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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
 
 

 Το βακτήριο Pseudomonas entomophila ανακαλύφθηκε πρόσφατα και µέχρι 
τώρα είναι το µόνο γνωστό µέλος του γένους Pseudomonas που µπορεί να µολύνει 
µε φυσικό τρόπο την Drosophila melanogaster και να την οδηγήσει σε θάνατο. 
 Έρευνες έχουν δείξει πως η µολυσµατικότητα της Pseudomonas entomophila 
είναι πολυπαραγοντική, µε µια ξεκάθαρη διαφοροποίηση µεταξύ των παραγόντων 
που επάγουν την ανοσολογική απόκριση και αυτών που επάγουν την παθογένεια. 
Ένας από τους µολυσµατικούς παράγοντες που πιθανόν συµβάλλουν στην 
εντοµοπαθογένεια αυτού του βακτηρίου είναι το υδροκυάνιο (HCN). 
 Τα βακτηριακά στελέχη που παράγουν υδροκυάνιο και το εκκρίνουν στο 
περιβάλλον τους διαθέτουν επιπλέον και µηχανισµούς που τους προσδίδουν 
ανθεκτικότητα και τους προστατεύουν από την τοξική δράση του HCN. Η µη-
ευαίσθητη στο κυάνιο οξειδάση (CIO) θεωρείται το πιο αποτελεσµατικό σύστηµα 
για την προστασία του βακτηρίου από την τοξικότητα του εξωγενούς κυανίου, ενώ 
το ένζυµο ροδανάση (rhodanese) προστατεύει τα κυανογενετικά βακτήρια από το 
HCN που τα ίδια παράγουν. 

 Οι ροδανάσες είναι θειοτρανσφεράσες θειοθειικού ανιόντος (S2O3
2-) και 

κυανίου. Καταλύουν την µεταφορά ενός ατόµου θείου από το θειοθειικό ανιόν στο 
κυάνιο, παράγοντας µε αυτό τον τρόπο το λιγότερο τοξικό θειοκυάνιο. 

 Στην παρούσα εργασία πραγµατοποιήθηκε η κλωνοποίηση του γονιδίου της 
ροδανάσης του άγριου τύπου Pseudomonas entomophila και έγινε προσπάθεια 
εύρεσης των συνθηκών της υπερέκφρασής της. Ο απώτερος σκοπός του πειράµατος 
είναι η παραγωγή µεγάλης ποσότητας πρωτεϊνης και ο βιοχηµικός χαρακτηρισµός 
της, ώστε να επιβεβαιωθεί η προστατευτική για το βακτήριο δράση της. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

 
 
 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
 
 
 

1.1   Bακτήρια του γένους Pseudomonas 
 

 Τα βακτήρια του γένους Pseudomonas έχουν ανακαλυφθεί ήδη από τον 19ο 
αιώνα και µέχρι τώρα έχουν περιγραφεί πάνω από 230 είδη, πολλά εκ των οποίων 
περιλαµβάνουν και υποείδη. Ένας τύπος  ψευδοµονάδας είναι η Pseudomonas 
aeruginosa, το πιο γνωστό παθογόνο του γένους για τον άνθρωπο, το οποίο είναι 
υπεύθυνο για ένα ολοένα αυξανόµενο αριθµό νοσοκοµειακών λοιµόξεων, ιδιαίτερα 
σε άτοµα µε βαριά ανασολογική ανεπάρκεια και ασεθενείς µε κυστική ίνωση [Garau 
& Gomez., 2003]. 
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ΕΙΚΟΝΑ 1: Βακτήρια Pseudomonas aeruginosa (ηλεκτρονικό µικροσκόπιο). 

 Οι ψευδοµονάδες είναι Gram (-) , αερόβια , ετερότροφα βακτήρια που δεν 
σχηµατίζουν σπόρια και απαντώνται συνηθέστερα στο νερό, το έδαφος αλλά και σε 
ρίζες πολλών φυτών. Είναι ευθύγραµµοι ή ελαφρά κεκαµµένοι βάκιλλοι µε πολικά 
µαστίγια. Οι διατροφικές τους ανάγκες είναι απλές, ενώ αναπτύσσονται 
χηµειοργανοτροφικά σε ουδέτερο pH  και µεσόφιλο εύρος θερµοκρασιών. 
Χαρακτηριστικό του µεταβολισµού τους είναι πως χρησιµοποιούν την οδό Entner-
Doudoroff για τον καταβολισµό της γλυκόζης.  

 Κύρια χαρακτηριστικά ταυτοποίησής τους είναι η απουσία παραγωγής αερίου 
από γλυκόζη, καθώς και η θετική δοκιµή οξειδάσης, τα αποτελέσµατα των οποίων 
βοηθούν στη διάκριση των ψευδοµονάδων από τα εντερικά βακτήρια [Brock, 
Biology of Microorganisms, 2005].   

 

 
EIKONA 2: Τριβλίο Petri µε αποικίες Pseudomonas fluorescens. [Hagedorn, 2008,  
Environmental Microbiology]  
 
 
 

1.2  Το βακτήριο Pseudomonas entomophila  
 

 To βακτήριο Pseudomonas entomophila (P.e.) αποµονώθηκε για πρώτη φορά 
το 2001 από ένα θηλυκό άτοµο Drosophila melanogaster. To βακτήριο αυτό 
παρουσιάζει όλα τα γενικά χαρακτηριστικά των ψευδοµονάδων. Ο µεταβολισµός 
της P. entomophila στηρίζεται στο µονοπάτι της φωσφορικής πεντόζης, στο 
µονοπάτι Entner-Doudoroff, στον κύκλο των τρικαρβοξυλικών οξέων, καθώς και σε 
ένα µη ολοκληρωµένο (λόγω της απουσίας της 6-φωσφοφρουκτοκινάσης) Embden-
Meyerhof-Parnas µονοπάτι. Το γονιδίωµά της κωδικοποιεί επίσης για λιπάσες, 
πρωτεάσες και υδρολάσες που συµµετέχουν στην αποικοδόµηση πολυµερών που 
απαντώνται στο έδαφος [Brock, Biology of Microorganisms, 2005].  

 Η Pseudomonas entomophila είναι µέχρι στιγµής το µοναδικό γνωστό 
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στέλεχος που εµφανίζει παθογένεια στην Drosophila melanogaster, παρόλο που δεν 
έχει εκκριτικό σύστηµα τύπου ΙΙΙ [Vodovar et al., 2006; Papagiannoulis et al.,2009].  
Συγκεκριµένα, µόλυνση από P. entomophila µετά από κατάποσή της επάγει 
θνησιµότητα στις προνύµφες µέσα στις πρώτες 24 ώρες σε ποσοστό πάνω από 70%, 
ενώ το υπόλοιπο 30% πεθαίνει στο στάδιο της νύµφης [Vodovar et al., 2005].   

 Η P.entomophila µπορεί επίσης να σκοτώσει και µέλη από άλλα είδη εντόµων, 
όπως Bombyx mori, Anopheles gambiae, πράγµα που την καθιστά ένα νέο 
εντοµοπαθογόνο βακτήριο [Isabelle Vallet-Gely et.al, 2009]. Αλλά η ικανότητα της 
να µολύνει δια στόµατος την Drosophila melanogaster και να προκαλεί τον θάνατο 
τόσο στα ενήλικα άτοµα, όσο και στις προνύµφες [Vodovar et al., 2005] έχει 
προκαλέσει  µεγάλο ενδιαφέρον στην επιστηµονική κοινότητα, αφού αποτελεί ένα 
κατάλληλο µοντέλο για την µελέτη αλληλεπιδράσεων παθογόνου-ξενιστή [Liehl et 
al. 2006, Vodovar et al, 2006, Vodovar et al, 2005] και όλα δείχνουν ότι το 
νεοανακαλυφθέν αυτό βακτήριο θα αποτελέσει στο µέλλον αντικείµενο εντατικής 
µελέτης. 

 

 

1.3  ∆οµή του γονιδιώµατος του βακτηρίου P.entomophila 

 

 Η πλήρης αλληλούχηση του γονιδιώµατος της P. entomophila ολοκληρώθηκε 
το 2006 (Vodovar Ν. et al., 2006) και αποκαλύφθηκε πως αποτελείται από ένα 
κυκλικό χρωµόσωµα 5.888.780 ζευγών βάσεων. Ανάµεσα στις 5.169 
κωδικωποιούσες αλληλουχίες που ταυτοποιήθηκαν, έχουν αποδοθεί συγκεκριµένες 
λειτουργίες σε ένα ποσοστό 67%, δηλαδή σε περίπου 3.466 γονίδια.   

 

EIKONA 3: Χαρακτηριστικά του γονιδιώµατος διαφόρων ειδών του γένους Pseudomonas. 
Παρατηρούµε οτί το µέγεθος του γονιδιώµατος του P.e. είναι µικρότερο σε σύγκριση µε τα 
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άλλα είδη που φαίνονται στην εικόνα, πιθανότατα λόγω του περιορισµένου αριθµού 
µεταθετών στοιχείων (transposons) και βακτηριοφάγων στο γονιδίωµα [Vodovar et al. 
2006]. 
 Η σύγκριση των γονιδιωµάτων των 5 αντιπροσωπευτικών ειδών Pseudomonas  
µε το πρόγραµµα BLAST, αποκάλυψε πως το κυρίως γονιδίωµα του γένους 
αποτελείται από 2.065 γονίδια. Με βάση αυτή την ανάλυση ταυτοποιήθηκαν 1.002 
γονίδια µοναδικά στο γονιδίωµα της P. entomophila [Vodovar Ν. et al., 2006].   
 Επιπλέον, η σύγκριση των γονιδιωµάτων κατέδειξε πως η P. entomophila έχει 
τουλάχιστον 3.630 (70,2%) γονίδια που έχουν ορθόλογά τους στην P. putida, πράγµα 
που επιβεβαιώνει τη στενή συγγενική τους σχέση. Αντίθετα µε την P. putida όµως, το 
γένωµα της P.entomophila. περιέχει πολλά γονίδια σηµαντικά για την παθογένεια 
διαφόρων εντόµων. Η P.entomophila µπορεί να εκκρίνει πολλά αποδιατακτικά 
ένζυµα (πρωτεάσες και λιπάσες), τοξίνες και δευτερογενείς µεταβολίτες (π.χ. HCN) 
[Vodovar et al. 2006].  
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ΕΙΚΟΝΑ 4: Κυκλική αναπαράσταση του γονιδιώµατος του βακτηρίου Pseudomonas 
entomophila. [Vodovar Ν. et al., 2006] 
 

1.4  Παθογένεια του βακτηρίου 

 

  Η µολυσµατικότητα της P. entomophila είναι πολυπαραγοντική, ενώ 
διαφορετικοί παράγοντες επάγουν την ανοσοαπόκριση του ξενιστή και διαφορετικοί 
προωθούν την παθογένεια. Ανάλυση του γονιδιώµατος έχει δείξει πως η P. 
entomophila παράγει τοξίνες, πρωτεΐνες µολυσµατικότητας, καθώς και 
δευτερογενείς µεταβολίτες που συµµετέχουν στη διαδικασία καταστροφής των 
ιστών του ξενιστή. ∆ιαφορετικοί τοξικοί παράγοντες είναι δυνατόν να δράσουν 
συνδυαστικά στην παθογένεια, ενώ σηµαντικό χαρακτηριστικό τους είναι πως 
δίνουν τη δυνατότητα στον παθογόνο µικροοργανισµό να επιβιώσει µέσα στο 
περιβάλλον του ξενιστή. Έτσι η P. entomophila έχει την ικανότητα, λόγω των 
παραγόντων µολυσµατικότητας που εκφράζει να «διαφεύγει» από την 
ανοσοαπόκριση του ξενιστή. 

 

 Το εντοµοπαθογενικό βακτήριο P.entomophila µπορεί να µολύνει διάφορα 
έντοµα, ωστόσο η µόλυνση της Drosophila melanogaster από την ψευδοµονάδα 
αποτελεί το καταλληλότερο µοντέλο µελέτης της παθογένειας του βακτηρίου. 

 

Η µόλυνση της Drosophila από την P. entomophila χωρίζεται σε 5 διακριτά στάδια: 

• ∆ια στόµατος πρόσληψη της P. entomophila από την Drosophila και 
κατάποσή της από τον οισοφάγο  

• Ενεργοποίηση στο έντοµο των γονιδίων που του προσδίδουν ανθεκτικότητα 
σε καταστάσεις οξειδωτικού stress λόγω της εισβολής του παθογόνου, όπως 
πρωτεΐνες του κυτταροσκελετού, αναστολείς πρωτεασών σερίνης, πρωτεΐνες 
απάντησης σε stress, καθώς και γονίδια που συµµετέχουν στο JAK/STAT και 
στο JNK µονοπάτι. 

• Παραµονή της P. entomophila στο έντερο του ξενιστή  

• Ενεργοποίηση της πρωτογενούς ανοσοαπόκρισης του ξενιστή µε την έκκριση 
αντιµικροβιακών πεπτιδίων για την αντιµετώπιση της εισβολής. Το βακτήριο 
εκκρίνει την µεταλλοπρωτεάση AprA ώστε να διαφύγει από την 
ανασοαπόκριση.  

• Παθογένεια και θάνατος λόγω σηµαντικών τροποποιήσεων της φυσιολογίας 
του µεσεντέρου, όπως καταστροφή των µικρολαχνών και των κυττάρων και 
αποδιοργάνωση της περιτροφικής µήτρας. [Vodovar et al., 2006]  
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ΕΙΚΟΝΑ 5:  Στάδια µόλυνσης της D. melanogaster από την P. entomophila [Vodovar et al., 
2006] 

 

 

 Με χρήση της RT-qPCR έγινε ανάλυση του συνολικού mRNA της Drosophila 
που παρήχθηκε µετά από φυσική µόλυνση µε P. entomophila. Η ανάλυση έδειξε  την 
παραγωγή αντιµικροβιακών πεπτιδίων (AMPs), όπως η ∆ιπτερισίνη και η 
∆ροσοµυσίνη στο έντερο των ενήλικων ατόµων και των προνυµφών. Επιπλέον, 
παρατηρήθηκε έκφραση των AMPs στην τραχεία, καθώς και στο πρόσθιο τµήµα του 
µεσεντέριου, ενώ µέσω γονιδίων αναφοράς εντοπίστηκαν AMPs και στο λιπαρό 
σώµα των προνυµφών (Vodovar Ν. et al., 2005).   Η P. entomophila είναι ικανή 
λοιπόν να προκαλέσει και συστεµική, αλλά και τοπική ανοσοαπόκριση όταν µολύνει 
την Drosophila. 

�   Στο γονιδίωµα της P. entomophila αποκαλύφθηκε η ύπαρξη 3 γονιδίων, που 
κωδικοποιούν πρωτεΐνες τοξινών (Vodovar Ν. et al., 2006). Αυτές είναι 
τοξίνες τύπου Tcc και είναι οι εξής: PSEEN2485, PSEEN2697, PSEEN2788. 

 

�  Οι πρωτεάσες αποτελούν µια άλλη σηµαντική οµάδα εκκρινόµενων 
πρωτεϊνών που συµµετέχουν στην µολυσµατικότητα των βακτηρίων. Η 
P.entomophila κωδικοποιεί για 3 πρωτεάσες σερίνης, καθώς και για µια 
αλκαλική πρωτεάση, την AprA, η οποία έχει βασικό ρόλο στην 
µολυσµατικότητα. Η AprA είναι µια εκκρινόµενη µεταλλοπρωτεάση 
ψευδαργύρου 51kDa, που ρόλος της είναι η αποικοδόµηση των 
αντιµικροβιακών πεπτιδίων της Drosophila που παράγονται απο το επιθήλιο 
του εντέρου. Με αυτό τον τρόπο προστατεύει την P. entomophila, η οποία 
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διαφεύγει µε αυτόν τον τρόπο από το ανοσοποιητικό σύστηµα του ξενιστή 
(Liehl P. et al, 2006).  

 

�    Οι βακτηριακές αιµολυσίνες είναι εξοτοξίνες, που στοχεύουν στις 
µεµβράνες των κυττάρων του αίµατος και προκαλούν ρήξεις στα κύτταρα, µε 
ένα µηχανισµό που δεν είναι ακόµα απόλυτα κατανοητός. Η P. entomophila 
παρουσιάζει έντονη αιµολυτική δραστηρίοτητα η οποία ελέγχεται από το 
σύστηµα Gac (όπως και το HCN). Ο αιµολυτικός παράγοντας της P.e. 
αναγνωρίστηκε ως ένα κυκλικό λιποπεπτίδιο (CLP) [Isabelle Vallet-Gely et.al, 
2009]. 

 

 Τα CLPs είναι ανθεκτικά µόρια µε αντιµικροβιακές και κυτταροτοξικές 
ιδιότητες τα οποία παράγονται µε έναν µηχανισµό ανεξάρτητου του ριβοσώµατος ο 
οποίος χρησιµοποιεί πολυλειτουργικά ένζυµα που καλούνται µη-ριβοσωµικές 
πεπτιδικές συνθετάσες (NRPs) [Marahiel et al, 1997, Stachelhaus et. al. 1999].  

 Στο γονιδίωµα της Pseudomonas entomophila αρκετά γονίδια βρέθηκαν οτί 
κωδικοποιούν για την παραγωγή λιποπεπτιδίων, ενώ 3 γονίδια κωδικοποιούν για 
παραγωγή NRPs. Μελετήθηκε ο φυσιολογικός ρόλος των λιποπεπτιδίων και βρέθηκε 
οτί δεν παίζουν ρόλο στην παθογένεια του βακτηρίου εναντίον της Drosophila. 
[Isabelle Vallet-Gely et.al, 2009]. 

 

 
 

1.5  Υδροκυάνιο (HCN) 
 

 Το HCN είναι ένας δευτερογενής µεταβολίτης, ο οποίος µέχρι σήµερα δε 
φαίνεται να παίζει κάποιο ρόλο στον πρωτογενή µεταβολισµό των βακτηρίων. Η 
δράση του εντοπίζεται στην αναπνευστική αλυσίδα, όπου λειτουργεί σαν 
αναστολέας της οξειδάσης του κυτοχρώµατος c. Είναι πτητική χηµική ένωση µε 
τοξική δράση και όλα τα βακτηριακά στελέχη που το παράγουν το εκκρίνουν στο 
περιβάλλον τους.  

 Η παραγωγή υδροκυανίου σε βακτήρια του γένους Pseudomonas µελετήθηκε 
το 1983, όταν εντοπίστηκαν σε δείγµατα νερού 5 στελέχη P. fluorescens και ένα 
στέλεχος P. aeruginosa που µπορούσαν να παράγουν HCN. Ο µέγιστος βαθµός 
κυανογένεσης παρατηρήθηκε σε θερµοκρασίες  25-30ΟC και σε pH 6,6-8,9.   

 Το υδροκυάνιο παράγεται στο µέγιστο βαθµό κατά τη µετάβαση από την  
εκθετική φάση ανάπτυξης στην στατική και για την παραγωγή του απαιτείται 
οξυγόνο σε µικρή συγκέντρωση (µικροαεροφιλικές συνθήκες ~5%) [Lavill et. al, 
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1998].  

 

 

  Το ένζυµο που καταλύει την αντίδραση παραγωγής του HCN είναι η συνθάση 
του HCN. Είναι ένα µεµβρανικό φλαβοένζυµο, το οποίο χρησιµοποιεί σαν 
υπόστρωµα την γλυκίνη και µέσω οξειδωτικής αποκαρβοξυλίωσης την µετατρέπει 
σε  HCN και CO2 (EIK.5) [Castric P.A., 1977].  Η συνθάση του HCN είναι πολύ 
ασταθής και ευαίσθητη στο οξυγόνο και γι'αυτό το λόγο έχει καθαριστεί µόνο 
µερικώς [Blumer and Haas, 2000].   

 

 
EIKONA 6: Η µετατροπή της γλυκίνης σε υδροκυάνιο, µε την καταλυτική επίδραση της 
συνθάσης του HCN.[Laville et al.1998] 
 
 
 
 
 
 Η συνθάση του HCN κωδικοποιείται από ένα οπερόνιο 3 γονιδίων, τα 
hcnABC γονίδια  (PSEEN5522, PSEEN5521, PSEEN5520). Αυτά τα γονίδια 
βρέθηκαν και στο γονιδίωµα της Pseudomonas entomophila και συµπεράθηκε οτί το 
βακτήριο είναι κυανογενετικό. 
 
 Από µετρήσεις που πραγµατοποιήθηκαν βρέθηκε πως η P. entomophila 
παράγει υδροκυάνιο σε υγρές καλλιέργειες στην αρχή της στατικής φάσης σε 
συγκέντρωση έως και 40 µmol L-1 , που είναι 3 µε 4 φορές χαµηλότερη από την 
συγκέντρωση που παράγει ο άγριος τύπος P. aeruginosa. Παραγωγή HCN 
παρατηρήθηκε επίσης και σε στερεές καλλιέργειες σε πολύ µεγαλύτερη 
συγκέντρωση (>200 µmol L-1) απ' ότι στις υγρές, που είναι 3 φορές υψηλότερη από 
την συγκέντρωση που παράγει η P. aeruginosa στις στερεές (EIK. 6) [Ryall et al., 
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2009].  
   
 
 
 
 

 
 
 
 
ΕΙΚΟΝΑ 7:  a) Παραγωγή HCN σε υγρές καλλιέργειες P. entomophila  
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b) Παραγωγή HCN σε στερεές καλλιέργειες P. entomophila. Στις στερεές καλλιέργειες 
παρατηρείται παραγωγή υδροκυανίου σε πολύ µεγαλύτερη συγκέντρωση.  
PAO1: Άγριος τύπος P. aeruginosa,  PAO6344: µετάλλαγµα ∆hcnΒ της P. aeruginosa 
[Ryall et al., 2009]  
 Η παραγωγή του HCN αλλά και ο έλεγχος της παθογένειας στα βακτήρια 
Pseudomonas entomophila γίνεται κυρίως µέσω  του συστήµατος GacS/GacA, ένα 
ρυθµιστικό σύστηµα δύο στοιχείων [Vodovar et. al. 2006, Vodovar et. al. 2005], που 
είναι γνωστό οτί ελέγχει την παραγωγή δευτερογενών µεταβολιτών, την έκκριση 
πρωτεϊνών και τις παθογενετικές ιδιότητες των γ-πρωτεοβακτηρίων [Lapouge et. al. 
2008, Yang et.al.2008]. 
  Τα ρυθµιστικά συστήµατα δύο στοιχείων είναι ευρέως διαδεδοµένα στα Gram 
(-) βακτήρια. Αυτά τα ρυθµιστικά συστήµατα βοηθούν τους µικροοργανισµούς  να 
ανταπεξέλθουν σε ποικίλλες περιβαλλοντικές συνθήκες, καθώς και να 
εγκατασταθούν στις οικοθέσεις τους σε απόκριση ερεθισµάτων από το περιβάλλον 
τους.  Το GacS είναι µια κινάση που ανιχνεύει τα περιβαλλοντικά ερεθίσµατα και το 
GacA είναι ο ρυθµιστής απόκρισης στο ερέθισµα. 
  Στην P. entomophila η έκκριση των σηµατοδοτικών µορίων που ενεργοποιούν 
το GacS/GacA σύστηµα παρατηρείται όταν ο βακτηριακός πληθυσµός βρίσκεται σε 
µεγάλη πυκνότητα και στο χρονικό σηµείο κατά το οποίο γίνεται η µετάβαση από 
την εκθετική φάση ανάπτυξης στην στατική φάση [Blumer et al. 1999]. Ο πολύ 
σηµαντικός ρόλος πού επιτελεί το σύστηµα στην παθογένεια του βακτηρίου 
καταδεικνύεται από το γεγονός πως µεταλλαγµένα στελέχη gacS/gacA της P. 
entomophila εµφανίζουν µειωµένη ή καθόλου παθογένεια στη Drosophila, ενώ δεν 
παρατηρείται καµιά παραγωγή υδροκυανίου [Vodovar et al., 2005].  
 
 Η ενεργοποίηση του συγκεκριµένου συστήµατος γίνεται ως εξής: 
  

• Η επίδραση ενός ερεθίσµατος οδηγεί στην αυτοφωσφορυλίωση του GacS σε 
µια εξελικτικά συντηρηµένη ιστιδίνη.  

• Στη συνέχεια το GacS ενεργοποιεί µέσω φωσφορυλίωσης το GacA. 
• Το GacΑ επάγει την έκφραση των γονιδίων rsmX, rsmY, rsmZ ,τα οποία 

µεταγράφονται στα 3 αντίστοιχα µικρά ρυθµιστικά RNAs (sRNAs). Ρόλος 
των τριών αυτών sRNAs είναι να δεσµεύουν τις πρωτεΐνες RsmA και RsmΕ, 
µε αποτέλεσµα να επιτρέπουν την αντιγραφή των γονιδίων του δευτερογενούς 
µεταβολισµού. Το GacA ενεργοποιεί ή καταστέλλει έτσι την έκφραση 
συγκεκριµένων γονιδίων-στόχων.  

•  Τα γονίδια που η έκφρασή τους ρυθµίζεται από το σύστηµα σε µεταγραφικό 
επίπεδο, ρυθµίζονται παράλληλα και από τις πρωτεΐνες RsmA και RsmΕ.   

 
 Τα ερεθίσµατα που ενεργοποιούν ρυθµιστικά συστήµατα 2 στοιχείων 
σχετίζονται µε το περιβάλλον (pH, θερµοκρασία, οσµωµοριακότητα) ή µε 
οργανισµούς: µερικά από τα ερεθίσµατα παράγονται από τους ξενιστές των 
βακτηρίων, ενώ άλλα συντίθενται από τα ίδια τα βακτήρια. Όταν το σύστηµα 
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GacS/GacA δεν είναι ενεργοποιηµένο, τότε οι πρωτεΐνες RsmA και RsmΕ δρουν σαν 
καταστολείς των γονιδίων που κωδικοποιούν για δευτερογενείς µεταβολίτες. 
Υπερέκφραση της RsmA επίσης καταστέλλει την έκφραση των γονιδίων που 

ρυθµίζονται από το GacS/GacA σύστηµα [Blumer et al. 1999].  
 
ΕΙΚΟΝΑ 8: Σχηµατική αναπράσταση των γενικών χαρακτηριστικών του GacS/GacA 
σηµατοδοτικού µονοπατιού στην P.entomophila [Lapouge et. al. 2008]. 
 
 
 

1.6  Μηχανισµοί αυτοπροστασίας των κυανογενετικών βακτηρίων από 
το τοξικό HCN 

 

  Τα βακτηριακά στελέχη που παράγουν υδροκυάνιο και το εκκρίνουν στο 
περιβάλλον τους διαθέτουν επιπλέον και µηχανισµούς που τους προσδίδουν 
ανθεκτικότητα και τους προστατεύουν από την τοξική δράση του HCN. Βασικό 
µηχανισµό αυτοπροστασίας αποτελεί η µη-ευαίσθητη στο κυάνιο οξειδάση  (CIO). 
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Η έκφραση και παραγωγή αυτής της οξειδάσης επιτρέπει στα βακτήρια να 
αναπτύσσονται παρουσία υψηλών συγκεντρώσεων υδροκυανίου (Zlosnik et al., 
2006; Cooper et al., 2003).  Σηµαντικό ρόλο στην αυτοπροστασία των βακτηρίων 
επιτελεί και το ένζυµο ροδανάση (Rhodanese). Η ροδανάση έχει τη δυνατότητα να 
αποτοξικοποιεί το υδροκυάνιο, µετατρέποντάς το σε θειοκυάνιο. 

1.6.1.  CIO 

 Στο βακτήριο Pseudomonas aeruginosa παράγεται κατά την στατική φάση 
ανάπτυξης µία µη-ευαίσθητη στο κυάνιο οξειδάση (Cyanide Insensitive Oxidase, 
CIO), η οποία επιτρέπει την αερόβια αναπνοή ακόµα και στην παρουσία υψηλής 
συγκέντρωσης κυανίου (>1 mM) [Rita Cipollone et al. 2007, Zlosnik et. al. 2006, 
Cooper et. al. 2003]. Οξειδάσες ευαίσθητες στο HCN αναστέλλονται σε 
συγκεντρώσεις της τάξης των 100 µM ή και µικρότερες [Poole & Cook, 2000]. 
 Ανάλυση του γονιδιώµατος του βακτηρίου P. aeruginosa καταδεικνύει την 
ικανότητα σχηµατισµού µιας πολύπλοκης αναπνευστικής αλυσίδας η οποία 
αποτελείται από 5 τελικές οξειδάσες [Stover et al., 2000; Cooper et al. 2003]. 
Τέσσερις από τις τελικές οξειδάσες ανήκουν στην υπεροικογένεια οξειδασών αίµης-
χαλκού . ∆υο από αυτές είναι οξειδάσες του κυτοχρώµατος τύπου cbb3 [Comolli & 
Donohue, 2002], µία του κυτοχρώµατος τύπου aa3, το οποίο είναι συνηθισµένο σε 
πολλά βακτηριακά είδη και σχετίζεται στενά µε την µιτοχονδριακή οξειδάση του 
κυτοχρώµατος c [Fujiwara et al., 1992] και µία είναι οξειδάση υδροκινόνης που 
σχετίζεται µε το κυτόχρωµα bo3 του βακτηρίου E.coli . Η πέµπτη είναι η CIO και 
είναι οµόλογη µε τις οξειδάσες υδροκινόνης του κυτοχρώµατος bd, που είναι ο 
µόνος τύπος βακτηριακών οξειδασών που δεν είναι µέλη της οικογένειας αίµης-
χαλκού (ΕΙΚ. 8) [Cunningham et al., 1997; Junemann, 1997; Poole & Cook, 2000].  
 Υπό συνθήκες χαµηλής συγκέντρωσης Ο2, το βακτήριο P. aeruginosa συνθέτει 
HCN ως µεταβολικό προϊόν, σε συγκεντρώσεις µέχρι 300 µM. Σε αυτές τις 
συγκεντρώσεις το HCN αναστέλλει την λειτουργεία των οξειδασών κυτοχρώµατος 
της υπεροικογένειας αίµης-χαλκού [Cooper et al., 2003].  Με την ανάπτυξη της 
αναπνευστικής αλυσίδας που περιλαµβάνει την CIO όµως, η P. aeruginosa 
κατορθώνει να επιτελεί την αερόβια αναπνοή του ακόµα και στην παρουσία αυτού 
του πολύ ισχυρού αναστολέα οξειδασών.   
 Γι' αυτό, η CIO έχει προταθεί ότι παίζει πολύ σηµαντικό ρόλο στο να επιτρέπει 
την αερόβια αναπνοή σε συνθήκες κυανογένεσης και να προστατεύει κατ' επέκταση 
τα κυανογενετικά βακτήρια από την τοξική δράση του κυανίου. 
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ΕΙΚΟΝΑ 9: Οι 5 τελικές οξειδάσες στην αναπνευστική αλυσίδα του βακτηρίου 
P.aeruginosa.  [M. Cooper, et.al.  2003]. 

1.6.2.  ΡΟ∆ΑΝΑΣΗ (RHODANESE) 

 
 Οι ροδανάσες (EC 2.8.1.1.), είναι θειοτρανσφεράσες θειοθειικού ανιόντος 
(S2O3

2-) και κυανίου. Καταλύουν την µεταφορά ενός ατόµου θείου από κατάλληλο 
δότη (π.χ. θειοθειικό ανιόν, thiosulfate) στο κυάνιο, παράγοντας µε αυτό τον τρόπο 
το λιγότερο τοξικό θειοκυάνιο [Cipollone et al., 2007, Westley et al. 1983]. 
 Οι ροδανάσες έχουν αποµονωθεί από πληθώρα οργανισµών. Οι λειτουργίες 
του ενζύµου δεν είναι ακόµα απόλυτα ξεκαθαρισµένες, ωστόσο αυτά τα ένζυµα 
φαίνεται να παίζουν πολύ σηµαντικό ρόλο στην αποτοξικοποίηση του κυανίου στα 
ζώα [Aminlari, M., and M. Shahbazi. 1994, Aminlari et al. 2002, Sylvester, M., and 
C. Sander. 1990] και σε κυανογενετικά βακτήρια. Έχει παρατηρηθεί η ύπαρξη αυτών 
των ενζύµων σε πολλά βακτηριακά είδη, όπως στο Ε.coli [Ray et al. 2000], στο 
Azotobacter vinelandii [Bordo et al., 2000] και Pseudomonas aeruginosa [Cipollone 
et al. 2004]. 
 
 
∆ΟΜΗ: 
 
 Η κρυσταλλική δοµή της πρωτεϊνης είναι γνωστή και ενδελεχώς µελετηµένη  
στο βακτήριο Azotobacter vinelandii. Αποτελείται από 2 πανοµοιότυπες 
αναδιπλωµένες δοµικές περιοχές, τις RHOD δοµικές περιοχές, µήκους 125 
αµινοξέων η καθεµία. Οι 2 RHOD περιοχές παρουσιάζουν αρκετή οµοιότητα στην 
τρισδιάστατη απεικόνισή τους, ενώ 26 από τα συνολικά 125 αµινοξέα στην καθεµία 
είναι ίδια (20,8% ταύτιση αµινοξικής ακολουθίας) [Bordo et al. 2000]. 
 

• Η C-τελική περιοχή της ροδανάσης είναι η καταλυτική περιοχή (catalytic 
domain), η οποία φιλοξενεί το καταλυτικό αµινοξύ κυστεϊνη, Cys230, που 
είναι το πρώτο αµινοξύ από τα 6 που σχηµατίζουν το ενεργό κέντρο του 
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ενζύµου. 
• Η Ν-τελική περιοχή είναι µη-καταλυτική και στην αντίστοιχη θέση που η C-

τελική περιοχή έχει κυστεϊνη υπάρχει ανταυτού το αµινοξύ ασπαρτικό οξυ, 
Asp.  [Bordo & Bork, 2002] 

• Οι 2 περιοχές συνδέονται µεταξύ τους µε ένα πεπτίδιο – συνδέτη µήκους 17 
αµινοξέων το οποίο τυλίγεται γύρω από την Ν-τελική περιοχή και καταλήγει 
στην αρχή της C-τελικής περιοχής. 

• Το ενεργό κέντρο αποτελείται από µια αλληλουχία 6 αµινοξέων, το πρώτο εκ 
των οποίων είναι η Cys230, που σχηµατίζουν θηλιά (loop). Περιβάλεται από 
ένα ισχυρό θετικό ηλεκτροστατικό πεδίο, που πηγάζει από την δοµή της 
θηλιάς του κέντρου και από θετικά φορτισµένα µόρια που γειτνιάζουν µε 
αυτό. Έτσι, η ενζυµική δραστικότητα ουσιαστικά εξαρτάται από την δοµή της 
θηλιάς και από την επίδραση που έχει το ηλεκτροστατικό πεδίο στην pKa της 
καταλυτικής Cys230 [Bordo et al. 2000].  

 
 

 
ΕΙΚΟΝΑ 10: Η δοµή του ενζύµου της ροδανάσης του βακτηρίου Azotobacter vinelandii. 
∆ιακρίνονται οι Ν- και C- δοµικές περιοχές (γκρι και γαλάζιο αντίστοιχα), το πεπτίδιο-
συνδέτης (µπλε) και το ενεργό κέντρο του ενζύµου (κόκκινο). Η κυστεϊνη Cys230 
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αναπαρίσταται σε µοντέλο σφαίρας-γραµµής (ball and stick) στο άκρο του ενεργού 
κέντρου [Bordo et. al. 2000]. 
 
 
 
 
 
ΤΡΟΠΟΣ ∆ΡΑΣΗΣ 
 
 Σύµφωνα µε τον αποδεκτό µηχανισµό δράσης, το ένζυµο ανακυκλώνεται κατά 
την διάρκεια της κατάλυσης ανάµεσα σε 2 διακριτές µορφές: το ελεύθερο ένζυµο 
(Rhod) και το ισοσθενές ενδιάµεσο θειο-ένζυµο (Rhod-S) [Bordo et al., 2000].  
 
Ο µηχανισµός δράσης του ενζύµου απεικονίζεται στην παρακάτω εικόνα.    

ΕΙΚΟΝΑ 11: Σχηµατική αναπαράσταση της χηµικής αντίδρασης που καταλύει το ένζυµο 
ροδανάση. [Bordo & Bork, 2002]  
 
 
 
 Το ισχυρά θετικά φορτισµένο ενεργό κέντρο του ενζύµου έλκει το θειοθειϊκό ανιόν 
(S2O3

2-) και επιπλέον η στερεοδιάταξη των 6 αµινοξέων του κέντρου επιτρέπει το 
ιδανικό ταίριασµα µε το συγκεκριµένο υπόστρωµα. Η πλευρική οµάδα της Cys230 
περιλαµβάνει ένα άτοµο S, το οποίο και σχηµατίζει δισουλφιδικό δεσµό µε ένα 
άτοµο S από τον δότη S2O3

2-. ∆ηµιουργείται έτσι η ενδιάµεση µορφή Rhod-S. Αυτή 
είναι η δραστική µορφή του ενζύµου. Παρουσία κατάλληλου δέκτη, όπως το CN-, 
διασπάται ο δισουλφιδικός δεσµός και το άτοµο θείου (που προήλθε από το 
θειοθειϊκό ανιόν) µεταφέρεται στο πυρηνόφιλο κυάνιο, σχηµατίζοντας έτσι SCN, µια 
πολύ λιγότερο τοξική κυανιούχα ένωση.  
 Αυτή η αποµάκρυνση του ατόµου S έχει ως αποτέλεσµα την αποδόµηση της 
στερεοδιάταξης του ενεργού κέντρου και την µερική απώλεια της δραστικότητας του 
ενζύµου. Κατ' επέκταση, παρουσία του κατάλληλου δότη, το ένζυµο υφίσταται ένα 
κύκλο κατάλυσης ο οποίος αποκαθιστά την δραστική Rhod-S µορφή του ενζύµου. 
[Bordo et al., 2000] 
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ΕΙΚΟΝΑ 12: Σχηµατική αναπαράσταση της κυστεϊνης (αριστερά) και του θειοθειίκού 
ανιόντος (δεξιά). Σε κόκκινο πλαίσιο διακρίνονται τα 2 άτοµα θείου που σχηµατίζουν τον 
δισουλφιδικό δεσµό.   
O ΓΟΝΙ∆ΙΑΚΟΣ ΤΟΠΟΣ ΤΗΣ ΡΟ∆ΑΝΑΣΗΣ 
 
 
 Μετά από µελέτη του γονιδιώµατος του άγριου τύπου του βακτηρίου Pseudomonas 
aeruginosa διαπιστώθηκε οτί υπάρχουν 10 ανοιχτά αναγνωστικά πλαίσια (ORFs) 
που κωδικοποιούν για 10 γονιδιακά προϊόντα, τα οποία διαθέτουν τουλάχιστον µία 
RHOD δοµική περιοχή και εποµένως είναι υποψήφια να είναι η ροδανάση. Ένα από 
αυτά, το PA4956 (σηµειώνεται ως RhdA) εµφανίζει το τυπικό µοτίβο µιας 
θειοτρανσφεράσης θειοθειικού ανιόντος/κυανίου και επιπλέον το τρισδιάστατο 
µοντέλο του γονιδιακού προϊόντος RhdA παρουσιάζει εντυπωσιακή οµοιότητα µε τις 
κρυασταλλικές δοµές της ροδανάσης του βακτηρίου A.vinelandii και του βοδιού. Το 
RhdA είναι η κύρια κυτταροπλασµατική ροδανάση στον άγριο τύπο P.aeruginosa 
[Cipollone et.al. 2007] 
 Η ανάλυση του γονιδιακού τόπου του RhdA και µελέτη του τρόπου µεταγραφής του 
καταδεικνύει οτί το rhdA γονίδιο σχηµατίζει µία µεταγραφική µονάδα µε τα 
πλευρικά γονίδια PA4955 και psd (PA4957). Σε µεταγραφικό επίπεδο η έκφραση του 
γονιδίου της ροδανάσης ελέγχεται από 2 υποκινητές: τον άνω (upstream) υποκινητή 
ο οποίος βρίσκεται πριν από το PA4955 και τον κάτω (downstream) υποκινητή που 
βρίσκεται στην ενδιάµεση περιοχή των PA4955-rhdA. Η µεταγραφή ελέγχεται 
ταυτόχρονα και από τους 2 υποκινητές και τα µεταγραφήµατα που προκύπτουν 
συµµετέχουν αθροιστικά στην έκφραση του γονιδίου rdhA και στην παραγωγή έτσι 
της ροδανάσης. [Cipollone et.al. 2007] 
 
 Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός οτί ανάλογη οργάνωση του γονιδιακού τόπου της 
ροδανάσης διατηρείται σε πολλά είδη rRNA τύπου Ι ψευδοµονάδων.  [Cipollone 
et.al. 2007] 
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ΕΙΚΟΝΑ 13: Σχηµατική αναπράσταση του γονιδιακού τόπου της ροδανάσης στο βακτήριο 
Pseudomonas aeruginosa. Tα γκρι βέλη δείχνουν τον προσανατολισµό των 
κωδικοποιουσών περιοχών (ORFs). Σε κόκκινο πλαίσιο δείχνονται οι 2 υποκινητές της 
µεταγραφής και ο παράγοντας τερµατισµού της µεταγραφής (δεξιά). Το γονίδιο rhdA είναι 
µήκους 834 bp. [Cipollone et.al. 2007] 
 Σε ρυθµιστικό επίπεδο, η ροδανάση εκφράζεται κατά την διάρκεια ολόκληρου του 
κυτταρικού κύκλου ανάπτυξης. Παρουσιάζει αύξηση κατά το εκθετικό στάδιο, 
φτάνοντας στο µέγιστο κατά την έναρξη της φάσης στασιµότητας και από κει και 
πέρα µειώνεται ελαφριά. Βακτηριακή ανάπτυξη παρουσία εξωγενούς κυανίου 
µειώνει την έκφραση του rdhA γονιδίου, µε πιο έντονο αποτέλεσµα στην φάση 
στασιµότητας. Αυτός ο συγχρονισµός κυανογένεσης/αρνητικής ρύθµισης RdhA, 
αποτρέπει την αέναη αποτοξικοποίηση του κυανίου που θα οδηγούσε στην απώλεια 
ενός οικολογικά σηµαντικού µεταβολίτη (υδροκυάνιο), κρατώντας ταυτόχρονα την 
συγκέντρωσή του στα επιτρεπτά όρια για την οµαλή ανάπτυξη του βακτηρίου. 
 
 
 
 
ΡΟ∆ΑΝΑΣΗ: ΕΝΖΥΜΟ ΜΕ ΕΞΕΛΙΚΤΙΚΗ ∆ΙΑΤΗΡΗΣΗ  
 
 
  H ροδανάση του βακτηρίου P.aeruginosa εµφανίζει 79% και 22% αµινοξική 
οµολογία µε την ροδανάση του βακτηρίου Azotobacter vinelandii και του 
ευκαρυωτικού οργανισµού Bos taurus (γένος βοοειδή) αντίστοιχα [Bordo et al, 2000, 
Colnaghi, 1996]. Όλα τα αµινοξέα που καθορίζουν την δοµή του ενεργού κέντρου 
της ροδανάσης του βακτηρίου A.vinelandii είναι πλήρως διατηρηµένα και στο 
γονιδιακό προϊόν RhdA του βακτηρίου P.aeruginosa, παρουσιάζοντας 100% 
οµολογία στην περιοχή που περιβάλλει το καταλυτικό αµινοξύ Cys230 (EIK.13) 
[Cipollone et al. 2004]. 
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ΕΙΚΟΝΑ 14: Σύγκριση αµινοξικών αλληλουχιών ανάµεσα στις ροδανάσες από τα 
βακτήρια Pseudomonas aeruginosa (RdhA-P.a.) και Azotobacter vinelandii (RdhA-A.v.) 
και της ροδανάσης από το Bos taurus (Rhobov). Σε µαύρο πλαίσιο αναπαρίστανται τα 
ταυτόσηµα αµινοξέα στην αµινοξική αλληλουχία του γονιδιακού προϊόντος  µεταξύ των 
ειδών. Τα 6 αµινοξέα που σχηµατίζουν την θηλιά του ενεργού  κέντρου [Bordo & Bork, 
2002] του ενζύµου είναι υπογραµµισµένα. [Cipollone et al. 2004]. 
  
 
 
 Oι ροδανάσες χαρακτηρίζονται από την παρουσία χαρακτηριστικών δοµικών 
περιοχών που περιλαµβάνουν τις λεγόµενες “υπογραφές” ροδανάσης, π.χ. την 
παρουσία της κυστεϊνης στην C-καταλυτική περιοχή του ενζύµου [Cipollone ετ.αλ. 
2004]. Η ροδανάση του σηκωτιού του βοδιού αποτελεί το σηµείο αναφοράς για την 
δοµή της υποοικογένειας των ροδανασών [Westley et.al. 1983, Ploegman et.al. 
1978]. 
 Η 100% αµινοξική ταύτηση του ενεργού κέντρου του ενζύµου ανάµεσα σε 2 
διαφορετικά βακτηριακά γένη, υποδεικνύει την υψηλή διατήρηση της ροδανάσης 
στους οργανισµούς και τις πιθανές οµοιότητες της λειτουργείας του ενζύµου 
ανάµεσα σε εξελικτικά παρόµοιους µικροοργανισµούς (π.χ. Pseudomonas 
entomophila).  
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1.6.3.  Συµπερασµατικά  

  
 Η µη-ευαίσθητη στο κυάνιο οξειδάση CIO θεωρείται το πιο αποτελεσµατικό 
σύστηµα για την προστασία του βακτηρίου Pseudomonas aeruginosa από την 
τοξικότητα του κυανίου. Η CIO παράγεται κατά την έναρξη της στατική φάσης µετά 
από έκθεση στο εξωγενές κυάνιο, ενώ η έκφραση της δεν εξαρτάται από την 
παρουσία ενδογενούς κυανίου [Cooper et.al. 2003]. Έτσι, ενώ η CIO παρέχει µια 
αποδοτική απόκριση στο εξωγενές κυάνιο, το βακτήριο έχει αναπτύξει επιπλέον 
στρατηγικές για να αντιµετωπίσει την τοξικότητα του κυανίου που το ίδιο παράγει, 
όπως τον καθαρισµό του ενδογενούς κυανίου µε το ένζυµο ροδανάση [Cipollone 
et.al. 2007]. 
 Το ότι η ροδανάση προστατεύει τα κυανογενετικά βακτήρια από την τοξική δράση 
του ενδογενούς κυανίου και όχι του κυανίου του περιβάλλοντός τους, φαίνεται από 
το εξής: Μετάλλαγµα ∆rhdA που δεν εκφράζει για την παραγωγή ροδανάσης, 
παρουσιάζει χαµηλή βακτηριακή ανάπτυξη υπό κυανογενετικές συνθήκες και αυτό 
δείχνει την ανικανότητα του µεταλλάγµατος να αντιµετωπίσει το ενδογενές κυάνιο. 
Αντίθετα, όταν σε καλλιέργειες της P.aeruginosa. εφαρµόστηκε εξωγενές κυάνιο, 
πρατηρήθηκαν πολύ µικρές διαφορές στην βιωσιµότητα του ∆rdhA µεταλλάγµατος 
και του άγριου τύπου του βακτηρίου [Cipollone et.al. 2007]. 
 

1.7  Σκοπός 
 

 Ο βασικός σκοπός της παρούσας διπλωµατικής εργασίας είναι η κλωνοποίηση 
σε πλασµιδιακό φορέα του γονιδίου που κωδικοποιεί για το ένζυµο ροδανάση και η 
υπερέκφρασή του. Η διαδικασία αυτή έγινε στο γονίδιο PSEEN4960 του άγριου 
τύπου του βακτηρίου Pseudomonas entomophila. 

 Ο περεταίρω καθαρισµός και αποµόνωση του ενζύµου σε µεγάλη κλίµακα µπορεί να 
δώσει το έναυσµα για τον βιοχηµικό χαρακτηρισµό και την µελέτη της δράσης του, 
ώστε να επιβεβαιωθεί τελικά η λειτουργία του ενζύµου ως προστατευτικός 
µηχανισµός ενάντια στο HCN που παράγει το στέλεχος της P. entomophila. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 
 
 
 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
 
 

2.1  Βακτηριακά στελέχη και καλλιέργειες µικροοργανισµών 

 
 
 Τα βακτηριακά στελέχη που χρησιµοποιήθηκαν για την παρούσα εργασία 
είναι τα εξής: 
 

• Pseudomonas entomophila (P.e.):  'Αγριος τύπος. 
 

• Escherichia coli  DH5α:  Εργαστηριακό στέλεχος, χρήση για τον 
µετασχηµατισµό µέσω ηλεκτροδιάτρησης ως βακτήριο-δέκτης για το 
πλασµίδιο. Γενότυπος: 

F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG Φ80dlacZ∆M15 ∆(lacZYA-

argF)U169, hsdR17(rK- mK+), λ–  
 

• Escherichia coli  BL21(DE3):  Εργαστηριακό στέλεχος, χρήση ως βακτήριο-
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δέκτης του πλασµιδίου στον µετασχηµατισµό µέσω ηλεκτροδιάτρησης, για το 
πείραµα της υπερέκφρασης του ενζύµου της ροδανάσης. Γενότυπος: 

F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 
nin5])  
 
 Το θρεπτικό µέσο Luria Bertani (LB) χρησιµοποιήθηκε σε υγρή και στερεή 
µορφή για τις καλλιέργειες των µικροοργανισµών. 
 
 Οι καλλιέργειες αναπτύχθηκαν από κύτταρα που πάρθηκαν από ήδη 
υπάρχουσες ανεπτυγµένες καλλιέργειες, από τις οποίες φτιάχθηκαν stock 
γλυκερόλης που φυλάσονται στους -80 OC. Οι καλλιέργειες της Pseudomonas 
entomophila αναπτύχθηκαν στους 30 OC και της Escherichia coli στους 37 OC.  
 
 Το αντιβιοτικό που προστέθηκε στα θρεπτικά υποστρώµατα στις περιπτώσεις 
που η χρήση του ήταν απαραίτητη, είναι η αµπικιλίνη (Ampicillin). Η συγκέντρωση 
του stock ήταν 100 mg/ml, ενώ η τελική συγκέντρωση 50 µg/ml για τον pET-20b 
Vector και 100 µg/ml για τον  StrataCloneTM  Vector (pSC-A). 

2.2   Ο πλασµιδιακος φορέας pET-20b(+) vector (Novagen) 

 
 

• Πλασµιδιακός φορέας µεγέθους 3716bp. ∆ιαθέτει γονίδιο ανθεκτικότητας στο 
αντιβιοτικό αµπικιλίνη. 

• Χρησιµοποιείται για την κλωνοποίηση και έκφραση γονιδίων µέσω της Τ7 
RNA πολυµεράσης η οποία διαθέτει τον κατάλληλο επαγωγέα. 

• Μετά τον επαγωγέα της T7 RNA πολυµεράσης υπάρχει ο πολυσυνδέτης 
(polylinker), όπου βρίσκονται όλες οι θέσεις αναγνώρισης και κοπής των 
διαφόρων ενζύµων περιορισµού. Με την χρήση λοιπόν των κατάλληλων 
ενζύµων γίνεται η εισαγωγή του επιθυµητού γονιδίου (της ροδανάσης στην 
παρούσα εργασία) στο εσωτερικό του πολυσυνδέτη και στην συνέχεια, η 
επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου αυτού µετά απο πρόσδεση της T7 RNA 
πολυµεράσης στον επαγωγέα της. 

• Φέρει µια σηµατοδοτική αλληλουχία στο Ν-τελικό του άκρο για τον 
εντοπισµό της πρωτείνης στο περιπλάσµιο, η οποία αποκόπτεται όµως κατά 
την κοπή του µε τα περιοριστικά ένζυµα BamH I και Hind III. 

• Φέρει µια αλληλουχία 6His στο C-τελικό άκρο για τον καθαρισµό της 
πρωτεϊνης και αποµόνωσή της µε χρωµατογραφία νικελίου η οποία δεσµεύει 
τις ιστιδίνες και συγκρατεί την πρωτεϊνη πάνω της. 

• Η µεταγραφή σταµατά από ένα κωδικόνιο λήξης αµέσως µετά τα 
νουκλεοτίδια που κωδικοποιούν τις 6 ιστιδίνες. 

• ∆εν διαθέτει το το οπερόνιο της λακτόζης (lacZ), µε αποτέλεσµα να µην είναι 
δυνατή η επιλογή των αποκιών που έχουν προσλάβει το επιθυµητό πλασµίδιο 
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µε την µέθοδο της επιλογής των µπλε/άσπρων αποικιών.  
 
  

pET-20b(+) sequence landmarks  

T7 promoter 353-369 

T7 transcription start 352 

pelB coding sequence 224-289 

Multiple cloning sites Nco I – Xho I 158-225 

His*Tag cosing sequence 140-157 

T7 terminator 26-72 

pBR322 origin 1500 

bla coding sequence` 2261-3118 

f1 origin 3250-3705 

 
EIKONA 15: Οι σηµαντικότερες αλληλουχίες του φορέα. 
 
ΕΙΚΟΝΑ 16: Ο πλασµιδιακός φορέας pET-20b(+). Παρατίθεται ο χάρτης πέψης µε τα 
διάφορα ένζυµα περιορισµού. 
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ΕΙΚΟΝΑ 17: Ο επαγωγέας της T7 RNA πολυµεράσης και ο πολυσυνδέτης του pET-20b 
vector. Στο εσωτερικό του πολυσυνδέτη εντοπίζονται οι θέσης αναγνώρισης των 
περιοριστικών ενζύµων BamH I και Hind III, τα οποία χρησιµοποιήθηκαν για την 
διεξαγωγή της παρούσας εργασίας. Μετά τον πολυσυνδέτη ακολουθεί η αλληλουχία 6His. 

2.3  Προετοιµασία δεκτικών κυττάρων (competent cells) για 
ηλεκτροδιάτρηση 

 
 Τα κύτταρα που χρησιµοποιήθηκαν για τον µετασχηµατισµό µε 
ηλεκτροδιάτρηση ήταν τα DH5α και BL21 στελέχη της Escherichia coli.  
Η διαδικασία που ακολουθήθηκε για την προετοιµασία τους είναι η εξής: 
 

• Χρησιµοποιούµε κύτταρα από stock γλυκερόλης και ενοφθαλµίζουµε 5ml 
αποστειρωµένο LB (προκαλλιέργεια). Επωάζουµε για 16 ώρες στους 37 ΟC. 

 
• Με την προκαλλιέργεια ενοφθαλµίζουµε 2 δοχεία από 150 ml αποστειρωµένο 

LB και επωάζουµε για 3-4.5 ώρες, εως ότου η οπτική πυκνότητα των 
καλλιεργειών να είναι µεταξύ 0.6 – 0.9, µετρηµένη στα 600nm. 

 
• Τοποθετούµε τα δοχεία µε τις καλλιέργειες σε πάγο και αφήνουµε για 30 

λεπτά. 
 

• Μοιράζουµε τις καλλιέργειες σε falcons και τα φυγοκεντρούµε για 10 λεπτά 
στις 6000 rpm στους 4 ΟC. 

 
• Αφαιρούµε προσεκτικά το υπερκείµενο από το κάθε falcon και προσθέτουµε 

25 ml παγωµένου νερού στο καθένα. Επαναδιαλύουµε πολύ καλά το ίζηµα. 
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• Φυγοκέντρηση τα falcons για 10 λεπτά, 6000 rpm, 4 OC. Απόχυση 

υπερκειµένου. 
 

• Προσθήκη ξανά 25 ml παγωµένου νερού στο καθένα. Φυγοκέντρηση για 10 
λεπτά, 6000 rpm, 4 OC. Απόχυση υπερκειµένου. 

 
• Προσθήκη 10ml παγωµένης γλυκερόλης 15% στο κάθε falcon και 

επαναδιάλυση του κάθε ιζήµατος. 
 

• Φυγοκέντρηση τα falcons για 10 λεπτά, 6000rpm, 4 OC.  Απόχυση 
υπερκειµένου. 

 
• Ξανά πρoσθήκη 10 ml παγωµένης γλυκερόλης 15% στο κάθε falcon και 

επαναδιάλυση του κάθε ιζήµατος. Φυγοκέντρηση τα falcons για 10 λεπτά, 
6000rpm, 4 OC.  Προσεκτική απόχυση υπερκειµένου. 

 
• Προσθήκη 400 µl παγωµένης γλυκερόλης 15% στο κάθε falcon και απαλή 

επαναδιάλυση ιζήµατος. 
• Μεταφορά 200 µl από το κάθε falcon σε παγωµένα eppendorfs και 

αποθήκευσή τους στους -80 ΟC. 

2.4  Ενίσχυση του γονιδίου της Ροδανάσης µε την τεχνική της PCR. 

 
 
 
 

     2.4.1   Αποµόνωση βακτηριακού DNA. 
 
 Χρησιµοποιώντας κύτταρα από stock γλυκερόλης (-80 ΟC) αναπτύξαµε 
στερεές καλλιέργειες άγριου τύπου P.entomophila σε θρεπτικό µέσο LB άγαρ. Οι 
καλλιέργειες αυτές αναπτύχθηκαν στους 37 ΟC. 
 
 Στην συνέχεια χρησιµοποιήσαµε τις αποικίες που αναπτύχθηκαν στις στερεές 
καλλιέργειες και κάναµε λύση των βακτηριακών κυττάρων και αποµόνωση του 
βακτηριακού (χρωµοσωµικού) DNA ακολουθώντας το παρακάτω πρωτόκολλο: 
 

• Προσθέτουµε 20 µl διαλύµατος SDS-NaOH (lysis buffer) σε ένα eppendorf. 
Αυτό το διάλυµα θα προκαλέσει την λύση των κυττάρων. Το SDS είναι ένας ιοντικός 
αποδιατακτικός παράγοντας που διαλύει τα λιπιδικά συστατικά του κυτταρικού 
φακέλου και προκαλεί την µετουσίωση των κυτταρικών πρωτεϊνών. Το NaOH κάνει 
το διάλυµα αλκαλικό. 
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• Χρησιµοποιώντας αποστειρωµένη οδοντογλυφίδα µαζεύουµε µικρή ποσότητα 

κυττάρων από τις αποικίες της P.entomophila και κατόπιν τοποθετούµε την 
οδοντογλυφίδα στο lysis buffer. Ανακινούµε καλά. 

 
• Τοποθετούµε το eppenforf σε υδατόλουτρο στους 95 ΟC για 15 λεπτά. 

 
• Προσθέτουµε 180 µl αποστειρωµένο απιονισµένο νερό και αναδεύουµε. 

 
• Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις 4000 rpm. Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης 

∆ΕΝ µεταφέρουµε το υπερκείµενο σε νέο eppendorf, για να αποφύγουµε την 
ανάµειξη του βακτηριακού DNA µε τις κατακρηµνισµένες πρωτεϊνες. 

 
• Αποθήκευση στους -20 ΟC. 

 
 Το χρωµοσωµικό DNA που αποµονώθηκε µε την παραπάνω διαδικασία 
χρησιµοποιήθηκε ως DNA µήτρα για την PCR. 
 
 
 
 
 
 

     2.4.2  Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
 
 
 Το γονίδιο της ροδανάσης βρίσκεται σε DNA µήτρα από όπου και θα 
ενισχυθεί µε την αντίδραση της PCR.  Προστέθηκαν: το χρωµοσωµικό DNA του 
βακτηρίου, το ρυθµιστικό διάλυµα της πολυµεράσης (Taq polymerase στο παρόν 
πείραµα, της Hytest), τα τριφωσφορικά νουκλεοτίδια (dNTPs), οι εκκινητές 
(primers) και H2O. 
 
 Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι: 
 

• PSEEN4960F2 
(5' – CTG GAG ATC GTG GAT GAC TGA – 3') και 
 

• PSEEN4960R2 
(5' – ACA AGC GGG ATT TCA TTG AG – 3') 
 
 Oι εκκινητές παραλαµβάνονται σε λυοφιλισµένη µορφή και διαλύθηκαν σε 
1ml ddH2O. H συγκέντρωση της Taq πολυµεράσης (Hytest) είναι 5 u/µL. Η 
συγκέντρωση stock του buffer για την Taq είναι 10x, ενώ η τελική του συγκέντρωση 
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πρέπει να είναι 1x. Ο τελικός όγκος της αντίδρασης ήταν 150 µl. Πριν την 
τοποθέτηση του µείγµατος (master mix) στην συσκευή της PCR πραγµατοποιήθηκε 
καλή ανάµειξη όλων των συστατικών και µοίρασµα του µείγµατος στα ειδικά PCR 
tubes (25 µ/L το καθένα). Οι ποσότητες των συστατικών καθώς και οι συνθήκες της 
αντίδρασης δίνονται παρακάτω: 
 

ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ (stock) ΠΟΣΟΤΗΤΕΣ (µL) 

Buffer της Taq (10x) 15 

Taq πολυµεράση (5 u/µL) 1,2 

dNTPs (25 mM) 1,5 

Primer PSEEN4960F2 (100 pmol/µL) 1,63 

Primer PSEEN4960R2 (16 pmol/µL) 3,75 

DNA µήτρα 12 

MgCl2  (50 mM) 6 

ddH2O 109 

ΤΕΛΙΚΟΣ ΟΓΚΟΣ 150 
 
 Παρατήρηση: Το χλωριούχο µαγνήσιο MgCl2  απαιτείται για την καλύτερη 
δράση της Taq πολυµεράσης, η οποία παρουσιάζεται στους 72 ΟC. 
 
 Εισάγουµε τα δείγµατα στην συσκευή της PCR και την ρυθµίζουµε ώστε να 
εκτελέσει 25 κύκλους. Τα στάδια του κάθε κύκλου είναι τα παρακάτω: 
 

1. Αρχικό στάδιο αποδιάταξης:   2 min    στους    95 ΟC 
 

2. Αποδιάταξη:                            20 sec   στους    95 ΟC 
3. Υβριδισµός των εκκινητών:    20 sec   στους    54 ΟC 
4. Επιµήκυνση:                            1 min    στους    72 ΟC 

 
5. Επανάληψη των σταδίων 2, 3, και 4            24 φορές 

 
6. Τελική επιµήµυνση:                 2 min    στους    72 ΟC 

 
 Μετά το τέλος της αντίδρασης τα προϊόντα της PCR διατηρούνται στους 4 ΟC. 
Ακολούθησε η ηλεκτροφόρησή τους σε πήκτωµα αγαρόζης. 
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2.4.3   Οριζόντια ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 
 
 
 Για τον διαχωρισµό των τµηµάτων DNA και τον προσδιορισµό του µεγέθους 
του καθενός χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της ηλεκτροφόρησης. 
 Χρησιµοποιείται πηκτή αγαρόζης 0,8% ή 1%, ανάλογα µε το µέγεθος του 
DNA που θέλουµε να διαχωρίσουµε και να ανιχνεύσουµε. Ενδεικτικά η αντιστοιχία 
φαίνεται στον παρακάτω πίνακα: 
 
 
 

Ποσοστό αγαρόζης (%) Μέγεθος µορίων DNA (kb) 

0,3 60 – 5  

0,6 20 – 1 

0,7 10 – 0,8 

0,9 7 – 0,5 

1,2 6 – 0,4 

1,5 4 – 0,2 

2 3 – 0,1 
 
 Για την διεξαγωγή της παρούσας εργασίας χρησιµοποιήθηκε σε όλες τις 
περιπτώσεις ηλεκτροφόρησης πήκτωµα αγαρόζης 0,8%, αφού το µέγεθος του 
γονιδίου της ροδανάσης που θέλουµε να ανιχνεύσουµε είναι 810 ζεύγη βάσεων 
περίπου. 
 

• Για 100 ml gel αγαρόζης 0,8% προσθέσαµε: 
0,8 gr αγαρόζη + 10 ml TBE buffer 10x (Tris/Boric Acid/EDTA buffer, της εταιρίας 
Biorad)  +       90 ml ddH2O. 
Το TBE θεωρείται πολύ καλό ρυθµιστικό διάλυµα για την ηλεκτροφόρηση διότι 
παρουσιάζει µικρή αντίσταση στο ηλεκτρικό ρεύµα και το DNA “τρέχει” οµαλά. 
 

• Θερµάναµε το διάλυµα της αγαρόζης µέχρι να διαλυθεί ολόκληρη η ποσότητά 
της και να γίνει διαυγές. Αφήσαµε λίγο να κρυώσει και προσθέσαµε 10 µL 
βρωµιούχο αιθίδιο (stock 10 mg/ml). 

• Τοποθετήσαµε το διάλυµα στην συσκευή ηλεκτροφόρησης και το αφήσαµε να 
πήξει.  

• Αφού έπηξε, η συσκευή πληρώθηκε µε TBE buffer 10x  µέχρι να καλυφθεί η 
πηκτή και φορτώθηκαν τα δείγµατά µας στις ειδικές υποδοχές (πηγαδάκια) 
της πηκτής, αφού τους προσθέσαµε loading buffer 5x (BIO-RAD), µια ειδική 
ουσία που κρατάει τα δείγµατα µέσα στα πηγαδάκια. 
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• Συνδέσαµε τα ηλεκτρόδια της ηλεκτροφορητικής συσκευής µε την συσκευή 
τροφοδότησης έτσι ώστε το θετικό ηλεκτρόδιο να βρίσκεται στο κάτω µέρος 
της συσκευής, όπου και κατευθύνονται τα δείγµατα τα οποία είναι αρνητικά 
φορτισµένα. 

• Εφαρµόστηκε τάση ~100V και µετά από 30-45 λεπτά έγινε δυνατή η 
ανίχνευση του DNA µε την µορφή ζωνών κάτω από το υπεριώδες φως. Η 
ουσία που καθιστά δυνατή την ανίχνευση είναι το βρωµιούχο αιθίδιο,το οποίο 
απορροφά στο υπεριώδες και του οποίου τα µόρια ενσωµατώνονται στις 
διπλές έλικες του DNA. 

• Ο προσδιορισµός του µεγέθους των ζωνών έγινε µε σύγκρισή τους µε τον 
µάρτυρα (marker) του µοριακού βάρους της εταιρίας Biolabs. 

 
 
 
 

      2.4.4   Καθαρισµός του προϊόντος της PCR 
 
 Μετά το πέρας της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης το προϊόν 
καθαρίστηκε µε την χρήση του QIAPREP PCR Purification Kit της QIAGEN.  
 Για τον καθαρισµό ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο σύµφωνα µε τις οδηγίες του 
προµηθευτή. 

2.5   Κλωνοποίηση του γονιδίου της ροδανάσης 

 
 Πραγµατοποιήθηκε µε το StrataClone TM  PCR Cloning Kit. Το kit 
εκµεταλλεύεται την συνδυαστική δράση της τοποϊσοµεράσης I από τον ιό Vaccinia 
και της Cre ρεκοµπινάσης του βακτηριοφάγου P1. 
 Το StrataClone TM  vector mix περιέχει 2 τµήµατα DNA, που το καθένα είναι 
φορτισµένο µε την τοποϊσοµεράση I στο ένα του άκρο και περιέχει αλληλουχία 
αναγνώρισης loxP στο άλλο άκρο. Τα άκρα της τοποϊσοµεράσης έχουν ουρά 
ουριδίνης (U-overhang) κι έτσι το προϊόν της PCR ενισχυµένο µε Taq πολυµεράση 
(έχει ουρά αδενίνης, Α-overhang) συνδέεται ανάµεσα στα τµήµατα του DNA µε µια 
5λεπτη αντίδραση σύνδεσης (ligation) µέσω ταίριασµα βάσεων A-U. Το γραµµικό 
µόριο DNA (τµήµα DNA – PCR product – τµήµα DNA) που προκύπτει 
µετασχηµατίζεται κατόπιν στα δεκτικά κύτταρα του kit, τα οποία είναι ειδικά 
φτιαγµένα για να εκφράζουν την Cre ρεκοµπινάση. Το ένζυµο Cre ρεκοµπινάση 
καταλύει τον ανασυνδυασµό µεταξύ των 2 αλληλουχιών loxP και δηµιουργείται έτσι 
το κυκλικό µόριο pSC-A το οποίο είναι ιδανικό για αναπαραγωγή σε καλλιέργειες µε 
θρεπτικό µέσο παρουσία αµπικιλίνης. O pSC-A vector περιέχει επίσης το γονίδιο 
lacZ' για διαχωρισµό µπλε-άσπρων αποικιών. 
 Η διαδικασία της κλωνοποίησης διεκπεραιώθηκε σύµφωνα µε τις οδηγίες του 
προµηθευτή.  
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2.6   Μέθοδος επιλογής µπλε/άσπρων αποικιών 

  
 
 Επιστρώνουµε τα κύτταρα που προέκυψαν απο την κλωνοποίηση (περιέχουν το 
ανασυνδυασµένο πλασµίδιο pSC-A) σε τρυβλία µε θρεπτικό µέσο LB, αµπικιλίνη 
100µg/ml και 20 µ/L X-gal (stock 40mg/ml σε DMF, διµεθυλοφορµαµίδη). Τα 
βάζουµε για επώαση στους 37 ΟC για 16 ώρες. 
 Οι αποικίες των βακτηρίων που µεγάλωσαν διαχωρίζονται σε µπλε και άσπρες 
αποικίες. Επιλέχθηκαν οι αποικίες από το στερεό υπόστρωµα που περιέχουν το 
ανασυνδυασµένο πλασµίδιο. Οι τελευταίες έχουν άσπρο χρώµα εξαιτίας του 
γονιδίου lacZ' , το οποίο καταργεί την δράση της β-γαλακτοσιδάσης να µεταβολίζει 
το X-gal κι έτσι τα βακτήρια σχηµατίζουν άσπρες αποικίες. Τα βακτήρια που δεν 
έχουν πάρει το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο αλλά άθικτο, σχηµατίζουν µπλε αποικίες 
λόγω µεταβολισµού του X-gal. Βέβαια, κάποια βακτήρια που δεν έχουν πάρει 
καθόλου το πλασµίδιο δεν θα επιβιώσουν στο θρεπτικό µέσο, αφού δεν κατέχουν 
από µόνα τους τα γονίδια ανθεκτικότητας στο αντιβιοτικό, στην συγκεκριµένη 
περίπτωση την αµπικιλίνη. 
 Ενοφθαλµίζουµε τις άσπρες αποικίες σε υγρό, αποστειρωµένο LB και τις 
αφήνουµε όλη νύχτα στον αναδευτήρα στους 37 ΟC. 
 Παρασκευάστηκε stock γλυκερόλης των µετασχηµατισµένων βακτηρίων. 
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ΕΙΚΟΝΑ 18:  Μέθοδος κλωνοποίησης µε το StrataClone TM PCR cloning kit 
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2.7  Επιβεβαίωση της επιτυχίας της κλωνοποίησης µε πέψη µε 
περιοριστικές ενδονουκλεάσες 

  
 
 
2.7.1  Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µικρή κλίµακα (mini preparation) 
 
 Το επόµενο βήµα ήταν η αποµόνωση του πλασµιδιακού DNA από τις υγρές 
καλλιέργειες των άσπρων αποικιών. Χρησιµοποιήθηκε το kit NucleoSpin Plasmid 
της εταιρίας MACHEREY NAGEL. Ακολουθήθηκε η διαδικασία της αποµόνωσης 
σύµφωνα µε τις οδηγίες του προµηθευτή. 
 
 
 
2.7.2  Πέψη µε ενδονουκλεάσες περιορισµού 
 
 Προκειµένου να επιβεβαιώσουµε οτί τα βακτήρια έχουν όντως πάρει το 
ανασυνδυασµένο πλασµίδιο, εκτελούµε µια αντίδραση πέψης του αποµονωµένου 
πλασµιδιακού DNA µε συγκεκριµένες περιοριστικές ενδονουκλεάσες. 
 
 Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες αναγνωρίζουν ειδικές αλληλουχίες του 
δίκλωνου DNA µήκους 4 έως 8 νουκλεοτιδίων. Λέγονται ενδονουκλεάσες διότι 
κόβουν το DNA στο εσωτερικό του µορίου και όχι στα άκρα του και περιοριστικές 
διότι η δραστικότητά τους περιορίζεται σε ξένο DNA.                      
 Λόγω της συµπληρωµατικότητας των αλυσίδων του DNA τα ένζυµα 
περιορισµού κόβουν και τις 2 αλυσίδες. Οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες που 
αναγνωρίζονται είναι συνήθως παλίνδροµες, που σηµαίνει οτί οι αλληλουχίες στις 2 
αλυσίδες του DNA είναι ίδιες στο σηµείο αναγνώρισης, ώστε µετά το κόψιµο να 
δηµιουργούνται µονόκλωνες συµπληρωµατικέσ ουρές στο DNA. 
 
 Για την συγκεκριµένη αντίδραση πέψης χρησιµοποιήθηκαν τα ένζυµα 
περιορισµού Apa I και Sac I της New England Biolabs (NEB).   
 

• Το ένζυµο Apa I αναγνωρίζει την αλληλουχία GGGCC/C και η συγκέντρωσή 
του είναι 50 u/µL. Η θερµοκρασία επώασής του είναι στους 37 ΟC και 
εµφανίζει την µέγιστη δραστηριότητά του στο buffer 4 της ίδιας εταιρίας. 

• Το ένζυµο Sac I αναγνωρίζει την αλληλουχία GAGCT/C και η συγκέντρωσή 
του είναι 20 u/µL. Η θερµοκρασία επώασής του είναι στους 37 ΟC και 
εµφανίζει την µέγιστη δραστηριότητά του στα buffer 1 και 4 της ίδιας 
εταιρίας. 

 
 Για να πραγµατοποιήσουµε την πέψη θα χρησιµοποιήσουµε το NEBuffer 4. To 
buffer 4 είναι 10x συµπυκνωµένο και πρέπει να χρησιµοποιηθεί σε τελική 
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συγκέντρωση 1x.  
 Οι ποσότητες των αντιδραστηρίων για την αντίδραση της πέψης φαίνονται στον 
παρακάτω πίνακα. 
 

ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ (stock) ΠΟΣΟΤΗΤΕΣ (µL) 

Buffer 4 (10x) 2 

Apa I (50 u/µL) 1 

Sac I (20 u/µL) 1 

Plasmid DNA 8 

ddH2O 8 

ΤΕΛΙΚΟΣ ΟΓΚΟΣ 20 
 
 Μετά την προσθήκη όλων των αντιδραστηρίων σε eppendorf, έγινε καλό vortex 
του δείγµατος και spin down για µερικά δευτερόλεπτα. 
 Το δείγµα επωάστηκε για 2,5 ώρες στους 37 ΟC.  
Ακολούθησε η ηλεκτροφόρηση της πέψης σε πήκτωµα αγαρόζης. 
 
 
 

2.8  Αλληλούχηση (sequencing) 

 
 To ανασυνδυασµένο πλασµίδιο στάλθηκε στην εταιρία Macrogen (Κορέα) για 
αλληλούχηση. Το αποτέλεσµα δεν ήταν ικανοποιητικό και αποφασίσαµε να 
επαναλάβουµε το πείραµα από την αρχή χρησιµοποιώντας νέους εκκινητές και 
καινούρια, υψηλής πιστότητας πολυµεράση. 
 
  
 

2.9  Ενίσχυση του γονιδίου της ροδανάσης µε την τεχνική της PCR, 
χρησιµοποιώντας νέους εκκινητές και υψηλής πιστότητας (High 
Fidelity) πολυµεράση 

 
 Το πείραµα ξεκίνησε από την αρχή, αυτή τη φορά µε καινούρια, υψηλής 
πιστότητας πολυµεράση για να µειωθεί η πιθανότητα λάθους κατά την διάρκεια της 
αλυσιδωτής αντίδρασης. 
 
 
2.9.1  Αποµόνωση βακτηριακού DNA 
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 Ως DNA µήτρα για την PCR χρησιµοποιήθηκε χρωµοσωµικό DNA που 
αποµονώθηκε απο στερεές καλλιέργεις του άγριου τύπου Pseudomonas entomophila. 
 Η πορεία της αποµόνωσης ήταν η ίδια µε παραπάνω (βλ. 2.3.1). 
 
 
2.9.2  Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 
 
 Προστέθηκαν: Το χρωµοσωµικό DNA του βακτηρίου P.entomophila, το 
ρυθµιστικό διάλυµα της πολυµεράσης, τα τριφωσφορικά νουκλεοτίδια (dNTPs), οι 
εκκινητές (primers), και ddH2O. Oι εκκινητές παραλαµβάνονται σε λυοφιλισµένη 
µορφή και διαλύθηκαν σε 1ml ddH2O. 
 

• H πολυµεράση που χρησιµοποιήθηκε είναι η PHUSION High Fidelity DNA 
Polymerase (FINNZYMES). Η συγκέντρωση του stock είναι 2 u/µL, ενώ 
χρησιµοποίησαµε τελική συγκέντρωση 0.5 u/µL.  

 
• Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι: 

 
1. PSEEN4960F2N 

 
(5' – GAC CTA GGC TGG AGA TCG TGG ATG ACT GA – 3') ο οποίος περιέχει 
την θέση αναγνώρισης για το περιοριστικό ένζυµο BamH I (NEB) στο 5' άκρο και  
 

2. PSEEN4960R2N 
 
(5' – AGA AGC TTA CAA GCG GGA TTT CAT TGA G – 3') ο οποίος περιέχει την 
θέση αναγνώρισης για το περιοριστικό ένζυµο Hind III (NEB) στο 5' άκρο. 
  
 Σε κίτρινο πλαίσιο σηµειώνονται οι αλληλουχίες που αναγνωρίζουν οι 
περιοριστικές ενδονουκλεάσες BamH I και Hind III (ΝΕΒ). 
 

• Το buffer της High Fidelity πολυµεράσης είναι 5x συµπυκωµένο, ενώ 
χρησιµοποιήσαµε 1x τελική συγκέντρωση. Το buffer περιέχει MgCl2 για 
αποδοτικότερη δράση της πολυµεράσης, οπότε δεν προσθέσαµε καθόλου στο 
master mix της PCR. 

 
• Ο τελικός όγκος της αντίδρασης ήταν 150 µl. Πριν την τοποθέτηση του 

µείγµατος στην συσκευή της PCR πραγµατοποιήθηκε καλή ανάµειξη όλων 
των συστατικών και µοίρασµα του µείγµατος στα ειδικά PCR tubes (25 µ/L το 
καθένα). Οι ποσότητες των συστατικών καθώς και οι συνθήκες της 
αντίδρασης δίνονται παρακάτω. 
ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ (stock) ΠΟΣΟΤΗΤΕΣ (µL) 
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Buffer της Phusion πολυµεράσης (5x) 30 

Phusion HiFi DNA Polymerase (2 u/µL) 1,5 

dNTPs (25 mM) 1,5 

Primer PSEEN4960F2N (6,7 µM) 8,95 

Primer PSEEN4960R2N (23,9 µM) 2,5 

DNA µήτρα 12 

ddH2O 93,55 

ΤΕΛΙΚΟΣ ΟΓΚΟΣ 150 
 
 Εισάγουµε τα δείγµατα στην συσκευή της PCR και την ρυθµίζουµε ώστε να 
εκτελέσει 30 κύκλους. Τα στάδια του κάθε κύκλου είναι τα παρακάτω: 
 

7. Αρχικό στάδιο αποδιάταξης:   2 min    στους    98 ΟC 
 

8. Αποδιάταξη:                            20 sec   στους    98 ΟC 
9. Υβριδισµός των εκκινητών:    20 sec   στους    65 ΟC 
10. Επιµήκυνση:                            30 sec    στους    72 ΟC 

 
11. Επανάληψη των σταδίων 2, 3, και 4            29 φορές 

 
12. Τελική επιµήµυνση:                 30 min    στους    72 ΟC 

 
 Μετά το τέλος της αντίδρασης τα προϊόντα της PCR διατηρούνται στους 4 ΟC. 
  
 ΣΗΜΕΙΩΣΗ:  Η High Fidelity Polymerase έχει την ιδιότητα να παράγει 
τµήµατα µε τυφλά άκρα (bland ends), κάτι το οποίο είναι ανεπιθύµητο γιατί αυτά τα  
τµήµατα θα χρησιµοποιηθούν για κλωνοποίηση µε το StrataClone TM  kit. To kit αυτό 
πραγµατοποιεί την αντίδραση σύνδεσης (ligation) του προϊόντος της PCR στον 
ειδικό φορέα µέσω ταιριάσµατος βάσεων A-U, εποµένως είναι απαραίτητο τα 
τµήµατα του DNA απο την PCR να έχουν ουρά αδενίνης στα άκρα τους. 
 Για τον σκοπό αυτό, λίγο πριν την έναρξη του τελικού σταδίου της επιµήκυνσης 
στην διαδικασία της PCR, προσθέσαµε στο κάθε PCR tube των 25 µL από 1µL Taq 
πολυµεράση (HyTest, stock 5 u/µL). Η Taq πολυµεράση έχει την ιδιότητα κατά την 
διάρκεια της ενίσχυσης των τµηµάτων DNA να προσθέτει αδενίνη στα άκρα τους, 
δηµιουργώντας έτσι την ουρά αδενίνης (A-overhang) που είναι απραίτητη για την A-
U κλωνοποίηση. 
 Προκειµένου να δωθεί ο απαραίτητος χρόνος στην Taq πολυµεράση να δράσει, 
το στάδιο της τελικής επιµήκυνσης είναι ιδιαίτερα παρατεταµένο (30 λεπτά, ενώ θα 
αρκούσανε 5).     
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2.10  Καθαρισµός του προϊόντος της PCR από την πηκτή αγαρόζης 

 
 
 Μετά το πέρας της PCR φορτώθηκε όλη η ποσότητα του προϊόντος σε πηκτή 
αγαρόζης και ηλεκτροφορήθηκε στα 100V µέχρι να τρέξει αρκετά το δείγµα. 
 Κατόπιν έγινε εξαγωγή του τµήµατος DNA που αντιστοιχεί στο επιθυµητό 
γονίδιο (ροδανάση) µε την βοήθεια ενός αποστειρωµένου ξυραφιού. Η εξαγωγή 
πραγµατοποιήθηκε µε προσοχή ώστε να ελαχιστοποιηθεί όσο το δυνατόν ο όγκος 
της πηκτής. 
 Χρησιµοποιήθηκε έπειτα το GEL EXTRACTION kit της QIAGEN για τον 
καθαρισµό του γονιδίου. Η διαδικασία διεκπεραιώθηκε σύµφωνα µε τις οδηγίες του 
προµηθευτή. 
 
 
 

2.11  Κλωνοποίηση του γονιδίου της ροδανάσης 

 
 
  Πραγµατοποιήθηκε µε το StrataClone TM  PCR Cloning Kit. 
Η διαδικασία της κλωνοποίησης διεκπεραιώθηκε σύµφωνα µε τις οδηγίες του 
προµηθευτή (βλ. 2.4).  
 Επιστρώνουµε τα κύτταρα που προέκυψαν απο την κλωνοποίηση (περιέχουν το 
ανασυνδυασµένο πλασµίδιο pSC-A) σε τρυβλία µε θρεπτικό µέσο LB, αµπικιλίνη 
100µg/ml και 20 µ/L X-gal (stock 40mg/ml σε DMF). Τα βάζουµε για επώαση στους 
37 ΟC για 16 ώρες. 
 Οι αποικίες των βακτηρίων που µεγάλωσαν διαχωρίζονται σε µπλε και άσπρες 
αποικίες. Επιλέχθηκαν οι αποικίες από το στερεό υπόστρωµα που περιέχουν το 
ανασυνδυασµένο πλασµίδιο (άσπρες). Ενοφθαλµίζουµε τις άσπρες αποικίες σε υγρό, 
αποστειρωµένο LB και τις αφήνουµε όλη νύχτα στον αναδευτήρα στους 37 ΟC. 

 

2.12   Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA 

 
 Αποµονώθηκε το πλασµιδιακό DNA από τις υγρές καλλιέργειες βακτηρίων που 
προήλθαν από άσπρες αποικίες. Χρησιµοποιήθηκε το kit NucleoSpin Plasmid της 
εταιρίας MACHEREY NAGEL. Ακολουθήθηκε η διαδικασία της αποµόνωσης 
σύµφωνα µε τις οδηγίες του προµηθευτή. 
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2.13  Αντίδραση διπλής πέψης 

 
       Το επόµενο βήµα ήταν η πέψη του αποµονωµένου πλασµιδιακού DNA, καθώς και 

του πλασµιδιακού φορέα pET-20b(+), µε την χρήση των περιοριστικών ενζύµων 
BamH I και Hind III (NEB, New England Biolabs).  

 
• Το ένζυµο BamH I αναγνωρίζει την αλληλουχία G/GATCC και η 

συγκέντρωσή του είναι 20 u/µL. Η θερµοκρασία επώασής του είναι στους      
37 ΟC και εµφανίζει την µέγιστη δραστηριότητά του στα buffer 2, 3 και 4 της 
ίδιας εταιρίας. 

• Το ένζυµο Hind III αναγνωρίζει την αλληλουχία A/AGCTT και η 
συγκέντρωσή του είναι 20 u/µL. Η θερµοκρασία επώασής του είναι στους     
37 ΟC και εµφανίζει την µέγιστη δραστηριότητά του στo buffer 2 της ίδιας 
εταιρίας. 

 
        Για να πραγµατοποιήσουµε την πέψη θα χρησιµοποιήσουµε το NEBuffer 2. To 
buffer 2 είναι 10x συµπυκνωµένο και πρέπει να χρησιµοποιηθεί σε τελική 
συγκέντρωση 1x.  
        Οι ποσότητες των αντιδραστηρίων για τις δύο πέψεις δίνονται παρακάτω. 

 
 

ΠΕΨΗ ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΑΚΟΥ DNA (ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΟ pSC-A) 
 
 

ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ (stock) ΠΟΣΟΤΗΤΕΣ (µ/L) 

Buffer 2 (10x) 4,5 

BamH I (20 u/µL) 2 

Hind III (20 u/µL) 2 

Plasmid DNA  35 

ddH2O 1,5 

ΤΕΛΙΚΟΣ ΟΓΚΟΣ 45 
  
 Μετά την προσθήκη όλων των αντιδραστηρίων σε eppendorf, έγινε καλό vortex 
του δείγµατος και spin down για µερικά δευτερόλεπτα. Το δείγµα επωάστηκε για 3 
ώρες στους 37 ΟC.  
 Παρατηρούµε οτί χρησιµοποιήθηκε ολόκληρη η ποσότητα του αποµονωµένου 
DNA κι αυτό διότι θα ακολουθήσει η εξαγωγή του ενθέµατος (γονίδιο της 
ροδανάσης) από το πήκτωµα και ο καθαρισµός του.  
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ΠΕΨΗ ΤΟΥ ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΑΚΟΥ ΦΟΡΕΑ pET-20b(+) 

  
 

ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ (stock) ΠΟΣΟΤΗΤΕΣ (µL) 

Buffer 2 (10x) 3 

BamH I (20 u/µL) 1,25 

Hind III (20 u/µL) 1,25 

pET-20b(+) vector 20 

ddH2O 4,5 

ΤΕΛΙΚΟΣ ΟΓΚΟΣ 30 
 
 Μετά την προσθήκη όλων των αντιδραστηρίων σε eppendorf, έγινε καλό vortex 
του δείγµατος και spin down για µερικά δευτερόλεπτα. Το δείγµα επωάστηκε για 3 
ώρες στους 37 ΟC.  
 
 
 

2.14  Καθαρισµός των προϊόντων των δύο πέψεων 

 
 

• Μετά το πέρας της πέψης του πλασµιδιακού DNA (πλασµίδιο pSC-A το οποίο 
περιέχει το ένθεµα-γονίδιο της ροδανάσης), φορτώθηκε όλη η ποσότητα του 
προϊόντος σε πηκτή αγαρόζης και ηλεκτροφορήθηκε στα 100V µέχρι να τρέξει 
αρκετά το δείγµα. 

 
 Κατόπιν έγινε εξαγωγή του τµήµατος DNA που αντιστοιχεί στο επιθυµητό 
γονίδιο µε την βοήθεια ενός αποστειρωµένου ξυραφιού. Η εξαγωγή 
πραγµατοποιήθηκε µε προσοχή ώστε να ελαχιστοποιηθεί όσο το δυνατόν ο όγκος 
της πηκτής. 

  Χρησιµοποιήθηκε έπειτα το GEL EXTRACTION kit της QIAGEN για τον 
καθαρισµό του γονιδίου. Η διαδικασία διεκπεραιώθηκε σύµφωνα µε τις οδηγίες του 
προµηθευτή. 
 

• Μετά το πέρας της πέψης του πλασµιδιακού φορέα pET-20b(+) το προϊόν 
καθαρίστηκε µε την χρήση του QIAPREP PCR Purification Kit της QIAGEN.  

 Για τον καθαρισµό ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο σύµφωνα µε τις οδηγίες του 
προµηθευτή. 
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2.15  Αντίδραση δεσµάσης (ligation) 

 

  Το επόµενο βήµα ήταν η σύνδεση των µορίων του κοµµένου γονιδίου της 
ροδανάσης και του κοµµένου φορέα pET-20b(+).  

   Η σύνδεση ενός τµήµατος DNA µε ένα πλασµιδιακό φορέα περιλαµβάνει τον 
σχηµατισµό φωσφοδιεστερικών δεσµών µεταξύ των φωσφορικών οµάδων στα 5' 
άκρα και των υδροξυλοµάδων στα 3' άκρα των µορίων DNA. Ο σχηµατισµός 
καταλύεται από την Τ4 DNA λιγάση (δεσµάση). 
 Για να πραγµατοποιηθεί η αντίδραση σύνδεσης µεταξύ ενός επιθυµητού 
γονιδίου και ενός φορέα, είναι απαραίτητο τα δύο αυτά αντιδραστήρια να 
βρίσκονται στην καθαρότερη δυνατή κατάσταση. Αυτό επιτυγχάνεται και στις δύο 
περιπτώσεις µε τις µεθόδους καθαρισµού που προαναφέρθηκαν. 
 Για την αντίδραση σύνδεσης (δεσµάσης) στην παρούσα εργασία 
χρησιµοποιήθηκε η T4 DNA λιγάση της FERMENTAS. Έχει ενεργότητα 1000 u και 
η συγκέντρωση της είναι 5 u/µL. 
 Ο λόγος του ενθέµατος προς τον φορέα πρέπει να είναι για την συγκεκριµένη 
αντίδραση 3:1. Το buffer της λιγάσης ειναι συµπυκνωµένο 10x, ενώ η τελική του 
συγκέντρωση πρέπει να είναι 1x. 
 Οι ποσότητες των αντιδραστηρίων που χρησιµοποιήθηκαν για την αντίδραση 
δίνονται παρακάτω: 
  

ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ (stock) ΠΟΣΟΤΗΤΕΣ (µL) 

Ligase buffer (10x) 1 

Ένθεµα ροδανάσης 3 

pET-20b(+) vector 1 

T4 DNA ligase (5 u/µL) 1 

dATP (100 mM) 1 

ddH2O 3 

ΤΕΛΙΚΟΣ ΟΓΚΟΣ 10 
 
 Επιπλέον πραγµατοποιήθηκε µια αντίδραση auto-ligation µε όλα τα παραπάνω 
αντιδραστήρια εκτός του ενθέµατος, για την επιβεβαίωση της δραστικότητας του 
ενζύµου της λιγάσης.  Για το auto-ligation αντί για τον pET-20b(+) φορέα 
χρησιµοποιήθηκε ο πλασµιδιακός φορέας PUCP20 κοµµένος µε το ένζυµο Sac I 
(NEB).         
 Σηµειώνεται οτί η χρήση µικρής ποσότητας dATP στην αντίδραση σύνδεσης 
βοηθάει την λιγάση να δρα σωστά και αποτελεσµατικά. 
 Επωάζουµε τα δείγµατα του ligation και auto-ligation στους 4 ΟC για όλη την 
νύχτα. 
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2.16   Μετασχηµατισµός κυττάρων DH5α µε ηλεκτροδιάτρηση 
(electroporation) 

  
 
 Ακολούθησε ο µετασχηµατισµός δεκτικών κυττάρων DH5α µέσω 
ηλεκτροδιάτρησης. Το πρωτόκολλο της διαδικασίας είναι το εξής: 
 

• Τα δεκτικά κύτταρα Ε.coli DH5α (200 µL το κάθε tube) από το stock (-80 ΟC) 
µεταφέρονται σε πάγο και αφήνονται να ξεπαγώσουν καλά. Τοποθετούµε 
επίσης στον πάγο τις ειδικές κυψελίδες της ηλεκτροδιάτρησης. 

 
• Προσθέτουµε τα 10 µL του προϊόντος του ligation (construct pET-20b + 

γονίδιο ροδανάσης) στο tube των 200 µL των δεκτικών κυττάρων. Παίρνουµε 
όλη την ποσότητα και την µεταφέρουµε στην κυψελίδα, την οποία έχουµε 
φροντίσει να καθαρίσουµε από την υγρασία. 

 
• Επωάζουµε στον πάγο για λίγα λεπτά και κατόπιν κάνουµε την 

ηλεκτροδιάτρηση στην ειδική συσκευή στα 2.5 kV. 
 

• Αµέσως µετά την ηλεκτροδιάτρηση µεταφέρουµε 600 µL φρέσκο 
αποστειρωµένο LB στην κυψελίδα και αναµειγνύουµε. Αυτό το βήµα πρέπει 
να γίνει πολύ γρήγορα, γιατί σε αυτό το σηµείο χάνονται πολλά βακτηριακά 
κύτταρα λόγω του sock στο οποίο υποβάλλονται. 

 
• Μεταφέρουµε τα κύτταρα σε αποστειρωµένο eppendorf και τα βάζουµε για 

επώαση για 1 ώρα στους 37 ΟC.  
 
 

• Μετά την επώαση, επιστρώνουµε 100 µL από τα µετασχησµένα κύτταρα σε 
τρυβλία Petri µε στερεό θρεπτικό µέσο. To θρεπτικό αυτό µέσο είναι LB µε το 
αντιβιοτικό αµπικλίνη σε τελική συγκέντρωση 50 µg/ml. 

 
• Επωάζουµε τις καλλιέργειες στους  37 ΟC για όλη την νύχτα. 

 
• Παρασκευάστηκε stock γλυκερόλης των µετασχηµατισµένων βακτηρίων. 
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2.17  Επιβεβαίωση της επιτυχίας του µετασχηµατισµού  

 
 
 Στα τρυβλία µε το στερεό θρεπτικό µέσο αναπτύχθηκαν αποικίες βακτηρίων. 
Προκειµένου να επιβεβαιώσουµε οτί τα µετασχηµατισµένα αυτά βακτήρια έχουν 
όντως το πλασµίδιο – construct (pET-20b + γονίδιο ροδανάσης), αποµονώσαµε 
πλασµιδιακό DNA από αυτά και το κόψαµε µε τα ένζυµα περιορισµού BamH I και 
Hind III.  
 

• Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA  
 
 Χρησιµοποιήθηκε το kit NucleoSpin Plasmid της εταιρίας MACHEREY 
NAGEL. Ακολουθήθηκε η διαδικασία της αποµόνωσης σύµφωνα µε τις οδηγίες του 
προµηθευτή. 
 
 

• Πέψη µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες 
 
 Χρησιµοποιήθηκαν τα περιοριστικά ένζυµα BamH I και Hind III (NEB, New 
England Biolabs). Οι ποσότητες των αντιδραστηρίων για την πέψη δίνονται 
παρακάτω: 
 
  

ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ (stock) ΠΟΣΟΤΗΤΕΣ (µ/L) 

Buffer 2 (10x) 2 

BamH I (20 u/µL) 1 

Hind III (20 u/µL) 1 

Plasmid DNA  15 

ddH2O 1 

ΤΕΛΙΚΟΣ ΟΓΚΟΣ 20 
 
 Μετά την προσθήκη όλων των αντιδραστηρίων σε eppendorf, έγινε καλό 
vortex του δείγµατος και spin down για µερικά δευτερόλεπτα. Το δείγµα επωάστηκε 
για 3 ώρες στους 37 ΟC.  
 H πέψη φορτώθηκε κατόπιν σε πήκτωµα αγαρόζης 0.8% και 
ηλεκτροφορήθηκε στα 100V. 
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2.18  Αλληλούχηση 

 
 Το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο στάλθηκε για αλληλούχηση στην εταιρία 
Macrogen (Κορέα). Αυτή τη φορά τα αποτελέσµατα έδειξαν απόλυτη ταύτιση της 
νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του γονιδίου µε σύγκρισή της µε την αλληλουχία του 
γονιδίου PSEEΝ4960 της Pseudomonas entomophila.  
 
 

2.19  Μετασχηµατισµός BL21(DE3) κυττάρων µε ηλεκτροδιάτρηση 

 
 Το επόµενο βήµα ήταν ο µετασχηµατισµός των δεκτικών κυττάρων 
BL21(DE3) µε την διαδικασία της ηλεκτροδιάτρησης. Τα βακτήρια αυτά σε 
συνδυασµό µε τους πλασµιδιακούς φορείς pET-20b(+) αποτελούν ιδανικούς ξενιστές 
για την έκφραση του ανασυνδυασµένου γονιδίου. 
 O µετασχηµατισµός πραγµατοποιήθηκε µε προσθήκη 1,5 µL από το πλασµίδιο 
– construct στο tube µε τα 200 µL κυττάρων BL21 και η διαδικασία συνεχίστηκε 
όπως παραπάνω (βλ. 2.16). 
 Παρασκευάστηκε stock γλυκερόλης των µετασχηµατισµένων βακτηρίων. 
 
 
 

2.20  Προσπάθεια υπερέκφρασης της πρωτεϊνης 

 
 
Α.   Έλεγχος συνθηκών υπερέκφρασης της πρωτεϊνης ροδανάσης 
 
 Για την βέλτιστη έκφραση του ενζύµου της ροδανάσης απαιτούνται η 
κατάλληλη θερµοκρασία, χρόνος επώασης και συγκέντρωση IPTG. Με την 
ακόλουθη διαδικασία γίνεται η προσπάθεια εντοπισµού αυτών των συνθηκών, µε 
απώτερο σκοπό την έκφραση του ενζύµου σε µεγάλη κλίµακα και παραλαβή 
µεγάλης ποσότητας της πρωτεϊνης. 
 Το IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) είναι ένα αντιδραστήριο το 
οποίο προάγει αποτελεσµατικά την µεταγραφή γονιδίων-στόχων και την έκφραση  
των αντίστοιχων πρωτεϊνών.  Παρασκευάστηκε σε stock 100mM. 
 Το πρωτόκολλο της διαδικασίας δίνεται παρακάτω: 
 

• Παρασκευάστηκε υγρή καλλιέργεια κυττάρων BL21(DE3), µε ενοφθαλµισµό 
βακτηρίων από το stock γλυκερόλης σε 5 ml φρέσκου, αποστειρωµένου LB 
broth µε αµπικλίνη 50 µg/ml. Η καλλιέργεια επωάστηκε στους 37 ΟC για 16 
ώρες. 
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• Ενοφθαλµίσαµε 200 ml φρέσκου, αποστειρωµένου LB µε αµπικλίνη 50 µg/ml 

µε 1,5 ml από την υγρή καλλιέργεια και επωάζουµε για 3-4.5 ώρες, έως ότου η 
οπτική πυκνότητα των καλλιεργειών να είναι περίπου 0.5, µετρηµένη στα 
600nm. 

 
• Κατόπιν η καλλιέργεια µοιράστηκε σε 6 αποστειρωµένα δοχεία, από 20 ml το 

καθένα. Στο κάθε δοχείο προστέθηκε ορισµένη ποσότητα IPTG και το καθένα 
επωάστηκε σε διαφορετική θερµοκρασία και µε διαφορετικό χρόνο επώασης. 

Προστέθηκε επίσης αµπικιλίνη 25 µg/ml (µικρή ποσότητα, διότι ένα ποσοστό της 
αµπικιλίνης αποδοµήθηκε µε την επώαση των 4.5 ωρών). 
 Στον ακόλουθο πίνακα δίνονται οι συνθήκες και η συγκέντρωση του IPTG για 
τα 6 δοχεία: 
 
 

∆οχείο 1 2 3 4 5 6 

IPTG (τελική 
συγκέντρωση) 

0.5mM 1mM 0.5mM 1mM Control Control  

Χρόνος 
επώασης 

5 ώρες 5 ώρες O/N O/N 5 ώρες O/N 

Θερµοκρασία 37 ΟC 37 ΟC R/T R/T 37 ΟC R/T 
 
ΠΙΝΑΚΑΣ 1: Ο χρόνος επώασης, η θερµοκρασία και η συγκέντρωση IPTG 100mM για το 
κάθε δοχείο. Σε 2 δοχεία δεν προστέθηκε καθόλου IPTG (control), ώστε να συγκρίνουµε 
στο SDS-PAGE gel την διαφορά στην έκφραση της πρωτεϊνης. 
ΣΗΜ: O/N = για όλη την νύχτα,  R/T = θερµοκρασία δωµατίου.  
  
 

• Μετά την επώαση των καλλιεργειών, πραγµατοποιήθηκε η µεταφορά τους σε 
παγωµένα (-20 ΟC) falcons. Συλλέξαµε τα κύτταρα µε φυγοκέντρηση των 
falcons για 15 λεπτά στις 4000 rpm στους 4 ΟC και απόχυση του 
υπερκειµένου. 

 
• Έγινε επαναδιάλυση των κυττάρων µε πρόσθεση 1 ml sonication buffer στο 

κάθε falcon. Το buffer αυτό αποτελείται από PBS (10x), PMSF (stock 100mM, 
τελική 1 mM) και λυσοζύµη. 

Το PBS (Phosphate buffered saline, της εταιρίας Sigma) περιέχει άλατα (NaCl, KCl, 
Na2HPO4, KH2PO4) και είναι ρυθµιστικό του pH. 
Το PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride, της εταιρίας Sigma) είναι αναστολέας 
πρωτεασών. Προστατεύει έτσι τις πρωτεϊνες. 
Η λυσοζύµη διασπά τους γλυκοζιτικούς δεσµούς της πεπτιδογλυκάνης του 
κυτταρικού τοιχώµατος και βοηθάει έτσι στην λύση των κυττάρων. 
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Πολύ µικρή ποσότητα λυσοζύµης προστέθηκε στο διάλυµα PBS/PMSF µε το µάτι.   
 
  

• Μεταφέραµε σε eppendorfs, τα οποία βυθίσαµε σε πάγο και αφήσαµε για 30 
λεπτά. 

 
• Πραγµατοποιήθηκε η διαδικασία του sonication, δηλαδή λύση των 

κυτταρικών µεµβρανών µε ειδική συσκευή που παράγει υπερήχους, µέχρι να 
διαφανοποιηθεί το µείγµα 

 
• Φυγοκέντρηση για 30 λεπτά τα eppendorfs , στους 4 ΟC, στις 12000 rpm. 

 
• ∆ιαχωρίσαµε τα υπερκείµενα από το κάθε eppendorf και τα µεταφέραµε σε 

νέα eppendorfs. Κρατήσαµε τα ιζήµατα. 
 

• Ηλεκτροφορήσαµε τα υπερκείµενα και τα ιζήµατα σε αποδιατακτική πηκτή 
πολυακρυλαµιδίου. 

 
 
 
 
 
B.   Ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών σε αποδιατακτικό πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 
(SDS-PAGE) 
 
 Ο διαχωρισµός των πρωτεϊνών πραγµατοποιείται µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 
ακρυλαµιδίου 12%. Αυτή, αποτελείται από δύο επιµέρους πηκτές, την πηκτή 
διαχωρισµού (separating gel) και την πηκτή επιστοίβαξης (stacking gel).  
 

• Παρασκευάστηκε πήκτωµα διαχωρισµού 12%. Στον παρακάτω πίνακα 
δίνονται τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν: 

 
 

            ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ ΠΟΣΟΤΗΤΑ 

Απιονισµένο Η20 4,9 ml 

Ακρυλαµίδιο  6 ml 

Tris - HCl (pH 8,8) 3,8 ml 

SDS 10% 0,15 ml 

APS 10% 0,15 ml 
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TEMED 6 µL 

ΤΕΛΙΚΟΣ ΟΓΚΟΣ 15 ml 

 

 Τα APS (ammonium persulfate) και TEMED (τετραµεθυλοδιαµίνη) 
προστέθηκαν στο τέλος καθώς είναι υπεύθυνα για τον πολυµερισµό του 
ακρυλαµιδίου. 
 

• Φορτώσαµε το µείγµα στην κάθετη συσκευή ηλεκτροφόρησης και 
προσθέσαµε µικρή ποσότητα ισοπροπανόλης στην κορυφή για την 
ευθυγράµµιση της επιφάνειας της πηκτής. 

 
• Αφού έπηψε αφαιρέθηκε η ισοπροπανόλη µε την βοήθεια διηθητικού χαρτιού 

και προστέθηκε στην συσκευή, πάνω από το πήκτωµα διαχωρισµού, ένα 
δεύτερο πήκτωµα που ονοµάζεται πήκτωµα επιστοίβαξης 4%. Τα 
αντιδραστήρια για την κατασκευή δίνονται παρακάτω: 

 

 

ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ ΠΟΣΟΤΗΤΑ 

Απιονισµένο Η20 3,4 ml 

Ακρυλαµίδιο  0,83 ml 

Tris - HCl (pH 6,8) 0,63 ml 

SDS 10% 0,05 ml 

APS  0,05 ml 

TEMED 5 µL 

ΤΕΛΙΚΟΣ ΟΓΚΟΣ 5 ml 

 
• Τα δείγµατα προετοιµάστηκαν για την φόρτωση στην πηκτή µε προσθήκη 

loading buffer (2x) και βράσιµο στους 100 ΟC για µερικά λεπτά. 
 

• Φορτώθηκαν τα δείγµατα καθώς και ο µάρτυρας µοριακού βάρους (Protein 
marker, Broad Range 2-212kDa, Biolabs) στις ειδικές υποδοχές της πηκτής 
και προστέθηκε το ειδικό buffer ηλεκτροφόρησης (Tris / γλυκίνη / SDS, 10x). 

 
•  Η ανάλυση των πρωτεϊνών έγινε µε εφαρµογή ρεύµατος 120V για 1 ώρα 

περίπου. 
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• Το πήκτωµα χρωµατίστηκε κατόπιν µε διάλυµα coomasie (χρωστική κυανούν 
coomasie 0,25%, οξικό οξύ 10%, µεθανόλη 45%) για 15 λεπτά. 

 
• Η εµφάνιση των πρωτεϊνικών ζωνών έγινε µε αποχρωµατισµό της πηκτής µε 

το διάλυµα αποχρωµατισµού (οξικό οξύ 10%, µεθανόλη 45%).  
 
 
 
 
Γ.   Έλεγχος της υπερέκφρασης της πρωτεϊνης µε εφαρµογή νέων συνθηκών 
 
 Το πείραµα της εύρεσης των κατάλληλων συνθηκών της υπερέκφρασης της 
πρωτεϊνης επαναλήφθηκε, αυτή τη φορά µε νέες συνθήκες.  
 

• Παρασκευάστηκε υγρή καλλιέργεια κυττάρων BL21(DE3), µε ενοφθαλµισµό 
βακτηρίων από το stock γλυκερόλης σε 5 ml φρέσκου, αποστειρωµένου LB 
broth µε αµπικλίνη 50 µg/ml. Η καλλιέργεια επωάστηκε στους 37 ΟC για 16 
ώρες. 

 
• Ενοφθαλµίσαµε 430 ml φρέσκου, αποστειρωµένου LB µε αµπικλίνη 50 µg/ml 

µε 4,3 ml από την υγρή καλλιέργεια και επωάσαµε για 3-4.5 ώρες, έως ότου η 
οπτική πυκνότητα των καλλιεργειών να είναι περίπου 0.5, µετρηµένη στα 
600nm. 10 ml από αυτή την καλλιέργεια δεν θα επωαστούν περεταίρω και θα 
χρησιµοποιηθούν ως το συνολικό control της αντίδρασης. 

 
• Κατόπιν η καλλιέργεια µοιράστηκε σε 4 αποστειρωµένα δοχεία, από 100 ml 

το καθένα. Στο κάθε δοχείο προστέθηκε ορισµένη ποσότητα IPTG και το 
καθένα επωάστηκε σε διαφορετική θερµοκρασία και µε διαφορετικό χρόνο 
επώασης. 

 
 Στον ακόλουθο πίνακα δίνονται οι συνθήκες και η συγκέντρωση του IPTG για 
τα 4 δοχεία. Σηµείωση: Το IPTG είναι από καινούριο stock 0,5Μ. 
 
 

∆οχείο 1 2 3 4 

IPTG (τελική 
συγκέντρωση) 

0.5mM 0,5mM 0.5mM 0,5mM 

Χρόνος 
επώασης 

5 ώρες O/N 5 ώρες O/N 

Θερµοκρασία 37 ΟC 37 ΟC R/T R/T 
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 Χρησιµοποιήθηκαν 3 controls των 10 ml για αυτό το πείραµα: 
 

• Ένα συνολικό control, χωρίς IPTG και χωρίς περεταίρω επώαση πέρα από την 
αρχική που είδαµε οπτική πυκνότητα 0.5. 

• Ένα χωρίς IPTG, που επωάστηκε στους 37 ΟC για όλη την νύχτα. 
• Ένα χωρίς IPTG, που επωάστηκε σε θερµοκρασία δωµατίου για όλη την 

νύχτα. 
 Το πείραµα έυρεσης των συνθηκών συνεχίστηκε όπως παραπάνω (Βλ. 2.20 Α 
και Β). 
 
 
 
∆.  Καθαρισµός πρωτεϊνης µε στήλη νικελίου. 
 
 
 Ο πλασµιδιακός φορέας pET-20b(+) φέρει µια αλληλουχία 6 His στο C-τελικό 
του άκρο. Η πρωτεϊνη ροδανάση που προκύπτει από την έκφραση του γονιδιώµατος 
του ανασυνδυασµένου βακτηρίου λοιπόν φέρει µια ουρά 6 ιστιδινών στο C-
καρβοξυτελικό της άκρο κι έτσι µπορεί να καθαριστεί µε την τη χρήση στήλης που 
περιέχει το µεταλλοϊόν νικέλιο. Η πρωτεϊνη περνάει µέσα από στήλη που περιέχει 
καθηλωµµένα ιόντα νικελίου, τα οποία προσδένονται ισχυρά στην πολυιστιδινική 
ουρά, συγκρατώντας έτσι την πρωτεϊνη στο εσωτερικό της στήλης. Όλες οι 
υπόλοιπες πρωτεϊνες που δεν περιέχουν ιστιδίνες στο C-τελικό τους άκρο περνάνε 
µέσα από την στήλη χωρίς συγκράτηση στο εσωτερικό της. 
 Η πρωτεϊνη κατόπιν εκλούεται µε ιµιδαζόλιο, το οποίο ανταγωνίζεται τις 
ιστιδίνες για την σύνδεση στο νικέλιο και γίνεται έτσι η παραλαβή της πρωτεϊνης 
από την στήλη. 
  
Η διαδικασία καθαρισµού της ροδανάσης µε στήλη νικελίου ήταν η εξής: 
 

• Εξισορρόπηση της στήλης: Προσθέσαµε PBS (1x) σε 200 µL στήλης νικελίου, 
ανακινήσαµε καλά και φυγοκεντρήσαµε για 1 λεπτό στις 13000 rpm. 
Αφαιρέσαµε προσεκτικά το υπερκείµενο και επαναλάβαµε άλλες 3 φορές. 

 
• Σε σύριγγα που έχει επενδυθεί µε υαλοβάµβακα στον πάτο της (λειτουργεί ως 

στεγανό της στήλης) έγινε η προσθήκη της στήλης. 
 

• Προσθέσαµε τα υπερκείµενα από το προηγούµενο πείραµα στην στήλη. 
 

• Επωάσαµε την στήλη σε πάγο (4 ΟC) µε ταυτόχρονη ανάδευση για όλη την 
νύχτα, ώστε να γίνει η δέσµευση της πρωτεϊνης στην στήλη. 

 
• Φυγοκέντρηση της στήλης για 2 λεπτά, 13000 rpm. Το υπερκείµενο είναι το 
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flow-through, το οποίο περιέχει όλες τις πρωτεϊνες που δεν συγκρατήθηκαν 
από την στήλη. Τοποθετήθηκε το flow-through σε eppendorf. 

 
• Έγινε κατόπιν η πλύση της στήλης µε PBS (1x) για να απορριφθούν τυχόν 

πρωτεϊνες µικρής συγγένειας που έχουν συνδεθεί στην στήλη. Έγιναν 6 
πλύσεις. 

 
• Έκλουση της στήλης µε διάλυµα ιµιδαζολίου / PBS (0.4 gr ιµιδαζόλιο σε 20 

ml PBS 1x). Προσεκτική ανακίνηση και φυγοκέντρηση για 2 λεπτά, 13000 
rpm. Τοποθέτηση της έκλουσης σε eppendorf.  Έγιναν 6 εκλούσεις. 

 
• Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου του flow-through, των 

πλύσεων και των εκλούσεων. Η ηλεκτροφόρηση γίνεται για να διαπιστωθεί 
οτί η πρωτεϊνη βρίσκεται στις εκλούσεις και όχι στις πλύσεις ή το flow-
through. 

 
 
 
 
 
 
 
E.  Τεχνική ανοσοαποτύπωσης τύπου WESTERN. 
 
 Για την επιβεβαίωση των ζωνών στην πηκτή ακρυλαµιδίου που 
αντιπροσωπεύουν τις υπό µελέτη πρωτεΐνες, γίνεται µεταφορά τους από το 
αποδιατακτικό πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου σε µεµβράνη PVDF µε την εφαρµογή 
ηλεκτρικού δυναµικού σε αυτές. Οι πρωτεΐνες, οι οποίες έχουν αρνητικό φορτίο 
λόγω της σύνδεσής τους µε το SDS, υπό την εφαρµογή ηλεκτρικού πεδίου κινούνται 
προς την άνοδο. Έτσι, µεταφέρονται διαµέσου της πηκτής και καθηλώνονται στο 
πλέγµα της µεµβράνης µε την βοήθεια υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων. Με την 
τεχνική αυτή επιτυγχάνεται η ανίχνευση των καθηλωµένων πρωτεϊνών µε την χρήση 
κατάλληλων αντισωµάτων. 
Η διαδικασία έχει ως εξής:  
 

• Μια µεµβράνη PVDF, ίδιων διαστάσεων µε το πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου, 
ενεργοποιήθηκε µε εµβάπτιση για 5 λεπτά σε µεθανόλη και στην συνέχεια 
εξισορροπήθηκε στο διάλυµα µεταφοράς (transfer buffer, Tris / γλυκίνη / 
µεθανόλη). Στο ίδιο διάλυµα εµβαπτίστηκε και το πήκτωµα καθώς και 6 
χαρτιά τύπου Whatmann 3MM και 2 σφουγγαράκια.  

 
• Ακολούθησε η διάταξη της µεταφοράς που αποτελείται κατά σειρά από: 1 

σφουγγαράκι, 3 υγρά χαρτιά τύπου Whatmann, το πήκτωµα 
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πολυακρυλαµιδίου, την µεµβράνη, 3 υγρά χαρτιά τύπου Whatmann και άλλο 1 
σφουγγαράκι. Η διάταξη αυτή τοποθετήθηκε στην συσκευή 
ηλεκτροµεταφοράς, µε τέτοιον τρόπο ώστε η µεµβράνη να βρίσκεται προς την 
πλευρά της ανόδου. Η µεταφορά γίνεται στα 150V για 1,5 ώρα. 

 
• Μετά το τέλος της µεταφοράς, η µεµβράνη επωάστηκε σε διάλυµα µη ειδικής 

δέσµευσης πρωτεϊνών (blocking buffer) για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου. 
To blocking buffer συνίσταται από 2.5gr σκόνης άπαχου γάλακτος σε 50ml 
PBS (1x). 

 
• Η µεµβράνη ξεπλύθηκε δύο φορές µε PBS (1x) και έπειτα επωάστηκε µε το 

µονοκλωνικό αντίσωµα (Anti-His HRP, mouse, της εταιρίας AbD serotec) το 
οποίο είχε διαλυθεί σε διάλυµα µη ειδικής δέσµευσης πρωτεϊνών, το οποίο 
αναγνωρίζει την υπό µελέτη καθηλωµένη πρωτεΐνη, για 1,5 ώρα σε 
θερµοκρασία δωµατίου.  

 
• Ακολούθησαν 3 πλύσεις των 5 λεπτών µε PBS (1x). Το αντίσωµα αναγνωρίζει 

και δεσµεύει τις ιστιδίνες της πρωτεϊνης και είναι συζευγµένο µε τo ένζυµο 
HRP (horseradish peroxidase) που σαν υπόστρωµα έχει την χλωροναφθόλη. 
Προκειµένου να γίνει η εµφάνιση των πρωτεϊνικών ζωνών που είναι 
δεσµευµένες µε  το αντίσωµα, η µεµβράνη επωάστηκε σε διάλυµα εµφάνισης 
το οποίο περιείχε χλωροναφθόλη διαλυµένη σε µεθανόλη σε συγκέντρωση 
0.5g/ml και στο οποίο προστέθηκε Η2Ο2 30%. Η χλωροναφθόλη οξειδώνεται 
από την υπεροξειδάση HRP παρουσία Η2Ο2, δίνοντας ένα χαρακτηριστικό 
µαύρο χρώµα στις περιοχές που είναι δεσµευµένο το δεύτερο αντίσωµα.  

 
• Για να τερµατιστεί η αντίδραση, η µεµβράνη ξεπλύθηκε µε απιονισµένο νερό.     
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 
 
 
 
 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
 
 Για την πραγµατοποίηση της παρούσας εργασίας, η οποία έχει ως στόχο την 
κλωνοποίηση του γονιδίου της ροδανάσης του βακτηρίου της Pseudomonas 
entomophila και την υπερέκφραση της αντίστοιχης πρωτεϊνης, χρησιµοποιήθηκε ο 
φορέας pET-20b(+), ένας από του πιο αποτελεσµατικούς πλασµιδιακούς φορείς για 
κλωνοποίηση και έκφραση ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών. 
 Η πορεία του πειράµατος περιλαµβάνει την κλωνοποίηση του γονιδίου σε 
πλασµιδιακό φορέα (στην συγκεκριµένη περίπτωση τον φορέα pSC-A του 
StrataClone TM PCR Cloning kit) ο οποίος δεν περιέχει το γονίδιο της T7 
πολυµεράσης, ώστε να αποκλειστεί η πλασµιδιακή αστάθεια εξαιτίας της παραγωγής 
πρωτεϊνών, πιθανώς τοξικών για το κύτταρο ξενιστή. Ακολούθησε η 
υποκλωνοποίηση (subcloning) στον pET-20b και η προσπάθεια για την έκφραση του 
ενζύµου της ροδανάσης. 
 Σε αυτό το κεφάλαιο παρατίθενται  τα αποτελέσµατα της πειραµατικής 
διαδικασίας και η πορεία γενικά του πειράµατος µε χρονολογική διαδοχή. 
 
 
 

3.1   Ενίσχυση του γονιδίου της ροδανάσης µε την τεχνική της PCR 

 
  
 Το αρχικό βήµα της πειραµατικής διαδικασίας ήταν η πραγµατοποίηση της 
αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR) µε την χρήση της Taq πολυµεράσης 
(Hytest, UK) για την ενίσχυση του γονιδίου της ροδανάσης του βακτηρίου 
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Pseudomonas entomophila. Ως DNA µήτρα χρησιµοποιήθηκε χρωµοσωµικό DNA 
που αποµονώθηκε απο στερεές καλλιέργειες του άγριου τύπου του βακτηρίου. Ο 
τελικός όγκος της PCR αντίδρασης ήταν 25 µL και του master mix 150 µL. Το 
master mix µοιράστηκε σε 5 PCR tubes. Ένα 6ο tube περιείχε το αρνητικό (negative) 
control της αντίδρασης, δηλαδή όλα τα αντιδραστήρια πλην του DNA. Το αρνητικό 
control χρησιµοποιήθηκε για να σιγουρευτούµε οτί κατά την προετοιµασία του 
µείγµατος της PCR δεν υπήρχε επιµόλυνση µε ξένο DNA. 
 Μετά την ολοκλήρωση της PCR έγινε η ηλεκτροφόρηση των προϊόντων 
ενίσχυσης σε πήκτωµα αγαρόζης 0.8% στα 100V. Τα αποτελέσµατα φαίνονται στην 
παρακάτω εικόνα: 

 
ΕΙΚΟΝΑ 19: Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης των προϊόντων της PCR του γονιδίου 
της ροδανάσης. Και οι πέντε (1,2,3,4,5) αντιδράσεις έδωσαν ζώνες στο ίδιο µοριακό βάρος, 
το οποίο αντιστοιχεί στα 850 ζεύγη βάσεων περίπου (810 bp το γονίδιο και 21+20 bp οι 
εκκινητές). Σηµειώνεται στην εικόνα η ζώνη του µάρτυρα ποριακού βάρους (Ladder, L) 
που αντιστοιχεί σε µέγεθος 1000 βάσεων. Το αρνητικό control (6) δεν δούλεψε, που είναι 
και το επιθυµητό αποτέλεσµα. 
  
 
 
 
 
 
 

3.2  Kλωνοποίηση του γονιδίου στον πλασµιδιακό φορέα pSC-A και 
επιβεβαίωση της επιτυχίας µε πέψη µε περιοριστικά ένζυµα 

 
 

• Ακολούθησε o καθαρισµός του PCR προϊόντος µε το QIAPREP PCR 
Purification Kit (QIAGEN). 

 
• Το PCR προϊόν κλωνοποιήθηκε µε την χρήση του StrataClone TM  PCR 

Cloning Kit. Η διαδικασία περιλαµβάνει την ενσωµάτωση του γονιδίου µέσα 
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στον πλασµιδιακό φορέα pSC-A. 
 

• Το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο µετασχηµατίστηκε κατόπιν στα ειδικά δεκτικά 
κύτταρα του kit, τα οποία και αναπτύχθηκαν σε καλλιέργειες µε στερεό 
θρεπτικό µέσο LB το οποίο περιείχε X-gal και αµπικιλίνη 100 µg/ml. Οι 
αποικίες που αναπτύχθηκαν ήταν µπλε και άσπρου χρώµατος, από τις οποίες 
ξεχωρίσαµε τις άσπρες.  

 
• Στην συνέχεια αποµονώθηκε το πλασµιδιακό DNA από τις άσπρες αποικίες µε 

το NucleoSpin Plasmid kit (MACHEREY NAGEL). 
 

 
 
 
 
EIKONA 20: Ο πλασµιδιακός φορέας pSC-A του StrataClone TM  PCR Cloning Kit. 
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Σηµειώνονται στην εικόνα οι θέσεις κοπής των περιοριστικών ενζύµων Apa I και Sac I, τα 
οποία χρησιµοποιήθηκαν για την κοπή του πλασµιδίου. Η κόκκινη περιοχή του πλασµιδίου 
αντιστοιχεί στην θέση όπου εισάχθηκε το ενισχυµένο µε την PCR γονίδιο της ροδανάσης. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Για να επιβεβαιώσουµε την ύπαρξη του ενθέµατος (γονίδιο ροδανάσης) στο 
πλασµιδιακό DNA των αποικιών, πραγµατοποιήσαµε µια αντίδραση πέψης του 
αποµονωµένου πλασµιδιακού DNA µε τα περιοριστικά ένζυµα Apa I και Sac I (New 
England Biolabs). 
 
 Η πέψη ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωµα αγαρόζης 0.8% στα 100V. Τα 
αποτελέσµατα φαίνονται στην παρακάτω εικόνα και επιβεβαιώνουν την επιτυχία της 
κλωνοποίησης: 

 
 
ΕΙΚΟΝΑ 21: Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης της πέψης του πλασµιδίου pSC-A. 
Στην εικόνα φαίνεται µία ζώνη µεγέθους 900 βάσεων περίπου (810 bp το γονίδιο + 
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εκκινητές + νουκλεοτιδική αλληλουχία λόγω κοπής τους πλασµιδίου µε τα περιοριστικά 
ένζυµα, αριστερά και δεξιά του PCR product)  που αντιστοιχεί στο ένθεµα – γονίδιο της 
ροδανάσης και µία ζώνη αρκετά ψηλότερα που αντιστοιχεί στον pSC-A vector (4.3 kb). 
Συµπεραίνουµε οτί η κλωνοποίηση πραγµατοποιήθηκε µε επιτυχία. Σηµειώνεται στην 
εικόνα η ζώνη του µάρτυρα ποριακού βάρους (Ladder, L) που αντιστοιχεί σε µέγεθος 1000 
βάσεων. 
 
 
 
 

3.3  Αλληλούχηση (sequencing) 

 
 To ανασυνδυασµένο πλασµίδιο στάλθηκε στην εταιρία Macrogen (Κορέα) για 
αλληλούχηση. H αλληλουχία που παραλάβαµε συγκρίθηκε µε την αλληλουχία του 
γονιδίου της ροδανάσης (PSEEN4960) µε την βοήθεια του εργαλείου 
βιοπληροφορικής BLASTN, το οποίο συγκρίνει αλληλουχίες νουκλεοτιδίων. 
 Από την σύγκριση διαπιστώθηκε οτί στο ανασυνδυασµένο πλασµίδιο η 
αλληλουχία του γονιδίου της ροδανάσης ήταν διαφορετική από την αλληλουχία 
PSEEN4960 κατά ένα µόλις νουκλεοτίδιο. Αυτή η αναντιστοιχία του ενός 
νουκλεοτιδίου πιθανώς οφείλεται στην δράση της Taq πολυµεράσης, της οποίας ο 
ρυθµός λάθους είναι περίπου 1 νουκλεοτίδιο ανά 9000.  
 Το συγκεκριµένο νουκλεοτίδιο αποτελούσε µέρος του κωδικονίου έναρξης του 
γονιδίου, που σηµαίνει οτί θα προέκυπτε διαφορετικό αµινοξύ από την µεθειονίνη, 
άρα πιθανόν να άλλαζε η δραστικότητα της ροδανάσης. Για να αποφύγουµε λοιπόν 
µελλοντικά προβλήµατα στην έκφραση και στον βιοχηµικό χαρακτηρισµό του 
ενζύµου, αποφασίσαµε να επαναλάβουµε το πείραµα από την αρχή, 
χρησιµοποιώντας αυτή τη φορά υψηλής πιστότητας (High Fidelity) Taq 
πολυµεράση. 

 
 

3.4  Ενίσχυση του γονιδίου της ροδανάσης µε την τεχνική της PCR, µε 
καινούριους primers και Taq πολυµεράση. 

 
 Το πείραµα ξεκίνησε από την αρχή, αυτή τη φορά µε καινούρια, υψηλής 
πιστότητας πολυµεράση για να µειωθεί η πιθανότητα λάθους κατά την διάρκεια της 
αλυσιδωτής αντίδρασης, καθώς και µε καινούριους εκκινητές.  Ως DNA µήτρα 
χρησιµοποιήθηκε χρωµοσωµικό DNA που αποµονώθηκε απο στερεές καλλιέργειες 
του άγριου τύπου Pseudomonas entomophila.  Ο τελικός όγκος της αντίδρασης ήταν 
150 µL και το master mix µοιράστηκε σε 4 PCR tubes. Ένα 5ο tube περιείχε το 
αρνητικό (negative) control της αντίδρασης, στο οποίο δεν προστέθηκε DNA και 
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χρησιµοποιείται για να σιγουρευτούµε οτί δεν υπήρχε επιµόλυνση µε ξένο DNA στο 
master mix . 
 
 Μετά την ολοκλήρωση της PCR έγινε η ηλεκτροφόρηση των προϊόντων 
ενίσχυσης σε πήκτωµα αγαρόζης 0.8% στα 100V. Τα αποτελέσµατα φαίνονται στην 
παρακάτω εικόνα: 
 
 
 
 
 

 
EIKONA 22: Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης των προϊόντων της PCR του γονιδίου 
της ροδανάσης. Και οι τέσσερις (1,2,3,4) αντιδράσεις έδωσαν ζώνες στο ίδιο µοριακό 
βάρος, το οποίο αντιστοιχεί στα 870 ζεύγη βάσεων περίπου (810 bp το γονίδιο και 29+28 
bp οι εκκινητές). Σηµειώνεται στην εικόνα η ζώνη του µάρτυρα ποριακού βάρους (Ladder, 
L) που αντιστοιχεί σε µέγεθος 1000 βάσεων. Το αρνητικό control (5) δεν δούλεψε, που 
είναι και το επιθυµητό αποτέλεσµα. 
 Λόγω του ότι η PHUSION High Fidelity DNA Polymerase (FINNZYMES) 
αφήνει τυφλά (bland) άκρα στο PCR product, είναι απαραίτητη η προσθήκη µιας 
ουράς αδενίνης στο τµήµα DNA, ώστε να γίνει εφικτή η κλωνοποίησή του στον 
πλασµιδιακό φορέα του StrataClone TM kit. Αυτό επιτυγχάθηκε µε προσθήκη µικρής 
ποσότητας Taq πολυµεράσης (Hytest, UK) στο τελικό στάδιο επιµήκυνσης της PCR. 
 
 

3.5  Κλωνοποίηση του γονιδίου της ροδανάσης 

 
 
Α.  Κλωνοποίηση στον πλασµιδιακό φορέα pSC-A 
 

• Τα προϊόντα της PCR προστέθηκαν σε αποστειρωµένο eppendorf. Ολόκληρη 
η ποσότητα της PCR ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωµα αγαρόζης. Ακολούθησε η 
εξαγωγή του γονιδίου από το πήκτωµα µε την βοήθεια ξυραφιού και ο 
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καθαρισµός του µε  το GEL EXTRACTION kit (QIAGEN). 
 

• Πραγµατοποιήθηκε η υποκλωνοποίηση του γονιδίου µε την χρήση του 
StrataClone TM  PCR Cloning Kit. Το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο (pSC-A 
φορέας + γονίδιο ροδανάσης) µετασχηµατίστηκε στα ειδικά δεκτικά κύτταρα 
του kit, τα οποία αναπτύχθηκαν κατόπιν σε καλλιέργειες µε στερεό θρεπτικό 
µέσο LB το οποίο περιείχε X-gal και αµπικιλίνη 100 µg/ml. Οι αποικίες που 
αναπτύχθηκαν ήταν µπλε και άσπρου χρώµατος, από τις οποίες ξεχωρίσαµε 
τις άσπρες. 

 
Β.   Αντίδραση διπλής πέψης 
 

• Αποµονώθηκε στην συνέχεια το πλασµιδιακό DNA από άσπρες αποικίες µε το 
NucleoSpin Plasmid kit (MACHEREY NAGEL). 

 
• Ακολούθησε η διερευνητική πέψη του αποµονωµένου πλασµιδιακού DNA, 

προκειµένου να διαπιστωθεί οτί το πλασµίδιο έχει δεχθεί το ένθεµα. Έγινε 
χρήση των περιοριστικών ενζύµων BamH I και Hind III (NEB, New England 
Biolabs). Πραγµατοποιήθηκαν 4 πέψεις, από το πλασµιδιακό DNA 4 
διαφορετικών άσπρων αποικιών. 

 
• Επίσης πραγµατοποιήθηκε η πέψη του πλασµιδιακού φορέα pET-20b(+) µε τα 

ίδια ένζυµα περιορισµού, BamH I και Hind III. 
 Οι πέψεις ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα αγαρόζης 0.8% στα 100V. Τα 
αποτελέσµατα φαίνονται παρακάτω. 
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ΕΙΚΟΝΑ 23:  Α. Η πέψη πλασµιδιακού DNA που αποµονώθηκε από 4 διαφορετικές 
άσπρες αποικίες. Στα πλασµίδια #1, #3 και #4 το ένθεµα βρίσκεται στο σωστό µοριακό 
βάρος (περίπου 900 bp). Παρατηρούµε οτί το πλασµίδιο #2 δεν έχει λάβει το γονίδιο της 
ροδανάσης, αφού η ζώνη του ενθέµατος είναι αρκετά µικρότερου µεγέθους από το 
επιθυµητό. Σηµειώνεται στην εικόνα η ζώνη του µάρτυρα ποριακού βάρους (Ladder, L) που 
αντιστοιχεί σε µέγεθος 1000 βάσεων. 
Β. Η πέψη του πλασµιδιακού φορέα pET-20b (3716 bp). 
 
 
 

• Αφού διαπιστώθηκε η ύπαρξη του γονιδίου της ροδανάσης στο αποµονωµένο 
πλασµιδιακό DNA, πραγµατοποιήθηκε µια µεγάλη πέψη, χρησιµοποιώντας 
ολόκληρη την ποσότητα plasmid DNA µιας άσπρης αποικίας. Φορτώθηκε όλη 
η ποσότητα του προϊόντος της πέψης σε πηκτή αγαρόζης και 
ηλεκτροφορήθηκε στα 100V µέχρι να τρέξει αρκετά το δείγµα. Κατόπιν έγινε 
εξαγωγή του τµήµατος DNA που αντιστοιχεί στο επιθυµητό γονίδιο µε την 
βοήθεια ξυραφιού και καθαρισµός του µε το  GEL EXTRACTION kit 
(QIAGEN). 

 
• Το προϊόν της πέψης του πλασµιδιακού φορέα pET-20b(+) καθαρίστηκε µε 

την χρήση του QIAPREP PCR Purification Kit (QIAGEN).  
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Β.  Αντίδραση δεσµάσης (ligation) 
 
 Ακολούθησε η σύνδεση των µορίων του κοµµένου και καθαρισµένου γονιδίου 
της ροδανάσης και του κοµµένου και καθαρισµένου φορέα pET-20b(+), µε την 
βοήθεια της T4 DNA λιγάσης (FERMENTAS). 
 Τα αποτελέσµατα και η επιβεβαίωση της επιτυχίας της αντίδρασης της 
δεσµάσης φάνηκαν µετά το πέρας της διαδικασίας της ηλεκτροδιάτρησης. Στα 
τριβλία Petri, τα οποία επιστρώθηκαν µε τα µετασχηµατισµένα µε το construct ( 
pET-20b + γονίδιο ροδανάσης) βακτήρια DH5α, αναπτύχθηκε µία βακτηριακή 
αποικία παρουσία αµπικιλίνης. Η αποικία ελέγχθηκε ως προς το πλασµιδιακό της 
DNA και επιβεβαιώθηκε τελικά η εισαγωγή του ενθέµατος της ροδανάσης στον 
πλασµιδιακό φορέα (βλ. παρακάτω).  
 
 
 
Γ.  Μετασχηµατισµός κυττάρων µε ηλεκτροδιάτρηση (electroporation) 
 
 Ακολούθησε ο µετασχηµατισµός των δεκτικών κυττάρων DH5α µέσω 
ηλεκτροδιάτρησης. Τα µετασχηµατισµένα κύτταρα επιστρώθηκαν σε τριβλία µε LB 
άγαρ και αµπικλίνη 50 µg/ml και η ανάπτυξή τους πραγµατοποιήθηκε σε 
θερµοκρασία 37 ΟC για όλη την νύχτα. Η µοναδική αποικία που τελικά αναπτύχθηκε 
εµβολιάστηκε σε φρέσκο, αποστειρωµένο LB broth µε αµπικιλίνη 50 µg/ml και 
επωάστηκε overnight. 
 
 
 
∆.  Επιβεβαίωση της επιτυχίας της κλωνοποίησης 
 
 Η επιτυχία του πειράµατος της κλωνοποίησης του γονιδίου της ροδανάσης 
στον πλασµιδιακό φορέα pET-20b(+) επιβεβαιώθηκε µε µια αντίδραση πέψης του 
πλασµιδιακού DNA που αποµονώθηκε από αποικία µετασχηµατισµένων κυττάρων 
DH5α. 
 

• Για την αποµόνωση του πλασµιδιακού DNA από υγρή καλλιέργεια της 
αποικίας χρησιµοποιήθηκε το kit NucleoSpin Plasmid (MACHEREY 
NAGEL). 

 
• Το πλασµιδιακό DNA κατόπιν κόπηκε µε την βοήθεια των περιοριστικών 

ενζύµων BamH I και Hind III (NEB, New England Biolabs). Η πέψη 
ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωµα αγαρόζης 0.8% στα 100V. Τα αποτελέσµατα 
φαίνονται στην παρακάτω εικόνα.                                          
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ΕΙΚΟΝΑ 24: Η πέψη του πλασµιδιακού DNA που αποµονώθηκε από µετασχηµατισµένα 
DH5α κύτταρα. ∆ιακρίνεται η ζώνη µεγέθους περίπου 900bp που αντιστοιχεί στο ένθεµα – 
γονίδιο της ροδανάσης, καθώς και µία ζώνη αρκετά ψηλότερα, που αντιστοιχεί στον 
κοµµένο φορέα pET-20b (3716bp). Σηµειώνεται στην εικόνα η ζώνη του µάρτυρα 
ποριακού βάρους (Ladder, L) που αντιστοιχεί σε µέγεθος 1000 βάσεων. 
 

3.6  Αλληλούχηση (sequencing) 

 
 
 Tο ανασυνδυασµένο πλασµίδιο στάλθηκε στην Macrogen (Κορέα) για 
αλληλούχηση. Τα αποτελέσµατα συγκρίθηκαν µε την νουκλεοτιδική αλληλουχία του 
γονιδίου PSEEN4960 της Pseudomonas entomophila µε την βοήθεια του 
προγράµµατος βιοπληροφορικής BLASTN και έδειξαν 100% νουκλεοτιδική 
ταύτιση, πράγµα που επιβεβαίωσε την επιτυχία της κλωνοποίησης του γονιδίου στον 
πλασµιδιακό φορέα pET20b.  
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GACCTAGGCTGGAGATCGTGGATGACTGATTTTTCCGGCTTGCCCCTGGTG
ATCGAGCCTGCGGACCTGCTGCCGCGCCTGGATTCGCCACAGCTGATCCT
GGTCGACCTGACCAGCGTCAACCGCTATGGCAGCGGGCATATCCCCGGGG
CCCGCTTCGTCGACCCGAAACGCACCCAGCTGGGCCAACCGCCAGCGCC
GGGGCTGCTGCCAGCGCGTGCCGACCTGGAAAAACTGTTCGGTGAGCTC
GGCCACCGCGACGACGCGGTCTATGTGGTCTACGACGACGAGGGTGGCGG
CTGGGCCGGACGCTTCATCTGGCTGCTCGACGTGATCGGCCACAAGGGCT
ACCACTATCTCAATGGCGGCATTCAAGCCTGGCCGGCGGACAAGCTGTCC
ACCGACACACCTGATATCGCCAATGGCCCGGTGAGCCTGCACCTGCATGC
CGAACCCACCGCCACCCGCGAATACCTGCAAAGCCGCCTGGGCGCCGCCG
ACCTGGTCATCTGGGACGCCCGCGGGCCGCTGGAATACAGTGGCGAGAAA
GTCCTGGCGGCCAAAGGCGGGCACATCCCCGGCGCGATCAACTTCGAATG
GACCGCCGGCATGGACCTCAACGACCACCTGCGTATCCGCAAGGACATCG
CCGATGTTCTGCAAAACCTGGGCATCACCCCGGACAAGGAAGTGATCACC
CACTGCCAGACCCACCATCGCTCCGGCTTCACCTACCTCGTGGCCAAGCC
CTCGGCTATCCACGGGTCAAGGCNTAGTCNNNCANCCTTTCCNTTCGTGCT
TTGTTAGCAGCCGGATCTCATTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTGCGGC
CGCAAGCTTACATGCGGGATTTCATTGAG 
 
 
ΕΙΚΟΝΑ 25: Η αλληλουχία των βάσεων του γονιδίου που κλωνοποιήσαµε στον 
πλασµιδιακό φορέα pET-20b(+). Σε πράσινο πλαίσιο σηµειώνεται ο forward εκκινητής 
PSEEN4960F2N και σε κόκκινο ο reverse εκκινητής PSEEN4960R2N. Η νουκλεοτιδική 
αλληλουχία συγκρίθηκε µε την αλληλουχία PSEEN4960 του γονιδιώµατος της 
Pseudomonas entomophila µε την βοήθεια του προγράµµατος βιοπληροφορικής BLASTN 
και διαπιστώθηκε 100% νουκλεοτιδική ταύτιση. 
 
 
 

3.7   Μετασχηµατισµός BL21 (DE3) κυττάρων µε ηλεκτροδιάτρηση 
 

 Ακολούθησε ο µετασχηµατισµός των δεκτικών κυττάρων BL21 µέσω 
ηλεκτροδιάτρησης. Τα µετασχηµατισµένα κύτταρα επιστρώθηκαν σε τριβλία µε LB 
άγαρ και αµπικλίνη 50 µg/ml και η ανάπτυξή τους πραγµατοποιήθηκε σε 
θερµοκρασία 37 ΟC για όλη την νύχτα. Παρασκευάστηκε stock γλυκερόλης των 
µετασχηµατισµένων βακτηρίων. 
 
 
 
 

3.8  Προσπάθεια υπερέκφρασης της πρωτεϊνης 
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Α.  Έλεγχος συνθηκών της υπερέκφρασης 

 

 Μετασχηµατισµένα BL21(DE3) βακτήρια αναπτύχθηκαν σε υγρές 
καλλιέργειες µε θρεπτικό µέσο LΒ. Με προσθήκη κατάλληλης συγκέντρωσης του 
επαγωγέα της µεταγραφής IPTG και υπό κατάλληλες συνθήκες θερµοκρασίας και 
χρόνου επώασης, γίνεται η υπερέκφραση του γονιδίου-στόχου της ροδανάσης. 

 Το IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside), προάγει την µεταγραφή του 
γονιδίου της ροδανάσης µε τον εξής τρόπο: Στον πλασµιδιακό φορέα pΕΤ20b 
υπάρχει η ρυθµιστική περιοχή του οπερονίου της λακτόζης, που περιλαµβάνει 3 
γονίδια: το Ι (repressor protein, αναστολέας), P (promoter, επαγωγέας) και O 
(operator, χειριστής). Κατά την µεταγραφή αυτής της κωδικοποιούσας περιοχής το 
γονίδιο Ι εκφράζει για την παραγωγή του αναστολέα, ο οποίος προσδένεται στον 
χειριστή κι έτσι η πρωτεϊνη δεν εκφράζεται. Προσθήκη της κατάλληλης 
συγκέντρωσης IPTG όµως προκαλεί την δέσµευση του IPTG πάνω στον αναστολέα 
και αποµάκρυνσή του, µε αποτέλεσµα την µεταγραφή του γονιδίου στόχου. 

 Με την παρούσα διαδικασία έγινε η προσπάθεια εύρεσης αυτών των 
συνθηκών, ώστε µε γνωστές πλέον τις συνθήκες να γίνει µελλοντικά παραγωγή 
µεγάλης ποσότητας του ενζύµου και περεταίρω µελέτη του. Μετά την λύση των 
κυττάρων µε υπερήχους, τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν και διαχωρίστηκαν τα 
υπερκείµενα από τα ιζήµατα. Ηλεκτροφορήσαµε τόσο τα υπερκείµενα όσο και τα 
ιζήµατα σε αποδιατακτική πηκτή πολυακρυλαµιδίου για να ελέγξουµε το αν η 
πρωτεϊνη “πέφτει” στο ίζηµα. 

 Τα αποτελέσµατα του πειράµατος φαίνονται στις παρακάτω εικόνες: 

Α. 
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Β. 

 

EIKONA 26: Ηλεκτροφόρηση σε 12% SDS-PAGE των εκφραζόµενων πρωτεϊνών του 
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γονιδιώµατος µετασχηµατισµένων BL21 βακτηρίων. 

Α.  Από αριστερά προς τα δεξιά: L, πρωτεϊνικός µάρτυρας (2-212 kDa, New England 
Biolabs). 1, υπερκείµενο από το control µετά από επώαση 5 ωρών στους 37ΟC.  2, ίζηµα 
από το control µετά από επώαση 5 ωρών στους 37 ΟC.  3, υπερκείµενο από επώαση 5 ωρών 
στους  37 ΟC, µε 0.5 mM IPTG.  4, ίζηµα από επώαση 5 ωρών στους  37 ΟC, µε 0.5 mM 
IPTG.  5, υπερκείµενο από επώαση 5 ωρών στους  37 ΟC, µε 1 mM IPTG.  6, ίζηµα από 
επώαση 5 ωρών στους  37 ΟC, µε 1 mM IPTG. 

Β.  Από αριστερά προς τα δεξιά: L, πρωτεϊνικός µάρτυρας (2-212 kDa, New England 
Biolabs).  1, υπερκείµενο από το control µετά από επώαση Ο/Ν σε θερµοκρασία δωµατίου.  
2, ίζηµα από το control µετά από επώαση Ο/Ν σε θερµοκρασία δωµατίου.  3, υπερκείµενο 
από επώαση Ο/Ν σε θερµοκρασία δωµατίου µε 0.5 mM IPTG.  4, ίζηµα από επώαση Ο/Ν 
σε θερµοκρασία δωµατίου µε 0.5 mM IPTG.  5, υπερκείµενο από επώαση Ο/Ν σε 
θερµοκρασία δωµατίου µε 1 mM IPTG.  6, ίζηµα από επώαση Ο/Ν σε θερµοκρασία 
δωµατίου µε 1 mM IPTG. 

Σηµειώνονται στην εικόνα οι ζώνες του µάρτυρα που αντιστοιχούν σε µεγέθη 27 και 34.6 
kDa.  

 

  

 

 Η πρωτεϊνη PSEEN4960 έχει 270 αµινοξέα και το κάθε αµινοξύ έχει µοριακό 
βάρος 110 Da, οπότε υπολογίζουµε οτί η πρωτεϊνη έχει µοριακό βάρος 270 x 110 = 
29.7 kDa. Περιµένουµε οπότε να δούµε µια πιο έντονη ζώνη (σε σχέση µε τα 
control) µεταξύ των 2 αυτών ζωνών του µάρτυρα. Μετά από προσεκτική 
παρατήρηση των ζωνών υπερκειµένων και ιζηµάτων µεταξύ αυτού του εύρους δεν 
εντοπίστηκε καµία διαφορά στο µέγεθος των ζωνών σε σχέση µε τις αντίστοιχες των 
control. Συµπεράθηκε έτσι οτί οι συνθήκες της υπερέκφρασης που εφαρµόστηκαν 
δεν ήταν οι κατάλληλες για την υπερέκφραση της πρωτεϊνης.  
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Β.   Έλεγχος της υπερέκφρασης της πρωτεϊνης µε εφαρµογή νέων συνθηκών 
 

 Το παραπάνω πείραµα επαναλήφθηκε, αυτή τη φορά µε νέες συνθήκες. Τα 
ιζήµατα αυτή τη φορά δεν ελέγχθηκαν. Για το πείραµα χρησιµοποιήθηκαν 3 controls, 
ένα συνολικό control, χωρίς IPTG και χωρίς περεταίρω επώαση πέρα από την αρχική 
που είδαµε οπτική πυκνότητα 0.5, ένα χωρίς IPTG, που επωάστηκε στους 37 ΟC για 
όλη την νύχτα και ένα χωρίς IPTG, που επωάστηκε σε θερµοκρασία δωµατίου για 
όλη την νύχτα. 

 Ηλεκτορφορήσαµε τα δείγµατα σε αποδιατακτική πηκτή πολυακρυλαµιδίου. 
Τα αποτελέσµατα φαίνονται στην παρακάτω εικόνα: 

 

 

 

ΕΙΚΟΝΑ 27:  Ηλεκτροφόρηση σε 12% SDS-PAGE των εκφραζόµενων πρωτεϊνών του 
γονιδιώµατος µετασχηµατισµένων BL21 βακτηρίων. 

Από αριστερά προς τα δεξιά: L, πρωτεϊνικός µάρτυρας (2-212 kDa, New England Biolabs). 
1, Συνολικό control.  2, control µετά από επώαση O/N στους 37 ΟC.  3, υπερκείµενο από 
επώαση O/N στους  37 ΟC, µε 0.5 mM IPTG.  4, υπερκείµενο από επώαση 5 ωρών στους  
37 ΟC, µε 0.5 mM IPTG.  5, control από επώαση Ο/Ν σε θερµοκρασία δωµατίου.  6, 
υπερκείµενο από επώαση Ο/Ν σε θερµοκρασία δωµατίου , µε 0.5 mM IPTG.  7, 
υπερκείµενο από επώαση 5 ωρών σε θερµοκρασία δωµατίου, µε 0.5 mM IPTG. 

Σηµειώνονται στην εικόνα οι ζώνες του µάρτυρα που αντιστοιχούν σε µεγέθη 27 και 34.6 
kDa.  
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 Εφόσον η πρωτεϊνη PSEEN4960 έχει µοριακό βάρος περίπου 29.7 kDa, 
περιµένουµε να δούµε µια πιο έντονη ζώνη (σε σχέση µε τα control) µεταξύ των 2 
αυτών ζωνών του µάρτυρα. Μετά από προσεκτική παρατήρηση των ζωνών µεταξύ 
αυτού του εύρους δεν εντοπίστηκε καµία διαφορά στο µέγεθος των ζωνών σε σχέση 
µε τις αντίστοιχες των control. Συµπεράθηκε έτσι οτί οι συνθήκες που 
εφαρµόστηκαν και πάλι δεν ήταν οι κατάλληλες για την υπερέκφραση της 
πρωτεϊνης.  

 

 

 

Γ.  Καθαρισµός πρωτεϊνης µε στήλη νικελίου και ανοσοαποτύπωση Western. 
  
 Ακολούθησε ο καθαρισµός των υπερκειµένων µε χρήση στήλης νικελίου, σε 
µια προσπάθεια να αποµονωθεί η πρωτεϊνη της ροδανάσης από το πλήθος των 
εκφραζόµενων πρωτεϊνών. Η ροδανάση έχει στο C-καρβοξυτελικό της άκρο µια 
ουρά 6 ιστιδινινών (χάρη στην 6-His αλληλουχία του φορέα pET-20b), οι οποίες 
συνδέονται στα ιόντα νικελίου κι έτσι η πρωτεϊνη δεσµεύεται στην στήλη, ενώ όλες 
οι υπόλοιπες πρωτεϊνες περνάνε από το εσωτερικό της χωρίς να κατακρατούνται. 
 Ηλεκτροφορήσαµε σε αποδιατακτικό πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 12% 4 
πλύσεις της στήλης και 4 εκλούσεις της µε ιµιδαζόλιο. Χρησιµοποιήθηκε ο 
πρωτεϊνικός µάρτυρας 2-212 kDa, της New England Biolabs. Τα αποτελέσµατα 
φαίνονται στην παρακάτω εικόνα: 
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ΕΙΚΟΝΑ 28: Ηλεκτροφόρηση σε 12% SDS-PAGE του καθαρισµού της πρωτεϊνης µε 
στήλη νικελίου. Στην εικόνα φαίνεται το flow-through, το οποίο περιέχει όλες τις 
πρωτεϊνες που δεν συγκρατήθηκαν από την στήλη. Φαίνονται επίσης οι πλύσεις (w1, w2, 
w3, w4) και οι εκλούσεις µε ιµιδαζόλιο (el1, el2, el3, el4). Σηµειώνεται στην εικόνα οι 
ζώνες στον πρωτεϊνικό µάρτυρα (L) που αντιστοιχούν στα µεγέθη 27 kDa και 34,6 kDa, 
µεταξύ του εύρους των οποίων περιµένουµε να βρίσκεται η ζώνη που αντιστοιχεί στην 
ροδανάση.  
 
 
 
 Παρατηρούµε την εµφάνιση πολλών ζωνών στις εκλούσεις, πράγµα που είναι 
ανεπιθύµητο καθώς θα έπρεπε να παρατηρήσουµε µόνο µία ζώνη, που θα 
αντιστοιχούσε στην πρωτεϊνη ροδανάση. Η εµφάνιση πολλών ζωνών σηµαίνει οτί 
πολλές πρωτεϊνες µε ιστιδίνες στο C-τελικό τους άκρο κατακρατήθηκαν από την 
στήλη νικελίου.   
 Με την ανοσοαποτύπωση τύπου Western που έγινε στην συνέχεια προσπαθούµε µε 
την χρήση του αντισώµατος Anti-His HRP να ανιχνεύσουµε την πρωτεϊνη. Το 
αντίσωµα αυτό αναγνωρίζει και δεσµέυεται στην πολυιστιδινική ουρά της πρωτεϊνης 
και παρουσία της 4-χλωροναφθόλης η οποία οξειδώνεται από το HRP δίνει ζώνες µε 
χαρακτηριστικό µαύρο χρώµα.  
 Τα αποτελέσµατα δεν έδειξαν την εµφάνιση κάποιας ζώνης στην µεµβράνη PVDF, 
παρά µόνο τις ζώνες που αντιστοιχούν στον µάρτυρα.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 
 
 
 
 
 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
 
 

  
 Η P.entomophila έχει αποδειχθεί οτί αποτελεί ένα από τα λίγα βακτήρια του 
γένους Pseudomonas που έχει την ικανότητα σύνθεσης υδροκυανίου [Ryall et.al. 
2009]. Το υδροκυάνιο είναι δευτερογενής µεταβολίτης µε τοξική δράση η οποία 
εντοπίζεται στην αναπνευστική αλυσίδα, όπου δρα σαν καταστολέας του 
κυτοχρώµατος c. Παράγεται κατά τη µετάβαση από την εκθετική φάση στη φάση 
στασιµότητας και τα βακτήρια που το παράγουν το εκκρίνουν και στο περιβάλλον 
τους. Η παραγωγή του απαιτεί µικροαεροφιλλικές συνθήκες, γι’ αυτό και είναι 
µεγαλύτερη στις στερεές καλλιέργειες της P.entomophila σε σχέση µε τις υγρές.   
 
 Το υδροκυάνιο αποτελεί ένα σηµαντικό τοξικό παράγοντα, που βοηθά τα 
βακτήρια του γένους Pseudomonas να επιβιώσουν στο περιβάλλον που αποικίζουν. 
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Η σύνθεσή του προσφέρει ένα  σηµαντικό πλεονέκτηµα στους µικροοργανισµούς, οι 
οποίοι το χρησιµοποιούν για να ανταγωνιστούν τους θηρευτές που υπάρχουν στο 
ίδιο περιβάλλον, αλλά και για να παρασιτίσουν σε ξενιστές και να τους 
χρησιµοποιήσουν ώστε να µπορέσουν να επιβιώσουν. Το HCN αποτελεί έναν 
µολυσµατικό παράγοντα που πιθανόν να συµβάλει στην εντοµοπαθογένεια του 
βακτηρίου Pseudomonas entomophila. 
 
 Βακτήρια που εµφανίζουν εντοµοπαθογένεια έχουν µελετηθεί από πολύ 
νωρίς, κυρίως ως προς τις στρατηγικές που έχουν αναπτύξει για να αλληλεπιδρούν 
µε τα έντοµα και να τα οδηγούν σε θάνατο. Έχει πραγµατοποιηθεί η παρασκευή 
εντοµοκτόνων µε χρήση των γονιδιακών προϊόντων αυτών των βακτηρίων (ή ακόµη 
και των ίδιων των βακτηρίων), µε σκοπό την καταπολέµηση εντόµων επιβλαβών για 
τις γεωργικές καλλιέργειες και εντόµων-φορέων ασθενειών που απειλούν ζωικούς 
οργανισµούς και τον άνθρωπο. Σηµαντικό πρόβληµα αποτελεί ωστόσο η 
ανθεκτικότητα που αναπτύσσουν τα έντοµα και η συνεπακόλουθη 
αναποτελεσµατικότητα του εντοµοκτόνου να σκοτώσει. Η εκτεταµένη χρήση για 
παράδειγµα του βακτηρίου Bacillus thuringiensis ως παρασιτοκτόνο σε γεωργικές 
καλλιέργειες, έχει ως αποτέλεσµα την ανάπτυξη ανθεκτικότητας των εντόµων στις δ-
ενδοτοξίνες του βακτηρίου. Επίσης η χρήση εντοµοκτόνων έχει πιθανές σηµαντικές 
επιπτώσεις και σε µη-επιβλαβή έντοµα, τα οποία δρουν ως επικονιαστές φυτών. 
Επιπλέον, η πιθανή διείσδυση του εντοµοκτόνου στην τροφική αλυσίδα µπορεί να 
αποτελέσει σοβαρό πρόβληµα σε πληθώρα οργανισµών του οικοσυστήµατος αλλά 
και στον άνθρωπο. 
 
 Από τα παραπάνω γίνεται αντιληπτό ότι είναι επιτακτική η ανάγκη 
δηµιουργίας ενός µοντέλου για την µελέτη των αλληλεπιδράσεων ξενιστή-
παθογόνου, καθώς και για την ανάπτυξη τεχνικών βιοελέγχου των παρασιτικών 
εντόµων. Η P. entomophila είναι το µόνο βακτηριακό στέλεχος του γένους 
Pseudomonas, που έχει αποδειχθεί ότι εµφανίζει παθογένεια στην Drosophila 
melanogaster. Η ικανότητα αυτή να µολύνει δια του στόµατος και να σκοτώνει την 
Drosophila melanogaster καθώς και άλλα είδη εντόµων, όπως Bombyx mori και 
Anopheles gambiae [Isabelle Vallet-Gely et.al, 2009], την καθιστούν ένα πολλά 
υποσχόµενο µοντέλο µελέτης, µε προοπτικές για πρακτικές εφαρµογές στην 
βιολογική καταπολέµηση εντόµων µε µεγάλη οικονοµική σηµασία. 
 
 Τα κυανογενετικά βακτήρια έχουν αναπτύξει στρατηγικές για την προστασία 
τους από το υδροκυάνιο που τα ίδια παράγουν. Στο βακτήριο Pseudomonas 
aeruginosa έχει αποδειχθεί ότι υπάρχει µια µη-ευαίσθητη στο κυάνιο οξειδάση 
(CIO), η οποία µπορεί και δρα επιτρέποντας στο βακτήριο να επιτελεί την αερόβια 
αναπνοή του ακόµα και στην παρουσία αυτού του πολύ ισχυρού αναστολέα 
οξειδασών.  Η CIO θεωρείται το πιο αποτελεσµατικό σύστηµα για την προστασία 
του βακτηρίου P.aeruginosa από την τοξικότητα του εξωγενούς κυανίου. 
Παράλληλα, στα κυανογενετικά βακτήρια υπάρχει ένας επιπλέον µηχανισµός 
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αυτοπροστασίας τους από την τοξικότητα του κυανίου: ο καθαρισµός του 
υδροκυανίου από το ένζυµο ροδανάση. 
 
 Οι ροδανάσες είναι θειοτρανσφεράσες θειοθειικού ανιόντος (S2O3

2-) και 
κυανίου. Η δράση τους έγγειται στην κατάλυση της αντίδρασης µεταφοράς ενός 
ατόµου θείου από κατάλληλο δότη (θειοθειικό ανιόν) στο κυάνιο, µε αποτέλεσµα 
την παραγωγή του λιγότερο τοξικού για τα βακτήρια θειοκυανίου (SCN) και την 
επίτευξη έτσι του καθαρισµού του ενδογενούς HCN κατά την ανάπτυξη υπό 
κυανογενετικές συνθήκες. 
 
 Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η εύρεση κάποιου γονιδίου που 
κωδικοποιεί για το ένζυµο ροδανάση στο βακτήριο Pseudomonas entomophila, 
συγκρίνοντας το γονιδίωµά του µε αυτό των βακτηρίων Pseudomonas aeruginosa 
και Azotobacter vinelandii και στην συνέχεια κλωνοποίηση αυτού του γονιδίου σε 
κατάλληλο πλασµιδιακό φορέα και υπερέκφραση της πρωτεϊνης.  
 
 Καταφέραµε και πραγµατοποιήσαµε την κλωνοποίηση του γονιδίου 
PSEEN4960 της Pseudomonas entomophila στον πλασµιδιακό φορέα υπερέκφρασης 
pET20b(+) και τον µετασχηµατισµό δεκτικών κυττάρων E.Coli του στελέχους 
BL21(DE3) µε το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο. Στην συνέχεια έγινε ο έλεγχος των 
κατάλληλων συνθηκών υπό τις οποίες υπερεκφράζεται η πρωτεϊνη κατά την 
προκαρυωτική έκφραση. Εφαρµόστηκε πλήθος διαφορετικών συνθηκών: 
διαφορετικές συγκεντρώσεις IPTG, θερµοκρασίες και χρόνοι επώασης των 
βακτηρίων. Πραγµατοποιήθηκε επίσης µια προσπάθεια καθαρισµού της πρωτεϊνης 
µε χρήση στήλης νικελίου και ανίχνευσής της σε µεµβράνη PVDF µε χρήση της 
τεχνικής ανοσοαποτύπωσης τύπου WESTERN. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η 
πρωτεϊνη δεν υπερεκφράζεται για λόγους που δεν είναι απόλυτα κατανοητοί. 
  
 Μελλοντικά, ο περεταίρω καθαρισµός και αποµόνωση του ενζύµου σε µεγάλη 
κλίµακα θα οδηγήσει στον βιοχηµικό χαρακτηρισµό του ενζύµου και θα δώσει έτσι 
τις απαραίτητες πληροφορίες για την δράση του ενζύµου, ώστε να επιβεβαιωθεί ο 
ρόλος του στην αυτοπροστασία του βακτηρίου P.entomophila από το υδροκυάνιο. Ο 
απώτερος στόχος είναι η κατασκευή του µοντέλου κρυσταλλικής δοµής της 
πρωτεϊνης της ροδανάσης της P.entomophila, κάτι το οποίο έχει επιτευχθεί µέχρι 
στιγµής µόνο για το βακτήριο Azotobacter vinelandii [Bordo et.al. 2000]. 
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