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                                                        ABSTRACT 

 

 
ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF GLUTAMATE 

DEHYDROGENASE  (GDH)  GENES IN VITIS VINIFERA (L.). 

 

 

Glutamate dehydrogenase (GDH) is a key enzyme of the nitrogen assimilation 

pathway, with other possible functions too. In our effort, to identify the copy 

number of genes which encode for GDH in Vitis vinifera (L.), was performed 

blot analysis in genomic DNA from Vitis vinifera cv Sultanina. Two genes that 

encode for the two subunits of GDH were identified. Screening procedure in λ 

FIX II genomic library of Vitis vinifera cv Sultanina, with probe of full cDNA 

from gdha gene. Nine clones interacting with the probe were isolated. In order to 

characterize the molecular organization of the two genes of GDH, we cloned in 

pGEM vector intersected parts from each clone. We obtained the intersected 

parts with PCR reaction. From the sequencing and the alignment of the clones, 

we characterized the full length GDHA gene while GDHB is in preparation. 

GDHA gene consists of 9 exons and 8 introns. We also recognized, cis acting 

elements like TATA box in GDHA promoter region. 
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                                               ΠΕΡΙΛΗΨΗ  

 

 

Η γλουταµική αφυδρογονάση είναι ένα ένζυµο-κλειδί στο µονοπάτι 

αφοµοίωσης του αζώτου. Επιπλέον, πιο πρόσφατα δεδοµένα εµπλέκουν πιθανόν 

το ένζυµο αυτό και σε άλλες λειτουργίες. Για την εύρεση του αριθµού των 

γονιδίων τα οποία κωδικοποιούν τις δυο πρωτεϊνικές υποµονάδες του ολοενζύµου 

της GDH, πραγµατοποιήθηκε κατά Southern ανάλυση σε γενωµικό DNA από την 

άµπελο. Από την ανάλυση αυτή, βρέθηκε ότι υπάρχουν 2 γονίδια τα οποία 

κωδικοποιούν τις δυο πρωτεϊνικές υποµονάδες του ενζύµου αυτού. Ακολούθησε 

σάρωση γενωµικής βιβλιοθήκης Vitis vinifera cv sultanina σε ιϊκό φορέα λ FIX II, 

κατά την οποία αποµονώθηκαν 9 γενωµικοί κλώνοι που εµφάνισαν 

αλληλεπίδραση µε τον cDNA ανιχνευτή, οµόλογο το gdha γονίδιο. Από τους 

κλώνους αυτούς, αποµονώθηκαν µε PCR, αλληλεπικαλυπτόµενα τµήµατα από το 

gdha γονίδιο, τα οποία εν συνεχεία κλωνοποιήθηκαν στον πλασµιδιακό φορέα 

pGEM για να ακολουθήσει ο χαρακτηρισµός τους. Από την ανάλυση που 

πραγµατοποιήθηκε, βρέθηκε ότι το gdha γονίδιο αποτελείται από 9 εξόνια και 8 

ιντρόνια. Επιπλέον, αναλύθηκε η περιοχή του υποκινητή του, η οποία περιέχει cis 

ρυθµιστικά στοιχεία όπως το TATA box. Επίσης, αποµονώθηκαν και gdhb 

κλώνοι οι οποίοι βρίσκονται στην διαδικασία της ανάλυσης. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Μια από τις σηµαντικότερες και αποκλειστικές λειτουργίες που απαντάται στο 

φυτικό βασίλειο είναι η δέσµευση του ανόργανου αζώτου της ατµόσφαιρας καθώς 

και της ενσωµάτωσης και µετατροπής του σε οργανικά µόρια. Το ατµοσφαιρικό 

άζωτο βρίσκεται  στον αέρα σε ποσοστό περίπου 78% και κατέχει ρόλο δοµικού 

λίθου στη σύνθεση διάφορων βιολογικών µορίων, όπως είναι οι πρωτεΐνες, τα 

νουκλεοτίδια, η χλωροφύλλη, οι πολυαµίνες και πλήθος άλλα. Ενώ όµως έχει 

βασικό ρόλο στην σύνθεση πολλών µορίων του φυτικού οργανισµού και αποτελεί 

σηµαντικό ποσοστό του ξηρού του βάρους, δεν είναι άµεσα αξιοποιήσιµο µε την 

µορφή του διατοµικού αζώτου από τα ανώτερα φυτά. Μόνο ορισµένα βακτήρια 

έχουν την ικανότητα δέσµευσης του ατµοσφαιρικού αζώτου και την σύνθεση 

αµµωνίας από αυτό. Αυτή η περίπτωση περιλαµβάνει την συµβιωτική δράση των 

αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων µε τα ψυχανθή φυτά. 

Οι υπόλοιποι ανώτεροι φυτικοί οργανισµοί, προσλαµβάνουν το άζωτο 

συνήθως ως νιτρικά και αµµωνιακά ιόντα από το έδαφος και στην συνέχεια 

χρησιµοποιούνται σε ποικίλες βιολογικές αντιδράσεις. Η σηµαντικότερη πηγή 

εδαφικού αζώτου για τα φυτά είναι τα νιτρικά ιόντα, λόγω της ταχείας µετατροπής 

των αµµωνιακών ιόντων του εδάφους σε νιτρικά, κατά την αντίδραση 

νιτροποίησης (Beevers and Hageman 1980, Haynes 1986a). 

Η πρόσληψη νιτρικών ιόντων από το έδαφος πραγµατοποιείται µέσω του 

ριζικού συστήµατος των φυτών. Τα NO3
- ανάγονται προς ΝΟ2

- από το ένζυµο NR 

(Nitrate reductase, E.C. 1.6.6.1-2). Στη συνέχεια, τα NO2
- ανάγονται προς ΝΗ3 

από το ένζυµο NiR (Nitrite reductase, E.C. 1.7.7.1).  

Άλλη σηµαντική πηγή αµµωνίας, που χρησιµοποιούν τα φυτά για την 

βιοσύνθεση άλλων βιοµορίων, είναι η αµµωνία που απελευθερώνεται από 

διάφορες βιολογικές αντιδράσεις, όπως η φωτοαναπνοή, η αποκαρβοξυλίωση της 

γλυκίνης, η αποδόµηση πρωτεϊνών, η απαµίνωση και άλλες υδρολυτικές 

αντιδράσεις (Κύκλος ουρίας), όπως φαίνονται στην Εικόνα 1. 
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Εικόνα 1. Πηγές αµµωνιακών ιόντων και συνοπτική πορεία τους προς τον 

ενδιάµεσο µεταβολισµό. 

 

Τελικά, η αµµωνία που παράγεται από την αναγωγή των νιτρικών ιόντων 

ενσωµατώνεται σε ανθρακικούς σκελετούς, που προέρχονται από τον κύκλο του 

τρικαρβοξυλικού οξέος (Κύκλος Krebs) προς σχηµατισµό µεγάλου πλήθους 

σηµαντικών βιοµορίων. Η ενσωµάτωση της αµµωνίας στους ανθρακικούς 

σκελετούς επιτυγχάνεται µε την δράση των ενζύµων της GS (Glutamine 

synthetase, EC 6.3.1.2) και GOGAT (Glutamate synthase, NADH-GOGAT EC 

1.4.1.14, NADPH-GOGAT EC 1.4.1.13, Fd-GOGAT EC 1.4.1.7). Η GOGAT 

είναι µια αµινοτρανσφεράση, η οποία µεταφέρει µια αµινοοµάδα από ένα µόριο 

γλουταµίνης σε ένα µόριο α-κετογλουταρικού προς σχηµατισµό 2 µορίων L 

γλουταµικού οξέος, όπως φαίνεται στην Εικόνα 2. Το γλουταµικό οξύ αποτελεί το 

πρόδροµο µόριο για την βιοσύνθεση πολλών άλλων όπως προαναφέρθηκε. 

 

LL--γγλλοουυττααµµιικκόό  οοξξύύ  ++  ΝΝΗΗ33  ++  AATTPP                                      γγλλοουυττααµµίίννηη  ++  AADDPP  ++  PPii  
 
 
ΓΓλλοουυττααµµίίννηη  ++  αα--κκεεττοογγλλοουυττααρριικκόό  ++  rreedd  FFdd  [[ήή  NNAADD((PP))HH]]                                  22  LL  γγλλοουυττααµµιικκόό  οοξξύύ  
++  ooxx  FFdd  [[ήή  NNAADD((PP))++]]  

 
Εικόνα 2 Ενζυµικό σύστηµα GS/GOGAT. 

GGOOGGAATT

ΕΕ∆∆ΑΑΦΦΟΟΣΣ  

ΝΝΙΙΤΤΡΡΙΙΚΚΑΑ  ΙΙΟΟΝΝΤΤΑΑ  

ΝΝΗΗ44
++  

ΑΑΤΤΜΜΟΟΣΣΦΦΑΑΙΙΡΡΙΙΚΚΟΟ  
ΑΑΖΖΩΩΤΤΟΟ  
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Εκτός από τα παραπάνω, ο ρόλος της GDH (Glutamate dehydrogenase, EC 

1.4.1.2) στην αφοµοίωση της αµµωνίας, σε συνθήκες χαµηλής ενδοκυτταρικής 

αµµωνίας, δεν έχει διευκρινισθεί. Η GDH χαρακτηρίζεται από αµινωτική και 

απαµινωτική δράση. Η αµινωτική δράση της GDH εστιάζεται στην ενσωµάτωση 

της αµµωνίας στο α-κετογλουταρικό οξύ προς σχηµατισµό L γλουταµικού οξέος.  

 

 

ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ ΤΗΣ ΓΛΟΥΤΑΜΙΚΗΣ ΑΦΥ∆ΡΟΓΟΝΑΣΗΣ (GDH) 

 

Όπως προαναφέρθηκε, η GDH καταλύει την αναγωγική αµίνωση (NADH-

GDH) του α-κετογλουταρικού οξέος σε γλουταµικό οξύ και αντιστρόφως, όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 3. Ενώ, όµως, πρόκειται για µια µεγάλης σηµασίας 

πρωτεΐνη που απαντάται όχι µόνο σε όλους τους φυτικούς οργανισµούς, τους 

ζωϊκούς οργανισµούς καθώς και τους προκαρυώτες, ο φυσιολογικός ρόλος της δεν 

έχει διευκρινιστεί ακόµα.  

 

 

Εικόνα 3. Αµφίδροµη αντίδραση αναγωγικής αµίνωσης του α-κετογλουταρικού 

από την γλουταµική αφυδρογονάση και αντιστρόφως. 

 

Αρχικά, θεωρήθηκε ότι ο βασικός ρόλος της GDH ήταν η αφοµοίωση της 

αµµωνίας για σχηµατισµό L γλουταµικού οξέος, σύµφωνα µε αποτελέσµατα από 

in vitro αντίδραση. 

Η συµµετοχή της GDH στην αµινωτική λειτουργία αµφισβητήθηκε µε την 

ανακάλυψη του ενζυµικού συστήµατος, της γλουταµινικής συνθετάσης 

(GS)/γλουταµικής συνθάσης (GOGAT). Η δράση του ενζυµικού συστήµατος 

GS/GOGAT βρέθηκε να παίζει έναν πολύ πιο ουσιαστικό ρόλο στην αφοµοίωση 

της αµµωνίας προς σύνθεση γλουταµικού οξέος µέσα στους χλωροπλάστες.  

Η αµινωτική σηµασία της GDH αµφισβητείται επειδή η GDH έχει µικρή 

συγγένεια για την αµµωνία (εµφανίζει τιµή Km=5,2�70,0 mM). Η συγκέντρωση 

GGDDHH
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όµως της αµµωνίας στα φυτικά κύτταρα είναι σχετικά χαµηλή λόγο της υψηλής 

τοξικότητας της (Miflin and Lea 1976, 1980). Συνεπώς, δεν ευνοείται η δέσµευση 

της ενδοκυτταρικής αµµωνίας από την GDH. 

Η παρατήρηση αυτή, ώθησε στην πρόταση πιθανής συµπληρωµατικής δράσης 

της GDH στην διαδικασία αφοµοίωσης της αµµωνίας, σε συνδυασµό µε την 

δράση του ενζυµικού συστήµατος GS/GOGAT (Yamaya et al., 1984; Srivastava 

and Singh, 1987; Rhodes et al. 1989). To µοντέλο αυτό προτείνει µια πιθανή 

συνεργιστική δράση GDH/GS/GOGAT στην αφοµοίωση αµµωνίας. 

Αντίθετα, εντονότερα έχει υποστηριχτεί η άποψη της καταβολικής 

δραστηριότητας του ενζύµου αυτού. Η ισορροπία της αντίδρασης στην οποία 

συµµετέχει η GDH, ευνοείται προς την πλευρά της απαµίνωσης του γλουταµικού 

οξέος (Wallsgrove et al. 1983, 1987; Robinson et al.,1991). Το τελικό αποτέλεσµα 

είναι η απαµίνωση του γλουταµικού οξέος σε αµµωνία και α-κετογλουταρικό. Η 

αντίδραση αυτή πιθανόν να συµβαίνει σε καταστάσεις, που η ενδοκυτταρική 

συγκέντρωση σε ανθρακικούς σκελετούς είναι µικρή ή γενικότερα να υπάρχει 

ανάγκη διάθεσης µεγάλης ποσότητας αυτών πχ. γήρανση. Έτσι, η λειτουργία της 

GDH φαίνεται να σχετίζεται κυρίως µε τον µεταβολισµό του άνθρακα και 

λιγότερο µε του αζώτου.  

Μια νέα πρόταση για το φυσιολογικό ρόλο της GDH, την θεωρεί ως ένα 

ένζυµο κλειδί για την απόσβεση υψηλών ενδοκυτταρικών συγκεντρώσεων 

αµµωνίας, η οποία µπορεί να είναι αρκετά τοξική για το φυτό. Η θεωρία αυτή 

σχετίζει τη δράση της GDH µε την προσπάθεια αποτοξίνωσης του κυττάρου από 

την τοξική αµµωνία (Givan 1979, Primikirios and Roubelakis-Angelakis 1999, 

2001, Benachenhou-Lahfa 1994). Στοιχείο που ενισχύει την λειτουργία της GDH 

ως βασικού ενζύµου για αποτοξίνωση του κυττάρου είναι η υψηλή αµινοξική 

οµολογία της α υποµονάδας της GDH από Vitis vinifera cv Sultanina µε το 

αντίστοιχο ένζυµο από αρχαιοβακτήρια. Η υψηλή οµολογία αποτελεί ένδειξη 

λειτουργικής ή εξελικτικής σχέσης µεταξύ των GDH στα φυτά και στα 

αρχαιοβακτήρια, τα οποία επιβιώνουν σε συνθήκες υψηλού στρες. Επιπλέον, από 

άλλες µελέτες έχει αποδειχτεί η θερµοσταθερότητα της GDH σε κάποια βακτήρια. 

Η αντίδραση σε αυτήν την περίπτωση, δεν κατευθύνεται από την ανάγκη του 
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κυττάρου για παραγωγή L γλουταµικού οξέος, αλλά από την ανάγκη για 

απόσβεση ενδοκυτταρικής αµµωνίας. Η παραγωγή L γλουταµικού οξέος έρχεται 

ως αποτέλεσµα της ανάγκης απόσβεσης και δεν αποτελεί βασικό στόχο. 

Επιπρόσθετα, έχει βρεθεί συσχέτιση µεταξύ υψηλής ενδοκυτταρικής 

συγκέντρωσης αµµωνίας, ενεργότητας, πρωτεΐνης και µεταγράφου GDH, 

ενεργότητας ADC και ελεύθερης αργινίνης και πουτρεσίνης σε αιωρούµενα 

κύτταρα Vitis vinifera L. (Primikirios et al, 2000, Loulakakis et al, 2001,              

6th International Symposium On Inorganic Nitrogen Assimilation REIMS, 

Abstract 3-40). 

 

ΕΝΤΟΠΙΣΜΟΣ ΚΑΙ ∆ΟΜΗ ΤΗΣ ΓΛΟΥΤΑΜΙΚΗΣ ΑΦΥ∆ΡΟΓΟΝΑΣΗΣ 

 

Ελάχιστα είναι γνωστά µέχρι σήµερα για την γονιδιακή δοµή της GDH στο 

αµπέλι. Από την γονιδιακή ανάλυση του ενζύµου αυτού σε άλλους φυτικούς 

οργανισµούς (Nicotiana plumbaginifolia, Arabidopsis thaliana, Oryza sativa) 

έχουν αναγνωριστεί και ταυτοποιηθεί δυο γονίδια, που κωδικοποιούν τις δυο 

υποµονάδες. Στο αµπέλι, έχει αποµονωθεί µόνο µια πλήρους µήκους cDNA 

αλληλουχία, που κωδικοποιεί την µια από τις δυο υποµονάδες. Ο cDNA κλώνος 

αποµονώθηκε από µια cDNA βιβλιοθήκη έκφρασης µε ανοσοανίχνευση 

χρησιµοποιώντας πολυκλωνικό αντίσωµα anti-GDH από αµπέλι (Syntichaki et al., 

1996) Από ανάλυση της αλληλουχίας του κλώνου βρέθηκε ότι κωδικοποιεί µια 

πρόδροµη πρωτεΐνη, που αποτελείται από 411 αµινοξέα µε µοριακό βάρος 

περίπου στα 44.517 kDa. ∆εδοµένου ότι η πρωτεΐνη αυτή πρέπει να µεταφέρεται 

στα µιτοχόνδρια, στο προηγούµενο µοριακό βάρος συνυπολογίζεται και το 

αµινοτελικό οδηγό πεπτίδιο. Από ανάλυση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας 

βρέθηκε στο αµινοτελικό άκρο µια περιοχή που χαρακτηρίζεται από υδρόφοβες 

και θετικά φορτισµένες αλληλουχίες, χαρακτηριστικό αλληλουχιών που περιέχουν 

µιτοχονδριακό οδηγό πεπτίδιο. Ο κλώνος αυτός εκφράστηκε µέσα σε βακτηριακό 

στέλεχος XL1-Blue, και ακολούθησε immunoblot ανάλυση. Βρέθηκε ότι ο cDNA 

κλώνος κωδικοποιεί µια ενεργή µορφή NAD(H)-GDH. Από την συσχέτιση της 

αλληλουχίας του cDNA GDH κλώνου από αµπέλι µε άλλες cDNA αλληλουχίες 
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από άλλους οργανισµούς, βρέθηκε ότι η cDNA αλληλουχία του αµπελιού 

εµφανίζει υψηλότερη οµολογία µε την αντίστοιχη από αρχαιοβακτήρια και 

λιγότερο µε αυτές από άλλους ευκαρυώτες. Με ανάλυση της αµινοξικής 

αλληλουχίας της GDH βρέθηκαν αµινοξικές περιοχές, που ήταν χαρακτηριστικές 

για τα αρχαιοβακτήρια. ∆εδοµένης της ικανότητας των αρχαιοβακτηρίων να 

επιβιώνουν σε περιβάλλον, που χαρακτηρίζεται από συνθήκες υψηλής 

καταπόνησης, διατυπώθηκε η άποψη ότι ενδεχοµένως η λειτουργία της GDH 

σχετίζεται µε καταπονήσεις (Syntichaki et al, 1996). 

Η GDH εντοπίζεται ενδοκυτταρικά στα µιτοχόνδρια, όπως προαναφέρθηκε, 

και χρησιµοποιεί ως αναγωγική ενέργεια NADH ή NAD(P)H για την αµινωτική 

της δράση, ενώ χρησιµοποιεί NAD ¨η NAD(P) στην απαµινωτική της δράση. 

Εντοπίζεται µε την µορφή ενός ολοενζύµου µε µοριακό βάρος περίπου 252 kDa 

και αποτελείται από δυο υποµονάδες. Οι υποµονάδες αυτές ονοµάζονται 

συµβατικά α και β. Για την αναγνώριση και χαρακτηρισµό των υποµονάδων της 

GDH, κατασκευάστηκε και αποµονώθηκε από κουνέλι αντίσωµα, εναντίον του 

πιο ανοδικού ισοενζύµου της GDH. Το αντίσωµα αυτό αναγνωρίζει και 

προσδένεται σε όλες της ισοµορφές της GDH. Από πειράµατα µε SDS-PAGE 

ηλεκτροφόρηση ολικών πρωτεϊνών από φύλλα αµπελιού και ανοσοανίχνευση της 

GDH βρέθηκε ότι το ολοένζυµο εµφανίζεται ως ένα εξαµερές αποτελούµενο από 

δυο υποµονάδες µε αντίστοιχα µοριακά βάρη 42,5 και 43 kD, αντίστοιχα, οι 

οποίες εµφανίζουν παρόµοιες αντιγονικές ιδιότητες αλλά διαφορετικό φορτίο 

(Loulakakis and Roubelakis-Angelakis, 1990).  

Στο αµπέλι υπάρχουν 7 ισοένζυµα GDH, που χαρακτηρίζονται από 

διαφορετική αναλογία των δυο υποµονάδων στην σύσταση του εξαµερούς 

ενζύµου. Τα ισοένζυµα 1 και 7 αποτελούν οµοεξαµερή των υποµονάδων α και β 

αντίστοιχα, ενώ όλα τα ενδιάµεσα ισοένζυµα αποτελούν υβρίδια των δυο 

υποµονάδων οι οποίες συµµετέχουν σε µια αντίστροφα κλιµακωτή διαβάθµιση 

τους. Τις κινητικές ιδιότητες του κάθε ισοενζύµου, τις καθορίζει η σύσταση του 

ισοενζύµου αυτού από τις δυο υποµονάδες (Loulakakis and Roubelakis-

Angelakis, 1991).  
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Ο φυσιολογικός και µεταβολικός ρόλος των διάφορων ισοενζύµων δεν είναι 

γνωστός. Αρχικά, από την σύγκριση των ισοενζυµικών προτύπων µε τον λόγο 

NADH-GDH/NAD-GDH προέκυψε ότι κάθε ισοένζυµο έχει διαφορετικό 

αναβολικό ή καταβολικό ρόλο (Cammaerts and Jacobs, 1985; Loulakakis and 

Roubelakis-Angelakis, 1991). Όµως, από περαιτέρω µελέτες βρέθηκε ότι τα 

διάφορα ισοένζυµα έχουν την ίδια αναλογία in vitro αναβολικής και καταβολικής 

ενεργότητας. 

Το γονίδιο που κωδικοποιεί την κάθε υποµονάδα του ολοενζύµου µπορεί να 

επάγεται από διαφορετική πηγή αζώτου. Αποδείχτηκε ότι σε κάλλους αµπελιού, 

που αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό µέσο που περιείχε αµµωνιακά άλατα, επάχθηκε η 

αµινωτική δράση της GDH σηµαντικά. Αυτή η αύξηση της ενζυµικής ενεργότητας 

της GDH συνοδευόταν από αύξηση της α υποµονάδας. Ενώ όµως παρατηρήθηκε 

σηµαντική αύξηση της α υποµονάδας, δεν ανιχνεύτηκε αύξηση της β υποµονάδας 

από την επίδραση της αµµωνίας (Loulakakis and Roubelakis-Angelakis, 1992). 

Από την µελέτη της µεταβολής του προτύπου των ισοενζύµων έπειτα από 

επαγωγή µε αµµωνία, βρέθηκε ότι η αµµωνία προκάλεσε αύξηση της de novo 

σύνθεσης των πιο ανοδικών ισοενζύµων που αποτελούνται κυρίως από την α 

υποµονάδα. (Loulakakis and Roubelakis-Angelakis, 1992). 

 

 

ΣΚΟΠΟΣ � ΣΤΟΧΟΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 

 

Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η εύρεση του αριθµού των γονιδίων, 

που κωδικοποιούν τις δυο υποµονάδες της GDH, η αποµόνωση και o 

χαρακτηρισµός του γενωµικού κλώνου της α υποµονάδας του ενζύµου της 

γλουταµικής αφυδρογονάσης από την άµπελο (Vitis vinifera cv Sultanina). Για 

τον σκοπό αυτό πραγµατοποιήθηκαν αναλύσεις κατά Southern για την 

διαλεύκανση του αριθµού των γονιδίων, που κωδικοποιούν τις δυο υποµονάδες 

της GDH. Ως ραδιοσηµασµένος ιχνηθέτης χρησιµοποιήθηκε πλήρους και 

µερικού µήκους cDNA GDH-α από αµπέλι. Επιπλέον, η αποµόνωση του 

κλώνου έγινε από γενωµική βιβλιοθήκη από Vitis vinifera (Primikirios and 
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Roubelakis-Angelakis, unpublished) µε την τεχνική της σάρωσης. Ο φορέας της 

γενωµικής βιβλιοθήκης είναι ο λ FIX II. Ως ιχνηθέτης για την αποµόνωση του 

γενωµικού κλώνου χρησιµοποιήθηκε ένας πλήρους µήκους cDNA κλώνος του 

γονιδίου της α υποµονάδας της GDH.  

Στην συνέχεια, ακολούθησε η προσπάθεια της άµεσης κλωνοποίησης 

διάφορων τµηµάτων των γενωµικών κλώνων, που προέκυψαν έπειτα από πέψη 

των µοναδικών φαγικών κλώνων µε διάφορα ένζυµα περιορισµού. Αυτό 

συνάντησε αρκετές δυσκολίες. Έτσι, έγινε και νέα προσέγγιση του θέµατος µε 

ανάκτηση αλληλεπικαλυπτόµενων τµηµάτων του γενωµικού φαγικού κλώνου 

µέσω PCR αντίδρασης. Τα PCR τµήµατα εισήχθησαν στον πλασµιδιακό φορέα 

pGEM και ακολούθησε εκ νέου προσπάθεια αλληλούχισης και χαρακτηρισµού 

των αλληλεπικαλυπτόµενων τµηµάτων.  

Για την µελέτη της γονιδιακής ρύθµισης των δυο υποµονάδων της GDH, 

πραγµατοποιήθηκε µέτρηση της ενζυµικής ενεργότητας της GDH σε πρωτεϊνικό 

εκχύλισµα που αποµονώθηκε από κυτταροκαλλιέργειες αµπελιού σε θρεπτικό 

µέσο LS (Linsmaier-Skoog, 1965). Οι κυτταροκαλλιέργειες αυτές επωάστηκαν 

για 6 h, 12 h και 24 h σε θρεπτικό µέσο LS µε 20 mM ΚΝΟ3 ενώ κάποιες άλλες 

µε 20 mM (NH4)2SO4 για τα ίδια χρονικά διαστήµατα (Loulakakis and 

Roubelakis-Angelakis, 1992). 
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 ΥΛΙΚΑ/ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

1.1 Υβριδισµός κατά SOYTHERN 

 

1.1.1 Αποµόνωση γενωµικού DNA από φύλλα αµπελιού 

 

Για την αποµόνωση γενωµικού DNA για την κατά Southern ανάλυση, 

χρησιµοποιήθηκε ως αρχικός ιστός, νεαρά φύλλα αµπελιού. Για κάθε 

αποµόνωση χρησιµοποιήθηκαν περίπου 3-4 gr ιστού. Τα νεαρά φύλλα 

κονιορτοποιήθηκαν παρουσία υγρού αζώτου µέσα σε γουδί. Στην συνέχεια, η 

σκόνη που προέκυψε αναµείχθηκε µε διάλυµα εκχύλισης. Για κάθε 0.5 gr ιστού 

που κονιορτοποιήθηκε, αντιστοιχούν 5 ml διαλύµατος εκχύλισης (20 mM      

Na-EDTA, 100 mM Τris-HCl, 1.4 M NaCl, 2% CTAB, 0.2% β-mercaptoethanol, 

pH 8.0).  Ακολούθησε καλή ανάδευση της σκόνης µε το διάλυµα εκχύλισης. 

Αφού µεταφέρθηκε το µίγµα σε νέο δοκιµαστικό σωλήνα, ακολούθησε 

προσθήκη 50 mgr PVP (polyvinylpolypyrrolidone, Sigma, P6755) έτσι ώστε η 

συγκέντρωση του PVP στο τελικό διάλυµα να είναι 100 mgr/gr ιστού. 

Πραγµατοποιήθηκε επώαση για 25 min στους 60οC. Αφού το µίγµα απέκτησε 

και πάλι την θερµοκρασία δωµατίου, προστέθηκαν 0.6 όγκοι χλωροφορµίου και 

ακολούθησε καλή ανάδευση. Έπειτα, πραγµατοποιήθηκε φυγοκέντρηση στις 

6000 rpm για 15 min. Η υπερκείµενη υδατική φάση µεταφέρθηκε σε νέο 

σωλήνα και επιδέχτηκε δεύτερη επεξεργασία µε χλωροφόρµιο, ώστε να 

αποµακρυνθούν πλήρως τα υπολείµµατα PVP. Στην συνέχεια, προστέθηκαν 

στην υδατική φάση 0.5 όγκοι από NaCl 5M και αφού έγινε καλή ανάδευση, 

προστέθηκαν 2 όγκοι παγωµένης απόλυτης αιθανόλης. Το µίγµα επωάστηκε για 

15-20 min στους 4οC όπου η κατακρήµνιση του DNA ήταν πλέον ορατή µε 

γυµνό µάτι. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 3000 rpm για 3 min. Αφού 

αποµακρύνθηκε το υπερκείµενο, το ίζηµα επιδέχτηκε πλύσιµο σε 75% 

αιθανόλη. Αφού αφαιρέθηκαν πλέον ακόµα και ίχνη αιθανόλης, το DNA 

επαναδιαλύθηκε σε 200-300 µl TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH:8.0). 
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Τέλος, το επαναδιαλυµένο DNA επωάστηκε µε 2-3 µl RNase A στους 37οC για 

15 min. Ακολούθησε ποσοτικοποίηση του DNA σε φωτόµετρο  (Α260). 

 

 

1.1.2 Πέψη µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες 

 

Το γενωµικό DNA επιδέχτηκε πέψη µε την περιοριστική ενδονουκλεάση 

EcoRI. Για κάθε ανάλυση κατά Southern, χρησιµοποιήθηκαν περίπου 20-30 µgr 

γενωµικού DNA. Για την διαδικασία αυτή, το γενωµικό DNA κατακρηµνίστηκε 

και στην συνέχεια επαναδιαλύθηκε σε 70 µl ΤΕ. Ακολούθησε προσθήκη 

10πλάσιας ποσότητας ενζύµου (200 Units) σε σύγκριση µε την ελάχιστη 

προτεινόµενη (Minotech) και η επώαση έλαβε χώρα σε τελικό όγκο 200 µl, 

αφού έγινε προσθήκη κατάλληλου όγκου BSA (Bovine Serum Albumin) και του 

ρυθµιστικού διαλύµατος της περιοριστικής ενδονουκλεάσης. Ο χρόνος επώασης 

ήταν περίπου 12 h στους 37οC. Στην συνέχεια, έλαβε χώρα ο έλεγχος µικρής 

ποσότητας από τον συνολικό όγκο πέψης σε 0.7% ΤΑΕ πήκτωµα αγαρόζης. Σε 

περίπτωση που η πέψη του γενωµικού DNA δεν είχε επιτευχθεί σε 

ικανοποιητικό ποσοστό, ακολούθησε προσθήκη επιπλέον 50 units ενζύµου σε 

τελικό όγκο αντίδρασης 300 µl. H επιπλέον επώαση πραγµατοποιήθηκε για 

περίπου 3-4 h.   

 

1.1.3 Μεταφορά σε µεµβράνες νιτροκυτταρίνης 

 

Μετά τον έλεγχο της πέψης του γενωµικού DNA µε την περιοριστική 

ενδονουκλεάση EcoRI, και εφόσον η αντίδραση είχε επιτευχθεί σχεδόν 

ολοκληρωτικά, ακολούθησε η λυοφιλοποίηση του. Στην συνέχεια, 

επαναδιαλύθηκε το DNA σε 30 µl loading buffer (0.25% µπλέ βρωµοφαινόλης, 

0.25% κυανό του ξυλενίου και 30% γλυκερόλη) και ακολούθησε η 

ηλεκτροφόρηση του σε 0.7% ΤΑΕ πήκτωµα αγαρόζης. Οι διαστάσεις του 

πηκτώµατος ήταν 11 cm x 14 cm και η ηλεκτροφόρηση έλαβε χώρα στα 80 volt 

αρχικά µέχρι η πρώτη χρωστική (µπλέ βρωµοφαινόλης) να εισχωρήσει µέσα στο 



 11

πήκτωµα. Έπειτα, η ηλεκτροφόρηση συνεχίστηκε στα 100-120 volt για περίπου 

5-6 ώρες. Αφού έγινε έλεγχος σε λάµπα UV σχετικά µε την απόσταση που 

διάνυσε το επεξεργασµένο µε EcoRI γενωµικό DNA, το πήκτωµα 

φωτογραφήθηκε δίπλα σε κλίµακα. Ο µάρτυρας που χρησιµοποιήθηκε στην 

ηλεκτροφόρηση ήταν DNA από λ φάγο κοµµένο µε EcoRI και HindIII. 

Στην συνέχεια, το πήκτωµα επωάστηκε σε διάλυµα 0.25 Ν HCl για περίπου 

10-15 min σε θερµοκρασία δωµατίου ώστε οι ζώνες του DNA µέσα στο 

πήκτωµα αγαρόζης, να υποστούν αποπουρίνωση. Αυτό βοηθάει στην µεταφορά 

του DNA από το πήκτωµα στην µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. Ακολούθησε 

επώαση σε διάλυµα αποδιάταξης (0.4 N ΝaΟΗ,  0.6 M NaCl) για 30 min σε 

θερµοκρασία δωµατίου ώστε να αποδιαταχθεί η δίκλωνη έλικα του DNA µέσα 

στο πήκτωµα αγαρόζης, και να µεταφερθεί το DNA σε µονόκλωνη µορφή. 

Έπειτα, ακολούθησε επώαση σε διάλυµα εξουδετέρωσης (0.5 Μ Tris-ΗCl, 

pH:7.5, 1.5 Μ NaCl) για 45 min για εξουδετέρωση των αλκαλικών συνθηκών. 

Για την µεταφορά του DNA από το πήκτωµα σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης, 

χρησιµοποιήθηκε κατάλληλη διάταξη στην οποία λόγω τριχοειδούς φαινοµένου, 

το DNA µεταφέρεται από ένα διάλυµα υψηλής ιοντικής ισχύος σε διάλυµα 

χαµηλής ιοντικής ισχύος (Southern, 1975). Το διάλυµα υψηλής ιοντικής ισχύος 

είναι διάλυµα άλατος 10Χ SSC (3 M NaCl, 0.3 M κιτρικό νάτριο, pH:7.0). Σε 

αυτό το διάλυµα εµβαπτίζεται χαρτί διήθησης Whatman και το οποίο εφάπτεται 

µε το πήκτωµα αγαρόζης. Το πήκτωµα εφάπτεται επιπλέον µε την µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης οµοίων διαστάσεων, πάνω από την οποία τοποθετούνται 

τµήµατα χάρτου διήθησης εµβαπτισµένα σε 1Χ διάλυµα αλάτων SSC. Πάνω 

από την όλη διάταξη, τοποθετήθηκε στήλη από διηθητικό χαρτί πάνω στην 

οποία εφαρµόστηκε κάποιο βάρος. Έτσι, από την διαφορά του υδατικού 

δυναµικού, µόρια DNA µεταφέρονται από το πήκτωµα πάνω στην µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης, διατηρώντας την σχετική τους θέση. Έπειτα, η µεµβράνη 

πλύθηκε σε 2Χ SSC διάλυµα για την αποµάκρυνση υπολειµµάτων αγαρόζης και 

αφέθηκε να στεγνώσει. Για την µονιµοποίηση των µορίων DNA πάνω στην 

µεµβράνη, η µεµβράνη ακτινοβολήθηκε µε UV ακτινοβολία ενέργειας 0,12 
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Joules·cm-2 (Stratalinker, Stratagene) για 30 sec. Τέλος, διατηρήθηκε σε στεγνή 

κατάσταση, µέχρι την ώρα της υβριδοποίησης.       

 

1.1.4 Παρασκευή ραδιενεργών µορίων ανιχνευτή που διαφέρουν σε µήκος 

 

Τα ραδιοσηµασµένα µόρια ιχνηθέτη, που χρησιµοποιήθηκαν για την 

υβριδοποίηση µε τις µεµβράνες νιτροκυτταρίνης, παρασκευάστηκαν µε την 

τεχνική του random priming. Στην τεχνική αυτή, χρησιµοποιείται η 

πολυµεριστική δράση της πολυµεράσης Klenow (Stratagene), η οποία αποτελεί 

την µεγάλη υποµονάδα της DNA πολυµεράσης Ι, έπειτα από επεξεργασία της µε 

σαµπτιλισίνη και διαχωρισµό της σε στήλη υδροξυπατίτη. 

Ως µήτρα για την σύνθεση των ραδιοσηµασµένων µορίων ιχνηθέτη, 

χρησιµοποιήθηκαν διαφορετικού µήκους τµήµατα από τον πλήρους µήκους 

cDNA κλώνο της GDH-α υποµονάδας (Syntichaki et al. 1996), καθώς επίσης 

και τµήµατος αυτού. Ο πλήρους µήκους cDNA κλώνος έχει µέγεθος 1562 bp. 

Για την αποµόνωση του µερικού τµήµατος αυτού, ο cDNA GDH-α κλώνος 

επωάστηκε µε την περιοριστική ενδονουκλεάση BamHI, η οποία απελευθερώνει 

δυο ζώνες ίσου µεγέθους (300 bp), όπως φαίνεται στην Εικόνα 4. 

 
 
 
 
 
 
 
 
1                                                                                                                                 1562 bp 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.   Σχηµατική απεικόνιση του πλήρους µήκους cDNA GDH-α κλώνου 

από το αµπέλι. 

BBaammHHII    ((335511  bbpp))

BBaammHHII    ((665555  bbpp))

  
        BBaammHHII    ((994422  bbpp))  

Full cDNA GDH-α clone 
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Η αποµόνωση αυτών των δυο ζωνών πραγµατοποιήθηκε έπειτα από 

ηλεκτροφόρηση σε 1% πήκτωµα ΤΑΕ. Ακολούθησε καθαρισµός µε 

φαινόλη/χλωροφόρµιο, όπως θα περιγραφεί παρακάτω στις ενότητες 1.4.3 και 

1.4.4. 

Στην αντίδραση σύνθεσης ραδιοσηµασµένων µορίων συµµετείχαν 100 ngr 

αρχικών µορίων-µήτρας από τον cDNA GDH-α κλώνο, επαναδιαλυµένα σε 7,5 

µL Η2Ο. Αφού βράστηκε για περίπου 5 min ώστε να αποδιαταχθεί και να 

εισέλθει στην µονόκλωνη κατάσταση, διατηρήθηκε µέσα σε πάγο ώστε να 

εµποδιστεί η εκ νέου υβριδοποίηση. Η ραδιοσήµανση έγινε µε ραδιοσηµασµένα 

νουκλεοτίδια κυτοσίνης [γ-32P] CTP και αδενίνης [γ-32P] ATP, ενώ για την 

σύνθεση των ραδιοσηµασµένων αλυσίδων, χρησιµοποιήθηκε ένα µίγµα από 

τυχαίους εξανουκλεοτιδικούς εκκινητές. Ο τελικός όγκος αντίδρασης έγινε στα 

25 µL. Στα 7,5 µL µονόκλωνου DNA µήτρας, προστέθηκαν 11,5 µL µίγµατος 

2Χ LS εκκινητών, 1 µL BSA (10 mg/ml), 1 µL πολυµεράσης Klenow (5 U/µL)  

και 2 µL από τα σηµασµένα νουκλεοτίδια [γ-32P]dCTP και [γ-32P]dATP (10 

mCi/mL). 

Η σύσταση του µίγµατος των LS εκκινητών είναι Hepes 1 M pH 6.6 : 

DTM : OL (25:25:7). Τα συστατικά του διαλύµατος DTM (0.1 mM dGTP και 

0.1 mM dTTP) είναι διαλυµένα σε διάλυµα ΤΜ (250 mM Tris HCl pH 8.0, 25 

mM MgCl2 και 50 mM β-µερκαπτοαιθανόλη). Επιπλέον, το διάλυµα των 

τυχαίων ολιγονουκλεοτιδίων OL έχει σύσταση 1 mM Tris HCl pH 7.5, 1 mM 

EDTA pH 7.5 και 90 units / ml oligos (random primers). 

Στην συνέχεια, ο διαχωρισµός των ραδιοσηµασµένων µορίων ιχνηθέτη από 

τα µη ενσωµατωµένα ραδιενεργά νουκλεοτίδια πραγµατοποιήθηκε µε 

διαχωρισµό τους σε στήλη ρητίνης Sephadex G-50 (Pharmacia). Το 

πακετάρισµα της στήλης ρητίνης πραγµατοποιήθηκε µε την εξής διαδικασία. 

Αρχικά, τοποθετήθηκε η ρητίνη G-50 στην στήλη µιας σύριγγας ινσουλίνης και 

έπειτα φυγοκεντρήθηκε για 5 min στις 2.700 rpm. Στην κολώνα κάθε φορά 

τοποθετήθηκαν 200 µL ΤΕ. Το πακετάρισµα ήταν επιτυχές, όταν µετά το τέλος 
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της φυγοκέντρησης συλλέχθηκε τόση ποσότητα ΤΕ όση µε αυτήν, που 

τοποθετήθηκε αρχικά. 

Μετά το πακετάρισµα της κολώνας, προστέθηκαν στα 25 µL της αντίδρασης 

του random priming άλλα 75 µL νερό, ώστε ο τελικός όγκος να γίνει 100 µL. 

Έπειτα το µίγµα φυγοκεντρήθηκε  για 5 min στις 2.700 rpm και συλλέχθηκε ο 

ραδιοσηµασµένος ιχνηθέτης του οποίου οι κρούσεις µετρήθηκαν σε µετρητή 

σπινθηρισµού. 

 

1.1.5 Υβριδισµός των µεµβρανών νιτροκυτταρίνης µε ραδιοσηµασµένα 

µόρια ιχνηθέτη σε συνθήκες high και low stringency  

 

Οι µεµβράνες νιτροκυτταρίνης αρχικά επωάστηκαν για 5-10 min σε 2Χ SSC 

διάλυµα αλάτων ώστε να εξισορροπηθούν, για να ακολουθήσει στην συνέχεια η 

διαδικασία προϋβριδοποίησης. Μετά την επώαση στο 2Χ SSC διάλυµα, οι 

µεµβράνες τυλίχθηκαν και τοποθετήθηκαν σε γυάλινους κυλίνδρους υβριδισµού 

(Hybaid). Σε κάθε κύλινδρο τοποθετήθηκαν 15 mL διαλύµατος υβριδοποίησης 

CHURCH (500 mM Na2HPO4-NaH2PO4 pH:7.2, 7% (w/v) SDS, 1% (w/v) BSA, 

1 mM EDTA, pH:8.0), προθερµασµένου στους 60οC. Η BSA µπλοκάρει τις 

θέσεις πάνω στο φίλτρο νιτροκυτταρίνης, στις οποίες δεν έχει µεταφερθεί DNA, 

συντελώντας έτσι στην διαδικασία προϋβριδοποίησης. H προϋβριδοποίηση 

λαµβάνει χώρα στους 60οC για 1,5-2 h µέσα σε φούρνο υβριδισµού Hybaid.  

Μετά το τέλος της προϋβριδοποίησης, έλαβε χώρα η υβριδοποίηση. Ο 

ραδιοσηµασµένος ιχνηθέτης, αφού βράστηκε για περίπου 5 min ώστε να 

αποδιαταχθεί, προστέθηκε µέσα σε 15 mL διαλύµατος CHURCH 

προθερµασµένου στους 60οC. Στην συνέχεια, προστέθηκαν τα 15 mL 

CHURCH+ραδιοσηµασµένου ιχνηθέτη, µέσα στα 15 mL CHURCH που 

προϋπήρχαν στον κύλινδρο υβριδοποίησης.  

Η διαδικασία υβριδοποίησης έλαβε χώρα για 12 h. Η διαδικασία της 

υβριδοποίησης πραγµατοποιήθηκε σε high (65oC) και low stringency (55oC) 

συνθήκες. Ο λόγος για τον οποίο πραγµατοποιήθηκε η υβριδοποίηση στις δυο 

αυτές καταστάσεις ήταν ότι ο ραδιοσηµασµένος ιχνηθέτης ήταν οµόλογος για το 
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gdha γονίδιο και ήταν επιθυµητό να αναγνωρίσουµε µετά την εµφάνιση των 

films, τα σήµατα από ειδική και µη ειδική πρόσδεση του ιχνηθέτη. Ο σκοπός 

ήταν να αναγνωριστούν τα σήµατα, που οφείλονταν στο gdha γονίδιο από αυτά 

που θα οφείλονταν σε πιθανό γονίδιο, που κωδικοποιεί τη δεύτερη υποµονάδα 

(GDH-β) της GDH. 

 

1.1.6 Πλυσίµατα µεµβρανών και έκθεση 

 

H διαδικασία του πλυσίµατος των µεµβρανών αποσκοπεί στην αποµάκρυνση 

του ραδιοσηµασµένου ιχνηθέτη, ο οποίος δεν προσδέθηκε µε την αλληλουχία-

στόχο πάνω στο φίλτρο της νιτροκυτταρίνης. Αυτό αποσκοπεί στη µείωση κατά 

στο ελάχιστο δυνατό, της µη ειδικής πρόσδεσης του ιχνηθέτη. 

Τα πλυσίµατα πραγµατοποιήθηκαν µε διαλύµατα διαφόρων συγκεντρώσεων 

SDS και SSC. Το πρώτο διάλυµα είχε σύσταση 0,1% SDS και 2Χ SSC και 

πραγµατοποιήθηκαν 2 διαδοχικά πλυσίµατα για 30 min στους 60οC. Έπειτα, 

ακολούθησε το δεύτερο διάλυµα µε σύσταση 0.5% SDS και 1Χ SSC όπου και 

πάλι πραγµατοποιήθηκαν 2 πλυσίµατα για 30 min στους 60οC. Τέλος, 

πραγµατοποιήθηκαν 2 διαδοχικά διαλύµατα µε 1% SDS και 0,5% SSC για 10 

min στους 60οC.  

Οι µεµβράνες αφού στέγνωσαν, τοποθετήθηκαν µαζί µε φιλµ 

αυτοραδιογραφίας (Kodak Scientific Imaging Film: X-OMAT/AR 35x40 cm) 

µέσα σε µεταλλικές κασέτες. Αφέθηκαν για περίπου 15 h στους �80οC. Μετά 

από αυτόν τον χρόνο έκθεσης, ακολούθησε η εµφάνιση του film σε 

αυτοµατοποιηµένο σύστηµα Curex 60 της Agfa. 

 

1.1.7 Αποϋβριδοποίηση µεµβρανών  

 

Πολλές από τις µεµβράνες νιτροκυτταρίνης χρειάστηκε να 

ξαναϋβριδοποιηθούν, τόσο µε διαφορετικού µήκους cDNA GDH-α 

ραδιοσηµασµένο ιχνηθέτη, όσο και σε διαφορετικές συνθήκες υβριδισµού (high 

και low stringency). Για τον σκοπό αυτό, πραγµατοποιήθηκε αποϋβριδοποίηση 
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των εκάστοτε µεµβρανών, ώστε να χρησιµοποιηθούν εκ νέου στις νέες 

υβριδοποιήσεις. Η αποϋβριδοποίηση επιτυγχάνεται είτε µε επεξεργασία των 

µεµβρανών µε αλκάλια, είτε µε απλό βρασµό. Η µέθοδος που επιλέγεται κάθε 

φορά, εξαρτάται από την ποιότητα της µεµβράνης. 

 

α) Σε αλκαλικές συνθήκες 

 

Σε αρκετές περιπτώσεις υβριδοποιήσεων χρησιµοποιήθηκαν πλαστικές 

µεµβράνες Nytran αντί µεµβρανών νιτροκυτταρίνης, λόγω της υψηλότερης 

ανθεκτικότητας, που εµφανίζουν οι πρώτες στις µεταχειρίσεις κατά την 

διαδικασία του υβριδισµού και των πλυσιµάτων. Οι συνθήκες στις οποίες 

πραγµατοποιείται η αποϋβριδοποίηση αυτών των πλαστικών µεµβρανών, είναι 

επεξεργασία µε 0,4 Ν NaOH στους 250C για περίπου 90 min. Στις συνθήκες 

αυτές, o µονόκλωνος ραδιοσηµασµένος ανιχνευτής αποϋβριδοποιείται από την 

αλληλουχία στόχο πάνω στην µεµβράνη και αποµακρύνεται, ώστε να 

χρησιµοποιηθεί η µεµβράνη για εκ νέου υβριδοποίηση. 

 

β) Με βρασµό 

 

Σε κάποιες περιπτώσεις υβριδοποιήσεων χρησιµοποιήθηκαν µεµβράνες 

νιτροκυτταρίνης. Λόγω της πολύ υψηλής ευαισθησίας που εµφανίζουν όταν 

επεξεργάζονται µε αλκάλια, η αποϋβριδοποίηση τους µε NaOH καθίσταται 

αδύνατη. Οι µεµβράνες αυτού του τύπου αποϋβριδοποιούνται µε βρασµό τους 

για περίπου 15-20 min, οπότε ο ραδιοσηµασµένος ιχνηθέτης αποϋβριδοποιείται 

από την αλληλουχία στόχο πάνω στην µεµβράνη.  

µίγµα επωάστηκε για 1 h σε πάγο και ξαναφυγοκεντρήθηκε στις 

προηγούµενες συνθήκες. Έγινε λήψη του υπερκείµενου στο οποίο προστέθηκαν 

1/9 του όγκου 3.3 Μ οξικό νάτριο pH 6.1 και δυο όγκοι απόλυτης αιθανόλης. Το 

µίγµα τοποθετήθηκε στους �20οC για τουλάχιστον 1 h. Τελικά το µίγµα 

φυγοκεντρήθηκε στις προηγούµενες συνθήκες και αποµακρύνθηκε το 

υπερκείµενο. Η πελλέτα επαναδιαλύθηκε σε 50-100 µl TE. 
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1.2 Σάρωση γενωµικής βιβλιοθήκης από την άµπελο (Vitis vinifera) µε 

cDNA ανιχνευτή οµόλογο για τον ένα από τους δυο κλώνους 

 

1.2.1 Κατασκευή MASTER PLATES 

 

Για την αποµόνωση των γενωµικών κλώνων της GDH από το αµπέλι, 

πραγµατοποιήθηκε διαδικασία σάρωσης σε γενωµική βιβλιοθήκη από Vitis 

vinifera cv Sultanina. Για την κατασκευή της γενωµικής βιβλιοθήκης, 

πραγµατοποιήθηκε πέψη γενωµικού DNA µε την περιοριστική ενδονουκλεάση 

NotI ( 8 bp cutter). Τα γενωµικά τµήµατα που προέκυψαν, µπήκαν στον ιϊκό 

φορέα αντικατάστασης λ FIX II (STRATAGENE). 

Για τις ανάγκες της πρώτης διαδικασίας σάρωσης, κατασκευάστηκαν Master 

plates διαστάσεων 20 Χ 20 cm. Τα πιάτα αυτά παρέχουν τη δυνατότητα να 

περιέχουν έναν µεγάλο αριθµό κλώνων, οι οποίοι αντιπροσωπεύουν ένα σχετικά 

µεγάλο τµήµα του γενώµατος του οργανισµού. 

H κατασκευή της γενωµικής βιβλιοθήκης, καθώς και των master plates έλαβε 

χώρα σε προηγούµενο στάδιο και αποτέλεσε προϋπάρχον υλικό στην υλοποίηση 

αυτής της εργασίας.  

Στην Εικόνα 5 φαίνεται σχηµατικά ο ιϊκός φορέας αντικατάστασης λ FIX II. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5.  Σχηµατική απεικόνιση του φορέα αντικατάστασης της γενωµικής 

βιβλιοθήκης, λ FIX II. Στην περιοχή Polylinker περιλαµβάνονται οι 

περιοριστικές θέσεις, XbaI, SacI, NotI, SalI, XhoI και EcoRI. 

RRiigghhtt  AArrmm    99  KKbb                      LLeefftt  AArrmm    2200  KKbb  

  TT77  pprroommootteerr TT33 pprroommootteerr  

              4411,,99  KKbb  
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Από τιτλοδότηση της βιβλιοθήκης, που πραγµατοποιήθηκε στο παρελθόν, 

βρέθηκε ότι κάθε πιάτο περιείχε περίπου 1,5 Χ 105 pfu, νούµερο το οποίο 

αντιπροσωπεύει ένα µεγάλο τµήµα του γενώµατος του αµπελιού.  

 

1.2.2 Προετοιµασία βακτηριακού στελέχους-ξενιστή XL1-MRA   

 

Για τον πολλαπλασιασµό των φάγων λ FIX II, απαιτείται συγκεκριµένο 

βακτηριακό στέλεχος, το οποίο θα επιµολυνθεί. Το βακτηριακό αυτό στέλεχος 

είναι τα κύτταρα E. Coli, XL1-MRA. Για την καλλιέργεια και προετοιµασία 

αυτού του στελέχους, πραγµατοποιείται αρχικά επώαση µοναδικής αποικίας από 

το βακτηριακό στέλεχος XL1-MRA µε 30 mL θρεπτικού µέσου LB το οποίο 

περιέχει επιπλέον 10 mM MgSO4 και 0,2 % µαλτόζη. To MgSO4 και η µαλτόζη 

παίζουν καθοριστικό ρόλο στην ικανότητα πρόσδεσης του φάγου πάνω στην 

µεµβράνη του βακτηρίου κατά την διαδικασία της επιµόλυνσης. Αφού τα 

κύτταρα επωάστηκαν στους 37οC για περίπου 4-6 h µε ανάδευση στα 200 rpm, 

µετρήθηκε η οπτική απορρόφηση στα 600 nm. Όταν η οπτική απορρόφηση σε 

αυτό το µήκος κύµατος έγινε περίπου 1, σταµάτησε η περαιτέρω ανάπτυξη της 

καλλιέργειας και ακολούθησε η συλλογή των κυττάρων. Για τον σκοπό αυτό, 

πραγµατοποιήθηκε  φυγοκέντρηση των κυττάρων τις καλλιέργειας σε ταχύτητα 

500 x g για 10 min. Ακολούθησε επαναιώρηση της βακτηριακής πελέττας στο 

µισό του αρχικού όγκου της καλλιέργειας µε 10 mM MgSO4. Τελικά, 

πραγµατοποιήθηκε επαναδιάλυση των κυττάρων XL1-MRA σε 10 mM MgSO4 

µέχρι που η οπτική πυκνότητα στα 600 nm έγινε OD600=0.5 

 

 

1.2.3 Επώαση κυττάρων XL1-MRA µε τον ιϊκό φορέα λ FIX II 

 

Πριν πραγµατοποιηθεί η διαδικασία επώασης των φάγων της βιβλιοθήκης µε 

το βακτηριακό στέλεχος XL1-MRA, υπολογίστηκε ο βαθµός αραίωσης που 

έπρεπε να υποστεί η βιβλιοθήκη, ώστε σε κάθε τριβλίο να περιέχεται ένας 
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σχετικά ικανοποιητικός αριθµός κλώνων, που να είµαστε όµως σε θέση να τον 

µεταχειριστούµε µε ευκολία. Η αραίωση αυτή υπολογίστηκε περίπου 1:1000 για 

την πρώτη διαδικασία σάρωσης ώστε να αναπτυχθεί σε κάθε πιάτο ο επιθυµητός 

αριθµός πλακών, που υπολογίσθηκε µε βάση την αρχική τιτλοδότηση της 

γενωµικής βιβλιοθήκης. Οι αραιώσεις της βιβλιοθήκης έγιναν σε διάλυµα SM 

(5,8 gr NaCl, 2 gr MgSO4 H2O, 5 gr yeast extract, 10 gr NZ Amine ανά lt 

διαλύµατος). 

Αφού πραγµατοποιήθηκαν οι κατάλληλες αραιώσεις της βιβλιοθήκης, 

ακολούθησε η διαδικασία της επώασης των φάγων αυτών των αραιώσεων µε τα 

βακτηριακά κύτταρα XL1-MRA. Έγινε προσθήκη 1 µL από την κατάλληλη 

αραίωση σε 200 µL κυττάρων XL1-MRA, που είχαν δεχτεί την επεξεργασία, 

που περιγράφηκε στην ενότητα 1.2.2. Η επιµόλυνση των βακτηρίων µε τους 

φάγους έλαβε χώρα στους 37οC για 15 min. Έπειτα, προστέθηκαν στο µίγµα 

επώασης 3 mL top agar (Θρεπτικό µέσo NZYΜ, που περιέχει 0.7% αγαρόζη), το 

οποίο διατηρήθηκε σε θερµοκρασία 48οC και ακολούθησε αµέσως το άπλωµα 

του µίγµατος top agar-βακτηρίων-φάγων στα διαστάσεων 20 Χ 20 cm πιάτα 

bottom agar (NZYΜ µε 1,2% άγαρ), που είχαν προηγουµένως προθερµανθεί. Η 

σύσταση του µέσου NZYΜ είναι 10 gr NZ Amine, 5 gr NaCl ,5 gr Bacto yeast 

extract και 2 gr MgSO4 7H2O ανά Lt διαλύµατος. Ακολούθησε η επώαση των 

πιάτων στους 37οC για περίπου 8 h µέχρι που εµφανίστηκαν οι πλάκες. 

Η ίδια ακριβώς διαδικασία ακολουθήθηκε κάθε φορά, που επαναλήφθηκε η 

διαδικασία σάρωσης, στην προσπάθεια να αποµονωθούν µοναδικοί γενωµικοί 

κλώνοι λ FIX II, που να περιέχουν το επιθυµητό γονίδιο. 

 
 
1.2.4 Μεταφορά φαγοσωµατίων σε φίλτρο νιτροκυτταρίνης και προϋβριδοποίηση 
 

 
Αφού αναπτύχθηκαν οι πλάκες σε τέτοιο µέγεθος, ώστε να είναι ευδιάκριτες, 

ακολούθησε η µεταφορά τους και η ακινητοποίηση τους πάνω σε πλαστικές 

µεµβράνες Nytran. H µεταφορά τους έγινε πιστά πάνω στην επιφάνεια της 

µεµβράνης, ώστε οι πλάκες να έχουν µεταξύ τους τις ίδιες σχετικές θέσεις µε 

αυτές που είχαν πάνω στο τριβλίο. Για τον σκοπό αυτό µεµβράνες Nytran 
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εφαρµόστηκαν πάνω στα τριβλία µε τις σχηµατισµένες πλάκες προσεκτικά ώστε 

να µην δηµιουργηθούν φυσαλίδες αέρος µεταξύ της µεµβράνης και του τριβλίου. 

Οι διαστάσεις της µεµβράνης ήταν ίδιες µε αυτές του κάθε τριβλίου ώστε να 

διασφαλιστεί η µεταφορά όλων των πλακών από το κάθε τριβλίο. Η µεµβράνη 

αφέθηκε για περίπου 2 min σε θερµοκρασία δωµατίου σε κάθε τριβλίο. Στην 

συνέχεια, κάθε µεµβράνη µαρκαρίστηκε µε ασύµµετρες κουκίδες επί του 

τριβλίου, ώστε να µπορεί να γίνει µελλοντικά ταυτοποίηση πιθανού σήµατος µε 

µια συγκεκριµένη πλάκα από ένα συγκεκριµένο τριβλίο. Η µεµβράνη, η οποία 

περιείχε τα φαγοσωµάτια, που µεταφέρθηκαν από τα τριβλία, επωάστηκε µε 

διάλυµα 1,5 Μ NaCl,  0,5 M NaOH για 2 min, ώστε να προκληθεί αποδιάταξη των 

φαγοσωµατίων, που βρίσκονται πάνω σε αυτή. Σε έντονα αλκαλικές συνθήκες, η 

καπσιδιακή πρωτεΐνη των φάγων αποδιατάσσεται ώστε στην συνέχεια να εκβάλει 

το DNA τους πάνω στην επιφάνεια της µεµβράνης. Επιπλέον, οι αλκαλικές αυτές 

συνθήκες, οδηγούν σε ένα δεύτερο στάδιο, στην αποδιάταξη του δίκλωνου DNA 

των φάγων ώστε να µετατραπεί σε µονόκλωνο για την ανάγκη των 

υβριδοποιήσεων. Ακολούθησε έκθεση των µεµβρανών σε διάλυµα εξουδετέρωσης 

( 1,5 Μ NaCl, 0,5 M Tris-HCl, pH 8,0 ) για 5 min. Ο σκοπός του δεύτερου 

διαλύµατος είναι η εξουδετέρωση των ισχυρών αλκαλικών συνθηκών που 

προκαλεί το πρώτο. Παρατεταµένη επώαση DNA σε ισχυρές αλκαλικές συνθήκες, 

µπορεί να του προκαλέσει ανεπιθύµητη θραύση. Τέλος, οι µεµβράνες πλύθηκαν 

µε 0,2 Μ Τris-HCl, pH 7,5 και 2Χ SSC για περίπου 0,5 min ώστε να 

εξισορροπηθούν. 

Έπειτα από αυτήν την διαδικασία, η µεµβράνες τοποθετήθηκαν σε διηθητικό 

χαρτί Whatman 3MM για σύντοµο χρονικό διάστηµα  ώστε να στεγνώσουν. Αφού 

στέγνωσαν καλά οι µεµβράνες, πραγµατοποιήθηκε οµοιοπολική πρόσδεση των 

µονόκλωνων τµηµάτων DNA από κάθε πλάκα, πάνω στην επιφάνεια της 

µεµβράνης. Για τη διαδικασία αυτή, εκµεταλλευτήκαµε την ιδιότητα UV 

ακτινοβολίας, να προκαλεί οµοιοπολική πρόσδεση καταλοίπων θυµιδίνης πάνω 

στην ελεύθερη επιφάνεια της µεµβράνης. Η οµοιοπολική πρόσδεση του DNA 

πάνω στην µεµβράνη επιτεύχθηκε εκθέτοντας τις τελευταίες σε ακτινοβολία UV 

σε Stratalinker UV crosslinker στα 120.000 µJ για ~0.5 min. Μετά το τέλος της 
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διαδικασίας ακινητοποίησης, τα πιάτα µε τις σχηµατισµένες πλάκες παρέµειναν 

και διατηρήθηκαν στους 4οC. 

 

1.2.5 Παρασκευή ραδιοσηµασµένων µορίων ιχνηθέτη 

 

Για την παρασκευή ραδιοσηµασµένων µορίων ιχνηθέτη για την σάρωση της 

βιβλιοθήκης, χρησιµοποιήθηκε η τεχνική του random priming, όπως ακριβώς 

αναλύθηκε στην ενότητα 1.1.4. Ως µήτρα για την σύνθεση του ιχνηθέτη 

χρησιµοποιήθηκε η πλήρους µήκους cDNA αλληλουχία της α υποµονάδας της 

GDH, που είχε αποµονωθεί κατά το παρελθόν (Syntichaki et al. 1996). Η µέτρηση 

των κρούσεων έγινε µε αυτοµατοποιηµένο µετρητή σπινθηρισµού όπως ακριβώς 

περιγράφηκε στην ενότητα 1.1.4. 

 

1.2.6 Υβριδοποίηση µεµβρανών 

 

Μετά την παρασκευή του ραδιοσηµασµένου ιχνηθέτη, ακολούθησε η 

διαδικασία της υβριδοποίησης µεταξύ του ραδιοσηµασµένου ιχνηθέτη και του 

γενετικού υλικού των πλακών. Η διαδικασία υβριδοποίησης είναι ακριβώς όµοια 

µε την διαδικασία υβριδοποίησης που περιγράφηκε στην ενότητα 1.1.5.  Ο 

ραδιοσηµασµένος ιχνηθέτης έδινε τελική ενεργότητα µέσα στον τελικό όγκο 

υβριδοποίησης, περίπου 250-500.000 cpm/ml. Η υβριδοποίηση έλαβε χώρα στους 

62οC για 12 h. 

 

 

1.2.7 Πλυσίµατα µεµβρανών και έκθεση 

 

Για την αποδέσµευση µορίων ιχνηθέτη, που προσδέθηκαν µη ειδικά στις 

µεµβράνες, πραγµατοποιήθηκαν πλυσίµατα µε διαλύµατα, που περιείχαν SSC και 

SDS. Κάθε µεµβράνη πλύθηκε 3 φορές συνολικά σε τρία, διαφορετικής 

συγκέντρωσης σε SSC και SDS διαλύµατα. ∆ιαδοχικά, στα τρία αυτά διαλύµατα, 

µειώνεται η συγκέντρωση σε SSC και αυξάνει σε SDS. Έτσι, διαδοχικά οι 
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αποδιατακτικές συνθήκες γίνονται πιο ισχυρές ώστε να αποδεσµευτούν όλα τα µη 

ειδικά προσδεµένα µόρια ιχνηθέτη. 

   Η διαδικασία είναι όµοια όπως περιγράφηκε στην ενότητα 1.1.5  

 

1.2.8 Επιλογή θετικών πλακών και προσπάθεια αποµόνωσης τους σε 

καθαρή κατάσταση 

 

Αφού έγινε ταυτοποίηση των θετικών σηµάτων των films µετά την εµφάνιση 

τους, µε τις αντίστοιχες πλάκες πάνω στα πιάτα, ακολούθησε η επιλογή των 

θετικών πλακών από τις οποίες θα γίνει η αποµόνωση του γενετικού υλικού. Για 

τις ανάγκες αναγνώρισης των θετικών πλακών επί των πιάτων, τοποθετήθηκαν τα 

film τα οποία περιείχαν τα θετικά σήµατα, πάνω στα πιάτα. Στην σωστή 

τοποθέτηση των films βοήθησε η ύπαρξη ασύµµετρων κουκίδων που 

δηµιουργήσαµε ενώ ακόµη πάνω στα πιάτα ήταν απλωµένες οι µεµβράνες. Έτσι, 

πιάτα και αντίστοιχες µεµβράνες, διαθέτουν τις ίδιες ασύµµετρες κουκίδες ώστε 

να µπορεί αργότερα να γίνει η αντιστοίχιση.  

Πάνω στα film µε τα θετικά σήµατα, σηµειώθηκαν οι ασύµµετρες κουκίδες 

αφού έγινε η αντιστοίχιση από τις µεµβράνες. Έπειτα, τα film αυτά 

αντιστοιχήθηκαν µετά αντίστοιχα πιάτα, πάντα αντιστοιχώντας τα ασύµµετρα 

στίγµατα. Τελικά, επιλέχθηκαν οι θετικές πλάκες πάνω στα πιάτα και 

αποµονώθηκαν. Οι πλάκες αυτές µεταφέρθηκαν σε 1 ml SM buffer (διάλυµα 

διάχυσης φάγων) για να διαχυθούν οι φάγοι έξω από το Bottom agar. Επίσης, 

µέσα στο SM buffer προστέθηκαν και 20 µL CHCl3 για να λυθούν τα µη λυµένα 

κύτταρα που πιθανόν λάβαµε µε την συλλογή βακτηριακής χλόης κατά την 

διαδικασία αποµόνωσης των πλακών. Οι φάγοι διαχύθηκαν έξω από το bottom 

agar µε ανακίνηση για 1-2 h στους 25οC ή εναλλακτικά στους 4οC για 12 h. Για 

την διαδικασία δευτερογενούς σάρωσης, προκειµένου να αποµονωθούν θετικοί 

φάγοι σε µοναδική κατάσταση, δηµιουργήθηκαν αραιώσεις 10-3, από το SM 

buffer µέσα στο οποίο έγινε η διάχυση των φάγων. Από αυτήν την αραίωση, 

λήφθηκαν 4 µL και επωάστηκαν µαζί µε 200 µL κύτταρα XL1-MRA. Στην 
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συνέχεια, για την δευτερογενή σάρωση, επαναλήφθηκε η διαδικασία σάρωσης 

όπως περιγράφηκε στις προηγούµενες ενότητες. 

 

 

1.3 Αποµόνωση φαγικού DNA 

 

Αφού έγινε η επιλογή των θετικών κλώνων από τις διαδοχικές διαδικασίες 

σάρωσης της βιβλιοθήκης, ακολούθησε η προσπάθεια αποµόνωσης µόνο των 

γονιδίων της GDH, µέσα από τους φαγικούς κλώνους. Η διαδικασία αποµόνωσης 

και χαρακτηρισµού τους, απαιτούσε την προσφορά σε σχετικά µεγάλες 

ποσότητες, του γενωµικού τµήµατος που περιεχόταν µέσα στους θετικούς 

φαγικούς κλώνους. Γι` αυτόν τον λόγο, ακολούθησε η διαδικασία αποµόνωσης 

φαγικού DNA από τους θετικούς φάγους. 

 

 

1.3.1 Επιµόλυνση βακτηριακού στελέχους XL1-MRA µε φαγοσωµάτια λ 

FIX II 

 

Η διαδικασία αποµόνωσης σε µεγάλη κλίµακα, DNA από τα φαγοσωµάτια, 

εµπεριέχει ένα πρώτο στάδιο επιµόλυνσης ειδικού βακτηριακού στελέχους E. 

Coli, µε τα φαγοσωµάτια του συγκεκριµένου κλώνου. Τα φαγοσωµάτια, σε αυτό 

το πρώτο στάδιο, επικολλούνται στην µεµβράνη των βακτηριακών κυττάρων 

XL1-MRA, ώστε να ακολουθήσει η είσοδος του γενετικού υλικού των φάγων 

µέσα στα βακτήρια, καθώς και η επακόλουθη λύση αυτών. Η λύση των 

βακτηριακών κυττάρων, ακολουθείται από απελευθέρωση µεγάλου αριθµού 

κόπιας του γενώµατος του φάγου. Εκµεταλλευόµενοι την ιδιότητα του φαγικού 

γενώµατος να πολλαπλασιάζεται µέσα στο κύτταρο-ξενιστή, προκαλούµε τεχνητά 

την παραγωγή σε µεγάλη κλίµακα, του γενωµικού τµήµατος που εµπεριέχεται 

µέσα στο φαγικό γενετικό υλικό. 

 Αρχικά, γίνεται προετοιµασία του βακτηριακού στελέχους XL1-MRA για την 

περαιτέρω µόλυνση µε τους φάγους. Αρχικά, σε 3 mL θρεπτικού διαλύµατος LB, 
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έγινε επώαση µικρής ποσότητας κυττάρων XL1-MRA από glycerol stock ή από 

µοναδική αποικία. Τα κύτταρα αφέθηκαν να αναπτυχθούν στους 37οC για περίπου 

12 h. Αφού έγινε η ανάπτυξη της καλλιέργειας, 1 mL από την καλλιέργεια αυτή, 

µεταφέρθηκε σε 50 mL θρεπτικού διαλύµατος LB, εµπλουτισµένου σε 0.2% 

µαλτόζη και 10 mM MgSO4. Η καλλιέργεια αναπτύχθηκε στους 37οC µέχρι που η 

οπτική πυκνότητα της έγινε στα 550 nm περίπου 1 (OD550=1). Η µαλτόζη και το 

MgSO4µέσα στο θρεπτικό διάλυµα, παίζουν ουσιαστικό ρόλο για την 

προετοιµασία των µεµβρανών των βακτηριακών κυττάρων, ώστε σε ένα επόµενο 

στάδιο, να γίνει εφικτή η προσκόλληση των φάγων πάνω σε αυτές. Ακολούθησε 

φυγοκέντρηση στα 500 x g για 10 min. Αφού αποµακρύνθηκε το υπερκείµενο, η 

βακτηριακή πελλέτα επαναδιαλύθηκε σε διάλυµα 10 mM MgSO4, ώστε µετά την 

επαναδιάλυση η οπτική πυκνότητα των κυττάρων στα 550 nm, να είναι και πάλι 

περίπου 1.  

Αφού έγινε η προετοιµασία των βακτηριακών κυττάρων, ακολούθησε η 

διαδικασία επιµόλυνσης. Αρχικά, επωάσθηκαν 100 µL XL1-MRA κυττάρων µε 

150 µL διαλύµατος SM/φάγων, που αποµονώθηκαν από τις σαρώσεις. Η επώαση 

πραγµατοποιήθηκε για 20 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Έπειτα, ακολούθησε 

προσθήκη του µίγµατος φάγων-κυττάρων, µέσα σε  50 ml ΝΖΥ θρεπτικού µέσου 

και ακολούθησε επώαση στους 37οC για περίπου 12 h.  

 

1.3.2 Συλλογή φαγοσωµατίων και αποµόνωση φαγικού γενετικού υλικού 

 

Αφού µεγάλωσε αρκετά η καλλιέργεια, ακολούθησε φυγοκέντρηση  στις 7000 

rpm για 10 min στους 4οC. Σε αυτό το στάδιο έγινε προσθήκη πολύ µικρής 

ποσότητας CHCl3, το οποίο βοηθά στην λύση των µολυσµένων κυττάρων, που δεν 

έχουν προλάβει να λυθούν από τους φάγους. Το ίζηµα που σχηµατίζεται από την 

φυγοκέντρηση είναι µεµβράνες, πολυσακχαρίτες καθώς και άλλες µεγάλου 

µοριακού βάρους ουσίες, που προέρχονται από την λύση των κυττάρων. Στο 

υπερκείµενο της φυγοκέντρησης, παραµένουν τα φαγοσωµάτια. Γι` αυτό, 

ακολούθησε µεταφορά του υπερκείµενου σε νέο σωλήνα και προσθήκη 8 mL 20% 

PEG (MW 8000) µε 2,5 Μ NaCl. H PEG µαζί µε το άλας προκαλεί κατακρήµνιση 
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των φαγοσωµατίων ώστε να γίνει η συλλογή τους. Το µίγµα επωάστηκε στους 4οC 

για 1-2 h και έπειτα φυγοκεντρήθηκε στις 10000 rpm για 10 min στους 4οC. Έγινε 

αφαίρεση του άχρηστου υπερκείµενου και λάβαµε την πελλέτα που αποτελείται 

µόνο από φαγοσωµάτια. Κρίσιµης σηµασίας αποτελεί το γεγονός ότι η PEG 

πρέπει να αφαιρεθεί πάρα πολύ καλά λόγω της ικανότητας της να µπλοκάρει την 

λειτουργία ενζύµων. Τελικά, η πελλέτα επαναδιαλύθηκε  σε 500 µL ΤΕ (10 mM 

Tris-Cl, 1 mM EDTA). Ακολούθησε προσθήκη 250 µL φαινόλης και 250 µL 

CHCl3 για να καθαρίσει το µίγµα από πρωτεΐνες και άλλες άχρηστες ουσίες. Μετά 

από καλή ανάδευση του µίγµατος, ακολούθησε φυγοκέντρηση για 2 min. Η 

υδατική φάση η οποία περιέχει τα υδατοδιαλυτά νουκεϊκά οξέα, µεταφέρθηκε σε 

άλλο σωλήνα και έγινε επανάληψη καθαρισµού µε φαινόλη/CHCl3  ξανά. Για την 

κατακρήµνιση των νουκλεϊκών οξέων από την υδατική φάση, ακολούθησε 

προσθήκη 1/10 του όγκου αντίδρασης 3 Μ NaCOOH pH 5,8 και 2,5 όγκοι 

απόλυτης παγωµένης αιθανόλης. Το άλας και η αιθανόλη δρουν ανταγωνιστικά µε 

τα µόρια DNA για την δηµιουργία δεσµών υδρογόνου µε το Η2Ο. Τα πρώτα 

σχηµατίζουν δεσµούς υδρογόνου πολύ πιο εύκολα απ` ότι το DNA. Τελικά, το 

DNA χάνει τους δεσµούς υδρογόνου µε το Η2Ο και παύει να είναι ευδιάλυτο σε 

αυτό. Το DNA κατακρηµνίστηκε στους �80οC για 15  min και το µίγµα 

φυγοκεντρήθηκε για 15 min στους 4oC. Το ίζηµα πλύθηκε 2 φορές µε 1 mL 70% 

αιθανόλη για τον καθαρισµό από τα αλάτια και τελικά επαναδιαλύθηκε σε 100 µL 

ΤΕ, pH 8,0. 

 

1.4  Άµεση κλωνοποίηση γενωµικών τµηµάτων από τους φαγικούς 

κλώνους στον πλασµιδιακό φορέα pBluescript 

 

Για την ανάλυση και τον χαρακτηρισµό του γονιδίου gdha, 

πραγµατοποιήθηκαν πέψεις των γενωµικών φαγικών κλώνων µε διάφορες 

περιοριστικές ενδονουκλεάσες. Ακολούθησε η αποµόνωση των ζωνών, που 

προέκυψαν από την κάθε πέψη, καθώς και η προσπάθεια κλωνοποίησης τους 

στον πλασµιδιακό φορέα pBluescript για τον προσδιορισµό της αλληλουχίας 

τους. 
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1.4.1  Πέψεις φαγικών κλώνων µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες 

 

Για την εύρεση του µεγέθους του γενωµικού τµήµατος του κάθε φαγικού 

κλώνου, πραγµατοποιήθηκαν πέψεις µικρής ποσότητας DNA από κάθε κλώνο µε 

την περιοριστική ενδονουκλεάση NotI. Η κατασκευή της γενωµικής βιβλιοθήκης 

που χρησιµοποιήθηκε για την αποµόνωση των κλώνων, πραγµατοποιήθηκε µε 

πέψη του γενωµικού DNA αµπελιού µε ένα ένζυµο που αναγνωρίζει αλληλουχία 

πέψης 4bp. Εν συνεχεία, ακολούθησε η διασύνδεση των θραυσµάτων περιορισµού 

µε τους βραχίονες του φάγου λ FIX II. H ενδονουκλεάση NotI αναγνωρίζει 

αλληλουχία πέψης 8bp και άρα αντιπροσωπεύεται σε ένα γένωµα, µε συχνότητα 

(1/4)8 bp δηλαδή περίπου κάθε 65 Kb. Η θέση αναγνώρισης της ενδονουκλεάσης 

NotI βρίσκεται στα άκρα του φάγου και πέψη µε αυτό το ένζυµο, απελευθερώνει 

το γενωµικό ένθεµα από αυτόν.   

Επίσης, πραγµατοποιήθηκαν πέψεις των φαγικών κλώνων µε την περιοριστική 

ενδονουκλεάση Sal I. Η ενδονουκλεάση αυτή αναγνωρίζει αλληλουχία πέψης 6 bp 

και άρα αντιπροσωπεύεται κάθε 4 Kb περίπου. Πέψεις µε αυτό το ένζυµο 

πραγµατοποιήθηκαν µε σκοπό την αποµόνωση θραυσµάτων περιορισµού, τα 

οποία τα προέρχονται µέσα από το γενωµικό ένθεµα του φάγου. Για κάθε πέψη 

φαγικού κλώνου χρησιµοποιήσαµε περίπου 10-15 µg DNA µε περίσσεια (4πλάσια 

ποσότητα ~40 Units) περιοριστικής ενδονουκλεάσης. Η τελική συγκέντρωση του 

Buffer αντίδρασης ήταν 1Χ. Στην αντίδραση συµπεριλαµβάνονταν επίσης RNase 

A σε τελική συγκέντρωση 10 µgr/µL για αποδόµηση του RNA, καθώς επίσης και 

BSA (Bovin Serum Albumin)σε τελική συγκέντρωση 10 µgr/µL για προστασία 

των ενζύµων περιορισµού. Οι πέψεις πραγµατοποιήθηκαν στους 37οC για περίπου 

4 h. 

 

1.4.2 Πέψεις του πλασµιδιακού φορέα pBluescript µε περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες 

 

Με την πέψη των φαγικών κλώνων µε την περιοριστική ενδονουκλεάση SalI, 

πραγµατοποιήθηκε απελευθέρωση τµηµάτων των γενωµικών ενθεµάτων µέσα από 
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αυτούς. Απώτερος σκοπός ήταν η αποµόνωση αυτών των τµηµάτων και η 

εισαγωγή τους µέσα σε κάποιον πλασµιδιακό φορέα, για περαιτέρω ανάλυση. Ο 

πλασµιδιακός φορέας που επιλέχτηκε για την εισαγωγή αυτών των θραυσµάτων, 

ήταν ο pBluescript II SK (+/-) phagemid. Πρόκειται για έναν πλασµιδιακό φορέα 

µεγέθους 2961 bp µε ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό αµπικιλίνη που διαθέτει το 

σύστηµα άµεσης επιλογής blue/white selection. Η περιοχή ένθεσης βρίσκεται 

ενδιάµεσα στους υποκινητές Τ7 και Τ3 και περιέχει πολλές από τις γνωστές 

θέσεις περιορισµού. Το ρεπλικόνιο του είναι το ColE1 και πρόκειται για ένα high 

copy πλασµίδιο.  

Στην περίπτωση αυτού του πλασµιδιακού φορέα, πραγµατοποιήθηκαν πέψεις 

µε την περιοριστική ενδονουκλεάση SalI, η οποία εντοπίζεται µέσα στην περιοχή 

polylinker. Με πέψη µε το ένζυµο αυτό, απελευθερώνεται ένα µικρό τµήµα της 

περιοχής polylinker και δηµιουργούνται συµπληρωµατικά SalI άκρα. Έτσι, ήταν 

εφικτή η υβριδοποίηση µε τα συµπληρωµατικά άκρα των θραυσµάτων 

περιορισµού από τις πέψεις των φαγικών κλώνων. Για την αποµόνωση γραµµικής 

µορφής πλασµιδιακού φορέα pBluescript, πραγµατοποιήθηκε πέψη 10 µgr 

υπερελικωµένου πλασµιδιακού φορέα, µε την ενδονουκλεάση SalI. 

Χρησιµοποιήθηκε περίσσεια ενζύµου (4πλάσια ποσότητα). Η τελική αντίδραση 

περιελάµβανε και πάλι RNase A και BSA, στις ίδιες τελικές συγκεντρώσεις, όπως 

στις πέψεις των φαγικών κλώνων. Οι όγκοι και οι συγκεντρώσεις των 

αντιδραστηρίων ταυτίζονται πλήρως µε τα αντίστοιχα των πέψεων στην 

περίπτωση των πέψεων των φαγικών κλώνων. Οι πέψεις έλαβαν χώρα στους 37οC 

για περίπου 2-3 h. 

 

 

1.4.3 Ηλεκτροέκλουση γενωµικών τµηµάτων και πλασµιδιακού φορέα από 

πήκτωµα αγαρόζης 

 
Μετά το τέλος των πέψεων, ακολούθησε ηλεκτροφόρηση µικρής ποσότητας από 

την κάθε µία σε 1 % ΤΑΕ πήκτωµα αγαρόζης (40 mM Tris Acetate, 10 mM EDTA). 
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Αφού διαπιστώθηκε ότι η διαδικασία πέψης επιτεύχθηκε επιτυχώς, 

ακολούθησε η ηλεκτροέκλουση των επιθυµητών ζωνών έξω από το πήκτωµα 

αγαρόζης. Κατά την διαδικασία της ηλεκτροέκλουσης, αφού αποµονώθηκε το 

κοµµάτι του πηκτώµατος που περιείχε την επιθυµητή ζώνη, τοποθετήθηκε µέσα 

σε µεµβράνη διάλυσης, η οποία περιείχε 1 mL 1Χ ΤΕ διάλυµα. Η µεµβράνη στην 

συνέχεια σφραγίστηκε µε ειδικά clips η κατασκευή αυτή τοποθετήθηκε µέσα σε 

συσκευή ηλεκτροφόρησης. Με την διαδικασία ηλεκτροφόρησης που ακολούθησε, 

πραγµατοποιήθηκε η έξοδος όλης της ποσότητας DNA από την ζώνη που 

αποµονώθηκε, µέσα στο διάλυµα TE στην µεµβράνη διάλυσης. 

 

1.4.4 Καθαρισµός τµηµάτων µε φαινόλη/χλωροφόρµιο 

 

Τα τµήµατα που αποµονώθηκαν µε την διαδικασία της ηλεκτροέκλουσης, 

περιέχουν ξένα ανεπιθύµητα µόρια (πχ µόρια αγαρόζης, βρωµιούχο αιθίδιο) τα 

οποία αποµονώθηκαν µαζί µε το DNA. Τα µόρια αυτά µπορούν να προκαλέσουν 

την καταστολή της λειτουργίας κάποιων ενζύµων. Θεωρείτε λοιπόν κρίσιµης 

σηµασίας, ο καθαρισµός των δειγµάτων µας από αυτά τα µόρια, για την επιτυχή 

κλωνοποίηση των ζωνών στο µέλλον. 

Ο καθαρισµός του DNA πραγµατοποιείται µε φαινόλη και CHCl3. Η φαινόλη 

αποτελεί έναν οργανικό διαλύτη, ο οποίος έχει την ικανότητα να δεσµεύει τις 

πρωτεΐνες που βρίσκονται µέσα σε ένα διάλυµα. Για τον καθαρισµό αναµιγνύεται 

φαινόλη µε το διάλυµα TE από την ηλεκτροέκλουση,  σε αναλογία όγκου ως προς 

8/10 ως προς το διάλυµα αυτό. Έπειτα, το µίγµα καθαρίστηκε µε διάλυµα 

CHCl3/ισοαµυλική αλκοόλη 24:1 για αποµάκρυνση της φαινόλης που πιθανόν να 

παρέµεινε. Ο φαινολικός δακτύλιος έχει την ικανότητα να µπλοκάρει την 

λειτουργία διάφορων ενζύµων. Για τον λόγο αυτό, είναι απαραίτητη η 

αποµάκρυνση ακόµα και ίχνους φαινόλης. Το CH3Cl δεσµεύει τα ίχνη φαινόλης 

από τα δείγµατα µας ενώ η λειτουργία της ισοαµυλικής αλκοόλης είναι να 

δηµιουργεί καλή µεσόφαση, για τον εύκολο διαχωρισµό µεταξύ υποκείµενης 

φάση CH3Cl και υπερκείµενης υδατικής φάσης. Τέλος, µε προσθήκη διπλάσιου 

όγκου απόλυτης αιθανόλης και 1/10 του όγκου NaCOOH 3Μ pH 5.4. To όξινο pH 
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του διαλύµατος εξουδετερώνει το αρνητικό φορτίο που φέρουν οι φωσφορικές 

οµάδες των νουκλεοτιδίων του DNA. Το φορτίο που διαθέτουν αυτές σε ουδέτερο 

και αλκαλικό pH, είναι υπεύθυνο για την δηµιουργία δεσµών υδρογόνου µεταξύ 

αυτών και µορίων του διαλύτη. Με την εξουδετέρωση του αρνητικού φορτίου, το 

DNA χάνει την ικανότητα δηµιουργίας αυτών των δεσµών και µειώνεται η 

διαλυτότητα του. Παράλληλα, η απόλυτη αιθανόλη και το πυκνό οξικό νάτριο, 

δηµιουργούν δεσµούς υδρογόνου µε τα ελεύθερα µόρια νερού, µειώνοντας έτσι 

ακόµη περισσότερο την διαλυτότητα του DNA. Σαν τελικό αποτέλεσµα, 

επιτυγχάνεται η κατακρήµνιση του DNA. Μετά την κατακρήµνιση, ακολούθησε 

φυγοκέντρηση στις 14.000 rpm για 10 min οπότε το DNA σχηµάτισε πελλέτα 

στον δοκιµαστικό σωλήνα. Αφού αφαιρέθηκε όλη η απόλυτη αιθανόλη, 

πραγµατοποιήθηκαν πλυσίµατα των πελλετών µε 75% αιθανόλη για αποµάκρυνση 

ποσότητας αλάτων από το DNA. Τα άλατα που δεσµεύονται µαζί µε το DNA 

καταστέλλουν και αυτά µε την σειρά τους αρκετά περιοριστικά ένζυµα και 

προσδίδουν ανώµαλες κινητικές ιδιότητες στο DNA. Μετά το πλύσιµο 

ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 14.000 rpm για 10 min. Αφού στέγνωσε καλά η 

πελλέτα, επαναδιαλύθηκε σε 20-30 µL ΤΕ pH 8.0.  

 

 

1.4.5 Κλωνοποίηση των θραυσµάτων περιορισµού και του πλασµιδιακού 

φορέα 

 

Αφού αποµονώθηκαν σε καθαρή κατάσταση ποσότητες του πλασµιδιακού 

φορέα pBluescript κοµµένου µε SalI και θραυσµάτων περιορισµού από τους 

φαγικούς κλώνους, επίσης κοµµένων µε SalI, ακολούθησε η διαδικασία 

κλωνοποίησης των θραυσµάτων µέσα στον πλασµιδιακό φορέα.  

Για την διαδικασία της διασύνδεσης (ligation) µορίων pBluescript µε 

συµπληρωµατικά άκρα για τα θραύσµατα περιορισµού από φαγικούς κλώνους, 

χρησιµοποιήθηκαν περίπου 50 ngr από το καθένα. Μεγαλύτερη ποσότητα 

επηρεάζει αρνητικά την κινητική των µορίων για την διαδικασία της διασύνδεσης. 

Η αναλογία µορίων pBluescript και µορίων από την ηλεκτροέκλουση πρέπει να 
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υπολογίζεται να είναι περίπου 1:1 µέσα στην αντίδραση. Επιπλέον, στην 

αντίδραση προστέθηκε BSA σε τελική συγκέντρωση 10 µgr/µL, 0,5 units T4 

λιγάσης, 1X Τ4 buffer λιγάσης. 

Επιπλέον στην αντίδραση διασύνδεσης, συµµετέχει το ένζυµο Τ4 λιγάση 

(1u/µL) καθώς και το ρυθµιστικό διάλυµα αυτού σε τελική συγκέντρωση 1Χ. 

Επιπλέον, η λιγάση απαιτεί για την λειτουργία της, µόρια ATP. Για τον σκοπό 

αυτό, προσθέσαµε 1 µL ΑΤP  συγκέντρωσης 5 mM σε τελικό όγκο αντίδρασης 10 

µL. Η διαδικασία της διασύνδεσης πλασµιδιακού φορέα και ενθέµατος 

περιορισµού έλαβε χώρα στους 16οC για 4 h ή και στους 4οC για 12 h. 

 

 

1.4.6 Βακτηριακή µεταµόρφωση κυττάρων Ε.coli DH5A 

 

Μετά το πέρας της αντίδρασης διασύνδεσης πλασµιδιακού φορέα και 

θραυσµάτων των γενωµικών κλώνων, ακολουθεί η εισαγωγή του µίγµατος 

αντίδρασης µέσα σε βακτηριακό στέλεχος DH5A µε σκοπό την απόκτηση 

µοναδικών αποικιών, που θα περιέχουν την επιθυµητή πλασµιδιακή κατασκευή 

pBluescript-θραύσµα γενωµικού κλώνου. Για την διαδικασία αυτή 

χρησιµοποιούµε κύτταρα τα οποία έχουν επιδεχτεί ειδική επεξεργασία ώστε να 

είναι επιδεκτικά στην πρόσληψη γενετικού υλικού από το εξωτερικό περιβάλλον. 

Σε 50 µL επιδεκτικών κυττάρων DH5A, προσθέσαµε ~10 µL από την αντίδραση 

διασύνδεσης. To όλο µίγµα επωάστηκε για 30 min στον πάγο. Κατά το στάδιο 

αυτό, η πλασµιδιακή κατασκευή από την αντίδραση διασύνδεσης προσδένεται 

στην επιφάνεια των επιδεκτικών κυττάρων, ώστε να ακολουθήσει σε επόµενο 

στάδιο, η είσοδος του στο βακτηριακά κύτταρα. Στην συνέχεια, τα κύτταρα 

δέχτηκαν θερµικό στρες για 20 sec στους 37οC και έπειτα  επανατοποθετήθηκαν 

για 2 min σε πάγο. Τα κύτταρα τοποθετήθηκαν µέσα σε  950 µL LB, YT ή S.O.C. 

θρεπτικό µέσο και ακολούθησε επώαση για 1-2 h στους 37οC. Τέλος, το θρεπτικό 

µέσο µε τα κύτταρα απλώθηκε σε κατάλληλο πιάτο θρεπτικού µέσου το οποίο 

περιείχε το κατάλληλο αντιβιοτικό (Aµπικιλίνη) καθώς και µίγµα Xgal/IPTG το 

οποίο µας παρέχει την δυνατότητα να γίνει blue/white επιλογή των αποικιών. 
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1.4.7 Αποµόνωση µικρής ποσότητας γενετικού υλικού από τις 

ανασυνδυασµένες αποικίες µε την µέθοδο της αλκαλικής λύσης (Miniprep) 

 

Τα βακτήρια που κατάφεραν να λάβουν από το περιβάλλον τους την 

πλασµιδιακή κατασκευή pBluescript-θραύσµα, αναπτύχθηκαν και έδωσαν 

αποικίες. Κάθε αποικία έχει προέλθει από ένα µόνο βακτήριο µε µονογονική 

αναπαραγωγή. Συνεπώς, µια αποικία περιέχει πανοµοιότυπα κύτταρα τα οποία 

περιέχουν την ίδια πλασµιδιακή κατασκευή µε το ίδιο ένθεµα. Το αντιβιοτικό στο 

θρεπτικό µέσο εξασφαλίζει ότι δεν θα αναπτυχθούν άλλα βακτήρια από µόλυνση 

ενώ λόγω της ύπαρξης Xgal, οι ανασυνδυασµένες αποικίες εµφανίζουν λευκό 

χρώµα ενώ οι µη ανασυνδυασµένες µπλέ. 

Η διαδικασία της λύσης κυττάρων από καλλιέργεια και αποµόνωσης 

γενετικού υλικού, γίνεται µε επεξεργασία των κυττάρων µε αλκάλια. Αρχικά, 

τοποθετήθηκαν σε αποστειρωµένο σωλήνα 3 mL LB + Amp (100 µgr/ml) µαζί µε 

µια αποικία και πραγµατοποιείται επώαση για 12 h στους 37οC. Ο λόγος για τον 

οποίο επωάζεται µέσα στο θρεπτικό µέσο αυστηρά µια µόνο αποικία είναι για την 

επίτευξη της αποµόνωσης µιας µόνο πλασµιδιακής κατασκευής µε ένα µόνο 

ένθεµα. Η καλλιέργεια φυγοκεντρήθηκε στις 12000 rpm για περίπου 4-5 min και 

ακολούθησε η συλλογή του βακτηριακού ιζήµατος. Η πελλέτα των βακτηρίων 

επαναδιαλύθηκε σε 100 µL διαλύµατος I (25 mM Tris-Cl, pH 8,0, 10 mM EDTA, 

150 mM γλυκόζη)  και ακολούθησε επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου για 5 min. 

Ακολούθησε προσθήκη 200 µL διαλύµατος II ( 0,2 N NaOH, 1% SDS ). To SDS 

(Sodium Dodecyl Sulfate) αποτελεί ένα ισχυρό ανιοντικό απορρυπαντικό το οποίο 

εισέρχεται µεταξύ των φωσφολιπιδίων των µεµβρανών και προκαλεί καταστροφή 

των µεµβρανών. Έγινε ανάδευση του µίγµατος και ακολούθησε επώαση για 5 min 

στον πάγο. Μετά την επώαση, ακολούθησε προσθήκη 150 µL διαλύµατος III ( 3M 

KCOOH, 10% CH3COOH )  και ήπια ανάδευση του µίγµατος. Έπειτα, το µίγµα 

τοποθετήθηκε στον πάγο για 5 min ώστε να εξουδετερωθούν οι αλκαλικές 

συνθήκες από το δεύτερο διάλυµα, και παράλληλα να κατακρηµνιστούν οι 

πρωτεΐνες από το οξικό κάλιο. Το µίγµα φυγοκεντρήθηκε για 5 min στις 12000 
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rpm και έγινε λήψη του υπερκείµενου. Στο τελευταίο, προστέθηκαν 400 µL 

µίγµατος φαινόλη/CHCl3 σε αναλογία 1:1, και ακολούθησε ανάδευση του 

µίγµατος και φυγοκέντρηση για 5 min στις 12000 rpm. Αφού έγινε λήψη της 

υπερκείµενης υδατικής φάσης, ακολούθησε προσθήκη 1 ml απόλυτης αιθανόλης. 

Σκοπός της απόλυτης αιθανόλης είναι η κατακρήµνιση του γενετικού υλικού. Σε 

αντιδιαστολή µε την διαδικασία καθαρισµού DNA µε φαινόλη/CH3Cl, σε αυτήν 

την περίπτωση δεν προσθέτουµε άλας διότι περιέχει ήδη το οξικό κάλιο από το 

διάλυµα III. Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 5 min για την κατακρήµνιση του 

DNA. Έπειτα, αποµακρύνθηκε το υπερκείµενο και έγινε προσθήκη 1 mL 70% 

αιθανόλης και φυγοκέντρηση για 2 min. Η 70% αιθανόλη χρησιµοποιείται για την 

αποµάκρυνση των αλάτων από την πελλέτα του νουκλεϊκού οξέος. Αφού 

αφαιρέθηκε το υπερκείµενο, το ίζηµα αφέθηκε να στεγνώσει από τα υπολείµµατα 

της 70% αιθανόλης. Τέλος, το DNA διαλυτοποιήθηκε σε 20 µL TE + RNase A 

(20µgr/ml). 

 

 

1.5 Κλωνοποίηση γενωµικών τµηµάτων µέσω της αλυσιδωτής αντίδρασης 

πολυµεράσης (PCR) 

 

Λόγω της ιδιαίτερης δυσκολίας κλωνοποίησης των θραυσµάτων γενωµικών 

φαγικών κλώνων µέσα στον πλασµιδιακό φορέα pBluescript, η προσπάθεια 

ανάλυσης τους έγινε και µε µια άλλη προσέγγιση. Με πρότυπο τον cDNA GDH-α 

κλώνο, πραγµατοποιήθηκε στοίχιση της αλληλουχίας του µε άλλες γνωστές 

αλληλουχίες GDH-α, που βρίσκονται καταχωρηµένες στην βάση δεδοµένων 

Genbank. Η στοίχιση πραγµατοποιήθηκε µε την βοήθεια του προγράµµατος 

Clustal. Με την βοήθεια της στοίχισης αυτής, έγινε εφικτός ο προσδιορισµός και η 

οριοθέτηση του κάθε εξονίου κατά µήκος της αλληλουχίας του cDNA GDH-α 

κλώνου. Έτσι, κατασκευάστηκαν κατάλληλη εκκινητές οι οποίοι να 

υβριδοποιούνται στα άκρα των εξονίων. Κάνοντας PCR µε αυτούς τους εκκινητές 

στους φαγικούς γενωµικούς κλώνους, πολλαπλασιάστηκαν τµήµατα τα οποία στα 

άκρα τους φέρουν µερικές αλληλουχίες από τα εξόνια αλλά περιέχουν και τις 
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ενδιάµεσες περιοχές των ιντρονίων. Με αυτήν την προσέγγιση επιτεύχθηκε ο 

χαρακτηρισµός του γενωµικού GDHA κλώνου. 

 

 

1.5.1 Αντιστοίχιση του GDH-α cDNA κλώνου µε άλλους γνωστούς GDH-α 

γενωµικούς κλώνους για ταυτοποίηση των άκρων των εξονίων 

 

Σε ένα αρχικό στάδιο, έγινε στοίχιση του cDNA GDH-α κλώνου µε άλλους 

cDNA GDH κλώνους από Nicotiana plumbaginifolia, Arabidopsis taliana, Zea 

mays και Asparagus officinalis. Από την στοίχιση αυτή διαπιστώθηκε ο πολύ 

υψηλός βαθµός οµολογίας των αλληλουχιών της GDH µεταξύ των διαφορετικών 

ειδών. Ο βαθµός οµολογίας µέσα στις εξονικές περιοχές κυµαινόταν από 85% έως 

και 92% σε κάποια αρκετά συντηρηµένα τµήµατα. Με την αντιστοίχηση αυτή, 

αναγνωρίστηκαν τα άκρα του κάθε εξονίου κατά µήκος της αλληλουχίας του 

cDNA κλώνου. Συνοπτικά η διαδικασία περιγράφεται στην Εικόνα 6 

 

 
 
 
                                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 6. Σχηµατική διάταξη της διαδικασίας στοίχισης των εξονίων του 

κλώνου cDNA GDH-α από αµπέλι, µε τον αντίστοιχο γενωµικό GDH-α από 

καπνό 

 

 ΕΕΞΞΟΟΝΝΙΙΟΟ  11          ΙΙΝΝΤΤΡΡΟΟΝΝΙΙΟΟ  11  ΕΕΞΞΟΟΝΝΙΙΟΟ  22      ΙΙΝΝΤΤΡΡΟΟΝΝΙΙΟΟ  22      ΕΕΞΞΟΟΝΝΙΙΟΟ  33      ΙΙΝΝΤΤΡΡΟΟΝΝΙΙΟΟ  33  ΕΕΞΞΟΟΝΝΙΙΟΟ  ΧΧ          

ΓΓΕΕΝΝΩΩΜΜΙΙΚΚΟΟΣΣ  ΚΚΛΛΩΩΝΝΟΟΣΣ  GGDDHHAA  ΑΑΠΠΟΟ  NNiiccoottiiaannaa  pplluummbbaaggiinniiffoolliiaa  

  ΕΕΞΞΟΟΝΝΙΙΟΟ  11        ΕΕΞΞΟΟΝΝΙΙΟΟ  22          ΕΕΞΞΟΟΝΝΙΙΟΟ  33        ΕΕΞΞΟΟΝΝΙΙΟΟ  ΧΧ  

ccDDNNAA  GGDDHHAA  κκλλώώννοοςς  ααππόό  ααµµππέέλλιι      
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1.5.2 PCR µε κατάλληλους εκκινητές στους GDHA γενωµικούς κλώνους 

 

Από την αντιστοίχηση του cDNA GDH-α κλώνου από αµπέλι, µε τον 

γενωµικό GDH-α κλώνο από Nicotiana plumbaginifolia, έγινε εφικτή η 

κατασκευή οµόλογων εκκινητών. Οι εκκινητές αυτοί, υβριδοποιούνται στα άκρα 

των εξονικών περιοχών και µε κατεύθυνση προς τις ενδιάµεσες ιντρονικές 

περιοχές, όπως φαίνεται στην Εικόνα 7. 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 7. Σχηµατική απεικόνιση της στοίχισης της cDNA αλληλουχίας GDHA 

από αµπέλι µε την γενωµική από το ίδιο είδος. Στο σχήµα φαίνεται η επιλογή 

των εκκινητών ώστε να πολλαπλασιαστούν οι ενδιάµεσες ιντρονικές περιοχές.  

 

 

Κάνοντας PCR µε αυτά τα ζεύγη εκκινητών, λαµβάνουµε µέσα στα PCR 

προϊόντα, τα ενδιάµεσα ιντρονικά τµήµατα. Με κλωνοποίηση των 

αλληλεπικαλυπτόµενων PCR προϊόντων σε κατάλληλο φορέα, πραγµατοποιήθηκε 

αλληλούχιση και χαρακτηρισµός αυτών των τµηµάτων. 

              ΕΕΞΞΟΟΝΝΙΙΟΟ  11  ΙΙΝΝΤΤΡΡΟΟΝΝΙΙΟΟ  11          ΕΕΞΞΟΟΝΝΙΙΟΟ  22  

                          ΓΓεεννωωµµιικκήή  ααλλλληηλλοουυχχίίαα  GGDDHH--αα  ααππόό  VViittiiss  vviinniiffeerraa  

PPrriimmeerr  11  SSeennssee

PPrriimmeerr 11 AAnnttiisseennssee 

ΕΕΞΞΟΟΝΝΙΙΟΟ  11   ΕΕΞΞΟΟΝΝΙΙΟΟ  22 

PPrriimmeerr  11  SSeennssee 

PPrriimmeerr  11  AAnnttiisseennssee  

ccDDNNAA  ααλλλληηλλοουυχχίίαα  GGDDHH--αα  ααππόό  VViittiiss  vviinniiffeerraa
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Τα ζεύγη εκκινητών, µε τα οποία λήφθηκαν τα αλληλεπικαλυπτόµενα PCR 

προϊόντα ήταν τα παρακάτω. 

 

 

                                                                      ΖΖεεύύγγηη  εεκκκκιιννηηττώώνν                                                                                              ΤΤmm  

1 Sense:         5` -GCTCTAGCAGCCCACAAACCG- 3` 

1 Antisense:  5`  -CCATGTCCGGTGCAGGTAC     - 3`                     

   54.5oC 

   54.2oC 

2 Sense:         5` -GGGTGCACCCCAAAGGACTT  - 3` 

2 Antisense:  5`  -AACAGCTCCAGTGACGTCGC  - 3` 

   54.5oC 

   54.5oC 

3  Sense:        5` -GGTAGCAAGACTCATCGGTGAG  -3` 

3 Antisense:   5` -CTGGATTCAGTAGGATGATTTGCTG -3` 

    55oC 

    53.7oC 

4  Sense:        5`  -GCTGCGGATGTTAAGGCAAAGTTC  -3` 

4 Antisense:   5`  -CTTCCCAACCCCTTAGCGTTG           -3` 

    55.4oC 
     54.8oC 

 

 

Στις PCR αντιδράσεις, χρησιµοποιήθηκαν περίπου 50-100 ngr µήτρα φαγικού 

γενωµικού κλώνου µαζί µε 10 µM τελική συγκέντρωση από τον κάθε εκκινητή. 

Επίσης, συµµετείχαν dNTPs σε τελική συγκέντρωση 2,5 mM, 0,5 µL Taq 

πολυµεράση ( 1u/µL) (Minotech), 1X Taq buffer και 1,5 mM MgCl2. O τελικός 

όγκος αντίδρασης ήταν στα 20 µL. Οι συνθήκες υβριδισµού ήταν Τm=55oC για 

3ο, 4ο ζεύγος εκκινητών,  Τm=59oC για 1οC ζεύγος εκκινητών, και Τm=61οC για 

2o ζεύγος εκκινητών. Σε όλες τις αντιδράσεις, ο χρόνος επέκτασης (extension 

time) των αλυσίδων δεν υπερέβαινε τα 3 min µε χρόνο υβριδοποίησης (annealing 

time) 1:30 min. 
 

1.5.3 Κλωνοποίηση των PCR τµηµάτων σε ΤΑ πλασµιδιακό φορέα (pGEM 

T easy vector) 

 

Για τον χαρακτηρισµό των προϊόντων PCR, πραγµατοποιήθηκε κλωνοποίηση 

των προϊόντων αυτών σε κατάλληλο πλασµιδιακό φορέα. Ο φορέας αυτός είναι ο 

pGEM T easy vector (Promega Cat.#A1360). Πρόκειται για έναν ΤΑ πλασµιδιακό 
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φορέα που έχει την ικανότητα να δέχεται PCR προϊόντα για κλωνοποίηση, ως 

έχουν. Ο φορέας αυτός είναι σε γραµµική κατάσταση υπό κανονικές συνθήκες. 

∆εν έχει τυφλά άκρα (blunt end) αλλά αντιθέτως, διαθέτει από ένα κατάλοιπο 

θυµιδίνης σε κάθε 5` άκρο του (5` protruding thimidine). Αυτή η ιδιότητα 

εκµεταλλεύεται το γεγονός ότι στην PCR αντίδραση, το προϊόν δεν έχει τυφλά 

άκρα. Στην πραγµατικότητα, η Taq πολυµεράση προσθέτει στο τέλος των 

αλυσίδων στο 3` άκρο, από ένα κατάλοιπο αδενίνης. Έτσι, η 3` αδενίνη από το 

κάθε άκρο του PCR προϊόντος, υβριδοποιείται µε µια 5` θυµιδίνη του ενός άκρου 

του πλασµιδιακού φορέα. Η αντίδραση της διασύνδεσης των µορίων γίνεται 

άµεσα µε την προσθήκη PCR προϊόντος µε κατάλληλη ποσότητα πλασµιδιακού 

φορέα. Ο φορέας αυτός περιέχει και το γονίδιο της β-γαλακτοσιδάσης (lacZ), 

ώστε να µας παρέχει την άµεση επιλογή των ανασυνδυασµένων αποικιών. Έχει 

µέγεθος 3015 bp, παρέχει ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό αµπικιλίνη και διαθέτει 

πολλές θέσεις περιορισµού εντός της περιοχής polylinker. Eπιπλέον, περιέχει τους 

υποκινητές της Τ7 και SP6 RNA πολυµεράσης εκατέρωθεν της περιοχής 

polylinker. Οι υποκινητές αυτοί µας παρέχουν την δυνατότητα να αλληλουχηθούν 

τα ενθέµατα από PCR χρησιµοποιώντας κατάλληλους εκκινητές. 

Για κάθε αντίδραση κλωνοποίησης χρησιµοποιήθηκαν 2-3 µL PCR προϊόντος 

(~100-200 ngr), 1 µL pGEM T easy vector (50 ngr), 1 µL Τ4 λιγάση (3 u/µL), 5 

µL του ρυθµιστικού διαλύµατος της και ο τελικός όγκος αντίδρασης έγινε στα 10 

µL. Η αντίδραση έλαβε χώρα στους 37ο για 1 h ή στους 4οC για 12 h.     
 

1.5.4 Αλληλούχιση και χαρακτηρισµός των εξονίων και των ιντρονίων 

 

Οι πλασµιδιακές κατασκευές µε τα PCR ενθέµατα, αλληλουχήθηκαν και 

χαρακτηρίστηκαν πλήρως. Η αλληλούχιση πραγµατοποιήθηκε σε αυτόµατους  

αναλυτές αλληλουχιών (sequencers). Οι αλληλουχίες, που προέκυψαν ήταν 

αλληλεπικαλυπτόµενες στα άκρα τους και τελικά χαρακτηρίστηκαν όλα τα εξόνια 

και τα ιντρόνια.  
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1.5.5 Χαρακτηρισµός του υποκινητή καθώς και της 5` και 3` UTR περιοχής 

 

Εκτός από τον χαρακτηρισµό των εξονίων και των ιντρονίων, ακολούθησε και 

χαρακτηρισµός των περιοχών 5` και 3` UTR (Untranslated region). Οι περιοχές 

αυτές δεν κωδικοποιούν τίποτε και δεν µεταφράζονται. Ο ρόλος τους περιορίζεται 

σε άλλου είδους λειτουργίες όπως πρόσδεση ριβοσώµατος στο 5` UTR κ.α. 

Επιπλέον, αναγνωρίστηκε η περιοχή του υποκινητή στο 5` άκρο του γονιδίου. Η 

εύρεση του υποκινητή πραγµατοποιήθηκε µε την βοήθεια on-line προγράµµατος 

από την διεύθυνση http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html. Με βάση 

αυτό το site, αναγνωρίστηκε η αλληλουχία του υποκινητή µε βαθµό εµπιστοσύνης 

92%. Αναγνωρίστηκε η αλληλουχία TATA Box στην �35 bp περιοχή 

(TAAAAAATTAATTTTTAAATGGGCAAAGATCAAAATTTAGTCACTATTTTCG) 

καθώς και η αλληλουχία CAT box (CAAT) upstream του TATA box. Επίσης, 

βρέθηκε το σηµείο έναρξης της µεταγραφής. 
 

1.6 Μέτρηση ενζυµικής ενεργότητας GDH σε κυτταροκαλλιέργειες 

αµπελιού 
 

Για τον προσδιορισµό της επίδρασης εξωγενούς πηγής αζώτου στην 

ενεργότητα της GDH, έγινε επαγωγή κυτταροκαλλιεργειών αµπελιού µε νιτρικά 

και αµµωνιακά ιόντα για διάφορα χρονικά διαστήµατα. Ακολούθησε η εκχύλιση 

πρωτεϊνών από την κάθε καλλιέργεια για το κάθε χρονικό διάστηµα καθώς και ο 

προσδιορισµός της ειδικής ενεργότητας της GDH σε κάθε περίπτωση. 

 

1.6.1   Επαγωγή κυτταροκαλλιέργειας αµπελιού µε ΚΝΟ3 και (ΝΗ4)2SO4 

 

Το σύστηµα κυτταροκαλλιεργειών αµπελιού αναπτύχθηκε αρχικά από in vitro 

ανεπτυγµένους κάλλους από αµπέλι (Vitis vinifera cv Sultanina). Οι κάλλοι 

αναπτύχθηκαν για 2 συνεχόµενες γενιές σε συνθήκες σκότους στους 25οC, µέσα 

σε θρεπτικό µέσο Murashige and Skoog (1962), τροποποιηµένο ώστε να περιέχει 

µόνο 20 mM KNO3 ως µοναδική πηγή αζώτου, καθώς επίσης και 5 µΜ ΝΑΑ (α-

http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html
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naphthaleneacetic acid) και 2 µΜ 6 BAP (N6-benzylaminopurine). Στην συνέχεια, 

µεταφέρθηκε ποσότητα κυττάρων από τους κάλλους σε θρεπτικό µέσο LS, το 

οποίο αποτελείται από την ίδια σύνθεση µε το θρεπτικό µέσο MS, µε µοναδική 

διαφορά την αντικατάσταση της ορµόνης κυτοκινίνης 6 BAP µε την 2,4 D. Τα 

κύτταρα επωάστηκαν σε συνθήκες σκότους για περίπου 7-8 µέρες στους 25οC σε 

συνθήκες σκότους µέσα σε θρεπτικό µέσο LS. Αφού αποµονώθηκαν δεύτερης 

γενιάς κυτταροκαλλιέργειες, το σύστηµα ήταν έτοιµο για την πραγµατοποίηση της 

επαγωγής κυτταροκαλλιεργειών µε διαφορετική πηγή αζώτου. 

Οι δυο υποµονάδες της GDH φαίνεται τα ρυθµίζονται σε µοριακό επίπεδο από 

την πηγή του αζώτου (Loulakakis and Roubelakis-Angelakis, 1992). Από τις 

ενδείξεις αυτές, φαίνεται πως η α υποµονάδα του ολοενζύµου της GDH επάγεται 

από αµµωνιακά άλατα ενώ η β από νιτρικά. Για τον σκοπό αυτό, για την µελέτη 

της ενζυµική ενεργότητας της GDH, πραγµατοποιήθηκε επαγωγή 

κυτταροκαλλιεργειών από αµπέλι µε 20 mM KNO3 ως πηγή νιτρικών ιόντων ενώ 

σε κάποιες άλλες πραγµατοποιήθηκε επαγωγή µε 20 mM (ΝΗ4)2SO4 ως πηγή 

ΝΗ4
+. Η επώαση πραγµατοποιήθηκε στους 25οC σε συνθήκες σκοτός. Έγινε λήψη 

30 ml από κάθε καλλιέργεια στους χρόνους 0 h (control), 6 h, 12 h και 24 h. Αφού 

έγινε η αποµόνωση των κυττάρων από το θρεπτικό µέσο σε κάθε χρονική ένδειξη, 

τα κύτταρα διατηρήθηκαν στους �80οC. 

 

1.6.2 Αποµόνωση πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος 

 

Η πρωτεϊνική εκχύλιση πραγµατοποιήθηκε στην µάζα κυττάρων που 

αποµονώθηκαν από τις κυτταροκαλλιέργειες κατά τις διάφορες χρονικές στιγµές 

επαγωγής. Η µάζα των κυττάρων αναµίχθηκε σε 3 όγκους (v/w) κρύου 

διαλύµατος εκχύλισης, το οποίο περιείχε 200 mM Tris-Cl pH 8.0, 5 mM DTT 

(dithiothreitol) ή εναλλακτικά 14 mM β-µερκαπτοαιθανόλη, 10 µΜ leupeptin, 0.5 

mM PMSF, 1 mM EDTA, 3 mM MgCl2, 0.5% (v/v) Triton X-100 και 0.2 gr 

PVPP ανά gr κυττάρων. Ακολούθησε οµογενοποίηση σε Omnimixer homogenizer 

για 3 φορές, 30 sec το καθένα. Τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν στα 25000 g για 20 
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min και συλλέχθηκε το υπερκείµενο. Η διαδικασία εκχύλισης έλαβε χώρα στους 

4οC.  

 

1.6.3 Ποσοτικοποίηση ολικών πρωτεϊνών µε την µέθοδο Lowry 

 

Για την διαδικασία ποσοτικοποίησης ολικών πρωτεϊνών χρησιµοποιήθηκαν 50 

µl από το κάθε πρωτεϊνικό εκχύλισµα. Αναµίχθηκαν 50 µl από το κάθε εκχύλισµα 

µε 20 µl TCA 20% και τα δείγµατα επωάστηκαν στους 4οC για 30 min. 

Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 14000 rpm για 10 min και αφαιρέθηκε πολύ 

καλά η υπερκείµενη φάση. Στην πελλέτα προστέθηκαν 100 µl διαλύµατος Lowry 

Α. Έπειτα από ζωηρή ανάδευση ακολούθησε προσθήκη 1 ml διαλύµατος Γ (10 ml 

Α + 0.2 ml B) και το µίγµα επωάστηκε για 10 min σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Τέλος, ακολούθησε προσθήκη 100 µl διαλύµατος ∆ (1 ml distilled water + 1 ml 

Faulin). Έπειτα από επώαση για 30 min µετρήθηκε η απορρόφηση του κάθε 

δείγµατος στα 625 nm.  

 

1.6.4 Μέτρηση ενζυµικής ενεργότητας 
 

Από το κάθε πρωτεϊνικό εκχύλισµα πραγµατοποιήθηκαν 3 µετρήσεις συνολικά 

και υπολογίστηκε ο µέσος όρος από αυτές για το κάθε δείγµα. Για τον 

προσδιορισµό της ενζυµικής ενεργότητας, µετρήθηκε η αλλαγή της απορρόφησης 

στα 340 nm. Το διάλυµα προσδιορισµού της ενζυµικής ενεργότητας περιείχε 100 

mM Tris-Cl pH 8.0, 20 mM α-κετογλουταρικό, 200 mM NH4Cl και 1 mM CaCl2. 

Σε 925 µl από το διάλυµα αυτό το οποίο είχε προθερµανθεί προηγουµένως στους 

27οC, προστέθηκαν 50 µl NADH σε τελική συγκέντρωση 0.2 mM, καθώς και 25 

µl από το πρωτεϊνικό εκχύλισµα, ώστε ο τελικός όγκος της αντίδρασης να είναι 1 

ml. Η µέτρηση της ενζυµικής ενεργότητας πραγµατοποιήθηκε στα 340 nm. 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ � ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

1.1 Κατά SOUTHERN ανάλυση µε οµόλογο ραδιοσηµασµένο ανιχνευτή 

για την GDHA υποµονάδα 

 

1.1.1 Με πλήρους µήκους cDNA GDH-α ιχνηθέτη 

 

Ο πλήρους µήκους cDNA GDHA ιχνηθέτης είναι περίπου 1.6 Kb και 

υβριδοποιείται στις οµόλογες αλληλουχίες των εξονίων, τόσο του gdha γονιδίου, 

όσο και σε οποιαδήποτε άλλη αλληλουχία, που εµφανίζει υψηλό επίπεδο 

οµολογίας µε το gdha γονίδιο. Η γενωµική αλληλουχία του gdha γονιδίου περιέχει 

µια θέση, που αναγνωρίζεται από την EcoRI περιοριστική ενδονουκλεάση, στη 

θέση 113 bp, όπως φαίνεται στην Εικόνα 8. 

 

 

 
 
 
 
 
1                                                                                                                        2933 bp 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 8. Σχηµατική απεικόνιση της γενωµικής αλληλουχίας του γονιδίου 

gdha. Με πέψη γενωµικού DNA µε ΕcoRI και υβριδοποίηση µε πλήρους µήκους 

ιχνηθέτη cDNA GDHA, προκύπτουν 2 σήµατα για το gdha γονίδιο. 

 

BBaammHHII    ((777799  bbpp))

BBaammHHII    ((991122  bbpp))

  
            BBaammHHII    ((11778899  bbpp))  EEccooRRII  ((111133  bbpp))  

ΣΣηηµµεείίοο  ππέέψψηηςς  ττηηςς  
γγεεννωωµµιικκήήςς  ααλλλληηλλοουυχχίίααςς  

11οο  σσήήµµαα  22οο  σσήήµµαα  
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Όπως φαίνεται από την παραπάνω απεικόνιση της γενωµικής αλληλουχίας του 

gdha γονιδίου, πέψη γενωµικού DNA µε την ενδονουκλεάση EcoRI και 

υβριδοποίηση µε πλήρους µήκους cDNA GDHA ιχνηθέτη, θα αποδώσει δυο 

σήµατα για το gdha γονίδιο. Το πρώτο σήµα υπολογίζεται να είναι µεγαλύτερο 

από 113 bp ενώ το δεύτερο µεγαλύτερο από 2.8 Kb. Οποιοδήποτε άλλο σήµα από 

αυτήν την υβριδοποίηση, οφείλεται σε δεύτερη κόπια του γονιδίου, που 

κωδικοποιεί την GDH-β υποµονάδα. Πράγµατι, όπως φαίνεται στην Εικόνα 5, από 

την συγκεκριµένη υβριδοποίηση ελήφθησαν 4 σήµατα συνολικά, από τα οποία τα 

δυο αντιστοιχούν στο gdha γονίδιο όπως φαίνεται στην Εικόνα 9. 

 

                                    
     

 

 Εικόνα 9. Κατά Southern ανάλυση γενωµικού DNA από αµπέλι, µε 

ραδιοσηµασµένο ιχνηθέτη πλήρους µήκους cDNA GDHA. Όπως φαίνεται από 

το αυτοραδιογράφηµα, εµφανίζονται 4 σήµατα που υποδηλώνουν την ύπαρξη 2 

ή 3 γονιδίων. 

 

  
11οο  σσήήµµαα::  ~~  660000  bbpp  

22oo  σσήήµµαα::  ~~22  ΚΚbb  

33oo  σσήήµµαα::  ~~55  KKbb  

44oo  σσήήµµαα::  ~~  1100  KKbb  
2255  KKbb  
  
  
  
  
55..1155  KKbb  
  
  
44..2277  KKbb  
  
  
  
22  KKbb  
  
11..77  KKbb  
11..3388KKbb  
  
999900  bbpp  
888800  bbpp  
  
555500  bbpp  
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Άρα, συµπεραίνεται ότι υπάρχουν συνολικά 2 ή 3 γονίδια που κωδικοποιούν 

για το ολοένζυµο της GDH. H συγκεκριµένη υβριδοποίηση έλαβε χώρα και σε 

Low και σε High stringency συνθήκες για να αναγνωριστούν ποια από τα σήµατα 

αντιστοιχούν στο gdha γονίδιο και ποια σε άλλες κόπιες. Και στις δυο 

περιπτώσεις, η ένταση των σηµάτων παρέµεινε αρκετά υψηλή και δεν 

παρατηρήθηκαν αλλαγές στην απεικόνιση του film. Αυτό πιθανώς να οφείλεται 

στην υψηλή νουκλεοτιδική οµολογία που παρατηρείται µεταξύ της αλληλουχίας 

των γονιδίων που κωδικοποιούν τις υποµονάδες της GDH, όπως φαίνεται και από 

πολλούς άλλους οργανισµούς.  

 

1.1.2  Με τµήµα του cDNA GDHA ιχνηθέτη 

 

Πέψη του cDNA GDHA κλώνου µε την περιοριστική ενδονουκλεάση BamHI 

οδήγησε στην ελευθέρωση 2 ζωνών ίδιου µεγέθους (~300 bp) όπως φαίνεται στην 

Εικόνα 3. Με αποµόνωση και καθαρισµό αυτών των ζωνών, έγινε λήψη DNA 

µήτρας για να κατασκευαστούν στην συνέχεια, ραδιοσηµασµένα µόρια, οµόλογα 

για τις δυο αυτές ζώνες. Όπως φαίνεται από την Εικόνα 4, οι ζώνες αυτές 

περιέχονται µόνο στο τµήµα του γονιδίου που εµφάνισε το 2ο σήµα. Συνεπώς, 

κατασκευάζοντας ραδιοσηµασµένους ιχνηθέτες από αυτές τις δυο ζώνες και 

υβριδοποιώντας µε γενωµικό DNA από αµπέλι, που είχε επεξεργαστεί 

προηγουµένως µε την ενδονουκλεάση EcoRI, ήταν αναµενόµενο να εξαφανιστεί 

το 1ο σήµα. Όντως, όπως φαίνεται από την Εικόνα 10, εµφανίζονται πλέον µόνο 2 

σήµατα. Και σε αυτήν την περίπτωση, το πείραµα επαναλήφθηκε σε χαµηλής και 

υψηλής αυστηρότητας συνθήκες. Όπως και στην πρώτη περίπτωση, έτσι και σε 

αυτήν δεν παρατηρήθηκε αλλαγή στην ένταση των σηµάτων λόγω της πιθανής 

υψηλής νουκλεοτιδικής οµολογίας.  

Τελικά, από τις αναλύσεις κατά Southern, µε τους δυο διαφορετικού µεγέθους 

ιχνηθέτες, αποσαφηνίστηκε η ύπαρξη δυο γονιδίων που κωδικοποιούν τις 

υποµονάδες της GDH. 
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Εικόνα 10. Στην παραπάνω αυτοραδιογραφία φαίνεται η έλλειψη των ζωνών 

µεγέθους 600 bp και 2 Kb. Η υβριδοποίηση έγινε µε µερικού µήκους cDNA 

GDHA Ιχνηθέτη. Τα δυο άλλα ψηλά σήµατα διατηρούνται. Η µεµβράνη 

υβριδοποίησης προήλθε από streaping της προηγούµενης στην Εικόνα 8 

 

1.2 Σάρωση γενωµικής βιβλιοθήκης λ FIX II από την άµπελο µε 

κατάλληλα ραδιοσηµασµένο ιχνηθέτη 

 

1.2.1  Πρωτοταγής σάρωση της βιβλιοθήκης 

 

Για την διεκπεραίωση της πειραµατικής αυτής διαδικασίας, πραγµατοποιήθηκε 

σάρωση γενωµικής βιβλιοθήκης από άµπελο (Vitis vinifera cv Sultanina) 

(Primikirios and Roubelakis-Angelakis, unpublished), η οποία βρίσκεται µέσα 

στον ιϊκό φορά λ FIX II. Σκοπός ήταν η αποµόνωση και κατά το δυνατόν 

χαρακτηρισµός, του γονιδίου της α υποµονάδας της GDH. 

33οο  σσήήµµαα::  ~~55  KKbb  

44oo  σσήήµµαα::  ~~1100  KKbb  

  
2255  KKbb  
  
  
  
  
55..1155  KKbb  
  
  
  
44..2277  KKbb  
  
  
  
22  KKbb  
  
11..77  KKbb  
11..3388KKbb  
  
999900  bbpp  
888800  bbpp  
  
555500  bbpp  
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H κατασκευή των Master plates για την σάρωση της βιβλιοθήκης, καθώς και η 

ίδια η γενωµική βιβλιοθήκη, είχαν κατασκευαστεί κατά το παρελθόν και είχε 

πραγµατοποιηθεί η πρώτη σάρωση της βιβλιοθήκης. Στην Eικόνα 11α και 11β, 

φαίνεται το φιλµ από την πρώτη σάρωση της βιβλιοθήκης. 

Από αυτά τα Master plates επιλέχθηκαν συνολικά 20 πλάκες που έδωσαν 

θετικό σήµα κατά την υβριδοποίηση. Οι πλάκες, που επιλέχθηκαν, ήταν οι 1-12 

από το 4α πιάτο και 1-8 από το 3β πιάτο.  

 

1.2.2 ∆ευτεροταγής σάρωση της βιβλιοθήκης και αποµόνωση κλώνων 

] 

Οι 20 κλώνοι, που επιλέχθηκαν στην πρώτη διαδικασία σάρωσης, 

τοποθετήθηκαν σε 900 µL SM buffer και ανακινήθηκαν ήπια στους 40C για ~12 h, 

ώστε να διαχυθούν οι φάγοι έξω από το θρεπτικό µέσο. Για το άπλωµα των 

πιάτων της δευτεροταγούς σάρωσης, έγινε αραίωση 1:1000 και εν συνεχεία έγινε 

λήψη 3 µL από αυτήν την αραίωση. Αφού έγινε εκ νέου επιµόλυνση XL1-MRA 

κυττάρων µε τα 3µL φάγων από την 10-3 αραίωση, ακολούθησε 2η σάρωση. Η 

διαδικασία δευτεροταγούς σάρωσης είναι όµοια µε την πρωτοταγή σε όλα τα 

υπόλοιπα βήµατα. Συνολικά, πραγµατοποιήθηκαν 4 διαδοχικές διαδικασίες 

σαρώσεων, όπου κάθε φορά γινόταν σάρωση φαγοσωµατίων, που είχαν εµφανίσει 

θετικό σήµα από την προηγούµενη σάρωση.  

Τελικά, καταλήξαµε σε µοναδικές πλάκες, που έδιναν θετικό σήµα 

υβριδοποίησης και αποµονώθηκαν οι µοναδικοί κλώνοι Α2, Α5, Α6, Α10, Α11 

και Α12. Στην Eικόνα 12, φαίνεται το φιλµ από την δεύτερη σάρωση.  
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Εικόνα 11α. Φιλµ 3α  από την πρώτη σάρωση της γενωµικής βιβλιοθήκης της 

αµπέλου µε cDNA GDH-α ιχνηθέτη. Τα θετικά σήµατα είναι εµφανή. 
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Εικόνα 11β. Φιλµ 4β από την πρώτη σάρωση της γενωµικής βιβλιοθήκης της 

άµπελου µε cDNA GDHA ιχνηθέτη. Τα θετικά σήµατα είναι και εδώ εµφανή. 
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 Εικόνα 12. Φιλµ µεµβρανών από δευτερογενή σάρωση µε ιχνηθέτη cDNA 

GDHA.    

 



 48

Είναι εµφανής η αύξηση της έντασης του σήµατος στο 2o screening καθώς και 

η αύξηση του αριθµού των σηµάτων. Αυτό οφείλεται στον πολλαπλασιασµό των 

φάγων που περιέχουν το επιθυµητό γονίδιο, από σάρωση σε σάρωση. Ο βαθµός 

αντιπροσώπευσης ενός θετικού φάγου σε σχέση µε τους υπόλοιπους που 

συλλέγονται κατά την διαδικασία συλλογής θετικών πλακών, αυξάνεται καθώς 

αυξάνεται ο βαθµός σάρωσης (1ης σάρωση, 2ης σάρωση κτλ.).   

 

 

1.3 Αποµόνωση φαγικού DNA και πέψεις µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες 

 

Για τον χαρακτηρισµό των γενωµικών ενθεµάτων των φαγικών κλώνων, 

ακολούθησε αποµόνωση φαγικού DNA από τον κάθε κλώνο. Στην συνέχεια, 

πραγµατοποιήθηκαν πέψεις των κλώνων αυτών, µε την ενδονουκλεάση SalI για 

αποµόνωση τµηµάτων των γενωµικών ενθεµάτων. Απώτερος σκοπός ήταν η 

αποµόνωση αυτών των τµηµάτων και η κλωνοποίηση τους στον πλασµιδιακό 

φορέα pBluescript SK II. 

 

   

1.3.1 Πέψεις γενωµικών κλώνων και πλασµιδιακού φορέα pBluescript µε 

περιοριστικές ενδονουκλεάσες 

 

Από τον κάθε µοναδικό κλώνο, που αποµονώθηκε από τις διαδοχικές 

σαρώσεις, επωάστηκαν καλλιέργειες για αποµόνωση φαγικού DNA, το οποίο 

περιείχε ως ένθεµα το επιθυµητό γονίδιο ή τµήµα αυτού. Συνολικά, καλλιέργειες 

αναπτύχθηκαν για τους κλώνους Α2, Α5, Α6, Α10, Α11 και Α12. 

Από τις καλλιέργειες αυτές, χρησιµοποιήθηκε ποσότητα για πέψη περιορισµού 

µε κατάλληλες περιοριστικές ενδονουκλεάσες. Αρχικά, έγινε πέψη όλων των 

γενωµικών κλώνων µε το ένζυµο NotI. To ένζυµο αυτό κόβει και από τις δυο 

πλευρές του polylinker του φάγου απελευθερώνοντας το γενωµικό κοµµάτι που 

περιέχεται σε αυτόν. Από την πέψη αυτή διαπιστώθηκε πως το µικρότερο 
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γενωµικό τµήµα που περιλαµβάνεται µέσα στους αποµονωµένους φάγους είναι 

περίπου 6 Kb και το µεγαλύτερο φτάνει τα 10-11 Kb. 

Ακολούθησαν και άλλες πέψεις µε SalI, για αποµόνωση τµηµάτων από τα 

γενωµικά ενθέµατα των φάγων. Στις παρακάτω φωτογραφίες φαίνονται ορισµένα 

από τα τµήµατα περιορισµού, που προήλθαν από τους γενωµικούς κλώνους µετά 

από πέψη µε SalI και από ηλεκτροφόρησή τους σε 1% ΤΑΕ πήκτωµα αγαρόζης 

(Εικόνα 13 και 14) 

 

 

 
 

Εικόνα 13. Πήκτωµα αγαρόζης των θραυσµάτων περιορισµού των γενωµικών 

κλώνων Α11 και Α12, έπειτα από πέψη µε την περιοριστική ενδονουκλεάση SalI. 

 
20 Kb arm του  φάγου
 
 
 
9 Κb arm του φάγου 
 
 
 
∆ιάφορες ζώνες από 
την πέψη µε SalI 
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Εικόνα 14. Πήκτωµα αγαρόζης των θραυσµάτων περιορισµού από τους 

γενωµικούς κλώνους Α2, Α5, Α6 καιΑ12 έπειτα από επεξεργασία τους µε SalI. 

 

Ο pBluescript, έπειτα από πέψη του µε SalI, εµφανίζει µία µόνο ζώνη 

µεγέθους περίπου 3Κb όπως φαίνεται στην Εικόνα 15.  

                      
 

Εικόνα 15. Πήκτωµα αγαρόζης του πλασµιδιακού φορέα pBluescript έπειτα από 

επεξεργασία µε την περιοριστική ενδονουκλεάση SalI 



 51

 

Συνολικά, από τις πέψεις των γενωµικών κλώνων µε SalI, προέκυψαν οι 

ζώνες που αναλύονται στον παρακάτω πίνακα, των οποίων ακολούθησε 

προσπάθεια κλωνοποίησης σε πλασµιδιακό φορέα pBluescript x SalI 

 

 

Κλώνος                                                                              Ζώνες 

Α2                                                                                    500 bp 

A5                                                                                    4.7 Kb 

                                                                                         4.3 Kb 

                                                                                         1.5 Kb  

A12                                                                                   5   Kb 

                                                                                          1.5 Kb 

 

 

1.3.2   Καθαρισµός και κλωνοποίηση των θραυσµάτων περιορισµού 

 

Μετά την αποµόνωση των αντίστοιχων τµηµάτων πηκτώµατος αγαρόζης, που 

περιείχαν τα επιθυµητά θραύσµατα περιορισµού, έγινε ηλεκτροέκλουση και 

καθαρισµός αυτών µε µίγµα φαινόλης/CHCl3.  

Με την διάθεση τµηµάτων των γενωµικών κλώνων µε κολλώδη άκρα SalI 

καθώς και πλασµιδιακού φορέα pBluescript επίσης µε κολλώδη άκρα SalI, 

ξεκίνησε η προσπάθεια κλωνοποίησης  των διάφορων τµηµάτων µέσα στον 

πλασµιδιακό φορέα. 

Η κλωνοποιήσεις έδειξαν ιδιαίτερη δυσκολία. Από το σύνολο των 

προσπαθειών κλωνοποίησης, ελάχιστες φορές αναπτύχθηκαν αποικίες. Στις 

περιπτώσεις, που αναπτύχθηκαν αποικίες, αυτές συλλέχθηκαν για αποµόνωση 

µικρής κλίµακας γενετικού υλικού (miniprep). Ακολούθησε πέψη αυτού του 

υλικού µε κατάλληλες περιοριστικές ενδονουκλεάσες για έλεγχο και ταυτοποίηση. 

Σε ουδεµία από τις περιπτώσεις αυτές, εντοπίστηκε αποικία η οποία να περιείχε 

την ανασυνδυασµένη πλασµιδιακή κατασκευή. 
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1.4 Κλωνοποίηση PCR τµηµάτων από τους γενωµικούς κλώνους στον 

πλασµιδιακό φορέα pGEM 

 

Ο χαρακτηρισµός του gdha γονιδίου επιτεύχθηκε µε PCR προϊόντα που 

αποµονώθηκαν από τους κλώνους Α10, Α11 και Α12. Οι τρεις αυτοί φαγικοί 

κλώνοι, περιέχουν το gdha γονίδιο. Από τις PCR αντιδράσεις, που 

πραγµατοποιήθηκαν σε αυτούς τους φαγικούς γενωµικούς κλώνους µε το 

κατάλληλο ζεύγος εκκινητών, προέκυψαν τα αλληλεπικαλυπτόµενα PCR 

προϊόντα τα οποία φαίνονται στις Εικόνες 16, 17, 18 και 19.  

 

 

 
                          

Εικόνα 16. PCR σε γενωµικούς κλώνους µε το 3ο ζεύγος εκκινητών. Το θετικό 

προϊόν φαίνεται στους κλώνους Α10, Α11 και Α12. Για θετικό control 

χρησιµοποιείται cDNA GDHA από αµπέλι. 

 

  

 
 

Εικόνα 17. PCR µε το 1ο ζεύγος εκκινητών. Το θετικό προϊόν φαίνεται στους 

κλώνους Α10, Α11 και Α12. Σαν θετικό control χρησιµοποιείται cDNA GDHA 

από αµπέλι. 

++  ccoonnttrrooll    λλ                AA22            AA55          AA66                AA1100          AA1111          AA1122      --  ccoonnttrrooll  
                            EEccooRRII  
                            HHiinnddIIIIII 

      λλ          ++  ccoonnttrrooll                                                                    ΑΑ1100    ΑΑ1111        ΑΑ1122  
    EEccooRRII  
  HHiinnddIIIIII 
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Εικόνα 18. PCR µε το 2ο ζεύγος εκκινητών στους γενωµικούς κλώνους Α10, Α11 

και Α12. Σαν θετικό control χρησιµοποιείται cDNA GDHA από αµπέλι. 

 

 

 
 

Εικόνα 19. PCR µε το 4ο ζεύγος εκκινητών στους γενωµικούς κλώνους Α10, Α11 

και Α12. Σαν θετικό control χρησιµοποιείται cDNA GDHA από αµπέλι. 

 

Όπως φαίνεται από τις Εικόνες 16-19 αυτές, µε το πρώτο ζεύγος εκκινητών 

παράχθηκε ένα τµήµα περίπου 1 Κb, µε το δεύτερο ζεύγος εκκινητών παράχθηκε 

ένα τµήµα περίπου 700 bp, µε το τρίτο ζεύγος εκκινητών παράχθηκε ένα τµήµα 

περίπου 500 bp και µε το τέταρτο ζεύγος εκκινητών παράχθηκε ένα τµήµα 

περίπου 500 bp. Ως θετικό µάρτυρα σε όλες αυτές τις αντιδράσεις, 

χρησιµοποιήθηκε η cDNA GDH-α αλληλουχία. Σε κάθε περίπτωση, η ζώνη του 

                        λλ                        ++  ccoonnttrrooll              AA1100                  AA1111                    AA1122  
            EEccooRRII  
            HHiinnddIIIIII 

                ++  ccoonnttrrooll              λλ                                                                                                                                                                  ΑΑ1100                    ΑΑ1111                    ΑΑ1111  
                                              EEccooRRII//HHiinnddIIIIII  
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βρέθηκε να είναι µικρότερη του αντίστοιχου προϊόντος από των γενωµικό κλώνο, 

λόγω της περιεκτικότητας του τελευταίου σε ιντρονικές αλληλουχίες. 

Τα προϊόντα αυτά εισήχθησαν επιτυχώς µέσα στο πλασµιδιακό TA φορέα 

pGEM T easy vector. Έγινε αναπαραγωγή της ανασυνδυασµένης αυτής 

πλασµιδιακής κατασκευής, σε µεγάλες ποσότητες.  

 

1.5 Ανάλυση και χαρακτηρισµός της δοµής του GDH-α κλώνου 

 

Από τις αντιδράσεις αλληλουχίσεων, προέκυψαν τα ακριβή µεγέθη και οι 

ακριβείς αλληλουχίες των PCR τµηµάτων. Επιπλέον, διευκρινίστηκε η ακριβής 

αλληλουχία των εξονικών και ιντρονικών περιοχών αυτών. Τα ακριβή µεγέθη των 

προϊόντων ήταν 1ο ζεύγος εκκινητών 1125 bp, 2ο ζεύγος εκκινητών 697 bp, 3ο 

ζεύγος εκκινητών 525 bp και 4ο ζεύγος εκκινητών 536 bp. Το µέγεθος του 

γονιδίου gdha βρέθηκε να είναι 2934 bp χωρίς τον υποκινητή και 3146 bp µαζί µε 

τον υποκινητή. Περιέχει συνολικά 8 ιντρόνια και 9 εξόνια. Λεπτοµερέστερες 

πληροφορίες σχετικά µε αυτό το γονίδιο, ακολουθούν στην ενότητα 1.6, όπου 

φαίνεται η δηµοσίευση αυτού του κλώνου στην βάση δεδοµένων EMBL. Οι 

σχετικές διαστάσεις των ιντρονίων και των εξονίων του γονιδίου gdha, φαίνονται 

στην Εικόνα 20. 

 

Εικόνα 20 Απεικόνιση των σχετικών διαστάσεων εξονίων και ιντρονίων στο 

γονίδιο gdha. 

 

1.6 Μέτρηση ενζυµικής ενεργότητας GDH σε κυτταροκαλλιέργειες 

αµπελιού κάτω από διαφορετική πηγή αζώτου 

 

Από την µέτρηση της ενζυµικής ενεργότητας της GDH σε 

κυτταροκαλλιέργειες που επάχθηκαν για τα χρονικά διαστήµατα 0 h, 6 h, 12 h και 

24 h σε διαφορετική πηγή αζώτου, πραγµατοποιήθηκαν 3 επαναλήψεις. Σε κάθε 

5' 
UTR 1 21 2 3 3 4 4 5 65 6 97 7 8 85' 
UTR 1 21 2 3 3 4 4 5 65 6 97 7 8 8
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επανάληψη, χρησιµοποιήθηκαν 25 µL πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος για τον 

προσδιορισµό της ενζυµικής ενεργότητας. Ο συντελεστής µοριακής απορρόφησης 

για το NADH είναι am=6,22 10-3. Υπολογίστηκε ο συντελεστής µετατροπής της 

διαφοράς της απορρόφησης µε βάση τον νόµο Lambert-Beer (Α=amCl) και 

βρέθηκε ότι είναι ίσος µε 0,16. Με βάση αυτόν τον συντελεστή εκφράστηκαν οι 

ενζυµικές ενεργότητες σε Units (1 Unit=1 µmole/min NADH). Στον παρακάτω 

πίνακα φαίνεται η ειδική ενεργότητα του κάθε πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος από την 

κάθε καλλιέργεια. 

  

 

∆ΕΙΓΜΑ ΕΙ∆ΙΚΗ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ GDH 

(Units/mgr πρωτεΐνης) 

Control 0,1044 

KNO3 12 h επαγωγή 0,1210 

KNO3 24 h επαγωγή 0,1042 

(ΝΗ4)2SO4 6 h επαγωγή 0,1066 

(ΝΗ4)2SO4 12 h επαγωγή 0,1091 

(ΝΗ4)2SO4 24 h επαγωγή 0,1200 

 

 

Από τον πίνακα αυτόν φαίνεται καθαρά ότι υπό την επίδραση των νιτρικών 

ιόντων µετά από επαγωγή 12 h, η GDH εµφανίζει µια αύξηση της ενζυµικής 

ενεργότητας. Όµως, µετά από 24h επαγωγής µε νιτρικά ιόντα, η GDH εµφανίζει µια 

µείωση της ενζυµικής ενεργότητας. Υπό την επίδραση των αµµωνιακών ιόντων, δεν 

φαίνεται να επάγεται η δράση της GDH για τις πρώτες 6 και 12 h ενώ στις 24 h 

εµφανίζεται µια µικρή επαγωγή. Οι ενζυµικές ενεργότητες της GDH στους 

διαφορετικούς χρόνους επαγωγής σε διαφορετικές πηγές αζώτου, φαίνεται στην 

Εικόνα 21.  
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Εικόνα 21 Ειδική ενεργότητα της GDH από τις κυτταροκαλλιέργειες µε 

διαφορετικό χρόνο επαγωγής σε διαφορετική πηγή αζώτου. 

 

 

1.7 ∆ηµοσίευση του γενωµικού κλώνου GDHA από το αµπέλι στην βάση 

δεδοµένων ΕΜΒL 

 

Το γονίδιο gdha, του οποίου η δοµή αναλύθηκε λεπτοµερώς, καταχωρήθηκε 

στην βάση δεδοµένων EMBL µε αριθµό καταχώρησης AJ303070. Παρακάτω, 

φαίνεται η καταχώρηση αυτή καθώς και διάφορα στοιχεία για την δοµή και την 

οργάνωση αυτού του γονιδίου. 

  

 
LOCUS VVI303070 3146 bp DNA PLN 11-
DEC-2000
DEFINITION Vitis vinifera gdhA gene for NADH glutamate
dehydrogenase, exons

1-9.
ACCESSION AJ303070
VERSION AJ303070.1 GI:11691871
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KEYWORDS gdhA gene; NADH glutamate dehydrogenase.
SOURCE Vitis vinifera.
ORGANISM Vitis vinifera

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
Tracheophyta;

Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core
eudicots;

Vitaceae; Vitis.
REFERENCE 1 (bases 1 to 3146)
AUTHORS Skopelitis,D.S., Primikirios,N.I. and Roubelakis-

Angelakis,K.A.
TITLE Genomic organisation of GDH genes in grapevine (Vitis

vinifera cv.
Sultanina)

JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 3146)
AUTHORS Skopelitis,D.S.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (08-DEC-2000) Skopelitis D.S., Biology,

University of
Crete, Vassilika Vouton, P.O. Box 2208, Heraklion,

Crete, 714 09,
GREECE

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..3146

/organism="Vitis vinifera"
/cultivar="sultanina"
/db_xref="taxon:29760"

mRNA
join(214..321,485..598,1123..1344,1418..1492,1618..1734,

1823..2073,2599..2674,2752..2838,2961..3146)
/gene="gdhA"

gene 214..3146
/gene="gdhA"

exon 214..321
/gene="gdhA"
/number=1

CDS
join(214..321,485..598,1123..1344,1418..1492,1618..1734,

1823..2073,2599..2674,2752..2838,2961..3146)
/gene="gdhA"
/EC_number="1.4.1.2"
/codon_start=1
/product="NADH glutamate dehydrogenase"
/protein_id="CAC18730.1"
/db_xref="GI:11691872"

/translation="MNALAATNRNFRHASRILGLDSKLEKSLLIPFREIKVECTIPKD

DGSLATYVGFRVQHDNARGPMKGGIRYHPEVDPDEVNALAQLMTWKTAVVDIPYGGAK

GGIGCTPKDLSMSELERLTRVFTQKIHDLIGTHTDVPAPDMGTNAQTMAWILDEYSKF

HGHSPAVVTGKPIALGGSLGREAATGRGVVFATEALLAQHGKSIKGLTFVIQGFGNVG

SWVARLIGERGGKIIAVSDVTGAVKNQNGLDIVDLLRHKEETGCLTNFSGGDHMDPNE

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/htbin-post/Taxonomy/wgetorg?id=29760
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/getfeat?gi=11691871&id=2&entity=84
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/getfeat?gi=11691871&id=20&entity=84
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/getfeat?gi=11691871&id=3&entity=84
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/getfeat?gi=11691871&id=1&entity=84
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.cgi?val=CAC18730.1
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LLTHECDVLIPCALGGVLNKENAADVKAKFIIEAANHPTDPEADEILSKKGVVILPDI

YANAGGVTVSYFEWVQNIQGFMWEEEKVNNELQKYMTKAFHNIKAMCQSHNCSLRMGA
FTLAVNRVACATTLRGWEA"

intron 322..484
/gene="gdhA"
/number=1

exon 485..598
/gene="gdhA"
/number=2

intron 599..1122
/gene="gdhA"
/number=2

exon 1123..1344
/gene="gdhA"
/number=3

intron 1345..1417
/gene="gdhA"
/number=3

exon 1418..1492
/gene="gdhA"
/number=4

intron 1493..1617
/gene="gdhA"
/number=4

exon 1618..1734
/gene="gdhA"
/number=5

intron 1735..1822
/gene="gdhA"
/number=5

exon 1823..2073
/gene="gdhA"
/number=6

intron 2074..2598
/gene="gdhA"
/number=6

exon 2599..2674
/gene="gdhA"
/number=7

intron 2675..2751
/gene="gdhA"
/number=7

exon 2752..2838
/gene="gdhA"
/number=8

intron 2839..2960
/gene="gdhA"
/number=8

exon 2961..3146
/gene="gdhA"
/number=9

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/getfeat?gi=11691871&id=4&entity=84
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/getfeat?gi=11691871&id=5&entity=84
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/getfeat?gi=11691871&id=6&entity=84
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/getfeat?gi=11691871&id=7&entity=84
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/getfeat?gi=11691871&id=8&entity=84
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/getfeat?gi=11691871&id=9&entity=84
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/getfeat?gi=11691871&id=10&entity=84
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/getfeat?gi=11691871&id=11&entity=84
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/getfeat?gi=11691871&id=12&entity=84
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/getfeat?gi=11691871&id=13&entity=84
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/getfeat?gi=11691871&id=14&entity=84
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/getfeat?gi=11691871&id=15&entity=84
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/getfeat?gi=11691871&id=16&entity=84
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/getfeat?gi=11691871&id=17&entity=84
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/getfeat?gi=11691871&id=18&entity=84
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/getfeat?gi=11691871&id=19&entity=84
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BASE COUNT 800 a 535 c 721 g 1090 t
ORIGIN

1 acctgccctcctccctcggtccctccctcttgctctctacttctatctataaatactcta
61 cctacccatcattcagttcattcacatttctgttttattctctttctactcctcaattct
121 ccaattttttctctcattttcttgcattttcttttctgggtctgcttcttttcctagcaa
181 tcgttttctattctggtttttgtttttgtggcaatgaatgctctagcagccacaaaccgc
241 aattttcgccatgcttcccgcattcttgggttggactccaagctggagaagagtcttctg
301 atacctttcagagagatcaaggttggaattctggggtttttgttcatgggttctatttga
361 ttcccgggaattatttgtttatttattttccttagccggaatcttgtttttgggttcatg
421 ggttgtgtttgtttcctgagaatttttttccagaattttgatcttttggtggtggtgttg
481 ttaggtggagtgcacgattccgaaggatgatggaagcctggcgacgtatgtggggttccg
541 tgtgcagcatgataatgctcgtgggcccatgaagggagggatcagatatcaccctgaggt
601 ttgtgatttactgattcttttgtttgctttcggatttgtcctgtttggttgctgagaaga
661 gttgggaatgaaaaggggagatttgaaattttttgtttttgttagggtagtagagtctag
721 gtatgctgtggggcttacttgacttcgtaacttcttggagcagaacatgagattcgggat
781 tgtgggattgtgggattgtgggattgtagtttgttttttcttggcttttcccccctattt
841 tctcggcaagcaaacagattatagggagtttgcttttaggttcttggaatttccggtcga
901 tttgggttttggctaagtggtttttgggtgtcctatggaaagggagttgttcaaatgcaa
961 tagtcatagtggaatgatttcatttcatgatggatccaaacatgcccttattgtatcttg
1021 tacaaagatcactatctcgaaatctcaggttcaagatttctatatcgaaatgttggttgt
1081 gcatttagttttactgaaacgtttcttcatttgttttcaaaggtggatcctgatgaggta
1141 aatgccctggctcaattgatgacatggaagaccgccgtagtcgacattccctatggtggt
1201 gcaaagggtggcattgggtgcaccccaaaggacttgagtatgagcgagttggaacgtctc
1261 actcgtgtctttactcaaaagattcatgatcttattggaactcatactgatgtacctgca
1321 ccggacatgggaactaatgctcaggttatcttttgtctgtaacactcttgaaatattctc
1381 tcattcatgaagctgaaatatttataattatgggcagactatggcatggattttggacga
1441 gtactcaaaattccatggtcactcaccggccgtagtgactggaaagccaatagtaagtat
1501 ttgcgacaaaaaaccgagcatctatgatttagatttgtgtaaacctttgaagtcgagaaa
1561 caaaatttgtaactgttgtttcttgttctttggactcatttacatttgggcttttaggct
1621 cttggtggttccctcggtagggaggctgcaactggtcgaggtgttgttttcgcaactgaa
1681 gctttacttgcgcaacatgggaagtcaatcaagggtttgacatttgttattcaggtaaaa
1741 tattggattaaatcctttctatttctgttcttgatgcttagaaagttgggttatttaaat
1801 ggaaaataaaaaaacttttcagggttttggcaatgttggatcttgggtagcaagactcat
1861 cggtgagagaggtggtaaaatcatagcggtgagcgacgtcactggagctgttaagaacca
1921 aaatgggcttgatatagtggatttgcttaggcacaaagaagagactggttgtctaacgaa
1981 tttcagtggcggagatcacatggatccgaatgaactgctcacacatgaatgtgatgttct
2041 catcccatgtgctctaggtggagttcttaacaagttgagtccttgttttcctcagaaact
2101 tgctccttgcctttcagtttctttttacttggtgccttttttgttttgggtttcttttga
2161 catgggccttttttgaattgagaaagttgtcttttccatacattaagatcataaaaacaa
2221 tgaacatacacataaaatgaagtagacacatctcaataccatgaagaaacatgatgcaac
2281 tctgtttgagatactatgttgaatctgaaagatcgaatcagaatgctgcaattgtatcaa
2341 attgccatacgatgaattgccaatgtttaggtaaagatgttacatgtgttctgttaccct
2401 tcaattgtgggcagaagtttcatgaaatgtgcttgtgctgtatttagttactaagtgaat
2461 atccaatcgtttttcaggttagaaaccacacaaatcttttgatggtaaaaagtggaaaag
2521 ggcatgattttacttcctttaacctaattcatccagatgatttcatctaacctcattcat
2581 gttttttcccctctgaagagaaaatgctgcggatgttaaggcaaagttcataatagaagc
2641 agcaaatcatcctactgatccagaagctgatgaggtaacatagtgtttatggtgcatact
2701 taaatgccatagaggaaagaagttggcgttgatgatatattgtctctgcagattctatcc
2761 aagaagggagttgtaatccttcccgacatctatgctaatgctggaggtgtgaccgtgagc
2821 tattttgagtgggttcaggtaattccccctatatttcttatatatgatggatttgacaat
2881 gaattatatcgtttgaaacatagataatggataggaaaagtagtagtaacatcttaggat
2941 taatggttttatgttggcagaatattcaaggttttatgtgggaagaagagaaggtgaata
3001 atgagcttcagaagtacatgaccaaagcttttcataacattaaggcaatgtgtcaatcgc
3061 acaactgcagtcttcgaatgggagccttcacattggcagtgaatcgagttgcttgtgcca

3121 caacgctaaggggttgggaagcttag    
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Κατά την διάρκεια αυτής της εργασίας έγινε προσπάθεια αποµόνωσης και 

χαρακτηρισµού των γονιδίων, που κωδικοποιούν για τις δυο υποµονάδες της 

γλουταµικής αφυδρογονάσης. Στην προσπάθεια αυτή, πραγµατοποιήθηκαν κατά 

Southern αναλύσεις οι οποίες έδειξαν ότι ο αριθµός των γονιδιών που 

κωδικοποιούν για τις δυο υποµονάδες είναι δυο. Αυτό δεν αποκλείει το γεγονός 

να υπάρχουν και ψευδογονίδια. Πιθανόν, λόγω όµοιου µεγέθους αλληλουχιών 

µεταξύ γονιδίου και ψευδογονιδίου, καθώς και λόγω της υψηλής νουκλεοτιδικής 

οµολογίας των κωδικών περιοχών που εµπεριέχουν τις αλληλουχίες των θέσεων 

περιορισµού, κάποιο σήµα στην κατά Southern ανάλυση να αντιστοιχεί σε γονίδιο 

και ψευδογονίδιο ταυτόχρονα. 

Επίσης, έγινε προσπάθεια αποµόνωσης γενωµικών κλώνων, που να περιέχουν 

το γονίδιο της GDH, από γενωµική βιβλιοθήκη Vitis vinifera. Απώτερος σκοπός 

είναι η αποµόνωση και ο χαρακτηρισµός και των δυο γονιδίων της GDH (α και β) 

ώστε να γίνει εφικτή η µελέτη της ρύθµισης των δυο υποµονάδων. Για µια τέτοια 

µελέτη, απαραίτητη είναι η διάθεση των υποκινητών των δυο υποµονάδων ή 

ακόµη και της 3` UTR περιοχής που εµφανίζει την υψηλότερη ποικιλοµορφία. Η 

αποµόνωση και των δυο κλώνων, ή και περισσότερων στην περίπτωση ύπαρξης 

ψευδογονιδίων, επιτεύχθηκε µε την χρήση ανιχνευτή οµόλογου µόνο για το 

γονίδιο gdha, λόγω της υψηλής νουκλεοτιδικής οµολογίας µεταξύ των 

υποµονάδων.  

Με την τεχνική της σάρωσης, αποµονώθηκαν κάποιοι γενωµικοί κλώνοι, που 

περιείχαν το γονίδιο που κωδικοποιεί την πρώτη υποµονάδα της GDH. Όµως, δεν 

έγινε εφικτή η κλωνοποίηση θραυσµάτων περιορισµού µέσα στον πλασµιδιακό 

φορέα pBluescript. Οι µεγάλες δυσκολίες κλωνοποίησης των κοµµατιών 

ενδεχοµένως να οφείλονται στην µέθοδο αποµόνωσης του φαγικού DNA. 

Πιθανόν, η PEG να είναι υπεύθυνη για την αδυναµία αυτών των κλωνοποιήσεων. 

Τελικά, η λήψη τµηµάτων του γονιδίου gdha επιτεύχθηκε µε την τεχνική της 

PCR. Χρησιµοποιώντας εκκινητές οµόλογους για κάποιες περιοχές εξονίων, 

γνωστών από την cDNA gdha αλληλουχία, πολλαπλασιάστηκαν όλα τα επιµέρους 
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τµήµατα του γονιδίου gdha. Σε ένα επόµενο στάδιο, θα γίνει προσπάθεια λήψης 

τµήµατος του δεύτερου κλώνου (gdhb), µε την βοήθεια εκφυλισµένων εκκινητών 

και PCR, ώστε να αποµονωθούν και τα δυο γονίδια, καθώς και αποµόνωση των 

υποκινητών τους.  

Από την µέτρηση των ενζυµικών ενεργοτήτων της GDH σε 

κυτταροκαλλιέργειες αµπελιού που επάχθηκαν για 0 h, 6 h, 12 h και 24 h σε 

διαφορετική πηγή αζώτου, ενδιαφέρον εµφάνισε η αύξηση της ενζυµικής 

ενεργότητας υπό την επίδραση 20 mM ΚΝΟ3 στις πρώτες 6 h επαγωγής ενώ 

δηµιουργούνται σηµαντικά ερωτήµατα για την µείωση αυτής στις 12 και 24 h 

επαγωγής. Μελλοντικό στόχο θα αποτελέσει η προσπάθεια διερεύνησης του 

µηχανισµού εξαιτίας του οποίου µειώνεται η ενζυµική ενεργότητα σε 

παρατεταµένη επαγωγή µε ΚΝΟ3. Επιπλέον, η µικρή αύξηση της ενζυµικής 

ενεργότητας που παρατηρήθηκε έπειτα από επαγωγή µε αµµωνιακά ιόντα, 

προδιαθέτει για νέους πειραµατισµούς µε µεγαλύτερα χρονικά διαστήµατα 

επαγωγής, αφού όπως φάνηκε από το διάγραµµα στα αποτελέσµατα, πιθανόν η 

επαγωγή να ξεκινάει από τις 24 h και έπειτα.   

Μελλοντικό στόχο αποτελεί η µοριακή µελέτη των υποκινητών των δυο 

υποµονάδων και ιδιαίτερα η προσπάθεια εύρεσης των cis acting ρυθµιστικών 

στοιχείων µέσα στους υποκινητές, τα οποία ελέγχουν τα επίπεδα µεταγραφής των 

δυο γονιδίων συναρτήσει της πηγής αζώτου καθώς επίσης και παρουσία κάποιων 

αµινοξέων. Μια προσέγγιση του θέµατος θα µπορούσε να πραγµατοποιηθεί µε την 

δηµιουργία µεταλλαγµάτων που θα φέρουν ελλείµµατα µέσα στους υποκινητές 

και την κατασκευή γενετικά τροποποιηµένων φυτών στα οποία οι ελλειµµατικοί 

υποκινητές από τις δυο υποµονάδες, θα βρίσκονται σε σύντηξη µε κατάλληλους 

µοριακούς µάρτυρες. 
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