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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Το έντομο Bactrocerae oleae, ο κοινός δάκος 
της ελιάς, αποτελεί το πιο επιβλαβές έντομο της 
ελαιοκαλλιέργειας, δεδομένου ότι προκαλεί τεράστιες 
καταστροφές στην ελαιοπαραγωγή. Ο έλεγχος της 
προσβολής του δάκου περιλαμβάνει την εφαρμογή 
χημικών εντομοκτόνων και κυρίως οργανοφωσφορι- 
κών (ΟΡ). Η αλόγιστη, όμως, χρήση των
εντομοκτόνων, πέρα από τις καταστροφικές 
επιπτώσεις στο περιβάλλον, έχει οδηγήσει στη 
δημιουργία και εξάπλωση της ανθεκτικότητας του 
δάκου σε αυτά. Σκοπός της παρούσας διατριβής 
ήταν αφενός η κατανόηση του μεγέθους της 
εξάπλωσης της ανθεκτικότητας στους φυσικούς 
πληθυσμούς του εντόμου και αφετέρου η κατανόηση 
της γενετικής της βάσης.

Βασικός γενετικός τόπος που εμπλέκεται στην 
ανθεκτικότητα των εντόμων στα ΟΡ εντομοκτόνα 
είναι το γονίδιο της ακετυλοχολινεστεράσης. Στο 
πρώτο σκέλος της διατριβής, μελετήθηκε η μοριακή 
οργάνωση του γονιδιακού της τόπου στο δάκο. 
Μέσω αλλεπάλληλων διαλογών γονιδιωματικής 
βιβλιοθήκης του δάκου και αντιδράσεων PCR 
προσδιορίστηκε η οργάνωση των εξονίων και 
ιντρονίων της AChE, η οποία παρουσίασε παρόμοια 
δομή με το αντίστοιχο γονίδιο της D. melanogaster. 
Το γονίδιο εκτείνεται σε περιοχή τουλάχιστον 75 kb 
και οργανώνεται σε δέκα εξόνια. Επιπλέον, η in silico 
ανάλυση του ενζύμου αποκάλυψε ότι διατηρεί όλα τα 
κύρια χαρακτηριστικά της AChE των εντόμων, 
καταδεικνύοντας την υψηλή συντήρησή του.

Η ανθεκτικότητα του δάκου στα ΟΡ είχε ήδη 
συσχετιστεί με την ύπαρξη δύο σημειακών 
μεταλλάξεων που εντοπίζονται στο ενεργό κέντρο 
της AChE και προκαλούν 16 φορές μεγαλύτερη 
ανθεκτικότητα από εκείνη του εργαστηριακού 
πληθυσμού. Η κατανόηση του μεγέθους της 
εξάπλωσης της ανθεκτικότητας βασίστηκε στην 
ανάλυση φυσικών πληθυσμών δάκου ως προς την 
ύπαρξη των δύο αυτών μεταλλάξεων. Οι δύο 
μεταλλάξεις βρέθηκαν σε ομοζυγωτία στο συντριπτι­
κό ποσοστό των ατόμων που εξετάστηκαν, αλλά όχι 
ως συνάρτηση του επιπέδου της ανθεκτικότητάς 
τους. Σε μια προσπάθεια να εντοπιστούν νέες 
μεταλλάξεις που πιθανώς να συνεισέφεραν στα

υψηλότερα επίπεδα ανθεκτικότητας, πραγματοποιή­
θηκε PCR ενίσχυση των εξονίων της AChE και 
καθορίστηκε η DNA αλληλουχία τους σε άτομα 
υψηλής ανθεκτικότητας. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον 
παρουσίασε μια μικρή έλλειψη τριών γλουταμινών 
στο εξόνιο Χ του ενζύμου (BoaceΔ642-644 ή Δ3Q). 
Δημιουργήθηκαν τρία διαφορετικά μοριακά 
διαγνωστικά τεστ για την ανίχνευση της μετάλλαξης 
αυτής και η ανάλυση φυσικών πληθυσμών του 
δάκου από την Ελλάδα και την Κύπρο κατέδειξε τη 
συσχέτισή με υψηλές δόσεις ΟΡ εντομοκτόνων. 
Μάλιστα, η εξάπλωσή της στο Μεσογειακό χώρο 
σχετίζεται με τη χρήση ΟΡ εντομοκτόνων. Επιπλέον, 
βιοχημικές αναλύσεις σε ξεχωριστά άτομα έδειξαν ότι 
η αναστολή του Δ3Q ενζύμου από εντομοκτόνο είναι 
πολύ μικρότερη από ότι στο ένζυμο αγρίου τύπου.

Είναι η πρώτη περιγραφή μετάλλαξης εκτός 
ενεργού κέντρου της AChE που σχετίζεται με 
ανθεκτικότητα σε οργανοφωσφορικά εντομοκτόνα. Η 
πιθανότητα να εμπλέκεται η μετάλλαξη αυτή στο 
αγκυροβόλημα της πρωτεΐνης στη μεμβράνη του 
νευρικού κυττάρου μέσω GPI άγκυρας ελέγχθηκε με 
έκφραση της πρωτεΐνης αγρίου τύπου (wt), της 
μεταλλαγμένης ^3Q ) και μίας υποθετικής πρωτεΐνης 
που περιέχει έλλειψη πέντε διαδοχικών γλουταμινών 
^5Q ) σε ευκαρυωτικό σύστημα κυττάρων. Ο 
προσδιορισμός των βιοχημικών παραμέτρων των 
αγρίου τύπου, Δ3Q και Δ5Q κατασκευών καθώς και 
η ανάλυσή τους ως προς την ικανότητα προσθήκης 
GPI άγκυρας κατέδειξε ότι η μετάλλαξη Δ3Q 
επηρεάζει τις μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις του 
ενζύμου (GPI αγκυροβόληση, σταθερότητα/ 
αποικοδόμηση πρωτεΐνης). Τα αποτελέσματα αυτά 
υποδεικνύουν έναν εντελώς νέο μηχανισμό 
ανθεκτικότητας ως προς τα ΟΡ εντομοκτόνα, κατά 
τον οποίο η βελτιωμένη προσθήκη GPI άγκυρας στο 
μεταλλαγμένο ένζυμο έχει ως αποτέλεσμα τη 
συγκέντρωση περισσοτέρων ενεργών μορίων 
ενζύμου στη συναπτική σχισμή και ως εκ τούτου τη 
μειωμένη ευαισθησία στο εντομοκτόνο. Τέλος, 
αλλεπάλληλες αποτυχημένες προσπάθειες δημιουρ­
γίας ομοζυγωτικών ως προς τη μετάλλαξη 
εργαστηριακών στελεχών, καθώς και η μειωμένη 
ικανότητα ολοκλήρωσης των αναπτυξιακών σταδίων 
απογόνων διασταυρώσεων ετεροζυγωτικών ατόμων 
συνάδει με την ιδέα μιας μετάλλαξης με υψηλό 
γενετικό κόστος (fitness cost).
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ABSTRACT

The olive fruit fly, Bactrocera oleae, is among 
the most important agricultural pests, causing severe 
economic damage in olive cultivation. The control of 
the fly is based mainly on the use of 
organophosphate (OP) insecticides. Apart from the 
damaging effects that insecticides may have in the 
environment, their intensive and non-prudent use 
has also resulted in the development and spread of 
insecticide resistance in natural insect populations. 
The aim of the present dissertation was, firstly, the 
study of OP resistance spread of B. oleae 
populations and, secondly, the comprehension of the 
molecular genetic basis of resistance.

The primary genetic locus that is involved in OP 
resistance is the acetylcholinesterase (Ace) gene. In 
the first part of the thesis, the organization of the Ace 
locus of B. oleae is studied. A series of genomic 
library screening and PCR reactions determined the 
intron-exon organization of the B. oleae Ace locus, 
which was proved to be very similar to that of 
Drosophila melanogaster. The B. oleae 
acetylcholinesterase gene is comprised of ten exons, 
stretched in an area of over 75 kb of DNA. 
Furthermore, in silico analysis of the enzyme 
demonstrated that it maintains the post-modifications 
of AChE of insects, indicating the high degree of 
conservation of this genetic locus.

OP-resistance in the olive fly was previously 
shown to be associated with two mutations in the 
catalytic site of the Ace gene. These mutations 
conferred a 16-fold resistance in natural olive fly 
populations as compared to laboratory reared ones. 
The frequency of these mutations was monitored in 
Bactrocera oleae individuals of increasing 
resistance. Despite the difference in resistance 
among the individuals, there was no significant 
frequency variation and no correlation between 
mutation frequencies and resistance level. 
Consequently, there must be other contributing 
factors, such as other mutations, to the variation of 
resistance. The presence of additional mutations in 
the Ace gene was investigated in highly resistant 
insects. Most of mutations that were isolated yielded 
nothing but silent nucleotide substitutions. However,

a short deletion of three glutamines in the carboxyl- 
terminal domain of the protein (termed BoaceΔ642- 
644 or Δ3Q) demonstrated particular curiosity. Three 
diagnostic tests were developed for monitoring the 
mutation. The analysis of wild olive fly populations 
showed a significant correlation between mutation 
frequency, resistance level and OP use. Moreover, 
biochemical assays on individual flies showed that 
the remaining activity of Δ3Q enzyme was higher 
than the wild type enzyme.

This is the first description of a mutation 
localized outside the catalytic gorge of AChE with 
possible involvement in insecticide resistance. It is 
speculated to affect the GPI-anchoring efficiency or 
the stability of the protein. In order to investigate the 
putative role of Δ3Q, the wild type and the mutant 
enzymes were expressed in COS cells, together with 
a mutant in which all five consecutive glutamines 
were experimentally deleted ^5Q). The study and 
biochemical characterization of the three constructs 
(wt, Δ3Q, Δ5Q), as well as their ability to GPI anchor 
addition, indicated that the Δ3Q mutation affects the 
post-translational modifications of AChE (GPI 
anchoring, stability/degradation). This suggests an 
entirely new mechanism of insecticide resistance to 
OPs, in which a more efficient GPI modification of 
the enzyme may result in more anchored molecules 
in the synaptic cleft than the wild-type fly and, 
therefore, a reduced sensitivity to the insecticide. 
Finally, the absence of homozygote ^3 Q -/-) 
individuals in genetic crosses of heterozygotes ^3 Q - 
/+) advocates for a high fitness cost of the Δ3Q 
mutation.
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1. ΙΣΤΟΡΙΑ ΤΗΣ ΕΛΙΑΣ

1.1 Η Ελιά στο παρελθόν

Η φυσιογνωμία των λαών και των κοινωνιών 
πλάθεται, εκτός των άλλων, και μέσα από το διάλο­
γό τους με το φυσικό χώρο που τους περιβάλλει. 
Τόσο για τους Έλληνες όσο και για τους υπόλοιπους 
Μεσογειακούς λαούς, αν υπάρχει ένα χαρακτηριστι­

κό της οικεί­
ας σ’ αυτούς 
φύσης, ένα 

καρποφόρο 
δέντρο που 
να επέδρασε 
και να επι­
δρά όχι μόνο 
στην κοινω­
νική και οικο­

νομική τους 
πραγματικότη 
τα αλλά και 
στο πεδίο της 

λατρευτικής
πρακτικής, των δοξασιών και των εθίμων, την πρώτη 
θέση κατέχει αναμφισβήτητα η ελιά (Εικόνα 1-1). 
Πού, όμως, συναντάται η ελιά στο χθες ή στο 
σήμερα; Στους ελαιώνες της Μεσογείου και τα 
παραδοσιακά ελαιοτριβεία ή στους αρχαίους 
συναρπαστικούς μύθους που διηγούνται γενναία 
κατορθώματα; Η μελέτη της ιστορίας της ελιάς αναμ­
φίβολα αποτελεί ένα μαγευτικό ταξίδι γνώσης στο 
χώρο, το χρόνο και τις αισθήσεις.

Η ιστορία της ελιάς ανάγεται σε χρόνια προ της 
οργανωμένης ζωής του ανθρώπου στη γη. Η κατα­
γωγή του δέντρου, σύμφωνα με τη μελέτη του De 
Candolle “Origin of Cultivated Plants” (1882), εντοπ­
ίζεται στη Μικρά Ασία και χρονικά χάνεται στο βάθος 
των χιλιετηρίδων (4000 π.Χ.). Τα όρια του γεωγραφι­
κού εντοπισμού του, ωστόσο, δεν περιορίζονται στην 
περιοχή. Η πολιτιστική και οικονομική σημασία της 
ελιάς αποτέλεσαν στοιχεία ώθησης της μεταφοράς 
της από τη Συρία και την Παλαιστίνη στην Ανατολική 
Μεσόγειο και την Ελλάδα.

Στην Ελλάδα, η καλλιέργεια της ελιάς αναπτύχ­
θηκε περίπου το 3000 π.Χ., λαμβάνοντας υψηλή 
θέση στην εμποροοικονομική ανάπτυξη των τοπικών

κοινωνιών και σίγουρα στον πολιτισμό, την υγεία και 
την απλή καθημερινότητα. Το δέντρο της ελιάς, 
όπως αναφέρει ο μύθος, ήταν το ιερό δέντρο της 
θεάς Αθηνάς και το δώρο της στους κατοίκους της 
πόλης της Αθήνας, οι οποίοι σε ένδειξη ευγνωμοσύ­
νης έδωσαν το όνομά της στην πόλη τους (Εικόνα 1­
2). Στην αρχαία Ελλάδα, ένα κλωνάρι ελιάς ήταν το 
έπαθλο για τους νικητές των ολυμπιακών αγώνων, 
συμβολίζοντας την ειρήνη, τη σοφία, την ταπεινότητα 
και την ευγενή άμιλλα.

Εικόνα 1-2: Μυστική τελετουργία μπροστά στην ελιά που 
φύτεψε στο βράχο της Ακρόπολης η θεά Αθηνά. Στο κέντρο 
εικονίζεται η θεά, αριστερά εικονίζεται ο Κέρκοπας, ο οποίος 
κρατάει ένα μικρό αρνί για τη θυσία και δεξιά μια γυναίκα, η 
Ζευξίππη, η οποία κρατάει τα όπλα της θεάς.

Κατά την περίοδο της Ρωμαϊκής αυτοκρατορίας, 
οι εμπορικοί δρόμοι και οι επαφές μεταξύ των λαών 
δημιούργησαν τις απαραίτητες προϋποθέσεις για τη 
διάδοση της ελιάς στην υπόλοιπη Μεσόγειο (νότιες 
ακτές Γαλλίας, ανατολικές ακτές Ισπανίας, Πορτογα­
λία, Βόρεια Αφρική). Μεταγενέστερα, το 16° αιώνα 
μ.Χ., οι Ευρωπαίοι (Ισπανοί και Πορτογάλοι) μετέφε­
ραν την ελιά στις χώρες του Νέου Κόσμου, όπου 
αναπτύχθηκε συστηματικά. Η καλλιέργειά της από το 
Περού και τη Χιλή σύντομα πέρασε στο Μεξικό ώστε 
να φτάσει μέχρι τα τέλη του 18° αιώνα και στην Καλι- 
φόρνια (Εικόνα 1-3).

Σήμερα, η διεθνής πλέον και επιστημονικά τεκ­
μηριωμένη αναγνώριση της συνεισφοράς του ελαιο- 
λάδου στην υγιεινή διατροφή αλλά και η υψηλή δια­
τροφική του αξία καθιστούν ιδιαιτέρως ευοίωνο το 
παρόν και το μέλλον της ελαιοκαλλιέργειας. Η 
διάδοση της ελιάς εκτός των Μεσογειακών συνόρων

Εικόνα 1-1: “Αν αποσυνδέσεις την Ελλάδα, 
θα βρεις ότι αποτελείται από μια ελιά, ένα 
αμπέλι και ένα καράβι, που σημαίνει, ότι με 
αυτά τα τρία μπορείς να την ξαναφτιάξεις” 
(Οδυσσέας Ελύτης).
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Εικόνα 1-3: Η διάδοση της ελιάς στην Καλιφόρνια.

συνεχίζεται έως τη σύγχρονη εποχή, έτσι ώστε να 
ευδοκιμούν καλλιέργειες της σε περιοχές τόσο 
μακρινές από την προέλευσή της όπως η νότια 
Αφρική, η Αυστραλία και η Ιαπωνία (Alarc0n de la 
Lastra et al., 2001).

1.2 Η Ελιά σήμερα

Σήμερα, στη σκιά των μεγάλων παραδόσεων 
και των μύθων, ένα μέρος της οικονομίας της 
Ελλάδας και της Μεσογείου συνεχίζει να στηρίζεται 
στην ελιά. Η παγκόσμια ελαιοκαλλιέργεια αντιπρο­
σωπεύει περίπου 800 εκατομμύρια ελαιόδεντρα σε 
έκταση 80 εκ. στρεμμάτων, δύο τρίτα από τα οποία 
αναπτύσσονται ως μονοκαλλιέργεια. Η Μεσογειακή

Εικόνα 1-5: Παγκόσμια παραγωγή ελαιόκαρπου (σε τόνους) 
από το 1961 έως σήμερα.

λεκάνη, η οποία διαθέτει άριστες εδαφοκλιματικές 
συνθήκες για την ανάπτυξη της ελιάς, καλύπτει το 
98% της καλλιεργήσιμης έκτασης από το οποίο 65% 
συναντάται στις ευρωπαϊκές χώρες της Μεσογείου. Η 
Ισπανία, η Ιταλία και η Ελλάδα αποτελούν τις κύριες 
ελαιοπαραγωγικές χώρες, αντιπροσωπεύοντας περί­
που το 70% της παγκόσμιας παραγωγής (Εικόνα 1­
4) (FAO, 2007).

Η παραγωγή ελαιών και ελαιολάδου έχει διπλα­
σιαστεί τα τελευταία 50 χρόνια (Kiritsakis & Min, 
1989) (Εικόνα 1-5). Η παγκόσμια παραγωγή ελαιο- 
κάρπου υπολογίζεται περίπου 17 εκ. τόνοι από τους 
οποίους 90% χρησιμοποιούνται για την παραγωγή

Εικόνα 1-4 : Ποσοστό (%) καλλιεργούμενης έκτασης και παραγωγής ελαιόκαρπου στη λεκάνη της Μεσογείου σε σχέση με τη 
συνολική παγκόσμια έκταση και παραγωγή, αντίστοιχα.
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ελαιολάδου ενώ το υπόλοιπο 10% για επιτραπέζιες 
βρώσιμες ελιές. Η Ευρωπαϊκή Ένωση θεωρείται ως 
η μεγαλύτερη εξαγωγική περιοχή ελαιολάδου στον 
κόσμο καθώς συνεισφέρει σε ποσοστό ίσο περίπου 
με το 80% της παγκόσμιας παραγωγής (FAO, 2007).

Σήμερα, στην Ελλάδα καλλιεργούνται 150 εκ. 
περίπου ελαιόδεντρα σε όλα σχεδόν τα διαμερίσματά 
της ή, με μια άλλη θεώρηση, σε κάθε Έλληνα πολίτη 
αντιστοιχούν 15 ελαιόδεντρα (ΕΣΥΕ, 2005). Η 
Κρήτη, η Πελοπόννησος και η Μυτιλήνη είναι οι 
περιοχές όπου η ελιά αποτελεί την κύρια 
καλλιέργεια. Η Ελλάδα είναι η τρίτη μεγαλύτερη 
παραγωγός εδώδιμων ελαιών και ελαιόλαδου 
παγκοσμίως με ετήσια παραγωγή 2.4 εκ. τόνων 
(ΕΣΥΕ, 2007) και κατέχοντας το 16% της διεθνούς 
αγοράς ελαιολάδου. Όσον αφορά στην κατά κεφαλή 
κατανάλωση ελαίων και ελαιολάδου, όμως, κατέχει 
την πρώτη θέση, με μέσο όρο κατανάλωσης 12 και 
15 κιλά ανά κεφαλή το χρόνο, αντίστοιχα (FAO, 
2003). Το ελαιόλαδο αποτελεί εθνικό προϊόν μεγάλης 
οικονομικής και κοινωνικής σπουδαιότητας, 
αντιπροσωπεύοντας το 12.5% της ακαθάριστης 
φυτικής παραγωγής της χώρας και το 46.5% του 
ακαθάριστου γεωργικού εισοδήματος. Περίπου
450,000 αγροτικές οικογένειες ασχολούνται με την 
παραγωγή ελαιολάδου ως αρχική ή δευτερεύουσα 
πηγή εισοδήματος (88,117 ετήσιες μονάδες εργασίας 
οικογενειακού εργατικού δυναμικού, ΕΣΥΕ 2005).

Η ελαιοκαλλιέργεια διαδραματίζει πρωτεύοντα 
ρόλο στην οικονομία των χωρών όπου έχει αναπτυχ­
θεί, γιατί δεν αξιοποιεί μόνο εκτάσεις που είναι 
ακατάλληλες για άλλες καλλιέργειες, αλλά συμβάλλει 
και στην αποτροπή της διάβρωσης περιοχών με 
οξυμένο το φαινόμενο της ερημοποίησης. 
Παράλληλα, αποτελεί πρωταρχικό παράγοντα 
ανάπτυξης περιοχών με σοβαρά προβλήματα 
απασχόλησης και συνοχής καθώς είναι ένα από τα 
λίγα είδη των δενδρωδών καλλιεργειών που 
αναπτύσσεται τόσο σε πεδινές όσο και σε ορεινές 
περιοχές (Εικόνα 1-6). Οι ελαιώνες που βρίσκονται 
γύρω από τη Μεσόγειο θεωρούνται το μεγαλύτερο 
δάσος της περιοχής, ενώ ακόμα ένας μεγάλος 
αριθμός ελαιώνων ανήκει σε μικροκαλλιεργητές, 
εξασφαλίζοντας με αυτόν τον τρόπο εποχική εργασία 
και ικανοποιητικό εισόδημα.

20C 4  I

Ε ΙΔ Ο Σ
Ο Μ Α Δ Ε Σ Κ α ν ο ν ικ ο ί δ εν δ ο ώ ν εο Σ υ ν ο λ ικ ό ς

α ρ ιθ μ ό ςΚ Ο ΙΝ Ο Τ Η Τ Ω Ν Ε κ τά σ ε ις
Α ρ ιθ μ ό ς Π α ρ α γ ω γ ή

δ έ ν δ ρ ω ν δ έ ν τ ο ω ν
Ε Λ ΙΕ Σ

Β ρ ώ σ ιμ ες Σ Υ Ν Ο Λ Ο 7 ,9 4 1 ,5 9 9 1 3 6 ,6 9 4 ,1 3 7 1 5 5 ,9 8 3 .5 8 9 2 5 9 ,1 8 5

Για ελ α ιο π ο ίη σ η 1 ,9 4 4 ,8 3 4

Β ρ ώ σ ιμ ες Π Ε Δ ΙΝ Ε Σ 3 ,1 2 6 ,1 7 0 5 5 ,3 3 9 ,8 1 5 6 2 ,3 1 8 ,7 5 7 1 2 3 ,6 2

Γ  ια ελα ιο π ο ίη σ η 9 5 7 ,2 6 8

Β ρ ώ σ ιμ ες Η Μ ΙΟ Ρ Ε ΙΝ Ε Σ 2 ,9 0 1 ,7 6 2 5 0 ,4 2 4 ,8 8 4 5 7 ,6 2 2 ,1 2 9 1 0 5 ,9 7

Γ ια ελ α ιο π ο ίη σ η 6 5 2 ,1 7 6

Β ρ ώ σ ιμ ες Ο Ρ Ε ΙΝ Ε Σ 1 ,9 1 3 ,6 6 7 3 0 ,9 2 9 ,4 3 8 3 6 ,0 4 2 ,7 0 3 2 9 ,5 9 5

Γ  ια ελ α ιο π ο ίη σ η 3 3 5 ,3 9

2 0 0 5

Ε ΙΔ Ο Σ
Ο Μ Α Δ Ε Σ Κ α ν ο ν ικ ο ί δ ε ν δ ρ ώ ν ε ς Σ υ ν ο λ ικ ό ς

Κ Ο ΙΝ Ο Τ Η Τ Ω Ν
Ε κ τά σ ε ις

Α ρ ιθ μ ό ς α ρ ιθ μ ό ς Π α ρ α γ ω γ ή

δ έ ν δ ρ ω ν δ έ ν τ ρ ω ν

Ε Λ ΙΕ Σ

Β ρ ώ σ ιμ ες Σ Υ Ν Ο Λ Ο 7 ,9 7 0 ,2 9 3 1 3 7 ,0 9 2 ,8 9 9 1 5 5 ,9 6 0 ,8 7 0 3 2 0 ,9 9 5

Γ  ια ελ α ιο π ο ίη σ η 2 ,3 3 9 ,7 3 1

Β ρ ώ σ ιμ ες Π Ε Δ ΙΝ Ε Σ 3 ,1 2 4 ,9 0 6 5 5 ,3 3 8 ,6 9 3 6 2 ,2 9 3 ,5 1 3 1 5 6 ,6 9 4

Γ  ια ελ α ιο π ο ίη σ η 1 ,1 0 2 ,6 0 7

Β ρ ώ σ ιμ ες Η Μ ΙΟ Ρ Ε ΙΝ Ε Σ 2 ,9 1 5 ,8 9 0 5 0 ,7 4 1 ,7 6 4 5 7 ,5 5 1 ,2 4 1 1 1 8 ,4 4 9

Γ ια ελ α ιο π ο ίη σ η 7 9 4 ,0 5 6

Β ρ ώ σ ιμ ες Ο Ρ Ε ΙΝ Ε Σ 1 ,9 2 9 .4 9 7 3 1 ,0 1 2 ,4 4 2 3 6 ,1 1 6 ,1 1 6 4 5 ,8 5 2

Γ  ια ελ α ιο π ο ίη σ η 4 4 3 ,0 8 6

Εικόνα 1-6: Η ελαιοκαλλιέργεια κατά ομάδες πεδινών, 
ημιορεινών, και ορεινών κοινοτήτων στην Ελλάδα. Έτη 2004, 
2005. Η έκταση αντιστοιχεί σε στρέμματα και η παραγωγή σε 
τόνους (Πηγή ΕΣΥΕ).

Η ευρωστία και η παραγωγικότητα του 
ελαιόδεντρου, όμως, μπορούν να διαταραχθούν από 
ένα μεγάλο αριθμό ασθενειών που προσβάλλουν το 
φυτό ή από τη δράση παρασίτων και εντόμων. Οι 
ασθένειες έχουν προέλευση κυρίως μυκητολογική, 
ενώ η μόνη βακτηριακή πάθηση είναι ο καρκίνος της 
ελιάς. Η φυτοφάγος πανίδα (εντομοπανίδα) που 
συναντάται στους ελαιώνες είναι εξαιρετικά πλούσια, 
αφού η καλλιέργεια είναι πολύ παλαιά, προσαρμο­
σμένη στα μεσογειακά οικοσυστήματα και δεν 
υφίσταται έντονες καλλιεργητικές επεμβάσεις. Ο 
Arambourg (1975) αναφέρει 52 φυτοφάγα είδη σε 
τέσσερις ελαιοκομικές ζώνες στη λεκάνη της 
Μεσογείου, 37 από τα οποία συναντώνται στην 
Ελλάδα και η παρουσία τους μπορεί να αποτελέσει 
δυναμικό ή οικονομικό κίνδυνο. Οι κυριότεροι εχθροί 
κατά σειρά σπουδαιότητας είναι ο δάκος (Bactrocera 
oleae), ο οποίος προσβάλλει τους καρπούς, ο 
πυρηνοτρήτης (Prays oleae), ο οποίος προκαλεί 
ζημίες στα φύλλα, τα άνθη και τους καρπούς, ο 
θρίπας (Liothrips oleae), ο οποίος προσβάλει τους 
βλαστούς και τα φύλλα και πολλές φορές προκαλεί 
ανθόρροια, παραμόρφωση καρπών και πτώση τους, 
και η μαργαρόνια (Palpita unionalis), η οποία 
προσβάλει τα φύλλα (Τζανακάκης, 1995).
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2. Ο ΔΑΚΟΣ ΤΗΣ ΕΛΙΑΣ

2.1 Προέλευση

Ο δάκος της ελιάς, Bactrocera oleae (Rossi) 
(Drew, 1989; Raspi & Viggiani, 2008) [στο παρελθόν 
Dacus oleae (Gmelin)], αποτελεί ένα από τα πιο 
σημαντικά και ιδιαίτερα καταστρεπτικά γεωργικά, 
έντομα, προκαλώντας την πιο διαδεδομένη οικονομι­
κή ζημία στις καλλιέργειες της ελιάς. Οι απώλειες 
που προκαλεί το έντομο ανέρχονται σε περίπου 15% 
της συγκομιδής ελαιών, ιδιαίτερα στις Μεσογειακές 
χώρες (Montiel-Bueno & Jones, 2002).

Ο δάκος είναι έντομο της παλαιοτροπικής 
περιοχής. Η εξάπλωσή του ανά τον κόσμο συμπίπτει 
εξελικτικά με αυτή του ξενιστή του, καθώς αποτελεί 
έντομο μονοφάγο. Δηλαδή, η προνύμφη 
αναπτύσσεται αποκλειστικά στους καρπούς των 
ευγενών ποικιλιών της ευρωπαϊκής ελιάς (Olea 
europea) καθώς και της άγριας Olea silvestris. Η 
πρώτη καταγραφή του δάκου αναφέρεται τον 3ο 
αιώνα π.Χ. στην περιοχή της ανατολικής Μεσογείου 
όπου συναντάται και σήμερα. Ο βοτανολόγος 
Θεόφραστος (371-216 π.Χ.) κάνει λόγο στο βιβλίο 
του «Περί φυτών αιτιών» (5,10.1), το πρώτο βιβλίο 
γεωργικής εντομολογίας, για την ύπαρξη
προνυμφών στο καρπό της ελιάς (του πυρηνοτρήτη 
και πιθανώς του δάκου) “τά δέ έλάας, έάν μέν ύπό τό 
δέρμα γένωνται ώφελούσι”, θεωρώντας όμως αυτές 
ωφέλιμες. Ακόμη, ο Π. Γεννάδιος στο δημοσίευμα 
του “Ασθένεια της ελαίας” στο περιοδικό που εξέδιδε 
«Ελληνική Γεωργία» (1896) είναι ο πρώτος που 
αναφέρει πολύτιμες για την εποχή εκείνη
πληροφορίες για το δάκο. Οι πληθυσμοί του δάκου 
εντοπίζονται τόσο σε περιοχές με εκτεταμένη 
καλλιέργεια ήμερων ελαιόδεντρων, όσο και σε 
περιοχές με γηγενείς άγριες ποικιλίες. Η παρουσία 
του εντόμου είναι εντονότατη στη λεκάνη της 
Μεσογείου, τη Βόρειο Αφρική, τα Κανάρια Νησιά και 
τη Μέση Ανατολή, ενώ πρόσφατα εντοπίστηκε 
(1998) και στη πολιτεία της Καλιφόρνια των Η.Π.Α. 
(Rice, 2000). Είναι μάλιστα αποδεκτό μεταξύ των 
ερευνητών πως το έντομο μπορεί να επιβιώσει και 
να αναπτυχθεί σε οποιαδήποτε περιοχή του κόσμου 
φύονται ελιές, άγριες ή ήμερες.

2.2 Μορφολογία

Ο δάκος της ελιάς ανήκει στην οικογένεια 
Tephritidae της τάξης των Διπτέρων, μέλη της 
οποίας είναι επίσης η μεσογειακή μύγα (Ceratitis 
capitata), η μύγα των κερασιών (Rhagoletis cerasi), 
η μύγα των μήλων (Rhagoletis pomonella) και πολλά 
άλλα έντομα (Romoser et al., 1998). Η οικογένεια 
αυτή περιλαμβάνει τις λεγόμενες "μύγες των 
φρούτων" ("fruit flies"), δηλαδή τις μύγες εκείνες που 
εναποθέτουν τα αυγά τους στα ώριμα ή ανώριμα 
φρούτα έτσι ώστε οι προνύμφες τους αναπτύσσονται 
μέσα σε αυτά καθιστώντας τα μη εμπορεύσιμα.

Η μύγα της ελιάς είναι ένα από τα μικρότερα σε 
μέγεθος είδη στο γένος. Το ενήλικο θηλυκό έχει 
περίπου 5 mm μήκος και έκταση φτερών 10 mm. Η 
κεφαλή παρουσιάζει ανοιχτό καστανό χρώμα και οι 
σύνθετοι οφθαλμοί πρασινωπές μεταλλικές 
ανταύγειες. Ο θώρακας χαρακτηρίζεται από μαύρο 
χρώμα με μία αργυροειδή ραχιαία επιφάνεια κατά 
μήκος της οποίας υπάρχουν τρεις στενές 
παράλληλες μαύρες ταινίες. Η κοιλία, η οποία 
συνήθως παρουσιάζεται καστανόχρωμη, καταλήγει 
στις θηλυκές μύγες στον ωοθέτη, ενώ στις αρσενικές 
το τελικό της τμήμα είναι αμβλύ. Ο ωοθέτης έχει το 
βασικό του τμήμα μαύρο και μήκος 1 mm. Οι 
βραχίονες και μία περιοχή εκατέρωθεν της βάσης 
των πτερύγων εμφανίζονται κίτρινοι, ενώ οι πτέρυγες 
είναι συνήθως υαλώδεις και ιριδίζοντες με μια μικρή 
χαρακτηριστική μαύρη κηλίδα στις άκρες τους. Οι 
αλτήρες παρουσιάζουν λευκό χρωματισμό ενώ τα 
πόδια κιτρινο-κόκκινο (Εικόνα 1-7).

Εικόνα 1-7: Μορφολογικά χαρακτηριστικά δάκου.

Όσον αφορά στα υπόλοιπα αναπτυξιακά 
στάδια, το αυγό είναι ένας ελλειψοειδής, επιμήκης 
σχηματισμός με λευκό χρώμα και με μήκος και 
διάμετρο 0.7 mm και 0.2 mm, αντίστοιχα, ενώ η 
προνύμφη είναι υπόλευκη με μορφή άποδης
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κάμπιας μήκους 7 mm. Τέλος, το βομβύκιο είναι 
ωοειδές, με χρώμα που ποικίλει από κίτρινο έως 
καστανό και με μήκος 4-5 mm (Εικόνα 1-8) 
(Katsoyannos, 1992).

Εικόνα 1-8: Προνύμφη (αριστερά) και βομβύκιο δάκου 
(δεξιά).

2.3 Βιολογικός κύκλος

Ο δάκος είναι έντομο ολομετάβολο, δηλαδή το 
στάδιο του αυγού ακολουθούν τρία προνυμφικά 
στάδια, μετά το τέλος των οποίων επιτελείται η 
πρώτη μεταμόρφωση σε νύμφη (βομβύκιο, pupa), 
και τέλος, με τη δεύτερη μεταμόρφωση προκύπτει το 
ενήλικο. Χαρακτηρίζεται, επίσης, ως έντομο 
πολυκυκλικό, δηλαδή έχει την ικανότητα να 
συμπληρώνει περισσότερους από ένα βιολογικούς

κύκλους ανά έτος. Μάλιστα, σε περιοχές όπου οι 
συνθήκες είναι ευνοϊκές οι γενεές μπορούν να 
διαδέχονται η μία την άλλη χωρίς διακοπή καθ' όλη 
τη διάρκεια του έτους. Θερμοκρασίες υψηλότερες 
των 32°C και χαμηλότερες των 8°C συνιστούν 
περιοριστικό παράγοντα για την ομαλή ανάπτυξη του 
εντόμου, ενώ αυτή (ανάπτυξη) ευνοείται ιδιαίτερα σε 
περιόδους με εύρος θερμοκρασιών από 23°C έως 
29°C και σχετικής υγρασίας από 60% έως 80% 
(Manikas, 1974). Στην περιοχή της Μεσογείου 
εμφανίζονται από δύο έως πέντε γενεές ετησίως. Ο 
πληθυσμός του εντόμου κατά τη διάρκεια του 
χειμώνα, όπου υπάρχει μειωμένη διαθεσιμότητα 
καρπών και χαμηλές θερμοκρασίες, αντιπροσωπεύε­
ται κυρίως από νύμφες στο έδαφος, κάτω από 
στρώματα χώματος και φύλλων. Σε μικρότερο βαθμό 
υπάρχουν και διαχειμάζοντα ενήλικα άτομα ή νύμφες 
στον καρπό, τα οποία μπορεί να επιβιώσουν ως την 
ερχόμενη άνοιξη εάν οι συνθήκες το επιτρέψουν. Η 
έξοδος των ακμαίων από διαχειμάζοντες νύμφες 
πραγματοποιείται κυρίως το Μάρτιο και τον Απρίλιο, 
ανάλογα με το γεωγραφικό πλάτος και τη 
θερμοκρασία της κάθε περιοχής. Τα θηλυκά αυτής 
της γενιάς, η οποία χαρακτηρίζεται ως η πρώτη, 
εναποθέτουν τα αυγά στο εσωτερικό των καρπών

Εικόνα 1 -8: Βιολογικός κύκλος του δάκου.

7

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/10/2023 16:22:06 EEST - 167.114.118.212



ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Εικόνα 1-9: Εναπόθεση 
αυγών από θηλυκό άτομο. 
Χαρακτηριστική είναι η 
κλίση του ωοθέτη καθώς 
εισέρχεται στον καρπό.

που έχουν εναπομείνει στα δέντρα από την 
προηγούμενη περίοδο ή διατηρούνται έως ότου ο 
καρπός της καινούργιας συγκομιδής χαρακτηριστεί 
δεκτικός για ωοτοκία (πήξη του πυρήνα). Το θηλυκό 
πριν την ωοτοκία ανιχνεύει την επιφάνεια του 
καρπού, επιλέγει το κατάλληλο σημείο και με κλίση 
της κοιλίας του περίπου 60° διατρυπά τον καρπό με 
τον ωοθέτη του και δημιουργεί χαρακτηριστικό 
τριγωνικό νύγμα, όπου εναποθέτει ένα αυγό (Εικόνα 
1-9). Το θηλυκό κατά την ωοαπόθεση ρυθμίζει την 
πυκνότητα των αυγών, σημαδεύοντας αποτρεπτικά 
τον καρπό με τους χυμούς που εκκρίνονται από την 
πληγή-νύγμα. Κάθε θηλυκό έχει τη δυνατότητα 
εναπόθεσης έως 12 αυγών ημερησίως και έως 50 - 
400 αυγών (σε ισάριθμους καρπούς) καθ’ όλη την 
αναπαραγωγική του περίοδο. Οι εκκολαπτόμενες 
προνύμφες τρέφονται από το μεσοκάρπιο της ελιάς 
διανοίγοντας στοές και βομβυκιώνονται σε μία 
περιοχή ακριβώς κάτω από το επικάρπιο. Η 
νύμφωση μέσα στον καρπό παρατηρείται κυρίως την 
καλοκαιρινή περίοδο, ενώ αντίθετα κατά τη διάρκεια 
του φθινοπώρου οι προνύμφες 3ου σταδίου 
επιλέγουν να βομβυκιωθούν στο έδαφος. Η δεύτερη 
γενιά εμφανίζεται στα μέσα του καλοκαιριού. Κατά τη 
διάρκεια αυτής της εποχής, εάν επικρατούν 
κατάλληλες κλιματολογικές συνθήκες, το έντομο 
μπορεί να ολοκληρώσει μία γενιά σε διάστημα 28-34 
ημερών. Ο χρόνος εκκόλαψης των αυγών κυμαίνεται 
μεταξύ 2 έως 4 ημερών, η ανάπτυξη των προνυμ­
φών απαιτεί διάστημα 14 έως 16 ημερών, ενώ τα 
ακμαία εξέρχονται από τα βομβύκια σε 12 έως 14 
ημέρες. Αναλυτικά, ο κύκλος ζωής του εντόμου 
παρουσιάζεται στην Εικόνα 1-8. Ανάλογα με τη 
διαθεσιμότητα της τροφής, τα ακμαία είναι δυνατόν 
να επιβιώσουν από 2 έως 6 μήνες. Η μεγαλύτερη 
πυκνότητα του εντόμου συνήθως παρουσιάζεται στις 
αρχές της φθινοπωρινής περιόδου ενώ η τελευταία

γενιά του έτους καταγράφεται το Δεκέμβριο. Οι 
δυσμενείς περιβαλλοντικές συνθήκες της περιόδου 
αυτής ωθούν τα άτομα να διαχειμάσουν στο έδαφος 
υπό τη μορφή νύμφης, έτσι ώστε να αποτελέσουν 
την απαρχή της γενιάς της άνοιξης και να 
συνεχίσουν τον βιολογικό κύκλο του εντόμου (Rice, 
2000). Έχει διατυπωθεί η άποψη ότι η αλλαγή του 
υποστρώματος της νύμφωσης εκτός του ότι 
προστατεύει τις προνύμφες από πτηνά που 
τρέφονται με τους ώριμους, πλέον, καρπούς 
(Kapatos & Fletcher, 1984) αποτελεί επίσης και μία 
εξελικτική προσαρμογή απέναντι στη συγκομιδή του 
καρπού της ελιάς που πραγματοποιείται προς τα 
τέλη του φθινοπώρου. Το ερέθισμα για τη 
μετακίνηση δεν έχει ακόμη προσδιοριστεί. Πιστεύεται 
όμως ότι αποτελεί συνάρτηση της αλλαγής της 
φωτοπεριόδου και της χημικής σύστασης του 
καρπού.

Ο ετήσιος κύκλος του εντόμου, συνεπώς, είναι 
δυνατό να παρουσιάσει ανόμοια δραστηριότητα και 
εξέλιξη μεταξύ περιοχών με διαφορετικό 
κλιματολογικό προφίλ, δικαιολογώντας το 
διαφορετικό αριθμό γενεών που προκύπτουν μεταξύ 
αυτών των περιοχών. Παρόλο που τα στάδια 
ανάπτυξης του εντόμου είναι συγκεκριμένα, η 
διάρκεια ολοκλήρωσής τους και κατ’ επέκταση η 
διάρκεια του βιολογικού κύκλου ποικίλλει ανάλογα με 
την επικρατούσα θερμοκρασία και την ατμοσφαιρική 
υγρασία.

3. ΠΡΟΚΑΛΟΥΜΕΝΗ ΖΗΜΙΑ

Η προσβολή των ελαιόδεντρων από πληθυσ­
μούς του δάκου ποικίλλει αισθητά από έτος σε έτος 
και από περιοχή σε περιοχή. Το έντομο είναι ικανό 
να προκαλέσει τόσο ποσοτικές όσο και ποιοτικές 
απώλειες.

Κατά τη διαδικασία της ωοτοκίας, τα ενήλικα 
θηλυκά άτομα προκαλούν οπές στο επικάρπιο μέσω 
του ωοθέτη. Τα νύγματα που δημιουργούνται - 
πρώτη ένδειξη εισβολής εντόμου - υποβαθμίζουν την 
εμπορική αξία της επιτραπέζιας και της ελαιοποιήσι- 
μης ελιάς καθώς αποτελούν εναρκτήρια σημεία 
δευτερογενών μολύνσεων από μικροοργανισμούς 
και μύκητες (Εικόνα 1-10). Οι προσβεβλημένες ελιές 
αναγνωρίζονται μετά την πάροδο μόλις 4-5 ωρών
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Εικόνα 1-10: Προσβεβλημένες ακατάλληλες προς βρώση 
ελιές.

από την εναπόθεση του αυγού. Η είσοδος των 
μυκήτων συνοδεύεται από την ανάπτυξη σήψεων 
(“ξεροβούλα”, “σαποβούλα” από το μύκητα 
Macrophoma dalmatica), οι οποίες αλλοιώνουν την 
εμφάνιση της επιτραπέζιας ελιάς, καθιστώντας την 
μη εμπορεύσιμη. Επιπλέον, είναι δυνατόν να 
οδηγήσουν σε πρόωρη πτώση του καρπού σε 
περιόδους που η περιεκτικότητά του σε λάδι είναι 
ακόμη μικρή. Η μεγαλύτερη όμως ζημία στην 
ελαιοπαραγωγή πραγματοποιείται στο προνυμφικό 
στάδιο του εντόμου. Οι προνύμφες οι οποίες 
εκκολάπτονται και αναπτύσσονται αποκλειστικά 
εντός του καρπού χρησιμοποιούν ως μοναδική 
διατροφική πηγή τους ιστούς του μεσοκαρπίου. Κάθε 
προνύμφη για να ολοκληρώσει την ανάπτυξή της 
καταναλώνει από το 1/5 ως το 1/4 του μεσοκαρπίου 
ενός μέσου μεγέθους καρπού. Αποτέλεσμα της 
ανάπτυξής αυτής είναι η δημιουργία στοών στο 
εσωτερικό του καρπού και η απώλεια βάρους, η 
οποία μπορεί να φθάσει το 30% της συγκομιδής.

Ποιοτική υποβάθμιση επίσης υπάρχει λόγω της 
ρύπανσης από τα περιττώματα της προνύμφης και 
της σήψης από την είσοδο των βακτηρίων και των 
μυκήτων. Η αποσύνθεση της ελιάς οδηγεί σε αύξηση 
του επιπέδου των ελευθέρων λιπαρών οξέων του 
λαδιού (Muik et al., 2003), με αποτέλεσμα το λάδι 
που προέρχεται από προσβεβλημένες ελιές να 
χαρακτηρίζεται υποβαθμισμένης ποιότητας με 
αυξημένη οξύτητα (από 7ο - 8ο μέχρι 15ο-20ο στις σο­
βαρές περιπτώσεις) και οσμή χώματος (Neuen- 
schwander & Michelakis, 1978). Ο περιορισμός της 
παραγωγής του ελαιοκάρπου από το δάκο θυμίζει 
τον “νόμο του ελαχίστου” του Justus von Liebig,

ιδρυτή της γεωργικής χημείας. Τελικά, ο γεωργός 
συγκομίζει ό,τι του αφήνουν τα έντομα και τα άλλα 
φυτοπαράσιτα από την παραγωγή του.

4. ΑΝΤΙΜΕΤΩΠΙΣΗ

4.1 Χημικές μέθοδοι

Η εξάλειψη των επιβλαβών εντόμων αποτελεί 
θέμα ενασχόλησης των ανθρώπων από την απαρχή 
της συστηματικής καλλιέργειας της γης. Η πρώτη 
εντομολογική καταπολέμηση καταγράφεται το 2,500 
π.Χ., καθώς οι Σουμέριοι χρησιμοποίησαν θείο για 
την προστασία των καλλιεργειών τους. Η 
επανάσταση όμως στην παρασιτολογική καταπολέ­
μηση επήλθε μετά το πέρας του Β' Παγκοσμίου 
Πολέμου με την εργαστηριακή σύνθεση χημικών 
ενώσεων με εντομοκτόνο δράση, αρχικά χλωριωμέ- 
νών (DDT) και αργότερα οργανοφωσφορικών εντο- 
μοκτόνων.

Το φθοροποιό έργο του δάκου στην ελιά είναι 
γνωστό από την αρχαιότητα (Πλίνιος 23-79 μ.Χ., 
έργο: Φυσική Ιστορία “Naturalis Historia”). Εντούτοις, 
η πρώτη προσπάθεια καταπολέμησης του εντόμου 
σημειώθηκε μόλις τον 18ο αιώνα, όπου προτάθηκε η 
πρώιμη συλλογή και σύνθλιψη του προσβεβλημένου 
ελαιοκάρπου ώστε να καταστραφούν οι πληθυσμοί 
εντός του καρπού και να μειωθούν οι ζημίες των 
επόμενων χρόνων. Η πρόταση δεν έτυχε αποδοχής 
διότι αποδείχθηκε ατελέσφορη και ανεφάρμοστη 
στην πράξη και σύντομα αντικαταστάθηκε από τη 
χρήση σακχαρούχων δολωμάτων τα οποία περιείχαν 
δηλητήριο [(Isnard, 1789) από Κοσμίδης, 1995]. 
Παράμετροι της μεθόδου, όπως η έκταση της 
εφαρμογής των δολωμάτων, το είδος του δηλητηρίου 
και της σακχαρούχου ουσίας καθώς και η μέθοδος 
χρησιμοποίησης του δολώματος, μελετήθηκαν 
εκτεταμένα [(Rozier, 1790; Gandofli, 1793; Portelli, 
1854; Bonnafaux, 1859) από Κοσμίδης, 1995]. 
Ωστόσο, σημαντική πρόοδος καταγράφηκε το 1885 
όταν ο Comes υποστήριξε για πρώτη φορά ότι 
κανένα μέτρο καταπολέμησης δε θα αποδειχθεί 
ωφέλιμο στην πράξη εφόσον δεν εφαρμόζεται 
συγχρόνως και στους ελαιώνες των παρακείμενων 
περιοχών. Λίγο αργότερα, το 1901, ο Reale 
διατύπωσε την ιδέα της διαβροχής των 
ελαιοδέντρων με δακοκτόνο υγρό (Κοσμίδης, 1995).
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Στην Ελλάδα οι πρακτικές οδηγίες για την 
καταπολέμηση του δάκου, όπως εκδόθηκαν από το 
Υπουργείο Εθνικής Οικονομίας το 1913, συνιστού- 
σαν τη χρησιμοποίηση σακραρούρου πολτού με 
προσθήκη δηλητηρίου. Το μείγμα περιείχε 70 οκάδες 
μελάσσας, 2 οκάδες αρσενικώδες νάτριο και 80 έως 
100 οκάδες νερό. Η πρώτη καταπολέμηση του 
δάκου με πολτό πραγματοποιήθηκε στα Φιλιατρά το 
1914, ενώ από το 1920 έως το 1936 η αντιμετώπιση 
πραγματοποιούταν με την εκτέλεση 3 ή 4 συνολικά 
διαβροχών (4 διαβροχές: χρόνος έναρξης το πρώτο 
δεκαήμερο του Ιουνίου και επανάληψη κάθε μήνα). 
Από το 1937 άρχισε και στην Ελλάδα η 
χρησιμοποίηση παγίδων για την παρακολούθηση 
της πορείας του δακοπληθυσμού στις διάφορες 
περιοχές. Στο τέλος της δεκαετίας του 1950, η 
διαπίστωση της ισχυρής ελκυστικής δράσης των 
υδρολυμένων πρωτεϊνών στο δάκο (Orfanidis et al., 
1958) μετατόπισε το ενδιαφέρον για την 
καταπολέμηση του εντόμου στη χρησιμοποίηση 
δολωμάτων που συνδυάζουν ορισμένα 
οργανοφωσφορικά εντομοκτόνα με υδρολυμένες 
πρωτεΐνες, αντικαθιστώντας εξ ολοκλήρου το μέχρι 
τότε χρησιμοποιούμενο αρσενικομελασσούχο πολτό 
(Ορφανίδης & Σουλτανόπουλος, 1962).

Η καταπολέμηση του δάκου στη σύγχρονη 
ελαιοκομική πράξη πραγματοποιείται κυρίως με την 
εφαρμογή δύο μεθόδων χημικών επεμβάσεων, την 
κατασταλτική και την προληπτική, υπό τη μορφή 
ψεκασμών. Η κατασταλτική μέθοδος (ψεκασμοί 
καλύψεως) εφαρμόζεται εναντίον των προνυμφών 
που βρίσκονται στους καρπούς και απαιτεί τη 
χρησιμοποίηση εντομοκτόνων διασυστηματικής 
δράσης (Roessler, 1989) με επικρατέστερα το 
fenthion και το dimethoate λόγω της χαμηλής 
υπολειμματικότητάς τους στο λάδι (Cabras, 1997). 
Αντίθετα, η προληπτική μέθοδος στοχεύει στη 
μείωση των πληθυσμών του ακμαίου και βασίζεται 
στην αρχή του τοπικού δολωματικού ψεκασμού 
χρησιμοποιώντας ως δόλωμα μία υδρολυμένη 
πρωτεΐνη στην οποία προστίθεται ένα κλασσικό 
οργανοφωσφορικό εντομοκτόνο. Της εφαρμογής των 
μεθόδων αυτών προηγείται η παρακολούθηση των 
πληθυσμών του εντόμου. Αυτό επιτυγχάνεται με 
δειγματοληψίες καρπών και με συλλήψεις σε 
τροφικές παγίδες τύπου Mc Phail (Εικόνα 1-11) ή

χρωματικές παγίδες, οι οποίες εκμεταλλεύονται την 
προτίμηση του εντόμου στο κίτρινο χρώμα (μήκη 
κύματος 500 - 520 nm) (Delrio et al., 1979; Prokopy 
et al., 1975). Η οικονομική σημασία της 
ελαιοκαλλιέργειας για μία χώρα και η επιθυμία για 
αποτελεσματικότερο συντονισμό μπορούν να θέσουν 
τα μέτρα καταπολέμησης του εντόμου υπό κρατικό 
έλεγχο. Η δακοκτονία στην Ελλάδα βρίσκεται στον 
τομέα ευθύνης των Τμημάτων Φυτοπροστασίας των 
Διευθύνσεων Γεωργίας των κατά τόπους Νομαρχιών 
και η καταπολέμηση πραγματοποιείται εφόσον η 
πυκνότητα του εντόμου παρατηρηθεί αυξημένη (3-5 
έντομα ανά παγίδα ανά πενθήμερο ή/και >2% 
προσβολή του καρπού).

4.2 Μη χημικές μέθοδοι

Ωστόσο, η χημική καταπολέμηση αμφισβητείται 
ιδιαίτερα τα τελευταία χρόνια. Η παρατεταμένη και 
αλόγιστη εφαρμογή των εντομοκτόνων και άλλων 
χημικών μέσων δημιουργεί σοβαρά οικολογικά και 
τοξικολογικά προβλήματα, λόγω του ότι οι χημικές 
ενώσεις είναι δύσκολα βιοαποικοδομήσιμες με 
αποτέλεσμα να εισέρχονται στην τροφική αλυσίδα 
και να βιομεγεθύνονται προς την κορυφή της 
τροφικής αλυσίδας. Η μόλυνση του εδάφους και των 
υδάτων, η μόλυνση των ζωικών οργανισμών και 
κυρίως οι αρνητικές συνέπειες στην ανθρώπινη υγεία 
(Denholm & Rowland, 1992) συνιστούν την 
αναγκαιότητα ανάπτυξης φιλικότερων προς το 
περιβάλλον μεθόδων καταπολέμησης του εντόμου. 
Η παρουσία χημικών καταλοίπων στα προϊόντα και 
το περιβάλλον της ελιάς δε συμβαδίζει με την εικόνα 
ενός ωφέλιμου και ποιοτικού προϊόντος.

Η μαζική 
σύλληψη ακμαίων 
του δάκου με τη 
χρήση δακοπα­
γίδων μπορεί να 
μετατραπεί σε α- 
πότελεσματικό με- 
σο καταπολέμη­

σής τους (Vossen Εικόνα 1-11: Δακοπαγίδα McPhail. 
et al, 2005). Η
χρήση τους συνδυάζεται με την αξιοποίηση 
διαφόρων ερεθισμάτων και ουσιών με στόχο την
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προσέλκυση, την παγίδευση και τελικά τη θανάτωση 
του εντόμου. Τα ερεθίσματα μπορεί να είναι είτε 
οπτικά και τροφικά προσελκυστικά, είτε ουσίες που 
επηρεάζουν τη συμπεριφορά του εντόμου όπως η 
σεξουαλική φερομόνη. Η αποτελεσματικότητα των 
τελευταίων αυξάνεται σε καιρούς αναπαραγωγής 
(Montiel-Bueno & Jones, 2002), ενώ των πρώτων 
εάν επικαλύπτονται με κολλώδη υλικά (Economo- 
poulos et al, 1986). Όπως αναφέρθηκε, οι πρώτες 
προσπάθειες ελέγχου των πληθυσμών του δάκου 
μέσω προσέλκυσης και θανάτωσης σε παγίδες 
πραγματοποιήθηκαν τη δεκαετία του '50 
(Orphanidis, 1958), ενώ αργότερα ο προσδιορισμός 
των φερομονών του δάκου (Baker et al., 1980; 
Mazomenos & Haniotakis, 1981; 1985) επέτρεψε τη 
χρησιμοποίησή τους ως εργαλείο προσέλκυσης 
(Mazomenos et al., 1983; Haniotakis et al., 1987;
1991) . Γενικότερα, χρησιμοποιούνται οι συνδυασμοί 
των παραπάνω παγίδων ώστε να γίνει πιο 
αποτελεσματική η καταπολέμηση (Katsoyannos,
1992) .

Επίσης, μέσα στα πλαίσια ανεύρεσης ασφαλέ­
στερων μεθόδων, η τεχνική στείρωσης των εντόμων 
αποκτά μεγάλη σημασία (SIT, Sterile insect 
Technique). Η τεχνική συνίσταται στη μαζική 
παραγωγή ατόμων, στη στείρωσή τους με εφαρμογή 
ακτινοβολίας γ και στην απελευθέρωσή τους στον 
αγρό με ελεγχόμενο τρόπο. Στόχος είναι η μείωση 
του αριθμού των γόνιμων διασταυρώσεων στους 
φυσικούς πληθυσμούς και η επακόλουθη μείωση του 
φυσικού πληθυσμού. Η σύζευξη μεταξύ στείρου 
αρσενικού και ακμαίου θηλυκού του φυσικού 
πληθυσμού οδηγεί σε στείρα ωοτοκία. Ακόμη και αν 
προκύψουν κάποια άτομα, αυτά πεθαίνουν πρόωρα 
πριν ολοκληρώσουν την ανάπτυξή τους λόγω 
δομικών αλλαγών των χρωμοσωμάτων των γαμετών 
από την ακτινοβόληση (Economopoulos, 1972; 
Robinson, 2002). Η επιτυχία της μεθόδου είναι 
συνάρτηση κυρίως του αριθμού των στειρωθέντων 
εντόμων που εξαπολύεται σε μία περιοχή. Δηλαδή, ο 
αριθμός των στειρωθέντων ατόμων που 
εξαπολύονται πρέπει να είναι τέτοιος ώστε η 
πιθανότητα σύζευξης ενός θηλυκού αγρίου τύπου με 
ένα στείρο αρσενικό να είναι πολύ μεγαλύτερη από 
την πιθανότητα σύζευξης του θηλυκού με ένα “άγριο” 
αρσενικό.

Η πρώτη επιτυχής εφαρμογή της μεθόδου 
πραγματοποιήθηκε το 1955 για την καταπολέμηση 
του εντόμου Cochliomyia hominivorax (σαρκοφάγος 
μύγα), που προσβάλλει τα βοοειδή, στο νησί 
Curacao των Ολλανδικών Αντιλλών και στη Δυτική 
Φλώριδα των Η.Π.Α. (Baumhover et al., 1955). Ο 
πληθυσμός της μύγας μειώθηκε δραστικά και οι 
προσβολές ελαττώθηκαν στο ελάχιστο δυνατό. Τις 
τέσσερις τελευταίες δεκαετίες η μέθοδος έχει 
εφαρμοστεί με επιτυχία στην καταπολέμηση εντόμων 
οικονομικής σημασίας, όπως της μεσογειακής μύγας 
Ceratitis capitata (Hendrichs et al., 1983) και της 
μύγας του πεπονιού Bactrocera cucurbitae (Steiner 
et al., 1965; Ito & Koyama, 1982).

Η μέθοδος της SIT εφαρμόστηκε και στην 
καταπολέμηση του δάκου τη δεκαετία του '70, χωρίς 
όμως επιτυχία (Economopoulos, 1977). Η αποτυχία 
αποδόθηκε σε διαφορές στη φυσιολογία και τη 
συμπεριφορά των στείρων εργαστηριακών ατόμων 
που απελευθερώθηκαν σε σχέση με τα άτομα των 
φυσικών πληθυσμών και κυρίως στον κακό 
συγχρονισμό στη συμπεριφορά σύζευξης. Πρώτον, 
λοιπόν, τα εργαστηριακά άτομα ήταν σεξουαλικώς 
ώριμα και συζευγνύονταν σε ηλικία 2 έως 3 ημερών, 
ενώ τα άτομα του φυσικού πληθυσμού συζευγνύο­
νταν για πρώτη φορά σε ηλικία 4 έως 6 ημερών 
(Economopoulos et al., 1971). Δεύτερον, τα 
εργαστηριακά άτομα ήταν πρόθυμα να συζευχθούν 
τις 4 τελευταίες ώρες της φωτόφασης, ενώ τα άτομα 
του φυσικού πληθυσμού συζευγνύονταν τις 
τελευταίες 2 ώρες της φωτόφασης (Zervas & 
Economopoulos, 1982). Και, τρίτον, τα εργαστηριακά 
άτομα συζευγνύονταν λιγότερες φορές σε σύγκριση 
με τα άτομα του φυσικού πληθυσμού (Economo- 
poulos, 1972). Η προσπάθεια εγκαταλείφθηκε λόγω 
της απουσίας βασικών μοριακών και γενετικών 
δεδομένων που θα μπορούσαν να βοηθήσουν στην 
επίλυση παρόμοιων προβλημάτων. Γενικά, η 
ανάπτυξη εναλλακτικών μεθόδων αντιμετώπισης των 
εντόμων με σκοπό την εξάλειψη ή τον περιορισμό 
του αριθμού των χημικών επεμβάσεων προϋποθέτει 
τη γνώση της βιολογίας, οικολογίας και φυσιολογίας 
τους.

Τελευταία, ολοένα και περισσότερο έδαφος 
κερδίζει η τάση για ολοκληρωμένη καταπολέμηση 
των παρασίτων (IPM, Integrated Pest Managment).
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Ο όρος αυτός προσδιορίζει ένα ολοκληρωμένο 
σύστημα διαχείρισης των εχθρών των καλλιεργειών, 
λαμβάνοντας υπόψη την επίδραση του 
περιβάλλοντος και τη δυναμική του πληθυσμού των 
εχθρών, χρησιμοποιώντας όλες τις κατάλληλες 
τεχνικές και μεθόδους με ένα όσο το δυνατόν 
αρμονικότερο τρόπο. Στόχος δεν είναι τόσο η 
εξάλειψη του πληθυσμού εχθρού αλλά η διατήρηση 
του πληθυσμού εχθρού σε επίπεδο κάτω από αυτό 
που προκαλεί οικονομική ζημία. Η ολοκληρωμένη 
καταπολέμηση περιλαμβάνει συνδυασμό μέσων, 
όπως βιολογικό έλεγχο με φυσικούς εχθρούς, 
καλλιεργητικές μεθόδους, χρησιμοποίηση ανθε­
κτικών φυτών ξενιστών, μηχανική προστασία και 
χημική εκλεκτική καταπολέμηση, ώστε να 
συνεισφέρουν σε ένα ασφαλές, αποτελεσματικό, 
μόνιμο και οικονομικά αποδεκτό σύστημα 
προστασίας των καλλιεργειών. Η ιδέα μιας 
“ολοκληρωμένης καταπολέμησης” άρχισε να κατακτά 
έδαφος στα χρόνια της δεκαετίας του ’60 και 
ιδιαίτερα στο συμπόσιο του FAO στη Ρώμη (1965, 
“Integrated Pest Control”) όπου πολλές ανακοινώ­
σεις αναφέρονταν στις μεθόδους συνδυασμένης 
καταπολέμησης (Smith & Reynolds, 1967; Van den 
Bosch, 1967). Στα πλαίσια αυτής της προσπάθειας 
επιχειρήθηκε να περιοριστεί ο δάκος σε ανεκτή 
πυκνότητα πληθυσμού με τη χρησιμοποίηση του 
παρασιτικού υμενόπτερου Braconidae Opius 
concolor, το οποίο εναποθέτει τα αυγά του στο 
εσωτερικό των προνυμφών του ξενιστή (Manikas & 
Tsiroyannis, 1983). Έκτοτε, νέες περιβαλλοντικές 
θεωρήσεις δίνονται στη συνετή χρήση διαφόρων 
μεθόδων για την ολοκληρωμένη αντιμετώπιση των 
εχθρών της ελαιοκαλλιέργειας.

5. ΑΝΘΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑ

5.1 Ανάπτυξη ανθεκτικότητας

Η ικανότητα των συμβατικών εντομοκτόνων να 
θανατώνουν άμεσα τα επιβλαβή έντομα 
δημιούργησε την ψευδαίσθηση ότι μπορούσαν να 
οδηγήσουν στην οριστική εξάλειψή τους και τη 
μόνιμη λύση στα προβλήματα των γεωργικών 
καλλιεργειών. Δυστυχώς όμως από την πορεία 
διαφάνηκε ότι τα έντομα αντέδρασαν και σχετικά 
γρήγορα τελειοποίησαν τους μηχανισμούς άμυνάς

τους. Σήμερα, κοινωνία και περιβάλλον έχουν 
αρχίσει να καταβάλλουν ένα ιδιαίτερα υψηλό τίμημα 
εξαιτίας αυτής της προσέγγισης. Η υπερβολική και 
σε πολλές περιπτώσεις ακατάλληλη χρήση τους στη 
γεωργία οδήγησε στην ταχεία αύξηση της 
εξάπλωσης ανθεκτικών πληθυσμών εντόμων σε 
εντομοκτόνα. Έτσι, η λαμπρότητα της σύγχρονης 
γεωργικής φαρμακολογίας αμαυρώθηκε από την 
ανάδυση στελεχών εντόμων που εμφανίζουν μια 
τροποποιημένη παράταξη άμυνας ενάντια στα 
εντομοκτόνα. Γεγονός που συνάδει με το σύνολο της 
εξελικτικής ιστορίας των ζωντανών οργανισμών, η 
οποία αφορά στην προσαρμογή τους στο 
περιβάλλον.

Η ιστορία της ανθεκτικότητας των εντόμων 
αριθμεί σχεδόν 100 χρόνια, από την περίοδο δηλαδή 
που ο A.L. Melander πρώτος αναρωτήθηκε εάν 
“μπορούν τα έντομα να καταστούν ανθεκτικά σε 
ψεκασμούς”. Ο Melander κατέγραψε και τεκμηρίωσε 
την ανθεκτικότητα της ψώρας του San Jose 
Quadrispidiotus perniciosus (Comstock) σε φρούτα 
τα οποία είχαν κατεργαστεί με ασβεστόνερο με 
θειάφι (lime sulphur) στη πολιτεία της Ουάσινγκτον 
των Η.Π.Α. (Melander, 1914). Την πρώτη αυτή 
έκθεση ακολούθησαν αρκετές περιπτώσεις 
ανθεκτικότητας ιδιαίτερα μετά την ανακάλυψη των 
συνθετικών οργανικών εντομοκτόνων, έτσι ώστε 
σήμερα οι καταγεγραμμένες αναφορές ανθεκτικότη- 
τας και ανθεκτικών εντόμων να ανέρχονται σε 7,747 
και 553, αντίστοιχα (Whalon et al., 2008). Περίπου το 
40% αυτών των ειδών είναι παράσιτα υγειονομικού 
και κτηνιατρικού ενδιαφέροντος ενώ το υπόλοιπο 
60% αφορά σε έντομα γεωργικών καλλιεργειών 
(Georgiou, 1990).

Η ανθεκτικότητα ορίζεται ως η ικανότητα 
ορισμένων ατόμων να επιβιώνουν της εφαρμογής 
μιας συγκεκριμένης δόσης τοξικής ουσίας, η οποία 
αποδεικνύεται θανατηφόρα για την πλειοψηφία των 
ατόμων σε έναν κανονικό (ευαίσθητο) πληθυσμό 
(Εικόνα 1-12). Η ανθεκτικότητα αναπτύσσεται μέσω 
της επιλογής γενετικών χαρακτηριστικών τα οποία 
προϋπάρχουν φυσιολογικά σε έναν πληθυσμό 
εντόμων-παρασίτων και όχι μέσω της δημιουργίας 
νέων γνωρισμάτων. Αποτελεί δηλαδή ένα προ- 
προσαρμοστικό (pre-adaptive) φαινόμενο και όχι 
επακόλουθο μεταλλαξιγέννεσης. Σε κάθε πληθυσμό
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4. Με την πάροδο των γενεών το 
ποσοστό των ανθεκτικών ατόμων 
γίνεται μεγαλύτερο, με αποτέλε­
σμα η καταπολέμηση του εντόμου 
να απαιτεί υψηλότερες δόσεις 
εντομοκτόνου

Εικόνα 1-12: Ανάπτυξη ανθεκτικότητας φυσικών πληθυσμών εντόμων σε εντομοκτόνα.

υπάρχει μια φυσιολογική κατανομή της αντίδρασής 
του σε ένα ερέθισμα. Έτσι, όταν ένας πληθυσμός 
εκτεθεί σε μία συγκεκριμένη ποσότητα εντομοκτόνου, 
το μεγαλύτερο ποσοστό των ατόμων θα θανατωθεί, 
ενώ θα υπάρξουν κάποια άτομα που θα 
κατορθώσουν να επιβιώσουν λόγω γνωρισμάτων 
ανθεκτικότητας που φέρουν γενετικά. Τα άτομα αυτά 
αντιπροσωπεύουν ένα μικρό ποσοστό του 
πληθυσμού και αποκαλούνται ανθεκτικά. Εν 
συνεχεία, οι απόγονοι των ανθεκτικών αυτών 
ατόμων θα φέρουν το γενετικό προφίλ των γονέων 
τους, ενώ πολλοί από αυτούς θα κληρονομήσουν το 
χαρακτηριστικό που προσδίδει ανθεκτικότητα. Με 
την πάροδο των γενεών το ποσοστό των ανθεκτικών 
ατόμων θα γίνεται όλο και μεγαλύτερο, με 
αποτέλεσμα σε σύντομο χρονικό διάστημα 
ολόκληρος ο πληθυσμός να ανέχεται και να απαιτεί 
για την καταπολέμησή του υψηλότερες δόσεις 
εντομοκτόνου.

Ο ρυθμός ανάπτυξης της ανθεκτικότητας σε ένα 
εντομοκτόνο είναι συνάρτηση διάφορων παραγό­
ντων, όπως του ποσοστού αναπαραγωγής (αριθμός 
γενεών ετησίως), της γενετικής μεταβλητότητας και 
της ροής γονιδίων στο φυσικό πληθυσμό (ύπαρξη 
και διάδοση του γνωρίσματος της ανθεκτικότητας), 
της μετανάστευσης (εισαγωγή ευαίσθητων ατόμων)

και των στρατηγικών καταπολέμησης παρασίτων 
(ποσοστό, συγχρονισμός και αριθμός εφαρμογών 
εντομοκτόνου).

5.2 Μηχανισμοί ανθεκτικότητας

Κλασσικά, έχουν καταγραφεί τέσσερις 
μηχανισμοί ανθεκτικότητας οι οποίοι αφορούν: 1) την 
αλλαγή συμπεριφοράς των εντόμων ώστε να 
μειώνουν ή να αποφεύγουν την έκθεση τους σε 
τοξικές ουσίες (ηθολογική ανθεκτικότητα), 2) τη 
μειωμένη διείσδυση των εντομοκτόνων μέσω του 
εξωσκελετού (μειωμένη διεισδυτικότητα), 3) την 
αυξημένη ικανότητα των εντόμων να αποικοδομούν 
τις ξενοβιοτικές ενώσεις (ανθεκτικότητα μεταβολι­
σμού) και 4) τη δομική μεταβολή των στόχων που 
δρουν τα εντομοκτόνα μέσα στο έντομο (αλλαγή 
στόχου δράσης).

1) Ηθολογική ανθεκτικότητα. Με την εναπόθεση του 
εντομοκτόνου στην επιφάνεια των φύλλων το έντομο 
βρίσκεται μπροστά σε διαφορετικό περιβάλλον στο 
οποίο πρέπει να προσαρμοστεί και σε διάφορες 
καταστάσεις τις οποίες πρέπει να αντιμετωπίσει. 
Υπάρχουν αναφορές όπου το έντομο έμφυτα 
(inherently) αποφεύγει την επαφή με το εντομοκτόνο. 
Ο “μηχανισμός” αυτός συνήθως αποκαλείται
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“ηθολογική ανθεκτικότητα” (behavioral resistance). 
Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η ανακάλυψη 
του συμπλέγματος του κουνουπιού της ελονοσίας 
Anopheles maculipennis στη βάση της διαφορετικής 
συμπεριφοράς των υποειδών ως προς την ανοχή 
τους στο DDT. Συγκεκριμένα, ο εσωτερικός 
ψεκασμός των τοίχων με DDT μείωσε τον ενδόφιλο 
πληθυσμό των κουνουπιών. Η αρχική ερμηνεία του 
φαινομένου αποδόθηκε στην αλλαγή της 
συμπεριφοράς του ενδόφιλου πληθυσμού, ο οποίος 
απέφευγε την επαφή με τους ψεκασμένους τοίχους. 
Στην πραγματικότητα, όμως, υπήρχε μείωση του 
ενδόφιλου υποείδους του συμπλέγματος, ενώ ο 
εξώφιλος υπο-πληθυσμός διέφευγε τον εντομολο­
γικό έλεγχο (Coluzzi, 1992).

2) Μειωμένη διεισδυτικότητα. Η δράση του
εντομοκτόνου εξαρτάται από την ικανότητά του να 
διεισδύσει τον πολύ ανθεκτικό εξωσκελετό του 
εντόμου και να προσεγγίσει το στόχο του. Η 
μειωμένη διεισδυτικότητα σπάνια αναφέρεται ως 
μοναδικός μηχανισμός ανθεκτικότητας. Αντίθετα τις 
περισσότερες φορές εμφανίζεται ως παράγοντας 
καθυστέρησης ο οποίος επιτρέπει στους μηχανι­
σμούς αποτοξίνωσης του εντόμου να αντιμετωπί­
σουν ευκολότερα και αποτελεσματικότερα το 
εντομοκτόνο (Price, 1991).

Εντούτοις, μοριακή ανάλυση έχει πραγματοποιηθεί 
μόνο για τους εξής μηχανισμούς:

3) Μεταβολική ανθεκτικότητα. Μετά την είσοδό του 
στον οργανισμό και κατά την πορεία του προς το 
στόχο του, το εντομοκτόνο εκτίθεται σε ποικίλες 
μεταβολικές αντιδράσεις που όλοι οι οργανισμοί 
εξέλιξαν ώστε να αποτοξινώνουν ξενοβιοτικές 
ουσίες. Μεταβολική ανθεκτικότητα ορίζεται ως το 
σύνολο των βιοχημικών διαδικασιών που έχουν 
αναπτύξει οι οργανισμοί για τη μετατροπή των 
ξενοβιοτικών ουσιών σε διάφορους υδρόφιλους 
μεταβολίτες, γεγονός που διευκολύνει την απέκκρισή 
τους. Η μεταβολική αποτοξίνωση θεωρείται συχνά 
ως η κύρια οδός για την ανάπτυξη ανθεκτικότητας. 
Οι κυριότερες ενζυμικές αντιδράσεις που καθιστούν 
τα εντομοκτόνα περισσότερο υδρόφιλα και λιγότερο 
τοξικά είναι οι εξής: α) υδρόλυση με εστεράσες, β) 
αντιδράσεις όπου συμμετέχει το κυτόχρωμα P-450 
και γ) αντιδράσεις στις οποίες συμμετέχει η S- 
τρανσφεράση της γλουταθειόνης (GST).

Αναλυτικότερα:

α) Εστεράσες: Οι εστεράσες καταλύουν την
αντίδραση προσθήκης ενός μορίου νερού σε έναν 
εστέρα, σχηματίζοντας το αντίστοιχο οξύ και 
αλκοόλη. Η ανθεκτικότητα που αποδίδεται στο 
μεταβολισμό των εστερασών οφείλεται κυρίως σε 
υπερέκφραση των γονιδίων τους, είτε ως 
αποτέλεσμα αλλαγής της γονιδιακής ρύθμισης είτε 
μετά από πολλαπλασιασμό του γονιδίου 
(Hemingway, 2000). Η γονιδιακή ρύθμιση μπορεί να 
μεταβληθεί από μεταλλάξεις που σημειώνονται στις 
ρυθμιστικές αλληλουχίες ανοδικά του γονιδίου και 
οδηγούν σε αυξημένη αντιγραφή του καθώς και από 
μεταλλάξεις που οδηγούν σε αυξημένη μετάφραση. 
Αντίθετα, τα επιπλέον αντίγραφα των γονιδίων των 
εστερασών προκύπτουν από πολλαπλασιασμό του 
γονιδιακού τόπου της εστεράσης. Το πιο 
χαρακτηριστικό παράδειγμα ανθεκτικότητας βασι­
σμένη σε εστεράσες αποτελεί η ανθεκτικότητα των 
αφίδων, η οποία αποδίδεται στην καρβοξυλεστεράση 
Ε4 (Needham & Sawacki, 1971; Devonshire, 1986). 
Η Ε4 αποτελεί εστεράση τύπου Β, η οποία έχει 
χαρακτηριστικά καρβοξυλεστεράσης και προσδίδει 
υψηλά επίπεδα ανθεκτικότητας σε οργανοφωσφο- 
ρικά (OPs), καρβαμιδικά (CBs) και πυρεθροειδή 
(PYs) εντομοκτόνα λόγω της αυξημένης έκφρασής 
της μέσω των πολλαπλών αντιγράφων του γονιδίου. 
Πέρα από τις ποσοτικές αλλαγές των εστερασών 
υπάρχουν και αναφορές συσχέτισης ανθεκτικότητας 
και ποιοτικής αλλαγής της δομής του γονιδίου. 
Συγκεκριμένα, έχει απομονωθεί μετάλλαξη στην 
περιοχή του λειτουργικού γονιδίου η οποία 
μετατρέπει την υδρολυτική ιδιότητα της εστεράσης σε 
υδρολάση εντομοκτόνου. Τα ανθεκτικά έντομα, 
δηλαδή, παρουσιάζουν μειωμένη ικανότητα υδρόλυ­
σης καρβοξυλεστερικών υποστρωμάτων αλλά 
αυξημένη ικανότητα υδρόλυσης οργανοφωσφορικών 
υποστρωμάτων (Newcomb, 1997).

β) Κυτόχρωμα P-450: Το κυτοχρωμικό σύστημα P­
450 εμφανίζεται ως ένα σύμπλοκο μεμβρανικών 
ενζύμων και συμπαραγόντων, το οποίο λειτουργεί 
ως σύστημα μεταφοράς ηλεκτρονίων, χρησιμοποιώ­
ντας ατμοσφαιρκό οξυγόνο για οξειδωτικό και 
NADPH ως τον προτιμώμενο δότη ηλεκτρονίων. 
Έτσι, το μισό από το μοριακό οξυγόνο ενσωματώνε­
ται στο υπόστρωμα και το άλλο μισό στο νερό, με
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αποτέλεσμα υδροφιλικές ομάδες να εισάγονται στα 
λιπόφιλα αρχικώς υποστρώματα-εντομοκτόνα. Το 
κυτόχρωμα P-450 αποτελεί μέλος μιας πολυάριθμης 
υπεροικογένειας ισοενζύμων (Scott et al., 1998). 
Αυξημένη έκφραση (συνήθως από αυξημένη 
μεταγραφή παρά γονιδιακό πολλαπλασιασμό) και 
μεταλλαγμένες μορφές του P-450 έχουν εμπλακεί σε 
περιπτώσεις ανθεκτικότητας (Oppenoorth, 1985). 
Χαρακτηριστικό είναι το παράδειγμα της υπερέκφρα- 
σης του Ρ-450 στη Drosophila melanogaster η οποία 
αποδίδεται στην ένθεση του μεταθετού στοιχείου 
Accord στο γονίδιο cyp6g1, ένα από τα 90 γονίδια 
που κωδικοποιούν P-450 ένζυμα (Daborn et al., 
2002). Η ένθεση του στοιχείου Accord εντοπίστηκε 
στο 5' άκρο του γονίδιου, στην περιοχή δηλαδή που 
υπάρχουν ρυθμιστικά στοιχεία που επηρεάζουν τη 
μεταγραφή, προκαλώντας την αύξησή της.

γ) S-τρανσφεράση της γλουταθειόνης: Η
γλουταθειόνη (GSH) είναι ένα τριπεπτίδιο γλυκίνης, 
γλουταμικού οξύ και κυστεΐνης, το οποίο μπορεί να 
συνδέεται με ενώσεις που παρουσιάζουν αντιδρόν 
ηλεκτροφιλικό κέντρο. Η αντίδραση αυτή καταλύεται 
από τις τρανσφεράσες της γλουταθειόνης (GST), οι 
οποίες συνδέουν τη σουλφιδριλική ομάδα (-SH) της 
γλουταθειόνης με την ηλεκτροφιλική ομάδα της 
ξενοβιοτικής ομάδας προς σχηματισμό υδατοδιαλυ- 
τού και λιγότερου τοξικού προϊόντος. Η 
ανθεκτικότητα η οποία αποδίδεται στο μεταβολισμό 
των GSTs οφείλεται κυρίως σε αύξηση του ποσού 
του ενζύμου λόγω αυξημένης μεταγραφής (Enayati 
et al., 2005). Παράδειγμα ανθεκτικότητας στο οποίο 
εμπλέκεται η GST αποτελεί η ανθεκτικότητα της 
οικιακής μύγας σε OPs τα οποία παρουσίασαν GST 
με υψηλότερη Vmax έως και 20 φορές σε σύγκριση 
με τα ευαίσθητα (Motoyama et al., 1980).

4) Αλλανή στόχου. Συχνά στόχοι των εντομοκτόνων 
αποτελούν συγκεκριμένες πρωτεΐνες του κεντρικού 
νευρικού συστήματος. Στη περίπτωση αυτή ο 
μηχανισμός ανθεκτικότητας αφορά στην 
τροποποίηση της δομής του στόχου μέσω μεταλ­
λαγών των αμινοξέων, με τρόπο που να μειώνεται η 
ευαισθησία του ως προς το εντομοκτόνο. Ο 
μηχανισμός είναι γνωστός ως απευαισθητοποίηση 
του στόχου δράσης. Στόχοι δράσης των 
εντομοκτόνων αποτελούν: α) τα τασεο-εξαρτώμενα 
κανάλια Na+, β) η ακετυλοχολινεστεράση, γ) οι

υποδοχείς της ακετυλοχολίνης και δ) οι υποδοχείς 
GABA και γλουταμικού.

Αναλυτικότερα:

α) Τασεο-εξαρτώμενα κανάλια Na+: Τα κανάλια Na+ 
αποτελούν διαμεμβρανικές πρωτεΐνες οι οποίες είναι 
υπεύθυνες για τη φάση της ταχείας αύξησης των 
δυναμικών δράσης και απαραίτητες για την 
ηλεκτρική μεταβίβαση σήματος. Τα εντομοκτόνα τα 
οποία δρουν σε αυτά είναι το DDT και τα πυρεθροει- 
δή, προκαλώντας μείωση του ρυθμού απενεργοποί- 
ησής τους. Η ανθεκτικότητα που αποδίδεται στα 
τασεο-εξαρτώμενα κανάλια Na+ παρουσιάζει μία 
μετάλλαξη σε περιοχή της πρωτεΐνης που 
συμμετέχει στο σχηματισμό του δίαυλου του 
καναλιού (Dong, 2007).

β) Ακετυλοχολινεστεράση: Ο φυσιολογικός ρόλος της 
ακετυλοχολινεστεράσης συνίσταται στην υδρόλυση 
της ακετυλοχολίνης, του κύριου νευροδιαβιβαστή 
των νευρικών συνάψεων. Τα εντομοκτόνα που 
δρουν σε αυτήν είναι τα οργανοφωσφορικά και 
καρβαδιμικά, προκαλώντας αναστολή της υδρόλυ­
σης της ακετυλοχολίνης. Η ανθεκτικότητα που 
σχετίζεται με το ένζυμο αποδίδεται στην 
απευαισθητοποίησή του λόγω μεταλλάξεων που 
προκαλούν αλλαγή της δομής του, ώστε το 
εντομοκτόνο να μην έχει πρόσβαση στο ενεργό 
κέντρο (πρώτη αναφορά: Smissaert, 1964).

γ) Υποδοχείς ακετυλοχολίνης: Οι υποδοχείς της 
ακετυλοχολίνης εντοπίζονται στο μετασυναπτικό 
νευρικό κύτταρο και αποτελούν ομο- ή ετερο- 
πενταμερείς διαμεμβρανικές γλυκοπρωτεΐνες, οι 
οποίες σχηματίζουν ιοντικά κανάλια και συμβάλλουν 
στη λειτουργία του νευρικού συστήματος. Τα 
εντομοκτόνα που έχουν ως στόχο αυτούς τους 
υποδοχείς είναι τα νεονικοτινοειδή και η 
μακροκυκλική λακτόνη spinosad. Η ανθεκτικότητα 
στα νεονικοτινοειδή εντομοκτόνα οφείλεται σε 
μετάλλαξη η οποία μειώνει σημαντικά την πρόσδεση 
του εντομοκτόνου (Liu et al., 2005), ενώ η 
ανθεκτικότητα στο spinosad δεν έχει ακόμη πλήρως 
διαλευκανθεί (Scott, 2008).

δ) Υποδοχείς GABA-γλουταμικού: Οι υποδοχείς 
GABA και γλουταμικού αποτελούν κανάλια Cl-, τα 
οποία επιτρέπουν την εισροή αρνητικά φορτισμένων 
ιόντων Cl- μέσα στο κύτταρο, αναστέλλοντας με
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αυτόν τον τρόπο τη δράση των νευρώνων. 
Εντομοκτόνα που στοχεύουν στους υποδοχείς 
GABA αποτελούν, για παράδειγμα, τα dieldrin και 
fipronil τα οποία οδηγούν σε υπερδιέγερση του 
νευρικού συστήματος, ενώ τα εντομοκτόνα που 
δρουν στους υποδοχείς του γλουταμικού 
(avermectins, milbemycins) προκαλούν αναστολή 
των φυσιολογικών διεργασιών και παράλυση. Η

ανθεκτικότητα προς αυτά τα εντομοκτόνα έχει 
αποδοθεί σε μετάλλαξη που εντοπίζεται σε περιοχή 
της δεύτερης διαμεμβρανικής περιοχής του 
υποδοχέα, η οποία συμμετέχει στο σχηματισμό του 
καναλιού και αποτρέπει τη σύνδεση του εντομοκτό- 
νου (Buckingham et al., 2005).

ΧΟΛΙΝΕΡΓΙΚΗ ΜΕΤΑΒΙΒΑΣΗ

Η χολινεργική μεταβίβαση αποτελεί σημαντική διαδικασία σε ένα εύρος νευρικών διεργασιών σε 
όλους τους οργανισμούς. Το χολινεργικό σύστημα περιλαμβάνει την ακετυλοχολίνη (ACh), η οποία 
αποτελεί το νευροδιαβιβαστή και ρυθμίζει τη μεταβίβαση του σήματος, το βιοσυνθετικό της ένζυμο, την 
ακετυλτρανσφεράση της χολίνης, το αποδομητικό της ένζυμο, την ακετυλχολινεστεράση και, τέλος, 
τους υποδοχείς της ACh.

Η μοριακή βιολογία της χολινεργικής σύναψης αρχίζει με τη σύνθεση της ACh, αρχικά 
υποστρώματα της οποίας αποτελούν η χολίνη και η γλυκόζη. Η χολίνη εισάγεται στο νευρώνα, ενώ 
από το μεταβολισμό της γλυκόζης παράγεται ως προϊόν το ακετυλοσυνένζυμο Α (ακετυλ-CoA). Στη 
συνέχεια, η ACh συντίθεται από τη χολίνη και το ακετυλ-CoA με τη δράση του ενζύμου της 
ακετυλοτρανσφεράσης, αποθηκεύεται σε κυστίδια στη νευρική προσυναπτική απόληξη (Katz & Miledi, 
1972; 1979) και απελευθερώνεται μετά την εκπόλωση της απόληξης. Η διεργασία αυτή απαιτεί την 
παρουσία ασβεστίου: το δυναμικό δράσης που φθάνει στην απόληξη του προσυναπτικού νευρώνα 
πυροδοτεί το άνοιγμα δυναμο-εξαρτώμενων καναλιών Ca+2, με αποτέλεσμα ιόντα Ca+2 να εισρέουν 
στο κυτοσόλιο και να ενεργοποιούν την απελευθέρωση των κυστιδίων με εξωκύτωση στη συναπτική 
σχισμή (Breer & Knipper, 1984; Augustine et al., 1991). Η ACh, η οποία διαχέεται ταχύτατα κατά 
μήκος της συναπτικής σχισμής (Land et al., 1984), συνδέεται στους μετασυναπτικούς υποδοχείς, 
επιτρέποντας ιόντα Na+ και K+ να διαχυθούν στη μεμβράνη και να εκπολώσουν το κύτταρο, ώστε να 
συνεχιστεί η μεταβίβαση του σήματος (Satelle, 1980; Harrow, 1982; Satelle, 1985). Η αποδόμηση της 
ACh πραγματοποιείται με υδρόλυση από την ακετυλοχολινεστεράση, παράγοντας οξικό οξύ και 
χολίνη. Η χολίνη επαναπροσλαμβάνεται στο προσυναπτικό κύτταρο για την εκ νέου σύνθεση της ACh.

Στα έντομα η ακετυλoχολίνη αποτελεί τον κύριο νευροδιαβιβαστή του κεντρικού νευρικού 
συστήματος (Pitman, 1971; Gerschenfeld, 1973) και περιορίζεται σε αυτό. Παρότι στα θηλαστικά η 
ακετυλοχολίνη εντοπίζεται στις νευρικές και νευρομυϊκές συνάψεις, στα έντομα έχει αποδειχθεί ότι δεν 
υπάρχει χολινεργικό σύστημα στις νευρομυϊκές συνάψεις αλλά η διέγερση και η αναστολή των μυών 
ρυθμίζεται από το γλουταμικό και το GABA, αντίστοιχα (Pitman, 1971). Έχει επιπλέον αποδειχθεί ότι η 
ACh εμφανίζεται σε υψηλότερα επίπεδα στον εγκέφαλο των εντόμων σε σύγκριση με περιοχές του 
εγκεφάλου σπονδυλωτών (Restifo & White, 1990; Buchner, 1991).
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6. ΟΡΓΑΝΟΦΩΣΦΟΡΙΚΟΙ (OP) ΕΣΤΕΡΕΣ

6.1 Ιστορική αναδρομή

Οι οργανοφωσφορικές ενώσεις συμμετέχουν σε 
ένα ευρύ φάσμα καταναλωτικών, γεωργικών, κτηνο- 
τροφικών και βιομηχανικών διεργασιών και προϊό­
ντων, περιλαμβάνοντας εντομοκτόνα (μαλαθείο, 
παραθείο, διαζινόνη, φενθείο), νευροτοξικές ουσίες 
(σόμαν, σαρίν, ταμπούν, VX), οφθαλμικές ουσίες 
(echothiophate, isoflurophate), αντιαιμοφιλικά 
(trichlorfon). Η πρώτη σύνθεση πραγματοποιήθηκε 
στις αρχές του 1800 όταν ο Jean Louis Lassaigne 
προκάλεσε την αντίδραση μεταξύ αλκοόλης και 
φωσφορικού οξέος. Εκατό χρόνια αργότερα ο 
Michaelis στη Γερμανία και ο Arbusov στη Ρωσία 
παρουσίασαν τη σύνθεση ενός μεγάλου αριθμού 
οργανοφωσφορικών ενώσεων. Η τοξικότητα των 
ουσιών αυτών, όμως, προσδιορίστηκε αρκετά χρόνια 
αργοτέρα. Το 1932, ο χημικός Willy Lange και ο 
μαθητής του Gerde von Krueger κατέγραψαν τα 
τοξικά αποτελέσματα οργανοφωσφορικών εστέρων 
στον εαυτό τους ως “ένα αίσθημα πίεσης στο 
λάρυγγα και δυσκολία στην αναπνοή ακολουθού­
μενα από διαταραχή στη συνείδηση και θολή όραση” 
(Gupta, 2006). Το 1937, ο Schrader (χημικός της 
Bayer AG, Γερμανία) χαρακτήρισε και τις 
εντομοκτόνες ιδιότητές τους. Εντούτοις, ο γερμανικός 
στρατός απέτρεψε τη χρήση των οργανοφωσφο- 
ρικών ενώσεων ως εντομοκτόνα και ανέπτυξε αντ' 
αυτών ένα οπλοστάσιο χημικών ουσιών. Σε ένα μόνο 
εργοστάσιο στο DUhrenfurth παρήχθησαν 12,000 
τόνοι ταμπούν και 600 τόνοι σαρίν (Holmstedt, 
1963). Οι οργανοφωσφορικές ενώσεις επανεισήχθη- 
σαν στην παγκόσμια αγορά για χρήση ως 
φυτοφάρμακα και εντομοκτόνα μόνο μετά το τέλος 
του Δευτέρου Παγκόσμιου Πολέμου. Σήμερα, οι 
οργανοφωσφορικοί εστέρες αποτελούν μία από τις 
σημαντικότερες κατηγορίες εντομοκτόνων 
αριθμώντας 150 διαφορετικά σκευάσματα τα οποία 
χρησιμοποιούνται για την προστασία γεωργικών και 
κτηνοτροφικών παρασίτων (Eto, 1974; Worthing, 
1987; Ware, 2000; Tomlin, 2003). Τα OPs 
παρασιτοκτόνα εισήχθησαν στην καταπολέμηση των 
εντόμων ως αντικαταστάτες των οργανοχλωριω- 
μένων. Η χρήση των οργανοχλωριωμένων 
απαγορεύτηκε το 1970 λόγω της τάσης που 
παρουσίασε το DDT και οι μεταβολίτες του να

συσσωρεύονται στο οικοσύστημα, προκαλώντας 
προβλήματα στον άνθρωπο και στο περιβάλλον 
(Woodwell, 1967). Χαρακτηριστικό παράδειγμα 
αποτέλεσε η μείωση των πληθυσμών αρπακτικών 
πουλιών. Έρευνες έδειξαν πως το DDT και οι 
μεταβολίτες του επιδρούσαν αρνητικά στο 
αναπαραγωγικό σύστημα, στην ικανότητα 
μεταβολισμού του ασβεστίου και στην εναπόθεσή 
του στο κέλυφος των αυγών των αρπακτικών 
πουλιών με αποτέλεσμα την ξαφνική και σημαντική 
μείωση του πάχους του. Συνηθισμένη συνέπεια ήταν 
το σπάσιμο των αυγών, κάτω από το βάρος του 
αρπακτικού που προσπαθούσε να τα επωάσει 
(Carson, 1962).

6.2 Δομή ΟΡ εστέρων

Οι οργανοφωσφορικοί εστέρες που χρησιμο­
ποιούνται κυρίως στη γεωργική φαρμακολογία είναι 
κατά πλειοψηφία οργανικά παράγωγα φωσφορικού 
ή φωσφονικού οξέος ή θειώδη ανάλογα στα οποία το 
άτομο φωσφόρου έχει υποκατασταθεί πλήρως. 
Αποτελούνται από 2 αλκυλ-υποκαταστάσεις (R, R') 
και μία τρίτη ομάδα (Χ) πιο ευμετάβλητη στην 
υδρόλυση που αποκαλείται “αποχωρούσα ομάδα” 
(leaving group) (Εικόνα 1-13). Η ομάδα R μπορεί να 
είναι μεθύλ- ή αιθύλ- ομάδα, ενώ η ομάδα R’ μπορεί 
να είναι μεθοξύ-, αιθοξύ-, αιθύλ-, φαινύλ- ή άμινο- 
ομάδα. Η δομή των εντομοκτόνων παρουσιάζει τη 
μεγαλύτερη ποικιλομορφία στην ομάδα Χ. Η 
ικανότητά της να αποδεσμεύει το άτομο φωσφόρου 
εξαρτάται από τη χημική της δομή και από τις 
υπόλοιπες ομάδες που συνδέονται στο φώσφορο. 
Εντομοκτόνα τα οποία παρουσιάζουν υψηλή 
τοξικότητα περιέχουν ως ομάδα Χ μία 
ηλεκτροαρνητική ομάδα ή μία ομάδα που περιέχει 
ηλεκτροαρνητικό υποκαταστάτη, οδηγώντας σε μια 
ένωση με δραστικό (reactive) ή ασταθή (labile) Ρ-Χ 
δεσμό (Fukuto, 1990).

Εικόνα 1-13: Γενική 
δομή των οργανο- 
φωσφορικών εντο- 
μοκτόνων.
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Τα θειώδη εντομοκτόνα τα οποία προκύπτουν 
με αντικατάσταση του διπλού δεσμού του οξυγόνου 
με θείο (P=S) δεν παρουσιάζουν την ίδια ισχυρή 
δράση με τα εντομοκτόνα που φέρουν P=O λόγω της 
χαμηλότερης ηλεκτροαρνητικότας και της χαμηλής 
δραστικότητας (reactivity) του ατόμου θείου σε 
σχέση με το οξυγόνο. Η τοξικότητα των εντομοκτό- 
νων αυτών οφείλεται στον P=O εστέρα που 
προκύπτει από τη μεταβολική οξείδωση του P=S στο 
αντίστοιχο “όξον” (oxon) (Gage, 1953; Dauterman, 
1971).

6.3 Μηχανισμός αναστολής AChE

Οι οργανοφωσφορικοί εστέρες ανήκουν στην 
ομάδα των αντιχολινεστερασικών ενώσεων, των 
ενώσεων δηλαδή που αναστέλλουν την ενζυμική 
υδρόλυση χολινεργικών νευροδιαβιβαστών. Η 
αναστολή και τοξικότητα των ενεργών οργανοφω- 
σφορικών εστέρων οφείλεται σε ένα κοινό δυναμικό 
μηχανισμό, ο οποίος συνίσταται στη φωσφορυλίωση 
του ενζύμου της ακετυλχολινεστέρασης (AChE), 
προκαλώντας τη συσσώρευση της ακετυλοχολίνης, 
υπερδιέγερση των χολινεργικών υποδοχέων και 
τελικώς σημάδια χολινεργικής τοξικότητας (Moretto, 
1998; Vale, 1998). Η αναστολή της AChE από έναν 
οργανοφωσφορικό εστέρα λαμβάνει χώρα μέσω μια 
χημικής αντίδρασης στην οποία η υδροξυλική ομάδα 
της σερίνης του ενεργού κέντρου του ενζύμου 
φωσφορυλιώνεται κατά τρόπο ανάλογο της 
ακετυλίωσης της AChE (Aldridge, 1952; Cohen, 
1963; Wilson, 1960). Με τον τρόπο αυτό το -ΟΗ της 
σερίνης καθίσταται μη ικανό να συμμετάσχει στην 
υδρόλυση της ACh. Το φωσφορυλιωμένο ένζυμο 
είναι υψηλά σταθερό και σε ορισμένες περιπτώσεις, 
ανάλογα με τις ομάδες που είναι συνδεδεμένες στο 
άτομο του φώσφορου, αναστέλλεται αμετάκλητα, σε 
αντίθεση με το ακετυλιωμένο ένζυμο το οποίο 
γρήγορα διασπάται για να δώσει οξικό οξύ και το 
αναγεννημένο ένζυμο (Aldridge, 1950). Οι ρυθμοί 
επανενεργοποίησης του ενζύμου διαφέρουν σε 
μεγάλο βαθμό και εξαρτώνται από τη δομή του OP, 
την κυτταρική θέση και τη μορφή του ενζύμου.

Η αντίδραση της αναστολής της ακετυλοχολινε- 
στεράσης πραγματοποιείται σε δύο στάδια (Εικόνα 
1-14). Αρχικά, ο φώσφορος (της φωσφορυλομάδας)

Εικόνα 1-14: Επάνω : Σύνδεση της ACh στο ενεργό κέντρο 
της AChE. Κάτω: Μηχανισμός αναστολής της AChE από το 
παραθείο (ΟΡ εντομοκτόνο).

των οργανοφωσφορικών εστέρων καθίσταται 
ηλεκτρονιόφιλος ένεκα της επαγωγικής έλξης 
ηλεκτρονίων από το οξυγόνο P=O, με αποτέλεσμα 
στη συνέχεια το ελλιπές σε ηλεκτρόνια κέντρο που 
δημιουργείται να διευκολύνει την πυρηνόφιλη 
προσβολή του -ΟΗ της σερίνης του ενζύμου στο 
άτομο φωσφόρου με ταυτόχρονη εκδίωξη της 
ομάδας X. Η χημική ενεργοποίηση του φωσφόρου 
είναι πρωταρχικής σημασίας για την αντιακετυλ- 
χολινεστερική δράση, καθώς και οι στερεοχημικές 
ιδιότητες ενός οργανοφωσφορικού εστέρα. Οι 
Hansch και Deutch (1966) κατέδειξαν ότι όσο πιο 
ογκώδης είναι η R-αλκυλομάδα ενός οργανοφωσφο- 
ρικού τόσο μικρότερη είναι η αναστολή της 
ακετυλοχολινεστεράσης που προκαλεί.

6.4 Μεταβολική αποδόμηση OP εστέρων

Οι οργανοφωσφορικοί εστέρες αποτελούν 
τριτοταγείς εστέρες κι επομένως καθίστανται 
ευαίσθητοι σε υδρολυτική αποδόμηση. Η 
αποτοξίνωση μιας οργανοφωσφορικής ένωσης 
μπορεί να επιτευχθεί με διάφορους τρόπους διότι 
αποκοπή οποιουδήποτε δεσμού μεταξύ του
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φωσφόρου και των υπολοίπων ομάδων οδηγεί σε 
αποδόμηση (Εικόνα 1-15). Οι εστεράσες, για παρά­
δειγμα, οι οποίες αναφέρονται και ως υδρολάσες ή 
φωσφοεστερικές υδρολάσες, έχουν την ικανότητα να 
υδρολύουν τους οργανοφωσφορικούς εστέρες (Ετο, 
1974; Dauterman, 1971). 7

Εικόνα 1-15: Αποικοδόμηση του οργανοφωσφορικού 
εντομοκτόνου, μαλαθείον. Πιθανές θέσεις δράσης των 
ενζύμων αποτοξίνωσης.

7. ΑΚΕΤΥΛΧΟΛΙΝΕΣΤΕΡΑΣΗ

7.1 Η ανακάλυψη του ενζύμου

Η ακετυλοχολινεστεράση έχει μελετηθεί για 
πολλούς και ποικίλους λόγους για σχεδόν έναν 
αιώνα τώρα - ως ένζυμο, ως θεραπευτικό μέσο, ως 
στόχος εντομοκτόνων και νευροτοξικών ουσιών, ως 
δείκτης χολινεργικών νευρώνων και αλληλεπίδρασης 
μεταξύ κυττάρων (ανασκόπηση: Inestrosa &
Perelman, 1989; Taylor, 1991; Massoulie et al., 
1993; Rotundo & Fambrough, 1994; Legay, 2000). Η 
πρώτη αναφορά του ενζύμου καταγράφεται το 1914 
όταν ο Dale παρατήρησε ότι ο ορός παρουσιάζει 
δράση εστεράσης, υποθέτοντας την ύπαρξη ενός 
μορίου υπεύθυνου για τον τερματισμό της νευρικής 
ώσης στις χολινεργικές συνάψεις (Quinn,1987; 
Soreq & Zakut, 1990; Taylor 1990). Η πρώτη 
περιγραφή του ενζύμου χρονολογείται το 1938 από 
τον Nachmansohn. Στις τέσσερις δεκαετίες που 
ακολούθησαν οι μελέτες προσδιόρισαν τα κεντρικά

χαρακτηριστικά του μηχανισμού δράσης του ενζύμου 
και έθεσαν τα θεμέλια για την κατανόηση της 
λειτουργίας των αναστολέων του σε μοριακό 
επίπεδο (Nachmansohn, 1955; Nachmansohn & 
Neumann, 1975). Μεταγενέστερες έρευνες παρου­
σίασαν ένα μεγάλο αριθμό ενζυμικά ενεργών 
μορφών, οι οποίες διέφεραν στη διαλυτότητα σε 
υψηλά και χαμηλά ιοντικά διαλύματα, στις 
αλληλεπιδράσεις με αποδιατακτικές ουσίες και στην 
ικανότητα να διαχωρίζονται σε χρωματογραφία, 
ηλεκτροφόρηση και καθίζηση. Σύντομα έγινε φανερό 
ότι οι διαφορές στο μέγεθος απεικόνιζαν τις 
διαφορετικές μορφές του ενζύμου. Σήμερα είναι 
γνωστό ότι η ακετυλοχολινεστεράση υπάρχει ως 
μονομερές, διμερές ή τετραμερές μιας κοινής 
καταλυτικής υπομονάδας και ως ένα, δύο ή τρία 
τετραμερή που συνδέονται με μία ουρά που φέρει 
τρεις αλυσίδες κολαγόνου (ColQ) (Massoulie & Bon, 
1982; Massoulie et al., 1993).

Η ακετυλοχολινεστεράση (AChE, acetylcholine 
hydrolase, EC 3.1.1.7) αποτελεί ένζυμο κλειδί του 
νευρικού συστήματος. Ο ρόλος της συνίσταται στην 
υδρόλυση του νευροδιαβιβαστή ακετυλοχολίνη 
(ACh), συμμετέχοντας στη ρύθμιση και την έκταση 
της διάρκειας των αλληλεπιδράσεών της με τους 
μετασυναπτικούς της υποδοχείς (Rosenberry, 1975; 
Toutant, 1989). Η ακετυλοχολινεστεράση συναντάται 
σε όλους τους σπονδυλωτούς και ασπόνδυλους 
οργανισμούς. Τα σπονδυλωτά παρουσιάζουν μόνο 
ένα γονίδιο, το οποίο είναι υπεύθυνο για όλες τις 
μορφές της AChE (Sikorav 1987; Rotundo 1988) 
μέσω της διαδικασίας του εναλλακτικού ματίσματος 
(Sikorav, 1988; Soreq, 1990; Maulet et al., 1990; Li 
et al., 1991; 1993a; 1993b; Ekstrom et al., 1993), 
Στα έντομα έχει καταγραφεί η παρουσία περισσοτέ­
ρων του ενός γονιδίων (Bourguet et al., 1996; Tomita 
et al., 2000; Li & Han, 2002) με την τάξη όμως των 
ανώτερων Δπτέρων να παρουσιάζει μόνο ένα (Hall & 
Spierer, 1986; Vontas et al., 2002; Hsu et al., 2004).

7.2 In vivo σύνθεση

Η σύνθεση της ακετυλοχολινεστεράσης 
λαμβάνει χώρα στο ενδοπλασματικό δίκτυο (RER) 
από όπου στη συνέχεια μεταφέρεται στην κυτταρική 
επιφάνεια μέσω της συσκευής Golgi. Η AChE 
οδηγείται στο ενδοπλασματικό δίκτυο μέσω της
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αμινοτελικής σηματοδοτικής αλληλουχίας (Soreq et 
al., 1990). Εκεί γλυκοσυλιώνεται και σχηματίζει 
διμερή ή τετραμερή (Rotundo, 1984; 1988; Rotundo 
et al., 1989). Τα ολιγομερή στη συνέχεια οδηγούνται 
στη συσκευή Golgi (Rotundo, 1984), ενώ τα μη 
πολυμερισμένα μόρια παραμένουν ως σφαιρικά 
μονομερή που παρακρατούνται μέσω του σήματος 
κράτησης στο κυτταρόπλασμα (Velan et al., 1991) 
ώστε να αποικοδομηθούν (Rotundo & Fambrough, 
1980). Η AChE υφίσταται μετα-μεταφραστικές 
τροποποιήσεις στο ενδοπλασματικό δίκτυο και τη 
συσκευή Golgi πριν μεταφερθεί στην κυτταρική 
επιφάνεια του κυττάρου (Rotundo 1984; 1988; 
Rotundo et al., 1989). Η σύνθεση του ενζύμου 
πραγματοποιείται σε σύντομο χρονικό διάστημα, στο 
ρυθμό περίπου του 20% επί του συνολικού 
κυτταρικού περιεχομένου ενεργών ενζύμων ανά 
ώρα. Η μεταφορά του από το ενδοπλασματικό 
δίκτυο στην πλασματική μεμβράνη απαιτεί περίπου
2.5 ώρες (Rotundo & Fambrough, 1980).

7.3 Ενζυμικές μορφές

Η ακετυλοχολινεστεράση συναντάται στους 
ανώτερους οργανισμούς σε διάφορες μορφές, οι 
οποίες καθορίζονται από τα εξόνια τα οποία 
κωδικοποιούν την καρβοξυτελική περιοχή. Τα 
μετάγραφα της ακετυλοχολινεστεράσης, ανάλογα με 
τη δομή που παρουσιάζει η κωδικοποιημένη 
καρβοξυτελική περιοχή, μπορούν να διακριθούν σε 
R, H, T ή S μετάγραφα (Εικόνα 1-16).

R μετάγραφα (“read through”): το “R” μετάγραφο 
περιλαμβάνει στην αλληλουχία εκτός από τα εξόνια 
και το ιντρόνιο το οποίο ακολουθεί το τελευταίο 
εξόνιο της καταλυτικής περιοχής. Η παρουσία τους

έχει καταγραφεί στο Torpedo (Sikorav et al., 1988) 
και σε τρωκτικά (Li et al., 1991; 1993; Legay et al., 
1995).

H μετάγραφα (“hydrophobic”): το “Η” μετάγραφο 
παρουσιάζει ένα καρβοξυτελικό πεπτίδιο, το οποίο 
περιέχει συνήθως μία ή δύο κυστεΐνες που 
επιτρέπουν το σχηματισμό διμερών μέσω 
δισουλφιδικών δεσμών. Το πεπτίδιο αυτό 
ακολουθείται από μία υδρόφοβη περιοχή, η οποία 
απομακρύνεται από το ένζυμο και στη θέση του 
προστίθεται μία γλυκοσυλ-φωσφατιδυλ-ινοσιτολική 
άγκυρα (GPI anchor) (Futerman et al., 1985; Silman 
& Futerman, 1987). Η “H” μορφή της ακετυλοχολινε- 
στεράσης απαντάται στη Drosophila και τα 
νηματοειδή (Arpagaus et al., 1992) καθώς και σε 
ορισμένα σπονδυλωτά (Inestrosa et al., 1988) και 
θηλαστικά (Legay et al., 1993).

T μετάγραφα (“tailed”): το “Τ” μετάγραφο
παρουσιάζει ένα καρβοξυτελικό πεπτίδιο το οποίο 
περιέχει μια σειρά συντηρημένων αρωματικών 
καταλοίπων και μία κυστεΐνη υπεύθυνη για το 
σχηματισμό δισουλφιδικών δεσμών. Το “Τ” πεπτίδιο 
θεωρείται ότι οργανώνεται ως μία αμφιφιλική α-έλικα, 
έτσι ώστε οι αρωματικές πλευρικές αλυσίδες να 
σχηματίζουν ένα εκτεθιμένο υδρόφοβο σύμπλεγμα 
(Massoulie et al., 1993). Η δομή αυτή συμμετέχει στο 
σχηματισμό διμερών και τετραμερών, καθώς και 
στην ένωση των τετραμερών με μια ουρά που φέρει 
τρεις αλυσίδες κολλαγόνου (ColQ).

S μετάγραφα (“soluble” or “snake”): το “S” 
μετάγραφο παρουσιάζει ένα μικρό υδρόφιλο 
πεπτίδιο, μέρος του οποίου αποκόπτεται μόλις 
εκκριθεί από το κύτταρο, δημιουργώντας διαλυτά 
μονομερή της ακετυλοχολινεστεράσης. Το μετάγρα- 
φο αυτό συναντάται μόνο σε ορισμένα δηλητηριώδη 
φίδια της οικογένειας elapidae (Frobert et al., 1997; 
Cousin et al., 1996; 1998), αποτελώντας ίσως μία 
ένδειξη της παρουσίας της AChE στο δηλητήριο.

7.4 Στερεοχημική δομή

Η AChE ανήκει στην οικογένεια των α/β 
υδρολασών, ομάδα που ορίζεται από κοινή δομική 
ομολογία περιλαμβάνοντας χολινεστεράσες, καρβο- 
ξυλεστεράσες και λιπάσες (Liao & Remington, 1990;
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Holmquist, 2000). Η ομάδα αυτή παρουσιάζει 
κυλινδρική δομή που αποτελείται από α-έλικες και β- 
πτυχωτά φύλλα. Η καταλυτική τριάδα του ενζύμου 
περιέχει ένα κατάλοιπο σερίνης και ιστιδίνης (Ser200 
και His440), ενώ αντίθετα με το συνηθισμένο 
κατάλοιπο ασπαραγίνης (Asp) των πρωτεασών 
σερίνης, το τρίτο κατάλοιπο της τριάδας είναι η 
γλουταμίνη (Glu327). Το πιο εντυπωσιακό 
χαρακτηριστικό της δομής της ακετυλοχολινεστερά- 
σης αποτελεί μία βαθιά και στενή αύλακα περίπου 20 
Α, η οποία εισχωρεί μέσα στο ένζυμο και πλαταίνει 
κοντά στη βάση του (Sussman et al., 1991). Η 
αύλακα περιέχει την καταλυτική τριάδα και σχηματίζει 
το θυλάκιο σύνδεσης για την ακετυλοχολίνη. 
Ενδιαφέρον είναι το γεγονός ότι 14 αρωματικά 
κατάλοιπα αποτελούν ένα σημαντικό ποσοστό της 
επιφάνειας της αύλακας. Τα αρωματικά αυτά 
κατάλοιπα και οι αλληλουχίες που τα πλαισιώνουν 
είναι υψηλά συντηρημένες μεταξύ των ειδών 
(MacPhee-Quigley, 1985; Gibney, 1988). Ο μεγάλος 
αριθμός των αρωματικών καταλοίπων στο ενεργό 
κέντρο ίσως σχετίζεται με την ύπαρξη ποικίλων 
περιφερειακών σημείων πρόσδεσης της 
ακετυλοχολίνης (Rosenberry,1975; Cohen et al., 
1989), καθώς και με την καθοδήγηση της 
ακετυλοχολίνης από τη περιφέρεια στο κέντρο 
(Rosenberry & Neumann, 1977). Ο αρωματικός 
αυτός μηχανισμός καθοδήγησης εξηγεί τον υψηλό 
βαθμό σύνδεσης του υποστρώματος και τη γρήγορη 
απομάκρυνση (clearance) της χολίνης από το ενεργό 
κέντρο. Επιπλέον, στην είσοδο της αύλακας 
εντοπίζεται μια περιφερειακή ανιονική θέση (PAS 
“peripheral anionic site”) η οποία συνίσταται από 
πέντε κατάλοιπα, ενώ η ίδια αύλακα πλαισιώνεται 
από δέκα όξινα κατάλοιπα σχηματίζοντας το 
λεγόμενο “δακτυλιοειδή ηλεκτροστατικό μοτίβο” 
(Εικόνα 1-17) (Felder et al., 1997).

7.5 Καταλυτική δράση

Η υδρόλυση της ACh από την AChE παρουσιά­
ζει τα στοιχεία μιας οξινο-βασικής καταλυόμενης 
αντίδρασης, περιλαμβάνοντας επιπλέον αντιδράσεις 
ακυλίωσης και απακυλίωσης. Το δραστικό τμήμα της 
ακετυλοχολινεστεράσης εντοπίζεται στο πεπτιδικό 
τμήμα γλυκινο -  ασπαρτυλο -  σερινο -  γλυκίνη, το 
οποίο απαρτίζεται από δύο διαφορετικές δραστικές 
θέσεις: α) την εστερική θέση που θεωρείται ότι είναι 
η υδροξυλομάδα της σερίνης, ενεργοποιημένη από 
τη γειτονική ιμιδαζολική ομάδα της ιστιδίνης και 
αφορά την υδρολυτική ικανότητα του ενζύμου και β) 
την αρνητικά φορτισμένη ανιονική θέση, η οποία 
σχετίζεται με την ειδίκευση του ενζύμου (Wilson & 
Bergmann, 1950a; 1950b). Το αρνητικό φορτίο του 
ανιονικού τμήματος αποδίδεται στο καρβοξυλικό 
ανιόν του ασπαρτικού ή γλουταμικού οξέος. Η 
εστερική θέση βρίσκεται 5 Α μακριά της ανιονικής, 
καταλύοντας την υδρόλυση του εστερικού δεσμού 
του υποστρώματος, ενώ η ανιονική έλκει εκτός της 
ACh και άλλους κατιονικούς αναστολείς. Οι δυνάμεις, 
οι οποίες συμβάλλουν κυρίως στη σύνδεση του 
ενζύμου (Ε) και του υποστρώματος (S) είναι: α) 
δυνάμεις Coulomb, μεταξύ της θετικά φορτισμένης 
ομάδας του υποστρώματος και την ανιονικής θέσης, 
β) δυνάμεις Van der Waal’s, μεταξύ της μεθυλικής 
και μεθυλενικών ομάδων της ACh και της μη 
φορτισμένης επιφάνειας της δραστικής ομάδας και γ) 
ασθενής ομοιοπολικός δεσμός μεταξύ της βασικής 
ομάδας της εστερικής θέσης και του
ηλεκτρονιοφιλικού καρβονυλικού άνθρακα του 
εστέρα (Ravin et al., 1951). Η AChE στη 
πραγματικότητα είναι ένα υψηλά πολύπλοκο ένζυμο 
φέροντας, εκτός του εστερικού και ανιονικού 
τμήματος, και έναν αριθμό περιφερειακών τμημάτων 
και υδρόφοβων περιοχών (Rosenberry, 1975).

Κατά την είσοδό της στην αύλακα, η ACh 
προσδένεται παροδικά στην περιφερειακή ανιονική 
θέση (PAS) (Szegletes at al., 1999) επάγοντας 
πιθανόν δομικές αλλαγές, ώστε να διευκολύνει το 
πέρασμά της στην αύλακα (Kitz et al., 1970). 
Εφόσον εισέλθει στην αύλακα, οι αρωματικές ομάδες 
που την πλαισιώνουν οδηγούν την ακετυλοχολίνη 
από την επιφάνεια της πρωτεΐνης στο ενεργό κέντρο. 
Η ACh μεταφέρεται στο ενεργό κέντρο του ενζύμου 
μέσω της ηλεκτροστατικής έλξης μεταξύ του θετικούΕικόνα 1-17: Βασικά χαρακτηριστικά της δομής της AChE.
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φορτισμένου ατόμου αζώτου της ACh και της 
αρνητικά φορτισμένης ανιονικής θέσης, η οποία 
συνδέει την χολίνη και προσανατολίζει τον εστέρα 
προς τη θέση ακυλίωσης. Η βασική ιμιδαζολική 
ομάδα της ιστιδίνης καταλύει την ακετυλίωση της 
υδροξυλικής ομάδας της σερίνης στο εστερικό 
σημείο και την ομάδα υδροξυλίου ΑΗ της τυροσίνης 
(tyrosine hydroxyl), οδηγώντας στο ακετυλιωμένο 
ένζυμο ΕΑ. Η απακετυλίωση λαμβάνει χώρα πολύ 
γρήγορα οδηγώντας στην ελεύθερη μορφή του 
ενζύμου (Ε) μέσα σε msec (Εικόνα 1-18).

Όπως προαναφέρθηκε, η ακετυλοχολινεστε- 
ράση στα έντομα περιορίζεται στο κεντρικό νευρικό 
σύστημα, αφού το υπόστρωμά της, η ακετυλοχολίνη 
(και γενικότερα η χολινεργική μεταβίβαση στην οποία 
συμμετέχει) εντοπίζεται μόνο στις νευρικές συνάψεις. 
Η κύρια μορφή της απαντά σε ένα γλυκοσυλιωμένο 
διμερές που συνδέεται στην κυτταρική μεμβράνη 
μέσω μιας GPI άγκυρας με κάθε μονάδα της να 
αποτελείται από δυο περιοχές: μια μεγάλη περιοχή 
περίπου 500 αμινοξικών καταλοίπων υπεύθυνη για 
την κατάλυση και ένα μικρό καρβοξυτελικό άκρο 
μήκους λιγότερο των 50 αμινοξέων υπεύθυνο για τον 
εντοπισμό της πρωτεΐνης στη μετασυναπτική 
μεμβράνη.

8. ΜΕΤΑ-ΜΕΤΑΦΡΑΣΤΙΚΕΣ ΤΡΟΠΟΠΟΙΗΣΕΙΣ

Η πλειονότητα των πρωτεϊνών σε έναν 
οργανισμό (τουλάχιστον το 80% των ευκαρυωτικών 
πρωτεϊνών) καθώς μεταφράζονται και προτού 
καταστούν λειτουργικές υφίστανται χημικές 
τροποποιήσεις. Οι τροποποιήσεις αυτές 
αποκαλούνται μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις 
και διαδραματίζουν έναν κρίσιμο ρόλο στη 
δημιουργία της ετερογένειας των πρωτεϊνών, ώστε 
πανομοιότυπες πρωτεΐνες να παρουσιάζουν 
διαφορετική κυτταρική λειτουργία σε διαφορετικούς 
τύπους κυττάρων. Οι μετα-μεταφραστικές 
τροποποιήσεις προκαλούν ομοιοπολικές διαφορο­
ποιήσεις στο σκελετό και τις πλευρικές αλυσίδες των 
πρωτεϊνών, ώστε να ρυθμίσουν με τον τρόπο αυτό 
τη λειτουργία τους και να καθορίσουν τη δραστική 
τους κατάσταση, τον κυτταρικό εντοπισμό τους 
καθώς και τις αλληλεπιδράσεις τους με άλλες 
πρωτεΐνες. Οι γνωστές και μελετημένες μετα- 
μεταφραστικές τροποποιήσεις της AChE είναι:

1. Μοριακές μορφές: Η ακετυλοχολινεστεράση
αποτελείται από δύο τμήματα, την καταλυτική
περιοχή και ένα υδρόφοβο καρβοξυτελικό άκρο. 
Η δομή του καρβοξυτελικού αυτού πεπτιδίου δεν 
επηρεάζει τη δραστικότητα του ενζύμου αλλά 
καθίσταται σημαντική για τη δημιουργία των

διάφορων μορφών του ενζύμου 
καθώς και για άλλες μετα- 
μεταφραστικές τροποποιήσεις, όπως 
είναι η γλυκοσυλίωση, η προσθήκη 
GPI άγκυρας, η αλληλεπίδραση με 
άλλες δομικές πρωτεΐνες και 
μεμβρανικά λιπίδια, καθορίζοντας 
γενικότερα την αναδίπλωση της 
πρωτεΐνης και το σχηματισμό 
λειτουργικά ενεργών ενζύμων 
(Coussen, 1995). Οι διμερείς και 
τετραμερείς μορφές του ενζύμου 
προκύπτουν από τους
δισουλφιδικούς δεσμούς που 
αναπτύσσονται μεταξύ των 
κυστεϊνών του καρβοξυτελικού 
πεπτιδίου των υπομονάδων.

2. Γλυκοσυλίωση: Η γλυκοσυ- 
λίωση αποτελεί μία τροποποίηση που προσφέρει 
σταθερότητα ή/και πρόσθετες ιδιότητες στις

Εικόνα 1-18: Μοριακός μηχανισμός υδρόλυσης της ACh.
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πρωτεΐνες. Συνήθως, προσθέτονται σάκχαρα στη 
σερίνη ή στη θρεονίνη (Ο-γλυκοσυλίωση) ή στην 
ασπαραγίνη (Ν-γλυκοσυλίωση). Έχει αποδειχθεί 
ότι τα μόρια της AChE φέρουν ποικίλο αριθμό 
από υδρογονοανθρακικά κατάλοιπα προσκολλη- 
μένα στο πυρήνα της πρωτεΐνης μέσω της 
ασπαραγίνης. Μάλιστα, ο αριθμός και
χαρακτήρας αυτών των καταλοίπων ποικίλει 
μεταξύ των διαφορετικών μορφών του ενζύμου. Η 
σωστή γλυκοσυλίωση αποτελεί σημαντική 
διαδικασία. Για παράδειγμα, συγκέντρωση 
μοριακών μορφών AChE με αλλαγμένο 
γλυκοσυλιακό προφίλ παρατηρήθηκε σε ασθενείς 
με Alzheimer (Saez-Valero, 1999).

3. GPI-άγκυρα: Όπως προαναφέρθηκε στη
Drosophila, τα νηματοειδή και σε διάφορα 
σπονδυλωτά, το καρβοξυτελικό άκρο της AChE 
αντικαθίσταται από GPI άγκυρα που συμμετέχει 
στην αγκυροβόληση της πρωτεΐνης στη
μετασυναπτική μεμβράνη και στη δημιουργία της 
“H” μορφής. Η δομή της GPI άγκυρας φαίνεται 
στην Εικόνα 1-19.

Εικόνα 1-19: Δομή GPI άγκυρας. Η δομή GPI αποτελείται 
από μία ομάδα φωσφοαιθανολαμίνης με την οποία 
συνδέεται στην πρωτεΐνη, από έναν πυρήνα γλυκάνης και 
μία φωσφολιπιδιακή ουρά.

Το σηματοδοτικό πεπτίδιο (signal peptide) της 
καρβοξυτελικής περιοχής του ενζύμου καθορίζει 
την προσθήκη της GPI άγκυρας σε ένα 
συγκεκριμένο αμινοξικό κατάλοιπο, στη θέση 
αποκοπής και τροποποίησης (κατάλοιπο-ω). Το 
σηματοδοτικό πεπτίδο σήματος περιέχει μια 
περιοχή (spacer) με υδροφιλικά αμινοξικά 
κατάλοιπα, τα οποία διαχωρίζουν το ω-κατάλοιπο 
από το υδροφοβικό καρβοξυτελικό τμήμα.

Απαλείψεις και ενθέσεις στην περιοχή αυτή της 
ανθρώπινης AChE κατέδειξαν ότι το μήκος της 
είναι σημαντικό για την αποτελεσματική 
προσθήκη GPI άγκυρας (Bucht, 1999). Επίσης, 
στις AChEs εντοπίζεται μια περιοχή πλούσια σε 
αργινίνη και προλίνη μεταξύ του ω-καταλοίπου 
και της υδροφοβικής περιοχής της σηματοδοτικής 
αλληλουχίας, η οποία πιθανώς προωθεί την 
προσκόλληση της GPI άγκυρας. Οι 
προϋποθέσεις για ικανοποιητική προσθήκη GPI 
μορίων απαιτούν το κατάλοιπο δέκτης του GPI να 
είναι η Gly και να ακολουθούν μικρά αμινοξέα (- 
Gly-Glu-Ala-). Γενικότερα η θέση ω περιορίζεται 
σε κατάλοιπα Ala, Gly, Ser, Asp, Asn ή Cys, η 
ω+1 μπορεί να είναι οποιοδήποτε εκτός από Pro 
και Trp, ενώ η ω+2 είναι Gly, Ala και 
περιστασιακά Ser (Udenfriend & Kodukula, 1995; 
Moran & Caras, 1994).

4. Φωσφορυλίωση: Η φωσφορυλίωση των
πρωτεϊνών έχει ως αποτέλεσμα τη μεταβολή των 
φυσικοχημικών τους ιδιοτήτων και κατά συνέπεια 
της δομής τους. Η φωσφορυλίωση 
πραγματοποιείται κυρίως σε κατάλοιπα σερίνης, 
θρεονίνης και τυροσίνης. Η αλληλουχία της AChE 
περιέχει πολλά σήματα φωσφορυλίωσης (Soreq 
& Zakut, 1993) που ίσως έχουν προστατευτικό 
χαρακτήρα. Επειδή η AChE in vivo εκτίθεται σε 
ένα αριθμό φυσικών και φαρμακολογικών 
ενώσεων καθώς και σε εντομοκτόνα τα οποία 
οδηγούν σε καταστολή της υδρολυτικής 
δραστικότητας του ενζύμου, η in vivo 
φωσφορυλίωσή του ίσως να κατέχει το ρόλο ενός 
προστατευτικού αντιδραστικού μηχανισμού 
ενάντια σε βλάβες της χολινεργικής διαβίβασης 
(Soreq & Zakut, 1993; Grisaru, 1999).

5. Αλλοστερικές τροποποιήσεις: Οι αλλοστερικές 
τροποποιήσεις του μορίου της AChE είναι 
σημαντικές για τη ρύθμιση της καταλυτικής 
δραστικότητάς του. Η κρυσταλλογραφική 
ανάλυση της δομής του ενζύμου έδειξε ότι το 
ενεργό του κέντρο έχει το σχήμα μιας βαθιάς και 
στενής καταλυτικής αύλακας (Sussman et al., 
1991), η οποία είναι προσβάσιμη μόνο από 
ορισμένους τύπους μορίων. Το ενεργό κέντρο 
μπορεί να ρυθμιστεί μέσω των περιφερειακών 
σημείων πρόσδεσης. Οι αναστολείς του ενζύμου

23

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/10/2023 16:22:06 EEST - 167.114.118.212



ΕΙΣΑΓΩΓΗ

μπορούν να δράσουν και στα δύο αυτά σημεία. 
Για παράδειγμα, αναστολείς που συνδέονται σε 
περιφερειακά σημεία είναι δυνατόν να 
μπλοκάρουν την είσοδο του υποστρώματος στο 
ενεργό κέντρο, παρεμποδίζοντας την καταλυτική 
δραστικότητα του ενζύμου. Έχει προταθεί ότι η 
σύνδεση στην περιφέρεια του μορίου επάγει 
αλλοστερική τροποποίηση του προσανατολισμού 
της Trp84, η οποία λειτουργεί ως το σημείο 
πρόσδεσης της χολίνης (Ordentlich et al., 1995).

9. ΜΟΡΙΑΚΗ ΟΡΓΑΝΩΣΗ ΤΟΥ ΓΕΝΕΤΙΚΟΥ 
ΤΟΠΟΥ ACE ΤΗΣ Drosophila melanogaster

Η ακετυλοχολινεστεράση έχει απομονωθεί από 
ένα μεγάλο αριθμό οργανισμών, περιλαμβάνοντας 
θηλαστικά, πουλιά, ψάρια, ερπετά και έντομα. Στη 
Drosophila melanogaster το γονίδιο της 
ακετυλοχολινεστεράσης χαρτογραφήθηκε το 1976 σε 
μια μικρή περιοχή του χρωμοσώματος 3, 87Ε1-5 
(Hall & Kankel, 1976) και κλωνοποιήθηκε 7 χρόνια 
αργότερα (Bender et al., 1983) ώστε να ακολουθήσει 
ο προσδιορισμός της βασικής δομής και 
αλληλουχίας του το 1986 (Hall & Spierer, 1986), 
βάσει της ομοιότητας που παρουσιάζει με το γονίδιο 
της AChE του Torpedo californica.

Όπως σε κάθε έντομο, η AChE στη Drosophila 
συναντάται στο κεντρικό νευρικό σύστημα με τη 
μορφή ενός γλυκοσυλιωμένου διμερούς, το οποίο 
προσδένεται στην κυτταρική μεμβράνη μέσω μιας 
GPI άγκυρας (Fournier et al., 1988a; Haas et al., 
1988). Το κάθε μονομερές αποτελείται από δύο 
πολυπεπτίδια μεγέθους 16,000 και 55,000 Mr, τα 
οποία προέρχονται από ένα πρόδρομο μόριο 
(precursor) που κωδικοποιείται από το γονιδιακό 
τόπο της ακετυλχολινεστεράσης (Gnagey et al., 
1987; Toutant et al., 1988; Fournier et al., 1988a; 
1988b). Συγκεκριμένα, το πολυπεπτίδιο των 16,000 
Mr προέρχεται από το αμινο-τελικό άκρο του 
πρόδρομου μορίου ενώ το πολυπεπτίδιο των 55,000 
Mr προκύπτει από το καρβοξυτελικό άκρο. Το 
πρόδρομο πολυπεπτίδιο χαρακτηρίζεται από ένα 
υδρόφοβο αμινοτελικό άκρο, μία υδρόφιλη 
αλληλουχία 41 αμινοξέων καθώς και μία υδρόφοβη 
αλληλουχία στο καρβοξυτελικό άκρο. Το υδρόφοβο 
αμινοτελικό άκρο λειτουργεί ως σηματοδοτική

αλληλουχία, το υδρόφιλο πεπτίδιο των 41 αμινοξέων 
ευθύνεται για το διαχωρισμό των δύο υπομονάδων 
(δεν απαντάται στα γονίδια των σπονδυλωτών), ενώ 
το υδρόφοβο καρβοξυτελικό πεπτίδιο καθορίζει τον 
εντοπισμό της πρωτεΐνης και αντικαθίσταται από GPI 
άγκυρα (Hall & Spierer, 1986; Fournier et al., 1988b). 
Η ύπαρξη της σηματοδοτικής αλληλουχίας 
επιβεβαιώθηκε με μερική αλληλούχιση του ώριμου 
ενζύμου (Gnagey et al., 1987) και είναι λογικό να 
απαντάται στην ακετυλοχολινεστεράση εφόσον 
αποτελεί εκκριτική πρωτεΐνη (Hall & Spierer, 1986).

Ο γονιδιακός τόπος της ακετυλοχολινεστεράσης 
(Ace) στη Drosophila εκτείνεται σε μήκος περίπου 34 
kb, από όπου προκύπτει ένα ώριμο μετάγραφο των
4.3 kb ή των 4.5 kb συμπεριλαμβανομένης και της 
πολυ-A ουράς. Η οργάνωση του γονιδίου 
παρουσιάζει δέκα εξόνια (I-X) και εννιά ιντρόνια (1­
9), με το μέγεθός τους να κυμαίνεται από 139 έως 
845 και 118 έως 11,648 bp, αντίστοιχα. Το κωδικόνιο 
έναρξης της μετάφρασης εντοπίζεται στη μέση του 
εξονίου II, ενώ το πρώτο εξόνιο δεν περιέχει κωδικές 
αλληλουχίες. Η κατάλυση πραγματοποιείται κυρίως 
από τα εξόνια III-VI, όπου συναντάται η καταλυτική 
τριάδα του ενεργού κέντρου, ενώ τα εξόνια II και VII- 
IX συμμετέχουν έμμεσα στη διαμόρφωση της 
αύλακας. Τέλος, το εξόνιο X εμφανίζεται υπεύθυνο 
για τον εντοπισμό της πρωτεΐνης στην κυτταρική 
μεμβράνη, κωδικοποιώ-ντας ένα υδρόφοβο πεπτίδιο 
το οποίο ανταλλάσσεται μερικώς με τη GPI άγκυρα 
που είναι παρούσα στο καρβοξυτελικό άκρο της 
ώριμης πρωτεΐνης (Hall & Spierer, 1986; Fournier et 
al., 1988b). Όσον αφορά στα ιντρόνια, όλα τα 
ζευγάρια δότη-δέκτη συνολικά υπακούουν τον 
κανόνα GT-AG (Breathnach et al., 1978) και 
παρουσιάζουν σημαντική ομολογία με τη αλληλουχία 
του σημείου ματίσματος του Mount (1982). Επίσης, 
όλα τα ιντρόνια, εκτός του δεύτερου, συμφωνούν με 
την προτεινόμενη αλληλουχία της θέσης 
διακλάδωσης C/T,T,N,A,N των Keller & Noon (1985).

Η ακετυλοχολινεστεράση αντιπροσωπεύει 
περίπου το 0.01% της ολικής πρωτεΐνης στις μύγες 
(Nagoshi & Gelbart, 1987; Fournier et al., 1987; 
Gnagey et al., 1987) και παρουσιάζει ιδιαίτερα 
μεγάλο χρόνο ημιζωής (40-50 h). Δεν παρουσιάζει 
εναλλακτικό μάτισμα, όπως συμβαίνει στην 
ακετυλοχολινεστεράση των σπονδυλωτών (Sikorav
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et al., 1987; 1988; Schumacher et al., 1988). Τα 
παρατηρούμενα ισοένζυμα προκύπτουν από μετα- 
μεταφραστικές τροποποιήσεις μέσω πρωτεασών και 
λιπασών από ένα μόνο μοριακό τύπο (Fournier et 
al., 1987; 1988a).

10. ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΙΣ ΠΟΥ ΠΡΟΣΔΙΔΟΥΝ 
ΑΝΘΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑ ΣΕ OP ENTOMOKTONA

Όπως προαναφέρθηκε, η ανθεκτικότητα σε 
οργανοφωσφορικά εντομοκτόνα έχει συνδεθεί είτε με 
ποσοτικές είτε με ποιοτικές αλλαγές του ενζύμου της 
ακετυλοχολινεστεράσης (Fournier et al., 1992; 
Charpentier & Fournier, 2001). Ο κύριος όμως 
μηχανισμός ανθεκτικότητας στα οργανοφωσφορικά 
είναι οι ποιοτικές τροποποιήσεις του ενζύμου.

Η πρώτη περιγραφή ακετυλοχολινεστεράσης με 
μειωμένη ευαισθησία σε εντομοκτόνα 
πραγματοποιήθηκε σε έντομα της οικογένειας των 
Tetranychidae (Smissaert, 1964). Από την αναφορά 
αυτή και μέχρι σήμερα έχουν καταγραφεί πάνω από 
30 είδη ανθεκτικά σε οργανοφωσφορικά λόγω 
τροποποιήσεων του γονιδίου της ακετυλοχολινεστε- 
ράσης (Fournier & Mutero, 1994; Fournier, 2005; 
Oakeshott et al., 2005). Στις περισσότερες 
περιπτώσεις, η τροποποίηση του ενζύμου είναι 
αποτέλεσμα μεταλλάξεων αμινοξικών καταλοίπων τα 
οποία εντοπίζονται στην περιοχή του ενεργού 
κέντρου του ενζύμου, καταδεικνύοντας συγκεκριμέ­
νες θέσεις φωσφορυλίωσής του από τα εντομοκτόνα 
(Mutero et al., 1994). Τα αμινοξέα που αντικαθιστούν 
τα αντίστοιχα του αγρίου τύπου είναι συνήθως πιο 
ογκώδη. Το αποτέλεσμα τέτοιων αλλαγών είναι η 
στερεοχημική μεταβολή ή τη μεταβολή του 
προσανατολισμού των καταλοίπων του ενεργού 
κέντρου έτσι ώστε να συμπιέζεται η αύλακα του 
ενζύμου, επηρεάζοντας την είσοδο και τη σύνδεση 
των εντομοκτόνων στο ενεργό κέντρο (Harel et al., 
2000). Τέτοιου είδους μεταλλάξεις έχουν περιγραφεί 
στη Drosophila melanogaster (Fournier et al., 1992; 
Mutero et al., 1994), σε αρκετά είδη κουνουπιών 
(Vaughan et al., 1997; Weil et al., 2004), στην 
οικιακή μύγα Musca domestica (Williamson et al., 
1992; Feyereisen, 1995; Kozaki et al., 2001; Walsh 
et al., 2001), στην αφίδα του βαμβακιού Aphis 
gossypii (Andrews et al., 2004; Toda et al., 2004),

όπως και σε είδη ημιπτέρων (Javed et al., 2003). Η 
μόνη καταγεγραμμένη μετάλλαξη εκτός της 
καταλυτικής περιοχής του ενζύμου είναι αυτή του 
δορυφόρου της πατάτας Leptinotarsa decemlineata, 
στην οποία η ανθεκτικότητα εικάζεται ότι συνδέεται 
με μία γενική αλλαγή της δευτεροταγούς δομής της 
πρωτεΐνης (Zhu et al., 1996). Σε πολλές περιπτώσεις 
έχει καταγραφεί η ύπαρξη πολλών μεταλλάξεων στο 
ίδιο ένζυμο. Ο συνδυασμός αυτών των μεταλλάξεων 
έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση της ανθεκτικότητας 
(Menozzi et al., 2004; Mutero et al., 1994; Walsh et 
al., 2001), η οποία προκύπτει όχι τόσο από την 
προσθετική δράση των επιμέρους μεταλλάξεων αλλά 
από το γεγονός ότι κατά τη στερεοδιαμόρφωση του 
ενζύμου αυτές δεν παρουσιάζονται τελείως 
ανεξάρτητες μεταξύ τους αλλά βρίσκονται κοντά στο 
ενεργό κέντρο.

Οι κυριότερες μεταλλάξεις που προσδίδουν 
ανθεκτικότητα σε οργανοφωσφορικές ενώσεις 
περιγράφονται πιο κάτω (Fournier, 2005). Οι 
μεταλλάξεις παρουσιάζονται σύμφωνα με την θέσεις 
τους στην ώριμη πρωτεΐνη του Torpedo californica 
ώστε να είναι δυνατή η σύγκρισή τους. Η αρίθμηση 
ως προς την πρόδρομη πρωτεΐνη τοποθετείται σε 
αγκύλες.

Θέση 78

Η μετάλλαξη F139L, δηλαδή η μετατροπή της F 
στη θέση 139 σε L, έχει βρεθεί σε πληθυσμούς Aphis 
gossypii (o-Ace) (Li & Han, 2004), ενώ η μετάλλαξη 
F115[115]S έχει βρεθεί σε στέλεχος της Drosophila 
(Menozzi et al., 2004; Mutero et al., 1994). Η 
έκφραση της μετάλλαξης αυτής σε ανασυνδυασμένα 
ένζυμα των Drosophila melanogaster, Lucilia cuprina 
και Aedes aegypti έχει δείξει ότι σχετίζεται με 
ανθεκτικότητα (Chen et al., 2001; Vaughan et al., 
1997; Mutero et al., 1994).

Θέση 119

Το αμινοξύ που βρίσκεται σε αυτή τη θέση 
εντοπίζεται στην οξυανιονική οπή (oxyanion hole). Η 
μετάλλαξη G[247]S έχει περιγραφεί σε πληθυσμούς 
των Culex pipiens, Anopheles gambiae και 
Anopheles albimanus (p-Ace) (Weil et al., 2003; Weil 
et al., 2004), ενώ η αντίστροφη μετάλλαξη S[228]G 
έχει περιγραφεί στο Tetranychus urticae (Anazawa 
et al., 2003).
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Θέση 129

Η μετάλλαξη I161[199]V έχει βρεθεί σε 
πληθυσμούς της Drosophila (Mutero et al., 1994) και 
έχει εκφραστεί σε ανασυνδυασμένα ένζυμα στη 
Lucilia cuprina και Drosophila melanogaster και 
αποδείχθηκε ότι παρέχει χαμηλά επίπεδα
ανθεκτικότητας (Chen et al., 2001; Menozzi et al., 
2004).

Θέση 151

H μετάλλαξη V180[260]L έχει προσδιοριστεί σε 
στελέχη της οικιακής μύγας M. domestica και η 
έκφρασή της in vitro έδειξε ότι παρέχει περιορισμένη 
απευαισθητοποίηση στα εντομοκτόνα (Kozaki et al., 
2001; Walsh et al., 2001).

Θέση 227

Η γλυκίνη στη θέση 227 είναι υψηλά 
διατηρημένη μεταξύ της οικογένειας των 
ακετυλοχολινεστερασών. Η μετάλλαξη G265[303]A 
έχει βρεθεί σε πληθυσμούς της Drosophila (Mutero 
et al., 1994) και η μετάλλαξη G262[342]A/V σε 
ανθεκτικά στελέχη της Μ. domestica (Kozaki et al., 
2001; Walsh et al., 2001). Η μετάλλαξη αυξάνει την 
υδρόλυση του υποστρώματος και αποτελεί την πιο 
συχνή μετάλλαξη που προσδίδει ανθεκτικότητα σε 
πληθυσμούς της δροσόφιλας (Menozzi et al., 2004; 
Shi et al., 2004).

Θέση 290

Στη θέση αυτή βρίσκεται συνήθως μία 
φαινυλανίνη η οποία ανήκει στα αρωματικά αμινοξέα 
που πλαισιώνουν το θύλακα ακυλίου (acyl pocket) 
(Harel et al., 2000). Οι μεταλλάξεις που έχουν βρεθεί 
σε πληθυσμούς Drosophila και σε ανθεκτικά στελέχη 
της M. domestica είναι αντίστοιχα η F330[368]Y 
(Fournier et al., 1992) και F327Y (Kozaki et al., 
2001; Walsh et al., 2001).

Θέση 328

Η μετάλλαξη G365[445]A έχει βρεθεί σε 
ανθεκτικούς πληθυσμούς της οικιακής μύγας (Walsh 
et al., 2001) ενώ η μετάλλαξη G368[406]A σε 
πληθυσμούς της Drosophila (Menozzi et al., 2004).

Η ανάλυση της επίδρασης των τεσσάρων πιο 
διαδεδομένων μεταλλάξεων στο ένζυμο της D. 
melanogaster στην κινητική της υδρόλυσης του

υποστρώματος έδειξε ότι αυτές κυρίως επηρεάζουν 
το ρυθμό απακετύλιωσης. Αντίθετα, η σύνδεση του 
υποστρώματος στην επιφάνεια της αύλακας, η 
ολίσθηση του προς το ενεργό κέντρο και η 
ακετυλίωση επηρεάζονται πολύ λίγο (Shi et al., 
2004). Αυτό συνάδει με το γεγονός ότι η 
απακετυλίωση αποτελεί το περιοριστικό στάδιο στην 
υδρόλυση του υποστρώματος στα έντομα, όμως, 
είναι πιθανό η ανάλυση μεταλλάξεων να παρέχει 
παραδείγματα άλλων τροποποιήσεων.

11. ΟΙ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΙΣ ΤΗΣ ΑΚΕΤΥΧΟΛΙΝΕΣΤΕ- 
ΡΑΣΗΣ ΤΟΥ ΔΑΚΟΥ

Έρευνες στη δεκαετία του ’70 κατέληγαν στο 
συμπέρασμα ότι ποσοτικές παρά ποιοτικές αλλαγές 
στο ένζυμο της ακετυλοχολινεστεράσης σχετίζονταν 
με την ανθεκτικότητα του δάκου στο εντομοκτόνο 
dimethoate (Tsakas & Krimbas, 1970; Krimbas & 
Tsakas, 1971; Tsakas, 1977). Ως κύρια αιτία 
θεωρήθηκε πιθανός διπλασιασμός του γονιδίου. 
Τρεις δεκαετίες αργότερα αποδείχθηκε ότι ποιοτικές 
αλλαγές του ενζύμου ήταν υπεύθυνες για την 
ανθεκτικότητα στα οργανοφωσφορικά και 
συγκεκριμένα δύο μεταλλάξεις η I214V και η G488S 
(Vontas et al., 2001; 2002).

Το γονίδιο της ακετυλοχολινεστεράσης στο δάκο 
παρουσιάζει ένα ανοιχτό πλαίσιο 2022 bp, το οποίο 
κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη 673 αμινοξέων, 
παρουσιάζοντας 79% ομοιότητα με την πρωτεΐνη της 
D. melanogaster των 649 αμινοξέων (Vontas et al., 
2002).

Μετάλλαξη I214V

Είναι η πρώτη μετάλλαξη η οποία εντοπίστηκε 
σε ένα ανθεκτικό στέλεχος του δάκου από την Αττική 
(Vontas et al., 2002). Προκύπτει από μεταλλαγή του 
ATA κωδικονίου στη θέση 642 σε GTA και οδηγεί σε 
αντικατάσταση μιας ισολευκίνης σε βαλίνη. Η 
μετάλλαξη αυτή I214V είναι ισοδύναμη με την I199V 
της δροσόφιλας, η οποία εμπλέκεται στην ανάπτυξη 
ανθεκτικότητας χαμηλών επιπέδων (Mutero et al., 
1994). Ο ρόλος της μετάλλαξης έχει μελετηθεί με 
λεπτομέρεια στη δροσόφιλα. Η τρισδιάσταση δομή 
του ενζύμου αποκάλυψε ότι η ισολευκίνη της θέσης 
199 εντοπίζεται στη βάση της αύλακας του ενεργού
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αύλακα και αλληλεπιδρά με την τρυπτοφάνη 121. Η 
τρυπτοφάνη 121 συμμετέχει στην ανιονική θέση, η 
οποία αναγνωρίζει και συνδέει την τριμεθυλαμμωνική 
ομάδα [-N(CH3)3] της ακετυλοχολίνης ή της ομάδας X 
(leaving group) του εντομοκτόνου (Harel et al., 
2000). Η υποκατάσταση της ισολευκίνης από τη 
βαλίνη αλλάζει την κινητικότητα της τρυπτοφάνης 
121, αυξάνοντας την ελευθερία της. Αυτό έχει ως 
αποτέλεσμα τον περιορισμό της πρόσβασης των 
μορίων του εντομοκτόνου στο καταλυτικό κατάλοιπο 
της σερίνης και οδηγεί στη μείωση του ρυθμού της 
απακετυλίωσης. Η μεταλλαγμένη ακετυλοχολινεστε- 
ράση αναστέλλεται λιγότερο, μειώνοντας τη 
φωσφορυλίωση και οδηγώντας στην ανάπτυξη 
ανθεκτικών στελεχών. Παρόλο που η βαλίνη είναι 
μικρότερη από την ισολευκίνη και μειώνει τη 
σταθερότητα της πρωτεΐνης, η ακετυλοχολίνη μπορεί 
να συνδέεται ακόμη ικανοποιητικά στη σερίνη με 
αποτέλεσμα να μην διακόπτεται η χολινεργική 
μεταβίβαση (Shi et al., 2004). Ένας παρόμοιος 
ρόλος εικάζεται για τη μετάλλαξη του δάκου.

Μετάλλαξη G488S

Η μετάλλαξη αυτή προσδιορίστηκε στο ίδιο 
ανθεκτικό στέλεχος της Αττικής όπως και η I214V και 
σε συνδυασμό μαζί της προσφέρει 16 φορές 
μεγαλύετρη ανθεκτικότητα (Vontas et al., 2002). Η 
γλυκίνη στη θέση 488 στο ένζυμο του δάκου είναι 
υψηλά συντηρημένο κατάλοιπο μεταξύ των ειδών, 
καταδεικνύοντας με αυτόν τον τρόπο ότι 
διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην πρωτεΐνη, δομικό 
ή/και λειτουργικό. Το κατάλοιπο αυτό είναι 
ισοδύναμο με το G474 της δροσόφιλας (Sussman et 
al., 1991; Mutero et al., 1994). Παρά το γεγονός ότι 
οι υποκαταστάσεις συντηρημένων αμινοξέων μεταξύ 
των ειδών είναι συνήθως υπεύθυνες για 
ανθεκτικότητα λόγω τροποποίησης του στόχου 
(ffrench-Constant et al., 1998), η μετάλλαξη G488S 
έχει καταγραφεί μόνο στο Bactrocera oleae και στο 
Bactrocera dorsalis (Vontas et al., 2002; Hsu et al., 
2006) και προκύπτει από μεταλλαγή του κωδικονίου 
GGS σε AGC. Η ανάλυση της μετάλλαξης 
βασιζόμενη στο μοντέλο της δροσοφιλας (Harel et 
al., 2000) έδειξε ότι η ανθεκτικότητα προκύπτει από 
στερεοχημική παρεμπόδιση που προκύπτει από τη 
μετάλλαξη. Η G488S βρίσκεται στην έλικα κοντά στο 
ενεργό κέντρο του ενζύμου. Στην περιοχή αυτή τα α-

άτομα του άνθρακα των αμινοξέων είναι πολύ μικρά 
(3.5 Α). Συνεπώς, η οποιαδήποτε αλλαγή αμινοξέος 
η οποία θα προκαλέσει αλλαγή στην πλευρική 
αλυσίδα θα οδηγήσει σε εκτόπιση της έλικας. Η 
αντικατάσταση της γλυκίνης από τη σερίνη, ένα πιο 
ογκώδες αμινοξύ, είναι πιθανόν να επηρεάζει τη 
διευθέτηση της γειτονικής γλουταμίνης που 
συμμετέχει στην καταλυτική τριάδα του ενεργού 
κέντρου. Ο διαφορετικός αυτός προσανατολισμός 
της γλουταμίνης ενισχύει την πυρηνόφιλη προσβολή 
του νερού στην καρβονυλική ομάδα της 
φωσφορυλιωμένης σερίνης (Vontas et al., 2002). Ο 
ίδιος ρόλος προτάθηκε και για τη μετάλλαξη G365A 
της οικιακής μύγας Musca domestica (Walsh et al., 
2001).
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ΣΚΟΠΟΣ

Η ακετυλοχολινεστεράση μελετάται εδώ και 
δεκαετίες, αλλά ακόμη και σήμερα συνεχίζει να 
προσφέρει συναρπαστικά και θεμελιώδη ερωτήματα 
γύρω από θέματα όπως η συντήρηση και οργάνωση 
του γονιδιακού της τόπου μεταξύ των οργανισμών, η 
εξέλιξη, η δράση, η βιοσύνθεση, οι μετα- 
μεταφραστικές τροποποιήσεις της, ο ρόλος και η 
συμμετοχή της σε ασθένειες ή/και στην
ανθεκτικότητα.

Η μελέτη του γονιδίου της ακετυλοχολινεστερά- 
σης στο έντομο Bactrocera oleae υπαγορεύτηκε από 
την ανάγκη διερεύνησης του ρόλου του γονιδίου 
στην πίεση επιλογής των εντομοκτόνων και την 
εμφανιζόμενη ανθεκτικότητα των πληθυσμών του 
εντόμου. Έτσι, η βασική κατεύθυνση της παρούσας 
μελέτης πάνω στην οποία έγινε η οργάνωση και ο 
χρονικός προγραμματισμός της, ήταν να παρέχει 
κατά το δυνατόν ολοκληρωμένα στοιχεία για τη δομή 
και την οργάνωση του γονιδίου στο δάκο αλλά και 
την εξέλιξη αυτού στο βασίλειο των εντόμων, 
συμπληρώνοντας ένα σημαντικό κρίκο στην εικόνα 
που υπάρχει σήμερα για την ακετυλοχολινεστεράση. 
Παράλληλα, η απομόνωση και ανάλυση του 
συγκεκριμένου γονιδιακού τόπου θα συνεισφέρει σε 
επιπλέον γενετικές πληροφορίες για την αύξηση των 
μέχρι πρότινος ελλιπών γνώσεων σχετικών με τη 
γενετική και μοριακή βάση του εντόμου. Σημαντικό 
βήμα επίσης θα αποτελέσει και στην προσέγγιση του 
υποκινητή. Γενικά, λίγα είναι γνωστά για τη γονιδιακή 
ρύθμιση της ακετυλοχολινεστεράσης των εντόμων 
και ακόμη λιγότερα για τους υποκινητές του δάκου. Ο 
υποκινητής θα παρέχει πληροφορίες σχετικά με την 
ρύθμιση του γονιδίου της ακετυλοχολινεστεράσης 
των εντόμων καθώς και τον προσδιορισμό των 
στοιχείων εκείνων που είναι απαραίτητα για την 
κατασκευή ενός ανθεκτικού γονιδίου το οποίο μπορεί 
να φανεί χρήσιμο ως ένας δείκτης επιλογής 
ανθεκτικών ατόμων κατά τη προσπάθεια του 
γενετικού μετασχηματισμού του εντόμου.

Εκτός από την μοριακή οργάνωση της 
ακετυλοχολινεστεράσης, η ανακάλυψη μιας νέας 
μετάλλαξης έθεσε στο στόχαστρο της παρούσας 
μελέτης και ένα πιο ειδικό θέμα, τη διερεύνηση του 
ρόλου της. Η νέα μετάλλαξη αναλύθηκε ως προς τη 
συσχέτισή της με την ανθεκτικότητα, τη λειτουργία

της και γενικότερα ως προς το πλεονέκτημα που 
προσφέρει στην ανταπόκριση του εντόμου στα 
εντομοκτόνα. Τέλος, ειδικό μέρος του κεφαλαίου της 
νέας μετάλλαξης αποτέλεσε η γενετική ανάλυση της 
μέσω ατομικών διασταυρώσεων του εντόμου, ώστε 
να προσδιοριστεί η επίδραση της σε επίπεδο 
οργανισμού.
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ΜΕΘΟΔΟΙ

1. ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ

1.1 Εκτροφή εντόμου

1.1.1 Καλλιέργεια του εντόμου Bactrocera oleae

Στη παρούσα διατριβή μελετήθηκε το 
ολομετάβολο Δίπτερο έντομο Bactrocera oleae. Ο 
εργαστηριακός πληθυσμός προέρχεται από την 
αποικία του Εργαστηρίου Εντομολογίας του ΕΚΕΦΕ 
“Δημόκριτος” με κωδικό ΑΤ (από τα αρχικά της Αγίας 
Τριάδας Ευβοίας, περιοχή όπου συλλέχθηκε ο 
φυσικός πληθυσμός) που εγκαθυδρίθηκε στο 
εντομοτροφείο πριν από περίπου 40 χρόνια. Η 
εκτροφή του εντόμου διατηρείται σε θάλαμο 
σταθερής θερμοκρασίας 23°C ± 2°C, σχετικής 
υγρασίας 65% ± 5°C και φωτοπερίοδο 12:12 
(φώς:σκοτάδι).

1.1.2 Ενήλικα άτομα

Τα ενήλικα άτομα του πληθυσμού (~ 200 άτομα) 
διατηρούνται σε κλουβί διαστάσεων τουλάχιστον 30 
cm x 30 cm x 30 cm (7-8 άτομα /lt, Hagen et al., 
1963), το υλικό του οποίου μπορεί να είναι είτε ξύλο, 
είτε πλαστικό είτε πλεξιγκλάς. Στις δύο πλευρές του 
κλουβιού υπάρχουν οπές καλυμμένες με εντομο- 
στεγές δίχτυ για να επιτρέπεται ο αερισμός. Το 
κλουβί θα πρέπει να προσφέρει στο έντομο 
ελεύθερο χώρο κίνησης καθώς και θέσεις μειωμένου 
φωτισμού, διότι ο δάκος δεν προτιμά το συνωστισμό

και τη συνεχή έκθεση σε φως. Η εναπόθεση των 
αυγών πραγματοποιείται σε υπόστρωμα ωοτοκίας, 
δηλαδή κώνο κατασκευασμένο από οργαντίνα. Ο 
κώνος εμβαπτίζεται σε μείγμα παραφίνης, ώστε να 
δημιουργηθεί ένα λεπτό στρώμα το οποίο τα θηλυκά 
μπορούν να διαπεράσουν με τον ωοθέτη τους 
(Economopoulos & Tzanakakis, 1967). Ο κώνος 
διαπερνά το κλουβί με τρόπο που να επιτρέπει την 
συλλογή των αυγών (Εικόνα 2-1), ενώ στην κορυφή 
του υπάρχει νωπός σπόγγος για τη διατήρηση 
ικανοποιητικής υγρασίας στο εσωτερικό για όσο 
διάστημα τα αυγά παραμένουν σε αυτόν. Η τροφή 
των ενήλικων ατόμων είναι στερεή και παρέχεται σε 
τρυβλίο petri 030 mm, ενώ το απαραίτητο νερό 
προσλαμβάνεται απομυζώντας νωπό σπογγώδες 
υλικό (wettex). Αν και τα ενήλικα άτομα μπορούν να 
επιβιώσουν ικανοποιητικά όταν τους παρέχεται νερό 
και σουκρόζη, εντούτοις η ωοπαραγωγή τους είναι 
σημαντικά μεγαλύτερη όταν χορηγείται και πηγή 
αμινοξέων (Tsiropoulos, 1977).

Εικόνα 2-1:
εκτροφής δάκου

Κλουβί
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1.1.3 Συλλογή αυγών

Τα ενήλικα άτομα είναι ώριμα για αναπαραγωγή 
περίπου την τέταρτη ημέρα της ζωής τους, ενώ η 
καλύτερη περίοδος συλλογής των αυγών 
καταγράφεται από την έβδομη έως τη δέκατη πέμπτη 
ημέρα. Τα θηλυκά άτομα μιμούμενα τη φύση, όπου 
τρυπούν τον καρπό για να εναποθέσουν τα αυγά, 
διαπερνούν το συνθετικό ύφασμα του κώνου με τον 
ωοθέτη τους και αφήνουν τα αυγά στο εσωτερικό του 
κώνου. Η συλλογή των αυγών πραγματοποιείται ανά 
δεύτερη ημέρα με dH2O, το οποίο συμπαρασύρει τα 
αυγά από την κορυφή στη βάση του κώνου, όπου 
συλλέγονται και τοποθετούνται σε διηθητικό χαρτί 
εμβαπτισμένο σε διάλυμα προπιονικού οξέος 0.3%. 
Τα αυγά παραμένουν για 48 ώρες στο διάλυμα και 
διατηρούνται σε σχετική υγρασία 90% μέχρι να 
εκκολαφθούν. Το προπιονικό οξύ χρησιμοποιείται 
ως αντιμυκητιακός παράγοντας. Η επώαση των 
αυγών σε αυτό κρίνεται απαραίτητη διότι τα 
συντηρητικά και η υψηλή οξύτητα της τροφής των 
προνυμφών μπορεί να προκαλέσουν το θάνατο.

1.1.4 Προνυμφικό στάδιο

Οι εκκολαπτόμενες προνύμφες μεταφέρονται σε 
τροφή προνυμφών και διατηρούνται εκεί ωσότου 
νυμφωθούν (~ 8 ημέρες) σε θερμοκρασία 24 °C.

1.1.5 Νυμφικό στάδιο

Οι νύμφες συλλέγονται και τοποθετούνται σε 
τρυβλία petri μέχρι να ολοκληρωθεί η μεταμόρφωση 
τους σε ενήλικα άτομα. Μόλις τα ενήλικα άτομα 
εκκολαφθούν, συλλέγονται και τοποθετούνται σε 
κλουβί, ώστε να συνεχιστεί η καλλιέργεια. Σε 
εργαστηριακές συνθήκες, ο κύκλος ολοκληρώνεται 
περίπου σε 30 ημέρες. Η εκκόλαψη των ενήλικων 
ατόμων μπορεί να καθυστερήσει με διατήρηση των 
νυμφών σε θάλαμο θερμοκρασίας 16°C.

1.2 Ανάπτυξη βακτηρίων

Η καλλιέργεια βακτηρίων αποσκοπεί στην 
ανάπτυξη μεγάλου αριθμού γενετικά πανομοιότυπων 
κυττάρων-κλώνων, τα οποία μετέπειτα θα 
χρησιμοποιηθούν σε συγκεκριμένες τεχνικές της

μοριακής βιολογίας ή της βιοτεχνολογίας. Η 
καλλιέργεια των βακτηρίων απαιτεί την παροχή 
θρεπτικού υλικού σε αυτά, ώστε να αναπτυχθούν. Το 
επιλεγμένο μέσο για την καλλιέργεια αποτελεί ένα 
υπόστρωμα υγρό (σε σωλήνες) ή στερεό (σε τρυβλία 
petri), το οποίο μπορεί να παρέχει σε ένα 
μικροοργανισμό όλα τα απαραίτητα θρεπτικά 
συστατικά για την ανάπτυξη του. Τα θρεπτικά 
συστατικά πρέπει να εξασφαλίζουν πηγή άνθρακα, 
πηγή αζώτου, αμινοξέα και διάφορα μεταλλικά ιόντα. 
Η ανάπτυξη των βακτηρίων πραγματοποιείται για 
χρονικό διάστημα το οποίο ποικίλλει ανάλογα με το 
ρυθμό διαίρεσης του κάθε βακτηρίου (12 έως 76 
ώρες) και σε συγκεκριμένες φυσικοχημικές συνθήκες 
(οξυγόνο, θερμοκρασία, pH) που εξαρτώνται επίσης 
από τα αντίστοιχα χαρακτηριστικά του βακτηρίου. 
Πολλές φορές το θρεπτικό μέσο περιέχει επίσης 
αντιβιοτικό, ώστε να εξασφαλίζεται η ανάπτυξη μόνο 
του επιθυμητού στελέχους.

1. Με τη βοήθεια μικροβιολογικού κρίκου 
επιστρώνεται σε τρυβλίο petri που περιέχει 
στερεό θρεπτικό υλικό, το επιθυμητό βακτηριακό 
στέλεχος από stock γλυκερόλης και επωάζεται σε 
κατάλληλη θερμοκρασία για 12-16 ώρες.

2. Μοναδική βακτηριακή αποικία λαμβάνεται από το 
τρυβλίο και ενοφθαλμίζεται σε σωλήνα 
καλλιέργειας, ο οποίος περιέχει υγρό θρεπτικό 
μέσο και ακολουθεί επώαση σε κατάλληλη 
θερμοκρασία υπό ανάδευση (220 rpm) για 12-16 
ώρες. * S

Σημείωση
S Η όλη διαδικασία πραγματοποιείται υπό ασηπτικές 

συνθήκες για την αποφυγή ανάπτυξης άλλων 
μικροοργανισμών στην καλλιέργεια.

2. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΝΟΥΚΛΕΪΝΙΚΩΝ ΟΞΕΩΝ

Η απομόνωση νουκλεϊνικών οξέων από βιολο­
γικό υλικό απαιτεί τη λύση των κυττάρων, την 
απενεργοποίηση των κυτταρικών νουκλεασών και το 
διαχωρισμό του επιθυμητού νουκλεϊκού οξέος από 
τα κυτταρικά υπολείμματα. Η λύση των κυττάρων, η 
οποία πραγματοποιείται είτε με μηχανική διάρρηξη 
είτε με εφαρμογή χημικών ή ενζύμων, πρέπει να 
είναι αφενός ισχυρή ώστε να τμηματοποιήσει το
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βιολογικό υλικό και αφετέρου ήπια ώστε να 
διατηρηθεί ακέραιο το επιθυμητό νουκλεϊνικό οξύ. Η 
απενεργοποίηση των ενδοκυτταρικών νουκλεασών 
πραγματοποιείται με χρήση ισχυρών χαοτροπικών 
αλάτων, ενώ η απομάκρυνση των κυτταρικών 
υπολειμμάτων επιτυγχάνεται με φιλτράρισμα ή 
κατακρήμνιση.

2.1 Απομόνωση DNA

2.1.1 Απομόνωση γονιδιωματικού DNA από 
ενήλικα άτομα Bactrocera oleae (Fly preps)

Το πρωτόκολλο που ακολουθείται, αποτελεί 
τροποποίηση της μεθόδου που προτείνεται από τον 
Ashburner (1989). Το πρωτόκολλο περιλαμβάνει την 
ομογενοποίηση των ιστών του εντόμου σε διάλυμα, 
το οποίο περιέχει: α. σουκρόζη και NaCl για τη διατή­
ρηση της οσμωτικότητας, (ώστε να μη γίνει απότομη 
ρήξη των μεμβρανών), β. SDS για τη διάσπαση των 
κυτταρικών τοιχωμάτων στη θερμοκρασία των 65°C, 
γ. ρυθμιστικό διάλυμα Tris, για τη διατήρηση του pH 
σε ουδέτερη περιοχή και δ. EDTA για τη παρεμπό- 
διση της δράσης νουκλεασών, δεσμεύοντας δισθενή 
ιόντα (Ca+2, Mg+2). Η κατακρήμνιση των κυτταρικών 
υπολειμμάτων και μέρος των πρωτεϊνών επιτυγχά­
νεται με την παρουσία υψηλής συγκέντρωσης οξικού 
καλίου. Η πλήρης απομάκρυνση των πρωτεϊνών 
πραγματοποιείται με εκχύλιση φαινόλης/χλωρο- 
φορμίου, ενώ η συγκέντρωση του DNA με κατακρή­
μνιση με αιθανόλη.

1. Ένα ενήλικο άτομο δάκου τοποθετείται σε 
σωληνάκι τύπου eppendorf, το οποίο περιέχει 
Διάλυμα Ομογενοποίησης (100 μ!).

2. Το έντομο ομογενοποιείται με τη βοήθεια ειδικού 
εμβόλου και το ομογενοποίημα επωάζεται σε 
θερμοκρασία 65°C για 30 λεπτά.

3. Προστίθεται Διαλύμα Οξικού καλίου (CH3COOK) 
σε τελική συγκέντρωση 1 Μ, ακολουθεί ήπια 
ανάδευση και επώαση σε πάγο για 30 λεπτά.

4. Το μείγμα φυγοκεντρείται σε 14,000 g για 15 
λεπτά και το υπερκείμενο συλλέγεται σε νέο 
σωληνάκι τύπου eppendorf.

5. Το διάλυμα εκχυλίζεται με φαινόλη/χλωροφόρμιο 
και το DNA κατακρημνίζεται με αιθανόλη.

6. Το ίζημα αναδιαλύεται σε Ρυθμιστικό Διάλυμα TE 
(100 μ!) και αποθηκεύεται σε θερμοκρασία 4°C ή 
-20°C για σύντομο και μεγαλύτερο χρονικό διά­
στημα, αντίστοιχα.

Σημειώσεις

S  Η αποθήκευση σε θερμοκρασία -20°C δε συνίσταται 

όταν απαιτείται η διατήρηση μεγαλομοριακού DNA.

S  Η διάσπαση του μεγαλομοριακού DNA μπορεί να 

προκληθεί από τη παρουσία ενδοκυτταρικών 

ενδονουκλεασών, την αλλαγή του pH καθώς και από 

μηχανικές δράσεις. Όσο πιο ισχυρές είναι οι μέθοδοι 

καθαρισμού τόσο μικρότερο είναι το μέσο μήκος των 

τμημάτων DNA που λαμβάνονται.

S  Η διαλυτοποίηση του ιζήματος DNA μπορεί να 

διευκολυνθεί με επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 

16 ώρες ή σε θερμοκρασία 65°C για μία ώρα.

2.1.2 Απομόνωση γονιδιωματικού DNA από 
ενήλικα άτομα Bactrocera oleae με χρήση του 
Wizard® Genomic DNA Purification kit 
(Promega).

Η απομόνωση του γονιδιωματικού DNA 
πραγματοποιείται με παραλλαγή του πρωτοκόλλου 
που δίδεται στο εγχειρίδιο της κατασκευάστριας 
εταιρείας. Η διαδικασία περιλαμβάνει τη λύση των 
κυττάρων, την κατακρήμνιση των πρωτεϊνών 
παρουσία αλάτων και τη συγκέντρωση του DNA με 
κατακρήμνιση με ισοπροπανόλη.

1. Ένα ενήλικο άτομο δάκου τοποθετείται σε 
σωληνάκι τύπου eppendorf, το οποίο περιέχει 
Διάλυμα Λύσης Πυρήνων (400 μΙ, Nuclei Lysis 
Solution) διατηρημένο σε πάγο.

2. Το έντομο ομογενοποιείται με τη βοήθεια ειδικού 
εμβόλου και το ομογενοποίημα επωάζεται σε 
θερμοκρασία 65°C για 25 λεπτά.

3. Το διάλυμα ψύχεται σε θερμοκρασία δωματίου, 
προστίθεται Διάλυμα Κατακρήμνισης Πρωτεϊνών 
(135 μΙ, Protein Precipitation Solution) και ύστερα 
από ισχυρή ανάδευση επωάζεται σε πάγο για 5 
λεπτά.

4. Το μείγμα φυγοκεντρείται σε 14,000 g για 5 λεπτά 
και το υπερκείμενο συλλέγεται σε νέο σωληνάκι 
τύπου eppendorf.

33

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/10/2023 16:22:06 EEST - 167.114.118.212



ΜΕΘΟΔΟΙ & ΥΛΙΚΑ

5. Προστίθεται ισοπροπανόλη (400 μΙ) και μετά από 
ήπια ανάδευση ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 
14,000 g για 5 λεπτά.

6. Το υπερκείμενο απομακρύνεται, προστίθεται στο 
ίζημα παγωμένη αιθανόλη 70% (500 μΙ) και 
φυγοκεντρείται σε 14,000 g για 2 λεπτά.

7. Το υπερκείμενο απομακρύνεται και ακολουθεί 
ξήρανση του ιζήματος σε θερμοκρασία δωματίου.

8. Το ίζημα ενυδατώνεται με τη προσθήκη 
Διαλύματος Ενυδάτωσης DNA (100 μΙ, DNA 
Rehydration solution) και επωάζεται σε θερμο­
κρασία 65°C για 1 ώρα.

9. Το DNA αποθηκεύεται σε θερμοκρασία 4°C ή - 
20°C.

2.2 Απομόνωση RNA

2.2.1 Απομόνωση ολικού RNA από ενήλικα 
άτομα Bactrocera oleae με χρήση του Absolutely 
RNA® Miniprep kit (Stratagene).

Ένα τυπικό ευκαρυωτικό κύτταρο περιέχει 
περίπου 10- μg RNA από το οποίο το 80-85% είναι 
ριβοσωμικό, ένα ποσοστό ~15% είναι tRNA και 
μικρό πυρηνικό RNA και μόνο το 1 -5% είναι 
αγγελιοφόρο mRNA. Το RNA είναι εξαιρετικά 
ευαίσθητο στη δράση των ριβονου-κλεασών. Η 
απομόνωση ανέπαφου RNA απαιτεί την προσθήκη 
στο διάλυμα ομογενοποίησης ισχυρών χαοτροπικών 
παραγόντων όπως η ισοθειοκυανική γουανιδίνη, η 
οποία απελευθερώνει το RNA από τη σύνδεση του 
με τις ριβοπρωτεΐνες και παράλληλα απενεργοποιεί 
τις ριβονουκλεάσες.

Η απομόνωση του RNA πραγματοποιείται σύμ­
φωνα με το πρωτόκολλο της κατασκευάστριας 
εταιρείας και περιλαμβάνει την ομογενοποίηση των 
ιστών του εντόμου σε διάλυμα λύσης, το οποίο 
περιέχει: α. ισοθειοκυανική γουανιδίνη και β. β- 
μερκαπτοαιθανόλη (ισχυρός αναγωγικός παράγο­
ντας), η οποία απενεργοποιεί τις ριβονουκλεάσες, 
διασπώντας τους δισουλφιδικούς δεσμούς. Η 
απομάκρυνση των κυτταρικών υπολειμμάτων 
πραγματοποιείται με φυγοκέντρηση, ενώ το RNA 
διαχωρίζεται από τις πρωτεΐνες με την επιλεκτική του 
πρόσδεση σε στήλη πυριτίου υπό συνθήκες χαμηλής

ιοντικής ισχύος. Η αποτελεσματικότερη απομά­
κρυνση του γονιδιωματικού DNA πραγματοποιείται
με εφαρμογή δεοξυρι-βονουκλεάσης (DNase I).

1. Ένα ενήλικο άτομο δάκου τοποθετείται σε 
σωληνάκι τύπου eppendorf, το οποίο περιέχει 
Διαλύμα Λύσης (200 μΙ, Lysis Buffer) και β-μερκα- 
πτοαιθανόλη 14.2 Μ (1.4 μΙ, β-ME).

2. To έντομο ομογενοποιείται με τη βοήθεια ειδικού 
εμβόλου και το ομογενοποίημα μεταφέρεται σε 
στήλη (PrefMter Spin Cup), η οποία έχει τοπο­
θετηθεί σε σωλήνα συλλογής (Receptab!e tube).

3. Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 14,000 g για 5 
λεπτά, απόρριψη της στήλης και προσθήκη στο 
έκλουσμα ίσου όγκου αιθανόλης 70%.

4. Το μείγμα αναδεύεται ήπια, μεταφέρεται σε στήλη 
σύνδεσης RNA (RNA Binding Spin Cup), η οποία 
έχει τοποθετηθεί σε σωλήνα συλλογής και 
φυγοκεντρείται σε 14,000 g για 1 λεπτό.

5. Το έκλουσμα απομακρύνεται από το σωλήνα 
συλλογής και επανατοποθετείται η στήλη. 
Προστίθεται 1Χ Διάλυμα Πλύσης χαμηλής 
ιοντικής ισχύος (600 μΙ, 1Χ Low-Salt Wash Buffer) 
στη στήλη και φυγοκεντρείται σε 14,000 g για 1 
λεπτό.

6. Το έκλουσμα απορρίπτεται και ακολουθεί 
φυγοκέντρηση σε 14,000 g για 2 λεπτά, ώστε να 
απομακρυνθεί πλήρως η αιθανόλη.

7. Προστίθεται Διάλυμα DΝάσης Ι (50 μΙ DNase 
Digestion Buffer + 5 μΙ DNase I) στη στήλη και 
ακολουθεί επώαση σε θερμοκρασία 37°C για 15 
λεπτά.

8. Προστίθεται 1X Διάλυμα Πλύσης υψηλής ιοντικής 
ισχύος (600 μΙ, 1X High-Sait Wash Buffer) στη 
στήλη και φυγοκεντρείται σε 14,000 g για 1 λεπτό.

9. Το έκλουσμα απομακρύνεται από το σωλήνα 
συλλογής, προστίθεται στη στήλη 1Χ Διαλύματος 
Πλύσης χαμηλής ιοντικής ισχύος (600 μΙ) και 
φυγοκεντρείται σε 14,000 g για 1 λεπτό.

10. Ακολουθεί απομάκρυνση του εκλούσματος από 
το σωλήνα συλλογής, προσθήκη στη στήλη 1Χ 
Διαλύματος Πλύσης χαμηλής ιοντικής ισχύος 
(300 μΙ) και φυγοκέντρηση σε 14,000 g για 2
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λεπτά, ώστε να απομακρυνθεί πλήρως η αιθα- 
νόλη.

11. Η στήλη μεταφέρεται σε σωληνάκι τύπου 
eppendorf και προστίθεται Διάλυμα Έκλουσης (50 
μΙ, Elution Solution), το οποίο έχει προθερμανθεί 
σε θερμοκρασία 60°C.

12. Ακολουθεί επώαση της στήλης σε θερμοκρασία 
δωματίου για 2-3 λεπτά ώστε να ενυδατωθεί και 
πραγματοποιείται έκλουση του RNA με φυγο- 
κέντρηση σε 14,000 g για 2 λεπτά.

13. Το RNA αποθηκεύεται σε θερμοκρασία -20°C και 
-80°C για μικρό ή μεγάλο χρονικό διάστημα, 
αντίστοιχα. * S

Σημειώσεις
S  Τα ενήλικα άτομα δάκου που χρησιμοποιούνται 

καταψύχονται σε θερμοκρασία -20°C, ενώ είναι ακόμη 

ζωντανά, ώστε να αποφευχθεί η μετά θάνατον 

αποικοδόμηση του RNA.

S  Όλος ο εξοπλισμός που πρόκειται να χρησιμοποιηθεί 

(έμβολα, ακροφύσια, σωληνάκια τύπου eppendorf) 

υφίστανται κατεργασία με διάλυμα DEPC, το οποίο 

αδρανοποιεί τις RNάσες.

S  Η χρήση των γαντιών καθ’ όλη τη διάρκεια κρίνεται 

απαραίτητη διότι τα λίπη των δαχτύλων αποτελούν 

πηγή RNάσων.

2.3 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA

2.3.1 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA με 
αλκαλική λύση

Η πλήρης και αποτελεσματική απομόνωση ενός 
λειτουργικού μακρομορίου από βακτηριακά κύτταρα 
περιλαμβάνει: α. την ανάπτυξη βακτηριακών κυτ­
τάρων, β. τη λύση των κυττάρων και γ. την απομό­
νωση του πλασμιδιακού DNA, και απαιτεί : α. την 
αποτελεσματική αποδιάταξη του κυτταρικού τοιχώ­
ματος, β. την τήρηση συνθηκών οι οποίες είτε ανα­
στέλλουν είτε καταστρέφουν τα διάφορα αποικο- 
δομητικά ένζυμα που απελευθερώνονται κατά την 
λύση των βακτηριακών κυττάρων και γ. το διαχω­
ρισμό του πλασμιδιακού DNA από το χρωμοσωμικό 
DNA και τις πρωτεΐνες.

Το πρωτόκολλο που ακολουθεί αποτελεί 
τροποποίηση των μεθόδων των Birnboim & Doly 
(1979) και Ish-Horowicz & Burke (1981). Η

διαδικασία συνίσταται στη συλλογή των βακτηριακών 
κυττάρων και την αποδιάταξη, παρουσία NaOH και 
SDS, του κυτταρικού τους τοιχώματος, του 
χρωμοσωμικού DNA και των πρωτεϊνών και το 
σχηματισμό αδιάλυτου ιζήματος όταν πραγμα­
τοποιηθεί εξουδετέρωση με οξικό κάλιο. Η 
αναδιάλυση των βακτηριακών κυττάρων πραγματο­
ποιείται παρουσία Tris για τη διατήρηση του pH, 
EDTA για την αποσταθεροποίηση της κυτταρικής 
μεμβράνης και την παρεμπόδιση της δράσης 
νουκλεασών και γλυκόζης για τη διατήρηση της 
οσμωτικότητας. Το SDS (θειικό δωδεκύλιο) διαλυτο- 
ποιεί τα φωσφολιπίδια και τα πρωτεϊνικά συστατικά 
της μεμβράνης, ενώ το NaOH καταστρέφει τους 
δεσμούς H+ και Van der Waals της δίκλωνης δομής 
του DNA και των πρωτεϊνών. Η υψηλή συγκέντρωση 
των αλάτων καθιστά το KDS αδιάλυτο και οι μετου- 
σιωμένες πρωτεΐνες, το χρωμοσωμικό DNA και τα 
υπολείμματα του κυττάρου κατακρημνίζονται σε 
σύμπλοκα αλάτων-απορρυπαντικών. Η πλειονότητα 
του πλασμιδιακού DNA και του βακτηριακού RNA 
παραμένει διαλυτή και μπορεί να συλλεχθεί ύστερα 
από φυγοκέντρηση του υπερκειμένου, εκχύλιση με 
φαινόλη/χλωροφόρμιο και κατακρήμνιση με αιθανό- 
λη. Το πλασμιδιακό DNA απαλλάσσεται από το 
βακτηριακό RNA με αναδιάλυση του ιζήματος σε 
κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα, το οποίο περιέχει 
RNάση Α (RNase A).

1. Βακτηριακά κύτταρα που περιέχουν το πλασμίδιο 
αναπτύσσονται σε υγρό θρεπτικό μέσο LB 
εμπλουτισμένο με το κατάλληλο αντιβιοτικό.

2. Ποσότητα της βακτηριάκης καλλιέργειας (1.5 ml) 
μεταφέρεται σε σωληνάκι τύπου eppendorf και 
φυγοκεντρείται σε 3,000 g για 3 λεπτά.

3. Το υπερκείμενο διάλυμα απομακρύνεται και το 
σωληνάκι τύπου eppendorf αναστρέφεται για 1 
λεπτό προκειμένου να απομακρυνθούν και τα 
τελευταία υπολείμματα θρεπτικού μέσου.

4. Το ίζημα των βακτηριακών κυττάρων
επαναδιαλύεται σε παγωμένο Διάλυμα I (100 μ!) 
με ισχυρή ανάδευση και επωάζεται σε θερ­
μοκρασία δωματίου για 5 λεπτά.

5. Προστίθεται πρόσφατα παρασκευασμένο
Διάλυμα ΙΙ (200 μή, ακολουθώντας ήπια
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ανάδευση και επώαση σε πάγο για λιγότερο από 
5 λεπτά.

6. Προστίθεται παγωμένο Διάλυμα ΙΙΙ (150 μΙ) και 
μετά από ήπια ανάδευση το διάλυμα επωάζεται 
σε πάγο για 6-8 λεπτά.

7. Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 12,000 g για 10 
λεπτά και συλλογή του υπερκειμένου σε νέο 
σωληνάκι τύπου eppendorf.

8. Το διάλυμα εκχυλίζεται με φαινόλη/χλωροφόρμιο 
και το πλασμιδιακό DNA κατακρημνίζεται με 
αιθανόλη.

9. Το ίζημα επαναδιαλύεται σε Ρυθμιστικό Διάλυμα 
TE (100 μΙ), το οποίο περιέχει ΡΝάση Α (RNase 
A) σε συγκέντρωση 20 μg/ml.

10. To DNA αποθηκεύεται σε θερμοκρασία 4°C ή - 
20°C.

Σημειώσεις
S  Η απόδοση της μεθόδου για πλασμίδια πολλαπλών 

αντιγράφων (high copy number) κυμαίνεται από 3 έως 

5 μg DNA / 1 ml αρχικής καλλιέργειας.

S  Η εκχύλιση με φαινόλη/χλωροφόρμιο μπορεί να 

παραληφθεί εάν το απομονωμένο πλασμιδιακό DNA 

χρησιμοποιείται μόνο για κατάτμηση με περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες με σκοπό τη χαρτογράφηση ή την 

απομόνωση του κλωνοποιημένου ενθέματος.

S  Στη περίπτωση όπου απαιτείται η ανάλυση της 

πρωτοδιάταξης του κλώνου η εκχύλιση με 

φαινόλη/χλωροφόρμιο πραγματοποιείται μετά την 

επαναδιάλυση του ιζήματος σε ΤΕ/ΡΝάση και 

ακολουθεί κατακρήμνιση με αιθανόλη και αναδιάλυση 

του ιζήματος σε ddH2 0 .

2.3.2 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA με χρήση 
του Invisorb® Spin Plasmid Mini Two kit (Invitek)

Η μέθοδος συνίσταται στο συνδυασμό της 
αλκαλικής λύσης για την απομόνωση του πλασμι­
διακού DNA και της επιλεκτικής πρόσδεσής του σε 
ειδική στήλη, η σύσταση της οποίας δεν δίνεται. Η 
απομόνωση πραγματοποιείται σύμφωνα με το 
εγχειρίδιο της κατασκευάστριας εταιρείας.

1. Βακτηριακά κύτταρα που περιέχουν το πλασμίδιο 
αναπτύσσονται σε υγρό θρεπτικό μέσο LB 
εμπλουτισμένο με το κατάλληλο αντιβιοτικό.

2. Ποσότητα της βακτηριάκης καλλιέργειας (1.5 ml) 
μεταφέρεται σε σωληνάκι τύπου eppendorf και 
φυγοκεντρείται σε 14,000 g για 1 λεπτό.

3. Το υπερκείμενο υγρό απομακρύνεται και το 
σωληνάκι τύπου eppendorf αναστρέφεται για 1 
λεπτό προκειμένου να απομακρυνθούν και τα 
τελευταία υπολείμματα θρεπτικού μέσου.

4. Το ίζημα των βακτηριακών κυττάρων 
επαναδιαλύεται σε Διάλυμα Α (250 μΙ) με ισχυρή 
ανάδευση και προστίθεται Διάλυμα Β (250 μΙ), 
ακολουθώντας ήπια ανάδευση και επώαση σε 
θερμοκρασία δωματίου για λιγότερο από 5 λεπτά.

5. Προστίθεται Διάλυμα C (250 μΙ) και μετά από 
ήπια ανάδευση το διάλυμα φυγοκεντρείται σε 
14,000 g για 5 λεπτά.

6. Το υπερκείμενο διάλυμα μεταφέρεται σε στήλη 
(Spin FMter), η οποία έχει τοποθετηθεί σε σωλήνα 
συλλογής (Receiver Tube) και ακολουθεί επώαση 
σε θερμοκρασία δωματίου για 2 λεπτά και 
φυγοκέντρηση σε 10,000 g για 1 λεπτό.

7. Το έκλουσμα απομακρύνεται από το σωλήνα 
συλλογής και επανατοποθετείται η στήλη. 
Προστίθεται Διάλυμα Πλύσης (750 μΙ, Wash So!u- 
tion) στη στήλη και φυγοκεντρείται σε 10,000 g 
για 1 λεπτό.

8. Το έκλουσμα απορρίπτεται και ακολουθεί 
φυγοκέντρηση σε 14,000 g για 3 λεπτά, ώστε να 
απομακρυνθεί πλήρως η αιθανόλη του 
Διαλύματος Πλύσης.

9. Η στήλη μεταφέρεται σε σωληνάκι τύπου 
eppendorf και προστίθεται Διάλυμα Έκλουσης 
(100 μΙ, E!ution So!ution), το οποίο έχει προθερ- 
μανθεί σε θερμοκρασία 60°C.

10. Ακολουθεί επώαση της στήλης σε θερμοκρασία 
δωματίου για 2-3 λεπτά ώστε να ενυδατωθεί και 
πραγματοποιείται έκλουση του DNA με φυγο- 
κέντρηση σε 14,000 g για 1-2 λεπτά.

11. To DNA αποθηκεύεται σε θερμοκρασία 4°C ή - 
20°C S

Σημείωση

S  Το απομονωμένο DNA μπορεί να χρησιμοποιηθεί 

απευθείας για κατάτμηση με περιοριστικές
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ενδονουκλεάσες με σκοπό τη χαρτογράφηση ή την 

απομόνωση του κλωνοποιημένου ενθέματος καθώς και 

για ανάλυση της πρωτοδιάταξης του.

3. ΧΕΙΡΙΣΜΟΣ ΝΟΥΚΛΕΪΝΙΚΩΝ ΟΞΕΩΝ

3.1 Εκχύλιση DNA με φαινόλη/χλωροφόρμιο

Η διαδικασία πραγματοποιείται για την απομά­
κρυνση πρωτεϊνών από διαλύματα νουκλεϊνικών 
οξέων, λόγω της ιδιότητας της φαινόλης να 
αποδιατάσσει και να διαχωρίζει τις πρωτεΐνες μαζί με 
τα λιπίδια από τα νουκλεϊνικά οξέα. Τα νουκλεϊνικά 
οξέα συγκεντρώνονται στην υδατική φάση, η οποία, 
μετά από φυγοκέντρηση, σχηματίζει την άνω φάση 
λόγω της μικρότερης πυκνότητάς της. Η παρουσία 
του χλωροφορμίου διευκολύνει το διαχωρισμό των 
φάσεων λόγω της μεγάλης πυκνότητας που 
προσδίδει στην οργανική φάση και απομακρύνει τα 
τυχόν εναπομείναντα υπολείμματα φαινόλης από το 
διάλυμα.

1. Σε διάλυμα DNA όγκου V προστίθεται ίσος όγκος 
διαλύματος φαινόλης/χλωροφορμίου (0.5 V /0.5 
V) και ακολουθεί ανάδευση έως ότου σχηματιστεί 
ένα ομοιογενές γαλάκτωμα.

2. Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 14,000 g για 5 λεπτά 
ώστε να διαχωριστούν οι δύο φάσεις, οργανική 
και υδατική.

3. Η υδατική φάση, στην οποία περιέχονται τα 
νουκλεϊνικά οξέα, μεταφέρεται σε νέο σωληνάκι 
τύπου eppendorf, προστίθεται ίσος όγκος διαλύ­
ματος χλωροφορμίου (1 V), και αφού προηγηθεί 
ανάδευση, φυγοκεντρείται σε 14,000 g για 5 λε­
πτά.

4. Ακολουθεί μεταφορά της υδατικής φάσης σε νέο 
σωληνάκι τύπου eppendorf και επανάληψη της 
εκχύλισης με χλωροφόρμιο.

5. Η υδατική φάση μεταφέρεται σε νέο σωληνάκι 
τύπου eppendorf και το DNA επανακτάται με κα­
τακρήμνιση με αιθανόλη. * S

Σημειώσεις
S  Εάν η φαινόλη δεν είναι εξισορροπημένη σε pH 7.8-8.0 

τα νουκλεϊνικά οξέα τείνουν να συγκεντρώνονται στην 

οργανική φάση. Υπό όξινες συνθήκες η εκχύλιση με 

φαινόλη/χλωροφόρμιο προκαλεί τη συγκέντρωση του

RNA στην υδατική φάση, ενώ του DNA και των 

πρωτεϊνών στη οργανική.

S  Σε περίπτωση που η υδατική φάση παρουσιάζει 

αυξημένη πυκνότητα λόγω αλάτων (>0.5 Μ) ή 

σουκρόζης (>10%), θα σχηματίσει την κάτω φάση. Η 

προσθήκη της υδροξυκινολίνης αποσκοπεί στη 

σίγουρη αναγνώριση της οργανικής φάσης.

S  Για να επιτευχθεί η μέγιστη ανάκτηση των 

νουκλεϊνικών οξέων, η οργανική φάση και μεσόφαση 

του βήματος ΙΙΙ μετά την απομάκρυνση της υδατικής 

φάσης μπορεί να επανα-εκχυλιστεί με προσθήκη ίσου 

όγκου όόΗ2θ. Μετά τη φυγοκέντρηση η δεύτερη αυτή 

υδατική φάση προστίθεται στη πρώτη.

S  Η ανάμειξη της οργανικής και υδατικής φάσης 

πραγματοποιείται με ισχυρή ανάδευση (vortex) όταν 

απομονώνονται μόρια DNA μικρού μεγέθους (<10 kb) 

και με ήπια ανακίνηση όταν απομονώνονται μόρια DNA 

μέτριου μεγέθους (10-30 kb). Ιδιαίτερη προσοχή 

απαιτεί το μεγαλο-μοριακό DNA (>30 kb) όπου η 

ανάμειξη των δύο φάσεων πραγματοποιείται με 

περιστροφή σε 20 rpm, ώστε αυτό να μην 

τμηματοποιηθεί.

3.2 Κατακρήμνιση DNA με αιθανόλη

Η κατακρήμνιση με αιθανόλη χρησιμοποιείται 
συνήθως για συμπύκνωση, αφαλάτωση και επανά- 
κτηση νουκλεϊνικών οξέων και πραγματοποιείται 
παρουσία συγκεκριμένων συγκεντρώσεων μονοσθε­
νών κατιόντων. Η αιθανόλη αφαιρεί το ενυδατωμένο 
περίβλημα από τα νουκλεϊνικά οξέα και εκθέτει τις 
αρνητικά φορτισμένες φωσφορικές ομάδες στα 
μονοσθενή κατιόντα όπως τα Na+, τα οποία 
συνδέονται σε αυτές. Με τον τρόπο αυτό μειώνονται 
οι απωθητικές δυνάμεις μεταξύ των πολυνουκλεο- 
τιδικών αλυσίδων σε τέτοιο βαθμό ώστε να σχηματί­
ζεται ίζημα. Η κατακρήμνιση μπορεί να επιτευχθεί 
μόνο παρουσία επαρκούς ποσότητας κατιόντων 
ώστε να εξουδετερωθεί το αρνητικό φορτίο των 
φωσφορικών καταλοίπων. Η διαδικασία μπορεί να 
ποικίλλει στη θερμοκρασία όπου χρησιμοποιείται για 
να σχηματιστεί το ίζημα, στον τύπο και τη 
συγκέντρωση των μονοσθενών κατιόντων που 
προστίθενται καθώς και στο χρόνο και την ταχύτητα 
της φυγοκέντρησης.

1. Σε διάλυμα DNA όγκου V προστίθεται Διάλυμα 
Οξικού νατρίου (CH3COONa) τελικής συγκέντρω­
σης 0.3 Μ και περίπου διπλάσιος όγκος (2 -2.5 V) 
παγωμένης απόλυτης αιθανόλης (100%).
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2. Το μείγμα, ύστερα από ισχυρή ανάδευση, τοπο­
θετείται σε θερμοκρασία -80°C για 15 λεπτά και 
φυγοκεντρείται σε 14,000 g για 20 λεπτά.

3. Το υπερκείμενο υγρό απομακρύνεται και στο 
ίζημα προστίθεται μισός όγκος αιθανόλης 70% 
(0.5 V), ώστε να απομακρυνθούν τα άλατα.

4. Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 14,000 g για 5 λεπτά 
και απομάκρυνση του υπερκειμένου.

5. Το ίζημα ξηραίνεται σε θερμοκρασία δωματίου και 
επαναδιαλύεται σε υδατικό διάλυμα.

Σημειώσεις

S  Τα νουκλει'νικά οξέα είναι αδιάλυτα σε διαλύματα αιθα­

νόλης και διαλυτά σε διαλύματα αλάτων.

S  Η κατακρήμνιση με ισοπροπανόλη απαιτεί λιγότερο 

όγκο και μπορεί να πραγματοποιηθεί σε θερμοκρασία 

δωματίου, γεγονός που ελαχιστοποιεί την ταυτόχρονη 

κατακρήμνιση αλάτων που μπορούν να εμποδίσουν τη 

χρήση των νουκλεινικων οξέων σε άλλες εφαρμογές.

S  Η κατακρήμνιση νουκλει'νικών οξέων μικρού μεγέθους 

(<100 nt) μπορεί να βελτιωθεί με την προσθήκη MgCl2 

σε τελική συγκέντρωση 0.01 Μ.

S  Η κατακρήμνιση μικρής ποσότητας νουκλει'νικών οξέων 

μπορεί να βελτιωθεί με την προσθήκη φορέων συγκα- 

τακρήμνισης (όπως γλυκογόνο, tRNA ζύμης, γραμμικό 

πολυακρυλαμίδιο). Οι φορείς αυτοί είναι αδιάλυτοι σε 

διαλύματα αιθανόλης και κατά τη φυγοκέντρηση 

δημιουργούν ίζημα το οποίο παγιδεύει τα νουκλει'νικά 

οξέα.

3.3 Ποσοτικός προσδιορισμός νουκλει'νικών 
οξέων

3.3.1 Με χρήση φασματοφωτόμετρου

Η ποσοτικοποίηση των νουκλει'νικών οξέων 
μέσω φωτομέτρησης βασίζεται στο γεγονός ότι το 
DNA και το RNA απορροφούν εκλεκτικά σε μήκος 
κύματος 260 nm. Τιμή οπτικής πυκνότητας 1 
(OD=1), αντιστοιχεί σε συγκέντρωση περίπου 50 
μg/ml για δίκλωνο DNA, 40 μg/ml για μονόκλωνο 
DNA ή RNA και ~20 μg/ml για μονόκλωνα ολιγονου- 
κλεοτίδια. Ο λόγος των τιμών OD στα 260 προς 280 
nm παρέχει μια εκτίμηση της καθαρότητας του DNA, 
δηλαδή κατά πόσο αυτό είναι απαλλαγμένο από 
πρωτεΐνες. Για καθαρά διαλύματα DNA και RNA ο 
λόγος OD260/OD280 κυμαίνεται μεταξύ 1.8-2.0 ενώ

όταν το διάλυμα περιέχει πρωτεΐνες ή φαινόλη, η 
τιμή αυτή είναι σημαντικά μικρότερη.

3.3.2 Μέσω ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 
αγαρόζης

Ο ηλεκτροφορητικός ποσοτικός προσδιορισμός 
του DNA ενδείκνυται σε περιπτώσεις είτε χαμηλής 
συγκέντρωσης είτε μη καθαρότητας των προς 
ανάλυση διαλυμάτων. Η ποσοτικοποίηση βασίζεται 
στην ιδιότητα του δίκλωνου DNA να συνδέεται με την 
ένωση βρωμιούχο αιθιδίο, τα μόρια της οποίας 
φωσφορίζουν κάτω από το υπεριώδες φως. Η 
σύνδεση αυτή και η ένταση φθορισμού είναι ανάλογη 
της ποσότητας DNA. Έτσι, σύγκριση του φθορισμού 
που εκπέμπεται από το προς ανάλυση DNA με το 
φθορισμό γνωστής συγκέντρωσης και μήκους DNA 
(μάρτυρας-ladder), παρέχει τη δυνατότητα εκτίμησης 
της ποσότητας του προς ανάλυση διαλύματος. Η 
εκτίμηση πραγματοποιείται είτε εμπειρικά είτε με 
ποσοτική σύγκριση σε προγράμματα επεξεργασίας 
εικόνας στον ΗΥ. Με αυτόν τον τρόπο κατά ελάχιστο 
10 ng DNA μπορούν να ανιχνευθούν μετά από 
ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 1% που 
περιέχει 0.5 gr βρωμιούχο αιθίδιο/ 1 ml διαλύματος. S

Σημείωση

S  Με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης μπορεί 

επίσης να εκτιμηθεί η ποιότητα του DNA, εάν δηλαδή 

αυτό είναι μεγαλομοριακό ή όχι.

3.4 Κατάτμηση DNA με περιοριστικές ενδονου- 
κλεάσες

Τα ένζυμα περιορισμού είναι ειδικές ενδονου- 
κλεάσες που τέμνουν κατά τρόπο καθορισμένο και 
επαναλαμβανόμενο το δίκλωνο DNA. Οι περιοριστι­
κές ενδονουκλεάσες απομονώνονται από βακτήρια, 
στα οποία ο φυσιολογικός τους ρόλος είναι να παρέ­
χουν προστασία έναντι της εισβολής βακτηριο- 
φάγων. Η δράση τους εστιάζεται στην αναγνώριση 
ειδικών παλίνδρομων αλληλουχιών τεσσάρων έως 
οκτώ βάσεων και την υδρόλυση ενός φωσφο- 
διεστερικού δεσμού σε κάθε αλυσίδα της περιοχής 
αυτής, προς τη θέση 3' σε σχέση με τον άξονα 
συμμετρίας. Με τον τρόπο αυτό και ανάλογα με την 
αλληλουχία που αναγνωρίζουν δημιουργούνται τμή-
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ματα DNA με τυφλά ή προεξέχοντα μονόκλωνα 
άκρα. Η δράση του κάθε ενζύμου εξαρτάται κυρίως 
από τη θερμοκρασία επώασης και τη σύσταση του 
διαλύματος επώασης. Το διάλυμα επώασης καθορί­
ζει την ιοντική ισχύ του περιβάλλοντος, στο οποίο θα 
δράσει το ένζυμο και μπορεί να είναι υψηλή, μέση ή 
χαμηλή. Η ιοντική ισχύς του διαλύματος καθορίζεται 
κυρίως από ιόντα Mg+2 και Na+ που περιέχονται σε 
αυτό. Οι σουλφιδρυλικοί παράγοντες όπως η β-μερ- 
καπταιθανόλη και διθειοθρεϊτόλη (που επίσης περιέ­
χει το διάλυμα επώασης) αποσκοπούν στην 
αναστολή της δράσης νουκλεασών που 
ενδεχομένως υπάρχουν. Η ποσότητα του ενζύμου 
που θα χρησιμοποιηθεί αποτελεί συνάρτηση της 
ενεργότητάς του και της ποσότητας και μεγέθους του 
προς κατάτμηση DNA.

1. Σε σωληνάκι τύπου eppendorf προστίθενται 
διαδοχικά το DNA, το ρυθμιστικό διάλυμα (buffer) 
του ενζύμου, η κατάλληλη ποσότητα ddH2O έως 
τον τελικό όγκο και το ένζυμο.

DNA V d n a

Ρυθμιστικό διάλυμα V buffer = 1X

Ένζυμο V ενζ = x units

ddH2O VddH2O = V jsA- V d NA-VevY

Τελικός όγκος V τελ

2. Το μείγμα αναδεύεται ήπια με πιπέτα και επωά­
ζεται στην κατάλληλη για το χρησιμοποιούμενο 
ένζυμο θερμοκρασία (συνήθως 37°C) για 1-2 
ώρες.

3. Η αντίδραση πέψης τερματίζεται είτε με την προ­
σθήκη διαλύματος EDTA σε τελική συγκέντρωση 
10 mM είτε με επώαση του μείγματος στη 
θερμοκρασία απενεργοποίησης του ενζύμου. * S

Σημειώσεις

S  Ως μονάδα ενεργότητας του ενζύμου (unit) ορίζεται 

συνήθως το ποσό ενζύμου (σε αντίδραση 20 μΙ) που 

απαιτείται για την κατάτμηση 1 μ9 DNA (μεγέθους 40 

kb) σε μία ώρα στην απαιτούμενη θερμοκρασία.

S  Η συγκέντρωση του ενζύμου δεν πρέπει να υπερβαίνει 

το 10% του τελικού όγκου της αντίδρασης, διότι μπορεί 

να προκληθεί αναστολή της δράσης του λόγω 

αυξημένης παρουσίας γλυκερόλης. Οι περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες διατηρούνται σε διάλυμα γλυκερόλης 

50% και σε θερμοκρασία -20°C.

S  Η ενεργότητα του ενζύμου μπορεί να μειωθεί σε συνθή­

κες υψηλού pH ή/και παρουσία οργανικών διαλύτων.

S  Η ποσότητα του ενζύμου μπορεί να μειωθεί εάν αυξη­

θεί ο χρόνος επώασης της αντίδρασης.

3.5 Ανάκτηση μορίων DNA από πήκτωμα 
αγαρόζης με χρήση του Wizard® SV Gel and PCR 
Clean-Up System kit (PromegaJ

Η ανάκτηση μορίων DNA μετά από ηλεκτρο- 
φορητικό διαχωρισμό σε πήκτωμα αγαρόζης πραγ­
ματοποιείται σύμφωνα με το εγχειρίδιο της κατά- 
σκευάστριας εταιρείας. Η διαδικασία περιλαμβάνει: 
α. την τήξη του πηκτώματος παρουσία ισοθειο- 
κυανικής γουανιδίνης που περιέχεται στο διάλυμα 
πρόσδεσης στη μεμβράνη (Membrane Binding 
Solution), β. τη σύνδεση του DNA σε μεμβράνες 
πυρητίου παρουσία χαοτροπικών αλάτων και γ. την 
έκλουση του DNA σε ddH2O.

1. Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης, το επιθυ­
μητό τμήμα DNA αποκόπτεται από το πήκτωμα 
αγαρόζης, τοποθετείται σε σωληνάκι τύπου ep­
pendorf και προσδιορίζεται το βάρος του.

2. Προστίθενται 10 μΙ Διαλύματος Πρόσδεσης στη 
Μεμβράνη (Membrane Binding Solution) για κάθε 
10 mg πηκτώματος.

3. Το μείγμα επωάζεται σε θερμοκρασία 65°C με α- 
νάδευση ανά τακτά χρονικά διαστήματα, έως 
ότου επιτευχθεί η τήξη του πηκτώματος.

4. Το μείγμα μεταφέρεται σε στήλη (SV Minicolumn), 
η οποία έχει τοποθετηθεί σε σωλήνα συλλογής 
(Collection Tube) και ακολουθεί επώαση σε θερ­
μοκρασία δωματίου για 1 λεπτό και φυγοκέ- 
ντρηση σε 16,000 g για 1 λεπτό.

5. Το έκλουσμα απομακρύνεται από το σωλήνα 
συλλογής και επανατοποθετείται η στήλη. Προστί­
θεται Διάλυμα Πλύσης Μεμβράνης (700 μΙ, 
Membrane Wash Solution) και ακολουθεί φυγο- 
κέντρηση σε 16,000 g για 1 λεπτό.
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6. Το έκλουσμα απομακρύνεται, προστίθεται στη 
στήλη Διάλυμα Πλύσης Μεμβράνης (500 μΙ) και 
αυτή φυγοκεντρείται για 5 λεπτά.

7. Το έκλουσμα απομακρύνεται από το σωλήνα 
συλλογής, επανατοποθετείται η στήλη και αυτή 
φυγοκεντρείται σε 14,000 g για επιπλέον 1 λεπτό 
ώστε να απομακρυνθεί πλήρως η αιθανόλη.

8. Η στήλη μεταφέρεται σε σωληνάκι τύπου 
eppendorf και προστίθεται υδατικό Διάλυμα Ελεύ­
θερο Νουκλεασών (30-40 μΙ, Nuclease-Free wa­
ter), το οποίο έχει προθερμανθεί σε θερμοκρασία 
60°C.

9. Ακολουθεί επώαση της στήλης σε θερμοκρασία 
δωματίου για 2-3 λεπτά ώστε να ενυδατωθεί και 
πραγματοποιείται έκλουση του DNA με φυγο- 
κέντρηση σε 16,000 g για 2 λεπτά.

10. To DNA αποθηκεύεται σε θερμοκρασία 4°C ή - 
20°C. S

Σημειώσεις

S  Τμήματα DNA τα οποία έχουν μέγεθος μεγαλύτερο των 

5 kb πρέπει να αναδεύονται ήπια κατά την επώαση 

τους με το διάλυμα πρόσδεσης στη μεμβράνη, ώστε να 

αποφευχθεί η κατάτμησή τους.

S  Με το συγκεκριμένο σύστημα μπορεί να επιτευχθεί 

ανάλογα με το μέγεθος του DNA έως και 95% 

ανάκτηση της ηλεκτροφορημένης ποσότητάς του. Η 

μέγιστη δυνατότητα πρόσδεσης (binding capacity) της 

στήλης είναι περίπου 40 μg ανά στήλη, ενώ DNA 

ποσότητας 10 ng έχει απομονωθεί επιτυχώς.

S  Υψηλές συγκεντρώσεις αγαρόζης απαιτούν μεγαλύτερο 

χρόνο επώασης για να επιτευχθεί η τήξη τους.

S  Το απομονωμένο DNA μπορεί να χρησιμοποιηθεί 

απευθείας σε αντιδράσεις αλληλούχισης, κλωνο­

ποίησης, σήμανσης ή in vitro μεταγραφής.

4. ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΗ ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗ

Τα πλασμίδια είναι μικρά, κυκλικά, δίκλωνα μόρια 
DNA που μπορούν να αναπτύσσονται ημι-αυτόνομα 
σε βακτήρια. Ένα τυπικό πλασμίδιο-φορέας 
κλωνοποίησης πρέπει να περιέχει μία αφετηρία 
αντιγραφής, ώστε να μπορεί να αντιγράφεται στο 
βακτηριακό κύτταρο ανεξάρτητα από το βακτηριακό 
χρωμόσωμα, και μία θέση-στόχο για μία 
ενδονουκλεάση περιορισμού, ώστε να μπορεί να 
κατατμηθεί και να ενσωματώσει ένα ξένο τμήμα

DNA. Συνήθως το πλασμίδιο περιέχει επιπλέον ένα 
γονίδιο για κάποια επιλέξιμη ιδιότητα, όπως η ανοχή 
στα αντιβιοτικά, που επιτρέπει την ταυτοποίηση των 
βακτηρίων τα οποία έχουν προσλάβει το 
ανασυνδυασμένο πλασμίδιο (Bolivar et al., 1977; 
Bernard, 1995).

4.1 Ταυτοποίηση ανασυνδυασμένων κλώνων

Η επιλογή των μετασχηματισμένων κλώνων, 
αυτών δηλαδή που έχουν προσλάβει το πλασμίδιο, 
ανασυνδυασμένο ή μη, πραγματοποιείται με την 
παρουσία του αντιβιοτικού που υπάρχει στο 
θρεπτικό μέσο των τρυβλίων. Η επιλογή των 
βακτηρίων που έχουν προσλάβει ανασυνδυασμένο 
πλασμίδιο πραγματοποιείται με τον έλεγχο της α- 
συμπληρωματικότητας. Τα πλασμίδια-φορείς που 
χρησιμοποιούνται στην α-συμπληρωματικότητα φέ­
ρουν α. ένα τμήμα του DNA της E.coli που περιέχει 
τις ρυθμιστικές αλληλουχίες και την κωδική πληρο­
φορία των πρώτων 146 αμινοξέων του γονιδίου της 
β- γαλακτοσιδάσης (lacZ) και β. την αλληλουχία του 
πολύσυνδέτη (polylinker) ενσωματωμένη (στο ίδιο 
ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης) στο γονίδιο lacZ. Ο πο- 
λύσυνδέτης δηλαδή δε διακόπτει το αναγνωστικό 
πλαίσιο αλλά απλώς προσθέτει κάποια αμινοξέα στο 
προϊόν του γονιδίου. Οι φορείς αυτοί χρησιμοποιού­
νται σε βακτηριάκα στελέχη τα οποία κωδικοποιούν 
το καρβοξυτελικό τμήμα της β-γαλακτοσιδάσης. Με 
τον τρόπο αυτό ούτε οι φορείς ούτε τα κύτταρα 
μπορούν από μόνα τους να δώσουν μία ενεργή 
μορφή, μπορούν όμως να συνδυαστούν και να 
δώσουν μια ενζυμικά ενεργή πρωτεΐνη (Ullman et al., 
1967). Τα lac+ βακτήρια γίνονται εύκολα αντιληπτά 
λόγω της δημιουργίας μπλε αποικιών παρουσία του 
χρωμογόνου υποστρώματος X-gal (Horwitz et al., 
1964). Συνεπώς, εάν το πλασμίδιο δεν έχει ανα­
συνδυαστεί, το γονίδιο lacZ εκφράζεται κανονικά και 
σε συνδυασμό με τα γονίδια βακτηρίου-ξενιστή επι­
τρέπει το μεταβολισμό της ουσίας X-gal και της 
δημιουργίας μπλε αποικιών. Αντίθετα, εάν το 
πλασμίδιο είναι ανασυνδυασμένο το ανοιχτό πλαίσιο 
ανάγνωσης του γονιδίου lacZ διακόπτεται, το X-gal 
δεν μεταβολίζεται και ως αποτέλεσμα οι αποικίες 
που παράγονται έχουν χρώμα λευκό. Έτσι, παρου­
σία X-gal και IPTG, ο οποίος λειτουργεί ως επαγω- 
γέας σε ορισμένα βακτηριακά στελέχη στο θρεπτικό
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μέσο των τρυβλίων, οι αποικίες που περιέχουν το 
ανασυνδυασμένο πλασμίδιο παρουσιάζουν λευκό 
χρώμα, ενώ αυτές που περιέχουν το κανονικό 
πλασμίδιο είναι, κατά κανόνα, μπλε.

Ο πλήρης έλεγχος των ανασυνδυασμένων κλώ­
νων πραγματοποιείται με απομόνωση του πλασμι- 
διακού DNA, κατάτμηση με τα κατάλληλα περιο­
ριστικά ένζυμα που διαχωρίζουν το κλωνοποιημένο 
DNA από τον φορέα του καθώς και με προσδιορισμό 
της πρωτοδιάταξης του ενθέματος.

4.2 Προετοιμασία πλασμιδιακού φορέα για 
κλωνοποίηση

Οι πλασμιδιακοί φορείς που χρησιμοποιούνται 
στην κλωνοποίηση μπορούν να διαχωριστούν σε 
τρεις ομάδες με βάση τα άκρα που παρουσιάζουν, 
δηλαδή συμπληρωματικά, τυφλά και άκρα θυμίνης 
που χρησιμοποιούνται στην κλωνοποίηση προϊό­
ντων PCR.

4.2.1 Συμπληρωματικά ή τυφλά άκρα

Η διαδικασία περιλαμβάνει κατάτμηση με την 
κατάλληλη περιοριστική ενδονουκλεάση σε 
συγκεκριμένη θέση του πολυσυνδέτη ώστε να 
δημιουργηθούν τα επιθυμητά άκρα και απομάκρυνση 
των ακραίων φωσφορικών ομάδων ώστε να 
αποτραπεί η επανακυκλοποίηση του γραμμο- 
ποιημένου πλασμιδίου. Η αποφωσφορυλίωση του 
φορέα πραγματοποιείται με το ένζυμο αλκαλική 
φωσφατάση, μια διμερή γλυκοπρωτεΐ νη (CI- Calf 
Intestinal), η οποία καταλύει την αφαίρεση των 
φωσφορικών ομάδων από τα 5' άκρα του πλα­
σμιδίου, εμποδίζοντας με αυτόν τον τρόπο το σχημα­
τισμό φωσφοδιεστερικών δεσμών με τα ελεύθερα 3' 
άκρα του και συνεπώς την επανακυκλοποίησή του 
(Seeburg et al., 1977; Ullrich et al., 1977).

1. Η επιθυμητή ποσότητα του πλασμιδιακού DNA 
πέπτεται με το κατάλληλο, για τη δεδομένη υπο- 
κλωνοποίηση, περιοριστικό ένζυμο.

2. Το ένζυμο απενεργοποιείται είτε με επώαση στην 
προτεινόμενη θερμοκρασία απενεργοποίησης είτε 
με εκχύλιση με φαινόλη/χλωροφόρμιο.

3. Προστίθεται το ρυθμιστικό διάλυμα (buffer) του 
ενζύμου, η αλκαλική φωσφατάση (1 unit) και ο 
απαιτούμενος όγκος ddH2O.

DNA V d n a  (έχει υποστεί κατάτμηση)

Ρυθμιστικό διάλυμα Vbuffer _ 1Χ

CIAP νενζ = 1 unit

ddH2O VddH2O = V jsA- V DNA-V ενζ

Τελικός όγκος V τελ

4. Το μείγμα αναδεύεται ήπια με πιπέτα και επωά­
ζεται σε θερμοκρασία 37°C για 20 λεπτά.

5. Προστίθεται επιπλέον ένζυμο (1 unit) και η επώα­
ση συνεχίζεται για ακόμη 20 λεπτά.

6. Το δείγμα εκχυλίζεται με φαινόλη/χλωροφόρμιο 
και κατακρημνίζεται με αιθανόλη.

7. Το ίζημα αναδιαλύεται σε ddH2 O σε συγκέντρωση 
περίπου 50 ng/μ!. * S

Σημειώσεις

S  Το ρυθμιστικό διάλυμα της αλκαλικής φωσφατάσης 

πρέπει να περιέχει ZnCh σε τελική συγκέντρωση 1 

mM, διότι το κάθε μονομερές του ενζύμου φέρει δύο 

άτομα ψευδαργύρου, τα οποία είναι απαραίτητα για την 

ενζυμική του δράση (Simsek et a., 1973).

S  Η μονάδα του ενζύμου ορίζεται ως η ποσότητα του 

ενζύμου που υδρολύει 1 μ το Ι 4-nitrophenylphosphate 

σε θερμοκρασία 37°C σε 1 λεπτό.

^ 2  μg γραμμοποιημένου πλασμιδιακού DNA μήκους 5 

kb περιέχει περίπου 1.4 pmoles 5'φωσφορικών κατά- 

λοίπων (5'terminal phosphate residue).

S  Η απομάκρυνση των 5'φωσφορικών ομάδων από το 

RNA πραγματοποιείται με προσθήκη 0.01 unit αλκα­

λικής φωσφατάσης / pmoles των 5'άκρων και επώαση 

σε θερμοκρασία 37°C για 15 λεπτά και έπειτα 55°C για 

30 λεπτά.

4.2.2 Φορέας Τ- άκρων

Η διαδικασία περιλαμβάνει την κατάτμηση του 
πλασμιδίου με περιοριστική ενδονουκλεάση σε θέση 
του πολυσυνδέτη η οποία δημιουργεί τυφλά άκρα και 
την επώαση του γραμμοποιημένου φορέα με Taq 
πολυμεράση παρουσία dTTPs, ώστε να προστεθούν
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στα 3' άκρα βάσεις θυμίνης (3'-Τ overhangs). Η 
μέθοδος εκμεταλλεύεται την ιδιότητα των κοινών Taq 
DNA πολυμερασών (μη επιδιορθωτικού ελέγχου-non 
proofreading) να προσθέτει δεοξυαδενοσίνες στο 3' 
άκρο των δίκλωνων DNA μο-ρίων (Aslanidis & de 
Jong, 1990) με απο-τέλεσμα η υποκλωνοποίηση των 
προϊόντων PCR να πραγματοποιείται σε γραμμικό 
πλασμίδιο που έχει προεξέχοντα 3'-Τ άκρα.

1. Ποσότητα του πλασμιδιακού φορέα (~2-3 μg) 
υπόκειται κατάτμηση με περιοριστική ενδονου- 
κλεάση που αναγνωρίζει θέση εντός του 
πολυσυνδέτη δημιουργώντας τυφλά άκρα.

2. Ακολουθεί εκχύλιση με φαινόλη/χλωροφόρμιο και 
κατακρήμνιση με αιθανόλη.

3. Το ίζημα αναδιαλύεται σε ddH2O (20 μΙ), προστί­
θενται dTTPs σε τελική συγκέντρωση 2 mM, ρυ­
θμιστικό διάλυμα Taq πολυμεράσης 1Χ, διάλυμα 
MgCl2 1.5mM και Taq πολυμεράση 2-3 units 
^τελ= 50 μ!), και επωάζεται σε θερμοκρασία 
72°C για 2 ώρες και 30 λεπτά.

4. Ακολουθεί εκχύλιση φαινόλης/χλωροφόρμιο και 
κατακρήμνιση με αιθανόλη.

5. Το ίζημα αναδιαλύεται σε ddH2O σε συγκέντρωση 
περίπου 50 ng/μΙ.

4.3 Αντίδραση σύνδεσης μορίων DNA

Η κατασκευή ενός ανασυνδυασμένου πλασμι- 
δίου στην πιο απλή της μορφή περιλαμβάνει μια 
διαμοριακή αντίδραση στην οποία το ένα άκρο ενός 
γραμμικού πλασμιδιακού φορέα συνδέεται με το ένα 
άκρο του ενθέματος με τη δράση DNA λιγάσης για το 
σχηματισμό μιας γραμμικής DNA χίμαιρας και ακο­
λουθείται από κυκλοποίηση με την πρόσδεση των 
δύο εναπομείναντων άκρων. Η σύνδεση πραγματο­
ποιείται με το σχηματισμό τεσσάρων φωσφοδιεστερι- 
κών δεσμών μεταξύ των 5' φωσφορικών καταλοί­
πων (5'-P) και των 3'υδροξυλομάδων (3'-OH) στην 
περίπτωση όπου ο φορέας δεν έχει υποστεί αποφω- 
σφορυλίωση (διαφορετικά σχηματίζονται δύο δε­
σμοί). Ο σχηματισμός των δεσμών αυτών in vitro 
καταλύεται από τα ένζυμα : α. DNA λιγάση της E.coli 
και β. DNA λιγάση του βακτηριοφάγου Τ4 με ταυτό­
χρονη υδρόλυση ενός μορίου NAD και ενός μορίου 
ATP, αντίστοιχα. Η Τ4 DNA λιγάση είναι το ένζυμο

που χρησιμοποιείται κυρίως διότι έχει την ικανότητα 
να καταλύει τη σύνδεση άκρων όλων των ειδών 
(τυφλά, προεξέχοντα 3' ή 5") (Sgaramella & 
Khorana, 1972; Sgaramella & Ehrlich, 1978) σε 
αντίθεση με την λιγάση της E.coli που καταλύει τη 
σύνδεση μόνο τυφλών άκρων.

Σε μία αντίδραση σύνδεσης, ο μοριακός λόγος 
DNA/πλασμιδίου (δηλαδή ο λόγος των μορίων DNA 
προς τα μόρια του πλασμιδίου) θα πρέπει να είναι 
1:1 έως 3:1. Η ποσότητα του DNA που κλωνοποιεί- 
ται υπολογίζεται από τον τύπο: ng DNA = ng 
πλασμιδίου x a x b, όπου a ο μοριακός λόγος 
DNA/πλασμιδίου και b ο λόγος μεγέθους DNA/πλα­
σμιδίου. Η αντίδραση σύνδεσης τμημάτων DNA επη­
ρεάζεται από μια σειρά παραμέτρους όπως η 
θερμοκρασία, η συγκέντρωση ιόντων, το είδος των 
άκρων του DNA (συμπληρωματικά ή τυφλά) και τη 
συγκέντρωση και το μοριακό βάρος των τμημάτων 
DNA.

1. Η απαραίτητη ποσότητα του ενθέματος τοποθε­
τείται σε σωληνάκι τύπου eppendorf και διαδοχικά 
προστίθεται ο κατάλληλος πλασμιαδιακός φορέας 
(50 ng), το ρυθμιστικό διάλυμα της λιγάσης (1 X) 
και τελευταίο το ένζυμο της λιγάσης (1 u). Η 
ποσότητα του ddH2O αντιστοιχεί σε αυτή που 
απαιτείται για να συμπληρωθεί ο τελικός όγκος 
της αντίδρασης.

Ένθεμα
Vένθεμα (προϊόν κατάτμησης ή αντίδρασης 

PCR )

Φορέας ν φορέα

Ρυθμιστικό

διάλυμα
V buffer = 1X

Τ4 DNA 

λιγάση
νενζ = 1 unit

ddH2O VddH2O = VrsA" VdNA-VevY

Τελικός

όγκος
V τελ
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2. Το μείγμα αναδεύεται ήπια με πιπέτα και 
επωάζεται σε θερμοκρασία 22°C για 2 ώρες και 
30 λεπτά.

3. Το ένζυμο Τ4 DNA λιγάση απενεργοποιείται με 
επώαση σε θερμοκρασία 65°C για 15 λεπτά.

4. Το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί για μετασχηματισμό σε δεκτικά 
κύτταρα.

Σημειώσεις

S  Στην περίπτωση σύνδεσης τμήματος με τυφλά άκρα 

απαιτείται μεγαλύτερη ποσότητα ενζυμού (5 u) καθώς 

και προσθήκη PEG.

S  To PEG αυξάνει το ρυθμό σύνδεσης των τυφλών 

άκρων από 1 σε 3 τάξεις μεγέθους και αλλάζει την 

κατανομή των προϊόντων. Οι ενδομοριακές συνδέσεις 

αναστέλλονται και τα προϊόντα δημιουργούνται 

αποκλειστικά από διαμοριακές συνδέσεις.

4.4 Παρασκευή δεκτικών κυττάρων

Οι περισσότεροι μέθοδοι που χρησιμοποιούνται 
για βακτηριακό μετασχηματισμό βασίζονται στις 
παρατηρήσεις των Mandel & Higa (1970), οι οποίοι 
έδειξαν ότι βακτήρια κατεργασμένα με παγωμένο 
διάλυμα CaCl2  αν θερμανθούν για μικρό χρονικό 
διάστημα, μπορούν να μετασχηματιστούν με DNA 
βακτηριοφάγου λ. Η έκθεση των βακτηρίων σε 
παγωμένο υποτονικό διάλυμα CaCl2  έχει ως 
συνέπεια τη διόγκωση τους (σχηματισμός 
σφαιροπλαστών) και τη σύνδεση του DNA, αφού 
σχηματίσει ένα σύμπλοκο φωσφορικού υδροξυλίου 
του ασβεστίου, στην επιφάνεια των σφαιροπλαστών. 
Με μία σύντομη έκθεση του μείγματος σε υψηλή 
θερμοκρασία 42°C (heat shock) τα βακτηριάκα κύτ­
ταρα μπορούν να ενσωματώσουν τα σύμπλοκα 
DNA.

Ο ακριβής μηχανισμός του θερμικού σοκ και της 
εισαγωγής του DNA δεν είναι γνωστός. Πρόσφατη 
όμως έρευνα κατέδειξε ότι α. η διαφορά θερμο­
κρασίας που δημιουργείται με το θερμικό σοκ 
εσωτερικά και εξωτερικά της μεμβράνης του 
κυττάρου προκαλεί την απελευθέρωση λιπιδίων και 
πρωτεϊνών από την εξωτερική μεμβράνη, 
δημιουργώντας οπές από τις οποίες εισέρχεται το 
DNA και β. ότι η μεμβράνη εκπολώνεται, με αποτέ­

λεσμα να προκαλεί την εισροή του αρνητικά φορτι­
σμένου DNA ώστε να αποκατασταθεί το δυναμικό 
(Panja et al., 2008). Το στάδιο του θερμικού σοκ 
ακολουθεί επώαση των κυττάρων σε θρεπτικό μέσο 
και χαμηλές στροφές ώστε να “επουλωθούν” και να 
εκφράσουν το γονίδιο της ανθεκτικότητας σε 
αντιβιοτικό

Σημειώσεις

S  Η καλλιέργεια βακτηριακών κυττάρων πρέπει να 

βρίσκεται στο μέσο της εκθετικής φάσης ανάπτυξης. 

Στο σημείο αυτό η συγκέντρωση των κυττάρων είναι 

περίπου 108 κύτταρα/ml και η απορρόφηση της 

καλλιέργειας στα 550 nm είναι 0.5-0.6 μονάδες.

S  Το στέλεχος που χρησιμοποιείται είναι το ϋΗ5α της E. 

coli ο γενότυπος του οποίου χαρακτηρίζεται από την 

έλλειψη A(lacZ)M15 που εκφράζει το καρβοξύ τμήμα 

της β γαλακτοσιδάσης, επιτρέποντας έτσι την εφαρ­

μογή της α-συμπληρωματικότητας.

S  Η απόδοση της αρχικής μεθόδου των Mandel & Higa 

(1970), η οποία κυμαίνεται από 10* 5 έως 106 μετασχη­

ματισμένες α π ο ικ ίε ς ^  πλασμιδίου μπορεί να αυξηθεί 

από 100 έως 1000 φορές με έκθεση των βακτηριακών 

στελεχών για μεγαλύτερο χρονικό διάστημα σε δισθενή 

κατιόντα και κατεργασία με DMSO, αναγωγικούς 

παράγοντες και χλωριούχο εξαμινοκοβάλτιο (Kushner, 

1978; Hanahan, 1983).

4.4.1α Παρασκευή δεκτικών κυττάρων με χημική 
μέθοδο

Η διαδικασία πραγματοποιείται σύμφωνα με το 
πρωτόκολλο των Hanahan & Meselson (1983). Η 
απόδοση του μετασχηματισμού εξαρτάται από την 
καθαρότητα των αντιδραστηρίων που 
χρησιμοποιούνται στα διαλύματα, το στάδιο 
ανάπτυξης των κυττάρων, την καθαρότητα του 
εξοπλισμού ώστε να αποφευχθεί η παρουσία 
αποδιατακτικών παραγόντων και άλλων χημικών. Η 
μέθοδος αυτή μπορεί να έχει απόδοση έως > 5 x 107 
απ οικ ίες^ πλασμιδιακού DNA υπερελικωμένης 
μορφής.

1. Αναπτύσσεται βακτηριακή καλλιέργεια του στελέ­
χους DH5α της E.coli σε υγρό θρεπτικό μέσο 
SOB (1 ml) εμπλουτισμένου με 20 mM MgSO4.

2. Η βακτηριακή καλλιέργεια μεταφέρεται σε κωνική 
φιάλη όγκου 250 ml, η οποία περιέχει υγρό θρε­
πτικό μέσο SOB (100 ml) με 20 mM MgSO4, και
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επωάζεται σε θερμοκρασία 37°C υπό ανάδευση 
(220 rpm) έως ότου η οπτική απορρόφηση της 
καλλιέργειας στα 600 nm να παρουσιάσει τιμή
0.45-0.55 μονάδες (OD600=0.45-0.55).

1. Η καλλιέργεια μεταφέρεται σε αποστειρωμένους 
σωλήνες τύπου falcon όγκου 50 ml και ψύχεται 
σε πάγο για 10 λεπτά.

2. Τα κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση σε
4,000 g για 10 λεπτά σε θερμοκρασία 4°C.

3. Το υπερκείμενο απομακρύνεται και οι σωλήνες 
αναστρέφονται για 1 λεπτό, ώστε να απομακρυν­
θούν και τα τελευταία υπολείμματα θρεπτικού 
υλικού.

4. Τα κύτταρα επαναιωρούνται σε παγωμένο 
διάλυμα FSB (20 ml) με ήπια ανάδευση και διατη­
ρούνται σε πάγο για 10 λεπτά.

5. Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 4,000 g για 10 λεπτά 
σε θερμοκρασία 4°C, απομάκρυνση του υπερ- 
κειμένου και αναστροφή των σωλήνων για 1 
λεπτό, ώστε να απομακρυνθούν και τα τελευταία 
υπολείμματα θρεπτικού υλικού.

6. Τα κύτταρα επαναιωρούνται σε παγωμένο διάλυ­
μα FSB (4 ml) με ήπια ανάδευση και προστίθεται 
DMSO (140 μ!). Αναδεύονται ήπια και διατηρού­
νται σε πάγο για 15 λεπτά.

7. Προστίθεται επιπλέον DMSO (140 μ!), αναδεύο­
νται ήπια και μοιράζονται σε κλάσματα (200 μ!) σε 
παγωμένα σωληνάκια τύπου eppendorf.

8. Τα κλάσματα ψύχονται γρήγορα και 
αποθηκεύονται σε θερμοκρασία -80°C.

4.4.1β Μετασχηματισμός με χημική μέθοδο

1. Κλάσμα (200 μ!) χημικά παρασκευασμένων δεκτι­
κών κυττάρων E. coli απομακρύνεται από τη θερ­
μοκρασία αποθήκευσης -80°C και τήκεται σε πά­
γο.

2. Προστίθεται το ανασυνδυασμένο DNA (συνήθως 
η μισή ποσότητα της αντίδρασης σύνδεσης), η 
ποσότητα του οποίου δε μπορεί να υπερβαίνει 
περίπου το 5% του όγκου του κλάσματος, και α­
κολουθεί επώαση σε πάγο για 30 λεπτά.

3. Το μείγμα κυττάρων-DNA υφίστανται θερμικό σοκ 
με μεταφορά σε θερμοκρασία 42°C για 90 δευτε­
ρόλεπτα και αμέσως τοποθετούνται σε πάγο για 2 
λεπτά.

4. Προστίθεται διάλυμα υγρού θρεπτικού μέσου 
SOC (1 ml) και όλο το μείγμα μεταφέρεται σε σω­
λήνα καλλιέργειας, ο οποίος επωάζεται σε θερμο­
κρασία 37°C για 45 λεπτά σε 180 rpm.

5. Η επιθυμητή ποσότητα κυττάρων επιστρώνεται 
σε τρυβλία petri LB άγαρ-αμπικιλλίνης (100 
μρ^Ι), προσθέτοντας X-gal και IPTG (για πιάτα 
90 mm, X-gal: 30 μ! από stock 20 mg/ml, IPTG:3 
μ! από stock 200 mg/ ml).

6. Τα τρυβλία επωάζονται σε θερμοκρασία 37°C για 
12-16 ώρες.

Σημείωση

S  Όταν η επιλογή πραγματοποιείται με αμπικιλλίνη, τα 

μετασχηματισμένα βακτήρια πρέπει να επι-στρώνονται 

με χαμηλή πυκνότητα (<104 colonies per 90mm plate) 

και η επώση δεν πρέπει να υπερβαίνει τις 20 ώρες σε 

θερμοκρασία 37°C διό-τι η β-λακταμάση που εκκρίνεται 

στο θρεπτικό με-σο από τα μετασχηματισμένα 

βακτήρια απενερ-γοποιεί γρήγορα το αντιβιοτικό στη 

περιοχή γύρω από τις αποικίες. Έτσι, επίστρωση σε 

υψηλή πυκνότητα ή για μεγάλο χρονικό διάστημα έχει 

ως αποτέλεσμα την εμφάνιση ευαίσθητων μικροδο- 

ρυφορικών αποικιών.

4.4.2α Παρασκευή δεκτικών κυττάρων για 
ηλεκτροδιάτρηση

Η μέθοδος της ηλεκτροδιάτρησης χρησιμοποι­
ήθηκε πρώτη φορά για την εισαγωγή DNA σε 
ευκαρυωτικά κύτταρα (Neuman et al., 1982). Η 
διαδικασία περιλαμβάνει την ανάπτυξη κυττάρων 
έως το μέσο της εκθετικής φάσης και διαδοχικές 
πλύσεις με διάλυμα χαμηλής ιονικής ισχύος, ώστε να 
μειωθεί η ιονικής ισχύς του εναιωρήματος. Η 
συγκεκριμένη μέθοδος δεν απαιτεί το σχηματισμό
σφαιροπλαστών. Τα κύτταρα αναδια-λύονται σε

10διάλυμα γλυκερόλης 10% σε συγκέ-ντρωση 3 x 10 
κύτταρα/ml και διατηρούνται σε θερμοκρασία -80°C. 
Η απόδοση κυμαίνεται από 10* S * * * 9 έως 1010 απ οικ ίες^ 
DNA και εξαρτάται από παράγοντες όπως η ένταση 
του ηλεκτρικού πεδίου, το μήκος του ηλεκτρικού
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παλμού και η συγκέντρωση του DNA (Dower et al.,
1988).

1. Αναπτύσσεται βακτηριακή καλλιέργεια του στελέ­
χους DH5a της E.coli σε υγρό θρεπτικό μέσο 
SOB (1 ml) εμπλουτισμένου με 20 mM MgSO4

2. Η βακτηριακή καλλιέργεια μεταφέρεται σε κωνική 
φιάλη όγκου 250 ml, η οποία περιέχει υγρό 
θρεπτικό μέσο LB (100 ml), και επωάζεται σε 
θερμοκρασία 37°C υπό ανάδευση (220 rpm) έως 
ότου η οπτική απορρόφηση της καλλιέργειας στα 
600 nm να παρουσιάσει τιμή 0.4-0.5 μονάδες 
(OD6oa=0.4-0.5).

3. Η καλλιέργεια μεταφέρεται σε αποστειρωμένους 
σωλήνες τύπου falcon όγκου 50 ml και ψύχεται 
σε πάγο για 10 λεπτά.

4. Τα κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση σε
4,000 g για 10 λεπτά σε θερμοκρασία 4°C

5. Το υπερκείμενο απομακρύνεται, τα κύτταρα επα- 
ναιωρούνται με ήπια ανάδευση σε παγωμένο 
ddH2O (50 ml/falcon) και ακολουθεί φυγοκέντρη- 
ση σε 4,000 g για 10 λεπτά σε θερμοκρασία 4°C.

6. Επανάληψη του βήματος 5.

7. Το υπερκείμενο απομακρύνεται, τα κύτταρα επα- 
ναιωρούνται σε παγωμένο διάλυμα γλυκερόλης 
10% (4 ml/ falcon) και ακολουθεί φυγοκέντρηση 
σε 4,000 g για 10 λεπτά σε θερμοκρασία 4°C

8. Το υπερκείμενο απομακρύνεται, τα κύτταρα επα- 
ναιωρούνται σε παγωμένο διάλυμα γλυκερόλης 
10% (250 μ!/ falcon) και μοιράζονται σε κλάσματα 
(40 μ!) σε παγωμένα σωληνάκια τύπου eppen- 
dorf.

9. Τα κλάσματα αποθηκεύονται σε θερμοκρασία - 
80°C

4.4.2β Μετασχηματισμός με ηλεκτροδιάτρηση

1. Κλάσμα (40 μ!) παρασκευασμένων για ηλεκτρο­
διάτρηση δεκτικών κυττάρων E. coli απομακρύ­
νεται από τη θερμοκρασία αποθήκευσης -80°C 
και τήκεται σε πάγο.

2. Προστίθεται το ανασυνδυασμένο DNA, η 
ποσότητα του οποίου κυμαίνεται από 10 pg έως 
25 ng (2 μ! από το 1/10 της αντίδρασης

σύνδεσης) και ακολουθεί επώαση σε πάγο για 1 
λεπτό.

3. Το μείγμα μεταφέρεται σε κατάλληλη παγωμένη 
κυψελίδα/κυβέττα διαμέτρου 0.2 cm και τοποθε­
τείται στη θέση υποδοχής της συσκευής, οπότε 
και διέρχεται ρεύμα εντάσεως 13.8 kV/ cm για 5-6 
msec.

4. Αμέσως προστίθενται διάλυμα υγρού θρεπτικού 
SOC (1 ml) και όλο το μείγμα μεταφέρεται σε σω­
λήνα καλλιέργειας, ο οποίος επωάζεται σε θερμο­
κρασία 37°C για 45 λεπτά σε 180 rpm.

5. Η επιθυμητή ποσότητα κυττάρων επιστρώνεται 
σε τρυβλία petri LB άγαρ -  αμπικιλλίνης (100 
μg/ml), προσθέτοντας X-gal και IPTG [για πιάτα 
90 mm, X-gal: 30 μ! (από stock 20 mg/ml), 
IPTG:3 μ! (από stock 200 mg/ ml)].

6. Τα τρυβλία επωάζονται σε θερμοκρασία 37°C για 
12-16 ώρες.

5. ΒΑΚΤΗΡΙΟΦΑΓΟΣ λ

Οι βακτηριοφάγοι ή φάγοι είναι ιοί οι οποίοι 
προσβάλλουν βακτήρια. Τροποποιημένες μορφές 
των βακτηριοφάγων χρησιμοποιούνται ως φορείς 
(Murray & Murray, 1974; Rambach & Tiollais, 1974; 
Thomas et al., 1974). Ο καλύτερα μελετημένος και 
ευρέως χρησιμοποιούμενος βακτηριοφάγος είναι ο λ- 
φάγος που προσβάλλει το βακτήριο E. coli. Ένας 
πλήρως αναπτυγμένος λ-βακτηριοφάγος αποτελείται 
από την κεφαλή, που περιέχει συσκευασμένο το 
γραμμικό δίκλωνο μόριο DNA (~50 kb), την ουρά, 
μέσω της οποίας διοχετεύεται το DNA της κεφαλής 
στο βακτήριο ξενιστή και τα έξι ινίδια της ουράς. Ο 
βακτηριοφάγος μπορεί να ακολουθήσει δύο 
διαφορετικές πορείες πολλαπλασιασμού σε ένα 
βακτήριο ξενιστή: α. τη λυτική πορεία, όπου το DNA 
του ιού και οι πρωτεΐνες εκφράζονται γρήγορα, 
συσκευάζονται σε σωμάτια και καταστρέφουν το 
βακτήριο με ταυτόχρονη απελευθέρωση 100 έως 
1000 περίπου ιοσωματίων (virions), και β. τη λυσιγο­
νική πορεία, όπου το DNA του ιού ενσωματώνεται 
στο βακτηριακό γονιδίωμα και πολλαπλασιάζεται 
μαζί του παραμένοντας ανενεργό, μέχρις ότου 
αλλαγές στο περιβάλλον το ενεργοποιήσουν και 
ακολουθήσει τη λυτική πορεία
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Ο γενετικός χάρτης του λ-βακτηριοφάγου είναι 
γνωστός και αποτελείται από περίπου 40. Τα γονίδια 
που κωδικοποιούν πρωτεΐνες για την κατασκευή της 
κεφαλής και της ουράς (γονίδια A-J) βρίσκονται στο 
αριστερό μέρος του συμβατικού γενετικού χάρτη. 
Στην κεντρική περιοχή υπάρχουν γονίδια υπεύθυνα 
για τη λυσιγονική πορεία του βακτηριοφάγου, ενώ 
αμέσως μετά υπάρχουν αλληλουχίες που είναι 
απαραίτητες για την αντιγραφή του DNA (γονίδια O 
και P) και τη λύση των κυτταρικών μεμβρανών 
(γονίδια S και R). Η περιοχή της έναρξης της 
αντιγραφής (ori) βρίσκεται μέσα στο γονίδιο O. Στα 
άκρα του μορίου υπάρχουν δύο συνεκτικές 
συμπληρωματικές μονόκλωνες αλληλουχίες 12 
νουκλεοτιδίων στο 5' άκρο. Τα άκρα αυτά 
ονομάζονται cos και επιτρέπουν στο μόριο DNA, 
μετά τη μόλυνση του βακτηρίου, να πάρει κυκλικό 
σχήμα (Hendrix et al., 1983). Ένας βακτηριοφάγος 
για να χρησιμοποιηθεί ως φορέας θα πρέπει να 
τροποποιηθεί με έναν από τους εξής τρόπους : α. να 
αφαιρεθούν αλληλουχίες από το γονιδίωμα του 
φάγου οι οποίες δεν είναι απαραίτητες για το λυτικό 
κύκλο, ώστε να μπορεί να δεχθεί το “ξένο” DNA 
(φορείς παρεμβολής). Οι αλληλουχίες που μπορούν 
να αφαιρεθούν αντιστοιχούν σε περίπου 15 kb και 
βρίσκονται στην κεντρική περιοχή που εδράζονται τα 
γονίδια της λυσιγονικής πορείας του βακτηριοφάγου 
(Campbell, 1993και β. να δημιουργηθούν δύο θέσεις 
δράσης περιοριστικού ενζύμου στα άκρα της 
αλληλουχίας του βακτηριοφάγου που θα 
απομακρυνθεί και θα αντικατασταθεί από το “ξένο”

DNA (φορείς αντικατάστασης).

(Β)

5.1 Βακτηριοφαγος λ-DASH II (Stratagene)

Ο βακτηριοφάγος λ-DASH II αποτελεί φορέα 
αντι-κατάστασης ο οποίος χρησιμοποιείται για την 
κλωνοποίηση μεγάλων τμημάτων γονιδιωματικού 
DNA και παρουσιάζει τα εξής χαρακτηριστικά 
(Εικόνα 3-2): α. αναπτύσσεται σε κύτταρα XL1-Blue 
MRA' (P2) εκμεταλλευό-μενος την επιλογή spi (spi 
selection-sensitive to P2 inhibition). Οι 
βακτηριοφάγοι λ, οι οποίοι περιέχουν ενεργά τα 
γονίδια red και gam δεν μπορούν να αναπτυχθούν 
σε στελέχη ξενιστών που περιέχουν λυσιγόνους 
φάγους P2. Τα γονίδια red και gam στο 
βακτηριοφάλο λ DASH II εντοπίζονται στο τμήμα 
που απομακρύνεται κατά την εισαγωγή του 
ενθέματος (stuffer). Έτσι, ο αγρίου τύπου λ DASH ΙΙ 
δεν μπορεί να αναπτυχθεί σε κύτταρα XL1-Blue 
MRA', σε αντίθεση με τον ανασυνδυασμένο λ 
DASH® II, ο οποίος καθίσταται red/gam μετά την 
απομάκρυνση του “stuffer” και την εισαγωγή του 
ενθέματος. Με τον τρόπο αυτό, κατά την επίστρωση 
της βιβλιοθήκης σε στέλεχος XL1-Blue MRA' P2 
πραγματοποιείται spi επιλογή και αναπτύσσονται μό­
νο ανασυνδυασμένοι βακτηριοφάγοι. β. Επιπλέον, 
είναι κατασκευασμένος κατά τέτοιο τρόπο ώστε να 
φέρει εκατέρωθεν του ενθέματος τους υποκινητές Τ3 
και Τ7 και να επιτρέπει τη δημιουργία τελο-ειδικών 
(end-specific) RNA ανιχνευτών και γ. το ένθεμα 
μπορεί να απομακρυνθεί με κατάτμηση με τη περιο-

Εικόνα 2-2: Γενετικός χάρτης του βακτηριοφάγου λ-DASH®N. Το ένθεμα κλωνοποιείται στις θέσεις EcoRI και μπορεί να 
αποχτηθεί με κατάτμηση με τη περιοριστική ενδονουκλεάση Not\. Με βέλη υποδεικνύονται οι θέσεις πρόσδεσης των Τ3 
και Τ7 RNA πολυμερασών.
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ριστική ενδονουκλεάση Notl, καθώς αυτό είναι κλω- 
νοποιημένο στις θέσεις EcoRI του φορέα.

5.2 Ανάπτυξη βακτηριοφάγου λ, απομόνωση και 
εξαγωγή DNA

5.2.1 Προετοιμασία/ανάπτυξη βακτηρίων 
ξενιστών του βακτηριοφάγου λ (plating cells)

Η ανάπτυξη των βακτηρίων πραγματοποιείται 
παρουσία μαλτόζης και ιόντων μαγνησίου. Ο βακτη- 
ριοφάγος λ για να εισαχθεί στο κύτταρο συνδέεται 
στον εξωμεμβρανικό υποδοχέα της μαλτοπορίνης 
(Thirion & Hofnung, 1972; Schwartz, 1967), ο 
φυσιολογικός ρόλος της οποίας είναι η διευ-κόλυνση 
της διάχυσης της μαλτόζης και της μαλτοδεξτρίνης 
μέσα στο κύτταρο (Szmelcman & Hofnung, 1975). Η 
σύνθεση του υποδοχέα, ο οποίος κωδικοποιείται 
από το βακτηριακό γονίδιο lamb, καταστέλλεται από 
τη γλυκόζη και επάγεται από τη μαλτόζη (Schwartz, 
1967). Έτσι, η παρουσία της μαλτόζης στο θρεπτικό 
μέσο έχει ως αποτέλεσμα την εμφάνιση υποδοχέων 
στην επιφάνεια των κυττάρων. Τα ιόντα μαγνησίου 
χρησιμοποιούνται για τη διευκόλυνση της 
πρόσδεσης του βακτηριοφάγου στον υποδοχέα 
(Lieb, 1953).

1. Βακτηριακά κύτταρα XL1-Blue MRA' αναπτύσσο­
νται σε υγρό θρεπτικό μέσο LB (5 ml) εμπλουτι­
σμένο με 10 mM MgSO4 και 0.2% μαλτόζη είτε σε 
θερμοκρασία 37°C υπό ισχυρή ανάδευση (220 
rpm) για 4-6 ώρες είτε σε θερμοκρασία 30°C για 
12-16 ώρες.

2. Τα κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση σε
4,000 g για 10 λεπτά.

3. Το υπερκείμενο απομακρύνεται και το ίζημα των 
κυττάρων επαναιωρείται ήπια στην απαραίτητη 
ποσότητα διαλύματος 10 mM MgSO4 , ώστε η 
οπτική πυκνότητα (OD600) του εναιωρήματος των 
κυττάρων να παρουσιάζει τιμή 0.4-0.6 μονάδες.

4. Τα κύτταρα αποθηκεύονται σε θερμοκρασία 4°C.

Σημειώσεις

εξωτερική μεμβράνη ενός πλήρους επαγώμενου 

βακτηριακού κυττάρου περιέχει περίπου 5 x 10* 5 

υποδοχείς μαλτοπορίνης.

^Τα κύτταρα διατηρούνται σε θερμοκρασία 4°C για 
περίπου μία εβδομάδα.

5.2.2 Επίστρωση βακτηριοφάγων ι  ζε τρυβλίο

Οι πλάκες, οι οποίες εμφανίζονται ως διαυγή 
σημεία επάνω στο βακτηριακό υπόστρωμα (bacterial 
lawn) είναι αποτέλεσμα των συνεχών κύκλων προ­
σβολής και λύσης των βακτηρίων από τα φαγικά 
σωμάτια. Κάθε πλάκα προέρχεται από την αρχική 
προσβολή ενός βακτηρίου από ένα βακτηριοφάγο με 
αποτέλεσμα όλα τα φαγικά σωμάτια που περιέχονται 
σε αυτή να παρουσιάζουν το ίδιο γενετικό προφίλ.

1. Παρασκευάζονται διαδοχικές αραιώσεις (των τά­
ξεων 10-2-10-4) των ανασυνδυασμένων βακτηριο- 
φάγων σε διάλυμα SM.

2. Ποσότητα των αραιώσεων αυτών (συνήθως 2-4 
μ!) αναμιγνύονται με βακτήρια ξενιστές του στελέ­
χους XL1-Blue MRA' (200 μΙ από το απόθεμα με 
OD600=0.4-0.6) σε σωληνάκι τύπου eppendorf και 
επωάζονται σε θερμοκρασία 37°C για 20 λεπτά.

3. Το μείγμα βακτηρίων και φάγων μεταφέρεται σε 
σωλήνα τύπου falcon όγκου 15 ml, ο οποίος πε­
ριέχει NZY υπερκείμενη αγαρόζη (3 ml) και διατη­
ρείται σε θερμοκρασία 47-49°C.

4. Ακολουθεί ανάδευση και μεταφορά σε τρυβλίο 
petri NZY- άγαρ διαμέτρου 90 mm. Το τρυβλίο 
αναδεύεται ώστε να γίνει ομοιόμορφη κατανομή 
του μείγματος.

5. Τα τρυβλία, αφού στερεοποιηθούν, επωάζονται 
σε θερμοκρασία 37°C για 12 ώρες.

Σημειώσεις

S  Η ανάπτυξη των βακτηρίων σε ημιστερεά θρεπτικά 

μέσα, όπως αγαρόζη ή άγαρ, συμβάλλει στον περιορι­

σμό της διάχυσης των φαγικών σωματιδίων.

S  Τα τρυβλία προτιμάται να είναι παρασκευασμένα 2-3 

ημέρες πριν την επίστρωση, ώστε να αποφευχθεί η 

ανάμιξη των πλακών λόγω των σταγόνων υγρασίας.

S  Η εμφάνιση και το μέγεθος των πλακών επηρεάζεται 

από το ρυθμό ανάπτυξης του βακτηριακού υποστρώ­

ματος, τη συγκέντρωση άγαρ/αγαρόζης, την παλαιότη- 

τα του τρυβλίου καθώς και την υγρασία του επωαστι- 

κού θαλάμου. Η εμφάνιση μικρών πλακών οφείλεται σε 

γρήγορη βακτηριακή ανάπτυξη, σε υψηλή συγκέ­

ντρωση υπερκείμενης αγαρόζης/άγαρ, σε στεγνά (dry)
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τρυβλία και σε ξηρή ατμόσφαιρα του επωαστικού 

θαλάμου.

S  Το μέγεθος των βακτηριοφαγικών πλακών δεν αυξάνε­

ται μετά την πλήρη ανάπτυξη του βακτηριακού υπο­

στρώματος, όταν δηλαδή τα κύτταρα βρίσκονται στη 

στατική φάση ανάπτυξης.

5.2.3 Συλλογή πλάκας βακτηριοφάγου λ

1. Με τη χρήση υάλινης πιπέτας Pasteur απομονώ­
νεται η επιθυμητή βακτηριοφαγική πλάκα μαζί με 
το άγαρ και την υπερκείμενη αγαρόζη και τοποθε­
τείται σε διάλυμα SM (200 μΙ) το οποίο περιέχει 
χλωροφόρμιο (0.3%). Το χλωροφόρμιο παρεμπο­
δίζει την ανάπτυξη μικροοργανισμών.

2. Το διάλυμα διατηρείται σε θερμοκρασία 4°C για 
12 ώρες ώστε να επιτευχθεί η διάχυση των φαγι- 
κών σωματιδίων στο διάλυμα.

Σημειώσεις

S  Μία πλάκα περιέχει περίπου 106-107 φαγικά σωμάτια, 

τα οποία μπορούν να αποθηκευτούν σε διάλυμα 

SM/χλωροφορμίου σε θερμοκρασία 4°C για μεγάλο 

χρονικό διάστημα χωρίς να χάσουν τη βιωσιμότητα 

τους.

S  Οι βακτηριοφάγοι λ διαχέονται σε μεγάλες αποστάσεις 

γ ι’ αυτό συνίσταται η επιλογή απομονωμένων πλακών 

καθώς και η σύντομη απομόνωση τους μετά την 

εμφάνισή τους.

5.2.4 Απομόνωση βακτηριοφάγου λ -  εξαγωγή 
DNA

Η διαδικασία απομόνωσης DNA από βακτηριο- 
φάγο λ περιλαμβάνει τρία στάδια: α. την παρασκευή 
εναιωρήματος βακτηριοφάγου λ (lysate), β. την από- 
μόνωση του βακτηριοφάγου και γ. την εξαγωγή του 
DNA.

Η παρασκευή εναιωρήματος πραγματοποιείται 
με τη βακτηριοφαγική επιμόλυνση μικρού αριθμού 
κυττάρων και τη μεταφορά τους σε θρεπτικό μέσο 
ώστε να αναπτυχθούν. Αρχικά, η συγκέντρωση των 
βακτηριοφάγων είναι χαμηλή, ενώ τα κύτταρα της 
καλλιέργειας τα οποία δεν έχουν μολυνθεί συνεχί­
ζουν να διαιρούνται για αρκετές ώρες. Διαδοχικές 
όμως επιμολύνσεις των βακτηρίων οδηγούν στην 
παραγωγή όλο και περισσοτέρων βακτηριοφάγων, 
προκαλώντας τελικά τη επιμόλυνση όλων των

κυττάρων και τη λύση της καλλιέργειας. Η λύση 
διαπιστώνεται από τη μείωση της οπτικής πυκνότη­
τας (θολερότητα) της καλλιέργειας καθώς και από 
την αύξηση του ιξώδους της λόγω της απελευθέ­
ρωσης χρωμοσωμικού DNA από τα νεκρά βακτήρια. 
Η διαδικασία πραγματοποιείται σύμφωνα με το 
πρωτόκολλο του Wizard® Lambda Preps DNA 
Purification System (Promega).

5.2.4α Παρασκευή εναιωρήματος βακτηριοφάγων 
λ

1. Βακτηριακά κύτταρα XL1-Blue MRA' καλλιεργού­
νται σε υγρό θρεπτικό μέσο LB (5 ml) εμπλουτι­
σμένο με 10 mM MgSO4 και 0.2% μαλτόζη.

2. Ποσότητα (500 μ!) της βακτηριακής καλλιέργειας 
αναμιγνύεται με τη διαχυμένη φαγική πλάκα (40 
μ!) σε σωληνάκι τύπου eppendorf και επωάζεται 
σε θερμοκρασία 37°C για 20 λεπτά.

3. Μέρος (250 μ!) του μείγματος μεταφέρεται σε κω­
νική φιάλη όγκου 250 ml, η οποία περιέχει υγρό 
θρεπτικό μέσο LB (20 ml) εμπλουτισμένο με 10 
mM MgSO4.

4. Η καλλιέργεια επωάζεται σε θερμοκρασία 37°C 
έως ότου πραγματοποιηθεί η λύση των βακτηρια- 
κών κυττάρων (5-7 ώρες) και όταν αυτή επιτευ­
χθεί προστίθεται χλωροφόρμιο (100 μΙ).

5. Η καλλιέργεια μεταφέρεται σε σωλήνα τύπου 
falcon όγκου 50 ml και φυγοκεντρείται σε 8,000 g 
για 10 λεπτά ώστε να ιζηματοποιηθούν τα βακτη­
ριακά υπολείμματα.

6. Το υπερκείμενο, το οποίο περιέχει τα φαγικά 
σωματίδια, μεταφέρεται σε νέο σωλήνα τύπου 
falcon όγκου 50 ml και αποθηκεύεται σε θερμο­
κρασία 4°C για χρονικό διάστημα έως και 6 μη­
νών. * S

Σημείωση

S  Η διαδικασία απαιτεί ιδιαίτερη προσοχή στην αναλογία 

κυττάρων και βακτηριοφάγων κατά την αρχική 

επιμόλυνση διότι ακόμη και μικρές αλλαγές μπορούν 

να επηρεάσουν την τελική απόδοση του εναιωρήματος.
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5.2.4β Απομόνωση DNA βακτηριοφάγου λ

Το πρωτόκολλο αποτελεί τροποποίηση της 
μεθόδου του Yamamoto et al., (1970), όπως αυτό 
περιγράφεται στο βιβλίο “Molecular Cloning, A 
laboratory manual” (Sambrook et al., 1989). Η 
απομόνωση των λ βακτηριοφάγων πραγματοποιείται 
με κατακρήμνισή τους παρουσία 1Μ NaCl και 10% 
w/v πολυαιθυλενογλυκόλη 8000 (PEG 8000), αφού 
προηγηθεί επώαση με DNάση Ι και RNάση Α. Η 
επώαση του εναιωρήμα-τος με τις νουκλεάσες 
απαιτείται για την αποδόμηση των νουκλεϊνικών 
οξέων που ελευθερώνονται κατά τη λύση των 
βακτηριακών κυττάρων, ώστε να αποφευχθεί η 
παγίδευση των φαγικών σωματιδίων σε αυτά. H 
προσθήκη NaCl προάγει το διαχωρισμό των 
φαγικών σωματιδίων από τα βακτηριακά υπολείμ­
ματα, ενώ η πολυαιθυλενογλυκόλη 8000 προκαλεί 
την κατακρήμνισή τους.

1. Το εναιώρημα των βακτηριοφάγων επωάζεται με 
DΝάση και RNάση σε συγκέντρωση 1 μg/ml σε 
θερμοκρασία 37°C για 30 λεπτά.

2. Προστίθεται στερεό NaCl σε συγκέντρωση 1 Μ, 
επωάζεται σε πάγο για τουλάχιστον μία ώρα και 
ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 11,000 g για 10 λε­
πτά σε θερμοκρασία 4°C.

3. Το υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο σωλήνα τύ­
που falcon όγκου 50 ml, προστίθεται PEG 8000 
σε συγκέντρωση 10% w / v και επωάζεται σε πά­
γο για τουλάχιστον μία ώρα.

4. Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 11,000 g για 10 λε­
πτά σε θερμοκρασία 4°C, ώστε να συλλεχθούν τα 
φαγικά σωματίδια.

5. Το υπερκείμενο απομακρύνεται και ο σωλήνας 
τύπου falcon αναστρέφεται για 2 λεπτά προκειμέ- 
νου να απομακρυνθούν και τα τελευταία υπολείμ­
ματα του υπερκειμένου.

6. Το ίζημα αναδιαλύεται σε διάλυμα SM (1 ml), 
μεταφέρεται σε σωληνάκι τύπου eppendorf όγκου 
2 ml και επωάζεται σε θερμοκρασία δωματίου 
υπό ήπια ανάδευση για 30 λεπτά.

7. Προστίθεται ίσος όγκος χλωροφορμίου (1 ml), 
ανακινείται ισχυρά και φυγοκεντρείται σε 3,000 g 
για 15 λεπτά, ώστε να απομακρυνθούν η

πολυαιθυλενογλυκόλη και κυτταρικά υπολείμματα 
από το εναιώρημα των βακτηριοφάγων.

8. Το αιώρημα των βακτηριοφάγων (υδατική φάση) 
μεταφέρεται σε νέο σωληνάκι τύπου eppendorf.

5.2.4γ Εξαγωγή DNA βακτηριοφάγου λ

1. Στο εναιώρημα των βακτηριοφάγων προστίθενται 
EDTA, SDS και πρωτεϊνάση Κ σε συγκεντρώσεις 
20 mM, 0.5% και 50 μg / ml αντίστοιχα.

2. Το μείγμα επωάζεται σε θερμοκρασία 56°C για 1 
ώρα και αφού επανέλθει σε θερμοκρασία δωματί­
ου εκχυλίζεται με φαινόλη/χλωροφόρμιο.

3. Το φαγικό DNA κατακρημνίζεται με αιθανόλη και 
το ίζημα αναδιαλύεται σε διάλυμα TE (200 μ!), το 
οποίο περιέχει RNάση σε συγκέντρωση 20 μg/ml.

4. To DNA αποθηκεύεται σε θερμοκρασία 4°C.

Σημειώσεις

κ  Η απόδοση της μεθόδου εξαρτάται από τον τίτλο του 

βακτηριοφάγου στο εναιώρημα και κυμαίνεται από 1 

έως 10 19 / it I φαγικού εναιωρήματος. 

κ  Ένα σωματίδιο βακτηριοφάγου λ περιέχει περίπου 5 x 

10'11 19 DNA.

S  Κατά την απομόνωση των βακτηριοφαγικών σωματι­

δίων λ είναι απαραίτητη η παρουσία ιόντων Mg+* 1 2 (10­

30 mM) ώστε να αποφευχθεί η αποσύνθεση τους από 

την παρουσία EDTA και άλλων χηλικών παραγόντων.

5.3 Τιτλοδότηση γονιδιωματικής βιβλιοθήκης

Κάθε εναιώρημα φάγων παρουσιάζει έναν 
“τίτλο” που εκφράζει τον αριθμό των φαγικών 
σωμάτιων που περιέχει ανά ml (pfu / ml).

1. Παρασκευάζονται διαδοχικές αραιώσεις (των 
τάξεων 10-4-10-7) της γονιδιωματικής βιβλιοθήκης 
σε διάλυμα SM ώστε να χρησιμοποιηθούν στην 
τιτλοδότηση.

2. Ποσότητα των αραιώσεων αυτών (2-3 μ!) αναμι­
γνύεται με βακτήρια ξενιστές (plating cells) του 
στελέχους XL1-Blue MRA' (200 μ! από το απόθε­
μα με OD600=0.4-0.6) σε σωληνάκια τύπου ep­
pendorf και επωάζονται σε θερμοκρασία 37°C για 
20 λεπτά.
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3. Το μείγμα βακτηρίων/φάγων μεταφέρεται σε 
σωλήνα τύπου falcon όγκου 15 ml, ο οποίος πε­
ριέχει NZY υπερκείμενη αγαρόζη (3 ml) και διατη­
ρείται σε θερμοκρασία ~ 47-49°C.

4. Ακολουθεί ανάδευση και μεταφορά σε προθερμα- 
σμένο (σε 37°C) τρυβλίο petri NZY-άγαρ διαμέ­
τρου 90 mm. Το τρυβλίο ανακινείται ώστε να γίνει 
ομοιόμορφη κατανομή του μείγματος.

5. Αφού στερεοποιηθεί η υπερκείμενη αγαρόζη, τα 
τρυβλία επωάζονται σε θερμοκρασία 37°C για 12 
ώρες.

Ο προσδιορισμός του τίτλου πραγματοποιείται 
σύμφωνα με τη σχέση :

[(αριθμός πλακών (pfu) x συντελεστής αραίωσης) /  
όγκος που επιστρώθηκε (μΙ)] x 1000 μΙ /ml.

Ο όγκος που επιστρώθηκε (σε μΙ) αναφέρεται 
στον όγκο του διαλύματος των βακτηριοφάγων που 
αναμίχθηκε με τα βακτήρια-ξενιστές.

5.4 Επίστρωση γονιδιωματικής βιβλιοθήκης σε 
τρυβλίο

Η γονιδιωματική βιβλιοθήκη αποτελεί ένα τυχαίο 
άθροισμα τμημάτων DNA κλωνοποιημένων σε 
κατάλληλους και αντιπροσωπεύουν το γονιδίωμα 
ενός συγκεκρι-μένου οργανισμού. Η γονιδιωματκή 
βιβλιοθήκη παρέχει τη δυνατότητα επιλογής 
συγκεκριμένων κλώνων μέσω υβριδοποίησης με 
κατάλληλους ανιχνευτές. Ο συνολικός αριθμός των 
ανασυνδυασμένων βακτηριοφάγων (Ν) που απαιτεί­
ται να σαρωθεί για να επιτευχθεί η απομόνωση ενός 
κλώνου με 99% πιθανότητα (P) σε μία βιβλιοθήκη 
εξαρτάται από το μέσο μέγεθος των ενθεμάτων και 
από το μέγεθος του ως προς διαλογή γονιδιώματος 
ακολουθώντας τη σχέση: N = ln(1-P) / ln(1-f), όπου f 
το κλάσμα ενθέματος προς γονιδιωμα (Clarke & 
Carbon, 1976).

1. Η επιθυμητή ποσότητα ανασυνδυασμένων βακτη- 
ριοφάγων αναμιγνύεται με βακτήρια ξενιστές του 
στελέχους XL1-Blue MRA' (600μΙ από το απόθε­
μα με OD600=0.4-0.6) σε σωληνάκι τύπου eppen- 
dorf και επωάζονται σε θερμοκρασία 37°C για 20 
λεπτά.

2. Το μείγμα βακτηρίων και φάγων μεταφέρεται σε 
σωλήνα τύπου falcon (50ml), ο οποίος περιέχει 
NZY υπερκείμενη αγαρόζη (30ml) και διατηρείται 
σε θερμοκρασία ~47-49°C.

3. Ακολουθεί ανάδευση και μεταφορά σε τρυβλίο 
NZY- άγαρ διαστάσεων 22cm x 22cm. Το τρυβλίο 
ανακινείται ώστε να γίνει ομοιόμορφη κατανομή 
του μείγματος.

4. Αφού στερεοποιηθεί η υπερκείμενη αγαρόζη, το 
τρυβλίο επωάζεται σε θερμοκρασία 37°C για 12 
ώρες.

5.5 Δημιουργία κλασμάτων γονιδιωματικής 
βιβλιοθήκης

Η διαδικασία της δημιουργίας κλασμάτων της 
γονιδιωματικής βιβλιοθήκης του δάκου φαίνεται στην 
Εικόνα 2-3 και περιγράφεται παρακάτω.

Εικόνα 2-3: Ο τρόπος δημιουργίας των κλασμάτων της 
γονιδιωματικής βιβλιοθήκης του δάκου. Το τριβλίο όπου 
επιστρώθηκε η βιβλιοθήκη χωρίστηκε σε 484 ισομεγέθη 
τμήματα από τα οποία προήλθαν και τα 484 αντίστοιχα 
κλάσματα (πρωτογενή ομάδα). Ακολούθως, τα κλάσματα 
αυτά συνδυάστηκαν ανά δέκα, έτσι ώστε να 
δημιουργηθεί μια νέα συλλογή 49 νέων κλασμάτων 
(δευτερογενή ομάδα). Αυτά συνδυάστηκαν ανά 5 και 
έδωσαν τα τελευταία 10 (Ι-Χ) κλάσματα (τριτογενή 
ομάδα). Με τον τρόπο αυτό, ένα θετικό σήμα στην PCR 
των τελευταίων δέκα κλασμάτων οδηγεί διαδοχικά σε 
ένα από τα αρχικά 484.
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Σκοπός της δημιουργίας μιας τέτοιας συλλογής 
κλασμάτων ήταν η διευκόλυνση της ανεύρεσης ενός 
κλώνου με διαλογή σε ένα υποσύνολο της αρχικής 
βιβλιοθήκης σε μια διαδικασία που περιγράφεται στο 
τμήμα § 1.1.1 των Αποτελεσμάτων.

1. Η γονιδιωματική βιβλιοθήκη διαιρείται σε 484 κλά­
σματα: Με οδηγό σχεδιασμένο πλέγμα (22 cm x 
22 cm) 484 ισομεγέθων τετραγώνων στην πίσω 
επιφάνεια της βάσης τρυβλίου διαστάσεων 22 cm 
x 22 cm αποκόπτεται η υπερκείμενη αγαρόζη 
που αντιστοιχεί σε κάθε ένα τετράγωνο.

2. Η υπερκείμενη αγαρόζη του κάθε τμήματος που 
περιέχει τους ανασυνδυασμένους βακτη- 
ριοφάγους τοποθετείται σε 500 μΙ διαλύματος SM 
σε σωληνάκι τύπου eppendorf. Η διαδικασία αυτή 
δημιουργεί 484 κλάσματα, τα οποία αποτελούν 
την πρωτογενή ομάδα.

3. Τα 484 κλάσματα (25 μΙ από το καθένα) συνδυά­
ζονται ανά δέκα και τοποθετούνται σε νέο σωλη­
νάκι τύπου eppendorf, ώστε να δημιουργηθεί μια 
συλλογή 49 κλασμάτων που αποτελούν τη δευτε­
ρογενή ομάδα.

4. Τα 49 κλάσματα (20 μΙ από το καθένα) στη συνέ­
χεια συνδυάζονται ανά 5 και τοποθετούνται σε 
νέο σωληνάκι τύπου eppendorf, οπότε προκύ­
πτουν 10 κλάσματα (I-X) τα οποία αντιπροσω­
πεύουν ολόκληρη τη γονιδιωματική βιβλιοθήκη 
που επιστρώθηκε και συνιστούν την τριτογενή 
ομάδα.

6. ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ 
(PCR)

6.1 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης για 
γονιδιακή ενίσχυση (DNA)

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) 
αποτελεί μια γρήγορη και εύκολη διαδικασία που 
επιτρέπει τον ενζυμικό πολλαπλασιασμό in vitro επι­
λεγμένων αλληλουχιών DNA. Η μέθοδος βασίζεται 
σε συνεχείς κύκλους πολυμερισμού της επιλεγμένης 
αλληλουχίας με τη βοήθεια μιας DNA πολυμεράσης 
και δύο ειδικών μονόκλωνων ολιγονουκλεοτιδίων. Τα 
πρώτα πρωτόκολλα παρουσιάστηκαν στα μέσα της 
δεκαετίας του '80 (Saiki et al., 1985; Mullis et al., 
1986; Mullis & Faloona 1987), ενώ το 1993 ο

K.Mullis τιμήθηκε με το βραβείο Νόμπελ Χημείας για 
την καθοριστική συμβολή του στην ανάπτυξη της 
τεχνικής PCR.

Η αρχή λειτουργίας της μεθόδου στηρίζεται στη 
χρήση :

1. μιας ειδικής DNA πολυμεράσης, της Taq DNA 
πολυμεράσης η οποία έχει απομονωθεί από το 
θερμοανθεκτικό βακτήριο Thermus aquaticus (Saiki 
et al., 1988) και επιτρέπει τη χρησιμοποίηση υψηλών 
θερμοκρασιών στα βήματα αναδιάταξης και 
επιμήκυνσης (o χρόνος ημιζωής του ενζύμου σε 
θερμοκρασία 95°C είναι περίπου 40 λεπτά). Η Taq 
πολυμεράση παρουσιάζει βέλτιστη θερμοκρασία 
πολυμερισμού 75-80°C και ταχύτητα σύνθεσης 150 
νουκλεοτίδια / μόριου ενζύμου το δευτερόλεπτο.

2. ενός ζεύγους συνθετικών ολιγονουκλεοτιδίων, τα 
οποία αποκαλούνται εκκινητές και καθορίζουν τα 
όρια του τμήματος DNA που θα πολλαπλασιαστεί. 
Τα ολιγονουκλεοτίδια πρέπει να είναι αντιπαράλλη- 
λης κατεύθυνσης με μήκος μεταξύ 18-24 νουκλεο- 
τιδίων και καθένα συμπληρωματικό προς τη μία 
αλυσίδα του υπό μελέτη DNA. Επιπλέον, οι εκκινητές 
πρέπει α. να παρουσιάζουν αναλογία G/C και A/T 
περίπου 1:1, β. να μην εμφανίζουν συμπληρωματι- 
κότητα στο 3' ή 5' άκρο τους, γ. να μην περιέχουν 
εσωτερικές παλίνδρομες αλληλουχίες, δ. να μην 
υπάρχουν επαναλήψεις 3 ή περισσοτέρων C ή G 
στο 3' άκρο και ε. να παρουσιάζουν παρόμοιες τιμές 
θερμοκρασίας τήξης Tm. Η συγκέντρωση των 
εκκινητών καθορίζεται συνήθως μεταξύ 0.4-0.6 i M 
ενώ μεγαλύτερες συγκεντρώσεις μπορούν να 
προκαλέσουν λανθασμένη έναρξη και ενίσχυση μη 
ειδικών προϊόντων.

3. κατάλληλου διαλύματος ελεύθερων 5' τριφωσφο- 
ρικών δεοξυριβονουκλεοτιδίων (dNTPs) σε συγκέ­
ντρωση 0.2 mM το καθένα, ώστε να περιοριστεί η 
πιθανότητα εισαγωγής λάθους νουκλεοτιδίου. Η 
εισαγωγή λάθος νουκλεοτιδίων είναι ανάλογη της 
συγκέντρωσης του κάθε νουκλεοτιδίου στην αντίδρα­
ση. Έτσι, σε συγκέντρωση 1 mM για κάθε νουκλεοτί- 
διο η συχνότητα λάθους είναι περίπου 1.66 x 10-4 
πολυμερισμένα νουκλεοτίδια ανά κύκλο, ενώ σε 
μικρότερη συγκέντρωση (0.2 mM) το λάθος ελαττώ­
νεται σημαντικά και γίνεται μικρότερο από 5 x 10- .
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Έλλειψη ισορροπίας στο μείγμα των dNTPs μειώνει 
επίσης την πιστότητα της Taq πολυμεράσης.

4. κατάλληλης συγκέντρωσης διαλύματος MgCl2. Η 
παρουσία ιόντων Mg+2 είναι απαραίτητη για τη 
δράση της πολυμεράσης. Τα ιόντα Mg+2 σχηματίζουν 
διαλυτά σύμπλοκα με τα dNTPs ώστε να 
δημιουργήσουν το πραγματικό υπόστρωμα που 
αναγνωρίζει η πολυμεράση. Η συγκέντρωση των 
ελευθέρων ιόντων Mg+2 εξαρτάται από τις 
συγκεντρώσεις των ενώσεων που δεσμεύουν το ιόν 
μεταξύ των οποίων είναι τα dNTPs, το EDTA και 
φωσφορικά ιόντα. Οι βέλτιστες συγκεντρώσεις Mg+2 
είναι 1.5-2.0 mM, ενώ υψηλή συγκέντρωση (>4 mM) 
αυξάνει τη συχνότητα του πολυμερισμού λάθους 
νουκλεοτιδίων αλλά και την ενίσχυση μη ειδικών 
προϊόντων (Harris & Jones, 1997),

5. ειδικού ρυθμιστικού διαλύματος (buffer) της Taq 
πολυμεράσης, ώστε να διατηρούνται σταθερά το pH 
και η ιονική ισχύς του περιβάλλοντος της 
αντίδρασης.

Κάθε κύκλος πολυμερισμού αποτελείται από τα 
εξής βήματα:

1. την αποδιάταξη του DNA (μήτρα). Ολική 
αποδιάταξη του DNA στόχου πραγματοποιείται 
συνήθως σε θερμοκρασία 94°C για 30 δευτερό­
λεπτα. Σε περιπτώσεις όμως υποστρώματος DNA 
πλούσιου σε G+C απαιτείται υψηλότερη θερμο­
κρασία.

2. την αναδιάταξη των αλυσίδων του DNA με τους 
αντίστοιχους συμπληρωματικούς εκκινητές. Η 
θερμοκρασία και ο χρόνος που χρειάζεται για 
υβριδοποίηση των εκκινητών εξαρτάται από τη 
συγκέντρωσή τους στην αντίδραση, το μήκος και την 
αλληλουχία των βάσεων τους. Η θερμοκρασία της 
αντίδρασης για την υβριδοποίηση ρυθμίζεται 
περίπου 5°C χαμηλότερα από το σημείο τήξης (Tm) 
και

3. τη σύνθεση (επιμήκυνση) από κάθε εκκινητή μιας 
συμπληρωματικής αλυσίδας. Ο χρόνος για την 
επιμήκυνση εξαρτάται από το μήκος και τη 
συγκέντρωση της αλληλουχίας στόχου και από τη 
θερμοκρασία της αντίδρασης. Συνήθως, η επιμήκυν­
ση πραγματοποιείται σε θερμοκρασία 72°C, στην 
οποία η Taq πολυμεράση προσθέτει 35-100 νου- 
κλεοτίδια ανά δευτερόλεπτο ανάλογα με το pH, τη

συγκέντρωση ιόντων, το ρυθμιστικό διάλυμα και το 
είδος του υποστρώματος DNA.

Ο πρώτος κύκλος οδηγεί στο σχηματισμό δύο 
νέων αλυσίδων απροσδιορίστου μήκους που, μαζί 
με τις πατρικές αλυσίδες, συμμετέχουν στους 
επόμενους κύκλους πολυμερισμού. Τέτοια προϊόντα 
συσσωρεύονται αριθμητικά σε κάθε επόμενο κύκλο. 
Αντίθετα, από το δεύτερο κύκλο και μετά συντίθενται 
και αλυσίδες με καθορισμένο μήκος (ίσο με την 
απόσταση ανάμεσα στα 5' άκρα των δύο εκκινητών) 
οι οποίες συμμετέχουν ως μήτρα στους επόμενους 
κύκλους. Τα προϊόντα αυτά συσσωρεύονται εκθετικά 
κατά τη διάρκεια της αντίδρασης οδηγώντας σε 
πολλαπλασιασμό του συγκεκριμένου τμήματος DNA. 
Με τον τρόπο αυτό μετά την ολοκλήρωση n κύκλων 
η αρχική αλληλουχία έχει πολλαπλασιαστεί 2n φορές. 
Ο αριθμός των κύκλων της αντίδρασης εξαρτάται 
κυρίως από την αρχική συγκέντρωση του DNA 
στόχου.

1. Σε σωληνάκι τύπου PCR (200 μΙ) προστίθενται:

Αντιδραστήρια Τελική συγκέντρωση

DNA 5 - 40 ng

Ρυθμιστικό διάλυμα 1X

dNTPs 0.2 mM το καθένα

MgCl2 1.5 mM

Εκκινητής εμπρόσθιος 0.4 - 0.6 μΜ

Εκκινητής ανάστροφος 0.4 - 0.6 μΜ

Taq DNA πολυμεράση 1 unit

H2O x *

* x = ο απαραίτητος όγκος ώστε να συμπληρωθεί ο 
τελικός όγκος της αντίδρασης
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2. Η αντίδραση τοπ οθετείτα ι σε συσκευή PC R  με τις 

εξής συνθήκες:

θερμοκρασία χρόνος

Αρχική

αποδιάταξη

94°C 2 - 4 min

Αποδιάταξη DNA 

στόχου

94°C 30 sec

για 30
Υβριδισμός

εκκινητών

Tm - 5°C 30 sec ► κύκλους

Επιμήκυνση

εκκινητών

72°C ~1 min/kb

Τελική

επιμήκυνση

72°C 5 - 7 min

3. Τ α  π ρο ϊόντα  της PC R  α ναλύοντα ι με ηλεκτροφό- 

ρηση σε π ήκτω μα  α γα ρόζης  ή π ολυακρυλα - 

μ ιδ ίου.

Σημειώσεις

S  Ως μονάδα ενζύμου (unit) ορίζεται το ποσό του 

ενζύμου που απαιτείται για τον πολυμερισμό 10 

nmoles νουκλεοτιδίων σε 30 λεπτά σε θερμοκρασία 

70°C σε όγκο αντίδρασης 50 μΙ.

S  1 μ9 ανθρώπινου DNA αντιστοιχεί σε περίπου 3 x 10* 5 

μόρια στόχους (μοναδικής αλληλουχίας). 1 ng 

βακτηριακού E. coli DNA και 1 pg πλασμιδιακού DNA 

αντιστοιχούν επίσης σε 3 x 105 μόρια στόχους.

6.2 5' RACE PCR (Rapid amplification of cDNA 
ends)

Κατά τη δ ιαλογή  μ ιας cD N A  β ιβλιοθήκης, η απ ό- 

μόνω ση ενός π λήρους μήκους cD N A  δ εν  α π οτελε ί 

π άντα  εύκολη  δ ιαδ ικασ ία . Α υτό  οφ είλετα ι στο γεγο ­

νός ότι κατά  την  κατασκευή  της β ιβλ ιοθήκης η α ντί­

σ τροφ η μεταγραφάση δ εν  μπ ορεί π ά ντα  να 

μεταγράψ ει ολόκληρη  τη γονιδ ιακή νουκλεοτιδ ική  

αλληλουχ ία , ε ιδ ικά  α ν  το μετάγραφο είνα ι μεγάλο σε 

μέγεθος. Για το σκοπ ό αυτό  έχ ο υ ν  α να π τυχθε ί 

δ ιάφ ορες μέθοδο ι οι οπ ο ίες  επ ιτρ έπ ο υ ν  τον  π ο λλα ­

π λα σ ια σμ ό  τμημ ά τω ν m R N A  μηνυ μ ά τω ν μεταξύ μιας 

κα θορ ισ μένης εσ ω τερ ικής  π ερ ιοχής του μεταγράφου 

(ορ ίζετα ι απ ό τον  εκκ ινητή  GSP1 - G ene S pec ific  

P rim e r 1) και ά γνω σ τω ν  α λληλο υ χ ιώ ν  ε ίτε  του 5 ' ε ίτε 

του 3 ' άκρου. Μ ία  απ ό τις κυρ ιότερες μεθόδους που

χρησ ιμοπ ο ιούντα ι σ ήμερα  α π οτελε ί η R AC E PCR, η 

οπ ο ία  π ερ ιγρά φ ηκε για π ρώ τη φ ορά  απ ό τους 

F rohm ann et al. (1988). Η δ ιαδ ικασ ία  π ερ ιλα μβά νει: 

α. την  αντίσ τροφ η  μεταγραφή ολικού  R NA ή 

π ολύ (Α )+  RNA, ώ στε να σ υντεθεί μονόκλω νο cD NA, 

β. τη π ρο-σθήκη  dA TP  στο 3 'ά κ ρ ο  του cD N A  και γ. 

τον  π ολλα -π λασ ια σ μό  του cD N A  με PCR  (Ε ικόνα  2 ­

4). Το π ρω τό -κολλο  π ου α κολουθείτα ι α π οτελε ί 

τροπ οπ ο ίηση  της αρχ ικής μεθόδου τω ν F rohm ann  e t 

al. (1988).

6.2.1 Σύνθεση μονόκλωνου cDNA με χρήση του 
AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kit 
(Stratagene)

Η σύνθεση του μονόκλω νου cD N A  π ρ α γμ α το ­

π ο ιε ίτα ι σ ύμφ ω να  με το εγχε ιρ ίδ ιο  της κατασκευά- 

σ τρ ιας ετα ιρείας.

1. Σε σ ω ληνάκι τύπου e p p e n d o rf π ροσ τίθετα ι το 

RNA, ο εκκ ινη τής  GSP1 και η π οσ ότητα  ddH 2O  

π ου α π α ιτε ίτα ι έω ς τον  τελικό όγκο της α ντίδ ρ α ­

σης. Ο εκκ ινητής  GSP1 σ χεδ ιάζετα ι βάσει της 

γνω σ τής α λληλουχ ίας του μεταγράφου και με 

κα τεύθυνση π ρος το 5 'ά κρ ο  του. Το  δ ιάλυμα  ε ­

π ω ά ζετα ι σε θερμ οκρασ ία  70°C  για  5 λεπ τά  και 

α μέσ ω ς μεταφ έρετα ι σ ε π άγο  για  1 λεπ τό.

2. Στη σ υνέχεια  π ροσ τίθετα ι το μείγμα τω ν dN TP s, 

του M gC l2 και τω ν ενζύ μ ω ν  της α ντίσ τροφ ης μετα- 

γρα φ ά σ ης (A ffin ityS crip t R T) και του α νασ τολέα  

τω ν ρ ιβονουκλεα σ ώ ν (R N ase  B lo ck  enzym e) και 

α κολο υ θ ο ύν  τα εξής  δ ιαδοχ ικά  σ τάδ ια  επ ώ ασ ης 

σε συσκευή  PCR: α. σε θερμ οκρασ ία  25°C  για  7 

λεπ τά , ώ στε να  επ ιτρ α π ε ί η υβρ ιδοπ ο ίηση  του 

εκκ ινητή  β. σε θερμ οκρασ ία  42°C  για  3 λεπ τά, γ. 

σ ε θερμ οκρασ ία  48°C  για  30 λεπ τά  όπου 

π ρα γμα τοπ ο ιε ίτα ι ο π ολυμερ ισ μός και δ. σε θ ερ ­

μοκρασ ία  95°C  για  5 λεπ τά  για  τον τερματισμό 

της αντίδρασ ης.

3. Π ροστίθετα ι R N άση H (~30 units) και α κολου θε ί 

επ ώ αση σε θερμ οκρασ ία  30°C  για  μία ώ ρα, ώ στε 

να  α π ο ικο δ ο μ η θ ο ύ ν  οι α λυσ ίδες RNA.

4. Το  μονόκλω νο cD N A  κατακρημν ίζετα ι με α ιθανό- 

λη και το ίζημα  αναδ ιάλυετα ι σε ddH 2O (40 μ!).
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Σημείωση
S  Η ριβονουκλεάση Η της E.coli αποτελεί μια ενδοριβο- 

νουκλεάση, η οποία πέπτει μόνο το RNA σε ένα υβρί­

διο RNA:DNA.

6.2.2 Προσθήκη dATP στο 3'άκρο του cDNA

Η α ντίδραση π ρα γμα τοπ ο ιε ίτα ι π α ρουσ ία  του 

ενζύμου  τελική δεοξυνουκλεοτιδ ική  τρανσφ εράση 

(TdT). Η T dT  α π οτελε ί μ ία  π ολυμεράσ η ανεξάρτητη  

υπ οστρώ ματος, η οπ ο ία  π α ρουσ ία  δ ισ θενώ ν ιόντω ν 

καταλύει τη ν  π ροσθήκη  dN TP s στο 3 ' OH άκρο 

μονόκλω νω ν και δ ίκλω νω ν  μ ορ ίω ν D N A (Bollum , 

1974). Το D N A όπου π ρα γμα τοπ ο ιε ίτα ι η π ροσθήκη  

(D N A -δέκτης), π ρέπ ει να  π α ρουσ ιάζε ι μήκος 

του λά χ ισ τον  τρ ιώ ν νουκλεοτιδ ίω ν.

1. Το μονόκλω νο cD N A  (15 μΙ) τοπ οθετείτα ι σ ε σ ω ­

ληνάκ ι τύπου e p p e n d o rf μα ζί με το ρυθμ ισ τικό  

δ ιάλυμα  του ενζύμου  και dA TP  σε τελική σ υγκέ­

ντρω σ η 0.2 m M , επ ω άζοντα ι σε θερμ οκρασ ία  

94°C  για  2-3 λεπ τά  και α μ έσ ω ς μεταφ έροντα ι σε 

π άγο  για 1 λεπ τό.

2. Π ροστίθετα ι το ένζυμ ο  T dT  (10 units) και α κολο υ ­

θε ί επ ώ αση σε θερμ οκρασ ία  37°C  για  15 λεπ τά, 

ώ σ τε να π ρ ο σ τεθ ο ύν  τα δεοξυ ρ ιβονουκλεοτίδ ια  

της αδενίνης.

3. Το ένζυμο  α π ενεργοπ ο ιε ίτα ι με επ ώ αση σε θ ερ ­

μοκρασ ία  70°C  γ ια  10 λεπ τά.

Σημειώσεις

S  Σε βέλτιστες συνθήκες, το ένζυμο μπορεί να προσθέσει 

στο DNA-δέκτη αρκετές εκατοντάδες dNTPs.

S  Η απόδοση της αντίδρασης εξαρτάται από το είδος του 

3'άκρου του DNA-δέκτη. Το ένζυμο παρουσιάζει 

ισχυρή προτίμηση σε μόρια DNA με 3 ' προεξέχοντα 

άκρα.

6.2.3 Πολλαπλασιασμός του cDNA με PCR

Μ ετά την  π ροσθήκη  της α λυσ ίδα ς τω ν dA TP  

στο 3 'ά κ ρ ο  του, Το cD N A  π ολλα π λα σ ιά ζετα ι με 

αλυσ ιδω τή  α ντίδραση π ολυμερά σ ης. Η μέθοδος 

αυτή δ ιαφ έρει απ ό τη συμβατική  PCR  στο ότι α π α ιτε ί 

τη γνώ ση μόνο μ ίας μ ικρής α λληλου χ ία ς  του 

μεταγράφ ου  για  τον  σ χεδ ιασ μό  του εκκ ινητή  GSP1 

ενώ  ο δεύτερος εκκ ινη τής  είνα ι σ υμπ ληρω ματικός  ως 

π ρος την  π ολύ -Α  ουρά  π ου  π ροσ τίθετα ι στο cD NA. 

Έ τσ ι, γ ια  την  α ντίδραση αυτή χρησ ιμοπ ο ιε ίτα ι μέρος 

της α ντίδρα σ ης π ρ οσ θήκης dA TP  χω ρ ίς  να 

π ρ ο η γη θ ε ί καθαρ ισμός. Ο π ολυμερ ισ μός 

π ρα γμα τοπ ο ιε ίτα ι με τη χρήση τω ν  εκκ ινητώ ν, ολιγο- 

dT  και G S P 2 εκκ ινητή  30-60  βάσεις εσ ω τερ ικά  (π ρος 

το 5 'ά κ ρ ο  του μεταγράφ ου) του εκκ ινητή  (G SP1) που 

χρησ ιμ οπ ο ιήθηκε γ ια  τη σύνθεση  του μονόκλω νου 

cD N A  (Ε ικόνα  2-4). Η αντίδραση π ρα γμα τοπ ο ιε ίτα ι 

σ ύμφ ω να  με την  αρχή της α ντίδρα σ ης P C R  με τη 

μόνη δ ιαφ ορά  ότι ο ολ ιγο -dT  εκκ ινητής 

χρησ ιμοπ ο ιε ίτα ι στη μίση σ υγκέντρω ση απ ό ότι οι 

άλλο ι δύο (0 .2 -0 .4  μΜ).

6.3 PCR ΜΕΓΑΛΟΥ ΜΗΚΟΥΣ (Long PCR) ΜΕ 
ΧΡΗΣΗ ΤΟΥ Long PCR Enzyme Mix (Fermentas)

Σε α ντίθεση  με τη σ υμβατική  PC R  αντίδραση, η 

οπ ο ία  εν ισ χύει π ρ ο ιό ν  έω ς 3 kb, η PC R  μεγάλου 

μήκους π α ρέχε ι τη δυνάτοτητα  εν ίσ χυσ ης έω ς και 40 

kb. Η αρχή της μεθόδου είνα ι η ίδ ια  με τη συμβατική  

PC R  (βλέπ ε Υ λ ικά  & Μ έθοδο ι, §6.1) με τη δ ιαφ ορά  

ότι χρησ ιμοπ ο ιε ί: α. δύο ένζυμα, μ ία  υψ ηλής 

α π όδοσ ης Taq π ολυμερά σ η  και μ ία  π ολυμερά σ η  με 

δράση 3 ' 5 ' εξω νουκλεάσ ης, ώ σ τε να  επ ιδ ιορθώ νει 

την  λα νθα σ μένη  ενσ ω μάτω σ η  νουκλεοτιδ ίω ν, και β. 

D M SO , το οπ ο ίο  λε ιτο υ ρ γε ί ω ς σ υνδ ιαλύτης και 

α υξάνει την  απ όδοση και α ξ ιοπ οσ τία  της α ντίδρασης.
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Το πρωτόκολλο που ακολουθείται, αποτελεί 
τροποποποίηση του πρωτοκόλλου της κατασκευά- 
στριας εταιρεία.

Αντιδραστήρια Τελική συγκέντρωση

DNA 0.75- 1 μg

Ρυθμιστικό διάλυμα 1X

dNTPs 0.2 mM το καθένα

MgCl2 1.5 mM

Εκκινητής εμπρόσθιος 0.6 -  1.0 μΜ

Εκκινητής ανάστροφος 0.6 - 1.0 μΜ

Long PCR Enzyme mix 2.5 unit

DMSO 4%

H2O x *

* x = ο απαραίτητος όγκος ώστε να συμπληρωθεί ο 
τελικός όγκος της αντίδρασης

θερμοκρασία χρόνος

Αρχική
αποδιάταξη

94°C 1 - 2 min

Αποδιάταξη 

DNA στόχου

94°C 30 sec

για 10
Υβριδισμός

εκκινητών

Tm - 5°C 30 sec κύκλους

Επιμήκυνση

εκκινητών

72°C ~1 min/kb

Αποδιάταξη 

DNA στόχου

94°C 30 sec

LOCMO>

Υβριδισμός

εκκινητών

Tm - 5°C 30 sec
> κύκλους

Επιμήκυνση 72°C ~1 min/kb

εκκινητών + 1 0 s e c /^ ^ c

6.4 ΑΝΑΣΤΡΟΦΗ PCR (inverse PCR)

Η ανάστροφη PCR, η οποία περιγράφηκε από 
τον Ochman et al., (1988), επιτρέπει τον πολλαπλα­
σιασμό αλληλουχίας DNA, της οποίας μόνο το ένα 
άκρο είναι γνωστό. Σε αντίθεση με τη συμβατική 
PCR η οποία απαιτεί το σχεδιασμό εκκινητών στα 
δύο άκρα του DNA στόχου, στην ανάστροφη PCR οι 
εκκινητές σχεδιάζονται στο ένα άκρο της γνωστής 
αλληλουχίας, με κατεύθυνση αντίθετη ο ένας του 
άλλου (Εικόνα 2-5). Η αλληλουχία στόχος για να 
αποτελέσει υπόστρωμα για την ανάστροφη PCR 
πρέπει να αυτοκυκλοποιηθεί. Η μέθοδος 
περιλαμβάνει: α. την κατάτμηση του γονιδιωματικού 
DNA σε περιοριστικά θραύσματα μικρού μήκους 
(έως 3 kb), β. την αυτοκυκλοποίηση των 
περιοριστικών αυτών θραυσμάτων και γ. την 
ενίσχυσή τους μέσω συμβατικής αντίδρασης PCR.

1. Γονιδιωματικό DNA (~1 μg) υφίσταται κατάτμηση 
με περιοριστική ενδονουκλεάση.

2. Εκχύλιση με φαινόλη/χλωροφόρμιο, κατακρήμνι­
ση με αιθανόλη και επαναδιάλυση σε ddH2O (50

μ!)

3. Μέρος του προϊόντος κατάτμησης (~50-100 ng) 
χρησιμοποιείται σε αντίδραση σύνδεσης με την 
Τ4 DNA λιγάση.

4. Κατακρήμνιση με αιθανόλη και επαναδιάλυση σε 
ddH2 O ( 1 0  μΙ).

5. PCR αντίδραση του κυκλοποιημένου προϊόντος.

Τελική 72°C 5 - 7 min

επιμήκυνση
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Σημειώσεις

S  Η απόδοση της ανάστροφης PCR αυξάνεται με την 

ενίσχυση γραμμικών πάρα κυκλικών DNA υποστρω­

μάτων. Η γραμμοποίηση του κυκλοποιημένου υπο­

στρώματος (μετά το βήμα 3) μπορεί να επιτευχθεί με 

κατάτμησά του με περιοριστική ενδονουκλεάση, η 

οποία ανγνωρίζει αλληλουχία μεταξύ των 5 ' άκρων των 

δύο εκκινητών.

7. ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ

7.1 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης

Η ηλεκτροφ όρηση σε π ήκτω μα  α γαρόζης είνα ι 

μ ία  μέθοδος δ ιαχω ρ ισμού, οπ τικοπ ο ίησ ης και απ ό- 

μόνω σης τμημ ά τω ν DNA. Η μέθοδος βασ ίζετα ι σ την  

αρχή μετανάστευσης φ ορ τισ μ ένω ν μ ορ ίω ν κάτω  από 

την  επ ίδρα σ η  ενός εξω τερ ικά  εφ α ρμοζόμενου  ηλεκ­

τρ ικού π εδ ίου . Η ηλεκτροστατική  δύναμη π ου α να ­

π τύσ σ ετα ι κα τευθύνει τα α ρνητικά  φ ορτισμένα  μόρ ια  

του D N A  π ρος την  άνοδο. Η ηλεκτροφορητική  κ ινητι­

κότητα  του D N A  καθορ ίζετα ι απ ό τις εξής π α ρ α μ έ­

τρους :

α. το μέγεθος του D N A - δ ίκλω να  γρα μμ ικά  μόρια  

D N A κινούντα ι με ρυθμό α ντισ τρόφ ω ς ανάλογο  του 

λογαρ ίθμου  (log) του μορ ιακού  τους βάρους (H elling 

e t al., 1974),

β. τη σ υγκέντρω ση της α γαρόζης -  η κ ινητικότητα  

ενός  τμήμ ατος D N A δ ιαφ έρει σε π ηκτώ ματα  δ ιαφ ο­

ρετικής σ υγκέντρω σ ης αγαρόζης. Η ηλεκτροφ ο ­

ρητική κ ινητικότητα  του D N A (μ) και η σ υγκέντρω ση 

της α γαρόζης στο π ήκτω μα  (τ) συνδέοντα ι με τον 

τύπο log μ = log μο - K r τ, όπου μο η ηλεκτροφ ο ­

ρητική κ ινητικότητα  του D N A και K r ο συντελεσ τής 

επ ιβρά δυνσ ης, ο οπ ο ίος έχει σχέση με τις ιδ ιότητες 

του π ηκτώ ματος, το μέγεθος και το σ χήμα  τω ν  κ ινού ­

μ ενω ν μορίω ν,

γ. τη σ τερεοδομή τω ν μ ορ ίω ν D N A  -  οι δ ιαφ ορετικές  

μορφ ές (υπ ερελ ικω μένη  κυκλική  μορφή Ι, η ανοικτή 

κυκλική  μορφη ΙΙ και η γραμμ ική  μορφή III) ενός  μο­

ρίου D N A ίδ ιου μορ ιακού  βάρους π α ρ ουσ ιά ζουν  

δ ιαφ ορετική  κ ινητικότητα  σε π ηκτώ ματα  αγαρόζης 

(Thorne, 1966),

δ. την  τάση του ηλεκτρ ικού  π εδ ίου  που εφ αρμόζετα ι 

-  σε χαμηλή  τάση ρεύματος ο ρυθμός 

μετανά στευσης γρα μ μ ικώ ν  μορ ίω ν  D N A είνα ι

α νάλογος της εφ α ρμο -ζόμενης  τάσης, ενώ  όσο 

αυξάνετα ι η τάση, ο ρυθμός μετανά στευσης τω ν 

τμημ ά τω ν του D N A μεγάλου μορ ιακού  βάρους 

μεταβάλλετα ι με δ ιαφ ορετικό  σ υντελεστή  για  το κάθε 

τμήμα,

ε. την π α ρουσ ία  χρ ω σ τικώ ν  -  το βρω μ ιούχο  α ιθ ίδ ιο  

μειώ νει την  ηλεκτροφορητική  ικανότητα  τω ν γρα μμ ι­

κώ ν  μ ορ ίω ν π ερ ίπ ου  κατά 15% , λόγω  του γεγονότος 

ότι π α ρεμβά λλετα ι μεταξύ τω ν βάσεω ν, α υξάνοντα ς 

με α υ τό ν  τον  τρόπ ο το μήκος τους και καθ ισ τώ ντας 

τα π ιο  άκαμπ τα,

ζ. τη σύσταση και την  ιοντική ισχύ του δ ιαλύματος 

ηλεκτροφ όρησ ης (B uffe r) -  α π ουσ ία  ιόντω ν, η ηλεκ­

τρική α γω γ ιμότητα  είνα ι ελάχ ισ τη  με α π οτέλεσ μ α  το 

D N A να κινείτα ι με αργό  ρυθμό, ενώ  υψηλή ιοντική 

ισχύς μ π ορεί να  οδηγήσει σε τήξη του π ηκτώ ματος 

και α π οδ ιά ταξη  του D N A λόγω  της υψ ηλής θερμ ο ­

κρασ ίας που π ροκα λείτα ι απ ό την  α υξημένη  ηλεκτρ ι­

κή αγω γιμότητα .

1. Η επ ιθυμητή  π οσ ότητα  α γαρόζης α ναμε ιγνύετα ι 

με δ ιάλυμα  ηλεκτροφ ορήσ εω ς και θερμα ίνετα ι 

έω ς ότου τηχθεί η αγαρόζη  και γίνει το δ ιάλυμα  

τελείω ς δ ιαυγές.

2. Π ροστίθετα ι βρω μ ιούχο  α ιθ ίδ ιο  σε τελική σ υγκέ­

ντρω ση 1 μg /  ml.

3. Ό τα ν  η θερμ οκρασ ία  του δ ιαλύματος της 

τηγμένης α γαρόζης κατέβει σ τους 50°C  

μεταφ έρετα ι σ ε μήτρα  π ολυμερ ισ μού  

ηλεκτροφ ορητικής σ υ-σκευής, σ την  οπ ο ία  έχο υ ν  

τοπ οθετηθεί με κάθετη δ ιευθέτηση “χ τενά κ ια ” 

ώ σ τε να π ρ οκύ ψ ουν  οι ε ιδ ικές  θέσεις  “π η γα δ ά κ ια ” 

φ όρτω σ ης τω ν  δειγ-μάτω ν.

4. Ό τα ν  σ τερ εοπ ο ιηθε ί το δ ιάλυμα  τα “χ τενά κ ια ” 

απ ομα κρύνοντα ι και η βάση τοπ οθετείτα ι σ την  

ηλεκτροφορητική  συσκευή, η οπ ο ία  είνα ι 

π ληρω μένη  με δ ιάλυμα  ηλεκτροφ όρησ ης 

(αντίσ το ιχο  με αυτό  που έχει κα τασ κευασ τε ί το 

π ήκτω μα) τόσο ώ στε να επ ικα λύπ τει το π ήκτω μα.

5. Στα π ρος ηλεκτροφόρηση δε ίγματα  π ροσ τίθετα ι 

δ ιάλυμα  χρω σ τικής  (1:4)

6. Τ α  δε ίγματα  τοπ οθετούντα ι στα  “π ηγα δά κ ια ” και 

αναλύοντα ι σε ορ ιζόντια  συσκευή  ηλεκτροφόρη- 

σης υπό σταθερή τάση.
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7. Η παρακολούθηση της πορείας της ηλεκτροφόρη- 
σης πραγματοποιείται με έκθεση του πηκτώματος 
σε UV ακτινοβολία.

Σημειώσεις

S  Για τον προσδιορισμό του μεγέθους των ζωνών του 

DNA στο πήκτωμα παράλληλα με τα προς εξέταση 

δείγματα ηλεκτροφορείται το κατάλληλο πρότυπο μεγε­

θών DNA.

S  Όταν χρησιμοποιείται αγαρόζη χαμηλής τήξεως, η 

στερεοποίηση του πηκτώματος πραγματοποιείται σε 

θερμοκρασία 4°C ενώ η θερμοκρασία κατά την ηλεκ- 

τροφόρηση πρέπει να διατηρείται χαμηλή.

S  Η UV ακτινοβολία, η οποία απορροφάται είτε από το 

DNA στα 260nm και μεταβιβάζεται στο βρωμιούχο αιθί- 

διο είτε από την ίδια τη χρωστική στα 300nm και 

360nm, εκπέμπεται στα 590nm στην ερυθρο-πορτοκα- 

λί περιοχή του ορατού φάσματος με αποτέλεσμα να 

είναι ορατά τα μόρια του DNA (Sharp et al., 1973).

S  Το διάλυμα χρωστικής αυξάνει την πυκνότητα του 

δείγματος λόγω της παρουσίας γλυκερόλης σε αυτό, 

ώστε να εισαχθεί ευκολότερα στο “πηγαδάκι”. Στις 

συνθήκες ηλεκτροφόρησης το διάλυμα είναι αρνητικά 

φορτισμένο και επομένως κινείται προς την ίδια 

κατεύθυνση με το DNA, επιτρέποντας τον έλεγχο της 

προόδου της ηλεκτροφόρησης.

7.2 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα πολυακρυλα- 
μιδίου

7.2.1 Παρασκευή πηκτώματος πολυακρυλα- 
μιδίου

Τα πηκτώματα πολυακρυλαμιδίου χρησιμοποιού­
νται για τον διαχωρισμό μορίων DNA όταν απαιτείται 
μεγάλη διακριτικότητα, ακόμη και μεταξύ μορίων που 
διαφέρουν σε μέγεθος μόνο κατά 0.2%. Το ακρυλα- 
μίδιο δημιουργεί τρισδιάστατα πολυμερή δίκτυα σε 
μια ευρεία κλίμακα συγκεντρώσεων 3% έως 30%. Το 
πήκτωμα σχηματίζεται με βινυλ-πολυμερισμό μονο­
μερούς ακρυλαμιδίου που οδηγεί στο σχηματισμό 
αλυσίδων πολυακρυλαμιδίου. Σ’ αυτές ενσωματώνο­
νται κατά διαστήματα μόρια NN-μεθυλενο-δισ-ακρυ- 
λαμιδίου (bis) τα οποία λόγω της δομής τους 
μπορούν να ενσωματωθούν σε δύο διαφορετικές 
αλυσίδες και έτσι να δημιουργηθεί ένα πλέγμα. Η 
δημιουργία του πλέγματος πραγματοποιείται μέσω 
του μηχανισμού των ελεύθερων ριζών με την 
προσθήκη του υπερθειικού αμμωνίου (NH4 )2 S2 O8  

(APS) για την έναρξη του μηχανισμού και του

φωτοχημικού καταλύτη τετραμεθυλοαιθυλενοδιαμίνη 
(TEMED) για τη διάδοση του. Ο πολυμερισμός του 
ακρυλαμιδίου γίνεται με το TEMED, για τη δράση του 
οποίου είναι απαραίτητη η παρουσία ιόντων (S2O3 "). 
Τα υπερθειικά ιόντα ενεργοποιούν το TEMED, 
προκαλώντας το σχηματισμό ελεύθερων ριζών, οι 
οποίες με τη σειρά τους καταλύουν την αντίδραση 
πολυμερισμού του ακρυλαμιδίου. Η συγκέντρωση 
του ακρυλαμιδίου καθορίζει το μέσο μήκος της 
αλυσίδας του πολυμερούς ενώ η αναλογία του 
ακρυλαμιδίου προς το μεθυλενο-δισ-ακρυλαμίδιο 
καθορίζει την έκταση του σχηματισμού γεφυρών 
(cross-links). Συνήθως ένα μόριο ΝΝ-μεθυλενο-δισ- 
ακρυλαμιδίου αντιστοιχεί σε 29 μονομερή ακρυλαμι­
δίου. Έτσι και τα δύο είναι σημαντικά για τον καθορι­
σμό των φυσικών ιδιοτήτων του πηκτώματος όπως 
είναι η πυκνότητα, η ελαστικότητα, η μηχανική αντο­
χή και το μέγεθος των πόρων.

Τα πηκτώματα πολυακρυλαμιδίου διαχωρίζονται 
σε αποδιατακτικά και μη, και χρησιμοποιούνται για το 
διαχωρισμό μονόκλωνων τμημάτων DNA και 
δίκλωνου DNA, αντίστοιχα. Τα αποδιατακτικά 
πηκτώματα περιέχουν ουρία και η ηλεκτροφόρηση 
επιτελείται σε θερμοκρασία 50-55°C. Στις συνθήκες 
αυτές τα δείγματα του DNA να παραμένουν 
αποδιαταγμένα. Επιπλέον στα αποδιατακτικά 
πηκτώματα, το διάλυμα της χρωστι-κής που 
χρησιμοποιείται περιέχει φορμαμίδιο, ώστε να 
διατηρείται αποδιαταγμένο το DNA και να μη 
σχηματίζει δευτεροταγές δομές κατά την ηλεκτροφό- 
ρηση. Η ταχύτητα πολυμερισμού του πηκτώματος 
εξαρτάται από τη συγκέντρωση του πολυακρυλαμι- 
δίου, από τη συγκέντρωση του καταλύτη καθώς και 
από τη θερμοκρασία.

1. Σε ποτήρι ζέσεως προστίθενται ακρυλαμίδη/ bis 
ακρυλαμίδη (29:1) και TBE σε τελική συγκέντρω­
ση 10% και 1Χ, αντίστοιχα.

*Στην περίπτωση του αποδιατακτικού πηκτώματος 
προστίθεται επιπλέον ουρία σε τελική συγκέντρωση 
20%.

2. Στο πήκτωμα προστίθεται APS 0.07% και 
TEMED 0.1% ώστε να πολυμεριστεί και τοποθε­
τείται σε μήτρα πολυμερισμού (20 x 20 x 0.2 cm) 
όπου τα τζάμια έχουν επαλειφθεί με αντικολ- 
λητική σιλικόνη.
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Ακρυλαμίδιο 10%

TBE 1X

*Ουρία 20%

APS 0.07%

TEMED 0.1%

dH2O Έως Vjsa

Τελικός όγκος V,sA

3. Τ οπ οθετούντα ι τα “χ τενά κ ια ” και το π ήκτω μα  α φ ή ­

νετα ι να  π ολυ μ ερ ισ θε ί σε θερμ οκρασ ία  δω ματίου  

για  του λά χ ισ τον  2 ώρες.

4. Π ρ ιν  την  ηλεκτροφ όρησ η  η μήτρα  τοπ οθετείτα ι σε 

κατακόρυφ η συσκευή ηλεκτροφ όρησ ης, η οπ ο ία  

σ τεγα νοπ ο ιε ίτα ι και γεμ ίζετα ι με δ ιάλυμα  ηλεκτρο ­

φ όρησης 1X TBE.

5. Στα π ρος ηλεκτροφόρηση δε ίγματα  π ροσ τίθετα ι 

δ ιάλυμα  χρω σ τικής (1:4).

*Σ τα  δε ίγμα τα  που π ρόκε ιτα ι να  α να λυ θο ύ ν  σε 

απ οδ ια τα κτικό  π ήκτω μα  π ροσ τίθετα ι χρω σ τική  με 

φ ορμαμ ίδ ιο  και α π οδ ια τά σ σ οντα ι σε θερμ οκρασ ία  

80°C  για  10 λεπ τά  και α μέσ ω ς μετά  τοπ οθετούντα ι 

σ ε πάγο.

6. Τ α  δε ίγματα  τοπ οθετούντα ι σ τα  “π η γα δ ά κ ια ” και 

ηλεκτροφ ορούντα ι υπό σ ταθερή τάση.

7.2.2 Εμφάνιση πηκτώματος πολυακρυλαμιδίου 
με νιτρικό άργυρο

Η χρώ ση του D N A σε π ηκτή  π ολυακρυλαμ ιδ ίου  

με ν ιτρ ικό  ά ργυρο  χρησ ιμοπ ο ιε ίτα ι α ν τ ί της π ιο 

α π λής μεθόδου με βρω μ ιούχο  α ιθ ίδ ιο  λόγω  της 

μεγαλύτερης ευ α ισ θησ ία ς  π ου π α ρουσ ιάζε ι σ την  

ανίχνευση τω ν  ζω νώ ν. Η π οσ ότητα  του D N A  που 

μπ ορεί να  α ν ιχνευ τε ί υπ ολογ ίζετα ι σε <1 ng D NA 

έχοντας  π ερ ίπ ου  50 φ ορές μεγαλύτερη ευα ισ θησ ία  

σε σχέση με το βρω μ ιούχο  α ιθ ίδ ιο . Η μέθοδος 

βασ ίζετα ι σ τη ν  αναγω γή τω ν ιόντω ν α ργύρου  απ ό τα 

νουκλε ϊν ικά  οξέα. Η ανηγμένη  μορφή του αργύρου 

σχηματίζε ι κόκκους, οι οπ οίο ι κα θ ιζά νου ν  γύρω  από 

τις ζώ νες  του DNA. Η π ροσθήκη  του αναγω γικού

π α ράγοντα  N aB H 4  π ρ ο κα λε ί την  εμφ άνιση  τω ν 

ζω νώ ν  ω ς καφέ ή μαύρες π ερ ιοχές  επ άνω  στο 

π ήκτω μα. Η α νάπ τυξη  του χρώ μα τος  δ ιακόπ τετα ι με 

την  αλλαγή  του pH του π ηκτώ μ α τος  όπου σ ταματά  

να  π ρα γμα τοπ ο ιε ίτα ι η αναγω γή  του αργύρου . Το 

π ρω τόκολλο  που α κολου θήθηκε α π οτελε ί 

τροπ οπ ο ίηση  της μεθόδου π ου π ερ ιγρά φ ετα ι από 

τους S am brook  et al. (1989).

1. Το  π ήκτω μα  π ολυακρυλαμ ιδ ίου  εμ βαπ τίζετα ι σε 

δ ιάλυμα  2%  α π όλυτης α ιθα νόλης και 0 .125%  οξ ι­

κού οξέος γ ια  3 λεπ τά  υπό ήπ ια  ανάδευση.

2. Το  δ ιάλυμα  απ ομα κρύνετα ι και επ ανα λαμβά νετα ι 

το βήμα 1.

3. Α κο λο υθ ε ί έκπ λυσ η με dH 2 O για  1 λεπ τό  ώ σ τε να 

α π ο μ α κρ υνθ ε ί η α ιθανόλη  και το οξικό  οξύ.

4. Π ροστίθετα ι δ ιάλυμα  A g N O 3  (1 gr/lt) και το 

π ήκτω μα  επ ω άζετα ι γ ια  15 λεπ τά  υπό ανάδευση.

5. Το  δ ιάλυμα  α π ομα κρύνετα ι και ξεπ λένετα ι με 

dH 2 O για  την απ ομά κρυνσ η  της π ερ ίσ σ ειας  του 

ν ιτρ ικού  αργύρου.

6. Η εμφάνιση  του σ ήματος π ρα γμα τοπ ο ιε ίτα ι με 

εμβάπ τισ η  του π ηκτώ μ α τος  σε δ ιάλυμα  1.5%  w /v  

N aO H , 0 .005 w /v  N aB H 4  και 0 .5%  v /v  

φ ορμαλδεΰδη  υπό ήπ ια  ανάδευση, έω ς ότου 

επ ιτευχθε ί ικανοπ ο ιητική  χρώ ση.

7. Η α ντίδραση εμ φ ά ν ισ ης  δ ιακόπ τετα ι με εμ βάπ τι- 

ση του π ηκτώ ματος  σε δ ιάλυμα  5%  οξικού οξέος 

και στη σ υνέχεια  με έκπ λυσ η με dH 2 O.

Σημείωση

S  Το πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου ύστερα από χρώση με 

νιτρικό άργυρο μπορεί να διατηρηθεί σε διάλυμα 1% 

οξικού οξέος σε θερμοκρασία 4°C για μήνες.

7.3 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωμα 
πολυακρυλαμιδίου

7.3.1 Παρασκευή οριζόντιου πηκτώματος 
πολυακρυλαμιδίου

Ο δ ιαχω ρ ισμ ός τω ν π ρ ω τε ϊνώ ν  π ρα γμα τοπ ο ιε ίτα ι 

καθώ ς οι π ρω τεΐνες , ω ς φ ορτισμένα  μόρια, κ ινούντα ι 

δ ιαμέσου τω ν π ό ρ ω ν  ενός π ηκτώ μ α τος  υπό την 

επ ίδραση ηλεκτρ ικού  π εδ ίου . Η ταχύτητα  τω ν 

π ρ ω τε ϊνώ ν  στο π ήκτω μα  εξαρτάτα ι απ ό τη δ ιαφ ορά
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δυναμικού του ηλεκτρικού πεδίου (Ε) και το φορτίο 
της πρωτεΐ νης (q) σύμφωνα με την εξίσωση: v=E* 
q/f, όπου ο παράγοντας της εξίσωσης f εκφράζει την 
εξάρτηση από τη μάζα και το σχήμα της πρωτεΐ νης 
καθώς και το ιξώδες του πηκτώματος μέσα στο 
οποίο κινείται η πρωτεΐνη.

Η ηλεκτροφόρηση (σε πήκτωμα πολυακρυλα- 
μιδίου) των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων της ακετυλο- 
χολινεστεράσης που ακολουθήθηκε αποτελεί παραλ­
λαγή της μεθόδου των Helenius & Simons (1977). Η 
ηλεκτροφόρηση μπορεί να πραγματοποιηθεί παρου­
σία ουδέτερων (0.5% Triton X-100) ή ανιονικών 
(anionic) απορρυπαντικών (0.5% Triton X-100 και
0. 2 5 .  DOC), τα οποία μεταβάλλουν την ηλεκτροφο- 
ρητική μετανάστευση των μορίων.

1. Σε ποτήρι ζέσεως προστίθενται ακρυλαμίδη/ bis 
ακρυλαμίδη (29:1), ρυθμιστικό διάλυμα γλυκίνης 
και Triton X-100 σε τελική συγκέντρωση 7.5%, 1Χ 
και 0.5%, αντίστοιχα.

*Στην περίπτωση της παρασκευής πηκτώματος 
παρουσία ανιονικών απορρυπαντικών, προστίθεται 
επιπλέον sodium deoxycolate DOC σε τελική 
συγκέντρωση 0.25%.

2. Στο πήκτωμα προστίθεται APS 0.07% και 
TEMED 0.1% ώστε να πολυμεριστεί και τοποθε­
τείται σε μήτρα πολυμερισμού ( 1 1  x 2 0  x 0 . 2  cm) 
όπου τα τζάμια έχουν επαλειφθεί με αντικολλητι- 
κή σιλικόνη.

Ακρυλαμίδιο 7.5%

Ρυθμιστικό διάλυμα γλυκίνης 1X

Triton X-100 0.5%

*DOC 0.25%

APS 0.07%

TEMED 0.1%

dH2O Έως Vjsa

Τελικός όγκος V τελ

3. Τοποθετούνται τα “χτενάκια” και αφήνεται να 
πολυμερισθεί σε θερμοκρασία δωματίου για του­
λάχιστον 2  ώρες.

4. Πριν την ηλεκτροφόρηση η μήτρα τοποθετείται σε 
οριζόντια συσκευή ηλεκτροφόρησης, η οποία 
στεγανοποιείται και γεμίζεται με ρυθμιστικό διάλυ­
μα γλυκίνης 1X με 0.5% Triton X-100.

*Στην περίπτωση που το πήκτωμα περιέχει DOC, το 
διάλυμα ηλεκτροφόρησης είναι ρυθμιστικό διάλυμα 
γλυκίνης 1Χ με 0.5% Triton X-100 και 0.25% DOC.

5. Στα προς ηλεκτροφόρηση δείγματα προστίθεται 
διάλυμα χρωστικής (1 :1 ).

6 . Τα δείγματα τοποθετούνται στα “πηγαδάκια” και 
αναλύονται σε οριζόντια υδρόψυκτη συσκευή 
ηλεκτροφόρησης water-cooled υπό σταθερή τάση 
(15 V/cm).

7.3.2 Χρώση ακετυλοχολινεστεράσης σε 
πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου με τη μέθοδο 
Karnovsky

Η χρώση και κατ’ επέκταση ο εντοπισμός της 
ακετυλοχολινεστεράσης στο πήκτωμα πραγματοποι­
είται με την ιστοχημική μέθοδο για τις χολινεστερά- 
σες των Karnovsky & Roots (1964). Η μέθοδος 
εκμεταλλεύεται την ικανότητα της ακετυλοχολινεστε- 
ράσης να υδρολύει το τεχνητό υπόστρωμα ακετυλο- 
θειοχολίνη (ATC). Η θειοχολίνη που απελευθερώνε­
ται δεσμεύεται από ιόντα Cu2+ (διάλυμα Karnovsky) 
και κατακρημνίζεται ως άχρωμη θειοχολίνη του 
χαλκού, η οποία τελικά μετατρέπεται σε καφέ 
χρώματος CuS ύστερα από κατεργασία με 
σουλφίδιου του αμμωνίο). Η μέθοδος εμφανίζει 
πλεονέκτημα έναντι των άλλων μεθόδων χρώσεων 
πρωτεϊνών (AgNO3, Coomasie Brilliant Blue) στο ότι 
η χρώση είναι εξειδικευμένη και εμφανίζεται 
απευθείας στα σημεία όπου υπάρχει ενζυμική 
δραστικότητα.

1. Το πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου εμβαπτίζεται σε 
διάλυμα οξικού οξέος 0.2 Μ pH 6.5 για 30 λεπτά 
υπό ήπια ανάδευση. Η αλλαγή του pH σε 6.5 (pH 
ηλεκτροφόρησης 8.5) είναι απαραίτητη διότι τα 
ιόντα χαλκού σε pH μεγαλύτερο του 7.0 δε 
μπορούν να συγκρατηθούν στο διάλυμα.

2. Το διάλυμα απομακρύνεται και ακολουθεί έκπλυ- 
ση με dH2O για 1 λεπτό για την απομάκρυνση του 
οξικού οξέος.
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3. Προστίθεται διάλυμα Karnovsky και το πήκτωμα 
επωάζεται για 30 λεπτά υπό ήπια ανάδευση, 
ώστε τα ιόντα Cu2+ να διεισδύσουν στο πήκτωμα.

4. Το διάλυμα απομακρύνεται και προστίθεται διά­
λυμα Karnovsky με ATC 0.1% w/v. Το πήκτωμα 
επωάζεται σε αυτό για 30 λεπτά υπό ήπια ανά- 
δευση.

5. Το διάλυμα απομακρύνεται ώστε να διακοπεί η 
αντίδραση εμφάνισης

6 . Το πήκτωμα εμβαπτίζεται σε διάλυμα γλυκερόλης 
1 % και ξηραίνεται.

8. ΥΒΡΙΔΟΠΟΙΗΣΗ

Το φαινόμενο της υβριδοποίησης, δηλαδή της 
δυνατότητας ενός μονόκλωνου μορίου νουκλεϊνικού 
οξέος να σχηματίζει δίκλωνη έλικα με ένα άλλο 
μονόκλωνο μόριο, αποτελεί τη βάση για πολλές 
τεχνικές της Μοριακής Βιολογίας, μεταξύ αυτών και 
της υβριδοποίησης κατά Southern. Η υβριδοποίηση 
κατά Southern (φέρει το όνομα του E.M Southern 
που την ανέπτυξε) χρησιμοποιείται για τον εντοπι­
σμό συγκεκριμένων αλληλουχιών σε δείγμα DNA 
(Southern, 1975). Τα βασικά στάδια περιλαμβάνουν 
α. τη σήμανση του ανιχνευτή, β. τη σταθεροποίηση 
του DNA σε νάυλον μεμβράνη, γ. την υβριδοποίηση 
του DNA της μεμβράνης με τον σημασμένο 
ανιχνευτή και δ. την ανίχνευση του σήματος.

8.1 Σήμανση ανιχνευτών

Οι ανιχνευτές είναι μονόκλωνα μόρια τα οποία 
έχουν καθορισμένη αλληλουχία νουκλεοτιδίων και 
είναι σημασμένα ώστε να μπορούν να εντοπίζονται. 
Η μεγάλη εξειδίκευση της αντίδρασης υβριδοποίησης 
ανάμεσα στο μόριο ανιχνευτή και τις αναζητούμενες 
αλληλουχίες νουκλεοτιδίων επιτρέπει τον εντοπισμό 
τους ακόμη και αν στο κύτταρο ή το διάλυμα περι- 
έχονται εκατομμύρια διαφορετικών αλληλουχιών 
DNA ή RNA. Η σήμανση των διάφορων τύπων ανι­
χνευτών (DNA, RNA ανιχνευτών) πραγματοποιείται 
με την προσθήκη σημασμένων δεοξυριβονουκλεοτι- 
δίων (dNTPs) ή ριβονουκλεοτιδίων (NTPs), εάν 
πρόκειται για DNA ή RNA ανιχνευτές αντίστοιχα, είτε 
κατά τη διαδικασία παραγωγής των ανιχνευτών (με-

θοδος τυχαίων εκκινητών), είτε μετά την παραγωγή 
τους (σήμανση στο 5' ή 3' άκρο του ανιχνευτή). Η 
σήμανση των νουκλεοτιδίων μπορεί να γίνει με 
ραδιενέργεια (3 2 P, 3 5 S, 3 H) ή με μη ραδιενεργούς 
σημαντές [βιοτίνη (Bio), διγοξιγενίνη (DIG)]. Οι μη 
ραδιενεργοί σημαντές παρουσιάζουν το πλεονέκτημα 
ότι είναι λιγότερο επικίνδυνοι για την υγεία και 
επιπλέον, μπορούν να αποθηκευτούν σε θερμοκρα­
σία -20°C και να είναι διαθέσιμοι προς χρήση για 
αρκετά μεγάλο χρονικό διάστημα.

8.1.1 Σήμανση του ανιχνευτή με τη μέθοδο των 
τυχαίων εκκινητών με τη χρήση HexaLabel™ 
DNA Labelling kit (Fermentas)

Η μέθοδος περιγράφηκε αρχικά από τους 
Feinberg & Vogelstein (1983). Τα βασικά στάδια 
περιλαμβάνουν την αρχική αποδιάταξη του δίκλωνου 
τμήματος και την επακόλουθη βαθμιαία αναδιάταξη 
κάθε αλυσίδας με τη βοήθεια τυχαίων εκκινητών 
(random primers) και την πολυμεριστική δράση του 
ενζυμικού κλάσματος Klenow της DNA πολυμεράσης
I. Η μέθοδος βασίζεται στο γεγονός ότι το κομμάτι 
Klenow (Klenow fragment - μεγάλη υπομονάδα της 
DNA πολυμεράσης I) δεν έχει την 5 '^ 3 ' εξωνου- 
κλεοτική δράση του ολοενζύμου, ενώ διατηρεί τη 
δράση της 5 '^ 3 ' πολυμεράσης και της 3 '^ 5 ' εξω- 
νουκλεάσης. Η διαδικασία πραγματοποιείται σύμφω­
να με το εγχειρίδιο της κατασκευάστριας εταιρείας. Η 
σήμανση των μορίων DNA γίνεται με τη συμπλή­
ρωση των 3' υπολειμματικών άκρων του με βιοτυν- 
ιλιωμένο δεοξυνουκλεοτίδιο (Biotin-11-dUTP) και με 
εκκινητές τυχαία δεκανουκλεοτίδια.

1. To DNA (100 ng—1 μg) που θα σημανθεί τοπο­
θετείται σε σωληνάκι τύπου eppendorf και προ­
στίθενται το ρυθμιστικό διάλυμα της πολυμε- 
ράσης που περιέχει τυχαία δεκανουκλεοτίδια ως 
εκκινητές (1X) και η ποσότητα του ddH2O που 
αντιστοιχεί σε αυτή που απαιτείται για να 
συμπληρωθεί ο τελικός όγκος της αντίδρασης.

2. Το μείγμα αποδιατάσσεται με θέρμανση σε θερ­
μοκρασία 100°C για 10 λεπτά και αμέσως τοπο­
θετείται σε πάγο.

3. Προστίθενται Biotin-11-dUTP (0.035 mM), μείγμα 
μη σημασμένων νουκλεοτιδίων (dGTP, dATP,
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dCTP: 0.1 mM, dTTP: 0.065 mM) και η DNA 
Klenow πολυμεράση Ι (5 u).

4. To μείγμα αναδεύετα! ήπια με πιπέτα και επωάζε- 
ταζ σε θερμοκρασία 37°C για 12-16 ώρες.

5. Ακολουθεί κατακρήμνιση με αιθανόλη και αναδιά- 
λυση του ιζήματος σε ddH2O (50 μΙ).

DNA Vdna (100 ng -  1 pg)

Ρυθμιστικό διάλυμα με 

δεξανουκλεοτίδια
Vbuffer = 1X

ddH2O VddH2O = έως 50 μΙ

Επώαση σε 1000C για 10 λεπτά

Biotin-11-dUTP V=0.035 mM

dNTPs

[d(G,A,C)TP:dTTP]

V=0.1 : 0.065 mM

Klenow exo- V ενζ = 5 units

Τελικός όγκος V isa = 50 μΙ

Σημείωση

S  Η αύξηση του χρόνου επώασης οδηγεί σε αύξηση της 

απόδοσης του σημασμένου DNA.

8.1.2 In vitro μεταγραφή -  σήμανση RNA 
ανιχνευτών

Η διαδικασία συνίσταται στην ικανότητα των 
βακτηριοφαγικών Τ7, Τ3 και SP6  RNA πολυμερα- 
σών να μεταγράφουν RNA χρησιμοποιώντας ως 
εκμαγείο DNA. Το DNA εκμαγείο πρέπει να φέρει 
στην αλληλουχία του τις θέσεις πρόσδεσης των 
πολυμερασών ανοδικά της περιοχής που 
μεταγράφεται. Τα πλεονεκτήματα των RNA 
ανιχνευτών συνίστανται στο ότι είναι μονόκλωνοι, 
δεν παρουσιάζουν συμπληρωματικότητα στον εαυτό 
τους, έχουν ορισμένο μέγεθος και στο ότι τα υβρίδια 
RNA:DNA εμφανίζουν υψηλή σταθερό-τητα, 
παρουσιάζοντας συνεπώς μεγαλύτερη ευαι-σθησία 
και εντονότερο σήμα.

Ο βακτηριοφάγος λ-DASH II φέρει εκατέρωθεν 
του ενθέματος τις θέσεις αναγνώρισης πρόσδεσης

των RNA πολυμερασών Τ3 και Τ7, και επομένως 
μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τη δημιουργία RNA 
ανιχνευτών.

1. DNA βακτηριοφάγου λ υφίσταται πέψη με 
περιοριστική ενδονουκλεάση HaeIII και στη 
συνέχεια εκχυλίζεται με φαινόλη/χλωροφόρμιο και 
κατακρημνίζεται με αιθανόλη.

2. Το ίζημα αναδιάλυεται σε ddH2O και τοποθετείται 
σε σωληνάκι τύπου eppendorf, το οποίο περιέχει 
νουκλεοσίδια A, G, U σε συγκέντρωση 1 mM και 
C σε συγκέντρωση 0.5 mM και 0.5 mM Biotin- 
CTP. Επιπλέον, προστίθενται DDT σε συγκέ­
ντρωση 5 mM, ρυθμιστικό διάλυμα του ενζύμου 
(1Χ) και τα ένζυμα: αναστολέας ριβονουκλεασών 
(RNase inhibitor) (20 unit) και RNA πολυμεράση 
(25 unit).

3. Το μείγμα επωάζεται σε θερμοκρασία 37°C για 2 
ώρες και ακολουθεί εκχύλιση με φαινό- 
λη/χλωροφόρμιο και κατακρήμνιση με αιθανόλη.

4. Το ίζημα αναδιάλυεται σε 50 μΙ ddH2 O.

Σημειώσεις

S  Η κατάτμηση του DNA εκμαγείου δεν πρέπει να 

πραγματοποιείται με περιοριστικές ενδονουκλεάσες 

που παράγουν αλληλοεπικαλυπτόμενα 3'άκρα, διότι 

αυτά μπορούν να λειτουργήσουν ως εναρκήτρια σημεία 

για την RNA πολυμεράση (Schenborn & Mierendorf, 

1985).

S  Η χρήση του ενζύμου HaeIII εξασφαλίζει τη δημιουργία 
ανιχνευτών μικρού μήκους. Οι ανι-χνευτές μικρού 
μήκους τείνουν να λειτουργούν πιο ειδικά.

S  Συνίσταται η χρήση DMPC Η2Ο αντί του DEPC Η2Ο, 
διότι το τελευταίο υπάρχει περίπτωση να αναστείλει την 
RNA πολυμεράση.

8.2 Southern υβριδοποίηση -  Διαλογή 
βιβλιοθήκης

8.2.1 Μεταφορά σε νάυλον μεμβράνη

Με τον όρο μεταφορά εννοούμε την ακινητοποί­
ηση των νουκλεϊνικών οξέων, αφού προηγηθεί η 
αποδιάταξή τους ώστε να καταστούν μονόκλωνα, σε 
στερεό υπόστρωμα, το οποίο συνήθως είναι μεμ­
βράνες. Τα ακινητοποιημένα νουκλεϊνικά οξέα στη 
συνέχεια χρησιμοποιούνται ως “στόχοι” σε πειρά­
ματα υβριδοποίησης με τη χρήση των κατάλληλων
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κατά  π ερ ίσ ταση α ν ιχνευτώ ν. Η μεταφ ορά  σε μεμβρά ­

νη απ ό π ήκτω μα  α γαρόζης μπ ορεί να  π ρ α γμ α το π ο ι­

ηθεί με τρείς δ ιαφ ορετικές  δ ιαδ ικασ ίες: α. τρ ιχοειδής 

μεταφ ορά  (L ich tenste in  et al., 1990; C hom czynsk i, 

1992), β. ηλεκτροφ ορητική  μεταφ ορά  (S te llw ag & 

D ah lberg , 1980; C hurch  & G ilbert, 1984) και γ. 

μεταφ ορά  με χρήση κενού (O lszew ska  & Jones, 

1988; T rnovsky, 1992) ενώ  υ π άρχουν και τρ ία  είδη 

μ εμβρανώ ν που μπ ορ ούν  να  χρησ ιμοπ ο ιηθούν, 

μεμβράνη ν ιτροκυτταρ ίνης, να -υ λο ν  ουδέτερη 

μεμβράνη και νά υ λο ν  θετικά  φ ορτι-σ μένη  μεμβράνη.

Η μέθοδος που α κολου θήθηκε είνα ι η τρ ιχοειδής 

μεταφ ορά  όπ ου βασ ίζετα ι στη μεταφ ορά  ενός  ρυθμ ι­

σ τικού  δ ιαλύματος απ ό μ ία  π ερ ιοχή  υψ ηλού 

υδατικού  δυναμ ικού  σε π ερ ιοχή  χαμηλού  δυναμ ικού. 

Το δ ιάλυμα  μεταφ οράς π α ρασ ύρετα ι μέσα στο 

π ήκτω μα  και τη μεμβράνη λόγω  τω ν τρ ιχοειδώ ν 

φ α ινομένω ν με α π οτέλεσ μ α  να  σ υμπ αρασ ύρει μαζί 

και το μονόκλω νο DNA. Η μεταφ ορά  

π ρα γμα τοπ ο ιε ίτα ι σε θετικά  φ ορτισμένη  νά υλον 

μεμβράνη, η οπ ο ία  δ ιευκολύνει την  δέσμευση του 

D N A λόγω  τω ν ιον ικώ ν α λληλεπ ιδ ρ ά σ εω ν μεταξύ 

του α ρνητικά  φ ορτισμένου  D N A  και της θετικά  

φ ορτισμένης μεμβράνης. Ο ρυθμός μεταφ οράς του 

D N A εξαρτάτα ι απ ό το μέγεθος τω ν  τμημ ά τω ν DNA, 

το π ά χος του π ηκτώ ματος  και τη σ υγκέντρω ση της 

α γαρόζης του π ηκτώ ματος. Μ ετά την ολοκλήρω ση 

της μεταφ οράς είνα ι α π αρα ίτη το  να π ρ α γμ α τοπ ο ιηθε ί 

η σ ταθεροπ ο ίηση  τω ν νουκλε ϊν ικώ ν  ο ξέω ν στη 

μεμβράνη ε ίτε με έκθεση  σε U V  ακτινοβολ ία  

σ υγκεκρ ιμένης έντασ ης ε ίτε  με ξήρανση σε υψηλή 

θερμοκρασ ία .

1. Μ ετά  το π έρας της ηλεκτροφόρησης, το π ήκτω μα  

α γαρόζης φ ω τογραφ ίζετα ι, αφού έχει τοπ οθετηθεί 

κα τά  μήκος του χάρακας, ώ σ τε να  είνα ι δυνατή η 

σύγκρ ιση  του σ ήματος της μεμβράνης με τη 

φ ω τογραφ ία  του π ηκτώ ματος  και κατά  σ υνέπ εια  ο 

π ροσ δ ιορ ισ μ ός του τμήματος που υβρ ιδοπ ο ιή - 

θηκε.

2. Το π ήκτω μα  τοπ οθετείτα ι σε ε ιδ ικό  δοχείο  και 

επ ω άζετα ι σε δ ιάλυμα  α π οδ ιά τα ξης  σε θερμο­

κρασ ία  δω ματίου  υπό α νακ ίνηση  για  15 λεπ τά.

3. Το δ ιάλυμα  απ οχύνετα ι και επ α να λαμβλα νετα ι το 

βήμα 2.

4. Π ροστίθετα ι δ ιάλυμα  εξουδ ετέρω σ ης και το πή- 

κτω μα  επ ω άζετα ι σε θερμ οκρασ ία  δω ματίου  υπό 

α νακ ίνηση  για  20 λεπ τά.

5. Το  δ ιάλυμα  απ οχύνετα ι και επ α να λαμβλα νετα ι το 

βήμα 4.

6. Το  π ήκτω μα  επ ω άζετα ι σ ε δ ιάλυμα  2Χ  SSC  σε 

θερμ οκρασ ία  δω ματίου  υπό ανάδευσ η  γ ια  5 

λεπ τά  και τοπ οθετείτα ι σ ε γέφ υρα  δ ιηθητικού  

χαρτιού  W ha tm an  3M M , του οπ ο ίου  οι άκρες 

εμ βαπ τίζοντα ι σε δ ιάλυμα  10Χ  SSC.

7. H μεμβράνη με δ ιασ τά σ ε ις  λ ίγο  μ ικρότερες απ ό το 

π ήκτω μα  δ ιαβρέχετα ι με d d H 2 O και στη σ υνέχεια  

με δ ιάλυμα  6Χ  SSC  και τοπ οθετείτα ι π άνω  από 

το π ήκτω μα  χω ρ ίς  να  δημ ιουργηθε ί κενό μεταξύ 

π ηκτώ ματος  και μεμβράνης.

8. Φ ύλλα  (2) δ ιηθητικού  χαρτιού  W ha tm an  3M M , 

ίσ ω ν  δ ια σ τά σ εω ν με τη μεμβράνη, δ ιαβρέχοντα ι 

με ddH 2 O και τοπ οθετούντα ι π ά νω  στη μεμβρά ­

νη, α κολου θούν  επ ιπ λέο ν  φ ύλλα  (2) δ ιηθητικού  

χαρτιού  W ha tm an  3M M  κα ι τέλος α π ορροφ ητικά  

χαρτιά , μ ικρό τερω ν δ ια σ τά σ εω ν της μεμβράνης 

κατά  5 mm. Στη κορυφή τοπ οθετείτα ι βάρος 

π ερ ίπ ου  500 g r γ ια  να εξα σ φ α λ ισ τε ί η επ αφή 

μεταξύ π ηκτώ ματος  και μεμβράνης.

9. Η μεταφ ορά  του D N A  ολοκληρώ νετα ι μετά  από 

16-18 ώ ρες, οπ ότε αφ α ιρούντα ι τα α π ορροφ ητικά  

χαρτιά  και τα φ ύλλα  W ha tm an  3M M  και 

σ ημαδεύετα ι η μεμβράνη ώ σ τε να είνα ι γνω σ τός ο 

π ροσ α να τολ ισ μ ός της και η θέση τω ν  π ηγαδ ιώ ν.

1 0 . Η μεμβράνη ξηρα ίνετα ι σε θερμ οκρασ ία  80°C  για 

2 ώ ρες γ ια  να  σ τα θ ερ ο π ο ιη θ ε ί το D N A  και α π ο θ η ­

κεύετα ι σε θερμ οκρασ ία  δω ματίου  έω ς ότου 

χρησ ιμοπ ο ιηθε ί.

Σημειώσεις

S  Ο χειρισμός των μεμβρανών πρέπει να γίνεται με 

γάντια και με ειδικές λαβίδες τύπου Millipore με πεπλα­

τυσμένα άκρα.

S  Εάν τα τμήματα DNA υπερβαίνουν τις 15 kb, το 

πήκτωμα επωάζεται σε διάλυμα 0.2Ν HCl υπό 

ανάδευση για 10 λεπτά, ώστε να πραγματοποιηθεί 

μερική υδρόλυση του DNA και να διευκολυνθεί η 

μεταφορά των θραυσμάτων DNA (Wahl et al., 1979).

S  Για να ελεγχθεί η αποτελεσματικότητα της μεταφοράς 

του DNA, το πήκτωμα μετά το τέλος της διαδικασίας 

εξετάζεται κάτω από υπεριώδες φως.
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8.2.2 Μεταφορά των πλακών των 
βακτηριοφάγων λ σε νάυλον μεμβράνη.

Η δ ιαδ ικασ ία  α π ο σ κο π ε ί στη δημ ιουργ ία  ενός 

α ντιγράφ ου  της επ ίσ τρ ω σ ης τω ν βα κτηρ ιοφ άγω ν. Η 

μεμβράνη -αντίγραφ ο  π ερ ιέχει α ρκετούς βακτηρ ιο- 

φ άγους σ χεδ ό ν  απ ό κάθε π λάκα. Η κατεργα σ ία  της 

μεμβράνης έχει σ α ν  α π οτέλεσ μ α  την απ οδ ιά τα ξη  του 

φ αγικού  DNA.

1. Το  τρυβλίο  που θα χρ η σ ιμ οπ ο ιηθε ί γ ια  τη 

μεταφ ορά  τω ν  π λα κώ ν  σε μεμβράνη π ρέπ ει να 

π α ραμ είνε ι σ ε θερμ οκρασ ία  4°C  για  τουλάχ ισ τον  

2 ώ ρες, ώ στε να  α π ο φ ευχθ ε ί η μεταφ ορά  τμημ ά ­

τω ν της υπ ερκείμενης α γαρόζης στη μεμβράνη.

2. Η μεμβράνη, με δ ιασ τά σε ις  σ χεδόν  όσο το 

τρυβλίο  petri, τοπ οθετείτα ι σ την  επ ιφ ά νεια  του 

τρυβλίου  petri, κατά τέτο ιο  τρόπ ο ώ σ τε να δ ια ­

βρα χεί απ ό το κέντρο π ρος την  π ερ ιφ έρε ια  και 

χω ρ ίς  να  δημ ιουργηθε ί κενό μεταξύ υπ ερκείμενης 

α γαρόζης και μεμβράνης.

3. Ό τα ν  η μεμβράνη δ ια β ρ α χε ί π λήρω ς, 

π ροσ α νατολ ίζετα ι ω ς π ρος το τρυβλίο  petri με 

τρυπ ήματα  σε α ντίσ το ιχα  α σύμμετρα  π ερ ιφ ερ ε ια ­

κά σημεία  της με απ οσ τε ιρω μένη  βελόνα  α να το ­

μίας.

4. Η μεμβράνη π α ραμ ένει π άνω  στο τρυβλίο  γ ια  2 

λεπ τά  και στη σ υνέχεια  μεταφ έρετα ι α νεσ τρ α μ ­

μένη, ώ σ τε να  μ η ν  έρ θ ο υ ν  οι φάγο ι σ ε άμεση 

επ αφ ή, σ την  επ ιφ ά νεια  δ ιαλύματος α π οδ ιά τα ξης 

για  2 λεπ τά.

5. Α κο λο υθ ε ί μ εταφ ορά  της μεμβράνης κατά τον ίδ ιο 

τρόπ ο σε δ ιάλυμα  εξουδ ετέρω σ ης όπ ου και π α ­

ραμένει γ ια  5 λεπ τά.

6. Η μεμβράνη ξεπ λένετα ι σε δ ιάλυμα  0.2 Μ T ris - 

HCl (pH 7 .5 )/ 2X  SSC  για  λ ιγότερο  απ ό 30 δ ευ τε­

ρόλεπ τα.

7. Η μεμβράνη ξηρα ίνετα ι σε θερμ οκρασ ία  80°C  για 

2 ώ ρες, ώ σ τε να  σ τα θερ οπ ο ιηθε ί η π ρόσ δεση  του 

D N A και α π οθηκεύετα ι σε θερμ οκρασ ία  δω ματίου  

έω ς ότου χρησ ιμοπ ο ιηθε ί.

Σημειώσεις

S  Αν είναι επιθυμητή η δημιουργία αντιγράφου (replica), 

μία δεύτερη μεμβράνη τοποθετείται στο ίδιο τρυβλίο και

επαναλαμβάνονται τα βήματα. Στη περίπτωση αυτή η 

μεταφορά των φάγων πραγματοποιείται για 4 λεπτά 

αντί δύο.

S  Οι μεμβράνες μπορούν να χρησιμοποιηθούν αμέσως ή 

να διατηρηθούν για μεγάλο χρονικό διάστημα σε 

στεγνό και σκοτεινό μέρος.

8.3 Υβριδοποίηση του ανιχνευτή σε μεμβράνες

Η δ ιαδ ικασ ία  υβρ ιδοπ ο ίησ ης τω ν νουκλε ϊν ικώ ν  

ο ξέω ν σ υν ίσ τατα ι από τα σ τάδ ια  της π ροϋβρ ιδο - 

π ο ίησ ης και της υβρ ιδοπ ο ίησης. Το  στάδ ιο  της 

π ροϋ β ρ ιδ οπ ο ίησ ης π ρα γμα τοπ ο ιε ίτα ι γ ια  την  μείω ση 

του background  με την  κάλυψ η τω ν ελεύθ ερ ω ν 

θ έσ εω ν της μεμβράνης (θέσεις  όπ ου δ εν  υπάρχει 

D NA), οι οπ ο ίες  θα μπ ορ ούσ α ν  να  π ρ ο κα λέσ ο υν  μη 

ειδ ική  δέσμευση του α ν ιχνευτή . Τ α  α ντιδρα σ τήρ ια  

π ου χρησ ιμοπ ο ιούντα ι για  την π α ρεμπ όδ ισ η  της μη 

ε ιδ ικής σ ύνδεσης του α ν ιχνευτή  σ την  επ ιφ ά νε ια  της 

μεμβράνης είνα ι τα: D e n h ard t’s (D e n h a rd t’s reagent), 

το S D S  και το D N A  απ ό σπ έρμα  σ ολω μού (ssD N A, 

sa lm on spe rm  D NA). Το  α ντιδρα σ τήρ ιο  D enhard t’s 

π ερ ιέχει φ ικόλη (ficol) και PVP, τα οπ ο ία  είνα ι μεγάλα  

μόρ ια  και κα τα λα μ β ά νου ν  χώ ρο καθώ ς και BSA, η 

οπ ο ία  είνα ι μη ειδ ική  π ρω τεΐνη .

Κατά  το στάδ ιο  της υβρ ιδοπ ο ίησ ης επ ιτυ γχά νε­

ται ο σ χηματισ μός τω ν υβρ ιδ ίω ν  μεταξύ τω ν νου- 

κλεο τ ιδ ικώ ν  α λυσ ίδω ν. Το π οσ οσ τό  σχηματισμού  

τω ν υβρ ιδ ίω ν  καθορ ίζετα ι από τις σ υνθήκες υβρ ιδο­

π ο ίησης. Η άρ ιστη  θερμ οκρασ ία  υβρ ιδ ισμού στη 

π ερ ίπ τω σ η  D N A :D N A  υβρ ιδοπ ο ίησ ης είνα ι 25°C  

χαμ ηλότερη  απ ό τη θερμ οκρασ ία  Tm  (θερμοκρασ ία  

τήξης) του υβρ ιδ ίου. Το  σημείο  τήξης Tm  είνα ι η 

θερμ οκρασ ία  σ τη ν  οπ ο ία  η μισή π οσ ότητα  του 

ολ ιγονουκλεοτιδ ίου  βρ ίσκετα ι σ ε μονόκλω νη μορφή. 

Ο ι π α ράμ ετρο ι που επ η ρ εά -ζο υ ν  τη Tm  είνα ι η 

α ναλογ ία  τω ν  βά σεω ν (G C ), η σ υγκέντρω ση άλατος 

και το μέγεθος του α ν ιχνευτή , και σ υνδέοντα ι μεταξύ 

τους με τη εξ ίσω ση: Tm  = 81.5°C  + 16.6 logM  + 0.41 

(% G +C )-500 /n  όπου Μ είνα ι η σ υγκέντρω ση τω ν 

ιόντω ν του άλατος [N a+] και n ο α ρ ιθμός τω ν 

νο υκλεο τιδ ίω ν  π ου  α π α ρ τ ίζο υ ν  το υβρίδ ιο . Η 

σ υγκέντρω ση τω ν  ιόντω ν Na π ρέπ ει να  είνα ι υψηλή 

ώ σ τε να επ ιτευχθε ί υβρ ιδοπ οίηση. Τ α  μονοσθενή 

κατιόντα  α ντιδ ρ ο ύ ν  με τις φ ω σφ ορ ικές  ομάδες τω ν 

νο υ κλε ϊκώ ν  ο ξέω ν με ιώ νοντας τις ηλεκτροστα τικές  

α λληλεπ ιδρά σ εις  μεταξύ τω ν δύο κλώ νω ν και
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σ ταθεροπ ο ιώ ντας  έτσ ι το υβρίδ ιο . Α ντίθετα , με τη 

σ υγκέντρω ση του άλατος, η υβρ ι-δοπ ο ίηση  κατά 

S outhern  φ τάνει τα όρ ια  της ευα ισ θησ ίας της ό τα ν  

χρησ ιμοπ ο ιούντα ι μ ικρού μήκους αν ιχνευτές . Υπ ό 

βέλτισ τες  συνθήκες, η ευα ισ θησ ία  της μεθόδου 

κυμα ίνετα ι π ερ ίπ ου  σε 100 fg ό τα ν  χρησ ιμοπ ο ιε ίτα ι 

β ιο τυν ιλ ιω μένος α ν ιχνευτής. Η μεθοδολογ ία  που 

α κολου θήθηκε π ερ ιγρά φ ετα ι απ ό τους C hurch  & 

G ilbe rt (1984).

1. Η μεμβράνη τοπ οθετείτα ι σ ε ειδ ικό  σω λήνα  υβρ ι­

δοπ ο ίησης, ο οπ ο ίος π ερ ιέχε ι π οσ ότητα  δ ια λύ ­

ματος υβρ ιδοπ ο ίησ ης α νάλογα  με το εμ βαδό  της 

(εμβαδό x  0.2 = m l δ ιαλύματος υβρ ιδοπ ο ίησης).

2. Ε π ιπ λέον, π ροσ τίθετα ι D N A  απ ό σπ έρμ α  σ ολο ­

μού (ssD N A ) σε σ υγκέντρω ση 100 μg/m l δ ια λύ ­

ματος ϋβρ ιδοπ ο ίησης, το οπ ο ίο  π ροηγουμέ-νω ς 

έχει θ ερμ α νθε ί σε 100°C  για  10 λεπ τά  ώ σ τε να 

α π οδ ια ταχθεί.

3. Ο σ ω λήνας τοπ οθετείτα ι σε θάλαμο υβρ ιδοπ ο ί­

ησης και επ ω άζετα ι π ερ ισ τρεφ όμ ενος  γ ια  2 ώ ρες 

στη θερμ οκρασ ία  υβρ ιδοπ ο ίησ ης του ανιχνευτή .

4. Το δ ιάλυμα  π ροϋβρ ιδ οπ ο ίησ ης απ οχύνετα ι και 

π ροσ τίθετα ι νέο δ ιάλυμα  π ροϋβρ ιδ οπ ο ίησ ης (10 

m l/100  cm  ) και ο α ν ιχνευτής (100-200  ng/m l δ ια ­

λύματος), ο οπ ο ίος έχει θ ερμ α νθε ί σ ε 100°C  για 

10 λεπ τά  ώ σ τε να  α π οδ ια ταχθεί.

5. Ο σ ω λήνας μεταφ έρετα ι σε θάλαμο υ βρ ιδο ­

π ο ίησ ης και η υβρ ιδοπ ο ίηση  π ρα γμα τοπ ο ιε ίτα ι 

γ ια  16-18 ώ ρες σ την  ίδ ια  θερμ οκρασ ία  με την 

π ροϋβρ ιδοπ ο ίησ η .

Σημειώσεις

S  Εάν το διάλυμα προϋβριδοποίησης και υβριδοποιήσης 

περιέχουν φορμαμίδιο, η θερμοκρασία υβριδισμού είναι 

πολύ χαμηλότερη σύμφωνα με τη σχέση : Tm = 81.5°C 

+ 16.6 logM + 0.41 (%G+C)-0.63 (%φορμαμίδιο) - 

500/n (Bolton & McCarthy, 1962). Η χρήση φορμαμί- 

διου συνίσταται σε περιπτώσεις όπου η υβριδοποίηση 

πρέπει να γίνει σε χαμηλή θερμοκρασία, ετσί ώστε να 

μειωθεί το background.

S  Το φορμαμίδιο είναι οργανικός διαλύτης, ο οποίος 

μειώνει τη θερμική σταθερότητα των δεσμών και με 

αυτόν τον τρόπο δεν ευνοεί τη μη ειδική δέσμευση του 

ανιχνευτή.

S  Όσο μικρότερος είναι ο όγκος του διαλύματος 

υβριδοποίησης τόσο αποτελεσματικότερη είναι η υβρι­

δοποίηση διότι η κινητική και η επανασύνδεση των 

νουκλεινικών οξέων είναι πιο γρήγορη.

8.4 Ανίχνευση σήματος

Η δ ιαδ ικασ ία  σ υν ίσ τατα ι σ τη ν  α π ομά κρυνσ η  του 

μη σ υνδεδεμένου  α ν ιχνευτή  (βήμα  1-5), στη 

π ρόσ δεση  της σ τρεπ ταβ ιδ ίνης [σύμπ λοκο  σ τρεπ τα- 

β ιδ ίνης-αλκα λ ικής φ ω σφ α τάσ ης (AP)] στη β ιοτίνη 

(βήμα  6-8) και σ τη ν  ανίχνευση του σ ήματος (βήμα  9 ­

10). Η απ ομά κρυνσ η  της π ερ ίσ σ ειας του ανιχνευτή , 

ο οπ ο ίος δ εν  έχει π ρ ο σ δ εθ ε ί καθόλου ή έχει ασθε- 

νώ ς υβρ ιδοπ ο ιηθεί μη ειδ ικά , με αλληλουχ ίες  με τις 

οπ ο ίες  μπ ορεί να  έχει μ ια μ ικρού βαθμού ομολογ ία  

επ ιτυγχάνετα ι με δ ιαλύματα  π ου π ερ ιέχο υ ν  ά λατα  

(SSC) σε π ροοδευτικά  με ιούμενες σ υγκεντρώ σ εις  και 

την  κατάλληλη π οσ ότητα  SD S. Η π ρόσδεση της 

σ τρεπ ταβ ιδ ίνης π ρα γμα τοπ ο ιε ίτα ι με την  π ροσθήκη  

της σε δ ιάλυμα  που π ερ ιέχει α π οβουτυρω μένο  γάλα, 

ώ σ τε να  μ ε ιω θούν οι μη ε ιδ ικές  θέσεις  σ ύνδε-σ ης του 

α ντισ ώ ματος.

Η α ν ίχνευσ η του σ ήματος βασ ίζετα ι σ την  

ικανότητα  ισχυρής σ ύνδεσης α νάμεσα  στη β ιοτίνη 

και την σ τρεπ ταβ ιδ ίνη , η οπ ο ία  είνα ι σ υνδεδεμένη  με 

α λκαλ ική  φω σφ ατάση, και την  ιδ ιότητά  της να 

καταλύει μία χρω μογόνο  αντίδραση με το X - 

phospha te  και το N BT. Το X -phospha te  (5 -b rom o-4- 

ch lo ro -3 -indo ly l-phospa te , 4 -to lu id ine  sa lt) χρ ησ ιμ ο ­

π ο ιε ίτα ι ω ς υπ όσ τρω μα  για  την  α λκαλ ική  φ ω σφ ατά- 

ση και το 5 -b rom o-4 -ch lo ro -3 -indoxy l που σ χηματί­

ζετα ι α ντιδρά  α υθόρμητα  με το Ο 2  για  να  δώ σει μία 

α δ ιάλυτη  ερυθροκυανή  χρώ ση, ενώ  το N BT χρησ ιμο ­

π ο ιε ίτα ι ω ς δέκτης ηλεκτρ ον ίω ν  α ντ ί του Ο 2 . Η 

ένταση του σ ήματος  είνα ι ανάλογη της δραστικό - 

τητας του ανιχνευτή  και α ντισ τρόφ ω ς ανάλογη  του 

μήκους.

1. Το  δ ιάλυμα  υβρ ιδοπ ο ίησ ης όπου π ερ ιέχει τον 

α ν ιχνευτή  σ υλλέγετα ι σε σ ω λήνα  τύπ ου fa lcon και 

δ ια τηρείτα ι σε θερμ οκρασ ία  -20°C , έω ς ότου επ α ­

να χρησ ιμοπ ο ιηθεί.

2. Η μεμβράνη τοπ οθετείτα ι σε ειδ ικό  δοχείο , το 

οπ ο ίο  π ερ ιέχει δ ιάλυμα  π λύ σ ης Α  και επ ω άζετα ι 

σ ε θερμ οκρασ ία  δω ματίου  υπό ανάδευσ η  για  5 

λεπ τά.
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3. Το δ ιάλυμα  α π ορρ ίπ τετα ι και επ ανα λαμβά νετα ι το 

βήμα.

4. Α κο λο υθ ε ί επ ώ αση σε δ ιάλυμα  π λύσ ης Β υπό 

ανάδευση στη θερμ οκρασ ία  όπου π ρ α γμ α το π ο ι­

ήθηκε η υβρ ιδοπ ο ίηση  γ ια  20 λεπ τά.

5. Το  δ ιάλυμα  α π ορρ ίπ τετα ι και επ ανα λαμβά νετα ι το 

βήμα 4.

Σημείωση

X  Όσο μειώνεται η συγκέντρωση του SSC στο διάλυμα 

πλύσης (μείωση ιοντικής ισχύς), τόσο ευκολότερα 

απομακρύνεται ο ανιχνευτής..

Όλες οι επόμενες διεργασίες πραγματοποιούνται σε
θερμοκρασία δωματίου

1. Η μεμβράνη εξ ισορροπ είτα ι σε δ ιάλυμα  Α  για  1 

λεπ τό και στη σ υνέχεια  επ ω άζετα ι σε δ ιάλυμα  Β 

για  τουλάχ ισ τον  30 λεπ τά.

2. Το  δ ιάλυμα  Β α π ορρ ίπ τετα ι και π ροσ τίθετα ι δ ιά ­

λυμα  Β, το οπ ο ίο  π ερ ιέχε ι 5 μΙ σ υμπ λόκου  στρε- 

π ταβ ιδ ίνης-αλκα λ ικής  φ ω σ φ α τάσ ης ανά  10 ml, 

και επ ω άζετα ι για 30 λεπ τά.

3. Η μεμβράνη ξεπ λένετα ι σε δ ιαλυμα  Α  για  15 λ ε ­

π τά  και επ ανα λαμβά νετα ι το βήμα.

4. Η μεμβράνη εξ ισ σ οροπ είτα ι σε δ ιάλυμα  C γ ια  2 

λεπ τά.

5. Η ανίχνευση του σ ήματος π ρα γμα τοπ ο ιε ίτα ι με 

κάλυψ η της μεμβράνης με π ρόσ φ ατα  π α ρ α σ κευ ­

ασμένου  δ ιαλύματος C, το οπ ο ίο  π ερ ιέχει 50 μΙ 

N BT  και 37.5  μΙ BC IP  ανά 10 m l δ ιαλύματος.

6. Η εμφ άνιση  δ ιακόπ τετα ι με π ολλα π λές π λύσ εις  

της μεμβράνης με d H 2O.

Σημειώσεις

X  Μετά την εμφάνιση, η μεμβράνη είναι δυνατόν να 

αποχρωματιστεί με επώαση σε διάλυμα DMF σε 

θερμοκρασία 50°C για 10 λεπτά.

X  Όταν ο ανιχνευτής είναι βιοτινυλιωμένος, η μεμβράνη 

μπορεί να απουβριδοποιηθεί με επώαση σε διάλυμα 

1X SSC / 1% SDS σε θερμοκρασία 95°C για 5 λεπτά 

και εξισορρόπησή της σε διάλυμα 1Χ SCC σε θερμο­

κρασία δωματίου για 15 λεπτά.

X  Στη διαλογή των βακτηριοφάγων ο προσανατολισμός 

της μεμβράνης ως προς το τρυβλίο προσδιορίζεται με 

βάση τα σημεία διάτρησης, ώστε να εντοπιστούν οι 

πλάκες που αντιστοιχούν σε θετικά σήματα 

υβριδοποίησης. Αραί-ωση του φαγικού εναιωρήματος 

της πλάκας μπορεί να χρησιμοποιηθεί για δεύτερη 

διαλογή.

9. In vitro ΜΕΤΑΛΛΑΞΙΓΕΝΕΣΗ ΜΕ ΟΛΙΓΟΝΟΥ- 
ΚΛΕΟΤΙΔΙΑ

Η in vitro μεταλλα ξιγένεση  δ ίνει τη δυνατότητα  

σ τοχευμένης α λλαγής σ υγκεκρ ιμ ένω ν β ά σ εω ν του 

D N A με σκοπ ό τη δ ιερεύνηση του ρόλου τους. Έ ν α  η 

βάση π ου μεταβάλλετα ι βρ ίσκετα ι σ ε κω δική π ερ ιοχή 

του D N A  τότε η αλλαγή  (π ροσθήκη, αφα ίρεση  ή 

αλλαγή  νουκλεοτιδ ίω ν) μπ ορεί να  συνεπ άγετα ι και 

αλλαγή  στο π ρω τεϊν ικό  επ ίπ εδο . Έ να  αντίθετα , η 

βάση που μεταβάλλετα ι βρ ίσκετα ι σε ρυθμ ιστική  

π ερ ιοχή  του DNA, η αλλαγή  μπ ορεί να  α π οκαλύψ ει 

τον  ιδ ια ίτερο ρόλο σ υγκεκρ ιμ ένω ν π ερ ιοχώ ν. Η 

π ρώ τη μέθοδος μεταλλα ξιγένεσης με τη χρήση 

ολ ιγονουκλεο τ ιδ ίω ν  π ερ ιγρ ά φ ηκε το 1978 (H utch ison 

et al., 1978; R azin  et al., 1978).

9.1 Μεταλλαξιγενεση με χρήση PCR

Η τεχνική της κατευθυνόμενης μεταλλα ξιγένεσης 

με τη μέθοδο  της π ροέκτασ ης α λληλοεπ ικαλυπ τώ με- 

νω ν  ά κρ ω ν  (overlap  extens ion) με αλυσ ιδω τή  α ν τ ί­

δραση π ολυ μ ερά σ ης (Ho et al., 1989) επ ιτρέπ ει την 

αφα ίρεση , π ροσθήκη  ή α ντικα -τά στασ η  

νο υκλεο τιδ ίω ν  σε μια D N A α λληλουχ ία . Για την 

μεταλλαξιγένεση  α π α ιτε ίτα ι ένα ς σ υνδυασ μός 4 

ολ ιγονουκλεοτιδ ίω ν-εκκ ινητώ ν, δύο “εσ ω τερ ικώ ν” τα 

οπ ο ία  φ έρου ν  τη μετάλλαξη  στο κέντρο του μορίου 

και δύο “εξω τερ ικώ ν” τα οπ ο ία  π ρ οσ δένοντα ι στα 

ά κρα  της D N A  α λληλουχ ίας. Η δ ιαδ ικασ ία  π ερ ιλα μ ­

βάνει δύο στάδ ια . Στο π ρώ το  στάδ ιο  π ρ α γμ α το ­

π ο ιούντα ι δύο ξεχω ρ ισ τές  α ντιδρά σ εις  PCR  με απ ό- 

τέλεσμα  να  π α ράγοντα ι δύο δ ίκλω να  D N A π ρο ϊόντα  

με α λληλοεπ ικαλυπ τόμ ενα  άκρα. Στο δεύτερο  στάδ ιο  

τα π ρο ϊόντα  α υτά  ενώ νοντα ι σε μια δεύτερη α ντί­

δραση PC R  κατά  την  οπ ο ία  τελείτα ι υβρ ιδ ισμός στο 

τμήμα  τω ν α λληλοεπ ικα λυ π τώ μ ενα ν  ά κρ ω ν  με απ ό- 

τέλεσμα  να π α ράγετα ι ένα  δ ίκλω νο D N A  π ρο ϊόν, το 

οπ ο ίο  φέρει τη μετάλλαξη  (Ε ικόνα  3-6).
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Εικόνα 3-6: Αρχή της μεθόδου μεταλλαξιγένεσης αλληλοεπικαλυ- 
πτώμενων άκρων.

1. Το DNA (cDNA κλωνοποιημένο σε πλασμίδιο), 
στο οποίο θα εισαχθεί η μετάλλαξη, χρησιμο­
ποιείται ως υπόστρωμα σε δύο αντιδράσεις PCR 
με εκκινητές στην πρώτη αντίδραση: εξωτερικός 
εμπρόσθιος/εσωτερικός οπίσθιος και στη δεύτερη 
αντίδραση: εσωτερικός εμπρόσθιος/εξωτερικός 
οπίσθιος, αντίστοιχα.

2. Τα προϊόντα των δύο αντιδράσεων PCR αναμι­
γνύονται και χρησιμοποιούνται ως υπόστρωμα σε 
νέα αντίδραση PCR με εκκινητές τους: εξωτερικός 
εμπρόσθιος/ εξωτερικός οπίσθιος.

3. Ο έλεγχος της ύπαρξης της μετάλλαξης πραγμα­
τοποιείται με κλωνοποίηση του προϊόντος, μετα­
σχηματισμό και ανάλυση της πρωτοδιάταξης του.

9.2 Μεταλλαξιγένεση με τη μέθοδο Kunkel

Η μέθοδος Kunkel αποτελεί μία κλασσική τεχνι­
κή κατευθυνόμενης μεταλλαξιγένεσης για την εισα­
γωγή μεταλλάξεων, η οποία εκμεταλλεύεται το γεγο­
νός της ισχυρής επιλογής κατά υποκατεστημένων με 
ουρακίλη DNA που συναντάται σε στελέχη E.coli τα 
οποία εκφράζουν την uracil-DNA glycosylase 
(Kunkel, 1985; Kunkel et al., 1987).

Η μέθοδος περιλαμβάνει τρία βασικά στάδια: α. 
το μετασχηματισμό του πλασμιδίου, το οποίο περιέ­
χει την αλληλουχία που πρόκειται να μεταλλαχθεί σε

στέλεχος E.coli που δεν εκφράζει τα γονίδια 
dUTPάση και uracil-N-glycosidase (dut-, ung- F') πα­
ρουσία του βακτηριοφάγου Μ13 με αποτέλεσμα τη 
δημιουργία μονόκλωνου DNA (ssDNA) που περιέχει 
ουρακίλη αντί θυμίνης, β. τη χρησιμοποίηση του μο­
νόκλωνου DNA ως υπόστρωμα σε μία διαδικασία 
μεταλλαξιγενεσης με ειδικό ολιγονουκλεοτίδιο, το 
οποίο φέρει τη μετάλλαξη, για να παραχθεί ένα 
ετεροδίκλωνο μόριο στο οποίο η μία αλυσίδα 
περιέχει ουρακίλη στην αλυσίδα εκμαγείο και θυμίνη 
στη νεοσυντιθέμενη αλυσίδα και γ. το μετασχηματι­
σμό του ετεροδίκλωνου μορίου DNA σε ένα στέλεχος 
ung+, με αποτέλεσμα την καταστροφή της αλυσίδας 
που περιέχει ουρακίλη και τη συνεχή καταστολή της 
παραγωγής αγρίου τύπου βακτηριοφάγων. Ένα με­
γάλο ποσοστό των απογόνων των βακτηριοφάγων 
(80%) επομένως θα παραχθούν από διπλασιασμό 
των αλυσίδων που περιέχουν θυμίνη κι επειδή η 
σύνθεση της αλυσίδας αυτή έχει πραγματοποιηθεί με 
μεταλλαγμένο ολιγονουκλεοτίδιο, ένα υψηλό ποσο­
στό των βακτηριοφάγων θα περιέχει τη μετάλλαξη.

Σημείωση

S  Ο ρόλος της dUTPάσης συνίσταται στη μετατροπή του 

dUTP σε dUMP. Η έλλειψη της dUTPάσης σε κύτταρα 

dut-οδηγεί σε αύξηση της ενδοκυτταρικής

συγκέντρωσης του dUTP, με αποτέλεσμα μέρος των 

dUTP να ενσωματώνονται στο DNA αντί της θυμίνης 

(Konrad & Lehman, 1975).

S  Ο ρόλος της uracil-N-glycosidase είναι η απομάκρυνση 

των βάσεων ουρακίλης που έχουν ενσωματωθεί στο 

DNA, με αποτέλεσμα στελέχη που στερούνται της πα­
ρουσίας της (ung-) να περιέχουν ουρακίλη (Lindhal, 

1974).

9.2.1 Δημιουργία μονόκλωνου DNA

Η διαδικασία που ακολουθείται αποτελεί τροπο­
ποίηση της μεθόδου που περιγράφεται από τους 
Sanger et al. (1980) και Messing (1983) και συνί- 
σταται στην παραγωγή μονόκλωνου DNA βακτηρι- 
οφάγου Μ13 από ιικά σωμάτια. Τα σωμάτια αυτά 
εκκρίνονται από τα μολυσμένα κύτταρα στο θρεπτικό 
μέσο και συλλέγονται με κατακρήμνιση παρουσία 
PEG και υψηλής συγκέντρωσης άλατος. Το 
μονόκλωνο DNA λαμβάνεται με εκχύλιση με Tris- 
EDTA-CTAB και κατακρήμνιση με αιθανόλη.
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1. To DNA, στο οποίο πρόκειται να εισαχθεί η 
μετάλλαξη, κλωνοποιείται σε πλασμιδιακό φορέα 
και μετασχηματίζεται σε βακτήρια στελέχους RZ 
1032.

2. Μοναδική αποικία, που προκύπτει από τον μετα­
σχηματισμό, μεταφέρεται σε σωληνάκι τύπου 
eppendorf και αναδιαλύεται σε υγρό θρεπτικό με- 
σο 2XTY (50 μΙ).

3. Το εναιώρημα των βακτηριακών κυττάρων επιμο­
λύνεται με την προσθήκη του βοηθού 
βακτηριοφάγου Μ13ΚΟ7 (1 μΙ, > 101 0  pfu/ ml) και 
επωάζεται σε θερμοκρασία δωματίου για 15 λε­
πτά.

4. Προστίθεται υγρό θρεπτικό μέσο 2XTY (500 μ!) 
εμπλουτισμένο με το αντιβιοτικό της επιλογής του 
φορέα και επωάζεται σε θερμοκρασία 37°C για 1 
ώρα.

5. Ποσότητα της καλλιέργειας (200 μΙ) μεταφέρεται 
σε σωλήνα καλλιέργειας, προστίθεται υγρό θρε­
πτικό μέσο 2XTY (4 ml) εμπλουτισμένο με τα 
κατάλληλα αντιβιοτικά για την επιλογή του φορέα 
και του βακτηριοφάγου και επωάζεται σε θερμο­
κρασία 37°C υπό ανάδευση (220 rpm) για 18 
ώρες.

6 . Τα κύτταρα μεταφέρονται σε σωληνάκι τύπου 
eppendorf ( 2  ml) και συλλέγονται με φυγοκέντρη- 
ση σε 13,000 g για 5 λεπτά.

7. Ποσότητα του υπερκειμένου (1.4 ml) μεταφέρεται 
σε νέο σωληνάκι τύπου eppendorf, προστίθεται 
διάλυμα PEG-NaCl (175 μΙ) και επωά-ζεται σε 
θερμοκρασία δωματίου για 1 0  λεπτά.

8 . Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 13,000 g για 10 λε­
πτά και επαναδιάλυση του ιζήματος σε διάλυμα 
Tris-EDTA-CTAB (350 μΙ).

9. Το μείγμα επωάζεται σε θερμοκρασία δωματίου 
για 5 λεπτά και φυγοκεντρείται σε 13,000 g για 10 
λεπτά.

10. Το ίζημα αναδιαλύεται σε ddH2O (50 μΙ) και κατά- 
κρημνίζεται με αιθανόλη.

11. Το ίζημα αναδιαλύεται σε ddH2O (20 μΙ).

Σημείωση

s  Η απόδοση του μονόκλωνου DNA είναι συνήθως 5-10 

μg / ml αρχικής καλλιέργειας που επιμολύνεται. 

s  H προσθήκη NaCl προάγει το διαχωρισμό των φαγι- 

κών σωματιδίων από τα βακτηριακά υπολείμματα, ενώ 

η πολυαιθυλενογλυκόλη 8000 προκαλεί τη κατακρήμνι­

ση τους.

9.2.2 Φωσφορυλίωση του εκκινητή που φέρει τη 
μετάλλαξη

Η φωσφορυλίωση των συνθετικών ολογονουκλεοτι- 
δίων πραγματοποιείται από τη δράση του ενζύμου 
Τ4 πολυνουκλεοτιδική κινάση. Η T4 κινάση καταλύει 
τη μεταφορά και ανταλλαγή ενός Pi από τη γ- θέση 
του ATP στο 5’υδροξυλικό άκρο μονόκλωνων και 
δίκλωνων ολιγονουκλεοτιδίων. Η αντίδραση είναι 
αμφίδρομη και παρουσία ADP το ένζυμο παρου­
σιάζει δράση 5’ φωσφατάσης και καταλύει την ανταλ­
λαγή των φωσφορικών ομάδων του 5’ άκρου 
(Berkner & Folk, 1977).

1. Σε σωληνάκι τύπου eppendorf προστίθενται 
διαδοχικά ο εκκινητής (2.5 μΙ από διάλυμα 100 ng 
/ μΙ), dATP σε συγκέντρωση 1 mM, το ρυθμιστικό 
διάλυμα, η απαραίτητη ποσότητα ddH2 O, ώστε να 
συμπληρωθεί ο όγκος και το ένζυμο (3 - 6  untis).

Εκκινητής 250 ng

dATP 1 mM

Ρυθμιστικό διάλυμα 1X

Τ4 κινάση 3-6 unit

ddH2O Έως τελικό όγκο

Τελικός όγκος V τελ

1. Το μείγμα αναδεύεται ήπια με πιπέτα και επωά­
ζεται σε θερμοκρασία 37°C για 30 λεπτά.

2. Το ένζυμο απενεργοποιείται με επώαση του μείγ­
ματος σε θερμοκρασία 70°C για 10 λεπτά.

Σημείωση

s  Η αγρίου τύπου βακτηριοφαγική κινάση παρουσιάζει 

δράση 5’ φωσφοτρανσφεράσης και 3’ φωσφατάσης 

(Depew & Cozzarelli, 1974; Sirotkin et al., 1978).
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S  Επειδή η Τ4 κινάση αναστέλλεται από την παρουσία 

ιόντων αμμωνίου, το DNA δε πρέπει να κατακρημνί­

ζεται παρουσία ιόντων αμμωνίου πριν τη φωσφορυ- 

λίωση.

S  Η δραστικότητα του ενζύμου μειώνεται όταν χρησιμο­

ποιείται ρυθμιστικό διάλυμα στο οποίο το DTT έχει 

οξειδωθεί. Η οξείδωση του DTT είναι ένα φυσικό φαινό­

μενο, το οποίο όμως επιταχύνεται με τους συνεχείς κύ­

κλους παγώματος / ξεπαγώματος του ρυθμιστικού δια­

λύματος. Συνίσταται η χρήση ρυθμιστικού διαλύματος 

<1 χρόνου, ή η προσθήκη DTT σε τελική συγκέντρωση 

5 mM.

9.2.3 Μεταλλαξιγένεση

Η μεταλλαξιγλενεση  σ τηρ ίζετα ι σ τη ν  υβρ ιδοπ οίηση 

ενός  σ υνθετικού  ολ ιγονουκλεοτιδ ίου  σ υμ π ληρ ω μ α τι­

κού ω ς π ρος το μονόκλω νο εκμ αγείο  στο οποίο 

γ ίνετα ι η σημειακή  μετάλλαξη. Το ολ ιγονουκλεοτίδ ιο  

φέρει τη μετάλλαξη  στο κέντρο του μορίου, ενώ  τα 

ά κρα  του π α ρ α μ ένο υν  σ υμ π ληρω ματικά  ω ς π ρος το 

εκμ αγείο . Ο ι συνθήκες της α ντίδρα σ ης είνα ι τέτο ιες, 

ώ σ τε να  ευ νο ο ύ ν  τον  εξε ιδ ικευμένο  υβρ ιδ ισμό  του 

ολ ιγονουκλεοτιδ ίου  σ τη ν  επ ιθυμητή  π ερ ιοχή  του 

γονιδ ίου . Η επ ιμήκυνσ η  της α λυσ ίδα ς του D N A 

γ ίνετα ι με εκκ ινητή  το ολ ιγονουκλεοτίδ ιο  απ ό μία 

D N A π ολυμερά σ η , ενώ  η δημ ιουργ ία  του 

φ ω σφ οδ ιεσ τερ ικού  δεσμού στο χάσ μα  μεταξύ 

εκκ ινητή  και κλώ νου γ ίνετα ι απ ό μία λ ιγάση. Η 

επ ιλογή  τω ν μεταλλα γμ ά τω ν γ ίνετα ι με τη χρήση 

α ντιβ ιοτικού , στο οπ ο ίο  ο π λα σ μ ιδ ια κός  φ ορέα ς π ρ ο ­

σδ ίδει ανθεκτικότητα .

Η δ ιαδ ικασ ία  π ου ακολουθείτα ι α π οτελε ί σ υνδυ ­

ασμό τω ν  μεθόδ ω ν τω ν Z o lle r & S m ith  (1984) και 

του K unke l (1985).

1. Σε σ ω ληνάκ ι τύπου e p p e n d o rf π ροσ τίθεντα ι το 

μονόκλω νο D N A  (4 μ!), ο φ ω σ φ ορυλ ιω μένος  εκκ ι- 

νη τής  (4 μΙ), το ρυθμ ισ τικό  δ ιάλυμα  υ βρ ιδοπ ο ί­

ησης και η απ αρα ίτη τη  π οσ ότητα  ddH 2O ώ σ τε να 

σ υμ π ληρ ω θεί ο όγκος της αντίδρασης.

2. Το μείγμα  επ ω άζετα ι σ ε θερμ οκρασ ία  70°C  για  3 

λεπ τά  και α μέσ ω ς μεταφ έρετα ι σε π άγο για  10 λ ε ­

πτά.

3. Π ροστίθεντα ι ρυθμ ισ τικό  δ ιάλυμα  Τ7 D N A π ολύ- 

μεράσης, η Τ7 D N A π ολυμεράσ η και Τ4 D N A  λ ι­

γάση και το με ίγμα  επ ω άζετα ι σε θερμοκρασ ία  

37°C  γ ια  1 ώ ρα  και 30 λεπ τά.

4. Η απ ενεργοπ ο ίησ η  τω ν ενζύ μ ω ν  π ρ α γμ α το π ο ιε ί­

ται με επ ώ αση σε θερμ οκρασ ία  70°C  για  10 

λεπ τά.

5. Α κο λο υθ ε ί μ ετασ χημα τισ μός (3 μΙ) σ ε κύτταρα  

DH5α.

10. ΕΚΦΡΑΣΗ ΚΑΙ ΧΕΙΡΙΣΜΟΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ

Η π α ραγω γή  α να σ υνδ υ α σ μ ένω ν π ρ ω τε ϊνώ ν  σε 

κύτταρα  θ ηλα σ τικώ ν  επ ιτυγχάνετα ι κλω -νοπ ο ιώ ντα ς 

τα α ντίσ το ιχα  cD N A s σε κατάλληλους π λα σ μ ιδ ιακούς 

φ ορείς  με ρυθμ ισ τικά  σ το ιχε ία  που επ άγοντα ι ισχυρά 

στο κυτταρ ικό  π ερ ιβάλλον, όπου ε ισ άγοντα ι οι 

π λα σ μ ιδ ιακές  κατασκευές. Τ η ν  έκφ ραση τω ν 

π ρ ω τε ϊνώ ν  α κολο υ θ ε ί η απ ομόνω σ η  του 

π ρω τεϊν ικού  εκχυ λ ίσ μ α τος  και η ανάλυσή του με 

ηλεκτροφόρηση ή φ υγοκέντρησ η  σε βαθμ ίδω ση σ ακ­

χαρόζης.

10.1 Διαμόλυνση ευκαρυωτικών κυττάρων

Η δ ιαμόλυνση χρησ ιμοπ ο ιε ίτα ι για τη ν  εισαγω γή 

π λα σ μ ιδ ιακού  D N A σε ευ καρυω τικά  κύ τταρα  θηλα ­

σ τικώ ν  και την έκφ ρα ση  τω ν  κλω νοπ ο ιημ ένω ν γον ι­

δ ίω ν, καθ ισ τώ ντας δυνατή  τη μελέτη της ρύθμ ισης 

και της έκφ ρα σης της α λληλου χ ία ς  που έχει ε ίσαχθεί. 

Συγκεκρ ιμένα , με τη μεταφ ορά  αυτή μπ ορ ούν  να 

ελεγθ ο ύ ν  ρυθμ ισ τικές  α λληλουχ ίες , να  α να ζη τηθούν  

μηχα ν ισ μο ί που εμ π λέκοντα ι σ την  ω ρ ίμανση και 

μ εταμεταγραφ ική  επ εξεργα σ ία  του RNA, να  εκφ ρα- 

σ θούν  κλω νοπ ο ιημένα  cD N A  και να  π α ρ α χ -θ ο ύ ν  σε 

μεγάλη π οσ ότητα  π ρω τεΐνες  απ ό τα κλω νοπ ο ιημένα  

γονίδ ια . Η εξεταζόμενη  αλληλουχ ία  μεταφ έρετα ι 

μέσω  του κατάλληλου φ ορέα  σε κύτταρα  θηλα ­

στικώ ν, τα οπ ο ία  κυρ ίω ς π ροέρχοντα ι απ ό καρκιν ι- 

κές σειρές. Για τη μεταφ ορά  έχει α να π τυχθε ί π ο ικ ιλ ία  

μεθόδω ν, ε ίτε  φ υσ ικές ε ίτε  χημ ικές, γεγονός που 

α ντικα τοπ τρ ίζε ι τις δ ιαφ ορετικές  α π α ιτήσ εις  και 

χα ρ ακτηρ ισ τικά  τω ν επ ιμέρους κυ ττα ρ ικώ ν  σειρώ ν.
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10.1.1 Διαμόλυνση με DEAE-δεξτράνη

Η διαμόλυνση με DEAE-δεξτράνη είναι η πρώτη 
μέθοδος που χρησιμοποιήθηκε για την εισαγωγή 
DNA μορίων σε ευκαρυωτικά κύτταρα (Vaheri & 
Pagano, 1965). Η μεταφορά DNA πραγματοποιείται 
με τη μεσολάβηση του θετικά φορτισμένου πολυμε­
ρούς DEAE-δεξτράνη (MW > 500,000) (Diethyl- 
aminoethyl-Dextran). Λόγω των αντίθετων φορτίων 
οι αρνητικά φορτισμένες φωσφορικές ομάδες του 
DNA συνδέονται με το πολυμερές και το σύμπλοκο 
προσκολλάται στην αρνητικά φορτισμένη κυτταρική 
μεμβράνη (Lieber et al., 1987; Holter et al., 1989). Η 
είσοδος του “ξένου” μορίου πραγματοποιείται με 
ενδοκύττωση, η οποία ενεργοποιείται από οσμωτικό 
σοκ (Ryser, 1967; Yang & Yang, 1997).

S Τα κύτταρα που χρησιμοποιούνται είναι τα COS- 
7, τα οποία αποτελούν κυτταρική σειρά με μορφο­
λογία ινοβλαστών που προέρχεται από μετασχη­
ματισμό των κυττάρων CV1. Τα κύτταρα CV1 
προέρχονται από νεφρό πράσινου Αφρικανικού 
πιθήκου με στέλεχος του ιού SV40. Η κυτταρική 
αυτή σειρά περιέχει το Τ αντιγόνο του ιού SV40, 
του οποίου επιτρέπει το λυτικό κυκλο (Gluzman, 
1981).

S Ως φορέας έκφρασης χρησιμοποιείται ο pEF- 
BOS, ο έλεγχος του οποίου είναι κάτω από τον 
ανθρώπινο υποκινητή EF-10c (Mizushima S & 
Nagata S, 1990).

S Η ανάπτυξη των κυττάρων προς διαμόλυνση 
πραγματοποιείται με ορό από έμβρυο μόσχου 
(Fetal Calf Serum) και Nu-ορό, οι οποίοι έχουν 
κατεργαστεί με σόμαν (soman) (10- 6  M), ώστε να 
ανασταλεί μη αναστρέψιμα η οποιαδήποτε χολι- 
νεργική δραστηριότητα των κυττάρων. Η κατεργα­
σία πραγματοποιείται τουλάχιστον μία εβδομάδα 
πριν την επιμόλυνση ώστε η περίσσεια σόμαν να 
υδρολυθεί κατά τη διάρκεια αποθήκευσης σε 
θερμοκρασία 4°C.

1. Τα κύτταρα πρέπει την ημέρα της διαμόλυνσης 
να καλύπτουν το 60-70% του δαπέδου του τρυ- 
βλίου (30 mm), στο οποίο έχουν μεταφερθεί την 
προηγούμενη ημέρα.

2. Το θρεπτικό υλικό απομακρύνεται από τα τρυ- 
βλία, τα κύτταρα ξεπλένονται με Διάλυμα PBS (3 
ml) και προστίθεται Nu-ορός (1.5 ml).

3. Σε σωληνάκι τύπου eppendorf προστίθενται το 
DNA (4 μg), διάλυμα TBS (50 μ!) και διάλυμα 
DEAE-δεξτράνη / TBS (100 μΙ), το οποίο έχει 
προ-θερμανθεί σε θερμοκρασία 37°C ( 1 mg 
DEAE -δεξτράνη/ml TBS).

4. Το μείγμα ανακινείται ισχυρά και προστίθεται στα 
τρυβλία μαζί με διάλυμα χλωροκουΐνης σε τελική 
συγκέντρωση 100 μΜ (0.5 ml, 10 μ! ChlQ / ml Nu- 
ορός).

5. Τα τρυβλία επωάζονται σε θερμοκρασία 37°C και 
5% CO2  για 2 ώρες και 30 λεπτά.

6 . Το μείγμα (DNA-DEAE δεξτράνη-^^-ορός) 
απομακρύνεται από τα τρυβλία, τα κύτταρα ξε- 
πλένονται με διάλυμα PBS (3 ml) και προστίθεται 
Nu-ορός.

7 . Τα κύτταρα επωάζονται σε θερμοκασία 37°C για 
3 ημέρες.

Σημείωση

S  Η χλωροκουίνη (chloroquine) αυξάνει την αποτελεσμα- 

τικότητα της επιμόλυνσης λόγω του ότι αναστέλλει την 

αποδόμηση του DNA από τις υδρολάσες των λυσσω- 

μάτων και επάγει την πρόωρη απελευθέρωσή του στο 

κυτταρόπλασμα (Luthman & Magnusson, 1983).

S  Τα κύτταρα πρέπει να αναπτυχθούν για τουλάχιστον 

20 ώρες πριν την επιμόλυνση. Ανάπτυξη για λιγότερο 

από 12 ώρες έχει ως αποτέλεσμα την αποκόλληση των 

κυττάρων κατά την έκθεση τους σε DEAE-δεξτράνη.

10.1.2 Απομόνωση ολικού πρωτεϊνικού 
εκχυλίσματος από καλλιέργεια κυττάρων

Η απομόνωση πρωτεϊνικού εκχυλίσματος, 
απαιτεί την ανάπτυξη μονοστιβάδων κυττάρων σε 
τρυβλία καλύπτοντας το υπόστρωμα κατά 90%. Η 
διαδικασία περιλαμβάνει: α. το διαχωρισμό του 
θρεπτικού μέσου και των κυττάρων, ώστε να 
διαχωριστούν οι εκκρινόμενες πρωτεΐνες, β. τη λύση 
της κυτταρικής μεμβράνης με επώαση των κυττάρων 
σε διάλυμα λύσης και γ. τη συλλογή του πρωτεϊνικού 
εκχυλίσματος (υπερκείμενο), ύστερα από 
φυγοκέντρηση και καθίζηση των κυτταρικών 
υπολειμμάτων.
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1. Το θρεπτικό μέσο (2 ml) μεταφέρεται σε σωληνά­
κι τύπου eppendorf και τα κύτταρα ξεπλένονται με 
διάλυμα PBS (1.5 ml).

2. Στα κύτταρα προστίθεται διάλυμα εκχύλισης TMg 
(300 μ!) προθερμασμένο σε 20°C.

3. Τα κύτταρα συλλέγονται με απόξυση, μεταφέρο­
νται σε σωληνάκι τύπου eppendorf και μετά από 
ισχυρή ανάδευση 30 δευτερολέπτων, αναδεύο­
νται σε 200 rpm για 10 λεπτά.

4. Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 13,000 g για 10 λε­
πτά και συλλογή του υπερκειμένου όπου περιέχε- 
ται το πρωτεϊνικό εκχύλισμα των κυττάρων.

5. Η ανίχνευση της παραγόμενης πρωτεΐνης πραγ­
ματοποιείται με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 
πολυακρυλαμιδίου.

10.2 Κατεργασία πρωτεϊνικού εκχυλίσματος με 
PIPLC

Η ειδική φωσφολιπάση C της 
φωσφατιδυλινοσιτόλης (PIPLC) χρησιμοποιείται για 
τον καθορισμό πρωτεϊνών που είναι συνδεδεμένες 
στη μεμβράνη μέσω GPI άγκυρας.

1. Ποσότητα του πρωτεινικού εκχυλίσματος (10 μΙ) 
και του θρεπτικού μέσου (40 μΙ) αναμιγνύονται με 
το αντιδραστήριο Ellman και μετράται η 
δραστικότητα με φωτομέτρηση σε 414 nm.

2. Κύτταρα και θρεπτικό μέσο ίδιας δραστικότητας 
τοποθετούνται σε σωληνάκια τύπου eppendorf, 
προστίθεται PIPLC και επωάζονται σε 
θερμοκρασία 30°C για 1 ώρα και 30 λεπτά.

3. Προστίθεται επιπλέον PIPLC και επωάζεται σε 
θερμοκρασία 30°C για 1 ώρα και 30 λεπτά.

4. Τα δείγματα αναλύονται είτε με ηλεκτροφόρηση 
σε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου είτε με βαθμίδω- 
ση πυκνότητας σουκρόζης.

10.3 Κλασματοποίηση μορφών ακετυλοχολινε- 
στεράσης σε βαθμίδωση πυκνότητας σουκρόζης

Ο συντελεστής καθίζησης των διάφορων μορ­
φών της ακετυλοχολινεστεράσης προσδιορίζεται με­
τά από φυγοκέντρηση σε βαθμίδωση πυκνότητας 
σουκρόζης.

1. Το πρωτεϊνικό εκχύλισμα κατεργασμένο με και 
χωρίς PIPLC τοποθετείται στην κορυφή 5 ml 
γραμμικά μεταβαλλόμενης βαθμίδωσης, 5-20% 
κ.β. σουκρόζης.

2. Η βαθμίδωση παρασκευάζεται σε διάλυμα 0.8% 
Brij-96 και διάλυμα Triton X-100.

3. Επιπλέον σαν πρωτείνες αναφοράς προστίθενται 
η β-γαλακτοσιδάση της E.coli (16 S) και αλκαλική 
φωσφατάση (6.1 S) (sedimentation control).

4. Η βαθμίδωση πραγματοποιείται σε υπερφυγόκε- 
ντρο Beckman, κεφαλή SW 50.1,σε 36,000 rpm 
για 18 ώρες σε θερμοκρασία 4°C.

5. Συλλέγονται κλάσματα των 200 μ! από την κορυ­
φή της βαθμίδωσης και αναλύονται για τη δραστι- 
κότητα της ακετυλχολινεστεράσης, της β-γαλα- 
κτοσιδάσης και της αλκαλικής φωσφατάσης με τη 
μέθοδο Ellman.

10.4 Προσδιορισμός δραστικότητας ακετυλοχο- 
λινεστεράσης με τη χρωμομετρική μέθοδο 
Ellman.

Ο προσδιορισμός της δραστικότητας της ακετυ- 
λοχολινεστεράσης πραγματοποιείται με τη χρωμομε­
τρική μέθοδο Ellman et al. (1961). Η μέθοδος 
βασίζεται στην προοδευτική ανάπτυξη κιτρίνου 
χρώματος από την αντίδραση της θειοχολίνης με το 
DTNB. Η ακετυλοθειοχολίνη χρησιμοποιείται ως 
υπόστρωμα και υδρολύεται από την ακετυλο- 
χολινεστεράση. Η αρχή της μεθόδου είναι η μέτρηση 
του ρυθμού παραγωγής της θειοχολίνης καθώς 
υδρολύεται η ακετυλοθειοχολίνη από το ένζυμο. 
Αυτό επιτυγχάνεται με τη συνεχή αντίδραση της θειό­
λης (ρίζα SH, thiol) με το ιόν του DTNB (5:5- 
dithiobis-2-nitrobenzoate ion), ώστε να παραχθεί το 
ανιόν του 5-θειο-2-νιτρο βενζοϊκό οξύ (5-thio-2-nitro- 
benzoic acid) (Εικόνα 2-7). Ο ρυθμός της ανάπτυξης 
χρώματος μετράται στα 412 nm.

Enzyme
acetylthiocholine thiocholine + acetate

thiocholine + dithiobisnitrobenzoate Yellow color

Εικόνα 2-7: Αρχή της χρωμομετρικής μεθόδου Ellman.
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1. Κεφάλι από ενήλικο άτομο δάκου τοποθετείται σε 
σωληνάκι τύπου eppendorf το οποίο περιέχει 
διάλυμα ομογενοποίησης ( 2 0 0  μΙ) και ομογενο- 
ποιείται με τη βοήθεια ειδικού εμβόλου.

2. Το ομογενοποίημα φυγοκεντρείται σε 5,000 g για 
5 λεπτά και το υπερκείμενο που αποτελεί την 
πηγή του ενζύμου μεταφέρεται σε νέο σωληνάκι 
τύπου eppendorf.

3. Ακολουθεί ποσοτικός προσδιορισμός του πρωτεϊ- 
νικού εκχυλίσματος, ώστε η μέτρηση της 
δραστικότητας της ακετυλοχολινεστεράσης να 
πραγματοποιηθεί στην ίδια ποσότητα πρωτεΐνης 
για το κάθε δείγμα.

4. Τα δείγματα επωάζονται σε θερμοκρασία 37°C 
για 15 λεπτά απουσία ή παρουσίας της 
επιθυμητής συγκέντρωσης αναστολέα 
(εντομοκτόνου).

5. Η δραστικότητα της ακετυλοχολινεστεράσης 
προσδιορίζεται με χρήση του υποστρώματος 
ιωδούχος ακετυλοθειοχολίνη (ATCh) σε τελική 
συγκέντρωση 1 mM, με ρυθμιστικό διάλυμα 0.1 Μ 
SP, pH 7.4 και σε τελικό όγκο αντίδρασης 200 μ!.

6 . Η δραστικότητα προσδιορίζεται με μέτρηση της 
παραγωγής του ανιόντος και τη συνακόλουθη 
αύξηση της απορρόφησης στα 412 nm, έναντι 
δύο τυφλών δειγμάτων: το ένα με ρυθμιστικό 
διάλυμα 0.1 Μ SP, pH 7.4, αντί της πρωτεΐνης και 
το άλλο με το ίδιο ρυθμιστικό αντί υποστρώματος.

7. Ως μονάδα ενζυμικής δραστικότητας ορίζεται το 
ποσό του ενζύμου, που καταλύει τη μετατροπή 1 

μmol υποστρώματος σε προϊόν ανά λεπτό.

8 . Ως ειδική δραστικότητα του ενζύμου ορίζεται το 
ποσό των ενζυμικών μονάδων ανα 1 mg 
πρωτεΐνης.

10.5 Ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών- 
Μέθοδος Bradford

Ο ποσοτικός προσδιορισμός των πρωτεϊνών 
πραγματοποιείται με τη μέθοδο Bradford (Bradford, 
1976), η οποία αποτελεί μία φασματοσκοπική 
μέθοδο. Η αρχή της μεθόδου στηρίζεται στην 
ιδιότητα που έχει η χρωστική ουσία Coomassie 
Brilliant Blue (CBB) G-250 να δεσμεύεται στα μόρια

των πρωτεϊνών. Η χρωστική αυτή, όταν βρίσκεται σε 
ελεύθερη κατάσταση και σε όξινο περιβάλλον, 
απορροφά στα 465nm και το χρώμα της είναι 
καστανό. Η δημιουργία του συμπλόκου πρωτεΐνης- 
χρωστικής, έχει ως αποτέλεσμα την εμφάνιση κυα­
νού χρώματος και τη μεταβολή του μέγιστου απορ­
ρόφησης στα 595nm, όπου και μετράται φωτο­
μετρικά.

1. Προετοιμασία διαδοχικών αραιώσεων διαλύματος 
BSA (0.05 mg-2 mg) (standard stock solution) με 
το ρυθμιστικό διάλυμα του προς ανάλυση 
πρωτεϊνικού δείγμα-τος.

2. Εξισορρόπηση του αντιδραστηρίου Coomassie 
Brilliant Blue σε θερμοκρασία δωματίου. Απλή 
ανάμειξη με αναστροφή της φιάλης.

3. Προσθήκη 1 ml σε 20 ι Ι του αγνώστου πρωτεϊνι- 
κού διαλύματος και των αραιωμένων BSA προτύ­
πων διαλυμάτων (πρόσδεση της ανιονικής μορ­
φής της χρωστικής σε κατάλοιπα αργινίνης, με 
ταυτόχρονη μεταβολή του χρώματος από ερυ- 
θρόφαιο σε κυανούν)

4. Ήπια ανάμιξη και μέτρηση (εντός 15 λεπτών) της 
απορρόφησης στα 595 nm, έναντι τυφλού δείγμα­
τος που περιέχει ddH2O αντί πρωτεϊνικού διαλύ­
ματος.

5. Κατασκευή πρότυπης καμπύλης αναφοράς χρη­
σιμοποιώντας τις ενδείξεις απορρόφησης των 
πρότυπων διαλυμάτων και υπολογισμός της 
άγνωστης πρωτεϊνικής συγκέντρωσης του 
δείγματος.

11. ΑΝΑΛΥΣΗ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΩΝ DNA ΚΑΙ 
ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ in silico

11.1 Ανάκτηση αλληλουχιών DNA ή πρωτεϊνών 
από τη βάση δεδομένων GenBank

H GenBank είναι μια βάση δεδομένων με 
ελεύθερη πρόσβαση, η οποία περιέχει αλληλουχίες 
DNA και πρωτεϊνών (Benson et al, 2002). H 
πρόσβαση στην GenBank γίνεται μέσω του συστή­
ματος Entrez του NCBI (National Center for 
Biotechnology Information), το οποίο είναι διαθέσιμο 
στο δικτυακό τόπο www.ncbi.nlm.nih.gov. Για την 
ανάκτηση μιας αλληλουχίας DNA ή πρωτεΐνης
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χρησιμοποιείται ο αντίστοιχος αριθμός πρόσβασης 
της αλληλουχίας ή κατάλληλη λέξη-κλειδί.

11.2 Σύγκριση αλληλουχιών DNA ή πρωτεϊνών

Οι συγκρίσεις με τις νουκλεοτιδικές ή αμινοξικές 
αλληλουχίες της GenBank πραγματοποιήθηκαν με 
χρήση των προγραμμάτων της οικογένειας BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al, 
1990), που είναι διαθέσιμα στο δικτυακό τόπο του 
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Τα προγράμ­
ματα αυτά χρησιμοποιούνται με σκοπό:

■S τη σύγκριση μιας νουκλεοτιδικής αλληλουχίας με 
τις αλληλουχίες της βάσης δεδομένων (BLASTN),

■S τη σύγκριση μιας αμινοξικής αλληλουχίας με τις 
αλληλουχίες της βάσης δεδομένων (BLASTP),

Το αποτέλεσμα της σύγκρισης απεικονίζεται 
από το λογισμικό BLAST με τη μορφή νουκλεοτιδι- 
κών ή αμινοξικών αλληλουχιών (BLAST hits) στοιχι­
σμένων με την αλληλουχία που αποτελεί το ερώτημα 
(Query) της σύγκρισης. Επιπλέον, αναφέρεται το 
ποσοστό ταυτότητας μεταξύ του κάθε BLAST hit και 
της αλληλουχίας Query, καθώς και η τιμή Ε, η οποία 
εκφράζει τη στατιστική σπουδαιότητα κάθε στοίχισης, 
δηλαδή την πιθανότητα η στοίχιση να είναι τυχαία. 
Για όλες τις συγκρίσεις χρησιμοποιήθηκε εξ ορισμού 
ως όριο η τιμή Ε=10 και οι μικρότερες από αυτήν 
τιμές θεωρήθηκαν από το πρόγραμμα στατιστικά 
σημαντικές. Οι αποδεκτές στοιχίσεις είχαν σχεδόν 
μηδενική τιμή Ε.

11.3 Στοίχιση αλληλουχιών DNA ή πρωτεϊνών 
και κατασκευή εξελικτικών δέντρων

Η στοίχιση νουκλεοτιδικών ή αμινοξικών άλλη- 
λουχιών πραγματοποιήθηκε με το πρόγραμμα 
ClustalW στο δικτυακό τόπο www.ebi.ac.uk.clustalw. 
Για την κατασκευή φυλογενετικών δέντρων με βάση 
τη στοίχιση αμινοξικών αλληλουχιών, χρησιμοποιή­
θηκε το πρόγραμμα MEGA (Molecular Evolutionary 
Genetics Analysis, version 2.1) (Kumar et al, 2001). 
Η κατασκευή τους πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο 
των αποστάσεων UPGMA (Unweighted Pair Group 
Method with Arithmatic Mean), με βάση την οποία το 
μήκος των κλάδων του δέντρου εκφράζουν τις

αντικαταστάσεις αμινοξέων. Οι εξελικτικές 
αποστάσεις υπολογίζονται (p-distances) ανά ζεύγος 
συγκρινόμενων πρωτεϊνών εκφράζουν το ποσοστό 
των αμινοξέων που είναι διαφορετικά στις δύο 
πρωτεΐνες (p=Nd / L, όπου p είναι η εξελικτική 
απόσταση, Nd o αριθμός των διαφορετικών 
αμινοξέων και L o συνολικός αριθμός των αμινοξέων 
που συμμετέχουν στη στοίχιση). Το αποτέλεσμα της 
ανάλυσης αξιολογείται από τον ίδιο αλγόριθμο 
εφαρμόζοντας τη στατιστική δοκιμή ‘Bootstrap test’ 
(Kumar et al, 2001). Ως ‘αξιόπιστη’ θεωρείται η 
τοπολογία του δέντρου με ‘τιμή Bootstrap’ 
μεγαλύτερη από 90%.

11.4 Επεξεργασία αλληλουχιών DNA με το 
πρόγραμμα Omiga 2.0

Η επεξεργασία των αλληλουχίων DNA in silico, 
όπως για παράδειγμα η μετάφραση τους σε πρω­
τεΐνη, οι θέσεις αναγνώρισης περιοριστικών ενζύ- 
μων, εύρεση αναγνωστικού πλαισίου κ.α, πραγματο­
ποιήθηκαν με το πρόγραμμα μοριακής ανάλυσης 
Omiga 2.0 (Oxford Molecular Ltd) (Kramer, 2001). 
Το Omiga 2.0 παρέχει ένα λειτουργικό περιβάλλον 
για την επεξεργασία νουκλεϊνικών και πρωτεϊνικών 
αλληλουχιών περιλαμβάνοντας γραφικά και 
πρόσβαση σε δικτυακές συνδέσεις (BLAST, βάση 
δεδομένων Genbank).

11.5 Επεξεργασία πρωτεϊνικών αλληλουχιών

Η διερεύνηση των βασικών χαρακτηριστικών 
των πρωτεϊνών πραγματοποιήθηκε υπολογιστικά 
μέσω προγραμμάτων βιοπληροφορικής και κυρίως 
με τη χρήση του “Σύστημα Εξειδικευμένης Ανάλυσης 
Πρωτεϊνών” “ExPASy” (www.expasy.org). To 
ExPASy αποτελεί server του Swiss Institute of Bio­

informatics (SIB) και διαθέτει μηχανές αναζήτησης 
και εύρεσης πληροφοριών σχετικά με την 
πρωτεομική.

11.6 Στατιστική ανάλυση με το πρόγραμμα SPSS

Βασικές στατιστικές παράμετροι (π.χ. μέσος 
όρος, τυπικό σφάλμα) υπολογίσθηκαν με το στατιστι­
κό πακέτο SPSS ver. 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL.).
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Επίσης, γρα φ ήμα τα  π ου π α ρ ουσ ιά ζουν  σ τατισ τικά  

δεδομένα  κα τα σ κευ ά σ τηκα ν  με το ίδ ιο π ακέτο . Το 

SPS S  είνα ι ένα  ισχυρό σ τατισ τικό  π ακέτο , που 

μπ ορεί να  εγκα τα σ τα θ ε ί σε δ ιάφ ορα  λε ιτουργ ικά  

συσ τήμα τα  (W indow s, M acO S, L inux) και α να π τύχ ­

θηκε για  π ρώ τη φ ορά  το 1965 στο Π ανεπ ισ τήμ ιο  

S tandford  της Κ αλιφ όρνιας. Χ ρησ ιμοπ ο ιε ίτα ι για 

π ρ οηγμ ένες  σ τατισ τικές  α ναλύσ ε ις  δεδομ ένω ν 

έρευνα ς και όχι μόνο σε δ ιάφ ορες επ ισ τήμες. Το 

SPS S  δ ιαθέτει ένα ν  εκτετα μένο  κατάλογο σ τα τ ισ τ ι­

κώ ν δ ια δ ικα σ ιώ ν  όπ ω ς π .χ. π ερ ιγραφ ική  στατισ τική , 

τεστ γ ια  έλεγχο  υπ οθέσεω ν, ανάλυση δ ιακύμανσ ης 

και σ υνδ ιακύμα νσης, σ υσχέτιση , π α λ ινδρόμηση , μη 

π α ραμ ετρ ικές  μεθόδους και μεθόδους π ολλα π λώ ν 

α ντα π ο κρ ίσ εω ν-μ ετα β λη τώ ν (S P SS  Inc., 2004).

11.7 Πληθυσμιακή ανάλυση με το πρόγραμμα 
PopGene

Το π ρόγρα μμα  P opgene v. 1.31 (Yeh e t al., 

1999) είνα ι ιδ ια ίτερα  εύχρηστο  και δ ιευκολύνει την 

ανάλυση της γενετικής π ο ικ ιλό τη τας  μεταξύ και εντός 

τω ν φ υσ ικώ ν π ληθυσ μώ ν, χρησ ιμοπ ο ιώ ντας  υπ ερέ- 

χοντες  και σ υνυπ ερέχοντες  δείκτες, καθώ ς και Q TLs, 

τόσο για  απ λοειδή , όσο και γ ια  δ ιπ λοειδή  δεδομένα. 

Μ π ορεί να  εκτελέσ ει τα π ερ ισ σ ότερα  είδη α νάλυσης 

δ εδομ ένω ν π ου α π αντώ ντα ι σ τις  π ληθυσ μ ια κές 

αναλύσεις.
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ΥΛΙΚΑ

Παρακάτω δίνεται η σύσταση των διαλυμάτων που 
χρησιμοποιήθηκαν στις Μεθόδους. Η αρίθμηση 
αντιστοιχεί στην αρίθμηση των Μεθόδων.

1. ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ

1.1 Εκτροφή εντόμου

§1.1.2. Μείγμα Παραφίνης (1 kgr): Παραφίνη 
σημείου τήξεως 52-54°C (0.85 kg), Παραφίνη 
σημείου τήξεως 46-48°C (0.085 kg), Φυσικό κερί 
μέλισσας (0.065 kg).

§1.1.2 Τροφή ενηλίκων (1 kgr): Υδρολυμένη μαγιά 
(200 gr), Ζάχαρη (800 gr), Κρόκος αυγού, σκόνη (60 
gr), Στρεπτομυκίνη (0.5 gr).

§1.1.4. Τροφή προνυμφών (1 kgr): H2O (550 ml), 
Μαγιά μπύρας (75 gr), Υδρολυμένη σόγια (30 gr), 
Σορβικό κάλιο (0.5 gr), Νιπαγίνη (2 gr), Ζάχαρη (20 
gr), Ελαιόλαδο (20 ml), Tween 80 (7.5 ml), HCl 2N 
(30 ml), Κυτταρίνη, σκόνη (275 gr).

1.2. Ανάπτυξη βακτηρίων 

Θρεπτικά μέσα

Υγρό LB (1 L): Βακτοτρυπτόνη (10 gr), Εκχύλισμα 
ζύμης (5 gr), NaCl (5 gr) pH 7. Αποστείρωση σε 
αυτόκαυστο ( 2 0  λεπτά σε 15lb/sq.in.).

Υγρό SOB (1 L): Βακτοτρυπτόνη (20 gr), Εκχύλισμα 
ζύμης (5 gr), NaCl (0.5 gr), 250 mM KCl (10 ml) pH
7.2. Αποστείρωση σε αυτόκαυστο και στη συνέχεια 
προστίθεται 2 Μ MgCl2  (5 ml).

Υγρό SOC (1 L): Όμοια σύσταση με το υγρό 
θρεπτικό μέσο SOB για τελικό όγκο 1 L, με επιπλέον 
προσθήκη μετά την αποστείρωση 1M Γλυκόζη (20 
ml).

Υγρό 2Χ ΥΤ (1 L): Βακτοτρυπτόνη (16 gr), 
Εκχύλισμα ζύμης (10 gr), NaCl (5 gr), pH 7.0. 
Αποστείρωση σε αυτόκαυστο.

Στερεό LB (LB-agar) (1 L): Βακτοτρυπτόνη (10 gr), 
Εκχύλισμα ζύμης (5 gr), Άγαρ (15 gr), NaCl (5 gr) pH
7. Αποστείρωση σε αυτόκαυστο (20 λεπτά σε 
15lb/sq.in.).

Στελέχη E. coli

DH5a: supE44, A/acU169^80/acZAM15), hsdR17, 
recA1, endA1, gyrA96, thi-1, re/A1.

XL1-Blue: supE44, hsdR17, recA1, endA1, gyrA46, 
gyrA46thi, re/A1/ac, F' [proAB+, /ac/q, /acZAM15, 
Tn10(tetr)].

RZ 1032: dut, ung, thi, re/A, spoT1/F' /ysA
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Πλασμίδια

pBluescript II SK (+): πολυσυνδέτης (653-760 bp)

2. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΝΟΥΚΛΕΪΝΙΚΩΝ ΟΞΕΩΝ

2.1 Απομόνωση DNA

Διάλυμα ομογενοποίησες: 100 mM NaCl, 200 mM 
σουκρόζη, 100 mM Tris-HCl pH 7.4, 50 mM EDTA, 
0.5% SDS.

Διάλυμα TE: 10 mM Tris-HCl pH 8 , 1 mM EDTA.

2.2 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA

Διάλυμα Ι: 50 mM γλυκόζη, 25 mM Tris-HCl pH 8 , 
10 mM EDTA pH 8 .

ΔιάλυμαΙΙ: 0.2 Ν NaOH, 1% SDS

Διάλυμα ΙΙΙ: 5Μ CH3 COOK (60 ml), CH3 COOH (11.5 
ml), dH2 O (28.5 ml)

4. ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΗ ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗ

4.4 Παρασκευή δεκτικών κυττάρων

Διάλυμα FSB: 10 mM CH3COOK (αραίωση από 
διάλυμα 1M CH3COOK pH 7.5 ρυθμισμένο με 
CH3 COOH), 45 mM MnCl2*4 H2 O, 10 mM CaCl2* 2 
H2 O, 100 mM KCl, 3 mM Co(NH3 ^C l3 , 10% 
γλυκερόλη. Αποστείρωση με διήθηση με φίλτρο.

5. ΒΑΚΤΗΡΙΟΦΑΓΟΣ λ

Διάλυμα SM: 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 100 mM NaCl, 
0.2% MgSO4* 7 H2 O, 0.01% ζελατίνη.

NZY υπερκείμενη αγαρόζη (1 L): NaCl (5 gr), 
MgSO4*7 H2O (2 gr), Εκχύλισμα ζύμης (5 gr), NZ 
αμίνη (10 gr), Αγαρόζη (0.7% w/v), pH 7.5. 
Αποστείρωση σε αυτόκαυστο.

NZYΆγαρ (1 L): NaCl (5 gr), MgSO4*7 H2O (2 gr), 
Εκχύλισμα ζύμης (5 gr), NZ αμίνη (10 gr), Άγαρ (15 
gr), pH 7.5. Αποστείρωση σε αυτόκαυστο.

6. PCR

Οι αλληλουχίες, η θερμοκρασία υβριδοποίησης και 
το προϊόν ενίσχυσης των εκκινητών για τα αντίστοιχα 
εξόνια δίνονται στον Πίνακα που ακολουθεί.

Ε Κ Κ ΙΝ Η Σ Ε Σ Σ υ ν θ ή κ ε ς  P C R
Μ έ γ ε θ ο ς

π ρ ο ϊό ν το ς
(bo)

Ε μ π ρ ό σ θ ιο ς Ο π ίσ θ ιο ς
A n n e a lin g  
te m p  C C )

Δ ιά ρ κ ε ια
ε π ιμ ή κ υ ν σ η ς

(s e c )

Ε ξό ν ιο  II 315 Boace2F
ΤΤ C G C G T CAAT ACAG T G T CG

Boace2R
C TTTC TTG C AC A C AG G TTG C 55 30

Ε ξό ν ιο  l l l - V 1666 Boace3F
TATTTTC C C G G TTTC TC TG G C

Boace5R
C G TC TC TG AC ATTTC C C ATC 48 90

Ε ξό ν ιο  V III 142 Boace8F
AC TAG C AC TT CCCTATG G

Boace8R
TAACG GCATT CAGCAT CC 48 30

Ε ξό ν ιο  IX 156 Boace9F
CCACAG AT  G G CG AAG AAT G G

Boace9R
A T  CC C C ATTT C C G G  AC TT CG 53 30

Ε ξό ν ιο  X 96 BoacelO F
T GAAGT CAAACCAT CAT CCG

BoacelO R
GACAGCGCCAACATGAACG 51 30

W t Ε ξό ν ιο  X 76 Ex10w t3F-IM P
C TT CCT CCCTG  CAACAAT AG

BoacelO R
GACAGCGCCAACATGAACG 55 30

Μ υ ι Ε ξό ν ιο  X 67 Ex10m ut3'F-IM P 
CTTC C TC C C TG  CAACAATAC

BoacelO R
GACAGCGCCAACATGAACG 55 30

5" RACE PCR
G S P 1 A TG TC TG  CACCACCAAAC

G S P 2 TG ACG CCATACACG G AG G ACATAC

* Περιέχει και τα ιντρόνια
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7. ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ

Διάλυμα ηλεκτροφόρησης 5Χ ΤΒΕ (1 L): T ris-base  

(54 gr), Β ορ ικό  οξύ (27.5  gr), 0 .5 M ED TA  (20 ml).

Διάλυμα χρωστικής 6Χ: 0.25%  Μ π λε της

βρω μοφ α ινόλης, 0 .25%  Κ υα νούν  της ξυ λό λη ς , 15% 

Φ ικόλλη σε dH 2 O.

Διάλυμα ηλεκτροφόρησης γλυκίνης 5Χ (1 L): Tris 

(15.1 gr), γλυκίνη  (94 gr), S D S  20%  (25 m l).

Ρυθμιστικό διάλυμα γλυκίνης με 0.5% Triton (1
L): Triton  20%  (12.5 m l), Ρ υθμ ισ τικό  δ ιάλυμα  

γλυκ ίνης 1Χ (500 m l), dH 2 O (έω ς 1 L).

Ρυθμιστικό διάλυμα γλυκίνης με 0.5% Triton και 
0.25% DOC (1 L): Triton  20%  (12.5 m l), D O C  5% 

(10 m l), Ρ υθμ ισ τικό  δ ιάλυμα  γλυκ ίνης 1Χ (500 m l), 

dH 2 O (έω ς 1 L).

Διάλυμα Karnovsky (300 ml): Ρ υθμ ισ τικό  δ ιάλυμα  

Ο ξικού (195 m l), C uS O 4  (2 .25  gr), C H 3C O O N a (8.82 

gr), K4 [F e (C N )6 ]*  3H 2 O (0.495 gr), dH 2O  (έω ς 300 

m l).

8. ΥΒΡΙΔΟΠΟΙΗΣΗ

Διάλυμα Αποδιάταξης: 0 .5 Μ N aO H , 1.5 M NaCl

Διάλυμα Εξουδετέρωσης: 0.5 Μ T ris -H C l pH 7.5,

1.5 M NaCl

Διάλυμα 20X SSC: 0.3 M Κ ιτρ ικό νάτρ ιο  pH 7, 3 M 

NaCl

Διάλυμα Υβριδοποίησης: 6X  SSC , 5X  D e n h ard t’s, 

0 .5%  SDS

Διάλυμα 50Χ Denhardt’s : 1% φ ικόλλη ,1%  PVP, 1% 

BSA.

Διάλυμα Πλύσης Α : 2Χ  SSC , 0 .1%  SDS

Διάλυμα Πλύσης Β: 0 .2X  SSC , 0 .1%  SD S

Διάλυμα Α : 100 m M  T ris-H C l pH 7.5, 150 m M  NaCl

Διάλυμα Β: Δ ιά λυμ α  Α, 1% Δ ιά λυμ α  B locking

Διάλυμα Blocking (10%): Α π οβουτυρω μένο  γάλα 

σε σκόνη (10 gr) σε 100 m l Δ ια λύμ α τος  Α.

Διάλυμα C: 100 m M  T ris -H C l pH 9.5, 100 m M  NaCl, 

50 m M  M gC l2

9. In vitro ΜΕΤΑΛΛΑΞΙΓΕΝΕΣΗ ΜΕ ΟΛΙΓΟΝΟΥ- 
ΚΛΕΟΤΙΔΙΑ

Διάλυμα PEG-NaCl: 10 g r PEG 6000 σε 50 ml NaCl 

2 .5M

Διάλυμα Tris-EDTA-CTAB: 100 m M  T ris -H C l pH 

8 .1 ,5 0  m M  EDTA, 02%  CTAB.

Ρυθμιστικό διάλυμα Τ7 DNA πολυμεράσης: 200 

m M  T ris -H C l pH 7.5, 100 m M  M gC l2, 10 m M  DTT, 

0.5 m g/ m l BSA, 1.5 m M  το καθένα  dN TP s, 10 mM 

ATP .

10. ΕΚΦΡΑΣΗ ΚΑΙ ΧΕΙΡΙΣΜΟΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ

Φορέας έκφρασης. pE F-BO S

Ορός Nu: D M EM  (500 m l), Ο ρός Nu (50 ml), 

Γλουταμ ίνη  (6 m l), Γενταμυκίνη  (500 μ!), π υρουβ ικό  

οξύ (5 m l), Μ είγμα  α ν τιο β ιο τ ικώ ν  (5 ml) (10 ,000 u 

π εν ικ ιλλ ίνη , 10,000 μg σ τρεπ τομυκ ίνη , 25  μg 

αμφ οτερ ικ ίνη  Β).

Διάλυμα 1Χ PBS (1 L): NaCl (8 gr), KCl (0.2 gr) 

N a 2 H P O 4  (1 .78 gr), KH 2 PO 4  (0 .24 gr). pH 7.4. 

Α π οσ τε ίρω σ η  σε α υτόκαυσ το .

Διάλυμα 1x TBS (1 L): NaCl (8 gr), KCl (0.2 gr), T ris 

base (3 gr), φα ινόλη (0 .015 gr). pH 7.4. 

Α π οσ τε ίρω σ η  σε α υτόκαυσ το .

Διάλυμα εκχύλισης TMg: 10 m M  Tris  base, 33 mM 

M gC l2 , pH 8.0.

Aντιδραστήριο Ellman (200 ml): A TC  (10 ml), 

D TN B  (10 ml), Ρ υθμ ισ τικό  δ ιάλυμα  SP 0.5M  (20 ml), 

dH 2 O (160 m l).

Acetylthiocholine iodide (ATC): 0.4 g r A T C  σε 100 

m l dH 2 O.

DTNB: 0.4 g r σε ρυθμ ισ τικό  δ ιάλυμα  SP  0.1M , pH

7.4

Ρυθμιστικό διάλυμα 0.5 M SP pH 7.4 (1 L);
N a 2 H P O 4  (68.88 gr), N aH 2 PO 4  (15.59 gr)
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Ρυθμιστικό διάλυμα 0.1 M SP pH 7.4: N a 2 H P O 4  1 

M (77.4 m l), N aH 2 PO 4  1 M (22.6 ml)

Βαθμίδωση σουκρόζης 0.8% Brij-96 (400 ml):

5% (20 g r σουκρόζη, 2 ml M gC l2 , 10 ml T ris -H C l 1M 

pH 7.0, 80 m l NaCl 4M , 40 m l B rig -96  10% )

25% (80 g r σουκρόζη, 2 m l M gC l2 , 10 ml T ris -H C l 

1M pH 7.0, 80 ml NaCl 4M , 40 m l B rig -96  10%)

Βαθμίδωση σουκρόζης 0.8% Triton X-100 (400 
ml):

5% (20 g r σουκρόζη , 2 ml M gC l2 , 10 m l T ris -H C l 1M 

pH 7.0, 80 m l NaCl 4M , 20 m l T riton X -100  20% )

25% (80 g r σουκρόζη, 2 m l M gC l2 , 10 ml T ris -H C l 

1M pH 7.0, 80 ml NaCl 4M , 20 m l T riton  X -100  20% )

Διάλυμα ομογενοποίησες: Ρ υθμ ισ τικό  δ ιάλυμα  SP 

0.1M  pH 7.4, 1% T riton  X -100 .

Διαλύματα αναστολέα: Α ρα ιώ σ ε ις  του 

εντομοκτόνου  απ ό 1 Μ εω ς 10- Μ σε ρυθμ ιστικό  

δ ιάλυμα  SP.
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1. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΤΟΥ ΓΟΝΙΔΙΑΚΟΥ ΤΟΠΟΥ ΤΗΣ 
ΑΚΕΤΥΛΟΧΟΛΙΝΕΣΤΕΡΑΣΗΣ

Η διερεύνηση και η μοριακή ανάλυση του 
γονιδίου της ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου 
πραγματοποιήθηκε με βάση τη δομή και την 
οργάνωση του ορθόλογου γονιδίου της Drosophila 
melanogaster (Fournier et al., 1989) και τη χρήση 
του διαθέσιμου cDNA κλώνου της ακετυλοχολινεστε­
ράσης του δάκου (Vontas et al., 2002).

Αρχικά, η προσέγγιση που ακολουθήθηκε ήταν 
η ανίχνευση και απομόνωση ανασυνδυασμένων 
βακτηριοφάγων από γονιδιωματική βιβλιοθήκη 
δάκου με διαλογή, καθώς αυτό θα επέτρεπε την 
υποκλωνοποίηση μεγάλων περιοχών του 
γονιδιώματος και τη μελέτη της γονιδιωματικής τους 
οργάνωσης. Η δομική όμως ανάλυση των ανασυνδυ­
ασμένων βακτηριοφάγων που επιλέχθηκαν κατέδειξε 
ότι αυτοί δεν κάλυπταν όλο το γονιδιακό τόπο της 
ακετυλοχολινεστεράσης. Έτσι, τα μεγέθη ορισμένων 
ιντρονίων καθώς και τα σημεία σύνδεσης εξονίων- 
ιντρονίων προσδιορίστηκαν μέσω αλυσιδωτής 
αντίδρασης πολυμεράσης μεγάλου μήκους και 
ανάστροφης αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης. 
Τέλος, έγινε προσπάθεια απομόνωσης του 
αμινοτελικού άκρου του γονιδίου, ανοδικά της θέσης 
έναρξης της μετάφρασης, με εφαρμογή της 
αντίδρασης 5' RACE-PCR. Παρά το γεγονός ότι ο 
διαθέσιμος cDNA κλώνος της ακετυλοχολινεστε- 
ράσης του δάκου απομονώθηκε με την τεχνική της 5' 
RACE-PCR (Vontas et al., 2002), παρέχει 
πληροφορίες μόνο από το σημείο έναρξης της 
μετάφρασης και καθοδικά του γονιδίου. Αυτό 
πιθανότατα να οφείλεται στο ότι ο σκοπός της 
απομόνωσής του ήταν ο προσδιορισμός μεταλλάξε­
ων στην κωδικοποιούσα περιοχή του ενζύμου που 
προσέδιδαν ανθεκτικότητα σε οργανοφωσφορικά 
εντομοκτόνα. Η γνώση ολόκληρου του μεταγράφου 
αποτελεί μέρος του χαρακτηρισμού της οργάνωσης 
ενός γονιδιακού τόπου αλλά και απαραίτητο βήμα 
για την προσέγγιση και λειτουργική ανάλυση της 
περιοχής του υποκινητή. Γενικά, τόσο η γονιδιακή 
ρύθμιση της ακετυλοχολινεστεράσης των εντόμων 
όσο και οι υποκινητές των γονιδίων του δάκου είναι 
περιοχές ελάχιστα μελετημένες. Προς το παρόν, στο 
δάκο έχει αναφερθεί η απομόνωση ενός μόνο

υποκινητή, του υποκινητή των γονιδιών θερμικού 
σοκ (hsp70) (Drosopoulou et al., 2009).

1.1 Διαλογή γονιδιωματικής βιβλιοθήκης

Η ανίχνευση και απομόνωση ανασυνδυασμέ­
νων βακτηριοφάγων λ που φέρουν τμήμα του 
γονιδιακού τόπου της ακετυλοχολινεστεράσης του 
δάκου πραγματοποιήθηκε με διαλογή γονιδιωματικής 
βιβλιοθήκης λ-DASH II ενήλικων ατόμων του 
εντόμου (Lagos et al., 2005) μέσω δύο διαφορετικών 
πειραματικών προσεγγίσεων: 1 . με απευθείας διαλο­
γή της γονιδιωματικής βιβλιοθήκης και 2 . με διαλογή 
προεπιλεγμένων μέσω PCR κλασμάτων 
γονιδιωματικής βιβλιοθήκης.

1.1.1 Απευθείας διαλογή

H απευθείας διαλογή της γονιδιωματικής 
βιβλιοθήκης του δάκου πραγματοποιήθηκε περίπου 
σε 80,000 πλάκες ανασυνδυασμένων βακτηριο­
φάγων λ. Δεδομένης της εκτίμησης του μεγέθους του 
γονιδιώματος του δάκου [που έχει υπολογιστεί 5.4 x 
108  bp (Gomulski et al., 1997)], του μέσου μεγέθους 
του ενθέματος του βακτηριοφάγου λ ( ~ 2 0  kb) και της 
σχέσης N = ln (1-P) / ln (1-f) (βλέπε Υλικά & Μέθοδοι 
§5.4), υπολογίζεται ότι η διαλογή 80,000 φαγικών 
κλώνων θα επέτρεπε την απομόνωση ενός γονιδίου 
μονού αντιγράφου με πιθανότητα 99%.

Η διαλογή πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας 
ως ανιχνευτή το cDNA της ακετυλoχολινεστεράσης 
του δάκου σε αυστηρές συνθήκες υβριδοποίησης 
(θερμοκρασία 65°C). Το cDNA απομονώθηκε από 
πήκτωμα αγαρόζης έπειτα από κατάτμηση του 
πλασμιδίου όπου ήταν κλωνοποιημένο και 
σημάνθηκε με βιοτίνη με τη μέθοδο των τυχαίων 
εκκινητών. Η επιλογή μοναδικών κλώνων πραγματο­
ποιήθηκε με δύο επαναδιαλογές στις ίδιες συνθήκες 
με την αρχική διαλογή. Τελικά, επιτεύχθηκε η 
απομόνωση ενός κλώνου, ο οποίος ονομάστηκε 
φBoace-a.
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1.1.2 Διαλογή προεπιλεγμένων μέσω PCR 
κλασμάτων γονιδιωματικής βιβλιοθήκης

Π ερίπ ου 100,000 ανασ υνδυασ μένο ι βακτηρ ιο- 

φ άγο ι της γον ιδ ιω μα τικής  β ιβλ ιοθήκης του δάκου 

δ ια χω ρ ίσ τηκα ν  σε 484 π ρω τογενή  κλάσματα , ώ στε 

να  π ερ ιέχο υν  π ερ ίπ ου  200 κλώ νους α νά  κλάσμα 

(βλέπ ε Υ λ ικά  & Μ έθοδο ι §5.5). Τ α  π ρω τογενή 

κλάσματα  σ υνδυ ά σ τηκα ν  ανά  δέκα  σε 49  δ ευ τερ ο ­

γενή κλάσματα  (με ~2 ,000  κλώ νους το καθένα) και 

α υτά  σ υ νδυ ά σ τηκα ν  ανά  5 σε δέκα  τρ ιτογενή 

κλάσματα  (με ~ 1 0,000 κλώ νους το καθένα). Η 

συλλογή τω ν κλα σ μ ά τω ν α υ τώ ν  δίνει τη δυνατότητα  

α νεύρεσ ης ενός  κλώ νου με δ ιαλογή σε ένα  

υπ οσύνολο  της ολ ικής β ιβλ ιοθήκης, το οποίο 

π ροεπ ιλέγετα ι σ ε μια δ ιαδ ικασ ία  δ ιαδοχ ικώ ν 

α ντιδ ρ ά σ εω ν  PC R  στα  τρ ιτογενή και δευτερογενή 

κλάσματα , όπ ω ς φ α ίνετα ι σ την  Ε ικόνα  3-1α.

Δ ηλαδή , θετικό  σήμα  σ την  α ντίδραση PC R  (με 

εκκ ινητές  που εν ισ χύο υ ν  τμήμα  της α κετυλοχολ ινε- 

σ τεράσης) κάπ οιου κλάσματος της τρ ιτογενούς

ομάδας [(πχ κλάσμα  IV, Ε ικόνα 3 -1Β (α ), λευκό 

βέλος)] υπ οδεικνύει την PC R  εν ίσχυση τω ν 

δευ τερ ογενώ ν σ υσ τα τικώ ν  του (κλάσ ματα  16-20). 

Στη συνέχεια , θετικό σήμα  σ την  PC R  κάπ οιου 

δευτερογενούς κλάσματος [(συγκεκρ ιμένα  του 20, 

Ε ικόνα  3-1 Β(β)] υπ οδεικνύει την  εν ίσ χυσ η τω ν 

π ρ ω το γενώ ν σ υσ τα τικώ ν  του (κλάσ ματα  201-210). 

Τέλος, θετικό  σήμα σ τη ν  PC R  π ρω τογενούς 

κλάσματος [(συγκεκρ ιμένα  του 201, Ε ικόνα  3-1 Β(γ)] 

υπ οδεικνύει τη δ ιαλογή του κλάσματος αυτού . Μ ε τον 

τρόπ ο αυτό  ο α ρ ιθμός τω ν α να σ υνδυ α σ μ ένω ν 

βα κτηρ ιοφ ά γω ν π ου υπ όκειντα ι σε απ ευθείας 

δ ιαλογή π ερ ιορ ίζετα ι σημαντικά , (καθώ ς ένα  κλάσμα 

της π ρω τογενούς ομάδας π ερ ιέχει ~200 κλώ νους) 

καθ ισ τώ ντας π ιο  εύκολο  τον  εντοπ ισ μό  του 

επ ιθυμητού  κλώ νου.

Η π ροσ έγγ ισ η  αυτή χρ ησ ιμ οπ ο ιήθηκε γ ια  την 

α π ομόνω σ η β α κτηρ ιοφ ά γω ν που π ερ ιε ίχα ν  έξι 

δ ιαφ ορετικά  εξόν ια  του γονιδ ίου  της 

α κετυλοχολ ινεσ τεράσ ης. Ο ι εκκ ινη τές  π ου χρησ ιμο-

ΤΡΙΤΟΓΕΝΗ
ΚΛΑΣΜΑΤΑ

ΔΕΥΤΕΡΟΓΕΝΗ
ΚΛΑΣΜΑΤΑ

ΠΡΩΤΟΓΕΝΗ
ΚΛΑΣΜΑΤΑ

Εικόνα 3-1: Διαλογή προεπιλεγμένων κλασμάτων μέσω PCR γονιδιωματικής βιβλιοθήκης δάκου. A 
και Β: Θετικό σήμα στην PCR των τριτογενών κλασμάτων [Α(α), γκρι eppendorf και Β(α), κλάσμα IV] 
οδηγεί σε 5 κλάσματα της δευτερογενούς ομάδας ^(β), γκρι eppendorfs και Β(β)]. Θετικό σήμα στην 
PCR αυτών των 5 δευτερογενών κλασμάτων [Α(β), πράσινο eppendorf και Β(β), κλάσμα 20] οδηγεί 
σε 10 κλάσματα της πρωτογενούς ομάδας [Α(γ), πράσινα eppendorfs και Β(γ)] και αντίστοιχα θετικό 
σήμα στην PCR αυτών των κλασμάτων επιλέγει το τελικό κλάσμα [Α(δ), κόκκινο eppendorf και Β(γ), 
κλάσμα 201] για διαλογή.
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π ο ιή θ η κα ν  στις α ντιδρά σ εις  PC R  σ χεδ ιάσ τηκα ν 

βάσει της α λληλου χ ία ς  του cD N A  κλώ νου της 

α κετυ λοχολ ινεσ τεράσ ης του δάκου. Συνδυάσ τηκα ν 

με τρόπ ο ώ σ τε να  εν ισ χύοντα ι σε δ ιαφ ορετικές  

α ντιδρά σ εις  τα δυνητικά  εξόν ια  ΙΙ (B oace2F - 

B oace2R ), VI (B oace6F -B oace6R ), VII (B oace7F - 

B oace7R ), V III (B oace8F -B oace8R ), IX (B oace9F - 

B oace9R ) και X  (B oace10F -B oace10R ) του γονιδ ίου. 

Τ α  θετικά  κλάσματα  της τρ ιτογενούς και 

δευ τερογενούς ομάδας επ ιβ εβ α ιώ θ η κα ν  με υ βρ ιδο ­

π ο ίηση τω ν α ντιδ ρ ά σ εω ν  PC R  κατά S outhern, 

π ροτού  α κολουθήσ ει η δ ιαλογή τω ν θετ ικώ ν 

κλα σ μά τω ν της π ρω τογενούς ομάδας. Η δ ιαλογή 

π ρα γμ α τοπ ο ιήθηκε σε π ερ ίπ ου  2 ,000  π λάκες 

α να σ υνδ υ α σ μ ένω ν βα κτηρ ιοφ άγω ν, έτσ ι ώ σ τε να 

α ντιπ ροσω π εύετα ι ο κάθε βακτηρ ιοφ ά γος π ερ ίπ ου 

10 φ ορές (ένα κλάσμα π ερ ιέχει ~200 

βακτηρ ιοφ άγους). Ως α ν ιχνευ τής  στη δ ιαλογή τω ν 

π ρ ω το γενώ ν κλα σ μ ά τω ν αλλά  και σ την  

υβρ ιδοπ ο ίηση  κατά S outhern  τω ν κλα σ μ ά τω ν τω ν 

π ρ οηγου μ ένω ν ο μ ά δω ν χρησ ιμ οπ ο ιήθηκε το εξόν ιο  

που εν ίσ χυ α ν  σε κάθε αντίδρα σ η  PCR  οι α ντίσ το ιχο ι 

εκκ ινητές  και με το οπ ο ίο  επ ιλέχθηκε το κάθε θετικό 

κλάσμα, σε α υσ τηρές  σ υνθήκες υβρ ιδοπ ο ίησ ης 

(θερμοκρασ ία  65°C ). Τ α  εξόν ια  α π ο μ ο νώ θ η κα ν  από 

π ήκτω μα  α γα ρόζης  έπ ειτα  από αντίδρα σ η  PCR  με 

εκμαγείο  το cD N A  κλώ νο της α κετυλοχολ ινεσ τε- 

ράσης και σ ημ ά νθηκα ν  με β ιοτίνη με τη μέθοδο τω ν 

τυ χα ίω ν εκκ ινη τώ ν ώ σ τε να λε ιτο υ ρ γή σ ο υ ν  ω ς 

αν ιχνευτές . Π αρόλο π ου επ ιλέχθ η κα ν  π ρω τογενή

κλάσματα  για  όλες τις PCR  α ντιδρά σ εις  (έξι 

δ ιαφ ορετικές  α λληλουχ ίες-εξόν ια ), κατά τη δ ιαλογή 

τους εμ φ α ν ίσ τη κα ν  θετικά  σήματα  μόνο για  τα 

δυνητικά  εξόν ια  VII (δύο σήματα) και IX (ένα σήμα). 

Τ α  σήματα  αυτά  επ ιβ εβ α ιώ θ η κα ν  με επ αναδ ιαλογή . 

Τ ελ ικά  επ ιτεύχθηκε η α π ομόνω σ η τρ ιώ ν μ ονα δ ικώ ν 

κλώ νω ν, οι οπ ο ίο ι ονομ ά σ τηκα ν  φ B o a ce -b 1 , 

φ B oace-b2  και φBoace-c . Συνοπ τικά  η π ορεία  τω ν 

εν ισ χύσ εω ν  και επ ιλο γώ ν  π α ρουσ ιάζετα ι σ την  

Ε ικόνα  3-2.

1.2 Απομόνωση αμινοτελικού τμήματος γονιδίου 
με εφαρμογή 5' RACE-PCR και διαλογή 
γονιδιωματικής βιβλιοθήκης

Η απ ομόνω σ η  του αμ ινοτελ ικού  τμήματος του 

γον ιδ ίου  της α κετυλοχολ ινεσ τερ ά σ ης του δάκου 

π ρ α γμ α τοπ ο ιήθηκε με εφ αρμογή  5 ' R A C E -P C R  και 

με επ ακόλουθη  δ ιαλογή της γον ιδ ιω μα τικής 

β ιβλ ιοθήκης του εντόμου  χρησ ιμ οπ ο ιώ ντα ς  ω ς 

α ν ιχνευτή  το π ρ ο ϊό ν  της 5 ' R AC E -P C R . Α ρχ ικά , 

ολ ικό R N A απ ό ά τομο  δάκου α π οτέλεσ ε το εκμαγείο  

γ ια  τη σύνθεση  cD N A  με εκκ ινητή  ε ιδ ικό  γ ια  το 

γονίδ ιο  της α κετυλοχολ ινεσ τερ ά σ ης (G S P 1-G ene 

S pec ific  P rim er). Α κολούθησ ε π ροσ θήκη  μορ ίω ν 

α δεν ίνης  με το ένζυμο  δεοξυνουκλεοτιδ ική  

τρανσφ εράση (TdT) στο 5 ' άκρο  του νεοσ υντιθέ- 

μενου cD N A. Στη συνέχεια , το μόριο αυτό 

εν ισ χύθηκε σε αντίδραση PC R  με εκκ ινητές , ένα ν  

εσ ω τερ ικό  του GSP1 (το ν  G S P 2) και ένα ν  ολ ιγό -dT.

Ο νόματα  εκκινητώ ν
Θ ετικό

τρ ιτογενές
Αντίστοιχα

δευτερογενή
Θ ετικό

δ ευ τερογενές
Αντίστοιχα
π ρω τογενή

Θ ετικό
π ρ ω το γενές

Κ λώ νο ς

B o a c e 7 F -B o a c e 7 R 1 1-5 X
IV 16-20 20 2 0 1 -2 1 0 201 <pBoace-b1
VI 2 6 -3 0 2 7 ,28 2 7 1 -2 8 0 ,2 8 1 -2 9 0 273 , X <pBoace-b2
IX 4 0 -4 5 42 4 2 1 -4 3 0 X

B o a c e 9 F -B o a c e 9 R II 6 -10 X
III 11-15 12 121 -130 124 <pBoace-c

Εικόνα 3-2: Προεπιλογή κλασμάτων (μέσω PCR) γονιδιωματικής βιβλιοθήκης δάκου. Οι αντιδράσεις PCR με τους εκκινητές 
Boace7F-Boace7R και Boace9F-Boace9R (στήλη 1) ενίσχυσαν 4 και 2 κλάσματα, αντίστοιχα, από την τριτογενή ομάδα (στήλη 2). 
Τα δευτερογενή κλάσματα που αντιστοιχούσαν σε αυτά (στήλη 3) χρησιμοποιήθηκαν σε νέα αντίδραση PCR με τους ίδιους 
εκκινητές. Τα θετικά κλάσματα που προέκυψαν (στήλη 4) κατέδειξαν τα πρωτογενή κλάσματα (στήλη 5) που έπρεπε να ελεγχθούν 
με PCR, ώστε να επιλεγεί το τελικό κλάσμα (στήλη 6) για διαλογή. Οι κλώνοι που απομονώθηκαν μετά τη διαλογή είναι οι ipBoace- 
b1, <pBoace-b2 και <pBoace-c. Το σημείο στο οποίο σταμάτησε η προεπιλογή ορισμένων κλασμάτων, λόγω μη ενίσχυσης του

επιθυμητού προϊόντος, συμβολίζεται με
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Οι εκκινητές (GSP1, GSP2) σχεδιάστηκαν βάσει της 
αλληλουχίας του cDNA κλώνου της ακετυλοχολινε- 
στεράσης του δάκου και κατά τέτοιο τρόπο ώστε να 
αντιστοιχούν σε περιοχή κοντινή του σημείου 
έναρξης της μετάφρασης (ATG) (Εικόνα 2-4). Ο 
λόγος αυτού του σχεδιασμού ήταν η όσο το δυνατόν 
αποτελεσματικότερη ενίσχυση της 5' περιοχής του 
μεταγράφου αλλά, ταυτοχρόνως, και η συνύπαρξη 
στο προϊόν ενίσχυσης μιας γνωστής αλληλουχίας 
που θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί στην 
επιβεβαίωση του απομονωθέντος τμήματος. Το 
προϊόν που ενισχύθηκε κλωνοποιήθηκε σε 
πλασμιδιακό φορέα pBluescript II SK(+/-) (pBS) 
κατάλληλων άκρων. Η ανάλυση της πρωτοδιάταξής 
του με τον εξωτερικό εκκινητή του φορέα M13F 
(universal primer) παρουσίασε 1 0 0 % ομοιότητα στην 
3' περιοχή του με το 5' άκρο του cDNA της 
ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου (μέσω dot blot 
του προγράμματος Omiga). Η επιβεβαίωση της 
επιθυμητής αλληλουχίας του προϊόντος της 5' 
RACE-PCR επέτρεψε τη χρήση του ως ανιχνευτή σε 
απευθείας διαλογή της γονιδιωματικής βιβλιοθήκης 
του δάκου σε αυστηρές συνθήκες υβριδοποίησης 
(θερμοκρασία 65°C). Ο ανιχνευτής σημάνθηκε με 
βιοτίνη με τη μέθοδο των τυχαίων εκκινητών, αφού 
προηγήθηκε κατάτμηση του πλασμιδίου όπου ήταν 
κλωνοποιημένο το προϊόν της 5' RACE-PCR και 
απομόνωσή του από πήκτωμα αγαρόζης. Η πρώτη 
διαλογή οδήγησε στην απομόνωση τεσσάρων 
θετικών κλώνων, φBoace-d1 , φBoace-d2 , φBoace- 
d3 και φBoace-d4.

1.3 Δομική ανάλυση των απομονωμένων 
φαγικών κλώνων

Η διαλογή της γονιδιωματικής βιβλιοθήκης του 
δάκου με χρήση διαφορετικών ανιχνευτών (cDNA, 
εξόνια, προϊόν RACE-PCR) οδήγησε στην
απομόνωση συνολικά οκτώ διακριτών 
ανασυνδυασμένων βακτηριοφάγων, για τους
οποίους αρχικά δεν ήταν γνωστό πόσοι και ποιοι 
ήταν διαφορετικοί μεταξύ τους ή ακόμη αν ήταν όλοι 
όμοιοι. Προκειμένου να ελεγχθεί η ακεραιότητα των 
κλώνων αυτών και οι μεταξύ τους σχέσεις ήταν 
απαραίτητη η σύγκριση του πρότυπου κατάτμησης 
με περιοριστικές ενδονουκλεάσες του κάθε κλώνου

με το αντίστοιχο πρότυπο των υπολοίπων. Εξάλλου, 
βασική προϋπόθεση και για την περαιτέρω μελέτη 
και ανάλυση ενός οποιουδήποτε τμήματος DNA 
αποτελεί η δημιουργία ενός περιοριστικού χάρτη. 
Έτσι, οι οχτώ ανασυνδυασμένοι βακτηριοφάγοι 
^Boace-a, φBoace-b1 , φBoace-b2 , φBoace-c, 
φBoace-d1 , φBoace-d2 , φBoace-d3, φBoace-d4) 
που επιλέχθηκαν με τις δύο διαδικασίες (απευθείας 
διαλογή και διαλογή προεπιλεγμένων κλασμάτων) 
ενισχύθηκαν με λύση σε υγρή καλλιέργεια και 
ακολούθησε η απομόνωση του φαγικού τους DNA. 
Το ανασυνδυασμένο φαγικό DNA των κλώνων 
κατατμήθηκε με τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες έξι 
θέσεων EcoRI, HindIII και το συνδυασμό τους για να 
δημιουργηθεί ένας χάρτης περιορισμού για τον 
καθένα και να διερευνηθεί η μεταξύ τους σύνδεση. Η 
προσέγγιση αυτή, με βάση το πρότυπο που 
προκύπτει από την κατάτμηση με περιοριστικές 
ενδονουκλεάσες, η σύγκριση δηλαδή του αριθμού 
και του μεγέθους των περιοριστικών θραυσμάτων

Εικόνα 3-3: Ανάλυση των απομονωμένων
βακτηριοφαγικών κλώνων <pBoace-b1 και <pBoace-b2 με 
περιοριστικές ενδονουκλεάσες. Φαγικό DNA των κλώνων 
υποβλήθηκε σε κατάτμηση με HindIII και PvuII και
αναλύθηκε σε 1 % πήκτωμα αγαρόζης. Οι κλώνοι ipBoace- 
b1 και <pBoace-b2 παρουσίασαν πανομοιότυπο πρότυπο 
ως προς τις δύο κατατμήσεις, υποδεικνύοντας ότι 
πρόκειται για τον ίδιο γονιδιωματικό κλώνο. L: Μάρτυρας 
μεγέθους τμημάτων DNA, 1H: κλώνος <pBoace-b1
(HindIII), 2H: κλώνος <pBoace-b2 (HindIII), 1P: κλώνος 
<pBoace-b1 (PvuII), 2P: κλώνος <pBoace-b2 (PvuII).
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που παρουσιάζει ο κάθε κλώνος, αποτέλεσε το 
πρώτο από μία σειρά βημάτων για τον καθορισμό 
των σχέσεων αυτών των ανασυνδυασμένων 
βακτηριοφάγων μεταξύ τους. Οι κλώνοι φBoace-b1 
και φBoace-b2 (Εικόνα 3-3) καθώς και οι φBoace-d1, 
φBoace-d2 , φBoace-d3 και φBoace-d4 παρουσία­
σαν πανομοιότυπο πρότυπο ως προς το HindIII, 
υποδεικνύοντας ότι πρόκειται για τους ίδιους 
γονιδιωματικούς κλώνους κι επομένως η μελέτη 
όλων αυτών δε θα προσέφερε επιπλέον 
πληροφορίες. Έτσι, ο αριθμός των προς ανάλυση 
κλώνων μειώθηκε σε τέσσερις, τους φBoace-a, 
φBoace-b1 , φBoace-c και φBoace-d1 , το πρότυπο 
των οποίων ως προς τις διάφορες περιοριστικές 
κατατμήσεις ήταν διαφορετικό. Το μέγεθος του 
ενθέματος κάθε βακτηριοφάγου προσδιορίστηκε από 
το άθροισμα των μεγεθών των περιοριστικών 
θραυσμάτων που προέκυψαν από την κατάτμησή 
τους. Τα μεγέθη αυτά παρουσιάζονται στην Εικόνα 
3-5. Επόμενο βήμα στη δομική ανάλυση των 
τεσσάρων πλέον ανασυνδυασμένων βακτηριοφάγων 
αποτέλεσε η διερεύνηση της ύπαρξης αλληλοεπικα- 
λυπτόμενων τμημάτων. Ένα τέτοιο γεγονός θα 
επέτρεπε τη δημιουργία ενός συναρμολογήματος 
(contig) της περιοχής του γονιδιακού τόπου της 
ακετυλοχολινεστεράσης με τη διαδοχική τοποθέτηση 
του συνόλου των γονιδιωματικών κλώνων με βάση 
την αλληλοεπικάλυψη των άκρων τους.

Η πιθανή αλληλοεπικάλυψη των κλώνων 
ελέγχθηκε με κατάτμησή τους με την περιοριστική

ενδονουκλεάση HindIII και την υβριδοποίησή τους 
κατά Southern χρησιμοποιώντας τελο-ειδικούς (end- 
specific) Τ3 και Τ7 RNA ανιχνευτές σε θερμοκρασία 
62°C. Ο φορέας λ DASH II είναι κατασκευασμένος 
κατά τέτοιο τρόπο ώστε να φέρει εκατέρωθεν του 
ενθέματος τους υποκινητές Τ3 και Τ7 και να 
επιτρέπει τη δημιουργία τελο-ειδικών RNA ανιχνευ­
τών με τη χρήση των Τ3 και Τ7 RNA πολυμερασών. 
Η σήμανση των ανιχνευτών πραγματοποιήθηκε με 
βιοτίνη μέσω in vitro μεταγραφής. Παρόλο που 
πραγματοποιήθηκαν έξι διαφορετικές υβριδοποιή­
σεις με τους εξής τελο-ειδικούς Τ3 και Τ7 RNA 
ανιχνευτές: T3-T7^Boace-a, T3-T7^Boace-b1, Τ3- 
T7^Boace-c, σε καμία δεν υπήρξε θετικό σήμα, 
υποδεικνύοντας ότι οι τέσσερις ανασυνδυασμένοι 
βακτηριοφάγοι δεν έχουν αλληλοεπικαλυπτόμενες 
περιοχές.

Προκειμένου να επιβεβαιωθεί η ομολογία του 
κάθε κλώνου με το γονίδιο της 
ακετυλοχολινεστεράσης και να εντοπιστούν οι 
περιοχές των βακτηριοφάγων που περιέχουν 
αλληλουχίες που κωδικοποιούν τμήμα της 
πρωτεΐνης, πραγματοποιήθηκε ανάλυσή τους κατά 
Southern. Το απομονωμένο φαγικό DNA των 
τεσσάρων ανασυνδυασμένων κλώνων κατατμήθηκε 
με διάφορες περιοριστικές ενδονουκλεάσες και 
υβριδοποιήθηκε με ανιχνευτή το cDNA κλώνο της 
ακετυλοχολινεστεράσης σε αυστηρές συνθήκες 
υβριδοποίησης (θερμοκρασία 6 8 °C) (Εικόνα 3-4).

Εικόνα 3-4: Ηλεκτροφόρηση και ανάλυση κατά 
Southern απομονωμένων βακτηριοφαγικών 
κλώνων ύστερα από απλές και διπλές 
κατατμήσεις με περιοριστικές ενδονουκλεάσες 
(EcoRI, HindIII) και ανάλυση σε 1% πήκτωμα 
αγαρόζης. Η υβριδοποίηση πραγματοποιήθηκε 
σε 68°C με ανιχνευτή το cDNA της ακετυλοχολιν- 
εστεράσης του δάκου. L: Μάρτυρας μεγέθους 
τμημάτων DNA, 1: κλώνος <pBoace3-5 (HindIII), 
2: κλώνος <pBoace7 (HindIII), 3E: κλώνος 
<pBoace9 (EcoRI), 3H: κλώνος <pBoace9 (HindIII), 
3EH: κλώνος <pBoace9 (EcoRI-HindIII).
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Για τον προσδιορισμό της πλήρους πρωτοδιάταξης 
των θετικών θραυσμάτων πραγματοποιήθηκε 
απομόνωσή τους από πήκτωμα αγαρόζης και 
υποκλωνοποίησή τους σε πλασμιδιακό φορέα pBS 
κατάλληλων άκρων. Σε όλους τους υποκλώνους 
πραγματοποιήθηκε μία τουλάχιστον αντίδραση 
ανάλυσης της πρωτοδιάταξής τους χρησιμοποιώντας 
τον εξωτερικό εκκινητή (universal primer) του φορέα 
M13F. Επιπλέον, σε όποιες περιπτώσεις κρίθηκε 
σκόπιμο (λόγω αδυναμίας ολοκληρωτικού 
διαβάσματος μεγάλων ενθεμάτων), πραγματοποιή­
θηκαν αντιδράσεις ανάλυσης της πρωτοδιάταξης σε 
αντίθετη κατεύθυνση από την πρώτη 
χρησιμοποιώντας τον ανάστροφο εξωτερικό εκκινητή 
του φορέα M13R καθώς και εσωτερικούς εκκινητές 
των δυνητικών εξονίων. Οι αλληλουχίες των κλώνων 
που αποκτήθηκαν διερευνήθηκαν σε επίπεδο 
ομοιότητας με τον διαθέσιμο cDNA κλώνο της 
ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου καθώς και με 
κατατεθειμένες αλληλουχίες άλλων οργανισμών σε 
βάσεις δεδομένων, με τη χρησιμοποίηση του 
προγράμματος BLAST από το NCBI (National 
Center for Biotechnology Information). Ο 
προσδιορισμός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των 
υποκλώνων επιβεβαίωσε ότι οι κλώνοι που 
απομονώθηκαν, με μεγέθη ενθέματος από 13 kb έως 
16 kb, αντιστοιχούν σε διακριτές περιοχές του 
γονιδιακού τόπου της ακετυλοχολινεστεράσης του 
δάκου, περιέχοντας αλληλουχίες εξονίων που 
διακόπτονται από ιντρόνια. Συγκεκριμένα:

• ο κλώνος φBoace-a περιείχε τμήμα του γονιδίου 
της ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου από το 
ιντρονίο ΙΙ έως το ιντρόνιο V και για το λόγο αυτό 
μετονομάστηκε σε φBoace3-5

• ο κλώνος φBoace-b1 περιείχε μέρος του ιντρονίου 
VI, το εξόνιο VII και μέρος του ιντρονίου VII και 
μετονομάστηκε σε φBoace7

• o κλώνος φBoace-c περιείχε μέρος του ιντρονίου 
VIII, το εξόνιο IX και μέρος του ιντρονίου IX και 
μετονομάστηκε σε φBoace9 και

• ο κλώνος φBoace-d1 περιείχε το εξόνιο ΙΙ και τις 
εκατέρωθεν περιοχές και μετονομάστηκε σε 
φBoace2 .

Οι κλώνοι αυτοί παρουσιάζονται περιληπτικά στον 
Εικόνα 3-5 και σχηματικά στην Εικόνα 3-17.

Κ λ ώ ν ο ς Τ ρ ό π ο ς  α π ο μ ό νω σ η ς Α ν ιχν ευ τή ς
Ο μ ο ιό τη τα  με 

γ ο ν ίδ ιο  a c e
Μ έγεθ ο ς

<pBoace2 α π ευ θ ε ία ς  δ ια λο γή
π ρ ο ϊό ν

5 ' R A C E -P C R
εξό ν ιο  2 - 1 5  kb

(p B oace3 -5 α π ευ θ ε ία ς  δ ια λο γή cD N A εξό ν ια  3 , 4 , 5 - 1 3  kb

<l>Boace7
δ ια λο γή  π ρ ο ε κ λ ε γ μ έ ν ω ν  

κλα σ μ ά τω ν
εξό ν ιο  7 εξό ν ιο  7 - 1 4  kb

(pB oace9
δ ια λο γή  π ρ ο ε κ λ ε γ μ έ ν ω ν  

κλα σ μ ά τω ν
εξό ν ιο  9 εξό ν ιο  9 - 1 6  Kb

Εικόνα 3-5: Οι τέσσερις διαφορετικοί βακτηριοφαγικοί κλώνοι 
που απομονώθηκαν. Παρουσιάζεται διαδοχικά ο τρόπος 
απομόνωσής τους, ο ανιχνευτής που χρησιμοποιήθηκε, η 
ομοιότητα που παρουσίασαν με περιοχές του γονιδιακού τόπου 
της ακετυλοχολινεστεράσης και το μέγεθος τους.

1.4 Ενίσχυση γονιδιωματικών τμημάτων της 
ακετυλοχολινεστεράσης μέσω PCR μεγάλου 
μήκους (Long PCR) και ανάστροφης PCR 
(Inverse PCR)

Η έλλειψη αλληλοεπικάλυψης των τεσσάρων 
διακριτών βακτηριοφάγων που απομονώθηκαν 
(συνολικού μεγέθους ~58 kb) κατέδειξε ότι οι 
περιοχές των ιντρονίων του γονιδιακού τόπου της 
ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου παρουσιάζουν 
πολύ μεγαλύτερο μέγεθος από τις αντίστοιχες 
περιοχές της Drosophila melanogaster (Fournier et 
al., 1989). Έτσι, οι περιοχές για τις οποίες δεν 
επιτεύχθηκε η απομόνωση ανασυνδυασμένων 
βακτηριοφάγων που να τις εμπεριέχουν προσεγ­
γίστηκαν είτε με εφαρμογή PCR μεγάλου μήκους είτε 
με ανάστροφη PCR.

PCR μεγάλου μήκους: PCR μεγάλου μήκους 
εφαρμόστηκε για τον προσδιορισμό του μεγέθους 
των ιντρονίων καθώς και για τα σημεία σύνδεσης 
εξονίων-ιντρονίων. Για το σκοπό αυτό σχεδιάστηκαν 
κατάλληλοι εκκινητές σε γειτονικά άκρα διαδοχικών 
εξονίων ώστε να ενισχύουν το ενδιάμεσο ιντρόνιο 
(Boace2F- Boace3R, Boace5F-Boace6R, Boace6 F- 
Boace7R, Boace7F-Boace8R, Boace8F-Boace9R, 
Boace9F-Boace10R).

Όπως φαίνεται στις Εικόνες 3-6 και 3-7, το 
προϊόν της αντίδρασης PCR μεγάλου μήκους από το 
εξόνιο ΙΙ έως ΙΙΙ έχει μέγεθος περίπου 12 kb, ενώ τα 
αντίστοιχα των υπολοίπων αντιδράσεων VI-VII, VII-
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VIII,VIII-IX, IX-X παρουσίασαν μεγέθη περίπου 10 
kb, 14 kb, 8 kb και 10 kb.

Εικόνα 3-6: Eνίσχυση τμημάτων του γονιδιακού τόπου της 
ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου μέσω αντίδρασης PCR 
μεγάλου μήκους. Γονιδιωματικό DNA (~1 Kg) δάκου 
υποβλήθηκε σε αντιδράσεις PCR χρησιμοποιώντας ως εκκινη- 
τές ολιγονουκλεοτίδια που αντιστοιχούν σε εξόνια του γονιδίου. 
L1, L2: Μάρτυρας μεγέθους τμημάτων DNA, 1: Boace2F- 
Boace3R, 2: Boace5F-Boace6R, 3: Boace6F-Boace7R, 4: 
Boace7F-Boace8R, 5: Boace8F-Boace9R, 6: Boace9F-
Boace10R.

Ανάστροφη PCR: Η ανάστροφη PCR
χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό της 
αλληλουχίας σύνδεσης ιντρονίου-εξονίου, στις 
περιπτώσεις όπου αυτό δεν επιτεύχθηκε μέσω των 
φαγικών κλώνων ή της PCR μεγάλου μήκους. Οι 
εκκινητές σχεδιάστηκαν με ανάστροφη κατεύθυνση 
και κατά τέτοιο τρόπο ώστε να ενισχύουν τμήμα ενός 
εξονίου και τμήμα του ιντρονίου που το πλαισιώνει, 
είτε ανοδικά είτε καθοδικά (invBoace6F-invBoace6R, 
invBoace10F-invBoace10F). [Ως εκμαγείο χρησιμο­
ποιήθηκε κυκλοποιημένο γονιδιωματικό DNA, το 
οποίο είχε υποστεί αρχικά κατάτμηση με την 
περιοριστική ενδονουκλεάση Haelll και στη συνέχεια 
σύνδεση με λιγάση (Εικόνα 2-5)].

Τα προϊόντα των αντιδράσεων της ανάστροφης 
PCR συνδέθηκαν σε πλασμιδιακό φορέα pBS 
κατάλληλων άκρων και αναλύθηκε η πρωτοδιάταξή 
τους με τον εξωτερικό εκκινητή (universal primer) του 
φορέα M13F. Αντίθετα, τα προϊόντα των 
αντιδράσεων PCR μεγάλου μήκους, η κλωνοποίηση 
των οποίων ήταν απαγορευτική, ανακτήθηκαν από 
το πήκτωμα αγαρόζης και πραγματοποιήθηκε 
απευθείας ανάλυση της νουκλεοτιδικής τους

αλληλουχίας με χρήση των εκκινητών που 
χρησιμοποιήθηκαν στις αντίστοιχες αντιδράσεις 
PCR. Ο προσδιορισμός της νουκλεοτιδικής 
αλληλουχίας των προϊόντων των αντιδράσεων PCR 
και ο έλεγχος της ομοιότητας που παρουσίασαν με 
το διαθέσιμο cDNA κλώνο της ακετυλοχολινεστε- 
ράσης του δάκου καθώς και με κατατεθειμένες 
αλληλουχίες άλλων οργανισμών σε βάσεις 
δεδομένων επιβεβαίωσε ότι τα προϊόντα που 
ενισχύθηκαν κατά την PCR μεγάλου μήκους και την 
ανάστροφη PCR αποτελούν περιοχές του γονιδιακού 
τόπου της ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου.

Εικόνα 3-7: Αποτελέσματα ενίσχυσης γονιδιωματικών περιοχών 
της ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου με αντίδραση PCR μεγάλου 
μήκους και ανάστροφη PCR. Κάθε στήλη παρουσιάζει διαδοχικά 
τους εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν, τη γονιδιωματική περιοχή 
που ενισχύθηκε και το μέγεθός της.

2. ΟΡΓΑΝΩΣΗ ΓΟΝΙΔΙΑΚΟΥ ΤΟΠΟΥ

Η ακετυλοχολινεστεράση αποτελεί ένα 
εξελικτικά συντηρημένο ένζυμο μεταξύ των εντόμων 
και γενικότερα μεταξύ των ευκαρυωτικών 
οργανισμών, υποδεικνύοντας τη βασική βιολογική 
λειτουργία της στον οργανισμό. Οι διαθέσιμες 
κρυσταλλικές δομές του ενζύμου, οι οποίες 
προέρχονται από τον άνθρωπο, το ποντίκι, το 
Torpedo californica και τη Drosophila melanogaster, 
παρουσιάζουν πλήρη ομοιότητα (Kryger et al., 2000; 
Bourne et al., 1999; Sussman et al., 1991; Harel et 
al., 2000). Η εξελικτική σταθερότητα της 
ακετυλοχολινεστεράσης αντικατοπτρίζεται επίσης 
στη σύγκριση των γνωστών αμινοξικών ακολουθιών 
καθώς και στην οργάνωση του γονιδίου.
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Bactrocera

oleae

Bactrocera oleae

Bactrocera

dorsalis

C e ra tit is

capita ta

Heamatobia

ir r ita n s

Luc illia

cuprina

Drosophila

me/anogaster

Musca

domestica

Anopheles

gambiae

Leptinotarsa

decemlineata

Mu s
musculus

Homo

sapiens

Torpedo

ca/ifo rn ica

Bactrocera dorsalis  0.020

C e ra tit is  cap ita ta  0.038 0.029
Heamatobia ir r ita n s  0.154 0.142 0.146

Lu c illia  cuprina 0.157 0.146 0.148 0.068

Drosophila 0.161 0.150 0.150 0.124 0.142
Musca domestica 0.177 0.171 0.171 0.060 0.092 0.150

Anopheles gambiae 0.393 0.388 0.391 0.365 0.380 0.367 0.383
Leptinotarsa  0.552 0.549 0.552 0.540 0.546 0.530 0.549 0.478
Musmusculus 1.001 0.987 0.982 0.959 0.963 0.945 0.973 0.936 0.940
Homo sapiens 1.016 1.001 0.996 0.977 0.977 0.982 1.001 0.959 0.968 0.118

Torpedo ca /ifo rn ica  1.055 1.050 1.040 0.991 0.996 0.982 1.011 0.918 0.936 0.516 0.536

Εικόνα 3-8: Ποσοστό των αμινοξικών αντικαταστάσεων ανά θέση με τη μέθοδο Pairwise-distance του προγράμματος φυλογενετικής 
ανάλυσης MEGA 3.1 (Kumar, 1993). Η σύγκριση πραγματοποιείται ανά δύο οργανισμούς. Η ομοιότητα μειώνεται καθώς η τιμή 
Pairwise-distance αυξάνεται.

Εικόνα 3-9: Δενδρόγραμμα φυλογενετικών σχέσεων της 
αμινοξικής αλληλουχίας του γονιδίου της ακετυλοχολινε- 
στεράσης διαφόρων ειδών, με ιδιαίτερη έμφαση στο βασίλειο 
των εντόμων. Το δενδρόγραμμα κατασκευάστηκε βάσει της 
μεθόδου UPGMA. Οι αριθμοί αντιπροσωπεύουν τα επί τοις 
εκατό ποσοστά πιστότητας κάθε κλάδου με τη μέθοδο 
bootstrap (Felsenstein, 1985).

Η ομοιότητα που χαρακτηρίζει το ένζυμο μεταξύ 
των διάφορων οργανισμών περιγράφεται από την 
Εικόνα 3-8 των γενετικών αποστάσεων (κατά Nei) 
και το αντίστοιχο δενδρόγραμμα (UPGMA) (Εικόνα 
3-9), τα οποία προσδιορίστηκαν με βάση την 
αμινοξική ακολουθία της πρωτεΐνης. Η ανάλυση και 
των δύο αυτών προσεγγίσεων συνάδει και 
αντικατοπτρίζει πλήρως τις φυλογενετικές 
αποστάσεις των οργανισμών αυτών. Όπως ήταν 
αναμενόμενο, η μικρότερη γενετική απόσταση 
παρατηρείται μεταξύ των εντόμων της ίδιας 
οικογενείας, όπως η οικογένεια των Tephritidae (B. 
oleae, B. dorsalis, C. capitata) ή των Muscidae (H. 
irritans, M. domestica), ενώ η μεγαλύτερη απόσταση 
παρατηρείται μεταξύ σπονδυλωτών και ασπόν­
δυλων. Το συμπέρασμα αυτό επιβεβαιώνεται και 
από το δενδρόγραμμα, όπου καθώς τα σημεία 
διακλάδωσης αποτελούν ένδειξη του βαθμού 
ομοιότητας, τα έντομα της ίδιας οικογένειας

Bactrocera Bactrocera Ceratitis Heamatobia Lucillia Drosophila Musca Anopheles Leptinotarsa

oleae dorsalis capitata irritans cuprina melanogaster domestica gambiae decemlineata
Bactrocera oleae 100%

Bactrocera dorsalis 97%} 100%
Ceratitis capitata 93% 92% 100%

Heamatobia irritans 85% 85% 84% 100%
Lucillia cuprina 85% 84% 84% 91% 100%

Drosophila melanogaster 78% 80% 85% 89% 85% 100%
Musca domestica 77% 78% 83% 93% 92% 85% 100%

Anopheles gambiae 67% 67% 65% 67% 68% 83% 64% 100%
Leptinotarsa decemlineata 58% 59% 59% 58% 56% 57% 56% 59% 100%

Εικόνα 3-10: Επί τοις εκατό ομοιότητα της αμινοξικής αλληλουχίας της ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου με την αντίστοιχη πρωτεΐνη 
άλλων εντόμων
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Έντομο
ΑΑίτάγρσιρο

(b p )
I 5 ' U TR  (b p )

Η Έ ναρξη μετάφρασης I 

(εξό ν ιο  -  b p )
Π ρ ω τε ΐν η  (αα)

Ε κκρ ιτ ικό  

π επ τίδ ιο  (αα)

Drosophila m elanogaster 4.291 1.086 2 - 1 .0 8 7 6 4 9 38

LuciHia cuprina 4 .0 8 5 1.904 2 - 1 ,9 0 5 7 0 8 9 8

Εικόνα 3-11: Βασικά χαρακτηριστικά της οργάνωσης του γονιδιακού τόπου της ακετυλοχολινεστεράσης των εντόμων 
D. melanogaster και L.cuprina

(σημαντική ομοιότητα) συνδέονται σε κοντινούς 
κλάδους (δεξιά πλευρά).

Η ομοιότητα που παρουσιάζει η ακετυλοχολινε- 
στεράση σε αμινοξικό επίπεδο μεταξύ των εντόμων 
κυμαίνεται περίπου από 95% έως 60% (Εικόνα 3-10) 
και στις περισσότερες περιπτώσεις εμφανίζει την ίδια 
γονιδιακή οργάνωση. Στη D. melanogaster, το 
γονίδιο της ακετυλχολινεστεράσης εκτείνεται σε 
μήκος περίπου 34 kb και οργανώνεται σε δέκα 
εξόνια και εννέα ιντρόνια. Το σημείο έναρξης της 
μετάφρασης εντοπίζεται στη μέση του εξόνιου ΙΙ ενώ 
η αρχή του εξονίου II μαζί με το εξόνιο Ι συνιστούν 
την 5' μη μεταφραζόμενη περιοχή (5'UTR). Η 
σύγκριση του γονιδιακού τόπου της 
ακετυλχολινεστεράσης διάφορων εντόμων με τον 
αντίστοιχο τόπο της D. melanogaster αποκάλυψε τη 
διατήρηση ορισμένων κύριων χαρακτηριστικών του.

Όπως παρουσιάζεται στην Εικόνα 3-11 και

καταγράφεται στη βιβλιογραφία, το γονίδιο της 
ακετυλοχολινεστεράσης στα έντομα (αλλά και σε 
άλλους οργανισμούς, επίσης) χαρακτηρίζεται από 
μία αρκετά μεγάλη 5’ UTR περιοχή, την οποία 
συνιστούν το εξόνιο Ι και μέρος του εξονίου ΙΙ, με την 
έναρξη της μετάφρασης να εντοπίζεται στο εξόνιο ΙΙ. 
Εξίσου χαρακτηριστικό είναι και ένα εκκριτικό 
πεπτίδιο ποικίλου μήκους.

Η αμινοξική ομοιότητα της ακετυλοχολινε- 
στεράσης του δάκου με την αντίστοιχη της D. 
melanogaster (78%) (Εικόνα 3-10 και 3-12) καθώς 
και άλλων εντόμων (85% με L. cuprina) καθιστά 
πιθανή την υπόθεση της συντήρησης της 
οργάνωσης του γονιδιακού τόπου. Εξάλλου, μία 
πρόσφατη μελέτη της εξέλιξης της δομής των 
γονιδίων μεταξύ 11 οργανισμών κατέδειξε ότι η 
πρωτεϊνική ομοιότητα ενός γονιδίου ακολουθείται 
από ομοιότητα στη δομή ιντρονίων-εξονίων (Yandell 
et al., 2006). Έτσι, όλες οι προσεγγίσεις για το
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Εικόνα 3-12: Συγκριτική ομοπαράθεση της αμινοξικής αλληλουχίας του γονιδίου της ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου (Bo) και της 
ακετυλοχολινεστεράσης της D. melanogaster (Dm).
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μοριακό χαρακτηρισμό του γονιδιακού τόπου της 
ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου πραγματοποιήθη­
καν με γνώμονα την παραδοχή ότι το σημείο 
έναρξης της μετάφρασης εντοπίζεται στο εξόνιο ΙΙ.

Η ταυτοποίηση και ο χαρακτηρισμός των 
επιμέρους περιοχών του γονιδίου της 
ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου, δηλαδή της 5' 
UTR, της δομής των εξονίων και ιντρονίων καθώς 
και των θέσεων ματίσματός τους (splice junctions), 
πραγματοποιήθηκε με τη μοριακή ανάλυση των 
ανασυνδυασμένων βακτηριοφάγων φBoace-a, 
φBoace-b1, φBoace-c και φBoace-d1 καθώς και των 
προϊόντων της PCR μεγάλου μήκους, ανάστροφης 
PCR και 5' RACE-PCR.

Ο γονιδιακός τόπος της ακετυλοχολινεστεράσης 
του δάκου, σύμφωνα με το άθροισμα των ενθεμάτων 
των απομονωμένων φαγικών κλώνων και των 
προϊόντων των διάφορων αντιδράσεων PCR, 
εκτείνεται σε μήκος τουλάχιστον 60 kb, χωρίς όμως 
να έχει προσδιοριστεί το μέγεθος του πρώτου και του 
πέμπτου ιντρονίου. Η ενίσχυση των συγκεκριμένων 
περιοχών μέσω αντίδρασης PCR μεγάλου μήκους

δεν ήταν δυνατή, γεγονός που υποδεικνύει το 
μεγάλο μέγεθός τους. Τα αντίστοιχα ιντρόνια στη D. 
melanogaster συνιστούν τα δύο μεγαλύτερα ιντρόνια 
του γονιδίου και παρουσιάζουν μέγεθος 11,648 bp 
και 5,019 bp, αντίστοιχα.

Η ανάλυση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των 
κλωνοποιημένων περιοριστικών θραυσμάτων των 
φαγικών κλώνων και των προϊόντων των 
αντιδράσεων PCR και η σύγκρισή τους με το 
διαθέσιμο cDNA κλώνο της ακετυλοχολινεστεράσης 
του δάκου αποκάλυψε την οργάνωση του γονιδίου.

Ο πίνακας συσχέτισης σημείων (Dot plot) είναι 
μια γραφική αναπαράσταση της σχέσης δύο 
αλληλουχιών. Κάθε κουκίδα απεικονίζει μια θέση 
στην οποία η αλληλουχία των δύο γονιδίων είναι 
όμοια. Εάν δύο αλληλουχίες είναι πανομοιότυπες, οι 
κουκκίδες σχηματίζουν μια γραμμή με κλίση 45°. Η 
γραμμή διακόπτεται στις περιοχές όπου δεν υπάρχει 
ομοιότητα και μετατοπίζεται πλευρικά ή κάθετα, έξω 
από τη διαγώνιο, στις περιοχές όπου υπάρχουν 
ελλείμματα ή προσθήκες στις δύο συγγενικές 
αλληλουχίες. Έτσι, στη σύγκριση των κλώνων με το

Εικόνα 3-13: Πίνακες συσχέτισης σημείων (Dot-plot) των υποκλώνων των απομονωμένων γονιδιωματικών φαγικών 
κλώνων και του cDNA της ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου, όπως προκύπτει από το πρόγραμμα μοριακής ανάλυσης 
Omiga 2.0 (Oxford Molecular Ltd.). Α. Η ομοιότητα μεταξύ του κλώνου <pBoace2 και του cDNA αντιστοιχεί στο εξόνιο 2 του 
γονιδίου της ακετυλοχολινεστεράσης, Β. Η ομοιότητα μεταξύ του κλώνου <pBoace3-5 και του cDNA αντιστοιχεί στο εξόνια 
3,4,5, Γ. η ομοιότητα μεταξύ του κλώνου <pBoace7 και του cDNA αντιστοιχεί στο εξόνιο 7 και Δ. η ομοιότητα μεταξύ του 
κλώνου <pBoace9 και του cDNA αντιστοιχεί στο εξόνιο 9.
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cDNA οι κουκκίδες αντιστοιχούν σε περιοχές εξονίων 
ενώ η ανυπαρξία κουκκίδων υποδεικνύουν περιοχές 
ιντρονίων. Χαρακτηριστικός είναι ο πίνακας 
συσχέτισης σημείων του κλώνου φBoace3-5, όπου 
διακρίνονται τρία εξόνια και τα ενδιάμεσα ιντρόνια 
(Εικόνα 3-13).

Κατά συνέπεια, το γονίδιο της 
ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου οργανώνεται σε 
δέκα εξόνια και εννιά ιντρόνια με το ανοιχτό 
αναγνωστικό πλαίσιο (ORF) να διακόπτεται από τα 
ιντρόνια δύο έως εννέα. Το σημείο έναρξης της 
μετάφρασης ATG εντοπίζεται στο εξόνιο ΙΙ, με τη 
γειτονική νουκλεοτιδική του αλληλουχία να μην 
παρουσιάζει ομολογία με τις συντηρητικές 
αλληλουχίες έναρξης της μετάφρασης των 
ευκαρυωτών (GCCPuCCAUGG) (Kozak, 1984; 
Kozak et al., 1991) ή της Drosophila 
(C/A.AA.A/C.AUGG) (Cavener, 1987) αλλά να 
διατηρεί την ύπαρξη των συντηρημένων πουρινών 
στις θέσεις -3 και +4: TTAGCATGGC. Το εξόνιο ΙΙ 
έχει μήκος τουλάχιστον 761 bp, εκ των οποίων οι 
374 bp βρίσκονται καθοδικά του σημείου έναρξης 
της μετάφρασης ATG, ενώ οι υπόλοιπες 387 bp, οι 
οποίες προσδιορίστηκαν από το προϊόν της 5' 
RACE-PCR, συναντώνται ανοδικά του σημείου 
έναρξης της μετάφρασης ATG.

Η ομοπαράθεση του προϊόντος της 5' RACE 
PCR και του γονιδιωματικού φαγικού κλώνου 
φBoace2 (Εικόνα 3-14) κατέδειξε ότι αυτό αποτελεί 
εξ ολοκλήρου τμήμα του εξονίου ΙΙ χωρίς να 
παρεμβάλλεται κάποιο ιντρόνιο. Η διερεύνηση όμως 
της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του υπόλοιπου 
τμήματος του υποκλωνοποιημένου θραύσματος του 
βακτηριοφάγου φBoace2 δεν αποκάλυψε 
χαρακτηριστικές αλληλουχίες του υποκινητή είτε 
πιθανές θέσεις έναρξης της μεταγραφής. Αντίθετα, η 
διερεύνηση με υπολογιστικά προγράμματα 
(http://www.fruitfly.org/cqi-bin/seq tools/splice.pl) 
πιθανής θέσης ματίσματος ανάμεσα στο πρώτο 
ιντρόνιο και το δεύτερο εξόνιο παρουσίασε μία 
πιθανή θέση στη -708 bp (+1 το σημείο έναρξης της 
μετάφρασης ATG) ή στη 501 bp (+1 η έναρξη της 
αλληλουχίας του κλώνου φBoace2). Επομένως, είναι 
πιθανόν οι πρώτες 500 βάσεις να αποτελούν μέρος 
του ιντρονίου 1, εφόσον δε βρέθηκε κάποιο σημείο

δότης, ώστε να είναι δυνατή η υπόθεση ότι ο κλώνος 
φBoace2 περιέχει και το εξόνιο Ι.

Εικόνα 3-14: Πίνακας συσχέτισης σημείων (Dot-plot) του 
υποκλώνου του βακτηριοφάγου <pBoace2 και του προϊόντος της 5' 
RACE-PCR. Η ομοιότητα μεταξύ των δύο αλληλουχιών 
υποδεικνύει ότι δεν παρεμβάλλεται ιντρόνιο στην αλληλουχία του 
προϊόντος της 5' RACE-PCR και ότι αυτή αποτελεί μέρος του 
εξονίου ΙΙ του γονιδίου της ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου.

Τα αποτελέσματα οδηγούν στο συμπέρασμα ότι 
υπάρχει μια αρκετά μεγάλη ιντρονιακή περιοχή στην 
5'- μη κωδική περιοχή του cDNA που δυσκόλευε την 
απομόνωση γενωμικών κλώνων που να περιέχουν 
τον υποκινητή του γονιδίου, όπως συνέβη και στη D. 
melanogaster και το κουνούπι Aedes aegypti 
(Fournier et al.. 1989; Mori et al.. 2007). Το εξόνιο ΙΙ 
περιέχει επίσης και το εκκριτικό πεπτίδιο.

Το εξόνιο ΙΙΙ έχει μέγεθος 139 bp και 
περιλαμβάνει τα έξι πρώτα αμινοξέα του υδροφιλικού 
πεπτιδίου, το οποίο είναι υπεύθυνο για το 
διαχωρισμό του πρόδρομου μορίου σε δύο 
υπομονάδες. Το εξόνιο IV έχει μέγεθος 537 bp και 
περιλαμβάνει τη σερίνη της καταλυτικής τριάδας 
καθώς και τμήμα της θέσης πρόσδεσης του 
υποστρώματος (202-204 aa. 289-291 aa. 294 aa. 
binding pocket). Το εξόνιο V έχει μήκος 208 bp και 
περιέχει ως τελευταίο αμινοξύ τη γλουταμίνη της 
καταλυτικής τριάδας. Το εξόνιο VI έχει μήκος 143 bp 
και περιλαμβάνει τμήμα της θέσης πρόσδεσης του 
υποστρώματος (448 aa, 452-453 aa. binding 
pocket). Το εξόνιο VII έχει μήκος 150 bp και περιέχει 
τη βαλίνη V487, η οποία επίσης συμμετέχει στο 
θυλάκιο σύνδεσης. Το εξόνιο VIII έχει μήκος 164 bp 
και περιλαμβάνει το τρίτο αμινοξύ της καταλυτικής 
τριάδας, την ιστιδίνη και τα δύο τελευταία αμινοξέα.
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τη γλυκίνη G533 και την ισολευκίνη I536 που 
συμμετέχουν στο binding pocket. Το εξόνιο ΙΧ έχει 
μήκος 164 bp, ενώ το εξόνιο Χ 143 bp (μέχρι το 
κωδικόνιο λήξης) και περιλαμβάνει το πεπτίδιο το 
οποίο αποκόπτεται και αντικαθίσταται από GPI 
άγκυρα (Εικόνα 3-15).

Γονιδιακός τόπος ακετυλοχολινεστεράσης
Εξόνιο 1 Θέση (nt) || Μέγεθος (bp) || Ιντρόνιο Μέγεθος(bp)
εξόνιο 1 ιντρόνιο 1

εξόνιο 2 (ΑΤ6) 1-374 374 ιντρόνιο 2 -  12,000
εξόνιο 3 375-513 139 ιντρόνιο 3 137
εξόνιο 4 514-1050 537 ιντρόνιο 4 643
εξόνιο 5 1051-1258 208 ιντρόνιο 5 >2,000
εξόνιο 6 1259-1401 143 ιντρόνιο 6 -10,000
εξόνιο 7 1402-1551 150 ιντρόνιο 7 -14,000
εξόνιο 8 1552-1715 164 ιντρόνιο 8 -8,000
εξόνιο 9 1716-1879 164 ιντρόνιο 9 -10,000

εξόνιο 10(ΤΑΑ) 1880-2022 143
* upstream (from 

5 'RACE PCR)
-1 - -387 387

’ upstream (from 
ipBoace2)

-388--1207 820

Εικόνα 3-15: Μεγέθη ιντρονίων και εξονίων του γονιδίου της 
ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου. Με * υποδεικνύονται τα 
τμήματα που απομονώθηκαν με 5' RACE PCR και από το φαγικό 
κλώνο <pBoace2. Η αρίθμηση των νουκλεοτιδίων είναι με βάση το 
cDNA της πρωτεΐνης όπου το +1 εντοπίζεται στο κωδικόνιο 
έναρξης και το +2022 στο κωδικόνιο λήξης της μετάφρασης.

ΙΝΤΡΟΝΙΑ

Το μέγεθος των μεγάλων ιντρονίων 
προσδιορίστηκε κατά προσέγγιση από το μέγεθος 
των προϊόντων των αντιδράσεων PCR μεγάλου 
μήκους. Οι θέσεις των ιντρονίων αντιστοιχούν

πλήρως στις θέσεις των ιντρονίων της D. 
melanogaster (Fournier et al., 1989), το δε μέγεθός 
τους κυμαίνεται από 137 bp έως τουλάχιστον 12,000 
bp. Οι θέσεις ματίσματος των ιντρονίων δύο έως 
εννέα εντοπίζονται μετά τα νουκλεοτίδια 374, 513, 
1050, 1258, 1401, 1551, 1715 και 1879 του cDNA 
κλώνου της ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου. Τα 
εννέα ζευγάρια των θέσεων δότη και δέκτη 
υπακούουν τον GT-AG κανόνα του Breathnach 
(1978). Στη θέση δότη διατηρείται η αλληλουχία 
G,T,(A/G),A,G ενώ η θέση δέκτη παρουσιάζει μία 
περιοχή πλούσια σε πυριμιδίνες (στα νουκλεοτίδια 
από -3 έως -10), στην οποία μάλιστα δε συναντάται 
AG. Όλα τα ιντρόνια ακολουθούν την προτεινόμενη 
αλληλουχία διακλάδωσης YTNAN των Keller & Noon 
(1985). Τέσσερα ιντρόνια είναι φάσης 0, δηλαδή 
διακόπτουν το μάτισμα στο τέλος του κωδικονίου, 
δύο ιντρόνια είναι φάσης Ι, δηλαδή διακόπτουν 
κωδικόνια μετά το πρώτο νουκλεοτίδιο της 
τριπλέτας, ενώ υπάρχουν δύο ιντρόνια φάσης ΙΙ, 
δηλαδή διακόπτουν κωδικόνια μετά το δεύτερο 
νουκλεοτίδιο της τριπλέτας (Εικόνα 3-16).

Επιπλέον, αναζήτηση στην τράπεζα δεδομένων 
EMBL για τον εντοπισμό ομολογιών με τις μη 
κωδικές περιοχές των γονιδίων, αποκάλυψε την 
ύπαρξη ενός τμήματος RNA ιού στο ιντρόνιο 2, ενός 
τμήματος του μεταθετού στοιχείου P της D. 
sturtevanti στο ιντρόνιο 4 και ενός τμήματος του 
μεταθετού mariner του B. tryoni στο ιντρόνιο 5.

Η μοριακή οργάνωση της ακετυλοχολινεστεράσης 
του δάκου φαίνεται στην Εικόνα 3-17.

Εικόνα 3-16: Ανάλυση των θέσεων δότη και δέκτη και της φάσης των ιντρονίων της ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου. Στη στήλη 
Δέκτης με έντονα γράμματα και υπογράμμιση υποδεικνύεται το πιθανό σημείο διακλάδωσης του κάθε ιντρονίου, ενώ η απλή 
υπογράμμιση νουκλεοτιδίων στις στήλες Δότης και Δέκτης υποδεικνύει τα συντηρημένα νουκλεοτίδια που συμμετέχουν στο μάτισμα.
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ip B o a c c 3 -5 <pBoace9<pBoace2 ip B o a c e /

I I I  I V  V V I  V I I  V I I I  I X

I 2 1 4 V 5 4 8 8 5 A 3 Q

Κωδικη περιοχή πρωτεΐνης Εκκριτικο πεπτίδιο Απομονωμένοι φαγικοι κλώνοι

h  Υδροφοβο πεπτίδιο που αντικαθίσταται απο GPI άγκυράΕξονιο

Υδροφιλικο πεπτίδιο υπευθυνο για το διαχωρισμό των δυο υπομοναδων5'Kai3 'UTR περιοχές

Εικόνα 3-17: Σχηματικός χάρτης της μοριακής οργάνωσης του γενετικού τόπου της ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου. Το γονίδιο 
αποτελείται από δέκα εξόνια και εννέα ιντρόνια. Το πρόδρομο μόριο παρουσιάζει ένα εκκριτικό πεπτίδιο, ένα υδροφιλικό πεπτίδιο και 
ένα καρβοξυτελικό υδρόφοβο πεπτίδιο. Στην ώριμη πρωτεΐνη το εκκριτικό πεπτίδιο αποκόπτεται, το υδροφιλικό πεπτίδιο δίνει τις 
υπομονάδες P1 (18 kDa πολυπεπτίδιο) και P2 (55 kDa πολυπεπτίδιο) ενώ το καρβοξυτελικό υδρόφοβο πεπτίδιο αποκόπτεται και 
αντικαθίσταται με GPI άγκυρα. Απομονώθηκαν 4 γονιδιωματικοί φαγικοί κλώνοι, οι οποίοι αντιστοιχούν σε γονιδιωματική περιοχή της 
ακετυλοχολινεστεράσης. Με * υποδηλώνονται οι τρεις μεταλλάξεις που σχετίζονται με την ανθεκτικότητα.

3. IN SILICO ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΟΥ ΕΝΖΥΜΟΥ ΤΗΣ 
ΑΚΕΤΥΛΟΧΟΛΙΝΕΣΤΕΡΑΣΗΣ ΤΟΥ ΔΑΚΟΥ

Ο διαθέσιμος cDNA κλώνος της ακετυλοχολινε­
στεράσης του δάκου παρουσιάζει ένα ανοιχτό 
πλαίσιο ανάγνωσης 2022 bp, το οποίο είναι 
υπεύθυνο για την κωδικοποίηση μιας πρωτεΐνης 673 
αμινοξέων (Vontas et al., 2002). Καθώς ο σκοπός 
της απομόνωσης του συγκεκριμένου κλώνου ήταν ο 
προσδιορισμός της κωδικοποιούσας αλληλουχίας 
του γονιδίου ώστε να μελετηθεί το φαινόμενο της 
ανθεκτικότητας, οι διαθέσιμες πληροφορίες της 
πρωτεΐνης αφορούν συγκεκριμένες αντικαταστάσεις 
αμινοξέων (μεταλλάξεις) και τον πιθανό ρόλο τους. 
Έτσι, θεωρήθηκε ενδιαφέρον η παρούσα ανάλυση 
του γονιδιακού τόπου της ακετυλοχολινεστεράσης 
του δάκου να συνοδευτεί με την ανάλυση των 
βασικών χαρακτηριστικών της πρωτεΐνης που 
κωδικοποιεί, εφόσον αυτά δεν έχουν καταγραφεί στη 
διεθνή βιβλιογραφία.

Η διερεύνηση των βασικών χαρακτηριστικών 
της πρωτεΐνης πραγματοποιήθηκε μέσω 
προγραμμάτων βιοπληροφορικής και κυρίως με τη 
χρήση του “Σύστημα Εξειδικευμένης Ανάλυσης

Πρωτεϊνών” (www.expasy.org), το οποίο διαθέτει 
μηχανές αναζήτησης και εύρεσης πληροφοριών 
σχετικά με την πρωτεομική. Το θεωρητικό μοριακό 
βάρος (MW) του πρόδρομου μορίου της 
ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου προσδιορίστηκε 
σε 74,604.4 kDa και το θεωρητικό ισοηλεκτρικό 
σημείο (pI), δηλαδή η τιμή του pH στην οποία το 
μόριο της πρωτεΐνης είναι ηλεκτρικά ουδέτερο, σε 
5.97. Παρόμοιες τιμές παρουσιάζει και η πρωτεΐνη 
της Drosophila melanogaster.

Η δημιουργία του υδροφοβικού προφίλ της 
ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου, που 
πραγματοποιήθηκε με το πρόγραμμα μοριακής 
ανάλυσης Omiga 2.0, επιβεβαίωσε τρία βασικά 
γνωρίσματα του ενζύμου: την ύπαρξη σηματοδοτικής 
αλληλουχίας (συναντάται στην ακετυλοχολινεστε- 
ράση όλων των οργανισμών), το διαχωρισμό του 
πρόδρομου μορίου σε δύο υπομονάδες 
(πραγματοποιείται κυρίως σε έντομα) και την 
προσθήκη GPI άγκυρας (κυρίως σε έντομα). Η 
ανάλυση της αμινοξικής αλληλουχίας σύμφωνα με 
τον αλγόριθμο των Kyte & Doolittle (1982) περί 
υδροφοβικότητας αποκάλυψε ότι η πρωτεΐνη διαθέτει 
δύο περιοχές με υψηλή υδροφοβικότητα και μία 
περιοχή υψηλής υδροφιλικότητας (Εικόνα 3-18).
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Εικόνα 3-18: Προφίλ υδροφοβικότητας της αμινοξικής ακολουθίας της ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου όπως προκύπτει 
από το πρόγραμμα Omiga 2.0 (Oxford Molecular Ltd). Οι θετικές τιμές του άξονα Υ υποδεικνύουν την υδροφοβικότητα της 
πρωτεΐνης, ενώ αντίθετα οι αρνητικές τιμές την υδροφιλικότητα. Το εκκριτικό πεπτίδιο, το υδροφιλικό πεπτίδιο υπεύθυνο για το 
διαχωρισμό των δύο υπομονάδων (18 kDa, 55 kDa) και το καρβοξυτελικό υδρόφοβο πεπτίδιο που σηματοδοτεί την προσθήκη 
GPI άγκυρας υποδεικνύονται με τις λευκές περιοχές. Το γράφημα έγινε με τη μέθοδο των Kyte & Doolittle (1982).

Η π ρώ τη π ερ ιοχή  υψ ηλής υδροφ οβ ικότητα ς 

εντοπ ίζετα ι στο α μ ινοτελ ικό  άκρο της π ρω τεΐνης  και 

α ντιπ ροσω π εύει τη σ ηματοδοτική  της αλληλουχ ία  

(von H eijne, 1983). Η δεύτερη π ερ ιοχή  εντοπ ίζετα ι 

στο κα ρβοξυτελ ικό  άκρο, το οποίο υπ όκειτα ι σε μετα- 

μεταφ ρασ τικές  τροπ οπ ο ιήσ ε ις  στο ενδοπ λασ μα τικό  

δ ίκτυο του κυττάρου και α ντιπ ροσ ω π εύει το τμήμα 

της π ρω τεΐνης  που απ οκόπ τετα ι και α ντικα θ ίσ τα τα ι 

απ ό GPI άγκυρα . Στο α μ ινοτελ ικό  άκρο  της 

π ρω τεΐνης  εντοπ ίζετα ι επ ίσ ης  η π ερ ιοχή  υψ ηλής 

υδροφ ιλ ικότητας, η οπ ο ία  α π οτελε ί το υπ εύθυνο 

π επ τίδ ιο  γ ια  το δ ιαχω ρ ισμ ό  του π ρόδρομου  μορίου 

σε δύο υπ ομονάδες. Η έλλειψ η της α ντίσ το ιχης  

π ερ ιοχής (148-180  aa) στο μόριο της D.
melanogaster ε ίχε  ω ς α π οτέλεσ μ α  την  α ναστολή  του 

σ χηματισ μού  τω ν δύο υπ ομονά δω ν τω ν 18 kD a και 

55 kD a (M utero  & Fourn ie r, 1992). Ο δ ιαχω ρ ισμ ός 

του π ρόδρομ ου  μορίου σε δύο υπ ομονά δες α π οτελε ί 

υψ ηλά  συντηρημ ένο  χαρ ακτηρ ισ τικό  στα  έντομα. 

Β ιοχημ ικά  α π οτελέσ μ ατα  της α κετυ λοχολ ινεσ τε­

ράσης της Musca domestica (S tee le  & Sm allm an, 

1976) και ανάλυση της α λληλουχ ίας του Anopheles 
stephensi (H all & M alcom , 1991) επ ιβ εβ α ίω σ α ν  ότι 

π ρά γμα τι δύο υπ ομονά δες σ υν ισ τούν  το ώ ριμο 

μόριο.

Επ ιπ λέον, μέσω  του υπ ολογ ισ τικού  π ρ ο γρ ά μ ­

ματος S igna l P (version 3.0) π ροσ δ ιορ ίσ τηκε η 

α κρ ιβής αλληλουχ ία  η οπ ο ία  α π οτελε ί το

σηματοδοτικό  π επ τίδ ιο  της π ρω τεΐνης . Το 

π ρόγρα μμα  π ροβλέπ ει τα α μ ινοξέα  π ου α π α ρ τίζο υν  

τη σηματοδοτική  α λληλουχ ία  βασ ιζόμενο  σε ένα 

σ υνδυασ μό  δ ιά φ ορ ω ν μοντέλω ν τεχνητώ ν 

νευ ρ ω ν ικώ ν δ ικτύω ν και κρυφού μοντέλου  M arkov. 

Το γραφ ικό  α π οτέλεσ μ α  (graph ica l ou tpu t) του 

π ρογρά μ μ α τος  π ερ ιλα μβά νει τρεις δ ιαφ ορετικές  τιμές 

π ρόβλεψ ης C, S και Υ  γ ια  τη σηματοδοτική  

αλληλουχ ία . Η τιμή S α ναφ έρετα ι στη θέση κάθε 

α μ ινοξέος  σ τη ν  υπ οβληθείσ α  α κολου θ ία  και υψ ηλές 

τιμές δ ε ίχνο υν  ότι το α ντίσ το ιχο  αμ ινοξύ  α π οτελε ί 

μέρος της σ ηματοδοτικής α λληλουχ ίας, ενώ  αντίθετα  

τα α μ ινοξέα  με χα μ ηλές  τιμές α π ο τελο ύ ν  μέρος της 

ώ ρ ιμ ης π ρω τεΐνης . Η τιμή C καταδεικνύει το σημείο  

κοπ ής της σ ηματοδοτικής α λληλουχ ίας, ενώ  η τιμή Υ, 

η οπ ο ία  π ροκύπ τει απ ό το σ υνδυασ μό  τω ν τιμώ ν S 

και C, λε ιτου ργε ί ω ς επ ιβεβα ίω σή  τους. Η θέση 

κοπ ής της α λληλου χ ία ς  που ορ ίζετα ι απ ό την τιμή Υ  

εντοπ ίζετα ι στο σημείο  όπου π α ρουσ ιάζει 

τα υτόχρονα  υψ ηλή τιμή C και απ ότομη  κλίση της 

καμπ ύλης της τιμής S.

Ε π ομένω ς, με βάση τις τιμές C, S και Υ, η 

α κετυλοχολ ινεσ τεράσ η  του δάκου φέρει μια 

σ ηματοδοτική  α λληλουχ ία  55 α μ ινο ξέω ν  και το 

π ρώ το  αμ ινοξύ  της ώ ρ ιμ ης π ρω τεΐνης  είνα ι η βαλίνη 

στη θέση 56 (Ε ικόνα  3-19). Βαλίνη (V  39) απ οτελε ί, 

επ ίσης, το π ρώ το  αμ ινοξύ  και σ τη ν  ώ ριμη π ρω τεΐνη  

της Drosophila melanogaster (H aas et al., 1988).
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Εικόνα 3-19: Γραφική παράσταση του πιθανού εκκριτικού 
πεπτιδίου της αμινοξικής ακολουθίας της ακετυλοχολινεστεράσης 
του δάκου από το πρόγραμμα Signal P (Nielsen et al., 1997; 
Bendtsen et al., 2004). Το σημείο όπου οι τιμές πρόβλεψης C και 
Υ εμφανίζουν συγχρόνως την υψηλότερη τιμή και ταυτόχρονα η 
κλίση της καμπύλης της τιμής S είναι απότομη, αντιστοιχεί στο 
σημείο μέγιστης πιθανότητας να πραγματοποιείται ο διαχωρισμός 
του εκκριτικού πεπτιδίου από την ώριμη πρωτεΐνη

Αναγνωρίστηκε, επίσης, ο ρόλος των 8 
κυστεϊνών που απαντώνται στο ένζυμο του δάκου. 
Με τη βοήθεια του υπολογιστικού προγράμματος 
DISULFIND (http://disulfind.dsi.unifi.it.), το οποίο 
προβλέπει την ύπαρξη δισουλφιδικών δεσμών 
χρησιμοποιώντας ένα δυαδικό ταξινομητή SVM, 
προσδιορίστηκαν τρεις δισουλφιδικές γέφυρες στο 
μόριο της ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου. Οι 
δισουλφιδικές γέφυρες κατέχουν βασικό ρόλο στη

σταθεροποίηση των πρωτεϊνών κατά τη διαδικασία 
αναδίπλωσής τους και η γνώση τους αποτελεί 
σημαντικό εργαλείο στη μελέτη των δομικών και 
λειτουργικών τους ιδιοτήτων.

Η πιθανότητα μια κυστεΐνη να συμμετέχει στο 
σχηματισμό δισουλφιδικής γέφυρας εξαρτάται από 
τις τιμές που υπολογίζει το πρόγραμμα για τις 
παραμέτρους DB_state (disulfide bonding state) και 
DB_conf (confidence of disulfide bonding state 
prediction). Συγκεκριμένα, αν DB_state=1 η κυστεΐνη 
συμμετέχει σε δισουλφιδικό δεσμό ενώ αν 
DB_state=0 δεν συμμετέχει. Οι τιμές της 
παραμέτρου DB_conf κυμαίνονται από 0 έως 9, με 
την τιμή 0 να αντιστοιχεί σε χαμηλό επίπεδο 
εμπιστοσύνης και, αντίθετα, τιμή 9 σε υψηλό. 
Συνεπώς, σύμφωνα με τις τιμές του προγράμματος, 
η πρωτεΐνη εμφανίζει τρεις δισουλφιδικές γέφυρες 
μεταξύ των κυστεϊνών 121 και 148, 344 και 359, και 
494 και 612 (Εικόνα 3-20).

Η ομοπαράθεση των αμινοξικών αλληλουχιών 
του δάκου και της D. melanogaster κατέδειξε ότι οι 
συγκεκριμένες κυστεΐνες εντοπίζονται σε 
συντηρημένες θέσεις και μάλιστα οι αντίστοιχες 
γέφυρες περιέχουν τον ίδιο αριθμό αμινοξέων. 
Ακόμη, τα προφίλ των δισουλφιδικών δεσμών του

Εικόνα 3-20: Πρόβλεψη των πιθανών 
κατάλοιπων κυστεΐνης της αμινοξικής 
ακολουθίας της ακετυλοχολινε- 
στεράσης του δάκου που συμμετέχουν 
σε δισουλφιδικές γέφυρες από
πρόγραμμα DISOULFIND (Vullo & 
Frasconi, 2004). Οι κυστεΐνες που 
εμφανίζουν τιμή 1 στην παράμετρο 
DB_state συμμετέχουν στις δισουλφ- 
ιδικές γέφυρες που απεικονίζονται με 
τη μεταξύ σύνδεση αυτών των 
κυστεϊνών.
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Torpedo (M acP hee-Q u ig ley  et al., 1985) και της 

α νθρ ώ π ινης  β ου τυροχολ ινεσ τερά σ ης (Lockridge  et 

al., 1987) π α ρ ο υσ ία σ α ν  π α νομο ιό τυπ ες  

δευτεροταγείς  δομές, με τρεις βρόχους που 

π ερ ιέχο υ ν  κυστε ίνες σ τις  ίδ ιες συντηρημ ένες θέσεις  

και με τον  ίδ ιο αρ ιθμό  α μ ινο ξέω ν  σε κάθε βρόχο. Η 

συντήρηση τω ν δ ισ ου λφ ιδ ικώ ν  γεφ υ ρ ώ ν στο μόριο 

της α κετυ λοχολ ινεσ τερ ά σ ης επ ιτρέπ ει τη δ ιατύπ ω ση 

της υπ όθεσ ης ότι π ιθ α νό ν  και η π ρω τεΐνη  του δάκου 

να  π α ρουσ ιάζε ι την  ίδ ια  π τύχω ση με της D. 
melanogaster και του Torpedo. Οι υπ όλο ιπ ες δύο 

κυστε ίνες (342 και 629) οι οπ ο ίες  δ εν  σ υμ μ ετέχου ν  

σ τις  δ ισουλφ ιδ ικές  γέφ υρες χαρ ακτηρ ίζοντα ι ως 

ελεύθερες, με την  κυστείνη  629 να  συμμετέχε ι στο 

σχηματισμό  τω ν δ ιμερώ ν. Ο ι συγκεκρ ιμένες 

κυστε ίνες ενώ  δ εν  π α ρ ουσ ιά ζουν  σ υντήρησ η μεταξύ 

της ο ικογένε ιας τω ν χολ ινεσ τερα σώ ν, εντοπ ίζοντα ι 

στις ίδ ιες θέσεις  σ τη ν  π ρω τείνη  της D. melanogaster 
και του δάκου.

Μ ελετήθηκε, επ ίσης, η συχνότητα  χρήσ ης τω ν 

κω δ ικον ίω ν  του ενζύμου  με τη βοήθεια  του 

π ρογρά μ μ α τος  G raph ica l C odon U sage A na lyse r 

(G C U A ) (h ttp ://g cua .sch o e d l.d e /). Ό π ω ς είνα ι 

γνω στό ο γενετικός κώ δ ικας είνα ι εκφ υλ ισ μένος. 

Δ ηλαδή  κάθε αμ ινοξύ, με εξα ίρεσ η  τη μεθειον ίνη  και 

την τρυπ τοφ άνη, κω δ ικοπ ο ιε ίτα ι απ ό δύο μέχρι και 

έξ ι δ ιαφ ορετικά  κω δ ικόν ια  (συνώ νυμα), με 

α π οτέλεσμ α  δ ια φ ο ρ ετικο ί ο ρ γα ν ισ μ ο ί να 

π α ρ ουσ ιά ζουν  δ ια φ ορετικά  π ρότυπ α  χρήσ ης 

κω δ ικον ίω ν  μεταξύ τους (λόγω  π ο ικ ίλω ν  εξελ ικ τ ικώ ν  

δυνάμεω ν, μεταλλάξεω ν, επ ιλογής). Γεν ικότερα  

όμω ς ισχύει ότι κάθε ορ γα ν ισ μός π α ρουσ ιάζε ι ένα  

χαρ ακτηρ ισ τικό  π ρότυπ ο χρήσ ης κω δ ικον ίω ν που 

δ ιατηρείτα ι σ τα  π ερ ισ σ ότερα  γον ίδ ιά  του, καθώ ς και 

ότι συγγενε ίς  ορ γα ν ισ μ ο ί π α ρ ουσ ιά ζουν  ομο ιότητα  

σ τη ν  επ ιλογή  τω ν κω δικονίω ν. Σκοπ ός της 

σ υγκεκρ ιμένης α νάλυσης α π οτέλεσ ε η δ ιερεύνηση 

του κατά  π όσ ο το π ρότυπ ο της 

α κετυ λοχολ ινεσ τερά σ ης του δάκου α κολο υ θ ε ί το 

π ρότυπ ο  χρήσ ης τω ν κω δ ικον ίω ν του εντόμου, αλλά  

και το α ν  οι α κετυ λοχολ ινεσ τερά σ ες  τω ν  δ ια φ όρ ω ν 

οργα ν ισ μώ ν α κολο υ θ ο ύν  το ίδ ιο  π ρότυπ ο.

Το π ρόγρα μμα  G C U A  κάνει χρήση της βάσης 

δ εδομ ένω ν C odon U sage D atabase, σ την  οπ ο ία  

είνα ι κα τατεθειμένο ι π ίνακες με τις συχνότητες

χρήσ ης τω ν κω δ ικον ίω ν στο γον ιδ ίω μα  δ ιαφ όρω ν 

οργαν ισμώ ν. Η σύγκρ ιση  μ ιας υπ οβληθείσ ας 

α μ ινοξ ικής  ακολουθ ίας με τον π ίνακα  χρήσ ης 

κω δ ικον ιώ ν  του ίδ ιου ή δ ιαφ ορετικού  οργαν ισμού  

π α ρέχε ι ένα  γρά φ ημα  όπ ου η συχνότητα  χρήσ ης του 

κάθε κω δ ικον ίου  της π ρω τεΐνης  σ υγκρ ίνετα ι με τη 

συχνότητα  χρήσ ης του ίδ ιου κω δ ικον ίου  σ τον  

επ ιλεγμένο  οργανισμό. Α ρχ ικά , π ροσ δ ιορ ίσ τηκε το 

π ρότυπ ο  της συχνότητας χρήσ ης τω ν κω δ ικον ίω ν 

κάθε α μ ινοξέος  της α κετυλοχολ ινεσ τερ ά σ ης του 

δάκου σε σχέση με τον  ίδιο.

Η Ε ικόνα  3-21 π α ρουσ ιάζε ι τη σχετική 

π ροσ α ρμ οσ τικό τη τα  του κάθε κω δικονίου . Στο 

κω δ ικόν ιο  με τη μεγαλύτερη  σ υχνότητα  εμφ ά ν ισ ης 

δ ίδετα ι η τιμή 100 και όλα  τα υπ όλο ιπ α  

π α ρουσ ιάζοντα ι σ υγκρ ιτ ικά  με τη μέγιστη αυτή τιμή. 

Ό π ω ς φα ίνετα ι, η α κετυλοχολ ινεσ τεράσ η  α κολουθεί 

το π ρότυπ ο χρήσ ης τω ν κω δ ικον ίω ν  του δάκου με 

μόνη αξιοσημ είω τη  δ ιαφ ορά  το αμ ινοξύ  της ιστιδ ίνης, 

όπου ενώ  στο γον ιδ ίω μα  του δάκου τα δύο 

κω δ ικόν ιά  του εμ φ α ν ίζοντα ι με την  ίδια, π ερ ίπ ου, 

σ υχνότητα , σ τη ν  α κετυλοχολ ινεσ τεράσ η  π ροτιμάτα ι 

το C AC.

Ε π ιπ λέον, η σύγκρ ιση του π ροτύπ ου  τω ν 

κω δ ικον ίω ν  της α κετυ λοχολ ινεσ τέρ α σ ης του δάκου 

με το α ντίσ το ιχο  π ρότυπ ο  ά λλω ν  εντό μ ω ν αλλά  και 

σ π ονδυ λω τώ ν ορ γα ν ισ μ ώ ν επ ιβ εβ α ίω σ ε τον 

ισχυρ ισμό  ότι συγγενε ίς  ορ γα ν ισ μ ο ί π α ρ ουσ ιά ζουν  

ομο ιό τητα  σ τη ν  επ ιλογή  τω ν κω δ ικον ίω ν  τους 

(Ε ικόνα  3-22). Τ α  Bactrocera oleae, Ceratitis 
capitata και Bactrocera dorsalis α κολο υ θ ο ύν  την  ίδια 

επ ιλογή  κω δ ικον ίω ν μεταξύ τους για  τα π ερ ισ σ ότερα  

α μ ινοξέα , όπ ω ς α ντίσ το ιχα  και τα Homo sapiens και 

Mus musculus. Το  δ ιάγρα μμα  δ ιαχω ρ ίζει εμ φ α νώ ς τα 

έντομα  απ ό τους σ π ονδυλω τούς οργαν ισμούς. 

Π αρόλα  α υτά  οι δ ιαφ ορές δε θα μ π ορούσ αν να 

υπ οσ τηρ ίξου ν  το ν  ισχυρ ισμό  ότι π ρόκε ιτα ι για 

δ ιαφ ορετικές  α μ ινοξ ικές  α κολουθ ίες . Η συντήρηση 

που π α ρουσ ιάζε ι η π ρω τείνη  μεταξύ τω ν 

οργαν ισμώ ν, όπ ω ς φ ά νηκε απ ό τις π ροηγούμενες 

α ναλύσεις , εξα κο λο υ θ ε ί να  δ ιαφ α ίνετα ι και με τη 

σύγκρ ιση  τω ν  κω δικονίω ν, ίσω ς όμω ς σε μ ικρότερο 

βαθμό.
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Εικόνα 3-21: Συχνότητα χρήσης των κωδικονίων του δάκου στο γονίδιο της ακετυλοχολινεστεράσης και στο 
γονιδίωμά του με το πρόγραμμα Graphical Codon Usage Analyser (Fuhrmann et al., 2004). Τα αμινοξέα και 
τα κωδικόνιά τους εμφανίζονται στον άξονα X, ενώ στον άξονα Υ εμφανίζεται η σχετική προσαρμοστικότητα 
του κάθε κωδικονίου. Το ανοιχτό πράσινο αντιστοιχεί στην ace ενώ το σκούρο στο γονιδίωμα.

Εικόνα 3-22: Συχνότητα χρήσης των κωδικονίων του δάκου και άλλων οργανισμών (εντόμων και 
σπονδυλωτών) στο γονίδιο της ακετυλοχολινεστεράσης με το πρόγραμμα Graphical Codon Usage Analyser 
(Fuhrmann et al., 2004). Τα αμινοξέα και τα κωδικόνιά τους εμφανίζονται στον άξονα X, ενώ στον άξονα Υ 
εμφανίζεται η σχετική προσαρμοστικότητα του κάθε κωδικονίου. Πράσινη στήλη: Β. oleae, Κίτρινη στήλη: Β. 
dorsalis, Πορτοκαλί στήλη: C. capitata, Ανοιχτή γαλάζια στήλη: Η. sapiens, Σκούρη Μωβ στήλη: Μ. musculus.
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Τέλος με τη βοήθεια προγραμμάτων 
βιοπληροφορικής προβλέφθηκαν οι θέσεις μετα- 
μεταφραστικών τροποποιήσεων της ακετυλοχολινε- 
στεράσης του δάκου. Οι μετα-μεταφραστικές 
τροποποιήσεις επηρεάζουν με διαφορετικούς 
τρόπους τη λειτουργικότητα των ενζύμων, αφού 
συμμετέχουν στην ταξινόμηση και τον εντοπισμό 
τους, τη λειτουργική δομή, τη σταθερότητα και την 
εξειδίκευση του υποστρώματος. Ο προσδιορισμός 
των πιθανών θέσεων Ν-γλυκοσυλίωσης και 
φωσφορυλίωσης πραγματοποιήθηκε με τα 
προγράμματα NetNGlyc και NetPhos, αντίστοιχα 
(Εικόνα 3-23).

Μ ετα-μεταφραστική Θέση αμινοξέος στο πρόδρομο μόριο

τροποποίηση 4ChE

Ν  - γλυκοσυλίωση Ν 1 4 3 .Ν 1 8 9 .Ν 3 4 5 .Ν 5 4 5

S73, 5133, 5173, 5290 . 5293 , 5324 ,

5  - Φωσφορυλίωση 5 3 2 8 ,5 4 3 9 .5 4 7 0 . 5509 . 5520 ,

5 5 8 5 .5 5 9 5 .5 6 3 5 .

Τ  - Φωσφορυλίωση
Τ285, Τ327 , Τ387 . Τ469 . Τ516, 

Τ521

y  - Φωσφορυλίωση
Υ126, Υ150. y 2 5 0 , Y 422. y431. 

Y445, Y499, Υ538, Υ583, Y592

Εικόνα 3-23: Θέσεις αμινοξικών καταλοίπων που υφίστανται 
Ν- γλυκοσυλίωση και φωσφορυλίωση.

Η Ν-γλυκοσυλίωση όπως είναι γνωστό, 
συμβαίνει σε ασπαραγίνες (Asn) που συμμετέχουν 
στο τριπεπτίδιο Asn-X-Ser/Thr. Η αλληλουχία του 
τριπεπτιδίου αποτελεί βασική προϋπόθεση για τη 
γλυκοσυλίωση, αλλά δεν είναι μοναδική (Bause, 
1983). Η Asn για να γλυκοσυλιωθεί θα πρέπει

επιπλέον να βρίσκεται στην εξωτερική επιφάνεια της 
πρωτεΐ νης. Το πρόγραμμα NetNGlyc αρχικά 
εντοπίζει το συγκεκριμένο τριπεπτίδιο στην 
υποβληθείσα ακολουθία και στη συνέχεια βασίζεται 
σε εννέα νευρωνικά δίκτυα για να προβλέψει την 
πιθανότητα της Asn να γλυκοσυλιώνεται. Για κάθε 
υποψήφιο κατάλοιπο γλυκοσυλίωσης δίνεται μία τιμή 
πρόβλεψης. Μια Asn θεωρείται ότι γλυκοσυλιώνεται 
όταν η τιμή αυτή υπερβαίνει ένα κατώτερο όριο.

Η αλληλουχία της ακετυλοχολινεστεράσης του 
δάκου σύμφωνα με την πρόβλεψη του NetNGlyc 
εμφανίζει τέσσερις Asn με τιμές ανώτερες του ορίου 
(Εικόνα 3-24) κι επομένως τέσσερις πιθανές θέσεις 
γλυκοσυλίωσης. Οι Asn αυτές εντοπίζονται στις 
θέσεις 143, 189, 345 και 545, οι οποίες βρίσκονται 
στις υδροφιλικές περιοχές της πρωτεΐ νης. Ο αριθμός 
και η θέση των σημείων γλυκοσυλίωσης δεν είναι 
αρκετά συντηρημένες μέσα στην οικογένεια των 
χολινεστερασών. Η ανθρώπινη βουτυροχολινεστε- 
ράση παρουσιάζει εννέα σημεία γλυκοσυλίωσης, 
ενώ η ακετυλοχολινεστεράση του Torpedo τέσσερα 
σημεία και μάλιστα κανένα από αυτά δεν αντιστοιχεί 
επακριβώς στα σημεία γλυκοσυλίωσης της D. 
melanogaster (Estrada-Mondaca et al., 1998). 
Παρόλα αυτά, οι θέσεις γλυκοσυλίωσης της 
πρωτεΐ νης φαίνεται να διατηρούνται σταθερές μεταξύ 
συγγενών οργανισμών. Η D. melanogaster και η 
Haematobia irritans, τα οποία ανήκουν στην ίδια 
τάξη με το δάκο (Δίπτερα) παρουσιάζουν ακριβώς 
τις ίδιες θέσεις γλυκοσυλίωσης (Mutero & Fournier, 
1992; Temeyer & Chen, 2007). Η γλυκοσυλίωση δεν 
παίζει ρόλο στις καταλυτικές ιδιότητες του ενζύμου 
αλλά στην προστασία του από πρωτεάσες. Η 
ομοιότητα των θέσεων γλυκοσυλίωσης μεταξύ 
συγγενών οργανισμών ίσως υποδεικνύει την ύπαρξη

Εικόνα 3-24: Γραφική παράσταση της πρόβλεψης των 
πιθανών καταλοίπων της ακετυλοχολινεστεράσης του 
δάκου που υφίστανται Ν-γλυκοσυλίωση από το 
πρόγραμμα NetNGlyc 1.0 Server (Gupta et al., 2004). Η 
Asn, η οποία εμφανίζει τιμή μεγαλύτερη από το όριο, 
θεωρείται ότι γλυκοσυλιώνεται
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συγκεκριμένων πρωτεασών μεταξύ των εντόμων, οι 
οποίες απουσιάζουν από άλλους οργανισμούς

Η φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών 
πραγματοποιείται σε αμινοξικά κατάλοιπα σερίνης, 
θρεονίνης ή τυροσίνης από τις αντίστοιχες κινάσες. 
Το πρόγραμμα NetPhos προβλέπει τις πιθανές 
θέσεις φωσφορυλίωσης μιας πρωτεΐνης βασιζόμενο 
σε νευρωνικά δίκτυα. Για κάθε κατάλοιπο σερίνης, 
θρεονίνης ή τυροσίνης που συναντά στην 
αλληλουχία υπολογίζει μία τιμή πρόβλεψης 
(prediction score). Ένα κατάλοιπο θεωρείται ότι είναι 
δυνατόν να φωσφορυλιωθεί όταν η τιμή πρόβλεψής 
του βρίσκεται πάνω από το όριο. Γενικά, όσο 
υψηλότερη είναι η τιμή πρόβλεψης τόσο μεγαλύτερη 
είναι και η πιθανότητα το κατάλοιπο να 
φωσφορυλιώνεται.

Εικόνα 3-25: Γραφική παράσταση πρόβλεψης των πιθανών 
καταλοίπων της ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου που 
υφίστανται φωσφορυλίωση από το πρόγραμμα NetPhos 2.0 
Server (Blom et al., 1999). Τα κατάλοιπα σερίνης, θρεονίνης 
και τυροσίνης, τα οποία εμφανίζουν τιμή μεγαλύτερη από το 
όριο, θεωρείται ότι φωσφορυλιώνονται.

Η Εικόνα 3-25 απεικονίζει τις τιμές πρόβλεψης 
του προγράμματος για κάθε αμινοξύ της 
ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου. Σύμφωνα με 
αυτό, η ώριμη πρωτεΐνη παρουσιάζει πολλαπλά 
σημεία φωσφορυλίωσης: 15 κατάλοιπα σερίνης, 6 
θρεονίνης και 10 τυροσίνης εμφανίζουν τιμές 
πρόβλεψης πάνω από το όριο. Πολλαπλά σημεία 
φωσφορυλίωσης απαντώνται συχνά σε μόρια 
ακετυλοχολινεστεράσης. Η πρωτεΐνη της D. 
melanogaster παρουσιάζει 34 σημεία 
φωσφορυλίωσης (15 Ser, 8 Thr και 10 Tyr) ενώ η 
πρωτεΐνη της Haematobia irritans 30 σημεία (13 Ser, 
9 Thr και 9 Tyr) (Temeyer & Chen, 2007), πολλά 
από τα οποία είναι κοινά στους τρεις οργανισμούς. Η 
συντήρηση των περισσοτέρων θέσεων 
φωσφορυλίωσης αλλά και γενικότερα των 
περισσοτέρων μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων 
αντικατοπτρίζει το σημαντικό ρόλο τους στο μόριο 
της πρωτεΐνης.

Οι κυριότερες μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις 
εμφανίζονται στην Εικόνα 3-26.

4. ΜΕΤΑΛΛΑΞΗ A3Q

Ο έλεγχος της ανθεκτικότητας φυσικών 
πληθυσμών δάκου της Ελλάδας και της Κύπρου στα 
οργανοφωσφορικά εντομοκτόνα κατέδειξε μία 
σημαντική διακύμανση [συντελεστής ανθεκτικότητας 
(RR)=6.3-64.4] (Εικόνα 3-27). Η διαφορά αυτή 
συσχετίζεται με το βαθμό χρήσης των εντομοκτόνων

Εικόνα 3-26: Σχηματική απεικόνιση των κυριότερων μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων της πρωτεΐνης της 
ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου.
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Εικόνα 3-27: Κατάσταση ανθεκτικότητας φυσικών πληθυσμών δάκου από Ελλάδα και Κύπρο στο οργανοφωσφορικό 
εντομοκτόνο dimethoate με εφαρμογή βιοδοκιμών. Το διάγραμμα παρουσιάζει το συντελεστή ανθεκτικότητας (RR) που 
παρουσιάζει ο κάθε πληθυσμός σε σχέση με τον εργαστηριακό πληθυσμό. Ο συντελεστής αθεκτικότητας των φυσικών 
πληθυσμών κυμαίνεται από 4 (Μαζωτός, Κύπρος) έως 64 (Κεντρί, Κρήτη) σε σχέση με τον εργαστηριακό πληθυσμό. 
^ ^ ^ ^ Η ΐΊ ε ρ ιο χ έ ς  Κύπρου, Περιοχές Κρήτης ^ ^ ^ ^ Η π ε ρ ιο χ έ ς  από την υπόλοιπη Ελλάδα.

σ τις  α ντίσ το ιχες  π ερ ιοχές  (S kouras et al., 2007). 

Δ ηλαδή , οι φ υσ ικο ί π ληθυ σ μ ο ί που π α ρ ο υ σ ία σ α ν  τη 

μεγαλύτερη  α νθεκτικό τη τα  σε σχέση με τον 

εργα σ τηρ ια κό  π ληθυσμό, εντο π ίσ τη κα ν  στις 

π ερ ιοχές  όπ ου καταγράφετα ι και εντονότερη  χρήση 

τω ν  ο ρ γα νοφ ω σ φ ορ ικώ ν εντομοκτόνω ν.

Η α νθεκτικό τη τα  του δάκου στα  

οργα νοφ ω σ φ ορ ικά  εντομοκτόνα  έχε ι απ οδοθεί, εν  

μέρει, σ την  π α ρουσ ία  δύο μετα λλά ξεω ν στο γονίδ ιο  

της α κετυ λοχολ ινεσ τερ ά σ ης (V ontas et al., 2002). Η 

συμβολή τω ν σ υγκεκρ ιμ ένω ν μ εταλλά ξεω ν σ την  

π αρατηρούμενη  δ ιακύμανσ η της α νθεκτικότητας 

ελέγχθηκε σε ά τομα  τω ν π λη θ υ σ μ ώ ν  της π αραπ άνω  

μελέτης (S kouras et al., 2007) μέσω  της 

π α ρακολούθησ ης της σ υχνότη τα ς  τω ν α νθεκτικώ ν  

α λληλο μ ό ρ φ ω ν (F R). Εάν, δηλαδή, οι συγκεκρ ιμένες 

μεταλλάξε ις  α ντικα τό π τρ ιζα ν  το επ ίπ εδο  της 

α νθεκτικότητας ενός  φ υσ ικού  π ληθυσ μού, θα 

α να μ ενότα ν  αυξημένη  συχνότητα  α νθεκτικώ ν  

α λληλο μ ό ρ φ ω ν σε α υξανόμενης  α νθεκτικό τη τας  

π ληθυσ μούς δάκου. Ο έλεγχος  της π α ρουσ ίας  τω ν 

σ υγκεκρ ιμ ένω ν μετα λλά ξεω ν π ρα γμ α τοπ ο ιήθηκε με 

το P C R -R FLP  τεστ που α να π τύχθηκε απ ό τους 

H aw kes et al. (2005). Ο ι σ υχνότητες  τω ν ευ α ίσ θητω ν 

(S) και α νθεκτικώ ν  (R) α λληλο μ ό ρ φ ω ν και τω ν δύο

μετα λλά ξεω ν δεν  π α ρ ο υσ ία σ α ν  σημαντική  δ ιαφορά, 

π αρά  τη δ ιακύμανση στα  επ ίπ εδα  ανθεκτικότητας . Η 

π λε ιονό τη τα  τω ν  α τό μ ω ν  (~90% ) π ου εξετάσ τηκε 

ή τα ν  ομοζυγω τικά  ω ς π ρος την ύπ αρξη τω ν δύο 

μετα λλά ξεω ν (RR), ενώ  όλα  τα υπ όλο ιπ α  (~10% ) 

ή τα ν  ετεροζυγω τικά . Κ ανένα  άτομο, ακόμη και αυτά  

με τη χαμ ηλότερη  α νθεκτικότητα , δ εν  εμ φ α ν ίσ τηκε 

ομοζυγω τικό  ω ς π ρος τον ευα ίσ θητο  γενότυπ ο (SS) 

τω ν δύο μεταλλάξεω ν, ε ίτε  της I214V  ε ίτε της G 488S  

μετάλλα ξης (Ε ικόνα  3-28).

Π αρόλη τη δ ιακύμανση π ου κα ταγρά φ ηκε στα 

επ ίπ εδα  α νθεκτικό τη τας  μεταξύ τω ν δ ιά φ ορω ν 

π λη θ υ σ μ ώ ν δάκου, η σ υχνότητα  τω ν α νθεκτικώ ν  

α λληλο μ ό ρ φ ω ν (FR) τω ν δύο γνω σ τώ ν μ εταλλά ξεω ν 

δ εν  α κολού θησ ε την  α ντίσ το ιχη  δ ιακύμανση. 

Συνεπώ ς, οι δύο α υτές  μεταλλάξε ις  δ εν  μπ ορεί να  

είνα ι οι μόνες π ου εμ π λέκοντα ι σ τη ν  α νθεκτικότητα  

του δάκου σ τα  ο ργα νοφ ω σ φ ορ ικά  εντομοκτόνα . Η 

μη δ ιακύμανσ η τω ν FR α λληλο μ ό ρ φ ω ν σ ε ευα ίσ θητα  

και ανθεκτικά  ά τομα  υπ οδηλώ νει την  ύπαρξη 

επ ιπ λέο ν  π α ρ α γό ντω ν π ου  π ιθανά  σχετίζοντα ι με 

υψ ηλότερα  π οσ οσ τά  α νθεκτικό τη τας  ορ ισ μ ένω ν 

ατόμω ν. Α νά μ εσ ά  τους θα μ π ορούσ αν να  είνα ι ε ίτε 

νέες  μεταλλάξε ις  στο γον ίδ ιο  της
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α κετυλοχολ ινεσ τεράσ ης, ε ίτε  η εμπ λοκή  κάπ οιου  να  α κολουθήσ ει η α νάλυση  της π ρω τοδ ιά τα ξής  τους. 

επ ιπ λέο ν  ενζυμ ικού  συστήματος.

ng εντομοκτόνου 
ανά έντομο (εύρος)

I214V

η1 I R/N2 Fr3

G488S

η1 I R/N2 Fr3
SS:0 SS:0

4-9 SR:25 213/119 0.8950 SR:22 216/119 0.9076
RR:94 RR:97
SS:0 SS:0

19-37 SR:28 334/181 0.9227 SR:31 331/181 0.9144
RR:153 RR:150
SS:0 SS:0

75-150 SR:10 58/34 0.8529 SR:10 58/34 0.8529
RR:24 RR:24

Εικόνα 3-28: Συχνότητες αλληλομόρφων των μεταλλάξεων
Λ

I214V, G488S. n : SS, SR, RR, ο αριθμός των ατόμων που 
παρουσίασαν ομοζυγωτία ή ετεροζυγωτία ως προς τον 
ευαίσθητο (S) ή (R) γενότυπο. R/N2 : ο λόγος των ανθεκτικών 
(R) αλληλομόρφων που εντοπίστηκαν στο δείγμα προς το 
συνολικό αριθμό (Ν) ατόμων που ελέγχθηκε. Για ένα διπλοειδή 
οργανισμό, η μέγιστη τιμή που μπορεί να εμφανίσει το R είναι 
2Ν. Fr3: η συχνότητα του ανθεκτικού αλληλομόρφου όπως 
υπολογίζεται από το λόγο R/2N.

Η υπόθεση της ύπ αρξης ά λλω ν  μεταλλά ξεω ν 

στο γον ίδ ιο  της α κετυλοχολ ινεσ τεράσ ης 

δ ιερευνήθηκε μέσω  της α νάλυσης της νουκλεοτιδ ικής 

α λληλουχ ίας τω ν  π ιο  α νθεκτικώ ν  α τό μ ω ν  τω ν 

β ιοδοκ ιμώ ν της π ροα ναφ ερθε ίσ α ς  μελέτης (S kouras 

et al., 2007) στο συγκεκρ ιμένο  τόπο. Α ρχ ικά , τα 

εξόν ια  ΙΙ-Χ  της α κετυλοχολ ινεσ τερ ά σ ης του δάκου 

εν ισ χύθ η κα ν  σε αντίδρα σ η  PC R  με υπ όστρω μα  

γον ιδ ιω ματικό  D N A τω ν α τό μ ω ν  π ου επ έζη σ α ν  σ την  

υψ ηλότερη δόση της β ιοδοκ ιμής (150 ng, K akani et 

al., 2008) και εν  σ υνεχεία  κλω νοπ ο ιήθηκαν σε 

π λα σ μ ιδ ιακό  φ ορέα  pBS κα τά λληλω ν ά κρ ω ν  ώ στε

Η σύγκρ ιση  τω ν α λληλο υ χ ιώ ν  π ου α π ο κτή θ η κα ν  με 

τις α ντίσ το ιχες  νουκλεοτιδ ικές  α κολουθ ίες  του 

εργα σ τηρ ια κού  π ληθυσ μού  π α ρουσ ία σ ε α ρκετούς 

π ολυ μορφ ισ μού ς μεταξύ τω ν  εξο ν ίω ν  II-ΙΧ , οι οποίο ι 

όμω ς ο δηγού σ α ν  σε σ υνώ νυμες νουκλεοτιδ ικές  

α ντικα τασ τά σ εις , εκτός  φυσ ικά  τω ν δύο γνω σ τώ ν 

μετα λλά ξεω ν I214V  και G 488S.

Η ομοπ αράθεση, όμω ς, της α λληλου χ ία ς  του 

εξον ίου  Χ  μεταξύ α νθεκτικώ ν  και εργα σ τηρ ια κώ ν 

α τό μ ω ν  α π οκά λυ ψ ε μια μ ικρή έλλε ιψ η  9 β ά σ εω ν σε 

δύο εκ τω ν  δέκα  π ιο  α νθεκτικώ ν  α τό μ ω ν  π ου 

εξετάσ τηκαν. Η έλλε ιψ η  αυτή τω ν εννέα  βά σεω ν 

(G C A A C A A C A ) α ντισ το ιχε ί στα  νουκλεοτίδ ια  1926­

1934 του cD N A  της α κετυ λοχολ ινεσ τεράσ ης του 

δάκου (V ontas et al., 2002) και οδηγεί σ τη ν  έλλε ιψ η 

τρ ιώ ν κα τα λο ίπ ω ν γλουταμ ίνης  (Q) απ ό μ ία  σειρά  

π έντε γλουτα μ ινώ ν στις θέσεις 642 -644  της 

π ρω τε ΐ νης. Η νέα  αυτή μετάλλαξη  ονομά στηκε 

B oaceA 3Q  ή, ε ν  συντομ ία , A 3Q  (Ε ικόνα  3-29).

4.1 Γενετική συσχέτιση της A3Q με την 
ανθεκτικότητα

Για τη δ ιερεύνηση του ρόλου της B oaceA 3Q  

ελέγχθηκε η συχνότητά  της σε ά τομα  δάκου τα οπ ο ία  

π α ρ ο υσ ία σ α ν  χαμηλή , μέτρ ια  και υψηλή 

ανθεκτικότητα . Σ τόχος ή τα ν  αφ ενός, να  α π οκλε ισ θε ί 

το ενδεχόμενο  η νέα  μετάλλαξη  να  α π οτελε ί α π λώ ς 

ένα  φ υσ ικό  π ολυμορφ ισ μό  και αφ ετέρου  να 

α ξ ιο λο γη θ ε ί η συμβολή της μετάλλαξης αυτής σ την

124£*10 R125€*10 □□□□ 0ΠΠΠΗ0Π □□ 0000 00 000 □0ΠΠ0ΟΠ0ϋΐϋΐ9(4ωΐ3ωΐϋΚ3ωΪ2! 00 ΠΘ 0 R126E*10 KP00 000ΡΗ00 HP 0000 00 000 00ΡΡ0ΡΡ0Ρ00ΡΡ0ΡΡ0Ρ0 00 P0 0 K127BH0 0ΡΡ0 0ΡΡΡ00Ρ QP 0000 00 000 00αα0ΡΡ0ΡΒ··Β·ΒΒΒΒ0 00 Q0 0 H130Ex10 Π0ΡΠ 0ΡΡΡ00Ρ 0P 0000 00 000 00DO0PO0000000P0000 00 P0 0 [-8ί*Ε·Ι0 0ΡΡ0 0ΡΡΡ00Ρ HP HHHH H0 HHH ΗΒΡΡΗΡΠΒΡΗΒΡΡΗΡΡΒΠΒ 00 PB 0 HU6€*10 0ΡΡ0 BPPPBBP BP ΒΒ0Β SB BBB 0SPPBPPBP0BPPBPPBPB 00 PB 0 H
to T9 90 90 ---- V---- '124&Π0 ΡΡΒΡΡΡ00Ρ0ΒΡ 00 0000 BP 0 00000 0 BP t125€*10 ΡΡ0ΡΡΡ00Ρ00Ρ 00 0000 0P 0 00000 0 BP t126€x10 ΡΡ0ΡΡΡ00Ρ00Ρ 00 0000 BP 0 00000 0 BP127E»10 ΡΡΒΡΡΡ00Ρ0ΒΡ 00 0000 BP 0 00B00 0 BP130€x10 ΡΡ0ΡΡΡ00Ρ00Ρ 00 0000 BP 0 00000 0 BPaccEOO ΡΡΒΡΡΡ00Ρ0ΒΡ B0 00B0 BP 0 00B00 0 BPLMExlO ΡΡ0ΡΡΡ00Ρ00Ρ 00 0000 BP 0 00000 0 00pActlQ ΡΡ0ΡΡΡ00Ρ00Ρ 00 0000 BP 0 00000 0 00 A

□b b d b d b b b · · ·
□BBDEDBB Β Β 0  
QBEjO D *100

Translation ο Π 24Εχ10 
Translation of l 2SEx1 i 
Translation of 126Ex10 
Translation of 127Ex10 
Translation of UOExlO 
Translation of aceExlO 
Translation oflabExlO B

Εικόνα 3-29: Α. Ομοπαράθεση της 
νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του 
εξονίου Χ της ακετυλοχολινε-
στεράσης του δάκου από ανθεκτικά 
άτομα και από εργαστηριακής
εκτροφής (Lab). B. Ομοπαράθεση 
της πρωτε'ι'νικής αλληλουχίας του 
εξονίου Χ της ακετυλοχολινεστε- 
ράσης του δάκου από ανθεκτικά
άτομα και από εργαστηριακής
εκτροφής
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ανάπτυξη της ανθεκτικότητας. Η ανθεκτικότητα των 
ατόμων ελέγχθηκε μέσω βιοδοκιμών και η 
κατηγοριοποίησή τους σε τρεις ομάδες 
ανθεκτικότητας (χαμηλή: 4-9 ng, μέτρια: 19-37 ng και 
υψηλή: 75-150 ng) πραγματοποιήθηκε βάσει της 
δόσης εντομοκτόνου που χρησιμοποιήθηκε στη 
βιοδοκιμή που συμμετείχαν. Ο έλεγχος της 
παρουσίας ή μη της μετάλλαξης πραγματοποιήθηκε 
μεμονωμένα σε κάθε άτομο φυσικών πληθυσμών 
από διάφορες περιοχές με την εφαρμογή τριών 
διαφορετικών διαγνωστικών τεστ: α) με PCR, β) με 
PCR-RFLP και γ) με IPM-PCR, τα οποία 
αναπτύχθηκαν για το σκοπό αυτό.

Εικόνα 3-30: Α. Ανάλυση με απευθείας PCR της μετάλλαξης 
Δ30 σε 10% μη αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου. Η 
ζώνη RR αντιστοιχεί στο ενισχυμένο προϊόν του 
κλωνοποιημένου Δ30 αλληλόμορφου σε πλασμιδιακό φορέα 
και αναπαριστά τον υποθετικό γενότυπο Δ30-'-. Οι ζώνες SR 
και RR αποτελούν τα ενισχυμένα προϊόντα των γενοτύπων 
Δ30'/+ και Δ30+/+ από φυσικούς πληθυσμούς εντόμων, 
αντίστοιχα. Β. Ανάλυση με PCR-RFLP της μετάλλαξης Δ30 σε 
3% πήκτωμα αγαρόζης MetaPhor (FMC). Η ζώνη RR 
αντιστοιχεί στο γενότυπο Δ30"/" στην οποία έχει καταστραφεί η 
θέση αναγνώρισης του ενζύμου MwoI. Ο γενότυπος Δ30+/+ 
(SS) παρουσιάζει δύο ζώνες, διότι το MwoI διαχωρίζει το 
προϊόν στις ζώνες 58 και 38 bp. Ο γενότυπος Δ30"/+ (SR) 
εμφανίζει και τις τρεις ζώνες. Γ. Ανάλυση με IPM-PCR της 
μετάλλαξης Δ30 σε 1.5% πήκτωμα αγαρόζης. Οι εκκινητές 
Ex10mut3'F-IMP και Boace10R ενισχύουν μόνο το 
αλληλόμορφο R, με αποτέλεσμα να παρουσιάζουν προϊόν μόνο 
οι γενότυποι Δ30"/+ και Δ30+/+ (κάτω τμήμα εικόνας). Οι 
εκκινητές Ex10wt3'F-IMP και Boace10R ενισχύουν το 
αλληλόμορφο S κι επομένως μόνο στο γενότυπο Δ30+/+ δε θα 
ενισχυθεί προϊόν (άνω τμήμα εικόνας).

Το PCR διαγνωστικό τεστ διαχωρίζει τα άτομα 
που φέρουν τη μετάλλαξη από τα άτομα αγρίου 
τύπου με βάση το μέγεθος του εξονίου X που 
ενισχύεται στην κάθε περίπτωση. Οι εκκινητές 
(Boace10F και Boace10R) που χρησιμοποιούνται 
στην αντίδραση PCR ενισχύουν σχεδόν ολόκληρη 
την αλληλουχία του εξονίου X, στην οποία 
εντοπίζεται η έλλειψη των εννέα βάσεων. Έτσι, η 
αντίδραση PCR σε αγρίου τύπου αλληλόμορφο 
ενισχύει προϊόν 96 βάσεων ενώ η αντίστοιχη 
αντίδραση σε μεταλλαγμένο αλληλόμορφο ενισχύει 
προϊόν 87 βάσεων. Ο χαρακτηρισμός ενός 
αλληλομόρφου ως αγρίου τύπου ή μεταλλαγμένου 
πραγματοποιήθηκε ύστερα από ηλεκτροφόρηση των 
προϊόντων σε πήκτωμα αγαρόζης MetaPhor (FMC) 
3% ή σε πήκτωμα αποδιατακτικού ή μη πολυακρυ­
λαμιδίου συγκέντρωσης 10% (Εικόνα 3-30Α), στα 
οποία η διαφορά του μεγέθους των δύο προϊόντων 
είναι διακριτή.

Το PCR-RFLP διαγνωστικό τεστ βασίζεται στο 
γεγονός ότι η έλλειψη των εννέα νουκλεοτιδίων της 
μετάλλαξης BoaceΔ3Q απαλείφει τα δύο τελευταία 
GC κατάλοιπα της αλληλουχίας αναγνώρισης της 
περιοριστικής ενδονουκλεάσης MwoI
(GCNNNNNNNGC). Επομένως, το προϊόν της PCR 
ενίσχυσης του εξονίου X του αγρίου τύπου
αλληλόμορφου (96 bp) ύστερα από κατάτμηση με το 
ένζυμο MwoI αποδίδει δύο περιοριστικά θραύσματα 
(58 και 38 bp), ενώ το PCR προϊόν του
μεταλλαγμένου αλληλομόρφου παραμένει άθικτο (87 
bp). Στην περίπτωση του ετεροζυγωτικού ως προς 
τη μετάλλαξη ατόμου (SR) παρουσιάζονται και οι 
τρεις ζώνες (96, 58 και 38 bp). Ο γενότυπος των 
ατόμων προσδιορίστηκε ύστερα από την 
ηλεκτροφόρηση των αντιδράσεων κατάτμησης σε 
πήκτωμα αγαρόζης MetaPhor (FMC) 3% ή σε 
πήκτωμα αποδιατακτικού ή μη πολυακρυλαμιδίου 
συγκέντρωσης 10% (Εικόνα 3-30B).

Τέλος, το IPM-PCR διαγνωστικό τεστ βασίζεται 
στη χρήση ειδικών για το κάθε αλληλόμορφο
εκκινητών, των Ex10wt3’F-IMP και Ex10mut3’F-\MP 
για του αγρίου τύπου και το μεταλλαγμένο
αλληλόμορφο, αντίστοιχα. Η αλληλουχία των δύο 
αυτών εκκινητών είναι πανομοιότυπη με μόνη 
διαφορά το 3' τελευταίο νουκλεοτίδιο, το οποίο 
προσδίδει την εξειδίκευση για το ένα ή το άλλο
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CTT CCT CCC TGC AAC AAT AG (Ex10wt3'F-IM P)
CTT CCT CCC TGC AAC AA AC (E x10m ut3F-IM P)

B oace lO F  Ex10wt3'F-IMP
------------------------------------- ► ---------------------------------►

w t TGAAGTCAAACCATCATCCGCTTCCTCCCTGCAACAA I'AGCAACAACACTTGCTACTG
m u t TGAAGTCAAACCATCATCCGCTTCCTCCCTGCAACAA A-------------------- CTTGCTACTG

---------------------------------------------------------*.

Ex10m ut3'F-IM P

E V K P S S A S S L Q Q Q Q Q H L L L  
w t CAACAAAGGAGCATCGTGGCGTTCATGTTGGCGCTGTC
m u t CAACAAAGGAGCATCGTGGCGTTCATGTTGGCGCTGTC

Q Q R S  I V A F M L A L
<-----------------------------

BoacelO R

Εικόνα 3-31: Γραφική παράσταση της περιοχής του εξονίου X της ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου και των σχεδιασμένων 
εκκινητών για το διαχωρισμό της μετάλλαξης Δ30. Οι εκκινητές BoacelOF και BoacelOR (υποδεικνύονται με βέλη στο 5'και 3' 
τέλος της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας, αντίστοιχα) ενισχύουν ολόκληρη την αλληλουχία. Αντίθετα, οι εκκινητές Ex10wt3'F-IPM 
και Ex10mut3'F-IPM (υποδεικνύονται με βέλη επάνω στην αλληλουχία, αντίστοιχα) συνδυάζονται με τον εκκινητή BoacelOR 
και ενισχύουν το αλληλόμορφο αγρίου τύπου ή το μεταλλαγμένο αλληλόμορφο, αντίστοιχα. Η αλληλουχία των δύο αυτών 
εκκινητών είναι πανομοιότυπη με μόνη διαφορά το 3' τελευταίο νουκλεοτίδιο, το οποίο υποδεικνύεται με διαφορετικό χρώμα. 
Επίσης, και στους δύο έχει εισαχθεί μία αυθαίρετη μετάλλαξη στο τρίτο από το τέλος νουκλεοτίδιο, ώστε να αυξηθεί η 
εξειδίκευσή τους.

α λληλόμορφ ο. Ε π ιπ λέον, και σ τους δύο εκκ ινητές  

έχει ε ισ α χθ ε ί μ ία  α υθα ίρετη  μετάλλαξη  στο τρ ίτο από 

το τέλος νουκλεοτίδ ιο , ώ σ τε να α υ ξη θ ε ί η εξειδ ίκευσ ή  

τους (In ten tiona l M ism atch) (G uo et al., 1997, 

W ilk ins  et al., 2006) (Ε ικόνα  3-31). Έ τσ ι, ο 

σ υνδυασ μός τω ν  εκκ ινη τώ ν E x10m u t3 ’F -IM P  και 

B oace10R  λε ιτου ρ γε ί μόνο στα  μεταλλα γμένα  ά τομα  

(RR) εν ισ χύοντα ς  π ρ ο ϊό ν  67 bp. Α ντίθετα , ο 

σ υνδυασ μός τω ν εκκ ινη τώ ν B oace10R  και 

E x10w t3 ’F -IM P  εν ισ χύει π ρ ο ϊό ν  76 bp σε 

ετεροζυγω τικά  (SR) και αγρ ίου  τύπου ά τομα  (SS), 

ενώ  τα ομοζυγω τικά  ω ς π ρος τη μετάλλαξη ά τομα  δε 

εν ισχύοντα ι. Η ύπ αρξη ή όχι π ρο ϊόντος  ύστερα  από 

ηλεκτροφόρηση σε π ήκτω μα  α γαρόζης δ ιαχώ ρ ισε τα 

ευα ίσ θητα  απ ό τα α νθεκτικά  ά τομα  (Ε ικόνα  3-30Γ).

Η εφ αρμογή  τω ν δ ια γνω σ τικώ ν  τεστ σε ά τομα

δ ια φ ορ ετικώ ν  π ερ ιοχώ ν και δ ιαφ ορετικού  επ ιπ έδου 

α νθεκτικό τη τας  κατέδειξε ότι η μετάλλαξη  δεν  

α π οτελε ί φ υσ ικό  π ολυμορφ ισ μό  καθώ ς και ότι 

σ υσ χετίζετα ι ά ρρηκτα  με την  ανθεκτικότητα . Η 

συχνότητα  του R αλληλομ όρφ ου  π α ρουσ ίασ ε 

δ ιακύμανση α νάμεσα  στις τρεις ομάδες 

ανθεκτικότητας , επ ιβ εβ α ιώ νοντα ς  τη σύνδεσή  της με 

αυτήν. Ό π ω ς φ α ίνετα ι σ την  Ε ικόνα  3-32, η μ ικρότερη 

τιμή F r της μετάλλαξης Δ 3Ό  εμ φ α ν ίζετα ι σ τη ν  ομάδα  

τω ν ευ α ίσ θητω ν ατόμω ν. Η τιμή αυτή α υξάνετα ι 

ραγδα ία  με την αύξηση της α νθεκτικό τη τας  στις υπό 

εξέταση ομάδες εντόμω ν. Η σύνδεση  της νέας 

μετάλλα ξης με την  α νθεκτικό τη τα  δ ιαφ α ίνετα ι επ ίσ ης 

στο γρά φ ημα  της Ε ικόνας 3-33, το οπ ο ίο  α π εικον ίζε ι 

τη δ ιακύμανση της FR σ τις  τρεις ομάδες 

α νθεκτικό τη τας  γ ια  τις τρεις μεταλλάξε ις . Η τιμή της

ng εντομοκτόνου 

ανά έντομο (εύρος)
I214V

n1 R/N2 Fr 3

G488S

n1 R/N2 Fr 3

Δ 3 0

n1 R/N2 Fr 3

SS:0 SS:0 SS:81

4-9 SR:25 213/119 0.8950 SR:22 216/119 0.9076 SR:1 1/82 0.0061
RR:94 RR:97 RR:0

SS:0 SS:0 SS:170

19-37 SR:28 334/181 0.9227 SR:31 331/181 0.9144 SR:13 13/183 0.0355

RR:153 RR:150 RR:0

SS:0 SS:0 SS:49

75-150 SR: 10 58/34 0.8529 SR: 10 58/34 0.8529 SR:10 10/59 0.0847
RR:24 RR:24 RR:0

Εικόνα 3-32: Συχνότητες εμφάνισης της μετάλλαξης Δ30 σε σύγκριση με τις αντίστοιχες των μεταλλάξεων I214V και G488S. 
Οι συμβολισμοί περιγράφονται στην Εικόνα 3-28.
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F r τω ν μετα λλά ξεω ν I214V  και G 488S  έχει π ολύ 

μ ικρό εύ ρος δ ιακύμανσ ης, επ ιβεβα ιώ νοντας  τον 

ισχυρ ισμό  ότι οι δύο α υτές  μεταλλάξε ις  να ι μ εν  είναι 

α π αρα ίτη τες  για  την εμφ άνισ η  α νθεκτικό τη τας  αλλά  

δ εν  είνα ι υπ εύθυνες γ ια  την  αύξηση της 

α νθεκτικό τη τας  σε υψ ηλά  επ ίπ εδα  επ ίπ εδα . 

Α ντίθετα , η καμπ ύλη δ ιακύμανσ ης της F r της 

μετάλλα ξης Δ 3 0  π α ρουσ ιάζε ι απ ότομη  θετική  κλίση, 

κα ταδε ικνύοντας τη συσχέτισή  της με υψ ηλά επ ίπ εδα  

ανθεκτικότητας.

13χ- A

ι ι χ : /
9χ 1

7χ 1

5χ - ,Λ

3χ ■ / '
1χ Λ Λ AV  ν  ν

I2 1 4 V G 4 8 8 S Δ 3 0

Εικόνα 3-33: Η διακύμανση της συχνότητας του R αλληλομόρφου 
(Fr) στις τρεις ομάδες ανθεκτικότητας για τις τρεις μεταλλάξεις της 
ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου I214V, G488S και Δ30. Ως 1χ 
ορίζεται η Fr της μικρότερης ομάδας ανθεκτικότητας.

4.2 Ατομικές διασταυρώσεις

Κάθε μετάλλαξη  δημ ιουργε ί ένα  γενετικό  κόστος 

(fitness cost) σ τον  οργανισμό. Π ολλές φ ορές το 

π λεονέκτημα  α νθεκτικό τη τα ς  π ου π ροσ δ ίδε ι μ ια 

μετάλλαξη, α ντ ισ τα θμ ίζετα ι απ ό υψ ηλό γενετικό  

κόστος. Η ισορροπ ία  μεταξύ του π λεονεκτήμ α τος  και 

του γενετικού  κόστους της μετάλλα ξης είνα ι αυτή 

που καθορ ίζε ι τη ν  επ ικράτησ η ή εξαφ ά ν ισ η  του 

α λληλομ όρφ ου . Έ τσ ι, το γεγονός ότι η νέα  μετάλλαξη 

Δ 3 0  δε βρέθηκε σε ομοζυγω τία  στους 

εξεταζόμενους π ληθυσ μούς του εντόμου, 

υπ α ιν ίσ σ σ ετα ι ένα  υψ ηλό γενετικό  κόστος. Το 

γεγονός α υτό  υπ οκ ίνησ ε το ενδ ια φ έρ ο ν  για  τη 

γενετική μελέτη της νέας μετάλλαξης.

Θ εω ρήθηκε, λο ιπ όν, σκόπ ιμη η π ροσ π άθεια  

δημ ιουργ ίας ενός  ατόμου  π ου να φέρει τη μετάλλαξη 

Δ 3 0  σε ομοζυγω τία . Α υτό  π ρα γμ α τοπ ο ιήθηκε με 

α τομ ικές  δ ιασ τα υρώ σ εις  μεταξύ α ρ σ εν ικώ ν  α τό μ ω ν  

αγρ ίου τύπ ου και θ ηλυκώ ν ερ γα σ τη ρ ια κώ ν α τόμω ν.

Η επ ιλογή  του α ρσεν ικού  αγρ ίου  τύπ ου έγ ινε από 

π ερ ιοχή  που εμ φ ά ν ισ ε σε υψ ηλό π οσ οσ τό  τη 

μετάλλαξη, ώ στε να υπ άρχει η π ιθα νότη τα  να φέρει 

τη μετάλλαξη. Α ντίθετα , η επ ιλογή  του 

εργα σ τηρ ια κού  θηλυκού έγ ινε λόγω  της ικανότητας 

του να  ω οθετε ί σ ε τεχνητό υπ όσ τρω μα  ω οτοκίας. 

Α ρχ ικά , δημ ιουρ γήθηκα ν  30 ο ικογένε ιες  ά γνω σ του  

γενοτυπ ικού  π ροφ ίλ. Μ ετά τη συλλογή τω ν α τόμω ν 

της F 1, εξετά σ τη κα ν  τα ά τομα  της F0 για  την  ύπαρξη 

ή όχι της μετάλλαξης Δ 3 0 . Ο ι α π όγονο ι τω ν 

ο ικογενε ιώ ν  σ τις  οπ ο ίες  α π οδείχθηκε ότι το α ρσεν ικό  

ά τομο  ή τα ν  Δ 3 0 + /_ (6 ο ικογένειες), επ ανα δ ια σ ταυρώ - 

θηκα ν  μεταξύ τους σε 24 νέες  α τομ ικές  

δ ιασ ταυρώ σ εις . Η δ ιαδ ικασ ία  αυτή επ α να λήφ θηκε 

μέχρι να  υπ άρξει δ ιασ τα ύρω σ η  (ο ικογένεια ) σ την  

οπ ο ία  και οι δύο γονείς  να  είνα ι ετεροζυ γώ τες  ως 

π ρος τη μετάλλαξη Δ 3 0 . Α υτό  επ ετεύχθη  μετά  από 

τρε ις  κύκλους δ ια σ τα υρ ώ σ εω ν (δ ιασταύρω ση C - 

101). Π αρά  το γεγονός ότι το 25%  τω ν α π ο γό νω ν θα 

έπ ρεπ ε να  είνα ι ομοζυγώ τες ω ς π ρος τη Δ 3 0  

(Ε ικόνα  3-34), κανένας απ ό τους α π ογόνους της 

δ ιασ τα ύρω σ ης αυτής δ εν  βρέθηκε με το γενότυπ ο 

αυτό. Η π ροσ π άθεια  επ α να λήφ θηκε με τους 

ετερόζυγους α π ογόνους της C -101, χω ρ ίς  π άλι να 

βρεθε ί ομοζυγω τικό  Δ 3 0  άτομο, υπ οδηλώ νοντα ς ότι 

η μετάλλαξη π ιθα νώ ς π α ρουσ ιάζε ι υψ ηλό γενετικό  

κόστος γ ια  το έντομο  και ότι η ύπ αρξη της σε 

ομοζυγω τία  μπ ορεί να  είνα ι θανατογόνος.

Εικόνα 3-33: Διασταύρωση ατόμων αγρίου τύπου και
ετεροζυγωτικού ως προς τη Δ30 μετάλλαξη και οι φαινότυποι 
που προκύπτουν στις επόμενες γενιές.

Η α π οτυχ ία  απ ομόνω σ ης ομοζυγω τικού  Δ 3 0 -/" 

α τόμου  οδήγησ ε στη δ ιερεύνηση της επ ίδρα σ ης που 

θα μπ ορούσ ε να έχει η μετάλλαξη  σ τη ν  ικανότητα  

ολοκλήρω σ ης ο ρ ισ μ ένω ν σ τα δ ίω ν  του β ιολογικού  

κύκλου του εντόμου. Για το σκοπ ό αυτό  α να λύ θηκα ν  

έξι απ ό τις ο ικογένε ιες  της γεν ιάς F3, εκ τω ν  οπ ο ίω ν  

στις τρε ις  το ένα  ά τομο  έφ ερε τη μετάλλαξη  σε
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ετεροζυγω τία  και τρεις ή τα ν  αγρ ίου  τύπου. Για την 

κάθε ο ικογένεια  έγ ινε κα ταμέτρηση τω ν α υγώ ν  που 

ω α π όθεσ α ν  στο τεχνητό  σ τρώ μα  ω οτοκ ίας κα θ ’ όλη 

τη δ ιάρκεια  ζω ής τους, τω ν β ο μβυκ ίω ν που 

π ρ οέκυψ α ν  από τα α ντίσ το ιχα  α υγά  και τέλος τω ν 

α κμ α ίω ν  που εκκολά φ τηκαν. Ό π ω ς φα ίνετα ι σ την  

Ε ικόνα  3-35, η ύπ αρξη της μετάλλαξης Δ 3Ό  μειώ νει 

τόσο τον  αρ ιθμό  τω ν  β ο μβυκ ίω ν π ου π ροκύπ τουν, 

όσο και τον  α ρ ιθμό  τω ν α κμ α ίω ν  π ου εκκολάπ τοντα ι. 

Π αραμένει π ρος δ ιευκρ ίν ιση  το κατά  π όσο η μείω ση 

της βομβυκ ίω σ ης είνα ι α π οτέλεσ μ α  μειω μένης 

εκκολα ψ ιμ ότη τας  ή με ιω μένης επ ιβ ίω σ ης 

π ρονυμφ ώ ν. Α π ό  μ ία  π ρώ τη π α ρατήρηση , δ εν  

δ ιαπ ισ τώ θηκε σ ημαντική  δ ιαφ ορά  σ την  

εκκολα ψ ιμ ότη τα  τω ν α υγώ ν  τω ν δύο γενοτύπ ω ν. 

Κατά  συνέπ εια , η εκδοχή  της με ιω μένης επ ιβ ίω σ ης 

τω ν π ρ ο νυ μ φ ώ ν θεω ρείτα ι π ιθανότερη . Η μειω μένη 

ικανότητα  του Δ 3Ό  γενότυπ ου  να  ολοκληρώ σ ει τα 

α ναπ τυξ ια κά  σ τάδ ια  του εντόμου  επ ιβεβα ιώ νει το 

υψ ηλό γενετικό  κόστος και δ ίνει μια π ιθανή  εξήγηση 

της α π οτυχ ία ς απ ομόνω σ ης ομοζυγω τικού  Δ 3 Ό -/- 

α τό μ ω ν  στις α τομ ικές  δ ιασταυρώ σεις.

Εικόνα 3-35: Ποσοστό (%) βομβυκίων που προκύπτουν από τα 
αυγά που έχουν καταμετρηθεί, καθώς και το ποσοστό (%) των 
ακμαίων που προκύπτει από τα βομβύκια που συλλέχθηκαν για 
τους δύο γενότυπους Δ30+/+ Δ30-/+ .

4.3 Ανάλυση της εξάπλωσης της μετάλλαξης 
Δ30 στη λεκάνη της Μεσογείου

Η μελέτη της κα τανομής της μετάλλαξης T 3 Q  σε 

φ υσ ικούς π ληθυσ μούς δάκου απ ό χώ ρες  της 

λεκά νης της Μ εσογείου  π ρα γμα τοπ ο ιήθηκε με 

εφ αρμογή  του δ ιαγνω σ τικού  P C R -R FLP  τεστ.

Συνολικά  10 π ληθυ σ μ ο ί (~ 30 ά τομα  ο καθένας) από 

π ερ ιοχές  οκτώ  δ ια φ ορ ετικώ ν  χω ρ ώ ν  (δύο απ ό το 

Ισραήλ και τη Γαλλία  και από ένα ν  απ ό την Κύπρο, 

την  Ελλάδα, την  Ιταλία, την Ισπ ανία , την 

Π ορτογαλ ίας και το Μ αρόκο), α να λύ θη κα ν  

γενοτυπ ικά  ω ς π ρος τη μετάλλαξη  T 3 Q  του γονιδ ίου  

της α κετυλοχολ ινεσ τεράσ ης. Τ α  δεδομένα  από κάθε 

π ληθυσ μό  επ εξερ γά σ τη κα ν  ω ς π ρος το π οσ οσ τό  

εμ φ ά ν ισ ης  τω ν δύο α λληλο μ ό ρ φ ω ν (S και R).

Π ερ ιοχή F r R/N
H W

χ2

Ε λλά δα  (Κ ρήτη ) 0 .1 2 5 0 8 /3 2 *

Ιτα λ ία  (V as to ) 0 .1 1 1 2 6 /2 7 *

Ισ ρ α ή λ  ( Ιερ ο σ ό λυ μ α ) 0 .1 0 0 0 6 /3 0 *

Ισ ρ α ή λ  (S d e  B o ke r) 0 .1 0 0 0 6 /3 0 *

Κ ύ π ρ ο ς 0 .0 6 4 5 4/31 *

Γαλλ ία  (Κ ο ρ σ ικ ή -Λ ο ύ μ ιο ) 0 .0 6 2 5 4 /3 2 *

Γαλλ ία  (α κ τές  Ν. Γαλλ ίας) 0 .0 3 3 3 2 /3 0 *

Ισ π α ν ία  (Κ ό ρ δ ο β α ) 0 .0 1 6 7 1 /30 *

Π ο ρ το γα λ ία  (Λ ισ σ α β ώ ν α ) 0 0 /3 0
Μ α ρ ό κο 0 .0 5 0 0 3 /3 0 *

Εικόνα 3-36: Συχνότητα εμφάνισης της μετάλλαξης Δ30 (R 
αλληλομόρφου) σε φυσικούς πληθυσμούς δάκου από περιοχές 
της Μεσογείου. Με * υποδεικνύεται ο πληθυσμός που βρίσκεται 
εντός ισορροπίας HW, ικανοποιώντας το κριτήριο χ2. Ο 
πληθυσμός της Πορτογαλίας είναι μονομορφικός.

Ό π ω ς φ α ίνετα ι σ τη ν  Ε ικόνα  3 -36 τω ν 

σ υχνοτή τω ν FR τω ν εξετα ζό μ ενω ν  π ερ ιοχώ ν, το R 

α λληλόμ ορφ ο  εμ φ α ν ίζε ι τις μέγ ισ τες τιμές σ την  

Ε λλάδα  και την  Ιταλία, ενώ  π α ρουσ ιάζε ι μια τάση 

με ίω σης της σ υχνότητάς του π ρος τη δυτική 

Μ εσόγειο  (Ε ικόνα  3-37). Η δ ιακύμανση που 

π α ρατηρείτα ι θα μπ ορούσ ε να  α π ο δ ο θ ε ί στη χρήση 

τω ν ο ρ γα νοφ ω σ φ ορ ικώ ν εντο μ ο κτό νω ν στις 

π ερ ιοχές  αυτές. Σύμφω να με σ το ιχε ία  του FAO , η 

Ε λλάδα  χρ η σ ιμ ο π ο ιε ί π ολλα π λά σ ιους  όγκους 

ο ρ γα νοφ ω σ φ ορ ικώ ν εν το μ ο κτό νω ν  α π ’ ότι η 

Π ορτογαλ ία . Π αρόμο ια  α π οτελέσ μ α τα  κα ταγρά φ ο ­

ντα ι και στις μελέτες τω ν H aw kes et al. (2005) και 

N ardi et al. (2006), όπου το υψ ηλότερο  π οσ οσ τό  τω ν 

α λληλο μ ό ρ φ ω ν τω ν μ εταλλά ξεω ν I214V  και G 488S  

π ου π ρ ο σ δ ίδ ο υν  α νθεκτικό τη τα  κα ταγρά φ ηκε σ την  

Ε λλάδα  και την  κεντρ ική και νότια  Ιταλία.
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Εικόνα 3-37: Χάρτης της λεκάνης της Μεσογείου όπου απεικονίζονται οι περιοχές δειγματοληψίας για τον 
έλεγχο της εξάπλωσης της μετάλλαξης Δ30. Στα γραφήματα (πίτες) με κίτρινο χρώμα συμβολίζεται η συχνότητα 
του αλληλομόρφου S ενώ με το πορτοκαλί χρώμα η συχνότητα του αλληλομόρφου R

4.4 Βιοχημική συσχέτιση της A3Q με την 
ανθεκτικότητα

Δ ιερ ευ νή θ η κα ν  επ ίσ ης ορ ισμένες β ιοχημ ικές 

επ ιδρά σ εις  π ου θα μπ ορούσ ε να  έχε ι η μετάλλαξη 

B o a c e r3 Q  σε μεμονω μένα  ά τομα  δάκου. Για το 

σκοπ ό αυτό  π ρ α γμ α τοπ ο ιήθηκα ν  β ιοχημ ικές  δοκ ιμές 

α κετυ λοχολ ινεσ τερ ά σ ης σε ά τομα  φυσ ικού 

π ληθυσ μού  βάσει της χρω μα τομετρ ικής  μεθόδου 

E llm ann (1961). Η μέθοδος αυτή  π ροσ δ ιορ ίζε ι την 

ενα π ομένουσ α  δρα στικότητα  του ενζύμου  ύστερα 

απ ό εφ α ρμογή  α νασ τολέα  (εντομοκτόνο). Επ ιπ λέον, 

μετά τη β ιοχημ ική  α νάλυση  το κάθε ά τομο  ελέγχθηκε 

μορ ιακά , ώ σ τε να  π ρ οσ δ ιορ ισ τε ί ο γενότυπ ός του ως 

π ρος τις τρεις μ εταλλάξε ις  (I214V, G 488S , T 3 Q ) που 

συνδέοντα ι με την  ανθεκτικότητα . Η α ντισ το ίχ ισ η  τω ν 

β ιοχημ ικώ ν α π ο τελεσ μ ά τω ν με το γενότυπ ο του κάθε 

ατόμου  κατέδειξε ότι η π α ρουσ ία  ενός T 3Q  

α λληλομ όρφ ου  ε ίτε στο γενότυπ ο  I214V +/"G 488S+/", 

ε ίτε  σ το ν  I214V"/"G488S"/" π ρ οκα λε ί α ύξηση της 

ενα π ομ ένουσ α ς δρα στικότητα ς του ενζύμου  κατά 

44%  και 14% , α ντίσ το ιχα  (Ε ικόνα  3-38). Η μεταβολή 

αυτή της δρα στικότητα ς της α κετυλοχολ ινεσ τεράσ ης 

που καταγράφ ετα ι π α ρουσ ία  της νέας μετάλλαξης 

α π οτελε ί μ ία επ ιπ λέο ν  επ ιβεβα ίω ση της σ ύνδεσής 

της με την  ανθεκτικότητα .

Εικόνα 3-38: Η εναπομένουσα δραστικότητα της
ακετυλοχολινεστεράσης (ύστερα από αναστολή με εντομοκτόνο) 
των διαφορετικών γενοτύπων του γονιδίου της
ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου. Η γραφική παράσταση 
προήλθε από το πρόγραμμα στατιστικής ανάλυσης SPSS 13.0 for 
Windows (Leadtools). Μέσα στις στήλες εμφανίζεται η τιμή της 
μέσης εναπομένουσας δραστικότητας του ενζύμου και ο αριθμός 
των ατόμων (Ν) που ελέγχθηκαν. Η τυπική απόκλιση (error bars) 
παρουσιάζεται στην κορυφή των στηλών.

5. ΡΟΛΟΣ ΤΗΣ ΜΕΤΑΛΛΑΞΗΣ

Η εμφάνιση  μ ιας μετάλλα ξης στο καρβοξυτελ ικό  

άκρο  της α κετυλοχολ ινεσ τερ ά σ ης του δάκου με 

εμφανή συσχέτιση  με την  α νθεκτικό τη τα  στα  

οργα νοφ ω σ φ ορ ικά  εντομ οκτόνα  π ροκά λεσ ε
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εξα ιρετ ικό  ενδ ιαφ έρον. Δ ιό τ ι το άκρο  αυτό  όχι μόνο 

δεν  α π ο τελε ί μέρος του καταλυτικού  του κέντρου του 

ενζύμου α λλά  απ οκόπ τετα ι από την  ώ ριμη π ρω τεΐνη . 

Π οιος, λο ιπ όν, θα μπ ορούσ ε να  είνα ι ο ρόλος μιας 

μετάλλαξης σε ένα  τμήμα ενός ενζύμου  που δεν  

α π οτελε ί μέρος της ώ ρ ιμ ης π ρω τεΐνης ; Ό π ω ς έχει 

π ροαναφ ερθε ί, το κα ρβοξυτελ ικό  άκρο της 

α κετυ λοχολ ινεσ τεράσ ης είνα ι υπ εύθυνο  για  τη μορφή 

και τη δ ιευθέτηση του ενζύμ ου  σ τη ν  επ ιφ ά νεια  της 

κυτταρ ικής μεμβράνης. Στα έντομα  η 

α κετυλοχολ ινεσ τεράσ η  σ υναντάτα ι κυρ ίω ς στη 

μορφή “Η ” , σ την  οπ ο ία  μέρος του κα ρβοξυτελ ικού  

π επ τιδ ίου  α π οκόπ τετα ι και α ντικα θ ίσ τα τα ι απ ό ένα 

γλυκολ ιπ ίδ ιο  (GPI άγκυρα ). Το  ένζυμο, δηλαδή, δ εν  

εμφ ανίζε ι την  καρβοξυτελ ική  υδρόφοβη π ερ ιοχή 

σ ύνδεσης με τη μεμβράνη π ου υπ άρχει στις 

π ερ ισ σ ότερες  δ ιαμεμβραν ικές  π ρω τεΐνες . Α ντίθετα , 

το κα ρβοξυτελ ικό  άκρο  της π ρω τεΐνης  συνδέετα ι με 

ένα  μόρ ιο  φ ω σφ οα ιθα νολα μ ίνης  σε μια κατασκευή 

γλυκάνης π ου με τη σειρά  της συνδέετα ι με το μόριο 

φ ω σ φ α τιδυλο ϊνοσ ιτόλης  π ου έρχετα ι σ ε επ αφ ή με τη 

μεμβράνη (R osse & W are , 1995). Ο εντοπ ισ μός της 

T 3 Q  μετάλλα ξης σ την  π ερ ιοχή  αυτή  (που καθορ ίζει 

την  π ροσθήκη  GPI άγκυρας) οδήγησ ε τη μελέτη για 

την αξιολόγηση  του ρόλου της στη συσχέτιση  της με 

την π ροσθήκη  GPI άγκυρας.

Η π ρω τεΐνη  της α κετυ λοχολ ινεσ τερά σ ης του 

δάκου α να φ έρετα ι στη δ ιεθνή β ιβλ ιογραφ ία  ω ς ένα 

δ ιμερές μόριο, το οπ ο ίο  εντοπ ίζετα ι σ την  κυτταρ ική 

μεμβράνη μέσω  μ ίας G PI ά γκυρα ς (Von tas e t al., 

2001). Η ύπ αρξη όμω ς της GPI ά γκυρα ς δ εν  έχει 

π οτέ επ ιβ εβ α ιω θε ί π ε ιραματικά . Για το λόγο αυτό, 

π ρώ το  βήμα α π οτέλεσ ε η δ ιερεύνηση της ύπ αρξης 

της GPI ά γκυρα ς στο μόριο της 

α κετυ λοχολ ινεσ τεράσ ης του δάκου και εν  σ υνεχεία  η 

λειτουργ ική  μελέτη της νέας μετάλλαξης.

5.1 GPI - άγκυρα

Α ρχικά , η μελέτη της π α ρουσ ίας  GPI ά γκυρας 

στο ένζυμ ο  του δάκου π ρα γμ α τοπ ο ιήθηκε μέσω  του 

υπ ολογ ισ τικού  π ρογρά μ μ α τος  b ig-P I P red ic to r 

(h ttp ://m e n de l.im p .ac .a t/gp i/gp i_se rve r.h tm l), το 

οπ ο ίο  π ροβλέπ ει το π ιθανότερο  κατάλο ιπ ο  (ω- 

κατάλο ιπ ο) όπου θα μπ ορούσ ε να π ρ α γμ α τοπ ο ιηθε ί 

η π ροσθήκη  της GPI ά γκυρα ς στο καρβοξυτελ ικό

άκρο  μ ιας π ρω τεΐνης  (E isenhabe r et al., 1999). Μ ία 

π ρω τεΐνη  γ ια  να κα τηγορ ιοπ ο ιηθε ί ω ς G PI π ρω τεΐνη  

π ρέπ ει να  π λη ρ ο ί ορ ισμένες π ροϋπ οθέσ ε ις  (βλέπ ε 

Ε ισαγω γή §10). Το π ρόγρα μμα  b ig-P I P red ic to r 

χρ η σ ιμ ο π ο ιε ί ένα ν  α λγόρ ιθμο  ο οπ ο ίος εξετάζει το 

κατά  π όσ ο το π ροφ ίλ  της υπ οβληθείσ ας α μ ινοξ ικής  

α λληλου χ ία ς  π λη ρ ο ί τις δ ιάφ ορες π α ραμ έτρους. Ο 

α λγόρ ιθμος αν ιχνεύει το π ιθανότερο  νουκλεοτίδ ιο  

π ου μπ ορεί να  λειτουργήσει ω ς ω -κα τάλο ιπ ο  (ω -site) 

και με βάση την  τιμή που π ροκύπ τε ι κα τατάσσει την  

π ρω τεΐνη  ω ς GPI ή όχι. Θ ετική  τιμή υπ ονοεί τη 

δυνατότητα  G P I π ροσ θήκης, ενώ  αρνητική  τιμή 

κα ταδεικνύει ότι δ εν  είνα ι δυνατή η π ροσθήκη  GPI 

άγκυρας. Μ άλιστα , όσο μεγαλύτερη είνα ι η 

π ροβλεπ όμενη  τιμή τόσο μεγαλύτερη  είνα ι και η 

π ιθανότητα  η π ρω τεΐνη  να υφ ίστατα ι GPI π ροσθήκη.

!nrckvi<?At RCAIIFRKT5 KVGMPSUUiQ QQ’ SRjivGM FTTCPTlflYA QAIAERGASV 
a m m « T s  tslw jo m sv  lhcocieyff GQPSKTSLQY PQVERELSXS mlnayiefax 
TGNPATDGE£ HPYFSKKDPV YYVTSTDDKZ EXLSRSPLES RCAFWiEYLR EVRKHSSQCE 
VXPSSAS5LQ QOWBLLLOQ RSIVAfXLAL SLVLXIPSVN AFT

TW hm ntk %Λ* Mu Kin ii  ihM  u  UmI.

Pred ict ion o f p o te n tia l C - te r * in a l G PI-K odlficatlon  S ite s

Cse o f  the p red ictio n  function  fo r KETAZQA

Hone p o te n tia l G PI-n cd iflca tio n  s i t e  was found.
A*ong a l l  p o sitio n s  checked, sequence p o s itio n  192 had the b est score .

T o ta l S co re ................................................................................................... .. -3 4 .9 3
{PValue -  8 .5€9€97e-02)

Ccepcnents o f the Score Function:

Tern 0 Contents and Windows o f EC in  Region [ - 1 1 . . 1 J ............ 0 .00
Ter* 1 K yd rop h iliclty  o f M -ter*in a l Region [ - 1 1 . .1 ] .............. -0 .0 0
T er* 2 Penalty fo r  low P r o f ile  Score in  Region [ 0 . . 2 ] .......... -4 .0 0

T er* 10 Penalty fo r charged AAs in  Spacer Region [ 3 . . 1 0 ] . . . 0 .00

T er* 12 Penalty fo r  low P r o f ile  Score in  Region [ 1 0 . . e n d ].. 0 .00
Ter* 13 Hydrcphobicity o f T a il  [ 1 0 . . end].......................................... -0 .5 4

T er* 17 Penalty fo r  SGC-Klndows in  Region ( 1 0 . .end]................. 0 .00

Εικόνα 3-39: Πρόβλεψη του πιθανού ω-κατάλοιπου από το 
πρόγραμμα big-PI Predictor (Eisenhaber et al., 1999). Με βάση 
τις επιμέρους προϋποθέσεις της προσθήκης GPI άγκυρας, το 
πρόγραμμα υπολογίζει μία τιμή πρόβλεψης. Όσο μεγαλύτερη 
είναι η προβλεπόμενη τιμή, τόσο μεγαλύτερη είναι και η 
πιθανότητα η πρωτεΐνη να υφίσταται προσθήκη GPI άγκυρας.

Π ρος έκπ ληξη , η ανάλυση της α λληλου χ ία ς  του 

δάκου δ εν  π α ρουσ ία σ ε θετική τιμή π ροτείνοντας, 

σ ύμφ ω να  με το π ρόγραμμα , ότι δ εν  υπ άρχει π ιθανό  

ω -κα τάλο ιπ ο  π ου να  μπ ορεί να  σ υνδεθε ί με την  GPI 

άγκυρα  κι επ ομένω ς το ένζυμ ο  δε χα ρ ακτηρ ίζετα ι ω ς 

GPI συνδεόμενο  (Ε ικόνα  3-39). Η ομο ιότητα , όμω ς,

107

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/10/2023 16:22:06 EEST - 167.114.118.212

http://mendel.imp.ac.at/gpi/gpi_server.html


ΑΠΟΤΕΛΕΣΜ ΑΤΑ

ανάμεσα στην ακετυλοχολινεστεράση του δάκου και 
της D. melanogaster (τόσο όσον αφορά την 
αμινοξική ακολουθία όσο και τις μετα-μεταφραστικές 
τροποποιήσεις), το γεγονός ότι η ακετυλοχολινεστε­
ράση των εντόμων παρουσιάζει GPI άγκυρα, καθώς 
και ότι αμινοξικές αλληλουχίες εντόμων, που 
επιβεβαιωμένα φέρουν GPI άγκυρα, παρουσίασαν 
επίσης αρνητικές τιμές στο πρόγραμμα, προκάλεσε 
την αμφισβήτηση του αποτελέσματος και την in vivo 
μελέτη του ενζύμου.

5.2 In vivo μελέτη της παρουσίας ή μη GPI 
άγκυρας

Η ακετυλοχολινεστεράση, όπως προαναφέρθη- 
κε, παρουσιάζει διάφορες μορφές, που συνιστούν τα 
μονομερή G-ι , διμερή G2, ή τετραμερή G4. Οι μορφές 
αυτές συναντώνται είτε ως αμφιφιλικές (a, 
συνδεδεμένες στη μεμβράνη) είτε ως μη αμφιφιλικές 
(na, εκκρινόμενες) παραλλαγές του ενζύμου. Η 
"αγκυροβολημένη" με GPI ακετυλοχολινεστεράση 
συγκαταλέγεται στις G2a μορφές του ενζύμου και 
είναι ευαίσθητη στη διάσπαση από την ειδική 
φωσφολιπάση C της φωσφατιδυλινοσιτόλης 
(PIPLC), όπως και όλες οι GPI πρωτεΐνες (Futerman 
et al., 1983). Η κατεργασία με PIPLC διαχωρίζει τον 
γλυκερολ-φωσφοδιεστερικό δεσμό και μετατρέπει το 
συνδεδεμένο στη μεμβράνη ένζυμο G2a σε μη 
αμφιφιλική μορφή G2na, χωρίς όμως να μεταβάλλεται 
η δραστικότητα του ενζύμου (Davitz et al., 1987).

Εκμεταλλευόμενοι την ευαισθησία αυτή στην 
PIPLC, η επιβεβαίωση της παρουσίας της GPI 
άγκυρας στην ακετυλοχολινεστεράση του δάκου 
πραγματοποιήθηκε με απομόνωση πρωτεϊνικού 
εκχυλίσματος από τον εγκέφαλο εντόμων, 
κατεργασία αυτού με PI-PLC (του Bacillus 
thuringiensis) και ανάλυση με ηλεκτροφόρηση και 
καθίζηση σε βαθμίδωση σουκρόζης. Και οι δύο αυτές 
μέθοδοι ανάλυσης βασίζονται στο γεγονός ότι οι 
αμφιφιλικές G2a μορφές της ακετυλοχολινεστεράσης, 
λόγω της ύπαρξης της GPI άγκυρας, παρουσιάζουν 
χαρακτηριστικές αλληλεπιδράσεις με μικκύλια μη 
αποδιατακτικών απορρυπαντικών σε αντίθεση με τη 
μη αμφιφιλική μορφή G2na (Silman & Futerman, 
1987; Massoulie & Bon, 1982; Bon et al., 
1988a;1988b; Toutant, 1989). Επιπλέον, οι μέθοδοι

αυτές έχουν το πλεονέκτημα ότι μπορούν να 
εφαρμοστούν όχι μόνο σε καθαρές πρωτεΐνες αλλά 
και σε ακατέργαστα εκχυλίσματα, στα οποία οι GPI- 
πρωτεΐνες μπορούν να προσδιοριστούν ιστοχημικά 
ή/και χρωμομετρικά. Έτσι, ενώ οι κλασσικοί χημικοί 
χαρακτηρισμοί πρωτεϊνών απαιτούν μεγάλης 
κλίμακας απομονώσεις πρωτεϊνών, οι μέθοδοι αυτοί 
απαιτούν μικρά ποσά ακατέργαστων εκχυλισμάτων .

5.2.1 Ανάλυση ύπαρξης GPI άγκυρας με 
ηλεκτροφόρηση.

Ο ρυθμός μετανάστευσης των μορίων κατά την 
ηλεκτροφόρηση σε μη αποδιατακτικό πήκτωμα 
εξαρτάται από το φορτίο τους και από τις 
υδροδυναμικές τους παραμέτρους. Τα μη αμφιφιλικά 
διμερή G2na μεταναστεύουν σχεδόν δύο φορές 
ταχύτερα από την αμφιφιλική μορφή G2a σε μη 
αποδιατακτικά πηκτώματα. Αυτό οφείλεται στη 
δραματική μείωση του μεγέθους της 
ακετυλοχολινεστεράσης, η οποία προκαλείται από 
την απομάκρυνση της GPI άγκυρας και την 
αλληλεπίδρασή της με τα μικκύλια των 
απορρυπαντικών (Rosenberry & Scoggin, 1984; 
Toutant et al., 1988). Σε μη αποδιατακτικά 
πηκτώματα η μετανάστευση των αμφιφιλικών 
μορφών G2a εξαρτάται κυρίως από το 
απορρυπαντικό που περιέχεται στο πήκτωμα. Οι 
αμφιφιλικές μορφές G2a μεταναστεύουν πιο γρήγορα 
όταν στο πήκτωμα δεν περιέχεται απορρυπαντικό 
παρά παρουσία Triton X-100 λόγω της ύπαρξης της 
GPI άγκυρας. Η GPI άγκυρα αλληλεπιδρά με τα 
μικκύλια των απορρυπαντικών με αποτέλεσμα να 
επιβραδύνεται η μετανάστευση των αμφιφιλικών 
μορίων. Επιπλέον, η μετανάστευση της διμερούς 
αμφιφιλικής μορφής G2a της ακετυλοχολινεστεράσης 
παρουσιάζει διαφορετικό ρυθμό παρουσία 
διαφορετικών απορρυπαντικών. Η μετανάστευση σε 
πηκτώματα που περιέχουν Triton X-100 
πραγματοποιείται με μικρότερο ρυθμό από ότι σε 
πηκτώματα που περιέχουν επιπλέον Na doexycolate 
(DOC) (αρνητικά φορτισμένο απορρυπαντικό) λόγω 
της αύξησης της πυκνότητας φορτίου. Έτσι, η 
κατεργασία με PI-PLC, όταν αυτή επάγει το 
σχηματισμό ενεργών G2na παραγώγων, τα οποία δεν 
επιβραδύνονται πλέον παρουσία Triton X-100,
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υπ οδεικνύει τη γλυκολ ιπ ιδ ιακή  φύση της 

υδροφ οβ ικής π ερ ιοχής της π ρω τεΐνης  (Futerm an et 

a l.,1985).

Μ ε βάση τα π α ραπ άνω  ο α μφ ιφ ιλ ικός 

χαρ ακτήρα ς της α κετυ λοχολ ινεσ τερά σ ης του δάκου 

π ρ οσ δ ιορ ί-σ τηκε με ηλεκτροφόρηση μετατόπ ισ ης 

φ ορτίου  (charge-sh ift) π ρω τεϊν ικού  εκχυλ ίσ μα τος, με 

και χω ρ ίς  κα τεργασ ία  με P IPLC  σε μη απ οδ ια τα κτικό  

π ήκτω μα  π ολυακρυλαμ ιδ ίου  το οπ ο ίο  π ερ ιε ίχ ε  T riton  

X -100 , καθώ ς και σ ε μη α π οδ ια τα κτικό  π ήκτω μα  

π ολυακρυλαμ ιδ ίου  το οπ ο ίο  π ερ ιε ίχε T riton  X -100  

και D O C . Ο π ροσ δ ιορ ισ μ ός τω ν  δ ιά φ ορ ω ν μορφ ώ ν 

της π ρω τεΐνης  π ρ α γμ α τοπ ο ιήθηκε με τη ν  ιστοχημ ική  

μέθοδο τω ν K arnovsky  και R oots (1964). Το

π ρω τεϊν ικό  εκχύλ ισ μα  π α ρουσ ία σ ε δ ιαφ ορετική  

κ ινητικότητα  σ τη ν  π ερ ίπ τω ση που ε ίχ ε π ροηγηθε ί 

κα τεργασ ία  του με P I-PLC . Η εφ αρμογή  P I-PLC  

μετέτρεψ ε τις μορφ ές G 2a απ ό το π ρω τεϊν ικό  

εκχύλ ισ μα  σε μη α μφ ιφ ιλ ική  μορφή G 2na,

υπ οδεικνύοντας ότι η κύρια  μορφή της 

α κετυ λοχολ ινεσ τερ ά σ ης του δάκου είνα ι η μορφή H, 

δηλαδή φέρει μ ία  γλυκολ ιπ ιδ ιακή  άγκυρα  (G PI). Οι 

ενα π ομ ε ίνα ντες  στο κύτταρο  μορφ ές G 2a επ ίσης 

βρέθηκα ν  να  είνα ι ευα ίσ θητες  στη δράση P IPLC , 

ύστερα  απ ό κα τεργασ ία  και δ ιαλυτοπ ο ίηση  με T riton 

X -100 , α π οδεικνύοντα ς  επ ιπ λέο ν  ότι η μορφή H G PI- 

G 2a εκτ ίθετα ι κυρ ίω ς σ την  επ ιφ ά νεια  του κυττάρου 

(Ε ικόνα  3-40).

Εικόνα 3-40: Ηλεκτροφορητικό πρότυπο της επίδρασης της PIPLC στην ακετυλοχολινεστεράση του δάκου, της 
Caliphora spp, της Drosophila και της M.domestica. Το ένζυμο απομονώθηκε από τον εγκέφαλο των εντόμων και 
ύστερα από κατεργασία με PIPLC ηλεκτροφορήθηκε σε μη αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου παρουσία 
του απορρυπαντικού Triton X-100 (A) και παρουσία των απορρυπαντικών Triton X-100 και DOC (Β). Ο 
προσδιορισμός των διάφορων μορφών του ενζύμου πραγματοποιήθηκε με την ιστοχημική μέθοδο Karnovsky & 
Roots (1964). Η σύγκριση της μετανάστευσης του μη και του κατεργασμένου με PIPLC ενζύμου που παρατηρείται 
στα δύο πηκτώματα κατέδειξε την ύπαρξη του αμφιφιλικού και του μη αμφιφιλικού χαρακτήρα της πρωτεΐνης, 
υποδεικνύοντας τη γλυκολιπιδιακή φύση της υδροφοβικής περιοχής της πρωτεΐνης. Η αμφιφιλική μορφή (G2) 
μεταναστεύει πιο αργά παρουσία των απορρυπαντικών, διότι τα μικκύλια αλληλεπιδρούν με τη GPI άγκυρα. Ως 
κοντρόλ χρησιμοποιήθηκε η H2 μορφή της ακετυλοχολινεστεράσης του αρουραίου.Τα βέλη δείχνουν την αρχή της 
μετανάστευσης και ο προσανατολισμος από αρνητικό σε θετικό υποδεικνύεται με το -  και +.
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5.2.2 Ανάλυση ύπαρξης GPI άγκυρας με 
καθίζηση

Σύμφω να με τους Bon et al. (1988a; 1988b), oi 

α μφ ιφ ιλ ικές  μορφ ές G a της α κετυλοχολ ινεσ τεράσ ης 

χαρ ακτηρ ίζοντα ι απ ό το γεγονός ότι (εκτός της 

ηλεκτροφ ορητικής μετανά στευσης) και ο 

σ υντελεσ τής κα θ ίζησής τους αλλάζει π α ρουσ ία  του 

α π ορρυπ αντικού  T riton  X -100 . Η G 2a μορφή 

καθιζάνει ω ς μονοδ ιασ κορπ ιζόμ ενο  σύμπ λοκο  

(m onod isperse  com plex) με α π οδ ια τα κτικά  μ ικκύλια  

και έχει σ υντελεστή  κα θ ίζησης 6 .8  S π α ρουσ ία  T riton 

X -100  και 4 .7  S π α ρουσ ία  B rij-96, ενώ  απ ουσ ία  

α π ορρυπ αντικού , τα δ ιμερή κα θ ιζάνουν 

γρηγορότερα  ω ς μ ονοδ ιασ κορπ ιζόμ ενες κορυφές 

(m on id ispe rse  peaks).

Οι ενεργές μορφ ές της α κετυλοχολ ινεσ τεράσ ης 

του δάκου α να λύ θη κα ν  με καθίζηση σε π ρω τεϊν ικό  

εκχύλ ισ μα  π ου π ρ οήλθε απ ό τον  εγκέφαλο . Η 

α κετυλοχολ ινεσ τεράσ η  δ ιαλυτοπ ο ιήθηκε π α ρουσ ία  

1% T riton X -100  (low  sa lt/de te rgen t ex tract) και η 

ανάλυση του εκχυ λ ίσ μ α τος  π ρα γμ α τοπ ο ιήθηκε με 

και χω ρ ίς  κα τεργασ ία  με P I-P LC  σε βαθμ ίδω ση 

σουκρόζης π α ρουσ ία  δύο δ ια φ ορετικώ ν

α π ορρυπ αντικώ ν, T riton  X  -100 και Brij-96. Η 

μέτρηση της δρα σ τικό τη τα ς  της π ρω τεΐνης

π ρα γμ α τοπ ο ιήθηκε με τη χρω μα τομετρ ική  μέθοδο 

κατά  E llm an (1961).

Σύμφω να  με τα δ ιαγρά μμα τα  του συντελεστή  

κα θ ίζησης (Ε ικόνα  3-41), το π ρω τεϊν ικό  εκχύλ ισ μα  

χω ρ ίς  κατεργασ ία  P IPLC  π α ρουσ ία σ ε δύο κορυφές 

τω ν ο π ο ίω ν  ο σ υντελεσ τής κα θ ίζησης ή ταν 

δ ιαφ ορετικός μεταξύ τω ν  α π ο ρ ρ υπ α ντ ικώ ν  T riton  X - 

100 και Brij-96, υπ οδεικνύοντας ότι π ρόκε ιτα ι για  τις 

α μφ ιφ ιλ ικές  μορφ ές του ενζύμου  G 2a και G 1a. 

Π αρουσ ία  T riton  X -100 , οι G 2a και G 1a μορφ ές της 

α κετυ λοχολ ινεσ τεράσ ης εμ φ ά ν ισ α ν  συντελεστή  

κα θ ίζησης π ερ ίπ ου  6 S  και 4 S, α ντίσ το ιχα , ενώ  

π α ρουσ ία  B rij-96 ο σ υντελεσ τής καθ ίζησης ή ταν 

χαμ ηλότερος  (4 S και 2 S). Η δ ιαφ ορά  του 

σ υντελεστή  κα θ ίζησης π ου π α ρουσ ιάζετα ι στα  δύο 

α π ορρυπ αντ ικά  οφ είλετα ι στο δ ιαφ ορετικό  μέγεθος 

τω ν μ ικκυλ ίω ν τους και σ τη ν  αλληλεπ ίδρασ ή  τους με 

τη GPI άγκυρα . Α ντίθετα , η κατεργασ ία  με P IPLC  

τω ν π ρ ω τε ϊν ικώ ν  εκχυ λ ισ μ ά τω ν  μετατόπ ισ ε τις 

κορυφές τω ν  G 2a και G 1a μορ φ ώ ν (και σ τα  δύο 

α π ορρυπ αντικά ), υπ οδεικνύοντας τη μετατροπ ή τους

Εικόνα 3-41: Προφίλ καθίζησης των διάφορων μορφών ακετυλοχολινεστεράσης πρωτεϊνικού εκχυλίσματος από εγκέφαλο δάκου. 
Κατεργασμένο με και χωρίς PIPLC πρωτεϊνικό εκχύλισμα φυγοκεντρήθηκε σε βαθμίδωση σακχαρόζης (5%-20%) παρουσία Triton X- 
100 (μπλε γραμμή) και παρουσία Brj 96 (κόκκινη γραμμή). Ύστερα από τη φυγοκέντρηση συλλέχθηκαν κλάσματα των 200 μ!, των 
οποίων η δραστικότητα μετρήθηκε με τη χρωμομετρική μέθοδο Ellman (1961). Α . Οι αμφιφιλικές μορφές G2a και G-ia παρουσιάζουν 
διαφορετικό συντελεστή καθίζησης παρουσία του απορρυπαντικού Triton X-100 (6 S και 4 S) και παρουσία του απορρυπαντικού 
Brj96 (4 S και 2 S) λόγω του διαφορετικού μεγέθους των μικκυλίων τους και της αλληλεπίδρασης αυτών με τη GPI άγκυρα. Β . Η 
κατεργασία του πρωτεϊνικού εκχυλίσματος με PIPLC μετατοπίζει τις κορυφές των G2a και G-ia (και στα δύο απορρυπαντικά), 
υποδεικνύοντας τη μετατροπή τους στις μη αμφιλικές μορφές G2na και G-ina. To κατεργασμένο με PIPLC πρωτεϊνικό εκχύλισμα 
παρουσιάζει τον ίδιο συντελεστή καθίζησης και στα δύο απορρυπαντικά, λόγω της αποκοπής της GPI άγκυρας. Ως εσωτερικά 
κοντρόλ χρησιμοποιήθηκαν η αλκαλική φωσφατάση (6.1 S) και β-γαλακτοσιδάση (16 S) της E.coli
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στις μη α μφ ιλ ικές  μορφ ές G 2na και G-ina. Μ άλιστα , ο 

σ υντελεσ τής καθ ίζησης τω ν μη α μ φ ιφ ιλ ικώ ν  μορφ ώ ν 

ήταν ο ίδ ιος και για  τα δύο α π ορρυπ αντ ικά  λόγω  της 

μη α λληλεπ ίδρα σ ης της G PI ά γκυρα ς με τα μ ικύλλια , 

υπ οδεικνύοντας την  α π οκοπ ή της. Έ τσ ι, η 

μετατόπ ιση τω ν  κορυφ ώ ν του π ρω τεϊν ικού  

εκχυλ ίσ μα τος  π α ρουσ ία  P IP LC  καθώ ς και η 

εμφ άνιση  του ίδ ιου σ υντελεστή  κα θ ίζησης μεταξύ 

τω ν δύο α π ο ρ ρ υπ α ντ ικώ ν  υπ οδεικνύει την  ύπαρξη 

GPI άγκυρας.

Η in v ivo  μελέτη της α κετυ λοχολ ινεσ τερ ά σ ης του 

δάκου α π οκά λυ ψ ε ότι το ένζυμο  εντοπ ίζετα ι σ την  

κυτταρ ική  μεμβράνη και α γκυροβολείτα ι σ ε αυτή 

μέσω  της GPI δομής. Η ύπ αρξη α μ φ ιφ ιλ ικώ ν  

μορφ ώ ν της π ρω τεΐνης  σ το ν  εγκέφ α λο  και η 

μετατροπ ή τους σε μη α μφ ιφ ιλ ικές  μορφ ές ύστερα 

απ ό κατεργα σ ία  με P IP LC  επ ιβ εβ α ίω σ ε ότι η κύρια  

μορφή της α κετυλοχολ ινεσ τερ ά σ ης του δάκου είνα ι η 

G P I-G 2a μορφή. Η π α ρουσ ία  της GPI ά γκυρα ς σ την  

π ρω τεΐνη  του δάκου συνάδει και εν ισχύει τον 

ισχυρ ισμό  ότι στα  έντομ α  την κύρ ια  μορφή της 

α κετυλοχολ ινεσ τερ ά σ ης α π οτελε ί η μορφή “Η ” . Η 

α δυνα μ ία  του π ρογρά μ μ α τος  big-PI P red ic to r να 

π ροβλέψ ει το π ιθανό  ω -κα τάλο ιπ ο  σ τη ν  αμ ινοξική  

α κολουθ ία  της α κετυ λοχολ ινεσ τερά σ ης του δάκου, 

αλλά  και ά λλω ν  εντόμω ν, κα ταδεικνύει την  ανάγκη 

βελτίω σης του χρησ ιμοπ ο ιούμενου  αλγορ ίθμου .

5.3 Έκφραση και ανάλυση της πρωτεΐνης που 
φέρει τη μετάλλαξη Δ30

Τ η ν  επ ιβεβα ίω ση της ύπ αρξης G PI ά γκυρα ς σ την  

π ρω τεΐνη  του δάκου α κολού θησ ε η λειτουργ ική  

μελέτη της νέας μετάλλαξης A 3Q . Ε φ όσ ον  η 

α κετυλοχολ ινεσ τεράσ η  του δάκου α π οδεδε ιγμένα  

υφ ίσ τατα ι GPI π ροσ θήκη , η έλλειψ η τω ν τρ ιώ ν 

γλουτα μ ινώ ν (A 3Q  μετάλλαξη) σ την  υδρόφοβη 

π ερ ιοχή  που α ντικα θ ισ τά τα ι από την  GPI δομή, είνα ι 

π ιθ α νό ν  να επ ηρεά ζε ι τη δ ιαδ ικασ ία  π ροσ θήκης της 

GPI άγκυρας.

Ο ρόλος της μετάλλαξης A 3Q  σ την  π ροσθήκη  

GPI ά γκυρα ς α ξ ιολογήθηκε και με τη χρήση του 

π ρογρά μ μ α τος  big-P I P red icto r. Π αρότι, όπ ω ς έγ ινε 

φανερό, το π ρόγρα μμα  δε χρ η σ ιμ ο π ο ιε ί τον 

κα τάλληλο  α λγόρ ιθμο  για  την  π ρόβλεψ η  της GPI 

π ροσ θήκης στα  έντομα, ο έλεγχος  της 

μεταλλα γμένης α κολου θ ία ς  π α ρουσ ία σ ε βελτίω ση 

της π ιθανότη τας  εύρεσ ης ω -κα ταλο ίπ ου  (Ε ικόνα  3­

42). Η τιμή π ου π ροέκυψ ε π α ρέμε ινε α ρνητική , αλλά  

α υξήθηκε π ερ ίπ ου  κατά 8 μονάδες, υπ οδεικνύοντας 

ότι η έλλε ιψ η  τω ν τρ ιώ ν γλουτα μ ινώ ν μεταβάλλει την 

υδρόφοβη π ερ ιοχή  με τρόπο π ου να  π ροσ εγγ ίζε ι 

π ερ ισ σ ότερο  τις π ροϋπ οθέσ ε ις  του π ρογράμματος.

Ο ι τρεις γλουταμ ίνες  (Q) που απ αλε ίφ οντα ι στη 

μεταλλαγμένη  π ρω τεΐνη , όπ ω ς αναφ έρθηκε, 

α π ο τελο ύ ν  τμήμα  μ ιας α λληλου χ ία ς  π έντε 

δ ια δοχ ικώ ν  γλουταμ ινώ ν. Το ερώ τημ α  που γεννάτα ι

GPIpr score
600 ♦  649

D m - w t  F W N 'jY L P jJ v jJ S W A G T C jG jS G S A S IS --------- P ^ - - L Q L L G I A A - L I  Y I C A A L g - - T f J J V F  2 . 2 1

614 ______  V ________  _____  673
B o - w t  F W N jY L jJ J v jJ J W G S Q C jv g P S S A S S L Q Q ^ Q Q g L L L Q Q g S IV A F M L A L S L V L g iP S V N A F F  - 3 4 . 9 3

614 ______  |  _____  670
B O - A 3 Q  F W N ^ Y L ^ / i jg w G S Q C jv iJ P S S A S S L Q Q -------Q L L L Q Q ^ S I V A F M L A L S L V L Q lP S V N A F F  - 2 7 . 6 3

614 ♦ _ _ _  668
B O - A 5 Q  F W N ^ Y L j^ v jJ jw G S Q C jv g P S S A S S L ----------- Q L L L Q Q g S  IV A F M L A L S L V L jJ l  P S V N A F F  - 3 . 2 4

Εικόνα 3-42: Ομοπαράθεση της καρβοξυτελικής περιοχής της ακετυλοχολινεστεράσης της Drosophila melanogaster (Dm-wt), του 
δάκου αγρίου τύπου (Bo-wt), του μεταλλάγματος Δ30 (Βο-Δ30) και του υποθετικού μεταλλάγματος Δ50 (Βο-Δ50). Οι αριθμοί των 
αμινοξικών αλληλουχιών (στην αρχή και στο τέλος) αναφέρονται στο αμινοξικό κατάλοιπο της πρωτεΐνης. Το προβλεπόμενο ω- 
κατάλοιπο υπογραμμίζεται, ενώ με βέλος παρουσιάζεται το πραγματικό ω-κατάλοιπο για την Dm και το πιθανολογούμενο (από εμάς) 
ω-κατάλοιπο για το δάκο . Δεξιά των αμινοξικών ακολουθιών εμφανίζονται οι τιμές πρόβλεψης προσθήκης της GPI άγκυρας με βάση το 
πρόγραμμα big-PI Predictor (Eisenhaber et al., 1999).
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είναι πώς θα επηρεαζόταν η πρωτεΐνη σε περίπτωση 
απάλειψης και των πέντε διαδοχικών καταλοίπων 
γλουταμίνης. Η in silico αξιολόγηση της θεωρητικής 
αμινοξικής ακολουθίας στο πρόγραμμα big-PI 
Predictor έδωσε τιμή πρόβλεψης GPI προσθήκης για 
τη θεωρητική A5Q μετάλλαξη σχεδόν 10 φορές 
μεγαλύτερη από εκείνη της πρωτεΐνης αγρίου τύπου 
(Εικόνα 3-42). Αυτό ενίσχυσε περαιτέρω τον 
ισχυρισμό ότι η συγκεκριμένη περιοχή του ενζύμου 
σχετίζεται με την προσθήκη GPI άγκυρας.

Η δυνατότητα προσθήκης GPI άγκυρας στο 
μετάλλαγμα A3Q καθώς επίσης και στο θεωρητικό 
A5Q μελετήθηκε in vitro μέσω της έκφρασής τους σε 
ετερόλογο σύστημα ευκαρυωτικών κυττάρων. Για το 
σκοπό αυτό κλωνοποιήθηκαν οι τρεις παραλλαγές 
της ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου (wt, A3Q και 
A5Q) στο φορέα έκφρασης pEF-BOS και 
χρησιμοποιήθηκαν για τη διαμόλυνση της κυτταρικής 
σειράς COS-7. Η ευκαρυωτική κυτταρική σειρά COS 
έχει χρησιμοποιηθεί με επιτυχία σε παρόμοια 
πειράματα διαπίστωσης GPI προσθήκης διάφορων 
οργανισμών (Bon et al., 1988a; 1988b).

Οι κατασκευές δημιουργήθηκαν ως εξής:

Άγριος τύπος (wt): Το cDNA της ακετυλοχολιν­
εστεράσης του δάκου κλωνοποιήθηκε στο ευκαρυω- 
τικό φορέα έκφρασης pEF-BOS ύστερα από 
κατάτμηση και των δύο με τα περιοριστικά ένζυμα 
EcoRI και KpnI. Ο εκκινητής ο οποίος 
χρησιμοποιήθηκε στη διαδικασία δημιουργίας του 
cDNA περιείχε μία θέση αναγνώρισης της 
περιοριστικής ενδονουκλεάσης EcoRI και συνεπώς 
το cDNA έφερε ανοδικά της θέσης έναρξης της 
μετάφρασης ATG μία θέση αναγώρισης EcoRI. Η 
κλωνοποίηση του cDNA στον πλασμιδιακό φορέα 
pBS και η κατάτμησή του με τα ένζυμα EcoRI και 
KpnI, απομόνωσε ολόκληρο το cDNA. Ο φορέας 
pEF-BOS περιέχει τη θέση αναγνώρισης EcoRI ενώ 
η θέση KpnI δημιουργήθηκε με μεταλλαξιγένεση με 
τη μέθοδο Kunkel.

A3Q: Η έλλειψη των τριών γλουταμινών
δημιουργήθηκε με μεταλλαξιγένεση με τη μέθοδο της 
προέκτασης αλληλοεπικαλυπτώμενων άκρων 
(overlap extension) με αντίδραση PCR χρησιμο­
ποιώντας ως υπόστρωμα το cDNA αγρίου τύπου. Το 
τελικό προϊόν που έφερε τη μετάλλαξη

κλωνοποιήθηκε σε πλασμιδιακό φορέα pBS και στη 
συνέχεια με κατάτμηση με τις ενδονουκλεάσες EcoRI 
και KpnI κλωνοποιήθηκε στις αντίστοιχες θέσεις του 
ευκαρυωτικού φορέα pEF-BOS, όπως περιγράφεται 
παραπάνω.

A5Q: Η έλλειψη των πέντε γλουταμινών πραγ­
ματοποιήθηκε με τη μέθοδο Kunkel χρησιμο­
ποιώντας ως υπόστρωμα το cDNA αγρίου τύπου, το 
οποίο ήταν κλωνοποιημένο στο φορέα pEF-BOS.

Οι κατασκευές ελέχθησαν για την ορθότητα της 
αλληλουχίας τους με τον προσδιορισμό της 
πρωτοδιάταξής τους και στη συνέχεια 
χρησιμοποιήθηκαν για τη διαμόλυνση των 
ευκαρυωτικών κυττάρων COS.

5.3.1 Ανάλυση ύπαρξης GPI άγκυρας στην 
εκφραζόμενη πρωτεΐνη με ηλεκτροφόρηση

Η ικανότητα προσθήκης GPI άγκυρας μεταξύ 
των τριών κατασκευών μελετήθηκε μέσω του 
προσδιορισμού της ύπαρξης αμφιφιλικών και μη 
αμφιφιλικών μορφών της ακετυλοχολινεστεράσης 
στην κάθε κατασκευή. (βλέπε Αποτελέσματα, 
§5.2.1). Τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα που προέκυψαν 
από τη διαμόλυνση των κυττάρων COS-7 με τις 
αντίστοιχες κατασκευές κατεργάστηκαν με PIPLC και 
αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε μη αποδιατακτικό 
πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου.

Τα τρία εκχυλίσματα παρουσίασαν σχεδόν το 
ίδιο προφίλ μεταξύ τους είτε ηλεκτροφορήθηκαν σε 
πήκτωμα που περιείχε μόνο Triton X-100 είτε σε 
πήκτωμα με Triton X-100 και DOC. Ο 
προσδιορισμός των μορφών της πρωτεΐνης 
(Karnovsky & Roots, 1964) κατέδειξε ότι το ένζυμο 
που παράγεται και στις τρεις περιπτώσεις είναι GPI 
συνδεόμενο στη μεμβράνη των κυττάρων και ότι η 
παρουσία PIPLC επάγει τη δημιουργία μη 
αμφιφιλικών G2 na παραγώγων. Η διαφορά των αμφι­
φιλικών και μη αμφιφιλικών μορφών μεταξύ των 
τριών κατασκευών ήταν πάρα πολύ μικρή έως 
καθόλου διακριτή. Εντούτοις, παραμένει η αμφιβολία 
της καταλληλότητας των κυττάρων COS για τη 
μελέτη της προσθήκης GPI άγκυρας στα έντομα. 
Ίσως ένα σύστημα κυττάρων εντόμων να προσέγγιζε 
με μεγαλύτερη πιστότητα την πραγματικότητα. Η
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αμφιβολία αυτή ενισχύεται επίσης και από τη 
σύγκριση του πρωτεϊνικού εκχυλίσματος από τον 
εγκέφαλο του εντόμου και του εκχυλίσματος από τη 
διαμόλυνση των κυττάρων. Η μετατροπή των 
αμφιφιλικών μορφών της ακετυλοχολινεστεράσης 
στη μη αμφιφιλική μορφή ήταν πλήρης στο 
εκχύλισμα του εγκεφάλου, ενώ ένα ποσοστό των 
αμφιφιλικών μορφών της ακετυλοχολινεστεράσης 
που παράχθηκε από τα κύτταρα COS παρέμεινε 
άθικτο (Εικόνα 3-43).

5.3.2 Κινητική των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων

Σύμφωνα με την εξελικτική υπόθεση του Clarke 
(1975) και των Eanes & Koehn (1978), οι βιοχημικές 
ιδιότητες των ενζύμων που καθορίζονται από 
διαφορετικούς γενοτύπους βρίσκονται σε άμεση

σχέση με την προσαρμογή των γενοτύπων αυτών 
στο περιβάλλον. Με βάση την παραπάνω υπόθεση 
μελετήθηκαν οι βιοχημικές ιδιότητες των τριών 
εναλλακτικών μορφών της ακετυλοχολινεστεράσης 
ώστε να διευκρινιστεί εάν η διαφορετική 
προσαρμογή που παρουσιάζουν στα οργανο- 
φωσφορικά εντομοκτόνα συνοδεύεται με διαφορά 
στις κινητικές τους παραμέτρους. Οι λειτουργικές 
ιδιότητες του ενζύμου έχουν εκτενώς μελετηθεί σε 
αρκετά είδη όπως στη Drosophila melanogaster και 
Bactrocera dorsalis (Fournier et al., 1989; Hsu et al., 
2004).

Η κινητική μελέτη των τριών πρωτεϊνικών 
εκχυλισμάτων (wt, A3Q, A5Q) του δάκου πραγματο­
ποιήθηκε με τον υπολογισμό της δραστικότητας της 
ακετυλοχολινεστεράσης (με τη χρωμομετρική μέθοδο 
Ellman et al., 1961) ανά τακτά χρονικά διαστήματα

Εικόνα 3-43: Ηλεκτροφορητικό πρότυπο της επίδρασης της PIPLC στην ακετυλοχολινεστεράση του δάκου και 
στην ακετυλοχολινεστεράση που απομονώθηκε από τη διαμόλυνση των COS κυττάρων με τις τρεις κατασκευές 
(wt, A3Q, A5Q). Το ένζυμο του δάκου απομονώθηκε από τον εγκέφαλο, ενώ το ένζυμο των τριών κατασκευών 
εμπεριέχεται στο πρωτεϊνικό εκχύλισμα των κυττάρων. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε σε μη 
αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου παρουσία Triton X-100 (A) και παρουσία Triton X-100 και DOC (Β) 
ύστερα από κατεργασία τους με PIPLC. Ο προσδιορισμός των διάφορων μορφών του ενζύμου 
πραγματοποιήθηκε με την ιστοχημική μέθοδο Karnovsky & Roots (1964). Η σύγκριση της μετανάστευσης του 
μη και του κατεργασμένου με PIPLC ενζύμου που παρατηρείται στα δύο πηκτώματα κατέδειξε την ύπαρξη του 
αμφιφιλικού και του μη αμφιφιλικού χαρακτήρα της πρωτεΐνης, υποδεικνύοντας τη γλυκολιπιδιακή φύση της 
υδροφοβικής περιοχής της πρωτεΐνης. Η αμφιφιλική μορφή (G2a) μεταναστεύει πιο αργά παρουσία των 
απορρυπαντικών, διότι τα μικκύλια αλληλεπιδρούν με τη GPI άγκυρα. Παρόλο που η πρωτεΐνη του εγκεφάλου 
μετατρέπεται 100% σε μη αμφιφιλική μορφή (G2a ), δεν συμβαίνει το ίδιο και με τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα των 
κατασκευών, υποδεικνύοντας ότι το ευκαρυωτικό σύστημα των COS κυττάρων δεν είναι το πλέον 
αποτελεσματικό για τη μελέτη της ακετυλοχολινεστεράσης του δάκου. Ως κοντρόλ χρησιμοποιήθηκε η H2 
μορφή της ακετυλοχολινεστεράσης του αρουραίου.Τα βέλη δείχνουν τη αρχή της μετανάστευσης και ο 
προσανατολισμος από αρνητικό σε θετικό υποδεικνύεται με το -  και +.
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Εικόνα 3 - 44: Διάγραμμα διπλού αντιστρόφου για τον 
προσδιορισμό των κινητικών σταθερών των τριών πρωτεϊνικών 
εκχυλισμάτων (wt, Δ30, Δ50).

και την  επ εξεργα σ ία  τους σε χρονοκαμ π ύλες. Η 

α ντίδραση του κάθε π ρω τεϊν ικού  εκχυ λ ίσ μ α τος  με το 

υπ όσ τρω μα  ιω δ ιούχο ακετυλοθειοχολ ίνη  (A TC h l) 

π α ρ α κολου θήθηκε γ ια  δ ιάσ τημα  15 λεπ τώ ν, ώ σ τε να 

σ χεδ ια σ τε ί η καμπ ύλη χρόνου  από 1 έω ς 15 λεπ τά. 

Μ ε βάση τα δεδομένα  της α νάλυσης σ χεδ ιά σ τη κα ν  οι 

α ρχ ικές  χρονοκα μ π ύ λες  και τα α ρ χ ικά  π οσ οσ τά  

χρη σ ιμ ο π ο ιή θ η κα ν  για  το σ χεδ ιασ μό της καμπ ύλης 

του δ ιπ λού α ντισ τρόφ ου. Η γρ α μμ ικότητα  της 

κα μπ ύλης υπ οδεικνύει ότι η α κετυλοχολ ινεσ τεράσ η

του δάκου π α ρουσ ιάζε ι κ ινητική κατά  M ichae lis- 

M enten. Ο ι φ α ινομεν ικές  τιμές τω ν σ τα θ ερ ώ ν app- 

Km, a p p -V m ax και app -K ca t της 

α κετυ λοχολ ινεσ τεράσ ης του δάκου για  τις τρεις 

δ ιαφ ορετικές  μορφ ές π ρ ο σ δ ιο ρ ίσ τη κα ν  απ ό τρεις 

α νεξά ρτητες  σειρές.

Η σ ταθερά  Km  π ροσ δ ιορ ίζε ι τη συγγένε ια  ενός 

ενζύμου  γ ια  ένα  ειδ ικό  υπ όστρω μα. Χ αμηλή  τιμή της 

σ ταθεράς Km  α ντιπ ροσω π εύει υψ ηλή συγγένε ια  ενώ  

υψηλή τιμή της Km α ντιπ ροσω π εύει χαμηλή 

συγγένεια . Οι τιμές της σ ταθεράς app-K m  τω ν 

π ρ ω τε ϊν ικώ ν  εκχυ λ ισ μ ά τω ν τω ν τρ ιώ ν δ ια φ ορετικώ ν  

γενο τύπ ω ν (wt, T 3Q , T 5Q ) εξή χθ η σ α ν  γρα φ ικά  από 

την  ευθεία  του δ ιπ λού α ντισ τρόφ ου  τω ν L inew eaver- 

B urk  με κάθε τιμή να α ντιπ ροσ ω π εύει το μέσο όρο 

τω ν τρ ιώ ν επ α να λή ψ εω ν της ενζυμ ικής 

δραστικότητα ς. Η Km π α ρουσ ία σ ε την  ίδ ια  

φ α ινομεν ική  τιμή (app-K m ) και γ ια  τα τρία 

εκχυλ ίσ ματα , υ π οδεικνύοντας ότι τα τρ ία ένζυμα  

π α ρ ο υσ ιά ζο υν  την  ίδ ια  α λληλεπ ίδρασ η  με το 

υπ όσ τρω μα  (Ε ικόνα  3-44).

Ο α ρ ιθμός α νακύκλησ ης (Kcat) α ντιπ ροσω π εύει 

τον  αρ ιθμό  τω ν m oles του υπ οσ τρώ ματος που 

μετατρέπ οντα ι σ ε π ρ ο ϊό ν  απ ό κά θε ενεργή  π ερ ιοχή 

του ενζύμου  στη μονάδα  του χρόνου. Μ ε μία 

δ ιαφ ορετική  π ροσέγγ ιση , η K cat α ντιπ ροσω π εύει τον 

αρ ιθμό  επ α να χρησ ιμ οπ ο ίησ ης του καταλύτη στη 

μονάδα  του χρόνου. Έ τσ ι, υψηλή K cat καταδεικνύει 

τη δυναμ ική  του ενζύμου  να  λε ιτο υ ρ γε ί με ταχύτερο 

ρυθμό ανά  μονάδα  ενζυμ ικής  δραστικότητας. Η 

φ α ινομεν ική  kca t (app-Kca t) π ροσ δ ιορ ίσ τηκε με 

κα τεργασ ία  τω ν τρ ιώ ν δ ια φ ορ ετικώ ν  π ρ ω τε ϊν ικώ ν  

εκχυ λ ισ μ ά τω ν με D EPQ , το οπ ο ίο  π α ρουσ ιάζε ι την 

ικανότητα  να δεσ μεύετα ι με την  α κετυλοχολ ιν- 

εσ τεράση. Μ άλισ τα  η αντίδρα σ η  είνα ι γραμμ ική , 

δηλαδή ένα  μόριο D EP Q  δεσ μεύετα ι σ ε ένα  μόριο 

α κετυλοχολ ινεσ τεράσ ης. Τα  π ρ ω τεϊν ικά  εκχυλ ίσ μα τα  

κα τερ γά σ τηκα ν  με δ ιαφ ορετικές  σ υγκεντρώ σεις  

D EPQ  και μετά  απ ό ίσο χρον ικό  δ ιάσ τημα  μετρήθηκε 

η δρα στικότητα  του ενζύμου  με τη χρω ματομετρ ική  

μέθοδο E llm an (1961). Η μέτρηση της ενζυμ ικής 

δρα στικότητα ς κα τέδειξε ότι ο α ρ ιθμός α νακύκλησ ης 

π α ραμ ένει σ ταθερός στις τρεις ενα λλα κτ ικές  μορφ ές 

του ενζύμου  (wt, T 3Q , T 5Q ) (Ε ικόνα  3-45). Το 

γεγονός ότι και οι τρεις α υτές  κα μπ ύλες τ ιτλοδότησ ης 

π α ρ ισ τά νοντα ι απ ό τρε ις  π α ράλληλες  γραμμές
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καταδεικνύει ότι οι ρυθμο ί α νακύκλησ ης (που 

α ντιπ ροσ ω π εύοντα ι απ ό τις κλ ίσε ις  τω ν 

π α ρ ά λληλω ν γραμμώ ν) είνα ι ταυτόσημο ι.

κάθε σχέση α υ τώ ν  με μεταβολή  της κα ταλυτικής 

λε ιτουργ ία ς  του ενζύμου  θα ή τα ν  απ ρόσμενη . 

Α ντίθετα , η ολική δρα στικότητα  τω ν τρ ιώ ν 

εκχυ λ ισ μ ά τω ν (app-V m ax) ήταν δ ιαφ ορετική , π αρά  

το ότι π α ρ ο υ σ ία σ α ν  την  ίδ ια  δ ρα σ τικό τη τα  ανά  

ενεργό  μόριο (app-Kca t). Π αρόλο που η δ ιαμόλυνση 

π ρ α γμ α τοπ ο ιήθηκε κάτω  απ ό τις ίδ ιες σ υνθήκες και 

γ ια  τις τρεις κατασκευές (ίδ ιος  φ ορέας έκφ ρασης, ίδ ια 

π οσ ότητα  DNA, ίδ ιος α ρ ιθμός κυττάρω ν) ο α ρ ιθμός 

τω ν ενερ γώ ν  μ ορ ίω ν π ου π α ράχθηκε για  κάθε μία 

απ ό α υτές  από το σ ύσ τημα  τω ν C O S κυττάρω ν ήταν 

δ ιαφ ορετικός. Το γεγονός αυτό  κα ταδεικνύει ότι τα 

τρ ία π ρ ω τεϊν ικά  εκχυλ ίσ μα τα  π α ρ ουσ ιά ζουν  

δ ιαφ ορές στις μ ετα -μετα φ ρα σ τικές  τροπ οπ ο ιήσ ε ις  

ή /κα ι στη σ ταθερότητα  και α π οδόμησ η της 

π ρω τεΐνης . Κατά  συνέπ εια , η π α ρουσ ία  της νέας 

μετάλλα ξης A 3Q  όντω ς επ ηρεά ζε ι τη λε ιτουργ ία  της 

π ρω τεΐνης.

Εικόνα 3-45: Γραφική παράσταση της εναπομένουσας
δραστικότητας των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων των τριών 
κατασκευών (wt, Δ30, Δ50) ύστερα από αναστολή τους με 
διαφορετικές συγκεντρώσεις DEPQ. Το ότι οι γραμμές είναι 
παράλληλες υποδεικνύει τον ίδιο συντελεστή Kcat μεταξύ των 
τριών κατασκευών

Η τιμή V m a x  π ροσ δ ιορ ίζε ι τη μέγιστη ταχύτητα  

της α ντίδρασης, η οπ ο ία  επ ιτυγχάνετα ι ό τα ν  τα 

ενεργά  κέντρα  ό λω ν  τω ν ενζύμ ω ν είνα ι κορεσμένα  

με υπ όστρω μα. Δ ια φ ορά  της V m a x  α νάμεσα  σε δύο 

εκχυλ ίσ μα τα  καταδεικνύει ότι υπ άρχει δ ιαφ ορά  στα 

μόρ ια  ενζύμου  που π ερ ιέχει το κάθε εκχύλ ισ μα . Η 

φ αινομεν ική  V m a x  (app-V m ax) τω ν τρ ιώ ν 

εκχυ λ ισ μ ά τω ν π ροσ δ ιορ ίσ τηκε απ ό την  ευθεία  του 

δ ιπ λού α ντισ τρόφ ου  τω ν L inew eave r-B u rk . Η app- 

V m a x  π α ρουσ ίασ ε μ ία  μ ικρή δ ιαφ ορά  (σ τατισ τικά  μη 

σημαντική ) μεταξύ w t και T 3 Q  εκχυλ ίσ ματος, ενώ  το 

π ρω τεϊν ικό  εκχύλ ισ μα  T 5 Q  π α ρουσ ία σ ε τη δ ιπ λάσ ια  

τιμή (Ε ικόνα  3-44).

Ο ι ταυτόσ ημες τιμές τω ν app -K m  και app-K ca t 

τω ν π ρ ω τε ϊν ικώ ν  εκχυ λ ισ μ ά τω ν ή τα ν  α ναμενόμενες 

καθώ ς η μετάλλαξη  δ εν  εντοπ ίζετα ι στο ενεργό 

κέντρο του ενζύμου. Ο ι κ ινητικές π α ράμ ετρο ι app- 

Km  και app -K ca t α φ ο ρ ο ύ ν  σ την  ικανότητα  

κατάλυσης της π ρω τεΐνης . Η έλλε ιψ η  τω ν  τρ ιώ ν 

γλουτα μ ινώ ν ή η υποθετική  έλλε ιψ η  τω ν π έντε 

γλουτα μ ινώ ν βρ ίσκετα ι σ την  υδρόφοβη π ερ ιοχή  που 

απ οκόπ τετα ι απ ό την  ώ ριμη π ρω τεΐνη , επ ομένω ς
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Εδώ  και χ ιλ ιετ ίες , το κατ' εξο χή ν  δέντρο του 

μεσογειακού  χώ ρου, η ελιά , σ υνυπ άρχει με τους 

λαούς της Μ εσογείου , έχει σ υνδεθε ί με την 

καθημ ερ ινότητα  και τις σ υνήθε ιές  τους και, έχοντας 

ξεπ εράσει τα όρ ια  του τοπ ίου, έχε ι α φ ήσ ει τα ίχνη της 

σε όλους τους π ολ ιτ ισ μ ούς π ου α να π τύχθ η κα ν  στα 

π α ράλ ια  της.

Σήμερα, κα λλ ιεργούντα ι σε π α γκόσ μ ια  κλ ίμακα 

π ερ ίπ ου  800 εκα τομμύρ ια  ελα ιόδεντρα, 

κα ταλα μβάνοντας έκταση 80 εκ. σ τρεμμάτω ν. Οι 

π α ραμ εσ όγειες  π ερ ιοχές  κρα τούν  τα π ρω τεία  με το 

98%  της κα λλ ιεργούμενης έκτασης. Το δέντρο 

α π οτελε ί την  κύρ ια  δενδροκομ ική  καλλ ιέργε ια  της 

Ε λλάδας και βασ ικό  στο ιχε ίο  της δ ια τροφ ής του 

π ληθυσ μού  της.

Ο δάκος της ελ ιάς, Bactrocera oleae, α π οτελε ί 

το κυρ ιότερο π α ράσ ιτο  της ελα ιοκα λλ ιέργε ιας. Κάθε 

χρόνο  π ρ ο κα λε ί σημαντική  ο ικονομ ική  ζημ ία  σ την  

ελα ιοπ αρα γω γή , τόσο με την  υπ οβάθμ ιση τω ν 

ελα ιοκομ ικώ ν π ρο ϊόντω ν, ελα ιόλα δο  και βρώ σ ιμες 

ελιές, όσο και με το κόστος π ρ όληψ ης τω ν 

δ α κοπ ρ οσ β ολώ ν με τη συστηματική  δα κοκτον ία  κάθε 

έτος. Η π οσοτική  μείω ση της ελα ιοπ αρα γω γής λόγω  

του εντόμου, μπ ορεί να  φ τάσει έω ς 30% , ενώ  η 

π ο ιοτική  υπ οβάθμ ιση  είνα ι α νυπ ολόγ ισ τη  (M ontie l- 

Bueno & Jones, 2002). Ο έλεγχος  τω ν π ληθυ σ μ ώ ν 

του δάκου βασ ίζετα ι ακόμη και σ ήμερα  σ χεδόν  

α π οκλεισ τικά  στη χρήση χη μ ικώ ν  εντομοκτόνω ν. Η 

επ ί δ εκα ετιώ ν  όμω ς αλόγ ισ τη  και συνεχής χρήση 

τους, π έρα  απ ό τις επ ιπ τώ σ εις  στο π ερ ιβ ά λλο ν  και 

γεν ικά  στο ο ικοσύσ τημα , έχει ω ς α π οτέλεσ μ α  τη 

δημ ιουργ ία  και εξάπ λω σ η  της α νθεκτικό τη τα ς  του 

δάκου σε αυτά.

Η απ οτοξ ίνω σ η  τω ν  ξενο β ιο τ ικώ ν  ο υσ ιώ ν  σ τον  

οργαν ισμό  του εντόμου  π ρα γμα τοπ ο ιε ίτα ι από 

δ ιάφ ορα  ενζυμ ικά  σ υστήματα . Η αυξημένη  ικανότητα  

τω ν σ υσ τημ ά τω ν α υ τώ ν  να  α π ο ικοδομ ούν  τα 

εντομοκτόνα  ή η δομ ική μεταβολή τω ν  σ τό χω ν όπου 

δρουν αυτά , α π ο τελο ύ ν  τους κυρ ιότερους 

μηχανισ μούς α νθεκτικότητας . Η α νθεκτικό τη τα  του 

δάκου στα  ο ργα νοφ ω σ φ ορ ικά  εντομοκτόνα  α φορά  

στη δομ ική μεταβολή του μορίου της 

α κετυ λοχολ ινεσ τεράσ ης (AC hE), η οπ ο ία  α π οτελε ί 

στόχο δράσης της ομάδας τω ν O P εντομοκτόνω ν. Ο 

ρόλος και η εμπ λοκή  του γον ιδ ίου  σ την  π ίεση

επ ιλογής τω ν εν το μ ο κτό νω ν  και την  εμ φ ανιζόμενη  

α νθεκτικό τη τα  τω ν π λη θ υ σ μ ώ ν του εντόμου  

κα θόρ ισ ε τη βασική κατεύθυνση της π α ρούσ α ς 

μελέτης σ την  κλω νοπ ο ίησ η  του γον ιδ ιακού  τόπου 

της α κετυλοχολ ινεσ τεράσ ης. Η α κετυλοχολ ινεσ τε- 

ράση α π οτελε ί ένα  απ ό τα σ ημαντικότερα  ένζυμ α  

τω ν ευ κα ρ υ ω τικώ ν  οργαν ισμώ ν, σ π ονδυ λω τώ ν και 

α σπ όνδυλω ν. Ο κύρ ιος ρόλος της συν ίσ τατα ι στη 

ρύθμ ιση της σ υγκέντρω σ ης της α κετυλοχολ ίνης  στη 

συναπ τική  σχισμή κατά  τη μεταβ ίβαση του νευρ ικού  

σήματος. Ο ι οργα νοφ ω σ φ ορ ικο ί εσ τέρες π α ρ ουσ ιά ­

ζο υ ν  υψηλή συγγένε ια  με τη δραστική  θέση της 

α κετυλοχολ ινεσ τεράσ ης, π ροκα λώ ντα ς  την  αδρανο- 

π ο ίηση (μη α ντισ τρεπ τά ) του ενζύμου μετά  από 

σχετική  φ ω σφ ορυλίω σ η.

1. Η ΟΡΓΑΝΩΣΗ ΤΟΥ ΓΟΝΙΔΙΑΚΟΥ ΤΟΠΟΥ ΤΗΣ 
ACHE ΤΟΥ ΔΑΚΟΥ ΤΗΣ ΕΛΙΑΣ

Η απ ομόνω σ η  του γονιδ ίου  της 

α κετυ λοχολ ινεσ τερ ά σ ης π ρ α γμ α τοπ ο ιήθηκε με 

δ ιαλογή γον ιδ ιω μα τικής  β ιβλ ιοθήκης λ -D A S H  ΙΙ 

δάκου και με π ε ιρά ματα  α ντίδρα σ ης PC R  (μεγάλου 

μήκους και α νά σ τρ οφ ης PCR). Η γον ιδ ιω ματική  

οργάνω ση της α κετυλοχολ ινεσ τεράσ ης, όπ ω ς 

π ροκύπ τε ι απ ό τη δομ ική α νάλυση  τω ν 

βα κτηρ ιοφ α γ ικώ ν  κλώ νω ν και τω ν π ρ ο ϊό ντω ν  PCR, 

α π οκά λυ ψ ε ότι το γον ίδ ιο  καταλαμβάνει π ερ ιοχή 

μεγαλύτερη  τω ν  60 kb, χω ρ ίς  να έχει π ρ οσ δ ιορ ισ τε ί 

το μέγεθος του π ρώ του και του π έμπ του  ιντρονίου. 

Ο χαρ ακτηρ ισ μός του αντίσ το ιχου  γον ιδ ιακού  τόπου 

στη Drosophila melanogaster κατέδειξε ότι τα 

ιντρόνια  α υτά  α π ο τελο ύ ν  τα μεγαλύτερα  ιντρόνια  του 

γονιδ ίου , με μέγεθος 11,648 και 5 ,019 bp, 

α ντίσ το ιχα . Τ α  ιντρόνια  του δάκου π α ρ ουσ ιά ζουν  

π ολλα π λά σ ιο  μέγεθος απ ό τα ιντρόνια  της D. 
melanogaster, με χαρ ακτηρ ισ τικό  π α ράδε ιγμ α  το 

όγδοο ιντρόνιο , όπου στη D. melanogaster είνα ι 

μόλις 118 bp ενώ  στο δάκο έχει π ροσ δ ιορ ισ τε ί 

π ερ ίπ ου  8,000 bp. Ε άν α να λογ ισ τε ί κανείς  τη 

δ ιαφ ορά  που π α ρ ο υσ ιά ζο υν  στο μέγεθος και α ν  

υπ οθέσει ότι το π ρώ το  και το π έμπ το  ιντρόνιο  στο 

δάκο θα έχ ο υ ν  εά ν  όχι μεγαλύτερο , ίσο μέγεθος με 

τα α ντίσ το ιχα  της D. melanogaster, o γον ιδ ια κός 

τόπ ος της α κετυ λοχολ ινεσ τερά σ ης του δάκου θα 

π ρέπ ει να  εκτε ίνετα ι σε π ερ ιοχή  του λά χ ισ τον  75 kb.
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Το π ρώ το  ιντρόν ιο  εμ φ α ν ίζε ι μεγάλο μέγεθος και στο 

έντομο  Aedes aegypti (114,350 bp) ενώ  ολόκληρος ο 

γον ιδ ια κός του τόπ ος είνα ι π ερ ίπ ου  137 kb. Η 

δ ιαφ ορά  αυτή  στο μέγεθος του γον ιδ ια κού  τόπ ου της 

α κετυλορολ ινεσ τεράσ ης α να μφ ίβ ολα  αντικα τοπ τρ ίζε ι 

την  ολ ική δ ιαφ ορά  σ τη ν  οργάνω ση του γον ιδ ιώ ματος 

τω ν ειδώ ν. Το μέγεθος του γον ιδ ιώ μα τος  της D. 
melanogaster π α ρουσ ιάζε ι τιμή C 0.16 (~ 1.4 x  108 

bp) του δάκου 0 .55 (~ 5.4 x  108 bp) και του Aedes 
aegypti 0.83 (~ 8.1 x  108 bp). Γεγονός που 

υπ οδεικνύει τη συσρέτιση μεταξύ του μεγέθους τω ν 

ιντρον ίω ν  και του μεγέθους του γον ιδ ιώ ματος. Το 

π α ραπ άνω  σ υμπ έρα σμ α  επ ιβεβα ιώ νετα ι και απ ό τα 

ω ς τώ ρα ευρήμα τα  σε π ολλά  σ π ονδυλω τά  και 

α σ π όνδυλα  είδη, σ ύμφ ω να  με τα οπ ο ία  το μέγεθος 

και ο α ρ ιθμ ός τω ν ιντρον ίω ν σ υμβαδ ίζει με το 

μέγεθος του γον ιδ ιώ μα τος  (V inogradov, 1999). 

Εξάλλου, π ρώ τα  στα  έντομα, οι Lengyel και Penm an 

κα τέδειξαν  ότι το μέγεθος του hnR N A  

(he te rogeneous nuc lear R N A ), α λλά  όρι του ώ ριμου 

m R N A, α υξάνετα ι καθώ ς α υξάνετα ι το μέγεθος του 

γον ιδ ιώ μα τος  στα  Δ ίπ τερα . Η π αρατήρηση αυτή, 

π ολύ  π ρ ιν  την  α νακάλυψ η τω ν ιντρον ίω ν  το 1977, 

α π οτέλεσ ε την  π ρώ τη ένδειξη  της θετικής 

σ υσρέτισης μεταξύ του γον ιδ ιώ μα τος  και του μήκος 

τω ν ιντρον ίω ν (Lengye l & P enm an, 1975).

Εικόνα 4-1: Δενδρόγραμμα (NJ μέθοδος) Α. της 
πρωτεινικής ομοιότητας και Β. της αντίστοιχης 
ομοιότητας της δομής ιντρονίων εξονίων.

Η π ρω τεϊν ική  ομο ιό τητα  που εμ φ α ν ίζε ι η 

ακετυλορολ ινεσ τεράσ η  του δάκου με την αντίσ το ιρη  

ά λλω ν  εντόμω ν, όπ ω ς της D. melanogaster (78% ) 

και της L. cuprina (85% ), κα θόρ ισ ε την οργάνω ση 

του γον ιδ ιακού  της τόπου. Σύμφω να  με τη μελέτη 

τω ν Y ande ll e t al. (2006), οι οπ οίο ι α σρολήθηκα ν  με 

την  εξέλ ιξη  της δομής ίδ ιω ν  γο ν ιδ ίω ν  σε δ ιάφ ορους 

οργαν ισμούς, η π ρω τεϊν ική  ομο ιότητα  ενός  γονιδ ίου  

ακολουθείτα ι απ ό ομο ιό τητα  στη δομή ιντρονίω ν- 

εξο ν ίω ν  (Ε ικόνα  4-1). Η ανάλυση του γον ιδ ιώ μα τος 

11 οργα ν ισ μώ ν κατέδειξε ότι η εξέλ ιξη  του μεγέθους 

και κυρ ίω ς της θέσ ης τω ν ιντρον ίω ν  εξαρτάτα ι σε 

μεγάλο βαθμό απ ό την  εξέλ ιξη  της π ρω τεϊν ικής  

αλληλουρ ίας. Έ τσ ι, με βάση τα π α ραπ άνω  ο 

γον ιδ ια κός τόπ ος της α κετυλορολ ινεσ τεράσ ης του 

δάκου θεω ρήθηκε ότι π α ρουσ ιάζε ι ίδ ιο π ρότυπ ο  με 

τα α ντίσ το ιρα  γον ίδ ια  σε ά λλα  α σπ όνδυλα  όπ ω ς τη 

D. melanogaster και τη L.cuprina.

Η π ροτε ινόμ ενη  γον ιδ ιω ματική  οργάνω ση της 

α κετυλορολ ινεσ τεράσ ης του δάκου ραρακτηρ ίζετα ι 

απ ό δέκα  εξόν ια  και εννέα  ιντρόνια . Η ύπαρξη ενός 

τέτο ιου α ρ ιθμού  εξο ν ίω ν  και ιν τρον ίω ν  ίσω ς 

ραρακτηρ ίζε ι την εξέλ ιξη  της π ρω τεΐνης  και α π οτελε ί 

ένδειξη  α να κα τάτα ξης εξονίω ν, που 

π ρα γμ α τοπ ο ιήθηκε κατά την  εξέλ ιξή  της. Η 

ακετυλορολ ινεσ τεράσ η  α νήκε ι σ την  ο ικογένεια  α /β 

υδρολασώ ν, η οπ ο ία  π ερ ιέρει δ ιάφ ορα  μέλη όπ ω ς 

ρολ ινεσ τερά σες και εσ τεράσ ες  (C yg le r et al., 1993). 

Θ εω ρείτα ι ότι γενετικές  δ ιαδ ικασ ίες  όπ ω ς 

ανακα τάτα ξη  γονιδ ίω ν, δ ιπ λα σ ιασ μός γον ιδ ίω ν  και 

μ εταλλάξε ις  είνα ι υπ εύθυνες γ ια  την  εμφ άνιση  α υτώ ν 

τω ν π ρ ω τε ϊνώ ν  κατά τη δ ιάρκεια  της εξέλ ιξης 

(M aeda & S m ith ies, 1986). Η δομ ική οργάνω ση 

γον ιδ ίω ν  π ολλα π λής λε ιτουργ ικότητας, έτσ ι ώ σ τε η 

κάθε λειτουργ ική  π ερ ιορή να κω δ ικοπ ο ιε ίτα ι από 

δ ιαφ ορετικό  εξόν ιο , π ισ τεύετα ι ότι α π οδείρ τηκε 

εξελ ικτικά  ω φ έλιμη , γ ια τ ί νέο ι σ υνδυ α σ μ ο ί εξο ν ίω ν  θα 

μ π ορούσ αν να  δώ σ ουν  νέους συνεργατικούς 

σ υνδυασ μούς (G ilbert, 1978). Για π αράδειγμα , 

υδροφ οβ ικές  π ερ ιορές οι οπ ο ίες  είνα ι υπ εύθυνες για 

την  τοπ οθέτηση του μορ ίου συρνά εντοπ ίζοντα ι σε 

ξερω ρ ισ τά  εξόνια .

Π αρόλο που το μέγεθος τω ν ιντρον ίω ν  είνα ι 

δ ιαφ ορετικό , π α ρατηρείτα ι η σ υντήρηση της 

τοπ ολογ ία ς τους μεταξύ της D. melanogaster και του
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δάκου καθώ ς και η δ ιατήρηση τω ν σ ημ ε ίω ν  ένθεσης 

και η φάση τους. Το  μέγεθος τω ν ιντρον ίω ν 

κυμα ίνετα ι απ ό 137 bp έω ς 12 kb. Ο ι α λληλουχ ίες  

μετάπ τω σης εξον ίου -ιντρον ίου  α ντα να κλο ύν  στα 

συντηρημ ένα  G T-A G  άκρα. Ό λα  τα σ ημεία  δηλαδή 

γε ιτν ίασ ης ιντρον ια κώ ν τμημ ά τω ν και εξον ίω ν  

π α ρ ουσ ιά ζουν  τη χαρ ακτηρ ισ τική  γ ια  τη D. 
melanogaster σ υντηρημένη  α λληλουχ ία , που 

σ υμ φ ω νεί με την  α ντίσ το ιχη  γ ια  τους σ π ονδυλω τούς 

οργαν ισμούς. Ε π ιπ λέον, όλα  τα ιντρόν ια  α κολου θούν  

την π ροτε ινόμ ενη  α λληλουχ ία  δ ια κλά δω σ ης ΥΤΝ Α Ν  

τω ν K e lle r & N oon (1985) και π α ρ ο υσ ιά ζο υν  μία 

π λούσ ια  σε π υρ ιμ ιδ ίνες  -  σ χετιζόμενη  με το 3 'σ η μ ε ίο  

α π οκοπ ής τους - π ερ ιοχή, κα τ’ α ναλογ ία  π ρος τα 

ιντρόν ια  τω ν  γον ιδ ίω ν  τω ν  θηλαστικώ ν.

Το σημείο  ένα ρξης  της μετάφ ρασ ης εντοπ ίζετα ι 

στη μέση του εξον ίου  2, ενώ  το υπ όλο ιπ ο  εξόν ιο  μαζί 

με το π ρώ το  εξόν ιο  α π ο τελε ί την 5 ' U TR  του 

γονιδ ίου . Στο γον ίδ ιο  της α κετυλοχολ ινεσ τεράσ ης 

ό λω ν τω ν μέχρι σ ήμερα  μελετημ ένω ν οργαν ισμώ ν, 

το σημείο  ένα ρξης  της μετάφ ρασ ης εντοπ ίζετα ι στο 

δεύτερο  εξόν ιο  και η θέση του π ρώ του  ιντρονίου 

είνα ι εξα ιρ ετ ικά  σ υντηρημένη , αφού π ά ντα  εκτείνετα ι 

α νάμεσα  σ την  5 ' U TR  και σ την  αρχή της κω δικής 

α λληλουχ ίας. Ο ι U TR  π ερ ιοχές είνα ι γνω στό ότι 

π ερ ιέχουν  ιντρόν ια  ε ίτε  α ρκετά  σε αρ ιθμό  ε ίτε μεγάλα  

σε μέγεθος (P eso le  et al., 2001). Η 5 ' U TR  είνα ι 

σημαντική  δομ ική και ρυθμ ιστική  π ερ ιοχή  τω ν 

ευ κα ρ υ ω τικώ ν  γο ν ιδ ίω ν  (P tashne  & G ann 2001; 

Larizza et al, 2002). Έ χε ι π ρ ο τα θ ε ί ότι τα ιντρόν ια  σε 

αυτή τη π ερ ιοχή  είνα ι μεγάλα  λόγω  της π ιθανότητας 

να  φ ιλοξενού ν  ρυθμ ισ τικά  σ το ιχε ία  (D ure t, 2001), 

σ υσ χετίζοντάς τα με α υ τό ν  τον τρόπ ο με την εξέλιξη 

της π ρω τεΐνης . Χ αρ α κτηρ ισ τικό  του μεγέθους του 

π ρώ του ιντρονίου  είνα ι το γεγονός ότι το 33%  τω ν 

ιντρον ικώ ν β ά σ εω ν της D. melanogaster βρίσκετα ι 

στις 5 ' U TR  (H ong et al., 2006). Το  π ρώ το  ιντρόνιο  

είνα ι σ χεδόν  δύο φ ορές μεγαλύτερο  απ ό τα 

υπ όλο ιπ α  ιντρόν ια  σε σ π ονδυλω τά  και στη D. 
melanogaster (D uret, 2001). Επ ιπ λέον, το μέγεθός 

του σ χετίζετα ι με το επ ίπ εδο  έκφ ρα σ ης του γονιδ ίου  

σε αντίθεση  με τα υπ όλο ιπ α  ιντρόν ια  του γονιδ ίου  

(M ara is et al., 2005). Γενικά, το σύνολο  τω ν 

ιντρον ίω ν  ενός γονιδ ίου  της D. melanogaster δεν  

σχετίζετα ι με τα επ ίπ εδα  έκφ ρα σής του, όπ ω ς 

α ναφ έρθηκε για  ά λλους ευκα ρ υ ώ τες  (C astillo -D avis

et al., 2002) αλλά  μεμονω μένα  το π ρώ το  ιντρόνιο  

της 5 ' U TR  π α ρουσ ιάζε ι σχετική συσ χέτισ η  με τα 

επ ίπ εδα  έκφ ρασης. [Α υτό  όμω ς δ εν  σ υμβα ίνει και με 

τον  ά νθρ ω π ο όπου το π ρώ το  ιντρόνιο  είνα ι 

μ ικρότερο  σε γον ίδ ια  ευρείας  έκφ ρ α σ ης απ ό ότι 

π ερ ιορ ισ μ ένης  έκφ ρα σ ης (C om eron , 2004)]. 

Α ναλογ ιζόμενο ι την  ομο ιό τητα  του δάκου και της D. 
melanogaster καθώ ς και το ότι η 

α κετυλοχολ ινεσ τεράσ η  α π οτελε ί ένζυμ ο  υψ ηλής 

έκφ ρασης, είνα ι λογ ικό  το π ρώ το  ιντρόνιο  να 

π α ρουσ ιάζε ι μεγάλο μέγεθος, γεγονός που 

δυσκολεύει την  απ ομόνω σ η  του.

Τ α  εξόν ια  3 έω ς 9 της π ρ ω τε ΐνης  του δάκου, τα 

οπ ο ία  έχ ο υ ν  χα ρ α κτη ρ ισ τε ί π λήρω ς, π α ρ ουσ ιά ζουν  

α κρ ιβώ ς το ίδ ιο  μέγεθος με τα α ντίσ το ιχα  της D. 
melanogaster α ναδεικνύοντα ς  την υψ ηλή εξελ ικτική  

συντήρησή τους. Μ άλιστα , η κω δ ικοπ ο ιούσ α  

π ερ ιοχή  δ ια τηρε ί τα υψ ηλότερα  π οσ οσ τά  ταυτότητας 

με τις α ντίσ το ιχες  π ερ ιοχές  ά λλω ν  ε ιδ ώ ν  ενώ  η 

π ερ ιοχή  τω ν μη μετα φ ρα ζόμ ενω ν εξο ν ίω ν  (το π ρώ το 

εξόν ιο  και μέρος του δεύτερου) είνα ι λ ιγότερο  

συντηρημένη . Οι μη μ εταφ ραζόμενες π ερ ιοχές  είνα ι 

λογ ικό  να α π έχο υ ν  μεταξύ  τω ν ειδώ ν, καθώ ς οι 

π ερ ισ σ ότερες  απ ό τις α λλαγές  που σ υμ β α ίνουν  σε 

α υτές  δ εν  επ η ρ εά ζο υ ν  την π ρω τεΐνη  σε τέτο ιο  βαθμό 

π ου ο οργα ν ισ μός να  π ρ οσ π α θεί να  τις δ ιατηρήσει 

αμετά βλητες. Επ ίσης, μεγάλη α νομ ο ιογένε ια  

π α ρουσ ιάζε ι και το τελευτα ίο  εξόν ιο  του ενζύμου, το 

οπ ο ίο  είνα ι υπ εύθυνο για  τις δ ιαφ ορετικές  μορφές 

της ακετυλοχολ ινεσ τεράσ ης. Α κόμη  και ορ γα ν ισ μ ο ί 

με την  ίδ ια  μορφή ενζύμου, π α ρ ουσ ιά ζουν  

δ ιαφ ορετική  αμ ινοξ ική  αλληλουχ ία . Η 

α κετυλοχολ ινεσ τεράσ η  του δάκου και της D. 
melanogaster εμ φ α ν ίζε ι την  ίδ ια  μορφή (Η2) χω ρ ίς 

όμω ς να  π α ρουσ ιάζε ι και την ίδ ια  α μ ινοξική  

α λληλουχ ία  στο π επ τίδ ιο  που είνα ι υπ εύθυνο  για  

αυτήν. Η ομολογ ία  μεταξύ τους είνα ι μόλ ις  21%  ό τα ν  

η ομολογ ία  της υπ όλο ιπ ης π ρω τεΐνης  υπ ολογ ίζετα ι 

π ερ ίπ ου  87% .

2. ΤΟ ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΟ ΠΡΟΪΟΝ ΤΗΣ AChE

Η ανάλυση της π ρ ω τε ΐνης  α π οκά λυ ψ ε την 

ύπαρξη: α) ενός εκκρ ιτ ικού  π επ τιδ ίου  στο

α μ ινοτελ ικό  άκρο, γεγονός π ου τη συνδέει με την 

εξω κυττάρ ια  λε ιτουργ ία  της, β) ενός υδροφ ιλ ικού
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π επ τιδ ίου , το οπ ο ίο  είνα ι υπ εύθυνο  για  το 

δ ιαχω ρ ισμ ό  τω ν δύο υπ ομονάδω ν, γ) την  καταλυτική 

π ερ ιοχή  και δ) μία υδρόφοβη π ερ ιοχή  στο 

κα ρβοξυτελ ικό  άκρο  π ου υφ ίσ τατα ι μετα- 

μεταφ ραστική  τροπ οπ ο ίηση  και αντικα θ ίσ τα τα ι με 

γλυκοζυλ-φ ω σ φ ατιδυλ-ινοσ ιτολ ική  άγκυρα  (G PI). Η 

α κετυλοχολ ινεσ τεράσ η  οδηγείτα ι μέσω  του 

εκκρ ιτ ικού  π επ τιδ ίου , το οπ ο ίο  σ υνα ντάτα ι στη 

π ρω τεΐνη  ό λω ν τω ν  οργαν ισμώ ν, στο

ενδοπ λασ μα τικό  δ ίκτυο. Α ντίθετα , το υδροφ ιλ ικό  

π επ τίδ ιο  εντοπ ίζετα ι μόνο σ τη ν  π ρω τεΐνη  τω ν 

εντόμω ν. Μ άλιστα , η ομοπ αρά θεσ η  της π ρω τεΐνης 

εν τό μ ω ν  και σ π ονδυ λω τώ ν α π οκά λυ ψ ε ότι π ρόκειτα ι 

γ ια  μια ένθεση  στα  έντομα , όπ ω ς φα ίνετα ι σ την  

Ε ικόνα  4-2, μεταξύ του εκκρ ιτ ικού  π επ τιδ ίου  και της 

κα ταλυτικής π ερ ιοχής. Η G PI άγκυρα  είνα ι υπ εύθυνη 

για  τον σω στό εντοπ ισ μό  της π ρω τεΐνης  σ την  

επ ιφ ά νεια  της κυ τταρ ικής μεμβράνης.

Ο δ ιαθέσ ιμος cD N A  κλώ νος της 

α κετυ λοχολ ινεσ τερά σ ης του δάκου μελετήθηκε 

επ ίσης ω ς π ρ ο ς  τα βασ ικά  χα ρ ακτηρ ισ τικά  της 

π ρω τεΐνης . Το  π ρόδρομο  ένζυμο  του δάκου 

π α ρουσ ιάζε ι θεω ρητικό  μορ ιακό βάρος 74 ,604 .4  kDa 

και ισοηλεκτρ ικό  σημείο  5.97. Π αρόμο ιες  τιμές 

π α ρουσ ιάζε ι και η α κετυλοχολ ινεσ τεράσ η  της D. 

m elanogaste r, ά λλω ν  εν τό μ ω ν  (C. cap ita ta , A.

gam b iae ) καθώ ς όμω ς και του α νθρώ π ου και του 

Torpedo, επ ιβεβα ιώ νοντας  με α υτό ν  τον  τρόπ ο την 

υψηλή σ υντήρησ η του ενζύμου. Α π ό  την ανάλυση 

της α μ ινοξ ικής  α κολουθ ίας  α να γνω ρ ίσ τηκε επ ιπ λέον  

ο ρόλος τω ν 8 κυσ τε ϊνώ ν  του ενζύμου  και 

π ρ ο έκυ ψ α ν  οι δυνητικές, β ιολογ ικά  σημαντικές 

θέσεις, γλυκοσ υλ ίω σ ης και φ ω σφ ορυλίω σ ης. Η 

π ρω τεΐνη  εμ φ α ν ίζε ι τρεις δ ισουλφ ιδ ικές  γέφ υρες 

μεταξύ τω ν  κυσ τε ϊνώ ν  121 και 148, 344 και 359, και 

494 και 612, ενώ  οι κυστε ΐνες 342 και 629 

χαρ ακτηρ ίζοντα ι ελεύθερες, με την  κυστεΐνη 629 να 

σ υμμετέχε ι στο σ χηματισ μό  του ώ ρ ιμου  δ ιμερούς 

ενζύμου. Η συντήρηση τω ν  δ ισ ου λφ ιδ ικώ ν  γεφ υ ρ ώ ν 

ω ς π ρος τη θέση αλλά  και ω ς π ρος τον  αρ ιθμό  τω ν 

α μ ινο ξέω ν  π ου εμ π ερ ιέχοντα ι στο βρόχο μεταξύ τω ν 

δ ιά φ ορ ω ν οργα ν ισ μώ ν (D ro so p h ila , H o m o , Torpedo ) 

υπ οδεικνύει το βασ ικό  ρόλο π ου κα τέχουν  στη 

σ ταθεροπ ο ίηση  και α ναδ ίπ λω σ η  της π ρω τεΐνης . Η 

α κετυλοχολ ινεσ τεράσ η  π ρέπ ει να  π α ρουσ ιά ζε ι την 

ίδ ια  α κρ ιβ ώ ς π τύχω σ η  στο δάκο όπ ω ς και στους 

υπ όλο ιπ ους οργαν ισ μούς. Ο ι 4 δυνητικές  θέσεις 

γλυκοσ υλ ίω σ ης (C H O ) βρ ίσκοντα ι σ τις  α σπ αρα γ ίνες  

τω ν α μ ινο ξ ικώ ν  θ έσ εω ν 143, 189, 345 και 545. Οι 

υδατά νθρακες τω ν γλυ κοπ ρ ω τε ϊνώ ν  γεν ικά  π α ίζο υ ν  

σ π ουδα ίο  ρόλο στη μορ ιακή σ τόχευση και σ την  

αναγνώ ρ ισ η  κυττάρου απ ό κύτταρο και σ υνδέοντα ι 

ε ίτε με το οξυγόνο  της π λευρ ικής  α λυσ ίδα ς

B o le a e  revhvytgipyakpplddlrfrkpvpaepwhgvldatrlpatcvqeryeyfpgfsgeeiw  ΐ38
D. melanogaster revhvytgipyakppvedlrfrkfvpaepwhgvldatglsatcvqeryeyfpgfsgeeiw  121
L cuprina REVHVFTGIPYAKPPVDDLRFRKPVPAEPWHGVLDATRLPATCVQERYEYFPGFSGEEIW 180
H. sapiens GPVSAFLGIFFAEFpy.GFRRFLFFEFKQPViSGWDATTFQSVCYQYVDTLYPGFEGTEXW 117
M. musculus GPVSAFLGIPFAEPPVGSRRFMPPEPKRPWSGVLDATTFQNVCYQYVDTLYPGFEGTEMW 117
T califom ica shisafigiffaeppvgnmrfrrpepkkpwsgvwnastypnncqqyvdeqfpgfsgsemx io s

Boleae N\=::T:r/sEOCtYXIMIM»IBeaRBGBGA:::-:F :: - -  1M
D. melanogaster npntnvsedclyinvwapakarlrhgrganggehpngkqadtdhlihngnpqnttnglpi i 8 i
L cuprina NPNTNVSEDCLYMNIWAPAKARLRHGRGANGGEHSS— KTDPDHLIHSATPQNTTNGLPI 238
H. sapiens npnrelsedclylnvwtpypr— .............. - .......................................................pt s p t p v  u s
M m usculus NPNRELSEDCLYLNVWTPYPR----------------------------------------------------------------PASPTPV 145
T califom ica npnremsedclylniwvpspr----------------------------------------------------------------pk s- ttv  132

. . .  . . . . . . . . . . . . . .  v________________________ ^
Υδροφιλικό πεπτίδιο

B oleae  LIWIYGGGFMTGTATLDIYNADIMSAVGNVIVASFQYRVGAFGFLHLSPAMP-GYEEEAF 2S5
D m elanogaster l i k i ygggfmtgsatldiynadimaavgnvtvasfqyrvgafg fl h la fex fse fa eea p  241 
L. cuprina liwiygggfktgsatldiynadimsavgnvtvasfqyrvgafgflhlspvmp- g feeea f  297
H sapien s l’/ w iygggfysgassldvydgrflvqaertvlvsmnyrvgafgflalp--------------gsreap 199
M m usculus LIWIYGGGFYSGAASLDVYDGRFLAQVEGAVLVSHNYRVGTFGFLALP--------------GSREAP 199
T califom ica m vw iygggfysgsstldvyngkylayteew lvslsyrvgafgflalh------------- gsqea? 186

Εικόνα 4-2: Ομοπαράθεση τμήματος της ακετυλοχολινεστεράσης εντόμων (B. oleae, D. melanogaster, L. 
cuprina) και σπονδυλωτών (H.sapiens, M. musculus, T. californca). Χαρακτηριστική είναι η ένθεση που 
εμφανίζεται μόνο στα έντομα και αντιστοιχεί στο υδροφιλικό πεπίδιο
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κα τα λο ίπ ω ν θρεον ίνης ή σερ ίνης, ε ίτε με το άζω το 

κα τα λο ίπ ω ν α σ π α ρα γ ίνης  (K orn fe ld  & Kornfe ld , 

1985). Δ ιά σ π α ρτες  σε όλο το μήκος της π ρω τεΐνης 

υ π άρχουν  31 δυνητικές  θέσεις  φ ω σ φ ορυλ ίω σ ης (P) 

εκ  τω ν οπ ο ίω ν  οι δέκα  α φ ο ρ ο ύ ν  φ ω σφ ορυλίω ση 

απ ό την  κινάση C ενώ  οι υπ όλο ιπ ες 21 α φ ορ ού ν  

φ ω σφ ορυλίω σ η  απ ό την  κ ινάση ΙΙ της καζεΐνης. 

Γεν ικότερα, η φ ω σφ ορυλίω σ η  τω ν  π ρ ω τε ϊνώ ν  γ ίνετα ι 

στα  υδροξυαμ ινοξέα  σερ ίνη, θρεονίνη  και τυροσ ίνη 

και π ρ ο κα λε ί α λλα γές  στη δ ρα σ τικό τη τα  τω ν 

ενζύμω ν, ενώ  αφ α ίρεση  τω ν  φ ω σ φ ορ ικώ ν ομά δω ν 

απ ό τις φ ω σφ οπ ρω τεΐνες , τις κα θ ισ τούν  ρυθμ ιστές 

τω ν κυ ττα ρ ικώ ν  δ ια δ ικα σ ιώ ν  (K arp lus, 1986). Η 

δ ιατήρηση τω ν  θέσ εω ν τω ν μετα -μ ετα φ ρα σ τικώ ν  

τροπ οπ ο ιήσ εω ν καθώ ς και τω ν δ ισ ουλφ ιδ ικώ ν 

γεφ υ ρώ ν μεταξύ του δάκου και της D rosoph ila  (και 

όχι μόνο) α π οτελε ί μία επ ιπ λέο ν  ένδειξη  της υψ ηλής 

σ υντήρησ ης του ενζύμου. Τ έλος, η υψηλή 

συντήρηση του ενζύμου δ ιαφ α ίνετα ι απ ό τη μελέτη 

της σ υχνότητας χρήσ ης τω ν κω δ ικον ίω ν (codon 

usage). Η π ρω τεΐνη  α κολο υ θ ε ί το π ρότυπ ο  χρήσ ης 

τω ν κω δ ικον ίω ν  του δάκου καθώ ς και το π ρότυπ ο  

επ ιλογής τω ν κω δ ικον ίω ν τω ν εν τό μ ω ν  για  την 

ακετυλοχολ ινεσ τεράσ η .

Γενικά, σ ήμερα  είνα ι απ οδεκτό  ότι η 

α κετυλοχολ ινεσ τεράσ η  α π ο τελε ί ένα  απ ό τα π ιο 

συντηρημ ένα  γονίδ ια . Η π ολλαπ λή στο ίχ ιση τω ν 

π ρ ω τε ϊν ικώ ν  α κολο υ θ ιώ ν  α ντιπ ρ οσ ω π ευ τικώ ν  

οργαν ισμώ ν, απ ό έντομο  έω ς άνθρω π ο, α π οκάλυψ ε 

την ύπαρξη σ ημαντικής  ομολογ ίας, υπ οδεικνύοντας 

ένα  υψ ηλό βαθμό εξελ ικ τ ικής  σ υντήρησ ης του 

ενζύμου. Μ άλιστα , η σύγκρ ιση τω ν τμημ ά τω ν του 

ενζύμου που α ντιπ ρ ο σ ω π εύ ο υν  τις δ ιάφ ορες 

π ερ ιοχές με τα α ντίσ το ιχα  ά λλω ν  ο ρ γα ν ισ μ ώ ν έδε ιξε 

π ω ς η εξελ ικτική  σ υντήρηση της κα ταλυτικής 

π ερ ιοχής είνα ι μεγάλη, σ ε αντίθεση  με το εκκρ ιτικό  

π επ τίδ ιο  και το καρβοξυτελ ικό  άκρο. Ε ίνα ι φανερό 

π ω ς ο ρυθμός εξέλ ιξης είνα ι δ ιαφ ορετικός για  τις 

υπ οπ ερ ιοχές του ενζύμου, κατά τρόπ ο που 

ερμ ηνεύετα ι βάσει του ξεχω ρ ισ τού  λε ιτουργ ικού  τους 

ρόλου. Ιδ ια ίτερα  η συντήρηση α μ ινο ξέω ν  (ο ρόλος 

τω ν οπ οίω ν, στη δράση του μορίου, έχει α π οδε ιχθε ί 

π ειραματικά ), α νάμεσα  σε α π ομα κρυσ μένα  είδη, 

υπ οδηλώ νει την  α ναγκα ιό τη τα  της π α ρ ο υσ ία ς  τους 

για  τη δομή και τη λειτουργ ικό τη τα  του ενζύμου. Το 

ιδ ια ίτερο υψ ηλό π οσ οσ τό  ταυτότητας μεταξύ τω ν

α κολο υ θ ιώ ν  τω ν  ε ιδ ώ ν  (οι π ιο  απ ομα κρυσ μένο ι 

φ υλογενετικά  οργα ν ισ μο ί π α ρ ο υσ ιά ζο υν  τουλάχ ισ τον  

30%  ομολογ ία  του σ υγκεκρ ιμένου  γονιδ ίου) 

φ ανερώ νει π ερ ιορ ισ μ ούς σ την  α π όκλ ισ η  τω ν 

α κολο υ θ ιώ ν  κατά την  π ορε ία  της εξέλ ιξης, 

υπ οδηλώ νοντα ς με α υ τό ν  τον τρόπ ο σημαντική  

β ιολογική  λε ιτουργ ία  του ενζύμου  σ το ν  οργαν ισμό  

και την ανάγκη  δ ια τήρησ ής της.

3. Η ΜΕΤΑΛΛΑΞΗ Δ30

Η δ ιακύμανση στα  επ ίπ εδα  α νθεκτικό τη τας  που 

π α ρ ο υσ ία σ α ν  φ υσ ικο ί π ληθυ σ μ ο ί δάκου και η 

αναντίσ το ιχη  σ ταθερότητα  τω ν σ υχνοτή τω ν τω ν δύο 

μετα λλά ξεω ν I214V  και G 488S , π ου είνα ι γνω στό ότι 

π ρ ο σ δ ίδ ο υν  α νθεκτικό τη τα  σε οργα νοφ ω σ φ ορ ικά  

εντομοκτόνα  (Von tas et al., 2002), οδήγησ ε σ την  

α νακάλυψ η μ ίας νέα ς μετάλλαξης. Η δ ιαφ ορά  τω ν 

επ ιπ έδ ω ν  α νθεκτικό τη τας  τω ν π λη θ υ σ μ ώ ν  δάκου 

στο d im e thoa te  α π οδόθηκε κυρ ίω ς στη δ ιαφ ορετική  

π ίεση επ ιλογής  της εφ α ρμ ογής εντομ οκτόνω ν μεταξύ 

τω ν π λη θ υ σ μ ώ ν απ ό δ ιάφ ορες π ερ ιοχές. Π ληθυσ μο ί 

δάκου απ ό π ερ ιοχές  όπ ου καταγράφετα ι έντονη 

χρήση εν το μ ο κτό νω ν  π α ρ ο υσ ία σ α ν  υψ ηλότερα  

επ ίπ εδα  α νθεκτικό τη τας  συγκρ ινόμενο ι με 

π ληθυσ μούς π ερ ιοχώ ν, όπου π ρα γμα τοπ ο ιε ίτα ι 

μ ικρότερη εφ αρμογή  εντομοκτόνω ν. Ε άν οι δύο 

γνω σ τές μεταλλάξε ις , οι οπ ο ίες εντοπ ίζοντα ι στο 

ενεργό  κέντρο του ενζύμου, ή τα ν  οι μοναδ ικο ί 

π α ράγοντες  π ου σ υμ μ ετε ίχα ν  σ τη ν  αυξημένη 

ανθεκτικότητα , κάπ ο ιος θα π ερ ίμ ενε ότι η σ υχνότητά  

τους σε ένα ν  φυσ ικό  π ληθυσ μό  θα ή τα ν  συνάρτηση 

τω ν επ ιπ έδ ω ν  α νθεκτικό τη τας  τω ν π ληθυσμώ ν. 

Π αρόλα  αυτά , οι σ υχνότητες  τω ν μετα λλά ξεω ν I214V  

και G 488S  μεταξύ ευ α ίσ θ η τω ν  και α νθεκτικώ ν  

α τό μ ω ν  δ εν  π α ρ ο υσ ία σ α ν  δ ιαφ οροπ ο ίησ η . Η 

π λε ιονό τη τα  τω ν α τό μ ω ν  π ου εξετά σ τηκε ήταν 

ομοζυγω τικά  ω ς π ρος την  ύπ αρξη τω ν δύο 

μεταλλάξεω ν, υπ οδεικνύοντας ότι δ εν  υπ άρχει 

συσχέτιση  μεταξύ σ υχνότητας μετα λλά ξεω ν και 

δ ια φ ορ ετικώ ν  επ ιπ έδ ω ν ανθεκτικότητας . Οι δύο 

α υτές  μεταλλάξε ις  ναι μ εν  είνα ι α π α ρα ίτη τες  γ ια  την 

εμφάνιση  α νθεκτικό τη τας  α λλά  δ εν  είνα ι υπ εύθυνες 

γ ια  την  αύξηση της α νθεκτικό τη τας  σε υψ ηλά  

επ ίπ εδα . Συνεπ ώ ς, π ρέπ ει να  υ π άρχουν  και άλλοι 

π α ράγοντες  που σ υνε ισ φ έρ ουν  στη δ ιακύμανσ η  της
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ανθεκτικότητας , όπ ω ς νέες  μεταλλάξε ις  στο γονίδ ιο  

της α κετυ λοχολ ινεσ τερ ά σ ης ή η εμπ λοκή  ά λλω ν 

γενετ ικώ ν  τόπ ω ν (α π οτοξ ινω τικά  ένζυμα).

Η δ ιερεύνηση για  νέες  μεταλλάξε ις  στο γονίδ ιο  

της α κετυ λοχολ ινεσ τερ ά σ ης α ρ χ ικά  εσ τιά σ τηκε στο 

ενεργό  κέντρο. Θ α  ή τα ν  λογ ικό  μία νέα  μετάλλαξη, η 

οποία  σχετίζετα ι με α νθεκτικότητα , να τροπ οπ ο ιε ί τις 

κα ταλυτικές ιδ ιότητες του ενζύμου  κατά  τέτο ιο  τρόπο 

ώ στε να π α ρουσ ιάζε ι μεγαλύτερη  δραστικότητα . 

Π αρόλα  α υτά  οι μ εταλλάξε ις  που π ρ οσ δ ιορ ίσ τηκα ν  

στο ενεργό  κέντρο της α κετυ λοχολ ινεσ τερ ά σ ης του 

δάκου α ντιπ ρ ο σ ώ π ευ α ν  μόνο σημειακές σ ιω π ηλές 

α ντικα τασ τά σ εις . Α υτό  π ιθ α νό ν  να οφ είλετα ι στο 

γεγονός ότι ο έλεγχος  του δάκου με O P  εντομοκτόνα  

τα τελευτα ία  40 χρόν ια  επ ιτελε ίτα ι με τη χρήση δύο 

μόνο σκευασμάτω ν: fen th ion  και d im ethoa te .

Ε π ομένω ς, ίσω ς οι δύο αυτές μεταλλάξε ις  είνα ι ο 

καλύτερος σ υνδυασ μός χαμηλού  γενετικού  κόστους 

(fitness cost) και υψ ηλότερης α νθεκτικό τη τα ς  στα 

δύο εντομοκτόνα  π ου χρησ ιμοπ ο ιούντα ι για την 

αντιμ ετώ π ισ η  τω ν π λη θ υ σ μ ώ ν του δάκου. Ο 

μεγαλύτερος α ρ ιθ μ ό ς  μετα λλά ξεω ν του ενεργού 

κέντρου που σ υναντάτα ι σε άλλα  έντομ α  ίσω ς να 

οφ είλετα ι σ την  έκθεσή  τους σε μεγαλύτερη  π ο ικ ιλ ία  

ο ρ γα νοφ ω σ φ ορ ικώ ν και κα ρβαμ ιδ ικώ ν εντομοκτό - 

νω ν. Π ράγματι, η in  v itro  έκφ ραση π ρω τεϊνώ ν, οι 

οπ ο ίες έφ ερ α ν  α ρ κετές  μεταλλάξε ις  στο ενεργό 

κέντρο, κατέδειξε ότι οδηγού ν  σε α ύξηση  της 

ανθεκτικότητα , π ροσ δ ίδοντα ς  επ ιπ λέον

α νθεκτικότητα  σε μεγαλύτερο  εύρος εντομ οκτόνω ν 

(M enozzi et al., 2004). Ε ναλλακτικά , η ύπ αρξη μόνο 

δύο μ εταλλά ξεω ν στο ενεργό  κέντρο της 

α κετυ λοχολ ινεσ τερ ά σ ης του δάκου, της I214V  και 

G 488S , θα μπ ορούσ ε να α π ο δ ο θ ε ί στο γεγονός ότι 

το ενεργό  κέντρο είνα ι ήδη κορεσμένο με τις δύο 

α υτές  μεταλλάξε ις  και π ιθ α νό ν  νέες μεταλλά ξε ις  να 

επ η ρ εά ζο υ ν  τη φ υσ ιολογ ική  λε ιτουργ ία  του ενζύμου 

ή να  α υξάνει το γενετικό  κόστος για  το έντομο.

Τ ο υλά χ ισ το ν  14 δ ιαφ ορετικές  μεταλλάξε ις  έχο υ ν  

π ερ ιγρ α φ εί να  εδ ρ εύ ο υ ν  εσ ω τερ ικά  ή γύρω  απ ό το 

ενεργό κέντρο του γον ιδ ίου  της α κετυ λοχολ ινεσ τερ ά - 

σης και να π ρ οσ δ ίδουν  α νθεκτικό τη τα  (Fourn ie r, 

2005). Οι π ερ ισ σ ότερες  απ ό α υτές  είνα ι 

σ υντηρημ ένες  σε δ ιάφ ορα  είδη, π α ρά  το γεγονός της 

ύπ αρξης O P εντο μ ο κτό νω ν δ ιαφ ορετικού  μεγέθους

και δομής. Υ π ά ρ χο υ ν  του λά χ ισ τον  δύο λόγο ι που 

συμβα ίνει αυτό . Ο π ρώ τος είνα ι ίσω ς λόγω  της 

α νά γκης  οι στόχο ι α νθεκτικό τη τα ς  να δ ια τηρ ού ν  τις 

λε ιτουργ ίες  του α γρ ίου  τύπου και ο δ εύτερος το 

γενετικό  κόστος που μπ ορεί κάπ ο ιες μεταλλάξε ις  να 

φ έρου ν  (M ute ro  et al., 1994). Το γενετικό  κόστος 

ίσω ς να σχετίζετα ι με το γεγονός ότι λόγω  της 

ομο ιό τητα ς του ενζύμου  μεταξύ τω ν ειδώ ν, υπ άρχει 

ένας π ερ ιορ ισ μός σ το ν  α ρ ιθμό  τω ν  κα τα λο ίπ ω ν τα 

οπ ο ία  α λληλεπ ιδ ρ ο ύν  με το εντομοκτόνο  και 

μπ ορ ούν  επ ομένω ς να α π ο τελο ύ ν  σ τόχους α λλα γώ ν  

(ffrench -C onstan t e t al., 1998). Ίσ ω ς  οι σχετιζόμ ενες 

με την  α νθεκτικό τη τα  μεταλλά ξε ις  επ ιδ ρ ο ύ ν  ελάχ ισ τα  

στη φυσ ιολογ ική  λε ιτουργ ία  του ενζύμου  και 

μπ ορ ούν  να δ ια τηρ ηθού ν  σ τους φ υσ ικούς 

π ληθυσ μούς. Π ράγματι, μ εταλλάξε ις  που 

π ρ ο σ δ ίδ ο υν  α νθεκτικό τη τα  στο μαλαθείο  π α ρ α τηρ ή ­

θηκα ν  σε δε ίγματα  μυγώ ν του γένους C alliphora  τα 

οπ ο ία  σ υλλέχτηκα ν  π ρ ιν  την  ε ισ αγω γή  τω ν 

εντομοκτόνω ν, α π οδε ικνύοντα ς  ότι τα α νθεκτικά  

α λληλόμ ορφ α  π ρ ο ϋ π ή ρ χα ν  σε ικανές συχνότητες  

χω ρ ίς  να επ ιβ ά λλο υ ν  γενετικό  κόστος στους 

φ υσ ικούς π ληθυσ μούς (H artley  et al., 2006).

Α ντίθ ετα  και α π ρόσ μενα , η έρευνα  τω ν 

α π ο μ α κρ υσ μ ένω ν  απ ό  το ενεργό  κέντρο εξονίω ν, 

α π οκά λυ ψ ε μία νέα  μετάλλαξη, η οπ ο ία  εντοπ ίσ τηκε 

στο τελευτα ίο  εξόν ιο  της α κετυλοχολ ινεσ τερ ά σ ης του 

δάκου. Η μετάλλαξη αυτή  α π ο τελε ί μ ία  μ ικρή έλλε ιψ η 

9 νο υκλεο τιδ ίω ν  (νουκλεοτίδ ια  1926-1934) της 

ώ ρ ιμ ης cD N A  α λληλου χ ία ς  του δάκου και α ν τ ισ το ιχ ε ί 

σε μ ία  έλλε ιψ η  τρ ιώ ν  κα τα λο ίπ ω ν γλουταμ ίνης (642 ­

644) γ ι’ αυτό  και ονομά στηκε B oaceA 642-644 , ή 

A 3Q . Μ ία  κα ινούργ ια  μετάλλαξη  δ εν  επ ηρεά ζε ι τη 

λε ιτουργ ία  του ενζύμου  όπου εντοπ ίσ τηκε, αλλά  

μπ ορεί να  α π ο τελε ί α π λώ ς και ένα ν  ουδέτερο 

π ολυμορφ ισ μό . Η ανάγκη  δ ιερεύνησ ης αυτού  του 

ενδεχομένου  οδήγησ ε σ την  α νάπ τυξη  τρ ιώ ν 

δ ια γνω σ τικώ ν  τεστ. Η επ ιβεβα ίω ση  της ύπ αρξης της 

μετάλλα ξης σε δ ιάφ ορους π ληθυσ μούς κα τέστησε 

σαφ ές το γεγονός ότι δ εν  π ρόκε ιτα ι για ένα  ουδέτερο 

α λληλόμ ορφ ο  ενός π ληθυσ μού. Η εμφ άνισ ή  της, 

επ ομένω ς, μ π ορεί να  ή τα ν  α π οτέλεσ μ α  της 

π ροσ α ρμογής του εντόμου  σε συγκεκρ ιμένη  

επ ιλογ ική  π ίεση, κα τ’ α ντ ισ το ιχ ία  με την  εμφ άνιση  

τω ν I214V  και G 488S . Η γενετική  και β ιοχημ ική 

μελέτης της νέας μετάλλα ξης σ υνέδεσ ε την
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π α ρουσ ία  της με την  ανθεκτικότητα . Σε γενετικό  

επ ίπ εδο , π ληθυ σ μ ο ί α υξημένης  α νθεκτικότητας 

π α ρ ο υσ ία σ α ν  και την  αντίσ το ιχη  α ύξηση στη 

συχνότητα  της Δ 3Ό  μετάλλαξης. Α ντίθ ετα  με τη 

συχνότητα  του R αλληλομ όρφ ου  (F R) τω ν

μ εταλλά ξεω ν I214V  και G 488S , η οπ ο ία  π α ραμένει 

σ ταθερή μεταξύ ευ α ίσ θ η τω ν  και α νθεκτικώ ν  α τόμω ν, 

η Fr της Δ 3Ό  α υξάνετα ι ραγδα ία  με την  αύξηση της 

ανθεκτικότητας . Ο μο ίω ς σε β ιοχημ ικό  επ ίπ εδο , η 

π α ρουσ ία  του Δ 3Ό  α λληλόμ ορφ ου  σε ά τομα  

σ υγκεκρ ιμένου  γενότυπ ου  οδηγε ί σε αύξηση της 

δρα στικότητα ς της α κετυλοχολ ινεσ τεράσ ης. Η 

π α ρουσ ία  ενός Δ 3Ό  α λληλομ όρφ ου  ε ίτε στο 

γενότυπ ο I214V+/-G488S+/-, ε ίτε στο I214V -/-G 488S -/- 

π ροκά λεσ ε α ύξηση της ενα π ομ ένουσ α ς δρα σ τικό τη ­

τας του ενζύμου  κατά 44%  και 14% , αντίσ το ιχα , 

επ ιβεβα ιώ νοντας  τη σ ύνδεση της με την 

α νθεκτικότητα .

Δ ύο συμπ ερά σμ ατα  π ρ ο κύ π το υ ν  απ ό αυτά  τα 

α π οτελέσματα . Π ρώ τον, οι δύο γνω σ τές μεταλλάξε ις  

είνα ι οι κύρ ιες μεταλλά ξε ις  π ου επ ιλέγοντα ι κάτω  

απ ό την  ελάχ ισ τη  π ίεση ορ γα νοφ ω σ φ ορ ικώ ν 

εντομοκτόνω ν. Π ράγματι, όπ ω ς α να φ έρθηκε στα 

απ οτελέσμ ατα , κανένα  απ ό τα ά τομα  που ελέχθησ α ν  

ακόμη και α υτά  π ου π α ρ ο υσ ία σ α ν  τη μ ικρότερη 

α νθεκτικό τη τα  δ εν  π α ρ ο υ σ ία σ α ν  τον  ευα ίσθητο  

φ α ινότυπ ο (SS) γ ια  καμ ία  απ ό τις μεταλλάξε ις . Αυτό  

σ υνηγορε ί υπέρ του χαμηλού  γενετικού  κόστους τω ν 

δύο μετα λλά ξεω ν και τη σ ημαντικότητά  τους σ την  

εμφ άνιση  του ελάχ ισ του  επ ίπ εδου  α νθεκτικότητας . 

Α ντίθετα , η νέα  μετάλλαξη  φα ίνετα ι να  σχετίζετα ι με 

α νθεκτικό τη τα  σε υψ ηλές δόσεις και π ιθ α νό ν  κάτω  

απ ό ένα  δ ιαφ ορετικό  μηχανισμό  π ου δ εν  στοχεύει 

στη μεταβολή του ενεργού  κέντρου του ενζύμου. 

Π ροφανώ ς, το γενετικό  κόστος της Δ 3Ό  μετάλλαξης 

για  το έντομο  είνα ι υψ ηλό, καθώ ς π ροτε ίνετα ι από το 

γεγονός ότι το R α λληλόμ ορφ ο  βρ ίσκετα ι π άντα  σε 

ετεροζυγω τία . Ό λα  τα άτομα, ακόμη και τα π ιο 

ανθεκτικά , τω ν π λη θ υ σ μ ώ ν του εντόμου  που 

α να λύ θηκα ν  γενοτυπ ικά , π α ρ ο υσ ία σ α ν  ένα  μόνο 

α λληλόμ ορφ ο  της νέας μετάλλαξης. Επ ίσης, π ρέπ ει 

να  υ π ογραμ μ ισ τε ί ότι α ν  και η νέα  μετάλλαξη 

συμμετέχε ι σε υψ ηλά  επ ίπ εδα  α νθεκτικότητας , 

εντούτο ις  δ εν  είνα ι η μοναδ ική . Π ράγματι, η χαμηλή 

συχνότητα  της μετάλλα ξης ακόμη και σ τη ν  π λέον  

ανθεκτική  ομά δα  α τό μ ω ν  σ υνηγορ ε ί σ το  γεγονός ότι

υ π άρχουν επ ιπ ρόσθετο ι π α ράγοντες  που 

σ υμ μ ετέχου ν  στα  υψ ηλά  επ ίπ εδα  α νθεκτικό τη τα ς  στο 

δάκου.

Το υψ ηλό γενετικό  κόστος της μετάλλαξης Δ 3Ό  

δ ιαφ α ίνετα ι και απ ό τα α π οτελέσ μ ατα  τω ν α τομ ικώ ν  

δ ια σ τα υρ ώ σ εω ν του εντόμου. Η π ροσ π άθεια  

δημ ιουργ ίας ενός α τόμου  π ου να  φέρει τη μετάλλαξη 

Δ 3Ό  σε ομοζυγω τία  (Δ 3Ό -/-) ή τα ν  ανεπ ιτυχής. Ακόμη 

και ύστερα  απ ό π έντε γεν ιές  επ α να δ ια σ τα υ ρ ώ σ εω ν 

ετερ ο ζυ γω τικώ ν  α τό μ ω ν  Δ 3Ό , δ εν  κατέστη δυνατή η 

απ ομόνω σ η  ενός Δ 3 Ό -/- α τόμου. Το γεγονός αυτό 

συνάδει με την ιδέα υψ ηλού γενετικού  κόστους της 

Δ 3Ό  μετάλλα ξης π ου έχε ι ω ς α π οτέλεσ μ α  τη 

θνησ ιμότητα  τω ν ο μ ο ζυγω τώ ν  ατόμω ν. Π ο ιος όμω ς 

μπ ορεί να  είνα ι ο λόγος π ου χαρ ακτηρ ίζε ι τη νέα  

μετάλλαξη  θνησ ιγόνο ; Το μοντέλο π ου π ροτείνετα ι 

π α ρακά τω  για  τον  π ιθανό  ρόλο της Δ 3Ό  θεω ρ ε ί ότι η 

μετάλλαξη  επ ηρεάζει τη σ ταθερότητα  της π ρω τεΐνης , 

οδηγώ ντα ς σε π α ραγω γή  π ερ ισ σ ο τέρ ω ν μορ ίω ν 

ενεργού  ενζύμου. Η αύξηση αυτή φυσ ικά  θα είνα ι 

μεγαλύτερη  ό τα ν  η μετάλλαξη  βρ ίσκετα ι σε 

ομοζυγω τία . Έ τσ ι, ε ίνα ι π ιθανό  το Δ 3 Ό -/- ά τομο  να 

π αράγε ι τόσα π ολλά  μόρ ια  ενζύμου, τα οπ ο ία  

π ρ ο κα λο ύν  την  ταχύτατη  υδρόλυση της 

ακετυλοχολ ίνης. Α υτό  θα έχει ω ς απ οτέλεσμ α , ο 

νευ ροδ ια β ιβ α σ τής  να  μην  π ρολα βα ίνε ι να  επ ιτελέσει 

το ρόλο του, να  μ ην  π ρολα βα ίνε ι δηλαδή να 

σ υνδεθε ί στη μετασ υναπ τική  μεμβράνη και να  

μεταβ ιβάσει το νευρ ικό  ερέθ ισμα . Η δ ιακοπ ή της 

νευρ ικής  ώ σ ης μπ ορεί να  οδηγήσ ει στη δ ιακοπ ή τω ν 

βα σ ικώ ν λε ιτο υ ρ γ ιώ ν  του εντόμου, τη π αράλυσ η και 

τελ ικά  το θάνατό  του. Επ ίσης, το υψ ηλό γενετικό  

κόστος υπ αγορεύετα ι απ ό τη μειω μένη ικανότητα  

ολοκλήρω σ ης όλω ν  τω ν σ τα δ ίω ν  του β ιολογικού 

κύκλου του εντόμου. Η α π οτυχ ία  απ ομόνω σ ης ενός 

Δ 3 Ό -/- α τόμου  οδήγησ ε στη δ ιερεύνηση της 

επ ίδρα σ ης που θα μπ ορούσ ε να έχει η μετάλλαξη 

σ την  ικανότητα  ολοκλήρω σ ης ο ρ ισ μ ένω ν σ τα δ ίω ν  

του β ιολογ ικού  κύκλου. Η καταμέτρηση αυγώ ν, 

νυ μ φ ώ ν  και α κμ α ίω ν  κα τέδειξε ότι ο ικογένειες , οι 

οπ ο ίες  έφ ερ α ν  ένα  ά τομο  με τη μετάλλαξη σε 

ετεροζυγω τία , π α ρ ο υ σ ία σ α ν  μ ικρότερο  π οσ οσ τό  

νυ μ φ ώ ν  και α κμ α ίω ν  απ ό ότι οι ο ικογένε ιες  που δεν  

έφ ερ α ν  τη μετάλλαξη. Ίσ ω ς, στα  σ τάδ ια  της 

π ρονύμφ ης και της νύμφης, το γενετικό  κόσ τος της 

Δ 3Ό  είνα ι ακόμη μεγαλύτερο , εφ ό σ ο ν  δεν
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α ντισ τα θμ ίζετα ι απ ό την  π α ρουσ ία  εντομοκτόνου, 

π ροκα λώ ντα ς  ένα  υψ ηλό επ ίπ εδο  θνησ ιμότητας. Το 

υψ ηλό γενετικό  κόστος δ ικα ιολογεί επ ίσ ης  και τη 

μ ικρή σ υχνότητα  της μετάλλα ξης καθώ ς και τη 

σύνδεσή  της με υψ ηλά επ ίπ εδα  ανθεκτικότητας . Έ να  

έντομο το οπ ο ίο  μ π ορεί να α νεχ τε ί την 

εφ α ρμοζόμενη  π οσ ότητα  εντομοκτόνου  με τις δύο 

μεταλλάξε ις  I214V  και G 488S , οι οπ ο ίες έχ ο υ ν  μικρό 

γενετικό  κόστος, δεν  χρειάζετα ι να  φέρει και να 

“π λη ρ ώ νε ι” το γενετικό  κόστος της νέας μετάλλαξης. 

Α ντίθετα , ένα  έντομο  το οπ ο ίο  με τις ήδη δύο 

υπ άρχουσ ες μεταλλά ξε ις  δε μπ ορεί να  επ ιβ ιώ σ ει, θα 

υ ιοθετήσει τη νέα  μετάλλαξη, έσ τω  και με το υψηλό 

γενετικό  κόστος. Το  έντομο  δηλαδή μπ ροστά  σ την  

π ιθανότητα  να μ ην  επ ιβ ιώ σ ει π ροτιμά  να φέρει τη 

μετάλλαξη  Δ 3Ό  με όλα  τα συνακόλουθα . Π αρόλα  

αυτά , π α ραμένει π ρος δ ιευκρ ίν ιση  το κατά  π όσο η 

μείω ση της βομβυκ ίω σ ης είνα ι α π οτέλεσμ α  

μειω μένης εκκολα ψ ιμ ότη τα ς  ή με ιω μένης επ ιβ ίω σ ης 

π ρονυμφ ώ ν. Ω στόσο, η μη σημαντική  δ ιαφ ορά  σ την  

εκκολα ψ ιμ ότητα  τω ν α υ γώ ν  τω ν  δύο γενο τύπ ω ν 

σ υνηγορ ε ί σ την  εκδοχή της με ιω μένης επ ιβ ίω σ ης 

τω ν π ρονυμφ ώ ν.

4. Η ΕΞΑΠΛΩΣΗ ΤΗΣ Δ30

Η μελέτη της κατανομής της μετάλλα ξης Δ 3Ό  σε 

φ υσ ικούς π ληθυσ μούς δάκου απ ό  χώ ρες  της 

λεκά νης  της Μ εσογείου  α π οκά λυ ψ ε ότι α κολου θε ί τη 

συχνότητα  χρήσ ης τω ν  οργα νοφ ω σ φ ορ ικώ ν 

εντομοκτόνω ν. Δ ηλαδή , η μεγαλύτερη  συχνότητα  της 

μετάλλα ξης (R  α λληλόμ ορφ ο) καταγρά φ ετα ι σ την  

Ε λλάδα  και την Ιταλία  όπου η χρήση τω ν O Ps είναι 

συχνότερη και εντα τικότερη  και η μ ικρότερη σ την  

Π ορτογαλ ία , όπου η χρήση οργα νοφ ω σ φ ορ ικώ ν 

εντο μ ο κτό νω ν είνα ι π ιο  π ερ ιορ ισ μένη . Η εξάπ λω σ η 

της Δ 3 Ό  μετάλλαξης α κολο υ θ ε ί σ ε γεν ικές  γραμμές 

το π ρότυπ ο  τω ν μετα λλά ξεω ν I214V  και G 488S , 

αφού π α ρόμο ια  α π οτελέσ μ α τα  καταγρά φ οντα ι και 

σ τις  μελέτες  τω ν H aw kes et al. (2005) και N ardi et al. 

(2006). Τ ο  υψ ηλότερο  π οσ οσ τό  τω ν  α λληλομ όρ φ ω ν 

τω ν μετα λλά ξεω ν I214V  και G 488S  που π ρ ο σ δ ίδ ο υν  

α νθεκτικότητα  κα ταγρά φ ηκε σ τη ν  Ε λλάδα  και την 

κεντρ ική και νότια  Ιταλία. Γεγονός που δ ικα ιολογείτα ι 

αφού σ τις  π ερ ιοχές  α υτές  η μύγα της ελ ιάς  έχει 

υπ οστεί ισχυρή π ίεση λόγω  της εκτετα μένης  χρήσης

τω ν ορ γα νοφ ω σ φ ορ ικώ ν εν το μ ο κτό νω ν  (H an io tak is , 

2003). Η δ ιαπ ίσ τω ση αυτή εν ισ χύετα ι ακόμη 

π ερ ισ σ ότερο  και απ ό τα δεδομένα  του FA O S TA T  

(w w w .fa o s ta t.co m ). Σ την Π ορτογαλ ία  το 1996 η 

κατανάλω ση τω ν οργα νοφ ω σ φ ορ ικώ ν εντομ οκτόνω ν 

ή τα ν  μόλις 225  τόνοι σ ε αντίθεση  με την  Ελλάδα 

όπου κα τα να λώ θηκα ν  1,437. Ό π ω ς και ένα  χρόνο  

αργότερα , όπου η Ε λλάδα  σ χεδόν  δ ιπ λα σ ίασ ε την 

κατανάλω ση αυτή  (2 .275 τόνοι) σε αντίθεση  με την 

Π ορτογαλ ία  π ου π α ρ έμ ε ινε  σ τα  ίδ ια  π ερ ίπ ου 

επ ίπ εδα .

5. ΡΟΛΟΣ ΤΗΣ ΜΕΤΑΛΛΑΞΗΣ Δ30

Η εμφάνιση  της Δ 3Ό  μετάλλαξης στο 

κα ρβοξυτελ ικό  άκρο της α κετυ λοχολ ινεσ τερ ά σ ης του 

δάκου με εμφανή συσχέτιση  με την  α νθεκτικότητα  

στα  ο ρ γα νοφ ω σ φ ορ ικά  εντομοκτόνα  π ροκά λεσ ε 

εξα ιρετ ικό  ενδ ιαφ έρον. Π ο ιος μπ ορεί να είνα ι ο ρόλος 

μ ιας μετάλλα ξης που βρ ίσκετα ι έξω  απ ό  το ενεργό  

κέντρο του ενζύμου; Το άκρο αυτό  όχι μόνο δεν  

α π ο τελε ί μέρος του καταλυτικού  κέντρου του 

ενζύμου  α λλά  απ οκόπ τετα ι από την  ώ ριμη π ρω τεΐνη . 

Στα έντομα  η α κετυλοχολ ινεσ τεράσ η  συναντάτα ι 

κυρ ίω ς στη μορφή “ Η ” , σ τη ν  οπ ο ία  μέρος του 

κα ρβοξυτελ ικού  π επ τιδ ίου  α π οκόπ τετα ι και 

α ντικα θ ίσ τα τα ι απ ό ένα  γλυκολ ιπ ίδ ιο  (GPI άγκυρα). 

Λ επ τομερή  ανάλυση της π ρω τεΐνης  στη D. 

m e la n o g a s te r  και τη M .dom estica  επ ιβ εβ α ίω σ ε ότι η 

κύρια  μορφή του ενζύμου  συν ισ τά  ένα  δ ιμερές μόριο 

συνδεδεμένο  στη μεμβράνη (ανασκόπ ηση: Toutant, 

1989). Έ τσ ι, ο εντοπ ισ μ ός της T 3 Q  μετάλλαξης σ την  

π ερ ιοχή  αυτή  (που καθορ ίζει την  π ροσθήκη  GPI 

άγκυρας) οδήγησ ε τη μελέτη για την  αξιολόγηση  του 

ρόλου της στη σ υσχέτιση  της με την  π ροσ θήκη  GPI 

άγκυρας.

Η π ρω τεΐνη  της α κετυ λοχολ ινεσ τερά σ ης του 

δάκου α να φ έρετα ι στη δ ιεθνή β ιβλ ιογραφ ία  ω ς ένα 

δ ιμερές μόριο, το οπ ο ίο  εντοπ ίζετα ι σ τη ν  κυτταρ ική 

μεμβράνη μέσω  μ ίας G PI ά γκυρα ς (Von tas e t al., 

2001). Η ύπ αρξη όμω ς της GPI ά γκυρα ς δεν  έχει 

π οτέ επ ιβ εβ α ιω θε ί π ε ιραματικά . Η π α ρούσ α  μελέτη 

κατέδειξε ότι η κύρ ια  μορφή της α κετυ λοχολ ινεσ τερ ά - 

σης του δάκου είνα ι η “H ” μορφή. Η π ρω τεΐνη  

α π ο τελε ί ένα  δ ιμ ερές μόριο συνδεδεμένο  με GPI 

άγκυρα  σ την  κυτταρ ική  μεμβράνη. Η in  v ivo  ανάλυση
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της α κετυλοχολ ινεσ τερ ά σ ης α π οκά λυ ψ ε ότι το 

ένζυμο , π ράγματι, εντοπ ίζετα ι σ τη ν  κυτταρ ική  

μεμβράνη και α γκυροβολείτα ι σε αυτή  μέσω  της GPI 

δομής. Το  α π ομονω μένο  απ ό τον  εγκέφ α λο  του 

εντόμου  ένζυμο  π α ρουσ ία σ ε δ ιαφ ορετική  

ηλεκτροφ ορητική  κ ινητικότητα  και δ ιαφ ορετικό  

συντελεστή  καθ ίζησης ύστερα  απ ό κατεργα σ ία  του 

με το ένζυμο  P IPLC . Η επ ιβεβα ίω ση  του ρόλου του 

κα ρβοξυτελ ικού  π επ τιδ ίου  σ τον  εντοπ ισ μό  της 

π ρω τεΐνης  σ την  κυτταρ ική  μεμβράνη και η ύπαρξη 

της Δ 3 0  μετάλλα ξης σε αυτό, σ υνέδεσ ε την  π ιθανή 

λε ιτουργ ία  της με τη δ ιαδ ικασ ία  της αγκυροβόλησ ης.

Ίσ ω ς  η νέα  μετάλλαξη επ ηρεά ζε ι την  ικανότητα  

και το βαθμό π ρ οσ θήκης της GPI ά γκυρα ς στο 

μόριο. Γεγονός το οπ ο ίο  θα μπ ορούσ ε να 

δ ικα ιολογήσε ι και τη βελτιω μένη τιμή που 

π α ρουσ ιάζε ι η μεταλλαγμένη  π ρω τεΐνη  σ την  

π ρόβλεψ η της π ροσ θήκης GPI ά γκυρα ς (μέσω  του 

π ρ ογρά μμα τος  b ig-P I P red icto r). Ο ι τρεις 

γλουταμ ίνες  (Q ) π ου α π αλε ίφ οντα ι στη

μεταλλαγμένη  π ρω τεΐνη , όπ ω ς αναφ έρθηκε,

α π οτελού ν  τμήμα  μ ιας α λληλουχ ίας π έντε

δ ια δοχ ικώ ν  γλουταμ ινώ ν. Το ερώ τημα  π ου γεννάτα ι 

ε ίνα ι π ώ ς θα επ η ρ εα ζό τα ν  η π ρω τεΐνη  σε π ερ ίπ τω ση 

α π ά λε ιψ ης και τω ν π έντε  δ ια δοχ ικώ ν  κα ταλο ίπ ω ν 

γλουταμ ίνης. Η in  s ilico  α ξιολόγηση  της θεω ρητικής 

α μ ινοξ ικής  α κολουθ ίας  στο π ρόγρα μμα  big-P I 

P red ic to r έδω σ ε τιμή π ρόβλεψ ης GPI π ροσ θήκης για 

τη θεω ρητική  T 5 Q  μετάλλαξη  σ χεδ ό ν  10 φ ορές 

μεγαλύτερη απ ό εκείνη  της π ρ ω τε ΐνης  αγρ ίου  τύπου. 

Α υτό  εν ίσ χυσ ε π ερα ιτέρω  τον  ισχυρ ισμό  ότι η 

συγκεκρ ιμένη  π ερ ιοχή  του ενζύμου  σ χετίζετα ι με την 

π ροσθήκη  GPI άγκυρας. Η δυνατότητα  π ροσ θήκης 

GPI ά γκυρα ς στο μετάλλα γμα  T 3 Q  καθώ ς επ ίσ ης και 

στο θεω ρητικό  T 5 Q  μελετήθηκε in  v itro  μέσω  της 

έκφ ρα σής τους σε ετερόλογο  σ ύστημα  

ευ κα ρ υ ω τικώ ν  κυττάρω ν.

Π ρ ιν  την ανάλυση όμω ς οπ ο ιουδήπ οτε νέου 

μηχανισμού, ήταν σκόπ ιμο να  μελετηθού ν  τα 

π ο ιο τικά  χα ρ ακτηρ ισ τικά  του ενζύμου, δηλαδή οι 

σ ταθερές Km, V m a x  και Kcat. Η ανάλυση της 

π ρω τεΐνης  α γρ ίου  τύπου και τω ν μ ετα λλα γμένω ν 

Δ 3 0  και Δ 5 0  επ ιβ εβ α ίω σ ε τον  ισχυρ ισμό  ότι αφού 

π ρόκειτα ι γ ια  μ ία  μετάλλαξη  εκτός ενεργού  κέντρου 

δ εν  επ ηρεά ζοντα ι οι κα ταλυτικές  ιδ ιότητες  του

ενζύμου. Οι σ ταθερές app-K m  και app-K ca t 

π α ρ ο υσ ία σ α ν  την  ίδ ια  τιμή, κα ταδε ικνύοντας ότι 

κάπ ο ιος ά λλος μηχα ν ισ μός π ροσ δ ίδει α νθεκτικότητα . 

Ο ι κ ινητικές π α ράμ ετρο ι app-K m  και app-K ca t 

α φ ο ρ ο ύ ν  σ τη ν  ικανότητα  κατάλυσης της π ρω τεΐνης. 

Η έλλε ιψ η  τω ν τρ ιώ ν γλο υτα μ ινώ ν  ή η υποθετική 

έλλε ιψ η  τω ν  π έντε γλουτα μ ινώ ν βρ ίσκετα ι σ την  

υδρόφοβη π ερ ιοχή  που α π οκόπ τετα ι απ ό την  ώ ριμη 

π ρω τεΐνη , επ ομένω ς κάθε σχέση α υ τώ ν  με μεταβολή 

της καταλυτικής λε ιτου ρ γ ία ς  του ενζύμου  θα ήταν 

α π ρόσ μενη . Α ντίθετα , η δ ιαφ ορετική  τιμή της ολ ικής 

δρα στικότητα ς τω ν τρ ιώ ν  εκχυ λ ισ μ ά τω ν (app-Vm ax), 

υπ αγορεύει δ ιαφ ορές στις μ ετα -μετα φ ρα σ τικές  

τροπ οπ ο ιήσ ε ις  ή/κα ι στη σ ταθερότητα  και 

α π οδόμησ η της π ρω τεΐνης , οδηγώ ντας σ την  ύπαρξη 

π ερ ισ σ ο τέρ ω ν ενερ γώ ν  μορ ίω ν. Κατά  συνέπ εια , η 

π α ρουσ ία  της νέας μετάλλα ξης T 3 Q  όντω ς 

επ ηρεά ζε ι τη λε ιτουργ ία  της π ρω τεΐνης.

Η κατάλληλη λε ιτουργ ία  της α κετυλοχολ ινεσ τε- 

ράσης δ εν  α π α ιτε ί μόνο την  απ οτελεσμ ατική  

καταλυτική  δραστικότητα  α λλά  επ ίσης τον  ακρ ιβή 

εντοπ ισ μό  της π ρω τεΐνης . Η τροπ οπ ο ίηση  που 

π α ίζει το σημαντικότερο  ρόλο στη σω στή 

τοπ οθέτηση του ενζύμου  α φ ορά  την  ενζυματική  

α π οκοπ ή της κα ρβοξυτελ ικής υδρόφ οβης π ερ ιοχής 

και την  αντικα τάσ τα σ ή  της απ ό GPI ά γκυρα  

(ανασκόπ ηση: M assou lie  et al., 1993). Η GPI 

άγκυρα  χρησ ιμοπ ο ιε ίτα ι γ ια  την α γκυροβόλησ η 

α ρ κετώ ν  π ρ ω τε ϊνώ ν  της κυτταροπ λασ μα τικής 

μεμβράνης. Μ ελέτες τω ν GPI π ρ ω τε ϊνώ ν

π ρ ο σ δ ιό ρ ισ α ν  τα κύρια  χα ρ ακτηρ ισ τικά  του σ ήματος

για  την π ροσθήκη  GPI. Α υτό  α π οτελε ίτα ι απ ό μία 

σειρά  τρ ιώ ν α μ ινο ξέω ν  (ω, ω +1, ω +2 όπου το ω 

κατάλο ιπ ο  υπ οδεικνύει το τελευτα ίο  αμ ινοξύ  το οποίο 

π α ραμ ένει ύστερα  απ ό την απ οκοπ ή),

α κολουθούμ ενο  από ένα  υδροφ ιλ ικό  τμήμα (spacer) 

8-12 α μ ινο ξέω ν  (Furukaw a et al., 1997; M aeda et al., 

2006). Α π οτυ χ ία  ικανοπ ο ίησ ης α υ τώ ν  τω ν κρ ιτηρ ίω ν 

έχει ω ς α π οτέλεσ μ α  την  ακύρω σ η της GPI 

π ροσ θήκης και συνεπ ώ ς τη μη κατάλληλη

τοπ οθέτηση. Α υτά  τα χα ρ ακτηρ ισ τικά  έχου ν  

χρ η σ ιμ οπ ο ιηθε ί για  τη δημ ιουργ ία  αλγορ ίθμου  

π ρόβλεψ ης τω ν εν  δυνάμει σ ημείω ν π ροσ θήκης GPI 

σε π ρω τεϊν ικές  α λληλουχ ίες  (E isenhabe r et al., 

1999).
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Επεξήγηση χρωματισμού αμινοξέων:
Υδροφοβικό Υ δ ρ ο φ ιλ ικ ό
Βασικό· Όξινο

- 2 2 . 8 2  

- 3 4 . 9 3  

- 2 7 . 6 3  

- 3 . 2 4  

- 3 3 . 0 6  

- 3 5 . 4 1

Εικόνα 4-3: Ομοπαράθεση της αμινοκιξής ακολουθίας του καρβοξυτελικού πεπτιδίου της AChE των D. melanogaster αγρίου 
τύπου (Dm-wt), C. capitata αγρίου τύπου (Cc-wt), B. oleae αγρίου τύπου (Βο-wt), B. oleae Δ30 μεταλλάγματος (Βο-Δ30), B. 
oleae Δ50 υποθετικού μεταλλάγματος (Βο-Δ50), B. dorsalis αγρίου τύπου (Bd-wt) και B. dorsalis Q643R μεταλλάγματος (Bd- 
mut). Δεξιά των αμινοξικών ακολουθιών βρίσκεται η τιμή πρόβλεψης για την προσθήκη GPI άγκυρας.

Α μ ινοξέα  στις θέσεις  634, 635  και 636 της 

α κετυλορολ ινεσ τεράσ ης του δάκου είνα ι τρ ία τυπ ικά  

α μ ινοξέα  τα οπ ο ία  μπ ορ ούν  να ρρ ησ ιμ οπ ο ιηθού ν  ω ς 

ω, ω +1, ω +2, αντίσ το ιρα . Ε άν η σερ ίνη 634 ή τα ν  το 

π ρα γμα τικό  ω -κα τάλο ιπ ο  στο αγρ ίου  τύπου ένζυμο, 

θα  δημ ιουργούσ ε μία α σ υνήθ ισ τα  μεγάλη σε μήκος 

υδροφ ιλ ική  π ερ ιορή (16 αμ ινοξέα ), π ολύ  π έρα  τω ν 

ο ρ ίω ν  της “κα νον ικής” δομής του Furukaw a et al. 

(1997). Η έλλε ιψ η  τω ν τρ ιώ ν  κα ταλο ίπ ω ν 

γλουταμ ίνης της T 3 Q  μετάλλα ξης μ ικρα ίνει την 

υδροφ ιλ ική  π ερ ιορή, π ληρώ ντας  καλύτερα  τις 

π ροϋπ οθέσ ε ις  γ ια  την  ευνο ϊκότερη  δ ιαδ ικασ ία . 

Ε νδ ια φ έρον είνα ι το γεγονός ότι η υποθετική  

μετάλλαξη, σ την  οπ ο ία  λε ίπ ο υ ν  οι 5 γλουταμ ίνες  της 

υδροφ ιλ ικής π ερ ιορής δημ ιουρ γε ί ένα  καταλληλότερο  

ω -κατάλο ιπ ο  και υδροφ ιλ ική  π ερ ιορή. Η επ ίδραση 

του μήκους της υδροφ ιλ ικής π ερ ιορής α π εικον ίζετα ι

επ ίσ ης σ την  τιμή π ρόβλεψ ης GPI και τα υδροφ ιλ ικά  

π ροφ ίλ  της εικόνας. Η τιμή π ρόβλεψ ης βελτιώ νετα ι 

καθώ ς η υδροφ ιλ ική  π ερ ιορή μ ικρα ίνει σ ε μήκος 

μεταξύ του αγρ ίου  τύπ ου και τω ν μεταλλαγμάτω ν. 

Ε π ιπ λέον, στα  υδροφ ιλ ικά  π ροφ ίλ  φα ίνετα ι ότι το 

π ροφ ίλ  τω ν δύο μετα λλα γμ ά τω ν μο ιάζει 

π ερ ισ σ ότερο  το π ροφ ίλ  της D. m e la n o g a s te r  (Ε ικόνα  

4-3). Ε ίνα ι φανερό, ότι το μήκος της υδροφ ιλ ικής 

π ερ ιορής του αγρ ίου  τύπ ου ενζύμου  του δάκου 

π α ρουσ ιάζε ι δύο “κα μπ ούρες” , ενώ  η έλλε ιψ η τω ν 

τρ ιώ ν ή τω ν π έντε  γλουτα μ ινώ ν στα  δύο 

μεταλλά γματα  α λλάζει το υδροφ ιλ ικό  τους π ροφ ίλ  σε 

ένα  π ροφ ίλ  π ιο  κοντινό με εκε ίνο  της D. 

m e la m o g a s te r . Η σ π ουδα ιό τητα  της υδροφ ιλ ικής 

π ερ ιορής δ ιαφ α ίνετα ι επ ίσ ης  στη τιμή π ρόβλεψ ης 

GPI και το υδροφ ιλ ικό  π ροφ ίλ  που π α ρ ουσ ιά ζουν  οι 

C. cap ita ta  και B. d o rsa lis : όσο μ ικρότερο  είνα ι το

Εικόνα 4-3: Υδροφιλικό προφίλ κατά Goldman, Engelmanand Steitz (GES). Αριστερά: τα υδροφιλικά προφίλ του 
καρβοξυτελικού άκρου της AChE της D. melanogaster, C. capitata, B.oleae και B. dorsalis. Δεξιά: τα υδροφιλικά προφίλ του 
καρβοξυτελικού άκρου της AChE του T3Q και T5Q του δάκου υπερθετούνται στο υδροφιλικό προφίλ της D. melanogaster.
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μήκος του υδροφ ιλ ικού  τμήματος (spacer), τόσο 

π ερ ισ σ ότερο  π ρ ο σ ο μ ο ιά ζο υν  το υδροφ ιλ ικό  π ροφ ίλ  

της Drosophila (Ε ικόνα  4-4).

Συνεπ ώ ς, ο μηχα ν ισ μός που π ροτε ίνετα ι ε ίνα ι 

ότι η μετάλλαξη  Δ 3 0  οδηγεί σε μεγαλύτερη 

σ ταθερότητα  του ενζύμου  λόγω  α π οτελεσ μ α τικό ­

τερης GPI τροπ οπ ο ίησ ης, με απ οτέλεσμ α  την 

π αραγω γή π ερ ισ σ ο τέρ ω ν  GPI μ ορ ίω ν σε σύγκρ ιση 

με τον  άγρ ιο  τύπο. Π ράγματι, έχει δε ιχ τε ί ότι το 

φ υσ ικό  μέγεθος της υδροφ ιλ ικής π ερ ιοχής σ την  

α νθρώ π ινη  α κετυλοχολ ινεσ τεράσ η  δ εν  είνα ι το 

ευνο ϊκότερο  για  το υψ ηλότερο  επ ίπ εδο  π ρ οσ θήκης 

GPI (B uch t et al., 1999). Π αρομο ίω ς, ο Δ 3 0  δάκος 

θα μπ ορούσ ε να  π αράγε ι αρκετή  π οσ ότητα  ενζύμου 

ώ στε να  μεταβολ ίζε ι ικανοπ ο ιητικά  την

α κετυλοχολ ίνη  αλλά  και να  α λληλεπ ιδρά  με το 

εντομοκτόνο . Ως α π οτέλεσμα , η ακετυλοχολ ίνη  δεν  

συγκεντρώ νετα ι στη συναπ τική  σχ ισμή και το έντομο 

μπ ορεί να  επ ιβ ιώ νει και σε υψ ηλότερες δόσεις 

εντομοκτόνου. Υ π ά ρ χο υ ν  ενδε ίξε ις  ότι αυξημένη  

π αραγω γή α κετυ λοχολ ινεσ τερά σ ης συμβάλλει σε 

ανθεκτικότητα . Π ράγματι, το π οσ ό της 

α κετυ λοχολ ινεσ τεράσ ης ή ταν πολύ μεγαλύτερο  σε 

ένα  φ υσ ικό  σ τέλεχος της Drosophila και μάλισ τα , η 

σ υγκέντρω ση του ενζύμου  σ υσ χετίσ τηκε με την 

α νθεκτικό τη τα  στα  εντομοκτόνα  (C ha rpen tie r & 

Fourn ier, 2001). Ε φ όσ ον  μεταλλάξε ις  στο ενεργό 

κέντρο του ενζύμου  σ υνήθω ς οδηγού ν  σε μείω ση 

του ρυθμού υδρόλυσ ης της ακετυλοχολ ίνης, η 

υπ ερπ αραγω γή του ενζύμου α π οδόθηκε στη 

π ροσ π άθεια  του εντόμου  να  αντισ τα θμ ίσ ε ι τη μείω ση 

αυτή.

Ε π ιπ λέον, η έλλε ιψ η της GPI ά γκυρα ς έχει 

εμ π λα κε ί σε ένα  μηχαν ισμό  α νθεκτικότητας του 

κουνουπ ιού  Culex pipiens σ την  εντομοκτόνο  δράση 

του Bacillus sphaericus (D a rboux e t al., 2002). 

Σ τόχος της τοξίνης του βακίλου  είνα ι η μαλτάση 1, η 

οπ ο ία  μέσω  GPI α γκυροβόλησ ης εντοπ ίζετα ι στο 

μεσοστόμαχο  του κουνουπ ιού. Μ εταλλαγμένο , όμω ς, 

σ τέλεχος του κουνουπ ιού  π α ρήγα γε μια μαλτάση 1 η 

οπ ο ία  ε ίχ ε έλλε ιψ η  της φ υσ ιολογ ικής  G PI ά γκυρας 

και ω ς απ οτέλεσμ α , δ εν  π α ρουσ ίαζε σω στό 

εντοπ ισ μό  (στο μεσοσ τόμα χο  του κουνουπ ιού). 

Συνεπώ ς, η τοξίνη του βακίλου δ εν  μπ ορούσ ε να 

σ υνδεθε ί με την  μαλτάση 1 με α π οτέλεσ μ α  να

π α ρεμπ οδ ίζετα ι η καταστροφ ή της μεμβράνης και το 

έντομο  να επ ιβ ιώ νει.

Π ολλά, π άντω ς, είνα ι τα ερ ω τήμ α τα  που μένουν 

αναπ ά ντητα . Π ο ιος είνα ι ο α κρ ιβής  εντοπ ισ μός της 

μεταλλα γμένης π ρω τεΐνης ; Π ώ ς μεταβάλλετα ι η 

σ ταθερότητά  της; Π ώ ς δ ιαμορφ ώ νετα ι η σ υγγένεια  

με το φ υσ ικό  υπ όστρω μα  (AC h) ή το εντομοκτόνο ; 

Π οια  είνα ι η in vivo δρα στικότητα ;. In silico ανάλυση 

μ ιας υπ οθετικής έλλε ιψ ης και τω ν π έντε  κα ταλο ίπ ω ν 

γλουταμ ίνης π ροβλέπ ει αύξηση της GPI 

τροπ οπ ο ίησης. Γιατί, λο ιπ όν, το αγρ ίου  τύπου 

ένζυμ ο  εξα κο λο υ θ ε ί να  δ ια τηρ ε ί τις π έντε 

γλουταμ ίνες  με ιώ νοντας θεω ρητικά  την  GPI 

τροπ οπ ο ίηση ; Η α κετυλοχολ ινεσ τεράσ η  είνα ι ένα  

απ ό τα π ιο  γρήγορα  ένζυμ α  ενός οργαν ισμού, με 

π ερ ισ σ ότερο  απ ό 10 μόρ ια  υπ οσ τρώ ματος να 

υδρολύοντα ι ανά  δευτερόλεπ το  απ ό κάθε μόριο 

ενζύμου. Η ενζυματική  ταχύτητά  της φα ίνετα ι να 

π ερ ιορ ίζετα ι μόνο απ ό την  ταχύτητα  δ ιάχυσης του 

υπ οσ τρώ ματος (Q uinn, 1987). Ίσ ω ς, λο ιπ όν, το 

έντομο  να  π ρέπ ει να  ρυθμ ίσει την  δρα στικότητα  του 

ενζύμου  εμ π οδ ίζοντα ς τη σω στή τοπ οθέτησή του 

στη συναπ τική  σχισμή μέσω  λ ιγότερο  α π οδοτικής 

GPI αγκυροβόλησ ης. Η π α ρουσ ία  του εντομοκτόνου, 

όμω ς, εμ π οδ ίζε ι τη φ υσ ιολογ ική  λε ιτουργ ία  του 

ενζύμου, υπ οχρεώ νοντά ς το να α ντισ τα θμ ίσ ε ι την 

κατάσταση μέσω  βελτίω σ ης της π ροσ θήκης GPI 

άγκυρας. Α υτό  μπ ορεί να  δ ιευκολύνει την 

τοπ οθέτηση του ενζύμου, φ έρνοντα ς π ερ ισ σ ότερα  

μόρ ια  ενζύμου  στη συναπ τική  σχισμή.

6. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ - ΣΥΝΕΙΣΦΟΡΑ

Η α νάπ τυξη  της α νθεκτικό τη τας  στα 

εντομοκτόνα  καθισ τά  δύσκολο  τον  έλεγχο  τω ν 

εντόμω ν-εχθρώ ν, εκμ ηδεν ίζε ι την  α ξία  τους και 

οδηγε ί σ την  επ ανα λαμβα νόμενη  χρήση τους με 

δυσμ ενείς  επ ιπ τώ σ εις  στο αγρο -ο ικοσ ύστημ α . 

Π αράλληλα, η α νακάλυψ η εντομ οκτόνω ν με νέους 

τρόπ ους δρά σης γ ίνετα ι ολοένα  δυσκολότερη  και 

δαπ ανηρότερη . Για τους λόγους α υτού ς  έχει ήδη 

α λλάξει η νοοτροπ ία  π ερ ί νέω ν  εν το μ ο κτό νω ν  και 

έχει εν ισ χυθ ε ί η άπ οψ η της ορθολογ ικής χρήσ ης τω ν 

υ π αρχόντω ν έτσ ι ώ σ τε να δ ια τηρ ηθε ί η 

α π οτελεσ μ α τικό τη τά  τους. Η ικανότητα  δ ιαχείρ ισης 

της α νθεκτικό τη τας  εξαρτάτα ι σε μεγάλο βαθμό από
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τη γνώ ση τω ν μηχα ν ισ μ ώ ν της α νθεκτικότητας 

(γενετικώ ν  και β ιοχημ ικώ ν), της β ιολογ ίας και της 

δυναμ ικής τω ν π λη θ υ σ μ ώ ν τω ν εντό μ ω ν-σ τό χω ν 

καθώ ς και την επ ιλογή  τω ν  κα ταλληλότερω ν 

χε ιρ ισ μ ώ ν  κατά την  εφ α ρμογή  τω ν φ υτοφ αρμάκω ν. 

Α νά μ εσ α  στα  μέτρα  π ου β οηθούν στη μείω ση του 

κινδύνου για  την  εξέλ ιξη  μονής ή π ολλα π λής 

α νθεκτικότητας είνα ι οι τα κτικο ί έλεγχο ι του 

π οσοστού  α νθεκτικώ ν  εν τό μ ω ν  στο φυσ ικό  

π ληθυσμό αλλά  και τω ν  ορ ίω ν  α νεκτικό τη τα ς  στα 

δ ιάφ ορα  εντομοκτόνα .

Η μορ ιακή β ιολογ ία  π α ρέχε ι τη δυνατότητα  

μετάβασης απ ό τη γνώ ση και κα τανόηση του τρόπ ου 

λε ιτουργ ία ς τω ν  γον ιδ ίω ν  α νθεκτικό τη τας  στη 

π ρακτική  εφ αρμογή  αυτής της γνώ σ ης σ τον  αγρό. 

Έ τσ ι, σ κοπ ός της π α ρούσ α ς δ ια τρ ιβής ή τα ν  η 

κατάκτηση της μορ ιακής γνώ σ ης της α νθεκτικότητας 

του δάκου στα  ο ρ γα νοφ ω σ φ ορ ικά  εντομοκτόνα  και η 

π ρακτική  εφ αρμογή  της γ ια  την  κα ταπ ολέμησ ή του.

Μ ε γνώ μονα  α φ ενός  τη ν  κατανόηση του 

μεγέθους της εξά π λω σ ης της α νθεκτικό τη τας  στους 

φ υσ ικούς π ληθυσ μούς του δάκου και αφ ετέρου  την  

κατανόηση της γενετικής της βάσης 

π ρα γμ α τοπ ο ιήθηκε η απ ομόνω σ η  του γενετικού  

τόπ ου-σ τόχου  τω ν Ο Ρ εντομοκτόνω ν, η καταγραφή 

της εξάπ λω σ ης μετα λλά ξεω ν π ου σχετίζοντα ι με την 

α νθεκτικό τη τα  του εντόμου  στα  εντομοκτόνα  α υτά  και 

επ ιτεύχθηκε η α π οκάλυψ η μ ιας νέα ς μετάλλαξης. 

Ε π ιπ ρόσθετα , π ρα γμ α τοπ ο ιήθηκε η δ ιερεύνηση του 

ρόλου της νέας μετάλλαξης, α π οκαλύπ τοντας  ένα ν  

εντελώ ς νέο μηχαν ισ μό  ανθεκτικότητας , και 

επ ιτεύχθηκε η α νάπ τυξη  μορ ιακώ ν δ ια γνω σ τικώ ν  

τεστ για  το ν  έλεγχο  της π α ρουσ ίας  της σε φ υσ ικούς 

π ληθυσ μούς δάκου.

Τ α  μορ ιακά  δ ιαγνω σ τικά  τεστ που 

α να π τύχθ η κα ν  γ ια  τη A 3Q  μετάλλαξη (η οπ ο ία  

σχετίζετα ι με υψ ηλά  επ ίπ εδα  ανθεκτικότητας) 

μπ ορούν να  χρη σ ιμ ο π ο ιη θ ο ύ ν  για  τη ν  έγκα ιρη  

π ρόβλεψ η της α νά π τυξης  α νθεκτικό τη τας  στα 

ο ργα νοφ ω σ φ ορ ικά  εντομοκτόνα  σ τους φ υσ ικούς 

π ληθυσ μούς. Η εφ αρμογή  τους θα βοηθήσει στη 

λήψ η ορθώ ν α π ο φ ά σ εω ν  ό σ ο ν  α φ ορά  σ τη ν  επ ιλογή  

κα τά λληλω ν εντο μ ο κτό νω ν ή γεν ικότερα  μεθόδ ω ν 

καταπ ολέμησης. Η απ οτίμηση της κατάστασης 

α νθεκτικότητας σε φ υσ ικούς π ληθυσ μούς του δάκου

θα α π οτελέσε ι ουσ ιαστική  συμβολή στη 

φ υτοπ ροσ τασ ία  της ελ ιάς και γεν ικότερα  σ την  

κατανόηση της εξά π λω σ ης της α νθεκτικό τη τας  στη 

φύση ή στο συγκεκρ ιμένο  α γρο -ο ικοσ ύστημ α . 

Συνεπώ ς, η π α ρούσ α  δ ιατρ ιβή  θα σ υνε ισ φ έρει στη 

μείω ση τω ν  α να π ο τελεσ μ α τικώ ν  ψ εκα σ μ ώ ν π ου όχι 

μόνο δ εν  κα τα π ολεμ ού ν  το ν  δάκο α λλά  δ ημ ιουρ γού ν  

π ροβλήμ ατα  με τη θανάτω ση ω φ ελ ίμ ω ν οργα ν ισ μώ ν 

και τη γεν ικότερη  επ ιβάρυνσ η του π ερ ιβάλλοντος, 

συμβά λλοντα ς τα υτόχρονα  στη μείω ση του κόστους 

π αραγω γής.
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Organophosphate resistance in the olive fly was previously shown to associate with two point 
mutations in the ace gene. The frequency of these mutations was monitored in Bactrocera oleae 
individuals of increasing resistance. In spite of the difference in resistance among the individuals, there 
was no correlation between mutation frequencies and resistance level, indicating that other factors may 
contribute to this variation. The search for additional mutations in the ace gene of highly resistant 
insects revealed a small deletion at the carboxyl terminal of the protein (termed A3Q). Significant 
correlation was shown between the mutation frequency and resistance level in natural populations. In 
addition, remaining activity of acetylcholinesterase enzyme (AChE) after dimethoate inhibition was 
higher in genotypes carrying the mutation. These results strongly suggest a role of A3Q in high levels of 
organophosphate (OP) resistance. Interestingly, the carboxyl terminal of AChE is normally cleaved and 
substituted by a glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor. We hypothesize that A3Qmay improve GPI 
anchoring, thus increasing the amount of AChE that reaches the synaptic cleft. In this way, despite the 
presence of insecticide, enough enzyme would remain in the cleft for its normal role of acetylcholine 
hydrolysis, allowing the insect to survive. This provides a previously un-described mechanism of 
resistance.

© 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

There is a growing concern about the recent increase of 
pesticide use, which has led to the development of resistance. 
More so, considering that a growing number of field populations 
of insects develop multiple resistance to more than one 
insecticides. Modification of the acetylcholinesterase enzyme 
(AChE) has been implicated in several cases of resistance against 
organophosphate (OP) and carbamate (CB) insecticides (O’Brien, 
1976; Matsumura, 1985). Normally, acetylcholinesterase hydro­
lyzes the acetylcholine (Rosenberry, 1975) at the neural synapses 
and terminates the nerve pulse. OPs and CBs enter the active site 
gorge of the enzyme and phosporylate or carbamoylate, respec­
tively, the active site serine of AChE. However, the reaction rate of 
dephosphorylation or carbamoylation of the insecticides is very 
slow and, consequently, fewer molecules of the enzyme are 
available for the hydrolysis of acetylcholine. The acetylcholine is

* Corresponding author. Tel.: +302410565284; fax: +30 2410565290. 
E-mail address: kmathiop@bio.uth.gr (K.D. Mathiopoulos).

0965-1748/$-see front matter © 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved. 
doi:10.1016/j.ibmb.2008.05.004

accumulated in the neural synapse, the acetylcholine receptor 
remains permanently opened, thus causing the death of the insect 
(Aldridge, 1950).

In contrast, a modified AChE that confers resistance displays 
decreased affinity to OPs and CBs than that of the susceptible 
enzyme. Several mutations have been identified in the gene for 
AChE (termed a c e ) of different insects. In almost all cases, these 
mutations affect amino acid residues that are predicted to be 
located in the active site gorge of the enzyme (Mutero et al., 1994). 
They all point to a mechanism that involves a steric alteration of 
the active site residues in such a way that affect the entrance and 
the binding of the OP insecticide into the active site (Harel et al., 
2 0 0 0 ) and the efficiency of AChE phosphorylation.

Such mutations have been described in Drosophila melanoga- 
ster (Fournier et al., 1992b; Mutero et al., 1994), in mosquito 
species (Nabeshima et al., 2 0 0 4 ; Weill et al., 20 0 4 ), in Musca 
domestica (Williamson et al., 1992; Feyereisen, 1995; Kozaki et al., 
2001 ; Walsh et al., 2001), Bactrocera dorsalis (Hsu et al., 2006 ), 
Aphis gossypii (Andrews et al., 20 0 4 ; Toda et al., 2004 ), as well as 
in other hemipteran species (Javed et al., 2003 ). The only 
documented report of a resistance-associated mutation outside
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the catalytic region of AChE is that of the Colorado potato beetle 
Leptinotarsa decemlineata (Zhu et al., 1996), in which resistance is 
hypothesized to be associated with a more generalized change of the 
secondary structure of the protein. Finally, there are species, such as 
Nephotettix cincticeps (Tomita et al., 2000), Boophilus microplus (Baxter 
and Baker, 1998) and Lucilia cuprina (Hughes and Raftos, 1985; 
Newcomb et al., 1997a), where the OP resistant phenotype is not 
associated with alterations in the ace gene. For instance, in L. cuprina 
OP resistance arises mostly from a mutant form of the carboxylester- 
ase E3 (Newcomb et al., 1997b; Campbell et al., 1998). Evidently, there 
are other mechanisms that also result in OP resistance.

The olive fruit fly, Bactrocera oleae, is the most destructive pest 
of cultivated olive trees in almost every country where olive trees 
are cultivated. The damage caused by the oviposition of eggs and 
tunneling of the emerged larvae in the fruit, results at about 30% 
loss of the olive crop (Chaniotakis, 1994). The control of the fly is 
based mainly on the use of organophosphate insecticides. Early 
studies in the 1970 s indicated that overproduction of an AChE 
allele was associated with resistance of B. oleae  to dimethoate 
(Tsakas and Krimbas, 1970; Krimbas and Tsakas, 1971; Tsakas, 
1977). More recently, however, it was shown that responsible for 
such resistance, at least in part, were two point mutations in the 
active site gorge of AChE of B. oleae  (Vontas et al., 2002). It was 
also reported that oxidative metabolism (monoxygenase activity) 
and Est (esterase)-based and/or GST (glutathione S-transferase)- 
based organophosphate metabolic pathways did not have a major 
role in resistance to OPs (Vontas et al., 2001). Subsequently, it was 
shown that both mutations were widespread in several Mediter­
ranean countries (Hawkes et al., 2005), although there was no 
clear correlation between the frequencies of these mutations and 
the actual resistance level of the fly populations.

Recently, we published a large survey of the resistance status 
of B. oleae  in Greece and Cyprus (Skouras et al., 2007), where 
considerable variation in the resistance levels was observed. This 
was mainly attributed to different selection pressures from 
insecticidal applications in the various regions. However, the 
molecular basis of these differences remained unanswered. The 
present study tries to assess whether these differences can be 
attributed to differences in the frequencies of the two known ace 
mutations (Vontas et al., 2002 ) or to some additional modifica­
tion^). This search led to the discovery of a new mutation that 
associates with high levels of resistance. Curiously, this mutation 
lies outside the active site gorge of AChE and indicates that the 
carboxyl terminal of the enzyme may be involved in a novel OP- 
resistance mechanism.

2. Materials and methods

2.1. Insects

The study was carried out on field-collected olive flies. Flies 
were selected from the populations used in a previous study of

Skouras et al. (2007) or collected from new locations, as indicated 
in the Results. Most flies used in this study had previously 
undergone classical bioassays in order to determine their OP 
resistance.

2.2. PCR amplification o f  exons II, III- V, VIII, IX and X

Primers for PCR amplification of the different putative ace 
exons were designed based on the known B. oleae  cDNA sequence 
(Vontas et al., 2002 ) (Table 1). Fly genomic DNA was extracted 
from the abdomen and thorax of individual flies as described by 
Ashburner (1989). PCR was performed in 20 ml reaction volume 
and ~ 10 ng genomic DNA was used as a template. The amplifica­
tion reactions contained a final concentration of 1 x  Taq buffer, 
0.2 mM of each dNTP, 1.5 mM MgCl2, 10 pmol of each primer and 1 
unit of Taq polymerease (GoTaq Promega). All amplifications 
were performed under the following conditions: initial denatura- 
tion at 94 °C for 4 min, followed by 30 cycles consisting of 94 °C for 
30 s, annealing temperature for 30 s and 72 °C for extension time. 
This was followed by 7 min of final extension. Annealing 
temperatures and extension times are described in Table 1.

2.3. Cloning, DNA sequence analysis and data analysis

PCR products of the different exons were separated by 
electrophoresis on 1.5% agarose gels and appropriate size 
fragments were gel extracted using Wizard® SV Gel and PCR 
Clean-Up System kit (Promega). Purified products were ligated 
with T4 DNA ligase (Fermentas) into EcoRV-cleaved, T-tailed 
Bluescript II SK(+) plasmid vector and transformed into E. coli 
DH5a cells, using standard molecular biology techniques (Sam- 
brook et al., 1989). DNA sequences of recombinant plasmids were 
analyzed using the Omiga software (Oxford Molecular Ltd.) and 
the Clustal W software online. The frequencies of the different 
alleles (R and S) were determined with the use of POPGENE 
version 1.32 (Yeh et al., 1999).

2.4. Diagnostic tests

Detection of I214V and G488S mutations was performed as 
described by Hawkes et al. (2005).

For the detection of D3Q, ~ 10ng genomic DNA was amplified 
in a 20 ml reaction volume with primers Boace10F and Boace10R. 
The amplification reaction contained a final concentration of 
1 x  Taq buffer, 0.2 mM of each dNTP, 1.5 mM MgCl2, 10 pmol of 
each primer and 1 unit of Taq polymerease (GoTaq Promega). 
Amplification conditions were: initial denaturation at 94 °C for 
4 min, followed by 30 cycles consisting of denaturation at 94 °C for 
30 s, annealing at 51 °C for 30 s and extension at 72 °C for 30 s. This 
was followed by 7 min final extension. PCR products were 
electrophoresed in a high resolution 3% MetaPhor agarose gel 
(FMC) or in a 10% native or denaturing 2-mm-thick acrylamide

Table 1
Oligonucleotide primers and conditions used in PCRs

Exons of ace gene Product size (bp) Primers PCR conditions

Forward Reverse Annealing temp ( °C) Extension time (s)

Exon II 315 Boace2F TTCGCGTCAATACAGTGTCG Boace2R CTTTCTTGCACACAGGTTGC 55 30
Exon III-Va 1666 Boace3F TATTTTCCCGGTTTCTCTGGC Boace5R CGTCTCTGACATTTCCCATC 48 90
Exon VIII 142 Boace8F ACTAGCACTTCCCTATGG Boace8R TAACGGCATTCAGCATCC 48 30
Exon IX 156 Boace9F CCACAGATGGCGAAGAATGG Boace9R ATCCCCATTTCCGGACTTCG 53 30
Exon X 96 Boace10F TGAAGTCAAACCATCATCCG Boace10R GACAGCGCCAACATGAACG 51 30

Includes introns.
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gel. Visualization of the bands in the acrylamide gels was obtained 
after silver staining (Sambrook et al., 1989).

2.5. Biochemical assays

Heads from the untreated adults were homogenized in 200 ml 
of ice-cold homogenization SP buffer (0.1 M sodium phosphate, 
pH 7.4, 0.1% Triton X-100) with a pestle homogenizer. The 
homogenate was centrifuged at 5000g for 5 min and the super­
natant was used as the enzyme source.

Acetylcholinesterase activity was measured in the absence and 
presence of an OP using acetylthiocholine (ATC) as a substrate, 
based on the colorimetric method of Ellman et al. (1961). The 
uninhibited (-O P) and inhibited (+OP) AChE reaction mixtures 
contained the same amount of protein, as determined by the 
Bradford method (with BSA as the standard protein). Reactions 
were incubated at 25 °C for 15 min. Individual assays in flat- 
bottomed 96 well plates were initiated by the addition of the stain 
solution (5 ml SP buffer, 0.5 ml 0.1 M ATC and 1.25 ml DTNB in 
50 ml volume). The hydrolysis was monitored by the formation of 
the thiolate dianion of DTNB at 405 nm for 10 min at intervals of 
30 s using a Bio-Tek EL808 Ultra Microplate Reader (Bio-Tek 
Instruments, Winooski, VT). Each measurement was replicated 
two times. The degree of inhibition of AChE activity with OP was 
expressed as a percentage (%) of AChE activity remaining at the 
10 min timed reading. [(D absorbance of the inhibited reaction/D 
absorbance of the uninhibited reaction) x 100]. Mean remaining 
activity and error bars of the biochemical data were calculated 
using the SPSS program version 13.0.

3. Results

3.1. Frequency ofI214V and G488S in Greek and Cypriot populations

In a previous study, the resistance level of olive fly populations 
from Greece and Cyprus to OP insecticides was monitored 
(Skouras et al., 2007). Resistance ratios ranged between 6.3 and
64.4, which demonstrated considerable variation, obviously 
related to selective pressure due to OP use. However, we wanted 
to determine whether this variation correlated with a correspond­
ing frequency variation of the two known ace mutations (I214V 
and G488S) that are related to OP resistance (Vontas et al., 2002) 
employing the PCR-RFLP assay developed by Hawkes et al. (2005). 
For this reason, individuals from the above bioassays (Skouras et 
al., 2007) or more recent ones performed in our laboratory (data

Table 2
Allele frequencies of I214 V, G488 S and D3Q in Greece and Cyprus

not shown) were divided in three groups of increasing resistance 
(4 -9  ng of insecticide per insect, 19-37 and 75-150  ng). It should 
be noted that in classical bioassays about 20 individuals are 
assayed per dose in order to estimate the LD50. Instead, we 
performed the mutation assay in the survivors of each dose, since 
those reflected the portion of the population that was resistant in 
that particular dose.

Despite the difference in resistance among the examined 
groups of insects, the frequencies of the susceptible (S) and 
resistant (R) alleles for the two mutations did not show significant 
variation (Table 2 ). The majority of the flies genotyped were 
homozygous for the two mutations (90%) whereas few individuals 
were heterozygous (Table 2 ). However, none of the flies and not 
even the individuals with the lowest resistance levels exhibited 
the homozygous genotype for the susceptible type (SS) for either 
I214V or G488S mutations.

3.2. Sequencing analysis o f  ace exons II-V in resistant individuals

Since allele frequencies of I214V and G488S seemed uncorre­
lated with resistance levels, we set out to analyze the nucleotide 
sequence of the ace  locus of B. oleae  in order to isolate additional 
mutations that could be related to high OP-resistance levels. The 
most resistant individuals from the Skouras et al. (2007) study 
were selected for the analysis.

PCR products of exons II-V from 30 flies from the Kentri (Crete) 
population that were alive at the highest OP dose (150 ng) in the 
Skouras et al. (2007) bioassays, were cloned and their sequences 
were analyzed. Several polymorphisms were detected. All poly­
morphisms in exons II-V and VIII-IX resulted in synonymous 
nucleotide changes except of the known I214V substitution.

3.3. A novel small deletion mutation in exon X

PCR products of exons VIII-X from 10 flies from the Kentri 
(Crete) population that were alive at the highest OP dose (150 ng 
per insect) in the Skouras et al. (2007) bioassays, were cloned and 
their sequences were analyzed. Several polymorphisms were 
detected. All polymorphisms in exons VIII and IX resulted in 
synonymous nucleotide changes. However, the alignment of the 
exon X sequences revealed an interesting 9 bp deletion (termed 
D3Q) in two out of the 10 flies. These 9 bp (GCAACAACA) 
corresponded to nucleotides 1926-1934 of the mature cDNA 
sequence of B. oleae  acetylcholinesterase gene (Vontas et al., 2002 ) 
and resulted in a deletion of three glutamine residues at positions 
64 2 -6 4 4  (Fig. 1).

R allele ng dimethoate per 
insect (range)

I214V G488S D3Q

F bFr R/Na Nc Fr R/N Nc Fr R/N Nc

4-9 0.8950 213/119 SS: 0 0.9076 216/119 SS: 0 0.0061 1/82 SS: 81
SR: 25 SR: 22 SR: 1
RR: 94 RR: 97 RR: 0

19-37 0.9227 334/181 SS: 0 0.9144 331/181 SS: 0 0.0355 13/183 SS: 170
SR: 28 SR: 31 SR: 13
RR: 153 RR: 150 RR: 0

75-150 0.8529 58/34 SS: 0 0.8529 58/34 SS: 0 0.0847 10/59 SS: 49
SR: 10 SR: 10 SR: 10
RR: 24 RR: 24 RR: 0

a N is the total number of individuals tested and R is the number of the resistant alleles found in the sample. For a diploid organism, the maximum value for R is 2N. 
b Fr is the frequency of the resistant allele calculated as the ratio R/2N. 
c Number of individuals of each genotype observed.
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w t  CAACAAAGGAGCATC GT GGCGT TCAT GTTGGCGCTGTC
m u t  CAACAAAGGAGCAT C GT GGC GT TCAT GTT GGC GCT GT C 

Q Q R S I  V A F M L A L
+-----------------------------

BoacelOR

Fig. 1. Diagrammatic representation of the PCR product of B. oleae ace exon 10. Primers BoacelOF and BoacelOR (indicated at the 50 end and 30 end, respectively) are the two 
primers used for the amplification of the entire fragment.

RR SS SS RS SS RS SS SS RS SS

Fig. 2. Direct PCR analysis of the D3Qin a 10% native acrylamide gel. The RR lane is 
the amplification product of the cloned D3Q allele in a plasmid vector and 
represents a hypothetical A3Q_/_ genotype. The RS and SS lanes are amplification 
products of filed-collected flies of A3Q_/+ and D3Q+/+ genotypes, respectively. The 
rightmost lane, indicated M, is the molecular weight marker.

3.4. Genetic correlation o f  D3Q with resistance

In order to assess the likely importance of the D3Q mutation in 
conferring OP resistance, the frequency of the mutant allele was 
monitored in similar groups of flies, as described above. In order to 
achieve this, a direct PCR diagnostic test was used: The designed 
primers for exon X PCR used above (Boace10F and Boace10R) allow 
the amplification of almost the entire exon X, which contains the 
9 bp deletion. Thus, PCR of the wild-type allele yields a 96 bp product 
whereas PCR of the mutant allele yields an 87 bp product due to the 
mentioned deletion. The difference between the wild-type and the 
mutant PCR products can be visualized after electrophoresis in a 
high resolution 3% MetaPhor (FMC) agarose gel (data not shown) or 
in a 10% native or denaturing acrylamide gel (Fig. 2 ).

As shown in Table 2 , the frequency of the mutant allele showed 
a significant correlation with OP-resistance levels. Interestingly, 
the R allele was always found in heterozygosis.

3.5. Biochemical correlation o f  D3Q with resistance

In order to confirm the correlation of the new mutation with 
the OP resistance at the individual level, acetylcholinesterase 
remaining activity was assayed in field-collected flies. For this 
purpose, flies collected from the Chania region of Crete this year 
were genotyped with regard the three ace mutations (I214V, 
G488S and D3Q). At the same time, AChE remaining activity was 
assayed from the heads of the same flies. As Fig. 3  illustrates, the 
presence of one D3Q allele either in the I214V+/_, G488S+/_ or 
I214V_/_, G488S_/_ genotypes increased AChE remaining activity 
by 44% and 14%, respectively. In addition, the expression of the ace 
gene was also measured in the same individuals and was shown 
unaffected (data not shown).

4. Discussion

The resistance status of B. oleae in Greece and Cyprus was 
recently examined (Skouras et al., 2007) and considerable

variation in the resistance levels to dimethoate was recorded. 
Resistance ratios ranged from 6.3 to 64.4 (compared to a 
laboratory susceptible strain). The highest resistance ratios were 
found in populations from Crete, and the lowest in those from 
Cyprus. This variation was mainly attributed to different selection 
pressures from insecticidal applications among populations from 
the various regions. However, the molecular basis of this variation 
remained unanswered. Two mutations (I214V and G488S), 
localized in the catalytic gorge of acetylcholinesterase of B. oleae , 
are known to confer resistance to organophosphate insecticides 
(Vontas et al., 2002). If these two mutations were the only 
contributors to resistance, one should expect that their frequency 
in a natural population would vary according to the resistance 
level of the population. In view of that, the frequencies of the two 
mutations in individuals with increasing resistance were esti­
mated. Both mutations were observed almost in homozygocity at 
about 90% of the samples (Table 2 ). However, there was no 
frequency variation and therefore no correlation between muta­
tion frequencies and resistance level (Table 2 ). Consequently, 
there must be other contributing factors to the variation of 
resistance, such as other mutations in the ace gene or the 
involvement of other loci. In this study, the presence of additional 
mutations in the ace gene of the most resistant insects of the 
Skouras et al. (2007) study was investigated.

At least 14 different mutations have been described that reside 
in and around the active site gorge of the ace gene that confer 
resistance in different insects (Fournier, 2005). Most of these 
mutations are conserved in several species, despite the widely 
differing sizes and structures of OP insecticides. There are at least 
two reasons that may account for this. One may be due to the 
necessity for resistance targets to maintain their wild-type 
functions and to the fitness cost some of these mutations may 
carry (Mutero et al., 1994). The second may relate to the fact that, 
because of the enzyme similarity among species, there are a 
limited (and always the same) number of residues that interact 
with the insecticide and could therefore be targets for mutagen­
esis (ffrench-Constant et al., 1998). Perhaps these resistance- 
associated mutations have little effect on normal enzyme function 
and can be readily maintained in natural populations. In fact, 
resistance to malathion was detected in pinned specimens of 
Australian sheep blow-flies that were collected prior to the 
introduction of the insecticide, which suggests that resistance 
alleles pre-existed at sufficient frequencies without imposing a 
fitness cost in the natural population (Hartley et al., 2006 ). It was 
therefore sensible to expect more mutations in the ace gene of 
B. oleae that would contribute to OP resistance than the two 
known ones.

However, the search for new mutations in the exons that 
encompass the active site gorge (i.e., exons II-VI) yielded nothing 
but silent nucleotide substitutions. This maybe due to the fact that 
the olive fly, even though it has been consistently controlled with 
OP insecticides the last 40 years both in Greece and Cyprus, has
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Fig. 3. AChE remaining activity (after dimethoate inhibition) of different genotypes containing different combinations of the three mutations (I214V, G488S and A3Q) in the 
ace gene. Inside the columns are indicated the mean remaining activity and the number of individuals assayed (N). The error bars at the top of the columns indicate the 
standard deviation.

encountered a limited variety of them, that is fenthion and 
dimethoate. Therefore, the two mutations observed maybe the 
best combination that confers lowest fitness cost and highest 
resistance to the two OPs used against olive fly populations. It 
may be that the larger number of ace  mutations acquired by other 
insects is due to their exposure to a larger variety of OPs and CBs. 
In fact, in vitro expression of mutated proteins that contained 
several OP-associated mutations at the same protein both 
increased the resistance level and provided a wide spectrum of 
resistance (Menozzi et al., 2004 ). Alternatively, it could be that the 
active site gorge of B. oleae's ace gene is saturated with I214V and 
G488S and any more mutations would hamper normal AChE 
function and greatly affect the fitness of the fly.

Contrary to our expectation, however, the search in exons 
VIII-X led to the discovery of a new mutation that lied in the 
putative exon X of the ace  gene. This mutation was a short 
deletion of nine nucleotides (nucleotides 1926-1934 of the 
mature cDNA sequence of B. oleae's ace  gene (Vontas et al., 
2002 )) that corresponded to the deletion of three glutamine 
residues (at positions 642 -644 ) (Fig. 1). This deletion was initially 
observed in two out of the 10 most resistant individuals that were 
alive at the highest OP doses in the Skouras et al. (2007) bioassays.

It was essential to determine whether this mutation was a 
neutral allele of AChE found in Cretan flies or, rather, a resistance- 
associated one. For this reason a direct PCR assay was used that 
could easily monitor the presence of the new mutation in the 
field. Firstly, a few individuals from mainland Greece and Cyprus 
were tested for the presence of A3Q where it was readily found 
(data not shown). This made clear that A3Q was not a Cretan allele 
and, therefore, its presence could have been a result of the insect's 
adaptation to a particular selective pressure, such as insecticides. 
Secondly, the likely importance of the A3Q mutation in conferring 
OP resistance was assessed. For this, the frequency of the A3Q 
mutation was determined in samples of different levels of

resistance. Such samples were formed by the survivors of the 
different doses used in the bioassays of the Skouras et al. (2007) 
study or more recent ones, since those reflected the portion of the 
population that was resistant in that particular dose. As evidenced 
in Table 2 , the frequency of the A3Q allele showed a significant 
correlation with OP-resistance levels.

In addition, biochemical studies were conducted in order to 
evaluate the contribution of the A3Q mutation in the resistance. 
Acetylcholinesterase activity of field-collected flies of known 
genotypes for the three mutations (I214V, G488S and A3Q) was 
assayed. Results demonstrated that the presence of one A3Q allele 
either in the I214V+/~, G488S+/~ or I214V-/~, G488S-/~ genotypes 
increased AChE remaining activity by 44% and 14%, respectively 
(Fig. 3 ). At the same time, the expression of the ace  gene remained 
unaffected (data not shown).

Two major conclusions can be drawn from these data. Firstly, 
mutations I214V and G488S are the first ones to be selected under 
the minimum OP pressure. In fact, as mentioned earlier, none of 
the flies tested, not even the individuals that demonstrated the 
lowest resistance level, exhibited the homozygous genotype of the 
susceptible type (SS) for mutations I214V or G488S (i.e., I214V+/+, 
G488S+/+). This advocates for a low fitness cost of the two 
mutations and for their importance at a minimum level of 
resistance. On the contrary, the A3Q mutation appears associated 
with resistance at higher OP doses and, possibly under a different 
mechanism other than the steric alteration of the active 
site residues of AChE. Apparently, the fitness cost of A3Q 
maybe much higher, as also suggested by the fact that the R 
allele was always found in heterozygosis. However, it should be 
emphasized that by no means do we claim that A3Q is the only 
contributor to high-resistance levels. In fact, the low-frequency 
level of A3Q, even in the highest resistance group (8.5%, Table 2 ), 
points to more contributing factors for the high OP resistance 
of B. oleae .
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5. Possible role of D3Q

What may the role be of such a mutation that is located 
outside the catalytic center of the enzyme? Detailed analysis of 
AChE in Musca and Drosophila indicates that the major form of the 
enzyme is a synaptic membrane-bound dimer (for a review see 
Toutant, 1989). The enzyme undergoes several post-translational 
modifications, none of which significantly affect the activity of 
AChE or affinity for its substrate (Fournier et al., 1992a; 
Mutero and Fournier, 1992; Chaabihi et al., 1994; Estrada- 
Mondaca et al., 1998). However, the proper function of AChE does 
not only require an efficient catalytic activity but also a precise 
localization of the enzyme. The modification that plays the most 
important role in the correct localization of AChE regards the 
enzymatic cleavage of the enzyme’s hydrophobic carboxyl- 
terminal domain and its substitution for a glycosylphosphatidy- 
linositol (GPI) anchor (for reviews see Massoulie et al., 1993, 
1999). GPI is used for anchoring several cell surface proteins to the 
plasma membrane. Studies on GPI anchored proteins have 
indicated characteristic features of the GPI anchor addition signal. 
These consist of a stretch of three amino acids, followed by a 
hydrophilic spacer segment of 8 -12  amino acids and a terminal 
hydrophobic segment of 12 -20  amino acids (Furukawa et al., 
1997; Maeda et al., 2 0 0 6 ; Zacks and Garg, 2006 ). Failure to satisfy 
these criteria results in abolished GPI anchoring and therefore 
improper localization. These features have also been used to 
create computer algorithms in order to predict potential GPI 
modification sites in protein sequences (Eisenhaber et al., 1999). 
The big-PI Predictor score for the D3Q mutant is substantially 
improved relatively to its wild-type counterpart (data not shown). 
This is mainly due to the fact that the deletion of the three 
glutamine residues of the D3Q mutation shortens the unusually 
long hydrophilic spacer region (of 16 amino acids) that is beyond 
the limits of the ‘‘canonical’’ structure of Furukawa et al. (1997) 
and thus makes it comply better with the prerequisites for 
optimal processing.

Consequently, we hypothesize that in the mutant D3Qfly, AChE 
undergoes a more efficient GPI modification thus producing more 
anchored molecules than the wild-type fly. Human’s AChE is not 
optimal for the highest degree of GPI modification as well: it has 
been shown that the insertion of one or two amino acids in the 
spacer region substantially increases the amount of GPI anchored 
AChE as compared to the wild-type enzyme (Bucht et al., 1999). 
Similarly, it could be that in the mutant D3Q fly there are 
sufficient amounts of the enzyme both for the efficient metabo­
lism of the acetylcholine and for the interaction with the 
insecticide. As a result, the acetylcholine does not accumulate 
into the synaptic cleft and the insect survives the higher doses of 
the insecticide.

There is evidence that increased AChE production may 
contribute to resistance. In fact, the level of AChE was estimated 
in 82 D. m elanogaster strains from field collected samples and the 
amount of the enzyme was directly correlated with insecticide 
resistance (Charpentier and Fournier, 2001). Since mutations in 
the active site of the enzyme usually result in a decrease in the 
rate of neurotransmitter hydrolysis, it was hypothesized that 
overproduction of a modified AChE could compensate for this 
decrease.

Furthermore, loss of a GPI anchor has been implicated in a 
mechanism of resistance of the mosquito Culex pipiens to the 
insecticidal activity of Bacillus sphaericus (Darboux et al., 
2002 ). In this case, a mutant strain of C. pipiens produced a 
maltase 1 (the target of B. sphaericus toxin) that lacked its 
normal GPI anchor and, as a result, it was not localized 
properly (in the mosquito midgut). Consequently, B. sphaericus’ 
toxin could not bind the maltase 1 in the mosquito midgut,

damaging of the midgut membrane was prevented, and the insect 
was able to survive.

Be that as it may, the question still remains as to the exact 
localization of the mutated protein and its stability, the affinity for 
the normal substrate (acetylcholine) or the insecticide and the in 
vivo activity. The lack of all five glutamine residues is predicted to 
increase even further the GPI modification of the protein. So, why 
does wild type maintain the five glutamines, theoretically 
decreasing the GPI modification? AChE is one of the fastest 
known enzymes with up to 104 substrate molecules being 
hydrolyzed per second by each enzyme molecule, and its 
enzymatic velocity seems to be limited only by the diffusion 
velocity of its substrate (Quinn, 1987). Perhaps, the insect needs to 
moderate the enzyme’s activity by obstructing its proper 
localization through a less efficient GPI anchoring. However, 
when large amounts of insecticide are present occupying a large 
portion of the enzyme from its normal function, the insect 
compensates by optimizing GPI anchoring thus facilitating the 
enzyme’s localization and bringing more enzymes in the synaptic 
cleft.
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Abstract

Tephritid insects comprise one of the most devastating families of insect 
pests worldwide. Organophosphate insecticides have been extensively 
used for their control during the last 40 years. Inevitably, this has led to 
the development of resistance. Acetylcholinesterase is the principal tar­
get of organophosphates (OP) and, consequently, its gene is the most 
likely locus where resistance mutations appear. In this review, OP resis­
tance-associated mutations in Tephritidae are described. Apart from the 
mutations that lie in the catalytic centre of the enzyme, those that lie at 
the C-terminal of the protein are of particular interest as they indicate a 
possible new mechanism of resistance. Nonetheless, the number of resis­
tance-associated mutations in the catalytic centre of the Tephritidae ace 
gene is low, a fact that could be attributed to the fitness cost that any 
other mutations may have.

Introduction

The Tephritidae family, commonly referred to as 
'true fruit flies', is found all over the world. It 
includes more than 4000 species arranged in about 
500 genera (Foote et al. 1993). The New World 
genus Anastrepha, the primarily African genus 
Ceratitis and the genus Bactrocera are the most 
agriculturally important genera of flies, as they are 
capable of attacking a wide range of commercially 
produced fruits and vegetables. Worldwide crop 
losses have been estimated to amount up to 50% 
of the total agricultural output (Shani 1998). 
Despite the growing ecotoxicological concerns, 
chemical pesticides remain the principal tool for 
insect management. Among the synthetic pesticides 
used, organophosphorus (OP) and carbamate (CB) 
esters correspond to the most significant part of the 
pesticide market for more than four decades (Cas- 
ida and Quistad 1998). Both classes target acetyl­
cholinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) and owe their 
primary toxicity to the irreversible inhibition of the 
enzyme.

762

Acetylcholinesterase, Target of OPs

Acetylcholinesterase is a member of the serine 
hydrolase family of enzymes and a key enzyme in 
the central nervous system of insects. Normally, 
AChE is responsible for the hydrolytic degradation of 
the neurotransmitter acetylcholine (ACh) at cholin­
ergic synapses and terminates impulse transmission 
(Rosenberry 1975;T outant 1989). In Tephritidae 
there is only a single acetylcholinesterase (ace) gene, 
whereas in other insect species (mosquitoes, aphids, 
leafhopper) two ace genes are expressed (Bourguet 
et al. 1996;Tom ita et al. 2 0 0 0 ;L i et al. 2002). In 
several species, AChE exist in either asymmetric or 
globular molecular forms (for reviews, see Massoulie 
and Bon 1982;Rosenberry 1985). In insects, the pre­
dominant AChE form is a glycosylated globular 
amphiphilic dimer anchored to cell membrane via a 
glycosyl-phosphatidyl-inositol (GPI) structure at the 
C-terminal of each catalytic subunit (Gnagey et al. 
1987;Fournier et al. 1988). In this way, the C-ter­
minal of the protein governs its eventual cellular 
localization. According to the three-dimensional
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(3D) structure of the Drosophila melanogaster AChE 
(DmAChE), the only invertebrate structure eluci­
dated so far, the catalytic triad of the active site is 
composed of three residues: serine, histidine and 
glutamic acid (Ser238, His440 and Glu367) (Harel 
et al. 2000). Sant' Anna et al. (2006) suggested that 
serine acts as a nucleophile towards the carbonyl 
group of ACh, histidine serves as a general acid-base 
catalyst (that reduces the energetic cost for the 
nucleophilic attack) and glutamine interacts with the 
imidazole group of the catalytic histidine residue. 
This catalytic domain of AChE is flanked by aromatic 
residues located at the loops between different beta 
sheets and their role is to guide the substrate from 
the protein surface to the bottom of the gorge (Fel­
der et al. 1997 ;fo r a review, see Zimmerman and 
Soreq 2006).

Organophosphate and CB pesticides are analogues 
of ACh. They phosphorylate or carbamoylate the ser­
ine hydroxyl group within the active site gorge 
(Corbett 1974 ;O 'B rien  1976;M atsum ura 1985), 
blocking the degradation of ACh. The accumulation 
of ACh in the synaptic cleft generates a continuous 
stimulus that leads to tremors and uncoordinated 
movement and finally to the death of the insect 
(Aldridge 1950;Eldefrawi and Eldefrawi 1976;Eldef- 
rawi et al. 1982).

Organophosphate Resistance Mechanisms

The intensive and excessive use of OP and CB pesti­
cides over the past 40 years led to the development 
of insecticide-resistant insects across a range of 
species (Georghiou 1990;Claudianos et al. 1999). 
Resistance is the result of either biochemical- 
metabolic or target-site modifications, i.e. increased 
insecticide metabolism or alteration of a target pro­
tein (Fournier et al. 1992 ;Sco tt and Dong 1994; 
Feyereisen 1995). In the case of resistance against 
OPs and CBs, Fournier et al. (1992) showed that 
both quantitative and qualitative changes in AChE 
could lead to resistance development. However, the 
predominant mechanism that has been implicated in 
most OP resistance cases is the qualitative modifica­
tion of the AChE enzyme. The first case of correla­
tion between OP resistance and AChE had been 
described in the two-spotted spider mite (Smissaert 
1964;Voss and Matsumura 1964). Since then, over 
30 species have been proven resistant to OPs and 
CBs because of AChE modification (Fournier and 
Mutero 1994;Fournier 2005;Oakeshott et al. 2005). 
In almost all cases, the modification of the ace gene 
regards point mutations of amino acid residues that

J. Appl. Entom ol. 132 (2008) 762-771 © 2008 Blackwell Verlag GmbH

are predicted to be located in the active site gorge of 
the enzyme and indicates that certain positions are 
important in the phosphorylation or carbomylation 
of the enzyme by insecticides (Mutero et al. 1994). 
These mutations are often bulkier than the corre­
sponding wild-type residues. This points to a mecha­
nism that involves a steric alteration or an alteration 
of the orientation of the active site residues in such 
a way that the neck of the gorge is constricted affect­
ing the entrance and the binding of the insecticides 
to the base of the active site gorge (Harel et al. 
2000). In general, the level of insecticide insensitiv­
ity conferred by a single polymorphism is low, but 
combinatory point mutations generate increasingly 
more resistant enzymes (Mutero et al. 1994;W alsh 
et al. 2001;Vontas et al. 2002).

Such mutations have been described in Drosophila 
melanogaster (Fournier et al. 1992; Mutero et al. 
1994), several mosquito species (Vaughan et al. 
1997;W eill et al. 2004), Musca domestica (Williamson 
et al. 1992;Feyereisen 1995;K ozaki et al. 2001; 
Walsh et al. 2001), Aphis gossypii (Andrews et al. 
2004; Toda et al. 2004), as well as in other hemipt- 
eran species (Javed et al. 2003). The only docu­
mented report of a resistance-associated mutation 
outside the catalytic region of AChE is that of the 
Colorado potato beetle, Leptinotarsa decemlineata (Zhu 
et al. 1996), in which resistance is hypothesized to 
be associated with a more generalized change of the 
secondary structure of the protein.

ace Mutations in Tephritidae

The development of insecticide resistance to OPs and 
CBs in the field has been reported in Bactrocera oleae, 
Bactrocera dorsalis, Ceratitis capitata and Dacus ciliatus. 
However, among these pests, resistance-associated 
mutations in the ace gene have been identified only 
in the first three (fig. 1).

The olive fly, Bactrocera oleae

The olive fruit fly Bactrocera oleae Gmelin is the most 
destructive and intractable pest of olives (Navrozidis 
et al. 2000). It is found in almost every olive-produc­
ing country, primarily in the Mediterranean basin, 
along the east coast of Africa and recently in Califor­
nia, USA (Rice 1999). Despite early limited efforts 
for developing biological control strategies [sterile 
insect technique (SIT)] (Economopoulos et al. 1977), 
natural enemies (Kapatos 1989), mass trapping sys­
tems (Broumas et al. 2002) and the new switch 
towards pyrethroids and the macrocyclic lactone

763

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/10/2023 16:22:06 EEST - 167.114.118.212



ace mutations in Tephritidae E. G. Kakani and K. D. Mathiopoulos

I  I I  I I I  IV  V V I V I I  V I I I  IX  X

BO 1214V G488S A3Q

Bd 1214V G488S OS43R

C c G (328)A

Fig. 1 Organophosphate resistance-associated mutations in the ace gene of Drosophila (Dm), Bactrocera oleae (Bo), Bactrocera dorsalis (Bd) and 
Ceratitis cap ita ta  (Cc). The top line with the shaded boxes shows the molecular organization of the regions coding the mature protein. Exons are 
numbered I to X. Exon sequences are highly conserved whereas intron sequences vary a lot between species. The total length of the Dm ace tran­
script is about 34 kb long (Fournier et al. 1989). The exact length in Tephritidae is not known but at least in B. oleae the so far isolated introns 
are much longer than the Dm ones (E. G. Kakani, M. Trakala, K. D. Mathiopoulos, unpublished data). The lower part depicts the protein sequence 
with the positions of the discussed mutations in the different species. The numbering refers to the precursor protein. The G(328)A numbering of 
C. cap ita ta  refers to the corresponding amino acid in the mature Torpedo AChE. S = signal peptide. C-ter = carboxyl-terminal hydrophobic peptide 
exchanged in the mature protein with a GPI anchor; this is the least conserved part of the protein.

spinosad (Haniotakis 2003), the management of 
B. oleae in the last four decades has been based on 
the use of OP insecticides.

Early studies in the 1970s indicated that a quanti­
tative, rather than a qualitative, change in AChE 
was associated with resistance of B. oleae to dimetho- 
ate (Tsakas and Krimbas 1970;Krimbas and Tsakas 
1971;Tsakas 1977). A duplication of the ace gene 
was hypothesized. Three decades later, however, 
qualitative changes of the enzyme were proven 
responsible for OP resistance: three mutations in the 
ace gene were isolated and shown to correlate with 
higher levels of tolerance in B. oleae. (Vontas et al. 
2001, 2002;Kakani et al. 2008).

The B. oleae ace gene has a open-reading frame of 
2022 bp, encoding a putative protein of 673 amino 
acids, which presents 79% identity with D. melanog- 
aster's 649-amino acid protein (Vontas et al. 2002). 
Analysis of the ace locus in B. oleae showed a struc­
ture similar to that of D. melanogaster (E. G. Kakani, 
M. Trakala, K. D. Mathiopoulos, unpublished data). 
It is composed of 10 exons (I-X), with the start 
codon being located in the second exon and the stop 
codon in exon X (fig. 1). The carboxyl-terminal of 
the protein undergoes enzymatic cleavage and 
is substituted by a GPI anchor (E. G. Kakani, 
M. Trakala, K. D. Mathiopoulos unpublished data).

ace mutation I214V
This is one of the first two mutations discovered in a 
resistant B. oleae strain from Attiki (Vontas et al. 
2002). It is in exon IV of the B. oleae ace gene 
(fig. 1), changing an ATA codon to GTA and leading
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to the replacement of an isoleucine by a valine. This 
I214V mutation is equivalent to the I199V mutation 
of the D. melanogaster ace gene, which is involved in 
the development of low OP resistance level (Mutero 
et al. 1994). The role of this substitution was studied 
in detail in D. melanogaster. The 3D structure of 
DmAChE reveals that isoleucine 199 is located at the 
bottom of the active site gorge and interacts with 
tryptophan 121. Tryptophan 121 participates in the 
anionic site, which recognizes and binds the trime- 
thylammonium moiety of ACh or the leaving group 
of the insecticide (Harel et al. 2000). The substitu­
tion of isoleucine with valine changes the mobility 
of tryptophan 121, increasing its freedom. Generally, 
this results in limiting the access of insecticide mole­
cules to the catalytic serine residue and in the subse­
quent decrease in deacetylation activity. The altered 
AChE is less inhibited, decreasing the phosphoryla­
tion and leading to resistant insect strains. Although 
valine is smaller than isoleucine and decreases the 
stability of the protein, the ACh can still sufficiently 
bind to the serine, and hence the cholinergic func­
tion of the enzyme is not interrupted (Shi et al. 
2004). A similar role is hypothesized for B. oleae's 
I214V (Vontas et al. 2002).

ace mutation G488S
This mutation was discovered in the aforementioned 
Attiki resistant strain and, together with the I214V, 
conferred a 16-fold resistance in an enzyme inhibi­
tion assay with omethoate (Vontas et al. 2002). The 
glycine at position 488 of the B. oleae enzyme is a 
highly conserved residue across species, indicating
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that it possesses a significant role in the protein, be 
that structural or functional. This residue is equiva­
lent to G474 in Drosophila (Sussman et al. 1991;M u- 
tero et al. 1994). Despite the fact that the 
substitution of conserved amino acids is usually 
responsible for target-site resistance across a wide 
range of species (ffrench-Constant et al. 1998), 
mutation G488S has been identified only in B. oleae 
and B. dorsalis (Vontas et al. 2002;H su et al. 2006). 
It is located at exon VII of the B. oleae gene (fig. 1) 
and is the result of the changing of GGC to AGC. 
Analysis of G488S based on the Drosophila model 
(Harel et al. 2000) demonstrated that resistance 
arises from the steric hindrance caused by the muta­
tion. The G488 is located at the helix close to the 
active site of the enzyme. In this region, the distance 
between the alpha carbon atoms of amino acids is 
very small (3.5 A). Therefore, any change of an 
amino acid that causes an alteration of the side 
chain would result in the displacement of the helix. 
The replacement of a glycine by a serine, a bulkier 
amino acid, is likely to affect the configuration of 
the adjacent glutamate in the catalytic triad. This 
altered orientation of the glutamate enhances the 
nucleophilic attack of water on the carbonyl group 
of the phosphorylated serine (Vontas et al. 2002). 
Walsh et al. (2001) proposed the same role for 
mutation G365A in M. domestica ace gene, which 
causes insensitivity to insecticide.

ace mutation D3Q
The above two mutations are found almost in homo­
zygosity in about 90% of the samples tested in 
Greece and Cyprus (Shouras et al. 2007). However, 
this high frequency was not correlated with a large 
resistance-level variation observed in these samples 
(Kakani et al. 2008). The search for other contri­
buting factors that could account for the observed 
resistance variation led to the discovery of a novel 
short deletion in the carboxyl terminal of AChE. This 
BoaceD3Q mutation is located in exon X of the 
B. oleae ace gene (fig. 1) and corresponds to the dele­
tion of three glutamines at positions 642 to 644. It is 
located outside the catalytic centre of AChE and is 
speculated to affect the GPI-anchoring efficiency or 
the stability of the protein (Kakani et al. 2008).

The proper function of AChE does not only 
require an efficient catalytic activity but also a pre­
cise localization of the enzyme. The modification 
that plays the most important role in the correct 
localization of AChE regards the enzymatic cleavage 
of the enzyme's hydrophobic carboxyl-terminal 
domain and its substitution by a GPI anchor (for

J. Appl. Entom ol. 132 (2008) 762-771 © 2008 Blackwell Verlag GmbH

reviews, see Massoulie et al. 1993, 1999). GPI is 
used for anchoring several cell-surface proteins to 
the plasma membrane. Studies on GPI-anchored 
proteins have indicated characteristic features of the 
GPI anchor addition signal. These consist of a stretch 
of three amino acids (ω, ω + 1 , ω + 2, where ω sig­
nifies the last amino acid that remains after the 
cleavage), followed by a hydrophilic spacer segment 
of 8-12 amino acids and a terminal hydrophobic seg­
ment of 12-20 amino acids (Furukawa et al. 1997; 
Maeda et al. 2006;Zacks and Garg 2006). Failure to 
satisfy these criteria results in abolished GPI anchor­
ing and therefore improper localization. These fea­
tures have also been used to create computer 
algorithms in order to predict potential GPI modifica­
tion sites in protein sequences (Eisenhaber et al. 
1999).

Amino acids at positions 634, 635 and 636 of the 
olive fly's AChE are three typical amino acids that 
could be used as ω, ω + 1 and ω + 2 sites, respec­
tively. If Ser634 were, indeed, the actual ω site in 
the wild-type enzyme (arrow in fig. 2), it would 
generate an unusually long hydrophilic spacer region 
(of 16 amino acids), which is beyond the limits of 
the 'canonical' structure of Furukawa et al. (1997). 
The deletion of the three glutamine residues of the 
BoaceD3Q mutation would shorten the spacer 
region, complying better with the prerequisites for 
optimal processing. Interestingly, a hypothetical 
mutation that lacks all five glutamines of the hydro­
philic spacer would generate an optimal ω site and 
spacer length. The effect of spacer length is also 
reflected in the GPI predictor score and the hydro- 
philicity plots presented in fig. 2. The score is 
improved as long as the hydrophilic spacer region is 
shortened between the wild type and the mutants. 
In addition, the hydrophilicity plots of fig. 2 show 
that the plots of the two mutants resemble much 
more that of D. melanogaster. It is evident that the 
long hydrophilic spacer region of B. oleae's wild-type 
AChE presents two 'hunches', while the deletion of 
three or five glutamines in the two mutants shifts 
their hydrophilicity profile to a more Drosophila-like 
plot. The importance of the spacer region is also 
demonstrated by the GPI scores and hydrophilicity 
plots of C. capitata and B. dorsalis: the shorter the 
length of the spacer the better the GPI scores and 
the more resemblance to the D. melanogaster hydro- 
philicity profile (fig. 2).

Consequently, it is hypothesized that the mutant 
BoaceD3Q fly undergoes a more efficient GPI 
modification, thus producing more anchored AChE 
molecules than the wild-type fly. In fact, it has been
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Fig. 2 (a) Alignment of the AChE carboxyl-terminal domain of D. m elanogaster wild type (Dm-wt), C. cap ita ta  wild type (Cc-wt), B. oleae wild type 
(Bo-wt), B. oleae D3Q mutant (Bo-D3Q), B. oleae D5Q hypothetical mutant (Bo-D5Q), B. dorsalis wild type (Bd-wt) and B. dorsalis mutant Q643R 
(Bd-mut). Numbers over the protein sequences (at the beginning and the end) refer to the amino acid numbers of the mature protein. The pre­
dicted ω amino acids are underlined. To the right of the protein sequences are the predicted scores for GPI anchoring. (b) Goldman, Engelman 
and Steitz (GES) hydrophilicity plots. To the left, the wild-type C-terminal hydrophilicity plots of D. m elanogaster, C. cap ita ta , B. oleae and B. do r­

salis are superimposed. Colour codes are shown on the graph. To the right, the C-terminal hydrophilicity plots of B. oleae A3Q and A5Q mutants 
are superimposed to the plot of D. m elanogaster for comparison. Colour codes are shown on the graph. Arrows indicate the position of the pre­
dicted (by big-PI predictor) ω site in D. m elanogaster and the hypothesized ω sites in B. o leae . On the x-axis, numbers refer to the amino acid 
numbers of the mature B. oleae protein. On the y-axis, numbers above 0.0 indicate hydrophilic regions, whereas numbers below 0.0 indicate 
hydrophobic regions.

shown that the natural length of the spacer region 
in the human AChE is not optimal for the highest 
degree of GPI modification (Bucht et al. 1999). Simi­
larly, the mutant BoaceA3Q fly would generate suf­
ficient amounts of the enzyme both for the efficient 
metabolism of ACh and for the interaction with the 
insecticide. As a result, ACh would not accumulate 
into the synaptic cleft and the insect would survive 
higher doses of insecticide. There is evidence that 
increased AChE production may contribute to resis­
tance. In fact, the level of AChE was estimated in 
different D. melanogaster strains from field-collected 
samples and the amount of the enzyme was directly 
correlated with insecticide resistance (Charpentier 
and Fournier 2001).

Be that as it may, the question still remains as to 
the exact localization of the mutated protein and its 
stability, the affinity for the normal substrate (ACh) 
or the insecticide and the in vivo activity. Models 
predict that the lack of all five glutamine residues 
would greatly increase the GPI modification of the 
protein. So, why does wild type maintain the five 
glutamines, theoretically decreasing the GPI modifi­

cation? AChE is one of the fastest known enzymes 
with up to 104 substrate molecules being hydrolysed 
per second by each enzyme molecule, and its enzy­
matic velocity seems to be limited only by the diffu­
sion velocity of its substrate (Quinn 1987). It may be 
that the insect needs to moderate the enzyme's 
activity by obstructing its proper localization through 
a less efficient GPI anchoring. However, the presence 
of insecticide may inhibit the normal function of a 
number of enzyme molecules, obligating the insect 
to compensate through the optimization of GPI 
anchoring. This would facilitate the enzyme's 
localization and would bring more enzymes to the 
synaptic cleft.

The oriental fruit fly, Bactrocera dorsalis

The oriental fruit fly, Bactrocera dorsalis (Hendel) is 
an agriculture pest of considerable economic impor­
tance. It has been recovered from more than 150 
kinds of fruits and vegetables, including avocado, 
mango and papaya, which are the most commonly 
attacked and it is distributed all over South Asia and
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the Hawaiian Islands (Christenson and Foote 1960). 
Even though fly control is based on OP insecticides 
(fenitrothion) since 1960 (Nishizawa et al. 1961), no 
resistance to malathion had been observed until 
1989 (Keiser 1989). In 2002, however, Hsu and 
Feng (2002) observed that the oriental fruit fly had 
developed cross-resistance or multiple resistance to 
OPs. Four years later, this resistance was attributed 
to qualitative alterations of AChE (Hsu et al. 2004, 
2006).

Bactrocera dorsalis AChE is a 673-amino acid pro­
tein, presenting 97% identity to the B. oleae 
sequence, differing only in 17 amino acid residues 
(Hsu et al. 2006). The comparison between the ace 
gene of the oriental fruit flies susceptible and resis­
tant to fenitrothion revealed three point mutations 
(I214V, G488S and Q643R) associated with AChE 
insensitivity. The I214V and G488S substitutions are 
identical to those reported previously in the catalytic 
domain of B. oleae (Vontas et al. 2002). The indepen­
dent occurrence of these two identical mutations in 
both species is particularly striking because different 
insecticides (dimethoate and fenitrothion) served as 
the underlying selective pressure. This suggests that 
either the mechanism that leads to resistance devel­
opment of these two chemically different insecticides 
is similar, or that the enzyme cannot accommodate 
many more resistance mutations. The third mutation 
Q643R is located at the end of the protein (fig. 1). 
Glutamate 643 is one of the three glutamates that is 
absent in the D3Q mutation of B. oleae, indicating 
that this region contributes to the development of 
resistance. However, the exact role of Q643R has 
not been elucidated yet.

The Mediterranean fruit fly, Ceratitis capitata

Ceratitis capitata (Wiedemann), the Mediterranean 
fruit fly (medfly), is a tephritid polyphagous insect 
and one of the most destructive fruit fly pests 
around the world (Harris 1989). Medfly attacks more 
than 260 different fruits, flowers, vegetables and 
nuts, primarily temperate and sub-tropical, including 
citrus, oranges, peaches and apples (Liquido et al. 
1991). Insect control is mainly based on malathion 
cover spays. Despite the insect's exposure to OPs for 
several years, no resistance had been observed until 
the late 1990s (Wood and Harris 1989;V inuela 
1998). The explanation offered was the incomplete 
selection pressure of the insecticide (Orphanidis 
et al. 1980). Nevertheless, minor resistance to mala- 
thion was developed in the laboratory after 18 gen­
erations of selective pressure (Koren et al. 1984), a

J. Appl. Entom ol. 132 (2008) 762-771 © 2008 Blackwell Verlag GmbH

fact that showed the ability of the insect to develop 
resistance. Indeed, two- to 60-fold resistance of a 
medfly field population to malathion was reported 
in 2007 (Magana et al. 2007). A year later, the 
involvement of medfly's ace locus was implicated 
(Magaha et al. 2008).

The known C. capitata ace coding sequence covers 
exons 2 to 10 (2010 bp) (Magana et al. 2008; 
Hernandez-Crespo P, personal communication). The 
corresponding 669-amino acid protein presents 99%, 
97% and 89% identity to that of B. dorsalis, B. oleae 
and D. melanogaster AChE sequence, respectively 
(Magana et al. 2008). The alignment of the AChE 
sequence between susceptible and resistant medfly 
individuals revealed a substitution of the glycine 
codon (GGC) at amino acid position 328 (Torpedo 
numbering) to an alanine (GCC) one in resistant flies 
(fig. 1). This mutation is equivalent to the G365A 
of M. domestica (Walsh et al. 2001), the G406A of 
D. melanogaster (Menozzi et al. 2004) and is very close 
to the G488S of B. oleae (Vontas et al. 2002) that was 
mentioned above. All these mutations are located 
close to the glutamate of the catalytic triad and 
associated with OP-insensitive AChE. It is specu­
lated that they all affect the normal AChE activity 
because of the steric hindrance of the mutated 
enzyme, as analysed above in B. oleae's G488S 
mutation.

The pumpkin fly, Dacus ciliatus

The lesser pumpkin fly, Dacus ciliatus (Loew), is con­
sidered a pest of economic importance, especially of 
cucurbit crops (Hancock 1989). Malathion is the 
usual choice of insecticide, frequently combined 
with protein hydrolysate to form a bait spray (Roess- 
ler 1989). Maklakov et al. (2001) studied the sensi­
tivity of pumpkin fly to OPs and found high 
resistance in field populations to malathion. Albeit 
still unclear, they suggest an altered AChE as the 
most likely mechanism of resistance.

Conclusions

At least 14 different mutations have been described 
that reside in and around the active site gorge of the 
ace gene and confer resistance to different insects 
(Fournier 2005). Most of these mutations are con­
served in several species, despite the widely differing 
sizes and structures of OP insecticides. There are at 
least two reasons that may account for this. One 
may be due to the necessity for resistance targets to 
maintain their wild-type functions and to the fitness
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cost some of these mutations may carry (Mutero 
et al. 1994). The second may relate to the fact that, 
because of the enzyme similarity among species, 
there are a limited (and always the same) number of 
residues that interact with the insecticide and could 
therefore be targets for mutagenesis (ffrench-Con- 
stant et al. 1998). Perhaps these resistance-associated 
mutations have little effect on normal enzyme func­
tion and can be readily maintained in natural popu­
lations. In fact, resistance to malathion was detected 
in pinned specimens of Australian sheep blow-flies 
that were collected prior to the introduction of the 
insecticide, which suggests that resistance alleles pre­
existed at sufficient frequencies without imposing a 
fitness cost on the natural population (Hartley et al. 
2006).

The question that arises, then, is why are there so 
few AChE mutations observed in Tephritidae so far? 
The answer may lie in the fact that these pests, even 
though consistently controlled with OP insecticides 
for more than 40 years, have encountered a limited 
variety of them, that is fenthion/fenitrothion and 
dimethoate/omethoate. Therefore, the two mutations 
observed in the active site gorge of B. oleae and 
B. dorsalis may be the best combination that confers 
lowest fitness cost and highest resistance to the two 
OPs used against natural populations. It may be that 
the larger number of ace mutations acquired by other 
insects is due to their exposure to a larger variety of 
OPs and CBs. In fact, in vitro expression of mutated 
proteins that contained several OP-associated muta­
tions at the same protein both increased the resistance 
level and provided a wide spectrum of resistance 
(Menozzi et al. 2004). Alternatively, it could be that 
the active site gorge of Bactrocera's ace gene is satu­
rated with I214V and G488S and any more mutations 
would hamper normal AChE function and greatly 
affect the fitness of these flies. In either case, the need 
to reach any higher resistance levels may result in 
completely different mechanisms of resistance that 
involve the GPI ability of the enzyme.
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