
ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΔΗΜΟΚΡΑΤΙΑ         

       Εθνικό και Καποδιστριακό  

       Πανεπιστήμιο Αθηνών  

 

       ΣΧΟΛΗ ΘΕΤΙΚΩΝ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ  

       ΤΜΗΜΑ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ  

 

       ΜΕΤΑΠΤΥΧΙΑΚΟ ΔΙΠΛΩΜΑ ΕΙΔΙΚΕΥΣΗΣ  

       «Μικροβιακή Βιοτεχνολογία»  

 

 

 

 

ΔΙΠΛΩΜΑΤΙΚΗ  ΕΡΓΑΣΙΑ 

«Λειτουργική ανάλυση της HUTth πρωτεΐνης από το 

θερμόφιλο βακτήριο Thermus thermophilus και in 

silico ανάλυση ομόλογων HU πρωτεϊνών» 

 

 

 

 ΑΝΝΑ Κ. ΠΑΠΑΓΕΩΡΓΙΟΥ 

 

 Βιολόγος, Εθνικού και Καποδιστριακού Πανεπιστημίου Αθηνών 

 

 ΑΘΗΝΑ 2014 

 



I 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



II 
 

HELLENIC REPUBLIC        

       National and Kapodistrian  

       University of Athens  

 

       School of Science  

       Faculty of Biology  

 

       M.Sc. in Microbial Biotechnology     

 

 

 

 

M.Sc. Diploma Thesis 

 

« Functional studies of the HUTth protein from 

Thermus thermophilus and in silico analyses of HU 

homologs » 

 

 

 ANNA K. PAPAGEORGIOU 

 

 Biologist, National and Kapodistrian University of Athens 

 

 ATHENS 2014 

 



III 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



IV 
 

ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΔΗΜΟΚΡΑΤΙΑ         

       Εθνικό και Καποδιστριακό  

       Πανεπιστήμιο Αθηνών  

 

       ΣΧΟΛΗ ΘΕΤΙΚΩΝ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ  

       ΤΜΗΜΑ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ  

 

       ΜΕΤΑΠΤΥΧΙΑΚΟ ΔΙΠΛΩΜΑ ΕΙΔΙΚΕΥΣΗΣ  

       «Μικροβιακή Βιοτεχνολογία»  

 

 

ΔΙΠΛΩΜΑΤΙΚΗ  ΕΡΓΑΣΙΑ 

«Λειτουργική ανάλυση της HUTth πρωτεΐνης από το θερμόφιλο 

βακτήριο Thermus thermophilus και in silico ανάλυση ομόλογων HU 

πρωτεϊνών» 

 

ΤΡΙΜΕΛΗΣ ΕΞΕΤΑΣΤΙΚΗ ΕΠΙΤΡΟΠΗ 

Καθηγητής Κωνσταντίνος Ε. Βοργιάς (Επιβλέπων) 

Τμήμα Βιολογίας, Πανεπιστήμιο Αθηνών 

Τομέας Βιοχημείας και Μοριακής Βιολογίας 

 

Καθηγητής Γεώργιος Διαλλινάς 

Τμήμα Βιολογίας, Πανεπιστήμιο Αθηνών 

Τομέας Βοτανικής 

 

Επίκουρος Καθηγητής Δημήτριος Χατζηνικολάου 

Τμήμα Βιολογίας, Πανεπιστήμιο Αθηνών 

Τομέας Βοτανικής 

 

 

 ΑΘΗΝΑ 2014

 



V 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



VI 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Στους γονείς μου, πάντα …  

 

Στην αδερφή μου … 

 

&  

 

Στους φίλους μου… 

 

 

 

 

 

 

 

 

«The most exciting phrase to hear in science, the one that heralds new discoveries, 

is not “Eureka” but “That’s funny...”» 

Isaac Asimov (Αμερικανός συγγραφέας & Καθηγητής Βιοχημείας) 



VII 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



VIII 
 

Αντί προλόγου… 

 

Η παρούσα Διπλωματική Εργασία  

πραγματοποιήθηκε  

στο Εργαστήριο Πρωτεϊνικής Δομής και Λειτουργίας,  

του Τομέα Βιοχημείας και Μοριακής Βιολογίας,  

του Τμήματος Βιολογίας,  

του Εθνικού και Καποδιστριακού Πανεπιστημίου Αθηνών,  

στα πλαίσια  

του Μεταπτυχιακού Διπλώματος Ειδίκευσης στη «Μικροβιακή Βιοτεχνολογία»,  

υπό την επίβλεψη  

του Καθηγητή Κωνσταντίνου Ε. Βοργία.  

 

Αρχικά, θα ήθελα να ευχαριστήσω τους Καθηγητές Α. Καραγκούνη, Γ. Διαλλινά, και 

τον Επίκουρο Καθηγητή Δ. Χατζηνικολάου για την αρχική επιλογή μου, τον 

Οκτώβριο του 2012, στο Μεταπτυχιακό Δίπλωμα Ειδίκευσης στη «Μικροβιακή 

Βιοτεχνολογία» και για την ευκαιρία που μου έδωσαν να διευρύνω και να εμβαθύνω 

τις γνώσεις μου στον τομέα αυτό. Επιπλέον, ένα μεγάλο ευχαριστώ στους 

διδάσκοντες, μέλη Δ.Ε.Π, ερευνητές, Ι.Δ.Α.Χ για τις διαλέξεις και τη συνεισφορά 

τους στο Μεταπτυχιακό Δίπλωμα Ειδίκευσης, το ακαδημαϊκό έτος 2012-2013.  

Στον Καθηγητή μου και επιβλέποντα της παρούσας εργασίας, Κωνσταντίνο Ε. 

Βοργιά, θα ήθελα να εκφράσω τις ευχαριστίες μου πρωτίστως για την ευκαιρία που 

μου έδωσε, πριν κιόλας από τις μεταπτυχιακές μου σπουδές, να συνεργαστώ μαζί του 

στα ερευνητικά του ενδιαφέροντα. Τον ευχαριστώ, για την τύχη που είχα να μου 

μεταδώσει εκείνο το «μικρόβιο της μελέτης των πρωτεϊνών», να μου ανοίξει νέους 

επιστημονικούς ορίζοντες και να με διδάξει τον ενθουσιασμό και την περιέργεια που 

θα πρέπει να συνοδεύει κάθε μελέτη στη Βιολογία και την Έρευνα. Τέλος, επιθυμώ 

να τον ευχαριστήσω, για τη διάθεση που έχει πάντα, να πάρει ‘μολύβι και χαρτί’ και 

να καθίσει δίπλα μου λύνοντας μου κάθε απορία. Κύριε Βοργιά, ήταν μεγάλη μου 

τιμή να συνεργαστώ μαζί σας και σας ευχαριστώ πολύ- πολύ για όλα! 



IX 
 

Θερμές ευχαριστίες οφείλω στον Καθηγητή Γεώργιο Διαλλινά, για τη συνεισφορά 

του στο Μ.Δ.Ε. τόσο σε επίπεδο διαλέξεων όσο και σε επίπεδο πρωτότυπων «ιδεών» 

για την εκπόνηση σεμιναρίου. Επίσης τον ευχαριστώ για τις συζητήσεις 

επιστημονικού ενδιαφέροντος που είχα την χαρά να μοιραστώ μαζί του. 

Στο σημείο αυτό θέλω να ευχαριστήσω πολύ τον Επίκουρο Καθηγητή Δημήτριο 

Χατζηνικολάου, για τη συνεισφορά του στο Μ.Δ.Ε σε επίπεδο διαλέξεων. 

Για την εύρυθμη λειτουργία του Μεταπτυχιακού και την επίλυση προβλημάτων 

πάσης φύσεως, θα ήθελα να ευχαριστήσω τον Δρ. Στάθη Κατσίφα. Η συνεισφορά 

του σε κάθε μικρό ή μεγάλο ζήτημα στο Μεταπτυχιακό Πρόγραμμα ήταν πολύτιμη. 

Οφείλω να αναφερθώ ονομαστικά στον συνεργάτη και φίλο μου πλέον, Παναγιώτη 

Αδάμ, που δουλεύουμε μαζί τον τελευταίο σχεδόν χρόνο. Με τον Παναγιώτη 

προσπαθούμε να ΄αναστήσουμε΄ τους προγόνους της πρωτεϊνικής οικογένειας 

histone-like DNA binding proteins και όχι μόνο. Τον ευχαριστώ πολύ για την επιμονή 

και υπομονή του, χωρίς αυτά δεν θα μπορούσαμε να μάθουμε και να εφαρμόσουμε 

την πειραματική προσέγγιση Ancestral Sequence Resurrection. Επίσης, τον 

ευχαριστώ πολύ για τις εύστοχες παρατηρήσεις του, για τις εποικοδομητικές 

συζητήσεις μας, για τις γνώσεις βιοπληροφορικής- εξελικτικής που μου μετέδωσε και 

… για όλη την ευχάριστη συνεργασία που έχουμε και από την οποία έχει προκύψει 

πραγματική φιλία. Παναγιώτη, σε ευχαριστώ πολύ για όλα και σου εύχομαι καλή 

επιτυχία και πολλές συναρπαστικές στιγμές στα χρόνια της διδακτορικής διατριβής 

που ακολουθούν! 

Επίσης, θέλω να ευχαριστήσω όλους τους συμφοιτητές μου από το Μ.Δ.Ε, Γιώργο, 

Αλέκο, Νίκο, Άρη και Μαριάννα, για το ευχάριστο κλίμα που υπήρχε κατά τις 

διαλέξεις καθώς και για τις συζητήσεις επιστημονικού και μη ενδιαφέροντος που 

είχαμε. 

Κλείνοντας, ένα μεγάλο ευχαριστώ στη συμφοιτήτρια μου Μαρία Λούκα και σε 

όλους όσους δουλεύουμε ή έχουμε δουλέψει μαζί στο εργαστήριο, για το φιλικό 

περιβάλλον και τις όμορφες στιγμές της καθημερινότητάς μας. 

Με εκτίμηση, 

Άννα Παπαγεωργίου 

 



[1] 

 

ΠΔΡΗΛΖΦΖ 
 

Ζ ηθαλφηεηα ησλ κηθξννξγαληζκψλ λα επηβηψλνπλ ζε κεγάιε πνηθηιία αβηνηηθψλ 

παξαγφλησλ αλαθιά ηα ηδηαίηεξα δνκηθά θαη κεηαβνιηθά ραξαθηεξηζηηθά ηνπο. Ζ 

δηαιεχθαλζε ησλ κεραληζκψλ δνκηθήο θαη βηνινγηθήο ζηαζεξφηεηαο είλαη έλα απφ ηα 

πνιχ δχζθνια βηνινγηθά εξσηήκαηα. Πέξα απφ ηελ απφθηεζε βαζηθήο 

επηζηεκνληθήο γλψζεο έρεη ζεκαληηθφ βηνηερλνινγηθφ ελδηαθέξνλ θαη ηδηαίηεξα γηα 

πξσηεΐλεο πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζε βηνκεραληθέο εθαξκνγέο. 

Οη κεραληζκνί ζηαζεξφηεηαο πξσηετλψλ είλαη πνιχπινθνη θαη ηα κέρξη ζηηγκήο 

απνηειέζκαηα δελ είλαη ζε ζέζε λα καο νδεγήζνπλ ζε θαλφλεο, παξά κφλν ζε  

ελδεηθηηθά ζπκπεξάζκαηα. Οη βαζκνί πνιππινθφηεηαο απμάλνληαη κε ην κεγάιν 

κέγεζνο ησλ πξσηετλψλ, σο εθ ηνχηνπ, κία αζθαιήο πξνζέγγηζε ζην ζέκα απηφ είλαη 

ε κειέηε κηθξψλ πξσηετλψλ, ζαλ πξφηππν ζχζηεκα, πνπ είλαη ζπληεξεκέλεο θαη 

πθίζηαληαη ζε νξγαληζκνχο πνπ επηβηψλνπλ ζε δηαθνξεηηθά αθξαία πεξηβάιινληα. 

Μηα βαζηθή παξάκεηξνο ησλ βηνηερλνινγηθψλ δηαδηθαζηψλ είλαη ε ζεξκνθξαζία. Χο 

εθ ηνχηνπ ην εξγαζηήξην καο επέιεμε λα κειεηήζεη ηε βαζηθή απηή παξάκεηξν θαη 

έρεη καθξά εκπεηξία ζηε κειέηε πξσηετλψλ πνπ πξνέξρνληαη απφ βαθηήξηα θαη 

αξραία πνπ επηβηψλνπλ ζε εχξνο ζεξκνθξαζηψλ απφ 4- 120 
o
C. 

Ζ πξσηεΐλε καο κνληέιν αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα ησλ πξνθαξπσηηθψλ πξσηετλψλ πνπ 

έρνπλ βηνινγηθή δξάζε παξφκνηα κε απηή ησλ επθαξπσηηθψλ ηζηνλψλ (histone- like). 

Ζ νηθνγέλεηα ησλ πξσηετλψλ HU (PFAM: pF00216) είλαη πνιχ ζπληεξεκέλε θαη ηα 

κέιε ηεο έρνπλ ηελ ίδηα βηνινγηθή ελεξγφηεηα, λα αιιειεπηδξνχλ κε ην DNA θαη λα 

ξπζκίδνπλ ηηο ιεηηνπξγίεο ηνπ. Χο εθ ηνχηνπ, νη δηαθνξέο ζηελ πξσηνηαγή δνκή ησλ 

πξσηετλψλ απηψλ είλαη πνιχ πηζαλφ, ζε κεγάιν βαζκφ, λα αληηθαηνπηξίδνπλ ηελ 

εμειηθηηθή πξνζαξκνγή ηνπο ζην ζεξκηθφ πεξηβάιινλ ζην νπνίν επηβηψλνπλ ηα 

βαθηήξηα ζηα νπνία ιεηηνπξγνχλ. Απφ ηα βαθηήξηα απηά απνκνλψλνπκε θαη 

κειεηάκε ηηο αληίζηνηρεο HU πξσηεΐλεο.  

ηνπο πξνθαξπσηηθνχο νξγαληζκνχο, ην ρξσκνζσκηθφ DNA νξγαλψλεηαη ζε κία κε 

ηππηθά θαζνξηζκέλε δνκή πνπ νλνκάδεηαη λνπθιεντδέο. Οη Histone- like (HU) 

πξσηεΐλεο παίδνπλ ζεκαληηθφ ξφιν ζην παθεηάξηζκα ηεο βαθηεξηαθήο ρξσκαηίλεο. 

Οη πξσηεΐλεο HU ππάξρνπλ ζε ζρεηηθά πςειέο ζπγθεληξψζεηο, νξγαλψλνπλ ην 

βαθηεξηαθφ ρξσκνζσκηθφ DNA θαη ξπζκίδνπλ εμαξηψκελεο απφ ην DNA 
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δξαζηεξηφηεηεο φπσο: επηδηφξζσζε ηνπ DNA, γνληδηαθή ξχζκηζε, ηνπνινγηθά- 

εμεηδηθεπκέλν αλαζπλδπαζκφ, θιπ.  

Οη HU πξσηεΐλεο είλαη έληνλα ζπληεξεκέλεο ζηνπο πξνθαξπσηηθνχο νξγαληζκνχο  

θαη βξίζθνληαη ζε φια ηα επβαθηήξηα πνπ έρνπλ αλαιπζεί κέρξη ζηηγκήο, ζε ιίγα 

αξραία  θαη ζε ρισξνπιάζηεο ησλ θπηψλ. 

ηε ζπγθεθξηκέλε εξγαζία κειεηάκε γηα πξψηε θνξά ηελ πξσηεΐλε HU απφ ην 

ζεξκφθηιν βαθηήξην Thermus thermophilus. Σν ζεξκφθηιν βαθηήξην T. thermophilus 

είλαη έλα αξλεηηθφ θαηά Gram βαθηήξην ην νπνίν έρεη απνκνλσζεί απφ ζεξκέο πεγέο 

ηεο Ηαπσλίαο θαη ε άξηζηε ζεξκνθξαζία αλάπηπμήο ηνπ θπκαίλεηαη κεηαμχ 65- 75
ν
C. 

Γηα λα πξαγκαηνπνηεζεί ε ζπγθεθξηκέλε κειέηε απνκνλψζακε θαη εληζρχζακε ην 

γνλίδην hutth απφ ην γελσκηθφ DNA ηνπ T. thermophilus βαζηδφκελνη ζηελ 

πξσηνηαγή δνκή ηεο πξσηεΐλεο πνπ είρε δεκνζηεπζεί εδψ θαη αξθεηά ρξφληα θαη 

πξνέξρεηαη απφ πεπηηδηθή αλάιπζε. Τπεξεθθξάζακε ην γνλίδην hutth ζε E. coli θαη 

επηηχρακε ζεκαληηθά επίπεδα παξαγσγήο αλαζπλδηαζκέλεο HUTth πξσηεΐλεο. Ζ 

HUTth είλαη βαζηθή πξσηεΐλε, νκνδηκεξήο θαη έρεη κνξηαθφ βάξνο 10KDa γηα ην 

θάζε κνλνκεξέο. Με ηε ρξήζε ρξσκαηνγξαθίαο ζπγγέλεηαο θαζαξίζακε ηελ 

αλαζπλδπαζκέλε πξσηεΐλε ηφζν ζε πςειή θαζαξφηεηα φζν θαη ζε κεγάιεο 

πνζφηεηεο, ηθαλέο λα πξνρσξήζνπκε ζε πεξαηηέξσ βηνρεκηθή, βηνθπζηθή θαη δνκηθή 

αλάιπζε.  

ε επίπεδν βηνρεκηθήο αλάιπζεο, αξρηθά,  κειεηήζακε ηελ αιιειεπίδξαζε ηεο 

HUTth κε ην DNA. Αθξηβέζηεξα, κεηξήζεθε ε ζηαζεξά δηάζηαζεο (Kd) ηεο 

αιιειεπίδξαζεο ηεο πξσηεΐλεο κε πιαζκηδηαθφ DNA κε ηελ ηερλνινγία αηρκήο 

MicroScale Thermophoresis (MST) πνπ εθαξκφδεηαη ζε εηδηθνχο-  ηειεπηαίαο 

ηερλνιoγίαο αλαιπηέο ηχπνπ Monolith. Ο βαζκφο ζπζζσκάησζεο ηεο HUTth ζην 

δηάιπκα κειεηήζεθε κε ηε ρξήζεο ηεο ηερλνινγίαο Dynamic Light Scattering (DLS), 

ελψ ην κνξηαθφ ηεο βάξνο κεηξήζεθε κε θαζκαηνζθνπία καδψλ. Με ηελ ηειεπηαία 

κέζνδν κειεηήζεθε θαη ε χπαξμε ή φρη θαηλνκέλσλ νιηγνκεξηζκνχ. 

ε επίπεδν βηνθπζηθήο αλάιπζεο κειεηήζακε ηε ζηεξνδηακφξθσζε ηεο πξσηεΐλεο 

θαη ην ζεκείν ηήμεο ηεο ζε πεηξάκαηα ζεξκηθήο απνδηάηαμεο κε ηε ρξήζε θπθιηθνχ 

δηρξντζκνχ θαη θζνξηζκνκεηξίαο δηαθνξηθήο ζάξσζεο.  

ε επίπεδν δνκηθήο αλάιπζεο θξπζηαιιψζακε ηελ πξσηεΐλε κε ηε ρξήζε 

ξνκπνηηθψλ ζπζηεκάησλ θξπζηάιισζεο, εθαξκφδνληαο ηε κέζνδν ηεο θαζήκελεο 
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ζηαγφλαο (sitting drop) θαη ηελ ηερληθή εμάηκηζεο θαη δηάρπζεο ησλ αηκψλ (vapor 

diffusion). Δπφκελνο ζηφρνο είλαη ε κέηξεζε ησλ θξπζηάιισλ κε αθηίλεο- Υ ψζηε λα 

παξάμνπκε δεδνκέλα πνπ ζα καο επηηξέςνπλ λα πξνζδηνξίζνπκε ηελ 3D δνκή ηεο 

πξσηεΐλεο. 

Με εθηελή βηνπιεξνθνξηθή αλάιπζε πνπ πξαγκαηνπνηήζακε, πξνζδηνξίζακε ηνπο 

παξάγνληεο πνπ επεξεάδνπλ ηε ζεξκνζηαζεξφηεηα ηεο πξσηεΐλεο HU θαη αλαιχζακε 

ηηο ζηξαηεγηθέο πνπ επηιέγνπλ ηα ζεξκφθηια βαθηήξηα ψζηε λα αληηκεησπίζνπλ ην 

πξφβιεκα ηεο ζεξκηθήο ζηαζεξφηεηαο γηα ηελ πξσηεΐλε απηή.  

Μία νινθιεξσκέλε εηθφλα ηεο πεηξακαηηθήο πνξείαο ηεο παξνχζαο Μεηαπηπρηαθήο 

Δξγαζίαο ζπλνςίδεηαη ζην παξαθάησ δηάγξακκα. 
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1 ΔΗΑΓΧΓΖ 

 

1.1 ΘΔΡΜΟΦΗΛΟΗ ΜΗΚΡΟΟΡΓΑΝΗΜΟΗ 

Ζ επηβίσζε, ν ξπζκφο αχμεζεο θαη ε δξαζηεξηφηεηα ησλ κηθξννξγαληζκψλ 

επεξεάδνληαη ζεκαληηθά απφ ηηο θπζηθέο θαη ηηο ρεκηθέο ζπλζήθεο ηνπ 

πεξηβάιινληνο. Ζ βηφζθαηξα απνηειείηαη απφ έλα ζχλνιν νηθνζπζηεκάησλ κε 

ζπλερή ελαιιαγή ζπλζεθψλ (ζεξκνθξαζία, pH, δηαζεζηκφηεηα λεξνχ θαη νμπγφλνπ) 

ε νπνία επηβάιιεη ζηνπο κηθξννξγαληζκνχο αληίζηνηρε πξνζαξκνγή θαη νδεγεί ζηελ 

πεξηβαιινληηθή θαηαλνκή ηνπο. Ο ζεκαληηθφηεξνο παξάγνληαο ειέγρνπ ηεο 

κηθξνβηαθήο αχμεζεο ζεσξείηαη ε ζεξκνθξαζία ηνπ πεξηβάιινληνο, θαζψο, νη 

κηθξννξγαληζκνί δε δηαζέηνπλ θαλέλα ζεξκνξπζκηζηηθφ νκνηνζηαηηθφ κεραληζκφ. Σν 

ζεξκνθξαζηαθφ εχξνο αχμεζεο θαη κεηαβνιηθήο ιεηηνπξγίαο ησλ κηθξννξγαληζκψλ 

πεξηιακβάλεη 3 ζεκειηψδεηο ηηκέο: ηελ ειάρηζηε, ηελ άξηζηε θαη ηε κέγηζηε 

ζεξκνθξαζία. ε ζεξκνθξαζίεο ρακειφηεξεο ηεο ειάρηζηεο ηηκήο δελ παξαηεξείηαη 

αχμεζε θαζψο ε θπηηαξηθή κεκβξάλε εκηζηεξενπνηείηαη κε απνηέιεζκα ηελ 

παξεκπφδηζε ηεο ζσζηήο ιεηηνπξγίαο ηεο. Καηά ηελ άξηζηε ζεξκνθξαζία, ε νπνία 

είλαη ζπλήζσο πιεζηέζηεξε ζηε κέγηζηε ηηκή παξά ζηελ ειάρηζηε, παξαηεξείηαη ν 

κεγαιχηεξνο ξπζκφο αχμεζεο εμαηηίαο ηεο άξηζηεο ιεηηνπξγίαο ηνπ ελδπκηθνχ 

δπλακηθνχ ζην θχηηαξν. ε ζεξκνθξαζίεο πςειφηεξεο ηεο κέγηζηεο ηηκήο 

επεξεάδεηαη ε ηξηηνηαγήο δνκή ησλ πξσηετλψλ, ζπλεπψο θαη ε ιεηηνπξγία ηνπο, θαη ε 

αχμεζε θαζίζηαηαη αδχλαηε. Οη κηθξννξγαληζκνί, κε θξηηήξην ηηο ζεκειηψδεηο ηηκέο 

ζεξκνθξαζίαο αλάπηπμεο, δηαηξνχληαη ζε 5 θαηεγνξίεο: ςπρξφθηινη, 

ςπρξναλζεθηηθνί, κεζφθηινη, ζεξκφθηινη θαη ππεξζεξκφθηινη (Madigan, Martinko, & 

Brock, 2006). ηελ εηθφλα 1 απεηθνλίδνληαη νη θαηεγνξίεο ησλ κηθξννξγαληζκψλ κε 

βάζε ην ζεξκνθξαζηαθφ ηνπο άξηζην. 

Γεληθά, ην ζεξκνθξαζηαθφ άξηζην ησλ ζεξκφθηισλ κηθξννξγαληζκψλ θπκαίλεηαη 

κεηαμχ 45 θαη 75 
0
C. ε κία αλαιπηηθφηεξε ζχγρξνλε δηαίξεζε, ηα ζεξκφθηια 

εκθαλίδνπλ άξηζηε ζεξκνθξαζία αλάπηπμεο πάλσ απφ ηνπο 55 
0
C, ηα κέηξηα 

ζεξκφθηια πάλσ απφ ηνπο 65 
0
C, ηα αθξαία ζεξκφθηια πάλσ απφ ηνπο 75 

0
C θαη ηα 

ππεξζεξκφθηια πάλσ απφ ηνπο 90 
0
C (Imanaka, 2011). Οη θπξηφηεξνη αληηπξφζσπνη 

ηεο θαηεγνξίαο απηήο είλαη πξνθαξπσηηθήο δνκήο θαη νη πιένλ ζεξκφθηινη αλήθνπλ 

ζηελ νκάδα ησλ Αξραίσλ Πξνθαξπσηηθψλ Οξγαληζκψλ. Διάρηζηνη επθαξπσηηθνί 
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νξγαληζκνί έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα λα αλαπηχζζνληαη ζε ζεξκνθξαζίεο κεγαιχηεξεο 

ησλ 50 
0
C, αλ θαη κεξηθά γέλε κπθήησλ θαη πξσηφδσσλ εκθαλίδνπλ ηθαλνπνηεηηθή 

κεηαβνιηθή δξαζηεξηφηεηα θαη αλάπηπμε ζε ζεξκνθξαζηαθφ εχξνο 50 – 55 
0
C 

(Gottschal & Prins, 1991; Maheshwari, Bharadwaj, & Bhat, 2000). Οη παξαπάλσ 

ζεξκνθξαζίεο ζεσξνχληαη απαγνξεπηηθέο γηα ηελ επηβίσζε πνιπθχηηαξσλ θπηηθψλ 

θαη δσηθψλ νξγαληζκψλ. 

 

Δηθόλα 1 Οη θαηεγνξίεο ησλ κηθξννξγαληζκψλ κε βάζε ην ζεξκνθξαζηαθφ ηνπο άξηζην. 

 

1.1.1 ΟΗΚΟΛΟΓΗΑ ΘΔΡΜΟΦΗΛΧΝ ΜΗΚΡΟΟΡΓΑΝΗΜΧΝ 

Φπζηθά ελδηαηηήκαηα κε ζρεηηθά πςειέο ζεξκνθξαζίεο θαη ηδηαίηεξε κηθξνβηαθή 

πνηθηιφηεηα είλαη επξέσο δηαδεδνκέλα ζηε Γε αλ θαη ε έθηαζή ηνπο είλαη ζπρλά 

πεξηνξηζκέλε. Σν πξψην αθξαίν πεξηβάιινλ πνπ ζπγθέληξσζε νηθνινγηθφ 

ελδηαθέξνλ ήηαλ απηφ ησλ πδξνζεξκηθψλ πεγψλ (Brock, 1967; Brock & Freeze, 

1969). Πξφθεηηαη γηα παλάξραηνπο ζρεκαηηζκνχο ζε βάζε πάλσ απφ 4 ρηιηφκεηξα πνπ 

ηξνθνδνηνχλ απφ ηα βάζε ηεο γεο ηνπο σθεαλνχο κε απαξαίηεηα γηα ηε δσή ζηνηρεία. 

ηηο ζπγθεθξηκέλεο πεξηνρέο νη ζεξκνθξαζίεο θηάλνπλ ή θαη μεπεξλνχλ ην ζεκείν 

βξαζκνχ ηνπ λεξνχ.  

Παξάιιεια, ηα εθαηζηεηαθά πεξηβάιινληα ζεσξνχληαη ηα πιένλ εθηεζεηκέλα ζε 

αθξαίεο ζπλζήθεο. Υαξαθηεξίδνληαη απφ κεγάιεο πνζφηεηεο δηνμεηδίνπ ηνπ άλζξαθα, 
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πδξφζεηνπ, ζείνπ θαη πνηθίιεο πνζφηεηεο κνλνμεηδίνπ ηνπ άλζξαθα, κεζαλίνπ, 

αδψηνπ, ακκσλίαο θαη πδξνγφλνπ (Stetter, 1999). Μεγάινο αξηζκφο ζεξκφθηισλ θαη 

ππεξζεξκφθηισλ κηθξννξγαληζκψλ έρεη απνκνλσζεί απφ επεηξσηηθέο θαη ππνβξχρηεο 

εθαηζηεηαθέο πεξηνρέο (Meintanis, Chalkou, Kormas, & Karagouni, 2006; J. Zhang et 

al., 2010) (Urbieta, Gonzalez Toril, Aguilera, Giaveno, & Donati, 2012).  

 

1.1.2 ΜΟΡΗΑΚΔ ΠΡΟΑΡΜΟΓΔ ΘΔΡΜΟΦΗΛΧΝ 

ΜΗΚΡΟΟΡΓΑΝΗΜΧΝ 

Σα ζεξκφθηια θαη ηα ππεξζεξκφθηια αιιά θαη ελ γέλεη ηα αθξαηφθηια, είλαη 

κηθξννξγαληζκνί πνπ πξφζθαηα αλαθαιχθζεθαλ θαη γνήηεπζαλ ηνπο επηζηήκνλεο. 

Πξνεξρφκελνη απφ ηα βαθηήξηα θαη ηα αξραία, νη (ππεξ)ζεξκνθηιηθνί νξγαληζκνί 

δνπλ ζε κέξε πνπ ν αλζξψπηλνο λνπο δελ κπνξνχζε λα θαληαζηεί κέρξη πξφζθαηα φηη 

κπνξεί λα ππάξμεη δσή. Δίλαη αμηνζεκείσηε ε πξνζαξκνγή απηψλ ησλ νξγαληζκψλ 

ζε ηζρπξά φμηλα ή βαζηθά πεξηβάιινληα, κε κεγάιε αιαηφηεηα, ζε πεξηβάιινληα κε 

κέηαιια πνπ γηα ηνλ άλζξσπν είλαη ηνμηθά, ζε ηνπνζεζίεο κε αθξαίεο ζεξκνθξαζίεο, 

πηέζεηο θαη αθφκα κε ηζρπξή αθηηλνβνιία. Έηζη, ην ελδηαθέξνλ ησλ επηζηεκφλσλ, 

δηθαηνινγεκέλα ζηξάθεθε ζηε κειέηε ησλ κεραληζκψλ κε ηνπο νπνίνπο νη 

κηθξννξγαληζκνί απηνί πξνζαξκφδνληαη ζε αθξαία πεξηβάιινληα. Οη έξεπλεο γηα ηελ 

πιήξε θαηαλφεζε ηεο ζεξκηθήο πξνζαξκνγήο ησλ πξσηετλψλ, ησλ λνπθιετθψλ νμέσλ 

θαη ησλ κεκβξαλψλ βξίζθεηαη αθφκα ζε εμέιημε.  

Ζ ζηαζεξφηεηα ησλ θπηηαξηθψλ ζπζηαηηθψλ ησλ ζεξκφθηισλ κηθξννξγαληζκψλ, ζε 

κνξηαθή βάζε, θαζνξίδεη ηελ επηβίσζή ηνπο ζε αληίμνεο-  αθξαίεο ζπλζήθεο. Ζ 

πξνζηαζία ηνπ DNA απφ ηηο πςειέο ζεξκνθξαζίεο ζεσξείηαη αλαγθαία ηφζν γηα ηε 

κεηαβίβαζε ηεο γελεηηθήο πιεξνθνξίαο, φζν θαη γηα ηε ζσζηή εθηέιεζε ηεο 

κεηαβνιηθήο ιεηηνπξγίαο ηνπ θπηηάξνπ. Οη ζεξκφθηινη πξνθαξπσηηθνί νξγαληζκνί 

εκθαλίδνπλ δηαθνξεηηθή αλαινγία θαη πξνηίκεζε ζηελ αιιεινπρία ησλ 

λνπθιενηηδίσλ, επειημία ηνπ ζθειεηνχ ηεο δηπιήο έιηθαο, κεηαηξνπέο ζηηο αδσηνχρεο 

βάζεηο ηνπο θαζψο θαη πξφζδεζε πξσηετλψλ (ηζηφλεο θαη κε) ζπγθξηηηθά κε ηνπο 

κεζφθηινπο κηθξννξγαληζκνχο. Αλαιπηηθφηεξα, ζηνπο ζεξκφθηινπο 

κηθξννξγαληζκνχο ην πνζνζηφ GC, ζηηο θσδηθέο πεξηνρέο ηνπο, εκθαλίδεηαη 

απμεκέλν (Singer & Hickey, 2003). Δπηπξφζζεηα ραξαθηεξηζηηθά πνπ παίδνπλ ξφιν 

ζηε ζηαζεξφηεηα ηνπ κνξίνπ είλαη ε παξνπζία θαηηφλησλ θαιίνπ ηα νπνία 
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νπδεηεξνπνηνχλ ην λνπθιετθφ νμχ θαη δηαηεξνχλ ηε δηπιή έιηθα (Kawashima et al., 

2000), ε κεζπιίσζε νξηζκέλσλ λνπθιενηηδίσλ (Ehrlich et al., 1985), θαη ε χπαξμε 

κίαο αληίζηξνθεο γεξάζεο ε νπνία πξνζδίδεη ζεηηθέο ππεξειηθψζεηο ζην κφξην. Ζ 

ζπγθεθξηκέλε γεξάζε παίδεη θαζνξηζηηθφ ξφιν ζηελ αληηγξαθή θαη ζηε γνληδηαθή 

ξχζκηζε ζε ζπλζήθεο πςειήο ζεξκνθξαζίαο (Bao et al., 2002). Πξσηεΐλεο πνπ 

ζπκκεηέρνπλ ζην παθεηάξηζκα ηνπ κνξίνπ αιιά θαη ζηελ επηδηφξζσζε ησλ βιαβψλ 

ιφγσ ησλ αληίμνσλ ζπλζεθψλ βνεζνχλ, επίζεο, ζηε ζηαζεξφηεηα ηνπ DNA.  

Χο πξνο ηελ αιιεινπρία ησλ κνξίσλ RNA έρεη παξαηεξεζεί πσο είλαη πινχζηα ζε 

πνπξίλεο (κε πξνηίκεζε ηελ αδελίλε), γεγνλφο πνπ ζπλεηζθέξεη ζηελ απνθπγή ηεο 

αλεπηζχκεηεο πβξηδνπνίεζεο κε άιια κφξηα RNA θαζψο θαη εκθάληζεο 

αληαγσληζκνχ κε αληηθσδηθφληα. Δπηπξφζζεηα, ηα πινχζηα ζε πνπξίλεο mRNA 

κεηαγξάθνληαη γξεγνξφηεξα θαη αληηζηέθνληαη ζηελ πδξφιπζε ιφγσ ηεο πςειήο 

ζεξκνθξαζίαο (Paz, Mester, Baca, Nevo, & Korol, 2004).  

Ζ ηθαλφηεηα επηβίσζεο ησλ κηθξννξγαληζκψλ ζε αθξαίεο ζπλζήθεο εληνπίδεηαη φπσο 

θαηαιαβαίλνπκε ζε κνξηαθφ επίπεδν, θαη αληηθαηνπηξίδεηαη θαη ζην επίπεδν ηεο 

κεηαγξαθήο θαη κεηάθξαζεο. Σα πξσηετληθά κφξηα ησλ ζεξκφθηισλ νξγαληζκψλ 

εκθαλίδνπλ ζεξκνζηαζεξφηεηα, απμεκέλε αληίζηαζε ζηε κεηνπζίσζε θαη ζηελ 

πξσηεφιπζε (Kumar & Nussinov, 2001). Δμαηηίαο ηεο απελεξγνπνίεζεο ησλ 

πεξηζζνηέξσλ πξσηετλψλ ζε πςειέο ζεξκνθξαζίεο, ε κειέηε ησλ κεραληζκψλ 

ζεξκηθήο ζηαζεξφηεηαο ζπγθέληξσζε γξήγνξα ην επηζηεκνληθφ ελδηαθέξνλ. Ζ πξψηε 

παξαηήξεζε αθνξά ζηελ ακηλνμηθή αιιεινπρία ησλ ζεξκφθηισλ πξσηετλψλ ε νπνία 

δελ εκθάληζε ηδηαίηεξε δηαθνξνπνίεζε απφ ηα αληίζηνηρα κφξηα ησλ κεζφθηισλ 

(Vieille & Zeikus, 2001). Χζηφζν, ε έθθξαζε ηνπο ζε κεζφθηια ζπζηήκαηα νδεγεί 

θαη πάιη ζε ζεξκνζηαζεξφ πξντφλ, γεγνλφο πνπ ππνδεηθλχεη σο βαζηθφ παξάγνληα 

ζηαζεξφηεηαο ηε θσδηθή αιιεινπρία. Ζ ελδπκηθή ζεξκνζηαζεξφηεηα πεξηιακβάλεη 

ζεξκνδπλακηθή θαη θηλεηηθή ζηαζεξφηεηα. Θεξκνδπλακηθά, ε ζηαζεξφηεηα 

θαζνξίδεηαη απφ ηελ ειεχζεξε ελέξγεηα (∆G stability) θαη απφ ηε ζεξκνθξαζία ηήμεο 

(Σm) ηνπ πξσηετληθνχ κνξίνπ. Ζ θηλεηηθή ζηαζεξφηεηα θαζνξίδεηαη απφ ηελ ελέξγεηα 

ελεξγνπνίεζεο απνδηάηαμεο ηεο πξσηεΐλεο (Vieille & Zeikus, 2001). ε επφκελε 

παξάγξαθν ζα αλαιπζνχλ ηα ραξαθηεξηζηηθά ησλ πξσηετλψλ (δηζνπιθηδηθέο 

γέθπξεο, αξσκαηηθά θαηάινηπα, δεζκνί πδξνγφλνπ) πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ ζεξκηθή 

ζηαζεξφηεηα. 
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Σέινο, νη θπηηαξηθέο κεκβξάλεο ησλ ζεξκφθηισλ κηθξννξγαληζκψλ είλαη πινχζηεο ζε 

θνξεζκέλα ιηπαξά νμέα, κε απνηέιεζκα λα δηαζέηνπλ πςειφ ζεκείν ηήμεο, 

εμαζθαιίδνληαο έηζη ηελ αθεξαηφηεηα ηνπ κνξίνπ (Herbert & Sharp, 1992). Ζ 

κεκβξάλε, γηα παξάδεηγκα, ηνπ βαθηεξηαθνχ ππεξζεξκφθηινπ T. maritima πεξηέρεη 

αζπλήζηζηα γιπθεξν- αηζεξν- ιηπίδηα. Απηά, ζε αληίζεζε κε ηα εζηεξνιηπίδηα πνπ 

ζπλαληψληαη ζηα κεζφθηια, κπνξνχλ λα απμήζνπλ ζεκαληηθά ηελ ζηαζεξφηεηα ησλ 

κεκβξαλψλ ελάληηα ηεο πδξφιπζεο ζε πςειέο ζεξκνθξαζίεο. Δπίζεο, φια ηα αξραία 

πεξηέρνπλ ζηηο κεκβξάλεο ηνπο αηζεξνιηπίδηα, πνπ απνηεινχληαη απφ 

δηθπηαλνγιπθεξφιε, ε νπνία πξνζδίδεη κηα αμηνζεκείσηε πξνζηαζία ελάληηα ηεο 

πδξφιπζεο ζε πςειέο ζεξκνθξαζίεο θαη φμηλν pH. 

 

1.1.3 ΒΗΟΣΔΥΝΟΛΟΓΗΚΔ ΔΦΑΡΜΟΓΔ ΚΑΗ ΘΔΡΜΟΦΗΛΟΗ 

ΜΗΚΡΟΟΡΓΑΝΗΜΟΗ 

Ζ αλαθάιπςε φηη πνιινί νξγαληζκνί, πνπ νλνκάδνληαη αθξαηφθηινη, δνπλ θαη 

επδνθηκνχλ ζε πεξηβάιινληα πνπ ζεσξνχληαη αθξαία γηα ηελ αλζξψπηλε δσή (π.ρ. 

πςειέο ζεξκνθξαζίεο, ζπλήζσο άλσ ησλ 100 °C, αθξαίεο ηηκέο pH, ε παξνπζία 

πςειψλ ζπγθεληξψζεσλ άιαηνο) νδήγεζε ζε έλα κεγάιν ελδηαθέξνλ γηα απηνχο ηνπο 

νξγαληζκνχο θαζψο θαη ηα βηνκφξηά ηνπο. ηε πξαγκαηηθφηεηα, νη πξσηεΐλεο θαη ηα 

έλδπκα πνπ απνκνλψλνληαη απφ αθξαηφθηινπο κηθννξγαληζκνχο ζεσξνχληαη ρξήζηκα 

γηα κηα πνηθηιία εθαξκνγψλ, ιφγσ ησλ ηδηαίηεξσλ ηδηνηήησλ πνπ δηαζέηνπλ θαη ηνπο 

δίλνπλ ηε δπλαηφηεηα λα εξγάδνληαη ζε αληίμνεο ζπλζήθεο. Οη ηδηφηεηεο θαη ηα 

πιενλεθηήκαηα ησλ ζεξκνζηαζεξψλ ελδχκσλ πνπ απνκνλψλνληαη απφ ζεξκφθηινπο 

κηθξννξγαληζκνχο παξαηίζεληαη ζηνλ Πίλαθα 1- 1. 
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Πίλαθαο 1- 1 Ηδηφηεηεο ησλ ζεξκνζηαζεξψλ ελδχκσλ θαη βαζηθά πιενλεθηήκαηα πνπ 

απνξξένπλ απφ ηε ρξήζε ηνπο ζηηο βηνκεραληθέο δηεξγαζίεο. 

Ηδηόηεηα Πιενλεθηήκαηα (Kumar & Nussinov, 2001; Lasa & 

Berenguer, 1993) 

Δλδπκηθή 

ζεξκνζηαζεξόηεηα 

Απμεκέλνο ρξφλνο εκηδσήο ηνπ ελδχκνπ, αλζεθηηθφηεηα ζηνπο 
νξγαληθνχο δηαιχηεο ή ζε κεγάιν εχξνο ηηκψλ pH. 

Απμεκέλν άξηζην 

ελδπκηθήο δξάζεο 

Απμεκέλνο ξπζκφο ελδπκηθήο δξάζεο, απμεκέλνο ξπζκφο 
δηάρπζεο ησλ ππνζηξσκάησλ θαη ησλ πξντφλησλ. 

Γηαιπηόηεηα Απνδνηηθφηεξε ελδπκηθή δηείζδπζε θαη απνδφκεζε ζε 

αθαηέξγαζηα πιηθά, αχμεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ 

ππνζηξψκαηνο . 

Μηθξνβηαθή κόιπλζε Μείσζε πηζαλφηεηαο κνιχλζεσλ απφ κεζφθηια ή ςπρξφθηια, 

κείσζε δξάζεο κε εμεηδηθεπκέλσλ ελδχκσλ ιφγσ 

απελεξγνπνίεζεο ηνπο. 

 

εκαληηθφο αξηζκφο ελδχκσλ έρεη απνκνλσζεί θαη ραξαθηεξηζηεί απφ ζεξκφθηινπο 

κηθξννξγαληζκνχο θαη ζπκκεηέρεη ζε πνηθίιεο εθαξκνγέο. Πνιιά έλδπκα πνπ 

πξνέξρνληαη απφ (ππεξ)ζεξκνθηιηθά αξραία εκπιέθνληαη ζηνλ κεηαβνιηζκφ ησλ 

πδαηαλζξάθσλ. Απηά ηα έλδπκα έρνπλ κεγάιν βηνκεραληθφ ελδηαθέξνλ, θαζψο 

κεηαηξέπνπλ ην άκπιν, ην θπζηθφ απηφ πνιπκεξέο, ζε πνιχηηκα πξντφληα, φπσο ε 

γιπθφδε θαη ε θξνπθηφδε. ηε δηαδηθαζία ηξνπνπνίεζεο ακχινπ απαηηνχληαη πςειέο 

ζεξκνθξαζίεο αθελφο γηα ηελ ξεπζηνπνίεζε ηνπ ακχινπ θαη αθεηέξνπ γηα ηελ 

πξαγκαηνπνίεζε ελδπκηθήο πδξφιπζεο. Ακπινιπηηθά έλδπκα πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη 

ζε απηέο ηηο δηαδηθαζίεο είλαη ε α- ακπιάζε, ε β- ακπιάζε θαη ε ηζνακπιάζε. Ζ 

παξνπζία ησλ ζπγθεθξηκέλσλ ελδχκσλ ζηνπο ζεξκφθηινπο κηθξννξγαληζκνχο είλαη 

αξθεηά δηαδεδνκέλε αλ θαη ζηα θπζηθά ηνπο ελδηαηηήκαηα ππάξρεη κηθξή πνζφηεηα 

ακχινπ. Ζ χπαξμε ησλ ακπινιπηηθψλ ελδχκσλ πηζαλά ζρεηίδεηαη κε ηε δηάζπαζε ηνπ 

γιπθνγφλνπ πνπ απνηειεί ηελ απνζεθεπηηθή νπζία εληφο ηνπ θπηηάξνπ ηνπ 

ζεξκφθηινπ κηθξννξγαληζκνχ (Bertoldo & Antranikian, 2002). Σα επίπεδα 

παξαγσγήο ησλ ελδχκσλ απφ ηα ζηειέρε θπζηθνχ ηχπνπ ζπρλά δελ είλαη 

ηθαλνπνηεηθά κε απνηέιεζκα ηελ θισλνπνίεζε ησλ αληίζηνηρσλ γνληδίσλ ζε άιια 

ζπζηήκαηα έθθξαζεο. Γηα παξάδεηγκα, ην γνλίδην ηεο α- ακπιάζεο ηνπ ζεξκνθηιηθνχ 
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αξραίνπ Thermococcus hydrothermalis θισλνπνηήζεθε πξφζθαηα θαη εθθξάζηεθε 

ζηελ E. coli. Απηή ε ακπιάζε είλαη άξηζηα ελεξγή ζηνπο 75- 85 
ν
C θαη ζε pH 5- 5,5. 

Γεληθά, ε ελδπκηθή θαηεξγαζία ηνπ ακχινπ δηαθξίλεηαη ζε ηξία ζηάδηα: α) ηε δηάιπζε 

ηνπ ακχινπ ζε πδαηηθφ δηάιπκα πνπ απαηηεί πςειή ζεξκνθξαζία, β) ηε 

ξεπζηνπνίεζε ηνπ δηαιχκαηνο κε κεξηθή πδξφιπζε, θαη γ) ηε ζαθραξνπνίεζε απηνχ 

κε πεξαηηέξσ πδξφιπζε. Ζ ρξήζε ζεξκνζηαζεξψλ ελδχκσλ επηηξέπεη ηελ απεπζείαο 

πδξφιπζε χζηεξα απφ ηε δηάιπζε ηνπ ακχινπ ρσξίο ελδηάκεζν ζηάδην κείσζεο ηεο 

ζεξκνθξαζίαο ηνπ δηαιχκαηνο κεηψλνληαο έηζη ηνλ ρξφλν αιιά θαη ην θφζηνο ηεο 

δηαδηθαζίαο (Niehaus, Bertoldo, Kahler, & Antranikian, 1999) (de Miguel Bouzas, 

Barros- Velazquez, & Villa, 2006; Haki & Rakshit, 2003). 

Μία άιιε θαηεγνξία ελδχκσλ είλαη νη εζηεξάζεο θαη νη ιηπάζεο. Απηέο έρνπλ ηελ πην 

επξεία ρξήζε σο βηνθαηαιχηεο ζε ρεκηθέο εθαξκνγέο, θπξίσο ράξε ζηα 

πιενλεθηήκαηα απηψλ ησλ θαηαιπηψλ γηα ηελ παξαγσγή νπηηθά θαζαξψλ ελψζεσλ. 

Μηα ιηπάζε ηνπ Bacillus thermocatenulatus εθθξάζηεθε απφ ηνελ E. coli. Σν έλδπκν 

ήηαλ ζηαζεξφ έσο pH 11, ελψ ε κέγηζηε δξαζηεξηφηεηά ηνπ ήηαλ ζε pH 8- 9 ζηνπο 

60- 70 
ν
C. Ζ ζπγθεθξηκέλε ιηπάζε έδεημε κεγάιε ζηαζεξφηεηα ζε δηάθνξα 

απνξξππαληηθά θαη νξγαληθά δηαιχκαηα. Μηα εζηεξάζε απφ ην Bacillus 

lincheniformis εθθξάζηεθε κε ηελ βνήζεηα ηεο E. coli. Σν έλδπκν ήηαλ ζηαζεξφ ζε 

pH 7- 8,5 ζηνπο 64 
ν
C. 

Δπηπιένλ, νη ζεξκνζηαζεξέο πξσηεάζεο απνηεινχλ βαζηθά βηνκεραληθά έλδπκα κε 

επξχ πεδίν εθαξκνγψλ ζηε βηνκεραλία ηξνθίκσλ, ζηελ πθαληνπξγία θαη βπξζνδεςία 

θαζψο θαη ζηε βηνκεραλία θαξκάθσλ. Ζ πξσηεάζε απφ ην αξραίν Thermococcus 

stetteri έρεη ρξφλν εκηδσήο 2,5 ψξεο ζηνπο 100 
ν
C. 

Δπίζεο, νη ζεξκνζηαζεξέο ρηηηλάζεο κε ηελ ηδηφηεηά ηνπο λα δηαζπνχλ ηελ ρηηίλε, 

νξγαληθή νπζία αξθεηά δηαδεδνκέλε ζην θπζηθφ πεξηβάιινλ, απνηεινχλ βαζηθά 

βηνκεραληθά έλδπκα. Αθξηβέζηεξα, νη ρηηηλάζεο εκθαλίδνπλ εθαξκνγέο ζηε 

βηνκεραλία ράξηνπ θαη θαιιπληηθψλ, ζηελ πθαληνπξγία θαη ζηνλ θαζαξηζκφ ηνπ 

λεξνχ. 

Δπηπξφζζεηα, νη αιθννιηθέο δευδξνγνλάζεο εθπξνζσπνχλ κηα ζεκαληηθή θαηεγνξία 

βηνθαηαιπηψλ θαζψο κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζνχλ απνηειεζκαηηθά ζηε ζχλζεζε 

αιθννιψλ πνπ είλαη βαζηθέο ελψζεηο ζηε ρεκηθή βηνκεραλία. Ζ αιθννιηθή 
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δευδξνγνλάζε απφ ην έλδπκν Thermococcus litoralis θαηαιχεη ηελ νμείδσζε ησλ 

πξσηνηαγψλ αιθννιψλ ρξεζηκνπνηψληαο NAPD σο ζπκπαξάγνληα. Δίλαη ζεξκηθά 

ζηαζεξή κε ρξφλν εκηδσήο 15 ιεπηά ζηνπο 98 
ν
C θαη 2 ψξεο ζηνπο 85 

ν
C. 

Σέινο, ε ρξήζε ησλ ζεξκνζηαζεξψλ ελδχκσλ είλαη θαζνξηζηηθή θαη ζηελ επηζηήκε. 

Ζ αλαθάιπςε ζεξκνζηαζεξψλ πνιπκεξαζψλ, δεζκαζψλ θαη πεξηνξηζηηθψλ 

ελδνλνπθιεαζψλ ππεξπήδεζε ην πξφβιεκα ηεο απνδηάηαμεο ηεο δεπηεξνηαγνχο 

δνκήο ηνπ DNA κε ηελ αχμεζε ηεο ζεξκνθξαζίαο θαη ήηαλ θαζνξηζηηθή γηα ηελ 

αλάπηπμε ηεο ηερλνινγίαο ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ DNA. 

εκαληηθφ ζην ζεκείν απηφ είλαη λα αλαθεξζεί φηη παξφιν πνπ νη ζεξκφθηινη 

κηθξννξγαληζκνί εκθαλίδνπλ πνιιέο βηνηερλνινγηθά αμηνπνηήζηκεο ηδηφηεηεο, 

αξθεηέο θνξέο εκθαλίδνληαη πξνβιήκαηα ζηελ εθαξκνγή απηψλ θαη ησλ ελδχκσλ 

ηνπο ζηε βηνκεραλία (Πίλαθαο 1- 2).  

 

Πίλαθαο 1- 2 Βαζηθά πξνβιήκαηα εθαξκνγήο ζεξκνζηαζεξψλ ελδχκσλ ζηε βηνκεραλία 

(Lasa and Berenguer, 1993, Holst et al., 1997). 

Ηδηόηεηα Μεηνλεθηήκαηα 

Δπαηζζεζία ζηελ πςειή 

ζεξκνθξαζία 

Αξθεηά ππνζηξψκαηα ή ζπκπαξάγνληεο ελδέρεηαη λα κελ είλαη 

ζηαζεξά ζηηο πςειέο ζεξκνθξαζίεο. 

Γηαιπηόηεηα ησλ αεξίσλ Ζ κεησκέλε δηαιπηφηεηα ησλ αεξίσλ εμαηηίαο ηεο αχμεζεο ηεο 

ζεξκνθξαζίαο κπνξεί λα είλαη πεξηνξηζηηθφο παξάγνληαο γηα 

πνιιέο αληηδξάζεηο. 

Δλδπκηθή ζηαζεξόηεηα Ζ απελεξγνπνίεζε πνιιψλ αλεπηζχκεησλ ελδχκσλ κπνξεί λα 

είλαη δχζθνιε. 

Ρπζκόο αύμεζεο 

κηθξννξγαληζκώλ 

Σα ζεξκφθηια εκθαλίδνπλ ρακεινχο ξπζκνχο αχμεζεο θαη 

παξαγσγήο πξντφλησλ.  
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Παξφια ηα κεηνλεθηήκαηα, νη κέρξη ηψξα γλψζεηο, έρνπλ νδεγήζεη ζε ζαπκάζηεο 

εθαξκνγέο ησλ ελδχκσλ πνπ απνκνλψλνληαη απφ ζεξκφθηινπο κηθξννξγαληζκνχο 

ζηελ ηαηξηθή, ζηε βηνηερλνινγία, ζηελ εγθιεκαηνινγία θαη ζηε βηνκεραλία ηηο νπνίεο 

ζπλαληάκε αθφκα θαη ζηελ θαζεκεξηλή καο δσή. Οη εθαξκνγέο απηέο 

ραξαθηεξίδνληαη απφ ηαρχηεηα, απνηειεζκαηηθφηεηα, πνηφηεηα θαη θπζηθά 

νηθνινγηθή δξαζηεξηφηεηα. 

 

1.2 ΒΑΚΣΖΡΗΑ 

Ζ ηδέα φηη ε θχζε κπνξεί λα δηαηξεζεί ζε δχν βαζίιεηα, ηα θπηά θαη ηα δψα 

δηαδφζεθε απφ ηνλ Carl Von Linne ηνλ δέθαην φγδνν αηψλα. To 1997, ν Άγγινο 

Καζεγεηήο Δμειηθηηθήο Βηνινγίαο, Thomas Cavalier-  Smith θαζηέξσζε ην ζχζηεκα 

ηαμηλφκεζεο ησλ έμη Βαζηιείσλ ηεο δσήο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ζηηο κέξεο καο. 

χκθσλα κε απηφ νη δηάθνξεο κνξθέο δσήο, ζχγρξνλεο θαη παιαηφηεξεο, 

θαηαηάζζνληαη κε βάζε αλαηνκηθά, κνξθνινγηθά, βηνρεκηθά, θπζηνινγηθά, κνξηαθά, 

γελεηηθά θαη θπινγελεηηθά θξηηήξηα ζε έμη Βαζίιεηα: Βαθηήξηα, Πξσηφδσα, 

Μχθεηεο, Υξψκηζηα, Φπηά θαη Εψα (Δηθφλα 2) (Cavalier- Smith, 1998).  
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Δηθόλα 2 Φπινγελεηηθέο ζρέζεηο κεηαμχ ησλ έμη Βαζηιείσλ ηεο δσήο. 

 

Σν Βαζίιεην ησλ Βαθηεξίσλ δηαζέηεη κηθξννξγαληζκνχο πνπ ραξαθηεξίδνληαη απφ 

απνπζία: εζσηεξηθνχ θπηηαξνζθειεηνχ, κεκβξαληθνχ ζπζηήκαηνο, ππξήλα, κίησζεο 

θαη θπιεηηθνχ δηαρσξηζκνχ. Σα βαθηήξηα ρσξίδνληαη ζε δχν ππνβαζίιεηα: α) ηα 

Negibacteria (δηαζέηνπλ εμσηεξηθή κεκβξάλε, ιηπίδηα αθεηπιεζηέξα, ηνίρσκα 

κνπξετλεο αλάκεζα ζηηο κεκβξάλεο, ελψ ραξαθηεξίδνληαη απφ κηθξφ ζήκα 

αλαγλψξηζεο ζσκαηηδίσλ RNA) θαη β) ηα Unibacteria (δελ δηαζέηνπλ εμσηεξηθή 

κεκβξάλε αιιά κφλν απιή θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε, κε κεγάιν ζήκα 

αλαγλψξηζεο RNA ζσκαηηδίσλ φπσο ζηα επθαξπσηηθά θχηηαξα). Πεξαηηέξσ, ηα 
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Negibacteria απνηεινχληαη απφ ηα Lipobacteria (θπηηαξηθφ ηνίρσκα κνπξετλεο, 

εμσηεξηθή κεκβξάλε θσζθνιηπηδίσλ ελψ απνπζηάδνπλ νη ιηπνπνιπζαθραξίηεο, δελ 

ππάξρεη άμνλαο καζηηγίνπ εθηφο απφ ηελ εμσηεξηθή κεκβξάλε) θαη ηα Glycobacteria 

(εμσηεξηθή κεκβξάλε κε θσζθνιηπίδηa ζην εζσηεξηθφ ηκήκα θαη 

ιηπνπνιπζαρθαξίηεο ζην εμσηεξηθφ ηκήκα ηεο δηπινζηνηβάδαο, παξνπζία ηεο 

RuBisCo, ην καζηίγην πεξλά κέζσ ηεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο), ελψ ηα Unibacteria 

απφ ηα Posibacteria (κε ιηπίδηα αθεηπιεζηέξα) θαη ηα Archaeobacteria (κε ιηπίδηα 

ηζνπξελνεηδνχο αηζέξα) (Cavalier- Smith, 1998; Woese & Fox, 1977). 

 

1.2.1 HADOBACTERIA. Ζ ΟΜΑΓΑ DEINOCOCCUS- THERMUS 

Σα Deinococcus- Thermus ζπληζηνχλ κηα κηθξή νκάδα βαθηεξίσλ πνπ είλαη ηδηαίηεξα 

αλζεθηηθή ζε πεξηβαιινληηθνχο θηλδχλνπο. Αθξηβέζηεξα, πξφθεηηαη γηα ζεξκφθηια, 

εηεξφηξνθα βαθηήξηα πνπ παξνπζηάδνπλ αλζεθηηθφηεηα ζηελ αθηηλνβνιία θαη ζηηο 

πςειέο ζεξκνθξαζίεο (Griffiths & Gupta, 2007) θαη ραξαθηεξίδνληαη απφ παρηά 

θπηηαξηθά ηνηρψκαηα. Παξφιν πνπ δηαζέηνπλ παρχ θπηηαξηθφ ηνίρσκα, δελ αλήθνπλ 

ζηα Gram ζεηηθά βαθηήξηα αιιά ζηα Gram αξλεηηθά βαθηήξηα. Ζ ηειεπηαία 

θαηεγνξηνπνίεζε έγηλε ιφγσ ηνπ φηη δηαζέηνπλ δηπιή θπηηαξηθή κεκβξάλε. 

Σα βαθηήξηα απηνχ ηνπ θιάδνπ ν Cavalier- Smith ηα απνθαιεί Hadobacteria 

(Cavalier- Smith, 1986, 1998, 2010). Αλαιπηηθά ε ηαμηλφκεζή ηνπο είλαη: 

Kingdom: Bacteria 

Subkingdom: Negibacteria 

Inrakingdom: Lipobacteria 

Phylum: Hadobacteria 

Subphylum: Deinobacteria 

Class: Deinococci 

Order: Deinococcales 

Genus: Deinococcus 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kingdom: Bacteria 

Subkingdom: Negibacteria 

Inrakingdom: Lipobacteria 

Phylum: Hadobacteria 

Subphylum: Deinobacteria 

Class: Deinococci 

Order: Thermales 

Genus: Thermus 

ηελ εηθφλα 3 παξνπζηάδεηαη ην θπινγελεηηθφ δέλδξν ηεο νκάδαο Deinococcus- 

Thermus, βαζηζκέλν ζηηο 16S rRNA γνληδηαθέο επζπγξακκίζεηο. Tα 
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Thermomicrobium roseum θαη Chloroflexus aurantiacus απνηεινχλ εμσνκάδεο. Όπσο 

παξαηεξείηαη, ην Thermus oshimai είλαη ην ιηγφηεξν ζπγγεληθφ αλάκεζα ζηα είδε ηνπ 

γέλνπο Thermu, φπσο αληηθαηνπηξίδεηαη απφ ην πνζνζηφ νκνηφηεηαο ησλ 16S rDNA 

αιιεινπρηψλ. Tα ππφινηπα είδε ηνπ γέλνπο Thermus έρνπλ νκνηφηεηεο σο πξνο ηελ 

16S rDNA αιιεινπρία ζε πνζνζηφ πνπ θπκαίλεηαη κεηαμχ 94–96%. (Chung, Rainey, 

Valente, Nobre, & da Costa, 2000). 

 

Δηθόλα 3 Φπινγελεηηθφ δέλδξν ηεο νκάδαο Deinococcus- Thermus, βαζηζκέλν ζηηο 16S rRNA 

γνληδηαθέο επζπγξακκίζεηο. 

 

1.2.2 ΣΟ ΓΔΝΟ THERMUS. ΣΟ ΔΗΓΟ THERMUS 

THERMOPHILUS 

Σν γέλνο Thermus πεξηιακβάλεη ζεξκφθηια, αεξφβηα, Gram αξλεηηθά βαθηήξηα ηα 

νπνία κπνξεί λα εκθαλίδνπλ θηλεηηθφηεηα φηαλ δηαζέηνπλ καζηίγηα. Πξφθεηηαη γηα 

βαθηήξηα πνπ έρνπλ βέιηηζηε ζεξκνθξαζία αλάπηπμεο κεηαμχ 70 °C θαη 75 °C, αλ 

θαη κεξηθνί αληηπξφζσπνη έρνπλ ρακειφηεξεο ζεξκνθξαζίεο αλάπηπμεο πνπ 

θπκαίλνληαη πεξίπνπ ζηνπο 60 °C (Henne et al., 2004). Δίλαη ραξαθηεξηζηηθφ φηη 

θαλέλα ζηέιερνο ηνπ γέλνπο Thermus είλαη ηθαλφ λα πξαγκαηνπνηήζεη δχκσζε. 
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Σα βαθηήξηα ηνπ γέλνπο Thermus ρξεζηκνπνηνχλ δηάθνξα ππνζηξψκαηα γηα ηελ 

αλάπηπμή ηνπο, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ πδαηαλζξάθσλ, ακηλνμέσλ, θαξβνμπιηθψλ 

νμέσλ, θαη πεπηηδίσλ. Λφγσ ηεο πνηθηιφηεηαο ησλ νηθνηφπσλ, απφ ηα νπνία ηα 

ζηειέρε ηνπ γέλνπο έρνπλ απνκνλσζεί, νη δηαηξνθηθέο ηνπ απαηηήζεηο παξνπζηάδνπλ 

κεγάιε πνηθηινκνξθία.  

Βαθηήξηα ηνπ γέλνπο Thermus, έρνπλ βξεζεί ζε ηφζν ζε ξερά λεξά φζν θαη ζε βαζηά 

ζαιάζζηα πδξνζεξκηθά ζπζηήκαηα, θαζψο επίζεο θαη ζε ρακειήο αιαηφηεηαο πεγέο 

ζείνπ. Σν ζηέιερνο T. aquaticus γηα παξάδεηγκα, απνκνλψζεθε γηα πξψηε θνξά ζην 

Yellowstone National Park, ην 1969 απφ ηνπο Brock θαη Freeze, απφ νπδέηεξεο θαη 

αιθαιηθέο πεγέο θαη απφ ηφηε έρεη επίζεο απνκνλσζεί θαη απφ ζεξκέο πεγέο πνπ 

βξίζθνληαη ζηελ Ηζιαλδία (Brock & Freeze, 1969).  

Σα είδε πνπ αλήθνπλ ζε απηφ ην γέλνο είλαη ηα εμήο: T. antranikianii, T. aquaticus, T. 

brockianus, T. caldophilus, T. filiformis, T. igniterrae, T. kawarayuensis, T. 

nonproteolyticus, T. oshimai, T. rehai, T. scotoductus, T. thermophilus,T. 

thermophilus HB27, T. yunnanensiT. sp., T. sp. manikaranii. ηελ παξνχζα εξγαζία 

ρξεζηκνπνηήζεθε ην είδνο Thermus thermophilus. 

Σν είδνο T. thermophilus ζπλαληάηαη ζε ζεξκνπεγέο κε νπδέηεξν θαη αιθαιηθφ pH, 

θαζψο θαη ζε ζεξκά λεξά ή ζε θπζηθά λεξά πνπ εθηίζεληαη ζε ζεξκηθή ξχπαλζε θαη 

αλαπηχζζεηαη βέιηηζηα ζε ζεξκνθξαζίεο 70-  85 
ν
C πεξίπνπ (Oshima, 1974; Oshima, 

Sakaki, Wakayama, Watanabe, & Ohashi, 1976). Σν ζηέιερνο ΖΒ8 (DSM 579) 

απνκνλψζεθε γηα πξψηε θνξά απφ ζεξκέο πεγέο ζηελ Ηαπσλία θαη αλαπηχζζεηαη ζε 

ζεξκνθξαζίεο απφ 70 
o
C κέρξη θαη 85 

o
C. To T. thermophilus δελ παξάγεη ζπφξηα θαη 

δελ εκθαλίδεη θηλεηηθφηεηα (Oshima, 1974).  

Σα θχηηαξα ηνπ T. thermophilus, εκθαλίδνληαη κε ηε κνξθή ξάβδσλ θαη λεκαηίσλ. Ζ 

κνξθή ησλ θπηηάξσλ εμαξηάηαη απφ ηε ζεξκνθξαζία θαη απφ ην ρξφλν αλάπηπμεο. ε 

ζεξκνθξαζίεο άλσ ησλ 75 
o
C αιιά θαη ζηε ζηαηηθή θάζε επηθξαηεί ν ζρεκαηηζκφο 

λεκαηίσλ, ηα νπνία έρνπλ δηάκεηξν απφ 0.5 κέρξη θαη 0.8 κm. Οη ξάβδνη έρνπλ ηελ 

ίδηα δηάκεηξν θαη κήθνο απφ 5 κέρξη 10 κm. 

Σα ζεξκφθηια βαθηήξηα, φπσο αλαθέξεηαη θαη παξαπάλσ, εκθαλίδνπλ πςειά 

πνζνζηά GC ζην ζχλνιν ησλ βάζεσλ ηνπ DNA. ην T. thermophilus ΖΒ8 ην 

πνζνζηφ G+C πνπ πεξηέρεηαη ζην ρξσκνζσκηθφ ηνπ DNA είλαη 69% (Oshima & 
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Imahori, 1974). Δπηπιένλ, δηαιεχθαλζε ηνπ γνληδηψκαηνο ηνπ T. thermophilus έδεημε 

φηη ηα θσδηθφληα πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη δηαθέξνπλ θαηά πνιχ απφ εθείλα ηεο E.coli. 

Φαίλεηαη πσο πξνηηκάηαη ε ρξήζε θσδηθνλίσλ πνπ πεξηέρνπλ σο ηξίηε βάζε G ή C ζε 

πνζνζηφ πνπ θηάλεη ζε νξηζκέλεο πεξηπηψζεηο ην 89% (Kagawa et al., 1984). 

Πξνθαλψο ην πςειφ πνζνζηφ GC ζηαζεξνπνηεί ηηο δνκέο πνπ ζρεκαηίδνληαη ζηα 

ζηάδηα ηεο κεηαγξαθήο θαη ηεο κεηάθξαζεο, ζηηο πςειέο ζεξκνθξαζίεο αλάπηπμεο 

ησλ θπηηάξσλ. 

Όζνλ αθνξά ην κέγεζνο ηνπ γνληδηψκαηνο ηνπ T. thermophilus ΖΒ8 είλαη πεξίπνπ 

1,74 Μbp θαη είλαη απφ ηα κηθξφηεξα γνληδηψκαηα πνπ έρνπλ βξεζεί. Δίλαη πνιχ 

θνληά ζην κέγεζνο ηνπ γνληδηψκαηνο ηνπ Streptococcus thermophilus (1.7 Mbp) θαη 

ηνπ αξραηνβαθηεξίνπ Thermococcus celer (1.9 Mbp). Αληίζεηα, ην γνληδίσκα ηεο E. 

coli είλαη 4.7 Mbp ελψ ηα γνληδηψκαηα άιισλ βαθηεξίσλ, φπσο ησλ Lactococcus 

lactis θαη Myxococcus xanthus είλαη απφ 2 έσο 9 Mbp. πκπεξαίλεηαη ινηπφλ πσο ην 

κέγεζνο ησλ ζεξκφθηισλ βαθηεξίσλ είλαη παξφκνην ζε κέγεζνο κε απηφ ησλ 

ζεξκφθηισλ αξραηνβαθηεξίσλ θαη πνιχ κηθξφηεξν απφ εθείλν ησλ κεζφθηισλ 

βαθηεξίσλ.  

Απφ ζπγθξίζεηο γνληδίσλ ξηβνζσκηθψλ πξσηετλψλ απφ θχηηαξα ηνπ γέλνπο Thermus 

κε αληίζηνηρεο πξσηεΐλεο άιισλ κηθξννξγαληζκψλ, πξνθχπηεη φηη ηα ζηειέρε απηνχ 

ηνπ γέλνπο απνηεινχλ κία θαηεγνξία βαθηεξίσλ κε πνιχ αξγή εμέιημε. Δίλαη 

επνκέλσο πηζαλφ, ην κηθξφ γνληδίσκα λα είλαη ραξαθηεξηζηηθφ παιαηφηεξσλ- 

πξνγνληθψλ κηθξννξγαληζκψλ θαη θαηά ηελ εμέιημε λα επήιζε αχμεζε ηνπ κεγέζνπο 

ζηνπο επφκελνπο κηθξννξγαληζκνχο ιφγσ γνληδηαθψλ δηπιαζηαζκψλ θαη νξηδφληηαο 

κεηαθνξάο γνληδίσλ (Borges & Bergquist, 1993). 

 

1.3 HISTONE- LIKE ΠΡΧΣΔΨΝΔ ΣΧΝ ΒΑΚΣΖΡΗΧΝ 

Οη πξνθαξπσηηθνί νξγαληζκνί, φπσο θαη φινη νη νξγαληζκνί 'αληηκεησπίδνπλ' ην ζέκα 

ηνπ παθεηαξίζκαηνο ηνπ γελεηηθνχ ηνπο πιηθνχ. ηα βαθηήξηα, ην γελεηηθφ πιηθφ 

θαηαιακβάλεη ζπγθεθξηκέλε πεξηνρή ζην θπηηαξφπιαζκα θαη παθεηάξεηαη κε 

θαηάιιειν ηξφπν ψζηε νη δηάθνξεο πεξηνρέο ηνπ λα είλαη αλά πάζα ζηηγκή πξνζηηέο 

πξνο ρξήζε απφ ηνπο κεραληζκνχο αλαγλψξηζεο, ξχζκηζεο, αληηγξαθήο, κεηαγξαθήο 

ηνπ θπηηάξνπ. Σα γνλίδηα ελφο βαθηεξίνπ πεξηέρνληαη ζε έλα ππεξειηθσκέλν, 
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θπθιηθφ, ηηο πεξηζζφηεξεο θνξέο, κφξην DNA πνπ νλνκάδεηαη βαθηεξηαθφ 

ρξσκφζσκα θαη δηαζέηεη ηα εμήο δχν ραξαθηεξηζηηθά: α) 50 πεξίπνπ δηαθξηηέο 

ηνπνινγηθέο κνλάδεο- ζειηέο (domains ή loops) κεγέζνπο πεξίπνπ 100 kbp νη νπνίεο 

κπνξνχλ λα δηαηεξνχλ δηαθνξεηηθά επίπεδα ππεξειίθσζεο (Pettijohn, 1988; Winston 

& Pettijohn, 1988) θαη β) κία θεληξηθή ππθλά παθεηαξηζκέλε δνκή αθαλφληζηνπ 

ζρήκαηνο πνπ απνηειείηαη απφ πξσηεΐλεο θαη RNA (scaffold) (Δηθφλα 4).  

Σν βαθηεξηαθφ ρξσκνζσκηθφ DNA ζπκππθλψλεηαη κε ηε βνήζεηα DNA 

δεζκεπηηθψλ πξσηετλψλ (DNA- binding proteins) θαη έηζη ραξαθηεξίδεηαη σο 

βαθηεξηαθφ λνπθιεντδέο (Drlica & Rouviere- Yaniv, 1987). Ζ ζρεηηθή ζχζηαζε ηνπ 

λνπθιεντδνχο θαη ε δνκή ηνπ DNA πνηθίινπλ αλάινγα κε ην ζηάδην θαη ηηο ζπλζήθεο 

ηεο θπηηαξηθήο αχμεζεο (Almiron, Link, Furlong, & Kolter, 1992).  

Οη πξσηεΐλεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ην βαθηεξηαθφ λνπθιεντδέο είλαη νη εμήο: H- NS 

(histone- like nucleoid structuring protein) (Dorman, 2014), HU (heat unstable 

protein) (Durrenberger, Bjornsti, Uetz, Hobot, & Kellenberger, 1988; Varshavsky, 

Nedospasov, Bakayev, Bakayeva, & Georgiev, 1977), Fis (factor for inversion 

stimulation), IHF (integration host factor) (Murphy & Zimmerman, 1997), Lrp 

(leucine responsive protein) θαη MukBEF (Bae, Liu, Lim, Lee, & Choi, 2008; 

Luijsterburg, Noom, Wuite, & Dame, 2006). Οη ηέζζεξηο πξψηεο πξσηεΐλεο είλαη 

ηδηαίηεξα άθζνλεο ζην βαηεξηαθφ λνπθιεντδέο θαη έρνπλ κειεηεζεί εθηελέζηεξα. ηε 

ζπγθεθξηκέλε εξγαζία ζα επηθεληξσζνχκε ζηηο histonelike πξσηεΐλεο ησλ βαθηεξίσλ 

θαη πην ζπγθεθξηκέλα ζηηο HU πξσηεΐλεο. 

 

Δηθόλα 4 ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηνπ βαθηεξηαθνχ ρξσκνζψκαηνο ζε έλα απμαλφκελν βαθηεξηαθφ 

θχηηαξν. Ζ παθεηαξηζκέλε κάδα ηνπ DNA παξαηεξείηαη ζην θέληξν, θαη νη ζειηέο γχξσ απφ απηή. 
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Οη HU πξσηεΐλεο καδί κε ηηο IHF ζπληζηνχλ ηελ νηθνγέλεηα: Bacterial_DNA_binding 

proteins (pF00216). Ζ νηθνγέλεηα έρεη 36.101 αληίγξαθα ησλ γνληδίσλ απφ δηάθνξνπο 

θπηηαξηθνχο νξγαληζκνχο (Uniprot & EMBL) θαη 102 αληίγξαθα ησλ γνληδίσλ ζε 

ηνχο (dsDNA viruses θαη phages). Αθξηβέζηεξα, νη πξσηεΐλεο HU ή/θαη IHF 

εληνπίδνληαη ζε 20 αξραία (19 Euryarchaeota θαη 1 Thaumarchaeota), ζε βαθηεξία 

(κε αληηπξνζψπνπο απφ φιεο ηηο νκάδεο-  θχια βαθηεξίσλ: Actinobacteria, Aquificae, 

Bacteroidetes/ Chlorobi group, Chlamydiae/ Verrucomicrobia group, Chloroflexi, 

Cyanobacteria, Deferribacteraceae, Deinococci, Dictyoglomus, Elusimicrobia, 

Fibrobacteres/ Acidobacteria group, Firmicutes, Fusobacteriales, 

Gemmatimonadetes, Mollicutes, Nitrospiraceae, Planctomycetes, Proteobacteria, 

Spirochaetales, Synergistaceae, Thermodesulfobacteriaceae, και Thermotogaceae) 

θαη ζε 98 επθαξπσηηθά (κε αληηπξνζψπνπο απφ ηα εμήο θχια- θιάζεηο: Alveolata, 

Cyanidiaceae, Opisthokonta, Pyrenomonadales, Stramenopiles, Viridiplantae). 

Σν γεγνλφο φηη ζπλαληάκε ηηο HU πξσηεΐλεο ζε ειάρηζηνπο επθαξπψηεο θαη αξραία 

νδεγεί ζην ζπκπέξαζκα πσο πξφθεηηαη γηα βαθηεξηαθέο πξσηεΐλεο πνπ πέξαζαλ θαηά 

ηε δηάξθεηα ηεο εμέιημεο κε νξηδφληηα κεηαθνξά γνληδίσλ. Δίλαη ραξαθηεξηζηηθφ ην 

φηη ζηνπο επθαξπψηεο εληνπίδνληαη ζε θπηηαξηθά νξγαλίδηα φπσο είλαη νη 

ρισξνπιάζηεο θαη ηα κηηνρφλδξηα, νξγαλίδηα βαθηεξηαθήο πξνέιεπζεο. 

Ζ πξσηεΐλε ΖU απνκνλψζεθε αξρηθά απφ ην ζηέιερνο U93 ηνπ εληεξνβαθηεξίνπ 

E.coli θαη νλνκάζηεθε παξάγνληαο U (Rouviere- Yaniv & Gros, 1975). Ζ αιιαγή ηνπ 

νλφκαηνο ζε HU έγηλε κεηά απφ ηε παξαδνρή φηη ε βηνινγηθή ηεο δξάζε νκνηάδεη κε 

απηή ησλ επθαξπσηηθψλ ηζηνλψλ.  

Ζ HU είλαη κηα κηθξνχ κνξηαθνχ βάξνπο (~19 KDa), δηκεξήο, άθζνλε (30.000 

αληίγξαθα αλά θχηηαξν), βαζηθή πξσηεΐλε κε ηελ ηδηφηεηα λα πξνζδέλεηαη κε εηδηθά, 

ζε επίπεδα αιιεινπρίαο, ζην DNA, πξνθαιψληαο θάκςε ηεο λνπθιενηηδηθήο 

αιπζίδαο, θαη ξπζκίδνληαο  εμαξηψκελεο απφ ην DNA δξαζηεξηφηεηεο (γηα π.ρ 

επηδηφξζσζε ηνπ DNA, γνληδηαθή ξχζκηζε, ηνπνινγηθά-  εμεηδηθεπκέλν 

αλαζπλδπαζκφ, θ.α) πνπ ζα αλαιπζνχλ ζε επφκελε παξάγξαθν (Balandina, 

Kamashev, & Rouviere- Yaniv, 2002; Drlica & Rouviere- Yaniv, 1987; Kamashev & 

Rouviere- Yaniv, 2000; Malik, Bensaid, Rouviere- Yaniv, & Drlica, 1996; Oberto, 

Nabti, Jooste, Mignot, & Rouviere- Yaniv, 2009; Rouviere- Yaniv, 1978).  

http://www.uniprot.org/taxonomy/1760
http://www.uniprot.org/taxonomy/187857
http://www.uniprot.org/taxonomy/68336
http://www.uniprot.org/taxonomy/51290
http://www.uniprot.org/taxonomy/200795
http://www.uniprot.org/taxonomy/1117
http://www.uniprot.org/taxonomy/191394
http://www.uniprot.org/taxonomy/188787
http://www.uniprot.org/taxonomy/13
http://www.uniprot.org/taxonomy/74152
http://www.uniprot.org/taxonomy/131550
http://www.uniprot.org/taxonomy/1239
http://www.uniprot.org/taxonomy/203491
http://www.uniprot.org/taxonomy/219685
http://www.uniprot.org/taxonomy/31969
http://www.uniprot.org/taxonomy/189779
http://www.uniprot.org/taxonomy/203682
http://www.uniprot.org/taxonomy/1224
http://www.uniprot.org/taxonomy/136
http://www.uniprot.org/taxonomy/649777
http://www.uniprot.org/taxonomy/188711
http://www.uniprot.org/taxonomy/188709
http://www.uniprot.org/taxonomy/33630
http://www.uniprot.org/taxonomy/265316
http://www.uniprot.org/taxonomy/33154
http://www.uniprot.org/taxonomy/589342
http://www.uniprot.org/taxonomy/33634
http://www.uniprot.org/taxonomy/33090
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ηα πεξηζζφηεξα βαθηήξηα, ε HU είλαη νκνδηκεξέο, φκσο ζε πνιιά πξσηενβαθηήξηα, 

φπσο γηα παξάδεηγκα ζηα είδε Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Serratia 

marcescens, Shewanella benthica, θ.α, ε HU είλαη εηεξνδηκεξέο (HUαβ). ηα 

βαθηήξηα πνπ ζρεκαηίδεη εηεξνδηκεξέο, ε HU πξσηεΐλε απνηειείηαη απφ δπν 

ππνκνλάδεο HUα (ή HU- 2) θαη HUβ (ή HU- 1) κνξηαθνχ βάξνπο πεξίπνπ 9,5 kD ε 

θαζεκία. Οη δχν ππνκνλάδεο θσδηθνπνηνχληαη απφ ηα γνλίδηα hupA θαη hupB, 

αληίζηνηρα. Όζνλ αθνξά ηελ HU ηεο E.coli, in vivo αιιά θαη in vitro έρεη 

παξαηεξεζεί φηη απαληάηαη ζε ηξεηο δηαθνξεηηθέο δηκεξείο κνξθέο: ηα δπν νκνδηκεξή 

HUα2 θαη HUβ2, θαη ην εηεξνδηκεξέο HUαβ. Οη ζρεηηθέο πνζφηεηεο ησλ δηκεξψλ 

απηψλ κνξθψλ πνηθίινπλ αλάινγα κε ην ζηάδην αλάπηπμεο ηνπ βαθηεξίνπ θαη σο 

απφθξηζε ζε αιιαγέο πεξηβαιινληηθψλ ζπλζεθψλ, ππνδεηθλχνληαο πσο θάζε κνξθή 

έρεη δηαθνξεηηθή θπζηνινγηθή ιεηηνπξγία (Ramstein et al., 2003). Αλαιπηηθφηεξα, ε 

HUα2 ζπζζσξεχεηαη θαηά ηε θάζε δηαίξεζεο ηνπ θπηηάξνπ, ελψ ε HUαβ εκθαλίδεηαη 

θαηά ην κεηαβαηηθφ ζηάδην θαη θπξηαξρεί θαηά ην ηέινο ηνπ εθζεηηθνχ ζηαδίνπ 

αλάπηπμεο θαη ζηε ζπλέρεηα θαηά ην ζηάδην ζηαζεξνπνίεζεο. ην ζηάδην ηεο 

ζηαζεξνπνίεζεο αληρλεχεηαη ζε ρακειφ πνζνζηφ (ηεο ηάμεο ηνπ 5%), ιφγσ ηνπ φηη 

είλαη ηνμηθή γηα ηα θχηηαξα, ε κνξθή HUβ2. 

 

1.3.1 ΟΗ ΛΔΗΣΟΤΡΓΗΔ ΣΧΝ HU 

Με βάζε ηηο κέρξη ηψξα, θπξίσο in vitro κειέηεο, δηάθνξεο ιεηηνπξγίεο έρνπλ 

απνδνζεί ζηηο HU πξσηεΐλεο. Παξαθάησ αλαθέξνληαη ζπλνπηηθά νη βαζηθέο 

ιεηηνπξγίεο ησλ ζπγθεθξηκέλσλ πξσηετλψλ: 

1. Με κεραληζκφ παξφκνην κε απηφ ησλ επθαξπσηηθψλ ηζηνλψλ, ε HU πξνζδέλεηαη 

ζην DNA θαη πξνθαιεί ηε δεκηνπξγία δνκψλ πνπ νκνηάδνπλ κε ηα 

λνπθιενζψκαηα, ζπλεηζθέξνληαο έηζη ζηε δεκηνπξγία ηνπ βαθηεξηαθνχ 

λνπθιεντδνχο.  

2. Ζ HU ξπζκίδεη ηελ αξλεηηθή ππεξειίθσζε ηνπ DNA θαζψο κπνξεί λα εηζάγεη 

αξλεηηθέο ζηξνθέο ππεξέιηθαο ζε ραιαξφ θπθιηθφ πιαζκηδηαθφ DNA παξνπζία 

ηεο ηνπνηζνκεξάζεο I. 

3. Μπνξεί λα πξνζδεζεί ηφζν ζε δίθισλα φζν θαη ζε κνλφθισλα κφξηα DNA θαη 

RNA θαζψο θαη ζε πβξίδηα DNA- RNA κφξηα, ρσξίο λα αλαγλσξίδεη 

ζπγθεθξηκέλε αιιεινπρία. Παξνπζηάδεη κεγαιχηεξε ζπγγέλεηα γηα κνλφθισλα 
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κφξηα DNA θαη RNA. Αθξηβέζηεξα, ε HU ζρεκαηίδεη ζχκπινθα ρακειήο 

ζπγγέλεηαο (Κd = 10
7
 M

- 1
) κε ην DNA-  πξνζδελφκελε κε ζηνηρεηνκεηξία 1 

δηκεξέο/9bp-  θαζψο θαη ζχκπινθα πςειήο ζπγγέλεηαο φηαλ αλαγλσξίδεη 

επέιηθηεο δεπηεξνηαγείο δνκέο, φπσο νη ζειεηέο (stem loops) θαη νη ζηαπξνεηδείο 

δνκέο (cruciform DNA), ηα κνλφθισλα ζπαζίκαηα θαη θελά κεξηθψλ 

λνπθιενηηδίσλ (nicks and gaps), θαζψο θαη ηα ζεκεία επηρηαζκψλ θαη ζπκπιφθσλ 

επηδηφξζσζεο. Υαξαθηεξηζηηθφ είλαη ην φηη πξνζδέλεηαη κε κεγαιχηεξε 

πξνηίκεζε ζε κφξηα DNA πνπ είλαη πινχζηα ζε GC% πνζνζηφ. 

4. ρεκαηίδεη αλψηεξεο ηάμεο δνκέο, φπσο δηκεξή, ηξηκεξή θαη ηεηξακεξή. 

5. πκκεηέρεη ζε πνιιέο θπηηαξηθέο δηεξγαζίεο φπσο γηα παξάδεηγκα: α) ζηελ 

έλαξμε ηνπ δηπιαζηαζκνχ ηνπ DNA σο βνεζεηηθφο παξάγνληαο θαηά ην 

μεηχιηγκα ηεο δηπιήο έιηθαο απφ ηελ πξσηεΐλε DnaA ζην ζεκείν oriC, β) ζηε 

κεηαγξαθή ηνπ DNA, γ) ζηε πξνζηαζία απφ ηελ UV αθηηλνβνιία θαζψο επίζεο 

θαη ζηελ επηδηφξζσζε ηνπ DNA, δ) ζηε δηαδηθαζία ηεο κεηάθξαζεο θαζψο ε HU 

αιιειεπηδξά κε ηε 30S ξηβνζσκηθή ππνκνλάδα.  

6. πκκεηέρεη ζε ζπζηήκαηα αλαζπλδπαζκνχ ζηα νπνία απαηηείηαη θαηάιιειε 

ηνπνζέηεζε θαη πξνζαλαηνιηζκφο ησλ λνπθιενηηδηθψλ αιιεινπρηψλ. Οη 

πεξηπηψζεηο πνπ έρνπλ παξαηεξεζεί είλαη ε ελζσκάησζε θαη κεηάζεζε ησλ 

θάγσλ Mu θαη Tn10, θαη νξηζκέλεο πεξηπηψζεηο αλαζηξνθήο γνληδίσλ. 

7. Πξνζηαηεχεη ηε δνκή ηνπ λνπθιενεηδνχο απφ ηελ απνδηάηαμε πνπ πξνθαιείηαη ζε 

θαηαζηάζεηο ζεξκνθξαζηαθνχ stress. Ζ παξνπζία ηεο HU είλαη απαξαίηεηε γηα ηε 

ζηαζεξνπνίεζε ηνπ δίθισλνπ DNA ελάληηα ζηε ζεξκηθή απνδηάηαμε. 

πλνςίδνληαο φια ηα παξαπάλσ, νη HU πξσηεΐλεο πξνθαινχλ θάκςε ζην DNA, 

δηαηεξνχλ ππεξειηθσκέλεο δνκέο θαη δηεπθνιχλνπλ εηδηθέο αιιειεπηδξάζεηο DNA- 

πξσηετλψλ, ιεηηνπξγίεο πνπ είλαη απαξαίηεηεο γηα ηε ξχζκηζε ηεο αληηγξαθήο, ηνπ 

γελεηηθνχ αλαζπλδπαζκνχ θαη ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο (Aki & Adhya, 1997; 

Boubrik & Rouviere- Yaniv, 1995; Broyles & Pettijohn, 1986; Kobryn, Lavoie, & 

Chaconas, 1999; Lyubchenko, Shlyakhtenko, Aki, & Adhya, 1997; Rouviere- Yaniv 

& Kjeldgaard, 1979; Shindo, Furubayashi, Shimizu, Miyake, & Imamoto, 1992; H. 

Tanaka et al., 1995; Wada, Kano, Ogawa, Okazaki, & Imamoto, 1988). 
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1.3.2 Ζ ΓΟΜΖ ΣΖ ΠΡΧΣΔΨΝΖ HU 

Ζ ηξηζδηάζηαηε δνκή ηεο HU έρεη πξνζδηνξηζηεί ζε αξθεηνχο νξγαληζκνχο: E. coli, 

Bacillus anthracis, Borrelia burgdorferi, Thermotoga maritime, Anabaena sp., 

Bacillus stearothermophilus, Mycobacterium tuberculosis κε θξπζηαιινγξαθία 

αθηίλσλ- Υ αιιά θαη ζε δηάιπκα κε NMR.  

Ζ HUBst ήηαλ ε πξψηε απφ ηηο HU πξσηεΐλεο γηα ηελ νπνία πξνζδηνξίζηεθε ε 

ακηλνμηθή ηεο αθνινπζία (Kimura & Wilson, 1983) θαη θξπζηαιιψζεθε. Ζ 

ηξηζδηάζηαηε δνκή ηεο πξνζδηνξίζηεθε κε θξπζηαιινγξαθία αθηίλσλ- Υ αξρηθά κε 

δηαθξηηηθφηεηα 3Å (I. Tanaka, Appelt, Dijk, White, & Wilson, 1984), θαη αξγφηεξα 

κε δηαθξηηηθφηεηα 2Å. Δπίζεο έρεη πξνζδηνξηζηεί ε δνκή ηεο ζε δηάιπκα κε ηε ρξήζε 

NMR.  

Ζ δνκή ηεο HUBst πεξηγξάθεηαη παξαθάησ θαη ηζρχεη ζε κεγάιν βαζκφ γηα ηηο 

πεξηζζφηεξεο HU πξσηεΐλεο (Δηθφλα 5). Ζ δνκή ηνπ κνλνκεξνχο, φπσο πξνθχπηεη 

απφ ηε κειέηε ηνπ κνξίνπ ζε δηάιπκα κε ηελ ηερληθή NMR ζχκθσλα κε ηνπο Vis et 

al (1995) είλαη φκνηα κε απηή πνπ πξνθχπηεη κε θξπζηαιινγξαθία αθηίλσλ Υ θαη 

είλαη ε εμήο: ην ακηλνηειηθφ άθξν ηνπ κνξίνπ απνηειείηαη απφ δχν α- έιηθεο (α1: 

θαηάινηπα 4- 14, α2: θαηάινηπα 18- 38) νη νπνίεο ζπλδένληαη κε κηα β- ζηξνθή 

(θαηάινηπα 14- 18) ζρεκαηίδνληαο κηα ππεξδεπηεξνηαγή δνκή ζρήκαηνο V. ε απηή 

ηελ πεξηνρή εληνπίδνληαη δχν ζπληεξεκέλα θαηάινηπα αιαλίλεο ζηηο ζέζεηο 11 θαη 

21. Σν θαξβνμπηειηθφ άθξν ηνπ κνξίνπ θαηαιακβάλεηαη θπξίσο απφ κηα 

αληηπαξάιιειε β- πηπρσηή επηθάλεηα πνπ απνηειείηαη απφ 3 β- θιψλνπο ( β1: 41- 45, 

β2: 48- 52, β3: 77- 81), ε νπνία εληνπίδεηαη ζην πάλσ κέξνο ηνπ ζρεκαηηζκνχ V 

«θαιχπηνληαο» ηηο α- έιηθεο. Μεηαμχ ηεο α2 έιηθαο θαη ηνπ β1 θιψλνπ ππάξρεη κηα β- 

ζηξνθή κε κηα εμαηξεηηθά ζπληεξεκέλε γιπθίλε ζηε ζέζε 39. Οη θιψλνη β1 θαη β2 

ζπλδένληαη κε κηα νμεία β- ζηξνθή ζηελ νπνία εληνπίδεηαη κηα ζπληεξεκέλε 

αιιεινπρία Gly- Phe- Gly (θαηάινηπα 46- 48). Οη θιψλνη β2 θαη β3 ζπλδένληαη κέζσ 

κηαο επέιηθηεο δνκήο πνπ πξνεμέρεη απφ ην θπξίσο ζψκα ηνπ κνξίνπ (arm region). 

Οπζηαζηηθά νη θιψλνη β2 θαη β3 επεθηείλνληαη κέρξη ηα θαηάινηπα 56 θαη 73 

ζρεκαηίδνληαο κηα δίθισλε αληηπαξάιιειε β- πηπρσηή επηθάλεηα. ηα θαηάινηπα 

Ala57 θαη Pro72 νη θιψλνη δηαζηαπξψλνληαη θαη ζπλερίδνπλ σο δίθισλε 

αληηπαξάιιειε β- πηπρσηή επηθάλεηα κέρξη ηα θαηάινηπα Asn62 θαη Glu67. Μεηαμχ 
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ησλ θαηαινίπσλ 62 θαη 67 ππάξρεη κηα β- ζηξνθή. Ζ φιε δνκή ραξαθηεξίδεηαη σο β- 

hairpin arm ή β- ribbon arm. Σν ηειεπηαίν ζηνηρείν δεπηεξνηαγνχο δνκήο είλαη κηα 

κηθξή α- έιηθα (α3: 82- 90) ζην θαξβνμπηειηθφ άθξν. 

Σα δπν κνλνκεξή έξρνληαη ζε επαθή γηα ην ζρεκαηηζκφ ηνπ δηκεξνχο. Ζ βάζε ηνπ 

κνξίνπ απνηειείηαη απφ ηηο δπν ππεξδεπηεξνηαγείο δνκέο ζρήκαηνο V πνπ 

ζρεκαηίδνπλ νη ηέζζεξηο α- έιηθεο, δεκηνπξγψληαο κηα πιαηθφξκα ηεζζάξσλ α- 

ειίθσλ. Οπζηαζηηθά νη α2 έιηθεο εθάπηνληαη ππφ γσλία κέζσ κηαο ζπληεξεκέλεο 

αιαλίλεο ζηε ζέζε 24, θαη νη α1 βξίζθνληαη ζε θάζε πιεπξά. Ζ βάζε απηή θαιχπηεηαη 

απφ ηηο δπν ηξίθισλεο β- πηπρσηέο επηθάλεηεο, φκσο επεηδή ε απφζηαζε κεηαμχ ησλ 

δπν β3 θιψλσλ είλαη 6,3Å θαη ν ζρεηηθφο πξνζαλαηνιηζκφο ησλ επηθαλεηψλ ηνπο 

πεξίπνπ 65
ν
, δελ κπνξνχλ λα ζρεκαηίζνπλ κηα β- πηπρσηή επηθάλεηα έμη θιψλσλ. 

Οπζηαζηηθά ηα θαξβνμπηειηθά άθξα ησλ κνλνκεξψλ δελ αιιειεπηδξνχλ αιιά 

απνθιίλνπλ ζρεκαηίδνληαο δπν επέιηθηα πξνεμέρνληα άθξα (β- arms) θαηάιιεια γηα 

ηελ αιιειεπίδξαζε κε ηε δηπιή έιηθα ηνπ DNA. Οη δχν α3 έιηθεο δηεπζεηνχληαη 

νξηδνληίσο ζε αληίζεηεο πιεπξέο ησλ β- πηπρσηψλ επηθαλεηψλ ζηελ εμσηεξηθή 

επηθάλεηα ηνπ κνξίνπ. 

Σν δηκεξέο παξνπζηάδεη ηππηθά δνκηθά ραξαθηεξηζηηθά δηαιπηψλ πξσηετλψλ κε 

πδξφθηιε επηθάλεηα θαη έλαλ πδξφθνβν ππξήλα ζην ζρεκαηηζκφ ηνπ νπνίνπ 

ζπκκεηέρνπλ θαηάινηπα θαη ησλ δπν κνλνκεξψλ. Έηζη ζην εζσηεξηθφ ηνπ δηκεξνχο 

θπξηαξρνχλ νη αξσκαηηθέο θαη αιεηθαηηθέο πιεπξηθέο νκάδεο ησλ θαηαινίπσλ Leu6, 

Val10, Val25, Val28, Phe29, Ile32, Leu36, Val42, Leu44, Phe47, Phe50, Phe79, 

Leu85, Val89, ηα νπνία είλαη εμαηξεηηθά ζπληεξεκέλα θαη ππεχζπλα γηα ηε 

ζηαζεξνπνίεζε ηνπ δηκεξνχο. Δπνκέλσο νη δπν ππνκνλάδεο ζπγθξαηνχληαη κε 

πδξφθνβεο αιιειεπηδξάζεηο, θαη ε πξσηεΐλε ππάξρεη ζε δηάιπκα ζε κνξθή δηκεξνχο 

ή ηεηξακεξνχο. Σα πξνεμέρνληα άθξα ηνπ κνξίνπ (β- arms) καδί κε ηνπο ζπκκεηξηθά 

ηνπνζεηεκέλνπο β3 θιψλνπο αλάκεζα ηνπο δεκηνπξγνχλ κηα θνηιφηεηα δηακέηξνπ 

~25Å, ε νπνία είλαη ζπκπιεξσκαηηθή κε ηε δηπιή έιηθα ηνπ B- DNA. Δπίζεο, ε 

ακηλνμηθή αιιεινπρία ησλ πξνεμερφλησλ άθξσλ είλαη αξθεηά ζπληεξεκέλε, 

ππνδειψλνληαο ηνλ ιεηηνπξγηθφ ηεο ξφιν, θαη πεξηέρεη ηέζζεξα απφ ηα πέληε 

θαηάινηπα αξγηλίλεο ηνπ θάζε κνλνκεξνχο (ζηηο ζέζεηο 53, 55, 58, 61), ηξία απφ ηα 

νπνία (ζηηο ζέζεηο 55, 58, 61) έρεη απνδεηρζεί φηη ζπκκεηέρνπλ ζην κεραληζκφ 

πξφζδεζεο ζην DNA. Δίλαη ραξαθηεξηζηηθφ φηη νη πξνεμέρνληεο βξαρίνλεο 
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εκθαλίδνπλ θηλεηηθφηεηα θαη επιπγηζία ζπγθξηηηθά κε ην ππφινηπν ζψκα ηνπ κνξίνπ. 

 

Δηθόλα 5 α) Σξηζδηάζηαηε αλαπαξάζηαζε ηνπ κνλνκεξνχο θαη δηκεξνχο ηεο HUBst κε ην πξφγξακκα 

PyMol. β) ακηλνμηθή αιιεινπρία ηεο HUBst θαη δεπηεξνηαγείο δνκέο. 

πλνςίδνληαο, ην κνλνκεξέο κφξην ησλ HU κπνξεί λα ρσξηζηεί ζε ηξεηο δνκηθά θαη 

ιεηηνπξγηθά δηαθξηηέο πεξηνρέο (Christodoulou, Duffner, & Vorgias, 2001). To 

θαξβνμπηειηθφ άθξν ηνπ κνξίνπ απνηειεί ηε ζέζε πξφζδεζεο ζην DNA (DNA- 

binding domain, DBD) είλαη εμαηξεηηθά ζπληεξεκέλν θαη εκθαλίδεη πςειή 

πεξηεθηηθφηεηα ζε βαζηθά ακηλνμέα. Σν θεληξηθφ ηκήκα ηνπ κνξίνπ πεξηέρεη ηελ 

αιιεινπρία “GFGXF” (θαηάινηπα 46- 50), θνηλή ζηελ νηθνγέλεηα ησλ HU. Ζ 

αιιεινπρία απηή δεκηνπξγεί έλαλ πδξφθνβν ππξήλα ζηελ επηθάλεηα κεηαμχ ησλ δπν 

ππνκνλάδσλ, θαη επεηδή ζπκβάιιεη ζην ζρεκαηηζκφ πνιχ ζηαζεξνχ δηκεξνχο 

νλνκάδεηαη ζηληάιν δηκεξηζκνχ (dimerization signal, DS). Σν ακηλνηειηθφ άθξν ηνπ 

κνξίνπ πεξηιακβάλεη ην δνκηθφ κνηίβν έιηθα-   ζηξνθή-   έιηθα (helix – turn – helix 

motif, ΖΣΖ) καδί κε ζηνηρεία β- πηπρσηήο επηθάλεηαο. Σν ηκήκα απηφ ζπληζηά ην 
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θπξίσο ζψκα ηεο πξσηεΐλεο θαη είλαη ιηγφηεξν ζπληεξεκέλν φζνλ αθνξά ζηελ 

πξσηνηαγή ηνπ δνκή ζε ζχγθξηζε κε ην ππφινηπν κφξην (Padas, Wilson, & Vorgias, 

1992). 

 

1.3.3 Ο ΜΖΥΑΝΗΜΟ ΠΡΟΓΔΖ ΣΖ HU ΣΟ DNA 

Σν δνκηθφ κνληέιν αιιειεπίδξαζεο ηεο ΖU κε ην DNA πξνηάζεθε αξρηθά απφ ηνπο 

Tanaka et al. (1984) θαη εκπινπηίζζεθε θαη ππνζηεξίρζεθε πεηξακαηηθά απφ ηνπο 

Sagi et al. (2004).  

χκθσλα κε ην πξνηεηλφκελν κνληέιν ηα ζπκπιέγκαηα HU- DNA ζρεκαηίδνπλ 

δνκέο πνπ κνηάδνπλ κε λνπθιενζψκαηα (nucleosome- like structures), ζηηο νπνίεο ε 

αιπζίδα ηνπ DNA εληνπίδεηαη ζηελ πεξηθέξεηα γχξσ απφ έλαλ ειηθνεηδή ζθειεηφ 

απνηεινχκελν απφ δηκεξή κφξηα HU. Οπζηαζηηθά πνιιά δηκεξή πξνζδέλνληαη θαηά 

ζεηξά ζηελ αιπζίδα ηνπ DNA θαη ε ειηθνεηδήο δνκή πξνθχπηεη απφ ηνλ ηξφπν πνπ 

αιιειεπηδξνχλ ηα δηκεξή κεηαμχ ηνπο. 

Απνδείμεηο γηα ηελ αιιειεπίδξαζε ησλ δηκεξψλ ηεο πξσηεΐλεο κεηαμχ ηνπο ππάξρνπλ 

ζηελ ακηλνμηθή αιιεινπρία, θαζψο εθηφο απφ ηηο πεξηνρέο πνπ αλαθέξζεθαλ 

παξαπάλσ, ηξεηο αθφκα πεξηνρέο ηνπ κνξίνπ είλαη εμαηξεηηθά ζπληεξεκέλεο. Απηέο 

είλαη ην ακηλνηειηθφ άθξν (θαηάινηπα 1- 3), ε α3 έιηθα (θαηάινηπα 84- 89) θαη ε β- 

ζηξνθή ζην πην απνκαθξπζκέλν ζεκείν ησλ πξνεμερφλησλ άθξσλ (θαηάινηπα 60- 

65). Καηά ηελ αιιειεπίδξαζε κεηαμχ δπν γεηηνληθψλ πξσηετλψλ ε α3 έιηθα ηνπ ελφο 

κνξίνπ έξρεηαη ζε επαθή κε ην ακηλνηειηθφ άθξν ηνπ δεπηέξνπ θαη ηνπνζεηείηαη ζε 

κηα θαηάιιεινπ κεγέζνπο ππνδνρή ζηελ επηθάλεηα ηνπ δεχηεξνπ κνξίνπ. Δπίζεο νη 

πεξηνρέο ησλ β- ζηξνθψλ ησλ πξνεμερφλησλ άθξσλ δπν δηαδνρηθψλ πξσηετλψλ 

εθάπηνληαη θαζψο «ηπιίγνληαη» γχξσ απφ ηελ αιπζίδα ηνπ DNA, ζηαζεξνπνηψληαο 

ηε ζπλνιηθή δνκή. Γεδνκέλεο ηεο πδξφθηιεο επηθάλεηαο ηνπο, νη αιιειεπηδξάζεηο 

κεηαμχ ησλ γεηηνληθψλ πξσηετλψλ πξέπεη λα είλαη ειεθηξνζηαηηθήο θχζεσο, φκσο 

αζζελέζηεξεο ζε ζρέζε κε ηηο αιιειεπηδξάζεηο θάζε δηκεξνχο κε ην DNA, έηζη ψζηε 

λα νινθιεξψλεηαη πξψηα ε πξφζδεζε ζην DNA. Καηά ηελ αιιειεπίδξαζε ησλ 

δηκεξψλ νη θαηαθφξπθνη άμνλεο ησλ κνξίσλ δελ βξίζθνληαη ζην ίδην επίπεδν ιφγσ 

ζηεξενρεκηθήο παξεκπφδηζεο, αιιά ππφ γσλία ν έλαο πξνο ηνλ άιινλ, έηζη ψζηε λα 

ζρεκαηίδεηαη έλα ειηθνεηδέο πξσηετληθφ ζχκπιεγκα. 
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Σα πξνεμέρνληα άθξα ηνπνζεηνχληαη θαηά κήθνο ηεο κηθξήο αχιαθαο ηνπ B- DNA, 

φπνπ ηα θαηάινηπα αξγηλίλεο θαη ηα ππφινηπα ζεηηθά θνξηηζκέλα θαηάινηπα 

αιιειεπηδξνχλ ειεθηξνζηαηηθά κε ην θσζθνξηθφ ζθειεηφ. Έλα ζπληεξεκέλν 

θαηάινηπν πξνιίλεο ζηε ζέζε 63 παξεκβάιιεηαη κεηαμχ ησλ λνπθιενηηδηθψλ βάζεσλ 

θαη πξνθαιεί ηελ θάκςε ηεο αιπζίδαο ηνπ DNA, κεραληζκφο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη 

θαη απφ ηνλ IHF (Integration Host Factor). To κήθνο ηεο αιιεινπρίαο πνπ 

πξνζδέλεηαη απφ ηα πξνεμέρνληα άθξα ηνπ κνξίνπ είλαη ~9bp, δειαδή ε πξσηεΐλε 

θαιχπηεη έλα βήκα ηεο έιηθαο. Όκσο νη αιιεινπρίεο πξφζδεζεο πνπ έρνπλ 

ππνινγηζζεί απφ δηάθνξνπο εξεπλεηέο πνηθίιινπλ απφ 9 κέρξη 42bp, ππνδεηθλχνληαο 

πεξαηηέξσ αιιειεπηδξάζεηο κεηαμχ ηνπ DNA θαη ηνπ θπξίσο ζψκαηνο ηεο 

πξσηεΐλεο. 

 

Δηθόλα 6 Σξηζδηάζηαηε αλαπαξάζηαζε ηνπ ηξφπνπ πξφζδεζεο ηνπ δηκεξνχο ηεο HU ζην DNA: α) 

πιάγηα φςε, β) άλσ φςε. Σξηζδηάζηαηε αλαπαξάζηαζε νθηακεξνχο ζπκπιφθνπ HUαβ-  DNA: γ) πάλσ 

φςε, δ) πιάγηα φςε. 

 

 Ζ γσλία θάκςεο αλά δηκεξέο πνηθίιιεη κεηαμχ 105
ν 

– 140
ν
, θαη ηα πεηξακαηηθά 

απνηειέζκαηα ζπλεγνξνχλ ζην φηη ε θάκςε πνπ πξνθαιείηαη ζηελ αιπζίδα ηνπ DNA 
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πεξηγξάθεηαη θαιχηεξα σο «άξζξσζε» (hinge) παξά σο ζηαηηθή θαη κφληκε θάκςε. 

χκθσλα κε ηε γεσκεηξία ηνπ κνληέινπ νη γσλίεο θάκςεο θάζε δηκεξνχο 

αζξνίδνληαη, κε απνηέιεζκα κηα κεγαιχηεξε ζπλνιηθή γσλία θάκςεο ηεο αιπζίδαο 

ηνπ DNA. Οη γσλίεο θάκςεο πνπ πξνθαιεί θάζε πξνεμέρνλ άθξν ελφο δηκεξνχο δελ 

είλαη ζπλεπίπεδεο, κε απνηέιεζκα ε ζπλνιηθή γσλία θάκςεο αλά δηκεξέο λα είλαη 

δίεδξε ~ 40- 73
ν
 . Ζ πξφζδεζε ηεο πξσηεΐλεο πξνθαιεί επίζεο αιιαγή ηνπ βήκαηνο 

ηεο έιηθαο θαζψο ην κέζν βήκα ηεο έιηθαο ζε ζπκπιέγκαηα HU- DNA είλαη 31Å, 

ελψ ζε ραιαξσκέλν B- DNA είλαη ~ 34,3 Å. Σα δπν παξαπάλσ ραξαθηεξηζηηθά 

εμεγνχλ θαη ηελ ηδηφηεηα ηεο HU λα πξνθαιεί αξλεηηθή ππεξειίθσζε ζε ραιαξσκέλν 

DNA (Δηθφλα 6) (Sagi, Friedman, Vorgias, Oppenheim, & Stavans, 2004; Swinger & 

Rice, 2007). 

 

1.4 ΘΔΡΜΟΓΤΝΑΜΗΚΖ ΣΑΘΔΡΟΣΖΣΑ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ  

Οη πξσηεΐλεο απνηεινχλ ζεκειηψδε κφξηα ησλ νξγαληζκψλ, ηα νπνία ιεηηνπξγνχλ 

είηε σο δνκηθά ζηνηρεία είηε σο ιεηηνπξγηθά κφξηα ζε πνιιέο δηεξγαζίεο. Ο δνκηθφο 

ιίζνο ησλ πξσηετλψλ είλαη ηα ακηλνμέα, ηα νπνία ελψλνληαη κεηαμχ ηνπο κε 

πεπηηδηθνχο δεζκνχο γηα λα ζρεκαηίζνπλ πνιππεπηηδηθέο αιπζίδεο. Μηα πξσηεΐλε 

είλαη κηα δηπισκέλε πνιππεπηηδηθή αιπζίδα ζε κηα ή πεξηζζφηεξεο απηνηειείο 

δνκηθέο πεξηνρέο, θάζε κηα απφ ηηο νπνίεο απνηειείηαη απφ α- έιηθεο, β- πηπρσηέο 

επηθάλεηεο θαη βξφρνπο. Ζ δηαδηθαζία κε ηελ νπνία κηα πνιππεπηηδηθή αιπζίδα 

απνθηά ηε ζσζηή ηξηζδηάζηαηε δνκή ηεο, γηα λα επηηχρεη ηε βηνινγηθά ελεξγή θπζηθή 

δνκή (native state), νλνκάδεηαη πξσηετληθφ δίπισκα. Παξφηη κεξηθέο πνιππεπηηδηθέο 

αιπζίδεο δηπιψλνπλ απζφξκεηα ζηε θπζηθή δνκή, άιιεο απαηηνχλ ηε βνήζεηα 

ελδχκσλ, φπσο γηα παξάδεηγκα, γηα λα θαηαιχζνπλ ηε δεκηνπξγία θαη αληαιιαγή 

δηζνπιθηδηθψλ δεζκψλ˙ θαη πνιιέο απαηηνχλ ηε βνήζεηα κηαο θαηεγνξίαο πξσηετλψλ 

πνπ νλνκάδνληαη „κνξηαθνί αθφινπζνη/ζπλνδνί‟(chaperons) (Papsdorf & Richter, 

2014). 

Ζ ελεξγεηαθή δηαθνξά πνπ παξνπζηάδεη ε απνδηαηαγκέλε θαηάζηαζε απφ ηε 

δηπισκέλε, επεξεάδεηαη απφ δπν παξάγνληεο, ηελ εληξνπία θαη ηελ ελζαιπία. 

Ζ εληξνπία πξνθχπηεη ζαλ κηα πνζνηηθή δηαηχπσζε ηνπ δεπηέξνπ λφκνπ ηεο 

ζεξκνδπλακηθήο: απαηηείηαη ελέξγεηα γηα λα δεκηνπξγεζεί ηάμε. Ζ απνδηαηαγκέλε 
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δηακφξθσζε είλαη επλντθφηεξε εληξνπηθά. Όηαλ ε πξσηεΐλε αλαδηπιψλεηαη, ην 

θφζηνο ηεο κεηάβαζεο απφ ηελ αδίπισηε ζηελ αλαδηπισκέλε κνξθή είλαη λα κεησζεί 

ε εληξνπία (λα γίλεη ιηγφηεξν αξλεηηθή). Απφ ηε ζθνπηά ηεο ζηαηηζηηθήο κεραληθήο 

είλαη ην κέηξν ηεο αηαμίαο ελφο ζπζηήκαηνο θαη κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα λα 

εθθξάζεη ηνλ αξηζκφ ησλ δηακνξθψζεσλ πνπ ζα κπνξνχζε λα απνθηήζεη έλα 

ζχζηεκα. Οη πξσηεΐλεο ζηε θπζηθή ηνπο θαηάζηαζε απνθηνχλ κία ζπκπαγή δνκή κε 

πςειφ βαζκφ νξγάλσζεο, ελψ ζηελ απνδηαηαγκέλε θαηάζηαζε είλαη μεδηπισκέλεο 

θαη κπνξνχλ λα πηνζεηήζνπλ πνιιέο πηζαλέο δηακνξθψζεηο. 

Ζ ελζαιπία είλαη ην κέηξν ηεο ελέξγεηαο πνπ πξνέξρεηαη απφ κε νκνηνπνιηθέο 

αιιειεπηδξάζεηο ησλ αηφκσλ ησλ πξσηετλψλ φπσο Van der Waals, δεζκνχο 

πδξνγφλνπ θ.α. Ζ ελεξγεηαθή ζπλεηζθνξά ησλ κε νκνηνπνιηθψλ αιιειεπηδξάζεσλ 

είλαη πνιχ ζεκαληηθή, δηφηη ππάξρεη κεγάινο βαζκφο δηαθνξεηηθφηεηαο κεηαμχ ησλ 

απνδηαηαγκέλσλ δνκψλ θαη ηεο θπζηθήο θαηάζηαζεο θαη νη αιιειεπηδξάζεηο απηέο 

ζπλεηζθέξνπλ κε ηνλ θαιχηεξα δπλαηφ ηξφπν ψζηε λα δεκηνπξγεζεί έλα ζπκπαγέο 

κφξην. Αθξηβέζηεξα, νη αιιειεπηδξάζεηο απηέο είλαη ηζρπξφηεξεο ζηελ θπζηθή απφ 

φηη ζηελ απνδηαηαγκέλε θαηάζηαζε. Ζ νιηθή δηαθνξά ελέξγεηαο κηαο πξσηεΐλεο 

κεηαμχ ηεο απνδηαηαγκέλεο θαη ηεο θπζηθήο θαηάζηαζεο απνηειείηαη απφ ην 

άζξνηζκα ησλ δηαθνξψλ ηεο εληξνπίαο θαη ηεο ελζαιπίαο θαη νλνκάδεηαη δηαθνξά 

ειεχζεξεο ελέξγεηαο.  

Σν γεγνλφο φηη ε δηαθνξά ειεχζεξεο ελέξγεηαο είλαη ηεο ηάμεο ησλ 5- 15 kcal/mol 

ππνδειψλεη φηη νη δχν θαηαζηάζεηο είλαη ζρεδφλ ηζφξξνπεο ελεξγεηαθά. Έηζη, ε 

ζηαζεξφηεηα ηεο θπζηθήο θαηάζηαζεο είλαη νξηαθή θαη ε ειεχζεξε ελέξγεηα 

απνδηάηαμεο αληηζηνηρεί ζε έλα κηθξφ κφλν αξηζκφ αζζελψλ αιιειεπηδξάζεσλ. Απηή 

ε πνιχ κηθξή δηαθνξά ελέξγεηαο εμεγεί κεξηθψο ηε δπζθνιία ηεο πξφβιεςεο ηεο 

ηξηηνηαγνχο δνκήο κηαο πξσηεΐλεο απφ ηελ πξσηνηαγή δνκή βάζεη ελεξγεηαθψλ 

ππνινγηζκψλ. 

Οη δεζκνί πδξνγφλνπ, νη δπλάκεηο Van der Waals, νη πδξφθνβεο αιιειεπηδξάζεηο, 

ησλ πιεπξηθψλ νκάδσλ ησλ θαηαινίπσλ θαη δηάθνξσλ άιισλ ζηνηρείσλ, θαη νη 

γέθπξεο άιαηνο είλαη γλσζηφ πσο παίδνπλ ζεκαληηθφ ξφιν ζηε ζηαζεξφηεηα ησλ 

κνξίσλ ζηε θπζηθή ηνπο θαηάζηαζε.  

Ζ γλψζε ησλ βαζηθψλ αξρψλ ηεο ζηαζεξφηεηαο ησλ πξσηετλψλ είλαη απαξαίηεηε γηα 
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ηελ θαηαλφεζε ηεο δνκήο θαη ιεηηνπξγίαο ηνπο. Ζ ζηαζεξφηεηα πξέπεη λα είλαη 

αξθεηή ψζηε ε πξσηεΐλε λα κπνξέζεη λα αλαδηπισζεί θαη λα δηαηεξήζεη ηε θπζηθή 

ηεο ζηεξενδηάηαμε ζε ζρέζε κε ηηο ππφινηπεο δπλαηέο δνκέο, αιιά λα επηηξέπεη θαη 

ηελ επειημία ηεο πξσηεΐλεο ψζηε λα κελ θαζίζηαληαη αδχλαηεο ζηεξενδηαηαμηθέο 

αιιαγέο απαξαίηεηεο γηα ηνλ ιεηηνπξγηθφ ηεο ξφιν. Αθξηβέζηεξα, κηα πξσηεΐλε ζηελ 

θπζηθή ηεο δνκή δελ είλαη ζηαηηθή. Σα δεπηεξνηαγή δνκηθά ζηνηρεία ησλ απηνηειψλ 

δνκηθψλ πεξηνρψλ, φπσο θαη νιφθιεξεο νη απηνηειείο δνκηθέο πεξηνρέο, ζπλερψο 

εθηεινχλ κηθξέο θηλήζεηο ζην ρψξν, είηε κεηαηνπίζεηο ζην ρψξν κεκνλσκέλσλ 

αηφκσλ είηε ζπιινγηθέο θηλήζεηο νκάδσλ αηφκσλ. Αθφκα, νη ιεηηνπξγηθέο 

δξαζηεξηφηεηεο πνιιψλ πξσηετλψλ εμαξηψληαη, πνιιέο θνξέο, απφ κεγάιεο 

ζηεξενδηαηαμηθέο αιιαγέο, πνπ πξνθαινχληαη απφ ηελ πξφζδεζε ππνθαηαζηαηψλ 

(ligand binding). 

Ζ νξηαθή ζηαζεξφηεηα ηεο θπζηθήο δνκήο ζε ζρέζε κε ηελ απνδηαηαγκέλε δνκή 

είλαη, φπσο αλαθέξακε, βηνινγηθά πνιχ ζεκαληηθή. Σα δσληαλά θχηηαξα ρξεηάδνληαη 

δηπισκέλεο πξσηεΐλεο ζε ζσζηέο πνζφηεηεο ηελ θαηάιιειε ζηηγκή. Γηα λα 

νινθιεξψλεηαη ε αλαδίπισζε κηαο πξσηετληθήο αθνινπζίαο ζε δηάζηεκα κεηαμχ 0.1 

θαη 1000 sec, φπσο απαηηείηαη ζην θχηηαξν, πξέπεη ε πνξεία αλαδίπισζεο λα 

θαηεπζχλεηαη κε θάπνην ηξφπν αθνινπζψληαο έλα κνλνπάηη αζηαζψλ ελδηακέζσλ 

κεηνπζησκέλσλ κνξθψλ, πξνθεηκέλνπ λα απνθεχγεηαη ην ςάμηκν ελφο κεγάινπ 

αξηζκνχ άζρεησλ δηακνξθψζεσλ (Neudecker et al., 2012; Rennella et al., 2012). 

Δπνκέλσο, ε δίπισζε ησλ πξσηετλψλ είλαη κηα εμαηξεηηθά πνιχπινθε δηαδηθαζία. 

ηελ εηθφλα 7 παξαηεξνχκε ην θαηλφκελν ηεο δίπισζεο ησλ πξσηετλψλ απφ ηε 

ζθνπηά ηεο ζεξκνδπλακηθήο θαζψο θαη ηα κνλνπάηηα ηεο δίπισζεο (Brändén & 

Tooze, 2009; Dill & MacCallum, 2012).  

εκαληηθφ ζην ζεκείν απηφ είλαη λα αλαθεξζεί φηη ε ηζνξξνπία κεηαμχ ησλ 

αιιειεπηδξάζεσλ πνπ αλαθέξζεθαλ, θαη ειέγρνπλ ηε δηακφξθσζε ζηαζεξψλ 

πξσηετλψλ ζηνλ ρψξν, επεξεάδεηαη απφ ηνπο εμήο παξάγνληεο: α) ε ζεξκνθξαζία: 

αχμεζε ηεο ζεξκνθξαζίαο, πξνθαιεί αχμεζε ηεο αηαμίαο ησλ δηαιειπκέλσλ κνξίσλ 

αιιά επίζεο επηηξέπεη καθξνκνξηαθέο δηεπζεηήζεηο πςειφηεξεο ειεχζεξεο ελέξγεηαο, 

β) ην pH: αιιαγέο ηνπ pH επεξεάδνπλ ηφζν ηνλ δηαιχηε φζν θαη ηελ δηαιειπκέλε 

νπζία, γ) ηα αιάηηα: δξνπλ κε δηαθφξνπο ηξφπνπο: (i) είλαη ππεχζπλα γηα ηελ ηνληηθή 

ηζρχ θαη επεξεάδνπλ ηηο καθξνκνξηαθέο ειεθηξνζηαηηθέο αιιειεπηδξάζεηο. Ζ άπσζε 
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κεηαμχ ειεθηξνιπηψλ ηνπ ηδίνπ θνξηίνπ κεηψλεηαη, (ii) κπνξνχλ λα ζρεκαηίδνπλ 

απεπζείαο αιιειεπηδξάζεηο κε θνξηηζκέλα ακηλνμηθα θαηάινηπα (αξγηλίλε, ιπζίλε 

αζπαξηηθφ, γινπηακηθφ) ζηελ επηθάλεηα ησλ πξσηετλψλ, (iii) δξνπλ κε δηπνιηθέο- 

κνλνπνιηθέο αιιειεπηδξάζεηο κε ηηο δηπνιηθέο νκάδεο ησλ καθξνκνξίσλ (πεπηηδηθνί 

δεζκνί, άκηλν, πδξφμπ, θαξβνμπιηθέο νκάδεο θαη ακίδηα) θαη κπνξνχλ λα νδεγήζνπλ 

ζε κεξηθή απνδηάηαμε ηεο πξσηεΐλεο), (iv) ζρεκαηίδνπλ κε πνιηθέο αιιειεπηδξάζεηο 

κεηαμχ ησλ πδξνθνβηθψλ θαηαινίπσλ εθηεζεηκέλσλ ζην δηαιχηε θαη ησλ 

πδξνθνβηθψλ ηκεκάησλ ησλ νξγαληθψλ αιαηηψλ (ζνπιθνληθψλ, θαξβνμπιηθψλ, 

ακκσληαθψλ), δ) νη αληαγσληζηέο δεζκψλ πδξνγφλνπ: κφξηα φπσο ε νπξία, ην 

θνξκακηδία, ηα γνπαληδηληθά αιάηηα ζε πςειέο ζπγθεληξψζεηο (>=4 Μ) 

αληαγσλίδνληαη ηνπο δεζκνχο πδξνγφλνπ ησλ κνξίσλ ηνπ λεξνχ θαη ηνπο 

ελδνκνξηαθνχο δεζκνχο πδξνγφλνπ ηεο πξσηεΐλεο δξψληαο ζαλ απνδηαηαθηηθνί 

παξάγνληεο, ελψ ζηελ αληίζεηε πεξίπησζε ζηαζεξνπνηνχλ ηνπο πδξνθνβηθνχο 

δεζκνχο, ε) νη νξγαληθνί δηαιχηεο: ηξνπνπνηνχλ ηελ δηειεθηξηθή ζηαζεξά θαη έηζη 

πξνθαινχλ αιιαγέο ζε δηάθνξεο αιιειεπηδξάζεηο. 

 

Δηθόλα 7 Πξσηετληθή ζηαζεξφηεηα: α) ην θαηλφκελν ηεο δίπισζεο ησλ πξσηετλψλ, β) ηα κνλνπάηηα 

ηεο δίπισζεο θαη γ) ζεξκνδπλακηθή ζηαζεξφηεηα ησλ πξσηετλψλ. 
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1.4.1 ΘΔΡΜΟΣΑΘΔΡΟΣΖΣΑ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ 

Οη πξσηεΐλεο ησλ ζεξκφθηισλ θαη ππεξζεξκφθηισλ νξγαληζκψλ είλαη κεγάινπ 

ελδηαθέξνληνο γηα ηε βηνκεραληθή βηνηερλνινγία θαζψο παξνπζηάδνπλ κεγαιχηεξε 

ζηαζεξφηεηα ζε πςειέο ζεξκνθξαζίεο ζε ζρέζε κε ηηο αληίζηνηρεο πξσηεΐλεο ησλ 

κεζφθηισλ, ελψ δηαηεξνχλ ηα κνηίβα ζηεξενδηάηαμεο ηεο πξσηετληθήο νηθνγέλεηαο 

ζηελ νπνία αλήθνπλ. 

Οη πεξηζζφηεξεο απφπεηξεο δηαιεχθαλζεο ησλ κεραληζκψλ ζεξκνζηαζεξφηεηαο 

πεξηιακβάλνπλ ζπγθξηηηθή ζεξκνδπλακηθή θαη ακηλνμηθή αλάιπζε νκφινγσλ 

πξσηετλψλ απφ νξγαληζκνχο πνπ δηαβηνχλ ζε πνιχ δηαθνξεηηθέο ζεξκνθξαζίεο. Ζ 

ζχγθξηζε ηέηνησλ νκφινγσλ πξσηετλψλ απνηειεί ηδαληθφ κνληέιν κειέηεο, θαζψο νη 

ζεξκφθηιεο θαη κεζφθηιεο πξσηεΐλεο ηεο ίδηαο νηθνγέλεηαο ζπλήζσο έρνπλ ηελ ίδηα 

ιεηηνπξγία, παξνπζηάδνπλ πςειή νκνινγία ζηελ αιιεινπρία ηνπο θαη ηελ ηξηηνηαγή 

δνκή ηνπο θαη ρξεζηκνπνηνχλ ηνπο ίδηνπο κεραληζκνχο δξάζεο. Σα ζπλνιηθά 

ζπκπεξάζκαηα ησλ κειεηψλ απηψλ ζπγθιίλνπλ ζε δχν γεληθέο αξρέο ζρεηηθά κε ηελ 

αζπλήζηζηε ζηαζεξφηεηα ησλ πξσηετλψλ ησλ ζεξκφθηισλ νξγαληζκψλ:  

I. Οη δνκηθέο αιιαγέο πνπ ζπκβάιινπλ ζηε βειηησκέλε ζηαζεξφηεηα ησλ κνξίσλ 

είλαη ζρεηηθά κηθξήο έθηαζεο. 

II. Ζ ζεξκνζηαζεξφηεηα δελ θαίλεηαη λα επηηπγράλεηαη κέζσ ελφο κνλαδηθνχ 

γεληθνχ κεραληζκνχ, αιιά κέζσ κηαο πνηθηιίαο ζηξαηεγηθψλ πνπ εθαξκφδνληαη 

ζπλδπαζηηθά. 

Αλαιπηηθφηεξα, έρεη βξεζεί φηη ηα βαζηθά ραξαθηεξηζηηθά ησλ ζεξκφθηισλ 

πξσηετλψλ είλαη ηα εμήο: 

1) Έρνπλ κεγαιχηεξν πδξφθνβν ππξήλα. 

2) Έρνπλ πεξηζζφηεξεο αιιειεπηδξάζεηο ηφλησλ. 

3) Έρνπλ πεξηζζφηεξα δίθηπα δεζκψλ πδξνγφλνπ. 

4) ηαζεξνπνηνχληαη απφ κνξηαθνχο ζπλνδνχο (chaperons). 

5) Έρνπλ πεξηζζφηεξνπο δηζνπιθηδηθνχο δεζκνχο. 

6) Σα ακηλνμέα Gly, Ser, Lys, Asp, Trp πνπ παξαηεξνχληαη ζε κεζφθηιεο πξσηεΐλεο 

αληηθαζίζηαληαη απφ Ala, Thr, Arg, Glu, Tyr ζηηο ζεξκφθηιεο. 
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7) Γηαζέηνπλ πεξηζζφηεξα πδξφθνβα θαηάινηπα, πεξηζζφηεξα θνξηηζκέλα θαη 

ιηγφηεξα κε θνξηηζκέλα πνιηθά θαηάινηπα ζηελ επηθάλεηα δεκηνπξγψληαο 

πεξηζζφηεξνπο δεζκνχο άιαηνο θαη δεχγε ηφλησλ ή ηνληηθψλ δηθηχσλ. 

8) Έρνπλ πεξίπνπ ίδηα θαηαλνκή πνιηθψλ θαη κε πνιηθψλ ακηλνμέσλ ζηελ επηθάλεηά 

ηνπο. 

9) Γηαζέηνπλ απμεκέλε ππθλφηεηα παθεηαξίζκαηνο. 

10)  Οη ζηξνθέο ζηελ επηθάλεηά ηνπο έρνπλ κηθξφηεξν κήθνο. 

11)  Υαξαθηεξίδνληαη απφ κηθξφηεξν κήθνο πνιππεπηηδηθήο αιπζίδαο. 

ηνλ πίλαθα 1- 3 θαηαγξάθνληαη ηα ακηλνμέα πνπ έρνπλ κεγάιε ζπρλφηεηα 

εκθάληζεο ζηηο ζεξκφθηιεο πξσηεΐλεο, ελψ ζηνλ πίλαθα 1- 4 θαηαγξάθνληαη ηα 

ακηλνμέα κε κηθξή ζπρλφηεηα εκθάληζεο ζε ζεξκφθηιεο θαη ππεξζεξκφθηιεο 

πξσηεΐλεο.  
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Πίλαθαο 1- 3 Ακηλνμέα κε κεγάιε ζπρλφηεηα εκθάληζεο ζε ζεξκφθηιεο πξσηεΐλεο. 

Ακηλνμέα κε κεγάιε ζπρλόηεηα εκθάληζεο 

 

 

Με πνιηθά ακηλνμέα, 

ζπλεηζθέξνπλ ζηηο 

πδξφθνβεο αιιειεπηδξάζεηο. 

 

Πνιηθφ, ζηαζεξνπνηεί ηελ 

εμσηεξηθή επηθάλεηα ηεο 

πξσηεΐλεο. 

 

Γεκηνπξγεί δεζκνχο άιαηνο. 

 

Με πνιηθφ, ζπλεηζθέξεη ζην 

θαιχηεξν παθεηάξηζκα ιφγσ 

ζπκκεηνρήο ζε ζηξνθέο. 
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Πίλαθαο 1- 4 Ακηλνμέα κε κηθξή ζπρλφηεηα εκθάληζεο ζε ζεξκφθηιεο πξσηεΐλεο. 

Ακηλνμέα κε κηθξή ζπρλόηεηα εκθάληζεο 

 

Με πνιηθά, πθίζηαληαη απακίλσζε 

ζε πςειέο ζεξκνθξαζίεο. 

 

Με πνιηθά, πξνθαινχλ deamidation 

ζηα Gln, Asn. 

 

Με πνιηθά, πθίζηαληαη νμείδσζε ζε 

πςειέο ζεξκνθξαζίεο. 

 

Πνιηθφ, θνξηηζκέλν, αληηθαζίζηαηαη 

απφ Glu, Arg. 

 

Με ζηαζεξφ ζε πςειέο 

ζεξκνθξαζίεο. 
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πλνςίδνληαο, κπνξνχκε λα παξαηεξήζνπκε πσο ε απμεκέλε ζηαζεξφηεηα ησλ 

ζεξκφθηισλ πξσηετλψλ είλαη απνηέιεζκα ηεο ζπζζψξεπζεο αιιαγψλ πνπ αθνξνχλ 

αζζελείο αιιειεπηδξάζεηο, κε ζηφρν λα αληηκεησπηζηεί ην πξφβιεκα ηεο απμεκέλεο 

εληξνπίαο ηνπ ζπζηήκαηνο ζε πςειέο ζεξκνθξαζίεο (Beeby et al., 2005; Haslbeck, 

Franzmann, Weinfurtner, & Buchner, 2005; Kawashima et al., 2000; Kimura & 

Wilson, 1983; Russell, Ferguson, Hough, Danson, & Taylor, 1997; Sadeghi, Naderi- 

Manesh, Zarrabi, & Ranjbar, 2006; Schumann, Bohm, Schumacher, Rudolph, & 

Jaenicke, 1993; Trivedi, Gehlot, & Rao, 2006). 

 

1.5 ΜΔΛΔΣΖ ΠΡΟΓΟΝΗΚΧΝ ΓΟΝΗΓΗΧΝ ΚΑΗ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ. 

ΠΡΧΣΔΨΝΗΚΖ ΜΖΥΑΝΗΚΖ.  

Ζ πνηθηινκνξθία ηεο δσήο ζηε Γε είλαη απνηέιεζκα ησλ αέλασλ εμειηθηηθψλ 

δηαδηθαζηψλ πνπ μεθίλεζαλ θαηά ηε πξνέιεπζε ηεο δσήο. Ζ εμέιημε είλαη ε 

ζεκειηψδεο ζηξαηεγηθή αλάπηπμεο ηεο δσήο. ήκεξα, νη κειέηεο ησλ γνληδηαθψλ θαη 

πξσηετληθψλ αιιεινπρηψλ παξέρνπλ ηε δπλαηφηεηα κειέηεο θαη παξαηήξεζεο απηψλ 

ησλ εμειηθηηθψλ γεγνλφησλ θαη δηαδηθαζηψλ. Χζηφζν, ηα δεδνκέλα πνπ ππάξρνπλ σο 

πξνο ηηο αιιεινπρίεο, πεξηνξίδνληαη κφλν ζε πθηζηάκελα γνλίδηα θαη πξσηεΐλεο, κε 

εμαίξεζε θάπνησλ ζπάλησλ δεηγκάησλ γνληδηψκαηνο πνπ έρνπλ πξνθχςεη απφ 

απνιηζψκαηα (Callaway, 2010; Paabo et al., 2004), φπσο γηα παξάδεηγκα ν 

Νεάληεξηαι (Green et al., 2010), ην αξρατθφ αλζξσπνεηδέο ζηε ηβεξία (Krause et 

al., 2010; Reich et al., 2010), θαη νη αξραίνη ειέθαληεο, φπσο ηα καζηφδνληα θαη ηα 

κακνχζ (Rohland et al., 2010). Σν αξρείν ησλ απνιηζσκάησλ, θαη νη αιιεινπρίεο ησλ 

γνληδησκάησλ πνπ πξνέξρνληαη απφ απηφ, έρνπλ ηε δπλαηφηεηα λα δηεπθξηλίζνπλ 

αξραίεο, εμαθαληζκέλεο κνξθέο δσήο, πνπ ελεξγνχλ σο ειιείπνπζεο ζπλδέζεηο γηα λα 

ζπκπιεξσζνχλ ηα εμειηθηηθά θελά. Χζηφζν, ην αιιεινπρεκέλν απφ απνιηζψκαηα 

γνληδίσκα είλαη πνιχ πεξηνξηζκέλν, θπξίσο ιφγσ ηεο θαηάζηαζεο ησλ δεηγκάησλ θαη 

ησλ δπζθνιηψλ πνπ αλαθχπηνπλ θαηά ηελ πξνεηνηκαζία ηνπο.  

Ζ αλαθάιπςε ησλ κνξθψλ ησλ αξραίσλ νξγαληζκψλ είλαη έλαο απφ ηνπο βαζηθνχο 

ζθνπνχο ηεο παιαηνληνινγίαο, θαη είλαη πνιχηηκε γηα ηελ θαηαλφεζε ησλ κνξθψλ 

ηεο ηξέρνπζαο δσήο, θαζψο απηέο ζα είλαη κηα αληαλάθιαζε ηεο εμειηθηηθήο ηζηνξίαο 

ηνπο. Χζηφζν, ε αλαζπγθξφηεζε ελφο δσληαλνχ νξγαληζκνχ απφ απνιηζψκαηα, ε 

νπνία ζα απνηεινχζε ηελ απφιπηε παιαηνληνινγηθή κεζνδνινγία, είλαη πνιχ πέξα  
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απφ ηηο επί ηνπ παξφληνο δηαζέζηκεο ηερλνινγίεο, παξφιν πνπ ππήξμε πξφζθαηα κηα 

κειέηε θαηά ηελ νπνία παξάρζεθε ην πξψην ηερλεηφ βαθηεξηαθφ θχηηαξν 

ρξεζηκνπνηψληαο ρεκηθψο ζπλζεηηθφ γνληδίσκα (Gibson et al., 2010). 

Δίλαη ραξαθηεξηζηηθφ ην φηη ην 1963, νη L. Pauling θαη Δ. Zuckerkandl πξνθήηεπζαλ 

φηη ζα ήηαλ δπλαηφλ κηα εκέξα λα ζπλαρζνχλ νη αιιεινπρίεο γνληδίσλ ησλ 

πξνγνληθψλ εηδψλ, λα ζπληεζνχλ απηά ηα ηεθκεξησκέλα κφξηα ησλ εμαθαληζκέλσλ 

νξγαληζκψλ.... θαη ηειηθά λα κειεηεζνχλ νη θπζηθνρεκηθέο ηνπο ηδηφηεηεο. 

ήκεξα, γηα ηα γνλίδηα ή ηηο πξσηεΐλεο πνπ απηά θσδηθνπνηνχλ, είλαη εθηθηφ λα 

αλαζπληεζνχλ νη πξνγνληθέο ηνπο κνξθέο ρξεζηκνπνηψληαο θπινγελεηηθά δέληξα πνπ 

θαηαζθεπάδνληαη απφ ηα δεδνκέλα πνπ αλαθχπηνπλ απφ αιιεινπρίεο. Απηέο νη 

ηερληθέο κπνξνχλ θάιιηζηα λα παξέρνπλ ελδείμεηο γηα ηελ εμειηθηηθή ηζηνξία 

νξηζκέλσλ ζσδφκελσλ γνληδίσλ θαη πξσηετλψλ ζε ζρέζε κε ηνπο πξνγφλνπο ηνπο. 

Έηζη, νη θπινγελεηηθέο αλαιχζεηο απφ κφλεο ηνπο, ή ζε ζπλδπαζκφ κε πξνζνκνηψζεηο 

σο πξνο ηε δνκή ηεο πξσηεΐλεο, είλαη ρξήζηκεο γηα ηελ αλάιπζε ησλ ζρέζεσλ δνκήο-  

ιεηηνπξγίαο θαη εμειηθηηθήο ηζηνξίαο (Lai, Jin, Kubelka, & Liberles, 2012), ελψ ζε 

ζπλδπαζκφ κε ηελ αλαζπγθξφηεζε αξραίσλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ έρνπλ ηε 

δπλαηφηεηα λα παξέρνπλ πεξηζζφηεξεο άκεζεο παξαηεξήζεηο. Ζ ζχλζεζε πξνγνληθψλ 

πξσηετλψλ κπνξεί λα επηηεπρζεί ζπγθξηηηθά εχθνια ιφγσ ηεο αλάπηπμεο ζηνλ θιάδν 

ηεο κνξηαθήο βηνινγίαο θαη ζηηο ηερληθέο ηεο πξσηετληθήο κεραληθήο, νη νπνίεο 

επηηξέπνπλ ηε ζχλζεζε λνπθιενηηδηθψλ ή ακηλνμηθψλ αιιεινπρηψλ. Πξνγνληθέο 

πξσηεΐλεο κπνξνχλ πιένλ λα κειεηψληαη ζην εξγαζηήξην ρξεζηκνπνηψληαο 

βηνρεκηθέο ή βηνθπζηθέο κεζφδνπο, σο πξνο ηελ ελεξγφηεηα, ηε ζηαζεξφηεηα, ηελ 

εμεηδίθεπζε σο πξνο ην ππφζηξσκα, θαη αθφκε θαη σο πξνο ηε ηξηζδηάζηαηε δνκή 

ηνπο.  

Έηζη, ε αλαζπγθξφηεζε πξνγνληθψλ αιιεινπρηψλ (Ancestral Sequence 

Reconstruction, ASR) έρεη απνδεηρζεί έλα ρξήζηκν πεηξακαηηθφ εξγαιείν γηα ηε 

κειέηε ηεο πνηθηινκνξθίαο πνπ παξαηεξείηαη σο πξνο ηε δνκή θαη ηε ιεηηνπξγία 

αλάκεζα ζηηο πξσηεΐλεο (Harms & Thornton, 2010). Μέρξη ζήκεξα, απηή ε 

«πεηξακαηηθή κνξηαθή αξραηνινγία ή αιιηψο πξσηετληθφ καζηφξεκα», κε ηε ρξήζε 

ASR έρεη εθαξκνζηεί ζε αξθεηά έλδπκα, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ θσηνδξαζηηθψλ 

πξσηεΐλψλ (Chang, Jonsson, Kazmi, Donoghue, & Sakmar, 2002; Chang, Ugalde, & 

Matz, 2005; Chinen, Matsumoto, & Kawamura, 2005; Shi & Yokoyama, 2003; 
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Yokoyama & Takenaka, 2004), πξσηετλψλ ηνπ ππξεληθνχ ππνδνρέα θαη 

δηακεκβξαληθψλ πξσηετλψλ (Bridgham, Carroll, & Thornton, 2006; Bridgham et al., 

2010; Thornton, 2001, 2004; Thornton, Need, & Crews, 2003), ιεθηηλψλ (Konno, 

Ogawa, Shirai, & Muramoto, 2007; Yadid & Tawfik, 2011), ηηθψλ πξσηετλψλ 

(Gullberg et al., 2010; Kaiser, Malik, & Emerman, 2007), ηνπ παξάγνληα 

επηκήθπλζεο (Gaucher, Das, Miyamoto, & Benner, 2002; Hult, Weadick, Chang, & 

Tobe, 2008), ηεο παξαιβνπκίλεο (Whittington & Moerland, 2012), θαη ζε κηα ζεηξά 

άιισλ πεπηηδίσλ θαη πξσηετλψλ (Hult et al., 2008).  

 

1.5.1 ΄΄ΑΝΑΣΑΗΝΟΝΣΑ΄΄ ΜΗΑ ΠΡΟΓΟΝΗΚΖ ΠΡΧΣΔΨΝΖ 

(ANCESTRAL SEQUENCE RESURRECTION) 

Πξνγνληθά γνλίδηα κπνξνχλ φπσο αλαθέξακε λα αλαθαηαζθεπαζηνχλ (''λα 

αλαζηεζνχλ''), λα εθθξαζηνχλ θαη ιεηηνπξγηθά λα ραξαθηεξηζηνχλ, ράξε ζηηο 

βειηησκέλεο ηερληθέο γηα ηε πξφβιεςε θαη ζχλζεζε ησλ πξνγνληθψλ αθνινπζηψλ. Ζ 

πξνζέγγηζε απηή, γλσζηή σο «αλαζχζηαζε ή αλαζπγθξφηεζε πξνγνληθψλ 

αιιεινπρηψλ», Ancestral Sequence Reconstruction/ Resurrection, φπσο αλαθέξακε 

θαη παξαπάλσ, πξνζθέξεη έλα ηζρπξφ λέν εξγαιείν γηα εκπεηξηθφ έιεγρν ππνζέζεσλ 

ζρεηηθά κε ηελ ιεηηνπξγία ησλ γνληδίσλ απφ ην βαζχ εμειηθηηθφ παξειζφλ. 

Ζ αλαζπγθξφηεζε ελφο πξνγνληθνχ γνληδίνπ πεξηιακβάλεη πέληε βήκαηα (Δηθφλα 8). 

1) ην πξψην ζηάδην, νη αιιεινπρίεο πνπ θαηάγνληαη απφ ην πξνγνληθφ γνλίδην 

ιακβάλνληαη θαη επζπγξακκίδνληαη-   καδί κε αιιεινπρίεο εμσνκάδσλ  θαη 

αλαθηάηαη δέληξν πνπ αλαπαξηζηά ηηο ζρέζεηο ηνπο. ε απηή ηε δηαδηθαζία 

ρξεζηκνπνηνχληαη ακηλνμηθέο αιιεινπρίεο θαζψο πεξηέρνπλ ιηγφηεξν «ζφξπβν» απφ 

ηηο αληίζηνηρεο αιιεινπρίεο DNA, δηφηη ππφθεηληαη πεξηζζφηεξν ζε ζχγθιηζε θαη 

αληηζηξνθή. Φπινγελεηηθέο κέζνδνη, φπσο ε κέζνδνο ηεο κέγηζηεο θεηδσιφηεηαο 

(maximum parsimony) ή απηή ηεο κέγηζηεο πηζαλνθάλεηαο (maximum likelihood, 

ML) ή θαη άιιεο, ζηε ζπλέρεηα ρξεζηκνπνηνχληαη γηα λα ζπλαρζεί ε θαιχηεξε 

εθηίκεζε ηεο πξνγνληθήο θαηάζηαζεο γηα θάζε ηκήκα ηεο αιιεινπρίαο πνπ δίλνπλ 

ηα ζεκεξηλά δεδνκέλα αιιεινπρηψλ. 
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Δηθόλα 8 Ζ ζηξαηεγηθή ηεο πξνγνληθήο αλαζπγθξφηεζεο γνληδίνπ. 

 

2) ην δεχηεξν ζηάδην, κηα αιιεινπρία DNA πνπ θσδηθνπνηεί ηελ πξνγνληθή 

πξσηεΐλε ηεθκεξηψλεηαη-  εθηηκάηαη κε βάζεη ηνλ γελεηηθφ θψδηθα. Δπηιέγνληαη ηα 

θσδηθφληα (codon usage-  codon bias) κε βάζε ην ζχζηεκα ζην νπνίν ην γνλίδην ζα 

εηζαρζεί θαη ζα εθθξαζηεί έηζη ψζηε λα βειηησζεί ν κεηαθξαζηηθφο ξπζκφο. 3) Ζ 

θσδηθή αιιεινπρία παξάγεηαη έπεηηα de novo (ηξίην βήκα) κε ζχλζεζε 

επηθαιππηφκελσλ νιηγνλνπθιενηηδίσλ θαη ζπλαξκνιφγεζή ηνπο κε PCR ή κε πέςε 

πεξηνξηζκνχ / αληίδξαζε ιηγάζεο, ελψ κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί θαη ηνπν- 

θαηεπζπλφκελε κεηαιιαμηγέλεζε εάλ ε πξνγνληθή αιιεινπρία κπνξεί λα θηηαρηεί κε 
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ηελ εηζαγσγή κφλν ιίγσλ αιιαγψλ ζε έλα ήδε ππάξρνλ γνλίδην. 4) ην ηέηαξην 

ζηάδην, ην πξνγνληθφ γνλίδην θισλνπνηείηαη κέζα ζε έλα πιαζκίδην πνπ επηηξέπεη 

ηελ πςειή έθθξαζή ηνπ, θαη κε ην πιαζκίδην ζηε ζπλέρεηα κεηαζρεκαηίδνληαη 

θχηηαξα βαθηεξίσλ ή ζειαζηηθψλ. 5) Σέινο, ε πξνγνληθή πξσηεΐλε κπνξεί λα 

θαζαξηζηεί εάλ είλαη απαξαίηεην θαη νη ιεηηνπξγίεο ηεο λα ραξαθηεξηζηνχλ 

ρξεζηκνπνηψληαο δηάθνξεο πεηξακαηηθέο δνθηκέο (Thornton, 2004). 

 

1.6 ΦΤΛΟΓΔΝΔΣΗΚΔ ΜΔΘΟΓΟΗ ΓΗΑ ΣΖ ΠΡΟΒΛΔΦΖ 

ΠΡΟΓΟΝΗΚΧΝ ΑΛΛΖΛΟΤΥΗΧΝ 

Ζ αλάπηπμε ησλ θπινγελεηηθψλ κεζφδσλ γηα ηε πξφβιεςε ησλ αιιεινπρηψλ 

πξνγνληθψλ γνληδίσλ απνηειεί ηε πην ζπνπδαία πξφνδν γηα ηε πξαγκαηνπνίεζε ησλ 

ζχγρξνλσλ κειεηψλ γνληδηαθήο αλαζπγθξφηεζεο. Σξείο είλαη νη θπινγελεηηθέο 

κέζνδνη πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζήκεξα ζηελ πεηξακαηηθή πξσηετληθή αξραηνινγία: 

1) ε κέζνδνο ηεο κέγηζηεο θεηδσιφηεηαο (mazimum parsimony), 2) ε κέζνδνο ηεο 

κεγίζηεο πηζαλνθάλεηαο (maximum likelihood), θαη 3) ε κέζνδνο ηεο κπετζηαλήο 

αλάιπζεο (bayesian phylogenetic inference). ηελ παξνχζα εξγαζία 

ρξεζηκνπνηήζεθε ε κέζνδνο ηεο κπετζηαλήο αλάιπζεο. 

ηελ κπετζηαλή ζηαηηζηηθή αλάιπζε (Bayesian phylogenetic inference) 

ρξεζηκνπνηείηαη ε ζπλάξηεζε πηζαλνθάλεηαο θαη ζπλήζσο ηα ίδηα κνληέια 

εμειηθηηθψλ κεηαιιάμεσλ φπσο θαη ζηελ κέζνδν κέγηζηεο πηζαλνθάλεηαο. ∆ηαθέξεη 

σζηφζν, ηφζν ζε ζεσξεηηθφ επίπεδν φζν θαη ζε επίπεδν εθαξκνγψλ. Ζ κπετζηαλή 

αλάιπζε ρξεζηκνπνηεί ην ζεψξεκα ηνπ Bayes, ην νπνίν ζρεηίδεη ηελ εθ ησλ πζηέξσλ 

(posterior) πηζαλφηεηα ελφο δέληξνπ κε ηελ εθ ησλ πξνηέξσλ (prior) πηζαλφηεηα ηνπ 

δέληξνπ θαη ηνπ κνληέινπ αληηθαηάζηαζεο.  

 

1.7 Ζ ΚΡΤΣΑΛΛΟΓΡΑΦΗΑ ΑΚΣΗΝΧΝ- Υ Χ ΔΡΓΑΛΔΗΟ ΓΗΑ 

ΣΖ ΜΔΛΔΣΖ ΣΧΝ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ 

Σν επηζηεκνληθφ πεδίν πνπ αθνξά ζηε ζπζηεκαηηθή κειέηε ηεο θαηαλνκήο, 

ηξνπνπνίεζεο θαη αιιειεπίδξαζεο ησλ γνληδηαθψλ πξντφλησλ (ζπλήζσο πξσηετλψλ) 

είλαη επξέσο γλσζηφ σο Λεηηνπξγηθή Γνληδησκαηηθή (Functional Genomics) θαη 

ζεκαληηθφο ηεο θιάδνο είλαη ε Γνκηθή Γνληδησκαηηθή (Structural Genomics). Ζ 

ηειεπηαία έρεη σο αληηθείκελν ην ζπζηεκαηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηεο δνκήο ησλ 
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πξσηετλψλ γηα ηελ θαηαλφεζε ηεο θπζηνινγίαο ησλ θπηηάξσλ ζε κνξηαθφ επίπεδν 

(Heinemann, Illing, & Oschkinat, 2001).  

Μία απφ ηηο πιένλ δηαδεδνκέλεο ηερληθέο γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο δνκήο ησλ 

πξσηετλψλ ζε πςειή δηαθξηηηθή ηθαλφηεηα είλαη ε θξπζηαιινγξαθία αθηίλσλ- Υ. Σν 

90% ησλ θαηαηεζεηκέλσλ δνκψλ ζηε βάζε δεδνκέλσλ Protein Data Bank (PDB) έρεη 

πξνζδηνξηζηεί κε απηή ηε κέζνδν. ηε ξαγδαία εμάπισζε ηεο πξσηετληθήο 

θξπζηαιινγξαθίαο ζπλέβαιιαλ ε ρξήζε ηεο ζπγρξνηξνληθήο αθηηλνβνιίαο απφ ηηο 

αξρέο ηεο δεθαεηίαο ηνπ ‟80, ε ζπιινγή δεδνκέλσλ ππφ θξπνγελείο ζπλζήθεο, ε 

εθαξκνγή ηεο κεζφδνπ ηεο αλψκαιεο ζθέδαζεο γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ησλ θάζεσλ. 

Φπζηθά ε ραξηνγξάθεζε ηνπ γνληδηψκαηνο ηνπ αλζξψπνπ (2001) θαζψο θαη πνιιψλ 

άιισλ νξγαληζκψλ ζε ζπλδπαζκφ κε ηηο ηερληθέο ηεο κνξηαθήο βηνινγίαο νδήγεζαλ 

ζε κία έθξεμε ηνπ δηαζέζηκνπ πξνο έξεπλα πιηθνχ (Jaskolski, 2010). 

Ζ θξπζηαιινγξαθία απνηειεί ηελ πην δηαδεδνκέλε κέζνδν πξνζδηνξηζκνχ ησλ 

ζρεηηθψλ ζέζεσλ ησλ αηφκσλ ησλ κνξίσλ ζην ρψξν θαη ε βαζηθή ηεο αξρή 

ζηεξίδεηαη ζηε πεξίζιαζε ησλ αθηηλσλ- Υ απφ έλαλ θξχζηαιιν ηνπ καθξνκνξίνπ. Ο 

θξχζηαιινο είλαη ε θαλνληθή, επαλαιακβαλφκελε δηεπζέηεζε αηφκσλ ή κνξίσλ ζε 

ηξεηο δηαζηάζεηο. Απνηειείηαη απφ φκνηεο θπςειίδεο πνπ έρνπλ ηνλ ίδην 

πξνζαλαηνιηζκφ θαη επαλαιακβάλνληαη ζηηο ηξεηο δηαζηάζεηο, ψζηε λα δεκηνπξγνχλ 

έλα θαλνληθφ ηξηζδηάζηαην πιέγκα. Ζ θξπζηαιιηθή δνκή απνηειείηαη απφ κία 

πεξηνδηθά επαλαιακβαλφκελε βαζηθή δνκηθή κνλάδα, ηελ κνλαδηαία θπςειίδα, πνπ 

επεθηείλεηαη πξνο ηηο ηξεηο δηαζηάζεηο (McPherson, 2004). Ζ ηειεπηαία κπνξεί λα 

πεξηιακβάλεη έλα ή πεξηζζφηεξα κφξηα ή έλα ή πεξηζζφηεξα κφξηα θαη έλα ή 

πεξηζζφηεξα κφξηα πξνζδέηε θαη δηαιχηε (Δηθφλα 9).  

Δπνκέλσο, κειεηψληαο ηελ αζχκκεηξε κνλάδα (κηθξφηεξν δπλαηφ ηκήκα ηεο δνκήο 

πνπ δελ επαλαιακβάλεηαη ρσξίο ζπκκεηξία ζηνλ ρψξν) ηεο θπςειίδαο θαη 

πξνζδηνξίδνληαο ηηο ζέζεηο ησλ αηφκσλ ηεο, απνθηάηαη κηα νινθιεξσκέλε εηθφλα 

ηνπ θξπζηάιινπ. Ζ θξπζηάιισζε είλαη απαξαίηεηε θαζψο ε κέζνδνο ζηεξίδεηαη 

ζηελ πεξίζιαζε ησλ αθηίλσλ- Υ φπσο αλαθέξακε θαη παξαπάλσ. Οη αθηίλεο- Υ απφ 

έλα κφλν κφξην ζα ήηαλ εμαηξεηηθά αζζελείο θαη κε αληρλεχζηκεο. Οη θξχζηαιινη 

δειαδή ιεηηνπξγνχλ σο εληζρπηέο ηνπ ζήκαηνο πεξίζιαζεο. 
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Δηθόλα 9 ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο αζχκκεηξεο κνλάδαο, απφ ηελ νπνία κε εθαξκνγή 

θαηάιιεισλ ηειεζηψλ ζπκκεηξίαο πξνθχπηεη ε κνλαδηαία θπςειίδα. Απφ ηελ επαλάιεςε ηεο 

κνλαδηαίαο θπςειίδαο ζε δηαηεηαγκέλε κνξθή ζρεκαηίδεηαη ν θξχζηαιινο. 

 

Ζ θξπζηάιισζε ελφο κνξίνπ θαη γεληθφηεξα νπνηαζδήπνηε ρεκηθήο νπζίαο 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ πξσηετλψλ πξαγκαηνπνηείηαη ζε δχν δηαθνξεηηθά, 

σζηφζν αιιεινεμαξηψκελα, ζηάδηα: α) ηελ ππξήλσζε θαη β) ηελ αλάπηπμε ηνπ 

θξπζηάιινπ (Δηθφλα 10). Ζ ππξήλσζε είλαη έλα θαηλφκελν δχζθνιν λα πξνζεγγηζηεί 

ηφζν ζεσξεηηθά φζν θαη πεηξακαηηθά θαζφηη πξφθεηηαη γηα αιιαγή θάζεο πξψηεο 

ηάμεο θαηά ηελ νπνία ηα κφξηα κεηαβαίλνπλ απφ κία ηειείσο ηπραία ζε κία 

νξγαλσκέλε δηάηαμε. Δίλαη πηζαλφ απηφ λα ζπκβαίλεη κέζσ ηνπ ζρεκαηηζκνχ 

κεξηθψο δνκεκέλσλ ή παξαθξπζηαιιηθψλ ελδηακέζσλ – ζε απηή ηελ πεξίπησζε 

πξσηετληθψλ ζπζζσκαησκάησλ – ηα νπνία ηειηθά κεηαηξέπνληαη ζε κηθξέο 

νξγαλσκέλεο δνκέο, ηνπο «θξίζηκνπο ππξήλεο» (Brändén & Tooze, 2009).  



[45] 

 

 

Δηθόλα 10 Μνλνπάηηα ππξήλσζεο γηα θξπζηάιινπο καθξνκνξίσλ. 

 

Αλαγθαία πξνυπφζεζε γηα ηελ θξπζηάιισζε ησλ καθξνκνξίσλ είλαη ε δεκηνπξγία 

θαηάζηαζεο ππεξθνξεζκνχ. Πξφθεηηαη γηα κία ζεξκνδπλακηθά αζηαζή θαηάζηαζε 

θαηά ηελ νπνία ε καθξνκνξηαθή νπζία βξίζθεηαη ζε δηαιπκέλε κνξθή ελψ νη 

θπζηθνρεκηθέο ζπλζήθεο ηνπ δηαιχκαηνο βξίζθνληαη εθηφο ηνπ νξίνπ δηαιπηφηεηάο 

ηεο. Ζ ηζνξξνπία απνθαζίζηαηαη κε ην ζρεκαηηζκφ ζηεξεήο θάζεο φπσο είλαη νη 

θξχζηαιινη κέρξη λα απνθαηαζηαζεί ε θαηάζηαζε θνξεζκνχ. Ο ππεξθνξεζκφο 

επηηπγράλεηαη κε αιιαγή ησλ ηδηνηήησλ ελφο αθφξεζηνπ δηαιχκαηνο ηνπ βηνκνξίνπ 

έηζη ψζηε λα κεησζεί ε δηαιπηφηεηά ηνπ ή λα απμεζνχλ νη ειθηηθέο δπλάκεηο κεηαμχ 

ησλ δηαιπκέλσλ κνξίσλ. Πνιινί παξάγνληεο επεξεάδνπλ ηελ ππξήλσζε θαη 

θξπζηαιιηθή αλάπηπμε βηνινγηθψλ καθξνκνξίσλ. Έλαο θαζνξηζηηθφο παξάγνληαο 

πνπ ξπζκίδεη ηελ θξπζηάιισζε είλαη νη νπζίεο πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη σο 

θαηαθξεκληζηέο. Ο φξνο απηφο ρξεζηκνπνηείηαη γηα νπζίεο (π.ρ. PEG, αιάηηα, θ.α.) 

πνπ πξνζηίζεληαη ζην πξσηετληθφ δηάιπκα κε ζθνπφ λα απνδπλακψζνπλ ηηο 

αιιειεπηδξάζεηο ηεο πξσηεΐλεο κε ηα κφξηα ηνπ λεξνχ πνπ ηελ πεξηβάιινπλ θαη λα 

επλνήζνπλ έηζη ηνλ ζρεκαηηζκφ ζπζζσκαησκάησλ ηεο πξσηεΐλεο. Ζ ζπγθέληξσζε 

ηνπ θαηαθξεκληζηή είλαη απφ ηηο θχξηεο παξακέηξνπο πνπ εμεηάδνληαη ζε πεηξάκαηα 

θξπζηάιισζεο. Δπηπξφζζεηα, νη ελδνγελείο θπζηθνρεκηθέο παξάκεηξνη ηνπ 
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ζπζηήκαηνο (ππεξθνξεζκφο, ζεξκνθξαζία, pH, ρξφλνο, ηνληηθή ηζρχο θαη θαζαξφηεηα 

ησλ ρεκηθψλ, δηάρπζε θαη κεηαθνξά, φγθνο θαη γεσκεηξία ηνπ δείγκαηνο θαη ησλ 

πεηξακαηηθψλ ζπζθεπψλ (επηθάλεηα ησλ ζπζθεπψλ θξπζηάιισζεο), ζηεξεά 

ζσκαηίδηα, αιιειεπηδξάζεηο κε ηα ηνηρψκαηα θαη κε ηηο δηάκεζεο επηθάλεηεο, θ.α), νη 

βηνρεκηθέο θαη βηνθπζηθέο παξάκεηξνη (επαηζζεζία ηεο δνκήο ηεο πξσηεΐλεο ζε 

θπζηθέο παξακέηξνπο, δέζκεπζε άιισλ ππνθαηαζηαηψλ (ππνζηξψκαηα, 

ζπλπαξάγνληεο, κεηαιιηθά ηφληα, άιια ηφληα), εηδηθέο πξφζζεηεο νπζίεο 

(αληαγσληζηηθέο νπζίεο, κε ηνληηθά απνξξππαληηθά, πνιπακίλεο), ηδηφηεηεο ησλ 

πξσηετλψλ (νμείδσζε, πδξνθνβηθφηεηα, πδξνθηιηθφηεηα, θ.α), νη βηνινγηθέο 

παξάκεηξνη (πνιχ κηθξέο πνζφηεηεο ησλ πεξηζζνηέξσλ πξσηετλψλ ζηελ θχζε, 

βηνινγηθέο πεγέο θαη θπζηνινγηθή θαηάζηαζε ησλ νξγαληζκψλ ή ησλ θπηηάξσλ πνπ 

πεξηέρνπλ ηηο πξσηεΐλεο (ζεξκφθηινη, ςπρξφθηινη, αιιφθηινη, κεζφθηινη νξγαληζκνί, 

ζηαηηθή ή αλαπηπζζφκελε θάζε θπηηάξσλ), επηκνιχλζεηο) θαζψο θαη ε θαζαξφηεηα 

ησλ καθξνκνξίσλ απνηεινχλ παξάγνληεο πνπ επεξεάδνπλ ηελ δηαδηθαζία ηεο 

θξπζηάιισζεο. 

Ζ δηαδηθαζία θξπζηάιισζεο κπνξεί λα απεηθνληζηεί ζε έλα δηάγξακκα θάζεσλ 

(Δηθφλα 11) πνπ δείρλεη πνηα θαηάζηαζε (πγξφ, θξπζηαιιηθφ ή άκνξθν ζηεξεφ ίδεκα) 

είλαη ζηαζεξή θάησ απφ δηάθνξεο παξακέηξνπο θξπζηάιισζεο. Παξέρεη έλα κέζν 

γηα ηελ πνζνηηθνπνίεζε ηεο επηξξνήο ησλ παξακέηξσλ ζηελ παξαγσγή ησλ 

θξπζηάιισλ. Χο εθ ηνχηνπ, ηα δηαγξάκκαηα θάζεσλ απνηεινχλ ηε βάζε γηα ην 

ζρεδηαζκφ ησλ ζπλζεθψλ αλάπηπμεο ησλ θξπζηάιισλ (Chayen et al., 1996; 

Koszelak, Leja, & McPherson, 1996; McPherson, 1997). Ζ εηθφλα 8 απνηειεί έλα 

παξάδεηγκα ελφο ηππηθνχ δηαγξάκκαηνο θάζεσλ θξπζηάιισζεο. ρεκαηηθά 

απεηθνλίδνληαη ηέζζεξεηο πεξηνρέο: α) κηα πεξηνρή πνιχ πςεινχ ππεξθνξεζκνχ, φπνπ 

ε πξσηεΐλε ζα θαζηδάλεη, β) κηα πεξηνρή κέηξηνπ ππεξθνξεζκνχ φπνπ ζα 

πξαγκαηνπνηεζεί απζφξκεηε ππξήλσζε, γ) κηα πεξηνρή ππεξθνξεζκνχ θάησ αθξηβψο 

απφ ηελ πεξηνρή ππξήλσζεο, φπνπ νη θξχζηαιινη είλαη ζηαζεξνί θαη κπνξεί λα 

απμεζνχλ, αιιά δε ζα ιάβεη ρψξα πεξαηηέξσ ππξήλσζε (απηή ε πεξηνρή αλαθέξεηαη 

σο κεηαζηαζήο δψλε ε νπνία πηζηεχεηαη φηη πεξηέρεη ηηο θαιχηεξεο ζπλζήθεο γηα ηελ 

αλάπηπμε κεγάισλ θαη θαιά νξγαλσκέλσλ θξπζηάιισλ) θαη δ) κηα πεξηνρή 

ππνθνξεζκνχ φπνπ ε πξσηεΐλε έρεη δηαιπζεί πιήξσο θαη πνηέ δελ ζα θξπζηαιισζεί 

(Chayen, 1996; Chayen et al., 1996).  
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Δηθόλα 11 Σν δηάγξακκα θάζεσλ θξπζηάιισζεο. 

 

ε έλα ηδαληθφ πείξακα, αθνχ έρνπλ ζρεκαηηζηεί ππξήλεο, ε ζπγθέληξσζε ηεο 

πξσηεΐλεο ζην δηάιπκα ζα κεησζεί, νδεγψληαο έηζη θπζηθά ην ζχζηεκα ζηε 

κεηαζηαζή δψλε, φπνπ ε αλάπηπμε ζα ζπκβεί, ρσξίο ην ζρεκαηηζκφ πεξαηηέξσ 

ππξήλσλ (Bergfors, 1999, 2009). Χζηφζν, έλα ηδαληθφ πείξακα δε ζπκβαίλεη ζπρλά 

θαη ηηο πεξηζζφηεξεο θνξέο πξνθαιείηαη πεξίζζεηα ππξήλσζεο, κε απνηέιεζκα ην 

ζρεκαηηζκφ πνιιψλ ρακειήο πνηφηεηαο θξπζηάιισλ. Ο ζηφρνο είλαη σο εθ ηνχηνπ λα 

επηλνεζνχλ κέζνδνη πνπ ζα επηηξέςνπλ ζηνλ εξεπλεηή λα νδεγήζεη ην πείξακα απφ 

ηελ ππξήλσζε ζηελ αλάπηπμε ψζηε λα εμαζθαιηζηνχλ ηα επηζπκεηά απνηειέζκαηα 

(Chayen, 2005). 

 Ζ πεηξακαηηθή δηάηαμε πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ θξπζηάιισζε ησλ πξσηετλψλ 

είλαη ζρεηηθά απιή. ε γεληθέο γξακκέο, ε πξσηεΐλε δηαιπηνπνηείηαη ζε ήπην 

ξπζκηζηηθφ δηάιπκα, αλακηγλχεηαη κε ην δηάιπκα θξπζηάιισζεο κέζα ζε έλα θιεηζηφ 

ζχζηεκα θαη ην κίγκα αθήλεηαη λα θζάζεη ζε θαηάζηαζε ηζνξξνπίαο κέρξη εθεί πνπ 
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επηηξέπεη ε θηλεηηθή ηνπ ζπζηήκαηνο. Γηάθνξεο ηερληθέο θξπζηάιισζεο κε 

παξαιιαγέο σο πξνο ηνλ ηξφπν αλάκημεο θαη εμηζνξξφπεζεο έρνπλ αλαπηπρζεί, φπσο 

είλαη ε ηερληθή άκεζεο πξνζζήθεο παξάγνληα θαηαθξήκληζεο (Batch), ε ηερληθή 

εμάηκηζεο θαη δηάρπζεο ησλ αηκψλ (Vapor diffusion), ε δηαπίδπζε (Dialysis) θαη ε 

δηάρπζε ειεχζεξεο επηθάλεηαο (Free–interface diffusion). Ζ πην ζπρλά 

ρξεζηκνπνηνχκελε είλαη ε ηερληθή δηάρπζεο ησλ αηκψλ κε θξεκάκελε (Hanging Drop 

Vapor Diffusion – HDVD) ή θαζήκελε ζηαγφλα (Sitting Drop Vapor Diffusion – 

SDVD –) (Δηθφλα 12). Ζ δηάηαμε πεξηιακβάλεη θιεηζηφ ζχζηεκα ην νπνίν 

απνηειείηαη απφ έλα βνζξίν πνπ θέξεη ηε ζηαγφλα (κίγκα πξσηεΐλεο θαη δηαιχκαηνο 

θξπζηάιισζεο) θαη κία δεμακελή κε δηάιπκα θξπζηάιισζεο. Σν δηάιπκα ηεο 

δεμακελήο απνξξνθά αηκνχο χδαηνο απφ ηε ζηαγφλα ιφγσ ηεο δηαθνξάο ζηε 

ζπγθέληξσζε ησλ επηκέξνπο ζπζηαηηθψλ ηνπ. Ζ δε πξσηεΐλε πνπ βξίζθεηαη ζηε 

ζηαγφλα νδεγείηαη κε ηνλ ηξφπν απηφ ζε θαηάζηαζε ππεξθνξεζκνχ θαη θαη‟ 

επέθηαζε ζε αλάπηπμε θξπζηάιισλ (Korczynska et al., 2007).  

Άιιεο κέζνδνη πεξηιακβάλνπλ ηελ θξπζηάιισζε φπνπ ην πξν θξπζηάιισζε δηάιπκα 

ηνπνζεηείηαη ζε ειαηψδεο πεξηβάιινλ θαη αθήλεηαη κέρξη λα ζρεκαηηζηνχλ 

θξχζηαιινη (microbatch under oil)(Loll, Tretiakova, & Soderblom, 2003). Ζ κέζνδνο 

επλνεί ηε δηαρείξηζε κηθξψλ φγθσλ, αλ θαη ε ζπγθνκηδή είλαη δπζθνιφηεξε. Ζ 

κηθξνδηαπίδπζε (microdialysis) (Bunick, North, & Stubbs, 2000; Trakhanov, 1989) 

απηνκαηνπνηείηαη δχζθνια, ελψ ε δηάρπζε ειεχζεξεο επηθάλεηαο (free interface 

diffusion) ρξεζηκνπνηείηαη νινέλα θαη πεξηζζφηεξν (Salemme, 1972, 1985; Segelke, 

2005), αιιά ε απηνκαηνπνίεζε θαη ε ζπγθνκηδή είλαη ζηνηρεία πνπ ρξήδνπλ 

βειηίσζεο. Οη κέζνδνη δηαζρίδνπλ ην δηάγξακκα θάζεο θξπζηάιισζεο κε κηα 

δηαθνξεηηθή δηαδξνκή θαη δελ παξάγνπλ αλαγθαζηηθά ηα ίδηα απνηειέζκαηα ζηηο 

ίδηεο ζπλζήθεο (Rupp & Wang, 2004). 
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Δηθόλα 12 Απεηθφληζε ηεο πεηξακαηηθήο δηάηαμεο ησλ θπξηφηεξσλ ηερληθψλ δηάρπζεο: Α. Με 

θξεκάκελε ζηαγφλα, Β. Με θαζήκελε ζηαγφλα, Γ. Σερληθή άκεζεο πξνζζήθεο παξάγνληα 

θαηαθξήκληζεο ππφ έιαην, Γ. Μηθξνδηαπίδπζε, Δ. Γηάρπζε ειεχζεξεο επηθάλεηαο. Οη ηερληθέο ηεο 

θξεκάκελεο θαη ηεο θαζήκελεο ζηαγφλαο είλαη νη πην επξέσο ρξεζηκνπνηνχκελεο. 

 

Σα ηειεπηαία ρξφληα έρνπλ γίλεη ζεκαληηθέο πξνζπάζεηεο γηα ηελ απηνκαηνπνίεζε 

ηεο δηαδηθαζίαο θξπζηάιισζεο κε ηε ρξήζε ξνκπφη ηφζν γηα ηελ παξαζθεπή ησλ 

δηαιπκάησλ φζν θαη γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε θαη παξαθνινχζεζε ησλ πεηξακάησλ 

θξπζηάιισζεο. Γηα παξάδεηγκα, ξνκπφη θαηαζθεπαζκέλν ζην Ηλζηηηνχην 

Hauptman–Woodward ησλ Ζ.Π.Α. κπνξεί λα εθηειέζεη 9200 πεηξάκαηα ηελ ψξα ελψ 

πνιιά εκπνξηθά δηαζέζηκα κεραλήκαηα είλαη πιένλ ζηε δηάζεζε θαη κηθξφηεξσλ 

εξγαζηεξίσλ δνκηθήο βηνινγίαο ζε φιν ηνλ θφζκν (Sharff & Jhoti, 2003). Δθηφο απφ 

ηε κείσζε ηνπ πεηξακαηηθνχ ρξφλνπ θαη ηε δπλαηφηεηα ζάξσζεο κεγαιχηεξνπ 

πιήζνπο αξρηθψλ ζπλζεθψλ θξπζηάιισζεο, ε απηνκαηνπνίεζε ζπλέβαιιε θαη ζηε 

κείσζε ηεο απαηηνχκελεο πνζφηεηαο πξσηεΐλεο ράξε ζηε δπλαηφηεηα ρεηξηζκνχ πνιχ 

κηθξψλ φγθσλ δηαιπκάησλ (ηεο ηάμεο αθφκα θαη κεξηθψλ nL) (Chayen, 2009). Όια 

ηα παξαπάλσ ζπλέβαιιαλ ζεκαληηθά ζηελ αχμεζε ηνπ πνζνζηνχ επηηπρίαο ησλ 

πξνζπαζεηψλ θξπζηάιισζεο ησλ πξσηετλψλ – ζηφρσλ ηαρχηεξα, ρσξίο σζηφζν λα 

είλαη ζε ζέζε λα αληηθαηαζηήζνπλ ηελ εκπεηξία ηνπ πεηξακαηηζηή θαη λα 

θαηαζηήζνπλ ηελ θξπζηάιισζε κία δηαδηθαζία ξνπηίλαο. 
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1.8 ΣΟΥΟΗ ΣΖ ΜΔΣΑΠΣΤΥΗΑΚΖ ΔΡΓΑΗΑ 
 

Ζ αλάγθε γηα πξνζαξκνγή ησλ νξγαληζκψλ ζε αθξαία πεξηβάιινληα (αθξαίεο 

ζπλζήθεο ζεξκνθξαζίαο) δεκηνχξγεζε θαη αληίζηνηρεο πξνζαξκνγέο ζε κνξηαθφ 

επίπεδν. Οη πξσηεΐλεο ησλ ζεξκφθηισλ νξγαληζκψλ αλαγθάζηεθαλ λα ππνζηνχλ 

δηαθνξνπνηήζεηο ζηελ ακηλνμηθή ηνπο αιιεινπρία, ζπγθξηηηθά κε ηηο νκφινγεο 

κεζφθηιεο. Οη αιιαγέο απηέο δίλνπλ ζηα κφξηα ην πιενλέθηεκα ηεο 

ζεξκνζηαζεξφηεηαο. 

Με ηνλ φξν ζεξκνζηαζεξφηεηα, αλαθεξφκαζηε ζην δπλακηθφ δηαηήξεζεο ηεο δνκήο 

θαη ιεηηνπξγίαο κηάο πνιππεπηηδηθήο αιπζίδαο θάησ απφ αθξαίεο ζπλζήθεο.  

Παξά ηε κεγάιε πξνζπάζεηα πνπ έρεη γίλεη γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ησλ παξαγφλησλ 

πνπ επεξεάδνπλ ηελ ζεξκνζηαζεξφηεηα ησλ πξσηετλψλ, ην πεδίν δελ έρεη 

μεθαζαξίζεη αθφκα. Απηφ ζπκβαίλεη δηφηη ελψ έρνπλ εμαρζεί θάπνηα γεληθά 

ζπκπεξάζκαηα πνπ είλαη θαζνιηθά γηα φιεο ηηο πξσηεΐλεο, θάζε πξσηεΐλε 

ρξεζηκνπνηεί ειάρηζηεο θνκβηθέο αιιαγέο γηα λα επηηεπρζεί ε ζηαζεξφηεηα.  

Οη ζηφρνη ηεο παξνχζαο εξγαζίαο είλαη πνιχπιεπξνη. Αξρηθφο ζθνπφο είλαη ε 

απνκφλσζε ηνπ γνληδίνπ hutth απφ ην γελσκηθφ DNA ηνπ Thermus thermophilus, ε 

ππεξέθθξαζή ηνπ θαη ε παξαγσγή κεγάισλ πνζνηήησλ ηεο αλαζπλδπαζκέλεο HUTth 

πξσηεΐλεο γηα πεξαηηέξσ βηνρεκηθφ θαη βηνθπζηθφ ραξαθηεξηζκφ θαζψο θαη δνκηθή 

αλάιπζε.  

Δπφκελνο ζηφρνο ηεο εξγαζίαο είλαη ε κειέηε ησλ παξαγφλησλ πνπ επεξεάδνπλ ηε 

ζεξκνζηαζεξφηεηα ησλ πξσηετλψλ ηεο νηθνγέλεηαο HU. Γηα ηελ επίηεπμε ηνπ 

δεχηεξνπ ζηφρνπ πξαγκαηνπνηείηαη εθηεηακέλε βηνπιεξνθνξηθή αλάιπζε 

ρξεζηκνπνηψληαο ηφζν ηελ HUTth πξσηεΐλε, φζν θαη άιιεο HU πξσηεΐλεο πνπ έρνπλ 

κειεηεζεί θαζψο θαη HU ζπλαηλεηηθέο θαη πξνγνληθέο αθνινπζίεο πνπ 

πξνβιέθζεθαλ.  
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2 ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 
 

2.1 ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΔΞΟΠΛΗΜΟ 

Σν πεηξακαηηθφ κέξνο ηεο Μεηαπηπρηαθήο Δξγαζίαο πξαγκαηνπνηήζεθε ζην 

Δξγαζηήξην ηνπ Καζεγεηή Βηνρεκείαο Γξ. Κσλ/λνπ Δ. Βνξγηά, ζηνλ Σνκέα 

Βηνρεκείαο θαη Μνξηαθήο Βηνινγίαο ηνπ Σκήκαηνο Βηνινγίαο ηνπ Δζληθνχ θαη 

Καπνδηζηξηαθνχ Παλεπηζηεκίνπ Αζελψλ. Γηα ηελ εθηέιεζε ησλ πεηξακάησλ 

ρξεζηκνπνηήζεθε ν εμνπιηζκφο ηνπ εξγαζηεξίνπ θαζψο θαη ηα απαξαίηεηα 

αληηδξαζηήξηα.  

Μέξνο ησλ πεηξακάησλ, καδηθήο θξπζηάιισζεο, πξαγκαηνπνηήζεθαλ, χζηεξα απφ 

θαηάζεζε θαη απφθηεζε επξσπατθνχ grant (BIOSTRUCT- X), ζην SPC Facility ηνπ 

EMBL ζην Ακβνχξγν, Γεξκαλία. 

Αξρηθά πεηξάκαηα θξπζηάιισζεο πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζην εξγαζηήξην Γνκηθήο 

Βηνινγίαο θαη Υεκείαο, ζην Ηλζηηηνχην Βηνινγίαο, Ηαηξηθήο Υεκείαο θαη 

Βηνηερλνινγίαο, ζην Δζληθφ Ίδξπκα Δξεπλψλ. 

Σα πεηξάκαηα θπθιηθνχ δηρξντζκνχ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζην εξγαζηήξην 

Βηνκνξηαθήο Φπζηθήο, ζην Δζληθφ Κέληξν Έξεπλαο Φπζηθψλ Δπηζηεκψλ 

«Γεκφθξηηνο». 

2.2 ΜΗΚΡΟΒΗΑΚΟ ΤΛΗΚΟ 

Σα θχηηαξα μεληζηέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ παξνχζα εξγαζία ήηαλ ηα E. coli 

DH5a, BL21(DE3) (STRATAGENE) θαη ηα MAGIC. εκαληηθφ είλαη λα αλαθεξζεί 

φηη ηα παξαπάλσ ζηειέρε δελ παξάγνπλ ηηο πξσηεάζεο Ion θαη ompT, 

πξνζηαηεχνληαο ηηο πξσηεΐλεο πνπ παξάγνληαη απφ πξσηενιπηηθή πέςε. 

2.2.1 ΑΠΟΘΖΚΔΤΖ ΒΑΚΣΖΡΗΑΚΧΝ ΚΤΣΣΑΡΧΝ E. coli 

Ζ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία πεξηιάκβαλε ηα παξαθάησ βήκαηα: 

 Δκβνιηαζκφο κίαο απνηθίαο απφ ην ηξπβιίν LB- άγαξ ζε 5 ml LB, κε ην 

θαηάιιειν αληηβηνηηθφ. Δπψαζε ζηνπο 37
 ν
C γηα 14- 16 ψξεο 

 Μεηαθνξά 750 κl ηεο βαθηεξηαθήο θαιιηέξγεηαο ζε 2 ml δνθηκαζηηθνχ ζσιήλα 

θαη πξνζζήθε 750 κl απνζηεηξσκέλνπ δηαιχκαηνο 100% (v/v) γιπθεξφιεο. 
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Έληνλε αλαθίλεζε (vortex) ψζηε λα επηηεπρζεί νκνηφκνξθε δηαζπνξά ηεο 

γιπθεξφιεο 

 Σαρεία θαηάςπμε ζε πγξφ άδσην (- 150
 ν
C) θαη απνζήθεπζε ζηνπο - 80

 ν
C 

Αμίδεη λα ζεκεησζεί πσο ζηα θχηηαξα Magic γηα ηε ζηαζεξφηεηα ηνπ ελδνγελνχο 

πιαζκηδίνπ, νη πγξέο θαιιηέξγεηέο ηνπο, εθηφο απφ ακπηθηιιίλε (100 κg/ ml) 

πεξηείραλ θαη ην αληηβηνηηθφ θαλακπθίλε ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 50 κg/ ml. 

 

2.2.2 ΤΝΘΖΚΔ ΚΑΛΛΗΔΡΓΔΗΑ ΣΧΝ ΒΑΚΣΖΡΗΑΚΧΝ 

ΚΤΣΣΑΡΧΝ 

Σα βαθηεξηαθά θχηηαξα αλαπηχρζεθαλ ηφζν ζε ζηεξεά ζξεπηηθά ππνζηξψκαηα 

(ηξπβιία Petri) φζν θαη ζε πγξέο θαιιηέξγεηεο (θσληθέο θηάιεο δηαθνξεηηθνχ ελεξγνχ 

φγθνπ). Κπηηαξηθφ ελαηψξεκα πξνθαζνξηζκέλεο ζπγθέληξσζεο απνηεινχζε ην 

εκβφιην ηφζν ζηηο πγξέο φζν θαη ζηηο ζηεξεέο θαιιηέξγεηεο. Ζ εθηίκεζε ηεο 

θπηηαξηθήο ζπγθέληξσζεο πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε κέζνδν κέηξεζεο ηεο νπηηθήο 

ππθλφηεηαο ζην νξαηφ, 600 nm (OD600nm). Σν βαζηθφ ζξεπηηθφ ππφζηξσκα πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε ήηαλ ην Θξεπηηθφ Άγαξ {Nutrient Agar (Day et al., 1989)} θαη ε 

ζεξκνθξαζία επψαζεο ήηαλ νη 37 
ν
C. 

Πίλαθαο 2- 1 Τγξφ θαη ζηεξεφ ζξεπηηθφ Άγαξ (Nutrient Agar) 

πζηαηηθά χζηαζε αλά ιίηξν 

Σξππηφλε 10 g 

Δθρχιηζκα δχκεο 5 g 

NaCl 10 g 

Άγαξ (Bacto Agar) 15 g 

 

 

LB 
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2.2.3 ΠΑΡΑΚΔΤΖ ΔΠΗΓΔΚΣΗΚΧΝ ΚΤΣΣΑΡΧΝ E. coli  

Ζ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία πεξηιακβάλεη ηα παξαθάησ βήκαηα: 

1. Αλάπηπμε θαιιηέξγεηαο ηνπ ζηειέρνπο ηεο E. coli πνπ πξνέξρεηαη απφ κνλή 

απνηθία ζε 6 ml ζξεπηηθνχ LB (θαιιηέξγεηα έλαξμεο). Δπψαζε κε αλάδεπζε 

ζηνπο 37 
ν
C γηα 16 ψξεο, ζηηο 220 rpm. 

2. Δκβνιηαζκφο 40 mL ζξεπηηθνχ κε 350 κL απφ ηελ θαιιηέξγεηα έλαξμεο. Δπψαζε 

ζηνπο 37 
ν
C, κε αλάδεπζε ζηηο 220 rpm, γηα 3- 3,5 ψξεο, έσο φηνπ ε νπηηθή 

ππθλφηεηα OD600nm λα είλαη 0,35-  0,4 κνλάδεο. 

3. Σνπνζέηεζε ηεο θαιιηέξγεηαο ζηνλ πάγν γηα 15 ιεπηά. 

4.  Φπγνθέληξεζε ζηηο 2500 rpm, ζηνπο 4
 ν

C
 

γηα 12 ιεπηά. Απφξξηςε ηνπ 

ππεξθεηκέλνπ κε αλαζηξνθή ηνπ ζσιήλα. 

5. Δπαλαδηάιπζε ηνπ θπηηαξηθνχ ηδήκαηνο ζε 15 mL δηαιχκαηνο TF1 θαη επψαζε 

ησλ θπηηάξσλ ζηνλ πάγν γηα 15- 20 ιεπηά. 

6. Φπγνθέληξεζε φπσο ζην βήκα 4. 

7. Δπαλαδηάιπζε ηνπ θπηηαξηθνχ ηδήκαηνο ζε 3 mL δηαιχκαηνο TF2 θαη επψαζε 

ησλ θπηηάξσλ ζηνλ πάγν γηα 15 ιεπηά. 

8. Σα θχηηαξα κνηξάζηεθαλ αλά 200 κL ζε ζσιήλεο φγθνπ 1,5 mL.  

9. Σαρεία θαηάςπμε ζε πγξφ άδσην θαη απνζήθεπζε ζηνπο-   80
 ν
C. 

Γηαιχκαηα: 

TF1: 100 mM RbCl2, 50 mM MnCl2.4H2O, 30 mM KAc pH 7,5, 10 mM CaCl2.2H2O, 

15% γιπθεξφιε, ηειηθφ pH δηαιχκαηνο 5,8-  ξχζκηζε κε δηάιπκα 0,2Μ CH3COOH 

TF2: 10 mM MOPS pH 6,8, 10 mM RbCl2, 75 mM CaCl2.2H2O, 15% γιπθεξφιε, 

ηειηθφ pH δηαιχκαηνο 6,8-  ξχζκηζε κε πξνζζήθε δηαιχκαηνο NaOH 
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Α΄ ΜΔΡΟ: ΑΠΟΜΟΝΧΖ ΚΑΗ 

ΚΛΧΝΟΠΟΗΖΖ ΣΟΤ hutth ΓΟΝΗΓΗΟΤ. 

ΤΠΔΡΔΚΦΡΑΖ ΣΖ HUTth ΠΡΧΣΔΨΝΖ

 

2.3 ΑΠΟΜΟΝΧΖ ΣΟΤ ΓΟΝΗΓΗΟΤ hutth ΑΠΟ ΣΟ 

ΓΔΝΧΜΗΚΟ DNA ΣΟΤ ΘΔΡΜΟΦΗΛΟΤ ΒΑΚΣΖΡΗΟΤ 

THERMUS thermophilus 

Ζ απνκφλσζε νιφθιεξνπ ηνπ γνληδίνπ hutth απφ ην γελσκηθφ DNA ηνπ Thermus 

Thermophilus ΖΒ8 πξαγκαηνπνηήζεθε ρξεζηκνπνηψληαο ηελ Taq Recombinant 

πνιπκεξάζε.  

Ζ Taq Recombinant πνιπκεξάζε (InVitrogen, USA), δελ δηαζέηεη ελεξγφηεηα 3΄ 

5΄εμσλνπθιεάζεο θαη δελ ραξαθηεξίδεηαη απφ πςειήο πηζηφηεηαο ελίζρπζε. Παξ‟ 

φια απηά, ην έλδπκν ζπλζέηεη DNA, in vitro, κε εχινγε αθξίβεηα. Αθξηβέζηεξα, ε 

Taq Recombinant DNA πνιπκεξάζε παξνπζηάδεη ηα ίδηα ραξαθηεξηζηηθά κε ηελ 

θνηλή Taq πνιπκεξάζε, πνπ έρεη απνκνλσζεί απφ ηνλ Thermus aquaticus, φζνλ 

αθνξά ηε δξαζηεθφηεηα, εμεηδίθεπζε, ζεξκνζηαζεξφηεηα θαη ηελ απφδνζή ηεο ζηελ 

PCR. Δπηπιένλ, δεκηνπξγεί ηπθιά άθξα ζην 30% ησλ πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο θαη 

έηζη θαζίζηαηαη ηδαληθή γηα ηελ δηαδηθαζία θισλνπνίεζεο πνπ ζα αθνινπζήζεη (TA 

cloning). 

Σν αληηδξψλ κείγκα ηεο αληίδξαζεο πεξηιακβάλεη: 
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Αληηδξώληα Σειηθή πγθέληξσζε 

Γελσκηθφ DNA 160 ng 

10 x PCR Buffer minus Mg
++

 1x 

MgCl2 1,5 mM 

dNTPs mix 0,2 mM 

CV619 εθθηλεηήο (forward) 0,5 κM 

CV620 εθθηλεηήο (reverse) 0,5 κM 

Taq Recombinant 2,5 Units 

 

Ζ αληίδξαζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε ζεξκηθφ θπθινπνηεηή θαη ρξεζηκνπνηήζεθε 

πξσηφθνιιν “Hot Start”. Αλαιπηηθφηεξα, έλα αξρηθφ ζηάδην 3 ιεπηψλ ζηνπο 94 
ν
C, 

αθνινπζείηαη απφ 5 ιεπηά ζηνπο 80 
ν
C, ρξνληθφ δηάζηεκα ζην νπνίν πξνζηίζεηαη ε 

Taq Recombinant πνιπκεξάζε. Δλ ζπλερεία, πξαγκαηνπνηνχληαη 30 θχθινη πνπ 

πεξηιακβάλνπλ 45 δεπηεξφιεπηα ζε ζεξκνθξαζία απνδηάηαμεο ζηνπο 94 
ν
C, 30 

δεπηεξφιεπηα ζε ζεξκνθξαζία 58
 ν
C, θαηά ην νπνίν ηα εθθηλεηηθά κφξηα ζρεκαηίδνπλ 

δεζκνχο πδξνγφλνπ ζηηο θαηάιιειεο ζέζεηο ησλ κνξίσλ DNA θαη 1,5 ιεπηφ ζηνπο 72 

ν
C, φπνπ ζρεκαηίδνληαη νη λέεο πνιπλνπθιενηηδηθέο αιιεινπρίεο. Σέινο, αθνινπζεί 

έλα ηειηθφ βήκα ζηνπο 72 
ν
C γηα 10 ιεπηά. Σν κέγεζνο ηνπ πξντφληνο ελίζρπζεο απφ 

ηελ PCR είλαη 296 δεχγε βάζεσλ.  
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2.3.1 ΥΔΓΗΑΜΟ ΜΟΡΗΧΝ ΔΚΚΗΝΖΣΧΝ ΓΗΑ ΣΖΝ 

ΑΠΟΜΟΝΧΖ ΚΑΗ ΔΝΗΥΤΖ ΣΟΤ ΓΟΝΗΓΗΟΤ hutth ΑΠΟ 

ΣΟ ΓΔΝΧΜΗΚΟ DNA ΣΟΤ THERMUS thermophilus ΚΑΗ 

ΚΛΧΝΟΠΟΗΖΖ 

Ο ζρεδηαζκφο εθθηλεηηθψλ κνξίσλ γηα ηνλ εληνπηζκφ ηνπ γνληδίνπ HUTth ζην 

βαθηεξηαθφ γνληδίσκα πξνέθπςε απφ ηελ επζπγξάκκηζε ησλ 5΄θαη 3΄ζπληεξεκέλσλ 

πεξηνρψλ ηνπ ζεξκνζηαζεξνχ απηνχ γνληδίνπ ζην είδνο Thermus Thermophilus. Ζ 

αλάιπζε νιφθιεξεο ηεο αιιεινπρίαο ηνπ γνληδίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε χζηεξα απφ 

ηελ ελζσκάησζή ηνπ ζηνλ θνξέα θισλνπνίεζεο pGEM- TEasy (Promega). 

Αθξηβέζηεξα, γηα ηελ ελίζρπζε ηνπ γνληδίνπ HUTth ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα αθφινπζα 

εθθηλεηηθά κφξηα ηα νπνία δηέζεηαλ ζέζεηο πεξηνξηζκνχ απφ ελδνλνπθιεάζεο:  

CV619 (39 δ.β., Σm 77, 8
 ν

C) 

5’ –GTGACACA|TA|TGGCTGCGAAGAAGACGGTGACCAAAGCG-   3’  

                            NdeI 

CV620 (39 δ.β., Σm 73
 ν

C) 

5’ –GTTACCG|GATC|CTCACTTCTTGACCTTATCCTTCAGGGC-   3’ 

                        BamHI  

Οη πξψηεο βάζεηο θάζε εθθηλεηή (πξάζηλν ρξψκα) βνεζνχλ ζηε ζηαζεξνπνίεζε ηεο 

πνιπκεξάζεο πάλσ ζην νιηγνλνπθιενηίδην θαηά ηελ έλαξμε ηεο αληηγξαθήο. Ζ 

επφκελε αιιεινπρία (θφθθηλν ρξψκα) είλαη ε αιιεινπρία αλαγλψξηζεο ηνπ 

αληίζηνηρνπ πεξηνξηζηηθνχ ελδχκνπ θαη ε ηειεπηαία είλαη ζηελ πεξίπησζε ηνπ 

εθθηλεηή (F) γηα ην 5‟ άθξν, ε αξρή ηνπ γνληδίνπ, θαη ζηελ πεξίπησζε ηνπ εθθηλεηή 

(R) γηα ην 3‟ άθξν, ε αληίζηξνθε θαη ζπκπιεξσκαηηθή αιιεινπρία ηεο ιήμεο ηνπ 

γνληδίνπ. Δπηδηψθεηαη θαηά ηνλ ζρεδηαζκφ, νη ηειεπηαίεο αιιεινπρίεο λα έρνπλ 

ζρεηηθά πςειφ πνζνζηφ γνπαλίλεο θαη θπηνζίλεο ( GC%> 40) θαη ζρεηηθά παξφκνην 

θαη πςειφ ζεκείν ηήμεο, Σm. 
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2.4 ΣΔΥΝΗΚΔ ΜΟΡΗΑΚΖ ΚΛΧΝΟΠΟΗΖΖ 

2.4.1 ΑΠΟΜΟΝΧΖ ΠΛΑΜΗΓΗΑΚΟΤ DNA 

Ζ απνκφλσζε ηνπ πιαζκηδηαθνχ DNA, έγηλε κε εθαξκνγή είηε ηνπ πξσηνθφιινπ 

Nucleospin® Plasmid (Macherey-  Nagel, Γεξκαλία), είηε ηνπ πξσηνθφιινπ 

QIAGEN® Plasmid Mini Prep Kit (QIAGEN, Γεξκαλία), ή κε θαηαβχζηζε παξνπζία 

ηζνπξνπαλφιεο (Graham, Robertson, Sambrook, & Crossman, 1989).  

Ζ δηαδηθαζία ηεο αιθαιηθήο ιχζεο ησλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ πεξηιακβάλεη ηα 

παξαθάησ ζηάδηα:  

 Αλάπηπμε ηεο βαθηεξηαθήο θαιιηέξγεηαο ζε ζξεπηηθφ κέζν LB κε πξνζζήθε 

θαηάιιεινπ αληηβηνηηθνχ γηα 16 ψξεο ζηνπο 37
 ν
C. 

 Φπγνθέληξεζε 4 ml βαθηεξηαθήο θαιιηέξγεηαο ζηηο 8000 rpm γηα 5 ιεπηά. 

 Πξνζζήθε ζην ίδεκα 200 κL δηαιχκαηνο P1 (50 mM Tris- HCL, 10 mΜ EDTA, 

pH 7,5). Αλάδεπζε κε ζηφρν ηελ νινθιεξσηηθή αλαδηαιπηνπνίεζε ησλ 

θπηηάξσλ. 

 Πξνζζήθε 200 κL δηαιχκαηνο P2 (1% (w/v) SDS, 0,2N NaOH) θαη ήπηα 

αλάδεπζε. 

 Πξνζζήθε 200 κL δηαιχκαηνο P3 (3M CH3COONa, pH 5,3) θαη αλάδεπζε. 

 Φπγνθέληξεζε ζηηο 13000 rpm γηα 15 ιεπηά 

 Παξαιαβή ηνπ ππεξθεηκέλνπ κε ηδηαίηεξε πξνζνρή θαη πξνζζήθε ζε απηφ 600 κl 

ηζνπξνπαλφιεο. Αλάδεπζε θαη θπγνθέληξεζε ζηηο 13000 rpm γηα 15 ιεπηά. 

 Παξαιαβή ηνπ ηδήκαηνο θαη μέπιπκα απηνχ κε 300 κL δηαιχκαηνο 70% (v/v) 

αηζαλφιεο. Φπγνθέληξεζε ζηηο 13000 rpm γηα 15 ιεπηά 

 Ξήξαλζε ηνπ ηδήκαηνο ζηνπο 37 
ν
C γηα πεξίπνπ 10 ιεπηά θαη επαλαδηάιπζή ηνπ 

ζε 50 κL απνζηεηξσκέλνπ λεξνχ. 

 Πξνζζήθε RNAζεο γηα 15 ιεπηά ζηνπο 37
 ν
C. 

 

2.4.2 ΠΔΦΖ DNA ΜΔ ΠΔΡΗΟΡΗΣΗΚΔ ΔΝΓΟΝΟΤΚΛΔΑΔ 

Ζ δηαδηθαζία πέςεο ηνπ πιαζκηδηαθνχ DNA (ή πξντφληνο ηεο αληίδξαζεο PCR) κε 

πεξηνξηζηηθή ελδνλνπθιεάζε πεξηειάκβαλε ηα παξαθάησ βήκαηα: 

Πξνζζήθε ζε έλα δνθηκαζηηθφ ζσιήλα φγθνπ 1,5 mL: 
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 1- 4 κg πιαζκηδηαθνχ DNA (ή πξντφληνο ηεο αληίδξαζεο PCR) 

 5- 20 Units πεξηνξηζηηθήο ελδνλνπθιεάζεο 

 2 κL θαηάιιεινπ ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο γηα ηε δξάζε ηεο πεξηνξηζηηθήο 

ελδνλνπθιεάζεο (δηαηίζεηαη απφ ηελ εηαηξία θαη είλαη εηδηθφ γηα ην θάζε έλδπκν) 

 απηνληζκέλν λεξφ ειεχζεξν λνπθιεαζψλ, έσο ηνλ ηειηθφ φγθν ησλ 20 κL 

Αθνινπζεί επψαζε ζηελ θαηάιιειε ζεξκνθξαζία γηα ηελ πεξηνξηζηηθή 

ελδνλνπθιεάζε, επί 1 κε 2 ψξεο, βάζεη ησλ νδεγηψλ ηεο εηαηξείαο παξαγσγήο. 

 

2.4.3 ΑΝΣΗΓΡΑΖ ΛΗΓΑΖ 

ηε δηαδηθαζία θισλνπνίεζεο ελφο ηκήκαηνο DNA ζε πιαζκηδηαθφ θνξέα, ε 

αληίδξαζε ζπξξαθήο, πξαγκαηνπνηείηαη κε ηελ εμήο δηαδηθαζία: 

ε δνθηκαζηηθφ ζσιήλα φγθνπ 1,5 mL πξνζηίζεηαη: 

 1 κL πιαζκηδηαθνχ θνξέα ζπγθέληξσζεο 0,1 κg/κL, χζηεξα απφ επψαζε κε 

θαηάιιεια πεξηνξηζηηθά έλδπκα θαη απνθσζθνξπιίσζε ησλ άθξσλ ηνπ κε 

αιθαιηθή θσζθαηάζε. 

 2- 3 κL θαζαξνχ ελζέκαηνο DNA ζπγθέληξσζεο 0,1 κg/κL (αλαθέξνπκε φηη ε 

αλαινγία ησλ ηκεκάησλ DNA/ πιαζκηδηαθφο θνξέαο πξέπεη λα είλαη 2:1 ή 3:1 θαη 

ζπάληα 5:1). 

 1 κL ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο ηεο Σ4 DNA ιηγάζεο (50 mM Tris- HCl, 10 mM 

MgCl2, 1 mM ATP, 10 mM DTT, pH 7,5) 

 1 κL T4 DNA ιηγάζε  

 Απηνληζκέλν λεξφ ειεχζεξν λνπθιεαζψλ κέρξη ηνλ ηειηθφ φγθν ησλ 10 κL 

Δπψαζε ζε πδαηφινπηξν ζηαζεξήο ζεξκνθξαζίαο 16
 ν

C, γηα 16 ψξεο (Graham et al., 

1989). 
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2.4.4 ΜΔΣΑΥΖΜΑΣΗΜΟ ΚΤΣΣΑΡΧΝ E. coli  

Ζ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία πεξηιακβάλεη ηα παξαθάησ βήκαηα: 

 Σαρεία απφςπμε ηνπ θαηάιιεινπ ζηειέρνπο παξαζθεπαζκέλσλ επηδεθηηθψλ 

θπηηάξσλ E. coli θαη επψαζή ηνπ ζηνλ πάγν. 

 Πξνζζήθε 1 ng ππεξειηθσκέλνπ πιαζκηδίνπ ή 2,5- 10 κL ηνπ κίγκαηνο ηεο 

αληίδξαζεο ηεο ιηγάζεο ζε 50- 100 κL αησξήκαηνο επηδεθηηθψλ θπηηάξσλ, κε 

ήπηα θαη πνιχ πξνζεθηηθή αλάδεπζε. 

 Επώαςη του μίγματοσ κυττάρων- DNA ςτον πάγο, για 30 λεπτά. 

 Επώαςη του μίγματοσ ςε υδατόλουτρο των 42 οC, για 90 δευτερόλεπτα. 

 Άκεζε επψαζε ηνπ κίγκαηνο ζηνλ πάγν, γηα 4 ιεπηά. 

 Πξνζζήθε 500 κL ζξεπηηθνχ κέζνπ SOC. 

 Δπψαζε ζηνπο 37
 ν

C γηα 1 ψξα ηεο θαιιηέξγεηαο, κε έληνλε αλαθίλεζε ζηηο 220 

rpm γηα απνηειεζκαηηθφ αεξηζκφ. 

 Φπγνθέληξεζε ζηηο 3000 rpm γηα 2 ιεπηά θαη απφξξηςε ηνπ ππεξθεηκέλνπ, 

αθήλνληαο πεξίπνπ 200 κL. 

 Διαθξά αλάκημε κε κηθξν-  ζηθψλην. 

 Δκβνιηαζκφο ησλ 200 κL κε πιάθεο ζξεπηηθνχ-  άγαξ παξνπζία ηνπ θαηάιιεινπ 

αληηβηνηηθνχ (πξνζζήθε IPTG, Xgal, εάλ είλαη απαξαίηεην). 

 Δπψαζε ησλ ηξπβιίσλ ζηνπο 37
 ν

C γηα 16 ψξεο, κέρξη λα εκθαληζηνχλ απνηθίεο 

θαηάιιεινπ κεγέζνπο (Graham et al., 1989). 

Γηάιπκα: Θξεπηηθφ κέζν SOC: 2% (w/v) ηξππηφλε, 0,5% (w/v) εθρχιηζκα δχκεο, 10 

mM NaCl, 10 mM MgCl2- 6H2O, 2,5 mM KCl, 20 mM γιπθφδε 

 

2.4.5 ΔΛΔΓΥΟ ΔΠΗΣΤΥΗΑ ΣΖ ΓΗΑΓΗΚΑΗΑ 

ΚΛΧΝΟΠΟΗΖΖ 

1
νο

 ηξόπνο: Πέςε κε πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο 

 Δπηινγή ησλ ζεηηθψλ, απφ ηνλ κεηαζρεκαηηζκφ, απνηθηψλ θαη αλάπηπμή ηνπο ζε 5 

mL ζξεπηηθνχ ππνζηξψκαηνο LB κε πξνζζήθε ηνπ θαηάιιεινπ αληηβηνηηθνχ. 

 Απνκφλσζε ηνπ πιαζκηδηαθνχ DNA. 
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Πξνζζήθε ζε δνθηκαζηηθφ ζσιήλα φγθνπ 1,5 mL: 

 3- 4 κL πιαζκηδηαθνχ DNA ζπγθέληξσζεο 0,1 κg/κL 

 2 Units θαηάιιειεο πεξηνξηζηηθήο ή πεξηνξηζηηθψλ ελδνλνπθιεαζψλ, πνπ θφβνπλ 

εθαηέξσζελ ηνπ ηκήκαηνο DNA πνπ έρεη θισλνπνηεζεί 

 1 κL θαηάιιεινπ ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο γηα ηε δξάζε ηεο πεξηνξηζηηθήο ή ησλ 

πεξηνξηζηηθψλ ελδνλνπθιεαζψλ (δηαηίζεηαη απφ ηελ εηαηξία θαη είλαη εηδηθφ γηα 

θάζε έλδπκν) 

 Απηνληζκέλν λεξφ, ειεχζεξν λνπθιεαζψλ έσο ηνλ ηειηθφ φγθν ησλ 10 κL 

 Δπψαζε ζηελ θαηάιιειε ζεξκνθξαζία γηα ηελ εθάζηνηε πεξηνξηζηηθή 

ελδνλνπθιεάζε, γηα 1- 2 ψξεο 

 Έιεγρνο ηνπ κεγέζνπο ηνπ ηκήκαηνο DNA πνπ πξνθχπηεη απφ ηελ παξαπάλσ 

πέςε κε ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα αγαξφδεο. 

2
νο

 ηξόπνο: Έιεγρνο κε αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο PCR 

 Δπηινγή κεξηθψλ ζεηηθψλ απνηθηψλ απφ ηνλ κεηαζρεκαηηζκφ, εκβνιηαζκφο ηνπο 

ζε λέν ηξπβιίν LB-  άγαξ (replica) θαη δηαιπηνπνίεζε θάζε απνηθίαο ζε 20 κL 

απηνληζκέλνπ λεξνχ ειεχζεξν λνπθιεαζψλ. 

 Βξάζηκν θάζε δηαιχκαηνο απνηθίαο ζε πδαηφινπηξν ζηνπο 100
 ν
C, γηα 2 ιεπηά. 

 Φπγνθέληξεζε ζηηο 13.000 rpm, ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, γηα 2 ιεπηά. 

 πιινγή 10 κL απφ ην ππεξθείκελν ηνπ δηαιχκαηνο απνηθίαο θαη ρξήζε ηνπ σο 

κήηξα ζε αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο, κε εηδηθνχο εθθηλεηέο πνπ 

αλαγλσξίδνπλ αιιεινπρίεο ηνπ πιαζκηδίνπ εθαηέξσζελ ηεο πεξηνρήο 

θισλνπνίεζεο. 

 Έιεγρνο ηνπ κεγέζνπο ηνπ ηκήκαηνο DNA απφ ηελ αιπζηδσηή αληίδξαζε 

πνιπκεξάζεο κε ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα αγαξφδεο. 

3
νο 

ηξόπνο: Αλάιπζε ηεο αιιεινπρίαο βάζεσλ ηνπ DNA 

Ζ αλάιπζε ηεο πξσηνηαγνχο δνκήο ησλ ηκεκάησλ DNA πξαγκαηνπνηήζεθε απφ ηελ 

εηαηξία VBC Biotech (Απζηξία). Ζ δηαδηθαζία ηαπηνπνίεζεο ηεο λνπθιενηηδηθήο 

αιιεινπρίαο πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε ηνπ ειεθηξνληθνχ πξνγξάκκαηνο 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), (Sambrook et al., 1989) ην νπνίν 

εληνπίδεη ηκήκαηα απφ ηηο δηεζλείο ηξάπεδεο δεδνκέλσλ, πνπ παξνπζηάδνπλ 
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νκνηφηεηα κε ηκήκαηα ηεο άγλσζηεο αιιεινπρίαο θαη δηαζέηεη ηηο παξαθάησ 

ελαιιαθηηθέο δπλαηφηεηεο (Δηθφλα 13): 

BLAST p: πγθξίλεη ηελ ακηλνμηθή αιιεινπρία κε πξσηετληθά ηκήκαηα, γλσζηψλ 

πξσηετλψλ. 

BLAST n: πγθξίλεη κηα λνπθιενηηδηθή αιιεινπρία κε γλσζηέο λνπθιενηηδηθέο 

αθνινπζίεο απφ δηεζλείο ηξάπεδεο δεδνκέλσλ, 

BLAST x: πγθξίλεη κία λνπθιενηηδηθή αθνινπζία, κεηαθξαζκέλε ζε φια ηα πιαίζηα 

αλάγλσζεο, κε πξσηετληθά ηκήκαηα γλσζηψλ πξσηετλψλ. 

TBLAST n: πγθξίλεη κία ακηλνμηθή αθνινπζία, κε ηηο λνπθιενηηδηθέο αθνινπζίεο 

απφ δηεζλείο ηξάπεδεο δεδνκέλσλ, κεηαθξαζκέλεο ζε φια ηα πιαίζηα αλάγλσζεο. 

TBLAST x: πγθξίλεη κία λνπθιενηηδηθή αθνινπζία, κεηαθξαζκέλε ζε φια ηα 

πιαίζηα αλάγλσζεο κε κία επίζεο κεηαθξαζκέλε ζε φια ηα πιαίζηα αλάγλσζεο, 

λνπθιενηηδηθή αθνινπζία απφ δηεζλείο ηξάπεδεο δεδνκέλσλ. 

Σα απνηειέζκαηα απφ ηελ αλάιπζε ηνπ πξνγξάκκαηνο BLAST πεξηιακβάλνπλ ηηο 

αθνινπζίεο (λνπθιενηηδηθέο ή ακηλνμηθέο) πνπ αληρλεχνληαη ζηηο δηεζλείο ηξάπεδεο 

δεδνκέλσλ θαη παξνπζηάδνπλ νκνηφηεηα κε ηελ άγλσζηε αιιεινπρία. ε θάζε 

ζπζηνηρία αλαγξάθεηαη ε ηηκή ηνπ αζξνηζηηθνχ ζθνξ (high score) θαη ηεο 

πηζαλφηεηαο ιάζνπο (probability). Σν αζξνηζηηθφ ζθνξ απνηειεί ην βαζκφ νκνηφηεηαο 

ησλ ακηλνμέσλ πνπ βξίζθνληαη απέλαληη ζηε ζπζηνηρία. Τπνδειψλεη ην πφζν ζπρλά 

ζπλαληάκε έλα ακηλνμχ απέλαληη απφ έλα άιιν ζε πξαγκαηηθέο ζηνηρίζεηο. Ζ 

πηζαλφηεηα ιάζνπο εθθξάδεη ηελ πηζαλφηεηα λα είλαη ηπραίν ην αζξνηζηηθφ ζθνξ. 
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Δηθόλα 13 Ζιεθηξνληθφ πξφγξακκα BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). 

 

2.4.6 ΖΛΔΚΣΡΟΦΟΡΖΖ ΣΟΤ DNA Δ ΠΖΚΣΧΜΑ 

ΑΓΑΡΟΕΖ-  ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ 

Σν δείγκαηα DNA χζηεξα απφ ηελ αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο ή ηελ 

απνκφλσζε πιαζκηδηαθνχ DNA ή απφ ηηο δηάθνξεο δηαγλσζηηθέο πέςεηο ππφθεηλην 

ζε ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα αγαξφδεο ζπγθεθξηκέλεο ζπγθέληξσζεο (Πίλαθαο 2- 

2). Σα δηαιχκαηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ είλαη ηα εμήο: 

Γηάιπκα TAE (1X): 0,04 M Tris- acetate, 0,001 M EDTA, pH 8,0. Σν δηάιπκα 

παξαζθεπάζηεθε ζε ζπγθέληξσζε 50 θνξέο κεγαιχηεξε απφ ην δηάιπκα εξγαζίαο 

(1Υ) θαη θπιάρζεθε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Σν δηάιπκα εξγαζίαο 

παξαζθεπάζζεθε ιίγν πξηλ ηελ ειεθηξνθφξεζε κε αλάινγε αξαίσζε (1:50) ηνπ 

ππθλνχ δηαιχκαηνο (50Υ). 

Γηάιπκα TBE (1X): 1 M Tris- acetate, 0,9 M Boric Acid θαη 0,01 M EDTA. Σν 

δηάιπκα παξαζθεπάζηεθε ζε ζπγθέληξσζε 10 θνξέο κεγαιχηεξε απφ ην δηάιπκα 

εξγαζίαο (1Υ) θαη θπιάρζεθε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Σν δηάιπκα εξγαζίαο 

παξαζθεπάζζεθε ιίγν πξηλ ηελ ειεθηξνθφξεζε κε αλάινγε αξαίσζε ηνπ ππθλνχ 

δηαιχκαηνο. 

Ρπζκηζηηθφ Γηάιπκα Φφξησζεο: SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen). 
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Πίλαθαο 2- 2 Δπηινγή πνζνζηνχ αγαξφδεο ζην πήθησκα δηαρσξηζκνχ κε βάζε ην κνξηαθφ 

βάξνο ησλ ππφ δηαρσξηζκφ κνξίσλ DNA. 

πγθέληξσζε αγαξόδεο % (w/v) Μέγεζνο δηαρσξηδόκελσλ κνξίσλ 

DNA (Kb) 

0, 3 5- 60 

0, 6 1- 20 

0, 7 0, 8- 10 

0, 9 0, 5- 7 

1, 2 0, 4- 6 

1, 5 0, 2- 3 

2 0, 1- 2 

 

 

 

2.5 ΔΣΔΡΟΛΟΓΖ ΤΠΔΡΔΚΦΡΑΖ ΣΟΤ ΓΟΝΗΓΗΟΤ hutth  

2.5.1 ΠΛΑΜΗΓΗΑΚΟΗ ΦΟΡΔΗ 

Ο πιαζκηδηαθφο θνξέαο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ θισλνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ 

hutth, ακέζσο κεηά ηε δηαδηθαζία ηεο PCR ήηαλ ν pGEM-  T Easy (Promega) 

(Δηθφλα 14), φπσο αλαθέξεηαη θαη παξαπάλσ.  

Ζ ππεξέθθξαζε ηνπ γνληδίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε ζε δηαθνξεηηθέο ζεηξέο δεθηηθψλ 

θπηηάξσλ E. coli κέζσ ηνπ θνξέα θισλνπνίεζεο pET- 11a (Δηθφλα 15). 
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Δηθόλα 14 Υάξηεο ηνπ πιαζκηδίνπ pGEM-  T Easy. 

 

 

Δηθόλα 15 Υάξηεο ηνπ πιαζκψδηνπ pET- 11a. 
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Οη πιαζκηδηαθνί θνξείο pET θαηαζθεπάζζεθαλ κε ζηφρν ηελ ππεξέθθξαζε 

αλαζπλδπαζκέλσλ γνληδίσλ ζε θχηηαξα Escherichia coli ππφ ηνλ έιεγρν ηνπ ηζρπξνχ 

ππνθηλεηή ηεο RNA πνιπκεξάζεο ηνπ θάγνπ Σ7 (Rosenberg et al., 1987; Studier & 

Moffatt, 1986). Ζ πνιπκεξάζε απηή, απνηειείηαη απφ κία ππνκνλάδα ε νπνία 

δηαζέηεη πνιχ κεγάιε εμεηδίθεπζε παξά ην πνιχ κηθξφ κεγεζφο ηεο, 23 δ.β., ελψ 

παξάιιεια ε δξάζε ηεο είλαη ηαρεία, απνηειεζκαηηθή θαη δελ απαηηεί επηπξφζζεηνπο 

κεηαγξαθηθνχο παξάγνληεο ζηνλ μεληζηή.  

Ζ RNA πνιπκεξάζε ηεο E. coli δελ δηαζέηεη ηθαλφηεηα αλαγλψξηζεο ηνπ ππνθηλεηή, 

επνκέλσο, απνπζία ηεο Σ7 RNA πνιπκεξάζεο δε κεηαγξάθεηαη ην γνλίδην ζηφρνο θαη 

ε δηαδηθαζία ηεο θισλνπνίεζεο δελ είλαη άξξεθηα ζπλδεδεκέλε κε ηε δηαδηθαζία ηεο 

έθθξαζεο. Άξα, αξρηθά, ην γνλίδην-  ζηφρνο, hutth, θνηλνπνηήζεθε ζε θχηηαξα 

μεληζηέο (DH5a) πνπ δελ δηέζεηαλ ηελ πνιπκεξάζε ηνπ Σ7 θάγνπ θαη έηζη παξέκελαλ 

κεηαγξαθηθψο αλελεξγά. Με ηνλ ηξφπν απηφ, εμαιείθεηαη ε αζηάζεηα ησλ 

πιαζκηδίσλ εμαηηίαο ελδερφκελεο παξαγσγήο ηνμηθψλ πξσηετλψλ. Έπεηηα, ηα 

πιαζκίδηα κεηαθέξνληαη ζε θχηηαξα έθθξαζεο ηα νπνία δηαζέηνπλ ζην ρξσκφζσκά 

ηνπο ην γνλίδην ηεο T7 RNA πνιπκεξάζεο. Οη μεληζηέο απηνί έρνπλ ελζσκαηψζεη ζην 

βαθηεξηαθφ ρξσκφζσκα ην γνληδίσκα ηνπ θάγνπ DE3 (ιπζηγνληθφο θχθινο), ην 

νπνίν πεξηιακβάλεη κεηαμχ άιισλ ην γνλίδην lacI (lac θαηαζηνιέαο) θαη ην γνλίδην 

ηεο Σ7 RNA πνιπκεξάζεο, ππφ ηνλ έιεγρν ηνπ ππνθηλεηή lacUV5. Ζ επαγσγή ηεο 

κεηαγξαθήο ηεο Σ7 RNA πνιπκεξάζεο γίλεηαη κε ηελ πξνζζήθε ηνπ IPTG (Iso- 

propyl- thio- galactoside), αληηδξαζηήξην πνπ εκθαλίδεη  
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Δηθόλα 16 Σν ζχζηεκα γνληδηαθήο ππεξέθθξαζεο Σ7. 

 

δνκηθέο νκνηφηεηεο κε ηε γαιαθηφδε, αιιά δελ θαηαβνιίδεηαη εμαζθαιίδνληαο έηζη 

ζπλερή επαγσγή. Σν IPTG δεζκεχεηαη κε ηελ πξσηεΐλε θαηαζηνιέα πνπ 

θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην lacI θαη εκπνδίδεη ηελ αιιειεπίδξαζε κε ηνλ 

ππνθηλεηή lacUV5, επηηξέπνληαο ηε κεηαγξαθή ηνπ γνληδίνπ ηεο T7 RNA 

πνιπκεξάζεο. Ζ πξνζζήθε θαηάιιειεο πνζφηεηαο IPTG (θαζψο ζε απμεκέλεο 

ζπγθεληξψζεηο ε νπζία απηή εκθαλίδεηαη ηνμηθή γηα ηα θχηηαξα) ζε απμαλφκελε 

θαιιηέξγεηα επάγεη ηελ παξαγσγή T7 RNA πνιπκεξάζεο, ε νπνία κεηαγξάθεη ην 

γνλίδην ζηφρν πνπ έρνπκε εηζάγεη ζην πιαζκίδην pET (εηθφλα 16). Καηά ηελ επαγσγή 

ηεο HUTth ρξεζηκνπνηήζακε IPTG ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 1 mM.  

εκαληηθφ είλαη λα αλαθέξνπκε φηη νη πιαζκηδηαθνί θνξείο pET εκθαλίδνληαη ζε 

κεγάιε πνηθηιία ε νπνία πεξηιακβάλεη: 

i. Σνλ Σ7 ππνθηλεηή (νξηζκέλνη θέξνπλ ηνλ Σ7 lac πνπ πεξηέρεη ηελ αιιεινπρία 

ηνπ lac ρεηξηζηή) 

ii. Σα ζήκαηα έθθξαζεο 

iii. Σηο ζέζεηο φπνπ αλαγλσξίδνπλ θαη «θφβνπλ» νη δηάθνξεο πεξηνξηζηηθέο 

ελδνλνπθιεάζεο 

iv. Σα γνλίδηα αλζεθηηθφηεηαο ζε αληηβηνηηθά 
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Παξάιιεια, νη πιαζκηδηαθνί θνξείο pET δηαζέηνπλ α) ηνπο κεηαθξαζηηθνχο θνξείο, 

νη νπνίνη έρνπλ ζρεδηαζηεί γηα ηελ έθθξαζε γνληδίσλ-  ζηφρσλ πνπ πεξηέρνπλ 

θσδηθφλην έλαξμεο θαη ζέζε πξφζδεζεο ζην πξνθαξπσηηθφ ξηβφζσκα θαη β) ηνπο 

κεηαγξαθηθνχο θνξείο πνπ πεξηέρνπλ ηε ζέζε πξφζδεζεο ζην ξηβφζσκα ηεο βαζηθήο 

πξσηεΐλεο ηνπ θαςηδίνπ ηνπ Σ7 θάγνπ.  

Οη δχν θαηεγνξίεο δηαθνξνπνηνχληαη ζηελ νλνκαζία, θαζψο νη κεηαγξαθηθνί θνξείο 

πεξηέρνπλ κία θαηάιεμε ελφο γξάκκαηνο έπεηηα απφ ην φλνκά ηνπο, πρ pET- 11a. Σν 

γξάκκα απηφ ππνδειψλεη ην πιαίζην αλάγλσζεο ζρεηηθά κε ηε ζέζε αλαγλψξηζεο ηεο 

BamHI (GGATCC). Οη θνξείο κε ην γξάκκα «a» εθθξάδνπλ απφ ηελ ηξηπιέηα GGA, 

κε ην γξάκκα «b» απφ ηελ ηξηπιέηα GAT θαη κε ην γξάκκα «c» απφ ηελ ηξηπιέηα 

ATC ζηε ζέζε αλαγλψξηζεο ηεο BamHI. Οη θνξείο κε ην γξάκκα «d» αθνινπζνχλ ην 

ίδην πξφηππν κε απηφ ησλ «c» αιιά αληί γηα ζέζε αλαγλψξηζεο απφ ηελ 

ελδνλνπθιεάζε NdeI δηαζέηνπλ ζέζε αλαγλψξηζεο απφ ηελ Nco I. Ζ επηινγή ηνπ 

θαηάιιεινπ θνξέα pET απαηηεί λα ιεθζνχλ ππφςε αξθεηνί παξάγνληεο, φπσο: ε 

εθαξκνγή γηα ηελ νπνία πξννξίδεηαη ε αλαζπλδπαζκέλε πξσηεΐλε, νη πιεξνθνξίεο 

πνπ είλαη γλσζηέο γηα ηα ραξαθηεξηζηηθά ηεο θαη ε ζηξαηεγηθή θισλνπνίεζεο.  

Όζνλ αθνξά ηα θχηηαξα μεληζηέο ησλ pET θνξέσλ θισλνπνίεζεο, ππάξρεη ε 

δπλαηφηεηα επηινγήο αλάινγα κε ηε βαζηθή κεηαγξαθηθή ελεξγφηεηά ηνπο (δειαδή 

ην επίπεδν κεηαγξαθήο ηνπ γνληδίνπ-  ζηφρνπ απνπζία επαγσγέα). Τπάξρνπλ ηα 

θχηηαξα κε ελζσκαησκέλν ην θάγν ιDE3, φπνπ ην γνλίδην ηεο Σ7 RNA 

πνιπκεξάζεο ειέγρεηαη απφ ηνλ ππνθηλεηή lacUV5. ε απηά παξαηεξείηαη ρακειφο 

ξπζκφο κεηαγξαθήο ηνπ γνληδίνπ-  ζηφρνπ αθφκα θαη απνπζία επαγσγήο, γεγνλφο πνπ 

κπνξεί λα απνζηαζεξνπνηήζεη αλαζπλδπαζκέλα πιαζκίδηα κε βιαβεξά γηα ην 

θχηηαξν πξνηφληα. Γηα πην απζηεξφ έιεγρν, ππάξρνπλ ηα θχηηαξα κε ελδνγελή 

πιαζκίδηα pLysS θαη pLysE. Σα θχηηαξα απηά θέξνπλ ην πιαζκίδην pLys ην νπνίν 

θσδηθνπνηεί ηελ Σ7 ιπζνδχκε, θπζηθφ αλαζηνιέα ηεο Σ7 RNA πνιπκεξάζεο, 

εκπνδίδνληαο ηε κεηαγξαθή ηνπ γνληδίνπ-  ζηφρνπ απνπζία επαγσγέα. Σα θχηηαξα κε 

πιαζκίδηα pLysS παξάγνπλ κηθξή πνζφηεηα Σ7 ιπζνδχκεο, ελψ ηα θχηηαξα κε 

πιαζκίδηα pLysE παξάγνπλ κεγαιχηεξε πνζφηεηα. 
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2.5.2 ΚΗΝΖΣΗΚΖ ΣΖ ΔΠΑΓΧΓΖ ΣΖ ΔΣΔΡΟΛΟΓΖ 

ΔΚΦΡΑΖ ΣΟΤ ΓΟΝΗΓΗΟΤ hutth 

Γηα ηε κειέηε ηεο επαγσγήο ηνπ γνληδίνπ-  ζηφρνπ αθνινπζήζεθαλ ηα παξαθάησ 

βήκαηα: 

 Δκβνιηαζκφο κίαο απνηθίαο κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηηάξσλ E. coli απφ ηξπβιίν ζε 

10 mL LB, κε ακπηθηιιίλε ζπγθέληξσζεο 100 κg/mL. 

 Δπψαζε ζηνπο 37
 ν

C ππφ αλάδεπζε ζηηο 220 rpm, γηα 16 ψξεο. 

 Έιεγρνο αλάπηπμεο ηεο βαθηεξηαθήο θαιιηέξγεηαο κε κέηξεζε ηεο νπηηθήο 

ππθλφηεηαο OD600nm. 

 Αξαίσζε ηεο βαθηεξηαθήο θαιιηέξγεηαο 1:100 ζε LB πνπ πεξηέρεη ακπηθηιιίλε ζε 

ηειηθή ζπγθέληξσζε 100 κg/mL θαη επψαζε ζηνπο 37
 ν

C ππφ αλάδεπζε ζηηο 220 

rpm κέρξη ε θαιιηέξγεηα λα θηάζεη ηε ινγαξηζκηθή θάζε αχμεζή ηεο (OD600nm= 

0,6-  0,7). 

 Πξνζζήθε ηνπ επαγσγέα IPTG ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 1 mM.  

 Δπψαζε ηεο θαιιηέξγεηαο γηα 3 ψξεο, ζηνπο 37
 ν
C ππφ αλάδεπζε ζηηο 220 rpm.  

 Φπγνθέληξεζε ηεο βαθηεξηαθήο θαιιηέξγεηαο ζηηο 8000 rpm, ζηνπο 4 
ν
C γηα 15 

ιεπηά. 

 Απνκάθξπλζε ηνπ ππεξθεηκέλνπ θαη ηαρεία απνζήθεπζε ηνπ θπηηαξηθνχ 

ηδήκαηνο ζηνπο-   80
 ν
C. 

 Ζιεθηξνθφξεζε ησλ ζπλνιηθψλ βαθηεξηαθψλ πξσηετλψλ κεηά απφ 

δηαιπηνπνίεζή ηνπο ζε Laemli δηάιπκα ζε αλαινγία 10 κL αλά 0.1 OD.  

Ζ επαγσγή κπνξεί λα πξαγκαηνπνηεζεί είηε ζε κηθξή θιίκαθα (θαιιηέξγεηεο ησλ 10 

mL) γηα κηα αξρηθή κειέηε θαη δηεμαγσγή ζπκπεξαζκάησλ ζρεηηθά κε ηελ 

ζπκπεξηθνξά ηεο εθάζηνηε πξσηεΐλεο, είηε ζε κεγάιε θιίκαθα (θαιιηέξγεηεο ηνπ 

ελφο ή ησλ δχν ιίηξσλ) γηα παξαγσγή κεγάιεο πνζφηεηαο πξσηεΐλεο πνπ ζα 

ρξεζηκνπνηεζεί γηα πεξαηηέξσ θαζαξηζκφ.  

 

2.5.3 ΛΤΖ ΣΧΝ ΚΤΣΣΑΡΧΝ- ΔΚΥΤΛΗΖ ΣΧΝ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ 

Ζ ιχζε ησλ θπηηάξσλ, πνπ απνθηήζακε χζηεξα απφ ηε δηαδηθαζία ηεο επαγσγήο, 

απνηειεί έλα θξίζηκν βήκα γηα ηελ πνξεία απνκφλσζεο ηεο πξσηεΐλεο, αθνχ κπνξεί 
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λα επεξεάζεη ηε βηνινγηθή ηεο ελεξγφηεηα θαη ηε ζπλνιηθή ηεο πνζφηεηα. Ζ ζξαχζε 

ησλ θπηηάξσλ κπνξεί λα γίλεη ελδπκηθά, κεραληθά ή κε νζκσηηθή πίεζε. 

Δκείο ρξεζηκνπνηήζακε ηνλ κεραληθφ ηξφπν ιχζεο ησλ θπηηάξσλ, αθνχ ζε απηή ηελ 

πεηξακαηηθή δηαδηθαζία δελ απαηηείηαη ε πξνζζήθε ρεκηθψλ νπζηψλ πνπ κπνξεί λα 

επεξεάζνπλ ην πξντφλ καο ή ηελ πεξεηαίξσ πνξεία θαζαξηζκνχ ηνπ.  

Αθξηβέζηεξα, ην θπηηαξηθφ ίδεκα πξψηα δπγίζηεθε θαη ζηε ζπλέρεηα επαλαδηαιχζεθε 

ζε Lysis Buffer (ρξεζηκνπνηήζεθαλ 5 mL ηνπ δηαιχκαηνο αλά 1 gr ηνπ θπηηαξηθνχ 

ηδήκαηνο). Ζ επαλαδηάιπζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε ζσιήλα ηχπνπ falcon ηνλ νπνίν 

είρακε ηνπνζεηήζεη ζε παγφλεξν ζηνλ θξπνζάιακν, επάλσ ζε καγλεηηθφ αλαδεπηήξα. 

Μφιηο ην ίδεκα απέθηεζε ηαηληνεηδή κνξθή ζηακαηήζακε ηελ αλάδεπζε θαη 

ζπλερίζακε κε ηε ζξαχζε ησλ θπηηάξσλ. 

Ζ ζξαχζε ησλ θπηηάξσλ πξαγκαηνπνηήζεθε ζε ζπζθεπή ππεξήρσλ. Ζ δηαδηθαζία 

πεξηιάκβαλε ηελ ππνβνιή ηνπ θπηηαξηθνχ ελαησξήκαηνο ζε 0, 2 θχθινπο ζξαχζεο, 

έληαζεο 35 Watt γηα ρξνληθφ δηάζηεκα ησλ 40 ιεπηψλ. Υαξαθηεξηζηηθφ είλαη ην φηη 

αλά 10 ιεπηά ειέγρακε ηελ ζεξκνθξαζία, ψζηε λα κελ μεπεξάζεη ηνπο 6 
ν
C 

(θξαηήζακε ηε ζεξκνθξαζία ρακειή γηα λα εκπνδίζνπκε ηελ δξάζε ησλ 

πξσηεαζψλ), ελψ ην ελαηψξεκα βξηζθφηαλ ππφ ζπλερή αλάδεπζε ζε παγφλεξν. 

Αθνινχζεζε θπγνθέληξεζε γηα 20 ιεπηά, ζηνπο 4
 ν

C, ζηηο 14000 rpm θαη ηειηθά 

θξαηήζακε ην ππεξθείκελν ζην νπνίν αλακέλακε ηηο πξσηεΐλεο. 

Γηάιπκα: Lysis Buffer: 20 mM Na- P pH 8,0, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 0,1% 

PMSF, 0,5% Triton X- 100  

 

2.5.4 ΓΗΑΦΟΡΗΚΖ ΚΛΑΜΑΣΧΖ ΣΧΝ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ ΜΔ 

ΘΔΗΗΚΟ ΑΜΜΧΝΗΟ 

Σν ζεηηθφ ακκψλην (ammonium sulfate) ρξεζηκνπνηείηαη ζπρλά γηα ηελ επηιεθηηθή 

θαζίδεζε πξσηετλψλ. Δίλαη ζεκαληηθφ ην φηη δελ αιιειεπηδξά κε ηα κφξηα ησλ 

πξσηετλψλ πνπ ππάξρνπλ ζε έλα δηάιπκα, αιιά κε ηα κφξηα ηνπ δηαιχηε, δειαδή ηνπ 

λεξνχ.  

Σν ππεξθείκελν πνπ θξαηήζακε χζηεξα απφ ηε ιχζε ησλ θπηηάξσλ (§ 2.5.3) 
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νγθνκεηξήζεθε πξνθεηκέλνπ λα ππνινγηζηεί ε πνζφηεηα ηνπ ζηεξενχ ζεηηθνχ 

ακκσλίνπ πνπ έπξεπε λα πξνζηεζεί. Σειηθά, πξνζηέζεθε 60- 80% θνξεζκέλν ζεηηθφ 

ακκψλην, 12,9 gr/100 mL ππεξθεηκέλνπ. Σν ζεηηθφ ακκψλην πξνζηέζεθε αξγά ελψ ην 

δηάιπκα είρε ηεζεί ππφ ζπλερή αλάδεπζε, ζηνλ θξπνζάιακν. Αθνχ νινθιεξψζεθε ε 

πξνζζήθε ηνπ ζεηηθνχ ακκσλίνπ, επσάζηεθε ην δηάιπκα γηα 30 ιεπηά ζηνπο 4
 ν
C.  

Αθνινχζεζε θπγνθέληξεζε ηνπ δηαιχκαηνο ζηηο 14000 rpm, ζηνπο 4
 ν
C γηα 20 ιεπηά. 

Σν ππεξθείκελν, ην νπνίν αξαηψζεθε 10 θνξέο γηα ηελ κείσζε ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ 

ζεηηθνχ ακκσλίνπ ζην δείγκα, θπιάρζεθε ζηνπο 4
 ν

C κέρξη πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα 

πεξεηαίξσ θαζαξηζκφ κε ρξσκαηνγξαθία ζπγγέλεηαο. 

 

2.5.5 ΚΑΘΑΡΗΜΟ ΣΖ ΑΝΑΤΝΓΤΑΜΔΝΖ HUTth 

ΠΡΧΣΔΨΝΖ ΜΔ ΥΡΧΜΑΣΟΓΡΑΦΗΑ ΤΓΓΔΝΔΗΑ 

Γηα ηνλ δηαρσξηζκφ ηεο ππεξεθθξαζκέλεο HUTth πξσηεΐλεο απφ ηα ινηπά βηνκφξηα 

ηνπ δείγκαηνο, χζηεξα απφ ηε δηαδηθαζία ηεο θιαζκάησζεο κε ζεηηθφ ακκψλην (AS), 

ρξεζηκνπνηήζακε 5 mL ζηήιε επαξίλεο (HiTrap Heparin) θαη πξαγκαηνπνηήζακε 

ρξσκαηνγξαθία ζπγγέλεηαο. Ζ αθηλεηνπνηεκέλε επαξίλε πξνζδέλεηαη ζε έλα επξχ 

αξηζκφ βηνκνξίσλ, φπσο έλδπκα, αλαζηνιείο πξσηεαζψλ, απμεηηθνχο παξάγνληεο, 

νξκνληθνχο ππνδνρείο θαη πξσηεΐλεο πξφζδεζεο ζην DNA ή RNA. Δίλαη 

ραξαθηεξηζηηθφ φηη ε HUTth είλαη πξσηεΐλε πξφζδεζεο ζην DNA.  

Έηζη, ην εμσθπηηαξηθφ πγξφ, ην νπνίν παξειήθζε κε θπγνθέληξεζε (14000 rpm, 4
 

ν
C, 20 ιεπηά) κεηά ηελ δηαδηθαζία ηεο θιαζκάησζεο κε ζεηηθφ ακκψλην θαη ζην 

νπνίν εληνπίζηεθε ε ππεξεθθξαζκέλε HuTth, απνηέιεζε ηελ πξψηε χιε γηα ηνλ 

κεηέπεηηα θαζαξηζκφ.  

Αλαιπηηθά ε πνξεία θαζαξηζκνχ πεξηειάκβαλε ηα εμήο: 

 Αξαίσζε 10 θνξέο ηνπ πξσηετληθνχ δείγκαηνο ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 20 mM 

Na- P pH 8,0, 1 mM EDTA, κε ζθνπφ ηε κείσζε ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ ζετθνχ 

ακκσλίνπ) θαη εμηζνξξφπεζε  

 Έθπιπζε ηεο ζηήιεο (10 φγθνη) κε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα εμηζνξξφπεζεο ζην νπνίν 

έρεη πξνζηεζεί δηάιπκα NaCl ηειηθήο ζπγθέληξσζεο 2Μ 
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 Δμηζνξξφπεζε ηεο ζηήιεο (10 φγθνη) κε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 20 mM Na- P pH 

8,0, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl 

 Πξνζζήθε ηνπ εμηζνξξνπεκέλνπ πξσηετληθνχ δείγκαηνο ζηε ζηήιε 

 Έθπιπζε ηεο ζηήιεο (10 φγθνη) κε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 20 mM Na- P pH 8,0, 1 

mM EDTA, 100 mM NaCl 

 Έθπιπζε ηεο ζηήιεο (6 φγθνη) κε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα δηαβάζκηζεο 20 mM Na- P 

pH 8,0, 1 mM EDTA, 500 mM NaCl  20 mM Na- P pH 8,0, 1 mM EDTA, 2000 

mM NaCl – Έθινπζε ηεο HUTth πξσηεΐλεο. 

 

2.5.7 ΜΔΘΟΓΟΗ ΑΛΛΑΓΖ ΣΟΤ ΓΗΑΛΤΜΑΣΟ ΣΖ HUTth 

ΠΡΧΣΔΨΝΖ ΚΑΘΧ ΚΑΗ ΤΓΚΔΝΣΡΧΖ ΣΖ 

Σα θιάζκαηα πνπ έρνπλ ζε κεγαιχηεξν απφ 98% θαζαξή HUTth πξσηεΐλε ελψλνληαη 

θαη αθνινπζεί δηαπίδπζε κε ζηφρν ηελ αιιαγή ηνπ ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο. Κχξηνο 

ζηφρνο ηεο ηειεπηαίαο δηαδηθαζίαο είλαη ε κείσζε ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ NaCl ζην 

δηάιπκα ζε 100 mM, ζπγθέληξσζε πνπ δηαηεξεί ηελ πξσηεΐλε καο ζηαζεξή αιιά θαη 

δελ είλαη απνηξεπηηθή γηα ηηο πεηξακαηηθέο δηαδηθαζίεο πνπ αθνινπζνχλ.  

πγθεθξηκέλα, θαηά ηελ δηαπίδπζε (Δηθφλα 17),  ην δηάιπκα  ηεο πξσηεΐλεο 

ηνπνζεηείηαη ζε εκη- δηαπεξαηή κεκβξάλε (dialysis bag), δέλνληαη ηα άθξα θαη 

ηνπνζεηείηαη ζε δνρείν πνπ πεξηέρεη ην επηζπκεηφ ηειηθφ ξπζκηζηηθφ δηάιπκα  

(dialysis buffer, D) ζε φγθν ηνπιάρηζηνλ 100πιάζην ηνπ δείγκαηνο. Αθήλεηαη λα 

επηηεπρζεί ε ηζνξξνπία, ππφ αλάδεπζε, ζην cold room γηα ηνπιάρηζηνλ 12- 16 ψξεο. 

To εμσηεξηθφ ξπζκηζηηθφ δηάιπκα κπνξεί λα αλαλεσζεί φζεο θνξέο επηζπκνχκε θαηά 

ηε δηάξθεηα ηεο εμηζνξξφπεζεο. Οπζηαζηηθά δηακέζνπ ηεο εκη- δηαπεξαηήο 

κεκβξάλεο θηλνχληαη κφξηα λεξνχ, κηθξά δηαιπηά κφξηα θαη ηφληα, ελψ είλαη 

αδηαπέξαηε γηα κεγαιχηεξα κφξηα φπσο νη πξσηεΐλεο. Ζ ζχζηαζε ηνπ δηαιχκαηνο 

πξσηετλψλ πνπ πξνθχπηεη είλαη πξαθηηθά ίδηα κε ηε ζχζηαζε ηνπ ξπζκηζηηθνχ 

δηαιχκαηνο D, ρσξίο ζεκαληηθή αχμεζε ηνπ φγθνπ.  

Οη εκη- δηαπεξαηέο κεκβξάλεο δηαπίδπζεο, είλαη κεκβξάλεο νμηθήο θπηηαξίλεο, θαη 

δηαζέηνπλ δηάθνξα κεγέζε πφξσλ (cutoffs) ψζηε λα είλαη δηαπεξαηέο αθφκα θαη απφ 

δηάθνξα κεγέζε πξσηετλψλ. Υξεζηκνπνηνχληαη θπξίσο γηα ηελ απνκάθξπλζε αιάησλ 

απφ πξσηετληθά δηαιχκαηα θαη ηε κεηαβνιή ηνπ pH. 



[72] 

 

 

Δηθόλα 17 Γηαδηθαζία δηαπίδπζεο. 

 

Μεηά απφ ηελ δηαδηθαζία ηεο δηαπίδπζεο, γηα λα ζπγθεληξψζνπκε ηελ πξσηεΐλε καο-  

απαξαίηεηε δηαδηθαζία γηα πεηξάκαηα θξπζηάιισζεο ηεο πξσηεΐλεο-  

ρξεζηκνπνηνχζακε εηδηθέο ζπζθεπέο centricon ηεο εηαηξείαο AMICON. Ζ δηαδηθαζία 

πεξηειάκβαλε θπγνθεληξήζεηο ζηηο 4.000 rpm. ηφρνο ήηαλ ε απφθηεζε 500 κL 

δείγκαηνο κε ζπγθέληξσζε πξσηεΐλεο [HUTth]  10 mg/mL. 

 

 

2.5.8 ΜΔΘΟΓΟ ΠΡΟΓΗΟΡΗΜΟΤ ΣΖ ΤΓΚΔΝΣΡΧΖ 

ΣΖ HUTth ΠΡΧΣΔΨΝΖ 

Καζψο ε HUTth δελ έρεη ακηλνμηθά θαηάινηπα ηξππηνθάλεο, γηα ηνλ 

πξνζδηνξηζκφ ηεο ζπγθέληξσζήο ηεο ρξεζηκνπνηνχκε ηε κέζνδν SCOPE . ηε 

ζπγθεθξηκέλε κέζνδν κεηξάηαη ε απνξξφθεζε ζηα 205 nm. Ζ κέηξεζε γίλεηαη 

ζηα 205 nm θαζψο εθεί απνξξνθνχλ νη πεπηηδηθνί δεζκνί. ηε ζπγθεθξηκέλε 

κέζνδν ρξεζηκνπνηείηαη ην αληηδξαζηήξην Brij35, ζε δηάιπκα ηνπ νπνίνπ 

αξαηψλεηαη ε πξσηεΐλε πξνο κέηξεζε. Ζ ζπγθέληξσζε θαζνξίδεηαη απφ ηελ εμήο 

εμίζσζε: c(mg/mL)=A205/(31xL). 
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2.5.9 ΜΔΘΟΓΟ ΚΑΣΑΒΤΘΗΖ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ ΜΔ ΥΡΖΖ 

ΣΡΗΥΛΧΡΟΞΗΚΟΤ ΟΞΔΟ (TCA) 

Δίλαη ζεκαληηθφ λα αλαθέξνπκε φηη ην TCA είλαη πνιχ ηζρπξφ νμχ πνπ 

ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ απνκάθξπλζε ησλ αιάησλ απφ ην πξσηετληθφ δείγκα. Πην 

ζπγθεθξηκέλα ην TCA απνδηαηάζζεη ηηο πξσηεΐλεο, νη νπνίεο ζηε ζπλέρεηα κε 

θπγνθέληξεζε θαηαθξπκλίδνληαη ζαλ ίδεκα. Ζ ζπγθεθξηκέλε κέζνδνο βνεζάεη ζηελ 

θαιή ειεθηξνθφξεζε ηνπ δείγκαηνο (Link & LaBaer, 2011). Ζ αθεηφλε πξνζηίζεηαη 

γηα λα απνκαθξχλεη ην TCA. Δίλαη ραξαθηεξηζηηθή ε πεξίπησζε δεηγκάησλ έηνηκσλ 

πξνο ειεθηξνθφξεζε ηα νπνία δελ έρνπλ ην ραξαθηεξηζηηθφ κπιε ρξψκα πνπ ηνπο 

πξνζδίδεη ε ρξσζηηθή, αιιά εκθαλίδνπλ θίηξηλν ρξψκα. Απηφ νθείιεηαη ζην ηζρπξά 

φμηλν πεξηβάιινλ πνπ δεκηνπξγείηαη ιφγσ ηεο παξνπζίαο ηνπ νμένο. Σν ρξψκα 

επαλέξρεηαη ζε απηέο ηηο πεξηπηψζεηο κε πξνζζήθε κηθξήο πνζφηεηαο (2- 20 κl) 

αιθαιηθνχ ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο. 

 Πξνζζήθε δηαιχκαηνο 100 % (w/v) TCA ζην πξσηετληθφ δείγκα, ψζηε ε ηειηθή 

ζπγθέληξσζε ηνπ TCA ζην δείγκα λα είλαη 25 %. Δπψαζε γηα 30 ιεπηά ζηνπο 4
 

ν
C. 

 Φπγνθέληξεζε ηνπ δείγκαηνο ζηηο 13000 rpm γηα 15 ιεπηά, ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ. Αθαίξεζε ηνπ ππεξθεηκέλνπ θαη πξνζζήθε 200 κl θαζαξήο, 

παγσκέλεο αθεηφλεο γηα πιχζηκν ηνπ δείγκαηνο.  

 Αλάκημε ηνπ πιηθνχ γηα 5 ιεπηά θαη θπγνθέληξεζε ζηηο 13000 rpm γηα 10 ιεπηά, 

ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Δπαλάιεςε ηνπ ηειεπηαίνπ πιπζίκαηνο θαη ηεο 

θπγνθέληξεζεο. 

 Αθαίξεζε πξνζεθηηθά ηνπ ππεξθεηκέλνπ θαη ζηέγλσκα ηνπ δείγκαηνο κε ηελ 

αληιία θελνχ. Δπψαζε ηνπ δείγκαηνο γηα 5 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

 Δπαλαδηάιπζε ηνπ ηδήκαηνο ζε θαηάιιειν φγθν Laemli δηαιχκαηνο (1Υ) θαη 

ζέξκαλζή ηνπ ζηνπο 100
 ν
C γηα 5 ιεπηά. 

Σν δείγκα ζην ζεκείν απηφ είλαη έηνηκν πξνο ειεθηξνθφξεζε. ε πεξίπησζε πνπ 

δελ επηζπκνχκε λα ειεθηξνθνξήζνπκε ηα δείγκαηα άκεζα, παξαθάκπηνπκε ηα 

δχν πξνεγνχκελα βήκαηα θαη δηαηεξνχκε ην ίδεκα ζηνπο - 20 
ν
C. 
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2.5.10 ΖΛΔΚΣΡΟΦΟΡΖΖ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ Δ 

ΑΠΟΓΗΑΣΑΚΣΗΚΟ ΠΖΚΣΧΜΑ ΠΟΛΤΑΚΡΤΚΑΜΗΓΖ (SDS 

PAGE) 

Καηά ηελ ειεθηξνθφξεζε ζε απνδηαηαθηηθφ πήθησκα πνιπαθξπιακίδεο, νη 

πξσηεΐλεο δηαρσξίζηεθαλ κε βάζε ην κνξηαθφ ηνπο βάξνο. Ζ ρξήζε ηνπ ζεηηθνχ 

δσδεθπιηθνχ λαηξίνπ (SDS) ζπληειεί ζηε κεξηθή απνδηάηαμε ησλ πξσηετλψλ θαη ζηε 

δέζκεπζε αξλεηηθά θνξηηζκέλσλ ζεηηθψλ δσδεθπιηθψλ ηφλησλ ζε πνζφηεηα αλάινγε 

ηνπ κνξηαθνχ βάξνπο ηεο πξσηεΐλεο θαηά κήθνο ηεο πνιππεπηηδηθήο αιπζίδαο, ε 

νπνία έηζη θνξηίδεηαη αξλεηηθά. Δπεηδή ε πνζφηεηα ηνπ SDS πνπ δεζκεχεηαη απφ ηηο 

πξσηεΐλεο είλαη ζηαζεξή (1,4 g SDS/g πξσηεΐλεο), ε θηλεηηθφηεηα ησλ πξσηετλψλ ζην 

ειεθηξηθφ πεδίν εμαξηάηαη κφλν απφ ην κνξηαθφ ηνπο βάξνο. Ζ ειεθηξνθφξεζε 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζε πήθησκα πνιπαθξπιακίδεο κε ρξήζε αζπλερψλ ξπζκηζηηθψλ 

δηαιπκάησλ ζε απνδηαηαθηηθέο θαη αλαγσγηθέο ζπλζήθεο.  

Ζ δηάκεηξνο ησλ πφξσλ ηνπ πεθηψκαηνο εμαξηάηαη απφ δχν παξάγνληεο: απφ ην 

πνζνζηφ παξνπζίαο αθξπιακίδεο θαη απφ ηελ πνζφηεηα ηνπ παξάγνληα δηαζχλδεζεο 

θαη επηιέγεηαη κε βάζε ην κνξηαθφ βάξνο ησλ ππφ κειέηε δεηγκάησλ. 

Παξαζθεπάδνληαη  δχν δηαθνξεηηθά πεθηψκαηα, ην πήθησκα ζπκπχθλσζεο θαη απηφ 

ηνπ δηαρσξηζκνχ. Σν πήθησκα ζπκπχθλσζεο είρε κεγάιεο δηακέηξνπ πφξνπο 

αθξπιακίδεο (3%). Παξαζθεπάζηεθε κε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα Tris/HCl pH 6,8 

πεξίπνπ δχν κνλάδεο ρακειφηεξν απφ ην ξπζκηζηηθφ δηάιπκα ειεθηξνθφξεζεο 

(Tris/γιπθίλε). Ο βαζηθφο ηνπ ξφινο ήηαλ ε ζπγθέληξσζε ησλ δεηγκάησλ ζε έλα 

εληαίν κέησπν αλεμάξηεηα απφ ην κνξηαθφ ηνπο βάξνο.  

Σν πήθησκα δηαρσξηζκνχ απνηειείην απφ κηθξήο δηακέηξνπ πφξνπο αθξπιακίδεο (3-  

30 %) θαη παξαζθεπάζηεθε κε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα Tris/HCl pH 8,8 (Πίλαθαο 2- 3). 

Ο βαζηθφο ξφινο ηνπ ήηαλ ν δηαρσξηζκφο ησλ καθξνκνξίσλ κε βάζε ην κνξηαθφ ηνπο 

βάξνο. 
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Πίλαθαο 2- 3 Δπηινγή πνζνζηνχ αθξπιακίδεο ζην πήθησκα δηαρσξηζκνχ κε βάζε ην 

κνξηαθφ βάξνο ησλ ππφ δηαρσξηζκφ πξσηετλψλ. 

% πήθησκα αθξπιακίδεο Δχξνο Μ.Β. 

7 50- 500 kDa 

10 20- 300 kDa 

12 10- 200 kDa 

15 3- 100 kDa 

 

Σα πξσηετληθά δείγκαηα επσάζηεθαλ ζηνπο 100
 ν

C, επί 5 ιεπηά ζε ίζν φγθν 

ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο δείγκαηνο. Ζ ειεθηξνθφξεζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε 

ζηαζεξή ηάζε 150 Volt ζην πήθησκα δηαρσξηζκνχ (ψζηε λα κελ μεπεξληφληαη ηα 30 

mA) θαη 250 Volt ζην πήθησκα ζπκπχθλσζεο, επί 1,5 ψξεο, ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ. ηελ παξάγξαθν 2.5.8 αλαθέξνληαη αλαιπηηθά ε ζχζηαζε ησλ 

πεθησκάησλ θαη ησλ δηαιπκάησλ (Laemmli, 1970). 
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2.5.11 ΤΣΑΖ ΓΗΑΛΤΜΑΣΧΝ ΚΑΗ ΠΖΚΣΧΜΑΣΧΝ 

Πίλαθαο 2- 4 Απνδηαηαθηηθφ πήθησκα ζπκπχθλσζεο. 

 ύζηαζε (mL) 

Αθξπιακίδε-  Μπηο-  αθξπιακίδε (30:0,8%) 1,3 

1M Tris/HCl pH 6,8 1,25 

10 % SDS 0,1 

dH2O 7,4 

10% APS 0,05 

TEMED 0,02 

 

Πίλαθαο 2- 5 Απνδηαηαθηηθφ πήθησκα δηαρσξηζκνχ δηαθνξεηηθψλ ζπγθεληξψζεσλ. 

Πνζνζηό Αθξπιακίδεο % 12 15 17 

Αθξπιακίδε-  bis-  αθξπιακίδε (30:0,8%) 4,0 5,0 6,0 

1M Tris/HCl pH 8,8 2,5 2,5 2,5 

10 % SDS 0,1 0,1 0,1 

dH2O 3,35 2,35 1,35 

10% APS 0,05 0,05 0,05 

TEMED 0,01 0,01 0,01 
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Πίλαθαο 2- 6 Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα θφξησζεο SDS PAGE (4X). 

 ύζηαζε 

1M Tris/HCl pH 6,8 2,5 mL 

20 % SDS 4 mL 

Γιπθεξόιε 3 g 

Μπιε ηεο βξσκνθαηλόιεο 1 % 0,2 mL 

Μεξθαπηναηζαλόιε 1 mL 

 

Πίλαθαο 2- 7 Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα SDS ειεθηξνθφξεζεο. 

 ύζηαζε (1Υ) 

Tris 25 mM 

Γιπθίλε 200 mM 

SDS 0,1 % 

 

 

 

2.5.12 ΥΡΧΖ ΠΖΚΣΧΜΑΣΧΝ ΖΛΔΚΣΡΟΦΟΡΖΖ-  

ΥΡΧΖ COOMASIE 

Ζ ρξσζηηθή Coomasie Brilliant Blue φπσο έρεη ήδε αλαθεξζεί ζηελ παξάγξαθν 2.5.6 

ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ αλίρλεπζε πξσηετλψλ θαη εκθαλίδεηαη κε δχν κνξθέο. 

Αθξηβέζηεξα, ε ρξσζηηθή Coomasie Brilliant Blue G- 250 δηαθέξεη απφ ηελ 

αληίζηνηρε R- 250 εμαηηίαο ηεο πξνζζήθεο δχν κεζπινκάδσλ. Σν γξάκκα G 

πξνέξρεηαη απφ ηελ πξάζηλε ρξνηά ζην κπιε ρξψκα ηεο ρξσζηηθήο, ελψ ην R απφ ηελ 

θφθθηλε ρξνηά. ην δηάιπκα ρξψζεο ησλ πεθησκάησλ ρξεζηκνπνηείηαη ε Coomasie 

Brilliant Blue R- 250 κε φξην αλίρλεπζεο ηα 500 ng πξσηεΐλεο.  

Ζ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία πεξηειάκβαλε: 
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 Αθαίξεζε ηνπ πεθηψκαηνο απφ ηε ζπζθεπή ειεθηξνθφξεζεο θαη μέπιπκα κε 

λεξφ. Πξνζζήθε ηνπ δηαιχκαηνο ρξψζεο Coomasie (Πίλαθαο 2- 7) ζην πήθησκα 

(εκβάπηηζε). 

 Δπψαζε ηνπ πεθηψκαηνο γηα 30 ιεπηά ππφ αλάδεπζε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ.  

 Αθαίξεζε ηνπ δηαιχκαηνο ρξψζεο. Ξέπιπκα ηνπ πεθηψκαηνο κε απεζηαγκέλν 

λεξφ θαη πξνζζήθε ηνπ δηαιχκαηνο απνρξσκαηηζκνχ (Πίλαθαο 2- 8). Έλαιιαγή 

ηνπ ηειεπηαίνπ κε θξέζθν δηάιπκα αλά ηαθηά ρξνληθά δηαζηήκαηα. Ζ ρξήζε 

ραξηηνχ Whatman πνπ απνξξνθά ηε ρξσζηηθή βνήζεζε ζηνλ γξήγνξν 

απνρξσκαηηζκφ. 

 

Πίλαθαο 2- 8 Γηάιπκα ρξψζεο Coomasie. 

 ύζηαζε 

Coomasie Brilliant Blue R- 250 0,75 g/L 

dH2O 135 mL 

Μεζαλόιε 135 mL 

Κξπζηαιιηθό Ομηθό Ομύ 30 mL 

 

 

Πίλαθαο 2- 9 Γηάιπκα απνρξσκαηηζκνχ Coomasie. 

 ύζηαζε 

Κξπζηαιιηθό Ομηθό Ομύ 10 % (v/v) 

dH2O 60 % (v/v) 

Μεζαλόιε 30 % (v/v) 
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Β΄ ΜΔΡΟ: ΒΗΟΥΖΜΗΚΟ ΚΑΗ ΒΗΟΦΤΗΚΟ 

ΥΑΡΑΚΣΖΡΗΜΟ ΣΖ HUTth ΠΡΧΣΔΨΝΖ ΚΑΘΧ 

ΚΑΗ ΓΟΜΗΚΖ ΑΝΑΛΤΖ ΣΖ 

 
2.6 ΜΔΛΔΣΖ ΣΖ HUTth ΠΡΧΣΔΨΝΖ ME 

ΦΑΜΑΣΟΠΟΛΧΗΜΔΣΡΗΑ ΚΤΚΛΗΚΟΤ ΓΗΥΡΟΨΜΟΤ 

Με ηελ ηερληθή ηεο θαζκαηνπνισζηκεηξίαο θπθιηθνχ δηρξντζκνχ κεηξάκε ηελ 

επαγφκελε ειιεηπηηθφηεηα ζηελ πφισζε γξακκηθά πνισκέλνπ θσηφο φηαλ απηφ 

δηέξρεηαη απφ κία νπηηθά ελεξγφ νπζία. Χο νπηηθά ελεξγέο νπζίεο ραξαθηεξίδνληαη νη 

νπζίεο πνπ παξνπζηάδνπλ ηηο εμήο ηέζζεξηο ραξαθηεξηζηηθέο ηδηφηεηεο 

αιιειεπίδξαζεο κε ην θσο: (1) ηζρχ νπηηθήο ζηξέςεο (optical rotator power), 

ζηξέθνπλ δειαδή ην επίπεδν πφισζεο γξακκηθά πνισκέλνπ θσηφο πνπ δηέξρεηαη 

κέζσ απηψλ, (2) θπθιηθή δηπινζιαζηηθφηεηα (circular birefringence), παξνπζηάδνπλ 

δειαδή δηαθνξεηηθφ δείθηε δηάζιαζεο γηα αξηζηεξφζηξνθα θαη δεμηφζηξνθα θπθιηθά 

πνισκέλν θσο, (3) θπθιηθφ δηρξντζκφ (circular dichroism), ηελ αιιαγή δειαδή ηεο 

πφισζεο απφ γξακκηθή ζε ειιεηπηηθή φηαλ γξακκηθά πνισκέλν θσο δηέξρεηαη κέζσ 

απηψλ θαη (4) παξνπζηάδνπλ δηαθνξεηηθφ ζπληειεζηή απνξξφθεζεο γηα δεμηφζηξνθα 

θαη αξηζηεξφζηξνθα θπθιηθά πνισκέλν θσο. 

Ζ ζηξέςε ηνπ επηπέδνπ πφισζεο γξακκηθά πνισκέλνπ θσηφο είλαη ζπλέπεηα ηεο 

θπθιηθήο δηπινζιαζηηθφηεηαο θαη ν θπθιηθφο δηρξντζκφο είλαη ζπλέπεηα ηεο 

δηαθνξάο ησλ ζπληειεζηψλ απνξξφθεζεο γηα αληίζεηεο θνξάο θπθιηθά πνισκέλν 

θσο. Οη ηέζζεξηο παξαπάλσ ηδηφηεηεο αλάγνληαη ζε δχν, κε ηηο (1) θαη (2) λα 

αθνξνχλ ζηε δηάζιαζε θαη ηηο (3) θαη (4) λα αθνξνχλ ζηελ απνξξφθεζε θπθιηθά 

πνισκέλνπ θσηφο. Γλσξίδνπκε απφ ηε βαζηθή ζεσξία ηνπ ειεθηξνκαγλεηηζκνχ φηη ε 

δηάζιαζε ζπλδέεηαη κε ηελ απνξξφθεζε, θαζψο ηζρπξφηεξε απνξξφθεζε 

ζπλεπάγεηαη ηζρπξφηεξε δηάζιαζε. Με ηνλ ηξφπν απηφ, φπνηε παξνπζηάδεηαη ηζρχο 

νπηηθήο ζηξέςεο παξνπζηάδεηαη θαη θπθιηθφο δηρξντζκφο. Απζηεξά ινηπφλ κηιψληαο, 

αθφκα θαη ζε πεξηνρέο φπνπ ην πιηθφ είλαη δηαθαλέο, ζα πξέπεη λα αλαθεξφκαζηε ζε 

ζηξέςε ηνπ κεγάινπ εκηάμνλα ηεο έιιεηςεο παξά ζε ζηέςε ηνπ επηπέδνπ πφισζεο. 

Με ηελ ηερληθή θαζκαηνπνισζηκεηξίαο θπθιηθνχ δηρξντζκνχ κεηξάηαη ε 

ειιεηπηηθφηεηα θ ζηελ πφισζε πνπ πξνθαιεί κία νπηηθά ελεξγφο νπζία ζε γξακκηθά 

πνισκέλν θσο, ζαλ ζπλάξηεζε ηνπ κήθνπο θχκαηνο λ (Δηθφλα 18).  



[80] 

 

 

Δηθόλα 18 Γηαλπζκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηνπ ειεθηξηθνχ πεδίνπ ζηε δηεχζπλζε δηάδνζεο 

αθηηλνβνιίαο γηα ηελ πεξίπησζε χπαξμεο απνξξφθεζεο νπηηθά ελεξγνχ νπζίαο ζε πξνζπίπηνλ 

γξακκηθά πνισκέλν θψο. Οη ζέζεηο 1 έσο 5 αληηζηνηρνχλ ζε ίζα ρξνληθά δηαζηήκαηα. (Α) Πξνζπίπηνλ 

γξακκηθά πνισκέλν θψο. (Β) Δμεξρφκελν ειιεηπηηθά πνισκέλν θψο κε ηνλ κεγάιν εκηάμνλα ηεο 

έιιεηςεο ζηξακκέλν θαηά γσλία θ σο πξνο ην αξρηθφ επίπεδν πφισζεο. (Γ) Αλάιπζε γξακκηθά 

πνισκέλνπ θσηφο ζε δχν θπθιηθά πνισκέλεο ζπληζηψζεο κε αληίζεηε θνξά πφισζεο. (Γ) Ζ επίδξαζε 

ηεο νπηηθά ελεξγνχ νπζίαο ζηηο θπθιηθά πνισκέλεο ζπληζηψζεο αληίζεηεο θνξάο πφισζεο. Σν 

άζξνηζκα ησλ ζπληζησζψλ ηνπ Γ δίλεη ην Β. 

 

Ζ αξρή ιεηηνπξγίαο βαζίδεηαη ζηελ ηζνδπλακία πνπ εθθξάδνπλ ηα δηαγξάκκαηα ηεο 

εηθφλαο 20Β θαη 20Γ. Γξακκηθά πνισκέλεο δέζκεο θσηφο κε δεμηφζηξνθεο θαη 

αξηζηεξφζηξνθεο ζπληζηψζεο ηεο ίδηαο αξρηθήο έληαζεο Η0 δηέξρνληαη απφ ηελ 

θπςειίδα πνπ πεξηέρεη ην ππφ κειέηε δείγκα (Δηθφλα 19).  

Απφ ηηο ηειηθέο ηηκέο έληαζεο ΗL θαη ΗR ηεο εμεξρφκελεο αθηηλνβνιίαο ππνινγίδεηαη ε 

δηαθνξά ησλ απνξξνθήζεσλ Αr θαη Ai θαη βάζεη απηήο ηεο δηαθνξάο ππνινγίδεηαη 

ηειηθά ε ειιεηπηηθφηεηα θ (ζε κνίξεο): ζ=2.303(Αi-   Ar)180/4π. 
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Δηθόλα 19 Αληίζεηεο θνξάο θπθιηθά πνισκέλεο ζπληζηψζεο ηεο ίδηαο έληαζεο Η0 πξνζπίπηνπλ ζηελ 

θπςειίδα πνπ πεξηέρεη ηελ νπηηθά ελεξγφ νπζία. Με ΗL θαη ΗR παξηζηάλνληαη νη δηαθνξεηηθέο ηηκέο 

έληαζεο γηα ηελ εεεξρφκελε αξηζηεξφζηξνθα θαη δεμηφζηξνθα πνισκέλνπ θσηφο αθηηλνβνιία 

αληίζηνηρα. 

 

ρεδφλ φια ηα βηνινγηθά κφξηα είλαη νπηηθά ελεξγά κφξηα. Δπεηδή ηα επηκέξνπο 

δνκηθά ζπζηαηηθά ησλ βηνκνξίσλ απνξξνθνχλ αθηηλνβνιία ζε δηαθνξεηηθέο πεξηνρέο 

κήθνπο θχκαηνο, ε θαζκαηνζθνπία CD δίλεη ηε δπλαηφηεηα, αλάινγα κε ηελ πεξηνρή 

θχκαηνο, λα δηαθξίλνπκε δηαθνξεηηθά δνκηθά ραξαθηεξηζηηθά ελφο κνξίνπ ζε 

δηάιπκα. Σν ζήκα CD ζε απηέο ηηο πεξηνρέο κήθνπο θχκαηνο είλαη κε κεδεληθφ κφλν 

φηαλ ην άκεζν πεξηβάιινλ ησλ νπηηθά ελεξγψλ κνξίσλ είλαη κε ζπκκεηξηθφ, γηαηί 

κφλν ηφηε ην ειεθηξνληαθφ λέθνο ησλ απεληνπηζκέλσλ π ειεθηξνλίσλ ησλ 

αξσκαηηθψλ δαθηπιίσλ ζπζηξέθεηαη θαη ζρεκαηίδεη κία <ειηθνεηδή> δηάηαμε. 

Ζ ζρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο πεηξακαηηθήο δηάηαμεο θπθιηθνχ δηρξντζκνχ 

παξνπζηάδεηαη ζηελ εηθφλα 20. Ζ πεηξακαηηθή ζπζθεπή πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε είλαη 

ην θαζκαηνπνισζίκεηξν JASCO- 715 (JASCO Corporation, Tokyo, Japan) κε 

ιεηηνπξγηθφ εχξνο κήθνπο θχκαηνο ζηελ πεξηνρή ηνπ νξαηνχ (VIS) θαη ηνπ 

ππεξηψδνπο (UV) (ιmin= 170 nm). Ζ θαζκαηνπνισζηκεηξία θπθιηθνχ δηρξντζκνχ 

είλαη κία ηερληθή πνπ κπνξεί λα απνδεηρζεί ηδηαίηεξα ρξήζηκε ζηα αθφινπζα πεδία 

κειέηεο: 

 ην λα δηαπηζηψζεη θαλείο αλ ε πξσηεΐλε βξίζθεηαη ζηελ αλαδηπισκέλε ηεο 

κνξθή, λα πξνζδηνξίζεη ηελ δεπηεξνηαγή θαη ηξηηνηαγή δνκή ηεο θαη λα ηελ 

θαηαηάμεη ζηελ θαηάιιειε δνκηθή νηθνγέλεηα. 
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 ηε ζχγθξηζε ησλ δνκψλ πξσηετλψλ πνπ πξνέθπςαλ απφ δηαθνξεηηθέο πεγέο, ή 

δνκψλ ηεο ίδηαο πξσηεΐλεο θάησ απφ δηαθνξεηηθέο ζπλζήθεο δηαιχηε ή 

ζεξκνθξαζίαο ή αθφκα θαη κεηαβνιέο ζηε δνκή πνπ πξνθαινχληαη απφ 

κεηαιιάμεηο. 

 ηε κειέηε ηνπ θαηά πφζν αιιειεπηδξάζεηο ηχπνπ πξσηεΐλεο– πξσηεΐλεο 

κεηαβάιινπλ ηε δνκή ησλ αιιειεπηδξψλησλ κνξίσλ. 

 

Δηθόλα 20 ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο πεηξακαηηθήο δηάηαμεο θπθιηθνχ δηρξντζκνχ. 

 

Δίλαη ραξαθηεξηζηηθφ φηη ε δεπηεξνηαγήο δνκή ησλ πξσηετλψλ κπνξεί λα 

πξνζδηνξηζηεί κε θαζκαηνπνισζηκεηξία θπθιηθνχ δηρξντζκνχ ζηε πεξηνρή ηνπ άπσ 

ππεξηψδνπο (190-  250 nm). ηε πεξηνρή απηή ε ρξσκνθφξνο νκάδα είλαη ν 

πεπηηδηθφο δεζκφο θαη εκθαλίδεη κε κεδεληθφ ζήκα φηαλ ε πξσηεΐλε βξίζθεηαη ζηελ 

αλαδηπισκέλε δνκή. Οη δνκέο α- έιηθαο, β- θχιινπ θαη ηπραίνπ ζπεηξάκαηνο 

απνδίδνπλ έλα ραξαθηεξηζηηθφ ζε ζρήκα θαη έληαζε θάζκα θπθιηθνχ δηρξντζκνχ 

(Δηθφλα 21). Αθξηβέζηεξα, ε α- έιηθα παξνπζηάδεη δπν αξλεηηθέο θνξπθέο ζηα 208 

θαη 222nm θαη κηα ζεηηθή ζηα 193nm θαη ε β- πηπρσηή επηθάλεηα παξνπζηάδεη κηα 

επξεία αξλεηηθή θνξπθή ζηα 218nm θαη κηα ζεηηθή ζηα 195nm. Όπσο θαη νη 

ππφινηπεο θαζκαηνζθνπηθέο ηερληθέο, ηα ζήκαηα ηνπ θπθιηθνχ δηρξντζκνχ 

απεηθνλίδνπλ ηνλ κέζν φξν νιφθιεξνπ ηνπ πξσηετληθνχ πιεζπζκνχ. Γηα ην ιφγν 

απηφ, ελψ κπνξεί θαλείο λα ππνινγίζεη φηη πρ. Σν 50% ησλ ακηλνμηθψλ θαηαινίπσλ 

κίαο πξσηεΐλεο ζπκκεηέρνπλ ζηνλ ζρεκαηηζκφ θάπνηαο α-  έιηθαο, δελ κπνξεί λα 

πξνζδηνξίζεη πνηα αθξηβψο είλαη ηα θαηάινηπα απηά. 
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Δηθόλα 21 Ηδαληθφ θάζκα θπθιηθνχ δηρξντζκνχ ηεο α- έιηθαο, ηνπ β- θχιινπ θαη ηνπ ηπραίνπ 

ζπεηξάκαηνο. 

 

ηα πεηξάκαηα CD πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ρξεζηκνπνηήζεθε θπςειίδα ραιαδία 

δηαθαλήο ζην εχξνο 190-  350 nm κε νπηηθή δηαδξνκή 1 cm γηα κεηξήζεηο ζηε 

πεξηνρή ηνπ εγγχο ππεξηψδνπο θαη 1 nm γηα κεηξήζεηο ζηε πεξηνρή ηνπ άπσ 

ππεξηψδνπο. ε ρξήζε ςπθηηθνχ ζπζηήκαηνο Peltier κε πδάηηλν ινπηξφ επηηξέπεη ηε 

ιήςε θάζκαηνο CD ζε επηιέμηκε ζηαζεξή ζεξκνθξαζία θαζψο θαη ηελ θαηαγξαθή 

ηεο κεηαβνιήο ηεο ειιεηπηηθφηεηαο, ζε επηιεγκέλν, ζηαζεξφ κήθνο θχκαηνο, 

ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο γηα ζηαζεξφ ξπζκφ κεηαβνιήο ηεο ζεξκνθξαζίαο ηνπ 

δείγκαηνο.  

Έλα πείξακα θπθιηθνχ δηρξντζκνχ απαηηεί πεξίπνπ 200 κL πξσηετληθνχ δηαιχκαηνο 

ζε ζπγθεληξψζεηο απφ 50 κg/mL έσο θαη 1 mg/mL, αλάινγα κε ηελ πξσηεΐλε, κε 

δηαιχηε νπνηνδήπνηε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα πνπ δελ εκθαλίδεη ηζρπξή απνξξφθεζε 

ζηελ πεξηνρή απηή (πςειέο ζπγθεληξψζεηο DTT, ηκηδαδνιίνπ ή ηζηηδίλεο δελ 

κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ ζηελ πεξηνρή ηνπ άπσ ππεξηψδνπο). 

Οπνηνδήπνηε πξσηετληθφ θάζκα θπθιηθνχ δηρξντζκνχ κπνξεί λα αλαιπζεί ζαλ 
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γξακκηθφο ζπλδπαζκφο ησλ ραξαθηεξηζηηθψλ απηψλ θαζκάησλ κε ηελ πξνζζήθε 

ελφο φξνπ ζνξχβνπ, πνπ αληηθαηνπηξίδεη ηελ ζπλεηζθνξά ησλ αξσκαηηθψλ 

ρξσκνθφξσλ. 

Δπνκέλσο, γηα ηνλ ππνινγηζκφ ησλ ζηνηρείσλ δνκήο ρξεζηκνπνηεί θαλείο ηελ 

εμίζσζε: ζι= Fi,ιSι,i+ ζφξπβνο. Όπνπ ζι ν θπθιηθφο δηρξντζκφο ηεο πξσηεΐλεο ζαλ 

ζπλάξηεζε ηνπ κήθνπο θχκαηνο ι, Fi,ι ην θιάζκα ζπκκεηνρήο ηνπ θάζε ζηνηρείνπ 

δεπηεξνηαγνχο δνκήο Η ζηελ φιε πξσηετληθή δηακφξθσζε θαη ζε κήθνο θχκαηνο ι θαη 

φπνπ Sι,i ε ειιεηπηηθφηεηα ζε κήθνο θχκαηνο ι ηνπ ραξαθηεξηζηηθνχ θάζκαηνο θάζε 

ζηνηρείνπ δεπηεξνηαγνχο δνκήο i.  

Σν πξσηετληθφ θάζκα θπθιηθνχ δηρξντζκνχ ζηελ πεξηνρή ηνπ εγγχο ππεξηψδνπο 

(250- 350 nm) εκθαλίδεη επαηζζεζία ζε ζπγθεθξηκέλα ζηνηρεία ηξηηνηαγνχο δνκήο. 

ε απηά ηα κήθε θχκαηνο ηα ρξσκνθφξα είλαη ηα αξσκαηηθά ακηλνμέα θαη νη 

δηζνπιθηδηθνί δεζκνί ηεο πξσηεΐλεο ηα ζήκαηα ησλ νπνίσλ είλαη επαίζζεηα ζηελ φιε 

δηεπζέηεζε ηνπ κνξίνπ ζην ρψξν. ηελ πεξηνρή 250- 270 nm απνξξνθά θπξίσο ε 

θαηλπιαιαλίλε, ζηε πεξηνρή 270- 290 nm απνξξνθά ε ηξππηνθάλε. Οη δηζνπιθηδηθνί 

δεζκνί δίλνπλ αζζελή ζήκαηα ζε φιε ηελ πεξηνρή ηνπ εγγχο ππεξηψδνπο. Αλ ε 

πξσηεΐλε δηαηεξεί ζηνηρεία δεπηεξνηαγνχο δνκήο αιιά δελ ππάξρεη ζαθψο 

θαζνξηζκέλε ηξηηνηαγήο δνκή (πρ. αλαδηπισκέλε πξσηεΐλε ζε κε ιεηηνπξγηθή 

δηακφξθσζε), ηφηε ηα ζήκαηα ζηε πεξηνρή απηή ζα θηλνχληαη ζε κεδεληθέο ηηκέο. Αλ 

φκσο ππάξρνπλ ζεκαληηθά ζήκαηα ζην εγγχο ππεξηψδεο ηφηε κπνξνχκε λα 

ππνζέζνπκε κε αζθάιεηα φηη ε πξσηεΐλε πνπ κειεηάκε αλαδηπιψζεθε ζε κία 

απζηεξά θαζνξηζκέλε δνκή. Σν θάζκα θπθιηθνχ δηρξντζκνχ ζην εγγχο ππεξηψδεο 

είλαη επαίζζεην θαη ζε κεηαβνιέο ζηε δνκή πνπ νθείινληαη ζε αιιειεπηδξάζεηο 

κεηαμχ πξσηετληθψλ κνξίσλ ή ζε κεηαβνιή ησλ ζπλζεθψλ ηνπ δηαιχηε. Ζ έληαζε 

ησλ ζεκάησλ ζηελ πεξηνρή απηή είλαη πνιχ ρακειφηεξε απφ απηή ηνπ καθξηλνχ 

ππεξηψδνπο θαη γηα ηε ιήςε ησλ θαζκάησλ απηψλ απαηηνχληαη πεξίπνπ 600 κL 

δηαιχκαηνο πξσηεΐλεο κε ζπγθέληξσζε 0,3-  2 mg/mL, αλάινγα πάληα κε ην 

πξσηετληθφ κφξην (Greenfield, 2004, 2006a, 2006b; Kelly & Price, 1997; Yang, Wu, 

& Martinez, 1986).  

ηε ζπγθεθξηκέλε πεηξακαηηθή δηαδηθαζία ρξεζηκνπνηήζακε 0.75 mg/mL 

θαζαξηζκέλεο HUTth πξσηεΐλεο ε νπνία βξηζθφηαλ ζε δηάιπκα 20 mM Tris, 1 mM 

EDTA, 100 mM NaCl, pH 7.0.  
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2.7 ΜΔΛΔΣΖ ΣΖ HUTth ΠΡΧΣΔΨΝΖ ΜΔ 

ΦΘΟΡΗΜΟΜΔΣΡΗΑ ΓΗΑΦΟΡΗΚΖ ΑΡΧΖ (DSF, 

DIFFERENTIAL SCANNING FLUORIMETRY) 

Ζ θζνξηζκνκεηξία δηαθνξηθήο ζάξσζεο είλαη κηα δνθηκαζία ζεξκηθήο κεηνπζίσζεο 

πνπ κεηξά ηε ζεξκηθή ζηαζεξφηεηα ηεο πξσηεΐλεο- ζηφρνπ. Καηά ηε δηαδηθαζία, κία 

ρξσζηηθή (ζπλήζσο ε SYPRO Orange) αιιειεπηδξά κε ηηο εθηεζεηκέλεο πδξφθνβεο 

πεξηνρέο πνπ παξάγνληαη απφ κεξηθή ή πιήξε απνδίπισζε ησλ πξσηετλψλ.  

Ζ ζπγθεθξηκέλε κέζνδνο βαζίδεηαη ζηελ αλίρλεπζε αιιαγψλ ιφγσ ηεο έθζεζεο ηνπ 

πδξφθνβνπ ππξήλα ηεο πξσηεΐλεο θαηά ηε ζεξκηθή κεηνπζίσζε. Αθξηβέζηεξα, ε 

ρξσζηηθή δελ θζνξίδεη φηαλ βξίζθεηαη ζε πδαηηθφ δηάιπκα, αιιά φηαλ ηα αξσκαηηθά 

ηεο ηκήκαηα παξεκβάιινληαη ζε έλα πδξφθνβν ππξήλα, αλαθηά ηελ δπλαηφηεηα 

θζνξηζκνχ.  

ηε ζπγθεθξηκέλε πεηξακαηηθή δηαδηθαζία πξαγκαηνπνηείηαη ζηαδηαθή αχμεζε ηεο 

ζεξκνθξαζίαο ψζηε φηαλ θηάζεη ζην Σm ηεο πξσηεΐλεο, ηε ζεξκνθξαζία φπνπ ν κηζφο 

πιεζπζκφο ζα είλαη μεδηπισκέλνο. λα ππάξμεη απφηνκνο θζνξηζκφο.  

Έλα πείξακα θζνξηζκνκεηξίαο δηαθνξηθήο ζάξσζεο απαηηεί πξσηεΐλε ζπγθέληξσζεο 

ηεο ηάμεο ησλ 20 κΜ αλ θαη εμαξηάηαη πάληα απφ ην πξσηετληθφ κφξην. Ζ δηαδηθαζία 

πξαγκαηνπνηείηαη ζε Real- Time PCR ζεξκηθνχο θπθινπνηεηέο νη νπνίνη κπνξεί λα 

δερηνχλ θαη πιάθα 96 πεγαδηψλ, θάηη πνπ πξνζδίλεη ηε δπλαηφηεηα ειέγρνπ ηεο 

ζεξκηθήο ζηαζεξφηεηαο ηεο πξσηεΐλεο ζε πνιιέο δηαθνξεηηθέο ζπλζήθεο (Boivin, 

Kozak, & Meijers, 2013).  
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Δηθόλα 22 Σππηθή δνθηκαζία ζεξκηθήο κεηνπζίσζεο κε θζνξηζκνκεηξία δηαθνξηθήο ζάξσζεο. 

Κακπχιε ηήμεσο ηεο ηζνκεξάζεο ηεο γιπθφδεο ζε 100 mM Tris- HCI pΖ 8.5.  

 

Ζ θζνξηζκνκεηξία δηαθνξηθήο ζάξσζεο κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηε κειέηε ηνπ 

Σm ηεο πξσηεΐλεο θαζψο επίζεο θαη γηα ηνλ πνηνηηθφ έιεγρν ηεο πξσηεΐλεο πξηλ απηή 

ρξεζηκνπνηεζεί γηα πεηξάκαηα θξπζηάιισζεο θηι. Μέζα απφ απηή ηε δηαδηθαζία 

κπνξνχλ λα αληρλεπζνχλ ηα δηαιχκαηα πνπ κεγηζηνπνηνχλ ηε ζεξκνζηαζεξφηεηα ηεο 

πξσηεΐλεο. ηελ εηθφλα 22 πεξηγξάθεηαη ε αξρή ηεο δνθηκαζίαο ζεξκηθήο 

κεηνπζίσζεο ελψ ζηελ εηθφλα 23 παξαηεξείηαη κηα γεληθή επηζθφπεζε ηνπ 
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πξσηνθφιινπ ηεο ζπγθεθξηκέλεο δηαδηθαζίαο. 

 

Δηθόλα 23 Γεληθή επηζθφπεζε ηνπ πξσηνθφιινπ ηεο θζνξηζκνκεηξίαο δηαθνξηθήο ζάξσζεο. 

 

ηε ζπγθεθξηκέλε πεηξακαηηθή δηαδηθαζία ρξεζηκνπνηήζακε 20 κΜ θαζαξηζκέλεο 

HUTth πξσηεΐλεο ε νπνία βξηζθφηαλ ζε δηάιπκα 50 mM HEPES, 1 mM EDTA, 100 

mM NaCl, pH 8.0, κε ζθνπφ λα κειεηήζνπκε ηε ζεξκηθή ζηαζεξφηεηα ηεο πξσηεΐλεο 

ζην ζπγθεθξηκέλν δηάιπκα, πξνηνχ πξνρσξήζνπκε ζε πεηξάκαηα θξπζηάιισζεο. 

Δπηπιένλ, δεχηεξνο ζηφρνο ήηαλ ν επαλέιεγρνο ηεο ζεξκνθξαζίαο ηήμεο ηεο 

πξσηεΐλεο. Ζ ρξσζηηθή πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ήηαλ ε SYPRO Orange, θαη ην δείγκα 

ζεξκάλζεθε απφ ηνπο 5 
ν
C ζηνπο 95 

o
C (κε αχμεζε ηεο ζεξκνθξαζίαο 1

ν
C/1 min). 
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2.8 ΜΔΛΔΣΖ ΣΖ HUTth ΠΡΧΣΔΨΝΖ ΜΔ 

ΦΑΜΑΣΟΚΟΠΗΑ ΜΑΕΧΝ (MALDI- TOF MASS 

SPECTROSCOPY) 

Ζ Matrix Assisted Laser Desorption Ionization (MALDI) θαζκαηνζθνπία καδψλ 

απνηειεί κία κέζνδν ηνληζκνχ, επξέσο ρξεζηκνπνηνχκελε ζε πεξηπηψζεηο πνπ ηα 

πεηξάκαηα αθνξνχλ ηε κειέηε βηνκνξίσλ, φπσο νη πξσηεΐλεο θαη ηα πεπηίδηα, ηα 

νπνία γεληθά ηείλνπλ λα είλαη κε πηεηηθά θαη αζηαζή, ηδηαίηεξα θαηά ηε ζέξκαλζή 

ηνπο.  

ηε ζπγθεθξηκέλε κέζνδν, αξρηθά πξαγκαηνπνηείηαη αλάκεημε ηνχ πξνο κειέηε 

δείγκαηνο κε κηα νπζία πνπ νλνκάδεηαη ζπζηαηηθφ κήηξαο (matrix compound). Σν 

κείγκα ζηε ζπλέρεηα ηνπνζεηείηαη ζε έλα πιαθίδην, φπνπ θαη ζηεγλψλεη. Έηζη ηα 

κφξηα ηεο κήηξαο θαη ηνπ δείγκαηνο ζπλ- θξπζηαιιψλνληαη. ηελ πνξεία ηα κφξηα 

ηνπ κείγκαηνο βνκβαξδίδνληαη απφ κία δέζκε laser ψζηε λα ηνληζηνχλ. Ζ ελέξγεηα 

πνπ δηνρεηεχεηαη απφ ην laser κεηαηξέπεηαη απφ ηε κήηξα ζε ελέξγεηα δηέγεξζεο γηα 

ην δείγκα, κε απνηέιεζκα ηφζν ηα ηφληα ηεο κήηξαο φζν θαη ηνπ δείγκαηνο λα 

εθηνμεχνληαη απφ ηελ επηθάλεηα ηνπ πιαθηδίνπ. 

 

Δηθόλα 24 MALDI- TOF: α) Γηαρσξηζκφο κε βάζεη ην Time of Flight, β) σιήλαο πηήζεο ππφ 

ζπλζήθεο θελνχ αέξα. 

 

Πξέπεη λα ζεκεησζεί πσο απηή είλαη κηα αζθαιήο κέζνδνο γηα λα κεηαθεξζεί κεγάιν 

πνζφ ελέξγεηαο ζηα κφξηα ηνπ δείγκαηνο ρσξίο απηά λα θαηαζηξαθνχλ απφ ηελ 

απεπζείαο πξφζιεςε ππεξβνιηθήο ελέξγεηαο, πνπ ζα κπνξνχζε ππφ άιιεο ζπλζήθεο 

λα νδεγήζεη ζηελ ρεκηθή ηνπο δηάζπαζε.  
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Δηθόλα 25 Ζ κέζνδνο MALDI- TOF. A) Αξρή Λεηηνπξγίαο θαζκαηνγξάθνπ MALDI – TOF. B) 

Πιαθίδην πεηξάκαηνο. 

 

ηε ζπλέρεηα, ηα κφξηα ηνπ δείγκαηνο κε ηελ ελέξγεηα πνπ έρνπλ πξνζιάβεη 

εηζέξρνληαη ζηνλ αλαιπηή κάδαο (mass analyzer) ηνπ θαζκαηνγξάθνπ, ν νπνίνο, 

θάλνληαο ρξήζε ηεο ηερληθήο Time- of- Flight (ToF), δηαρσξίδεη ηα ηφληα ηνπ 

δείγκαηνο κε βάζε ηνλ ιφγν m/z θαη ηνλ ρξφλν πνπ απηά ρξεηάδνληαη γηα λα 

δηαζρίζνπλ ηνλ ζσιήλα πηήζεο (flight tube). Αλαιπηηθφηεξα, ε ιεηηνπξγία ησλ Time- 

of- flight (ToF) αλαιπηψλ ζηεξίδεηαη ζηελ βαζηθή αξρή φηη αλ ηα ηφληα έρνπλ ην ίδην 

θνξηίν, ε ηαρχηεηα πνπ ζα αλαπηχμνπλ θαηά ηελ πηήζε ηνπο ζην ζσιήλα (flight 

tube), ππφ ζπλζήθεο θελνχ αέξα, ζα εμαξηάηαη κφλν απφ ηε κάδα ηνπο. Έηζη, 

ειαθξχηεξα κφξηα ζα ρξεηαζηνχλ ιηγφηεξν ρξφλν γηα λα δηαλχζνπλ ηελ απφζηαζε 

έσο ηνλ αληρλεπηή, ελψ αληηζέησο ηα πην βαξηά ηφληα ζα θζάζνπλ αξγφηεξα ζηνλ 

αληρλεπηή, φπσο θαίλεηαη θαη ζηελ εηθφλα 24. 

Σα αξρηθά θάζκαηα πνπ πξνθχπηνπλ απφ ην πείξακα εθθξάδνπλ ηνλ ρξφλν πηήζεο 

(Time Of Flight) ησλ ηφλησλ ζε ζπλάξηεζε κε ηνλ αξηζκφ ησλ ηφλησλ πνπ 

θαηαθζάλνπλ ζηνλ αληρλεπηή, θαη νξίδεηαη ελαιιαθηηθά σο ε έληαζε (intensity) ησλ 

ηφλησλ. Γεδνκέλνπ φκσο φηη ε ηαρχηεηα ελφο ηφληνο είλαη αληηζηξφθσο αλάινγε κε 

ηε κάδα ηνπ ηφληνο θαη θαη‟ επέθηαζε κε ηνλ ιφγν m/z, εθαξκφδεηαη έλαο 

ηεηξαγσληθφο κεηαζρεκαηηζκφο ζην ρξφλν πηήζεο γηα λα πξνθχςνπλ νη αληίζηνηρεο 

m/z ηηκέο (Caprioli, Farmer, & Gile, 1997; Kondo & Nishimura, 2009; Nishimura et 

al., 2004; Tani et al., 2012). 
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ηελ εηθφλα 25 πεξηγξάθεηαη ε κέζνδνο MALDI- TOF θαζψο θαη ε δηάηαμε ησλ 

αλαιπηψλ πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη.  

Πξαγκαηνπνηήζακε ηε ζπγθεθξηκέλε πεηξακαηηθή δηαδηθαζία κε ζθνπφ λα 

κεηξήζνπκε ην αθξηβέο κνξηαθφ βάξνο ηεο HUTth πξσηεΐλεο θαη ηελ θαζαξφηεηα ηνπ 

δείγκαηφο καο. Χο κήηξα ρξεζηκνπνηήζακε ζηλαπηληθφ νμχ.  

 

2.9 ΜΔΛΔΣΖ ΣΖ HUTth ΠΡΧΣΔΨΝΖ ΜΔ ΓΤΝΑΜΗΚΖ 

ΚΔΓΑΖ ΦΧΣΟ (DLS, DYNAMIC LIGHT SCATTERING) 

Ζ ηερληθή ηεο ζθέδαζεο ηνπ θσηφο απνηειεί κηα απφ ηηο ζεκαληηθφηεξεο 

πεηξακαηηθέο ηερληθέο γηα ην ραξαθηεξηζκφ ησλ καθξνκνξίσλ ζε αξαηά δηαιχκαηα, 

δηφηη επηηξέπεη ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο γπξνζθνπηθήο αθηίλαο, Rg (ζηαηηθή ζθέδαζε 

θσηφο), θαζψο θαη ηεο πδξνδπλακηθήο αθηίλαο Rh (δπλακηθή ζθέδαζε ηνπ θσηφο). 

Όηαλ κηα δέζκε θσηφο πξνζπέζεη ζε έλα δηάιπκα έλα κέξνο ηεο αθηηλνβνιίαο 

δηέξρεηαη κέζα απφ ην δηάιπκα θαη ην ππφινηπν ζθεδάδεηαη πξνο φιεο ηηο 

θαηεπζχλζεηο. ηελ πεξίπησζε δηαιπκάησλ καθξνκνξίσλ ε έληαζε ηεο 

ζθεδαδφκελεο αθηηλνβνιίαο είλαη πνιχ κεγαιχηεξε απφ εθείλε ησλ δηαιπκάησλ ησλ 

“κηθξψλ” κνξίσλ. Ζ φιε ηερληθή ηεο ζθέδαζεο ηνπ θσηφο ζπλίζηαηαη ζηε κέηξεζε 

ηεο ζθεδαδφκελεο αθηηλνβνιίαο απφ ην δηάιπκα ζε δηάθνξεο θαηεπζχλζεηο ζε ζρέζε 

κε ηελ πξνζπίπηνπζα αθηηλνβνιία. 

H δπλακηθή ζθέδαζε θσηφο (Dynamic Light Scattering) είλαη επίζεο γλσζηή κε ηα 

ελαιιαθηηθά νλφκαηα: οιονεί ελαζηική ζκέδαζη θωηόρ – QELS (quasi- elastic light 

scattering) θαη θαζμαηοζκοπία ζςζσέηιζηρ θωηονίωλ – (photon correlation 

spectroscopy). ήκεξα, ε ηερληθή ηεο δπλακηθήο ζθέδαζεο ηνπ θσηφο ζεσξείηαη κηα 

θαζηεξσκέλε ηερληθή κέηξεζεο ηνπ ζπληειεζηή δηάρπζεο (κεηαθνξάο θαη 

πεξηζηξνθήο) ησλ κνξίσλ ζε αξαηά δηαιχκαηά ηνπο, αιιά θαη ηνπ κεγέζνπο θαη ηνπ 

ζρήκαηνο ησλ ζσκαηηδίσλ θαζψο θαη ηεο πνιπδηαζπνξάο ηνπ ζπζηήκαηνο. 

ηε δπλακηθή ζθέδαζε θσηφο γίλεηαη ρξήζε κνλνρξσκαηηθήο αθηηλνβνιίαο θαη 

κεηξάηαη, ππφ ζπγθεθξηκέλε γσλία, ε ρξνληθή δηαθχκαλζε ηεο έληαζεο ηεο 

ζθεδαδφκελεο αθηηλνβνιίαο ππφ γσλία θ. Ζ ρξνληθή απηή δηαθχκαλζε νθείιεηαη ζην 

γεγνλφο φηη ε έληαζε ηνπ ζθεδαδφκελνπ θσηφο ζηνλ αληρλεπηή είλαη απνηέιεζκα ηε 

ζπκβνιήο ηεο αθηηλνβνιίαο, πνπ πξνέξρεηαη απφ ηα δηάθνξα ζσκαηίδηα, ηα νπνία 
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θηλνχληαη άηαθηα ιφγσ ζεξκηθήο θίλεζεο. Καζψο ηα ζσκαηίδηα θηλνχληαη απφ ή πξνο 

ηνλ αληρλεπηή πξνθχπηεη κηα δηεχξπλζε ησλ ζπρλνηήησλ ιφγσ ηνπ θαηλνκέλνπ 

Doppler. 

Ζ ζπζθεπή πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ δπλακηθή ζθέδαζε ηνπ θσηφο θαζψο θαη ε 

αξρή ηεο κεζφδνπ απεηθνλίδνληαη ζηελ εηθφλα 26. Σν θπξίσο θιάζκα ηεο 

πξνζπίπηνπζαο αθηηλνβνιίαο απφ ην laser πεξλά κέζα απφ ηε ζεξκνζηαηνχκελε 

θπςειίδα ηνπ δείγκαηνο. Ζ ζθεδαδφκελε αθηηλνβνιία εληζρχεηαη, δηαρσξίδεηαη θαη 

δηνρεηεχεηαη ζηνλ ζπζρεηηζηή (correlator), απ‟ φπνπ ε ζπζρεηηζκέλε αθηηλνβνιία 

θαηαγξάθεηαη ζηελ νζφλε ηνπ ππνινγηζηή. 

 

Δηθόλα 26 Ζ ζπζθεπή πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ δπλακηθή ζθέδαζε ηνπ θσηφο θαζψο θαη ε αξρή 

ηεο κεζφδνπ. 

πλνςίδνληαο, ε δπλακηθή ζθέδαζεο θσηφο είλαη κία κέζνδνο πνπ ππνινγίδεη ηε 

ζηαζεξά δηάρπζεο, ηελ πδξνδπλακηθή αθηίλα θαζψο θαη ηελ πνιπδηαζπνξά θαη έηζη 

ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ ραξαθηεξηζκφ πξσηετληθψλ δηαιπκάησλ. Ζ κέζνδνο κπνξεί 

λα δηαρσξίζεη πιεζπζκνχο εθφζνλ ε αθηίλα ηνπο δηαθέξεη θαηά 3- 5 θνξέο. Γελ 

απνηειεί αθξηβή κέζνδν γηα ηελ κειέηε ηνπ κνξηαθνχ βάξνπο ηεο πξσηεΐλεο (Jans, 

Liu, Austin, Maes, & Huo, 2009; Wang, Cook, & Pecora, 1980). Πξαγκαηνπνηήζακε 

ηε ζπγθεθξηκέλε ηερληθή κε ζηφρν λα κειεηήζνπκε ηελ θαζαξφηεηα ηεο ΖUTth 
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θαζψο θαη ηνλ βαζκφ ζπζζσκάησζήο ηεο ζην δηάιπκα. Γηα ηε ζπγθεθξηκέλε 

πεηξακαηηθή δηαδηθαζία ρξεζηκνπνηήζακε πξσηεΐλε ζπγθέληξσζεο 1 mg/mL. 

 

2.10 ΜΔΛΔΣΖ ΣΖ ΑΛΛΖΛΔΠΗΓΡΑΖ ΣΖ HUTth 

ΠΡΧΣΔΨΝΖ ΜΔ ΣΟ DNA ΜΔ ΜΗΚΡΟΘΔΡΜΟΦΟΡΔΖ (MST, 

MICROSCALE THERMOPHORESIS) 

Ζ κηθξνζεξκνθφξεζε (MST) βαζίδεηαη ζε κηα θπζηθή αξρή πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα 

πξψηε θνξά ζηελ βηνινγηθή αλάιπζε. Αληρλεχεη αιιαγέο ζην θέιπθνο ελπδάησζεο, 

ζην θνξηίν ή ζην κέγεζνο ησλ κνξίσλ κε ηε κέηξεζε κεηαβνιψλ ηεο θηλεηηθφηεηάο 

ηνπο ζε κηθξνζθνπηθέο ζεξκνθξαζηαθέο θιίζεηο. Έηζη, επηηξέπεη ηελ ηαρεία 

αλίρλεπζε επξένο θάζκαηνο βηνκνξηαθψλ αιιειεπηδξάζεσλ.  

Ζ κέζνδνο βαζίδεηαη ζηελ θαηεπζπλφκελε θίλεζε ησλ κνξίσλ θαηά κήθνο κηαο 

δηαβάζκηζεο ζεξκνθξαζίαο, έλα θαηλφκελν πνπ νλνκάδεηαη "ζεξκνθφξεζε". Μηα 

ηνπηθή δηαθνξά ζεξκνθξαζίαο ΓΣ νδεγεί ζε κηα ηνπηθή αιιαγή ζηε ζπγθέληξσζε 

ηνπ κνξίνπ (εμάληιεζε ή εκπινπηηζκνχ), ε νπνία πνζνηηθνπνηείηαη απφ ην 

ζπληειεζηή Soret: ST: chot / ccold = exp (- STΓT).  

H ζεξκνθφξεζε εμαξηάηαη απφ αιιαγέο ζην κέγεζνο, ην θνξηίν θαη ην θέιπθνο 

ελπδάησζεο ησλ κνξίσλ. Με ηε ζπγθεθξηκέλε κέζνδν, κειεηάηαη ε ζεξκνθφξεζε 

θζνξηδφλησλ κνξίσλ ζε πεηξάκαηα ηηηινδφηεζεο φπνπ ην ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 

δηαηεξείηαη πάληα ζηαζεξφ. Καζψο ην ξπζκηζηηθφ δηάιπκα δηαηεξείηαη ζηαζεξφ, 

κεηαβνιέο ζηελ ζεξκνθνξεηηθή εμάληιεζε ή εκπινπηηζκφ κπνξνχλ λα πξνθχςνπλ 

κφλν απφ αιιαγέο ζην κέγεζνο, ην θνξηίν ή ηελ εληξνπία ελπδάησζεο ησλ 

θζνξίδνλησλ κνξίσλ. Γεδνκέλνπ φηη ε δέζκεπζε ελφο ηηηινδνηεκέλνπ, κε 

θζνξίδνληα κνξίνπ, ζε έλα επηζεκαζκέλν κφξην αιιάδεη ηνπιάρηζηνλ κία απφ απηέο 

ηηο ηδηφηεηεο, ε ζχλδεζε κπνξεί λα πνζνηηθνπνηεζεί κε κέηξεζε ηεο αιιαγήο σο πξνο 

ηε ζεξκνθφξεζε.  

Ζ ζεξκνθνξεηηθή θίλεζε ηνπ θζνξίδνληνο κνξίνπ κεηξάηαη κε παξαθνινχζεζε ηεο F 

θαηαλνκήο θζνξηζκνχ κέζα ζε έλα ηξηρνεηδέο κε ην φξγαλν NanoTemper Monolith 

(Δηθφλα 27, αξηζηεξά). Ζ κηθξνζθνπηθή δηαβάζκηζε ηεο ζεξκνθξαζίαο παξάγεηαη 

απφ έλα ιέηδεξ IR, ην νπνίν εζηηάδεηαη ζηνλ ηξηρνεηδή ζσιήλα θαη απνξξνθάηαη 

έληνλα απφ ην λεξφ. Ζ ζεξκνθξαζία ηνπ πδαηηθνχ δηαιχκαηνο ζην εζσηεξηθφ ηεο 
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θειίδαο ηνπ ιέηδεξ ηππηθά απμάλεη θαηά 2 Κ-   6 Κ ζε ζχγθξηζε κε ηελ πεξηθέξεηα 

θαη δεκηνπξγείηαη έηζη κηα ηζρπξή βαζκίδσζε ηεο ζεξκνθξαζίαο. Πξηλ ηελ 

ελεξγνπνίεζε ηνπ ιέηδεξ IR κία νκνηνγελή θαηαλνκή ησλ κνξίσλ παξαηεξείηαη ζην 

εζσηεξηθφ ηνπ ηξηρνεηδνχο. Όηαλ ην ιέηδεξ IR ελεξγνπνηείηαη, δχν θαηλφκελα 

παξαηεξνχληαη. ην πξψην θαηλφκελν, ν θζνξηζκφο ηεο ρξσζηηθήο αιιάδεη εμαηηίαο 

ηεο εγγελνχο εμάξηεζεο ηνπ απφ ηε ζεξκνθξαζία. ην δεχηεξν θαηλφκελν, ηα κφξηα 

θηλνχληαη απφ ηε ηνπηθά ζεξκαηλφκελε πεξηνρή πξνο ηηο εμσηεξηθά ςπρξέο πεξηνρέο 

θαη σο εθ ηνχηνπ ε ζπγθέληξσζε ησλ κνξίσλ ζηελ ηνπηθά ζεξκαηλφκελε πεξηνρή 

κεηψλεηαη κέρξη λα θηάζεη ζε κηα ζηαζεξή θαηάζηαζε ζε κηα ρξνληθή θιίκαθα απφ 

πεξίπνπ 10 s-   30 s ε νπνία θαζνξίδεηαη απφ ηε δηάρπζε ηεο κάδαο. (Δηθφλα 27, 

δεμηά) (Gaffarogullari, Krause, Balbo, Herten, & Jaschke, 2013; Seidel et al., 2013; 

Wienken, Baaske, Rothbauer, Braun, & Duhr, 2010; W. Zhang, Duhr, Baaske, & 

Laue, 2014; Zillner et al., 2012).  

 

Δηθόλα 27 Μέζνδνο ζεξκνθφξεζεο. (αξηζηεξά) Σν δηάιπκα εληφο ηνπ ηξηρνεηδνχο ηνπηθά ζεξκαίλεηαη 

κε ην εζηηαζκέλν ιέηδεξ IR. (δεμηά) Ο θζνξηζκφο ζην εζσηεξηθφ ηνπ ηξηρνεηδνχο απεηθνλίδεηαη κε κία 

θσηνδίνδν θαη ν θαλνληθνπνηεκέλνο θζνξηζκφο ζην ζεξκαηλφκελν ζεκείν παξίζηαηαη ζην γξάθεκα 

έλαληη ηνπ ρξφλνπ. Σν ιέηδεξ IR είλαη ελεξγνπνηεκέλν ζε ρξφλν 5 δεπηεξνιέπησλ. Ο θζνξηζκφο 

κεηψλεηαη θαζψο απμάλεη ε ζεξκνθξαζία θαη ηα θζνξίδνληα κφξηα πνπ ζρεκαηίδνπλ ζχκπινθα 

θηλνχληαη καθξηά απφ ην ζεξκαηλφκελν ζεκείν ιφγσ ηεο ζεξκνθφξεζεο. 

 

Υξεζηκνπνηήζακε ηε ζπγθεθξηκέλε κέζνδν γηα λα κειεηήζνπκε ηελ αιιειεπίδξαζε 

ηεο HUTth πξσηεΐλεο κε πιαζκηδηαθφ DNA. ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα 

ρξεζηκνπνηήζακε 20 κΜ πξσηεΐλεο θαη δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξψζεηο πιαζκηδηαθνχ 

DNA (pUC18). 
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2.11 ΚΡΤΣΑΛΛΟΓΡΑΦΗΚΔ ΜΔΛΔΣΔ ΣΖ HUTth 

ΠΡΧΣΔΨΝΖ 

ε επίπεδν δνκηθήο αλάιπζεο θξπζηαιιψζακε ηελ HUTth πξσηεΐλε κε ηε ρξήζε 

ξνκπνηηθψλ ζπζηεκάησλ θξπζηάιισζεο, εθαξκφδνληαο ηε κέζνδν ηεο 

θαζήκελεο ζηαγφλαο (sitting drop) θαη ηελ ηερληθή εμάηκηζεο θαη δηάρπζεο ησλ 

αηκψλ (vapour diffusion). Ζ αξρή ηεο ζπγθεθξηκέλεο κεζφδνπ απεηθνλίδεηαη ζηελ 

εηθφλα 28.  

Ζ δηαδηθαζία κηθξνθξπζηάιισζεο γίλεηαη κε ξνκπνηηθά ζπζηιεκαηα, φπσο 

αλαθέξεηαη θαη παξαπάλσ, δηφηη νη φγθνη πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη είλαη ηεο ηάμεο 

ησλ nL (nanodrops). Ζ επηινγή απηήο ηεο δηαδηθαζίαο έρεη ηα πιενλεθηήκαηα φηη 

1) ρξεζηκνπνηείηαη ειάρηζην πιηθφ θαη 2) απαηηεί ειάρηζην ρξφλν εμηζνξξφπεζεο 

ησλ δηαιπκάησλ κεηαμχ ηεο ζηαγφλαο θαη ηνπ reservoir. Δπνκέλσο, ε 

κηθξνθξπζηάιισζε είλαη ηδαληθή γηα γξήγνξν screening δηαθφξσλ ζπλζεθψλ 

θξπζηάιισζεο. Οη θξχζηαιινη πνπ απνθηψληαη κε ηε ζπγθεθξηκέλε κέζνδν 

ραξαθηεξίδνληαη κηθξνθξχζηαιινη θαη είλαη δπλαηφλ λα ζθεδαζηνχλ κε ηε ρξήζε 

κηθξν-αθηίλαο ζε πεηξακαηηθή δηάηαμε ζπγρξνηξνλίνπ. ηα πιαίζηα ηνπ 

Biostruct-X έρνπκε ηε δπλαηφηεηα λα ρξεζηκνπνηήζνπκε αθηίλεο-Υ, θάηη πνπ 

πξνβιέπεηαη λα γίλεη φηαλ έρνπκε αξθεηνχο θξπζηάιινπο θαη ρξφλν ζην 

ζχγρξνηξφλην. 

Αθξηβέζηεξα, ρξεζηκνπνηήζακε εκπνξηθά screening kits (PACT Premier MD1-  

29, PEGs Suite, QIAGEN, Classics I, QIAGEN, Classics II, QIAGEN, 

Morpheus_HT- 96, MD, Nucleix, QIAGEN) θαη ρξεζηκνπνηήζακε πξσηεΐλε 

ζπγθέληξσζεο 10 mg/ml. Οη ζηαγφλεο είραλ ηειηθφ φγθν 300 nL, ελψ ε αλαινγία 

πξσηεΐλεο: reservoir ήηαλ 2:1. Σν πείξακα πξαγκαηνπνηνχληαλ ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ ελψ ε θχιαμε ζε ζεξκνθξαζία ησλ 16 
o
C. 

Με ηα ζπγθεξθηκέλα screening kits πνπ ρξεζηκνπνηήζακε κειεηήζακε 

δηαθνξεηηθέο ζπλζήθεο πνπ πεξηειάκβαλαλ: δηάθνξα αιάηηα, εχξνο ηηκψλ pH θαη 

δηαθνξεηηθνχο θαηαθξεκληζηέο. 
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Δηθόλα 28 Αξρή κεζφδνπ ηεο θαζήκελεο ζηαγφλαο κε ηελ ηερληθή εμάηκηζεο θαη δηάρπζεο ησλ αηκψλ. 
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Γ' ΜΔΡΟ: ΒΗΟΠΛΖΡΟΦΟΡΗΚΖ ΑΝΑΛΤΖ

 

2.12 ΠΡΧΣΟΚΟΛΛΟ ΒΗΟΠΛΖΡΟΦΟΡΗΚΖ ΑΝΑΛΤΖ 

ηφρνο ηεο βηνπιεξνθνξηθήο αλάιπζεο είλαη ν πξνζδηνξηζκφο ησλ παξακέηξσλ 

πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε ζεξκνζηαζεξφηεηα ησλ πξσηετλψλ ηεο νηθνγέλεηαο  HU. 

Γηα ηε πξαγκαηνπνίεζε ηεο ζπγθεθξηκέλεο κειέηεο θαηαζθεπάζηεθε κία 

βηβιηνζήθε αθνινπζηψλ HU απφ ην θχιν ησλ αδνβαθηεξίσλ [Thermus 

(ζεξκφθηια βαθηήξηα)- Deinococcus (κεζφθηια βαθηήξηα)] θαη 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ δχν πξνζεγγίζεηο α) ν ππνινγηζκφο ζπλαηλεηηθψλ αθνινπζηψλ 

απφ ηε ζπγθεθξηκέλε βηβιηνζήθε θαη β) ν ππνινγηζκφο πξνγνληθψλ αθνινπζηψλ.  

Οη ζπγθεθξηκέλεο αθνινπζίεο αλαιχζεθαλ ζε επίπεδν πξσηνηαγνχο αιιά θαη 

ηεηαξηνηαγνχο δνκήο κε ζηφρν λα η) λα κειεηεζνχλ νη πξνηηκήζεηο ησλ 

ακηλνμέσλ αλά ζέζε θαη ηη) λα κειεηεζνχλ νη δεζκνί πδξνγφλνπ θαη νη γέθπξεο 

άιαηνο, ραξαθηεξηζηηθά πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε ζεξκνζηαζεξφηεηα ησλ 

πξσηετλψλ. Γελ εμεηάζηεθαλ νη ζεηνγέθπξεο θαζψο νη HU πξσηεΐλεο δελ 

πεξηέρνπλ θπζηείλε θαη θαηά ζπλέπεηα ε ζεξκνζηαζεξφηεηά ηνπο είλαη 

αλεμάξηεηε απφ ηηο ζεηνγέθπξεο. 

Γηα ηνλ ππνινγηζκφ ζπλαηλεηηθψλ αθνινπζηψλ, χζηεξα απφ ηε πνιιαπιή 

ζηνίρηζε αθνινπζηψλ, ρξεζηκνπνηήζεθε ην πξφγξακκα jalview 

(http://www.jalview.org/), ελψ γηα ηνλ ππνινγηζκφ πξνγνληθψλ αθνινπζηψλ, 

χζηεξα απφ ηε πνιιαπιή ζηνίρηζε αθνινπζηψλ θαη ηελ θπινγελεηηθή αλάιπζε κε 

ηε κεζνδν ηεο κπετζηαλήο αλάιπζεο (MrBayes), ρξεζηκνπνηήζεθε ν FastML 

δηαθνκηζηήο (http://fastml.tau.ac.il/). 

Ζ πνιιαπιή ζηνίρηζε ησλ αθνινπζηψλ πνπ επηιέρζεθαλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ην 

πξφγξακκα muscle. Αθνινχζεζαλ θαη επηπξφζζεηεο δηνξζψζεηο ζηηο νπνίεο ηα 

ζπληεξεκέλα, ιεηηνπξγηθά ζεκαληηθά θαηάινηπα ηεο πξσηεΐλεο, φπσο 

αλαθέξνληαη ζηελ Conserved Domain Database ηνπ NCBI, θξαηήζεθαλ 

ζηνηρηζκέλα.  

Ζ θπινγελεηηθή αλάιπζε κε ην πξφγξακκα MrBayes έγηλε κε ηηο παξαθάησ 

παξακέηξνπο γηα ηε βηβιηνζήθε ησλ αδνβαθηεξίσλ (Thermus-Deinococcus): 

http://fastml.tau.ac.il/
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number of generations= 2.000.000, runs= 2, number of chains= 4, number of 

swaps= 2, sample frequency= 200, print frequency= 200, burn in fraction= 0.4, 

model= WAG + G, α= 1.2 Ζ πξφβιεςε ησλ κνληέισλ θπινγελεηηθήο αλάιπζεο 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε ην πξφγξακκα TOPALI. 

Γηα ηελ εχξεζε πξνηηκήζεσλ ακηλνμέσλ αλά ζέζε ρξεζηκνπνηήζεθε ην 

πξφγξακκα Unipro UGENE, ελψ ε θαηαζθεπή πξσηετληθψλ 3D κνληέισλ έγηλε 

κε ηελ ηερληθή ηεο Οκνινγίαο Πξνηππνπνίεζεο (Homology Modeling) θαη 

ρξεζηκνπνηψληαο ηνλ δηαθνκηζηή Swiss- Model ηνπ Expasy 

(http://swissmodel.expasy.org/). Με ηελ πξνζέγγηζε ηνπ Homology Modeling 

ππνινγίδεηαη ζεσξεηηθά ε άγλσζηε δνκή κηαο πξσηεΐλεο εθφζνλ, ππάξρεη 

ζεκαληηθή νκνινγία (νκνηφηεηα) κε πξσηεΐλε πνπ έρεη πεηξακαηηθά γλσζηή 

δνκή. ε γεληθέο γξακκέο, πξσηεΐλεο κε νκνηφηεηα ζηελ αθνινπζία ζε πνζνζηφ 

άλσ ηνπ 30% ζεσξείηαη πσο δηπιψλνπλ ζην ρψξν κε παξφκνην ηξφπν.  

Γηα ηελ εχξεζε ησλ δεζκψλ πδξνγφλνπ θάζε δνκήο ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα 

δηαδηθηπαθφ εξγαιείν Optimal Hydrogen Bonding Network πνπ δηαηίζεηαη απφ 

ηνλ δηαθνκηζηή What If ελψ γηα ηηο γέθπξεο άιαηνο ρξεζηκνπνηήζεθe ηo 

δηαδηθηπαθφ εξγαιείν Salt Bridges πνπ δηαηίζεηαη απφ ηνλ δηαθνκηζηή What If. 

Ο πδξνγνληθφο δεζκφο δεκηνπξγείηαη ζηελ πεξίπησζε πνπ έλα άηνκν πδξνγφλνπ 

βξίζθεηαη κεηαμχ δχν ειεθηξαξλεηηθψλ αηφκσλ ζηε δηάηαμε C- H…X- D, φπνπ 

C θαη X ειεθηξαξλεηηθά άηνκα. Σν κεξηθά ζεηηθά θνξηηζκέλν πδξνγφλν (πνπ 

είλαη νκνηνπνιηθά ελσκέλν κε ην C) έιθεηαη ειεθηξνζηαηθά απφ ην Υ θαη έηζη 

παίδεη ξφιν γέθπξαο, δεκηνπξγψληαο αζζελή δεζκφ κεηαμχ ηνπο. Δπεηδή είλαη 

γλσζηφ φηη νη δεζκνί πδξνγφλνπ είλαη έλαο απφ ηνπο κεραληζκνχο πνπ 

ζπλεηζθέξεη ζηε ζηαζεξνπνίεζε ηεο δνκήο ηνπ κνξίνπ θαη άξα ζηελ αχμεζε ηεο 

ζεξκνζηαζεξφηεηάο ηνπ, ειέγμακε ζπγθξηηηθά ηελ αλάπηπμε δηθηχσλ δεζκψλ 

πδξνγφλνπ ζηηο δηάθνξεο πξσηεΐλεο HU (κεζφθηιεο θαη ζεξκφθηιεο αθνινπζίεο).  

Οη δεζκνί άιαηνο αλήθνπλ ζηελ θαηεγνξία ησλ κε νκνηνπνιηθψλ δεζκψλ. Μία 

γέθπξα άιαηνο είλαη ζηελ νπζία έλαο ζπλδπαζκφο κε νκνηνπνιηθψλ 

αιιειεπηδξάζεσλ: ελφο δεζκνχ πδξνγφλνπ θαη ειεθηξνζηαηηθψλ 

αιιειεπηδξάζεσλ. Λφγσ ηνπ φηη έρεη δηαπηζησζεί φηη νη γέθπξεο άιαηνο είλαη 

έλαο απφ ηνπο κεραληζκνχο πνπ ζπλεηζθέξεη ζηε ζηαζεξνπνίεζε ηεο δνκήο ηνπ 
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κνξίνπ θαη άξα ζηελ αχμεζε ηεο ζεξκνζηαζεξφηεηάο ηνπ, ειέγμακε ζπγθξηηηθά 

ηελ αλάπηπμε γεθπξψλ άιαηνο ζηηο δηάθνξεο πξσηεΐλεο HU (κεζφθηιεο θαη 

ζεξκφθηιεο αθνινπζίεο). 

 

Δηθόλα 29 Παξάδεηγκα γέθπξαο άιαηνο κεηαμχ ησλ ακηλνμέσλ ιπζίλε θαη γινπηακηθνχ. 

Απεηθνλίδνληαη ηφζν ν δεζκφο πδξνγφλνπ, φζν θαη νη ειεθηξνζηαηηθέο αιιειεπηδξάζεηο. 
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3 ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ

 

3.1 ΑΠΟΜΟΝΧΖ ΚΑΗ ΚΛΧΝΟΠΟΗΖΖ ΣΟΤ ΓΟΝΗΓΗΟΤ 

hutth 

Ζ απνκφλσζε ηνπ γνληδίνπ hutth απφ ην γελσκηθφ DNA ηνπ T. thermophilus ΖΒ8 

πξαγκαηνπνηήζεθε ρξεζηκνπνηψληαο ηελ Taq Recombinant πνιπκεξάζε. Ζ αλάιπζε 

νιφθιεξεο ηεο αιιεινπρίαο ηνπ γνληδίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε έπεηηα απφ ηελ 

θισλνπνίεζή ηνπ ζηνλ πιαζκηδηαθφ θνξέα θισλνπνίεζεο pGEM- t easy ακέζσο 

κεηά ηελ δηαδηθαζία ηεο pcr.  

Ζ απνκφλσζε ηνπ γνληδίνπ hutth θαηέζηεη δπλαηή κε ηα κφξηα εθθηλεηέο huF- NdeI 

θαη huR- BamHI θαη κε κήηξα ην γνληδίσκα ηνπ ζηειέρνπο T. thermophilus HB8. Σα 

ζπλζεηηθά κφξηα εθθηλεηέο δηαζέηνπλ ζέζεηο πεξηνξηζκνχ απφ ηηο πεξηνξηζηηθέο 

ελδνλνπθιεάζεο NdeI θαη BamHI. Σα πξντφληα ηεο αληίδξαζεο pcr 

ειεθηξνθνξήζεθαλ ζε πήθησκα αγαξφδεο 1% (w/v) θαη αθνινχζεζε παξαηήξεζε ζε 

ππεξηψδε αθηηλνβνιία (Δηθφλα 30). 

 

Δηθόλα 30 Δλίζρπζε, απνκφλσζε θαη εληνπηζκφο ηνπ γνληδίνπ hutth απφ ην γελσκηθφ DNA ηνπ T. 

thermophilus ΖΒ8. Μειέηε επηά δηαθνξεηηθψλ ζπλζεθψλ pcr. Ζιεθηξνθφξεζε ησλ πξντφλησλ pcr. 

ηηο ζέζεηο 2 θαη 3 παξαηεξείηαη ε επηηπρήο απνκφλσζε θαη ελίζρπζε ηνπ γνληδίνπ hutth. Οη ζέζεηο 1, 

4, 5, 6 θαη 7 αληηζηνηρνχλ ζε πξντφληα κε επηηπρνπο pcr. ηε ζέζε 1 ρξεζηκνπνηήζεθε ηειηθή 

ζπγθέληξσζε καγλεζίνπ: 2.5 mM, ζηηο ζέζεηο 2 θαη 3 ρξεζηκνπνηήζεθε ηειηθή ζπγθέληξσζε 

καγλεζίνπ: 1.5 mM θαη 58 
ν
C, ζηηο ζέζεηο 4, 5, 6 θαη 7 ρξεζηκνπνηήζεθε ηειηθή ζπγθέληξσζε 

καγλεζίνπ: 1.5 mM θαη 62 
ν
C, 64 

ν
C, 66 

ν
C θαη 68 

ν
C, αληίζηνηρα. 
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ηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηήζεθε ηαπηφρξνλε πέςε κε ηα έλδπκα NdeI θαη BamHI 

ηφζν ηνπ γνληδίνπ φζν θαη ηνπ θνξέα pET-11a γηα λα δεκηνπξγεζνχλ κνλφθισλα 

άθξα θαη λα ελζσκαησζεί ην γνλίδην ζηνλ θνξέα θαηά ηελ αληίδξαζε ιηγάζεο 

(Δηθφλα 31). Σέινο, ν αλαζπλδπαζκέλνο θνξέαο θισλνπνηήζεθε ζε θχηηαξα E. coli 

DH5a χζηεξα απφ κεηαζρεκαηηζκφ ηνπο θαη επηιέρζεθαλ απνηθίεο κε βάζε ηελ 

αλζεθηηθφηεηά ηνπο ζην αληηβηνηηθφ ακπηθηιιίλε. Οη απνηθίεο (ζην ζχλνιν 2) 

επαλαθαιιηεξγήζεθαλ θαη απνκνλψζεθαλ ηα αλαζπλδπαζκέλα πιαζκίδηα. Ζ επηηπρία 

ηεο θισλνπνίεζεο πηζηνπνηήζεθε έπεηηα απφ ζεηηθή αληίδξαζε pcr γηα ην γνλίδην 

hutth ζηα αλαζπλδπαζκέλα πιαζκίδηα θαζψο θαη απφ θαηάιιειεο πέςεηο απηψλ 

(Δηθφλα 32).  

 

Δηθόλα 31 Ζιεθηξνθφξεζε ζε πήθησλα αγαξφδεο 1) ηνπ γξακκηθνχ πιαζκηδηαθνχ θνξέα pET-11a 

θαη 2) ηνπ ελζέκαηνο-γνληδίνπ hutth χζηεξα απφ δηπιή πέςε ηνπο κε ηηο πεξηνξηζηηθέο 

ελδνλνπθιεάζεηο NdeI & BamHI. 

 

Δηθόλα 32 Έιεγρνο θιψλσλ ηνπ γνληδίνπ hutth ζηνλ θνξέα pET-11a ζε θχηηαξα E.coli DH5a. 1) 

άθνπν αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην, 2) θαη 3) ζεηηθά αλαζπλδπαζκέλνη θνξείο. Οη αληηδξάζεηο αθνξνχλ 

πιαζκίδηα απφ αλζεθηηθέο ζηελ ακπηθηιιίλε απνηθίεο. 

                     1              2 
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Ζ αλάιπζε ηεο αιιεινπρίαο ηνπ γνληδίνπ hutth πξαγκαηνπνηήζεθε ζηνλ 

αλαζπλδπαζκέλν θνξέα pGEM- t easy ρξεζηκνπνηψληαο ηνπο δηεζλείο εθθηλεηέο Σ7 

θαη SP6 νη νπνίνη πξνζδέλνληαη πξηλ θαη κεηά ην αλνηρηφ πιαίζην αλάγλσζεο. ηελ 

εηθφλα 33 εκθαλίδεηαη ηo αλνηρηφ πιαίζην αλάγλσζεο ηνπ γνληδίνπ hutth. Ζ πξσηεΐλε 

HUTth έρεη Μ.Β 10 KDa, ην κνλνκεξέο, θαη απνηειείηαη απφ 96 ακηλνμέα (Δηθφλα 

33).  

 

Δηθόλα 33 Αλνηρηφ πιαίζην αλάγλσζεο ηνπ γνληδίνπ hutth θαη ακηλνμηθή αιιεινπρία ηεο HUTth 

πξσηεΐλεο. Με πξάζηλν εκθαλίδεηαη ην θσδηθφλην έλαξμεο θαη κε θφθθηλν ην θσδηθφλην ιήμεο. 

 

Έπεηηα απφ ηελ πηζηνπνίεζε ηνπ επηηπρνχο αλαζπλδπαζκνχ ηνπ πιαζκηδίνπ pET-11a 

κε ην γνλίδην hutth αθνινχζεζε ν κεηαζρεκαηηζκφο ησλ θπηηάξσλ μεληζηψλ 

BL21(DE3) θαη Magic θαη ε κειέηε έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο ζε ζπλζήθεο επαγσγήο 

κε IPTG. Ζ απνζήθεπζε ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πιαζκηδίσλ δελ πξαγκαηνπνηήζεθε 

ζε θχηηαξα έθθξαζεο θαζφηη εκθαλίδνπλ αζηάζεηα. Ο έιεγρνο ηνπ επηηπρνχο 

κεηαζρεκαηηζκνχ ησλ BL21(DE3) θπηηάξσλ πξαγκαηνπνηήζεθε άκεζα κε ηελ 

επίζηξσζε ησλ επηιεγκέλσλ απνηθηψλ ζε ηξπβιία πνπ πεξηείραλ ακπηθηιιίλε (100 

κg/mL) ελψ ν έιεγρνο ηνπ επηηπρνχο κεηαζρεκαηηζκνχ ησλ Magic θπηηάξσλ 

πξαγκαηνπνηήζεθε άκεζα κε ηελ επίζηξσζε ησλ επηιεγκέλσλ απνηθηψλ ζε ηξπβιία 

πνπ πεξηείραλ ακπηθηιιίλε (100 κg/mL) θαη θαλακπθίλε (50 κg/mL). Σα ηξπβιία 

εκβνιηάζηεθαλ θαη επσάζηεθαλ γηα 16 ψξεο ζηνπο 37 
ν
C γηα ηελ αλάπηπμε ησλ 

θπηηάξσλ E. coli.  

Αθνινχζεζαλ θαιιηέξγεηεο κεηαζρεκαηηζκέλσλ βαθηεξίσλ ζε ζπλζήθεο επαγσγήο 

κε IPTG ζε δηαθνξεηηθνχο ρξφλνπο κε ζηφρν ηελ παξαγσγή δηαιπηήο πξσηεΐλεο 

(Δηθφλα 34) πνπ ζα ρξεζηκνπνηεζεί γηα πεξαηηέξσ βηνρεκηθφ θαη βηνθπζηθφ 

ραξαθηεξηζκφ θαζψο θαη δνκηθή αλάιπζε.  
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Δηθόλα 34 Μεηαζρεκαηηζκφο ζε E. coli ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ κε ην hutth πιαζκηδηαθνχ θνξέα θαη 

θαιιηέξγεηεο. 

 

 

3.2 ΚΗΝΖΣΗΚΔ ΔΠΑΓΧΓΖ ΣΖ ΔΣΔΡΟΛΟΓΖ ΔΚΦΡΑΖ 

ΣΟΤ ΓΟΝΗΓΗΟΤ hutth 

Ζ επαγσγή ηνπ hutth γνληδίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κε IPTG ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 1 

mM, αξρηθά ζε κηθξή θιίκαθα (θαιιηέξγεηεο ησλ 10 mL) γηα κηα πηινηηθή κειέηε θαη 

έπεηηα, ζε κεγάιε θιίκαθα ζε θαιιηέξγεηεο 1- 2 L γηα ηελ παξαγσγή κεγάιεο 

πνζφηεηαο πξσηεΐλεο πνπ ζα ρξεζηκνπνηεζεί γηα πεξαηηέξσ θαζαξηζκφ. Ζ επαγσγή 

μεθηλνχζε θαηά ηελ εθζεηηθή θάζε αχμεζεο ησλ βαθηεξίσλ (ρξφλνο 0, OD600= 0.7) 

ζε ζεξκνθξαζία 37 
ν
C θαη θξαηνχζε 3 h. Αλαιπηηθά ε πεηξακαηηθή δηαδηθαζία 

πεξηγξάθεηαη ζηελ § 2.5.2.  

Σα απνηειέζκαηα ηεο επαγσγήο γηα ηα θχηηαξα BL21(DE3) εκθαλίδνληαη ζηελ 

εηθφλα 36, ελψ γηα ηα θχηηαξα Magic εκθαλίδνληαη ηελ εηθφλα 35. Καη ζηηο δχν 

επαγσγέο παξαηεξνχκε φηη ν βέιηηζηνο ρξφλνο γηα ηελ παξαγσγή ηεο HUTth 

πξσηεΐλεο είλαη νη 3 h.  

Ύζηεξα απφ ηα κηθξήο θιίκαθαο πεηξάκαηα θηλεηηθήο ηεο επαγσγήο ηνπ hutth 

γνληδίνπ, αθνινχζεζαλ πεηξάκαηα ζε κεγάιε θιίκαθα. ε απηά ηα πεηξάκαηα 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα κεηαζρεκαηηζκέλα Magic θχηηαξα (Magic/pET-11a-  hutth).  
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Δηθόλα 35 SDS PAGE αλάιπζε ζπλνιηθψλ πξσηετλψλ, θπηηάξσλ BL21(DE3)  πνπ πεξηέρνπλ ην 

πιαζκίδην pET-11a-  hutth, ζε ρξφλνπο 1: 0 h, 2: 1 h, 3: 2 h, θαη 4: 3 h κεηά απφ επαγσγή κε IPTG 

ζηνπο 37 
ν
C. 

 

Δηθόλα 36 SDS PAGE αλάιπζε ζπλνιηθψλ πξσηετλψλ, θπηηάξσλ Magic πνπ πεξηέρνπλ ην πιαζκίδην 

pET-11a-  hutth, ζε ρξφλνπο 1: 0 h, 2: 1 h, 3: 2 h, θαη 4: 3 h κεηά απφ επαγσγή κε IPTG ζηνπο 37 
ν
C. 

 

3.3 ΚΑΘΑΡΗΜΟ ΣΖ HUTth ΠΡΧΣΔΨΝΖ 

Ζ απνκφλσζε ηεο ππεξπαξαγκέλεο HUTth πξσηεΐλεο, χζηεξα απφ ηε δηαδηθαζία ηεο 

επαγσγήο πξαγκαηνπνηήζεθε ζε ηξία ζηάδηα: α) ιχζε ησλ θπηηάξσλ, β) θιαζκάησζε 

κε ζεηηθφ ακκψλην (AS) θαη γ) ρξσκαηνγξαθία ζπγγέλεηαο, φπσο πεξηγξάθνληαη 

αλαιπηηθά ζηηο § 2.5.3, § 2.5.4 θαη § 2.5.5 ηνπ θεθαιαίνπ 2.  

Σα απνηειέζκαηα ηεο δηαθνξηθήο θιαζκάησζεο κε ζεητθφ ακκψλην παξνπζηάδνληαη 

ζηελ εηθφλα 37, ελψ ηα θιάζκαηα ηεο θαζαξηζκέλεο HUTth πξσηεΐλεο 
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απεηθνλίδνληαη ζηελ εηθφλα 38 (Α θαη Β). ηελ εηθφλα 37 (Γ) απεηθνλίδεηαη ε 

ζπγθεληξσκέλε HUTth πξσηεΐλε. Ύζηεξα απφ ηνλ θαζαξηζκφ θαη ηελ ζπγθέληξσζε 

ηεο πξσηεΐλεο είρακε HUTth = 10 mg/mL γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ επφκελσλ 

πεηξακαηηθψλ δηαδηθαζηψλ. 

 

Δηθόλα 37 SDS PAGE αλάιπζε ζπλνιηθψλ πξσηετλψλ, θπηηάξσλ Magic πνπ πεξηέρνπλ ην πιαζκίδην 

pET-11a-  hutth  χζηεξα απφ δηαθνξηθή θιαζκάησζε κε ζεητθφ ακκψλην. 1: πξσηετληθφ θιάζκα 0-  

60% θνξεζκέλν ζε ζεητθφ ακκψλην, 2: πξσηετληθφ θιάζκα 60- 80% θνξεζκέλν ζε ζεητθφ ακκψλην  

 

 

Δηθόλα 38 Υξσκαηνγξαθηθφο θαζαξηζκφο ηεο HUTth πξσηεΐλεο ζε ζηήιε Ζπαξίλεο. Α) θαη Β) SDS- 

PAGE αλάιπζε ησλ θιαζκάησλ απφ ηνλ θαζαξηζκφ ηεο HUTth πνπ εθινχζεθαλ απφ ηε ζηήιε 

επαξίλεο ρξεζηκνπνηψληαο απμαλφκελε δηαβάζκηζε ζπγθέληξσζεο NaCl. Ζ πξσηεΐλε εθινχεηαη ζε 

ζπγθέληξσζε NaCl απφ 500 mM- > 1500 mM, Γ) πγθεληξσκέλε HUTth πξσηεΐλε. 

   1       2 
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3.4 ΜΔΣΡΖΖ ΣΖ ΘΔΡΜΟΣΑΘΔΡΟΣΖΣΑ ΣΖ HUTth 

ΠΡΧΣΔΨΝΖ ΜΔ ΣΖ ΥΡΖΖ ΦΑΜΑΣΟΠΟΛΧΗΜΔΣΡΗΑ 

ΚΤΚΛΗΚΟΤ ΓΗΥΡΟΨΜΟΤ 

Πξνθεηκέλνπ λα πξνζδηνξίζνπκε ηε ζεξκνθξαζία ηήμεο ηεο πξσηεΐλεο HUTth θαζψο 

θαη ηα ζηνηρεία δεπηεξνηαγνχο θαη ηξηηνηαγνχο δνκήο ρξεζηκνπνηήζακε ηελ 

ηερλνινγία ηεο θαζκαηνπνισζηκεηξίαο θπθιηθνχ δηρξντζκνχ. Ζ κέηξεζε 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε 0.75 mg/mL θαζαξήο HUTth πξσηεΐλεο ε νπνία βξηζθφηαλ ζε 

δηάιπκα 20 mM Tris, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, pH 7.0.  

Σα απνηειέζκαηα ηεο κέηξεζεο απεηθνλίδνληαη ζηηο εηθφλεο 39 θαη 40. Ύζηεξα, απφ 

έλα θχθιν ζέξκαλζεο θαη ςχμεο (κειεηήζακε δχν ζεξκνθξαζίεο: 25 
ν
C θαη 100

 ν
C) 

παξαηεξήζακε φηη ε πξσηεΐλε καο μεδηπιψλεηαη θαη αλαδηπιψλεηαη κε πιήξε 

αληηζηξεςηκφηεηα. Τδξφθνβα θαηάινηπα ζηελ επηθάλεηα ηνπ κνξίνπ ή ζηελ 

δηεπηθάλεηα κεηαμχ ησλ δχν κνλνκεξψλ κπνξνχλ λα εμεγνχλ απηή ηελ 

αληηζηξεςηκφηεηα. 

Παξάιιεια, ε HUTth πξσηεΐλε έρεη ζηνηρεία δεπηεξνηαγνχο δνκήο, α- έιηθεο θαη β-  

θχιια θαζψο απφ ην θάζκα δηαθαίλνληαη α) δπν αξλεηηθέο θνξπθέο ζηα 208 θαη 222 

nm θαη κηα ζεηηθή ζηα 193 nm νη νπνίεο ζρεηίδνληαη κε ηηο α-  έιηθεο θαη β) κηα 

επξεία αξλεηηθή θνξπθή ζηα 218 nm θαη κηα ζεηηθή ζηα 195 nm πνπ παξνπζηάδνπλ 

νη β-  πηπρσηέο επηθάλεηεο.  

ηνπο 100 
o
C παξαηεξείηαη ε ζεξκηθά κεηνπζησκέλε θαηάζηαζε. Ζ αξλεηηθή θνξπθή 

ζηα 202 nm νθείιεηαη ζε θάπνηα αξθεηή ελαπνκείλνπζα δνκή ζην κφξην. Πξφθεηηαη 

γηα κε ηαθηηθή δνκή, πνπ νθείιεηαη ζε ρακειήο ηάμεο ελδνκνξηαθέο 

αιιειεπηδξάζεηο.  

Ζ ζεξκνθξαζία ηήμεο ηεο HUTth πξσηεΐλεο πξνζδηνξίζηεθε ζηα 222 nm θαη είλαη 75 

o
C ζηηο ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο δηαιχκαηνο θαη ζπγθέληξσζεο. Καηά ηε κέηξεζε, ε 

ζεξκνθξαζία απμαλφηαλ κε ξπζκφ 90 
o
C/h. 

 Σν θάζκα ηεο ζεξκηθήο απνδηάηαμεο ηεο HUTth  δελ έρεη ζηγκνεηδή θακπχιε. Απηφ 

πηζαλά ζπκβαίλεη γηα δχν ιφγνπο: 1) ππάξρεη επίδξαζε απφ ηνλ δηαιχηε θαη 2) ζηνπο 

90 
o
C ε πξσηεΐλε δηαηεξεί αθφκα θάπνηα κε ηαθηηθή δνκή.  
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Δηθόλα 39 Φάζκα θπθιηθνχ δηρξντζκνχ ηεο πξσηεΐλεο HUTth. 

 

 

Δηθόλα 40 Φάζκα ζεξκηθήο απνδηάηαμεο ηεο πξσηεΐλεο HUTth. Ζ ζεξκνθξαζία ηήμε ηεο πξσηεΐλεο 

είλαη 75 
o
C. 
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3.5 ΜΔΣΡΖΖ ΣΟΤ ΒΑΘΜΟΤ ΤΧΜΑΣΧΖ ΣΖ HUTth 

ΠΡΧΣΔΨΝΖ ΜΔ ΣΖΝ ΣΔΥΝΟΛΟΓΗΑ ΓΤΝΑΜΗΚΖ 

ΚΔΓΑΖ ΦΧΣΟ 

Πξνθεηκέλνπ λα κειεηήζνπκε ηνλ βαζκφ ζπζζσκάησζεο ηεο ΖUTth 

πξαγκαηνπνηήζακε δπλακηθή ζθέδαζεο θσηφο, κε πξσηεΐλε ζπγθέληξσζεο 1 mg/mL. 

Ζ πξσηεΐλε βξηζθφηαλ ζε δηάιπκα 50 mM HEPES, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, pH 

8.0. 

Σα απνηειέζκαηα ηεο ζπγθεθξηκέλεο πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο απεηθνλίδνληαη ζηηο 

εηθφλα 41. 

Ζ πξσηεΐλε ζην δηάιπκα 50 mM HEPES, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, pH 8.0 

βξίζθεηαη σο δηκεξέο. Σν δείγκα ραξαθηεξίδεηαη απφ κνλνδηαζπνξά θαζψο δελ 

παξαηεξήζεθαλ ζπζζσκαηψκαηα.  

 

 

Δηθόλα 41 Μέηξεζε ηνπ βαζκνχ ζπζζσκάησζεο ηεο HUTth κε δπλακηθή ζθέδαζεο θσηφο. Καηά ηε 

κέηξεζε ε πξσηεΐλε βξηζθφηαλ ζεδηάιπκα 50 mM HEPES, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, pH 8.0 
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Ζ πξσηεΐλε ζε δηάιπκα 50 mM Νa-P, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl θαη ζε 

δηαθνξεηηθά pH βξίζθεηαη σο δηκεξέο αιιά ηα δείγκαηα ραξαθηεξίζηεθαλ απφ 

πνιπδηαζπνξά, θαζψο παξαηεξήζεθε ζπζζσκάησζε.  

 

3.6 ΜΔΣΡΖΖ ΣΟΤ ΜΟΡΗΑΚΟΤ ΒΑΡΟΤ ΣΖ 

ΑΝΑΤΝΓΤΑΜΔΝΖ HUTth ΠΡΧΣΔΨΝΖ ΜΔ 

ΦΑΜΑΣΟΚΟΠΗΑ ΜΑΕΧΝ  

Πξνθεηκέλνπ λα κεηξήζνπκε ην αθξηβέο κνξηαθφ βάξνο ηεο ΖUTth 

πξαγκαηνπνηήζακε Matrix Assisted Laser Desorption Ionization (MALDI) 

θαζκαηνζθνπία καδψλ. Υξεζηκνπνηήζακε πξσηεΐλε ζπγθέληξσζεο 1 mg/mL ζε 

δηάιπκα 50 mM HEPES, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, pH 8.0. 

Σα απνηειέζκαηα ηεο ζπγθεθξηκέλεο πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο απεηθνλίδνληαη 

ζηελ εηθφλα 42 θαη θαηαδεηθλχνπλ φηη ε πξσηεΐλε έρεη κνξηαθφ βάξνο 10.387 Da. 

Απφ ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα είλαη θαλεξφ πσο ην δείγκα ραξαθηεξίδεηαη απφ 

κεγάιν βαζκφ θαζαξφηεηαο θαζψο ζπλαληάηαη ζε πνζνζηφ >95 % ε πξσηεΐλε 

HUTth.  

 

 

Δηθόλα 42 Μέηξεζε ηνπ κνξηαθνχ βάξνπο ηεο αλαζπλδπαζκέλεο HUTth κε Matrix Assisted Laser 

Desorption Ionization (MALDI) θαζκαηνζθνπία καδψλ. 
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3.7 ΥΑΡΑΚΣΖΡΗΜΟ ΣΖ HUTth ΠΡΧΣΔΨΝΖ ΜΔ 

ΦΘΟΡΗΜΟΜΔΣΡΗΑ ΓΗΑΦΟΡΗΚΖ ΑΡΧΖ 

Πξνθεηκέλνπ λα κειεηήζνπκε ηε ζεξκηθή ζηαζεξφηεηα ηεο πξσηεΐλεο HUTth ζην 

δηάιπκά ηεο (50 mM HEPES, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, pH 8.0), πξνηνχ 

πξνρσξήζνπκε ζε πεηξάκαηα θξπζηάιισζεο, πξαγκαηνπνηήζακε θζνξηζκνκεηξία 

δηαθνξηθήο ζάξσζεο. ηε ζπγθεθξηκέλε πεηξακαηηθή δηαδηθαζία ρξεζηκνπνηήζακε 

20 κΜ HUTth πξσηεΐλεο. Ζ ρξσζηηθή πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ήηαλ ε SYPRO Orange, 

θαη ην δείγκα ζεξκάλζεθε απφ ηνπο 5 
ν
C ζηνπο 95 

o
C (κε αχμεζε ηεο ζεξκνθξαζίαο 

1
ν
C/1 min) § 2.7.  

Σα απνηειέζκαηα ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ πεηξάκαηνο απεηθνλίδνληαη ζηελ εηθφλα 43. Ζ 

πξσηεΐλε ζην ζπγθεθξηκέλν δηάιπκα θαίλεηαη λα έρεη ζεξκνθξαζία ηήμεο Tm= 61.8 

o
C. Σν γεγνλφο φηη έρνπκε θαη δεχηεξε θνξπθή ζηα γξαθήκαηα κε Tm= 43.5 

o
C 

θαηαδεηθλχεη ηελ χπαξμε δχν δηαθνξεηηθψλ πιεζπζκψλ ζην δηάιπκα. Πηζαλά λα 

ππάξρεη νιηγνκεξηζκφο δειαδή δηκεξή αιιά θαη ηξηκεξή ή ηεηξακεξή, ηα νπνία έρνπλ 

δηαθνξεηηθή ζεξκνθξαζία ηήμεο.  

Ζ παξακεηξηθή απηή πξνζέγγηζε δελ έρεη πςειφ βαζκφ πηζηφηεηαο δηφηη ην πξνο 

κειέηε κφξην α) είλαη κηθξφ θαη 2)  πεξηέρεη πεξηνξηζκέλν αξηζκφ πδξφθνβσλ 

πεξηνρψλ. 
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Δηθόλα 43 Υαξαθηεξηζκφο ηεο HUTth κε θζνξηζκνκεηξία δηαθνξηθήο ζάξσζεο. 
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3.8 ΜΔΣΡΖΖ ΣΖ ΑΛΛΖΛΔΠΗΓΡΑΖ ΣΖ HUTth 

ΠΡΧΣΔΨΝΖ ΜΔ ΣΟ ΠΛΑΜΗΓΗΑΚΟ DNA ΜΔ ΜΗΚΡΖ 

ΚΛΗΜΑΚΑ ΘΔΡΜΟΦΟΡΔΖ 

ε επίπεδν βηνρεκηθήο αλάιπζεο κειεηήζακε ηελ αιιειεπίδξαζε ηεο HUTth 

πξσηεΐλεο κε ην DNA εθαξκφδνληαο ηελ ηερλνινγία αηρκήο Microscale 

Thermophoresis (MST).  

Αθξηβέζηεξα, κεηξήζακε ηε ζηαζεξά δηάζηαζεο (Κd) πνπ πξνέθπςε απφ ηελ 

αιιειεπίδξαζε ηεο πξσηεΐλεο καο κε ην πιαζκηδηαθφ DNA pUC18. Tα 

απνηειέζκαηα ηεο ζπγθεθξηκέλεο πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο απεηθνλίδνληαη ζηελ 

εηθφλα 44 θαη θαλεξψλνπλ πσο ε HUTth αιιειεπηδξά κε ην DNA κε ζηαζεξά 

δηάζηαζεο: Κd= 1.1 κM +/- 149 nM.  

Γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηεο κέηξεζεο, ε HUTth πξσηεΐλε επηζεκάλζεθε κε 

θζνξίδνπζα ρξσζηηθή πνπ ζπλδέεηαη νκνηνπνιηθά ζηελ πξσηεΐλε. Ζ ζπγθέληξσζε 

ηεο πξσηεΐλεο θαζφιε ηε δηάξθεηα ηνπ πεηξάκαηνο ήηαλ ζηαζεξή, ελψ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξψζεηο ηνπ πιαζκηδηαθνχ DNA. 

Αλαιπηηθφηεξα, ε HUTth επσάζηεθε θαη κεηξήζεθε κε ζπγθεληξψζεηο pUC18 

πιαζκηδηαθνχ DNA ηεο ηάμεο ησλ 0.8 nM έσο 25 κM. 

Όπσο παξαηεξείηαη θαη ζην γξάθεκα, ε ζπγθεθξηκέλε κέηξεζε πξέπεη λα 

επαλαιεθζεί ρξεζηκνπνηψληαο κεγαιχηεξε ζπγθέληξσζε DNA, ψζηε λα πάξνπκε 

θακπχιε πνπ ζα παξνπζηάδεη ηελ πεξηνρή θνξεζκνχ (saturation plateau). 
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Δηθόλα 44 Μειέηε ηεο αιιειεπίδξαζεο ηεο HUTth κε ην DNA. Χο DNA ρξεζηκνπνηήζακε ηνλ 

πιαζκηδηαθφ θνξέα pUC18. 

 

3.9 ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ ΚΡΤΣΑΛΛΧΔΧΝ ΣΖ HUTth 

ΠΡΧΣΔΨΝΖ 

Σα απνηειέζκαηα πνπ πξνέθπςαλ απφ ηα πεηξάκαηα θξπζηάιισζεο ηεο HUTth κε ηε 

κέζνδν ηεο θαζήκελεο ζηαγφλαο (sitting drop) θαη ηελ ηερληθή εμάηκηζεο θαη 

δηάρπζεο ησλ αηκψλ (vapour diffusion) παξνπζηάδνληαη ζηελ εηθφλα 45. Όπσο 

παξαηεξνχκε, ηα πεηξάκαηά καο ήηαλ επηηπρή, θαζψο απνθηήζακε θξπζηάιινπο 

(single crystals) δηαθφξσλ κεγεζψλ θαη ζρεκάησλ. ε επφκελν βήκα, νη θξχζηαιινη 

ζα κεηξεζνχλ κε αθηίλεο- Υ ψζηε λα παξαρζνχλ δεδνκέλα πνπ ζα καο επηηξέςνπλ λα 

πξνζδηνξίζνπκε ηε 3D δνκή ηεο πξσηεΐλεο.  

Οη ζπλζήθεο ζηηο νπνίεο ε  HUTth  θξπζηαιιψλεη είλαη νη εμήο: 

1) 0.2 M Lithium acetate, 20% w/v PEG3350  

2) 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate, 0.1 M Sodium cacodylate 6.5, 50 % 

v/v PEG 200 

3) 0.2 M lithium sulfate, 0.1 M TRIS 8.5, 25 %(w/v) PEG 3350 

4) 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate, 0.1 M Sodium HEPES 7.5, 30 % v/v 

PEG 400 

5) 0.1 M HEPES sodium salt 7.5, 1.5 M lithium sulfate  
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Δηθόλα 45 Κξχζηαιινη ηεο HUTth πξσηεΐλεο. 

 

Δίλαη απαξαίηεηε ε επαλάιεςε ησλ παξαπάλσ ζπλζεθψλ, ζε κεγαιχηεξνπο φγθνπο 

ζηαγφλαο, λε ζηφρν ηελ παξαγσγή πεξηζζφηεξσλ θαη κεγαιχηεξσλ θξπζηάιισλ πνπ 

ζα είλαη πην ρξήζηκνη ζηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο 3D δνκήο ηεο HUTth ζε πςειή 

δηαθξηηηθφηεηα. 

 

3.10 ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ ΒΗΟΠΛΖΡΟΦΟΡΗΚΖ ΑΝΑΛΤΖ 

Ο πξνζδηνξηζκφο ησλ δνκηθψλ παξαγφλησλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε 

ζεξκνζηαζεξφηεηα ησλ πξσηετλψλ ηεο νηθνγέλεηαο HU κειεηήζεθε 

ρξεζηκνπνηψληαο δηαθνξεηηθέο πξνζεγγίζεηο βηνπιεξνθνξηθήο αλάιπζεο. 

Γηα ηε πξαγκαηνπνίεζε ηεο ζπγθεθξηκέλεο κειέηεο θαηαζθεπάζηεθε κία 

βηβιηνζήθε αθνινπζηψλ HU απφ ην θχιν ησλ αδνβαθηεξίσλ [Thermus 

(ζεξκφθηια βαθηήξηα)- Deinococcus (κεζφθηια βαθηήξηα)] θαη 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ δχν πξνζεγγίζεηο α) ν ππνινγηζκφο ζπλαηλεηηθψλ αθνινπζηψλ 

απφ ηε ζπγθεθξηκέλε βηβιηνζήθε θαη β) ν ππνινγηζκφο πξνγνληθψλ αθνινπζηψλ.  

Οη ζπγθεθξηκέλεο αθνινπζίεο αλαιχζεθαλ ζε επίπεδν πξσηνηαγνχο αιιά θαη 

ηεηαξηνηαγνχο δνκήο κε ζηφρν λα η) λα κειεηεζνχλ νη πξνηηκήζεηο ησλ 
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ακηλνμέσλ αλά ζέζε θαη ηη) λα κειεηεζνχλ νη δεζκνί πδξνγφλνπ θαη νη γέθπξεο 

άιαηνο, ραξαθηεξηζηηθά πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε ζεξκνζηαζεξφηεηα ησλ 

πξσηετλψλ. Γελ εμεηάζηεθαλ νη ζεηνγέθπξεο θαζψο νη HU πξσηεΐλεο δελ 

πεξηέρνπλ θπζηείλε θαη θαηά ζπλέπεηα ε ζεξκνζηαζεξφηεηά ηνπο είλαη 

αλεμάξηεηε απφ ηηο ζεηνγέθπξεο. 

ηνλ πίλαθα 3- 1 παξαηίζεληαη νη αθνινπζίεο πνπ πξνέθπςαλ (ζπλαηλεηηθέο, 

πξνγνληθέο) θαη κε ηηο νπνίεο πξαγκαηνπνηήζεθε ε πεξαηηέξσ βηνπιεξνθνξηθή 

αλάιπζε. 

 

Πίλαθαο 3- 1:  Αθνινπζίεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ βηνπιεξνθνξηθή 

αλάιπζε. 

Αθνινπζίεο πξσηετλώλ  

HU Ancestral_thermophiles: 
 

VSKADLVDQVAETTGLKKKDVKAVVDAMLDQVAEALNSGDKVQLTGFGTFEVRERKA

RTGVKPGTTEKIEIPASKYPAFKPGKALKEKV 

HU Consensus_thermophiles: 

VTKADLVDQVAAATGLKKKDVKAAVDAFLAKVEEALANGNKVQLTGFGTFEVRKRKA

RTGVKPGTKEKIKIPATQYPAFKPGKALKEKV 

 HUTth: 

AAKKTVTKADLVDQVAQATGLKKKDVKAMVDALLAKVEEALANGSKVQLTGFGTFEV

RKRKARTGVKPGTKEKIKIPATQYPAFKPGKALKDKVKK 

HU Ancestral_mesophiles: 

IGKTQLVDQVADKTGLTKKQAEEVVDTMLETVVEALRSGKSVSLPGLGTFSVKETAA

RTGVKPGTTEKIQIPAGKKVAFKVATTLKGTL 

HU Consensus _mesophiles: 

IAKTQLVXMVADRTGLTKKQAEEAVATMLXVVVDALRXGKSVGLPGLGTXSVKETAA

RTGVRPGTSERIXIPAGKKVRFKVASTLKGNL 

Οη πξνγνληθέο θαη ζπλαηλεηηθέο αθνινπζίεο πξνβιέθζεθαλ κε βηνπιεξνθνξηθή 
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αλάιπζε πνπ πεξηγξάθεηαη ζηελ § 2.12, ρξεζηκνπνηψληαο ηηο βηβιηνζήθεο πνπ 

απεηθνλίδνληαη ζηηο εηθφλεο 46, 48 θαη 49. 

Δπηιέρζεθαλ αθνινπζίεο HU απφ βαθηήξηα πνπ αλήθνπλ ζην θχιν ησλ 

αδνβαθηεξίσλ θαζψο ηα βαθηήξηα πνπ αλήθνπλ ζην γέλνο Thermus είλαη φια 

ζεξκφθηια θαη ηα βαθηήξηα πνπ αλήθνπλ ζην γέλνο Deinococcus είλαη φια κεζφθηια. 

Ζ ζπγθεθξηκέλε βηβιηνζήθε πνπ θαηαζθεπάζηεθε καο επηηξέπεη λα κειεηήζνπκε ηηο 

ζηξαηεγηθέο πνπ αθνινπζνχλ ηα ζεξκφθηια βαθηήξηα έλαληη ησλ κεζφθηισλ γηα λα 

αληηκεησπίζνπλ ηε ζεξκνζηαζεξφηεηα. 

Ύζηεξα απφ pblast ησλ ζπλαηλεηηθψλ θαη πξνγνληθψλ αθνινπζηψλ πνπ πξνέθπςαλ, 

ζηνλ δηαθνκηζηή NCBI, κε αλαδήηεζε ζε pdb, πξνέθπςαλ ηα παξαθάησ δεδνκέλα: 

1) HU Ancestral_thermophiles (N2): 85% νκνηφηεηα κε DNA- binding protein 

Geobacillus caldoxylosilyticus θαη 84% νκνηφηεηα κε Histone- like protein 

Geobacillus stearothermophilus 

2) HU Consensus_thermophiles: 55% νκνηφηεηα κε DNA- binding protein 

Geobacillus stearothermophilus  θαη 57% νκνηφηεηα κε HU from Thermotoga 

maritima  

3) HU Consensus _mesophiles: 43% νκνηφηεηα κε Histone- like protein 

Geobacillus stearothermophilus θαη 39% νκνηφηεηα κε histone- like protein  

Bacillus anthracis 

4) HU Ancestral_mesophiles: 47% νκνηφηεηα κε Histone- like protein 

Geobacillus stearothermophilus θαη 48% νκνηφηεηα κε histone- like protein  

Anabaena sp. 

5) ΖUTth: 57% νκνηφηεηα κε HU from Thermotoga maritima 

Με ηηο παξαπάλσ αθνινπζίεο θαζψο θαη ηηο νκφινγέο ηνπο πξνβιέθζεθαλ δνκηθά 

κνληέια, κε ηε ηερληθή ηνπ homology modeling (νκνινγία πξνηνηππνπνίεζεο), κε 

ζθνπφ ηε κειέηε παξακέηξσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ ζεξκνζηαζεξφηεηα (γέθπξεο 

άιαηνο, δεζκνί πδξνγφλνπ).  

Ζ κειέηε καο μεθίλεζε αληηκεησπίδνληαο ηελ πξσηείλε HU ζε επίπεδν πξσηνηαγνχο 

δνκήο. Έηζη, αξρηθά κε κήηξα ηηο πξσηνηαγείο δνκέο ησλ παξαπάλσ αθνινπζηψλ 

κειεηήζεθε ε πξνηίκεζε ζε ακηλνμέα ζε ζέζεηο πνπ έρνπλ ραξαθηεξηζηεί, απφ 

πεηξακαηηθέο δηαδηθαζίεο, ζεκαληηθέο γηα ηε ζεξκνζηαζεξφηεηα ηνπ κνξίνπ (Boelens, 

http://blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_648311028
http://blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_648311028
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_648311028
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_648311028
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Vis, Vorgias, Wilson, & Kaptein, 1996; Christodoulou, Rypniewski, & Vorgias, 

2003; Christodoulou & Vorgias, 1998; Ruiz- Sanz, Filimonov, Christodoulou, 

Vorgias, & Mateo, 2004; Serban, Arcineigas, Vorgias, & Thomas, 2003; Vis et al., 

1995).  

ηε ζπλέρεηα, φπσο αλαθέξακε θαη παξαπάλσ, εμεηάζζεθαλ θαη άιια δεδνκέλα ζε 

επίπεδν ηεηαξηνηαγνχο δνκήο ηεο ΖU πξσηείλεο, απφ πην εηδηθέο νπηηθέο γσλίεο, 

φπσο ε αλάιπζε ησλ δεζκψλ πδξνγφλνπ θαη ησλ γεθπξψλ άιαηνο. 

Σα απνηειέζκαηα φιεο ηεο βηνπιεξνθνξηθήο αλάιπζεο παξαηίζεληαη ζηηο παξαθάησ 

εηθφλεο θαη πίλαθεο.  
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Δηθόλα 46 Πνιιαπιή ζηνίρηζε αθνινπζηψλ ηεο νηθνγέλεηαο pF00216 απφ ζεξκφθηια θαη κεζφθηια 

βαθηήξηα ηνπ θχινπ ησλ αδνβαθηεξίσλ (Thermus-Deinococcus). Υξεζηκνπνηψληαο ηε ζπγθεθξηκέλε 

βηβιηνζήθε πξαγκαηνπνηήζεθε θπινγελεηηθή αλάιπζε. 
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Δηθόλα 47 Φπινγελεηηθφ δέλδξν πνπ δεκηνπξγήζεθε κε HU αθνινπζίεο απφ αδνβαθηήξηα (Thermus-

Deinococcus). Παξαηεξνχληαη δχν ππνδέλδξα, ζην έλα ππάξρνπλ HU ηνπ γέλνπο Thermus θαη ζην 

άιιν ΖU ηνπ γέλνπο  Deinococcus. Σν δέλδξν δεκηνπξγήζεθε κε ην πξφγξακκα MrBayes 

ρξεζηκνπνηψληαο σο outgroup ΖU αθνινπζίεο θπαλνβαθηεξίσλ. Οη ηηκέο πνπ αλαγξάθνληαη αθνξνχλ 

ηα bootstrap. Με θίηξηλν επηζεκαίλεηαη ε Thermus+Truepera πξνγνληθή (Ancestral_thermophiles) θαη 

κε κσβ ε Deinococcus πξνγνληθή (Ancestral_mesophiles). 
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Δηθόλα 48 Πνιιαπιή ζηνίρηζε HU αθνινπζηψλ ηεο νηθνγέλεηαο pF00216 απφ ζεξκφθηια βαθηήξηα 

ηνπ γέλνπο Thermus. Υξεζηκνπνηψληαο ηε ζπγθεθξηκέλε βηβιηνζήθε πξνβιέθζεθε ε ζπλαηλεηηθή 

αθνινπζία ησλ ζεξκφθηισλ βαθηεξίσλ γέλνπο Thermus (Consensus_thermophiles). 
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Δηθόλα 49 Πνιιαπιή ζηνίρηζε HU αθνινπζηψλ ηεο νηθνγέλεηαο pF00216 απφ κεζφθηια βαθηήξηα ηνπ 

γέλνπο Deinococcus (εθηφο απφ ηηο HU αθνιφπζίεο ησλ βαθηεξίσλ ηνπ γέλνπο Thermus). 

Υξεζηκνπνηψληαο ηε ζπγθεθξηκέλε βηβιηνζήθε πξνβιέθζεθε ε ζπλαηλεηηθή αθνινπζία ησλ 

κεζφθηισλ βαθηεξίσλ ηνπ γέλνπο Deiinococcus (Consensus_mesophiles). 

 



[121] 

 

 

Δηθόλα 50  Πνιιαπιή ζηνίρηζε φισλ ησλ HU αθνινπζηψλ (ζπλαηλεηηθψλ θαη πξνγνληθψλ, 

ζεξκφθηισλ θαη κεζφθηισλ) πνπ πξνβιέθζεθαλ θαη ρξεζηκνπνηνχληαη ζηε ζπγθεθξηκέλε 

βηνπιεξνθνξηθή αλάιπζε. 
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Δηθόλα 51 Πξνηίκεζε ακηλνμέσλ χζηεξα απφ ζηνίρηζε ησλ πξνγνληθψλ θαη ζπλαηλεηηθψλ HU 

αθνινπζηψλ απφ ζεξκφθηια βαθηήξηα. Σα ακηλνμέα πνπ ππνγξακκίδνληαη κε κσβ είλαη απηά πνπ είλαη 

ππεχζπλα γηα ηε ζεξκνζηαζεξφηεηα ηεο πξσηεΐλεο. 
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Δηθόλα 52 Πξνηίκεζε ακηλνμέσλ χζηεξα απφ ζηνίρηζε ησλ αθνινπζηψλ HU (πξνγνληθή θαη 

ζπλαηλεηηθή) απφ κεζφθηια βαθηήξηα ηνπ γέλνπο deinococcus. Σα ακηλνμέα πνπ ππνγξακκίδνληαη κε 

κσβ είλαη απηά πνπ είλαη ππεχζπλα γηα ηε ζεξκνζηαζεξφηεηα ηεο πξσηεΐλεο. 
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Δηθόλα 53 Μνληέιν ηεο HU Ancestral_thermophiles θαη πξφβιεςε ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο ηεο κε ην 

JPred3. Γηα ηελ πξφβιεςε ηνπ κνληέινπ ρξεζηκνπνηήζεθε σο κήηξα ε HU ηνπ Geobacillus 

stearothermophilus. 
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Δηθόλα 54 Μνληέιν ηεο HU Consensus_thermophiles θαη πξφβιεςε ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο ηεο κε 

ην JPred3. Γηα ηελ πξφβιεςε ηνπ κνληέινπ ρξεζηκνπνηήζεθε σο κήηξα ε HU ηεο Thermotoga 

maritima. 
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Δηθόλα 55 Μνληέιν ηεο HU Ancestral_mesophiles θαη πξφβιεςε ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο ηεο κε ην 

JPred3. Γηα ηελ πξφβιεςε ηνπ κνληέινπ ρξεζηκνπνηήζεθε σο κήηξα ε HU ηνπ Geobacillus 

stearothermophilus. 
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Δηθόλα 56 Μνληέιν ηεο HUTth θαη πξφβιεςε ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο ηεο κε ην JPred3. Γηα ηελ 

πξφβιεςε ηνπ κνληέινπ ρξεζηκνπνηήζεθε σο κήηξα ε HU ηεο Thermotoga maritima. 
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Πίλαθαο 3- 2 Αξηζκφο ζπλνιηθψλ δεζκψλ πδξνγφλνπ ησλ αθνινπζηψλ. 

Πξσηεΐλε Αξηζκόο δεζκώλ πδξνγόλνπ (Optimal 

Hydrogen Bonding Network) 

HU Ancestral_mesophiles 80.185 

HU Ancestral_thermophiles 81.447 

HU consensus_thermophiles 82.480 

HUTth 84.056 

 

 

Πίλαθαο 3- 3 πλνιηθέο γέθπξεο άιαηνο ησλ αθνινπζηψλ. 

Πξσηεΐλε Γέθπξεο άιαηνο (What If server) 

HU 

Ancestral_thermophiles  

    

   1    8 ASP (   8 )A       OD1 -    18 LYS (  18 )A       NZ    6.38 

   2    8 ASP (   8 )A       OD2 -    18 LYS (  18 )A       NZ    6.75 

   3   12 ASP (  12 )A       OD2 -    13 LYS (  13 )A       NZ    6.83 

   4   22 GLU (  22 )A       OE1 -     3 LYS (   3 )A       NZ    6.53 

   5   22 GLU (  22 )A       OE2 -     3 LYS (   3 )A       NZ    5.14 

   6   22 GLU (  22 )A       OE1 -    19 LYS (  19 )A       NZ    4.66 

   7   22 GLU (  22 )A       OE2 -    19 LYS (  19 )A       NZ    6.74 

   8   23 GLU (  23 )A       OE1 -    19 LYS (  19 )A       NZ    5.55 

   9   26 ASP (  26 )A       OD1 -     3 LYS (   3 )A       NZ    3.96 

  10   26 ASP (  26 )A       OD2 -     3 LYS (   3 )A       NZ    3.90 

  11   30 GLU (  30 )A       OE1 -   102 LYS (  13 )B       NZ    5.88 

  12   30 GLU (  30 )A       OE2 -   102 LYS (  13 )B       NZ    5.03 

  13   34 GLU (  34 )A       OE1 -    37 ARG (  37 )A       NH1   5.30 

  14   34 GLU (  34 )A       OE1 -    37 ARG (  37 )A       NE    5.43 

  15   34 GLU (  34 )A       OE2 -    37 ARG (  37 )A       NH1   5.64 

  16   34 GLU (  34 )A       OE2 -    37 ARG (  37 )A       NH2   6.75 

  17   34 GLU (  34 )A       OE2 -    37 ARG (  37 )A       NE    4.83 

  18   54 GLU (  54 )A       OE1 -    75 LYS (  75 )A       NZ    3.42 

  19   54 GLU (  54 )A       OE2 -    75 LYS (  75 )A       NZ    5.35 

  20   67 GLU (  67 )A       OE1 -    68 LYS (  68 )A       NZ    3.65 

  21   67 GLU (  67 )A       OE2 -    68 LYS (  68 )A       NZ    5.87 

  22   89 LEU (  89 )A       O   -   126 ARG (  37 )B       NE    6.83 

  23  179 LEU (  89 )A       O'' -   126 ARG (  37 )B       NE    6.93 

  24   89 LEU (  89 )A       O   -   164 LYS (  75 )B       NZ    5.81 

  25  179 LEU (  89 )A       O'' -   164 LYS (  75 )B       NZ    3.61 

  26   97 ASP (   8 )B       OD1 -   107 LYS (  18 )B       NZ    3.92 

  27   97 ASP (   8 )B       OD2 -   107 LYS (  18 )B       NZ    5.24 

  28  101 ASP (  12 )B       OD1 -   102 LYS (  13 )B       NZ    4.31 

  29  101 ASP (  12 )B       OD2 -   102 LYS (  13 )B       NZ    6.23 

  30  112 GLU (  23 )B       OE2 -    13 LYS (  13 )A       NZ    6.87 

  31  115 ASP (  26 )B       OD1 -    92 LYS (   3 )B       NZ    2.83 

  32  115 ASP (  26 )B       OD2 -    92 LYS (   3 )B       NZ    4.64 

  33  119 GLU (  30 )B       OE1 -    13 LYS (  13 )A       NZ    4.59 

  34  119 GLU (  30 )B       OE2 -    13 LYS (  13 )A       NZ    4.69 

  35  123 GLU (  34 )B       OE1 -   126 ARG (  37 )B       NH1   3.82 

  36  123 GLU (  34 )B       OE1 -   126 ARG (  37 )B       NH2   5.60 

  37  123 GLU (  34 )B       OE1 -   126 ARG (  37 )B       NE    4.39 

  38  123 GLU (  34 )B       OE2 -   126 ARG (  37 )B       NH1   4.45 

  39  123 GLU (  34 )B       OE2 -   126 ARG (  37 )B       NH2   5.36 

  40  123 GLU (  34 )B       OE2 -   126 ARG (  37 )B       NE    4.48 

  41  143 GLU (  54 )B       OE1 -   164 LYS (  75 )B       NZ    6.43 

  42  156 GLU (  67 )B       OE1 -   151 LYS (  62 )B       NZ    5.68 

  43  156 GLU (  67 )B       OE2 -   151 LYS (  62 )B       NZ    4.46 

  44  180 LEU (  89 )B       O'' -    37 ARG (  37 )A       NE    6.98 
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HU 

Ancestral_mesophiles  

   1    5 ASP (   5 )A       OD1 -     1 VAL (   1 )A       N     6.03 

   2    5 ASP (   5 )A       OD2 -     1 VAL (   1 )A       N     4.50 

   3    8 ASP (   8 )A       OD1 -    18 LYS (  18 )A       NZ    4.66 

   4    8 ASP (   8 )A       OD2 -    18 LYS (  18 )A       NZ    6.82 

   5   12 GLU (  12 )A       OE1 -    18 LYS (  18 )A       NZ    6.69 

   6   26 ASP (  26 )A       OD1 -     3 LYS (   3 )A       NZ    3.94 

   7   26 ASP (  26 )A       OD2 -     3 LYS (   3 )A       NZ    5.88 

   8   51 GLU (  51 )A       OE1 -    41 LYS (  41 )A       NZ    5.89 

   9   54 GLU (  54 )A       OE1 -    75 LYS (  75 )A       NZ    6.79 

  10   89 VAL (  89 )A       O   -   164 LYS (  75 )B       NZ    6.88 

  11  179 VAL (  89 )A       O'' -   164 LYS (  75 )B       NZ    4.97 

  12   94 ASP (   5 )B       OD1 -    90 VAL (   1 )B       N     6.08 

  13   94 ASP (   5 )B       OD2 -    90 VAL (   1 )B       N     4.56 

  14   97 ASP (   8 )B       OD1 -   107 LYS (  18 )B       NZ    4.63 

  15   97 ASP (   8 )B       OD2 -   107 LYS (  18 )B       NZ    6.78 

  16  115 ASP (  26 )B       OD1 -    92 LYS (   3 )B       NZ    4.10 

  17  115 ASP (  26 )B       OD2 -    92 LYS (   3 )B       NZ    5.86 

  18  140 GLU (  51 )B       OE1 -   130 LYS (  41 )B       NZ    4.60 

  19  140 GLU (  51 )B       OE2 -   130 LYS (  41 )B       NZ    4.02 

  20  140 GLU (  51 )B       OE1 -   169 LYS (  80 )B       NZ    5.48 

  21  140 GLU (  51 )B       OE2 -   169 LYS (  80 )B       NZ    3.45 

  22  143 GLU (  54 )B       OE1 -   164 LYS (  75 )B       NZ    6.95 

  23  143 GLU (  54 )B       OE2 -   164 LYS (  75 )B       NZ    6.34 

  24  156 GLU (  67 )B       OE2 -   157 LYS (  68 )B       NZ    5.77 

  25  178 VAL (  89 )B       O   -    75 LYS (  75 )A       NZ    6.76 

  26  180 VAL (  89 )B       O'' -    75 LYS (  75 )A       NZ    4.86 
 

HUTth  

 

   1    5 ASP (  10 )A       OD2-     1 VAL (   6 )A       N     5.50 

   2    5 ASP (  10 )A       OD2-   121 LYS (  36 )B       NZ    6.97 

   3    8 ASP (  13 )A       OD1-    18 LYS (  23 )A       NZ    2.90 

   4    8 ASP (  13 )A       OD2-    18 LYS (  23 )A       NZ    3.82 

   5   20 ASP (  25 )A       OD1-    17 LYS (  22 )A       NZ    6.16 

   6   20 ASP (  25 )A       OD2-    17 LYS (  22 )A       NZ    4.88 

   7   20 ASP (  25 )A       OD1-    19 LYS (  24 )A       NZ    5.96 

   8   20 ASP (  25 )A       OD2-    19 LYS (  24 )A       NZ    6.62 

   9   26 ASP (  31 )A       OD1-     3 LYS (   8 )A       NZ    2.71 

  10   26 ASP (  31 )A       OD2-     3 LYS (   8 )A       NZ    4.07 

  11   26 ASP (  31 )A       OD1-    22 LYS (  27 )A       NZ    6.44 

  12   26 ASP (  31 )A       OD2-    22 LYS (  27 )A       NZ    5.11 

  13   33 GLU (  38 )A       OE1-   178 LYS (  93 )B       NZ    3.31 

  14   33 GLU (  38 )A       OE2-   178 LYS (  93 )B       NZ    5.35 

  15   34 GLU (  39 )A       OE1-    31 LYS (  36 )A       NZ    5.90 

  16   34 GLU (  39 )A       OE1-   178 LYS (  93 )B       NZ    5.93 

  17   34 GLU (  39 )A       OE2-   178 LYS (  93 )B       NZ    4.79 

  18   51 GLU (  56 )A       OE1-    41 LYS (  46 )A       NZ    4.49 

  19   51 GLU (  56 )A       OE2-    41 LYS (  46 )A       NZ    6.43 

  20   51 GLU (  56 )A       OE2-    54 LYS (  59 )A       NZ    6.39 

  21   51 GLU (  56 )A       OE1-    55 ARG (  60 )A       NH1   6.83 

  22   51 GLU (  56 )A       OE1-    55 ARG (  60 )A       NE    6.02 

  23   51 GLU (  56 )A       OE1-    80 LYS (  85 )A       NZ    6.14 

  24   51 GLU (  56 )A       OE2-    80 LYS (  85 )A       NZ    6.26 

  25   67 GLU (  72 )A       OE1-    70 LYS (  75 )A       NZ    6.89 

  26   67 GLU (  72 )A       OE2-    70 LYS (  75 )A       NZ    5.35 

  27   87 ASP (  92 )A       OD1-    90 LYS (  95 )A       NZ    4.49 

  28   87 ASP (  92 )A       OD2-    90 LYS (  95 )A       NZ    6.51 

  29   95 ASP (  10 )B       OD1-    31 LYS (  36 )A       NZ    6.33 

  30   95 ASP (  10 )B       OD2-    31 LYS (  36 )A       NZ    4.56 

  31   95 ASP (  10 )B       OD2-    91 VAL (   6 )B       N     5.55 

  32   98 ASP (  13 )B       OD1-   108 LYS (  23 )B       NZ    2.85 

  33   98 ASP (  13 )B       OD2-   108 LYS (  23 )B       NZ    3.73 

  34  110 ASP (  25 )B       OD1-   107 LYS (  22 )B       NZ    6.13 

  35  110 ASP (  25 )B       OD2-   107 LYS (  22 )B       NZ    4.87 

  36  110 ASP (  25 )B       OD1-   109 LYS (  24 )B       NZ    5.71 

  37  110 ASP (  25 )B       OD2-   109 LYS (  24 )B       NZ    6.11 

  38  116 ASP (  31 )B       OD1-    93 LYS (   8 )B       NZ    2.70 

  39  116 ASP (  31 )B       OD2-    93 LYS (   8 )B       NZ    4.09 

  40  116 ASP (  31 )B       OD1-   112 LYS (  27 )B       NZ    3.94 

  41  116 ASP (  31 )B       OD2-   112 LYS (  27 )B       NZ    2.75 

  42  123 GLU (  38 )B       OE1-    88 LYS (  93 )A       NZ    3.40 

  43  123 GLU (  38 )B       OE2-    88 LYS (  93 )A       NZ    3.23 

  44  124 GLU (  39 )B       OE1-   121 LYS (  36 )B       NZ    4.44 

  45  124 GLU (  39 )B       OE2-   121 LYS (  36 )B       NZ    5.91 

  46  141 GLU (  56 )B       OE1-   131 LYS (  46 )B       NZ    3.48 

  47  141 GLU (  56 )B       OE2-   131 LYS (  46 )B       NZ    5.38 

  48  141 GLU (  56 )B       OE2-   144 LYS (  59 )B       NZ    6.73 

  49  141 GLU (  56 )B       OE1-   145 ARG (  60 )B       NH1   6.58 

  50  141 GLU (  56 )B       OE1-   145 ARG (  60 )B       NE    5.88 

  51  141 GLU (  56 )B       OE1-   170 LYS (  85 )B       NZ    4.47 

  52  141 GLU (  56 )B       OE2-   170 LYS (  85 )B       NZ    2.86 

  53  157 GLU (  72 )B       OE1-   160 LYS (  75 )B       NZ    6.88 

  54  157 GLU (  72 )B       OE2-   160 LYS (  75 )B       NZ    5.34 

  55  177 ASP (  92 )B       OD1-   180 LYS (  95 )B       NZ    5.47 

 

Απφ ηελ παξαπάλσ βηνπιεξνθνξηθή αλάιπζε, παξαηεξνχκε ζε επίπεδν 

πξσηνηαγνχο δνκήο ηεο HU πξσηείλεο ηα εμήο:  

ηε ζέζε 15, νη ΖU πνπ πξνέξρνληαη απφ ζεξκφθηια βαθηήξηα θέξνπλ ην 

ακηλνμχ γιπθίλε (G) ζε πνζνζηφ 100%, ελψ δελ παξαηεξείηαη πνζνζηηαία 
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ηαχηηζε φζνλ αθνξά ηε πξνηίκεζε ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ ακηλνμένο ζηηο HU πνπ 

πξνέξρνληαη απφ κεζφθηια βαθηήξηα. Αλαιπηηθφηεξα, ηα κεζφθηια θέξνπλ ζε 

πνζνζηφ 62% ην ακηλνμχ γιπθίλε (G) θαη ζε πνζνζηφ 38% ην ακνηλνμχ ζεξίλε 

(S). Δπνκέλσο, ηα ζεξκφθηια πξνηηκνχλ έλα πνιχ κηθξφ, πδξφθνβν, κε πνιηθφ 

ακηλνμχ ελψ ηα κεζφθηια κπνξεί λα θέξνπλ θαη έλα κηθξφ, πδξφθηιν, πνιηθφ 

ακηλνμχ.  

ηε ζέζε 27, νη ΖU πνπ πξνέξρνληαη απφ ζεξκφθηια βαθηήξηα θέξνπλ ην 

ακηλνμχ αιαλίλε (Α) ζε πνζνζηφ 100%, ελψ δελ παξαηεξείηαη πνζνζηηαία 

ηαχηηζε φζνλ αθνξά ηε πξνηίκεζε ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ ακηλνμένο ζηηο HU πνπ 

πξνέξρνληαη απφ κεζφθηια βαθηήξηα. Αλαιπηηθφηεξα, ηα κεζφθηια θέξνπλ ζε 

πνζνζηφ 38% ην ακηλνμχ ζξενλίλε (Σ), ζε πνζνζηφ 23% ην ακνηλνμχ ζεξίλε (S), 

ζε πνζνζηφ 23% ην ακνηλνμχ αιαλίλε (Α) θαη ζε πνζνζηφ 15% ην ακηλνμχ 

βαιίλε (V). Δπνκέλσο, ηα ζεξκφθηια πξνηηκνχλ έλα κηθξφ, πδξφθνβν, κε πνιηθφ 

ακηλνμχ ελψ ηα κεζφθηια θαίλεηαη φηη πξνηηκνχλ έλα κηθξφ, πδξφθηιν, πνιηθφ 

ακηλνμχ. Παξαηεξψληαο ηε δνκή ηνπ κνξίνπ (Δηθφλα 57), ην θαηάινηπν ηεο 

ζέζεο 27 βξίζθεηαη ζην κέζν ηεο α2 έιηθαο πξνο ηελ εμσηεξηθή πιεπξά. Οη 

αιαλίλεο ζηαζεξνπνηνχλ ηηο α έιηθεο θαη επλννχλ ην πδξνθνβν παθεηάξηζκα ηνπ 

κνξίνπ ζε αληίζεζε κε ηηο ζξενλίλεο θαη ζεξίλεο πνπ είλαη πδξφθηιεο θαη 

απνζηαζεξνπνηνχλ ζε κηθξφ βαζκφ ηελ α έιηθα θαη θαηά ζπλέπεηα ην 

παθεηάξηζκα ηνπ πδξφθνβνπ ππξήλα ηνπ κνξίνπ, δίλνληαο ηνπηθφ flexibility. 

ηε ζέζε 34, νη ΖU πνπ πξνέξρνληαη απφ ζεξκφθηια βαθηήξηα θέξνπλ ην 

ακηλνμχ γινπηακηθφ (Δ) ζε πνζνζηφ 100%, ελψ δελ παξαηεξείηαη πνζνζηηαία 

ηαχηηζε φζνλ αθνξά ηε πξνηίκεζε ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ ακηλνμένο ζηηο HU πνπ 

πξνέξρνληαη απφ κεζφθηια βαθηήξηα. Αλαιπηηθφηεξα, ηα κεζφθηια θέξνπλ ζε 

πνζνζηφ 31% ην ακηλνμχ γινπηακηθφ (Δ), ζε πνζνζηφ 31% ην ακηλνμχ αζπαξηηθφ 

(D),  ζε πνζνζηφ 15% ην ακνηλνμχ ζεξίλε (S) θαη ζε πνζνζηφ 15% ην ακηλνμχ 

γιπθίλε (G). Δπνκέλσο, ηα ζεξκφθηια πξνηηκνχλ έλα κηθξφ, πδξφθνβν, κε 

πνιηθφ ακηλνμχ ελψ ηα κεζφθηια θαίλεηαη φηη πξνηηκνχλ έλα φμηλα θνξηηζκέλν, 

πδξφθηιν, πνιηθφ ακηλνμχ, ελψ ηα κεζφθηια δελ παξνπζηάδνπλ θάπνηα ηδηαίηεξε 

πξνηίκεζε ακηλνμένο ζηε ζπγθεθξηκέλε ζέζε. Παξαηεξψληαο ηε δνκή ηνπ 

κνξίνπ (Δηθφλα 57), ην θαηάινηπν ηεο ζέζεο 34 βξίζθεηαη ιίγν πξίλ ην ηέινο ηεο 

α2 έιηθαο, πξνο ηελ εμσηεξηθή πιεπξά ηνπ κνξίνπ θαη ζηα ζεξκφθηια πνπ είλαη 
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γινπηακηθφ, ζρεκαηίδεη δεζκφ άιαηνο κε ηε ιπζίλε ηεο ζέζεο 37. Ζ 

αληηθαηάζηαζή ηνπ απφ ην ακηλνμχ αζπαξηηθφ, ζηα κεζφθηια, νδεγεί ζε κία 

θνληχηεξε πιεπξηθή αιπζίδα θαηά έλα κεζχιην ε νπνία θαηαξγεί ηελ ζσζηή 

απφζηαζε κεηαμχ ησλ δχν θαηαινίπσλ θαη έρεη σο ζπλέπεηα ηελ θαηάξγεζε ηνπ 

δεζκνχ άιαηνο.  

ηε ζέζε 38, νη ΖU πνπ πξνέξρνληαη απφ ζεξκφθηια βαθηήξηα θέξνπλ είηε ην 

ακηλνμχ ζεξίλε (S) είηε ην ακηλνμχ αζπαξαγίλε (Ν) ζε ίζα πνζνζηά, ελψ δελ 

παξαηεξείηαη πνζνζηηαία ηαχηηζε φζνλ αθνξά ηε πξνηίκεζε ησλ ζπγθεθξηκέλσλ 

ακηλνμέσλ ζηηο HU πνπ πξνέξρνληαη απφ κεζφθηια βαθηήξηα. Αλαιπηηθφηεξα, νη 

ηειεπηαίεο θέξνπλ ζε πνζνζηφ 31% ην ακηλνμχ ζεξίλε (S), ζε πνζνζηφ 15% ην 

ακηλνμχ αζπαξηηθφ (D),  ζε πνζνζηφ 23% ην ακηλνμχ γινπηακηθφ (Δ) θαη ζε 

πνζνζηφ 15% ην ακηλνμχ γινπηακίλε (Q). Δπνκέλσο, ηα ζεξκφθηια πξνηηκνχλ 

έλα κηθξφ, πδξφθηιν, πνιηθφ ακηλνμχ ελψ ηα κεζφθηια θαίλεηαη φηη πξνηηκνχλ 

έλα πνιηθφ, πδξφθηιν θαη θνξηηζκέλν ακηλνμχ ζηελ ίδηα ζέζε.  

Σέινο, ζηε ζέζε 42 ηφζν νη HU πνπ πξνέξρνληαη απφ ζεξκφθηια βαθηήξηα φζν 

θαη απηέο πνπ πξνέξρνληαη απφ κεζφθηια βαθηήξηα, θέξνπλ ζε πνζνζηφ 100% ην 

ακηλνμχ βαιίλε (V). Παξαηεξείηαη ζηε ζπγθεθξηκέλε ζέζε κεγάιε ζπληήξεζε 

γεγνλφο πνπ ζπλδέεηαη κε ην ιεηηνπξγηθφ ηεο ξφιν, ν νπνίνο είλαη ε δεκηνπξγία 

ηνπ δηκεξνχο. 

Δίλαη ζεκαληηθφ λα αλαθεξζεί ζην ζπγθεθξηκέλν ζεκείν, φηη θαηάινηπα πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ηηο ιεηηνπξγίεο ηεο πξσηείλεο HU (δέζκεπζε ζην DNA ή/θαη 

ζρεκαηηζκφ δηκεξνχο) είλαη ζπληεξεκέλα, νπνηέ δελ νδεγνχλ ζε ζπκπεξάζκαηα 

ζρεηηθά κε ηηο ζηξαηεγηθέο αληηκεηψπηζεο ηεο ζεξκνζηαζεξφηεηαο. Απφ ηηο 

ζέζεηο πνπ ζπγθξίλακε, κφλν νη ζέζεηο 27 θαη 42 ζρεηίδνληαη κε θάπνην ξφιν ηεο 

πξσηείλεο, πνπ πην ζπγθεθξηκέλα, είλαη ε ζπκκεηνρή ζην ζρεκαηηζκφ ηνπ 

δηκεξνχο. 
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Δηθόλα 57 Σν κνλνκεξέο ηεο πξσηείλεο HU απφ ηνλ ζεξκφθηιν νξγαληζκφ Geobacillus 

stearothermophilus. Σα θαηάινηπα πνπ ηνλίδνληαη (G15, A27, E34, K38, V42) είλαη απηά πνπ 

ζπκκεηέρνπλ ζηελ ζεξκνζηαζεξφηεηα ηνπ κνξίνπ. 

 

 

Δπηπξφζζεηα, ζε επφκελν βήκα αλαιχζακε ηνπο δεζκνχο πδξνγφλνπ θαη ηηο γέδπξεο 

άιαηνο ζηηο ζεξκφθηιεο ζπλαηλεηηθέο θαη πξνγνληθέο αθνινπζίεο θαζψο θαη ζηελ 

HUTth θαη ηηο ζπγθξίλακε κε ηηο αληίζηνηρεο παξακέηξνπο ζηηο κεζφθηιεο HU 

αθνινπζίεο. Όπσο θαίλεηαη θαη ζηνπο πίλαθεο 3-2 θαη 3-2, νη ζεξκφθηιεο αθνινπζίεο 

ραξαθηεξίδνληαη απφ πεξηζζφηεξνπο δεζκνχο πδξνγφλνπ θαζψο θαη απφ 

πεξηζζφηεξεο γέθπξεο άιαηνο.   

Παξάιιεια, χζηεξα απφ αλάιπζε ησλ ιεηηνπξγηθά ζπληεξεκέλσλ θαηαινίπσλ 

ζην κφξην, πξνηείλνπκε ηελ εθηελέζηεξε κειέηε ησλ θαηαινίπσλ ζηηο ζέζεηο 17, 

21, 26, 30, 37 θαη 51 (Δηθφλα 58). Σα θαηάινηπα ζηηο ζπγθεθξηκέλεο ζέζεηο 

παξνπζηάδνπλ πξνηίκεζε ζηηο αθνινπζίεο πνπ πξνέξρνληαη απφ ζεξκφθηια 

βαθηήξηα ελψ δελ παξνπζηάδνπλ θάπνηα πξνηίκεζε ή παξνπζηάδνπλ εληειψο 
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δηαθνξεηηθή πξνηίκεζε ζε αθνινπζίεο πνπ πνξνέξρνληαη απφ κεζφθηινπο 

αληηπξνζψπνπο. Αλαιπηηθφηεξα,  

ηε ζέζε 17, νη ΖU πνπ πξνέξρνληαη απφ ζεξκφθηια βαθηήξηα θέξνπλ ην 

ακηλνμχ ιπζίλε (Κ) ζε  πνζνζηφ 100%, ελψ δελ παξαηεξείηαη πνζνζηηαία 

ηαχηηζε φζνλ αθνξά ηε πξνηίκεζε ησλ ζπγθεθξηκέλσλ ακηλνμέσλ ζηηο HU πνπ 

πξνέξρνληαη απφ κεζφθηια βαθηήξηα. Αλαιπηηθφηεξα, νη ηειεπηαίεο θέξνπλ ζε 

πνζνζηφ 46% ην ακηλνμχ ζξενλίλε (Σ), θαη ζε ρακειφηεξα πνζνζηά ηα ακηλνμέα 

αζπαξαγίλε θαη ζεξίλε. Δπνκέλσο, ηα ζεξκφθηια πξνηηκνχλ έλα πδξφθηιν, 

πνιηθφ, θνξηηζκέλν, βαζηθφ ακηλνμχ ελψ ηα κεζφθηια θαίλεηαη φηη πξνηηκνχλ 

κηθξφηεξα, πνιηθά, πδξφθηια, κε θνξηηζκέλα ακηλνμέα ζηελ ίδηα ζέζε.  

ηε ζέζε 21, νη ΖU πνπ πξνέξρνληαη απφ ζεξκφθηια βαθηήξηα θέξνπλ ην 

ακηλνμχ βαιίλε (V) ζε  πνζνζηφ 100%, ελψ δελ παξαηεξείηαη πνζνζηηαία 

ηαχηηζε φζνλ αθνξά ηε πξνηίκεζε ησλ ζπγθεθξηκέλσλ ακηλνμέσλ ζηηο HU πνπ 

πξνέξρνληαη απφ κεζφθηια βαθηήξηα. Αλαιπηηθφηεξα, νη ηειεπηαίεο θέξνπλ είηε 

ην ακηλνμχ αιαλίλε (Α) είηε ην ακηλνμχ ζεξίλε (S).  

ηε ζέζε 26, νη ΖU πνπ πξνέξρνληαη απφ ζεξκφθηια βαθηήξηα θέξνπλ θέξνπλ ζε 

πνζνζηφ 100% ην ακηλνμχ αζπαξηηθφ ελψ νη αληηζηνηρεο αθνινπζίεο απφ 

κεζφθηια θέξνπλ είηε ην ακηλνμχ αιαλίλε είηε ην ακηλνμχ αζπαξηηθφ. Σν 

αζπαξηηθφ ζε αληίζεζε κε ηελ αιαλίλε είλαη πδξφθηιν θαη πνιηθφ.  

ηε ζέζε 30, νη ΖU πνπ πξνέξρνληαη απφ ζεξκφθηια βαθηήξηα θέξνπλ ην 

ακηλνμχ αιαλίλε (Α) ή ην ακηλνμχ αζπαξηηθφ (D), ελψ δελ παξαηεξείηαη 

πνζνζηηαία ηαχηηζε φζνλ αθνξά ηε πξνηίκεζε ησλ ζπγθεθξηκέλσλ ακηλνμέσλ 

ζηηο HU πνπ πξνέξρνληαη απφ κεζφθηια βαθηήξηα. Αλαιπηηθφηεξα,  ηα κεζφθηια 

θέξνπλ αζπαξαγίλε ή αζπαξηηθφ ή γιπθίλε ζηελ ίδηα ζέζε.  

ηε ζέζε 37, νη ΖU πνπ πξνέξρνληαη απφ ζεξκφθηια βαθηήξηα θέξνπλ ην 

ακηλνμχ αιαλίλε (Α) ή ην ακηλνμχ αζπαξαγίλε (Ν), ελψ δελ παξαηεξείηαη 

πνζνζηηαία ηαχηηζε φζνλ αθνξά ηε πξνηίκεζε ησλ ζπγθεθξηκέλσλ ακηλνμέσλ 

ζηηο HU πνπ πξνέξρνληαη απφ κεζφθηια βαθηήξηα. Αλαιπηηθφηεξα,  ηα κεζφθηια 

θέξνπλ γινπηακίλε ή αξγηλίλε ή ιπζίλε ζηελ ίδηα ζέζε.  

Σέινο, ζηε ζέζε 51, νη ΖU πνπ πξνέξρνληαη απφ ζεξκφθηια βαθηήξηα θέξνπλ ην 
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ακηλνμχ γινπηακηθφ (Δ) ζε  πνζνζηφ 100%, ελψ δελ παξαηεξείηαη πνζνζηηαία 

ηαχηηζε φζνλ αθνξά ηε πξνηίκεζε ησλ ζπγθεθξηκέλσλ ακηλνμέσλ ζηηο HU πνπ 

πξνέξρνληαη απφ κεζφθηια βαθηήξηα. Αλαιπηηθφηεξα, νη ηειεπηαίεο θέξνπλ είηε 

ην ακηλνμχ αιαλίλε (Α) είηε ην ακηλνμχ ζεξίλε (S). Σν ηειεπηαίν εκθαλίδεηαη ζε 

κεγαιχηεξν πνζνζηφ. 

 

Δηθόλα 58 Σν κνλνκεξέο ηεο πξσηείλεο HU consensus_thermophilles. Σα θαηάινηπα πνπ ηνλίδνληαη 

(Κ17, V21, D26,A/D30, A/N37 θαη E51) δελ είλαη ιεηηνπξγηθά ζπληεξεκέλα θαη ιφγσ ηεο 

δηαθνξεηηθήο πξνηίκεζεο πνπ παξνπζηάδνπλ ζηηο αθνινπζίεο πνπ πξνέθπςαλ απφ ζεξκνθηινπο 

αληηπξνζψπνπο ζπγθξηηηθά κε απηέο πνπ πξνέθπςαλ απφ κεζφθηινπο, πηζαλά ζπκκεηέρνπλ ζηελ 

ζεξκνζηαζεξφηεηα ηνπ κνξίνπ. Σα ζπγθεθξηκέλα θαηάινηπα πξνηείλνληαη γηα πεξαηηέξσ αλάιπζε σο 

πξνο ηνλ ξφιν πνπ παίδνπλ ζηε ζεξκνζηαζεξφηεηα ηνπ κνξίνπ. 
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4 ΤΕΖΣΖΖ- ΤΜΠΔΡΑΜΑΣΑ 
 

Ζ ηθαλφηεηα ησλ κηθξννξγαληζκψλ λα επηβηψλνπλ ζε κεγάιε πνηθηιία αβηνηηθψλ 

παξαγφλησλ εμαζθαιίδεηαη απφ ηα ηδηαίηεξα δνκηθά θαη κεηαβνιηθά ραξαθηεξηζηηθά 

ηνπο. Ζ δηαιεχθαλζε ησλ κεραληζκψλ βηνινγηθήο πξνζαξκνζηηθφηεηαο θαη 

βηνρεκηθήο-δνκηθήο-ζεξκνδπλακηθήο ζηαζεξφηεηαο είλαη έλα απφ ηα πιένλ δχζθνια 

θαη δπλακηθά εξσηήκαηα ηεο ζχγρξνλεο βηνινγίαο. Πέξα απφ ηελ απφθηεζε βαζηθήο 

επηζηεκνληθήο γλψζεο ην επηζηεκνληθφ απηφ πεδίν μεθίλεζε εθ ηνπ γεγνλφηνο φηη 

έρεη ζεκαληηθφ βηνηερλνινγηθφ ελδηαθέξνλ, δηφηη ξαγδαία απμάλνληαη νη πξσηεΐλεο 

πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζε βηνκεραληθέο εθαξκνγέο.  

Οη κεραληζκνί ζηαζεξφηεηαο πξσηετλψλ είλαη πνιχπινθνη θαη ηα κέρξη ζηηγκήο 

δεδνκέλα δελ είλαη ζε ζέζε λα καο νδεγήζνπλ ζε θαλφλεο, παξά κφλν ζε ελδεηθηηθά 

ζπκπεξάζκαηα θαη θαηεπζχλζεηο. Ζ δπζθνιία αληηκεηψπηζεο ηνπ πξνβιήκαηνο 

νθείιεηαη θπξίσο ζηα δεδνκέλα φηη: (α) νη πξσηεΐλεο είλαη ελ γέλεη αζηαζείο-νξηαθά 

ζηαζεξέο, (β) φηη ε δηαθνξά ελέξγεηαο κεηαμχ δηπισκέλεο θαη μεδηπισκέλεο 

πξσηεΐλεο είλαη ηεο ηάμεσο ησλ κεξηθψλ κε νκνηνπνιηθψλ δεζκψλ, (γ) νη πξσηεΐλεο 

έρνπλ ηελ δπλαηφηεηα λα απνζβήζνπλ ζεκεηαθέο κεηαιιάμεηο εθφζνλ δελ 

επεξεάδνπλ ηελ βηνινγηθή ηνπο ελεξγφηεηα θαη, (δ) ην κέγεζνο φζν θαη ε δεκηνπξγία 

ππεξηεηαξηνηαγψλ δνκψλ απμάλνπλ ηνλ βαζκφ δπζθνιίαο ηνπ πξνβιήκαηνο. 

Απμαλνκέλνπ ηνπ κεγέζνπο ησλ πξσηετλψλ νη πηζαλέο ιχζεηο ζην πξφβιεκα είλαη 

αλέθηθην λα πξνζδηνξηζηνχλ. Μηα αζθαιήο πξνζέγγηζε ζην ζέκα απηφ είλαη ε κειέηε 

κηθξψλ πξσηετλψλ, ζαλ πξφηππν ζχζηεκα, πνπ είλαη ζπληεξεκέλεο θαη πξνέξρνληαη 

απφ κηθξννξγαληζκνχο πνπ επηβηψλνπλ ζε δηαθνξεηηθά πεξηβάιινληα. Οη παξάκεηξνη 

πνπ επεξεάδνπλ ηελ βηνινγηθή θαη δνκηθή ζηαζεξφηεηα ησλ πξσηετλψλ είλαη θπζηθνί 

(πίεζε, ζεξκνθξαζία) θαη ρεκηθνί (pH, απνδηαηαθηηθνί παξάγνληεο, νμεηδψζεηο θιπ).  

Μηα βαζηθή παξάκεηξνο ησλ βηνηερλνινγηθψλ δηαδηθαζηψλ είλαη ε ζεξκνθξαζία. 

Έηζη, ην εξγαζηήξην καο επέιεμε λα κειεηήζεη ηε βαζηθή απηή παξάκεηξν θαη έρεη 

καθξά εκπεηξία ζηε κειέηε πξσηετλψλ πνπ πξνέξρνληαη απφ βαθηήξηα θαη αξραία 

πνπ επηβηψλνπλ ζε εχξνο ζεξκνθξαζηψλ απφ 4-120 
o
C. 

Πξνθεηκέλνπ λα πξνζδηνξίζνπκε ηνπο παξάγνληεο πνπ επεξεάδνπλ ηε 

ζεξκνζηαζεξφηεηα ησλ πξσηετλψλ, επηιέμακε βαθηεξηαθέο θαη φρη επθαξπσηηθέο 
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πξσηεΐλεο. Ζ ζηξαηεγηθή απηή καο επηηξέπεη λα απνθχγνπκε παξάγνληεο πνπ 

κπνξνχλ λα επεξεάζνπλ ηε ζεκνζηαζεξφηεηα, φπσο είλαη νη κεηα-κεηαθξαζηηθέο 

ηξνπνπνηήζεηο (πρ. γιπθνδηιηψζεηο) θαη δεκηνπξγνχλ επηπξφζζεηεο παξακέηξνπο. 

Δπνκέλσο δίλεηαη ε δπλαηφηεηα, λα κειεηεζεί ην ζπγθεθξηκέλν εξψηεκα απφιπηα 

ζηελ ελδνγελή δνκηθή ζηαζεξφηεηα ή δηαθνξεηηθά ζε ζρέζε δνκήο θαη ζεξκηθήο 

ζηαζεξφηεηαο. 

Ζ πξσηεΐλε καο κνληέιν αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα ησλ πξνθαξπσηηθψλ πξσηετλψλ πνπ 

έρνπλ βηνινγηθή δξάζε παξφκνηα κε απηή ησλ επθαξπσηηθψλ ηζηνλψλ (histone- like). 

Ζ νηθνγέλεηα ησλ πξσηετλψλ HU (PFAM: pF00216) είλαη πνιχ ζπληεξεκέλε ζε 

επίπεδν ηξηηνηαγνχο δνκήο θαη ιηγφηεξν ζπληεξεκέλε ζε επίπεδν πξσηνηαγνχο 

δνκήο. Σα κέιε ηεο έρνπλ ηελ ίδηα βηνινγηθή ελεξγφηεηα, λα αιιειεπηδξνχλ κε ην 

DNA θαη λα ξπζκίδνπλ ηηο ιεηηνπξγίεο ηνπ. Οη δηαθνξέο ζηελ πξσηνηαγή δνκή ησλ 

πξσηετλψλ απηψλ είλαη πνιχ πηζαλφ, ζε κεγάιν βαζκφ, λα αληηθαηνπηξίδνπλ ηελ 

εμειηθηηθή πξνζαξκνγή ηνπο ζην ζεξκηθφ πεξηβάιινλ ζην νπνίν επηβηψλνπλ ηα 

βαθηήξηα ζηα νπνία ιεηηνπξγνχλ. Απφ ηα βαθηήξηα απηά απνκνλψλνπκε θαη 

κειεηάκε ηηο αληίζηνηρεο HU πξσηεΐλεο. 

Οη ΖU πξσηεΐλεο είλαη κηθξέο, αξρηηεθηνληθά ζπληεξεκέλεο ελψ ππάξρνπλ ήδε 

αξθεηά πεηξακαηηθά δεδνκέλα, απφ ην εξγαζηεξηφ καο θπξίσο, πνπ ζρεηίδνληαη είηε 

κε ηε δνκή είηε κε ηε ζεξκνζηαζεξφηεηα ηνπ κνξίνπ. ηε ζπγθεθξηκέλε εξγαζία 

πξαγκαηνπνηήζακε ιεηηνπξγηθή αλάιπζε ηεο HUTth πξσηεΐλεο, γηα πξψηε θνξά, ελψ 

ζε δεχηεξν κέξνο, ζπζρεηίζακε πξνεγνχκελα πεηξακαηηθά δεδνκέλα κε θπινγελεηηθά 

δεδνκέλα πνπ πξνέθπςαλ απφ ηελ παξνχζα κειέηε.  

Aξρηθά απνκνλψζακε θαη εληζρχζακε ην γνλίδν hutth απφ ην γελσκηθφ DNA ηνπ T. 

thermophilus βαζηδφκελνη ζηελ πξσηνηαγή δνκή ηεο πξσηεΐλεο πνπ είρε δεκνζηεπζεί 

εδψ θαη αξθεηά ρξφληα θαη πξνέξρεηαη απφ πεπηηδηθή αλάιπζε. Τπεξεθθξάζακε ην 

γνλίδην hutth ζε E. coli θαη επηηχρακε ζεκαληηθά επίπεδα παξαγσγήο 

αλαζπλδηαζκέλεο HUTth πξσηεΐλεο. Ζ HUTth είλαη βαζηθή πξσηεΐλε, νκνδηκεξήο 

θαη έρεη κνξηαθφ βάξνο 10 KDa γηα ην θάζε κνλνκεξέο. Με ηε ρξήζε 

ρξσκαηνγξαθίαο ζπγγέλεηαο θαζαξίζακε ηελ αλαζπλδπαζκέλε πξσηεΐλε ηφζν ζε 

πςειή θαζαξφηεηα φζν θαη ζε κεγάιεο πνζφηεηεο, ηθαλέο λα πξνρσξήζνπκε ζε 

πεξαηηέξσ βηνρεκηθή, βηνθπζηθή θαη δνκηθή αλάιπζε.  
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ε επίπεδν βηνρεκηθήο αλάιπζεο, κειεηήζακε ηελ αιιειεπίδξαζε ηεο HUTth κε ην 

DNA. Αθξηβέζηεξα, κεηξήζεθε ε ζηαζεξά δηάζηαζεο (Kd) ηεο αιιειεπίδξαζεο ηεο 

πξσηεΐλεο κε πιαζκηδηαθφ DNA κε ηελ ηερλνινγία MicroScale Thermophoresis 

(MST). Γεληθά νη HU πξσηεΐλεο αιιειεπηδξνχλ κε ην DNA κε εηδηθά ζε επίπεδν 

αιιεινπρίαο αιιά πεξηζζφηεξν εηδηθά ζε επίπεδν ζηεξενδηάηαμεο φπσο έρεη δεηρζεί 

απφ ηε βηβιηνγξαθία θαη απφ πξνεγνχκελεο εξγαζίεο ηνπ εξγαζηεξίνπ καο. Ο βαζκφο 

ζπζζσκάησζεο ηεο HUTth ζην δηάιπκα κειεηήζεθε κε ηε ρξήζεο ηεο ηερλνινγίαο 

Dynamic Light Scattering (DLS), ελψ ην κνξηαθφ ηεο βάξνο κεηξήζεθε κε 

θαζκαηνζθνπία κάδαο. Ζ HUTth είλαη δηαιπηή, νκνδηκεξήο, ελψ δελ παξαηεξήζεθαλ 

ζπζζσκαηψκαηα ή θαηλφκελα νιηγνκεξηζκνχ. 

ε επίπεδν βηνθπζηθήο αλάιπζεο κειεηήζακε ηε ζηεξνδηακφξθσζε ηεο πξσηεΐλεο 

θαη ην ζεκείν ηήμεο ηεο ζε πεηξάκαηα ζεξκηθήο απνδηάηαμεο κε ηε ρξήζε θπθιηθνχ 

δηρξντζκνχ θαη θζνξηζκνκεηξίαο δηαθνξηθήο ζάξσζεο. Ζ αλαζπλδηαζκέλε HUTth 

είλαη ζσζηά δηπισκέλε ζην ρψξν φπσο απεδείρζε απφ ηελ θαζκαηνζθνπία θπθιηθνχ 

δηρξoηζκνχ θαη έρεη ζεξκνθξαζία ηήμεο 75 
ν
C ζηηο ζπλζήθεο πνπ κειεηήζεθε.  

ε επίπεδν δνκηθήο αλάιπζεο θξπζηαιιψζακε ηελ πξσηεΐλε κε ηε ρξήζε 

ξνκπνηηθψλ ζπζηεκάησλ θξπζηάιισζεο, εθαξκφδνληαο ηε κέζνδν ηεο θαζήκελεο 

ζηαγφλαο (sitting drop) θαη ηελ ηερληθή εμάηκηζεο θαη δηάρπζεο ησλ αηκψλ (vapor 

diffusion). Απνθηήζακε κηθξν-θξπζηάιινπο (single crystals) δηαθφξσλ κεγεζψλ θαη 

ζρεκάησλ. ε επφκελν βήκα, νη θξχζηαιινη ζα κεηξεζνχλ κε αθηίλεο- Υ ηνλ επφκελν 

Απξίιην φηαλ ζα αλνίμεη πάιη ην ζπγρξνηξφλην ζην EMBL ζην Ακβνχξγν. Σα 

αλακελφκελα θξπζηαιινγξαθηθά δεδνκέλα ζα καο επηηξέςνπλ λα πξνζδηνξίζνπκε ηε 

3D δνκή ηεο πξσηεΐλεο.  

ε επίπεδν βηνπιεξνθνξηθήο αλάιπζεο γηα πξψηε θνξά δνθηκάζακε  ηελ πξνζέγγηζε 

Ancestral Sequence Reconstruction γηα λα κειεηήζνπκε ηνπο κεραληζκνχο 

ζεξκνζηαζεξφηεηαο, αξρηθά ζε επίπεδν πξσηνηαγνχο δνκήο. Ζ πξνζέγγηζε απηή καο 

δίλεη ηελ δπλαηφηεηα, κέζα απφ θπινγελεληηθή θαη εμειηθηηθή δπλακηθή λα 

αλαζηήζνπκε αθνινπζίεο ηεο πξσηείλεο HU πνπ αλήθαλ ζε αξραίνπο πιεζπζκνχο 

θαη είδε ζε βάζνο δηζεθαηνκκπξίσλ εηψλ. Σαπηφρξνλα κπνξνχκε λα πάξνπκε κηα 

ιεπηνκεξή εηθφλα ηεο δπλακηθήο ησλ δηαδηθαζηψλ πξνζαξκνγήο ζε κνξηαθφ επίπεδν 

ζπκπιεξψλνληαο ην puzzle ησλ δηαδηθαζηψλ εμειηθηηθήο πξνζαξκνγήο ησλ 

βαθηεξίσλ ζηελ ζεξκνθξαζία. Ζ πξνζέγγηζε απηή ίζσο καο δψζεη λέεο ζηξαηεγηθέο-
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κεραληζκνχο ζεξκηθήο πξνζαξκνγήο ζε αηνκηθφ επίπεδν πνπ δελ είλαη αληρλεχζηκεο 

ζην ζεκεξηλφ βηνινγηθφ πεξηβάιινλ. H πξνζέγγηζε απηή εθαξκφδεηαη γηα πξψηε 

θνξά ζην πεδίν πνπ κειεηάκε. Ζ κέρξη ζηηγκήο εθαξκνγέο ηεο αλαθέξνληαλ θπξίσο 

ζηελ πξφβιεςε αξρέγνλσλ πξσηετλψλ ζε έλδπκα γηα πξαθηηθνχο (ζηαζεξφηεηα, 

δηαιπηφηεηα, εμεηδίθεπζε) θαη παιαηνβηνινγηθνχο ζηφρνπο (θαζνξηζκφ 

παιαηνπεξηβάιινληνο, ζπζρεηηζκφ κε θπζηνινγία εμαθαληζκέλσλ νξγαληζκψλ). 

Με ηελ ηερληθή ηεο νκφινγεο πξσηνηππνπνίεζεο (homology modeling) 

θαηαζθεπάζηεθαλ δνκηθά κνληέια ησλ αθνινπζηψλ πνπ πξνβιέθζεθαλ 

(ζεξκφθηισλ-κεζφθηισλ) θαη πξαγκαηνπνηήζεθε ζχγθξηζε ηεο ηεηαξηνηαγνχο δνκήο, 

φπσο ηνπ αξηζκνχ ησλ δεζκψλ πδξνγφλνπ θαη ησλ γεθπξψλ άιαηνο. Όπσο ήηαλ 

αλακελφκελν, νη ζεξκφθηιεο αθνινπζίεο είραλ πεξηζζφηεξεο γέθπξεο άιαηνο θαη 

δεζκνχο πδξνγφλνπ, παξάκεηξνη πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ ζεξκνζηαζεξφηεηα ησλ 

πξσηετλψλ. Γελ εμεηάζηεθαλ νη δηζνπιθηδηθνί θαζψο νη HU πξσηεΐλεο (εθηφο 

ζπαληφηαησλ εμαηξέζεσλ) δελ πεξηέρνπλ θπζηείλεο θαη θαηά ζπλέπεηα ε 

ζεξκνζηαζεξφηεηά ηνπο είλαη αλεμάξηεηε απφ δηζνπιθηδηθνχο δεζκνχο. 

Απφ ηελ αλάιπζε ζε επίπεδν πξσηνηαγνχο δνκήο, αξρηθά, επηβεβαηψζεθαλ νη ζέζεηο 

πνπ έρνπλ ειεγρζεί θαη πεηξακαηηθά, απφ ην εξγαζηήξηφ καο, θαη ζρεηίδνληαη κε ηελ 

ζεξκνζηαζεξφηεηα ηνπ κνξίνπ. Αθξηβέζηεξα, νη ζεξκφθηιεο αθνινπζίεο πξνηηκνχλ 

ηα ακηλνμηθά θαηάινηπα: G15, A27, E34, K38, V42. Δπηπιένλ, χζηεξα απφ ζχγθξηζε 

ησλ κε ιεηηνπξγηθά ζπληεξεκέλσλ θαηαινίπσλ, δειαδή ησλ θαηαινίπσλ πνπ δελ 

ζρεηίδνληαη κε ηε δεκηνπξγία ηνπ δηκεξνχο ή κε ηελ αιιειεπίδξαζε κε ην DNA, 

παξαηεξήζεθε πξνηίκεζε ζπγθεθξηκέλσλ θαηαινίπσλ ζε ζεξκφθηιεο αθνινπζίεο. 

Αλαιπηηθφηεξα, νη ζεξκφθηιεο αθνινπζίεο πξνηηκνχλ ηα εμήο θαηάινηπα: Κ17, V21, 

D26 θαη E51. 

Ζ εμεηδίθεπζε ζηελ αιιειεπίδξαζε κε ην DNA θαίλεηαη πσο είλαη απνκνξθηθφ 

ραξαθηεξηζηηθφ (εξελικηικό γνώπιζμα πος αναδύεηαι ζε ένα κλάδο και ηο οποίο 

εμθανίζεηαι ζε κάποιο είδορ καθώρ και ζηοςρ απογόνοςρ ηος) πνπ απνθηήζεθε 

αξγφηεξα ζηελ εμέιημε. ηελ ίδηα νηθνγέλεηα αλήθνπλ θαη νη πξσηεΐλεο IHF 

(integration host factor) πνπ αλαγλσξίδνπλ ζπγθεθξηκέλεο αθνινπζίεο DNA θαηά ηελ 

βηνινγηθή ηνπο δξάζε λα ζπκκεηέρνπλ ζηελ ελζσκάησζε ηνπ θάγνπ ζην βαθηεξηαθφ 

ρξσκφζσκα. Έηζη, κέζα ζηελ νηθνγέλεηα πνπ αλήθνπλ νη HU, απφ κε εμεηδηθεπκέλε 

δέζκεπζε ζην DNA (HU) απνθηάηαη εμεηδίθεπζε ζηε δέζκεπζε (IHF+ ελδηάκεζεο 
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αθνινπζίεο) (Δηθφλα 59). 

Σέινο, απφ ηα θπινγελεηηθά δεδνκέλα, ζπλάγεηαη ην ζπκπέξαζκα φηη ζε πξσηνηαγέο 

επίπεδν ε βάζε ηεο ζεξκνζηαζεξφηεηαο είλαη θβαληηζκέλε ζε ζπλάξηεζε κε ηε 

ζεξκνθξαζία. Αληίγξαθα ηεο HU πνπ θέξνπλ ηε ζπλαηλεηηθή αιιεινπρία  G15, A27, 

E34, K38, V42, είλαη θαηά θαλφλα ζεξκφθηια ή ππεξζεξκφθηια. Δληνχηνηο, άλσ ησλ 

60 
o
C, κπνξεί λα γίλεη αλεθηή απφθιηζε ελφο θαηαινίπνπ απφ ηε ζπλαηλεηηθή 

αιιεινπρία. ην εχξνο 50-60 
o
C, ην φξην είλαη 2 απνθιίζεηο θαη ζπαληφηεξα 3, ππφ 

ηελ πξνυπφζεζε φ,ηη παξακέλεη ν βηνθπζηθφο ραξαθηήξαο ησλ θαηαινίπσλ. 

Μεζφθηινη θιάδνη πνπ εμειηθηηθά απέθηεζαλ ηελ αιιεινπρία σο πιεηζηνκνξθία 

(πλειζιομοπθία είναι ηο εξελικηικό γνώπιζμα πος είναι ομόλογο ενηόρ μιαρ 

ζςγκεκπιμένηρ ομάδαρ οπγανιζμών αλλά δεν είναι μοναδικό για ηα μέλη ηηρ εν λόγω 

ομάδαρ, ζςγκπιηικά με ηην απομοπθία, και ωρ εκ ηούηος δεν μποπεί να σπηζιμοποιηθεί 

ωρ διαγνωζηικόρ ή καθοπιζηικόρ για ηην ομάδα σαπακηήπαρ) κε ζπγγεληθνχο 

ζεξκφθηινπο, παχνπλ λα έρνπλ εμειηθηηθή πίεζε θαη νη ζέζεηο δέρνληαη νπδέηεξε 

επηινγή. Σν απνηέιεζκα είλαη φηη κπνξνχλ λα κεηαιιαγνχλ ειεχζεξα, εθφζνλ δελ 

επεξεάδεηαη ε ιεηηνπξγηθφηεηα θαη ε δνκηθή ζηαζεξφηεηα ηνπ κνξίνπ.  

ε επφκελν βήκα ζα πξνζπαζήζνπκε λα ζπλδπάζνπκε ηα δεδνκέλα καο απφ ηε 

θπινγελεηηθή αλάιπζε ζηα Had bacteria (σο ζεηηθφ θαη αξλεηηθφ control- 

ζεξκφθηινο- κεζφθηινο θιάδνο) κε ζπλαηλεηηθέο θαη πξνγνληθέο αιιεινπρίεο πνπ ζα 

πξνθχςνπλ απφ βηβιηνζήθε πνπ ζα πεξηέρεη HU αθνινπζίεο πνπ πξνέξρνληαη απφ 

ζεξκφθηια βαθηήξηα φισλ ησλ θχισλ. Μέζσ ηεο ζπγθεθξηκέλεο ζηξαηεγηθήο 

αλακέλεηαη λα εμαρζνχλ επηπξφζζεηα ζπκπεξάζκαηα σο πξνο ηε κνξηαθή βάζε ηεο 

ζεξκνζηαζεξφηεηαο ζηελ νηθνγέλεηα ησλ HU πξσηετλψλ. Με ηε ζπγθεθξηκέλε 

κεζνδνινγία είλαη πηζαλφ λα θαηαζηεί εθηθηή ε in silico πξφβιεςε ζεξκνεπαίζζεησλ 

θαηαινίπσλ ζε νπνηαδήπνηε βαθηεξηαθή πξσηετληθή νηθνγέλεηα θαη λα επηβεβαησζεί 

ζε πεηξακαηηθφ επίπεδν. Χο εθ ηνχηνπ επφκελνο ζηφρνο είλαη ε κεηάβαζε απφ ηελ 

βηνπιεξνθνξηθή-θπινγελεηηθή αλάιπζε ζηε ζχλζεζε ησλ πξνβιεπφκελσλ 

αθνινπζηψλ θαη ν έιεγρφο ηνπο πεηξακαηηθά σο πξνο ηε ρεκηθή θαη ζεξκνδπλακηθή 

ζεξκνζηαζεξφηεηα ηνπο. 

Ζ πξνζέγγηζε απηή αθνινπζείηαη γηα πξψηε θνξά θαη ειπίδνπκε λα εμάγνπκε λέα 

ζπκπεξάζκαηα γηα ηνπο κεραληζκνχο ζεξκνζηεζεξφηεηαο απιψλ θαη πεξαηηέξσ θαη 
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πην πνιχπινθσλ πξσηετλψλ θαη ζπλάδεη κε ηηο κνληέξλεο ηάζεηο ηεο πξσηετληθήο 

κεραληθήο θαη ζπλζεηηθήο βηνινγίαο. 
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Δηθόλα 59 Φπινγελεηηθφ δέλδξν (gene tree) ηεο ππεξνηθνγέλεηαο HU-IHF κε Bayesian inference 

(Adam P.S., Papageorgiou A.C, Vorgias C.E., in preparation). 
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