϊ-ΡΊα§ με αραίωση 

1:1000 ή αηίΐ-ΡίΐΓ&Τ με αραίωση 1:100) σε διάλυμα δέσμευσης και επώαση για μια 

ώρα. Το αντίσωμα αφαιρέθηκε και το ταπήτιο πλύθηκε τρεις φορές με ΡΒδ. Κατόπιν 

τα κύτταρα επωάστηκαν επί μια ώρα με αντιορό αιγός, έναντι ανοσοσφαιρίνων 

κουνελιού ή ποντικού συνδεδεμένο με ΤΡΙΤΟ ή ΤΙΤΟ, σε αράίωση 1:200. Τα 

κύτταρα ξεπλήθηκαν τρεις φορές με ΡΒδ και οι καλυπτρίδες επικολλήθηκαν σε 

αντικειμενοφόρους πλάκες, με τη βοήθεια 5μ1 διαλύματος Μονΐο1/Ε)αροο. Ο 

φθορισμός παρατηρήθηκε σε μικροσκόπιο ΝΙΚΟΝ.

2.4.2 Ηλεκτροφόρηση πηκτής δωδεκυλθειϊκού- πολυακρυλαμιδίου (δϋδ-ΡΑΟΕ), 

ενεργοποίηση μεμβράνης και ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνων (\νβ8ίεπι Μοίίίη^).

Το κυτταρικό εκχύλισμα παρασκευάσθηκε ως εξης:
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Κύτταρα ΗεΕα καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία διαμέτρου 6 εκ. και μετασχηματήσθηκαν 

με τις μεθόδους του φωσφορικού ασβεστίου (2.2.2). Κατόπιν το θρεπτικό υλικό 

απομακρύνθηκε και το ταπήτιο πλύθηκε δύο φορές με ΡΒδ. Με προσθήκη 300μ1 ΡΒδ 

και απόξυση τα κύτταρα αποκολλήθηκαν από το τρυβλίο και μεταφέρθηκαν σε 

ερρεηάοιΤδ, όπου έγινε προσθήκη του διαλύματος λύσης (1% ΝΡ 40, 137 γπΜ Ν&01, 

5πιΜ ΕϋΤΑ, 20 ιπΜ Τήδ-ΗΟΙ ρΗ 8, 25 γπΜ β-§1γεεΐΌρ1ιοδρ1ΐΣΐΐε, 5 γπΜ ΝαΡ, 0.3 μΜ 

αρορΓοίΐη, 1 μΜ ρερδΜίη, 1 μΜ Ιεπρερίίη). Έγινε επώαση στον πάγο για 15 λεπτά, 

ακολούθησε φυγοκέντρηση (13000 φτη, Ιηιΐη) στους 4 Ο και μετρήθηκε η 

περιεχόμενη πρωτεΐνη στο υπερκείμενο με τη μέθοδο ΒπιάίοιχΙ. Τα εκχυλίσματα 

αποθηκεύτηκαν στους -20 Ο.

Επειδή οι πρωτεΐνες που εκφράστηκαν ήταν χαμηλού μοριακού βάρους, 

προηγήθηκε της ανασοαποτύπωσης ενεργοποίηση της μεμβράνης νιτροκυτταρίνης, 

με διάμετρο πόρων 0,2 μιη (ΒΑ-δ 83 ΙΙεΐηίοΓοείΙ ηίίΐΌοεΙΙιιΙοδε ΝΟ, δείιίεΐοΐιει· & 

δΐιηεΐΐ, Οεηηαηγ), ώστε οι πρωτεΐνες να συνδέονται ομοιοπολικά με αυτήν, ως εξής:

1,5 ιηΐ διβινυλσουλφόνης προστέθηκαν σε 3 ηιΐ διμέθυλφορμαμίδιου. Το διάλυμα 

αυτό προστέθηκε σε 25 ιπΐ ΝαΗ003/Ν&2Οθ3 ρΗ 10,5. Ακολούθησε επώαση της 

μεμβράνης σε αυτό το διάλυμα, για μια ώρα. Στη συνέχεια ξεπλύθηκε με νερό τρεις 

φορές για 5 λεπτά και επωάστηκε για 30 λεπτά σε διάλυμα 1% αιθυλενοδιαμίνης. 

Κατόπιν ξεπλύθηκε ξανά τρεις φορές με νερό και επωάστηκε για 15 λεπτά σε 

διάλυμα 1% ν/ν γλουταραλδεύδης σε 0,5Μ ΝαΗΟΟβ/Ν^ΟΟβ ρΗ 10,5. Ακολούθησε 

έκπλυσή της με νερό.

Για την ανοσοαποτύπωση της προθυμοσίνης, της παραθυμοσίνης και των 

πρωτεϊνικών τμημάτων της ακολουθήθηκε η παρακάτω διαδικασία:

Οι πρωτεΐνες των προς εξέταση κυτταρικών εκχυλισμάτων αναλύθηκαν με 

ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 15% δϋδ-πολυακρυλαμιδίου. Η πηκτή τοποθετήθηκε 

πάνω στην ενεργοποιημένη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης 0,2 μιη. Η μεμβράνη και η 

πηκτή τοποθετήθηκαν ανάμεσα σε δύο διηθητικά χαρτιά \Υ1ιαίπιαη 3ιηιη και στη 

συνέχεια στο ειδικό πλαίσιο της συσκευής μεταφοράς (ΒΐοΚ&ά). Το όλο σύστημα 

βυθίστηκε στο διάλυμα μεταφοράς (20ηιΜ ΟΗβΟΟΟΝα ρΗ 4,5) και εφαρμόστηκε 

ηλεκτρικό πεδίο 70 γπΑ, για μια ώρα, σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά τη μεταφορά 

της η μεμβράνη επωάστηκε σε διάλυμα 1χ ΡΒδ, 0,1% Τ\νεεη, 5% γάλα για 12 ώρες, 

(Μοε1άη§ βιιίίεΓ) για να μπλοκαριστούν οι κενές θέσεις της. Ακολούθησε επώαση με 

το αντίσωμα αηίί-Ρ1α§ (ηιουδε) σε αραίωση 1:2000 για μια ώρα. Μετά την έκπλυση 

της τρεις φορές για πέντε λεπτά με Μοο1άη§ ΐπιΓίοι·, επωάσθηκε με το δεύτερο
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αντίσωμα αηύ ιηοιιδο ΗΚΡ, σε αραίωση 1:5000. Τελικά η μεμβράνη εκπλύθηκε με 

διάλυμα 1χ ΡΒδ, 0,1% Τννεβη και η εμφάνιση του προϊόντος έγινε με την τεχνική της 

ενισχυμένης χημειοφωταύγειας (ΕΟΕ, ΑπιεΓδΙιαηι).

Οι πρωτεΐνες που εκφράστηκαν ήταν η ρΡ1α§-Ρ&Γ&Τ και τα θραύσματα της, 

ενώ ως μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε η ρΡ1α§-ΡΐΌΤα, όπως φαίνεται στο σχήμα 4. Η 

ρΡ1α§-Ρ&ΓαΤ35-8933 δεν έδωσε σήμα σε αυτό το πείραμα γιατί η ποσότητά της ήταν 

πολύ μικρή. Η έκφρασή της επιβεβαιώθηκε σε περαιτέρω πειράματα.

23 Κϋ 
18 ΚΒ

Σχήμα 4: Έλεγχος της έκφρασης των χιμαιρικών πρωτεϊνών ρΠ3§-ΡαΓαΤ και 

των θραυσμάτων της σε ΗεΕ» κύτταρα με ανοσοαποτύπωση (ννεδίεπι ΜοίΙίη§). 

2.5 ΜΕΘΟΔΟΣ ΑΠΟΣΥΜΠΥΚΝΩΣΗΣ ΣΠΕΡΜΑΤΙΚΉΣ ΧΡΩΜΑΤΙΝΗΣ

Με τη μέθοδο αυτή επιτυγχάνεται αλληλεπίδραση σπερματικής χρωματίνης 

με πρωτεΐνες. Ο πυρήνας σπέρματος καθίσταται διαπερατός σε πρωτεΐνες και 

παρατηρείται η επίδραση τους στο φαινόμενο της αποσυμπύκνωσης της χρωματίνης. 

Αποσυμπυκνωμένη χρωματίνη παρουσιάζει μεγαλύτερο μέγεθος πυρήνα σε σύγκριση 

με τη συμπυκνωμένη, μετά από χρώση της και παρατήρηση στο μικροσκόπιο 

(Μαίδΐιπιοΐο εΐ αΐ. 1999). Οι πρωτεΐνες που χρησιμοποιήθηκαν ήταν η παραθυμοσίνη, 

η δΕΤ, η ΒδΑ και η ΟδΤ.

Η μέθοδος που ακολουθήθηκε ήταν η εξής:

Σε συνολικό όγκο διαλύματος 10 μΐ προστέθηκαν, 1 μΐ πυρήνων σπέρματος σε 

κατάλληλη αραίωση, ώστε να μπόρει να γίνει καταμέτρηση πυρήνων, 1 μΐ
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διαλύματος Α (80 ιβΜ Ηορβδ ρΗ 7,5, 80 ιηΜ ΚΟ, 200 ηιΜ δΐιοΐΌδε), 1 μΐ δΐιΟΓΟδε 2,3 

ιηΜ, 1 μΐ Μ§012 20 ηιΜ, 1 μΐ ΜοΝαρ (55 μΐ Η2Ο, 3 μΐ Μ§012 1Μ, 1 μΐ ΌΤΤ 1Μ, 30 

μΐ χλωραμφαινικόλη 1Μ, 1 μΐ ΑΤΡ 3ιπΜ, 1 μΐ κινάση χλωραμφαινικόλης) και 5 μΐ 

πρωτεΐνης με περιεκτικότητα 10 μ§.

Ακολούθησε επώαση του μίγματος σε θερμοκρασία δωματίου και λήφθηκαν 

δείγματα 1 μΐ σε μια και σε δύο ώρες. Τα δείγματα αυτά αναμείχθηκαν με 1 μΐ 

διαλύματος που περιείχε χρωστική για το ΌΝΑ (ηιοιιηίίη§ δοΐιιίΐοπ: 10 μ§ Ηοβοΐΐδί, 

50% §1γϋ6Γθ1, 7,4% ΗΟΗΟ σε ΡΒδ) και επικολλήθηκαν σε αντικειμενοφόρους 

πλάκες. Έγινε παρατήρηση με μικροσκόπιο φθορισμού, λήφθηκαν φωτογραφίες και 

το μέγεθος των πυρήνων μετρήθηκε με το πρόγραμμα ΑιιίοοΟΑΙ).

2.6 ΑΛΛΕΣ ΜΕΘΟΔΟΙ

2.6.1 Ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών με τη μέθοδο ΒΓαάίοΓά.

Για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης πρωτεϊνών σε δείγματα κυτταρικών 

εκχυλισμάτων, χρησιμοποιήθηκε το αντιδραστήριο Βίο-Καά ΡΓοίεΐη Αδδαγ Όγο 

ΟοηοεηίΓαίο (Βίο-Καά ΤαβοΓ&ίοηβδ, Κΐοΐιηιοηά. ΟΑ, υδΑ) ως εξής:

Ποσότητα δείγματος αραιώθηκε με απεσταγμένο νερό σε τελικό όγκο 800 μΐ. 

Ακολούθησε προσθήκη 200 μΐ αντιδραστηρίου Βΐο-Κ&<1 και επώαση του δείγματος 

για 5 λεπτά. Η απορρόφηση του δείγματος μετρήθηκε στα 595 πηι. Η ποσότητα της 

πτωτεΐνης του δείγματος προσδιορίσθηκε με τη βοήθεια της πρότυπης καμπύλης 

αναφοράς που κατασκευάσθηκε χρησιμοποιώντας γνωστές ποσότητες πρωτεΐνης 

ορού βοός, (ΒδΑ).
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

3.1 ΈΛΕΓΧΟΣ ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΗΣ ΠΕΡΙΟΧΗΣ ΤΗΣ ΠΑΡΑΘΥΜΟΣΙΝΗΣ 

ΠΟΥ ΣΥΝΔΕΕΤΑΙ ΜΕ ΤΗΝ ΙΣΤΟΝΗ Η1.

3.1.1 Έκφραση και απομόνωση της ΟδΤ-Ρ&ΓαΤ και των πρωτεινικών περιοχών 

της.
Είναι γνωστό ότι η παραθυμοσίνη συνδέεται με την ιστόνη Η1 (Κοηάΐΐΐ εί ά\. 

1996). Για να γίνει ο έλεγχος της πρωτεϊνικής περιοχής της παραθυμοσίνης με την 

οποία συνδέεται με την ιστόνη Η1 με χρωματογραφία αγχιστείας, προηγήθηκε η 

έκφραση των χιμαιρικών ΟδΤ πρωτεϊνών.

Οι πρωτεΐνες που εκφράστηκαν ήταν οι ΟδΤ, ΟδΤ-ΡΓοΤα, ΟδΤ-Ρατ&Τ, ΟδΤ- 

Αο.ϋοπι. (ΟδΤ-ΡαΓαΤ35-89), ΟδΤ-Αο.Όοιη.+Ο.ίεπη. (ΟδΤ-Ρ3Γ3Τ35-ιοι), ΟδΤ-Ν.ίεηη. 

(ΟδΤ-Ρ&Γ&Τι.34) (σχήμα 5).

Σχήμα 5: Χιμαιρικές 08Τ-πρωτεΐνες

ΟδΤ Ραι-ΣίΤ

35 89^3
ΟδΤ

Η έκφρασή τους έγινε με μετασχηματισμένα βακτηριακά κύτταρα ΒΕ21ΌΕ, 

με βάση τα πρωτόκολλα των παραγράφων 2.3.1 και 2.3.2. Οι χιμαιρικές αυτές 

πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν και προσδένονται, μέσω του πρωτεϊνικού τους τμήματος 

ΟδΤ, με τα σφαιρίδια γλουταθειόνης αγαρόζης. Για τον έλεγχο της έκφρασής τους 

λήφθηκε δείγμα 30 μΐ από τα εκχύλισμα κάθε πρωτεΐνης για δϋδ ηλεκτροφόρηση,
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ενώ 50 μΐ από κάθε εκχύλισμα επωάστηκε με σφαιρίδια γλουταθειόνης για 1 ώρα 

στους 4 Ο. Τα αποτελέσματα της χρωματογραφίας αυτής, παρουσιάζονται στο σχήμα 

6.

Στο σχήμα αυτό φαίνεται ότι έχει επιτευχθεί έκφραση των πρωτεϊνών, αφού 

όπως πιστοποιείται από τη διαδρομή 5 των φωτογραφιών, κάθε πρωτεΐνη που 

δεσμεύτηκε στα σφαιρίδια γλουταθειόνης, εμφανίζει το αναμενόμενο μοριακό βάρος 

στην δϋδ-ηλεκτροφόρηση.

Α. ΟδΤ

,-26 Μ)

Β. ΟδΤ-ΡίΐΓίΐΤ 
2 3 4 5

45\ω

Γ. ΟδΤ-ΡΓοΤα 
2 3 4 5

45Μ)

Σχήμα 6: Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 15% δϋδ  πολυακρυλαμιδίου των 
πρωτεϊνών Α. ΟδΤ, Β. 08Τ-Ρ&Γ3Τ Γ. ΟδΤ-ΡΓοΤα Δ. και Ε. ΟδΤ-Ρ&Γ3 
(ίι*3£ΐη6ΐιί8), μετά από χρωματαγραφία με σφαιρίδια γλουταθειόνης.
Διαδρομή 1: 5μ1 ρΓβδίαΐηβά ιηθΓίεβΓ.
Διαδρομή 2: 30 μΐ πρωτεϊνικού εκχυλίσματος, πριν από την επώασή του με σφαιρίδια 
γλουταθειόνης
Διαδρομή 3: 30 μΐ πρωτεϊνικού εκχυλίσματος, μετά από την επώασή του με σφαιρίδια 
γλουταθειόνης
Διαδρομή 4: 30 μΐ διαλύματος πλύσης των σφαιριδίων γλουταθειόνης, μετά την 
επώασή τους με τις πρωτεΐνες.
Διαδρομή 5: Πρωτεΐνη που δεσμεύτηκε στα σφαιρίδια γλουταθειόνης Α. ΟδΤ 26 
Η)*, Β. ΟδΤ- Ρβγ&Τ 45 Μ)ά, Γ. ΟδΤ- ΡγοΤςι 45 1Φ&, Δ. και Ε. ΟδΤ- Ρβτ&Τ 31 1<£>& 
και 33 1<Ε>&.
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3.1.2 Έλεγχος του πρωτεϊνικού τμήματος με το οποίο η παραθυμοσίνη συνδέεται 

με την ιστόνη Η1.

Για τον έλεγχο της αλληλεπίδρασης του πρωτεϊνικού τμήματος, με το οποίο η 

παραθυμοσίνη συνδέεται με την Η1 ακολουθήθηκε η εξής διαδικασία: Αρχικά 

εκχυλίσματα των χιμαιρικών πρωτεϊνών (παράγραφος 3.1.1) επωάστηκαν με 

σφαιρίδια γλουταθειόνης για μια ώρα στους 4 °0, ώστε οι πρωτεΐνες να προσδεθούν 

σε αυτά, και στη συνέχεια επωάστηκαν με τα διαλύματα των ιστονών, όπως 

περιγράφεται αναλυτικά στην παράγραφο 2.3.2. Τα αποτελέσματα ελέγχθησαν με 

ηλεκτοφόρηση δϋδ-πολυακρυλαμιδίου 12% και χρώση με Οοοηιιη&δδίο βΐιιε.

Η αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών με την συνδετική ιστόνη Η1, ελέγχθηκε σε 

δύο συγκεντρώσεις Ν&ΟΙ, 250 ιηΜ και 500 ηιΜ (ΡοΙίοικΜά 6ί αΐ 2001), ώστε να 

αποφευχθεί οποιαδήποτε αλληλεπίδραση της ΟδΤ των χιμαιρικών πρωτεϊνών με 

ιστόνες (σχήμα 7).

ΟδΤ ΟδΤ-ΡίίπιΤ

250 γπΜ 500 ιήΜ 250 ηιΜ 500 γπΜ

1 2 3 4 5 6 7 8 

Σχήμα 7: Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή δϋδ-πολυακρυλαμιδίου 12% των πρωτεϊνών 
ΟδΤ και ΟδΤ-Ρ&Γ&Τ, μετά από αλληλεπίδρασή τους με διαλύματα ιστόνης Η1 σε 
συγκεντρώσεις 250 ιηΜ Ν»01 και 500 ηιΜ ΝηΟΙ, με χρωματογραφία αγχιστείας.
Διαδρομές 1,3: 10 μΐ διαλύματος ιστόνης Η1 στις δύο συγκεντρώσεις άλατος, μετά την 
αλληλεπίδραση με την πρωτεΐνη ΟδΤ.
Διαδρομές 2, 4: ΟδΤ πρωτεΐνη που δεσμεύτηκε στα σφαιρίδια γλουταθειόνης, μετά την 
αλληλεπίδρασή της με τα δύο διαλύματα ιστόνης Η1.
Διαδρομές 5, 7: 30 μΐ διαλύματος ιστόνης Η1 στις δύο συγκεντρώσεις άλατος, μετά την 
αλληλεπίδραση με την πρωτεΐνη ΟδΤ-Ραι*αΤ.
Διαδρομές 6, 8: ΟδΤ-Ρ&ταΤ που δεσμεύτηκε στα σφαιρίδια γλουταθειόνης, μετά την 
αλληλεπίδρασή της με Η1 στις δύο συγκεντρώσεις ΝεΟ.
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Ως μάρτυρες χρησιμοποιήθηκαν η πρωτεΐνη ΟδΤ, η οποία δεν αλληλεπιδρά 

με ιστόνες. Παρατηρείται ότι η ΟδΤ και στις δύο συγκεντρώσεις άλατος δεν 

συνδέεται με την Η1 (διαδρομές 2, 4), ενώ η ιστόνη παραμένει στο διάλυμα 

αλληλεπίδρασης (διαδρομές 1, 3). Επίσης η Η1 παρουσιάζει σύνδεση με την ΟδΤ- 

ΡίΐΓ&Τ και στις δύο συγκεντρώσεις άλατος, με μια πιο ποσοτική σύνδεση στα 500 ιηΜ 

ΝαΟΙ (διαδρομές 6, 8). Η Η1 όμως εμφανίζεται στο διάλυμα μετά την αλληλεπίδραση 

στα 250 γπΜ (διαδρομή 5), όχι όμως και στο διάλυμα των 500 ιηΜ (διαδρομή 8). 

Επομένως στα 500 ιηΜ ΝαΟ η Η1 συνδέεται ποσοτικά με την παραθυμοσίνη, χωρίς 

η ΟδΤ να επηρεάζει την αλληλεπίδραση αυτή.

Με συγκέντρωση 500 πιΜ ΝαΟΙ ακολούθησε έλεγχος του πρωτεϊνικού 

τμήματος, με το οποίο η παραθυμοσίνη συνδέεται με την Η1. Πραγματοποιήθηκε 

χρωματογραφία αγχιστείας με τα χιμαιρικά ΟδΤ πρωτεϊνικά τμήματα της 

παραθυμοσίνης και επώασή τους με διάλυμα ιστόνης Η1 (4 μ§/10 μΐ). Στο σχήμα 8 

φαίνονται τα αποτελέσματα της δϋδ-ΡΑΟΕ ηλεκτροφόρησης.

Α ο.άοιη .
Ρ 8 Τ  Ρ ϊιγβΤ  Α ο .ά ο ιη . + Γ .Τ ογτώ . Ρ τ ο Τ α  Ν .Τ ε π η .-<ρ .Τ βΓ |Π.

*
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

■Η1

Σχήμα 8: Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 12% 8Ι)8-πολυακρυλαμι0ίου της ΟδΓ- 
Ρ^ΓίΐΤ και των πρωτεϊνικών θραυσμάτων της, μετά από αλληλεπίδρασή τους με 
Η1 σε συγκέντρωση 500 ιηΜ ΝαΟΙ.
Διαδρομές 1, 3, 5, 7, 9, 11: 10 μΐ διαλύματος ιστόνης, μετά την αλληλεπίδραση με 
την πρωτεΐνη.
Διαδρομές 2, 4, 6, 8, 10: Πρωτεΐνη που δεσμεύτηκε στα σφαιρίδια γλουταθειόνης και 
έχει αλληλεπιδράσει με την ιστόνη Η1.
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Ως μάρτυρες χρησιμοποιήθηκαν η πρωτεΐνη ΟδΤ, η οποία δεν αλληλεπιδρά 

με ιστόνες, και η παραθυμοσίνη και η προθυμοσίνη, οι οποίες συνδέονται με την Η1. 

Παρατηρείται ότι στα πρωτεϊνικά τμήματα Αο. Οοιη. και Αο.ϋοπι.+Ο. Τεπη. η 

σύνδεση της ιστόνης Η1 είναι ποσοτική (διαδρομές 6, 8), ενώ στα αντίστοιχα 

διαλύματα ιστόνης δεν εμφανίζεται καθόλου Η1 (διαδρομές 5, 7). Για το πρωτεϊνικό 

θραύσμα Ν.Ιεηη. η αλληλεπίδραση με βάση τη διαδρομή 12 δεν είναι σαφής, γιατί η 

ζώνη της πρωτεΐνης συμπίπτει με της Η1. Όμως στο διάλυμα αλληλεπίδρασης 

παρατηρείται ποσότητα Η1 (διαδρομή 11), γεγονός που οδηγεί στο συμπέρασμα ότι 

το Ν.ίεπτι. δεν συνδέεται ποσοτικά τουλάχιστον με την Η1. Επομένως το πρωτεϊνικό 

τμήμα με το οποίο η παραθυμοσίνη συνδέεται με την ιστόνη Η1 είναι το Αο.Όοηι 

(Ρ&Γ&Τ 35-89**).

3.1.3 Έλεγχος της αλληλεπίδρασης της παραθυμοσίνης με της ιστόνες Η2Α, Η2Β, 

Η3 και Η4.

Με την συγκέντρωση 500 ιήΜ ΝαΟΙ ακολούθησε έλεγχος της πιθανής 

αλληλεπίδρασης της παραθυμοσίνης με τις ιστόνες Η2Α, Η2Β, Η3 και Η4, όπως 

περιγράφεται στην παράγραφο 2.3.2. Τα αποτελέσματα των πειραμάτων αυτών 

έδειξαν σύνδεση των ιστόνων Η3 και Η4 με την παραθυμοσίνη, ενώ δεν 

παρατηρήθηκε σύνδεση των Η2Α και Η2Β με αυτή. Τα πειράματα αυτά χρειάζονται 

περαιτέρω διευκρίνιση, γιατί οι χρώσεις των ιστονών δεν ήταν ευδιάκριτες.

3.2 ΜΕΛΕΤΗ ΤΟΥ ΡΟΛΟΥ ΤΗΣ ΠΑΡΑΘΥΜΟΣΙΝΗΣ ΣΤΟΝ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟ 

ΑΠΟΣΥΜΠΥΚΝΩΣΗΣ ΤΗΣ ΧΡΩΜΑΤΙΝΗΣ.

3.2.1 Ιη νίίγο πειράματα αλληλεπίδρασης της παραθυμοσίνης με σπερματική 

χρωματίνη.

Το φαινόμενο αποσυμπύκνωσης της χρωματίνης σχετίζεται άμεσα με την 

αλλαγή στο μέγεθος του πυρήνα στα σπερματικά κύτταρα. Η χρωματίνη στα κύτταρα 

αυτά είναι εξαιρετικά συμπυκνωμένη και έχει χρησιμοποιηθεί ως μοντέλο για πολλές 

μελέτες. Για παράδειγμα η νουκλεοπλασμίνη είναι η πρώτη πρωτεΐνη-συνοδός 

ιστονών που ανακαλύφθηκε (Εαδ1<:εγ οί αΐ., 1978), ενώ είναι και η πρώτη πρωτεΐνη, η 

οποία φάνηκε να κατέχει τον ενεργό ρόλο στην αποσυμπύκνωση της σπερματικής



χρωματίνης σε ωοκύτταρα ΧβηορΗ8 Ιβανίζ (Οΐΐδΐιππ απά Κ&ία§ϊή, 1991, Ρΐιΐΐροίί, εί 

&1, 1991). Επίσης έχει βρεθεί με τη μέθοδο αποσυμπύκνωσης σπερματικής 

χρωματίνης σε κύτταρα ΧβηορηΞ, ότι η όξινη πρωτεΐνη ΤΑΡ-Ι, η οποία εντοπίζεται 

στα σωματικά κύτταρα και προσδένεται με ιστόνες, συμμετέχει στο φαινόμενο της 

αποσυμπύκνωσης, μέσω της όξινής του περιοχής (Μαίδυτηοίο εί αΐ., 1999).

Πειράματα αποσυμπύκνωσης σπερματικής χρωματίνης μέσω της 

παραθυμοσίνης, έδειξαν μια σημαντική αύξηση του μεγέθους των σπερματικών 

πυρήνων, μετά την επώαση αυτών με την πρωτεΐνη (ΜαΓίϊο εί αΐ, αδημοσίευτα 

αποτελέσματα).

Με βάση τις παρατηρήσεις αυτές, τα επόμενα πειράματα αποσυμπύκνωσης 

σπερματικής χρωματίνης έγιναν μετά από αλληλεπίδραση 10 μ§ των πρωτεϊνών 

παραθυμοσίνη, δΕΤ, ΒδΑ και ΟδΤ με πυρήνες ανθρώπινου σπέρματος. Λήφθηκαν 

φωτογραφίες σε μικροσκόπιο φθορισμού, στις δύο ώρες επώασης, (σχήμα 9) και 

μετρήθηκε το μέγεθος των πυρήνων του σπέρματος με το πρόγραμμα ΑιιίοΟΑΕ). Ως 

αρνητικοί μάρτυρες χρησιμοποιήθηκαν οι πρωτεΐνες ΒδΑ και ΟδΤ, που είναι γνωστό 

ότι δεν είναι πυρηνικές πρωτεΐνες και δεν συμμετέχουν στο φαινόμενο της 

αποσυμπύκνωσης.

1 2

Σχήμα 9: Πυρήνες ανθρώπινου σπέρματος με συμπυκνωμένη (1) και με 

αποσυμπυκνωμένη χρωματίνη μετά απο επώαση με την παραθυμοσίνη (2).

Η κατανομή του μεγέθους των πυρήνων για τις πρωτεΐνες αυτές (σχήμα 10), 

δείχνει ότι το μεγαλύτερο ποσοστό πυρήνων έχει μέγεθος μεταξύ 1 έως 3, ενώ πολύ 

λίγοι είναι οι πυρήνες που παρουσιάζονται διογκωμένοι με μέγεθος >3 (περίπου 4%). 

Ως θετικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε η πυρηνική πρωτεΐνη δΕΤ, η οποία 

συμμετέχει στη ρύθμιση της δομής της χρωματίνης, και επηρεάζει τη δομή των 

νουκλεοσωμάτων. Επίσης, η δΕΤ έχει αποδειχθεί ότι δημιουργεί ένα πυρηνικό 

πρωτεϊνικό σύμπλεγμα με ομόλογά της, που προσδένεται στις ιστόνες και έτσι
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αναστέλλεται η δράση των μεταγαφικών συνενεργοποιητών ΟΒΡ/ρ300 και ΡΟΑΡ ως 

ακετυλοτρανσφεράσες ιστονών (δβο 61 ύ. 2002). Με την πρωτεΐνη αυτή οι 

σπερματικοί πυρήνες παρουσιάζουν στο μεγαλύτερο ποσοστό τους μέγεθος >3, 

γεγονός που συνοδεύεται από αποσυμπύκνωση χρωματίνης. Για την παραθυμοσίνη 

παρατηρείται μια κατανομή παρόμοια με αυτήν της πρωτεΐνης δΕΤ. Παρατηρείται 

ένα ποσοστό 60% περίπου με σπερματικούς πυρήνες με μέγεθος >3. Αυτό οδηγεί στο 

συμπέρασμα ότι και η παραθυμοσίνη πιθανώς να εμπλέκεται στο φαινόμενο της 

αποσυμπύκνωσης της χρωματίνης.

Σχήμα 10: Κατανομή μεγέθους σπερματικών πυρήνων μετά από αλληλεπίδραση 

με τις πρωτεΐνες Β8Α, 08Τ , ΡίίπιΤ και 8ΕΤ.
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3.2.2 Ιη νινο πειράματα με μετασχηματισμένα ΗεΕ» κύτταρα, που αποδεικνύουν 

τη συμμετοχή της παραθυμοσίνης στην αποσυμπύκνωση της χρωματίνης.

Παροδικές διαμολύνσεις κυττάρων θηλαστικών με πλασμιδιακούς φορείς 

έκφρασης της παραθυμοσίνης, έδειξαν ότι η πρωτεΐνη αυτή επάγει την διόγκωση των 

πυρήνων, γεγονός το οποίο υποδηλώνει τη συμμετοχή της στην αποσυμπύκνωση της 

χρωματινικής δομής (Μαιΐίο βί αΐ, αδημοσίευτα αποτελέσματα) (Σχήμα 11).

Α. ΗοβοΗ Ι̂ Β. ΟΡΡ-ΡηγηΤ

Σχήμα 11: Α. Πυρηνική χρώση με Ηοβοΐΐδΐ πυρήνων κυττάρων ΗβΕ».

Β. Φθορισμός της ΟΡΡ-Ρ»γ»Τ σε δύο μετασχηματισμένα κύτταρα.

Προκειμένου να ελεγχθεί η εγκυρότητα των ΐη νΐίτο και ΐη νίνο πειραμάτων, 

έγινε μια σειρά πειραμάτων με μετρήσεις του μεγέθους πυρήνων ΗβΕα κυττάρων. 

Ανθρώπινα κύτταρα ΗβΤα καλλιεργήθηκαν σε πολυτρυβλία των 24 θέσεων. Στη 

συνέχεια τα κύτταρα διαμολύνθηκαν με πλασμιδιακό ϋΝΑ, με τη μέθοδο του 

φωσφορικού ασβεστίου, όπως περιγράφεται στην παράγραφο 2.2.2, ώστε να 

εκφράσουν τις εξής πρωτεΐνες: ΟΡΡ-Ρ&ΓαΤ, ΟΡΡ-8ΕΤ, ΟΡΡ-ΡΓοΤα, ΟΡΡ-ΡΟΑΡ, ΟΡΡ, 

Ρ1α§-Ρ&τ&Τ και επίτοπος Ρ1α§. Στη συνέχεια τα κύτταρα μονιμοποιήθηκαν 

επωάστηκαν με αντισώματα και έγινε χρώση των πυρήνων τους με διάλυμα Ηοβοίΐδΐ, 

όπως περιγράφεται στην παράγραφο 2.4.1. Ο φθορισμός παρατηρήθηκε στο 

μικροσκόπιο και λήφθηκαν φωτογραφίες, από τις οποίες μετρήθηκε το μέγεθος των 

πυρήνων τους με το πρόγραμμα ΑιιΐοΟΑΕ). Τα αποτελέσματα των μετρήσεων 

φαίνονται στο σχήμα 12, όπου έχει γίνει κατανομή στο μέγεθος των πυρήνων για 

κάθε είδος μετασχηματισμένων κυττάρων ως εξής: <6, 6-8, >8.

Ως αρνητικοί μάρτυρες χρησιμοποιήθηκαν τα κύτταρα που υπερέκφραζαν τη 

ΟΡΡ και τον επίτοπο Ρ1α§, καθώς και μια μεταλλαγμένη ανενεργή μορφή της Ρ1α§-
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ΡΟΑΡ, μιας πυρηνικής πρωτεΐνη, η οποία η οποία αποτελεί έναν μεταγραφικό 

συνενεργοποιητή (Χίε βί &1., 2002, ΕβΙίΓειη&ηη εΐ 3,1., 2002), καθώς και μη 

μετασχηματισμένα κύτταρα. Σε αυτά παρατηρείται ότι το μεγαλύτερο ποσοστό 

πυρήνων έχουν μέγεθος <6, ενώ το ποσοστό με μέγεθος >8 είναι ελάχιστο. Ως θετικοί 

μάρτυρες χρησιμοποιήθηκαν τα κύτταρα που υπερέκφραζαν τις χιμαιρικές με ΟΡΡ 

πρωτεΐνες ΡΓοΤα και δΕΤ, που είναι γνωστό ότι συμμετέχουν στην διαδικασία 

αποσυμπύκνωσης της χρωματίνης. Σε αυτά παρατηρείται ότι το μεγαλύτερο ποσοστό 

πυρήνων έχουν μέγεθος >8, γεγονός που επιβεβαιώνει ότι υπερέκφραση των 

πρωτεϊνών αυτών οδηγεί σε αποσυμπύκνωση τη χρωματίνη και έντονη μεταγραφική 

δραστηριότητα. Η υπερέκφραση της χιμαιρικής παραθυμοσίνης (ΟΡΡ-Ρ&Γ&Τ, Ρ1&§- 

ΡαΓαΤ) παρουσιάζει παρόμοια κατανομή με τους θετικούς μάρτυρες, δηλαδή οι 

πυρήνες εμφανίζονται με μέγεθος >8 σε ποσοστό γύρω στο 55 %. Είναι 

χαρακτηριστικό να αναφερθεί ότι τα μετασχηματισμένα κύτταρα με τις χιμαιρικές 

πρωτεΐνες Ρ&γ&Τ, δΕΤ και ΡτοΤα, που παρουσίασαν το μεγαλύτερο ποσοστό σε 

πυρήνες με μέγεθος μεγαλύτερο του 8, παρουσίαζαν αδρή χρώση με Ηοεοΐΐδί στους 

διογκωμένους πυρήνες τους, ενώ η χρώση στους υπόλοιπους πυρήνες ήταν κανονική. 

Αυτό ίσως να οφείλεται στο ότι το ϋΝΑ σε αυτούς τους πυρήνες βρίσκεται σε έντονη 

αποσυμπύκνωση, γεγονός που ενισχύει την άποψη ότι και η παραθυμοσίνη, όπως η 

δΕΤ και η ΡτοΤα, συμμετέχει στον μηχανισμό της αποσυμπύκνωσης της χρωματίνης.

Περαιτέρω πειράματα με μέτρηση του μεγέθους σπερματικών πυρήνων που 

έχουν αλληλεπιδράσει με τις χιμαιρικές πρωτεΐνες ρΡ1&§-Ρ3Γ&Τ και τα θραύσματά της 

(παράγραφος 2.4.2), ίσως έδιναν περισσότερα δεδομένα για τον τρόπο που 

συμμετέχει η παραθυμοσίνη στο φαινόμενο αποσυμπύκνωσης της χρωματίνης.
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Είναι γνωστό ότι η παραθυμοσίνη συνδέεται με την ιστόνη Η1 (Κοηάΐΐϊ οΐ 3,1.,

1996). Στη προσπάθεια διευκρίνησης του μηχανισμού αυτής της σύνδεσης, στην 

παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκαν οι χιμαιρικές πρωτεΐνες ΟδΤ-ΡαΓΣίΤ και τα 

θραύσματα ΟδΤ-Ρ&ΓαΤ 1.343α, ΟδΤ-ΡαΓαΤ35-89αα και ΟδΤ-Ραι·αΤ35-ιοΐαα για τον έλεγχο 

της πρωτεϊνικής περιοχής της παραθυμοσίνης, με την οποία συνδέεται με την ιστόνη 

Η1 και για τον έλεγχο των αλληλεπιδράσεων της με τις πυρηνικές πρωτεΐνες.

Για τα ίη νΐΐνο πειράματα εντοπισμού του πρωτεϊνικού τμήματος, με το οποίο 

η παραθυμοσίνη αλληλεπιδρά με την Η1, χρησιμοποιήθηκαν οι παραπάνω 

απομονωμένες ΟδΤ χιμαιρικές πρωτεΐνες. Η μέθοδος που ακολουθήθηκε ήταν η 

χρωματογραφία αγχιστείας με σφαιρίδια γλουταθειόνης. Αρχικά ρυθμίστηκαν οι 

συνθήκες χρωματογραφίας, ώστε να μην υπάρχει αλληλεπίδραση του ΟδΤ τμήματος 

των χιμαιρικών πρωτεϊνών με ιστόνες. Γι’ αυτό το σκοπό δεσμεύτηκε η ΟδΤ-ΡαΓ&Τ 

σε σφαιρίδια γλουταθειόνης και στη συνέχεια έγινε αλληλεπίδρασή της με Η1 σε 

συγκεντρώσεις 250 γπΜ και 500 ιηΜ ΝαΟ, ώστε να ορισθεί η βέλτιστη συγκέντρωση 

άλατος γι αυτήν την αλληλεπίδραση. Βρέθηκε ότι σε συγκέντρωση 500 ιηΜ ΝαΟΙ η 

ΟδΤ δεν συνδέεται με την Η1, ενώ γίνεται ποσοτική σύνδεση της Η1 με την 

παραθυμοσίνη.

Για τον έλεγχο του πρωτεϊνικού τμήματος, με το οποίο η παραθυμοσίνη 

αλληλεπιδρά με την Η1, αφού δεσμεύτηκαν σε σφαιρίδια γλουταθειόνης οι χιμαιρικές 

πρωτεΐνες ΟδΤ-Ρ&Γ3,Τ, ΟδΤ-Ρ3ΓαΤι_34, ΟδΤ-ΡαΓαΤ35-89 και ΟδΤ-ΡαΓ&Τ35-ιοι, 

επωάστηκαν με διάλυμα ιστόνης Η1. Τα αποτελέσματα των ηλεκτροφορήσεων σε 

δϋδ-ΡΑΟΕ των σφαιριδίων γλουταθειόνης έδειξαν ότι στα πρωτεϊνικά τμήματα 

Ρ&Γ9.Τ35-89 και Ρ3.Π1Τ35-101 η σύνδεση της ιστόνης Η1 είναι ποσοτική. Αντίστοιχα για 

το τμήμα Ραι*&Τι-34 φάνηκε ότι δεν υπήρχε σύνδεση με την Η1. Επομένως το 

συμπέρασμα είναι ότι το πρωτεϊνικό τμήμα με το οποίο η παραθυμοσίνη συνδέεται με 

την Η1 είναι το ΡαΓαΤ35-89, δηλαδή η κεντρική όξινη περιοχή της. Έτσι 

επιβεβαιώνονται άμεσα προηγούμενα πειραματικά δεδομένα, στα οποία μελέτη τις 

ανταγωνιστικής συμπεριφοράς όξινων πολυγλουταμικών περιοχών στην σύνδεση της 

παραθυμοσίνης με την Η1, είχε διατυπωθεί η άποψη ότι η όξινη περιοχή της 

παραθυμοσίνης συμμετέχει στην αλληλεπίδραση αυτή (Κοικϋΐϊ εί &1., 1996).

Είναι γνωστό ότι τέτοιες όξινες περιοχές είναι κοινές σε πυρηνικές πρωτεΐνες, 

των οποίων ο βιολογικός ρόλος εντοπίζεται στην συναρμολόγηση και
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αποσυναρμολόγηση των νουκλεοσωματίων (Εαηΐδ]ι&\ν, 1987). Παρόμοιες όξινες 

περιοχές παρουσιάζονται σε διάφορες πυρηνικές πρωτεΐνες, όπως η νουκλεοπλασμίνη 

η πρωτεΐνη υψηλής κινητικότητας 1 (ΗΜΟΙ) και η προθυμοσίνη α, ο ρόλος των 

οποίων συνδέεται με την οργάνωση της χρωματίνης (Εαπίδΐιαν/ εΐ αΐ., 1987; Κατείδοιι 

εί 3.1, 1998). Αυτά τα δεδομένα οδήγησαν στη διεξαγωγή μιας σειράς ίη νΐίτο 

πειραμάτων με σπερματικούς πυρήνες για τον έλεγχο της συμμετοχής της 

παραθυμοσίνης στη ρύθμιση της δομής της χρωματίνης. Επώαση της παραθυμοσίνης 

και της πρωτεΐνης δΕΤ με σπερματικά κύτταρα και μέτρηση του μεγέθους των 

πυρήνων τους έδειξε ότι ένα ποσοστό πυρήνων γύρω στο 60% παρουσιάζει μέγεθος 

μεγαλύτερο του 3, ενώ στους αρνητικούς μάρτυρες ΟδΤ και ΒδΑ το ποσοστό αυτό 

ήταν μόλις 4%. Σύμφωνα με τη μέθοδο αυτή οι σπερματικοί πυρήνες διογκώνονται 

λόγω της αποσυμπύκνωσης που υφίσταται η χρωματίνη τους. Η δΕΤ είναι γνωστό ότι 

είναι μια όξινη πρωτεΐνη που αποτελεί έναν ρυθμιστή της δομής της χρωματίνης και 

επάγει την αποσυμπύκνωση της χρωματινικής δομής (ΜαΙδίιηιοΐο εΐ αΐ., 1999). 

Συμπερασματικά λοιπόν, αφού και η παραθυμοσίνη παρουσιάζει όμοια κατανομή 

στους πυρήνες με την 3ΕΤ, πρέπει με κάποιον τρόπο να εμπλέκεται στο φαινόμενο 

αποσυμπύκνωσης της χρωματίνης.

Για επιβεβαίωση αυτής της παρατήρησης έγινε μια σειρά ΐη νίνο πειραμάτων, 

στα οποία ανθρώπινα κύτταρα ΗεΕα μετασχηματίστηκαν, ώστε να υπερεκφράζουν 

τις εξής χιμαιρικές πρωτεΐνες: ΟΡΡ-ΡαταΤ, ΟΡΡ- δΕΤ, ΟΡΡ-Ρι*οΤα, ΟΡΡ-ΡΟΑΡ, ΟΡΡ, 

Ρ1α§-Ραι*3.Τ και Ρ1α§. Στη συνέχεια τα κύτταρα μονιμοποιήθηκαν και μετρήθηκε το 

μέγεθος των πυρήνων στα μετασχηματισμένα κύτταρα, τα οποία επιλέχθηκαν με 

βάση τον φθορισμό της ΟΡΡ ή με τον ανοσοφθορισμό με αηΐϊ-Ρ1α§ αντίσωμα για τον 

επίτοπο Ρ1α£. Παρατηρήθηκε ότι για τις χιμαιρικές πρωτεΐνες δΕΤ και ΡΓοΤα, που 

είναι γνωστό ότι συμμετέχουν στη ρύθμιση της δομής της χρωματίνης, παρατηρήθηκε 

ένα ποσοστό διογκωμένων πυρήνων με μέγεθος μεγαλύτερο του 8 γύρω στο 55%, 

ενώ για τους αρνητικούς μάρτυρες, που ήταν οι πρωτεΐνες ΟΡΡ, ΟΡΡ-ΡΟΑΡ 

(ανενεργή μορφή), Ρ1&§ καθώς και μη μετασχηματισμένα κύτταρα το αντίστοιχο 

ποσοστό ήταν μόλις 6%. Αυτή η παρατήρηση μπορεί να επιβεβαιώσει το 

συμπέρασμα ότι η παραθυμοσίνη εμπλέκεται με κάποιον τρόπο στο φαινόμενο 

αποσυμπύκνωσης της χρωματίνης.

Με δεδομένο ότι πρωτεΐνες με όξινες περιοχές έχουν βρεθεί να συμμετέχουν 

στην οργάνωση της δομής της χρωματίνης θα μπορούσε να θεωρηθεί ότι με 

παρόμοιους μηχανισμούς θα μπορούσε να συμμετέχει στο φαινόμενο αυτό και η
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παραθυμοσίνη. Μια όξινη πρωτεΐνη, η οποία παρουσιάζει μεγάλη ομοιότητα στη 

δομή με την παραθυμοσίνη, είναι και η προθυμοσίνη α.. Η ομοιότητά τους 

εντοπίζεται κυρίως στην αμινοτελική και κεντρική-όξινη περιοχή τους (Ρπιη§οα- 

Ε3Ζ3πάΐδ εί αΐ. 1988). Η προθυμοσίνη, παρά το γεγονός ότι δεν συνδέεται σταθερά με 

την χρωματίνη, τροποποιεί τη σύνδεση της Η1 με τη χρωματίνη (Κ&Γεΐδου εί 3.1. 

1998). Με έναν αντίστοιχο μηχανισμό θα μπορούσε να συμμετέχει και η 

παραθυμοσίνη στην αναδιοργάνωση της χρωματίνης.

Επιπλέον πειράματα για την επίδραση της παραθυμοσίνης στην σύνδεση της 

Η1 με τη χρωματίνη θα έδιναν μια πιο σαφή ένδειξη του ρόλου της στο φαινόμενο 

της αποσυμπύκνωσης.
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