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 Περίληψη 

Στα πλαίσια της παρούσας εργασίας µελετήθηκε η επίδραση της συν-έκφρασης σε κύτταρα 

Escherichia coli BL21 (DE3) των µοριακών συνοδών (GroES, DnaK, Trigger factor) και της  

καρβονικής αφυδατάσης (CA) φυτικής, ή ζωικής ή  βακτηριακής προέλευσης, στα επίπεδα 

διαλυτού κλάσµατος των τελευταίων. Επιπρόσθετα, µελετήθηκε η συν-έκφραση των 

µοριακών συνοδών και της χαρπίνης (HrpZ) στα επίπεδα διαλυτού κλάσµατος της 

ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης.  

Τα αποτελέσµατα έδειξαν µια σηµαντική αύξηση του διαλυτού κλάσµατος της πρωτεΐνης 

HrpZ, γνωστή ως χαρπίνη, µε την συνέκφραση των µοριακών συνοδών, ιδιαίτερα µε τις 

πρωτεΐνες GroEL/GroES και µε τις GroEL/GroES-DnaK/DnaJ/GrpE (συνδυασµένη δράση). 

Η συν-έκφραση της καρβονικής αφυδατάσης ζωικής προέλευσης (CAC.elegans) και των 

µοριακών συνοδών δεν είχε ως αποτέλεσµα σηµαντική αύξηση του διαλυτού κλάσµατος της 

πρωτεΐνης. Η συν-έκφραση της φυτικής καρβονικής αφυδατάσης (CAArabidopsis) και των 

µοριακών συνοδών  GroEL/GroES  και της πρωτεΐνης Trigger factor συνέβαλε στην αύξηση 

του διαλυτού κλάσµατος της CAArabidopsis. Η συν-έκφραση της βακτηριακής καρβονικής 

αφυδατάσης (CAAzotobacter) και των µοριακών συνοδών GroEL/GroES-DnaK/DnaJ/GrpE αλλά 

και των GroEL/GroES-Trigger factor συνέβαλε στην αύξηση του διαλυτού κλάσµατός της. 

Ακολούθησε η αποµόνωση της βακτηριακής καρβονικής αφυδατάσης µε τη µέθοδο της 

χρωµατογραφίας συγγενείας και η ανάλυση σε αποδιατακτική πηκτή ακρυλαµίδης πριν και 

µετά τη συνέκφραση των µοριακών συνοδών. Επίσης, διερευνήθηκε η πιθανή αλληλεπίδραση 

της καρβονικής αφυδατάσης, βακτηριακής προέλευσης, µε τις πρωτεΐνες-µοριακές συνοδούς 

GroEL/GroES  µέσω της διαδικασίας διασύνδεσης των πρωτεϊνών µε φορµαλδεΰδη. 
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Abstract  

Escherichia coli has been successfully used as a workhorse for high level production of 

numerous proteins. However, overproduction of heterologous proteins in E.coli often results 

in the misfolding of the protein of interest and its subsequent degradation by cellular 

proteases or its deposition into biologically inactive aggregates known as inclusion bodies. 

There are various approaches to minimize inclusion body formation such as co-expression of 

molecular proteins or foldases (the Trigger factor, the DnaK-DnaJ-GrpE and GroEL/GroES 

systems) which can be effective by increasing the soluble expression of heterologous proteins.   

The aim of this study is to examine the effects of coexpression of molecular chaperones on 

the production of three carbonic anhydrases from Azotobacter vinelandii (bacterial), 

Arabidopsis thaliana (plant) and Caenorhabditis elegans (animal carbonic anhydrase) and 

one harpin  from Pseudomonas syringae pv. Phaseolicola (bacterial), in order to develop a 

highly productive recombinant E.coli strain.  

The process required transformation of E.coli BL21 DE3 cells with the TaKaRa plasmids 

pGro7, pGkJE8, pGTf2, pKJE7 pTf16 and the plasmids containing the structural carbonic 

anhydrase and harpin  genes. Moreover, we examined the level of interaction of CA with the 

molecular chaperones through the process of crosslinking. It was found that the soluble 

fraction of recombinant carbonic anhydrases was slightly increased by co-expression with the 

molecular chaperones, whereas the co-expression of molecular chaperones with harpin 

resulted in a significant enhancement of the soluble fraction of the latter recombinant protein. 

Among the TakaRa vectors examined, a better folding level was achieved by the co-

expression of DnaK/DnaJ/GrpE and GroES/GroEL proteins.  
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1. Εισαγωγή  

1.1. Η αναδίπλωση των πρωτεϊνών  

Οι πρωτεΐνες, ανεξάρτητα του µεγέθους τους, για να είναι βιολογικά ενεργές πρέπει να 

αναδιπλωθούν και να λάβουν µια  τριτοταγή διαµόρφωση, µέσω µιας πορείας όπου 

λαµβάνουν χώρα διάφορες ενδιάµεσες αναδιπλώσεις. Σύµφωνα µε τη θεωρία του Anfinsen 

(πειράµατα αναδίπλωσης πρωτεϊνών, in vitro) η πληροφορία για την αναδίπλωση των 

πρωτεϊνών προσδιορίζεται από την αλληλουχία των αµινοξέων κάθε πρωτεΐνης. Ωστόσο, στα 

κύτταρα (in vivo) η αναδίπλωση των πρωτεϊνών, προς την τελική τους φυσική διαµόρφωση, 

λαµβάνει χώρα σε ένα πολύπλοκο περιβάλλον, µε εξαιρετικά µεγάλη ποικιλία βιοµορίων και 

ιόντων, σε διαφορετικές συγκεντρώσεις (η συγκέντρωση των πρωτεϊνών και άλλων 

µακροµορίων στο κυτταρόπλασµα ενός κυττάρου είναι περίπου 300-400 gr/l). Η αναδίπλωση 

των πολυπεπτιδίων υποβοηθείται από δυο κατηγορίες πρωτεϊνών, τις µοριακές συνοδούς 

(molecular chaperones) και τις αναδιπλάσες (foldases). Οι µοριακές συνοδοί παρέχουν 

προστασία στις πρωτεΐνες από συσσωµάτωση και λανθασµένη αναδίπλωση, χωρίς όµως 

να επηρεάζουν την ταχύτητα αναδίπλωσης, ενώ οι αναδιπλάσες καταλύουν την 

διαδικασία αναδίπλωσης επηρεάζοντας την ταχύτητα κάθε σταδίου της αναδίπλωσης. 

Ωστόσο, σε πολλές περιπτώσεις, αυτός ο διαχωρισµός είναι ασαφής καθώς οι αναδιπλάσες 

παρουσιάζουν δράση µοριακών συνοδών και οι µοριακές συνοδοί παρουσιάζουν δράση 

αναδιπλασών (Shiene and Fischer, 2000). 

1.2. Μοριακές συνοδοί  (Molecular chaperones) 

Ως µοριακή συνοδός ορίζεται µια οποιαδήποτε πρωτεΐνη, η οποία αλληλεπιδρά, σταθεροποιεί 

ή βοηθά µια µη αναδιπλωµένη πρωτεΐνη να αποκτήσει µια τριτοταγή δοµή, ώστε να είναι 

βιολογικά ενεργή. Οι πρωτεΐνες µοριακές συνοδοί συµµετέχουν σε µια πλειάδα 

ενδοκυτταρικών λειτουργιών όπως η de novo αναδίπλωση, η επαναδίπλωση µετουσιωµένων 

πρωτεϊνών, η µεταφορά πρωτεϊνών και η πρωτεολυτική αποικοδόµηση των πρωτεϊνών.  

1.2.1. Οι µοριακές συνοδοί εµποδίζουν την δηµιουργία συσσωµατωµάτων των 

πρωτεϊνών 

Οι µοριακές συνοδοί εµποδίζουν την δηµιουργία συσσωµατωµάτων των πρωτεϊνών είτε κατά 

την αναδίπλωση των πρωτεϊνών, όταν τα κύτταρα αναπτύσσονται σε φυσιολογικές συνθήκες, 

είτε σε συνθήκες στρες, όπως είναι η ξαφνική άνοδος της θερµοκρασίας. Αν και πολλές από 

τις µοριακές συνοδούς βιοσυντίθενται συνεχώς (constitutively expressed) από τα κύτταρα, 

όταν αυτά εκτεθούν σε υψηλή θερµοκρασία, τότε τα επίπεδα βιοσύνθεσης τους αυξάνονται 

θεαµατικά. Οι πρωτεΐνες αυτές αναφέρονται ως θερµοεπαγόµενες πρωτεΐνες  ή πρωτεΐνες 
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θερµικού σοκ (Heat Shock Proteins) καθώς η έκφρασή τους ρυθµίζεται από τις συνθήκες 

στρες που επικρατούν στο περιβάλλον του κυττάρου και σε επίπεδα ανάλογα του αριθµού 

των συσσωµατωµάτων των πρωτεϊνών. Γενικά, οι µοριακές συνοδοί αναγνωρίζουν υδρόφοβα 

κατάλοιπα αµινοξέων και/ή αποδιατεταγµένες δοµές (δηλαδή δοµικά στοιχεία τα οποία 

εδράζονται στο εσωτερικό της κανονικής φυσικής διαµόρφωσης της πρωτεΐνης) ως 

υποστρώµατά τους.  

1.2.2. Μοριακές συνοδοί- Θερµοεπαγόµενες πρωτεΐνες 
 

Τα κύτταρα απαιτούν αποτελεσµατικά συστήµατα για να επιβιώσουν µετά από σοβαρές 

στρεσογόνες συνθήκες, όπως είναι η έκθεση σε ακραίες θερµοκρασίες. Η απόκριση σε 

θερµικό σοκ είναι µια από τις πιο πρωτόγονες και υψηλά συντηρηµένες αντιδράσεις για την 

κυτταρική επιβίωση. Η έκθεση των κυττάρων σε υψηλές θερµοκρασίες οδηγεί σε µια 

γρήγορη αλλαγή στην έκφραση των γονιδίων και στη βιοσύνθεση µιας σειράς νέων 

πρωτεϊνών. Αυτή η αλλαγή επιτυγχάνεται, εν µέρει, µε µια γενική αναστολή της µεταγραφής, 

ταυτόχρονα όµως παρατηρείται µια αύξηση στη µεταγραφή γονίδιων που κωδικοποιούν τις 

µοριακές συνοδούς. Παράλληλα µε τις αλλαγές στο επίπεδο της µεταγραφής, παρατηρείται 

και µια επιλεκτική µετάφραση εκείνων των µηνυµάτων που κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες 

που επάγονται από το θερµικό σοκ. Τα µηνύµατα όµως που δεν µεταφράζονται κατά τη 

διάρκεια του θερµικού σοκ, δεν αποικοδοµούνται, αλλά απλά απενεργοποιούνται. Αυτή η 

περίπλοκη διαδικασία είναι πλήρως αντιστρεπτή: Όταν η θερµοκρασία επανέλθει στα 

φυσιολογικά για τον οργανισµό επίπεδα, τα θερµοεπαγόµενα γονίδια σταµατούν να 

µεταγράφονται, ενώ αρχίζουν να µεταγράφονται και πάλι τα υπόλοιπα γονίδια των κυττάρων. 

Τα γονίδια που κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες θερµικού σοκ φέρουν στην περιοχή του 

προαγωγέα τους συγκεκριµένες ακολουθίες, οι οποίες αντικαθιστούν τις συνήθεις -35 και -10 

περιοχές. Ο παράγοντας σ32 αναγνωρίζει συγκεκριµένες περιοχές του προαγωγέα και είναι 

καθοριστικός για την έναρξη της µεταγραφής. Το βακτήριο Escherichia coli χρησιµοποιεί 

δύο σ32 παράγοντες µεταγραφής των γονιδίων θερµικού σοκ, τον RpoH και RpoE. Η ίδια 

διαδικασία ρύθµισης της µεταγραφής γονιδίων θερµικού σοκ συµβαίνει και σε άλλα 

βακτήρια. Στο Gram αρνητικό βακτήριο Bacillus subtilis, η µεταγραφή ρυθµίζεται από τον σ 

παράγοντα SigB και καταστέλλεται από δύο διαφορετικούς µεταγραφικούς παράγοντες, τους 

HrcA και CtsR (Toshiyuki et al, 2007). 

 

Οι Heat Shock Proteins αποτελούν µια “υπεροικογένεια” πρωτεϊνών, υψηλά συντηρηµένων 

κατά την εξέλιξη, που ταξινοµούνται σε υπό-οικογένειες ανάλογα µε το µοριακό τους βάρος. 

Έτσι, διακρίνονται σε οικογένειες των 100 kDa, 90 kDa, 70 kDa, 60 kDa, 40 kDa, την 



10 
 

οικογένεια των µικρών Hsps (10-28 kDa) και την ουµπικουϊτίνη (ubiquitin) . Οι οµάδες 

αυτές συµπεριλαµβάνουν µέλη που λειτουργούν είτε ως µοριακές συνοδοί, δηλαδή 

πρωτεϊνικά µόρια που συνεργάζονται και βοηθούν άλλες πρωτεΐνες στην αναδίπλωση, 

µεταφορά και σχηµατισµό συµπλεγµάτων, είτε ως πρωτεάσες, όπως το εξαρτώµενο από την 

ουµπικουϊτίνη πρωτεάσωµα, εξασφαλίζοντας την αποτελεσµατική αποδόµηση και την 

παρεµπόδιση του σχηµατισµού συσσωρευµάτων βραχύβιων ή µετουσιωµένων πρωτεϊνών. 

Στον πίνακα 1 συνοψίζονται οι µοριακές συνοδοί, των οποίων η σύνθεση επάγεται µετά από 

θερµικό σοκ, σε προκαρυωτικά και ευκαρυωτικά κύτταρα.  

 

Πίνακας 1.1. Οικογένειες θερµοεπαγόµενων πρωτεϊνών 

Μοριακό Βάρος 
(kDa) 

Προκαρυωτικές 
πρωτεΐνες 

Ευκαρυωτικές 
πρωτεΐνες 

Λειτουργία 

10 kDa GroES Hsp10 Σύµπλοκο µε την GroEL. 

20-30 kDa GrpE Οι HspB, 10 µέλη στα 
θηλαστικά που 

περιλαµβάνουν τις Hsp27, 
HspB1. 

Παράγοντας 
υποκατάστασης 
νουκλεοτιδίων. 

40 kDa DnaJ Hsp 40 Σύµπλοκο µε την DnaK. 

60 kDa GroEL Hsp60 Συµβολή στην 
πρωτεϊνική αναδίπλωση. 

70 kDa DnaK Οι HspA που 
περιλαµβάνουν τις Hsp71, 

Hsp70, Hsp72, Grp78, 
Hsx70 (πρωτεύοντα 

θηλαστικά). 

Πρωτεϊνική αναδίπλωση, 
συµβάλλει στη 
θερµοαντοχή του 
κυττάρου (συνθήκες 

στρες). 

90 kDa HtpG, C62.5 Οι HspC που 
περιλαµβάνουν τις Hsp90, 

Grp94. 

Υποστήριξη δράσης 
παραγόντων µεταγραφής 

και στεροειδών 
υποδοχέων. 

100 kDa ClpB, ClpA, ClpX Hsp 104, Hsp110. Αντοχή σε εξαιρετικά 
υψηλές θερµοκρασίες. 
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1.2.3. Βασικές κατηγορίες µοριακών συνοδών που συµµετέχουν στην  

αναδίπλωση των πρωτεϊνών στο  κυτταρόπλασµα της Escherichia coli 

 

Στο βακτήριο E.coli οι βασικές κατηγορίες µοριακών συνοδών που συµµετέχουν στην 

πρωτεϊνική αναδίπλωση είναι ο παράγοντας πυροδότησης (Trigger factor, TF), τα µέλη των 

οικογενειών Hsp70 και Hsp60, DnaK και GroES αντίστοιχα, οι µικρές πρωτεΐνες θερµικού 

σοκ (sHsps) και η ClpB, η οποία αποδιατάσσει συσσωµατώµατα πολυπεπτιδίων. Η 

συνεισφορά των µοριακών συνοδών στη διαδικασία αναδίπλωσης των πολυπεπτιδίων 

συνοψίζεται σχηµατικά στην εικόνα 1 (Kolaj et al, 2009). 

 

Εικόνα 1.1. Η διαδικασία της πρωτεϊνικής αναδίπλωσης στο κυτταρόπλασµα της E.coli: 

Οι νεοσχηµατιζόµενες πολυπεπτιδικές αλυσίδες αλληλεπιδρούν µε την TF µόλις µετά την έξοδό της από το 

ριβόσωµα (1). Στο επόµενο βήµα  το σχηµατισµένο πολυπεπτίδιο αλληλεπιδρά µε την DnaK ώστε να προωθηθεί η 

αναδίπλωση του και είτε το πολυπεπτίδιο να αποκτήσει τη τελική φυσική του διαµόρφωση (3) ή µια µερική 

αναδίπλωση (4). Το µερικώς ή ανεπιτυχώς αναδιπλωµένο πολυπεπτίδιο είτε αλληλεπιδρά µε το σύµπλεγµα 

GroEL/GroES (5) ώστε να ολοκληρωθεί η αναδίπλωση είτε σχηµατίζει συσσωµατώµατα (6). Μετά από  θερµικό 

στρες, µπορεί να πραγµατοποιηθεί µερική αποδιάταξη των θερµο-ευαίσθητων πρωτεϊνών, µε συνέπεια τη 

συσσωµάτωσή τους λόγω της έκθεσης στο υδατικό περιβάλλον υδρόφοβων περιοχών τους (7). Οι µικρές 

πρωτεΐνες θερµικού σοκ, όπως η lbpA και η lbpB δρουν ως συνοδοί στις µερικά αναδιπλωµένες πρωτεΐνες κατά 

την µεταφορά τους στις µοριακές συνοδούς Hsp60 και Hsp70 (8,9). Η πρωτεΐνη ClpB αποδιατάσσει τα 

συσσωµατώµατα των πολυπεπτιδίων, σε συνεργασία µε το σύµπλεγµα των πρωτεϊνών DnaK/DnaJ/GrpE.  
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1.3. Trigger factor 
 

Ο Trigger factor είναι µια πρωτεΐνη µεγέθους 48 kDa και αποτελείται από τρεις δοµικές 

περιοχές. Η πρωτεΐνη TF απαντάται στο κυτταρόπλασµα σε δύο µορφές: σε µορφή 

µονοµερούς πρωτεΐνης, όταν βρίσκεται συνδεδεµένη µε το ριβόσωµα σε αναλογία 1:1 και σε 

µορφή διµερούς πρωτεΐνης, όταν εντοπίζεται ελεύθερη στο κυτταρόπλασµα, η οποία είναι σε 

ισορροπία µε την µονοµερή µορφή. ∆ιαπιστώθηκε µετά από ανάλυση πρωτεϊνών µε τη 

διαδικασία Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ότι το βακτήριο E.coli φέρει ένα 

γονίδιο που κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη TF.  

Η πρόσδεση της TF  στο ριβόσωµα έχει ως αποτέλεσµα το άνοιγµα της διαµόρφωσής της 

πιθανά για την διευκόλυνση της αλληλεπίδρασης της TF µε την νεοσυντιθέµενη 

πολυπεπτιδική αλυσίδα. Το ελάχιστο µήκος της νεοσυντιθέµενης αλυσίδας που αλληλεπιδρά 

µε την TF αποτελείται από 57 κατάλοιπα αµινοξέων. Σηµειώνεται, ότι παρόλο που η 

πρωτεΐνη TF έχει δράση PPIάσης (Peptidyl-prolyl Isomerase) in vitro, αναγνωρίζει 

νεοσυντιθέµενα πολυπεπτίδια στόχους τα οποία δεν φέρουν κατάλοιπα προλίνης.  Η 

απελευθέρωση της πολυπεπτιδικής αλυσίδας από την TF δεν φαίνεται να επηρεάζεται από 

την υδρόλυση της ΑΤΡ και πιθανά επηρεάζεται από την τάση της πολυπεπτιδικής αλυσίδας 

να εγκλωβίζει στο εσωτερικό της τις υδρόφοβες περιοχές. Η πρωτεΐνη TF φαίνεται να 

προωθεί την πρωτεϊνική αναδίπλωση δρώντας συνεργιστικά µε την πρωτεΐνη DnaK της 

οικογένειας πρωτεϊνών Hsp70 (Liu et al., 2005). Πράγµατι, στο βακτήριο E.coli η 

συνδυασµένη απενεργοποίηση των γονιδίων που κωδικοποιούν τις TF και DnaK  και όχι η 

µεµονωµένη του ενός εκ των δύο, (τα µεταλλάγµατα της επιβιώνουν στους 37°C), έχει 

θανάσιµες επιπτώσεις για το E.coli σε θερµοκρασία ανώτερη των 30°C (Teter et al., 1999). 

 

1.3.1. ∆οµή 

Η πρώτη δοµική περιοχή (1-145 κατάλοιπα αµινοξέων) εδράζεται στο αµινοτελικό άκρο της 

TF και είναι απαραίτητη για την πρόσδεση στο ριβόσωµα. Στο βακτήριο Escherichia coli, η 

πρωτεΐνη TF προσδένεται στο σηµείο εξόδου ή διόδου (µεγέθους 80-100 Å) των πεπτιδίων 

του ριβοσώµατος µέσω της αλληλεπίδρασης µε τις πρωτεΐνες L23 και L29 του ριβοσώµατος 

και δρα ως η πρώτη πρωτεΐνη-µοριακή συνοδός. Η δεύτερη δοµική περιοχή (148-249 

κατάλοιπα αµινοξέων) παρουσιάζει δράση προλυλο-ισοµεράσης (PPIase). Ο ρόλος της 

δράσης της PPIάσης παραµένει αινιγµατικός. Η αφαίρεση τµήµατος του γονιδίου που 

κωδικοποιεί για την δράση της PPIase µειώνει ελάχιστα την λειτουργία της πρωτεΐνης TF ως 
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µοριακής συνοδού (Scholz et al., 1997; Kramer et al., 2004; Merz et al., 2006).  Η τρίτη 

δοµική περιοχή παρουσιάζει δραστηριότητα µοριακού συνοδού (Εικόνα 2α).  

 

 

Εικόνα 1.2. ∆οµή και λειτουργία της TF (Hartl and Hayer-Hartl, 2009).  

α) ∆οµή της πρωτεΐνης TF όπου φαίνεται η περιοχή σύνδεσης µε το ριβόσωµα, FRK. 
β) Σχηµατική απεικόνιση της λειτουργίας της πρωτεΐνης TF: (1) η πρωτεΐνη TF σε ελεύθερη κατάσταση ισορροπεί 
ανάµεσα σε µονοµερή και διµερή µορφή. (2) Η µονοµερής TF συνδέεται µε το ριβόσωµα για 10 δευτερόλεπτα µε 
Kd~1µM. Η σύνδεση αυτή προκαλεί µια µεταβολή στη δοµή της πρωτεΐνης, η οποία εµφανίζεται πιο διευρυµένη 
στο χώρο. Έτσι, ενεργοποιείται για να αλληλεπιδράσει µε τις νεοσχηµατιζόµενες αλυσίδες. (3) Η αλληλεπίδραση, 
η οποία είναι ασθενής, πραγµατοποιείται συ-µεταφραστικά, καθώς τα πολυπεπτίδια  δεσµεύονται από την TF, 
αµέσως µετά την έξοδό τους από το ριβόσωµα. Η αποδέσµευση των νεοσχηµατιζόµενων πολυπεπτιδικών 

αλυσίδων από την TF συµπίπτει µε την απελευθέρωση αυτής από το ριβόσωµα. (4) Oι αλυσίδες που είναι δοµικά 

πολυπλοκότερες αλληλεπιδρούν πιο σθεναρά µε την πρωτεΐνη TF. Η TF παραµένει συνδεδεµένη µε την 
νεοσχηµατιζόµενη αλυσίδα ακόµη και µετά από την έξοδό της από το ριβόσωµα, ενώ ένα άλλο µόριο TF 
εισέρχεται σε αυτό. Την αποδέσµευση του πολυπεπτιδίου από την TF ακολουθεί η µεταφορά του στο DnaK. (5) Η 
αποδεσµευµένη TF µεταπίπτει πάλι στην µονοµερή ή διµερή µορφή. 
 
 

1.3.2. Μηχανισµός αναδίπλωσης 

Γενικώς, η δραστηριότητα της αναδίπλωσης της πρωτεΐνης TF συνοψίζεται ως ένας 

δυναµικός κύκλος δέσµευσης και αποδέσµευσής από το ριβόσωµα και ως ένας δυναµικός 

κύκλος πρόσδεσης και απελευθέρωσης νεοσχηµατιζόµενων πολυπεπτιδίων (Bukau et al., 

2000; Kaiser et al., 2006). Η πρωτεΐνη TF φαίνεται να προστατεύει νεοσυντιθέµενα 

πολυπεπτίδια και να προωθεί την µετά-µεταφραστική τους διαµόρφωση στο χώρο (Stoller et 

al., 1995) (Εικόνα 2β). 
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1.4. DnaK 
 

Η οικογένεια Hsp70 αποτελείται από ευρέως διαδεδοµένες, υψηλά συντηρηµένες πρωτεΐνες, 

µε χαρακτηριστικό τους την ικανότητα να προσδένονται σε µικρές και γραµµικές υδρόφοβες 

περιοχές πολυπεπτιδίων. Επιπρόσθετα του ρόλου τους, υπό συνθήκες στρες, συµβάλλουν 

στην αναδίπλωση πολυπεπτιδίων και στην ενδοκυττάρια διακίνησή τους, υπό φυσιολογικές 

συνθήκες. Το γένωµα των βακτηρίων, µε σπάνιες εξαιρέσεις, φέρει µικρό αριθµό γονιδίων 

(1-2) που κωδικοποιούν για την πρωτεΐνη DnaK ή για πρωτεΐνες που οµοιάζουν µε την DnaK 

και αναφέρονται ως εξειδικευµένες DnaK (HscA και HscB). Οι  HscA και HscB εµπλέκονται 

στην αναδίπλωση Fe-S πρωτεϊνών. Στα βακτήρια η δραστηριότητα της DnaK (~69 kDa) 

εξαρτάται από τις DnaJ (~41 kDa) και GrpE πρωτεΐνες (οµοδιµερές, ~22 kDa κάθε 

υποµονάδα) (Εικόνα 3).    

  

Εικόνα 1.3. Οργάνωση των δοµικών περιοχών των DnaK, DnaJ και GrpE (Bukau et al., 1998). 

Οι περιοχές των DnaK, DnaJ και GrpE και ο αριθµός των αµινοξέων που καθορίζει τα (κατά προσέγγιση) σύνορα 
περιοχών, τα γνωστά δοµικά χαρακτηριστικά γνωρίσµατα και τις λειτουργίες των περιοχών. Ο καθορισµός των 
περιοχών είναι βασισµένος στις τρισδιάστατες δοµές και τις ευθυγραµµίσεις ακολουθιών που χρησιµοποιούν 
τυποποιηµένους αλγορίθµους. 
DnaK: τα αµινοξέα 386-392 αποτελούν έναν σύνδεσµο µεταξύ της ATPάσης και της περιοχής δέσµευσης των 
υποστρωµάτων.  
 

∆ιαπιστώθηκε µετά από ανάλυση πρωτεϊνών µε τη διαδικασία blast 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  ότι το βακτήριο Escherichia coli φέρει ένα γονίδιο 

που κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη DnaK, ένα για την πρωτεΐνη DnaJ και ένα για την GrpE.  
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1.4.1. ∆οµή της DnaK και ο κύκλος αλληλεπιδράσεων µε τα υποστρώµατα 
 

Η δοµή και ο µηχανισµός δράσης της DnaK έχει µελετηθεί εκτενώς στην E.coli. Η πρωτεΐνη 

DnaK περιέχει δυο δοµικές περιοχές. Η πρώτη δοµική περιοχή (~44 kDa) είναι εξελικτικά 

συντηρηµένη και κωδικοποιεί για µια ΑΤΡάση και η δεύτερη δοµική περιοχή (~27 kDa) είναι 

λιγότερο συντηρηµένη και κωδικοποιεί την περιοχή πρόσδεσης µε τις µη διπλωµένες 

πρωτεΐνες. Η περιοχή πρόσδεσης µε τις µη διπλωµένες πρωτεΐνες διαχωρίζεται σε µικρότερες 

υπό-δοµικές περιοχές (Εικόνα 3). Η κάθε υπό-δοµική περιοχή φέρει µια περιοχή πρόσδεσης 

του πεπτιδίου-στόχου και µια περιοχή µε δοµή α-έλικας. Τα πεπτίδια-στόχοι φέρουν µια 

υδρόφοβη περιοχή, παρουσιάζουν υψηλή συγγένεια (5nM-5µM) µε την DnaK, και 

απαντώνται στα πολυπεπτίδια στόχους µε σχετικά υψηλή συχνότητα (κάθε 40 κατάλοιπα 

αµινοξέων του πολυπεπτιδίου-στόχου (Εικόνα 3) (Hartl and Hayer-Hartl, 2009).  

Τα πεπτίδια-στόχοι προσδένονται στην ενεργοποιηµένη από το ATP, DnaK. Η συνδεδεµένη 

κατάσταση της DnaK µε την ATP παρουσιάζει µια χαµηλή συγγένεια προς τα υποστρώµατα,  

εποµένως ο ρυθµός δέσµευσης και απελευθέρωσης των υποστρωµάτων είναι ταχύς. Η DnaJ 

επιταχύνει την υδρόλυση της ΑΤΡ από την DnaK. (Εικόνα 4b).Το εγκλωβισµένο πεπτίδιο-

στόχος λαµβάνει την επιθυµητή διαµόρφωση µε την ταυτόχρονη παροχή ενέργειας µέσω της 

υδρόλυσης της ΑΤΡ. Η GrpE προσδένεται στη DnaK και διευκολύνει την απελευθέρωση του 

πεπτιδίου-στόχου. Η περιοχή 1-33 αα της GrpE είναι αρµόδια για την αλληλεπίδραση µε την 

περιοχή δέσµευσης υποστρώµατος του DnaK και την απελευθέρωση των πρωτεϊνών 

υποστρωµάτων από την DnaK (Brehmer et al., 2004).  

 

Εικόνα 1.4. Σύστηµα Hsp70 (DnaK) στα προκαρυωτικά και στα ευκαρυωτικά κύτταρα (Hartl and Hayer-Hartl, 
2009). 
α) ∆οµή της περιοχής της ATPάσης και της περιοχής πρόσδεσης των πεπτιδίων της DnaK του βακτηρίου E.coli.  
Η α-έλικα αναπαρίσταται µε κίτρινο χρώµα. 
β) Κύκλος µηχανισµού αναδίπλωσης της DnaK/DnaJ/GrpE [Hsp40 (DnaJ), Hsp70 (DnaK), NEF (GrpE)]. 
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1.4.2. Μηχανισµός αναδίπλωσης  
 

Η µεταφορά της νεοσυντιθέµενης πολυπεπτιδικής αλυσίδας πραγµατοποιείται µε τη βοήθεια 

της πρωτεΐνης DnaJ, που ανήκει στην οικογένεια Hsp40. Η υδρόλυση του ATP σε ADP, που 

επιτυγχάνεται από την DnaJ, έχει ως αποτέλεσµα το κλείσιµο της α-έλικας, η οποία 

λειτουργεί ως καπάκι και την πρόσδεση των πολυπεπτιδίων στην DnaK. Έπειτα, η DnaJ 

αποδεσµεύεται και αποµακρύνεται από την DnaK. Η αποµάκρυνση του ADP 

πραγµατοποιείται από την πρωτεΐνη GrpE. Αφού ένα νέο µόριο ATP έχει δεσµευθεί, τότε 

ανοίγει το καπάκι και η αναδιπλωµένη πολυπεπτιδική αλυσίδα εξέρχεται. Σε περίπτωση 

ανεπιτυχούς αναδίπλωσης, το µη-αναδιπλωµένο πολυπεπτίδιο επανεισέρχεται στο σύστηµα 

(εικόνα 4b). 

Τα επίπεδα συγκέντρωσης της DnaK στο κύτταρο (~50 µΜ) υπερβαίνουν αυτά των 

ριβοσωµάτων (~30 µΜ). Η DnaK αλληλεπιδρά στοχευµένα κυρίως µε νεοσυντιθέµενα 

πολυπεπτίδια (υποστρώµατα) µεγέθους µεγαλύτερου από 20 µε 30 kDa και έτσι δρα 

διαδοχικά µιας άλλης πρωτεΐνης-µοριακού συνοδού, της Trigger factor.  Σε περίπτωση 

απουσίας του γονιδίου που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη Trigger factor, το ποσοστό των 

νεοσυντιθέµενων πολυπεπτιδίων που αλληλεπιδρούν µε την DnaK αυξάνεται από ~15% σε 

~40%. Ορισµένα από τα νεοσυντιθέµενα πολυπεπτίδια αλληλεπιδρούν µε την  DnaK  για 

µικρά χρονικά διαστήµατα (< 1 λεπτό) και απελευθερώνονται έχοντας ολοκληρώσει την 

τελική τους διαµόρφωση ενώ άλλα απελευθερώνονται από την DnaK µετά από τουλάχιστον 

10 λεπτά (Hartl and Hayer-Hartl, 2009). 

 

Οι πρωτεΐνες µεγάλου µεγέθους  (> 60 kDa) που δε µπορούν να εισέλθουν στην κοιλότητα 

των µοριακών συνοδών GroEL-GroES, αλληλεπιδρούν µε την DnaK η οποία τις βοηθά να 

αποκτήσουν, µετά-µεταφραστικά, τη σωστή δοµή, ώστε  να είναι βιολογικά ενεργές (Teter et 

al., 1999). Απουσία του γονιδίου που κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη DnaK αλλά και του TF, 

παρατηρήθηκε συσσώρευση πολυάριθµων νεοσυντιθέµενων πολυπεπτίδιων, µεγάλου 

µεγέθους (> 60 kDa) υπό µορφή αδιάλυτων, βιολογικά ανενεργών πολυπεπτιδίων (Deuerling 

et al., 1999).  
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1.4.3. Πώς όµως οι κύκλοι αναδίπλωσης προωθούν την αναδίπλωση και τη 
σωστή δοµή των νεοσυντιθέµενων πρωτεϊνών;  
 

Ο κύκλος αναδίπλωσης µιας βιολογικά ανενεργής πρωτεΐνης από την οικογένεια Hsp70 

µπορεί να επαναληφθεί σε περίπτωση που η πρωτεΐνη εγκαταλείψει την µοριακή συνοδό 

χωρίς να έχει αναδιπλωθεί σωστά. Συνεπώς, η µερικώς αναδιπλωµένη πρωτεΐνη 

επανεισέρχεται στο σύστηµα της Hsp70 και επαναλαµβάνεται ο κύκλος. Οι µεγάλες 

πρωτεϊνικές αλυσίδες µπορούν να υποβοηθηθούν και από πολλαπλά, ανεξάρτητα Hsp70 

µόρια µε σκοπό την παρεµπόδιση σχηµατισµού ενδοκυττάριων σωµατιδιακών εγκλείστων. 

Αυτή η λειτουργία επιβεβαιώνεται από την πρόσφατη ανακάλυψη της δράσης PPIάσης της 

οικογένειας πρωτεϊνών Hsp70 (Hartl and Hayer-Hartl, 2009).  
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1.5. GroEL – GroES 
 

Το καλύτερα µελετηµένο σύστηµα µοριακών συνοδών αποτελεί η βακτηριακής προέλευσης, 

πρωτεΐνη GroEL που ανήκει στην οικογένεια πρωτεϊνών Hsp60 και πρόκειται για µια 

µεγάλου µεγέθους πρωτεΐνη µε δοµή δακτυλίου δυαδικής συµµετρίας (Boisvert et al., 1996; 

Xu et al., 1997; Grallert and Buchner, 2001). Η οικογένεια Hsp60 είναι µεταξύ άλλων το πιο 

εκτενέστερα µελετηµένο πρωτεϊνικό σύστηµα και αποτελείται από την GroEL, την GroES 

και οµόλογα γονίδια στους προκαρυώτες, χλωροπλάστες και µιτοχόνδρια αλλά και στην 

οικογένεια TRiC/TCP-1, στο ευκαρυωτικό κυτταρόπλασµα. Οι πρωτεΐνες GroEL/GroES 

κατέχουν ένα σηµαντικό ρόλο στην πρωτεϊνική αναδίπλωση καθώς παρέχουν ένα 

προστατευµένο περιβάλλον, εντός του οποίου επιτρέπεται η εκ νέου αναδίπλωση, 

αποφεύγοντας τον σχηµατισµό συσσωµατωµάτων και την κατακρήµνισή τους.  

Γονίδια που κωδικοποιούν για την GroEL και την GroES απαντώνται σχεδόν σε όλα τα 

βακτήρια. Τα περισσότερα βακτήρια φέρουν τουλάχιστον δυο γονίδια που κωδικοποιούν για 

την GroEL και την GroES. ∆ιαπιστώθηκε µετά από ανάλυση πρωτεϊνών µε τη διαδικασία 

Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ότι το βακτήριο E.coli φέρει ένα γονίδιο που 

κωδικοποιεί για την GroEL. Ωστόσο, έχει δειχθεί ότι άλλα βακτήρια, όπως το Mesorhizobium 

loti, φέρουν έως πέντε αντίγραφα του γονιδίου αυτού. Στο E.coli, το σύµπλοκο GroEL/GroES 

αλληλεπιδρά µε περισσότερες από 250 πρωτεΐνες, ενώ µπορεί δυνητικά να συµβάλει στην 

αναδίπλωση όλων των πρωτεϊνών του κυτταροπλάσµατος. Οι περισσότερες από αυτές τις 

πρωτεΐνες έχουν µέγεθος, το οποίο κυµαίνεται µεταξύ 20-60 kDa. 

 

1.5.1. ∆οµή  
 

Η δοµή της πρωτεΐνης GroEL προσδιορίστηκε µε κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ, το 1994. Η 

πρωτεΐνη GroEL  αποτελείται από ένα κυλινδρικό σύµπλοκο µεγέθους ~800 kDa που 

αποτελείται από δύο επταµερείς δακτυλίους µε υποµονάδες µεγέθους ~57 kDa και ένα 

κεντρικό κανάλι, στο οποίο δεσµεύονται νεοσυντιθέµενα πολυπεπτίδια. Οι επτά υποµονάδες 

του κάθε δακτυλίου διευθετούνται µε τέτοιο τρόπο, ώστε να συνδέονται µε έναν άξονα 

συµµετρίας. Η πρωτεΐνη GroES, ένας επταµερής δακτύλιος 10 kDa υποµονάδων εδράζεται 

στο άκρο του GroEL κυλίνδρου (Εικόνα 5). 
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Εικόνα 1.5. ∆οµή του συµπλόκου GroEL/GroES και της ακραίας περιοχής δέσµευσης πολυπεπτιδίων (Bukau et 
al., 1998). 
Μοντέλο της δοµικής µονάδας της GroEL (αριστερά) και του συµπλόκου GroEL/GroES (δεξιά). Η εξωτερική 
(επάνω) και η εσωτερική, µε εγκάρσια τοµή, (κάτω) όψη των πρωτεϊνών. Η µπλε περιοχή αντιστοιχεί στην 
πρωτεΐνη GroEL, η πράσινη στην GroES και η µωβ στην υδρόφοβη εσωτερική κοιλότητα. 
 
 

Κάθε υποµονάδα της GroEL αποτελείται από την ισηµερινή ATPase περιοχή (Equatorial), 

την ακραία περιοχή (Apical) και την ενδιάµεση περιοχή (Intermediate). Οι δακτύλιοι 

βρίσκονται τοποθετηµένοι ο ένας πάνω στον άλλον, δηµιουργώντας µια ενδιάµεση επιφάνεια 

µεταξύ τους που σχηµατίζεται κατά µήκος του ισηµερινού επιπέδου (Branden and Tooze, 

1999) (Εικόνα 7). 

 

Εικόνα 1.6. ∆οµική διαµόρφωση του συµπλόκου GroEL-GroES. Είναι ορατή η διαφοροποίηση των cis και trans 

περιοχών (Farr et al., 2003). 
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1.5.2. Μηχανισµός αναδίπλωσης 
 

Ο ακριβής µηχανισµός δεν είναι ξεκάθαρος αλλά τα κύρια γνωρίσµατα του λειτουργικού 

κύκλου είναι πλέον γνωστά. 

 Το πρώτο στάδιο (εικόνα 7, στάδιο 1) περιλαµβάνει την δέσµευση της νεοσυντιθέµενης 

πολυπεπτιδικής αλυσίδας, µε έναν ισχυρό δεσµό, στην πρωτεΐνη GroEL. Η δέσµευση γίνεται 

στον cis δακτύλιο και πραγµατοποιείται η αλληλεπίδραση µεταξύ της ακραίας περιοχής της 

GroEL µε την υδρόφοβη περιοχή του πολυπεπτιδίου. Έπειτα, επτά µόρια ATP προσδένονται 

στην ισηµερινή περιοχή του cis δακτυλίου (στάδιο 2). Η πρόσδεση του ATP πυροδοτεί το 

κλείσιµο της κοιλότητας, µε τη συµµετοχή της GroES (στάδιο 3). Έπειτα από την υδρόλυση 

του µορίου ATP και την µετατροπή του σε ADP, προκύπτει το σύµπλοκο 

GroEL/ADP/πολυπεπτίδιο/GroES (στάδιο 4). Ο δακτύλιος της GroEL, στον οποίο 

δεσµεύεται η GroES σε cis θέση, υπόκειται σε αλλοστερικές δοµικές µεταβολές (στάδιο 5). 

Παράλληλα, η µεταγωγή του σήµατος προκαλεί την πρόσδεση επτά νέων µορίων ATP στον 

trans δακτύλιο, όπου αυτό µε τη σειρά του πυροδοτεί την µεταγωγή νέου σήµατος στον cis 

δακτύλιο. Έτσι, µαζί µε την πρόσδεση της GroES στον trans δακτύλιο και την είσοδο νέας µη 

διπλωµένης πρωτεΐνης στην κοιλότητα, αποδεσµεύονται από τον cis δακτύλιο µε τη σειρά το 

ADP, η πρωτεΐνη GroES και τελευταίο το αναδιπλωµένο πολυπεπτίδιο (στάδιο 6) 

(Nagradova, 2008). 

Η είσοδος της νεοσυντιθέµενης αλυσίδας στον δακτύλιο της GroEL (cis), η λεγόµενη 

“Anfinsen” κοιλότητα, ελαχιστοποιεί τις ανεπιθύµητες αλληλεπιδράσεις της (εικόνα 6). 

 

Εικόνα 1.7. Προτεινόµενο µοντέλο πρωτεϊνικής αναδίπλωσης από το σύµπλοκο GroEL/GroES (Nagradova, 

2008). 
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Η υδρόλυση των επτά µορίων ATP στον cis δακτύλιο ενισχύει τη συγγένειά του µε την 

GroES και οδηγεί σε µερικές διαµορφωτικές αλλαγές στις ακραίες περιοχές µε συνέπεια την 

απελευθέρωση του πρωτεϊνικού στόχου στην κοιλότητα “Anfinsen” για το αυθόρµητο 

δίπλωµα σε µια περιοχή αποµονωµένη από το διαλύτη. Οι µη διπλωµένες πρωτεΐνες 

δεσµεύονται είτε στην cis είτε στην trans θέση, ανάλογα µε το µέγεθός τους, όπως έχει 

προαναφερθεί. Αρχικά, η µη-διπλωµένη πρωτεΐνη δεσµεύεται στον cis δακτύλιο, στην 

ανοιχτή δοµή του συµπλόκου. Έπειτα, η πρωτεΐνη εισέρχεται µέσα στη κοιλότητα. Η 

υδρόλυση του ATP και η δέσµευση της µη-διπλωµένης πρωτεΐνης και του ATP στον δεύτερο 

δακτύλιο (trans), οδηγεί ακολούθως στην απελευθέρωση της GroES, του ADP και της 

πρωτεΐνης από την cis κοιλότητα, µε έναν δευτερογενή µηχανισµό. Η απελευθέρωση της 

GroES, όπως και η δέσµευσή της απαιτεί υδρόλυση του ATP, αλλά αυτή τη φορά από µόρια 

ATP που δεσµεύονται στο µακρινό δακτύλιο της GroEL, στην trans θέση. Πιστεύεται ότι 

συµβαίνουν πολυάριθµοι λειτουργικοί κύκλοι για την αναδίπλωση µιας συγκεκριµένης 

πρωτεΐνης ώστε αυτή να λάβει τη σωστή, βιολογικά ενεργή διαµόρφωση. Κάθε κύκλος 

διαρκεί 10-15 s και καταναλώνει επτά µόρια ATP (Todd 1994, Rye et al., 1999). Εσωτερικά 

της κοιλότητας, έχουν προταθεί διαφορετικά µοντέλα για το τί συµβαίνει. Πειράµατα 

απέδειξαν ότι η αναδίπλωση συµβαίνει εσωτερικά της κοιλότητας cis και οδηγεί είτε στη 

φυσική κατάσταση, είτε στην ενδιάµεση κατάσταση. Σύµφωνα µε αυτό το µοντέλο, η 

αναδίπλωση συµβαίνει σε κλειστό περιβάλλον, εµποδίζοντας τη συσσωµάτωση ή την 

αλληλεπίδραση µε άλλες µη-διπλωµένες πρωτεΐνες (Nagradova, 2008). 

Το σύµπλοκο GroEL–GroES λειτουργεί ως δεσµευτής µη διπλωµένων ή µερικώς 

διπλωµένων πολυπεπτιδίων, καθώς σχηµατίζει ένα trans τριαδικό σύµπλοκο. Η λειτουργία 

του συµπλόκου αυτού, εξαρτάται άµεσα από την πρόσδεση του ATP καθώς καθορίζει την 

θέση της πρωτεΐνης GroES (άνοιγµα/κλείσιµο κοιλότητας).  

 

1.6. sHsps – Μικρές Hsp 
 

Οι sHsps είναι µια οµάδα πρωτεϊνών που συναντώνται in vivo, ως µακροµοριακά σύµπλοκα, 

µε στοιχειοµετρία που διαφέρει ανάµεσα στις κατηγορίες των εν λόγω πρωτεϊνών. 

Αλληλεπιδρούν µε µη διπλωµένες πρωτεΐνες και δεν δεσµεύουν µόρια ATP. Η εξαιρετικά 

αργού ρυθµού απελευθέρωση των πρωτεϊνών που δεσµεύουν, έχει οδηγήσει στη διαπίστωση 

ότι λειτουργούν ως δεξαµενές µη διπλωµένων πολυπεπτιδίων. Επίσης, έχει δειχθεί ότι, µετά 

την αποµάκρυνση του στρες, οι sHsps συνεργάζονται µε µοριακές συνοδούς, όπως η 

οικογένεια Hsp70, µε αποτέλεσµα την απελευθέρωση του πεπτιδίου στόχου και την ATP-

εξαρτώµενη αναδίπλωσή του. Η δραστηριότητά τους προσέλκυσε το ενδιαφέρον των 



22 
 

ερευνητών ως έναν επιπρόσθετο µηχανισµό αναδίπλωσης ή αύξησης της διαλυτότητάς 

ετερόλογων πρωτεϊνών στο βακτήριο E.coli (Kolaj et al., 2009). 

 

1.7. Η αξιοποίηση των µοριακών συνόδων στη βελτίωση της ετερόλογης 

έκφρασης πρωτεϊνών στο E.coli 

 

Την τελευταία δεκαετία έχουν κατασκευασθεί πλασµίδια τα οποία υπερεκφράζουν γονίδια τα 

οποία κωδικοποιούν για διάφορες µοριακές συνοδούς (GroEL/ES, DnaK/DnaJ). Η συν-

εκφραση αυτών των πλασµιδίων µε συµβατά πλασµίδια που φέρουν γονίδια που 

κωδικοποιούν για πρωτεΐνες βιοτεχνολογικής σηµασίας, έχει οδηγήσει στη βελτίωση της 

παραγωγής ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών. 

1.7.1. Συν-έκφραση του TF 

Η συν-έκφραση της πρωτεΐνης TF οδήγησε σε µια τετραπλάσια αύξηση της έκφρασης του 

αντισώµατος Fab στο κυτταρόπλασµα του βακτηρίου E.coli, καθώς και σε αυξηµένα επίπεδα 

της διαλυτής ανθρώπινης ORP150 και της λυσοζύµης, στην αναδίπλωση της οποίας 

συνέβαλε και η GroES. Παροµοίως, η συνεργιστική δράση των TF και της πρωτεΐνης Hsp60 

οδήγησε σε µια περίπου τριπλάσια αύξηση της διαλυτότητας του µεταφραστικού παράγοντα 

eIF2a. Η υπέρ-έκφραση της πρωτεΐνης TF µπορεί επίσης να δρα συνεργιστικά µε την DnaK, 

όπως παρατηρήθηκε στην παραγωγή της τρανσαγλουταµινάσης του ήπατος ινδικού χοιριδίου 

και της βασοστατίνης (vasostatin) (Kolaj et al, 2009). 

1.7.2. Συν-έκφραση των DnaK-DnaJ-GrpE  

Η συν-έκφραση των γονιδίων  DnaK/DnaJ/GrpE έχει δώσει τη δυνατότητα να εκφρασθούν 

επιτυχώς µια οµάδα πρωτεϊνών, που άλλοτε σχηµάτιζαν σωµατιδιακά έγκλειστα. Η οµάδα 

αυτή περιλαµβάνει αντισώµατα (scFv, single-chain antibody fragment), κινάσες (human 

tyrosine kinases Csk, Fyn and Lck), µονοοξυγονάσες (cyclohexanone monooxygenase) και 

αλλεργιογόνα (cedar pollen allergen). Έχει επίσης αναφερθεί ότι η συν-έκφραση των 

DnaK/DnaJ, χωρίς την παρουσία της GrpE, αυξάνει την παραγωγή πρωτεϊνών, καταστέλλει 

τον  σχηµατισµό σωµατιδιακών εγκλείστων, βελτιώνει την διαλυτότητα και αυξάνει τη 

δραστηριότητα πολυάριθµων πρωτεϊνών (Kolaj et al., 2009). 

Αντιθέτως, όσον αφορά στην περίπτωση πολυπεπτιδίων πλούσιων σε προλίνη, το σύµπλοκο 

DnaK/DnaJ επηρεάζει ελάχιστα την διαλυτότητα τους και δυσµενώς την παραγωγή και την 

δράση τους. Άλλοι ερευνητές έχουν τονίσει ότι ο σχηµατισµός σωµατιδιακών εγκλείστων 

µπορεί να αποφευχθεί, όταν οι DnaK/DnaJ/GrpE εκφράζονται σε διπλάσια ή τριπλάσια 
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επίπεδα, αλλά οδηγεί σε µειωµένα ποσοστά ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης. Τα αποτελέσµατα 

αυτά τονίζουν ότι η υπερπαραγωγή των µοριακών συνοδών στο κύτταρο πρέπει να 

ρυθµίζεται ανάλογα µε τις ανάγκες του κυττάρου για αναδίπλωση πρωτεϊνών-στόχων παρά 

δευτερογενών πρωτεϊνικών ειδών (Kolaj et al., 2009). 

 

1.7.3. Συν-έκφραση GroEL/GroES 
 

Η υπερέκφραση των GroEL/GroES, αποδείχθηκε µια αποτελεσµατική µέθοδος ώστε να 

επιλύσουµε ζητήµατα µη σωστής αναδίπλωσης πρωτεϊνών, αυξάνοντας τη διαλυτότητα 

πολυπεπτιδίων που σχηµατίζουν σωµατιδιακά έγκλειστα. Παρά αυτό το εντυπωσιακό 

ιστορικό και το γεγονός ότι η πρωτεΐνη GroEL έχει δειχθεί να υποστηρίζει την αναδίπλωση 

ενός σηµαντικού αριθµού νεοσυντιθέµενων πολυπεπτιδίων στο Ε.coli, η υπερέκφραση του 

συστήµατος GroEL/GroES δεν θεωρείται ακόµα πανάκεια για την διαλυτότητα ετερόλογων 

πρωτεϊνών. Υπάρχουν πολυάριθµες βιβλιογραφικές αναφορές για το σύστηµα πρωτεϊνών 

GroEL/GroES, όπου δεν βελτιώθηκε η πρωτεϊνική διαλυτότητα, ακόµη και σε περιπτώσεις 

όπου η συνέκφραση της οικογένειας πρωτεϊνών Hsp70 ήταν επιτυχής (Kolaj et al., 2009). 

Η υπερέκφραση του συστήµατος GroEL/GroES έχει δειχθεί επίσης να οδηγεί σε µειωµένη 

ενζυµική δραστηριότητα και χαµηλότερη βιωσιµότητα των κυττάρων κατά τη διάρκεια της 

πρωτεϊνικής έκφρασης. Συνεπώς, συµπεραίνεται ένας βαθµός εκλεκτικότητας εκ µέρους των 

GroEL/GroES, από τα διαφορετικά αποτελέσµατα στην έκφραση δύο ανθρώπινων 

παραλλαγών του ενζύµου της αρωµατάσης (aromatase) που διαφέρουν µόνο κατά µια 

αµινοξική ακολουθία. Η υπερέκφραση του συστήµατος GroEL/GroES απέτυχε να βελτιώσει 

την αναδίπλωση πρωτεϊνών µε πολυσύνθετους δισουλφιδικούς δεσµούς (Kolaj et al., 2009).  

 

1.7.4. Συν-έκφραση των µικρών Hsp (sHsp) 
 

Οι πρωτεΐνες IbpA και IbpB του βακτηρίου E.coli, αποτρέπουν τη µη αντιστρεπτή 

συσσωµάτωση σωµατιδιακών εγκλείστων. Η υπερέκφραση της IbpA είχε ως συνέπεια την 

αύξηση της παραγωγής του µηλικού ενζύµου του E.coli, της GFP, της ανθρώπινης IGF-If, 

της ιντερφερόνης γ και της β αλυσίδας της ιντερλευκίνης-12 από 1.3 έως 2x στο 

κυτταρόπλασµα του E.coli. Επίσης, αύξησε τη διαλυτότητα 17 σε σύνολο 23 πρωτεϊνών που 

ήταν δύσκολο να εκφρασθούν. Πρόσφατα, ο ερευνητής De Marco και η οµάδα του 

παρουσίασαν µια µελέτη που αφορούσε τις επιπτώσεις της συνέκφρασης της IbpAB µε τις 

Hsp70, Hsp60 και τη πρωτεΐνη ClpB. H συνέκφραση της IbpAB είχε ως αποτέλεσµα την 
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αύξηση της διαλυτότητας 20 σε σύνολο 23 πρωτεϊνών, περιλαµβάνοντας 12 πρωτεΐνες, οι 

οποίες ήταν πλήρως αδιάλυτες, απουσία της IbpAB (Kolaj et al., 2009). 

 

1.8. Σκοπός 
 

Τα βακτήρια, και ιδιαίτερα το βακτήριο Escherichia coli, αποτελούν τον πιο κατάλληλο 

οργανισµό για έκφραση ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών καθώς προσφέρουν πολλά 

πλεονεκτήµατα. Οι υψηλοί ρυθµοί ανάπτυξης, η απλή γενετική, η παραγωγή υψηλής 

κυτταρικής βιοµάζας και το ευρύ φάσµα των γενετικών µεθόδων και εργαλείων που µπορούν 

να εφαρµοσθούν σε αυτά είναι λίγα από τα πλεονεκτήµατα τους. Έχουν την δυνατότητα να 

φέρουν πολλαπλά αντίγραφα πλασµιδιακών φορέων έκφρασης ετερόλογων πρωτεϊνών, τα 

οποία φέρουν ισχυρούς προαγωγείς µε αποτέλεσµα την ασυνήθιστα υψηλού ρυθµού 

µεταγραφή των κλωνοποιηµένων γονίδιων. Ο σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η 

διερεύνηση της επίδρασης της συνέκφρασης των µοριακών συνοδών στην αύξηση της 

διαλυτότητας της  καρβονικής αφυδατάσης (CA) φυτικής, ζωικής ή  βακτηριακής 

προέλευσης και της χαρπίνης (HrpZ). 
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Πίνακας 1.2: Πρωτεΐνες των οποίων η λειτουργικότητα υποβοηθείται από το σύστηµα 

πρωτεϊνών αναδίπλωσης GroE (Kolaj et al., 2009). 

 

 

 

Ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη Συνέκφραση των µοριακών συνοδών GroE 
Προκολλαγενάση (ανθρώπινη) ∆εκαπλάσια αύξηση επιπέδων έκφρασης και 

διαλυτότητας 
Κινάση τυροσίνης (p50csk) >50% αύξηση της διαλυτότητας και της δράσης της 

Μεταλλοένζυµο του Candida albicans (PMI) ∆ιπλάσια αύξηση της διαλυτότητας 
α-1,6-φουκοσυλτρανσφεράση από  Rhizobium sp. Αύξηση της δραστηριότητας έως 1,76x στους 30°C 

4-δεϋδρογονάση πυριδοξάλης από  Microbacterium 
luteolum 

Συνέκφραση στους 20°C µείωσε τα ποσοστά αδιάλυτης 
πρωτεΐνης και αύξησε την δραστηριότητα 9,1x 

β-γλυκοσιδάση από  Cellovibrio gilvus και 
Agrobacterium tumefaciens 

Χαµηλότεροι ρυθµοί ανάπτυξης αλλά  20–60% 
αυξηµένη διαλυτότητα  στους 37°C και έως 70% στους 

25°C 
Ολιγο-1,6-γλυκοσιδάση από Bacillus 

thermoglucosidasius 
Αύξηση δραστηριότητας έως 44%, 56% και 56% µε 
συνέκφραση των GroES,  GroEL  και GroESL 

αντίστοιχα 

Ευκαρυωτική αµµωνιολυάση της φαινυλαλανίνης ∆ραµατική βελτίωση της δραστηριότητας έπειτα από 
την αποµάκρυνση σπάνιων κωδικονίων (rare codons) 

Ρεδουκτάση της αδρενοδοξίνης (AdR) Αύξηση ποσοστού διαλυτής πρωτεΐνης έως  10 mg/l, σε 
σύγκριση µε 4 mg/l από την Hsp70 

Παράγοντας µεταγραφής κυανοβακτηρίου Έως τετραπλάσια αύξηση της διαλυτότητας 
4-α-γλουκανοτρανσφεράση του Thermococcus litoralis 

(GTase) 
Πενταπλάσια αύξηση δραστηριότητας του διαλυτού 
µέρους µε συνέκφραση των tRNAAGA and tRNAAGG 

Καρβαµοϋλάση του Agrobacterium radiobacter Τετραπλάσια αύξηση της δραστηριότητας 
Ν-ακυλο-D-αµινοξική αµινοϋδρολάση Alcaligenes 

xylosoxydans 
Αύξηση δραστηριότητας από  7.8 έως 72.4 U/mg και  

7.1 έως  22.7 U/mg, αντίστοιχα, στους 30°C 

∆ικαρβοξυλάση α-κετο-δεϋδρογονάσης Αύξηση δραστηριότητας 500x 
Προτοπορφυρινογενής  οξειδάση καλαµποκιού (PPO) Αύξηση διαλυτότητας 6x 

Καταλάση µαγγανίου από  Thermus sp. 50% αύξηση διαλυτότητας 
Ειδικό µονόκλωνο αντίσωµα (scFv) ειδικό για την c-

Met 
Αύξηση διαλυτότητας έως  2x  στο E. coli 
Origami2(DE3) αλλά όχι στο BL21(DE3) 

Fab αντίσωµα Αύξηση διαλυτότητας 4x 
D-καρβαµοϋλάση του  Agrobacterium tumefaciens 60% αύξηση διαλυτότητας και αύξηση δραστηριότητας 

6,2x  στους  28°C ενώ στους  25°C 75% και 4,5x 
αντίστοιχα 

NADPH: Οξειδορεδουκτάση κουϊνόνης Τριπλάσια αύξηση διαλυτότητας 
Ακονιτάση Αύξηση διαλυτότητας 40% και αύξηση 

δραστηριότητας 1,5x 
Desulfinase Rhodococcus erythropolis Αύξηση διαλυτότητας έως 50% και αύξηση 

δραστηριότητας 25x 
Ρακεµάση από E.coli (GluR) Αύξηση ποσοστού 2,2x καθώς και βελτιωµένη 

ανάπτυξη κυττάρων 
∆ισµουτάση φορµαλδεΰδη νικοτινοπρωτεΐνης (NDF) 

από Pseudomonas putida F16 
Αύξηση διαλυτότητας έως 80% και αύξηση 
δραστηριότητας 6x (µε τον tac προαγωγέα) 

Μεθυλτρανσφεράση PP2A (ανθρώπινη) Αύξηση διαλυτότητας 24x 
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2. Υλικά και µέθοδοι 
 

2.1. Το βακτήριο Escherichia coli BL21 DE3 

Στην πειραµατική διαδικασία χρησιµοποιήθηκε το βακτήριο Escherichia coli, στέλεχος BL21 

DE3. Το βακτήριο Escherichia coli είναι ένας Gram αρνητικός οργανισµός, προαιρετικά 

αναερόβιος, µε άριστη θερµοκρασία ανάπτυξης τους 37°C, που ανήκει στα γ-

πρωτεοβακτήρια της οικογένειας Enterobacteriaceae.  

F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB
- mB

-) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5])  

• E. coli στελέχους B, µε τον DE3, ένα λ προφάγο που περιέχει το γονίδιο T7 RNA 
πολυµεράσης και το lacIq. 

• Μετασχηµατισµένα πλασµίδια που περιέχουν τον T7 προαγωγέα έκφρασης, 
καταστέλλονται µέχρι την επαγωγή της T7 RNA πολυµεράσης, µε IPTG από τον lac 
προαγωγέα.   

Taxonomy ID: 469008 

Inherited blast name: enterobacteria 

 

 
Εικόνα 2.1. Επαγωγή της έκφρασης των πρωτεϊνών σε κύτταρα E.coli BL21 DE3. 
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2.2. Ο πλασµιδιακός φορέας pET 28a 
 

Ο πλασµιδιακός φορέας pET28a περιγράφεται σχηµατικά στην εικόνα 2.2. 

 

Εικόνα 2.2. Φορέας έκφρασης pET28a(+).  

 

2.3. Ο πλασµιδιακός φορέας pET 26b 
 

Ο πλασµιδιακός φορέας pET26b περιγράφεται σχηµατικά στην εικόνα 2.3. 

 
 
 
 

 
 
 
Εικόνα 2.3. Φορέας έκφρασης pET26b(+).   
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2.4. Πλασµίδια (Takara plasmid set) 
 

 

Εικόνα 2.4. Σχηµατική απεικόνιση των πλασµιδίων που φέρουν τα γονίδια που κωδικοποιούν για τις διάφορες 
πρωτεΐνες - µοριακές συνοδούς. 

Τα σετ των πλασµιδίων κωδικοποιούν τις εξής πρωτεΐνες: 

 pTf16: Trigger factor. 

 pG-KJE8: GroEL/GroES, DnaK/DnaJ/GrpE. 

 pG-Tf2: Trigger factor, GroEL/GroES. 

 pGro7: GroEL/GroES. 

 pKJE7: DnaK/DnaJ/GrpE. 
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2.5. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA 
 

2.5.1. Μέθοδος miniprep (Qiagen Kit) 
 

• 5 mL θρεπτικού υλικού LB, µε το κατάλληλο αντιβιοτικό, εµβολιάζονται µε µονή 

αποικία µετασχηµατισµένων, µε το προς αποµόνωση πλασµίδιο, κυττάρων 

Escherichia coli. Ακολουθεί επώαση µε ανακίνηση στους 37°C για περίπου 16 ώρες. 

• Από την καλλιέργεια αυτή 2 x 1.5 mL µεταφέρονται σε σωλήνα eppendorf και 

φυγοκεντρούνται στις 10.000 στρ./λεπτό για 2 λεπτά. 

• Το υπερκείµενο αποµακρύνεται και το ίζηµα επαναδιαλύεται σε 250 µL ρυθµιστικού 

διαλύµατος P1 που περιέχει RNάση Α. 

• Προστίθενται 250 µL διαλύµατος P2 και ακολουθεί ελαφρά ανακίνηση. 

• Έπειτα, προστίθενται επιπλέον 350 µL διαλύµατος Ν3 και αµέσως αναστρέφεται ο 

σωλήνας 4-6 φορές. Το εναιώρηµα θολώνει. 

• Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 10.000 στρ./λεπτό, µε αποτέλεσµα να 

σχηµατιστεί άσπρο ίζηµα. 

• Το υπερκείµενο µεταφέρεται σε κολώνα QIAprep spin column. 

• Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 30-60 δευτερόλεπτα και το διερχόµενο από το φίλτρο 

υγρό απορρίπτεται. 

• Η στήλη ξεπλένεται µε 750 µL ρυθµιστικό διάλυµα PE και ακολουθεί φυγοκέντρηση 

για 30-60 δευτερόλεπτα. 

• Το διερχόµενο από το φίλτρο υγρό απορρίπτεται και επαναφυγοκεντρείται για 1 

λεπτό.  

• Η στήλη τοποθετείται σε νέο σωλήνα eppendorf και προστίθενται 50 µL διαλύµατος 

EB ή ddH2O, αφήνεται για 1 λεπτό και τέλος, φυγοκεντρείται για 1 λεπτό, οπότε 

λαµβάνεται το καθαρό πλασµιδιακό DNA. 

 

2.6. ∆ηµιουργία δεκτικών κυττάρων Escherichia coli BL21 DE3  
 

 5 mL LB εµβολιάζονται µε µια αποικία Escherichia coli BL21 DE3 και επωάζονται, 

µε ανακίνηση, για περίπου 18 ώρες στους 37°C. 

 2 mL της καλλιέργειας χρησιµοποιούνται για τον εµβολιασµό 200 mL LB. 

Ακολουθεί επώαση µε ανακίνηση στους 37°C, για περίπου 2 ώρες, µέχρι η οπτική 

πυκνότητα να είναι περίπου 0.3-0.4. 
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 Η καλλιέργεια φυγοκεντρείται στις 6.000 στρ/λεπτό για 10 λεπτά. 

 Το ίζηµα των κυττάρων, αφού επαναδιαλυθεί µε ήπια ανάδευση σε 50 mL 0.1 Μ 

MgCl2 φυγοκεντρείται για 10 λεπτά στις 6.000 στρ/λεπτό. 

 Το ίζηµα επαναδιαλύεται σε 25 mL 0.1 M CaCl2 και διατηρείται σε πάγο για 20 

λεπτά. Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 6.000 στρ/λεπτό. 

 Το ίζηµα επαναδιαλύεται σε 10 mL 0.1 M CaCl2 και προστίθεται γλυκερόλη σε 

τελική συγκέντρωση 20% (v/v). 

 Τα κύτταρα αφού µοιραστούν σε σωλήνες eppendorf (50-200 µl) αποθηκεύονται 

στους -80°C. 

 

2.7. Μετασχηµατισµός Escherichia coli κυττάρων (transformation) µε τα 
πλασµίδια HrpZ, CA Azotobacter, CAC.elegans, CAArabidopsis και τα πλασµίδια 
pGKJE8, pGro7, pGTf2, pKJE7, pTf16 
 

 Μεταφέρονται 50 µL από τα δεκτικά κύτταρα σε eppendorf και προστίθεται 1µL από 

το πλασµίδιο (ή 10-100 ng πλασµιδιακού DNA σε όγκο που δεν πρέπει να υπερβαίνει 

το 1/10 του όγκου των προς µετασχηµατισµό κυττάρων). 

 Το µίγµα αφήνεται να επωαστεί στον πάγο περίπου 20 λεπτά. 

 Τα κύτταρα υπόκεινται σε θερµικό σοκ (heat shock) µε την εισαγωγή τους σε 

υδατόλουτρο θερµοκρασίας 42°C, επί ένα λεπτό. 

 Προστίθενται 200 µL LB, υπό ελαφρά ανακίνηση και αφήνεται για επώαση επί 60 

λεπτά, σε υδατόλουτρο θερµοκρασίας 37°C. 

 Έπειτα, τα κύτταρα επιστρώνονται σε τρυβλία που περιέχουν θρεπτικό υλικό µε το 

κατάλληλο αντιβιοτικό (20 mg/ml χλωραµφαινικόλη και 25 mg/ml καναµυκίνη), για 

την επιλεγµένη ανάπτυξη των κυττάρων.  

 Τα κύτταρα επωάζονται σε θερµοκρασία 37°C, για 15-20 ώρες.  

 

2.8. Επαγωγή της έκφρασης ανασυνδυασµένων  πρωτεϊνών 
(induction) 
 

Η επαγωγή της έκφρασης των πρωτεϊνών είναι µια διαδικασία κατά την οποία διεγείρεται η 

µεταγραφή και η γονιδιακή πληροφορία σε γονιδιακά προϊόντα.  
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Π.χ. για την επαγωγή των γονιδίων σε κύτταρα Escherichia coli µετασχηµατισµένα µε το 

πλασµίδιο pGKJE8 και µε το πλασµιδιακό φορέα έκφρασης pET28-CAAzotobacter : 

 5 ml θρεπτικού διαλύµατος LB , στο οποίο έχει προστεθεί η κατάλληλη δόση των 

αντιβιοτικών (2.5µl Τετρακυκλίνη 0.001 mg/ml, 2.9µl Χλωραµφαινικόλη 34 mg/ml 

και 25 µl Αραβινόζης 100 mg/ml), εµβολιάζονται µε µια αποικία µετασχηµατισµένων 

κυττάρων E.coli στελέχους BL21 DE3 µε τον ανασυνδυασµένο φορέα έκφρασης. 

 Η προκαλλιέργεια αφήνεται για επώαση στους 30°C, υπό συνεχή ανάδευση, για 

περίπου 15-20 ώρες (overnight).  

 1 mL της παραπάνω καλλιέργειας χρησιµοποιείται για τον εµβολιασµό 20 mL 

αποστειρωµένου θρεπτικού διαλύµατος LB που περιέχει 10µl Τετρακυκλίνη (0.001 

mg/ml) και 11.7µl Χλωραµφαινικόλη (34 mg/ml) και 100 µl Αραβινόζη (100 mg/ml). 

Στην καλλιέργεια προστίθεται IPTG  (40 µL), τελικής συγκέντρωσης 0.5mM, τη 

στιγµή που η οπτική πυκνότητα (O.D.600-Optical Density) κυµαίνεται από 0.4-0.6.  

 Η καλλιέργεια επωάζεται σε αναδευτήρα θερµοκρασίας 30°C, έως 4 ώρες. 

 Η καλλιέργεια µεταφέρεται σε eppendorf και φυγοκεντρείται σε 3.500 στρ./λεπτό επί 

10 λεπτά, σε θερµοκρασία 4°C. Αποµακρύνεται το υπερκείµενο και τα κύτταρα 

επαναδιαλύονται σε 300µl Tris-HCl 50mM . ∆ιατηρούνται σε θερµοκρασία -20°C. 

 Σπάσιµο των κυττάρων µε υπέρηχους. Φυγοκέντρηση στις 10.000 στρ./λεπτό για 10 

λεπτά, στους 4ºC. 

 Συλλέγεται και φυλάσσεται το υπερκείµενο, το οποίο περιέχει τις διαλυτές πρωτεΐνες 

των κυττάρων. 

 Τα κυτταρικά θραύσµατα επαναδιαλύονται σε 300 µL διαλύµατος 50 mM Tris-HCl 

pH 7. 

 Προσθέτονται 50 µl Ρυθµιστικό διάλυµα µετουσίωσης, ακολουθεί επώαση στους 

100°C για 5 λεπτά. Τα δείγµατα αποθηκεύονται στους -20°C. 

 

 

Για την επαγωγή των γονιδίων χρησιµοποιήθηκαν τα εξής: 

pTf16: Αραβινόζη (100 mg/ml), χλωραµφαινικόλη (34 mg/ml). 

pG-Tf2: Χλωραµφαινικόλη (34 mg/ml), τετρακυκλίνη (0.001 mg/ml). 

pGro7: Αραβινόζη (100 mg/ml), χλωραµφαινικόλη (34 mg/ml). 

pKJE7: Αραβινόζη (100 mg/ml), χλωραµφαινικόλη (34 mg/ml). 

pG-KJE8: Αραβινόζη (100 mg/ml), χλωραµφαινικόλη (34 mg/ml), τετρακυκλίνη (0.001 

mg/ml). 

HrpZ: Καναµυκίνη (25 mg/ml). 

CAAzotobacter, CAC.elegans, CAArabidopsis: Καναµυκίνη (25 mg/ml). 
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2.9. ∆ιασύνδεση πρωτεϊνών in vivo µε τη χρήση φορµαλδεΰδης 

 
Ως διασύνδεση ορίζεται η διαδικασία της χηµικής σύνδεσης δυο η περισσότερων 

µορίων µε οµοιοπολικούς δεσµούς. Οι χηµικές ενώσεις που χρησιµοποιούνται κατά την 

διαδικασία της διασύνδεσης φέρουν ενεργές οµάδες οι οποίες αντιδρούν µε οµάδες των 

µορίων-στόχων (π.χ. αµινο-οµάδες). Η φορµαλδεΰδη χρησιµοποιείται ευρέως ως µέσο 

χηµικής διασύνδεσης πρωτεϊνών σε κύτταρα, ιστούς και σε ορισµένες περιπτώσεις, σε 

ολόκληρους οργανισµούς. Το µικρό µέγεθος της φορµαλδεΰδης επιτρέπει τη διέλευσή της 

µέσω των µεµβρανών και των κυτταρικών τοιχωµάτων. Η δράση της φορµαλδεΰδης είναι 

ταχύτατη και επιτρέπει την διασύνδεση πρωτεϊνών που ευρίσκονται πολύ κοντά η µια στην 

άλλη. 

 

Εικόνα 2.5. Η χηµική δοµή της φορµαλδεΰδης (Β). Η πορεία της χηµικής αντίδρασης µε τις άµινο-οµάδες των 
πρωτεϊνών της φορµαλδεΰδης (D). Οι ενεργές οµάδες της φορµαλδεΰδης ευρίσκονται σε απόσταση 2-2,7 Å. 

 

 Έπειτα από την φυγοκέντρηση των κυττάρων στις 3.500 στρ./λεπτό, επαναδιαλύεται 

το ίζηµα µε 1 mL PBS (Phosphate buffered saline). 

 Φυγοκέντρηση στις 3.500 στρ./λεπτό για 10 λεπτά. 

 Επαναδιαλύεται το ίζηµα µε 1 mL PBS και µεταφέρεται σε µικρή φιάλη που περιέχει 

14 mL PBS και 1 mL 16% Formaldehyde (w/v), ώστε ο τελικός όγκος να είναι 16 

mL. 

 Τα κύτταρα επωάζονται σε υδατόλουτρο θερµοκρασίας 37°C για 8 λεπτά. 

 Στα 8 λεπτά προστίθενται 0.6 mL TrisHCl (0.05 Μ τελική συγκέντρωση). 

 Το δείγµα αφήνεται για 10 λεπτά, σε θερµοκρασία δωµατίου. 

 Τα κύτταρα µεταφέρονται σε σωληνάκι και φυγοκεντρούνται στις 3.500 στρ./λεπτό 

για 10 λεπτά. 

 Συλλέγεται το υπερκείµενο και επαναδιαλύεται το ίζηµα µε 200-300 µL TrisHCl 

(1M). ∆ιατηρείται σε θερµοκρασία -20°C. 
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 Σπάσιµο των κυττάρων µε υπέρηχους. Φυγοκέντρηση στις 10.000 στρ./λεπτό για 10 

λεπτά, στους 4ºC. 

 Συλλέγεται και φυλάσσεται το υπερκείµενο, το οποίο περιέχει τις διαλυτές πρωτεΐνες 

των κυττάρων. 

 Τα κυτταρικά θραύσµατα επαναδιαλύονται σε 300 µL διαλύµατος 50 mM Tris-HCl 

pH 7. 

 Προσθέτονται 50 µl Ρυθµιστικό διάλυµα µετουσίωσης, ακολουθεί επώαση στους 

100ºC για 5 λεπτά. Τα δείγµατα αποθηκεύονται στους -20ºC. 
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2.10. Αποµόνωση και καθαρισµός της ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης 

 

Η αποµόνωση της ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης γίνεται µε τη µέθοδο της χρωµατογραφίας 

συγγενείας. Σφαιρίδια αγαρόζης είναι φορτισµένα µε νικέλιο (Ni-NTA Agarose, QIAGEN) στο 

οποίο δεσµεύεται η ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη εξ’ αίτιας της δηµιουργίας συµπλόκου ανάµεσα στο 

νικέλιο και το εξαπεπτίδιο ιστιδίνης. 

 5 ml θρεπτικού διαλύµατος LB, στο οποίο έχουν προστεθεί 5µL καναµυκίνη εµβολιάζονται µε 

µια αποικία µετασχηµατισµένων Escherichia coli στέλεχος BL21 DE3 µε τον ανασυνδυασµένο 

φορέα έκφρασης και επωάζονται για περίπου 16 ώρες στους 30°C, µε συνεχή ανακίνηση. 

 5 ml της παραπάνω καλλιέργειας χρησιµοποιούνται για τον εµβολιασµό 100 ml 

αποστειρωµένου θρεπτικού διαλύµατος LB µε 100 µL καναµυκίνη. Η καλλιέργεια αναπτύσσεται 

στους 30ºC, µε συνεχή ανακίνηση έως ότου η οπτική πυκνότητα της καλλιέργειας να είναι 

O.D.600=0.4-0.6. 

Όταν O.D.600=0.4-0.6, προστίθεται IPTG σε τελική συγκέντρωση 0.5 mM και ZnSO4 σε τελική 

συγκέντρωση 0.5 mM. 

Η καλλιέργεια συνεχίζει να αναπτύσσεται στους 37ºC, µε συνεχή ανακίνηση για 4 ώρες. 

 

2.10.1. ∆ιαδικασία αποµόνωσης  

 

 Τα κύτταρα συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις 3.500 στρ./λεπτό για 10 λεπτά, στους 4ºC. 

Το υπερκείµενο αποµακρύνεται και τα κύτταρα τοποθετούνται στον πάγο. 

 Τα κύτταρα επαναδιαλύονται µε 2-5 ml διάλυµα λύσης (Lysis Buffer), ανά gr κυττάρων. 

 Προστίθεται λυσοζύµη σε τελική συγκέντρωση 1 mg/ml. 

 Αναµονή διάρκειας 30 λεπτών στους 4°C. 

 Προστίθεται ο αναστολέας πρωτεασών PMSF  σε τελική συγκέντρωση 0.5 mM. 

 Τα κύτταρα λύονται µε υπέρηχους (6 φορές για 10sec σε 200-300 Watt µε ενδιάµεση 

παύση 10 sec). 

 Φυγοκέντρηση στις 10.000 στρ./λεπτό για 20 λεπτά, στους 4ºC. 

 Συλλέγεται το υπερκείµενο.  

 Στο υπερκείµενο προστίθεται 50% Ni-NTA. Συνεχής ήπια ανακίνηση στους 4ºC στην 

στήλη χρωµατογραφίας για 60 λεπτά. 
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 Αποµακρύνεται το καπάκι και συλλέγεται το διάλυµα που διαπερνά την στήλη (Flow-

through). 

 Ακολουθεί διπλός καθαρισµός της στήλης µε 4 mL διαλύµατος πλύσης (Wash Buffer). .  

 Ακολουθεί έκλουση της ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης από την στήλη µε 0.5 mL διάλυµα 

έκλουσης (Elution Buffer) . 

2.10.2. Καθαρισµός κολώνας 
 

1. Εισάγονται 20 mL dH2Ο και αφήνονται να εκλουθούν. 

2. Προστίθεται 0.5 Μ NaOH και αφήνεται για 30 λεπτά. 

3. Εισάγονται ξανά 30 mL dH2Ο. 

4. Προστίθεται 30% αιθανόλη και διατηρούµε την κολώνα στους 4ºC. 
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2.11. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαµίδης 
 

2.11.1. Ηλεκτροφόρηση σε συνθήκες µετουσίωσης παρουσία δωδεκανοθειϊκού 
νατρίου (SDS) 
 

Η µέθοδος SDS-PAGE βασίζεται στην τεχνική ηλεκτροφόρησης ζώνης, η οποία εφαρµόζεται 

για την ανάλυση πρωτεϊνών και χρησιµοποιείται υπό συνθήκες µετουσίωσης πρωτεϊνών ώστε 

να προκύψει διαχωρισµός πρωτεϊνικών τµηµάτων. Τα µόρια πρωτεϊνών τα οποία διαφέρουν 

ως προς το µέγεθός τους κινούνται µε διαφορετικές ταχύτητες µέσα σε ένα ηλεκτρικό πεδίο. 

Ο διαχωρισµός των πρωτεϊνών γίνεται βάσει του µοριακού µεγέθους, καθώς περνούν από 

τους πόρους της πηκτής. 

Η προσθήκη του δωδεκανοθειϊκού νατρίου στη πηκτή διαχωρισµού προσδίδει αρνητικό 

φορτίο στις πρωτεΐνες. Το αρνητικά φορτισµένο δωδεκανοθειϊκό οξύ προσδένεται στην 

πρωτεϊνική αλυσίδα και προκαλεί λύση των µη οµοιοπολικών αλληλεπιδράσεων. Τα ανιόντα 

του SDS δεσµεύονται στις κύριες αλυσίδες σε αναλογία ενός µορίου SDS ανά δύο αµινοξέα. 

Το σύµπλοκο του SDS µε την πρωτεΐνη αποκτά µεγάλο φορτίο, περίπου ανάλογα µε την 

µάζα της πρωτεΐνης και εποµένως, ο διαχωρισµός τους γίνεται µε βάση το µοριακό τους 

µέγεθος µε γραµµική σχέση. 

Η χρήση της πηκτής πολυακρυλαµίδης είναι απαραίτητη σε περιπτώσεις µικρών τµηµάτων 

(δεκάδες έως εκατοντάδες ζεύγη βάσεων). Εντούτοις, µικρά πρωτεϊνικά µόρια έως 10KD 

δεν επιδέχονται πρόσδεση του SDS και έτσι απαιτούν ειδικές συνθήκες ηλεκτροφόρησης.  

Η ανάλυση πρωτεϊνών έγινε σε πηκτή πολυακρυλαµίδης κάτω από αποδιατακτικές συνθήκες 

(SDS-PAGE). Το απορρυπαντικό SDS σε συνδυασµό µε έναν ισχυρό αναγωγικό παράγοντα, 

όπως η β-µερκαπτοαιθανόλη, µε θέρµανση οδηγεί στον διαχωρισµό των πρωτεϊνών στις 

πολυπεπτιδικές τους αλυσίδες, ώστε όλες πλέον αποκτούν αρνητικό φορτίο.  

Στον παρακάτω πίνακα παρουσιάζονται τα αντιδραστήρια και οι ποσότητες που 

χρησιµοποιούνται για την παρασκευή της πηκτής διαχωρισµού και της πηκτής επιστοίβαξης.
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Πίνακας 2.2.: Σύσταση πηκτής πολυακρυλαµίδης συναρτήσει τελικής συγκέντρωσης ακρυλαµίδης. 

 

 

H διαδικασία παρασκευής της πηκτής διαχωρισµού είναι η ακόλουθη: Αναµειγνύονται τα διαλύµατα 1, 2, 

3, 5 και 6 και στη συνέχεια προστίθενται τα διαλύµατα 7 και 8. Το µίγµα αναδεύεται ελαφρώς και 

εισάγεται αµέσως στο γυάλινο κάθετο καλούπι όπου αφήνεται να πολυµεριστεί (30-60 λεπτά, 20-25ºC). 

Αφού ολοκληρωθεί ο πολυµερισµός, εισάγεται η πηκτή επιστοίβαξης, η οποία παρασκευάζεται µε τον 

ίδιο τρόπο µε τη διαφορά ότι περιέχει το αντιδραστήριο 4 και όχι το 5. Το µίγµα αναδεύεται ελαφρώς και 

εισάγεται στο γυάλινο κάθετο καλούπι. Πριν ξεκινήσει ο πολυµερισµός, στην κορυφή της πηκτής 

εισάγεται κατάλληλος υποδοχέας (χτένα) ώστε να δηµιουργηθούν τα κανάλια-θέσεις εισαγωγής των 

δειγµάτων. Ο πολυµερισµός ολοκληρώνεται σε ~30 λεπτά (25ºC). 

Μετά τον πολυµερισµό και της πηκτής επιστοίβασης η πηκτή τοποθετείται στην συσκευή 

ηλεκτροφόρησης. Στην συσκευή προστίθεται το ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης. Με µια σύριγγα 

αποµακρύνονται οι φυσαλίδες που σχηµατίζονται στο κάτω µέρος της πηκτής µεταξύ των τζαµιών.  

Πηκτή διαχωρισµού  

7.5% 10% 12.5% 15% 17.5% 20% 25% 

Πηκτή 
επιστοίβαξης 

1 Ακρυλαµίδη 30% 7.5 10 12.5 15 17.5 20 25 1.3 

2 1% Bis-
ακρυλαµίδη 

5.2 3.9 3.1 2.6 2.2 1.9 1.5 1 

3 3 Μ Tris (pH: 8.8) 3.75 3.75 3.75 3.75 3.75 3.75 3.75 - 

4 1M Tris (pH: 6.8) - - - - - - - 1.25 

5 10% SDS 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.1 

6 dH2O 13.04 11.85 10.14 8.14 6.04 3.84 - 6.24 

7 TEMED 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 

8 10% APS 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 
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2.12. Παράρτηµα Α 
 

2.12.1. Ρυθµιστικά διαλύµατα  
 

PBS (Phosphate buffered saline): αναµιγνύονται 136 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM 

Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4. Ρυθµίζεται το pH στο 6.5, αποστειρώνεται και διατηρείται σε 

θερµοκρασία δωµατίου.  
 

∆ιάλυµα πλύσης (Wash Buffer): 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazole. 

∆ιάλυµα έκλουσης (Elution Buffer) : 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazole. 

∆ιάλυµα λύσης (Lysis Buffer): 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole. 

 

APS (10%): 1 g APS (Amonium Persulfate) διαλύονται σε 10 mL dH2O. Το διάλυµα φυλάσσεται 

στους -20ºC. 

 

BIS-ακρυλαµίδη (1%): 0.5 g BIS-ακρυλαµίδης διαλύονται σε 50 mL dH2O. Tο διάλυµα 

φυλάσσεται στους 4ºC.  

 

Tris-HCl (1M pH7) : Σε τελικό όγκο 1 L H2O διαλύονται 121.14 g Tris-Base (BDH). To pH του 

διαλύµατος ρυθµίζεται στο 7.0 µε την προσθήκη πυκνού HCl. Το τελικό διάλυµα αποστειρώνεται 

και φυλάσσεται σε θερµοκρασία δωµατίου. 

 

Ακρυλαµίδη (30%):  Σε 100 mL dH2O διαλύονται 30 gr ακρυλαµίδης  To διάλυµα αναδεύεται 

παρουσία ιοντοανταλλακτικής ρητίνης για 30 λεπτά, φιλτράρεται και φυλάσσεται στους 4ºC. 

 

∆ιάλυµα χρωµατισµού – Staining buffer: 10% Οξικό οξύ, 45% Μεθανόλη, 0.25% Coomassie 

R250 brilliant blue.  

 

∆ιάλυµα αποχρωµατισµού – Destaining buffer: 30% Μεθανόλη, 10% Οξικό οξύ. 
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Ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης – SDS Running buffer (10x): 144 g/L Γλυκίνη, 30 g/L 

Tris και 10 g/L SDS. 

 

Ρυθµιστικό διάλυµα µετουσίωσης – Sample buffer: 4% SDS, 10% β-Μερκαπτοαιθανόλη, 20% 

Γλυκερόλη, 0.1M Tris pH6.8 και 0.0005% χρωστική µπλε της βρωµοφαινόλης. 

 

2.12.2. Θρεπτικά µέσα 
 

LB 

Υγρό LB : Για την παρασκευή ενός (1L) λίτρου θρεπτικού διαλύµατος LB, αναµιγνύονται 10 

gr NaCl, 10 gr Tryptone και 5 gr Yeast extract. Φυλάσσεται σε φιαλίδια MacCartney σε 

θερµοκρασία περιβάλλοντος. 

Στερεό LB (τρυβλία): Για την παρασκευή ενός (1L) λίτρου στερεού θρεπτικού διαλύµατος 

LB, αναµιγνύουµε 10 gr NaCl, 10 gr Tryptone, 5 gr Yeast extract και 15 gr Agar (1.5%). 

 

2.12.3. Αντιβιοτικά 
 

Χλωραµφαινικόλη (Chlor 34 mg/mL): ∆ιαλύονται 34 mg σε 1 mL καθαρής αιθανόλης 

(ethanol 100%). Το διάλυµα αποστειρώνεται µε φιλτράρισµα (0.22 µm Millipore) και 

φυλάσσεται στους -20°C. 

Καναµυκίνη (Kn 0.025 mg/mL ): ∆ιαλύονται 0.025 mg σε 1 mL αποστειρωµένο ddH2O. Το 

διάλυµα αποστειρώνεται µε φιλτράρισµα (0.22 µm Millipore) και φυλάσσεται στους -20°C. 

Αραβινόζη (Ara 100 mg/mL): ∆ιαλύονται 100 mg σε 1 mL αποστειρωµένο ddH2O. Το 

διάλυµα αποστειρώνεται µε φιλτράρισµα (0.22 µm Millipore) και φυλάσσεται στους -20°C. 

 

2.12.4. Λοιπά 
 

IPTG (0.5 M): 0.119 gr IPTG (isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside) διαλύονται σε 1 mL 

ddH2O. Το διάλυµα αποστειρώνεται µε φιλτράρισµα (0.22 µm Millipore) και φυλάσσεται 

στους -20°C.  
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3. Αποτελέσµατα 
 

Ικανά κύτταρα προς µετασχηµατισµό (competent cells) βακτηρίου Escherichia coli BL21 

DE3 µετασχηµατίστηκαν µε πλασµίδια που φέρουν τα γονίδια που κωδικοποιούν για τις 

µοριακές συνοδούς (DnaK/DnaJ, GroESL, Trigger factor).  

Πίνακας 3.1. Τα πλασµίδια, οι προαγωγείς, οι επαγωγείς και το γονίδιο ανθεκτικότητας των 

πρωτεϊνών-µοριακών συνοδών. 

Πλασµίδιο Μοριακή 

συνοδός 

Προαγωγέας Επαγωγέας Γονίδιο 

ανθεκτικότητας 

pG-KJE8 DnaK/DnaJ/GrpE 

GroEL/GroES 

araB 

Pzt 1 

L-αραβινόζη 

Τετρακυκλίνη 
Χλωραµφαινικόλη 

pGro7 GroEL/GroES araB L-αραβινόζη Χλωραµφαινικόλη 

pKJE7 DnaK/DnaJ/GrpE araB L-αραβινόζη Χλωραµφαινικόλη 

pG-Tf2 GroEL/GroES-

Trigger  factor 
Pzt 1 Τετρακυκλίνη Χλωραµφαινικόλη 

pTf16 Trigger factor araB L-αραβινόζη Χλωραµφαινικόλη 

 

Συγχρόνως, στο βακτήριο Εscherichia coli επιλέχτηκαν τα γονίδια που κωδικοποιούν για την 

έκφραση της πρωτεΐνης χαρπίνης (HrpZ), της καρβονικής ανυδράσης ή αφυδατάσης των 

δισανθρακικών (CA) βακτηριακής, φυτικής και ζωικής προέλευσης. Η επαγωγή των 

ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών πραγµατοποιήθηκε σε υγρή καλλιέργεια του βακτηρίου, στους 

30°C, µε την προσθήκη β-D-ισοπροπυλικής θειογαλακτοπυρανοσίδης (IPTG), η οποία 

αποτελεί τον επαγωγέα του προαγωγέα του πλασµιδίου έκφρασης. 

Πίνακας 4. Το µέγεθος των µοριακών συνοδών και των πρωτεϊνών που µελετήθηκαν. 

Πρωτεΐνες GroEL GroES DnaK DnaJ GrpE TF CAArab CAAzotob CAC.elegans HrpZ 

Μέγεθος 

(kDa) 
60 10 70 40 22 56 30 27 32 32.3 
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3.1. Έκφραση της ετερόλογης καρβονικής αφυδατάσης (CA) βακτηριακής 

προέλευσης 

 

3.1.1. Συν-έκφραση της ετερόλογης βακτηριακής και της φυτικής προέλευσης 

καρβονικής αφυδατάσης (CA) 

 

Πραγµατοποιήθηκε η ετερόλογη έκφραση γενωµατικού DNA κλώνου,  ενσωµατωµένου στον 

πλασµιδιακό φορέα pET28a, που κωδικοποιεί για την καρβονική αφυδατάση ή αφυδατάση 

των ανθρακικών α-τύπου (pET28a-CAAzotobacter)  που προέρχεται από το αζωτοδεσµευτικό 

βακτήριο Azotobacter vinelandii. Η έκφραση της πρωτεΐνης πραγµατοποιήθηκε στο βακτήριο 

Escherichia coli, µε συνέκφραση των γονιδίων που κωδικοποιούν για τις µοριακές συνοδούς. 

 

Εικόνα 3.1. Έκφραση της ανασυνδυασµένης φυτικής πρωτεΐνης CA και της βακτηριακής πρωτεΐνης CA σε 
κύτταρα βακτηρίων E.coli BL21 DE3. Η ανάλυση του διαλυτού και αδιάλυτου κλάσµατος των πρωτεϊνών έγινε σε 
αποδιατακτική πηκτή πολυακρυλαµίδης (SDS-PAGE) 15%. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν τέσσερις ώρες µετά την 
προσθήκη IPTG (0.5 mM) και επώαση στους 30°C. Με βέλος δεικνύονται οι ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες.  

 

Στήλη 1: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 (µάρτυρας). 
Στήλη 2: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pET28a 
CAAzotobacter. 
Στήλη 3: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pET28a 
CAArabidopsis.  
Στήλη 4: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 (µάρτυρας). 
Στήλη 5: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pET28a 
CAAzotobacter. 
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Στήλη 6: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pET28a 
CAArabidopsis.  

 

Η ανάλυση των πρωτεϊνών του βακτηρίου Escherichia coli το οποίο µετασχηµατίστηκε µε 

τον πλασµιδιακό φορέα pET28a που φέρει τα γονίδια που κωδικοποιούν για την φυτική και 

την βακτηριακή πρωτεΐνη CA, επιβεβαιώνει την επαγωγή των εν λόγω πρωτεϊνών. 

Παρατηρείται το µεγαλύτερο επίπεδο της βακτηριακής πρωτεΐνης στο διαλυτό κλάσµα ενώ 

το µεγαλύτερο επίπεδο της φυτικής πρωτεΐνης σηµειώθηκε στο αδιάλυτο κλάσµα. 

 

 

3.1.2. Συνέκφραση της ετερόλογης καρβονικής αφυδατάσης (CA) βακτηριακής 

προέλευσης και των µοριακών συνοδών  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.2. Έκφραση της ανασυνδυασµένης βακτηριακής πρωτεΐνης CA σε κύτταρα βακτηρίων E.coli BL21 DE3. 
Η ανάλυση του διαλυτού και αδιάλυτου κλάσµατος των πρωτεϊνών έγινε σε αποδιατακτική πηκτή 
πολυακρυλαµίδης (SDS-PAGE) 15%. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν τέσσερις ώρες µετά την προσθήκη IPTG (0.5 
mM) και επώαση στους 30°C. Με βέλος δεικνύονται οι ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες (CA).  

 

Στήλη 1: ∆είκτες γνωστών µοριακών µεγεθών  πρωτεϊνών (50, 40, 30 kDa). 
Στήλη 2: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pET28a 
CAAzotobacter. 
Στήλη 3: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pET28a 
CAAzotobacter. 
Στήλη 4: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAAzotobacter και pGro7. 
Στήλη 5: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAAzotobacter και pGro7. 
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Στήλη 6: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAAzotobacter και pGΚJE8. 
Στήλη 7: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAAzotobacter και pGΚJE8. 
Στήλη 8: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAAzotobacter και pGTf2. 
Στήλη 9: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAAzotobacter και pGTf2.  
Στήλη 10: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAAzotobacter και pTf16. 
Στήλη 11:  ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAAzotobacter και pTf16. 

 

Η ανάλυση των πρωτεϊνών του βακτηρίου Escherichia coli το οποίο µετασχηµατίστηκε µε 

τον πλασµιδιακό φορέα pET28a, ο οποίος φέρει το γονίδιο που κωδικοποιεί για την  

βακτηριακή πρωτεΐνη CA και µε τον φορέα που κωδικοποιεί για τις µοριακές συνοδούς, 

επιβεβαιώνει την επαγωγή της εν λόγω πρωτεΐνης που µελετήθηκε. Παρατηρείται το µεγάλο 

ποσοστό της βακτηριακής πρωτεΐνης στο διαλυτό κλάσµα κυρίως στην περίπτωση όπου 

συνεκφράστηκαν µε τις πρωτεΐνες-µοριακές συνοδούς GroEL/GroES, DnaK/DnaJ/GrpE 

(πλασµίδιο pGKJE8) και τις GroEL/GroES, Trigger factor (πλασµίδιο pGTf2) και 

δευτερευόντως στην περίπτωση των GroEL/GroES (πλασµίδιο pGro7) και Trigger factor 

(πλασµίδιο pTf16). 
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3.1.3. Αποµόνωση της ετερόλογης καρβονικής αφυδατάσης (CA) βακτηριακής 

προέλευσης εκφρασµένης σε κύτταρα E.coli BL21 DE3   

 

Η αποµόνωση της καρβονικής αφυδατάσης, βακτηριακής προέλευσης, έγινε µε την µέθοδο 

της χρωµατογραφίας συγγενείας µετά από την έκφραση των γονιδίων που κωδικοποιούν για 

την πρωτεΐνη CA στο βακτήριο E.coli. Η παραγόµενη πρωτεΐνη φέρει ουρά έξι ιστιδινών, 

γεγονός που καθιστά δυνατή την αποµόνωσή της µε αυτή τη µέθοδο. Κατά την διαδικασία 

της αποµόνωσης, η ουρά ιστιδινών αλληλεπιδρά µε το νικέλιο και συγκρατείται στη στήλη 

αγαρόζης. Το διαλυτό και αδιάλυτο κλάσµα των ανασυνδυασµένων  πρωτεϊνών και τα 

κλάσµατα έκλουσης της στήλης αναλύθηκαν σε αποδιατακτική πηκτή πολυακρυλαµίδης 

(SDS-PAGE, 15%).  

 

Εικόνα 3.3. Αποµόνωση της ανασυνδυασµένης βακτηριακής πρωτεΐνης CA εκφρασµένης σε κύτταρα βακτηρίων 
E.coli BL21 DE3. Η ανάλυση του διαλυτού και αδιάλυτου κλάσµατος των πρωτεϊνών έγινε σε αποδιατακτική 
πηκτή πολυακρυλαµίδης (SDS-PAGE) 15%. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν τέσσερις ώρες µετά την προσθήκη IPTG 
(0.5 mM) και επώαση στους 30°C. Με βέλος αναπαρίστανται οι ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες (CA).  

Στήλη 1: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3. 
Στήλη 2: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pET28a 
CAAzotobacter. 
Στήλη 3: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3. 
Στήλη 4: Κλάσµα πλύσης (Wash A) της στήλης. 
Στήλη 5: Κλάσµα πλύσης (Wash B) της στήλης. 
Στήλη 6: Κλάσµα έκλουσης (Elution 1) της στήλης. 
Στήλη 7: Κλάσµα έκλουσης (Elution 2) της στήλης. 
Στήλη 8: Κλάσµα έκλουσης (Elution 3) της στήλης. 
Στήλη 9: Κλάσµα έκλουσης (Elution 4) της στήλης. 
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Παρατηρείται η επιτυχής αποµόνωση της ετερόλογης καρβονικής αφυδατάσης  

καθώς, όπως επιβεβαιώνεται από την ανάλυση σε πηκτή πολυακρυλαµίδης, το εξαπεπτίδιο 

ιστιδίνης που φέρει  η ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη συγκρατείται στην στήλη. 

 

3.1.4. Αποµόνωση της ετερόλογης καρβονικής αφυδατάσης (CA) βακτηριακής 

προέλευσης εκφρασµένης σε κύτταρα Escherichia coli BL21 DE3 στα οποία 

συνεκφράζονται οι µοριακές συνοδοί 

 

Η αποµόνωση της καρβονικής αφυδατάσης, βακτηριακής προέλευσης, έγινε µε την µέθοδο 

της χρωµατογραφίας συγγενείας µετά από την συν-έκφραση του γονιδίου που κωδικοποιεί 

για την πρωτεΐνη CA και των γονιδίων που κωδικοποιούν για τις µοριακές συνοδούς, στο 

βακτήριο Escherichia coli. Οι µοριακές συνοδοί που εκφράστηκαν στο βακτήριο είναι οι 

πρωτεΐνες GroEL/GroES (πλασµίδιο pGro7) και οι GroEL/GroES και TF (πλασµίδιο pGTf2). 

 

Εικόνα 3.4. Αποµόνωση της ανασυνδυασµένης βακτηριακής πρωτεΐνης CA εκφρασµένης σε κύτταρα βακτηρίων 
E.coli BL21 DE3, µετά από την συνέκφραση των πρωτεϊνών-µοριακών συνοδών GroEL/GroES και TF. Η 
ανάλυση του διαλυτού και αδιάλυτου κλάσµατος των πρωτεϊνών έγινε σε αποδιατακτική πηκτή πολυακρυλαµίδης  
(SDS-PAGE) 15%. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν τέσσερις ώρες µετά την προσθήκη IPTG (0.5 mM)  και επώαση 
στους 30°C. Με βέλος αναπαρίστανται οι ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες.  

 

Στήλη 1:  ∆είκτες γνωστών µοριακών µεγεθών  πρωτεϊνών (50, 40, 30 kDa). 
Στήλη 2: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3. 
Στήλη 3: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3. 
Στήλη 4: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAAzotobacter και pGro7. 
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Στήλη 5: Κλάσµα πλύσης (Wash A) της στήλης.   
Στήλη 6: Κλάσµα έκλουσης (Elution 1) της στήλης. 
Στήλη 7: Κλάσµα έκλουσης (Elution 2) της στήλης. 
Στήλη 8: Κλάσµα έκλουσης (Elution 3) της στήλης. 
Στήλη 9: Κλάσµα έκλουσης (Elution 4) της στήλης. 
Στήλη 10: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAAzotobacter και pGTf2. 
Στήλη 11: Κλάσµα πλύσης (Wash A) της στήλης. 
Στήλη 12: Κλάσµα έκλουσης (Elution 1) της στήλης. 
Στήλη 13: Κλάσµα έκλουσης (Elution 2) της στήλης. 
Στήλη 14: Κλάσµα έκλουσης (Elution 3) της στήλης. 
Στήλη 15: Κλάσµα έκλουσης (Elution 4) της στήλης. 
 

 

Παρατηρείται η αποµόνωση της καρβονικής αφυδατάσης εκφρασµένης σε E.coli κύτταρα τα 

οποία µετασχηµατίστηκαν µε τον πλασµιδιακό φορέα pET28a. Σηµειώνεται η παράλληλη 

αποµόνωση των GroEL/GroES πρωτεϊνών, γεγονός που πιθανόν να υποδηλώνει την 

αλληλεπίδραση της µοριακής συνοδού µε την καρβονική αφυδατάση κατά την αναδίπλωση 

της δεύτερης.  

 

3.1.5. ∆ιασύνδεση της βακτηριακής καρβονικής αφυδατάσης (CA) και των 

GroEL/GroES in vivo 

 

∆ιερευνήθηκε η αλληλεπίδραση της CAAzotobacter και της GroEL/GroES µέσω της διαδικασίας 

διασύνδεσης (crosslink) των πρωτεϊνών. Η διαδικασία της πρωτεϊνικής διασύνδεσης, µε τη 

χρήση φορµαλδεΰδης, ουσιαστικά συνδέει πρωτεΐνες ή αµινοξέα που βρίσκονται σε 

απόσταση 2-2.7 Å  (Sutherland et al., 2008). Χρησιµοποιώντας την φορµαλδεΰδη (15% 

formaldehyde, w/v) διαλυµένη σε PBS (Phosphate buffered saline) ως ρυθµιστικό διάλυµα, 

πραγµατοποιήθηκε η διασύνδεση της καρβονικής αφυδατάσης, έπειτα από συνέκφραση των 

µοριακών συνοδών GroEL/GroES (πλασµίδιο pGro7). Η έκφραση του γονιδίου που 

κωδικοποιεί για την καρβονική αφυδατάση έγινε σε κύτταρα Escherichia coli BL21 DE3. Η  

διαδικασία της πρωτεϊνικής διασύνδεσης διήρκησε πέντε και δέκα λεπτά. Τα δύο χρονικά 

διαστήµατα επέφεραν διαφορετικά αποτελέσµατα. Επίσης, τα διαλυτά και αδιάλυτα 

κλάσµατα των πρωτεϊνών υπέστησαν θέρµανση σε δύο θερµοκρασίες (100°C και 60°C), για 

την καλύτερη ανάλυση των αποτελεσµάτων. Η θερµοκρασία βρασµού του δείγµατος 

προκαλεί αναστροφή ή καταστολή της διασύνδεσης, οπότε οι ζώνες των πρωτεϊνών στην 

πηκτή πολυακρυλαµίδης, διαχωρίζονται. Η θερµοκρασία των 60°C δεν αναστρέφει την 

διασύνδεση των πρωτεϊνών, συνεπώς οι ζώνες των πρωτεϊνών που έχουν συνδεθεί µε τη 
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διαδικασία του crosslink παραµένουν, στην πηκτή πολυακρυλαµίδης, συγκεντρωµένες σε 

µία. 

 

 

Εικόνα 3.5. ∆ιασύνδεση της βακτηριακής καρβονικής αφυδατάσης εκφρασµένης σε κύτταρα βακτηρίων E.coli 
BL21 DE3, µετά από την συνέκφραση των µοριακών συνοδών GroEL/GroES. Η ανάλυση του διαλυτού και 
αδιάλυτου κλάσµατος των πρωτεϊνών έγινε σε αποδιατακτική πηκτή πολυακρυλαµίδης (SDS-PAGE) 15%. Οι 
στήλες 1-3 αποτελούν τα διαλυτά κλάσµατα των πρωτεϊνών που υποβλήθηκαν σε crosslink µε διάρκεια δράσης 
της φορµαλδεΰδης 5 λεπτά, ενώ οι στήλες 4-6 αποτελούν τα αδιάλυτα κλάσµατα των πρωτεϊνών. Οι στήλες 7-9 
αποτελούν τα διαλυτά κλάσµατα των πρωτεϊνών που υποβλήθηκαν σε crosslink µε διάρκεια δράσης της 
φορµαλδεΰδης 10 λεπτά, ενώ οι στήλες 10-12 αποτελούν τα αδιάλυτα κλάσµατα των πρωτεϊνών.  

 

Στήλη 1: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAAzotobacter  και pGro7 (χωρίς θέρµανση-5’). 

Στήλη 2: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAAzotobacter  και pGro7 (100°C-5’). 

 Στήλη 3: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAAzotobacter  και pGro7 (60°C-5’). 

Στήλη 4: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAAzotobacter  και pGro7 (χωρίς θέρµανση-5’). 

Στήλη 5: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAAzotobacter  και pGro7 (100°C-5’). 

Στήλη 6: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAAzotobacter  και pGro7 (60°C-5’). 

Στήλη 7: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAAzotobacter  και pGro7 (χωρίς θέρµανση-10’). 

Στήλη 8: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAAzotobacter  και pGro7 (100°C-10’). 

Στήλη 9: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAAzotobacter  και pGro7 (60°C-10’). 

Στήλη 10: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAAzotobacter  και pGro7 (χωρίς θέρµανση-10’). 
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Στήλη 11 Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAAzotobacter  και pGro7 (100°C-10’). 

Στήλη 12: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAAzotobacter  και pGro7 (60°C-10’). 

 

 
 

 
Η ανάλυση των πρωτεϊνών των E.coli κυττάρων τα οποία µετασχηµατίστηκαν µε τον 

πλασµιδιακό φορέα pET28a ο οποίος φέρει τα γονίδια που κωδικοποιούν για την  καρβονική 

αφυδατάση και τις µοριακές συνοδούς GroEL/GroES πραγµατοποιήθηκε µετά από τη 

διαδικασία της σύνδεσης των πρωτεϊνών που βρίσκονται σε απόσταση 2-2.7 Å.  

Παρατηρείται ότι, στις στήλες 2, 5, 8 και 11 εµφανίζεται η ζώνη της καρβονικής αφυδατάσης 

καθώς τα δείγµατα αυτά έχουν υποστεί θέρµανση µε βρασµό, οπότε έχει αναστραφεί το 

φαινόµενο της διασύνδεσης των πρωτεϊνών GroEL/GroES µε την CA. Η διασύνδεση της 

καρβονικής αφυδατάσης µε πρωτεΐνες που βρίσκονται σε απόσταση 2Å θα µπορούσε να 

αποκαλύψει ενδεχόµενες αλληλεπιδράσεις της µε τρίτες, άγνωστες πρωτεΐνες που 

εκφράζονται στο κύτταρο E.coli. Όµως, όπως απεδείχθη από τις προηγηθείσες αναλύσεις 

αποµόνωσης, η καρβονική αφυδατάση αλληλεπιδρά µε τις πρωτεΐνες-µοριακές συνοδούς. 

Σηµειώνεται ότι, στα διαλυτά και αδιάλυτα κλάσµατα που δεν υπέστησαν θέρµανση καθώς 

και αυτά που θερµάνθηκαν στους 60°C, εµφανίζεται το ίδιο αποτέλεσµα έκφρασης της 

καρβονικής αφυδατάσης. 
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3.2. Συν-έκφραση της ετερόλογης καρβονικής αφυδατάσης (CA) ζωικής 

προέλευσης και των µοριακών συνοδών σε κύτταρα Escherichia coli 

 

Πραγµατοποιήθηκε η ετερόλογη έκφραση ενός cDNA κλώνου (Y116A8C28), 

ενσωµατωµένου στον πλασµιδιακό φορέα  pET28a, που κωδικοποιεί για την καρβονική 

αφυδατάση ή αφυδατάση των ανθρακικών β-τύπου (pET28a-CAC.elegans) του οργανισµού 

Caenorhabditis elegans. Η έκφραση της πρωτεΐνης πραγµατοποιήθηκε  στο βακτήριο E.coli, 

µε συνέκφραση των γονιδίων που κωδικοποιούν για τις µοριακές συνοδούς. 

 

Εικόνα 3.6. Έκφραση της ανασυνδυασµένης ζωικής πρωτεΐνης CA και των µοριακών συνοδών σε κύτταρα 

βακτηρίων E.coli BL21 DE3. Η ανάλυση του διαλυτού και αδιάλυτου κλάσµατος των πρωτεϊνών έγινε σε 

αποδιατακτική πηκτή πολυακρυλαµίδης (SDS-PAGE) 15%. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν τέσσερις ώρες µετά την 

προσθήκη IPTG (0.5 mM) και επώαση στους 30°C. Με βέλος δεικνύονται οι ανασυνδυασµένες  πρωτεΐνες.  

Στήλη 1: ∆είκτες γνωστών µοριακών µεγεθών  πρωτεϊνών (50, 40, 30 kDa). 
Στήλη 2: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pET28a 
CAC.elegans. 

Στήλη 3: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pET28a 
CAC.elegans. 

Στήλη 4: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAC.elegans και pGro7. 
Στήλη 5: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a CAC.elegans 

και pGro7. 
Στήλη 6: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAC.elegans και pGΚJE8. 
Στήλη 7: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a CAC.elegans 

και pGΚJE8. 
Στήλη 8: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAC.elegans και pGTf2. 
Στήλη 9: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a CAC.elegans 

και pGTf2. 
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Στήλη 10: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAC.elegans και pTf16. 
Στήλη 11: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a 
CAC.elegans και pTf16. 
 

 
Η ανάλυση των πρωτεϊνών του βακτηρίου Escherichia coli το οποίο µετασχηµατίστηκε µε 

τον ανασυνδυασµένο φορέα έκφρασης pET28a, ο οποίος φέρει το γονίδιο που κωδικοποιεί 

για την CA, επιβεβαιώνει την επαγωγή της ζωικής καρβονικής αφυδατάσης. Ωστόσο, παρόλη 

τη συνέκφραση των µοριακών συνοδών, δεν παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση του διαλυτού 

κλάσµατος της πρωτεΐνης που µελετήθηκε. 
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3.3. Συνέκφραση της ετερόλογης καρβονικής αφυδατάσης (CA) φυτικής 

προέλευσης και των µοριακών συνοδών σε κύτταρα Escherichia coli 

 

Πραγµατοποιήθηκε η ετερόλογη έκφραση ενός  cDNA κλώνου που κωδικοποιεί για την 

καρβονική αφυδατάση ή αφυδατάση των ανθρακικών α-τύπου (pET28a-CAArabidopsis) που 

προέρχεται από το φυτό Arabidopsis thaliana, στο βακτήριο E.coli, µε συνέκφραση των 

γονιδίων που κωδικοποιούν για τις µοριακές συνοδούς. 

 

Εικόνα 3.7. Έκφραση της ανασυνδυασµένης φυτικής πρωτεΐνης CA και των µοριακών συνοδών σε κύτταρα 
βακτηρίων E.coli BL21 DE3. Η ανάλυση του διαλυτού και αδιάλυτου κλάσµατος των πρωτεϊνών έγινε σε 
αποδιατακτική πηκτή πολυακρυλαµίδης (SDS-PAGE) 15%. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν τέσσερις ώρες µετά την 
προσθήκη IPTG (0.5 mM) και επώαση στους 30°C. Με βέλος δεικνύονται οι ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες (CA 
και µοριακές συνοδοί).  

 

Στήλη 1: ∆είκτες γνωστών µοριακών µεγεθών  πρωτεϊνών (50, 40, 30 kDa). 
Στήλη 2: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pET28a CAArab. 
Στήλη 3: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pET28a CAArab. 
Στήλη 4: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a CAArab 

και pGro7. 
Στήλη 5: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a CAArab 

και pGro7. 
Στήλη 6: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a CAArab 

και pGΚJE8. 
Στήλη 7: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a CAArab 

και pGΚJE8. 
Στήλη 8: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a CAArab 

και pGTf2. 
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Στήλη 9: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a CAArab 

και pGTf2. 
Στήλη 10: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a CAArab 

και pTF16. 
Στήλη 11: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET28a CAArab 

και pTF16. 

 
 

Η ανάλυση των πρωτεϊνών του βακτηρίου  Escherichia coli το οποίο µετασχηµατίστηκε µε 

τον ανασυνδυασµένο φορέα έκφρασης pET28a, ο οποίος φέρει το γονίδιο που κωδικοποιεί 

για την φυτική CA επιβεβαιώνει την επαγωγή της φυτικής καρβονικής αφυδατάσης. Ωστόσο, 

παρόλη τη συνέκφραση των µοριακών συνοδών, δεν παρατηρήθηκε µεγάλη αύξηση του 

διαλυτού κλάσµατος της πρωτεΐνης που µελετήθηκε, εκτός από την περίπτωση των 

πρωτεϊνών-µοριακών συνοδών GroEL/GroES-TF (πλασµίδιο pGTf2), η οποία συνέβαλε στην 

αύξηση του διαλυτού κλάσµατος της CA. 
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3.4. Συνέκφραση της ετερόλογης HrpZ και των µοριακών συνοδών σε 

κύτταρα Εscherichia coli 

 

Πραγµατοποιήθηκε η επαγωγή ενός γονιδίου, ενσωµατωµένου στον πλασµιδιακό φορέα 

pET26b, που κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη χαρπίνη (HrpZ) του φυτοπαθογόνου βακτηρίου 

Pseudomonas syringae pv. Phaseolicola. Η έκφραση της πρωτεΐνης πραγµατοποιήθηκε στο 

βακτήριο Escherichia coli, µε συνέκφραση των γονιδίων που κωδικοποιούν για τις µοριακές 

συνοδούς. Η πρωτεΐνη HrpZ, γνωστή ως χαρπίνη εκκρίνεται από το εκκριτικό σύστηµα 

τύπου ΙΙΙ ή εκκριτικό σύστηµα Hrp και σε καθαρισµένη µορφή προκαλεί αντίδραση 

υπερευαισθησίας σε φύλλα καπνού.  

 

Εικόνα 3.8. Έκφραση της ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης HrpΖ και των µοριακών συνοδών σε κύτταρα βακτηρίων 
E. coli BL21 DE3. Η ανάλυση του διαλυτού και αδιάλυτου κλάσµατος των πρωτεϊνών έγινε σε αποδιατακτική 
πηκτή πολυακρυλαµίδης (SDS-PAGE) 15%. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν τέσσερις ώρες µετά την προσθήκη IPTG 
(0.5 mM)  και επώαση στους 30°C. Με βέλος δεικνύονται οι ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες.  

Στήλη 1: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες του βακτηρίου E.coli BL21 DE3 (µάρτυρας). 
Στήλη 2: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pET26b HrpΖ.   
Στήλη 3: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες του βακτηρίου E.coli BL21 DE3 (µάρτυρας). 
Στήλη 4: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pET26b HrpΖ.   
Στήλη 5: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pKJE7. 
Στήλη 6: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET26b HrpZ 
και pKJE7. 
Στήλη 7: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pTf16. 
Στήλη 8: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET26a HrpZ 
και pTf16. 
Στήλη 9: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pGTf2. 
Στήλη 10: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET26a HrpZ 
και pGTf2. 
Στήλη 11: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pKJE7. 
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Στήλη 12: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET26b HrpZ 
και pKJE7. 
Στήλη 13: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pTf16. 
Στήλη 14: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET26b HrpZ 
και pTf16. 
Στήλη 15: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pGTf2. 
Στήλη 16: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET26b HrpZ 
και pGTf2. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.9. Έκφραση της ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης HrpZ και των µοριακών συνοδών σε κύτταρα βακτηρίων 
E.coli BL21 DE3. Η ανάλυση του διαλυτού και αδιάλυτου κλάσµατος των πρωτεϊνών έγινε σε αποδιατακτική 
πηκτή πολυακρυλαµίδης (SDS-PAGE) 15%. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν τέσσερις ώρες µετά την προσθήκη IPTG 
(0.5 mM) και επώαση στους 30°C. Με βέλος δεικνύονται οι ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες.  

Στήλη 1: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες του βακτηρίου E.coli BL21 DE3 (µάρτυρας). 
Στήλη 2: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pET26b HrpΖ.  
Στήλη 3: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pGro7. 
Στήλη 4: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET26b HrpZ 
και pGro7. 
Στήλη 5: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pGΚJE8. 
Στήλη 6: Αδιάλυτες ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET26b HrpZ 
και pGΚJE8. 
Στήλη 7: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες του βακτηρίου E.coli BL21 DE3 (µάρτυρας). 
Στήλη 8: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pET26b HrpΖ.  
Στήλη 9: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pGro7. 
Στήλη 10: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET26b HrpZ 
και pGro7. 
Στήλη 11: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε το πλασµίδιο pGΚJE8. 
Στήλη 12: ∆ιαλυτές ολικές πρωτεΐνες E.coli BL21 DE3 µετασχηµατισµένων µε τα πλασµίδια pET26b HrpZ 
και pGΚJE8. 

 
Η ανάλυση των πρωτεϊνών του βακτηρίου Escherichia coli που µετασχηµατίστηκε µε τον 

πλασµιδιακό φορέα pET26b ο οποίος φέρει το γονίδιο που κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη 
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HrpZ, επιβεβαιώνει την επαγωγή της εν λόγω πρωτεΐνης. Παρατηρήθηκε ωστόσο η αύξηση 

του διαλυτού κλάσµατος µε την συνέκφραση των µοριακών συνοδών καθώς συνέβαλαν στην 

αύξηση της διαλυτότητας της χαρπίνης (HrpZ). Ιδιαίτερη αύξηση στη διαλυτότητα της 

ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης παρατηρήθηκε κατά την συνέκφραση των µοριακών συνοδών 

pGro7 και pGΚJE8 µε την ανασυνδυασµένη HrpZ.  
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4. Συζήτηση 

Η υψηλού ρυθµού µεταγραφή των γονιδίων και έκφραση των πρωτεϊνών οδηγεί τα βακτήρια 

σε µια κατάσταση στρες. Οι συνθήκες αυτές δεν επιτρέπουν στο κύτταρο να ρυθµίσει την 

λειτουργικότητα των παραγόµενων πρωτεϊνών, οπότε αυτές χάνουν την βιολογική 

ενεργότητά τους καθώς δεν αναδιπλώνονται σωστά. Αποτέλεσµα είναι η δηµιουργία 

συσσωµατωµάτων ή σωµατιδιακών εγκλείστων. Οι µοριακές συνοδοί ή σαπερόνες 

συµβάλλουν στην καταστολή του φαινοµένου του σχηµατισµού των σωµατιδιακών 

εγκλείστων και προάγουν την αναδίπλωση των νεοσυντιθέµενων πρωτεϊνών. Οι βασικές 

κατηγορίες µοριακών συνοδών που µελετήθηκαν για τον ρόλο τους στην πρωτεϊνική 

αναδίπλωση της καρβονικής αφυδατάσης είναι η πρωτεΐνη Trigger factor (TF), οι 

DnaK/DnaJ/GrpE και οι πρωτεΐνες GroEL/GroES. Στην παρούσα µελέτη διερευνήθηκε η 

συνέκφραση των µοριακών συνοδών µε την καρβονική αφυδατάση βακτηριακής, φυτικής και 

ζωικής προέλευσης και µε την πρωτεΐνη χαρπίνη (HrpZ). Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι 

αυξάνεται η διαλυτότητα των πρωτεϊνών που µελετήθηκαν µε εξαίρεση την φυτική 

καρβονική αφυδατάση, καθώς διαπιστώθηκε, µε την µέθοδο ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών, ότι 

οι µοριακές συνοδοί δεν συνέβαλαν στην αναδίπλωσή της. Οι υπόλοιπες πρωτεΐνες, όπως 

απεδείχθη, αλληλεπιδρούν µε τις µοριακές συνοδούς οι οποίες τις βοηθούν να λάβουν την 

κατάλληλη δοµή. Συγκεκριµένα, παρατηρήθηκε ότι οι µοριακές συνοδοί GroEL/GroES, 

DnaK/DnaJ/GrpE και TF βελτίωσαν την αναδίπλωση της βακτηριακής καρβονικής 

αφυδατάσης. Η συνδυασµένη δράση των GroEL/GroES και DnaK/DnaJ/GrpE (πλασµίδιο 

pGKJE8) καθώς και αυτή των GroEL/GroES  και TF (πλασµίδιο pGTF2), βελτίωσε το 

ποσοστό του διαλυτού κλάσµατος της πρωτεΐνης, από ότι η µεµονωµένη δράση των  

GroEL/GroES (πλασµίδιο pGro7) ή της TF (πλασµίδιο pTF16). Υπάρχει δηλαδή, µια 

συµπληρωµατική δράση των µοριακών συνοδών στην αναδίπλωση των νεοσυντιθέµενων 

πολυπεπτιδίων. Επίσης, παρατηρήθηκε ότι, στην περίπτωση της ζωικής καρβονικής 

αφυδατάσης, οι µοριακές συνοδοί GroEL/GroES συνέβαλαν στην αναδίπλωση του 

νεοσυντιθέµενου πολυπεπτιδίου περισσότερο από τις άλλες (φυτικής και βακτηριακής 

προέλευσης). Στην περίπτωση της φυτικής καρβονικής αφυδατάσης δεν προέκυψε ανάλογο 

αποτέλεσµα καθώς φάνηκε ότι οι µοριακές συνοδοί δεν συνέβαλαν στην αναδίπλωσή της. 

Αντίθετα, η διαλυτότητα της πρωτεΐνης χαρπίνης HrpZ αυξήθηκε µε την συνδυασµένη δράση 

των GroEL/GroES και DnaK/DnaJ/GrpE (pGKJE8) και µε την µεµονωµένη δράση των 

GroEL/GroES.  

Προκειµένου να διερευνήσουµε την αλληλεπίδραση της καρβονικής αφυδατάσης µε τις 

GroEL/GroES και την TF, πραγµατοποιήσαµε τη µέθοδο της χρωµατογραφίας συγγενείας. Η 

διαδικασία διασύνδεσης των πρωτεϊνών (crosslink) δεν κατέδειξε την αλληλεπίδραση της CA 
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µε άλλες πρωτεΐνες, εκτός των µοριακών συνοδών (GroEL/GroES, TF).  
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