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Περίληψη 
 
 
  Η παρούσα μεταπτυχιακή εργασία πραγματοποιήθηκε στο εργαστήριο Ενζυμικής 
Βιοτεχνολογίας του τμήματος Βιολογίας του Πανεπιστημίου Κρήτης και εστιάσθηκε στην 
απομόνωση της πρωτεΐνης BC3461 από τον οργανισμό Bacillus cereus. Η πρωτεΐνη αυτή 
μαζί με την BC1534 είναι οι δυο πρωτεΐνες του B.cereus που σύμφωνα με την αμινοξική 
τους αλληλουχία κατατάσσονται στην οικογένεια πρωτεϊνών LmbE, η οποία δεν είναι 
καλά χαρακτηρισμένη. Η  BC1534 έχει ήδη απομονωθεί και έχει δειχθεί η δυνατότητα της 
να  απακετυλιώνει χιτοολιγομερή και μονομερές N-ακετυλγλυκοζαμίνης (Deli et al, 
unpublished results). Οι δυο πρωτεΐνες παρουσιάζουν μεγάλη ομολογία σε συντηρημένα 
κατάλοιπα με αποτέλεσμα να εικάζεται οτι η πρωτεΐνη BC3461 έχει δραστικότητα 
απακετυλάσης σε χιτοολιγομερή και η οποία πιθανόν να συμμετέχει, μαζί με την BC1534, 
σε ένα απλό μονοπάτι αποικοδόμησης της χιτίνης σε γλυκοζαμίνη. Τα γονίδια επίσης που 
κωδικοποιούν για τις παραπάνω δυο πρωτεΐνες παρουσιάζουν μεγάλη ομολογία με 
αντίστοιχα γονίδια στο γένωμα του B. αnthracis ενός βακτηρίου το οποίο είναι παθογόνο 
και το οποίο έχει χρησιμοποιηθεί και ως βιολογικό όπλο. Έτσι το μη παθογόνο βακτήριο B. 
cereus μπορεί να αποτελέσει μοντέλο για τη μελέτη γονιδίων που υπάρχουν στο B. 
anthracis.  
    Παρά τις πολλές και διαφορετικές προσπάθειες, η απομόνωση της BC3461 δεν στάθηκε 
δυνατή. Αν και το γονίδιο κλωνοποιήθηκε έτσι ώστε το ένζυμο για το οποίο κωδικοποιεί 
να φέρει είτε έξι κατάλοιπα ιστιδίνης (His-tag) στο C-τελικό άκρο,  είτε έξι κατάλοιπα 
ιστιδίνης στο Ν-τελικό άκρο ή  χωρίς κάποιον επίτοπο, με καμιά από αυτές τις 
διαφορετικές πλασμιδιακές κατασκευές, δεν στάθηκε δυνατή η εύρεση ενός σχήματος 
καθαρισμού για την πρωτεΐνη BC3461. Στην εργασία που ακολουθεί περιγράφονται 
αναλυτικά όλες οι προσπάθειες που πραγματοποιήθηκαν για την υπερπαραγωγή και 
απομόνωση της πρωτεΐνης χρησιμοποιώντας καθεμία από τις τρεις πλασμιδιακές 
κατασκευές που αναφέρθηκαν παραπάνω. 
   Επιπλέον πραγματοποιήθηκε ένα πείραμα προκειμένου να μελετηθεί αν η έκφραση του 
γονιδίου bc3461 στον B. cereus, επάγεται από πιθανά υποστρώματα του αντίστοιχου 
ενζύμου.  
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1. Εισαγωγή  
 
 
1.1 Χιτίνη                      
 
 
  Η χιτίνη είναι  ένας αδιάλυτος φυσικός  πολυσακχαρίτης αποτελούμενος από γραμμικές 
αλυσίδες β-(1,4)-δεσμευμένων καταλοίπων Ν-ακετυλγλυκοζαμίνης οι οποίες συνδέονται 
με δεσμούς υδρογόνου. Είναι η δεύτερη μετά τη κυτταρίνη πιο άφθονη ένωση στη φύση με  
προβλεπόμενη ετήσια παραγωγή 10P

10
P - 10P

11 
Pτόνους (1). Βρίσκεται σε διάφορες μορφές 

κυρίως στο θαλάσσιο περιβάλλον, είναι τουλάχιστον 90% ακετυλιωμένη και συχνά 
σχηματίζει σύμπλοκα με πρωτεΐνες και άλλους υδρογονάνθρακες (2). Η ευρύτατη διάδοση 
της χιτίνης θα πρέπει να αποδοθεί αφενός στην τάση των αλυσίδων της να συνδέονται με 
υδρογονικούς δεσμούς και να σχηματίζουν έτσι πυκνές κρυσταλλικές δομές και αφ’ετέρου 
στην ποικιλία των μορφών της. Η μικροκρυσταλλική δομή της ποικίλλει ανάμεσα σε 
αντιπαράλληλα φύλλα (α-χιτίνη), παράλληλα φύλλα (β-χιτίνη) και σε μίγμα αυτών (γ-
χιτίνη). Η α-χιτίνη είναι η πιο άφθονη μορφή της χιτίνης και βρίσκεται στους κάλυκες των 
υδρόζωων, στα μαλάκια , στο πλαγκτόν και σαν συστατικό στα όστρακα των αρθρόποδων. 
Η β-χιτίνη, μια λιγότερη σταθερή και περισσότερη αποικοδομήσιμη μορφή της χιτίνης 
βρίσκεται στα μαλάκια, στο μελάνι των σουπιών, στα διάτομα και στους εξωσκελετούς 
εντόμων και είναι το κυριότερο συστατικό των κυτταρικών τοιχωμάτων των μυκήτων(2) .  
 

 
Εικόνα 1: Δομή της χιτίνης  
 
  Η χιτίνη είναι αδιάλυτη σε υδατικά διαλύματα και σε οργανικούς διαλύτες με αποτέλεσμα 
να είναι ανθεκτική στη χημική αποικοδόμηση ενώ ενζυμική αποικοδόμηση αυτής δεν είναι 
εφικτή σε μεγάλη κλίμακα, εξαιτίας των πολλαπλών βημάτων που απαιτούνται για την 
έκθεση και τη διάσπαση του πολυμερούς και άρα του μεγάλου κόστους της. Η 
ανθεκτικότητα αυτή στη χημική αλλά και φυσική αποικοδόμηση της χιτίνης οδηγεί στο 
συμπέρασμα ότι οι μικροοργανισμοί παίζουν το κυριότερο ρόλο στην αποικοδόμηση της 
(3, 4). Η σχεδόν μηδενική ύπαρξη ελεύθερης χιτίνης στο θαλάσσιο περιβάλλον (θαλάσσια 
ιζήματα) ενισχύει την αποτελεσματικότητα αυτών των μικροβιακών συστημάτων (4) αλλά 
και το οτι η χιτίνη αντιπροσωπεύει μια άφθονη πηγή άνθρακα και αζώτου για αυτά. 
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1.2 Χιτοζάνη             
 
 Η απακετυλιωμένη μορφή της χιτίνης, η χιτοζάνη είναι ένα κατιονικό βιοπολυμερές που 
υπάρχει στη φύση αλλά όχι στην έκταση που υπάρχει η χιτίνη. Η ύπαρξη των ελεύθερων 
αμινομάδων κατά μήκος του πολυμερούς προσδίδει στο μόριο νέες, εντελώς διαφορετικές 
ιδιότητες. Η χιτοζάνη είναι βιοαποικοδομήσιμη και βιοσυμβατή με πολλά όργανα, ιστούς 
και κύτταρα, μπορεί να τροποποιηθεί χημικά και ενζυμικά, είναι διαλυτή σε όξινα 
διαλύματα  και διαθέσιμη σε ποικίλες φυσικές μορφές (5, 6). Εξαιτίας όλων των παραπάνω 
παρουσιάζει πολλές εφαρμογές. Σαν αποτέλεσμα του υψηλού μοριακού της βάρους, του 
κατιονικού χαρακτήρα της και της ικανότητάς της να δημιουργεί πηκτές (gel) 
χρησιμοποιείται ευρύτατα στην βιομηχανία, κυρίως για τον καθαρισμό αποβλήτων νερού 
αλλά και άλλων επικίνδυνων αποβλήτων (5, 7, 8) Χρησιμοποιείται επίσης για την 
επικάλυψη χαρτιού κυτταρίνης αυξάνοντας έτσι την φυσική αντοχή της τελευταίας και 
βελτιώνοντας την ικανότητα εκτύπωσης με χρήση ανιονικών μελανιών (5). Έχει 
χρησιμοποιηθεί για τον έλεγχο  καταλληλότητας πόσιμων υγρών όπως χυμοί και μπύρα 
αλλά και στον αγροτικό τομέα (5, 7), επίσης σαν θρεπτικό συστατικό για μείωση βάρους 
και της χοληστερόλης αλλά και σαν πρόσθετο τροφίμων, κυρίως στην Ιαπωνία (9). 
Χρησιμοποιείται επίσης σαν βιοϊατρικό και φαρμακευτικό υλικό όπως για την θεραπεία 
εγκαυμάτων, οδοντιατρικών προβλημάτων, σαν αντιπηκτικό φάρμακο, σε φακούς επαφής, 
χειρουργικά ράμματα (6) αλλά και σαν συστατικό καλλυντικών για το δέρμα και τα 
μαλλιά, εξαιτίας της ενυδατικής της δράσης (5). Τέλος χρησιμοποιείται ακόμα και στην 
έρευνα ως χρωματογραφικό υλικό για την ακινητοποίηση ενζύμων αλλά και σαν 
αναλυτικό αντιδραστήριο ως υπόστρωμα  χιτινασών, χιτοζανασών και λυσοζύμης (5,6) 
  Η χιτοζάνη παράγεται από τη χιτίνη μέσω μιας σκληρής θερμοχημικής διαδικασίας η 
οποία διαθέτει όλα τα μειονεκτήματα μιας χημικής διεργασίας, είναι επιβλαβής για το 
περιβάλλον και δεν ελέγχεται εύκολα οδηγώντας σ’ένα μεγάλο και ετερογενές φάσμα 
προϊόντων (10). Εναλλακτικά, προσπάθειες γίνονται ώστε πολυμερή και ολιγομερή 
χιτοζάνης να μπορούν να παρασκευαστούν από χιτίνη μέσω μιας ενζυμικής διαδικασίας με 
χρήση απακετυλασών χιτίνης. Τα ολιγομερή χιτίνης και χιτοζάνης αξίζουν ιδιαίτερης 
προσοχής επειδή παρουσιάζουν συγκεκριμένες φυσιολογικές δραστηριότητες μεγάλου 
ενδιαφέροντος (αντιμικροβιακή και αντικαρκινική δραστηριότητα και ενίσχυση του 
αμυντικού συστήματος των φυτών) (7, 11).  
 
 

 
Εικόνα 2: Δομή της χιτοζάνης 
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1.3  Ν-ακετυλγλυκοζαμίνη (GlcNAc)  και γλυκοζαμίνη (GlcN), οι βασικές μονάδες των 
πολυσακχαριτών χιτίνης και χιτοζάνης αντίστοιχα 
 
  Η γλυκοζαμίνη και η Ν- ακετυλγλυκοζαμίνη από την οποία προέρχεται, συντίθενται σε 
όλους τους οργανισμούς, βακτήρια, σακχαρομύκητες, φυτά και ζώα. Στους ανθρώπους η 
γλυκοζαμίνη και η Ν- ακετυλγλυκοζαμίνη είναι οι πρόδρομοι των δισακχαριτικών 
μονάδων των γλυκοζαμινογλυκανών (όπως υαλουρονικό οξύ, θεϊκή χονδροϊτίνη, και θεϊκή 
κερατάνη) τα οποία είναι απαραίτητα για την αναδόμηση και τη διατήρηση της υγείας του 
χόνδρου και της λειτουργίας των αρθρώσεων (12). Κλινικές δοκιμές με GlcN για την 
θεραπεία της αρθρίτιδας έχουν ξεκινήσει από τις αρχές της δεκαετίας του ’80. Αποτελεί 
επισης την βασική μονάδα σε πολλά και σημαντικά βιολογικά μακρομόρια  όπως είναι οι 
ολιγοσακχαρίτες, οι γλυκοπρωτεΐνες και τα γλυκολιπίδια.  Λόγω των παραπάνω τα 
τελευταία χρόνια πολλά προϊόντα που χρησιμοποιούνται ως διατροφικά συμπληρώματα  
περιέχουν γλυκοζαμίνη. 
  Η Ν- ακετυλγλυκοζαμίνη και η γλυκοζαμίνη παράγονται κυρίως με όξινη υδρόλυση της 
χιτίνης, μια χημική κατεργασία η οποία συμβαίνει σε πολλά στάδια, έχει  υψηλό κόστος 
παραγωγής ενώ το τελικό προϊόν εμφανίζει όξινες προσμίξεις. Υδροχλωρικό οξύ, υψηλής 
συγκέντρωσης, διασπά το πολυμερές της χιτίνης και απακετυλιώνει την Ν-
ακετυλγλυκοζαμίνη (GlcNAc) προς γλυκοζαμίνη (GlcN) (13). Καθαρή Ν-
ακετυλγλυκοζαμίνη παράγεται εναλλακτικά από GlcN με χημική ακετυλίωση αυτής με τη 
χρήση οξικού ανυδρίτη (14). 
  Εναλλακτικά, προσπάθειες γίνονται για την παραγωγή Ν- ακετυλγλυκοζαμίνης και 
γλυκοζαμίνης μέσω ενζυμικών διαδικασίων ενώ πρόσφατα δημοσιεύθηκε (12) ένας νέος 
τρόπος παραγωγής αυτών μέσω μεταβολικής μηχανικής σε Escherichia coli.  H 
στρατηγική που ακολουθήθηκε είχε να κάνει με την υπερέκφραση της συνθάσης της 
γλυκοζαμίνης, με ταυτόχρονη απενεργοποίηση των γονιδίων καταβολισμού της, γεγονός 
που οδήγησε σε 15πλασια αύξηση της παραγωγής της από το τροποποιημένο στέλεχος 
E.coli. Όμως η παραγόμενη γλυκοζαμίνη αποικοδομούνταν γρήγορα και τα προϊόντα που 
προέκυπταν παρουσίαζαν ανασταλτική δράση στην ανάπτυξη των κυττάρων E.coli με 
αποτέλεσμα τον περιορισμό της βελτίωσης της διαδικασίας. Το εναλλακτικό προϊόν αυτής 
της διεργασίας όμως, η  Ν- ακετυλγλυκοζαμίνη ήταν σταθερή και μη ανασταλτική στην 
ανάπτυξη των κυττάρων E.coli ενώ μπορούσε εύκολα να υδρολυθεί σε γλυκοζαμίνη κάτω 
από όξινες συνθήκες. Έτσι η διαδικασία τροποποιήθηκε ώστε να οδηγεί σε υπερπαραγωγή  
Ν- ακετυλγλυκοζαμίνης και με μια απλή και χαμηλού κόστους διεργασία ζύμωσης, 
επετεύχθη η παραγωγή μέχρι και 110 g/lP

-1 
Pαυτής.    

 
1.4 Ένζυμα που αποικοδομούν τη χιτίνη  
 
  Τα ένζυμα που υδρολύουν τη χιτίνη, ανάλογα με τον τρόπο με τον οποίο κόβουν τις 
αλυσίδες αυτής ταξινομούνται σε δυο μεγάλες κατηγορίες, τις ενδοχιτινάσες και τις 
εξωχιτινάσες. Οι ενδοχιτινάσες κόβουν τυχαία σε εσωτερικές θέσεις β-1,4-γλυκοζιτικούς 
δεσμούς παρέχοντας μικρού μοριακού βάρους ολιγομερή GlcNAc όπως χιτοτετραόζη, 
χιτοτριόζη και διακετυλχιτοβιόζη. Οι εξωχιτινάσες μπορούν να διαιρεθούν σε δυο 
υποκατηγορίες, τις χιτοβιοζιδάσες, οι οποίες καταλύουν την σταδιακή απελευθέρωση  
διακετυλχιτοβιόζης (GlcNAc) B2 B ξεκινώντας από το μη ανάγων άκρο της μικροΐνας της 
χιτίνης και τις Ν-ακέτυλ-β-γλυκοζαμινιδάσες που υδρολύουν τα ολιγομερή προϊόντα των 
ενδοχιτινασών και των χιτοβιοζιδασών προς παραγωγή Ν-ακετυλγλυκοζαμίνης (GlcNAc) 
(16). Έχει επίσης βρεθεί  μια εξωχιτινάση από τον οργανισμό Serratia marcescens με 
δραστικότητα χιτοτριοζιδάσης της οποίας η δομή έχει λυθεί (15). Ένα εναλλακτικό 
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μονοπάτι προτείνει την απακετυλίωση της χιτίνης σε χιτοζάνη η οποία τελικά μετατρέπεται  
σε γλυκοζαμίνη με τη δράση μιας χιτοζανάσης (16).    
 
  Με βάση την ομοιότητα στην  αμινοξική τους αλληλουχία τα χιτινολυτικά ένζυμα 
κατηγοριοποιούνται στις οικογένειες 18, 19 και 20 των γλυκόζυλ-υδρολασών. Η 
οικογένεια 18 περιέχει χιτινάσες από βακτήρια, μύκητες, ιούς, ζώα και κάποιες χιτινάσες 
φυτών. Η οικογένεια 19 αποτελείται από φυτικές χιτινάσες και κάποιες από τον 
Streptomyces. Οι χιτινάσες από τις δυο αυτές οικογένειες δεν παρουσιάζουν ομοιότητες 
στην αμινοξική τους αλληλουχία ενώ έχουν τελείως διαφορετικές κρυσταλλικές δομές και 
καταλυτικούς μηχανισμούς. Και άρα πιθανότατα έχουν εξελιχθεί από διαφορετικούς 
προγόνους. Η οικογένεια 20 περιέχει τις β-Ν-ακετυλγλυκοζαμινιδάσες από βακτήρια, 
Streptomyces και ανθρώπινες. Οι βακτηριακές χιτινάσες διακρίνονται σε τρεις μεγάλες 
κατηγορίες Α,Β,C ανάλογα με την αμινοξική αλληλουχία των ξεχωριστών καταλυτικών 
υπομονάδων τους (16). 
   Οι απακετυλάσες της χιτίνης (Chitin Deacetylases, CDAs) είναι τα ένζυμα εκείνα τα 
οποία απακετυλιώνουν τα πολυμερή και ολιγομερή της χιτίνης. Τέτοιες απακετυλάσες 
έχουν απομονωθεί και χαρακτηριστεί από αρκετούς μύκητες. Τα πιο καλά μελετημένα 
ένζυμα είναι αυτά από τους μύκητες Saccharomyces cerevisiae (17), Mucor rouxii (18-20), 
Absidia coerulea (21), Aspergillus nidulans (22) και από δυο στελέχη του Colletotrichum 
lindemuthianum (23, 24). Έχουν προταθεί δυο διαφορετικοί βιολογικοί ρόλοι για τις 
απακετυλάσες της χιτίνης  των μυκήτων, η συμμετοχή τους στο σχηματισμό του 
κυτταρικού τοιχώματος και η πιθανή συμμετοχή τους σε αλληλεπιδράσεις φυτών-
παθογόνων (25). 
  Όλες οι απακετυλάσες χιτίνης που έχουν ταυτοποιηθεί, είναι γλυκοπρωτεΐνες και 
εκκρίνονται είτε στην περιπλασμική περιοχή είτε στο θρεπτικό μέσο. Επιπλέον, τα 
περισσότερα ένζυμα παρουσιάζουν αξιοσημείωτη θερμική σταθερότητα στην θερμοκρασία 
των 50P

0
PC και αυστηρή προτίμηση για β-(1,4) πολυμερή Ν-ακετυλγλυκοζαμίνης. Παρόλα 

αυτά ποικίλλουν αξιοσημείωτα όσον αφορά το μοριακό βάρος, το βέλτιστο pH δράσης 
τους και την περιεκτικότητα σε υδρογονάνθρακα. Ο τρόπος δράσης των απακετυλασών 
μερικώς απακετυλιωμένης χιτοζάνης και χιτοολιγομερών έχει μελετηθεί (26) και έχει 
βρεθεί ότι υδρολύουν τις ακετυλομάδες με έναν πολλαπλής επίθεσης μηχανισμό σε βαθμό 
τρία (multiple attack mechanism) κατά τον οποίο το ένζυμο αρχικά δημιουργεί σύμπλοκο 
με το πολυμερές και στη συνέχεια υδρολύει ταυτόχρονα τρεις ακετυλομάδες (το πολύ) 
πριν αποχωρισθεί και στη συνέχεια δημιουργήσει νέο ενεργό σύμπλοκο με μια άλλη 
αλυσίδα του πολυμερούς. Ο τρόπος δράσης των απακετυλασών σε χιτοολιγομερή έχει 
επίσης μελετηθεί (27) και έχει βρεθεί ότι αρχικά συμβαίνει απομάκρυνση της 
ακετυλομάδας από το μη ανάγων τελικό κατάλοιπο όλων των χιτοολιγομερών, με βαθμό 
πολυμερισμού μεγαλύτερο του δύο, και στη συνέχεια καταλύεται η υδρόλυση των 
επόμενων ακετάμιδο-ομάδων με προοδευτικό τρόπο. 
 
 
1.5 Μονοπάτι καταβολισμού χιτίνης σε ευκαρυώτες και βακτήρια 
 
  Η αποικοδόμηση της χιτίνης στους ευκαρυώτες και τα βακτήρια  έχει μελετηθεί πολύ 
καλά και τα καταβολικά μονοπάτια χιτίνης φαίνονται περιληπτικά στην εικ. 3. Η χιτίνη 
αποικοδομείται σε διακετυλχιτοβιόζη (GlcNAc)B2 B απ’τον συνδυασμό χιτινασών ενδο- και 
εξω- τύπου (αντιδράσεις 1 και 2) και ακολουθεί επεξεργασία του διμερούς με β-Ν-
ακετυλγλυκοσαμινιδάση (GlcNAcase, αντίδραση 3) (28), φωσφορυλάση του  (GlcNAc) B2B 
(αντίδραση 4), ή με το σύστημα φωσφοτρανσφεράσης του (GlcNAc)B2 B (αντίδραση 5) και 
την 6-φωσφο-β-γλυκοσαμινιδάση (αντίδραση 6) (29-31). 
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  Σ’αυτά τα μονοπάτια, η απομάκρυνση της Ν-ακετυλομάδας από το αρχικό μόριο χιτίνης, 
συμβαίνει μετά την αποικοδόμηση σε μονομερή. Αυτό το βήμα καταλύεται από την 
απακετυλάση του GlcNAc-6-phosphate (GlcNAc6P), η οποία απακετυλιώνει το GlcNAc6P 
που παράγεται από το κόψιμο του GlcNAc6P- GlcNAc (αντίδραση 6) ή απ’τη 
φωσφορυλίωση του GlcNAc. Προτείνεται ένα εναλλακτικό μονοπάτι για την 
αποικοδόμηση της χιτίνης, το οποίο ξεκινάει με απακετυλίωσή της μέσω μιας 
απακετυλάσης της χιτίνης (αντίδραση 7). Η προκύπτουσα χιτοζάνη αποικοδομείται στη 
συνέχεια σε γλυκοζαμίνη (GlcN) απ’τη χιτοζανάση (ένζυμο ενδο-τύπου, αντίδραση 8) σε 
συνεργασία με την εξω-β-D-γλυκοσαμινιδάση (GlcNase, αντίδραση 9) (28). 
 
 

 
 

Εικόνα 3. Καταβολικά μονοπάτια χιτίνης. Τα ένζυμα που συμμετέχουν, αναπαριστώνται ως 1: ενδοχιτινάση, 
2: εξωχιτινάση, 3:  GlcNAcase, 4: φωσφορυλάση του  GlcNAcB2B, 5: σύστημα φωσφοτρανσφεράσης του 
GlcNAcB2B, 6: 6-φώσφο-β-γλυκοσαμινιδάση. Τα ένζυμα που συμμετέχουν στο προτεινόμενο εναλλακτικό 
μονοπάτι (?),  αναπαριστώνται ως 7: απακετυλάση χιτίνης, 8: χιτοζανάση και 9: GlcNάση. 
 
 
 
1.6  Μονοπάτι καταβολισμού χιτίνης σε αρχαία 
 
   
  Σε αντίθεση με τους ευκαρυώτες και τα βακτήρια, υπάρχουν πολύ λίγες πληροφορίες 
όσον αφορά την χιτινόλυση στα αρχαία. Ο πρώτος χαρακτηρισμός μιας θερμοσταθερής 
χιτινάσης έγινε στο υπερθερμόφιλο αρχαίο Thermococcus kodakaraensis KOD1 (32,33). Η 
χιτινάση Tk-ChiA έχει μια μοναδική δομή που συντίθεται από διπλές καταλυτικές περιοχές 
και τριπλές περιοχές πρόσδεσης της χιτίνης. Πρόσφατα, έχει ταυτοποιηθεί άλλο ένα 
χιτινολυτικό ένζυμο, μια GlcNάση (Tk-GlmA) στο T. kodakaraensis (34), η οποία 
υδρολύει χιτοβιόζη (GlcNB2 B) προς GlcN και επάγεται από (GlcNAc) B2 B, το τελικό προϊόν της 
χιτίνης από την Tk-ChiA. Η δράση αυτών των ενζύμων καθώς και της Tk-Dac 

?  
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(απακετυλάση χιτοολιγοσακχαριτών) προτείνουν ένα καινούριο καταβολικό μονοπάτι της 
χιτίνης για τα αρχαία (εικ. 4). 
  Το  T.  kodakaraensis διαθέτει χιτινάση (Tk-ChiA) και εξω-β-D-γλυκοζαμινιδάση (Tk-
GlmA) για την αποικοδόμηση της χιτίνης. Η πρώτη παράγει διακετυλχιτοβιόζη (GlcNAc) B2 B 
απ’τη χιτίνη και η τελευταία υδρολύει χιτοβιόζη (GlcNB2B) προς γλυκοζαμίνη (GlcN). Το 
ένζυμο που συνδέει φυσιολογικά αυτές τις δυο δραστηριότητες είναι μια απακετυλάση που 
παρέχει το υπόστρωμα για την  Tk-GlmA απ’την (GlcNAc) B2B. Το αντίστοιχο γονίδιο (Tk-
dac) ταυτοποιήθηκε στο γονιδίωμα του Thermococcus kodakaraensis. 
 
 

 
 

Εικόνα 4: Ένα καινούριο καταβολικό μονοπάτι χιτίνης που προτείνεται στο υπερθερμόφιλο αρχαίο 
Thermococcus kodakaraensis KOD1. Τα ενδιάμεσα μόρια είναι τα ακόλουθα GlcNAcBn B: Ν-
ακετυλχιτοολιγοσακχαρίτης, GlcNBnB: χιτοολιγοσακχαρίτης, GlcNAc1P: GlcNAc-1-φωσφορικό, GlcNAc6P- 
GlcNAc: GlcNAc-6-φωσφορικό- GlcNAc και GlcNAc6P: GlcNAc-6-φωσφορικό. 
 
 
Σύγκριση της Tk-Dac με τις υπάρχουσες απακετυλάσες  
 
Μέχρι τώρα, οι απακετυλάσες χιτίνης από μύκητες και έντομα, η απακετυλάση 
χιτοολιγοσακχαριτών (NodB) απ’το Rhizobium και η βακτηριακή απακετυλάση του 
GlcNAc6P είναι γνωστές σαν καταλυτικά παρόμοιες απακετυλάσες. Οι απακετυλάσες 
χιτίνης έχουν την ικανότητα να απομακρύνουν Ν-ακετυλ ομάδες από πολυμερή και 
ολιγομερή χιτίνης (25). Η NodB, που εμπλέκεται στο σινιάλο σύνθεσης των ροζιδίων, 
απακετυλιώνει το μη ανάγων κατάλοιπο GlcNAc των Ν-ακετυλχιτοολιγοσακχαριτών όπως 
και η Tk-Dac (35). Παρόλα αυτά δεν μπορεί να δράσει σε μονομερή GlcNAc. Η Tk-Dac 
απακετυλιώνει το μονομερές GlcNAc καθώς επίσης και ολιγομερή αλλά δεν έχει καμία 
ικανότητα να δεχτεί το μονομερές GlcNAc6P ως υπόστρωμα. Επιπλέον, η πρωτοταγής 
δομή της Tk-Dac δεν έχει καμία ομολογία με κάποια απ’τις παραπάνω απακετυλάσες. 
Προφανώς, η Tk-Dac είναι ένα καινούριο ένζυμο με καταλυτικές ιδιότητες και πρωτοταγή 
δομή διαφορετικές από εκείνες των γνωστών απακετυλασών.  
  Η Tk-Dac με βάση την αμινοξική της αλληλουχία ανήκει στην όχι καλά χαρακτηρισμένη 
οικογένεια των LmbE-like πρωτεϊνών (Pfam02585 καθώς και COG2120). 
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1.7 LmbE-like πρωτεΐνες 
 
  H LmbE-like οικογένεια πρωτεϊνών (Pfam02585 καθώς και COG2120) εμφανίσθηκε τα 
τελευταία χρόνια και αν και δεν είναι καλά χαρακτηρισμένη φαίνεται να είναι ευρύτατα 
διαδεδομένη τόσο σε ευκαρυώτες όσο και σε βακτήρια και αρχαία. Η ονομασία LmbE είχε 
αρχικά αποδοθεί σε μια υποθετική πρωτεΐνη που κωδικοποιείται σε ένα γονιδιακό cluster 
για τη βιοσύνθεση λινκομυκίνης (lincomycin) του Streptomyces lincolnensis (36).  
  Από τις μέχρι τώρα δημοσιεύσεις όλες οι πρωτεΐνες που με βάση την πρωτοταγή τους 
δομή ανήκουν στην LmbE-like οικογένεια πρωτεϊνών, απακετυλιώνουν την Ν-
ακετυλγλυκοζαμίνη, ολιγομερή Ν-ακετυλγλυκοζαμίνης ή τροποποιημένα παράγωγα αυτής 
(36). Οι πρωτεΐνες αυτές μπορούν να καταταχθούν στις παρακάτω τρεις κατηγορίες:  
 
I.  Απακετυλάσες της Ν-ακετυλγλυκοζαμίνης-ινοσιτόλης (GlcNAc-Ins)  
 
  Η μυκοθειόλη (MSH, AcCys-GlcN-Ins, 1-D-myo-inosityl-2-(Nacetyl-L-cysteinyl)amido-
2-deoxy-α-D-glucopyranoside) είναι η βασική μη πρωτεϊνική θειόλη, χαμηλού μοριακού 
βάρους η οποία είναι παρούσα στους περισσότερους ακτινομύκητες. Διατηρεί το 
αναγωγικό περιβάλλον στο εσωτερικό των κυττάρων, απομακρύνοντας τις ελεύθερες ρίζες 
οξυγόνου που παράγονται στις διάφορες μεταβολικές διαδικασίες και προστατεύοντάς τα 
έτσι από το οξειδωτικό στρες. Τον ρόλο αυτό στα βακτήρια και στους ευκαρυώτες έχει η 
γλουταθειόνη η οποία όμως είναι απούσα στα μυκοβακτήρια (37).  Το βιοσυνθετικό 
μονοπάτι της μυκοθειόλης  έχει μελετηθεί στον ακτινομύκητα Mycobacterium  
tuberculosis και όπως φαίνεται και στην εικόνα που ακολουθεί περιλαμβάνει τέσσερα 
βήματα: α) μεταφορά GlcNAc στην ινοσιτόλη προς παραγωγή της GlcNAc-Ins μέσω της 
γλυκοσυλτρανσφεράσης MshA, β) απακετυλίωση της GlcNAc-Ins προς GlcN-Ins  από την 
απακετυλάση MshB, γ) προσθήκη από την λιγάση MshC, μιας κυστεΐνης στην ελεύθερη 
αμίνη της γλυκοζαμίνης προς παρασκευή  Cys-GlcN-Ins με μηχανισμό εξαρτώμενο από το 
ATP και δ) ακετυλίωση της αμίνης της κυστεΐνης από ακέτυλο-CoA, από την 
ακυλομεταφοράση MshD προς σχηματισμό μυκοθειόλης, AcCys-GlcN-Ins (38, 39). 
 

 
Εικόνα 5: Μονοπάτι βιοσύνθεσης της μυκοθειόλης.  
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  Στην κατηγορία αυτή η μόνη καλά μελετημένη απακετυλάση είναι η MshB από τον 
ακτινομύκητα Mycobacterium  tuberculosis (40) όπου όπως είδαμε, συμμετέχει στο 
δεύτερο βήμα βιοσύνθεσης της μυκοθειόλης  απακετυλιώνοντας την  GlcNAc-Ins. Η 
MshB αντιστοιχεί στην Rv1170 του Mycobacterium  tuberculosis,  με μοριακό βάρος 
33.4kDa. Ακολουθεί κινητική Michaelis Menten.  Δεν παρουσιάζει αυστηρή εξειδίκευση 
ως προς το υπόστρωμα GlcNAc-Ins αφού έχει και σημαντική ενεργότητα αμιδάσης (41). 
Δεν έχει όμως ενεργότητα στο μονομερές GlcNAc. Η MshB είναι μια μεταλλοπρωτεΐνη 
ZnP

2+
P και η ενεργότητα απακετυλάσης εξαρτάται πλήρως απ’την παρουσία του δισθενούς 

μεταλλικού κατιόντος ενώ ενεργοποιείται και από άλλα δισθενή κατιόντα όπως κυρίως από 
Co P

+2
P, αλλά και από MnP

+2
P και NiP

+2
P. Έχει επίσης βρεθεί ότι η διαγραφή του γονιδίου που 

κωδικοποιεί για την  MshB δεν οδήγησε σε θάνατο του μυκοβακτηρίου ή στην μη 
παραγωγή μυκοθειόλης  αν και το μυκοβακτήριο γινόταν πιο ευπαθές στο οξειδωτικό 
στρες (41).  
  Η λύση της κρυσταλλικής δομής της MshB απεκάλυψε μια α/β αναδίπλωση όπου οι 
έλικες πακετάρονται γύρω από ένα κυρίως παράλληλο β-φύλλο επτά πτυχών (42). 
Μεγάλες στροφές οι οποίες απορρέουν από το C-τελικό των β-πτυχών, εσωκλείουν μια 
βαθιά κοιλότητα, όπου εντοπίζεται το ενεργό κέντρο το οποίο είναι υδρόφιλο και 
ηλεκτραρνητικό.  
 
 

 
Εικόνα 6: Το ενεργό κέντρο της MshB. O καταλυτικός ZnP

+2
P φαίνεται σαν μια μπλε σφαίρα ενώ τα 

προσδεμένα σε αυτόν δυο μόρια νερού σαν κόκκινες σφαίρες. 
 
 
 Στο κάτω μέρος αυτής της κοιλότητας βρίσκεται η περιοχή πρόσδεσης του  μετάλλου, η 
οποία συνδέεται με το αμινοξικό μοτίβο AHPDDE  που συντηρείται σε όλες τις LmbE 
like πρωτεΐνες. Η MshB είναι μια μεταλλοπρωτεΐνη ZnP

+2
P . Με τον ZnP

+2
P συνδέονται δυο 

ιστιδίνες ( His13 και His147) και ένα ασπαρτικό (Asp16).  Η βάση που ενεργοποιεί το 
μηχανισμό είναι το Asp15, χαρακτηριστική ιδιότητα μόνο στις υδρολάσες ZnP

+2
P. Υπάρχουν 

επίσης δυο μόρια νερού στο ενεργό κέντρο και τα δυο πολύ κοντά στον ZnP

+2
P. Το  ένα από 

αυτά είναι κοντά και στο Asp15 ενώ το  άλλο πιθανότατα εκτοπίζεται από το εισερχόμενο 
υπόστρωμα.  
  Ο προτεινόμενος καταλυτικός μηχανισμός της MshB φαίνεται στην εικόνα που 
ακολουθεί όπου το ακεταμιδοκαρβόνυλ-οξυγόνο της GlcNAc-Ins εκτοπίζει το μόριο 
νερού και προσδένεται απευθείας στο ZnP

+2 
P, αφήνοντας έτσι το πρώτο μόριο νερού σε 

ιδανική θέση για  νουκλεοφιλική προσβολή από τον καρβονυλικό άνθρακα της 
ακετυλομάδας. Η νουκλεοφιλική προσβολή ενεργοποιείται από την  καταλυτική βάση του 
Asp15. Το τετραεδρικό ενδιάμεσο έχει τότε ένα αρνητικά φορτισμένο άτομο οξυγόνου 
που σταθεροποιείται από τον θετικά φορτισμένο ZnP

+2
P και από την ιμιδαζολική πλευρά της 

His144.  Η μεταφορά πρωτονίου στο άζωτο του απακετυλιωμένου υποστρώματος (GlcN-
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Ins) γίνεται μέσω της γενικότερης όξινης λειτουργίας της καρβονυλικής ομάδας του 
Asp15 (43). 
 
 

 
 
 
Εικόνα 7: Προτεινόμενος καταλυτικός μηχανισμός της απακετυλάσης MshB. 
 
 
II. Απακετυλάσες της Ν- ακετυλγλυκοζαμινυλφωσφατιδυλοϊνοσιτόλης (GlcNAcPI)  
 
  H γλυκοσυλφωσφατιδυλινοσιτόλη (GPI) χρησιμοποιείται για την αγκυροβόληση 
διαφόρων πρωτεϊνών στην επιφάνεια της κυτταρικής μεμβράνης. Η κύρια δομή και τα 
βήματα βιοσύνθεσης της GPI είναι υψηλά συντηρημένα σε διάφορους οργανισμούς. Ο 
κύριος κορμός της GPI αποτελείται από ένα φωσφολιπίδιο ινοσιτόλης, γλυκοζαμίνη, τρεις 
μαννόζες και μια φωσφοαιθανολαμίνη. Η βιοσύνθεση της GPI πραγματοποιείται στην 
μεμβράνη του ενδοπλασματικού δικτύου. Αρχικά πραγματοποιείται μεταφορά GlcNAc  
από UDP-GlcNAc στην φωσφατιδυλινοσιτόλη προς παραγωγή N-
ακετυλγλυκοζαμινυλφωσφατιδυλινοσιτόλης (GlcNAc-PI). Το δεύτερο βήμα είναι η 
απακετυλίωση του GlcNAc-PI προς GlcN-PI. Στη συνέχεια τρεις μαννόζες και μια 
φωσφοαιθανολαμίνη προστίθενται διαδοχικά. Οι πρωτεΐνες που αγκυροβολούνται στην 
κυτταρική μεμβράνη μέσω της GPI προσδένονται σε μια αμινομάδα της τελικής 
αιθανολαμίνης από το C- τελικό άκρο τους (44).  
  Οι απακετυλάσες της  GlcNAcPI οι οποιες έχουν μελετηθεί αν και δεν είναι καλά 
χαρακτηρισμένες είναι: 
 
• Η GlcNAcPI απακετυλάση  rPIG-L από τον αρουραίο Rattus norvegicus είναι μια 

πρωτεΐνη 32 kDa, έχει μια υδρόφοβη περιοχή στο N-τελικό άκρο της μέσω της οποίας 
αγκυροβολείται  στη μεμβράνη του ενδοπλασματικού δικτύου ενώ η υπόλοιπη 
βρίσκεται στην κυτταροπλασματική πλευρά αυτού. Εκεί συμβαίνει και η 
απακετυλίωση της  GlcNAcPI. Η δραστικότητα της δεν ενεργοποιείται ιδιαίτερα από 
την παρουσία μετάλλου αν και σημειώθηκε μια μικρής τάξεως αύξηση αυτής 
παρουσία NiP

+2
P και MnP

+2 
P(44, 45).  

• Η ανθρώπινη GlcNAcPI απακετυλάση  PIG-L η οποία παρουσιάζει 77% ομολογία με 
την  rPIG-L και έχει βρεθεί ότι είναι 100% λειτουργική κατά την ετερόλογη έκφραση 
της σε θηλαστικά. Δεν έχει μελετηθεί περαιτέρω (44). 
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• Η GlcNAcPI απακετυλάση GPI12 από τον S.cerevisiae, παρουσιάζει 24% ομολογία με 
την  rPIG-L και είναι 100% λειτουργική κατά την ετερόλογη έκφραση της σε 
θηλαστικά τονίζοντας ότι οι  GlcNAcPI απακετυλάσες είναι υψηλά συντηρημένες 
στους ευκαρυώτες. Διαγραφή του γονιδίου που την κωδικοποιεί οδήγησε σε θάνατο 
των κυττάρων του S.cerevisiae, οδηγώντας έτσι στο συμπέρασμα ότι είναι το μόνο 
γονίδιο που κωδικοποιεί για απακετυλάση  GlcNAcPI  σε αυτόν και άρα είναι απόλυτα 
απαραίτητη για την ανάπτυξη του (45). 

• Η GlcNAcPI απακετυλάση TbGPI12 και LmGPI12 από τα πρωτόζωα Trypanosoma 
brucei και Leishmania major αντίστοιχα. Η LmGPI12 δεν έχει μελετηθεί καλά. 
Αντίθετα η απακετυλάση TbGPI12 έχει μελετηθεί αρκετά. Είναι μια πρωτεΐνη 55kDa 
η οποία έχει βρεθεί ότι είναι απαραίτητη για την ανάπτυξη του Trypanosoma brucei  
το οποίο είναι ένα παθογόνο παράσιτο και υπεύθυνο για την αφρικανική ασθένεια του 
ύπνου. Μπορεί έτσι να χρησιμοποιηθεί σαν πιθανός φαρμακευτικός στόχος.  Έχει 
επίσης βρεθεί ότι δεν παρουσιάζει υψηλή εξειδίκευση ως προς το υπόστρωμα που 
απακετυλιώνει αφού δρα και σε τροποποιημένα μόρια GlcNRPI ενώ ακολουθεί 
κινητική Michaelis-Menten (46, 47).   

 
 
  Οι απακετυλάσες GlcNAcPI από το θηλαστικό  Rattus norvegicus και από το 
Trypanosoma brucei  είναι οι πιο καλά μελετημένες και παρουσιάζουν πολλές ομοιότητες. 
Και οι δυο έχουν μια απλή διαμεμβρανική περιοχή στο Ν-τελικό άκρο, με το μεγαλύτερο 
μέρος της πρωτεΐνης να βρίσκεται προς την κυτταροπλασματική πλευρά του 
ενδοπλασματικού δικτύου. Αν και η rPIG-L παρουσιάζει μεγαλύτερη εξειδίκευση ως προς 
το υπόστρωμα GlcNAcPI από την TbGPI12,  και οι δυο απαιτούν την παρουσία ενός 
ισχυρά πσοσδεδεμένου δισθενούς κατιόντος για να δράσουν. Το δισθενές αυτό κατιόν έχει 
προταθεί ότι είναι ο ZnP

+2
P αφού οι δυο πρωτεΐνες περιέχουν ένα συντηρημένο μοτίβο θέσης 

πρόσδεσης ZnP

+2
P και αναστέλλονται από μικρομοριακές συγκεντρώσεις αυτού όπως 

χαρακτηριστικά συμβαίνει σε όλες τις μεταλλοπρωτεάσες ZnP

+2
P. Επίσης ο  ZnP

+2
P βρέθηκε 

να είναι το πιο αποτελεσματικό μέταλλο στην προσπάθεια αποκατάστασης της 
ενεργότητας της αποπρωτεΐνης (48).  
  Κατευθυνόμενη μεταλλαξογέννεση στην rPIG-L η οποία πραγματοποιήθηκε με βάση την 
κρυσταλλική δομή της MshB απέδειξε την απαραίτητη παρουσία τεσσάρων τύπων 
συντηρημένων καταλοίπων στις GlcNAcPI απακετυλάσες. Η πρώτη ομάδα καταλοίπων, 
τα His49, Asp52 και His157 δημιουργούν μια κλασσική τριάδα πρόσδεσης ZnP

+2
P.  Η 

δεύτερη ομάδα καταλοίπων, Asp51 και His154 είναι αυτά που εμπλέκονται στην 
κατάλυση και /ή στην πρόσδεση του υποστρώματος. Η τρίτη ομάδα συντηρημένων 
καταλοίπων Glu53, Glu91 και His226 βρίσκεται πίσω από το ενεργό κέντρο και 
συντονίζει τα κατάλοιπα της δεύτερης ομάδας μέσω δεσμών υδρογόνου. Η τέταρτη και 
τελευταία ομάδα κυρίως υδρόφοβων καταλοίπων βρίσκεται πολύ μακριά από το ενεργό 
κέντρο και συμμετέχει στο «πακετάρισμα» του κορμού του ενζύμου. Το μοριακό μοντέλο 
του ενεργού κέντρου της rPIG-L, φαίνεται στην εικόνα που ακολουθεί. 
 



 14

 
Εικόνα 8: Μοριακό μοντέλο του ενεργού κέντρου της rPIG-L. Τα άτομα οξυγόνου χρωματίζονται κόκκινα, 
τα άτομα θείου κίτρινα, μωβ τα απαραίτητα κατάλοιπα για τη δράση του ενζύμου, πορτοκαλί τα  σημαντικά 
κατάλοιπα για τη δράση του ενζύμου, πράσινα τα κατάλοιπα με καμιά επίδραση στη δράση του ενζύμου, 
γαλάζιος ο ZnP

+2
P ,  με διακεκομμένες γραμμές οι δεσμοί υδρογόνου. 

  
   
Με βάση την προφανή ομοιότητα του ενεργού κέντρου της GlcNAcPI απακετυλάσης  
rPIG-L με την MshB και των μεταλλοπρωτεασών ZnP

+2 
Pέχει προταθεί ο παρακάτω 

καταλυτικός μηχανισμός ο οποίος φαίνεται στην εικόνα 9. 
 

 
 
Εικόνα 9: Θεωρητικός μηχανισμός δράσης των απακετυλασών της GlcNAcPI. 
 
 Σε αυτόν το μηχανισμό, το ακεταμιδοκαρβόνυλ-οξυγόνο της GlcNAcPI προσδένεται 
απευθείας στον ZnP

+2 
P, πολώνοντας τον καρβονυλικό δεσμό και αφήνοντας ένα μερικό 

θετικό φορτίο στο άτομο άνθρακα. Η νουκλεοφιλική προσβολή του προσδεμένου με τον 
ZnP

+2 
Pμορίου νερού, η οποία ενεργοποιείται από την καταλυτική βάση του Asp51, 

δημιουργεί ένα τετραεδρικό ενδιάμεσο που σταθεροποιείται από τον συντονισμό με τον 
ZnP

+2
P. Η σταδιακή πρωτονίωση από το Asp51 ή το His154 επιτρέπει την απομάκρυνση της 

GlcNPI με ταυτόχρονη αντικατάσταση του προσδεμένου στον ZnP

+2 
Pοξικού από ένα 

εισερχόμενο μόριο νερού που ολοκληρώνει τον καταλυτικό κύκλο.   
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 III.  Απακετυλάσες χιτοολιγομερών  
 
  Η τρίτη και τελευταία κατηγορία των LmbE-like πρωτεϊνών ανακαλύφθηκε πολύ 
πρόσφατα. Στην κατηγορία αυτή συναντάμε απακετυλάσες των οποίων η αμινοξική 
αλληλουχία  δεν έχει καμιά ομολογία με τις μέχρι σήμερα γνωστές απακετυλάσες χιτίνης, 
την απακετυλάση χιτοολιγοσακχαριτών (NodB) απ’το Rhizobium και τη βακτηριακή 
απακετυλάση του GlcNAc6P για τις οποίες έχει βρεθεί ότι είναι καταλυτικά παρόμοιες.  Οι 
LmbE-like απακετυλάσες απακετυλιώνουν το μονομερές GlcNAc καθώς επίσης και 
χιτοολιγομερή αλλά δεν έχουν καθόλου ενεργότητα σε χιτίνη ή στο μονομερές GlcNAc6P. 
Επιπλέον έχουν μεγάλη ομολογία σε συντηρημένα κατάλοιπα (τόσο του ενεργού κέντρου 
όσο και της θέσης πρόσδεσης μετάλλου) με τις  πρωτεΐνες που αναφέρθηκαν στις δυο 
προηγούμενες κατηγορίες και το κοινό χαρακτηριστικό είναι η λειτουργία σαν 
απακετυλάση προς την βασική μονάδα της Ν-ακετυλγλυκοζαμίνης (36).  
  Οι απακετυλάσες χιτοολιγομερών με προτίμηση σε GlcNAc και (GlcNAc) B2B έχουν αρχίσει 
να μελετούνται τα τελευταία χρόνια και μέχρι σήμερα έχουν βρεθεί οι εξής:  
 
• Η Tk-Dac από το υπερθερμόφιλο αρχαίο Thermococcus kodakaraensis, η πρώτη που 

μελετήθηκε εκτενώς και όρισε τη νέα αυτή κατηγορία στην οικογένεια των LmbE-like 
πρωτεϊνών. Την πρωτεΐνη αυτή συναντήσαμε στο απλό μονοπατι καταβολισμού της 
χιτίνης που μελετήθηκε πρόσφατα στο αρχαίο Thermococcus kodakaraensis όπου δρα 
στο τελικό στάδιο του μονοπατιού απακετυλιώνοντας τόσο το (GlcNAc)B2 B  σε GlcN-
GlcNAc δρώντας συνεργατικά με μια εξω-β-D-γλυκοζαμινιδάση όσο και το 
μονομερές GlcNAc σε GlcN, έχει δηλαδή διπλό ρόλο.  Είναι μια πρωτεΐνη 30kDa η 
οποία ακολουθεί κινητική Michaelis Menten. Έχει επίσης βρεθεί ότι μπορεί να 
απακετυλιώσει  μέχρι και την πέντα-Ν-ακετυλχιτοπενταόζη, δρώντας στο μη ανάγων 
άκρο της αλυσίδας (36).  

• Η Dacph από το υπερθερμόφιλο αρχαίο Pyrococcus horikoshii η οποία δημοσιεύθηκε 
πρόσφατα και για την οποία γνωρίζουμε μόνο οτι είναι μια πρωτεΐνη 31.6kDa που 
λειτουργεί όπως και η Tk-Dac επιβεβαιώνοντας έτσι την  ύπαρξη του νέου 
χιτινολυτικού μονοπατιού στα αρχαία. Έχει δηλαδή και αυτή διπλό ρόλο, 
απακετυλιώνοντας το (GlcNAc) B2 B  σε GlcN-GlcNAc με συνεργατική δράση με μια 
εξω-β-D-γλυκοζαμινιδάση αλλά και  το μονομερές GlcNAc σε GlcN (πρόσβαση μόνο 
στο abstract).  

• Η BC1534 από το βακτήριο Bacillus cereus είναι μια πρωτεΐνη 26kDa η οποία     
απακετυλιώνει το μονομερές GlcNAc αλλά και το διμερές και τριμερές, (GlcNAc)B2B  
και (GlcNAc) B3B  αντίστοιχα (Deli et al, unpublished results). Η BC1534 έχει 
κρυσταλλωθεί (49) και η κρυσταλλική της δομή έχει λυθεί (Fadouloglou et al, 
unpublished results).  Όλα τα κατάλοιπα της θέσης πρόσδεσης ZnP

+2 
P συντηρούνται σε 

αυτήν, υποδεικνύοντας ότι είναι μια μεταλλοπρωτεΐνη ZnP

+2
P, γεγονός που 

αποκαλύφθηκε και από την δομή της. 
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H LmbE-like πρωτεΐνη ΤΤ1542  
 
  Η ΤΤ1542 από τον  Thermus thermophilus είναι η πρώτη LmbE-like πρωτεΐνη (ΤΤ1542) 
της οποίας λύθηκε η κρυσταλλική δομή στα πλαίσια δομικής γενετικής του Thermus 
thermophilus (50). Η λειτουργία της παραμένει μέχρι σήμερα άγνωστη.  Η δομή του 
μονομερούς της ΤΤ1542 απεκάλυψε μια α/β αναδίπλωση όπου έξι έλικες πακετάρονται 
γύρω από ένα  β-φύλλο αποτελούμενο από έξι παράλληλες β-πτυχές και ένα 
αντιπαράλληλο β-φύλλο . Στο C-τελικό άκρο των β-πτυχών εντοπίζονται υδρόφοβα 
αμινοξέα ενώ  μεγάλες στροφές που απορρέουν από αυτές εσωκλείουν μια βαθιά υδρόφιλη 
κοιλότητα. Υπολογιστική ανάλυση απέδειξε ότι έξι υψηλά συντηρημένα αμινοξέα, τα 
His10, Asp12, Asp13, Arg51, Glu54 και Asp74 καθώς και το Glu15  παίζουν σημαντικό 
ρόλο στην κατάλυση. Όλα αυτά τα κατάλοιπα εντοπίζονται στο υποτιθέμενο ενεργό 
κέντρο του ενζύμου το οποίο δεν φαίνεται να περιέχει κάποιο μέταλλο. 
  Στον κρύσταλλο η ΤΤ1542 σχηματίζει ένα ομοεξαμερές του οποίου το προβλεπόμενο 
μοριακό βάρος είναι 149 kDa. Η ΤΤ1542 αν και 80 κατάλοιπα μικρότερη σε μήκος 
μοιράζεται 33% ομολογία με την MshB, της οποίας η δομή λύθηκε αργότερα. Τα ένζυμα 
έχουν παρόμοια αναδίπλωση και παρόμοια κατάλοιπα στο ενεργό κέντρο (43). Είναι έτσι 
πιθανό η ΤΤ1542 να είναι μια αμινοϋδρολάση ψευδαργύρου. Στην εικόνα που ακολουθεί 
έχει γίνει στοίχιση των δομών των δυο πρωτεϊνών όπου φαίνεται η ομοιότητα τους.  
 

 
 
Εικόνα 10: Στοίχιση (alignment) της MshB (γαλάζιο) με μια σχετιζόμενη πρωτεϊνη απ’τον Thermus 
thermophilus (ΤΤ1542) (κόκκινο). Και οι δυο πρωτεΐνες δείχνουν παρόμοιες αναδιπλώσεις Rossmann με 
κοινές περιοχές πρόσδεσης του ψευδαργύρου. Ο καταλυτικός ψευδάργυρος φαίνεται σαν σφαίρα. 
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Σκοπός της εργασίας  
 
 
  Ανάλυση των γενωμάτων του B. cereus απεκάλυψε την ύπαρξη δύο γονιδίων που 
κωδικοποιούν για πρωτεΐνες της LmbE like οικογένειας των οποίων ο ρόλος παραμένει 
άγνωστος (Integrated Genomics, Chicago, US).  Επίσης στο γένωμα του B. anthracis (που 
έχει χρησιμοποιηθεί ως βιολογικό όπλο) υπάρχουν αντίστοιχα γονίδια τα οποία εμφανίζουν 
υψηλή ομολογία με αυτά του B. cereus. Οι μεγάλες αυτές ομολογίες υποδεικνύουν και τη 
παρόμοια λειτουργία αυτών των ενζύμων στους δύο βάκιλους οι οποίοι παρουσιάζουν 
εκτενείς ομοιότητες στο γένωμά τους.  Για αυτό το μη παθογόνο βακτήριο B. cereus 
μπορεί να αποτελέσει μοντέλο για τη μελέτη γονιδίων που υπάρχουν στο B. anthracis.  
   Σκοπός της παρούσας μεταπτυχιακής εργασίας είναι η κλωνοποίηση και έκφραση του 
γονιδίου bc3461 από τον οργανισμό B.cereus και η υπερπαραγωγή και απομόνωση της 
ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης BC3461 που  σύμφωνα με την αμινοξική της αλληλουχία 
κατατάσσεται στην οικογένεια των LmbE-like πρωτεϊνών.  
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2. Υλικά και Μέθοδοι 
 
2.1 Υλικά 
 
  Τα στελέχη Escherichia coli που χρησιμοποιήθηκαν ήταν  DE3, pLYS και DH5α  από την 
εταιρεία Novagen. 
  Οι πλασμιδιακός φορέας pRsetA ήταν της εταιρείας Invitrogen Corporation ενώ ο 
pΕT24α ήταν της εταιρείας Novagen. 
  Οι νουκλεοτιδικοί εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την αντίδραση PCR 
παρασκευάστηκαν από το εργαστήριο μικροχημείας του Ινστιτούτου Μοριακής Βιολογίας 
και Βιοτεχνολογίας (ΙΜΒΒ). 
  Οι cDNA κλώνοι από τον οργανισμό Bacillus cereus ATCC14579 ήταν από την 
Integrated Genomics Inc. (Chicago, US). 
  H συσκευή Ellectroporator 2510 όπως και η συσκευή PCR  ήταν από την εταιρεία 
Eppendorf Netheler-Hinz GmbH.  
  Για τον καθαρισμό τμημάτων DNA (100bp-10kb) μετά από PCR αντίδραση και 
αντιδράσεις με περιοριστικά ένζυμα καθώς και για την εκχύλιση τμημάτων DNA (70bp-
10kb) από πήκτωμα αγαρόζης χρησιμοποιήθηκε στήλη QIAquick (QIAGEN). 
  Για την μικρής κλίμακας απομόνωση πλασμιδιακού DNA από βακτηριακή καλλιέργεια 
έγινε χρήση της στήλης Nucleospin plasmid (MACHEREY NAGEL GmbH) 
 Tα περιοριστικά και τροποποιητικά ένζυμα των νουκλεϊκών οξέων και τα αντίστοιχα 
διαλύματα δράσης τους είναι από τις εταιρείες MINOTECH Biotechnology, Νew England 
Biolabs GmbH, Promega Corporation και Stratagene GmbH. Οι μάρτυρες DNA, λHindIII 
και λSty είναι επίσης από την  MINOTECH. To μείγμα τυχαίων εξανουκλεοτιδικών 
εκκινητών ήταν από την εταιρεία Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH.  
  Τα θρεπτικά υλικά για την καλλιέργεια των βακτηρίων ήταν της εταιρείας Difco 
Laboratories και Merck. Τα διαλύματα των αντιβιοτικών παρασκευάσθηκαν σύμφωνα με 
τους Sambrook et al. Τα υπόλοιπα αντιδραστήρια αγοράστηκαν από τις εταιρείες Sigma-
Aldrich Inc., Promega Corporation, Boehringer Mannheim GmbH, Amersham Pharmacia 
Biotech Europe GmbH, Qiagen Ltd. 
  Ο ζυμωτήρας που χρησιμοποιήθηκε για μεγάλες καλλιέργειες των μετασχηματισμένων 
κυττάρων ήταν τύπου NLF 22 της εταιρίας Bioengineering.   
  Η προμήθεια των χρωματογραφικών υλικών Q Sepharose fast flow, S Sepharose fast 
flow, ΜonoQ HR 5/5, 6-L phenyl sepharose (high sub), Ni-NTA agarose,  Sephacryl S200 
HR έγινε από την εταιρεία Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH. Από την ίδια 
εταιρεία ήταν επίσης και οι μάρτυρες μοριακών βαρών που χρησιμοποιήθηκαν στα 
αποδιατακτικά πηκτώματα πολυακρυλαμιδίου. 
   Τα ένζυμα και τα αντιδραστήρια για τον φασματοφωτομετρικό προσδιορισμό του οξικού 
οξέος αγοράστηκαν από την εταιρεία Boehringer Mannheim. Η προμήθεια Ν-
ακετυλοχιτοολιγοσακχαριτών έγινε από την εταιρεία Sigma Chemicals. 
   Για την μικρής κλίμακας απομόνωση συνολικού RNA από βακτηριακή καλλιέργεια έγινε 
χρήση της στήλης Nucleospin RNA II (MACHEREY NAGEL).  
 Για τα RT-PCR  πειράματα έγινε χρήση του RobusT™ II RT-PCR Kit. 
Τα φίλτρα υπερδιήθησης που χρησιμοποιήθηκαν (ΥΜ10) ήταν από την Amicon. 
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2.2 Μέθοδοι 
 
2.2.1 Κλωνοποίηση DNA σε πλασμιδιακό φορέα  
 
 Με  μήτρα το γενωμικό DNA του B.cereus και εκκινητές τα σχεδιασμένα ώστε να φέρουν 
τις κατάλληλες περιοριστικές θέσεις, ολιγονουκλεοτίδια πραγματοποιείται PCR για την 
απομόνωση του επιθυμητού γονιδίου. 
  Για να είναι δυνατή η κλωνοποίηση του γονιδίου αυτού σε πλασμιδιακό φορέα είναι 
απαραίτητη η υδρόλυση τόσο αυτού όσο και  του πλασμιδιακού φορέα με τα κατάλληλα 
περιοριστικά ένζυμα που δημιουργούν άκρα συμβατά για να επιτευχθεί η μεταξύ τους 
συγκόλληση. Μετά την επιλογή των κατάλληλων ενζύμων, πραγματοποιείται η αντίδραση 
της υδρόλυσης με τα κατάλληλα ρυθμιστικά διαλύματα και στις κατάλληλες θερμοκρασίες 
που υποδεικνύουν οι κατασκευάστριες εταιρείες. Είναι σημαντικό ο όγκος του ενζύμου να 
μην ξεπερνά το 1/10 του τελικού όγκου, γιατί η γλυκερόλη στην οποία διατηρείται το 
ένζυμο, σε μεγάλες συγκεντρώσεις μειώνει σημαντικά την ενεργότητα του. 
  Για να πραγματοποιηθεί κλωνοποίηση του επιθυμητου  τμήματος DNA στον πλασμιδιακό 
φορέα, γίνεται αντίδραση συγκόλλησης (ligation) στους 16P

0
PC για 12-16 ώρες, 

προσθέτοντας τα εξής : 
• 50-100ng φορέα 
• ποσότητα ενθέματος που καθορίζεται από την αναλογία μορίων του φορέα με 

το ένθεμα, λαμβάνοντας υπόψιν ότι για προεξέχοντα άκρα η ιδανική αναλογία 
μορίων ενθέματος : φορέα είναι 4 : 1, ενώ για λεία άκρα η ιδανική αναλογία 
μορίων ενθέματος : φορέα είναι 5-10 :1 

• 1x ρυθμιστικό διάλυμα λιγάσης (10χ :0.5 Μ Tris, pH 7.4, 0.1M MgClB2 B, 0.1M 
DTT, 10mM spermidine, 10mM ATP, 1mg/ml BSA) 

• 0.75μl BSA (Bovine Serum Albumin  10mg/ml) 
• 0.75μl rATP (20mM) 
• 1μl T4 DNA λιγάση (3-5 units) 
• ΗB2 BΟ μέχρι ο τελικός όγκος να γίνει 20μl. 

 
2.2.2 Εκχύλιση DNA από πήκτωμα αγαρόζης  
 
   Για την εκχύλιση τμημάτων DNA (70bp-10kb) από πήκτωμα αγαρόζης χρησιμοποιήθηκε 
στήλη QIAquick. Η διαδικασία που ακολουθείται είναι η εξής : 

• Με τη βοήθεια καθαρού νυστεριού συλλέγεται το επιθυμητό κομμάτι DNA από 
το πήκτωμα αγαρόζης. 

• Ζύγισμα  του κομματιού που αφαιρέθηκε προηγουμένως. 
• Προσθήκη του δείγματος (ένας όγκος) και τριών όγκων διαλύματος QG σε 2ml 

eppendorf tube  
• Επώαση για 10 λεπτά στους 50P

0
PC. 

• Αν το χρώμα του διαλύματος δεν είναι κίτρινο τότε προστίθενται 10μl  οξικό 
νάτριο 3Μ. 

• Προσθήκη ενός όγκου ισοπροπανόλης. 
• Τοποθέτηση μιας στήλης QIAquick σε 2ml eppendorf tube. 
• Προσθήκη του δείγματος στην στήλη QIAquick. Φυγοκέντρηση για 60sec στις 

13.000 rpm. 
• Έκπλυση της στήλης με 0.75ml διάλυμα ΡΕ. Φυγοκέντρηση για 60sec στις 

13.000 rpm. 
• Τοποθέτηση της στήλης QIAquick σε καθαρό 1.5ml eppendorf tube. 
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• Έκλουση του DNA με προσθήκη 30 ή 50μl διαλύματος ΕΒ (10mM Tris-HCl, 
pH=8.5) ή νερό. Φυγοκέντρηση για 60sec στις 13.000 rpm. 

 
2.2.3. Καθαρισμός DNA  
 
     Για τον καθαρισμό τμημάτων DNA (100bp-10kb) μετά από PCR αντίδραση και 
αντιδράσεις με περιοριστικά ένζυμα χρησιμοποιήθηκε στήλη QIAquick. Η διαδικασία που 
ακολουθείται είναι η εξής : 

• Προσθήκη στο δείγμα (ένας όγκος),  πέντε όγκων διαλύματος PB. 
• Τοποθέτηση μιας στήλης QIAquick σε 2ml eppendorf tube. 
• Προσθήκη του δείγματος στην στήλη QIAquick. Φυγοκέντρηση για 60sec στις 

13.000 rpm. 
• Πλύσιμο της στήλης με 0.75ml διάλυμα ΡΕ. Φυγοκέντρηση για 60sec στις 13.000 

rpm. 
• Τοποθέτηση της στήλης QIAquick σε καθαρό 1.5ml eppendorf tube. 
• Έκλουση του DNA με προσθήκη 30 ή 50μl διαλύματος ΕΒ (10mM Tris-HCl, 

pH=8.5) ή νερό. Φυγοκέντρηση για 60sec στις 13.000 rpm. 
 

2.2.4 Μετασχηματισμός βακτηριακών κυττάρων E.coli από πλασμιδιακό φορέα με τη 
χημική μέθοδο 
 

• Ξεπάγωμα  των δεκτικών κυττάρων από τους -80 P

0
PC, όπου φυλάσσονταν, στον 

πάγο. 
• Προσθήκη του DNA στα κύτταρα (όχι περισσότερο από 200ng). 
• Επώαση για 30 λεπτά στον πάγο. 
• Ακολουθεί θερμικό σοκ των κυττάρων σε υδατόλουτρο θερμοκρασίας 42P

0
PC για 

90 δευτερόλεπτα. 
• Προσθήκη 900μl LB και επώαση για 50 λεπτά στους 37P

0 
PC. 

• Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις 3000 rpm. 
• Απομάκρυνση της μεγαλύτερης ποσότητας του υπερκειμένου και επαναιώρηση 

των κυττάρων. 
• Άπλωμα των κυττάρων σε τριβλίο που περιέχει LB και το κατάλληλο 

αντιβιοτικό επιλογής ανάλογα με τον πλασμιδιακό φορέα που 
χρησιμοποιήθηκε. 

• Επώαση των κυττάρων στους 37 P

0 
PC για 16-20 ώρες. 

 
2.2.5 Μετασχηματισμός βακτηριακών κυττάρων E.coli από πλασμιδιακό φορέα μέσω 
ηλεκτρικής εκκένωσης 
 

• Ξεπάγωμα  των δεκτικών κυττάρων από τους -80 P

0
PC, όπου φυλάσσονταν, στον 

πάγο. 
• Προσθήκη του DNA στα κύτταρα. 
• Προσθήκη των κυττάρων στην ειδική κυβέτα, που φυλάσσονταν         στους     

–20P

0
PC. Με τη βοήθεια ειδικής συσκευής τα κύτταρα υποβάλλονται στιγμιαία σε 

ηλεκτρικό πεδίο 1800Volt. 
• Προσθήκη 900μl  παγωμένου LB και επώαση για 90-120 λεπτά στους 37 P

0
PC. 

• Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις 3000 rpm. 
• Απομάκρυνση της μεγαλύτερης ποσότητας του υπερκειμένου και επαναιώρηση 

των κυττάρων. 
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• Άπλωμα των κυττάρων σε τριβλίο που περιέχει LB και το κατάλληλο 
αντιβιοτικό επιλογής ανάλογα με τον πλασμιδιακό φορέα που 
χρησιμοποιήθηκε. 

• Επώαση των κυττάρων στους 37 P

0 
PC για 16-20 ώρες. 

 
2.2.6 Μικρής κλίμακας απομόνωση πλασμιδιακού DNA από βακτηριακή καλλιέργεια  
 

• Κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση (30 sec στις 11.000 x g) από 3-5 ml 
ολονύκτιας βακτηριακής καλλιέργειας. 

• Προσθήκη 250μl του διαλύματος A1 το οποίο περιέχει και RNase. Επαναδιάλυση 
της πελλέτας με έντονο vortex. 

• Προσθήκη 250μl του διαλύματος A2, ήπια ανάμιξη, επώαση σε θερμοκρασία 
δωματίου περίπου 5 min. 

• Προσθήκη 300μl του διαλύματος A3, ήπια ανάμιξη. 
• Φυγοκέντρηση για 10 min στις 11.000 x g 
• Τοποθέτηση μιας στήλης Nucleospin plasmid σε 2ml eppendorf tube. 
• Μεταφορά του υπερκείμενου στην στήλη. Φυγοκέντρηση για 60sec στις 11.000 x 

g.  
• Έκπλυση της στήλης με 500 μl του διαλύματος  AW το οποίο έχει προθερμαθεί 

στους 50P

0
PC  . Φυγοκέντρηση για 60sec στις 11.000 x g. 

• ‘Εκπλυση της στήλης με 600 μl buffer A4.Φυγοκέντρηση για 60sec στις 11.000 x g  
• Στέγνωμα της στήλης με φυγοκέντρηση για 2 min στις 11.000 x g . 
• Τοποθέτηση της στήλης Nucleospin plasmid σε καθαρό 1.5ml eppendorf tube. 
• Έκλουση του DNA με προσθήκη 50μl διαλύματος AE. Eπώαση σε θερμοκρασία 

δωματίου για 1 min Φυγοκέντρηση για 60sec στις 11.000 x g . 
 
2.2.7 Υπερπαραγωγή της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης σε κύτταρα Ε. coli 
 
  Πραγματοποιείται μετασχηματισμός σε DE3 ή pLYS E. coli κύτταρα με τον κατάλληλο 
πλασμιδιακό φορέα. Από ένα φρέσκο πιάτο συλλέγεται μια μοναδική αποικία με την οποία 
μολύνεται υγρή καλλιέργεια LB/κατάλληλο αντιβιοτικό για τα DE3 κύτταρα και 
LB/χλωραμφαινικόλη/ κατάλληλο αντιβιοτικό για τα pLYS. Ακολουθεί ολονύκτια επώαση 
στους 30 P

0
PC υπό ανάδευση. Την άλλη μέρα γίνεται προσθήκη 20 ml της προκαλλιέργειας 

σε 1lt φρέσκου θρεπτικού μέσου LB/ κατάλληλο αντιβιοτικό για DE3 και  
LB/χλωραμφαινικόλη/ κατάλληλο αντιβιοτικό για pLYS και επωάζεται συνήθως στους 
30P

0
PC   έως ότου η οπτική απορρόφηση στα 600nm να είναι 0.6-0.7. Ακολουθεί προσθήκη 

IPTG  στην επιθυμητή συγκέντρωση και επώαση για κάποιες ώρες ή και ολονύκτια. 
Έπεται φυγοκέντρηση για 20 λεπτά στις 5000rpm στους 4P

0
PC, συλλογή της βακτηριακής 

πάστας και αποθήκευση στους -20 P

0
PC. 

 
2.2.8 Συνυπερέκφραση  του γονιδίου bc3461 με σαπερόνες 
 
 Το πλασμίδιο pG-KJE8 που κωδικοποιεί για τις τέσσερις σαπερόνες GroEL, GroES, 
DnaK, DnaJ και GrpE μετασχηματίζεται σε δεκτικά κύτταρα DE3. Οι μετασχηματισμένες 
αποικίες επιλέγονται σε πιάτα που περιέχουν χλωραμφαινικόλη και στη συνέχεια 
καλλιεργούνται σε θρεπτικό μέσο LB/χλωραμφαινικόλη προκειμένου να παρασκευασθούν 
δεκτικά κύτταρα από αυτές. Έτσι ακολουθεί μετασχηματισμός του πλασμιδίου στα 
κύτταρα αυτά και οι διπλά μετασχηματισμένες αποικίες επιλέγονται σε πιάτα που 
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περιέχουν χλωραμφαινικόλη (για τις σαπερόνες) και το κατάλληλο αντιβιοτικό (για το 
πλασμίδιο).  
 Ακολουθεί προκαλλιέργεια των διπλά μετασχηματισμένων κυττάρων σε θρεπτικό μέσο 
LB /χλωραμφαινικόλη/ κατάλληλο αντιβιοτικό και την επόμενη μέρα εμβολιασμός σε 1 lt 
του ιδίου θρεπτικού μέσου. Την στιγμή του εμβολιασμού προστίθενται οι επαγωγείς των 
σαπερονών, L-αραβινόζη (2mg/ml) και τετρακυκλίνη (0,5 mg/ml) ενώ όταν η O.D. της 
καλλιέργειας είναι 0.4-0.6 προστίθεται το IPTG,ο επαγωγέας της πρωτεΐνης BC3461, σε 
τελική συγκέντρωση 1mM. Τέσσερις ώρες μετά τα κύτταρα συλλέγονται και ελέγχεται η 
τυχόν αυξημένη παραγωγή της BC3461 με τη βοήθεια των σαπερονών. 
 
2.2.9 Παρασκευή συνολικού κυτταρικού εκχυλίσματος  
 
Παρασκευή συνολικού κυτταρικού εκχυλίσματος υπό μη αποδιατακτικές συνθήκες 
 
  H βακτηριακή πάστα συλλέγεται και επαναδιαλύεται σε 25mM Tris pH 7.6, 200mM 
NaCl (300mM όταν ακολουθεί χρωματογραφία σε προσροφητή Ni-NTA agarose). Τα 
κύτταρα λύονται με υπερήχους για χρονικά διαστήματα 10 x 30sec με ενδιάμεσα 
διαλείμματα των 30sec σε πάγο. Μετά από αυτή την κατεργασία το δείγμα πρέπει να είναι 
σχεδόν διαφανές. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στους 4P

0
PC για 20 min στις 10.000 x g ώστε να 

απομακρυνθούν τα κυτταρικά θραύσματα. Συλλέγεται το υπερκείμενο κυτταρικό 
εκχύλισμα. 
   Εναλλακτικά τα κύτταρα μπορούν να λυθούν με λυσοζύμη. Η διαδικασία λύσης των 
κυττάρων γίνεται σε πάγο. Η βακτηριακή πάστα επαναδιαλύεται σε 25mM Tris pH 7.6, 
200mM NaCl και προστίθενται 0.3 mg/ml λυσοζύμη και 1mM DTT. Ακολουθεί επώαση 
στον πάγο υπό ήπια ανάδευση για 2.5 ώρες. Ανά 30 min προστίθεται PMSF σε τελική 
συγκέντρωση 1 mM. Μετά από 45 min επαναπροστίθεται λυσοζύμη τόση ώστε να 
διπλασιαστεί η αρχική συγκέντρωση της στο διάλυμα. Μετά από επώαση 1,5 h στον πάγο 
γίνεται προσθήκη DNase (τελική συγκέντρωση 10 μg/ml) και MgCl B2B (τελική συγκέντρωση 
10 mM). Μετά από μια ώρα επώασης, το διάλυμα φυγοκεντρείται στους 4P

0
PC για 20 min 

στις 10.000 x g ώστε να απομακρυνθούν τα κυτταρικά θραύσματα. Συλλέγεται το 
υπερκείμενο κυτταρικό εκχύλισμα. 
 
 

Παρασκευή συνολικού κυτταρικού εκχυλίσματος υπό αποδιατακτικές συνθήκες. 
 
  H βακτηριακή πάστα συλλέγεται και επαναδιαλύεται σε 5 όγκους από το buffer: 8Μ 
ουρία,  25mM Tris pH 7.6, 300mM NaCl. Τα κύτταρα λύονται υπό ανάδευση σε 
θερμοκρασία δωματίου για 1h. Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε θερμοκρασία δωματίου  για 
30 min στις 10.000 x g   ώστε να απομακρυνθούν τα κυτταρικά θραύσματα. Συλλέγεται το 
υπερκείμενο κυτταρικό εκχύλισμα. 
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2.2.10 Χρωματογραφικές μέθοδοι για την απομόνωση της επιθυμητής πρωτεΐνης  

 

Χρωματογραφία σε προσροφητή Ni-NTA agarose υπό μη αποδιατακτικές συνθήκες 
 
  Το υπερκείμενο  κυτταρικό εκχύλισμα φορτώνεται σε προσροφητή Νi-ΝΤΑ agarose ο 
οποίος έχει εξισορροπηθεί με το διάλυμα στο οποίο έχουν λυθεί τα κύτταρα, 25mM Tris 
pH 7.6 / 300mM NaCl (διάλυμα Α, δύναται να περιέχει και 10 mM ιμιδαζόλιο). Ο 
προσροφητής εκπλένεται με το ίδιο διάλυμα Α (20 όγκοι στήλης) και οι κατακρατούμενες 
πρωτεΐνες αναλύονται σε 20 κλάσματα όγκου 2ml με σταδιακά αυξανόμενη συγκέντρωση 
ιμιδαζολίου (step gradient), η οποία επιτυγχάνεται με τη χρήση ενός δεύτερου διαλύματος, 
25mM Tris pH 7.6 / 300mM NaCl / 300mM ιμιδαζόλιο (διάλυμα Β).  

 

Χρωματογραφία σε προσροφητή Ni-NTA agarose υπό αποδιατακτικές συνθήκες 
 
  Το υπερκείμενο  κυτταρικό εκχύλισμα φορτώνεται σε προσροφητή Νi-ΝΤΑ agarose ο 
οποίος έχει εξισορροπηθεί με το διάλυμα στο οποίο έχουν λυθεί τα κύτταρα, 8Μ ουρία/ 
25mM Tris pH 7.6 / 300mM NaCl (διάλυμα Α, δύναται να περιέχει και 10 mM 
ιμιδαζόλιο). Ακολουθεί έκπλυση του προσροφητή με αργή ροή, για τουλάχιστον 1.5h, 
κατά την οποία μειώνεται η συγκέντρωση της ουρίας από 6Μ σε 1Μ. Η μείωση αυτή είναι 
γραμμική και επιτυγχάνεται με τη χρήση των διαλυμάτων 6Μ ουρία / 25mM Tris pH 7.6 / 
300mM NaCl (διάλυμα Β) και  1Μ ουρία/ 25mM Tris pH 7.6 / 300mM NaCl/ 300mM 
ιμιδαζόλιο (διάλυμα Γ). Οι κατακρατούμενες πρωτεΐνες αναλύονται σε 20 κλάσματα όγκου 
2ml με σταδιακά αυξανόμενη συγκέντρωση ιμιδαζολίου (step gradient), η οποία 
επιτυγχάνεται με τη χρήση των διαλυμάτων 25mM Tris pH 7.6 / 300mM NaCl (διάλυμα Δ) 
και  25mM Tris pH 7.6 / 300mM NaCl/ 300mM ιμιδαζόλιο (διάλυμα Ε).  

 
Χρωματογραφία σε προσροφητή Q sepharose fast flow  
 
  Το υπερκείμενο  κυτταρικό εκχύλισμα αραιώνεται (1:4) στο διάλυμα 25mM Tris-HCl pH 
7.6 και φορτώνεται  σε προσροφητή Q sepharose fast flow, ο οποίος έχει εξισορροπηθεί με 
25mM Tris-HCl pH 7.6 / 50mM NaCl (διάλυμα Α). Ο προσροφητής εκπλένεται με 20 
όγκους από το διάλυμα Α  και οι κατακρατούμενες πρωτεΐνες αναλύονται σε 40 κλάσματα 
όγκου 5ml με γραμμικά αυξανόμενη συγκέντρωση NaCl (linear gradient), η οποία 
επιτυγχάνεται με τη χρήση ενός δεύτερου διαλύματος, 25mM Tris-HCl pH 7.6 / 600mM 
NaCl (διάλυμα Β). Τα κλάσματα στα οποία ανιχνεύεται η μεγαλύτερη ποσότητα πρωτεΐνης 
μετά από ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμίδης αναμιγνύονται προς περαιτέρω 
επεξεργασία της οποίας συνήθως προηγείται ολονύκτια διαπίδυση στο επιθυμητό διάλυμα. 
  Η περαιτέρω επεξεργασία περιλαμβάνει συνήθως δεύτερη (ή ακόμα και τρίτη) 
χρωματογραφία στον ίδιο προσροφητή με διαφορετικές συνθήκες (πχ. pH ή αλατότητας) ή 
χρωματογραφία σε άλλο προσροφητικό υλικό.   
  Στον προσροφητή Q sepharose fast flow έχει επίσης χρησιμοποιηθεί Tris-HCl pH 7.0, 
Tris-HCl pH 8.0 και διάφορες διαβαθμίσεις στη συγκέντρωση του NaCl. 
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Χρωματογραφία σε προσροφητή ΜonoQ HR 5/5 
 
  Το πρωτεϊνικό εκχύλισμα μετά από ολονύκτια διαπίδυση  στο διάλυμα 25mM Tris-HCl 
pH 7.6 (διάλυμα Α) φορτώνεται σε προσροφητή ΜonoQ HR 5/5, ο οποίος έχει 
εξισορροπηθεί με το ίδιο διάλυμα. Ο προσροφητής εκπλένεται με 20 όγκους από το 
διάλυμα Α  και οι κατακρατούμενες πρωτεΐνες αναλύονται σε 20 κλάσματα όγκου 1ml με 
γραμμικά αυξανόμενη συγκέντρωση  NaCl (linear gradient), η οποία επιτυγχάνεται με τη 
χρήση διαλύματος 25mM Tris-HCl pH 7.6 / 1M NaCl (διάλυμα Β).  
 
 
Χρωματογραφία σε προσροφητή S sepharose fast flow  
 
  Το πρωτεϊνικό εκχύλισμα μετά από ολονύκτια διαπίδυση στο διάλυμα 25mM Mes-NaOH 
pH 6.5 / 50mM NaCl (διάλυμα Α)  φορτώνεται σε προσροφητή S sepharose fast flow, ο 
οποίος έχει εξισορροπηθεί με το ίδιο διάλυμα. Ο προσροφητής εκπλένεται με 20 όγκους 
από το διάλυμα Α και οι κατακρατούμενες πρωτεΐνες αναλύονται σε 40 κλάσματα όγκου 
5ml με γραμμικά αυξανόμενη συγκέντρωση NaCl (linear gradient), η οποία επιτυγχάνεται 
με τη χρήση διαλύματος 25mM Mes-NaOH pH 6.5 / 500mM NaCl (διάλυμα Β).   
  Ο προσροφητής S sepharose fast flow μπορεί να χρησιμοποιηθεί και σαν μια πρώτη 
χρωματογραφία. Στην περίπτωση αυτή τα κύτταρα επαναδιαλύονται και λύονται σε 
διάλυμα 25mM Mes-NaOH pH 6.5 /200 NaCl με υπερήχους ή λυσοζύμη και το 
υπερκείμενο  κυτταρικό εκχύλισμα αφού αραιωθεί (1:4) στο διάλυμα 25mM Mes-NaOH 
pH 6.5, φορτώνεται  σε αυτόν, ο οποίος έχει εξισορροπηθεί με το ίδιο διάλυμα. 
  Στον προσροφητή S sepharose fast flow έχει επίσης χρησιμοποιηθεί Mes-NaOH pH 5.5, 
Mes-NaOH pH 6.0, Mes-NaOH pH 6.5, Hepes-NaOH pH 6.0, Hepes-NaOH pH 6.5.  
 
Υδρόφοβη Χρωματογραφία σε προσροφητή Phenyl SepharoseP

TM
P 6 fast flow  

 
  Το υπερκείμενο  κυτταρικό εκχύλισμα μοιράζεται σε πέντε μέρη στα οποία ελέγχεται η  
κατακρήμνιση της επιθυμητής πρωτεΐνης σε πέντε διαφορετικές συγκεντρώσεις  
(NHB4 B) B2BSOB4 B (0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 Μ). Η διαδικασία γίνεται υπό ανάδευση στον πάγο ενώ 
το  (NHB4 B)B2 BSOB4 B είναι κονιορτοποιημένο και προστίθεται αργά και προσεκτικά ώστε να μην 
δημιουργηθεί τοπικά μεγάλη συγκέντρωση αυτού και κατακρημνιστούν όλες οι πρωτεΐνες. 
Ακολουθεί ανάδευση για ακόμα 30 min και κατόπιν φυγοκέντρησης για 15 min στις 
10.000 rpm. Δείγματα  από κάθε υπερκείμενο ηλεκτροφορούνται σε πηκτή 
πολυακρυλαμίδης από όπου προκύπτει η μέγιστη συγκέντρωση (NHB4 B)B2 BSOB4 B η οποία δεν 
κατακρημνίζει την επιθυμητή πρωτεΐνη. Για την πρωτεΐνη BC3461 η συγκέντρωση αυτή 
είναι η 1,5Μ (NHB4 B) B2BSOB4 B.  
  Το πρωτεϊνικό εκχύλισμα στο οποίο έχει γίνει επεξεργασία με την κατάλληλη 
συγκέντρωση (NHB4B) B2 BSOB4 B σύμφωνα  με την παραπάνω διαδικασία φορτώνεται σε 
προσροφητή Phenyl SepharoseP

TM
P 6 fast flow (high sub), ο οποίος αρχικά εξισορροπείται 

με  25mM Tris-HCl pH 7.6 /1,5Μ (NHB4 B) B2 BSOB4 B (διάλυμα Α). Ο προσροφητής εκπλένεται με 
10 όγκους από το διάλυμα Α και οι κατακρατούμενες πρωτεΐνες αναλύονται σε 20 
κλάσματα όγκου 5ml με γραμμικά ελαττούμενη  συγκέντρωση  (NHB4 B) B2BSOB4 B (linear 
gradient), η οποία επιτυγχάνεται με τη χρήση διαλύματος 25mM Tris pH 7.6 (διάλυμα Β, 
χωρίς καθόλου (NHB4 B) B2BSOB4 B).  
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Χρωματογραφία μοριακής διήθησης σε προσροφητή Sephacryl S200 HR  
 
  Ο διαχωρισμός των πρωτεϊνών γίνεται με βάση το μοριακό τους βάρος. Οι πρωτεΐνες 
μεγαλύτερου μοριακού βάρους συλλέγονται γρηγορότερα μιας και δεν περνούν μέσα από 
τους πόρους του υλικού της στήλης ενώ οι μικρότερου μοριακού βάρους καθυστερούν στο 
εσωτερικό των πόρων. Το υλικό εξισορροπείται με διάλυμα 25mM Tris-HCl pH 7.6 / 
200mM NaCl, φορτώνεται το πρωτεϊνικό δείγμα, ακολουθεί έκλουση με το διάλυμα  
εξισορρόπησης (2 όγκοι στήλης) και συλλέγονται τα εκλουόμενα κλάσματα. Τα κλάσματα 
με την υψηλότερη καθαρότητα ελέγχονται σε πηκτή πολυακρυλαμίδης. 
  Η μέθοδος αυτή χρησιμοποιείται και προκειμένου να διαπιστωθεί αν η πρωτεΐνη 
πολυμερίζεται. Ο αριθμός των κορυφών που προκύπτουν στο χρωματογράφημα δηλώνει 
τον αριθμό των πρωτεϊνών ή των πρωτεϊνικών υπομονάδων ενός πρωτεϊνικού μορίου που 
εκλούονται. Στη συνέχεια, επαναλαμβάνεται η διαδικασία φορτώνοντας στην κολώνα 
διάφορους πρωτεϊνικούς μάρτυρες μοριακών βαρών, ώστε να υπολογιστεί το μοριακό 
βάρος που αντιστοιχεί σε κάθε κορυφή. Από τη διαδικασία αυτή συμπεραίνεται ο βαθμός 
πολυμερισμού της προς μελέτη πρωτεΐνης. 

 

2.2.11 Ηλεκτροφορητική ανάλυση πρωτεϊνών 

 
  Η ηλεκτροφορητική ανάλυση και ο προσδιορισμός των σχετικών μοριακών βαρών των 
πρωτεϊνών έγινε σε αποδιατακτικά πηκτώματα πολυακρυλαμιδίου (SDS-PAGE), με 
ασυνεχή συστήματα ρυθμιστικών διαλυμάτων. H εμφάνιση των πρωτεϊνικών ζωνών έγινε 
μέσω χρώσης με Coomassie Brilliant Blue R. 

 

 
2.2.12 Ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών  
 
  Μετά την ηλεκτροφορητική ανάλυση πρωτεϊνών σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης, 
πραγματοποιείται ολονύκτια μεταφορά (transfer) σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης (Protran) 
σε διάλυμα που περιέχει 1x electrophoresis buffer, methanol (200ml  σε 1l διαλύματος). Η 
μεταφορά των πρωτεϊνών από το πήκτωμα στην protran γίνεται στους 4P

0
PC σε τάση 30V 

και ένταση 110mA .  
  Ακολουθεί επώαση της μεμβράνης σε blocking buffer (200mM Tris-Cl pH 7.6, 1.37M 
NaCl, 0.1%Tween-20, 5% γάλα) για 2 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου. Με τη διαδικασία 
αυτή επιτυγχάνεται η δέσμευση των μη ειδικών θέσεων ώστε να αυξηθούν οι πιθανότητες 
το αντίσωμα να δεσμεύσει ειδικά πρωτεϊνικά μόρια (ελαχιστοποίηση background). Στη 
συνέχεια, γίνεται επώαση της μεμβράνης με το πρωτογενές αντίσωμα ολονύκτια στους 
4P

0
PC. 

  Πραγματοποιούνται τρία 15λεπτα πλυσίματα με διάλυμα που έχει την ίδια σύσταση με το 
blocking buffer, απουσιάζει όμως το γάλα και στη συνέχεια επώαση με το δευτερογενές 
αντίσωμα για 2-3 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου. Επαναλαμβάνονται τα πλυσίματα και 
ακολουθεί εμφάνιση σε φιλμ. 
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2.2.13 Μέτρηση της ενζυμικής ενεργότητας της πρωτεΐνης BC3461 
 
  
Μέτρηση της ενζυμικής ενεργότητας της πρωτεΐνης BC3461 με ραδιενεργά 
υποστρώματα 
 Η  πρωτεΐνη BC3461 αφέθηκε να επωαστεί στους 37P

0
PC τόσο με ραδιενεργά σημασμένη 

γλυκολχιτίνη όσο και με ραδιενεργά σημασμένη πεπτιδογλυκάνη. Έγινε τρίωρη αλλά και 
ολονύκτια επώαση. Το ραδιοσημασμένο οξικό οξύ που απελευθερώνεται από την ενζυμική 
απακετυλίωση της ραδιοσημασμένης γλυκολχιτίνης ή πεπτιδογλυκάνης αποτελεί μέτρο της 
ενζυμικής ενεργότητας της πρωτεΐνης. 

 
Φασματοφωτομετρική μέθοδος μέτρησης της ενζυμικής ενεργότητας της πρωτεΐνης 
BC3461 
  
  Η μέθοδος αυτή αναπτύχθηκε για την μέτρηση της ενζυμικής δραστικότητας 
απακετυλάσης της χιτίνης σε φυσικά, μη ραδιοσημασμένα υποστρώματα (51). 
Χρησιμοποιήθηκαν διάφορα υποστρώματα όπως είναι το GlcNAc (N-acetylglucosamine), 
το (GlcNAc)B2 B(N,N’-diacetylchitobiose) έως (GlcNAc) B6 B(Hexa -N-acetylchitohexaose), 
GlcNAc6P (N-acetylglucosamine 6- phosphate) , GlcNAc1P (N-acetylglucosamine 1- 
phosphate), GlcNAc-6-sulfate (N-acetylglucosamine 6- sulphate), GalNAc (N-
acetylgalactosamine), ManNAc (N-acetylmannosamine), και MurNAc (N-acetyl muramic 
acid) .  

  Mέτρο της ενζυμικής απακετυλίωσης της χιτίνης αποτελεί η απελευθέρωση οξικού οξέος 
το οποίο υπολογίζεται μέσω μιας σειράς συζευγμένων ενζυμικών αντιδράσεων (52) (εικ. 
11). Ο προσδιορισμός της ποσότητας του παραγόμενου οξικού οξέος βασίζεται στο 
σχηματισμό του NADH, το οποίο και μετράται με την αύξηση της τιμής της απορρόφησης 
στα 340 nm. 

 

α. χιτίνη              χιτοζάνη + οξικό οξύ  

        

β. οξικό οξύ + ΑΤΡ + CoA      ακετυλο-CoA + ΑΜΡ + ΡPi 

         

γ. ακετυλο-CoA + οξαλοξικό οξύ + ΗB2 BΟ κιτρικό οξύ + CoA   

δ. Μηλικό οξύ + NADP

+
P      οξαλοξικό οξύ + NADH + Η P

+ 

Εικόνα 11. Φασματοφωτομετρικός υπολογισμός του παραγόμενου οξικού οξέος με τη μέθοδο των 
συζευγμένων ενζυμικών αντιδράσεων . Το οξικό οξύ που παράγεται από την ενζυμική απακετυλίωση της 
χιτίνης (αντίδραση α) μετατρέπεται σε ακέτυλο συνένζυμο Α (αντίδραση β) το οποίο συμμετέχει στη 
σύνθεση κιτρικού οξέος από οξαλοξικό οξύ (αντίδραση γ). Το αποτέλεσμα της κατανάλωσης του οξαλοξικού 
οξέος είναι η αναγωγή του NADP

+
P σε  NADH (αντίδραση δ), η οποία και παρακολουθείται 

φασματοφωτομετρικά από τη μεταβολή της απορρόφησης στα 340 nm. CDA: απακετυλάση της χιτίνης, 
ACS: συνθετάση του ακέτυλο-CoA, CS: συνθετάση του κιτρικού οξέος, MDH: αφυδρογονάση του μηλικού 
οξέος. 

MDH

CS

ACS

CDA 



 27

2.2.14  Συλλογή βακτηριακής πάστας  από καλλιέργειες B.cereus παρουσία πιθανών 
υποστρωμάτων της πρωτεΐνης BC3461  

 
  Από το στελέχος Bacillus cereus ATCC 14579 μολύνεται υγρή καλλιέργεια LB (5 ml). 
Ακολουθεί ολονύκτια επώαση στους 30 P

0
PC υπό ανάδευση. Την άλλη μέρα γίνεται 

προσθήκη 200 μl (αραίωση 1:100) από την προκαλλιέργεια σε καθεμιά από τις παρακάτω 
καλλιέργειες: α) 20ml φρέσκου θρεπτικού μέσου LB β)20ml LB +  0,05% GlcNAc, γ) 
20ml LB + 0,05% (GlcNAc) B2,B δ) 20ml LB + 0,01% κολλοειδής χιτίνη και αφήνονται στους 
30P

0
PC για 72h. Συλλέγονται δείγματα, υπό στείρες συνθήκες, του 0.5 ml  και του 1 ml από 

κάθε μια εκ των τεσσάρων καλλιεργειών στις 8, 12, 24, 48 και 72h. Έπεται φυγοκέντρηση 
για 5 min στις 4000rpm, συλλογή της βακτηριακής πάστας και αποθήκευση στους -20 P

0
PC. 

 

2.2.15 Μικρής κλίμακας απομόνωση συνολικού RNA από βακτηριακή καλλιέργεια  
 

• Επαναδιάλυση της βακτηριακής πελλέτας σε 100 μl διαλύματος TE (10mM Tris-
HCl, 1mM EDTA, pH 8) που περιέχουν 2 mg/ml λυσοζύμη, με έντονο vortex. 
Επώαση για 10 min στους 37P

0
PC. 

• Προσθήκη 350μl διαλύματος RA1 και 3.5 μl μερκαπτοαιθανόλης και έντονο 
vortex. 

• Τοποθέτηση μιας στήλης Nucleospin filter unit σε ένα collecting tube των  2ml. 
• Μεταφορά του διαλύματος στην στήλη Nucleospin filter unit, φυγοκέντρηση για 1 

min στις 11.000 x g.   
• Προσθήκη 350 μl διαλύματος 70% EtOH στο flow through.  
• Μεταφορά αυτού σε μια στήλη Nucleospin RNA II η οποία έχει πριν τοποθετηθεί 

σε ένα collecting tube των  2ml.   
• Φυγοκέντρηση για 30 sec στις 8.000 x g. Μεταφορά της στήλης σε καινούριο 

collecting tube. 
• Προσθήκη 350μl διαλύματος  MDB, φυγοκέντρηση για 1 min στις 11.000 x g. 
• Προσθήκη 95μl διαλύματος DNase (90 μl DNase reaction buffer + 10 μl DNase I). 

Eπώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 15 min. 
• Προσθήκη 200 μl διαλύματος RA2 . Φυγοκέντρηση για 30sec στις 8.000 x g. 

Μεταφορά της στήλης σε καινούριο collecting tube. 
• Προσθήκη 600 μl διαλύματος RA3 . Φυγοκέντρηση για 30sec στις 8.000 x g. 
• Προσθήκη 250 μl διαλύματος RA3.  Φυγοκέντρηση για 2 min στις 11.000 x g. 
• Τοποθέτηση της στήλης Nucleospin RNA II σε καθαρό 1.5ml eppendorf tube. 
• Έκλουση του RNA με προσθήκη 60μl H2O (RNase-free) . Φυγοκέντρηση για 

60sec στις 11.000 x g . 
 
 
2.2.16 Αντίστροφη μεταγραφή - Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (RT-PCR) 

 
 Με την μέθοδο της RT-PCR το συνολικό RNA του B.cereus μετατρέπεται με την 
αντίστροφη μεταγραφάση  σε μονόκλωνο cDNA. Από αυτό στη συνέχεια, με τη βοήθεια 
των εκκινητών ολιγονουκλεοτιδίων και της  αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης, 
απομονώνεται και πολλαπλασιάζεται  το επιθυμητό DNA κομμάτι που αντιστοιχεί στο 
προς μελέτη γονίδιο. Με αυτό τον τρόπο μελετάται η επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου 
bc3461 παρουσία πιθανών υποστρωμάτων του αντίστοιχου ενζύμου. 
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  Το   RNA από κάθε δείγμα ποσοτικοποιείται και υπολογισμοί γίνονται έτσι ώστε να 
υπάρχει η ίδια ποσότητα RNA σε κάθε RT-PCR αντίδραση.    
  Στον πίνακα που ακολουθεί φαίνονται τα αντιδραστήρια καθώς και οι όγκοι αυτών σε 
κάθε RT-PCR αντίδραση. 
 

Πίνακας Ι: Αντιδραστήρια και ποσότητες αυτών σε μια RT-PCR αντίδραση. 

 
 

Πίνακας ΙΙ. Το  πρόγραμμα της RT-PCR  

Βήματα Θερμοκρασία Χρόνος Αριθμός κύκλων 

Σύνθεση cDNA 48 P

0
PC 30 min  1 

Απενεργοποίηση 
της M-MuLV 
αντίστροφης 
μεταγραφάσης και 
αναγέννηση του 
cDNA-RNA  
υβριδίου 

94 P

0
PC 2 min  1 

94 P

0
PC 30 sec 

52 P

0
PC 30 sec 

PCR amplification 

72 P

0
PC 1 min 10 sec 

30 

Final extension 72 P

0
PC 10 min   

 
Στα δείγματα προστίθενται 10 μl χρωστικής orange G και ηλεκτροφορούνται σε πηκτή 
αγαρόζης 1%.   

 

 

 

Συστατικά στην αντίδραση RT-PCR Όγκος 

10x RobusT Reaction Buffer 5 μl 

50 mM MgCl B2 B 1.5 μl 

dNTP mix (10mM each) 1 μl 

Template RNA 10 pg – 1 μg 

Downstream primer 10 pmol 

Upstream primer 10 pmol 

M-MuLV RT RNase H-  5U/ μl 2 μl 

DyNAzyme EXT DNA Polymerase  1U/ μl  2 μl 

RNase free H2O Μέχρι τα 50 μl 
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3. Αποτελέσματα 
3.1 In silico εύρεση της αλληλουχίας BC3461 
 
  Ανάλυση των γενωμάτων από το βακτήριο  Bacillus cereus απoκάλυψε την ύπαρξη δύο 
γονιδίων που κωδικοποιούν για πρωτεΐνες της LmbE οικογένειας, την BC1534 και την 
BC3461 (Integrated Genomics, Chicago, US). Η αλληλουχία της BC3461 (ΝΡ_833195) 
αποτελείται από 220 αμινοξέα, έχει προβλεπόμενο μοριακό βάρος 24,92 kDa  και την 
περιοχή ομολογίας LmbE να βρίσκεται στην αρχή της αμινοξικής αλληλουχίας (μεταξύ 6-
136αα). 
  Στην εικόνα 12 φαίνεται η στοίχιση διαφόρων πρωτεϊνών που ανήκουν στην LmbE like 
οικογένεια πρωτεϊνών καθώς και η ύπαρξη συντηρημένων καταλοίπων. 
                 1                                                                   70 
   BC3461    (1) --------------------------------------MERHVLVVFPHPDDEAYAAGGTIRLLTDQGVP 
   BC1534    (1) -------------------------------------MSGLHILAFGAHADDVEIGMAGTIAKYTKQGYE 
     MshB    (1) ------------------------------------MSETPRLLFVHAHPDDESLSNGATIAHYTSRGAQ 
   Tk-Dac    (1) ---------MVFEEFNNFDEAFSALLSKLDFKINEPFNDVKKVLCIEPHPDDCAIGLGGTIKKLTDSGID 
   TT1542    (1) ---------------------------------------MLDLLVVAPHPDDGELGCGGTLARAKAEGLS 
   rPIG-L    (1) MEVVGLLCVAVAVLTWGFLRVWNSAERMRSPEQAGLPGAGSRALVVIAHPDDEAMFFAPTILGLARLKQQ 
                 71                                                                 140 
   BC3461   (33) VTYACGTLGQ----MGRNMGKNVFANRETIPHIRKKELKDACEAMGIKDLRMLGFHDKTLEFEDVD---- 
   BC1534   (34) VGICDLTEAD----LSSNG----------TIELRKEEAKVAARIMGVKTRLNLAMPDRGLYMKEE----- 
     MshB   (35) VHVVTCTLGEEGEVIGDRWAQLTADHADQLGGYRIGELTAALRALGVSAPIYLGGAGRWRDSGMAGTDQR 
   Tk-Dac   (62) VVYLLLTDGS----MGTTDGE---VSGHELALRRLEEEKRSAEILGVKKIHALDFGDTELPYTRE----- 
   TT1542   (32) TGILDLTRGE----MGSKG----------TPEEREKEVAEASRILGLDFRGNLGFPDGGLADVPE----- 
   rPIG-L   (71) VSLLCFSSGN-------------YYN---QGEIRKKELLQSCAVLGIPPSRVMIIDKREFPDDPEV--Q- 
                 141                                                                210 
   BC3461   (95) -----------FVADKIEAIIQEVNPSRIITFYP----EHGVHPDHNAFGRAVVRAVSRMPKEERPVIH- 
   BC1534   (85) ------------YIREIVKVIRTYKPK--LVFAP---YYEDRHPDHANCAKLVEEAIFSAGIRKYMPE-- 
     MshB  (105) SQRRFVDADPRQTVGALVAIIRELRPHVVVTYDP---NGGYGHPDHVHTHTVTTAAVAAAGVGSGTADHP 
   Tk-Dac  (120) ------------VRKEIVTVIRKERPG--IVLMPDPWLPYEGHPDHRHAGFLGIEAVSFAGLPNFNRSDL 
   TT1542   (83) ------------QRLKLAQALRRLRPR--VVFAP---LEADRHPDHTAASRLAVAAVHLAGLRKAPLE-- 
   rPIG-L  (122) ----------WDTEHVASTILQHIHANATDLVVTFDAEGVSGHSNHIALYKAVRALHSGGKLPEGCSVLT 
                 211                                                                280 
   BC3461  (149) ------A--VAITKNREAVL------------------------------GEPDVVNNISEVFDHKLTAL 
   BC1534  (136) ---LSPHRVESFYNYMINGF------------------------------HKPNFCIDISEYLSIKVEAL 
     MshB  (172) GDPWTVPKFYWTVLGLSALISGARALVPDDLRPEWVLPRADEIAFGYSDDGIDAVVEADEQARAAKVAAL 
   Tk-Dac  (176) IAGLDPHSIQAVGFYYT---------------------------------HKPNYFVDISDVMEVKLRAV 
   TT1542  (134) ---GEPFRVERLFFYPGNHP------------------------------FAPSFLVKISAFIDQWEAAV 
   rPIG-L  (182) LQSVNVLRKYVFLLDLPWTLL---S-------------------------PQGVLFVLTSKEVAQAKKAM 
                 281                                                        342 
   BC3461  (181) GAHRSQTEA----------ML-EDTHAKIKNKDAATLKWLQLEQFWTYKWE----------- 
   BC1534  (173) EAYESQFSTGSDGVKTPLTEGYVETVIAREKMFGKEVGVLYAEGFMSKKPVLLHADLLGGCK 
     MshB  (242) AAHATQVVVGPTGRAAALSNNLALPILADEHYVLAGGSAGARDERGWETDLLAGLGFTASGT 
   Tk-Dac  (213) RTHESQFPED-------VWELWEPYLRTIALYYGKMSGHRYAEGIRFVPGIFLHICPFAHVI 
   TT1542  (171) LAYRSQFTG--EAASETVGPKGVEARKAMRRYWGNYLGVDYAEPFVSPLPVLYVPWSRA--- 
   rPIG-L  (224) SCHRSQLLW-------------------FRHLYTVFSRYMSVNSLQLL-------------- 
    

Εικόνα 12: Απεικονίζονται οι πρωτεϊνικές αλληλουχίες των LmbE-3461 και LmbE-1534 απ’τον B. cereus, η 
MshB απ’το Mycobacterium  tuberculosis, η Tk-Dac απ’τον Thermococcus kodakaraensis, η ΤΤ1542 απ’το 
Thermus thermophilus και η rPIG-L από τον Rattus norvegicus. 

 

  Όπως φαίνεται, συντηρούνται τα κατάλοιπα His11, Asp13, Asp14, His123, Asp125 και 
His126 που πιθανότατα σχηματίζουν το ενεργό κέντρο του ενζύμου. Ενδεικτικά, η BC3461 
εμφανίζει 26% ομολογία με την BC1534, 28% ομολογία με την ΤΤ1542, 23% ομολογία με 
την MshB, 25% ομολογία με την Tk-Dac και την rPIG-L. Επίσης παρουσιάζει ομοιότητα 
με τρεις ομόλογες πρωτεΐνες στον Bacillus anthracis, τις ZP00394040, ZP00393712 και 
ZP00391858 σε ποσοστό 58%, 95% και 30% αντίστοιχα. Αυτή η ομολογία μεταξύ της 
BC3461 και της BC1534 από τον ίδιο οργανισμό αλλά και  αντίστοιχων πρωτεϊνών από 
άλλους οργανισμούς μας οδηγεί στην υπόθεση ότι το ένζυμο που μελετάμε ανήκει στην 
ίδια οικογένεια και αποτελεί κατευθυντήριο γεγονός για την έναρξη της παρούσας 
εργασίας. 
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3.2 Προσπάθεια υπερπαραγωγής και απομόνωσης της πρωτεΐνης χρησιμοποιώντας 
την  πλασμιδιακή κατασκευή bc3461/pRsetA χωρίς επίτοπο 

 

3.2.1 Κλωνοποίηση του γονιδίου bc3461 στον πλασμιδιακό φορέα pRsetA 
 
  Το γονίδιο bc3461 απομονώθηκε από το γενωμικό DNA του B. cereus. Χρησιμοποιώντας 
ως    μήτρα    το    γενωμικό   DNA   και   εκκινητές   τα   ολιγονουκλεοτίδια   BC3461-For  
(5΄-ATGGAGAGACATGTACTTGTT-3΄) και BC3461-Rev (5΄-CCGCTCGAGCTACTC 
CCATTTATAAGTCCA-3΄ με XhoI περιοριστική θέση ενσωματωμένη) 
πραγματοποιήθηκε PCR για την παραγωγή του συγκεκριμένου γονιδίου. Στον πλασμιδιακό 
φορέα pRsetA, η πλέον κατάλληλη περιοριστική θέση ήταν αυτή της NdeI. Περιοριστική 
θέση της NdeI όμως υπάρχει και στο εσωτερικό του γονιδίου bc3461 με αποτέλεσμα να 
μην μπορεί να γίνει υδρόλυση αυτού με την NdeI. Έτσι προκειμένου να ενσωματωθεί το 
bc3461 γονίδιο στον πλασμιδιακό φορέα pRsetA  χρειάστηκε να γίνουν τροποποιήσεις 
τόσο στο γονίδιο όσο και στον φορέα με τέτοιο τρόπο ώστε να υπάρχουν συμβατά άκρα 
μεταξύ τους κατά την αντίδραση συγκόλλησης. 
  Στον πλασμιδιακό φορέα pRsetA  πραγματοποιήθηκε αρχικά υδρόλυση με την 
περιοριστική ενδονουκλεάση NdeI ώστε αυτός να γίνει γραμμικός. Ακολούθησε αντίδραση 
fill-in με την χρήση Klenow, ένα ένζυμο με δραστικότητα εξωνουκλεάσης το οποίο 
χρησιμοποιώντας dNTP’s “γεμίζει” τα κομμένα, παλινδρομικά από την NdeI, άκρα του 
φορέα μετατρέποντας τα σε τυφλά  (blunt). Τέλος πραγματοποιήθηκε υδρόλυση με την 
ενδονουκλεάση XhoI με αποτέλεσμα τη δημιουργία ενός προεξέχοντος (XhoI) άκρου και 
ενός τυφλού άκρου (Klenow) και την απομάκρυνση ενός μικρού μη απαραίτητου τμήματος 
του φορέα. Πραγματοποιήθηκε επίσης η αντίστοιχη αντίδραση υδρόλυσης του γονιδίου 
bc3461 με την ενδονουκλεάση XhoI (υδρόλυση πεπτιδικών δεσμών στην περιοριστική 
θέση που ενσωματώθηκε κατά την αντίδραση PCR) και ακολούθησε η αντίδραση 
συγκόλλησης. Με τη συγκόλληση επιτυγχάνεται η τοποθέτηση του γονιδίου κάτω από τον 
μεταγραφικό έλεγχο του Τ P

7
P lac υποκινητή. Η κλωνοποίηση έγινε έτσι ώστε η πρωτεΐνη για 

την οποία το γονίδιο κωδικοποιεί να μην φέρει κάποιον επίτοπο.  
  Η πλασμιδιακή κατασκευή χρησιμοποιήθηκε για τον μετασχηματισμό BL21-DH5a 
κυττάρων, τα μετασχηματισμένα κύτταρα ελέγχθηκαν για την ενσωμάτωση του γονιδίου 
ενδιαφέροντος με PCR και μετά την απομόνωση της πλασμιδιακής κατασκευής το ένθεμα 
στάλθηκε για νουκλεοτιδική αλληλούχηση, από όπου διαπιστώθηκε η ένθεση του σωστού 
γονιδίου στο σωστό σημείο. 
  Το πλασμίδιο στη συνέχεια μετασχηματίστηκε τόσο σε DE3 όσο και σε pLYS στελέχη 
E.coli (κύτταρα έκφρασης) και ακολουθήθηκε η διαδικασία υπερπαραγωγής της πρωτεΐνης 
με την προσθήκη IPTG σε διάφορες συνθήκες επαγωγής.  
 
 
3.2.2. Έλεγχος της υπερπαραγωγής της BC3461 χωρίς επίτοπο 
 
  Το πλασμίδιο μετασχηματίστηκε τόσο σε DE3 όσο και σε pLYS στελέχη E.coli (κύτταρα 
έκφρασης) αλλά υπερπαραγωγή της BC3461 διαπιστώθηκε μόνο  στα pLYS κύτταρα 
έκφρασης. Έτσι όλα τα πειράματα για την απομόνωση της πρωτεΐνης αυτής έγιναν σε 
pLYS  κύτταρα έκφρασης τα οποία αναπτύσσονταν  σε φρέσκο θρεπτικό μέσο LB/ 
χλωραμφαινικόλη/αμπικιλίνη. 
  Σύντομα έγινε σαφές ότι η πρωτεΐνη BC3461 αν και παραγόταν σε μεγάλο βαθμό, 
δημιουργούσε συσσωματώματα (inclusion bodies) με αποτέλεσμα μόνο μια ελάχιστη 
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ποσότητα αυτής να βρίσκεται στο υπερκείμενο κυτταρικό εκχύλισμα μετά τη λύση των 
κυττάρων. Σχεδόν όλη η πρωτεΐνη βρισκόταν στο ίζημα μαζί με τα κυτταρικά θραύσματα.  
  Προκειμένου να απομονωθεί όσο το δυνατόν περισσότερη ποσότητα της πρωτεΐνης στο 
υπερκείμενο πρωτεϊνικό εκχύλισμα δοκιμάστηκαν διάφορες συνθήκες επαγωγής αλλά και 
διαφορετικοί  τρόποι λύσης των κυττάρων. 
  Ο έλεγχος της υπερπαραγωγής της BC3461 και το αν αυτή βρισκόταν στο υπερκείμενο 
πρωτεϊνικό εκχύλισμα ή στο ίζημα με τα κυτταρικά θραύσματα γινόταν με ηλεκτροφόρηση 
σε πηκτή πολυακρυλαμίδης τόσο δείγματος από το  υπερκείμενο πρωτεϊνικό εκχύλισμα 
όσο και δείγματος από τα λυμένα κύτταρα πριν αυτά φυγοκεντρηθούν. 
 
 
Εύρεση βέλτιστου τρόπου λύσης των κυττάρων 
 
 Τα κύτταρα λύθηκαν όπως περιγράφεται στην παράγραφο 2.2.9 τόσο με τη χρήση 
υπερήχων, όσο και με λυσοζύμη σε πάγο. Επιπλέον δοκιμάστηκε η ταυτόχρονη λύση των 
κυττάρων με λυσοζύμη και υπερήχους (προσθήκη λυσοζύμης και ανάδευση σε πάγο για 
μισή ώρα και στη συνέχεια χρήση υπερήχων). Τέλος δοκιμάστηκε και η προσθήκη του 
απορρυπαντικού Triton Χ κατά τη λύση των κυττάρων με λυσοζύμη που θα βοηθούσε 
στην περίπτωση που η πρωτεΐνη ήταν διαμεμβρανική. 
   Ακολούθησε φυγοκέντρηση και δείγματα από κάθε υπερκείμενο πρωτεϊνικό εκχύλισμα 
ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου. Δεν διαπιστώθηκε καμιά διαφορά όσον 
αφορά την περιεχόμενη στο πρωτεϊνικό εκχύλισμα πρωτεΐνη. Με όλους τους παραπάνω 
τρόπους λύσης των κυττάρων σχεδόν όλη η πρωτεΐνη βρισκόταν στο ίζημα. 
  Έτσι αφού ο σχηματισμός των συσσωματωμάτων δεν είχε να κάνει με τον τρόπο λύσης 
των κυττάρων αποφασίστηκε αυτά να λύονται με την απλή και γρήγορη μέθοδο των 
υπερήχων. 
 
 
Εύρεση βέλτιστων συνθηκών επαγωγής της υπερπαραγωγής της BC3461 χωρίς 
επίτοπο 
 
 Οι συνθήκες επαγωγής που δοκιμάστηκαν είχαν να κάνουν με τη θερμοκρασία επαγωγής , 
διαφορετικές συγκεντρώσεις IPTG, διαφορετικούς χρόνους επώασης,  και προσθήκη 
μετάλλου στη καλλιέργεια των μετασχηματισμένων βακτηριακών κυττάρων. Οι 
θερμοκρασίες που δοκιμάστηκαν ήταν 30 P

0
PC, 25 P

0
PC , 20 P

0
PC , 16 P

0
PC και οι συγκεντρώσεις 

IPTG, 0.05 mM, 0.1mM, 0.3mM, 0.5mM και 1mM. Ελέγχθησαν οι χρόνοι επώασης των 
1h, 2 h, 3 h ,4 h, 6 h, 8 h και O/N ενώ δοκιμάστηκε και  η προσθήκη MgSOB4 B σε 
συγκεντρώσεις 1mM, 5mM, 10mM.  
  Σχεδόν όλοι οι δυνατοί συνδυασμοί των παραπάνω συνθηκών δοκιμάστηκαν παρόλα 
αυτά σε κανέναν από αυτούς δεν μπόρεσε να απομονωθεί μια ιδιαίτερα μεγάλη ποσότητα 
της πρωτεΐνης BC3461 στο υπερκείμενο πρωτεϊνικό εκχύλισμα. Συγκριτικά όμως, η 
προσθήκη 0,1 mM IPTG σε θερμοκρασία επαγωγής 20P

0
PC και χρόνο επώασης 4 h φάνηκε 

να δίνει την περισσότερη ποσότητα πρωτεΐνης στο υπερκείμενο πρωτεϊνικό εκχύλισμα η 
οποία όμως δεν ήταν ιδιαίτερα μεγάλη όπως φαίνεται και στην εικόνα που ακολουθεί.  
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Εικόνα 13: Ηλεκτροφορητική ανάλυση πρωτεϊνών σε αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακρυλαμίδης πυκνότητας 
12.5%. Στις λωρίδες 1-3 φαίνεται το υπερκείμενο πρωτεϊνικό εκχύλισμα ενώ στις λωρίδες 4-6, δείγμα από 
λυμένα κύτταρα πριν αυτά φυγοκεντρηθούν, σε συνθήκες επαγωγής 0,1 mM IPTG, θερμοκρασία επαγωγής 
20P

0
PC και χρόνους επαγωγής 4h, 8h, O/N.  

 
 
3.2.3 Προσπάθεια απομόνωσης της πρωτεΐνης BC3461 χωρίς επίτοπο 
 
  Η ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη BC3461 που προήλθε από την πλασμιδιακή κατασκευή 
bc3461/ pRsetA δεν φέρει κατάλοιπα ιστιδινών ή κάποιο άλλο επίτοπο έτσι για την  
απομόνωση της χρησιμοποιήθηκαν χρωματογραφικά  υλικά ώστε ο διαχωρισμός της σε 
αυτά να γίνει  με ιοντικές ή υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις ή σύμφωνα με το μοριακό της 
μέγεθος. Συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκαν ο ανιοντοανταλλάκτης Q Sepharose fast flow, ο 
ανιοντοανταλλάκτης υψηλής ανάλυσης MonoQ HR 5/5, ο κατιοντοανταλλάκτης  S 
Sepharose fast flow, ο υδρόφοβος προσροφητής Phenyl SepharoseP

TM
P 6 fast flow (high 

sub), και ο προσροφητής  Sephacryl S200 HR για χρωματογραφία μοριακής διήθησης και 
η διαδικασία που ακολουθήθηκε κάθε φορά σε γενικές γραμμές περιγράφεται στην 
παράγραφο 2.2.10.  
  Με κανένα από τα παραπάνω χρωματογραφικά υλικά δεν επετεύχθει απόλυτος 
καθαρισμός της πρωτεΐνης αφού η πιο καθαρή εικόνα αυτής σε πηκτή πολυακρυλαμίδης 
περιελάμβανε περίπου άλλες 20 πρωτεΐνες και από αυτό το στάδιο και πέρα όποιο υλικό κι 
αν χρησιμοποιήθηκε δεν οδήγησε σε επιπλέον καθαρισμό της.  
  Μετά τη λύση των κυττάρων η προσπάθεια καθαρισμού της BC3461 ξεκινούσε συνήθως 
με μια χρωματογραφία ανιοντοανταλλαγής σε προσροφητή Q Sepharose fast flow όπου το 
υπερκείμενο  κυτταρικό εκχύλισμα αραιωνόταν (1:4) στο διάλυμα 25mM Tris-HCl pH 7.6 
και φορτωνόταν στον ήδη εξισορροπημένο προσροφητή με το διάλυμα 25mM Tris-HCl 
pH 7.6 / 50mM NaCl (διάλυμα Α). Μετά την έκπλυση του προσροφητή οι 
κατακρατούμενες πρωτεΐνες αναλύονταν σε 40 κλάσματα όγκου 5ml με γραμμικά 
αυξανόμενη συγκέντρωση NaCl, η οποία επιτυγχανόταν με τη χρήση ενός δεύτερου 
διαλύματος, 25mM Tris-HCl pH 7.6 / 600mM NaCl (διάλυμα Β). Σε αυτό το στάδιο η 
πρωτεΐνη καθάριζε σε ένα αρκετά μεγάλο ποσοστό.  
  Για την αύξηση του ποσοστού καθαρισμού της πρωτεΐνης BC3461, τα συλλεχθέντα 
κλάσματα από το προηγούμενο βήμα  υπέστησαν ολονύκτια διαπίδυση στο διάλυμα 25mM 
Tris-HCl pH 7.6 / 150mM NaCl (διάλυμα Α’), φορτώθηκαν εκ νέου σε προσροφητή Q 
sepharose fast flow και οι κατακρατούμενες πρωτεΐνες αναλύθηκαν σε κλάσματα όγκου 
5ml με μια πιο στενή γραμμικά αυξανόμενη συγκέντρωση NaCl, η οποία επιτυγχανόταν με 
το διάλυμα 25mM Tris-HCl pH 7.6 / 500mM NaCl (διάλυμα Β’). Υπήρχαν έτσι κλάσματα 
τα οποία ήταν λίγο περισσότερο καθαρά όχι όμως ικανοποιητικά ενώ η ποσότητα της 
πρωτεΐνης σε σχέση με την αρχική  στο υπερκείμενο πρωτεϊνικό εκχύλισμα είχε μειωθεί 
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αρκετά όπως φαίνεται και στην εικόνα που ακολουθεί. Τα κλάσματα αυτά ενώνονταν προς 
περαιτέρω επεξεργασία. 
 
           
 

                              
 
Εικόνα 14: Ηλεκτροφορητική ανάλυση πρωτεϊνών σε αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακρυλαμίδης πυκνότητας 
12.5% μετά από δυο χρωματογραφίες σε προσροφητή Q sepharose fast flow. Στις λωρίδες 1-9 απεικονίζονται 
τα εκλούσματα που προκύπτουν με γραμμικά αυξανόμενη συγκέντρωση NaCl. 
 
 
  Από αυτό το στάδιο και πέρα δοκιμάστηκαν διάφορες συνθήκες στον προσροφητή Q 
sepharose fast flow (pH, σύσταση ρυθμιστικού διαλύματος ) αλλά και σε όλα τα 
χρωματογραφικά υλικά που αναφέρθηκαν σε αυτή τη παράγραφο χωρίς όμως αποτέλεσμα.  
   Πιο συγκεκριμένα χρωματογραφία στον προσροφητή Q sepharose fast flow 
πραγματοποιήθηκε σε Tris-HCl  pH 7.0 ,  Tris-HCl pH 8.0 ενώ κλάσματα διαφόρων όγκων 
έχουν προκύψει από διάφορα εύρη τιμών συγκέντρωσης NaCl. Χρωματογραφία στον 
προσροφητή MonoQ HR 5/5δεν οδήγησε σε περαιτέρω καθαρισμό. 
   Χρωματογραφία στον προσροφητή S sepharose fast flow πραγματοποιήθηκε  σε  Mes-
NaOH pH 5.5, Mes-NaOH pH 6.0, Mes-NaOH pH 6.5,  Hepes-NaOH pH 6.0, Hepes-
NaOH pH 6.5.  
   Χρωματογραφία στον υδρόφοβο προσροφητή Phenyl SepharoseP

TM
P 6 fast flow 

πραγματοποιήθηκε μετά από κατακρήμνιση του πρωτεϊνικού εκχυλίσματος (ή διαλύματος) 
με 1.5 Μ (NHB4 B) B2BSOB4 B επίσης χωρίς να βοηθήσει ουσιαστικά στον καθαρισμό της πρωτεΐνης  
BC3461.  
  Τέλος πραγματοποιήθηκε χρωματογραφία μοριακής διήθησης σε προσροφητή Sephacryl 
S200 HR, παρόλο που η καθαρότητα του δείγματος δεν ήταν η πρέπουσα. 
  Στην εικόνα που ακολουθεί φαίνεται η μέγιστη καθαρότητα πρωτεΐνης που επετεύχθει. 
Κανένα από τα χρωματογραφικά υλικά που χρησιμοποιήθηκαν δεν έδωσαν επιπλέον 
καθαρισμό.  
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Εικόνα 15: Ηλεκτροφορητική ανάλυση σε αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακρυλαμίδης πυκνότητας 12.5%.  
της πρωτεΐνης BC3461 στον μέγιστο βαθμό που μπόρεσε να απομονωθεί.  
 
Μέτρηση της ενζυμικής ενεργότητας της πρωτεΐνης BC3461  
 
  Σε πρωτεϊνικό παρασκεύασμα του παραπάνω βαθμού καθαρότητας έγινε έλεγχος της 
ενεργότητας του ενζύμου όπως περιγράφεται στην παράγραφο. 2.2.13. Το πρωτεϊνικό αυτό 
δείγμα δεν είχε καθόλου ενεργότητα σε ραδιοσημασμένα υποστρώματα γλυκολχιτίνης και 
πεπτιδογλυκάνης ενώ παρείχε μεγάλη ενεργότητα στο υπόστρωμα της Ν-
ακέτυλγλυκοζαμίνης (GlcNAc), το οποίο θεωρητικά είναι το βέλτιστο υπόστρωμα της 
BC3461. Έτσι η  BC3461 φαίνεται όντως να είναι μια απακετυλάση  Ν-
ακέτυλγλυκοζαμίνης (GlcNAc)  και χιτοολιγομερών κυρίως των (GlcNAc)B2 B και 
(GlcNAc) B3.B  
 
 
3.3 Προσπάθεια υπερπαραγωγής και απομόνωσης της πρωτεΐνης χρησιμοποιώντας 
την  πλασμιδιακή κατασκευή bc3461/ pET24a με His tag στο C-τελικό άκρο της 

3.3.1 Κλωνοποίηση του γονιδίου bc3461 στον πλασμιδιακό φορέα pET24a 
 
  Το γονίδιο bc3461 απομονώθηκε από το γενωμικό DNA του B. cereus. Χρησιμοποιώντας 
ως    μήτρα   το   γενωμικό   DNA   και   εκκινητές   τα   ολιγονουκλεοτίδια     BC3461-For  
(5΄-ATGGAGAGACATGTACTTGTT-3΄) και  BC3461-Rev  (5΄-CCGCTCGAGCTACTC 
CCATTTATAAGTCCA-3΄ με XhoI περιοριστική θέση ενσωματωμένη) 
πραγματοποιήθηκε PCR για την παραγωγή του συγκεκριμένου γονιδίου. Όπως και στον 
pRsetΑ έτσι και στον πλασμιδιακό φορέα pET24a, η πλέον κατάλληλη  περιοριστική θέση 
ήταν αυτή της NdeI, η οποία όπως έχει ήδη αναφερθεί υπάρχει και στο εσωτερικό του 
γονιδίου bc3461. Έτσι προκειμένου να ενσωματωθεί το bc3461 γονίδιο στον πλασμιδιακό 
φορέα pET24a  χρειάστηκε να γίνουν τροποποιήσεις τόσο στο γονίδιο όσο και στον φορέα 
με τέτοιο τρόπο ώστε να υπάρχουν συμβατά άκρα μεταξύ τους κατά την αντίδραση 
συγκόλλησης. 
  Στον πλασμιδιακό φορέα pET24a  πραγματοποιήθηκε αρχικά υδρόλυση με την 
περιοριστική ενδονουκλεάση NdeI ώστε αυτός να γίνει γραμμικός. Ακολούθησε αντίδραση 
fill-in με την χρήση Klenow. Τέλος πραγματοποιήθηκε υδρόλυση με την ενδονουκλεάση 
XhoI με αποτέλεσμα τη δημιουργία ενός προεξέχοντος (XhoI) άκρου και ενός τυφλού 
άκρου (Klenow) και την απομάκρυνση ενός μικρού μη απαραίτητου τμήματος του φορέα. 
Πραγματοποιήθηκε επίσης η αντίστοιχη αντίδραση υδρόλυσης του γονιδίου bc3461 με την 
ενδονουκλεάση XhoI  και ακολούθησε η αντίδραση συγκόλλησης. Με τη συγκόλληση 
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επιτυγχάνεται η τοποθέτηση του γονιδίου κάτω από τον μεταγραφικό έλεγχο του T 7 lac 
υποκινητή. Η κλωνοποίηση έγινε έτσι ώστε η πρωτεΐνη για την οποία το γονίδιο 
κωδικοποιεί να φέρει στο C-τελικό άκρο της 6 κατάλοιπα ιστιδίνης.  
   Η πλασμιδιακή κατασκευή χρησιμοποιήθηκε για τον μετασχηματισμό BL21-DH5a 
κυττάρων, τα μετασχηματισμένα κύτταρα ελέγχθηκαν για την ενσωμάτωση του γονιδίου 
ενδιαφέροντος με PCR και μετά την απομόνωση της πλασμιδιακής κατασκευής το ένθεμα 
στάλθηκε για νουκλεοτιδική αλληλούχηση, από όπου διαπιστώθηκε η ένθεση του σωστού 
γονιδίου στο σωστό σημείο. 
  Το πλασμίδιο στη συνέχεια μετασχηματίστηκε τόσο σε DE3 όσο και σε pLYS στελέχη 
E.coli (κύτταρα έκφρασης) και ακολουθήθηκε η διαδικασία υπερπαραγωγής της πρωτεΐνης 
με την προσθήκη IPTG σε διάφορες συνθήκες επαγωγής.  
 
 
3.3.2 Έλεγχος της υπερπαραγωγής της BC3461 με His tag στο C-τελικό άκρο της 
 
  Το πλασμίδιο μετασχηματίστηκε τόσο σε DE3 όσο και σε pLYS στελέχη E.coli (κύτταρα 
έκφρασης) από όπου διαπιστώθηκε ότι στα pLYS κύτταρα έκφρασης παραγόταν 
μεγαλύτερη ποσότητα της πρωτεΐνης BC3461. Έτσι όλα τα πειράματα για την απομόνωση 
της πρωτεΐνης αυτής έγιναν σε pLYS κύτταρα έκφρασης τα οποία αναπτύσσονταν σε 
φρέσκο θρεπτικό μέσο LB/ χλωραμφαινικόλη/καναμυκίνη. 
  Η πρωτεΐνη BC3461 και με αυτή τη νέα πλασμιδιακή κατασκευή δημιουργούσε 
συσσωματώματα με αποτέλεσμα λίγη ποσότητα αυτής να βρίσκεται στο υπερκείμενο 
κυτταρικό εκχύλισμα μετά τη λύση των κυττάρων. Σχεδόν όλη η πρωτεΐνη βρισκόταν στο 
ίζημα μαζί με τα κυτταρικά θραύσματα.  
  Προκειμένου να απομονωθεί όσο το δυνατόν περισσότερη ποσότητα της πρωτεΐνης στο 
υπερκείμενο πρωτεϊνικό εκχύλισμα δοκιμάστηκαν και εδώ διάφορες συνθήκες επαγωγής 
ενώ ο  τρόπος λύσης των κυττάρων δεν φάνηκε να παίζει κάποιο ρόλο για αυτό και σε όλα 
τα πειράματα σε αυτήν τη περίπτωση  τα κύτταρα λύθηκαν με τη μέθοδο των υπερήχων.  
 
Εύρεση βέλτιστων συνθηκών επαγωγής της υπερπαραγωγής της BC3461 με His tag 
στο C-τελικό άκρο της  
 
  Οι συνθήκες επαγωγής που δοκιμάστηκαν είχαν να κάνουν με τη θερμοκρασία επαγωγής, 
διαφορετικές συγκεντρώσεις IPTG, διαφορετικούς χρόνους επώασης,  και προσθήκη 
μετάλλου στη καλλιέργεια των μετασχηματισμένων βακτηριακών κυττάρων. Οι 
θερμοκρασίες που δοκιμάστηκαν ήταν 37P

0
PC, 30 P

0
PC, 25 P

0
PC , 20 P

0
PC , 18 P

0
PC και οι 

συγκεντρώσεις IPTG, 0.3mM, 0.4mM, 0.5mM και 1mM. Ελέγχθηκαν οι χρόνοι επώασης 
των 4 h, 8 h και O/N ενώ δοκιμάστηκε και  η προσθήκη MgSOB4 B σε συγκεντρώσεις 1mM, 
5mM, 10mM.  
  Σχεδόν όλοι οι δυνατοί συνδυασμοί των παραπάνω συνθηκών δοκιμάστηκαν παρόλα 
αυτά σε κανέναν από αυτούς δεν μπόρεσε να απομονωθεί μια ιδιαίτερα μεγάλη ποσότητα 
της πρωτεΐνης BC3461 στο υπερκείμενο πρωτεϊνικό εκχύλισμα. Συγκριτικά όμως, η 
ταυτόχρονη προσθήκη 0,3 mM IPTG και 5 mM MgSOB4 Bσε θερμοκρασία επαγωγής 30P

0
PC 

και χρόνο επώασης 4 h φάνηκε να δίνει την περισσότερη ποσότητα πρωτεΐνης στο 
υπερκείμενο πρωτεϊνικό εκχύλισμα η οποία όμως δεν ήταν ιδιαίτερα μεγάλη όπως φαίνεται 
και στην εικόνα που ακολουθεί.  
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Εικόνα 16: Ηλεκτροφορητική ανάλυση πρωτεϊνών σε αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακρυλαμίδης πυκνότητας 
12.5%. Στις λωρίδες 1,3 φαίνεται το υπερκείμενο πρωτεϊνικό εκχύλισμα ενώ στις λωρίδες 2,4 δείγμα από 
λυμένα κύτταρα πριν αυτά φυγοκεντρηθούν, σε συνθήκες επαγωγής 0,3 mM IPTG, 5 mM MgClB2, Bσε 
θερμοκρασία επαγωγής 30P

0
PC και χρόνους επαγωγής 4h και O/N.  

 
3.3.3 Συνυπερέκφραση της πλασμιδιακής κατασκευής bc3461/pET24a με σαπερόνες  
  
  Σε μια τελευταία προσπάθεια αποφυγής των συσσωματωμάτων της BC3461 δοκιμάστηκε 
συνυπερέκφραση της πλασμιδιακής κατασκευής bc3461/pET24a με το πλασμίδιο pG-
KJE8 που κωδικοποιεί για τις τέσσερις σαπερόνες GroEL, GroES, DnaK, DnaJ και GrpE 
οι οποίες θα έλυναν το πρόβλημα τυχόν κακής αναδίπλωσης της πρωτεΐνης, (πιθανή αιτία 
της δημιουργίας συσσωματωμάτων). Το πείραμα έγινε όπως περιγράφεται στην 
παράγραφο 2.2.8. Το πρωτεϊνικό διάλυμα που προέκυψε μετά τη λύση των κυττάρων 
καθώς και το υπερκείμενο πρωτεϊνικό εκχύλισμα μετά την φυγοκέντρηση 
ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή πολυακρυλαμίδης.   
  Όπως φαίνεται από την εικόνα που ακολουθεί και πάλι σχεδόν όλη η ποσότητα της 
πρωτεΐνης βρίσκεται στο ίζημα.   
 

                           
 
Εικόνα 17: Ηλεκτροφορητική ανάλυση πρωτεϊνών σε αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακρυλαμίδης πυκνότητας 
12.5%. Στις λωρίδες 1,3 φαίνεται το υπερκείμενο πρωτεϊνικό εκχύλισμα ενώ στις λωρίδες 2,4 δείγμα από 
λυμένα κύτταρα (crude) πριν αυτά φυγοκεντρηθούν σε μια προσπάθεια συνυπερέκφρασης της BC3461 με 
σαπερόνες.  
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3.3.4. Προσπάθεια απομόνωσης της πρωτεΐνης BC3461 με His tag στο C-τελικό άκρο   
 
 
Προσπάθεια απομόνωσης της πρωτεΐνης BC3461 με His tag στο C-τελικό άκρο της με  
χρωματογραφία σε προσροφητή Ni-NTA agarose υπό μη αποδιατακτικές συνθήκες 
 
  Η ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη BC3461 που προήλθε από την πλασμιδιακή κατασκευή 
bc3461/pET24a φέρει μια ουρά έξι καταλοίπων ιστιδίνης (His tag) και η προσπάθεια 
απομόνωσης της έγινε σε προσροφητή Νi-ΝΤΑ agarose.  Τα κύτταρα λύθηκαν με 
υπερήχους στο διάλυμα 25mM Tris pH 7.6/ 300mM NaCl (διάλυμα Α),  ακολούθησε 
φυγοκέντρηση για την απομάκρυνση των κυτταρικών θραυσμάτων και το υπερκείμενο  
κυτταρικό εκχύλισμα φορτώθηκε σε προσροφητή Νi-ΝΤΑ agarose ο οποίος είχε 
εξισορροπηθεί με το ίδιο διάλυμα. Συλλέχθησαν οι πρωτεΐνες που δεν είχαν προσροφηθεί 
(flow through), ο προσροφητής εκπλύθηκε με 20 όγκους από το ίδιο διάλυμα και οι 
κατακρατούμενες πρωτεΐνες αναλύθηκαν σε 20 κλάσματα όγκου 2ml με σταδιακά 
αυξανόμενη συγκέντρωση ιμιδαζολίου, η οποία επιτυγχανόταν με τη χρήση ενός δεύτερου 
διαλύματος, 25mM Tris pH 7.6 / 300mM NaCl/ 300mM ιμιδαζόλιο (διάλυμα Β). Τα 
κλάσματα που συλλέχθηκαν από την ανάμιξη των διαλυμάτων Α και Β ήταν τα εξής: 4 
κλάσματα × 50mM ιμιδαζόλιο, 4 × 100mM ιμιδαζόλιο, 4 × 150mM ιμιδαζόλιο, 4 × 
250mM ιμιδαζόλιο, 4 × 300mM ιμιδαζόλιο. 

  Η πρωτεΐνη BC3461 δεν ανιχνεύθηκε σε κανένα από τα παραπάνω κλάσματα παρά μόνο 
στο flow through όπως φαίνεται και στην παρακάτω εικόνα . 

 

                           
Εικόνα 18: Ηλεκτροφορητική ανάλυση πρωτεϊνών σε αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακρυλαμίδης πυκνότητας 
12.5% μετά από χρωματογραφία σε Ni-NTA. Στη λωρίδα 1 φαίνεται το υπερκειμενο πρωτεϊνικό εκχύλισμα 
που φορτώθηκε στην κολώνα Ni-NTA, στη λωρίδα 2 το flow through, στην 3 το wash της  στήλης με buffer 
εξισορρόπησης και στις λωρίδες 4-9 τα εκλούσματα με 50,100,150,250,300 mM ιμιδαζόλιο. 
 

 
  Πραγματοποιήθηκε batch χρωματογραφία  όπου το υπερκείμενο πρωτεϊνικό εκχύλισμα 
αφέθηκε να επωαστεί με τον  προσροφητή Νi-ΝΤΑ agarose ολονύκτια στους 4 P

0
PC. Την 

επόμενη μέρα ακολούθησε δίλεπτη φυγοκέντρηση στις 800 rpm και απομάκρυνση του 
υπερκείμενου διαλύματος που περιείχε όλες τις πρωτεΐνες που δεν προσροφήθηκαν ενώ ο 
προσροφητής Νi-ΝΤΑ με ότι είχε προσροφηθεί σε αυτόν  φορτώθηκε σε μια στήλη. 
Ακολούθησε η έκπλυση του προσροφητή και οι εκλούσεις κατά τα γνωστά. Και σε αυτή τη 
περίπτωση η πρωτεΐνη δεν προσροφήθηκε αφού ανιχνεύθηκε στο  flow through. 

 
94  
67  
 
43  
 
 
30  
BC3461  
 
20  
 
14  



 38

  Επιπλέον δοκιμάστηκε το υπερκείμενο πρωτεϊνικό διάλυμα να φορτωθεί με μεγάλη 
συγκέντρωση NaCl, συγκεκριμένα 1Μ. Με ρυθμιστικό διάλυμα το οποίο περιέχει επίσης  
1Μ NaCl εξισορροπήθηκε και ο προσροφητής. Σε αυτή τη περίπτωση η πρωτεΐνη 
προσροφήθηκε σε αυτόν και ανιχνεύθηκε στα κλάσματα με συγκέντρωση 100, 150 και 250 
mM ιμιδαζολίου, είχε καθαρίσει όμως ελάχιστα όπως φαίνεται και στην εικ.19. 

 

                  
Εικόνα 19: Ηλεκτροφορητική ανάλυση πρωτεϊνών σε αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακρυλαμίδης πυκνότητας 
12.5% μετά από χρωματογραφία σε Ni-NTA με 1Μ NaCl. Στη λωρίδα 1 φαίνεται το flow through, στην 2 το 
wash της  στήλης και στις λωρίδες 3-7 τα εκλούσματα με 50,100,150,250,300 mM ιμιδαζόλιο. 
 
 Τέλος δοκιμάστηκε o συνδυασμός δυο στηλών, αρχικά μιας Q sepharose fast flow και 
μετά μιας Νi-ΝΤΑ agarose .  Με την χρωματογραφία σε  Q sepharose fast flow η πρωτεΐνη 
καθάρισε σε ένα ικανοποιητικό βαθμό. Τα  κλάσματα εκείνα που την περιείχαν ενώθηκαν 
και σε αυτά προστέθηκε NaCl σε τελική συγκέντρωση 1Μ.  Στη συνέχεια φορτώθηκαν σε 
Νi-ΝΤΑ agarose, ο οποίος είχε εξισορροπηθεί με το ίδιο διάλυμα. Η πρωτεΐνη 
προσροφήθηκε και ανιχνεύθηκε στα κλάσματα με συγκέντρωση 150, 250 και 350 mM 
ιμιδαζολίου, χωρίς όμως να έχει καθαρίσει αισθητά σε σύγκριση με το ποσοστό 
καθαρότητας που είχε πριν φορτωθεί στη κολώνα. 

 
Προσπάθεια απομόνωσης της πρωτεΐνης BC3461 με His tag στο C-τελικό άκρο της με  
χρωματογραφία σε προσροφητή Ni-NTA agarose υπό αποδιατακτικές συνθήκες 
 
 
Τα κύτταρα λύθηκαν σε διάλυμα 8Μ ουρία/25mM Tris-ΗCl pH7.6/300mM NaCl  
(διάλυμα Α) για 1h σε θερμοκρασία δωματίου όπως περιγράφεται στη παράγραφο 2.2.9,  
ακολούθησε  φυγοκέντρηση για την απομάκρυνση των κυτταρικών θραυσμάτων και το 
υπερκείμενο  κυτταρικό εκχύλισμα ηλεκτροφορήθηκε σε πηκτή πολυακρυλαμίδης από 
όπου φαίνεται (εικ. 20) η υπερπαραγωγή της πρωτεΐνης  BC3461.  
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Εικόνα 20: Ηλεκτροφορητική ανάλυση πρωτεϊνών σε αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακρυλαμίδης πυκνότητας 
12.5%. Στις λωρίδα 1, φαίνεται το υπερκείμενο πρωτεϊνικό εκχύλισμα μετά από επεξεργασία με ουρία ενώ 
στη λωρίδα 2, δείγμα από επαναδιαλυμένο ίζημα.  
 
  Το εκχύλισμα αυτό φορτώθηκε σε προσροφητή Νi-ΝΤΑ agarose ο οποίος είχε 
εξισορροπηθεί με το ίδιο διάλυμα Α. Συλλέχθησαν οι μη προσροφηθείσες πρωτεΐνες και  
ακολούθησε έκπλυση του προσροφητή  για τουλάχιστον 1.5h, με πολύ αργή ροή κατά την 
οποία μειώνεται η συγκέντρωση της ουρίας από 6Μ σε 1Μ. Η μείωση αυτή είναι γραμμική 
και επετεύχθη με τη χρήση των διαλυμάτων 6Μ ουρία / 25mM Tris pH 7.6 / 300mM NaCl 
(διάλυμα Β) και  1Μ ουρία/ 25mM Tris pH 7.6 / 300mM NaCl/ 300mM ιμιδαζόλιο 
(διάλυμα Γ).  Η έκπλυση αυτή είναι το πιο σημαντικό στάδιο σε αυτήν τη χρωματογραφία 
αφού με αυτήν επιτυγχάνεται η απομάκρυνση του μεγαλύτερου μέρους της ουρίας και η 
πρωτεΐνη αναδιπλώνεται σταδιακά πάνω στη στήλη.  Οι κατακρατούμενες πρωτεΐνες 
αναλύθηκαν σε 20 κλάσματα όγκου 2ml με σταδιακά αυξανόμενη συγκέντρωση 
ιμιδαζολίου, η οποία επετεύχθει με τη χρήση των διαλυμάτων 25mM Tris pH 7.6 / 300mM 
NaCl (διάλυμα Δ) και  25mM Tris pH 7.6 / 300mM NaCl/ 300mM ιμιδαζόλιο (διάλυμα Ε). 
Τα κλάσματα που συλλέχθηκαν από την ανάμιξη των διαλυμάτων Δ και Ε ήταν τα εξής: 4 
κλάσματα × 50mM ιμιδαζόλιο, 4 × 100mM ιμιδαζόλιο, 4 × 150mM ιμιδαζόλιο, 4 × 
250mM ιμιδαζόλιο, 4 × 300mM ιμιδαζόλιο. 
   Η πρωτεΐνη BC3461  προσδέθηκε στον Νi-ΝΤΑ agarose και η μεγαλύτερη ποσότητα 
αυτής, σχεδόν καθαρή, ανιχνεύθηκε στα κλάσματα με συγκέντρωση ιμιδαζολίου 100 mM,  
ενώ ποσότητα αυτής υπήρχε και στα κλάσματα με συγκέντρωση ιμιδαζολίου 150 και 250 
mM. 

                            
Εικόνα 21: Ηλεκτροφορητική ανάλυση πρωτεϊνών σε αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακρυλαμίδης πυκνότητας 
12.5% μετά από χρωματογραφία σε Ni-NTA και επεξεργασία με ουρία. Στη λωρίδα 1 φαίνεται το 
υπερκείμενο πρωτεϊνικό εκχύλισμα που φορτώθηκε στην κολώνα Ni-NTA, στη λωρίδα 2 το flow through, 
στην 3 το wash της  στήλης και στις λωρίδες 4-9 τα εκλούσματα με 50,100,150,250,300 mM ιμιδαζόλιο. 
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 Τα κλάσματα αυτά ενώθηκαν και ακολούθησε ολονύκτια διαπίδυση στους 4P

0
PC στο 

διάλυμα 25mM Tris pH 7.6/ 200mM NaCl, ώστε να απομακρυνθεί το ιμιδαζόλιο και 
υπολλείματα ουρίας.  
 Την επόμενη μέρα έγινε έλεγχος  της ενεργότητας του σχεδόν καθαρού πρωτεϊνικού 
δείγματος σύμφωνα με τη φασματοφωτομετρική μέθοδο που περιγράφεται στη παράγραφο 
2.2.13 και ήταν μηδαμινή.  
  Αυτό πιθανότατα σημαίνει ότι η πρωτεΐνη δεν είχε αναδιπλωθεί σωστά. Έτσι 
προκειμένου να συμβεί αυτό και η πρωτεΐνη BC3461 να ανακτήσει τη χαμένη της 
ενεργότητα, έγιναν τα εξής.  
  Αυξήθηκε ο όγκος έκπλυσης της στήλης με την γραμμικά μειούμενη συγκέντρωση ουρίας 
αλλά και ο χρόνος που συνέβαινε αυτή. Χωρίς αποτέλεσμα όμως. 
  Δοκιμάστηκε επίσης να γίνει έκπλυση της στήλης αλλά και έκλουση των 
κατακρατούμενων πρωτεϊνών με την αρχική συγκέντρωση ουρίας (8 Μ) και στη συνέχεια 
αυτή να απομακρυνθεί με διαδοχικές πολύωρες διαπιδύσεις σε διαλύματα με ολοένα και 
μικρότερη συγκέντρωση ουρίας. Συγκεκριμένα  η έκπλυση του προσροφητή έγινε με το 
αρχικό διάλυμα εξισορρόπησης 8Μ ουρία/25mM Tris pH 7.6/300mM NaCl ενώ οι 
κατακρατούμενες πρωτεΐνες αναλύθηκαν σε  κλάσματα με σταδιακά αυξανόμενη 
συγκέντρωση ιμιδαζολίου, με τη χρήση των διαλυμάτων 8Μ ουρία/ 25mM Tris pH 7.6 / 
300mM NaCl και  8Μ ουρία/ 25mM Tris pH 7.6 / 300mM NaCl/ 300mM ιμιδαζόλιο. Τα 
κλάσματα στα οποία ανιχνεύθηκε η πρωτεΐνη ενώθηκαν και υπέστησαν πολύωρη 
διαπίδυση σε 6Μ ουρία/ 25mM Tris pH 7.6 / 200mM NaCl, στη  συνέχεια σε 4Μ ουρία/ 
25mM Tris pH 7.6 / 200mM NaCl, σε 2Μ ουρία/ 25mM Tris pH 7.6 / 200mM NaCl, σε 
1Μ ουρία/ 25mM Tris pH 7.6 / 200mM NaCl και τέλος σε ένα διάλυμα 25mM Tris pH 7.6 
/ 200mM NaCl  χωρίς ουρία.  Και πάλι χωρίς αποτέλεσμα.  
 

3.3.5. Ανοσοαποτύπωση της BC3461 με His tag στο C-τελικό άκρο της 
 
  Από τις παραπάνω δυο παραγράφους προέκυψε ότι η πρωτεΐνη BC3461 α) σε μη 
αποδιατακτικές συνθήκες, δεν προσδένεται σε προσροφητή Ni-NTA agarose παρά μόνο αν 
φορτωθεί με υψηλή συγκέντρωση NaCl, β) σε αποδιατακτικές συνθήκες, προσδένεται σε 
προσροφητή Ni-NTA agarose και εκλούεται i) σε υψηλή συγκέντρωση ιμιδαζολίου όταν 
στο διάλυμα έκλουσης υπάρχει και 8 Μ ουρία (δεν έχει συμβεί αναδίπλωση της πρωτεΐνης 
πάνω στη στήλη) και ii) σε χαμηλότερη συγκέντρωση ιμιδαζολίου όταν στο διάλυμα 
έκλουσης δεν υπάρχει ουρία (έχει συμβεί αναδίπλωση της πρωτεΐνης πάνω στη στήλη κατά 
την έκπλυση της τελευταίας με διαδοχική μείωση της ουρίας).  
  Προς διερεύνηση του παραπάνω παράδοξου ζητήματος αλλά και διαπίστωση της ύπαρξης 
των καταλοίπων ιστιδίνης (His tag) στην πρωτεΐνη BC3461 πραγματοποιήθηκε πείραμα 
ανοσοαποτύπωσης (όπως περιγράφεται στη παράγραφο 2.2.12) με anti-His  αντίσωμα.  
  Δείγμα από flow through ενός εκ των πειραμάτων που πραγματοποιήθηκαν σε μη 
αποδιατακτικές συνθήκες (πρωτεΐνες που δεν προσροφήθηκαν σε Ni-NTA agarose) και 
από ένα κλάσμα όπου η BC3461 είναι σχεδόν καθαρή από ένα από τα πειράματα που 
πραγματοποιήθηκαν σε αποδιατακτικές συνθήκες, ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή 
πολυακρυλαμίδης . Στο ίδιο πήκτωμα είχε ηλεκτροφορηθεί και η πρωτεΐνη BC1534, η 
οποία φέρει το His tag στο C-τελικό άκρο της, ως θετικό control.  
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Εικόνα 22: Ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών μετά την ηλεκτροφορητική ανάλυση αυτών σε αποδιατακτικό 
πήκτωμα πολυακρυλαμίδης 12.5%. Στη λωρίδα 1 φαίνεται η BC1534 η οποία χρησιμοποιήθηκε ως θετικό 
control. Στη λωρίδα 2 φαίνεται η BC3461 που ανιχνεύεται μέσω του His tag σε  δείγμα από πρωτεΐνες που 
δεν προσροφήθηκαν σε Ni-NTA agarose. Στη λωρίδα 3 φαίνεται η BC3461 που ανιχνεύεται μέσω του His 
tag σε δείγμα στο οποίο είναι μερικώς αποδιαταγμένη και σχεδόν καθαρή.  
 
 
  Από την παραπάνω εικόνα φαίνεται ότι η πρωτεΐνη όντως φέρει το His tag όμως η ένταση 
των πρωτεϊνικής ζώνης είναι αχνή σε σχέση με τη ποσότητα αυτής που φορτώθηκε. Με 
άλλα λόγια το  σήμα που δίνει to His tag δεν είναι ισχυρό και αυτό πιθανόν να σημαίνει οτι 
τα κατάλοιπα της ιστιδίνης είναι αναδιπλωμένα προς το εσωτερικό της πρωτεΐνης με 
αποτέλεσμα να μην μπορούν όλα να ανιχνευθούν από το anti-His  αντίσωμα. Αυτό ίσως 
εξηγεί και γιατί η πρωτεΐνη  BC3461 δεν προσδένεται ισχυρά μέσω των ιστιδινών στον 
προσροφητή Ni-ΝΤΑ .  
 
 
3.4 Προσπάθεια υπερπαραγωγής και απομόνωσης της πρωτεΐνης χρησιμοποιώντας 
την  πλασμιδιακή κατασκευή bc3461/pRsetA με His tag στο Ν-τελικό άκρο της 

 

3.4.1 Κλωνοποίηση του γονιδίου bc3461 στον πλασμιδιακό φορέα pRsetA ώστε η 
πρωτεΐνη BC3461 να φέρει His tag στο N- τελικό άκρο της 
  Το γονίδιο bc3461 απομονώθηκε από το γενωμικό DNA του B. cereus. Χρησιμοποιώντας 
ως    μήτρα   το   γενωμικό   DNA   και   εκκινητές    τα    ολιγονουκλεοτίδια   BC3461-For  
(5΄-CTAGCTAGCATGGAGAGACATGTACTTGTT -3΄ με NheI περιοριστική θέση 
ενσωματωμένη) και BC3461-Rev (5΄-CCGCTCGAGCTACTCCCATTTATAAGTCCA-3΄ 
με XhoI περιοριστική θέση ενσωματωμένη) πραγματοποιήθηκε PCR για την παραγωγή 
του συγκεκριμένου γονιδίου. Για την ενσωμάτωση του bc3461 γονιδίου στον πλασμιδιακό 
φορέα pRsetA  πραγματοποιήθηκε διπλή πέψη  του γονιδίου και τoυ φορέα με τα 
περιοριστικά ένζυμα NheI και XhoI και ακολούθησε η αντίστοιχη αντίδραση 
συγκόλλησης.  Με τη συγκόλληση επιτυγχάνεται η τοποθέτηση του γονιδίου κάτω από τον 
μεταγραφικό έλεγχο του TP

7
Plac υποκινητή. Με τον τρόπο αυτό επετεύχθη η ενσωμάτωση 

έξι  καταλοίπων ιστιδίνης στο N–τελικό άκρο της πρωτεΐνης.                   
  Η πλασμιδιακή κατασκευή χρησιμοποιήθηκε για τον μετασχηματισμό BL21-DH5a 
κυττάρων, τα μετασχηματισμένα κύτταρα ελέγχθηκαν για την ενσωμάτωση του γονιδίου 
ενδιαφέροντος με PCR και μετά την απομόνωση της πλασμιδιακής κατασκευής το ένθεμα 

 BC3461 BC1534  
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στάλθηκε για νουκλεοτιδική αλληλούχηση, από όπου διαπιστώθηκε η ένθεση του σωστού 
γονιδίου στο σωστό σημείο. 
  Το πλασμίδιο στη συνέχεια μετασχηματίστηκε τόσο σε DE3 όσο και σε pLYS στελέχη 
E.coli (κύτταρα έκφρασης) και ακολούθησε η προσπάθεια υπερπαραγωγής της πρωτεΐνης 
με την προσθήκη IPTG σε διάφορες συνθήκες επαγωγής.  
 
 
3.4.2 Έλεγχος της υπερπαραγωγής της BC3461 με His tag στο Ν-τελικό άκρο της 
 
  Το πλασμίδιο μετασχηματίστηκε τόσο σε DE3 όσο και σε pLYS στελέχη E.coli (κύτταρα 
έκφρασης) αλλά σε κανένα από τα δυο δεν παρατηρήθηκε υπερπαραγωγή της πρωτεΐνης 
BC3461. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμίδης τόσο δείγματος από το  
υπερκείμενο πρωτεϊνικό εκχύλισμα όσο και δείγματος από τα λυμένα κύτταρα πριν αυτά 
φυγοκεντρηθούν δεν έδειξε μια πρωτεϊνική ζώνη αισθητά πιο έντονη από τις υπόλοιπες.  
  Δοκιμάστηκαν διάφορες συνθήκες επαγωγής όπως θερμοκρασίες των 30 P

0
PC και 25 P

0
PC, 

συγκεντρώσεις IPTG, 0.3mM, 0.5mM και 1mM και χρόνοι επώασης των 4 h και O/N. 
   Όλοι οι δυνατοί συνδυασμοί των παραπάνω συνθηκών δοκιμάστηκαν παρόλα αυτά σε 
κανέναν από αυτούς δεν υπήρξε υπερπαραγωγή της πρωτεΐνης BC3461 όπως ενδεικτικά 
φαίνεται και στην εικόνα που ακολουθεί.  
 

                         
 
Εικόνα 23: Ηλεκτροφορητική ανάλυση πρωτεϊνών σε αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακρυλαμίδης πυκνότητας 
12.5%. Στις λωρίδες 1,3 φαίνεται το υπερκειμενο πρωτεϊνικό εκχύλισμα  ενώ στις λωρίδες 2,4 δείγμα από 
λυμένα κύτταρα πριν αυτά φυγοκεντρηθούν.  Στις δυο πρώτες λωρίδες απεικονίζονται δείγματα από τα 
κύτταρα έκφρασης pLYs ενώ στις δυο τελευταίες δείγματα από τα κυττάρα έκφρασης DE3.  
 
 
 
3.5. Μελέτη της έκφρασης του γονιδίου bc3461 στον B. cereus παρουσία πιθανών 
υποστρωμάτων του αντίστοιχου ενζύμου 
 
 
Προκειμένου να ελεγχθεί η επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου bc3461 στον B. cereus 
από πιθανά υποστρώματα του αντίστοιχου ενζύμου LmbE-3461 πραγματοποιήθηκαν τα 
παρακάτω βήματα: α) αναπτύχθηκαν καλλιέργειες του βακτηρίου B. cereus στις οποίες 
προστέθηκαν σε κατάλληλες συγκεντρώσεις τα προς έλεγχο πιθανά υποστρώματα, β) 
συλλέχθηκαν βακτηριακές πάστες από μικρούς όγκους των παραπάνω καλλιεργειών σε 
διάφορα χρονικά διαστήματα επώασης, γ) απομονώθηκε το συνολικό RNA από κάθε 
βακτηριακή πάστα και ποσοτικοποιήθηκε, δ)  πραγματοποιήθηκε αντίστροφη μεταγραφή - 
αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης RT-PCR ώστε το RNA να γίνει μονόκλωνο cDNA και 
να απομονωθεί το κομμάτι που αντιστοιχεί στο γονίδιο bc3461  και ε) πραγματοποιήθηκε 
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ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων σε πηκτή αγαρόζης 1% προς παρατήρηση και μελέτη των 
αποτελεσμάτων.  
  Τα υποστρώματα που δοκιμάστηκαν ηταν η N-ακετυλγλυκοζαμινη (GlcNAc), η 
διακετυλχιτοβιόζη (GlcNAc) B2 B και η κολλοειδής χιτίνη. Οι καλλιέργειες με τα παραπάνω 
υποστρώματα αλλά και μια χωρίς σάκχαρο, αφέθηκαν να αναπτυχθούν στους 30P

0
PC. 

Δείγματα του 0.5 ml  και του 1 ml συλλέχθησαν, υπό στείρες συνθήκες, από κάθε μια εκ 
των τεσσάρων καλλιεργειών στις 8, 12, 24, 48 και 72 h. 
  Το συνολικό RNA από καθένα από τα παραπάνω δείγματα, (4 δείγματα για κάθε χρόνο 
επώασης) απομονώθηκε με χρήση της στήλης Nucleospin RNA II (MACHEREY NAGEL) 
όπως περιγράφεται στην παράγραφο 2.2.15, ποσοτικοποιήθηκε και υπολογισμοί έγιναν 
έτσι ώστε να υπάρχει η ίδια ποσότητα RNA σε κάθε RT-PCR αντίδραση.   Η Αντίστροφη 
μεταγραφή - Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (RT-PCR), έγινε όπως περιγράφεται 
στην παράγραφο 2.2.16. Για κάθε δείγμα από τα παραπάνω στο οποίο έγινε RT-PCR 
υπήρχαν και 2 θετικά control, ένα χωρίς template RNA και ένα χωρίς τους εκκινητές του 
γονιδίου (upstream και downstream primer). 

 

 

   Όπως φαίνεται και στις εικόνες που ακολουθούν, η έκφραση του γονιδίου δεν επάγεται 
από κάποιο υπόστρωμα στις πρώτες 8 h (εικ.24) ενώ από τις 12 ώρες και μετά (εικ.25-28) 
παρατηρείται επαγωγή της  εκφρασης του γονιδίου bc3461 στον B. cereus από κολλοειδή 
χιτίνη. 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 24: Ηλεκτροφορητική ανάλυση των RT-PCR προϊόντων σε πήκτωμα αγαρόζης πυκνότητας 1%. 
Συγκριτική μελέτη της επαγωγής της έκφρασης του γονιδίου bc3461 στις 8 h,  από πιθανά υποστρώματα του 
αντίστοιχου ενζύμου, GlcNAc, GlcNac2, κολλοειδή χιτίνη.  
 

 

 

                                                       8 h 
 
  λSty   GlcNAc             (GlcNAc)B2B               col.chitin               No sugar                λSty    
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      lllll 

 
Εικόνα 25: Ηλεκτροφορητική ανάλυση των RT-PCR προϊόντων σε πήκτωμα αγαρόζης πυκνότητας 1%. 
Συγκριτική μελέτη της επαγωγής της έκφρασης του γονιδίου bc3461 στις 12 h,  από πιθανά υποστρώματα 
του αντίστοιχου ενζύμου, GlcNAc, GlcNac2, κολλοειδή χιτίνη.  
 

 

 

 
 

 
Εικόνα 26: Ηλεκτροφορητική ανάλυση των RT-PCR προϊόντων σε πήκτωμα αγαρόζης πυκνότητας 1%. 
Συγκριτική μελέτη της επαγωγής της έκφρασης του γονιδίου bc3461 στις 24 h,  από πιθανά υποστρώματα 
του αντίστοιχου ενζύμου, GlcNAc, GlcNac2, κολλοειδή χιτίνη.  

 
 
 

                                                       12 h 
 
λSty     GlcNAc             (GlcNAc)B2B               col.chitin               No sugar                λSty   

                                                       24 h 
 
λSty     GlcNAc           (GlcNAc)B2 B               col.chitin               No sugar                   λSty    

                                                                                                                     



 45

 
 
 
 
 
 

 
Εικόνα 27: Ηλεκτροφορητική ανάλυση των RT-PCR προϊόντων σε πήκτωμα αγαρόζης πυκνότητας 1%. 
Συγκριτική μελέτη της επαγωγής της έκφρασης του γονιδίου bc3461 στις 48 h,  από πιθανά υποστρώματα 
του αντίστοιχου ενζύμου, GlcNAc, (GlcNac)B2B, κολλοειδή χιτίνη.  

 
 
 
 
 
 
 

 
Εικόνα 28: Ηλεκτροφορητική ανάλυση των RT-PCR προϊόντων σε πήκτωμα αγαρόζης πυκνότητας 1%. 
Συγκριτική μελέτη της επαγωγής της έκφρασης του γονιδίου bc3461 στις 72 h,  από πιθανά υποστρώματα 
του αντίστοιχου ενζύμου, GlcNAc, (GlcNac)B2B, κολλοειδή χιτίνη.  

 

                                                       48 h 
 
λSty     GlcNAc           (GlcNAc)B2 B           col.chitin               No sugar                   λSty    

                                                                                                                 

                                                       72 h 
 
  λSty  GlcNAc           (GlcNAc) B2B              col.chitin               No sugar                   λSty    
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4. Συζήτηση  
 
4.1 Συμπεράσματα 
 
  Η αλληλούχηση των γονιδιωμάτων του Bacillus cereus (53) και του Bacillus anthracis 
(54) αποκάλυψε μεγάλη ομοιότητα μεταξύ των δυο οργανισμών. Στα πλαίσια αυτής της 
ομοιότητας, έχουν βρεθεί στον Bacillus cereus δυο πρωτεΐνες που ανήκουν στην 
οικογένεια LmbE των οποίων η λειτουργία είναι άγνωστη (DUF158: Domain of  Uknown 
Function). Οι τελευταίες παρουσιάζουν πάνω από 95% ταυτότητα με αντίστοιχες 
πρωτεΐνες στον Bacillus anthracis ο οποίος έχει χρησιμοποιηθεί και ως βιολογικό όπλο. Ο 
Bacillus anthracis μπορεί επομένως να μελετηθεί ως ένα βαθμό, μέσω του Bacillus cereus, 
λόγω της μεγάλης συγγένειας που φαίνεται να έχουν.  
  Οι δυο αυτές πρωτεΐνες είναι  η BC1534 και η BC3461 οι οποίες έχουν μεγάλη ομολογία 
σε συντηρημένα αμινοξέα και πιθανότατα την ίδια ενζυμική δραστικότητα. H BC1534 
ανασυνδυασμένη σε E.coli έχει απομονωθεί και έχει δειχθεί η ικανότητα της να 
απακετυλιώνει χιτοολιγομερή (κυρίως διμερές και τριμερές) και μονομερές N-
ακετυλγλυκοζαμίνης (Deli et al, unpublished results). Έχει κρυσταλλωθεί (49) και η 
κρυσταλλική της δομή έχει λυθεί (Fadouloglou et al, unpublished results). 
  Όμως, για την επίσης ανασυνδυασμένη σε E.coli BC3461, όλες οι διαφορετικές 
προσπάθειες που έγιναν για την απομόνωση της, απέβησαν άκαρπες.  Πιο συγκεκριμένα το 
γονίδιο bc3461 κλωνοποιήθηκε α) στον πλασμιδιακό φορέα pRsetA, ώστε το ένζυμο για το 
οποίο κωδικοποιεί να μην φέρει κάποιον επίτοπο, β) στον πλασμιδιακό φορέα pET24a, 
ώστε το ένζυμο να φέρει έξι κατάλοιπα ιστιδίνης (His-tag) στο C-τελικό άκρο γ) στον 
πλασμιδιακό φορέα pRsetA ώστε το ένζυμο να φέρει έξι κατάλοιπα ιστιδίνης στο Ν-τελικό 
άκρο. 
   Με την πλασμιδιακή κατασκευή bc3461/pRsetA με His tag στο Ν-τελικό άκρο της η 
πρωτεΐνη BC3461 δεν υπερπαραγόταν ενώ με τις πλασμιδιακές κατασκευές 
bc3461/pRsetA χωρίς επίτοπο και bc3461/ pET24a με His-tag στο C-τελικό άκρο της, η 
πρωτεΐνη αν και παραγόταν σε μεγάλο βαθμό, δημιουργούσε συσσωματώματα. Έτσι 
σχεδόν όλη η ποσότητα του ενζύμου βρισκόταν στο ίζημα μετά το σπάσιμο των 
βακτηριακών κυττάρων και την υπερφυγοκέντρηση αυτών για την παραλαβή του 
πρωτεϊνικού εκχυλίσματος.  
   Σε καθένα από τα παραπάνω ετερόλογα γονιδιακά προϊόντα δοκιμάστηκαν και βρέθηκαν 
συνθήκες καλλιέργειας των κυττάρων για την βελτιστοποίηση της παραγωγής της 
πρωτεΐνης BC3461  και την απομόνωση της στο υπερκείμενο πρωτεϊνικό εκχύλισμα. 
  Ακολούθησαν χρωματογραφίες σε διάφορα προσροφητικά υλικά και σε διάφορες 
συνθήκες αλλά δεν ήταν δυνατό να βρεθεί ένα σχήμα καθαρισμού για την πρωτεΐνη 
BC3461. Τα περισσότερα χρωματογραφικά υλικά (Q sepharose, S sepharose, mono Q, 
Phenyl SepharoseP

TM
P 6 fast flow και Sephacryl S200 HR) χρησιμοποιήθηκαν για τη 

πρωτεΐνη που προέκυπτε από την πλασμιδιακή κατασκευή bc3461/pRsetA, η οποία δεν 
έφερε κάποιον επίτοπο.  Το ένζυμο καθάριζε σε ένα αρκετά μεγάλο ποσοστό αλλά όχι 
απόλυτα.  
 Εάν στο αρχικό υπερκείμενο πρωτεϊνικό εκχύλισμα που φορτωνόταν στον εκάστοτε 
προσροφητή, η ποσότητα της πρωτεΐνης ήταν ιδιαίτερα μεγάλη τότε  ποσότητα αυτής θα 
ανιχνευόταν σε περισσότερα εκλούσματα μεταξύ των οποίων και σε κάποια πιο καθαρά. 
Θα μπορούσαν έτσι να απομακρυνθούν και εκλούσματα που είχαν μεγάλη ποσότητα 
πρωτεΐνης αλλά ήταν πιο βρώμικα. Έτσι ίσως η επανάληψη της διαδικασίας στο ίδιο ή σε 
άλλο προσροφητικό υλικό, των πιο καθαρών εκλουσμάτων να οδηγούσε στον πλήρη 
καθαρισμό της πρωτεΐνης.   
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   Για την πρωτεΐνη που προέκυπτε από την πλασμιδιακή κατασκευή bc3461/ pET24a 
επίσης δεν ήταν δυνατό να βρεθεί σχήμα καθαρισμού παρά το γεγονός ότι αποδεδειγμένα 
(από τη νουκλεοτιδική αλληλούχιση αλλά και από πείραμα ανοσοαποτύπωσης) έφερε έξι 
κατάλοιπα ιστιδίνης (His tag) στο C-τελικό άκρο της. Η πρωτεΐνη BC3461 δεν μπόρεσε να 
προσροφηθεί σε Ni-NTA agarose παρά μόνο όταν φορτώθηκε με υψηλή συγκέντρωση 
NaCl όπου μαζί της όμως προσροφήθηκαν και πολλές ακόμα πρωτεΐνες. Μια πιθανή αιτία 
εξήγησης του παραπάνω είναι οτι τo His tag  δεν είναι ελεύθερο αλλά αναδιπλωμένο προς 
το εσωτερικό του ενζύμου.  Κάτι τέτοιο εξηγεί γιατί το σήμα που ανιχνεύεται από το anti-
His αντίσωμα, από την ανοσοαποτύπωση της πρωτεΐνης BC3461,  δεν είναι έντονο και 
γιατί η πρωτεΐνη δεν προσδένεται ισχυρά μέσω του His tag στον προσροφητή  Ni-NTA 
agarose.  
   Δοκιμάστηκε επίσης η παραλαβή του πρωτεϊνικού εκχυλίσματος κάτω από 
αποδιατακτικές συνθήκες με ουρία όπου προφανώς η ποσότητα του ενζύμου που 
παραλαμβανόταν ήταν πολύ μεγάλη και όπου αυτό προσροφούνταν και σχεδόν καθάριζε 
μόνο με μια χρωματογραφία σε προσροφητή Ni-NTA agarose. Μετά από αυτή τη 
διεργασία όμως το ένζυμο δεν ήταν ενεργό, παρά το γεγονός ότι δοκιμάστηκαν διάφοροι 
τρόποι ώστε να μπορέσει να αναδιπλωθεί σωστά και να επανακτήσει την αρχική 
διαμόρφωση του και άρα την ενεργότητα του.   
  Τέλος από ένα πείραμα που έγινε σε μοριακό επίπεδο αυτή τη φορά προκειμένου να 
μελετηθεί με RT-PCR η έκφραση του γονιδίου bc3461 στον B. cereus παρουσία των 
πιθανών υποστρωμάτων της BC3461, GlcNAc, (GlcNAc) B2B και κολλοειδούς χιτίνης, 
προέκυψε ότι η έκφραση του γονιδίου bc3461 επάγεται από κολλοειδή χιτίνη. Θα περίμενε 
ίσως κανείς η έκφραση του γονιδίου bc3461 να επάγεται από το μονομερές GlcNAc ή το 
διμερές (GlcNAc) B2 B, υποστρώματα στα οποία το  ένζυμο BC3461, αν και όχι καθαρό, 
έδειχνε να έχει μεγάλη δραστικότητα και όχι από κολλοειδή χιτίνη στην οποία δεν έχει 
καθόλου ενεργότητα. Μια πιθανή εξήγηση που μπορεί να δοθεί είναι ότι η κολλοειδής 
χιτίνη που προστίθεται στην καλλιέργεια υδρολύεται σε χιτοολιγομερή, κάποια από τα 
οποία πιθανόν να επάγουν την έκφραση του γονιδίου.  Προφανώς η ρύθμιση της 
γονιδιακής έκφρασης του bc3461 δεν είναι τόσο απλή.  
 
 
4.2. Μελλοντικές προσεγγίσεις 
 
  Στην παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε κλωνοποίηση και έγιναν πολλές προσπάθειες  
απομόνωσης του ενζύμου BC3461 από τον οργανισμό B. cereus, όμως χωρίς αποτέλεσμα.  
Η παραγωγή του ενζύμου σε μεγάλες ποσότητες και  η απομόνωση του είναι προφανώς τα 
πρώτα και πιο σημαντικά στάδια για κάθε περαιτέρω μελέτη σε πρωτεϊνικό επίπεδο. Θα 
πρέπει λοιπόν να βρεθεί ένας τρόπος η πρωτεΐνη αυτή να απομονωθεί. Ίσως μια νέα 
πλασμιδιακή κατασκευή σε πλασμιδιακό φορέα ο οποίος θα φέρει στοιχεία τέτοια που θα 
αποτρέπουν την πρωτεΐνη από το σχηματισμό συσσωματωμάτων, να βοηθήσει στην 
απομόνωση της.  Για παράδειγμα η κλωνοποίηση να γίνει έτσι ώστε η παραγόμενη 
πρωτεΐνη BC3461 να συντήκεται με μια δεύτερη πρωτεΐνη η οποία θα την εμποδίζει από το 
να σχηματίσει συσσωματώματα. Αν και αυτό δεν δώσει αποτελέσματα τότε θα πρέπει να 
δοκιμαστεί κλωνοποίηση και έκφραση σε άλλο οργανισμό για παράδειγμα  σε  Pichia 
Pastoris ή TSaccharomyces cerevisiae.  
  Εφόσον επιτευχθεί ο καθαρισμός του ενζύμου, μια σειρά από πειράματα μπορούν να 
γίνουν τόσο in vitro όσο και  in vivo  προκειμένου να μελετηθεί σε βάθος. Καταρχήν, θα 
πρέπει να γίνει ο βιοχημικός χαρακτηρισμός του ενζύμου και να βρεθούν οι κινητικές 
παράμετροι αυτού. Η κρυστάλλωση της πρωτεΐνης και η ανάλυση της δομής της μπορεί να 
δώσει επιπλέον πληροφορίες που αφορούν το μηχανισμό δράσης του ενζύμου.  
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  Η δραστικότητα του ενζύμου μπορεί να μελετηθεί σε συνδυασμό με την άλλη LmbE 
πρωτεΐνη στον B. cereus, BC1534 αλλά και με άλλα ένζυμα όπως χιτινάσες, χιτοζανάσες, 
GlcNάσες κλπ. ώστε να διαπιστωθεί αν τα ένζυμα αυτά συνεργάζονται. Θα μπορούσε έτσι 
να προκύψει ένα χιτινολυτικό μονοπάτι στον Bacillus cereus παρόμοιο με αυτό που 
πρόσφατα αποκαλύφθηκε στο αρχαίο Thermococcus kodakaraensis KOD1.  
  Σχετικά με το βιολογικό ρόλο του ενζύμου, έχει ήδη σε αυτή την εργασία μελετηθεί η 
επαγωγή του γονιδίου που κωδικοποιεί για αυτό, από πιθανά υποστρώματα του. 
Ενδιαφέρον θα είχαν επίσης παρατηρήσεις που θα προέκυπταν με διαγραφή του γονιδίου 
bc3461 με διαδικασίες knock out αλλά και με ταυτόχρονη διαγραφή αυτού με το bc1534 
που κωδικοποιεί για την δεύτερη LmbE πρωτεΐνη.  
  Η μελέτη της LmbE πρωτεΐνης BC3461, η οποία φαίνεται να είναι μια απακετυλάση 
χιτοολιγομερών με προτίμηση σε μονομερές και διμερές Ν-ακετυλγλυκοζαμίνης (GlcNAc 
και (GlcNAc) B2B αντίστοιχα), παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον εξαιτίας των πολλών 
εφαρμογών της γλυκοζαμίνης αλλά και των απακετυλιωμένων χιτοολιγομερών. Επιπλέον η 
μελέτη της σε συνδυασμό με την δεύτερη LmbE πρωτεΐνη BC1534 αλλά και με άλλα 
χιτινολυτικά ένζυμα είναι δυνατό να αποκαλύψει ένα νέο, πιο απλό, χιτινολυτικό μονοπάτι 
στα βακτήρια ή νέα στοιχεία στο ήδη υπάρχον. Μπορεί έτσι να βοηθήσει στην εύρεση μιας 
ενζυμικής διαδικασίας για την απακετυλίωση της χιτίνης η οποία μέχρι σήμερα 
πραγματοποιείται με θερμοχημικές διαδικασίες που παρουσιάζουν πολλά μειονεκτήματα. 
Τέλος η μελέτη της BC3461 μπορεί να προσθέσει ένα λιθαράκι στην μελέτη του 
παθογόνου βακτηρίου Bacillus anthracis, αφού παρουσιάζει 95% ομοιότητα με αντίστοιχη 
πρωτεΐνη σε αυτόν. 
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