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ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 

Πριν περάσουμε στην ανάγνωση της μεταπτυχιακής αυτής εργασίας θα 

ήθελα να ευχαριστήσω από καρδίας κάποιους ανθρώπους, χωρίς τους 

οποίους η πραγματοποίησή της θα ήταν αδύνατη. 

Αρχικά θα ήθελα να ευχαριστήσω των επιβλέποντα καθηγητή μου κ. 

Κοκκινίδη Μιχαήλ, ο οποίος μέσω της εκπληκτικής του φαντασίας, μου 

παρέδωσε ένα εκπληκτικά ενδιαφέρον θέμα μελέτης, το οποίο με 

συνεπήρε. Αμέσως μετά θα ήθελα να ευχαριστήσω τις Κυρίες Ντίνα 

Κοτσιφάκη και Μαίρη Προβιδάκη, οι οποίες αποτελούν τους πυλώνες 

του εργαστηρίου και χωρίς τη βοήθεια και καθοδήγηση τους η παρούσα 

έρευνα δεν θα είχε πραγματοποιηθεί, καθώς επίσης τις ευχαριστώ για 

την υπομονή και το χαρακτήρα που επέδειξαν απέναντι στο άτομο μου. 

Επίσης θα ήθελα να ευχαριστήσω την Χάροβα Σπυριδούλα (Spyro), η 

οποία ήταν μεταδιδακτορικός στο εργαστήριο όταν ξεκίνησα την παρούσα 

έρευνα και ήταν ο πρώτος άνθρωπος με τον οποίο συνεργάστηκα εκεί. 

Την ευχαριστώ για τη διδασκαλία της, τη συμπαράσταση που μου 

πρόσφερε όταν τα πειράματα αποτύγχαναν και για τις υπέροχες 

«μουσικές» όπου έβαζε κάθε πρωί. Επίσης θα ήθελα να ευχαριστήσω τον 

μεταδιδακτορικό Μυλωνά Στράτο, ο οποίος χωρίς να το επιδιώκει, 

αποτέλεσε τον καλύτερο δάσκαλο, καθώς πάντα με έκανε να αμφιβάλω 

για τα αποτελέσματα μου, ακόμα και όταν αυτά φάνταζαν ιδανικά. Τέλος 

θα ήθελα να ευχαριστήσω την Καθ. Μητράκη Αννα, η οποία αποτέλεσε 

μέντορας μου στο παρελθόν και την Δρ. Χρυσοπούλου Κική, στα 

εργαστήρια των οποίων έλαβαν χώρα πολύ σημαντικά πειράματα. 

Φυσικά ευχαριστήσω την οικογένεια μου και τους κοντινούς μου 

ανθρώπους, οι οποίοι με στήριξαν σε αυτό το ταξίδι. Αρχικά τους γονείς 

μου, τη μητέρα μου Βασιλική, τον πατέρα μου Αντρέα και τις μητριές 

μου Ρόζα και Γιώτα, που πάντα έβαζαν «πλάτη» στις δυσκολίες όπου 

αντιμετώπιζα. Επίσης θα ήθελα να ευχαριστήσω και τους «θετούς» μου 

γονείς, Αστερίξ και Κάλια για τη βοήθεια που μου πρόσφεραν καθώς 

πάντα θα είχα ένα πιάτο φαΐ το μεσημέρι και κάπου να φτιάξω τη 

μοτοσυκλέτα μου όταν χάλαγε. Θα ήθελα επίσης να ευχαριστήσω τον 

αδελφό μου Αναστάσιο – Λουκά, για τις άπειρες ώρες υπομονής που έχει 

δείξει, ακούγοντας με να μονολογώ στο δωμάτιο μου και τις αδελφικές 

μου φίλες Πεπονάκη και Γεωργιάννα γιατί ήταν πάντα εκεί τις πιο 

δύσκολες στιγμές, υπενθυμίζοντάς μου ότι «τα χειρότερα έρχονται». 

Τελευταία αλλά καλύτερη θα ήθελα να ευχαριστήσω την Δρ. Πυρομάλη 

Χριστίνα, η οποία με παρότρυνε να πάω να «φάω τα μούτρα» μου, και να 

δω κάτι καινούργιο, εγκαταλείποντας την ασφάλεια των μέχρι τότε 

γνωστών μου ερευνητικών πεδίων.        
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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

Τις τελευταίες δεκαετίες μεγάλο ερευνητικό ενδιαφέρον έχουν 

προσελκύσει βιολογικά μόρια όπως τα αμινοξέα, τα πεπτίδια και οι 

πρωτεΐνες. Ο λόγος είναι πως τα μόρια αυτά είναι πολυδύναμα και 

φέρουν πολλές ιδιότητες οι οποίες βρίσκουν εφαρμογή σε μεγάλο αριθμό 

διαφορετικών πεδίων, ξεκινώντας από τα βιοϋλικά, τη φαρμακευτική και 

τη βιοϊατρική και καταλήγοντας μέχρι τη βιομηχανία. Αυτό έχει ως 

αποτέλεσμα τη ραγδαία ανάπτυξη του τομέα της βιοτεχνολογίας, καθώς 

έχει αναπτυχθεί ένας μεγάλος αριθμός τεχνικών και μεθόδων για την 

παραγωγή, την ανάλυση και τη μελέτη των ιδιοτήτων τέτοιων βιομορίων.  

Η παρούσα εργασία αφιερώνεται στην παραγωγή και τη μελέτη των 

ιδιοτήτων μια ειδικής ομάδας πρωτεϊνών, οι οποίες χαρακτηρίζονται ως 

αντιψυκτικές. Οι πρωτεΐνες αυτές έχουν την ιδιότητα της ταπείνωσης του 

σημείου πήξεως του νερού χωρίς να επηρεάζεται το σημείο τήξης του, 

ένα φαινόμενο το οποίο ονομάζεται θερμική υστέρηση (ΤΗ). Οι πρωτεΐνες 

αυτές συναντώνται κυρίως σε οργανισμούς (ψάρια, έντομα, φυτά, 

μύκητες κ.α.), οι οποίοι ζουν σε ψυχρά κλίματα και τις παράγουν με 

σκοπό την προστασία τους από τις χαμηλές θερμοκρασίες. Πιο 

συγκεκριμένα θα μελετηθεί η αντιψυκτική πρωτεΐνη Rm6AF η οποία 

προέρχεται από τρείς μεταλλάξεις στην αλληλουχία των αμινοξέων της 

πρωτεΐνης Rm6 η οποία με τη σειρά της προέρχεται από μεταλλάξεις της 

φυσικής πρωτεΐνης Repressor of primer (ROP).  

Η παραγωγή της Rm6AF πραγματοποιήθηκε μέσω ενός ετερόλογου 

συστήματος έκφρασης E.Coli, ενώ για την απομόνωσή της 

χρησιμοποιήθηκαν δύο τεχνικές χρωματογραφίας, μία συγγένειας και 

μία αποκλεισμού μεγεθών. Για τον προσδιορισμός της τριτοταγούς δομής 

της πρωτεΐνης καθώς και τη  θερμική σταθερότητά της χρησιμοποιήθηκε 

η μέθοδος του κυκλικού διχρωισμού (CD). Η μελέτη των αντιψυκτικών 

ιδιοτήτων έλαβε χώρα μέσω τριών διαφορετικών μεθόδων. Αρχικά 

πραγματοποιήθηκαν πειράματα διαφορικής θερμιδομετρίας σάρωσης 

(DSC), ώστε να υπολογιστή ο βαθμός της ΤΗ. Εν συνεχεία έλαβαν χώρα 

πειράματα βιωσιμότητας σε βακτήρια E.Coli, ώστε να μελετηθεί η 

αντιψυκτική προστασία που μπορεί να προσφέρει η πρωτεΐνη Rm6AF, σε 

χαμηλές θερμοκρασίες για χρονικά διαστήματα έως 10 ημερών. Ενώ 

τέλος χρησιμοποιήθηκε οπτική μικροσκοπία ώστε να μελετηθεί η 

παρεμπόδιση της επανακρυστάλλωσης του πάγου, η οποία είναι μια 

χαρακτηριστική ιδιότητα των αντιψυκτικών πρωτεϊνών και οφείλεται στην 

προσρόφησή τους στα κρυσταλλικά επίπεδα του πάγου.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ Ι : ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Στον παρόν κεφάλαιο αρχικά θα περιγραφή το τι είναι μια πρωτεΐνη, πως 

αυτή παράγεται στον οργανισμό και πότε χαρακτηρίζεται ως 

αντιψυκτική. Στη συνέχεια θα αναλυθούν οι διαφορετικοί τύποι 

αντιψυκτικών πρωτεϊνών όπου συναντώνται και θα επεξηγηθούν οι 

μηχανισμοί λειτουργίας των αντιψυκτικών πρωτεϊνών, βάση της δομής 

τους. Τέλος, θα αναλυθούν οι μέθοδοι οι οποίοι χρησιμοποιήθηκαν για 

την παραγωγή, την απομόνωση και τον έλεγχο των αντιψυκτικών 

ιδιοτήτων της πρωτεΐνης Rm6AF. 

 ΠΟΛΥΠΕΠΤΙΔΙΑ - ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ  

Οι πρωτεΐνες είναι πολυδύναμα βιολογικά μακρομόρια τα οποία είναι 

υπεύθυνα για πλήθος λειτουργιών σε έναν οργανισμό και εμφανίζονται 

τόσο στους προκαρυοτικούς όσο και στους ευκαρυοτικούς οργανισμούς. 

Μερικά παραδείγματα λειτουργιών τις οποίες διεκπεραιώνουν είναι η 

κατάλυση αντιδράσεων (ένζυμα), μεταφορά και αποθήκευση μορίων, η 

χρήση τους ως δομικός λίθος σε ιστούς και η μηχανική στήριξη όπου 

προσφέρουν, η ανοσοπροστασία καθώς και η χρήση τους σε 

σηματοδοτικά μόρια. 1,2  

Η σύνθεση των πρωτεϊνών πραγματοποιείται εντός του κυττάρου, κατά 

την πρωτεϊνοσύνθεση, η οποία λαμβάνει χώρα σε δύο στάδια. Το πρώτο 

στάδιο είναι αυτό της Μεταγραφής του DNA σε RNA, ενώ το δεύτερο 
στάδιο είναι αυτό της Μετάφρασης του RNA σε πρωτεΐνη (Εικόνα 1).3 

 

 

Εικόνα 1 : Μονοπάτι γονιδιακή έκφρασης3  

Πιο συγκεκριμένα, η γονιδιακή έκφραση ξεκινάει από την μεταγραφή 

ενός κομματιού DNA, το οποίο ονομάζεται γονίδιο και είναι υπεύθυνο 

για την έκφραση μιας και μόνο πρωτεΐνης. Το DNA αποτελείται από 
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μεγάλο αριθμό γονιδίων, τα οποία μεταγράφονται ταυτόχρονα σε 

πολλαπλά αντίγραφα μεταφορικού RNA (mRNA). Το τελευταίο φέρει την 

γονιδιακή πληροφορία του DNA και αποτελεί ένα ενδιάμεσο κρίκο στην 

διαδικασία της πρωτεϊνοσύνθεσης. Κατά το δεύτερο στάδιο η γονιδιακή 

πληροφορία όπου φέρει το mRNA μεταφράζεται σε  αμινοξέα, τα οποία 

αποτελούν τη δομική μονάδα των πρωτεϊνών 2,3. 

Τα αμινοξέα αποτελούνται από μια αμινική και μια καρβοξυλική ομάδα 

οι οποίες συνδέονται μέσω ενός ατόμου άνθρακα (Εικόνα 2). Το άτομο 

αυτό ονομάζεται α-άνθρακας (Cα) και είναι συνδεδεμένο με μία ομάδα R 

καθώς και με ένα άτομο υδρογόνου. Η σύνδεση των τεσσάρων 

διαφορετικών ομάδων με τον α-άνθρακα έχει ως αποτέλεσμα τα αμινοξέα 

να είναι χειρόμορφα, και να υπάρχουν σε δύο διαμορφώσεις : L- και D-

ισομερή, με τη μία να είναι κατοπτρικό είδωλο της άλλης.2,4. 

 

Εικόνα 2 : Απεικόνιση της γενικής δομής των L- και D- ισομερών των αμινοξέων. Η πράσινη 

σφαίρα R συμβολίζει την πλευρική ομάδα.2 

 

Σε ουδέτερο pH τα αμινοξέα εμφανίζονται υπό την μορφή αμφοτερικών 

ιόντων, δηλαδή η αμινική τους ομάδα είναι πρωτονιομένη ( - ΝΗ3
+ ) ενώ 

η καρβοξυλική τους ομάδα είναι αποπρωτονιομένη ( - COO- ). Κατά την 

πρωτεϊνοσύνθεση οι δύο ομάδες αντιδρούν μέσω μιας αντίδρασης 

συμπύκνωσης σχηματίζοντας έναν πεπτιδικό ή αμιδικό δεσμό ανάμεσα 

σε δύο αμινοξέα. Η επαναλαμβανόμενη σύνδεση αμινοξέων οδηγεί στη 

δημιουργία ενός πρόδρομου μορίου πρωτεΐνης το οποίο ονομάζεται 

πολυπεπτίδιο.2       

   

 

Αντίδραση 1 : Αντίδραση συμπύκνωσης δύο αμινοξέων προς σχηματισμό ενός διπεπτιδίου2 
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Στην φύση απαντώνται 20 αμινοξέα τα οποία είναι όλα L-ισομερή και 

έχουν απόλυτη διαμόρφωση S. Η ειδοποιός διαφορά τους είναι η αλλαγή 

της πλευρικής ομάδας R. Ανάλογα με την πλευρική ομάδα τα αμινοξέα 

κατατάσσονται σε (α) υδρόφοβα, (β) πολικά, (γ) θετικά φορτισμένα και (δ) 

αρνητικά φορτισμένα.2,4 

Η πολυπεπτιδική αλυσίδα η οποία σχηματίζεται με τη σύνδεση των 

αμινοξέων αποτελεί την πρωτοταγή δομή μιας πρωτεΐνης και εμπεριέχει 

όλη την πληροφορία η οποία είναι απαραίτητη για τη σωστή αναδίπλωσή 

της.5 Η πλειοψηφία των πρωτεϊνών αποτελούνται από έναν υδρόφοβο 

πυρήνα και ένα υδρόφιλο εξωτερικό. Αυτό συμβαίνει διότι κατά την 

πρωτεϊνοσύνθεση, όταν η πολυπεπτιδική αλυσίδα έχει σχηματιστεί 

πλήρως και εκτίθεται σε υδατικό περιβάλλον, τα υδρόφοβα αμινοξέα 

σχηματίζουν έναν πυκνό πυρήνα, ο οποίος προστατεύεται από υδρόφιλα 

αμινοξέα.6 Ωστόσο η ύπαρξη υδρόφιλων ομάδων Ν – Η  και C = O κατά 

μήκος του σκελετού μιας πολυπεπτιδικής αλυσίδας, κάνει αδύνατη τη 

δημιουργία ενός αμιγώς υδρόφοβου πυρήνα. Η επίλυση σε αυτό το 

 

Πίνακας 1 : Τα 20 διαφορετικά L- αμινοξέα τα οποία συναντώνται στη φύση. Οι ομάδες στις οποίες 
χωρίζονται είναι : τα υδρόφοβα αμινοξέα (πάνω αριστερά), τα πολικά αμινοξέα (κάτω αριστερά), τα 
αρνητικά φορτισμένα (πάνω δεξιά) και τα θετικά φορτισμένα (κάτω δεξιά). Ο χρωματικός κώδικας είναι 
ο ακόλουθος : Λευκές σφαίρες – Υδρογόνο, Μαύρες σφαίρες – Άνθρακας, Κόκκινες σφαίρες – Οξυγόνο, 
Γαλάζιες σφαίρες – Άζωτο και Κίτρινες σφαίρες – Θείο.2 
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πρόβλημα επέρχεται με τον σχηματισμό δεσμών υδρογόνου μεταξύ των 

υδρόφιλων ομάδων του σκελετού, προς σχηματισμό δομών α – ελίκων 

και β – πτυχωτών φύλλων και αποτελούν τη δευτεροταγή δομή της 

πρωτεΐνης (Εικόνα 3) .4,7  

 

Εικόνα 3 : Γραφική απεικόνιση δευτεροταγούς δομής των πρωτεϊνών: (Αριστερά) Δομή α–έλικας, 
(Μέση) αντιπαράλληλες β – πτυχώσεις και (Δεξία) παράλληλες β – πτυχώσεις.4 

Οι α – έλικες είναι η δευτεροταγής δομή η οποία συναντάται πιο συχνά 

στις πρωτεΐνες. Περιέχουν συνήθως 3.6 αμινοξέα ανά στροφή και οι 

δεσμοί υδρογόνου σχηματίζονται παράλληλα στον άξονα της έλικας, 

μεταξύ της ομάδας C = O ενός αμινοξέος n και της ομάδας Ν – Η ενός 

αμινοξέος n+4. Επίσης συναντώνται άλλοι δύο τύποι α – ελίκων, αυτός 

της π - έλικας και αυτός της 310 – έλικας. Η διαφορά των δύο τύπων 

είναι πως στην π – έλικα ο δεσμός υδρογόνου σχηματίζεται μεταξύ ενός 

αμινοξέος n και ενός αμινοξέος n+5, ενώ στην 310 – έλικα ο δεσμός 

υδρογόνου σχηματίζεται μεταξύ ενός αμινοξέος n και ενός αμινοξέος 

n+3. Ωστόσο οι τύποι αυτοί δεν συναντώνται συχνά καθώς δεν είναι 

αρκετά σταθεροί ενεργειακά. Οι α – έλικες είναι είτε δεξιόστροφες είτε 

αριστερόστροφες, αλλά η δεξιόστροφη μορφή τους είναι η ενεργειακά πιο 

ευνοούμενη και κατ’ επέκταση αυτή που συναντάται πιο συχνά. Αυτό 

οφείλεται στο ότι οι πλευρικές ομάδες των L-αμινοξέων έχουν μικρότερο 

αριθμό στερικών αλληλεπιδράσεων με τον σκελετό της έλικας στη 

δεξιόστροφη διαμόρφωση.4  

Το δεύτερο μοτίβο δευτεροταγούς δομής όπου συναντάται είναι οι β – 

πτυχωτές επιφάνειες. Οι β – επιφάνειες αποτελούνται από β – πτυχώσεις, 

οι οποίες με τη σειρά τους αποτελούνται από δύο ή περισσότερες πλήρως 

εκτεταμένες πολυπεπτιδικές αλυσίδες, οι οποίες συνδέονται μέσω 

δεσμών υδρογόνου. Οι αλυσίδες μπορεί να συνδέονται είτε παράλληλα  

είτε αντιπαράλληλα. Το μοτίβο των δεσμών υδρογόνου σε κάθε 

περίπτωση είναι διαφορετικό. Στην παράλληλη διάταξη η N – H ομάδα 

ενός αμινοξέος συνδέεται με την C = O ομάδα του γειτονικού αμινοξέος. 

Ενώ η C = O ομάδα ενός αμινοξέος συνδέεται με την Ν – Η ομάδα του 

αμινοξέος το οποίο βρίσκεται απέναντι και μετατοπισμένο κατά δύο 
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θέσεις. Στην αντιπαράλληλη διάταξη η ομάδα Ν – Η  και  C = O του κάθε 

αμινοξέος συνδέεται με τις ομάδες C = O και Ν – Η του γειτονικού 

αμινοξέος, αντίστοιχα. Ο σχηματισμός μιας β – επιφάνειας προκύπτει 

από τη σύνδεση τουλάχιστον 4 ή 5 β – πτυχώσεων, οι οποίες μπορεί να 

είναι παράλληλες, αντιπαράλληλες ή μεικτές.2 

Στη συνέχεια η περαιτέρω αναδίπλωση της δευτεροταγούς δομής μέσω 

της αλληλεπίδρασης απομακρυσμένων αμινοξέων οδηγεί στη δημιουργία 

της τριτοταγούς δομής της πρωτεΐνης. Οι πρωτεΐνες οι οποίες 

αποτελούνται από περισσότερες από μια πολυπεπτιδικές αλυσίδες 

εμφανίζουν μία τέταρτη δομή διευθέτησης στο χώρο. Κάθε 

πολυπεπτιδική αλυσίδα τέτοιων πρωτεϊνών ονομάζεται υπομονάδα και η 

τεταρτοταγής δομή αναφέρεται στην διάταξη που έχουν στο χώρο οι 

υπομονάδες, καθώς και στο είδος της αλληλεπίδρασης μεταξύ τους.8 

 

 

Εικόνα 4 : Γραφική απεικόνιση της πορείας αναδίπλωσης μιας πρωτεΐνης από το στάδιο της 
πρωτοταγούς δομής προς το στάδιο της τεταρτοταγούς δομής.8 
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 ΑΝΤΙΨΥΚΤΙΚΕΣ ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ (AFPs) 

Ως αντιψυκτικές χαρακτηρίζονται οι πρωτεΐνες εκείνες, οι οποίες έχουν 

την ικανότητα να προσροφώνται στα κρυσταλλικά επίπεδα των 

κρυστάλλων πάγου, με αποτέλεσμα την παρεμπόδιση της περεταίρω 

ανάπτυξής τους καθώς επίσης παρεμποδίζουν την επανακρυστάλλωση 

του πάγου.9 Η επανακρυστάλλωση του πάγου είναι μια θερμοδυναμικά 

ευνοούμενη διαδικασία κατά την οποία σε πολυκρυσταλλικά υδατικά 

διαλύματα, οι μικροί σε μέγεθος κρύσταλλοι συνδέονται με αποτέλεσμα 

την δημιουργία μεγάλων μονοκρυστάλλων πάγου. Η διαδικασία αυτή 

μπορεί να βλάψει τα κύτταρα και τους ιστούς οργανισμών οι οποίοι ζουν 

σε θερμοκρασίες κοντά ή υπό του 0 οC.10 Ως εκ τούτου αρκετά είδη όπως 

ψάρια, έντομα, φυτά, βακτήρια κ.α. τα οποία ζουν σε τέτοια 

περιβάλλοντα, έχουν εξελιχθεί ώστε να παράγουν AFPs προκειμένου να 

παρεμποδίσουν το σχηματισμό ή την επανακρυστάλλωση πάγου 

ενδοκυτταρικά, εξωκυτταρικά ή ακόμα και στο εξωτερικό τους 

περιβάλλον, με σκοπό την επιβίωσή τους.9 

Η ανακάλυψή των πρώτων αντιψυκτικών πρωτεϊνών έλαβε χώρα πριν από 

περίπου 50 χρόνια, όταν η ομάδα του DeVries παρατήρησε πως ο ορός 

του αίματος των ψαριών Trematomus borchgrevinki, Trematomus 

bernacchii και Trematomus hansoni έχει σημείο πήξης στους -2.07 οC, -

1.98 οC και -2.01 οC αντίστοιχα. Τα ψάρια αυτά ζουν στη θάλασσα της 

Ανταρκτικής, η οποία έχει κατά μέσο όρο θερμοκρασία -1.87 οC, με 

αποτέλεσμα να έχουν εξελιχθεί ώστε να παράγουν γλυκοζιλιομένες 

αντιψυκτικές πρωτεΐνες (AFGPs), οι οποίες τους προσφέρουν 

αντιψυκτική προστασία σε θερμοκρασίες υπό του 0 οC.11 Μέσα στα 

επόμενα χρόνια ανακαλύφθηκε και η πρώτη μη – γλυκοζιλιομένη 

αντιψυκτική πρωτεΐνη η οποία παράγεται από το ψάρι 

Pseudopleuronectes americanus, το οποίο ζει στη θάλασσα της Βορείου 

Αμερικής. Η αντιψυκτική πρωτεΐνη όπου παράγει του προσφέρει επίσης 

αντιψυκτική προστασία, θέτοντας το σημείο πήξεως του ορού του 

αίματος του στους -1.37 οC.12       

Μέσα στις επόμενες δεκαετίες ανακαλύφθηκε ένα μεγάλο πλήθος 

AF(G)Ps, οι οποίες παράγονται από ψάρια τα οποία ζουν μέρος της ζωής 

τους ή ολόκληρη την ζωή τους σε θερμοκρασίες υπό του 0 οC. Οι 

AF(G)Ps αυτές, έχουν κατηγοριοποιηθεί σε πέντε διαφορετικές 

κατηγορίες (Τύπου Ι, Τύπου ΙΙ, Τύπου ΙΙΙ, Τύπου ΙV, AFGPs) (Εικόνα 

5).13 
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Εικόνα 5 : Οι πέντε διαφορετικές κατηγορίες AF(G)Ps. (A) Τύπου Ι (PDB 1WFA),(PDB 4KE2), (Β) 
Τύπου ΙΙ (PDB 2PY2), (C) Τύπου ΙΙΙ (PDB 1HG7), (D) Τύπου ΙV (PDB 1LS4), (Ε) Η 
χαρακτηριστική επαναλαμβανόμενη αλληλουχία ΑΑΤ των AFGPs.13 

 

 AFPs Τύπου Ι 

Οι AFPs Τύπου Ι αποτελούν τις πρώτες AFPs οι οποίες ανακαλύφθηκαν 

στο πλάσμα και στο δέρμα των ψαριών Pseudopleuronectes americanus 

και Myoxocephalus scorpius και ως εκ τούτου αποτελούν τις 

περισσότερο μελετημένες AFPs. Κύρια χαρακτηριστικά των Τύπου Ι 

AFPs είναι ότι έχουν δευτεροταγή διαμόρφωση α – έλικας, πλούσιας σε 

Αλανίνη (50 – 70 %), με βραχύ ( ̴100 – 200 αμινοξέα) ή πολύ βραχύ ( ̴ 

40 αμινοξέα) μήκος.14,15, ενώ η πλευρά όπου προσδένεται στα 

κρυσταλλικά επίπεδα του πάγου αποτελείται κυρίως από υδρόφοβα 

αμινοξέα.16 Σε όλα τα είδα ψαριών όπου έχουν μελετηθεί, έχουν βρεθεί 

δύο υποκατηγορίες Τύπου Ι AFPs, αυτή του συκωτιού και αυτή του 

δέρματος, ενώ για την κωδικοποίηση της κάθε υποκατηγορίας είναι 

υπεύθυνο ένα διαφορετικό γονίδιο. Οι Τύπου Ι AFPs όπου είναι 

υπεύθυνες για την προστασία του συκωτιού, φέρουν κάποια 

σηματοδοτικά πεπτίδια και περνούν στο κυκλοφοριακό σύστημα.17 Στον 

αντίποδα οι Τύπου Ι AFPs, οι οποίες βρίσκονται στο δέρμα δεν φέρουν 

τέτοιου είδους πεπτίδια καθώς επίσης δεν μετακινούνται από τους ιστούς 

του δέρματος ή άλλων περιφερειακών οργάνων.18 Ένα άλλο 

χαρακτηριστικό των Τύπου Ι AFPs, τόσο αυτών όπου απαντώνται στο 

συκώτι αλλά και αυτών του δέρματος, είναι ότι συχνά αποτελούνται από 

3 – 4 επαναλαμβανόμενα κατάλοιπα, τα οποία έχουν χαρακτηριστικό 

μοτίβο 11 – αμινοξέων της μορφής ΤχχD/Nxxxxxxx, όπου x συνήθως 

είναι Αλανίνη.19–22 Ωστόσο κάτι τέτοιο δεν είναι καθολικό, καθώς 

υπάρχουν είδη ψαριών όπως τα Liparis atlanticus και Liparis gibbus, 

των οποίων οι AFPs Τύπου Ι, τόσο στο συκώτι αλλά και στο δέρμα, δεν 

διέπονται από κάποιο επαναλαμβανόμενο μοτίβο.23   
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 AFPs Τύπου ΙI 

Οι Τύπου ΙΙ AFPs, είναι σφαιρικές πρωτεΐνες, οι οποίες αποτελούνται 

από δύο α – έλικες καθώς και από δύο β – πτυχωτά φύλλα, ενώ το 

μοριακό τους βάρος κυμαίνεται από 14 έως 24 kDa.24 Επίσης είναι 

ομόλογες των Λεκτινών τύπου C, όπου βρίσκονται στο ανοσοποιητικό 

σύστημα πολλών ζώων και είναι υπεύθυνες για την αναγνώριση και 

δέσμευση υδατανθράκων. Οι συγκεκριμένες Λεκτίνες χαρακτηρίζονται 

τύπου C διότι για να είναι λειτουργικές είναι απαραίτητη η ύπαρξη 

κατιόντος ασβεστίου (Ca2+) στο ενεργό τους κέντρο ως συμπαράγοντας.25 

Ως αποτέλεσμα οι Τύπου ΙΙ AFPs χωρίζονται σε δύο κατηγορίες : τις 

Τύπου ΙΙ AFPs όπου για να είναι λειτουργικές χρειάζονται ως 

συμπαράγοντα ένα κατιόν ασβεστίου (Ca2+) και σε αυτές όπου είναι 

λειτουργικές ανεξαρτήτως της ύπαρξης του Ca2+. Τα κέντρα πρόσδεσης 

στο κρυσταλλικό πλέγμα του πάγου, βρίσκονται σε διαφορετική περιοχή 

στην επιφάνεια της πρωτεΐνης, ανάλογα με το σε ποια κατηγορία αυτή 

εμπίπτει. Ωστόσο για τις Τύπου ΙΙ AFPs, των οποίων η λειτουργικότητα 

εξαρτάται από την ύπαρξη Ca2+ , η πλευρά πρόσδεσης της πρωτεΐνης με 

το κρυσταλλικό πλέγμα πάγου συμπίπτει με την πλευρά του ενεργού της 

κέντρου.26,27 Τέλος όλες οι Τύπου ΙΙ AFPs, εμφανίζουν ένα μοτίβο 

δισουλφιδικών δεσμών, καθώς επίσης έχουν αρκετά παρόμοια 

αλληλουχία (>85%), τόσο σε επίπεδο αμινοξέων, όσο και σε γονιδιακής 

αλληλουχίας.28  

 

 AFPs Τύπου ΙIΙ 

Oι Τύπου  ΙΙΙ AFPs είναι πιο σπάνιες και δεν συναντώνται τόσο συχνά 

όσο η Τύπου Ι και ΙΙ. Είναι σφαιρικές πρωτεΐνες με μοριακό βάρος 7 

kDa και δεν εμφανίζουν κάποιο επαναλαμβανόμενο μοτίβο αμινοξέων 

στην αλληλουχία τους. Αντ’ αυτού το μοτίβο αναδίπλωσης τους είναι 

περίπλοκο και περιλαμβάνει τη σύνδεση βραχέων πολυπεπτιδικών 

αλυσίδων προς σχηματισμό αντιπαράλληλων β – πτυχωτών φύλλων.13  

Κατηγοριοποιούνται σε δύο ομάδες βάση του ισοηλεκτρικού τους 

σημείου,  το οποίο στην πρώτη ομάδα είναι χαμηλότερο του pH = 7, ενώ 

στην δεύτερη υψηλότερο. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα οι Τύπου ΙΙΙ AFPs 

της πρώτης ομάδας να βρίσκονται σε ανιοντική μορφή σε ουδέτερο pH, 

ενώ της δεύτερης ομάδας σε κατιοντική μορφή για το ίδιο pH.29 Τέλος 

έχει παρατηρηθεί ότι οι Τύπου ΙΙΙ AFPs της δεύτερης ομάδας εμφανίζουν 

χαμηλότερη δραστικότητα, συγκριτικά με εκείνες της πρώτης ομάδας, 

κάτι το οποίο οδήγησε στο συμπέρασμα ότι οι δύο ομάδες δρουν 

συνεργατικά σε in vivo συνθήκες.30 
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 AFPs Τύπου IV 

Οι Τύπου ΙV AFPs αποτελούνται από τέσσερεις αντιπαράλληλες α – 

έλικες, οι οποίες σχηματίζουν μια συστάδα. Το μοριακό τους βάρος είναι 

περίπου 12 kDa, ενώ η διαμόρφωση της α – έλικας συναντάται περίπου 

στο 60% της πρωτεΐνης.31 Η λειτουργία τους ως αντιψυκτικές πρωτεΐνες 

είναι ακόμα υπό αμφισβήτηση, καθώς σε υδατικά διαλύματα προκαλούν 

υποτίμηση του σημείου τήξεως της τάξεως των 0.07 οC, σε συγκέντρωση 

0.5 mg/ml, ενώ στον ορό του αίματος των ψαριών βρίσκονται σε 

συγκέντρωση μικρότερη των 100 μg/ml.32 Μια πιθανή εξήγηση αυτού 

του φαινομένου είναι πως κατά την πορεία της εξέλιξης, σε κάποια είδη 

ψαριών μεταλλάχθηκαν πρώτα AFPs κάποιου διαφορετικού Τύπου. 

Αυτές οι μεταλλάξεις αύξησαν την λειτουργικότητα των AFPs άλλου 

Τύπου, με αποτέλεσμα να προσφέρουν καλύτερη αντιψυκτική προστασία 

και ως εκ τούτου να μην υπάρξει ανάγκη μετάλλαξης των AFPs Τύπου 

ΙV.33  

 

 AFGPs 

Οι πρωτεΐνες εμφανίζουν στην αλληλουχία τους ένα επαναλαμβανόμενο 

μοτίβο των αμινοξέων : Αλανίνη – Αλανίνη – Θρεονίνη (AAT), το οποίο 

μπορεί να θεωρηθεί η δομική μονάδα αυτών των πρωτεϊνών. Η υδρόξυ 

ομάδα της Θρεονίνης συνδέεται με τον δισακχαρίτη β-D-γαλακτόσιλο-

(1,3)-α-D-N-ακέτυλογαλακτοζαμίνη, ο οποίος αποτελεί και το 60 % της 

συνολικής μάζας της δομικής μονάδας. Το μοριακό βάρος των AFGPs 

κυμαίνεται από 2.6 kDa έως 33 kDa, ανάλογα των αριθμό δομικών 

μονάδων, ο οποίος μπορεί να είναι από 4 έως 50, αντίστοιχα.34 Η 

δευτεροταγής τους δομή είναι δύσκολο να περιγραφεί, αν και έχει 

προταθεί πως σε χαμηλές θερμοκρασίες λαμβάνουν τη διαμόρφωση 

έλικας πολυπρολίνης τύπου ΙΙ. Στη συγκεκριμένη διαμόρφωση η κάθε 

δομική μονάδα ΑΑΤ καλύπτει μια στροφή της έλικας, με αποτέλεσμα 

όλα τα μόρια δισακχαρίτη να βρίσκονται στη μια πλευρά του μορίου. 

Έτσι η πλευρά του μορίου όπου φέρει τα μόρια δισακχαρίτη είναι πιο 

υδρόφιλη, ενώ η απέναντι πλευρά όπου φέρει τις μέθυλο ομάδες της 

Αλανίνης, είναι υδρόφοβη. Ενδιαφέρον παρουσιάζει ότι οι κρύσταλλοι 

πάγου όπου προκύπτουν από διαλύματα AFGPs, έχουν γεωμετρία 

εξαγωνικής διπυραμίδας. Η γεωμετρία αυτή επιτρέπει την έκθεση μόνο 

ενός κρυσταλλικού επιπέδου προς το διάλυμα, το οποίο είναι και το 

επίπεδο στο οποίο προσροφώνται οι πρωτεΐνες. Η γεωμετρία των 

κρυστάλλων αυτών υποδηλώνει ότι οι πρωτεΐνες προσροφώνται στα 

κρυσταλλικά επίπεδα με συγκεκριμένη διάταξη.35    
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 ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑΣ ΤΩΝ AFPs 

Όπως προαναφέρθηκε, ρόλος των AFPs είναι το να προσφέρουν 

αντιψυκτική προστασία, σε είδη τα οποία κατοικούν σε περιβάλλοντα, με 

θερμοκρασίες υπό του 0 οC. Η αντιψυκτική αυτή προστασία παρέχεται 

στους οργανισμούς μέσω δύο φαινομένων τα οποία παρατηρούνται σε 

υδατικά διαλύματα AFPs : τη Θερμική Υστέρηση (ΤΗ) (Εικόνα. 6) και 

την Παρεμπόδιση Επανακρυστάλλωσης (ΙRI) (Εικόνα 7).13  

 Θερμική Υστέρηση (ΤΗ) 

Ως Θερμική Υστέρηση (TH) χαρακτηρίζεται το φαινόμενο κατά το οποίο, 

σε ένα διάλυμα το σημείο τήξεως είναι διαφορετικό από το σημείο 

πήξεως. Επιπλέον έχει παρατηρηθεί ότι σε υδατικά διαλύματα AFPs, το 

φαινόμενο αυτό είναι μη – αθροιστικό, δηλαδή δεν εξαρτάται από τον 

αριθμό των μορίων πρωτεΐνης που βρίσκονται στο διάλυμα, αλλά 

αποκλειστικά από τη φύση του μορίου. Από τη θερμοδυναμική είναι 

γνωστό ότι η αθροιστική ταπείνωση του σημείου πήξεως ενός διαλύματος 

πολυμερούς δίνεται από τη σχέση : 

𝛥𝛵 = 𝛵0  − 𝛵 =  
𝑘 𝑇0

2

𝛥𝛨0
[
𝑋𝑏

𝑚
−  (𝜒 − 1

2⁄ )𝑋𝑏
2] 

όπου ΔΤ η βαθμοί ταπείνωσης του σημείου πήξεως, Το η θερμοκρασία 

αλλαγής φάσης του καθαρού διαλύτη, ΔΗ0 η διαφορά ενθαλπίας κατά 

την αλλαγή φάσης στη θερμοκρασία Τ και Xb το ποσοστό διαλυμένης 

ουσίας στο διάλυμα. Ως χ ορίζεται το γινόμενο του αριθμού πρώτων 

γειτόνων ενός μορίου στο διάλυμα (z) επί της ενέργειας αλληλεπίδρασης 

δύο μη όμοιων μορίων στο διάλυμα (wAB), δηλαδή  χ = z·wAB. Επειδή τα 

διαλύματα στα οποία αναφερόμαστε είναι διαλύματα πρωτεϊνών, οι 

οποίες μπορούν να χαρακτηριστούν ως πολυμερή, η κάθε πρωτεΐνη 

καταλαμβάνει m μέρη εντός του όγκου του διαλύτη, όπου m τα 

κομμάτια στα οποία μπορεί να χωριστεί μια πολυμερική αλυσίδα 

σύμφωνα με το μοντέλο πλέγματος του Flory. Συμπερασματικά από την 

παραπάνω σχέση φαίνεται ότι η ταπείνωση του σημείου πήξεως ενός 

διαλύματος εξαρτάται μόνο από τη συγκέντρωση διαλυμένης ουσίας, 

δηλαδή πως είναι ένα αθροιστικό φαινόμενο.36 Επίσης λόγω του ότι είναι 

ένα θερμοδυναμικό φαινόμενο το νέο σημείο πήξεως του διαλύματος 

πρέπει να είναι ίδιο με το σημείο τήξεως του. Ωστόσο πειράματα 

ταπείνωσης του σημείου πήξεως σε διαλύματα AF(G)Ps δείχνουν πως το 

πειραματικό σημείο πήξεως είναι 500 φορές μεγαλύτερο από αυτό των 

θεωρητικών υπολογισμών. Επιπροσθέτως έχει αποδειχθεί πειραματικά 

ότι το σημείο πήξεως δεν επηρεάζεται από τη συγκέντρωση των AF(G)Ps, 

καθώς επίσης φαίνεται ότι το σημείο τήξεως των διαλυμάτων αυτών είναι 

διαφορετικό από το σημείο πήξεως τους.37 Από τα παραπάνω είναι 
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ασφαλές να ειπωθεί πως η αντιψυκτική δράση των AF(G)Ps είναι σίγουρα 

μη - αθροιστική. 

 

Εικόνα 6 : Γραφική απεικόνιση της TH. Το αίμα των ψαριών όπου ζουν σε ψυχρά κλίματα έχει 
σημείο τήξεως λίγο πιο χαμηλά από τους -1.9 οC. Μέχρι τη θερμοκρασία των – 0.7 οC το αίμα δεν 
παγώνει λόγω αθροιστικών φαινομένων ενώ κάτω από τη τη θερμοκρασία και μέχρι τους -1.9 οC 
το αίμα δεν παγώνει λόγω μη – αθροιστικών φαινομένων από τις AF(G)Ps. Η διαφορά από τους -
0.7 οC (σημείο τήξεως) έως τους -1.9 οC (σημείο πήξεως), είναι η ΤΗ του διαλύματος, όπου εντός 
των ορίων της οι κρύσταλλοι πάγου ούτε αναπτύσσονται ούτε λιώνουν.10 

 Παρεμπόδιση Επανακρυστάλλωσης (IRI)            

Το φαινόμενο της επανακρυστάλλωσης του πάγου παρατηρείται σε 

πολυκρυσταλλικά διαλύματα, όταν αυτά βρίσκονται χαμηλότερα από τη 

θερμοκρασία πήξεως. Σε αυτές τις συνθήκες ευνοείται θερμοδυναμικά η 

συνένωση των μικρών κρυστάλλων πάγου, προς σχηματισμό 

μεγαλύτερων κρυστάλλων, με αποτέλεσμα τη μείωση της συνολικής τους 

επιφάνειας και κατ’ επέκταση τη μείωση της συνολικής ενέργειας του 

συστήματος.38  

 

Εικόνα 7 : (a) Εικόνες επανακρυστάλλωσης συναρτήσει του χρόνου. Με το πέρας του χρόνου ο 
αριθμός των κρυστάλλων πάγου μειώνεται καθώς το μέγεθός τους αυξάνεται. (b) Διάγραμμα 
μέσου όρου ακτίνας κρυστάλλων συναρτήσει του χρόνου. (c) Διάγραμμα μέσου όρου κλάσματος 
όγκου κρυστάλλων συναρτήσει του χρόνου.13  
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Οι αντιψυκτικές πρωτεΐνες προσροφώνται στην επιφάνεια των 

κρυσταλλικών επιπέδων πάγου, παρεμποδίζοντας έτσι την ανάπτυξή τους 

στην κατεύθυνση του κρυσταλλικού επιπέδου, ενώ διαφορετικοί τύποι 

πρωτεϊνών προσροφώνται σε διαφορετικά επίπεδα (Εικόνα 8).39 Η 

ανάπτυξη του κρυστάλλου συνεχίζεται στον άξονα των υπόλοιπων 

ελεύθερων επιπέδων έως ότου και αυτά καλυφθούν από μόρια 

πρωτεΐνης, με αποτέλεσμα να σταματήσει συνολικά η ανάπτυξη του 

κρυστάλλου προς όλες τις κατευθύνσεις. Η παραπάνω διαδικασία είναι 

υπεύθυνη για την ταπείνωση του σημείου πήξεως και την εμφάνιση του 

φαινομένου της TH. Εντός των ορίων της ΤΗ η κρύσταλλοι δεν 

αναπτύσσονται αλλά ούτε και λιώνουν, ενώ μόλις η θερμοκρασία γίνει 

μικρότερη του κατώτατου ορίου της ΤΗ, οι κρύσταλλοι αναπτύσσονται 

ραγδαία.40 Όπως προαναφέρθηκε διαφορετικοί τύποι πρωτεϊνών 

προσροφώνται σε διαφορετικά κρυσταλλικά επίπεδα πάγου με 

αποτέλεσμα τη δημιουργία κρυστάλλων πάγου με διαφορετικές 

γεωμετρίες. Χαρακτηριστική γεωμετρία είναι αυτή της εξαγωνικής 

διπυραμίδας η οποία παρατηρείται σε κρυστάλλους πάγου, στην 

επιφάνεια των οποίων έχουν προσροφηθεί AFPs Τύπου Ι, ΙΙ και ΙΙΙ. Οι 

AFPs αυτών των τύπων, προσροφώνται στα πρισματικά επίπεδα του 

κρυστάλλου, αφήνοντας ελεύθερα τα επίπεδα της άνω και κάτω βάσης, 

με αποτέλεσμα την ανάπτυξη του κρυστάλλου στον άξονα c.41,42  

 

Εικόνα 8 : Γραφική απεικόνιση (Πάνω) διαφορετικών τύπων AFPs [DAFP-1 από το  έντομο 
Dendroides canadesis (PDB: 1EZG), MpAFP από το βακτήριο Antarctic Bacterium M. 
Primoryenis (PDB: 5JUH), AFGP1-5 διάφορα είδη ψαριών Ανταρκτικής (PDB: 1MSI), AFP-III από 
το ψάρι Zoarces americanus (PDB: 1KDE) , ssAFP1 από το ψάρι Myoxocephalus scorpius 
(PDB: 1Y04) και wfAFP1 από το ψάρι Pseudopleuronectes americanus (PDB: 1WFA)]  (Μέση) 
των κρυσταλλικών επιπέδων στα οποία προσροφάται ο κάθε τύπος AFP και (Kάτω) το μοτίβο 
ατόμων οξυγόνου όπου συναντάται σε κάθε κρυσταλλικό επίπεδο.39 
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 Διαμοριακές αλληλεπιδράσεις AFPs – Πάγου  

Οι AFPs προσδένονται στα κρυσταλλικά επίπεδα του πάγου σύμφωνα με 

το μοντέλο υποδοχέα – συνδέτη, κατά το οποίο οι AFPs δρουν ως 

υποδοχείς στους οποίους πάνω προσδένεται ο πάγος (συνδέτης), μέσω 

διαμοριακών αλληλεπιδράσεων. Για να είναι αποτελεσματική ή δράση 

των AFPs, πρέπει να φέρουν δύο χαρακτηριστικά : πρώτων η πρόσδεση 

τους στα κρυσταλλικά επίπεδα να είναι μη αντιστρέψιμη και δεύτερον να 

υπάρχει ποικιλομορφία AFPs. Η μη αντιστρέψιμη πρόσδεση 

επιτυγχάνεται με την επαφή μεγάλης επιφάνειας της πρωτεΐνης με το 

κρυσταλλικό επίπεδο, καθώς μεγαλύτερη επιφάνεια επαφής συνεπάγει 

μεγαλύτερο αριθμό διαμοριακών αλληλεπιδράσεων (Εικόνα 9).10,40 Η 

ποικιλομορφία των AFPs είναι επίσης ένα πολύ σημαντικό 

χαρακτηριστικό τους, καθώς διαφορετικές AFPs προσδένονται σε 

διαφορετικά κρυσταλλικά επίπεδα, επιτυγχάνοντας έτσι την 

παρεμπόδιση της ανάπτυξης του πάγου προς όλες τις κατευθύνσεις. Η 

πρόσδεση διαφορετικών AFPs σε διαφορετικά κρυσταλλικά επίπεδα 

οφείλεται στη διαφορετική τοπολογία όπου έχουν τα άτομα οξυγόνου στο 

κάθε επίπεδο. Κάθε AFP πρέπει να έχει στην πλευρά πρόσδεσης (IBS) 

της ένα μοτίβο, τέτοιο ώστε να ταιριάζει με την τοπολογία των ατόμων 

οξυγόνου. Η συμπληρωματικότητα αυτή είναι απαραίτητη ώστε να 

εμφανιστούν διαμοριακές αλληλεπιδράσεις μεταξύ της AFP και του 

πάγου. 43  

 

Εικόνα 9 : Συμπληρωματικότητα επιφανειών AFPs με κρυσταλλικά επίπεδα πάγου. (a) 
Χωροπληροτικό μοντέλο Τύπου Ι AFP (PDB: 1WFA) από το ψάρι Pseudopleuronectes 
americanus. (b) Χωροπληροτικό μοντέλο AFP (PDB: 1EZG) του εντόμου Tenebrio molitor.44   

Οι πρώτες διαμοριακές αλληλεπιδράσεις οι οποίες παρατηρήθηκαν 

μεταξύ AFP και πάγου ήταν οι δεσμοί υδρογόνου. Πιο συγκεκριμένα η 

πρώτη AFP όπου μελετήθηκε προς το μηχανισμό πρόσδεση της ήταν μια 

Τύπου Ι AFP από το ψάρι Pseudopleuronectes americanus, στην οποία 
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παρατηρήθηκε ότι στην πλευρά πρόσδεσης της υπάρχει μια περιοδική 

εμφάνιση των αμινοξέων Thr και Asx, όμοια με την περιοδικότητα όπου 

εμφανίζουν τα άτομα οξυγόνου στα πρισματικά κρυσταλλικά επίπεδα 

πάγου. Η Thr φέρει στην πλευρική της ομάδας ένα υδρόξυ (ΟΗ) ενώ η 

Asx φέρει στην πλευρική της ομάδα ένα οξυγόνο (Ο) και μια αμινομάδα 

(NH2). Οι τρείς αυτές ομάδες μπορούν να σχηματίσουν δεσμούς 

υδρογόνου με τα υδρογόνα και οξυγόνα τα οποία υπάρχουν στο 

κρυσταλλικό επίπεδο του πάγου.45 Ωστόσο μετέπειτα πειράματα έδειξαν 

ότι οι δεσμοί υδρογόνου που σχηματίζονται μεταξύ της AFP και του 

πάγου δεν συντελούν σημαντικά στη σύνδεση τους, κάτι το οποίο 

επιβεβαιώθηκε με την αντικατάσταση αυτών των αμινοξέων από μη 

πολικά αμινοξέα, όπως βαλίνη (Val), τα οποία δεν μπορούν να 

σχηματίσουν δεσμούς υδρογόνου.46,47 

Επίσης έχει παρατηρηθεί  ότι οι πλευρές πρόσδεσης των Τύπου Ι και ΙΙΙ 

AFPs είναι πλούσιες σε αλανίνη κάτι το οποίο τους προσδίδει 

υδροφοβικότητα.15 Οι πλευρές αυτές είναι επίπεδες, κάτι το οποίο 

βοηθάει στην ανάπτυξη μεγάλου αριθμού διαμοριακών 

αλληλεπιδράσεων Van Der Waals, καθώς υδροφοβικών 

αλληλεπιδράσεων μεταξύ των υδρόφοβων πλευρικών ομάδων και των 

μορίων νερού όπου περικλείουν την πρωτεΐνη.48  

Συνολικά οι διαμοριακές αλληλεπιδράσεις Van Der Waals, τα φαινόμενα 

υδροφοβικότητας – υδροφιλικότητας, οι δεσμοί υδρογόνου καθώς και η 

επίπεδη γεωμετρίας των επιφανειών πρόσδεσης έχουν συνεργατικό ρόλο 

προκειμένου οι AFPs να προσροφώνται στα κρυσταλλικά επίπεδα πάγου. 

Η επίπεδη γεωμετρία ευνοεί την καλή εφαρμογή των AFPs στα 

κρυσταλλικά επίπεδα, ενώ τα φαινόμενα υδροφοβικότητας και 

υδροφιλικότητας βοηθούν την πρωτεΐνη στο να μεταφέρει την πλευρά 

πρόσδεσης προς τα επίπεδα αυτά. Τέλος οι αλληλεπιδράσεις Van Der 

Waals και οι δεσμοί υδρογόνου, συγκρατούν μη αντιστρεπτά τις AFPs 

πάνω στα κρυσταλλικά επίπεδα, εμποδίζοντας έτσι την ανάπτυξη των 

κρυστάλλων πάγου.10 

 

 Μηχανισμός Πρόσδεσης των AFPs στα κρυσταλλικά επίπεδα 

Επιπλέον έχει παρατηρηθεί ότι στην περιοχή πρόσδεσης των AFPs, η 

διαμόρφωση των μορίων νερού όπου βρίσκονται γύρω από τις πλευρικές 

ομάδες, λαμβάνουν μια διαμόρφωση παρεμφερή με αυτή των μορίων 

νερού στον πάγο. Ως αποτέλεσμα αυτής της διαμόρφωσης, τα μόρια 

νερού σχηματίζουν ένα δίκτυο δεσμών υδρογόνου στην περιοχή 

πρόσδεσης, το οποίο οδηγεί στην στο σχηματισμό μιας μονοστιβάδας 

μορίων νερού πάνω στην περιοχή πρόσδεσης και τη δημιουργία μιας 
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ένωσης εγκλίσεως μεταξύ των μορίων νερού και της πρωτεΐνης.49 Η 

μονοστιβάδα, λόγω της όμοιας διάταξης των μορίων νερού τόσο σε αυτή 

όσο και στα κρυσταλλικά επίπεδα πάγου, μπορεί να προσκολληθεί στα 

κρυσταλλικά επίπεδα μέσω δεσμών υδρογόνου, λειτουργώντας έτσι ως 

συνδαιτημόνας μεταξύ πάγου - πρωτεΐνης.50   

Στη συνέχεια παρουσιάζεται ο μηχανισμός που έχει προταθεί, ώστε να 

εξηγηθεί η πρόσδεση των  AFPs στα κρυσταλλικά επίπεδα πάγου.  Σε 

χαμηλές θερμοκρασίες τα μόρια νερού τα οποία βρίσκονται στην πλευρά 

πρόσδεσης της πρωτεΐνης διατάσσονται με τρόπο παρόμοιο με αυτόν 

όπου διατάσσονται τα μόρια νερού στα κρυσταλλικά επίπεδα του πάγου. 

Αυτή η πρώιμη διάταξη των μορίων νερού έχει ως αποτέλεσμα τη 

δημιουργία μιας ζώνης, εντός της οποία ευνοείται ενεργειακά η 

δημιουργία πάγου (Εικόνα 10a). Στην διεπιφάνεια του νερού - πάγου 

υπάρχει επίσης μια ζώνη μορίων νερού (10 – 15 Ǻ), των οποίων η 

διάταξη δεν είναι κρυσταλλική αλλά είναι παρεμφερής με αυτή των 

μορίων νερού στα κρυσταλλικά επίπεδα. Λόγω ομοιότητας ευνοείται 

ενεργειακά η σύνδεση των δύο ζωνών, καθώς έτσι μειώνεται η 

επιφανειακή τους τάση (Εικόνα 10b). Εάν η πρωτεΐνη βρίσκεται σε σωστό 

κρυσταλλικό επίπεδο και με σωστή φορά, δημιουργείται πάγος μεταξύ 

των δύο ζωνών με αποτέλεσμα την προσρόφησή της πρωτεΐνης στο 

κρυσταλλικό επίπεδο (Εικόνα 10c).51 

 

 

Εικόνα 10 : Σχηματική αναπαράσταση μηχανισμού πρόσδεση των AFPs στα κρυσταλλικά 
επίπεδα του πάγου. (a) Η σκούρα περιοχή καταδεικνύει τις διεπιφάνειες πρωτεΐνης – νερού και 
πάγου – νερού, στις οποίες τα μόρια νερού έχουν διάταξη παρόμοια με αυτήν των μορίων νερού 
στην κρυσταλλική επιφάνεια. (b) Προκειμένου να μειωθεί η επιφανειακή τάση, οι περιοχές αυτές 
αλληλεπικαλύπτονται. (c) Η πρωτεΐνη προσροφάται στο κρυσταλλικό επίπεδο του πάγου μέσω 
της τοπικής δημιουργία πάγου ανάμεσα στην πλευρά πρόσδεσης της πρωτεΐνης και του 
κρυσταλλικού επιπέδου.51       
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 MAXI : ΦΥΣΙΚΗ ΑΝΤΙΨΥΚΤΙΚΗ ΠΡΩΤΕΪΝΗ  

Η αντιψυκτική πρωτεΐνη Maxi (PDB: 4ke2), παράγεται στο πλάσμα του 

αίματος του ψαριού Pseudopleuronectes americanus και ανήκει στις 

Τύπου Ι AFPs. Είναι ένα ομοδιμερές με μοριακό βάρος 33 kDa, ενώ 

αποτελείται από 4 α – έλικες οι οποίες είναι πλούσιες σε αλανίνη (65%). 

Σε κάθε α – έλικα παρατηρείται η περιοδική επανάληψη μιας ομάδας 11 

αμινοξέων (Τ/ΙxxxAxxxAxx), ενώ οι 4 α – έλικες  σχηματίζουν μια 

συστάδα συνολικού μήκους 145 Ǻ και μέσης διαμέτρου 20 Ǻ (Εικόνα 11 

Α). Το κάθε μονομερές της Maxi είναι μια α – έλικα μήκους 290 Ǻ, η 

οποία αναδιπλώνεται κατά 180ο ακριβώς στη μέση, μεταφέροντας έτσι το 

καρβοτελικό της άκρο (C) δίπλα στο αμινοτελικό της (N). Τα δύο 

μονομερή συνδέονται αντιπαράλληλα μέσω διαμοριακών 

αλληλεπιδράσεων (δεσμοί υδρογόνου, φαινόμενα φοβικότητας και π – π 

αλληλεπιδράσεις) μεταξύ των αμινοξέων του C και N άκρου της μιας α – 

έλικας, με τα αμινοξέα όπου βρίσκονται στη φουρκέτα της άλλης α – 

έλικας (Εικόνα 11Β). Ωστόσο η σύνδεση των δύο μονομερών δεν είναι 

αρκετά ισχυρή, επιτρέποντας έτσι την ύπαρξη 400 μορίων νερού στο 

εσωτερικό της πρωτεΐνης (Εικόνα 11C).52 Η ύπαρξη τόσο μεγάλου 

αριθμού μορίων νερού έρχεται σε αντίθεση με άλλες υπερελικομένες 

πρωτεΐνες, οι οποίες αποτελούνται από δύο αντιπαράλληλα ομοδιμερή α 

– ελίκων, όπως η Repressor Of Primer (ROP) (Εικόνα 11D), στην οποία 

θα γίνει εκτενής αναφορά στη συνέχεια.53  

 

Εικόνα 11 : Δομή της AFP Τύπου Ι Maxi (PDB: 4ke2). (A) Η συστάδα των τεσσάρων 
αντιπαράλληλων α – ελίκων και οι ομάδες των 11 αμινοξέων όπου επαναλαμβάνονται περιοδικά 
(R1,R2,R3,R1’,R2’ και R3’). (B) Εικόνα της διατομής του δεξιού άκρου της Maxi, με αναγραφή 
των αμινοξέων μεταξύ των οποίων εμφανίζονται οι διαμοριακές αλληλεπιδράσεις όπου 
συγκροτούν τη συστάδα ενωμένη. (C) Εικόνα της διατομής του δεξιού άκρου της Maxi, στο οποίο 
φαίνονται τα μόρια νερού τα οποία βρίσκονται στο εσωτερικό της πρωτεΐνης. Τα μόρια νερού 
βρίσκονται τόσο ανάμεσα στα δύο μονομερή όσο και ανάμεσα στις α – έλικες του κάθε 
μονομερούς. (D) Εικόνα διατομής του δεξιού άκρου της ROP στο οποίο φαίνεται πως στο 
εσωτερικό της υπάρχουν δύο μόρια νερού.52 
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Η χαλαρή σύνδεση των τεσσάρων α – ελίκων επιτρέπει τη δημιουργία δύο 

μονοστιβάδων νερού, ανάμεσα στις α – έλικες του κάθε μονομερούς, 

καθώς και ανάμεσα στις α – έλικες των δύο μονομερών (Εικόνα 12 

Δεξιά). Σε κάθε μονοστιβάδα τα μόρια νερού δημιουργούν ένα δίκτυο 

μέσω δεσμών υδρογόνου και διατάσσονται κυρίως σε πενταγωνική 

γεωμετρία, ενώ πιο σπάνια εμφανίζονται τετραγωνικές και εξαγωνικές 

γεωμετρίες (Εικόνα 12 Αριστερά).52 

Στο σχηματισμό και στη συντήρηση αυτού του δικτύου, σημαντικό ρόλο 

έχει το υψηλό ποσοστό αλανίνης στην αλληλουχία της πρωτεΐνης. Η 

αλανίνη έχει μια μικρή, μη πολική πλευρική ομάδα γύρω από την οποία 

τα μόρια νερού σχηματίζουν πενταγωνικούς δακτυλίους. Επίσης οι 

καρβονυλικές ομάδες αλανίνης όπου υπάρχουν στο σκελετό της 

αλυσίδας μπορούν να σχηματίσουν δεσμούς υδρογόνου τόσο με τα μόρια 

νερού στις εσωτερικές μονοστιβάδες, όσο και με τα μόρια νερού στο 

διαλύτη. Αυτοί οι δεσμοί υδρογόνου έχουν διπλή δράση : Πρώτων οι 

δεσμοί υδρογόνου μεταξύ σκελετού – μονοστιβάδων, βοηθούν στη 

συνένωση των τεσσάρων α - ελίκων, και δεύτερον οι δεσμοί υδρογόνου 

σκελετού – διαλύτη αυξάνουν τη διαλυτότητα της Maxi στο πλάσμα του 

αίματος.54 

 

 

Εικόνα 12 : (Αριστερά Α) Μονοστιβάδα μορίων νερού το οποίο σχηματίζεται ανάμεσα στις α – 
έλικες του κάθε μονομερούς. (Αριστερά B) Μονοστιβάδα μορίων νερού το οποίο σχηματίζεται 
ανάμεσα στα δύο μονομερή. (Δεξιά) Διατομή του ενός άκρου της Maxi στο οποίο φαίνονται οι 
δυο μονοστιβάδες να προσπίπτουν μεταξύ τους με κλήση περίπου 90ο.52 

 

Τα μόρια νερού τα οποία βρίσκονται στην εξωτερική επιφάνεια της Maxi 
έχουν διάταξη παρόμοια με αυτή των μορίων νερού όπου βρίσκονται στη 

διεπιφάνεια πάγου – νερού. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα να ευνοείται η 
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συνένωση της Maxi με τη διεπιφάνεια μορίων νερού όπου υπάρχει στα 
κρυσταλλικά επίπεδα. Η σύνδεση αυτή ευνοεί τη δημιουργία μιας 

γέφυρας πάγου μεταξύ της Maxi και των κρυσταλλικών επιπέδων  
οδηγώντας έτσι στην προσρόφησή της στα κρυσταλλικά επίπεδα.50,51  

 

 Rm6AF : ΤΕΧΝΙΤΗ ΑΝΤΙΨΥΚΤΙΚΗ ΠΡΩΤΕΪΝΗ 

Η Rm6AF είναι μια αντιψυκτική πρωτεΐνη η οποία έχει προέλθει από 

μεταλλάξεις στην πρωτεΐνη Rm6, η οποία επίσης προέρχεται από 

μετάλλαξη της αλληλουχίας αμινοξέων της φυσικής πρωτεΐνης Repressor 

Of Primer (ROP). Η ROP είναι υπεύθυνη για τον έλεγχο του αριθμού 

πλασμιδίων, όπου θα προκύψουν από την αντιγραφή του πλασμιδίου 

ColE1. Δομικά είναι ένα ομοδιμερές, ενώ το κάθε μονομερές της 

αποτελείται από δύο α- έλικες, οι οποίες είναι ενωμένες αντιπαράλληλα 

με μια φουρκέτα. (Εικόνα 13 Α1) Η ένωση των δύο μονομερών οδηγεί 

στο σχηματισμό μιας υπερελικομένης δομής, τεσσάρων αντιπαράλληλων 

α – ελίκων, με το αμινοτελικό και καρβοτελικό άκρο του ενός 

μονομερούς, να βρίσκεται απέναντι από τη φουρκέτα του άλλου. Η 

αλληλουχία αμινοξέων της ROP εμφανίζει ένα επαναλαμβανόμενο 

μοτίβο 7 – αμινοξέων (επτάδα), τα οποία αντιστοιχούν σε δύο πλήρης 

στροφές της κάθε έλικας. Το εσωτερικό της ROP αποτελείται από έναν 

υδρόφοβο πυρήνα ο οποίος εκτείνεται κατά μήκος των τεσσάρων α – 

ελίκων και αποτελείται κυρίως από το 1ο και το 7ο αμινοξύ κάθε 

επτάδας, ενώ το 6ο αμινοξύ της κάθε επτάδας είναι στραμμένο προς το 

εξωτερικό της πρωτεΐνης και βρίσκεται εκτεθειμένο στον διαλύτη. Αυτό 

υποδηλώνει ότι, ο υδρόφοβος πυρήνας της ROP συγκρατείται ενωμένος 

κυρίως μέσω υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων των πλευρικών ομάδων του 

1ου και 7ου αμινοξέος της κάθε επτάδας (Εικόνα 13 C1). Σημαντική 

παρατήρηση αποτελεί το ότι στο εσωτερικό του υδρόφοβου πυρήνα της 

ROP φαίνεται να υπάρχουν δύο μόρια νερού (Εικόνα 13 Β1), τα οποία 

σχηματίζουν δεσμούς υδρογόνου με τις καρβονυλικές ομάδες των 

αμινοξέων Αla 12 και 45. Επίσης η ύπαρξη των δύο μορίων νερού στο 

εσωτερικό του μορίου, μαζί με την πλευρική ομάδα του αμινοξέος Thr 

19, προσδίδουν ένα λίγο πιο υδρόφιλο χαρακτήρα στο κέντρο του 

πυρήνα.53,55  

Επιπλέον πειράματα κρυσταλλογραφίας, τα οποία έχουν γίνει σε 

μετάλλαγμα της ROP, τ’ οποίο φέρει δύο επιπρόσθετα αμινοξέα Ala στην 

περιοχή της φουρκέτας <2αα> , δείχνουν πως τα μόρια νερού γύρω από 

την <2αα> λειτουργούν ως γέφυρα μεταξύ δύο μορίων πρωτεΐνης. Τα 

μόρια νερού στην επιφάνεια της <2αα> διευθετούνται πενταγωνικές και 

εξαγωνικές γεωμετρίες γύρω από το αμινοξύ Thr 17, προσφέροντας έτσι 

περιοχές υψηλής ενυδάτωση.56 Επίσης έχει αποδειχτεί η δυνατότητα 



~ 23 ~ 

 

δημιουργίας κοιλοτήτων στον υδρόφοβο πυρήνα της ROP μέσω 

μετάλλαξης του αμινοξέος Leu 41 προς Ala. Στις κοιλότητες όπου 

δημιουργήθηκαν στον υδρόφοβο πυρήνα της ROP, εισήλθαν μόρια 

νερού τα οποία σχημάτισαν δεσμούς υδρογόνου με τις καρβονυλικές 

ομάδες της κεντρικής αλυσίδας του κάθε μονομερούς, προσφέροντας 70 

– 80 % πλήρωση στον χώρο της κοιλότητας.57  

Η πρωτεΐνη Rm6, είναι ένα μετάλλαγμα της ROP το οποίο προέρχεται 

από τη διαγραφή των 5 αμινοξέων, τα οποία αποτελούν τη φουρκέτα της 

ROP. Η διαγραφή αυτή οδηγεί στη δημιουργία μιας υπερελικομένης 

δομής, κυλινδρικής γεωμετρίας, με μήκος 78 Ǻ και διάμετρο 28 Ǻ. Η 

Rm6 είναι ομοτετραμερές, το οποίο αποτελείται από 4 αντιπαράλληλες 

αριστερόστροφες α – έλικες, όπου η κάθε μια αποτελείται από την 

πολύπεπτιδική αλυσίδα της ROP (Εικόνα 13 Α2) (εκτός των πέντε 

αμινοξέων της φουρκέτας).58 Ο υδρόφοβος πυρήνας της Rm6, δεν 

φαίνεται να παρουσιάζει κάποια κοιλότητα η οποία να περιέχει μόρια 

νερού (Εικόνα 13 Β2) , ενώ η σύνδεση των τεσσάρων α – ελίκων φαίνεται 

να είναι πιο ισχυρή από αυτή της ROP, λόγω πιο πυκνής αναδίπλωσης, 

κάτι το οποίο προσδίδει στην Rm6 μεγάλη θερμική σταθερότητα.59,60     

 

 

Εικόνα 13 : Μοντέλα υπερελικομένων πρωτεϊνών, που αποτελούνται από τέσσερεις α – έλικες : 
ROP (A-B-C 1), , Rm6 (A-B-C 2). Στη σειρά Β παρουσιάζονται τα μόρια νερού (μπλε σφαίρες), 
όπου έχουν εισέλθει στο εσωτερικό του υδρόφοβου πυρήνα της κάθε πρωτεΐνης.59 

 

Στην παρούσα διπλωματική κατασκευάστηκε μια τεχνητή αντιψυκτική 

πρωτεΐνη (Rm6AF), μέσω τριών μεταλλάξεων στην αλληλουχία αμινοξέων 

της Rm6. Σκοπός ήταν να δημιουργηθεί μια κοιλότητα στο εσωτερικό 

του υδρόφοβου πυρήνα μιας υπερελικομένης πρωτεΐνης, έτσι ώστε να 

μπορούν να εισέλθουν μόρια νερού. Για να επιτευχθεί αυτό λήφθηκαν 
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υπόψιν οι εξής παράμετροι : πρώτον η σταθερότητα της πρωτεΐνης, 

δεύτερον η σημασία της Ala, στη δημιουργία ενυδατωμένων κοιλοτήτων 

και τρίτον η αλληλουχία των 11 – αμινοξέων όπου παρατηρείται να 

επαναλαμβάνεται στη Maxi. Η Rm6 αποτέλεσε τον πιο κατάλληλο 

υποψήφιο καθώς είναι πιο σταθερή θερμικά από την ROP και έτσι 

μπορεί να δεχτεί μεταλλάξεις χωρίς να επηρεαστεί σημαντικά η 

τεταρτοταγής δομή της. Επίσης λόγω της αλληλουχίας της μπορεί να 

δημιουργηθεί στο κέντρο του υδρόφοβου πυρήνα της μια κοιλότητα με 

μετάλλαξη των αμινοξέων Leu 22, Leu26 και Leu 29 προς Αla. Το πιο 

σημαντικό είναι ότι μέσω αυτών των μεταλλάξεων, δημιουργείται στο 

κέντρο του πυρήνα της Rm6 η αλληλουχία 11 – πεπτιδίων όπου 

επαναλαμβάνεται περιοδικά στη Maxi. 

 

Εικόνα 14 : Αλληλουχία Αμινοξέων δύο μονομερών της πρωτεΐνης Rm6 (Πάνω). Μοντέλο δομής 
της πρωτεΐνης Rm6 (Κάτω). Με κόκκινο απεικονίζονται τα αμινοξέα του υδρόφοβου πυρήνα, ενώ 
με μπλε τα αμινοξέα τα οποία βρίσκονται στο κέντρο του υδρόφοβου πυρήνα. Με μετάλλαξη των 
αμινοξέων Leu 22, Leu26 και Leu 29 προς Αla, δημιουργείται μια κοιλότητα στο κέντρο του 
υδρόφοβου πυρήνα η αλληλουχία της οποία ακολουθεί το μοτίβο της εντεκάδας 
(T/IxxxAxxxAxx) της πρωτεΐνης Maxi.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΙΙ : ΜΕΘΟΔΟΙ ΓΙΑ ΤΗΝ ΠΑΡΑΓΩΓΗ, ΤΗΝ 
ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΚΑΙ ΤΟΝ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟ ΤΩΝ AFPs 

 

 ΕΤΕΡΟΛΟΓΑ ΣΥΣΤΗΜΑΤΑ ΕΚΦΡΑΣΗΣ E. Coli 

Τα ετερόλογα συστήματα έκφρασης πρωτεϊνών βασίζονται στην έκφραση 

ετερόλογων γονιδίων είτε σε προκαρυωτικά συστήματα (π.χ. βακτήριο 

E.Coli), είτε σε ευκαρυωτικά (κύτταρα εντόμων, φυτών και ζύμες). Τα πιο 

συχνά χρησιμοποιούμενα συστήματα είναι αυτά των E. Coli, λόγω του ότι 

αναπτύσσεται εύκολα, μπορεί να δεχτεί μια μεγάλη ποικιλία φορέων 

κλωνοποίησης, υπάρχουν πολλές σειρές E.Coli για μεγιστοποίηση της 

έκφρασης της πρωτεΐνης και είναι εύκολο στην εργαστηριακή του 

χρήση.61    

 

 

 

Εικόνα 15 : Σχηματική αναπαράσταση έκφρασης πρωτεϊνών σε ένα ετερόλογο σύστημα 
έκφρασης. Οι πρωτεΐνες μπορεί να είναι είτε διαλυτές είτε αδιάλυτες, επομένως είναι απαραίτητη 
μια διαφορετική προσέγγιση στην κάθε περίπτωση ώστε να απομονωθούν και να 
χαρακτηριστούν.62 

 

Με χρήση είτε θερμότητας είτε ηλεκτρισμού εισέρχεται στο βακτήριο 

E.Coli, ένας φορέας κλωνοποίησης, ο οποίος είναι συνήθως πλασμίδιο 
και φέρει το γονίδιο της επιθυμητής πρωτεΐνης.  Το γονίδιο αυτό 

βρίσκεται υπό τον έλεγχο ενός ισχυρού υποκινητή ώστε να ευνοηθεί η 

υπερέκφραση της πρωτεΐνης αλλά και να μπορεί να ελεγχθεί η έκφραση 
του γονιδίου μέσω κάποιου επαγωγέα.63 
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 ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ΣΥΓΓΕΝΕΙΑΣ Ni – NTA 

 Η χρωματογραφία συγγένειας Ni – NTA βασίζεται στην χηλική ένωση 

νιτριλοτριοξικό οξύ (ΝΤΑ) η οποία συναρμόζεται με ένα δισθενές κατιόν 
νικελίου Ni2+ (Εικόνα 16 Α). To NTA συνδέεται χημικά σε διασταυρωμένη 

αγαρόζη, η οποία εμφανίζει καλύτερες φυσικές και χημικές ιδιότητες 

από την κοινή αγαρόζη, κυρίως σε ότι αφορά την αντοχή της απέναντι σε 

οργανικούς διαλύτες. Ως εκ τούτου τα Ni2+ βρίσκονται ακινητοποιημένα 
στο πλέγμα της αγαρόζης, σχηματίζοντας τέσσερεις δεσμούς συναρμογής 
με το ΝΤΑ και δύο δεσμούς με δύο μόρια νερού. 

Οι πρωτεΐνες προς καθαρισμό είναι ανασυνδυασμένες έτσι ώστε να 

φέρουν στο καρβοτελικό ή αμινοτελικό τους άκρο μια ετικέτα έξι 

ιστιδινών (6χHis). Η ετικέτα αυτή επιτρέπει την πρόσδεση των πρωτεϊνών 
στο πλέγμα αγαρόζης μέσω δεσμών συναρμογής όπου σχηματίζονται 

μεταξύ των ιστιδινών και των Ni2+, με απομάκρυνση των δύο μορίων 

νερού (Εικόνα 16 Β). Λόγω της φύσης των δεσμών όπου σχηματίζονται 
μεταξύ των ιστιδινών και των Ni2+, η πρόσδεση είναι ειδική, ισχυρή αλλά 

και αντιστρεπτή. Η πλύση του πλέγματος αγαρόζης όπου έχει προσδεθεί 

η πρωτεΐνη, με διαλύματα όπου φέρουν ολοένα και αυξανόμενη 
συγκέντρωση ιμιδαζόλης, επιφέρει την αποδέσμευση της πρωτεΐνης από 

το πλέγμα. Η αποδέσμευση λαμβάνει χώρα λόγω του ότι ο ιμιδαζολικός 

δακτύλιο είναι κομμάτι της δομής της ιστιδίνης (Εικόνα 16 Γ), με 

αποτέλεσμα δεσμοί συναρμογής να δημιουργούνται μεταξύ του 
ιμιδαζολίου και των Ni2+, αντικαθιστώντας τα κατάλοιπα ιστιδίνης και 
απελευθερώνοντας έτσι την πρωτεΐνη από το πλέγμα.64    

 

 

Εικόνα 16 : (Α) Χηλική ένωση νιτριλοτριοξικού οξέος (ΝΤΑ) με το δισθενές κατιόν νικελίου Ni2+. 
(B) Αλληλεπίδραση δύο αμινοξέων ιστιδίνης της ταμπέλας 6χHis, η οποία βρίσκεται στο ένα άκρο 
της πρωτεΐνης, με την ομάδα Ni – NTA η οποία είναι ακινητοποιημένη στη μήτρα αγαρόζης. (Γ) 
Χημική δομή ιμιδαζόλης και του αμινοξέος His. 64  
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 ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΓΕΛΗΣ ΑΚΡΥΛΑΜΙΔΙΟΥ SDS – PAGE  

Η μέθοδος SDS – PAGE χρησιμοποιείται ώστε να διαχωριστούν οι 

πρωτεΐνες βάση του μοριακού τους βάρους, εντός μιας γέλης 

ακρυλαμιδίου η οποία αποτελείται από δύο φάσεις, μια αραιή (Stacking 

Phase) και μια πυκνή (Running Phase). Η αραιή φάση βρίσκεται επάνω 

από την πυκνή και βοηθάει στην καλή στοίχιση των πρωτεϊνών ώστε να 

εισέλθουν ταυτόχρονα στην πυκνή φάση, δημιουργώντας έτσι ένα ενιαίο 

μέτωπο. Προκειμένου ο διαχωρισμός να οφείλεται αποκλειστικά στο 

μοριακό βάρος της πρωτεΐνης, αυτή πρέπει να αποδιαταχθεί. Η 

αποδιάταξη λαμβάνει χώρα με τη χρήση ρυθμιστικού διαλύματος (1 χ 

reagent) το οποίο περιέχει δωδεκυλοθειικό νάτριο (SDS), το οποίο 

προσδίδει στην πρωτεΐνη αρνητικό φορτίο. Επίσης για την πλήρη 

αποδιάταξη της πρωτεΐνης, το διάλυμα ρυθμιστικού διαλύματος – 

πρωτεΐνης θερμαίνεται στους 80 οC για χρονικό διάστημα 5 min. Εν 

συνεχεία ποσότητα (μl) διαλύματος τοποθετείται σε συγκεκριμένες θέσεις 

(πηγάδια), στην αραιή φάση της γέλης ακρυλαμιδίου και εφαρμόζεται 

διαφορά δυναμικού στα άκρα της. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα οι 

πρωτεΐνες, οι οποίες είναι αρνητικά φορτισμένες, να κινούνται προς το 

θετικό ηλεκτρόδιο, με αποτέλεσμα να εισέρχονται στην πυκνή φάση της 

γέλης. Οι πρωτεΐνες με μικρό μοριακό βάρος προπορεύονται ενώ 

ακολουθούν οι πρωτεΐνες μεγαλύτερων μοριακών βαρών, με αποτέλεσμα 

να διαχωρίζονται και να σχηματίζουν διαφορετικές μπάντες εντός της 

γέλης.65  

 

Εικόνα 17 : Απεικόνιση πειραματικής διάταξης της ηλεκτροφόρισης γέλης ακρυλαμιδίου (SDS – 
PAGE). Στη διάταξη η γέλη τοποθετείται ανάμεσα σε δύο τζάμια τα οποία απέχουν απόσταση 
χιλιοστών. Η πράσινη περιοχή αντιπροσωπεύει την αραιή φάση της γέλης, πάνω στην οποία 
μπορεί να παρατηρηθούν οι περιοχές τοποθέτησης δείγματος (πηγάδια). Από κάτω με γκρι 
χρώμα αναπαρίσταται η πυκνή περιοχή της γέλης, στην οποία διαχωρίζονται οι πρωτεΐνες βάση 
μοριακού βάρους. Πάνω από τη γέλη υπάρχει ένα αρνητικό ηλεκτρόδιο, ενώ κάτω από αυτή 
υπάρχει ένα θετικό με αποτέλεσμα οι αρνητικά φορτισμένες με SDS πρωτεΐνες να κινούνται από 
πάνω προς τα κάτω εντός της γέλης.65  
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 ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ΑΠΟΚΛΕΙΣΜΟΥ ΜΕΓΕΘΩΝ (SEC) 

Η χρωματογραφία αποκλεισμού μεγεθών (SEC) είναι η πιο ευρέως 

διαδεδομένη μέθοδος για την εύρεση του μοριακού βάρους μιας 
πρωτεΐνης. Κατά τη μέθοδο ένα διάλυμα πρωτεΐνης (κινητή φάση), 

εισάγεται σε μια κολώνα χρωματογραφίας, η οποία φέρει πληρωτικό 

υλικό με πόρους συγκεκριμένου εύρους μεγεθών (στατική φάση). 

Πληρωτικό υλικό είναι συνήθως μια μήτρα γέλης, ενώ το μέγεθος των 
πόρων είναι ανάλογο του μεγέθους, της προς ανάλυση πρωτεΐνης. Καθώς 

η κινητή φάση διαχέεται εντός της στατικής φάσης, οι πρωτεΐνες 

διαχωρίζονται βάση του υδροδυναμικού τους όγκους. Πιο συγκεκριμένα 
οι πρωτεΐνες με μεγάλο υδροδυναμικό όγκο και κατ επέκταση μεγάλο 

μοριακό βάρος, που δεν μπορούν να εισέλθουν εντός όλων των πόρων, 

διανύουν μικρότερη διαδρομή εντός της κολώνας, με αποτέλεσμα να 
εκλούονται πρώτες. Στη συνέχεια όσο το μοριακό βάρος των πρωτεϊνών 

μειώνεται, αυτές διανύουν μεγαλύτερη διαδρομή εντός της στατικής 

φάσης, καθώς μπορούν να εισέρθουν σε μεγαλύτερο αριθμό πόρων και 
ως αποτέλεσμα εκλούονται σε μεγαλύτερα χρονικά διαστήματα. Ο 

προσδιορισμός του μοριακού βάρους της πρωτεΐνης γίνεται μέσω 

σύγκρισης του χρόνου εξόδου από τη στατική φάση, με αυτόν μιας άλλη 
πρωτεΐνης αναφοράς, γνωστού μοριακού βάρους και ίδιου 
υδροδυναμικού όγκου.66  

 

 

Εικόνα 18 : Γραφική απεικόνιση της διαδρομής που ακολουθούν μικρά μόρια, συγκριτικά με 
μεγάλα μόρια εντός της στατικής φάσης. Παρατηρείται πως η συνολική διαδρομή των μικρών 
μορίων είναι μεγαλύτερη, από αυτή των μεγάλων μορίων, καθώς τα πρώτα διέρχονται από 
μεγαλύτερο αριθμό πόρων.67  

 

 ΚΥΚΛΙΚΟΣ ΔΙΧΡΩΙΣΜΟΣ (CD) 

Η μέθοδος του κυκλικού διχρωισμού βασίζεται στη διαφορετική 

απορρόφηση της δεξιόστροφα πολωμένης ηλεκτρομαγνητικής 
ακτινοβολίας, σε σχέση με την αριστερόστροφα πολωμένη 

ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία, από χειρόμορφα μόρια. Πιο 

συγκεκριμένα η ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία μπορεί να πολωθεί 

γραμμικά ή κυκλικά. Στην κυκλικά πολωμένη ηλεκτρομαγνητική 
ακτινοβολία, το διάνυσμα του ηλεκτρικού πεδίου περιστρέφεται είτε 
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δεξιόστροφα είναι αριστερόστροφα  κατά τον άξονα διάδοσης της 
ακτινοβολίας, ενώ κάθε διάνυσμα κάνει μια πλήρη περιστροφή σε χρόνο 

μιας περιόδου του μήκους κύματος. Το κάθε εναντιομερές του 

χειρόμορφου μορίου απορροφά διαφορετικά την κάθε ακτινοβολία, ενώ 
η διαφορά των δύο απορροφήσεων ονομάζεται κυκλικός διχρωισμός.68 

Οι πρωτεΐνες λόγω των χαρακτηριστικών δευτεροταγών δομών όπου 

λαμβάνουν εμφανίζουν και χαρακτηριστικά διαγράμματα CD, κάτι το 

οποίο κάνει το CD μια πολύτιμη μέθοδο στη μελέτη της δευτεροταγούς 
δομής μιας πρωτεΐνης. Από τα διαγράμματα CD, φαίνεται ότι οι 

δευτεροταγής δομές α – ελίκων εμφανίζουν δύο αρνητικές καμπύλες 

απορρόφησης στα 222 nm και στα 208 nm, ενώ εμφανίζουν μια θετική 
καμπύλη απορρόφησης στα 193 nm. Πρωτεΐνες οι οποίες έχουν 

αντιπαράλληλες β – πτυχώσεις εμφανίζουν αρνητική καμπύλη 

απορρόφησης στα 218 nm και θετική καμπύλη απορρόφησης στα 195 
nm.69  

   

 ΔΙΑΦΟΡΙΚΉ ΘΕΡΜΙΔΟΜΕΤΡΙΑ ΣΑΡΩΣΗΣ (DSC) 

Η διαφορική θερμιδομετρία σάρωσης (Differential Scanning 

Calorimetry, DSC), είναι μία τεχνική θερμικής ανάλυσης που 

εφαρμόζεται για το χαρακτηρισμό των θερμικών ιδιοτήτων υλικών, όπως 

η θερμοκρασία  τήξης (Τm) και κρυστάλλωσης (Τc). Η τεχνική DSC 

βασίζεται στη μέτρηση της θερμότητας που απορροφάται  ή εκλύεται από 

ένα υλικό, όταν αυτό υπόκεινται σε ψύξη ή θέρμανση υπό σταθερό 

ρυθμό. Η απορρόφηση θερμότητας από το δείγμα (ενδόθερμη μεταβολή ) 

ή  η έκλυση θερμότητας από το δείγμα (εξώθερμη μεταβολή), είναι 

ανάλογη του ρυθμού θέρμανσης (οC/min) , του βάρους του δείγματος 

(w) και της ειδικής θερμότητάς του (c)70. Μέσω της τεχνικής DSC είναι 

δυνατή η καταγραφή του σημείου πήξεως αλλά και τήξεως ενός υδατικού 

διαλύματος AFP. Με την εύρεση των δύο αυτών σημείων είναι δυνατός ο 

υπολογισμός της θερμικής υστέρησης που εμφανίζει το διάλυμα και κατ’ 

επέκταση ο προσδιορισμός της αντιψυκτικής δράσης της AFP.71,72 

 

 ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ ΒΙΩΣΙΜΟΤΗΤΑΣ 

Ένας συνήθης τρόπος ελέγχου των αντιψυκτικών ιδιοτήτων διαφόρων 

AFPs, είναι ο έλεγχος βιωσιμότητας βακτηρίων τα οποία τις παράγουν. 

Μέσω των ετερόλογων συστημάτων έκφρασης, είναι δυνατή η παραγωγή 

της εκάστοτε AFP αλλά και έλεγχος του κατά πόσο η πρωτεΐνη μπορεί να 

προσφέρει προστασία στα βακτήρια απέναντι σε χαμηλές θερμοκρασίες. 

Τα βακτήρια τα οποία χρησιμοποιούνται (συνήθως E.Coli) φέρουν 

πλασμίδιο, το οποίο είτε κωδικοποιεί μια συγκεκριμένη AFP είτε δεν 

φέρει κάποιο γονίδιο AFP. Αφού πραγματοποιηθεί επαγωγή της AFP, οι 
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υγρές καλλιέργειες επωάζονται σε για μεγάλα χρονικά διαστήματα (~ 15 

ημερών), σε θερμοκρασίες κοντά στους 0 οC. Δείγματα από αυτές τις 

καλλιέργειες απομονώνονται ανά σταθερά χρονικά διαστήματα μέσα στην 

περίοδο επώασης και μεταφέρονται σε στερεές καλλιέργειες, οι οποίες 

επωάζονται σε φυσιολογικές θερμοκρασίες ανάπτυξης για διάστημα 16 

h. Η αντιψυκτική προστασία της AFP ορίζεται βάση σύγκρισης του 

αριθμού των αποικιών όπου προκύπτουν από τις καλλιέργειες βακτηρίων 

όπου εκφράζουν την AFP και του αριθμού αποικιών από τις καλλιέργειες 

βακτηρίων όπου δεν την εκφράζουν.73,74 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΙΙΙ : ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΕΣ ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΕΣ 

 

 ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ ΓΟΝΙΔΙΑΚΗΣ ΚΑΤΑΣΚΕΥΗΣ, ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ 

ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ 

 

Κατασκευή Γονιδιακής Κατασκευής 

Το γονίδιο της πρωτεΐνης Rm6AF, όπως αναφέρθηκε παραπάνω φέρει 

στις θέσεις των αμινοξέων 22, 26 και 29 της RM6, αλανίνη αντί λευκίνης 

και κατασκευάστηκε από την εταιρία GenScript©, ενώ ως φορέας 

κλωνοποίησης ζητήθηκε το πλασμίδιο pET26b(+). 

 

Μετασχηματισμός Βακτηριακών Κυττάρων 

Τα βακτηριακά κύτταρα τα οποία επιλέχθηκαν για μετασχηματισμό ήταν 

τα E. Coli BL21(DE3), ενώ για το μετασχηματισμό τους ακολουθήθηκε η 

παρακάτω πειραματική διαδικασία : Από το πλασμίδιο, το οποίο  

παραλήφθηκε σε μορφή λυοφιλιωμένης σκόνης μάζας 4 μgr, 

παρασκευάστηκε υδατικό διάλυμα πλασμιδίου συγκέντρωσης 250 

ngr/μl, με ανάμειξη των 4 μgr σκόνης πλασμιδίου με 160 μl διπλά 

απιονισμένου και φιλτραρισμένου νερού (np H2O). Εν συνεχεία 

παρασκευάστηκε ένα δεύτερο υδατικό διάλυμα πλασμιδίου τελικού 

όγκου 50 μl και συγκέντρωσης 10 ngr/μl. Ολόκληρη η ποσότητα του 

δεύτερου διαλύματος πλασμιδίου μεταφέρθηκε σε 100 μl διαλύματος 

κυττάρων Ε. Coli, και το διάλυμα το οποίο προέκυψε τοποθετήθηκε σε 

θερμοκρασία 0 οC για 30 min. Έπειτα το διάλυμα πλασμιδίου – E. Coli 

μεταφέρθηκε σε θερμοκρασία 42 οC για χρονικό διάστημα 90 sec, ώστε 

η κυτταρική μεμβράνη να γίνει διαπερατή, προκειμένου να εισέλθει ο 

φορέας κλωνοποίησης στα κύτταρα. Μετά τη θέρμανση το διάλυμα 

πλασμιδίου – Ε. Coli επωάστηκε σε θερμοκρασία 0 οC για χρονικό 

διάστημα 2 min προκειμένου η κυτταρική μεμβράνη να μην είναι πλέον 

διαπερατή και στο διάλυμα προστέθηκαν 400 μl θρεπτικού μέσου Luria 

– Broth (LB) (Παράρτημα Ι), το οποίο περιείχε 30 μgr/ml αντιβιοτικού 

καναμυκίνης (LB + Kan). Το διάλυμα, το οποίο προέκυψε επωάστηκε 

υπό συνεχή ανάδευση (180 rpm), για 1 h στους, 37 οC σε επωαστήρα 

New Brunswick™ Excella® E24 και στη συνέχεια ολόκληρη η ποσότητα 

του διαλύματος επιστρώθηκε σε πιάτα πετρί που περιείχαν στερεό 

θρεπτικό μέσω (LB – Agar), το οποίο περιείχε ίδια ποσότητα αντιβιοτικού 

καναμυκίνης (Παράρτημα Ι). Τα προηγούμενα πιάτα επωάστηκαν για 16 
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h στους 37 οC, ενώ με το πέρας της επώασης παρατηρήθηκε η ανάπτυξη 

αποικιών στην επιφάνεια του στερεού θρεπτικού μέσου.  

Έλεγχος Μετασχηματισμού και Έκφρασης πρωτεΐνης Rm6AF 

Για τον έλεγχο του επιτυχούς μετασχηματισμού και έκφρασης της 

Rm6AF, ακολουθήθηκαν τα παρακάτω βήματα :  

Αρχικά παρασκευάστηκαν τέσσερεις υγρές καλλιέργειες βακτηριακών 

κυττάρων E. Coli BL21(DE3). Η κάθε καλλιέργεια παρασκευάστηκε 

μέσω μεταφοράς  μιας αποικίας από το στερεό θρεπτικό μέσο  σε 5 ml 

υγρού θρεπτικού μέσου LB + Κan. Οι υγρές καλλιέργειες επωάστηκαν 

υπό συνεχή ανάδευση (180 rpm), σε θερμοκρασία 37 οC, για χρονικό 

διάστημα 16 h. Μετά την επώαση από κάθε καλλιέργεια 

παρασκευάστηκε στοκ γλυκερόλης (Παράρτημα Ι). Τα τέσσερα στοκ 

αποθηκευτήκαν σε θερμοκρασία - 80 οC για περαιτέρω χρήση.  Εν 

συνεχεία από τις υγρές καλλιέργειες παρασκευάστηκαν πέντε νέες 

καλλιέργειες μέσω αραίωσης τους (1 : 20), για να ελεγχθεί η έκφραση 

της πρωτεΐνης. Η παρασκευή της κάθε νέας καλλιέργειας έγινε με 

ανάμειξη 0.5 ml καλλιέργειας σε 10 ml υγρού θρεπτικού μέσου LB + 

Kan. Οι αραιωμένες καλλιέργειες επωάστηκαν υπό συνεχή ανάδευση 

(180 rpm), στους 37 οC, έως ότου η οπτική τους πυκνότητα (OD) να είναι 

ίση με 0.6, η οποία μετρήθηκε με φασματοφωτόμετρο HITACHI U – 

5100. Για τις πρώτες τέσσερεις καλλιέργειες (Ι, ΙΙ, ΙΙΙ, ΙV), όταν η OD 

έφτανε την επιθυμητή τιμή, ξεκινούσε το στάδιο της επαγωγής, μέσω της 

προσθήκης επαγωγέα ισοπροπυλικής β-D-1-θειογαλακτοπυρανοσίδης 

(IPTG) (1 mΜ) στην καλλιέργεια. Με την προσθήκη του επαγωγέα κάθε 

καλλιέργεια μεταφέρθηκε για επώαση υπό συνεχή ανάδευση στις 180 

rpm, σε θερμοκρασία 37 οC, για 16 h. Η πέμπτη καλλιέργεια (Un) 

χρησιμοποιήθηκε ως αρνητικός έλεγχος, επομένως όταν η OD της 

έφτασε την επιθυμητή τιμή δεν προστέθηκε επαγωγέα αλλά μεταφέρθηκε 

αμέσως για επώαση στις ίδιες συνθήκες με τις υπόλοιπες τέσσερεις 

καλλιέργειες.  Με το πέρας της επώασης απομονώθηκε δείγμα 1ml από 

κάθε καλλιέργεια, το οποίο φυγοκεντρήθηκε στις 6000 rpm για 20 min 

στους 4 οC. Στην πελέτα κυττάρων που προέκυψε από τη φυγοκέντρηση 

του κάθε δείγματος προστέθηκαν 70 μl 1χReagent και στη συνέχεια όλες 

οι πελέτες θερμάνθηκαν για 5 min στους 100 οC, πριν αναλυθούν μέσω 

ηλεκτροφόρησης SDS – PAGE. Από τα αποτελέσματα της 

ηλεκτροφόρησης (Εικόνα 19), φαίνεται ότι η πρωτεΐνη Rm6AF, 

εκφράζεται σε όλες τις καλλιέργειες, επομένως ο μετασχηματισμός των 

κυττάρων στέφθηκε με επιτυχία. Επίσης φαίνεται ότι καλύτερη έκφραση 

εμφανίζεται στην τρίτη καλλιέργεια, επομένως για τα πειράματα όπου θα 

ακολουθήσουν, θα παρασκευαστούν καλλιέργειες από το τρίτο στοκ 

γλυκερόλης. Τέλος παρατηρείται η έκφραση πρωτεΐνης και στην πέμπτη 
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καλλιέργεια, στην οποία δεν προστέθηκε IPTG. Αυτό εξηγείται είτε λόγω 

της έκφρασης ενδογενούς ROP στα κύτταρα, η οποία είναι υπεύθυνη για 

τον έλεγχο του πολλαπλασιασμού των πλασμιδίων, είτε λόγω διαρροής 

του υποκινητή. 

 

Εικόνα 19 : Γέλη ηλεκτροφόρησης SDS – PAGE δειγμάτων από πέντε υγρές καλλιέργειες 
βακτηρίων E. Coli BL21(DE3). (Μ) Μάρτυρας διαφορετικών μοριακών βαρών. (Un) Δείγμα από 
καλλιέργεια στην οποία δεν προστέθηκε επαγωγέας IPTG. (Ι, ΙΙ, ΙΙΙ, ΙV) Δείγματα από 
καλλιέργειες στις οποίες προστέθηκε επαγωγέας IPTG.  

 

 ΈΛΕΓΧΟΣ ΔΙΑΛΥΤΟΤΗΤΑΣ ΚΑΙ ΕΠΙΛΟΓΗ LYSIS BUFFER 

Μετά τον έλεγχο της έκφρασης της πρωτεΐνης ακολουθεί η μελέτη της 

διαλυτότητας της σε τρία διαφορετικά Lysis Buffer (Παράρτημα Ι), ως 

εξής : Αρχικά παρασκευάστηκε καλλιέργεια βακτηρίων E. Coli, σε υγρό 

θρεπτικό μέσω LB + Kan. Για την παρασκευή της καλλιέργειας ένα 

ρύγχος πιπέτας εμβαπτίστηκε στο τρίτο στοκ καλλιέργειας E.Coli, το 

οποίο είχε αποθηκευτεί σε θερμοκρασία - 80οC και τοποθετήθηκε σε 5 

ml LB + Kan. Η καλλιέργεια τοποθετήθηκε για επώαση στους 37 οC, υπό 

συνεχή ανάδευση (180 rpm), για χρονικό διάστημα 16 h. Με το πέρας 

της επώασης, η καλλιέργεια αραιώθηκε σε αναλογία 1:20 με ανάμειξη 

2.5 ml καλλιέργειας σε 50 ml LB. Η αραιωμένη καλλιέργεια 

τοποθετήθηκε για επώαση στους 37 οC, υπό συνεχή ανάδευση στις 180 

rpm, έως ότου η οπτική πυκνότητα (ΟD) ~0.6. Όταν η OD έφτασε την 

επιθυμητή τιμή προστέθηκε στην καλλιέργεια ποσότητα επαγωγέα IPTG, 

ώστε η τελική συγκέντρωσή του να είναι 1mΜ. Μετά την προσθήκη του 

IPTG, η καλλιέργεια τοποθετήθηκε για επώαση στους 37 οC, υπό συνεχή 

ανάδευση (180 rpm), για χρονικό διάστημα 16 h. Αφού η επώαση 

ολοκληρώθηκε, η καλλιέργεια διαιρέθηκε σε τρείς ίσες ποσότητες οι 

οποίες φυγοκεντρήθηκαν στις 6000 rpm, στους 4 οC, για χρονικό 

διάστημα 20 min (HERMLE J 32 HK, με ρότορα 221.18). Με την 

ολοκλήρωση της φυγοκέντρισης, απομακρύνθηκε το υπερκείμενο υγρό 

από το κάθε δοχείο, και σε κάθε ίζημα κυττάρων προστέθηκε ποσότητα 1 
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ml από διαφορετικό Lysis Buffer. Το κάθε διάλυμα κυττάρων 

επαναδιαλυτοποιήθηκε, και έγινε η διάρρηξη των κυττάρων με 

υπερήχους (Vibracell Bioblock 600 W), με χρήση μικρής κεφαλής 

(microtiping). Στα διαλύματα εφαρμόστηκαν 2 κύκλοι υπέρηχων, όπου ο 

κάθε κύκλος αποτελούταν από 30 sec υπερήχων και 30 sec ανάπαυσης. 

Με την ολοκλήρωση των υπερήχων τα διαλύματα φυγοκεντρήθηκαν στις 

12.500 rpm, για 1 h, στους 4 οC με χρήση ίδια φυγόκεντρου με πριν. 

Με το πέρας της φυγοκέντρισης απομονώθηκε το υπερκείμενο υγρό του 

κάθε διαλύματος, ενώ το ίζημα κυττάρων όπου βρισκόταν στον πυθμένα 

του κάθε δοχείου επαναδιαλυτοποιήθηκε σε 1 ml του αντίστοιχου Lysis 

Buffer. Εν συνεχεία δείγματα από τα υπερκείμενα και τις αντίστοιχες 

πελέτες μετά τη φυγοκέντρηση τρεχτούν σε SDS – PAGE, για έλεγχο της 

διαλυτότητας. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της ηλεκτροφόρησης 

(Εικόνα 20) φαίνεται ότι η πρωτεΐνη Rm6AF, βγαίνει στο υπερκείμενο σε 

όλα τα Lysis Buffer που χρησιμοποιήθηκαν, ενώ μεγαλύτερη ποσότητα 

διαλυτής πρωτεΐνης, φαίνεται να απομονώνεται με τη χρήση του Lysis 

Buffer I, του οποίου η σύσταση είναι 25 mM Tris (pH = 8), 50 mM NaCl 

και  5 mM ιμιδαζόλιο.    

 

 

Εικόνα 20 : Γέλη ηλεκτροφόρησης SDS – PAGE δειγμάτων ( ΥI, ΥII, ΥIII) υπερκείμενου υγρού 
και  ( PI, PII, PIII) ιζήματος κυττάρων, ύστερα από χρήση υπερήχων και φυγοκέντρηση, για τα 
τρία διαφορετικά Lysis Buffer αντίστοιχα. (Μ) Μάρτυρας διαφορετικών μοριακών βαρών.  

 

 ΕΚΦΡΑΣΗ ΚΑΙ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΑΝΤΙΨΥΚΤΙΚΉΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ 

Rm6AF ΣΕ ΜΕΓΑΛΗ ΚΛΙΜΑΚΑ 

 

Επαγωγή αντιψυκτικής πρωτεΐνης Rm6AF 

Αφού επιβεβαιώθηκε ότι η πρωτεΐνη Rm6AF εκφράζεται επιτυχώς και 

απομονώνεται επιτυχώς στο υπερκείμενο, πραγματοποιήθηκε η πρώτη 
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μεγάλης κλίμακας παραγωγή της.  Αρχικά έγινε εμβολιασμός από το 

τρίτο στοκ γλυκερόλης (-80 οC), σε 200 ml LB + Kan, όπως 

περιεγράφηκε στην προηγούμενη ενότητα. Η καλλιέργεια τοποθετήθηκε 

για επώαση στους 37 οC, υπό συνεχή ανάδευση (180 rpm), για χρονικό 

διάστημα 16 h. Με το πέρας της επώασης η καλλιέργεια αραιώθηκε σε 

αναλογία 1:20 δηλαδή 50 ml από την παραπάνω καλλιέργεια 

εμβολιάστηκε σε 1 lt LB + Κan (2 x 50 ml σε 2 x 1 lt LB + Kan). 

Ακολούθησε επώαση στους 37 οC, στις 180 rpm, έως ότου η οπτική 

πυκνότητα (ΟD) ~0.6. Όταν η OD έφτασε την επιθυμητή τιμή 

προστέθηκε στην καλλιέργεια ποσότητα επαγωγέα IPTG, ώστε η τελική 

συγκέντρωσή του να είναι 1mΜ. Μετά την προσθήκη του IPTG, η 

καλλιέργεια τοποθετήθηκε για επώαση στους 37 οC, υπό συνεχή 

ανάδευση (180 rpm), για χρονικό διάστημα 16 h.  

 

Απομόνωση και Καθαρισμός Αντιψυκτικής Πρωτεΐνης Rm6AF  

Αφού η επώαση ολοκληρώθηκε, η καλλιέργεια φυγοκεντρήθηκε στις 

6000 rpm, στους 4 οC, για χρονικό διάστημα 20 min (BECKMAN J2-21 

με ρότορα JA-10). Με την ολοκλήρωση της φυγοκέντρισης, 

απομακρύνθηκε το υπερκείμενο υγρό, και στην πελέτα κυττάρων 

προστέθηκε ποσότητα 100 ml Lysis Buffer Ι. Μετά την ομογενοποίηση 

της πελέτας με το Lysis I ακολούθησε η διάρρηξη των κυττάρων με 

υπερήχους, για σύνολο 5 min (30 sec σπάσιμο και 30 sec αναμονή). 

Καθόλη τη διάρκεια των υπερήχων το διάλυμα των κυττάρων βρισκόταν 

σε πάγο για να μην αυξηθεί η θερμοκρασία του. Με την ολοκλήρωση των 

υπερήχων το διάλυμα φυγοκεντρήθηκε στις 12.500 rpm, για 1 h, στους 

4 οC. Με το πέρας της φυγοκέντρισης το υπερκείμενο υγρό φορτώθηκε σε 

κολώνα χρωματογραφίας συγγένειας Ni – ΝΤΑ agarose (συνολικού όγκου 

10 ml) η οποία είχε εξισορροπηθεί με διάλυμα Lysis Ι (Παράρτημα Ι) και  

βρισκόταν στους 4 οC, κρατώντας το Flow Through (FT). Ακολούθησαν οι 

πλύσεις της κολώνας (Wash I,II και ΙΙΙ) (Παράρτημα Ι) ώστε να 

απομακρυνθούν άλλες πρωτεΐνες που προσδένονται χαλαρά στην 

κολώνα. Εν συνεχεία πραγματοποιήθηκαν δέκα εκλούσεις (Ε1 → 10) με 

αυξανόμενο ιμιδαζόλιο,  ώστε να υπάρξει αποδέσμευση της πρωτεΐνης 

Rm6AF από την κολώνα. Οι συστάσεις όλων των διαλυμάτων έκλουσης 

όπου χρησιμοποιήθηκαν  κατά τη χρωματογραφία συγγένειας 

αναγράφονται στο Παράρτημα I. Από κάθε στάδιο του καθαρισμού, 5 μl 

δείγμα πάρθηκε και ελέγχθηκε μέσω ηλεκτροφόρησης SDS- PAGE. Από 

τα αποτελέσματα της ηλεκτροφόρησης (Εικόνα 21) φαίνεται ότι η 

μεγαλύτερη ποσότητα Rm6AF βρίσκεται στις εκλούσεις E3, E4, E5 και Ε6. 
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Εικόνα 21 : Γέλη ηλεκτροφόρησης SDS – PAGE δειγμάτων τα οποία απομονώθηκαν σε 
διαφορετικά στάδια της χρωματογραφίας συγγένειας. Αρχικά απομονώθηκε δείγμα (Δ) 
υπερκείμενου υγρού και (P) πάστας κυττάρων ύστερα από τη χρήση υπερήχων και 
φυγοκέντρισης. Στη συνέχεια πάρθηκαν δείγματα από το (FT) υπερκείμενο υγρό το οποίο πέρασε 
από την κολώνα χρωματογραφίας, καθώς επίσης και  (W1, W2, W3) από τα διαλύματα των τριών 
πλύσεων και των (Ε1 → 10) δέκα εκλούσεων της κολώνας. (Μ) Μάρτυρας διαφορετικών μοριακών 
βαρών.     

 

Στη συνέχεια έλαβε χώρα διαπίδυση των εκλούσεων 4,5 και 6, στο 

παρακάτω διάλυμα 2 lt : 25 mM Tris pH:8 + 100 mM NaCl + 15 mM β 

– Merc, για 16 h στους 4 οC.  

Με το πέρας της διαπίδυσης, προστέθηκε στο διάλυμα πρωτεΐνης 

ποσότητα αναγωγικού παράγοντας δισουλφιδίου, διθειοθρεϊτόλη (DTT), 

συγκέντρωσης1 mΜ. Στη συνέχεια το πρωτεϊνικό δείγμα συμπυκνώθηκε 

μέσω φυγοκέντρισης με ειδικά φίλτρα (amicon ultra15 10.000 Da), στις 

4500 rpm, στους 4 οC, μέχρι τελικού όγκου 2 ml. 

Το παραπάνω δείγμα Rm6AF, φορτώθηκε σε στήλη χρωματογραφίας 

αποκλεισμού μεγεθών (SEC) : sephacryl s200 (διασταυρωμένο 

συμπολυμερές αλλύλιο δεξτράνης και Ν,Ν - μεθυλενοβισακρυλαμίδης, 

με εύρος μοριακών βαρών από 2.5 – 5 kDa) για να γίνει ο διαχωρισμός 

με βάση το μοριακό βάρος με χρήση του χρωματογράφου ΑΚΤΑ Purifier. 

Στο χρωματόγραμμα της SEC εμφανίστηκαν δύο κορυφές, αλλά κυρίως 

η πρωτεΐνη βγήκε στα κλάσματα από 25 – 30, σύμφωνα με 

αποτελέσματα SDS – PAGE (Εικόνα 22). Ενώθηκαν τα κλάσματα 25 – 

30, προστέθηκε 1 mM DTT και συμπυκνώθηκαν με amicon ultra15 

10.000 Da, μέχρι τελικού όγκου 700 μl και η συγκέντρωση της 

πρωτεΐνης στο διάλυμα ήταν ίση με 15.2 mg/ml, σύμφωνα με μέτρηση 

όπου πραγματοποιήθηκε με φασματοφωτόμετρο nanodrop. 
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Εικόνα 22 : Γέλη ηλεκτροφόρησης SDS – PAGE δειγμάτος από (Δ) διάλυμα πρωτεΐνης όπου 
αναλύθηκε μέσω SEC και (16, 25 – 30) κλασμάτων τα οποία φέρουν ποσότητα πρωτεΐνης 
σύμφωνα με το διάγραμμα της SEC. (Μ) Μάρτυρας διαφορετικών μοριακών βαρών.      

 

 ΜΕΤΡΗΣΗ ΚΥΚΛΙΚΟΥ ΔΙΧΡΩΙΣΜΟΥ (CD)  

Ο προσδιορισμός της δευτεροταγούς δομής της πρωτεΐνης 

πραγματοποιήθηκε μέσω κυκλικού διχρωισμού (CD) σε 

φασματοπολόμετρο Jasco J–810. Ως δείγμα αναφοράς 

χρησιμοποιήθηκε ρυθμιστικό διάλυμα (Buffer) το οποίο αραιώθηκε έως 

ότου να ληφθεί ικανοποιητικό σήμα από το όργανο. H τελική σύσταση 

του Buffer ήταν Tris (pH:8) 3 mM και NaCl 12.5 mΜ, ενώ το διάλυμα 

πρωτεΐνης το οποίο χρησιμοποιήθηκε, είχε συγκέντρωση ίση με 0.15 

mg/ml. Το δείγμα μετρήθηκε σε θερμοκρασίες από 20 – 90 οC, με βήμα 

10ο C, ώστε να υπολογιστεί η θερμοκρασία αποδιάταξης της πρωτεΐνης. 

 

 ΜΕΤΡΗΣΗ ΔΙΑΦΟΡΙΚΗΣ ΘΕΡΜΙΔΟΜΕΤΡΙΑΣ ΣΑΡΩΣΗΣ (DSC) 

Στη σειρά πειραμάτων DSC μετρήθηκε η αλλαγή της θερμοκρασίας του 

σημείου πήξεως και του σημείου ζέσεως του ρυθμιστικού διαλύματος 

(Lysis Buffer I), λόγω της δράσης των πρωτεϊνών Rm6 και Rm6AF, σε 

τρεις διαφορετικές συγκεντρώσεις : 6 mg/ml, 15 mg/ml και 30 mg/ml. 

Αρχικά ποσότητα 10 μl, από το εκάστοτε διάλυμα τοποθετήθηκε σε 

καψίδιο αλουμινίου, το οποίο είχε προζυγιστεί και μετρήθηκε η μάζα 

του δείγματος μέσω ζυγού ακριβείας. Η παράμετρος της μάζας 

χρειάζεται ώστε να μπορεί να υπολογιστεί η ροή θερμότητας από και 

προς το δείγμα. Στη συνέχεια το κάθε δείγμα ψύχθηκε από τους 30 οC 

έως τους – 40 οC και παρέμεινε σε αυτή τη θερμοκρασία για 5 λεπτά. 

Στη συνέχεια η θερμοκρασία αυξήθηκε μέχρι τους 0 οC και μειώθηκε 

πάλι μέχρι τους  – 40 οC όπου πάλι παρέμεινε για 5 λεπτά. Η αύξηση 

της θερμοκρασίας μέχρι τους 0 οC πραγματοποιήθηκε ώστε να ελεγχθεί 

στη συνέχεια το πως επηρεάζει τη διαδικασία κρυστάλλωσης η ύπαρξη 
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πυρήνων πάγου στο διάλυμα. Τέλος η θερμοκρασία αυξήθηκε από τους 

– 40 οC έως τους 10 οC. Η αλλαγή της θερμοκρασίας σε κάθε στάδιο 

πραγματοποιήθηκε με σταθερό ρυθμό, ο οποίος ήταν ίσος με 1 οC/min. 

Για τη ψύξη / θέρμανση των δειγμάτων χρησιμοποιήθηκε το 

θερμιδόμετρο TA Instruments Discovery DSC 250 και όλες οι μετρήσεις 

έλαβαν χώρα υπό ροή αζώτου προκειμένου να υπάρχουν αδρανείς 

συνθήκες εντός του θαλάμου όπου τοποθετήθηκαν τα δείγματα.   

 

 ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ ΒΙΩΣΙΜΟΤΗΤΑΣ ΚΥΤΤΑΡΩΝ Ε. COLI 

Σκοπός της συγκεκριμένη σειρά πειραμάτων είναι η μελέτη της 

αντιψυκτικής προστασίας όπου μπορεί να προσφέρει η πρωτεΐνη 

Rm6AF. Για το σκοπό αυτό παρασκευάστηκαν αρχικά δύο υγρές 

καλλιέργειες βακτηριακών κυττάρων E. Coli BL21(DE3) από στοκ 

καλλιέργειών όπου είχαν αποθηκευτεί στους – 80 οC, σύμφωνα με τη 

διαδικασία όπου περιεγράφηκε παραπάνω. Η πρώτη καλλιέργεια 

παρασκευάστηκε από στοκ βακτηρίων E. Coli τα οποία είχαν 

τροποποιηθεί ώστε να εκφράζουν την πρωτεΐνη Rm6, ενώ η δεύτερη 

καλλιέργεια παρασκευάστηκε από E. Coli τα οποία μπορούσαν να 

εκφράσουν την πρωτεΐνη Rm6AF. Οι δύο καλλιέργειες τοποθετήθηκαν 

για επώαση στους 37 οC, για 16 h, υπό συνεχή ανάδευση στις 180 rpm, 

ενώ με το πέρας της επώασης αραιώθηκαν σε αναλογία 1:20, με 

ανάμειξη 0.5 ml καλλιέργειας σε 10 ml LB + Kan. Οι αραιωμένες 

καλλιέργειες επωάστηκαν στους 37 οC, στις 180 rpm έως ότου η οπτική 

τους πυκνότητα να είναι ίση με 0.6 και τότε προστέθηκε σε αυτές 

επαγωγέας IPTG τελικής συγκέντρωσης 1mΜ. Μετά την προσθήκη του 

επαγωγέα οι καλλιέργειες επωάστηκαν για χρονικό διάστημα 3 h στις 

συνθήκες που προαναφέρθηκαν, ώστε να εκφραστεί η επιθυμητή 

πρωτεΐνη στην κάθε περίπτωση. Με το πέρας των 3 h οι καλλιέργειες 

τοποθετήθηκαν για επώαση στους 0 οC για χρονικό διάστημα 10 ημερών, 

υπό συνεχή ανάδευση. Ποσότητα από την κάθε καλλιέργεια 

απομονώθηκε για τις μέρες 0, 2, 4, 6, 8 και 10 και αραιώθηκε 

διαδοχικά από 1:102 έως 1:105. Από την τελική αραίωση της κάθε 

καλλιέργειας, 100 μl επιστρώθηκαν σε πιάτο με στερεό θρεπτικό μέσο 

(LB – Agar). Μετά την επίστρωση τα πιάτα επωάστηκαν στους 37 οC για 

χρονικό διάστημα 16 h, ενώ με το πέρας της επώασης 

πραγματοποιούταν φωτογράφιση των αποικιών όπου προκύπταν (AZURE 

Saphire Biomolecular Imager).  
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 ΠΑΡΕΜΠΟΔΙΣΗ ΕΠΑΝΑΚΡΥΣΤΑΛΛΩΣΗΣ ΠΑΓΟΥ (IRI) 

Στόχος της συγκεκριμένης σειράς πειραμάτων ήταν να μελετηθεί η 

ικανότητα παρεμπόδισης επανακρυστάλλωσης του πάγου από την 

αντιψυκτική πρωτεΐνη Rm6AF. Για το λόγο αυτό χρησιμοποιήθηκαν τρία 

διαφορετικά διαλύματα : το πρώτο ήταν ρυθμιστικό διάλυμα το οποίο δεν 

περιείχε πρωτεΐνη (Lysis Buffer I) [δείγμα αναφοράς], το δεύτερο ήταν 

διάλυμα πρωτεΐνης Rm6AF (15mg/ml) και το τρίτο ήταν διάλυμα 

πρωτεΐνης Rm6 (15mg/ml) [αρνητικός έλεγχος]. Σε κάθε ένα από τα 

διαλύματα εμβαπτίστηκε τριχοειδής σωλήνας διαμέτρου 1mm και 

ποσότητα από το δείγμα απομονώθηκε μέσω τριχοειδούς φαινομένου. Οι 

άκρες των τριχοειδών σωλήνων σφραγίστηκαν με κερί και στη συνέχεια 

το κάθε δείγμα ψύχθηκε ακαριαία σε λουτρό ξηρού πάγου – αιθανόλης 

(-78 οC). Αμέσως μετά την ψύξη το κάθε δείγμα παρατηρήθηκε σε 

στερεοσκόπιο (ZEISS Intracux 5100) το οποίο έφερε πολωτικό φίλτρο 

και φωτογραφήθηκε με κάμερα Canon RowerShot A630. Προκειμένου 

η θερμοκρασία των δειγμάτων να παραμείνει σταθερή κατά την 

παρατήρηση το κάθε δείγμα τοποθετήθηκε σε γυάλινο πιάτο πετρί το 

οποίο περιείχε αιθανόλη σε θερμοκρασία -78 οC. Μετά την παρατήρηση 

τα δείγματα μεταφέρθηκαν για επώαση 16 h, σε θερμοκρασία -6 οC, 

ώστε να λάβει χώρα το φαινόμενο της επανακρυστάλλωσης του πάγου. 

Με το πέρας της επώασης το κάθε δείγμα μεταφέρθηκε σε γυάλινο πιάτο 

πετρί το οποίο περιείχε αιθανόλη σε θερμοκρασία -6 οC και 

παρατηρήθηκε εκ στο στερεοσκόπιο με πολωτικό φίλτρο.       
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΙV :  ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ – ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

 ΜΕΤΡΗΣΕΙΣ ΚΥΚΛΙΚΟΥ ΔΙΧΡΩΙΣΜΟΥ (CD) 

Από τις μετρήσεις κυκλικού διχρωισμού (CD) συμπεραίνεται ότι η 

δευτεροταγής δομή της πρωτεΐνης Rm6AF αποτελείται από α – έλικες. 

Πιο συγκεκριμένα στο διάγραμμα απορροφήσεων για θερμοκρασίες 20 -

40 οC, εμφανίζονται οι χαρακτηριστικές αρνητικές καμπύλες 

απορρόφησης των α – ελίκων στα 208 nm και στα 220 nm (Εικόνα 23a). 

Σε θερμοκρασίες μεταξύ 50 – 90 οC, δεν εμφανίζονται καμπύλες 

απορρόφησης γεγονός το οποίο καταδεικνύει την αποδιάταξη της 

πρωτεΐνης. Από την τετμημένη του ολικού μέγιστου της καμπύλης της 

πρώτης παραγώγου του διαγράμματος θερμικής αποδιάταξης φαίνεται 

ότι η Rm6AF, αποδιατάσσεται σε θερμοκρασία Τm ίση με 43 οC (Εικόνα 

23b).         

 

 

Εικόνα 23 : (a) Διάγραμμα απορρόφησης CD για θερμοκρασίες από 20 οC έως 90 οC, με βήμα 
10 οC. Για θερμοκρασίες  20 οC, 30 οC και 40 οC παρατηρούνται οι χαρακτηριστικές καμπύλες 
αρνητικής απορρόφησης των α – ελίκων, κοντά στα 208 nm και στα 220 nm. (b) Διάγραμμα 
θερμικής αποδιάταξης της Rm6AF (Μαύρο) και πρώτη παράγωγος του ίδιου διαγράμματος 
(Κόκκινο). Η κορυφή του ολικού μέγιστου της πρώτης παραγώγου καταδεικνύει τη θερμοκρασία 
αποδιάταξης (Τm) της πρωτεΐνης.  

 

 ΜΕΤΡΗΣΗ ΔΙΑΦΟΡΙΚΗΣ ΘΕΡΜΙΔΟΜΕΤΡΙΑΣ ΣΑΡΩΣΗΣ (DSC) 

Στόχος της συγκεκριμένης σειράς πειραμάτων ήταν να βρεθεί η θερμική 

υστέρηση (ΤΗ) όπου προκαλεί η πρωτεΐνη Rm6AF σε ρυθμιστικό 

διάλυμα όπου την περιέχει. Η μέθοδος όπου χρησιμοποιήθηκε ήταν 

αυτή της διαφορικής θερμιδομετρίας σάρωσης (DSC), μέσω της οποίας 

ήταν δυνατό να βρεθεί το σημείο τήξεως και πήξεως του εκάστοτε 

διαλύματος, έτσι ώστε να υπολογιστεί στη συνέχεια η ΤΗ. Όλα τα 
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δείγματα εξετάστηκαν σε δύο κύκλους ψύξης θέρμανσης, οι οποίοι 

αποτελούνταν από τέσσερα στάδια : 1ο Στάδιο (30 οC έως -40 οC), 2ο 

Στάδιο (-40 οC έως 0 οC), 3ο Στάδιο (0 οC έως -40 οC) και 4ο Στάδιο (-40 
οC έως 10 οC). Κατά την πρώτη θέρμανση η θερμοκρασία αυξήθηκε 

μέχρι τους 0 οC, χωρίς το δείγμα να παραμείνει σε αυτή τη θερμοκρασία, 

προκυμμένου να μελετηθεί το πως επηρεάζει τη διαδικασία 

κρυστάλλωσης η ύπαρξη πάγου στο δείγμα. 

 

Εύρεση Σημείου Τήξεως και Πήξεως Ρυθμιστικού Διαλύματος 

Αρχικά μετρήθηκε το σημείο πήξεως και τήξεως ρυθμιστικού διαλύματος 

(Lysis Buffer I), το οποίο δεν περιέχει πρωτεΐνη και θεωρείται το δείγμα 

αναφοράς. Στο διάγραμμα DSC παρατηρείται ότι κατά το 1ο και 3ο 

Στάδιο δεν εμφανίζονται καμπύλες κρυστάλλωσης αλλά δύο μεγάλες 

«λούπες» (Εικόνα 24).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Η εμφάνιση της «λούπας» είναι χαρακτηριστική σε υδατικά διαλύματα 

και αποδίδεται σε εξώθερμα φαινόμενα τα συσχετίζονται με τις 

φυσικοχημικές ιδιότητες των ελεύθερων μορίων νερού (bulk water).75,76 

Η θερμοκρασία πήξεως βρέθηκε ίση με -18 οC, βάση του σημείου στο 

οποίο τέμνονται οι δύο γραμμές της «λούπας». Η θερμοκρασία αυτή είναι 

αρκετά πιο χαμηλή από τη συνηθισμένη θερμοκρασία πήξεως του νερού 

(0 οC) και δείχνει ότι το δείγμα βρίσκεται σε υπερψυγμένη κατάσταση 

Εικόνα 24 : Διάγραμμα DSC ρυθμιστικού διαλύματος (Lysis Buffer I), το οποίο υπέστη δύο 
κύκλους ψύξης – θέρμανσης, χωρισμένους σε τέσσερα στάδια. (Μαύρο) 1ο Στάδιο (30 οC έως -40 
οC), (Κόκκινο) 2ο Στάδιο (-40 οC έως 0 οC), (Μπλε) 3ο Στάδιο (0 οC έως -40 οC) και (Πράσινο) 4ο 
Στάδιο (-40 οC έως 10 οC).    
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πριν λάβει χώρα η αλλαγή φάσης. Το φαινόμενο αυτό αποδίδεται στην 

ποσότητα του δείγματος (10 μl) όπου χρησιμοποιείται για τις μετρήσεις, 

καθώς έχει αποδειχθεί ότι όσο μικρότερος είναι ο όγκος ενός υδατικού 

διαλύματος τόσο μειώνεται το σημείο πήξεως του.77,78 Κατά το 3ο Στάδιο 

παρατηρείται ότι η περιοχή κάτω από τη «λούπας» είναι μικρότερη από 

αυτή του 1ου Σταδίου. Αυτό είναι κάτι λογικό καθώς το δείγμα περιέχει 

κομμάτια πάγου και έτσι εκλύεται μικρότερη ποσότητα ενέργειας από το 

δείγμα κατά το δεύτερο στάδιο ψύξης. Τέλος από την κορυφή της 

ενδόθερμης καμπύλης του 4ου Σταδίου, βρίσκεται ότι το σημείο τήξης 

του ρυθμιστικού διαλύματος είναι ίσο με – 2.5 οC. 

 

Εύρεση Σημείου Τήξεως και Πήξεως Διαλυμάτων Rm6AF και 

Rm6, συγκέντρωσης 15 mg/ml 

Στη συνέχεια υπολογίστηκε το σημείο πήξεως και τήξεως διαλύματος 

πρωτεΐνης Rm6AF, συγκέντρωσης 15 mg/ml και διαλύματος Rm6 ίδιας 

συγκέντρωσης, το οποίο αποτελούσε τον αρνητικό έλεγχο. Κατά το 1ο 

Στάδιο και στα δύο διαλύματα παρατηρείται η χαρακτηριστική «λούπα», 

από την οποία βρίσκεται ότι το σημείο πήξης του διαλύματος Rm6AF 

είναι στους -20.5 οC, ενώ του διαλύματος Rm6 στους -18 οC (Εικόνα 25). 

Από την κορυφή της ενδόθερμης καμπύλης του 4ου Σταδίου, 

υπολογίστηκε ότι το σημείο τήξεως των δύο διαλυμάτων είναι και για τα 

δύο ίσο με -1,3 οC. 

Βάση των παραπάνω αποτελεσμάτων φαίνεται ότι η πρωτεΐνη Rm6AF 

φέρει αντιψυκτικές ιδιότητες, καθώς μειώνει το σημείο πήξεως του 

Εικόνα 25 : Διαγράμματα DSC διαλυμάτων πρωτεΐνης (a) Rm6AF και (b) Rm6, συγκέντρωσης 
15 mg/ml, τα οποία υπέστησαν δύο κύκλους ψύξης – θέρμανσης, χωρισμένους σε τέσσερα 
στάδια. (Μαύρο) 1ο Στάδιο (30 οC έως -40 οC), (Κόκκινο) 2ο Στάδιο (-40 οC έως 0 οC), (Μπλε) 3ο 
Στάδιο (0 οC έως -40 οC) και (Πράσινο) 4ο Στάδιο (-40 οC έως 10 οC).    
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ρυθμιστικού διαλύματος κατά 2.5 οC, ενώ δεν επηρεάζει το σημείο 

τήξεως του. Επειδή η μοναδική διαφορά των δύο πρωτεϊνών είναι η 

κοιλότητα που φέρει η Rm6AF στο κέντρο του υδρόφοβου πυρήνα της, 

είναι ασφαλές να συμπεράνουμε ότι η ύπαρξη αυτής της κοιλότητας 

είναι υπεύθυνη για τις αντιψυκτικές ιδιότητες της Rm6AF. Σύμφωνα με 

το μηχανισμό λειτουργίας των AFPs, μπορούμε να υποθέσουμε ότι μόρια 

νερού έχουν εισέλθει στην κοιλότητα του υδρόφοβου πυρήνα της 

Rm6AF, λαμβάνοντας διάταξη παρόμοια με αυτή των μορίων νερού που 

βρίσκονται στη διεπιφάνεια πάγου – νερού. Τα μόρια νερού τα οποία 

βρίσκονται στην κοιλότητα της Rm6AF και τα μόρια νερού όπου 

βρίσκονται στην διεπιφάνεια πάγου – νερού δρουν ως συνδαιτημόνες, 

επιτρέποντας έτσι την προσρόφηση της Rm6AF, στα κρυσταλλικά 

επίπεδα πάγου, παρεμποδίζοντας έτσι την ανάπτυξή τους. Φυσικά για να 

επαληθευθεί αυτή η υπόθεση είναι απαραίτητο να λάβουν χώρα 

επιπλέον πειράματα κρυσταλλογραφία, τα οποία θα επιτρέψουν τον 

εντοπισμό μορίων νερού στην κοιλότητα καθώς και την διάταξη τους. 

Σημαντική παρατήρηση αποτελεί η εξαφάνιση της «λούπας» κατά το 3ο 

Στάδιο και για τα δύο διαλύματα και η εμφάνιση μιας εξώθερμης 

καμπύλης κρυστάλλωσης, η κορυφή της οποίας βρίσκεται σε 

θερμοκρασία -3.3 οC. Επειδή η αλλαγή αυτή είναι ίδια και για τα δύο 

διαλύματα πρωτεϊνών, συμπεραίνουμε ότι οφείλεται στην εξωτερική 

επιφάνεια των πρωτεϊνών καθώς και οι δύο πρωτεΐνες έχουν ίδια 

εξωτερική επιφάνεια. Μια πιθανή εξήγηση είναι η ανάπτυξη διαμοριακών 

αλληλεπιδράσεων μεταξύ των μορίων νερού του κρυσταλλικού πλέγματος 

και της εξωτερικής επιφάνειας της πρωτεΐνης κατά την προσρόφηση της 

στον πάγο. Κατά το στάδιο της τήξης μόρια νερού περνούν από τη στερεή 

στην υγρή φάση διατηρώντας όμως συγκεκριμένη διάταξη όμοια με 

εκείνη που είχαν στο κρυσταλλικό πλέγμα, λόγω της σύνδεσης τους με 

τα μόρια πρωτεΐνης. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα κατά την πήξη του 3ου 

Σταδίου τα μόρια νερού να έχουν «μνήμη» της πρότερης διάταξης τους 

και να μεταβαίνουν πιο ομαλά στη στερεή φάση.     

 

Εύρεση Σημείου Τήξεως και Πήξεως Διαλυμάτων Rm6AF και 

Rm6, συγκεντρώσεων 6 mg/ml και 30  mg/ml 

Τελευταία παράμετρος η οποία ελέγχθηκε στη συγκεκριμένη σειρά 

πειραμάτων ήταν το πως επηρεάζεται η αντιψυκτική δράση της Rm6AF 

συναρτήσει της συγκέντρωσης της στο διάλυμα. Για το λόγω αυτό 

μετρήθηκαν δύο δείγματα διαλύματος πρωτεΐνης Rm6AF συγκεντρώσεων 

6mg/ml και 30mg/ml, καθώς και δύο δείγματα διαλύματος πρωτεΐνης 

Rm6 ίδιων συγκεντρώσεων. Από τη «λούπα» του 1ου Σταδίου ψύξης 
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φαίνεται ότι το σημείο πήξης των δύο διαλυμάτων Rm6AF 

συγκεντρώσεων 6 mg/ml και 30 mg/ml, είναι -20.6 οC και -20.4 οC 

αντίστοιχα (Εικόνα 26 a,c). Η διαφορά των θερμοκρασιών αυτών από τη 

θερμοκρασία πήξεως του διαλύματος Rm6AF, συγκέντρωσης 15 mg/ml, 

είναι εντός του ορίου του σφάλματος του οργάνου, επομένως είναι 

ασφαλές να υποθέσουμε ότι η αντιψυκτική δράση της Rm6AF, είναι 

ανεξάρτητη της συγκέντρωσης της. Τα διαλύματα πρωτεΐνης Rm6, 

συγκεντρώσεων 6 mg/ml και 30 mg/ml, εμφανίζουν επίσης σημείο 

πήξεως ίδιο με εκείνο του διαλύματος συγκέντρωσης 15 mg/ml, το οποίο 

ισούται με -18 οC (Εικόνα 26 b,d). Για όλα τα δείγματα οι κορυφές της 

ενδόθερμης καμπύλης του 4ου Σταδίου δείχνουν ότι το σημείο τήξεως 

είναι περίπου ίσο με -3.3 οC, ενώ η εξώθερμη καμπύλη του 3ου Σταδίου 

εμφανίζει κορυφή στους -1.2 οC. Tα αποτελέσματα αυτά συνάδουν με τη 

θεωρεία λειτουργία των AFPs, καθώς η αντιψυκτική δράση είναι ένα μη 

συνεργικό φαινόμενο δηλαδή είναι ανεξάρτητη της συγκέντρωσης. Το 

φαινόμενα αυτά οφείλονται αποκλειστικά στη φύση του μορίου και όχι 

στον αριθμό μορίων στο διάλυμα και καθώς όλες οι τιμές έμειναν 

σταθερές τόσο για τα διαλύματα της Rm6AF όσο και για τα διαλύματα 

της Rm6, φαίνεται ότι η φύση αυτή εξαρτάται αποκλειστικά από την 

εξωτερική επιφάνεια των μορίων. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 26 : Διαγράμματα DSC διαλυμάτων πρωτεΐνης (a) Rm6AF και (b) Rm6, συγκέντρωσης  
30 mg/ml, και διαλυμάτων πρωτεΐνης (c) Rm6AF και (d) Rm6, συγκέντρωσης 6 mg/ml, τα 
οποία υπέστησαν δύο κύκλους ψύξης – θέρμανσης, χωρισμένους σε τέσσερα στάδια. (Μαύρο) 1ο 
Στάδιο (30 οC έως -40 οC), (Κόκκινο) 2ο Στάδιο (-40 οC έως 0 οC), (Μπλε) 3ο Στάδιο (0 οC έως -40 
οC) και (Πράσινο) 4ο Στάδιο (-40 οC έως 10 οC). 
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 ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ ΒΙΩΣΙΜΟΤΗΤΑΣ ΚΥΤΤΑΡΩΝ Ε. COLI 

Στην παρούσα σειρά πειραμάτων μελετήθηκε η αντιψυκτική προστασία 

που προφέρει η πρωτεΐνη Rm6AF, σε βακτηριακά κύτταρα E. Coli 

BL21(DE3), όταν μετά την επαγωγή, η υγρή καλλιέργειά τους εκτεθεί σε 

θερμοκρασία 0 οC για χρονικό διάστημα 10 ημερών. Η σύγκριση και σε 

αυτή τη σειρά πειραμάτων θα γίνει μεταξύ της πρωτεΐνης Rm6AF και της 

Rm6, ενώ το μέτρο σύγκρισης είναι ο αριθμός των αποικιών όπου 

προκύπτει από κάθε καλλιέργεια ύστερα από επώαση 0, 2, 4, 6 και 10 

ημερών. Τα πειράματα αυτά επαναλήφθηκαν τέσσερεις φορές, ενώ και 

έδειξαν βιολογική επαναληψιμότητα (Παράρτημα ΙΙ).  

Από την Εικόνα 27 παρατηρείται ότι και οι δύο καλλιέργειες εμφανίζουν 

μικρότερο αριθμό αποικιών καθώς αυξάνεται ο αριθμός των ημερών 

επώασης. Μεταξύ της μηδενικής και δεύτερης ημέρας δεν εμφανίζεται 

σημαντική μείωση στον αριθμό των αποικιών, τόσο στην καλλιέργεια 

όπου εκφράζει την πρωτεΐνη Rm6AF, όσο και στην καλλιέργεια όπου 

εκφράζει την Rm6. Ωστόσο παρατηρείται ότι ο αριθμός των αποικιών των 

βακτηρίων όπου εκφράζουν της Rm6AF, είναι λίγο μεγαλύτερος από 

αυτών που εκφράζουν την Rm6. Από την τέταρτη έως τη δέκατη ημέρα η 

μείωση του αριθμού των αποικιών γίνεται πολύ πιο αισθητή, καθώς 

επίσης είναι πιο ευδιάκριτο ότι ο αριθμός των αποικιών όπου εκφράζουν 

την Rm6AF, είναι μεγαλύτερος από αυτών όπου εκφράζουν Rm6. Η 

διαφορά αυτή γίνεται πολύ πιο αισθητή κατά την όγδοη και τη δέκατη 

ημέρα. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα αυτά φαίνεται ότι πρωτεΐνη 

Rm6AF μπορεί να προσφέρει αντιψυκτική προστασία σε βακτηριακά 

κύτταρα E.Coli, όταν αυτά εκτεθούν σε χαμηλές θερμοκρασίες κοντά 

στους 0 οC για μεγάλα χρονικά διαστήματα.     

 

Εικόνα 27 : Αποικίες βακτηρίων E.Coli BL21(DE3) τα οποία εκφράζουν την πρωτεΐνες (Πάνω) 
Rm6AF και (Κάτω) Rm6. Οι υγρές καλλιέργειες από τις οποίες προήλθαν οι αποικίες 
επωάστηκαν για 10 ημέρες σε θερμοκρασία 0 οC, ενώ δείγμα από τις καλλιέργειες πάρθηκε στις 
0, 2, 4, 6, 8 και 10 ημέρες και αραιώθηκε διαδοχικά από 1:102 – 1:105, πριν επιστρωθεί σε 
στερεό θρεπτικό μέσο. 
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 ΠΑΡΕΜΠΟΔΙΣΗ ΕΠΑΝΑΚΡΥΣΤΑΛΛΩΣΗΣ ΠΑΓΟΥ (IRI) 

Η παρεμπόδισή επανακρυστάλλωσης του πάγου (IRI), είναι μια 

χαρακτηριστική ιδιότητα των AFPs και μια από της βασικές 

παραμέτρους ελέγχου των αντιψυκτικών τους ιδιοτήτων. Η 

επανακρυστάλλωση του πάγου είναι ένα θερμοδυναμικό φαινόμενο κατά 

το οποίο μικρά τμήματα πάγου συνενώνονται προς σχηματισμό μεγάλων 

τμημάτων ενώ με την προσρόφηση των AFPs στα κρυσταλλικά επίπεδα 

πάγου, το φαινόμενο αυτό παρεμποδίζεται.  

 

Εικόνα 28 : Δείγματα ρυθμιστικού διαλύματος, διαλύματος Rm6AF (15mg/ml) και διαλύματος 
Rm6 (15mg/ml), (a,b,c) αφού ψύχθηκαν ακαριαία σε θερμοκρασία -78 οC και (d,e,f) αφού 
επωάστηκαν σε θερμοκρασία -6ο C για 16 h. 

Κατά την ακαριαία ψύξη (-78 οC) του ρυθμιστικού διαλύματος, 

σχηματίζονται μικροί κρύσταλλοι πάγου (Εικόνα 28a), οι οποίοι ύστερα 

από επώαση σε θερμοκρασία -6 οC, για 16 h, συνενώνονται προς 

σχηματισμό μεγάλων κρυστάλλων πάγου (Εικόνα 28d). Για το διάλυμα 

πρωτεΐνης Rm6AF, η ακαριαία ψύξη δεν φαίνεται να οδηγεί στο 

σχηματισμό κρυστάλλων, αλλά σε ένα κυρίως άμορφο στερεό με λίγες 

κρυσταλλικές περιοχές (Εικόνα 28b). Αυτό θα μπορούσε να εξηγηθεί 

μέσω της υπόθεσης ότι η πρωτεΐνη Rm6AF, εμπεριέχει στην κοιλότητα 

της μόρια νερού, τα οποία παραμένουν παγιδευμένα εκεί. Κατά την 

κρυστάλλωση τα μόρια αυτά δεν μπορούν να λάβουν την κατάλληλη 

διαμόρφωση ώστε να σχηματίσουν κρύσταλλο, αλλά μόρια πρωτεΐνης – 

νερού συσσωματώνονται προς σχηματισμό άμορφης δομής. Με την 

επώαση του διαλύματος στις ίδιες συνθήκες όπου αναφέρθηκαν πριν, 
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παρατηρείται ο σχηματισμός μικρών επίπεδων κρυσταλλικών τμημάτων 

πάγου τα οποία φαίνεται να στοιβάζονται κατά μήκος του τριχοειδούς 

σωλήνα (Εικόνα 28e). Από τη σύγκριση των Εικόνων 28e και 28a, 

φαίνεται ότι το διάλυμα της πρωτεΐνης Rm6AF, αφού επωαστεί για 16h 

στους -6 οC, φέρει μικρούς κρυστάλλους όπως το ρυθμιστικό διάλυμα 

αφού ψυχθεί ακαριαία, ενώ από τη σύγκριση των Εικόνων 28e και 28d 

φαίνεται ότι η πρωτεΐνη Rm6AF παρεμποδίζει την επανακρυστάλλωση 

του διαλύματος. Από τα αποτελέσματα αυτά είναι εμφανές ότι η Rm6AF 

προσροφάται στα κρυσταλλικά επίπεδα πάγου παρεμποδίζοντας την 

επανακρυστάλλωση του και εμφανίζοντας ένα συγκεκριμένο μοτίβο 

παράλληλων επιπέδων. Ενδιαφέρον εμφανίζουν και τα αποτελέσματα του 

διαλύματος της πρωτεΐνης Rm6, τόσο κατά την ακαριαία ψύξη (Εικόνα 

28c) όσο και ύστερα από την επώαση στους -6 οC για 16 h (Εικόνα 28f). 

Κατά την ακαριαία ψύξη στο διάλυμα σχηματίζονται τόσο κρυσταλλικές 

όσο και άμορφες περιοχές, γεγονότος το οποίο καταδεικνύει ότι η 

πρωτεΐνη Rm6, δεσμεύει μόρια νερού εμποδίζοντας τα να λάβουν 

κρυσταλλική διαμόρφωση αλλά όχι τόσα όσα η πρωτεΐνη Rm6AF. Υστέρα 

από την επώαση φαίνεται επίσης ότι η πρωτεΐνη Rm6 παρεμποδίζει την 

επανακρυστάλλωση ενώ οι κρύσταλλοι πάγου όπου σχηματίζονται έχουν 

μορφή κόκκων και δεν σχηματίζουν κάποιο μοτίβο. Από τα παραπάνω 

αποτελέσματα φαίνεται ότι οι δύο πρωτεΐνες έχουν την ικανότητα 

προσρόφησης στα κρυσταλλικά επίπεδα, παρεμποδίζοντας και οι δύο την 

επανακρυστάλλωση του πάγου. Η απουσία κρυσταλλικών περιοχών στο 

διάλυμα Rm6AF όταν αυτό ψύχεται ακαριαία δείχνει ότι η πρωτεΐνη 

δεσμεύει ισχυρά τα μόρια νερού και δεν τους επιτρέπει να λάβουν 

κρυσταλλική διαμόρφωση αμέσως. Σε αντίθεση η Rm6 δεσμεύει τα 

μόρια νερού ασθενέστερα επομένως στο διάλυμα κατά της ακαριαία 

ψύξη παρατηρούνται άμορφες και κρυσταλλικές περιοχές. Ύστερα από 

την επώαση παρατηρούνται και στα δύο διαλύματα μικρά κομμάτια 

πάγου με διαφορετικό μοτίβο, επομένως οι δύο πρωτεΐνες προσροφώνται 

σε διαφορετικά κρυσταλλικά επίπεδα. Τα αποτελέσματα αυτά επίσης 

συνάδουν με εκείνα της διαφορικής θερμιδομετρίας σάρωσης (DSC), 

καθώς φαίνεται ότι η προσρόφηση των πρωτεϊνών στα κρυσταλλικά 

επίπεδα πάγου εξαρτάται από την εξωτερική τους δομή, αλλά οι 

αντιψυκτικές ιδιότητες εξαρτώνται από την κοιλότητα στο εσωτερικό της 

πρωτεΐνης Rm6AF, δηλαδή από τον αριθμό των μορίων νερού όπου 

βρίσκονται στο εσωτερικό της πρωτεΐνης.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ V : ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Στόχος της παρούσας εργασίας ήταν η παραγωγή και η μελέτη των 

αντιψυκτικών ιδιοτήτων μιας αντιψυκτικής πρωτεΐνης, ή οποία θα 

προέρχεται από μεταλλάξεις των αμινοξέων Leu22, Leu26 και Leu29 της 

πρωτεΐνης Rm6, προς Ala. Μέσω αυτών των μεταλλάξεων σχηματίστηκε 

μια κοιλότητα στο εσωτερικό του υδρόφοβου πυρήνα της πρωτεΐνης 

Rm6, στην οποία υποθέτουμε ότι εισέρχονται μόρια νερού, προσδίδοντας 

της αντιψυκτικές ιδιότητες. Επιπλέον μέσω αυτών των μεταλλάξεων η 

αλληλουχία των αμινοξέων όπου θα αποτελούν την κοιλότητα θα είναι 

ίδια με τη χαρακτηριστική επαναλαμβανόμενη αλληλουχία αμινοξέων 

(Τ/ΙxxxAxxxAxx), από την οποία αποτελείται η πιο καλά μελετημένη 

αντιψυκτική πρωτεΐνη Τύπου Ι AFP : Maxi. Η αντιψυκτική πρωτεΐνη 

Rm6AF όπου προτάθηκε, εκφράστηκε από ένα ετερόλογο σύστημα 

έκφρασης E. Coli BL21(DE3), ενώ ως φορέας κλωνοποίησης 

χρησιμοποιήθηκε το πλασμίδιο PET26b(+). 

Η απομόνωση της Rm6AF στέφθηκε με επιτυχία μέσω χρωματογραφίας 

συγγένειας Ni - NTA, καθώς η πρωτεΐνη έφερε ετικέτα 6 ιστιδινών. Το 

τελικό προϊόν λήφθηκε μέσω χρωματογραφίας αποκλεισμού μεγεθών 

(SEC) από την οποία φάνηκε ότι η πρωτεΐνη δεν σχηματίζει 

συσσωματώματα και είναι ευδιάλυτη σε ρυθμιστικό διάλυμα για 

συγκεντρώσεις έως και 30 mg/ml. Επίσης από μετρήσεις κυκλικού 

διχρωισμού φάνηκε ότι η Rm6AF, έχει δευτεροταγή δομή α – έλικας, ενώ 

η θερμοκρασία αποδιάταξης της βρέθηκε ίση με 43 οC. 

Ο έλεγχος των αντιψυκτικών ιδιοτήτων της Rm6AF πραγματοποιήθηκε 

μέσω τριών σειρών πειραμάτων : Διαφορικής Θερμιδομετρίας Σάρωσης 

(DSC), ελέγχου βιωσιμότητας βακτηριακών κυττάρων E. Coli και 

παρεμπόδισης επανακρυστάλλωσης πάγου (ΙRI). Από τα αποτελέσματα 

της DSC διαπιστώθηκε ότι η Rm6AF, επιφέρει την ίδια θερμική 

υστέρηση (ΤΗ) 2.5 οC σε ρυθμιστικό διάλυμα το οποίο την περιέχει, για 

συγκεντρώσεις 6mg/ml, 15 mg/ml και 30 mg/ml. Η παρατήρηση ότι η 

αντιψυκτική δράση της Rm6AF είναι ανεξάρτητη της συγκέντρωσης της 

πρωτεΐνης στο διάλυμα συνάδει με τη θεωρία δράσης των AFPs, καθώς το 

φαινόμενο της ΤΗ είναι μη συνεργικό, δηλαδή δεν επηρεάζεται από τη 

συγκέντρωση της διαλυμένης ουσίας αλλά μόνο από την φύση αυτής.  

Από τα ίδια αποτελέσματα φάνηκε ότι τόσο η πρωτεΐνη Rm6AF όσο και η 

πρωτεΐνη Rm6, από την οποία προέρχεται, αλληλοεπιδρούν με τα μόρια 

νερού με τέτοιο τρόπο ώστε να εμφανίζουν φαινόμενα «μνήμης» στα 

υδατικά διαλύματα, όταν τα τελευταία υποστούν επαναλαμβανόμενους 

κύκλους ψύξης – θέρμανσης. 
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Από τα πειράματα βιωσιμότητας φάνηκε ότι βακτηριακά κύτταρα E. Coli 

τα οποία εκφράζουν την πρωτεΐνη Rm6AF, έχουν καλύτερη αντιψυκτική 

προστασία από ίδια κύτταρα τα οποία εκφράζουν την Rm6, όταν 

εκτίθενται σε θερμοκρασία 0οC, για χρονικό διαστήματα 10 ημερών. Η 

βιωσιμότητα των κυττάρων φαίνεται να είναι σχεδόν η ίδια για τις πρώτες 

δύο μέρες, ενώ από την τέταρτη έως τη δέκατη ημέρα τα κύτταρα τα 

οποία εκφράζουν την Rm6AF, είναι περισσότερα σε αριθμό σε σχέση με 

αυτά τα οποία εκφράζουν την Rm6. 

Τα αποτελέσματα των πειραμάτων της IRI έδειξαν ότι τόσο η πρωτεΐνη 

Rm6AF όσο και η Rm6, μπορούν να παρεμποδίσουν την 

επανακρυστάλλωση υδατικών διαλυμάτων, ύστερα από επώαση 16 h, σε 

θερμοκρασία -6ο C. Από το διαφορετικό μοτίβο στο σχήμα των 

κομματιών πάγου όπου προκύπτει ύστερα από την επώαση 

συμπεραίνεται ότι η κάθε πρωτεΐνη προσροφάται σε διαφορετικό 

κρυσταλλικό επίπεδο στο πλέγμα πάγου. Επίσης κατά την ακαριαία 

ψύξη του διαλύματος Rm6AF, παρατηρείται η δημιουργία ενός άμορφου 

στερεού, σε αντίθεση με το διάλυμα Rm6, στο οποίο σχηματίζονται τόσο 

άμορφες όσο και κρυσταλλικές περιοχές. Το αποτέλεσμα αυτό είναι μια 

ισχυρή ένδειξη ότι η πρωτεΐνη Rm6AF συνδέεται πιο ισχυρά με τα μόρια 

νερού από ότι η Rm6 και δεν τους επιτρέπει αρχικά να λάβουν 

κρυσταλλική διαμόρφωση.  

Ο συνδυασμός των αποτελεσμάτων της DSC και της IRI καταδεικνύουν 

ότι η αλληλεπίδραση των μορίων πρωτεΐνης με τα μόρια νερού οφείλεται 

στην δομή της εξωτερικής επιφάνειας της πρωτεΐνης, ενώ η εμφάνιση των 

αντιψυκτικών ιδιοτήτων οφείλεται στην κοιλότητα όπου υπάρχει στον 

υδρόφοβο πυρήνα της Rm6AF. Για την επισφράγιση αυτής της θεωρίας 

επιπλέον πειράματα κρυσταλλογραφίας πρέπει να διεξαχθούν ώστε να 

βρεθεί ο αριθμός μορίων νερού στην υδρόφοβη κοιλότητα της πρωτεΐνης 

καθώς και το πιά είναι η γεωμετρία όπου λαμβάνουν τα μόρια εντός 

αυτής.                      
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Ι 

   

 Θρεπτικό Μέσο Luria – Broth για Υγρή Καλλιέργεια (LB)    

Για την παρασκευή 2 lt θρεπτικού μέσου LB για υγρή καλλιέργεια 

αρχικά ζυγίστηκαν 20 gr Τρυπτόνης, 10 gr Ζύμης και 20 gr NaCl. Στη 

συνέχεια όλες οι ποσότητες διαλύθηκαν σε 2 lt απιονισμένου και 

φιλτραρισμένου νερού (np Η2Ο) και το pH ρυθμίστηκε στην τιμή 7.2 με 

χρήση διαλύματος NaOH (10 M). Στη συνέχεια το θρεπτικό μέσο 

αποστειρώθηκε σε κλίβανο  

 

 Θρεπτικό Μέσο Luria – Broth για Στερεή Καλλιέργεια (LB – 

Agar)  

Στην περίπτωση όπου το θρεπτικό μέσο θα χρησιμοποιηθεί για 

επίστρωση σε πιάτα πετρί, πριν την αποστείρωση θα προστεθεί επιπλέον 

ποσότητα 30 gr Agar. Με το πέρας της αποστείρωσης θα προστεθεί στο 

διάλυμα αντιβιοτικό καναμυκίνη ώστε η τελική του συγκέντρωση να 

είναι 30 μgr/ml, και η ποσότητα του θα ισομοιραστεί σε αποστειρωμένα 

πιάτα πετρί. 

 

 Στοκ Γλυκερόλης 

Αρχικά παρασκευάστηκε διάλυμα γλυκερόλης 80%, τελικού όγκου 200 

ml, με ανάμειξη 160 ml γλυκερόλης και 40 ml np Η2Ο. Για την 

παρασκευή ενός στοκ αναμειγνύονται 550 μl της επιθυμητής 

καλλιέργειας με 450 μl διαλύματος γλυκερόλης 80% και το τελικό 

διάλυμα φυλάσσεται σε κατάψυξη με θερμοκρασία -80 οC. 

 

 Ηλεκτροφόρηση Γέλης Ακρυλαμιδίου (SDS – PAGE) 

Για την ηλεκτροφόρηση SDS – PAGE, αρχικά παρασκευάστηκε το 

διάλυμα της πυκνής φάσης (Running Phase) ώστε η συγκέντρωση 

ακρυλαμιδίου σε αυτό να είναι 15%. Το διάλυμα παρασκευάστηκε με 

απευθείας ανάμειξη 2.5 ml Tris (3M) (pH: 8.9), 10 ml διαλύματος 30% 

Ακρυλαμιδίου + 0.8 % Bis,   7.35 ml np Η2Ο, 40 μl 

τετραμέθυλαιθυλενοδιαμίνης (TEMED), 100 μl διαλύματος 20% SDS, 

και 100 μl διαλύματος 10% υπερθειικού αμμωνίου (APS). Το τελικό 

διάλυμα μεταφέρθηκε ανάμεσα σε δύο γυάλινες πλάκες οι οποίες ήταν 
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τοποθετημένες στη συσκευή ηλεκτροφόρησης, ώστε να λάβει χώρα ο 

πολυμερισμός.  

Στη συνέχεια παρασκευάστηκε το διάλυμα αραιής φάσης (Stacking 

Phase) με απευθείας ανάμειξη 1 ml Tris (3M) (pH: 8.9), 2.5 ml 

διαλύματος 30% Ακρυλαμιδίου + 0.8 % Bis,   15 ml np Η2Ο, 20 μl 

τετραμέθυλαιθυλενοδιαμίνης (TEMED), 75 μl διαλύματος 20% SDS, και 

150 μl διαλύματος 10% υπερθειικού αμμωνίου (APS). Το τελικό 

διάλυμα τοποθετήθηκε για επάνω από την πυκνή φάση, αφού πρώτα 

είχε ολοκληρωθεί ο πολυμερισμός της. 

Το κάθε δείγμα προς ανάλυση παρασκευάστηκε μέσω ανάμειξης 5 μl 

δείγματος με 5 μl Sample Buffer 2x και το τελικό διάλυμα 

τοποθετήθηκε για θέρμανση 5 min σε θερμοκρασία 100 οC. Τέλος 

ολόκληρή η ποσότητα του εκάστοτε δείγματος τοποθετήθηκε στη γέλη 

και η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε σε συνεχή τάση 200 V. 

 

 Ρυθμιστικά Διαλύματα (Lysis Buffer) 

Τα ρυθμιστικά διαλύματα τα οποία ελέγχθηκαν είχαν τις παρακάτω 

συστάσεις. 

 Tris pH: 8 (1Μ) NaCl Imidazole Γλυκερόλη 

Lysis I 25 mM 50 mM 5 mM - 

Lysis II 25 mM 300 mM 5 mM - 

Lysis III 25 mM 300 mM 5 mM 10% 

  

 Διαλύματα Χρωματογραφίας Συγγένειας 

 Tris pH: 8 NaCl Imidazole β - Mercaptoethanol 

Lysis I 25 mM 50 mM 5 mM 15 mM 
Wash I 25 mM 50 mM 10 mM 15 mM 
Wash II 25 mM 50 mM 50 mM 15 mM 
Wash III 25 mM 50 mM 30 mM 15 mM 
Elusion 1 25 mM 50 mM 100 mM 15 mM 
Elusion 2 25 mM 50 mM 100 mM 15 mM 
Elusion 3 25 mM 50 mM 200 mM 15 mM 
Elusion 4 25 mM 50 mM 200 mM 15 mM 
Elusion 5 25 mM 50 mM 300 mM 15 mM 
Elusion 6 25 mM 50 mM 300 mM 15 mM 
Elusion 7 25 mM 50 mM 300 mM 15 mM 
Elusion 8 25 mM 50 mM 300 mM 15 mM 
Elusion 9 25 mM 50 mM 300 mM 15 mM 
Elusion 10 25 mM 50 mM 300 mM 15 mM 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΙΙ 

 

 

 

Εικόνα 29 : Βιολογικές επαναλήψεις πειράματος βιωσιμότητας βακτηριακών κυττάρων E.Coli.  
Σε κάθε επανάληψη φαίνονται αποικίες βακτηρίων E.Coli BL21(DE3) τα οποία εκφράζουν την 
πρωτεΐνες (Πάνω) Rm6AF και (Κάτω) Rm6. Οι υγρές καλλιέργειες από τις οποίες προήλθαν οι 
αποικίες επωάστηκαν για 10 ημέρες σε θερμοκρασία 0 οC, ενώ δείγμα από τις καλλιέργειες 
πάρθηκε στις 0, 2, 4, 6, 8 και 10 ημέρες και αραιώθηκε διαδοχικά από 1:102 – 1:105, πριν 
επιστρωθεί σε στερεό θρεπτικό μέσο. 

 

 


