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ΜΕΡΟΣ ΠΡΩΤΟ

Εισαγωγή



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1

Ο ρόλος της γλυκόζης ως 
θρεπτικό συστατικό και ως 
σηματοδοτικό μόριο στην 

ανάπτυξη των μικροοργανισμών

Η  γλυκόζη είναι συνήθως η προτιμούμενη πηγή άνθρακα των 

μικροοργανισμών αλλά και των κυττάρων των ανώτερων οργανισμών. Σε 

πολλούς μικροοργανισμούς έχει αναφερθεί ότι η πρόσληψη και η 

φωσφορυλίωση της γλυκόζης είναι τα πιο πιθανά σημεία ρύθμισης του 

μεταβολισμού της, γ ι’ αυτό η μελέτη τους παρουσιάζει μεγάλο ενδιαφέρον. 

Εκτός από τη χρησιμότητά της ως ένα πλούσιο θρεπτικό συστατικό, η γλυκόζη 

προκαλεί και ένα πλήθος σηματοδοτικών μηχανισμών όταν προστεθεί στο 

θρεπτικό μέσο ανάπτυξης των μικροοργανισμών.



1.1 Η πρόσληψη και η φωσφορυλίωση της γλυκόζης στους 
μικροοργανισμούς

Πολλές μελέτες έχουν γίνει για τον τρόπο της πρόσληψης της γλυκόζης 

από τους διάφορους μικροοργανισμούς. Η  πρόσληψη αυτή μπορεί να γίνει 

μέσω διευκολυνόμενης διάχυσης (μεταφοράς), μέσω του συστήματος PTS, είτε 

μέσω ενεργού μεταφοράς.

Μ εταω οοά ιιέσω  διευκολυνόαενικ  διάνυστια

Η  διευκολυνόμενη διάχυση λαμβάνει χώρα χωρίς να απαιτείται η 

κατανάλωση ΑΤΡ, μέσω ειδικών μεμβρανικών πρωτεϊνών που ονομάζονται 

MFS μεταφορείς (major facilitator superfamily, υπεροικογένεια κύριων 

διευκολυντών) (Pao et al. 1998). Ο ι μεταφορείς αυτοί μπορούν να μεταφέρουν 

μόνο μικρά μόρια και χωρίζονται σε τρεις κατηγορίες: 1) στους απλούς 

μεταφορείς, οι οποίοι μεταφέρουν ουσίες χρησιμοποιώντας μόνο τη βαθμίδωση 

της συγκέντρωσης των ουσιών αυτών, 2) στους συμμεταφορείς, οι οποίοι 

μεταφέρουν ουσίες ενώ συγχρόνως μεταφέρουν και ιόντα (κυρίως ΚΓ) και 3) 

στους αντιμεταφορείς, οι οποίοι μεταφέρουν ουσίες ενώ συγχρόνως 

μεταφέρουν ιόντα, αλλά αντίθετα από την φορά μεταφοράς των ουσιών αυτών 

(Pao et al. 1998).

Η  πρόσληψη της γλυκόζης μέσω διευκολυνόμενης διάχυσης, έχει 

αναφερθεί σε πολλούς μικροοργανισμούς. Έ νας από αυτούς είναι ο 

ζυμομύκητας Saccharomyces cerevisiae, ένας οργανισμός που χρησιμοποιείται 

σχεδόν αποκλειστικά στις βιομηχανικές αλκοολικές ζυμώσεις, και κυρίως στην 

οινοποιία κα ι στην παραγωγή άρτου (Rose and Harrison 1987).

Η  γλυκόζη είναι το προτιμούμενο υπόστρωμα για τον S. cerevisiae, ο 

οποίος την προσλαμβάνει με ταχύτατους ρυθμούς. Η  πρόσληψη της γλυκόζης 

μέσω διευκολυνόμενης διάχυσης στον S. cerevisiae γίνεται μέσω δύο 

συστημάτων: το ένα έχει χαμηλή συγγένεια με το υπόστρωμα (Km = 20 mM)
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και το άλλο υψηλή (Rm  = 2 mM) (Bisson and Fraenkel 1982, Bisson and 

Fraenkel 1983, Bisson and Fraenkel 1984, Bisson 1988, Reinhardt et al. 1997). 

Τα συστήματα πρόσληψης της γλυκόζης χαμηλής και υψηλής συγγένειας είναι 

ανεξάρτητα συστήματα με επικαλυπτόμενες λειτουργίες (Bisson and Fraenkel

1987) . Έχει αναφερθεί ότι μέσω του συστήματος πρόσληψης της γλυκόζης, 

προσλαμβάνονται από τον S. cerevisiae η φρουκτόζη και η μαννόζη (Bisson

1988) . „

-Στη διαδικασία της πρόσληψης της γλυκόζης από τον S. cerevisiae είναι 

γνωστό μέχρι σήμερα ότι συμμετέχουν 20 διαφορετικά γονίδια από τα οποία τα 

περισσότερα έχουν χαρακτηριστεί γενετικά (Kruckeberg 1996).

Τα γονίδια που κωδικεύουν μεταφορείς της γλυκόζης στον S. cerevisiae 

λέγονται γονίδια ΗΧΤ (hexose transporters, μεταφορείς εξοζών). Επιπρόσθετα, 

έχουν απομονωθεί και τρία γονίδια (το snfi, το rgtl και το rgtl) τα οποία 

παίζουν ρυθμιστικό ρόλο στο σύστημα πρόσληψης της γλυκόζης.

Από τα γονίδια ΗΧΤ  έχουν μελετηθεί και χαρακτηριστεί διεξοδικά τα 

γονίδια ΗΧΤ1, ΗΧΤ2, ΗΧΤ3 και ΗΧΤ4, ενώ έχει αναφερθεί και η μελέτη των 

γονιδίων ΗΧΤ5, ΗΧΤ6, ΗΧΤ7, ΗΧΤ9 και ΗΧΤ 11. Ακόμα, πολύ διεξοδικά έχει 

* μελετηθεί το γονίδιο sn fl και τα γονίδια rgtl και rgt2.

Το γονίδιο sn fi απομονώθηκε από τους Bisson and Fraenkel (1987) με 

αναπλήρωση μεταλλαγμένων στελεχών τα οποία εμφανίζουν αδυναμία 

ανάπτυξης σε σακχαρόζη {snfi στελέχη). Τα στελέχη αυτά δεν περιέχουν το 

σύστημα υψηλής συγγένειας πρόσληψης της γλυκόζης και δεν αναπτύσσονται 

σε χαμηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης ή φρουκτόζης. Το γονίδιο sn fi που 

αναπληρώνει το χαρακτήρα αυτών των μεταλλαγμένων στελεχών αναπληρώνει 

επίσης και το σύστημα υψηλής συγγένειας πρόσληψης της γλυκόζης (σύστημα 

το οποίο λειτουργεί σε χαμηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης) αποδεικνύοντας έτσι 

ότι το γονίδιο snfi είναι απαραίτητο για το σύστημα υψηλής συγγένειας 

πρόσληψης της γλυκόζης. Επίσης, μετά από ανάλυση της αλληλουχίας των 

νουκλεοτιδίων του γονιδίου sn fi βρέθηκε ότι αυτό έχει ομολογία με γονίδια 

που κωδικεύουν άλλους μεταφορείς της γλυκόζης (Celenza et al. 1988).
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Το γονίδιο HXT1 απομονώθηκε από τους Lewis and Bisson (1991) με 

αναπλήρωση των στελεχών sfn και βρέθηκε ότι είναι απαραίτητο για το 

σύστημα υψηλής συγγένειας πρόσληψης της γλυκόζης.

Το γονίδιο ΗΧΤ2 απομονώθηκε και αναλύθηκε ως προς την αλληλουχία 

των νουκλεοτιδίων από τον Kruckeberg (1990). Βρέθηκε ότι παρουσιάζει 

ισχυρή ομολογία με γονίδια που κωδικεύουν άλλους μεταφορείς γλυκόζης και 

ότι είναι απαραίτητο για  το σύστημα υψηλής συγγένειας πρόσληψης της 

γλυκόζης.

Το γονίδιο ΗΤΧ3 απομονώθηκε και αναλύθηκε ως προς την αλληλουχία 

των νουκλεοτιδίων από τον Κο και του συνεργάτες του (1993). Επίσης, 

βρέθηκε ότι το ΗΧΤ3 παρουσιάζει ισχυρή ομολογία με τα γονίδια ΗΧΤ1, ΗΧΤ2 

και snft.

Ο M arshall-Carlson και οι συνεργάτες του το 1991 χρησιμοποιώντας 

στελέχη s n f ' απομόνωσαν δύο γονίδια, τα οποία ονόμασαν rgtl και rgt2 

(restores glucose transport). Βρέθηκε ότι τα γονίδια αυτά αναπλήρωναν το 

σύστημα υψηλής συγγένειας πρόσληψης της γλυκόζης και θεωρήθηκε ότι 

κωδικεύουν ή ρυθμίζουν μεταφορείς της γλυκόζης.

Τέλος, ο Reifenberg και ο ι συνεργάτες του το 1995 απομόνωσαν τα 

γονίδια ΗΧΤ5, ΗΧΤ6 και ΗΧΤ7, και απέδειξαν ότι οι μεταφορείς που 

κωδικεύονται από τα γονίδια ΗΧΤ6 και ΗΧΤ7 χρειάζονται για την ανάπτυξη 

του S. cerevisiae σε χαμηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης.

Έ χει αναφερθεί, ότι το σύστημα πρόσληψης της γλυκόζης υψηλής 

συγγένειας στον S. cerevisiae εξαρτάται από την δράση των εξοκινασών. Ο S. 

cerevisiae περιέχει τρεις διαφορετικές κινάσες: την εξοκινάση ΡΙ η οποία 

κωδικεύεται από το γονίδιο ΗΧΚ1, την εξοκινάση ΡΙΙ η οποία κωδικεύεται από 

το γονίδιο ΗΧΚ2 και τη γλυκοκινάση η οποία κωδικεύεται από το γονίδιο 

GLK1 (Randez-Gil et al. 1998). Οι δύο εξοκινάσες μπορούν να 

χρησιμοποιήσουν και τη φρουκτόζη ως υπόστρωμα (Bisson and Fraenkel 

1982). Τα γονίδια ΗΧΚ1 και ΗΧΚ2 έχουν απομονωθεί και δείχνουν μεγάλη 

ομολογία μεταξύ τους (Entian et al. 1984).
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Μεταλλαγμένα στελέχη S. cerevisiae τα οποία δεν περιέχουν τις δύο 

εξοκινάσες αλλά περιέχουν τη γλυκοκινάση, δεν μπορούν να φωσφορυλιώσουν 

φρουκτόζη. Εντούτοις, είναι σε θέση να προσλαμβάνουν φρουκτόζη με χαμηλή 

συγγένεια ενώ φωσφορυλιώνουν και προσλαμβάνουν γλυκόζη με χαμηλή και 

με υψηλή συγγένεια (Bisson and Fraenkel 1982). Μεταλλαγμένα όμως στελέχη 

που δεν περιέχουν και τις τρεις κινάσες, προσλαμβάνουν γλυκόζη και 

φρουκτόζη μόνο με χαμηλή συγγένεια (Bisson and Fraenkel 1982, Lang and 

Cirillo-1988). Επιπλέον, οι Bisson και Fraenkel το 1983 χρησιμοποίησαν 6- 

δεοξυγλυκόζη, ένα ανάλογο της γλυκόζης το οποίο προσλαμβάνεται αλλά δεν 

φωσφορυλιώνεται από τον S. cerevisiae (και επομένως δεν μεταβολίζεται), για 

να δείξουν αν το σύστημα πρόσληψης γλυκόζης υψηλής συγγένειας, εξαρτάται 

από τη φωσφορυλιωμένη γλυκόζη ή αν οι κινάσες χρειάζονται για την 

φωσφορυλίωση κάποιου άλλου μορίου που επηρεάζει την πρόσληψη της 

γλυκόζης. Τελικά απέδειξαν ότι η εξάρτηση του συστήματος πρόσληψης της 

γλυκόζης υψηλής συγγένειας από τις κινάσες δεν είναι αποτέλεσμα της 

φωσφορυλίωσης ή του μεταβολισμού του υποστρώματος, άλλα κάποιου άλλου 

ρόλου των κινασών στην πρόσληψη της γλυκόζης (Bisson and Fraenkel 1983).

Επιπρόσθετα, οι McClellan και Bisson το 1988 απομόνωσαν 

μεταλλαγμένα στελέχη τα οποία περιέχουν κάθε φορά μία λειτουργική κινάση 

καθώς και ένα μεταλλαγμένο στέλεχος που δεν περιέχει καμία λειτουργική 

κινάση. Το στέλεχος αυτό όπως και τα προηγούμενα δεν προσλάμβανε τη 

γλυκόζη με υψηλή συγγένεια. Το στέλεχος που περιέχει μόνο τη γλυκοκινάση 

εμφανίζει μόνο το σύστημα υψηλής συγγένειας πρόσληψης γλυκόζης. Τα 

στελέχη που περιέχουν μόνο τη γλυκοκινάση ή την εξοκινάση ΡΙ έχουν ένα 

συνεχές σύστημα πρόσληψης υψηλής συγγένειας. Τέλος, το στέλεχος που 

περιέχει μόνο την εξοκινάση PD έχει ένα σύστημα πρόσληψης υψηλής 

συγγένειας το οποίο αναστέλλεται παρουσία υψηλής συγκέντρωσης γλυκόζης 

στο θρεπτικό μέσο όπως συμβαίνει στον φυσικό τύπο. Τα παραπάνω 

αποτελέσματα δείχνουν ότι το σύστημα πρόσληψης υψηλής συγγένειας στον S. 

cerevisiae εξαρτάται από τη φωσφορυλιωτική δράση της εξοκινάσης ΡΠ.
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Η  πρόσληψη της γλυκόζης μέσω διευκολυνόμενης διάχυσης έχει επίσης 

αναφερθεί στο ζυμομύκητα Kluyveromyces lactis. Ο Κ. lactis είναι ένας 

μικροοργανισμός ο οποίος χρησιμοποιεί ως πηγή άνθρακα κυρίως τη λακτόζη. 

Ουσιαστικά είναι ένας αερόβιος οργανισμός, αλλά μπορεί να επιβιώσει και 

απουσία οξυγόνου ανάλογα με την συγκέντρωση του σακχάρου στο θρεπτικό 

μέσο (Saliola and Falcone 1995). To 1976 οι Royt και MacQuillan 

δημοσίευσαν την ύπαρξη ενός επαγόμενου συστήματος πρόσληψης γλυκόζης. 

Η ύπαρξη του συστήματος αυτού, επιβεβαιώθηκε από την Wesolowski-Louvel 

και τους συνεργάτες της το 1992. Επιπλέον, από τους ίδιους ερευνητές, 

βρέθηκε ότι η γλυκόζη προλαμβάνεται μέσω αυτού του συστήματος με χαμηλή 

συγγένεια (Km = 20-50 mM) ενώ επιπρόσθετα ανέφεραν την ύπαρξη ενός 

δεύτερου συστήματος στον Κ. lactis, μέσω του οποίου η γλυκόζη 

προσλαμβάνεται με υψηλή συγγένεια (Km = 1 mM) και το οποίο εκφράζεται 

συνεχώς (W esolowski-Louvel et al. 1992).

Ο μεταφορέας του συστήματος χαμηλής συγγένειας πρόσληψης της 

γλυκόζης στον Κ. lactis κωδικεύεται από το γονίδιο RAG1 (Goflrini et al. 1989, 

W esolowski-Louvel et al. 1992), ενώ ο μεταφορέας του συστήματος υψηλής 

συγγένειας κωδικεύεται από το γονίδιο ΗΧΤ1 (Billiard et al. 1996).

Μέσω ενός συστήματος διευκολυνόμενης διάχυσης προσλαμβάνεται η 

γλυκόζη και από τον σχιζοσακχαρομύκητα Schizosaccharomyces pombe. Ο S. 

pombe καταβολίζει σάκχαρα με έντονο ρυθμό κάτω από αναερόβιες συνθήκες 

σε αντίθεση με την πλειονότητα των γνωστών ζυμομυκήτων, οι οποίοι είτε δεν 

καταβολίζουν είτε καταβολίζουν εξόζες με αργό ρυθμό (Rose and Harrison 

1987). Σε αντίθεση με τον S. cerevisiae και άλλους ζυμομύκητες (οι οποίοι 

διαιρούνται με εκβλάστηση) ο S. pombe διαιρείται αποκλειστικά με κυτταρική 

σχάση (δηλαδή το διαιρούμενο κύτταρο χωρίζεται σε δύο ίσα νέα κύτταρα) 

κατά την αφυλετική αναπαραγωγή του (απλοειδής κύκλος ζωής), 

χαρακτηριστικό το οποίο αποτελεί το κύριο γνώρισμα του γένους των 

σχιζοσακχαρομυκήτων (Gutz et al. 1977, Rose and Harrison 1987).
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Αντίθετα με τα συστήματα πρόσληψης των σακχάρων που έχουν 

περιγράφει σε άλλους ζυμομύκητες (υψηλής και χαμηλής συγγένειας) και τα 

οποία παρουσιάζουν μεγάλη περιπλοκότητα, το σύστημα πρόσληψης των 

σακχάρων στο S. pombe είναι εξαιρετικά απλό.

Η- γλυκόζη μεταφέρεται στον S. pombe μέσω ενός μοναδικού 

συστήματος συμμεταφοράς πρωτονίων και γλυκόζης. Η  μεταφορά αυτή 

καταλύεται από τον συμμεταφορέα της γλυκόζης τόσο σε αερόβιες όσο και σε 

αναερόβιες συνθήκες ανάπτυξης (Hofer et al. 1987). Επιπλέον, κατά την 

πρόσληψη φαίνεται να υπάρχει ενεργειακή σύζευξη μεταξύ των μεμβρανικών 

1-Γ-ΑΤΡ-ασών και του συμμεταφορέα πρωτονίων και γλυκόζης (Hofer et al. 

1987). Μέσω του συμμεταφορέα της γλυκόζης μπορεί να μεταφερθεί και η 

φρουκτόζη καθώς και ανάλογα της γλυκόζης που δεν μεταβολίζονται όπως η 2- 

δεοξυγλυκόζη ή η γλυκοζαμίνη. Ο συμμεταφορέας της γλυκόζης στον S. 

pombe προσλαμβάνει την 2-δεοξυγλυκόζη με μεγαλύτερη συγγένεια (Km = 2 

mM) από αυτή που προσλαμβάνει την γλυκόζη (Km = 15 mM). Π αρ’όλα αυτά 

η ταχύτητα πρόσληψης της γλυκόζης από τον S. pombe είναι τρεις φορές 

μεγαλύτερη από αυτή της πρόσληψης της 2-δεοξυγλυκόζης (Hofer et al. 1987).

To 1994 οι Milbrandt και Hoefer απομόνωσαν 2 μεταλλαγμένα στελέχη 

S. pombe, τα οποία δεν ήταν ικανά να αναπτυχθούν όταν η μόνη πηγή άνθρακα 

στο θρεπτικό μέσο ήταν η γλυκόζη ή η φρουκτόζη. Τα δύο αυτά στελέχη δεν 

προσλάμβαναν γλυκόζη ή φρουκτόζη και επιπλέον δεν ήταν σε θέση να 

συσσωρεύσουν 2-δεοξυγλυκόζη. Επιπρόσθετα το ένα στέλεχος (YGS-4) ήταν 

ανθεκτικό στη 2-δεοξυγλυκόζη, ενώ το άλλο (YGS-5) ήταν ευαίσθητο 

(Milbrandt and Hofer 1994). Οι ίδιοι ερευνητές χρησιμοποιώντας τα παραπάνω 

μεταλλαγμένα στελέχη, απομόνωσαν από μία γονιδιακή βιβλιοθήκη του 

φυσικού τύπου έναν κλώνο που αναπλήρωνε τα εξής χαρακτηριστικά: την 

ανάπτυξη στη γλυκόζη και τη φρουκτόζη, την πρόσληψη της γλυκόζης και της 

φρουκτόζης και τη συσσώρευση της 2-δεοξυγλυκόζης στο στέλεχος YGS-5 

(Milbrandt and Hofer 1994).
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Ο κλώνος αυτός ονομάστηκε GHT1 και αναλύθηκε ως προς την 

αλληλουχία των νουκλεοτιδίων του (Lichtenberg-Frate et al. 1997). Η ανάλυση 

αυτή έδειξε ότι το γονίδιο GHT1 κωδικεύει μία πρωτεΐνη 565 αμινοξέων η 

οποία έχει δομή μεταφορέα. Ακόμα, η πρωτεΐνη αυτή έδειξε ομολογία με τους 

μεταφορείς της γλυκόζης ΗΧΤ του S. cerevisiae καθώς και με άλλους γνωστούς 

μεταφορείς. Το γονίδιο GHT1 εκφράστηκε ετερόλογα σε μεταλλαγμένα 

στελέχη 5. cerevisiae ανίκανα να μεταφέρουν γλυκόζη και βρέθηκε ότι 

αναπληρώνει την πρόσληψη της γλυκόζης, αποδεικνύοντας έτσι ότι το γονίδιο 

GHT1 κωδικεύει τον μεταφορέα της γλυκόζης στον S. pombe.

Αντίθετα με την περίπτωση του S. cerevisiae, στον S. pombe δεν έχει 

αναφερθεί εξάρτηση του συστήματος πρόσληψης από τις εξοκινάσες. Στον S. 

pombe υπάρχουν δύο εξοκινάσες: η εξοκινάση 1 η οποία έχει χαμηλή 

συγγένεια με τη γλυκόζη και η εξοκινάση 2 η οποία έχει υψηλή. Τα γονίδια που 

κωδικεύουν τις δύο αυτές εξοκινάσες {hxtl και hxt2 αντίστοιχα) έχουν 

απομονωθεί και αναλυθεί ως προς την αλληλουχία των νουκλεοτιδίων τους 

(Petit et al. 1996). Μ εταλλαγμένα στελέχη που δεν περιέχουν την εξοκινάση 1 

δεν παρουσιάζουν πρόβλημα ανάπτυξης, ενώ μεταλλαγμένα στελέχη που δεν 

περιέχουν την εξοκινάση 2 παρουσιάζουν διπλάσιο χρόνο αναδιπλασιασμού 

όταν αναπτύσσονται σε γλυκόζη (Petit et al. 1998). Μεταλλαγμένα στελέχη 

που δεν περιέχουν και τις δύο εξοκινάσες δεν αναπτύσσονται σε γλυκόζη ή 

φρουκτόζη. Η  έκφραση του γονιδίου hxt2 επάγεται από τη γλυκερόλη και τη 

φρουκτόζη, ενώ η έκφραση του γονιδίου hxtl είναι η υψηλότερη δυνατή 

παρουσία γλυκερόλης. Επιπλέον, η 6-Ρ-τρεχαλόζη δεν καταστέλλει τις 

εξοκινάσες του S. pombe ούτε επηρεάζει γενικότερα τη γλυκόλυση όπως 

συμβαίνει στον S. cerevisiae (Blanquez et al. 1994).

Ανάμεσα στα συστήματα πρόσληψης που περιέχονται στα βακτήρια, η 

διευκολυνόμενη διάχυση είναι το λιγότερο διαδεδομένο. Μέχρι πρόσφατα, τα 

μόνα συστήματα διευκολυνόμενης διάχυσης που έχουν μελετηθεί διεξοδικά σε 

βακτήρια είναι το σύστημα πρόσληψης της γλυκερόλης στο βακτήριο 

Escherichia coli (Schweizer et al. 1997) και το σύστημα πρόσληψης της
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γλυκόζης στο βακτήριο Zymomonas mobilis (Parker et al. 1995, W eisser et 

al.1995).

Μέσω ενός συστήματος διευκολυνόμενης διάχυσης μεταφέρεται 

εναλλακτικά η γλυκόζη και στο βακτήριο Bacillus subtilis (Paulsen et al. 1998), 

η οποία σε αυτή την περίπτωση προσλαμβάνεται κυρίως μέσω ενός 

συστήματος PTS (βλέπε παρακάτω). Το σύστημα διευκολυνόμενης διάχυσης 

στο βακτήριο αυτό, λειτουργεί μέσω ενός συμμεταφορέα πρωτονίων της 

γλυκόζης/μαννόζης (GlcP). Ο συμμεταφορέας αυτός μπορεί να μεταφέρει στο 

κυτταρόπλασμα του Β. subtilis γλυκόζη, μαννόζη και μη μεταβολίσιμα 

ανάλογα της γλυκόζης. Το γονίδιο που κωδικευει το συμμεταφορέα πρωτονίων 

και γλυκόζης στο Β. subtilis (glcP) έχει απομονωθεί και έχει βρεθεί ότι 

παρουσιάζει ομολογία με το συμμεταφορέα πρωτονίων και φρουκτόζης στο 

βακτήριο Ε. coli, και με το συμμεταφορέα πρωτονίων και 

γλυκόζης/γαλακτόζης στο Brucella abortus. Το γονίδιο βρίσκεται σε ένα 

σύμπλεγμα με τρία άλλα γονίδια, δύο από τα οποία κωδικεύουν πρωτεΐνες με 

άγνωστη λειτουργία, ενώ το τρίτο πιθανότατα κωδικεύει μία οξειδάση η οποία 

ίσως συμμετέχει μαζί με το γονίδιο glcP  στην πρόσληψη της γλυκόζης 

• (Paulsen et al. 1998).

Μ εταφορά υέσω του συστήιιατοο PTS

Εκτός από το σύστημα διευκολυνόμενης διάχυσης, η γλυκόζη μπορεί να 

προσληφθεί από τους μικροοργανισμούς μέσω ενός συστήματος 

φωσφοτρανσφεράσης του φωσφοενολοπυροσταφυλικου οξέος και των 

σακχάρων (phosphoenolopyruvate:sugar phosphotransferase system, PTS). To 

σύστημα PTS εμπλέκεται στην πρόσληψη και στη φωσφορυλίωση διαφόρων 

υδρογονανθράκων από τους μικροοργανισμούς αλλά συγχρόνως συμμετέχει 

και στη ρύθμιση ενός μεγάλου αριθμού μεταβολικών οδών (Postm a et al.

1993).
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Ανεξάρτητα από τον οργανισμό και την πηγή άνθρακα, όλα τα 

συστήματα PTS που έχουν χαρακτηριστεί καταλύουν τη μεταφορά μιας 

φωσφορικής ομάδας από το φωσφοενολοπυροσταφυλικό οξύ (ΡΕΡ) στον 

υδρογονάνθρακα που προσλαμβάνεται. Η φωσφορυλίωση αυτή γίνεται 

συγχρόνως με την μετατόπιση του υδρογονάνθρακα κατά μήκος της μεμβράνης 

χρησιμοποιώντας την ενέργεια του ΡΕΡ.

Έ να  από τα πιο μελετημένα συστήματα PTS για τη μεταφορά της 

γλυκόζης διαθέτει το βακτήριο Β. subtilis, ένα θετικό κατά gram βακτήριο του 

εδάφους το οποίο προτιμά να καταβολίζει γλυκόζη παρά άλλες πηγές άνθρακα. 

Ό πως φαίνεται στο Σχήμα 1, το σύστημα PTS για την πρόσληψη της γλυκόζης 

στο βακτήριο Β. subtilis περιέχει δύο στοιχεία: το ένζυμο I (ΕΙ) και την 

θερμοανθεκτική πρωτεΐνη Hpr, τα οποία κωδικεύονται από τα γονίδια p tsl και 

ptsH  αντίστοιχα που σχηματίζουν ένα οπερόνιο (Paulsen et al. 1998). Όταν η 

πρωτεΐνη H pr είναι φωσφορυλιωμένη δίνει την φωσφορική της ομάδα σε μία 

ειδική πρωτεΐνη, την ΕΠ, μέσω της οποίας μεταφέρεται το σάκχαρο. Η 

πρωτεΐνη αυτή είναι μια περμεάση. Στο Β. subtilis, η γλυκόζη μεταφέρεται 

μέσω της πρωτεΐνης EHG,C που ονομάζεται περμεάση της γλυκόζης. Η 

πρωτεΐνη αυτή αποτελείται από δύο υπομονάδες, τις ΠΑ01° και HBGlc. Και οι 

δύο υπομονάδες πρέπει απαραίτητα να  φωσφορυλιωθούν για να είναι δυνατή η 

μεταφορά της γλυκόζης μέσω της περμεάσης EHGlc (Bachem et al. 1997).

To γονίδιο που κωδικεύει την πρωτεΐνη EIIGlc στο βακτήριο Β. subtilis 

έχει απομονωθεί και αναλυθεί ως προς την αλληλουχία των νουκλεοτιδίων και 

βρέθηκε ότι ανήκει στην οικογένεια των περμεασών της γλυκόζης και της 

σακχαρόζης (Zagorec and Postma 1992). Το γονίδιο αυτό ονομάζεται ptsG  και 

δεν βρίσκεται στο ίδιο οπερόνιο με τα γονίδια p tsl και ptsH  (Paulsen et al. 

1998).

Ό πω ς στο Β. subtilis έτσι και στο βακτήριο Ε. coli η γλυκόζη 

μεταφέρεται κυρίως μέσω ενός συστήματος μεταφοράς PTS. Στο σύστημα PTS 

του Ε. coli συμμετέχουν το ένζυμο ΕΙ, η πρωτεΐνη HPr και η περμεάση της 

γλυκόζης (EIIG,C) η οποία αποτελείται από δύο πρωτεΐνες: την ΠΑ01ς και την

Π



HBCg1c. Η  πρωτέΐνη ΠΑ01® είναι υδρόφιλη και βρίσκεται στο κυτταρόπλασμα, 

ενώ η πρωτεΐνη IIBColc είναι μεμβρανική και χωρίζεται σε δύο υπομονάδες: 

την ΠΒ01® (καρβοξυτελικό άκρο) και την IICGlc (αμινοτελικό άκρο) (Postma et 

al. 1993). Η  μεταφορά της γλυκόζης, είναι μία διαδικασία διαδοχικών 

φωσφορυλιώσεων: Το ΡΕΡ φωσφορυλιώνει το ΕΙ στην H is 191, το οποίο στη 

συνέχεια φωσφορυλιώνει την πρωτεΐνη ΗΡγ στην H is 15, η οποία 

φωσφορυλιώνει την ΠΑ01'  στην His 90 και την ΠΒ Glc στην Cys 421 (M eadow 

and Roseman 1996).

•Ά '*.
‘ ,·Λ

Y. V-v
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Κυτταρόπλασμα Περίπλαομα

Γλυκόζη

Πυροσταφυλικό οξύ ^  Hpr

Σ Χ Η Μ Α  1: Η  πρόσληψ η τη ς  γλυκόζης μέσω του συστήματος PTS στο 
βα κτή ρ ιο  Β. subtilis.
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Τα γονίδια που κωδικεύσυν τις πρωτεΐνες ΕΙ (ptsJH), Hpr (ptsl) και IIAGlc 

(err) βρίσκονται σε οπερόνιο το οποίο ονομάζεται pis (Postma et al. 1993). To 

γονίδιο ptsG, μετά από απομόνωση του και ανάλυση της αλληλουχίας των 

νουκλεοτιδίων του, βρέθηκε ότι κωδικεύει την πρωτεΐνη IIBCGlc (Postma et al. 

1993). -

Η  γλυκόζη μπορεί να μεταφερθεί και μη ειδικά στο εσωτερικό των 

κυττάρων του βακτηρίου Ε. coli. Η  ελεύθερη (μη φωσφορυλιωμένη) 

ενδοκυττάρια γλυκόζη φωσφορυλιώνεται από την γλυκοκινάση, της οποίας το 

γονίδιο (glk) έχει απομονωθεί και αναλυθεί ως προς την αλληλουχία των 

νουκλεοτιδίων του (Begley et al. 1995).

Το σύσττηια ε ν ε ο η κ  ueram oodc m e  νλυκόΕικ

Μεγάλο ενδιαφέρον παρουσιάζει επίσης, το σύστημα ενεργής 

μεταφοράς σακχάρων τύπου ABC (ATP-binding cassette). Το σύστημα ABC 

χρησιμοποιεί την ενέργεια της υδρόλυσης του ΑΤΡ για  να μεταφέρει κατά 

μήκος της μεμβράνης των μικροοργανισμών ουσίες σε μικρή κυρίως 

•συγκέντρωση (Kemner et al. 1997). Αποτελείται από τρία στοιχεία: μία 

περιπλασμική πρωτεΐνη πρόσδεσης η οποία προσδένει την ουσία που πρόκειται 

να μεταφερθεί, μία μεμβρανική πρωτεΐνη μεταφοράς η οποία αντιδρά με την 

περιπλασμική πρωτεΐνη και τον προσδέτη της, και μία πρωτεΐνη πρόσδεσης του 

ΑΤΡ η υδρόλυση του οποίου προσφέρει την ενέργεια για  να γίνει η  μεταφορά 

της ουσίας.

Η γλυκόζη, έχει αναφερθεί ότι είναι πολύ πιθανό να μεταφέρεται μέσω 

ενός ABC συστήματος μεταφοράς από το βακτήριο Pseudomonas aeruginosa 

(Wylie and Worobec 1995). To βακτήριο P. aeruginosa είναι ένας αρνητικός 

κατά gram βάκιλος ο οποίος είναι παθογόνος και προσβάλει συνήθως ασθενείς 

που πάσχουν από κυστική ίνωση ή ασθενείς που έχουν υποστεί χημειοθεραπεία 

(Ma et al. 1998).
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To P. aeruginosa διαθέτει αξιοσημείωτη ικανότητα να χρησιμοποιεί ένα 

ευρύ φάσμα πηγών άνθρακα για την ανάπτυξη του κάτω από μία μεγάλη 

ποικιλία περιβαλλοντικών συνθηκών. Αν και το βακτήριο αυτό προτιμά να 

χρησιμοποιεί ως πηγές άνθρακα τα ενδιάμεσα οξέα του κύκλου του Krebs όπως 

το ηλεκτρικό οξύ, καταβολίζει πρόθυμα και τη γλυκόζη (Ma et. al 1998).

Το βακτήριο P. aeruginosa δεν καταβολίζει τη γλυκόζη μέσω της 

πορείας Embden-M eyerhof-Pamas, γιατί δεν διαθέτει την 

φωσφοφρουκτοκινάση (M a et. al 1998), αλλά την μετατρέπει σε 6-Ρ-γλυκονικό 

οξύ το οποίο στη συνέχεια μετατρέπεται σε 3-Ρ-γλυκεριναλδεύδη και 

πυροσταφυλικό οξύ μέσω των ενζύμων της γλυκολυτικής πορείας Entner- 

Doudoroff: δεϋδρατάση του 6-Ρ-γλυκονικού οξέος (EDD) και την αλδολάση 

του 2-κετο-3-δεοξυ-6-Ρ-γλυκονικσύ οξέος (EDA) (Cuskey et al. 1985, Σχήμα 

2). Ό πω ς φαίνεται και στο Σχήμα 2, η γλυκόζη μπορεί να μετατραπεί σε 6-Ρ- 

γλυκονικό οξύ μέσω δύο εναλλακτικών πορειών (Hunt and Phibbs 1983). Η 

οξειδωτική πορεία περιλαμβάνει τη διαδοχική οξείδωση της γλυκόζης σε 

γλυκονικό οξύ και στη συνέχεια σε 2-κετογλυκονικό οξύ μέσω των 

μεμβρανικών ενζύμων αφυδρογονάση της γλυκόζης και αφυδρογονάση του 

γλυκονικού οξέος. Ο ι παραπάνω αντιδράσεις γίνονται στην περιπλασματική 

περιοχή του κυττάρου. Τα αντίστοιχα προϊόντα των δύο ενζύμων μεταφέρονται 

στο κυτταρόπλασμα και μετατρέπονται σε 6-Ρ-γλυκονικό οξύ (Σχήμα 2). Η 

μεταφορά αυτή έχει αναφερθεί ότι γίνεται μέσω ενός συστήματος πρόσληψης 

χαμηλής συγγένειας (Km = 2 mM), το οποίο θεωρείται εναλλακτικό σύστημα 

πρόσληψης της γλυκόζης (Wylie and W orobec 1995).

Στη φωσφορυλιωτική πορεία η γλυκόζη φωσφορυλιώνεται εντός των 

κυττάρων από τη γλυκοκινάση (GLK) και η 6-Ρ-γλυκόζη που παράγεται, 

οξειδώνεται από την αφυδρογονάση της 6-Ρ-γλυκόζης (ZWF) (Σχήμα 2). Η 

πρόσληψη της γλυκόζης γίνεται μέσω ενός συστήματος μεταφοράς υψηλής 

συγγένειας (Km = 8 μΜ) το οποίο επάγεται από το ίδιο το μόριο της γλυκόζης 

(Saravolac et al. 1991). Σε αυτό το σύστημα πρόσληψης συμμετέχει μία 

περιπλασμική πρωτεΐνη πρόσδεσης της γλυκόζης (glucose binding protein

15



GBP) η οποία θεωρείται ότι ανήκει στην οικογένεια των μεταφορέων ABC 

(ΑΊΡ-κασσέτα) (Wylie and W orobec 1995). Η  γλυκόζη προσλαμβάνεται από 

την εξωτερική μεμβράνη του Ρ. aeruginosa μέσω μίας πορίνης, της ΟρτΒ, η 

οποία επάγεται από την παρουσία της γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο. Η  ΟρτΒ 

μεταφέρει τη γλυκόζη με ένα σύστημα διευκολυνόμενης διάχυσης μέσω 

λιποσωμάτων και περιέχει μια θέση πρόσδεσης της γλυκόζης (Wylie et al. 

1993). Η  πρωτεΐνη OprB δρα ως μια μη ειδική πορίνη η οποία εκτός από τη 

γλυκόζη, μπορεί να μεταφέρει και άλλους υδατάνθρακες όπως μαννιτόλη, 

φρουκτόζη και γλυκερόλη (Wylie et al. 1995). Το γονίδιο που κωδικευει την 

πορίνη ΟρτΒ απομονώθηκε και αναλύθηκε ως προς την αλληλουχία των 

νουκλεοτιδίων του (Wylie and W orobec 1994).

Όσον αφορά την πρωτεΐνη πρόσδεσης της γλυκόζης (GBP), έχει 

απομονωθεί και καθαριστεί και αναπληρώνει το χαρακτήρα μεταλλαγμένων 

στελεχών Ρ. aeruginosa τα οποία είναι ανίκανα να μεταφέρουν γλυκόζη 

(στελέχη gltB) (Sly et al. 1993). Ακόμα, έχει απομονωθεί μία περιοχή από το 

χρωμόσωμα του Ρ. aeruginosa μεγέθους 1.1 kb, η  οποία αναπληρώνει επίσης 

τα μεταλλαγμένα στελέχη gltB  (Cuskey and Phibbs 1985, Cuskey et al. 1985) 

'α λ λ ά  δεν περιέχει το γονίδιο που κωδικευει την πρωτεΐνη πρόσδεσης της 

γλυκόζης (Sage et al. 1996).

Έ χει αναφερθεί (Roehl et al. 1983), ότι τα γονίδια zw f edd και eda που 

κωδικεύουν την αφυδρογονάση της 6-Ρ-γλυκόζης, τη δεϋδρατάση και την 

αλδολάση αντίστοιχα, απαντούν σε ένα σύμπλεγμα εντός του χρωμοσώματος 

του Ρ. aeruginosa. Το 1985 ο Cuskey και οι συνεργάτες του απομόνωσαν μία 

περιοχή από το χρωμόσωμα του βακτηρίου Ρ. aeruginosa μεγέθους 6 kb, την 

οποία κλωνοποίησαν σε κατάλληλο φορέα και χρησιμοποιώντας μεταλλαγμένα 

στελέχη βρήκαν ότι περιέχει τα γονίδια edd και glk (το οποίο κωδικεύει τη 

γλυκονινάση). Ακόμα, οι ίδιοι ερευνητές ανέφεραν ότι στο ίδιο σύμπλεγμα με 

τα γονίδια zw f edd και eda βρίσκεται και το γονίδιο glk καθώς και μία περιοχή 

που περιέχει ρυθμιστικά γονίδια (Cuskey et al. 1985). Τα γονίδια zw f και eda 

απομονώθηκαν το 1990 από την Temple και τους συνεργάτες της σε μια
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περιοχή του χρωμοσώματος του Ρ. aeruginosa μεγέθους 11 kb (Temple et al. 

1990).

Πρόσφατα, απομονώθηκε ξεχωριστά και αναλύθηκε ως προς την 

αλληλουχία των νουκλεοτιδίων, το γονίδιο zw f που κωδικεόει την 

αφυδρογονάση της 6-Ρ-γλυκόζης (M a et al. 1998). .4·· ν
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ΣΧΗΜΑ 2: Εναλλακτικές περιφερικές πορείες του καταβολισμού της 
γλυκόζης στο βακτήριο Ρ. aeruginosa.
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1.2 Η ρύθμιση της πρόσληψης και του καταβολισμού της 
γλυκόζης στους μικροοργανισμούς

Η  μελέτη του συστήματος πρόσληψης της γλυκόζης έχει μεγάλο 

ενδιαφέρον γιατί θεωρείται ένα πιθανό σημείο ρύθμισης του μεταβολισμού, 

ενώ επιπλέον θεωρείται ότι οι μεταφορείς της γλυκόζης και οι εξοκινάσες 

παίζουν το σημαντικότερο ρόλο στους ρυθμιστικούς μηχανισμούς στους 

οποίους το σήμα είναι το ίδιο το μόριο της γλυκόζης (Rose et al. 1991, Ozcan 

et al. 1993, Bisson et al. 1993, Ozcan and Johnston 1995, Thevelein and 

Hohm ann 1995).

Έ χει βρεθεί ότι το σύστημα πρόσληψης υψηλής συγγένειας στον S. 

cerevisiae καταστέλλεται από την υψηλή συγκέντρωση γλυκόζης ή φρουκτόζης 

(Bisson and Fraenkel 1984). Αυτή η καταστολή είναι ειδική για τη γλυκόζη και 

τη φρουκτόζη και δεν παρατηρείται σε υψηλές συγκεντρώσεις άλλων 

σακχάρων όπως γαλακτόζης, λακτόζης, σορβόζηςή σορβιτόλης (Bisson 1988).

Η  μεταγραφή πολλών γονιδίων που κωδικεύουν μεταφορείς της 

γλυκόζης στον S. cerevisiae επάγεται από τη γλυκόζη (Bisson et al. 1993, 

Kruckeberg 1996, Boles and Hollenberg 1997) ενώ κανένα από αυτά δεν 

μεταγράφεται απουσία γλυκόζης (Ozcan and Johnston 1995). Αυτοί οι 

μεταφορείς παρουσιάζουν διαφορετική συγγένεια με τη γλυκόζη ενώ η 

μεταγραφή τους επάγεται ή καταστέλλεται από τις διάφορες συγκεντρώσεις της 

γλυκόζης: η έκφραση του μεταφορέα ΗΧΤ1 επάγεται σε υψηλές 

συγκεντρώσεις γλυκόζης και καταστέλλεται σε χαμηλές (Ozcan and Johnston 

1995, Ozcan and Johnston 1996), ενώ η έκφραση των μεταφορέων ΗΧΤ2, 

ΗΧΤ4 και ΗΤΧ6 επάγεται σε χαμηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης και 

καταστέλλεται σε υψηλές (Wendell and Bisson 1994, Ozcan and Johnston 

1995, Ozcan and Johnston 1996, Liang and Gaber 1996).

Δύο άλλα γονίδια αυτής της οικογένειας, τα snf3 και rgt2, κωδικεύουν 

πρωτεΐνες που διεγείρονται από την γλυκόζη και δημιουργούν ένα 

ενδοκυτταρικό σήμα που επάγει την μεταγραφή των γονιδίων ΗΧΤ: οι
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πρωτεΐνες SnG και Rgt2, διεγείρονται από χαμηλές και υψηλές συγκέντρώσεις 

γλυκόζης αντίστοιχα. (Κο et al. 1993, W alsh et al. 1994, Ozcan et al. 1996b, 

Walsh et al. 1996, Liang and Gaber 1996).

Οι μεμβρανικές πρωτεΐνες Snf3 και Rgt2 έχουν μακριά καρβοξυτελικό 

άκρα, τα οποία εκτείνονται στο κυτταρόπλασμα και είναι απαραίτητα για  τη 

δημιουργία του ενδοκυτταρικσύ σήματος της γλυκόζης (Coons et al. 1997, 

Ozcan et-al. 1998). Επιπρόσθετα, το καρβοξυτελικό άκρο του SnG μπορεί 

μερικά'να δράσει όταν εκφράζεται μόνο του ανεξάρτητα από την υπόλοιπη 

περιοχή της πρωτεΐνης SnG ή όταν συνδέεται με ένα μεταφορέα ΗΧ Τ (Ozcan 

et al. 1998). Μ ια επανάληψη 23 αμινοξέων που βρίσκεται στο καρβοξυτελικό 

άκρο της πρωτεΐνης SnG και είναι συντηρημένη στην πρωτεΐνη Rgt2 φαίνεται 

να εμπλέκεται στον παραπάνω σηματοδοτικό μηχανισμό (Ozcan et al. 1998). 

Όμως για την πλήρη λειτουργία αυτού του σηματοδοτικού μηχανισμού 

χρειάζονται και άλλες περιοχές των πρεωτεινών SnG και Rgt2 γιατί 

μεταλλάξεις στα διαμεμβρανικά τους στοιχεία προκαλούν επαγωγή των 

μεταφορέων ΗΧΤ απουσία γλυκόζης (Ozcan et al. 1996b).

Έ νας στόχος της παραπάνω σηματοδοτικής πορείας είναι ο καταστολέας 

‘R g tl, ο οποίος απουσία γλυκόζης είναι συνδεδεμένος με τους προαγωγούς των 

γονιδίων ΗΧΤ εμποδίζοντας έτσι τη μεταγραφή τους. Η  επαγωγή της 

μεταγραφής των γονιδίων ΗΧΤ από τη γλυκόζη εμπλέκει την αναστολή της 

λειτουργίας του καταστολέα R gtl (Marshall-Carlson 1991, Erickson and 

Johnston 1994, Ozcan and Johnston 1995, Ozcan and Johnston 1996). Επίσης, 

έχει αναφερθεί ότι ο καταστολέας R gtl μετατρέπεται σε ενεργοποιητής όταν η 

συγκέντρωση της γλυκόζης είναι υψηλή (Ozcan et al. 1996α, Ozcan and 

Johnston 1996).

Η αναστολή της δράσης του καταστολέα R gtl από τη γλυκόζη απαιτεί 

και την εμπλοκή ενός άλλου παράγοντα, του ggrl που κωδικεύεται από το 

γονίδιο grrl (Flick and Johnston 1991, Vallier et al. 1994).

Ο μηχανισμός της ρύθμισης από τους παράγοντες Rgt2 και SnG των 

μεταφορέων ΗΧΤ1(επάγεται από υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης) και ΗΧΤ2
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(επάγεται από χαμηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης) αντίστοιχα, φαίνεται στο 

Σχήμα 3.

Σ Χ Η Μ Α  3: Η  ρύθμιση τω ν  μεταφορέω ν τη ς  γλυκόζης ΗΧΤ1 κα ι ΗΧΤ2 σε 
υψ η λές κ α ι χαμηλές συγκεντρώ σεις γλυκόζης από τα  ρυθμιστικά  γονίδια 
s/f/3 κ α ι rgt2 στο ζυμομύκητα  S. cerevisiae.

Η  παρουσία της γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο ανάπτυξης, επηρεάζει τη 

δραστικότητα των γλυκολυτικών ένζυμων στον S. cerevisiae. Έ χει αναφερθεί 

(Baker 1986) ότι το γονίδιο gcrl (glycolysis regulator) είναι επαγωγός της

Υ ψ ηλή  συγκέντρω ση γλυκόζης Χ αμηλή συγκέντρωση
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μεταγραφής των γονιδίων που κωδικεύουν τα ένζυμα της γλυκολυτικής 

πορείας.

Το γονίδιο gcrl απομονώθηκε με αναπλήρωση του φαινοτύπου 

μεταλλαγμένων στελεχών των οποίων τα ένζυμα της γλυκολυτικής πορείας 

παρουσιάζουν μειωμένη δρασπκότητα (Clifton et al. 1978). Η δραστικότητα 

των γλυκολυτικών ενζύμων των μεταλλαγμένων αυτών στελεχών είναι 5% 

μειωμένη, σε σχέση με τον φυσικό τύπο όταν αυτά αναπτύσσονται σε θρεπτικό 

μέσο που δεν περιέχει γλυκόζη. Αντίθετα, όταν τα μεταλλαγμένα αυτά στελέχη 

αναπτύσσονται σε θρεπτικό μέσο που περιέχει γλυκόζη, η δραστικότητα των 

γλυκολυτικών τους ενζύμων είναι 20% έως 50% μειωμένη σε σχέση με αυτή 

του φυσικού τύπου (Clifton and Fraenkel 1981).

Έ χει αποδειχθεί ότι η ρύθμιση της γλυκόλυσης του S. cerevisiae από το 

γονίδιο gcrl γίνεται σε επίπεδο μεταγραφής των γονιδίων που τα κωδικεύουν 

(Clifton and Fraenkel 1981, Rodicio et al. 1993). Επιπρόσθετα, έχουν βρεθεί 

χαρακτηριστικές περιοχές πρόσδεσης σε προαγωγούς έξι γονιδίων που 

κωδικεύουν γλυκολυτικά ένζυμα στον S. cerevisiae, οι οποίες αναγνωρίζονται 

από το προϊόν του γονιδίου gcrl (CT-boxes, W illet et al. 1993, Scott and Baker 

*1993).

Η  μελέτη του συστήματος πρόσληψης της γλυκόζης στο ζυμομύκητα 

Κ. lactis παρουσιάζει επίσης μεγάλο ενδιαφέρον γιατί έχει αναφερθεί ότι είναι 

ρυθμιζόμενο (Chen et al. 1992).

Έ χει βρεθεί ότι το σύστημα πρόσληψης της γλυκόζης χαμηλής 

συγγένειας στο ζυμομύκητα Κ. lactis εκφράζεται μόνο παρουσία γλυκόζης. 

Επιπλέον, η έκφραση του συστήματος αυτού είναι απαραίτητη για  την 

ανάπτυξη των στελεχών του Κ. lactis σε θρεπτικό μέσο που περιέχει υψηλή 

συγκέντρωση γλυκόζης (Goffrini et al. 1989, W esolowski-Louvel et al. 1992, 

Weirich et al. 1997).

To σύστημα πρόσληψης της γλυκόζης χαμηλής συγγένειας στον Κ. 

lactis ρυθμίζεται, τουλάχιστον μερικώς, από την επαγόμενη από τη γλυκόζη 

έκφραση του γονιδίου RAG1. Η  μεταγραφή του γονιδίου RAG1 δεν επάγεται
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μόνο από τα υποστρώματα του (γλυκόζη και φρουκτόζη) αλλά και από άλλα 

σάκχαρα (Chen et al. 1992). Από το παραπάνω γεγονός μπορεί να εξαχθεί το 

συμπέρασμα ότι το σήμα για την ρύθμιση του συστήματος πρόσληψης της 

γλυκόζης χαμηλής συγγένειας είναι ένας κοινός ενδοκυττάριος μεταβολίτης 

του μεταβολισμού των σακχάρων. Π αρ’ όλα αυτά, δεν φαίνεται να είναι 

απαραίτητη η γλυκόλυση για την επαγωγή του γονιδίου RAG1 (Gofirini et al. 

1991, W esolowski-Louvel et al. 1988). Επιπλέον, o Royt το 1981 έδειξε ότι η 

2-δεοξυγλυκόζη επάγει την πρόσληψη της γλυκόζης, γεγονός που δείχνει ότι η 

ρύθμιση πρέπει να  γίνεται από τα σάκχαρα, πριν ακόμα φωσφορυλιωθούν.

Το 1992 ο Chen και οι συνεργάτες του ανάλυσαν ως προς την 

αλληλουχία των νουκλεοτιδίων την περιοχή ανοδικά του γονιδίου RAG1 και 

βρήκαν μια πιθανή αλληλουχία η οποία υπέθεσαν ότι κωδικεύει ένα στοιχείο το 

οποίο είναι ουσιαστικό για την επαγωγή του προαγωγού του γονιδίου RAG1. 

Ο ι ίδιοι ερευνητές ανέφεραν τη σημαντικά μειωμένη μεταγραφή του γονιδίου 

RAG1 σε μεταλλαγμένα στελέχη rag4, rag5 και rag8. Η  επίδραση αυτών των 

μεταλλάξεων στο γονίδιο RAG1 γίνεται μέσω της ρυθμιστικής περιοχής που 

βρίσκεται ανοδικά του γονιδίου RAG1. Έκφραση του γονιδίου RAG1 σε αυτά 

τα μεταλλαγμένα στελέχη έδειξε μερική αναπλήρωση στα στελέχη rag4 και 

rag8, ενώ στο στέλεχος rag5 όχι. Σύμφωνα με αυτά τα αποτελέσματα τους, οι 

παραπάνω ερευνητές πρότειναν ότι τα γονίδια RAG4 και RAG8 ενεργοποιούν 

την μεταγραφή του γονιδίου RAG1, είτε με απευθείας αλληλεπίδραση με τον 

προαγωγό του, είτε έμμεσα με μεταφορά των σημάτων που επάγονται από τη 

γλυκόζη. Το γονίδιο RAG5 είναι πιθανό να έχει μια πιο γενική λειτουργία 

ρυθμίζοντας άλλα γονίδια που συμμετέχουν στη ζύμωση των σακχάρων στον 

Κ. lactis.

Η  ανάλυση της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων του γονιδίου RAG5 

έδειξε ότι αυτό κωδικεύει μία πρωτεΐνη η οποία παρουσιάζει ισχυρή ομολογία 

με τις εξοκινάσες του S. cerevisiae. Επιπλέον, τα μεταλλαγμένα στελέχη Κ. 

lactis rag5 δεν παρουσιάζουν ανιχνεύσιμη δραστικότητα εξοκινάσης ή 

γλυκοκινάσης, γεγονός που δείχνει ότι το γονίδιο RAG5 κωδικεύει μία
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εξοκινάση η οποία είναι το μοναδικό ένζυμο που φωσφορυλιώνει τη γλυκόζη 

(Prior e ta l. 1993).

Η  ανάλυση της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων του γονιδίου RAG8 

έδειξε ότι αυτό κωδικεύει μία πρωτεΐνη η οποία παρουσιάζει ισχυρή ομολογία 

με τις κινάσες της καζεΐνης του S. cerevisiae. Επιπλέον, έκφραση του σε 

μεταλλαγμένα στελέχη S. cerevisiae τα οποία δεν περιείχαν τις κινάσες της 

καζεΐνης, έδειξε αναπλήρωση. Άρα το γονίδιο RAG8 κωδικεύει μία κινάση της 

καζεΐνης και επιπρόσθετα η μεταγραφή του επάγεται από τη γλυκόζη 

(Blaisosneau et al. 1997).

Η  ανάλυση της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων του γονιδίου RAG4 

έδειξε ότι αυτό έχει ισχυρή ομολογία με τα γονίδια snf3 και rgt2 του S. 

cerevisiae. Επιπλέον, βρέθηκε ότι περιέχει μακριά καρβοξυτελικά άκρα όπως 

τα γονίδια αυτά. Άρα, είναι πιθανό το προϊόν του γονιδίου RAG4 να  είναι 

δέκτης του σήματος της γλυκόζης και να ρυθμίζει την-επαγομένη από τη 

γλυκόζη-έκφραση του γονιδίου RAG1 (Ozcan et al. 1998).

Όσον αφορά το σύστημα πρόσληψης της γλυκόζης υψηλής συγγένειας 

στον Κ. lactis, έχει αναφερθεί (Billard et al. 1996) ότι το γονίδιο HTG1 

εκφράζεται συνεχώς αλλά η έκφραση του βρίσκεται κάτω από ρύθμιση από 

γονίδια που ρυθμίζουν και την έκφραση του γονιδίου RAG1. Το γονίδιο RAG5 

είναι απαραίτητο για την έκφραση του HTG1, ενώ το γονίδιο RAG4 έχει 

αρνητική επίδραση στην έκφραση του γονιδίου HTG1.

Πρόσφατα αναφέρθηκε ότι και το σύστημα πρόσληψης της γλυκόζης 

στον S. pombe βρίσκεται κάτω από ρύθμιση: ο M ehta και ο ι συνεργάτες του 

απομόνωσαν δύο μεταλλαγμένα στελέχη S. pombe τα οποία είναι ανίκανα να 

μεταφέρουν σάκχαρα (στελέχη sdsl : sugar transport deficient) και τα  οποία 

διαφέρουν από τα προηγουμένως απομονωμένα μεταλλαγμένα στελέχη YGS-4 

και YGS-5. Τα μεταλλαγμένα αυτά στελέχη δεν αναπτύσσονται όταν στο 

θρεπτικό μέσο ως μόνη πηγή άνθρακα περιέχεται η γλυκόζη, η φρουκτόζη, η 

μαννόζη, η σακχαρόζη ή η μαλτόζη (Mehta et al. 1997). Το ένα από τα δύο 

μεταλλαγμένα στελέχη όμως είναι ικανό να αναπτύσσεται όταν η συγκέντρωση
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της γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο είναι υψηλή μετά από μία περίοδο 

εφυσησυχασμου 12 εώς 20 ωρών η οποία αυξάνεται με την αύξηση της 

συγκέντρωση της γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο, ενώ δεν αναπτύσσεται καθόλου 

όταν η συγκέντρωση γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο είναι χαμηλή. Παρ’όλα αυτά 

όταν κύτταρα του στελέχους αυτού, τα οποία έχουν αναπτυχθεί σε θρεπτικό 

μέσο που περιέχει υψηλή συγκέντρωση γλυκόζης και βρίσκονται στην εκθετική 

φάση (και όχι στη στατική φάση), μεταφερθούν σε νέο θρεπτικό μέσο που 

περιέχει υψηλή συγκέντρωση γλυκόζης αναπτύσσονται κανονικά, ενώ εάν 

μεταφερθούν σε θρεπτικό μέσο που περιέχει χαμηλή συγκέντρωση γλυκόζης 

δεν αναπτύσσονται καθόλου. Επιπλέον, κατά την περίοδο εφησυχασμού το 

μεταλλαγμένο αυτό στέλεχος δεν δείχνει να προσλαμβάνει γλυκόζη. Το 

γεγονός αυτό δείχνει ότι υπάρχει ανάγκη επαγωγής από τη γλυκόζη κάποιου 

παράγοντα ή παραγόντων για  την ανάπτυξη του στελέχους αυτού σε υψηλές 

συγκεντρώσεις γλυκόζης και πιθανότατα αυτή η επαγωγή να γίνεται στο στάδιο 

της πρόσληψής της με ρύθμιση του συμμεταφορέα της γλυκόζης σε γενετικό 

επίπεδο.

Ό σον αφορά τη ρύθμιση στην πρόσληψη της γλυκόζης στο βακτήριο Β. 

subtilis, έχει αναφερθεί ότι η έκφραση του γονιδίου glcP  επάγεται από τη 

γλυκόζη γιατί όταν τα κύτταρα του Β. subtilis αναπτύσσονται σε θρεπτικό μέσο 

το οποίο δεν περιέχει γλυκόζη, δεν παρατηρείται δραστικότητα του 

συστήματος συμμεταφοράς πρωτονίων και γλυκόζης/μαννόζης (Paulsen et al. 

1998). Επιπλέον, η έκφραση του glcP  εξαρτάται και από τη δράση του γονιδίου 

PtsG  του συστήματος PTS πρόσληψης της γλυκόζης γιατί μεταλλαγμένα 

στελέχη Β. subtilis, τα οποία δεν περιέχουν το γονίδιο PtsG  και αναπτύσσονται 

σε θρεπτικό μέσο που περιέχει γλυκόζη, δεν έχουν δραστικότητα του 

συστήματος συμμεταφοράς πρωτονίων και γλυκόζης/μαννόζης (Paulsen et al. 

1998). Ε ίναι πιθανό το γονίδιο PtsG  να προωθεί την έκφραση του γονιδίου 

glcP  προκαλώντας συσσώρευση τη 6-Ρ-γλυκόζης, η οποία είναι ένας επαγωγός 

του γονιδίου glcP  (Paulsen et al. 1998).
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Τέλος, όπως έχει αναφερθεί και παραπάνω η πρόσληψη και ο 

καταβολισμός της γλυκόζης στο βακτήριο Ρ. aeruginosa παρουσιάζει μεγάλο 

ενδιαφέρον γιατί τόσο οι πρωτεΐνες που συμμετέχουν στο σύστημα πρόσληψης 

της γλυκόζης με υψηλή συγγένεια, όσο και τα ένζυμα του καταβολισμού που 

συμμετέχουν στη φωσφορυλιωτική καταβολική πορεία είναι επαγώγιμα και η 

έκφραση τους επάγεται κυρίως από την παρουσία της γλυκόζης στο θρεπτικό 

μέσο. Η  ρύθμιση όμως στη δραστικότητα των ενζύμων του καταβολισμού και 

στο σύστημα πρόσληψης θα πρέπει να είναι ανεξάρτητη γιατί όταν το Ρ. 

aeruginosa αναπτύσσεται σε γλυκερόλη ή γλυκερινικό οξύ πολλά ένζυμα της 

γλυκόλυσης επάγονται, ενώ αντίθετα η πρόσληψη της γλυκόζης δεν 

επηρεάζεται. Επιπρόσθετα, σε κύτταρα Ρ. aeruginosa που αναπτύσσονται σε 

πυροσταφυλικό οξύ, μεθυλογλυκοζίτη ή 2-δεοξυγλυκόζη, τα ένζυμα της 

γλυκόλυσης δεν επάγονται αλλά επάγεται η πρόσληψη της γλυκόζης (Hylemon 

andPhibbs 1972).

Ποια εναλλακτική πορεία (οξειδωτική ή φωσφορυλιωτική) θα 

χρησιμοποιήσει το βακτήριο Ρ. aeruginosa για  να καταβολίσει τη γλυκόζη 

εξαρτάται από την παρουσία της αλλά και τη συγκέντρωση της στο θρεπτικό 

'μέσο (Whiting et al. 1976a). Όταν υπάρχει έλλειψη γλυκόζης ο οργανισμός 

αποκρίνεται αλλάζοντας το μεταβολισμό του από την άμεση εξωκυτταρική 

οξειδωτική πορεία στην εσωτερική φωσφορυλιωτική πορεία. Αυτή η αλλαγή 

επιτυγχάνεται με καταστολή του συστήματος μεταφοράς του γλυκονικού οξέος 

και του 2-κετογλυκονικού οξέος, καθώς και τω ν ενζύμων του μεταβολισμού 

του 2-κετογλυκονικού οξέος και την κινάση του γλυκονικού οξέος. 

Παράλληλα, αυξάνονται τα επίπεδα της πρόσληψης της γλυκόζης, της 

εξοκινάσης και της αφυδρογονάσης της 6-Ρ-γλυκόζης.

Επιπρόσθετα, όταν το Ρ. aeruginosa αναπτύσσεται σε 30 mM  κιτρικού 

οξέος, για να επαχθεί το σύστημα πρόσληψης της γλυκόζης χρειάζεται η 

προσθήκη γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο ανάπτυξης σε συγκέντρωση 6-8 mM. 

Όταν η συγκέντρωση της γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο υπερβεί τα 20 mM  το 

σύστημα πρόσληψής της καταστέλλεται, ενώ το σύστημα πρόσληψης του
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γλυκσνικού οξέος κα ι του 2-κετογλυκσνικσύ οξέος επάγονται. Τα ένζυμα της 

γλυκολυτικής πορείας δεν καταστέλλσνται από την αύξηση στη συγκέντρωση 

της γλυκόζης. Παρουσία 30 m M  κιτρικού οξέος και διάφορες συγκεντρώσεις 

προστιθέμενης γλυκόζης ή  γλυκσνικού οξέος η καταστολή του συστήματος 

πρόσληψης της γλυκόζης εξαρτάται κυρίως από τη συγκέντρωση του 

γλυκσνικού οξέος που παράγεται από την εξωκυτταρική αφυδρογσνάση της 

γλυκόζης. Την παραπάνω άποψη στηρίζουν και τα έξης αποτελέσματα: Σε 

μεταλλαγμένα στελέχη τα  οποία δεν περιέχουν την αφυδρογσνάση της 

γλυκόζης δεν καταστέλλεται το σύστημα πρόσληψης της γλυκόζης με 

προσθήκη γλυκόζης αλλά μόνο με προσθήκη γλυκσνικού οξέος. Επιπλέον, η 

γλυκόζη και το  γλυκσνικό οξύ επάγουν τα ένζυμα της γλυκολυτικής πορείας 

Entner-DoudorofE, αλλά για  την επαγωγή του συστήματος πρόσληψης του 

γλυκσνικού οξέος πρέπει πρώτα η  γλυκόζη να  μετατραπεί σε γλυκσνικό οξύ 

(W hiting e t al. 1976a).

Εκτός από την παρουσία και τη συγκέντρωση της γλυκόζης στο 

θρεπτικό μέσο, στην ρύθμιση των εναλλακτικών πορειών παίζει ρόλο και η 

ανάπτυξη του Ρ. aeruginosa παρουσία ή απουσία οξυγόνου. Όλα τα 

συστήματα μεταφοράς κα ι τα  ένζυμα που (ραίνονται στο Σχήμα 2 επάγονται σε 

αερόβιες συνθήκες σε θρεπτικό μέσο που περιέχει γλυκόζη (Hylemon and 

Phibbs 1972, W hiting et al. 1976a, W hiting et al. 1976b). Μελέτες με 

μεταλλαγμένα στελέχη τα  οποία δεν περιέχουν την αφυδρογσνάση της 6-Ρ- 

γλυκόζης ή την αφυδρογσνάση της γλυκόζης (Whiting et al. 1976b) έδειξαν ότι 

η αερόβια ανάπτυξη των κυττάρων του Ρ. aeruginosa γίνεται και στις δύο 

περιπτώσεις όπου είτε η οξειδωτική, είτε η φωσφορυλιωτική πορεία δεν 

λειτουργούν.

Η  γλυκόζη καταβολίζεται πρώτα μέσω της οξειδωτικής πορείας όταν τα 

κύτταρα αναπτύσσονται σε αερόβιες συνθήκες παρουσία υψηλής 

συγκέντρωσης γλυκόζης (W hiting et al. 1976a, Whiting et al. 1976b). H 

γλυκόζη καταβολίζεται μέσω της φωσφορυλιωτικής πορείας όταν η 

συγκέντρωση της γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο είναι χαμηλή, ενώ όταν είναι
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υψηλή το γλυκονικό οξύ που παράγεται από αυτή καταστέλλει το σύστημα 

πρόσληψης της γλυκόζης. Όταν το βακτήριο Ρ. aeruginosa αναπτύσσεται σε 

αναερόβιες συνθήκες και το νιτρικό οξύ είναι ο δέκτης ηλεκτρονίων, δεν 

ανιχνεύεται δραστικότητα της μεμβρανικής αφυδρογονάσης της γλυκόζης, άρα 

η οξειδωτική πορεία δεν φαίνεται να παίζει κανένα ρόλο στην αναερόβια 

ανάπτυξη (Hunt and Phibbs 1983). Επιπλέον, σε συνθήκες μείωσης του 

ο ξυ γό να  παρατηρείται μείωση στην έκφραση των ενζύμων της οξειδωτικής 

πορείας (Mitchell and Dawes 1982) ενώ κατά την ανάπτυξη σε αερόβιες 

συνθήκες η αφυδρογονάση της γλυκόζης επάγεται σε μεγάλο βαθμό. Η 

λειτουργία της φωσφορυλιωτικής πορείας είναι απαραίτητη για την ανάπτυξη 

σε αναερόβιες συνθήκες γιατί μεταλλαγμένα στελέχη Ρ. aeruginosa, τα οποία 

δεν περιέχουν αφυδρογονάση της 6-Ρ-γλυκόζης, δεν είναι ικανά να 

χρησιμοποιούν τη γλυκόζη σε αναερόβιες συνθήκες ενώ παρουσία οξυγόνου 

την χρησιμοποιούν μέσω της οξειδωτικής πορείας (Hunt and Phibbs 1983, Ma 

et al. 1998). Τα μεταλλαγμένα αυτά στελέχη χρησιμοποιούν γλυκονικό οξύ σε 

αερόβιες αλλά και σε αναερόβιες συνθήκες ανάπτυξης. Το γλυκονικό οξύ 

επάγει το σύστημα πρόσληψής του, την γλυκονινάση και την αφυδρογονάση 

'τ η ς  γλυκόζης. Το 6-Ρ-γλυκονικό οξύ είναι πιθανά ο επαγωγός της 

γλυκονινάσης, της αφυδρογονάσης της 6-Ρ-γλυκόζης, και των ενζύμων της 

γλυκολυτικής πορείας Entner-Doudoroff, δηλαδή της δεϋδρατάσης και της 

αλδολάσης (Hunt and Phibbs 1983).

Είναι γνωστό ότι τα ένζυμα ZWF, EDA, GLK, και EDD επάγονται 

συγχρόνως από την παρουσία της γλυκόζης, της μαννντόλης, του γλυκονικού 

οξέος, της φρουκτόζης της γλυκερόλης και της 3-Ρ-γλυκερόλης. Τα γονίδια 

που κωδικεύουν τα ένζυμα αυτά, ενώ είναι γνωστό ότι συμμετέχουν σε 

σύμπλεγμα γονιδίων (Roehl et al. 1983), εκφράζονται από διαφορετικούς 

προαγωγούς (Temple et al. 1990).

Τα τέσσερα αυτά γονίδια μπορεί να μη συνιστούν ένα οπερόνιο αλλά 

ρυθμίζονται από δύο κοινές περιοχές. Ο ι δύο αυτές περιοχές βρίσκονται στο 

χρωμοσωμικό τμήμα μεγέθους 6 kb που απομόνωσαν το 1985 ο Cuskey και οι
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συνεργάτες του (Cuskey et al. 1985), λαμβάνουν μέρος στη ρύθμιση των 

γονιδίων που κωδικεύουν τα ένζυμα της γλυκολυτικής πορείας και 

ονομάζονται hexR κα ι hexC αντίστοιχα.

Η  περιοχή hexR βρίσκεται δίπλα στο γονίδιο edd και αναπληρώνει 

μεταλλαγμένα στελέχη των οποίων τα γονίδια glk, zwf, edd και eda, δεν είναι 

επαγώγιμα (Cuskey et al. 1985, Roehl et al. 1983, Temple et al. 1990). H 

περιοχή hexC  βρίσκεται ανάμεσα στο γονίδιο edd και το γονίδιο gap 

(κωδικεύει την αφυδρογονάση της 3-Ρ-γλυκεριναλδεΰδης) (Temple et al. 1994) 

και όταν εκφραστεί στο φυσικό τύπο του Ρ. aeruginosa οι δραστικότητες των 

ενζύμων GLK, ZW F, EDD και EDA εννιαπλασίαζονται χωρίς την παρουσία 

επαγωγού στο θρεπτικό μέσο. Το γονίδιο αυτό είναι πιθανό να κωδικεύει μια 

θέση πρόσδεσης μιας πρωτεΐνης η οποία ρυθμίζει αρνητικά και καταστέλλει τη 

δράση των ενζύμων της γλυκολυτικής πορείας.

Ό σον αφορά τη ρύθμιση του συστήματος πρόσληψης υψηλής 

συγγένειας, έχει αναφερθεί ότι τόσο η πρωτεΐνη πρόσδεσης της γλυκόζης 

(GBP), όσο και η πορίνη μεταφοράς της γλυκόζης OrpB που βρίσκεται στην 

εξωτερική μεμβράνη του βακτηρίου Ρ. aeruginosa επάγονται από την 

παρουσία της γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο (Saravolac et al. 1991).

Επιπλέον, ο Sage και οι συνεργάτες του το 1996 (Sage et al. 1996) 

ανέλυσαν ως προς την αλληλουχία των νουκλεοτιδίων το τμήμα του 

χρωμοσώματος του Ρ. aeruginosa μεγέθους 1.1 kb, το οποίο αναπληρώνει το 

φαινότυπο των μεταλλαγμένων στελεχών gltR (στελέχη που δεν 

προσλαμβάνουν γλυκόζη), και βρήκαν ότι δεν κωδικεύει την πρωτεΐνη 

πρόσδεσης της γλυκόζης (GBP) άλλα μία πρωτεΐνη η οποία έχει ομολογία με 

τη ρυθμιστική πρωτεΐνη OmpR του βακτηρίου Ε. coli. Το γονίδιο αυτό 

ονομάστηκε gltR  κα ι βρέθηκε ότι είναι απαραίτητο για τη μεταφορά της 

γλυκόζης μέσω του επαγώγιμου συστήματος υψηλής συγγένειας και ότι 

ρυθμίζει το γονίδιο που κωδικεύει την πρωτεΐνη GPB, το οποίο δεν έχει ακόμα 

απομονωθεί.
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1.3 Το σύστημα καταστολής από τη γλυκόζη

Ό πως αναφέρθηκε και παραπάνω, η γλυκόζη είναι η προτιμούμενη πηγή 

άνθρακα για τους περισσότερους μικροοργανισμούς. Η  προσθήκη γλυκόζης ή 

μη μεταβολίσιμων αναλογών της στο θρεπτικό μέσο προκαλεί ένα πλήθος 

σηματοδοτικών μηχανισμών με στόχο την ενεργοποίηση ή την απενεργοποίηση 

πολλών, ενζύμων του μεταβολισμού. Ο ρυθμιστικοί μηχανισμοί όπου το 

σηματόδοτικό μόριο είναι οι ίδια η γλυκόζη λαμβάνουν χώρα κυρίως σε 

επίπεδο μεταγραφής των γονιδίων και ονομάζονται σύστημα καταστολής από 

τη γλυκόζη. Τα γονίδια που βρίσκονται υπό τον έλεγχο του συστήματος 

καταστολής από τη γλυκόζη είναι τα ένζυμα της γλυκονεογέννεσης, του 

κύκλου του Krebs, της αναπνοής, της μιτοχονδριακής ανάπτυξης και αυτά που 

χρησιμοποιούν άλλες πηγές άνθρακα εκτός της γλυκόζης (Entian et al. 1984, 

Meijer et al. 1998).

Στον S. cerevisiae μερικοί τιαράγοντες που θεωρείται ότι παίζουν 

ρυθμιστικό ρόλο στο σύστημα καταστολής από τη γλυκόζη, είναι αυτοί που 

παίζουν ρόλο και στο σύστημα πρόσληψης της γλυκόζης και κυρίως ο 

’παράγοντας grrl (Bailey and Woodword 1984, B isson 1988, Flick and 

Johnston 1991, Ozcan et al. 1993, Erickson and Johnston 1994, Ozcan and 

Johnston 1995, Teusink et al. 1997). Επίσης, έχει αναφερθεί ότι τα γονίδια sn ft 

και rgt2 παίζουν ρόλο στο σηματοδοτικό μηχανισμό του συστήματος 

καταστολής από τη γλυκόζη (Ozcan and Johnston 1996, Ozcan et al. 1997, 

Ozcan et al. 1998). Όμως έχει αποδειχθεί ότι για τη λειτουργία του συστήματος 

καταστολής από τη γλυκόζη δεν χρειάζεται η πρόσληψή της (Liang and Gaber 

1996, Reifenberg et al. 1997). Επιπλέον, αν και πιστευόταν ότι η συγκέντρωση 

της γλυκόζης στο εσωτερικό του κυττάρου είναι το σήμα για  τη λειτουργία του 

συστήματος καταστολής από τη γλυκόζη (Teusink et al. 1997), πρόσφατες 

έρευνες έδειξαν ότι είτε η εξωτερική είτε η εσωτερική γλυκόζη είναι το σήμα 

για τη λειτουργία του συστήματος καταστολής από τη γλυκόζη (M eijer et al. 

1998).
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Ακόμα, έχει αναφερθεί από πολλούς ερευνητές ότι η εξοκινάση ΡΠ 

πάιζει ρυθμιστικό ρόλο στο σύστημα καταστολής από τη γλυκόζη. Ο Entian το 

1980 μελέτησε μεταλλαγμένα στελέχη τα οποία δεν περιέχουν εξοκινάση ΡΠ 

και έδειξε ότι δεν διαθέτουν το σύστημα καταστολής από τη γλυκόζη. Ο ίδιος 

ερευνητής το 1984 απέδειξε ότι η εξοκινάση ΡΠ είναι απαραίτητη για το 

σύστημα καταστολής από τη γλυκόζη και όχι η εξοκινάση ΡΙ, άποψη η οποία 

ενισχύθηκε από τον M a και τους συνεργάτες του το 1989.

Έ χει αναφερθεί (Entian and Frohlich 1984) ότι η εξοκινάση ΡΠ 

συμμετέχει στο σύστημα καταστολής από τη γλυκόζη ανεξάρτητα από την 

φωσφορυλιωτική της δράση. Έ χει δηλαδή δύο ανεξάρτητες λειτουργίες. Ο 

Rose και οι συνεργάτες του όμως το 1990 απέδειξαν ότι η μείωση της 

δραστικότητας της εξοκινάσης ΡΠ, με έλλειμμα στον προαγωγό του γονίδιου 

που την κωδικεύει, οδηγεί σε μείωση της καταστολής από τη γλυκόζη της 

μαλτάσης και της ινβερτάσης. Το γεγονός αυτό δεν στηρίζει την υπόθεση ότι 

υπάρχει ένα ειδικό ρυθμιστικό τμήμα στην εξοκινάση ΡΠ ανεξάρτητο από το 

καταλυτικό κέντρο. Επίσης, όταν οι δύο εξοκινάσες (ΡΙ, ΡΠ) δεν είναι 

δραστικές φαίνεται μια επιπλέον μείωση του συστήματος καταστολής από τη 

γλυκόζη. Α υτό σημαίνει ότι η εξοκινάση ΡΙ έχει επίσης κάποια λειτουργία στο 

σύστημα καταστολής από τη γλυκόζη. Επιπρόσθετα, έχει βρεθεί ότι η συνθάση 

της 6-Ρ-τρεχαλόζης ρυθμίζει αρνητικά την πρόσληψη της γλυκόζης και 

κατ’επέκταση τη γλυκολυτική πορεία και το σύστημα καταστολής από τη 

γλυκόζη (Thevelin and Hohmann 1995).

Έ να ς παράγοντας που παίζει σημαντικότατο ρόλο στο σύστημα 

καταστολής από τη γλυκόζη στον S. cerevisiae, είναι ο καταστολέας migl 

(multicopy inhibitor) της έκφρασης των γονιδίων GAL (Klein et al. 1998, 

Carslon 1998). Ο καταστολέας m ig l συνδέεται στους προαγωγούς των 

γονιδίων SUC2 (Nehlin et al. 1990), GAL (Nehlin et al. 1991) αλλά και πολλών 

άλλων γονιδίων του κεντρικού (γλυκόλυση, κύκλος του Krebs) και του 

περιφερικού μεταβολισμού (Klein et al. 1998) και παρεμποδίζει την μεταγραφή 

τους. Πρόσφατα, έχει απομονωθεί ένας δεύτερος καταστολέας, ο mig2, ο
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οποίος πιστεύεται ότι συμμετέχει στο σύστημα καταστολής από τη γλυκόζη και 

δείχνει 71% ομολογία με τον καταστολέα m igl (Lutfiyya and Johnston 1996). 

Ο καταστολέας mig2 προσδένεται σε αρκετές από τις θέσεις πρόσδεσης του 

καταστολέα migl αλλά η δράση του δεν φαίνεται να ρυθμίζεται από τη 

γλυκόζη,-όπως συμβαίνει στην περίπτωση του m igl (Lutfiyya et al. 1998).

Επιπλέον, έχει αποδειχθεί ότι η δράση του καταστολέα m igl 

αναστέλλεται από ένα σύμπλεγμα πρωτείνικών κινασών (Snfl protein kinase 

complex) το οποίο συμμετέχει στους σηματοδοτικούς μηχανισμούς του 

συστήματος καταστολής από τη γλυκόζη (Carlson 1998). Το πρωτεϊνικό αυτό 

σύμπλεγμα είναι απαραίτητο για την μεταγραφή των γονιδίων που 

καταστέλλονται από τη γλυκόζη και εκφράζεται απουσία γλυκόζης στο 

θρεπτικό μέσο.

Εκτός από τη σηματοδοτική πορεία στην οποία συμμετέχει το 

πρωτεϊνικό σύμπλεγμα Snfl, έχει βρεθεί ότι στους σηματοδοτικούς 

μηχανισμούς του συστήματος καταστολής από τη γλυκόζη σημαντικό ρόλο 

παίζει και η σηματοδοτική πορεία Ras.

Δύο Ras πρωτεΐνες, η R aslp  και η Ras2p, είναι γνωστό ότι συμμετέχουν 

'στη  σηματοδοτική πορεία Ras στον S. cerevisiae, της οποίας τα στοιχεία έχουν 

προσδιοριστεί πλήρως άλλα η λειτουργία τους δεν είναι ακόμα πλήρως 

ξεκαθαρισμένη (Jiang et al. 1998).

Όπως και σε άλλους οργανισμούς, οι πρωτεΐνες Ras του S. cerevisiae, 

μεταδίδουν ένα ρυθμιστικό σήμα όταν μετατρέπονται από την ανενεργή 

(συνδεδεμένες με GDP) στην ενεργή τους μορφή (συνδεδεμένες με GTP). Οι 

ενεργοποιημένες πρωτεΐνες Ras διεγείρουν την αδενυλική κυκλάση, η οποία 

κωδικεύεται από το γονίδιο CYR1, με αποτέλεσμα να αυξάνονται τα επίπεδα 

του κυκλικού AMP (cAMP) στο εσωτερικό του κυττάρου (Toda et al. 1985, De 

Venditis et al. 1986, Field et al. 1988). To κυκλικό AMP ελευθερώνει την c- 

ΑΜΡ-εξαρτώμενη κινάση A (PKA) από ένα ρυθμιστικό αναστολέα ο οποίος 

κωδικεύεται από το γονίδιο BCY1 (Matsumoto et al. 1987, Toda et al. 1987). H 

c-ΑΜΡ-εξαρτώμενη κινάση A κωδικεύεται από τα γονίδια ΤΚ1, ΤΚ2 και ΤΚ3.
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Η  ενεργή ΡΚΑ φωσφορυλιώνει πρωτεΐνες που εμπλέκονται στην μεταγραφή 

του DNA, στην κυτταρική διαίρεση και στην συσσώρευση γλυκογόνου και 

τρεχαλόζης στο εσωτερικό των κυττάρων του S. cerevisiae (Jiang et al. 1998).

Η  γρήγορη ανάπτυξη των κυττάρων του S. cerevisiae σε πλούσια 

θρεπτικά μέσα συνδέεται με την αυξημένη δραστικότητα της σηματοδοτικής 

πορείας Ras. Η  αύξηση των ενδοκυτταρικών επιπέδων του cAMP είναι 

μεγαλύτερη σε θρεπτικά μέσα που περιέχουν γλυκόζη (πλούσια) παρά σε αυτά 

που δεν περιέχουν (φτωχά) (Russell et al. 1993). Οι πρωτεΐνες Ras 

τροποποιούν τα ενδοκυττάρια επίπεδα του cAMP ανάλογα με την 

διαθεσιμότητα των θρεπτικών συστατικών του περιβάλλοντος.

Η  προσθήκη της γλυκόζης σε ένα φτωχό θρεπτικό μέσο προκαλεί 

γρήγορη αύξηση των επιπέδων του cAMP στο εσωτερικό των κυττάρων. Η 

αύξηση αυτή επιτυγχάνεται με διέγερση από τη γλυκόζη ενός παράγοντα 

(Cdc25p) ο οποίος μετατρέπει τη πρωτεΐνη Ras από την ανενεργή, στην ενεργή 

της μορφή με αποτέλεσμα να ενεργοποιείται η αδενυλική κυκλάση (Broek et al. 

1987). Μ εταλλαγμένα στελέχη Ras περιέχουν φυσιολογικά επίπεδα 

ενδοκυτταρικού cAM P άλλα δεν μπορούν να τα αυξήσουν όταν προστίθεται 

γλυκόζη σε ένα φτωχό θρεπτικό μέσο ανάπτυξης. Επιπλέον, τα στελέχη αυτά 

όταν αναπτύσσονται σε ένα φτωχό θρεπτικό μέσο και μεταφερθούν σε ένα 

πλούσιο δεν αναπτύσσονται αμέσως. Το γεγονός αυτό δείχνει ότι για την 

γρήγορη προσαρμογή και άμεση ανάπτυξη των κυττάρων του S. cerevisiae σε 

θρεπτικό μέσο που περιέχει γλυκόζη (όταν έχουν αναπτυχθεί σε ένα θρεπτικό 

μέσο που δεν περιέχει γλυκόζη), είναι απαραίτητη η μεταφορά ρυθμιστικών 

σημάτων μέσω της σηματοδοτικής πορείας Ras.

Η  γλυκόζη είναι η προτιμούμενη πηγή άνθρακα και για το βακτήριο Β. 

subtilis. Ό ταν η γλυκόζη είναι παρούσα στο θρεπτικό μέσο ανάπτυξης, η 

χρησιμοποίηση άλλων υποστρωμάτων καταστέλλεται. Αυτό επιτυγχάνεται με 

καταστολή των προαγωγών των οπερονίων που περιέχουν γονίδια τα οποία 

κωδικεύουν ένζυμα για  την χρησιμοποίηση άλλων πηγών άνθρακα εκτός της 

γλυκόζης (Chauvaux et al. 1998).

33



Στο σύστημα καταστολής από τη γλυκόζη του βακτηρίου Β. subtilis, 

συμμετέχουν τα εξής στοιχεία:

1) Τα οπερόνια amyE, gltR, xylA, nutA, acsA και acuA, τα οποία είναι 

απαραίτητα για την χρησιμοποίηση υποστρωμάτων από το Β. subtilis όπως 

αμυλόζη, γλυκονικό οξύ, ξυλάνη, ιστιδίνη, οξικό οξύ και ακετοΐνη αντίστοιχα, 

περιέχουν-συγκεκριμένες αλληλουχίες (αλληλουχίες ere) οι οποίες έχουν cis 

επίδραση στους προαγωγούς των οπερονίων αυτών, καταστέλλοντας έτσι την 

μεταγραφή τους (Chauvaux et al. 1998).

2) Η  πρωτεΐνη H pr του συστήματος PTS του Β. subtilis συμμετέχει στο 

σύστημα καταστολής από τη γλυκόζη (Bachem et al. 1997, Chauvaux et al. 

1998, Reizer et al. 1998).

3) Η  πρωτεΐνη CcpA έχει αποδειχθεί ότι συμμετέχει στην καταστολή πάνω από

12 οπερονίων στο Β. subtilis. Η  πρωτεΐνη CcpA είτε από μόνη της είτε

συνδεδεμένη με την πρωτεΐνη ΗΡγ, συνδέεται στις αλληλουχίες ere και τις 
•
προστατεύει από τη δράση της ϋΝ ασης I  (Chauvaux et al. 1998).

4) Η  πρωτεΐνη CcpB συμμετέχει παράλληλα ή εναλλακτικά με την πρωτεΐνη 

CcpA χρησιμοποιώντας τον ίδιο μηχανισμό. Η  ανάμιξη της πρωτεΐνης CcpB 

παρατηρείται μόνο σε κύτταρα του Β. subtilis τα οποία αναπτύσσονται σε 

στερεό θρεπτικό υλικό ή σε υγρό θρεπτικό υλικό υπό πολύ ήπια ανακίνηση 

(Chauvaux et al. 1998). 5

5) Ο συμμεταφορέας πρωτονίων γλυκόζης/μαννόζης (GlcP, δεύτερο σύστημα 

πρόσληψης της γλυκόζης στο Β. subtilis) έχει αναφερθεί (Paulsen et al. 1998) 

ότι πιθανά εμπλέκεται στο σύστημα καταστολής από τη γλυκόζη.
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Ό σον αφορά την ανάμιξη της πρωτεΐνης Hpr στο σύστημα καταστολής 

από τη γλυκόζη έχει αναφερθεί ότι αυτή μπορεί να δράσει με δύο τρόπους 

(Chauvaux et al. 1998):

1) Ό ταν η πρωτεΐνη H pr φωσφορυλιώνεται στην H is-15, μια αντίδραση η οποία 

εξαρτάται από την πρωτεΐνη ΕΙ και το φωσφοενολοπυροσταφυλικό οξύ (ΡΕΡ), 

συμμετέχει στο σύστημα πρόσληψης της γλυκόζης PTS στο Β. subtilis.

2) Ό ταν η πρωτεΐνη H pr φωσφορυλιώνεται στην Ser-46, μια αντίδραση η οποία 

εξαρτάται από μία ATP-εξαρτημένη κινάση (PtsK), συμμετέχει στο σύστημα 

καταστολής από τη γλυκόζη. Η  κινάση PtsK είναι απαραίτητη στο σύστημα 

καταστολής από τη γλυκόζη γιατί μεταλλαγμένα στελέχη Β. subtilis τα οποία 

δεν την περιέχουν δεν παρουσιάζουν καταστολή των οπερονίων τους από τη 

γλυκόζη (Reizer et al. 1998). Ακόμα, έχει αναφερθεί (Reizer et al. 1998) ότι η 

πρωτεΐνη PtsK  ενεργοποιείται αλλοστερικά από διάφορους μεταβολίτες όπως 

το 1,6-διφωσφορικό οξύ.

Το γονίδιο που κωδικεύει την πρωτεΐνη PtsK (ptsK) έχει απομονωθεί και 

έχει βρεθεί ότι βρίσκεται σε οπερόνιο με άλλα 4 γονίδια, τα οποία κωδικεύουν 

πρωτεΐνες με άγνωστη λειτουργία (Reizer et al. 1998).

Ό πω ς αναφέρθηκε παραπάνω, το βακτήριο Ρ. aeruginosa προτιμάει να 

καταβολίζει κάποιο τρικαρβοξυλικό οξύ, ενδιάμεσο του κύκλου του Krebs, 

παρά τη γλυκόζη. Ό πω ς οι οργανισμοί που προτιμούν να καταβολίζσυν 

γλυκόζη, έτσι και το βακτήριο Ρ. aeruginosa εμφανίζει σύστημα καταστολής 

όπου ο καταστολεας είναι όχι η γλυκόζη αλλά τα τρικαρβοξυλικό οξέα. Το 

σύστημα αυτό επιτρέπει στο Ρ. aeruginosa να καταβολίζει κατά προτίμηση τα 

τρικαρβοξυλικό οξέα από ότι τους υδρογονάνθρακες.

Ό ταν το βακτήριο Ρ. aeruginosa αναπτύσσεται σε θρεπτικό μέσο που 

περιέχει κάποιο σάκχαρο και ένα τρικαρβοξυλικό οξύ ενδιάμεσο του κύκλου 

του Krebs, τότε το σύστημα πρόσληψης των σακχάρων και τα ένζυμα που είναι 

υπεύθυνα γ ια  τον καταβολισμό τους καταστέλλονται ισχυρά (Hylemon et al.
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1972, W olff et al. 1991). Στην περίπτωση όμως που στο θρεπτικό μέσο 

περιέχεται μια μικρή ποσότητα τρικαρβοξυλικού οξέος και πολύ μεγάλη 

ποσότητα σακχάρου παρατηρείται διαυξητική ανάπτυξη του Ρ. aeruginosa 

(W olff e ta l. 1991).

Τα οξέα που καταστέλλουν το σύστημα πρόσληψης και του 

μεταβολισμού των σακχάρων είναι: το ηλεκτρικό, το οξαλοξικό, το κιτρικό, το 

α-κετογλουταρικό, το φσυμαρικό και το μηλικό οξύ, ενώ δεν καταστέλλονται 

από το'γλουταμινικό, το πυροσταφυλικό και το γαλακτικό οξύ (Hylemon and 

Phibbs J972 , W olff et al. 1991)

O W olf και οι συνεργάτες του το 1991 (W olff et al. 1991) απομόνωσαν 

μεταλλαγμένα στελέχη Ρ. aeruginosa τα οποία δεν διαθέτουν το σύστημα 

καταστολής από τα τρικαρβοξυλικά οξέα. Τα ένζυμα του καταβολισμού των 

σακχάρων καθώς και τα συστήματα μεταφοράς στα μεταλλαγμένα αυτά 

στελέχη δεν καταστέλλονται από την παρουσία του ηλεκτρικού οξέος, αλλά 

παρ’όλα αυτά η δράση τους παραμένει επαγώγιμη από τη γλυκόζη κα ι δεν είναι 

συνεχής όπως ακριβώς συμβαίνει και στον φυσικό τύπο. Αρα, η επαγωγή από 

τη γλυκόζη των μεταφορέων της και των ενζύμων της γλυκολυτικής πορείας 

’είναι μια ανεξάρτητη ρυθμιστική διαδικασία και δεν εξαρτάται από την 

καταστολή τους από τα τρικαρβοξυλικά οξέα.

Οι ίδιοι ερευνητές απομόνωσαν το ρυθμιστικό γονίδιο crc το οποίο όταν 

εκφράζεται στα παραπάνω μεταλλαγμένα στελέχη αναπληρώνει το σύστημα 

καταστολής από τα τρικαρβοξυλικά οξέα. Το γονίδιο αυτό είναι ανεξάρτητο 

από τα άλλα ρυθμιστικά γονίδια που συμμετέχουν στην επαγωγή από την 

γλυκόζη tou  συστήματος πρόσληψης και καταβολισμού της.

Επιπρόσθετα, στα παραπάνω μεταλλαγμένα στελέχη δεν φαίνεται να 

έχει καταστραφεί το διαυξητικό φαινόμενο, άρα το φαινόμενο αυτό πρέπει να 

είναι πιο πολύπλοκο και να εμπλέκει και άλλους παράγοντες εκτός από την 

καταστολή της μεταφοράς και καταβολισμού σακχάρων από τα 

τρικαρβοξυλικά οξέα.
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1.4 Η ανθεκτικότητα μικροοργανισμών σε υψηλές 
συγκεντρώσεις γλυκόζης

Η  έκθεση των μικροοργανισμών σε υπεροσμωτικά μέσα οδηγεί αρχικά 

σε μία μεγάλη εκροή νερού στο θρεπτικό μέσο. Η  εκροή αυτή οφείλεται στις 

διαφορετικές ενεργότητες νερού στο εσωτερικό και στο εξωτερικό περιβάλλον 

του κυττάρου.

Έ νας γενικός μηχανισμός τον οποίο χρησιμοποιούν οι μικροοργανισμοί 

για να  αντισταθούν στην εκροή νερού όταν αναπτύσσονται σε αυξημένες 

οσμωτικές πιέσεις, είναι η συσσώρευση στο εσωτερικό τους ουσιών που 

δημιουργούν υπεροσμωτικά διαλύματα. Αυτές ο ι ουσίες ονομάζονται συμβατές 

διαλυμένες ουσίες και μπορούν να συσσωρευτούν στο εσωτερικό του κυττάρου 

χωρίς να επηρεάσουν τη δραστικότητα των ενζύμων του μεταβολισμού 

(Nevoigt and Stahl 1997). Οι ουσίες που χρησιμοποιούνται ως συμβατές 

διαλυμένες ουσίες είναι: α) ιόντα β) αμινοξέα και γ) πολυϋδροξυλικές ενώσεις 

(M eikle et al. 1991, Garcia et al. 1997).

Ο ζυμομύκητας S. cerevisiae είναι ο μόνος οργανισμός στον οποίο έχει 

μελετηθεί η ανθεκτικότητα σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης. Η 

ανθεκτικότητα αυτή έχει συνδεθεί με την ανθεκτικότητα του S. cerevisiae σε 

υψηλές οσμωτικές πιέσεις γενικά και έχει αναφερθεί ότι επιτυγχάνεται, ως επί 

το πλείστον, μέσω μηχανισμών οσμωρύθμισης.

Η  γλυκερόλη είναι η πιο συνηθισμένη συμβατή διαλυμένη ουσία στον

S. cerevisiae (Reed et al. 1987, M eikle 1991).

Η  γλυκερόλη παράγεται με αναγωγή της φωσφορικής διϋδροξυκετόνης 

σε 3-Ρ-γλυκερόλη μέσω του κυττοσολικού ένζυμου αφυδρογονάση της 3-Ρ- 

γλυκερόλης (ctGPP), η οποία ακολουθείται από την αποφωσφορυλίωση της 3- 

Ρ-γλυκερόλης μέσω μίας ειδικής φωσφατάσης (GPP) (Gancedo et al. 1968, 

Σχήμα 4).

Το ένζυμο ctGPP βρίσκεται με τη μορφή δύο ισοενζύμων στον S. 

cerevisiae. Το ένα ισοένζυμο κωδικεύεται από το γονίδιο GPD1 (Albertyn et
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al. 1994a) και το άλλο από το γονίδιο GPD2 (Eriksson et al. 1995). Το ένζυμο 

GPP βρίσκεται επίσης με τη μορφή δύο ισοενζύμων στον S. cerevisiae που 

κωδικεύονται από τα γονίδια GPP1 και GPP2 (Norbeck et al. 1996).

Είναι γνωστό ότι η παραγωγή της γλυκερόλης είναι υψηλότερη όταν στο 

θρεπτικό μέσο υπάρχει γλυκόζη (Andre et al. 1991). Π αρ’όλα αυτά, τα ένζυμα 

ctGPP και GPP ρυθμίζονται διαφορετικά από τη γλυκόζη. Το ένζυμο GPP 

επάγεται από τη γλυκόζη, γεγονός το οποίο συμφωνεί με την αυξημένη 

παραγωγή γλυκερόλης παρουσία γλυκόζης (Gancedo et al. 1968, Blomberg et 

al. 1989.). Παραδόξως, το ένζυμο ctGPP καταστέλλεται από τη γλυκόζη (Andre 

et al. 1991, Albertyn et al. 1994a). Η καταστολή αυτή γίνεται στο επίπεδο της 

μεταγραφής του γονιδίου GPD1, ενώ η μεταγραφή του γονιδίου GPD2 δεν 

καταστέλλεται από τη γλυκόζη (Albertyn et al. 1994a, Albertyn et al. 1994b, 

Eriksson et al. 1995).

Ο ρόλος της γλυκερόλης ως συμβατή διαλυμένη ουσία σε υπεροσμωτικό 

θρεπτικό μέσο που περιέχει άλλες πηγές άνθρακα εκτός της γλυκόζης δεν είναι 

πλήρως ξεκαθαρισμένος. Σε θρεπτικά μέσα που περιέχουν αιθανόλη (Andre et 

al. 1991) ή γαλακτόζη (Garcia et al. 1997) η εσωτερική συγκέντρωση της 

γλυκερόλης είναι 30% μικρότερη, συγκρινόμενη με αυτή που περιέχεται σε 

κύτταρα που αναπτύσσονται σε γλυκόζη. Επιπλέον, έχει αναφερθεί ότι σε 

κύτταρα που αναπτύσσονται σε γαλακτόζη και υψηλή συγκέντρωση αλάτων 

συσσωρεύεται τρεχαλόζη (Garcia et al. 1997). Το γεγονός αυτό δείχνει ότι η 

τρεχαλόζη δρα και αυτή ως συμβατή διαλυμένη ουσία στον S. cerevisiae. 

Επιπρόσθετα, σε κύτταρα που αναπτύσσονται σε γλυκόζη και σε υψηλές 

συγκεντρώσεις αλάτων και βρίσκονται στη στατική φάση, η εσωτερική 

συγκέντρωση της γλυκερόλης μειώνεται σημαντικά (M eikle et al. 1991). 

Αντίθετα, σε αυτές τις συνθήκες η εσωτερική συγκέντρωση της τρεχαλόζης 

αυξάνεται (Nevoigt and Stahl 1997).

Από τα παραπάνω φαίνεται ότι η συσσώρευση της γλυκερόλης δεν είναι 

ο μόνος τρόπος επιβίωσης των κυττάρων σε υπεροσμωτικά μέσα αλλά είναι
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ουσιαστική στη διατήρηση των βιολογικών δραστηριοτήτων του κυττάρου 

κατά τη διάρκεια της οσμωρύθμισης.

Γλυκόζη

=6=
ΑΤΡ
ADP εξοκινάσες, γλυκοκινάση

6-Ρ-Γλυκόζη
ΑΤΡ
ΑΤΡ «*ομεράση της 6-Ρ-γλυκόζης

6-Ρ-Φρουκτόζη

φωσφοφρουκτοκινάση
▼

1,6-Ρ-Φρουκτόζη

αλδολάση
ισομεράση των φωσφοτριοζών

3-Ρ-Διϋδροξυκετόνη
NADH

{5*αφυδρογονάση της 3-Ρ-γλοκερόλης 
NAD

3-Ρ-Γλυκερόλη

μ .φωσφατάση της 3-Ρ-γλυκερόλης
φωσφορικό οξύ

ΣΧΗΜΑ 4: Η παραγωγή της γλνκερόλης από τη γλυκόζη στον 5. 
cerevisiae.
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Πολλές μελέτες έχουν γίνει για τους σηματοδοτικούς μηχανισμούς που 

λαμβάνουν χώρα κατά την οσμωρύθμιση στον S. cerevisiae. Στη μεμβράνη του

S. cerevisiae υπάρχουν δύο οσμωαισθητήρες που διεγείρονται από την 

εξωτερική υψηλή οσμωτική πίεση, ο Sin 1 ρ-Y pdlp-Ssk 1 ρ  και ο S ho lp  (Maenda 

et al. 1994, Posas and Saito 1997, Σχήμα 5). Στη συνέχεια οι δύο αυτοί 

οσμωαισθητήρες αλληλεπιδρούν με μία ειδική οσμωρυθμιζόμενη 

σηματοδατική πορεία: την πορεία HOG (Brewster et al. 1993, Σχήμα 5).

Ο οσμωαισθητήρας S ln lp -Y pdlp-Ssk lp  διεγείρεται από την εξωτερική 

υψηλή -οσμωτική πίεση και ρυθμίζει τις πρωτεΐνες Ssklp  και Ssk22p οι οποίες 

φωσφορυλιώνουν την πρωτεΐνη Pbs2p. Αντίστοιχα, ο οσμωαισθητήρας Sholp  

διεγείρεται από την εξωτερική υψηλή οσμωτική πίεση και ρυθμίζει την 

πρωτεΐνη S te llp  η οποία επίσης φωσφορυλιώνει την πρωτεΐνη Pbs2p. Στη 

συνέχεια η πρωτεΐνη Pbs2p φωσφορυλιώνει την πρωτεΐνη H oglp . Τα στοιχεία 

που συμμετέχουν στην περαιτέρω ρύθμιση των προαγωγών των γονιδίων 

«στόχων» από την πρωτεΐνη H og lp  είναι ακόμα άγνωστα. Πάντως, έχει 

αναφερθεί ότι η οσμω-επαγωγή των γονιδίων «στόχων» στην πορεία HOG 

γίνεται μέσω ειδικών στοιχείων που ονομάζονται στοιχεία stress (Shuller et al. 

*1994).
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Η παραπάνω σηματοδοτική πορεία θεωρείται ότι είναι μία πορεία 

κινασών MAP (mitogen activated protein) (Brewster et al. 1993).

Οι κινάσες M AP είναι σημαντικοί μεσολαβητές κυρίως των 

ρυθμιστικών σημάτων που μεταφέρονται από την επιφάνεια του κυττάρου στο 

πυρήνα του, αν και σε ανθρώπινα κύτταρα έχει χαρακτηριστεί μία 

εξωκυτταρική σηματοδοτικη πορεία όπου συμμετέχουν κινάσες M AP (Davis

1994). . .

*Η ρύθμιση από τις κινάσες M AP γίνεται σε πολλές φυσιολογικές 

διεργασίες του κυττάρου. Στον S. cerevisiae, εκτός από τη σηματοδοτικη 

πορεία HOG, έχουν βρεθεί και άλλες σηματοδοτικές πορείες όπου 

συμμετέχουν κινάσες M AP (Davis 1994).

Οι κινάσες MAP ενεργοποιούνται με διπλή φωσφορυλίωση στην 

θρεονίνη και την τυροσίνη του καταλυτικού τους κέντρου. Η  φωσφορυλίωση 

αυτή γίνεται από τις κινάσες των κινασών MAP (ΜΚΚ), οι οποίες 

ενεργοποιούνται όταν φωσφορυλιωθούν από τις κινάσες των κινασών των 

κινασών MAP (ΜΚΚΚ) (W hitmarsh and Davis 1998).

Οι κινάσες M AP που συμμετέχουν σε διαφορετικές σηματοδοτικές 

'πορείες ενεργοποιούνται από διαφορετικά διακριτά σήματα. Στον S. cerevisiae, 

παρότι χρησιμοποιούνται οι ίδιες κινάσες MAP, σε διαφορετικές 

σηματοδοτικές πορείες έχουν διαφορετική λειτουργία (W hitmarsh and Davis 

1998).

Έ νας σημαντικός μηχανισμός που ρυθμίζει την μεταφορά τω ν σημάτων, 

είναι η δημιουργία συμπλοκών μεταξύ στοιχείων που συμμετέχουν σε 

συγκεκριμένες σηματοδοτικές πορείες, ή μεταξύ σηματοδοτικών μορίων και 

πρωτεϊνών πρόσδεσης ή δομικών πρωτεϊνών. Οι πρωτεΐνες πρόσδεσης 

τοποθετούν τα στοιχεία που προσδένονται σε αυτές σε ειδικά υποκυτταρικά 

διαμερίσματα ή ειδικά υποστρώματα ενώ ο ι δομικές πρωτεΐνες συνδέουν τα 

σηματοδοτικά μόρια και δημιουργούν πολυενζυμικά σύμπλοκα. Τέτοιες 

δομικές πρωτεΐνες έχει βρεθεί ότι εμπλέκονται στη σηματοδοτική πορεία HOG 

στον S. cerevisiae (W hitmarsh and Davis 1998).
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Εκτός από την παραπάνω σηματοδοτικη πορεία, θεωρείται ότι στους 

σηματοδοτικούς μηχανισμούς που προκαλούνται από την εξωτερική υψηλή 

οσμωτική πίεση στον S. cerevisiae εμπλέκεται και η σηματοδοτικη πορεία 

RAS-cAM P (Varela et al. 1996) καθώς και μία άλλη οσμωρυθμιζόμενη 

σηματοδοτική πορεία στην οποία, όπως και στην πορεία HOG, συμμετέχει μία 

κινάση M AP (Davenport e t al. 1995). ?
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2

Το βακτήριο Zymomonas mobilis

2.1 Ιστορική αναδρομή

Το βακτήριο Ζ  mobilis απομονώθηκε αρχικά το έτος 1911 από τους 

fearker και Hillier, οι οποίοι απέδωσαν σε αυτό την «ασθένεια του μηλίτη 

οίνου» (cider sickness). Το στέλεχος που απομονώθηκε ονομάστηκε στέλεχος 

Α. Αργότερα, τα έτη 1945 και 1948 ο Barker απομόνωσε άλλα δύο στελέχη, το 

Β και το C. Το 1950 ο Millis (Millis 1951) απομόνωσε από μηλίτες και 

αχλαδίτες άλλα 33 στελέχη : τα 27 έμοιαζαν με το στέλεχος Β του Barker και 

τα υπόλοιπα 6 με το στέλεχος C. Η  ασθένεια του μηλίτη οίνου οφείλεται στο 

γεγονός ότι η ανάπτυξή του βακτηρίου Ζ  mobilis ευνοείται από την υψηλή 

θερμοκρασία που απαιτείται για την αποθήκευση του μηλίτη οίνου και από τα 

σάκχαρα που έχουν παραμείνει. Κατά την ανάπτυξη όμως του βακτηρίου 

παράγονται μεγάλες ποσότητες ακεταλδεύδης η οποία αλλοιώνει τη γεύση του 

μηλίτη.

Οι Barker and Hillier δεν έδωσαν λατινικό όνομα στο βακτήριο που 

απομόνωσαν. Γ ι’ αυτό η ανακάλυψη του βακτηρίου Ζ  mobilis αποδίδεται στον

44



Lindner, ο οποίος το απομόνωσε από το μεξικάνικο ποτό pulque (4-6% 

αιθανόλη, παράγεται από τη ζύμωση του κακτοειδούς φυτού Agave atrovirens) 

και το μελέτησε διεξοδικά (Lindner 1928). Ο Lindner ονόμασε το βακτήριο 

που απομόνωσε Termobacterium mobile.

Το έτος 1950 ο Shimwell απομόνωσε από το ζύθο το βακτήριο Ζ  

mobilis και το θεώρησε ως επιμολυντή γιατί έδινε δυσάρεστη γεύση και 

άρωμα, λόγω της ακεταλδεύδης που παράγει.

Το έτος 1972 ο Gonzales de Lim a και οι συνεργάτες του απομόνωσαν το 

βακτήριο από χυμό σακχαροκάλαμου που είχε υποστεί ζύμωση. Επίσης, 

αναφέρεται η απομόνωση του βακτηρίου από μέλι ή από μέλισσες (Ruiz- 

Argueso and Rodrigued-Navarro 1975).

Ο ι Swings and Delay (1977) εντόπισαν το βακτήριο σε χυμό 

φοινικόδεντρου ο οποίος έχει υποστεί ζύμωση.

Έ χει αναφερθεί ότι στο παρελθόν το Ζ. mobilis χρησιμοποιήθηκε για 

θεραπευτικούς σκοπούς (Gonzales de Lim a 1972, Swings and Delay 1977). 

Σήμερα το βακτήριο Z  mobilis παρουσιάζει μεγάλο βιοτεχνολογικό 

ενδιαφέρον λόγω της μεγάλης του παραγωγικότητας σε αιθανόλη σε σχέση με 

αυτή του παραδοσιακού ζυμομύκητα S. cerevisiae (5 φορές μεγαλύτερη), η 

οποία μπορεί να  χρησιμοποιηθεί ως μια εναλλακτική πηγή ενέργειας.

2.2 Μορφολογία και άλλες ιδιότητες του Ζ. mobilis

Το βακτήριο Ζ  mobilis είναι αρνητικό κατά Gram και προαιρετικά 

αναερόβιο. Τα κύτταρα του έχουν μήκος 1-6 pm και πλάτος 1-1.4 pm και 

σχηματίζουν συνήθως ζευγάρια. Τα κύτταρα ενός μικρού ποσοστού των 

στελεχών έχουν 1-4 πολικά μαστίγια στα οποία οφείλουν την κίνηση τους.

Οι αποικίες που σχηματίζει το Ζ  mobilis σε τρυβλία έχουν χρώμα λευκό 

ή υπόλευκο και διάμετρο 1-2 mm (μετά από δύο μέρες ανάπτυξη στους 30°C). 

Η  ανάπτυξη του βακτηρίου συνοδεύεται από την παραγωγή φυσαλίδων (λόγω

45



παραγωγή πολυμερών φρουκτόζης (λεβάνης) (Swings and Delay 1977, Park et 

al. 1983).

Ακόμα, xo Z. mobilis παρουσιάζει μεγάλη ανθεκτικότητα στα 

αντιβιοτικά αμπικινίλλη, πενικιλλίνη, γκενταμυκίνη, καναμυκίνη, 

στρεπτομυκίνη και νεομυκίνη (Swings and Delay 1977).

• *
2.3 Ζύμωση υδατανθράκων στο Ζ. mobilis

Το βακτήριο Ζ. mobilis καταβολίζει μόνο γλυκόζη, φρουκτόζη ή 

σακχαρόζη, και παράγει αιθανόλη και CO2 χρησιμοποιώντας τη γλυκολυτική 

πορεία Entner-Doudoroff (KDGP) (Conway 1992). Η  γλυκολυτική αυτή πορεία 

είναι τόσο αποτελεσματική, που 1 m ole γλυκόζης μετατρέπεται σε 2  m ole 

αιθανόλης και 2  mole διοξειδίου του άνθρακα με παράλληλη παραγωγή ενός 

μόνο mole ATP (Algar and Scopes 1985). Άλλες πηγές άνθρακα όπως: άμυλο, 

δεξτρίνη, ραφινόζη, D -τρεχαλόζη, μαλτόζη, λακτόζη, D -κελοβιόζη, D - 

γαλακτόζη, D -μαννόζη, D -σορβόζη, L -ραμνόζη, D και L-αραβινόζη, D - 

ξυλόζη, D -ριβόζη, D-σορβιτόλη, δουλσιτόλη, D -μανιτόλη, αδονιτόλη, 

ερυθριτόλη, γλυκερόλη, αιθανόλη, D -γαλακτουρονικό νάτριο, DL-μηλικό 

νάτριο, ηλεκτρικό νάτριο, DL-γαλακτικό νάτριο, πυροσταφυλικό νάτριο, 

ταρταρικό νάτριο και κιτρικό νάτριο, δεν μπορούν να χρησιμοποιηθούν από το 

Ζ. mobilis.

Η ζύμωση της σακχαρόζης από το Ζ. mobilis, φαίνεται στο Σχήμα 6 

(Bringer-Meyer and Sahm 1987, Sprenger 1993, Sprenger 1996). Ό ταν το Ζ. 

mobilis αναπτύσσεται σε σακχαρόζη, μετατρέπει το δισακχαρίτη σε γλυκόζη 

και φρουκτόζη χρησιμοποιώντας τρία ένζυμα: μία εξωκυτταρική

λεβανσακχαράση (LevU ή SacB) η οποία καταλύει την παραγωγή λεβάνης 

(πολυμερή φρουκτόζης) και γλυκόζης, μία εξωκυτταρική ινβερτάση (ΙηνΒ ή 

SacC), η οποία καταλύει την παραγωγή γλυκόζης και φρουκτόζης (Park et al. 

1983, Viikari 1984, Preziosi et al. 1990, Preziosi et al. 1990, Yoshinori et al. 

1990, Yanasse et al. 1992), και μία δεύτερη ενδοκυτταρική ινβερτάση (InvA ή
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1990, Yanasse et al. 1992), και μία δεύτερη ενδοκυτταρική ινβερτάση (InvA ή 

SacA), της οποίας ο ρόλος δεν έχει διευκρινιστεί. Το γονίδιο που κωδικεύει τη 

δεύτερη αυτή ινβερτάση (SacA) έχει κλωνοποιηθεί και έχει εκφραστεί σε 

κύτταρα Ε. coli, αναπληρώνοντας την δραστικότητα της ενδοκυτταρικής 

ινβερτάσης (Gunasekaran et al. 1990). Παραμένει όμως ασαφές αν μία 

ενδοκυτταρική ινβερτάση είναι απαραίτητη για το Ζ. mobilis, γιατί η 

σακχαρόζη δεν φαίνεται να εισέρχεται στο κυτταρόπλασμα. Τα ένζυμα LevU 

και ΙηνΒ παρουσιάζουν μεγάλη ομολογία μεταξύ τους και τα γονίδια που 

κωδικεύουν τα ένζυμα αυτά έχουν απομονωθεί ως σύμπλεγμα (Song et al. 

1993, Gunasekaran 1995, Kyono 1995). Και τα δύο ένζυμα δεν διαθέτουν 

σηματοδοτικά πεπτίδια τα οποία είναι γνωστό ότι υπάρχουν σε πρωτεΐνες που 

εκκρίνονται. Έ χουν βρεθεί όμως δύο γονίδια τα οποία θεωρείται ότι 

συμμετέχουν στο ειδικό σύστημα έκκρισης πρωτεϊνών (Oda et al. 1994, Kondo 

et al. 1994).

Εκτός από τη λεβάνη, ένα από τα κύρια παραπροϊόντα που παράγονται 

κατά την ανάπτυξη του Ζ  mobilis σε θρεπτικό μέσο που περιέχει σακχαρόζη ή 

μίγματα φρουκτόζης και γλυκόζης είναι η σορβιτόλη. Η  σορβιτόλη παράγεται 

σε ποσοστά πάνω από 11% της αρχικής ποσότητας της σακχαρόζης (Barrow et 

al. 1984, V iikari 1984, Viikari 1984, Bringer-Meyer 1985). Όταν η πηγή 

άνθρακα στο θρεπτικό μέσο είναι μόνο η γλυκόζη ή η φρουκτόζη τότε 

παράγεται σορβιτόλη, αλλά σε πάρα πολύ μικρές ποσότητες (Barrow et al. 

1984, V iikari et al. 1984).

Η  σορβιτόλη παράγεται από την φρουκτόζη μέσω του ενζύμου 

οξειδορεδουκτάση της γλυκόζης-φρουκτόζης (GFOR, Zachariou and Scopes 

1986). Το ένζυμο αυτό καταλύει την οξείδωση της γλυκόζης σε 

γλυκονολακτόνη και της φρουκτόζης σε σορβιτόλη και εντοπίζεται στο 

περίπλασμα (Loos et al. 1991, Aldrich et al. 1992). To γονίδιο που κωδικεύει 

το ένζυμο της οξειδορεδουκτάσης (gfo) έχει απομονωθεί (Kamagasundaram et 

al. 1992).
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Σ Χ Η Μ Α  6 : Ο  μεταβολισμός τη ς  σακχαρόζης στο βακτήριο Ζ. mobilis. 
A D H : αλκοολική αφυδρογονάση I  κ α ι Π
ED A : αλδολάση του  2-κετο-3-δεοξυ-6-Ρ-γλυκονικού οξέος (KDPG) 
ED D : δευδρατάση του  6 -Ρ-γλυκονικού οξέος 
ΕΝ Ο : ενολάση 
F R K : φρουκτοκινάση
G A P: αφυδρογονάση τη ς  3-Ρ-γλυκεριναλεύδης
G D H : αφυδρογονάση τη ς  γλυκόζης
G F O R : οξειδορεδουκτάση τη ς  γλυκόζης-φρουκτόζης
G L F : μεταφορέας τη ς  γλυκόζης
G L K : γλυκοκινάση
G N L : γλυκονολακτονάση
G N T  Κ : κινάση του γλυκονικού οξέος
IN V  Β: ινβερτάση Β (εξω κυτταρική)
L E V  U : λεβανσακχαράση 
Μ Ε : μηλικό ένζυμο
PD C : πυροσταφ υλική  αποκαρβοξυλάση
PD H C : Σ ύμπλεγμα  τη ς  αφυδρογονάσης του  πυροσταφυλικού οξέος
P G I: ισομεράση τη ς  6 -Ρ-γλυκόζης
P G K : κινάση του  φω σφογλυκερινικού οξέος
P G L : φωσφογλυκονολακτονάση
P G M : φ ω σφ ογλυκερ ική  μουτάση
P P C : φωσφοενολοπυροσταφυλική καρβοξυλάση
ΡΥ Κ : πυροσταφ υλική  κινάση
Τ Κ Τ : τρανσκετολάση
Z W F : αφυδρογονάση τη ς  6 -Ρ-γλυκόζης

Η  GFOR σχηματίζεται ως μία προ-πρωτεΐνη που περιέχει ένα 

ασυνήθιστα μεγάλο σηματοδοτικό πεπτίδιο 52 αμινοξέων (Kamagasundaram et 

al. 1992) το οποίο μάλλον δεν παίζει σημαντικό ρόλο γιατί η GFOR μπορεί να 

εκκριθεί χρησιμοποιώντας άλλα σηματοδοτικά πεπτίδια (Wiegert et al. 1996). 

Ό ταν το γονίδιο gfo εκφράζεται στο βακτήριο Ε. coli παράγεται μια προ- 

GFOR στο κυτοσόλιο του βακτηρίου (W iegert et al. 1997).

Η  γλυκονολακτόνη που παράγεται από την οξειδορεδουκτάση της 

γλυκόζης-φρουκτόζης, μετατρέπεται σε γλυκονικό οξύ μέσω του
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περιπλασμικού ένζυμου γλυκονολακτονάση, της οποίας το γονίδιο έχει 

απομονωθεί (Kanagasundaran and Scopes 1992). Το γλυκονικό οξύ εισχωρεί 

στο κύτταρο μέσω ενός μεταφορέα που δεν έχει μελετηθεί περαιτέρω και 

αποικοδομείται σε αιθανόλη και διοξείδιο του άνθρακα (ως συν-υπόστρωμα). 

Παρ’όλα αυτά, το γλυκονικό οξύ, δεν μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως μόνη πηγή 

άνθρακα από το Ζ  mobilis (Strohdeicher et al. 1988), ίσως γιατί δεν μπορούν 

να σχηματιστούν από αυτό η 6 -Ρ-φρουκτόζη και άλλοι μεταβολίτες της 

γλυκονέογέννεσης.

Η  σορβιτόλη που παράγεται κατά την δράση της οξειδορεδουκτάσης της 

γλυκόζης-φρουκτόζης, μεταφέρεται στο εσωτερικό του κυττάρου μέσω ενός 

συστήματος ενεργού μεταφοράς (Loos et al. 1994) και δεν μεταβολίζεται 

περαιτέρω.

Η  γλυκόζη μεταφέρεται στο εσωτερικό του κυττάρου μέσω ενός 

συστήματος διευκολυνόμενης διάχυσης υψηλής ταχύτητας και χαμηλής 

συγγένειας (DiMarko and Romano 1985). Το γονίδιο που κωδικεύει τον 

μεταφορέα της γλυκόζης {gif) έχει απομονωθεί και βρίσκεται σε ένα οπερόνιο 

με τρία άλλα γονίδια που κωδικεύουν τα εξής ένζυμα της γλυκολυτικής 

πορείας Entner-Doudoroff: την αφυδρογονάση της 6 -Ρ-γλυκόζης (zwf), την 

δεΰδρατάση του φωσφογλυκονικού οξέος (edd) και την γλυκοκινάση (glk) 

(Bamell et al. 1990). To οπερόνιο αυτό μεταγράφεται σε ένα m -RNA μεγέθους

6.14 kb (Bamell et al. 1992). Όταν το γονίδιο g if  εκφράζεται σε μεταλλαγμένα 

στελέχη Ε. coli τα οποία δεν μπορούν να  προσλάβουν γλυκόζη, τα 

αναπληρώνει, αποδεικνύοντας έτσι ότι το g if  κωδικεύει ένα πραγματικό 

μεταφορέα διευκολυνόμενης διάχυσης (Snoep et al. 1994, W eisser et al. 1995, 

Parker e ta l. 1995).

Εκτός από την γλυκόζη, μέσω του μεταφορέα GLF μπορεί να  

μεταφερθεί και η φρουκτόζη αλλά ο μεταφορέας δείχνει μια σαφή προτίμηση 

για τη γλυκόζη (DiMarko and Romano 1985, Parker 1997). Ακόμα, μέσω του 

μεταφορέα GLF μπορούν να  μεταφερθούν τα εξής σάκχαρα (τα οποία δεν 

μεταβολίζονται από το Ζ. mobilis): η μαννόζη, η  ξυλόζη και το ανάλογο της
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γλυκόζης, η 2-δεοξυγλυκόζη (DiMarko and Romano 1985, Weisser et al. 

1996).

Ό λα  τα ένζυμα που συμμετέχουν στη γλυκολυτική πορεία Entner- 

D ouddorof έχουν απομονωθεί και καθαριστεί (An et al. 1991, Scopes et al. 

1985, Scopes 1985, Rodriguez 1996, Neveling 1998).

Έ να  από τα  πολύ σημαντικά ένζυμα της γλυκολυτικής πορείας που 

λαμβάνει χώρα στο βακτήριο Ζ. mobilis, είναι η πυροσταφυλική 

αποκαρβοξυλάση η οποία είναι υπεύθυνη για την μετατροπή του 

πυροσταφυλικού οξέος σε ακεταλδεϋδη. Η  πυροσταφυλική αποκαρβοξυλάση 

έχει απομονωθεί και αποτελεί το 3-4% της ολικής διαλυτής πρωτεΐνης του 

κυττάρου (Hoppner et al. 1983, Bringer-Meyer et al. 1986). Η δομή και η 

λειτουργία του ένζυμου έχουν μελετηθεί από πολλούς ερευνητές (Diefenbach et 

al. 1991, Dobritzch et al. 1998, Candy et al. 1998). To γονίδιο που κωδικεύει 

την πυροσταφυλική αποκαρβοξυλάση έχει απομονωθεί, έχει αναλυθεί η 

αλληλουχία των νουκλεοτιδίων του και έχει εκφραστεί στο βακτήριο Ε. coli 

(Neale et al. 1987, Conway et al. 1987).

Έ να  άλλο από τα πολύ σημαντικά ένζυμα της γλυκολυτικής πορείας 

που λαμβάνει χώρα στο βακτήριο Ζ. mobilis, είναι η αλκοολική αφυδρογονάση 

η οποία απαντά με τη μορφή δύο ισοενζύμων, ADHI και ADHH, που 

καταλύουν τη μετατροπή της ακεταλδεΰδης σε αιθανόλη χρησιμοποιώντας ως 

συνένζυμο το NADH. Τα δύο ισοένζυμα της αλκοολικής αφυδρογονάσης 

έχουν απομονωθεί (Kinoshita et al. 1985) και έχουν μελετηθεί (An et al. 1991, 

O ’ M ullan et al. 1995). Τα γονίδια που κωδικεύουν την ADHI (Keshav et al. 

1990) κα ι την ADHII (Conway et al. 1987) έχουν απομονωθεί και έχει 

αναλυθεί η νουκλεοτιδική τους αλληλουχία.

Εκτός από την απομόνωση των γονιδίων που κωδικεύουν το μεταφορέα 

της γλυκόζης (gif), την αφυδρογονάση της 6 -Ρ-γλυκόζης (zwf), τη δεϋδρατάση 

του φωσφογλυκονικού οξέος (edd), τη γλυκοκινάση (glk), την πυροσταφυλική 

αποκαρβοξυλάση (pdc) και τα δύο ισοένζυμα της αλκοολικής αφυδρογονάσης 

(aldl, a ldll), έχει αναφερθεί και η απομόνωση σχεδόν όλων των υπόλοιπων
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γονίδιων της γλυκολυτικής πορείας στο Ζ. mobilis (Conway et al. 1987, 

Conway and Ingram 1988, Conway et al, 1991, Hesman et al. 1991, Zembruski 

et al. 1992, Yomano et al. 1993, Sprenger et al. 1993). Πρόσφατα, 

απομονώθηκε το γονίδιο που κωδικεύει την πυροσταφυλική κινάση (Steiner et. 

al 1998).'

Εκτός από τη λεβάνη και τη σορβιτόλη τα οποία είναι τα κύρια 

παραπροϊόντα που παράγονται από σακχαρόζη στο Ζ. mobilis, κατά τη ζύμωση 

της γλυκόζης σε αναερόβιες συνθήκες παράγονται τα εξής παραπροϊόντα σε 

ασήμαντες ποσότητες: ακετοΐνη, γλυκερόλη, οξικό οξύ και γαλακτικό οξύ 

(Viikari 1984). Κατά την ανάπτυξη του Ζ. mobilis σε θρεπτικά μέσα που 

περιέχουν φρουκτόζη ως μόνη πηγή άνθρακα, παράγονται τα εξής 

παραπροϊόντα: μαννιτόλη, διϋδροξυκετόνη και γλυκερόλη (Viikari and 

Korhola 1986).

Κατά την ανάπτυξη του Ζ. mobilis σε αερόβιες συνθήκες η 

παραγωγικότητα του σε αιθανόλη μειώνεται σημαντικά (Bringer et al. 1984, 

Bringer and Sahm 1987). Επιπλέον, η ικανότητα του να αναπτύσσεται 

παρουσία οξυγόνου δεν συνοδεύεται από μεγαλύτερη κυτταρική απόδοση και 

από μεγαλύτερο ρυθμό ανάπτυξης σε σχέση με τις αναερόβιες συνθήκες. 

Αντίθετα η αύξηση του αερισμού και της συγκέντρωσης της πηγής άνθρακα 

οδηγεί στη σαφή μείωση του ρυθμού ανάπτυξης (Bringer et al. 1984, Bringer 

and Sahm 1987). Πρόσφατα όμως έχει αναφερθεί η αύξηση της μοριακής 

απόδοσης στο Ζ. mobilis, όταν αυτό αναπτύσσεται παρουσία οξυγόνου 

(Zikmanis et al. 1997).

Έ χει αναφερθεί ότι κατά τη διάρκεια της αερόβιας ανάπτυξης στο Ζ. 

mobilis, δύο ένζυμα τα οποία είναι συνδεδεμένα με τη μεμβράνη λειτουργούν 

χρησιμοποιώντας το οξυγόνο: η NAD(P)H αφυδρογονάση και η

αφυδρογονάση της γλυκόζης (Bringer et al. 1984, Bringer and Sahm 1987, 

Doelle et al. 1993). Τα δύο αυτά ένζυμα οδηγούν στην αναγωγή του οξυγόνου 

σε νερό με την παράλληλη οξείδωση της γλυκόζης (Strohdeicher et al. 1990) ή 

του NAD(P)H (Bringer et al. 1984). Στο βακτήριο Z. mobilis λαμβάνει χώρα
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οξειδωτική φωσφορυλίωση και φαίνεται ότι τα δύο παραπάνω ένζυμα 

συμμετέχουν σε αυτή (Strohdeicher et al. 1990, Doelle et al. 1993, Kalneniens 

et al. 1993). Επιπρόσθετα, το Z  mobilis φαίνεται να έχει κυτοχρώματα τόπου a, 

b και c (Swings and Delay 1977, Doelle et al. 1993) και η ουβικινόνη-10 

φαίνεται να  είναι ο δέκτης ηλεκτρονίων κατά την οξείδωση του NAD(P) ή της 

γλυκόζης (Strohdeicher et al. 1990).

Ακόμα, η παραγωγή οξικού οξέος αυξάνεται παρουσία οξυγόνου 

(Bringer et al. 1984, Doelle et al. 1993). To ένζυμο που είναι υπεύθυνο για την 

παραγωγή του οξικού οξέος, έχει απομονωθεί (ΝΑΟΡ+-εξαρτώμενη 

αφυδρογονάση της ακεταλδεΰδης) και έχει αναφερθεί ότι είναι ένα 

κυτοπλασμικό ένζυμο (Doelle et al. 1993).

Ό σον αφορά τις αναβολικές διαδικασίες στο Ζ  mobilis, 9 πορεία των 

φωσφορικών πεντοζών δεν είναι πλήρης και δεν μπορεί να ανιχνευτεί δράση 

τρανσαλδολάσης (Feldman et al. 1992, Zhang et al. 1995). To κύτταρο μπορεί 

να  κατασκευάσει τα δομικά του στοιχεία από τη 6-Ρ-φρουκτόζη και τη 3-Ρ- 

γλυκεριναλδεΰδη με τη δράση της τρανσκετολάσης, της ισομεράσης της 5-Ρ- 

ριβόζης και της επιμεράσης της 5-Ρ-ριβουλόζης (Feldmann 1992). Επιπλέον, 

αναβολικές διαδικασίες οι οποίες χρησιμοποιούν το πυροσταφυλικό οξύ και το 

ΡΕΡ είναι δύσκολο να ανιχνευτούν. Το 1993 απομονώθηκε όμως το σύμπλεγμα 

της πυροσταφυλικής αφυδρογονάσης, το οποίο δρα σε αυστηρά αναερόβιες 

συνθήκες και χρειάζεται τη δράση της πυροσταφυλικής αποκαρβοξυλάσης 

(Bringer-M eyer and Sahm 1993). Πρόσφατα απομονώθηκαν τα γονίδια που 

κωδικεύουν το σύμπλεγμα ενζύμων της πυροσταφυλικής αφυδρογονάσης 

(Neveling et al. 1997). Τέλος, ο κύκλος του Krebs δεν είναι πλήρης, υπάρχουν 

μόνο τα  ένζυμα για  τη μετατροπή του κιτρικού οξέος σε α-κετογλουταρικό οξύ. 

Επιπρόσθετα, έχουν βρεθεί η ΡΕΡ καρβοξυλάση και το μηλικό ένζυμο το οποίο 

έχει δράση αφυδρογονάσης και καρβοξυλάσης (Bringer-Meyer and Sahm 

1989).

Ό σον αφορά τη ρύθμιση του μεταβολισμού στο Ζ  mobilis, δεν φαίνεται 

να γίνεται στο επίπεδο της μεταγραφής ή της ενζυμικής δραστικότητας, άλλα
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μάλλον γίνεται μέσω της διαφορετικής σταθερότητας των πολυκιστρονικών 

mRNAs (Meija et al. 1992).

To βακτήριο Z. mobilis δεν διαθέτει τα αλλοστερικά ένζυμα 

πυροσταφυλική κινάση και φωσφοφρουκτοκινάση τα οποία είναι τυπικά για 

στην γλυκολυτική πορεία Embden-Meyerhof-Pamas (Barrow et al. 1984, Algar 

and Scopes 1985). Επιπρόσθετα, τα ένζυμα της γλυκολυτικής πορείας φαίνεται 

να λειτουργούν κοντά στη μέγιστη δραστικότητα τους, με αποτέλεσμα να είναι 

δυνατή‘ η υπόθεση ότι η γλυκολυτική ροή ρυθμίζεται από την μέγιστη 

δραστικότητα τους (Bamell et al. 1990). Η  πρόσληψη της γλυκόζης, η δράση 

της γλυκοκινάσης και η δράση της αφυδρογονάσης της 6 -Ρ-γλυκόζης φαίνεται 

να είναι τα πιο πιθανά σημεία της ρύθμισης (Barrow et al. 1984, Algar and 

Scopes 1985, Scopes et Bannon 1995, Snoep et al. 1996). Πρόσφατα, έχει 

αναφερθεί ότι η αφυδρογονάση της 6 -Ρ-γλυκόζης ρυθμίζεται αλλοστερικά από 

το PEP (Scopes 1997). Επιπρόσθετα, η ύπαρξη του g if  και του glk στο ίδιο 

οπερόνιο, κάνει πιθανή την υπόθεση ότι η μεταφορά της γλυκόζης μέσω του 

μεταφορέα GLF απαιτεί τη δράση της γλυκοκινάσης (Parker et al. 1995). 

Ακόμα, είναι γνωστό ότι η μεταφορά της γλυκόζης στον S. cerevisiae απαιτεί 

τη δράση της γλυκοκινάσης (Bisson and Fraenkel 1984). Π αρ’όλα αυτά όμως, 

φαίνεται ότι η μεταφορά της γλυκόζης στο Ζ. mobilis είναι ανεξάρτητη από τη 

δράση της γλυκοκινάσης (Parker et al. 1995).

2.4 Η λιπιδιακη σύσταση της μεμβράνης του Ζ. mobilis

Τα κύτταρα του Ζ. mobilis περιέχουν 6.3% (ανά ξηρό βάρος κυττάρων) 

λιπίδια που είναι δυνατό να εκχυλιστούν και 1.5% δεσμευμένα λιπίδια. Τα 

εκχυλίσιμα λιπίδια είναι κατά 96.8% πολικά και κατά 3.2% μη πολικά. Έ χει 

αναφερθεί από τον Tomabene και τους συνεργάτες του το έτος 1982, ότι τα 

ουδέτερα λιπίδια περιέχουν σκουαλένιο, 21 πεντακυκλικούς υδρογονάνθρακες, 

ελεύθερα λιπαρά οξέα, τρι- δι- και μονογλυκερίδια, λιποαμινικές ενώσεις και
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χρωστικές. Στο κλάσμα των πολικών λιπιδίων περιέχονται κυρίως 

φωσφολιπίδια αλλά και γλυκολυτοπρωτεΐνες (Tomabene et al. 1982).

Το κύριο φωσφολιπίδιο της μεμβράνης του Ζ  mobilis είναι η 

φωσφατιδυλοαιθανολαμίνη, η οποία αντιπροσωπεύει περίπου το 60% των 

ολικών λιπιδίων ενώ σε μικρότερη αναλογία έχουν βρεθεί η 

φωσφατιδυλοχολίνη (2 0 %), η λυσοφωσφατιδυλοαιθανολαμίνη, η 

φωσφατιδυλοσερίνη (4%), η φωσφατιδυλογλυκερόλη (13%), η καρδιολιπίνη 

και το φωσφατιδικό οξύ (2%) (Tomabene 1982, Barrow et al. 1983, Carey and 

Ingram  1983). Ό σον αφορά τα λιπαρά οξέα, το βαξενικό οξύ (18:1) είναι το 

κύριο λιπαρό οξύ (69% των ολικών λιπαρών οξέων) που απαντά στη μεμβράνη 

του Ζ  mobilis. Σε μικρότερη αναλογία βρίσκονται το μυριστικό οξύ (14:0, 

11%), το παλμιτικό οξύ (16:0, 12%), το παλμιτολεϊκό οξύ (16:1, 7%) και το 

στεατικό οξύ (18:0, 1%) (Tomabene 1982, Barrow et al. 1983, Carey and 

Ingram  1983, Bringer et al. 1985).

Έ να από τα κύρια χαρακτηριστικά του Ζ  mobilis είναι η μεγάλη 

ποσότητα οπανοειδών τα οποία περιέχονται στη μεμβράνη του (30 mg ανά 

γραμμάριο ξηρού βάρους κυττάρων) (Carey and Imgram 1983, Rohmer et al., 

1984, Flesch and Rohmer 1988, Sahm et al. 1993). Τα οπανοειδή είναι 

πεντακυκλικές ενώσεις που βρίσκονται στη μεμβράνη των προκαρυωτικών 

μικροοργανισμών και έχουν χαρακτηριστεί ως αντίστοιχες των στερολών τόσο 

δομικά όσο και λειτουργικά. Τα οπανοειδή δρουν ως μεμβρανικοί 

σταθεροποιητές και κυρίως σταθεροποιούν τη μεμβράνη των κυττάρων που 

αναπτύσσονται σε υψηλές συγκεντρώσεις αιθανόλης (Rohmer et al. 1979). Η 

βιοσύνθεση των οπανοειδών, αντίθετα από αυτή των στερολών, δεν απαιτεί 

οξυγόνο (Poralla 1982). Τα οπανοειδή της μεμβράνης του Ζ  mobilis είναι τα 

εξής: διπλοπτένιο, διπλοπτερόλη (Barrow et al. 1983), βακτηριοπανοτετρόλη 

(Bringer et al. 1985), καθώς επίσης και ο γλυκοζαμίτης και ο αιθέρας της 

βακτηριοπανοτετρόλης (Renoux and Rohmer 1985, Schulenberg-Schell et al. 

1989) (Σχήμα 7).
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Πρόσφατα έχει βρεθεί ότι στη μεμβράνη τσυ Ζ  mobilis, περιέχεται μια 

διαλκυλοκυκλοεξαδιενκαρβινόλη (Koukkou et al. 1998), ένωση η οποία δεν 

έχει ξαναβρεθεί σε βακτήριο, και μια ένωση με δύο μακριές αλυσίδες της 

οποίας η ακριβής δομή είναι ακόμα υπό διερευνηση (Koukkou et al., μη 

δημοσιευμένα αποτελέσματα). Ακόμα, έχουν βρεθεί και πέντε νέοι 

υδρογονάνθρακες: ένα 17-ίσο-νταμμάρα-20(21),24-διένιο, ένα 17-ίσο-

νταμμάρα-20,24-διένιο, ένα νταμμάρα-20(21),24-διένιο, ένα έφα-7,24-διένιο 

και ένα νεοοπ-13(18)-ένιο (Douka et al., μη δημοσιευμένα αποτελέσματα).

4 5

ΣΧ Η Μ Α  7: Τα οπανοειδή του Ζ  mobilis. 1: Δ ιπλοπτένιο, 2: Δ ιπλοπτερόλη, 
3: Β ακτηριοπανοτετρόλη, 4: Α ιθέρας τη ς  βακτηριοπανοτετρόλης, 5: 
Γλυκοζαμίτης τη ς  βακτεριοπανοτετρόλης.
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2.5 Το γονιδίωμα του Ζ. mobilis

Το μέγεθος του γονιδιώματος όλων των στελεχών του Ζ  mobilis είναι 

1.53 X  ΙΟ9 Daltons (Swings and Delay 1977), μέγεθος σαφώς μικρότερο από 

αυτό των άλλων βακτηρίων. Συγκεκριμένα, αποτελεί το 56% του γονιδιώματος 

του βακτηρίου Ε. coli. Επιπλέον, έχει αναφερθεί ότι το γονιδίωμα 40 στελεχών 

του Ζ. mobilis παρουσιάζει ομολογία 95% (Swings and Delay 1977). Ακόμα, η 

αναλογία G+C στο σύνολο του γονιδιώματος του είναι 48.5 ± 1 (Swings and 

Delay 1977). Πρόσφατα, το μέγεθος του γονιδιώματος του Ζ  mobilis 

μετρήθηκε με χρησιμοποίηση διάφορων περιοριστικών ένζυμων, και βρέθηκε 

να είναι 2085.5 kb (Kang and Kang 1998).

To είδος Z  mobilis μπορεί να  διακριθεί σε δύο υποείδη: 1) το 

Zymomonas mobilis subsp. mobili, στο οποίο ανήκουν όλα τα υπάρχοντα είδη 

με αντιπροσωπευτικό τύπο αναφοράς το ATCC 10988 = NCD3 8938, και 2) το 

Zymomonas mobilis subsp. pomaceae, με αντιπροσωπευτικό τύπο αναφοράς το 

ATCC 29192 =  NCIB 11200. Με βάση την ομολογία του DNA η πρώτη ομάδα 

αποτελείται από δύο υποομάδες, τα στελέχη των οποίων παρουσιάζουν 

ομολογία: α) μεταξύ τους 'κατά  μέσο όρο 95%, β) μεταξύ στελεχών 

διαφορετικής υποομάδας κατά 82% . Αντίθετα το στέλεχος ATCC 29192 της 

δεύτερης ομάδας έχει σαφώς διαφορετικό γονιδίωμα παρουσιάζοντας λιγότερο 

από 32% ομολογία με τα στελέχη της πρώτης ομάδας (Swings and Delay 

1997).

Εκτός από τα γονίδια του μεταβολισμού σακχάρων που αναφέρθηκαν 

στο παραπάνω κεφάλαιο, έχουν απομονωθεί και χαρακτηριστεί τα εξής γονίδια 

του Ζ  mobilis: το γονίδιο που κωδικεύει την αλκαλική φωσφατάση {pho C*) 

(Pond et al. 1988), το γονίδιο που κωδικεύει μια πρωτεΐνη του θερμικού στρες 

(dna Κ) (M ichel 1993), το γονίδιο που κωδικεύει τη φωσφορική 

αμινοτρανσφεράση (Gu et al. 1995), το γονίδιο που κωδικεύει τη σκουαλενική 

κυκλάση (she) (Reipen et al. 1995) και ένα οπερόνιο τεσσάρων γονιδίων που 

είναι υπεύθυνα για την πρόσληψη του γλουταμινικού οξέος (Peekhaus and
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Kramer 1996). Ακόμα, έχει απομονωθεί και χαρακτηριστεί, μία περιοχή που 

βρίσκεται ανοδικά του γονιδίου που κωδικεύει τη αλκοολική αφυδρογονάση 

και φαίνεται να έχει δράση ενδο-β-γλυκανάσης (Yoon et al. 1995). Τέλος, 

πρόσφατα απομονώθηκαν και χαρακτηρίστηκαν γονίδια που βρίσκονται δίπλα 

στο γονίδιο που κωδικεύει τη σκουαλενική κυκλάση και κωδικεύουν πρωτεΐνες 

που έχουν σχέση με τη βιοσύνθεση των οπανοειδών (Perzl et al. 1998).

Τα στοιχεία -10 και -35 προαγωγών που έχουν βρεθεί στα γονίδια του 

Ζ  mobilis δεν έχουν μεγάλη ομοιότητα με τις συντηρημένες αλληλουχίες 

προαγωγών που έχουν αναφερθεί για το Ε. coli. Έ χει βρεθεί, ότι το βακτήριο 

αυτό έχει δικές του συντηρημένες αλληλουχίες προαγωγών οι οποίες έχουν 

προταθεί από αρκετούς ερευνητές (Pond et al. 1989, Conway et al. 1991, 

Sprenger et al. 1993). Μέχρι στιγμής κανένας από τους προαγωγούς που έχουν 

απομονωθεί από το Ζ  mobilis δεν έχει βρεθεί να είναι επαγόμενος αλλά 

αντίθετα όλοι είναι συνεχείς. Τέλος, όσον αφορά τις περιοχές Shine Dalgam o 

στα γονίδια του Ζ  mobilis, αυτές αποτελούνται από έξι πουρίνες με κεντρικά 

νουκλεοτίδια τα GAG (Pond et al. 1989, Conway et al. 1991, Sprenger et al. 

1993).

Εκτός από το χρωμοσωμικό DNA το Ζ  mobilis περιέχει και πλασμίδια. 

Τα πλασμίδια του στελέχους ATCC 10988 έχουν μελετηθεί από πολλούς 

ερευνητές (Tonomura et al. 1982, Drainas et al. 1983, Skonticki et al. 1984, 

Scordaki and Drainas 1987, 1990, M isawa et al. 1985,1986).

To στέλεχος ATCC 10988 περιέχει 6  πλασμίδια των οποίων τα μεγέθη 

φαίνονται στον Πίνακα 1. Τα δύο μικρότερα πλασμίδια παρουσιάζουν μεγάλο 

βαθμό ομολογίας (Scordaki and Drainas 1987). Το τρίτο μικρότερο σε μέγεθος 

πλασμίδιο (2.7 Kb) αναλύθηκε ως προς την αλληλουχία των βάσεων (Misawa 

and Nakam ura 1989).

Σε πήγμα αγαρόζης πραγματοποιείται συμμετανάστευση των μικρών 

πλασμιδίων ρΖΜ ΟΙ και ρΖ Μ 02 που παρουσιάζουν μεγάλες ομοιότητες στη 

πρωτοταγή δομή τους. Το ρΖΜ 03 δεν παρουσιάζει ομολογία με κανένα από τα 

άλλα πλασμίδια, σε αντίθεση με το ρΖ Μ 05 το οποίο είναι ένα τετραμερές
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(4X4.25 kb) και δείχνει μερική ομολογία με τα ρΖΜ ΟΙ και ρΖΜ 02. Αντίθετα 

με το στέλεχος ATCC 10988 ο ακριβής αριθμός και το μέγεθος των 

πλασμιδίων που περιέχονται στο στέλεχος CP4 δεν έχει ακόμα διευκρινιστεί 

(Yablonsky et al. 1988).

Π ΙΝ Α Κ Α Σ  1:
Φ υσ ικά  πλασ μ ίδ ια  του  στελέχους A TC C  10988 του βακτηρίου Ζ  mobilis

Φ υσικό  πλασμίδιο Μ έγεθος (kb)
ρΖΜ Ο Ι 1.6
ρΖ Μ 02 1.9
ρΖ Μ 03 2.7
ρΖ Μ 04 7.3
ρΖ Μ 05 16.7
ρΖΜ Οό 31.9

Ό σον αφορά την λειτουργία των πλασμιδίων στο Ζ. mobilis, έχει 

αναφερθεί ότι στην ύπαρξη τους οφείλεται η ανθεκτικότητα του CP4 στη 

γενταμυκίνη, την καναμυκίνη και τη στρεπτομυκίνη (Walia et al. 1984) και η 

ανθεκτικότητα του στελέχους ATCC 10988 στα ιόντα υδραργύρου (Ogale and 

Deobagkar 1988, Kanurakatan and Gunasekaran 1991). Ακόμα, έχει αναφερθεί 

ότι η σταθερότητα του πλασμιδίου ρΖ Μ 02 του στελέχους ATCC 10988 

επηρεάζεται από μία θεωρητική recA λειτουργία (Varthlomatos et al. 1993).

Πρόσφατα έγινε η ανάλυση αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων των 

πλασμιδίων ρΖΜ Ο Ι και ρΖ Μ 02 του στελέχους ATCC 10988 (Arvanitis et al., 

μη δημοσιευμένα αποτελέσματα) και βρέθηκε ότι περιείχαν από μία 

κωδικεύουσα περιοχή (ORF) η οποία παρουσιάζει ομολογία με Rep πρωτεΐνες. 

Ό σον αφορά το πλασμίδιο ρΖ Μ 03 του στελέχους ATCC 10988, βρέθηκε ότι 

περιέχει 2 κωδικεύουσες περιοχές (ORFs) (Misawa and Nakamura 1989) και 

είναι κινητοποιήσιμο (Arvanitis et al. 1995). Αποδείχθηκε ότι περιέχει mob 

αλληλουχίες με αποτέλεσμα να μπορεί να μεταφέρεται από κύτταρο σε 

κύτταρο κατά τη διάρκεια της βακτηριακής σύζευξης. Η  κωδικεύουσα περιοχή
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0RF1 βρέθηκε ότι έχει ομολογίες με πρωτεΐνες κινητοποίησης (Mob). 

Πρόσφατα, μελετήθηκε ο μηχανισμός κινητοποίησης του πλασμιδίου ρΖΜ 03 

και βρέθηκε η πιθανή θέση του οήΤ  του (Afendra et al. 1999).

2.6 Βιοτεχνολογικές εφαρμογές του Ζ. mobilis

+ *«

Τα τελευταία χρόνια το βακτήριο Ζ  mobilis παρουσιάζει μεγάλο 

βιοτεχνολογικό ενδιαφέρον λόγω της αυξημένης παραγωγικότητάς του σε 

αιθανόλη έναντι των παραδοσιακών ζυμομυκήτων (3-5 φορές μεγαλύτερη) 

(Rogers et al. 1982, Bringer et al. 1984, Lawford and Ruggiero 1990, Garro et 

al. 1995). Ακόμα, το Z  mobilis μπορεί να χρησιμοποιηθεί σε βιοαντιδραστήρες 

συνεχούς ζύμωσης με αποδόσεις μετατροπής 97% της θεωρητικής τιμής και 

συγκεντρώσεις αιθανόλης μέχρι 12% (Doelle et al. 1993). Έ να άλλο 

πλεονέκτημα του Ζ. mobilis έναντι των ζυμομυκήτων, είναι η παραγωγή 

λιγότερης βιομάζας και η μη απαίτηση οξυγόνου κατά την ανάπτυξή του 

(Buchholz et al. 1987).

• Για την παραγωγή αιθανόλης έχουν χρησιμοποιηθεί με επιτυχία 

ακινητοποιημένα κύτταρα Ζ  mobilis σε εργαστηριακό και πιλοτικό επίπεδο 

βιοαντιδραστήρων (Koutinas et al. 1986, Castellar et al. 1989, Doelle et al. 

1993). Ακόμα, ενδιαφέρον έχει η ιδιότητα ορισμένων στελεχών του Ζ  mobilis 

να παρουσιάζουν κροκίδωση (flocculation). Η  κροκίδωση των κυττάρων 

θεωρείται μεγάλο πλεονέκτημα για τη βιομηχανική παραγωγή αιθανόλης γιατί 

αποφεύγεται το δαπανηρό στάδιο της φυγοκέντρησης για το  διαχωρισμό τους 

από το υπερκείμενο (Rogers et al. 1982, Pahla et al. 1997).

Εκτός από την παραγωγή αιθανόλης το Ζ  mobilis μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί και για την παραγωγή οπανοειδών γιατί, όπως έχει 

προαναφερθεί, περιέχει μεγάλο ποσοστό αυτών των ενώσεων στη μεμβράνη 

του. Τα οπανοειδή μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως πρόδρομες ενώσεις στην 

παρασκευή φαρμάκων. Επίσης, έχει αναφερθεί ότι κατά την ανάπτυξή του Ζ
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mobilis σε χυμούς αγροτικών προϊόντων παράγονταν χημικές ουσίες υψηλής 

αξίας (Kolios et al. 1989). Πρόσφατα, έχουν χρησιμοποιηθεί τα ένζυμα του Ζ  

mobilis οξειδορεδουκτάση της γλυκόζης-φρουκτόζης και γλυκονολακτονάση, 

για τη συνεχή παραγωγή γλυκονικού οξέος και σορβιτόλης (Ro and Kim 1991, 

Kim and Kim  1991, Nidetzky et al. 1997, W isbeck et al. 1997).

Τα υποστρώματα που έχουν χρησιμοποιηθεί για ζύμωση από το Ζ. 

mobilis με σκοπό την παραγωγή αιθανόλης περιλαμβάνουν σακχαρούχα 

(Shahita et al. 1981, Doelle et al. 1991) και αμυλούχα υποστρώματα (Doelle et 

al. 1989, Sun et al. 1998). Ό μως το κύριο μειονέκτημα του Ζ. mobilis, το 

περιορισμένο εύρος δηλαδή υδατανθράκων που ζυμώνει, αφήνει 

ανεκμετάλλευτες αρκετές πρώτες ύλες οι οποίες θα μπορούσαν να 

χρησιμοποιηθούν για παραγωγή αιθανόλης. Τέτοιες πρώτες ύλες 

περιλαμβάνουν βιομηχανικά απόβλητα όπως λακτόζη, μελάσες, σταφίδες, 

σακχαρότευτλα, υποβαθμισμένα φρούτα, άχυρα κ.λ,π. Το παραπάνω πρόβλημα 

μπορεί να αντιμετωπιστεί με τη χρήση της γενετικής μηχανικής είτε με 

μεταλλαξιγέννεση είτε με έκφραση ετερόλογων γονιδίων, κατασκευάζοντας 

έτσι στελέχη Ζ  mobilis ικανά να  καταναλώσουν μια μεγάλη ποικιλία 

υποστρωμάτων.

2.7 Μεταλλαξιγένεση στο Ζ. mobilis

Για τη μεταλλαξιγένεση στο βακτήριο Ζ  mobilis έχουν χρησιμοποιηθεί 

περισσότερο η υπεριώδης ακτινοβολία και τα αλκυλιωτικά μέσα όπως το 

M NNG (Skotnicki et al. 1980-1982, Stokes et al. 1982-1983, Eveleigh et al. 

1983, Ingram  et al. 1984, Montenecourt 1985, Typas et al. 1986). Έχει 

αναφερθεί, ότι το βακτήριο Ζ  mobilis είναι ανθεκτικότερο από άλλα βακτήρια 

στα μεταλλαξιγόνα και ειδικότερα στα αλκυλιωτικά μέσα (Sprenger et al. 

1993). Επίσης, τα μεταλλαγμένα στελέχη παρουσιάζουν φαινοτυπική αστάθεια.
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Μεταλλαγμένο στελέχη του Ζ  mobilis τα οποία είναι ανθεκτικά στην 

αιθανόλη έχουν απομονωθεί από πάρα πολλούς ερευνητές, αλλά όλα σχεδόν 

παρουσιάζουν μεγάλη φαινοτυπική αστάθεια. Η  μόνη επιτυχημένη προσπάθεια 

έχει γίνει από τους Osman and Ingram το 1987. Άλλα μεταλλαγμένα στελέχη 

που έχουν απομονωθεί είναι ανθεκτικά στη αλλυλική αλκοόλη (W ecker and 

Zall 1987), θερμοανθεκτικά (Bertelin et al.1985, Sreekumar and Basappa 

1991), ανθεκτικά στο αλάτι και στο χαμηλό pH (Ingram 1984), ικανά να 

χρησιμοποιήσουν μαννιτόλη (Buchholz et al. 1988), μεταλλάγματα 

κροκίδωσης (Lawford et al. 1983, Doelle and Greenfield 1985), αρνητικά στις 

δραστικότητες της γλυκοκινάσης και της φρουκτοκινάσης (Dimarko and 

Romano 1985, Bringer-Meyer et al. 1985), ανίκανα να χρησιμοποιήσουν 

σακχαρόζη, φρουκτόζη ή γλυκόζη ως πηγές άνθρακα (Yanase et al. 1985, 

Suntinanalert et al. 1986, Ait-Abdelkaler and Baratti 1995, Ait-Abdelkaler et al.

1995), ευαίσθητα σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης (Drainas et al. 1984), 

ευαίσθητα στην υπεριώδη ακτινοβολία κα ι το M M S (Vartholomatos et al. 

1990, Typas and Galani 1992) και ανθεκτικά σε υψηλές συγκεντρώσεις οξικού 

οξέος (Joachimstahl et al. 1998). Όσον αφορά την τρασποζονιακή μετάλλαξη, 

ή μόνη αναφορά έχει γίνει από τους Galani και Typas το 1989, οι οποίοι 

απομόνωσαν με αυτό τον τρόπο στελέχη αυξότροφα και στελέχη ανθεκτικά 

στα αντιβιοτικά.

2.8 Έκφραση ετερόλογων γονιδίων στο Ζ. mobilis.

Ο πιο διαδεδομένος τρόπος για τη μεταφορά ετερόλογων γονιδίων στο 

Ζ  mobilis είναι η βακτηριακή σύζευξη γιατί ο μετασχηματισμός του, που έχει 

δοκιμαστεί στο παρελθόν από διάφορους ερευνητές (Browne et al. 1984, 

Goodman et al. 1984, Yanasse et al. 1986, Su and Goodman 1987, Su et al. 

1988, Buchholz and Eveleigh 1990, Okamoto and Nakamura 1991, Lam et al.
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1993), δεν έχει μεγάλη συχνότητα και ούτε έχει γίνει ακόμα με μεγάλη επιτυχία 

μέθοδος ρουτίνας.

Η  μεταφορά γενετικής πληροφορίας στο Ζ  mobilis μέσω βακτηριακής 

σύζευξης έγινε για πρώτη φορά από την Skotnicki και τους συνεργάτες της το 

1980. Α πό τότε, πλασμίδια από διάφορες ομάδες ασυμβατότητας έχουν 

μεταφερθεί στο Ζ. mobilis αλλά τα μετασυζευγμένα στελέχη παρουσιάζουν 

μεγάλη αστάθεια (Stokes et al. 1982, Carey et al. 1983, Montenecourt 1985, 

Typas 1986, Ingram  et al. 1987-1989, Buchholz et al. 1988).

Γ ια  τη έκφραση ετερόλογων γονιδίων στο Ζ  mobilis χρειάζεται η 

κλωνοποίηση των γονιδίων αυτών σε κατάλληλους πλασμιδιακούς φορείς οι 

οποίοι θα πρέπει να  έχουν τα εξής χαρακτηριστικά: α) περιέχουν περιοχές 

κινητοποίησης ώστε να  είναι δυνατή η μεταφορά τους μέσω βακτηριακής 

σύζευξης, β) περιέχουν δείκτες ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά κατάλληλα για 

το  Ζ  mobilis, γ ) δεν παρουσιάζουν ασυμβατότητα με τα φυσικά πλασμίδια του 

Ζ  mobilis.

Εντούτοις, πλασμίδια που έχουν κατασκευαστεί σύμφωνα με τα 

παραπάνω παρουσίαζαν μεγάλη αστάθεια εντός των κυττάρων του Ζ  mobilis 

(Skotnicki et al. 1980, Strzelecki et al. 1987). To παραπάνω πρόβλημα 

αντιμετωπίστηκε χρησιμοποιώντας περιοχές έναρξης της αντιγραφής ή και 

ολόκληρων φυσικών πλασμιδίων του Ζ  mobilis σε γνωστούς πλασμιδιακούς 

φορείς (Scordaki and Drainas 1990). Ακόμα, για μεγαλύτερη έκφραση των 

ετερόλογων γονιδίων στο Ζ  mobilis κατασκευάστηκαν φορείς κλωνοποίησης 

οι οποίοι περιέχουν ισχυρούς φυσικούς προαγωγούς του Ζ  mobilis (Mackenzie 

et al. 1989, Reynen et al. 1990, Varsaki et al. 1998). Ο ι φορείς κλωνοποίησης 

που έχουν χρησιμοποιηθεί μέχρι σήμερα για την έκφραση ετερόλογων γονιδίων 

στο Ζ  mobilis, φαίνονται στον Πίνακα 2.
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ΠΙΝ Α Κ Α Σ 2:
Φ ορείς κλωνοποίησης, κατάλληλοι γ ια  έκφραση ετερόλογων γονιδίω ν στο 
Ζ. mobilis

Πλασμίδιο Μ έγεθος (kb) Δείκτες Αναφορά
PLOI102 13.5 Αρ Byun et al. 1986
ρΖΑ31 7.9 Tc Tonomura et al. 1986
ρΖΑ32 7.9 Cm Tonomura et al. 1986
ρΖΑ33 7.9 Cm Tonomura et al. 1986
ρΖΑ22 6.7 Tc, Cm M isawa et al. 1986
pZLl - 13.8 Cm Yanase e ta l. 1986
PLOI193 13.4 Tc Conway et al. 1987
PLOI194 13.4 Tc Conway et al. 1987
PDS212 7.8 Tc, Ap Scordaki and Drainas 1987
ρΟΚ2 19.7 Ap, Cm Cho et al. 1989
ρΡΤΖ1,2,3 6.9 Tc, Ppdc Reynen et al. 1990
PDS3154 7.44 Cm, Ap Scordaki and Drainas 1990
pZMOCPl 7.2 Ap Delgado et al. 1995
ΡΖΥ507 10.53 Cm W eisser et al. 1995

Η  έκφραση ετερόλογων γονιδίων στο Ζ. mobilis εξυπηρετεί αφενός τη 

χρησιμοποίηση νέων υποστρωμάτων και αφετέρου την παραγωγή νέων 

προϊόντων.

1) Χρησιμοποίηση νέων υποστοωιιάτων από το Ζ  m obilis

α) ΛακτόΟη: Μ ε σκοπό την κατανάλωση της λακτόζης από μετασυζευγμένα 

στελέχη Ζ. mobilis εκφράστηκαν στο βακτήριο αυτό τα  γονίδια που 

κωδικεύουν την β-γαλακτοσιδάση και την περμεάση της λακτόζης του Ε. coli 

(Carey et al. 1983, Goodman 1984, Chun and Rogers 1986, Byun et al. 1986, 

Yanase et al. 1988, Buchholz et al. 1989). Κανείς όμως από τους παραπάνω 

ερευνητές δεν μπόρεσε να  κατασκευάζει ένα αποδοτικό μετασυζευγμένο 

στέλεχος Ζ. mobilis ικανό να καταβολίζει λακτόζη.

64



β) ΓαλακτόΕη: Μ ε σκοπό την κατανάλωση της γαλακτόζης από 

μετασυζευγμένα στελέχη Ζ  mobilis, εκφράστηκαν τα τρία γονίδια από το 

οπερόνιο της β-γαλακτοσιδάσης του Ε. coli (gal ΕΤΚ) χρησιμοποιώντας ένα 

κατάλληλο φορέα έκφρασης αλλά τα κύτταρα του Ζ  mobilis δεν 

αναπτύσσονταν σε γαλακτόζη (Yanase et al. 1991). Επίσης, μια άλλη ομάδα 

ερευνητών (Buchholz et al. 1989) εξέφρασε τα γονίδια του gal ΕΤΚ μαζί με τα 

γονίδια του οπερονίσυ lac στο Ζ  mobilis αλλά και πάλι τα μετασυζευγμένα 

κύτταρα δεν αναπτύσσονταν σε γαλακτόζη.

γ) ΜελλοΒιόΕη: Ε ίναι γνωστό ότι η ραφινόζη και η μελλοβιόζη μπορούν να 

μεταφερθούν μέσω της περμεάσης της λακτόζης του Ε. coli (Sandermann 

1977). Η  συνέκφραση δύο διαφορετικών ανασυνδυασμένων πλασμιδίων (το 

ένα περιέχει την περμεάση της λακτόζης και το άλλο την α-γαλακτοσιδάση του 

οπερονίου της ραφινόζης καθοδικά ενός προαγωγού του Ζ  mobilis), οδήγησε 

την κατασκευή ενός στελέχους Ζ  mobilis το οποίο κατανάλωνε μελλοβιόζη και 

παρήγαγε αιθανόλη (Yanase et al. 1990).

δ) Άιχυλο και άλλοι πολυσακχαρίτες Το γονίδιο της α-αμυλάσης από το 

Bacillus licheniformis μεταφέρθηκε στο στέλεχος Ζ  mobilis ΖΜ4. Η 

δραστικότητα όμως της αμυλάσης στα ανασυνδυασμένα στελέχη ήταν αρκετά 

μικρή αλλά αυξανόταν ύστερα από παράταση της ανάπτυξης των κυττάρων 

(Brestic-Goachet et al. 1990).

Το γονίδιο που κωδικεύει την ενδο-/?-γλυκανάση Ζ από το Erwinia 

chrysanthemi (Brestic-Goachet et al. 1989), από το B. subtilis (Yoon et al. 

1988) και από το Pseudomonas fluoresens var. Cellulosa (Lejeune et al. 1988), 

εκφράστηκε στο Z  mobilis αλλά οι δραστικότητες της γλυκανάσης ήταν πολύ 

μικρές.

Το γονίδιο που κωδικεύει την /?-γλυκοσιδάση από το Xanthomonas 

albilineans ΧΑ-1 (Su et al. 1989) και από το Ruminococcus albus (Misawa and 

Nakam ura 1989) μεταφέρθηκε επίσης στο Z  mobilis. Ο ι δραστικότητες όμως
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της γλυκοζιδάσης ήταν και σε αυτή την περίπτωση πολύ μικρές και τα 

μετασυζευγμένα κύτταρα του Ζ  mobilis δεν αναπτύσσονταν σε κελλοβιόζη.

ε) ΞυλόΕη. ιιαννόΕπ και αοαβινόβι: Είναι γνωστό ότι η ξυλόζη και η μαννόζη

μπορούν να μεταφερθούν στο Ζ  mobilis μέσω του μεταφορέα της γλυκόζης

(Weisser et al. 1996). Η  έκφραση των γονιδίων που κωδικεύουν την

τρανσκετολάση, την ισομεράση της ξυλόζης και την ξυλιλοκινάση (Fedmann et

al. 1992, Zhang et al. 1995) οδήγησε σε μετασυζευγμένα κύτταρα Ζ  mobilis

που καταβολίζουν ξυλόζη. Η  έκφραση του γονιδίου της ισομεράσης της

φωσφομαννόζης (pmi) από το Ε. coli, οδήγησε σε μετασυζευγμένα κύτταρα Ζ

mobilis που καταβολίζουν μαννόζη (Weisser et al. 1996). Τα γονίδια που

κωδικεύουν την ισομεράση της L-αραβινόζης (araA), την L-ριβσυλοκινάση

(araB), την επιμεράση της δ-ΡΈ-ριβουλόζης (araD), την τρανσαλδολάση (to/

Β), και την τρανσκετολάση (tkt Α) του Ε. coli εκφράστηκαν στο Ζ  mobilis

πίσω από κατάλληλους προαγωγούς οι οποίοι λειτουργούν και παρουσία

γλυκόζης. Τα μετασυζευγμένα κύτταρα που προέκυψαν ήταν ικανά να

αναπτύσσονται χρησιμοποιώντας ως μόνη πηγή άνθρακα την L-αραβινόζη 
•

(Deanda et al. 1996). Πρόσφατα, δύο μετασυζευγμένα στελέχη Ζ  mobilis (το 

ένα καταβολίζει ξυλόζη και το άλλο αραβινόζη) χρησιμοποιήθηκαν για τη 

ζύμωση μίγματος γλυκόζης, ξυλόζης και αραβινόζης (το οποίο περιέχεται σε 

λιγνινοκυτταρινική βιομάζα) και παρήγαγαν αιθανόλη με απόδοση 72.5% της 

θεωρητικής (Mohagheghi et al. 1998).

2) Π αραγω γή  νέω ν προϊόντων από το  Ζ. mobilis

α) L -αλανίνη: Η  έκφραση του γονιδίου της αφυδρογονάσης της L-αλανίνης του 

Β. sphaericus υπό τον έλεγχο του ισχυρού προαγωγού Ppdc στο Ζ  mobilis 

οδήγησε στην κατασκευή μετασυζευγμένων κυττάρων τα οποία παρήγαγαν L- 

αλανίνη από το πυροσταφυλικό οξύ (Uhlenbusch et al. 1991).
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β) β-καοοτένια: Τα /?-καροτένια είναι χρωστικές που προστατεύουν κάποια 

φυτά και βακτήρια από την φωτο-οξείδωση (Misawa et al. 1991). To 

πυροφωσφορικό φαρνεσύλιο (FPP) το πρώτο υπόστρωμα των ένζυμων που 

κωδικεύουν τα γονίδια του οπερονίου crt που είναι υπεύθυνο για τη 

βιοσύνθεση των /?-καροτενίων, είναι υπόστρωμα και της βιοσυνθετικής πορείας 

των οπανοειδών (τα οποία περιέχονται σε μεγάλες ποσότητες στο Ζ  mobilis). 

Τα τέσσερα γονίδια του οπερονίου crt {crt Β , crt Ε, crt /, and crt Υ) του 

Erwinia uredovora 20D3 εκφράστηκαν στο Ζ  mobilis με αποτέλεσμα την 

κατασκευή κίτρινων αποικιών οι οποίες παρήγαγαν τρανς-^-καροτένιο  

(M isawa et al. 1991).

γ) Πρωτεΐνη πανοπυούνω σικ: Το γονίδιο inaZ του Pseudomonas syringae το 

οποίο κωδικεύει την πρωτεΐνη της παγοπυρήνωσης, εκφράστηκε στο Ζ  mobilis 

(Drainas et al. 1995, Varsaki et al. 1998) με αποτέλεσμα την κατασκευή 

κυττάρων που παράγουν παγοπυρήνες. Το γεγονός αυτό από τη μία ανοίγει νέα 

προοπτική βιοτεχνολογικών εφαρμογών του Ζ  mobilis, και από την άλλη 

διευκολύνει τη γενετική μελέτη του βακτηρίου αυτού με τη χρήση του γονιδίου 

inaZ ως γονιδίου αναφοράς.

2.9 Η επίδραση της αιθανόλης στο Ζ. mobilis

Έ να  από τα κύρια χαρακτηριστικά του βακτηρίου Ζ  mobilis είναι η 

ανθεκτικότητα του σε υψηλές συγκεντρώσεις αιθανόλης (πάνω από 13% w/v) 

(Rogers et al. 1982). Από έρευνες που έχουν γίνει σε εκχύλισμα κυττάρων Ζ  

mobilis, έχει βρεθεί ότι η παραγόμενη αιθανόλη είναι 15% (Scopes and 

Griffiths-Smith 1986) γεγονός που δείχνει ότι τα ένζυμα της γλυκολυτικής 

πορείας είναι m o ανθεκτικά στην αιθανόλη από ότι το ίδιο το κύτταρο του Ζ  

mobilis.

Η  ανθεκτικότητα του Ζ  mobilis στην αιθανόλη έχει συσχετιστεί με τη 

λιπιδιακή σύσταση της μεμβράνης του και κυρίως με τη μεγάλη περιεκτικότητα
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της σε οπανοειδή και βαξενικό οξύ (Carey and Ingram 1983, Bringer et al. 

1985, Schmidt et al. 1986, Buchloz et al. 1987, Hermans et al. 1991, Moreau et 

al. 1995).

Έχει αναφερθεί, ότι η περιεκτικότητα των φωσφολιπιδίων και των 

λιπαρών οξέων δεν επηρεάζεται από την παρουσία αιθανόλης στο θρεπτικό 

μέσο του Ζ  mobilis (Carey and Ingram 1983) ενώ αντίθετα η περιεκτικότητα 

των οπανοειδών επηρεάζεται (Bringer et al. 1985, Schmidt et al. 1986, 

Hermans et al. 1991), αν και πρόσφατα αναφέρθηκε ότι ο ι διαφορές αυτές δεν 

ήταν στατιστικά σημαντικές (Moreau et al. 1997).

Είναι γνωστό ότι η αιθανόλη επηρεάζει τη ρευστότητα της μεμβράνης 

των κυττάρων εισερχόμενη στη λιπιδιακή διπλοστοιβάδα (Osman and Ingram 

1986, Ingram 1986). Τα οπανοειδή δρουν ως σταθεροποιητές της μεμβράνης 

(Rohmer et al. 1979) ισχυροποιώντας τις δυνάμεις Van der Waals μεταξύ των 

λιπιδίων (Bringer et al. 1985), μειώνοντας έτσι την διαπερατότητα της 

μεμβράνης σε μικρά μόρια.

Όσον αφορά την επίδραση της αιθανόλης στην πρωτεϊνική σύσταση της 

μεμβράνης του Ζ  mobilis, έχει αναφερθεί ότι είναι η ίδια με την επίδραση της 

θερμοκρασίας (Michel et al. 1985, Michel and Starka 1986). Συγκεκριμένα, η 

σύνθεση κάποιων πολυπεπτιδίων επάγεται από την επίδραση αιθανόλης ή 

θερμοκρασίας. Π αρ’ όλα αυτά ο ρόλος των πρωτεϊνών οι οποίες επάγονται από 

την αιθανόλη ή τη θερμοκρασία δεν έχει διευκρινιστεί. Πρόσφατα, έχουν 

κλωνοποιηθεί τα  γονίδια που κωδικεύουν δύο από τις πιο συνηθισμένες 

πρωτεΐνες αιθανολικσύ στρες τα  οποία βρίσκονται σε ένα οπερόνιο (Barbosa et 

al. 1994).

2.10 Η ανθεκτικότατα του Ζ. mobilis σε υψηλές συγκεντρώσεις 
σακχάρων

Είναι γνωστό ότι το βακτήριο Ζ  mobilis είναι ανθεκτικό σε υψηλές 

συγκεντρώσεις σακχάρων (Swings and Delay 1977, Sprenger 1996) ενώ
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αντίθετα δεν είναι καθόλου ανθεκτικό σε υψηλές οσμωτικές πιέσεις που 

προέρχονται από τα άλατα (Swings and Delay 1977).

Η  ικανότητα του Ζ. mobilis να αναπτύσσεται σε υψηλές συγκεντρώσεις 

σακχαρόζης ή μιγμάτων γλυκόζης και φρουκτόζης οφείλεται στη συσσώρευση 

σορβιτόλης η οποία παράγεται από τη φρουκτόζη και δρα ως συμβατή 

διαλυμένη ουσία στο εσωτερικό των κυττάρων. Η  συσσώρευση της σορβιτόλης 

δημιουργεί μεγάλη εσωτερική οσμωτική πίεση αντισταθμίζοντας έτσι την 

εξωτερική (Leigh et al. 1984, Loos et al. 1994). To ένζυμο που είναι υπεύθυνο 

για  την παραγωγή σορβιτόλης είναι η οξειδορεδουκτάση της γλυκόζης- 

φρουκτόζης (Zachariou and Scopes 1986). Το ένζυμο αυτό απαιτεί μεγάλες 

ποσότητες γλυκόζης και φρουκτόζης και την παρουσία και των δύο σακχάρων 

για  να  δράσει. Μ εγάλες ποσότητες γλυκόζης παρεμποδίζουν τη δράση της 

φρουκτοκινάσης (Doelle 1982) με αποτέλεσμα η φρουκτόζη να μετατρέπεται 

σε σορβιτόλη.

Π αρ’όλα αυτά, όταν το Ζ. mobilis αναπτύσσεται σε γλυκόζη ως μόνη 

πηγή άνθρακα η σορβιτόλη παράγεται σε πάρα πολύ μικρές ποσότητες (Viikari 

1984) και μη ικανές να δημιουργήσουν υψηλή εσωτερική οσμωτική πίεση για 

να αντισταθμίσουν την εξωτερική. Επιπρόσθετα, έχει αναφερθεί ότι καμία 

άλλη γνωστή συμβατή διαλυμένη ουσία δεν παράγεται σε σημαντικές 

ποσότητες στο Ζ. mobilis (Loos et al. 1994). Από την άλλη, όλα τα στελέχη του 

Ζ. mobilis μπορούν να  αναπτυχθούν σε 1.11 Μ  (20%) γλυκόζη και υπάρχουν 

στελέχη που αναπτύσσονται σε 2.22 Μ  (40%) γλυκόζη αφού περάσουν μια 

μεγάλη φάση εφησυχασμού (4-20 ημέρες) (Swings and Delay 1977).

Έ χει αναφερθεί ότι η ικανότητα του Ζ. mobilis να αναπτύσσεται σε 

υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης οφείλεται στη γρήγορη εξισορρόπηση της 

εξωτερικής οσμωτικής πίεσης με την εσωτερική μέσω του μεταφορέα της 

γλυκόζης, ο οποίος μεταφέρει γλυκόζη με πολύ υψηλές ταχύτητες (DiMarco 

and Romano 1985, Struch et al. 1991). Π αρ’όλα αυτά, από in vivo πειράματα 

που έγιναν βρέθηκε ότι η εσωτερική συγκέντρωση γλυκόζης στα κύτταρα ήταν 

πολύ χαμηλότερη από την εξωτερική (Hermans 1992).
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Από τα παραπάνω φαίνεται ότι ο μηχανισμός της ανθεκηκότητας του 
βακτηρίου Ζ mobilis σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης παραμένει μέχρι 
στιγμής αδιευκρίνιστος.

. ; ;  ο * ί · τ ^ τ - · " ; ·: .
. . - κ - χ .\ · , ' ·“ /  ’ ; y  -' '· '■ - : · 7 :· V’ > ·  : -  : i  · .'· ' - .y ^ V v y  > V r r - -

V ^ r  /& :* v v - ν  α τ - .  C77 *  · * 7 > l ? i  ■ V - -> :; < ; ί · τ ·  · ' " ■ * > ' ' y - t  > · · ν '  ; · Μ 'Γ Ϊ ·

'  - ■ ■ T i i S i
. * · # ■ »  V  '

> W 7 m > r r . n ^ v i ' :  > ,: '·■

*  υ
• Λ ί , : . , «f f  .**» ^ · ·  »-·' -  ; i ;  V ; W i ^ - · · . ■ v ·  v ·  ' ' ·:·: · '?"■ ;

V ? - i f · . · ,
‘ . · . · · "'·-:

-. * i*··-,- ' V .
« y -ν- x x  - .  ■
/ \  · > ; ν ν 'Γ · · γ i . ': i rP v i ja -v !  ^ r i ·  t . ' f i : ; . ^  - Λ - · .  ·; '‘A

'· ^ 7 '

ί Γ  ! .W ^ · -;.. ϊ̂· ’ v f  V'" δ . ^  ’ K': 'UM'uV .. · ' ·:■ ·' f. · ; ■ iV'"

■■-ΛΛ7 7v'··' -'.''·; 4·>!Λα  · Χ ' T - % ·  v;<- Jr,
. · ■■.·- .-· · 7-' 

T - • v:ri‘t;^'·. -Λ "C · - ' ., ^

.-'' j i l Y w i
-

:.';χ  τ ■■$?£' 'w^· ’>'7-  ‘ ·' .. C'1 ' ·Η ·̂ Γ· -.· ' ' ··> :
- ;·. >V-.

. y ^ · - : ' , ϊ '? ‘’rJ^pOsui ;v ? » /  κν'';·ί3̂ J H /  l ? 7 :  : ; -V

: , · η ν ν # · · ; ' .·; ··/ ν*.̂5 f r ;^  :̂ v ^ ν >·"·:-·'·':  . ;  ν τ ■·.■-■

'V*?·;· ·7>

- r _■· ·ο.·».» o : r i n  Λ ο ^ /isr”:· r ^ v u ^ r ^  uv * r . s ·?*>*» ·. ><··.

/ · ■; L-i^K A' ^  ·· ;·· -':*y^. v/vv';t> :f r ^  -.uWsi

■;/; . ;>;■;> ':;Tv·c; · '^  ' *- ^

Λ '··::'?£ r^ T ^ * y  r*r, ’̂ T ^W  ?*·ΐ'ν ' “;-Γ̂ "

. w w m  ί«'&·- );■*>■<&*&£Π ίί = •^,·'·;« ον?.·*\

*>r^*7*> νί?# 7.?'·*
%

ό;. ;; .· ;·.,( „..ν. ~ι*··̂  Λξ ·,·..; ί?0 >'//<' '* ‘ ··’·■’· 1 ■-.:<*>»"■ »ν TV··'')· ίΗ";

i?:-i-iOT,V4S? . v iv ix v f  W*q«. ΐ λ  ^ r c r v .  :·:■;*>'*· τ ν

lt»> λ·?· ■&;■ iii  τ τ ΐ?  )>TT<^'VOr£qiV \ ^ μ . ^  „.r

:.vv Μ φ & η ν 4 ^ φ * » §  vw» ?rowvUfiu$ w  srfl .i3$W  X r U  t t v t

,.r-:J2JiK> or j m  juflJ&M** ft*.
:■„,·.· * r  . W .  r>‘S<?i λ ;?? i i i a X  A ;

70



ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ

Το βακτήριο Ζ  mobilis είναι εξαιρετικά ανθεκτικό σε υψηλές 

συγκεντρώσεις γλυκόζης. Ό πω ς αναφέρεται στην εισαγωγή, ο μηχανισμός 

αυτής της ανθεκτικότητας είναι ακόμα εντελώς αδιευκρίνιστος και δεν μπορεί 

να  συνδεθεί με τον μηχανισμό της ανθεκτικότητας του βακτηρίου αυτού σε 

υψ ηλές συγκεντρώσεις σακχαρόζης ή με μηχανισμούς γενικής οσμωρύθμισης 

όπω ς συμβαίνει ω ς ένα βαθμό στην περίπτωση του S. cerevisiae. Ε ίναι πιθανό 

λοιπόν, ο μηχανισμός αυτός να είναι ειδικός για  τη γλυκόζη. Μ ηχανισμοί 

ειδικοί για  τη γλυκόζη οι οποίοι ρυθμίζονται από την παρουσία ή τη 

συγκέντρωση της στο θρεπτικό μέσο, έχουν μελετηθεί διεξοδικά σε άλλους 

οργανισμούς. Τ έτοιοι μηχανισμοί εμπλέκονται στη ρύθμιση των αναβολικών 

κα ι καταβολικώ ν διεργασιών των κυττάρων καθώς και στην έναρξη της 

ανάπτυξης τους σε πλούσια θρεπτικά μέσα και η μελέτη τους παρουσιάζει 

μεγάλο ενδιαφέρον. Γ ια την πλήρη διευκρίνιση αυτών των μηχανισμών, 

απαραίτητη προϋπόθεση είναι η ύπαρξη κατάλληλων μεταλλαγμένων 

στελεχών.

Το εργαστήριο μας διαθέτει το μεταλλαγμένο στέλεχος CU1 το οποίο 

είνα ι ευαίσθητο σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης και μπορεί να φανεί ένα 

χρήσιμο εργαλείο στην προσπάθεια εξήγησης του μηχανισμού ανθεκτικότητας 

του βακτηρίου Ζ. mobilis σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης. Το 

μεταλλαγμένο στέλεχος CU1 (Drainas et al. 1984) αναπτύσσεται κανονικά σε 

στερεό θρεπτικό μέσο που περιέχει 2% γλυκόζη. Α ντίθετα, δεν αναπτύσσεται 

σε στερεό θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης ενώ σε υγρό θρεπτικό μέσο 10% 

γλυκόζης εμφανίζει περίοδο εφησυχασμού 22 ωρών. Επιπλέον, παρουσιάζει 

μειωμένη παραγωγικότητα στην αιθανόλη σε σχέση με το πατρικό του 

στέλεχος ATCC 10988. Γ ια την διευκόλυνση των βακτηριακών συζεύξεων έχει 

απομονω θεί ένα μετάλλαγμα του στελέχους CU1, το στέλεχος C U lRif2, 

(A fendra and D rainas 1987) το οποίο παρουσιάζει ακριβώς τα ίδια
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χαρακτηριστικά με το στέλεχος CU1, και επιπλέον είνα ι ανθεκτικό στη 

ριφαμπικίνη (20  pg/m l).

Σκοπός αυτής της διατριβής ήταν η διερεύνηση του μηχανισμού ο 

οποίος καθιστά τα  κύτταρα του Ζ  mobilis ικανά να  αναπτύσσονται σε 

εξαιρετικά υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης. Η διευκρίνιση του μηχανισμού 

αυτού αναμένεται αφενός να διαλευκάνει ένα σημαντικό επιστημονικό 

πρόβλημα που αναφέρεται γενικότερα στην ικανότητα της προσαρμογής τω ν 

κυττάρων σε αντίξοες περιβαλλοντικές συνθήκες και αφετέρου να  χρησιμεύσει 

σε διάφορες βιοτεχνολογικές εφαρμογές αξιοποίησης υδατανθρακούχων 

πηγών. Για το σκοπό αυτό στην παρούσα διατριβή έγινε βιοχημικός 

χαρακτηρισμός του στελέχους C U lR iG  και απομονώθηκε ένας κλώνος DNA 

από τις γονιδιακές βιβλιοθήκες των φυσικών τύπων ATCC 10988 κα ι CP4, ο 

οποίος όταν μεταφέρεται στο στέλεχος C U lR if2 αποκαθιστά την κανονική 

ανάπτυξη σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 10% γλυκόζη. Ο  κλώνος αυτός 

αναλύθηκε ως προς την αλληλουχία τω ν νουκλεοτιδίων κα ι χαρακτηρίστηκε 

μερικώς.
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ΜΕΡΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ

Υλικά και Μέθοδοι



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3

Υλικά και Μέθοδοι

3.1 Χημικά και όργανα

Ο ι χημικές ουσίες που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτή την εργασία ήταν 

αναλυτικής καθαρότητας, της M erck, Ferak, Serva, Sigma και της Fluka.

Τα θρεπτικά υλικά ήταν της O xoid και της LAB Μ . Ο ι διαλύτες ήταν της 

M erck (pro analysi). Τα πρότυπα των λιπιδίων ήταν της Sigm a, ενώ των 

μεθυλεστέρων της Poly Science Corporation. Ο ι ραδιενεργά σημασμένες 

ουσίες της Amersham. Τα ένζυμα για  τους ενζυμικσύς προσδιορισμούς ήταν 

της Sigma. Τα περιοριστικά ένζυμα ήταν της Amersham, ενώ η λιγάση της 

New england Biolabs.

Τα όργανα που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτή την εργασία ήταν:

1. Πιπέτεε: Gilson (ρ20, ρ200, plOOO, ρ5000).
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2. Φ υνόκεντοοι: M IKRO 12-24 (H ettich Zentrifyngen), H ettich UNIVERSAL, 

SIGM A 2K  15, Sorvall RC-5B R efrigerated Superspeed Centrifuge Dupont 

Instrum ents (κεφαλές GS-3 κα ι SS-34), BECKMAN L7-65 Ultracentrifuge 

(κεφαλή N V T65).

3. Φ ω τόιιετρα: SPECTRONIC 20 (BAUSCH and LIM B), Spectronic 21 

(M ilton R oy Com pany).

4 . Α νακινούιιενοι επωαστήοε^:: ORBITAL SHAKER Form a Scientific, New 

B runsw ick Scientific G yrotory W ater B ath Shaker MODEL G76.

5. Λ υοωιλιοποιτιτές: SAVANT Speed V ac SC 100 Refrigerated Condensation 

T rap R T -100, H eto Cool L ine PLFD -1.0-110.

6 . Υ πεοκαταιιτόκπκ: FORM A Scientific -80°C FREEZER.

3.2 Βακτηριακά στελέχη και πλασμίδια

Τ α βακτηριακά στελέχη του Zymomonas mobilis και του Echerichia coli 

καθώ ς κα ι τα  πλασμίδια που χρησιμοποιήθηκάν σε αυτή την εργασία, 

φαίνονται στους Π ίνακες 3 κα ι 4 , αντίστοιχα.
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ΠΙΝΑΚΑΣ 3: 
Βακτηριακά στελέχη

Στέλεχος Χαρακτη ρκτπκά Βιβλιογραφία
Ε. coli
DH5a . F , q>80dlacZAM IS, recA l, endAl, 

gyrA96, thi-1, hsdR17, (γκ' mu’). 
supE44, relA l, deoR, A (lacZYA- 

argF)U169.

Hanahan 1983

ZSC112L . ptsG', ptsM \ glk', A(pts HI err) W eisseretal. 1995
A pts. 

Ζ  mobilis
CUlRi£2 Μετάλλαγμα του φυσικού 

στελέχους ATCC 10988, 
ευαίσθητο σε υψηλές 

συγκεντρώσεις γλυκόζης, 
ανθεκτικό στην ριφαμπικίνη

(20pg/ml)

Drainas et al. 1984, Afendra and 
Drainas 1987

ATCC10988 Wild type Swings and Deley 1977
CP4 Wild type Yablonsky et al. 1988
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Π ΙΝ Α Κ Α Σ  4: 
Π λα σ μ ίδ ια

Πλασμίδιο Ανθεκτικότητα σε 
αντιβιοτικά

Τμήμα από το DNA 
που αποκαθιστά το 

φαινότυπο του 
στελέχους C U lR iC  

(kb)

Βιβλιογραφία

pUC18 Apr
ΑρΓ

Boehinger Mannheim
pUC1851 5.1 Αυτή η εργασία
pUC1845 ΑρΓ 4.5 Αυτή η εργασία
pUC1831 ΑρΓ 3.1 Αυτή η εργασία
pUC1820 ΑρΓ 2.0 Αυτή η εργασία
pU C18g// ΑρΓ Προσωπική 

επικοινωνία με G. 
Sprenger

pLAFR5 Tcr - Keen et al. 1988
pLAFR554 Tcr ~25 Αυτή η εργασία
pLAFR557 Tcr -25 Αυτή η εργασία
pLAFR595 Tcr 9.5 Αυτή η εργασία
pLAFR551 Tcr 5.1 Αυτή η εργασία
pLAFR509 Tcr 0.9 Αυτή η εργασία
pLAFR512 Tcr 1.2 Αυτή η εργασία
pLAFR518 Tcr 1.8 Αυτή η εργασία
pLAFR508 Tcr 0.8 Αυτή η εργασία
pLAFR516 Tcr 1.6 Αυτή η εργασία
pLAFR531 Tcr 3.1 Αυτή η εργασία
pLAFR520 Tcr 2.0 Αυτή η εργασία
pLAFR589 Tcr 8.9 Αυτή η εργασία
pLAFR545 Tcr 4.5 Αυτή η εργασία
pLAFR533 Tcr 3.3 Αυτή η εργασία
pLAFR5g// Tcr - Αυτή η εργασία
pRK2013 Kmr • Figurski and Helinski 

1983
pZY507 Cmr - W eisseretal. 1995

pZY 507g// Cmr - Weisser et al. 1995

PZY50733 Cmr 3.3 Αυτή η εργασία
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3.3 Θρεπτικά υλικά

3.3.1 Π λήρες θρεπτικό  υλικό γ ια  το  Ε. coli (Luria Broth, L .B ., L uria and 

Delbruck 1943).

l% (w /v )N a C l 

1% (w /  v) τρυπτόνη

0.5% (w /  v) Εκχύλισμα ζύμης 

pH * 7.5 με IN  NaOH

3.3.2 Ε λάχιστο θρεπτικό  υλικό  γ ια  το  Ε. coli (Μ 9, Sambrook et al. 1989)

Για την παρασκευή 100  m l θρεπτικού υλικού προστίθενται τα  εξής:

80 m l αποστειρωμένο και απιονισμένο νερό

10 m l διαλύματος Μ 9ΑΧ10 

0 .1m l M gS 04 1Μ

0.2m lC aC l2 lM

Στο παραπάνω διάλυμα προστίθενται η  κατάλληλη πηγή άνθρακα, στην 

επιθυμητή ποσότητα, και τα  κατάλληλα αμινοξέα.

Διάλυ αα Μ9ΑΧ 10 

6% (w  /  ν) N a3P0 4  

3% (w  / ν ) ΚΗ2Ρ 0 4 

1% (w / v)NH4C1

0.5%(w/v)NaCl
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3.3.3 Πλήρες θρεπτικό υλικό για το Ζ. mobilis (Zymo Broth, Ζ.Β., Afendra 

and Drainas 1987).

0.5%  (w  /  v) εκχύλισμα ζύμης

0 .1 % (w / v)(N H 4)2SO4

0.1%  (w  /  v) KH 2P 0 4

0.05%  (w  /  v) M gS 04

Στο παραπάνω  διάλυμα προστίθεται η κατάλληλη πηγή άνθρακα, στην 

επιθυμητή ποσότητα.

3.3.4 Στερεά θρεπτικά υλικά

Π αρασκευάζονται με προσθήκη 2%  άγαρ στα παραπάνω υγρά θρεπτικά

υλικά.

3.4 Ανάπτυξη καλλιεργειών

Ο ι καλλιέργειες του Ε. coli επωάστηκαν στους 37°C υπό συνεχή 

ανάδευση. Κ αλλιέργειες κυττάρων, που φέρουν το συζευκτικό πλασμίδιο 

pR K 2013, επω άζονται χω ρίς ανακίνηση.

Ο ι καλλιέργειες του Ζ. mobilis επωάζονται στους 30°C χωρίς 

ανακίνηση. Μ ονές αποικίες γίνονται ορατές σε στερεό θρεπτικό υλικό μετά 

από 3-6 ημέρες από τη μέρα του εμβολιασμού των κυττάρων. Ο ι καμπύλες 

ανάπτυξης έγιναν σε καλλιέργειες Ζ. mobilis των 250 ml με μέτρηση της 

οπτικής πυκνότητας (O .D .) στα 600 nm  και απεικόνιση της αύξησης της 

οπτικής πυκνότητας σε σχέση με το χρόνο (ώρες) σε ημιλογαριθμικό χα ρ τί
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3.5 Διατήρηση στελεχών

Ο ι στερεές καλλιέργειες του Ε. coli διατηρούνται στους 4°C για  τρεις 

μήνες, ενώ του Ζ. mobilis για ένα μήνα. Για διατήρηση μεγαλύτερης διάρκειας, 

ακολουθείται η εξής διαδικασία: 1 ml καλλιέργειας στο τέλος της εκθετικής 

φάσης αναμιγνύεται με 1 ml αποστειρωμένης γλυκερόλης 100%. Το μείγμα 

φυλάσσεται στους -80°C.

3.6 Μέθοδος αντιγραφικης μεταφοράς αποικιών (Velvet 
replication)

Μ ε τη μέθοδο αυτή αποικίες κυττάρων μπορούν να μεταφερθούν από 

ένα τρυβλίο σε ένα άλλο ως εξής:

Το τρυβλίο-μήτρα σημειώνεται κατάλληλα και ο ι αποικίες μεταφέρονται 

πάνω σε βελούδο που είναι τοποθετημένο σε ειδική βάση. Π ρώτα πιέζεται η 

επιφάνεια του τρυβλίου-μήτρα σε αποστειρωμένο βελούδο για  να  αφήσει ένα 

φ ιοτύπω μα από κάθε αποικία. Στη συνέχεια το νέο τρυβλίο πιέζεται ελαφρά 

πάνω στην επιφάνεια του βελούδου, έτσ ι ώστε να  μεταφερθούν μερικά κύτταρα 

από τις αποτυπωμένες αποικίες επί του βελούδου στην επιφάνεια του νέου 

τρυβλίσυ.

3.7 Αντιβιοτικά

Τα αντιβιοτικά που χρησιμοποιήθηκαν συνοψίζονται στον Π ίνακα 5.

Η  αποστείρωση των υδατικών διαλυμάτων αποθήκευσης έγινε με διήθηση 

μέσω φίλτρου μεγέθους πόρων 0.45 pm. Τα διαλύματα αποθήκευσης 

φυλάσσονται στους -20°C. Ο τρόπος δράσης των αντιβιοτικώ ν κα ι ο 

μηχανισμός ανθεκτικότητας σε αυτά φαίνονται στον Π ίνακα 6 .
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ΠΙΝΑΚΑΣ 5:
Συγκεντρώσεις αντιβιοτικών

Α ντιβιοτικό / διαλύτης Τελική συγκέντρωση στο θρεπτικό υλικό
(pg/ml)

Ζ  mobilis Ε. coli

Αμπικιλλίνη (Αρ) /dJHhO - 100
Χλωραμφαινικόλη (Cm) / αιθανόλη 100 25

Τερακοκλίνη (Tc) / αιθανόλη 40 20
Καναμυκίνη (Km) / CI.H2O 50 50

Ριφαμπικίνη (Rif) / αιθανόλη 20 20



ΠΙΝΑΚΑΣ 6:
Τρόπος δράσης αντιβιοτικών-μηχανισμός ανθεκτικότητας

Αντιβι Τρόπος δράσης Μηχανισμός ανθεκτικότητας
οτικδ

Εμποδίζει τη σύνθεση γειτονικών Το γονίδιο bla κωδικοποιεί το 
μονάδων πεπτιδογλυκανών, ένζυμο β-λακταμάση το οποίο

αναστέλλοντας τη δράση της διασπά το β-λακταμικό δακτύλιο του 
Αρ .  τρανσπεπτιδάσης. 'Έ τσι προκαλείται αντιβιοτικού,

ο τερματισμός της σύνθεσης του 
κυτταρικού τοιχώματος των 

βακτηρίων.

Αναστέλλει τη βακτηριακή 
πρωτετνοσύνθεση με πρόσδεση του 

Cm στην 50 S υπομονάδα του
ριβοσώματος και αναστολή της 

δράσης της πεπτιδυλοτρανσφεράσης

Το γονίδιο cat κωδικοποιεί ένα 
ειδικό ένζυμο, την 

χλωραμφαινικολική 
ακετυλοτρανσφεράση, η οποία 

αδρανοποιεί το αντιβιοτικό.

Tc

Αναστέλλει τη βακτηριακή 
πρωτεινοσύνθεση με πρόσδεση του 

στην 30 S υπομονάδα του 
ριβοσώματος, καιπαρεμπόδιση της 
σύνδεσης του αμινοακυλο-tRNA.

Το γονίδιο tet κωδικοποιεί ένα 
ειδικό ένζυμο το οποίο τροποποιεί 

την κυτταρική μεμβράνη του 
βακτηρίου και εμποδίζει τη 

μεταφορά του αντιβιοτικού στο 
εσωτερικό του κυττάρου.

Km Προσδένεται στο 70 S ριβόσωμα με Το γονίδιο kam κωδικοποιεί ένα 
αποτέλεσμα να προκαλούνται λάθη ειδικό ένζυμο το οποίο τροποποιεί
στην ανάγνωση του αγγελιοφόρου το αντιβιοτικό και παρεμποδίζει την 

RNA (mRNA). αλληλεπίδραση του με το ριβόσωμα.

R if Δεσμεύεται στην β-υπομονάδα της Τροποποιημένη β-υπομονάδα της 
ΚΝΑ-πολυμεράσης, αναστέλλοντας RNA-πολυμεράσης.

έτσι τη σύνθεση του RNA.____________________________________
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3.8 Εκχύλιση ολικών λιπιδίων

Κ ύτταρα που βρίσκονται στο τέλος της εκθετικής φάσης συλλέγονται με 

φυγοκέντρηση στις 6.000 rpm  για  10 λεπτά. Τα κύτταρα εκπλένονται και 

λυοφιλιοποιούνται. Τα λιπίδια από τα λυοφιλιοποιημένα κύτταρα εκχυλίζονται 

με τις εξής μεθόδους:

3.8.1 Μ έθοδος R ohm er (Rohm er et al. 1984)

Συγκεκριμένη ποσότητα λυοφιλιοποιημένων κυττάρων (0.1-1 g) 

τοποθετείται σε σφαιρική φιάλη με κάθετο ψυκτήρα όπου προστίθενται 50 m l 

CHCI3-CH 3O H  (2:1). Η  φιάλη τοποθετείται στους 50°C για  1 ώρα σε συνθήκες 

βρασμού με επαναρροή. Το παραπάνω μίγμα διηθείται σε γυάλινο ηθμό Ν° 4 

κα ι συλλέγεται το υπερκείμενο. Η  παραπάνω διαδικασία επαναλαμβάνεται δύο 

φορές. Τα υπερκείμενα συλλέγονται, ενώνονται και εξατμίζονται σε 

περιστροφικό εξατμιστήρα. Το δείγμα τω ν ξηρών λιπιδίω ν φυλάσσεται στους - 

20°C . Ό ταν το δείγμα τω ν λιπιδίω ν προορίζεται για ποσοτικό προσδιορισμό 

φω σφολιπιδίω ν, τότε μετράται η ποσότητα ολικού φωσφόρου λιπιδίων (βλέπε 

παρακάτω ). Ό ταν όμως προορίζεται για  ποσοτικό προσδιορισμό ουδετέρων 

λιπιδίω ν, τότε ζυγίζεται η ποσότητα τω ν ολικών λιπιδίων σε αναλυτικό ζυγό 

χρησιμοποιώ ντας προζυγισμένο φιαλίδιο.

3.8 .2  Μ έθοδος B ligh an d  D yer (B ligh and D yer 1969)

100  m g λυοφιλιοποιημένων κυττάρων τοποθετούνται σε γυάλινο 

σωλήνα φυγοκέντρησης τω ν 30 m l και επαναιωρούνται σε 2 ml Η2Ο. Στο 

σωλήνα προστίθενται 7.5 ml CHCI3-CH3OH (1:2). Το παραπάνω μίγμα 

αφήνεται σε θερμοκρασία δωματίου για 90 λεπτά, υπό συνεχή ανακίνηση. Στη 

συνέχεια ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 6 .000  rpm  για  10 λεπτά και το 

υπερκείμενο συλλέγεται σε νέο σωλήνα. Στο ίζημα των κυττάρων
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επαναλαμβάνεται η παραπάνω διαδικασία. Τα υπερκείμενα ενώνονται και σε 

αυτά προστίθενται 5 m l CHCI3 και 5 m l Η 2Ο. Το παραπάνω μίγμα 

φυγοκεντρείται στις 6 .000  ipm  για  10 λεπτά, έτσι ώστε να  διαχωριστούν οι 

φάσεις. Συλλέγεται η χλωροφορμική φάση (κάτω) η οποία εκπλένεται με 20 m l 

CH3OH- Η2Ο (10:9) δύο φορές. Ο διαλύτης εξατμίζεται σε περιστροφικό 

εξατμιστήρα. Το δείγμα των ξηρών λιπιδίω ν φυλάσσεται στους -20°C. Η  

μέθοδος αυτή, ως πιο ήπια μέθοδος, χρησιμοποιείται στη περίπτωση που το 

δείγμα προορίζεται για ανάλυση λιπαρών οξέων. Η  απόδοση όμως σε 

ποσότητά φωσφόρου ανά m g κυττάρων του βακτηρίου Ζ  mobilis είναι σαφώς 

χαμηλότερη (0.5 pg Ρ /  m g κυττάρων) από την απόδοση που επιτυγχάνεται με 

τη μέθοδο Rohm er (1.5 pg Ρ /  m g κυττάρων).

3.9 Διαχωρισμός λιπιδίων

Ο διαχωρισμός των λιπιδίω ν γίνεται με χρωματογραφία λεπτής 

στοιβάδας (TLC). Ο ι πλάκες TLC που χρησιμοποιούνται είναι ο ι εξής: 

K ieselgel 60 F 2 5 4> M erck, πάχους 0.25 mm (αναλυτικές) και 0.5 m m  

(ημιπαρασκευαστικές). Ο ι πλάκες TLC χωρίζονται σε παράλληλες κάθετες 

λωρίδες πλάτους ανάλογου της ποσότητας του λιπιδίου που τοποθετείται. Στις 

ακραίες λωρίδες τοποθετούνται τα πρότυπα λιπίδια και στις άλλες τα δείγματα. 

Η  ανάπτυξη των χρωματογραφημάτων γίνεται σε γυάλινους θαλάμους (25 X  

10 X  25 cm ), που περιέχουν 100 m l του κατάλληλου μίγματος διαλυτών.

*

3.10 Εμφάνιση χρωματογραφήματος

3.10.1 Ατμοί ιωδίου

Η  πλάκα τοποθετείται σε κλειστό γυάλινο θάλαμο που περιέχει 

κρυστάλλους ιωδίου, και εμφανίζονται όλα τα λιπίδια παροδικά.



3.10.2 Αντιδραστήριο juieg

Η  πλάκα ψεκάζεται | 

λιπίδια εμφανίζονται σε υπε; 

Το αντιδραστήριο της μ 

μπερμπερίνης διαλύονται σε

3.10.3 Αντιδραστήριο νινυί

Η  πλάκα ψεκάζεται \ 

στους 100°C για  10 λεπτά 

εμφανίζονται με κόκκινο 

παρασκευάζεται ως εξής: 0.3 

Στο διάλυμα προστίθενται 3:

3.11 Εκχύλιση των λιπιί

3.11.1 Μέθοδος δύο φάσεω

Ο ι περιοχές που περί 

μεταφέρονται σε σωλήνες φυ 

CHC13-CH30 H - Η20  (1: 2 :0 . 

και στη συνέχεια φυγοκεντρο 

μεταφέρεται σε δοκιμαστικό 

υπερκείμενα προστίθενται 1 π 

μίγματος να μετατραπεί από 

διφασικό. Ο ι χλωροφορμικές ι

δοκιμαστικούς σωλήνες, εξα'
*1

λιπίδια επαναδιαλύονται σε μι
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3.11.2 Μέθοδος Rohmer (Rohmer et al. 1984)

Η  μέθοδος αυτή είναι κατάλληλη για  την εκχύλιση μη πολικών λιπιδίω ν 

από την πλάκα TLC:

Ο ι περιοχές που περιέχουν τις κηλίδες τω ν λιπιδίω ν αποξύνονται και 

μεταφέρονται σε κωνικές φιάλες των 25 ml. Στη φιάλη προστίθενται 10 m l 

CH2CI2. Ακολουθεί καλή ανάδευση της φιάλης και παραμονή στη θερμοκρασία 

περιβάλλοντος για 15 λεπτά. Στη συνέχεια, το μίγμα της φιάλης διηθείται σε 

γυάλινο ηθμό, το διήθημα συλλέγεται σε σφαιρική φιάλη και εξατμίζεται σε 

περιστροφικό εξατμιστήρα. Τα λιπίδια επαναδιαλύονται σε μικρό όγκο CH2CI2.

3.12 Ποσοτικός προσδιορισμός φωσφολιπιδίων

3.12.1 Π ροσδιορισμός ολικού φ ω σφόρου (B artlett 1959, M arinetti 1962)

ΑΡΧΗ ΤΗΣ Μ ΕΘΟΔΟΥ

Μ ε τη μέθοδο αυτή ο ανόργανος φώσφορος που σχηματίζεται με την 

καύση των φωσφολιπιδίων με υπερχλωρικό οξύ, αντιδρά με το μολυβδαινικό 

αμμώνιο κα ι με το αμινοναφθολοσουλφονικό οξύ και μετατρέπεται σε έγχρωμο 

σύμπλοκο.

ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜ ΟΣ

Δείγμα λιπιδίου περιεκτικότητας σε φώσφορο 1-5 pg φέρεται σε 

δοκιμαστικό σωλήνα Pyrex και ο διαλύτης εξατμίζεται σε ρεύμα αζώτου. 

Π ροστίθενται 0.5 ml HCIO4 72% και το δείγμα θερμαίνεται στους 170-180°C 

για 5 ώρες. Στη συνέχεια ψύχεται στη θερμοκρασία δωματίου και προστίθενται 

1 ml Η2Ο, 3 ml διαλύματος μολυβδαινικού αμμωνίου και 0.5 m l 

αντιδραστηρίου ANSA με συνεχή ανάδευση. Το δείγμα θερμαίνεται σε
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υδατόλουτρο 100°C για  10 λεπτά. Μ ετά την ψύξη σε θερμοκρασία δωματίου 

γ ια  2 0  λεπτά, το κυανό του φωσφορομολυβδαινίου που έχει σχηματιστεί 

φω τομετρείται στα 820 nm . Ταυτόχρονα γίνεται και προσδιορισμός σε πρότυπα 

διαλύματα περιεκτικότητας από 1.0 ως 4.0 pg/ml.

ΔΙΑΛΥΜ ΑΤΑ

1. Πρότυπο διάλυμα 4 pg φωσφόρου / ml:

Δ ιαλύονται 1.7575 m g ΚΗ2Ρ 0 4 σε απιονισμένο νερό μέχρι τελικού 

όγκου 100  m l.

2. Υπερχλωρικό οξύ 72% (12Ν).

3. Μολυβδαινικό αμμώνιο 0.4%:

Δ ιαλύονται 2.125 g  ένυδρου μολυβδαινικού αμμωνίου σε απιονισμενο 

νερό μέχρι τελικού όγκου 500 m l.

4. Διάλυμα αμινοναφθολοσουλφονικού οξέος (ANSA):

Δ ιαλύονται 30 g NaHSC>3 ή 28.5 g Na2S20 s και 6  g Na2SC>3 σε 250 ml 

απιονισμένου νερού. Στο διάλυμα που προκύπτει, διαλύονται 0.5 g 1,2,4- 

αμινοναφθολοσουλφονικού οξέος. Αν μετά από τρεις ώρες σχηματιστεί ίζημα, 

το διάλυμα διηθείται κα ι φυλάσσεται στους 4°C για δύο μήνες.

5. Αντιδραστήριο ANSA:

Π ροκύπτει από την ανάμιξη του διαλύματος ANSA με απιονισμενο νερό 

σε αναλογία  1:1. Το αντιδραστήριο παρασκευάζεται λίγο πριν τη χρήση του.
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3.12.2 Διαχωρισμός των φωσφολιπιδίων

Δείγμα ολικών λιπιδίων γνωστής περιεκτικότητας σε φωσφόρο 

τοποθετείται σε πλάκα TLC. Η  πλάκα αναπτύσσεται σε γυάλινο θάλαμο που 

περιέχει το μίγμα διαλυτών: CHC13-CH30 H - Η20 -Ν Η 3 (65: 35: 5: 2) ή CHClr  

CH3OH- Η20  (65: 35: 5). Η εμφάνιση των λιπιδίων γίνεται με ατμούς ιωδίου, 

ενώ των λιπιδίων που περιέχουν ελεύθερη αμινομάδα με το αντιδραστήριο της 

νινυδρίνης.

3.12.3 Π ροσδιορισμός φω σφόρου μετά  από T L C  (B artlett 1959, M arinetti 

.  1962)

Ο ι περιοχές που περιέχουν τα φωσφολιπίδια αποξύνονται ποσοτικά και

μεταφέρονται σε δοκιμαστικούς σωλήνες. Παράλληλα αποξύνονται τμήματα

ανάλογου μεγέθους που χρησιμοποιούνται για  μάρτυρες. Α κολουθεί η

παραπάνω διαδικασία προσδιορισμού του φωσφόρου, και το κυανό του

φωσφορομολυβδαινίου που έχει σχηματιστεί εκχυλίζεται ποσοτικά με 5 m l

οξικού αιθυλεστέρα με τη βοήθεια κυκλοαναδευτήρα. Το εκχυλισμένο χρώμα •
φωτομετρείται στα 780 nm. Από την ποσότητα φωσφόρου κάθε κηλίδας 

φωσφολιπιδίσυ, μπορεί να  βρεθεί η ποσοστιαία αναλογία του στο σύνολο τω ν 

ολικών φωσφολιπιδίων.

3.13 Ποσοτικός προσδιορισμός ουδετέρων λιπιδίων (K oukkou et al. 
1990, K oukkou et al. 1998)

3.13.1 Α πομόνω ση ουδετέρω ν λ ιπ ιδ ίω ν

Δείγμα ολικών λιπιδίω ν γνωστού βάρους, τοποθετείται σε πλάκα TLC. 

Η πλάκα αναπτύσσεται σε γυάλινο θάλαμο που περιέχει το μίγμα διαλυτών: 

εξάνιο-αιθέρας (70:30). Τα πολικά λιπίδια παραμένουν στη βάση της πλάκας, 

ενώ τα ουδέτερα λιπίδια διαχωρίζονται σε έξι κηλΐδες με διαφορετικό R f, ο ι
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οποίες εμφανίζονται αρχικά με αντιδραστήριο μπερμπερίνης και στη συνέχεια 

με ατμούς ιωδίου. Η  κηλίδα των πολικών λιπιδίων αποξυνεται, εκχυλίζεται με 

τη μέθοδο Rohm er, χρησιμοποιώντας όμως CHCI3-CH3OH (2:1) αντί για 

CH2CI2, κα ι ζυγίζεται σε αναλυτικό ζυγό χρησιμοποιώντας προζυγισμένο 

φιαλίδιο. Ο ι κηλίδες τω ν ουδετέρων λιπιδίων αποξυνονται όλες μαζί, 

εκχυλίζονται με τη μέθοδο Rohmer και ζυγίζονται σε αναλυτικό ζυγό 

χρησιμοποιώ ντας προζυγισμένο φιαλίδιο.

3.13.2 Δ ιαχω ρισ μ ός κ α ι προσδιορισμός ουδετέρω ν λιπ ιδίω ν

Το παραπάνω δείγμα τω ν ουδετέρων λιπιδίων τοποθετείται σε πλάκα 

TLC. Η  πλάκα αναπτύσσεται σε γυάλινο θάλαμο που περιέχει το μίγμα 

διαλυτών: εξάνιο-αιθέρας (70:30). Κ άθε κηλίδα ουδέτερου λιπιδίου με 

διαφορετικό R f αποξύνεται και εκχυλίζεται με τη μέθοδο Rohmer. Μ ετά την 

επαναιώρηση σε μικρό όγκο CH2Cl2, βάθε κηλίδα τοποθετείται σε 

προζυγισμένο φιαλίδιο. Ο διαλύτης εξατμίζεται σε ρεύμα αζώτου και το 

φ ιαλίδιο ζυγίζεται σε αναλυτικό ζυγό (τεσσάρων δεκαδικών ψηφίων). Η 

διαφορά βάρους αποτελεί την ποσότητα του λιπιδίου. Μ ε την εύρεση του 

βάρους κάθε ουδετέρου λιπιδίου μπορεί να βρεθεί η ποσοστιαία αναλογία του 

στην συνολική ποσότητα των ουδετέρων λιπιδίων, καθώς και η ποσοστιαία 

αναλογία του στην συνολική ποσότητα των λιπιδίων.
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3.14 Ποσοτικός προσδιορισμός λιπαρών οξέων

3.14.1 Π αρασκευή μεθυλεστέρω ν τω ν λιπαρώ ν οξέω ν (M orrison and Sm ith 

1964)

ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ

Μ ε τη μέθοδο αυτή διασπώνται τα εστεροποιημένα σε γλυκερίδια 

λιπαρά οξέα με ταυτόχρονο μετασχηματισμό τους σε μεθυλεστέρες:

BF3

RCO.OR, + CH3OH -» RCO.OCH3 + RiOH 

ΕΣΤΕΡΟΠΟΙΗΣΗ

Δείγμα λιπιδίω ν που περιέχει 50 pg φωσφόρου, φέρεται σε δοκιμαστικό 

σωλήνα με βιδωτό πώμα και ο διαλύτης εξατμίζεται σε ρεύμα αζώτου. Στο 

σωλήνα προστίθενται 2 m l μίγματος που περιέχει 35% B F3 - CH3OH, 30% 

βενζολίου και 35% μεθανόλης. Ο σωλήνας πω ματίζεται κα ι θερμαίνεται σε 

υδατόλουτρο 100°C, για  90 λεπτά.

Η  αντίδραση σταματά με την προσθήκη 2 m l νερού κα ι ο ι μεθυλεστέρες 

εκχυλίζονται με 4 m l πετρελαϊκού αιθέρα δύο φορές. Τα ενωμένα πετρελαϊκά 

εκχυλίσματα πλένονται τρεις φορές με 2  m l νερού, για  πλήρη απομάκρυνση 

του οξέος που ελέγχεται με pH - μετρικό χαρτί. Στη συνέχεια ξηραίνονται με 

άνυδρο θειϊκό νάτριο και μετά από διήθηση και έκπλυση του ηθμού με 

πετρελαϊκό αιθέρα ο διαλύτης εξατμίζεται σε ρεύμα αζώτου. Ο ι μεθυλεστέρες 

επαναδιαλύονται σε 50 μΐ εξανίου.
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3.14.2 Π οσ οτικός προσδιορισμός μεθυλεστέρω ν με αέρια  χρω ματογραφία

(K ates 1972, K oukkou et al. 1990)

ΣΥΣΚΕΥΕΣ

Α έριος χρωματογράφος V arian 3700 

Α νιχνευτής: φλόγας ιονισμού 

Κ αταγραφέας: V arian 9176

Στήλη: Η λεκτρικός εστέρας της διαιθυλενογλοκόλης (DEGS) 15% (PHASE- 

SEP)

Μ ικροσύρριγγες: H am ilton, 5 μΐ.

ΣΥΝΘΗΚΕΣ

Θ ερμοκρασία στήλης: 175°C 

Θ ερμοκρασία ανιχνευτή: 270°C 

Θ ερμοκρασία θαλάμου εξαέρωσης: 240°C 

Α δρανές αέριο: Άζωτο 

Ενέσεις: Ιμ ΐ

ΑΝ ΑΛΥΣΗ

Τα λιπαρά οξέα χαρακτηρίζονται συγκρίνοντας το χρόνο κατακράτησης 

τους με το χρόνο κατακράτησης προτύπων μεθυλεστέρων. Η  ποσοστιαία 

αναλογία τω ν λιπαρών οξέων προσδιορίζεται πολλαπλασιάζοντας το χρόνο 

κατακράτησης με το ύψος της κάθε κορυφής.
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*1

3.15 Ποσοτικός προσδιορισμός των οπανοειδών (Rohmer et al. 
1984)

3.15.1 Ο ξείδω ση, αναγω γή κ α ι ακετυλίω ση τω ν οπανοειδώ ν 

ΑΡΧΗ ΤΗΣ Μ ΕΘΟΔΟΥ

Η  μέθοδος στηρίζεται στην οξείδωση της παράπλευρης αλυσίδας των 

οπανοειδών σε -C = 0 , την αναγωγή της σε -ΟΗ και τέλος την ακετυλίωση της. 

Τα οπανοειδή του Ζ  mobilis, δηλαδή η βακτηριοοπανοτετρόλη, ο αιθέρας της 

και ο γλυκοζαμίτης της, οξειδώνονται, ανάγονται και ακετυλιώ νονται δίνοντας 

το ίδιο τελικό προϊόν με αποτέλεσμα να  προσδιορίζονται ως σύνολο 

ακετυλιωμένων οπανοειδών. Στο Σχήμα 8 φαίνεται η οξείδωση, αναγωγή και 

ακετυλίωση της βακτηριοοπανοτετρόλης.

ΣΧ Η Μ Α  8 : Ο ξείδω ση, αναγω γή κ α ι α κετυλ ίω σ η  τη ς
βακτηριοοπανοτετρόλης.
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ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ΔΪΑΑΤΚΑΣΤΑ

Α. Οξείδωση καν αναγωγή των ολικών λιπιδίων

Έ να  γραμμάριο λυοφιλιοποιημένων κυττάρων εκχυλίζεται με τη μέθοδο 

Rohm er. Τα λιπίδια που προκύπτουν τοποθετούνται σε κωνική φιάλη των 50 

m l κα ι ο διαλύτης εξατμίζεται σε περιστροφικό εξατμιστήρα. Στην κωνική 

φιάλη προστίθενται 2 m l διαλύματος υπεριωδικών και το μίγμα αφήνεται στη 

θερμοκρασία περιβάλλοντος για  μία ώρα, υπό συνεχή ανάδευση. Μ ετά από μία 

ώρα προστίθενται 10 m l νερού. Το παραπάνω μίγμα εκχυλίζεται τρεις φορές με 

5 m l εξανίσυ. Ο ι εξανικές φάσεις ενώνονται και ξηραίνονται με την προσθήκη 

N a2S0 4 - Μ ετά από διήθηση του παραπάνω διαλύματος μέσω πτυχωτού ηθμού, 

το διήθημα συλλέγεται σε κωνική φιάλη και ο διαλύτης εξατμίζεται σε 

περιστροφικό εξατμιστήρα. Στη φιάλη προστίθενται 2 m l διαλύματος 

βορσΰδριδίου του νατρίου και αφήνεται στη θερμοκρασία περιβάλλοντος για 

μία ώρα κα ι 30 λεπτά, υπό συνεχή ανάδευση. Στη συνέχεια προστίθεται 

διάλυμα Κ Η 2ΡΟ4 0.5 Ν  με σκοπό την εξουδετέρωση της περίσσειας του 

αναγω γικού NaBEL». Ό ταν το μίγμα σταματήσει να αφρίζει, διακόπτεται η 

προσθήκη του διαλύματος ΚΗ2ΡΟ 4 γιατί η εξουδετέρωση έχει επιτευχθεί Το 

μίγμα εκχυλίζεται με εξάνιο, όπως προηγουμένως, οι εξανικές φάσεις 

ενώ νονται και ο διαλύτης εξατμίζεται σε περιστροφικό εξατμιστήρα μέχρι 

μικρού όγκου.

ΔΙΑΛΥΜ ΑΤΑ

1. Διάλυμα υπεριωδικών

Π αρασκευάζεται με διάλυση 0.2 g  υπεριωδικού οξέος σε 2 ml 

τετραϋδροφουρανίου /  νερού (8 :2 ).
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2. Δ ιάλυμα βοροΰδριδίου του νατρίου

Παρασκευάζεται με διάλυση 0.12 g ΝαΒΚ* σε 2 m l αιθανόλης (98% ).

Β. Δ ιαχω ρισμός κ α ι ακετυλίω ση τω ν οπανοειδώ ν

Τα οπανοειδή διαχωρίζονται από τα υπόλοιπα λιπίδια με 

χρωματογραφία στήλης ως έξης:

Κατασκευάζεται μικροστήλη χρησιμοποιώντας μια πιπέτα Pasteur,

• υαλοβάμβακα και κατάλληλη ποσότητα Silica gel ώστε η στήλη να έχει ύψος 5

cm. Η  στήλη πακετάρεται με CH2CI2. Το παραπάνω οξειδωμένο κα ι ανηγμένο

δείγμα των ολικών λιπιδίων, προστίθεται στην μικροστήλη αφήνεται να

περάσει από αυτή και συλλέγεται σε κωνική φιάλη. Στη συνέχεια προστίθενται

10 m l CH2CI2, αφήνονται να περάσουν από τη μικροστήλη, και συλλέγονται

στην ίδια κωνική φιάλη. Ο διαλύτης εξατμίζεται σε περιστροφικό εξατμιστήρα

μέχρι μικρού όγκου και το δείγμα μεταφέρεται σε γυάλινο φιαλίδιο. Ο διαλύτης •
εξατμίζεται σε ρεύμα αζώτου και στο γυάλινο φιαλίδιο προστίθενται 50 μΐ 

πυριδίνης, 50μ1 οξικού ανυδρίτη και 100 μΐ τολουολίου. Το φιαλίδιο αφήνεται 

στη θερμοκρασία περιβάλλοντος κατά τη διάρκεια μιας νύχτας. Α κολουθεί 

εξάτμιση της πυριδίνης, του οξικού ανυδρίτη κα ι του τολουολίου κα ι το  δείγμα 

επαναιωρείται σε 100 μΐ CHCI3.

3.15.2 Π οσοτικός προσδιορισμός τω ν ακετυλιω μένω ν οπανοειδώ ν με αέρια  

χρω ματογραφ ία

ΣΥΣΚΕΥΕΣ

Α έριος χρωματογράφος: FISONS Instrum ents, GC 8000 series 

Καταγραφέας: Servotrace Sefram Paris Type PE N o 9134
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Στήλη: DB1

Μ ικροσύρριγγες: H am ilton, 10 μΐ. 

Ο λοκληρωτής: Shim adzu C-R3A

ΣΥΝΘΗΚΕΣ

Η  ένεση στον αέριο χρωματογράφο είναι ποσότητας 0.2 μΐ, το φέρον 

αέριο είνα ι το υδρογόνο, ενώ το  πρόγραμμα αύξησης της θερμοκρασίας που 

ακολουθείται είνα ι το εξής:

20°C/min 6°C/min

5 0 ° C ----------------► 2 2 0 °C --------------- ► 310°C

ΑΝΑΛΥΣΗ

Τα ακετυλιω μένα οπανοειδή χαρακτηρίζονται συγκρίνοντας το χρόνο 

κατακράτησης τους με το χρόνο κατακράτησης προτύπων ακετυλιωμένων 

οπανοειδώ ν. Ο  ποσοτικός προσδιορισμός των ακετυλιωμένων οπανοειδών 

γίνετα ι με τη βοήθεια ολοκληρωτή χρησιμοποιώντας ως εσωτερικό πρότυπο 

διτριαντακοντάνιο γνω στής ποσότητας. Η  μέθοδος αυτή δεν δίνει σωστά 

αποτελέσματα όσον αφορά την απόλυτη τιμή της ποσότητας των οπανοειδών 

ανά γραμμάριο κυττάρων. Ε ίναι όμως κατάλληλη για τη σύγκριση της 

ποσότητας τω ν οπανοειδών στη μεμβράνη διαφορετικών στελεχών του 

βακτηρίου Ζ  mobilis.
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3.16 Π ροσδιορισμός πρω τεϊνώ ν (Lowry 1951)

ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ

Η  μέθοδος στηρίζεται στις εξής αντιδράσεις:

α. Το σχηματισμό συ μπλόκου Cu2+- πρωτεΐνης σε αλκαλικό περιβάλλον 

(αντίδραση διουρίας).

β. Την αναγωγή του φωσφοροβολφραμικού και του φωσφορομολυβδαινικού 

άλατος, που περιέχονται στο αντιδραστήριο του Folin-C iocalteus (Folin and 

Ciocalteus 1927), από το σχηματιζόμενο σύμπλοκο προς το κυανό του 

βολφραμίου και το κυανό του μολυβδαινίου αντίστοιχα.

ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜ ΟΣ

Το δείγμα τω ν πρωτεϊνών επω άζεται σε θερμοκρασία δωματίου για  μία 

ώρα τουλάχιστον με ίσο όγκο διαλύματος 1 Ν  NaOH. Μ ετά το τέλος της 

επώασης συμπληρώνεται ο όγκος έως 1.0 m l με 0.5 Ν  N aO H . Στη συνέχεια 

προστίθενται 5.0 m l διαλύματος 3, αναδεύεται κα ι επωάζεται σε θερμοκρασία 

δωματίου για 10 λεπτά. Π ροστίθεται 0.5 m l διαλύματος 4, αναδεύεται αμέσως 

και επωάζεται σε θερμοκρασία δωματίου για  30 λεπτά. Το σχηματιζόμενο 

χρώμα φωτομετρείται στα 720 nm. Η  περιεχόμενη πρωτεΐνη προσδιορίζεται με 

αναφορά πρότυπη καμπύλη BSA (0-200 μβ).

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ

1. 2%  κ.β. N a2C 0 3  σε απιονισμένο νερό.
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2. 0 .5%  κ ,β . C uS 0 4.5H 20  σε διάλυμα 1%  κ ιτρ ικού  νατρίου.

3. Ανάμιξη των διαλυμάτων 1 και 2, σε αναλογία 50:1, πριν τη χρήση.

4. Αντιδραστήριο φαινόλης:

Α ναμιγνύεται το αντιδραστήριο Folin-Ciocalteus με απισνισμένο νερό, σε 

αναλογία 1:1, πριν τη χρήση.

5. Πρότυπο διάλυμα αλβουμίνης (BSA):

0.2 m g/m l σε 0.5 Ν  NaO H .

6. Διάλυμα IN NaOH.

3.17 Προσδιορισμός αναγωγικών σακχάρων (Bruner 1964)

Ο προσδιορισμός τω ν αναγωγικών σακχάρων έγινε με την μέθοδο της 

αντίδρασης του 3,5 - δινιτρο-σαλικυλικού οξέος ως εξής:

1 . 2  m l από το αντιδραστήριο του 3,5-δίνιτρο-σαλικυλικού οξέος 

τοποθετούνται σε πλαστικό σωλήνα και το δείγμα ψύχεται σε υγρό πάγο (0 °C) 

για  5 λεπτά.

2. Το προς ανάλυση δείγμα προστίθεται στο σωλήνα σε ποσότητα όχι 

μεγαλύτερη από 2 m l και ο όγκος συμπληρώνεται με νερό μέχρι τα 4 m l. Το 

δείγμα τοποθετείται σε υγρό πάγο (0 °C) για 5 λεπτά.
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3. Ο ι σωλήνες θερμαίνονται στους 100 °C για 5 λεπτά κα ι στη συνέχεια σε 

υγρό πάγο (0 °C) για  άλλα 5 λεπτά.

4. Τέλος, σε κάθε σωλήνα προστίθενται 4 ml νερό και το χρώμα φωτομετρείται

στα 540 nm. Παράλληλα γίνεται και πρότυπη καμπύλη χρησιμοποιώντας

διαλύματα γλυκόζης ποσότητας 0 .5 -14  μηιοΐ.
•  «

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ

Διάλυμα 3,5 - δ ινιτρο-σαλικυλικού οξέος

20 gr 3,5 - δινιτρο-σαλικυλικού οξέος διαλύονται σε 700 m l 1 Ν  NaOH. 

Ο όγκος συμπληρώνεται μέχρι το ένα λίτρο. Το διάλυμα διηθείται και 

φυλάσσεται σε πλαστικές φιάλες.

3.18 Ενζυμικοί προσδιορισμοί στα κύτταρα του Z.mobilis
9

3.18.1 Κ ατεργασ ία  τω ν κυττάρω ν πριν από τον ενζυμικό προσδιορισ μό

Ό γκος καλλιέργειας κυττάρων Ζ. mobilis (250 m l) που βρίσκονται στην 

μέση της εκθετικής φάσης (O.D . 600 nm  =  0.35-0.45), συλλέγονται με 

φυγοκέντρηση στις 6.000 rpm  για  10 λεπτά. Τα κύτταρα εκπλένονται με 50 m l 

ρυθμιστικού διαλύματος έκπλυσης, στο οποίο έχει προστεθεί Ο .ΐμΐ/m l 

μερκαπτοαιθανόλης. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 6.000 rpm  για 10 λεπτά. 

Το κυτταρικό ίζημα επαναιωρείται σε 0.6  m l του παραπάνω διαλύματος και 

τοποθετείται σε ειδικά πλαστικά φιαλίδια (χωρητικότητας 2  m l), εντός των 

οποίων έχουν προστεθεί γυάλινα σφαιρίδια διαμέτρου 0.1 m m  προεμποτισμένα 

με 0.4 m l του παραπάνω διαλύματος, σε ποσότητα που καλύπτει το μισό του 

όγκου του φιαλιδίου. Τα φιαλίδια τοποθετούνται εναλλάξ σε συσκευή δόνησης 

(M ini-Beadbeater, m odel 3110 ΒΧ , Biospec products, B artlesville O klahom a
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U SA ) κα ι σε πάγο οκτώ φορές για  χρονικό διάστημα 50 δευτερολέπτων κάθε 

φόρα. Μ ετά από φυγοκέντρηση ενός λεπτού σε μικροφυγόκεντρο (12.000 

rpm ), το  υπερκείμενο (όγκου ενός m l περίπου) τοποθετείται σε νέο φιαλίδιο 

τύπου Eppedorf. Α κολουθεί φυγοκέντρηση στις 12.000 rpm για πέντε λεπτά. 

Το υπερκείμενο χρησιμοποιείται ως το ενζυμικό παρασκεύασμα για τους 

προσδιορισμούς ενζυμικών δραστικοτήτων και πρωτεϊνών.

3.18.2 Μ έτρηση  τη ς  ενζυμ ικής δρ α σ τικότη τα ς γλυκοκινάσης (Scopes e t al. 

1985)

ΑΡΧ Η  ΤΗ Σ Μ ΕΘΟΔΟΥ

Η  μέθοδος στηρίζεται στις εξής συζευγμένες αντιδράσεις, ο ι οποίες 

αποτελούν τα  δύο πρώ τα στάδια της γλυκολυτικής πορείας που χρησιμοποιεί το 

βακτήριο Ζ  molibis (πορεία Entner-D oudoroff):

Γλυκοκινάση Αφυδρογσνάση της 6-Ρ-γλυκόζης

Γλυκόζη * 6 -Ρ- Γλυκόζη --------------- * 6-Ρ-Γλυκονολακτόνη

ATP -fA D P  NAD+~> NADH

Η  δραστικότητα της γλυκοκινάσης μετράται ως η αύξηση του NADH 

ανά μονάδα χρόνου, χρησιμοποιώντας γλυκόζη ως υπόστρωμα και 

προσθέτοντας σε περίσσεια αφυδρογονάση της 6 -Ρ-γλυκόζης.
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ΜΕΤΡΗΣΗ ΤΗΣ ΔΡΑΣΊΊΚΟ ΊΉ ΤΑΣ

Η  αντίδραση της γλυκοκινάσης πραγματοποιείται μέσα σε κυψελίδα 

όγκου 3 ml, η οποία περιέχει τα εξής:

l m M N A D + 

lOm M  γλυκόζη 

1 mM  ATP 

5 mM  M gCl2

13 μονάδες αφυδρογονάσης της 6 -Ρ-γλυκόζης

Τα παραπάνω αντιδραστήρια, διαλύονται σε 20 m M  ΚΗ2Ρ 0 4 ρΗ =7.5,

σε τελικό όγκο 2.5 m l. Στο διάλυμα αυτό προστίθενται 10-20 μΐ κυτταρικού

εκχυλίσματος και αναδεύεται για  μερικά δευτερόλεπτα. Στην συνέχεια

μετράται η αύξηση της απορρόφησης του δείγματος στα 340 nm  (αύξηση της

ποσότητας του παραγόμενου NADH) σε φωτόμετρο Perkin-Elm er Lam da-15

για συνολικό χρόνο τέσσερα λεπτά. Η  αντίδραση πραγματοποιείται σε *
θερμοκρασία 20°C και ως μάρτυρας χρησιμοποιείται το παραπάνω διάλυμα 

χωρίς να έχει προστεθεί σε αυτό το υπόστρωμα.

3.18.3 Μ έτρηση τη ς ενζυμικής δρα σ τικότη τα ς αφυδρογονάσης τη ς  6 -Ρ- 

γλυκόζης (Scopes et al. 1985)

ΑΡΧΗ ΤΗΣ Μ ΕΘΟΔΟΥ

Η  μέθοδος στηρίζεται στην αντίδραση μετατροπής της 6 -Ρ-γλυκόζης σε 

6 -Ρ-γλυκονολακτόνη η οποία αποτελεί το δεύτερο στάδιο της γλυκολυτικής 

πορείας που χρησιμοποιεί το βακτήριο Ζ  molibis (πορεία Entner-D oudoroff):



Αφυδρογσνάση της 6-Ρ-γλυκόζης

6 -Ρ-Γλυκόζη ------------------------ ► 6 -Ρ- Γλυκονολακτόνη

NAD+—► NADH

Μ ε βάση τα παραπάνω, για να  μετρηθεί η δραστικότητα της 

αφυδρσγονάσης της 6 -Ρ-γλυκόζης σε εκχύλισμα κυττάρων Ζ. mobilis 

χρησιμοποιείται ως υπόστρωμα η 6 -Ρ-γλυκόζη, κα ι μετράται η αύξηση του 

N A D H  φωτομετρικά (340 nm ) ανά μονάδα χρόνου.

Μ ΕΤΡΗ ΣΗ  ΤΗΣ ΔΡΑ ΣΊΊΚ Ο ΊΉ ΤΑ Σ

Η  αντίδραση της αφυδρσγονάσης της 6 -Ρ-γλυκόζης πραγματοποιείται 

σε κυψελίδα όγκου 3 m l, η οποία περιέχει τα εξής:

1 m M N A D +

1 m M  6 -Ρ-γλυκόζης

2 m M  M g2S04

Τα παραπάνω αντιδραστήρια, διαλύονται σε ρυθμιστικό διάλυμα που 

περιέχει: 30m M  Tris-H C l, ρΗ=7.5 και 30 mM KC1, σε τελικό όγκο 2.5 ml. Στο 

διάλυμα αυτό προστίθενται 10-20  μΐ κυτταρικού εκχυλίσματος, αναδεύεται για 

μερικά δευτερόλεπτα κα ι μετράται η αύξηση της απορρόφησης του δείγματος 

στα 340nm  (αύξηση της ποσότητας του παραγόμενου NADH) σε φωτόμετρο 

Perkin-E lm er Lam da-15 για  συνολικό χρόνο 4 λεπτά. Η  αντίδραση 

πραγματοποιείται σε θερμοκρασία 20°C και ως μάρτυρας χρησιμοποιείται το 

παραπάνω διάλυμα χω ρίς να έχει προστεθεί σε αυτό το υπόστρωμα
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3.18.4 Μ έτρηση τη ς ενζυμικής δρα σ τικότη τα ς πυροσταφ υλικής 

αποκαρβοξυλάσης (Neale et al. 1987, D iefenbach and Duggleby 1991)

ΑΡΧΗ ΤΗΣ Μ ΕΘΟΔΟΥ

Η  μέθοδος στηρίζεται στις εξής συζευγμένες αντιδράσεις, ο ι οποίες 

αποτελούν το έκτο και το έβδομο στάδιο της γλυκολυτικής πορείας E ntner- 

DoudorofF:

Πυροσταφυλική αποκαρβοξυλάση Αλκοολική αφυδρογονάση

Πυροσταφυλικό οξύ --------------► Ακεταλδεΰδη + C 0 2 --------------► Α ιθανόλη

NADH — ►NAD*

Μ ε βάση τα παραπάνω, για να  μετρηθεί η δραστικότητα της 

πυροσταφυλικής αποκαρβοξυλάσης σε εκχύλισμα κυττάρων Ζ. mobilis, 

χρησιμοποιείται ως υπόστρωμα πυροσταφυλικό οξύ, προστίθεται σε περίσσεια 

αλκοολική αφυδρογονάση, και μετράται η μείωση του N A DH στα 340 nm  ανά 

μονάδα χρόνου.

Μ ΕΊΤΗ ΣΗ ΤΗΣ ΔΡΑΣΊΊΚΟΤΗΤΑΣ

Η  αντίδραση της πυροσταφυλικής αποκαρβοξυλάσης πραγματοποιείται 

μέσα σε κυψελίδα όγκου 3 m l, η οποία περιέχει τα εξής:

0.15 m M  N A DH

102



5 m M  πυροσταφυλικό οξύ 

5 m M M gC l2

10 un its αλκοολικής αφυδρογονάσης

Τ α παραπάνω αντιδραστήρια, διαλύονται σε 20 mM ΚΗ2Ρ 0 4 ρΗ=7.5 σε 

τελικό όγκο 2.5 m l. Στο διάλυμα αυτό προστίθενται 4 μΐ κυτταρικού 

εκχυλίσματος κα ι αναδεύεται για  μερικά δευτερόλεπτα. Στην συνέχεια 

μετράται η μείωση της απορρόφησης του δείγματος στα 340 nm (μείωση της 

ποσότητας του NA DH) σε φωτόμετρο Perkin-Elm er Lamda-15 για  συνολικό 

χρόνο ένα λεπτό κα ι 24 δευτερόλεπτα. Η  αντίδραση πραγματοποιείται σε 

θερμοκρασία 20°C και ως μάρτυρας χρησιμοποιείται το παραπάνω διάλυμα 

χω ρίς να  έχει προστεθεί σε αυτό το υπόστρωμα.

3.18.5 Μ έτρηση  τη ς  ενζυμ ικής δρα σ τικότη τα ς αλκοολικής αφυδρογονάσης 

(Conw ay et al. 1987, K eshav 1990)

Η  μέθοδος στηρίζεται στην αντίδραση μετατροπής της ακεταλδευδης σε 

αιθανόλη, η οποία αποτελεί το έβδομο στάδιο της γλυκολυτικής πορείας 

Entner-D oudoroff:

Αλκοολική αφυδρογονάση

Α κετα λδεΰδη ---------------------------► Αιθανόλη

NADH - *  NAD*

Μ ε βάση τα παραπάνω, για  να μετρηθεί η δραστικότητα της αλκοολικής 

αφυδρογονάσης στο εκχύλισμα κυττάρων Ζ  mobilise χρησιμοποιείται ως
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υπόστρωμα η ακεταλδεΰδη και μετράται η μείωση του NADH στα 340 nm  ανά 

μονάδα χρόνου.

ΜΕΤΡΗΣΗ ΤΗΣ ΔΡΑΣΊΊΚΟΤΗΤΑΣ

Η αντίδραση της αλκοολικής αφυδρογονάσης πραγματοποιείται σε 

κυψελίδα' όγκου 3 ml, η οποία περιέχει τα εξής:

0.15 m M N A D H  

5 mM ακεταλδεΰδη 

• 5 mM MgCU

Τα παραπάνω αντιδραστήρια διαλύονται σε 20 m M  ΚΗ2ΡΟ 4 ρΗ =7.5 σε 

τελικό όγκο 2.5 ml. Στο διάλυμα αυτό προστίθενται 4 μΐ κυτταρικού 

εκχυλίσματος και αναδεύεται για  μερικά δευτερόλεπτα. Στην συνέχεια 

μετράται η μείωση της απορρόφησης του δείγματος στα 340 nm  (μείωση της 

ποσότητας του NADH) σε φωτόμετρο Perkin-Elm er Lam da-15 για  συνολικό 

χρόνο 2 λεπτά. Η  αντίδραση πραγματοποιείται σε θερμοκρασία 20°C και ω ς 

μάρτυρας χρησιμοποιείται το παραπάνω διάλυμα χω ρίς να  έχει προστεθεί σε 

αυτό το  υπόστρωμα.

3.18.6 Υπολογισμός της ειδικής ενζυμικής δραστικότητας

Σε όλες τις παραπάνω μετρήσεις των δραστικοτήτων μετράται η 

ταχύτητα μεταβολής της απορρόφησης του NADH στα 340 nm. Έ τσ ι είνα ι 

δυνατόν να υπολογιστεί η κλίση (Aabs /  At) της ευθείας που σχηματίζεται, αν 

σε χιλιοστομετρικό χαρτί τοποθετηθεί στον άξονα των X  ο χρόνος και στον 

άξονα των Ψ η απορρόφηση. Η  δραστικότητα του ενζύμου (nm ole N A D H  / 

m in x m g πρωτεΐνης) μπορεί να  υπολογιστεί με βάση αυτή την κλίση, σύμφωνα 

με τον παρακάτω τύπο (Beaucam p et al. 1974, Bergm eyer et al. 1974):
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Δραστικότητα -  κλίση χ 2.5 χ ΙΟ3 / 6.22 χ mg πρωτεΐνης

όπου:
<5

2.5= ο συνολικός όγκος της αντίδρασης (cm )

6.22= συντελεστής εξασθένισης του NADH (cm2/pinole) χ  

διαδρομή της φωτεινής δέσμης (1 cm).

Ο ι πρω τεΐνες προσδιορίζονται με τη μέθοδο Lowry (βλέπε παραπάνω).

3.19 Κινητική μελέτη του ένζυμου γλυκοκινάση στο βακτήριο Ζ. 
mobilis

3.19.1 Υπολογισμός των τιμών Km και Vmmx

Για  τον υπολογισμό τω ν κινητικών παραμέτρων Km και Vm«x έγινε η 

μέτρηση της δραστικότητας της γλυκοκινάσης σε κύτταρα Ζ. mobilis όπως 

ακριβώ ς αναφέρεται παραπάνω, χρησιμοποιώντας όμως ποικίλες 

συγκεντρώ σεις γλυκόζης (από 0.01 mM  μέχρι 10 mM). Ο υπολογισμός των 

κινητικώ ν παραμέτρων Km και Vm» γίνεται με επεξεργασία των 

αποτελεσμάτων σε ηλεκτρονικό υπολογιστή εφοδιασμένο με κατάλληλο 

πρόγραμμα (BIOSOFT 1991).
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3.19.2 Υπολογισμός της κινητικής παραμέτρου k^, στην αντίδραση της 

γλυκοκινάσης

ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ (NC-JUB 1983, Π απαμιχαήλ 1997)

Σε πολύ μεγάλες συγκεντρώσεις υποστρώματος, ο ι ενζυμικές αντιδράσεις 

εμφανίζουν κινητική πρώτης τάξεως σύμφωνα με την αντίδραση:

E  +  S - ^ E S - ^ E  +  P

. όπου Ε: το ένζυμο, S: το υπόστρωμα, ES: το σύμπλοκο ένζυμου υποστρώματος 

και Ρ: το προϊόν.

Η  ταχύτητα της αντίδρασης πρώτης τάξης είναι ν=  ko [Ε]0 (1), επειδή η [S] 

παραμένει ουσιαστικά αναλλοίωτη, όπου ko = k ^ , (2) είναι η φαινόμενη 

σταθερά ταχύτητας πρώτης τάξης, γνωστή κα ι ως καταλυτική σταθερά.

Σε αυτές τις συνθήκες όπου ισχύει [S ]» [E J  και [S ]» [K m], η εξίσωση 

M ichaelis-M enten μετατρέπεται στη σχέση: ν=  Vmax [S]/ [S]= Vmai (3).

Από (1), (2), (3), προκύπτει η σχέση: Vmax=  kcat [Ε]0 (4).

Η  καταλυτική σταθερά Ις», είναι μέτρο του καταλυτικού δυναμικού του 

ενζύμου.

ΠΕΙΡΑΜ ΑΤΙΚΟ Μ ΕΡΟΣ

Η μέτρηση της k ^ t γίνεται σύμφωνα με τους Kezdy and K aizer 1970 και 

τον K night 1995, με τιτλοδότηση των ενεργών κέντρων του ενζύμου 

γλυκοκινάση μετρώντας τη δραστικότητα όπως παραπάνω σε χαμηλή 

θερμοκρασία (3°C) όπου η αντίδραση είναι πολύ αργή, χρησιμοποιώντας ως 

τιτλοδότη το ίδιο το υπόστρωμα, το οποίο στη συγκεκριμένη περίπτωση είναι 

πολύ ειδικό. Έ τσ ι μπορούμε να υπολογίσουμε το [Ε]0 σύμφωνα με τον τύπο:
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[Ε]θ“· [(1000 +  Ve) /  Ve] X (π  /  ε naDH 340 nm)

όπου:

V e -  ο όγκος του προστιθέμενου ενζύμου (μΙ, σε 1000 μΐ τελικού όγκου 

αντίδρασης)

π  =  ένας αριθμός που υπολογίζεται γραφικά και αντιστοιχεί στην απορρόφηση 

στο χρόνο μηδέν

ε n a d h  340 nm =  ο συντελεστής εξασθένισης του NADH (6220 μΐ/μιηοΐ)

Π αράλληλα γίνετα ι κα ι η μέτρηση της τιμής (βλέπε παραπάνω), η οποία 

υπολογίζεται ως Aabs /  min x  ε n a d h  340 nm» και η k c *  μπορεί να υπολογιστεί από 

τον τόπο (K night 1995):

k c t =  A abs /  m in x [E]0 x ε nadh 340 nm

3.20 Μέτρηση της αρχικής ταχύτητας πρόσληψης της γλυκόζης 
από κύτταρα Ζ. m o b ilis  και Ε . c o li (W alsh et al. 1996, W eisser et al. 
1995)

ΠΕΙΡΑ Μ ΑΤΙΚΟ Μ ΕΡΟΣ

A. Κ αλλιέργεια κυττάρων Z. mobilis (O .D .= 0.3-0.4) όγκου 500 ml (σε 

Zym o B roth), φυγοκεντρείται στις 6.000 rpm  για 10 λεπτά στους 4°C. Τα 

κύτταρα εκπλένονται με ρυθμιστικό διάλυμα 100 mM φωσφορικών ρΗ= 7.5 

κα ι επαναιωρούνται σε 1 ml του παραπάνω διαλύματος. Εναιώρημα κυττάρων 

50 μΐ αναμιγνύονται με 12.5 μΐ μίγματος γλυκόζης και 140-γλυκόζης 

(A m ersham , England, 291 m Ci/mmol, τελική συγκέντρωση 5 mM). Το μίγμα 

επω άζεται στους 20°C για χρονικά διαστήματα από 0 μέχρι 60 sec. Η
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αντίδραση σταματάει με την προσθήκη 10 ml διαλύματος διακοπής της 

πρόσληψης της γλυκόζης. Τα κύτταρα διηθούνται αμέσως και εκπλένονται με 

10 ml του παραπάνω διαλύματος. Τα φίλτρα μεταφέρονται σε ειδικά φιαλίδια, 

στα οποία προστίθεται 6 ml υγρού σπινθηρισμού και μετράται η ραδιενέργεια 

σε μετρητή β-ακτινοβολίας.

Β. Καλλιέργεια κυττάρων Ε. coli (O .D .= 0.2), όγκου 50 ml (σε ελάχιστο 

θρεπτικό μέσο Μ 9) παρουσία 1 mM  EPTG αναπτύσσεται μέχρι να  αποκτήσει 

οπτική πυκνότητα 0.7 (τέλος εκθετικής φάσης). Στη συνέχεια η καλλιέργεια 

φυγοκεντρείται στις 6.000 rpm για 10 λεπτά στους 4°C. Τα ίζημα των 

• κυττάρων εκπλένεται με ρυθμιστικό διάλυμα 100 mM  φωσφορικών ρΗ = 7.5. 

Τα κύτταρα επαναιωρούνται σε 1 m l του παραπάνω διαλύματος. Εναιώρημα 

κυττάρων 50 μΐ αναμιγνύονται με 2 μΐ μίγματος 2-δεοξυγλυκόζης και u C-2- 

δεοξυγλυκόζης (Amersham, England, 308 m Ci/m mol, τελική συγκέντρωση 

5mM). Το μίγμα επωάζεται στους 10 °C για χρονικά διαστήματα από 0 μέχρι 

60 sec. Η  αντίδραση σταματάει με την προσθήκη 10 ml διαλύματος διακοπής 

της πρόσληψης της γλυκόζης. Τα κύτταρα διηθούνται αμέσως και εκπλένονται 

με 10 ml του παραπάνω διαλύματος. Τα φίλτρα μεταφέρονται σε ειδικά 

φιαλίδια στα οποία προστίθεται 6 ml υγρού σπινθηρισμού και μετράται η 

ραδιενέργεια σε μετρητή β-ακτινιβολίας.

ΥΠΟΛΟΓΙΣΜ ΟΣ ΤΗΣ ΑΡΧΙΚΗΣ ΤΑΧΥΤΗΤΑΣ ΠΡΟΣΛΗΨΗΣ ΤΗΣ 

ΓΛΥΚΟΖΗΣ

Η συγκέντρωση της γλυκόζης που έχει προσληφθεί από τα  κύτταρα 

υπολογίζεται με βάση το ποσοστό ραδιενέργειας των διηθημένων κυττάρω ν σε 

σχέση με την ποσότητα του αρχικά προστιθέμενου ραδιοϊσοτόπου η οποία 

αντιστοιχεί σε γνωστή συγκέντρωση γλυκόζης. Η  αρχική ταχύτητα της 

πρόσληψης της γλυκόζης από τα κύτταρα υπολογίζεται ως έξής:
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Α ρχικά υπολογίζεται ο λόγος της προσληφθείσας συγκέντρωσης της γλυκόζης 

(nm ol γλυκόζης) ανά m g ολικής πρωτεΐνης, η οποία υπολογίζεται με τη μέθοδο 

Low ry (βλέπε παραπάνω). Ο λόγος αυτός απεικονίζεται σε χιλιοστομετρικό 

χαρτί σε σχέση με το χρόνο (ανά sec). Η  κλίση της ευθείας αυτής αποτελεί την 

αρχική ταχύτητα της πρόσληψης της γλυκόζης από τα κύτταρα (nmol γλυκόζης 

χ  sec ~ι χ  m g Λ πρωτεΐνης).

ΔΙΑΛΥΜ ΑΤΑ

1. Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών:

100 m M  Κ Η 2ΡΟ4 ρΗ = 7.5. To pH  ρυθμίζεται με διάλυμα H C11Ν.

2. Διάλυμα διακοπής της πρόσληψης της γλυκόζης:

500 m M  γλυκόζης σε 100 m M  διαλύματος φωσφορικών ρΗ=7.5. Το 

διάλυμα αυτό πρέπει να βρίσκεται σε θερμοκρασία - 2.5°C, καθ’ όλη τη 

διάρκεια  του πειράματος.

3. Διάλυμα υγρού σπινθηρισμού:

Σε 666 m l τολσυολίου προστίθενται : 4 gr 2,5 diphenyloxazol και 0.04 gr 

l,4-bis[2-(5-phenyl)-oxazolyl benzol, κα ι το μίγμα αναδεύεται πολύ καλά για  

αρκετή ώρα μέχρι να γίνει διαυγές. Στο παραπάνω μίγμα προστίθενται 333 ml 

T riton.
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3.21 Κινητική μελέτη της πρόσληψης της γλυκόζης στο 
βακτήριο Ζ. mobilis

Για τον υπολογισμό των κινητικών παραμέτρων Km και έγινε η 

μέτρηση της πρόσληψης της γλυκόζης στα κύτταρα του Ζ. mobilis, όπως 

ακριβώς αναφέρεται παραπάνω, χρησιμοποιώντας όμω ς ποικίλες 

συγκεντρώσεις γλυκόζης (από 0.25 m M  μέχρι 50 mM ). Ο υπολογισμός τω ν 

κινητικών παραμέτρων Km και Vmax, γίνεται με επεξεργασία των 

αποτελεσμάτων σε ηλεκτρονικό υπολογιστή εφοδιασμένο με κατάλληλο 

πρόγραμμα (BIOSOFT 1991).

3.22 Μετασχηματισμός του βακτηρίου Ε. coli με πλασμιδιακό
DNA (Kushner et al. 1978)

ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ

. Η  μέθοδος στηρίζεται στην κατασκευή επιδεκτικών κυττάρω ν, δηλαδή 

κυττάρων τα οποία μπορούν να  προσλάβουν DNA, με την επίδραση ιόντω ν 

ασβεστίου.

ΠΕΙΡΑΜ ΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

I

I1

1. Ανάπτυξη καλλιέργειας Ε. coli, σε 20 m l Luria B roth, μέχρι οπτικής 

πυκνότητας (O.D.) στα 600 nm: 0.1-0.2.

2. 1.5 ml από την παραπάνω καλλιέργεια αυτή τοποθετείται σε σωληνάριο 

Epedorff και φυγοκεντρείται στις 12.000 rpm  για  ένα λεπτό.
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3. Το υπερκείμενο θρεπτικό υλικό απορρίπτεται και ακολουθεί έκπλυση των 

κυττάρω ν με 1 m l διαλύματος πλύσεως (Δ1) και φυγοκέντρηση τους στις

12.000 rpm  για  ένα λεπτό.

4. Το υπερκείμενο απορρίπτεται και το ίζημα τω ν κυττάρων επαναιωρείται σε 

1 m l διαλύματος ασβεστίου (Δ2) και επω άζεται για  30 λεπτά σε υγρό πάγο 

(0°C ).

5. Τ ο εναιώ ρημα φυγοκεντρείται στις 12.000 rpm  για ένα λεπτό.

6. Το υπερκείμενο απορρίπτεται και το κυτταρικό ίζημα επαναιωρείται σε 0.2 

m l διαλύματος ασβεστίου (Δ2).

7. Σ το παραπάνω  εναιώρημα προστίθενται 3 μΐ DMSO 

(διμεθυλοσουλφοξείδιο), γίνεται ήπια ανάδευση και ακολουθεί η προσθήκη 3- 

15 μΐ πλασμιδιακού DN A συγκέντρωσης 0.1-0.5 pg/μΐ.

8. Το εναιώ ρημα τω ν κυττάρων τοποθετείται σε υγρό πάγο (0°C) για 30 λεπτά.

9. Α κολουθεί θερμικό πλήγμα με τοποθέτηση του σωληνάριου E pedorff σε 

υδατόλουτρο τω ν 43.5°C για  ένα λεπτό.

10. Τ ο κυτταρικό εναιώρημα εμβολιάζεται σε 3 m l L.B. και επωάζεται στους 

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

τους δοθεί ο  χρόνος να  αντιγράψουν και να εκφράσουν το πλασμιδιακό DNA.

11. Μ ετά την ανάρρωση τω ν κυττάρων, γίνεται εμβολιασμός 0.2 ml από την 

παραπάνω  καλλιέργεια σε τρυβλίο που περιέχει το αντιβιοτικό της επιλογής 

τω ν μετασχηματισμένω ν κυττάρων. Τα υπόλοιπα 2.8 ml της καλλιέργειας, 

φυγοκεντρούνται στις 6.000 rpm  για  10 λεπτά. Το υπερκείμενο απορρίπτεται
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και το κυτταρικό ίζημα επαναιωρείται σε 0.2 ml Luria Broth και εμβολιάζεται 

σε τρυβλίο που περιέχει το αντιβιοτικό της επιλογής των μετασχηματισμένων 

κυττάρων.

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ

1. Δ ιάλυμα πλύσεω ς (Δ Ι)

lO m M R bC l, 10mM M OPS (μορφολινοπροπανοσουλφονικό οξύ) ρΗ = 7.0

* 2. Δ ιάλυμα ασβεστίου (Δ2)

10 mM  RbCl, 100 mM  M OPS pH = 6.5, 50 m M  CaCl2

Τα διαλύματα 1 και 2 αποστειρώνονται με φίλτρο διαμέτρου πόρων 0.45 μιη.

3.23 Επιβοηθούμενη βακτηριακή σύζευξη μεταξύ Ε. coli (δότης) 
και Ζ. mobilis (δέκτης) (Afendra and D rainas 1987).

ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ

Η επιβοηθούμενη βακτηριακή σύζευξη επιτυγχάνεται μέσω του 

βοηθητικού πλασμιδίου pRK2013. Α υτό είναι ένα συζευκτικό πλασμίδιο το 

οποίο κωδικεύει όλες τις απαραίτητες λειτουργίες για  να σχηματιστεί η 

κυτταροπλασματική γέφυρα μεταξύ δύο διαφορετικών κυττάρων (δότη-δέκτη) 

και περιέχει αλληλουχίες για την κωδίκευση της πρωτεΐνης M ob (Figurski and 

Helinski 1979). Μέσω της κυτταροπλασματικής γέφυρας μεταφέρεται μια 

αλυσίδα συζευκτικού πλασμιδίου στο κύτταρο δέκτη, η οποία εκτοπίζεται κατά 

τη διάρκεια ειδικής μεταγραφής DNA κυλιόμενου κύκλου. Εκτός από το 

συζευκτικό πλασμίδιο, είναι δυνατό να συμμεταφερθεί κατά τον ίδιο τρόπο και
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άλλο πλασμΐδιο που υπάρχει στο κύτταρο δότη, αρκεί αυτό να έχει ειδικές 

αλληλουχίες κινητοποίησης που αλληλεπιδρούν με την πρωτεΐνη M ob του 

συζευκτικού πλασμιδίου ή  την πρωτεΐνη M ob που κωδικευεται από το ίδιο το 

πλασμίδιο, όπως περιοχές έναρξης μεταφορικής αντιγραφής του DNA bom ή 

ΟτίΤ.

Τα κύτταρα δότες που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτή την εργασία ήταν τα 

στελέχη Ε. coli D H 5a που έφεραν το συζευκτικό πλασμίδιο pRK2013 (Km1) 

κα ι το κινητοποιήσιμο πλασμίδιο αντίστοιχα.

Π ΕΙΡΑ Μ Α ΤΙΚ Ο  Μ ΕΡΟΣ

1. Κ αλλιέργειες τω ν κυττάρων-δότης Ε. coli DH5a/pRK2013 και 

DH5 α/κινητοποιήσιμο πλασμίδιο αναπτύσσονται μέχρι να αποκτήσουν οπτική 

πυκνότητα (O .D . 600 nm) περίπου 0.3. Συγχρόνως αναπτύσσεται και η 

καλλιέργεια  τω ν κυττάρων-δέκτης Ζ  mobilis μέχρι να  αποκτήσει οπτική 

πυκνότητα (O .D . 600 nm ) περίπου 0.4.

2. Τα δύο στελέχη D H 5a τα οποία αποτελούν τους δότες, αναμιγνύονται σε 

αναλογία 1:2 (D H 5a/pRK 2013: D H 5a/ κινητοποιήσιμο πλασμίδιο). Ο αριθμός 

κυττάρω ν δότη είνα ι περίπου ΙΟ7 κύτταρα.

3. Το μίγμα τω ν κυττάρων διηθείται υπό κενό από φίλτρο νιτρικής κυτταρίνης 

διαμέτρου πόρω ν 0.45 pm , και το φίλτρο τοποθετείται σε τρυβλίο Luria Agar 

στους 37°C , για  μία ώρα. Κ ατά το διάστημα αυτό δημιουργούνται κύτταρα- 

δότες που περιέχουν και τα δύο πλασμίδια.

4. Μ ετά από μία ώρα το φίλτρο τοποθετείται σε αποστειρωμένο πλαστικό 

φ ιαλίδιο που περιέχει την καλλιέργεια των κυττάρων Ζ  mobilis, σε ποσότητα 

τέτοια ώ στε η αναλογία δότη (ΡΗ 5α/δύο πλασμίδια) προς δέκτη (Ζ  mobilis),
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να είναι 1:4. Ο αριθμός των κυττάρων του δέκτη είναι 108/ml. Η  επαναιώρηση 

των κυττάρων του φίλτρου στην καλλιέργεια του Ζ. mobilis γίνεται πολύ ήπια.

5. Το παραπάνω μίγμα διηθείται όπως παραπάνω και τοποθετείται σε τρυβλίο 

Zymo A gar στους 30°C για 5 ώρες.

• <

6. Μ ετά από 5 ώρες το φίλτρο τοποθετείται σε αποστειρωμένο πλαστικό 

φιαλίδιο που περιέχει 1 ml Zymo Broth και ακολουθεί ισχυρή ανάδευση.

7. Ακολουθεί εμβολιασμός των κυττάρων του παραπάνω μίγματος σε τρυβλία 

* Zymo A gar που περιέχουν το κατάλληλο αντιβιοτικό επιλογής

μετασυζευγμένων κυττάρων.

Ο αποκλεισμός των κυττάρων δοτών επιτυγχάνεται είτε με την 

προσθήκη στο μέσο επιλογής ριφαμπικίνης (20 pg/m l), είτε με υπεριώδη 

ακτινοβολία, επιδράσεις στις οποίες τα  κύτταρα Ε. coli είναι ευαίσθητα ενώ τα 

κύτταρα Ζ. mobilis είναι ανθεκτικά.

Ο έλεγχος των μετασυζευγμένων αποικιών γίνεται ακολουθώντας την 

παρακάτω διαδικασία: εκχύλιση του πλασμιδιακού DN A,

επαναμετασχηματισμός κυττάρων Ε. coli με το πλασμιδιακό εκχύλισμα (back 

transform ation), απομόνωση του πλασμιδιακού DNA από τις 

επαναμετασχηματισμένες αποικίες Ε. coli (back-transform ants) περιοριστική 

ανάλυση και υβριδισμός DNA-DNA για  έλεγχο της δομής του πλασμιδίου.

3.24 Απομόνωση του πλασμιδιακού DNA με μεθόδους 
αλκαλικής λύσεως των κυττάρων

Οι μέθοδοι αλκαλικής λύσεως για  την απομόνωση του πλασμιδιακού 

DNA βασίζονται στα εξής: Σε υψηλό pH  οι δεσμοί υδρογόνου που συγκρατούν 

τις δύο αλυσίδες του DNA διασπώνται (μετουσίωση). Κ ατά την
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ουδετεροποίηση το πλασμιδιακό DNA επανουσιώνεταμ ενώ το χρωμοσωμικό 

παραμένει μετουσιωμένο, διευκολύνοντας έτσι την εκλεκτική απομόνωση 

πλασμιδιακού DNA.

3.24.1 Α πομόνω ση πλασμιδιακού DNA από Ε. coli σε μεγάλη κλίμακα 

Α . Κ α θα ρ ισ μ ός με βαθμίδω ση πυκνότητα ς C sC l 

Α ΡΧ Η  ΤΗ Σ Μ ΕΘΟΔΟΥ

Ο διαχω ρισμός του πλασμιδιακού DNA από τις πρωτεΐνες, το RNA και το 

χρω μοσω μικό D N A  γίνετα ι με την επίδραση βρωμιούχου αιθιδίου (EtBr). Αυτό 

εισβάλλει μεταξύ γειτονικώ ν βάσεων του DNA με αποτέλεσμα το ξεδίπλωμα 

της διπλής έλικας κα ι κατ’ επέκταση την επιμήκυνση του μορίου και την 

ελάττωση της πυκνότητας επίπλευσης του. Η  επίδραση του EtBr δεν επιφέρει 

τις  ίδ ιες αλλοιώ σεις σε μόρια πλασμιδιακού DNA, τα οποία είναι κυκλικά και 

ομοιοπολικά κλειστά, ιδιότητα που παρεμποδίζει τη διείσδυση του E tB r εντός 

τω ν αλυσίδω ν DNA. Ά ρα, εξισορροπημένη βαθμίδωση πυκνότητας CsCl που 

επιτυγχάνεται με πολύωρη υπερφυγοκέντρηση, διευκολύνει το διαχωρισμό 

συμπλοκώ ν του πλασμιδιακού DN A-EtBr (λόγω της μεγαλύτερης πυκνότητας 

επίπλευσης τους) από τα υπόλοιπα σύμπλοκα DNA-EtBr. Το σύμπλοκο του 

πλασμιδιακού D N A -EtBr, σχηματίζει μια ζώνη που βρίσκεται πλησιέστερα 

στον πυθμένα του φυγοκεντρικού σωλήνα (H ardy 1981).

Π ΕΙΡΑ Μ Α ΤΙΚ Ο  Μ ΕΡΟΣ

1. Σ ε καλλιέργεια κυττάρων Ε. coli (600 m l) οπτικής πυκνότητας (O .D .) 0.8, 

προστίθενται αναστολέας της πρωτεινοσύνθεσης (χλωραμφαινικόλη ή 

στρεπτομυκίνη) σε ποσότητα 200 μ ^ π ιΐ, έτσι ώστε να ενισχυθεί ο αριθμός των
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πλασμιδιακών αντιγράφων στα κύτταρα (am plification). Η  καλλιέργεια 

επωάζεται στους 37°C υπό ανάδευση για 10-12 ώρες.

2. Ακολουθεί συλλογή των κυττάρων από την καλλιέργεια με φυγοκέντρηση 

στις 6.000 rpm  για 10 λεπτά στους 4°C και έκπλυσή τους με 50 m l διαλύματος 

25 mM  Tris-HCl ρΗ= 8.

3. Τα κύτταρα φυγοκεντρούνται όπως προηγουμένως και επαναιωρούνται σε 

50 ml διαλύματος I. Κατόπιν προστίθενται 250 m g λυσοζύμης και το 

εναιώρημα επωάζεται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για 30 λεπτά.

4. Στο παραπάνω εναιώρημα προστίθενται 100 ml φρέσκου διαλύματος Π. Το 

διάλυμα αναδεύεται μέχρι να γίνει διαυγές και τοποθετείται σε υγρό πάγο (0°C) 

για 5 λεπτά.

5. Στη συνέχεια ακολουθεί προσθήκη 75 m l διαλύματος ΠΙ, ανάδευση και 

παραμονή για  15 λεπτά σε υγρό πάγο (0°C).

6. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 8.000 rpm  στους 4°C για  10 λεπτά, και το 

υπερκείμενο μεταφέρεται σε αποστειρωμένη κωνική φιάλη μέσω 

αποστειρωμένης γάζας.

7. Στο διάλυμα προστίθενται 180 m l ψυχρής ισοπροπανόλης (-20°C) και 

ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 8.000 rpm  στους 0°C για  10 λεπτά.

8. Το υπερκείμενο απομακρύνεται, το ίζημα αφήνεται να στεγνώσει καλά και 

στη συνέχεια διαλύεται σε 9.2 m l ΤΕ ρΗ = 8.

9. Το παραπάνω διάλυμα μεταφέρεται σε κωνική φιάλη στην οποία έχουν 

προστεθεί 10 g  CsCl και 0.96 m l E tB r (3m g/m l). To μίγμα αυτό μεταφέρεται σε
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σωλήνα υπερφυγοκέντρησης, ο οποίος υπερπληρώνεται με παραφινέλαιο. Ο ι 

φυγοκεντρικοί σωλήνες ζυγοσταθμίζονται με ακρίβεια 0.0 lg .

10. Α κολουθεί υπερφυγοκέντρηση του δείγματος στις 40.000 rpm  στους 20°C 

για  18-24 ώρες, (υπερφυγόκεντρος Beckm an 75, με κεφαλή NVT65 σταθερής 

γω νίας).

11. Μ ετά την υπερφυγοκέντρηση αφαιρείται το στρώμα του παραφινέλαιου και 

η  ζώ νη του πλασμιδιακού DNA τοποθετείται σε αποστειρωμένο σωληνάριο 

τω ν 10 m l. Η  ζώνη του πλασμιδιακού DNA μπορεί να  διακριθεί λόγω της 

παρουσίας του E tB r είτε δια  γυμνού οφθαλμού είτε με φθορισμό στο υπεριώδες 

φως.

12. Το βρω μιούχο αιθίδιο απομακρύνεται από το διάλυμα με διαδοχικές 

εκχυλίσεις με 1-βουτανόλη. Ο ι εκχυλίσεις σταματούν όταν χαθεί το κόκκινο 

χρώ μα (συνήθω ς μετά από 3-4 εκχυλίσεις). Ο διαχωρισμός της οργανικής από 

την υδατική φάση διευκολύνεται με φυγοκέντρηση στις 4.000 rpm  για  5 λεπτά.

13. T o C sC l απομακρύνεται από το διάλυμα με διαπίδυση εντός κατάλληλα 

κατεργασμένω ν μεμβρανικών σωλήνων. Η  διαπίδυση γίνεται σε ένα λίτρο 

διαλύματος ΤΕ, όπου εμβαπτίζονται οι μεμβράνες κλεισμένες με ειδικά 

κλείστρα. Το διάλυμα της διαπίδυσης αναδεύεται ήπια στους 4°C και 

αντικαθίσταται τρεις φορές ανά δύο ώρες.

ΔΙΑ Λ Υ Μ Α ΤΑ

1. Δ ιάλυμ α  I  

50 m M  γλυκόζης

25 m M  Tris (τρις-υδροξυ-αμινομεθάνιο)-Η Ο Ι ρΗ= 8
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10 mM  EDTA (αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ)

2. Δ ιάλυμα Π

0. 2.Ν  NaOH \

1% SDS (δώδεκυλοσουλφονικό νάτριο) [

3. Δ ιάλυμα ΙΠ

. 10 m M  CH3COOK ρΗ = 4.8

4. Δ ιάλυμα Τ Ε

ι
10 m M  Tris-H Cl !

1 mM  EDTA pH= 8 1

m

ΚΑΤΕΡΓΑΣΙΑ Μ ΕΜ ΒΡΑΝΩΝ ΔΙΑΠΙΔΥΣΗΣ TSambrook et al. 1989)

1. Ρολό μεμβρανικού σωλήνα διαπίδυσης (V isking dialysis tubing, SERVA 

20/32 N o44110) τεμαχίζεται σε τμήματα μήκους 10-15 cm  τα οποία βυθίζονται 

σε δοχείο ζέσεως που περιέχει δύο λίτρα διαλύματος 10 m M  EDTA ρΗ = 8. Το 

διάλυμα αφήνεται να  βράσει για  10 λεπτά.

2. Το διάλυμα απορρίπτεται και η παραπάνω διαδικασία επαναλαμβάνεται με 

δύο λίτρα νερού. 3

3. Ο ι ενεργοποιημένες μεμβράνες αποστειρώνονται σε κωνική φιάλη που 

περιέχει 200 m l νερού κα ι φυλάσσονται στους 4°C .

—
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Β. Α πομόνω ση με τη  μέθοδο Je ts ta r  (M axi 20, G enom ed)

Α ΡΧ Η  ΤΗΣ Μ ΕΘΟΔΟΥ

Η  μέθοδος στηρίζεται στην ειδική δέσμευση του πλασμιδιακού DNA 

χρησιμοποιώ ντας στήλη εφοδιασμένη με το κατάλληλο υλικό και στη συνέχεια 

έκλουση του DNA από τη στήλη.

Π ΕΙΡΑ Μ ΑΤΙΚΟ Μ ΕΡΟΣ

1. Α πό καλλιέργεια 300-500 m l Ε. coli, τα κύτταρα συλλέγονται με 

φυγοκέντρηση στις 6.000 rpm  στους 4°C για 10 λεπτά.

2. Τ α κύτταρα επαναιωρούνται σε 10 m l διαλύματος Ε1.

3. Α κολουθεί λύση τω ν κυττάρων με την προσθήκη 10 m l διαλύματος Ε2 και 

επώαση του εναιωρήματος σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για 5 λεπτά.

4. Στο παραπάνω  εναιώρημα προστίθενται 10 m l διαλύματος Ε3. Ακολουθεί 

άμεση ανακίνηση και φυγοκέντρηση στις 4.000 rpm  σε θερμοκρασία 

περιβάλλοντος για  10 λεπτά.

5. Το υπερκείμενο τοποθετείται στην ειδική στήλη και αφήνεται να εκρεύσει 

μέσω της βαρύτητας. Η  στήλη έχει προηγουμένως εξισορροπηθεί με 30 ml 

διαλύματος Ε4.

6. Α κολουθεί έκπλυση της στήλης με 60 ml διαλύματος Ε5.

7. Στη συνέχεια το DNA εκλούεται από τη στήλη με προσθήκη 15 ml 

διαλύματος Ε6.
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8 . Τέλος γίνεται καταβύθιση του DNA με 10.5 m l ισοπροπανόλης και 

φυγοκέντρηση στις 15.000 στους 4°C για  30 λεπτά. To DNA εκπλένεται με 

70% αιθανόλη, φυγοκεντρείται όπως προηγουμένως, το ίζημα ξηραίνεται με 

παραμονή στους 37°C και επαναιωρείται στον κατάλληλο όγκο διαλύματος 

ΤΕ.

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ

Ε1: διάλυμα  επαναιώ ρησης κυττάρω ν

* 50 mM  Tris

10mM EDTA pH=8.0 

100 pg/m l Rnase

To διάλυμα φυλάσσεται στους 4 °C.

E 2 : δ ιάλυμα  λύσης κυττάρω ν

200 mM  NaOH 

1% S D S .

E3: διάλυμα  ουδετεροποίησης

*

3.1 Μ  CH3COOK ρΗ=5.5

Ε4: δ ιάλυμα  εξισορρόπησης στήλης

600 mM  N aCl

100 mM  CH3COONa pH=5.0

0.15%  TritonX-100
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Ε5: διάλυμα έκπλυσης στήλης

80 0 m M N aC l

100 m M  CH3COO Na ρΗ =5.0

Ε6: διάλυμα έκλουσης

1250 m M N aC l 

100 m M  T ris ρΗ =7.5

3.24.2 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA από Ε. coli σε μικρή κλίμακα (m ini 

preparation)

Η  μέθοδος είνα ι μια παραλλαγή της μεθόδου απομόνωσης DNA σε 

μεγάλη κλίμακα (βλέπε 3.24.1.Α ) προσαρμοσμένη σε μικρούς όγκους 

καλλιέργειας κα ι ακολουθεί την εξής πειραματική διαδικασία:

1. Α πό καλλιέργεια 1.5 m l τα κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση στις

12.000 rpm  για  3 λεπτά.

2. Το κυτταρικό ίζημα επαναιωρείται σε 100 μΐ διαλύματος I και το εναιώρημα 

επω άζεται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για  15 λεπτά.

3. Στη συνέχεια προστίθενται στο παραπάνω εναιώρημα 200 μΐ διαλύματος Π 

κα ι το  μίγμα επω άζεται σε υγρό πάγο (0°C) για  10 λεπτά.

4. Α κολουθεί η προσθήκη 150 μΐ διαλύματος ΠΙ, ήπια ανάδευση και επώαση 

σε υγρό πάγο (0°C ) για  5 λεπτά.
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5. Το παραπάνω μίγμα φυγοκεντρείται στις 12.000 rpm , για  10 λεπτά, στη 

θερμοκρασία περιβάλλοντος.

6. Στη συνέχεια συλλέγονται 400 μΐ από το υπερκείμενο σε άλλο σωληνάριο 

στο οποίο προστίθενται 320 μΐ παγωμένης (-20 °C) ισοπροπανόλης και 

ακολουθεί επώαση σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για 15 λεπτά.

7. Το παραπάνω μίγμα φυγοκεντρείται στις 12.000 rpm , για  10 λεπτά, στη 

θερμοκρασία περιβάλλοντος.

* 8. Ακολουθεί συλλογή του ιζήματος, ξήρανση και επαναιώρηση σε 300 μΐ ΤΕ.

9. Στο παραπάνω διάλυμα προστίθενται 30 μΐ CH3COONa 3Μ  ρΗ =5.5 κα ι 800 

μΐ παγωμένης (-20 °C) αιθανόλης και το μίγμα επωάζεται στους -80 °C για  30 

λεπτά.

10. Το μίγμα φυγοκεντρείται στις 12.000 rpm , για  10 λεπτά στους 4 °C, το 

ίζημα συλλέγεται, εκπλένεται με 70% αιθανόλη, ξηραίνεται και επαναιωρείται 

στον κατάλληλο όγκο νερού ή διαλύματος ΤΕ.

ΔΙΑΛΥΜ ΑΤΑ

1. Διάλυμα 1

50 mM  γλυκόζης

25 mM  Tris (τρις-υδρόξυ-αμινομεθάνιο)-Η Ο  ρΗ= 8 

10 mM  EDTA (αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ)

5 mg/ml λυσοζύμης

Το διάλυμα φυλάσσεται στους -20 °C.
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2. Διάλυμα Π

0.2 Ν  N aO H

1% SDS (δωδεκυλοσουλφονικό νάτριο)

Το διάλυμα παρασκευάζεται αμέσως πριν την χρήση του.

3. Δ ιάλυμα  ΙΠ

3 Μ  CH3COOK ρΗ = 4.8

4. Δ ιάλυμ α  Τ Ε

10m M T ris-H C l 

1 m M  ED TA  ρΗ = 8

3.24.3 Α πομόνω ση πλασ μ ιδιακού  DNA από Ζ  mobilis (Scordaki and Drainas 

1987)

Η  απομόνωση του πλασμιδιακού DNA βασίζεται στην αλκαλική λύση 

τω ν κυττάρω ν κα ι ακολουθεί την εξής πειραματική διαδικασία:

1. Α πό 50 m l καλλιέργεια Ζ  mobilis, η οποία βρίσκεται στο τέλος της 

εκθετικής φάσης, τα  κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση στις 6.000 rpm 

σους 4  °C για  10 λεπτά.

2. Το κυτταρικό ίζημα εκπλένεται με 5 m l διαλύματος 50 m M  T ris ρΗ=8.0.
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3. Στη συνέχεια γίνεται επαναιώρηση των κυττάρων με 200 μΐ διαλύματος ΤΕ5ο 

και ακολουθεί η προσθήκη 100 μΐ διαλύματος λυσοζύμης (5m g/m l) κα ι επώαση 

στους 37 °C για  40 λεπτά.

4. Στο παραπάνω εναιώρημα προστίθενται 2.5 m l διαλύματος λύσεως και

ακολουθεί ανάδευση για  ένα λεπτό. Γίνεται επώαση στους 37 °C για  40 λεπτά.
• «

*

5. Στη συνέχεια προστίθενται 0.4 ml διαλύματος 2 Μ  Tris p H -7 .0  και 

ακολουθεί ανάδευση για  ένα λεπτό.

* 6. Η  κατακρήμνιση του χρωμοσωμικού DNA γίνεται με προσθήκη 0.27 m l 5 Μ  

NaCI, ανάδευση για ένα λεπτό και τοποθέτηση του δείγματος σε υγρό πάγο (0 

°C) για 2 ώρες.

7. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 15.000 rpm  στους 4 °C για  30 λεπτά για  να 

απομακρυνθούν τα κυτταρικά υπολείμματα και το χρωμοσωμικό DNA.

•

8. Το υπερκείμενο τοποθετείται σε γυάλινο φυγοκεντρικό σωλήνα, που 

περιέχει 32 μΐ διαλύματος ενεργοποιημένης ΚΝασης, και το δείγμα επωάζεται 

στους 37 °C για 30 λεπτά.

9. Ακολουθούν δύο εκχυλίσεις με 2.5 ml δις-απεσταγμένης φαινόλης, έτσι 

ώστε να απομακρυνθούν οι πρωτεΐνες. Το μίγμα αναδεύεται γρήγορα για  10 

δευτερόλεπτα και στη συνέχεια ήπια για ένα λεπτό. Ο ι φάσεις διαχω ρίζονται με 

φυγοκέντρηση στις 3800 rpm  για  πέντε λεπτά.

10. Στη συνέχεια γίνεται εκχύλιση με 2,5 m l χλωροφόρμιο : ισοαμυλική 

αλκοόλη (24:1), έτσι ώστε να  απομακρυνθούν τα υπολείμματα της φαινόλης. Η  

ανάμιξη και ο διαχωρισμός των φάσεων γίνεται όπως προηγουμένως.
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11. Στην υδατική φάση προστίθενται ποσότητα 3 Μ  C I^C O O N a ίση με το 1/6 

του όγκου της κα ι παγωμένη (-20 °C) αιθανόλη σε όγκο διπλάσιο ή τριπλάσιο 

από αυτόν της υδατικής φάσης. Το δείγμα τοποθετείται στους -20 °C για μία 

νύχτα, έτσι ώστε να πραγματοποιηθεί η καταβύθιση του πλασμιδιακσύ DNA.

12. Το παραπάνω δείγμα φυγοκεντρείται στις 12.000 rpm  σε 0 °C για 20 λεπτά 

κα ι λαμβάνεται το ίζημα, το οποίο αποτελεί το πλασμιδιακό DNA.

13. Το πλασμιδιακό D N A  εκπλένεται με 2 m l 70% αιθανόλης, ξηραίνεται και 

επαναιω ρείται σε 100-200 μΐ ΤΕ. Το διάλυμα του πλασμιδιακσύ DNA 

φυλάσσεται στους 4 °C.

ΔΙΑ Λ ΥΜ Α ΤΑ

l-T E so

50 m M  Tris 

5 m M  EDTA pH =8.0

2. Δ ιάλυμα λυσοζύμης 

40 m g λυσοζύμης/ m l TE50

3. Δ ιάλυμα  λύσ εω ς

1%  SDS σε TEso

Π ριν από τη χρήση το pH  ρυθμίζεται σε 12.45 με διάλυμα NaOH 12 Ν.

123



4. Διάλυμα ΚΝασης

2 mg ΚΝασης /m l νερού

Το διάλυμα βράζεται στους 95 °C για 10 λεπτά και φυλάσσεται στους -20 °C.

5. Φ αινόλη

Η  φαινόλη αποστάζεται δύο φορές στους 160 °C, για να  απομακρυνθούν 

οι διάφοροι οξειδωτικοί παράγοντες, ο ι οποίοι καταστρέφουν τους 

φωσφοδιεστερικούς δεσμούς των νουκλεϊνικώ ν οξέων. Στην απεσταγμένη 

* φαινόλη προστίθεται υδροξυκινολίνη, σε τελική συγκέντρωση 0.1% . Η  ουσία 

αυτή χρησιμοποιείται ως δείκτης οξείδωσης (αλλαγή χρώματος). Η  φαινόλη 

επίσης εξισορροπείται με διάλυμα 3% NaCl ή με 2Μ  Tris-HCl, ώστε το pH  της 

φαινόλης να  γίνει μεγαλύτερο από 7.8.

3 .2 5  Απομόνωση χρωμοσωμικού DNA από το Ζ. mobilis (Byun et 
a i  1986)

1. Κ ύτταρα από καλλιέργεια 100 ml στο τέλος της εκθετικής φάσης ανάπτυξης 

φυγοκεντρούνται στις 8.000 rpm  στους 4 °C γ ια  10 λεπτά. Α κολουθεί έκπλυση 

με 5 m l διαλύματος I.

2. Το εναιώρημα φυγοκεντρείται όπως προηγουμένως κα ι τα  κύτταρα 

επαναιωρούνται σε 10 m l διαλύματος Π. 3

3. Στη συνέχεια προστίθενται 10 mg λυσοζύμης και το κυτταρικό αιώρημα 

επωάζεται στους 37°C για  12 ώρες τουλάχιστον.
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4. Α κολουθεί προσθήκη υδατικού διαλύματος πρωτεάσης-Κ σε τελική 

συγκέντρωση 200 pg /  m l κα ι το  διάλυμα αφήνεται να επωαστεί στους 50°C 

για  άλλες 12 ώρες.

5. Μ ετά την προσθήκη 1 m l διαλύματος 10% λαυρικής σαρκοσίνης, ακολουθεί 

επώαση όπως το προηγούμενο βήμα.

6. Στη συνέχεια προστίθενται 20 m l αιθανόλης και το DNA συλλέγεται με μια 

γυάλινη ράβδο η οποία περιστρέφεται εντός του διαλύματος κατά τη διάρκεια 

της προσθήκης της αιθανόλης.

7. Α κολουθεί έκπλυση του DNA με τον εμβαπτισμό της ράβδου σε 70% 

αιθανόλη δύο φορές.

8. To D N A  αφήνεται να  στεγνώ σει στους 37 °C και επαναδιαλύεται σε 4 m l 

Τ.Ε (για  την επαναδιάλυση του απαιτείται χρόνος περισσότερος των 18 ωρών).

ΔΙΑΛΥΜ ΑΤΑ

1. Δ ιάλυμα  I

50 m M  Tris-H C l 

100 m M  ED TA  p H -8 .0

2. Δ ιάλυμ α  Π

25 m M  Tris-H Cl 

100 m M  EDTA pH *8.0 

10% γλυκερόλη
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Η  καθαρότητα και η συγκέντρωση του DNA στο διάλυμα μετά την 

απομόνωση μετράται ως εξής:

Μ ετά από κατάλληλες αραιώσεις λαμβάνεται μία μέτρηση στα 260 nm και μία 

στα 280 nm. Η συγκέντρωση του DNA υπολογίζεται θεωρώντας ότι: OD260 = 1 

αντιστοιχεί σε 50 pg δίκλωνου DNA /  ml διαλύματος. Το διάλυμα του DNA 

είναι καθαρό όταν ο λόγος OD26o/OD28o είναι περίπου 1.8 .

3.26 Π έψη του DNA με περιοριστικές ενδονουκλεάσες

ΑΡΧΗ ΤΗΣ Μ ΕΘΟΔΟΥ

Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες που χρησιμοποιούνται στην ανάλυση 

και στις κλωνοποιήσεις DNA είναι ένζυμα που αναγνωρίζουν συγκεκριμένες 

αλληλουχίες ζευγών βάσεων του DNA (συνήθως 4 έως 6), και διασπούν τους 

φωσφοδιεστερικούς δεσμούς που συγκρατούν δύο γειτονικές βάσεις κα ι στις 

δύο αλυσίδες συμμετρικά εντός της περιοχής αναγνώρισης. Τα μεγέθη των 

περιοριστικών τμημάτων που προκύπτουν μετά τη δράση τω ν περιοριστικών 

ενδονουκλεασών υπολογίζονται συγκρίνοντας τις αποστάσεις που διανύουν σε 

ηλεκτροφόρηση πήγματος αγαρόζης, με τις αποστάσεις προτύπων ζωνών DNA 

γνωστού μοριακού βάρους. Κάθε περιοριστικό ένζυμο έχει βέλτιστες συνθήκες 

θερμοκρασίας, pH  και σύστασης ρυθμιστικού διαλύματος στις οποίες δρα και 

οι οποίες δίνονται από τις κατασκευαστικές εταιρίες. Η  συγκέντρωση των 

περισσοτέρων ενδονουκλεασών εκφράζεται σε Unit/μ ΐ, όπου 1 U nit ορίζεται η 

ποσότητα του ενζύμου που απαιτείται για  την πέψη 1 pg DNA του φάγου λ  σε 

1 ώρα, υπό τις κατάλληλες συνθήκες δράσεως του εκάστοτε ενζύμου.

Στη παρούσα εργασία, για  την χαρτογράφηση τω ν γονιδίω ν, την 

υποκλωνοποίηση τους και γενικά τις αναλύσεις τω ν πλασμιδιακώ ν και 

χρωμοσωμικών DNA χρησιμοποιήθηκαν οι εξής περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες: ΑραΙ, BamYH, BglU, EcoRl, ΗΐηάΠΙ, Kpnl, Pstl, Sacl, Sail,
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Smal, Xbal KaiXhol. Ω ς πρότυπο μοριακών βαρών χρησιμοποιήθηκε DNA του 

φάγου λ  που είχε υποστεί πέψη με ΗΐηόΠί.

3.26.1 Π έψ εις πλασμιδιακού DNA (Sam brook et al. 1989)

Η  αντίδραση της πέψης πραγματοποιείται σε τελικό όγκο 10-20 μΐ, σε 

σωληνάριο E ppedorf όπου τοποθετούνται τα  εξής:

1. Κ ατάλληλη ποσότητα απεσταγμένου και αποστειρωμένου νερού (ds Η2Ο), 

γ ια  τη ρύθμιση του τελικού όγκου της αντίδρασης.

2. Π οσότητα ρυθμιστικού διαλύματος ίση με το 1/10 του τελικού όγκου της 

αντίδρασης.

3. Ο ρισμένη ποσότητα DNA (0.5-1.0 pg).

4. 1 μ ΐ περιοριστικής ενδονουκλεάσης (2-10 U / μΐ).

Το μίγμα της αντίδρασης επωάζεται στους 30 °C ή στους 37°C 

(ανάλογα με τις βέλτιστες συνθήκες του περιοριστικού ενζύμου) για 1-2 ώρες.

Η  αντίδραση τερματίζεται με την προσθήκη διαλύματος EDTA σε 

τελική συγκέντρωση 10 mM . Ορισμένα περιοριστικά ένζυμα 

απενεργοποιούνται με επώαση στους 65 °C.

Σε περίπτωση μερικής πέψης οι παραπάνω συνθήκες της αντίδρασης 

τροποποιούνται: ο χρόνος της αντίδρασης μειώνεται σε 1-15 min και η 

συγκέντρωση του περιοριστικού ένζύμου είναι από 10 έω ς 100 φορές 

μικρότερη.
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3.26.2 Π έψ εις χρω μοσω μικού DNA

Οι πέψεις γίνονται σε τελικό όγκο lm l, σε αποστειρωμένους σωλήνες 

των 3 ml στους οποίους τοποθετούνται τα εξής:

1. Η  κατάλληλη ποσότητα ds Η20 , για  τη ρύθμιση του τελικού όγκου της 

αντίδρασής.'

2 .1 0 0  μ ΐρυθμιστικού διαλύματος 

• 3 .1 0  μΐ διαλύματος σπερμιδίνης 100 m M

4. 20-30 pg χρωμοσωμικού DNA

5. Κατάλληλη ποσότητα ενζύμου ώστε να  αντιστοιχούν 5 U nit /  pg DNA

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

37°C για 1-2 μέρες. Ο έλεγχος της πλήρους πέψης γίνεται με ηλεκτροφόρηση 

μικρής ποσότητας δείγματος.

Μ ετά την ολοκλήρωση της πέψης, η μείωση του όγκου της αντίδρασης 

επιτυγχάνεται με διαδοχικές εκχυλίσεις με 2-βουτανόλη. Ό ταν ο όγκος μειωθεί 

στα 100 μΐ, τότε η ποσότητα αυτή μεταφέρεται σε σωλήνα E ppedorf κα ι γίνετα ι 

καταβύθιση του DNA προσθέτοντας 50 μΐ διαλύματος CH3COONH4 7.5 Μ  και 

300 μΐ αιθανόλης, και τοποθέτηση του δείγματος στους -20°C για  τη διάρκεια 

μιας νύχτας.

Μ ετά την καταβύθιση του DNA, ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 12000 

ipm  στους 4 °C για  20 λεπτά και το ίζημα επαναιωρείται σε 30 μΐ Τ.Ε.
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3.27 Η λεκτροφόρηση του DNA

Α ΡΧ Η  ΤΗΣ Μ ΕΘΟΔΟΥ

Η  ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης είναι μια μέθοδος διαχωρισμού 

τμημάτω ν DNA. Π ραγματοποιείται σε οριζόντια συσκευή ηλεκτροφόρησης και 

βασίζεται στο ότι το DNA έχει αρνητικό φορτίο, με αποτέλεσμα να κινείται 

προς το  θετικό πόλο όταν βρεθεί σε ηλεκτρικό πεδίο.

Ο ι παράγοντες που επηρεάζουν την μετακίνηση του DNA στο πήγμα 

αγαρόζης είνα ι ο ι εξής:

Τ ο μ έγεθος το υ  τμ ή μ α το ς DNA. Τα γραμμικά μόρια DNA μετακινούνται στο 

πήγμα αγαρόζης αντιστρόφως ανάλογα του δεκαδικού λογάριθμου του 

μεγέθους τους.

Η  συγκέντρω ση  τη ς  αγαρόζης. Η  κινητικότητα του DNA σε σχέση με τη 

συγκέντρωση της αγαρόζης δίνεται από τον τύπο: log μ = log μο - k,. t, όπου μ 

είνα ι η κινητικότητα του DNA, μο η ελεύθερη κινητικότητα του DNA, ο 

συντελεστής καθυστέρησης και t  η συγκέντρωση της αγαρόζης.

Η  τά σ η  πεδ ίου . Ο καλύτερος διαχωρισμός των μορίων επιτυγχάνεται σε τάση 

£  5 V olt/cm .

Η  διαμ όρφ ω σ η  του  DNA. Τα μόρια του DNA μπορούν να έχουν τρεις 

διαφορετικές διαμορφώσεις:

α) Κ υκλικά μόρια (form -I: πλασμίδια, βακτηριακό ή ιικό DNA)

β) Κ υκλικά μόρια τα  οποία έχουν εγκοπές (form-Π: πλασμίδια τα οποία έχουν

εγκοπές στη μία αλυσίδα)

131



γ) Ευθύγραμμα μόρια (fonn-ΙΠ: είναι συνήθως όλα τα  μόρια DNA τα  οποία 

έχουν υποστεί πέψεις με περιοριστικές ενδονουκλεάσες).

Μ όρια DNA ίδιου μεγέθους αλλά διαφορετικής διαμόρφωσης, έχουν 

διαφορετική κινηπκότητα. Η  σειρά αύξησης της κινητικότητας είναι: μόριο 

ανοιχτού κύκλου, ευθύγραμμο μόριο και μόριο κλειστού υπερσπειρωμένου 

κύκλου (G rinsted and Benett 1988).

ΠΕΙΡΑΜ ΑΤΙΚΟ Μ ΕΡΟΣ (Sambrook et al. 1989)

1. Σε κωνική φιάλη των 250 m l ζυγίζονται 0.7- 2 g αγαρόζης (ανάλογα με την 

• επιθυμητή πυκνότητα του πήγματος). Στην φιάλη προστίθενται 100 m l

διαλύματος ΤΑΕ και τοποθετείται στο φούρνο μικροκυμάτων όπου αφήνεται 

μέχρι να διαλυθεί τελείως η αγαρόζη.

2. Ό ταν η θερμοκρασία της παραπάνω φιάλης φθάσει τους 50 °C, προστίθεται 

ο κατάλληλος όγκος βρωμιούχου αιθιδίου, έτσι ώστε η τελική συγκέντρωση 

του στο διάλυμα να είναι 0.5 pg/ml.

3. Το παραπάνω μίγμα αποχυνεται στη συσκευή ηλεκτροφόρησης κα ι αφήνεται 

να πήξει οπότε αφαιρείται το κτένι για τη δημιουργία των φρεατίων.

4. Στα δείγματα DNA που πρόκειται να ηλεκτροφορηθούν, προστίθεται ο 

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

Το διάλυμα G.L.B. περιέχει γλυκερόλη, με αποτέλεσμα το δείγμα να  μην 

διαχέεται και να κατακρατείται στον πυθμένα του φρεατίου. Επίσης το διάλυμα 

αυτό περιέχει δύο αρνητικά φορτισμένες χρωστικές των οποίων η μετακίνηση 

στο πήγμα αγαρόζης είναι ενδεικτική για  το τέλος της ηλεκτροφόρησης.

5. Α κολουθεί φόρτωση τω ν δειγμάτων στα φρεάτια του πήγματος και στη 

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

6 . Μ ετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης, το πήγμα εκτίθεται σε υπεριώδη 

ακτινοβολία (302 nm ), προκειμένου να γίνουν ορατά τα συμπλοκα DNA- 

βρωμιούχου αιθιδίου τα οποία παρουσιάζουν ζώνες ρόδινου χρώματος. Η  

φωτογράφηση του πήγματος γίνεται με μηχανή Polaroid με φιλμ Polaroid 667 

(3000 A SA ) κα ι έχοντας προσαρμοσμένα στο φακό δύο φίλτρα (πορτοκαλί και 

κίτρινο).

ΔΙΑΛΥΜ ΑΤΑ

Διάλυμα ΤΑΕ (Tris-acetate)

0.04 Μ  T ris-acetate

0.001 Μ  EDTA ρΗ=8.0

Το διάλυμα παρασκευάζεται σε συγκέντρωση 50 φορές μεγαλύτερη 

(50Χ) κα ι φυλάσσεται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος. Το τελικό διάλυμα (IX ) 

παρασκευάζεται λίγο πριν την ηλεκτροφόρηση με κατάλληλη αραίωση του 

διαλύματος 50Χ.

Ρυθμιστικό διάλυμα φόρτωσης

0.25%  κυανό της βρωμοφαινόλης

0.25%  κυανολικό ξυλένιο 

30%  γλυκερόλη

Το διάλυμα φυλάσσεται στους 4°C.
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3.28 Απομόνωση DNA από πήγμα αγαρόζης

Η απομόνωση DNA από πήγμα αγαρόζης μπορεί να  γίνει με τις εξής 

δύο μεθόδους:

3.28.1 Α πομόνωση DNA από πήγμα  αγαρόζης με τη  μέθοδο G EA N C LEA N  

Π  Β ΙΟ  101

ΑΡΧΗ ΤΉΣ ΜΕΘΟΔΟΥ

To Geneclean Π περιέχει ειδικά διαμορφωμένα σφαιρίδια οξειδίου του 

πυριτίου (Glassm ilk), τα οποία έχουν τη δυνατότητα να  προσδένουν το 

μονόκλωνο και δίκλωνο DNA, χω ρίς να  προσδένουν άλλα συστατικά.

ΠΕΙΡΑΜ ΑΤΙΚΟ Μ ΕΡΟΣ

1. Η  ζώνη DNA που πρόκειται να  καθαριστεί, αποκόβεται από το πήγμα 

αγαρόζης, ζυγίζεται (1 g  =  1 m l) κα ι τοποθετείται σε πλαστικό αποστειρωμένο 

σωλήνα.

2. Προστίθενται 3 όγκοι διαλύματος 6  Μ  N al, έτσι ώστε η τελική συγκέντρωση 

του διαλύματος να είναι 4.5 Μ.

3. Ο δοκιμαστικός σωλήνας τοποθετείται σε υδατόλουτρο 45-55 °C και 

αναδεύεται ανά 2-3 λεπτά, μέχρι να  διαλυθεί πλήρως το μίγμα.

4. Ακολουθεί η προσθήκη ανάλογης ποσότητας Glassm ilk, τηρούμενης της 

αναλογίας 5 μΐ Glassm ilk ανά 5 pg DNA.

5. Μ ετά από ισχυρή ανάδευση, το εναιώρημα τοποθετείται σε υγρό πάγο (0 °C)
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για  20 λεπτά κα ι στη συνέχεια στη θερμοκρασία περιβάλλοντος για  30 λεπτά, 

ενώ το μίγμα αναδεύεται κάθε 2-3 λεπτά.

6 . Η  καταβύθιση του G lassm ilk γίνεται με φυγοκέντρηση στις 8.000 rpm  για  30 

δευτερόλεπτα. Εάν έχουμε μεγάλους όγκους, η φυγοκέντρηση γίνεται για 5 

λεπτά.

7. Το υπερκείμενο συλλέγεται σε νέο δοκιμαστικό αποστειρωμένο σωλήνα, 

ώστε μετά το πέρας της πρώ της - κατά την οποία δεσμεύεται το 80% του DNA- 

να ακολουθήσει κα ι δεύτερη δέσμευση.

8 . Το ίζημα πλένεται τρεις φορές με 10-50 όγκους (200-700 μ!) παγωμένου 

διαλύματος NEW  W ASH.

9. Α κολουθεί ξήρανση του ιζήματος στους 37 °C και επαναιώρηση του σε 30 

μΐ ds Η2Ο. Ο σωλήνας τοποθετείται στους 55 °C για  3 λεπτά, στην συνέχεια 

φυγοκεντρείται στις 8.000 rpm  για  30 δευτερόλεπτα και το υπερκείμενο 

συλλέγεται σε σωληνάριο Eppedorf. Η  παραπάνω διαδικασία επαναλαμβάνεται 

δύο φορές. Τα υπερκείμενα από τις τρεις εκλούσεις συλλέγονται στο ίδιο 

σωληνάριο Eppedorf, το νερό εξατμίζεται σε περιστροφικό εξαχνωτήρα (Speed 

V ac) κα ι το ίζημα επαναιω ρείται στον επιθυμητό όγκο ds Η 2Ο.

ΔΙΑΛΥΜ ΑΤΑ

6Μ  N a l

N EW  W A SH . 14 m l concentrate NEW  W ASH αραιώνονται σε 280 ml ds H2O. 

Στη συνέχεια προστίθενται 310 ml αιθανόλης. To παραπάνω διάλυμα 

φυλάσσεται στους -20 °C.
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3.28.2 Α πομόνωση DNA από πήγμα αγαρόζης με τη  μέθοδο N IJC LE O N  

GX (A m ersham )

ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ

Η  μέθοδος περιλαμβάνει την δέσμευση του DNA σε μια ειδική ρητίνη, 

μετά την τήξη του πήγματος, χρησιμοποιώντας ένα χαοτροπικό άλας σε υψηλή 

συγκέντρωση. Η  μέθοδος αυτή-σε αντίθεση με την προηγούμενη- μπορεί να  

χρησιμοποιηθεί για  απομόνωση τμημάτων D NA μικρού μεγέθους (< 0.5 kb).

* ΠΕΙΡΑΜ ΑΤΙΚΟ Μ ΕΡΟΣ

1. Σε προζυγισμένο αποστειρωμένο σωλήνα, τοποθετείται η ζώνη του D N A , η 

οποία έχει προηγουμένως αποκοπεί από το πήγμα αγαρόζης (1 g  = 1 m l).

2. Στο σωλήνα προστίθενται 4.5 όγκοι άλατος (υπερχλωρικό νάτριο γ ια  τα  

μικρά τμήματα DNA < 0.5 kb και ιωδιούχο νάτριο για τα  υπόλοιπα) κα ι το 

δείγμα επωάζεται στους 55 °C μέχρι να  διαλυθεί τελείως το πήγμα (ο σωλήνας 

ανακινείται περιοδικά).

3. Στο δείγμα προστίθενται καλά επαναιωρημένη ρητίνη, σε ποσότητα 10 μΐ 

ανά 2-3 pg DNA.

4. Ακολουθεί επώαση σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για  1 λεπτό με συχνές 

ανακινήσεις και στη συνέχεια το δείγμα φυγοκεντρείται για  30 δευτερόλεπτα 

στις 12.000  rpm.

5. Στη συνέχεια γίνεται έκπλυση του ιζήματος με 1 ml IX  W ash buffer κα ι το 

δείγμα φυγοκεντρείται όπως παραπάνω.

6 . Το διάλυμα W ash buffer απορρίπτεται προσεκτικά (πρέπει να  αποδιω χθεί
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εξ’ολοκλήρου) κα ι το  ίζημα αφήνεται να  ξηρανθεί στους 55 °C για 1 λεπτό.

7. Α κολουθεί επαναιώρηση του ιζήματος σε 10 μΐ ds Η20 , προκειμένου να 

παραληφθεί το DN A, φυγοκέντρηση στις 12.000 rpm  για ένα λεπτό και 

συλλογή του υπερκειμένου σε σωληνάριο Eppedorf. Το παραπάνω βήμα 

επαναλαμβάνεται άλλη μια φορά, προκειμενου να παραληφθεί και το υπόλοιπο 

10% του DNA.

ΔΙΑΛΥΜ ΑΤΑ

IX  W ash  b u ffer. To 2Χ  W ash buffer αραιώνεται (1:1) με αιθανόλη. Το 

παραπάνω  διάλυμα φυλάσσεται στους -20 °C.

3.29 Μη ραδιενεργός σήμανση του ανιχνευτικού μορίου DNA

Α ΡΧ Η  ΤΗΣ Μ ΕΘΟΔΟΥ

Η  μέθοδος της μη ραδιενεργού σήμανσης βασίζεται στη δράση του 

τμήματος K lenow  της DNA πολυμεράσης I, το οποίο έχει μόνο δράση 

πολυμερισμού. Δ ίκλωνα γραμμικά μόρια DNA μετσυσιώνονται και γίνονται 

μονόκλωνα. Στη συνέχεια γίνεται πριμοδότηση από μικρές τυχαίες αλληλουχίες 

εξανουκλεοτιδίω ν (random  prim ing), ο ι οποίες συνδέονται με 

συμπληρωματικές αλληλουχίες των μονόκλωνων μορίων DNA. Η  πολυμεράση 

του K lenow  αναγνω ρίζει αυτές τις δίκλωνες περιοχές ως σημεία έναρξης του 

πολυμερισμού και αρχίζει να συνθέτει τη νέα αλυσίδα, ενσωματώνοντας και το 

σημασμένο D ig-11-dU TP που περιέχεται στο μίγμα των νουκλεοτιδίων.

Η  ανίχνευση του D ig-11-dUTP, βασίζεται στην αναγνώριση της 

διγοξιγενίνης, που περιέχεται στο μόριο (δεσμευμένη στη θέση C4 της



θυμίνης), από ένα σύμπλοκο αντισώματος αντιδιγοξιγενίνης κα ι αλκαλικής 

φωσφατάσης. Αυτό το σύμπλοκο γίνεται ορατό με κατάλληλη ενζυμική 

αντίδραση από τη δράση της αλκαλικής φωσφατάσης που δίνει έγχρωμο 

προϊόν.

ΠΕΙΡΑΜ ΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

1. Σε σωληνάριο Eppedorf προστίθενται τα εξής:

α) Η  κατάλληλη ποσότητα ds Η2Ο, ώστε ο τελικός όγκος της αντίδρασης να 

• είναι 19 μΐ.

β) 10 ng έως 3 μg ευθύγραμμου και μετουσιωμένου DNA.

γ) 2  μΐ μίγματος εξανουκλεοτιδίων που χρησιμοποιούνται ως πριμοδοτικά 

μόρια αντιγραφής (prim ers).

9

δ) 2 μΐ d N IP  μίγμα σήμανσης που αποτελείται από :

dATP 1.00 rmnol/1

dCTP 1.00m m ol/l

dGTP 1.00 mmol/1

dTTP 0.65 mmol/1

Dig-dUTP 0.35 mmol/1

pH = 6.5

ε) 1 μΐ ένζυμο Klenow 2υ/μ1

2. To μίγμα της αντίδρασης φυγοκεντρείται γρήγορα, αναδεύεται ελαφρά και 

τοποθετείται στους 37 °C για  20 ώρες.

3. Η  αντίδραση τερματίζεται με την προσθήκη 2 μΐ 0.2 Μ  EDTA ρΗ =8.0. Η
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καταβύθιση του DNA γίνεται με την προσθήκη 2,5 μΐ 4Μ  LiCl και 75 μΐ 

παγω μένης (-20 °C) αιθανόλης στους -80 °C για  30 λεπτά.

4. Στη συνέχεια το διάλυμα φυγοκεντρείται στις 12.000 rpm  στους 4°C για  10 

λεπτά. Α κολουθεί έκπλυση του ιζήματος με 50 μΐ 70% αιθανόλης και στη 

συνέχεια φυγοκέντρηση όπως στο προηγούμενο βήμα.

5. Το ίζημα ξηραίνεται κα ι επαναδιαλύεται σε 50 μΐ Τ.Ε.

3.30 Μεταφορά DNA από πήγμα αγαρόζης σε νάϋλον φίλτρο

Μ ονόκλωνο DNA είναι δυνατόν να προσδεθεί μόνιμα σε φίλτρα 

νιτροκυτταρίνης ή νάϋλον με σταυροδεσμούς, οι οποίοι δημισυργούνται μετά 

την έκθεση του φίλτρου σε υπεριώδη ακτινοβολία (302 nm) για 3-5 λεπτά. Σε 

αυτή την εργασία χρησιμοποιήθηκε νάϋλον φίλτρο (Amersham hybond-N).

3.30.1 Α ποτύπω ση του  DNA κα τά  S o u th ern  (S outhern  B lotting) (Sambrook 

e ta l. 1989)

Α ΡΧ Η  ΤΗ Σ Μ ΕΘΟΔΟΥ

Η  μέθοδος στηρίζεται στην μεταφορά του DNA σε νάϋλον φίλτρο μέσω 

τριχοειδούς ροής διαλύματος στο οποίο είναι εμβαπτισμένο το πήγμα αγαρόζης 

και το φίλτρο.
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ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ Μ ΕΡΟΣ

1. Μ ετά τη φωτογράφηση το πήγμα μεταφέρεται σε γυάλινο δοχείο που 

περιέχει 300 m l (για πήγμα μεγέθους 100 cm2) διαλύματος μετουσίωσης και 

αφήνεται να  αναδεύεται ήπια στη θερμοκρασία περιβάλλοντος για 45 λεπτά.

• «

2. Στη συνέχεια το διάλυμα μετουσίωσης αποχόνεται και αντικαθίσταται από 

300 m l διαλύματος εξουδετέρωσης και το δοχείο αφήνεται να αναδεύεται στη 

θερμοκρασία περιβάλλοντος για  45 λεπτά.

* 3. Σε δοχείο με κατάλληλες διαστάσεις τοποθετείται γυάλινη πλάκα η  οποία 

φέρει τοποθετημένα στην επιφάνεια της τρία φύλλα διηθητικού χαρτιού 

W hatman 3Μ Μ  σε σχήμα γέφυρας ανάλογο με τις διαστάσεις του πήγματος, 

έτσι ώστε ο ι δύο άκρες να  εφάπτονται της βάσης του δοχείου.

4. Στο δοχείο τοποθετείται αρκετή ποσότητα διαλύματος 10Χ SSC. Τ α φύλλα 

του διηθητικού χαρτιού εμποτίζονται με το διάλυμα 10Χ SSC και ο ι φυσαλίδες 

αέρος απομακρύνονται με γυάλινη ράβδο.

5. Το πήγμα της αγαρόζης τοποθετείται πάνω στα φύλλα ανεστραμμένο και ο ι 

φυσαλίδες απομακρύνονται όπως προηγουμένως.

6 . Στην επιφάνεια του πήγματος τοποθετείται ένα φύλλο νάΰλον φίλτρου και 

δύο φύλλα διηθητικού χαρτιού W hatm an 3ΜΜ μεγαλύτερα κατά 1 cm2 από το 

πήγμα, τα οποίο προηγουμένως έχουν διαβραχεί με διάλυμα 6Χ SSC, κα ι ο ι 

φυσαλίδες απομακρύνονται εκ νέου.

7. Στην επιφάνεια των φύλλων W hatman 3ΜΜ τοποθετείται ένα μεγάλο 

στρώμα απορροφητικού χαρτιού. Στην κορυφή τοποθετείται μια γυάλινη πλάκα
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και ένα αντικείμενο βάρους 0.5 kg περίπου.

8 . Η  μεταφορά του DNA ολοκληρώνεται μετά από 20 ώρες περίπου. Κατά την 

αφαίρεση του πήγματος σημειώνονται οι θέσεις των φρεατίων πάνω στο 

νάϋλον φίλτρο με μολύβι, ώστε να είναι δυνατή η  αναγνώριση της θέσης των 

δειγμάτω ν του DNA κατά τον υβριδισμό.

9. Το φίλτρο αναδεύεται ήπια σε διάλυμα 6Χ SSC στη θερμοκρασία 

περιβάλλοντος για  5 λεπτά. Στη συνέχεια τοποθετείται σε διηθητικό χαρτί 

μέχρι να  στεγνώ σει πλήρως και εκτίθεται σε υπεριώδη ακτινοβολία (302 nm) 

για  3-5 λεπτά, ώστε να μονιμοποιηθεί η πρόσδεση του DNA στο φίλτρο με τη 

δημιουργία σταυροδεσμών.

ΔΙΑ Λ ΥΜ Α ΤΑ

Διάλυμα 20X S S C

0.3 Μ  κιτρικό νάτριο 

3 Μ  N aC l ρΗ =7.0

Διάλυμα μετουσίω σης

0.5 Ν  N aO H

1.5 Μ  N aCl

Διάλυμα εξουδετέρω σης

1 Μ  T ris ρΗ =8.0

1.5 Μ  N aCl
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3.30.2 Α ποτύπωση του DNA με τη  μέθοδο T rans-B lot®  SD DNA/RNA 

B lotting k it

ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ

Η  μέθοδος στηρίζεται στη μεταφορά DNA από πήγμα αγαρόζης σε 

νάΰλον φίλτρο μετά την εφαρμογή ηλεκτρικού ρεύματος σε κατάλληλη 

συσκευή. Γ ια να μεταφερθεί το DNA σε φίλτρο με αυτή τη μέθοδο, πρέπει το 

πήγμα αγαρόζης να είναι πυκνότητας 0.7%  και πάχους 6 mm. Σε αντίθετη 

περίπτωση η μεταφορά δεν είναι αποδοτική.

ΠΕΙΡΑΜ ΑΤΙΚΟ Μ ΕΡΟΣ

1. Μ ετά τη φωτογράφηση το πήγμα εμβαπτίζεται σε διάλυμα 0.5Χ ΤΒΕ για  30- 

60 λεπτά προκειμένου να εξισορροπηθεί.

2.  ̂ Δύο φύλλα διηθητικού χαρτιού Extra Thick B lot Paper κα ι ένα φύλλο 

νάΰλον φίλτρου μεγαλύτερο κατά 1 cm σε κάθε διάσταση του πήγματος 

εμβαπτίζονται σε 0.5Χ ΤΒΕ για  10 λεπτά τουλάχιστον.

3. Πάνω στην πλατινένια άνοδο τοποθετείται το ένα φύλλο διηθητικού χαρτιού 

και στην επιφάνεια του τοποθετείται το ναύλον φίλτρο. Στην επιφάνεια του 

νάΰλον φίλτρου τοποθετείται το πήγμα αγαρόζης και ένα φύλλο διηθητικού 

χαρτιού. Σε κάθε στάδιο τοποθέτησης ο ι φυσαλίδες που τυχόν υπάρχουν 

απομακρύνονται με μια γυάλινη ράβδο.

4. Α κολουθεί διαπότιση με 15 m l 0.5Χ ΤΒΕ και σύνδεση του ηλεκτροδίου της 

καθόδου.

5. Η  μεταφορά επιτυγχάνεται μετά από 10 λεπτά με εφαρμογή ρεύματος (3.55
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m A για  κάθε cm2 πήγματος αγαρόζης).

6 . Μ ετά το πέρας της μεταφοράς, το φίλτρο εμβαπτίζεται σε διάλυμα 2Χ SSC 

κα ι μεταφέρεται για  πέντε λεπτά σε ένα φύλλο διηθητικού χαρτιού 

εμποτισμένου με 0.4 Ν  NaOH.

7. Α κολουθεί έκπλυση του φίλτρου με 2Χ SSC και ξήρανση του στους 80 °C 

για  30 λεπτά.

3.31 Μεταφορά και λύση αποικιών πάνω σε νάΰλον φίλτρο για 

υβριδισμό in situ (Sambrook et al. 1989)

Α ΡΧ Η  ΤΉΣ Μ ΕΘΟΔΟΥ

Α ποικίες κυττάρων είναι δυνατό να μεταφερθούν ή να αναπτυχθούν 

πάνω στην επιφάνεια νάΰλον φίλτρων ή φίλτρων νιτρικής κυτταρίνης τα οποία 

είνα ι τοποθετημένα πάνω στην επιφάνεια στερεού θρεπτικού υλικού. Μ ετά από 

λύση τω ν κυττάρων αυτών, το DNA τους απελευθερώνεται και μπορεί να 

προσδεθεί επ ί του φίλτρου στη θέση κάθε αποικίας.

Μ ε την μέθοδο αυτή μπορεί να αναλυθεί άμεσα το DNA που περιέχεται σε μία 

αποικία κυττάρου, ανιχνεύοντας συγκεκριμένες αλληλουχίες DNA με τη 

μέθοδο του υβριδισμού.

ΠΕΙΡΑ Μ ΑΤΙΚΟ Μ ΕΡΟΣ

1. Τα τρυβλία που περιέχουν τις προς λύση αποικίες, τοποθετούνται για 1-2 

ώρες στους 4 °C, έτσι ώστε να περιέχουν αρκετή υγρασία.
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2. Για τη μεταφορά χρησιμοποιούνται κυκλικά νάϋλον φίλτρα (κομμένα σε 

διαστάσεις τρυβλίου). Τα τρυβλία και τα φίλτρα σημειώνονται κατάλληλα 

ώστε να αναγνωρίζεται ο προσανατολισμός τους.

3. Κύτταρα των αποικιών μεταφέρονται αντιγραφικά στα κυκλικά φίλτρα 

καθώς και σε νέα τρυβλία που περιέχουν το ίδιο θρεπτικό υλικό (ώ στε να  

χρησιμοποιηθούν αργότερα ω ς τρυβλία αναφοράς).

4. Στη συνέχεια το φίλτρο μεταφέρεται στην επιφάνεια διηθητικού χαρτιού 

W hatman 3Μ Μ  κορεσμένο με διάλυμα 10% SDS για  7 λεπτά.

5. Το φίλτρο μεταφέρεται για  άλλα 7 λεπτά σε διηθητικό χαρτί W hatm an 3Μ Μ  

κορεσμένο με διάλυμα μετουσίωσης κα ι στη συνέχεια σε ένα άλλο διηθητικό 

χαρτί W hatman 3ΜΜ κορεσμένο με διάλυμα εξουδετέρωσης.

6 . Μ ετά τη εξουδετέρωση η οποία ολοκληρώνεται σε 7 λεπτά, το φίλτρο 

τοποθετείται για  3 λεπτά σε διηθητικό χαρτί W hatm an 3Μ Μ  κορεσμένο με 

διάλυμα 6Χ  SSC.

7. Τέλος, τα  φίλτρα στεγνώνουν πάνω σε διηθητικό χαρτί και το DNA 

προσδένεται επί του φίλτρου μετά από έκθεση του στην υπεριώδη ακτινοβολία 

(302 nm ) για  3-5 λεπτά.

ΔΙΑΛΥΜ ΑΤΑ

Διάλυμα μετουσίω σης

0.5 Ν  NaOH

1.5 M N aC l
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Διάλυμα εξουδετέρω σης

0.5 Μ  Tris ρΗ =8.0

1.5 M N aC l 

Im M E D T A

3.32 Υβριδισμός DNA-DNA

Α ΡΧ Η  ΤΗ Σ Μ ΕΘΟΔΟΥ

Η  μέθοδος βασίζεται στην ιδιότητα μονόκλωνων μορίων DNA να 

δημιουργούν δεσμούς υδρογόνου μεταξύ τμημάτων των αλυσίδων τους που 

περιέχουν συμπληρωματικές αλληλουχίες βάσεων σχηματίζοντας ένα δίκλωνο 

μόριο. Ο ι μονόκλωνες αλυσίδες DNA μπορεί να προέρχονται από κύτταρα 

διαφορετικώ ν στελεχών ή οργανισμών. Κατά συνέπεια μπορεί να  ελεγχθεί εάν 

τμήματα DN A  διαφορετικής προέλευσης έχουν ή όχι ομόλογες περιοχές. Η 

έκταση της ομολογίας μεταξύ δύο διαφορετικών μορίων DNA μπορεί να 

ελεγχθεί τροποποιώ ντας τις συνθήκες κάτω από τις οποίες πραγματοποιείται ο 

υβριδισμός. Χ αμηλή θερμοκρασία (42 °C) και υψηλή συγκέντρωση αλάτων 

(ήπιες συνθήκες) επιτρέπουν υβριδισμό μεταξύ μορίων DNA περιορισμένης 

ομολογίας. Α ύξηση της θερμοκρασίας (68  °C) και μείωση της συγκέντρωσης 

τω ν αλάτω ν (αυστηρές συνθήκες) επιτρέπει υβριδισμό μόνο μεταξύ μορίων 

DNA εκτεταμένης ομολογίας.

Η μέθοδος αυτή χρησιμοποιείται για  την ανίχνευση γνωστών 

αλληλουχιώ ν βάσεων σε άγνωστα δείγματα DNA ή σε ανασυνδυασμένα μόρια 

DNA κατά την κλωνοποίηση γονιδίων. Ω ς ανιχνευτικά μόρια (probes) 

χρησιμοποιούνται μικρά μόρια DNA που φέρουν γνωστή αλληλουχία βάσεων, 

σημασμένα κατάλληλα με ραδιενεργά νουκλεοτίδια ή νουκλεοχίδια που
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περιέχουν εύκολα ανιχνεύσιμα στοιχεία (π.χ. διγοξιγενίνη). Στην παρούσα 

εργασία για σήμανση χρησιμοποιήθηκαν νουκλεοτίδια που περιέχουν 

διγοξιγενίνη.

Η διαδικασία που ακολουθείται είναι η εξής: Το προς διερεύνηση δείγμα 

του DNA, αφού μετουσιωθεί, προσδένεται πάνω σε φίλτρο όπως περιγράφηκε 

παραπάνω. Το φίλτρο που φέρει το DNA εμβαπτίζεται σε διάλυμα υβριδισμού, 

στο οποίο προστίθεται το ανιχνευτικό μόριο DNA μετουσιωμένο. Εάν το προς 

ανάλυση DNA περιέχει μια περιοχή με συμπληρωματική αλληλουχία βάσεων 

ως προς το ανιχνευτικό μόριο DNA αναπτύσσονται δεσμοί υδρογόνου μεταξύ 

των συμπληρωματικών περιοχών και δημιουργείται ένα δίκλωνο τμήμα DNA. 

Το ανιχνευτικό μόριο δεσμεύεται έτσι στη συγκεκριμένη θέση του φίλτρου, η 

οποία αναγνωρίζεται αυτοραδιογραφικά ανάλογα με τη σήμανση του 

ανιχνευτικού μορίου.

Τα στάδια του υβριδισμού είναι τα ακόλουθα:

1. Πρσΰβριδισμός του φίλτρου με κατάλληλο διάλυμα, το οποίο περιέχει ένα 

μονόκλωνο DNA διαφορετικό από το DNA που έχει προσδεθεί στο φίλτρο. 

Συνήθως χρησιμοποιείται DNA σπέρματος σολομού για  ραδιενεργούς και το 

αντιδραστήριο Blocking για μη ραδιενεργούς υβριδισμούς. Μ ε τον τρόπο αυτό 

γίνεται κορεσμός όλης της επιφάνειας του φίλτρου, ώστε να  αποφευχθεί στο 

επόμενο στάδιο η ανεπιθύμητη μη εξειδικευμένη πρόσδεση του μονόκλωνου 

ανιχνευτικού μορίου DNA. Ο προϋβριδισμός γίνεται σε θερμοκρασία 68  °C 

(αυστηρές συνθήκες) ή 42 °C (ήπιες συνθήκες), υπό ήπια ανακίνηση για  

τουλάχιστον 3 ώρες. 2

2 . Ο υβριδισμός του φίλτρου γίνεται στις ίδιες συνθήκες αντικαθιστώντας το 

διάλυμα με ίσο όγκο ίδιου διαλύματος, το οποίο περιέχει το ανιχνευτικό μόριο 

του DNA μετουσιωμένο. Η  μετουσίωση του ανιχνευτικού μορίου επιτυγχάνεται 

με βρασμό για  πέντε λεπτά και σύντομη ψύξη σε υγρό πάγο (0°C) για  τρία 

λεπτά. Η  διάρκεια του υβριδισμού είναι 18-20 ώρες.
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3. Α κολουθούν πλύσεις του φίλτρου για την απομάκρυνση των μη 

δεσμευμένω ν ή  ασθενώς δεσμευμένων μορίων DNA.

Π ΕΙΡΑ Μ ΑΤΙΚΟ Μ ΕΡΟΣ

3.32.1 Μ η ραδιενεργός υβριδισμός (B oehringer M annheim  

C a tN o .1093657)

1. Το φίλτρο στο οποίο έχει μεταφερθεί το DNA, διαβρέχεται με διάλυμα 

προϋβριδισμού κα ι τοποθετείται σε φιάλη υβριδισμού με 20  m l διαλύματος
Λ

προϋβριδισμού (για  φίλτρο διαστάσεων 100 cm ). Ακολουθεί ήπια ανακίνηση 

στους 68  °C για  τρεις ώρες τουλάχιστον.

*
2. Στην συνέχεια προστίθενται 20 m l (για φίλτρο διαστάσεων 100 cm ) 

διαλύματος υβριδισμού που περιέχει το μετσυσιωμένο ανιχνευτικό μόριο DNA- 

σε ποσότητα 50 ng/m l - το οποίο είναι επισημασμένο με dig-11-dUTP.

3. Γ ίνετα ι επώαση όπως προηγουμένως για  20 ώρες τουλάχιστον. Μ ετά το 

πέρας του υβριδισμού, το διάλυμα που περιέχει το ανιχνευτικό μόριο DNA 

φυλάσσεται στους -20 °C (είναι δυνατόν να χρησιμοποιηθεί για τουλάχιστον 

πέντε φορές).

4. Το φίλτρο ξεπλένεται δύο φορές με 50 ml διαλύματος 2Χ SSC, 0.1%  SDS 

(για  φ ίλτρο διαστάσεω ν 100 cm2) με ήπια ανακίνηση σε θερμοκρασία 

περιβάλλοντος για  πέντε λεπτά.

5. Α κολουθούν δύο πλύσεις με 50 ml διαλύματος (για φίλτρο διαστάσεων 100 

cm2) 0.1Χ  SSC, 0.1%  SDS με ήπια ανακίνηση στους 68  °C για 20 λεπτά.

6 . Το φ ίλτρο μπορεί να  εμφανιστεί αμέσως ή να στεγνώσει και η εμφάνιση του
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να γίνει αργότερα.

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ

Διάλυμα προϋβριδισμού/ υβριδισμού

5Χ SSC

0.1% N -laurosarcosine N a-salt

0. 0 2 .  SDS

1% αντιδραστήριο Blocking

Το διάλυμα παρασκευάζεται με θέρμανση στους 50-70 °C για  μία ώρα, 

μέχρι να διαλυθεί τελείως το αντιδραστήριο Blocking.

3.32.2 Μ η ραδιενεργός υβρ ιδισμ ός in  s itu  (B oehringer M annheim  

C atN o.1093657)

1. Τα φίλτρα στα οποία έχει μεταφερθεί το D N A  τω ν αποικιών με την in  situ  

λύση διαβρέχονται με διάλυμα 6Χ  SSC.

2. Στη συνέχεια τα φίλτρα μεταφέρονται σε δοχείο το οποίο περιέχει 300 m l 

διαλύματος πρόπλυσης προθερμασμένο στους 42 °C και σφραγίζονται. Το 

δοχείο ανακινείται ήπια στους 42 °C για  δύο ώρες.

3. Α κολουθεί ο προϋβριδισμός των φίλτρων, με προσθήκη 100-200 m l 

διαλύματος προϋβριδισμού και ήπια ανακίνηση για  4 ώρες στους 65 °C.

4. Το διάλυμα προϋβριδισμού αντικαθίσταται με διάλυμα υβριδισμού το οποίο 

περιέχει το ανιχνευτικό μόριο σημασμένο με dig-11-dUTP και ακολουθεί ήπια 

ανακίνηση για  18-20 ώρες στους 65 °C.
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5. Μ ετά τον υβριδισμό τα φίλτρα εκπλένονται τέσσερις φορές με 400 ml 

διαλύματος πλύσεως, προθερμασμένου στους 55 °C, με ήπια ανακίνηση στους 

55 °C. Ο ι τρεις πρώ τες πλύσεις είναι διάρκειας 10 λεπτών ενώ η τέταρτη 

διαρκεί μία νύχτα.

6 . Τ έλος τα  φίλτρα αφήνονται να  στεγνώσουν στη θερμοκρασία περιβάλλοντος 

κα ι ακολουθεί η  εμφάνιση τους.

ΔΙΑΛΥΜ ΑΤΑ

Διάλυμα πρόπλυσης

50 m M  Tris, ρΗ =8.0 

Im M N aC I 

Im M E D T A

0.1%  SDS

Διάλυμα πλύσης

0.1Χ ssc
0.005%  SDS

3.32.3 Εμφάνιση τω ν φίλτρω ν μετά τον μη ραδιενεργό υβριδισμό ή τον 

υβριδισμό in situ

Α . Εμφάνιση με χρώ ση

Ό λες ο ι αντιδράσεις γίνονται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος και με
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ήπια ανακίνηση, εκτός από την αντίδραση της χρώσης που γίνεται στο σκοτάδι 

χωρίς ανακίνηση. Ο ι παρακάτω όγκοι διαλυμάτων αντιστοιχούν σε φίλτρο 

διαστάσεων 100 cm2.

1. Γίνεται μια γρήγορη έκπλυση (1 m in) του φίλτρου με 100 m l διαλύματος I.

• 4
2. Ακολουθεί επώαση του φίλτρου για  30 λεπτά σε 100 m l διαλύματος Π.

3. Έκπλυση του φίλτρου με 100 m l διαλύματος I.

* 4. Το φίλτρο επωάζεται για  30 λεπτά σε 30 m l διαλύματος I που περιέχει 150 

μ ϋ /m l μίγματος αντισώματος - αλκαλικής φωσφατάσης.

5. Ακολουθεί έκπλυση δύο φορές για  15 λεπτά για  να  απομακρυνθεί το μη 

ενσωματωμένο μίγμα αντισώματος - αλκαλικής φωσφατάσης.

6 . Γ ίνεται εξισορρόπηση του φίλτρου με 50 m l διαλύματος ΠΙ για  τρία λεπτά.

7. Το φίλτρο επωάζεται στο σκοτάδι με 10 m l διαλύματος χρώσης, σε πλαστικό 

σάκο και η εμφάνιση του χρώματος παρακολουθείται σε τακτά χρονικά 

διαστήματα. Ό ταν η χρώση προχωρήσει σε επιθυμητά επίπεδα, η αντίδραση 

σταματά, απομακρύνοντας το διάλυμα χρώσης και ξεπλένοντας το φίλτρο με 

50 ml διαλύματος IV.

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ

Διάλυμα I

100 mM  Tris, ρΗ=7.5 

150 m M N aC l
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Δ ιάλυμα  Π

0.5%  αντιδραστήριο B locking σε διάλυμα I

Δ ιάλυμ α  Π Ι

100 m M  Tris, ρΗ =9.0

150m M N aC l

5 0 m M M g C l2

Δ ιάλυμ α  IV

10 m M  T ris pH =8.0 

Im M E D T A

Δ ιάλυμ α  χρ ώ σ η ς

45 μΐ N B T (4-N itro-blue-tetrazolium  chloride)

35 μΐ X -Phosphate (5-Brom o-4-chloro-3-indol-phosphate)

10 m l διαλύματος 1Π

B . Ε μ φ ά νισ η  με αυτορα διογρα φ ία

Ό λες ο ι αντιδράσεις για  την εμφάνιση του φίλτρου γίνονται σε 

θερμοκρασία περιβάλλοντος και με ήπια ανακίνηση.

1. Τα στάδια  1-5 της προηγούμενης μεθόδου εμφάνισης ακολουθούνται και σε 

αυτή τη μέθοδο. 2

2. Α κολουθεί πλύση με 50 m l διαλύματος IX  reaction buffer για  τρία λεπτά.
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3. Τέλος γίνεται μια πλύση για  πέντε λεπτά με CPD-Star. Α κολουθεί 

αυτοραδιογραφία.

Το φίλτρο τοποθετείται σε θήκη αυτοραδιογραφίας, η οποία φέρει ειδικές 

πινακίδες για  την ενίσχυση του σήματος. Το φίλτρο καλύπτεται με φ ιλμ (X - 

Omatt KODAK) και τοποθετείται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος γ ια  μία ώρα 

έως μία νύχτα.

5. Η  εμφάνιση του φιλμ, γίνεται με τον εμβαπτισμό του σε 500 m l διαλύματος 

ανάπτυξης (K odak X- Ray developer) για  πέντε λεπτά.

6 . Η  αντίδραση της ανάπτυξης σταματά ξεπλένόντας το φ ιλμ με 300 m l νερό 

για δύο λεπτά.

7. Η  στερέωση επιτυγχάνεται βυθίζοντας το φιλμ σε 500 m l διαλύματος 

στερέωσης (Kodak X- Ray rapid fixer) για  πέντε λεπτά.

•

8 . Α κολουθεί πολύ καλή πλύση του φιλμ υπό συνεχή ροή νερού για  20 λεπτά. 

Το φιλμ στεγνώνει σε θερμοκρασία περιβάλλοντος, κατάλληλα τοποθετημένο 

ώστε να  μην εφάπτεται σε καμία επιφάνεια.

9. Ό λες ο ι διαδικασίες της αυτοραδιογραφίας γίνονται σε σκοτεινό θάλαμο 

απουσία φωτός ή παρουσία κόκκινης λυχνίας.

ΔΙΑΛΥΜ ΑΤΑ

Διάλυμα IX Reaction buffer

100 m M  T ris pH=9.5 

lO O m M N aCl
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C P D -S tar

25 μ ΐ C PD -Star σε 250 m l IX  Reaction buffer 

Δ ιάλυμα  ανά πτυξη ς

To υγρό εμφάνισης K odak X - ray developer αραιώνεται1:5. 

Δ ιάλυμα σ τερέω σης

To υγρό εμφάνισης K odak X - Ray rapid fixer αραιώνεταιΐ :5.

3.33 Κλωνοποίηση σε πλασμίδια

Τα πλασμίδια που χρησιμοποιούνται στην τεχνολογία του 

ανασυνδυασμένου DNA πρέπει να ικανοποιούν τις παρακάτω προϋποθέσεις:

α) Φ έρουν τουλάχιστον ένα γονίδιο, το οποίο διευκολύνει την επιλογή των 

μετασχηματισμένω ν κυττάρων (συνήθως κωδικεύει ανθεκτικότητα σε κάποιο 

αντιβιοτικό).

β) Μ πορούν να μεταφέρονται εύκολα στα κύτταρα ξενιστές τους 

(μετασχηματισμός ή  βακτηριακή σύζευξη).

γ ) Ε ίναι ικανά να αντιγράφονται αυτόνομα μέσα στα κύτταρα δέκτες.

6 ) Π εριέχουν ένα μεγάλο εύρος μονών θέσεων περιορισμού, οι οποίες 

αναγνω ρίζονται από διαφορετικές περιοριστικές ενδονουκλεάσες. Αυτές οι
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θέσεις μπορούν να  χρησιμοποιηθούν για την κλωνοποίηση διαφόρων μορίων 

DNA. Μ ερικές από τις θέσεις αυτές πρέπει να βρίσκονται εντός των 

αλληλουχιών γονιδίων που κωδικοποιούν ενζυμικά συστήματα ελεγχόμενης 

έκφρασης (γονίδια αναφοράς). Έ να κοινό τέτοιο σύστημα αποτελεί τμήμα του 

οπερονίου της λακτόζης. Ο πλασμιδιακός φορέας περιέχει τον προαγωγό του 

οπερονίου και τμήμα του γονιδίου lacZ, το οποίο κωδικοποιεί ένα πεπτίδιο του 

άμινο-τελικού άκρου του ενζύμου β-γαλακτοσιδάση. Ω ς κύτταρα δέκτες 

χρησιμοποιούνται στελέχη Ε. coli που περιέχουν το υπόλοιπο τμήμα του 

ενζύμου από το καρβοξυτελικό άκρο. Τα δύο αυτά ατελή πολυπεπτιδικά μόρια 

της β-γαλκτοσιδάσης που παράγονται από την έκφραση των αντίστοιχων 

* αλληλουχιών του πλασμιδιακού φορέα και του χρωμοσώματος του ξενιστή, 

μπορούν να αλληλοσυμπληρώνονται και να προκύπτει η λειτουργική πρωτεΐνη. 

Εντός της αλληλουχίας του τμήματος lacZ του πλασμιδίου έχει ανασυνδυαστεί 

κατάλληλα μια περιοχή που φέρει πολλές θέσεις κλωνοποίησης. Εισαγωγή ενός 

ξένου τμήματος DNA σε αυτή την περιοχή έχει ως αποτέλεσμα τη διακοπή του 

μηνύματος για την παραγωγή του συμπληρωματικού πεπτιδίου του 

αμινοτελικού άκρου της β-γαλακτοσιδάσης και επομένως την παραγωγή μη 

λειτουργικής πρωτεΐνης.

Η  ανίχνευση της μη λειτουργικής β-γαλακτοσιδάσης και επομένω ς η 

διάκριση μεταξύ ανασυνδυασμένων και μη πλασμιδίων γίνεται με τη 

χρησιμοποίηση δύο ουσιών, της X -gal κα ι του ισοπροπυλοθειο-β-D- 

γαλακτοζίτη (EPTG). Η  πρώτη αποτελεί ένα χρωμογόνο υπόστρωμα της 

αντίδρασης της β-γαλακτοσιδάσης, η διάσπαση του οποίου δίνει μπλε χρώμα 

στις αποικίες. Η  δεύτερη δρα ως επαγωγός της μεταγραφής του γονιδίου lacZ. 

Έ τσι, οι βακτηριακές αποικίες που περιέχουν ανασυνδυασμενα ή μη 

ανασυνδυασμένα πλασμίδια διακρίνονται εύκολα σε τρυβλία επιλογής ω ς μπλε 

ή λευκές αποικίες.

ε) Διατηρούνται σταθερά μέσα στα κύτταρα ξενιστές. Τα πλασμίδια πρέπει να 

φέρουν κατάλληλη περιοχή έναρξης αντιγραφής (replicon), την οποία να
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αναγνω ρίζει το σύστημα αντιγραφής των κυττάρων ξενιστών τα οποία 

χρησιμοποιούνται.

Η  κλωνοποίηση σε πλασμιδιακό φορέα περιλαμβάνει τα  ακόλουθα 

στάδια:

Στάδιο πρώτο

Γ ίνετα ι πέψη του πλασμιδιακού φορέα και του DNA το οποίο πρόκειται 

να  κλω νοποιηθεί με την κατάλληλη ή τις κατάλληλες περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες. Ό ταν ο πλασμιδιακός φορέας και το DNA που πρόκειται να 

κλω νοποιηθεί υπόκεινται σε μονή πέψη (πέψη με μία περιοριστική 

ενδονουκλεάση), πρέπει να  γίνεται κατεργασία του φορέα με αλκαλική 

φωσφατάση ώστε να  αποφεύγεται η επανακυκλοποίηση του. Η  αλκαλική 

φωσφατάση δεν επιτρέπει την επανακυκλοποίηση του πλασμιδιακού φορέα, 

αποφω σφορυλιώ ντας τα  5 '-Ρ  άκρα του. Ό ταν ο πλασμιδιακός φορέας και το 

DNA που πρόκειται να  υποκλω νοποιηθεί υπόκεινται σε διπλή πέψη (πέψη με 

δύο περιοριστικές ενδονουκλεάσες), δεν χρειάζεται η κατεργασία του φορέα με 

αλκαλική φωσφατάση γιατί δεν υπάρχει κίνδυνος επανακυκλοποίησης του.

Η  επίδραση με αλκαλική φωσφατάση γίνεται ως εξής:

1. Μ ετά την πέψη του πλασμιδιακού DNA γίνεται καταβύθιση του και 

επαναιώρηση του σε 100 μΐ Tris ρΗ =7.5. Στο παραπάνω διάλυμα προστίθεται 

11 μΐ 10Χ ρυθμιστικού διαλύματος και 1 μΐ αλκαλικής φωσφατάσης.

2. Το διάλυμα επω άζεται στους 37 °C για  μία ώρα.

3. Στο παραπάνω  μίγμα προστίθενται δύο όγκοι φαινόλης:χλωροφορμ(ου, 1:1, 

για  την απομάκρυνση της αλκαλικής φωσφατάσης. Το μίγμα ανακινείται και
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φυγοκεντρείται στις 12.000  rpm  για 10 λεπτά σε θερμοκρασία περιβάλλοντος.

4. Η  πάνω φάση (υδατική), μεταφέρεται σε νέο σωληνάριο E ppedorf και 

προστίθενται 2 όγκοι ψυχρής αιθανόλης. Το διάλυμα αφήνεται στους -80 °C 

για 30 λεπτά.

♦ '
5. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 12.000 rpm  για  10 λεπτά στους 0 °C.

6 . Το ίζημα εκπλένεται με 200 μΐ αιθανόλης 70% και φυγοκεντρείται όπως στο 

προηγούμενο βήμα.

7. Γίνεται ξήρανση του ιζήματος και επαναιώρηση του σε 10 μΐ ds Η2Ο.

Αν η πέψη του πλασμιδιακού φορέα ή του DNA που πρόκειται να 

κλωνοποιηθεί δημιουργεί απότομα άκρα τότε η κλωνοποίηση δεν είνα ι τόσο 

αποτελεσματική όσο στην περίπτωση των κολλωδών άκρων.

• Σε περίπτωση που η πέψη του ενός τμήματος DNA δημιουργεί απότομα 

άκρα και του άλλου κολλώδη, μπορούν να δημιουργηθούν απότομα άκρα στο 

τμήμα του DNA που έχει κολλώδη άκρα χρησιμοποιώντας την Τ4 DNA 

πολυμεράση.

Η  Τ4 DNA πολυμεράση χρησιμοποιείται για να  γεμ ίσει τα  5 ' ή 3 ' 

προεξέχοντα άκρα με σημασμένα ή μη σημασμένα νουκλεοτίδια (dN TPs).

Το γέμισμα με Τ4 DNA πολυμεράση ακολουθεί την εξής διαδικασία:

1. Σε σωληνάριο E ppedorf προστίθενται τα εξής:

α) Το γραμμικό DNA το οποίο είναι επαναιωρημένο σε 35 μΐ ds Η20 .

β) 5 μΐ BSA.
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γ) 5 μΐ ρυθμιστικού διαλύματος της Τ4 DNA πολυμεράσης.

δ) 1 μ1 από κάθε ένα από τα  τέσσερα dNTPs συγκέντρωσης 10 mM. 

ε) 1 μΐ DNA Τ4 DNA πολυμεράση.

2 . Το παραπάνω  μίγμα τοποθετείται στους 37 °C για  μία ώρα.

3. Η  αντίδραση της πολυμεράσης σταματάει με την προσθήκη 1 μΐ EDTA 0.5 

Μ  κα ι 50 μΐ ΤΕ.

4. Γ ίνετα ι καταβύθιση του DNA και έκπλυση του με 70% αιθανόλη.

5. To DNA επαναιω ρείται σε 15 μΐ ds Η20 .

Σ τάδιο δεύτερο

Σε αυτό το στάδιο γίνεται η σύνδεση (ligation) των δύο ευθυγράμμων 

μορίω ν με την επίδραση της λιγάσης. Αυτό το ένζυμο καταλύει το σχηματισμό 

ομοιοπολικού δεσμού ανάμεσα στα 5 ' φωσφορικά άκρα του τμήματος στόχου 

κα ι τω ν 3 ' άκρων του φορέα.

Η  αντίδραση της λιγάσης γίνεται ως εξής:

1. Σε σωληνάρια E ppedorf προστίθενται τα εξής:

α) 6-8 μΐ (0.2 ευθύγραμμου πλασμιδιακού φορέα.

β) 6-8 μΐ (0.8 pg) ευθύγραμμου DNA που πρόκειται να κλωνοποιηθεί στον 

πλασμιδιακό φορέα.
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γ) 2 μΐ 10Χ ρυθμιστικού διαλύματος λιγάσης.

δ) 1-2 μΐ Τ4 DNA λιγάση (10 U/μΙ).

ε) Ο απαιτούμενος όγκος ds Η2Ο μέχρι να συμπληρωθεί ο τελικός όγκος τω ν 

20 μΐ.

2. Το μίγμα της αντίδρασης τοποθετείται στους 16 °C για  την περίπτωση 

κολλωδών άκρων ή στους 25 °C για  την περίπτωση απότομων άκρω ν για  την 

διάρκεια τουλάχιστον 18 ωρών.

Στάδιο τρίτο

Σε αυτό το στάδιο γίνεται η επιλογή των ανασυνδυασμένων πλασμιδίων. 

Στην παρούσα εργασία η επιλογή των ανασυνδυασμενων πλασμιδίω ν έγινε με 

την ανίχνευση της δραστικότητας του ενζύμου β-γαλακτοσιδάσης απουσία του 

οποίου οι μετασυζευγμένες αποικίες παραμένουν λευκές.

1. Ετοιμάζονται τρυβλία με το κατάλληλο αντιβιοτικό.

2. Επιστρώνεται όλη η επιφάνεια τω ν τρυβλίων με 20 μΐ διαλύματος X -gal και 

8 μΐ διαλύματος IPTG.

3. Τα τρυβλία τοθετούνται στους 37 °C για μία ώρα ώστε να  απορροφηθούν 

πλήρως τα  υγρά από την επιφάνεια του άγαρ.

4. Ακολουθεί μετασχηματισμός κυττάρων Ε. coli με τα ανασυνδυασμένα 

πλασμίδια και εμβολιασμός τους στα τρυβλία επιλογής από κατάλληλη 

αραίωση ώστε να προκόψουν 150-200 αποικίες ανά τρυβλίο. Τα τρυβλία
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επω άζονται στους 37 °C για  μία νύχια .

5. Την επομένη τα  τρυβλία μεταφέρονται στους 4 °C για 3-4 ώρες, ώστε να 

γίνει πιο έντονο το  μπλε χρώμα των μη ανασυνδυασμένων αποικιών.

6. Στη συνέχεια επιλέγονται οι λευκές αποικίες, ο ι οποίες περιέχουν τα 

ανασυνδυασμένα πλασμίδια και ελέγχονται με απομόνωση και ανάλυση του 

περιέχοντος πλασμιδιακού DNA.

ΔΙΑΛΥΜ ΑΤΑ

X -gal (5-brom o-4-chIoro-3-indolyl-p-D -galactoside)

100 m g/m l σε διμεθυλοφορμαμίδιο.

Το διάλυμα φυλάσσεται σε σκοτεινά φιαλίδια στους -20 °C.

IP T G  (Isopropylth io-p-D -galactoside)

Δ ιαλύονται 2 gr IPTG  σε 10 m l τελικό όγκο ds Η20  και το διάλυμα 

διηθείται με φίλτρο διαμέτρου πόρων 0.45 pm.

Το διάλυμα φυλάσσεται στους -20 °C.

3.34 Ανάλυση αλληλουχίας νουκλεοτιδίων του DNA

Στην παρούσα εργασία η ανάλυση της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων 

του 4.5 kb τμήματος DNA του βακτηρίου Ζ  mobilis, έγινε με τη μέθοδο 

τερματισμού αλυσίδας σε αυτόματο αναλυτή αλληλουχίας νουκλεοτιδίων DNA 

(A pplied B iosystem s Α ΒΙ Prism , m odel vers. 211) στο U.C.L.A. DNA
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Sequencing Facility (Dr. Erik Avaniss-Aghajani).

Η  μέθοδος τερματισμού αλυσίδας (Sanger et al. το 1977) περιλαμβάνει 

τη σύνθεση μιας αλυσίδας DNA με τη δράση μιας DNA πολυμεράσης in  vitro, 

χρησιμοποιώντας ως εκμαγείο μονόκλωνη αλυσίδα DNA. Η  σύνθεση αρχίζει 

μόνο από μια θέση όπου ένα πριμοδοτικό ολιγονουκλεοτίδιο βρίσκεται πάνω 

σε ένα μετουσιωμένο εκμαγείο.

Η  _ αντίδραση της σύνθεσης τερματίζεται με την ενσωμάτωση ενός 

ανάλογου νουκλεοτιδίου, το οποίο δεν επιτρέπει να  συνεχιστεί η επιμήκυνση 

του DNA. Το ανάλογο νουκλεοτίδιο είναι ένα 5'-τριφω σφορικό 2 ' 3 '- 

διδεοξυνουκλεοτίδιο (ddNTP). Αυτά τα νουκλεοτίδια δεν έχουν τις 3 '-Ο Η  

τελικές ομάδες, οι οποίες είναι απαραίτητες για την επιμήκυνση της αλυσίδας 

του DNA. Ό ταν χρησιμοποιείται το κατάλληλο μίγμα των ddNTPs, η ενζυμική 

αντίδραση που καταλύει τον πολυμερισμό τερματίζεται με την ενσωμάτωση σε 

κάθε πλευρά ενός ddNTP. Μ ε αυτόν τον τρόπο δημιουργείται ένα κλάσμα ενός 

συνόλου από τις αλυσίδες, οι οποίες τερματίζονται με την είσοδο κάθε φορά 

του ddNTP. Τέσσερις διαφορετικές αντιδράσεις κάθε μια με διαφορετικά 

ddNTP δίνουν την πληροφορία για  την αλληλουχία του DNA-εκμαγείου.

Στη παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε η αυτοματοποιημένη μέθοδος 

με φθορισμομετρία όπως περιγράφεται από τους Sm ith et al. 1986, με τη 

διαφορά ότι τα  ddNTP και όχι τα πριμοδοτικά μόρια είναι σημασμένα με 

τέσσερις διαφορετικές φθορίζουσες ουσίες, ο ι οποίες απορροφούν σε 

διαφορετικό μήκος κύματος.

Η  αλληλουχία βάσεων DNA που προέκυψε, αναλύθηκε 

χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα IntelliG enetics PC/G ene softw are (O xford 

M olecular). Η  ανεύρεση τυχόν ομολογιών με γνω στές αλληλουχίες 

κατατεθειμένες σε τράπεζα δεδομένων (EM BL-Heidelberg), έγινε με το 

πρόγραμμα BLAST2 της τράπεζας δεδομένων EM BL-H eidelberg.
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3.35 Κατασκευή γονιδιακής βιβλιοθήκης χρωμοσωμικού DNA 

των στελεχών Ζ. mobilis

Ο ι γονιδιακές βιβλιοθήκες των στελεχών Ζ. mobilis CP4 (Dr. G. 

Sprenger, Forschungszentrum  KFA, Julich, Germany) και ATCC 10988 

(Κ αθηγητης K . Δραΐνας) που χρησιμοποιήθηκαν, κατασκευάστηκαν ως εξής: 

Το κοσμίδιο pLAFR5 υπέστει διπλή περιοριστική πέψη με τα ένζυμα BamHl 

και Seal. Το ευθυγραμμισμένο πλασμίδιο αναμίχθηκε με περιοριστικά τμήματα 

SauSA  χρωμοσωμικού DNA του Ζ. mobilis, μεγέθους όχι μικρότερου από 25 

kb. Η  σύνδεση τω ν τμημάτων του DNA έγινε με τη βοήθεια λιγάσης (η όλη 

διαδικασία φαίνεται στο Σχήμα 9). Η  διπλή πέψη BamHl-Scal ελαχιστοποιεί 

την πιθανότητα αυτοεπανασύνδεσης του πλασμιδιακού DNA, ευνοώντας τη 

σύνδεση περιοριοριστικώ ν τμημάτων χρωμοσωμικού DNA με δύο 

ευθυγραμμισμένα τμήματα πλασμιδιακού DNA εκατέρωθεν. Το πλασμίδιο 

pLAFR5 λειτουργεί ταυτόχρονα και ως κοσμίδιο λόγω των περιοχών cos που 

περιέχει, έτσ ι τα  ευθυγραμμισμένα μόρια που περιέχουν δύο θέσεις cos οι 

οποίες απέχουν 65 kb (πράγμα που εξασφαλίζει τη σύνδεση χρωμοσωμικού 

DNA μεγέθους πάνω  από 25 kb), αποτελούν κατάλληλο υπόστρωμα για 

εγκλεισμό in v itro  σε φαγικές κάψες και αποτελεσματική μόλυνση των 

κυττάρων Ε. coli. Εντός των μολυσμένων κυττάρων, το ευθύγραμμο DNA 

κυκλοποιείται δίνοντας ένα ομοιοπολικά κλειστό κύκλο αποτελούμενο από την 

περιοχή BamHl-Scal (των 21 kb) του κοσμιδίου και του ενθέματος (insert) του 

χρωμοσωμικού DNA. Το μόριο αυτό αναπαράγεται πλέον ως πλασμίδιο. Στη 

συνέχεια μπορούν να επιλέγουν οι αποικίες Ε. coli DH5a που είναι ανθεκτικές 

στην τετρακυκλίνη (δείκτης του pLAFR5) και επιπλέον οι αποικίες που 

περιέχουν το ανασυνδυασμένο DNA, επιλέγονται με βάση την α- 

συμληρωματικότητα της β-γαλακτοσιδάσης παρουσία IPTG και X-Gal, 

διακρινόμενες ως λευκές έναντι εκείνων που δεν περιέχουν ανασυνδυασμένο 

πλασμίδιο (διακρινόμενες ως μπλε). Προς αποφυγή της αυτοεπανασύνδεσης
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των τεμαχίων ταυ χρωμοσωμικού DNA τα τμήματα Sau3 A  

αποφωσφορυλιώνονται. Μ ετά την ανάλυση του μεγέθους αρκετών τμημάτων 

χρωμοσωμικού DNA στα ανασυνδυασμένα πλασμίδια κατασκευάστηκε 

γονιδιακή βιβλιοθήκη από 500 ανασυνδυασμένες αποικίες σε τρυβλία 

μικροτιτλοδότησης 98 φρεατίων. Ο υπολογισμός του αριθμού τω ν αποικιώ ν 

έγινε σύμφωνα με τους Sambrook et al. 1989 με βάση τον τύπο:
« 4

N = l n ( l - p y i n ( l - y )

Ν  =  απαιτούμενος αριθμός ανασυνδυασμένων αποικιών 

* / =  μέγεθος ενθέματος DNA σε bp /  συνολικό γονιδίωμα σε bp 

Ρ =  επιθυμητή πιθανότητα κάλυψης του γονιδιώματος

Για τη συγκεκριμένη γονιδιακή βιβλιοθήκη είναι:

Μ έγεθος ενθέματος DNA = «  25 kb (2.5 Χ Ι Ο 4 bp)

Συνολικό γονιδίω μα Ζ. mobilis =  2.25 X ΙΟ6 bp 

Ρ = 0.99
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Χρωμπσωμικό DNA

ϋΝΑλϊγάση 
+ Mg 
+ ATP

I 00$

Le x . Χρομοσομιχό DNA > 20 kb

BamWSnaA Sad 
oos Γ

Υπόστρωμα για in vitro 
συσκευασϋχ

| Μεταμόλονση σ« κόπαρα 
▼ £. coii ED8767

Βκιλογή αποικιών os tpvpXkx Lurit Agar + 20 pgftn) Tc

ΣΧΗ Μ Α 9: Κ ατασκευή γονιδιακής βιβλιοθήκης χρωμοσωμικού DNA του 

Ζ  mobilis στο πλασμίδιο pLAFR5.
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ΜΕΡΟΣ ΤΡΙΤΟ 

Αποτελέσματα



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4

Βιοχημικός χαρακτηρισμός ενός 
μεταλλαγμένου στελέχους του 

βακτηρίου Zymomonas mobilis, 
ευαίσθητου σε υψηλές 

συγκεντρώσεις γλυκόζης

4.1 Το μεταλλαγμένο στέλεχος CUlRif2

Το στέλεχος CU1 απομονώθηκε από τους Drainas et al. το 1984 μετά 

από μεταλλαξιγόνο επίδραση του φυσικού τύπου ATCC 10988 με 

πορτοκαλόχρουν της ακριδίνης. Το μεταλλαγμένο στέλεχος CU1 έχει τα εξής 

κύρια χαρακτηριστικά: α) είναι ευαίσθητο σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης, 

β) παρουσιάζει μειωμένη παραγωγικότητα αιθανόλης, και γ) φαίνεται πως έχει 

χάσει ένα εκ των πλασμιδίων του φυσικού τύπου (Drainas et al. 1984).

Για την διευκόλυνση των βακτηριακών συζεύξεων απομονώθηκε το 

στέλεχος C U lR iG , μετά από δεύτερη μεταλλαξιγόνο επίδραση του CU1 με 

πορτοκαλόχρουν της ακριδίνης (Afendra and Drainas 1987). Το στέλεχος 

C U lR if2 διατηρεί τα κύρια χαρακτηριστικά του πατρικού στελέχους και
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επιπρόσθετα είναι ανθεκτικό στην ριφαμπικίνη (10  pg/ml). Το αντιβιοτικό αυτό 

μπορεί να  χρησιμοποιηθεί και στις βακτηριακές συζεύξεις ως δείκτης 

αποκλεισμού των κυττάρων δότη του βακτηρίου Ε. coli. To Ε. coli 

παρουσιάζει ευαισθησία στην ριφαμπικίνη χωρίς να έχει αναφερθεί μείωση 

της συζευκτικής ικανότητας (Afendra and Drainas 1987).

Η  ταχύτητα ανάπτυξης του στελέχους CUlRif2 σε σύγκριση με αυτή 

του πατρικού του στελέχους ATCC 10988 παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεων 

γλυκόζης φαίνεται στο Σχήμα 10. Το μεταλλαγμένο στέλεχος CUlRi£2 

αναπτύσσεται σχεδόν κανονικά σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 2% γλυκόζη. 

Αντίθετα, σε θρεπτικό μέσο που περιέχει αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης 

το μεταλλαγμένο στέλεχος εμφανίζει αυξημένη περίοδο εφησυχασμού 

συγκριτικά με τον φυσικό τύπο, η οποία είναι μεγαλύτερη ανάλογα με τη 

συγκέντρωση της γλυκόζης. Πιο συγκεκριμένα, σε συγκεντρώσεις 5% 

γλυκόζης η περίοδος εφησυχασμού ανέρχεται στις 6 ώρες περίπου ενώ σε 

συγκεντρώσεις 10% γλυκόζης η περίοδος εφησυχασμού αυξάνει στις 22  ώρες 

περίπου. Κάτω από τις ίδιες συνθήκες ο φυσικός τύπος αναπτύσσεται χωρίς να 

διέρθει περίοδο εφησυχασμού. Ο ι ιδιότητες ανάπτυξης του CUlRi£2 είναι οι 

ίδιες τόσο σε πλήρες όσο και σε ελάχιστο θρεπτικό μέσο ανάπτυξης.

Μ ε βάση αυτή την ιδιότητα, φαίνεται ότι το μεταλλαγμένο στέλεχος 

C U lR if2  είναι ένα πολύ χρήσιμο εργαλείο για την διερεύνηση της ικανότητας 

του βακτηρίου Ζ. mobilis να αναπτύσσεται σε αυξημένες συγκεντρώσεις 

γλυκόζης.
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ΣΧ Η Μ Α  10: Κ αμπύλες ανάπτυξης τω ν  στελεχών A T C C  10988 κ α ι 
C U lR iG  σε θρεπτικό μέσο (πλήρες ή ελάχιστο) που περ ιέχει 2 %  (Α), 5 %  
(Β) κα ι 10%  (Γ) γλυκόζη.
· :  A TC C  10988, ▲: C U lR if2
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4.2 Ανθεκτικότητα του στελέχους CUlRiG σε υψηλές 
συγκεντρώσεις σακχάρων

Αρχικά, μελετήθηκε η  ανθεκτικότητα του στελέχους CUlRi£2 σε 

θρεπτικό μέσο που περιέχει 2%  γλυκόζη και 16% μαλτόζη ή 6 .6% ξυλόζη, 

διαλύματα ισομοριακά με το θρεπτικό μέσο που περιέχει 10% γλυκόζη (0.55 

Μ ). Η  μαλτόζη είναι ένα σάκχαρο που δεν προσλαμβάνεται, ούτε 

καταβολίζεται από το βακτήριο Ζ. mobilis, ενώ η ξυλόζη προσλαμβάνεται αλλά 

δεν καταβολίζεται περαιτέρω. Η  γλυκόζη (2%) προστίθεται στο θρεπτικό μέσο 

ως πηγή άνθρακα.

Ό πω ς φαίνεται στο Σχήμα 11 το μεταλλαγμένο στέλεχος CUlRif2 

αναπτύσσεται κανονικά σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 2% γλυκόζη και 16% 

μαλτόζη ή  6 .6% ξυλόζη. Το αποτέλεσμα αυτό δείχνει ότι το μεταλλαγμένο 

στέλεχος CUlRi£2 δεν είναι ευαίσθητο σε υψηλές οσμωτικές πιέσεις αλλά 

ειδικά σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης.

Στο ίδιο Σχήμα φαίνονται οι καμπύλες ανάπτυξης του CUlRif2 σε 

θρεπτικό μέσο που περιέχει 10% φρουκτόζη, ενός σακχάρου το οποίο 

προσλαμβάνεται και καταβολίζεται από το βακτήριο Ζ. mobilis. Από το Σχήμα 

φαίνεται ότι το μεταλλαγμένο στέλεχος CU lRif2 αναπτύσσεται κανονικά σε 

θρεπτικό μέσο που περιέχει 10% φρουκτόζη. Το αποτέλεσμα αυτό δείχνει ότι 

το C U lR if2  δεν είναι ευαίσθητο σε υψηλές συγκεντρώσεις σακχάρων γενικά 

αλλά ειδικά στις υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης.

Στο Σχήμα 11 φαίνεται η καμπύλη ανάπτυξης του στελέχους CUlRi£2 

σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 2 % γλυκόζη και 8% 2 -δεοξυγλυκόζη, ένα μη 

μεταβολίσιμο ανάλογο της γλυκόζης. Από το Σχήμα φαίνεται ότι το CUlRif2 

έχει μια περίοδο εφησυχασμού 22  ωρών περίπου όπως ακριβώς στην 

περίπτωση του θρεπτικού μέσου που περιέχει 10% γλυκόζη, ενώ ο φυσικός 

τύπος αναπτύσσεται κανονικά. Το αποτέλεσμα αυτό δείχνει, ότι η παρουσία 

στο θρεπτικό μέσο υψηλής συγκέντρωσης ενός μη μετάβολίσιμού αναλόγου 

της γλυκόζης, προκαλεί την ίδια καθυστέρηση στην ανάπτυξη του CUlRif2,
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όπως ακριβώς η αυξημένη συγκέντρωση γλυκόζης.

Από τα παραπάνω αποτελέσματα φαίνεται ότι ο μηχανισμός 

ανθεκτικότητας του βακτηρίου Ζ. mobilis σε αυξημένες συγκεντρώσεις 

γλυκόζης είναι ειδικός και ανεξάρτητος από κάποιους μηχανισμούς 

οσμωρύθμισης και ανθεκτικότητας σε άλλα σάκχαρα που πιθανόν να  υπάρχουν 

στο βακτήριο αυτό.



Χρόνος (h)

0 20 40 60
Χρόνος (h)

ΣΧΗΜΑ 11: Καμπύλες ανάπτυξης των στελεχών ATCC 10988 και 
CUlRif2 σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 2% γλυκόζη και 16% μαλτόζη ή 
6,6% ξυλόζη (Α), 10% φρουκτόζη (Β) και 2% γλυκόζη και 8% 2- 
δεοξυγλυκόζη (Γ)· ··' ATCC 10988, ▲: CUlRiC
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4.3 Η επίδραση της σορβιτόλης στην ανάπτυξη του στελέχους 
CUlRif2

Είναι γνωστό ότι κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης του βακτηρίου Ζ. 

mobilis σε θρεπτικό μέσο που περιέχει υψηλές συγκεντρώσεις σακχαρόζης, ως 

κύριο παραπροϊόν παράγεται σορβιτόλη, η οποία συσσωρεύεται και δρα ως 

συμβατή διαλυμένη ουσία, προστατεύοντας έτσι το κύτταρο από την υψηλή 

εξωτερική-οσμωτική πίεση. Ακόμα έχει αναφερθεί (Loos et al. 1994) ότι όταν 

σε θρεπτικό μέσο που περιέχει υψηλή συγκέντρωση γλυκόζης προστεθεί 

εξωτερικά σορβιτόλη, τότε τα κύτταρα του Ζ. mobilis αναπτύσσονται 

καλύτερα. Δηλαδή η σορβιτόλη προστατεύει οσμωτικά τα  κύτταρα Ζ. mobilis, 

ακόμα και όταν προστίθεται εξωτερικά.

Στην παρούσα εργασία, μελετήθηκε η ανάπτυξη του στελέχους C U lR if2  

σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 10% γλυκόζη και σορβιτόλη, για να  ελεγχθεί 

εάν η προσθήκη της σορβιτόλης έχει σαν αποτέλεσμα τη μείωση του χρόνου 

της περιόδου εφησυχασμού του στελέχους αυτού. Ό πω ς φαίνεται στο Σχήμα 

12, το στέλεχος C U lRif2 όταν αναπτύσσεται σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 

10% γλυκόζη και σορβιτόλη, παρουσιάζει μια περίοδο εφησυχασμού 22  ωρών 

περίπου, ακριβώς όπως και όταν αναπτύσσεται σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 

10% γλυκόζη. Επομένως, η σορβιτόλη δεν βοηθάει το στέλεχος CUlRi£2 να 

ξεπεράσει την περίοδο εφησυχασμού.

Από τα παραπάνω φαίνεται ότι το στέλεχος C U lR if2 δεν έχει πρόβλημα 

οσμωρύθμισης, άρα η ευαισθησία του σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης 

οφείλεται σε κάποιον άλλο λόγο.
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ΣΧΗΜΑ 12: Καμπύλη ανάπτυξης του στελέχους CU1RH2 σε θρεπτικό 
μέσο που περιέχει 10 % γλυκόζη και 50 mM σορβιτόλη.

Αντίθετα, σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 25% γλυκόζη, εντός του 

οποίου τόσο το μεταλλαγμένο όσο και το πατρικό στέλεχος δεν 

αναπτύσσονται, η παρουσία σορβιτόλης βοηθάει την ανάπτυξη και των δύο 

γεγονός που δείχνει ότι η σορβιτόλη προσλαμβάνεται και δρα με τον ίδιο τρόπο 

όπως στο μεταλλαγμένο στέλεχος όπως και στο πατρικό (Σχήμα 13).
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ΣΧΗΜΑ 13: Καμπύλες ανάπτυξης των στελεχών ATCC 10988 και 
CUlRif2 σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 25% γλυκόζη ( · ) .
A: ATCC 10988 σε 25% γλυκόζη και 50 mM σορβιτόλη 
■: CU1RU2 σε 25% γλυκόζη και 50 mM σορβιτόλη
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4.4 Η λιπιδιακή σύσταση της μεμβράνης του μεταλλαγμένου 
στελέχους CUlRif2

Ε ίναι γνωστό ότι η ανθεκτικότητα του βακτηρίου Ζ. mobilis σε 

αυξημένες συγκεντρώσεις αιθανόλης και γλυκόζης έχει συνδεθεί με την 

λιπιδιακή σύσταση της μεμβράνης του. Ειδικότερα έχει αναφερθεί ότι η 

ανθεκτικότητα του Ζ  mobilis σε υψηλές συγκεντρώσεις αιθανόλης, οφείλεται 

στην μεγάλη συγκέντρωση οπανοειδών (Bringer et al. 1985, Schmidt et al. 

1986, H erm ans et al. 1991) και cis-βαξενικού οξέος (Carey and Ingram 1983) 

που περιέχονται στη μεμβράνη του. Ακόμα έχει αναφερθεί (Moreau et al. 1995) 

ότι η σύσταση των οπανοειδών αλλάζει σημαντικά στη μεμβράνη κυττάρων 

του βακτηρίου Ζ. mobilis, τα οποία αναπτύσσονται σε θρεπτικό μέσο που 

περιέχει 10% γλυκόζη υπό αναερόβιες συνθήκες, σε σχέση με αυτή κύτταρων 

του Ζ. mobilis, τα οποία αναπτύσσονται σε 2% γλυκόζη υπό αερόβιες 

συνθήκες.

4.4.1. Ποιοτικός και ποσοτικός προσδιορισμός φωσφολιπιδίων

Ο ποσοτικός προσδιορισμός των φωσφολιπιδίων σε κύτταρα του Ζ. 

mobilis έγινε όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο μέθοδοι και υλικά.

Κ ύτταρα του CUlRi£2 και του ATCC 10988 από ένα λίτρο καλλιέργεια 

συλλέχθηκαν και λυοφιλιοποιήθηκαν. Τα ξηρά κύτταρα εκχυλίστηκαν με τη 

μέθοδο Rohm er. Στα λιπίδια που προέκυψαν έγινε προσδιορισμός φωσφόρου. 

Βρέθηκε ότι και τα δύο στελέχη περιείχαν την ίδια περίπου ποσότητα 

φωσφολιπιδίων, εφόσον κύτταρα ATCC 10988 περιείχαν 1.5 μg φωσφόρου 

ανά m g κυττάρων και κύτταρα CU lRif2 περιείχαν 1.4 μg φωσφόρου ανά mg 

κυττάρων.

Στη συνέχεια, εκχύλισμα λιπιδίων και από τα δύο στελέχη, 

περιεκτικότητας 20 pg φωσφόρου, τοποθετήθηκαν σε πλάκα TLC και η πλάκα 

αναπτύχθηκε σε μίγμα διαλυτών CHCI3-CH3OH- Η2Ο-ΝΗ3 (65: 35: 5: 2). Στο
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Σχήμα 14 φαίνεται ότι τα φωσφολιπίδια του C U lR if2 δεν διαφέρουν ποιοτικά 

από αυτά του πατρικού του στελέχους ATCC 10988.

Μετά από τον προσδιορισμό της ποσότητας φωσφόρου κάθε κηλίδας 

βρέθηκε η ποσοστιαία αναλογία φωσφολιπιδίων και των δύο στελεχών. Τα 

αποτελέσματα φαίνονται στον Πίνακα 7:

Π ΙΝ Α Κ Α Σ 7:
Π οσοστιαία σύσταση (%  τω ν ολικώ ν) τω ν φ ω σφολιπ ιδ ίω ν τω ν  στελεχών 
A T C C  10988 και CUlRi£2

A TC C
10988

C U lR iG

πολικά-φω σφολιπίδια  (κηλίδες 1 ,2 ,3,4) 1 8 .4 1 3 .8 25.3 1 3 .4
φωσφατιδυλοσερίνη (PS) + λυσο-φω σφατιδυλο- 
αιθανολαμίνη (lyso-PE) (κηλίδα 5)

2.4 ±  0.8 3 .6 1 0 .4

φωσφατιδυλοχολίνη (PC) (κηλίδα  6 ) 7.8 ± 1.2 9 .4 1 2 .5
φωσφατιδυλοαιθανολαμίνη (ΡΕ) (κηλ ίδα  7) 57.3 1 2 .4 4 3 .1 1 2 .2
φωσφατιδυλογλυκερόλη (PG) (8 ) 1 3 .8 1 2 .2 1 7 .0 1 5 .6
ολικός φώσφορος / mg κυττάρω ν 1 .5 1 0 .1 1 .4 1 0 .1
Τα δεδομένα είναι ο μέσος όρος δύο διαφορετικών μετρήσεων σε δύο διαφορετικές 
καλλιέργειες

Ακόμα, έγινε ποσοτικός προσδιορισμός φωσφολιπιδίων στη μεμβράνη 

του στελέχους CU1 και βρέθηκε να  έχει ακριβώς την ίδια ποσοστιαία 

περιεκτικότητα φωσφολιπιδίων με το στέλεχος CU lRif2.

Φαίνεται ότι το στέλεχος C U lR iG  έχει μειωμένη περιεκτικότητα 

φωσφατιδυλοαιθανολαμίνης (ΡΕ), σε σχέση με το στέλεχος ATCC 10988. Η 

διαφορά όμως αυτή δεν είναι και τόσο σημαντική, ώστε να μπορεί να εξηγήσει 

την ευαισθησία του στελέχους C U lR iG  σε αυξημένες συγκεντρώσεις 

γλυκόζης.

4.4.2. Π οιοτικός κα ι ποσοτικός προσδιορισμός ουδετέρω ν λ ιπ ιδ ίω ν

Για τον προσδιορισμό των ουδετέρων λιπιδίων, συλλέχθηκαν και
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λυοφιλιοποιήθηκαν κύτταρα του CU lRif2 και του ATCC 10988 από 20 λίτρα 

καλλιέργειας αντίστοιχα. Τα κύτταρα εκχυλίστηκαν με τη μέθοδο Rohmer και 

τα  λιπίδια που προέκυψαν από την εκχύλιση ζυγίστηκαν σε προζυγισμένο 

φιαλίδιο. Στο στέλεχος CUlRi£2 βρέθηκε ότι περιέχονται 408 mg ολικών 

λιπιδίων, ενώ στο στέλεχος ATCC 10988 400 mg ολικών λιπιδίων.

Για τον προσδιορισμό των ουδετέρων λιπιδίων, 400 mg ολικών λιπιδίων 

κα ι των δύο στελεχών τοποθετήθηκαν σε ημιπαρασκευαστικές πλάκες TLC, οι 

οποίες αναπτύχθηκαν σε σύστημα διαλυτών εξάνιο:αιθέρας (70:30). Η  κηλίδα 

της βάσης της πλάκας (η οποία περιέχει τα πολικά λιπίδια) και οι κηλίδες της 

υπόλοιπης πλάκας αποξύθηκαν ξεχωριστά και ζυγίστηκαν. Από τα 

αποτελέσματα υπολογίστηκε η ποσοστιαία περιεκτικότητα ουδετέρων λιπιδίων 

στα ολικά λιπίδια η οποία βρέθηκε παρόμοια και στα δύο στελέχη (= 4%).

Στη συνέχεια τα ουδέτερα λιπίδια και των δύο στελεχών τοποθετήθηκαν 

σε πλάκα TLC η οποία αναπτύχθηκε στο ίδιο σύστημα ως ανωτέρω. Όπως 

φαίνεται στο Σχήμα 15 τα ουδέτερα λιπίδια του στελέχους C U lR iG , δεν 

διαφέρουν ποιοτικά από εκείνα του φυσικού τύπου.

Για τον ποσοτικό προσδιορισμό των ουδετέρων λιπιδίων, κάθε κηλίδα 

που φαίνεται στο Σχήμα 15 αποξύθηκε , εκχυλίστηκε και ζυγίστηκε. Έτσι 

υπολογίστηκε η ποσοστιαία περιεκτικότητα κάθε κηλίδας ουδέτερου λιπιδίου 

στη συνολική ποσότητα των ουδετέρων λιπιδίων και των δύο στελεχών. Τα 

αποτελέσματα φαίνονται στον Πίνακα 8 :
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Π ΙΝ Α Κ Α Σ 8 :

Π οσοστιαία σύσταση (%  τω ν ολικών) τω ν  ουδετέρω ν λ ιπ ιδ ίω ν  στα  
στελέχη A TC C  10988 κα ι C U lR iC

' A TC C  10988 CUlRi£2
Α γνωστο (κηλίδα  1) 3.8 ± 0 .7 4.4 ± 0 .6
Διπλοπτερόλη 
(κηλίδα 2 ) <

17.5 ± 2 .1 15.9 ± 3 .0

2-μέθυλ-4,5- 
διτριδεκυλ-1,4- 
κυκλοεξαδιενυλ- 
μεθανόλη (κηλίδα 3)

21.3 ± 3 .2 19.9 ± 2 .5

Ο υβικινόνη Q10 
(κηλίδα 4)

10.6 ± 1.6 11.0 ± 1 .3

Α γνωστο (κηλίδα 5) 21.7 ± 2 .3 22.1 ± 2.6
Υδρογονάνθρακες 
Σκουαλένιο 
Διπλοπτένιο (κηλίδα 6)

24.0 ± 2 .5 26.5 ± 3.1

Τα δεδομένα είναι ο μέσος όρος δύο διαφορετικών μετρήσεων σε δύο διαφορετικές 
καλλιέργειες

Από τον παραπάνω Πίνακα φαίνεται ότι η  ποσοστιαία περιεκτικότητα
9

των ουδετέρων λιπιδίων του στελέχους C U lR if2, είναι σχεδόν η ίδια με αυτή 

του πατρικού στελέχους ATCC 10988.
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ATCC 10988 CUlRi£2

ΣΧΗΜΑ 14: Τα φωσφολιπίδια των στελεχών ATCC 10988 και CUlRi£2, 
όπως διαχωρίζονται σε πλάκα πυριτικού οξέος με σύστημα διαλυτών 
CHCI3-CH3OH-H2O-NH3 (65: 35: 5: 2). CL: καρδιολιπίνη, ΡΑ: 
φωσφατιδικό οξύ, ΡΙ: φωσφατιδυλοινοσίτης, PS : φωσφατιδυλοσερίνη, 
PG: φωσφατιδυλογλυκερόλη, + : κόκκινος χρωματισμός μετά από 
ψεκασμό με διάλυμα νινυδρίνης.
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ΣΧΗΜΑ 15: Τα ουδέτερα λιπίδια των στελεχών ATCC 10988 και 
CUlRiC, όπως διαχωρίζονται σε πλάκα πυριτικού οξέος σε σύστημα 
διαλυτών εξάνιο:αιθέρας (70:30). Choi. :χοληστερόλη, -ο ΐ . : διπλοπτερόλη, 
Ubiq: ουβικινόνη.



Ο προσδιορισμός των λιπαρών οξέων των στελεχών ATCC 10988 και 

C U lR if2 , έγινε όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο μέθοδοι και υλικά ως εξής:

Ποσότητα 300 mg λυοφιλιοποιημένων κυττάρων από το κάθε στέλεχος, 

εκχυλίστηκαν με τη μέθοδο Bligh-Dyer. Στα λιπίδια που προέκυψαν έγινε 

προσδιορισμός φωσφόρου και βρέθηκε ότι το ATCC 10988 έχει 0.6 pg 

φωσφόρου ανά m g κυττάρων, ενώ το CUlRi£2 έχει 0.5 pg φωσφόρου ανά mg 

κυττάρων.

Σε λιπίδια περιεκτικότητας 50 pg φωσφόρου έγινε εστεροποίηση και στη 

συνέχεια αναλύθηκαν σε αέριο χρωματογράφο. Στο Σχήμα 16 φαίνονται τα 

χρωματογραφήματα του ATCC 10988 και του CUlRif2. Ό πως φαίνεται δεν 

υπάρχει καμία ποιοτική διαφορά ανάμεσα στα λιπαρά οξέα των στελεχών 

ATCC 10988 και CUlRi£2.

Από τα χρωματογραφήματα υπολογίστηκε και η ποσοστιαία 

περιεκτικότητα κάθε λιπαρού οξέος στη συνολική ποσότητα των λιπαρών 

οξέων. Τα αποτελέσματα φαίνονται στον Πίνακα 9.

Στη συνέχεια, λιπίδια περιεκτικότητας 100 pg φωσφόρου και των δύο 

στελεχών τοποθετήθηκαν σε πλάκα TLC, η οποία αναπτύχθηκε σε σύστημα 

διαλυτών εξάνιο:αιθέρας (70:30). Η βάση της πλάκας (πολικά λιπίδια) 

αποξύθηκε, εκχυλίστηκε και εστεροποιήθηκε. Μετά από ανάλυση σε αέριο 

χρωματογράφο βρέθηκε η ποσοστιαία περιεκτικότητα κάθε λιπαρού οξέος στη 

συνολική ποσότητα των λιπαρών οξέων, που περιέχεται στο κλάσμα των 

πολικών λιπιδίων. Τα αποτελέσματα φαίνονται στον Πίνακα 10.

Τέλος, λιπίδια περιεκτικότητας 200 pg φωσφόρου και των δύο στελεχών 

τοποθετήθηκαν σε πλάκα TLC η οποία αναπτύχθηκε σε σύστημα διαλυτών 

CHCI3-CH3OH-H2O (65: 35: 5), η κηλίδα της φωσφατιδυλοαιθανολαμίνης 

(ΡΕ) αποξύθηκε, εκχυλίστηκε και εστεροποιήθηκε. Μετά από ανάλυση σε 

αέριο χρωματογράφο βρέθηκε η ποσοστιαία περιεκτικότητα κάθε λιπαρού 

οξέος στη συνολική ποσότητα των λιπαρών οξέων, που περιέχεται στην κηλίδα

4.4.3 Ποιοτικός και ποσοτικός προσδιορισμός λιπαρών οξέων
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της φωσφατιδυλοαιθανολαμΐνης. Τα αποτελέσματα φαίνονται στον Πίνακα 10.

Π ΙΝ Α Κ Α Σ 9:
Π οσοστιαία σύσταση (%  τω ν ολικών) τω ν λιπαρώ ν οξέων τω ν  στελεχών 
A TC C  10988 κα ι C U lR ifi

Α ιπαρό οξύ ATCC 10988 C u lR if2
Μ υριστικό οξύ (14:0) 11.0 ± 1.5 9.8 ± 1 .3
Π αλμιτικό οξύ (16:0) 12.3 ± 1.8 12.5 ± 1.0
Π αλμιτολεϊκό οξύ 
(16:1)

6.2 ± 0.9 6.0 ± 0.5

Βαξενικό οξύ (18:1) 69.6 ±2.1 69.2 ±  3.2
Τα δεδομένα είναι ο μέσος όρος δύο διαφορετικών μετρήσεων σε δύο διαφορετικές 

* καλλιέργειες

Π ΙΝ Α Κ Α Σ 10:
Π οσοστιαία σύσταση (%  τω ν ολικών) τω ν  λ ιπαρώ ν οξέων τω ν  στελεχώ ν 
A T C C  10988 κα ι C U lR iO

A TC C  10988 C U lR iC
Α ιπαρό οξύ πολικά λ ιπ ίδια ΡΕ πολικά  λ ιπ ίδ ια ΡΕ
Μ υριστικό 
οξύ (14:0)

11.1 ± 1.2 9.0 ± 1.6 10.8 ± 0 .9 9.1 ± 1 .4

Π αλμιτικό  
οξύ (16:0)

15.9 ± 2 .5 11.3 ± 2 .8 13.5 ± 2 .1 11.8 ± 2 .5

Π αλμιτολεϊκό 
οξύ (16:1)

7.1 ± 0 .8 6.1 ± 1 .0 5.1 ± 0 .9 5.6 ±  1.0

Βαξενικό οξύ 
(18:1)

64.3 ± 5.5 73.6 ±5.1 74.0 ±  5.3 75.9 ± 5.1

Τα δεδομένα είναι ο μέσος όρος δύο διαφορετικών μετρήσεων σε δύο διαφορετικές 
καλλιέργειες

Από τα παραπάνω αποτελέσματα φαίνεται ότι τα λιπαρά οξέα του 

μεταλλαγμένου στελέχους CU lRif2, δεν διαφέρουν ούτε ποιοτικά ούτε 

ποσοτικά από αυτά του φυσικού τύπου.
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4.4.4. Π οιοτικός κα ι ποσοτικός προσδιορισμός τω ν οπανοειδών τω ν 

στελεχών A TC C  10988 κ α ι C U lR iG

Ο προσδιορισμός των οπανοειδών έγινε όπως περιγράφεται στο 

κεφάλαιο υλικά και μέθοδοι ως εξής:

Ποσότητα 100 mg κυττάρων εκχυλίστηκαν με τη μέθοδο Rohmer και 

στη συνέχεια υπέστησαν οξείδωση, αναγωγή και ακετυλίωση. Η ανάλυση τους 

σε αέριο χρωματογράφο (Σχήμα 17), έδειξε ότι δεν υπάρχει καμιά ποιοτική 

διαφορά ανάμεσα στα οπανοειδή του στελέχους C U lR iG  και του φυσικού 

τύπου.

Ο ποσοτικός προσδιορισμός (η % περιεκτικότητα τους στα ολικά 

λιπίδια) των οπανοειδών και των δύο στελεχών έγινε σε ολοκληρωτή 

χρησιμοποιώντας ως εσωτερικό πρότυπο διτριακοντάνιο γνωστής ποσότητας. 

Τα αποτελέσματα του ποσοτικού προσδιορισμού φαίνονται στον Πίνακα 11.

Π ΙΝ Α Κ Α Σ 11:
Π οσοστια ία  περ ιεκτικότη τα  (%  τω ν ολικών λιπιδίων) τω ν ακετυλιωμένων 

οπανοειδώ ν τω ν  στελεχών A T C C 10988 κα ι C U lR iG

A TC C  10988 C u lR iG
0.77 ± 0.08 0.73 ±0 .10

Τα δεδομένα είναι ο μέσος όρος δύο διαφορετικών μετρήσεων σε δύο διαφορετικές 
καλλιέργειες

Από τα παραπάνω αποτελέσματα φαίνεται, ότι το μεταλλαγμένο 

στέλεχος C U lR iG  περιέχει τα ίδια οπανοειδή και στην ίδια αναλογία με τον 

φυσικό τύπο.

Η μελέτη της λιπιδιακής σύστασης της μεμβράνης του στελέχους 

C U lR iG  σε σύγκριση με αυτή του ATCC 10988, έγινε και σε κύτταρα που 

είχαν αναπτυχθεί σε θρεπτικό μέσο που περιείχε 10% γλυκόζη. Τα 

αποτελέσματα δεν παρουσίαζαν διαφορές συγκριτικά με εκείνα των κυττάρων 

που αναπτύσσονται παρουσία 2% γλυκόζης.
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Μετά από τη λιπιδιακή ανάλυση της μεμβράνης του μεταλλαγμένου 

στελέχους CU lRif2 φαίνεται ότι η σύσταση των λιπιδίων του δεν διαφέρει, με 

εξαίρεση το μειωμένο ποσοστό της φωσφατιδυλοαιθανολαμίνης (ΡΕ), από 

αυτή του φυσικού τύπου. Τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν ότι η ευαισθησία 

του στελέχους C U lR iC  σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης δεν οφείλεται σε 

αλλαγές της λιπιδιακής σύστασης της μεμβράνης του. Στη συνέχεια λοιπόν, ο 

βιοχημικός χαρακτηρισμός του στελέχους C U lR iO  στράφηκε στην μελέτη της 

πρόσληψης και του μεταβολισμού της γλυκόζης.
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ΣΧΗΜΑ 16: Αέρια χρωματογραφήματα των λιπαρών οξέων των στελεχών 
ATCC 10988 (Α) και CU1RH2 (Β).
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ΣΧ Η Μ Α  17: Αέρια χρω ματογραφ ήματα  τω ν  ακετυλιω μένω ν οπανοειδώ ν 
τω ν στελεχών A TC C  10988 (Α) κα ι C U lR iC  (Β). η-32: δ ιτρ ιακοντάνιο  
γνω στής συγκέντρω σης, h o p . : σύνολο ακετυλιωμένων οπανοειδών.
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4.5 Μελέτη της γλυκοκινάσης του στελέχους CUlRif2

4.5.1Μ έτρηση τη ς  δραστικότητας τη ς  γλυκοκινάσης στα  στελέχη ATCC 

10988 κα ι C U lR if2

Η  γλυκοκινάση, όπως αναφέρθηκε στην εισαγωγή, είναι το πρώτο 

ένζυμο το οποίο θεωρείται σημείο ρύθμισης στη γλυκολυτική πορεία Entner- 

D oudoroff στο βακτήριο Ζ. mobilis.

Η  μέτρηση της δραστικότητας γλυκοκινάσης έγινε σε κύτταρα του 

στελέχους ATCC 10988 και του στελέχους CUlRif2 μετά από ανάπτυξή τους 

σε θρεπτικό μέσο που περιείχε 2%, 5% και 10% γλυκόζη αντίστοιχα. Ακόμα 

μετρήθηκε η δραστικότητα της γλυκοκινάσης σε κύτταρα του στελέχους ATCC 

10988 και C U lR if2 τα οποία είχαν αναπτυχθεί σε θρεπτικό μέσο που περιείχε 

2% γλυκόζη και στην συνέχεια είχαν μεταφερθεί για 3 ώρες σε θρεπτικό μέσο 

που περιείχε 10% γλυκόζη.

Π ΙΝ Α Κ Α Σ  12:
Λ ραστικότητα γλυκοκινάσης στα  στελέχη A TCC 10988 κα ι C U lR lf2

Γλυκόζη
%

Δ ραστικότητα  τη ς  γλυκοκινάσης (nmol NADH/min mg
πρω τείνης)

A TC C  10988 C U lR if2

2 550 ± 18 420 ± 20
5 770 ± 15 370 ± 2 0

10" ■" 1050 ± 7 0 400 ± 15
Τα δεδομένα είναι ο μέσος όρος τεσσάρων ανεξάρτητων πειραμάτων 
* Ανάπτυξη ή επώαση των κυττάρων για 3 ώρες



Από τον παραπάνω Πίνακα, φαίνεται ότι η δραστικότητα της 

γλυκοκινάσης του στελέχους ATCC 10988 αυξάνεται 1.5 και 2 φορές, όταν η 

συγκέντρωση της γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο αυξηθεί σε 5% ή 10% 

αντίστοιχα. Η  αύξηση της δραστικότητας της γλυκοκινάσης συναρτήσει της 

συγκέντρωσης της γλυκόζης έχει αναφερθεί στο παρελθόν από τους Zachariou 

και Scopes (1986). Το φαινόμενο αυτό, όπως φαίνεται στον παραπάνω Πίνακα, 

δεν ισχόενστο μεταλλαγμένο στέλεχος CU lRif2, στο οποίο η δραστικότητα της 

γλυκοκινάσης παραμένει σταθερή όταν η συγκέντρωση της γλυκόζης στο 

θρεπτικό μέσο αυξηθεί σε 5% ή σε 10%.

Στο Σχήμα 18 φαίνονται οι καμπύλες της απορρόφησης στα 340 nm 

(αύξηση της ποσότητας του NADH, χρησιμοποιώντας περίσσεια 

αφυδρογονάσης της 6-Ρ-γλυκόζης και ως υπόστρωμα γλυκόζη) σε σχέση με το 

χρόνο, εκχυλίσματος κυττάρων ATCC 10988 τα οποία είχαν αναπτυχθεί σε 

θρεπτικό μέσο που περιείχε 2%, 5% και 10% γλυκόζη. Στο Σχήμα 19 

φαίνονται οι αντίστοιχες καμπύλες για το στέλεχος CUlRi£2.
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Σ Χ Η Μ Α  18: Κ αμπύλη τη ς  απορρόφησης στα 340 nm  σε σχέση με το 
χρόνο (χρησιμοποιώ ντας περίσσεια  αφυδρογονάσης της 6-Ρ-γλυκόζης και 
ω ς  υπόσ τρω μ α  γλυκόζη), εκχυλίσματος κυττάρω ν του στελέχους ATCC 
10988 σε θρεπτικό  μέσο που περιέχει 2%  ( · ) ,  5%  (Α) κα ι 10%  (■ ) 
γλυκόζη.
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ΣΧΗΜ Α 19: Καμπύλη τη ς  απορρόφησης στα  340 nm  σε σχέση με το  
χρόνο (χρησιμοποιώντας περίσσεια  αφυδρογονάσης τη ς  6-Ρ-γλυκόζης κα ι 
ω ς υπόστρω μα γλυκόζη), εκχυλίσματος κυττάρω ν του  στελέχους C U lR iC  
σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 2%  (# ) ,  5%  (Α) κα ι 10%  (■ ) γλυκόζη.

4.5.2 Κ ινητική  μελέτη τη ς  γλυκοκινάσης στα  στελέχη A T C C  10988 κα ι 

C U lR if2

Η κινητική μελέτη της γλυκοκινάσης έγινε όπως αναφέρεται στο 

κεφάλαιο υλικά και μέθοδοι, σε κύτταρα των στελεχών ATCC 10988 και 

C U lR if2 τα οποία είχαν αναπτυχθεί σε θρεπτικό μέσο που περιείχε 2% και 5% 

γλυκόζη αντίστοιχα.

Στο Σχήμα 20 φαίνεται η επίδραση της συγκέντρωσης του 

υποστρώματος στη δραστικότητα της γλυκοκινάσης του στελέχους ATCC 

10988, μετά από ανάπτυξη των κυττάρων σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 2% 

και 5% γλυκόζη αντίστοιχα. Α πό το Σχήμα φαίνεται ότι η γλυκοκινάση 

ακολουθεί κινητική M ichaelis-M enten και στις δύο περιπτώσεις, με τη διαφορά
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ότι στα κύτταρα που έχουν αναπτυχθεί σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 5% 

γλυκόζη-όπως ήταν αναμενόμενο-οι δραστικότητες της γλυκοκινάσης είναι 

μεγαλύτερες από αυτές των κυττάρων που έχουν αναπτυχθεί σε θρεπτικό μέσο 

που περιέχει 2%  γλυκόζη.

ο 2 4 6 8 ίο
Συγκέντρωση γλυκόζης (mM)

ΣΧ Η Μ Α  20: Ε πίδραση τη ς  συγκέντρω σης υποστρώ ματος στη
δρ α σ τικ ό τη τα  γλυκοκινάσης του στελέχους ATCC 10988, μετά από 
ανάπτυξη του  σε θρεπτικό  μέσο που περιέχει 2%  ( # )  κα ι 5%  (▲) γλυκόζη.

Στο Σχήμα 21 φαίνεται η επίδραση υποστρώματος στη δραστικότητα 

γλυκοκινάσης του στελέχους CU lRif2, μετά από ανάπτυξη του σε θρεπτικό 

μέσο που περιέχει 2%  και 5% γλυκόζη αντίστοιχα. Από το Σχήμα φαίνεται ότι 

η γλυκοκινάση του CUlRi£2 ακολουθεί επίσης κινητική Michaclis-Mcnten και 

στις δύο περιπτώσεις.
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ΣΧΗ Μ Α  21: Επίδραση τη ς  συγκέντρωσης υποστρώ ματος στη
δραστικότητα  γλυκοκινάσης του  στελέχους C u lR if2 , μ ετά  από ανάπτυξη 
του σε θρεπτικό μέσο που περ ιέχει 2%  ( · )  κα ι 5%  (▲) γλυκόζη.

Μετά από επεξεργασία σε ηλεκτρονικό υπολογιστή, εφοδιασμένο με το 

κατάλληλο πρόγραμμα (BIOSOFT 1991), υπολογίστηκαν οι κινητικές 

παράμετροι Km και Vmax της γλυκοκινάσης των στελεχών ATCC 10988 και 

CU lRif2. Τα αποτελέσματα φαίνονται στον Πίνακα 13.

Από τον Πίνακα φαίνεται ότι η τιμή Km είναι ίδια και στα δύο στελέχη, 

ανεξάρτητα με τη συγκέντρωση της γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο ανάπτυξης. 

Οι τιμές αυτές συμφωνούν με βιβλιογραφικά δεδομένα (Doelle 1982, Scopes et 

al. 1985, Scopes andBannon 1995).

Φαίνεται λοιπόν, ότι η γλυκοκινάση του φυσικού τύπου ATCC 10988 

δεν αλλάζει κινητικά αλλά ποσοτικά όταν η συγκέντρωση της γλυκόζης στο 

θρεπτικό μέσο μεταβληθεί. Ακόμα, φαίνεται ότι η γλυκοκινάση του στελέχους 

C U lR if2 δεν έχει μεταλλαχθεί, εφόσον η κινητική παράμετρος Km παραμένει η 

ίδια. Η αδυναμία αύξησης της δραστικότητας γλυκοκινάσης του C U lR if2  όταν 

αυξάνεται η συγκέντρωση της γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο μπορεί να
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οφείλεται σε δύο λόγους:

1) Η γλυκοκινάση του φυσικού τύπου γίνεται πιο δραστική (φωσφορυλιώνει 

μεγαλύτερη ποσότητα υποστρώματος ανά μονάδα χρόνου) όταν αυξάνεται η 

συγκέντρωση της γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο, ενώ η γλυκοκινάση του 

μεταλλαγμένου στελέχους έχει χάσει αυτή την ικανότητα. Η ικανότητα αυτή 

εκφράζεται με τη κινητική παράμετρο k ^ .

2) Η  ποσότητα της γλυκοκινάσης του φυσικού τύπου αυξάνεται όταν αυξάνεται 

η συγκέντρωση της γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο και το μεταλλαγμένο στέλεχος 

έχει χάσει την αυτή ικανότητα.

Γ ια  να  απαντηθεί το παραπάνω ερώτημα, υπολογίστηκε η κινητική 

παράμετρος k^t στα στελέχη ATCC 10988 και CUlRif2 τα οποία είχαν 

αναπτυχθεί σε θρεπτικό μέσο που περιείχε 2% ή 5% γλυκόζη.

Τα αποτελέσματα φαίνονται στον Πίνακα 13 και δείχνουν ότι η τιμή της 

κινητικής παραμέτρου kcat, η οποία συμφωνεί με τα μέχρι τώρα βιβλιογραφικά 

δεδομένα (Scopes and Bannon 1995), δεν διαφέρει σημαντικά και στα δύο 

στελέχη και στις δύο συνθήκες ανάπτυξης. Άρα η τιμή της κινητικής 

παραμέτρου k ^  δεν φαίνεται να μεταβάλλεται ανάλογα με τη συγκέντρωση της 

γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο, αλλά ούτε και φαίνεται να είναι διαφορετική στο 

μεταλλαγμένο στέλεχος C U lR if2.
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ΠΙΝΑΚΑΣ 13:
Κ ινητικές παράμετροι τη ς γλυκοκινάσης

K m (m M  γλυκόζης) νΎ max kc., (s '1)
A TCC 10988 σε 2%  

γλυκόζη
0.117 ± 0.011 580 + 36 352

C ulR if2  σε 2%  
γλυκόζη

0.110 ± 0.006 480 ±55 274

ATCC 10988 σε 5%  
γλυκόζη

0.110 ± 0.008 830 ±50 257

C ulR if2  σε 5%  
γλυκόζη

0.090 ± 0.005 420 ± 26 233

Τα δεδομένα είναι ο μέσος όρος τεσσάρων ανεξάρτητων πειραμάτων

Από τα αποτελέσματα αυτά φαίνεται ότι το βακτήριο Zymomonas 

mobilis διαθέτει κάποιο ρυθμιστικό μηχανισμό, μέσω του οποίου η ποσότητα 

της γλυκοκινάσης αυξάνεται όταν αυξηθεί η συγκέντρωση της γλυκόζης στο 

θρεπτικό μέσο. Ο μηχανισμός αυτός δεν φαίνεται να λειτουργεί στο 

μεταλλαγμένο στέλεχος CU lRif2.

4.6 Μελέτη της αφυδρογονάσης της 6-Ρ-γλυκόζης του 
στελέχους CUlRif2

Εκτός από τη γλυκοκινάση, η αφυδρογονάση της 6-Ρ-γλυκόζης, 

θεωρείται επίσης ένα από τα πιο πιθανά σημεία ρύθμισης στη γλυκολυτική 

πορεία Entner-Doudoroff.

Έτσι, μετρήθηκε η δραστικότητα της αφυδρογονάσης της 6-Ρ-γλυκόζης 

σε κύτταρα των στελεχών ATCC 10988 και C U lR if2 τα οποία είχαν 

αναπτυχθεί σε θρεπτικό μέσο 2% γλυκόζης, και σε κύτταρα των δύο στελεχών 

τα οποία είχαν αναπτυχθεί σε θρεπτικό μέσο 2% γλυκόζης και στη συνέχεια 

επωαστεί για 3 ώρες σε θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης. Τα αποτελέσματα 

φαίνονται στον Πίνακα 14.
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Π ΙΝ Α Κ Α Σ  14:
Δ ρα στικότητα  τη ς  αφυδρογονάσης τη ς  6-Ρ-γλυκόζης

Δραστικότητα (nmole NADH \m in 
mg πρωτεΐνης)

A T C C  10988 σε 2%  γλυκόζη 160 ± 2 8
C u lR if2  σε 2%  γλυκόζη 145 ± 0 7

A T C C  10988 σε 10%  γλυκόζη 150 ± 1 4
C ulR i£2 σε 10%  γλυκόζη 170 ± 1 8

Τα δεδομένα είναι ο μέσος όρος τεσσάρων ανεξάρτητων πειραμάτων

Α πό τον παραπάνω Πίνακα φαίνεται ότι η δραστικότητα 

αφυδρογονάσης της 6-Ρ-γλυκόζης παραμένει στα ίδια επίπεδα, τόσο στον 

φυσικό τύπο όσο και στο στέλεχος CU lRif2, όταν αυξάνεται η συγκέντρωση 

της γλυκόζης. Ακόμα, φαίνεται ότι η δραστικότητα της αφυδρογονάσης της 6- 

Ρ-γλυκόζης του στελέχους CUlRi£2, δεν διαφέρει σε σχέση με αυτή του 

πατρικού στελέχους.

Ο ι καμπύλες αύξησης απορρόφησης στα 340 nm (αύξηση της 

ποσότητας του NADH, χρησιμοποιώντας ως υπόστρωμα την 6-Ρ-γλυκόζη) σε 

σχέση με το χρόνο, φαίνονται στο Σχήμα 22.

194



ΣΧΗ Μ Α  22: Κ αμπύλη τη ς  απορρόφησης στα  340 ntn σε σχέση με το  
χρόνο (χρησιμοποιώ ντας ω ς υπόστρω μα 6-Ρ-γλυκόζη), εκχυλίσματος 
κυττάρώ ν του στελέχους A TC C  10988 ή C U lR if2  σε θρεπτικό  μέσο που 
περιέχει 2%  ( · )  κα ι 10%  (Α) γλυκόζη.

4.7 Μελέτη της πυροσταφυλικής αποκαρβοξυλάσης του 
στελέχους CUlRif2

Η πυροσταφυλική αποκαρβοξυλάση είναι ένα ένζυμο που καταλύει ένα 

από τα πιο βασικά στάδια της γλυκολυτικής πορείας Entner-Doudoroff: την 

αποκαρβοξυλίωση του πυροσταφυλικού οξέος σε ακεταλδεύδη κα ι διοξείδιο 

του άνθρακα.

Η δραστικότητα αυτού του ένζυμου μετρήθηκε σε κύτταρα του φυσικού 

τύπου και του μεταλλαγμένου στελέχους CUlRi£2, τα οποία είχαν αναπτυχθεί 

σε θρεπτικό μέσο 2% γλυκόζης ή είχαν αναπτυχθεί σε θρεπτικό μέσο 2% 

γλυκόζης και στη συνέχεια μεταφερθεί σε θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης για  3 

ώρες.
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Τα αποτελέσματα φαίνονται στον Πίνακα 15 και δείχνουν ότι η 

δραστικότητα της πυροσταφυλικής αποκαρβοξυλάσης παραμένει στα ίδια 

επίπεδα, τόσο στο φυσικό τύπο όσο και στο στέλεχος CUlRif2. Ακόμα, 

φαίνεται ότι η δραστικότητα της πυροσταφυλικής αποκαρβοξυλάσης του 

στελέχους C U lR if2, δεν διαφέρει από αυτή του πατρικού στελέχους.

Π ΙΝ Α Κ Α Σ  15:
Δ ρα σ τικότητα  τη ς  πυροσταφ υλικής αποκαρβοξυλάσης

Δραστικότητα (nmole NADH Vmin 
mg πρωτεΐνης)

A T C C  10988 σε 2%  γλυκόζη 2135 ±289
C ulR i£2  σε 2%  γλυκόζη 2335 ± 106

A T C C  10988 σε 10%  γλυκόζη 2425 ± 210
C u lR if2  σε 10%  γλυκόζη 2155 ± 346

Τα δεδομένα είναι ο μέσος όρος τεσσάρων ανεξάρτητων πειραμάτων

Ο ι καμπύλες της απορρόφησης στα 340 nm (μείωση της ποσότητας του 

NA D H , χρησιμοποιώντας περίσσεια αλκοολικής αφυδρογονάσης και ως 

υπόστρωμα το πυροσταφυλικό οξύ) σε σχέση με το χρόνο, φαίνονται στο 

Σχήμα 23.
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ΣΧΗΜ Α 23: Καμπύλη τη ς απορρόφησης στα  340 nm  σε σχέση με το 
χρόνο (χρησιμοποιώντας περίσσεια αλκοολικής αφυδρογονάσης κ α ι ω ς 
υπόστρω μα πυροσταφυλικό οξύ), εκχυλίσματος κυττάρω ν του  στελέχους 
ATCC 10988 ή C U lR if l σε θρεπτικό  μέσο που περιέχει 2%  ( · )  κ α ι 10%  
(▲) γλυκόζη.

4.8 Μελέτη της αλκοολικής αφυδρογονάσης του στελέχους 
CUlRiC

Η αλκοολική αφυδρογονάση είναι επίσης ένα ένζυμο που καταλύει ένα 

από τα πιο βασικά στάδια της γλυκολυτικής πορείας Entner-Doudoroff: την 

αναγωγή της ακεταλδεύδης σε αιθανόλη.

Η  δραστικότητα αυτού του ένζυμου μετρήθηκε σε κύτταρα του φυσικού 

τύπου ATCC 10988 και του μεταλλαγμένου στελέχους C U lR iO , τα οποία 

είχαν αναπτυχθεί σε θρεπτικό μέσο 2% γλυκόζης ή είχαν αναπτυχθεί σε 

θρεπτικό μέσο 2% γλυκόζης και στη συνέχεια επωαστεί σε θρεπτικό μέσο 10% 

γλυκόζης για 3 ώρες.
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Τ α αποτελέσματα φαίνονται στον Πίνακα 16 και δείχνουν ότι η 

δραστικότητα της αλκοολικής αφυδρογονάσης παραμένει στα ίδια επίπεδα, 

τόσο στο φυσικό τύπο όσο και στο στέλεχος CUlRif2. Ακόμα, φαίνεται ότι η 

δραστικότητα της αλκοολικής αφυδρογονάσης του στελέχους CUlRif2, δεν 

διαφέρει από αυτή του πατρικού στελέχους.

ΠΙΝΑΚΑΣ 16:
Δραστικότητα της αλκοολικής αφυδρογονάσης

Δραστικότητα (nmole NADH \min 
mg πρωτεΐνης)

ATCC 10988 σε 2% γλυκόζη 775 ±35
CulRiC  σε 2% γλυκόζη 790 ± 98

ATCC 10988 σε 10% γλυκόζη 800± 113
CulRif2 σε 10% γλυκόζη 790 + 98

Τα δεδομένα είναι ο μέσος όρος τεσσάρων ανεξάρτητων πειραμάτων

Ο ι καμπύλες της απορρόφησης στα 340 nm (μείωση της ποσότητας του 

NADH, χρησιμοποιώντας ω ς υπόστρωμα ακεταλδεΰδη) σε σχέση με το χρόνο, 

φαίνονται στο Σχήμα 24.
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ΣΧΗΜΑ 24: Καμπύλη της απορρόφησης στα 340 nm σε σχέση με το 
χρόνο (χρησιμοποιώντας ως υπόστρωμα ακεταλδεΰδη), εκχυλίσματος 
κυττάρων του στελέχους ATCC 10988 ή CUlRif2 σε θρεπτικό μέσο που 
περιέχει 2% ( · )  και 10% (Α) γλυκόζη.

4.9 Μελέτη της πρόσληψης της γλυκόζης στο στέλεχος CUlRif2

4.9.1 Μέτρηση της αρχικής ταχύτητας πρόσληψης της γλυκόζης στα 

στελέχη ATCC 10988 και CUlRif2

Ό πως αναφέρθηκε παραπάνω, ένα από τα πιθανά σημεία ρύθμισης του 

μεταβολισμού της γλυκόζης στο βακτήριο Ζ. mobilis, είναι η πρόσληψή της 

από το εξωτερικό περιβάλλον. Είναι γνωστό ότι η πρόσληψη της γλυκόζης στο 

βακτήριο Ζ  mobilis, γίνεται μέσω διευκολυνόμενης διάχυσης (DiMarco and 

Romano 1985).

Στην παρούσα εργασία υπολογίστηκε η αρχική ταχύτητα πρόσληψης της 

γλυκόζης σε κύτταρα των στελεχών ATCC 10988 και C U lR if2, τα οποία είχαν
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αναπτυχθεί σε θρεπτικό μέσο 2% γλυκόζης και σε κύτταρα και των δύο 

στελεχών τα  οποία είχαν αναπτυχθεί σε θρεπτικό μέσο 2% γλυκόζης και στη 

συνέχεια μεταφερθεί σε θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης για 3 ώρες.

Ο ι καμπύλες που φαίνονται στο Σχήμα 25 απεικονίζουν την 

προσληφθείσα γλυκόζη ανά mg πρωτεΐνης σε σχέση με το χρόνο σε κύτταρα 

του στελέχους ATCC 10988 που έχουν αναπτυχθεί σε θρεπτικό μέσο 2% 

γλυκόζης ή μεταφερθεί σε θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης.

Στο Σχήμα 26 φαίνονται οι αντίστοιχες καμπύλες για το στέλεχος CUlRif2.

20 40
Χρόνος (sec)

60

ΣΧΗ Μ Α 25: Καμπύλη πρόσληψης γλυκόζης ανά mg πρωτείνης σε σχέση 
με το χρόνο, κυττάρων του στελέχους ATCC 10988 σε θρεπτικό μέσο που 
περιέχει 2%  ( # )  και 10% (Α ) γλυκόζη.
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Χρόνος (sec)

ΣΧ Η Μ Α  26: Καμπύλη πρόσληψ ης γλυκόζης ανά m g πρω τεΐνη ς σε σχέση 
με το χρόνο, κυττάρω ν του στελέχους C U lR if2  σε θρεπτικό  μέσο που 
περιέχει 2%  (Ο) κα ι 10% (Α) γλυκόζη.

•

Από τα Σχήματα φαίνεται ότι η αρχική ταχύτητα πρόσληψης της 

γλυκόζης (η οποία αντιπροσωπεύεται από την κλίση της καμπύλης) του 

στελέχους ATCC 10988 παραμένει σταθερή (ή αυξάνεται λίγο) όταν τα 

κύτταρα επωαστούν σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 10% γλυκόζη. Αντίθετα, η 

αρχική ταχύτητα της πρόσληψης της γλυκόζης του μεταλλαγμένου στελέχους 

CUlRi£2, μειώνεται σημαντικά όταν η συγκέντρωση της γλυκόζης στο 

θρεπτικό μέσο αυξηθεί από 2%  σε 10%. Είναι δυνατό να  υπάρχει ένας 

ρυθμιστικός μηχανισμός μέσω του οποίου το βακτήριο Ζ  mobilis διατηρεί την 

αρχική πρόσληψη της γλυκόζης σταθερή όταν η συγκέντρωση της στο 

θρεπτικό μέσο αυξηθεί από 2% σε 10%. Αυτός ο μηχανισμός δεν φαίνεται να 

ισχύει στο μεταλλαγμένο στέλεχος CU lRif2.
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4.9.2 Κινητική μελέτη της πρόσληψης της γλυκόζης στα στελέχη ATCC 

10988 και CUlRif2

Ο υπολογισμός των κινητικών παραμέτρων (Km, Vmax) της πρόσληψης 

της γλυκόζης, έγινε στα στελέχη ATCC 10988 και CU lRif2 τα οποία είχαν 

αναπτυχθεί σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 2% ή 5% γλυκόζη αντίστοιχα.

Ο ι καμπύλες της ταχύτητας πρόσληψης της γλυκόζης (nmol γλυκόζης 

/(mg πρωτεΐνης X sec)) σε σχέση με τη συγκέντρωση υποστρώματος 

(γλυκόζη), σε κύτταρα του στελέχους ATCC 10988 φαίνονται στο Σχήμα 27. 

Στο Σχήμα 28 φαίνονται οι αντίστοιχες καμπύλες για το στέλεχος CUlRif2. 

Φαίνεται ότι η πρόσληψη της γλυκόζης ακολουθεί κινητική Michaelis-Menten 

και στις δύο περιπτώσεις.

Συγκέντρωση γλυκόζης (mM)

ΣΧΗΜΑ 27: Επίδραση της συγκέντρωσης υποστρώματος στην ταχύτητα 
πρόσληψης της γλυκόζης (nmol γλυκόζης / sec X mg πρωτεΐνης) κυττάρων 
του στελέχους ATCC 10988 μετά από ανάπτυξη του σε θρεπτικό μέσο που 
περιέχει 2%  (# )  και 5% (Α ) γλυκόζη.
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Ο 20 40 60
Συγκέντρωση γλυκόζης (mM)

ΣΧ Η Μ Α  28: Επίδραση συγκέντρω σης υποστρώ ματος στην πρόσληψ η τη ς 
γλυκόζης (nmol γλυκόζης / sec X m g πρω τεΐνης) κυττάρω ν του  στελέχους 
C U lR if2  μετά από ανάπτυξη του σε θρεπτικό  μέσο που περ ιέχει 2 %  ( · )  
κα ι 5%  (Α ) γλυκόζη.

•

Μ ετά από επεξεργασία των αποτελεσμάτων σε ηλεκτρονικό υπολογιστή 

εφοδιασμένο με το κατάλληλο πρόγραμμα (BIOSOFT 1991), υπολογίστηκαν οι 

τιμές Km και Vmax και για τα δύο στελέχη και στις δύο συνθήκες. Τα 

αποτελέσματα φαίνονται στον Πίνακα 17 και δείχνουν ότι ο ι τιμές K m και Vmax 

των δύο στελεχών και στις δύο συνθήκες ανάπτυξης δεν διαφέρουν τόσο, ώστε 

να μπορεί να ισχυριστεί κανείς ότι ο μεταφορέας της γλυκόζης στο στέλεχος 

C U lR if2 έχει υποστεί κάποια μετάλλαξη. Επίσης, οι διαφορές αυτές δεν 

μπορούν να θεωρηθούν σημαντικές λόγω των μεγάλων διακυμάνσεων στις 

τιμές Km ανάμεσα στα διαφορετικά πειράματα. Τα αποτελέσματα αυτά 

δείχνουν, ότι πιθανά στο στέλεχος C U lR if2  έχει χαθεί ή μεταλλαχθεί κάποιος 

παράγοντας που ρυθμίζει έμμεσα ή άμεσα την μεταφορά της γλυκόζης. Οι 

τιμές των κινητικών παραμέτρων Km συμφωνούν με αυτές της υπάρχουσας 

βιβλιογραφίας (DiMarco and Romano 1984). Στις τιμές της ταχύτητας
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πρόσληψης της γλυκόζης όμως, συμπεριλαμβάνεται και η φωσφορυλίωση της, 

λόγω της αδυναμίας μετρήσεων σε μικρότερα χρονικά διαστήματα.

ΠΙΝΑΚΑΣ 17:
Κινητικές παράμετροι της πρόσληψης γλυκόζης

Km (mM γλυκόζης) VΎ max
(ηιηοΐεγλυκόζης^εε mg 

πρωτεΐνης)
ATCC 10988 σε 2% 

γλυκόζη
2.8 + 0.53 0.28 ± 0.00

CulRif2 σε 2% 
γλυκόζη

3.7 ±0.50 0.38 ±0.19

ATCC 10988 σε 5% 
γλυκόζη

9.2 ± 3.40 0.23 ±0.11

C ulRiC  σε 5% 
γλυκόζη

4.8 + 0.46 0.30 ± 0.03

Τα δεδομένα είναι ο μέσος όρος τεσσάρων ανεξάρτητων πειραμάτων

4.10 Μεταφορά του γονιδίου gif στο μεταλλαγμένο στέλεχος 
CUlRif2

Η  συμμετοχή του συστήματος πρόσληψης της γλυκόζης στην 

καθυστερημένη ανάπτυξη του CUlRi£2 σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης 

εξετάστηκε με μεταφορά του γονιδίου g if σε κύτταρα CU lRif2. Το γονίδιο g if 

του Ζ  mobilis το οποίο κωδικεύει την πρωτεΐνη-μεταφορέα της γλυκόζης, έχει 

κλωνοποιηθεί και βρίσκεται σε ένα σύμπλεγμα με τα γονίδια που κωδικοποιούν 

τα ένζυμα: αφυδρογονάση της 6-Ρ-γλυκόζης (ζνν/), δεϋδρατάση του 6-Ρ- 

γλυκονικού οξέος (edd) και γλυκοκινάση (glk) (Bamell et al. 1990).

Στην παρούσα εργασία το g if  υποκλωνοποιήθηκε στο φορέα pLAFR5, 

από το πλασμίδιο pUC 1 %-glf (Πίνακας 4) μετά από περιοριστική πέψη με 

HindlU. Έ τσι, κατασκευάστηκε το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο pLAFR5-g/^ 

(Σχήμα 29 και Σχήμα 30) το οποίο μεταφέρθηκε στο στέλεχος CU lR iO . 

Κύτταρα C U 1 Rif2/pLA FR5-g// παρουσίαζαν τις ίδιες ιδιότητες ανάπτυξης σε 

θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης με εκείνες του C U lR iO  (Σχήμα 36). Το
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αποτέλεσμα αυτό δείχνει ότι η μειωμένη αρχική ταχύτητα πρόσληψης της 

γλυκόζης του στελέχους CUlRi£2 σε θρεπτικό μέσο υψηλής συγκέντρωσης, 

δεν οφείλεται σε πιθανή μετάλλαξη του γονιδίου g if  αλλά μάλλον στη μη 

λειτουργία jrj δυσλειτουργία κάποιου ρυθμιστικού μηχανισμού που επηρεάζει 

άμεσα ή έμμεσα την πρόσληψη της γλυκόζης.

ΣΧΗΜΑ 29: Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης περιοριστικής πέψης των 
πλασμιδίων pU C 18-^y  και pLAFR5-#//'.
Διαδρομές:
1. λ-DNA/tfwdm
2. p U C  18 - g / / /  ///«dm
3. λ- DNA / HindUl
4. p L A F R 5 -g ///  ΗίηάΠΙ

1 2  3 4

ΣΧΗΜΑ 30: Περιοριστικός χάρτης του πλασμιδίου pLAJR5-g(f.
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4.11 Ανάπτυξη κυττάρων CUlRif2 διαφόρων φάσεων σε 
θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης

Ό πω ς αναφέρθηκε παραπάνω το μεταλλαγμένο στέλεχος CUlRif2 

παραμένει στη φάση εφησυχασμού για 22 ώρες περίπου σε θρεπτικό μέσο 10% 

γλυκόζης.

Προκειμένου να  εξεταστεί η ικανότητα ανάπτυξης του σε διάφορες 

φάσεις, κύτταρα του στελέχους C U lR if2 τα οποία είχαν επωαστεί σε θρεπτικό 

μέσο 10% γλυκόζης μεταφέρθηκαν σε νέο θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης από 

τρεις διαφορετικές φάσεις ανάπτυξης: 1) Ακριβώς μετά από τις 22 ώρες 

εφησυχασμού, μόλις δηλαδή είχαν αρχίσει να αναπτύσσονται, 2) Κατά την 

εκθετική τους ανάπτυξή (O.D.= 0.3) και 3) κατά την στατική φάση (O.D.=0.8). 

Η  ανάπτυξή τους μετρήθηκε φωτομετρικά (αύξηση της οπτικής πυκνότητας 

στα 600 nm ) ανά μονάδα χρόνου και τα αποτελέσματα φαίνονται στο Σχήμα 

31.
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ΣΧ Η Μ Α  31: Ανάπτυξη σε θρεπτικό μέσο 10%  γλυκόζης, κυττά ρω ν  του  
στελέχους C U lR iD  τα  οποία έχουν προεπω α στεί σε θρεπτικό  μέσο που 
περιέχει 10%  γλυκόζη και έχουν συλλεχθεί: 1) μετά  από 22 ώ ρες ( · ) ,  2) 
κα τά  την  εκθετική φάση ανάπτυξής (▲) κ α ι 3) κα τά  τη  στατική  φάση (■ ).

Φαίνεται ότι κύτταρα του C U lR if2 που έχουν αρχίζει να  αναπτύσσονται 

σε θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης, όταν μεταφερθούν σε νέο θρεπτικό μέσο 10% 

γλυκόζης, αναπτύσσονται αμέσως χωρίς να διέρχονται περίοδο εφησυχασμού. 

Ίσω ς για  την ανάπτυξη κυττάρων του C U lR if2  σε θρεπτικό μέσο 10% 

γλυκόζης, απαιτούνται τουλάχιστον 22 ώρες για τη δημιουργία κάποιου 

παράγοντα που είναι υπεύθυνος για την έναρξη της ανάπτυξης. Αντίθετα, στον 

φυσικό τύπο ο παράγοντας αυτός θα πρέπει να  δημιουργείται αμέσως. Ακόμα, 

από τα  παραπάνω αποτελέσματα φαίνεται ότι ο παράγοντας αυτός συνεχίζει να  

υπάρχει και όταν τα κύτταρα έχουν φτάσει στη στατική φάση.

Ε ίναι πολύ πιθανό το ίδιο το μόριο της γλυκόζης να είναι το σήμα για 

την ενεργοποίηση του μηχανισμού ανθεκτικότητας. Για να διαπιστωθεί αυτό, 

έγινε μελέτη της ανάπτυξης σε 10% γλυκόζη κυττάρων του στελέχους 

C U lR if2  τα οποία είχαν προεπωαστεί σε θρεπτικό μέσο που περιείχε 10% 2-
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δεοξυγλυκόζης για 22 ώρες. Τα αποτελέσματα φαίνονται στο Σχήμα 32.

ο 20 40
Χρόνος (h)

60

Σ Χ Η Μ Α  32: Α νάπτυξη σε θρεπτικό  μέσο 10%  γλυκόζης κυττάρω ν του 
στελέχους C U lR if2 , τα  οποία έχουν προεπω αστεί γ ια  22 ώ ρες σε θρεπτικό 
μέσο που  περ ιέχει 10%  2-δεοξυγλυκόζη.

Α πό το παραπάνω Σχήμα φαίνεται ότι όταν κύτταρα CUlRi£2 

προεπωαστούν για 22 ώρες σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 10% 2» 

δεοξυγλυκόζη, αναπτύσσονται αμέσως σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 10% 

γλυκόζη. Α ρα η 2-δεοξυγλυκόζη δίνει το ίδιο σήμα με την γλυκόζη, το σήμα 

δηλαδή της ενεργοποίησης του μηχανισμού ανθεκπκότητας σε υψηλές 

συγκεντρώσεις γλυκόζης. Ο μηχανισμός αυτός στο στέλεχος CUlRif2 

χρειάζεται τουλάχιστον 22 επώασης σε υψηλή συγκέντρωση γλυκόζης ή του μη 

μεταβολίσιμου ανάλογου της για να ενεργοποιηθεί, πιθανότατα λόγω έλλειψης 

ή δυσλειτουργίας κάποιου ρυθμιστικού συστήματος που τον ενεργοποιεί
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4.12 Μελέτη της ανάπτυξης του μεταλλαγμένου στελέχους 
CUlRif2 σε θρεπτικό μέσο που έχει προεπωαστεί με κύτταρα 
του στελέχους ATCC 10988

Στα πλαίσια της προσπάθειας ανίχνευσης του τρόπου με τον οποίο 

μπορεί να αποκατασταθεί ο φαινότυπος του φυσικού στελέχους (ATCC 10988) 

στο στέλεχος C U lR iO , έγινε μελέτη της ανάπτυξης κύτταρων του 

μεταλλαγμένου στελέχους σε θρεπτικό μέσο που έχει προεπωαστεί με κύτταρα 

του στελέχους ATCC 10988.

Η ανάπτυξή του στελέχους C U lR if2  μελετήθηκε σε θρεπτικό μέσο 10% 

. γλυκόζης που έχει προεπωαστεί με κύτταρα του φυσικού τύπου για 3 ώρες. Τα 

κύτταρα του φυσικού τύπου απομακρύνονται με φυγοκέντρηση, μετά την οποία 

το προεπωασμένο θρεπτικό μέσο διηθείται μέσω ηθμού διαμέτρου πόρων 0.2 

μιη. Το θρεπτικό αυτό μέσο επωάζεται στους 30°C για να ελεγχθεί εάν έχουν 

παραμείνει κύτταρα του φυσικού τύπου.

Τα αποτελέσματα φαίνονται στο Σχήμα 33. Το στέλεχος C U lR if2  

αναπτύσσεται χωρίς περίοδο εφησυχασμού σε θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης
9

προεπωασμένο με κύτταρα του στελέχους ATCC 10988.
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Χρόνος (h)

ΣΧΗΜΑ 33: Ανάπτυξη του στελέχους CUlRif2 σε θρεπτικό μέσο (πλήρες 
ή ελάχιστο) 10% γλυκόζης προεπωασμένο για 3 ώρες με κύτταρα του 
στελέχους ATCC 10988 ( · ) ,  ▲: αρνητικοί μάρτυρες: 1) Καλλιέργεια του 
CUlRif2 σε θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης 2) Καλλιέργεια του στελέχους 
CUlRif2 σε θρεπτικό μέσο 2% γλυκόζης προεπωασμένο με κύτταρα του 
στελέχους ATCC 10988, στο οποίο έχει προστεθεί 8% γλυκόζη 3) 
Καλλιέργεια του CUlRif2 σε θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης προεπωασμένο 
για 3 ώρες με κύτταρα του στελέχους CUlRif2.

Τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν ότι ο παράγοντας ο οποίος είναι 

υπεύθυνος για  την ανθεκτικότητα του φυσικού τύπου σε αυξημένες 

συγκεντρώσεις γλυκόζης, εκκρίνεται στο θρεπτικό μέσο. Ο παράγοντας αυτός 

δεν πρέπει να παράγεται σε καλλιέργεια κυττάρων του φυσικού τύπου που 

αναπτύσσονται σε θρεπτικό μέσο 2% γλυκόζης αλλά μόνο σε θρεπτικό μέσο 

10% γλυκόζης. Επομένως, η σύνθεση ή η έκκριση του άγνωστου αυτού 

παράγοντα επάγεται από την υψηλή συγκέντρωση γλυκόζης.

Στη συνέχεια μελετήθηκε η ανάπτυξή του μεταλλαγμένου στελέχους 

C U lR if2  σε αραιωμένο θρεπτικό μέσο που έχει πρωεπωαστεί με κύτταρα του 

φυσικού τύπου, για να διαπιστωθεί εάν ο παράγοντας ο οποίος είναι υπεύθυνος 

για την ανθεκτικότητα στη γλυκόζη μπορεί να αναπληρώνει σε ίχνη ή εάν
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υπάρχει κάποια κρίσιμη συγκέντρωση κάτω από την οποία η αναπλήρωση δεν 

είναι δυνατή. Τα αποτελέσματα φαίνονται στο Σχήμα 34 και δείχνουν ότι, όταν 

το θρεπτικό μέσο που έχει προεπωαστεί με κύτταρα του φυσικού τύπου 

αραιωθεί J00 φορές, τα κύτταρα του CUlRi£2 παραμένουν σε φάση 

εφησυχασμού για 22 ώρες. Άρα, ο παράγοντας αυτός μπορεί να αναπληρώσει 

όταν η συγκέντρωση του στο θρεπτικό μέσο ξεπερνά μια κρίσιμη τιμή.

ε

&

I
τmI

ΣΧΗΜΑ 34: Ανάπτυξη κυττάρων του στελέχους CUlRif2 σε αραιωμένο 
θρεπτικό μέσο που περιέχει 10% γλυκόζη και έχει πρωεπωαστεί με 
κύτταρα του στελέχους ATCC 10988. Το θρεπτικό μέσο συμπληρώνεται με 
νέο, ούτως ώστε η τελική συγκέντρωση γλυκόζης να είναι 10%
Αραιώσεις: 1:2 ( · ) ,  1:10 (▲) και 1:100 (■).
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Τα επίπεδα της γλυκόζης στα προεπωασμένα θρεπτικά μέσα ελέγχονται 

με προσδιορισμό αναγωγικών σακχάρων πριν και μετά την επώαση. Όπως 

φαίνεται στον Π ίνακα 18, τα επίπεδα της γλυκόζης μετά την προεπώαση 

παραμένουν στο 10%.

ΠΙΝΑΚΑΣ 18:
Προσδιορισμός γλυκόζης πριν και μετά την επώαση του στελέχους ATCC 
10988 σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 10% γλυκόζη

Χ ρόνος επώ ασης (ώρες) Συγκέντρω ση γλυκόζης (% )
0 10.1 ± 0 .2
3 10.1 ±0.1
4 9.9 ± 0 .2

Τα δεδομένα είναι ο μέσος όρος τεσσάρων ανεξάρτητων πειραμάτων

Το αποτέλεσμα αυτό δείχνει ότι τα κύτταρα του στελέχους CUlRi£2 δεν 

αναπτύσσονται στο προεπωασμένο μέσο λόγω μειωμένης συγκέντρωσης 

γλυκόζης, αλλά πιθανότατα λόγω κάποιας ουσίας η οποία εκκρίνεται από τα 

κύτταρα του φυσικού τύπου σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης και είναι 

δυνατό να  χρησιμοποιηθεί από τα κύτταρα του CUlRif2.

4.13 Μέτρηση της δραστικότητας της γλυκοκινάσης του 
μεταλλαγμένου στελέχους CUlRif2 μετά από ανάπτυξη ή 
επώαση σε θρεπτικό μέσο που έχει προεπωαστεί με κύτταρα 
του στελέχους ATCC 10988

Για διερευνηθεί κατά πόσο το προεπωασμένο θρεπτικό μέσο 10% 

γλυκόζης αναπληρώνει τη δραστικότητα γλυκοκινάσης του στελέχους 

C U lR iO , έγινε το εξής πείραμα:

Κύτταρα C U IR if2 που αναπτύσσονταν σε θρεπτικό μέσο 2% γλυκόζης, 

συλλέχθηκαν στο μέσο της εκθετικής φάσης (O.D.=0.35) και επωάστηκαν για 3 

ώρες ή αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης που έχει προεπωαστεί 

με κύτταρα του στελέχους ATCC 10988. Στα κύτταρα αυτά μετρήθηκε η
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δραστικότητα γλυκοκινάσης.

Συγκριτικά, μετρήθηκε η δραστικότητα γλυκοκινάσης σε κύτταρα 

CUlRif2, τα οποία αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό μέσο 2% γλυκόζης και 

συλλέχθηκαν στο μέσο της εκθετικής φάσης (O.D.= 0.35). Τα αποτελέσματα 

φαίνονται στον Πίνακα 19.

ΠΙΝΑΚΑΣ 19:
Δραστικότητα της γλυκοκινάσης κυττάρω ν C U lR iO  που έχουν αναπτυχθεί 
σε προεπωασμένο θρεπτικό μέσο 10%  γλυκόζης

Δ ραστικότητα γλυκοκινάσης (nm ol 
NADH/m in m g πρω τεΐνης)

Ανάπτυξη σε θρεπτικό  μέσο 2%  
γλυκόζης

420 ±  20

Επώαση (3 ώρες) σε θρεπτικό μέσο 
10% γλυκόζης προεπωασμένο με 
κύτταρα A TCC 10988

490 ±  26

Ανάπτυξη σε θρεπτικό μέσο 10% 
γλυκόζης προεπωασμένου με 
κύτταρα A TC C  10988

4 9 0 +  18

Τα δεδομένα είναι ο μέσος όρος τεσσάρων ανεξάρτητων πειραμάτων

Ό πως φαίνεται, η δραστικότητα γλυκοκινάσης δεν αναπληρώνεται όταν 

το στέλεχος CU lRif2 επωαστεί ή αναπτυχθεί σε θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης 

προεπωασμένο με κύτταρα φυσικού τύπου. Η δραστικότητα γλυκοκινάσης 

παραμένει σταθερή όπως ακριβώς και στις περιπτώσεις ανάπτυξης ή επώασης 

κυττάρων CUlRif2 σε θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης. Άρα, ο παράγοντας που 

εκκρίνεται στο θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης καλλιέργειας κυττάρων φυσικού 

τύπου, ο οποίος είναι σε θέση να αναπληρώσει την ανάπτυξη του στελέχους 

C U lRif2 σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης, δεν φαίνεται να αναπληρώνει τη 

δραστικότητα γλυκοκινάσης κάτω από τις ίδιες συνθήκες
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4.14 Μέτρηση της αρχικής ταχύτητας πρόσληψης γλυκόζης του 
μεταλλαγμένου στελέχους CUlRif2 μετά από επώαση σε 
θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης προεπωασμένο με κύτταρα του 
στελέχους ATCC 10988

Για  να  διερευνηθεί κατά πόσο το προεπωασμένο μέσο 10% γλυκόζης 

αναπληρώνει την αρχική ταχύτητα πρόσληψης γλυκόζης στο CU lRif2, έγινε το 

εξής πείραμα:

Κύτταρα C U lR if2  που αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό μέσο 2% γλυκόζης, 

συλλέχθηκαν στο μέσο της εκθετικής φάσης (ΟD  =0.35), επωάστηκαν για 3 

ώρες σε θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης προεπωασμένο με κύτταρα ATCC 

10988 κα ι χρησιμοποιήθηκαν για τη μέτρηση της αρχικής ταχύτητας 

πρόσληψης της γλυκόζης. Συγκριτικά, μετρήθηκε η αρχική ταχύτητα της 

πρόσληψης της γλυκόζης σε κύτταρα CU lRif2, τα οποία αναπτύχθηκαν σε 

θρεπτικό μέσο 2%  γλυκόζης και συλλέχθηκαν στο μέσο της εκθετικής φάσης 

(O.D =  0.35). Τα αποτελέσματα φαίνονται στο Σχήμα 35.
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ΣΧ Η Μ Α  35: Π ρόσληψη γλυκόζης από κύτταρα C U lR if2  σε θρεπτικό  μέσο 
2%  γλυκόζης ( · )  κ α ι σε θρεπτικό  μέσο 10%  γλυκόζης προεπω ασμένο με 
κύτταρα  A T C C 10988 (Α).

. Από το Σχήμα φαίνεται ότι η αρχική ταχύτητα πρόσληψης της γλυκόζης 

κυττάρων C U lRif2 που επωάστηκαν σε θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης 

προεπωασμένο με κύτταρα ATCC 10988, μειώνεται σε σχέση με αυτή των 

κυττάρων του CUlRi£2 ανεπτυγμένων σε θρεπτικό 2% γλυκόζης.

Τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν ότι, όπως και την περίπτωση της 

γλυκοκινάσης, το προεπωασμένο με κύτταρα φυσικού τύπου θρεπτικό μέσο 

10% γλυκόζης δεν αναπληρώνει την πρόσληψη της γλυκόζης κυττάρων 

C U lR iG  τα οποία είναι σε θέση να αναπτύσσονται εντός αυτού χωρίς να 

διέρχονται στην περίοδο εφησυχασμού.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5

Απομόνωση και χαρακτηρισμός 
ενός τμήματος DNA το οποίο 

αναπληρώνει την ευαισθησία του 
μεταλλαγμένου στελέχους 

CUlRiO σε αυξημένες 
συγκεντρώσεις γλυκόζης

5.1 Κ λωνοποιήση ενός τμήματος DNA από το γονιδίωμα Ζ. 
mobilis C P4 το  οποίο αναπληρώ νει το μεταλλαγμένο στέλεχος 
C U lR iC

Η απομόνωση ενός τμήματος DNA από το γονιδίωμα του Ζ  mobilis CP4 

επιτεύχθηκε με τη μεταφορά γονιδιακής βιβλιοθήκης του CP4 στο κοσμίδιο 

pLAFR5 σε κύτταρα του C U lR if2 και έλεγχο της ανάπτυξης τους σε στερεό 

θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης. Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, κύτταρα του 

C U IR if2  παρουσιάζουν μια μεγάλη περίοδο εφησυχασμού όταν 

αναπτύσσονται σε υγρό θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης. Τα ίδια κύτταρα δεν 

παρουσιάζουν καμία ανάπτυξη, για όσο χρονικό διάστημα και αν επωαστούν,
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σε στερεό θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης (Σχήμα 36).

Για την πραγματοποίηση της μεταφοράς της γονιδιακής βιβλιοθήκης 

έγιναν πειράματα επιβοηθούμενης βακτηριακής σύζευξης, ώστε να 

συγκεντρωθεί ο απαιτούμενος αριθμός μετασυζευγμένων αποικιών και να 

καλυφθεί αριθμητικά το μέγεθος του γονιδιώματος του βακτηρίου Ζ. mobilis, 

το οποίο έχει βρεθεί ότι είναι 2250 kb (Swings and Delay 1977). Μ ε δεδομένο 

το μέγεθος των ενθεμάτων του χρωμοσωμικού DNA της γονιδιακής 

βιβλιοθήκης των ανασυνδυασμένων πλασμιδίων pLAFR5, όλο το γονιδίωμα 

του βακτηρίου Ζ  mobilis καλύπτεται με 500 κλώνους.

Η  επιβοηθούμενη βακτηριακή σύζευξη πραγματοποιήθηκε μεταξύ 

κυττάρων ED8767 μετασχηματισμένων με κλώνους από την γονιδιακή 

βιβλιοθήκη pLAFR5, τα οποία είχαν αναμιχθεί με κύτταρα ED876/pRK2013, 

και κύτταρων του στελέχους C U lR if2 του βακτηρίου Ζ. mobilis. Η  επιλογή 

των μετασυζευγμένων αποικιών έγινε σε τρυβλία Zymo Agar στα οποία είχαν 

προστεθεί 40 pg/ml τετρακυκλίνης και 20pg/ml ρκραμπικίνης. Η  ανάπτυξη των 

αποικιών γίνεται ορατή μετά από 5-7 μέρες. Η παραπάνω διαδικασία, οδήγησε 

τελικά στην απομόνωση 600 μετασυζευμένων αποικιών ανθεκτικών στην 

τερακυκλίνη.

Οι 600 αυτές αποικίες μεταφέρθηκαν σε στερεό θρεπτικό μέσο 10% 

γλυκόζης και δύο από αυτές παρουσίασαν ανάπτυξη. Ο ι αποικίες αυτές 

απομονώθηκαν, καθαρίστηκαν με διαδοχικές μεταφορές για  απομόνωση ενός 

κυττάρου, και επανεξετάστηκαν ως προς την ικανότητα ανάπτυξης τους σε 

στερεό θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης.
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ΣΧΗΜΑ 36: Ανάπτυξη των στελεχών του βακτηρίου Ζ  mobilis σε στερεές 
καλλιέργειες: 1. ATCC 10988, 2. CUlRiC, 3. ATCC 10988/pLAFRS, 4. 
CUlRif2/pLAFR5, 5. CUlRifi/pLAFR551, 6. CUlRif2/pLAFR545, 7. 
CU1 Rif2/pLAFR531, 8. CUlRif2/pLAFR533, 9. CUlRiC/pLAFR5^// 
(Πίνακας 4 στο κεφάλαιο υλικά και μέθοδοι).
Ζ.Α. 2% : Zymo Agar που περιέχει 2% γλυκόζη
Ζ.Α. 10% : Zymo Agar που περιέχει 10% γλυκόζη
Ζ.Α. 10% + Tc + Rif: Zymo Agar που περιέχει 10% γλυκόζη,
τετρακυ κλίνη (40 pg/m l) και ριφαμπικίνη (20 pg/ml).
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Στη συνέχεια από τις δύο ανθεκτικές σε 10% γλυκόζη μετασυζευγμένες 

αποικίες, απομονώθηκε πλασμιδιακό DNA, το οποίο χρησιμοποιήθηκε για 

επαναμετασχηματισμό του στελέχους Ε. coli DH5a. Οι 

επαναμετασχηματισμένες αυτές αποικίες χρησιμοποιήθηκαν ως δότες σε νέα 

βακτηριακή σύζευξη με δέκτη το στέλεχος CU lRif2. Όλες οι μετασυζευγμένες 

αποικίες που απομονώθηκαν από τη δεύτερη βακτηριακή σύζευξη ήταν 

ανθεκτικές σε στερεό θρεπτικό υλικό που περιείχε 10% γλυκόζη. Στη συνέχεια, 

κύτταρα από τις μετασυζευγμένες αποικίες C U lR if2 οι οποίες ήταν ανθεκτικές 

σε στερεό θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης, αναπτύχθηκαν υπό μη επιλεκτικές 

συνθήκες για 100 περίπου κυτταρικές διαιρέσεις. Μετά τον εμβολιασμό των 

κυττάρων σε τρυβλία Ζ.Α. και αντιγραφική τους μεταφορά σε τρυβλία Ζ.Α. + 

Tc (40 pg/ml), απομονώθηκαν κύτταρα τα οποία δεν ήταν πλέον ανθεκτικά 

στην τετρακυκλίνη. Τα κύτταρα αυτά είχαν χάσει και την ιδιότητα 

ανθεκτικότητας σε στερεό θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης. Το γεγονός αυτό 

αποδεικνύει ότι οι κλώνοι που απομονώθηκαν από την γονιδιακή βιβλιοθήκη 

του στελέχους CP4, είναι υπεύθυνοι για την αποκατάσταση της ανθεκτικότητας 

του στελέχους CUlRi£2 σε 10% γλυκόζη. Οι υποθετικοί κλώνοι 

απομονώθηκαν από τα μετασχηματισμένα κύτταρα Ε. coli κα ι ονομάστηκαν 

PLAFR554 και pLAFR557.

5.2 Π εριοριστική ανάλυση τω ν πλασμιδίω ν pLA FR 554 κα ι 
pLAFR557

Η πρώτη προσέγγιση εύρεσης του μεγέθους και της ομολογίας των δύο 

κλώνων που αναπληρώνουν την ευαισθησία του CU lRif2 σε 10% γλυκόζη 

πραγματοποιήθηκε με περιοριστική ανάλυση που φαίνεται στο Σχήμα 37.
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ΣΧΗΜΑ37: Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης περιοριστικής πέψης των 
πλασμιδίων pLAFR557 και pLAFR554.
Διαδρομές:
1. λ-DNA / ΗίηάΠΙ
2. pL A F R 557 /£coR I
3. pLAFR554 / EcoRl
4. pLAFR557 /ΗίηάΠΙ
5. pLAFR554 / HindM
6. pL A FR 557 /P stl
7. pLAFR554 / Pstl

Η περιοριστική ανάλυση με τις ενδονουκλεάσες EcoRl, HindHl και Pstl, 

έδειξε ότι τα δύο ανασυνδυασμένα πλασμίδια διαφέρουν μεταξύ τους αλλά η 

πέψη ΗίηάΠΙ δίνει πέντε κοινές ζώνες.

Τα μεγέθη των δύο ανασυνδυασμένων πλασμιδίων υπολογίστηκαν με 

βάση την περιοριστική ανάλυση ΗίηάΠΙ (Σχήμα 37) και φαίνονται στον 

Πίνακα 20.
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ΠΙΝ Α Κ Α Σ 20:
Υπολογισμός μεγέθους ενθέματος στα ανασυνδυασμένα πλασμίδια  
pLAFR557 κα ι pLAFR554

Π Λ Α ΣΜ ΙΔΙΟ Μ έγεθος 
περιοριστικώ ν 
τμημάτω ν μετά από 
πέψη H indlll (kb)

Συνολικό
μέγεθος
(kb)

Μ έγεθος
ενθέματος
(kb)

PLAFR557 25, 9.5, 3.7, 1.8, 1.6, 1.2, 
0.9, 0.8

44.5 23.0

PLAFR554 2 3 ,5 .6 ,3 .4 , 2.4, 1.8, 1.6, 
1.2, 0.9, 0.8

40.7 19.2

Στη συνέχεια έγινε προσπάθεια απομόνωσης μικρότερων περιοριστικών 

τμημάτων τα οποία να αναπληρώνουν την ευαισθησία του C U lR if2  σε 10% 

γλυκόζη. Η  μεθοδολογία που ακολουθήθηκε ήταν η εξής:

1. Πέψη των αρχικών κλώνων με περιοριστικές ενδονουκλεάσες.

2. Υποκλωνοποίηση των τμημάτων της πέψης σε φορέα pLAFR5.

3. Μετασχηματισμός κυττάρων E.coli DH 5a με τα νέα ανασυνδυασμένα 

πλασμίδια pLAFR5.

4. Μ εταφορά των νέων πλασμιδίων σε κύτταρα C U lR if2  μέσω 

επιβοηθούμενης βακτηριακής σύζευξης.

5. Επιλογή μετασυζευγμένων αποικιών CU lRif2, οι οποίες είναι ανθεκτικές σε 

στερεό θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης (δοκιμή λειτουργικότητας Σχήμα 36).

6. Απομόνωση του πλασμιδιακού DNA από τις μετασυζευγμένες αποικίες.

7. Μετασχηματισμός κυττάρων E.coli D H 5a με το νέο πλασμιδιακό DNA.
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8. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA από τις νέες μετασχηματισμένες αποικίες 

Ε. coli DH5a.

9. Πέψη του DNA και επιβεβαίωση του τμήματος που έχειυποκλωνοποιηθεί.

5.3 Υ ποκλω νοποίηση ενός μικρότερου λειτουργικού τμήματος 
μεγέθους 9.5 kb  από το  ανασυνδυασμένο πλασμίδιο pLAFR557

Στην προσπάθεια απομόνωσης ενός μικρότερου σε μέγεθος τμήματος, 

που να  αναπληρώνει την ευαισθησία του στελέχους CU lRif2 σε υψηλές 

συγκεντρώσεις γλυκόζης, έγιναν διάφορες υποκλωνοποιήσεις περιοριστικών 

τμημάτων τα  οποία προέρχονταν από πέψη με τις περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες: Η ΐηάΰΐ, EcoRl, Pstl και BgHl. Το ανασυνδυασμένο 

πλασμίδιο pLAFR557 υπέστει πέψη με την περιοριστική ενδσνουκλεάση BgHl, 

όπως φαίνεται στο Σχήμα 38. Η  πρώτη ζώνη που φαίνεται στο πήγμα του 

Σχήματος 38, μεγέθους 31 kb (21.5 kb ο πλασμιδιακός φορέας pLAFR5 + 9.5 

kb το ένθεμα του χρωμοσωμικού DNA), απομονώθηκε και στο DNA που 

προέκυψε έγινε επανακυκλοποίηση, χρησιμοποιώντας λιγάση όπως αναφέρεται 

στο κεφάλαιο υλικά και μέθοδοι. Το επανακυκλοποιημένο μόριο 

χρησιμοποιήθηκε για μετασχηματισμό στο βακτήριο Ε. coli και στη συνέχεια 

βακτηριακή σύζευξη στο βακτήριο Ζ. mobilis. Τα μετασυζευγμένα κύτταρα 

μπορούσαν να αναπτύσσονται σε θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης.

Μ ε αυτόν τον τρόπο απομονώθηκε ένας υποκλώνος από το 

ανασυνδυασμένο πλασμίδιο pLAFR557 ο οποίος βρέθηκε ότι αναπλήρωνε την 

ευαισθησία του C U lR if2  σε 10% γλυκόζη. Ο υποκλώνος αυτός ονομάστηκε 

PLAFR595.
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ΣΧΗΜ Α 38: Η λεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης περ ιορ ισ τική ς πέψ η ς 
του ανασυνδυασμένου πλασμιδίου pLAJFR557 με BglQ.. Σ τη ν  π ρ ώ τη  
διαδρομή φαίνεται το λ-DNA / H indΠΙ.

Προκειμένου να υπολογιστεί το μέγεθος του ανασυνδυασμένου 

πλασμιδίου pLAFR595, έγινε περιοριστική πέψη με ΗΐηάΠΙ και υβριδισμός 

κατά Southern χρησιμοποιώντας ως ανιχνευτικό μόριο τον υποκλώνο μεγέθους

9.5 kb σημασμένο με dig-11-dUTP. Τα αποτελέσματα φαίνονται στο Σχήμα 39 

και στον Πίνακα 21.
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Σ Χ Η Μ Α  39: Η λεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης περιοριστικής πέψης με 
Η ΐηάΠ Ι κ α ι υβρ ιδ ισμός κατά  Southern  με dig-1 l-dlTTP-υποκλώνο 
μεγέθους 9.5 kb  τω ν  πλασμιδίω ν pLAFR554, pLAFR557 και pLAFR595. 
Δ ιαδρομές: j
1. λ-DNA /  ΗΐηάΠΙ I
2. pLAFR5 /  Hindm I
3. pLAFR554 /  ΗΐηάΠΙ I
4. pLAFR557 /ΗΐηάΠΙ \
5. pLAFR595 / ΗΐηάΠΙ

Από το παραπάνω Σχήμα φαίνεται ότι ο υποκλωνος μεγέθους 9.5 kb 

υβριδίζει με τους δύο αρχικά απομονωμένους κλώνους και μάλιστα περιέχει 

και τις πέντε κοινές ΗΐηάΠΙ ζώνες.
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Π ΙΝ Α Κ Α Σ 21:
Υπολογισμός μεγέθους ενθέματος στο ανασυνδυασμένο πλασμίδιο  
PLAFR595

ΠΛΑ ΣΜ ΙΔΙΟ Μ έγεθος 
περιοριστικώ ν 
τμ ημάτω ν μετά  από 
πέψ η / / / « d i l l  (kb)

Συνολικό
μέγεθος
(kb)

Μ έγεθος
ενθέματος
(kb)

pLA FR 595. 
*

24.7, 1.8, 1.6, 1.2, 0.9, 
0.8

31 9.5

Στη συνέχεια από το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο pLAFR595 

απομονώθηκαν και υποκλωνοποιήθηκαν χωριστά οι πέντε ///« d ill ζώνες στον 

πλασμιδιακό φορέα pLAFR5 (Σχήμα 40). Τα ανασυνδυασμένα πλασμίδια που 

προέκυψαν ονομάστηκαν pLAFR518 (περιέχει την Hindlll ζώνη μεγέθους 1.8 

kb), pLAFR516 (περιέχει την Hindlll ζώνη μεγέθους 1.6 kb), pLAFR512 

(περιέχει την ///'«dill ζώνη μεγέθους 1.2 kb), pLAFR509 (περιέχει την ///« d ill  

ζώνη μεγέθους 0.9 kb) και pLAFR508 (περιέχει την ///« d ill ζώνη μεγέθους 0.8 

kb). Εξέταση των νέων ανασυνδυασμένων πλασμιδίων έδειξε ότι κανένα από 

αυτά δεν αναπλήρωνε την ευαισθησία του C U lR if2 σε υψηλές συγκεντρώσεις 

γλυκόζης.
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ΣΧ Η Μ Α  40: Η λεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης τω ν ανασυνδυασμένων 
πλασμιδίω ν pLA FR 5 που περιέχουν τμήματα  fT/ndDI μετά από 
περιοριστική  πέψη με HindTSL 
Διαδρομές:
1. λ-DNA / ΗΐηάΠΙ
2. pLAFR518 / ΗΐηάΠΙ
3. pLA FR516 / ΗϊηάΠΙ
4. pLA FR512 /  ΗΐηάΠΙ
5. pLAFR509 /  ΗΐηάΠΙ
6. pLAFR508 / ΗΐηάΠΙ

ϊ
$

s

Λ

►Τ

5.4 Φυσική χαρτογράφηση του υποκλώνου μεγέθους 9.5 kb

Ο υποκλώνος μεγέθους 9.5 kb μπορεί να απομονωθεί από το 

ανασυνδυασμένο πλασμίδιο pLAFR595 με διπλή περιοριστική πέψη Pstl-Bgflh 

όπως φαίνεται στο Σχήμα 41.

Η ζώνη μεγέθους 9.5 kb του Σχήματος 41 απομονώθηκε και 

χαρτογραφήθηκε με περιοριστική ανάλυση απλών και διπλών πέψεων καθώς

226



και υβριδισμό κατά Southern. Τα αποτελέσματα φαίνονται στο Σχήμα 42, ενώ 

στον Πίνακα 22 δίνονται τα μεγέθη των περιοριστικών τμημάτων που 

προκύπτουν και στο Σχήμα 43 φαίνεται ο περιοριστικός χάρτης του υποκλώνου 

μεγέθους 9.5 kb.

1 2 3 4 5 6

ΣΧ Η Μ Α  41: Η λεκτροφόρηση σε πή γμ α  αγαρόζης περ ιορ ισ τική ς πέψ η ς 
του ανασυνδυασμενου πλασμιδίου pLAFR595.
Διαδρομές:
1. pLAFR595 /  BgM
2. pLAFR.595 / PstJ-BglU
3. pLAFR595 / EcoRL
4. pLAFR595 /  EcoRl-Pstl
5. pLAFR595 / Pstl
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Σ Χ Η Μ Α  42: Υ βριδισμός κα τά  Southern  περιοριστικής πέψ ης του 
υποκλώ νου μεγέθους 9.5 kb  χρησιμοποιώ ντας ω ς ανιχνευτικό μόριο τον 
dig-11-dU TP σημασμένο υποκλώνο.
Δ ιαδρομές:
1. Υποκλώνος 9.5 kb /  άκοπο 7. Υποκλώνος 9.5 kb /  BamHI
2. Υποκλώνος 9.5 kb /  EcoRl-HindUl 8. Υποκλώνος 9.5 kb /  Saft-BglB.
3. Υποκλώνος 9.5 kb /  EcoRl 9. Υποκλώνος 9.5 kb /  Sall-Apal
4. Υποκλώνος 9.5 kb /  Apal-HindUI 10. Υποκλώνος 9.5 kb /  A pal
5. Υποκλώνος 9.5 kb /  ΗΐηάΠΙ-SaIl ΙΙ.Υ ποκλώνος 9.5 kb / Sail
6. Υποκλώνος 9.5 kb /  HindSU 12. Υποκλώνος 9.5 kb /  BglR



Π ΙΝ Α Κ Α Σ 22:
Π εριοριστική ανάλυση του  υποκλώνου μεγέθους 9.5 kb

Π έψ η με περιοριστικές 
ενδονουκλεάσες

Μ έγεθος περιοριστικώ ν τμ ημάτω ν 
(kb)

Άκοπο 9.5
Bamtfl 8.9, 0.6
Bgia 9.5
SalI 5 .1 ,4 .4
Apal 6.3, 3.1
Sall-Apal 4.4, 3 .1 ,2 .0
Satl-BglR 5.1,4.4
Hindlll 3 .2 ,1 .8 ,1 .6 , 1.2, 0.9, 0.8
SaB-Hindlll 3 .2 ,1 .8 ,1 .2 , 1.2,0.9, 0.8, 0.4
Apal-HindlH 3.2, 1.6, 1.2,1.0, 0.9, 0.8, 0.8
EcoRI 9.5
E coW -H inm 3.2, 1.8,1.6, 1.2, 0.9, 0.8

HPS Β Η Η Α Η Η S Η BBgE
J

1 kb

ΣΧ Η Μ Α  43: Π εριοριστικός χάρτη ς του  υποκλώνου μεγέθους 9.5 kb. 

A :A pal Β : BamHl Bg:BgH l Η : H in d lll Ρ : PstI S -.Sail
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5.5 Υποκλωνοποίηση μικρότερων περιοριστικών τμημάτων του 
υποκλώνου μεγέθους 9.5 kb

Η  υποκλωνοποίηση μικρότερων τμημάτων του υποκλώνου μεγέθους 9.5 

kb έγινε ακολουθώντας τη μεθοδολογία που αναφέρεται παραπάνω (Σελ. 221). 

Η  διαδικασία των υποκλωνοποιήσεων φαίνεται στο Σχήμα 47.

Αρχικά, υποκλωνοποιήθηκε το περιοριστικό τμήμα Sail μεγέθους 5.1 kb 

στον πλασμιδιακό φορέα pLAFR5, χρησιμοποιώντας ως ενδιάμεσο φορέα το 

πλασμίδιο pUC18 (pUC1851, Πίνακας 4, Σχήμα 47). Το ανασυνδυασμένο 

πλασμίδιο που προέκυψε ονομάστηκε pLAFR551 (Πίνακας 4, Σχήμα 47) και 

βρέθηκε ότι αναπληρώνει την ευαισθησία του C U lR if2 σε θρεπτικό μέσο 10% 

γλυκόζης (Σχήμα 36).

Παράλληλα, υποκλωνοποιήθηκε το περιοριστικό τμήμα ΒατηΗΙ 

μεγέθους 8.9 kb στον πλασμιδιακό φορέα pLAFR5. Το ανασυνδυασμένο 

πλασμίδιο που προέκυψε ονομάστηκε pLAFR589 (Πίνακας 4, Σχήμα 47) και 

βρέθηκε ότι αναπληρώνει την ευαισθησία του CUlRi£2 σε θρεπτικό μέσο 10% 

γλυκόζης.

Στο Σχήμα 44 φαίνεται η περιοριστική πέψη των ανασυνδυασμένων 

πλασμιδίων pUC1851, pLAFR551 KaipLAFR589.
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1 2  3 4

ΣΧΗ Μ Α  44: Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα  αγαρόζης περ ιορ ιστικής πέψ η ς 
τω ν ανασυνδυασμένων πλασμιδίω ν pUC1851, pLA FR551 κα ι pLA FR589. 
Διαδρομές
1. λ- DNA /  ΗίηάΠΙ 
2 - pLAFR5 51 / EcoRl-Pstl
3. pLAFR589 / BamHl
4. pUC1851 / Sail

Στη συνέχεια υποκλωνοποιήθηκαν τα περιοριστικά τμήματα Apal-SaR 

μεγέθους 3.1 και 2.0 kb στον πλασμιδιακό φορέα pLAFR5, χρησιμοποιώντας 

ως ενδιάμεσο φορέα το πλασμίδιο pUC18 (pUC1831 και pUC1820, Πίνακας 4, 

Σχήμα 47). Τα ανασυνδυασμένα πλασμίδια που προέκυψαν ονομάστηκαν 

pLAFR531 και pLAFR520 αντίστοιχα (Πίνακας 4, Σχήμα 47) και βρέθηκε ότι 

δεν αναπλήρωναν την ευαισθησία του C U lR if2 σε θρεπτικό μέσο 10% 

γλυκόζης (Σχήμα 36).

Η περιοριστική ανάλυση των πλασμιδίων pUC1831, pUC1820, pLAFR531 και 

pLAFR520, φαίνεται στο Σχήμα 45.

231



1 2 3 4 5 6

Σ Χ Η Μ Α  45: Η λεκτροφόρηση σε πήγμα  αγαρόζης περιοριστικής πέψης 
τω ν  πλασ μιδ ίω ν pUC1831, pUC1820, pLAFR531 και pLAFR520. 
Δ ιαδρομές:
1. λ-DNA /H in d m
2. pUC1831 / Bamm-Sah
3. pUC 1820 /  BamHI-Sall
4. λ-DNA /  HindUl
5. pLAFR531 / EcoM-Pstl
6. pLAFR520 /  £coRI-P.siI '

Στη συνέχεια υποκλωνοποιήθηκε το περιοριστικό τμήμα BamHI-Saii, 

μεγέθους 4.5 kb, στον πλασμιδιακό φορέα pLAFR5 χρησιμοποιώντας ως 

ενδιάμεσο φορέα το pUC18 (pUC1845, Πίνακας 4, Σχήμα 47). Το 

ανασυνδυασμένο πλασμίδιο που προέκυψε ονομάστηκε pLAFR545 (Πίνακας 

4, Σχήμα 47) και βρέθηκε ότι αναπληρώνει την ευαισθησία του CUlRif2 σε 

θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης (Σχήμα 34). Η περιοριστική ανάλυση των 

πλασμιδίων pUC 1845 και pLAFR545 φαίνεται στο Σχήμα 46.
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EcoRI - P s tl +  
pLAFR5/EcoRI - P stl



ΣΧ Η Μ Α  47: Δ ιαδικασία υποκλωνοποιήσεων 
τμημάτω ν του υποκλώνου μεγέθους 9.5 kb.

μ ικρότερω ν περ ιορ ιστικώ ν

235



Ό πω ς φαίνεται από τα παραπάνω, το μικρότερο λειτουργικό τμήμα που 

ήταν δυνατό να  υποκλωνοποιηθεί ήταν το τμήμα BamUl-SaR των 4.5 Kb. Έτσι 

στη συνέχεια το τμήμα αυτό χρησιμοποιήθηκε για τον χαρακτηρισμό του 

κλώνου που αναπληρώνει την ευαισθησία του μεταλλαγμένου στελέχους 

C U lR if2  σε θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης. Ακόμα, στο τμήμα των 4.5 kb έγινε 

ανάλυση αλληλουχίας νουκλεοτιδίων. Τέλος, έγινε προσπάθεια απομόνωσης 

του ίδιου κλώνου από μια γονιδιακή τράπεζα του στελέχους ATCC 10988, 

χρησιμοποιώντας ως ανιχνευτικό μόριο το λειτουργικό τμήμα των 4.5 kb 

σημασμένο με dig-11-dUTP.
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5.6 Ανάπτυξη του στελέχους CUlRif2/pLAFR545 σε θρεπτικό 
μέσο που περιέχει 10% γλυκόζη

Όπως φαίνεται στο Σχήμα 48 μετασυζευγμένα κύτταρα 

CUlRif2/pLAFR545 αναπτύσσονται χωρίς περίοδο εφησυχασμού σε θρεπτικό 

μέσο 10% γλυκόζης.

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Χρόνος (h)

ΣΧ Η Μ Α  48: Ανάπτυξη του  στελέχους C U lR if2/pL A FR 545 σε θρεπτικό  
μέσο που περιέχει 2%  ( · )  κ α ι 10%  (▲) γλυκόζη.

Το αποτέλεσμα αυτό επαναλήφθηκε και με τους υπόλοιπους 

λειτουργικούς κλώνους.

Φαίνεται λοιπόν ότι ο κλώνος που αναπληρώνει την ευαισθησία του 

στελέχους CUlRif2 σε στερεό θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης, αναπληρώνει 

επίσης και την άμεση ανάπτυξη του σε υγρό θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης.

Ακόμα, όπως φαίνεται στο Σχήμα 49 το στέλεχος C U 1 Rif2/pLAFR545
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αναπτύσσεται κανονικά σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 2% γλυκόζη και 8% 2- 

δεοξυγλυκόζη, όπως ακριβώς και το στέλεχος ATCC 10988.

s
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I
ί

f
I

ΣΧ Η Μ Α  49: Α νάπτυξη του στελέχους C U lRif2/pLA FR545 σε θρεπτικό 
μέσο που περ ιέχει 2%  γλυκόζη ( · )  κα ι 2%  γλυκόζη + 8%  2-δεοξυγλυκόζη 
(Α).
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5.7 Ποσοτικός προσδιορισμός φωσφολιπιδίων στο στέλεχος 
CUlRif2/pLAFR545

Ό πως περιγράφεται στο κεφάλαιο 4.4.1 το μεταλλαγμένο στέλεχος 

C U lRif2 παρουσιάζει μειωμένο ποσοστό φωσφατιδύλοαιθανολαμίνης στη 

μεμβράνη του σε σχέση με το πατρικό του στέλεχος. Στο παρόν κεφάλαιο 

μελετήθηκε η ποσοστιαία σύσταση φωσφολιπιδίων στη μεμβράνη του 

στελέχους CUlRif2/pLAFR545, ώστε να ελεγχθεί εάν ο κλώνος που 

αναπληρώνει την ευαισθησία του στελέχους CUlRi£2 σε αυξημένες 

συγκεντρώσεις γλυκόζης, αναπληρώνει και την μειωμένη περιεκτικότητα 

φωσφατιδύλοαιθανολαμίνης.

Τα αποτελέσματα φαίνονται στον Πίνακα 23.

Π ΙΝ Α Κ Α Σ 23:
Π οσοστια ία  περιεκτικότητα  φ ω σφ ολιπ ιδ ίω ν (%  τω ν  ολικώ ν) του  
στελέχους CU lRif2/pLA FR545

φ CU lR if2 /pL A FR 545
Π ολικά-φω σφολιπίδια  (κηλίδες 1,2,3,4) 25.0 ± 2.7
φωσφατιδύλοσερίνη (PS) + λυσο-φω σφατιδύλο- 
αιθανολαμίνη (lyso-PE) (κηλίδα  5)

3.2 ± 0 .2

φωσφατιδύλοχολίνη (PC) (κηλίδα  6) 8.2 ± 1.9
φωσφατιδύλοαιθανολαμίνη (ΡΕ) (κηλ ίδα  7) 46.2 ± 2.9
φωσφατιδύλογλυκερόλη (PG) (8) 16.9 + 5.5
ολικός φώσφορος / mg κυττάρω ν 1.4 ± 0.1
Τα δεδομένα είναι ο μέσος όρος δύο διαφορετικών μετρήσεων σε δύο διαφορετικές 
καλλιέργειες

Ό πω ς φαίνεται από τον παραπάνω Πίνακα το ποσοστό της 

φωσφατιδύλοαιθανολαμίνης στη μεμβράνη του στελέχους 

CUlRif2/pLAFR545 είναι το ίδιο περίπου με αυτό του στελέχους C U lR if2  

(βλέπε Πίνακα 7). Ο κλώνος δηλαδή που αναπληρώνει την ευαισθησία του 

στελέχους C U lR iG  σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης, δεν αναπληρώνει και 

το μειωμένο ποσοστό της φωσφατιδύλοαιθανολαμίνης. Η  μείωση λοιπόν της
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φωσφατιδυλοαιθανολαμίνης του στελέχους CUlRif2, δεν φαίνεται να 

σχετίζεται με την μειωμένη ανθεκτικότητα σε αυξημένες συγκεντρώσεις 

γλυκόζης.

5.8 Μελέτη της γλυκοκινάσης του στελέχους 
CUlRif2/pLAFR545

5.8.1 Μέτρηση της δραστικότητας της γλυκοκινάσης στο στέλεχος 

CUlRif2/pLAFR545

Στο κεφάλαιο 4.5.1 αναφέρεται ότι η δραστικότητα της γλυκοκινάσης 

στο στέλεχος ATCC 10988 αυξάνεται όταν αυξηθεί η γλυκόζη στο θρεπτικό 

μέσο ανάπτυξης. Το μεταλλαγμένο στέλεχος όμως έχει χάσει αυτή την 

ιδιότητα.. Στο παρόν κεφάλαιο, μετρήθηκε η δραστικότητα της γλυκοκινάσης 

του στελέχους CUlRi£2/pLAFR545, σε κύτταρα τα οποία είχαν αναπτυχθεί σε 

θρεπτικό μέσο που περιείχε 2%, 5% και 10% γλυκόζη αντίστοιχα. Ακόμα 

μετρήθηκε η δραστικότητα της γλυκοκινάσης σε κύτταρα του στελέχους 

CU lRif2/pLA FR545, τα οποία είχαν αναπτυχθεί σε θρεπτικό 2% γλυκόζης και 

στην συνέχεια μεταφέρθηκαν σε θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης 3 ώρες.

Τα αποτελέσματα φαίνονται στον Πίνακα 24 και στο Σχήμα 50.

ΠΙΝΑΚΑΣ 24:
Δραστικότητα γλυκοκινάσης στο στέλεχος CU1 Rif2/pLAFR545

Γλυκόζη % Δραστικότητα (nmole NADH \min 
mg πρωτείνης)

2 520 ± 15
5 710 ± 14

10' 910± 14
Τα δεδομένα είναι ο μέσος όρος από τέσσερα ανεξάρτητα πειράματα 
* Ανάπτυξη ή επώαση των κυττάρων για 3 ώρες.

240



Από τον παραπάνω Πίνακα, φαίνεται ότι η δραστικότητα της 

γλυκοκινάσης του στελέχους CUlRif2/pLAFR545 αυξάνεται 1.5 φορά περίπου 

όταν η συγκέντρωση της γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο αυξηθεί από σε 5% και 

γίνεται διπλάσια όταν η συγκέντρωση της γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο αυξηθεί 

σε 10%. Το στέλεχος CUlRi£2/pLAFR545 δηλαδή συμπεριφέρεται όπως ο 

φυσικός τύπος ATCC 10988. Τα παραπάνω αποτελέσματα επαναλήφθηκαν, 

χρησιμοποιώντας και όλους τους άλλους λειτουργικούς κλώνους.

Φαίνεται λοιπόν ότι ο κλώνος που αναπληρώνει την ευαισθησία του 

στελέχους CU lRif2 σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης, αναπληρώνει και 

τη δραστικότητα της γλυκοκινάσης του. Η  αύξηση της δραστικότητας της 

γλυκοκινάσης του βακτηρίου Ζ. mobilis πρέπει να  έχει τουλάχιστον έμμεση 

σχέση με την ανθεκτικότητα του βακτηρίου σε υψηλές συγκεντρώσεις 

γλυκόζης.
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ΣΧΗΜΑ 50: Αύξηση της απορρόφησης στα 340 nm σε σχέση με το χρόνο 
(χρησιμοποιώντας περίσσεια αφυδρογονάσης της 6-Ρ-γλυκόζης και ως 
υπόστρωμα γλυκόζη), σε κύτταρα του στελέχους CU1 Rif2/pLAFR545 σε 
θρεπτικό μέσο που περιέχει 2%  (# ), 5% (▲) και 10% (■) γλυκόζη.

5.8.2 Κινητική μελέτη της γλυκοκινάσης στο στέλεχος 
CUlRif2/pLAFR545

Η κινητική μελέτη της γλυκοκινάσης έγινε όπως αναφέρεται στο 

κεφάλαιο υλικά και μέθοδοι, σε κύτταρα CUlRif2/pLAFR545 τα οποία είχαν 

αναπτυχθεί σε θρεπτικό μέσο που περιείχε 2% και 5% γλυκόζη αντίστοίχα.

Η γλυκοκινάση του ανασυνδυασμένου στελέχους ακολουθεί κινητική 

M ichaelis-M enten και στις δύο περιπτώσεις (ανάπτυξή σε 2% και 5% γλυκόζη, 

Σχήμα 51), με τη διαφορά ότι στα κύτταρα που έχουν αναπτυχθεί σε θρεπτικό
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μέσο 5% γλυκόζης-όπως ήταν αναμενόμενο-οι δραστικότητες της 

γλυκοκινάσης είναι μεγαλύτερες από αυτές των κυττάρων που έχουν 

αναπτυχθεί σε θρεπτικό μέσο 2% γλυκόζης.I

ΣΧΗΜΑ 51: Επίδραση της συγκέντρωσης υποστρώματος στη
δραστικότητα γλυκοκινάσης του στελέχους CUlRif2/pLAFR545, μετά από 
ανάπτυξη του σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 2% ( · )  και 5% (▲) γλυκόζη.

Μ ετά από επεξεργασία σε ηλεκτρονικό υπολογιστή, εφοδιασμένο με το 

κατάλληλο πρόγραμμα (BIOSOFT 1991), υπολογίστηκαν οι κινητικές 

παράμετροι Km και της γλυκοκινάσης του στελέχους

CUlRif2/pLAFR545.

Τα αποτελέσματα φαίνονται στον Πίνακα 25. Ακόμα στον Π ίνακα 25 

φαίνεται και η τιμή της κινητικής παραμέτρου γ ια  το στέλεχος 

CUlRiG/pLAFR545.
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ΠΙΝΑΚΑΣ 25:
Κινητικές παράμετροι της γλυκοκινάσης του στελέχους 
CUlRif2/pLAFR545

Γλυκόζη % Κ„, (m M  γλυκόζης) VΎ max kcat (S'1)
2 0.107 ± 0.005 540 ±  28 261

5 0.116 ± 0.009 750 ± 35 263

Τα δεδομένα είναι ο μέσος όρος από τέσσερα ανεξάρτητα πειράματα

Ό πω ς φαίνεται οι τιμές των κινητικών παραμέτρων και είναι 

παρόμοιες με αυτές των στελεχών ATCC 10988 και CUlRif2 και για τις δύο 

συγκεντρώσεις γλυκόζης (βλέπε Πίνακα 13).

5.9 Μελέτη της πρόσληψης της γλυκόζης στο στέλεχος 
CUlRif2/pLAFR545

5.9.1 Μέτρηση της αρχικής ταχύτητας πρόσληψης της γλυκόζης στο 

στέλεχος CUlRif2/pLAFR545

Στο κεφάλαιο 4.9.1 αναφέρθηκε ότι η αρχική ταχύτητα πρόσληψης της 

γλυκόζης του στελέχους ATCC 10988 παραμένει σταθερή (ή αυξάνεται λίγο) 

όταν τα κύτταρα επωαστούν σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 10% γλυκόζη. 

Αντίθετα, η αρχική ταχύτητα της πρόσληψης της γλυκόζης του μεταλλαγμένου 

στελέχους C U lR if2  μειώνεται σημαντικά όταν η συγκέντρωση της γλυκόζης 

στο θρεπτικό μέσο αυξηθεί από 2% σε 10%.

Στο παρόν κεφάλαιο υπολογίστηκε η αρχική ταχύτητα πρόσληψης της 

γλυκόζης σε κύτταρα του στελέχους CUlRif2/pLAFR545, τα οποία είχαν 

αναπτυχθεί σε θρεπτικό μέσο 2% γλυκόζης και σε κύτταρα τα οποία είχαν 

αναπτυχθεί σε θρεπτικό μέσο 2% γλυκόζης και στη συνέχεια μεταφερθεί σε 

θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης για 3 ώρες.
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ΣΧΗΜΑ 52: Καμπύλη πρόσληψης γλυκόζης ανά mg πρωτεΐνης σε σχέση 
με το χρόνο, κυττάρων του στελέχους CUlRif2/pLAFR545 σε θρεπτικό 
μέσο που περιέχει 2% ( · )  και 10% (Α) γλυκόζη.

Φαίνεται ότι η αρχική ταχύτητα πρόσληψης της γλυκόζης του στελέχους 

CUlRif2/pLAFR545 παραμένει σταθερή όταν τα κύτταρα επωαστούν σε 

θρεπτικό μέσο που περιέχει 10% γλυκόζη (Σχήμα 52) όπως και στο φυσικό 

τύπο (βλέπε 4.9.1). Τα παραπάνω αποτελέσματα επαναλήφθηκαν 

χρησιμοποιώντας και τους υπόλοιπους λειτουργικούς κλώνους. Επομένως, ο 

κλώνος που αναπληρώνει την ευαισθησία του στελέχους C U lR if2  σε 

αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης, αναπληρώνει και την ταχύτητα 

πρόσληψης της όταν η συγκέντρωση αυτής αυξηθεί στο θρεπτικό μέσο. Η  

ιδιότητα του βακτηρίου Ζ. mobilis να  διατηρεί σταθερή την αρχική ταχύτητα 

πρόσληψης της γλυκόζης πρέπει να έχει τουλάχιστον έμμεση σχέση με την 

ανθεκτικότητα του σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης.
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5.9.2 Κινητική μελέτη της πρόσληψης της γλυκόζης στο στέλεχος 

CUlRif2/pLAFRR545

Ο υπολογισμός των κινητικών παραμέτρων (Km, Vmax) της πρόσληψης 

της γλυκόζης, έγινε στο στέλεχος C U 1 Ri£2/pLAFR545 μετά από ανάπτυξη του 

σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 2% και 5% γλυκόζη αντίστοιχα.

Φαίνεται ότι η πρόσληψη της γλυκόζης ακολουθεί κινητική Michaelis- 

M enten και στις δύο περιπτώσεις ανάπτυξης (Σχήμα 53).

0 20 40 «
Συγκέντρωση γλυκόζης (mM)

ΣΧΗΜΑ 53: Επίδραση της συγκέντρωσης υποστρώματος στην
πρόσληψης της γλυκόζης (nmol γλυκόζης / sec X mg πρωτεΐνης) κυττάρων 
CU 1 Rif2/pLAFR545, μετά από ανάπτυξη σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 
2% ( · )  και 5% (Α) γλυκόζη.

Μ ετά από επεξεργασία των αποτελεσμάτων σε ηλεκτρονικό υπολογιστή 

εφοδιασμένο με το κατάλληλο πρόγραμμα (BIOSOFT 1991), υπολογίστηκαν οι 

τιμές Km και Vmax για το στέλεχος CUlRif2/pLAFR545 και στις δύο συνθήκες.
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Τα αποτελέσματα φαίνονταν στον Πίνακα 26 και δείχνουν ότι οι τιμές Km και 

Vmax για το στέλεχος CUlRif2/pLAFR545 και στις δύο περιπτώσεις 

ανάπτυξης, κυμαίνονται στα ίδια επίπεδα με αυτές των στελεχών ATCC 10988 

και CU lRif2 (βλέπε Πίνακα 17).

ΠΙΝ Α Κ Α Σ 26:
Κ ινητικές παράμετροι τη ς  πρόσληψης γλυκόζης σε κύ ττα ρ α  
C U lRtf2/pLA FR545

Γλυκόζη % K m (m M  γλυκόζης) vmax
(η ιηο ΐεγλυκόζης^εε m g 

πρω τεΐνης)
2 10.5 ± 3 .5 0.40 ± 0.20
5 5.6 ±0.55 0.33 ± 0 .18

Τα δεδομένα είναι ο μέσος όρος από τέσσερα ανεξάρτητα πειράματα

5.10 Απομόνωση του κλώνου που αναπληρώνει την ευαισθησία 
του CUlRif2 σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης, από το 
γονιδίωμα του στελέχους ATCC 10988

Ο κλώνος που αναπληρώνει την ευαισθησία του στελέχους C U lR if2  σε 

αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης, απομονώθηκε και από το γονιδίωμα του 

στελέχους ATCC 10988 ως εξής:

Από μια γονιδιακή βιβλιοθήκη του ATCC 10988 απομονώθηκαν δύο 

κλώνοι με υβριδισμό in situ, χρησιμοποιώντας τον κλώνο των 4.5 kb του 

στελέχους CP4 σημασμένο με dig-11-dUTP ως ανιχνευτικό μόριο. 

Περιοριστική ανάλυση των νέων κλώνων απέδειξε ότι ήταν ταυτόσημοι. 

Ακόμα, οι δύο νέοι κλώνοι αναπλήρωναν πλήρως την ευαισθησία του C U lR if2  

σε θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης. Περιοριστική πέψη των κλώνων αυτών με 

ΒαιήΗΙ-Sall έδωσε μία ζώνη μεγέθους 4.5 kb, η οποία απομονώθηκε και
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υποκλωνοποιήθηκε στον πλασμιδιακό φορέα p U C 1 8 , κατασκευάζοντας έτσι το ;■1 

ανασυνδυασμένο πλασμίδιο p U C 1 8 1 4 5  (Σχήμα 54 ). Από το πλασμίδιο 

p U C 1 8 1 4 5  απομονώθηκε με περιοριστική πέψη EcoRl-Pstl το τμήμα των 4 .5  η

kb το οποίο υποκλωνοποιήθηκε στον πλασμιδιακό φορέα p L A F R 5  με j

αποτέλεσμα την κατασκευή του ανασυνδυασμένου πλασμιδίου p L A F R 5 1 4 5  |

(Σχήμα 5 4 ) . Το πλασμίδιο αυτό μεταφέρθηκε σε κύτταρα C U lR if 2  και βρέθηκε I 

ότι αναπλήρωνε την ευαισθησία τους σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης.

Περιοριστική ανάλυση του πλασμιδίου pUC18145 και υβριδισμός με 

τον κλώνο των 4.5 kb σημασμένο με dig-11-dUTP έδειξε ισχυρή ομολογία 

μεταξή των δύο κλώνων (Σχήμα 55). Ο κλώνος αυτός επίσης υβριδίζει με το 

χρωμοσωμικό DNA του μεταλλαγμένου στελέχους (Σχήμα 55). Άρα το 

στέλεχος CUlRi£2 δεν περιέχει έλλειμμα, αλλά πιθανότατα σημειακή 

μετάλλαξη.

1 2  3 4

ΣΧ Η Μ Α  54: Η λεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης περιοριστικής πέψης 
τω ν ανασυνδυασμένων πλασμιδίων pUC18145 και pLAFR5145.
Διαδρομές:
1. λ- DNA / tfm dlll
2. pUC 18145 / BamY&Satl
3. λ- DNA / HindlU
4. pLAFR5145 / EcoRI-Psfl
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1 2 3 4 5 6 7

ΣΧ Η Μ Α  55: Η λεκτροφόρηση σε πή γμα  αγαρόζης κα ι υβρ ιδ ισμ ός κα τά  
Southern  με τον κλώνο τω ν  4.5 kb σημασμένο με dig-11-dU TP, 
περ ιορ ιστικής πέψ ης του  πλασμιδίου pUC18145.
Διαδρομές:
1. X -D N A ///m d ffl
2. χρωμοσωμικό DNA του στελέχους ATCC 10988 / EcoBl
3. χρωμοσωμικό DNA του στελέχους C U lR i£2 / EcoRl
4. pUC1845 /Bam m -Sall
5. pUC18145 /Bam m -Sall
6. pUC18145 !Apa\
7. pUC18145 / HindUl



5.11 Ανάλυση της αλληλουχίας νουκλεοτιδίων του κλώνου των
4.5 kb που αναπληρώνει την ευαισθησία του μεταλλαγμένου 
στελέχους CUlRif2 σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης

Η  στρατηγική ανάλυσης της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων του 

κλώνου μεγέθους 4.5 kb φαίνεται στο Σχήμα 56. Η  ανάλυση της αλληλουχίας 

νουκλεοτιδίων έγινε και στις δύο αλυσίδες του δίκλωνου μορίου όπως 

περιγράφεται στο κεφάλαιο υλικά και μέθοδοι. Η αλληλουχία νουκλεοτιδίων, 

φαίνεται στο Σχήμα 57.

Μ ε βάση την αλληλουχία νουκλεοτιδίων, προβλέπονται τέσσερις 

θεωρητικές κωδικεύουσες περιοχές (ORFs) οι οποίες αποτελούν ένα 

σύμπλεγμα τεσσάρων γονιδίων, το οποίο φαίνεται στο Σχήμα 56.

νθΓ-CO
νθ Η^  Ο οο 2

I I  ...II
(Ν ΟΟ 
in ν©

csΟ© ΙΟ —
< Ν  < Ν

Γ**·(Ν
Ζ
3

H
Ρ C Z = >

ORF1 ORF2 ORF3 ORF4

ΣΧ Η Μ Α  56: Σ τρατηγική  ανάλυσης αλληλουχίας νουκλεοτιδίων και 
γενετικός χάρτης του κλώνου τω ν 4.5 kb που αναπληρώνει την ευαισθησία 
του  C U lR ifZ  σε αυξημένες συγκεντρώ σεις γλυκόζης. Τα βέλη δείχνουν τη 
φορά κα ι το μήκος τω ν  βήμα-προς-βήμα τμημάτων αλληλουχίας, 
ρ : προαγω γός, t: τερματισμός, O R F: ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης.
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CAT
1

1 GTC GAT TGT AAC GAT TGG CGC GTT TCC CGA ATC ATC GCC TGA CTG GCA ATC ATT-60

TCC GTC ACA.TTC AAT CCC GAA CCA TAA CGG CGG ACA ATC CGA CGA AAA GGC AAA TCC GTA-120

ACG CCT GTC ATC GGA GCT AGA ATA ACC GGA TTA TCA ATT CGG ACA GAG CCT ATC TGA ATA-180

GGC GAA ATC AGA TTA TGG GTA GGA TTA TGT 

-35

TCA GGG CTG TTC ATG CGG TTA TGG TTA GCT-240

TGC TTT CAA AAA TCA GAC AAG CTT TCC TTG GCT GAA AAG GCT TTA TAA AAG GCC AAC TAT-300

TGC
10
ATA AAA ACG GCA ATT CAA GGA AGC GAT AAC TCT ATT GCA AGC ATT CAC AAA AGG CTT-360

SD
AAG GCT CGG CGG GTA ATG ATG AAA AGA ACA GAT AAT ATA GCG CTT ATT GTG GCG GCC GGT-420

• O RFl Met Met Lys Arg Thr Asp Asn lie Ala Leu lie Val Ala Ala Gly

CAG GGT AAA CGT GCA GGT GAA GGC CTG CCA AAG CAA TAT CGG CAG ATC GCT GGT AAA GCT-480
Gin Gly Lys Arg Ala Gly Glu Gly Leu Pro Lys Gin Tyr Arg Gin lie Ala Gly Lys Ala

ATT CTG GCA CAT GCG ATT GAT AAC CTG CTC GCC CAT CCC GAA ATT GAT ACG GTA CAA GTC-540
lie Leu Ala His Ala lie Asp Asn Leu Leu Ala His Pro Glu lie Asp Thr Val Gin Val

GTT ATC GCG GAC GGG CAT CAG GCG TTA TAT CAA GAG GCT GTC GGA GAC CGA GAT TTA CCG-600
Val H e Ala Asp Gly His Gin Ala Leu Tyr Gin Glu Ala Val Gly Asp Arg Asp Leu Pro

CAG CCA GTG ATC GGT GGT GTT TTT CGG CGC GAT TCT GTG ATT AAT GGT TTG AAG GCC GCA-6 60
Gin Pro Val lie Gly Gly Val Phe Arg Arg Asp Ser Val lie Asn Gly Leu Lys Ala Ala

CAT GAC CGT GGT TAC AAA CGG GTT TTG ATT CAT GAT GCC GCC CGC CCT TTT TTA CCC AAA-720
His

»
Asp Arg Gly Tyr Lys Arg Val Leu lie His Asp Ala Ala Arg Pro Phe Leu Pro Lys

ACA GTG ATT GAT CGC CTA CTT GAC GCC TTG AAA TCG TCT AAG GCA GCG ATA CCC GTT TTG-780
Thr Val H e Asp Arg Leu Leu Asp Ala Leu Lys Ser Ser Lys Ala Ala lie Pro Val Leu

CCA GTT GTT GAT ACT CTT GTT AAT CAA GAA TCG AAG CCG TTG ACC GCA ATC TGT TCC ATC-840
Pro Val Val Asp Thr Leu Val Asn Gin Glu Ser Lys Pro Leu Thr Ala lie Cys Ser lie

GCG TTC AAA CCC CGC AAG CCT TTG ATC TTG AGA CCG TGA TCG CTG CAC ATC AGG CAT GGA-900
Ala Phe Lys Pro Arg Lys Pro Leu lie Leu Arg Pro —

CAG GCA GCG ATG AAC CAA CAG ATG ATG CGC AGG TTG TCC GCG CTT TTG GTA AAA AAA TTG-960

CCT TGG TAA CAG GCG ATA GAC TAC TCG AGA AAC TGA CCT ATC CTG CTG ATT TTT CTG TAG-102C

SD
CCG AGG CTC AA ATG ACT GAA AAA ATG ATT TCT GTT TGC GGT TCA GGT TTC GAT GTT CAT-107S

0RF2 Met Thr Glu Lys Met lie Ser Val Cys Gly Ser Gly Phe Asp Val His

TGT TTC GAA GCT GGT GAC CAT ATT ATG TTG GGT GGC ATC AAA ATT CCG CAT GAC CAT GGT-113S
Cys Phe Glu Ala Gly Asp His H e Met Leu Gly Gly lie Lys lie Pro His Asp His Gly

CTT GCC GGT CAC TCC GAT GCC GAT GTC GCA CTC CAT GCT TTG ACA GAT GCT TTG CTG GGG-119S
Leu Ala Gly His Ser Asp Ala Asp Val Ala Leu His Ala Leu Thr Asp Ala Leu Leu Gly

GCG ATT GCT GAT GGC GAT ATC GGA ACC CAT TTT CCG CCA AGT GAT CCA CAA TGG AAG GGT-125S
Ala lie Ala Asp Gly Asp lie Gly Thr His Phe Pro Pro Ser Asp Pro Gin Trp Lys Gly

GCA AAT TCG ACC CAA TTC CTT GAA TAT GCT GTT GCG CTT GCC AAG AAA GCC GGA GCT ATC-131S
Ala Asn Ser Thr Gin Phe Leu Glu Tyr Ala Val Ala Leu Ala Lys Lys Ala Gly Ala lie
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I

ATT GAC CAT GCG GAT GTA ACG GTT ATC TGT GAA GCG CCG AAA GTG GGG CCT TAT CGA CCA-137S
H e Asp His Ala Asp Val Thr Val lie Cys Glu Ala Pro Lys Val Gly Pro Tyr Arg Pro

GCC ATG CGT AAG CAT ATT GCC CAG ATT CTG GGG CTT CCT GAA CAA AGG GTC AGC ATC AAA-143S
Ala Met Arg Lys His lie Ala Gin lie Leu Gly Leu Pro Glu Gin Arg Val Ser H e  Lys

GCA ACG ACA ACT GAA AAG CTT GGT TTT ACA GGC CGC AAA GAA GGG ATC GCT GCC CAA GCG-149S
Ala Thr Thr Thr Glu Lys Leu Gly Phe Thr Gly Arg Lys Glu Gly H e Ala Ala Gin Ala

GTT ACC AGT ATT CGC TTG CCG GAT ATT TTG TGC TAA TTA GTT ATT CCA TGA ATC CGG TTA-155S
Val Thr Ser lie Arg Leu Pro Asp lie Leu Cys —

TTC GTC ACT CGA TAG CGC TTG TTG CCT GCA TGT TTG GGA CGG GCG CTA TGG CTG CTG CCA-161S

CCG AGG CCG CAG
SD

GGA*"GCC AGA TCA ATG T ATG ACT CAT GCC GAA GCG CAG GCT TTG ATG-1677
ORF3 Met Thr His Ala Glu Ala Gin Ala Leu Met

GAA ACA GCT TTA CCG GGC TTG CTG CAA GGC GCA AAA CAG CAA TGT TCT TCA GTG CTG GAT-1737
Glu Thr Ala Leu Pro Gly Leu Leu Gin Gly Ala Lys Gin Gin Cys Ser Ser Val Leu Asp

AGC GAT TCC TAT TTG CTG AAG CAG GAA GCG ACC CTT AGC AAT CGC TTT CGT CAG GAA AGT-1797
Ser Asp Ser Tyr Leu Leu Lys Gin Glu Ala Thr Leu Ser Asn Arg Phe Arg Gin Glu Ser

GAA ACC GAC TGG CCT AAG GCA AAA GCC GCT TTT GAA CGG CTG GGC GGG TCG GCT GTG GCC-1857
Glu Thr Asp Trp Pro Lys Ala Lys Ala Ala Phe Glu Arg Leu Gly Gly Ser Ala Val Ala

GAT ATG GGA GAT GCG GGC AAA AGA GCT GCG ATT GAA ACC ATG GTT TCC GAT ATC GTC AGC-1917
Asp Met Gly Asp Ala Gly Lys Arg Ala Ala lie Glu Thr Met Val Ser Asp lie Val Ser

CAA AAG ATG AAG CCG CAA TCC TGT GAA ATC GTA AAT GGC TTT TTG CCA TTT GTA GCA GAA-1977
Gin Lys Met Lys Pro Gin Ser Cys Glu lie Val Asn Gly Phe Leu Pro Phe Val Ala Glu

CAA CCC GCC AAT AAA ATC GGG GAT GTT TCT GTT TCC ACA TTC GCC TTG ATT AAG AAA ATT-2037
Gin Pro Ala Asn Lys H e Gly Asp Val Ser Val Ser Thr Phe Ala Leu lie Lys Lys lie

GGC AAG GTT GGA CGT ATT TTG CCT TTT GAT ATT TGT TCG GGA GAT TAA ACC GAT GAC TAT-2097
Gly Lys Val Gly Arg lie Leu Pro Phe Asp lie Cys Ser Gly Asp

SD
GGA CAA TAA CCA GAC GG ATG GCC TGT CCT CGC AGC CTT CTG ATA CCG AGA AAG AAG CGC-215(

ORF4 Met Ala Cys Pro Arg Ser Leu Leu lie Pro Arg Lys Lys Arg

TTC AGC AAA AGG CAG AAC AGC AGG ATA TTT CTG CCC AGG ATA GTG AAG AAT TAC AAA AAA-22H
Phe Ser Lys Arg Gin Asn Ser Arg lie Phe Leu Pro Arg lie Val Lys Asn Tyr Lys Lys

CTA TCC AAA ATA TGG AAG AAA ACC AGC CGC AGG AAA ATG TCC ATT ATA ATT TAC ACG AAT-227(
Leu Ser Lys H e Trp Lys Lys Thr Ser Arg Arg Lys Met Ser lie H e lie Tyr Thr Asn

GAA TTG GTA ACC CGC GCC AGC TTG GTG ATC GAT GCC AAT CGT GCA GCC GGT CAG CGT ATT-233<
Glu Leu Val Thr Arg Ala Ser Leu Val lie Asp Ala Asn Arg Ala Ala Gly Gin Arg lie

GCC GTT GCA GAA AGC TGC ACC GGT GGT TTG GTA ATG GCG GCC TTG ACC GAG GTT CCG GGG-239*
Ala Val Ala Glu Ser Cys Thr Gly Gly Leu Val Met Ala Ala Leu Thr Glu Val Pro Gly

GCT TCT GAT GTC TTT GAT GCC GGA TTT GTG ACC TAT GCC AAT CAG GCA AAA ATA GAC CTT-245C
Ala Ser Asp Val Phe Asp Ala Gly Phe Val Thr Tyr Ala Asn Gin Ala Lys lie Asp Leu

CTG AAT ATT AGT CAG GAC GTC ATC GAA ACC TTT GGC TCT GTT TCT TTG GCG GTT GCT TGG-25H
Leu Asn lie Ser Gin Asp Val lie Glu Thr Phe Gly Ser Val Ser Leu Ala Val Ala Trp

GCA ATG GCA CGG AAT GCC GTT GAA AAA AGC GAT GCT GAT ATT GCG GTT GCG ATT ACA GGT-2574
Ala Met Ala Arg Asn Ala Val Glu Lye Ser Asp Ala Asp lie Ala Val Ala lie Thr Gly
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ATT1 GCG GGC CCG ACC GGC GGC GAT GAA AGA AAA CCC GTT GGC ACC GTT GTT TTT GCA CGG-263£
lie Ala Gly Pro Thr Gly Gly Asp Glu Arg Lys Pro Val Gly Thr Val Val Phe Ala Arg

GCA AGA CGG GAT GCT GAT CCG AAT GAA GTC GTT GCG GAA CAG AAA TCT TTC GGA GAT TTA-269€
Ala Arg Arg Asp Ala Asp Pro Asn Glu Val Val Ala Glu Gin Lys Ser Phe Gly Asp Leu

GGG CGT TCC GGT ATC CGT TTA CAG GCA GCT TTA TGC GCC CTC AGC CTG TTA ATG CCG GAT-275€
Gly Arg Ser Gly lie Arg Leu Gin Ala Ala Leu Cys Ala Leu Ser Leu Leu Met Pro Asp

GCG TCG ATC TCT CAA GGT TAA AAA CTG ACG GCC ATT TGG CTG GCG AAT AAT TGG AAA GTA-2816
Ala Ser lie Ser Gin Gly

AGG TTG TCT TTC TTC GTT ττί jtGA AGC GAA GAA AGA CCA GAC CTA GGC TCA GGA CTC ATT-2876

CTT TGA GAT AGA AGA TGA AAC TTG CTG CGA TAT GGA TTG CTG ACA TGA ATG TGT GAG CGC-293C

ACC GGT CGT ATC GTG TTG CGA CAC GCC GCC AGT CTT TGA GCT TTG CGA ACA TAT TTT CGA-299*

TGA GGT GAC GCT TTT TAT ACA GAT GCC AGT CGT AAG GCG GCT TTG ATT TCC GTT CTT CTT-305C

AGG CGG AAT ACA GGC GGT GAT ATT CCG GTC TGC GAG AGA CTG TCT GAT TTT ATT ACT GTC-3116

GTA TCC CCG GTC CCC GAG AAT TTC TTG TGT TTC TTC CGG CAG ATT TGC CAG CAG AAC ATC-317*

CGC GCC TTT GAA GTC ACT GAC CTG ACC TGC GGT CAG ATG CAG CCG GAC AGG GCG GCC CTG-3236

ACT ATC GCA TAC AGC GTG AAG CTT TGA GTT CAG TCC GCC TTT CGT GCG TCC GAT ATG GCG-329€

•

GGG AAA AGC CCC TTT TTG AGC AGG GAG GCC GCT GTC CGG TGT GCT TTC AGA TGT GTT GCA-335*

TCG ATC ATC AGA CGC TTC GAA CGG CCT GCC TGC TCC GTC AGG GCG ACG AAG ATC CGG TCA-341*

AAG ACA CCC AGG CGG CTC CAC CGG ATA AAC CGG TTG TAT AAA GTC TTG TGC GGG CCA TAC-347*

GCT TTC GGG GCG TCT TTC CAC TGA AGG CCG TTG CGG ATC ACG TAA ACG ATC CCG CTC AGG-353*

ACA CGA CGG TCA TCG ACA CGC GGC ACA CCA TGC GCC AGT GGA ACA AAC GGC TTA ATC CGT-359*

ICC ATC TGG TGC TCA GAC AGC AAA AAC ACG TCA CTC ACA GCT TCA CCT CCA TCG GTA AAC-3656

CTG TGA ATC ACA ACA GCC CGC TCA ACT CAA GAA ATT AAC AGG TCC TGA GCC TAA AAA AGA-3716

TAA CCT TCT TAT CAA GGA CAG AAT AGA TTT TCC CTA TTT TTT ATA GGA TGT AAT CTG CCT-377*

TTT TCT AAA GGC GCC ATT TAT CTA AAA AAC CGC TAG GCA TCG GAT AAA CCG TAA AGA TTA-383C

TTC GCC CTT TCT TCA AAG GCT TGA GTC ATT TTT TGC ACG GCT CGA TCA AAG AAT TGT CCG-389*

GCA AGT GCC TCG AAA ATT CTC GAC CGG AAA GAA AAA TCG ACC ATA AAA TCT AAT CGG GTT-395*
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TTT CCC TCT TCT TCT TCT GTG AAA TGC CAT TCA TTA TGA AGA TGG GAT AAT GGC CCG T C G -4016

ATA TAT TCA ACC GAT ACC GAA 

GAA AAG CCT TGA AGC CCA CAA 

TCC GAA CGG CGA TTA CCC ATG 

CAA AAA GTT GCT GTG GCG TAT 

ACC CTT CCC GCT ATT TTT GGC 

ACG CGC AAA ATC AGC ACC GGC 

TGA AAA ACC CTT GGC TCT AGC 

CTC TTC TAC CCG AAC ATG GCG

TGG GGT GAA TCC AAG TTA CTT 

TCA AAT CAG CCG TCA TCC TGT 

GCA AAA ATT CAG GAT AAC GGC 

AGG GCA ATA TTT TTG ATT CTG 

GGC TAT TTT TTC CAA CTT CTT 

ATA ATA GCT GGA ACG CGT TAA 

TGT CGC CGC ATA GGC CTT GAA 

CGG CGT AGG TTG CAA ATA TTG

TTG ACG TAA AGC TTT CCC-407£ 

TTT CTT CAC GAG ACC GAA-413£ 

TGA TAT CCG CGA CCA GAT-419£ 

TAT AAT GCG GCA TTA GGC-425£ 

TTG GCG GGC TTC TTT TAA-431£ 

AGG AGA GGA TGC CAC CAT-437 £ 

GCT GTC AGG TGT AAC AAA-443£ 

CCC TAA GGT TAA GAA A -4494

ΣΧΗΜ Α 57: Αλληλουχία νουκλεοτιδίων του κλώνου των 4.5 kb και η 
προβλεπόμενη αλληλουχία των αμινοξέων.
-10 και -35: στοιχεία θεωρητικού προαγωγού
SD: αλληλουχίες Shine-Dalgarno
ORF1-4: κωδικόνια έναρξης
— : κωδικόνια τερματισμού
αντίθετα βέλη: σήμα τερματισμού μεταγραφής.

Η ανάλυση της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων έδειξε την ύπαρξη 

τεσσάρων πιθανών κωδικεύουσων περιοχών (ORF1-4), οι οποίες αποτελούνται 

από 501 bp (νουκλεοτίδια 376-876), 501 bp (νουκλεοτίδια 1032-1532), 435 bp 

(νουκλεοτίδια 1648-2082) και 660 bp (νουκλεοτίδια 2115-2774) αντίστοιχα. 

Ανοδικά από κάθε ORF υπάρχουν συντηρημένες περιοχές Shine-Dalgamo 

(Σχήμα 57). Όλα τα προβλεπόμενα ORFs αρχίζουν με ένα ATG (τυπικό 

κωδικόνιο έναρξης στο Ζ  mobilis) και χρησιμοποιούν το ΤΑΑ για κωδικόνιο 

τερματισμού, που είναι το πιο συνηθισμένο στο Ζ mobilis. Εξαίρεση αποτελεί 

το ORF1, το οποίο τελειώνει με TGA. Στην περίπτωση του ORF2, μία 

εναλλακτική κωδικεύουσα περιοχή μπορεί να προβλεφθεί, η οποία αρχίζει από
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το νουκλεοτίδιο 876 και περιέχει 657 bp, αλλά αυτή η πιθανότητα αποκλείεται 

γιατί το βακτήριο Ζ. mobilis χρησιμοποιεί πολύ σπάνια GTG ως κωδικόνιο 

έναρξης (Zhao et al. 1993). Επιπλέον, δεν μπορεί να βρεθεί καμμία 

συντηρημένη αλληλουχία Shine-Dalgamo ανοδικά από το νουκλεοτίδιο 876.

Η οργάνωση του συμπλέγματος των τεσσάρων ORFs, υποδεικνύει ότι 

είναι πολύ πιθανό αυτά να συμμεταγράφονται ως ένα αυτόνομο οπερόνιο, όπως 

στις περιπτώσεις του οπερονίου glf-glk-edd-zwf (μεταβολισμός της γλυκόζης, 

Bamell et al. 1992) και του οπερονίου της μεταφοράς του γλσυταμινικού οξέος, 

gluEMP (Peekhaus and Kramer, 1996).

Θεωρητικά στοιχεία προαγωγού «-10» και «-35» τυπικά για το βακτήριο 

Ζ. mobilis (Sprenger et al. 1993), βρίσκονται στα νουκλεοτίδια 261-273 και 

298-306 αντίστοιχα (Σχήμα 57). Ακόμα στα νουκλεοτίδια, 2819-2851 (Σχήμα 

57), βρίσκεται μία θεωρητική αλληλουχία τερματισμού της μεταγραφής.

5.12 Κλωνοποίηση του συμπλέγματος των τεσσάρων ORFs και 
έλεγχος της λειτουργικότητας τους στο στέλεχος CUlRif2

Το τμήμα που περιέχει τα τέσσερα ORFs που κωδικεύουν τις τέσσερις 

θεωρητικές πρωτεΐνες (Σχήμα 56), κλωνοποιήθηκε στον πλασμιδιακό φορέα 

pLAFR5 ως ένα τμήμα 3.3 kb. Το τμήμα αυτό απομονώθηκε από τον κλώνο 

μεγέθους 4.5 kb του πλασμιδίου pUC1845 με περιοριστική πέψη BamHl- 

μερική ///« d ill (Σχήμα 58). Έ τσ ι κατασκευάστηκε το ανασυνδυασμένο 

πλασμίδιο pLAFR533 (Πίνακας 4), του οποίου η περιοριστική ανάλυση 

φαίνεται στο Σχήμα 59.
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9.46

6.66

ΣΧΗ Μ Α 58: Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης περιοριστικής πέψης 
ΙΐαιπΗΙ-μερική HindTU του πλασμιδίου pUC1845.
Διαδρομές:

ΣΧΉΜΑ 59: Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης περιοριστικής πέψης 
του πλασμιδίου pLAFR533.
Διαδρομές:
1. λ-DNA / ///«dill
2. p L A F R 5 3 3 ///w d ffl
3. pLAFR5 /  ///« d ill

Η πορεία των υποκλωνοποιήσεων από τον κλώνο μεγέθους 9.5 kb μέχρι 

τον κλώνο μεγέθους 3.3 kb φαίνεται στο Σχήμα 60.

1. λ-D N A ////«dm
2. pUC1845 /  μερική ///«dm

1 2 3
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H P S  B  H H  A  Η  H  S H B E

PLAFR595
PLAFR551
PLAFR509
PLAFR512
PLAFR518
PLAER508
PLAFR516
PLAFR531
PLAFR520
PLAFR589
PLAFR545
PLAFR533

ΣΧ Η Μ Α  60: Ο ι υποκλω νοποιήσεις του κλώνου που αναπληρώ νει την 
ευαισθησία του  μεταλλαγμένου στελέχους C U lR if i  σε αυξημένες 
συγκεντρώ σεις γλυκόζης.

: Αναπλήρωση του C U lR if2 ,

--------: μη αναπλήρωση
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Το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο pLAFR533 μεταφέρθηκε στο 

μεταλλαγμένο στέλεχος C U lR if2  και αποδείχθηκε ότι αποκαθιστούσε την 

ικανότητα ανάπτυξης του σε θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης (Σχήμα 36).

Επίσης, το μετασυζευγμένο στέλεχος CUlRif2/pLAFR533 παρουσίασε 

δραστικότητα γλυκοκινάσης και ταχύτητα πρόσληψης γλυκόζης φυσικού τόπου 

σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης.

Επομένως, φαίνεται ότι το τμήμα των 3.3 kb το οποίο περιέχει τα 

τέσσερα ORFs αναπληρώνει την ευαισθησία του CU lRif2 σε υψηλές 

συγκεντρώσεις γλυκόζης, καθώς και τα υπόλοιπα βιοχημικά χαρακτηριστικά 

του (γλυκοκινάση και πρόσληψη της γλυκόζης). Ακόμα, όπως αναφέρεται στο 

κεφάλαιο 5.5 το τμήμα Apal-Sali των 3.1 kb δεν βρέθηκε λειτουργικό. Άρα για 

την αναπλήρωση της ευαισθησίας του στελέχους CUlRi£2 σε αυξημένες 

συγκεντρώσεις γλυκόζης, είναι απαραίτητη η ύπαρξη και των τεσσάρων ORFs.

Επιπρόσθετα, τα  κύτταρα του CUlRi£2 αναπτύσσονται αμέσως σε υγρό 

θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης προεπωασμένο για 3 ώρες με κύτταρα του 

CUlRi£2/pLAFR533 (Σχήμα 61). Το αποτέλεσμα αυτό δείχνει, ότι ο 

παράγοντας που είναι υπεύθυνος για την άμεση ανάπτυξη του φυσικού τύπου 

σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης και εκκρίνεται στο θρεπτικό μέσο (βλέπε 

παρ. 4.12), παράγεται και από το μετασυζευγμένο στέλεχος 

CU lRif2/pLA FR533.
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ο 20 40

Χρόνος (h)
60

ΣΧ Η Μ Α  61: Ανάπτυξη του στελέχους C U lR iD  σε θρεπτικό μέσο (πλήρες 
ή ελάχιστο) 10% γλυκόζης προεπωασμένο γ ια  3 ώ ρες με κύττα ρ α  του  
στελέχους C U lR if2/pLA FR 533 ( · ) ,  ▲: Κ αλλιέργεια του  C U lR if i  σε 
θρεπτικό  μέσο 10% γλυκόζης.

5.13 Έλεγχος αναπλήρωσης κυττάρων Ε. coli μεταλλαγμένων ως 
προς το σύστημα πρόσληψης της γλυκόζης

Προκειμένου να διερευνηθεί εάν το τμήμα DNA που αναπληρώνει την 

ευαισθησία του στελέχους C U lR if2  σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης, 

έχει σχέση με κάποιο μηχανισμό πρόσληψης της γλυκόζης, ο κλώνος μεγέθους

3.3 kb υποκλωνοποιήθηκε στον φορέα ρΖΥ507 (Weisser et al. 1995) ο οποίος 

είναι κατάλληλος για έκφραση γονιδίων στο βακτήριο Ε. coli. Η 

υποκλωνοποίηση έγινε με περιοριστική πέψη lfa/πΗΙ-μερική Hindlll του 

πλασμιδίου pUC1845 και υποκλωνοποίηση του τμήματος 3.3 kb (Σχήμα 58) 

στο φορέα ρΖΥ507, ο οποίος είχε εοθυγραμμισθεί με περιοριστική πέψη
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BamHl-HindBl. Έ τσι, κατασκευάστηκε το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο 

ρΖΥ50733, του οποίου η περιοριστική πέψη φαίνεται στο Σχήμα 62 και ο 

περιοριστικός χάρτης στο Σχήμα 63.

Το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο ρΖΥ50733 μεταφέρθηκε στο στέλεχος 

του βακτηρίου Ε. coli, ZSC112L 6(ptsHI-crr) (Weisser et al. 1995) το οποίο 

δεν μπορεί να  προσλάβει γλυκόζη. Η  αναπλήρωση της ικανότητας πρόσληψης 

γλυκόζης ελέγχθηκε στο στέλεχος ZSC112L 0(ptsHI-crr)/pZY50733 με 

πειράματα πρόσληψης γλυκόζης, χρησιμοποιώντας ως θετικό μάρτυρα το 

στέλεχος ZSC112L 6(ptsHI-crr)/pZY507-gif. Το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο 

pZ Y 507-g/f (W eisser et al. 1995), περιέχει το γονίδιο g if  το οποίο κωδικεύει το 

μεταφορέα της γλυκόζης στο βακτήριο Ζ  mobilis αλλά παρουσιάζει και 

ετερόλογη έκφραση στο βακτήριο Ε. coli (Weisser et al. 1995). Τα 

αποτελέσματα φαίνονται στο Σχήμα 64.

Σ Χ Η Μ Α  62: Η λεκτροφόρηση σε πήγμα  αγαρόζης περιοριστικής πέψης 
του  πλασμιδίου  ρΖΥ50733.
Δ ιαδρομές:
1. λ-DNA / Hindm
2. ρΖΥ50733 / μερική Hindm
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ΣΧ Η Μ Α  63: Π εριοριστικός χά ρ τη ς του  πλασμιδίου ρΖΥ50733.

Χρόνος (sec)

ΣΧ Η Μ Α  64: Π ρόσληψη τη ς  δεοξυ-Β -[υ-14<Ι!]-γλυκόζης (τελ ική
συγκέντρωση 5 m M ) από το  στέλεχος Ε. coli Z S C L llL A pts/pZ Y 507  ( · ) ,  
ZSCL1 lLA pts/pZ Y SHI g i f  (A ), Z S C L llL /pZ Y 50733  (■ ) στους 10°C. Τ α  
κύτταρα  E. coli αναπτύχθηκαν σε ελάχιστο θρεπτικό  μέσο Μ 9.
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Α πό τα παραπάνω αποτελέσματα, φαίνεται ότι ο κλώνος που 

αναπληρώνει την ευαισθησία του μεταλλαγμένου στελέχους CUlRi£2 σε 

υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης, δεν μπορεί να αναπληρώσει την πρόσληψη 

της γλυκόζης σε μεταλλαγμένα στελέχη Ε. coli τα οποία δεν προσλαμβάνουν 

γλυκόζη.

Φ αίνεται λοιπόν, ότι ο κλώνος που είναι υπεύθυνος για την 

ανθεκτικότητα του βακτηρίου Ζ. mobilis σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης 

δεν κωδικεύει ένα μεταφορέα γλυκόζης που πιθανά να λειτουργεί μόνο σε 

υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης. Ενδεχομένως, ελέγχει ένα ρυθμιστικό 

σύστημα που επηρεάζει την πρόσληψη και φωσφορυλίωση της γλυκόζης, όταν 

η συγκέντρωση στο θρεπτικό μέσο ανάπτυξης αυξηθεί.
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ΜΕΡΟΣ ΤΕΤΑΡΤΟ

Συζήτηση



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6

Συζήτηση

Ό πως αναφέρθηκε και στην εισαγωγή (Παρ. 2.10), η ανθεκτικότητα του 

Ζ  mobilis σε θρεπτικό μέσο που περιέχει υψηλές συγκεντρώσεις σακχαρόζης ή 

μιγμάτων φρουκτόζης και γλυκόζης, έχει μελετηθεί διεξοδικά. Η  

ανθεκτικότητα αυτή, οφείλεται στη συσσώρευση μιας συμβατής διαλυμένης 

ουσίας, της σορβιτόλης, στο εσωτερικό των κυττάρων του Ζ  mobilis.

Όμως, η ανθεκτικότητα του Ζ  mobilis σε θρεπτικά μέσα που περιέχουν 

υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης (απουσία φρουκτόζης) δεν μπορεί να 

εξηγηθεί με τον παραπάνω τρόπο, γιατί όταν η γλυκόζη είναι η μόνη πηγή 

άνθρακα στο θρεπτικό μέσο, τα κύτταρα του Ζ  mobilis παράγουν ελάχιστη 

ποσότητα σορβιτόλης (Viikari 1984). Ακόμα, μετά από ανάλυση 13C-NMR, δεν 

βρέθηκε καμία άλλη γνωστή συμβατή διαλυμένη ουσία που να βρίσκεται σε 

μεγάλη συγκέντρωση και να έχει τη δυνατότητα να συσσωρεύεται στο
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εσωτερικό των κυττάρων του Ζ  mobilis (Loos et al. 1986). To γεγονός αυτό σε 

συνδυασμό με την μεγάλη ταχύτητα με την οποία τα κύτταρα του Ζ. mobilis 

προσλαμβάνουν τη γλυκόζη από το εξωτερικό περιβάλλον, οδήγησε τον Struch 

και τους συνεργάτες του το 1991 στο συμπέρασμα ότι η ανθεκτικότητα του 

βακτηρίου Ζ  mobilis σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης, οφείλεται στη 

γρήγορη εξισορρόπηση της εξωτερικής με την εσωτερική οσμωτική πίεση, 

λόγω της άμεσης πρόσληψης της γλυκόζης από το κύτταρο (Struch et al. 1991). 

Π αρ’ όλα αυτά , από in vivo μελέτες βρέθηκε ότι η συγκέντρωση της γλυκόζης 

στο εσωτερικό των κυττάρων του Ζ  mobilis είναι σαφώς μικρότερη από αυτή 

που βρίσκεται στον εξωκυτταρικό χώρο (Hermans 1992).

Ό πω ς φαίνεται από τα παραπάνω, δεν έχει ακόμα διευκρινιστεί ο 

μηχανισμός της ανθεκτικότητας του βακτηρίου Ζ  mobilis σε θρεπτικά μέσα 

που περιέχουν υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης όταν αυτή χρησιμοποιείται ως 

μόνη πηγή άνθρακα.

Επιπλέον, όταν κύτταρα του Ζ  mobilis ανεπτυγμένα εκθετικά σε 

θρεπτικό μέσο που περιέχει 2% γλυκόζη, μεταφερθούν σε θρεπτικό μέσο που 

περιέχει 5% ή 10% γλυκόζη, εμφανίζουν μία φάση εφησυχασμού 10-30 λεπτών 

(Σχήμα 10, Παρ. 4.1), ενώ όταν μεταφερθούν σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 

20% γλυκόζη, η φάση εφησυχασμού φτάνει τις 25 ώρες περίπου. Αντίθετα, 

όταν κύτταρα του Ζ  mobilis ανεπτυγμένα εκθετικά σε θρεπτικό μέσο που 

περιέχει 20% γλυκόζη, μεταφερθούν σε νέο θρεπτικό μέσο που περιέχει 20% 

γλυκόζη, αναπτύσσονται χωρίς να περάσουν τη φάση εφησυχασμού. Το 

παραπάνω φαινόμενο δεν έχει μελετηθεί ως τώρα στο Ζ  mobilis.

Το εργαστήριο μας διαθέτει ένα μεταλλαγμένο στέλεχος, το CU1, 

ευαίσθητο σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης, το οποίο έχει απομονωθεί από 

το φυσικό στέλεχος του Ζ  mobilis ATCC 10988 (Drainas et al. 1984). Επίσης, 

έχει απομονωθεί ένα μετάλλαγμα του στελέχους CU1, το στέλεχος CUlRif2 

(Afendra and Drainas 1987), για την διευκόλυνση των βακτηριακών 

συζεύξεων. Το στέλεχος C U lR if2 είναι επίσης ευαίσθητο σε υψηλές 

συγκεντρώσεις γλυκόζης και επιπλέον είναι ανθεκτικό στη ριφαμπικίνη (20

265



pg/ml).

To μεταλλαγμένο στέλεχος C U lR iO  αναπτύσσεται σχεδόν κανονικά σε 

θρεπτικό μέσο που περιέχει 2% γλυκόζη. Όμως, όταν κύτταρα του C U lR if2  

που αναπτύσσονται σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 2% γλυκόζη και βρίσκονται 

στην εκθετική φάση μεταφερθούν σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 5% γλυκόζη, 

τότε αυτά αναπτύσσονται αφού περάσουν μία φάση εφησυχασμού 6 ωρών 

περίπου, ενώ αν μεταφερθούν σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 10% γλυκόζη η 

φάση του εφησυχασμού αυξάνεται σε 22 ώρες περίπου (Σχήμα 10, Παρ. 4.1).

Από τα παραπάνω φαίνεται, ότι το μεταλλαγμένο στέλεχος C U lR if2  

μπορεί να αποδειχθεί ένα πολύ χρήσιμο εργαλείο για  την μελέτη του 

μηχανισμού μέσω του οποίο το βακτήριο Ζ. mobilis είναι ικανό να 

αναπτύσσεται σε θρεπτικά μέσα που περιέχουν υψηλές συγκεντρώσεις 

γλυκόζης.

Με σκοπό λοιπόν την διευκρίνηση του μηχανισμού αυτού, στην 

παρούσα διατριβή, επιχειρήθηκε μία εμπεριστατωμένη βιοχημική ανάλυση του 

CU lRif2, καθώς και απομόνωση και μερικός χαρακτηρισμός ενός κλώνου ο 

οποίος αναπληρώνει την ευαισθησία του μεταλλαγμένου στελέχους C U lR if2  

σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης.

6.1 Βιοχημικός χαρακτηρισμός του μεταλλαγμένου στελέχους 
CUlRif2

Για να μελετηθεί κατά πόσο η καθυστέρηση στην ανάπτυξη του 

CU lRif2 σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 10% γλυκόζη οφείλεται στην 

αυξημένη οσμωτική πίεση, μελετήθηκε η ανάπτυξη του μεταλλαγμένου 

στελέχους C U lR iG  σε υγρό θρεπτικό μέσο που περιέχει υψηλές 

συγκεντρώσεις άλλων σακχάρων, εκτός της γλυκόζης. Από τα αποτελέσματα 

φαίνεται ότι το μεταλλαγμένο στέλεχος CU lRif2, με εξαίρεση τη γλυκόζη και 

το μεταβολίσιμο ανάλογο της 2-δεόξυγλυκόζη, αναπτύσσεται κανονικά σε 

υψηλές συγκεντρώσεις άλλων σακχάρων (Σχήμα 11, Παρ. 4.2).
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Επιπρόσθετα, η  προσθήκη σορβιτόλης, η οποία έχει αναφερθεί ότι 

βοηθάει τα  κύτταρα του Ζ. mobilis να  αναπτύσσονται αμέσως σε θρεπτικά 

μέσα που περιέχουν υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης (οσμωπροστασία από τη 

σορβιτόλη, Loos et al. 1986), στο θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης, δεν μειώνει τη 

διάρκεια της φάσης εφησυχασμού (Σχήμα 12, Παρ. 4.3).

Τ α αποτελέσματα αυτά δείχνουν, ότι η καθυστέρηση στην ανάπτυξη του 

στελέχους C U lR if2  σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης δεν οφείλεται σε 

πιθανή έλλειψη οσμωρύθμισης, αλλά ειδικά σε κάποιο μηχανισμό 

ανθεκτικότητας σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης.

Ό πω ς έχει ήδη αναφερθεί στην εισαγωγή (Παρ. 2.9), η ανθεκτικότητα 

του Ζ. mobilis στην αιθανόλη έχει συνδεθεί με τη λιπιδιακή σύσταση της 

μεμβράνης του κα ι ειδικότερα με τη μεγάλη ποσότητα των οπανοειδών και του 

cis-βαξενικού οξέος που περιέχει (Carey and Ingram 1983, Bringer et al. 1985, 

Schmit et al. 1986, Buchloz et al. 1987, Hermans et al. 1991, Moreau et al. 

1995). Επιπλέον, μερικοί ερευνητές έχουν συνδέσει την ανθεκτικότητα στη 

γλυκόζη με την ασυνήθιστη λιπιδιακή σύσταση της μεμβράνης του (Carey and 

Ingram 1983, Bringer et al. 1985). Για να μελετηθεί λοιπόν, η σχέση μεταξύ 

της λιπιδιακής σύστασης της μεμβράνης και της ανθεκτικότητας στη γλυκόζη 

στο βακτήριο Ζ. mobilis, έγινε ανάλυση των λιπιδίων του στελέχους CUlRif2 

σε σχέση με αυτή του πατρικού του στελέχους ATCC 10988. Τα αποτελέσματα 

έδειξαν ότι μεταξύ των λιπιδίων που περιέχονται στη μεμβράνη και των δύο 

στελεχών δεν υπήρχε καμία ποιοτική διαφορά (Σχήματα 14, 15, 16, 17, Παρ. 

4.4). Επίσης, δεν υπάρχει καμία ποσοτική διαφορά στα ουδέτερα λιπίδια, τα 

λιπαρά οξέα και τα οπανοειδή που περιέχονται στη μεμβράνη και των δύο 

στελεχών (Π ίνακες 8, 9, 10, 11, Παρ. 4.4). Η ποσοτική ανάλυση όμως των 

φωσφολιπιδίων, έδειξε ότι το στέλεχος C U lR iO  έχει μειωμένο ποσοστό 

φωσφατιδυλοαιθανολαμίνης σε σχέση με το πατρικό του στέλεχος ATCC 

10988 (Π ίνακας 7, Παρ. 4.4). Η διαφορά αυτή όμως δεν είναι τόσο μεγάλη, 

ώστε να μπορεί να δικαιολογεί από μόνη της την ευαισθησία του στελέχους 

C U 1 Rif2 σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης.
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Φαίνεται λοιπόν, ότι το στέλεχος CU lRif2 δεν είναι ευαίσθητο σε 

υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης λόγω κάποιας αλλοίωσης στη λιπιδιακή 

σύσταση της μεμβράνης του ή τουλάχιστον όχι μόνο. Γ ι’ αυτό στη συνέχεια ο 

βιοχημικός χαρακτηρισμός του στελέχους C U lR iG  στράφηκε στην μελέτη της 

πρόσληψης και του μεταβολισμού της γλυκόζης.

Εκτός από την πρόσληψη της γλυκόζης, η οποία θεωρείται ένα πιθανό 

σημείο ρύθμισης του μεταβολισμού στο Ζ  mobilis αλλά και σε πολλούς άλλους 

οργανισμούς (βλέπε εισαγωγή Παρ. 1.2, 2.3), μελετήθηκαν τα ένζυμα της 

γλυκολυτικής πορείας γλυκοκινάση και αφυδρογονάση της 6-Ρ-γλυκόζης, τα 

οποία επίσης θεωρούνται πιθανά σημεία ρύθμισης του μεταβολισμού στο Ζ. 

mobilis (Barrow et al. 1984, Algar and Scopes 1985, Scopes and Bannon 1995, 

Snoep 1996, Sprenger 1996, Scopes 1997). Επιπλέον, μελετήθηκαν δύο άλλα 

πολύ σημαντικά ένζυμα του μεταβολισμού της γλυκόζης η πυροσταφυλική 

αποκαρβοξυλάση και η αλκοολική αφυδρογονάση.

Ό πως φαίνεται από τα αποτελέσματα, όταν τα κύτταρα του στελέχους 

ATCC 10988 αναπτυχθούν σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 5% γλυκόζη ή 

επωαστούν σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 10% γλυκόζη, η δραστικότητα της 

γλυκοκινάσης τους αυξάνεται 1.5 και 2 φορές αντίστοιχα (Πίνακας 12, Σχήμα 

18, Παρ. 4.5.1). Η αύξηση της δραστικότητας της γλυκοκινάσης όταν 

αυξάνεται η συγκέντρωση της γλυκόζης, έχει αναφερθεί και στο παρελθόν 

(Zachariou and Scopes 1986). Το μεταλλαγμένο στέλεχος όμως δεν φαίνεται να 

έχει την ίδια συμπεριφορά. Δεν αυξάνει δηλαδή την δραστικότητα της 

γλυκοκινάσης του όταν η συγκέντρωση της γλυκόζης αυξηθεί στο θρεπτικό 

μέσο (Πίνακας 12, Σχήμα 19, Παρ.4.5.1). Π αρ’ όλα αυτά, κινητικές μελέτες 

που έγιναν στην γλυκοκινάση κυττάρων του μεταλλαγμένου και του πατρικού 

στελέχους τα οποία είχαν αναπτυχθεί σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 2% και 

5% γλυκόζη αντίστοιχα, έδειξαν ότι η γλυκοκινάση του στελέχους C U lR if2  

δεν διαφέρει κινητικά από τη γλυκοκινάση του πατρικού του στελέχους, έστω 

και αν η συγκέντρωση της γλυκόζης αυξηθεί στο θρεπτικό μέσο (Σχήματα 20, 

21, Πίνακας 13, Παρ. 4.5.2). Αυτό σημαίνει, ότι η γλυκοκινάση του
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μεταλλαγμένου στελέχους είναι δομικά αναλοίωτη και ότι η μη αυξημένη 

δραστικότητα της σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης, πιθανά οφείλεται στην 

έλλειψη ή τη βλάβη κάποιου παράγοντα που ρυθμίζει (τουλάχιστον έμμεσα) 

την παραγωγή της.

Η  άμεση ή η έμμεση αυτή ρύθμιση γίνεται στο πατρικό στέλεχος με 

αύξηση της ποσότητας της γλυκοκινάσης όταν η συγκέντρωση της γλυκόζης 

αυξηθεί, και όχι με αύξηση της καταλυτικής ικανότητας της γλυκοκινάσης. 

Αυτό φαίνεται από τις τιμές της κινητικής παραμέτρου k ^ ,  οι οποίες είναι 

παρόμοιες στο πατρικό και στο μεταλλαγμένο στέλεχος, έστω και αν η 

συγκέντρωση της γλυκόζης αυξηθεί (Πίνακας 13 Παρ. 4.5.2). Επομένως, είναι 

πιθανό η  ρύθμιση της αύξησης δραστικότητας της γλυκοκινάσης σε αυξημένες 

συγκεντρώσεις γλυκόζης, να  γίνεται στο επίπεδο της μεταγραφής ή της 

μετάφρασης.

Α ντίθετα με τη δραστικότητα της γλυκοκινάσης, η δραστικότητα της 

αφυδρογονάσης της 6-Ρ-γλυκόζης του στελέχους C U lR if2  δεν διαφέρα από 

αυτή του φυσικού τύπου, ακόμα και στην περίπτωση επώασης των κυττάρων 

σε θρεπτικό μέσο που περιέχει. 10% γλυκόζη (Σχήμα 22, Πίνακας 14, Παρ. 

4.6). Α ν και θα περίμενε κανείς, η αύξηση της δραστικότητας γλυκοκινάσης 

από υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης να συνοδεύεται και από αύξηση της 

αφυδρογονάσης της 6-Ρ-γλυκόζης, εφόσον το γονίδιο που την κωδικεύει στο Ζ  

mobilis βρίσκεται στο ίδιο οπερόνιο με το γονίδιο που κωδικεύει την 

γλυκοκινάση (Bam ell et al. 1992), εντούτοις αυτό δεν συμβαίνει. Το γεγονός 

αυτό βέβαια δεν προκαλεί έκπληξη γιατί είναι γνωστό (Liu et al. 1992) ότι από 

το οπερόνιο του Ζ  mobilis glf-zwf-edd-glk προκύπτουν τέσσερα μικρότερα 

μεταγραφήματα μέσω μιας ενδονουκλεολυτικής πέψης στο μεταγράφημα των

6.14 kb. Η ρύθμιση λοιπόν της μετάφρασης κάθε μεταγραφήματος από αυτά, 

μπορεί να γίνεται στο επίπεδο της σταθερότητας του.

Η  δραστικότητα της πυροσταφυλικής αποκαρβοξυλάσης και αλκοολικής 

αφυδρογονάσης του στελέχους C U lR if2 δεν διαφέρει από αυτή του πατρικού 

στελέχους ATCC 10988, ακόμα και στην περίπτωση επώασης των κυττάρων
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σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 10% γλυκόζη (Σχήματα 23, 24, Πίνακες 15, 16 

Παρ. 4.7, 4.8). Αν και προηγουμένως έχει βρεθεί, ότι το μεταλλαγμένο 

στέλεχος CU1 έχει μειωμένη δραστικότητα αλκοολικής αφυδρογονάσης 

(Drainas et al. 1984), φαίνεται ότι η ιδιότητα αυτή έχει αναστραφεί στο 

στέλεχος CU lRif2. Η  δράση της πυροσταφυλικής αποκαρβοξυλάσης και της 

αλκοολικής αφυδρογονάσης δεν είναι πιθανό να επηρεάζει την ανθεκτικότητα 

του βακτηρίου Ζ. mobilis σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης, γιατί δεν 

φαίνεται- να έχει ανάμιξη με τον φαινότυπο μεταλλαγμένου στελέχους 

C U lR iG .

Διαπιστώθηκε, ότι κύτταρα CUlRif2 τα οποία έχουν μεταφερθεί σε 

υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης, προσλαμβάνουν τη γλυκόζη με σημαντικά 

χαμηλότερη ταχύτητα συγκριτικά με κύτταρα C U lR iG  τα οποία 

αναπτύσσονται σε χαμηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης, ενώ κύτταρα ATCC 

10988 προσλαμβάνουν τη γλυκόζη με ίδια ταχύτητα είτε αναπτύσσονται σε 

χαμηλές είτε σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης (Σχήματα 2 5 ,26 , Παρ. 4.9.1). 

Φαίνεται λοιπόν, ότι το μεταλλαγμένο στέλεχος C U lR iG  παρουσιάζει κάποια 

αλλοίωση στο μηχανισμό της πρόσληψης της γλυκόζης όταν η συγκέντρωσή 

της στο θρεπτικό μέσο αυξηθεί. Π αρ’ όλα αυτά, μετά από κινητικές μελέτες 

φάνηκε ότι η γλυκόζη προσλαμβάνεται στο στέλεχος C U lR iG  με τον ίδιο 

τρόπο (κινητική Michaelis-Menten) και με την ίδια συγγένεια (παρόμοιο Km) 

με το πατρικό του στέλεχος, έστω και αν η συγκέντρωσή της στο θρεπτικό 

μέσο αυξηθεί (Σχήματα 27, 28, Πίνακας 17, Παρ. 4.9.2). Τα αποτελέσματα 

αυτά δείχνουν, ότι το μεταλλαγμένο στέλεχος δεν περιέχει κάποια μετάλλαξη 

στο μεταφορέα της γλυκόζης. Είναι πιθανό το πατρικό στέλεχος να διαθέτει 

ένα μηχανισμό, μέσω του οποίου διατηρεί σταθερή την αρχική ταχύτητα 

πρόσληψης της γλυκόζης όταν η συγκέντρωσή της στο θρεπτικό μέσο αυξηθεί. 

Ο μηχανισμός αυτός δεν φαίνεται να λειτουργεί στο μεταλλαγμένο στέλεχος.

Από τα παραπάνω φαίνεται, ότι είναι πιθανό το βακτήριο Ζ. mobilis να 

διαθέτει ένα σύστημα ρύθμισης της πρόσληψης και της φωσφορυλίωσης της 

γλυκόζης, το οποίο του επιτρέπει να αναπτύσσεται σε αυξημένες

270



συγκεντρώσεις γλυκόζης. Η  ρύθμιση αυτή γίνεται με διατήρηση της ταχύτητας 

πρόσληψης της γλυκόζης και αύξηση της δραστικότητας της γλυκοκινάσης, 

όταν η συγκέντρωση της γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο αυξηθεί. Το σύστημα 

αυτό δεν φαίνεται να  λειτουργεί στο μεταλλαγμένο στέλεχος CUlRi£2. Από 

την άλλη πλευρά υπάρχει και η πιθανότητα, η μειωμένη πρόσληψη και 

φωσφορυλίωση της γλυκόζης από το μεταλλαγμένο στέλεχος CU lRif2, να 

είναι απλώς αποτέλεσμα της μειωμένης ανάπτυξης του στελέχους αυτού σε 

αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης.

Η  ρύθμιση της πρόσληψης και της φωσφορυλίωσης της γλυκόζης έχει 

αναφερθεί σε πολλούς οργανισμούς (βλέπε εισαγωγή Παρ. 1.2). Στο 

ζυμομύκητα S. cerevisiae έχουν απομονωθεί πολλά γονίδια που ρυθμίζουν τη 

σύνθεση τω ν μεταφορέων της γλυκόζης όπως και ένα γονίδιο που ρυθμίζει τη 

σύνθεση τω ν γλυκολυτικών ενζύμων. Στο ζυμομύκητα Κ. lactis, έχει βρεθεί ότι 

η πρόσληψη της γλυκόζης ρυθμίζεται από τα γονίδια RAG (Billard et al. 1996). 

Στον S. pombe έχει απομονωθεί το γονίδιο stdl το οποίο ρυθμίζει την 

πρόσληψη της γλυκόζης (M ehta et al. 1997), ενώ στο βακτήριο Ρ. aeruginosa, 

έχουν απομονωθεί γονίδια που ρυθμίζουν την πρόσληψη και τον καταβολισμό 

της γλυκόζης.

Κύτταρα C U lR if2  τα οποία έχουν προεπωαστεί σε θρεπτικό μέσο που 

περιέχει 10% γλυκόζη αναπτύσσονται αμέσως χωρίς περίοδο εφησυχασμού 

όταν μεταφερθούν σε νέο θρεπτικό μέσο το οποίο περιέχει 10% γλυκόζη 

(Σχήμα 31, Παρ. 4.11). Το γεγονός αυτό δείχνει ότι κατά την διάρκεια της 

περιόδου εφησυχασμού τα κύτταρα του C U lR if2 δημιουργούν κάποιον 

παράγοντα, ο οποίος είναι υπεύθυνος για την έναρξη της ανάπτυξης τους σε 

αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης. Ο παράγοντας αυτός στο φυσικό στέλεχος 

παράγεται αμέσως, πιθανόν μέσω κάποιου ρυθμιστικού μηχανισμού ο οποίος 

ενεργοποιείται σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης. Επιπλέον, κύτταρα του 

μεταλλαγμένου στελέχους C U lR iO  αναπτύσσονται αμέσως χωρίς περίοδο 

εφησυχασμού όταν μεταφερθούν σε θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης το οποίο 

έχει προεπωαστεί με κύτταρα του φυσικού στελέχους ATCC 10988 (Σχήμα 33
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Παρ. 4.12). Φαίνεται λοιπόν ότι ο παράγοντας ο οποίος είναι υπεύθυνος για την 

έναρξη της ανάπτυξης του βακτηρίου Ζ  mobilis σε αυξημένες συγκεντρώσεις 

γλυκόζης εκκρίνεται στο θρεπτικό μέσο. Το σήμα για την σύνθεση του 

παράγοντα αυτού δημιουργείται μόνο σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης, 

γιατί κύτταρα C U lRif2 αναπτύσσονται με περίοδο εφησυχασμού 22 ωρών 

όταν μεταφερθούν σε θρεπτικό μέσο 2% γλυκόζης προεπωασμένου με κύτταρα 

του φυσικού στο οποίο η γλυκόζη έχει αυξηθεί σε 10% (Σχήμα 33, Παρ. 4.12). 

Ρυθμιστικοί μηχανισμοί οι οποίοι ενεργοποιούνται από τις υψηλές 

συγκεντρώσεις οσμωλυτών στο θρεπτικό μέσο καθώς και εξωκυτταρικοί 

. παράγοντες οι οποίοι είναι υπεύθυνοι για την έναρξη της ανάπτυξης των 

κυττάρων έχουν αναφερθεί στο ζυμομύκητα S. cerevisiae (Brewster et al. 

1993). Επίσης, είναι γνωστό (Jiang et al. 1998) ότι για την έναρξη της 

ανάπτυξης των κυττάρων του S. cerevisiae, όταν αυτά μεταφέρονται από ένα 

φτωχό (δεν περιέχει γλυκόζη) σε ένα πλούσιο (περιέχει γλυκόζη) θρεπτικό 

μέσο, απαιτείται ενεργοποίηση της RAS σηματοδοτικής πορείας.

Ο υποθετικός παράγοντας ο οποίος εκκρίνεται από τα κύτταρα του
0

φυσικού τύπου αμέσως μόλις μεταφερθούν σε θρεπτικό μέσο υψηλής 

περιεκτικότητας γλυκόζης δεν φαίνεται να συντελεί στην αύξηση της 

δραστικότητας γλυκοκινάσης (Πίνακας 19, Παρ. 4.13) ή στη διατήρηση της 

αρχικής ταχύτητας πρόσληψης γλυκόζης (Σχήμα 35, Παρ. 4.14) στο στέλεχος 

C U lR iG . Μ ε άλλα λόγια, ο παράγοντας που εκκρίνεται στο θρεπτικό μέσο 

καλλιέργειας ATCC 10988 και αποκαθιστά την ανάπτυξη του στελέχους 

C U lRif2 σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης, δεν αποκαθιστά την ρύθμιση 

στην πρόσληψη και τη φωσφορυλίωση της γλυκόζης. Τα παραπάνω 

αποτελέσματα δείχνουν ότι ο παράγοντας που είναι υπεύθυνος για την έναρξη 

της ανάπτυξης των κυττάρων σε θρεπτικά μέσα που περιέχουν υψηλές 

συγκεντρώσεις γλυκόζης δεν επηρεάζει και δεν επηρεάζεται από τη ρύθμιση 

της σύνθεσης του μεταφορέα της γλυκόζης και της γλυκοκινάσης, αλλά πιθανά 

ο ρυθμιστικός μηχανισμός που είναι υπεύθυνος για  την παραγωγή του 

παράγοντα αυτού είναι ταυτόχρονα υπεύθυνος και για την ρύθμιση της
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πρόσληψης και φωσφορυλίωσης υψηλών συγκεντρώσεων γλυκόζης. Η  ύπαρξη

ρυθμιστικών μηχανισμών υπεύθυνων για τη ρύθμιση πολλών ανεξάρτητων 
*

λειτουργιών του κυττάρου, είναι συνηθισμένο φαινόμενο και έχει αναφερθεί 

για  πολλούς οργανισμούς στο παρελθόν (βλέπε εισαγωγή Παρ. 1.3).

Το σηματοδοτικό μόριο για την ενεργοποίηση του παραπάνω 

θεωρητικού ρυθμιστικού μηχανισμού είναι η ίδια η γλυκόζη, και όχι κάποιος 

από τους μεταβολίτες της. Το συμπέρασμα αυτό συνάγεται από το γεγονός ότι 

κύτταρα του μεταλλαγμένου στελέχους όταν επωαστούν σε θρεπτικό μέσο που 

περιέχει 10% 2-δεοξυγλυκόζη (ένα προσλαμβανόμενο αλλά μη μεταβολίσιμο 

ανάλογο της γλυκόζης) για  22 ώρες και στη συνέχεια μεταφερθούν σε θρεπτικό 

μέσο 10% γλυκόζης, αναπτύσσονται αμέσως χωρίς περίοδο εφησυχασμού 

(Σχήμα 32, Παρ. 4.11). Το γεγονός αυτό σε συνδυασμό με την αδυναμία 

άμεσης ανάπτυξης των κυττάρων του μεταλλαγμένου στελέχους CU lRif2 σε 

θρεπτικό μέσο που περιέχει 2%  γλυκόζη και 8% 2-δεοξυγλυκόζη (Σχήμα 11, 

Παρ. 4.2), δείχνει ότι η 2-δεοξυγλυκόζη προκαλεί τα ίδια φαινόμενα στην 

ανάπτυξη. Η  αυξημένη συγκέντρωση της 2-δεοξυγλυκόζης, προκαλεί το ίδιο 

σήμα με την αυξημένη συγκέντρωση της γλυκόζης με αποτέλεσμα την 

ενεργοποίηση του ρυθμιστικού μηχανισμού μέσω του οποίου, αφενός 

παράγεται ο παράγοντας που είναι υπεύθυνος για την έναρξη της ανάπτυξης 

των κυττάρων του βακτηρίου Ζ  mobilis σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης 

και αφετέρου ρυθμίζεται η σύνθεση του μεταφορέα της γλυκόζης και της 

γλυκοκινάσης όταν η συγκέντρωση της γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο αυξηθεί. 

Ρυθμιστικοί μηχανισμοί, που λειτουργούν μέσω σηματοδοτικών πορειών όπου 

το σηματοδοτικό μόριο είναι το ίδιο το μόριο της γλυκόζης και ρυθμίζουν τα 

ένζυμα του μεταβολισμού, έχουν αναφερθεί στο παρελθόν σε πάρα πολλούς 

οργανισμούς (βλέπε εισαγωγή Παρ. 1.3). Επιπλέον, στο ζυμομύκητα S. 

cerevisiae αρκετά από τα γονίδια που συμμετέχουν στις σηματοδοτικές αυτές 

πορείες, συμμετέχουν και στη ρύθμιση της πρόσληψης της γλυκόζης (Bailey 

and W oodword 1984, Bisson 1988. Flick and Johnston 1991, Ozcan 1993, 

Erickson and Johnston 1994, Ozcan and Johnston 1993, Teusink et al. 1997).
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Στο βακτήριο Β. subtilis, η πρωτεΐνη Hpr η οποία συμμετέχει στο σύστημα 

πρόσληψης της γλυκόζης PTS, παίζει σημαντικό ρόλο στις σηματοδοτικές 

πορείες που ενεργοποιούνται από τη γλυκόζη (Reizer et al. 1998).

Μία ανάλογη σηματοδοτική πορεία, είναι πιθανό να υπάρχει και στο 

βακτήριο Ζ. mobilis. Αυτή η θεωρητική σηματοδοτική πορεία η οποία 

ενεργοποιείται από αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης, είναι υπεύθυνη για  την 

έναρξη της ανάπτυξης των κυττάρων που μεταφέρονται από θρεπτικά μέσα 

χαμηλών συγκεντρώσεων γλυκόζης σε θρεπτικά μέσα υψηλών συγκεντρώσεων 

γλυκόζης και ρυθμίζει άμεσα ή έμμεσα την σύνθεση του μεταφορέα της 

γλυκόζης και της γλυκοκινάσης όταν η συγκέντρωση της γλυκόζης στο 

θρεπτικό μέσο αυξηθεί.

6.2 Απομόνωση και ανάλυση της αλληλουχίας των 
νουκλεοτιδίων ενός κλώνου DNA ο οποίος αναπληρώνει την 
ευαισθησία του CUlRif2 σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης

Για την περαιτέρω μελέτη της ανθεκτικότητας του βακτηρίου Ζ. mobilis 

σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης, επιχειρήθηκε η απομόνωση και ο 

χαρακτηρισμός ενός τμήματος DNA το οποίο όταν εκφράζεται στο 

μεταλλαγμένο στέλεχος, αναπληρώνει την ευαισθησία του σε υψηλές 

συγκεντρώσεις γλυκόζης.

Για τον σκοπό αυτό, ήταν απαραίτητη η εύρεση των κατάλληλων 

επιλεκτικών συνθηκών διάκρισης μεταξύ ανάπτυξης του μεταλλαγμένου 

στελέχους και του φυσικού τύπου. Μετά από δοκιμή διάφορων 

συγκεντρώσεων, βρέθηκε ότι τα κύτταρα του στελέχους CUlRi£2 δεν μπορούν 

να αναπτυχθούν σε στερεό θρεπτικό μέσο που περιέχει 10% γλυκόζη, ενώ τα 

κύτταρα του ATCC 10988 αναπτύσσονται ανεμπόδιστα (Σχήμα 36, Παρ.5.1).

Μ ε βάση αυτό το μέσο επιλογής, απομονώθηκαν μετά από συζευκτική 

μεταφορά κατάλληλης γονιδιακής βιβλιοθήκης δύο μετασυζευγμένες αποικίες 

CU lRif2, οι οποίες εμφάνιζαν ανθεκτικότητα φυσικού τύπου σε στερεό
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θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης. Από τις αποικίες αυτές απομονώθηκαν δύο 

διαφορετικοί κλώνοι με επικαλυπτόμενες περιοχές (Σχήμα 37, Παρ. 5.2). Ο 

ένας από τους δύο κλώνους χρησιμοποιήθηκε περαιτέρω για την 

υποκλωνοποίηση μικρότερων λειτουργικών τμημάτων που αναπληρώνουν την 

ευαισθησία του C U lR if2  σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης (Σχήμα 36, 

Παρ. 5.1). Έ τσι, αρχικά απομονώθηκε ένα μικρότερο τμήμα του κλώνου 

μεγέθους 9.5 kb το οποίο αναπλήρωνε το στέλεχος C U lR if2  (Παρ. 5.3). Το 

τμήμα αυτό χαρτογραφήθηκε με σκοπό την διευκόλυνση των περαιτέρω 

υποκλωνοποιήσεων (Σχήμα 43, Παρ. 5.4). Στη συνέχεια από το λειτουργικό 

τμήμα τω ν 9.5 kb απομονώθηκαν τα λειτουργικά τμήματα μεγέθους 8.9, 5.1 

και τελικά 4.5 kb (Παρ. 5.5).

Επιπλέον, απομονώθηκε ο κλώνος που αναπληρώνει την ευαισθησία του 

στελέχους C U lR if2  σε στερεό θρεπτικό μέσο που περιέχει 10% γλυκόζη από 

τη γονιδιακή βιβλιοθήκη του πατρικού στελέχους ATCC 10988. Ο κλώνος 

αυτός ήταν γενετικά ο ίδιος με τον κλώνο από το γονιδίωμα του στελέχους CP4 

(Σχήμα 55, Παρ. 5.10). Επιπλέον, πειράματα υβριδισμού έδειξαν ότι οι δύο 

κλώνοι υβριδίζουν ισχυρά με -χρωμοσωμικό DNA του στελέχους CUlRif2 

(Σχήμα 55, Παρ. 5.10), γεγονός που δείχνει ότι κάποια σημειακή μετάλλαξη 

στο C U lR if2  έχει προκαλέσει την αδυναμία ανάπτυξης του σε αυξημένες 

συγκεντρώσεις γλυκόζης.

Προκειμένου να αναλυθεί περαιτέρω ο κλώνος που αναπληρώνει το 

C U lR if2 , το τμήμα των 4.5 kb, υποκλωνοποιήθηκε στον πλασμιδιακό φορέα 

pUC18 και έγινε ανάλυση της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων του (Σχήμα 57, 

Παρ. 5.11). Η ανάλυση αυτή έδειξε την ύπαρξη τεσσάρων κωδικεύουσων 

περιοχών (ORF1-4, Σχήμα 56, Παρ. 5.11) οι οποίες και είναι πολύ πιθανό να 

συμμεταγράφονται ως ένα αυτόνομο οπερόνιο.

To ORF1 κωδικεύει μία θεωρητική πρωτεΐνη μοριακού βάρους 18140 

Da, η οποία περιέχει 167 αμινοξέα. To ORF2 μία θεωρητική πρωτεΐνη 

μοριακού βάρους 17629 Da, η οποία περιέχει επίσης 167 αμινοξέα. To ORF3 

μία θεωρητική πρωτεΐνη μοριακού βάρους 15590 Da, η οποία περιέχει 145
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αμινοξέα. To ORF4 μία θεωρητική πρωτεΐνη μοριακού βάρους 23680 Da, η 

οποία περιέχει 220 αμινοξέα. Αυτές οι τέσσερις θεωρητικές πρωτεΐνες 

παρουσιάζουν υδρόφιλο χαρακτήρα (17-25% μη φορτισμένες πολικές ομάδες 

και 24-27% φορτισμένες ομάδες). Ακόμα, μετά από ανάλυση της 

δευτεροταγούς δομής, βρέθηκε ότι το 30-45% των πρωτεϊνικών τμημάτων 

προβλέπεται ότι έχουν δομή α-έλικας. Καμία από τις τέσσερις πρωτεΐνες δεν 

μπορεί να θεωρηθεί μεμβρανική πρωτεΐνη σύμφωνα με τη δομή της. Η 

θεωρητική πρωτεΐνη που κωδικεύεται από το ORF4, παρουσιάζει μία μικρή 

ομολογία με υδροφοβικές σηματοδοτικές αλληλουχίες με πιθανή θέση 

. διάσπασης στο αμινοξύ 49.

Η περιοχή που περιέχει το σύμπλεγμα των τεσσάρων ORFs 

υποκλωνοποιήθηκε ως τμήμα μεγέθους 3.3 kb στον πλασμιδιακό φορέα 

pLAFR5 (Σχήμα 59, Παρ. 5.12) και αποδείχθηκε ότι αναπλήρωνε την 

ευαισθησία του στελέχους C U lR iO  σε στερεό θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης 

(Σχήμα 36, Παρ. 5.1). Αντίθετα, το τμήμα μεγέθους των 3.1 kb (το οποίο 

περιέχει τα ORF1-3 και τμήμα του ORF4, Σχήμα 60, Παρ. 5.12) δεν την
9

αναπλήρωνε (Σχήμα 36, Παρ. 5.1). Το γεγονός αυτό δείχνει ότι γ ια  την 

αναπλήρωση της ευαισθησίας του στελέχους C U lR if2  σε αυξημένες 

συγκεντρώσεις γλυκόζης είναι απαραίτητη η ύπαρξη όλου του συμπλέγματος 

των τεσσάρων ORFs.

Μετά από αναζήτηση για ομολογίες αυτών των τεσσάρων πρωτεϊνικών 

μορίων με άλλες γνωστές πρωτεΐνες σε τράπεζα δεδομένων (EM BL- 

Heidelberg), βρέθηκαν ομοιότητες για τα ORF1, ORF2 και ORF4 μόνο με 

θεωρητικές πρωτεΐνες των οποίων η λειτουργία δεν είναι γνωστή. Η περιοχή 

που περιέχει τις θεωρητικές πρωτεΐνες ORF1 και ORF2 παρουσιάζει πολύ 

ισχυρή ομολογία με ένα ORF του βακτηρίου Rhodobacter capsulatus, το οποίο 

βρίσκεται πριν από το γονίδιο ni/R3 που είναι υπεύθυνο για τη ρύθμιση της 

πρόσληψης αζώτου (Foster-Hartnett et al. 1993). To ORF1 δείχνει 40% 

ομολογία στα 137 αμινοξέα (περιοχή 10-146 στο ORF του R. capsulatus) και 

το ORF2 δείχνει 59% ομολογία στα 160 αμινοξέα (περιοχή 226-376 στο ORF

276



του R. capsulatus). Επιπλέον, το ORF2 έχει 50-54% ομολογία με ένα σύνολο 

αλληλουχιών ομόλογων στο C-τελικό άκρο (περιοχή 226-376) του ORF του R. 

capsulatus. Μ ία από αυτές τις αλληλουχίες είναι ένα ORF του βακτηρίου Β. 

subtilis το οποίο περιέχει 158 αμινοξέα και βρίσκεται ανοδικά από το γονίδιο 

gltX  που κωδικεύει το ένζυμο γλουταμυλο-tRNA συνθετάση (Gagnon et al. 

1994). Μ ια άλλη από αυτές τις αλληλουχίες είναι ένα ORF του βακτηρίου Ε. 

coli που βρίσκεται ανοδικά από ένα σύμπλεγμα γονιδίων τα οποία εμπλέκονται 

στην επιβίωση των κυττάρων στη στατική φάση (Li et al. 1994). Καμία 

σημαντική ομολογία δεν βρέθηκε για το ORF3. Τέλος, το ORF4 παρουσιάζει 

40-46%  ομολογία στη περιοχή των 150-170 τελευταίων αμινοξέων του, με ένα 

ORF του βακτηρίου Ε. coli (Ehlert et al. 1995), του βακτηρίου Enterobacter 

agglomerans κα ι του βακτηρίου Pseudomonas putida, το οποίο περιέχει 160- 

165 αμινοξέα και εντοπίζεται ανοδικά από το γονίδιο recA. Ακόμα βρέθηκε 

ομολογία ανάμεσα στο ORF2 και ένα ORF του βακτηρίου Thermotoga 

maritima, το οποίο περιέχει 177 αμινοξέα και εντοπίζεται ανοδικά από τα 

γονίδια που κωδικεύουν χημειοτακτικούς παράγοντες (cheA, cheW  και cheY, 

Swanson et al. 1996). To γονίδιο cheY, βρίσκεται συνήθως πριν από ένα recA 

γονίδιο (Chen and M ichel. 1998). Τέλος, το ORF2 δείχνει 33-35% ομολογία με 

την καρβοξυτελική περιοχή ενός ORF του βακτηρίου Streptococcus 

pneumoniae και του βακτηρίου Β. subtilis το οποίο επίσης εντοπίζεται ανοδικά 

από ένα γονίδιο recA (M artin et. al 1995). Οι παραπάνω ομολογίες εκ πρώτης 

όψεως φαίνεται ότι δεν έχουν σχέση με το χαρακτήρα του CUlRif2.

6.3 Μερικός χαρακτηρισμός του κλώνου που αναπληρώνει την 
ευαισθησία του στελέχους CUlRif2 σε αυξημένες συγκεντρώσεις 
γλυκόζης

Για τον χαρακτηρισμό του κλώνου που αναπληρώνει την ευαισθησία 

του μεταλλαγμένου στελέχους C U lR if2 σε στερεό θρεπτικό μέσο το οποίο 

περιέχει 10% γλυκόζη χρησιμοποιήθηκε κυρίως ο κλώνος μεγέθους 4.5 kb. Τα
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αποτελέσματα όμως επαναλήφθηκαν και τους με μεγαλύτερους κλώνους καθώς 

και με τον κλώνο που περιέχει μόνο το σύμπλεγμα των τεσσάρων ORFs 

μεγέθους 3.3 kb.

Αρχικά μελετήθηκε αν το θεωρητικό σύμπλεγμα των τεσσάρων γονιδίων 

κωδικεύει ένα δεύτερο εναλλακτικό σύστημα πρόσληψης της γλυκόζης στο 

βακτήριο Ζ  mobilis.

Όπως αναφέρθηκε στην προηγούμενη παράγραφο, καμία από τις 

τέσσερις θεωρητικές πρωτεΐνες που κωδικεύουν τα τέσσερα ORFs δεν 

προβλέπεται να έχουν δομή μεμβρανικής πρωτεΐνης. Επιπλέον, το σύμπλεγμα 

. των τεσσάρων γονιδίων δεν βρέθηκε να έχει ομολογία με κανένα από τους 

γνωστούς μεταφορείς.

Η παραπάνω θεωρητική υπόθεση επιβεβαιώθηκε και πειραματικά

εφόσον το τμήμα των 3.3 kb δεν αναπλήρωνε μεταλλαγμένα στελέχη Ε. coli

που είναι ελαττωματικά ως προς την πρόσληψη γλυκόζης (Σχήμα 64, Παρ.

5.13). Επιπλέον, το γονίδιο g if δεν αναπλήρωνε την ευαισθησία του C U lR if2

σε στερεό θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης (Σχήμα 36, Παρ. 5.1).
»

Τα παραπάνω αποτελέσματα συναινούν στο συμπέρασμα ότι το 

σύμπλεγμα των τεσσάρων γονιδίων που αναπληρώνει την ευαισθησία του 

μεταλλαγμένου στελέχους C U lRif2 σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης, 

δεν κωδικεύει ένα δεύτερο εναλλακτικό σύστημα πρόσληψης της γλυκόζης.

Κύτταρα C U lR if2  που περιείχαν τους λειτουργικούς κλώνους, 

αναπτύσσονται χωρίς περίοδο εφησυχασμού σε θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης ή 

2-δεοξυγλυκόζης (Σχήματα 48, 49, Παρ. 5.6). Επιπλέον, κύτταρα C U lR if2  

αναπτύσσονται χωρίς περίοδο εφησυχασμού σε θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης 

προεπωασμένο με κύτταρα CUlRi£2 που περιέχουν τους λειτουργικούς 

κλώνους (Σχήμα 61, Παρ. 5.12). Τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν ότι ο 

παράγοντας που είναι υπεύθυνος για την έναρξη της ανάπτυξης σε αυξημένες 

συγκεντρώσεις γλυκόζης, είτε είναι προϊόν των γονιδίων του θεωρητικού 

συμπλέγματος, είτε το σύμπλεγμα αυτό ρυθμίζει την παραγωγή του ή κάποιες 

παραμέτρους της λειτουργίας του (έκκριση στο υπερκείμενο, σύνδεση με τα
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κύτταρα κ.λ.π). Επιπλέον, για  ακόμα μία φορά αποδεικνόεται ότι το 

σηματοδοτικό μόριο για την έναρξη της λειτουργίας του μηχανισμού της 

ανθεκτικότητας του βακτηρίου Ζ. mobilis σε αυξημένες συγκεντρώσεις 

γλυκόζης, είναι το ίδιο το μόριο της γλυκόζης. Στο μηχανισμό αυτό συμμετέχει 

το θεωρητικό σύμπλεγμα των τεσσάρων γονιδίων, η έκφραση του οποίου 

πιθανά επάγεται ή επηρεάζεται από το ίδιο το μόριο της γλυκόζης.

Η  σύσταση των φωσφολιπιδίων μετασυζευγμένων κύτταρων CUlRif2 

που περιέχουν τους λειτουργικούς κλώνους, βρέθηκε ίδια με αύτη του 

C U lR iG . Τα μετασυζευγμένα κύτταρα παρουσίαζαν την ίδια μειωμένη 

περιεκτικότητα φωσφατιδυλοαιθανολαμίνης (Πίνακας 23, Παρ. 5.7). Φαίνεται 

λοιπόν, ότι ο κλώνος που αναπληρώνει την ευαισθησία του στελέχους CUlRif2 

σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης, δεν αναπληρώνει το μειωμένο ποσοστό 

φωσφατιδυλοαιθανολαμίνης του στελέχους αυτού. Άρα, η μείωση του ποσού 

της φωσφατιδυλοαιθανολαμίνης στη μεμβράνη του μεταλλαγμένου στελέχους 

C U lR if2  δεν είναι πιθανό να  σχετίζεται με την μειωμένη ανθεκτικότητα σε 

θρεπτικά μέσα που περιέχουν υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης.

Αντίθετα με τα λιπίδια, η δραστικότητα της γλυκοκινάσης στα 

μετασυζευγμένα κύτταρα αυξανόταν σε συνθήκες αυξημένης συγκέντρωσης 

γλυκόζης όπως ακριβώς και σε κύτταρα του φυσικού τύπου (Πίνακας 24, 

Σχήμα 50, Παρ. 5.8.1). Επιπλέον, στα μετασυζευγμένα αυτά κύτταρα η 

γλυκονινάση λειτουργεί με τον ίδιο τρόπο (κινητική Michaelis-Menten), με την 

ίδια συγγένεια (ίδιο Km) και την ίδια καταλυτική ικανότητα (παρόμοιο kcat), με 

τις γλυκοκινάσες των στελεχών ATCC 10988 και CUlRif2 (Πίνακας 25, 

Σχήμα 51, Παρ. 5.8.2). Ο κλώνος λοιπόν που αναπληρώνει την ευαισθησία του 

μεταλλαγμένου στελέχους C U lR if2  σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης, 

αναπληρώνει και τη δραστικότητα γλυκοκινάσης σε αυξημένες συγκεντρώσεις 

γλυκόζης.

Τα ίδια αποτελέσματα παρατηρήθηκαν και με την αρχική ταχύτητα της 

πρόσληψης της γλυκόζης από τα μετασυζευγμένα κύτταρα (Σχήμα 52, Παρ. 

5.9.1). Η πρόσληψη γλυκόζης δεν μειώνεται όταν η συγκέντρωση της γλυκόζης
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αυξηθεί στο θρεπτικό μέσο όπως συμβαίνει στην περίπτωση του 

μεταλλαγμένου στελέχους CUlRif2. Επιπλέον, στα μετασυζευγμένα αυτά 

κύτταρα η πρόσληψη της γλυκόζης γίνεται με τον ίδιο τρόπο (κινητική 

Michaelis-Menten) και την ίδια συγγένεια (παρόμοιο Km) όπως και στα 

στελέχη ATCC 10988 και CUlRif2 (Πίνακας 26, Σχήμα 53, Παρ. 5.9.2). Ο 

κλώνος λοιπόν, που αναπληρώνει την ευαισθησία του μεταλλαγμένου 

στελέχους C U lRif2 σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης, αναπληρώνει και 

τη ρύθμιση στην πρόσληψη της γλυκόζης όταν η συγκέντρωση της στο 

θρεπτικό μέσο αυξηθεί.

Από τα παραπάνω φαίνεται, ότι ο κλώνος που αποκαθιστά το φαινότυπο

του φυσικού τύπου στο στέλεχος CU lRif2 αποτελείται από ένα σύμπλεγμα

γονιδίων τα προϊόντα των οποίων πιθανότατα είναι ρυθμιστικά. Το ρυθμιστικό

σύστημα στο οποίο συμμετέχουν τα γονίδια αυτά, ρυθμίζει την παραγωγή ή τη

λειτουργία ενός παράγοντα που εκκρίνεται στο θρεπτικό μέσο και είναι

υπεύθυνος για τη έναρξη της ανάπτυξης των κυττάρων του βακτηρίου Ζ.

mobilis και παράλληλα ρυθμίζει την πρόσληψη και την φωσφορυλίωση της 
#
γλυκόζης όταν η συγκέντρωση της στο θρεπτικό μέσο αυξηθεί.

Μ ε βάση τα παραπάνω μπορεί να σχεδιαστεί ένα μοντέλο του 

μηχανισμού της ανθεκτικότητας των κυττάρων του βακτηρίου Ζ. mobilis σε 

υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης, το οποίο φαίνεται στο Σχήμα 65.
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Υψηλή συγκέντρωση γλυκόζης Άμεση ανάπτυξη των κυττάρων

ΣΧΗΜΑ 65: Προτεινόμενο μοντέλο του μηχανισμού ανθεκτικότητας των 
κυττάρων του βακτηρίου Ζ. mobilis σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης. 
1:Πρόσληψη της γλυκόζης, 2:Δημιουργία ενδοκυτταρικού σήματος 
υψηλής συγκέντρωσης γλυκόζης
Γ: Διέγερση πιθανού μεμβρανικού υποδοχέα, 2': Δημιουργία
ενδοκυτταρικού σήματος υψηλής συγκέντρωσης γλυκόζης 
3: Ενεργοποίηση της θεωρητικής ρυθμιστικής σηματοδοτικής πορείας 
4: Ρύθμιση της σύνθεσης του μεταφορέα της γλυκόζης και της 
γλυκοκινάσης καθώς και της παραγωγής του διαχυτού παράγοντα που 
είναι υπεύθυνος για την έναρξη της ανάπτυξης σε υψηλές συγκεντρώσεις 
γλυκόζης
5: Έκκριση του διαχυτού παράγοντα από έναν πιθανό μεταφορέα 
X: Πιθανός μεμβρανικός υποδοχέας μεταβίβασης σήματος 
Υ: Πιθανός μεταφορέας διαχυτού παράγοντα 
(-·): Ρύθμιση ή μεταφορά σήματος 
(—): Μεταβολική πορεία
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6.4 Συμπεράσματα

1) Ο μηχανισμός της ανθεκτικότητας του βακτηρίου Ζ  mobilis σε αυξημένες 

συγκεντρώσεις γλυκόζης είναι ειδικός και ανεξάρτητος από γενικούς 

μηχανισμούς οσμωρύθμισης που πιθανόν να υπάρχουν στο βακτήριο αυτό.

2) Ο μηχανισμός της ανθεκτικότητας του βακτηρίου Ζ  mobilis είναι μάλλον 

ανεξάρτητος από τη λιπιδιακή σύσταση της μεμβράνης τσυ.

3) Ο παράγοντας που είναι υπεύθυνος για την έναρξη της ανάπτυξης των 

κυττάρων του βακτηρίου Ζ. mobilis σε θρεπτικό μέσο που περιέχει αυξημένες 

συγκεντρώσεις γλυκόζης, εκκρίνεται από τα κύτταρα στο θρεπτικό μέσο.

4) Ο παράγοντας αυτός πιθανά είναι προϊόν ενός ρυθμιστικού συστήματος, το 

οποίο λειτουργεί μέσω μίας σηματοδοτικής πορείας όπου το σηματοδοτικό 

μόριο είναι η ίδια η γλυκόζη.

5) Το ρυθμιστικό αυτό σύστημα πιθανώς ρυθμίζει παράλληλα τη σύνθεση του 

μεταφορέα της γλυκόζης και της γλυκοκινάσης.

6) Τα γονίδια που είναι υπεύθυνα για την αναπλήρωση του παραπάνω 

ρυθμιστικού συστήματος καθώς και για την ανθεκτικότητα του βακτηρίου Ζ. 

mobilis σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης βρίσκονται σε ένα σύμπλεγμα 

με πιθανή δομή οπερονίου.

7) Τα γονίδια αυτά πιθανά κωδικεύουν πρωτεΐνες που συμμετέχουν σε μία 

θεωρητική σηματοδοτική πορεία (με σηματοδοτικό μόριο τη γλυκόζη) και 

ρυθμίζουν τη παραγωγή ή τη λειτουργία του παράγοντα που είναι υπεύθυνος 

για την έναρξη της ανάπτυξης των κύτταρων του βακτηρίου Ζ. mobilis σε
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αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης ενώ παράλληλα ρυθμίζουν και τη σύνθεση 

του μεταφορέα της γλυκόζης και της γλυκοκινάσης όταν η συγκέντρωση της 

γλυκόζης αυξηθεί στο θρεπτικό μέσο.

8) Ο  παραπάνω ρυθμιστικός μηχανισμός μπορεί να  διευκρινιστεί περαιτέρω, με 

τον προσδιορισμό της χημικής φύσης του παράγοντα που είναι υπεύθυνος για 

την έναρξη της ανάπτυξης των κυττάρων του Ζ  mobilis σε αυξημένες 

συγκεντρώσεις γλυκόζης και με την απομόνωση και χαρακτηρισμό των 

πρωτεϊνών που κωδικεύουν τα  τέσσερα γονίδια του συμπλέγματος που 

αναπληρώνει την ευαισθησία του CUlRi£2 σε αυξημένες συγκεντρώσεις 

γλυκόζης.
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Π ΕΡΙΛ ΗΨ Η

Το βακτήριο Ζ  mobilis, είναι ένα αρνητικό κατά Gram, 

αιθανολοπαραγωγό βακτήριο, το οποίο χρησιμοποιεί την γλυκολυτική πορεία 

Entner-Doudoroff.

Ένα από τα  βασικά χαρακτηριστικά του βακτηρίου αυτού είναι η 

ανθεκτικότητά του σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης μέσω ενός 

μηχανισμού ο οποίος παραμένει αδιευκρίνιστος.

Στην παρούσα εργασία, έγινε προσπάθεια μελέτης του μηχανισμού 

• αυτού. Για το σκοπό αυτό, χρησιμοποιήθηκε το μεταλλαγμένο στέλεχος 

CUlRif2, το οποίο δεν αναπτύσσεται σε στερεό θρεπτικό μέσο που περιέχει 

10% γλυκόζη, ενώ σε υγρό θρεπτικό μέσο που περιέχει 10% γλυκόζη, 

αναπτύσσεται μετά από μία φάση εφησυχασμού 22 ωρών περίπου.

Το στέλεχος C U lR if2  αναπτύσσεται κανονικά σε θρεπτικά μέσα που

περιέχουν υψηλές συγκεντρώσεις άλλων σακχάρων, εκτός της γλυκόζης και 2-

δεοξυγλυκόζης. Επιπλέον, τα κύτταρα του CUlRif2 αναπτύσσονται αμέσως σε *
θρεπτικό μέσο που περιέχει 10% γλυκόζη όταν έχουν προεπωαστεί για  22 ώρες 

σε ένα θρεπτικό μέσο που περιέχει 10% γλυκόζη ή 2-δεοξυγλυκόζη, καθώς 

επίσης σε θρεπτικό μέσο 10% γλυκόζης προεπωασμένο με κύτταρα του 

φυσικού τύπου. Σύμφωνα με τα παραπάνω είναι πιθανό τα κύτταρα Ζ. mobilis, 

όταν βρεθούν σε θρεπτικό μέσο υψηλής περιεκτικότητας γλυκόζης, να 

παράγουν ένα παράγοντα ο οποίος εκκρίνεται από τα ίδια τα  κύτταρα στο 

θρεπτικό μέσο και ο οποίος είναι υπεύθυνος για την έναρξη της ανάπτυξης των 

κυττάρων σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης.

Επιπρόσθετα, η πρόσληψη και η φωσφορυλίωση της γλυκόζης δεν 

φαίνεται να λειτουργεί σωστά στο μεταλλαγμένο στέλεχος όταν η 

συγκέντρωση της γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο αυξηθεί. Η  σωστή λειτουργία 

τους όμως δεν φαίνεται να αποκαθίσταται σε κύτταρα του μεταλλαγμένου 

στελέχους που επωάζονται με τον παράγοντα που είναι υπεύθυνος για  την 

έναρξη της ανάπτυξης τους σε υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης.
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Α πό μία γονιδιακή βιβλιοθήκη του φυσικού τόπου απομονώθηκε ένα 

τμήμα DNA, το οποίο όταν εκφραστεί στα κύτταρα του στελέχους CUlRi£2 

αναπληρώνει την ευαισθησία τους σε στερεό και υγρό θρεπτικό μέσο που 

περιέχει 10% γλυκόζη, καθώς και την σωστή λειτουργία της πρόσληψης και 

της φωσφορυλίωσης της γλυκόζης. Το τμήμα αυτό αποτελείται από ένα 

σύμπλεγμα τεσσάρων γονιδίων τα οποία πιθανότατα συμμεταγράφονται ως ένα 

αυτόνομο οπερόνιο. Τα τέσσερα αυτά γονίδια κωδικεύουν τέσσερις θεωρητικές 

πρωτεΐνες 167, 167,145 και 220 αμινοξέων, αντίστοιχα.

Το θεωρητικό σύμπλεγμα γονιδίων μπορεί να κωδικεύει μια σειρά 

ρυθμιστικών πρωτεϊνών οι οποίες είναι πιθανό να συμμετέχουν σε μία 

σηματοδοτική πορεία με σηματοδοτικό μόριο τη γλυκόζη. Οι ρυθμιστικές 

αυτές πρωτεΐνες ρυθμίζουν τη σύνθεση ή τη λειτουργικότητα του παράγοντα 

που είναι υπεύθυνος για την έναρξη της ανάπτυξης των κυττάρων του Ζ  

mobilis σε αυξημένες συγκεντρώσεις γλυκόζης, ενώ παράλληλα ρυθμίζουν τη 

σύνθεση του μεταφορέα της γλυκόζης και της γλυκοκινάσης όταν η 

συγκέντρωση της γλυκόζης αυξηθεί στο θρεπτικό μέσο.

\
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SUMMARY

Exponentially growing cells o f  Zymomonas mobilis normally exhibit a 

lag period up to 3 h when transferred from a 2% to 10% glucose liquid medium. 

A mutant o f Z, mobilis (CUlRif2), fortuitously isolated, showed more than 20 h 

lag period when grown under the same conditions, whereas on a 10% glucose 

solid medium it failed to grow. The growth o f  C U lR if2 on elevated 

concentrations o f  other fermentable (sucrose or fructose) or non-fermentable 

(maltose or xylose) sugars appeared to be normal. Furthermore, presence o f 

sorbitol did not reduce the lag period o f  CU lRif2 on 10% glucose medium, 

indicating that C U lR if2 is not an osmoregulation deficient mutant. 

Additionally, CUlRi£2 had a similar phospholipid, fatty acid and hopanoid 

profile with the wild type. Biochemical analysis o f  glucose uptake and 

glycolytic enzymes revealed that glucose transport rate and glucokinase activity 

o f  CU lRif2 cells grown on elevated glucose m edia were both impaired, 

whereas glucose-6P-dehydrogenase, pyruvate decarboxylase and alcohol 

dehydrogenase were unaffected. Surprisingly, C U lR if2  cells grew  normally 

without any delay on 10% glucose medium in which w ild type cells had been 

incubated for 3 h and removed at the beginning o f their exponential phase. This 

finding supports the idea that in Z. mobilis a diffusible factor triggers growth on 

10% glucose medium.

By using a wild-type Z. mobilis genomic library a DNA fragment o f  4.5 kb was 

isolated which restores the glucose-defective phenotype o f  C U lR if2.
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Complemented cells produced the diffusible factor mentioned above. 

M oreover, glucokinase activity and glucose uptake were also restored. 

Sequencing o f the isolated DNA fragment from both strands revealed the 

presence o f  a gene cluster consisting o f  four putative coding regions, 167, 167, 

145 and 220 amino acid-long respectively, with typical Z  mobilis codon usage, 

and individual Shine-Dalgamo consensus sites. The cluster is preceded by Z  

mobilis consensus -35 and -10 promoter elements about 100 bp upstream o f the 

start codon o f  the first coding region. However, strong homologies were not 

detected on Blast2 (EM BL-Heidelberg) computer search with known protein 

sequences. The putative gene cluster may encode a set o f regulatory proteins 

affecting at least the rate o f  glucose uptake and glucokinase activity in Z  

mobilis, and/or additionally producing a  diffusible factor that triggers growth 

on elevated glucose concentrations.
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