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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Σκοπός της παρούσας διπλωματικής εργασίας ήταν η μελέτη των παραγόντων που 

επηρεάζουν την παραγωγή μιας θερμοσταθερής β-γλυκοζιδάσης. Το ζητούμενο 

γονίδιο απομονώθηκε από τον θερμόφιλο μικροοργανισμό Caldicellulosiruptor 

saccharolyticus και με μεθόδους ανασυνδυασμένου DNA εισήχθη σε 

μετασχηματισμένα κύτταρα του βακτηριακού στελέχους E.coli BL21. Ο 

μικροοργανισμός αναπτύχθηκε σε θρεπτικό μέσο LB. Αρχικά διερευνήθηκε η 

επίδραση της συγκέντρωσης του επαγωγέα IPTG και της θερμοκρασίας επαγωγής 

στην παραγωγή του ενζύμου η οποία ανήλθε σε 8,81 Units/mg DCW σε 

θερμοκρασία επαγωγής 30oC και συγκέντρωση IPTG 20μΜ. Ακολούθως, μελετήθηκε 

η επίδραση ενός θρεπτικού μέσου ανάπτυξης καθορισμένης σύστασης στην 

παραγωγή της β-γλυκοζιδάσης χρησιμοποιώντας την γλυκόζη ως κύρια πηγή 

άνθρακα και σάκχαρα όπως την λακτόζη και την γαλακτόζη ως επαγωγείς 

στοχεύοντας στην αντικατάσταση του επαγωγέα IPTG ώστε να προκύψει μια 

οικονομικά και οικολογικά συμφέρουσα διεργασία. Η συγκέντρωση της γλυκόζης 

στο φτωχότερο μέσο ήταν 10g/L και μελετήθηκαν διαφορετικές συγκεντρώσεις 

λακτόζης και γαλακτόζης σε θερμοκρασία επαγωγής 30oC ώστε να βρεθεί η 

βέλτιστη συνθήκη παραγωγής της β-γλυκοζιδάσης. Τα επίπεδα της παραγόμενης 

πρωτεΐνης με επαγωγείς λακτόζη συγκέντρωσης 15g/L και γαλακτόζη συγκέντρωσης 

10g/L ανήλθαν σε 1,24 και 0,40 Units/mg DCW αντίστοιχα. Χρησιμοποιώντας το ίδιο 

μέσο ανάπτυξης σε διαφορετικές συγκεντρώσεις του επαγωγέα IPTG και 

διαφορετικές θερμοκρασίες επαγωγής, διαπιστώθηκε πως σε συγκέντρωση IPTG 

40μΜ και θερμοκρασία επαγωγής 37oC επιτυγχάνεται η βέλτιστη παραγωγή του 

ενζύμου η οποία ανέρχεται σε 7,87 Units/mg DCW. Σύμφωνα με τα παραπάνω 

συμπεράσματα, μελετήθηκε η κυτταρική ανάπτυξη και η παραγωγή της 

ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης στο φτωχότερο μέσο σε batch καλλιέργεια 

χρησιμοποιώντας βιοαντιδραστήρες των 2,5L. Οι συνθήκες που εφαρμόστηκαν 

περιελάμβαναν θερμοκρασία επαγωγής 30oC, σταθερό ρυθμό ανάδευσης 300 rpm 

και σταθερή παροχή αέρα 1,14 L/min. Αν και τα επίπεδα της κυτταρικής ανάπτυξης 

ήταν αρκετά υψηλότερα από αυτά των φιαλών, σημειώθηκε χαμηλότερη παραγωγή 

β-γλυκοζιδάσης η οποία οφείλεται στην παραγωγή οξικού οξέος. Η μέγιστη 

συγκέντρωση του οξικού οξέος ανήλθε σε 1,99 g/L στην περίπτωση του επαγωγέα 

λακτόζη και 0,58 g/L στην περίπτωση του επαγωγέα γαλακτόζη.  
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ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

1.1. Εισαγωγή 

1.1.1. Σχετικά με τον Caldicellulosiruptor saccharolyticus 

Ο μικροοργανισμός Caldicellulosiruptor saccharolyticus είναι ένα αναερόβιο 

κυτταρινολυτικό βακτήριο, gram θετικό, θερμόφιλο με βέλτιστη θερμοκρασία 

ανάπτυξης τους 70oC (Van de Werken et al., 2008). Ανήκει στο γένος Clostridium. 

Απομονώθηκε από ένα κομμάτι ξύλου σε μια θερμή πηγή γλυκού νερού στη Νέα 

Ζηλανδία το 1987 και πήρε την ονομασία Caldocellum saccharolyticum (Sissons et 

al., 1987). To 1994, το γονιδίωμα του μικροοργανισμού απομονώθηκε, περιγράφηκε 

λεπτομερώς και ταξινομήθηκε σε ένα νέο είδος, το Caldicellulosiruptor, με βάση την 

αλληλουχία 16S του ριβοσωμικού DNA (Rainey et al., 1994). Το γονιδίωμα του είναι 

δίκλωνο και αποτελείται από 2,97 εκατομμύρια βάσεις οι οποίες κωδικοποιούν 

2679 πρωτεΐνες (Van de Werken et al., 2008). 

 

Εικόνα 1: Φυλογενετικό δέντρο με βάση την αλληλουχία 16S του ριβοσωμικού DNA που ταξινομεί 
τον  Caldicellulosiruptor saccharolyticus στο γένος Clostridium 
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Αναπτύσσεται σε pH 5,5-8 με βέλτιστη τιμή το 7. Πρόκειται για ένα βακτήριο το 

οποίο μπορεί να παράγει υδρογόνο από γλυκόζη (με αναλογία 3,3 με 3,6 mol H2 

ανά mol γλυκόζης), από φρουκτόζη και ξυλόζη (Chowdhary et al.,2015). Πιθανά 

προϊόντα της ζύμωσης των σακχάρων αποτελούν επίσης το οξικό άλας και το 

διοξείδιο του άνθρακα (Van de Werken et al., 2008). Επίσης, έχει την ικανότητα να 

μεταβολίζει ένα μεγάλο εύρος υδατανθράκων, συμπεριλαμβανομένων των 

πεντοζών και εξοζών καθώς και να υδρολύει πολυσακχαρίτες όπως η κυτταρίνη, η 

ημικυτταρίνη και η πηκτίνη. Ωστόσο το H2 έχει ανασταλτική δράση στην ανάπτυξη 

των μικροοργανισμών συμπεριλαμβανομένων των θερμόφιλων αλλά και στην δική 

του την παραγωγή. H ικανότητα του συγκεκριμένου μικροοργανισμού να αντέχει σε 

υψηλές μερικές πιέσεις υδρογόνου (PH2) εξαλείφει την ανάγκη για συνεχή 

απομάκρυνση του υδρογόνου από τον βιοαντιδραστήρα καθιστώντας την έτσι μια 

οικονομικά συμφέρουσα βιοδιεργασία (Willquist et al., 2011). Όλα αυτά τα 

χαρακτηριστικά του μικροοργανισμού τον καθιστούν κατάλληλο για τη παραγωγή 

βιοενέργειας και την ανάπτυξη βιοδιεργασιών.  

1.1.2. Η χρήση του E.coli ως σύστημα έκφρασης 

Τα τελευταία χρόνια η παραγωγή των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών έχει αυξηθεί 

σε σημαντικό βαθμό φέροντας μεγάλη εξέλιξη στον τομέα της  βιοχημείας. Το 

ζητούμενο γονίδιο κλωνοποιείται  σε έναν διαθέσιμο φορέα έκφρασης και στη 

συνέχεια μετασχηματίζεται στον κατάλληλο ξενιστή με σκοπό την παραγωγή της 

επιθυμητής πρωτεΐνης σε μεγάλες ποσότητες. Ωστόσο, η διαδικασία αυτή 

εξαρτάται από πολλούς παράγοντες όπως η σωστή ανάπτυξη του ξενιστή καθώς και 

η προέλευση της πρωτεΐνης, δηλαδή αν πρόκειται για ευκαρυωτική ή 

προκαρυωτική. H επιλογή του ξενιστή που θα χρησιμοποιηθεί για την παραγωγή 

της επιθυμητής πρωτεΐνης καθορίζει τον σχεδιασμό ολόκληρης της διεργασίας. 

Στους πιο συνήθεις ξενιστές που μπορoύν να χρησιμοποιηθούν περιλαμβάνονται τα 

βακτήρια, οι ζύμες, οι μύκητες και τα φύκη. (Rosano & Ceccarelli, 2014)  

Ο μικροοργανισμός ο οποίος χρησιμοποιείται ευρύτατα για την παραγωγή 

βιομορίων είναι το βακτήριο Escherichia coli. Πρόκειται για ένα προκαρυωτικό 

μικροοργανισμό με κυκλικό DNA ο οποίος ζει στο παχύ έντερο των θερμόαιμων 

ζώων. Είναι προαιρετικά αναερόβιο ωστόσο μπορεί να αναπτυχθεί και σε αερόβιες 

συνθήκες. Οι διατροφικές του απαιτήσεις είναι ιδιαίτερα απλές γεγονός που του 

επιτρέπει να μεταβολίσει μεγάλη ποικιλία πηγών άνθρακα. Έχουν γίνει εκτενείς 

μελέτες πάνω στο γονιδίωμα του μικροοργανισμού και έχει διαπιστωθεί ότι 

περιέχει μεγάλο αριθμό μετασχηματισμένων γενετικών στοιχείων καθώς και 

κατάλοιπα βακτηριοφάγων (D.Martinez, 2014). 
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 Γνωστά στελέχη του μικροοργανισμού είναι τα E.coli K και E.coli B και συγκεκριμένα 

το στέλεχος BL21 αποτελεί την συνηθέστερη επιλογή για την παραγωγή 

ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών καθώς παράγει λιγότερο οξικό οξύ το οποίο δρα ως 

ανασταλτικός παράγοντας στην κυτταρική ανάπτυξη (Li et al.,2014). Επιπλέον λόγοι 

που καθιστούν το E.coli τον πιο ευρέως χρησιμοποιούμενο ξενιστή για την 

παραγωγή ετερόλογων πρωτεϊνών είναι οι υψηλές κυτταρικές πυκνότητες σε 

σύντομο χρονικό διάστημα. Επίσης αναπτύσσεται ταχύτατα καθώς υπό βέλτιστες 

συνθήκες ο χρόνος διπλασιασμού του είναι περίπου 20 λεπτά. Αυτό πρακτικά 

σημαίνει ότι πρόκειται για γρήγορες εφαρμογές  καθώς σε μερικές ώρες έχει 

επέλθει η στάσιμη φάση (Rosano & Ceccarelli, 2014). Επιπρόσθετα, τα μέσα που 

χρησιμοποιούνται για την προετοιμασία της καλλιέργειας είναι φθηνά ενώ 

παράλληλα επιτυγχάνονται υψηλές αποδόσεις του επιθυμητού προϊόντος. 

Ταυτόχρονα έχει διαπιστωθεί ότι τα στελέχη έκφρασης του E.coli είναι εγκεκριμένα 

από τον FDA (Food and Drug Administration) για την εφαρμογή τους στον 

φαρμακευτικό τομέα (Ferres-Mintales et al., 2009).  Όλα αυτά καθιστούν το E.coli 

μία οικονομική, γρήγορη και αποδοτική λύση για την παραγωγή ανασυνδυασμένων 

πρωτεϊνών σε βιομηχανική κλίμακα. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η χρήση 

ανασυνδυασμένου E.coli για την παραγωγή της ακετυλάσης της πενικιλλίνης η 

οποία χρησιμοποιείται για την παραγωγή ημι-συνθετικών βιοπροϊόντων 

(Α.Rodriguez et al., 2006).    

Ωστόσο η χρήση ενός συστήματος έκφρασης E.coli ως ξενιστή για την παρασκευή 

ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών συναντά ορισμένα εμπόδια. Αρχικά, ο E.coli όντας 

προκαρυωτικός μικροοργανισμός δεν έχει την ικανότητα να πραγματοποιήσει  

μεταμεταφραστικές τροποποιήσεις. Αυτό πρακτικά σημαίνει πως τα συστήματα 

αυτά δεν μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την παραγωγή ευκαρυωτικών 

πρωτεϊνών (Marisch et al.,2013). Επίσης αυτά τα συστήματα έκφρασης δεν έχουν 

την δυνατότητα δημιουργίας δισουλφιδικών δεσμών ενώ δεν μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν για την παραγωγή πρωτεϊνών που απαιτούν γλυκοζυλίωση. 

Τέλος, ακόμη και αν τελικά πραγματοποιηθεί η παραγωγή πρωτεϊνης, είναι πιθανή 

η παραγωγή ενδοτοξινών (D.Martinez, 2014). 

1.2.Επαγωγείς 

1.2.1. Η χρήση του IPTG ως επαγωγέα 
To IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) είναι μία χημική ένωση η οποία 

χρησιμοποιείται συχνά στην μοριακή βιολογία. Πρόκειται για ένα μόριο το οποίο 

είναι ένα μη μεταβολιζόμενο ανάλογο της αλλολακτόζης, που ενεργοποιεί την 

μεταγραφή του οπερονίου της λακτόζης και  χρησιμοποιείται για να επάγει την 

πρωτεϊνική έκφραση. Πιο συγκεκριμένα, το οπερόνιο της λακτόζης αποτελείται από 
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3 γονίδια: το lacZ το οποίο κωδικοποιεί την β-γαλακτοζιδάση η οποία διασπά την 

λακτόζη σε γλυκόζη και γαλακτόζη και είναι υπεύθυνη για την παραγωγή της 

αλλολακτόζης, δηλαδή τον φυσικό επαγωγέα του οπερονίου της λακτόζης. Έπειτα 

είναι το lacY που κωδικοποιεί τις περμεάσες της λακτόζης. Πρόκειται για πρωτεΐνες 

οι οποίες καταλύουν τη μεταφορά της λακτόζης και των αναλόγων της προς το 

κυτταρόπλασμα. (Α.Marbach & K.Bettenbrock, 2011). Τέλος το τρίτο γονίδιο είναι το 

lacA που κωδικοποιεί την τρανσακετυλάση.To ένζυμο αυτό μπορεί να προστατεύσει 

το κύτταρο απέναντι σε τοξικά ανάλογα της λακτόζης που μπορούν να το βλάψουν 

(Roderick, 2005) (Εικόνα 2). 

 

Εικόνα 2: Περιγραφή του οπερονίου της λακτόζης 
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H μεταγραφή από τον υποκινητή ρυθμίζεται από τον lac-καταστολέα που παράγεται 

κατά την μεταγραφή του lacl γονιδίου. Όταν απουσιάζει η λακτόζη ή κάποιο 

ανάλογο όπως το IPTG, τότε η μεταγραφή αναστέλλεται. Ο lac-καταστολέας 

προσδένεται στον χειριστή του οπερονίου της λακτόζης και εμποδίζει την έκφραση 

του (Yildirim & Kazanci, 2011). Με αυτόν τον τρόπο η RNA πολυμεράση δεν μπορεί 

να προσδεθεί σωστά στον υποκινητή και να ξεκινήσει η μεταγραφή των lac 

γονιδίων. Αυτή η πρόσδεση του καταστολέα με τον lac-χειριστή δημιουργεί μια 

χημική ισορροπία η οποία έχει ως αποτέλεσμα την μεταγραφή των γονιδίων του 

οπερονίου της λακτόζης σε χαμηλά επίπεδα (Donovan et al., 1996). 

Η ύπαρξη λακτόζης στο εσωτερικό των κυττάρων, αυξάνει την συγκέντρωση της 

συγγενούς ουσίας, της αλλολακτόζης, η οποία παράγεται με την δράση της β-

γαλακτοζιδάσης. Σε αυτή την περίπτωση τα επίπεδα μεταγραφής μπορούν να 

αυξηθούν μέχρι και χίλιες φορές (Kennell & Riezman, 1977). H αλλολακτόζη, 

προσδένεται στα μόρια του καταστολέα εμποδίζοντας έτσι την πρόσδεση τους στον 

χειριστή. Έτσι η μεταγραφή των γονιδίων του οπερονίου μπορεί να αρχίσει. 

Μάλιστα στην περίπτωση του IPTG, η πρόσδεση γίνεται κατευθείαν καθώς το IPTG 

δεν μεταβολίζεται (D.Martinez, 2014). 

Η μεταγραφή από τον lac-υποκινητή ρυθμίζεται επίσης από την πρόσδεση της 

πρωτεΐνης CAP (Catavolite-Activator Protein) στη περιοχή του υποκινητή. Αυτό 

πραγματοποιείται όταν η συγκέντρωση της γλυκόζης στο σύστημα είναι πολύ 

χαμηλή. Τότε αυξάνεται η συγγένεια του υποκινητή με την RNA πολυμεράση και 

κατ’ επέκταση αυξάνονται τα επίπεδα μεταγραφής των lac γονιδίων.  Αυτή η 

συγγένεια ενισχύεται λόγω της παραγωγής των κυκλικών μορίων μονοφωσφορικής 

αδενοσίνης (cyclic adenosine monophosphate), η οποία πυροδοτείται λόγω της 

απουσίας γλυκόζης. Τα επίπεδα γλυκόζης στο μέσο καθορίζουν και τον αριθμό των 

μορίων cAMP, καθώς όσο λιγότερη γλυκόζη υπάρχει τόσο περισσότερα είναι τα 

μόρια cAMP. Έτσι, εφόσον ο χειριστής είναι ελεύθερος από τον καταστολέα, οι 

υψηλές εσωκυτταρικές συγκεντρώσεις του cAMP οδηγούν σε υψηλά επίπεδα  του 

συμπλόκου cAMP-CAP στην περιοχή του υποκινητή και επιτυγχάνονται υψηλά 

επίπεδα μεταγραφής (Εικόνα 3) (Griffiths et al.,2000). 
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Εικόνα 3: Επίδραση της παρουσίας γλυκόζης και λακτόζης στο μέσο ανάπτυξης                                                          
κατά το στάδιο της μεταγραφής από τον lac- υποκινητή στο E.coli 

Όταν στο μέσο ανάπτυξης υπάρχει μείγμα σακχάρων, το E.coli μεταβολίζει πρώτα τη 

γλυκόζη και μετά τη λακτόζη. Επίσης όταν η συγκέντρωση της γλυκόζης στο μέσο 

είναι υψηλή, αυτό συνεπάγεται μικρό αριθμό μορίων cAMP. Αυτό εξηγεί ότι ακόμα 

και όταν η συγκέντρωση  της γλυκόζης είναι υψηλή και ο επαγωγέας απουσιάζει, 

δεν εξασφαλίζονται υψηλά επίπεδα μεταγραφής  

Επομένως, το IPTG λειτουργεί ως επαγωγέας σε συστήματα έκφρασης E.coli και 

θεωρείται η πιο αποτελεσματική μέθοδος για την επαγωγή της έκφρασης του 

υποκινητή, επιτυγχάνοντας υψηλές αποδόσεις της επιθυμητής ετερόλογης 

πρωτεΐνης. Ωστόσο υπάρχουν ορισμένα μειονεκτήματα που καθιστούν  δύσκολη τη 

συνεχή χρήση του ως επαγωγικό μέσο. Αρχικά απαιτεί συνεχή παρακολούθηση της 

κυτταρικής ανάπτυξης καθώς δεν είναι γνωστή η χρονική στιγμή που επιτυγχάνεται 

η βέλτιστη κυτταρική πυκνότητα ώστε να προστεθεί ο επαγωγέας. Επίσης θεωρείται 

πολύ τοξικό γεγονός το οποίο αποτρέπει την χρήση του σε τομείς όπως η 

φαρμακευτική και η βιομηχανία τροφίμων (Yao et al., 2017).Tέλος θεωρείται ένα 

αντιδραστήριο αρκετά ακριβό καθιστώντας τη χρήση του μη οικονομικά αποδοτική 

και μη συμβατή σε βιομηχανική κλίμακα (Briand et al.,2016 ). 

Για τους παραπάνω λόγους η έρευνα έχει στραφεί πλέον σε εναλλακτικές και πιο 

οικονομικές μεθόδους και συγκεκριμένα τα επαγώμενα από σάκχαρα συστήματα. 
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1.2.2.Επαγώμενα από σάκχαρα συστήματα 

Στα συστήματα αυτά, ο επαγωγέας IPTG αντικαθίσταται από σάκχαρα τα οποία 

λειτουργούν ως επαγωγείς της πρωτεϊνικής έκφρασης. Μια κατηγορία τέτοιων 

συστημάτων είναι τα αυτεπαγώμενα στα οποία η πρωτεϊνη-στόχος παράγεται 

απουσία επαγωγέα χωρίς να απαιτείται η συνεχής παρακολούθηση της κυτταρικής 

ανάπτυξης. Το θρεπτικό μέσο παίζει και το ρόλο του επαγωγέα (F.Studier, 2005).  Σε 

τέτοια συστήματα, πηγή άνθρακα είναι κάποιο σάκχαρο όπως γλυκόζη, λακτόζη, 

γαλακτόζη ή μίγμα αυτών. Ως πηγή άνθρακα μπορεί να χρησιμοποιηθεί και η 

γλυκερόλη. 

Άλλη περίπτωση τέτοιων συστημάτων είναι αυτά στα οποία η γλυκόζη αποτελεί την 

κύρια πηγή άνθρακα ενώ σάκχαρα όπως η λακτόζη και η γαλακτόζη επάγουν την 

παραγωγή της πρωτεΐνης. Σε αυτές τις περιπτώσεις ο επαγωγέας προστίθεται όταν 

η κυτταρική ανάπτυξη έχει φτάσει στο σημείο μεταξύ εκθετικής και στάσιμης φάσης 

(Briand et al., 2016), όπου η πηγή άνθρακα έχει σχεδόν εξαντληθεί. Τότε, 

προστίθεται ο επαγωγέας. Με αυτό τον τρόπο, ο επαγωγέας δίνει ‘’σήμα’’ στο 

σύστημα να σταματήσει την κυτταρική ανάπτυξη και να ξεκινήσει η παραγωγή της 

ζητούμενης ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης.  

1.2.3. Η χρήση λακτόζης και γαλακτόζης ως επαγωγείς 

Η λακτόζη είναι ένας δισακχαρίτης ο οποίος αποτελείται από ένα μόριο γαλακτόζης 

και ένα μόριο γλυκόζης, ενωμένα μεταξύ τους με β-1,4 γλυκοζιδικό δεσμό. Η 

λακτόζη και γαλακτόζη αποτελούν σάκχαρα τα οποία είναι διαθέσιμα σε μεγάλες 

ποσότητες, καθώς αποτελούν παραπροϊόντα της γαλακτοβιομηχανίας, όπως το 

τυρόγαλα (Johnson & Conforti, 2003). Επίσης, σε αντίθεση με το IPTG, και τα δύο 

σάκχαρα θεωρούνται φθηνά και μη τοξικά μέσα (Briand et al., 2016, Xu et al., 2012). 

Ωστόσο η χρήση της λακτόζης ως επαγωγέας για την πρωτεϊνική έκφραση 

ετερόλογων πρωτεΐνών από τον lac-υποκινητή είναι μέχρι στιγμής περιορισμένη σε 

εργαστηριακή κλίμακα. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι, σε αντίθεση με το IPTG, οι 

βέλτιστες συνθήκες που απαιτούνται για την χρήση της ως επαγωγέας είναι 

περίπλοκες λόγω της φυσιολογικής απόκρισης του κυττάρου στη παρουσία του 

σακχάρου καθώς και ότι η λακτόζη μεταβολίζεται από το κύτταρο (Donovan et al., 

1996). 

Για να χρησιμοποιηθεί η λακτόζη ως επαγωγέας του lac-υποκινητή, είναι σημαντικό 

να ληφθεί υπόψιν το γενετικό υπόβαθρο του στελέχους που θα χρησιμοποιηθεί ως 

ξενιστής. Σε αντίθεση με το IPTG, το οποίο προσδένεται αμέσως στον lac-

καταστολέα, η λακτόζη χρειάζεται το ένζυμο β-γαλακτοζιδάση για να μετατραπεί σε 

αλλολακτόζη και να δράσει ως επαγωγέας (Griffiths et al.,2000). Eφόσον στελέχη 

του E.coli, με περιορισμένη δραστικότητα β-γαλακτοζιδάσης, χρησιμοποιούνται 

συχνά για κλωνοποίηση και έκφραση ενός γονιδίου από τον lac-υποκινητή, πολλά 
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ανασυνδυασμένα στελέχη δεν επάγονται με λακτόζη ούτε μπορούν να 

χρησιμοποιήσουν τη λακτόζη ως πηγή άνθρακα για την κυτταρική ανάπτυξη. Είναι 

επομένως σημαντικό κατά την επιλογή του κατάλληλου ξενιστή, να επιλέγονται 

στελέχη του E.coli που φέρουν το γονίδιο της β-γαλακτοζιδάσης. 

Η λακτόζη μπορεί να είναι το ίδιο αποδοτική ως επαγωγέας όσο και το IPTG. 

Σύμφωνα με μελέτες, κατά την έκφραση της προρενίνης (προρενίνη είναι το 

πρωτογενές προϊόν μετάφρασης του mRNA και σχετίζεται με τη ρενίνη η οποία 

είναι μια πρωτεάση που βρίσκεται στο τέταρτο στομάχι των μόσχων υπεύθυνη για 

την πρωτεόλυση της καζεΐνης στο γάλα) η χρήση γλυκερόλης ως μέσο ανάπτυξης 

και λακτόζης ως επαγωγέας σε batch συνθήκες, οδήγησε σε μεγαλύτερη απόδοση 

ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης σε σχέση με το IPTG συγκέντρωσης 1mM. Επιπλέον, 

ενώ κατά την επαγωγή με IPTG η ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη παρήχθη κατά την 

εκθετική φάση, στη περίπτωση της λακτόζης σημειώθηκαν υψηλά επίπεδα 

παραγωγής μεταξύ εκθετικής και στάσιμης φάσης (Kapralek et al., 1991). 

Αντίστοιχα, η παραγωγή της πρωτεΐνης VP1 ξεκίνησε αμέσως μετά τη προσθήκη του 

IPTG στο τέλος της εκθετικής φάσης ενώ στη περίπτωση της λακτόζης η παραγωγή 

ξεκίνησε δύο ώρες αργότερα σε συνθήκες batch και fed-batch σε θρεπτικό μέσο 

γλυκόζη. Μάλιστα, στη περίπτωση της fed-batch καλλιέργειας, όταν η έκφραση της 

πρωτεΐνης ξεκίνησε η λακτόζη είχε καταναλωθεί μέχρι εκείνο το διάστημα 

(Neubauer & Hofmann, 1994). 

Όσον αφορά την χρήση της γαλακτόζης ως επαγωγέα, αρχικές μελέτες υποδείκνυαν 

πως η γαλακτόζη δεν ήταν ισχυρός επαγωγέας του οπερονίου της λακτόζης. Iσχυροί 

επαγωγείς του οπερονίου της λακτόζης όπως το IPTG δρούσαν ως καταστολείς του 

οπερονίου της γαλακτόζης ενώ οι ισχυροί επαγωγείς του οπερονίου της γαλακτόζης 

όπως η γαλακτόζη και η φουκόζη αποτελούσαν αδύναμους επαγωγείς του 

οπερονίου της λακτόζης (Williams & Paigen, 1968). Ωστόσο η αδρανοποίηση της 

κινάσης της γαλακτόζης (galK) βρέθηκε ότι ενεργοποιεί την εισαγωγή της 

γαλακτόζης σε μια συγκέντρωση αρκετά υψηλή ώστε να επάγει την μεταγραφή του 

οπερονίου της λακτόζης. Έτσι, μεταγενέστερες μελέτες έδειξαν ότι η γαλακτόζη 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως επαγωγέας για την παραγωγή πρωτεϊνών στον τομέα 

της φαρμακοβιομηχανίας. Συγκεκριμένα , για τη παραγωγή της πρωτεΐνης TP1, η 

χρήση γαλακτόζης συγκέντρωσης 1mM σε θρεπτικό μέσο όπου κύρια πηγή άνθρακα 

ήταν η γλυκερόλη οδήγησε σε ίδια επίπεδα παραγωγής με το IPTG (Xu et al.,2012). 

Επίσης τα επίπεδα παραγωγής της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης rJZTX-III ήταν 

ψηλότερα κατά τη χρήση γαλακτόζης και λακτόζης ως επαγωγείς σε θερμοκρασία 

καλλιέργειας 30oC σε σχέση με το IPTG σε συγκεντρώσεις 0,2mM-0,8mM στην ίδια 

θερμοκρασία (Yao et al.,2017). Επίσης η γαλακτόζη όπως και το IPTG δεν 

μεταβολίζεται από το κύτταρο. Επομένως όταν η λακτόζη διασπάται σε γλυκόζη και 

γαλακτόζη, η συγκέντρωση της δεύτερης είναι αρκετή για να επάγει την πρωτεϊνική 
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έκφραση. Ένα επιπλέον πλεονέκτημα της γαλακτόζης έναντι του IPTG είναι ότι η 

προσθήκη της στο μέσο δεν αυξάνει το μεταβολικό φορτίο (Χu et al., 2012). 

1.3.Παράγοντες που επηρεάζουν την έκφραση ετερόλογων 

πρωτεϊνών σε στελέχη E.coli BL21 
H έκφραση ετερόλογων πρωτεϊνών σε στελέχη E.coli μπορεί να συναντήσει αρκετές 

δυσκολίες. Η ανάπτυξη κυττάρων που περιέχουν πλασμίδια πραγματοποιείται με 

πολύ μικρότερο ρυθμό σε σχέση με αυτή των κυττάρων που δεν περιέχουν. Αυτό 

οφείλεται στην μείωση της διαθέσιμης μεταβολικής ενέργειας του κυττάρου που 

επιφέρει η παρουσία του ανασυνδυασμένου πλασμιδίου.  Ωστόσο, η χρήση 

υποκινητών (όπως ο lacUV5 και ο tac) καθώς και η εισαγωγή πλασμιδίων κοντά 

στην περιοχή της αντιγραφής έχουν οδηγήσει στην βελτίωση τoυ ρυθμού 

ανάπτυξης τους ( Bentley et al., 1990). Συνολικά, οι παράγοντες που επηρεάζουν την 

έκφραση ετερόλογων πρωτεϊνών μέσα στο κύτταρο είναι (Donovan et al., 1996): 

 η συγκέντρωση επαγωγέα,  

 η θερμοκρασία καλλιέργειας,  

 η σύσταση του θρεπτικού μέσου,  

 η χρονική στιγμή προσθήκης επαγωγέα και  

 η διάρκεια επαγωγής. 

1.3.1. Επίδραση της συγκέντρωσης επαγωγέα 

1.3.1.1. Επίδραση της συγκέντρωσης του IPTG 

Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, το IPTG είναι ένας επαγωγέας του lac-υποκινητή, 

ο οποίος προσδένεται στο καταστολέα, αποτρέποντας του την σύνδεση με το 

χειριστή. Πρόκειται για μια χημική ένωση η οποία χρησιμοποιείται σε διάφορες 

συγκεντρώσεις, ανάλογα με τις εκάστοτε συνθήκες. Οι συγκεντρώσεις IPTG που 

χρησιμοποιούνται για την πρωτεϊνική έκφραση κυμαίνονται σε ένα εύρος 5μΜ-

5mM (Donovan et al., 1996). Λόγω του αυξημένου μεταβολικού φορτίου που 

υφίσταται το κύτταρο λόγω της παρουσίας γονιδίων ξένων σε αυτό, η χρήση 

υψηλών συγκεντρώσεων επαγωγέα δεν συνεπάγεται αυξημένη πρωτεϊνική 

έκφραση. Αντιθέτως, τις περισσότερες φορές, η βέλτιστη συγκέντρωση του 

επαγωγέα επιλέγεται ώστε να εξισορροπήσει τoν ρυθμό ανάπτυξης των 

ανασυνδυασμένων κυττάρων που μειώνεται μετά την επαγωγή, με τα επίπεδα 

έκφρασης της πρωτεΐνης-στόχου που αυξάνονται. Για παράδειγμα, κατά την 

έκφραση της πρωτεΐνης CAT (chloramphenicol-acetyl-transferase), η αύξηση της 

παραγωγικότητας της πρωτεΐνης, μετά την επαγωγή με IPTG κατά την εκθετική 

φάση, οδήγησε στη μείωση του ρυθμού ανάπτυξης. Μάλιστα η μείωση αυτή 
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ενισχύθηκε ακόμα περισσότερο με την αύξηση της συγκέντρωσης του IPTG (Bentley 

et al., 1991). 

 Επιπλέον, η επαγωγή με χρήση IPTG έχει εμφανίσει μια πληθώρα στρεσογόνων 

αποκρίσεων στο κύτταρο. Μάλιστα σε μη-μετασχηματισμένα στελέχη E.coli με ένα 

lac-υποκινητή στο χρωμόσωμα, η χρήση IPTG συγκέντρωσης 0,5mM προκάλεσε την 

αυξημένη παραγωγή πρωτεϊνών που προκαλούν θερμοκρασιακό σοκ (Kosinski et 

al., 1992, Donovan et al., 1996). Επίσης, τα επίπεδα συγκέντρωσης του IPTG μπορεί 

να επηρεάσουν την πρωτεολυτική αποικοδόμηση πρωτεϊνών οι οποίες έχουν λάθος 

πτύχωση. Έχει αποδειχθεί ότι υψηλά επίπεδα έκφρασης μιας ανασυνδυασμένης 

πρωτεΐνης με τη χρήση IPTG επάγουν την έκφραση πρωτεασών όταν οι 

συγκεντρώσεις συγκεκριμένων αμινοξέων είναι ανεπαρκείς (Harcum et al., 1993). 

H θέση του lac-καταστολέα, καθώς και ο αριθμός των μορίων καταστολέα που 

παράγονται στο κύτταρο, καθορίζουν την συγκέντρωση του IPTG που απαιτείται για 

την πλήρη επαγωγή της έκφρασης από τον lac-υποκινητή. Επίσης η συγκέντρωση 

του IPTG εξαρτάται και από τον αριθμό των πλασμιδιακών αντιγράφων που 

υπάρχουν στο κύτταρο. Οι συγκεντρώσεις του IPTG που επιτυγχάνεται η βέλτιστη 

επαγωγή της πρωτεϊνικής έκφρασης κυμαίνονται από 1-100μΜ, ανάλογα με τον 

αριθμό των αντιγράφων κατά την φάση της επαγωγής. Επομένως η συγκέντρωση 

του IPTG εξαρτάται από το εκάστοτε σύστημα, καθώς διαφορετικές συγκεντρώσεις 

IPTG απαιτούνται από σύστημα σε σύστημα για να συμβούν οι διάφορες 

μεταβολικές αλλαγές (Donovan et al., 1996).  

Τα χαρακτηριστικά της εκάστοτε πρωτεΐνης, η ορθή της πτύχωση, καθώς και η 

κυτταρική θέση της πρωτεΐνης μπορεί επίσης να επηρεάσουν την συγκέντρωση του 

IPTG που απαιτείται για την βέλτιστη επαγωγή. Για παράδειγμα, οι εκκρινόμενες 

πρωτεΐνες ή οι πρωτεΐνες χαμηλής διαλυτότητας χρειάζονται συνήθως χαμηλές 

συγκεντρώσεις IPTG. Αντίθετα, στις περιπλασμικές πρωτεΐνες αυξάνεται το ποσοστό 

παραγωγής τους σε πιο ψηλές συγκεντρώσεις IPTG. Συγκεντρωτικά, η ποσότητα του 

IPTG που απαιτείται για τη βέλτιστη πρωτεϊνική έκφραση εξαρτάται από (Donovan 

et al., 1996):   

 την ισχύ του υποκινητή 

 την παρουσία ή απουσία γονιδίου lacI στο πλασμίδιο  

 την θέση της εκφρασμένης πρωτεΐνης  

 την απόκριση του κυττάρου στην έκφραση της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης  

 την διαλυτότητα της πρωτεΐνης στόχου 

 τα χαρακτηριστικά της συγκεκριμένης πρωτεΐνης 

 

Αν και η χρήση IPTG συγκέντρωσης 1mM θεωρείται ικανή για την επαγωγή μιας 

ενδοκυτταρικής πρωτεινης  με χρήση του lac υποκινητή, εντούτοις πολλές φορές η 

συγκέντρωση αυτή μπορεί να πέσει μέχρι και 100 φορές για εκκρινόμενες 
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πρωτεΐνες προκειμένου να αποφευχθούν προβλήματα όπως κυτταρική αναστολή ή 

λύση του κυττάρου. 

1.3.1.2. Eπίδραση της συγκέντρωσης λακτόζης και γαλακτόζης 

Όπως αναφέρεται παραπάνω, τα συστήματα στα οποία η λακτόζη και η γαλακτόζη 

χρησιμοποιούνται ως επαγωγείς είναι σπάνια και για το λόγο αυτό δεν υπάρχουν 

αρκετές αναφορές σχετικά με την επίδραση της συγκέντρωσης των σακχάρων 

αυτών στην ενεργότητα ενός ενζύμου. Ωστόσο η συγκέντρωση της λακτόζης, δεν 

πρέπει να είναι αρκετά υψηλή καθώς μπορεί να αναστείλει την παραγωγή της 

πρωτεΐνης είτε λόγω της υψηλής υπολειπόμενης συγκέντρωσης της λακτόζης είτε 

λόγω συσσώρευσης της παραγόμενης γαλακτόζης (Gombert & Kilikian, 1998). 

Επίσης η βέλτιστη συγκέντρωση λακτόζης ως επαγωγέας για την παραγωγή της 

δεξτρανσουκράσης βρέθηκε ότι είναι 5g/L (Zhang et al., 2009). Ωστόσο η βέλτιστη 

συγκέντρωση εξαρτάται και από τις συνθήκες του εκάστοτε συστήματος. Eπίσης, 

σύμφωνα με αναφορές, η λακτόζη αποτελεί καλύτερο επαγωγέα από τη γαλακτόζη 

ως προς την δραστικότητα των ενζύμων (Χu et al., 2012). 

1.3.2. Επίδραση της θερμοκρασίας καλλιέργειας 

Η θερμοκρασία καλλιέργειας παίζει σημαντικό ρόλο για τη σωστή αναδίπλωση 

πρωτεϊνών που εκκρίνονται κατά μήκος της κυτταροπλασματικής μεμβράνης 

(Takagi et al., 1988). Ο μικροοργανισμός E.coli μπορεί να αναπτυχθεί σε 

θερμοκρασίες 20-40oC με βέλτιστo εύρος θερμοκρασιών 37-39oC (A.Semenov et 

al.,2007, A.Farewell & F.C.Neidhardt, 1998). Μάλιστα σε αυτό το βέλτιστο εύρος 

επιτυγχάνεται και η βέλτιστη δραστικότητα του lac υποκινητή. Ωστόσο, σε 

χαμηλότερο εύρος είναι πιθανή η μείωση ανεπιθύμητων μεταβολικών αποκρίσεων 

κατά τη σύνθεση της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης και κατ’ επέκταση η βελτίωση 

της απόδοσης ή της διαλυτότητας της πρωτεΐνης στόχου (Donovan et al.,1996). 

Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η παραγωγή της β-γαλακτοζιδάσης με 

επαγωγέα IPTG. Μείωση της θερμοκρασίας της καλλιέργειας από τους 37oC στους 

30oC, μείωσε σημαντικά την σύνθεση πρωτεϊνών που προκαλούν στρες ή 

θερμοκρασιακό σοκ στο E.coli (Surek et al.,1991). 

Eπιπλέον, με την χρήση χαμηλότερων θερμοκρασιών αποφεύγεται ο σχηματισμός 

αδιάλυτων συσσωματωμάτων που προκύπτουν από την κατακρήμνιση 

υπερεκφρασμένων πρωτεϊνών. Μείωση της θερμοκρασίας από τους 37oC στους 20-

30oC οδήγησε στην μείωση σχηματισμού συσσωματωμάτων και τη βελτίωση της 

συνολικής δραστικότητας μιας β-λακταμάσης (Chalmers et al., 1990). Κατά 

αντίστοιχη περίπτωση, χαμηλότερες θερμοκρασίες καλλιέργειας βελτιώνουν την 

πτύχωση και συναρμολόγηση λειτουργικών ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών που 

εκκρίνονται στο περίπλασμα (Donovan et al., 1996). 
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Αντίστοιχα με τη μειωμένη συγκέντρωση του επαγωγέα, έτσι και η μείωση της 

θερμοκρασίας της καλλιέργειας βελτιώνει τον σχηματισμό των λειτουργικών 

πρωτεϊνών μειώνοντας το ρυθμό με τον οποίο σχηματίζεται μια υπερεκφρασμένη 

πρωτεΐνη. Επίσης μείωση της θερμοκρασίας στο εύρος 20-30oC αποτρέπει την 

έκκριση πρωτεϊνών η έκφραση των οποίων οδηγεί σε λύση του κυττάρου και 

θάνατο (Donovan et al., 1996). 

1.3.3. Επίδραση της σύστασης του θρεπτικού μέσου 

Τα θρεπτικά μέσα που μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την κυτταρική ανάπτυξη 

ενός μικροοργανισμού E.coli με σκοπό την παραγωγή μιας ετερόλογης 

ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης μπορεί να ποικίλουν. Ένα από αυτά είναι το μέσο 

Luria-Bertani (LB). Πρόκειται για ένα μέσο πλούσιο σε αμινοξέα, βιταμίνες και 

ιχνοστοιχεία (Williams & Liao, 2006). Ωστόσο, η μη χαρακτηρισμένη τους σύσταση 

δυσκολεύει την ανάλυση και την παρακολούθηση των συνεπειών όταν μειώνεται η 

διαθεσιμότητα υποστρώματος στα κύτταρα, οδηγώντας στη χρήση σακχάρων ως 

πηγή άνθρακα (Donovan et al., 1996). Τα μέσα αυτά, αν και έχουν χαμηλότερο 

κόστος, οδηγούν σε χαμηλότερους ρυθμούς καλλιέργειας και χαμηλότερη απόδοση 

της ζητούμενης πρωτεΐνης (Ryan et al., 1989).  

Η σύσταση του θρεπτικού μέσου κατά τη φάση επαγωγής επηρεάζει σημαντικά την 

έκφραση των ετερόλογων πρωτεϊνών. Η υπερέκφραση μιας πρωτεΐνης προσθέτει 

μεταβολικό φορτίο στην ενέργεια του κυττάρου μειώνοντας την ανάπτυξη της 

καλλιέργειας και συνθέτοντας πρωτεΐνες που προκαλούν θερμοκρασιακό σοκ. 

Επίσης η προσθήκη καζαμινοξέων, πεπτόνης ή εκχυλίσματος ζύμης στο θρεπτικό 

μέσο, βελτιώνει την απόδοση παραγωγής ετερόλογων πρωτεϊνών. Επιπρόσθετα, 

όταν η σύσταση των αμινοξέων της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης παρουσιάζει 

μεγάλη διαφορά με αυτή των πρωτεϊνών που βρίσκονται φυσικά στο κύτταρο-

ξενιστή, τότε το κύτταρο προσπαθεί να αναπληρώσει τα αμινοξέα που 

καταναλώθηκαν λόγω της έκφρασης της ετερόλογης πρωτεΐνης. Αποτέλεσμα αυτής 

της διαδικασίας είναι η απόκριση στρες από το κύτταρο. Βέβαια η προσθήκη 

συγκεκριμένων αμινοξέων και κυρίως οι μεταβολικές συνέπειες τους πρέπει να 

λαμβάνονται υπόψιν καθώς η αύξηση της περιεκτικότητας τους μπορεί να 

καταστείλει ή να αναστείλει  την βιοσύνθεση άλλων αμινοξέων καθώς και 

απαραίτητων μεταβολιτών (Donovan et al., 1996).  

Η χρήση της γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο κατά τη φάση της επαγωγής μπορεί να 

επηρεάσει την έκφραση των ετερόλογων πρωτεϊνών υπό την μεταγραφική ρύθμιση 

του lac-υποκινητή. Αν και αποτελεί ιδανικό μέσο ανάπτυξης για μία καλλιέργεια, η 

παρουσία γλυκόζης στο κύτταρο καταστέλλει την μεταγραφή του lac υποκινητή. H 

καταστολή αυτή οφείλεται στον μικρό αριθμό μορίων cAMP. Επομένως η προσθήκη 

αυτών των μορίων στο κύτταρο βελτιώνει τη σύνθεση της ετερόλογης πρωτεΐνης. 
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 Η γλυκόζη μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως πηγή άνθρακα για την έκφραση 

ετερόλογων πρωτεϊνών από τον lac υποκινητή όσο η συγκέντρωση της είναι 

χαμηλότερη από 0,1%w/v κατά την φάση επαγωγής. Έτσι, στρατηγικές όπως η 

διατήρηση της  συγκέντρωσης της γλυκόζης σε χαμηλά επίπεδα πριν τη στιγμή της 

επαγωγής, με στόχο την αποφυγή της καταστολής, μπορούν να πετύχουν υψηλές 

αποδόσεις παραγωγής ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών. Τέλος η παρουσία της 

γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο φέρει πλεονεκτήματα και μειονεκτήματα, καθώς η 

παρουσία της στο μέσο περιορίζει την έκφραση ανεπιθύμητων ετερόλογων 

πρωτεϊνών, από την άλλη όμως είναι πιθανή η παραγωγή παραπροϊόντων όπως  το 

οξικό οξύ το οποίο αναστέλλει την κυτταρική ανάπτυξη (Donovan et al., 1996). 

1.3.4. Eπίδραση της χρονικής στιγμής προσθήκης του επαγωγέα και 

της διάρκειας της επαγωγής 

Η χρονική στιγμή που προστίθεται ο επαγωγέας επηρεάζει σημαντικά την μέγιστη 

απόδοση της  ζητούμενης ετερόλογης πρωτεΐνης. Μάλιστα, η προσθήκη του 

επαγωγέα  μεταξύ εκθετικής και στάσιμης φάσης, όπου επιτυγχάνονται υψηλές 

κυτταρικές πυκνότητες, συνεισφέρει στην αυξημένη παραγωγή του επιθυμητού 

προϊόντος (Briand et al., 2016). Βέβαια η περίπτωση αυτή δεν ισχύει πάντοτε. 

Συγκεκριμένα, κατά την έκφραση της πρωτεΐνης CAT με τη χρήση του tac υποκινητή, 

η απόδοση της ετερόλογης πρωτεΐνης μπορεί να μειωθεί, καθώς στην στάσιμη 

φάση, τα θρεπτικά μέσα έχουν καταναλωθεί με αποτέλεσμα να μειώνεται η 

κυτταρική ανάπτυξη και η δραστικότητα της πρωτεάσης (Bentley et al.,1992). Όταν 

η απόδοση του προϊόντος είναι χαμηλή και δεν επηρεάζει την κυτταρική ανάπτυξη, 

τότε η απόδοση της ετερόλογης πρωτεΐνης μεγιστοποιείται όταν ο επαγωγέας 

προστίθεται συνεχώς κατά την διάρκεια της εκθετικής φάσης  (Donovan et al.,1996). 

Aντίστοιχα, στην περίπτωση που η λακτόζη παίζει το ρόλο του επαγωγέα, η 

βέλτιστη επαγωγή είναι άμεσα εξαρτώμενη από την χρονική στιγμή της επαγωγής. 

Για παράδειγμα, τα επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης VP1 βρέθηκαν υψηλότερα 

όταν η λακτόζη προστέθηκε στο τέλος της εκθετικής φάσης όπου η γλυκόζη είχε 

σχεδόν καταναλωθεί. Η προσθήκη της λακτόζης μία ώρα αργότερα, στην στάσιμη 

φάση οδήγησε σε χαμηλότερες αποδόσεις της πρωτεΐνης-στόχου (Neubauer et al., 

1992). Επομένως, το σημείο στο οποίο η γλυκόζη έχει σχεδόν καταναλωθεί μπορεί 

να είναι η κατάλληλη χρονική στιγμή για την επαγωγή της ανασυνδυασμένης 

πρωτεΐνης με λακτόζη (Donovan et al., 1996). 

Όσον αφορά την διάρκεια της επαγωγής, σε συστήματα έκφρασης E.coli, αν και δεν 

είναι συχνή η έκκριση πρωτεϊνών στο μέσο, αύξηση του χρόνου επαγωγής ενισχύει 

την απελευθέρωση περιπλασμικών πρωτεϊνών (Donovan et al.,1996).   
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1.4. β-γλυκοζιδάσες 

1.4.1. Ταξινόμηση των β-γλυκοζιδασών 

Οι β-γλυκοζιδάσες αποτελούν μια ομάδα υδρολυτικών ενζύμων τα οποία 

συναντώνται σε βακτήρια, μύκητες και φύκη. Ταξινομούνται με βάση την 

εξειδίκευση τους ως προς κάποιο υπόστρωμα και την αλληλουχία των 

νουκλεοτιδίων τους (Yang et al., 2013). Όσον αφορά την εξειδίκευση στο 

υπόστρωμα, οι β-γλυκοζιδάσες χωρίζονται σε τρεις βασικές κατηγορίες, τις αρυλ-β-

γλυκοζιδάσες οι οποίες εμφανίζουν μεγάλη εξειδίκευση στην υδρόλυση αρυλ-β-

γλυκοζιδών, οι κελλοβιάσες οι οποίες συμμετέχουν στην μετατροπή της 

κελλοβιόζης σε μόρια γλυκόζης και οι γλυκοζιδάσες οι οποίες εμφανίζουν υψηλή 

ενεργότητα σε μεγάλο εύρος υποστρωμάτων και αποτελούν την πιο συχνά 

παρατηρούμενη ομάδα στους κυτταρινολυτικούς μικροοργανισμούς (Yeoman et al., 

2010). 

Ο δεύτερος τρόπο ταξινόμησης, είναι ευρέως αποδεκτός και βασίζεται τόσο στην 

ομοιότητα της αλληλουχίας των αμινοξέων όσο και στην όμοια δομή των ενζύμων. 

To πλεονέκτημα αυτής της μεθόδου ταξινόμησης έγκειται στο γεγονός ότι επιτρέπει 

τη μελέτη της εξελικτικής σχέσης, των δομικών χαρακτηριστικών και του 

μηχανισμού κατάλυσης των ενζύμων αυτών. Σύμφωνα με την ταξινόμηση αυτή 

έχουν βρεθεί 164 οικογένειες γλυκοζυδρολασών (glycosyl hydrolases GH), με την 

πλειοψηφία των β-γλυκοζιδασών να ανήκουν στις οικογένειες GH1 και GH3. Στην 

οικογένεια GH1 ανήκουν 62 β-γλυκοζιδάσες οι οποίες προέρχονται κυρίως από 

αρχαιοβακτήρια, φυτά και θηλαστικά, ενώ εκείνες της οικογένειας 3, οι οποίες είναι 

περίπου 44,  προέρχονται από βακτήρια, μύκητες και ζύμες (Srivastava et al.,2019). 

Μέχρι σήμερα, αρκετές β-γλυκοζιδάσες έχουν απομονωθεί και χαρακτηριστεί από 

διάφορους μύκητες όπως Trichoderma reesei, Humicola grisea, Talaromyces 

emersonii και άλλους, με τις περισσότερες από αυτές να ανήκουν στην οικογένεια 

GH3. Αντίθετα, υπάρχει μικρός αριθμός β-γλυκοζιδασών, που έχουν απομονωθεί 

από μύκητες, που ανήκουν στην κατηγορία GH1, όπως Humicola grisea, Piromyces 

sp. και N. Fischeri (Yang et al., 2013). 

 Οι οικογένειες των γλυκοζυδρολασών χωρίζονται επίσης σε ομάδες οι οποίες 

περιλαμβάνουν οικογένειες με ομοιόμορφη καταλυτική περιοχή και κοινή 

γενεαλογία και καταλυτικό μηχανισμό. Έτσι, οι περισσότερες οικογένειες, 

συμπεριλαμβανομένων των οικογενειών στις οποίες ανήκουν οι β-γλυκοζιδάσες, 

όπως οι GH1, GH3 και GH50 κατατάσσονται στην ομάδα GH-A. Η κατηγοριοποίηση 

με βάση την αλληλουχία των αμινοξέων χρησιμοποιείται στο χαρακτηρισμό και 

προσδιορισμό των ενζυμικών δομών ενώ η ταξινόμηση με βάση την εξειδίκευση ως 

προς το υπόστρωμα αποτελεί τη μοναδική λύση όταν πρόκειται για άγνωστες ή μη 

προσδιορισμένες γλυκοζιδάσες. Αν και η δεύτερη μέθοδος ταξινόμησης δεν παρέχει 
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πάντοτε βοήθεια καθώς υπάρχει πληθώρα υποστρωμάτων που δεν μπορούν να 

προσδιοριστούν για ένα συγκεκριμένο ένζυμο, μπορεί να παρέχει χρήσιμες 

πληροφορίες για τη δομή άλλων γλυκοζιδασών της ίδιας οικογένειας με χρήση των 

εργαλείων της βιοπληροφορικής (Srivastava et al.,2019). 

Αν και τα παραπάνω συστήματα κατηγοριοποίησης  χρησιμοποιούνται ευρύτατα 

λόγω της ευκολίας τους, δεν περιλαμβάνουν πληροφορίες σχετικά με την ανοχή στη 

γλυκόζη και την ενεργοποίηση της. Η β-γλυκοζιδάση κατηγοριοποιήθηκε με βάση 

την επίδραση της γλυκόζης στη καταλυτική δραστικότητα του ενζύμου και εν 

συνέχεια η ταξινόμηση της επεκτάθηκε σε τέσσερεις βασικές κατηγορίες: (i) ισχυρή 

παρεμπόδιση σε χαμηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης, (ii) ανοχή στη γλυκόζη, (iii) 

ενεργοποίηση σε χαμηλές συγκεντρώσεις και παρεμπόδιση σε υψηλές 

συγκεντρώσεις γλυκόζης, (iv) καμία παρεμπόδιση σε υψηλές συγκεντρώσεις 

γλυκόζης (Cao et al.,2015). 

Οι β-γλυκοζιδάσες της πρώτης κατηγορίας παρουσιάζουν υψηλή παρεμπόδιση σε 

χαμηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης και η τιμή της σταθεράς Ki είναι μικρότερη από 

0,1 για τα ένζυμα αυτά. Στη κατηγορία αυτή ανήκουν οι β-γλυκοζιδάσες της 

οικογένειας GH3, μερικές από την οικογένεια GH1 καθώς και αυτές που δεν έχουν 

ακόμα χαρακτηριστεί σύμφωνα με το CAZY (Carbohydrate Active enZYme). Στην 

επόμενη κατηγορία, ανήκουν οι β-γλυκοζιδάσες που παρουσιάζουν ανοχή στη 

γλυκόζη με την τιμή του Ki σε αυτήν την περίπτωση να είναι μεγαλύτερη από 0,1. Οι 

περισσότερες χαρακτηρισμένες β-γλυκοζιδάσες της οικογένειας GH1 ανήκουν σε 

αυτήν την ομάδα καθώς και μία β-γλυκοζιδάση της οικογένειας GH3 που προήλθε 

από το μύκητα Mucor circinelloides. Οι β-γλυκοζιδάσες της τρίτης κατηγορίας 

ενεργοποιούνται υπό χαμηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης ενώ υψηλές συγκεντρώσεις 

του σακχάρου αναστέλλουν τη δράση τους. Η οικογένεια GH1 περιλαμβάνει τις β-

γλυκοζιδάσες αυτής της κατηγορίας, ενώ δύο β-γλυκοζιδάσες της οικογένειας GH3 

παρουσιάζουν παρόμοια χαρακτηριστικά. Τέλος οι β-γλυκοζιδάσες της τελευταίας 

κατηγορίας παρουσιάζουν μεγαλύτερη δραστικότητα καθώς η συγκέντρωση της 

γλυκόζης αυξάνεται (Srivastava et al.,2019). 

1.4.2. Καταλυτικός μηχανισμός β-γλυκοζιδάσης 

Οι β-γλυκοζιδάσες λοιπόν διακρίνονται σε αυτές που παρουσιάζουν ανοχή στη 

γλυκόζη και σε αυτές που η γλυκόζη δρα ως ενεργοποιητής του ενζύμου. Επίσης, 

έχουν διεξαχθεί μελέτες σχετικά με την εύρεση του ενεργού κέντρου και την 

περιγραφή του καταλυτικού μηχανισμού της β-γλυκοζιδάσης.  
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Εικόνα 4: Υδρόλυση της κυτταρίνης μέσω της συνεργιστικής δράσης των κυτταρινασών 

 

Στην διαδικασία της ενζυμικής υδρόλυσης της κυτταρίνης οι ενδογλουκανάσες και 

οι εξωγλουκανάσες μετατρέπουν την κυτταρίνη σε κελλοβιόζη και στη συνέχεια οι 

β-γλυκοζιδάσες υδρολύουν την κελλοβιόζη προς ελεύθερα μόρια γλυκόζης, 

καταλύοντας την επιλεκτική διάσπαση των β-γλυκοζιδικών δεσμών των μη 

αναγωγικών άκρων των υποστρωμάτων με τα οποία αντιδρούν. Η δράση αυτή των 

ενζύμων έχει πολύ μεγάλη σημασία, καθώς η κελλοβιόζη αναστέλλει τη δράση της 

β-1,4-ενδογλουκανάσης και β-1,4-εξωγλουκανάσης μειώνοντας έτσι το ρυθμό της 

αντίδρασης και κατ’ επέκταση της υδρόλυσης της κυτταρίνης (Εικόνα 4) (Singhania 

et al., 2013). Αποτελούν μια σημαντική ομάδα ενζύμων καθώς οι βιολογικοί τους 

ρόλοι εμφανίζουν μεγάλη ποικιλία και εμπλέκονται σε όλα τα είδη των ζωντανών 

οργανισμών (Yang et al., 2013). 

Διάφορες μέθοδοι έχουν χρησιμοποιηθεί για την εύρεση του καταλυτικού 

μηχανισμού των ενζύμων της οικογένειας GH1 όπως εξάρτηση από το pH, 

παρεμπόδιση και άλλα. Οι β-γλυκοζιδάσες της οικογένειας αυτής διατηρούν τη 

διαμόρφωση του ανομερικού άνθρακα του υποστρώματος ενώ καταλύουν την 

υδρόλυση τους. Η κατάλυση των β-γλυκοζιδασών περιλαμβάνει δύο στάδια 

γλυκοζυλίωσης και απογλυκοζυλίωσης και την διπλή υποκατάσταση δύο 

καρβοξυλίων στο ενεργό κέντρο του ενζύμου όπου το ένα δρα ως πυρηνόφιλο ενώ 
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τα άλλο ως οξύ και βάση. Στο στάδιο της γλυκοζυλίωσης που πραγματοποιείται από 

την β-γλυκοζιδάση, η μία ομάδα καρβοξυλίου δρα ως πυρηνόφιλο και προσδένεται 

στον ανομερικό άνθρακα δημιουργώντας ένα σύμπλοκο ενζύμου-γλυκόζης. Η άλλη 

καρβοξυλική ομάδα δρα ως δότης πρωτονίων και διασπά τον γλυκοζιδικό δεσμό με 

τη μεταφορά ενός H+ στο οξυγόνο του γλυκοζιδικού δεσμού, οδηγώντας στη 

δημιουργία ενός συμπλόκου ενζύμου-γλυκοζιλίου και στην απελευθέρωση ενός 

άγλυκου τμήματος. Στο δεύτερο στάδιο της απογλυκοζυλίωσης, η καρβοξυλική 

ομάδα που προηγουμένως δρούσε ως οξύ, δρα τώρα ως βάση και παραλαμβάνει 

ένα πρωτόνιο από ένα πυρηνόφιλο το οποίο μπορεί να είναι νερό, μονοσακχαρίτης 

και δισακχαρίτης. Το σύμπλοκο μεταξύ της γλυκόζης και του ενζύμου διασπάται και 

το ένζυμο απελευθερώνεται με την παραγωγή ενός δεύτερου προϊόντος 

ολοκληρώνοντας έτσι τον καταλυτικό μηχανισμό (Εικόνα 5) 

Σε αντίθεση με τις β-γλυκοζιδάσες των οικογενειών GH1 και GH3, ο καταλυτικός 

μηχανισμός των β-γλυκοζιδασών  της οικογένειας GH9 πραγματοποιείται σε ένα 

μόνο στάδιο. Τα ένζυμα της κατηγορίας αυτής περιέχουν ένα μηχανισμό 

αντιστροφής που περιλαμβάνει την πυρηνόφιλη πρόσδεση ενός μορίου νερού στον 

ανομερικό άνθρακα, οδηγώντας έτσι στην απελευθέρωση του άγλυκου τμήματος σε 

ένα μόνο στάδιο. 

 

Εικόνα 5: Σχηματική αναπαράσταση της υδρόλυσης της κελλοβιόζης 

 
Ανασταλτικό παράγοντα της δράσης των β-γλυκοζιδασών αποτελεί η παρουσία 

υψηλών συγκεντρώσεων γλυκόζης, καθώς αποκλείει το υπόστρωμα από το ενεργό 

κέντρο ή εμποδίζει το υδρολυμένο υπόστρωμα να απομακρυνθεί, επηρεάζοντας 

έτσι ολόκληρη τη κυτταρολυτική διαδικασία (Singhania et al., 2013). Εκτός από τη 

συγκέντρωση, και η θερμοκρασία δύναται να επηρεάσει τη δράση των β-

γλυκοζιδασών. Γενικά η σταθερότητα ενός ενζύμου εξαρτάται από την ικανότητα 
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της δομής του να παραμένει σταθερή από παράγοντες που μπορεί να την 

αποδιατάξουν. Η θερμοσταθερότητα  εξαρτάται  από παράγοντες όπως η 

αλληλουχία των αμινοξέων, οι υδρόφοβες και αρωματικές αλληλεπιδράσεις, οι 

μεταλλικοί δεσμοί, η σταθερότητα του υποστρώματος και η μείωση του αριθμού 

και του μεγέθους των επιφανειακών αναδιπλώσεων (Yeoman et al., 2010). 

1.4.3. Εφαρμογές  

Οι β-γλυκοζιδάσες είναι ένζυμα που συμμετέχουν τόσο στη διάσπαση όσο και στη 

σύνθεση του γλυκοζιδικού δεσμού καθιστώντας το ένα ένζυμο με μεγάλη 

βιομηχανική χρήση. Μία από αυτές είναι η παραγωγή βιοκαυσίμων σε μεγάλη 

κλίμακα ώστε να αντικαταστήσουν τα ορυκτά καύσιμα. Η διαδικασία παραγωγής 

κυτταρινικών βιοκαυσίμων περιλαμβάνει τη διάσπαση της λιγνινοκυτταρινούχου 

βιομάζας σε σάκχαρα και στη συνέχεια την παραγωγή βιοκαυσίμων μέσω ζύμωσης. 

Οι β-γλυκοζιδάσες είναι τα ένζυμα τα οποία μετατρέπουν την κελλοβιόζη και τους 

κελλολιγολιγοσακχαρίτες σε μονομερή μόρια γλυκόζης. Ωστόσο η ανεπαρκής 

παραγωγή β-γλυκοζιδασών αποτελεί σημαντικό εμπόδιο στην παραγωγή 

βιοκαυσίμων (Srivastava et al.,2019). Η χρήση θερμοσταθερών  και θερμόφιλων β-

γλυκοζιδασών στην υδρόλυση της κυτταρίνης συγκεντρώνει αρκετό ενδιαφέρον, 

καθώς η χρήση υψηλών θερμοκρασιών δεν θα εμπόδιζε τη δράση της β-

γλυκοζιδάσης και ευνοεί επίσης τη διαδικασία υδρόλυσης της κυτταρίνης (Zhang et 

al.,2017). 

Οι β-γλυκοζιδάσες, βρίσκουν ευρεία εφαρμογή επίσης στην βιομηχανία τροφίμων, 

ζωοτροφών, υφασμάτων, καλλυντικών, απορρυπαντικών και φαρμακευτικών 

προϊόντων (Bhatti et al., 2013). Στη βιομηχανία τροφίμων και συγκεκριμένα στην 

οινοποιία, η χρήση της β-γλυκοζιδάσης βοηθά στην βελτίωση της ποιότητας του 

κρασιού ενισχύοντας το άρωμα και τη γεύση (Gueguen et al., 1997). Επίσης στην 

βιομηχανία τσαγιού, η χρήση ακινητοποιημένης β-γλυκοζιδάσης οδηγεί στην 

αύξηση του περιεχομένου των ελαίων ενώ στoυς χυμούς εσπεριδοειδών βρέθηκε 

ότι βελτιώνει τις οργανοληπτικές ιδιότητες τους μειώνοντας την πικράδα τους 

(Singh et al., 2016). Επίσης χρησιμοποιείται στην βαφή υφασμάτων. Συγκεκριμένα, 

το υπόστρωμα indican υδρολύεται με τη δράση της β-γλυκοζιδάσης ώστε να 

προκύψει το ινδοξύλιο (indoxyl) το οποίο είναι άχρωμο. Στη συνέχεια το ύφασμα 

βυθίζεται στο διάλυμα ινδοξυλίου παρουσία αέριας αμμωνίας όπου το ινδοξύλιο 

μετατρέπεται σε indigo δίνοντας το χαρακτηριστικό μπλε χρώμα στο ύφασμα (Song 

et al., 2010). 
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Πίνακας 1: Μελέτες σχετικά με την παραγωγή της β-γλυκοζιδάσης  με τη χρήση διαφορετικών 

υποστρωμάτων 
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2.ΜΕΘΟΔΟΙ ΚΑΙ ΥΛΙΚΑ 

2.1.Υλικά 

2.1.1. Όργανα και Συσκευές 

Τα όργανα και οι συσκευές που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία 

αναφέρονται παρακάτω: 

 Φωτόμετρο μικροκυψελίδων (Molecular Devices Corporation, Sunnuvale, 

USA) 
 Φωτόμετρο Hitachi UV 2000 
 Φωτόμετρο SPECTRAmax 250 (Molecular Devices, USA) 
 pH-μετρο 537 της εταιρείας WTW (Γερμανία). 
 Συσκευή ανάδευσης Orbit LS, Labnet (Μεγάλη Βρετανία) 
 Για την αποστείρωση αντιδραστηρίων και διαφόρων γυαλικών που 

χρησιμοποιήθηκαν κατά την παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε 

αυτόκαυστο Labo Autoclave του οίκου SANYO.  
 Θερμοστατούμενα υδατόλουτα  

 Θερμοστατούμενοι ηλεκτρικοί αναδευτήρες 

 Φυγόκεντρος TJ-6 της Beckman Counter (ΗΠΑ) και μικροφυγόκεντρος 

πάγκου Eppendorf 3200 (Γερμανία) 

 Συσκευή υπερήχων Ultrasonic Processor (Sonics & Material Inc, Newtown, 

USA)  

2.1.2. Αντιδραστήρια- Τυποποιημένα Χημικά Παρασκευάσματα (kits) 

Χρησιμοποιήθηκαν αναλυτικού βαθμού καθαρότητας χημικά αντιδραστήρια των 

εταιριών Sigma (H.Π.Α), Merck (Γερμανία), CIBA (Ελβετία), Δελής (Αθήνα).   

2.1.3. Ρυθμιστικά διαλύματα (buffers) και λοιπά διαλύματα 

Τα ρυθμιστικά διαλύματα καθώς και τα λοιπά διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν 

είναι τα εξής: 

Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών: Νa2HPO4 50mM, NaH2PO4 50mM σε pH=6.0 

Διάλυμα Bradford: 100 mg/L Coomassie Brilliant Blue, 50mL/L C2H5O, 100mL/L 

H3PO4 

Διάλυμα Ringer: ΝaCl 8,69g/L, KCl 0,3g/L, CaCl2 0,245g/L σε pH=6,4 
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2.2. Μικροοργανισμοί και Μέθοδοι Ανάπτυξης των 

Μικροοργανισμών 

2.2.1. Στελέχη μικροοργανισμών 

Στη παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε το βακτήριο Escherichia Coli και 

συγκεκριμένα το στέλεχος BL21, από τη Βιολογική Σχολή του Εθνικού και 

Καποδιστριακού Πανεπιστήμιου Αθηνών με σκοπό την ετερόλογη έκφραση των 

ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών. 

2.2.2. Θρεπτικά μέσα για την ανάπτυξη των μικροοργανισμών   

Για την παρασκευή των θρεπτικών μέσων χρησιμοποιήθηκε απιονισμένο νερό. Τα 

θρεπτικά μέσα αποστειρώθηκαν στο αυτόκαυστο που αναφέρεται παραπάνω στους 

121oC για 15 λεπτά και υπό πίεση 0,1mPA. Παρακάτω αναφέρονται τα θρεπτικά 

μέσα που παρασκευάστηκαν για την ανάπτυξη του βακτηρίου Ε.Coli:  

 Luria-Bertani (LB) Medium: Tryptone 10g/L, Yeast Extract 5g/L, Nacl 10g/L σε 

pH=7.0 

 Minimal Glucose Medium: (NH4)2PO4 4g/L, KH2PO4 13,3g/L MgSO4 0,59g/L, 

C6H8O7 1,55g/L, Glucose 10g/L σε pH=6,8 

 Trace Elements: Zn(CH3COOH)2*2H2O 3,38g/L, CuCl2*2H2O 0,15g/L, 

MnCl2*4H2O 1,5g/L, CoCl2*6H2O  0,25g/L, Na-EDTA 1,32g/L, Na2MoO4*2H2O 

0,21g/L, H3BO3 0,3 g/L, C6H5FeO7  10,08g/L. 

Tα trace elements προστίθενται στο Minimal Glucose σε αναλογία 1/100. Το pH 

ρυθμίζεται στην τιμή 6,8 μετά τη πρόσθεση των trace elements. 

2.2.3.Ανάπτυξη τροποποιημένου οργανισμού (Προκαλλιέργεια) 

Τα μετασχηματισμένα κύτταρα βρίσκονταν υπό τη μορφή στερεών καλλιεργειών σε 

υπόστρωμα LB-άγαρ σε τρυβλία. Συγκεκριμένα, η ανάπτυξη τους 

πραγματοποιήθηκε στους 37oC. Τα κύτταρα που αναπτύχθηκαν έφεραν το γονίδιο 

της β-γλυκοζιδάσης και παρουσιάζαν ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό αμπικιλλίνη. 

Στη συνέχεια σε κωνική φιάλη των 100 mL, σε 30 mL αποστειρωμένου LB, 

εμβολιάζεται σε αυτήν μια απομονωμένη αποικία από το τρυβλίο και προστίθεται 

αμπικιλλίνη σε αναλογία 1/1000 του θρεπτικού με στόχο την αποφυγή μόλυνσης. 

Στη συνέχεια, το εμβόλιο αφήνεται να αναπτυχθεί σε θερμοστατούμενο 

αναδευτήρα στους 37οC και 180rpm για 9-12 ώρες μέχρις ότου η οπτική πυκνότητα 

των κυττάρων (ΟD600) φτάσει την τιμή 1,5-2. 
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Εικόνα 6: Στερεές καλλιέργειες μετασχηματισμένων κυττάρων E.coli σε τρυβλία Petri με θρεπτικό 
υπόστρωμα LB. Τα μετασχηματισμένα κύτταρα φέρουν το γονίδιο της β-γλυκοζιδάσης και 

παρουσιάζουν ανθεκτικότητα στην αμπικιλλίνη 

2.2.4. Καλλιέργεια μετασχηματισμένων κυττάρων 

Η πειραματική διαδικασία που αφορά την καλλιέργεια των μετασχηματισμένων 

κυττάρων διαφέρει ανάλογα με το θρεπτικό μέσο που χρησιμοποιείται.  

 Χρήση LB ως θρεπτικό μέσο 

Μόλις η οπτική πυκνότητα των κυττάρων της προκαλλιέργειας φτάσει την τιμή 

1,5-2, σε κωνική φιάλη των 250 mL με 62,5 mL αποστειρωμένου LB (1/4 του 

ενεργού όγκου) προστίθεται εμβόλιο 1% και αμπικιλλίνη σε αναλογία 1/1000. Η 

ανάπτυξη της καλλιέργειας πραγματοποιείται σε θερμοστατούμενους 

αναδευτήρες σε θερμοκρασία 37oC και 180rpm. Στη συνέχεια παρακολουθείται 

η οπτική πυκνότητα των κυττάρων με συχνές δειγματοληψίες μέχρις ότου η τιμή 

του OD600 φτάσει τη τιμή 0,6-0,9. Σε αυτό το εύρος τιμών η ανάπτυξη των 

κυττάρων πραγματοποιείται με εκθετικό ρυθμό. Σε εκείνο το σημείο 

προστίθεται στη καλλιέργεια η απαιτούμενη συγκέντρωση του επαγωγέα. Με 

αυτόν τον τρόπο ξεκινά και η παραγωγή της ζητούμενης πρωτεΐνης. Μόλις 

προστεθεί ο επαγωγέας, ανάλογα με τις συνθήκες που μελετώνται, η 

θερμοκρασία της καλλιέργειας αλλάζει. Η παρακολούθηση της καλλιέργειας 

συνεχίζεται μέχρις ότου η οπτική πυκνότητα των κυττάρων αρχίζει να μειώνεται. 

Τα δείγματα των διαφόρων ωρών συλλέγονται σε eppendorfs.  Από κάθε 

δείγμα, αποθηκεύεται 1 mL της υγρής καλλιέργειας. Στη συνέχεια τα διάφορα 

δείγματα φυγοκεντρούνται σε μικροφυγόκεντρο πάγκου και το pellet των 

κυττάρων που παραμένει στο πάτο αποθηκεύεται για μελλοντική ανάλυση. 

 Χρήση Minimal Glucose ως θρεπτικό μέσο 
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Στην περίπτωση αυτή, πραγματοποιείται μια επιπλέον διαδικασία. Αφού η οπτική 

πυκνότητα των κυττάρων φτάσει την ζητούμενη τιμή 1,5-2, η ποσότητα του 

εμβολίου τοποθετείται σε αποστειρωμένο falcon των 50 ml και φυγοκεντρείται σε 

μεγάλη φυγόκεντρο. Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης το ίζημα των κυττάρων 

κρατείται και προστίθεται σε αυτό ίση ποσότητα Ringer με αυτή του εμβολίου. Το 

εμβόλιο φυγοκεντρείται άλλες δύο φορές. Η διαδικασία αυτή γίνεται προκειμένου 

τα κύτταρα να ξεπλυθούν από το LB καθώς η πηγή άνθρακα διαφέρει σε αυτή τη 

περίπτωση. Στη συνέχεια σε κωνική φιάλη των 250 ml με 62,5 ml αποστειρωμένου 

θρεπτικού μέσου προστίθεται εμβόλιο σε αναλογία 1/100 αυτού και αμπικιλλίνη σε 

αναλογία 1/1000. Η υπόλοιπη διαδικασία είναι ίδια με αυτήν που αναφέρεται 

παραπάνω. Επίσης σε αυτήν τη περίπτωση, εκτός από το pellet των κυττάρων 

αποθηκεύεται και το υπερκείμενο υγρό για περαιτέρω ανάλυση. 

2.2.5.Καλλιέργεια σε βιοαντιδραστήρα 

Η πειραματική αυτή διαδικασία πραγματοποιήθηκε σε βιοαντιδραστήρες των δύο 

λίτρων. Μετά την προετοιμασία του θρεπτικού μέσου, έγινε βαθμονόμηση του pH 

με χρήση δύο προτύπων διαλυμάτων με pH 4 και 7 αντίστοιχα. Στη συνέχεια 

αποστειρώθηκε ο βιοαντιδραστήρας με το θρεπτικό μέσο. Μετά το πέρας της 

αποστείρωσης, ο βιοαντιδραστήρας συνδέεται σύμφωνα με τη διάταξη που 

φαίνεται στην Εικόνα 7 και ρυθμίζεται η θερμοκρασία στους 37oC, ο ρυθμός 

ανάδευσης στα 300 rpm και ο αερισμός  με ρυθμό 1,14 L/min. Μόλις η οπτική 

πυκνότητα της προκαλλιέργειας φτάσει την τιμή 1,5-2, σύμφωνα με τη διαδικασία 

που αναφέρεται παραπάνω,  προστίθεται στο θρεπτικό μέσο το εμβόλιο σε 

αναλογία 1/100. Τότε ρυθμίζεται και το διαλυμένο οξυγόνο στην τιμή 100. Το 

διαλυμένο οξυγόνο αποτελεί μια ένδειξη της ποσότητας της γλυκόζης που υπάρχει 

στο θρεπτικό μέσο. Ανά τακτά χρονικά διαστήματα συλλέγονται δείγματα και μόλις 

η οπτική πυκνότητα φτάσει την τιμή 0,6, προστίθεται ο επαγωγέας και μειώνεται η 

θερμοκρασία στους 30oC. Κατά την διάρκεια της ανάπτυξης παρακολουθείται η 

ένδειξη του διαλυμένου οξυγόνου. H διαδικασία ολοκληρώνεται όταν η οπτική 

πυκνότητα των κυττάρων μειωθεί. 
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Εικόνα 7: Διάταξη βιοαντιαδραστήρων σε batch συνθήκες 

 

2.3. Mέθοδοι ανάλυσης 
Αφού ολοκληρωθεί η παρακολούθηση της κυτταρικής ανάπτυξης, ακολουθούν οι 

μέθοδοι που απαιτούνται για τον προσδιορισμό της δραστικότητας της πρωτεΐνης. 

Στα δείγματα τα οποία περιέχουν το pellet των κυττάρων προστίθεται 1 mL buffer. 

Επειδή η β-γλυκοζιδάση είναι ένα ένζυμο εσωκυτταρικό, προκειμένου να 

υπολογισθεί το παραγόμενο ποσό της πρωτεΐνης, είναι απαραίτητο το σπάσιμο της 

μεμβράνης των κυττάρων. Η διαδικασία αυτή γίνεται με την χρήση συσκευής 

υπερήχων. Για κάθε δείγμα η διαδικασία αυτή διαρκεί ένα λεπτό και 

πραγματοποιείται σε τρεις γύρους των 20 δευτερολέπτων. Αυτό γίνεται καθώς, 

κατά τη χρήση των υπερήχων, αναπτύσσονται υψηλές θερμοκρασίες οι οποίες 

μπορούν να αδρανοποιήσουν το ένζυμο. Για το λόγο αυτό, κατά τη διάρκεια της 

διαδικασίας αυτής, τα δείγματα βρίσκονται σε πάγο. Στη συνέχεια, 

πραγματοποιείται η μέτρηση της ενεργότητας του ενζύμου καθώς και των 

συνολικών πρωτεϊνών, η μέθοδος των οποίων θα αναλυθεί παρακάτω. 

2.3.1. Μέτρηση ενζυμικής ενεργότητας 

Η μέτρηση της ενζυμικής δραστικότητας της β-γλυκοζιδάσης έγινε με μέτρηση της 

υδρόλυσης του υποστρώματος p-nitrophenyl β-D-glucopyranoside (pNPG). Όπως 

αναφέρθηκε παραπάνω, το φυσικό υπόστρωμα της β-γλυκοζιδάσης είναι η 

κελλοβιόζη η οποία διασπάται σε δύο μόρια γλυκόζης G-G. Αντίστοιχα με τη 

κελλοβιόζη, η β-γλυκοζιδάση υδρολύει τον β-1,4 γλυκοζιδικό δεσμό που υπάρχει 

στο μόριο του pNPG και το διασπά σε ένα μόριο γλυκόζης και ένα μόριο p-

νιτροφαινόλης (Strahsburger et al.,2017). 
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Εικόνα 8: Δομή του p-νιτροφαινυλο-γλυκοπυρανοζίτη 

 

Για τη μέτρηση της ενζυμικής ενεργότητας παρασκευάστηκε διάλυμα pNPG 1mM σε 

50 mL buffer. Στη συνέχεια σε δοκιμαστικούς σωλήνες, προστίθενται 450μL pNPG 

και 50 μL του δείγματος. Η διάσπαση του pNPG πραγματοποιείται  σε υψηλές 

θερμοκρασίες. Για το λόγο αυτό τα δείγματα τοποθετούνται σε υδατόλουτρο στους 

60oC και για 15 λεπτά. Μετά το πέρας των 15 λεπτών, προστίθενται στα δείγματα 

2,5 mL Νa2CO3 συγκέντρωσης 10%w/v. H προσθήκη του ανθρακικού νατρίου έχει 

διπλό ρόλο. Αρχικά το Νa2CO3 σταματά την αντίδραση. Ωστόσο ο σημαντικότερος 

ρόλος οφείλεται στο γεγονός ότι το pNP που προκύπτει από τη διάσπαση του pNPG 

είναι άχρωμο. Η προσθήκη του ανθρακικού νατρίου απελευθερώνει την ιονισμένη 

μορφή του pNP-, η οποία έχει χαρακτηριστικό κίτρινο χρώμα, και μπορεί να 

φωτομετρηθεί στα 410 nm (Strahsburger et al.,2017). 

2.3.2. Προσδιορισμός πρωτεϊνών  

Ο προσδιορισμός των συνολικών πρωτεϊνών έγινε με τη μέθοδο Bradford. 

Πρόκειται για μία αρκετά γρήγορη και αξιόπιστη μέθοδο. Βασίζεται στην ιδιότητα 

της χρωστικής Coomassie Brilliant Blue G-250 να προσδένεται σε βασικές ή και 

όξινες ομάδες των αμινοξέων. Το αρχικό διάλυμα έχει χαρακτηριστικό καστανό 

χρώμα ενώ μετά τη προσθήκη του δείγματος, το σύμπλοκο πρωτεινης-χρωστικής 

έχει σκούρο μπλε χρώμα και απορροφά στα 595 nm. Πρόκειται για μία μέθοδο η 

οποία έχει μεγάλο περιθώριο μέχρις ότου γίνει η μέτρηση (J.Kruger,2009). Ωστόσο 

είναι σημαντικό μόλις δημιουργηθεί το σύμπλοκο να ακολουθήσει έντονη 

ανάδευση για 1-2 λεπτά καθώς είναι πιθανό οι πρωτεΐνες να καταβυθιστούν 

οδηγώντας σε εσφαλμένα συμπεράσματα. H τιμή της συγκέντρωσης της πρωτεΐνης, 

υπολογίζεται από την τιμή της απορρόφησης του διαλύματος που περιέχει το 

σύμπλοκο της πρωτεΐνης και της χρωστικής στα 595 nm και τη σύγκριση της 

μετρούμενης τιμής με την πρότυπη καμπύλη βαθμονόμησης. Για την κατασκευή της 

πρότυπης καμπύλης, χρησιμοποιούνται διαλύματα γνωστών συγκεντρώσεων, στα 

οποία προστίθεται διάλυμα Bradford και στη συνέχεια μετράται η απορρόφηση στα 

595 nm. 
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2.3.3.Προσδιορισμός συγκέντρωσης γλυκόζης με τη χρήση ειδικού 

εμπορικού διαγνωστικού σκευάσματος (kit) 

 Η συγκεκριμένη μέθοδος βασίζεται στη μετατροπή της γλυκόζης σε ένα προϊόν 

ερυθρού χρώματος το οποίο είναι αποτέλεσμα της διαδοχικής δράσης των ενζύμων 

οξειδάση και υπεροξειδάση της γλυκόζης. Αρχικά, η γλυκόζη με τη δράση της 

οξειδάσης της γλυκόζης μετατρέπεται σε γλυκονικό οξύ με την ταυτόχρονη 

παραγωγή υπεροξειδίου του υδρογόνου. Ακολούθως, το υπεροξείδιο του 

υδρογόνου παρουσία αμινοφαιναζόνης και κάποιου φαινολικού παραγώγου με τη 

δράση της υπεροξειδάσης μετατρέπεται σε κάποιο προϊόν ερυθρού χρώματος το 

οποίο παρουσιάζει μέγιστη απορρόφηση στα 510 nm. Ο προσδιορισμός της 

συγκέντρωσης της γλυκόζης γίνεται με τη βοήθεια microplate reader (Εικόνα 9). Στο 

Διάγραμμα 1, φαίνεται η καμπύλη αναφοράς της γλυκόζης η οποία ισούται με 

                   
           

   

 

Εικόνα 9: Προσδιορισμός συγκέντρωσης γλυκόζης με glucotest 
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Διάγραμμα 1: Καμπύλη αναφοράς γλυκόζης 

2.3.4. Προσδιορισμός ολικών αναγωγικών σακχάρων 

Ο προσδιορισμός των αναγωγικών σακχάρων πραγματοποιείται με τη φωτομετρική 

μέθοδο του 3,5-δινιτροσαλικυλικού οξέος (DNS ή 2-υδρόξυ-3,5-δινιτροβενζοϊκό οξύ) 

(Miller, 1959). Στο Διάγραμμα 2, φαίνεται η καμπύλη αναφοράς των αναγωγικών 

σακχάρων σε ισοδύναμα γλυκόζης. Η εξίσωση της καμπύλης είναι ίση με                                       

                   
                                                    

 

Διάγραμμα 2: Καμπύλη αναφοράς ολικών αναγωγικών σακχάρων σε                                               
ισοδύναμα γλυκόζης 
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2.3.5. Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης   

Ο διαχωρισμός μορίων DNA με βάση το μοριακό τους βάρος επιτυγχάνεται με τη 

μέθοδο της ηλεκτροφόρησης σε πήκτωμα αγαρόζης. Η αρχή της μεθόδου βασίζεται 

στη μετακίνηση των γραμμικών μορίων DNA μέσα σε πήκτωμα αγαρόζης, με 

ταχύτητα ανάλογη του μεγέθους τους, εάν εφαρμοστεί σε αυτά ηλεκτρικό πεδίο 

(Sambrook et al., 1989). Η ηλεκτροφορητική κινητικότητα του DNA στα πηκτώματα 

αγαρόζης εξαρτάται από το μέγεθος του DNA, τη συγκέντρωση της αγαρόζης, τη 

στερεοδιάταξη του DNA, όπως επίσης και την ένταση του ρεύματος που 

εφαρμόζεται. Στην παρούσα διδακτορική διατριβή, παρασκευάστηκαν πηκτώματα 

αγαρόζης συγκέντρωσης 1 % (w/v) σε ρυθμιστικό διάλυμα TBE, με προσθήκη 

κατάλληλης ποσότητας χρωστικής βρωμιούχου αιθιδίου, για την οπτικοποίηση των 

ζωνών DNA. Τα δείγματα τοποθετήθηκαν στις κατάλληλες οπές του πηκτώματος, 

μετά από ανάμιξή τους με το διάλυμα χρώσης (loading buffer), και η 

ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα TBE, κάτω από 

ηλεκτρική τάση 60-80 Volt για 1 h περίπου. Ακολούθως, το πήκτωμα τοποθετήθηκε 

επάνω σε συσκευή εκπομπής υπεριώδους ακτινοβολίας (InGenius BioImaging, 

Syngene, Μεγάλη Βρετανία), προκειμένου να εμφανιστούν και να φωτογραφηθούν 

οι ζώνες του DNA που προέκυψαν. Ο υπολογισμός του μοριακού βάρους των ζωνών 

που προέκυψαν πραγματοποιήθηκε με τη βοήθεια μάρτυρα DNA γνωστών 

μοριακών βαρών. Οι μάρτυρες που χρησιμοποιήθηκαν για το σκοπό αυτό ήταν ο 

FastGene® 1 kb DNA Ladder και ο FastGene® 100 bp DNA Ladder, της εταιρείας 

NIPPON  Genetics  Europe  GmbH (Ελβετία).  

2.3.6. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωμα πολυακριμιδίου                             

(SDS-PAGE)  

Σε αυτή τη μέθοδο, για το διαχωρισμό των πρωτεϊνικών μορίων χρησιμοποιείται 
πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου, ενός χημικά αδρανούς πολυμερούς, το οποίο 
σχηματίζεται με τον πολυμερισμό του μονομερούς ακρυλαμιδίου σε μακριές 
αλυσίδες, με εγκάρσιες διακλαδώσεις ομάδων δισακρυλαμιδίου. Ο πολυμερισμός 
επιτυγχάνεται με τη βοήθεια του καταλύτη υπερθειϊκού αμμωνίου (APS) και του 
ενεργοποιητή N,N,N’,N’-τετραμέθυλο-αιθυλενο-διαμίνης (TEMED). Για την 
παρασκευή του πηκτώματος χρησιμοποιούνται αποδιατακτικοί παράγοντες, που 
έχουν ως στόχο την πλήρη αποδιάταξη των υπό μελέτη πρωτεϊνικών μορίων, 
δηλαδή ο επιφανειοδραστικός παράγοντας SDS και η μερκαπτοαιθανόλη, η οποία 
ανάγει τους δισουλφιδικούς δεσμούς. Το SDS με τη συνδεσή του στα πρωτεϊνικά 
μόρια, προσδίδει σε όλα τους αρνητικό φορτίο. Έτσι η κινητικότητα των πρωτεϊνών 
είναι αποκλειστικά συνάρτηση του μοριακού τους βάρους.  
Η μετακίνηση των πρωτεϊνικών μορίων κατά τη διάρκεια της ηλεκτροφόρησης 
πραγματοποιείται διαμέσου δύο επιστοιβαγμάνων πηκτωμάτων. Το πήκτωμα 
επιστοίβαξης (Stacking gel), στο οποίο τοποθετούνται τα δείγματα προς ανάλυση, 
λόγω της χαμηλότερης συγκέντρωσης πολυακρυλαμιδίου που δημιουργεί 
μεγαλύτερους πόρους, επιτρέπει σε όλα τα πρωτεϊνικά μόρια, ανεξαρτήτως 
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μεγέθους να διαταχθούν σε μια γραμμή, έτσι ώστε να κινηθούν όλα μαζί προς το 
ακόλουθο πήκτωμα διαχωρισμού (resolving gel), όπου πραγματοποιείται ο 
διαχωρισμός ανάλογα με το μοριακό βάρος.  

 

 

Εικόνα 10: Σχηματική απεικόνιση της πρωτεΐνης κατά την επώαση σε SDS. Στο άνω τμήμα της 
εικόνας, φαίνεται μια πρωτεΐνη με θετικά και αρνητικά φορτία και υδρόφοβες περιοχές (Η). Στο 
κάτω τμήμα φαίνεται ότι το SDS έχει την ικανότητα να αποδιατάσσει τις υδρόφοβες περιοχές και 

να καλύπτει τις πρωτεΐνες με αρνητικά φορτία. Τελικά, η πρωτεΐνη αποδιατάσσεται και 
μετατρέπεται σε γραμμικό μόριο. 

 

Οι ηλεκτροφορήσεις πραγματοποιήθηκαν με τη συσκευή Mini-Protean 3 της 

εταιρείας BIORAD, (Η.Π.Α.), όπως περιγράφεται παρακάτω (Laemmli, 1970): 

 Το πήκτωμα διαχωρισμού, μετά την ανάμιξη των συστατικών του, 

τοποθετήθηκε ανάμεσα σε κατάλληλες γυάλινες πλάκες (10,1 cm × 7,3 cm 

και 10,1 cm × 8,3 cm), έως ~1,5 cm κάτω από το άκρο τους. Το μίγμα 

αφέθηκε να πολυμεριστεί για 30 λεπτά περίπου.  

  Ακολούθως, μετά την ανάμιξη των συστατικών του πηκτώματος 

επιστοίβαξης, αυτό τοποθετήθηκε ανάμεσα στις γυάλινες πλάκες και επάνω 

από το πήκτωμα διαχωρισμού. Αμέσως τοποθετήθηκε και η ειδική «χτένα» 

για το σχηματισμό των θέσεων φόρτωσης, και το μίγμα αφέθηκε να 

πολυμεριστεί για ~30 min.  

 Οι γυάλινες πλάκες που περιείχαν πλέον τα πηκτώματα της ηλεκτροφόρησης 

τοποθετήθηκαν στις κατάλληλες θέσεις της κάθετης συσκευής 

ηλεκτροφόρησης, και η συσκευή πληρώθηκε με ρυθμιστικό διάλυμα SDS 

running buffer 1X. Η «χτένα» αφαιρέθηκε και τα δείγματα φορτώθηκαν στις 

θέσεις που είχαν σχηματιστεί.   

 Η προετοιμασία των δειγμάτων για την ηλεκτροφόρηση ήταν η ακόλουθη: 
Πρωτεϊνικό διάλυμα όγκου 15 μL αναμίχθηκε με 7 μL κατάλληλου 
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ρυθμιστικού διαλύματος (sample buffer) και το μίγμα επωάστηκε σε βραστό 
νερό για 5-7 λεπτά περίπου.  

 Παράλληλα με τα δείγματα, στη συσκευή φορτώθηκε και κατάλληλος 
μάρτυρας μοριακών βαρών, προκειμένου να προσδιοριστεί με ακρίβεια το 
μοριακό βάρος των προς ανάλυση πρωτεϊνών. Ο μάρτυρας που 
χρησιμοποιήθηκε ήταν ο Prestained protein marker PiNK (NIPPON Genetics, 
Ιαπωνία),  

 Στη συσκευή εφαρμόστηκε ρεύμα έντασης 35 mA/πήκτωμα για 1 h περίπου 
προκειμένου να διαχωριστούν οι πρωτεΐνες των εκάστοτε δειγμάτων.  
 

 

 

 

Εικόνα 11: Διάταξη ηλεκτροφόρησης πολυπεπτιδίων σε πήκτωμα πολυακριμιδίου (SDS-PΑGE) 
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3.ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

3.1.Προσδιορισμός δραστικότητας ενζύμου με θρεπτικό         

μέσο LB 

Προσδιορίστηκε η κυτταρική πυκνότητα και η ενζυμική ενεργότητα της β-

γλυκοζιδάσης σε διαφορετικές συγκεντρώσεις IPTG και σε διαφορετικές 

θερμοκρασίες με θρεπτικό μέσο LB. 

Προκειμένου να διαπιστωθεί ότι τα μελετούμενα μετασχηματισμένα κύτταρα 

φέρουν το γονίδιο της β-γλυκοζιδάσης, πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωμα πολυακριμιδίου (SDS-PAGE) σε κύτταρα τα οποία δεν είναι 

μετασχηματισμένα και επομένως δεν φέρουν το ζητούμενο γονίδιο (control δείγμα) 

και σε κύτταρα από τη καλλιέργεια. Όπως διαπιστώνεται στην Εικόνα 12, το δείγμα 

των 8 ωρών της καλλιέργειας φέρει το γονίδιο της β-γλυκοζιδάσης το μοριακό 

βάρος της οποίας είναι 59 kDA (δίνεται με αστερίσκο στα αριστερά της εικόνας), 

ενώ στο δείγμα των 24 ωρών δεν έχει σχηματιστεί κάποια ζώνη. Επομένως τα 

μετασχηματισμένα κύτταρα της καλλιέργειας φέρουν το γονίδιο της β-γλυκοζιδάσης 

και εκφράζουν την πρωτεΐνη 
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Εικόνα 12: Ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE με πήκτωμα πολυακριμιδίου μη μετασχηματισμένων 
κυττάρων Ε.coli που δεν φέρουν το γονίδιο της β-γλυκοζιδάσης (control) και κυττάρων 

καλλιέργειας 

3.1.1.Προσδιορισμός δραστικότητας ενζύμου για διάφορες 

συγκεντρώσεις επαγωγέα  
 

Αρχικά μελετήθηκε η επίδραση της συγκέντρωσης του επαγωγέα IPTG στην 

ανάπτυξη του βακτηρίου και στην παραγωγή της β-γλυκοζιδάσης σε θρεπτικό μέσο 

LB. Oι συγκεντρώσεις του επαγωγέα IPTG που μελετήθηκαν είναι 5, 10, 20, 40 και 

100μΜ σε θερμοκρασία επαγωγής 37oC. Παρακάτω δίνονται τα σχετικά 

διαγράμματα: 
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Διάγραμμα 3: Ανάπτυξη () του βακτηρίου Ε. coli BL21 και παραγωγή της β-γλυκοζιδάσης () σε 

θρεπτικό μέσο LB. Συνθήκες: (α) 5μΜ IPTG & 37oC, (β) 10μΜ IPTG & 37oC, (γ) 20μΜ IPTG & 37oC, (δ) 

40μΜ IPTG & 37oC, (ε) 100μΜ IPTG & 37oC 

Παρατηρείται πως οι χαμηλές συγκεντρώσεις του IPTG οδηγούν σε υψηλή 

κυτταρική ανάπτυξη χωρίς αυτή να συνοδεύεται από υψηλή παραγωγή της β-

γλυκοζιδάσης. Καθώς η συγκέντρωση του επαγωγέα αυξάνεται, η παραγωγή της 

πρωτεΐνης πραγματοποιείται ταυτόχρονα με την ανάπτυξη του βακτηρίου, 
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οδηγώντας σε χαμηλότερα επίπεδα κυτταρικής ανάπτυξης. Σε υψηλές 

συγκεντρώσεις IPTG, δηλαδή , καταστέλλεται η κυτταρική ανάπτυξη επάγοντας την 

πρωτεϊνική έκφραση. Το συμπέρασμα αυτό συμφωνεί με την θεωρία του Donovan 

και των συνεργατών του (Donovan et al.,1996) η οποία αναφέρει πως η βέλτιστη 

συγκέντρωση επαγωγέα εξισορροπεί τoν ρυθμό ανάπτυξης των ανασυνδυασμένων 

κυττάρων που μειώνεται μετά την επαγωγή, με τα επίπεδα έκφρασης της 

πρωτεΐνης-στόχου που αυξάνονται. 

Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE για τις συγκεντρώσεις 

20, 40 και 100μΜ IPTG και χρησιμοποιήθηκαν δείγματα από τρεις διαφορετικές 

ώρες της καλλιέργειας. Όπως φαίνεται παρακάτω, στην δεύτερη ώρα της 

καλλιέργειας δεν έχει σχηματιστεί κάποια ζώνη σε κανένα από τα τρία δείγματα 

επομένως η παραγωγή της πρωτεΐνης είναι μηδενική το οποίο είναι αναμενόμενο 

αφού εκείνη την στιγμή προστίθεται ο επαγωγέας. Στη συνέχεια, καθώς ξεκινά η 

δράση του IPTG, το χρώμα της ζώνης γίνεται πιο έντονο με το πέρασμα του χρόνου 

το οποίο δικαιολογεί την αύξηση της παραγωγής της πρωτεΐνης στόχου (Εικόνα 13). 
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Εικόνα 13: Ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE σε πήκτωμα πολυακριμιδίου μετασχηματισμένων κυττάρων 
E.coli που φέρουν  γονίδιο ετερόλογης έκφρασης β-γλυκοζιδάσης, σε θρεπτικό μέσο LB και 

διαφορετικές συγκεντρώσεις επαγωγέα IPTG.  

 

Προκειμένου να προσδιορισθεί η βέλτιστη συγκέντρωση του επαγωγέα για την 

παραγωγή του ενζύμου, υπολογίστηκε ο ειδικός ρυθμός ανάπτυξης μ (h-1) για 

καθεμία από τις διαφορετικές συγκεντρώσεις με χρήση της λογιστικής εξίσωσης: 

  
            

   
  

    
               

 

Όπου:  

x: η κυτταρική ανάπτυξη τη χρονική στιγμή t (mg DCW/mL) 
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xmax: η μέγιστη προβλεπόμενη κυτταρική ανάπτυξη (mg DCW/mL) 

xo: η κυτταρική ανάπτυξη τη χρονική στιγμή t=0 (mg DCW/mL) 

 

Πίνακας 2: Mέγιστη ποσότητα ενζύμου, ειδικός ρυθμός ανάπτυξης μ και μέγιστη προβλεπόμενη 

και πειραματική κυτταρική ανάπτυξη σε θρεπτικό μέσο LB για διαφορετικές συγκεντρώσεις IPTG 

και σταθερή θερμοκρασία επαγωγής 37
o
C 

 μ (h-1) Units/ mg 
DCW 

xmax 

 (mg DCW/mL) 
(predicted) 

xmax 

 (mg DCW/mL) 
(experimental) 

R2 

IPTG 5μΜ 0,94 
(p<0.0001) 

4,19 1,02 
(p<0.0001) 

1,10 0,9774 

IPTG 10μΜ 1,03 
(p<0.0001) 

5,91 0,88 
(p<0.0001) 

0,95 0,9759 

IPTG 20μΜ 1,04 
(p<0.0001) 

7,33 0,86 
(p<0.0001) 

0,90 0,9817 

IPTG 40μΜ 1,15 
(p<0.0001) 

7,46 0,74 
(p<0.0001) 

0,78 0,9862 

IPTG 
100μΜ 

1,02 
(p<0.0001) 

7,83 0,79 
(p<0.0001) 

0,85 0,9789 

 

 

Διάγραμμα 4: Ανάπτυξη του βακτηρίου E.coli BL21 σε θρεπτικό μέσο LB. Συνθήκες: () 5μΜ IPTG & 

37
o
C, () 10μΜ IPTG & 37

o
C, () 20μΜ IPTG & 37

o
C, () 40μΜ IPTG & 37

o
C,                                                  

() 100μΜ IPTG & 37oC.  
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Η βέλτιστη συγκέντρωση του επαγωγέα είναι αυτή κατά την οποία επιτυγχάνονται 

ταυτόχρονα υψηλά επίπεδα κυτταρικής ανάπτυξης και παραγωγής της 

ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης. Με βάση τα δεδομένα αυτά προκύπτει πως οι δύο 

βέλτιστες συγκεντρώσεις του επαγωγέα IPTG για την παραγωγή της β-γλυκοζιδάσης 

είναι τα 20 και 40μΜ. Ωστόσο, λόγω του υψηλού κόστους της συγκεκριμένης 

χημικής ένωσης καθώς και ότι τα επίπεδα παραγωγής της β-γλυκοζιδάσης είναι 

πολύ κοντά στις δύο περιπτώσεις, θα θεωρηθούν για την συνέχεια των πειραμάτων  

τα 20μΜ IPTG ως η βέλτιστη συγκέντρωση. 

3.1.2.Προσδιορισμός δραστικότητας ενζύμου για διάφορες 

θερμοκρασίες επαγωγής 
 

Στη συνέχεια μελετήθηκε η επίδραση της θερμοκρασίας επαγωγής, υπό σταθερή 

συγκέντρωση επαγωγέα IPTG 20μΜ, στην κυτταρική ανάπτυξη και την παραγωγή 

της μελετώμενης πρωτεΐνης. Οι θερμοκρασίες επαγωγής που μελετήθηκαν είναι 

20oC,27 oC, 30 oC και 37oC αντίστοιχα.  
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Διάγραμμα 5: Ανάπτυξη () του βακτηρίου Ε. coli BL21 και παραγωγή της β-γλυκοζιδάσης () σε 

θρεπτικό μέσο LB. Συνθήκες: (α) 20μΜ IPTG & 20oC, (β) 20μΜ IPTG & 27oC,                                                        

(γ) 20μΜ IPTG & 30oC, (δ) 20μΜ IPTG & 37oC 

 

Δίνονται επίσης υπό μορφή πίνακα, οι τιμές του ειδικού ρυθμού ανάπτυξης για 

καθεμία από τις παραπάνω περιπτώσεις: 

Πίνακας 3: Mέγιστη ποσότητα ενζύμου, ειδικός ρυθμός ανάπτυξης μ και μέγιστη προβλεπόμενη 

και πειραματική κυτταρική ανάπτυξη σε θρεπτικό μέσο LB για διαφορετικές θερμοκρασίες 

επαγωγής υπό σταθερή συγκέντρωση επαγωγέα IPTG 20μΜ 

 μ (h-1) Units/ mg DCW xmax  
(mg DCW/mL) 

(predicted) 

xmax  
(mg DCW/mL) 
(experimental) 

R2 

Τ=20oC 0,76 
(p<0.0001) 

7,71 1,39 
(p<0.0001) 

1,54 0,9391 

Τ=27oC 0,82 
(p<0.0001) 

7,36 1,37 
(p<0.0001) 

1,52 0,9611 

Τ=30oC 0,91 
(p<0.0001) 

8,81 1,22 
(p<0.0001) 

1,38 0,9593 

Τ=37oC 1,04 
(p<0.0001) 

7,33 0,86 
(p<0.0001) 

0,90 0,9817 

 

                                      
Διάγραμμα 6: Ανάπτυξη του βακτηρίου E.coli BL21 σε θρεπτικό μέσο LB. Συνθήκες: () 20μΜ IPTG 

& 20oC, () 20μΜ IPTG & 27oC, () 20μΜ IPTG & 30oC, () 20μΜ IPTG & 37oC 
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Σύμφωνα με τα πειραματικά δεδομένα καθώς και με βάση τις τιμές του ειδικού 

ρυθμού ανάπτυξης με χρήση του λογιστικού μοντέλου καθώς κα της μέγιστης 

ποσότητας ενζύμου προκύπτει πως η θερμοκρασία των 30oC είναι η βέλτιστη 

δυνατή για την παραγωγή της β-γλυκοζιδάσης σε θρεπτικό μέσο LB. Τα 

αποτελέσματα αυτά συμφωνούν και με τις μελέτες που έχουν γίνει σχετικά με τη 

βέλτιστη θερμοκρασία επαγωγής που απαιτείται για την επίτευξη υψηλών 

επιπέδων παραγωγής ετερόλογων πρωτεϊνών, σύμφωνα με τις οποίες, αν και η 

βέλτιστη θερμοκρασία ανάπτυξης του E.coli είναι οι 37oC, μείωση της θερμοκρασίας 

επαγωγής στους 30oC μειώνει την παραγωγή πρωτεϊνών που προκαλούν 

θερμοκρασιακό σοκ στα κύτταρα (Surek et al.,1991). Επίσης αύξηση της 

θερμοκρασίας επαγωγής οδηγεί σε αύξηση του ειδικού ρυθμού ανάπτυξης το οποίο 

οφείλεται στο γεγονός ότι όσο αυξάνεται η θερμοκρασία από τους 20oC στους 37oC, 

η θερμοκρασία επαγωγής είναι πολύ κοντά στη βέλτιστη θερμοκρασία ανάπτυξης 

των βακτηριακών κυττάρων E.coli. 

3.2.Προσδιορισμός δραστικότητας ενζύμου σε επαγώμενα 

από σάκχαρα συστήματα 

 

Το υψηλό κόστος του θρεπτικού μέσου LB  σε συνδυασμό με το υψηλό κόστος και 

την τοξικότητα του επαγωγέα IPTG για τα κύτταρα, ωθεί στη χρήση διαφορετικών 

πηγών άνθρακα ως υπόστρωμα για τη παραγωγή της επιθυμητής πρωτεΐνης 

καθιστώντας μια οικονομικά και οικολογικά συμφέρουσα διεργασία. Εξετάστηκαν 

τρία διαφορετικά σάκχαρα: γλυκόζη, γαλακτόζη και λακτόζη σε συγκέντρωση 10g/L 

και θερμοκρασία επαγωγής 37οC.  Παρακάτω δίνονται τα σχετικά διαγράμματα: 
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Διάγραμμα 7: Ανάπτυξη () του βακτηρίου Ε.coli BL21, συγκέντρωση γλυκόζης () και ολικών 

αναγωγικών σακχάρων () και παραγωγή της β-γλυκοζιδάσης () σε διαφορετικές πηγές 

άνθρακα. Συνθήκες: (α) 10g/L γλυκόζη & 37oC, (β) 10g/L γαλακτόζη & 37oC, (γ) 10g/L λακτόζη & 

37
o
C 

Με βάση τα παραπάνω διαγράμματα, παρατηρείται ότι κατά τη χρήση γλυκόζης και 

λακτόζης ως κύριες πηγές άνθρακα επιτυγχάνεται ανάπτυξη του βακτηριακού 

στελέχους χωρίς να συνεπάγεται την παραγωγή της β-γλυκοζιδάσης. Αντίθετα κατά 

τη χρήση γαλακτόζης ο μικροοργανισμός δεν αναπτύσσεται. Επομένως, το E.coli δεν 

μπορεί να μεταβολίσει τη γαλακτόζη. 

Δίνεται επίσης ο ειδικός ρυθμός ανάπτυξης για την γλυκόζη και τη λακτόζη καθώς 

και το αντίστοιχο διάγραμμα: 

Πίνακας 4: Ειδικός ρυθμός ανάπτυξης μ και μέγιστη προβλεπόμενη και πειραματική κυτταρική 

ανάπτυξη για διαφορετικές πηγές άνθρακα υπό σταθερή θερμοκρασία επαγωγής 37oC 

 μ (h-1) xmax (mg DCW/mL) 
(predicted) 

xmax (mg DCW/mL) 
(experimental) 

R2 

Γλυκόζη 10g/L 0,36 
(p<0.0001) 

1,22 
(p<0.0001) 

1,25 0,9957 

Λακτόζη 10g/L 0,21 
(p<0.0001) 

1,21 
(p<0.0001) 

1,22 0,9462 
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Διάγραμμα 8: Ανάπτυξη του βακτηρίου E.coli BL21 σε διαφορετικές πηγές άνθρακα. Συνθήκες: () 

10g/L γλυκόζη & 37oC, () 10g/L λακτόζη & 37oC 

Αν και η λακτόζη φαίνεται να λειτουργεί και αυτή ως πηγή άνθρακα, εντούτοις για 

τα επόμενα πειράματα θα χρησιμοποιηθεί η γλυκόζη ως κύρια πηγή άνθρακα 

καθώς βάσει μελετών, το E.coli μεταβολίζει τη γλυκόζη καλύτερα από τη λακτόζη. 

Αυτό μπορεί να επαληθευτεί και από την τιμή του ειδικού ρυθμού ανάπτυξης της 

γλυκόζης η οποία είναι αρκετά υψηλότερη από την αντίστοιχη της λακτόζης.  

 

3.2.1. Προσδιορισμός δραστικότητας ενζύμου σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις επαγωγέα IPTG και θερμοκρασίες επαγωγής με χρήση 

Minimal Glucose 

 

Χρησιμοποιώντας ένα διαφορετικό θρεπτικό υπόστρωμα καθορισμένης σύστασης 

με κύρια πηγή άνθρακα την γλυκόζη (Minimal Glucose), μελετήθηκε η παραγωγή 

του ενζύμου στις δύο βέλτιστες συγκεντρώσεις του επαγωγέα IPTG και 

θερμοκρασίες επαγωγής. Οι συνθήκες που μελετήθηκαν λοιπόν είναι: (α) IPTG 

20μΜ και 30οC, (β) IPTG 40μΜ και 30οC, (γ) IPTG 20μΜ και 37οC και (δ) IPTG 40μΜ 

και 37οC. Παρακάτω παριστάνονται τα σχετικά διαγράμματα: 
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Διάγραμμα 9: Ανάπτυξη () του βακτηρίου Ε. coli BL21, συγκέντρωση γλυκόζης () και παραγωγή 

της β-γλυκοζιδάσης () σε διαφορετική συγκέντρωση επαγωγέα και θερμοκρασία επαγωγής. 

Συνθήκες: (α) 20μΜ IPTG & 30oC, (β) 40μΜ IPTG & 30oC, (γ) 20μΜ IPTG & 37oC,                                                

(δ) 40μΜ IPTG & 37oC 

Οι τιμές του ειδικού ρυθμού ανάπτυξης για καθεμία από τις παραπάνω περιπτώσεις 

καθώς και το αντίστοιχο διάγραμμα δίνονται παρακάτω: 

Πίνακας 5: Μέγιστη ποσότητα ενζύμου, ειδικός ρυθμός ανάπτυξης μ και μέγιστη προβλεπόμενη 

και πειραματική κυτταρική ανάπτυξη για διαφορετικές συγκεντρώσεις επαγωγέα IPTG σε Minimal 

Glucose σε διαφορετικές θερμοκρασίες επαγωγής  

 μ (h-1) Units/ mg DCW xmax 

 (mg DCW/mL) 
(predicted) 

xmax 

 (mg DCW/mL) 
(experimental) 

R2 

IPTG 20μΜ 
  30oC 

0,59 
(p<0.0001) 

0,87 1,34 
(p<0.0001) 

1,45 0,9664 

IPTG 40μΜ 
30oC 

0,58 
(p<0.0001) 

1,82 1,32  
(p<0.0001) 

1,38 0,9805 

IPTG 20μΜ 
37oC 

0,62 
(p<0.0001) 

3,06 1,06 
 (p<0.0001) 

1,16 0,9365 

IPTG 40μΜ 
37oC 

 0,62 
(p<0.0001) 

7,87 1,03 
 (p<0.0001) 

1,14 0,9509 
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Διάγραμμα 10: Ανάπτυξη του βακτηρίου E.coli BL21 σε θρεπτικό μέσο Minimal Glucose. Συνθήκες: 

() 20μΜ IPTG & 30oC, () 40μΜ IPTG & 30oC, () 20μΜ IPTG & 37oC και () 40μΜ IPTG & 37oC 

 

Συγκρίνοντας την ανάπτυξη των βακτηριακών κυττάρων με θρεπτικό μέσο LB και 

Minimal Glucose, διαπιστώνεται πως στη δεύτερη περίπτωση η κυτταρική ανάπτυξη 

πραγματοποιείται με αργότερο ρυθμό το οποίο φαίνεται και από την τιμή του 

ειδικού ρυθμού ανάπτυξης των δύο περιπτώσεων. Πράγματι το LB είναι ένα 

θρεπτικό μέσο εξαιρετικά πλούσιο σε άνθρακα, μέταλλα και ιχνοστοιχεία 

κατάλληλο για την ανάπτυξη βακτηριακών στελεχών E.coli.  

Επίσης σύμφωνα με τα παραπάνω αποτελέσματα, παρατηρείται πως αύξηση της 

συγκέντρωσης του επαγωγέα και της θερμοκρασίας καλλιέργειας οδηγεί σε 

αυξημένη παραγωγή της β-γλυκοζιδάσης. Μάλιστα στη περίπτωση των 40μΜ IPTG, 

αύξηση της θερμοκρασίας επαγωγής από τους 30oC στους 37oC οδηγεί σε 

τετραπλάσια ποσότητα ενζύμου. Το αποτέλεσμα αυτό αντιβαίνει πλήρως στη 

θεωρία που αναφέρεται παραπάνω και χρειάζεται περαιτέρω ανάλυση. Επίσης σε 

αυτή την περίπτωση που η γλυκόζη αποτελεί την κύρια πηγή άνθρακα, η 

συγκέντρωση των 40μΜ IPTG παρουσιάζει καλύτερα επίπεδα της παραγόμενης 

πρωτεΐνης σε σχέση με τα 20μΜ, τα οποία είναι παραπάνω από διπλάσια για κάθε 

θερμοκρασία επαγωγής. Τα αποτελέσματα αυτά πιθανόν να οφείλονται στο 

διαφορετικό θρεπτικό μέσο που χρησιμοποιήθηκε σε σχέση με τα προηγούμενα 

αποτελέσματα με θρεπτικό μέσο LB. H καταστολή της γλυκόζης στην μεταγραφή 

του lac υποκινητή είναι πιθανό να απαιτεί μεγαλύτερη ποσότητα επαγωγέα ώστε να 

παραχθούν υψηλά επίπεδα της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης. Επίσης παρατηρείται 
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πως ο ειδικός ρυθμός ανάπτυξης είναι μεγαλύτερος στους 37oC, το οποίο είναι 

αναμενόμενο καθώς πρόκειται για τη βέλτιστη θερμοκρασία ανάπτυξης των 

βακτηριακών κυττάρων.  

3.2.2. Προσδιορισμός δραστικότητας ενζύμου με χρήση λακτόζης ως 

επαγωγέα 

 

Στη συνέχεια μελετήθηκε η χρήση σακχάρων ως επαγωγείς και η επίδραση τους 

στην παραγωγή της β-γλυκοζιδάσης. Μελετήθηκε η χρήση της λακτόζης ως 

επαγωγέα. Η πηγή άνθρακα που χρησιμοποιήθηκε στο θρεπτικό μέσο είναι η 

γλυκόζη συγκέντρωσης 10g/L. Οι συγκεντρώσεις του επαγωγέα που μελετήθηκαν 

είναι 1,2,5,10 και 15g/L σε θερμοκρασία επαγωγής 30oC. Παρακάτω δίνονται τα 

σχετικά διαγράμματα. 
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Διάγραμμα 11: Ανάπτυξη () του βακτηρίου Ε.coli BL21, συγκέντρωση γλυκόζης () και ολικών 

αναγωγικών σακχάρων () και παραγωγή της β-γλυκοζιδάσης () σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις επαγωγέα λακτόζης. Συνθήκες: (α) 1g/L λακτόζη & 30oC, (β) 2g/L λακτόζη & 30oC, 

(γ) 5g/L λακτόζη & 30
o
C, (δ) 10g/L λακτόζη & 30

o
C, (ε) 15g/L λακτόζη & 30

o
C                                                                                                                      

Από το παραπάνω διάγραμμα παρατηρείται πως μεταξύ των 9 και 11,5 ωρών 

καταναλώνεται πλήρως η γλυκόζη που βρίσκεται στο θρεπτικό μέσο, ενώ η 

συγκέντρωση των ολικών αναγωγικών σακχάρων σταθεροποιείται μετά από αυτό το 

διάστημα. Αυτή η σταθερή συγκέντρωση οφείλεται στην ποσότητα της γαλακτόζης 

που έχει προκύψει από τη διάσπαση της λακτόζης η οποία, όπως αναφέρθηκε 

παραπάνω, δεν μεταβολίζεται από τα κύτταρα. 

Παράλληλα πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών με την μέθοδο SDS-

PAGE για τα δείγματα στα οποία η συγκέντρωση της λακτόζης ήταν 5, 10 και 15g/L 

αντίστοιχα σε διαφορετικές χρονικές στιγμές. Παρακάτω δίνεται η σχετική εικόνα: 
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Εικόνα 14: Ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE σε πήκτωμα πολυακριμιδίου μετασχηματισμένων κυττάρων 
E.coli που φέρουν  γονίδιο ετερόλογης έκφρασης β-γλυκοζιδάσης, σε θρεπτικό μέσο Minimal 

Glucose και διαφορετικές συγκεντρώσεις επαγωγέα λακτόζη 

 

Στις 6,5 ώρες καλλιέργειας προστίθεται ο επαγωγέας. Κατά συνέπεια, η 

παραγόμενη πρωτεΐνη είναι μηδενική όπως επιβεβαιώνεται από το Διάγραμμα 9. 

Στις 11,5 ώρες καλλιέργειας έχει σχηματιστεί μια ζώνη η οποία εντείνεται με το 

πέρασμα του χρόνου. Επίσης διακρίνεται ότι σε υψηλές συγκεντρώσεις του 

επαγωγέα αυξάνεται και η παραγόμενη πρωτεΐνη. 

Τέλος υπολογίστηκε με χρήση της λογιστικής εξίσωσης, η τιμή του ειδικού ρυθμού 

ανάπτυξης με βάση τις πειραματικές τιμές. Τα σχετικά αποτελέσματα δίνονται στο 

παρακάτω πίνακα. 
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Πίνακας 6: Μέγιστη ποσότητα ενζύμου, ειδικός ρυθμός ανάπτυξης μ και μέγιστη προβλεπόμενη 

και πειραματική κυτταρική ανάπτυξη για διαφορετικές συγκεντρώσεις επαγωγέα λακτόζη σε 

Minimal Glucose υπό σταθερή θερμοκρασία επαγωγής 30oC 

 μ (h-1) Units/ mg DCW xmax  
(mg DCW/mL) 

(predicted) 

xmax  
(mg DCW/mL) 
(experimental) 

R2 

Λακτόζη  
1 g/L 

0,57 
(p<0.0001) 

0,20,25 5 1,10 
(p<0.0001) 

1,11 0,9634 

Λακτόζη 
 2 g/L 

0,57 
(p<0.0001) 

0,15 1,09 
(p<0.0001) 

1,11 0,9622 

Λακτόζη  
5 g/L 

0,57 
(p<0.0001) 

0,37 1,07 
(p<0.0001) 

1,09 0,9651 

Λακτόζη  
10 g/L 

0,57 
(p<0.0001) 

0,64 1,09 
(p<0.0001) 

1,10 0,965 

Λακτόζη  
15 g/L 

0,55 
(p<0.0001) 

1,24 1,03 
(p<0.0001) 

1,03 0,9697 

 

 
Διάγραμμα 12: Ανάπτυξη του βακτηρίου E.coli BL21 σε θρεπτικό μέσο Minimal Glucose. Συνθήκες: 

()1g/L λακτόζη & 30oC, ()2g/L λακτόζη & 30oC, () 5g/L λακτόζη & 30oC, () 10g/L λακτόζη & 

30oC, ()15g/L λακτόζη & 30oC              

 

Αναφορικά με την παραγωγή της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης, διαπιστώνεται πως 

η υψηλότερη συγκέντρωση επαγωγέα ενισχύει τα επίπεδα δραστικότητας συνεπώς 

η συγκέντρωση των 15g/L θεωρείται η βέλτιστη για την παραγωγή της πρωτεΐνης 

στόχου. Συγκρίνοντας τους δύο επαγωγείς, είναι προφανές πως το IPTG αποτελεί 

καλύτερο επαγωγέα του οπερονίου της λακτόζης. Μάλιστα τα επίπεδα παραγωγής 
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της β-γλυκοζιδάσης σε θρεπτικό μέσο LB και επαγωγέα IPTG είναι κατά εφτά φορές 

μεγαλύτερα από αυτά που προέκυψαν σε θρεπτικό μέσο Minimal Glucose και 

επαγωγέα λακτόζη. Τα χαμηλά επίπεδα παραγωγής του ενζύμου στη περίπτωση της 

λακτόζης μπορεί να οφείλονται στο γεγονός ότι όταν η λακτόζη εισέλθει στα 

κύτταρα πρέπει να μετατραπεί σε αλλολακτόζη από το ένζυμο β-γαλακτοζιδάση και 

μετά να προσδεθεί στον καταστολέα (D.Martinez, 2014). Άλλη αιτία αποτελεί και η 

παρουσία της γλυκόζης στο σύστημα. Αν και αποτελεί κατάλληλη πηγή άνθρακα για 

τη κυτταρική ανάπτυξη καταστέλλει την μεταγραφή του lac υποκινητή λόγω του 

μικρού αριθμού μορίων cAMP (Donovan et al., 1996). 

3.2.3. Προσδιορισμός δραστικότητας ενζύμου με χρήση γαλακτόζης 

ως επαγωγέα 

 

Στα παρακάτω διαγράμματα παρουσιάζεται η επίδραση της γαλακτόζης ως 

επαγωγέας όταν η γλυκόζη αποτελεί την κύρια πηγή άνθρακα. Οι συγκεντρώσεις 

του επαγωγέα που διερευνήθηκαν είναι 1,2,5,10 και 15g/L σε θερμοκρασία 

επαγωγής 30oC. 
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Διάγραμμα 13: Ανάπτυξη () του βακτηρίου Ε. coli BL21, συγκέντρωση γλυκόζης () και ολικών 

αναγωγικών σακχάρων () και παραγωγή της β-γλυκοζιδάσης () σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις επαγωγέα γαλακτόζης. Συνθήκες: (α) 1g/L γαλακτόζη & 30oC, (β) 2g/L γαλακτόζη & 

30
o
C, (γ) 5g/L γαλακτόζη & 30

o
C, (δ) 10g/L γαλακτόζη & 30

o
C, (ε) 15g/L γαλακτόζη & 30

o
C 

 

Αντίστοιχα πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωμα 

πολυακριμιδίου για τα δείγματα στα οποία η συγκέντρωση του επαγωγέα ήταν 5, 

10 και 15g/L σε διαφορετικές χρονικές στιγμές. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 15, στις 

7,5 ώρες καλλιέργειας και αφού έχει επέλθει μία ώρα από την στιγμή της 

προσθήκης του επαγωγέα, έχει σχηματιστεί μια ζώνη που υποδεικνύει την έναρξη 

παραγωγής της πρωτεΐνης. Επίσης παρατηρείται πως όταν η συγκέντρωση της 

γαλακτόζης είναι 10 και 15g/L αντίστοιχα επιτυγχάνεται ικανοποιητική παραγωγή 

της β-γλυκοζιδάσης σε σύγκριση με την συγκέντρωση των 5g/L που η ζώνη είναι 

αρκετά θολή. Επίσης, τα επίπεδα παραγωγής της ετερόλογης πρωτεΐνης είναι 

σχεδόν σταθερά από τις 12,5 ώρες και μετά όπως επιβεβαιώνεται και από το 

παραπάνω διάγραμμα. 
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Εικόνα 15: Ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE σε πήκτωμα πολυακριμιδίου μετασχηματισμένων κυττάρων 
E.coli που φέρουν  γονίδιο ετερόλογης έκφρασης β-γλυκοζιδάσης, σε θρεπτικό μέσο Minimal 

Glucose και διαφορετικές συγκεντρώσεις επαγωγέα γαλακτόζη 

Δίνονται υπό μορφή πίνακα, οι τιμές του ειδικού ρυθμού ανάπτυξης για καθεμία 

από τις παραπάνω περιπτώσεις με το αντίστοιχο διάγραμμα: 
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Πίνακας 7: Μέγιστη ποσότητα ενζύμου, Ειδικός ρυθμός ανάπτυξης μ και μέγιστη προβλεπόμενη 

και πειραματική κυτταρική ανάπτυξη για διαφορετικές συγκεντρώσεις επαγωγέα γαλακτόζη σε 

Minimal Glucose υπό σταθερή θερμοκρασία επαγωγής 30oC 

 μ (h-1) Units/mg DCW xmax  
(mg DCW/mL) 

(predicted) 

xmax  
(mg DCW/mL) 
(experimental) 

R2 

Γαλακτόζη  
1 g/L 

0,56 
(p<0.0001) 

0,04 1,14 
(p<0.0001) 

1,21 0,9862 

Γαλακτόζη  
2 g/L 

0,54 
(p<0.0001) 

0,08 1,10 
(p<0.0001) 

1,16 0,9894 

Γαλακτόζη  
5 g/L 

0,53 
(p<0.0001) 

0,14 1,06 
(p<0.0001) 

1,12 0,9864 

Γαλακτόζη  
10 g/L 

0,53 
(p<0.0001) 

0,40 1,06 
(p<0.0001) 

1,12 0,9877 

Γαλακτόζη  
15 g/L 

0,51 
(p<0.0001) 

0,49 1,03 
(p<0.0001) 

1,11 0,9806 

 

 

Διάγραμμα 14: Ανάπτυξη του βακτηρίου E.coli BL21 σε θρεπτικό μέσο Minimal Glucose. Συνθήκες: 

()1g/L γαλακτόζη & 30oC, ()2g/L γαλακτόζη & 30oC, () 5g/L γαλακτόζη & 30oC, () 10g/L 

γαλακτόζη & 30oC, ()15g/L γαλακτόζη & 30oC                                                                                                                      

 

Παρατηρείται πως η αύξηση της συγκέντρωση του επαγωγέα δεν επηρεάζει τον 

ειδικό ρυθμό ανάπτυξης ο οποίος παραμένει σταθερός. Επίσης, αντίστοιχα με την 

περίπτωση της λακτόζης, αύξηση της γαλακτόζης οδηγεί σε υψηλότερη 

δραστικότητα του ενζύμου. Μάλιστα σε συγκεντρώσεις 10 και 15g/L επιτυγχάνεται 
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η βέλτιστη παραγωγή της β-γλυκοζιδάσης. Εφόσον τα επίπεδα της παραγόμενης 

πρωτεΐνης είναι παρόμοια στις δύο αυτές συγκεντρώσεις, για λόγους οικονομίας 

του σακχάρου, θα θεωρηθεί η συγκέντρωση των 10g/L γαλακτόζης ως η βέλτιστη 

για την παραγωγή της ετερόλογης πρωτεΐνης.  

3.3.Προσδιορισμός δραστικότητας ενζύμου σε 

βιοαντιδραστήρες 

 

Με βάση τα παραπάνω συνολικά αποτελέσματα μελετήθηκε η παραγωγή του 

ενζύμου σε βιοαντιδραστήρες κάτω από ελεγχόμενες συνθήκες pH, αέρα και 

οξυγόνου. Οι περιπτώσεις που μελετήθηκαν είναι: (α) IPTG 40μΜ , (β) 15g/L 

λακτόζη και (γ) 10g/L γαλακτόζη σε θερμοκρασία επαγωγής 30oC. Παρακάτω 

δίνονται τα σχετικά διαγράμματα: 

 

 

Διάγραμμα 15: Ανάπτυξη () του βακτηρίου Ε. coli BL21, συγκέντρωση γλυκόζης () και ολικών 

αναγωγικών σακχάρων () και παραγωγή της β-γλυκοζιδάσης () σε βιοαντιδραστήρες σε 

διαφορετικούς επαγωγείς. Συνθήκες: (α) 40μΜ IPTG & 30oC, (β) 15g/L λακτόζη & 30oC και (γ)10g/L 

γαλακτόζη & 30
o
C, 
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Δίνεται επίσης ο ειδικός ρυθμός ανάπτυξης για τις παραπάνω περιπτώσεις: 

 

Πίνακας 8: Μέγιστη ποσότητα ενζύμου, ειδικός ρυθμός ανάπτυξης μ και μέγιστη προβλεπόμενη 

και πειραματική κυτταρική ανάπτυξη σε βιοαντιδραστήρες για διαφορετικούς επαγωγείς σε 

Minimal Glucose υπό σταθερή θερμοκρασία επαγωγής 30
o
C 

 μ (h-1) Units/mg DCW xmax  
(mg DCW/mL) 

(predicted) 

xmax  
(mg DCW/mL) 
(experimental) 

R2 

IPTG 40μΜ 0,63  
(p<0.0001) 

2,04 3,28 
 (p<0.0001) 

2,76 0,9904 

Λακτόζη  
15 g/L 

0,72  
(p<0.0001) 

0,10 2,60 
 (p<0.0001) 

2,41 0,9919 

Γαλακτόζη  
10 g/L 

0,63  
(p<0.0001) 

0,18 3,73 
 (p<0.0001) 

3,10 0,9902 

 

 

Διάγραμμα 16: Ανάπτυξη του βακτηρίου E.coli BL21 σε βιοαντιδραστήρες σε θρεπτικό μέσο 

Minimal Glucose. Συνθήκες: () 40μΜ IPTG & 30oC, ()15g/L λακτόζη& 30oC και ()10g/L 

γαλακτόζη & 30
o
C 

Παρατηρείται πως η καλλιέργεια σε βιοαντιδραστήρες κάτω από ελεγχόμενες 

συνθήκες οδηγεί σε πολύ υψηλότερα επίπεδα κυτταρικής ανάπτυξης σε σύγκριση 

με τους θερμοστατούμενους αναδευτήρες. Επίσης η τιμή του ειδικού ρυθμού 

ανάπτυξης διαφέρει σημαντικά μεταξύ των δύο τρόπων καλλιέργειας. Μάλιστα στη 

περίπτωση των βιοαντιδραστήρων, η φάση της εκθετικής ανάπτυξης 
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ολοκληρώνεται στις 11 ώρες, περίπου 3 ώρες πιο γρήγορα σε σχέση με τους 

αναδευτήρες. Ωστόσο τα επίπεδα της παραγώμενης πρωτεΐνης είναι χαμηλότερα 

από αυτά των φιαλών. Τα αποτελέσματα αυτά δεν συμφωνούν με τα αντίστοιχα της 

βιβλιογραφίας καθώς η λειτουργία βιοαντιδραστήρων σε batch συνθήκες με 

ελεγχόμενες συνθήκες αέρα και οξυγόνου οδηγούν σε υψηλότερα επίπεδα της 

πρωτεΐνης στόχου από τις φιάλες. Αυτά τα χαμηλά επίπεδα της β-γλυκοζιδάσης 

είναι πιθανό να οφείλονται στη παραγωγή οξικού οξέος το οποίο παράγεται ως 

παραπροϊόν και αναστέλλει την κυτταρική ανάπτυξη και την παραγωγή της 

πρωτεΐνης. Ένας λόγος για την παραγωγή οξικού οξέος είναι ότι ο άνθρακας που 

εισέρχεται στα κεντρικά μεταβολικά μονοπάτια υπερβαίνει τις ανάγκες του 

κυττάρου για την ανάπτυξη του και έτσι εξισορροπείται από την έκκριση όξινων 

μεταβολιτών με κυριότερο το οξικό οξύ (Chou et al., 1994).  

Για να διαπιστωθεί η ποσότητα του παραγόμενου οξικού οξέος κατά την 

καλλιέργεια στους βιοαντιδραστήρες πραγματοποιήθηκε υγρή χρωματογραφία 

υψηλής απόδοσης (HPLC) στα δείγματα της λακτόζης και της γαλακτόζης που τα 

επίπεδα της παραγόμενης β-γλυκοζιδάσης ήταν πολύ χαμηλά. Παράτων δίνονται οι 

σχετικοί πίνακες με τα αποτελέσματα: 

Πίνακας 9: Συγκέντρωση παραγόμενου οξικού οξέος σε βιοαντιδραστήρα με επαγωγέα γαλακτόζη 

συγκέντρωσης 10g/L 

t (h) Cοξικού οξέος (g/L) 

6,6 0 

8,5 0 

9,5 0 

10,5 0,36 

12 0,58 

13 0,56 

14 0,52 

15 0,41 

16,5 0,24 
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Πίνακας 10: Συγκέντρωση παραγόμενου οξικού οξέος σε βιοαντιδραστήρα με επαγωγέα λακτόζη 

συγκέντρωσης 15g/L 

t (h) Cοξικού οξέος (g/L) 

5,25 0 

7 0 

8 0 

9 0 

10 0,1 

11 0,25 

12 0,66 

13 1,11 

14 1,60 

15 1,99 

16,5 1,85 
 

Σύμφωνα με τους παραπάνω πίνακες, παρατηρείται πως και στις δύο περιπτώσεις η 

παραγωγή του οξικού οξέος ξεκινά μετά τις 10 ώρες. Στην περίπτωση της 

γαλακτόζης, η μέγιστη συγκέντρωση του οξικού οξέος πραγματοποιείται στις 12 

ώρες καλλιέργειας, όπου η γλυκόζη έχει εξαντληθεί και έχει επιτευχθεί η μέγιστη 

κυτταρική ανάπτυξη. Στην περίπτωση της λακτόζης, η συγκέντρωση του οξικού 

οξέος αυξάνεται συνεχώς μέχρι τις 15 ώρες όπου η συγκέντρωση του είναι σχεδόν 2 

g/L.  Η υψηλή συγκέντρωση του οξικού οξέος μπορεί να οφείλεται στο γεγονός ότι η 

συγκέντρωση της λακτόζης που προστέθηκε ως επαγωγέας ήταν 15 g/L και όχι 10 

όπως στη περίπτωση της γαλακτόζης. Επιπλέον αυτή η υψηλή συγκέντρωση του 

οξικού οξέος  μπορεί να δικαιολογεί γιατί η παραγόμενη β-γλυκοζιδάση ήταν 

λιγότερη με επαγωγέα λακτόζη ενώ στις φιάλες η λακτόζη παρουσιάζει καλύτερη 

επαγωγική ικανότητα. 
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Εικόνα 16: Διάταξη βιοαντιδραστήρα και ένδειξη διαλυμένου οξυγόνου μετά από 9 ώρες 

καλλιέργειας με επαγωγέα IPTG συγκέντρωσης 40μΜ και θερμοκρασία επαγωγής 30
o
C 

 

 

Εικόνα 17: Διάταξη βιοαντιδραστήρα και ένδειξη διαλυμένου οξυγόνου μετά από 9 ώρες 

καλλιέργειας με επαγωγέα λακτόζη συγκέντρωσης 15g/L και θερμοκρασία επαγωγής 30
o
C 
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4.ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 

Η χρήση μικροοργανισμών ως ξενιστές αποτελεί πλέον μια εύκολη και οικονομική 

μέθοδο για την παραγωγή ετερόλογων πρωτεϊνών σε υψηλά επίπεδα. Το 

προκαρυωτικό βακτήριο Escherichia coli και συγκεκριμένα το στέλεχος BL21 

χρησιμοποιείται ευρύτατα για την παραγωγή φαρμακευτικών και άλλων πρωτεϊνών 

λόγω των φτηνών πρώτων υλών και της γρήγορης κυτταρικής ανάπτυξης. Στη 

παρούσα διπλωματική εργασία μελετήθηκε το ένζυμο της β-γλυκοζιδάσης το οποίο 

λόγω της ικανότητας του να διασπά τους β-γλυκοζιδικούς δεσμούς βρίσκει 

εφαρμογή στη παραγωγή βιοκαυσίμων και φαρμάκων καθώς και στο τομέα των 

τροφίμων. Η παραγωγή των ετερόλογων πρωτεϊνών εξαρτάται επίσης από την 

χημική ένωση που θα χρησιμοποιηθεί για να επάγει την πρωτεϊνική έκφραση. Το 

IPTG αποτελεί τον πιο διαδεδομένο επαγωγέα σε αυτές τις περιπτώσεις λόγω της 

ικανότητας του να επάγει το οπερόνιο της λακτόζης οδηγώντας σε υψηλά επίπεδα 

μεταγραφής. Αν και δεν μεταβολίζεται από τα βακτηριακά κύτταρα, παράγοντες 

όπως το υψηλό κόστος του και η τοξικότητα του περιορίζουν τη χρήση του στον 

φαρμακευτικό τομέα. Η λύση στρέφεται λοιπόν στα επαγώμενα από σάκχαρα 

συστήματα, τα οποία παρά την μέχρι πρότινος περιορισμένη εφαρμογή τους, 

παρουσιάζουν πολλές προοπτικές για το μέλλον. Βέβαια, η παραγωγή των 

ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών εξαρτάται και από άλλους παράγοντες, όπως το 

θρεπτικό μέσο που θα χρησιμοποιηθεί για την κυτταρική ανάπτυξη, η συγκέντρωση 

του επαγωγέα και η θερμοκρασία επαγωγής καθώς και η χρονική στιγμή της 

επαγωγής. 

 

Μελετώντας την παραγωγή του ενζύμου σε θρεπτικό μέσο LB σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις του επαγωγέα IPTG και διαφορετικές θερμοκρασίες επαγωγής 

διαπιστώθηκε πως τα βέλτιστα επίπεδα β-γλυκοζιδάσης επιτυγχάνονται σε 

συγκεντρώσεις 20-40μΜ IPTG και θερμοκρασία επαγωγής 30oC. Ωστόσο το LB 

θεωρείται ένα θρεπτικό μέσο υψηλού κόστους και λόγω της σύστασης του δεν 

επιτρέπει την παρακολούθηση της συγκέντρωσης της κύριας πηγής άνθρακα κατά 

τη διάρκεια της καλλιέργειας. Για το λόγο αυτό αντικαταστάθηκε με ένα θρεπτικό 

μέσο καθορισμένης σύστασης με κύρια πηγή άνθρακα τη γλυκόζη. 

Χρησιμοποιώντας αυτό το θρεπτικό μέσο, η κυτταρική ανάπτυξη 

πραγματοποιήθηκε με αργότερο ρυθμό συγκριτικά με το θρεπτικό μέσο LB. Στη 

συνέχεια μελετήθηκε η επίδραση της συγκέντρωσης του επαγωγέα IPTG και της 

θερμοκρασίας επαγωγής στο φτωχότερο θρεπτικό μέσο. Διαπιστώθηκε πως η 

βέλτιστη συγκέντρωση του επαγωγέα είναι τα 40μΜ και η βέλτιστη θερμοκρασία 

επαγωγής οι 37oC. H αύξηση της συγκέντρωσης του επαγωγέα πιθανώς να 

οφείλεται στη παρουσία της γλυκόζης η οποία, αν και θεωρείται ιδανικό 
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υπόστρωμα για την ανάπτυξη των βακτηριακών κυττάρων, αναστέλλει τη 

μεταγραφή του lac υποκινητή. Όσον αφορά τη θερμοκρασία επαγωγής, αν και η 

θερμοκρασία των 37oC θεωρείται η βέλτιστη για την ανάπτυξη των βακτηριακών 

κυττάρων, οδηγεί συχνά σε παραγωγή πρωτεϊνών που προκαλούν θερμοκρασιακό 

σοκ στα κύτταρα, επομένως η περαιτέρω μελέτη της παραγωγής του ενζύμου σε 

αυτή τη θερμοκρασία κρίνεται επιτακτική. 

Ακολούθως, το IPTG αντικαταστάθηκε και ως επαγωγείς χρησιμοποιήθηκαν 

σάκχαρα όπως η λακτόζη και η γαλακτόζη και μελετήθηκε η επίδραση της 

συγκέντρωσης των σακχάρων αυτών στην παραγωγή της ετερόλογης πρωτεΐνης. Τα 

επίπεδα της β-γλυκοζιδάσης βρέθηκαν χαμηλότερα συγκριτικά με αυτά με 

επαγωγέα IPTG με τη βέλτιστη συγκέντρωση της λακτόζης να είναι τα 15g/L και της 

γαλακτόζης τα 10 g/L και τα αντίστοιχα επίπεδα της β-γλυκοζιδάσης να ανέρχονται 

σε 1,24 και 0,40 Units/mg DCW σε θερμοκρασία επαγωγής 30oC. Εξήχθη λοιπόν το 

συμπέρασμα πως η λακτόζη αποτελεί ισχυρότερο επαγωγέα της πρωτεϊνικής 

έκφρασης από τη γαλακτόζη. 

Μετά την μελέτη της παραγωγής της β-γλυκοζιδάσης σε φιάλες, ακολούθησε batch 

καλλιέργεια σε βιοαντιδραστήρες κάτω από ελεγχόμενες συνθήκες οξυγόνου, αέρα, 

pH και θερμοκρασίας. Υπό αυτές τις συνθήκες, η κυτταρική ανάπτυξη 

πραγματοποιήθηκε σε πολύ υψηλά επίπεδα, ωστόσο η παραγωγή της ετερόλογης 

πρωτεΐνης ήταν χαμηλότερη από αυτή των φιαλών για τις περιπτώσεις που 

επαγωγείς ήταν η λακτόζη και η γαλακτόζη. Τα αποτελέσματα αυτά οφείλονται στην 

παραγωγή οξικού οξέος το οποίο δρα ανασταλτικά στην παραγωγή του ενζύμου. Για 

το λόγο αυτό, η συγκέντρωση του οξικού οξέος προσδιορίστηκε με υγρή 

χρωματογραφία υψηλής απόδοσης και η μέγιστη συγκέντρωση οξικού οξέος για τον 

επαγωγέα λακτόζη και γαλακτόζη ήταν 1,99 g/L και 0,58 g/L αντίστοιχα. Η υψηλή 

συγκέντρωση του οξικού οξέος στη περίπτωση του επαγωγέα λακτόζης δικαιολογεί 

την χαμηλότερη επαγωγική ικανότητα της λακτόζης από τη γαλακτόζη σε batch 

συνθήκες. 

Σύμφωνα λοιπόν με τα αποτελέσματα που εξήχθησαν από την παρούσα 

διπλωματική εργασία, δημιουργούνται ορισμένες μελλοντικές μελέτες σχετικά με 

την παραγωγή της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης. Μία από αυτές είναι η μελέτη της 

παραγώμενης πρωτεΐνης σε batch συνθήκες σε θερμοκρασία επαγωγής 37oC ώστε 

να διαπιστωθεί αν αυτή η θερμοκρασία επαγωγής ευνοεί την παραγωγή της 

πρωτεΐνης στόχου. Επίσης η χρονική στιγμή της επαγωγής χρήζει μεγάλης 

σημασίας. Έτσι έχει ιδιαίτερη σημασία να φανεί πως η προσθήκη του επαγωγέα στο 

τέλος της εκθετικής φάσης, όπου η γλυκόζη έχει σχεδόν καταναλωθεί, επηρεάζει 

την απόδοση της β-γλυκοζιδάσης. Επίσης σε πολλές μελέτες αναφέρεται πως η 

χρήση της γλυκερόλης ως συνυπόστρωμα με τη γλυκόζη στο θρεπτικό μέσο οδηγεί 

σε υψηλά επίπεδα κυτταρικής ανάπτυξης και παραγόμενης πρωτεΐνης (F.Studier, 
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2005). Τέλος, προκειμένου να επιτευχθούν υψηλά επίπεδα της ετερόλογης 

πρωτεΐνης, συνίσταται η λειτουργία fed-batch καλλιέργειας η οποία είναι πολύ πιο 

αποδοτική από την batch-καλλιέργεια και περιορίζει την παραγωγή οξικού οξέος 

(Χu et al., 2012).  

Η παραγωγή αυτών των ενζύμων προκαλεί εξαιρετικό ενδιαφέρον λόγω του 

τεράστιου εύρους αξιοποίησης τους στον βιομηχανικό τομέα. Ωστόσο η μετάβαση 

από εργαστηριακή σε βιομηχανική κλίμακα απαιτεί πολλή έρευνα ώστε να βρεθούν 

οι κατάλληλες συνθήκες και να γίνει ο απαραίτητος σχεδιασμός προκειμένου να 

επιτευχθούν τα μέγιστα δυνατά επίπεδα παραγωγής των ετερόλογων πρωτεϊνών.  
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