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Ρ.Δ.  Ρυθμιςτικϐ Διϊλυμα 

G-6-P Na D-Glucose 6-phosphate sodium 

salt 

Άλασ  νατρύου τησ 6-φωςφορικόσ 

γλυκϐζησ 

ATP Adenosine triphospate Αδενοςινο-τριφωςφορικϐ οξϑ 

ADP Adenosine diphosphate Αδενοςινο-διφωςφορικϐ οξϑ 

APS Ammonium Persulfate Τπερθειώκϐ Αμμώνιο 

AXE Acetyl Xylan Esterase Εςτερϊςεσ του οξικοϑ τησ ξυλϊνησ 

BMGY Buffered Glycerol-complex 

Medium 

Ρυθμιςτικϐ διϊλυμα που περιϋχει 

γλυκερϐλη 

BMMG Buffered Methanol-complex 

Medium 

Ρυθμιςτικϐ διϊλυμα που περιϋχει 

μεθανϐλη 

BnGlcA Benzyl D-Glucuronic Acid ester Βενζυλικϐσ εςτϋρασ του D-

γλυκουρονικοϑ οξϋοσ 

β-NADP-Na β-Nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate sodium 

salt 

Υωςφορικϐ ϊλασ νατρύου του β-

νικοτιναμιδο 

αδενινοδινουκλεοτύδιου 

CAZy Carbohydrate-Active enZYmes 

Database 

Βϊςη δεδομϋνων ενζϑμων ενεργών 

ωσ προσ υδατϊνθρακεσ 

CBM Carbohydrate Binding Module Σομϋασ πρϐςδεςησ υδατανθρϊκων 

CE Carbohydrate Esterases Εςτερϊςεσ των Τδατανθρϊκων 

Cip2 GE Catalytic domain of Hypocrea 

jecorina Glucuronoyl Esterase 

Καταλυτικό περιοχό τησ 

Γλυκουρονικόσ Εςτερϊςησ του  H. 

jecorina 

DMSO Dimethyl Sulfoxide Διμεθυλοςουλφοξεύδιο 

DNA Deoxyribonucleic acid Δεοξυριβονουκλεώκϐ οξϑ 

DNS 3,5-DiNitroSalicylic acid 3,5-δινιτροςαλικυλικϐ οξϑ 

EC no Enzyme Commission number Κατηγοριοπούηςη ενζϑμων 

ςϑμφωνα με την αντύδραςη που 

καταλϑουν 

EDTA EthyleneDiamineTetraAcetic acid Αιθυλενοδιϊμινο-τετραοξικϐ οξϑ 

EMBL European Molecular Biology 

Laboratory 

 

EtBr Ethidium Bromide Βρωμιοϑχο αιθύδιο 
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FT-IR Fourier Transform InfraRed 
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(LS) LB (Low Salt) Luria-Bertani medium (Φαμηλόσ Αλατϐτητασ) Θρεπτικϐ 

μϋςο Luria-Bertani 

MCU  4-O-μεθυλο-D-

γλυκοπυρανουρονικϐσ 

μεθυλεςτϋρασ 

MD Medium Dexrose Θρεπτικϐ υλικϐ δεξτρϐζησ 

MM Medium Methanol Θρεπτικϐ υλικϐ μεθανϐλησ 

MS Μass Spectrometry Υαςματοςκοπύα μϊζασ 

O.D.600nm Optical Density Oπτικό πυκνϐτητα ςτα 600 nm 
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Electrophoresis 

Ηλεκτροφϐρηςη ςε πηκτό 

πολυακρυλαμιδύου 

PaGE1 Podospora anserine Glucuronoyl 

Esterase recombinant 

Αναςυνδυςμϋνη Γλυκουρονικό 

Εςτερϊςη του P. anserina 

PDB Protein Data Bank Πρωτεώνικό βϊςη δεδομϋνων 

PEG PolyEthyleneGlycol Πολυαιθυλενογλυκϐλη 

pI Isoelectric Point Ιςοηλεκτρικϐ ςημεύο 

rpm rounds per minute ΢τροφϋσ ανϊ λεπτϐ 

TBA Tert-butanol Σριτοταγόσ βουτανϐλη 

TBE Buffer solution containing Tris-

base, boric acid and EDTA 

Ρυθμιςτικϐ διϊλυμα που περιϋχει 

Tris-βϊςη, βορικϐ οξϑ και EDTA 

TCA Trichloroacetic acid Σριχλωροοξικϐ οξϑ 

TEMED Tetramethylethylenediamine Σετρα- μεθυλ-αιθυλενοδιαμύνη 

Tris Tris(hydroxymethyl)aminometha

ne 

Tρισ(υδροξυμεθυλο)-αμινο-μεθϊνιο 

SDS Sodium Dodecyl Sulphate Θειώκϐ δωδεκυλικϐ νϊτριο 

StGE2 Spototrichum thermophile Αναςυνδυςμϋνη Γλυκουρονικό 
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Glucuronoyl Esterase 

recombinant 

Εςτερϊςη του S. thermophile 

S213A StGE2 S213A (Serine213 mutation to 

Alanine) point mutation of 

Sporotrichum thermophile 

Glucuronoyl Esterase 

recombinant 

΢ημειακό μετϊλλαξη S213A 

(΢ερύνη213 μετϊλλαξη ςε Αλανύνη) 

τησ αναςυνδυαςμϋνησ 

Γλυκουρονικόσ Εςτερϊςησ του S. 

thermophile 

U Unit Μονϊδα ενζυμικόσ ενεργϐτητασ 

v/v volume/volume ΢υγκϋντρωςη κατ' ϐγκο (mL 

διαλυμϋνησ ουςύασ ανϊ mL δ/τη) 

w/v weight/volume ΢υγκϋντρωςη κατϊ βϊροσ (g 

διαλυμϋνησ ουςύασ ανϊ mL δ/τη) 

Xyn11 endo-β-1,4-xylanase GH11 ενδο-β-1,4 ξυλανϊςη τησ 

οικογϋνειασ γλυκοςιδικών 

υδρολαςών 11 

YNB Yeast Nitrogen Base Αζωτοϑχοσ βϊςη ζϑμησ 

YPD(S) Yeast extract, Peptone, dextrose, 

(Sorbitol) 

Εκχϑλιςμα ζϑμησ, πεπτϐνη, 

δεξτρϐζη, (ςορβιτϐλη) 
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ΠΕΡΙΛΗΧΗ 

 

Η αποικοδϐμηςη τησ φυτικόσ βιομϊζασ με τη χρόςη ημικυτταριναςών 

παραμϋνει ϋνα απϐ τα προαπαιτοϑμενα για την αποδοτικό παραγωγό 

βιοκαυςύμων απϐ ζυμώςιμα ςϊκχαρα, ενώ ςϑμφωνα με οδηγύα τησ Ευρωπαώκόσ 

Ένωςησ το 10% των ςυμβατικών καυςύμων θα πρϋπει να ϋχει αντικαταςταθεύ 

με βιοκαϑςιμα μϋχρι το 2020. Προσ αυτόν την κατεϑθυνςη, τα θερμοςταθερϊ 

ϋνζυμα που εμπλϋκονται ςτη βιοκατϊλυςη λιγνινοκυτταρινοϑχων πρώτων 

υλών, αποτελοϑν ϋνα πολλϊ υποςχϐμενο ερευνητικϐ πεδύο λϐγω τησ πληθώρασ 

των βιοτεχνολογικών εφαρμογών τουσ ακϐμα και κϊτω απϐ ϋντονεσ ςυνθόκεσ 

βιομετατροπών βιομηχανικόσ κλύμακασ αλλϊ και του μειωμϋνου οικονομικοϑ 

κϐςτουσ. Οι γλυκουρονικϋσ εςτερϊςεσ (Glucuronoyl Esterases, GEs), ανόκουν ςε 

μια πρϐςφατα ανακαλυφθεύςα οικογϋνεια υδατανθρακικών εςτεραςών 

(Carbohydrate Esterases, CEs), την οικογϋνεια CE-15 (CAZy database), των 

οπούων η δρϊςη διαφαύνεται να εντοπύζεται ςτην υδρϐλυςη του εςτερικοϑ 

δεςμοϑ μεταξϑ των πλευρικών ομϊδων του 4-O-μεθυλο-D-γλυκουρονικοϑ οξϋοσ 

τησ γλυκουρονοξυλϊνησ και αρωματικών αλκοολών τησ λιγνύνησ. Ο 

ςυγκεκριμϋνοσ δεςμϐσ θεωρεύται ϐτι εκπροςωπεύ ϋνα απϐ τα δυςκολϐτερα 

ςτϊδια που απαντώνται κατϊ την πλόρη αποδϋςμευςη τησ λιγνύνησ απϐ τουσ 

υδατϊνθρακεσ που ςυνθϋτουν την ημικυτταρύνη. Kαθώσ ο φυςιολογικϐσ ρϐλοσ 

και μηχανιςμϐσ δρϊςησ των GEs δεν εύναι πλόρωσ γνωςτϐσ, ςτην παροϑςα 

διδακτορικό διατριβό δϐθηκε ϋμφαςη ςτην εςτερϊςη του γλυκουρονικοϑ οξϋοσ 

αλλϊ και μεταλλϊγματϐσ τησ απϐ το θερμϐφιλο μϑκητα Myceliophthora 

thermophila (ςυνώνυμο Sporotrichum thermophile, StGE2 και S213A StGE2, 

αντύςτοιχα), και ςτην εςτερϊςη του γλυκουρονικοϑ οξϋοσ απϐ το μεςϐφιλο 

μικροοργανιςμϐ Podospora anserina (PaGE1). 

Πιο αναλυτικϊ, ςτην παροϑςα ερευνητικό εργαςύα πραγματοποιόθηκαν 

μελϋτεσ τϐςο τησ StGE2 ϐςο και τησ PaGE1 ωσ προσ την υδρϐλυςη εμπορικϊ 

διαθϋςιμου ςυνθετικοϑ υποςτρώματοσ. ΢τϐχο αποτϋλεςε η δημιουργύα ενϐσ 

καινοτϐμου και εϑχρηςτου πρωτοκϐλλου μελϋτησ του ενζϑμου που προϊγει την 

αποςαφόνιςη τησ δρϊςησ αυτοϑ αλλϊ και περιςςοτϋρων ενζϑμων τησ ιδύασ 
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οικογενεύασ των GEs. Πϋραν τησ μεγϊλησ βιοτεχνολογικόσ τησ εφαρμογόσ, η 

πειραματικό μεθοδολογύα τριών ςταδύων που αναπτϑχθηκε αποτελεύ ϋναυςμα 

για την ανακϊλυψη και περαιτϋρω μελϋτη νϋων GEs μϋςω εκτενοϑσ ςϊρωςησ 

τησ ετερϐλογησ ϋκφραςησ Γενομικών και Μεταγενομικών βιβλιοθηκών.  

Παρϊλληλα, εξετϊςτηκε η StGE2 ωσ προσ το ςυνθετικϐ δυναμικϐ μϋςω 

αντιδρϊςεων εςτεροπούηςησ και μετεςτεροπούηςησ ςε μη ςυμβατικϊ 

ςυςτόματα. Η αξιολϐγηςη τησ ςυνθετικόσ ενεργϐτητασ του ενζϑμου 

περιελϊμβανε επύςησ την ακινητοπούηςό του μϋςω παραςκευόσ ενζυμικών 

ςυςςωματωμϊτων διαςταυροϑμενων δεςμών (CLEAs). ΢την ελεϑθερη μορφό 

του το ϋνζυμο εμφϊνιςε ενδεύξεισ βιοκαταλυτικόσ ςϑνθεςησ γλυκουρονικών 

εςτϋρων ςτισ ςυνθόκεσ που χρηςιμοποιόθηκαν.  

Επιπροςθϋτωσ, διερευνόθηκε η φυςιολογικό δρϊςη του ενζϑμου μϋςω 

δοκιμών απομϐνωςησ λιγνινο-υδατανθρακικών ςυμπλϐκων (Lignin-

Carbohydrate Complexes, LCCs) ωσ φυςικών υποςτρωμϊτων δυνϊμει 

εμπλουτιςμϋνα ςε εςτερικοϑσ δεςμοϑσ-ςτϐχο για τισ GEs. Η ανϊλυςη των 

προώϐντων απομϐνωςησ αλλϊ και των προώϐντων μετϊ απϐ υδρϐλυςη παρουςύα 

τϐςο τησ StGE2 ϐςο και ϊλλων ημικυτταριναςών, ϋγινε με φαςματοςκοπύα 

υπερϑθρου με μεταςχηματιςμϐ Fourier (Fourier Transform InfraRed 

spectroscopy, FT-IR). Η καταλυτικό ενεργϐτητα τησ StGE2 αλλϊ και ϊλλων 

ημικυτταριναςών ϋναντι του αρχικοϑ δεύγματοσ ελϊτησ αλλϊ και των LCCs, 

αποτελεύ ϋνα βόμα προσ τη διαλεϑκανςη του φυςικοϑ ρϐλου των GEs.  

Σϋλοσ, μεγϊλο μϋροσ τησ παροϑςασ ερευνητικόσ εργαςύασ αποτϋλεςαν οι 

κρυςταλλογραφικϋσ μελϋτεσ ακτύνων Φ με πρωτεώνικοϑσ ςτϐχουσ τϐςο την 

StGE2 ϐςο και τη ςημειακϊ μεταλλαγμϋνη S213A StGE2, η οπούα αποτελεύ την 

καταλυτικϊ ανενεργό μορφό του ενζϑμου ωσ προσ την υδρϐλυςη του 

μεθυλεςτϋρα του 4-O-μεθυλο-D-γλυκουρονικοϑ οξϋοσ (MeGlcA). Μετϊ την 

επιτυχό κρυςτϊλλωςη των υπϐ εξϋταςη πρωτεώνών, ςυλλϋχθηκαν δεδομϋνα 

περύθλαςησ ακτύνων Φ που οδόγηςαν ςτην επύλυςη και βελτιςτοπούηςη των 

τριςδιϊςτατων δομών τουσ ςε υψηλό ευκρύνεια 1.55 Å και 1.9 Å, αντύςτοιχα. ΢τη 

ςυνϋχεια, ϋλαβαν χώρα δομικϋσ μελϋτεσ πρϐςδεςησ ςυνθετικών υποςτρωμϊτων 

και κατϋςτη επιτυχόσ ο προςδιοριςμϐσ τησ τριςδιϊςτατησ κρυςταλλικόσ δομόσ 

του ςυμπλϐκου S213A – MeGlcA ςε ευκρύνεια 2.35 Å. Οι ςυγκεκριμϋνεσ δομϋσ 
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αποτελοϑν τισ πρώτεσ δομϋσ θερμοϊντοχησ GE τησ CE-15 οικογενεύασ, που φϋρει 

ςημειακό μετϊλλαξη ςε καταλυτικϐ αμινοξϑ ενώ αυτό του ςυμπλϐκου S213A - 

MeGlcA αποτϋλεςε την πρώτη δομό GE ωσ ςυμπλϐκου με κϊποιο ανϊλογο 

υποςτρώματοσ.  

Οι κινητικϋσ μελϋτεσ, το πιθανϐ ςυνθετικϐ δυναμικϐ του ενζϑμου καθώσ και η 

υδρολυτικό του δρϊςη ϋναντι απομονωμϋνου φυςικοϑ υποςτρώματοσ, 

ςκιαγραφοϑν ϋναν ελκυςτικϐ ερευνητικϐ ςτϐχο,  ενώ οι πρωτεώνικϋσ δομϋσ που 

προςδιορύςτηκαν αποκϊλυψαν για πρώτη φορϊ το «αποτϑπωμα» τησ 

πρϐςδεςησ ενϐσ υποςτρώματοσ ςε μια GE. Η μοριακό, δομικό και καταλυτικό 

μελϋτη των GEs ςτο πλαύςιο τησ παροϑςασ διδακτορικόσ διατριβόσ  διανούγει 

νϋεσ προοπτικϋσ για τη βιοτεχνολογικό αξιοπούηςη αλλϊ και για τη βιομηχανικό 

εκμετϊλλευςό τουσ ςε ςυνδυαςμϐ με ϊλλα ϋνζυμα του ημικυτταρινολυτικοϑ 

ςυμπλϋγματοσ. 
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ABSTRACT 

 

Plant biomass degradation by hemicellulases remains one of the prerequisites 

for the efficient production of the so-called second generation biofuels from 

fermentable sugars, while according to the European Union Community 

framework, biofuels should replace a minimum of 10% of the conventional fuels 

by 2020. To this end, thermostable enzymes, implicated in lignocellulosic 

materials’ biocatalysis, are promising targets due to their wide range of 

biotechnological applications even under harsh industrial conditions during 

bioconversion but also in view of their low cost. Glucuronoyl Esterases, GEs, 

belong to a recently discovered family of Carbohydrate Esterases, the CE-15 

family (CAZy database), and have been attributed the prevalent role of 

hydrolyzing the ester bonds between lignin alcohols and the 4-O-methyl-D-

glucuronic acid side chains of glucoronoxylan. This specific bond is considered to 

be one of the main bottlenecks that impair the complete dissociation of lignin 

from the hemicellulosic carbohydrates. As the exact function and catalytic 

mechanism of GEs is yet to be fully delineated, the present thesis focuses on a 

glucuronoyl esterase and also its mutant from the thermophilic fungus 

Myceliophthora thermophila (synonym Sporotrichum thermophile, StGE2 and 

S213A StGE2, respectively) and a glucuronoyl esterase from the mesophilic 

microorganism Podospora anserina (PaGE1). 

More specifically, the present work involved studies performed on the 

hydrolysis of a commercially available synthetic substrate by StGE2 and PaGE1. 

With the aim to highlight GEs’ mode of action, a novel and easy to apply protocol 

was developed. Besides its high biotechnological interest and broad applications, 

this three-level experimental procedure can also give rise to the discovery of 

different GEs via a wide/large-scale screening of heterologous Genomic and 

Metagenomic expression libraries. 

Furthermore, the potential of StGE2 to synthesize glucuronides was 

investigated through esterification and transesterification reactions in non 
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conventional systems. To evaluate its synthetic activity, the enzyme was also 

immobilized as cross-linked enzyme aggregates (CLEAs). StGE2 exhibited some 

indications of biocatalytic ability to synthesize glucuronic esters when free under 

the conditions used in the study. 

With the aim to further examine the  physiological role of GEs, isolation of 

lignin-carbohydrate complexes, LCCs followed. These hypothetically bulk 

compounds are suggested to constitute the “enriched in ester bonds-targets”, 

which are natural substrates of the enzyme. Fourier Transform InfraRed 

spectroscopy, FT-IR, was used for the analysis of the extracted products as well 

as the products after hydrolysis in the presence of not only StGE2 but also other 

hemicellulases. The catalytic activity of StGE2 and the hemicellulases studied 

against spruce as the raw material as well as the isolated LCCs, is a step towards 

the elucidation of the physiological function of GEs.  

Finally, the present thesis involved extensive X-ray protein crystallography 

studies using StGE2 and S213A StGE2 mutant as macromolecular targets, with 

the latter being the catalytically inactive form of the enzyme with reference to 

the hydrolysis of the methyl 4-O-methyl-D-glucopyranuronate (MeGlcA). 

Successful crystallization followed by X-Ray diffraction data collection, led to the 

three-dimensional structure determination of StGE2 and S213A at high 

resolution, 1.55 Å and 1.9 Å, respectively. Binding studies using synthetic 

substrate analogues were performed, and the crystal structure of the S213A 

mutant in complex with MeGlcA was determined at 2.35 Å resolution. These are 

the first crystal structures of a CE-15 family thermophilic GE and a catalytically 

inactive StGE2 mutant in complex with a substrate analogue. 

Overall, the results obtained from the kinetic studies, the possible synthetic 

ability as well as the catalytic activity of StGE2 against natural substrates, make it 

an attractive research target of biotechnological interest. In addition, its 3D 

structure uncovered for the first time the fingerprint of substrate binding to a 

GE. In the context of the present thesis, the molecular, structural and catalytic 

studies of GEs broadens the scope of utilizing this enzyme in biotechnological 

applications as well employing it in a plethora of industrial processes in 

conjunction with different enzymes pertaining to the hemicellulolytic system.  



xvii 
 

ΠΕΡΙΕΦΟΜΕΝΑ 

 

 

Κεφϊλαιο 1: Θεωρητικϐ Μϋροσ 

 

1.1 Ειςαγωγό ........................................................................................................... 1 

 

1.2 Βιοκατϊλυςη και θερμοςταθερϐτητα  ................................................... 4 

 

1.3 Εςτερϊςεσ του γλυκουρονικοϑ οξϋοσ  .................................................. 10 

1.3.1 Ημικυτταρινϊςεσ ............................................................................................................. 10 

1.3.2 Βιοτεχνολογικό αξιοπούηςη ημικυτταριναςών  .................................................. 12 

1.3.3 Η CE15 οικογϋνεια υδατανθρακικών εςτεραςών  ............................................. 13 

 

1.4 Αξιοπούηςη λιγνινοκυτταρινοϑχου βιομϊζασ  ................................... 19 

1.4.1 Λιγνινοκυτταρινοϑχοσ βιομϊζα δαςικόσ προϋλευςησ – Μη κυτταρινοϑχοι 

πολυςακχαρύτεσ  .............................................................................................................. 20 

1.4.2 Λιγνινοκυτταρινοϑχοσ βιομϊζα προϋλευςησ κωνοφϐρων ξυλωδών φυτών 

................................................................................................................................................. 22 

1.4.2.i Κϑρια ςυςτατικϊ λιγνινοκυτταρινοϑχου βιομϊζασ προϋλευςησ 

κωνοφϐρων ξυλωδών φυτών  ................................................................................... 24 

1.4.2.ii Λιγνινο-υδατανθρακικϊ ςϑμπλοκα (LCCs)  ........................................... 28 

1.4.2.iii ΢ημαςύα απομϐνωςησ των LCCs  ............................................................... 29 

 

1.5 Κρυςταλλογραφύα ακτύνων Φ  ................................................................. 32 

1.5.1 Ιςτορικό αναδρομό  ........................................................................................................ 32 

1.5.2 Παρϐν και μϋλλον τησ κρυςταλλογραφύασ ακτύνων Φ  ..................................... 34 

1.5.3 Ειςαγωγό ςτον προςδιοριςμϐ μιασ τριςδιϊςτατησ κρυςταλλικόσ δομόσ 

με κρυςταλλογραφύα ακτύνων Φ  .............................................................................. 36 

1.5.4 Πηγϋσ ακτύνων Φ  ............................................................................................................. 39 



xviii 
 

1.5.5 Κρυςτϊλλωςη πρωτεώνικών ςτϐχων  ...................................................................... 44 

1.5.6 Περύθλαςη ακτύνων Φ και προςδιοριςμϐσ  τησ τριςδιϊςτατησ εικϐνασ τησ 

πρωτεϏνησ  .......................................................................................................................... 49 

1.5.7 Βελτιςτοπούηςη, ϋλεγχοσ αξιοπιςτύασ και ανϊλυςη πρωτεώνικοϑ μοντϋλου 

................................................................................................................................................. 53 

 

 

Κεφϊλαιο 2: Τλικϊ και Μϋθοδοι 

 

2.1 Βιοχημεύα  ........................................................................................................ 57 

2.1.1 Τλικϊ  .................................................................................................................................... 57 

2.1.1.i Ένζυμα και μικροοργανιςμού  ........................................................................ 57 

2.1.1.ii Πλαςμιδιακϐσ φορϋασ ϋκφραςησ  .............................................................. 58 

2.1.1.iii Θρεπτικϊ μϋςα ανϊπτυξησ μικροοργανιςμών – Ρυθμιςτικϊ 

διαλϑματα  .......................................................................................................................... 60 

2.1.1.iv ΢υνθετικϊ και φυςικϊ υποςτρώματα  ..................................................... 61 

2.1.1.v Αντιδραςτόρια, εμπορικϊ ϋνζυμα, τυποποιημϋνα εμπορικϊ 

ςκευϊςματα (kit)  ........................................................................................................... 63 

2.1.1.vi Τλικϊ χρωματογραφύασ  ............................................................................... 63 

2.1.2 ΢υςκευϋσ, ϐργανα και αναλώςιμα υλικα  ............................................................... 64 

2.1.3 Ετερϐλογη ϋκφραςη αναςυνδυαςμϋνων πρωτεώνών  ...................................... 66 

2.1.3.i Μεταςχηματιςμϐσ επιδεκτικών TOPIOF’ κυττϊρων E. coli  .............. 66 

2.1.3.ii Ηλεκτροφϐρηςη DNA ςε πόκτωμα αγαρϐζησ  ...................................... 67 

2.1.3.iii Μεταςχηματιςμϐσ κυττϊρων P. pastoris  .............................................. 69 

2.1.3.iv Παραγωγό αναςυνδυαςμϋνων πρωτεώνών απϐ τα 

μεταςχηματιςμϋνα κϑτταρα  P. pastoris  ............................................................... 70 

2.1.3.v Ηλεκτροφϐρηςη πρωτεώνών ςε πόκτωμα πολυακρυλαμιδύου υπϐ 

αποδιατακτικϋσ ςυνθόκεσ (SDS-PAGE)  ................................................................. 74 

2.1.3.vi Ποςοτικϐσ προςδιοριςμϐσ απομονωμϋνων πρωτεώνών  .................. 77 

2.1.4 Ποιοτικό και ποςοτικό αξιολϐγηςη τησ ενζυμικόσ ενεργϐτητασ των StGE2 

και PaGE1 ............................................................................................................................ 78 

2.1.5 ΢χηματιςμϐσ ενζυμικών ςυςςωματωμϊτων διαςταυροϑμενων δεςμών  82 



xix 
 

2.1.5.i Ακινητοπούηςη StGE2  ...................................................................................... 82 

2.1.5.ii Προςδιοριςμϐσ τησ υδρολυτικόσ δρϊςησ των StGE2 CLEAs με 

HPLC ανϊλυςη  ................................................................................................................. 84 

2.1.6 Διερεϑνηςη του ςυνθετικοϑ δυναμικοϑ τησ GE ςε μη ςυμβατικϊ 

ςυςτόματα  ........................................................................................................................ 85 

2.1.6.i Διερεϑνηςη ςυνθετικόσ ικανϐτητασ ακινητοποιημϋνησ και 

λυοφιλοποιημϋνησ StGE2 ςε ςυςτόματα  οργανικών διαλυτών απουςύα 

νεροϑ  ................................................................................................................................... 88 

2.1.6.ii Διερεϑνηςη ςυνθετικόσ ικανϐτητασ StGE2 με δοκιμϋσ 

εςτεροπούηςησ και μετεςτεροπούηςησ ςε ςυςτόματα 

μικρογαλακτωμϊτων απουςύα  ταςιενεργών ουςιών  ..................................... 89 

2.1.7 Ποιοτικό ανϊλυςη προώϐντων αντιδρϊςεων με TLC – Απομϐνωςη ζώνησ 

ενδιαφϋροντοσ  ................................................................................................................. 91 

2.1.8 Δοκιμαςύα απομϐνωςησ LCCs – Διερεϑνηςη τησ φυςιολογικόσ δρϊςησ 

των GEs  ............................................................................................................................... 94 

2.1.8.i Ανϊλυςη δειγμϊτων  μϋςω φαςματοςκοπύασ υπερϑθρου FT-IR  ... 95 

2.1.8.ii Μεθοδολογύεσ απομϐνωςησ LCCs  .............................................................. 99 

2.1.8.iii Ανύχνευςη ενζυμικόσ δρϊςησ ςε δεύγματα ακατϋργαςτησ βιομϊζασ  

ςκανδιναβικόσ ελϊτησ (Picea abies) και ςε εν δυνϊμει LCCs  .................... 103 

 

2.2 Μελϋτεσ με κρυςταλλογραφύα ακτύνων Φ  ...................................... 106 

2.2.1 Πρωτεώνικού ςτϐχοι και υποςτρώματα που χρηςιμοποιόθηκαν για τισ 

κρυςταλλογραφικϋσ μελϋτεσ  .................................................................................. 106 

2.2.2 In silico ανϊλυςη και ςτούχιςη αμινοξικών αλληλουχιών  ........................... 107 

2.2.3 Διερεϑνηςη τησ κρυςτϊλλωςησ και βελτιςτοπούηςη ςυνθηκών 

ανϊπτυξησ κρυςτϊλλων ............................................................................................ 107 

2.2.4 Ακτινοβϐληςη κρυςτϊλλων και ςυλλογό δεδομϋνων περύθλαςησ ακτύνων 

Φ  .......................................................................................................................................... 110 

2.2.5 Εϑρεςη και ανϊλυςη τησ τριςδιϊςτατησ δομόσ των πρωτεώνών  ............. 111 

 

 

 

  



xx 
 

Κεφϊλαιο 3: Πειραματικϊ Αποτελϋςματα – 

΢υμπερϊςματα 

 

3.1 Μελϋτη τησ υδρϐλυςησ εμπορικϊ διαθϋςιμου ςυνθετικοϑ 

υποςτρώματοσ απϐ δϑο GEs  ................................................................ 114 

3.1.1 Ποιοτικό αξιολϐγηςη τησ ενεργϐτητασ των GEs  ............................................ 117 

3.1.2 Ποςοτικοπούηςη τησ ενεργϐτητασ των GEs μϋςω HPLC ανϊλυςησ  ........ 118 

3.1.3 Υαςματοφωτομετρικϐσ προςδιοριςμϐσ τησ απελευθϋρωςησ GlcA κατϊ 

την υδρϐλυςη του BnGlcA  ........................................................................................ 121 

3.1.4 ΢υμπερϊςματα  ............................................................................................................. 123 

 

3.2 Διερεϑνηςη τησ βιοκαταλυτικόσ ςϑνθεςησ εςτϋρων απϐ την 

StGE2 ςε μη ςυμβατικϊ ςυςτόματα  .................................................. 124 

3.2.1 ΢χηματιςμϐσ CLEAs StGE2 και προςδιοριςμϐσ τησ υδρολυτικόσ δρϊςησ με 

HPLC ανϊλυςη  .............................................................................................................. 124 

3.2.2 Διερεϑνηςη του ςυνθετικοϑ δυναμικοϑ τησ StGE2  ςε μη ςυμβατικϊ 

ςυςτόματα  ..................................................................................................................... 126 

3.2.3 ΢υμπερϊςματα  ............................................................................................................. 132 

 

3.3 Διερεϑνηςη των φυςικών υποςτρωμϊτων τησ GE  ..................... 133 

3.3.1 Διερεϑνηςη τησ φυςιολογικόσ ενζυμικόσ δρϊςησ των GEs  ........................ 134 

3.3.2 ΢υμπερϊςματα  ............................................................................................................. 144 

 

3.4 Δομικϋσ μελϋτεσ με κρυςταλλογραφύα ακτύνων Φ ....................... 145 

3.4.1 Βιοπληροφορικό ανϊλυςη αλληλουχύασ StGE2  ............................................... 145 

3.4.2 Ανϊπτυξη κρυςτϊλλων StGE2 και κρυςταλλογραφικϋσ μελϋτεσ 

πρϐςδεςησ  ...................................................................................................................... 146 

3.4.2.i Παραγωγό και απομϐνωςη ενζϑμου ....................................................... 146 

3.4.2.ii Προςδιοριςμϐσ ςυνθηκών κρυςτϊλλωςησ τησ StGE2  .................... 148 

3.4.2.iiiΠειρϊματα ςυγκρυςτϊλλωςησ και εμβϊπτιςησ προςχηματιςμϋνων 

κρυςτϊλλων ςε διαλϑματα εν δυνϊμει προςδετών  ....................................... 149 

3.4.3 ΢υλλογό και ανϊλυςη κρυςταλλογραφικών δεδομϋνων StGE2  ............... 151 



xxi 
 

3.4.4 Σριςδιϊςτατη κρυςταλλικό δομό StGE2  ............................................................ 154 

3.4.4.i Προςδιοριςμϐσ και βελτιςτοπούηςη δομόσ  ......................................... 154 

3.4.4.ii Βιοπληροφορικό ανϊλυςη τησ StGE2 με βϊςη την πρωτοταγό, 

δευτεροταγό και τριτοταγό δομό  ......................................................................... 158 

3.4.4.iii Δομικϊ χαρακτηριςτικϊ τησ StGE2  ....................................................... 160 

3.4.4.iv ΢ϑγκριςη τησ τριδιϊςτατησ δομόσ τησ StGE2 με τη δομικϊ 

ομϐλογη Cip2_GΕ .......................................................................................................... 166 

3.4.4.v ΢ϑγκριςη τησ θερμϐφιλησ StGE2 με τη μεςϐφιλη Cip2_GE -  

Διερεϑνηςη ενδεύξεων  θερμοςταθερϐτητασ που απορρϋουν απϐ τη δομό 

.............................................................................................................................................. 168 

3.4.5 Ανϊπτυξη κρυςτϊλλων S213A StGE2 και δομικϋσ μελϋτεσ πρϐςδεςησ  . 169 

3.4.6 ΢υλλογό και ανϊλυςη κρυςταλλογραφικών δεδομϋνων μονοκρυςτϊλλου 

S213Α και κρυςτϊλλου εμβαπτιςμϋνου ςε διϊλυμα αναλϐγου 

υποςτρώματοσ  ............................................................................................................. 171 

3.4.7 Οι τριςδιϊςτατεσ κρυςταλλικϋσ δομϋσ των S213A και ςυμπλϐκου S213A - 

ανϊλογο υποςτρώματοσ  ........................................................................................... 174 

3.4.7.i Προςδιοριςμϐσ και βελτιςτοπούηςη δομών  ........................................ 174 

3.4.7.ii Ανϊλυςη των τριςδιϊςτατων δομών S213A και ςυμπλϐκου S213A 

– MCU  ............................................................................................................................... 178 

3.4.7.iii Σο καταλυτικϐ κϋντρο τησ StGE2  .......................................................... 180 

3.4.8 ΢υμπερϊςματα και μελλοντικϋσ βλϋψεισ  ........................................................... 192 

 

Βιβλιογραφύα  .......................................................................................................... 194 

 

 

 



1 
 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

Θεωρητικϐ Μϋροσ 

11..11  ΕΕιιςςααγγωωγγόό  

Ο δυςμενόσ περιβαλλοντικϐσ αντύκτυποσ τησ ανθρώπινησ δραςτηριϐτητασ 

ςτον πλανότη δεν αποτελεύ πλϋον αμφιςβητόςιμο δεδομϋνο. Η κλιματικό 

αλλαγό, η εξϊντληςη των διαθϋςιμων φυςικών πϐρων και η αϑξηςη του 

υπερπληθυςμοϑ μεταφρϊζονται, ςτισ μϋρεσ μασ, ςε εθνικϋσ ςτρατηγικϋσ 

αντιμετώπιςησ των προκλόςεων μϋςω τησ υιοθϋτηςησ ενϐσ μοντϋλου αειφϐρου 

ανϊπτυξησ. Πρϐςφατα, οι ηγϋτεσ των επτϊ πιο αναπτυγμϋνων χωρών 

δεςμεϑτηκαν για τη μεύωςη των εκπομπών ϊνθρακα, την κατϊργηςη των 

ορυκτών καυςύμων ϋωσ το τϋλοσ του αιώνα και την εφαρμογό καινοτϐμων 

τεχνολογιών με ςτϐχο την μεταμϐρφωςη των ενεργειακών κλϊδων ϋωσ το 2050. 

Προσ αυτόν την κατεϑθυνςη, η Βιοτεχνολογύα κατϋχει ϋναν απϐ τουσ 

κεντρικοϑσ ρϐλουσ ωσ ϐχημα για την αξιοπούηςη ανανεώςιμων πηγών ενϋργειασ, 

τη δημιουργύα βιοαποικοδομόςιμων προώϐντων, τη μεύωςη τησ εξϊρτηςησ απϐ 

το πετρϋλαιο και την προαγωγό οικολογικών αλλϊ ανταγωνιςτικών 

βιομηχανικών δραςτηριοτότων. Ο ϐροσ βιοτεχνολογύα περικλεύει το ςϑνολο 

τεχνολογιών που βαςύζονται ςε κυτταρικϋσ και βιομοριακϋσ διεργαςύεσ για την 

παραγωγό νϋων ιατρικών και φαρμακευτικών («κϐκκινη» βιοτεχνολογύα), 

αγροτικών (κυρύωσ ειςαγωγό γενετικϊ τροποποιημϋνων οργανιςμών ςτη 

γεωργύα, «πρϊςινη» βιοτεχνολογύα) και βιομηχανικών («λευκό» βιοτεχνολογύα) 

προώϐντων [BIO, 2008]. Ειδικϐτερα, η βιομηχανικό βιοτεχνολογύα («λευκό» 

βιοτεχνολογύα ό «τρύτο κϑμα» βιοτεχνολογύασ) ϋχει ωσ ςημεύο αναφορϊσ τη 

χρόςη βιοκαταλυτών (ενζϑμων ό μικροοργανιςμών) με ςτϐχο την 

αποικοδϐμηςησ τησ βιομϊζασ προσ ενδιϊμεςα ό τελικϊ προώϐντα ό ενϋργεια 

αποτελεςματικϊ και με μειωμϋνεσ περιβαλλοντικϋσ επιπτώςεισ κατϊ τισ 

διεργαςύεσ βιομετατροπόσ [BIO, 2008].  
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Ωςτϐςο, ενώ ϋνασ μεγϊλοσ αριθμϐσ εμπορικών ενζϑμων εύναι διαθϋςιμα 

πλϋον τϐςο ςτον ακαδημαώκϐ χώρο ϐςο και ςτη βιομηχανύα, οι απαιτόςεισ για 

καινοτϐμα και πιο αποτελεςματικϊ ϋνζυμα παραμϋνουν υψηλϋσ. Η αυξανϐμενη 

ειςροό των πληροφοριών απϐ το χώρο τησ γονιδιωματικόσ και τησ βιολογύασ 

ϋχει διευρϑνει το βιοτεχνολογικϐ πεδύο τησ προςαρμογόσ των ενζυμικών 

ιδιοτότων ώςτε να ενιςχϑεται το προφύλ του εϑρουσ των εφαρμογών και 

αποδοτικϐτητϊσ τουσ. Τα ςυνόθη εργαλεύα πρωτεώνικοϑ ςχεδιαςμοϑ ϐπωσ η 

ανϊλυςη με βϊςη την τριςδιϊςτατη δομό και οι ςημειακϋσ μεταλλϊξεισ, ϋχουν 

εμπλουτιςτεύ περιλαμβϊνοντασ πλϋον ςτοχευμϋνεσ μεταλλϊξεισ περιοχών (regio 

targeted mutagenesis), επιλογό αμινοξικών καταλούπων βϊςει τησ ομολογύασ, in 

vivo ό in vitro αναςυνδυαςμϐ γονιδύων και κλωνοπούηςη, ειςϊγοντασ πληθώρα 

παραλλαγών ςε γνωςτϋσ πρωτεϏνεσ [Christakopoulos & Topakas, 2012]. Οι 

παροϑςεσ και δυνητικϋσ εξελύξεισ ςτο πεδύο τησ βιοκατϊλυςησ ανούγουν νϋουσ 

δρϐμουσ ςτη βιομηχανικό βιοτεχνολογύα για τη δημιουργύα νϋων χημικών 

προώϐντων. Εταιρεύεσ ϐπωσ οι Dyadic, Novozymes, DSM, Verenium, Metabolix και 

Cargill, εύναι ςε ςυνεχό αναζότηςη φυςικών βιοκαταλυτών με ςτϐχο την 

ταυτοπούηςη και τη βελτύωςη των χαρακτηριςτικών τουσ μϋςω ςυςτημϊτων 

ςϊρωςησ, γενετικόσ μηχανικόσ καθώσ και ϊλλων διαδικαςιών υψηλόσ 

τεχνολογύασ ώςτε να προχωρόςουν ςτη μεγϊλησ κλύμακασ παραγωγό τουσ [BIO, 

2008].  

Σημαντικό κινητόριοσ δϑναμη για τη βιομηχανύα εύναι η ανϊγκη να 

αντικαταςταθοϑν οι περιοριςμϋνεσ ορυκτϋσ πρώτεσ ϑλεσ απϐ υλικϊ βαςιςμϋνα 

ςε ςϊκχαρα, ϋλαια και λύπη για την παραγωγό βιοκαυςύμων [Woodley, 2013]. Η 

μετϊβαςη ςτην παραγωγό καυςύμων απϐ ανανεώςιμεσ πρώτεσ ϑλεσ εξελύςςεται 

με ταχεύσ ρυθμοϑσ καθώσ λαμβϊνει μεγϊλη χρηματοδϐτηςη ςε παγκϐςμιο 

επύπεδο και τύθενται ςε εφαρμογό υποχρεωτικού οικολογικού ςτϐχοι [DSM 

position on White Biotechnology]. Η παραγωγό βιοαιθανϐλησ απϐ καλλιϋργειεσ 

αραβοςύτου, βιοαερύου (μεθϊνιο) απϐ οργανικϊ υπολεύμματα, βιοντύζελ 

(μεθυλεςτϋρεσ των ανώτερων λιπαρών οξϋων) απϐ φυτικϊ ό ζωικϊ λύπη μϋςω 

ενζυμικών διεργαςιών βιομετατροπόσ και ζυμώςεων γύνεται ϐλο και πιο 

διαδεδομϋνη ςτο βιοενεργειακϐ επύπεδο καθώσ εξαλεύφονται προβλόματα που 

ενϋχουν οι χημικϋσ διεργαςύεσ. Παρϊλληλα, καλϑπτονται οι ανϊγκεσ για 

«πρϊςινη» βιομηχανικό δραςτηριϐτητα καθώσ η παραγωγό αποβλότων και η 
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ενεργειακό κατανϊλωςη ελαχιςτοποιοϑνται [Narodoslawsky, 2013]. Μια 

«καθαρό» παραγωγό κϊτω απϐ όπιεσ ςυνθόκεσ με μειωμϋνη κατανϊλωςη νεροϑ, 

ενϋργειασ και διαλυτών ςε ποςοςτϐ ϋωσ 50% καταλόγει ςε χαμηλϋσ εκπομπϋσ 

αποβλότων και ρϑπων (CO2). 

 

 

 

Τα οφϋλη τησ βιομηχανικόσ βιοτεχνολογύασ αντικατοπτρύζονται ςε μια 

οικονομύα βαςιςμϋνη ςε βιοδιεργαςύεσ οι οπούεσ δϑνανται να αντικαταςτόςουν 

κοςτοβϐρεσ πρακτικϋσ πολλών ςταδύων με απλοϑςτερα ςυνθετικϊ βόματα και 

μικρϐ περιβαλλοντικϐ αντύκτυπο. Για το λϐγο αυτϐ, το μεγαλϑτερο κϋρδοσ ςε 

επύπεδο αγορϊσ ςημειώνεται ςε χημικϊ προώϐντα υψηλόσ ποιϐτητασ (16 ϋωσ 

60%) ϐπου ϋχουν απλοποιηθεύ τα μονοπϊτια παραγωγόσ πληρώντασ 

προδιαγραφϋσ ανταγωνιςτικϐτητασ και βιωςιμϐτητασ.  

Δευτερευϐντωσ, ςημαντικϊ ποςοςτϊ ϐγκου πωλόςεων καταγρϊφονται για 

εξειδικευμϋνα ό υψηλόσ προςτιθϋμενησ αξύασ χημικϊ και πολυμερό (2 ϋωσ 20%) 

[Hirche, 2006].  Συνεπώσ, το ςυνολικϐ αποτϋλεςμα περιλαμβϊνει μια πιο 

ιςορροπημϋνη ενεργειακϊ εξϋλιξη, ςυνυφαςμϋνη με αγροτικό και οικονομικό 

ανϊπτυξη, χημικϊ πιο φιλικϊ προσ το περιβϊλλον, καθώσ και βιώςιμεσ λϑςεισ για 

τουσ τομεύσ τησ ενϋργειασ και τησ μεταφορϊσ. Η Λευκό Βιοτεχνολογύα αποτελεύ 

μύα απϐ τισ ελϊχιςτεσ τεχνολογύεσ που η οικονομύα και η οικολογύα ςυμβαδύζουν 

[DSM position on White Biotechnology].  
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11..22  ΒΒιιοοκκααττϊϊλλυυςςηη  κκααιι  θθεερρμμοοςςττααθθεερρϐϐττηητταα  

Η πλόρησ αποικοδϐμηςη τησ φυτικόσ βιομϊζασ με τη χρόςη βιοκαταλυτών 

παραμϋνει μεγϊλη ερευνητικό πρϐκληςη για την αποδοτικό παραγωγό 

βιοκαυςύμων που βαςύζεται ςε ϋνζυμα που υδρολϑουν την κυτταρύνη, την 

ημικυτταρύνη και ϊλλουσ πολυςακχαρύτεσ προσ ζυμώςιμα ςϊκχαρα [Berka et al., 

2011, Gool et al., 2012]. Λϐγω των ϋντονων βιομηχανικών διεργαςιών οι οπούεσ 

περιλαμβϊνουν υψηλϋσ θερμοκραςύεσ και πιϋςεισ, υψηλϋσ ςυγκεντρώςεισ 

ϊλατοσ, ϐξινα ό αλκαλικϊ pH και οξειδωτικϋσ ςυνθόκεσ, απαιτοϑνται ϋνζυμα 

ανθεκτικϊ ςε αυτϋσ τισ ςυνθόκεσ. Ένα απϐ τα προαπαιτοϑμενα για τη 

βιομηχανικό αξιοπούηςη ενϐσ ενζϑμου εύναι η θερμοανθεκτικϐτητα (διατόρηςη 

καταλυτικόσ δρϊςησ ςε υψηλϋσ θερμοκραςύεσ) ό/και η θερμοςταθερϐτητα 

(ικανϐτητα να ανθύςτανται ςτη μη αναςτρϋψιμη απενεργοπούηςη αλλϊ να 

διατηροϑν τη δρϊςη τουσ τουλϊχιςτον ςτουσ 60°C για μεγϊλο χρονικϐ 

διϊςτημα) [Vieille et al., 1996, Vieille & Zeikus, 2001].  

Οι θερμϐφιλοι μικροοργανιςμού που επιδεικνϑουν βϋλτιςτη ανϊπτυξη ςε 

θερμοκραςύεσ ϊνω των 45°C αποτελοϑν ελκυςτικϋσ φυςικϋσ πηγϋσ 

θερμοςταθερών ενζϑμων με δυνατϐτητεσ βιομηχανικών εφαρμογών. 

Χαρακτηριςτικϐ παρϊδειγμα αποτελεύ η θερμοςταθερό DNA πολυμερϊςη με 

βϋλτιςτη θερμοκραςύα κατϊλυςησ τουσ 72 °C η οπούα χρηςιμοποιεύται ευρϋωσ 

για τεχνικϋσ μοριακόσ βιολογύασ, απομονώθηκε απϐ υπερθερμϐφιλουσ και 

εξτρεμϐφιλουσ μικροοργανιςμοϑσ (με βϋλτιςτεσ θερμοκραςύεσ ανϊπτυξησ πϊνω 

απϐ τουσ 80 °C και τουσ 60 °C, αντύςτοιχα) [Glazer & Nikaido, 2007, Haki & 

Rakshit, 2003]. Εν γϋνει, οι υψηλϐτερεσ καταλυτικϋσ δρϊςεισ των 

θερμοςταθερών ενζϑμων καταγρϊφονται ςτο εϑροσ των θερμοκραςιών 

βϋλτιςτησ ανϊπτυξησ των οργανιςμών απϐ τουσ οπούουσ προϋρχονται [Vieille & 

Zeikus, 2001]. Ένα πρϐςθετο πλεονϋκτημα που διαθϋτουν τα ςυγκεκριμϋνα 

ϋνζυμα ςε ςχϋςη με τα αντύςτοιχα μεςϐφιλα εύναι η αντοχό τουσ ςε αυξημϋνεσ 

ςυγκεντρώςεισ υποςτρώματοσ χωρύσ απώλεια τησ καταλυτικόσ τουσ 

αποτελεςματικϐτητασ. Παρϊλληλα, οι υπϊρχουςεσ ενζυμικϋσ υδρολυτικϋσ 

τεχνολογύεσ που λαμβϊνουν χώρα ςτουσ 65°C χαρακτηρύζονται απϐ χαμηλϋσ 

ταχϑτητεσ και μικρϋσ αποδϐςεισ ςακχϊρων, απαιτοϑν μεγϊλεσ ποςϐτητεσ 

ενζϑμων και εύναι επιρρεπεύσ ςε ζητόματα μικροβιακόσ μϐλυνςησ, περιοριςμού 
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που δϑνανται να ξεπεραςτοϑν με τη χρόςη υψηλϐτερων θερμοκραςιών για τη 

βιομετατροπό [Yeoman et al., 2010, Viikari et al., 2007]. Επιπλϋον, η δυνατϐτητα 

χρόςησ μεθϐδων ςε αυξημϋνεσ θερμοκραςύεσ ϋχει αξιοςημεύωτη επιρροό ςτη 

βιοδιαθεςιμϐτητα και διαλυτϐτητα οργανικών ενώςεων προςφϋροντασ 

αποτελεςματικό βιοαποκατϊςταςη [Becker, 2007]. Τϋλοσ, η αξύα των 

ςυγκεκριμϋνων διεργαςιών ανϊγεται και ςτισ υψηλϐτερεσ ταχϑτητεσ 

αντύδραςησ και αποδϐςεισ λϐγω μεύωςησ του ιξώδουσ και αϑξηςησ του 

ςυντελεςτό διϊχυςησ των υποςτρωμϊτων αλλϊ και των προώϐντων, ενώ για τισ 

ενδϐθερμεσ αντιδρϊςεισ επιτυγχϊνεται επιθυμητό μετατϐπιςη τησ ιςορροπύασ 

[Krahe et al., 1996].  

Μεταξϑ των μικροοργανιςμών που διαθϋτουν τα επιθυμητϊ ϋνζυμα για τη 

βιομετατροπό τησ βιομϊζασ, ξεχωρύζουν νηματοειδεύσ μϑκητεσ του γϋνουσ 

Trichoderma, Aspergillus και Penicillium, με τουσ δϑο πρώτουσ να αποτελοϑν 

μεςϐφιλουσ οργανιςμοϑσ. Τα πιο ευρϋωσ χρηςιμοποιοϑμενα θερμοςταθερϊ 

ϋνζυμα ςόμερα που απαντώνται ςτη βιομηχανύα εύναι οι αμυλϊςεσ [Crab & 

Mitchinson, 1997, Sarikaya et al., 2000] πολλϋσ καινοτϐμεσ εφαρμογϋσ των 

οπούων βρύςκονται ςε διαφορετικϊ ςτϊδια ανϊπτυξησ. Στη βιομηχανύα 

τροφύμων, για παρϊδειγμα, χρηςιμοποιοϑνται ςτη ςϑνθεςη αμινοξϋων [Satosi et 

al., 2001], ενώ ςε βιομηχανύεσ ϐπωσ αυτϋσ πετρελαύου και χαρτιοϑ για την 

απομϊκρυνςη επιμολϑνςεων θεύου κατϊ τη βιοαποικοδϐμηςη [Bahrami et al., 

2001] αλλϊ και για την αντικατϊςταςη χημικών αντιδρώντων με μη τοξικϊ 

παρϊγωγα [Wittlich et al., 2001].  

Ο Myceliophthora thermophila (γνωςτϐσ και ωσ Sporotrichum thermophile) 

εύναι ϋνασ θερμϐφιλοσ μϑκητασ γνωςτϐσ για την παραγωγό μιασ ςειρϊσ 

θερμοςταθερών ενζϑμων (Πύνακασ 1.1.1) που μποροϑν να αξιοποιηθοϑν ςε 

ποικύλεσ βιομηχανικϋσ βιοδιεργαςύεσ [Berka et al., 2011,  Johri et al., 1999, Singh 

& Satyanarayana, 2006]. Το ςϑνολο των πρωτεώνών που εκκρύνονται απϐ το 

μϑκητα M. thermophila ϋχει προβλεφθεύ ϐτι περιλαμβϊνει 683 πρωτεϏνεσ απϐ 

τισ οπούεσ 569 εύναι ομϐλογεσ. Οι εξωκυτταρικϋσ πρωτεϏνεσ αντιςτοιχοϑν ςε 180 

ϋνζυμα που ταξινομοϑνται ςτη βϊςη δεδομϋνων ενζϑμων ενεργών ωσ προσ 

υδατϊνθρακεσ CAZy (Carbohydrate-Active Enzymes, http://www.cazy.org/), 

ωςτϐςο πϋραν αυτών το γονιδύωμα του μικροοργανιςμοϑ κωδικοποιεύ 

http://www.cazy.org/
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υδρολυτικϊ και οξειδωτικϊ ϋνζυμα ώςτε να ϋχει δρϊςη και ςε μη υδατανθρακικϊ 

υποςτρώματα [Berka et al., 2011].  

Πιο αναλυτικϊ, ο M. thermophila εκκρύνει μια εςτερϊςη του γλυκουρονικοϑ 

οξϋοσ (Sporotrichum thermophile Glucuronoyl Esterase) StGE1 η οπούα 

απομονώθηκε απϐ τουσ Vafiadi et al., 2009, και φϋρεται να υδρολϑει τον 

εςτερικοϑσ δεςμοϑσ μεταξϑ τησ γλυκουρονοξυλϊνησ και τησ λιγνύνησ ςτη 

λιγνινοκυτταρινοϑχο βιομϊζα (§1.3.3). Επύςησ, ϋχουν απομονωθεύ και 

χαρακτηριςτεύ δϑο τϑποι εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ StFAE-A [Topakas et 

al., 2004] και StFAE-C [Topakas et al., 2005] που καταλϑουν τον εςτερικϐ δεςμϐ 

μεταξϑ του διμεροϑσ του φερουλικοϑ οξϋοσ και τησ κϑριασ αλυςύδασ τησ 

ξυλϊνησ. Εξ αυτών, η StFAE-C βρϋθηκε ϐτι ϋχει την ικανϐτητα να μεταφϋρει 

μϐρια φερουλικοϑ οξϋοσ ςε μονϊδεσ D-αραβινϐζησ, μετατρϋποντϊσ την ςε 

φερουλοποιημϋνο παρϊγωγο, το οπούο δρα ωσ αντιμικροβιακϐσ παρϊγοντασ για 

το Mycobacterium bovis [Vafiadi et al., 2007].  

Ακϐμη, απϐ το μϑκητα απομονώθηκε μια πολυγαλακτουρονϊςη PGase με 

ενεργϐτητα πηκτινϊςησ, που υδρολϑει πολϑπλοκουσ πολυςακχαρύτεσ 

αποτελοϑμενουσ κυρύωσ απϐ D-γαλακτουρονικϐ οξϑ [Kaur et al., 2004], μια 

ενδοξυλανϊςη τησ οικογϋνειασ γλυκοζιδικών υδρολαςών 11 [Vardakou et al., 

2003], μια ενδογλουκανϊςη τησ οικογϋνειασ γλυκοζιδικών υδρολαςών 7 

[Karnaouri et al., 2014] και β-γλυκοςιδϊςεσ [Canevascini & Meyer, 1979, Meyer 

& Canevascini, 1981, Gaikwad & Maheshwari, 1994, Karnaouri et al., 2013]. Η 

δρϊςη τουσ ύςωσ εμπλϋκεται ςτη βιοςϑνθεςη του κυτταρικοϑ τοιχώματοσ αλλϊ 

και ςτην αποικοδϐμηςη τησ κυτταρύνησ ςε ςυνεργαςύα με ϊλλα 

κυτταροπλαςματικϊ ϋνζυμα [Bharadwaj & Maheshwari, 1999].  

Επιπρϐςθετα, μια οξειδοαναγωγϊςη, η πολυςακχαρολυτικό μονοοξυγενϊςη 

(StCel61a, LPMO) [Dimarogona et al., 2012] που διαφαύνεται να καταλϑει ϊμεςα 

τη διϊςπαςη των γλυκοζιδικών δεςμών τησ κυτταρύνησ εκθϋτοντασ την ςτη 

δρϊςη των κυτταριναςών χρηςιμοποιώντασ ωσ ςυμπαρϊγοντα ιϐν μετϊλλου 

(Cu2+). Παρϊλληλα, μύα αφυδρογονϊςη τησ κελλοβιϐζησ, η CDHst του M. 

thermophila αποτελεύ ϋνα εξωκυτταρικϐ φλαβοϋνζυμο με δρϊςη οξεύδωςησ τησ 

κελλοβιϐζησ προσ λακτϐνη ενώ μϋςω τησ δυνατϐτητϊσ του να μεταφϋρει 

ηλεκτρϐνια, χρηςιμοποιεύται ωσ αμπερομετρικϐσ βιοαιςθητόρασ για δοκιμϋσ 
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ανύχνευςησ του υποςτρώματοσ και του προώϐντοσ [Subramaniam et al., 1999]. Η 

φυτϊςη (φωςφοϒδρολϊςη τησ εξαφωςφορικόσ μυοώνοςιτϐλησ) HAP-phytase 

που παρϊγεται απϐ τον M. thermophila,  υδρολϑει το φυτικϐ οξϑ που αποτελεύ 

την κϑρια μορφό αποθόκευςησ φωςφϐρου ςτα φυτϊ και το ϋδαφοσ ώςτε να 

χρηςιμοποιηθεύ ςε εφαρμογϋσ αποκατϊςταςησ ϊγονων εδαφών ςτην προώθηςη 

ανϊπτυξησ φυτικών ςτελεχών [Singh & Satyanarayana, 2010].  

Τϋλοσ, οι λακκϊςεσ που εκκρύνονται απϐ το μϑκητα με οξειδωτικό δρϊςη ςε 

φαινολικϋσ ενώςεισ με επακϐλουθη αναγωγό του Ο2 ςε Η2Ο, ϋχουν βιομηχανικό 

εφαρμογό ωσ βιοϒποκατϊςτατα επιβλαβών χημικών (βιομηχανύα χϊρτου, 

βαφών υφαςμϊτων) [Berka et al. 1997]. Ακϐμη χρηςιμοποιοϑνται για την 

οικολογικό αποκατϊςταςη εδαφών, τησ ικανϐτητϊσ τουσ να αποικοδομοϑν 

ελαςτικϐ καθώσ και για τον πολυμεριςμϐ τησ λιγνύνησ απϐ υπολεύμματα τησ 

βιομετατροπόσ τησ λιγνινοκυτταρινοϑχου βιομϊζασ [Rodríguez et al., 2006, 

Gouveia et al., 2013]. 

 

Πύνακασ 1.1.1 Ένζυμα και ιδιϐτητεσ που παρϊγονται απϐ το μικροοργανιςμϐ 
Myceliophthora thermophila   

Ένζυμα Μ.Β. (kDa) pHopt Topt 
(°C) 

Αναφορϊ 

α-Γαλακτοςιδϊςη 60 5.0 60 Dotsenko et al. (2012) 

β-Γλυκοζιδϊςη - 5.4 65 Bhat et al. (1993) 

β-Γλυκοζιδϊςη 90 5.0 70 Karnaouri et al. (2013) 

Αφυδρογονϊςη τησ 

κελλοβιϐζησ Ι 

91 - - Canevascini et al. (1991) 

Αφυδρογονϊςη τησ 

κελλοβιϐζησ ΙΙ 

192 - - Canevascini et al. (1991) 

Ενδογλουκανϊςη 65 5.0 60 Karnaouri et al. (2014) 

Εςτερϊςη του 

γλυκουρονικοϑ οξϋοσ 

(φυςικϐσ τϑποσ) 

58 6.0 60 Vafiadi et al. (2009) 

Εςτερϊςη του 

γλυκουρονικοϑ οξϋοσ 

- 7.0 55 Topakas et al. (2010) 

Εςτερϊςη του φερουλικοϑ 

οξϋοσ 

57 6.0 60 Topakas et al. (2004) 

Πολυγαλακτουρονϊςη 48 5.0 25 Beeson et al. (2011) 

Πολυςακχαρολυτικό 

μονοοξυγενϊςη 

81 8.0 65 Dimarogona et al. (2012) 

Πηκτινϊςη - 7.0 55 Kaur et al. (2004) 

Φυτϊςεσ 90 5.0 60 Singh & Satyanarayana 

(2009) 

Λακκϊςη 85 6.5 60 Berka et al. (1997) 
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Εκτϐσ απϐ θερμοςταθερϊ ϋνζυμα ο M. thermophila παρϊγει πλόθοσ 

βιομορύων ενδιαφϋροντοσ ανϊμεςα ςτα οπούα ξεχωρύζουν οι αντιμικροβιακών 

ιδιοτότων ξυλο-ολιγοςακχαρύτεσ [Christakopoulos et al., 2003] και φρουκτο-

ολιγοςακχαρύτεσ [Katapodis et al., 2004]. Όςον αφορϊ ςτουσ φρουκτο-

ολιγοςακχαρύτεσ 1-κεςτϐζη, 2-κεςτϐζη και νεοκεςτϐζη που απομονώθηκαν απϐ 

κϑτταρα του μικροοργανιςμοϑ, μποροϑν να αξιοποιηθοϑν ωσ πρϐςθετα 

τροφύμων [Kim et al., 2000] προςφϋροντασ ωφϋλη ςτην ανθρώπινη υγεύα. 

Ειδικϐτερα, με την πλόρη διϊςπαςό τουσ απϐ τα πεπτικϊ ϋνζυμα δεν αποδύδουν 

θερμιδικό αξύα και εύναι κατϊλληλεσ για ϊτομα που πϊςχουν απϐ διαβότη [Yun, 

1996], αλλϊ και για τη μεύωςη των επιπϋδων τησ χοληςτερϐλησ και των 

τριγλυκεριδύων [Rivello-Urgell & Santamaria-Orleans, 2001]. 

 

 
Εικϐνα 1.1 Μορφολογικϊ χαρακτηριςτικϊ του μϑκητα Myceliopthora thermophila ϐπου 
διακρύνονται Α) νεαρού και ώριμοι κονιδιοφορεύσ (Πηγό εικϐνασ: Ronald de Vries, CBS-KNAW 
Fungal Biodiversity Center) Β) υφϋσ που αναπτϑςςονται ςε ςτερεϐ θρεπτικϐ μϋςο (Πηγό 
εικϐνασ: http://www.gefor.4t.com/hongos/myceliophthorathermophila.html). 

 

 

O μικροοργανιςμϐσ αυξϊνεται με το βϋλτιςτο ρυθμϐ ςε θερμοκραςύεσ 35 - 48 

°C ανϊλογα με το υπϐςτρωμα, μπορεύ ϐμωσ να καλλιεργηθεύ ςε θερμακραςύεσ 25 

– 55 °C ενώ εμφανύζει ανθεκτικϐτητα ςε ςϑντομη ϋκθεςη ςτουσ 59 °C [Bhat & 

β-Μαννοςιδϊςη 97 5.3 40 Dotsenko et al. (2012) 

β-Μαννανϊςη 48 5.2 69 Dotsenko et al. (2012) 

Ξυλανϊςη - 7.0 50 Sadaf & Khare (2014) 
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Maheshwari, 1987]. Ο ρυθμϐσ ανϊπτυξησ που εμφανύζει ο M. thermophila ςε 

θρεπτικϐ υπϐςτρωμα γλυκϐζησ εύναι παρϐμοιοσ με εκεύνον που παρατηρεύται 

ϐταν ο αυξϊνεται ςε υπϐςτρωμα κυτταρύνησ ώςτε να μπορεύ να χαρακτηριςτεύ 

ωσ ιςχυρϐσ κυτταρινολυτικϐσ οργανιςμϐσ [Maheshwari et al., 2000], ενώ οι 

αποικύεσ ϋχουν διαφορετικό μορφολογύα ανϊλογα με το υπϐςτρωμα ςτο οπούο 

αναπτϑςςονται (Εικϐνα 1.1). Ο θερμϐφιλοσ αυτϐσ μϑκητασ απομονώθηκε απϐ 

το ϋδαφοσ και απϐ βιομϊζα λαχανικών [Domsch et al., 1993, Singh & 

Satyanarayana, 2006, 2008] και παρϊλληλα εύναι αποτελεςματικϐσ ςτην 

αποικοδϐμηςη ξϑλου και ϊλλων κυτταρικών ουςιών με πιο γρόγορο ρυθμϐ απϐ 

ϊλλουσ θερμϐφιλουσ και μεςϐφιλουσ μϑκητεσ [Berka et al., 2011, Domsch et al., 

1993, Maheshwari et al., 2000].  

Συμπεραςματικϊ, ο μϑκητασ M. thermophila εύναι εϑκολα απομονώςιμοσ απϐ 

δεύγματα εδϊφουσ αφοϑ απαντϊται ςε ϊφθονεσ ποςϐτητεσ, αυξϊνεται εϑκολα 

με χρόςη φθηνών θρεπτικών υλικών (υγρών ό ςτερεών) και εύναι ακύνδυνοσ για 

την ανθώπινη υγεύα (εξαιρϋςεισ παρατηροϑνται μϐνο ςε περιπτώςεισ 

ανοςοκαταςτολόσ). Αξιοςημεύωτη εύναι η ποικιλύα θερμοςταθερών ενζϑμων που 

εκκρύνει με βιοτεχνολογικϋσ εφαρμογϋσ ώςτε να μπορεύ να χαρακτηριςτεύ ωσ 

ϋνα πολλϊ υποςχϐμενο ςϑςτημα μελϋτησ. Ο πρϐςφατοσ χαρακτηριςμϐσ του 

γονιδιώματϐσ του [Berka et al., 2011] αποτελεύ ϋνα πρϐςθετο ϋναυςμα για τη 

διερεϑνηςη του κυτταρινολυτικοϑ του ςυςτόματοσ. Τϋλοσ, τα χαρακτηριςτικϊ 

πλεονεκτόματα που προςφϋρει ςτα οπούα ςυγκαταλϋγονται η υψηλό ικανϐτητα 

αποικοδϐμηςησ τησ λιγνινοκυτταρινοϑχου βιομϊζασ ςε υψηλϋσ θερμοκραςύεσ 

και η χρόςη θερμοςταθερών ενζϑμων τον καθιςτϊ ελκυςτικϐ εργαλεύο για 

αξιοπούηςη ςε διεργαςύεσ βιομετατροπόσ τησ βιομϊζασ δυνητικϊ ςε βιομηχανικό 

κλύμακα. 
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11..33  ΕΕςςττεερρϊϊςςεεσσ  ττοουυ  γγλλυυκκοουυρροοννιικκοοϑϑ  οοξξϋϋοοσσ  

1.3.1 Ημικυτταρινϊςεσ 

Οι ημικυτταρινϊςεσ αποτελοϑν ϋνα ςϑνολο ενζϑμων που επιδεικνϑει 

αξιοςημεύωτη ποικιλύα και αφοροϑν ςτην υδρϐλυςη των ςυςτατικών τησ 

ημικυτταρύνησ, ενϐσ απϐ τουσ πιο απαντώμενουσ πολυςακχαρύτεσ ςτη φϑςη, 

μετϊ την κυτταρύνη, αποτελώντασ περύπου το 20-35% τησ 

λιγνινοκυτταρινοϑχου βιομϊζασ [Saha, 2003]. Τα ςυγκεκριμϋνα ϋνζυμα 

διαδραματύζουν νευραλγικϐ ρϐλο ςτην αποτελεςματικό αξιοπούηςη τησ φυτικόσ 

βιομϊζασ και του κϑκλου του ϊνθρακα. Τα υποςτρώματα των ημικυτταριναςών, 

οι ημικυτταρύνεσ, εύναι η ςυνιςταμϋνη ενϐσ ετερογενοϑσ ςυνϐλου 

πολυςακχαριτών εύτε διακλαδιςμϋνων εύτε ευθεύασ διϊταξησ οι οπούοι 

ςχηματύζουν δεςμοϑσ υδρογϐνου με τα μικροώνύδια κυτταρύνησ του κυτταρικοϑ 

τοιχώματοσ ςχηματύζοντασ ϋνα ςυμπαγϋσ δύκτυο. Παρϊλληλα, ενώνονται 

ομοιοπολικϊ με τη λιγνύνη ςτο δευτερογενϋσ κυτταρικϐ τούχωμα ώςτε μαζύ με 

την κυτταρύνη να προκϑπτει μια εξαιρετικϊ πολϑπλοκη δομό [Shallom & 

Shoham, 2003]. Ωςτϐςο, η ακριβόσ ςυνειςφορϊ τησ ημικυτταρύνησ ςτην 

αντύςταςη που εμφανύζει η λιγνινοκυτταρινοϑχοσ βιομϊζα προσ την πλόρη 

αποικοδϐμηςό τησ παραμϋνει να αποςαφηνιςτεύ καθώσ ϋχει προταθεύ η 

ςημαντικό ςυμμετοχό τουσ ςτο ςυγκεκριμϋνο φαινϐμενο ειδικϊ ςτην περύπτωςη 

πρώτων υλών προερχϐμενων απϐ φυλλοβϐλα δϋντρα (hardwood) (~20% 

περιεκτικϐτητα ςε ημικυτταρύνη) [Vega-Sanchez & Ronald, 2010].  

Η μεταβλητό ςϑςταςη τησ οργϊνωςησ τησ ημικυτταρύνησ απαιτεύ τη 

ςυντονιςμϋνη δρϊςη πολλών ενζϑμων ενώ η διεργαςύα αυτό ςυχνϊ λαμβϊνει 

χώρα με αργοϑσ ρυθμοϑσ λϐγω τησ δομόσ του κυτταρικοϑ τοιχώματοσ που δε 

διαλυτοποιεύται καθώσ και τησ περιοριςμϋνησ διαθεςιμϐτητασ των αποδοτικών 

κυτταρινολυτικών και ημικυτταρινολυτικών μικροοργανιςμών. Δεδομϋνου ϐτι 

μεγϊλο μϋροσ του ετεροπολυμεροϑσ εύναι εύτε αδιϊλυτο εύτε ςτενϊ ςυνδεδεμϋνο 

με το αδιϊλυτο πλϋγμα κυτταρύνησ, πολλϋσ απϐ τισ ημικυτταρινϊςεσ αποτελοϑν 

ρυθμιςτικϋσ πρωτεϏνεσ και εκτϐσ απϐ τα ενεργϊ κϋντρα διαθϋτουν ϊλλεσ 

λειτουργικϋσ περιοχϋσ ϐπωσ οι δομϋσ πρϐςδεςησ ςτην κυτταρύνη (carbohydrate-

binding modules, CBMs) και οι αγκυρύνεσ. Οι πρώτεσ διευκολϑνουν τη ςτϐχευςη 

των ενζϑμων ςτουσ αδιϊλυτουσ πολυςακχαρύτεσ ενώ οι δεϑτερεσ μεςολαβοϑν 
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ςτην πρϐςδεςη των καταλυτικών περιοχών μϋςω αλληλεπιδρϊςεων 

ςυνδετύνησ-αγκυρύνησ [de Vries & Visser,  2001]. Οι καταλυτικϋσ περιοχϋσ των 

ημικυτταριναςών ταξινομοϑνται εύτε ςτην οικογϋνεια των γλυκοςιδικών 

υδρολαςών (GHs) εύτε των υδατανθρακικών εςτεραςών (CEs) ανϊλογα με την 

υδρϐλυςη εύτε γλυκοςιδικών δεςμών εύτε εςτερικών δεςμών πλευρικών ομϊδων 

οξικών εςτϋρων ό φερουλικοϑ οξϋοσ, αντύςτοιχα. Σϑμφωνα με τη βϊςη 

δεδομϋνων CAZy, μποροϑν να καταταχθοϑν ςε οικογϋνειεσ ςϑμφωνα με την 

ομολογύα τησ πρωτοταγοϑσ δομόσ με την υπϐδειξη αριθμών (ϐπωσ CE1 για την 

οικογϋνεια υδατανθρακικών εςτεραςών 1), ενώ ςτισ περιπτώςεισ οικογενειών 

που διακρύνονται απϐ παρϐμοια αναδύπλωςη (fold) μπορεύ να γύνει περαιτϋρω 

ομαδοπούηςη ςε υποκατηγορύεσ με χαρακτηριςτικϐ γρϊμμα του αλφαβότου 

(ϐπωσ GH-A) [Shallom & Shoham, 2003].  

Πιο αναλυτικϊ, τα ϋνζυμα που υδρολϑουν την ημικυτταρύνη περιλαμβϊνουν 

ξυλανϊςεσ, αραβινοφουρανοςιδϊςεσ, γλυκουρονιδϊςεσ, ακετυλοεςτερϊςεσ και 

εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ [Duff & Murray, 1996]. Όςον αφορϊ ςτισ 

ξυλανϊςεσ, η ενεργϐτητϊ τουσ εξαρτϊται απϐ το μόκοσ τησ αλυςύδασ του 

υποςτρώματοσ εμφανύζοντασ μεύωςη ενεργϐτητασ με την αντύςτοιχη μεύωςη 

του μόκουσ αλυςύδασ. Κϑριο ρϐλο ςτη βιοαποικοδϐμηςη τησ κϑριασ αλυςύδασ 

τησ ξυλϊνησ κατϋχουν οι ενδοξυλανϊςεσ, διαςπώντασ τη ςε μικρϐτερουσ 

ολιγοςακχαρύτεσ, οι οπούοι μποροϑν με τη ςειρϊ τουσ να αποικοδομηθοϑν 

περαιτϋρω ςε ξυλϐζη απϐ τισ β-ξυλοςιδϊςεσ. Οι β-ξυλοςιδϊςεσ με τη ςειρϊ τουσ, 

υδρολϑουν ξυλοολιγοςακχαρύτεσ απϐ το μη αναγωγικϐ ϊκρο τουσ, 

απελευθερώνοντασ μϐρια D-ξυλϐζησ και το υπϐςτρωμα ςτο οπούο εμφανύζουν 

τη μϋγιςτη ενεργϐτητα εύναι η ξυλοβιϐζη ενώ η ςυγγϋνειϊ τουσ για τουσ 

ξυλοολιγοςαχαρύτεσ εύναι αντιςτρϐφωσ ανϊλογη του βαθμοϑ πολυμεριςμοϑ 

τουσ. Στη ςυνϋχεια, η β-ξυλοζιδϊςη υδρολϑει τα ολιγομερό β-D- 

ξυλοπυρανοζιδύου που προκϑπτουν απϐ τη διϊςπαςη τησ ξυλϊνησ τα οπούα θα 

δροϑςαν παρεμποδιςτικϊ ςτην περαιτϋρω διϊςπαςη απϐ την ενδοξυλανϊςη 

[Andrade et al., 2004, Zanoelo et al., 2004].  

Σημαντικϐ ρϐλο ςτην αποικοδϐμηςη τησ ξυλϊνησ διαδραματύζουν επύςησ 

ϋνζυμα ϐπωσ η εςτερϊςη τησ ακετυλοξυλϊνησ, η οπούα αφαιρεύ τισ ακετυλο-

ομϊδεσ απϐ τουσ C-2 και 3 των καταλούπων β-D-ξυλοπυρανϐζησ τησ ακετυλο-
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ξυλϊνησ, οι αραβινοφουρανοζιδϊςεσ, οι οπούεσ διαςποϑν τισ διακλαδιςμϋνεσ και 

γραμμικϋσ αραβινϊνεσ, [Kaneko et al., 2000, de Vries et al., 2000] καθώσ και η α-

γλυκουρονιδϊςη, η οπούα διαςπϊ τουσ α-(1,2) δεςμοϑσ μεταξϑ των μονϊδων 

γλυκουρονικοϑ οξϋοσ και των β-D-ξυλοπυρανοζών τησ κϑριασ αλυςύδασ των 

γλυκουρονοξυλανών. Εξϊλλου, οι εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ και π-κουμαρικοϑ 

οξϋοσ ςυνειςφϋρουν με την υδρϐλυςη των εςτερικών δεςμών μεταξϑ υδροξυ-

κινναμικών οξϋων (φερουλικϐ ό π-κουμαρικϐ οξϑ) ό διϒδρο-διμερών μορφών 

του φερουλικοϑ οξϋοσ και των κϑριων πολυμερών αλυςύδων τησ ξυλϊνησ 

[Polizeli et al., 2005].  

 

1.3.2 Βιοτεχνολογικό αξιοπούηςη ημικυτταριναςών 

Η χρόςη ημικυτταριναςών βρύςκει πολλϋσ εφαρμογϋσ ςτισ βιομηχανικϋσ 

διεργαςύεσ και η πιο απαιτητικό απϐ αυτϋσ εύναι η ανϊπτυξη μιασ μη 

κοςτοβϐρου μεθοδολογύασ για τη διαλυτοπούηςη τησ λιγνινοκυτταρύνησ ωσ 

ανανεώςιμη ενεργειακό πηγό ϊνθρακα [Mielenz, 2001, Galbe & Zacchi, 2002]. Οι 

ημικυτταρινϊςεσ χρηςιμοποιοϑνται ςυνηθϋςτερα ςτη βελτύωςη των 

ζωοτροφών, ςτη βιομηχανύα χαρτοπολτοϑ και ϊρτου και ειδικϐτερα οι 

γλυκοζιδϊςεσ μποροϑν να χρηςιμοποιηθοϑν ςε ενζυμικϋσ διεργαςύεσ ςϑνθεςησ 

ολιγοςακχαριτών. Πιο ςυγκεκριμϋνα, υψηλϋσ αποδϐςεισ ποικιλύασ 

ολιγοςακχαριτών μποροϑν να επιτευχθοϑν με γλυκοζιδϊςεσ ϐπου το 

πυρηνϐφιλο αμινοξϑ ϋχει αντικαταςταθεύ ώςτε παρουςύα ενεργοποιημϋνων 

δοτών γλυκϐζησ να λαμβϊνει χώρα η ςϑνθεςη ενώ ταυτϐχρονα δεν διαςπώνται 

τα προώϐντα τησ αντιδραςησ [Shallom & Shoham, 2003]. Εξϊλλου, η 

ςυνεργιςτικό δρϊςη ποικύλων ημικυτταριναςών διευκολϑνει την πρϐςβαςη 

ςτουσ κϑριουσ πολυςακχαρύτεσ του κυτταρικοϑ τοιχώματοσ, για την 

αποτελεςματικϐτερη αποικοδϐμηςό τουσ μειώνοντασ τισ ςτερεοχημικϋσ 

παρεμποδύςεισ των πλευρικών αλυςύδων και των ποικύλησ φϑςησ 

υποκαταςτατών. Έτςι, με τη δρϊςη τησ εςτερϊςησ τησ ακετυλοξυλϊνησ ςτην 

ξυλϊνη, απομακρϑνονται οι ακετυλομϊδεσ που δρουν παρεμποδιςτικϊ ςτη 

δρϊςη τησ ενδοξυλανϊςησ. Αντύςτοιχα, μκρϊ ακετυλιωμϋνα πολυμερό, που 

παρϊγονται απϐ την ενδοξυλανϊςη, αποτελοϑν υπϐςτρωμα για τισ εςτερϊςεσ. 

Πολϑπλοκα υποςτρώματα, ϐπωσ το πύτυρο ςύτου το οπούο περιϋχει μεγϊλεσ 
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ποςϐτητεσ αραβινοξυλϊνησ, δεν διαςπώνται εϑκολα απϐ τισ ενδοξυλανϊςεσ, 

χωρύσ να προηγηθεύ πϋψη με α- αραβινοφουρανοςιδϊςη. Τϋτοια ϋνζυμα, ςε 

ςυνεργαςύα με τισ ενδοξυλανϊςεσ ενιςχϑουν τον αποπολυμεριςμϐ τησ 

αραβινοξυλϊνησ. Συνεπώσ, ο ιδανικϐσ μικροοργανιςμϐσ προσ βιοτεχνολογικό 

αξιοπούηςη, θα όταν αυτϐσ που θα ϋχει την ικανϐτητα να παρϊγει επαρκεύσ 

ποςϐτητεσ απϐ ϐλα τα ϋνζυμα του ημικυτταρινολυτικοϑ ςυμπλϋγματοσ [Polizeli 

et al., 2005].  

 

1.3.3 Η CE15 οικογϋνεια υδατανθρακικών εςτεραςών 

Οι εςτερϊςεσ του γλυκουρονικοϑ οξϋοσ (Glucuronoyl Esterases, GEs) 

αποτελοϑν μια κατηγορύα ημικυτταριναςών πρϐςφατα ανακαλυφθεύςα ςτον 

μϑκητα αποικοδϐμηςησ λιγνινοκυτταρινοϑχων υλικών δαςικόσ προϋλευςησ 

Schizophyllum commune.  Ο χαρακτηριςμϐσ του ενζϑμου ϋγινε βϊςει τησ 

εκλεκτικόσ υδρϐλυςησ μεθυλεςτϋρων του 4-Ο-μεθυλο-D-γλυκουρονικοϑ οξϋοσ 

δεςμευμϋνων γλυκοςιδικϊ ό ελεϑθερων ωσ ςυνθετικϊ ανϊλογα (Σχόμα 1.3.1). 

Για το λϐγο αυτϐ, εικϊζεται ϐτι διαδραματύζει αξιοςημεύωτο ρϐλο ςτην 

αποικοδϐμηςη τησ βιομϊζασ αφοϑ φαύνεται να διαχωρύζει τη λιγνύνη απϐ την 

ημικυτταρύνη μϋςω τησ υδρϐλυςησ του εςτερικοϑ δεςμοϑ μεταξϑ καταλούπων 

των ξυλανών και αρωματικών αλκοολών τησ λιγνύνησ, ϐπωσ παρουςιϊζεται ςτο 

Σχόμα 1.3.1.α) [Špániková & Biely, 2006]. Η πρωτοταγόσ δομό τησ 

γλυκουρονικόσ εςτερϊςησ απϐ το μϑκητα  Hypocrea jecorina  (Trichoderma 

reesei) περιγρϊφηκε απϐ τουσ Li et al., 2007 και η βιοπληροφορικό αναζότηςη 

ομϐλογων γονιδύων ςε πληθώρα μυκότων και βακτηρύων οδόγηςε ςτη 

δημιουργύα τησ νϋασ οικογϋνειασ υδατανθρακικών εςτεραςών CE15 ςϑμφωνα 

με τη βϊςη δεδομϋνων ενζϑμων ενεργών ωσ προσ υδατϊνθρακεσ (Carbohydrate 

Active enZymes, CAZy, http://www.cazy.org/ [Cantarel et al., 2009]). 

 

http://www.cazy.org/


14 
 

 

Σχόμα 1.3.1 α) Αντιπροςωπευτικό δομό πιθανοϑ φυςικοϑ υποςτρώματοσ των γλυκουρονικών 

εςτεραςών β) Συνθετικϐ ανϊλογο υποςτρώματοσ ελεϑθερου μεθυλεςτϋρα του 4-Ο-μεθυλο-D-

γλυκουρονικοϑ οξϋοσ [Špániková & Biely, 2006]. 

 

Μϋχρι ςόμερα, η CE15 οικογϋνεια διαθϋτει πϊνω απϐ 100 μϋλη εκ των οπούων 

μϐνο οκτώ ϋχουν χαρακτηριςτεύ (Πύνακασ 1.3.1) ενώ δϑο απϐ αυτϋσ ϋχουν 

κρυςταλλωθεύ και οι τριςδιϊςτατεσ δομϋσ τουσ ϋχουν λυθεύ με 

κρυςταλλογραφύα ακτύνων Χ (Κεφϊλαιο 3.4 [Pokkuluri et al. 2011, Charavgi et 

al. 2013]). Οι GEs που ϋχουν μελετηθεύ, πϋραν τησ αρχικόσ απϐ τον μϑκητα S. 

commune, περιλαμβϊνουν δϑο κλωνοποιημϋνεσ εςτερϊςεσ του βαςιδιομϑκητα 

Phanerochaete chrysosporium [Duranová et al., 2009a], την καταλυτικό περιοχό 

μιασ κλωνοποιημϋνησ εςτερϊςησ απϐ το μϑκητα Hypocrea jecorina, μύα 

εςτερϊςη φυςικοϑ τϑπου [Vafiadi et al., 2009] και η αντύςτοιχη κλωνοποιημϋνη 

[Topakas et al., 2010] του θερμϐφιλου μϑκητα Myceliophthora thermophila, η 

κλωνοποιημϋνη εςτερϊςη απϐ το μϑκητα Podospora anserina [Katsimpouras et 

al., 2014] και τϋλοσ η κλωνοποιημϋνη εςτερϊςη του μϑκητα  Cerrena unicolor 

[d’Errico et al., 2015].  
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Οι γλυκουρονικϋσ εςτερϊςεσ ανόκουν ςτην οικογϋνεια εςτεραςών τϑπου 

Σερύνησ, ϐπου δεν εύναι απαραύτητη η παρουςύα ιϐντων μετϊλλου ωσ βοηθητικϊ 

ςτην κατϊλυςη [Li et al., 2007, Topakas et al., 2010]. Οριςμϋνεσ εκ των GEs 

διαθϋτουν δομικϊ αυτοτελεύσ περιοχϋσ πρϐςδεςησ ςτην κυτταρύνη CBM 

(Carbohydrate Binding Module) οικογϋνειασ 1 (ςχεδϐν αποκλειςτικϊ ςε 

μυκητιακόσ προϋλευςησ πρωτεϏνεσ) ςτο αμινοτελικϐ ϊκρο, καθώσ και ϋνα 

πλοϑςιο ςε προλύνη/ςερύνη  ςυνδετικϐ πεπτύδιο (linker) [Duranová et al., 

2009a]. Η πρωταρχικϊ ανακαλυφθεύςα ScGE καθώσ και οι PcGE2, rSCGE, Cip2 

GE και StGE2 δε διαθϋτουν τισ ςυγκεκριμϋνεσ περιοχϋσ ενωμϋνεσ με την 

καταλυτικό περιοχό καθώσ απαντϊται κυρύωσ ςε φυςικοϑ τϑπου απομονωμϋνεσ 

γλυκουρονικϋσ εςτερϊςεσ. Η CBM1 περιοχό εντοπύζεται ςε ποικύλα 

λιγνινοκυτταρινολυτικϊ ϋνζυμα (κυτταρινϊςεσ και ημικυτταρινϊςεσ) ωςτϐςο 

εφϐςον δεν εύναι απαραύτητο δομικϐ ςτοιχεύο των GEs, ο ουςιαςτικϐσ ρϐλοσ του 

Πύνακασ 1.3.1 Οι οκτώ GEs τησ CE15 οικογϋνειασ  υδατανθρακικών εςτεραςών που 
ϋχουν χαρακτηριςτεύ μϋχρι ςόμερα. 

Μικροοργανιςμϐσ Ένζυμο Μ.Β. 
(kDa) 

pHopt Topt 
(°C) 

Διαθϋςιμη 
3D δομό 

Αναφορϊ 

Schizophyllum 

commune 
SSccGGEE  44 7.0 50 - Špániková & Biely, 

2006 

Schizophyllum 
commune 

rrSSCCGGEE  53 - - - Wong et al., 2012 

Phanerochaete 

chrysosporium 
PPccGGEE11,,  

PPccGGEE22  

49.5, 

43.5  

- - - Duranová et al., 
2009a 

Hypocrea jecorina CCiipp22  

GGEE  

50 5.5 40 pdb:3PIC Li et al., 2007,  
Pokkuluri et al. 2011 

Myceliophthora 

thermophila 
SSttGGEE11  58 6.0 60 - Vafiadi et al., 2009 

Myceliophthora 

thermophila 
SSttGGEE22  43 7.0 55 pdb: 4G4G Topakas et al., 2010, 

Charavgi et al., 2013 

Podospora 

anserina 
PPaaGGEE11  63 - - - Katsimpouras et al., 

2014 

Cerrena unicolor CCuuGGEE  58 5.0 - - d’Errico et al., 2015 
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ςτην αποικοδϐμηςη του κυτταρικοϑ τοιχώματοσ τύθεται υπϐ αμφιςβότηςη. 

Σϑμφωνα με μια υπϐθεςη, οι CBM1 GEs απαιτοϑνται για τα πρωταρχικϊ ςτϊδια 

τησ αποικοδϐμηςησ ϐπου το λιγνινοκυτταρινοϑχο υλικϐ του τοιχώματοσ εύναι 

ακϐμα αδιϊλυτο, ενώ ςτα μεταγενϋςτερα ςτϊδια προτιμώνται οι εςτερϊςεσ 

χωρύσ CBM1 ώςτε να επιταχυνθεύ η διεργαςύα τησ υδρϐλυςησ [Duranová et al., 

2009a].  

Η εξειδικευμϋνη υδρολυτικό δρϊςη των GEs ϋχει μελετηθεύ ϋναντι ςυνθετικών 

αναλϐγων υποςτρωμϊτων και οι καταλυτικϋσ δραςτικϐτητϋσ τουσ 

καταγρϊφονται ςε εϑροσ pH 5-7 και θερμοκραςύεσ 40-60 °C. Πιο αναλυτικϊ, 

κινητικϋσ μελϋτεσ τησ ScGE με χρόςη ςυνθετικών αναλϐγων τα οπούα μιμοϑνται 

δομικϊ τουσ εςτερικοϑσ δεςμοϑσ που απαντώνται ςτα φυτικϊ κυτταρικϊ 

τοιχώματα ϋδειξαν ϐτι οι GEs αναγνωρύζουν υδρολυτικϊ το  γλυκουρονικϐ οξϑ 

μϊλλον παρϊ την αλκοϐλη [Špániková et al., 2007]. Παρϊλληλα ϋχει δειχθεύ ϐτι 

το ϋνζυμο δεν υδρολϑει μεθυλεςτϋρεσ του D-γαλακτουρονικοϑ οξϋοσ οϑτε του 

νιτροφαύνυλο γλυκοςιδύου ενώ διαφαύνεται μια εξϊρτηςη τησ δρϊςησ του απϐ 

τη μεθυλύωςη του C-4 του D-γλυκουρονικοϑ [Ďuranová et al.  2009b]. Τϐςο η 

ScGE ϐςο και η Cip2 GE, εμφϊνιςε καταλυτικό δρϊςη ϋναντι αλκυλο- και 

αρυλοαλκυλο-εςτϋρων του D-γλυκουρονικοϑ οξϋοσ και του 4-Ο-μεθυλο-D-

γλυκουρονικοϑ οξϋοσ με προτύμηςη ςτουσ δεϑτερουσ [Špániková & Biely, 2006, 

Li et al., 2007, Duranová et al., 2009b] ενώ η αυξημϋνη καταλυτικό δραςτικϐτητα 

για υποςτρώματα που φϋρουν 4-Ο-μεθυλo υποκατϊςτηςη του γλυκουρονικοϑ 

οξϋοσ παρατηρόθηκε και ςτην περύπτωςη τησ CuGE.  

Εξϊλλου, βϊςει μελετών που αφοροϑν ςτην εκλεκτικϐτητα τησ δρϊςησ των 

GEs, ϋχει καταγραφεύ μια κϊποια προτύμηςη του ενζϑμου προσ ογκοδϋςτερα 

υποςτρώματα τα οπούα διαθϋτουν αρυλοαλκενυλο- υποκαταςτϊτεσ που 

προϋρχονται απϐ την εςτεροποιημϋνη αλκοϐλη καθώσ και προσ βενζυλο- παρϊ 

προσ φαινυλοπροπυλο- υποκαταςτϊςη [d’Errico et al., 2015, Wong et al. 2012]. 

Το ςυγκεκριμϋνο ςυμπϋραςμα ϋρχεται ςε αντύθεςη με προγενϋςτερα 

αποτελϋςματα [Li et al., 2007, Špániková et al., 2007] που υποδεύκνυαν μια 

κϊπωσ υψηλϐτερη προτύμηςη τησ ScGE για μεθυλεςτϋρεσ του γλυκουρονικοϑ 

οξϋοσ, ενώ υποςτηρύζεται περαιτϋρω απϐ τη δομικό ανϊλυςη τησ Cip2 GE 

[Pokkuluri et al., 2011] ϐπου η καταλυτικό κοιλϐτητα εντοπύζεται ςτην 
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επιφϊνεια του ενζϑμου διευκολϑνοντασ πιθανϊ την πρϐςβαςη ςε αυτόν 

υποκαταςτατών με πολλϋσ δομικϋσ μονϊδεσ ϐπωσ εύναι οι γλυκουρονικού 

εςτϋρεσ λιγνύνησ των LCCs (§1.4.2).  

Επιπρϐςθετα, ϋχει παρατηρηθεύ απϐ τισ κινητικϋσ μελϋτεσ των StGE2 και 

PaGE1 ςε ςυνθετικϊ υποςτρώματα, ϐτι εκδηλώνεται μια εξειδύκευςη ωσ προσ 

εςτϋρεσ που φϋρουν ϋνα ςυζυγιακϐ διπλϐ δεςμϐ αντιπροςωπευτικϐ των δομών 

των μονομερών αλκοολών τησ λιγνύνησ (ςυναπυλικό αλκοϐλη, π-κουμαρυλικό 

αλκοϐλη και κωνιφερυλικό αλκοϐλη), ενώ η υποκατϊςταςη με ομϊδα –ΟΗ του 

βενζυλικοϑ δακτυλύου τησ αλκοϐλησ, μειώνει τη ςυγγϋνεια του ενζϑμου ωσ προσ 

αυτϐ [Katsimpouras et al., 2014]. Ακϐμη, ςυγκριτικϊ οι μεςϐφιλεσ 

γλυκουρονικϋσ εςτερϊςεσ (ϐπωσ η PaGE1) εμφανύζονται πιο δραςτικϋσ ςτην 

υδρϐλυςη υποςτρωμϊτων απϐ τισ αντύςτοιχεσ θερμϐφιλεσ (ϐπωσ οι StGE1 και 

StGE2) [Vafiadi et al. 2009, Katsimpouras et al., 2014]. Τϋλοσ, η υψηλϐτερη 

ςυγγϋνεια προσ υπϐςτρωμα που ϋχει καταγραφεύ ωσ τώρα εύναι τησ rSCGE για 

το ογκώδεσ 4-νιτροφαύνυλο 2-Ο-(μεθυλο-4-Ο-μεθυλο-α-D-γλυκοπυρανοζυλο-

ουρονικο)-β-D-ξυλοπυρανοςύδιο (Πύνακασ 1.3.2) προσ το οπούο εμφϊνιςε 

αξιοςημεύωτη ςυγγϋνεια η πλειονϐτητα των χαρακτηριςμϋνων GEs (ScGE, 

PcGE1, PcGE2, Cip2 GE και StGE1) [Ďuranová et al.  2009b, Wong et al. 2012].  

 

Πύνακασ 1.3.2  Τα ςυνθετικϊ ανϊλογα υποςτρώματοσ ςτα οπούα οι GEs εμφϊνιςαν την 
πιο αξιοςημεύωτη υδρολυτικό εξειδύκευςη.  

 
 
 
 
α) 

 

 
 

 
 
 
 

Μεθυλεςτϋρασ του 4-Ο-μεθυλο-D-
γλυκουρονικοϑ οξϋοσ [Duranová et al., 2009b] 
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β) 

 
 
 

 
 
 
 
 

4-νιτροφαινυλο μεθυλο-β-D-γλυκουρονύδιο 
[Duranová et al., 2009b] 

 
 
 
 
 
 
 
γ) 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

4-νιτροφαινυλο 2-Ο-(μεθυλο-4-Ο-μεθυλο-α-D-
γλυκοπυρανοζυλο ουρονικο)-β-D-

ξυλοπυρανοςύδιο [Wong et al., 2012] 

 
 
 
 
δ) 

 
 
 

 
 
 
 

trans-3-φαινυλo 2-προπενυλo-1-εςτϋρασ του D-
γλυκουρονικοϑ οξϋοσ [Katsimpouras et al., 2014] 

 
 
 
 
ε) 

 
 

 
 
 
 

Βενζυλεςτϋρασ του μεθυλο-4-Ο-μεθυλο-D-
γλυκουρονύδιου [d’Errico et al., 2015] 
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Στον Πύνακα 1.3.2 παρουςιϊζονται οι χημικϋσ δομϋσ των ςυνθετικών 

υποςτρωμϊτων προσ τα οπούα ϋχει καταγραφεύ η υψηλϐτερη υδρολυτικό 

εξειδύκευςη των GEs απϐ διαφορετικοϑσ μικροοργανιςμοϑσ. Τα ςυγκεκριμϋνα 

ϋνζυμα αναγνωρύζουν ωσ υποςτρώματα τουσ εςτϋρεσ του γλυκουρονικοϑ οξϋοσ 

αλλϊ ϐχι τουσ εςτϋρεσ του γαλακτουρονικοϑ οξϋοσ, ενώ η 4-Ο-μεθυλο 

υποκατϊςταςη των καταλούπων του γλυκουρονικοϑ φαύνεται να αποτελεύ ϋνα 

δομικϐ χαρακτηριςτικϐ καθοριςτικόσ ςημαςύασ για την εξειδύκευςό και τη 

βϋλτιςτη αποδοτικϐτητϊ τουσ. Όςον αφορϊ ςτην εςτεροποιημϋνη αλκοϐλη, η 

προτύμηςη δρϊςησ των GEs  φαύνεται να ακολουθεύ τη ςειρϊ βενζυλικό> 

κιναμμικό> φαινυλοπροπυλικό> αλκενυλο> αλκυλο, ϐπου ευνοοϑνται οι 

ογκωδϋςτεροι αρυλοαλκενυλο υποκαταςτϊτεσ. Συμπεραςματικϊ, λαμβϊνοντασ 

υπϐψιν το ςϑνολο των κινητικών μελετών ωσ προσ υποςτρώματα-μοντϋλα των 

υποθετικών φυςικών υποςτρωμϊτων των GEs, ενδϋχεται οι διαφορετικϋσ 

γλυκουρονικϋσ εςτερϊςεσ να εμφανύζουν διαφορετικϐ βαθμϐ εξειδύκευςησ η 

οπούα και θα αποτυπώνεται ςε κϊποια διαφοροπούηςη ωσ προσ τον τρϐπο 

δρϊςησ τουσ [d’Errico et al., 2015]. Τα μϋχρι τώρα δεδομϋνα για την καταλυτικϐ 

ρϐλο των εςτεραςών του γλυκουρονικοϑ οξϋοσ διαφαύνεται να υποςτηρύζουν 

την υπϐθεςη ϐτι εμπλϋκονται ςτην απομϊκρυνςη τησ λιγνύνησ ςτο φυτικϐ 

κυτταρικϐ τούχωμα, ωςτϐςο ο φυςιολογικϐσ τουσ ρϐλοσ χρόζει περαιτϋρω 

διερεϑνηςησ ώςτε το ϋνζυμο να αξιοποιηθεύ ςε βιοτεχνολογικϋσ εφαρμογϋσ. 

  

11..44  ΑΑξξιιοοπποούύηηςςηη  λλιιγγννιιννοοκκυυττττααρριιννοοϑϑχχοουυ  ββιιοομμϊϊζζαασσ  

Η φυτικό βιομϊζα ωσ ανανεώςιμη πηγό ενϋργειασ εκτιμϊται ϐτι δϑναται να 

καλϑψει τισ παγκϐςμιεσ ενεργειακϋσ ανϊγκεσ μϋχρι το 2050 ςε ποςοςτϐ 10-20% 

[IEA, 2008]. Σϑμφωνα με την Οδηγύα 2003/30/ΕΚ τησ Ευρωπαώκόσ Επιτροπόσ, ο 

ϐροσ βιομϊζα αναφϋρεται ςτο βιοαποικοδομόςιμο κλϊςμα προώϐντων, 

αποβλότων και καταλούπων απϐ γεωργικϋσ (ςυμπεριλαμβανομϋνων φυτικών 

και ζωικών ουςιών), δαςοκομικϋσ και ςυναφεύσ βιομηχανικϋσ δραςτηριϐτητεσ, 

καθώσ και το βιοαποικοδομόςιμο κλϊςμα των βιομηχανικών και αςτικών 

αποβλότων. Η παραγωγό βιοενϋργειασ και ειδικϐτερα βιοκαυςύμων απϐ τη 

λιγνινοκυτταρινοϑχο βιομϊζα, ςυγκεντρώνει το παγκϐςμιο ενδιαφϋρον καθώσ 

πρϐκειται για ενεργειακϋσ λϑςεισ «ουδϋτερεσ» ωσ προσ ϊνθρακα. Πιο αναλυτικϊ, 
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το CO2 που παρϊγεται απϐ την καϑςη τουσ δεςμεϑεται εκ νϋου απϐ τα φυτϊ με 

τη φωτοςϑνθεςη, ενώ παρϋχεται η δυνατϐτητα δϋςμευςησ ϊνθρακα ςε 

οργανικό μορφό (απϐ τα φυτϊ και ϊλλουσ οργανιςμοϑσ) με παρϊλληλη 

ςυνειςφορϊ ςτην αντιμετώπιςη του φαινομϋνου του θερμοκηπύου. Ακϐμη τα 

βιοκαϑςιμα ϋχουν υψηλό ομοιϐτητα ωσ προσ τισ ιδιϐτητεσ και το ενεργειακϐ 

περιεχϐμενο με τα βαςιςμϋνα ςε πετρϋλαιο καϑςιμα μεταφορϊσ [Lee et al., 

2008].  

Σϑμφωνα με εκτιμόςεισ, οι δαςικϋσ και αγροτικϋσ εκτϊςεισ παρϋχουν τη 

δυνατϐτητα παραγωγόσ βιοκαυςύμων για να καλυφθεύ παραπϊνω απϐ το 1/3 

τησ παροϑςασ ζότηςησ για καϑςιμα μεταφορϊσ [Perlack et al., 2005]. Ειδικϐτερα, 

τα λιγνινοκυτταρινοϑχα υλικϊ αναφϋρονται ςτισ υπολειμματικϋσ μορφϋσ 

βιομϊζασ, ϐπωσ τα υπολεύμματα γεωργικών καλλιεργειών (ςτελϋχη, κλαδιϊ, 

φϑλλα, ϊχυρο), τα υπολεύμματα επεξεργαςύασ γεωργικών προώϐντων 

(υπολεύμματα εκκοκιςμοϑ βαμβακιοϑ, πυρηνϐξυλο, πυρόνεσ φροϑτων), η 

βιομϊζα δαςικόσ προϋλευςησ (υπολεύμματα επεξεργαςύασ ξϑλου) και ενεργειακϊ 

φυτϊ (ςακχαροκϊλαμο, ςακχαρϐτευτλο, ςϐργο, ςπϐροι ςιτηρών), καθώσ και 

ενεργειακϊ φυτϊ λιγνινοκυτταρινοϑχου ςϑςταςησ (ευκϊλυπτοσ, ψευδακακκύα, 

αγριαγκινϊρα, καλϊμι). Ωςτϐςο, η αυξανϐμενη κριτικό ϐςον αφορϊ ςτη 

βιωςιμϐτητα των βιοκαυςύμων προερχϐμενα απϐ εδώδιμα φυτϊ, λϐγω των 

κινδϑνων αϑξηςησ των τιμών των τροφύμων και μεύωςησ των διαθϋςιμων 

αποθεμϊτων, ςτρϋφουν την προςοχό ςτα 2ησ γενιϊσ βιοκαϑςιμα που βαςύζονται 

ςε αγροτικϊ και δαςικϊ υπολεύμματα καθώσ και ενεργειακϋσ καλλιϋργειεσ. 

  

  

1.4.1 Λιγνινοκυτταρινοϑχοσ βιομϊζα δαςικόσ προϋλευςησ – Μη 

κυτταρινοϑχοι πολυςακχαρύτεσ 

Οι δαςικϋσ εκτϊςεισ καλϑπτουν ςυνολικϊ ϋνα 40% τησ ϋκταςησ τησ γησ 

ςόμερα ενώ το 75% του αποθηκευμϋνου ϊνθρακα ςτα φυτϊ απαντϊται ςε 

λιγνινοκυτταρινοϑχεσ πρώτεσ ϑλεσ δαςικόσ προϋλευςησ [Horwarth, 2007]. 

Εκτιμϊται ϐτι η λιγνινοκυτταρινοϑχοσ βιομϊζα αποτελεύ το πιο ϊφθονο 

ανενεώςιμο υλικϐ αντιςτοιχώντασ ςτο 50% του ςυνϐλου τησ βιομϊζασ 

παγκοςμύωσ [Claassen et al., 1999, Wingren et al., 2003]. Στα δαςικϊ 



21 
 

οικοςυςτόματα η πλόρησ αποικοδϐμηςη των ςυςτατικών τησ 

λιγνινοκυτταρύνησ λαμβϊνει χώρα απϐ μικροοργανιςμοϑσ εξειδικευμϋνουσ ςτη 

βιομετατροπό των ςυςτατικών που την απαρτύζουν ώςτε να αποδύδεται 

κατ’αυτϐν τον τρϐπο πϊνω απϐ το 90% του ατμοςφαιρικοϑ CO2 που ειςϋρχεται 

ςτον κϑκλο του ϊνθρακα [Falkowski et al., 2000, Prentice et al., 2001].  

Αν και η λιγνινοκυτταρύνη δαςικόσ προϋλευςησ εύναι η πιο ϊφθονη πηγό 

υδατανθρϊκων παγκοςμύωσ, η διαθεςιμϐτητα και η ςϑςταςό τησ ποικύλει καθώσ 

βαςύζεται κυρύωσ ςε κλιματικοϑσ παρϊγοντεσ και ςτον τϑπο βλϊςτηςησ κϊθε 

περιοχόσ. Οι ςυγκεκριμϋνεσ πρώτεσ ϑλεσ περιλαμβϊνουν κυρύωσ 

πολυςακχαρύτεσ (ϐπωσ κυτταρύνη, ημικυτταρύνη, πηκτύνη) και λιγνύνη ςε 

ποικύλεσ αναλογύεσ για διαφορετικόσ προϋλευςησ λιγνινοκυτταρύνη καθώσ και 

ϊλλα εκχυλύςιμα ςυςτατικϊ (ϐπωσ ρητύνεσ, τερπϋνια, ταννύνεσ)  ςε χαμηλϐτερη 

περιεκτικϐτητα [Sjöström, 1993]. Τα τελευταύα χρϐνια, οι ανανεώςιμοι 

λιγνινοκυτταρινοϑχου προϋλευςησ πολυςακχαρύτεσ ςυγκεντρώνουν 

αυξανϐμενο ερευνητικϐ ενδιαφϋρον λϐγω των δυνατοτότων που προςφϋρουν 

για την παραγωγό εξειδικευμϋνων υλικών και χημικών εκτϐσ τησ αξιοπούηςόσ 

τουσ ςτη βιομηχανύα χϊρτου [Ragauskas et al., 2006, Willför et al., 2008]. Οι μη 

κυτταρινοϑχοι πολυςακχαρύτεσ, που αποτελοϑν πρϐδρομεσ ενώςεισ για υψηλόσ 

αξύασ προώϐντα, απαρτύζονται απϐ διαφορετικοϑσ τϑπουσ 

ετεροπολυςακχαριτών κυρύωσ ξυλϊνεσ ςτα φυλλοβϐλα και 

γαλακτογλυκομαννϊνεσ (galactoglucomannans, GGMs) ςτα κωνοφϐρα.  

Μια ποικιλύα μεθοδολογιών ϋχει αναπτυχθεύ για την απομϐνωςη μη 

κυτταρινοϑχων υδατανθρϊκων απϐ λιγνινοκυτταρινοϑχα ϐπωσ επεξεργαςύα με 

ατμϐ (steam explosion), με αλκαλικϊ διαλϑματα, ό ϐξινα καθώσ και εκχϑλιςη με 

θερμϐ ϑδωρ (hydrothermolysis) ϐπου κυρύωσ ανεφϋρονται ςε πηγϋσ 

φυλλοβϐλων δϋντρων λϐγω τησ μειωμϋνησ χρόςησ τουσ ςε πολλϋσ χώρεσ 

[Karlsson et al., 2004, van Heiningen 2006, Leschinsky et al., 2009, Liu & Amidon 

2009, Al-dajani & Tschirner 2010, Chirat et al., 2012]. Όςον αφορϊ ςτισ πρώτεσ 

ϑλεσ απϐ κωνοφϐρα δϋντρα (πεϑκο, ελϊτη) εφαρμϐζονται τεχνικϋσ απομϐνωςησ 

μη κυτταρινοϑχων υδατανθρϊκων ϐπωσ επεξεργαςύα με ϑδωρ ςε θερμοκραςύεσ 

μικρϐτερεσ των 100°C, κλαςματοπούηςη με θϋρμανςη ςε μικροκϑματα και 

εκχϑλιςη με αλκαλικϊ διαλϑματα [Örså et al., 1997, Capek et al., 2000, Lundqvist 
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et al., 2002, 2003, Yoon et al., 2008]. Οριςμϋνα μϋρη των μη κυτταρινοϑχων 

υδατανθρϊκων προϋλευςησ ελϊτησ δϑνανται επύςησ να απομονωθοϑν ωσ 

λιγνινο-υδατανθρακικϊ ςϑπλοκα (lignin-carbohydrate-complexes, LLCCCCss) 

[Lawoko et al., 2006]. Προςφϊτωσ, ϋχει ανακϑψει η ιδϋα τησ διατόρηςησ των 

δομικών χαρακτηριςτικών κατϊ την εκχϑλιςη μη κυτταρινοϑχων 

πολυςακχαριτών ςτη φυςικό τουσ μη αποικοδομημϋνη μορφό αποφεϑγοντασ 

την υδρϐλυςη ςτο μϋγιςτο εφικτϐ βαθμϐ. Η εκχϑλιςη των ςυγκεκριμϋνων 

μορφών λιγνινοκυτταρινοϑχων αποδύδει ενώςεισ που μποροϑν να αξιοποιηθοϑν 

ςε μια ποικιλύα εφαρμογών ϐπωσ εύναι η βιομηχανύα τροφύμων, φαρμακευτικό, 

χϊρτου, υφαςμϊτων, καλλυντικών [Ebringerová et al., 2005, Mikkonen et al., 

2008, Willför et al., 2008]. Παρϊλληλα, οι μη κυτταρινοϑχοι πολυςακχαρύτεσ 

μποροϑν να χρηςιμοποιηθοϑν απευθεύασ για τη δημιουργύα καινοτϐμων 

προώϐντων ϐπωσ βιοπολυμερό και υδροτζϋλ [Gabrielii et al., 2000, Hartman et al., 

2006, Mikkonen et al., 2008], ό μετϊ απϐ υδρϐλυςη να αποτελϋςουν πηγϋσ 

ςακχϊρων κατϊ τισ ζυμώςεισ προσ βιοαιθανϐλη ό χημικϊ αλλϊ και κατϊ την 

παραγωγό βιοπλαςτικών [Werpy et al., 2004]. 

 

1.4.2 Λιγνινοκυτταρινοϑχοσ βιομϊζα προϋλευςησ κωνοφϐρων 

ξυλωδών φυτών 

Ωσ φυςικό πρώτη ϑλη, η λιγνινοκυτταρινοϑχοσ βιομϊζα δαςικόσ προϋλευςησ 

αποτελεύ ϋνα πολϑ ετερογενϋσ υλικϐ. Τα δομικϊ ςυςτατικϊ που κυριαρχοϑν εύναι 

η κυτταρύνη, οι ημικυτταρύνεσ, οι πηκτύνεσ, η λιγνύνη (ςυνολικϊ αναλογοϑν ςτο 

97 – 99%) ενώ ςε μικρϐτερα ποςϊ απαντώνται μη δομικϊ ςυςτατικϊ που 

περιλαμβϊνουν εκχυλύςιμεσ οργανικϋσ ουςύεσ χαμηλοϑ μοριακοϑ βϊρουσ καθώσ 

και ανϐργανα υλικϊ [Fengel & Wegener, 1984]. Οι δομικού πολυςακχαρύτεσ 

κυμαύνονται ςε επύπεδο δομόσ απϐ ευθϑγραμμουσ ϋωσ μεγϊλου βαθμοϑ 

διακλϊδωςησ ενώ διαθϋτουν τροποποιόςεισ των επαναλαμβανϐμενων μονϊδων 

τουσ ώςτε να υπϊρχει ετερογϋνεια. Εξϊλλου, οι χαμηλοϑ μοριακοϑ βϊρουσ 

ενώςεισ (εκχυλύςιμα ςυςτατικϊ ξϑλου) αναφϋρονται ςε ρητύνη, φαινϐλεσ, λύπη 

και υδατϊνθρακεσ και μπορεύ να εύναι ενεργειακϋσ πηγϋσ για τα κϑτταρα καθώσ 

και να παύρνουν μϋροσ ςε βιοςυνθετικϋσ διεργαςύεσ. Επύςησ, ϋχουν 

προςτατευτικϐ ρϐλο για το ξυλώδεσ φυτϐ προςτατεϑοντϊσ το ϋναντι 
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μικροβιακών προςβολών και επιθϋςεων φυτοφϊγων. Η περιεκτικϐτητϊ τουσ 

κυμαύνεται τυπικϊ απϐ 3-5% αλλϊ διαφϋρει ανϊλογα με τον τϑπο ξυλώδουσ 

φυτοϑ, τα ποικύλα μϋρη του φυτοϑ και ακϐμα με τισ εποχϋσ του χρϐνου.  

Εν γϋνει, η λιγνινοκυτταρινοϑχοσ βιομϊζα δαςικόσ προϋλευςησ περιλαμβϊνει 

ωσ πρώτεσ ϑλεσ 100.000 διαφορετικϊ εύδη ξυλωδών φυτών με τα περιςςϐτερα 

απϐ αυτϊ να αναπτϑςςονται ςε τροπικϋσ περιοχϋσ. Όλα τα εύδη ξυλωδών φυτών 

διαχωρύζονται ςε δϑο κϑριεσ κατηγορύεσ τα αγγειϐςπερμα - φυλλοβϐλα 

(ανθοφϐρα, hardwood) και τα γυμνϐςπερμα - κωνοφϐρα (softwood).  Τα 

φυλλοβϐλα (ςημϑδα, δρυσ, ευκϊλυπτοσ) διαθϋτουν πλατιϊ φϑλλα ενώ ςτα 

κωνοφϐρα (πεϑκο, ελϊτη, κϋδροσ) τα φϑλλα εύναι βελονοειδό ό λεπιοειδό. 

Παρϊλληλα, διαφϋρουν ςτη χημικό ςϑςταςό τουσ καθώσ τα κωνοφϐρα 

διαθϋτουν περιςςϐτερη λιγνύνη αλλϊ λιγϐτερη κυτταρύνη απϐ τα φυλλοβϐλα. 

Όςον αφορϊ ςτην περιεκτικϐτητϊ τουσ ςε μη κυτταρινοϑχουσ πολυςακχαρύτεσ 

ςτα κωνοφϐρα κυριαρχεύ η γαλακτογλυκομαννϊνη ενώ τα φυλλοβϐλα 

διαθϋτουν κυρύωσ μακρομϐρια ξυλϊνησ. Η τυπικό αναλυτικό ςϑςταςη των 

αγγειϐςπερμων και γυμνϐςπερμων ςυνοψύζεται ςτον Πύνακα 1.4.1.  

 

 

Πύνακασ 1.4.1 Τυπικό περιεκτικϐτητα ςυςτατικών αγγειϐςπερμων (φυλλοβϐλα, 

hardwood) και γυμνϐςπερμων (κωνοφϐρα, softwood) [Sjöström, 1993]. 

Συςτατικϐ Αγγειϐςπερμα 

(hardwood) 

Γυμνϐςπερμα 

(softwood) 

Κυτταρύνη 44 (± 6) % 38 (±5) % 

Ημικυτταρύνεσ 24 (± 6) % 25 (±4) % 

Γλυκομαννϊνεσ 2.5 (± 1) % 17 (±3) % 

Ξυλϊνεσ 23 (± 7) % 8 (±3) % 

Άλλοι πολυςακχαρύτεσ 3 (± 1) % 6 (±3) % 

Λιγνύνη 24 (± 3) % 34 (±7) % 

Εκχυλύςιμα ςυςτατικϊ 

ξϑλου 

 
3 (± 2) % 

 
5 (±3) % 
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Η παροϑςα διδακτορικό διατριβό εντοπύςτηκε ςτην κατεργαςύα 

λιγνινοκυτταρινοϑχου βιομϊζασ προϋλευςησ νορβηγικόσ ελϊτησ (Norway 

Spruce, Picea abies). Το ςυγκεκριμϋνο εύδοσ ανόκει ςτα κωνοφϐρα (softwood) ό 

γυμνϐςπερμα, αποτελεύ την πιο ϊφθονη πρώτη ϑλη λιγνινοκυτταρύνησ ςτισ 

δαςικϋσ εκτϊςεισ τησ Σκανδιναβύασ και η αξιοπούηςό τησ βρύςκει πληθώρα 

εφαρμογών (ϐπωσ ξυλεύα, επεξεργαςύα χαρτοπολτοϑ, βιομηχανύα). 

 

1.4.2.i Κϑρια ςυςτατικϊ λιγνινοκυτταρινοϑχου βιομϊζασ 

προϋλευςησ κωνοφϐρων ξυλωδών φυτών 

Τα κϑρια πολυμερό τησ λιγνινοκυτταρινοϑχου βιομϊζασ εύναι οι 

πολυςακχαρύτεσ και η λιγνύνη. Η κυτταρύνη, που αποτελεύ το πιο γνωςτϐ φυςικϐ 

πολυμερϋσ ςε αφθονύα, αποτελεύται απϐ μονομερό β-D-γλυκοπυρανϐζησ 

ενωμϋνα με (1-4)-γλυκοζιτικοϑσ δεςμοϑσ ενώ κϊθε μονομερϋσ εύναι 

περιεςτραμμϋνο γϑρω απϐ τον β-(1,4)-γλυκοζιτικϐ δεςμϐ κατϊ 180° ωσ προσ το 

επϐμενο, ώςτε η επαναλαμβανϐμενη δομικό μονϊδα τησ κυτταρύνησ να εύναι o 

διςακχαρύτησ τησ κελλοβιϐζησ. Ο βαθμϐσ πολυμεριςμοϑ τησ κυτταρύνησ ςτα 

ξυλώδη φυτϊ εύναι μεταξϑ 8.000 - 10.000 και πρϐκειται για γραμμικϐ 

ομοπολυμερϋσ [Fegel & Wegener, 1983]. Η γραμμικϐτητα οδηγεύ τα μϐρια 

κυτταρύνησ ςε ενδο- και δια-μοριακϋσ αλληλεπιδρϊςεισ μϋςω δεςμών υδρογϐνου 

ώςτε να ςχηματύζονται μικροώνύδια που περιλαμβϊνουν τϐςο υψηλόσ διϊταξησ 

κρυςταλλικϋσ περιοχϋσ ϐςο και χαμηλϐτερησ διϊταξησ ϊμορφεσ περιοχϋσ. Ένα 

ποςοςτϐ 40-50% επύ τησ ξηρόσ βιομϊζασ ξϑλου αντιςτοιχεύ ςτην κυτταρύνη η 

οπούα προςδύδει ανθεκτικϐτητα και υποςτόριξη ςτο ξυλώδεσ φυτϐ [O’Sullivan, 

1997]. 

Αντύθετα με την κυτταρύνη, οι ημικυτταρύνεσ αποτελοϑν ϋνα ςϑνολο 

διακλαδιςμϋνων ετεροπολυςακχαριτών με μϋςο βαθμϐ πολυμεριςμοϑ 200. Οι 

ημικυτταρύνεσ των αγγειϐςπερμων ξυλωδών φυτών περιλαμβϊνουν μονομερό 

γλυκουρονοξυλϊνησ και γλυκομαννϊνησ. Όςον αφορϊ ςτα κωνοφϐρα ξυλώδη 

φυτϊ η δομό τουσ παρουςιϊζει κϊποιεσ διαφορϋσ ςε ςχϋςη με αυτό των 

φυλλοβϐλων. Πιο αναλυτικϊ οι ημικυτταρύνεσ ςτο ξϑλο των γυμνϐςπερμων 

περιλαμβϊνουν [Timell, 1967, Sjöström, 1993, Lundqvist et al., 2002]: 
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 Γαλακτο-γλυκομαννϊνεσ που αποτελοϑν κυρύαρχο ςυςτατικϐ ςτα 

γυμνϐςπερμα ςε περιεκτικϐτητα ~20% επύ του ξηροϑ υλικοϑ (Σχόμα 

1.4.1). Η κϑρια αλυςύδα ςυνύςταται απϐ μονϊδεσ β-D-γλυκοπυρανϐζησ 

και β-D-μαννοπυρανϐζησ ενωμϋνεσ με (1-4) δεςμοϑσ. Κατϊλοιπα α-D-

γαλακτοπυρανϐζησ εύναι ενωμϋνα με (1-6) δεςμοϑσ ςτη 

μαννοπυρανϐζη ςχηματύζοντασ ϋνα μονομερϋσ. Βαςικϐ δομικϐ 

χαρακτηριςτικϐ τησ εύναι ϐτι οι C-2 και C-3 θϋςεισ ςτισ δομικϋσ 

μονϊδεσ τησ αλυςύδασ εύναι μερικώσ ακετυλιωμϋνεσ ςε αναλογύα 1:3 ό 

1:4 προσ κατϊλοιπα εξϐζησ, ενώ εύναι εϑκολα διαςπώμενεσ παρουςύα 

αλκαλικών διαλυμϊτων. Το περιεχϐμενο γαλακτϐζησ ςτα κωνοφϐρα 

ξυλώδη φυτϊ  κυμαύνεται απϐ 0.1:1:4 ϋωσ 1:1:3 αναλογύα 

γαλακτϐζησ:γλυκϐζησ:μαννϐζησ ϐπου ςτην περύπτωςη του χαμηλοϑ 

ποςοςτοϑ γαλακτϐζησ το μονομερϋσ αναφϋρεται ωσ γλυκομαννϊνη. 

 

 

Σχόμα 1.4.1 Αντιπροςωπευτικό δομό τησ γαλακτογλυκομαννϊνησ. 

 

 Αραβινοξυλϊνη που αποτελεύ το 5-10% επύ του ξηροϑ υλικοϑ ςτο ξϑλο 

γυμνϐςπερμων (Σχόμα 1.4.2) . Η ςϑςταςό τησ περιλαμβϊνει ϋνα 

δύκτυο (1-4) ενωμϋνων μονϊδων β-D-ξυλοπυρανϐζησ μερικώσ 

υποκατεςτημϋνων ςτον C-2 απϐ ομϊδεσ 4-Ο-μεθυλο-α-D-

γλυκουρονικοϑ οξϋοσ ςε αναλογύα ~2:10 προσ την ξυλϐζη. Το δύκτυο 

περιϋχει ακϐμα 1.3 κατϊλοιπα α-L-αραβινοφουρανϐζη ανϊ 10 μονϊδεσ 

ξυλϐζησ. Λϐγω τησ δομόσ φουρανϐζησ των πλευρικών αλυςύδων τησ 

αραβινϐζησ, εύναι εϑκολα υδρολϑςιμη απϐ οξϋα. Ωςτϐςο, τϐςο η 

αραβινϐζη ϐςο και το γλυκουρονικϐ ςταθεροποιοϑν τη δομό ϋναντι 

αποικοδϐμηςησ απϐ αλκαλικό προςβολό. 
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Σχόμα 1.4.2 Αντιπροςωπευτικό δομό τησ αραβινοξυλϊνησ. 

 

 Πηκτύνη (Σχόμα 1.4.3) η οπούα ςυνόθωσ δεν κατϊταςςεται ςτισ 

ημικυτταρύνεσ αλλϊ ο διαχωριςμϐσ εύναι ςτισ περιςςϐτερεσ 

περιπτώςεισ αυθαύρετοσ. Οι πολυςακχαρύτεσ που ςυνθϋτουν τη δομό 

τησ περιλαβϊνουν D-γαλακτοςυλο-ουρονικϐ οξϑ, D-γαλακτϐζη, L-

αραβινϐζη και L-ραμνϐζη. Οι πηκτικϋσ ενώςεισ αναφϋρονται ςε 

γαλακτουρονϊνεσ, ραμνογαλακτορουνϊνεσ, αραβινϊνεσ και 

γαλακτϊνεσ ενώ η βιολογικό δρϊςη τουσ ςχετύζεται με την 

πλαςτικϐτητα του κυτταρικοϑ τοιχώματοσ επιτελώντασ ςυγκολλητικϐ 

ρϐλο ςτο κυτταρικϐ τούχωμα. 

 

 

 

Σχόμα 1.4.3 Αντιπροςωπευτικό δομό τησ πηκτύνησ. 
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Όςον αφορα ςτη λιγνύνη (Σχόμα 1.4.4), πρϐκειται για φυςικϐ πολυμερικϐ 

υλικϐ που προκϑπτει απϐ ενζυμικό ϋναρξη του πολυμεριςμοϑ μϋςω 

αφυδρογϐνωςησ των τριών πρϐδρομων ενώςεων τησ ςυναπυλικόσ αλκοϐλησ, 

τησ π-κουμαρυλικόσ αλκοϐλησ και τησ  κωνιφερυλικόσ αλκοϐλησ [Freudenburg 

1968, Adler, 1977]. Η δομό τησ λιγνύνησ των κωνοφϐρων ξυλωδών φυτών εύναι 

κυρύωσ αποτϋλεςμα του πολυμεριςμοϑ τησ κωνιφερυλικόσ αλκοϐλησ ενώ των 

φυλλοβϐλων τϐςο τησ ςυναπυλικόσ ϐςο και τησ κωνιφερυλικόσ αλκοϐλησ. Η π- 

θϋςη του αρωματικοϑ δακτυλύου εύναι εύτε αιθεροποιημϋνη εύτε φαινολικοϑ 

τϑπου, ενώ η ο- θϋςη διαθϋτει εύτε καμύα εύτε 2-3 μϋθοξυ ομϊδεσ και 

εναλλακτικϊ μπορεύ να εύναι και C – υποκατεςτημϋνη. Τα δομικϊ ςυςτατικϊ τησ 

λιγνύνησ δεν εύναι ενωμϋνα με κϊποια ςυγκεκριμϋνη διϊταξη, αν και κϊποιοι απϐ 

τουσ τϑπουσ ςϑνδεςησ εύναι θερμοδυναμικϊ ευνοοϑμενοι. Ο πολυμεριςμϐσ 

οδηγεύ ςε μια εξαιρετικϊ διακλαδιςμϋνη τριςδιϊςτατη δομό με ϊγνωςτο μοριακϐ 

βϊροσ και αποτελεύ το 27-30% επύ τησ ξηρόσ βιομϊζασ ξϑλου κωνοφϐρων και 

20-26% των φυλλοβϐλων. 

 

 

Σχόμα 1.4.4 Μύα αντιπροςωπευτικό δομό λιγνύνησ. 
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1.4.2.ii Λιγνινο-υδατανθρακικϊ ςϑμπλοκα (LCCs) 

Ένα ερώτημα που ϋχει ανακϑψει διαχρονικϊ εύναι το αν η λιγνύνη εύναι χημικϊ 

προςδεδεμϋνη ςε πολυςακχαρύτεσ ςτα λιγνινοκυτταρινοϑχα υλικϊ ό αν 

απαντϊται ςε ελεϑθερη μορφό. Υπϊρχουν ποικύλα ερευνητικϊ αποτελϋςματα 

που υποςτηρύζουν την ομοιοπολικό ϋνωςη τησ λιγνύνησ με πολυςακχαρύτεσ 

ςχηματύζοντασ τα επονομαζϐμενα λιγνινο-υδατανθρακικϊ ςϑμπλοκα (Lignin-

Carbohydrate Complexes, LCCs) [Björkman, 1957, Fengel & Wegener, 1984, 

Koshijima & Watanabe, 2003]. Ο ϐροσ ειςόχθει απϐ τον  Björkman  [Björkman, 

1956] μετϊ την απομϐνωςό ενϐσ «αδιαχώριςτου μύγματοσ» κατϊ την 

απομϐνωςη λιγνύνησ απϐ πρώτη ϑλη αλεςμϋνησ ελϊτησ, ϋνασ ϐροσ που ϋκτοτε 

ϋλαβε παγκϐςμια αναγνώριςη. Παρϊλληλα, αποτελεύ αμφιλεγϐμενο ζότημα το 

αν τα LCCs μπορεύ να εύναι τεχνητϐ προώϐν των διεργαςιών απομϐνωςόσ τουσ 

ενώ και η φυςικό δομό τουσ παραμϋνει ϊγνωςτη.  

Ωσ LCCs αναφϋρονται τα ςϑμπλοκα ημικυτταρύνησ με τισ πλευρικϋσ αλυςύδεσ 

τησ λιγνύνησ (Σχόμα 1.4.5) ενώ ςϑμφωνα με τη μελϋτη των Lawoko et al. 2005, 

το ςϑνολο τησ λιγνύνησ απϐ πρώτη ϑλη λιγνινοκυτταρινοϑχων κωνοφϐρων εύναι 

ενωμϋνο ομοιοπολικϊ με πολυςακχαρύτεσ κυρύωσ ημικυτταρύνεσ [Westerberg et 

al., 2012]. Ωςτϐςο, αυτϊ τα ςϑμπλοκα φαύνεται να απαντώνται ςε μικρϐ βαθμϐ 

ςτα λιγνινοκυτταρινοϑχα υλικϊ δαςικόσ προϋλευςησ [Obst, 1982], ο βαθμϐσ 

πολυμεριςμοϑ τουσ κυμαύνεται ϐπωσ και ο αριθμϐσ των δομικών ςυςτατικών 

λιγνύνησ που εύναι δεςμευμϋνα ςτην κϑρια αλυςύδα τησ ημικυτταρύνησ ενώ 

ςυχνϊ η απϐδοςη τησ απομϐνωςόσ τουσ εύναι πολϑ χαμηλό τησ τϊξησ του 0.04- 

7.9% [Sakagami et al., 2010]. Οι κϑριοι τϑποι LCCs που προτεύνεται οτι υπϊρχουν 

ςτα ςυγκεκριμϋνα υλικϊ εύναι δεςμού φαινολών-γλυκοςιδύων, εςτϋρεσ και 

βενζυλαιθϋρεσ αλλϊ ϐχι βενζυλεςτϋρεσ αντύθετα με την επικρατοϑςα υπϐθεςη 

για ϊλλησ προϋλευςησ πρώτεσ ϑλεσ [Fengel & Wegener 1984, Koshijima & 

Watanabe 2003].  
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Σχόμα 1.4.5 Παρϊδειγμα υποθετικόσ δομόσ λιγνινο-υδατανθρακικοϑ ςυμπλϐκου (LCC). 

 

Ο ςχηματιςμϐσ των LCCs υποςτηρύζεται ϐτι λαμβϊνει χώρα ςυνεχώσ κατϊ τη 

βιοςϑνθεςη τησ λιγνύνησ ςτα αναπτυςςϐμενα φυτϊ ϐπου τυχαύεσ οξειδωτικϋσ 

φαύνοξυ-ρύζεσ των κωνιφερυλικών, κουμαρυλικών και ςιναπυλικών αλκοολών 

οδηγοϑν ςε αςταθό ενδιϊμεςα δεκτικϊ ςε πυρηνϐφιλη προςβολό απϐ μϐρια 

ϑδατοσ, αλκοολών ό καρβοξυλύων. Βϊςει τησ ςυγκεκριμϋνησ υπϐθεςησ οι 

βενζυλεςτϋρεσ και βενζυλαιθϋρεσ των LCCs θεωροϑνται πρϐδρομεσ ενώςεισ των 

φυςικών δομών LCCs, ωςτϐςο μϐνο για τισ βενζυλαιθερικϋσ ενώςεισ ϋχει γύνει 

ϊμεςοσ προςδιοριςμϐσ ενώ για τισ βενζυλεςτερικϋσ υπϊρχουν μϐνο ϋμμεςεσ 

ενδεύξεισ [Imamura et al., 1994, Balakshin & Capanema, 2003]. Αντύθετα, εςτϋρεσ 

των LCCs ϋχουν ανιχνευτεύ ϊμεςα μϋςω φαςματοςκοπύασ NMR ωσ κϑρια 

ςυςτατικϊ LCCs απϐ πρώτεσ ϑλεσ αγγειϐςπερμων και γυμνϐςπερμων ξυλωδών 

φυτών [Balakshin & Capanema, 2003, Balakshin et al., 2011, Yuan et al., 2011]. 

 

1.4.2.iii Σημαςύα απομϐνωςησ των  LCCs 

Η παρουςύα ςταθερών λιγνινο-υδατανθρακικών ςυμπλϐκων δημιουργεύ 

ςημαντικϊ ζητόματα ςτον εκλεκτικϐ διαχωριςμϐ τησ λιγνύνησ και των 

υδατανθρϊκων που δυςχεραύνει την αποικοδϐμηςη, γεγονϐσ που αποτυπώνεται 

και κατϊ την απομϐνωςη των ςυγκεκριμϋνων ςυςτατικών τησ 
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λιγνινοκυτταρινοϑχου βιομϊζασ ςτισ διεργαςύεσ βιοδιυλιςτηρύων [Balakshin et 

al., 2011]. Στη βιομηχανύα χαρτοπολτοϑ, οι εςτϋρεσ των LCCs διαςπώνται 

εϑκολα ςε αλκαλικϋσ ςυνθόκεσ, ωςτϐςο ςε ϊλλεσ εφαρμογϋσ ϐπου η αλκαλικό 

προεπεξεργαςύα τησ βιομϊζασ δεν εύναι δυνατό ό οικονομικϊ ςυμφϋρουςα 

(ϐπωσ βιομηχανύεσ παραγωγόσ ζωοτροφών ό βιοκαυςύμων), απαιτεύται η 

ανϊπτυξη ενζυμικών τεχνολογιών. Για το λϐγο αυτϐ, εύναι εξϋχουςασ ςημαςύασ 

οι εςτερϊςεσ του γλυκουρονικοϑ οξϋοσ (§1.3.3) ώςτε να αποτελϋςουν 

εξειδικευμϋνουσ βιοκαταλϑτεσ για τη διϊςπαςη των εςτερικών δεςμών 

προϊγοντασ ςε ςυνδυαςμϐ με ϊλλεσ ημικυτταρινϊςεσ, κυτταρινϊςεσ και 

οξειδοαναγωγϊςεσ την πλόρη αποικοδϐμηςη των LCCs. 

Εξϊλλου, η προτεινϐμενη δομό των LCCs (Σχόμα 1.4.5) διαφαύνεται να 

αποτελεύ το φυςικϐ υπϐςτρωμα των μελών τησ νεοςυςταθεύςασ οικογϋνειασ 

των υδατανθρακικών εςτεραςών CE15 των οπούων ο φυςιολογικϐσ ρϐλοσ δεν 

ϋχει αποςαφηνιςτεύ. Μελϋτεσ με ςυνθετικϊ ανϊλογα υποςτρώματοσ των 

εςτεραςών του γλυκουρονικοϑ οξϋοσ (StGE2, PaGE1 [Katsimpouras et al., 2014]) 

οδόγηςαν ςτην παρατόρηςη ϐτι υπϊρχει υψηλό υδρολυτικό εξειδικευςη ωσ 

προσ την εςτεροποιημϋνη κιναμμικό αλκοϐλη, η οπούα απαντϊται ωσ 

καταληκτικό ομϊδα ςτο μακρομϐριο τησ λιγνύνησ. Οι ςυγκεκριμϋνεσ ομϊδεσ που 

πιθανϊ εύναι εςτεροποιημϋνεσ με 4-Ο-μεθυλο-D-γλυκουρονικϐ οξϑ καταλούπων 

ημικυτταρύνησ ϋχουν ανιχνευτεύ ςε απομονωμϋνη λιγνύνη λιγνινοκυτταρινοϑχων 

φυτών. Το δεδομϋνο αυτϐ μπορεύ να αποδοθεύ ςτο ϐτι κατϊ τισ βιοςυνθετικϋσ 

διεργαςύεσ τησ λιγνύνησ οι υδροξυκιναμμικϋσ ρύζεσ των αλκοολών διαχϋονται ςτο 

φυτικϐ κυτταρικϐ τούχωμα προςχηματιςμϋνων ενεργοποιημϋνων ολιγομερών 

λιγνύνησ για τον τερματιςμϐ του πολυμεριςμοϑ [Sarkanen, 1971, Ralph et al., 

1998]. Εντοϑτοισ, η εγγενόσ πολυπλοκϐτητα και ετερογϋνεια των 

λιγνινοκυτταρινοϑχων πρώτων υλών ςε ςυνδυαςμϐ με τη μη ςαφώσ 

καθοριςμϋνη δομό των LCCs εμποδύζει την απομϐνωςη των επιθυμητών 

κλαςμϊτων. Ενώ ςε μια ποικιλύα λιγνινοκυτταρινοϑχων φυτών ϋχουν 

προςδιοριςτεύ γλυκουρονικού εςτϋρεσ αλκοολών τησ λιγνύνησ, η ϑπαρξη λιγνινο-

φαινολικών εςτϋρων του γλυκουρονικοϑ δε μπορεύ να αποκλειςτεύ ωσ μύα 

πιθανό δομό των LCCs. Λϐγω τησ ταχεύασ αυτοϒδρϐλυςησ, ϐμωσ, που 

παρουςιϊζουν τϋτοιου τϑπου φαινολικού εςτϋρεσ, η υποθετικό παρουςύα τουσ 

δεν αναμϋνεται να διαδραματύζει καύριο ρϐλο ςτην αντύςταςη προσ 
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αποικοδϐμηςη που παρουςιϊζει η λιγνινοκυτταρύνη. Συμπεραςματικϊ, η 

περιοριςμϋνη διαθεςιμϐτητα φυςικών υποςτρωμϊτων για το βιοχημικϐ 

χαρακτηριςμϐ των GEs οδηγεύ ςε ςυνθετικϊ ανϊλογα επιχειρώντασ τη δομικό 

μύμηςη των LCCs. Για το λϐγο αυτϐ, εύναι πρϐδηλη η ςημαςύα τησ απομϐνωςησ 

φυςικϊ απαντώμενων υποςτρωμϊτων για την αναζότηςη βιομηχανικϊ 

αξιοποιόςιμων εςτεραςών του γλυκουρονικοϑ οξϋοσ.  

Τϋλοσ, ςϑμφωνα με μελϋτεσ, τα λιγνινο-υδατανθρακικϊ ςϑμπλοκα 

παρουςιϊζουν ποικιλύα βιολογικών δρϊςεων. Ανοςολογικϋσ ϋρευνεσ in vivo  

κατϋγραψαν την πιθανό αντιμικροβιακό και αντιπαραςιτικό δρϊςη των LCCs 

καθώσ και την αϑξηςη του χρϐνου επιβύωςησ πειραματϐζωων λϐγω 

αντιογκολογικόσ δρϊςησ [Sakagami et al., 1987, Harada et al., 1988, Abe et al., 

1989, Oh-hara et al., 1990]. Επιπρϐςθετα, βϊςει in vitro μελετών, LCCs ποικύλων 

λιγνινοκυτταρινοϑχων πρώτων υλών, επϋδειξαν αντιρετροώικό δρϊςη ϋναντι του 

HIV και μϊλιςτα υψηλϐτερη απϐ ϊλλεσ φαινολικοϑ τϑπου ενώςεισ [Nakashima 

et al., 1992, Sakagami et al., 2008]. Αξιοςημεύωτεσ εύναι και ϊλλεσ αντιώκϋσ 

δρϊςεισ των LCCs οι οπούεσ ϋχουν αξιοποιηθεύ και προχωρόςει ςε φϊςη 

κλινικών δοκιμών [Fukuchi et al., 1989, López et al., 2009] ενώ ϋχει παρατηρηθεύ 

και ςυνεργιςτικό δρϊςη με τισ αντιοξειδωτικϋσ ιδιϐτητεσ τησ βιταμύνησ C 

[Sakagami et al., 2008]. Συνεπώσ, διαφαύνεται ϐτι τα λιγνινο-υδατανθρακικϊ 

ςϑμπλοκα εύναι πιθανϊ κατϊλληλα για την αποτροπό αςθενειών που 

προκαλοϑνται απϐ ιοϑσ αλλϊ και για αυτοϊνοςα νοςόματα ενώ η ςυνεργιςτικό 

τουσ δρϊςη με τη βιταμύνη C προςφϋρει τη δυνατϐτητα να χρηςιμοποιηθοϑν και 

ωσ διατροφικϊ ςυμπληρώματα. 
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11..55  ΚΚρρυυςςττααλλλλοογγρρααφφύύαα  αακκττύύννωωνν  ΧΧ  

1.5.1 Ιςτορικό αναδρομό 

Όταν ο Wilhelm Conrad Röentgen ανακϊλυψε τισ ακτύνεσ Χ το 1895, δεν όταν 

δυνατϐν να φανταςτεύ την πληθώρα ςημαντικών εφαρμογών που θα ϋβριςκε η 

περύθλαςη ακτύνων Χ ςε κρυςτϊλλουσ βιολογικών μορύων. Μϐλισ μερικϊ χρϐνια 

αργϐτερα, το 1912, ο Max von Laue παρουςύαςε το πρώτο περιθλαςύγραμμα 

κρυςτϊλλων ενώ ο William Lawrence Bragg το 1913, ανϋπτυξε μια γενικό 

εξύςωςη, γνωςτό ωσ νϐμοσ του Bragg, για την περιγραφό τησ θεμελιώδουσ 

αρχόσ του ςχηματιςμοϑ εικϐνασ απϐ την περύθλαςη ακτύνων Χ κρυςτϊλλου 

ϊλατοσ χλωριοϑχου νατρύου. O James Sumner ανϋπτυξε τον πρώτο πρωτεώνικϐ 

κρϑςταλλο ουρεϊςησ το 1926. Σχεδϐν 30 χρϐνια αργϐτερα το 1953, οι James 

Watson και Francis Crick, απϐ το εργαςτόριο Cavendish,  πρϐτειναν το μοντϋλο 

τησ διπλόσ ϋλικασ του DNA βϊςει των περιθλαςιγραμμϊτων τησ Rosalind 

Franklin [Watson & Crick, 1953]. Έκπληκτη η επιςτημονικό κοινϐτητα ϋςτρεψε 

το ενδιαφϋρον τησ ςτην κρυςταλλογραφύα ακτύνων Χ ϐταν το 1957 

παρουςιϊςτηκε απϐ τον John Kendrew η πρώτη κρυςταλλικό δομό ενϐσ 

μακρομορύου, αυτοϑ τησ μυογλοβύνησ [Kendrew et al., 1958], η οπούα 

επιβεβαύωςε τη δομό α-ϋλικασ που εύχε προταθεύ το 1951 απϐ τουσ Linus 

Pauling και Robert Corey [Pauling & Corey, 1951a, 1951b, 1951c, Pauling et al., 

1951]. Καθώσ το DNA αποτελεύ το γενετικϐ υλικϐ ςχεδϐν ϐλων των ζωντανών 

ουςιών και οι πρωτεϏνεσ εύναι οι μηχανϋσ ζωόσ, η δομικό αποςαφόνιςό τουσ 

εύναι εϑλογα απϐ τισ ςημαντικϐτερεσ ανακαλϑψεισ του 20ου αιώνα [Yigong Shi, 

2014] (Σχόμα 1.5.1).  

Οι πρώτεσ κρυςταλλογραφικϋσ μελϋτεσ πραγματοποιόθηκαν κυρύωσ ςε 

ϋνζυμα και μϋχρι τα τϋλη τησ δεκαετύασ του ‘60, εύχαν προςδιοριςτεύ όδη οι 

δομϋσ τησ λυςοζϑμησ, τησ ριβονουκλεϊςησ Α και S, τησ χυμοθρυψύνησ και τησ 

καρβοξυπεπτιδϊςησ Α. Αυτϋσ οι δομϋσ ςυμπεριλαμβανομϋνων και ϊλλων 

ενζϑμων απϐ το 1970 και ϋπειτα, αποκϊλυψαν τισ διαφορετικϋσ διαμορφώςεισ 

κϋντρων πρϐςδεςησ και τουσ καταλυτικοϑσ μηχανιςμοϑσ θϋτοντασ ϋτςι τα 

θεμϋλια τησ μοριακόσ ενζυμολογύασ. Η Protein Data Bank (PDB), η κϑρια βϊςη 

δεδομϋνων τριςδιϊςτατων δομών μακρομορύων καθιερώθηκε το 1971 απϐ το 

εργαςτόριο του Brookhaven με 7 αρχικϊ καταθϋςεισ. Μϋχρι το Σεπτϋμβριο του 
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2015, υπόρχαν ςυνολικϊ 111.558 κατατεθειμϋνεσ δομϋσ ςτην PDB, εκ των 

οπούων το 88.7% ϋχει προςδιοριςτεύ μϋςω κρυςταλλογραφύασ ακτύνων Χ, το 

10.3% μϋςω πυρηνικοϑ μαγνητικοϑ ςυντονιςμοϑ (NMR) και μϐλισ το 0.8% μϋςω 

ηλεκτρονιακόσ μικροςκοπύασ (EM).  Σε ακϐμα μικρϐτερο ποςοςτϐ, τα τελευταύα 

χρϐνια αναπτϑςςονται και χρηςιμοποιοϑνται υβριδικϋσ μεθοδοι που 

ςυμπεριλαμβϊνουν και ϊλλεσ τεχνικϋσ ϐπωσ η ςκϋδαςη ακτύνων υπϐ μικρό 

γωνύα (Small Angle X-ray Scattering, SAXS).  

 

 

Σχόμα 1.5.1 Η ιςτορύα τησ κρυςταλλογραφύασ ακτύνων Χ μϋςα απϐ τα βραβεύα Νϐμπελ που 

απονεμόθηκαν ϋωσ το 1962 και τον προςδιοριςμϐ τησ πρώτησ δομόσ πρωτεϏνησ. Τα ςημαντικϊ 

επιτεϑγματα και οι εφαρμογϋσ τησ κρυςταλλογραφύασ ακτύνων Χ ϋχουν ςυνολικϊ αναγνωριςτεύ 

με 28 βραβεύα Νϐμπελ.  
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1.5.2 Παρϐν και μϋλλον τησ κρυςταλλογραφύασ ακτύνων Χ 

Η κρυςταλλογραφύα μακρομορύων επιτρϋπει τον προςδιοριςμϐ τησ 

τριςδιϊςτατησ (3D) δομόσ μεγϊλων μορύων βιολογικοϑ ενδιαφϋροντοσ, ϐπωσ 

εύναι οι πρωτεϏνεσ. Εξϊλλου, μϋςω τησ μεθϐδου τησ κρυςταλλογραφύασ ακτύνων 

Χ, εκτϐσ απϐ τη ςτατικό εικϐνα μιασ τριςδιϊςτατησ δομόσ, εύναι δυνατϐν να 

προςδιοριςτεύ η δυναμικό ςυμπεριφορϊ πρωτεώνών εφϐςον εύναι διαθϋςιμεσ 

πολλϋσ δομϋσ με διαφορετικϋσ διαμορφώςεισ τησ ύδιασ πρωτεϏνησ [Acharya & 

Lloyd, 2005]. Βϊςει τησ ςυνειςφορϊσ του πεδύου ςτην αποςαφόνιςη τησ 

λειτουργύασ και των διαμοριακών αλληλεπιδρϊςεων πρωτεώνών, εμπλουτύζεται 

η επιςτημονικό γνώςη και κατανϐηςη βαςικών βιολογικών και βιοχημικών 

μηχανιςμών ενώ αποκρυπτογραφοϑνται «μονοπϊτια» αςθενειών. Για το λϐγο 

αυτϐ, μύα απϐ τισ ϊμεςεσ πρακτικϋσ εφαρμογϋσ τησ εύναι ςτο ςχεδιαςμϐ 

φαρμϊκων διαδραματύζοντασ νευραλγικϐ ρϐλο ςτην ανακϊλυψη νϋων ενώςεων 

φαρμακευτικοϑ ενδιαφϋροντοσ [Garman, 2014].  

Η ανακϊλυψη απϐ τουσ Bernal και Crowfoot το 1934 ϐτι οι πρωτεώνικού 

κρϑςταλλοι πεψύνησ διατηροϑν τη διϊταξό τουσ εφϐςον παραμεύνουν 

ενυδατωμϋνοι ςε ςφραγιςμϋνο τριχοειδό ςωλόνα μετϊ το πϋρασ του πειρϊματοσ 

περύθλαςησ ακτύνων Χ, αποτϋλεςε ϋναν ακϐμη ακρογωνιαύο λύθο ςτο πεδύο τησ 

κρυςταλλογραφύασ [Bernal & Crowfoot, 1934]. Αντύθετα με τουσ κρυςτϊλλουσ 

ανϐργανων ουςιών ό μικρών οργανικών ενώςεων, οι μακρομοριακού 

κρϑςταλλοι εύναι δυνατϐ να περιϋχουν ϋωσ και 90% διαλϑτη ςτο περιβϊλλον 

των μορύων (ςυνόθωσ 30-70%) γεγονϐσ που τουσ καθιςτϊ «ευϊλωτουσ» ςε 

αλλούωςη απϐ την ϋκθεςη ςτισ ακτύνεσ Χ επϊγοντασ αποδιϊταξη ςτα μϐρια που 

ςυνθϋτουν το κρυςταλλικϐ πλϋγμα [Acharya & Lloyd, 2005]. Αν και οι 

διαμοριακϋσ και ενδομοριακϋσ αλληλεπιδρϊςεισ που ςυγκρατοϑν το 

κρυςταλλικϐ πλϋγμα εύναι αςθενεύσ, ωςτϐςο αποτελοϑν καθοριςτικϐ 

παρϊγοντα για την επιτυχύα του πειρϊματοσ περύθλαςησ ακτύνων Χ αφοϑ η 

διευθϋτηςη των μορύων και ςυνεπώσ και το κρυςταλλικϐ πλϋγμα, 

καταςτρϋφεται αν ο κρϑςταλλοσ αφεθεύ να αφυδατωθεύ. Πληθώρα προκλόςεων 

ςε τεχνικϐ επύπεδο ςτο χώρο τησ κρυςτϊλλωςησ μακρομορύων ανακϑπτουν απϐ 

τη ςυγκεκριμϋνη ιδιϐτητα καθώσ οι μακρομοριακϋσ κρυςταλλικϋσ δομϋσ 

αποτελοϑν το μϋςο ϐρο χωροχρονικϊ εκατομμυρύων μακρομορύων ςτο 
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εςωτερικϐ ενϐσ κρυςτϊλλου με ϋναν θεωρητικϊ μεγϊλο κρϑςταλλο να ϋχει 

τυπικϊ διαςτϊςεισ μικρϐτερεσ των 100 μm.  

Τα τελευταύα 20 χρϐνια πϊνω απϐ 95% των μακρομοριακών δομών ϋχει 

προςδιοριςτεύ απϐ κρυςτϊλλουσ που εκτύθενται ςτισ ακτύνεσ Χ υπϐ κρυογονικϋσ 

ςυνθόκεσ με τη χρόςη ρεϑματοσ αερύου αζώτου (100 K). Στισ ςυγκεκριμϋνεσ 

ςυνθόκεσ, ο ρυθμϐσ τησ καταςτροφόσ του κρυςταλλικοϑ πλϋγματοσ απϐ την 

ιςχυρό ακτινοβολύα μειώνεται κατϊ ~70% ςε ςϑγκριςη με την ϋκθεςη ςε 

ςυνθόκεσ θερμοκραςύασ δωματύου (~25 °C). Αν και οι βαθμού των 100 Κ κϊθε 

ϊλλο παρϊ εύναι ςχετικού με τισ φυςιολογικϋσ θερμοκραςύεσ του πρωτεώνικοϑ 

περιβϊλλοντοσ, εντοϑτοισ ςτο ςϑνολο των δομών που ϋχουν προςδιοριςτεύ ςτισ 

ςυνθόκεσ αυτϋσ, τα μϐρια ϑδατοσ, οι πιθανού προςδϋτεσ και οι εναλλακτικϋσ 

διαμορφώςεισ των πλευρικών αλυςύδων των αμινοξικών καταλούπων τεύνουν 

να εύναι ςαφϋςτερα οριςμϋνα. Το γεγονϐσ αυτϐ μπορεύ να αποδοθεύ ςτην 

απαλοιφό τησ δυναμικόσ αταξύασ των μορύων ενδοκρυςταλλικϊ και τελικϊ την 

καταγραφό μϐνο τησ ςτατικόσ τουσ αταξύασ κατϊ το χρϐνο τησ ϋκθεςησ τουσ 

ςτισ ακτύνεσ Χ υπϐ το ρεϑμα αζώτου.  

Οι παροϑςεσ εξελύξεισ ςτο πεδύο τησ κρυςταλλογραφύασ υπϐςχονται μια νϋα 

γενιϊ ανακαλϑψεων και εφαρμογών για την αποκρυπτογρϊφηςη των μυςτικών 

τησ ζωόσ. Η κρυςταλλογραφύα μεμβρανικών πρωτεώνών (που αποτελοϑν το 

30% των πρωτεώνών του ανθρώπινου οργανιςμοϑ), η ςυλλογό δεδομϋνων 

περύθλαςησ ακτύνων Χ ςε εκςυγχρονιςμϋνεσ υποδομϋσ πηγών ςυγχροτρονικόσ 

ακτινοβολύασ και οι νϋεσ εγκαταςτϊςεισ παραγωγόσ υπερ-βραχϑχρονων 

παλμών ακτύνων Χ (Χ-ray free-electron lasers, XFELs) διανούγουν νϋουσ 

ορύζοντεσ ςτον ευρϑτερο χώρο των φυςικών επιςτημών. Αρχικϋσ αρνητικϋσ 

προβλϋψεισ βραχυπρϐθεςμου κορεςμοϑ του πεδύου τησ κρυςταλλογραφύασ και 

μονοπώληςησ του ερευνητικοϑ ενδιαφϋροντοσ απϐ τη Δομικό Γονιδιωματικό 

απϋχουν πολϑ απϐ την πραγματικϐτητα. Απϐ τισ απαρχϋσ τησ το 1913 με τον 

προςδιοριςμϐ τησ δομόσ του NaCl που αποκϊλυψε την κρυςταλλικό φϑςη του 

ετεροπολικοϑ δεςμοϑ, ϋωσ τη δυνατϐτητα, ςόμερα, να ταυτοποιοϑνται δομϋσ 

βιολογικών μορύων που περιλαμβϊνουν μϋχρι και 300.000 μη υδρογονικϊ ϊτομα, 

η κρυςταλλογραφύα ακτύνων Χ ςυνεχύζει να βρύςκεται ςτην κεντρικό ςκηνό ωσ 

απαραύτητο επιςτημονικϐ εργαλεύο [Garman, 2014]. 
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1.5.3 Ειςαγωγό ςτον προςδιοριςμϐ μιασ τριςδιϊςτατησ 

κρυςταλλικόσ δομόσ με κρυςταλλογραφύα ακτύνων Χ 

Νϋεσ τεχνολογύεσ και μεθοδολογύεσ τροφοδοτοϑν ςυνεχώσ τα διαδοχικϊ 

ςτϊδια (Σχόμα 1.5.2) για τον προςδιοριςμοϑ μιασ τριςδιϊςτατησ 

μακρομοριακόσ δομόσ βελτιώνοντασ τα ποςοςτϊ επιτυχύασ. Ωςτϐςο, το καύριο 

πρώτο βόμα ςυνεχύζει να αποτελεύ η ανϊπτυξη κρυςτϊλλων κατϊλληλησ 

ποιϐτητασ για τη ςυλλογό δεδομϋνων υψηλόσ περιθλαςτικόσ ικανϐτητασ. Πριν 

τη δοκιμαςύα κρυςτϊλλωςησ, απαιτεύται η απομϐνωςη ςε ικανοποιητικό 

ποςϐτητα και υψηλό καθαρϐτητα του πρωτεώνικοϑ ςτϐχου προσ ταυτοπούηςη, 

ςτϐχοσ εφικτϐσ πλϋον με την πληθώρα διαθϋςιμων ςυςτόματων πρωτεώνικόσ 

ϋκφραςησ ςε ςυνδυαςμϐ με τα εργαλεύα βιοπληροφορικόσ και κλωνοπούηςησ. 

Ειδικϐτερα, η απομϐνωςη μπορεύ να γύνει απϐ φυςικϋσ πηγϋσ, ωςτϐςο η πιο 

διαδεδομϋνη τεχνικό αφορϊ ςτο ςχεδιαςμϐ κλώνων DNA και ςτην 

υπερϋκφραςη τησ επιθυμητόσ πρωτεϏνησ ςε ςυςτόματα προκαρυωτικών ό 

ευκαρυωτικών ξενιςτών. Επύςησ, υπϊρχει η δυνατϐτητα μετϊλλαξησ αμινοξϋων 

τησ ώςτε να μειωθεύ η ευκινηςύα περιοχών που εμποδύζουν την κρυςτϊλλωςη 

ϐπωσ αμινο-τελικϊ και καρβοξυ-τελικϊ ϊκρα ό αποκλειςτικόσ ϋκφραςησ 

επιλεγμϋνων πρωτεώνικών περιοχών ενδιαφϋροντοσ ϐπωσ εύναι το καταλυτικϐ 

κϋντρο ενϐσ ενζϑμου. Σημαντικό εξϋλιξη αποτελεύ η ανϊπτυξη αυτϐτροφων 

ςτελεχών για την ειςαγωγό ςεληνομεθειονύνησ (Se/Met) ςε αναςυνδυαςμϋνεσ 

πρωτεϏνεσ ώςτε να εύναι δυνατό η ςυλλογό δεδομϋνων ανώμαλησ ςκϋδαςησ για 

την επύλυςη του προβλόματοσ φϊςεων προσ την επύλυςη μιασ δομόσ 

(Hendrickson & Ogata, 1997). 

Η επϐμενη φϊςη περιλαμβϊνει την κρυςτϊλλωςη του μακρομορύου. Το 

ςτϊδιο αυτϐ καθορύζεται απϐ ποικύλεσ μεταβλητϋσ παραμϋτρουσ ϐπωσ η 

θερμοκραςύα, η ιοντικό ιςχϑσ, το pH κλπ. των οπούων ο ρϐλοσ εύναι πλϋον 

κατανοητϐσ, ωςτϐςο η ρϑθμιςό τουσ δεν εξαςφαλύζει πϊντα την πρϐβλεψη των 

ςυνθηκών κρυςτϊλλωςησ. Η ςχετικό μεθοδολογύα ςτηρύζεται ςε ϋνα ςϑνολο 

αρχών, τεχνικών, και ιδεών. Ωσ εκ τοϑτου, η ανϊπτυξη κρυςτϊλλων 

μακρομορύων παραμϋνει μια ςε αρκετϐ βαθμϐ εμπειρικόσ φϑςησ διεργαςύα που 

απαιτεύ υπομονό, επιμονό και διαύςθηςη απϐ πλευρϊσ του ερευνητό. Πρϐςφατα, 

ϋχει αναπτυχθεύ μια ςυςτηματικό προςϋγγιςη ςτη χρόςη των κλαςςικών 
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μεθϐδων φυςικοχημεύασ για τον καθοριςμϐ 

των χαρακτηριςτικών και των μηχανιςμών 

που διϋπουν την αυτοδιϊταξη μεγϊλων 

βιομορύων ςε κρυςταλλικϊ πλϋγματα. Προσ 

αυτόν την κατεϑθυνςη, εύναι αξιοςημεύωτη η 

ςυνειςφορϊ των εμπορικϊ διαθϋςιμων 

ςκευαςμϊτων που προςφϋρουν τη 

δυνατϐτητα ταχεύασ ςϊρωςησ ευρϑτατου 

φϊςματοσ χημικών ςυνθηκών για τα 

πειρϊματα κρυςτϊλλωςησ ςτη βϊςη μιασ 

μεθοδολογύασ δοκιμόσ και ςφϊλματοσ (trial 

and error) [McPherson & Gavira, 2013].  

Στη ςυνϋχεια, η επιτυχημϋνη «υαλοπούηςη» 

(Εικϐνα 1.5.1) ενϐσ κρυςτϊλλου για τη 

ςυλλογό δεδομϋνων υπϐ κρυογενεύσ ςυνθόκεσ 

απαιτεύ την παρουςύα κατϊλληλων 

κρυοπροςτατευτικών διαλυμϊτων. Η 

παραλαβό απϐ τη ςταγϐνα του διαλϑματοσ 

κρυςτϊλλωςησ με τη χρόςη μικρών ινών ςε 

ςχόμα βρϐχου που ςυγκρατοϑν τον 

κρϑςταλλο μϋςω τησ επιφανειακόσ τϊςησ και 

ακολοϑθωσ το ακαριαύο «πϊγωμα» με την 

ϋκθεςη του ςε ρεϑμα N2 αποτελοϑν βόματα 

που δεν επιδϋχονται πλόρη αυτοματοπούηςη.  

Το ακϐλουθο ςτϊδιο τησ ϋκθεςησ ςτισ 

ακτύνεσ Χ και η ςυλλογό δεδομϋνων 

περύθλαςησ περιλαμβϊνει πλϋον την 

αξιοπούηςη των ςϑγχρονων τρύτησ γενιϊσ 

πηγών ςυγχροτρονικόσ ακτινοβολύασ ςε 

ςυνδυαςμϐ με ταχεύσ και υψηλόσ ακρύβειασ 

ανιχνευτϋσ. Η εξαιρετικϊ υψηλόσ και 

ελεγχϐμενα κυμαινϐμενησ ενϋργειασ πηγό 

Σχόμα 1.5.2 Διϊγραμμα ροόσ των 

ςταδύων που περιλαβϊνονται κατϊ 

τϐν προςδιοριςμϐ μιασ 

τριςδιϊςτατησ κρυςταλλικόσ 

δομόσ με κρυςταλλογραφύα 

ακτύνων Χ (Πηγό εικϐνασ: Garman, 

2014). 
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ςυγχροτρονικόσ ακτινοβολύασ, καθιςτϊ εφικτό τη χρόςη ακϐμα και μικρών 

αςθενοϑσ περιθλαςτικόσ ικανϐτητασ κρυςτϊλλων για τον προςδιοριςμο μιασ 

δομόσ μακρομορύου. Η ενϋργεια και επομϋνωσ το μόκοσ κϑματοσ των ακτύνων Χ 

δϑναται να ρυθμιςτεύ ώςτε να εύναι δυνατό  η εφαρμογό μεθϐδων για τον 

προςδιοριςμϐ των φϊςεων ϐπωσ η ανώμαλη ςκϋδαςη απϐ βαρϋα μϋταλλα που 

ϋχουν προςδεθεύ ςτο υπϐ εξϋταςη βιομϐριο (Multiwavelength Anomalous 

Dispersion, MAD).  

 

 

Εικϐνα 1.5.1 Κρϑςταλλοι μακκρομορύων κατϊ την 

ϋκθεςη ςτισ ακτύνεσ Χ. (πϊνω) Κρϑςταλλοσ ςε ρεϑμα Ν2 

«υαλοποιημϋνοσ» απϐ το φιλμ του διαλϑματοσ 

κρυοπροςταςύασ προσ αποφυγό πϊγου. (κϊτω) In situ 

διαδοχικό ςημειακϊ ςτοχευμϋνη ςυλλογό δεδομϋνων 

παρϊ την εμφανό αλλούωςη του κρυςταλλικοϑ 

πλϋγματοσ. (Πηγό εικϐνασ: Garman, 2014)    

 

 

Εξϊλλου, η αυτοματοπούηςη, πλεϐν, τησ επεξεργαςύασ δεδομϋνων κατϊ τη 

ςυλλογό δεδομϋνων ςτο ςταθμϐ ςυγχροτρονικόσ ακτινοβολύασ ϋχει επιταχϑνει 

και βελτιςτοποιόςει το επϐμενο ςτϊδιο. Ο εκςυγχρονιςμϐσ του λογιςμικοϑ και η 

δυνατϐτητα αξιολϐγηςησ των ςυλλεχθϋντων δεδομϋνων παρϊλληλα με την 

εξϋλιξη του πειρϊματοσ ϋκθεςησ του κρυςτϊλλου ςτισ ακτύνεσ Χ, επηρεϊζει 

θετικϊ την επιτυχύα του αποτελϋςματοσ.  Ταυτϐχρονα, προςφϋρεται η 

δυνατϐτητα υπολογιςμοϑ του εναπομεύναντοσ χρϐνου πριν την καταςτροφό 

του κρυςταλλικοϑ πλϋγματοσ λϐγω των μεγϊλων δϐςεων ιςχυρόσ ακτινοβολύασ 

και ανϊλογησ προςαρμογόσ τησ ςτρατηγικόσ ςυλλογόσ δεδομϋνων ώςτε να 

εξαςφαλιςτεύ η υψηλό ποιϐτητα δεδομϋνων περύθλαςησ ακτύνων Χ. Τα 

υπολογιςτικϊ προγρϊμματα επεξεργαςύασ και βελτιςτοπούηςησ ϋχουν εξελιχθεύ 

ςε τϋτοιο βαθμϐ που μϋθοδοι ϐπωσ αυτό τησ μοριακόσ αντικατϊςταςησ μποροϑν 

να οδηγόςουν ςτον επιτυχό προςδιοριςμϐ μιασ τριςδιϊςτατησ δομόσ με τη 

χρόςη ϋςτω και μικρόσ ομολογύασ αρχικών μοντϋλων για την επύλυςη του 
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προβλόματοσ των φϊςεων. Ακϐμα και ςε περιπτώςεισ που μια επύλυςη τησ 

δομόσ δεν εύναι εφικτό η διαθϋςιμη ποικιλύα υπολογιςτικών προγραμμϊτων 

μπορεύ να ανιχνεϑςει τισ «παθολογύεσ» που οδόγηςαν ςε αποτυχύα.  

Μετϊ τον προςδιοριςμϐ του αρχικοϑ μοντϋλου του εξεταζϐμενου 

μακρομορύου, ακολουθεύ η βελτιςτοπούηςό του ϋναντι των πειραματικών 

δεδομϋνων ώςτε να «οικοδομηθεύ» κατϊλληλα ςτουσ χϊρτεσ ηλεκτρονιακόσ 

πυκνϐτητασ. Στα «εργαλεύα» τησ κρυςταλλογραφύασ ςυμπεριλαμβϊνονται 

ςόμερα υπολογιςτικϊ προγρϊμματα που αυτοματοποιοϑν αυτοϑσ τουσ κϑκλουσ 

ανακαταςκευόσ. Η βελτύωςη ακϐμα και του γραφικοϑ περιβϊλλοντοσ εύναι 

εξαιρετικόσ ςημαςύασ για τον ερευνητό ώςτε η αναπαρϊςταςη των 

πρωτεώνικών μοντϋλων και των χαρτών ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ να εύναι πιο 

ϋυχρηςτη και αξιϐπιςτη. Τϋλοσ, η αξιολϐγηςη τησ ποιϐτητασ και επαλόθευςη τησ 

γεωμετρύασ του βελτιςτοποιημϋνου μοντϋλου πριν την κατϊθεςη των ατομικών 

του ςυντεταγμϋνων ςτην πρωτεώνικό βϊςη δεδομϋνων PDB ολοκληρώνει την 

πολυπαραγοντικό αυτό μεθοδολογύα τησ κρυςταλλογραφύασ ακτύνων Χ 

[Garman, 2014]. 

 
 

1.5.4 Πηγϋσ ακτύνων Χ  

Οι ακτύνεσ Χ ανόκουν ςτο ευρϑτερο φϊςμα τησ ηλεκτρομαγνητικόσ 

ακτινοβολύασ και αντιςτοιχοϑν ςε μόκοσ κϑματοσ 0.1-100 Å (1 Å = 0,1 nm). 

Εύναι προώϐν τησ πρϐςπτωςησ ηλεκτρονύων υψηλών ταχυτότων ςε υλικϊ με 

αποτϋλεςμα τη μετατροπό τησ κινητικόσ τουσ ενϋργειασ ςε ηλεκτρομαγνητικό 

ακτινοβολύα του εϑρουσ  των ακτύνων Χ και κϊποιου ποςοςτοϑ ςε θερμϐτητα. 

Το μόκοσ κϑματοσ των ακτύνων Χ εύναι ςυγκρύςιμο με τισ διατομικϋσ αποςτϊςεισ 

των μορύων ώςτε να εύναι δυνατό η ςυλλογό δεδομϋνων περύθλαςησ ςε 

ευκρύνεια ατομικόσ κλύμακασ (1 Å).  

Η βαςικό αρχό τησ μεθϐδου περιλαμβϊνει την τοποθϋτηςη του κρυςτϊλλου 

ςε γωνιϐμετρο το οπούο περιςτρϋφεται κατϊ μικρό γωνύα, την ϋκθεςό του ςε 

εςτιαςμϋνη δϋςμη ακτύνων Χ και την καταγραφό των περιθλϊςεων ςτον 

ανιχνευτό. Οι διαθϋςιμεσ πηγϋσ ακτύνων Χ διαχωρύζονται ςτισ ςυμβατικϋσ και τισ 
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ςυγχροτρονικϋσ πηγϋσ ενώ πρϐςφατα ξεκύνηςε και διαρκώσ αναπτϑςςεται ο 

κλϊδοσ των πηγών υπερ-βραχϑχρονων παλμών ακτύνων Χ. 

Όςον αφορϊ ςτισ ςυμβατικϋσ πηγϋσ, εγκατεςτημϋνεσ κυρύωσ ςε ερευνητικϊ 

εργαςτόρια, η παραγωγό ακτύνων Χ βαςύζεται ςτην απελευθϋρωςη 

ακτινοβολύασ μετϊ απϐ την επιτϊχυνςη ηλεκτρονύων εντϐσ ηλεκτρικοϑ πεδύου 

με αποτϋλεςμα την ηλεκτρονιακό μετϊπτωςη του μετϊλλικοϑ ςτϐχου τησ πηγόσ. 

Ειδικϐτερα, οι ςυμβατικϋσ πηγϋσ αποτελοϑνται εύτε απϐ μια λυχνύα υψηλοϑ 

κενοϑ (~10 – 7 mm Hg), εφοδιαςμϋνη με μια κϊθοδο ηλεκτρικϊ θερμαινϐμενη 

και μια ϊνοδο απϐ κατϊλληλο υλικϐ (ςυνόθωσ χαλκϐσ, Cu, ό μολυβδαύνιο, Μο) 

εύτε απϐ μια περιςτρεφϐμενη ϊνοδο, η οπούα ςυνοδεϑεται απϐ μια πηγό υψηλόσ 

τϊςησ (20 – 70 kV). Η πηγό εκπϋμπει ηλεκτρϐνια τα οπούα προςπύπτουν ςτο 

μεταλλικϐ ςτϐχο προκαλώντασ τη διϋγερςη του μετϊλλου τα ηλεκτρϐνια του 

οπούου κατϊ την αποδιϋγερςη τουσ μεταπύπτουν ςε χαμηλϐτερεσ ενεργειακϊ 

ςτϊθμεσ παρϊγοντασ ακτύνεσ Χ. Στην περύπτωςη ϐπου χρηςιμοποιεύται ϊνοδοσ 

αντύ για λαμπτόρασ ανϐδου, αυτό ψϑχεται με ροό ϑδατοσ ενώ αποτελεςματικό 

ψϑξη πραγματοποιεύται και με χρόςη περιςτρεφϐμενησ ανϐδου κατϊ την εξϋλιξη 

του πειρϊματοσ. Το ιςχυρϐ ηλεκτρικϐ πεδύο μεταξϑ τησ ανϐδου και τησ καθϐδου 

επιταχϑνει τα ηλεκτρϐνια, τα οπούα αποκτοϑν ενϋργειεσ τησ τϊξησ των keV. 

Σε αντύθεςη με τισ ςυμβατικϋσ πηγϋσ ακτύνων Χ, οι πηγϋσ ςυγχροτρονικόσ 

ακτινοβολύασ απαιτοϑν μεγϊλεσ εγκαταςτϊςεισ (Εικϐνα 1.5.2). Πιο 

ςυγκεκριμϋνα, δακτϑλιοι εξαιρετικϊ μεγϊλων διαςτϊςεων (διαμϋτρου τησ τϊξησ 

των Km) λειτουργοϑν ωσ φορεύσ αποθόκευςησ επιταχυμϋνων ςωματιδύων.  Η 

επιτϊχυνςη επιτυγχϊνεται μϋςω ςυςτοιχύασ ιςχυρών ηλεκτρομαγνητών και 

τουσ προςδύδει ςχετικιςτικϋσ ταχϑτητεσ (τησ τϊξησ τησ ταχϑτητασ του φωτϐσ). 

Πιο αναλυτικϊ, δϋςμεσ φωτονύων υψηλόσ ενϋργειασ (GeV) ειςϋρχονται ςτουσ 

δακτυλύουσ ϐπου υπϐ την επύδραςη μαγνητών κϊμψησ τύθενται ςε καμπϑλη 

τροχιϊ διατηρώντασ την ενϋργειϊ τουσ αλλϊ αποκτώντασ επιτϊχυνςη να 

εκπϋμπουν ακτύνεσ Χ υψηλόσ ενϋργειασ, «ςκληρϋσ ακτύνεσ Χ» (0.1 – 1 Å). Στη 

ςυνϋχεια, κϊτοπτρα εςτύαςησ και μονοχρωμϊτορεσ παρϊγουν τη 

μονοχρωματικό ευθυγραμμιςμϋνη δϋςμη ακτύνων Χ.  
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Εικϐνα 1.5.2 Αεροφωτογραφύα των εγκαταςτϊςεων τησ ςυγχροτρονικόσ πηγόσ ακτύνων Χ 

(European Synchrotron Radiation Facility, ESRF) ςτη Grenoble τησ Γαλλύασ. Στην εικϐνα 

φαύνεται ο προεπιταχυντόσ (storage ring) ςυγχροτρονικόσ ακτινοβολύασ (Πηγό εικϐνασ: 

http://www.lightsources.org/facility/esrf). 

 

Σημαντικϐ πλεονϋκτημα των ςυγχροτρονικών πηγών ακτινοβολύασ ϋναντι 

των ςυμβατικών εύναι η λαμπρϐτητϊ τουσ (brilliance) που χαρακτηρύζει 

περιγραφικϊ την υψηλό ϋνταςη και ευθυγρϊμμιςη τησ δϋςμησ ακτύνων Χ και 

χρηςιμοποιεύται για ςυγκρύςεισ οπτικόσ ποιϐτητασ των πηγών. Η ιςχυρό 

ακτινοβολύα χρηςιμοποιεύται για κρυςταλλικϊ δεύγματα που περιθλοϑν 

αςθενώσ, ϐπωσ μικρού κρϑςταλλοι ό κρϑςταλλοι με μεγϊλη μοναδιαύα κυψελύδα 

ενώ λϐγω τησ χαμηλόσ απϐκλιςησ (divergence) τησ ακτύνασ οι περιθλϊςεισ εύναι 

πιο ευδιακριτϋσ. Μύα ϊλλη διαφορϊ τησ ςυγχροτρονικόσ ακτινοβολύασ απϐ τισ 

ςυμβατικϋσ πηγϋσ εύναι η δυνατϐτητα ρϑθμιςησ του μόκουσ κϑματοσ (tunability) 

το εϑροσ του οπούου κυμαύνεται απϐ την περιοχό του υπϋρυθρου μϋχρι αυτό των 

ακτύνων Χ. Αυτό η ιδιϐτητα χρηςιμοποιεύται ςε πειρϊματα ανώμαλησ ςκϋδαςησ 

απϐ ακτύνεσ διαφορετικών μηκών κϑματοσ. Συνόθωσ επιλϋγονται ακτύνεσ Χ 

μόκουσ κϑματοσ 1 Å ό μικρϐτερου με αποτϋλεςμα τον περιοριςμϐ τησ 

απορρϐφηςησ κατϊ την πορεύα τησ ακτύνασ αλλϊ και εντϐσ του κρυςτϊλλου, 
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περιορύζοντασ ϋτςι την καταςτροφό του κρυςταλλικοϑ πλϋγματοσ αυξϊνοντασ 

το χρϐνο ζωόσ του κρυςτϊλλου κατϊ την ϋκθεςη του ςτη δϋςμη ακτινοβολύασ. Ο 

χρϐνοσ ζωόσ των ςωματιδύων ςτο δακτϑλιο αποθόκευςησ εύναι περιοριςμϋνοσ 

και ϐταν η ϋνταςη τησ ακτινοβολύασ φτϊςει κϊποιο ελϊχιςτο ϐριο 

απελευθερώνεται νϋα δϋςμη φωτονύων [Rhodes 1999, Cornuejols, 2000,  

Helliwell, 2015]. 

Η τρύτη γενιϊ ςυγχροτρονικών εγκαταςτϊςεων περιλαμβϊνει εξαιρετικϊ 

υψηλόσ ροόσ εντϊςεισ ακτινοβολύασ (φωτϐνια ανϊ sec1 ανϊ mm2) και ςταθερϋσ 

παρϊλληλεσ δϋςμεσ φωτονύων που ρυθμύζονται να αποδϐςουν ακτινοβολύα Χ 

ενεργειακόσ τϊξησ 6-20 keV (~2.1 - 0.62 Å). Η ςυνεχόσ επανατροφοδϐτηςη των 

ςυγχροτρονικών πηγών με ηλεκτρϐνια ϋχει ωσ αποτϋλεςμα ςταθερϐτερεσ 

πειραματικϋσ ςυνθόκεσ για μεγαλϑτερο χρονικϐ διϊςτημα. Παρϊλληλα, η 

τεχνολογύα των διαθϋςιμων ανιχνευτών ϋχει εξελιχθεύ ακολουθώντασ την 

απαύτηςη για μεγαλϑτερουσ, ταχϑτερουσ ανιχνευτϋσ μεταβαλλϐμενησ θϋςησ. Οι 

ανιχνευτϋσ διϊταξησ ςυζευγμϋνου φορτύου (charge-coupled device detectors, 

CCD) αντικαθύςτανται απϐ εξαιρετικϊ ταχεύσ (max 100 

περιθλαςιγρϊμματα/sec) ανιχνευτϋσ διϊταξησ pixel (pixel array Χ-ray detectors, 

PADs). Εξϊλλου, πολλϋσ ςυγχροτρονικϋσ εγκαταςτϊςεισ χρηςιμοποιοϑν πλϋον 

και ρομποτικϊ ςυςτόματα για την ϋκθεςη του κρυςτϊλλου ςτισ ακτύνεσ Χ ώςτε 

να εύναι δυνατϐσ ο απομακρυςμϋνοσ ϋλεγχοσ του πειρϊματοσ απϐ τον ερευνητό 

χωρύσ να εύναι απαραύτητη η παρουςύα του κατϊ τη ςυλλογό δεδομϋνων. Ακϐμα, 

οι δϋςμεσ μικρόσ εςτύαςησ (microfocus) (διαμϋτρου ϋωσ 1 mm) επιτρϋπουν, με 

τη βοόθεια κατϊλληλου υποςτηρικτικοϑ λογιςμικοϑ, την παρϊλληλη 

χαρτογρϊφηςη περιςςοτϋρων περιοχών ενϐσ κρυςτϊλλου ώςτε η ϋκθεςό του 

ςτισ ακτύνεσ Χ να γύνει εκλεκτικϊ ςτη βϋλτιςτη εξ’ αυτών ώςτε να διαςφαλιςτεύ 

η μεύωςη του «θορϑβου» κατϊ τη ςυλλογό των δεδομϋνων (Εικϐνα 1.5.1). Με 

τον τρϐπο αυτϐ καθύςταται εφικτό η επιτυχόσ ςυλλογό δεδομϋνων ακϐμα και με 

χρόςη μικροκρυςτϊλλων. Παραδεύγματα τϋτοιων πηγών εξαιρετικϊ υψηλόσ 

λαμπρϐτητασ (brilliance) αποτελοϑν η εγκατϊςταςη PETRA III ςτο EMBL-

Hamburg Unit ςτο Αμβοϑργο τησ Γερμανύασ και η NSLS II ςτισ Η.Π.Α. [Garman, 

2014, Helliwell, 2014]. 
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Παρϊλληλα με την εξϋλιξη των πηγών ακτύνων Χ, ϋχει αρχύςει η λειτουργύα 

εγκαταςτϊςεων λϋιζερ παραγωγόσ υπερ-βραχϑχρονων παλμών ακτύνων Χ (X-

ray Free Electron Laser, XFEL) λαμπρϐτητασ που υπερβαύνει κατα ϋνα 

διςεκατομμϑριο φορϋσ τισ πιο ιςχυρϋσ ςυμβατικϋσ πηγϋσ. Η αρχό τησ μεθϐδου 

βαςύζεται ςε γραμμικοϑσ επιταχυντϋσ μεγϊλου μόκουσ και υπεραγώγιμουσ 

ενιςχυτϋσ ακτινοβολύασ ηλεκτρονύων που διαςχύζουν ειδικϋσ διατϊξεισ 

μαγνητών καθώσ κινοϑνται ςε επύμηκη διεϑθυνςη (Εικϐνα 1.5.3). Το 

αποτϋλεςμα εύναι η παραγωγό εξαιρετικϊ βραχϑχρονων (τησ τϊξησ 100 fs) και 

ιςχυρών παλμών ακτύνων Χ (1013 φωτϐνια). Το εκπληκτικϐ πλεονϋκτημα τησ 

καινοτϐμου μεθϐδου ϋγκειται ςτο ϐτι η αλληλεπύδραςη του κρυςτϊλλου με τον 

παλμϐ υπερπηδϊ το πρϐβλημα των μεγϊλων δϐςεων ακτινοβολύασ που 

απαιτοϑνται για τη ςυλλογό ικανοποιητικοϑ αριθμοϑ δεδομϋνων περύθλαςησ με 

τισ ιονύζουςεσ ακτύνεσ Χ να επιφϋρουν ταυτϐχρονα δομικϋσ αλλαγϋσ και τελικϊ 

καταςτροφό του κρυςταλλικοϑ πλϋγματοσ. Το γεγονϐσ αυτϐ επιτρϋπει τη 

ςυλλογό πλόθουσ κρυςταλλογραφικών δεδομϋνων περύθλαςησ ακτύνων Χ ςε 

θερμοκραςύα δωματύου και τη χρόςη νανοκρυςτϊλλων. Μια τϋτοια πηγό 

απαντϊται ςτο Στϊνφορντ των Η.Π.Α. (LCLS) ενώ εύναι υπϐ καταςκευό η πολλϊ 

υποςχϐμενη Ευρωπαώκό υποδομό EuroXFEL ςτο Αμβοϑργο τησ Γερμανύασ 

[Chapman et al. 2011, Garman, 2014]. 

 

Εικϐνα 1.5.3 Αναπαρϊςταςη 

των ηλεκτρομαγνητικών πεδύων 

που επιταχϑνουν τα ηλεκτρϐνια 

μϋςω διϊταξησ υπεραγώγιμων 

ανιχνευτών ςτισ μελλοντικϋσ 

εγκαταςτϊςεισ του European 

XFEL ςτο DESY του Αμβοϑργου, 

Γερμανύα (Πηγό εικϐνασ: 

http://www.xfel.eu/). 

 

 

 

http://www.xfel.eu/
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1.5.5 Κρυςτϊλλωςη πρωτεώνικών ςτϐχων  

Ένασ κρϑςταλλοσ αποτελεύ μια περιοδικό διϊταξη ςτοιχειωδών δομικών 

μονϊδων του μορύου που καλοϑνται μοναδιαύεσ κυψελύδεσ. Η ςτοιχειώδησ 

μοναδιαύα κυψελύδα αντιπροςωπεϑει πλόρωσ την τριςδιϊςτατη δομό και 

περιγρϊφεται απϐ τρύα διανϑςματα a, b και c και τρεισ γωνύεσ α, β, γ που 

ονομϊζονται πλεγματικϋσ παρϊμετροι και την ορύζουν πλόρωσ (Σχόμα 1.5.3). 

 

Σχόμα 1.5.3 Σχηματικό αναπαρϊςταςη τησ αςϑμμετρησ μονϊδασ (asymmetric unit, a), απϐ την 

οπούα με εφαρμογό κατϊλληλων τελεςτών ςυμμετρύασ (space group, symmetry operators, b) 

προκϑπτει η μοναδιαύα κυψελύδα (unit cell, c). Η περιοδικό επανϊληψη τησ μοναδιαιϊσ 

κυψελύδασ οδηγεύ ςτο ςχηματιςμϐ του κρυςταλλικοϑ πλϋγματοσ (lattice, d) (Πηγό εικϐνασ: 

McPherson, 2009). 
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Η αςϑμμετρη μονϊδα αποτελεύ το μικρϐτερο τμόμα το οπούο με εφαρμογό των 

αντύςτοιχων τελεςτών ςυμμετρύασ που ορύζονται απϐ την ομϊδα χώρου 

ςυμμετρύασ του κρυςταλλικοϑ πλϋγματοσ, ςυνθϋτει ςτο ςϑνολϐ τησ τη 

μοναδιαύα κυψελύδα. Καθώσ η περιθλαςτικό ικανϐτητα ενϐσ μϐνο μορύου θα 

όταν αςθενόσ και μη ανιχνεϑςιμη ο κρϑςταλλοσ δρα ωσ νευραλγικόσ ςημαςύασ 

ενιςχυτόσ τησ περύθλαςησ των ακτύνων Χ [Lattman & Loll, 2008]. Η ποιϐτητα τησ 

περύθλαςησ ακτύνων Χ ενϐσ πρωτεώνικοϑ κρυςτϊλλου ϐπωσ αποτυπώνεται ςτο 

περιθλαςύγραμμα καθώσ ο βαθμϐσ ακρύβειασ με τον οπούο μποροϑν να 

καθοριςτοϑν οι ατομικϋσ ςυντεταγμϋνεσ απϐ τον προδιοριςμϐ μιασ 

κρυςταλλικόσ δομόσ ςχετύζονται ϊμεςα με το βαθμϐ τησ εςωτερικόσ «τϊξησ» 

που τον διϋπει. Η υψηλό ευκρύνεια αντικατοπτρύζει μια δομικό ομοιομορφύα των 

μορύων ωσ προσ τη διευθϋτηςό τουσ μϋςα ςτον κρϑςταλλο καθώσ και μια 

ακρύβεια ςτην περιοδικό τουσ διϊταξη [McPherson, 2014].  

Η μεθολογύα τησ κρυςτϊλλωςησ βιομορύων βαςύζεται ςτη δημιουργύα ενϐσ 

υπερκορεςμϋνου διαλϑματοσ οι ιδιϐτητεσ του οπούου δεν παρεμποδύζουν τη 

φυςικό κατϊςταςη του μακρομορύου. Ο υπερκορεςμϐσ επιτυγχϊνεται με 

προςθόκη φυςικών αλϊτων ό πολυμερών και με τη ρϑθμιςη ποικύλων 

παραμϋτρων οι οπούεσ περιλαμβϊνουν τη θερμοκραςύα, την ιονικό ιςχϑ και το 

pH. Σημαντικϐ ρϐλο διαδραματύζουν και παρϊγοντεσ που επηρεϊζουν τη δομό 

του μακρομορύου ϐπωσ μεταλλικϊ ιϐντα, προςδϋτεσ και ςυμπαρϊγοντεσ 

(Πύνακασ 1.5.1). Για την ταυτϐχρονη διερεϑνηςη πολλών ςυνθηκών 

κρυςτϊλλωςησ ϋχει αναπτυχθεύ πλειϊδα εμπορικϊ διαθϋςιμων ςκευαςμϊτων τα 

οπούα χρηςιμοποιοϑνται ςε ςυνδυαςμϐ με ρομποτικϋσ διατϊξεισ. Οι 

αυτοποιημϋνεσ αυτϋσ μϋθοδοι ϋχουν πολλαπλαςιϊςει το ποςοςτϐ επιτυχύασ 

ςτην εϑρεςη των κατϊλληλων ςυνθηκών κρυςτϊλλωςησ ενώ παρϊλληλα ϋχουν 

ςυμβϊλει ςτην ελαχιςτοπούηςη των χρηςιμοποιοϑμενων ϐγκων πρωτεώνικοϑ 

δεύγματοσ (τησ τϊξησ των μερικών μL ό ακϐμα και nL). Η ςυγκεκριμϋνη 

βελτύωςη εύναι ιδιαύτερησ ςημαςύασ ειδικϊ για πρωτεϏνεσ που παρουςιϊζουν 

δυςκολύα ςτην παραςκευό τουσ ϐπωσ οι μεμβρανικϋσ πρωτεϏνεσ. 
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Πύνακασ 1.5.1 Παρουςύαςη φυςικών, χημικών και βιολογικών παραγϐντων που 

επηρεϊζουν την κρυςτϊλλωςη πρωτεώνών [McPherson, 1999]. 

ΦΦυυςςιικκοούύ  ππααρρϊϊγγοοννττεεσσ  ΧΧηημμιικκοούύ  ππααρρϊϊγγοοννττεεσσ  ΒΒιιοοχχηημμιικκοούύ  ππααρρϊϊγγοοννττεεσσ  

 
Θερμοκραςύα/διακυμϊνςεισ 

θερμοκραςύασ 
 

Μεθοδολογύα/τρϐποσ 
προςϋγγιςησ τησ ιςορροπύασ 

 
Βαρϑτητα 

 
Πύεςη 

 
Χρϐνοσ 

 
Δονόςεισ / όχοσ / μηχανικό 

διαταραχό 
 

Ηλεκτρικϐ / μαγνητικϐ πεδύο 
 

Διηλεκτρικϋσ ιδιϐτητεσ του 
μϋςου 

 
Ιξώδεσ (viscosity) 

 
Κατϊςταςη ιςορροπύασ 

 
Ομοιογϋνεια/ετερογϋνεια 

πυρόνων 
κρυςτϊλλωςησ 

 

 
pH 

 
Εύδοσ παρϊγοντα καθύζηςησ 

 
Συγκϋντρωςη                  

παρϊγοντα 
καθύζηςησ 

 
Ιοντικό ιςχϑσ 

 
Ειδικϊ ιϐντα 

 
Βαθμϐσ υπερκορεςμοϑ 

 
Αναγωγικϐ / οξειδωτικϐ 

περιβϊλλον 
 

Συγκϋντρωςη πρωτεϏνησ 
 

Μεταλλικϊ ιϐντα 
 

Σταυροδεςμού 
 

Απορρυπαντικϊ/επιφανειο- 
δραςτικϋσ ουςύεσ/αμφολϑτεσ 

 
Προςμύξεισ 

 

 
Καθαρϐτητα 

 
Επύδραςη προςδϋτη 

 
Στϊδιο ςχηματιςμοϑ 
ςυςςωματωμϊτων 

 
Μετα-μεταγραφικϋσ 

τροποποιόςεισ 
 

Πηγό 
 

Πρωτεϐλυςη /υδρϐλυςη 
 

Χημικό τροποπούηςη 
 

Γενετικϋσ τροποποιόςεισ 
 

Συμμετρύα 
 

Σταθερϐτητα 
 

Ιςοηλεκτρικϐ ςημεύο 
 

Ιςτορικϐ δεύγματοσ 

 

 

Ο προςδιοριςμϐσ των ςυνθηκών κρυςτϊλλωςησ ϋχει ωσ επϐμενο ςτϊδιο τη 

βελτιςτοπούηςη τουσ. Η κρυςτϊλλωςη οποιουδόποτε μακρομορύου εξελύςςεται 

με δϑο διακριτϊ αλλϊ αδιαχώριςτα βόματα: την πυρόνωςη και την ανϊπτυξη. Η 

πυρόνωςη αποτελεύ τη μεγαλϑτερη πρϐκληςη αφοϑ αντιπροςωπεϑει μια 

μεταβατικό φϊςη κατϊ την οπούα τα μϐρια μεταβαύνουν απϐ ϋνα ςτϊδιο 

πλόρουσ αποδιϊταξησ ςε αυτϐ τησ οργανωμϋνησ διευθϋτηςησ ςτο χώρο. Αυτϐ 

διαφαύνεται να ςυμβαύνει μϋςω ςχηματιςμοϑ μερικώσ διατεταγμϋνων ό 

κρυςταλλικών ενδιαμϋςων που οδηγοϑν ςε «κρύςιμουσ πυρόνεσ». Το ςτϊδιο τησ 

πυρόνωςησ ακολουθεύ η ανϊπτυξη του κρυςτϊλλου ςε δϑο και τρεισ διαςτϊςεισ 

διαδοχικϊ. Το κοινϐ χαρακτηριςτικϐ τησ ανϊπτυξησ και  τησ πυρόνωςησ εύναι 

ϐτι και τα δϑο ςτϊδια εξαρτώνται απϐ τον υπερκορεςμϐ του μητρικοϑ 

διαλϑματοσ, ενώ η ςυνολικό διαδικαςύα περιγρϊφεται απϐ ϋνα διϊγραμμα 
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φϊςησ (Σχόμα 1.5.4). Στον οριζϐντιο ϊξονα του διαγρϊμματοσ βρύςκεται η τιμό 

τησ παραμϋτρου που επηρεϊζει την κατακρόμνιςη τησ πρωτεϏνησ (π.χ. ϊλατα) 

και ςτον κϊθετο ϊξονα η ςυγκϋντρωςη τησ πρωτεϏνησ ςτο διϊλυμα 

κρυςτϊλλωςησ.  

 

 
Σχόμα 1.5.4 Σχηματικό παρουςύαςη του διαγρϊμματοσ φϊςεων κατϊ την κρυςτϊλλωςη μιασ 
πρωτεϏνησ. Διακρύνονται οι τϋςςερισ κϑριεσ μϋθοδοι κρυςτϊλλωςησ: i) η τεχνικό ϊμεςησ 
προςθόκησ παρϊγοντα κατακρόμνιςησ (microbatch), ii) η τεχνικό εξϊτμιςησ και διϊχυςησ των 
ατμών (Vapour diffusion), iii) η διαπύδυςη (Dialysis) και iv) η διϊχυςη ελεϑθερησ επιφϊνειασ 
(Free-interface diffusion, FID).  Η κϊθε τεχνικό αποτελεύ μια διαφορετικό οδϐ για την επύτευξη 
πυρόνωςησ και μεταςταθών ζωνών θεωρώντασ ωσ ρυθμιςτικό παρϊμετρο τη ςυγκϋντρωςη του 
κατακρημνιςτικοϑ παρϊγοντα. Οι μαϑρεσ κηλύδεσ αντιπροςωπεϑουν τισ αρχικϋσ ςυνθόκεσ και 
ςτην περύπτωςη τησ μεθϐδου διϊχυςησ ελεϑθερησ επιφϊνειασ παρουςιϊζονται δϑο εναλλακτικϊ 
ςημεύα εκκύνηςησ καθώσ το ακϐρεςτο πρωτεώνικϐ διϊλυμα μπορεύ να περιϋχει εύτε μϐνο την 
πρωτεϏνη εύτε μύγμα αυτόσ με χαμηλόσ ςυγκϋντρωςησ κατακρημνιςτικοϑ παρϊγοντα. Η 
διαλυτϐτητα ορύζεται ωσ η ςυγκϋντρωςη τησ πρωτεϏνησ ςτο διαλϑτη ςτην οπούα βρύςκεται ςε 
ιςορροπύα με πρωτεώνικοϑσ κρυςτϊλλουσ. Η καμπϑλη υπερδιαλυτϐτητασ ορύζεται ωσ το ϐριο 
διαχωριςμοϑ ςυνθηκών κϊτω απϐ τισ οπούεσ λαμβϊνει χώρα αυθϐρμητη πυρόνωςη (ό 
διαχωριςμϐσ φϊςεων ό κατακρόμνιςη), απϐ εκεύνεσ ςτισ οπούεσ το πρωτεώνικϐ διϊλυμα εύναι 
διαυγϋσ.  (Πηγό εικϐνασ: Chayen & Saridakis, 2008). 
 

Πιο αναλυτικϊ, η κϑρια καμπϑλη διαλυτϐτητασ (solubility curve), υποδεικνϑει 

τη μϋγιςτη διαλυτϐτητα ςε καθοριςμϋνεσ ςυγκεντρώςεισ καταβυθιςτικοϑ ενώ 

για τιμϋσ κϊτω απϐ την καμπϑλη αυτό το ςϑςτημα βρύςκεται ςε μη 

κορεςμϋνη/ακϐρεςτη κατϊςταςη (undersaturation) και για τιμϋσ πϊνω απϐ την 
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καμπϑλη ςε κατϊςταςη υπερκορεςμοϑ (supersaturation). Η περιοχό 

υπερκορεςμοϑ, τϋλοσ, αποτελεύται απϐ τρεισ λιγϐτερο διακριτϋσ ζώνεσ: 

 

 Τη μεταςταθό ζώνη (metastable zone), ϐπου δεν παρατηρεύται 

ςχηματιςμϐσ νϋων πυρόνων κρυςτϊλλωςησ αλλϊ ευνοεύται η ανϊπτυξη 

όδη υπαρχϐντων κρυςτϊλλων που λειτουργοϑν ωσ πυρόνεσ (seeding).  

 Τη μεταβλητό ζώνη (labile zone) ϐπου μπορεύ να λϊβει χώρα τϐςο 

πυρόνωςη (nucleation) ϐςο και ο ςχηματιςμϐσ και ανϊπτυξη πυρόνων και 

κρυςτϊλλων. 

 Τη ζώνη κατακρόμνιςησ (precipitation zone), ϐπου παρατηρεύται ο 

ςχηματιςμϐσ ϊμορφου ιζόματοσ. 

 

Σημαντικϐ ρϐλο διαδραματύζει ο διαλϑτησ και ο ςχηματιςμϐσ των καναλιών 

και των κοιλοτότων ςτουσ πρωτεϏνικοϑσ κρυςτϊλλουσ ϐπου αυτϐσ διαχϋεται 

καθώσ ςχετύζεται με την ποιϐτητα των δεδομϋνων περύθλαςησ που θα 

ςυλλεγοϑν και ωσ εκ τοϑτου με την ευκρύνεια ςτην οπούα θα προςδιοριςθεύ η 

τριςδιϊςτατη δομό. Το υψηλϐ περιεχϐμενο ςε διαλϑτη πρϋπει να λαμβϊνεται 

υπ΄ϐψιν καθώσ το κϊθε μακρομϐριο ςτουσ πρωτεώνικοϑσ κρυςτϊλλουσ 

περιβϊλλεται απϐ ςτρώςεισ ϑδατοσ που διατηροϑν τη δομό του ςχεδϐν 

πανομοιϐτυπη με αυτό ϐταν βρύςκεται ςε διϊλυμα. Συνεπώσ, οι προςδϋτεσ, τα 

ενζυμικϊ και η πλειονϐτητα των βιοχημικών χαρακτηριςτικών εύναι ϐμοια με 

αυτϊ του πλόρωσ διαλυτοποιημϋνου βιομορύου. Λϐγω των εκτενών περιοχών 

που καταλαμβϊνουν τα μϐρια διαλϑτη, τα πρωτεώνικϊ μϐρια ςτον κρϑςταλλο 

δϑνανται να καταλαμβϊνουν ιςοδϑναμεσ αλλϊ ϐχι ταυτϐςημεσ διαμορφώςεισ 

ώςτε να προϊγονται αςθενϋςτερεσ αλληλεπιδρϊςεισ τουσ. Ωσ εκ τοϑτου, ιϐντα, 

υποςτρώματα, ςυνϋνζυμα, προςδϋτεσ μποροϑν να διαχϋονται ελεϑθερα μϋςα και 

ϋξω απϐ τουσ κρυςτϊλλουσ ενώ ενζυμικού κρϑςταλλοι, αν και 

«ακινητοποιημϋνοι», εύναι πλόρωσ προςβϊςιμοι για πειρϊματα διερεϑνηςησ τησ 

καταλυτικόσ τουσ δρϊςησ  απλϊ με τροποπούηςη του μητρικοϑ διαλϑματοσ που 

τουσ περιβϊλλει [McPherson, 2014]. 
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1.5.6  Περύθλαςη ακτύνων Χ και προςδιοριςμϐσ τησ τριςδιϊςτατησ 

δομόσ τησ πρωτεϏνησ 

Το φαινϐμενο κατϊ το οπούο το φωσ (ηλεκτρομαγνητικϐ κϑμα) αλλϊ και 

οποιοδόποτε κϑμα αποκλύνει απϐ την ευθϑγραμμη πορεύα του ϐταν ςυναντόςει 

εμπϐδιο ό οπό τησ τϊξησ του μόκουσ κϑματοσ των διαδεδομϋνων κυμϊτων 

ονομϊζεται περύθλαςη. Οι ακτύνεσ Χ εύναι ηλεκτρομαγνητικό ακτινοβολύα 

μόκουσ κϑματοσ τησ τϊξησ του 0.1-100 Å γεγονϐσ που καθιςτϊ ανϋφικτη τη 

δημιουργύα φρϊγματοσ τϐςο μικροϑ εϑρουσ για τη μελϋτη τησ περύθλαςόσ τουσ. 

Ωςτϐςο, ο Max von Laue διατϑπωςε την ιδϋα τησ αξιοπούηςησ ενϐσ κρυςτϊλλου 

ωσ φρϊγμα για τη μελϋτη τησ περύθλαςησ των ακτινών Χ θεμελιώνοντασ ϋτςι 

την αρχό προςδιοριςμοϑ δομόσ με κρυςταλλογραφύα ακτινών Χ και για το λϐγο 

αυτϐ βραβεϑτηκε με το Nobel φυςικόσ το 1914. Παρϊλληλα, με ςτϐχο την 

ερμηνεύα των φαινομϋνων περύθλαςησ των ακτύνων Χ, ο W.L. Bragg υπϋθεςε ϐτι 

τα κρυςταλλογραφικϊ επύπεδα που ςχηματύζουν τα ϊτομα του κρυςτϊλλου 

ανακλοϑν τα ηλεκτρομαγνητικϊ κϑματα γι' αυτϐ και οι περιθλώμενεσ 

ακτινοβολύεσ καλοϑνται και ανακλϊςεισ. Οι ακτύνεσ Χ που ανακλώνται απϐ τα 

γειτονικϊ επύπεδα, διανϑουν διαφορετικϋσ αποςτϊςεισ και ο Bragg ϋδειξε ϐτι 

περύθλαςη λαμβϊνει χώρα ϐταν για 2 γειτονικϊ επύπεδα η διαφορϊ ςτη 

διαδρομό των ακτύνων εύναι ακϋραιο πολλαπλϊςιο του μόκουσ κϑματοσ τησ 

δϋςμησ των ακτύνων. Ο νομϐσ του Bragg ορύζει ϐτι παρϊλληλα 

κρυςταλλογραφικϊ επύπεδα με δεύκτεσ h, k, l και διεπιφανειακό απϐςταςη dhkl 

παρϊγουν ανϊκλαςη, ϐταν ακτύνα Χ μόκουσ κϑματοσ λ προςπύπτει ςτα επύπεδα 

υπϐ γωνύα θ και ανακλϊται υπϐ την ύδια γωνύα, ϐταν η γωνύα θ υπακοϑει ςτη 

ςυνθόκη: 

2dhklsinθ=nλ     (Νϐμοσ του Bragg) 

Όπου n= ακϋραιοσ αριθμϐσ που καλεύται και τϊξη ανϊκλαςησ 

Τα κρυςταλλογραφικϊ επύπεδα με δεύκτεσ h, k, l (γνωςτού και ωσ δεύκτεσ 

Miller) μποροϑν να περιγραφοϑν απϐ τισ ςυντεταγμϋνεσ των ςημεύων τομόσ 

τουσ με τουσ κρυςταλλογραφικοϑσ ϊξονεσ a, b και c. Ο νϐμοσ του Bragg 

αναφϋρεται ςτην ενιςχυτικό και καταςτρεπτικό ςυμβολό των κυμϊτων ϐταν 

πληροϑν ό ϐχι, αντύςτοιχα, την παραπϊνω εξύςωςη, ϐταν δηλαδό η διαφορϊ 
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διαδρομόσ των κυμϊτων εύναι ακϋραιο πολλαπλϊςιο του μόκουσ κϑματοσ ό η 

διαφορϊ φϊςησ τουσ εύναι ακϋραιο πολλαπλϊςιο του 2π θα προκϑψει 

ενιςχυτικό ςυμβολό. Η διεπιφανειακό απϐςταςη dhkl των επιπϋδων 

χαρακτηρύζεται ωσ μϋτρο τησ ευκρύνειασ (διακριτικόσ ικανϐτητασ) ςε ϋνα 

πεύραμα περύθλαςησ ακτινών Χ (Σχόμα 1.5.5). Όςο μικρϐτερη εύναι η τιμό τησ 

διεπιφανειακόσ απϐςταςησ τϐςο μεγαλϑτερη θεωρεύται η ευκρύνεια και 

λεπτομερϋςτεροσ ο προςδιοριςμϐσ τησ κρυςταλλικόσ δομόσ.  

 

 

Σχόμα 1.5.5 Σχηματικό αναπαρϊςταςη ενϐσ πρωτεώνικοϑ κρυςτϊλλου και του 

περιθλαςιγρϊμματϐσ του. Η οριζϐντια γραμμό αναπαριςτϊ τη δϋςμη ακτύνων Χ με την οπούα 

ακτινοβολεύται ο κρϑςταλλοσ και το τετρϊγωνο τον ανιχνευτό. Οι διϊφορεσ περιθλώμενεσ 

ακτύνεσ αποτυπώνονται ςτον ανιχνευτό ϐπωσ φαύνεται απϐ τισ διακεκομμϋνεσ γραμμϋσ που 

εξϋρχονται του κρυςτϊλλου. Το περιθλαςύγραμμα χαρακτηρύζεται απϐ «κηλύδεσ» ςε ϋνα μοτύβο 

κανονικϊ διατεταγμϋνων ςημεύων. Κϊθε ςημεύο αποτελεύ μια κηλύδα που ϋχει προκϑψει απϐ 

περιθλώμενη ακτύνα Χ ϐταν φτϊςει ςτον ανιχνευτό (Πηγό εικϐνασ: Lattman and Loll, 2008). 

 

Το 1921, ο Ewald ειςόγαγε για την περιγραφό του φαινομϋνου τησ 

περύθλαςησ, τη χρόςη μιασ γεωμετρικόσ καταςκευόσ η οπούα απλοποιεύ την 

περιγραφό του φαινομϋνου και ςυνύςταται απϐ μια ςφαύρα με κϋντρο (ςημεύο 

Ο), τον κρϑςταλλο. Στο ςημεύο Β βρύςκεται η αρχό του ανϊςτροφου πλϋγματοσ 
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ϐπου η προςπύπτουςα δϋςμη ακτινών Χ, ςτη διεϑθυνςη ΑΟ, ςυναντϊει τη 

ςφαύρα. Η ςυνθόκη για να παριςτϊνει μια ακτύνα τησ ςφαύρασ ΟΓ τη διεϑθυνςη 

των περιθλώμενων ακτινών Χ, ικανοποιεύται εφϐςον το ςημεύο Γ εύναι ςημεύο 

του αντύςτροφου πλϋγματοσ (h,k,l). Το διϊνυςμα ΒΓ ςε αυτό τη περύπτωςη εύναι 

το διϊνυςμα τησ ςκϋδαςησ S (Σχόμα 1.5.6). Επομϋνωσ, για να παρατηρηθεύ μια 

περύθλαςη hkl πειραματικϊ, ο κρϑςταλλοσ θα πρϋπει να περιςτραφεύ κατϊ 

τϋτοιο τρϐπο ώςτε το αντύςτοιχο ςημεύο hkl του αντύςτροφου πλϋγματοσ να 

ανόκει ςτη ςφαύρα ανϊκλαςησ [Rhodes, 1999]. 

 

 

Σχόμα 1.5.6 Η γεωμετρικό καταςκευό του Ewald ϐπου ΟΑ εύναι η ακτύνα τησ ςφαύρασ (Πηγό 

εικϐνασ: Rhodes, 1999). 

 

Η ϋνταςη τησ περιθλώμενησ ακτινοβολύασ (hkl) εύναι ανϊλογη του 

τετραγώνου του πλϊτουσ του δομικοϑ παρϊγοντα F(hkl) και ο δομικϐσ 

παρϊγοντασ εύναι ςυνϊρτηςη τον ατομικών δομικών παραγϐντων. Καθώσ η 

περύθλαςη οφεύλεται ςτο ηλεκτρονιακϐ νϋφοσ κϊθε ατϐμου, εύναι δυνατϐ να 

εκφραςτεύ και ωσ ςυνϊρτηςη τησ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ αντύ των 

διακριτών ηλεκτρονύων του κϊθε ατϐμου και αποτελεύ τον μεταςχηματιςμϐ 

Fourier (Fourier transformation) του περιθλαςιγρϊμματοσ: 

F(S) = ∫ ρ(r) exp [2πir · S]dv      
                cell   

 

Όπου dv=Vdxdψdz, και r∙S= (a∙x + b∙ψ + c∙z) ∙ S = a∙S∙x + b∙S∙ψ + c∙S∙z = h∙x + 

k∙ψ + l∙z 
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Συνεπώσ, ο F(S) μπορεύ να γραφεύ και ωσ: 

                                      1     1      1 

           F(h k l) = V   ∫    ∫    ∫ ρ(xψz)exp[2πi(h∙x + k∙ψ + l∙z)]dxdψdz     
                                                  χ=0  ψ=0  z=0 

 

Χρηςιμοποιώντασ το μεταςχηματιςμϐ Fourier,  (F=│F│exp[iα]) προκϑπτει η 

ηλεκτρονιακό πυκνϐτητα: 

ρ(x ψ z) = 1/V ∙∑  ∑  ∑│F(hkl)│exp[-2πi ( hx + kψ + lz)+ iα(hkl) ]     
                                             h     k     l                 

 

Παρϐλο που το μϋτρο του δομικοϑ παρϊγοντα μπορεύ να προκϑψει απϐ τισ 

εντϊςεισ I(hkl)=│F(hkl)│2, οι φϊςεισ α(hkl) δεν μποροϑν να προκϑψουν 

κατευθεύαν απϐ το περιθλαςύγραμμα. Αυτϐ αποτελεύ και το γνωςτϐ ωσ 

«πρϐβλημα των φϊςεων» που αντιμετωπύζεται με μια ςειρϊ ϊμεςων ό ϋμμεςων 

μεθϐδων επύλυςησ. Σε αδρϋσ γραμμϋσ, οι μϋθοδοι περιλαμβϊνουν τη μοριακό 

αντικατϊςταςη (Molecular Replacement, MR), την ανώμαλη ςκϋδαςη 

(Single/Multiwavelength Anomalous Diffraction, SAD/MAD), την ιςϐμορφη 

αντικατϊςταςη (Isomorphous Replacement), και ϊμεςεσ μεθϐδουσ (direct 

methods).  

Η μϋθοδοσ τησ μοριακόσ αντικατϊςταςησ εύναι η ευρϑτερα 

χρηςιμοποιοϑμενη, για την επύλυςη του προβλόματοσ των φϊςεων καθώσ ϋνα 

ποςοςτϐ τησ τϊξησ του 70% των κατατεθειμϋνων πρωτεώνικών δομών ςτη βϊςη 

δεδομϋνων PDB ϋχουν προςδιοριςτεύ μϋςω αυτόσ. Βαςύζεται ςτην αξιοπούηςη, 

ϐταν υπϊρχει, ενϐσ δομικϊ ομϐλογου μοντϋλου με την υπϐ εξϋταςη πρωτεϏνη ό 

τμόματοσ αυτόσ,  το οπούο με εφαρμογό κατϊλληλων τελεςτών ανϊλογα με τη 

ςυμμετρύα του κρυςτϊλλου, περιςτρϋφεται και μεταφϋρεται ςτον χώρο και ςτισ 

νϋεσ του θϋςεισ υπολογύζονται τα μϋτρα των δομικών παραγϐντων │Fc(hkl)│. 

Όταν οι τιμϋσ των υπολογιζϐμενων με βϊςη το μοντϋλων │Fc(hkl)│ πληςιϊζουν 

αυτϋσ που προκϑπτουν απϐ τα πειραματικϊ δεδομϋνα │Fo(hkl)│ θεωρεύται ϐτι 

ϋχει γύνει η επύλυςη τησ δομόσ [Rhodes, 1999, Lattman & Loll, 2008].  

Στισ τεχνικϋσ SAD και MAD αξιοποιεύται η ιδιϐτητα τησ ανώμαλησ ςκϋδαςησ 

των ακτύνων Χ απϐ ςυγκεκριμϋνα ϊτομα που εύτε προϒπϊρχουν ςτο βιομϐριο-
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ςτϐχο εύτε ειςϊγονται με διϊφορεσ τεχνικϋσ, με πλϋον διαδεδομϋνη την 

αντικατϊςταςη του αμινοξϋοσ μεθειονύνη απο ςεληνομεθειονύνη κατϊ την 

αναςυνδυαςμϋνη ϋκφραςη των πρωτεώνών [Ealick, 2000]. Η τεχνικό τησ 

ιςϐμορφησ αντικατϊςταςησ ςτηρύζεται ςτη ςυλλογό δεδομϋνων περύθλαςησ 

απϐ τον αρχικϐ κρϑςταλλο του βιομορύου αλλϊ και απϐ ϋνα ό περιςςϐτερα 

υποκατεςτημϋνα παρϊγωγϊ του που φϋρουν βαρϋα ατϐμα [Rould, 2007]. Οι 

ϊμεςεσ μϋθοδοι εκμεταλλεϑονται τισ ςχϋςεισ που διϋπουν τισ φϊςεισ 

ςυγκεκριμϋνων ομϊδων δομικών παραγϐντων. Λϐγω τησ απαύτηςησ για 

δεδομϋνα υψηλόσ διακριτικόσ ικανϐτητασ (<1.2 Å) και μικρϊ βιομϐρια η 

μϋθοδοσ αυτό ϋχει περιοριςμϋνη εφαρμογό ςτην πρωτεώνικό κρυςταλλογραφύα. 

Χρηςιμοποιεύται ϐμωσ ςε ςυνδυαςμϐ με τισ τεχνικϋσ που χρηςιμοποιοϑν βαρϋα 

ϊτομα για την εϑρεςη τησ θϋςησ των τελευταύων [Taylor, 2003]. 

 

1.5.7  Βελτιςτοπούηςη,  ϋλεγχοσ αξιοπιςτύασ  και ανϊλυςη 

πρωτεώνικοϑ μοντϋλου 

Μϋτρο ςϑγκριςησ τησ ταϑτιςησ του μοντϋλου με τα πειραματικϊ 

αποτελϋςματα αποτελεύ ο κρυςταλλογραφικϐσ δεύκτησ αξιοπιςτύασ που ορύζεται 

ωσ  

R= ∑ (│Fo(hkl)│- │Fc(hkl)│) / ∑ (│F0(hkl)│)      
                      hkl                                                                          hkl 

 

και ϐςον αφορϊ ςτην κρυςταλλογραφύα μακρομορύων ϋνα μοντϋλο με δεύκτη 

αξιοπιςτύασ R= 0.2-0.3 θεωρεύται αξιϐπιςτο. Δεϑτεροσ και πιο αξιϐπιςτοσ 

δεύκτησ τησ ποιϐτητασ του μοντϋλου εύναι o Rfree που αντιςτοιχεύ ςτον 

κρυςταλλογραφικϐ δεύκτη αξιοπιςτύασ R για ϋνα 5% περιθλϊςεων που δεν 

ϋχουν ςυμπεριληφθεύ ςτη βελτιςτοπούηςη. Η βελτιςτοπούηςη ενϐσ μοριακοϑ 

μοντϋλου περιλαμβϊνει την προςαρμογό των ατομικών παραμϋτρων 

(ςυντεταγμϋνων x, y, z για κϊθε ϊτομο τησ αςϑμμετρησ μονϊδασ και του  

παρϊγοντα Debye-Waller) ϋτςι ώςτε οι πειραματικού και οι υπολογιζϐμενοι 

(χρηςιμοποιώντασ το μοντϋλο) δομικού παρϊγοντεσ να βρύςκονται ςτη βϋλτιςτη 

δυνατό ςυμφωνύα. Η προςαρμογό του μοντϋλου περιλαμβϊνει την αλλαγό ςτισ 

θϋςεισ των ατϐμων και των παραγϐντων Debye-Waller για ϐλα τα ϊτομα τησ 
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δομόσ εκτϐσ απϐ τα υδρογϐνα. Καθώσ τα υδρογϐνα ϋχουν μϐνο ϋνα ηλεκτρϐνιο, 

η επύδραςη τουσ ςτην ςκϋδαςη εύναι πολϑ μικρό γι' αυτϐ και ςυνόθωσ δεν 

λαμβϊνονται υπϐψη κατϊ τον προςδιοριςμϐ τησ δομόσ [Drenth, 2002]. Οι 

χϊρτεσ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ που ϋχουν εξαχθεύ απϐ τα ςυλλεχθϋντα 

δεδομϋνα περύθλαςησ αποτελοϑν τη διδιϊςτατη υψομετρικό αναπαρϊςταςη τησ 

πυκνϐτητασ ρ(xyz) το επύπεδο τησ οπούασ εκφρϊζεται ςυχνϊ ωσ τυπικό 

απϐκλιςη (ς) απϐ το μϋςο ϐρο. Ο ϋλεγχοσ και η ανακαταςκευό του μοντϋλου 

γύνεται με τη βοόθεια εξειδικευμϋνου λογιςμικοϑ μεςω των χαρτών διαφορϊσ 

ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ 2FΟ-FC και FO-FC που υπολογύζονται με βϊςη το 

πλϊτοσ των πειραματικών δομικων παραγϐντων (|FO|) και το πλϊτοσ των 

αντύςτοιχων υπολογιζϐμενων (|FC|) και τη φϊςη (φC) που προκϑπτουν απϐ το 

μοντϋλο αναφορϊσ. Ο χϊρτησ 2FΟ-FC χρηςιμοποιεύται κυρύωσ κατϊ τουσ πρώτουσ 

κϑκλουσ βελτιςτοπούηςησ για τον ϋλεγχο του μοντϋλου ενώ ο χϊρτησ FO-FC 

αναδεικνϑει ςημεύα που πρϋπει να προςτεθοϑν ςτο πρωτεώνικϐ μοντϋλο [Rupp, 

2009] (Σχόμα 1.5.7). 

 

Σχόμα 1.5.7 Παρϊδειγμα τμόματοσ ενϐσ κρυςταλλογραφικοϑ μοντϋλου πριν τη 

βελτιςτοπούηςη (αριςτερϊ) και μετϊ (δεξιϊ). Τα μοντϋλα προςαρμϐζονται ςτο χϊρτη 

ηλεκτρονικόσ πυκνϐτητασ. Η πλευρικό αλυςύδα τησ αργινύνησ εύναι εμφανώσ λϊθοσ 

προςαρμοςμϋνη ςτο αρχικϐ μοντϋλο προερχϐμενη απϐ μια δομό με χρόςη τησ μεθϐδου τησ 

μοριακόσ αντικατϊςταςησ. (Πηγό εικϐνασ: Lattman & Loll, 2008). 
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Ο  παρϊγοντασ Β (temperature factor ό παρϊγοντασ Debye-Waller) εύναι μια 

ακϐμα ϋνδειξη τησ αξιοπιςτύασ του μοντϋλου, καθώσ αποτελεύ τϐςο μϋτρο τησ 

θερμικόσ κύνηςησ ϐςο και τησ αποδιϊταξησ των ατϐμων επηρεϊζοντασ ϋτςι το 

μϋγεθοσ του νϋφουσ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ γϑρω απϐ κϊθε πυρόνα ατϐμου. 

Η τιμό του δύνεται απϐ τη ςχϋςη: 

            Βj = 8π2 (uj2) 

ϐπου (uj2): η μϋςη τετραγωνικό εκτϐπιςη του ατϐμου j απϐ τη θϋςη που ϋχει 

ϐταν βρύςκεται ςε ηρεμύα.  

Η αποδιϊταξη αναφϋρεται ςτα ϊτομα ό τισ ομϊδεσ ατϐμων που δεν 

καταλαμβϊνουν την ύδια θϋςη ςε κϊθε ςτοιχειώδη κυψελύδα ό ςε κϊθε 

αςϑμμετρη μονϊδα ό ςε κϊθε μϐριο τησ αςϑμμετρησ μονϊδασ και εκφρϊζεται με 

την κατϊληψη (gj) η οπούα αποτελεύ μϋτρηςη του κλϊςματοσ των μορύων ςτα 

οπούα το ϊτομο j κατϋχει πλόρωσ την θϋςη που προςδιορύζεται απϐ το μοντϋλο. 

Οι τιμϋσ τησ κατϊληψησ των ατϐμων τησ πρωτεϏνησ ςυνόθωσ διατηροϑνται 

ςταθερϋσ και ύςεσ με 1.0 κατϊ την διϊρκεια τησ βελτιςτοπούηςησ του 

πρωτεώνικοϑ μοντϋλου.  

Τη βελτιςτοπούηςη ακολουθεύ ο ϋλεγχοσ του μοντϋλου ώςτε να αποφευχθοϑν 

λϊθη ςτην ερμηνεύα τησ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ. Η εκτύμηςη μπορεύ να γύνει 

με προςεκτικϐ ϋλεγχο του μοντϋλου και τησ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητϊσ του 

αλλϊ και την εξαγωγό διαφϐρων ςτατιςτικών παραμϋτρων και διαγραμμϊτων 

που βοηθοϑν ςτην αξιολϐγηςη του μοντϋλου. Εκτϐσ απϐ την ορθϐτητα του 

μοντϋλου και τησ ερμηνεύασ τησ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ, πρϋπει τα 

γεωμετρικϊ χαρακτηριςτικϊ του μοντϋλου (γωνύεσ, μόκη δεςμών) να μην 

αποκλύνουν απϐ αυτϋσ των μικρών μορύων αλλϊ και αυτϋσ των βϊςεων 

δεδομϋνων, ϐπωσ επύςησ και τα ςτερεοχημικϊ χαρακτηριςτικϊ του να εύναι 

ελεγμϋνα (πεπτιδικού δεςμού, δύεδρεσ γωνύεσ πλευρικών ομϊδων και 

ςτερεοχημικό παρεμπϐδιςη).  

Η ςτερεοχημεύα τησ κϑριασ αλυςύδασ πρωτεώνικοϑ μορύου μπορεύ να 

διερευνηθεύ με το διϊγραμμα Ramachandran, ςτο οπούο οι δύεδρεσ γωνύεσ φ και 

ψ για κϊθε κατϊλοιπο καταχωροϑνται ςε διϊγραμμα ϐπωσ παρουςιϊζεται ςτο 
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Σχόμα 1.5.8. Ο G.N. Ramachandran παρατόρηςε ϐτι τα αμινοξϋα ςτην 

πολυπεπτιδικό αλυςύδα δεν μποροϑν να ϋχουν οποιοδόποτε ζεϑγοσ φ και ψ. 

Μερικού ςυνδυαςμού δεν εύναι δυνατού λϐγω ςτερεοχημικόσ παρεμπϐδιςησ. Στην 

περύπτωςη που εξαχθεύ το διϊγραμμα για κϊποιο μοντϋλο πρϋπει ϐλα τα 

κατϊλοιπα να βρύςκονται ςε περιοχϋσ που εύναι επιτρεπτϋσ, διαφορετικϊ το 

μοντϋλο πρϋπει να επανεξεταςτεύ για τα κατϊλοιπα που παρουςιϊζουν λϊθοσ 

ςτερεοχημεύα [Rhodes, 2006]. 

 

 

Σχόμα 1.5.8 α) Οριςμϐσ των φ (Cα-N) και ψ (Cα-C) δύεδρων γωνιών και β) το διϊγραμμα 

Ramachandran για κατϊλοιπα εκτϐσ γλυκύνησ (περιοχό χωρύσ γρϊμμα) ενώ η περιοχό α 

αντιςτοιχεύ ςε δεξιϐςτροφη α-ϋλικα και η περιοχό β ςε αντιπαρϊλληλη-παρϊλληλη πτυχωτό 

επιφϊνεια (Πηγό εικϐνασ: Rhodes, 2006). 

 

Το τελικϐ ςτϊδιο περιλαμβϊνει την ανϊλυςη και ερμηνεύα τησ 

προςδιοριζϐμενησ τριςδιϊςτατησ δομόσ του πρωτεώνικοϑ μορύου-ςτϐχου. Σε 

αυτϐ το ςτϊδιο εκτιμώνται τα πιθανϊ κϋντρα ςϑνδεςησ προςδετών (κοιλϐτητεσ 

ςτο πρωτεώνικϐ μϐριο) τϐςο ςτο εςωτερικϐ ϐςο και ςτην επιφϊνεια του μορύου. 

Ακϐμα, καταγρϊφονται και αξιολογοϑνται οι δεςμοι υδρογϐνου, οι 

αλληλεπιδρϊςεισ Van der Waals των προςδετών με το μακρομϐριο και η 

ικανϐτητα πρϐςβαςησ αυτοϑ ςτα πιθανϊ ενεργϊ κϋντρα του μορύου [Blundell, 

2002].  
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 2 

Τλικϊ και Μϋθοδοι 

2.1 Βιοχημεύα  

2.1.1 Τλικϊ 

2.1.1.i Ένζυμα και μικροοργανιςμού 

΢την παροϑςα διδακτορικό διατριβό εκφρϊςθηκαν, απομονϔθηκαν και 

μελετόθηκαν οι κλωνοποιημϋνεσ πρωτεϏνεσ μυκητιακόσ προϋλευςησ 

Myceliopthora thermophila (ςυνϔνυμο Sporotrichum thermophile), εςτερϊςη 

του γλυκουρονικοϑ οξϋοσ StGE2 (Glucuronoyl Esterase 2), ϐπου τϑπου 2 η 

αναςυνδυαςμϋνη GE ςε αντύθεςη με το φυςικϐ τϑπο 1, καθϔσ και η ςημειακϊ 

μεταλλαγμϋνη S213A StGE2 ϐπου το καταλυτικϐ αμινοξϑ ΢ερύνη (η αρύθμηςη 

ακολουθεύ την αρύθμηςη τησ πρωτοταγοϑσ πρωτεώνικόσ δομόσ) εύχε 

μεταλλαχθεύ ςε Αλανύνη (ςϑμφωνα με την επιςτημονικό εργαςύα των Topakas et 

al., 2010). Κατϊ τον ύδιο τρϐπο, παρϊχθηκε και μελετόθηκε κινητικϊ η 

αναςυνδυαςμϋνη PaGE1 μυκητιακόσ προϋλευςησ Podospora anserina ενϔ το 

ςτϋλεχοσ που χρηςιμοποιόθηκε για την ϋφραςη τησ πρωτεϏνησ όταν ευγενικό 

προςφορϊ του Jean-Guy Berrin (INRA, Aix Marseille Université, Marseille, 

France).  

Η ετερϐλογη ϋκφραςη των StGE2, S213A StGE2 και PaGE1 επιτεϑχθηκε μϋςω 

του ςυςτόματοσ τησ ζϑμησ Pichia pastoris X33 (γονϐτυποσ: ϊγριοσ/φυςικϐσ 

τϑποσ, φαινϐτυποσ: Mut+) (Invitrogen, Η.Π.Α.). Ο μικροοργανιςμϐσ P. pastoris 

αποτελεύ ϋναν μονοκϑτταρο μεθυλϐτροφο ζυμομϑκητα, ο οπούοσ διαθϋτει ϐλα τα 

λειτουργικϊ πλεονεκτόματα που χαρακτηρύζουν τα ςυςτόματα ετερϐλογησ 

ϋκφραςησ γονιδύων ευκαρυωτικϔν οργανιςμϔν, ϐπωσ η δημιουργύα 

διςουλφιδικϔν δεςμϔν και η γλυκοζυλύωςη πρωτεώνϔν (μεταμεταφραςτικϋσ 

τροποποιόςεισ). Πρϐκειται για ϋνα ςϑςτημα εϑχρηςτο, με υψηλϐ ρυθμϐ 

ανϊπτυξησ ςε θρεπτικϊ μϋςα ιδιαύτερα χαμηλοϑ κϐςτουσ ενϔ το ςτϋλεχοσ Φ33 
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που χρηςιμοποιεύται ςτην παροϑςα μελϋτη ξεχωρύζει λϐγω τησ δυνατϐτητϊσ του 

να πολλαπλαςιϊζεται αξιοποιϔντασ ωσ μοναδικό πηγό ϊνθρακα τη μεθανϐλη. 

Ειδικϐτερα, η μεθανϐλη επϊγει την ϋκφραςη των αναςυνδυαςμϋνων πρωτεώνϔν 

καθϔσ καταβολύζεται ςε φορμαλδεϓδη παρουςύα οξυγϐνου απϐ την αλκοολικό 

οξειδϊςη η οπούα κωδικοποιεύται απϐ τα γονύδια ΑΟΦ1 και ΑΟΦ2. Η ϋκφραςη 

του AOX1 γονιδύου οδηγεύ ςε παραγωγό αυξημϋνων επιπϋδων πρωτεϏνησ ενϔ η 

ϋκφραςη του AOX2 γονιδύου ςε χαμηλϐτερα. Σα κϑτταρα ςτα οπούα 

εκφρϊζονται και τα δϑο γονύδια ϋχουν τη δυνατϐτητα να αυξϊνονται ςε υψηλϋσ 

ςυγκεντρϔςεισ μεθανϐλησ (φαινϐτυποσ Mut+, methanol utilization plus), ενϔ 

εκεύνα ςτα οπούα εκφρϊζεται μϐνο το AOX2 γονύδιο ςε μικρϋσ ςυγκεντρϔςεισ 

μεθανϐλησ (φαινϐτυποσ Muts, methanol utilization slow). Εξϊλλου, η 

περιοριςμϋνη ϋκκριςη ενδογενϔν πρωτεώνϔν απϐ το ςυγκεκριμϋνο ζυμομϑκητα 

ευνοεύ την απομϐνωςη των επιθυμητϔν εξωκυτταρικϔν πρωτεώνϔν ςε 

αυξημϋνεσ ςυγκεντρϔςεισ (πρωτϐκολλο EasySelect™ Pichia Expression Kit, 

Invitrogen, Η.Π.Α.). Σϋλοσ το βακτηριακϐ ςτϋλεχοσ Esherichia coli TOPIOF’ 

χρηςιμοποιόθηκε για τον πολλαπλαςιαςμϐ του πλαςμιδιακοϑ φορϋα pPICZα. 

 

2.1.1.ii Πλαςμιδιακϐσ φορϋασ ϋκφραςησ 

Ο πλαςμιδιακϐσ φορϋασ pPICZαC (΢χόμα 2.1.1, Invitrogen, Η.Π.Α.) 

χρηςιμοποιόθηκε για την κλωνοπούηςη του γονιδύου ge2 τησ StGE2 καθϔσ και 

εκεύνου που φϋρει τη ςημειακό μετϊλλαξη τησ S213A πρωτεϏνησ. Ο 

ςυγκεκριμϋνοσ φορϋασ αποτελεύται απϐ 3598 bp και χρηςιμοποιόθηκε για την 

ϋκφραςη των αναςυνδυαςμϋνων πρωτεώνϔν ςτο ετερϐλογο ςϑςτημα του 

ζυμομϑκητα P. pastoris. Ο pPICZαC ευνοεύ την εϑκολη απομϐνωςη των 

επιθυμητϔν πρωτεώνϔν αφοϑ η ϋκκριςό τουσ ςτο υπερκεύμενο τησ καλλιϋργειασ 

των μεταςχηματιςμϋνων κυττϊρων του P. pastoris αποδύδεται ςε ϋνα πεπτύδιο 

οδηγϐ, α-factor, τησ ζϑμησ S. cerevisiae. Ειδικϐτερα, ςτο φορϋα εμπεριϋχονται: 

 ο υποκινητόσ τησ αλκοολικόσ οξειδϊςησ (AOX1) που ενεργοποιεύται 

απϐ τη μεθανϐλη 

 η περιοχό ομολογύασ με τον P. pastoris ϔςτε να εξαςφαλιςτεύ η 

ενςωμϊτωςό του κατϊ το μεταςχηματιςμϐ 
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 το γονύδιο που προςδύδει ανθεκτικϐτητα ςτο αντιβιοτικϐ ζεοςύνη 

(Zeocin Invivogen, Γαλλύα) 

 ο C-myc επύτοποσ, ϐπου C το καρβοξυτελικϐ ϊκρο και αμινοξικό 

αλληλουχύα EQKLISEEDL, ϔςτε να διευκολυνθεύ ο πρωτεώνικϐσ 

διαχωριςμϐσ ςτο μετϋπειτα ςτϊδιο τησ χρωματογραφύασ 

ςυγγϋνειασ, και τϋλοσ 

 το τμόμα ϋξι κωδικονύων ιςτιδύνησ (His-tag) για τον επιτυχό 

καθαριςμϐ των πρωτεώνϔν με ςτόλη χρωματογραφύασ που περιϋχει 

ιϐντα μετϊλλων 

 

 

΢χόμα 2.1.1 Ο χϊρτησ περιοριςμοϑ του πλαςμιδιακοϑ φορϋα pPICZaC τησ Invitrogen. 

 

 

 

 



60 
 

2.1.1.iii Θρεπτικϊ μϋςα ανϊπτυξησ μικροοργανιςμϔν – 

Ρυθμιςτικϊ διαλϑματα  

Για την ανϊπτυξη των E. coli και P. pastoris  χρηςιμοποιόθηκαν τα θρεπτικϊ 

μϋςα που παρουςιϊζονται αναλυτικϊ ςτον Πύνακα 2.1.1. Σα θρεπτικϊ μϋςα 

καθϔσ και τα ρυθμιςτικϊ διαλϑματα προετοιμϊςτηκαν με απιονιςμϋνο νερϐ, 

ενϔ τα διαλϑματα των τεχνικϔν μοριακόσ βιολογύασ καθϔσ και τησ 

χρωματογραφύασ,  με υπερκϊθαρο νερϐ. ΢τισ περιπτϔςεισ που η αποςτεύρωςη 

όταν απαραύτητη (ανϊπτυξη μικροοργανιςμϔν, μοριακϋσ τεχνικϋσ) 

χρηςιμοποιόθηκε αυτϐκαυςτο ςε θερμοκραςύα 121 °C για 15 min υπϐ πύεςη 0.1 

MPa. Σα διαλϑματα θερμοευαύςθητων υλικϔν (αντιβιοτικϊ, βιταμύνεσ) 

αποςτειρϔθηκαν με ςϑριγγα μϋςω φύλτρων διαμϋτρου 0.2 μm και ςτη ςυνϋχεια 

προςτϋθηκαν ςτα θρεπτικϊ μϋςα ςε θερμοκραςύα μικρϐτερη των 60 °C, ενϔ η 

αποςτεύρωςη τησ δεξτρϐζησ πραγματοποιόθηκε ςε μορφό ςκϐνησ  

 

Πύνακασ 2.1.1 ΢ϑςταςη των θρεπτικϔν μϋςων / Ρ.Δ.  που χρηςιμοποιόθηκαν για 

την ανϊπτυξη των E. coli /P. pastoris, καθϔσ και την παραγωγό και απομϐνωςη 

των StGE2 / S213A StGE2 / PaGE1.  

E. coli LS LB (ό LB) ± ζεοςύνη 

0.5% (ό 1%) NaCl (w/v), 

1% τρυπτϐνη (w/v), 

0.5% εκχϑλιςμα ζϑμησ (w/v), 

pH 7.4 

± 25 μg/mL ζεοςύνη 

 YPD[S] ± ϊγαρ ± ζεοςύνη ±100 μg/mL ζεοςύνη 

  

2% δεξτρϐζη (w/v), 

[1 M ςορβιτϐλη] 

±1.5% (w/v) ϊγαρ 

 YNB (Δ-μα 10x, 1 L) 
34 g YNB + 100 g θειικϐ 

αμμϔνιο 

P. pastoris BMGY ό BMMY 

1% εκχϑλιςμα ζϑμησ (w/v), 

2% πεπτϐνη (w/v), 

100 mM Ρ.Δ. φωςφορικϐ 

κϊλιο pH 6.0, 



61 
 

1.34% YNB (w/v), 

4x10-5 βιοτύνη (w/v), 

1% γλυκερϐλη (BMGY) (v/v) 

ό 0.5% μεθανϐλη (BMMY) 

(v/v) 

 
MD (Minimal Dextrose) 

ό MM (Minimal Methanol) 

 

1.34 % YNB, 

4x10-5 βιοτύνη (w/v), 

1.5 % ϊγαρ (w/v), 

2% δεξτρϐζη (MD) 

ό 0.5% μεθανϐλη (M/M) (v/v) 

 Ρ.Δ. Talon 

300 mM NaCl, 

50 mM Tris-HCl, 

pH 8.0 

 Ρ.Δ. φωςφορικοϑ καλύου (α, β) 

 

1M K2HPO4, 

1M KH2PO4, 

α) pH 6.0 και β) pH 7.0 

Ρυθμιςτικϊ 

διαλϑματα 
Ρ.Δ. Διαπύδυςησ (dialysis) 

300 mM NaCl, 

20 mM Tris-HCl, 

pH 8.0 

 
Ρ.Δ. Talon – Ιμιδαζολύου 

(Φρωματογραφύα) 

100mM Ιμιδαζολύου 

300 mM NaCl, 

50 mM Tris-HCl, 

pH 8.0 

 

 

2.1.1.iv ΢υνθετικϊ και φυςικϊ υποςτρϔματα 

΢το πλαύςιο τησ πειραματικόσ μεθοδολογύασ απομϐνωςησ λιγνινο-

υδατανθρακικϔν ςυμπλϐκων (lignin-carbohydrate complexes, LCCs) 

εμπλουτιςμϋνων ςε εςτερικοϑσ δεςμοϑσ-ςτϐχο για βιοκατϊλυςη απϐ την StGE2, 

χρηςιμοποιόθηκαν υπολεύμματα βιομϊζασ ςκανδιναβικόσ ελϊτησ (Picea abies) 

ευγενικό προςφορϊ του Dr. Hampus Sunner (Chalmers University of 

Technology, Göteborg, ΢ουηδύα) καθϔσ και φελλϐσ φυτικόσ προϋλευςησ 

εμπορικϊ διαθϋςιμοσ (bark). Όςον αφορϊ ςτη βιομϊζα ελϊτησ εύχε προηγηθεύ 

ϊλεςη ςε ςφαιρϐμυλο (ball milling), περαιτϋρω μικρο-ϊλεςη (jet milling) και 

διαχωριςμϐσ (turbo separation device) ςε ξεχωριςτϊ δεύγματα ανϊλογα με τα 
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μεγϋθη μικροαλεςμϋνων ςωματιδύων τουσ, ενϔ ςε δϑο απϐ αυτϊ εύχε 

απομακρυνθεύ η πηκτύνη με τη διαδικαςύα που περιγρϊφεται ςτην §2.1.8.ii. 

[Azuma & Tetsuo, 1988]. Σα ϋξι δεύγματα που χρηςιμοποιόθηκαν ςτη μελϋτη 

παρουςιϊζονται αναλυτικϊ ςτον Πύνακα 2.1.2.  

 

Πύνακασ 2.1.2  Δεύγματα Picea abies  που χρηςιμοποιόθηκαν κατϊ τη 
μεθοδολογύα απομϐνωςησ LCCs. 

΢τϊδια ϊλεςησ και διαλογόσ 
δεύγματοσ P. abies 

Περαιτϋρω 
επεξεργαςύα 

Διϊμετροσ 
ςωματιδύων 

1 - ~310μm (FG) 

1 
Απηλλαγμϋνο απϐ 

πηκτύνη  
~310μm (FG Dep) 

1 - ~110μm (FF) 

2 - ~100μm (FG2) 

2 - ~20μm (FF2) 

2 
Απηλλαγμϋνο απϐ 

πηκτύνη  
~20μm (FF3) 

 

 

Μικροποςϐτητεσ απϐ ϐλα τα παραπϊνω δεύγματα χρηςιμοποιόθηκαν για την 

ανϊλυςη τησ αρχικόσ τουσ ςϑςταςησ με χρόςη φαςματοςκοπύασ υπερϑθρου με 

μεταςχηματιςμϐ Fourier (Fourier Transform InfraRed spectroscopy, FT-IR). Για 

την ανύχνευςη τησ δρϊςησ τησ StGE2 ϋναντι φυςικϔν υποςτρωμϊτων 

χρηςιμοποιόθηκε το αρχικϐ δεύγμα ξηρόσ βιομϊζασ P. abies δεϑτερησ ϊλεςησ και 

διαλογόσ μεγϋθουσ ςωματιδύων εϑρουσ ~20μm απϐ το οπούο ϋχει απομακρυνθεύ 

η πηκτύνη (FF3) καθϔσ και τα προώϐντα των μεθοδολογιϔν απομϐνωςησ LCCs 

ωσ πιθανϊ ανϊλογα φυςικοϑ υποςτρϔματοσ ςυμπλεγμϋνου με λιγνύνη. 

Με ςτϐχο τη δημιουργύα πρωτοκϐλλου ποςοτικοπούηςησ τησ ενζυμικόσ 

ενεργϐτητϊσ των StGE2 και PaGE1 ϋγινε κινητικό μελϋτη ςτο εμπορικϊ 

διαθϋςιμο ςυνθετικϐ υπϐςτρωμα βενζυλικοϑ εςτϋρα του D-γλυκουρονικοϑ 

οξϋοσ (BnGlcA, Carbosynth, Compton, UK). Για την αξιολϐγηςη τησ ενεργϐτητασ 
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ακινητοποιημϋνησ StGE2 με τη μϋθοδο ςχηματιςμοϑ ενζυμικϔν 

ςυςςωματωμϊτων διαςταυροϑμενων δεςμϔν (Cross-linked enzyme aggregates, 

CLEAs) χρηςιμοποιόθηκε ωσ ανϊλογο υποςτρϔματοσ του ενζϑμου ο D-

γλυκουρονικϐσ εςτϋρασ τησ 3-(4-υδροξυφαινυλο)-1-προπανϐλησ [Katsimpouras 

et al., 2014]. Σϋλοσ για τη διερεϑνηςη τησ ςυνθετικόσ ικανϐτητασ του 

βιοκαταλϑτη χρηςιμοποιόθηκαν ωσ υποςτρϔματα D-γλυκουρονικϐ οξϑ (GlcA), 

αλειφατικϋσ και αρωματικϋσ αλκϐολεσ καθϔσ και οξικϐσ εςτϋρασ τησ κιναμμικόσ 

αλκοϐλησ. Όλα τα εμπορικϊ διαθϋςιμα υποςτρϔματα όταν καθαρϐτητασ 

αναλυτικοϑ βαθμοϑ και προμηθεϑτηκαν απϐ την εταιρεύα Sigma-Aldrich 

(Η.Π.Α.). 

 

2.1.1.v Αντιδραςτόρια, εμπορικϊ ϋνζυμα και τυποποιημϋνα 

εμπορικϊ ςκευϊςματα (kit)  

Όλα τα χημικϊ αντιδραςτόρια που χρηςιμοποιόθηκαν ςτο πλαύςιο τησ 

παροϑςασ ερευνητικόσ εργαςύασ όταν αναλυτικοϑ βαθμοϑ καθαρϐτητασ και 

προμηθεϑτηκαν απϐ τισ εταιρεύεσ Sigma-Aldrich (Η.Π.Α.), LAB-SCAN (Ιρλανδύα), 

Panreac (Ιςπανύα), AppliChem (Γερμανύα), Fisher Scientific (Η.Π.Α). Για τισ 

αντιδρϊςεισ διερεϑνηςησ υδρϐλυςησ αρχικοϑ δεύγματοσ ξηρόσ βιομϊζασ ελϊτησ 

καθϔσ και απομονωμϋνων LCCs παρουςύα StGE2 χρηςιμοποιόθηκαν τα ϋνζυμα 

α-γλυκουρονιδϊςη τησ εταιρεύασ Prozomix (UK) και ενδο-β-1,4 ξυλανϊςη απϐ το 

μϑκητα Fusarium oxysporum που ανόκει ςτην οικογϋνεια GH11 των γλυκοζυλο-

υδρολαςϔν τησ CAZy (http://www.cazy.org/, Glycosyl hydrolases 11)  

[Moukouli et al. 2011]. Σϋλοσ, για την ανύχνευςη απελευθϋρωςησ γλυκουρονικοϑ 

οξϋοσ χρηςιμοποιόθηκε το εμπορικϐ ενζυμικϐ ςκεϑαςμα D-Glucuronic Acid & D-

Galacturonic Acid Assay Kit τησ εταιρεύασ Megazyme (Ιρλανδύα). 

 

2.1.1.vi Τλικϊ χρωματογραφύασ 

Ο καθαριςμϐσ και η απομϐνωςη των αναςυνδυαςμϋνων πρωτεώνϔν ϋγινε με 

ςτόλεσ χρωματογραφύασ ςυγγϋνειασ ακινητοποιημϋνου μετϊλλου (κοβαλτύου) 

υλικϐ Talon™ (Clontech Laboratories Inc., Η.Π.Α.). Κατϊ τη μϋθοδο τησ υγρόσ 

χρωματογραφύασ υψηλόσ απϐδοςησ (HPLC, High Performance Liquid 
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Chromatography) χρηςιμοποιόθηκε ςτόλη αντύςτροφησ φϊςησ C18 Nucleosil 

250 mm x 4.6 mm, Macherey – Nagel (Γερμανύα). Σϋλοσ, η χρωματογραφύα 

λεπτόσ ςτοιβϊδασ (Thin Layer Chromatography, TLC) πραγματοποιόθηκε με 

φϑλλα αλουμινύου TLC Silica gel 60 F254 Merck (Γερμανύα), η παραςκευαςτικό 

χρωματογραφύα ςτοιβϊδασ (Preparative Layer Chromatography, PLC) με 

υϊλινεσ πλϊκεσ PLC Silica gel 60 0.5 mm Merck.  

 

 

 

2.1.2 ΢υςκευϋσ, ϐργανα και αναλϔςιμα υλικα 

Η ςυγκεκριμϋνη διδακτορικό εργαςύα περιελϊμβανε τη χρόςη των παρακϊτω 

ςυςκευϔν και οργϊνων: 

 Αυτϐκαυςτο Labo Autoclave, SANYO (Η.Π.Α.) 

 Επωαςτόρασ με ανϊδευςη ZHWY-211C, ZHICHENG Analytical 

Instruments Manufacturing Co. Ltd (Κύνα) 

 Επωαςτόρασ Orbital incubator S150, Stuart Scientific (M. Βρετανύα) 

 Θερμαινϐμενοσ ανακινοϑμενοσ επωαςτόρασ Eppendorf Thermomixer 

Comfort, Eppendorf (Γερμανύα) 

 Θερμοςτατοϑμενα υδατϐλουτρα 

 Mικροφυγϐκεντροσ Eppendorf 3200 (Γερμανύα) 

 Μονϊδα ηλεκτροφϐρηςησ για το διαχωριςμϐ πρωτεώνϔν Mini-PROTEAN 

3 (BIORAD, Η.Π.Α). 

 Περιςταλτικό αντλύα Econo Gradient, BioRad (Η.Π.Α.) 

 Περιςτροφικϐσ εξατμιςτόρασ Rotavapor Buchi RE 111, Buchi (Ελβετύα) 

 ΢υλλϋκτησ κλαςμϊτων Waters, Millipore (Η.Π.Α.) 

 ΢υςκευό ανϊδευςησ Orbit LS, Labnet (Μ. Βρετανύα) 

 ΢υςκευό διόθηςησ υπϐ κενϐ 

 ΢υςκευό εξϊχνωςησ υπϐ κενϐ (freeze drying) Christ ALPHA 1-4, B. Braun 

Biotec. International, Melsungen (Γερμανύα) 

 ΢υςκευό μϋτρηςησ pH WTW 537, WTW (Γερμανύα) 

 ΢υςκευό υπερδιόθηςησ-ςυμπϑκνωςησ διαλυμϊτων Stirred Cell Model 

8400, 400 mL και μεμβρϊνεσ Diaflo PM-10, Amicon, Millipore, (Η.Π.Α.). 

 ΢υςκευό φωτογρϊφηςησ ςε κλειςτϐ θϊλαμο InGenius Biolmaging, 
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Syngene (Μ. Βρετανύα) 

 ΢υςκευό ηλεκτροφϐρηςησ αγαρϐζησ Easigel H1-set τησ εταιρύασ Scie-plas 

(Μεγϊλη Βρετανύα) 

 ΢υςκευό ηλεκτροδιϊτρηςησ Micropulser TM BIORAD (Η.Π.Α) 

 ΢ϑςτημα παραγωγόσ υπερκαθαροϑ νεροϑ Milli-Q, Millipore (Η.Π.Α.) 

 ΢ϑςτημα χρωματογραφύασ διαχωριςμοϑ πρωτεώνϔν (Econo Gradient 

Pump, BioRad και Waters 600E, Millipore (Η.Π.Α.) και ανιχνευτόσ UV 

ακτινοβολύασ (280 nm) για την ανύχνευςη των εκλουϐμενων πρωτεώνϔν. 

 ΢ϑςτημα χρωματογραφύασ υψηλόσ απϐδοςησ (HPLC) Jasco (Ιαπωνύα) με 

αντλύα PU 987, και φωτομετρικοϑσ ανιχνευτϋσ: UV 975 και λογιςμικϐ 

διαχεύριςησ και καταγραφόσ Clarity Version 2.3.3.124, DataApex 

(Σςεχύα) ό εναλλακτικϊ UV-Vis ProStar 335 Ανιχνευτό ΢υςτοιχύασ 

Διϐδων, Agilent Technologies (Η.Π.Α.) 

 Υαςματογρϊφοσ Μϊζασ (MS) Varian 500-MS Ion Trap, Agilent 

Technologies (Ολλανδύα)  

 Υαςματϐμετρο υπερϑθρου FT-IR MAGNA-IR 560 Nicolet, εφοδιαςμϋνο με 

ανιχνευτό DTGS, διαςχιςτό ακτύνασ Kbr και δειγματοφορϋα ςτερεϔν 

δειγμϊτων DRIFT (Diffuse Reflectance, Spectra Tech Inc. Shelton CT, USA) 

 Υαςματϐμετρο υπερϑθρου FT-IR Micro FTIR Biorad Excalibur FTS 

3000MX ςυνοδευϐμενο απϐ οπτικϐ μικροςκϐπιο Inspect IR Plus 

 Υυγϐκεντροσ Beckman Coulter (Η.Π.Α.) 

 Υωτϐμετρο UV-VIS Cam Spec M302, Labequip (Καναδϊσ) 

 Υωτϐμετρο μικροπλακϔν (Microplate reader) SpectraMax 250 

(Molecular Devices, Η.Π.Α.)  

 

Επιπροςθϋτωσ, χρηςιμοποιόθηκαν αναλϔςιμα, πλαςτικϊ και γυϊλινα 

εργαςτηριακϊ υλικϊ, των εταιρειϔν Greiner-Bio One (Γερμανύα), Sterilin 

Limited (Ηνωμϋνο Βαςύλειο), SCHOTT AG (Γερμανύα), Eppendorf (Γερμανύα), 

Whatman (Ηνωμϋνο Βαςύλειο), Millipore (Η.Π.Α.), ROTH (Η.Π.Α.), SIMAX 

(Σςεχύα), ΒΟΜΕΦ (Κύνα) και ISO LAB (Γερμανύα). 
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2.1.3 Ετερϐλογη ϋκφραςη αναςυνδυαςμϋνων πρωτεώνϔν 

2.1.3.i Μεταςχηματιςμϐσ επιδεκτικϔν TOPIOF’ κυττϊρων E. coli  

Σο ςυνενωμϋνο με πλαςμιδιακϐ φορϋα pPICZαC γονύδιο ge2 τησ GE, αυτϐ που 

ϋφερε τη ςημειακό μετϊλλαξη τησ S213A πρωτεϏνησ [Topakas et al., 2010] ϐςο 

και αυτϐ που ϋφερε το γονύδιο τησ page1 εςτερϊςησ του γλυκουρονικοϑ οξϋοσ 

PaGE1 [Katsimpouras et al., 2014], ειςόχθηςαν ςε επιδεκτικϊ βακτηριακϊ 

κϑτταρα TOPIOF’. Εν γϋνει, για την ειςαγωγό των αναςυνδυαςμϋνων 

πλαςμιδύων ςε κϑτταρα ακολουθεύται η μεθοδολογύα του μεταςχηματιςμοϑ που 

διαφοροποιεύται ανϊλογα με το εύδοσ και τη κυτταρικό δομό του ξενιςτό. ΢ε 

ϐλεσ τισ περιπτϔςεισ κατϊ το μεταςχηματιςμϐ, τα κϑτταρα του εκϊςτοτε 

ξενιςτό γύνονται παροδικϊ διαπερατϊ ϔςτε να εύναι επιτυχόσ η εύςοδοσ των 

πλαςμιδύων. Σα μεταςχηματιςμϋνα κϑτταρα, χϊρισ ςτην ανθεκτικϐτητα ςε 

αντιβιοτικϐ που τουσ ϋχει προςδϔςει το ειςαγϐμενο πλαςμύδιο, διαχωρύζονται 

απϐ τα υπϐλοιπα αφοϑ θα αναπτυχθοϑν μϐνο αυτϊ που περιϋχουν το 

αναςυνδυαςμϋνο πλαςμύδιο ςτο μϋςο που περιϋχει το αντιβιοτικϐ.  

΢την περύπτωςη των TOPIOF’ και του  pPICZαC το αντιβιοτικϐ που 

χρηςιμοποιεύται εύναι η ζεοςύνη ενϔ ακολουθεύται μεταςχηματιςμϐσ με θερμικϐ 

ςτρεσ (heat shock), ο οπούοσ ενδεύκνυται για αρνητικϊ κατϊ gram βακτόρια. Σο 

εύδοσ αυτϐ μεταςχηματιςμοϑ βαςύζεται ςε ϋλξη μεταξϑ βακτηρύου και 

αναςυνδυαςμϋνου πλαςμιδιακοϑ DNA, καθϔσ μετϊ απϐ ϋκθεςη ςε χλωριοϑχο 

αςβϋςτιο τα τοιχϔματα των κυττϊρων ϋχουν φορτιςτεύ θετικϊ 

αλληλεπιδρϔντασ με τισ αρνητικϊ φορτιςμϋνεσ φωςφορικϋσ ομϊδεσ του 

πλαςμιδύου [Cohen et al., 1972; Sambrook et al., 1989]. Η απϐδοςη ςε 

μεταςχηματιςμϋνα κϑτταρα με αυτό τη μϋθοδο εύναι ικανοποιητικό αν και ϐχι η 

υψηλϐτερη και η πορεύα αναλυτικϐτερα περιλαμβϊνει: 

 Ήπια απϐψυξη ςε παγϐλουτρο επιδεκτικϔν E. coli κυττϊρων T0P10F' 

(απϐ τουσ –80°C, παρουςύα γλυκερϐλησ, επαναιωρημϋνα διαδοχικϊ ςε 

MgCl2 0.1M και CaCl2 0.1M). 

 Προςθόκη 1 μl αναςυνδυαςμϋνου πλαςμιδύου με όπιεσ ελικοειδεύσ 

κινόςεισ και το μύγμα  παραμϋνει ςε παγϐλουτρο για 30 min. 
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 Μεταφορϊ ςτουσ 42°C για 90sec (θερμικϐ ςοκ) και επανατοποθϋτηςη 

του μύγματοσ ςτο παγϐλουτρο. 

 Προςθόκη 200 μl θρεπτικοϑ υλικοϑ LS-LB και επϔαςη ςτουσ 37°C για 

1 h. 

 Σο μύγμα μεταςχηματιςμϋνων με pPICΖαC και μη βακτηριακϔν 

κυττϊρων επιςτρϔθηκε ςε τρυβλύα Petri με ςτερεϐ θρεπτικϐ μϋςο LS-

LB παρουςύα 25 μg/mL ζεοςύνησ. Σα τρυβλύα επωϊςτηκαν για ~16 h 

ςε θερμοκραςύα 37°C και αποθηκεϑτηκαν ςτουσ 4°C. 

 

΢τη ςυνϋχεια, ϋγινε επιλογό μεταςχηματιςμϋνων T0P10F' αποικιϔν που 

αναπτϑχθηκαν και ανϊκτηςη pPICZaC. Μεμονωμϋνεσ αποικύεσ εμβολιϊςτηκαν 

ςε 5 mL υγρoϑ θρεπτικοϑ μϋςου LS-LB παρουςύα ζεοςύνησ η κϊθε μύα  και 

ακολοϑθηςε επϔαςη ςτουσ 37°C υπϐ ανϊδευςη (200 rpm) για ~16 h. 

Ακολοϑθηςε φυγοκϋντρηςη και ανϊκτηςη πλαςμιδύων μικρόσ κλύμακασ με 

χρόςη του ςκευϊςματοσ GeneJET™ Plasmid Miniprep kit (Fermentas, Καναδϊσ). 

Μετϊ απϐ πϋψη με τα περιοριςτικϊ ϋνζυμα Cla I και Xba I (Takara, Ιαπωνύα) 

(ϊκρα ϋνθετου DNA) η επιτυχόσ ανϊκτηςη αναςυνδυαςμϋνων πλαςμιδύων ϋγινε 

με ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα αγαρϐζησ. 

 

2.1.3.ii Ηλεκτροφϐρηςη DNA ςε πόκτωμα αγαρϐζησ 

Η μϋθοδοσ ηλεκτροφϐρηςησ ςε πόκτωμα αγαρϐζησ χρηςιμοποιεύται για την 

ταυτοπούηςη, το διαχωριςμϐ και ςε οριςμϋνεσ περιπτϔςεισ ανϊκτηςη του DNA. 

Σα μϐρια DNA μετακινοϑνται ςτο πόκτωμα κϊτω απϐ την εφαρμογό ηλεκτρικοϑ 

πεδύου, με ταχϑτητα ανϊλογη του μεγϋθουσ τουσ. Η πυκνϐτητα του πηκτϔματοσ 

καθϔσ και η εφαρμοζϐμενη τϊςη του πεδύου (volts/cm πηκτϔματοσ) 

ρυθμύζονται με βϊςη τα μεγϋθη των μορύων που θα διαχωριςτοϑν (Sambrook et 

al., 1989). Ειδικϐτερα, για την αξιολϐγηςη των αναςυνδυαςμϋνων πλαςμιδύων 

χρηςιμοποιόθηκε οριζϐντια πηκτό αγαρϐζησ Agarose low EEO (AppliChem) 

ςυγκϋντρωςησ 1% (w/v). ΢ε ηλεκτροφορόςεισ απομϐνωςησ μορύων DNA η 

πηκτό παραςκευαζϐταν απϐ την αγαρϐζη υψηλόσ ποιϐτητασ Seakem® Gold 

Agarose (Cambrex Bio Science Rockland, Inc., Δανύα). Για την παραςκευό τησ 
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πηκτόσ χρηςιμοποιόθηκε διϊλυμα TBE και διϊλυμα φϐρτωςησ (loading buffer) 

(Πύνακασ 2.1.3). 

 

Πύνακασ 2.1.3 ΢ϑςταςη διαλυμϊτων ηλεκτροφϐρηςησ DNA ςε πόκτωμα 

αγαρϐζησ.  

Διϊλυμα TBE 10Φ (1L) Διϊλυμα φϐρτωςησ 1mL(loading buffer) 

108 g βϊςη Tris 900 μl γλυκερϐλη (50%) 

55 g βορικϐ οξϑ 100 μl κυανοϑν βρωμοφαινϐλησ 10X 

(Bromophenol Blue) 

40 ml EDTA 0.5M pH 8  

 

 

Η παραςκευό πηκτϔματοσ αγαρϐζησ περιελϊμβανε ζϑγιςη 0.5 g αγαρϐζησ και 

διαλυτοπούηςη ςε 50 ml διαλϑματοσ TBE υπϐ βραςμϐ και ανϊδευςη μϋχρι 

διαϑγαςησ. Αφοϑ το διϊλυμα εύχε ψυχθεύ και πριν την πόξη του προςτϋθηκαν 50 

μL βρωμιοϑχου αιθιδύου ςυγκϋντρωςησ 1mg/mL ϔςτε να μεταφερθεύ ςτη 

ςυςκευό ηλεκτροφϐρηςησ τοποθετϔντασ κατϊλληλη «χτϋνα» για το 

ςχηματιςμϐ των οπϔν φϐρτωςησ επιθυμητοϑ μεγϋθουσ αναλϐγωσ με τον 

αριθμϐ δειγμϊτων προσ ταυτοπούηςη. Μετϊ την πόξη του διαλϑματοσ αγαρϐζησ 

προςτϋθηκαν 50 ml διαλϑματοσ TBE, αφαιρϋθηκε η «χτϋνα» και ςε κϊθε οπό 

τοποθετόθηκε κατϊλληλη ποςϐτητα δεύγματοσ που εύχε αναμιχθεύ με διϊλυμα 

χρωςτικόσ (loading buffer). Η εκτύμηςη του μεγϋθουσ αλλϊ και τησ ποςϐτητασ 

των δειγμϊτων DNA ϋγινε με πρϐτυπα δεύγματα μορύων DNA διακριτοϑ αριθμοϑ 

βϊςεων (HyperLadder™ I: 200-10,000 bp) ενϔ η ηλεκτροφϐρηςη γινϐταν με 

εφαρμογό τϊςησ 60 Volt επύ ~1h. Ακολουθοϑςε εμφϊνιςη με χρόςη ςυςκευόσ 

υπεριϔδουσ ακτινοβολύασ (UV), ϔςτε να διακριθοϑν και να φωτογραφηθοϑν οι 

διαχωριςμϋνεσ ζϔνεσ DNA με βϊςη τη φωτεινϐτητϊ τουσ (InGenius Bio Imaging 

τησ Syngene, Μεγϊλη Βρετανύα). Οι ζϔνεσ ςυγκρύνονταν βϊςει τησ 

ηλεκτροφορητικόσ τουσ κινητικϐτητασ και τησ φωτεινϐτητϊσ τουσ με αυτϋσ των 

πρϐτυπων μορύων DNA γνωςτοϑ μεγϋθουσ, καθϔσ ο ρυθμϐσ μετακύνηςησ κατϊ 
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μόκοσ του πηκτϔματοσ εύναι αντιςτρϐφωσ ανϊλογοσ με το δεκαδικϐ λογϊριθμο 

του μεγϋθουσ των νουκλεώκϔν οξϋων. 

 

2.1.3.iii Μεταςχηματιςμϐσ κυττϊρων P. pastoris 

Σα ανακτημϋνα, και ταυτοποιημϋνα μετϊ την ηλεκτροφϐρηςη, πλαςμύδια που 

ϋφεραν το γονύδιο τησ StGE2, τησ S213A StGE2 καθϔσ και τησ PaGE1, 

χρηςιμοποιόθηκαν για το μεταςχηματιςμϐ κυττϊρων P. pastoris. Η μϋθοδοσ 

μεταςχηματιςμοϑ που χρηςιμοποιόθηκε για τα κϑτταρα ζϑμησ όταν η 

ηλεκτροδιϊτρηςη, ϐπου αυξόθηκε η διαπερατϐτητα τησ κυτταρικόσ μεμβρϊνησ 

με εφαρμογό εξωτερικόσ τϊςησ, ςϑμφωνα με το πρωτϐκολλο EasySelect™ Pichia 

Expression Kit (Invitrogen). 

Πριν το μεταςχηματιςμϐ τα πλαςμύδια γραμμικοποιόθηκαν (linearization) με 

επϔαςη ςτουσ 37 °C για 3h ϔςτε να γύνει πϋψη απϐ την περιοριςτικό 

ενδονουκλεϊςη Sac I τησ εταιρεύασ TAKARA (Ιαπωνύα). Για τη γραμμικοπούηςη 

εφαρμϐςτηκε το πρωτϐκολλο τησ Sac I ϐπου η απομϊκρυνςη του ενζϑμου ϋγινε 

με ςτόλη καθαριςμοϑ DNA τησ εταιρεύασ Macherey-Nagel, ενϔ ςτο τελευταύο 

βόμα χρηςιμοποιόθηκε αποςτειρωμϋνο υπερκϊθαρο νερϐ αντύ για ρυθμιςτικϐ 

διϊλυμα ϋκλουςησ για την ϋκλουςη DNA.    

Για την ειςαγωγό των γραμμικοποιημϋνων πλαςμιδύων ςτο χρωμοςωμικϐ 

DNA τησ P. pastoris χρειϊςτηκε προετοιμαςύα επιδεκτικϔν κυττϊρων τησ ζϑμησ. 

Αναλυτικϐτερα: 

 ΢ε θρεπτικϐ υλικϐ YPD ϐγκου 50 mL αναπτϑχθηκαν κϑτταρα ζϑμησ 

Φ33 με επϔαςη και υπϐ ανϊδευςη (180 rpm) για 24 h ςτουσ 30 °C. 

 Απϐ την προκαλλιϋργεια λόφθηκαν 10 mL για τον εμβολιαςμϐ 250 mL 

θρεπτικοϑ μϋςου YPD και ακολοϑθηςε επϔαςη τησ καλλιϋργειασ 

ςτουσ 30 °C  υπϐ ανϊδευςη για ~4h ό μϋχρι τιμό OD600 ~1.5.  

 ΢τη ςυνϋχεια, ϋγιναν τϋςςερισ διαδοχικϋσ φυγοκεντρόςεισ για 5 min ςε 

1500 x g και ςτουσ 4 °C. Σο πρϔτο ύζημα κυττϊρων 

επαναδιαλυτοποιόθηκε ςε 250 mL αποςτειρωμϋνου και ψυγμϋνου 

υπερκϊθαρου νεροϑ, το δεϑτερου ςε 125 mL, το τρύτο ςε 10 mL 

αποςτειρωμϋνου και ψυγμϋνου διαλϑματοσ ςορβιτϐλησ 1 M και το 
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τϋταρτο ςε 0,5 mL αποςτειρωμϋνου και προψυγμϋνου διαλϑματοσ 

ςορβιτϐλησ 1 M. Μετϊ την τελευταύο επαναδιαλυτοπούηςη το 

εναιϔρημα κυττϊρων φυλαςςϐταν ςε παγϐλουτρο ςτουσ 0°C μϋχρι το 

ςτϊδιο του μεταςχηματιςμοϑ (αυθημερϐν). 

 

Κατϊ το μεταςχηματιςμϐ, 30 μL γραμμικοϑ αναςυνδυαςμϋνου πλαςμιδύου 

pPICZαC αναμύχθηκαν με 80 μL εναιωρόματοσ των επιδεκτικϔν κυττϊρων X33 

και το μύγμα μεταφϋρθηκε ςε ειδικό κυψελύδα ηλεκτροδιϊτρηςησ 0,2 cm η οπούα 

εύχε ψυχθεύ και παρϋμεινε ςε παγϐλουτρο για ~5 min. ΢τη ςυνϋχεια η κυψελύδα 

τοποθετόθηκε ςτη ςυςκευό ηλεκτροδιϊτρηςησ MicropulserTM BIORAD (Η.Π.Α) 

ϐπου και εφαρμϐςτηκε ηλεκτρικϐσ παλμϐσ 2 kV για 4 ms. Ακολοϑθηςε ϊμεςη 

προςθόκη 1 mL ψυγμϋνου διαλϑματοσ ςορβιτϐλησ 1 Μ και μεταφορϊ του 

μύγματοσ ςε αποςτειρωμϋνο ςωλόνα (falcon 15 mL) και παρϋμεινε ςτουσ 30°C 

για ~1-2 h. ΢τη ςυνϋχεια, επιςτρϔθηκε το μύγμα των μεταςχηματιςμϋνων 

κυττϊρων τησ ζϑμησ ςε ςτερεϐ θρεπτικϐ υλικϐ YPDS+ϊγαρ+ζεοςύνη, ϔςτε να 

επωαςτοϑν ςτουσ 30°C  για 3-5 ημϋρεσ για την ανϊπτυξη αποικιϔν. 

 

2.1.3.iv Παραγωγό αναςυνδυαςμϋνων πρωτεώνϔν απϐ τα 

μεταςχηματιςμϋνα κϑτταρα  P. pastoris 

α) Τγρϋσ καλλιϋργειεσ μικρόσ κλύμακασ 

Μεμονωμϋνεσ αποικύεσ μεταςχηματιςμϋνων κυττϊρων P. pastoris που 

φϋρουν το αναςυνδυαςμϋνο πλαςμύδιο pPICZαC,  αξιοποιόθηκαν για 

εμβολιαςμϐ υγρϔν καλλιεργειϔν 50 mL θρεπτικοϑ υλικοϑ BMGY η κϊθε μύα 

ϔςτε να επιλεγεύ ϋπειτα ο κλϔνοσ για ϋφραςη των StGE2 και S213A StGE2 

πρωτεώνϔν ςε μεγαλϑτερη κλύμακα.  Οι προκαλλιϋργειεσ επωϊςτηκαν υπϐ 

ανϊδευςη 200 rpm ςτουσ 30 °C για ~20 h ό μϋχρι τελικόσ τιμόσ OD600nm 2-6. 

΢ϑμφωνα με την τιμό OD600nm φυγοκεντρόθηκε, προσ απομϊκρυνςη του 

θρεπτικοϑ υλικοϑ που περιεύχε γλυκερϐλη, κατϊλληλοσ ϐγκοσ προκαλλιϋργειασ 

ϔςτε μετϊ απϐ επαναιϔρηςη ςε 50 mL θρεπτικοϑ μϋςου BMMY η OD600nm να 

ϋχει τιμό 1. Οι μικρόσ κλύμακασ καλλιϋργειεσ BMMY επωϊςτηκαν υπϐ ανϊδευςη 

200 rpm ςτουσ 30°C για 5 μϋρεσ με καθημερινό προςθόκη 250 μL (0.5% (v/v)) 
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μεθανϐλησ προσ επαγωγό τησ ϋκφραςησ τησ εκϊςτοτε αναςυνδυαςμϋνησ 

πρωτεΐνησ. Aπϐ το υπερκεύμενο των καλλιεργειϔν λαμβϊνονταν μικρϊ δεύγματα 

ημερηςύωσ, προσ ϋλεγχο τησ παρουςύασ πρωτεϏνησ, καθϔσ και τα πρωτεώνικϊ 

επύπεδα ϋκφραςησ με ηλεκτροφϐρηςη υπϐ αποδιατακτικϋσ ςυνθόκεσ ςε πηκτό 

πολυακρυλαμιδύου. Με αυτϐν τον τρϐπο επελϋγη η βϋλτιςτη διϊρκεια 

καλλιϋργειασ για μεγϊλησ κλύμακασ πρωτεώνικό ϋκφραςη καθϔσ και ο 

επιθυμητϐσ κλϔνοσ, ο οπούοσ ςτη ςυνϋχεια ανακαλλιεργόθηκε ςε τρυβλιϊ με 

ςτερεϐ θρεπτικϐ μϋςο YPD+ϊγαρ+ζεοςύνη και αποθηκεϑτηκε ςτουσ 4 °C προσ 

βραχυπρϐθεςμη μελλοντικό χρόςη.  

Η φϑλαξη (stock) των μεταςχηματιςμϋνων δειγμϊτων του επιλεγμϋνου 

κλϔνου για μεγαλϑτερο χρονικϐ διϊςτημα ςε βαθειϊ κατϊξυψη ςτουσ -80 °C, 

περιελϊμβανε αρχικϊ την προκαλλιϋργειϊ του ςε θρεπτικϐ μϋςο YPD για 16 h 

ςτουσ 30 °C. Σα κϑτταρα που αναπτϑςςονταν φυγοκεντροϑνταν και 

επαναιωροϑνταν ςε YPD που περιεύχε 15% (v/v) γλυκερϐλη με ςτϐχο η τελικό 

OD600nm να ϋχει τιμό 50-100. Σϋλοσ, τα κϑτταρα καταψϑχονταν ϊμεςα με ταχεύα 

εμβϊπτιςη ςε υγρϐ ϊζωτο (flash freezing) και αποθηκεϑονταν ςτουσ -80 °C. 

 

β) Καλλιϋργειεσ για την πρωτεώνικό απομϐνωςη 

Για την παραγωγό αναςυνδυαςμϋνων πρωτεώνϔν ακολουθόθηκε η 

παρακϊτω μεθοδολογύα: 

 200 mL θρεπτικοϑ μϋςου BMGY εμβολιϊςτηκαν με αποικύα του 

επιλεγμϋνου μεταςχηματιςμϋνου ςτελϋχουσ (4x50 mL, μοιραςμϋνο ςε 

τϋςςερισ γυϊλινεσ κωνικϋσ φιϊλεσ των 250 mL). 

  Η προκαλλιϋργεια επωϊςτηκε (ςϑμφωνα και με την §2.1.3.iv.α)  ςε 

θερμοκραςύα 30 °C για 16-20 h υπϐ ανϊδευςη 200 rpm. 

 Μετϊ απϐ φυγοκϋντρηςη κατϊλληλου ϐγκου προκαλλιϋργειασ BMGY, 

το ύζημα κυττϊρων επαναιωρόθηκε ςτον επιθυμητϐ ϐγκο θρεπτικοϑ 

υλικοϑ ΒΜΜΤ (ςυνόθωσ  1 L) ϔςτε η τελικό O.D.600nm  να ϋχει τιμό 1 

(4x250mL, μοιραςμϋνο ςε τϋςςερισ γυϊλινεσ κωνικϋσ φιϊλεσ του 1 L με 

πϔματα απϐ υδρϐφοβο βαμβϊκι για την εξαςφϊλιςη καλοϑ αεριςμοϑ 

τησ καλλιϋργειασ). Η επαγωγό ϋγινε για το προκαθοριςμϋνο χρονικϐ 

διϊςτημα με καθημερινό προςθόκη μεθανϐλησ ςε τελικό ςυγκϋντρωςη 
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0.5% (ν/ν) και η καλλιϋργεια παρϋμεινε ςτουσ 30°C υπϐ ανϊδευςη 200 

rpm (Εικϐνα 2.1.1).  

 Μετϊ το πϋρασ ςυνόθωσ ϋξι ημερϔν οι καλλιϋργειεσ ςυλλϋγονταν, 

φυγοκεντροϑνταν για 10 min ςτα 1500 x g, 4 °C και το υπερκεύμενο 

ϐπου βρύςκονταν και οι εκκρινϐμενεσ αναςυνδυαςμϋνεσ πρωτεΐνεσ  

χρηςιμοποιοϑνταν για τα επϐμενα βόματα του πρωτοκϐλλου προσ 

απομϐνωςη των επιθυμητϔν πρωτεώνϔν απϐ τισ υπϐλοιπεσ τησ ζϑμησ. 

 

 

 

 

 

Εικϐνα 2.1.1 Καλλιϋργεια Pichia 

pastoris ςε θρεπτικϐ μϋςο ΒΜΜΤ. 

 

 

 

 

 

 

γ) Καθαριςμϐσ αναςυνδυαςμϋνησ πρωτεϏνησ 

Σα κυτταρικϊ θραϑςματα απομακρϑνθηκαν με διόθηςη υπϐ κενϐ αρχικϊ με 

χρόςη απλοϑ διηθητικοϑ χαρτιοϑ και ςτη ςυνϋχεια φύλτρων διαμϋτρου πϐρων 

0,8 και 0,2 μm (Pall Supor Membrane Disc Filters, Pall Filters). Ακολοϑθηςε 

ςυμπϑκνωςη του, διαυγϋςτερου πλϋον, υπερκειμϋνου τησ καλλιϋργειασ με 

ςυςκευό υπερδιόθηςησ Stirred Cell Model 8400 και μεμβρϊνεσ PM-10 Amicon, 

Millipore (Η.Π.Α.) μϋγεθοσ αποκλειςμοϑ 10 kDa, μϋχρι τελικοϑ ϐγκου ~30 mL. Η 

μεμβρϊνη επιτρϋπει τη διαφυγό μακρομορύων μικρϐτερων απϐ τη διϊμετρο των 

πϐρων τησ (10 kDa) μαζύ με το υπϐλοιπο διϊλυμα ενϔ ςυμπυκϔνεται το 

διϊλυμα πρωτεώνϔν μεγαλϑτερου μοριακοϑ βϊρουσ. 

Σο ςυμπυκνωμϋνο πρωτεώνικϐ διϊλυμα εξιςςοροπόθηκε με ρυθμιςτικϐ 

διϊλυμα Talon το οπούο χρηςιμοποιόθηκε και για την εξιςορρϐπηςη τησ ςτόλησ 

χρωματογραφύασ ςυγγϋνειασ ακινητοποιημϋνου μετϊλλου για τον επακϐλουθο 
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καθαριςμϐ των πρωτεώνϔν. Η εξιςορρϐπηςη του ςυμπυκνωμϋνου διαλϑματοσ 

πρωτεώνϔν ϋγινε με τη μϋθοδο τησ διαπύδυςησ μϋςω μεμβρανϔν κυτταρύνησ 

(Dialysis tubing cellulose membrane, flat width 25 mm, 12000 Daltons, Sigma-

Aldrich) οι οπούεσ πριν τη μεταφορϊ του διαλϑματοσ εύχαν βυθιςτεύ ςε 

απιονιςμϋνο νερϐ (μετϊ απϐ βραςμϐ) για 30 min. H ςυγκεκριμϋνη μϋθοδοσ 

βαςύζεται ςτο φαινϐμενο τησ ϔςμωςησ κατϊ το οπούο μικρϊ μϐρια του διαλϑτη 

δϑνανται να διαπερνοϑν την ημιπερατό μεμβρϊνη μϋχρι αποκατϊςταςησ τησ 

ιςορροπύασ ςτο ςϑςτημα. Σο ςϑςτημα παρϋμεινε μϋςα ςτο Talon ρυθμιςτικϐ 

διϊλυμα κατϊλληλου ϐγκου (VP.Δ. > 100X Vδ-τοσ πρωτεώνϔν) για ~24 h ςε 

θερμοκραςύα 4°C υπϐ όπια ανϊδευςη. 

 

δ) Απομϐνωςη αναςυνδυαςμϋνησ πρωτεϏνησ με τη χρόςη Φρωματογραφύα 

΢υγγενεύασ Ακινητοποιημϋνου Μετϊλλου (Immobilized Metal Affinity 

Chromatography, IMAC) 

΢το τελευταύο ςτϊδιο καθαριςμοϑ χρηςιμοποιόθηκε IMAC  ϔςτε να 

επιτευχθεύ η απομϐνωςη τησ επιθυμητόσ πρωτεϏνησ μϋςω των ϋξι ςυνεχϐμενων 

καταλούπων ιςτιδύνησ (His-tag, pPICZαC) που προςτϋθηκαν ςτο καρβοξυτελικϐ 

ϊκρο τησ κϊθε αναςυνδυαςμϋνησ πρωτεϏνησ. ΢ε αλκαλικϐ περιβϊλλον, τα 

αμινοξϋα ιςτιδύνησ λϐγω τησ αρνητικόσ τουσ φϐρτιςησ προςδϋνονται ςε 

κατιϐντα μετϊλλου (Ni2+, Co2+, Zn2+, Cu2+) ακινητοποιημϋνα ςε ρητύνη [Porath 

et al., 1992] ϔςτε να επιτυγχϊνεται με τη μϋθοδο αυτό η απομϐνωςη 

ετερϐλογων πρωτεώνϔν απϐ τισ αυτϐλογεσ του μικροοργανιςμοϑ ξενιςτό. Για το 

λϐγο αυτϐ, και η ϋκλουςη τησ πρωτεϏνησ γύνεται με ςταδιακϊ αυξανϐμενη 

ςυγκϋντρωςη διαλϑματοσ ιμιδαζολύου (0-100 mM), το οπούο ανταγωνύζεται 

τουσ ιμιδαζολικοϑσ δακτϑλιουσ τησ ιςτιδύνησ ςτην αλληλεπύδραςη με τα 

κατιϐντα ακινητοποιημϋνου μετϊλλου.  

Ειδικϐτερα, ςτην παροϑςα ερευνητικό εργαςύα χρηςιμοποιόθηκε Co2+ και 

εναλλακτικϊ Ni2+ ωσ ακινητοποιημϋνο μϋταλλο τησ ςτόλησ χρωματογραφύασ 

[Bush et al., 1991] και το πρωτεώνικϐ διϊλυμα κατϊ τον καθαριςμϐ παρϋμεινε 

ςτουσ 4 °C προσ αποφυγό τησ δρϊςησ πρωτεαςϔν που ςυνυπϊρχουν ςτο 

υπερκεύμενο και την εξαςφϊλιςη τησ ςταθερϐτητασ τησ υπϐ μελϋτη πρωτεϏνησ. 

Η ροό τησ κινητόσ φϊςησ τησ χρωματογραφύασ ρυθμύςτηκε ςτα 2 mL/min με 

αντλύα Econo Gradient, Biorad (Η.Π.Α.) και η ανύχνευςη των εκλουϐμενων 
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πρωτεώνϔν ϋγινε με ανιχνευτό UV (280 nm) και λογιςμικϐ καταγραφόσ Clarity 

Version 2.3.3.124 DataApex (Σςεχύα). Σϋλοσ, τα πρωτεώνικϊ κλϊςματα που 

απομονϔθηκαν ςυλλϋχθηκαν με ςυλλϋκτη κλαςμϊτων Waters, Millipore (Η.Π.Α.) 

και το πρωτεώνικϐ διϊλυμα εξιςορροπόθηκε μϋςω διαπύδυςησ με μεμβρϊνεσ 

κυτταρύνησ και ρυθμιςτικϐ διϊλυμα 20 mM Tris-HCl, pH 8.0. 

 

 

2.1.3.v Ηλεκτροφϐρηςη πρωτεώνϔν ςε πόκτωμα πολυακρυλαμιδύου 

υπϐ αποδιατακτικϋσ ςυνθόκεσ (SDS-PAGE) 

Για την αξιολϐγηςη τησ καθαρϐτητασ των απομονωμϋνων αναςυνδυαςμϋνων 

πρωτεώνϔν μετϊ την τελικό εξιςορρϐπηςη ςτο διϊλυμα φϑλαξόσ τουσ 

χρηςιμοποιόθηκε η μϋθοδοσ τησ ηλεκτροφϐρηςησ ςε πόκτωμα 

πολυακρυλαμιδύου υπϐ αποδιατακτικϋσ ςυνθόκεσ (SDS-PAGE). Πιο αναλυτικϊ, 

για τη δημιουργύα του πηκτϔματοσ το μονομερϋσ ακρυλαμύδιο πολυμερύζεται ςε 

αλυςύδεσ πολυακρυλαμιδύου αλλϊ και ςε εγκϊρςιεσ διακλαδϔςεισ με δισ-

ακρυλαμύδιο (cross linking). Η χημικό ϋνωςη υπερθειικϐ αμμϔνιο (APS) παύζει 

το ρϐλο του καταλϑτη ενϔ η ϋνωςη N,N,N′,N′- τετραμεθυλο-αιθυλενο-διαμύνη 

(TEMED) εύναι ο ενεργοποιητόσ ςτην αντύδραςη πολυμεριςμοϑ. Οι 

ςχηματιζϐμενοι πϐροι του πηκτϔματοσ ϋχουν μϋγεθοσ που καθορύζει και το 

μϋγεθοσ των πρωτεώνϔν προσ διαχωριςμϐ. Ενϔ η ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα 

αγαρϐζησ εύναι ςυνεχόσ, η ηλεκτροφϐρηςη πολυακρυλαμιδύου με SDS (SDS-

PAGE) εύναι αςυνεχόσ αφοϑ λαμβϊνει χϔρα ςε ϋνα πολυ-ρυθμιςτικϐ ςϑςτημα 

(Multi Buffer System, MBS) δια μϋςου δυο πηκτωμϊτων, ϐπου το ϋνα να 

επιςτοιβϊζεται του ϊλλου. Για το λϐγο αυτϐ, χρηςιμοποιοϑνται  τρύα ρυθμιςτικϊ 

διαλϑματα: το ρυθμιςτικϐ διϊλυμα ηλεκτροφϐρηςησ (running buffer), το 

ρυθμιςτικϐ διϊλυμα του πηκτϔματοσ επιςτούβαςησ (stacking gel) και το 

ρυθμιςτικϐ διϊλυμα του πηκτϔματοσ διαχωριςμοϑ (separating gel). Η ςϑςταςη 

και οι αναλογύεσ των επιμϋρουσ διαλυμϊτων παρατύθεται ςτον Πινακα 2.1.4.  

Αφοϑ παραςκευαςτεύ αρχικϊ το διϊλυμα πηκτϔματοσ διαχωριςμοϑ, αυτϐ 

τοποθετεύται ανϊμεςα ςε δϑο ειδικϋσ γυϊλινεσ πλϊκεσ που ϋχουν προηγουμϋνωσ 

καθαριςτεύ με αιθανϐλη. Μετϊ απϐ ~30 min και ϐταν ϋχει ολοκληρωθεύ ο 

πολυμεριςμϐσ του πηκτϔματοσ διαχωριςμοϑ, παραςκευϊζεται το πόκτωμα τησ 
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επιςτούβαςησ το οπούο προςτύθεται πϊνω απϐ το πρϔτο πόκτωμα και 

τοποθετεύται ςε αυτϐ ειδικό «χτϋνα» για το ςχηματιςμϐ οπϔν τοποθϋτηςησ 

δειγμϊτων. Εφϐςον ολοκληρωθεύ ο ςχηματιςμϐσ και του δεϑτερου 

πηκτϔματατοσ, οι γυϊλινεσ πλϊκεσ μεταφϋρονται ςτη ςυςκευό 

ηλεκτροφϐρηςησ Mini- Protean 3 τησ εταιρεύασ BIORAD, (Η.Π.Α.) αφοϑ 

απομακρυνθεύ η χτϋνα ενϔ προςτύθενται ~500 ml διαλϑματοσ ηλεκτροφϐρηςησ. 

 

Πύνακασ 2.1.4  ΢ϑςταςη ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ ηλεκτροφϐρηςησ, πηκτϔματοσ 

επιςτούβαςησ και  διαχωριςμοϑ τησ SDS-PAGE ηλεκτροφϐρηςησ.  

Ρ.Δ. ηλεκτροφϐρηςησ 

(running buffer) 

Πόκτωμα επιςτούβαςησ 

(stacking gel) 4% 

Πόκτωμα διαχωριςμοϑ 

(resolving gel) 12.5% 

30.3 g/L Tris 3 mL Yπερκϊθαρο νερϐ 3.5  mL Yπερκϊθαρο νερϐ 

 

144 g/L γλυκύνη 

 

0.25M Tris 

3.75 mL        SDS 0.2% (w/v) 

pH 6.8 

0.25M Tris 

9.4 mL          SDS 0.2% (w/v) 

pH 6.8 

SDS  1% (w/v) 0.75 mL Ακρυλαμύδιο 40 % 5.8 mL Ακρυλαμύδιο 40 % 

pH 8.3 20 μL TEMED 30 μL TEMED 

 60 μL APS 10% (w/v) 90 μL APS 10% (w/v) 

 

 

Για την προετοιμαςύα των δειγμϊτων προσ αξιολϐγηςη χρηςιμοποιόθηκαν το 

SDS και η β-μερκαπτοαιθανϐλη, ϐπου το πρϔτο αποτελεύ ϋνα ιοντικϐ 

απορρυπαντικϐ και η δεϑτερη ϋνωςη αναγωγικϐ παρϊγοντα. Η παρουςύα του 

SDS και μετϊ απϐ θϋρμανςη, αποδιατϊςςει την τριτοταγό δομό των πρωτεώνϔν 

εξουδετερϔνοντασ τουσ δευτερεϑοντεσ μη διςουλφιδικοϑσ δεςμοϑσ ενϔ τησ β-

μερκαπτοαιθανϐλησ εξαςφαλύζει αποδιατακτικϋσ ςυνθόκεσ ϔςτε να αναχθοϑν 

οι διςουλφιδικού δεςμού τουσ. Επιπλϋον, το SDS προςδϋνεται ςτισ πρωτεΐνεσ ςε 

αναλογύα με το βϊροσ τουσ ϋτςι ϔςτε το ενδογενϋσ φορτύο του μακρομορύου να 
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εύναι τελικϊ ελϊχιςτο ςε ςϑγκριςη με το αρνητικϐ φορτύο που ϋχει προςδωθεύ 

απϐ το SDS και η κινητικϐτητϊ ςτο πόκτωμα να εύναι ςυνϊρτηςη του 

πρωτεώνικοϑ μοριακοϑ βϊρουσ. Ειδικϐτερα, η μεθοδολογύα που ακολουθεύται για 

την προετοιμαςύα των προσ ηλεκτροφϐρηςη δειγμϊτων περιλαμβϊνει το 

βραςμϐ για ~5 min των απομονωμϋνων πρωτεώνικϔν διαλυμϊτων ϐγκου 15 μL 

ςτα οπούα εύχαν προςτεθεύ 7 μL διαλϑματοσ φϐρτωςησ (loading buffer). Η 

ςϑςταςη του διαλϑματοσ φϐρτωςησ εύναι: 1 g SDS, 5 mL 0.25 M Tris pH 6.8, 2.5 

mL 50% (w/w) γλυκερϐλη, 2.5 mL β-μερκαπτοαιθανϐλη, 4 mL 0.1% (w/v) 

κυανοϑν βρωμοφαινϐλησ.  

Σα πρωτεώνικϊ δεύγματα καθϔσ και 5-7 μL πρϐτυπου διαλϑματοσ πρωτεώνϔν 

γνωςτοϑ μοριακοϑ βϊρουσ (Unstained Protein Molecular Weight Marker, 

Fermentas, Πύνακασ 2.1.5)  τοποθετόθηκαν ςτισ ςχηματιςμϋνεσ οπϋσ του 

πηκτϔματοσ και ακολοϑθηςε ηλεκτροφϐρηςη υπϐ ϋνταςη ηλεκτρικοϑ ρεϑματοσ 

35 mA ανϊ πόκτωμα για ~1 h. Μετϊ το πϋρασ τησ ηλεκτροφϐρηςησ το πόκτωμα 

απομακρϑνθηκε απϐ τισ γυϊλινεσ πλϊκεσ και εμβαπτύςτηκε ςε διϊλυμα χρϔςησ  

(Staining solution) ςϑςταςησ: 40% (v/v) μεθανϐλη, 10% (v/v) οξικϐ οξϑ, 0.4% 

(w/v) Coomassie G-250, για περύπου 20 min υπϐ όπια ανϊδευςη ςτην ειδικό 

ςυςκευό Orbit LS, Labnet (Μεγϊλη Βρετανύα). Σϋλοσ, ακολοϑθηςε 

αποχρωματιςμϐσ με διαδοχικϋσ πλϑςεισ ςε διϊλυμα αποχρωματιςμοϑ 

(Destaining solution) ςϑςταςησ: 40% (v/v) μεθανϐλη, 10% (v/v) οξικϐ οξϑ, 

ομούωσ υπϐ όπια ανϊδευςη, ϔςτε να εμφανιςτοϑν και να αξιολογηθοϑν οι 

πρωτεώνικϋσ ζϔνεσ. 

 

Πύνακασ 2.1.5 Η ςϑςταςη του προτϑπου διαλϑματοσ πρωτεώνϔν γνωςτοϑ Μ.Β. 

(Unstained Protein Molecular Weight Marker, Fermentas) που χρηςιμοποιόθηκε 

για την αξιολϐγηςη των απομονωμϋνων πρωτεώνϔν.  

MW ( kDa) ΠρωτεϏνη Προϋλευςη 

116.0 β -γαλακτοζιδϊςη E. coli 

66.2 Αλβουμύνη οροϑ βοδινοϑ Πλϊςμα βοδινοϑ αύματοσ 

45.0 Ωαλβουμύνη Αςπρϊδι αυγοϑ κϐτασ 



77 
 

35.0 Γαλακτικό αφυδρογονϊςη Μϑεσ χούρων 

25.0 REase Bsp98I E. coli 

18.4 β-λακτογλοβουλύνη Γϊλα αγελϊδοσ 

14.4 Λυςοζϑμη Αςπρϊδι αυγοϑ κϐτασ 

 

 

2.1.3.vi Ποςοτικϐσ προςδιοριςμϐσ απομονωμϋνων πρωτεώνϔν 

Οι πρωτεϏνεσ των οπούων η καθαρϐτητα ταυτοποιόθηκε μϋςω τησ 

ηλεκτροφϐρηςησ SDS-PAGE εμφανύζοντασ την επιθυμητό ευδιϊκριτη ζϔνη ςτο 

πόκτωμα, αξιολογόθηκαν περαιτϋρω ωσ προσ τη ςυγκϋντρωςό τουσ. Ο 

προςδιοριςμϐσ τησ ςυγκϋντρωςησ ϋγινε κυρύωσ με φαςματοςκοπικό μϋθοδο 

μϋτρηςησ τησ απορρϐφηςησ του καθαροϑ πρωτεώνικοϑ διαλϑματοσ ςε μόκοσ 

κϑματοσ 280 nm αλλϊ και με τη μϋθοδο Bradford. Η φαςματοςκοπικό μϋθοδοσ 

πλεονεκτεύ ϋναντι τησ μεθϐδου Bradford αφοϑ εύναι ςϑντομη, δεν καταςτρϋφει 

το χρηςιμοποιοϑμενο για τη μϋτρηςη πρωτεώνικϐ δεύγμα ενϔ απαιτεύ μικρό 

ποςϐτητϊ του. 

Ο προςδιοριςμϐσ τησ πρωτεώνικόσ ςυγκϋντρωςησ με μϋτρηςη τησ 

απορρϐφηςησ ςτα 280 nm, ϐπου απορροφοϑν τα αρωματικϊ αμινοξϋα των 

πρωτεώνϔν [Stoscheck, 1990], εφαρμϐζεται ϐταν η πρωτεϏνη βρύςκεται ςε 

μεγϊλη καθαρϐτητα ςτο διϊλυμα και χρηςιμοποιεύται το μαθηματικϐ μοντϋλο: 

Cmg/mL = (O.D.280nm × MW) / ε 

μϋτρηςη τησ απορρϐφηςησ του πρωτεώνικοϑ δεύγματοσ ςτα 280 nm. 

ϐπου:  

Cmg/mL : η ςυγκϋντρωςη πρωτεϏνησ ςε mg/mL, 

O.D.280nm : η τιμό τησ οπτικόσ πυκνϐτητασ του διαλϑματοσ με τη χρόςη 

κυψελύδασ χαλαζύα οπτικόσ διαδρομόσ 1 cm ϋπειτα απϐ το μηδενιςμϐ με το 

ύδιο διϊλυμα απουςύα πρωτεϏνησ, 

M.W. : το μοριακϐ βϊροσ του πρωτεώνικοϑ μορύου,  
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ε : ο μοριακϐσ ςυντελεςτόσ απϐςβεςησ (M-1/cm-1) (molar extinction 

coefficient) τησ εκϊςτοτε πρωτεϏνησ ςϑμφωνα με το πρϐγραμμα ProtParam 

του ExPASy [Gasteiger, et al. 2003]. 

Η μϋτρηςη τησ ςυγκϋντρωςησ ςϑμφωνα με τη μϋθοδο Bradford βαςύςτηκε 

ςτην ιδιϐτητα τησ ϐξινησ χρωςτικόσ Coomassie Brilliant Blue G-250 να 

προςδϋνεται κυρύωσ ςε βαςικϊ και αρωματικϊ κατϊλοιπα πρωτεώνϔν, 

ειδικϐτερα κατϊλοιπα αργινύνησ, ϔςτε να εμφανύζεται ϋγχρωμο προώϐν ϋνταςησ 

ανϊλογησ τησ ςυγκϋντρωςησ τησ πρωτεϏνησ. Η τιμό τησ απορρϐφηςησ του 

ςυμπλϐκου πρωτεϏνη - χρωςτικό ςτα 595 nm καθορύζει και την τιμό τησ 

ςυγκϋντρωςησ μετϊ απϐ ςϑγκριςη και με πρϐτυπη καμπϑλη βαθμονϐμηςησ. Για 

την καταςκευό τησ καμπϑλησ αναφορϊσ χρηςιμοποιεύται ωσ πρϐτυπη πρωτεϏνη 

η αλβουμύνη οροϑ βοδινοϑ ςε γνωςτϋσ τιμϋσ ςυγκεντρϔςεων [Bradford, 1976]. 

 

 

2.1.4 Ποιοτικό και ποςοτικό αξιολϐγηςη τησ ενζυμικόσ ενεργϐτητασ 

των StGE2 και PaGE1 

Η πειραματικό διαδικαςύα αξιολϐγηςησ τησ ενεργϐτητασ και υπολογιςμοϑ 

των κινητικϔν ςταθερϔν των GEs για τη δημιουργύα πρωτοκϐλλου ταχεύασ 

ανύχνευςησ των προώϐντων υδρϐλυςησ περιελϊμβανε: 

α) την ποιοτικό αξιολϐγηςη τησ ενζυμικόσ ενεργϐτητασ με χρωματογραφύα 

λεπτόσ ςτοιβϊδασ (TLC), 

β) την ενζυμικό αντύδραςη παρουςύα εμπορικϊ διαθϋςιμου υποςτρϔματοσ 

βενζυλεςτϋρα του D-γλυκουρονικοϑ οξϋοσ (BnGlcA, §3.1, ΢χόμα 3.1.1), 

γ) τον προςδιοριςμϐ τησ παραγϐμενησ βενζυλικόσ αλκοϐλησ με χρόςη 

ςυςτόματοσ διαχωριςμοϑ HPLC και 

δ) τον φαςματοφωτομετρικϐ προςδιοριςμϐ τησ απελευθϋρωςησ D-

γλυκουρονικοϑ οξϋοσ (GlcA) με χρόςη τησ μεθϐδου του εμπορικοϑ ενζυμικοϑ 

ςκευϊςματοσ D-Glucuronic Acid/D-Galacturonic Acid Assay Kit Megazyme 

(Ιρλανδύα). 
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Λϐγω τησ περιοριςμϋνησ διαλυτϐτητασ του υποςτρϔματοσ BnGlcA ςτο νερϐ 

χρηςιμοποιόθηκε για τη διαλυτοπούηςη του διμεθυλο-ςουλφοξεύδιο (DMSO) ςε 

τελικό ςυγκϋντρωςη 250 mM και φϑλαξη ςτουσ -20°C. Ωσ μονϊδα ενζυμικόσ 

δραςτικϐτητασ (unit, U) ορύζεται η ποςϐτητα του ενζϑμου που απαιτεύται για 

την απελευθϋρωςη 1 μmol προώϐντοσ (βενζυλικό αλκοϐλη ό GlcA αντύςτοιχα) 

ανϊ min, ςε θερμοκραςύα 45°C για την StGE2 και 35°C για την PaGE1, 

αντύςτοιχα. Η θερμοκραςύα που επελϋγει για τη διεξαγωγό τησ ενζυμικόσ 

υδρϐλυςησ παρουςύα τησ θερμϐφιλησ StGE2 όταν 45°C ϔςτε να αποφευχθεύ 

υψηλϐσ βαθμϐσ αυτοϒδρϐλυςησ του εςτϋρα (ϊυξηςη ςε υψηλϐτερη 

θερμοκραςύα) αλλϊ να εξαςφαλύζεται η υψηλό δραςτικϐτητα και ςταθερϐτητα 

του ενζϑμου (βϋλτιςτη ςτουσ 55°C [Topakas et al., 2010]). ΢την περύπτωςη τησ 

μεςϐφιλησ PaGE1, η θερμοκραςύα που επελϋγει βϊςει μη δημοςιευμϋνων 

πειραματικϔν δεδομϋνων (του Εργαςτηρύου Biotechnologie des Champignons 

Filamenteux – Polytech Marseille απϐ την ομϊδα του Jean–Guy Berrin, Γαλλύα) 

όταν 35°C αφοϑ η βϋλτιςτη εύχε προςδιοριςτεύ ςτουσ 37°C και πϋραν αυτόσ το 

ϋνζυμο εμφανύζει ταχεύα απϔλεια τησ δραςτικϐτητασ του. Σο pH τησ αντύδραςησ 

και ςτισ δϑο περιπτϔςεισ ρυθύςτηκε με Ρ.Δ. φωςφορικοϑ καλύου 100 mM ςτο 

6.0 καθϔσ ςτο βϋλτιςτο και για τα δϑο ϋνζυμα pH 7.0 παρατηροϑνταν αυξημϋνη 

αυτοϒδρϐλυςη του εςτϋρα ςτισ αντιδρϊςεισ ελϋγχου. Ο τερματιςμϐσ τησ 

αντύδραςησ για την ανϊλυςη μϋςω HPLC ϋγινε με διϊλυμα CH3COOH ενϔ κατϊ 

τη διϊρκεια των μετρόςεων τα δεύγματα φυλϊςςοταν ςε παγϐλουτρο. Όλεσ οι 

αντιδρϊςεισ ϋλαβαν χϔρα εισ τριπλοϑν.  

Αναλυτικϐτερα η πειραματικό διαδικαςύα εύχε ωσ εξόσ: 

α) Για την ποιοτικό ανϊλυςη με TLC, 5 mM BnGlcA ςε Ρ.Δ. φωςφορικοϑ καλύου 

50 mM pH 6 ϐγκου αντύδραςησ 500 μL, επωϊςτηκε για 30 min παρουςύα εύτε 

απομονωμϋνησ PaGE1 (50 μg) ςε θερμοκραςύα 35 °C εύτε ςυμπυκνωμϋνου μετϊ 

απϐ διόθηςη υπερκεύμενου καλλιϋργειασ StGE2 (1 μg) ςε θερμοκραςύα 45 °C. Οι 

αντιδρϊςεισ ελϋγχου παραςκευϊςτηκαν ομούωσ παρουςύα απενεργοποιημϋνων 

ενζϑμων (βραςμϐσ). Ακολοϑθηςε ανϊλυςη με TLC και ςϑςτημα ανϊπτυξησ 

βουτανϐλη:αιθανϐλη:νερϐ (10:5:2, v/v) ενϔ για την οπτικοπούηςη 

χρηςιμοποιόθηκε διϊλυμα Ν-1-ναφθυλαιθυλενο-διχλωροδιαμύνησ 6.5 mM ςε 3 

% (v/v) θειικϐ οξϑ [Bounias, 1980] ϐπωσ περιγρϊφεται αναλυτικϊ ςτην §2.1.7. 
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β) Η ποςοτικοπούηςη τησ ενζυμικόσ δρϊςησ των GEs τϐςο μϋςω HPLC ανϊλυςησ 

ϐςο και μϋςω φωτομετρικοϑ προςδιοριςμοϑ, περιελϊμβανε αρχικϊ εκκύνηςη τησ 

αντύδραςησ υδρϐλυςησ με προςθόκη 30 μL του αντύςτοιχου ενζϑμου ςε Tris-HCl 

20 mM pH 8, ενϔ το εϑροσ ςυγκεντρϔςεων υποςτρϔματοσ όταν 0.25 – 20 mM, 

ςε τελικϐ ϐγκο 470 μL Ρ.Δ. φωςφορικοϑ καλύου 100 mM pH 6. Οι αντιδρϊςεισ 

υδρϐλυςησ πραγματοποιόθηκαν ςε θερμαινϐμενο επωαςτόρα υπϐ ανϊδευςη 

900 ςτροφϔν/min ςε τελικϐ ϐγκο 500 μL. Για τον τερματιςμϐ τησ αντύδραςησ 

μετϊ την πϊροδο 30 min, προςτύθονταν 100 μL CH3COOH αποφεϑγοντασ το 

βραςμϐ και περαιτϋρω αυτοϒδρϐλυςη του εςτϋρα. Ακολοϑθηςε φυγοκϋντρηςη 

3000 ςτροφϋσ (rpm) για 10 min και το υπερκεύμενο διϊλυμα εξεταζϐταν εύτε 

μϋςω ςυςτόματοσ διαχωριςμοϑ HPLC εύτε φαςματοφωτϐμετρου μικροπλακϔν 

και χρόςη εμπορικοϑ ενζυμικοϑ ςκευϊςματοσ. Όλεσ οι αντιδρϊςεισ 

πραγματοποιόθηκαν με χρόςη αντύςτοιχων αντιδρϊςεων ελϋγχου (control). 

γ) Οι κινητικϋσ μελϋτεσ ϋγιναν ςε εϑροσ ςυγκεντρϔςεων υποςτρϔματοσ 0.25 – 

20 mΜ και η ανϊλυςη των δειγμϊτων ϋγινε με το ςϑςτημα HPLC (Jasco PU 987) 

με ςτόλη αντύςτροφησ φϊςησ C-18 (CC 250/4.6 Nucleosil 100-5, Macherey-

Nagel). Μετϊ απϐ δοκιμαςύεσ για τον ικανοποιητικϐ διαχωριςμϐ υδρολυϐμενου 

BnGlcA και προώϐντοσ βενζυλικόσ αλκοϐλησ ωσ κινητό φϊςη χρηςιμοποιόθηκε 

CH3CN:H2O ςε αναλογύα 6:4 (v/v) και ροό 0.4 mL/min ςε θερμοκραςύα 

περιβϊλλοντοσ. Η ανύχνευςη ϋγινε φωτομετρικϊ ςτα 254 nm ςε ανιχνευτό UV-

Vis ProStar 335 ΢υςτοιχύασ Διϐδων (Agilent Technologies) με ενϋςιμο ϐγκο 

δεύγματοσ 50 μL και χρϐνο καταγραφόσ 15 min, ενϔ η ολοκλόρωςη των 

κορυφϔν ϋγινε μϋςω των λογιςμικϔν Borwin v 1.22 και Varian Pro Star 

αντύςτοιχα για κϊθε ανιχνευτό. Για την καμπϑλη αναφορϊσ χρηςιμοποιόθηκε 

πρϐτυπο διϊλυμα βενζυλικόσ αλκοϐλησ και εϑροσ ςυγκεντρϔςεων 0.5 – 12 mΜ. 

Έπειτα απϐ αφαύρεςη των τιμϔν τησ αυτοϒδρϐλυςησ του BnGlcA, 

υπολογύςτηκαν οι ειδικϋσ ενεργϐτητεσ (Units/mg) και εκτιμόθηκαν οι ςταθερϋσ 

Michaelis - Menten KM, Vmax και kcat, καθϔσ και ο λϐγοσ kcat/KΜ μϋςω 

βελτιςτοπούηςησ τησ εξύςωςησ Michaelis-Menten με μη γραμμικό μϋθοδο 

ελαχύςτων τετραγϔνων. Για το λϐγο αυτϐ, χρηςιμοποιόθηκε το πρϐγραμμα 

scipy.optimize.leastsq  ϐπωσ διατύθεται απϐ το πακϋτο SciPy (scipy.org) με 

χρόςη του αλγϐριθμου Levenberg-Marquardt του πακϋτου Μinpack  
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(netlib.org/minpack), ενϔ τα ϐρια εμπιςτοςϑνησ των τιμϔν υπολογύςτηκαν με 

το πρϐγραμμα lmfit (lmfit.github.io/lmfitpy) του πακϋτου python (python.org).   

δ) Επικουρικϊ, ϋγινε φαςματοφωτομετρικϐσ προςδιοριςμϐσ του παραγϐμενου 

GlcA με τη χρόςη του εμπορικοϑ ενζυμικοϑ ςκευϊςματοσ D-Glucuronic Acid/D-

Galacturonic Acid Assay Kit Megazyme προσ αξιολϐγηςη τησ ενζυμικόσ 

ενεργϐτητασ τησ StGE2 ςτο ύδιο εϑροσ ςυγκεντρϔςεων υποςτρϔματοσ με μύα 

εναλλακτικό μϋθοδολογύα. Οι ενζυμικϋσ αντιδρϊςεισ πραγματοποιόθηκαν κατϊ 

τον τρϐπο που περιγρϊφηκε, ωςτϐςο για τον τερματιςμϐ τησ αντύδραςησ δε 

χρηςιμοποιόθηκε CH3COOH καθϔσ ο προςδιοριςμϐσ ϐπωσ καθορύζεται απϐ το 

εμπορικϐ ςκεϑαςμα απαιτεύ βαςικϐ pH διαλϑματοσ. Ειδικϐτερα, το πρωτϐκολλο 

του ςκευϊςματοσ βαςύζεται ςε ϋμμεςο προςδιοριςμϐ με μϋτρηςη τησ 

απορρϐφηςησ του παραγϐμενου NADH ςτα 340 nm κατϊ την οξεύδωςη του υπϐ 

εξϋταςη προώϐντοσ GlcA απϐ την γλυκουρονικό αφυδρογονϊςη. Η ςυγκεκριμϋνη 

μϋτρηςη απαιτεύ ρϑθμιςη του pH ςτο 7.4 γεγονϐσ που αποκλεύει τον τερματιςμϐ 

τησ ενζυμικόσ υδρϐλυςησ του εςτϋρα με προςθόκη  CH3COOH. Παρϊλληλα, 

τερματιςμϐσ με βραςμϐ θα επϋφερε ςε απαγορευτικϐ βαθμϐ αυτοϒδρϐλυςη του 

BnGlcA οδηγϔντασ ςε αναξιϐπιςτεσ μετρόςεισ. Για το λϐγο αυτϐ τα δεύγματα 

μετϊ την ενζυμικό υδρϐλυςη 30 min τοποθετόθηκαν ςε παγϐλουτρϐ ϔςτε να 

μετριαςτεύ τϐςο η δρϊςη τησ θερμϐφιλησ StGE2 ϐςο και η αυτοϒδρϐλυςη του 

υποςτρϔματοσ. Μετϊ απϐ φυγοκϋντρηςη ςτισ 3000 ςτροφϋσ (rpm) για 10 min, 

το υπερκεύμενο διϊλυμα αναλϑθηκε με τη χρόςη φωτομϋτρου μικροπλακϔν 

(Microplate reader) SpectraMax 250 (Molecular Devices, Η.Π.Α.) ςτουσ 25°C. Για 

την καταςκευό καμπυλϔν αναφορϊσ του GlcA χρηςιμοποιόθηκαν διαφορετικϋσ 

ςυγκεντρϔςεισ προτϑπου διαλϑματοσ ςε ςυνθόκεσ ύδιεσ με αυτϋσ ανϊλυςησ και 

αφοϑ ςυνυπολογύςτηκαν οι αντιδρϊςεισ ελϋγχου, ϋγινε ποςοτικοπούηςη τησ 

ειδικόσ ενζυμικόσ ενεργϐτητασ (U/mg) ενϔ η  εκτύμηςη των κινητικϔν 

ςταθερϔν ϋγινε με με την εφαρμογό DataAnalysis (Data Evaluation Systems, 

Evan Kantrowitz). 
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2.1.5 ΢χηματιςμϐσ ενζυμικϔν ςυςςωματωμϊτων διαςταυροϑμενων 

δεςμϔν 

Η χρόςη των ενζυμικϔν ςυςςωματωμϊτων διαςταυροϑμενων δεςμϔν (Cross 

Linked Enzyme Aggregates, CLEAs) ςτον τομϋα τησ βιομηχανικόσ 

βιοτεχνολογύασ προςφϋρει οικονομικϊ και περιβαλλοντικϊ πλεονεκτόματα. ΢ε 

αυτϊ ςυγκαταλϋγονται αρχικϊ, η απλό μεθοδολογύα παραγωγόσ τουσ απϐ 

εκχυλύςματα πολυενζυμικϔν μιγμϊτων και η αποφυγό υψηλοϑ κϐςτουσ φορϋων 

ακινητοπούηςησ. Η ακινητοπούηςη με πρϐςδεςη ςε φορεύσ ϐπωσ 

ιοντοανταλλακτικϋσ ρητύνεσ ό ο εγκλειςμϐσ ςε αδρανεύσ φορεύσ αν και 

διευκολϑνει τον πειραματικϐ χειριςμϐ, ςε αντύθεςη με την ελεϑθερη μορφό των 

ενζϑμων, μειονεκτεύ κυρύωσ λϐγω τησ μεγϊλησ μη καταλυτικόσ μϊζασ που 

ανϋρχεται ςε ποςοςτϐ 90-99% τησ ςυνολικόσ. Για το λϐγο αυτϐ, η μεύωςη τησ 

κατ’ϐγκον ενεργϐτητασ οδηγεύ ςε χαμηλϐτερη παραγωγικϐτητα. ΢υνεπϔσ, ςε 

ςϑγκριςη με ϊλλεσ μεθϐδουσ ακινητοπούηςησ, η χρόςη των CLEAs εύναι πολλϊ 

υποςχϐμενη. Η δυνατϐτητα αποθόκευςόσ τουσ, η ςταθερϐτητϊ τουσ ϋναντι 

μετουςύωςησ λϐγω θερμοκραςύασ, οργανικϔν διαλυτϔν ό πρωτεϐλυςησ ςε 

ςυνδυαςμϐ με την υψηλό καταλυτικό απϐδοςη και την ευκολύα ςτην ανϊκτηςη 

και ανακϑκλωςό τουσ, τα αναδεικνϑει ςε ιδανικό επιλογό για  βιοκαταλυτικϋσ 

διεργαςύεσ. Η γλουταραλδεϓδη αποτελεύ γενικϊ τον παρϊγοντα που επιλϋγεται 

για τη δημιουργύα διαςταυροϑμενων δεςμϔν (cross-linking) καθϔσ εύναι μικροϑ 

κϐςτουσ και ευρϋωσ εμπορικϊ διαθϋςιμο αντιδραςτόριο. Αν και η χημικό 

διαδικαςύα των διαςταυροϑμενων δεςμϔν δεν εύναι πλόρωσ αποςαφηνιςμϋνη, 

θεωρεύται ϐτι βαςύζεται ςτο ςχηματιςμϐ βϊςεων Schiff μϋςω ενδο- και 

διαμοριακϔν αλληλεπιδρϊςεων των ελεϑθερων αμινομϊδων καταλούπων 

Λυςύνησ ςτισ επιφϊνειεσ γειτονικϔν ενζυμικϔν μορύων με το διλειτουργικϐ 

αντιδραςτόριο [Sheldon, 2011].  

 

2.1.5.i Ακινητοπούηςη StGE2  

Σϐςο η απομονωμϋνη StGE2 ϐςο και το υπερκεύμενο διϊλυμα καλλιϋργειϊσ 

τησ (crude, μετϊ τισ πρϔτεσ διηθόςεισ του ϐπωσ περιγρϊφεται ςτην §2.1.3.iv.γ), 

ακινητοποιόθηκαν μϋςω τησ μεθϐδου ςχηματιςμοϑ ενζυμικϔν 
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ςυςςωματωμϊτων διαςταυροϑμενων δεςμϔν (cross-linked enzyme aggregates, 

CLEAs). Η μϋθοδοσ περιλαμβϊνει δϑο βαςικϊ ςτϊδια: την καταβϑθιςη του 

ενζϑμου μετϊ απϐ προςθόκη του ςε διϊλυμα ενϐσ παρϊγοντα καταβϑθιςησ και 

τη δημιουργύα διαςταυροϑμενων δεςμϔν (cross-linking) με προςθόκη 

κατϊλληλου διδραςτικοϑ αντιδραςτηρύου ςτο διϊλυμα καταβυθιςμϋνου 

ενζϑμου ϐπωσ εύναι η γλουταραλδεϓδη [Schoevaart et al. 2004, Sheldon, 2011, 

Vafiadi et al., 2007]. 

Ειδικϐτερα, κατϊ το πρϔτο ςτϊδιο τησ καταβϑθιςησ η μεθοδολογύα 

περιελϊμβανε προςθόκη 100 μL ενζυμικοϑ διαλϑματοσ ςε 900 μL κατϊλληλου 

διαλϑματοσ καταβϑθιςησ και ανϊδευςη για 15 min ςε θερμοκραςύα δωματύου. 

Ακολοϑθηςε προςθόκη 9 mL ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ φϑλαξησ τησ πρωτεϏνησ  

Ρ.Δ. φωςφορικοϑ καλύου, pH 6.0 προσ πλόρη επαναδιαλυτοπούηςη του 

πρωτεώνικοϑ ιζόματοσ και ςε pH τϋτοιο ϔςτε η StGE2 να διατηρεύ την επιθυμητό 

ενεργϐτητα [Topakas et al., 2010]. Σο δεϑτερο ςτϊδιο ςχηματιςμοϑ 

διαςταυροϑμενων δεςμϔν μετϊ την καταβϑθιςη του ενζϑμου ό του 

υπερκεύμενου καλλιϋργειϊσ του, αφοροϑςε ςε προςθόκη κατϊλληλησ ποςϐτητασ  

γλουταραλδεΰδησ ςε εξεταζϐμενεσ ςυγκεντρϔςεισ. Για την βελτιςτοπούηςη τησ 

μεθϐδου ςτην παροϑςα διδακτορικό διατριβό οι δοκιμαςύεσ ακινητοπούηςησ 

ϋγιναν με ςυγκεντρϔςεισ γλουταραλδεΰδησ 10, 50, 100, 150 και 200 mM. Η 

μεθοδολογύα μετϊ την προςθόκη γλουταραλδεϓδησ περιελϊμβανε ανϊδευςη του 

μύγματοσ για 3 h ςε θερμοκραςύα δωματύου και μετϋπειτα προςθόκη 9 mL 

ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ. Σο προκϑπτον αιϔρημα που περιεύχε το 

ακινητοποιημϋνο ϋνζυμο (CLEAs) φυγοκεντρόθηκε (12000 rpm, 30 min) και 

μετϊ την απϐχυςη του υπερκειμϋνου ακολοϑθηςε ϋκπλυςη του κολλϔδουσ 

ιζόματοσ του ακινητοποιημϋνου ενζϑμου με 10 mL ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ πριν 

την τελικό φυγοκϋντρηςη. Σϋλοσ, τα ςυςςωματϔματα εξαχνϔθηκαν υπϐ κενϐ 

ςε (freeze-drying), ζυγύςθηκαν και αξιολογόθηκε η ενεργϐτητϊ τουσ. Για την 

ανϊκτηςη μεγαλϑτερησ ποςϐτητασ CLEAs (scale up) και διερεϑνηςη τησ 

ενεργϐτητϊσ τουσ, η μεθοδολογύα επαναλόφθηκε με παραλλαγϋσ ςτισ αρχικϋσ 

ποςϐτητεσ ενζϑμου ό του υπερκειμϋνου καλλιϋργειασ (1 ό 2 mL), του μϋςου 

καταβϑθιςησ, του ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ και τησ ποςϐτητασ γλουταραλδεϓδησ 

διατηρϔντασ τισ αρχικϋσ αναλογύεσ ανϊμιξησ ςταθερϋσ. 
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2.1.5.ii Προςδιοριςμϐσ τησ υδρολυτικόσ δρϊςησ των CLEAs StGE2 

με HPLC ανϊλυςη 

Η ανύχνευςη τησ ενεργϐτητασ τησ ακινητοποιημϋνησ StGE2 τϐςο τησ 

απομονωμϋνησ ϐςο και του υπερκεύμενου καλλιϋργειασ, πραγματοποιόθηκε 

μϋςω HPLC ανϊλυςησ ϋναντι του  D-γλυκουρονικοϑ εςτϋρα τησ  3-(4-

υδροξυφαινυλο)-1-προπανϐλησ (εςτϋρασ C). Η μϋτρηςη ενεργϐτητασ τησ 

ακινητοποιημϋνησ StGE2 μετϊ την ενζυμικό υδρϐλυςη του εςτϋρα C, 

περιελϊμβανε ανύχνευςη και ποςοτικϐ προςδιοριςμϐ τησ παραγϐμενησ 

αλκοϐλησ C. Ωσ μονϊδα ενζυμικόσ δραςτικϐτητασ (unit, U) ορύζεται η ποςϐτητα 

του ενζϑμου που απαιτεύται για την απελευθϋρωςη 1 μmol προώϐντοσ (αλκοϐλη 

C) ανϊ min, ςε θερμοκραςύα 50°C η οπούα και ανϊχθηκε ανϊ mg CLEAs. 

Για τη διεξαγωγό τησ ενζυμικόσ αντύδραςησ, 5 mg κϊθε προσ μελϋτη CLEAs 

διαφορετικόσ ςυγκϋντρωςησ γλουταραλδεϓδησ ό διαφορετικοϑ καταβυθιςτικοϑ 

μϋςου, προςτϋθηκε ςε 250 μL διαλϑματοσ υποςτρϔματοσ εςτϋρα C ςε Ρ.Δ. 

φωςφορικοϑ καλύου pH 6.0 ϔςτε ςε τελικό ςυγκϋντρωςη υποςτρϔματοσ 0.368 

mM. Μετϊ απϐ επϔαςη για 45 min ςτουσ 50 °C υπϐ ανϊδευςη 900 rpm και 

τερματιςμϐ τησ αντύδραςησ με μεταφορϊ ςε παγϐλουτρο για αποφυγό τησ 

αυτοϒδρϐλυςησ του εςτϋρα ακολοϑθηςε φυγοκϋντρηςη (1500 rpm, 1 min) και 

ϊμεςη χρωματογραφικό ανϊλυςη με HPLC. Όλεσ οι αντιδρϊςεισ 

πραγματοποιόθηκαν εισ διπλοϑν με χρόςη αντύςτοιχων αντιδρϊςεων ελϋγχου 

(control), οι οπούεσ περιεύχαν α) 15 μL διϊλυμα απομονωμϋνου ενζϑμου μη 

ακινητοποιημϋνου και 235 μL εςτϋρα C ςε Ρ.Δ. φωςφορικοϑ καλύου pH 6.0, β) 15 

μL διϊλυμα πολυενζυμικοϑ μύγματοσ StGE2 μη ακινητοποιημϋνου και 235 μL 

εςτϋρα C ςε Ρ.Δ. φωςφορικοϑ καλύου pH 6.0 για τον προςδιοριςμϐ τησ 

ενεργϐτητϊσ του και πιθανοϑ ςφϊλματοσ απορρϐφηςησ χρωςτικϔν και ϊλλων 

ενϔςεων του μύγματοσ  και γ) μϐνο 250 μL εςτϋρα C ςε Ρ.Δ. φωςφορικοϑ καλύου 

pH 6.0 για το ςυνυπολογιςμϐ του βαθμοϑ αυτουδρϐλυςησ του εςτϋρα C ςτισ 

ςυνθόκεσ τησ αντύδραςησ. 

Η απελευθϋρωςη τησ παραγϐμενησ αλκοϐλησ C αναλϑθηκε ποιοτικϊ και 

ποςοτικϊ με ςτόλη αντύςτροφησ φϊςησ C18 Nucleosil (250 mm x 4.6 mm) 

Macherey - Nagel (Γερμανύα) και το ςϑςτημα HPLC (Jasco PU 987) με ϐγκο 

δεύγματοσ 20 μL. Ο διαχωριςμϐσ εςτϋρα C και του προώϐντοσ υδρϐλυςησ 
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αλκοϐλη C, ϋγινε ιςοκρατικϊ με κινητό φϊςη CH3OH:H2O ςε αναλογύα 7:3 (v/v) 

και ροό 0.4 mL/min ςε θερμοκραςύα περιβϊλλοντοσ ενϔ η ανύχνευςη 

πραγματοποιόθηκε φωτομετρικϊ (Jasco UV 975) ςτα 220 nm. Οι κορυφϋσ 

καταγρϊφηκαν με χρϐνο ανϊλυςησ τα 15 min για κϊθε δεύγμα ενϔ η 

ολοκλόρωςη των κορυφϔν των χρωματογραφημϊτων επιτεϑχθηκε μϋςω του 

λογιςμικοϑ Borwin v 1.22 Clarity Version 2.3.3.124, DataApex (Σςεχύα). Για την 

καταςκευό καμπϑλησ αναφορϊσ τησ αλκοϐλησ C χρηςιμοποιόθηκαν 

ςυγκεντρϔςεισ των 5, 10, 25, 40, 50 και 60 mg/L ςτο Ρ.Δ. τησ αντύδραςησ. 

 

 

2.1.6 Διερεϑνηςη του ςυνθετικοϑ δυναμικοϑ τησ GE ςε μη 

ςυμβατικϊ ςυςτόματα 

Η ειςαγωγό οργανικϔν διαλυτϔν ςτισ βιοκαταλυτικϋσ αντιδρϊςεισ ςϑνθεςησ 

βαςύζεται ςε πληθϔρα πλεονεκτημϊτων. Αρχικϊ, οι οργανικού διαλϑτεσ 

αυξϊνουν τη διαλυτϐτητα υδρϐφοβων ό περιοριςμϋνησ υδατοδιαλυτϐτητασ 

υποςτρωμϊτων βελτιϔνοντασ την απϐδοςη. Παρϊλληλα, η χημικό ιςορροπύα 

μπορεύ να μετατοπιςτεύ ευνοϔντασ τη ςϑνθεςη αντύ τησ αυθϐρμητησ υδρϐλυςησ 

εύτε τροποποιϔντασ το διαχωριςμϐ του υποςτρϔματοσ/προώϐντοσ μεταξϑ των 

επιθυμητϔν φϊςεων εύτε αντικαθιςτϔντασ την υδατικό φϊςη με 

υδατοδιαλυτοϑσ οργανικοϑσ διαλϑτεσ. Η μεύωςη ό αντικατϊςταςη του υδατικοϑ 

περιεχομϋνου ςτο μύγμα τησ αντύδραςησ μπορεύ να εξαλεύψει τισ ανεπιθϑμητεσ 

αντιδρϊςεισ ϐπωσ η υδρϐλυςη κατϊ τη μετεςτεροπούηςη ενϔ μπορεύ να 

οδηγόςει ςε ϊυξηςη απϐδοςησ ςε επιθυμητϐ προώϐν προςφϋροντασ 

δυνατϐτητεσ ϐπωσ η μεύωςη πιθανόσ αναςτολόσ τησ αντιδραςησ ςϑνθεςησ απϐ 

το ύδιο το προώϐν. Άλλα πλεονεκτόματα τησ μεθϐδου περιλαμβϊνουν την εϑκολη 

ανϊκτηςη του προώϐντοσ και του βιοκαταλϑτη επύ παραδεύγματι μϋςω εξϊτμιςησ 

του οργανικοϑ διαλϑτη ό διόθηςησ [Vermuë & Tramper, 1995]. 

 Προσ αυτόν την κατεϑθυνςη, μύα μεθοδολογύα που χρηςιμοποιεύται εύναι και 

η χρόςη μικρογαλακτωμϊτων απουςύα ταςιενεργϔν ωσ μϋςο χαμηλόσ 

περιεκτικϐτητασ ςε υδατικό φϊςη. Σα μικρογαλακτϔματα απουςύα 

ταςιενεργϔν ουςιϔν αποτελοϑν τριαδικϊ ςυςτόματα που ςυνύςτανται απϐ ϋναν 
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οργανικϐ διαλϑτη, μύα αλειφατικό αλκοϐλη και νερϐ. Παρουςιϊζουν 

θερμοδυναμικό ςταθερϐτητα και αποτελοϑν οπτικϊ διαυγεύσ διαςπορϋσ 

υδατικϔν ςυςτημϊτων μικροςταγονιδύων ςε οργανικϐ διαλϑτη. Ειδικϐτερα, τα 

ςταγονύδια ςταθεροποιοϑνται απϐ τα μϐρια αλκοϐλησ, τα οπούα προςροφϔνται 

ςτην επιφϊνειϊ τουσ προςδύδοντϊσ τουσ ςφαιρικό ςυμμετρύα ενϔ τα ενζυμικϊ 

μϐρια εγκλωβύζονται ςτα υδατικϊ μικροςταγονύδια, δημιουργϔντασ ϋνα παχϑ 

ςτρϔμα νεροϑ. Με αυτϐ το τρϐπο προςτατεϑονται και δεν ϋρχονται ςε επαφό με 

την περιβϊλλουςα οργανικό φϊςη. Σο ςημαντικϐτερο πλεονϋκτημα των μη 

ςυμβατικϔν μικρογαλακτωμϊτων εύναι ϐτι εύναι ελεϑθερα απϐ ταςιενεργϋσ 

ουςύεσ, γεγονϐσ που μειϔνει τα προβλόματα διαχωριςμοϑ του ενζϑμου απϐ τα 

διϊφορα προώϐντα των αντιδρϊςεων. Κατϊ ςυνϋπεια, χϊρη ςτη χρόςη 

μικρογαλακτωμϊτων, εύναι εφικτό η απομϐνωςη και η ανϊκτηςη του ενζϑμου. 

΢το ΢χόμα 2.1.2 απεικονύζεται το διϊγραμμα φϊςεων του τριαδικοϑ μύγματοσ κ-

εξανύου: ιςοπροπανϐλησ: νεροϑ ςτουσ 25 °C. Σα αριθμημϋνα ςημεύα του 

διαγρϊμματοσ φϊςεων αντιςτοιχοϑν ςε διαφορετικϋσ περιεκτικϐτητεσ των 

ςυςτατικϔν του τριαδικοϑ ςυςτόματοσ, ϐπωσ φαύνεται ςτον Πύνακα 2.1.6. 

Αναλυτικϐτερα, διακρύνονται οι ακϐλουθεσ περιοχϋσ:  

 Α: Περιλαμβϊνει τα αςταθό αδιαφανό μικρογαλακτϔματα, τα οπούα 

τεύνουν να διαχωριςτοϑν ςε δϑο ςταθερϋσ φϊςεισ. 

 Β: Αντιπροςωπεϑει τα μικρογαλακτϔματα που ςυνύςτανται απϐ υδατικϊ 

μικροςταγονύδια διαςπειρϐμενα ςε μια εξωτερικό φϊςη κ-εξανύου. Σα 

μικρογαλακτϔματα ςτην περιοχό αυτό εύναι ςταθερϊ και διαυγό. 

 Γ: Η περιοχό αυτό βρύςκεται ανϊμεςα ςτισ περιοχϋσ Β και Δ και ςε αυτόν 

εμφανύζονται δεςμού υδρογϐνου μεταξϑ νεροϑ και ιςοπροπανϐλησ με 

διαςπορϊ ςτο πλοϑςιο ςε κ-εξϊνιο μϋςο, ενϔ τα μικρογαλακτϔματα εύναι 

επύςησ ςταθερϊ και διαυγό. 

 Δ: ΢την περιοχό αυτό τα τριαδικϊ διαλϑματα κ-εξανύου: ιςοπροπανϐλησ: 

νεροϑ εύναι ςταθερϊ και δεν ανιχνεϑονται μικροδομϋσ. 
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΢χόμα 2.1.2  Διϊγραμμα φϊςεων του τριαδικοϑ μύγματοσ κ-εξανύου : ιςο-προπανϐλησ :  νεροϑ 

ϐπου διακρύνονται οι περιοχϋσ δομόσ Α (αςταθό μικρογαλακτϔματα), Β (ςταθερϊ διαυγό 

μικρογαλακτϔματα), Γ (δεςμού υδρογϐνου μεταξϑ νεροϑ - ιςοπροπανϐλησ με διαςπορϊ ςτο 

πλοϑςιο ςε κ-εξϊνιο μϋςο), Δ (ςταθερϊ τριαδικϊ διαλϑματα). 

 

 

Πύνακασ 2.1.6 ΢ϑςταςη του τριαδικοϑ ςυςτόματοσ κ-εξϊνιο:ιςοπροπανϐλη:νερϐ 

(ρυθμιςτικϐ διϊλυμα 0.05Μ Tris-HCl, pH 7.5) [Khmelnitsky et al., 1988] 

΢ϑςτημα ΢ϑςτημα (%v/v) 

 κ-εξϊνιο ιςοπροπανϐλη νερϐ 

1 15.8 65.3 18.9 

2 23.4 64.6 12.0 

3 27.1 64.4 8.5 

4 19.8 74.7 5.5 

5 37.8 57.2 5.0 

6 34.1 63.4 2.5 

7 34.4 63.8 1.8 

8 45.9 47.8 6.3 
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9 47.2 50.8 2.0 

10 55.7 39.7 4.6 

11 53.4 43.4 3.2 

12 56.9 41.5 1.6 

13 58.9 38.4 2.7 

14 64.4 33.4 2.2 

15 71.1 27.7 1.2 

 

Οι περιεκτικϐτητεσ του τριαδικοϑ ςυςτόματοσ που αναφϋρονται ςτην 

περιοχό Β εύναι οι πιο κατϊλληλεσ για αντιδρϊςεισ αντύςτροφων μικκκυλύων. 

Ωςτϐςο, για την εϑρεςη των βϋλτιςτων ςυνθηκϔν ενζυμικόσ δρϊςησ ςτα 

ςυςτόματα αυτϊ, προτεύνονται και δοκιμϋσ ςε ςυςτϊςεισ ϐπωσ ορύζονται απϐ 

τισ περιοχϋσ Γ και Δ, ϐπου εύναι υψηλό η περιεκτικϐτητα τησ μη πολικόσ ουςύασ 

και μπορεύ να υπϊρξει ςταθεροπούηςη και απϐ το το ϋνζυμο που αποτελεύ το 

τϋταρτο ςυςτατικϐ [Khmelnitsky et al., 1988]. 

 

2.1.6.i Διερεϑνηςη ςυνθετικόσ ικανϐτητασ ακινητοποιημϋνησ και 

λυοφιλοποιημϋνησ StGE2 ςε ςυςτόματα  οργανικϔν 

διαλυτϔν απουςύα νεροϑ  

Οι αντιδρϊςεισ διερεϑνηςησ εςτεροπούηςησ και μετεςτεροπούηςησ του D-

γλυκουρονικοϑ οξϋοσ με τη δρϊςη ακινητοποιημϋνησ (CLEAs, §2.1.4.i) ό 

λυοφιλιωμϋνησ StGE2, πραγματοποιόθηκαν με τισ αλειφατικϋσ και αρωματικϋσ 

αλκοϐλεσ καθϔσ και τον εςτϋρα που αναφϋρονται ςτην §2.1.1.iv 

(αναλυτικϐτερα ςτην §3.2.2 και Πύνακασ 3.2.1) εύτε ιςομοριακϊ εύτε ςε 

περύςςεια, παρουςύα μοριακϔν κοςκύνων (molecular sieves) ϔςτε να 

απορροφϊται το παραγϐμενο H2O και η ιςορροπύα τησ αντύδραςησ να ευνοεύ την 

ενζυμικό ςϑνθεςη [Otto & Bornscheuer, 1998]. Η τριτοταγόσ βουτανϐλη (tert-

butanol, TBA) χρηςιμοποιόθηκε για την επύτευξη ιςομοριακϔν ποςοτότων 

αλκοϐλησ ό εςτϋρα και ωσ φορϋασ των αρωματικϔν αλκοολϔν και του 

αρωματικοϑ εςτϋρα ςε περύςςεια, ϔςτε να αποφευχθεύ η τοξικό επύδραςη 
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υψηλϔν ςυγκεντρϔςεων των αντιδρϔντων ςτην ενζυμικό ενεργϐτητα 

[Klibanov, 2001]. Ο ςυνολικϐσ ϐγκοσ των αντιδρϊςεων όταν 1 mL ενϔ 

χρηςιμοποιόθηκαν Eppendorf των 1.5 mL με αεροςτεγϋσ πϔμα που περιεύχαν 

κατϊλληλη ποςϐτητα GlcA ϔςτε η τελικό ςυγκϋντρωςό του να εύναι 50 mM. 

΢την περύπτωςη των CLEAs, χρηςιμοποιόθηκαν 3 mg ακινητοποιημϋνου 

ενζϑμου το οπούο εύχε αξιολϐγηθεύ ωσ προσ τη δραςτικϐτητα ϋναντι του εςτϋρα 

C με HPLC ανϊλυςη ϐπωσ περιγρϊφηκε (§2.1.5.ii), ενϔ ςτην περύπτωςη τησ 

λυοφιλιωμϋνησ StGE2 η εξϊχνωςη υπϐ κενϐ 20 μL ενζϑμου ςυγκϋντρωςησ 2 

mg/mL εύχε όδη λϊβει χϔρα ςτα Ependorff  που θα χρηςιμοποιοϑνταν για τισ 

αντιδρϊςεισ. ΢τη ςυνϋχεια, προςτϋθηκε ο επιθυμητϐσ οργανικϐσ διαλϑτησ και 

ειςόχθει ςε επωαςτόρα με ανϊδευςη 900 rpm θερμοκραςύασ 50 °C για μϋγιςτο 

72 h κατϊ τον οπούο λόφθηκαν δεύγματα ημερηςύωσ. Για τισ αντιδρϊςεισ 

ελϋγχου ακολουθοϑνταν η ύδια μεθοδολογύα απουςύα ακινητοποιημϋνου ό 

λυοφιλοποιημϋνου ενζϑμου. Ο ϋλεγχοσ προϐδου των αντιδρϊςεων ϋγινε με 

χρωματογραφύα λεπτόσ ςτοιβϊδασ (TLC) (§ 2.1.7). 

 

2.1.6.ii Διερεϑνηςη ςυνθετικόσ ικανϐτητασ StGE2 με δοκιμϋσ 

εςτεροπούηςησ και μετεςτεροπούηςησ ςε ςυςτόματα 

μικρογαλακτωμϊτων απουςύα  ταςιενεργϔν ουςιϔν 

Σα ςυςτόματα μικρογαλακτωμϊτων απουςύα επιφανειενεργϔν ουςιϔν 

αποτελοϑνταν απϐ κ-εξϊνιο, αλειφατικό αλκοϐλη ό TBA ςτην οπούα περιϋχονταν 

η αρωματικό αλκοϐλη (ό εςτϋρασ) ωσ αντιδραςτόριο εςτεροπούηςησ (ό 

μετεςτεροπούηςησ ςτην περύπτωςη του εςτϋρα) ςε ιςομοριακό ποςϐτητα ό ςε 

περύςςεια ωσ προσ διαλυτοποιημϋνο GlcA ςε Ρ.Δ. φωςφορικοϑ καλύου pH 6.0 

(υδατικό φϊςη).  Σα τριαδικϊ αυτϊ μύγματα αποτελοϑν ομογενό και οπτικϊ 

ιςϐτροπα ςυςτόματα, ϐπωσ περιγρϊφεται ςτην §2.1.6, ενϔ η ιςοπροπανϐλη 

αντικαταςτϊθηκε απϐ την TBA. Σα παραπϊνω διαλϑματα χρηςιμοποιόθηκαν ωσ 

μϋςα αντιδρϊςεων τησ εν δυνϊμει εςτεροπούηςησ (ό μετεςτεροπούηςησ) με τη 

δρϊςη τησ StGE2 ςε τριαδικϊ ςυςτόματα μικρογαλακτωμϊτων αναλογιϔν κ-

εξανύου: TBA: υδατικόσ φϊςησ 

 α) 47.2: 50.8: 2.0 (v/v/v),  
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β) 53.4: 43.4: 3.2 (v/v/v) και  

γ) 37.8: 57.2: 5 (v/v/v). 

Για τισ δοκιμϋσ αντιδρϊςεων εςτεροπούηςησ του D-γλυκουρονικοϑ οξϋοσ με 

τη δρϊςη τησ StGE2 χρηςιμοποιόθηκαν οι αλκοϐλεσ:  

 1-βουτανϐλη,  

 2-βουτανϐλη, 

 1-επτανϐλη,  

 βενζυλικό αλκοϐλη,  

 3-φαινυλο-1-προπανϐλη (Α),   

 κινναμικό αλκοϐλη (Β) και  

 3-(4-υδροξυφαινυλο)-1- προπανϐλη (C)  

ενϔ για αυτϋσ τησ μετεςτεροπούηςησ ο οξικϐσ εςτϋρασ τησ κινναμικόσ αλκοϐλησ 

(Β).  

Κατϊ την αντύδραςη ςϑνθεςησ, η αλειφατικό αλκοϐλη (βουτανϐλη-1 ό 

επτανϐλη-1) εκτϐσ απϐ  απαραύτητο ςυςτατικϐ για τη ςταθεροπούηςη του 

μικρογαλακτϔματοσ αποτελοϑςε και αντιδρϔν ςε περύςςεια. Αντύθετα, ςτην 

περύπτωςη των αρωματικϔν αλκοολϔν (βενζυλικό αλκοϐλη και αλκοϐλεσ Α,Β 

και C) ό εςτϋρα ωσ αντιδρϔντα, ιςομοριακϊ  ό αναλογύα 1:2 ό ςε περύςςεια, η 

TBA χρηςιμοποιοϑνταν ωσ φορϋασ ςταθεροπούηςησ του μικρογαλακτϔματοσ. Οι 

δοκιμϋσ ϋλαβαν χϔρα ςε ϐγκο αντιδρϊςεων 1 mL και ςε Eppendorf των 1.5 mL 

με αεροςτεγϋσ πϔμα λϐγω τησ πτητικϐτητασ των ςυςτατικϔν. Η διεξαγωγό των 

δοκιμϔν αντύδραςησ περιελϊμβανε ανϊμιξη των αλκοολϔν προσ εςτεροπούηςη 

ςε περύςςεια ό διαλυτοποιημϋνεσ ςε TBA ςε κατϊλληλεσ ςυγκεντρϔςεισ, με κ-

εξϊνιο. Για την ϋναρξη τησ αντύδραςησ ςτο οργανικϐ μύγμα προςτϋθηκε Ρ.Δ. 

φωςφορικοϑ καλύου ςτο οπούο όταν διαλυτοποιημϋνα 25 mM D-γλυκουρονικοϑ 

οξϋοσ και 20 μL ενζϑμου ςυγκϋντρωςησ 2.0 mg/mL. Οι αντιδρϊςεισ ελϋγχου 

ακολουθοϑςαν την ύδια μεθοδολογύα με αντικατϊςταςη του ϐγκου του ενζϑμου 

απϐ αντύςτοιχο ϐγκο Ρ.Δ. Μετϊ απϐ ϊμεςη και ϋντονη ανϊδευςη (~2 min) το 

μικρογαλϊκτωμα ςταθεροποιοϑνταν (διαυγϋσ μονοφαςικϐ ςϑςτημα) και 

ειςϊγονταν ςε επωαςτόρα με ανϊδευςη 900 rpm επιλεγμϋνησ θερμοκραςύασ 

(δοκιμϋσ πραγματοποιόθηκαν ςε θερμοκραςύεσ 45 °C, 50 °C ό 55 °C) για μϋγιςτο 

χρονικϐ διϊςτημα 72 h κατϊ το οπούο λαμβϊνονταν δεύγματα ημερηςύωσ. Ο 
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ϋλεγχοσ προϐδου των αντιδρϊςεων γινϐταν ποιοτικϊ με χρωματογραφύα λεπτόσ 

ςτοιβϊδασ (TLC) (§ 2.1.7). 

 

 

2.1.7 Ποιοτικό ανϊλυςη προώϐντων αντιδρϊςεων με TLC – 

Απομϐνωςη ζϔνησ ενδιαφϋροντοσ 

Η ανύχνευςη και αξιολϐγηςη προώϐντων των αντιδρϊςεων εςτεροπούηςησ και 

μετεςτεροπούηςησ ςε μη ςυμβατικϊ ςυςτόματα για τη διερεϑνηςη τησ 

ςυνθετικόσ ικανϐτητασ τησ StGE2, περιελϊμβανε τη μϋθοδο τησ 

χρωματογραφύασ λεπτόσ ςτοιβϊδασ (TLC). Η μεθοδολογύα τησ TLC βαςύζεται 

ςτισ αρχϋσ τησ χρωματογραφύασ αφοϑ χρηςιμοποιεύται ωσ ςτατικό φϊςη, λεπτό 

ροφητικό ςτοιβϊδα ενϔ ωσ κινητό φϊςη ςϑςτημα διαλϑτη ανϊπτυξησ.  

Ειδικϐτερα, η ςτατικό φϊςη επιςτρϔνεται ςε γυαλύ, πλαςτικϐ ό αλουμύνιο 

ϐπου τα δϑο τελευταύα εύναι και τα δημοφιλϋςτερα λϐγω τησ ελαςτικϐτητασ και 

τησ ευκολύασ κοπόσ τουσ χωρύσ καταςτροφό τησ επύςτρωςησ. Σο διοξεύδιο του 

πυριτύου (Silica gel), τριοξεύδιο του αργιλύου (Alumina) ό ρητύνεσ με ϐξινεσ ό 

βαςικϋσ ομϊδεσ χρηςιμοποιοϑνται ςυνόθωσ ωσ υλικϊ επύςτρωςησ αναμεμιγμϋνα 

με μικρό ποςϐτητα διϋνυδρου θειώκοϑ αςβεςτύου (γϑψοσ) ϔςτε να εξαςφαλιςτεύ 

καλό προςκϐλληςη ςτο φορϋα επύςτρωςησ. Η επιλογό του κατϊλληλου υλικοϑ 

επύςτρωςησ για την ανϊλυςη καθορύζεται απϐ την πολικϐτητα των ενϔςεων 

που πρϋπει να διαχωριςτοϑν αφοϑ για μη πολικϋσ προτιμϊται η alumina και για 

πιο πολικϋσ το silica gel. Η κινητό φϊςη, εξϊλλου, περιλαμβϊνει οργανικοϑσ 

διαλϑτεσ ανϊπτυξησ ό μύγμα τουσ (ϐπωσ εξϊνιο, τολουϐλιο, οξικϐσ αιθυλεςτϋρασ, 

μεθανϐλη) ϐπου ο διαχωριςμϐσ των ςυςτατικϔν του δεύγματοσ γύνεται βϊςει 

τησ προςρϐφηςησ, αλλϊ μπορεύ να περιλαμβϊνει και υδατικϐ μύγμα διαλυτϔν, 

ϐπου ο διαχωριςμϐσ επηρεϊζεται και απϐ φαινϐμενα κατανομόσ. Ο βαθμϐσ 

ςυγκρϊτηςησ κϊθε ςυςτατικοϑ ςτη ςτοιβϊδα προςρϐφηςησ εκφρϊζεται μϋςω 

του παρϊγοντα επιβρϊδυνςησ Rf, που αποτελεύ το λϐγο τησ απϐςταςησ που 

κινόθηκε η ϋνωςη προσ την απϐςταςη που διϋνυςε ο διαλϑτησ ανϊπτυξησ 

(μϋτωπο διαλϑτη). Για την εϑρεςη του κατϊλληλου ςυςτόματοσ ϋκλουςησ 

πραγματοποιόθηκαν δοκιμαςύεσ ςε διαφορετικϊ ςυςτόματα ανϊπτυξησ ϔςτε οι 
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τιμϋσ Rf των ςυςτατικϔν του δεύγματοσ να διαφϋρουν τουλϊχιςτον κατϊ ~0.2 

και να εύναι εφικτϐσ ο διαχωριςμϐσ τουσ [Κορδοπϊτησ & Μαγκαφϊ, 2005].  

Για την ανύχνευςη πιθανϔν προώϐντων εςτεροπούηςησ και μετεςτεροπούηςησ 

τϐςο ςτα ςυςτόματα μικρογαλακτωμϊτων ϐςο και ςτα ςυςτόματα οργανικϔν 

διαλυτϔν με την υπϐ διερεϑνηςη δρϊςη τησ StGE2, χρηςιμοποιόθηκαν πλϊκεσ 

αλουμινύου με επύςτρωςη κανονικόσ φϊςησ silica gel 60 F254 Merck (Γερμανύα). 

Οι διαλϑτεσ ανϊπτυξησ που δοκιμϊςτηκαν όταν:  

 CH3ΟΗ : H2O ςε αναλογύα 95 : 5 (v/v),  

 H2O : HCOOH : CH3CN ςε αναλογύεσ 70 : 10 : 13 (v/v), 

 CH3(CH2)4CH3 : CH3COO(CH2CH3) ςε αναλογύεα 30 : 20 (v/v),    

 n-CH3(CH2)3ΟΗ : CH3COOΗ : H2O ςε αναλογύεσ 50 : 25 : 25 (v/v) και   

 CHCl3 : CH3ΟΗ : H2O ςε αναλογύεσ 65:15:2 (v/v) 

 

Πιο αναλυτικϊ, η μεθοδολογύα που ακολουθόθηκε εύχε ωσ εξόσ: 

 Κοπό των πλακϔν TLC ςτισ κατϊλληλεσ διαςτϊςεισ για τον αριθμϐ 

δειγμϊτων που θα αξιολογοϑνταν και ςημεύωςη (με χρόςη μολυβιοϑ) 

τησ γραμμόσ βϊςησ (1 cm απϐ το κϊτω ϊκρο τησ πλϊκασ) καθϔσ και 

των θϋςεων φϐρτωςησ τουσ. 

 Προςθόκη κατϊλληλησ ποςϐτητασ διαλϑτη ανϊπτυξησ ςε γυϊλινο 

δοχεύο ανϊπτυξησ ϔςτε η ςτϊθμη να μην ξεπερνϊ τη χαραγμϋνη 

γραμμό βϊςησ τησ πλϊκασ TLC αλλϊ και να εξαςφαλιςτεύ ο κορεςμϐσ 

ςε ατμοϑσ του χϔρου. 

 Υϐρτωςη ϐγκου δεύγματοσ ~5-10 μL ςτισ προςημειωμϋνεσ θϋςεισ, 

εξϊτμιςη με ρεϑμα αϋρα των κηλύδων και ομοιϐμορφη βϑθιςη τησ 

πλϊκασ ςτο διαλϑτη. 

  Μετϊ την ϊνοδο του διαλϑτη χϊριν ςε τριχοειδεύσ δυνϊμεισ ςε ϑψοσ ~ 

1 cm απϐ το ϊνω ϊκρο τησ πλϊκασ, αφαύρεςη τησ πλϊκασ απϐ το 

δοχεύο ανϊπτυξησ, εξϊτμιςη του διαλϑτη και ανύχνευςη των 

προςροφημϋνων και κατανεμημϋνων ςυςτατικϔν των δειγμϊτων. 

 

Αρχικϊ η ανύχνευςη για τη διαπύςτωςη ϑπαρξησ προώϐντων που ϋφεραν 

φαινολικϐ δακτϑλιο λϊμβαναν χϔρα με ϋκθεςη ςε υπεριϔδη ακτινοβολύα (UV) 



93 
 

ςτα 254 nm χϊριν ςτισ ειδικϋσ φθορύζουςεσ πλϊκεσ ςε UV που 

χρηςιμοποιόθηκαν. ΢τη ςυνϋχεια, εφαρμϐςτηκαν εναλλακτικϊ δϑο χημικϋσ 

μϋθοδοι που αφοροϑςαν ςε ψεκαςμϐ τησ πλϊκασ με αντιδραςτόρια ϔςτε να 

προκϑψουν ϋγχρωμα παρϊγωγα των προώϐντων.  

Σο πρϔτο αντιδραςτόριο που δοκιμϊςτηκε για την ανύχνευςη ςακχϊρων (D-

γλυκουρονικϐ οξϑ ελεϑθερο και εν δυνϊμει εςτεροποιημϋνο) αποτελοϑνταν απϐ 

διϊλυμα Ν-1-ναφθυλαιθυλενο-διχλωροδιαμύνησ 6.5 mM ςε 3 % (v/v) θειικϐ οξϑ. 

Μετϊ απϐ ξόρανςη ςτουσ 100 °C για ~5-10 min η εμφϊνιςη καφϋ κηλύδων (ό 

ελαφρϊ ιϔδουσ ςε περύπτωςη υπερβολικόσ ποςϐτητασ βαφόσ ό θϋρμανςησ) 

εύναι θετικό ϋνδειξη προώϐντων αφοϑ οφεύλεται ςε αντύδραςη αφυδρογϐνωςησ 

των N-υδρογϐνων και υδροξυλικϔν ομϊδων των ςακχϊρων με κυκλιτϐλεσ 

(cyclitols) [Bounias, 1980]. Σϋλοσ, ϋγινε δοκιμαςύα ανύχνευςησ εναλλακτικϊ με 

διϊλυμα ανιλύνησ-φθαλικοϑ ςε κορεςμϋνη n-βουτανϐλη (εκχϑλιςη με 

υπερκϊθαρο νερϐ), για τη διερεϑνηςη αποφυγόσ χρϔςησ ανεπιθϑμητων 

προςμύξεων, κατϊ την οπούα αφοϑ διαβρϊχηκε η πλϊκα, θερμϊνθηκε ςτουσ 100 

°C για ~5 min [Partridge, 1949]. 

΢την περύπτωςη τησ απομϐνωςησ πιθανοϑ προώϐντοσ ενζυμικόσ ςϑνθεςησ, 

χρηςιμοποιόθηκε παραςκευαςτικό χρωματογραφύα ςτοιβϊδασ (Preparative 

Layer Chromatography, PLC) και ακολοϑθωσ ταυτοπούηςη του με 

φαςματομετρύα μϊζασ (Mass Spectrometry, MS). Διϊλυμα τησ αντύδραςησ 

ςυςτόματοσ μικρογαλακτωμϊτων απουςύα ταςιενεργϔν ϐπου ανιχνεϑτηκε 

παρουςύα προώϐντοσ με TLC, αλλϊ αυξημϋνου ϐγκου (10 mL, scale up) ϐμοιασ 

αναλογύασ ςυςτατικϔν, αντιδρϔντων και ϐμοιων ςυνθηκϔν αντύδραςησ, 

φορτϔθηκε ςτη βϊςη τησ υϊλινησ πλϊκασ PLC με τη μεθοδολογύα που 

περιγρϊφηκε για τη μϋθοδο TLC. Ο διαχωριςμϐσ ϋλαβε χϔρα ςτο ύδιο ςϑςτημα 

ανϊπτυξησ που χρηςιμοποιόθηκε με τη μεθοδολογύα TLC ενϔ για τον 

προςδιοριςμϐ τησ ζϔνησ ενδιαφϋροντοσ η πλϊκα PLC τοποθετόθηκε ςε ςυςκευό 

φωτογρϊφηςησ ςε κλειςτϐ θϊλαμο InGenius BioImaging, Syngene (Μ. Βρετανύα) 

υπϐ υπεριϔδη ακτινοβολύα. Η ζϔνη ενδιαφϋροντοσ λόφθηκε με απϐξεςη του 

υλικοϑ επύςτρωςησ των πλακϔν (Silica gel) και ακολοϑθηςε εκχϑλιςη για την 

παραλαβό του ςυςτατικοϑ προσ ταυτοπούηςη. Η εκχϑλιςη πραγματοποιόθηκε 

ςε διαλϑτη αιθανϐλη (4x5 mL) υπϐ ανϊδευςη και ακολοϑθηςε διόθηςη. ΢τη 
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ςυνϋχεια επαναλόφθηκε η μεθοδολογύα TLC ςτο ςϑςτημα ανϊπτυξησ τησ 

αντύδραςησ προσ επιβεβαύωςη τησ παρουςύασ προώϐντοσ ςτο εκχϑλιςμα. Σϋλοσ 

το δεύγμα εξατμύςτηκε υπϐ κενϐ για να ακολουθόςει διαλυτοπούηςό του ςε 

διϊλυμα μεθανϐλησ : ϑδατοσ αναλογύασ 1:1 (v/v) προσ μετϋπειτα ταυτοπούηςη 

τησ ςϑςταςόσ του με απευθεύασ ϋγχυςη ςτο φαςματϐμετρο μαζϔν (Varian 500-

MS Ion Trap, Agilent Technologies). 

 

 

2.1.8 Δοκιμαςύα απομϐνωςησ LCCs – Διερεϑνηςη φυςιολογικόσ 

δρϊςησ τησ GE 

Η διερευνητικό διεργαςύα απομϐνωςησ LCCs απϐ ςκανδιναβικό ελϊτη (Picea 

abies) περιελϊμβανε δοκιμαςύεσ ακολουθϔντασ δϑο εναλλακτικϋσ μεθοδολογύεσ: 

α) βϊςει του πρωτοκϐλλου που διατυπϔθηκε απϐ τουσ J. Azuma και K. Tetsuo 

[Azuma & Tetsuo, 1988] και β) βϊςει τησ μεθοδολογύασ των A.X. Jin et al. [Jin et 

al.,  2009]. Η δεϑτερη μεθοδολογύα ακολουθόθηκε ςτην περύπτωςη τησ πρϔτησ 

ϑλησ φελλοϑ φυτικόσ προϋλευςησ. Η απαραύτητη ανϊλυςη τησ ςϑςταςησ των 

αρχικϔν δειγμϊτων που χρηςιμοποιόθηκαν ςτισ δοκιμαςύεσ, η αξιολϐγηςη των 

προώϐντων τησ απομϐνωςησ καθϔσ και των προώϐντων μετϊ απϐ ενζυμικό 

κατεργαςύα των υπολειμμϊτων, ϋγινε μϋςω φαςματοςκοπύασ υπερϑθρου με 

μεταςχηματιςμϐ Fourier (Fourier Transform InfraRed spectroscopy, FT-IR). Η 

ανϊλυςη ςτϐχευε ςτον προςδιοριςμϐ τησ ςϑςταςησ των αρχικϔν δειγμϊτων 

ξϑλου P. abies αλλϊ και των προώϐντων απομϐνωςησ καθϔσ και ςτην ανύχνευςη 

εμπλουτιςμοϑ ςε εςτερικοϑσ δεςμοϑσ ςτϐχο για την StGE2 (εςτεροποιημϋνων 

αλκοολϔν τησ λιγνύνησ με μονϊδεσ 4-Ο-μεθυλο-D-γλυκουρονικοϑ οξϋοσ 

(MeGlcA) τησ γλυκουρονοξυλϊνησ) ςτα απομονωμϋνα κλϊςματα LCCs ςε 

ςϑγκριςη με το αρχικϐ δεύγμα. 
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2.1.8.i. Ανϊλυςη δειγμϊτων μϋςω φαςματοςκοπύασ υπερϑθρου FT-

IR 

Η φαςματοςκοπύα υπερϑθρου βαςύζεται ςτην απορρϐφηςη υπϋρυθρησ 

ακτινοβολύασ (Infra-Red, IR) απϐ το υπϐ εξϋταςη δεύγμα ουςύασ με την 

πρϐκληςη δονόςεων και περιςτροφικϔν κινόςεων ςτα μϐρια. Για να λϊβει χϔρα 

η απορρϐφηςη θα πρϋπει η ςυχνϐτητα τησ προςπύπτουςασ ακτινοβολύασ να 

ςυμπϋςει με την ςυχνϐτητα δϐνηςησ των ατϐμων του δεςμοϑ. Οι ςυχνϐτητεσ με 

τισ οπούεσ δονοϑνται τα ϊτομα ςτο μϐρια εξαρτϔνται μϐνο απϐ τισ μϊζεσ των 

ατϐμων, τον τϑπο του δεςμοϑ και το ςχόμα του μορύου. Ειδικϐτερα, αν ϋνα μϐριο 

εύναι ςυμμετρικϐ δεν παρατηρεύται απορρϐφηςη υπϋρυθρησ ακτινοβολύασ 

(ανενεργό ςτο IR δϐνηςη) αλλϊ απορροφοϑν μϐρια των οπούων  μεταβϊλλεται η 

διπολικό ροπό κατϊ τη δϐνηςη ενϔ ϐςο μεγαλϑτερη η μεταβολό τϐςο 

ιςχυρϐτερη η απορρϐφηςη. Κατϊ ςυνϋπεια, η φαςματοςκοπύα υπερϑθρου 

μελετϊ την απορρϐφηςη απϐ το δεύγμα ςυναρτόςει τησ ςυχνϐτητασ αφοϑ τα 

μϐρια απορροφοϑν ενϋργεια ∆Ε = hν απϐ την IR πηγό (που εκπϋµπει 

ακτινοβολύα ϋνταςησ I) ςε κϊθε δονητικό µετϊβαςη [Βαλαβανύδησ, 2006].  Σο 

φϊςμα IR υποδιαιρεύται ςτισ εξόσ περιοχϋσ: 

 Εγγϑσ Τπϋρυθρο (NIR) (0.75 – 2.5 μm, 13300-4000 cm-1) 

 Θεμελιϔδη Περιοχό (IR) (2.5 – 25 μm, 4000 – 400 cm-1) 

 Άπω Τπϋρυθρο (FIR) (25 – 1000 μm, 400 – 10 cm-1) 

 

Η τεχνικό τησ φαςματοςκοπύασ IR με μεταςχηματιςμϐ Fourier (FT-IR) εύναι 

μη καταςτρεπτικό για το δεύγμα, εκτϐσ απϐ ποιοτικό ανϊλυςη μπορεύ να αφορϊ 

και ςε ποςοτικό (δυνατϐτητα ανϊλυςησ του φϊςματοσ ενϐσ μεύγματοσ ςτα επι 

μϋρουσ φϊςματα των ςυςτατικϔν του μϋςω διαθϋςιμησ «βιβλιοθόκησ» 

φαςμϊτων IR) ακϐμα και θερμικϊ ευαύςθητων ενϔςεων αϋριασ, υγρόσ ό ςτερεόσ 

κατϊςταςησ, ενϔ διακρύνεται απϐ μεγϊλη ευαιςθηςύα. Εξϊλλου, ενϔ η ςυνόθησ 

φαςματοςκοπύα υπερϑθρου περιλαμβϊνει ανϊλυςη τησ πολυχρωματικόσ 

ακτινοβολύασ τησ πηγόσ με χρόςη μονοχρωμϊτορα (πρύςμα ό φρϊγμα),  η 

φαςματοςκοπύα FT-ΙR πλεονεκτεύ αφοϑ χρηςιμοποιεύ το ςυμβολϐμετρο 

Michelson (interferometer) το οπούο απαρτύζεται απϐ δϑο κϊτοπτρα κϊθετα 

μεταξϑ τουσ, εκ των οπούων το ϋνα εύναι κινητϐ, καθϔσ και ϋνα διαιρϋτη δϋςμησ 
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(beam splitter) που παρεμβϊλλεται μεταξϑ τουσ.  Επιπλϋον, η μϋθοδοσ 

προςφϋρει τη δυνατϐτητα ταχεύασ λόψησ, επεξεργαςύασ, υπολογιςμοϑ μϋςου 

ϐρου και αποθόκευςησ δεδομϋνων πολλαπλϔν φαςμϊτων. Επύςησ εύναι εφικτό  

η αφαύρεςη φαςμϊτων (difference spectroscopy) για ακριβό ανύχνευςη πολϑ 

μικρϔν μεταβολϔν που μπορεύ να οφεύλονται τϐςο ςτην μεταβαλλϐμενη 

ςϑςταςη, ϐςο και ςτην φυςικό κατϊςταςη του δεύγματοσ ενϔ εύναι δυνατό και η 

μελϋτη μοριακϔν αλλαγϔν και αλληλεπιδρϊςεων. Ωςτϐςο, η μεγϊλη ευαιςθηςύα 

που χαρακτηρύζει την φαςματοςκοπύα FT-IR μετατρϋπεται ςε μειονϋκτημα ςτην 

περύπτωςη που η ατμϐςφαιρα του φωτομϋτρου δεν ϋχει πλόρωσ εκκενωθεύ, 

καθϔσ ςε αυτό την περύπτωςη το φϊςμα υπερϑθρου παρουςιϊζει ϋντονεσ 

απορροφόςεισ που οφεύλονται ςτο Η2Ο και το CO2 του χϔρου του φωτομϋτρου. 

Σϋλοσ, το ςοβαρϐτερο μειονϋκτημα τησ μεθϐδου εύναι η απαιτοϑμενη ακριβόσ 

ρϑθμιςη του ςυμβολομϋτρου Michelson αφοϑ, ςε αντύθεςη με τα ςυμβατικϊ, τα 

FTIR φαςματοφωτϐμετρα δεν παρϋχουν πληροφορύα ςε περύπτωςη μη καλόσ 

ρϑθμιςησ [Καμύτςοσ & Φρυςικϐσ, 1999]. 

Πιο αναλυτικϊ, κατϊ την FT-IR τεχνικό η ακτινοβολύα απϐ την πηγό 

προςπύπτει ςε ϋνα διαχωριςτό δϋςμησ που αποτελεύται απϐ ϋνα φιλμ γερμανύου 

ςε υπϐςτρωμα KBr, διαπερατϐ ςτο μϋςο IR. Λϐγω τησ ημιδιαπερατϐτητϊσ του, 

δημιουργοϑνται δϑο δϋςμεσ, απϐ τισ οπούεσ η μύα ανακλϊται ςε ςταθερϐ 

κϊτοπτρο και η ϊλλη ανακλϊται ςτο κινητϐ κϊτοπτρο του ςυμβολϐμετρου 

Michelson. Οι δϑο αυτϋσ δϋςμεσ ενϔνονται, διαπερνοϑν το δεύγμα και 

προςκροϑουν μαζύ ςτον ανιχνευτό. Η διαφοροπούηςη του φαςματϐμετρου 

FT‐IR, ϐπωσ αναφϋρθηκε, ϋγκειται ςτη χρόςη του ςυμβολϐμετρου Michelson το 

κινητϐ κϊτοπτρο του οπούου ϋχει τη μοναδικό ιδιϐτητα ςε κϊθε ςημεύο του να 

δύνει ταυτϐχρονα πληροφορύεσ για ϐλεσ τισ επιμϋρουσ IR ςυχνϐτητεσ. Σο 

εξαγϐμενο ςόμα καταγρϊφεται ωσ ςυμβολϐγραμμα ενϔ αποκωδικοποιεύται και 

μετατρϋπεται ςε ςυμβατικϐ IR φϊςμα (διαπερατϐτητα Σ% ςυναρτόςει 

κυματαριθμοϑ v¯ ϐπου v¯ = 1/λ και λ μόκοσ κϑματοσ ςε cm) με χρόςη του 

μαθηματικοϑ μεταςχηματιςμοϑ Fourier. 

Οι περιοχϋσ φϊςματοσ ενδιαφϋροντοσ κατϊ την ανϊλυςη με FT‐IR 

διαχωρύζονται ςε ευρεύεσ κατηγορύεσ βϊςει των ατϐμων ό λειτουργικϔν ομϊδων 
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των οπούων οι δονόςεισ προκαλοϑν απορρϐφηςη ςτην κϊθω περιοχό και  

επιγραμματικϊ εύναι οι εξόσ:  

 Περιοχό τϊςεωσ υδρογϐνου (4000-2500 cm-1) ϐπου απορροφοϑν 

δονόςεισ τϊςεωσ C-H, O-H, N-H, S-H. 

 Περιοχό τϊςεωσ τριπλοϑ δεςμοϑ (2500- 2000 cm-1) ϐπου απορροφοϑν 

τριπλού δεςμού ϊνθρακα-ϊνθρακα και ϊνθρακα-αζϔτου καθϔσ και οι 

δϑο διπλού δεςμού (C=C=C, N=C=O). 

 Περιοχό τϊςεωσ διπλοϑ δεςμοϑ (2000-1600 cm-1)  ϐπου υπϋυθυνεσ 

για την απορρϐφηςη εύναι οι δονόςεισ δεςμϔν C=C, C=O, C=N. 

 Περιοχό τϊςεωσ και κϊμψεωσ απλοϑ δεςμοϑ (1500-700 cm-1) ϐπου 

εμφανύζονται πολλϋσ απορροφόςεισ, δονόςεισ κϊμψεωσ δεςμϔν C-H, 

δονόςεισ τϊςεωσ και κϊμψεωσ απλϔν δεςμϔν μεθυλενύου, μεθυλύου, 

αμινομϊδων. Ονομϊζεται περιοχό αποτυπωμϊτων (fingerprint region). 

Σο φϊςμα ςτην περιοχό αυτό χαρακτηρύζει το μϐριο ωσ ςϑνολο 

(δακτυλικϐ αποτϑπωμα).  

 Περιοχό ϊπω υπερϑθρου (v¯ < 400 cm-1), ϐπου εμφανύζονται δονόςεισ 

ςκελετοϑ και αναφϋρονται ςτο ςϑνολο των δεςμϔν και κυρύωσ ςε 

κυκλικϋσ ενϔςεισ [Βαλαβανύδησ, 2006]. 

Ωςτϐςο, ο προςδιοριςμϐσ των χημικϔν δεςμϔν και ςυνεπϔσ η ανϊλυςη του 

δεύγματοσ απαιτεύ διεξοδικό και ςυνδυαςτικό μελϋτη του χαρακτηριςτικοϑ 

φϊςματοσ απορρϐφηςόσ του καθϔσ μπορεύ να εμφανύζονται δεςμού που 

απορροφοϑν ςε ύδιεσ περιοχϋσ και διαχωρύζονται μϋςω ϊλλων χαρακτηριςτικϔν 

υπϋρυθρων ζωνϔν τουσ που δεν αλληλεπικαλϑπτονται. Επιπλϋον, η ϋλλειψη 

ςυγκεκριμϋνησ ζϔνησ απορρϐφηςησ απϐ το φϊςμα μπορεύ να αποδοθεύ ϐχι μϐνο 

ςτην απουςύα του αντύςτοιχου εύδουσ δομικόσ μονϊδασ απϐ το δεύγμα αλλϊ και 

ςτο μειωμϋνο αριθμϐ τουσ ϔςτε να εκδηλϔνεται χαμηλόσ ϋνταςησ ςόμα. Σϋλοσ, 

για την ποιϐτητα του φϊςματοσ, διαδραματύζει ςημαντικϐ ρϐλο και η 

καθαρϐτητα του δεύγματοσ αφοϑ ϐςο μεγαλϑτεροσ ο αριθμϐσ των ςυςτατικϔν 

του τϐςο πιο πολϑπλοκο το φϊςμα που θα προκϑψει δυςχαιρϋνοντασ την 

ακριβό ανϊλυςό του [Socrates, 2001]. 

Η ανϊλυςη περιελϊμβανε αρχικϊ τη κονιορτοπούηςη κϊθε ξηροϑ δεύγματοσ προσ 

αποφυγό τησ ςκϋδαςησ τησ προςπύπτουςασ ακτινοβολύασ (απαιτεύται απουςύα 
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υγραςύασ για την ανϊλυςη) [Pecsok et al., 1976]. Ακολοϑθηςε ανϊμιξη ~10 mg 

υλικοϑ µε ~100 mg βρωµιοϑχο κϊλιο (διαυγϋσ KBr, κατϊλληλο για FT-IR 

ανϊλυςη, Sigma-Aldrich, Η.Π.Α.) ϔςτε να ςχηµατιςτεύ µια οµοιογενόσ 

λεπτοµερόσ µϊζα, η οπούα ςτη ςυνϋχεια ςυμπιϋςτηκε ςε παςτύλιεσ (pellets) με 

τη βοόθεια μηχανικόσ πρϋςασ.  ΢τη ςυνϋχεια, η παςτύλια δεύγματοσ με μότρα KBr 

τοποθετόθηκε ςε δειγματοφορϋα κατϊλληλο για ςτερεϊ δεύγματα του 

φαςματϐμετρου FT-IR για να ακολουθόςει η ανϊλυςη.  Για μηδενιςμϐ και 

αφαύρεςη θορϑβου και υγραςύασ χρηςιμοποιόθηκε παςτύλια ~100 mg KBr. Η 

περιοχό ενδιαφϋροντοσ που μελετοϑνταν για κϊθε δεύγμα κϊλυπτε εϑροσ 4000-

500 cm-1, χρηςιμοποιϔντασ ανϊλυςη Ηapp-Genzel. Σα φαςματϐμετρα 

υπερϑθρου FT-IR που χρηςιμοποιόθηκαν όταν: 1) το MAGNA-IR 560 τησ Nicolet 

όταν εφοδιαςμϋνο με ανιχνευτό DTGS KBr, διαςχιςτό ακτύνασ Kbr (beam 

splitter) και δειγματοφορϋα ςτερεϔν δειγμϊτων DRIFT (Diffuse Reflectance, 

Spectra Tech Inc. Shelton CT, USA) (Εικϐνα 2.1.2) και εναλλακτικϊ 2) το Micro 

FTIR Biorad Excalibur FTS 3000MX ςυνοδευϐμενο απϐ οπτικϐ μικροςκϐπιο 

Inspect IR Plus. Η επεξεργαςύα και οπτικοπούηςη των δεδομϋνων υπερϑθρου με 

μεταςχηματιςμϐ Fourier ϋγινε με το πρϐγραμμα Essential FTIR™ v.3.50 (Operant 

LLC, http://www.essentialftir.com/). 

 

 

 

Εικϐνα 2.1.2 Υαςματϐμετρο 

υπερϑθρου FT-IR MAGNA-IR 560, 

Nicolet ϐπου διακρύνεται και ο 

δειγματοφορϋασ ςτερεϔν δειγμϊτων. 
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2.1.8.ii. Μεθοδολογύεσ απομϐνωςησ LCCs 

Σην ανϊλυςη με FT-IR των αρχικϔν δειγμϊτων ακολοϑθηςε εφαρμογό 

μεθοδολογύων πρωτοκϐλλων απομϐνωςησ λιγνινο-υδατανθρακικϔν ςυμπλϐκων 

(Lignin-Carbohydrate Complexes, LCCs) εκ των οπούων η πρϔτη εφαρμϐςτηκε 

για πρϔτη ϑλη P. abies ενϔ η δεϑτερη και για πρϔτη ϑλη φελλϐ φυτικόσ 

προϋλευςησ.  

α) Η πρϔτη μεθοδολογύα κατϊ τουσ J. Azuma και K. Tetsuo [Azuma and 

Tetsuo, 1988], η οπούα ενδεύκνυται για δεύγματα διαφϐρων πηγϔν 

προελεϑςεωσ, περιελϊμβανε αρχικϐ δεύγμα 50 g αναμεμειγμϋνων 

υπολειμμϊτων ξϑλου P. abies ϐλων των διαθϋςιμων μεγεθϔν 

μικροαλεςμϋνων ςωματιδύων ςτα οπούα δεν εύχε απομακρυνθεύ η πηκτύνη 

(FG, FF, FG2, FF2). Σα διαδοχικϊ ςτϊδια προετοιμαςύασ, απομϐνωςησ και 

καθαριςμοϑ που ακολουθόθηκαν κατϊ την κατεργαςύα του αρχικοϑ 

δεύγματοσ, παραλλϊςςοντασ το πρωτϐκολλο ϐπου κρύθηκε απαραύτητο ϔςτε 

να προςαρμοςτεύ ςτο διαθϋςιμο εργαςτηριακϐ εξοπλιςμϐ περιελϊμβαναν τα 

εξόσ: 

 ΢το δεύγμα 50 g P. abies προςτϋθηκε μύγμα αιθανϐλησ:βενζολύου (1:2, 

v/v) με ςτϐχο εκχϑλιςη υπϐ ανϊδευςη για 48 h. ΢τη ςυνϋχεια, ςτο 

δεύγμα προςτϋθηκαν 500 mL διαλϑματοσ οξικοϑ καλύου (CH3COΟK) 

0.25% (w/v) και παρϋμεινε για 24 h ςτουσ 60° C υπϐ ανϊδευςη για 

αποφυγό ςχηματιςμοϑ ςυςςωματωμϊτων. Παραλλϊςςοντασ τη 

μεθοδολογύα (ϊλεςη ςε ατμϐςφαιρα αζϔτου με δονοϑμενο 

ςφαιρϐμυλο), το δεύγμα εξαχνϔθηκε υπϐ κενϐ χωρύσ περαιτϋρω ϊλεςη 

καθϔσ εύχε όδη υποςτεύ προκατεργαςύα μικροϊλεςησ ςε ςφαιρϐμυλο. 

Σο πρϔτο αυτϐ ςτϊδιο προετοιμαςύασ αποςκοποϑςε ςτην 

απομϊκρυνςη τησ πηκτύνησ (depectination) και των μη εγγενϔν ςτην 

κυτταρικό δομό του ξϑλου οργανικϔν ουςιϔν που εκχυλύςτηκαν 

(extractive-free wood). 

 

 ΢το επϐμενο ςτϊδιο επιδιϔχθηκε η εκχϑλιςη των LCCs και για το λϐγο 

αυτϐ το ξηρϐ δεύγμα P. abies που παραλόφθηκε ςτο προηγοϑμενο 

ςτϊδιο αναμύχθηκε με 100 mL υδατικοϑ διαλϑματοσ 1,4 – διοξανύου 
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80% (v/v) για 48 h υπϐ ανϊδευςη. Σο υπϐλειμμα του δεύγματοσ, 

εκπλϑθηκε και επανεκχυλύςτηκε με το ύδιο διϊλυμα. Σα διαλϑματα 

διόθηςησ και ϋπλυςησ των δϑο εκχυλύςεων ςυλλϋχθηκαν και 

αναμύχθηκαν ϔςτε να ςυμπυκνωθοϑν ςε περιςτροφικϐ εξατμιςτόρα 

ςτουσ 40° C μϋχρι ϐγκου ~5 mL για να εξιςορροπηθοϑν ϋναντι 

υπερκϊθαρου νεροϑ. Για τη διαπύδυςη χρηςιμοποιόθηκαν 

βενζυλιωμϋνεσ μεμβρϊνεσ κυτταρύνησ για μεύωςη του μεγϋθουσ πϐρων 

τουσ ϔςτε να διαχωρύζονται ενϔςεισ με ΜΒ ≤1.2 kDa απϐ ενϔςεισ με 

ΜΒ>2 kDa για την προετοιμαςύα των οπούων ακολουθόθηκε το 

προτεινϐμενο πρωτϐκολλο τησ εταιρεύασ (Sigma-Aldrich, Η.Π.Α.). Σο 

ύζημα που καταβυθύςτηκε φϋρεται να αποτελεύ τη λιγνύνη, η οπούα 

απομακρϑνθηκε με φυγοκϋντρηςη ςτα 8000 g για 15 min και 

εκπλϑθηκε ϋπειτα τρισ με υπερκϊθαρο νερϐ. Σα υδατικϊ διαλϑματα 

διόθηςησ και ϋκπλυςησ ενϔθηκαν και ςυμπυκνϔθηκαν μϋχρι ~5 mL 

θερμοκραςύα < 40° C για να εξαχνωθοϑν υπϐ κενϐ.  

 

 Σο ςτϊδιο που ακολοϑθηςε περιελϊμβανε τον καθαριςμϐ των εν 

δυνϊμει LCCs που παραλόφθηκαν μετϊ την εξϊχνωςη υπϐ κενϐ. Σο 

ξηρϐ υπϐλειμμα LCCs και ϊλλων προςμύξεων διαλυτοποιόθηκε ςε 8 mL 

υδατικοϑ διαλϑματοσ 1,4 – διοξανύου 50% (v/v) και εκχυλύςτηκε με 8 

mL χλωροφορμύου με ςτϐχο την απομϊκρυνςη λιγνύνησ μη 

ςυμπλοκοποιημϋνησ με υδατϊνθρακεσ. Σο χλωροφϐρμιο και οι 

ενδιϊμεςεσ θολϋσ φϊςεισ εκπλϑθηκαν πϋντε φορϋσ με 4 mL 

υπερκϊθαρου νεροϑ. Σα ενωμϋνα υδατικϊ διαλϑματα 

εξιςορροπόθηκαν ϋναντι υπερκϊθαρου νεροϑ με τη χρόςη 

βενζυλιωμϋνων μεμβρανϔν κυτταρύνησ ομούωσ με το προηγοϑμενο 

ςτϊδιο.  

 

 Μετϊ τη διαπύδυςη το υδατικϐ διϊλυμα που περιεύχε τα εν δυνϊμει 

LCCs εξαχνϔθηκε υπϐ κενϐ και διαλυτοποιόθηκε ςε 1.4 mL μύγματοσ 

πυριδύνησ: οξικοϑ οξϋοσ: νεροϑ (9: 1: 4  (v/v/v)) και εκχυλύςτηκε με 

8.4 mL χλωροφορμύου (x6 τον ϐγκο του διαλϑματοσ). Μετϊ την 

προςθόκη 10 mL υπερκϊθαρου νεροϑ η υδατικό φϊςη (υπερκεύμενη) 
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παραλόφθηκε με φυγοκϋντρηςη (8000 g για 15 min). Σο χλωροφϐρμιο 

και οι ενδιϊμεςεσ ζελατινοειδεύσ φϊςεισ εκπλϑθηκαν με  10 mL 

υπερκϊθαρου νεροϑ και μετϊ απϐ φυγοκϋντρηςη ομούωσ, οι υδατικϋσ 

φϊςεισ ενϔθηκαν και εξιςορροπόθηκαν ϋναντι υπερκϊθαρου νεροϑ με 

τη χρόςη των βενζυλιωμϋνων μεμβρανϔν κυτταρύνησ. Σο υδατικϐ 

διϊλυμα των εν δυνϊμει LCCs τϋλοσ εξαχνϔθηκε υπϐ κενϐ.  

Παραλλϊςςοντασ το πρωτϐκολλο απομϐνωςησ LCCs που ακουλουθόθηκε, 

παραλεύφθηκε το τελευταύο ςτϊδιο που περιελϊμβανε κλαςματοπούηςη με τη 

χρόςη χρωματογραφύασ μοριακόσ διόθηςησ, λϐγω εφαρμογόσ τησ 

μεθοδολογύασ ςε πολϑ μικρϐτερησ μϊζα διαθϋςιμου αρχικοϑ δεύγματοσ (50 g 

ϋναντι 1 kg τησ μεθοδολογύασ). Για το λϐγο αυτϐ, το ξηρϐ υπϐλειμμα του 

τελευταύου ςταδύου αναλϑθηκε με FT-IR με τον τρϐπο που περιγρϊφηκε ςτην 

παρϊγραφο §2.1.7.i.  

 

β) Η δεϑτερη μεθοδολογύα που ακολουθόθηκε διερευνητικϊ για την εν 

δυνϊμει απομϐνωςη LCCs ϐπωσ διατυπϔθηκε απϐ τουσ Jin et al. [Jin et al., 

2009] αφοροϑςε ςε δεύγματα αχϑρου κριθαριοϑ και βλαςτϔν αραβοςύτου. 

΢την παροϑςα ερευνητικό εργαςύα ϋγινε δοκιμαςύα εφαρμογόσ τησ 

ςυγκεκριμϋνησ μεθοδολογύασ ςε αρχικϐ δεύγμα ξϑλου P. abies ςτο οπούο εύχε 

απομακρυνθεύ η πηκτύνη πριν την παραλαβό του καθϔσ και φελλοϑ φυτικόσ 

προϋλευςησ. Σο δεύγμα P. abies που χρηςιμοποιόθηκε όταν προώϐν ανϊμιξησ 

των δειγμϊτων μεγϋθουσ ςωματιδύων ~310 και ~20 μm (FG Dep και FF3) 

ςτα οπούα εύχε απομακρυνθεύ η πηκτύνη.  

Σα διαδοχικϊ ςτϊδια απομϐνωςησ που ακολουθόθηκαν κατϊ την κατεργαςύα 

αρχικϔν δειγμϊτων με ςτϐχο την παραλαβό εν δυνϊμει LCCs περιελϊμβαναν 

τα εξόσ: 

 Αρχικϊ ϋλαβε χϔρα εκχϑλιςη με 90% ουδϋτερο υδατικϐ διϊλυμα 

διοξανύου με αναλογύα ςτερεοϑ δεύγματοσ προσ υγρϐ 1:20 (g/mL) 

ςτουσ 80° C για 4 h υπϐ ανϊδευςη. Σο διϊλυμα διηθόθηκε και το 

υπϐλειμμα εκπλϑθηκε δισ με 90% υδατικϐ διϊλυμα διοξανύου. Σα 

διαλϑματα διόθηςησ και ϋκπλυςησ ενϔθηκαν και ςυμπυκνϔθηκαν με 

περιςτροφικϐ εξατμιςτόρα υπϐ κενϐ (~50 mL) ενϔ ςτη ςυνϋχεια 

αναμύχθηκαν με x3 ϐγκουσ 95% αιθανϐλησ (1 h ςτουσ 25° C. Σο ύζημα 
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ημικυτταρύνησ που καταβυθύςτηκε διηθόθηκε και εκπλϑθηκε με 70% 

αιθανϐλη ςε θερμοκραςύα δωματύου για να ξηρανθεύ ςε ρεϑμα αϋρα 

και να απομακρυνθοϑν η αιθανϐλη και το εναπομεύναν διοξϊνιο. Σο 

ημικυτταρινικϐ κλϊςμα που απομονϔθηκε ςε αυτϐ το ςτϊδιο (Η1) 

όταν διαλυτϐ ςε 90% διοξϊνιο ενϔ ςτο υπερκεύμενο διϊλυμα μετϊ απϐ 

εξϊτμιςη τησ αιθανϐλησ και του εναπομεύναντοσ διοξανύου, 

επανακαταβυθύςτηκε ςε pH 1.5- 2.0 με προςθόκη διαλϑματοσ  6 M HCl 

για τη ρϑθμιςη, το διαλυτϐ ςε διοξϊνιο κλϊςμα λιγνύνησ. Σο κλϊςμα 

λιγνύνησ διηθόθηκε, εκπλϑθηκε με ϐξινο (pH 2.0) υπερκϊθαρο νερϐ και 

λυοφιλιοποιόθηκε ϔςτε να αναλυθεύ με FT-IR και να ελεχθεύ η 

πρϐοδοσ τησ μεθοδολογύασ. 

 ΢τη ςυνϋχεια, το απαλλαγμϋνο απϐ ουςύεσ διαλυτϋσ ςε 90% ουδϋτερο 

διοξϊνιο ςτερεϐ υπϐλειμμα, εκχυλύςτηκε ςε 80% (v/v) υδατικϐ 

διϊλυμα διοξανύου (η αναλογύα ςτερεοϑ: διαλϑματοσ όταν 1:20 g/mL) 

το οπούο περιεύχε 0.05 Μ  HCl και παρϋμεινε υπϐ ανϊδευςη για 4 h 

ςτουσ 70° C (με πωματιςμϐ και ϐχι ςε ατμϐςφαιρα αζϔτου, 

παραλλϊςςοντασ το πρωτϐκολλϐ). Μετϊ τη διόθηςη, ακολοϑθηςε 

ϋκπλυςη δισ με 80 % υδατικϐ διϊλυμα διοξανύου και τα υπερκεύμενα 

διαλϑματα εξουδετερϔθηκαν με 1 M NaOH ςε pH 5.5. Σο διϊλυμα που 

προϋκυψε απϐ την ανϊμιξη διηθόματοσ και εκπλϑματοσ, 

ςυμπυκνϔθηκε ςε περιςτροφικϐ εξατμιςτόρα υπϐ κενϐ (~50 mL) και 

προςτϋθηκαν x3 ϐγκοι 95% αιθανϐλησ (1 h, 25° C) για την απομϐνωςη 

ϐξινων διαλυτϔν ςτο διοξϊνιο ημικυτταρινϔν (Η2) οι οπούεσ 

καταβυθύςτηκαν, διηθόκαν και ξηρϊνθηκαν ϐπωσ περιγρϊφηκε.  

 Σο ςτερεϐ υπϐλειμμα ϋπειτα απϐ τισ δϑο διαδοχικϋσ εκχυλύςεισ με 

διοξϊνιο, κατεργϊςτηκε με DMSO ςτουσ 80 °C για 4 h και μετϊ απϐ 

διόθηςη και ϋκπλυςη με DMSO παραλόφθηκε ϊλλο ϋνα κλϊςμα 

ημικυτταρύνησ (Η3) απϐ το υπερκεύμενο διϊλυμα και το ϋκπλυμα με 

προςθόκη x3 ϐγκουσ 95% αιθανϐλησ ϐπωσ περιγρϊφηκε. 

 Σο τελευταύο κλϊςμα ημικυτταρύνησ απομονϔθηκε μετϊ απϐ 

διαλυτοπούηςη ςε υδατικϐ διϊλυμα 8% KOH (w/v) (η αναλογύα 

ςτερεοϑ: διαλϑματοσ όταν 1:20 g/mL) του εκχυλιςμϋνου με DMSO 

υπολεύμματοσ, ςτουσ 50° C για  4 h. Σο αδιϊλυτο υπϐλειμμα που 



103 
 

αποτελοϑςε εν δυνϊμει την κυτταρύνη, διαχωρύςτηκε με διόθηςη και 

το υπερκεύμενο ρυθμύςτηκε ςε pH 5.5 - 6.0 με  6 M HCI. Οι 

ημικυτταρύνεσ (Η4) που απελευθερϔθηκαν ςτο υπερκεύμενο 

καταβυθύςτηκαν με x3 ϐγκουσ 95 % αιθανϐλησ ϐπωσ περιγρϊφηκε. 

 

Σα ςτερεϊ κλϊςματα αναλϑθηκαν με FT-IR με τον τρϐπο που περιγρϊφηκε 

ςτην παρϊγραφο §2.1.7.i. 

 

 

2.1.8.iii. Ανύχνευςη ενζυμικόσ δρϊςησ ςε δεύγματα ακατϋργαςτησ 

βιομϊζασ  ςκανδιναβικόσ ελϊτησ (Picea abies) και ςε εν 

δυνϊμει LCCs  

Για την ανύχνευςη τησ δρϊςησ τησ StGE2 ϋναντι φυςικϔν υποςτρωμϊτων 

χρηςιμοποιόθηκε το αρχικϐ δεύγμα ξηρόσ βιομϊζασ P. abies δεϑτερησ ϊλεςησ και 

διαλογόσ μεγϋθουσ ςωματιδύων εϑρουσ ~20μm απϐ το οπούο ϋχει απομακρυνθεύ 

η πηκτύνη (FF3) καθϔσ και τα προώϐντα των μεθοδολογιϔν απομϐνωςησ LCCs 

τϐςο απϐ πρϔτη ϑλη P. abies ϐςο και φελλοϑ φυτικόσ προϋλευςησ. ΢τισ 

δοκιμαςύεσ υδρϐλυςησ χρηςιμοποιόθηκαν ωσ βιοκαταλϑτεσ α) μεμονωμϋνα η 

StGE2, β) η StGE2 ςε ςυνδυαςμϐ με τα ϋνζυμα α-γλυκουρονιδϊςη απϐ το 

βακτόριο Cellvibrio japonicus (Prozomix, UK) και ενδο-β-1,4-ξυλανϊςη (Xyn11) 

[Moukouli et al. 2011], με ςτϐχο τη διερεϑνηςη τησ δρϊςησ του ενζϑμου και γ) 

μϐνο τα ϋνζυμα α-γλυκουρονιδϊςη και Xyn11. Όλεσ οι αντιδρϊςεισ ϋλαβαν χϔρα 

εισ διπλοϑν ςε Ρ.Δ. φωςφορικοϑ καλύου, pH 6.0, με αρχικό ςυγκϋντρωςη 

υποςτρϔματοσ 5% (w/v), για  3 h ςτουσ 45 °C υπϐ ανϊδευςη (850 rpm). Η 

ςυγκϋντρωςη των ενζϑμων όταν: StGE2 0.1 U/mg υποςτρϔματοσ ό 5 U/mL 

αντύδραςησ, α-γλυκουρονιδϊςη 1.28 U/mg υποςτρϔματοσ ό 64 U/mL 

αντύδραςησ και Xyn11 0.44 U/mg υποςτρϔματοσ ό 22 U/mL αντύδραςησ. Μετϊ 

το πϋρασ τησ αντύδραςησ, ο τερματιςμϐσ γινϐταν με βραςμϐ για 5 min για την 

απενεργοπούηςη τησ δρϊςησ των ενζϑμων. ΢τη ςυνϋχεια, τα δεύγματα 

φυγοκεντρόθηκαν για 10 min ςε 10.000 rpm, απομακρϑνθηκε το υπερκεύμενο 

το οπούο φυλϊχθηκε για ανύχνευςη απελευθϋρωςησ GlcA ενϔ το υπϐλειμμα 
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εκπλϑθηκε με υπερκϊθαρο νερϐ τρισ με αντύςτοιχεσ φυγοκεντρόςεισ και 

απϐρριψησ του υπερκειμϋνου. Σο ςτερεϐ υπϐλειμμα εξαχνϔθηκε υπϐ κενϐ και 

αναλϑθηκε με FT-IR με τον τρϐπο που περιγρϊφηκε ςτην παρϊγραφο §2.1.7.i. 

για εντοπιςμϐ πιθανϔν διαφορϔν με τη ςϑςταςη του αρχικοϑ δεύγματοσ πριν 

την ενζυμικό κατεργαςύα του.  

Σο υπερκεύμενο τησ αντύδραςησ ςτο οπούο εύχαν μετουςιωθεύ τα 

χρηςιμοποιοϑμενα ϋνζυμα με βραςμϐ, εξετϊςτηκε για ενδεχϐμενη 

απελευθϋρωςη γλυκουρονικοϑ οξϋοσ: 1) με το εμπορικϐ ενζυμικϐ ςκεϑαςμα D-

Glucuronic Acid/D-Galacturonic Acid Assay Kit Megazyme (Ιρλανδύα) και 2) με 

τη μϋθοδο Hestrin [Hestrin, 1949].  

 

1) Πιο αναλυτικϊ, η ανϊλυςη με τη χρόςη του εμπορικοϑ ςκευϊςματοσ 

βαςύςτηκε ςτο πρωτϐκολλο τησ εταιρεύασ ενϔ η αρχό τησ μεθϐδου 

ςτηρύζεται ςτην οξεύδωςη του D-γλυκουρονικοϑ οξϋοσ απϐ το ϋνζυμο 

αφυδρογονϊςη εςτϋρων των ουρονικϔν οξϋων (uronate dehydrogenase) 

παρουςύα νικοτινϊμιδο-αδενύνο-δινουκλεοτύδιο (NAD+) ςε D- γλυκουρικϐ 

εςτϋρα (D-glucarate) με ςχηματιςμϐ ανηγμϋνου νικοτινϊμιδο-αδενύνο-

δινουκλεοτιδύου (NADH). Η ποςϐτητα του NADH που ςχηματύςτηκε 

αντιςτοιχοϑςε ςτην αϑξηςη τησ απορρϐφηςησ του δεύγματοσ ςτα 340 nm 

και όταν ςτοιχειομετρικό με την ποςϐτητα του D-γλυκουρονικοϑ οξϋοσ. 

 

2) Εναλλακτικϊ, η μϋθοδοσ Hestrin αφορϊ ςε ποςοτικοπούηςη παραγϔγων 

καρβοξυλικϔν οξϋων μϋςω τησ αντύδραςόσ τουσ με υδροξυλαμύνη και 

περιελϊμβανε την χρόςη διαλυμϊτων:  

i) υδροχλωρικόσ υδροξυλαμύνησ 2 Μ  

ii) υδροξειδύου του νατρύου NaOH 3.5 Ν  

iii) διϊλυμα πυκνοϑ υδροχλωρικοϑ οξϋοσ αραιωμϋνου με x2 ϐγκουσ 

υπερκϊθαρου νεροϑ και  

iv) τριχλωριοϑχου ςιδόρου (FeCl3 x 6H2O) 0.37 Μ διαλυτοποιημϋνου 

ςε 0.1 Ν υδροχλωρικοϑ οξϋοσ.  

Σο αντιδραςτόριο αλκαλικόσ υδροξυλαμύνησ προετοιμϊςτηκε ακριβϔσ 

πριν τη χρόςη του (διατηρεύται μϋχρι 3 h ςε θερμοκραςύα δωματύου) με 
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ανϊμιξη ύςων ϐγκων των διαλυμϊτων i) και ii). ΢ε 200 μL του προσ 

ανϊλυςη υπερκεύμενου διαλϑματοσ εν δυνϊμει υδρϐλυςησ φυςικϔν 

υποςτρωμϊτων τησ StGE2, προςτϋθηκαν 400 μL του διαλϑματοσ 

υδροξυλαμύνησ. Μετϊ απϐ τουλϊχιςτον 1 min το pH ρυθμύςτηκε ςτο 1.2 ± 

0.2 με 200 μL του διαλϑματοσ οξϋοσ iii), προςτϋθηκαν 200 μL του 

διαλϑματοσ ςιδόρου iv)  και μετϊ απϐ ανϊδευςη η απορρϐφηςη του 

ιϔδουσ-καφϋ διαλϑματοσ προςδιορύςτηκε ςτα 540 nm. Σα υπολεύμματα 

πρωτεΐνησ λϐγω των μετουςιωμϋνων ενζϑμων δεν παρεμποδύζουν την 

ανϊλυςη καθϔσ καταβυθύςτηκαν με την προςθόκη του πυκνοϑ οξϋοσ και 

του διαλϑματοσ ςιδόρου και ακολοϑθηςε φυγοκϋντρηςη πριν τη 

μϋτρηςη. Για  την ανϊλυςη χρηςιμοποιόθηκαν διπλϊ δεύγματα και για την 

καταςκευό καμπϑλησ αναφορϊσ χρηςιμοποιόθηκε ωσ πρϐτυπο o D-

γλυκουρονικϐσ εςτϋρασ τησ  3-(4-υδροξυφαινυλο)-1-προπανϐλησ 

(εςτϋρασ C) ςε ςυγκεντρϔςεισ των 1.28, 2.1, 3.2, 6.4 και 12.8 mM ςτο Ρ.Δ. 

τησ αντύδραςησ. 
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2.2 Μελϋτεσ με κρυςταλλογραφύα ακτύνων Φ  

2.2.1 Πρωτεώνικού ςτϐχοι και υποςτρϔματα που χρηςιμοποιόθηκαν 

για τισ κρυςταλλογραφικϋσ μελϋτεσ 

΢το πλαύςιο τησ παροϑςασ διδακτορικόσ διατριβόσ ϋλαβαν χϔρα εκτεταμϋνεσ 

μελϋτεσ με χρόςη κρυςταλλογραφύασ ακτύνων Φ και ςτϐχο τον προςδιοριςμϐ και 

τη διερεϑνηςη τησ δομόσ και του μηχανιςμοϑ κατϊλυςησ του αναςυνδυαςμϋνου 

ενζϑμου StGE2. Η γνϔςη τησ τριςδιϊςτατησ κρυςταλλικόσ δομόσ επιτρϋπει τη 

μελϋτη ςχϋςεων δομόσ-λειτουργύασ του ενζϑμου ιδιαύτερα παρουςύα 

υποςτρωμϊτων για την αποςαφόνιςη του μηχανιςμοϑ φυςιολογικόσ δρϊςησ 

του ςτην αποικοδϐμηςη τησ φυτικόσ βιομϊζασ. Για το λϐγο αυτϐ, 

πραγματοποιόθηκαν δομικϋσ μελϋτεσ τϐςο του ενζϑμου (StGE2) ςτη φυςικό 

διαμϐρφωςη ϐςο και ενϐσ μεταλλϊγματοσ αυτοϑ (S213A) παρουςύα και 

απουςύα ενϐσ ςυνθετικοϑ αναλογου υποςτρϔματοσ. 

Ωσ ςυνθετικϊ ανϊλογα υποςτρϔματοσ χρηςιμοποιόθηκαν οι ενϔςεισ: 4-O-

μεθυλο-D-γλυκουρονικϐσ μεθυλεςτϋρασ, ευγενικό προςφορϊ του Dr. Peter Biely, 

Institute of Chemistry of the Slovak Academy of Sciences (Μπρατιςλϊβα, 

΢λοβακύα), η οπούα εύχε παρουςιϊςει ςυγγϋνεια ωσ προσ την StGE2 [Topakas et 

al., 2010], ο  βενζυλεςτϋρασ του D-γλυκουρονικοϑ οξϋοσ (BnGlcA, Carbosynth, 

Compton UK, §2.1.1.iv, Πύνακασ 3.4.1), ο  μεθυλεςτϋρασ του D-γλυκουρονικοϑ 

οξϋοσ που ςυντϋθηκε χημικϊ ςτο εργαςτόριο Βιοτεχνολογύασ τησ ΢χολόσ 

Φημικϔν Μηχανικϔν (ΕΜΠ), απϐ το Θ. ΢πϊθα ςτο πλαύςιο τησ διπλωματικόσ του 

εργαςύασ, και το εμπορικϊ διαθϋςιμο D-γλυκουρονικϐ οξϑ. Οι 

κρυςταλλογραφικϋσ μελϋτεσ πραγματοποιόθηκαν ςτο Ινςτιτοϑτο Βιολογύασ, 

Υαρμακευτικόσ Φημεύασ και Βιοτεχνολογύασ του Εθνικοϑ Ιδρϑματοσ Ερευνϔν 

(ΙΒΥΦΒ, ΕΙΕ) υπϐ την επύβλεψη τησ Δρ. Ε. Φρυςύνα. ΢τισ πειραματικϋσ μεθϐδουσ 

περιλαμβϊνονταν: βιοπληροφορικό ανϊλυςη, δοκιμϋσ κρυςταλλογϋνεςησ, 

ςυγκρυςτϊλλωςησ και εμβαπτιςμοϑ προςχηματιςμϋνων πρωτεώνικϔν 

κρυςτϊλλων ςε διαλϑματα των ςυγκεκριμϋνων υποςτρωμϊτων, πειρϊματα 

ςυλλογόσ δεδομϋνων περύθλαςησ πρωτεώνικϔν κρυςτϊλων και πρωτϐκολλα 

λϑςησ, βελτιςτοπούηςησ και προςδιοριςμοϑ των τριςδιϊςτατων δομϔν των υπϐ 

μελϋτη πρωτεώνικϔν δειγμϊτων.     
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2.2.2 In silico ανϊλυςη και ςτούχιςη αμινοξικϔν αλληλουχιϔν 

Η αμινοξικό αλληλουχύα τησ GE που εκφρϊζεται ςτο φυςικϐ οργανιςμϐ, ςε 

μορφό FASTA (αμινοξικό ό νουκλεοτιδικό αλληλουχύα ςε μορφό κειμϋνου, ϐπου 

τα αμινοξϋα ό οι βϊςεισ ακολουθοϑν κϔδικα ενϐσ γρϊμματοσ) αναλϑθηκε με 

ποικιλύα εργαλεύων βιοπληροφορικόσ και αλγορύθμων. Η ςηματοδοτικό 

αλληλουχύα ϋκκριςησ προςδιορύςτηκε με τον αλγϐριθμο του διαδικτυακοϑ 

προγρϊμματοσ SignalP v.3.0  [Emanuelsson et al. 2007] ενϔ οι εν δυνϊμει θϋςεισ 

γλυκοζυλύωςησ με τουσ διακομιςτϋσ NetNGlyc v.1.0 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/, [Gupta et al., 2004] και NetOGlyc 

v.4.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/, [Steentoft et al., 2013]. Ο 

υπολογιςμϐσ του θεωρητικοϑ μοριακοϑ βϊρουσ των πρωτεώνϔν ϋγινε με το 

πρϐγραμμα ProtParam του ExPASy [Gasteiger et al. 2003] ενϔ ο αλγϐριθμϐσ 

BLASTP Basic Local Alignment Search Tool τησ διαδικτυακόσ βϊςησ δεδομϋνων 

NCBI (National Center for Biotechnology Information) [Altschul et al., 1997] 

χρηςιμοποιόθηκε για την εϑρεςη ομϐλογων πρωτεώνϔν. Η πολλαπλό ςτούχιςη 

αλληλουχιϔν ομϐλογων ενζϑμων πραγματοποιόθηκε με το πρϐγραμμα 

ClustalW2 [Larkin et al., 2007] του διακομιςτό EBI 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/) και τα αποτελϋςματα 

οπτικοποιόθηκαν με τη βοόθεια του ESPript 2.2 [Gouet et al., 2003].  

 

 

 2.2.3 Διερεϑνηςη τησ κρυςτϊλλωςησ και βελτιςτοπούηςη ςυνθηκϔν 

ανϊπτυξησ κρυςτϊλλων 

Ο προςδιοριςμϐσ των ςυνθηκϔν κρυςτϊλλωςησ απαιτοϑςε υψηλϋσ 

ςυγκεντρϔςεισ των αναςυνδυαςμϋνων και απομονωμϋνων StGE2 και S213A 

StGE2 πρωτεινϔν (§ 2.1.3). Για τον λϐγο αυτϐ οι πρωτεΐνεσ ςε Ρ.Δ. Tris-HCl 

20mM pH 8.0, ςυμπυκνϔθηκαν πριν την κρυςτϊλλωςη με τη χρόςη φιαλιδύων 

ϐγκου 500 μL, 15mL και 50 mL για αντύςτοιχο ϐγκο δεύγματοσ που ϋφεραν 

φύλτρα μη περατϊ απϐ μϐρια με μοριακϐ βϊροσ μεγαλϑτερο των 10 kDa 

VIVASPIN™ (Sartorius Stedim Biotech, Γερμανύα).  

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/
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Η διερεϑνηςη των ςυνθηκϔν κρυςτϊλλωςησ ϋγινε με τη χρόςη των 

διαθϋςιμων εμπορικϔν ςκευαςμϊτων κρυςτϊλλωςησ JCSG-plus™ Screen, 

Structure Screen I & II HT-96 απϐ την εταιρεύα Molecular Dimensions (Αγγλύα) 

και PEGs Suite απϐ την εταιρεύα Qiagen (Γερμανύα).  Μϋςω των παραπϊνω 

ςκευαςμϊτων επιτυγχϊνεται η ςϊρωςη μεγϊλου εϑρουσ διαφορετικϔν 

ςυνθηκϔν κρυςτϊλλωςησ (96 ανϊ ςκεϑαςμα) για κϊθε δεύγμα πρωτεΐνησ 

παρουςύα ποικιλύασ αλϊτων ό ϊλλων πρϐςθετων καθϔσ και ςε διαφορετικϊ pH 

του διαλϑματοσ κρυςτϊλλωςησ. Η πειραματικό διαδικαςύα περιελϊμβανε την 

αξιοπούηςη ρομπϐτ κρυςτϊλλωςησ Oryx-Nano (Douglas Instruments Ltd, UK) 

ενϔ η μεθοδολογύα βαςύςτηκε ςτη διϊχυςη ατμϔν με καθόμενη ςταγϐνα με τη 

χρόςη ειδικϔν βϊςεων κρυςτϊλωςησ 96 θϋςεων SWISSCI 'MRC' (SWISSCl AG, 

Zug, Switzerland) (Εικϐνα 2.2.1).  

 

 

Εικϐνα 2.2.1 Η βϊςη κρυςτϊλλωςησ 96 θϋςεων SWISSCI 'MRC' (SWISSCl AG, Zug, Switzerland) 

και το ρο Oryx-Nano (Douglas Instruments Ltd, UK) ςτο οπούο τοποθετεύται. 

 

Ειδικϐτερα, το πρωτεώνικϐ διϊλυμα αναμύχθηκε με το μητρικϐ διϊλυμα 

κρυςτϊλλωςησ ςε αναλογύεσ εύτε 2:1 ό 1:1 ενϔ ο τελικϐσ ϐγκοσ τησ ςταγϐνασ 

όταν 0.3 - 1 μL αναλϐγωσ με το ςτϊδιο διερεϑνηςησ. Σο δεύγμα μετϊ την ανϊμιξη 

τοποθετόθηκε ςε ειδικό μικροπλϊκα, η τελευταύα καλϑφθηκε αεροςτεγϔσ με 

διϊφανη μεμβρϊνη και αφϋθηκε ςε επωαςτόρα κρυςτϊλλωςησ θερμοκραςύασ 

16 °C. Η παρακολοϑθηςη ανϊπτυξησ κρυςτϊλλων και φωτογρϊφιςη των 

ςταγϐνων ϋγινε με ςτερεομικροςκϐπιο 160Φ, Leica ΜΖ16 (Leica Microsystems 
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Εικϐνα 2.2.2 Βρϐχοι ινϔν (loops) που 
χρηςιμοποιοϑνται για τη μεταφορϊ 
κρυςτϊλλων και τοποθϋτηςό τουσ ςτη βϊςη 
του γωνιϐμετρου (Εικϐνα 2.2.3) κατϊ τη 
ςυλλογό δεδομϋνων περύθλαςησ ακτύνων Φ. 

GmbH, Γερμανύα) εφοδιαςμϋνο με ψηφιακό κϊμερα και ςϑςτημα πολωμϋνου 

φωτϐσ.  

Αρχικϊ προςδιορύςθηκαν οι αρχικϋσ ςυνθόκεσ ανϊπτυξησ κρυςτϊλλων, εύτε 

με τη μορφό μικροκρυςταλλικοϑ ιζόματοσ εύτε ωσ μεμονωμϋνοι κρϑςταλλοι 

βελονοειδοϑσ μορφόσ. ΢τη ςυνϋχεια, ακολοϑθηςε η βελτιςτοπούηςη αυτϔν 

προκειμϋνου να αναπτυχθοϑν πρωτεώνικού κρϑςταλλοι κατϊλληλησ ποιϐτητασ 

και μεγϋθουσ για τη ςυλλογό δεδομϋνων περύθλαςησ ακτύνων Φ υψηλόσ 

ευκρύνειασ. Η βελτιςτοπούηςη περιελϊμβανε μικρό διαφοροπούηςη ςτη 

ςυγκϋντρωςη του πρωτεώνικοϑ διαλϑματοσ ό κϊποιου ϊλλου παρϊγοντα 

κρυςτϊλλωςησ, ςτισ αναλογύεσ ανϊμιξησ μητρικοϑ και πρωτεώνικοϑ διαλϑματοσ, 

μικρϋσ αλλαγϋσ ςτο pH διαλϑματοσ κρυςτϊλλωςησ, ςτη θερμοκραςύα 

κρυςτϊλλωςησ ό και προςθόκη γλυκερϐλησ 10% ςτο διϊλυμα κρυςτϊλλωςησ 

για την επιβρϊδυνςη ανϊπτυξησ κρυςτϊλλων. Επύςησ, χρηςιμοποιόθηκε η 

τεχνικό τησ μακρο- εύτε τησ μικροςπορϊσ (macro-, microseeding) ϐπου εύτε 

μικροκρϑςταλλοι εύτε θρυμματιςμϋνοι κρϑςταλλοι μεταφϋρονται ςε νϋα 

ςταγϐνα με τη χρόςη κατϊλληλου 

μεγϋθουσ βρϐχου ινϔν (loop, Εικϐνα 

2.2.2). Η νϋα ςταγϐνα ϐπου 

εμβαπτύζονταν ο βρϐχοσ ινϔν, 

περιεύχε διϊλυμα εύτε μικρϐτερησ 

ςυγκϋντρωςησ πρωτεϏνησ ό 

κατακρημνιςτικοϑ παρϊγοντα απϐ 

εκεύνη ςτην οπούα παρατηρόθηκε η 

δημιουργύα των κρυςτϊλλων προσ 

βελτιςτοπούηςη, εύτε επρϐκειτο για 

εξιςορροπημϋνη ςταγϐνα ϐπου 

μικροκρϑςταλλοι - θρυμματιςμϋνοι κρϑςταλλοι αποτελοϑν προςτιθϋμενο 

ςυςτατικϐ [Bergfors, 2003]. Οι μικροκρϑςταλλοι/θρυμματιςμϋνοι κρϑςταλλοι 

λειτουργοϑν με αυτϐ τον τρϐπο ωσ θϋςεισ πυρόνωςησ για την ανϊπτυξη 

μεγαλϑτερων πιθανϔσ βελτιωμϋνησ ποιϐτητασ κρυςτϊλλων. Σϋλοσ, ϋγιναν 

πειρϊματα ςυγκρυςτϊλλωςησ των υπϐ μελϋτη πρωτεώνικϔν ςτϐχων με ανϊλογα 

υποςτρϔματοσ ςε ποικύλεσ ςυγκεντρϔςεισ και εν δυνϊμει προςδϋτεσ. 
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2.2.4 Ακτινοβϐληςη κρυςτϊλλων και ςυλλογό δεδομϋνων 

περύθλαςησ ακτύνων Φ  

Η καταλληλϐτητα των κρυςτϊλλων που χρηςιμοποιοϑνται ςε πειρϊματα 

περύθλαςησ ακτύνων-Φ κρύνεται αρχικϊ απϐ το μϋγεθοσ και τα μορφολογικϊ 

τουσ χαρακτηριςτικϊ τα οπούα εξετϊζονται με τη βοόθεια ςτερεομικροςκοπύου 

εφοδιαςμϋνου με διϊταξη πολωμϋνου φωτϐσ. Οι βελτιωμϋνοι κρϑςταλλοι που 

αναπτϑχθηκαν ακτινοβολόθηκαν υπϐ κρυογενεύσ ςυνθόκεσ (100 K). Πριν την 

ϋκθεςό τουσ ςτο ρεϑμα αζϔτου οι κρϑςταλλοι μεταφϋρθηκαν, με τη βοόθεια 

βρϐχου ανϊλογου μεγϋθουσ με αυτϐ του κρυςτϊλλου,  ςε διϊλυμα που περιϋχει 

τισ ςυνθόκεσ κρυςτϊλλωςησ παρουςύα 20% (v/v) γλυκερϐλησ. Η γλυκερϐλη δρα 

ωσ κρυοπροςτατευτικϐ προσ αποφυγό ςχηματιςμοϑ πϊγου που θα κατϋςτρεφε 

το κρυςταλλικϐ πλϋγμα κατϊ την ϋκθεςη ςτο ρεϑμα Ν2 ενϔ η εμβϊπτιςη ςτο 

κρυοπροςτατευτικϐ διϊλυμα διαρκεύ λύγα μϐνο δευτερϐλεπτα. Η αποφυγό 

ςχηματιςμοϑ πϊγου και η μη αποτϑπωςη αυτοϑ ςτα περιθλαςιγρϊμματα (με τη 

μορφό δακτυλιδιϔν πϊγου, ice rings) βελτιϔνει την ποιϐτητα των δεδομϋνων 

που ςυλλεγϐνται. Η επιλογό του κρυοπροςτατευτικοϑ ϋγινε μετϊ απϐ δοκιμϋσ 

διαφϐρων ευρϋωσ χρηςιμοποιοϑμενων ϐπωσ αιθυλενογλυκϐλη, MPD (2-μϋθυλο-

2,4-πεντανοδιϐλη), πολυαιθυλενογλυκϐλεσ χαμηλοϑ ΜΒ ςε ποικύλεσ αναλογύεσ 

ανϊμιξησ με το μητρικϐ διϊλυμα.  

Πϋραν τησ ακτινοβϐληςησ των πρωτεώνικϔν κρυςτϊλλων, ϋγιναν δοκιμαςύεσ 

διαποτιςμοϑ των προςχηματιςμϋνων κρυςτϊλλων με τα υπϐ μελϋτη ανϊλογα 

υποςτρϔματοσ προσ πιθανϐ ςχηματιςμϐ ςυμπλϐκου. Για τον λϐγο αυτϐ, 

μονοκρϑςταλλοι εμβαπτύςτηκαν ςε διϊλυμα κρυςτϊλλωςησ αναμεμειγμϋνο με 

υδατικϐ διϊλυμα του κϊθε αναλϐγου υποςτρϔματοσ ενϔ ϋγιναν δοκιμϋσ με 

ποικύλεσ ςυγκεντρϔςεισ των ουςιϔν και με διαφορετικό διϊρκεια εμβϊπτιςησ. Η 

διαδικαςύα αποςκοπεύ ςτη διϊχυςη τησ υπϐ μελϋτησ ουςύασ εντϐσ των καναλιϔν 

του διαλϑτη μϋςα ςτην πρωτεϏνη και ςτη μελϋτη τησ εν δυνϊμει ςϑνδεςόσ τησ 

ςτο μελετϔμενο κϋντρο χωρύσ να αλλοιωθεύ το κρυςταλλικϐ πλϋγμα του 

προςχηματιςμϋνου κρυςτϊλλου. Ακολοϑθηςε ταχεύα μεταφορϊ ςε διϊλυμα 

παρϐμοιασ ςϑςταςησ με αυτϐ τησ εμβϊπτιςησ εμπλουτιςμϋνο με 15 % (v/v) 

γλυκερϐλη.  
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Εικϐνα 2.2.3 Η πηγό ακτινϔν Φ 
SuperNova diffractometer (Oxford 
Diffraction, Agilent Technologies) που 
βρύςκεται εγκατεςτημϋνη ςτο ΙΒΥΦΒ, 
ΕΙΕ. Διακρύνονται το γωνιϐμετρο 
τοποθϋτηςησ του βρϐχου με χρόςη 
μαγνητικόσ βϊςησ, η πηγό ακτύνων Φ, 
το ακροφϑςιο ρεϑματοσ Ν2, η κϊμερα 
καταγραφόσ του πειρϊματοσ και ο 
ανιχνευτόσ ςυζευγμϋνου φορτύου. 

 

Η ακτινοβϐληςη και ςυλλογό δεδομϋνων των StGE2 μονοκρυςτϊλλων ϋγινε 

ςτην πηγό ςυγχροτρονικόσ ακτινοβολύασ EMBL Hamburg outstation - ςταθμϐσ 

X13 (λ=0.8123 Å, Αμβοϑργο, Γερμανύα) ςτον ανιχνευτό ςυζευγμϋνου φορτύου 

225-mm MAR CCD με τη χρόςη του προγρϊμματοσ DNA software package, 

διαθϋςιμου ςτο ςταθμϐ. Η ακτινοβϐληςη των S213A StGE2 μονοκρυςτϊλλων 

καθϔσ και ςυμπλϐκων αυτϔν (κρϑςταλλοι εμποτιςμϋνοι με διαλϑματα 

αναλϐγων υποςτρωμϊτων και προςδετϔν StGE2 αλλϊ και S213A, ϋλαβε χϔρα 

ςτη ςυμβατικό πηγό ακτύνων Φ μικροεςτιαςμϋνησ ακτινοβολύασ SuperNova 

diffractometer (χαλκοϑ CuKα, λ = 1.5415 Å, Oxford Diffraction, Agilent 

Technologies) και η ςυλλογό δεδομϋνων ϋγινε ςε ανιχνευτό ςυζευγμϋνου 

φορτύου (CCD) διαμϋτρου 135 mm, που βρύςκονται εγκατεςτημϋνα ςτο ΙΒΥΦΒ, 

ΕΙΕ (Εικϐνα 2.2.3). Σα κρυςταλλογραφικϊ δεδομϋνα που ςυλλϋχθηκαν απϐ τη 

ςυγχροτρονικό και τη ςυμβατικό πηγό ακτύνων Φ αναλϑθηκαν και ϋγινε η 

επεξεργαςύα τουσ με τα προγρϊμματα XDS package [Kabsch, 2010] και 

CrysAlisPro (Agilent Technologies), αντύςτοιχα. Περαιτϋρω ανϊλυςη και 

επεξεργαςύα των δεδομϋνων ϋγινε με τα προγρϊμματα SCALA [Evans, 2006] του 

πακϋτου CCP4 [Collaborative Computational Project 4, 1994]. 
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2.2.5 Εϑρεςη και ανϊλυςη τησ τριςδιϊςτατησ δομόσ των πρωτεώνϔν 

Ο προςδιοριςμϐσ τησ τριςδιϊςτατησ δομόσ του ενζϑμου StGE2, τησ 

μεταλλαγμϋνησ πρωτεώνησ S213A StGE2 και ςυμπλϐκου  S213A StGE2 – 

αναλϐγου υποςτρϔματοσ ϋγινε με τη μϋθοδο τησ μοριακόσ αντικατϊςταςησ και 

χρόςη του προγρϊμματοσ Phaser [McCoy et al., 2007] του πακϋτου CCP4 (Winn 

et al., 2011). Ακολοϑθηςαν διαδοχικού κϑκλοι βελτιςτοπούηςησ με το πρϐγραμμα 

REFMAC [Murshudov et al. 1997] και ανακαταςκευόσ των πρωτεώνικϔν 

μοντϋλων με το πρϐγραμμα μοριακϔν γραφικϔν Coot  [Emsley et al. 2010] ενϔ 

μϋςω του ύδιου προγρϊμματοσ ϋγινε και η προςθόκη μορύων ϑδατοσ και ϊλλων 

μορύων του διαλϑματοσ κρυςτϊλλωςησ.  

Η ανϊλυςη των πρωτεώνικϔν δομϔν που προςδιορύςτηκαν ϋγινε αρχικϊ με 

επαλόθευςη τησ ορθόσ ςτερεοχημεύασ των πρωτεώνικϔν καταλούπων με το 

πρϐγραμμα PROCHECK [Laskowski et al., 1993] ενϔ  ο ϋλεγχοσ τησ αξιοπιςτύασ 

τουσ ολοκληρϔθηκε μϋςω του προγρϊμματοσ MolProbity [Chen et al. 2010]. Η 

δομικό κατϊταξη τησ StGE2 ϋγινε με τη βοόθεια τησ βϊςησ δεδομϋνων CATH 

ςϑμφωνα με τισ υπεροικογϋνειεσ, τισ αυτοτελεύσ δομικϋσ περιοχϋσ (domains) και 

τουσ τϑπουσ αναδύπλωςησ των πρωτεώνϔν. Η τοπολογύα των δομϔν εξόχθει 

μϋςω του εξυπηρετητό PDBsum (http://www.ebi.ac.uk/ [Laskowski et al., 

1997]) ενϔ η απϐδοςη τησ δευτεροταγοϑσ δομόσ με το πρϐγραμμα PROMOTIF 

[Hutchinson & Thornton, 1996] απϐ το  βοηθητικϐ πρϐγραμμα PDBsum του 

εξυπηρετητό EBI (http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum/) 

[Laskowski et al., 1997]. Οι προςβϊςιμεσ ςτο διαλϑτη πρωτεώνικϋσ περιοχϋσ 

προςδιορύςτηκαν με τη χρόςη τησ διαδικτυακόσ πλατφϐρμασ PDBe PISA 

platform (http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/pistart.html,  Krissinel & 

Henrick, 2007). Ο εξυπηρετητόσ DALI 

(http://ekhidna.biocenter.helsinki.fi/dali_server [Holm & Rosenstrom, 2010]) 

χρηςιμοποιόθηκε για την αναζότηςη ομϐλογων πρωτεώνικϔν δομϔν και η 

ςϑγκριςη για την ανϊλυςη δομικϔν διαφορϔν ϋγινε με τη βοόθεια του 

προγρϊμματοσ SUPERPOSE [Winn et al., 2011] ϐπου πραγματοποιόθηκε 

υπϋρθεςη των υπϐ εξϋταςη δομϔν.  

΢την περύπτωςη τησ τριςδιϊςτατησ δομόσ του ςυμπλϐκου, το μοντϋλο του 

αναλϐγου υποςτρϔματοσ 4-O-μεθυλο-D-γλυκοουρονικοϑ μεθυλεςτϋρα 

http://www.ebi.ac.uk/
http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/pistart.html
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προϋκυψε με χρόςη του προγρϊμματοσ PRODRG [Schüttelkopf & van Aalten, 

2004] το οπούο εφαρμϐζει επιτρεπτϋσ τροποποιόςεισ των γωνιϔν ςτρϋψησ του 

μορύου ϔςτε να προςαρμοςτεύ ςτην περιοχό πρϐςδεςησ ϐπωσ αυτό ορύζεται απϐ 

τουσ χϊρτεσ διαφορϊσ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ 2Fobs-Fcalc και Fobs-Fcalc. 

Περαιτϋρω, για την ανϊλυςη τησ δομόσ του ςυμπλϐκου χρηςιμοποιόθηκε το 

πρϐγραμα CONTACT [Winn et al., 2011] ϔςτε να υπολογιςτοϑν οι δεςμού 

υδρογϐνου και Van der Waals αλληλεπιδρϊςεισ κατϊ την  πρϐςδεςη του 

αναλϐγου υποςτρϔματοσ ςτην S213A πρωτεϏνη εφαρμϐζοντασ ωσ κριτόρια 

μϋγιςτησ απϐςταςησ ςχηματιςμοϑ αλληλεπιδρϊςεων τα 3.3 και 4.0 Å, 

αντύςτοιχα. Η ςχηματικό αναπαρϊςταςη οπτικοπούηςησ και των τριϔν νϋων 

δομϔν ϋγινε με το πρϐγραμμα MolSoft [Raush et al. 2009]. ΢την περύπτωςη τησ 

δομόσ του ςυμπλϐκου, τα προγρϊμματα LIGPLOT [Wallace et al., 1995] και 

MolScript [Kraulis, 1991] χρηςιμοποιόθηκαν για να αποτυπωθοϑν οι 

αλληλεπιδρϊςεισ του αναλϐγου υποςτρϔματοσ ςτο κϋντρο πρϐςδεςησ τησ 

πρωτεϏνησ, ενϔ ο 2Fobs-Fcalc χϊρτησ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ αναπαρύςτατο 

ςχηματικϊ με χρόςη του προγρϊμματοσ μοριακϔν γραφiκϔν BobScript  και η 

εικϐνα του αποδϐθηκε με το πρϐγραμμα Raster3D [Merritt & Bacon, 1997]. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 3 

Πειραματικϊ αποτελϋςματα - ΢υμπερϊςματα 

 

3.1 Μελϋτη τησ υδρϐλυςησ εμπορικϊ διαθϋςιμου 

ςυνθετικοϑ υποςτρϔματοσ απϐ δϑο GEs  

΢το πλαύςιο τησ παροϑςασ διδακτορικόσ διατριβόσ που αφοροϑςε ςτη μελϋτη 

τησ δρϊςησ των ημικυτταριναςϔν και ειδικϐτερα των GEs, εξετϊςτηκε η 

υδρϐλυςη του BnGlcA απϐ την StGE2 και την PaGE1. ΢τϐχο αποτελοϑςε η 

δημιουργύα ενϐσ απλοϑ, εξειδικευμϋνου και καινοτϐμου πρωτοκϐλλου ταχεύασ 

αξιολϐγηςησ τησ καταλυτικόσ δρϊςησ των GEs αξιοποιϔντασ ϋνα πρϐςφατα 

εμπορικϊ διαθϋςιμο μϐριο ωσ ϋνα εν δυνϊμει υπϐςτρωμα - μοντϋλο. Σο 

ςυνθετικϐ υπϐςτρωμα BnGlcA (΢χόμα 3.1.1) μιμεύται δομικϊ το προτεινϐμενο 

φυςικϐ υπϐςτρωμα του ενζϑμου, υδατανθρακικϊ ςϑμπλοκα μεταξϑ 

γλυκουρονοξυλϊνησ και αρωματικϔν αλκοολϔν τησ λιγνύνησ (§1.3.2 και 1.4.3 

[Duranová et al., 2007]) ενϔ οι βενζυλικού εςτϋρεσ των LCCs αποτελοϑν 

πρϐδρομεσ δομϋσ κατϊ τη βιοςϑνθεςη τησ λιγνύνησ. Παρϊλληλα, διαφαύνεται να 

ςυγκαταλϋγεται ςτα ανϊλογα γλυκουρονικϔν οξϋων που δϑνανται να 

αναγνωριςτοϑν προσ υδρϐλυςη απϐ GEs [Duranová et al., 2009]. Για το λϐγο 

αυτϐ, το ςυνθετικϐ ανϊλογο ϋκτϐσ απϐ τισ κινητικϋσ μελϋτεσ, εξετϊςτηκε και 

μϋςω πειραμϊτων ςυγκρυςτϊλλωςησ και εμβϊπτιςησ προςχητιςμϋνων 

πρωτεώνικϔν κρυςτϊλλων StGE2 και S213A StGE2 ωσ προσ πιθανό πρϐςδεςό 

του ςτο καταλυτικϐ κϋντρο τησ πρωτεϏνησ (§3.4.2.iii, Πύνακασ 3.4.1). Ωςτϐςο, το 

ςυγκεκριμϋνο υπϐςτρωμα δε διαθϋτει τη μεθοξυ-ομϊδα ςτην θϋςη 4 του 

γλυκουρονικοϑ δακτυλύου η οπούα διαφαύνεται να κατϋχει ιδιαύτερο ρϐλο βϊςει 

ενδεύξεων αϑξηςησ τησ ενζυμικόσ ενεργϐτητασ παρουςύα τησ ςυντελϔντασ ςτην 

ακριβϋςτερη δομικό μύμηςη του υποθετικοϑ φυςικοϑ υποςτρϔματοσ των GEs 

[Duranová et al., 2009, d’Errico et al., 2015]. ΢την παροϑςα μελϋτη το BnGlcA 
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χρηςιμοποιόθηκε για την αξιολϐγηςη τησ υδρολυτικόσ δρϊςησ των GEs: α) μϋςω 

μεθϐδου ταχεύασ ποιοτικόσ ανϊλυςησ με TLC χωρύσ οργανολογικϋσ απαιτόςεισ, 

β) μϋςω ποςοτικόσ ανϊλυςησ με HPLC που επιτρϋπει εκτιμόςεισ ακριβεύασ των 

κινητικϔν παραμϋτρων τησ υδρϐλυςησ και τϋλοσ γ) μϋςω φωτομετρικοϑ 

προςδιοριςμοϑ με τη χρόςη εμπορικϊ διαθϋςιμου ςκευϊςματοσ, κατϊλληλου για 

ςϊρωςη τησ ενζυμικόσ δραςτικϐτητασ.  

 

 

 ΢χόμα 3.1.1 Η χημικό δομό του βενζυλικοϑ εςτϋρα 

του D-γλυκουρονικοϑ οξϋοσ που χρηςιμοποιόθηκε τϐςο 

για τισ κινητικϋσ μελϋτεσ ϐςο και για δομικϋσ μελϋτεσ με 

κρυςταλλογραφύα ακτύνων Φ. 

 

 

Σο αρχικϐ ςτϊδιο υπολογιςμοϑ τησ ενζυμικόσ ενεργϐτητασ ϋναντι του BnGlcA 

περιελϊμβανε την ϋκφραςη, παραγωγό και απομϐνωςη των υπϐ μελϋτη GEs. 

Όςον αφορϊ ςτην PaGE1, το page1 γονύδιο που κωδικοποιοϑςε την υποθετικό 

πρωτεϏνη του μϑκητα Podospora anserina (ομολογύα αλληλουχύασ με την StGE2 

55%, XP_003665709.1 [Topakas et al., 2010]) κλωνοποιόθηκε και ειςόχθη ςτον 

πλαςμιδιακϐ φορϋα πλαςμιδιακϐ φορϋα pPICZαC ςτο Εργαςτόριο 

Biotechnologie des Champignons Filamenteux – Polytech Marseille, ςτη Γαλλύα, 

απϐ την ομϊδα του Jean–Guy Berrin. Πρϐκειται για μια πρωτεϏνη 481 αμινοξϋων 

αποτελοϑμενη απϐ: ϋνα πεπτύδιο ϋκκριςησ (1-21) ϋνα μη καταλυτικϐ δομικϐ 

ςτοιχεύο πρϐςδευςησ ςε υδατϊνθρακεσ τησ οικογϋνειασ 1 (CBM1, 22-59) 

ομοιοπολικϊ ενωμϋνο με το καταλυτικϐ κϋντρο των GEs (106-481) που περιϋχει 

το ςυντηρημϋνο πενταπεπτύδιο G-C-S-R-N-G που φϋρει την καταλυτικό 

πυρηνϐφιλη ΢ερύνη (πιο αναλυτικϊ ςτο Kεφ. 3.4) ενϔ παρεμβϊλλεται ϋνα 

πεπτύδιο ςϑνδεςησ (linker peptide, 60-105) [Katsimpouras et al., 2014]. ΢την 

παροϑςα ερευνητικό εργαςύα, εφαρμϐςτηκε η πειραματικό διαδικαςύα για τον 

μεταςχηματιςμϐ  E. coli TOPIOF’ κυττϊρων προσ πολλαπλαςιαςμϐ του 

αναςυνδυαςμϋνου pPICZαC, κατϐπιν απομϐνωςη και γραμμικοπούηςό του ϔςτε 

να λϊβει χϔρα ο τελικϐσ μεταςχηματιςμϐσ με ηλεκτροδιϊτρηςη των Pichia 

pastoris  κυττϊρων με τον πλαςμιδιακϐ φορϋα ςυνενωμϋνο με το page1 γονύδιο. 
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Ακολοϑθηςε η παραγωγό του ενζϑμου με το ετερϐλογο ςϑςτημα ϋκφραςησ P. 

pastoris και ςτη ςυνϋχεια η απομϐνωςη και ο καθαριςμϐσ με τη χρόςη IMAC 

(Co2+) με τη μεθοδολογύα που περιγρϊφεται ςτην §2.1.3. 

 

 

 

 

Εικϐνα 3.1.1 Ηλεκτροφϐρηςη ςε 

πόκτωμα πολυακρυλαμιδύου (SDS-PAGE) 

βαθμοϑ πολυμεριςμοϑ 12,5%. ΢τόλη 1: 

πρϐτυπο διϊλυμα πρωτεώνϔν (Unstained 

Protein Molecular Weight Marker, 

Fermentas). ΢τόλεσ 2,3: Κλϊςματα 

απομονωμϋνησ πρωτεϏνησ PaGE1. 

 

 

 

 

 

Η ηλεκτροφϐρηςη SDS-PAGE ςε 12.5% πόκτωμα πολυακρυλαμιδύου για την 

αξιολϐγηςη τησ καθαρϐτητασ του ενζϑμου εμφϊνιςε μύα πρωτεώνικό ζϔνη που 

αντιςτοιχοϑςε ςε ΜΒ ~63 kDa (Εικϐνα 3.1.1). To θεωρητικϊ υπολογιςμϋνο ΜΒ 

μϋςω του προγρϊμματοσ ProtParam  του εξυπηρετητό ExPASY [Gasteiger et al., 

2005] όταν ~50kDa, λαμβϊνοντασ υπϐψιν το ςυνδετικϐ πεπτύδιο, το πεπτύδιο 

ϋκκριςησ και τη δομικϊ αυτοτελό περιοχό πρϐςδεςησ ςτην κυτταρύνη CBM1. Η 

ανϊλυςη πιθανϔν περιοχϔν Ν-γλυκοζυλύωςησ μϋςω του αλγϐριθμου NetNGlyc 

v.1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc [Gupta et al., 2004]) δεν 

ανϋδειξε κϊποια θϋςη ςτην αλληλουχύα ενϔ με τον αλγϐριθμο NetΟGlyc v.4.0  

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetΟGlyc [Steentoft et al., 2013]) 

υπολογύςτηκαν 22 πιθανϋσ θϋςεισ Ο-γλυκοζυλύωςησ ςτην περιοχό του πεπτιδύου 

ςϑνδεςησ ςτισ οπούεσ μπορεύ να αποδοθεύ το αυξημϋνο ΜΒ ςε ςϑγκριςη με το 

θεωρητικϊ υπολογιςμϋνο. 

΢την περύπτωςη τησ παραγωγόσ και απομϐνωςησ τησ StGE2 ακολουθόθηκε 

ϐμοια μεθοδολογύα (πιο αναλυτικϊ ςτην §3.4.2.i). Οι ςυγκεντρϔςεισ των δϑο 
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ενζϑμων προςδιορύςτηκαν φωτομετρικϊ ςτα 280nm [Stoscheck, 1990] 

λαμβϊνοντασ υπϐψιν τουσ μοριακοϑσ ςυντελεςτϋσ απϐςβεςησ ε (molar 

extinction coefficient), ςϑμφωνα με το πρϐγραμμα ProtParam του ExPASy 

[Gasteiger et al., 2003], οι οπούοι όταν 50,795 M-1/cm-1 για την StGE2 και 89,545 

M-1/cm-1 για την PaGE1. Οι αρχικϋσ ςυγκεντρϔςεισ των GEs που 

χρηςιμοποιόθηκαν ςτα πειρϊματα υδρϐλυςησ για την HPLC ανϊλυςη και τον 

φωτομετρικϐ προςδιοριςμϐ όταν 0.59 mg/mL ενϔ αυτό τησ PaGE1 0.94 mg/mL. 

 

 

3.1.1 Ποιοτικό αξιολϐγηςη τησ ενεργϐτητασ των GEs  

Σο ςυνθετικϐ ανϊλογο υποςτρϔματοσ BnGlcA χρηςιμοποιόθηκε αρχικϊ για 

την ανϊπτυξη μιασ εϑχρηςτησ και ταχεύασ μεθοδολογύασ η οπούα επιτρϋπει την 

ταυτϐχρονη εκτύμηςη τησ ενεργϐτητασ διαφορετικϔν ενζυμικϔν δειγμϊτων 

ϔςτε να βρύςκει εφαρμογό ςτον καθαριςμϐ και την απομϐνωςη νϋων GEs. Για 

την ανύχνευςη του GlcA ωσ προώϐντοσ τησ υδρϐλυςησ εύτε παρουςύα  PaGE1 εύτε 

StGE2, ϋγινε ανϊλυςη μϋςω TLC ϐπωσ περιγρϊφεται ςτην §2.1.4. ΢το ΢χόμα 3.1.2 

παρουςιϊζεται το χρωματογρϊφημα TLC ϐπου ςτην τρύτη ςτόλη που 

υποδεικνϑει την αντύδραςη παρουςύα PaGE1, η κηλύδα που υποδεύκνυε το 

BnGlcA (ζϔνη ΙΙΙ) ϋχει εξαφανιςτεύ ενϔ ςτην πϋμπτη ςτόλη που υπδεικνϑει την 

αντύδραςη παρουςύα υπερκεύμενου καλλιϋργειασ StGE2 η αντύςτοιχη κηλύδα του 

BnGlcA εύναι μειωμϋνησ ϋνταςησ υποδηλϔνοντασ τη μερικό ενζυμικό δρϊςη.    

Οι παρϊγοντεσ επιβρϊδυνςησ Rf αντιςτοιχοϑν ςε 0.1 και 0.85 για το GlcA 

(ζϔνη Ι) και το BnGlcA, αντύςτοιχα, ενϔ η κηλύδα που εμφανύζεται ςτη ζϔνη ΙΙ 

αντιςτοιχεύ ςε Rf 0.7. Η ςυγκεκριμϋνη κηλύδα μπορεύ να αποδοθεύ ςε ιςομερό 

δακτυλύου ό διμερό του BnGlcA ενϔ αποτυπϔνεται και ωσ ευρεύα διπλό-τριπλό 

κορυφό ςτην ανϊλυςη μϋςω HPLC που ακολουθεύ (§3.1.2). Η κυμαινϐμενησ 

ϋνταςησ κηλύδα ςτη ζϔνη ΙΙ βϊςει και των δειγμϊτων υπερκεύμενου 

καλλιϋργειασ  StGE2 υποδεικνϑει ϐτι η ιςορροπύα των ιςομερϔν ό διμερϔν 

μορφϔν του υποςτρϔματοσ επηρεϊζεται απϐ τη ςϑςταςη τησ αντύδραςησ. 
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΢χόμα 3.1.2     Φρωματογρϊφημα TLC ανϊλυςησ τησ ενζυμικόσ αντύδραςησ υδρϐλυςησ του 

BnGlcA παρουςύα PaGE1 (3η ςτόλη) και StGE2 (5η ςτόλη). Οι αντιδρϊςεισ ελϋγχου παρουςύα 

απενεργοποιημϋνων PaGE1 (4η ςτόλη) και  StGE2 (6η ςτόλη) υποδεικνϑονται ωσ PaGE1bl. και 

StGE2bl., αντύςτοιχα. 

 

 

 

3.1.2 Ποςοτικοπούηςη τησ ενεργϐτητασ των GEs μϋςω HPLC 

ανϊλυςησ 

Ωσ μϋθοδοσ ακριβεύασ για τον προςδιοριςμϐ τησ ενεργϐτητασ των GEs και 

εκτύμηςησ των κινητικϔν παραμϋτρων, η ανϊλυςη μϋςω HPLC βαςύςτηκε ςε 

πρωτϐκολλο τερματιςμοϑ τησ ενζυμικόσ αντύδραςησ και ακολοϑθωσ 

διαχωριςμοϑ και ανύχνευςησ του προώϐντοσ. Η βενζυλικό αλκοϐλη που 

παρϊγεται κατϊ την υδρϐλυςη του BnGlcA  παρουςύα StGE2 καθϔσ και PaGE1, 

ποςοτικοποιόθηκε με μϋτρηςη τησ UV απορρϐφηςησ ςτα 254 nm με τη 

μεθοδολογύα που αναλϑεται ςτην §2.1.4. ΢τα χρωματογραφόματα των 

΢χημϊτων 3.1.2 και 3.1.3 που αφοροϑν ςτισ τισ ενζυμικϋσ υδρολϑςεισ παρουςύα 

StGE2 και PaGE1 αντύςτοιχα, η ϋκλουςη του εςτϋρα καταγρϊφηκε με μύα ευρεύα 

κορυφό (χρϐνοσ κατακρϊτηςησ Rt ~6-8 min) ενϔ τησ αλκοϐλησ με μια πιο οξεύα 

κορυφό (χρϐνοσ κατακρϊτηςησ Rt ~9-10 min). Η διπλό ό τριπλό κορυφό που 

αντιςτοιχεύ ςτο ςυνθετικϐ ανϊλογο υποςτρϔματοσ  πιθανϊ αποδύδεται ςε α και 

β ανωμερό, ιςομερό δακτυλύου ό διμερό τησ ϋνωςησ ϐπωσ διαφϊνηκε και απϐ τα 

πειρϊματικα δεδομϋνα τησ TLC ανϊλυςησ (§3.1.1).  Κατϊ την ενζυμικό υδρϐλυςη 

παρουςύα StGE2 (45 °C, ΢χόμα 3.1.3), η αυτοϒδρϐλυςη του εςτϋρα όταν 

υψηλϐτερη λϐγω τησ αυξημϋνησ θερμοκραςύασ ςε ςϑγκριςη με αυτό ςτισ 

πειραματικϋσ ςυνθόκεσ που χρηςιμοποιόθηκαν παρουςύα τησ μεςϐφιλησ PaGE1 

(35 °C, ΢χόμα 3.1.4).  
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΢χόμα 3.1.3 Παρϊδειγμα χρωματογραφόματοσ υδρϐλυςησ 10mM BnGlcA παρουςύα StGE2. 

 

 

΢χόμα 3.1.4 Παρϊδειγμα χρωματογραφόματοσ υδρϐλυςησ 10mM BnGlcA παρουςύα PaGE1. 

 

Έπειτα απϐ ςυνυπολογιςμϐ τησ αυτοϒδρϐλυςησ, προςδιορύςτηκαν οι ειδικϋσ 

ενεργϐτητεσ για κϊθε ϋνζυμο ςτο εϑροσ ςυγκεντρϔςεων του υποςτρϔματοσ και 

εκτιμόθηκαν οι κινητικϋσ ςταθερϋσ KM, Vmax και Kcat καθϔσ και ο λϐγοσ kcat/KΜ, 

μϋςω βελτιςτοπούηςησ τησ εξύςωςησ Michaelis-Menten ϐπωσ περιγρϊφεται 

ςτην §2.1.4. Οι τιμϋσ παρουςιϊζονται αναλυτικϊ ςτον Πύνακα 3.1.1 με την 

ϋνδειξη των αντύςτοιχων ορύων επιςτοςϑνησ ϐπωσ υπολογύςτηκαν με το 
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πρϐγραμμα lmfit (lmfit.github.io/lmfitpy), ϐπου ωσ c.i. (correlation interval) 

ορύζονται τα ϐρια εμπιςτοςϑνησ για κϊθε τιμό. 

 

΢χόμα 3.1.5 Γραφικϋσ παραςτϊςεισ εφαρμογόσ τησ εξύςωςησ Michaelis-Menten ςτισ τιμϋσ 

ειδικόσ ενεργϐτητασ (U/mg) τησ StGE2 (πρϊςινο) και PaGE1 (κϐκκινο). Με διακεκομμϋνεσ 

γραμμϋσ καθϔσ και ςτο εςωτερικϐ διϊγραμα υποδεικνϑονται τα ϐρια εμπιςτοςϑνησ (c.i.) 95% 

για τισ τιμϋσ  KM και Vmax. 

 

 

Πύνακασ 3.1.1 Οι κινητικϋσ ςταθερϋσ για την StGE2 και PaGE1 ϐπωσ προςδιορύςτηκαν 

κατϊ την ποςοτικοπούηςη τησ ενζυμικόσ υδρϐλυςησ του βενζυλεςτϋρα του D-

γλυκουρονικοϑ οξϋοσ με HPLC. 

Κινητικϋσ παρϊμετροι StGE2 PaGE1 

KM (mM), 95% c.i. 8.0–9.9 10.6–13.8 

Vmax (U/mg), 95% c.i. 4.7–5.2 7.0–7.9 

Kcat (s-1), 95% c.i. 3.4–3.7 7.4–8.3 

kcat/KΜ (s-1Μ) 374-425 601-698 

 

 

΢το ΢χόμα 3.1.5 παρουςύαζεται η γραφικό παρϊςταςη εφαρμογόσ τησ 

εξύςωςησ Michaelis-Menten ςτισ τιμϋσ ειδικόσ ενεργϐτητασ (U/mg) τϐςο για την 

StGE2 ϐςο και την PaGE1 ςτο πειραματικϐ ϋυροσ των ςυγκεντρϔςεων 
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υποςτρϔματοσ. ΢ϑμφωνα με τα αποτελϋςματα τησ κινητικόσ μελϋτησ τα ϋνζυμα 

παρουςιϊζουν μϋτρια υδρολυτικό εξειδύκευςη ϋναντι του BnGlcA γεγονϐσ που 

μπορεύ να αποδοθεύ και ςτην ϋλλειψη τησ μεθοξυ-ομϊδασ ςτην θϋςη 4 του 

γλυκουρονικοϑ δακτυλύου (πιο αναλυτικϊ §1.3.3 και §3.4.8). ΢υγκριτικϊ, η 

StGE2 εμφανύζει μεγαλϑτερη ςυγγϋνεια για το ςυγκεκριμϋνο υπϐςτρωμα ςε 

ςχϋςη με την PaGE1, ενϔ η τελευταύα επιδεικνϑει μεγαλϑτερη ταχϑτητα και 

αποδοτικϐτητα κατϊ την υδρϐλυςη (υψηλϐτεροσ δεύκτησ εξειδύκευςησ, kcat/KΜ). 

Καθϔσ το υδρϐφοβο BnGlcA ϋχει περιοριςμϋνη διαλυτϐτητα, η χρόςη του DMSO 

για την αϑξηςη τησ διαλυτοπούηςησ μπορεύ να εύχε κϊποια επύδραςη ςτην 

κινητικό των ενζυμικϔν αντιδρϊςεων χωρύσ ϐμωσ να αλλοιϔνεται η εκτύμηςη 

για τη ςυγγϋνεια που εμφανύζει το ϋνζυμο για το υπϐςτρωμα. Εν γϋνει, ο 

προςδιοριςμϐσ τησ παραμϋτρου KM με αξιοπιςτύα απαιτεύ ςυγκεντρϔςεισ 

υποςτρϔματοσ τουλϊχιςτον διπλϊςιασ τιμόσ ϔςτε οι παρατηροϑμενεσ υψηλϋσ 

τιμϋσ KM να αυξϊνουν την αβεβαιϐτητα. ΢ε ςυνδυαςμϐ με την αςτϊθεια και την 

περιοριςμϋνη διαλυτϐτητϊ του, το BnGlcA φαύνεται ϐτι δεν αποτελεύ ιδανικϐ 

υπϐςτρωμα για μελϋτη τησ ενζυμικόσ δρϊςησ των GEs. Ωςτϐςο, ςτο εϑροσ 

ςυγκεντρϔςεων και τισ ςυνθόκεσ αντύδραςησ που χρηςιμοποιόθηκαν ςτην 

παροϑςα μελϋτη, οι κινητικϋσ ςταθερϋσ και οι τιμϋσ ειδικϋσ ενεργϐτητασ 

προςφϋρουν αξιϐπιςτη πρϐβλεψη για την ενζυμικό δραςτικϐτητα.       

 

 

3.1.3 Υαςματοφωτομετρικϐσ προςδιοριςμϐσ τησ απελευθϋρωςησ 

GlcA κατϊ την υδρϐλυςη του BnGlcA 

΢το δεϑτερο ςκϋλοσ τησ πειραματικόσ αξιολϐγηςησ τησ ενζυμικόσ 

ενεργϐτητασ τησ  StGE2 ϋναντι του BnGlcA, ϋγινε φαςματοφωτομετρικϐσ 

προςδιοριςμϐσ τησ NAD+ - εξαρτϔμενησ οξεύδωςησ του GlcA ωσ προώϐντοσ τησ 

υδρϐλυςησ απϐ τη γλυκουρονικό αφυδρογονϊςη ςϑμφωνα με το πρωτϐκολλο 

του εμπορικοϑ ςκευϊςματοσ D-Glucuronic Acid/D-Galacturonic Acid Assay Kit 

(§2.1.4). Η μεθοδολογύα που ακολουθόθηκε για την ενζυμικό αντύδραςη όταν 

ϐμοια με αυτό τησ ανϊλυςησ με HPLC, ενϔ η δοκιμαςύα διεξόχθει μϐνο ςτην 

περύπτωςη υδρϐλυςησ παρουςύα StGE2 καθϔσ εύχε το χαρακτόρα ανύχνευςησ 
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και ϐχι ποςοτικοπούηςησ δεδομϋνου ϐτι δεν όταν δυνατϐσ ο αποτελεςματικϐσ 

τερματιςμϐσ τησ ενζυμικόσ αντύδραςησ (§2.1.4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

΢χόμα 3.1.6 Παρϊδειγμα διαγρϊμματοσ εφαρμογόσ τησ εξύςωςησ Michaelis-Menten με μη 

γραμμικό μϋθοδο ελαχύςτων τετραγϔνων ςτισ τιμϋσ ειδικόσ ενεργϐτητασ (U/mg) τησ StGE2 για 

την υδρϐλυςη του υποςτρϔματοσ ςε ςυγκεντρϔςεισ 0.2 – 6 mM με φαςματοφωτομετρικϐ 

προςδιοριςμϐ. Σο διϊγραμμα προϋκυψε με χρόςη τησ εφαρμογόσ DataAnalysis (Data Evaluation 

Systems, Evan Kantrowitz). 

 

 

΢το ΢χόμα 3.1.6 παρουςιϊζεται η επύδραςη τησ ςυγκϋντρωςησ του 

υποςτρϔματοσ ςε ςυγκεντρϔςεισ 0.2 – 6 mM ςτην ειδικό ενεργϐτητα τησ StGE2, 

ενϔ οι κινητικϋσ ςταθερϋσ εκτιμόθηκαν με την εφαρμογό DataAnalysis (Data 

Evaluation Systems, Evan Kantrowitz) με τιμϋσ KM ςτα 12.1 ± 1.6 mM και Vmax 

8.3 ± 0.8 U/mg. Οι ςυγκεκριμϋνεσ εκτιμόςεισ των κινητικϔν ςταθερϔν απϋχουν 

απϐ αυτϋσ που υπολογύςτηκαν κατϊ την αντύςτοιχη ποςοτικοπούηςη του 

προώϐντοσ τησ βενζυλικόσ αλκοϐλησ μϋςω τησ HPLC ανϊλυςησ. Καθϔσ πρϐκειται 

για ϋμμεςο προςδιοριςμϐ και δεν πραγματοποιόθηκε τερματιςμϐσ τησ ενζυμικόσ 

αντύδραςησ λϐγω περιοριςμϔν τησ αναλυτικόσ μεθϐδου η μϋλϋτη τησ δρϊςησ 

τησ StGE2 με την εναλλακτικό μϋθοδο ανύχνευςησ του προώϐντοσ GlcA δεν 

ενδεύκνυται για την εκτύμηςη των κινητικϔν παραμϋτρων αλλϊ μϐνο για 

ημιποςοτικϐ προςδιοριςμϐ τησ ενζυμικόσ ενεργϐτητασ. Ωςτϐςο πλεονεκτεύ ςτην 
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απαύτηςη μικρϔν ϐγκων δειγμϊτων και ςτην ταυτϐχρονη μϋτρηςό τουσ με τη 

χρόςη του φωτομϋτρου μικροπλακϔν ϔςτε να δϑναται να χρηςιμοποιηθεύ για 

ανύχνευςη τησ ενζυμικόσ εξειδύκευςησ με εφαρμογϋσ κατϊ την απομϐνωςη νϋων 

GEs δεδομϋνησ τησ ϋλλειψησ πρωτοκϐλλων ταχεύασ αξιολϐγηςησ τησ δρϊςησ 

τουσ. 

 

 

3.1.4 ΢υμπερϊςματα 

Ο χαρακτηριςμϐσ των γλυκουρονικϔν εςτεραςϔν απαιτεύ  μια γρόγορη, 

εϑχρηςτη μϋθοδο και καινϐτομο μϋθοδο ποςοτικοπούηςησ τησ ενζυμικόσ δρϊςησ 

με εμπορικϊ διαθϋςιμα υποςτρϔματα. Η πειραματικό διαδικαςύα τησ κινητικόσ 

μελϋτησ των StGE2 και PaGE1 με ενζυμικό υδρϐλυςη του BnGlcA και 

προςδιοριςμϐ τησ παραγϐμενησ βενζυλικόσ αλκοϐλησ μϋςω ανϊλυςησ με HPLC, 

χαρακτηρύζεται απϐ ακρύβεια, ευαιςθηςύα, αξιοπιςτύα και ταχϑτητα ακϐμα και 

ςε περιπτϔςεισ που η ςυγγϋνεια ωσ προσ το υπϐςτρωμα δε διαφαύνεται υψηλό. 

Παρϊλληλα, η ςυγκεκριμϋνη μεθοδολογύα προςφϋρει τη δυνατϐτητα 

αυτοματοποιόςησ ςυντελϔντασ ςε μειωμϋνο χρϐνο προςδιοριςμοϑ για μεγϊλο 

αριθμϐ δειγμϊτων και εϑροσ ςυγκεντρϔςεων υποςτρϔματοσ. Ωςτϐςο, o 

φωτομετρικϐσ προςδιοριςμϐσ του παραγϐμενου GlcA με χρόςη εμπορικοϑ 

ενζυμικοϑ ςκευϊςματοσ οδόγηςε ςε αςυμφωνύα ωσ προσ την αντύςτοιχη 

εκτύμηςη των κινητικϔν ςταθερϔν τησ  StGE2. Οι περιοριςμού τησ φωτομετρικόσ 

αναλυτικόσ μεθοδολογύασ την καθιςτοϑν κατϊλληλη μϐνο για ςυνθόκεσ ταχεύασ 

ςϊρωςησ τησ ενζυμικόσ δρϊςησ των GEs ϋναντι υποςτρωμϊτων. ΢ε ςυνδυαςμϐ 

με την ποιοτικό αξιολϐγηςη τησ υδρολυτικόσ δρϊςησ ενζϑμου μϋςω TLC 

ανϊλυςησ, μιασ μη χρονοβϐρασ και χωρύσ οργανολογικϋσ απαιτόςεισ μεθϐδου, η 

ςυνολικό πειραματικό μεθοδολογύα τριϔν ςταδύων που αναπτϑχθηκε, πληρού 

τισ προδιαγραφϋσ ενϐσ εϑχρηςτου, νϋου πρωτοκϐλλου βαςιςμϋνου ςε εμπορικϊ 

διαθϋςιμο υπϐςτρωμα με εφαρμογό ςτην εργαςτηριακό πρακτικό προϊγωντασ 

την αποςαφόνιςη τησ δρϊςησ τησ ςυγκεκριμϋνησ οικογϋνειασ βιοκαταλυτϔν. 
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3.2 Διερεϑνηςη τησ βιοκαταλυτικόσ ςϑνθεςησ εςτϋρων απϐ 

την StGE2 ςε μη ςυμβατικϊ ςυςτόματα 

Η ευρεύα εφαρμογό τησ βιοκατϊλυςησ ςε μη υδατικϊ ςυςτόματα ό παρουςύα 

ελϊχιςτου ϑδατοσ προσ εξαςφϊλιςη τησ ενζυμικόσ ενεργϐτητασ, βαςύζεται ςτη 

χρόςη οργανικϔν διαλυτϔν ωσ το μϋςο για την ενζυμικό τροποπούηςη 

δυςδιϊλυτων ςτο νερϐ αντιδρϔντων μετατοπύζοντασ την ιςορροπύα προσ τα 

επιθυμητϊ προώϐντα (§2.1.6). Μϋςω μη ςυμβατικϔν ςυςτημϊτων ϋλαβε χϔρα 

για πρϔτη φορϊ ποιοτικό αξιολϐγηςη τησ ςυνθετικόσ ικανϐτητασ τησ StGE2 ωσ 

προσ αντιδρϊςεισ εςτεροπούηςησ και μετεςτεροπούηςησ. Για το λϐγο αυτϐ, ςτην 

παροϑςα εργαςύα αρχικϊ ϋγιναν δοκιμαςύεσ ακινητοπούηςησ τησ StGE2. ΢τη 

ςυνϋχεια, ανιχνεϑτηκε η ϑπαρξη ςυνθετικόσ δρϊςησ του ενζϑμου ςε ςυςτόματα 

οργανικϔν διαλυτϔν ςτη λυοφιλιωμϋνη μορφό του απουςύα ϑδατοσ ενϔ ςτο 

τρύτο ςκϋλοσ τησ πειραματικόσ διαδικαςύασ, μελετόθηκε το ςυνθετικϐ δυναμικϐ 

τησ ελεϑθερησ (μη ακινητοποιημϋνησ StGE2 με ςυςτόματα μικρογαλακτωμϊτων 

απουςύα επιφανειοδραςτικϔν ουςιϔν. ΢τϐχο αποτελοϑςε πιθανό ςϑνθεςη 

γλυκουρονικϔν εςτϋρων μϋςω εςτεροπούηςησ του GlcA με αλειφατικϋσ και 

αρωματικϋσ αλκοϐλεσ προσ γλυκουρονύδια δεδομϋνησ τησ ποικιλύασ 

βιοτεχνολογικϔν εφαρμογϔν που προςφϋρουν.  

 

 

3.2.1 ΢χηματιςμϐσ CLEAs StGE2 και προςδιοριςμϐσ τησ υδρολυτικόσ 

δρϊςησ με HPLC ανϊλυςη  

Η μεθοδολογύα ακινητοπούηςησ τησ StGE2 περιγρϊφεται αναλυτικϊ ςτην 

§2.1.6, και περιελϊμβανε αρχικϊ τη ταχεύα καταβϑθιςη υπερκεύμενου 

καλλιϋργειασ του ενζϑμου (crude) με κατϊλληλο παρϊγοντα καταβϑθιςησ και 

ςτη ςυνϋχεια προςθόκη του παρϊγοντα ςχηματιςμοϑ διαςταυροϑμενων 

δεςμϔν (γλουταραλδεϓδη). Ωσ μϋςα καταβϑθιςησ δοκιμϊςτηκαν και 

αξιολογόθηκαν για την εϑρεςη του βϋλτιςτου, το διϊλυμα κορεςμϋνου θειικοϑ 

αμμωνύου ((NH4)2SO4), η TBA και η αιθανϐλη, ενϔ δεύγματα λαμβϊνονταν πριν 

και μετϊ την καταβϑθιςη ϔςτε να αξιολογηθεύ η αποτελεςματικϐτητα του κϊθε 

μϋςου.  Καθϔσ η StGE2 αποτελεύ εξωκυτταρικό πρωτεϏνη χρηςιμοποιόθηκε το 
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υπερκεύμενο καλλιϋργειασ (crude), ϔςτε η παρουςύα ςε μικρό αναλογύα ϊλλων 

εξωκυτταρικϔν πρωτεώνϔν να προϊγει τη δημιουργύα μεγαλϑτερου αριθμοϑ 

ομοιοπολικϔν διαςταυροϑμενων δεςμϔν με τη γλουταραλδεϓδη δεδομϋνου ϐτι 

ο αριθμϐσ των ενζυμικϔν μορύων και ο τρϐποσ με τον οπούο ςχηματύζουν 

ςυςςωματϔματα αναμϋνεται να ϋχουν ςημαντικό επύδραςη ςτη ςυνολικό 

ενεργϐτητϊ τουσ [Schoevaart et al., 2004].  

 

 

΢χόμα 3.2.1 Ενεργϐτητα υπερκεύμενου καλλιϋργειασ StGE2 των CLEAs με καταβυθιςτικϐ 

παρϊγοντα κορεςμϋνο δ-μα (NH4)2SO4 (μωβ), TBA (πρϊςινο) και αιθανϐλη (πορτοκαλύ) και 

CLEA απομονωμϋνησ StGE2 με παρϊγοντα καταβϑθιςησ (NH4)2SO4 (κϐκκινο), για διαφορετικϋσ 

ςυγκεντρϔςεισ γλουταραλδεϓδησ. 

 

Σο ςτϊδιο ανύχνευςησ τησ υδρολυτικόσ δρϊςησ των CLEAs που 

παραλόφθηκαν με χρόςη HPLC και η πειραματικό διαδικαςύα των ενζυμικϔν 

αντιδρϊςεων περιγρϊφονται αναλυτικϊ ςτην §2.1.6. ΢το ΢χόμα 3.2.1 

παρουςιϊζεται η επύδραςη τησ ςυγκϋντρωςησ του παρϊγοντα ςχηματιςμοϑ 

διαςταυροϑμενων δεςμϔν ςτην ενεργϐτητα του υπερκεύμενου καλλιϋργειασ 

(U/gCLEAs). Πιο αναλυτικϊ, ϐπωσ παρατηρεύται για τισ περιπτϔςεισ 

καταβυθιςτικϔν διαλυμϊτων που δοκιμϊςτηκαν, η υψηλϐτερη ενεργϐτητα 

καταγρϊφηκε ςε ςυγκϋντρωςη γλουταραλεϓδησ 150 mM. Η αϑξηςη τησ 

ςυγκϋντρωςησ του παρϊγοντα ςχηματιςμοϑ διαςταυροϑμενων δεςμϔν (10, 50, 
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100, 150 και 200 mM) εύχε ωσ αποτϋλεςμα αϑξηςη τησ τελικόσ ποςϐτητασ 

CLEAs ενϔ για ςυγκϋντρωςη γλουταραλδεϓδησ 10mM παραλόφθηκε μϐνο ςτην 

περύπτωςη του κορεςμϋνου δ-τοσ ωσ καταβυθιςτικοϑ μϋςου. Όςον αφορϊ ςτα 

μϋςα καταβϑθιςησ, πιο αποτελεςματικϐ καταλυτικϊ αποδεύχθηκε ςυνολικϊ το 

δ-μα κορεςμϋνου (NH4)2SO4, ακολοϑθηςε η TBA ενϔ για την αιθανϐλη CLEAs 

παραλόφθηκε μϐνο για ςυγκεντρϔςεισ γλουταραλδεϓδησ 150 και 200 mM. 

΢ϑφωνα με μετρόςεισ ενεργϐτητασ του ενζϑμου ςτο υπερκϋιμενο διϊλυμα που 

απομακρϑνθηκε μετϊ την προςθόκη του κϊθε καταβυθιςτικοϑ παρϊγοντα, 

πλόρησ καταβϑθιςη παρατηρόθηκε ςτην περύπτωςη του κορεςμϋνου δ-τοσ 

(NH4)2SO4 ενϔ τα CLEAs παρϋμειναν αδιϊλυτα ςτο μύγμα τησ αντύδραςησ 

υδρϐλυςησ (50°C, pH 6). ΢ε ϐλεσ τισ περιπτϔςεισ το ακινητοποιημϋνο ενζϑμο 

επϋδειξε καταλυτικό ενεργϐτητα ϋναντι του D-γλυκουρονικοϑ εςτϋρα τησ 3-(4-

υδροξυφαινυλο)-1-προπανϐλησ ενϔ  ςτην περύπτωςη τησ απομονωμϋνησ StGE2 

(κϐκκινο ςημεύο, ΢χόμα 3.2.1) η ακινητοπούηςη όταν εφικτό μϐνο με 

καταβυθιςτικϐ παρϊγοντα (NH4)2SO4 και ςυγκϋντρωςη γλουταλδεϓδησ 200 mM 

με ενεργϐτητα μικρϐτερη απϐ τα αντύςτοιχα CLEAs υπερκεύμενου καλλιϋργειϊσ 

τησ. Για τη μελϋτη του ςυνθετικοϑ δυναμικοϑ του ενζϑμου, επιλϋχθηκαν τα 

CLEAs ςυγκϋντρωςησ γλουταραλδεϓδησ 150 mM και παρϊγοντα καταβϑθιςησ 

τϐςο (NH4)2SO4 (CLEA150AmSulf) ϐςο και TBA (CLEA150TBA) για τα οπούα 

παρατηρόθηκε η υψηλϐτερη ενεργϐτητα. Ωςτϐςο, η καταλυτικό απϐδοςη των 

CLEAs ςε υδατικϐ ςϑςτημα δεν ερμηνεϑει και τη ςυμπεριφορϊ του ενζϑμου ςε 

οργανικοϑσ διαλϑτεσ. 

 

 

3.2.2 Διερεϑνηςη του ςυνθετικοϑ δυναμικοϑ τησ StGE2  ςε μη 

ςυμβατικϊ ςυςτόματα 

Η ςυνθετικό ενεργϐτητα του ενζϑμου διερευνόθηκε ωσ προσ το δυναμικϐ 

κατϊλυςησ αντιδρϊςεων εςτεροπούηςησ του GlcA τϐςο με μικροϑ μόκουσ 

ανθρακικόσ αλυςύδασ αλειφατικϋσ αλκοϐλεσ ϐςο και αρωματικϋσ καθϔσ και 

μετεςτεροπούηςησ με αρωματικϐ εςτϋρα ϐπωσ περιγρϊφεται αναλυτικϊ ςτην 

§2.1.6 (Πύνακασ 3.2.1). Οι δοκιμαςύεσ αντιδρϊςεων με χρόςη των αρωματικϔν 
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αλκοολϔν και αρωματικοϑ εςτϋρα ωσ αντιδρϔντα, αποςκοποϑςαν και ςτη 

διερεϑνηςη τησ ςυνθετικόσ εξειδύκευςησ ωσ προσ υποςτρϔματα-μοντϋλα που 

προςομοιϊζουν το υποθετικϐ φυςικϐ υπϐςτρωμϊ τησ υδρολυτικόσ δρϊςησ του 

ενζϑμου, ϐπωσ εύναι οι εςτϋρεσ του GlcA το οπούο απαντϊνται ςτη 

γλυκουρονοξυλϊνη με φαινολικϋσ ομϊδεσ αλκοολϔν οι οπούεσ απαντϔνται ςτη 

λιγνύνη. Σα μη ςυμβατικϊ ςυςτόματα που δοκιμϊςτηκαν υπϊγονταν ςε δϑο 

κϑριεσ κατηγορύεσ: 1) οργανικϔν αντιδρϔντων απουςύα ϑδατοσ και με 

ακινητοποιημϋνη ό λυοφιλιωμϋνη StGE2 και 2) τριαδικϐ ςϑςτημα κ-εξανύου, 

οργανικϔν αντιδρϔντων και υδατικόσ φϊςησ ςε περιεκτικϐτητα 2%, 3.2%, 5%, 

5.5% ωσ μικρογαλϊκτωμα απουςύα επιφανειοδραςτικϔν. ΢τον Πύνακα 3.2.1 

ςυνοψύζονται τα αντιδρϔντα που χρηςιμοποιόθηκαν και ςτισ δϑο κατηγορύεσ μη 

ςυμβατικϔν ςυςτημϊτων, με το D-γλυκουρονικϐ οξϑ να αποτελεύ την ϋνωςη 

προσ εςτεροπούηςη ό το αντιδρϔν μετεςτεροπούηςησ.  

 

Πύνακασ 3.2.1  Σα αντιδρϔντα που χρηςιμοποιόθηκαν για τη διερεϑνηςη του 

ςυνθετικοϑ δυναμικοϑ τησ StGE2 μϋςω αντιδρϊςεων ςε μη ςυμβατικϊ ςυςτόματα. 
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3-(4-υδροξυφαινυλ)-1- προπανϐλη (C) 

O CH3
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οξικϐσ εςτϋρασ τησ κινναμικόσ 

αλκοϐλησ (CAc) 
 
 

 

 

Όςον αφορϊ ςτα ελεϑθερα ϑδατοσ μη ςυμβατικϊ ςυςτόματα (solvent-free), 

οι ενζυμικϋσ αντιδρϊςεισ ςϑνθεςησ ϋγιναν με τη χρόςη εύτε λυοφιλιωμϋνησ 

StGE2 εύτε CLEA150AmSulf, ό CLEA150TBA. Σο GlcA δε διαλυτοποιόθηκε πλόρωσ ςε 

καμύα αντύδραςη παρουςύα των οργανικϔν διαλυτϔν ϔςτε με τα CLEAs να 

απαρτύζουν ϋνα ςϑςτημα βιοκατϊλυςησ ςτερεϊσ φϊςησ. ΢την περύπτωςη των 

τριαδικϔν ςυςτημϊτων μικρογαλακτωμϊτων απουςύα ταςιενεργϔν, οι 

αναλογύεσ των ςυςτατικϔν που χρηςιμοποιόθηκαν παρουςιϊζονται ςτον 

Πύνακα 3.2.1 ΢το ςϑςτημα α (περιεκτικϐτητα υδατικόσ φϊςησ 2%) η πλόρησ 

διαλυτοπούηςη του D-γλυκουρονικοϑ οξϋοσ δεν όταν εφικτό με αποτϋλεςμα να 

παρατηρεύται ανεπιθϑμητη θολερϐτητα ςτο μύγμα τησ αντύδραςησ. Ο επιτυχόσ 

ςχηματιςμϐσ του διαυγοϑσ μονοφαςικοϑ ςυςτόματοσ μικρογαλακτωμϊτων 

βαςύζεται ςτον εγκλωβιςμϐ του ενζϑμου ςε υδατικϊ μικροςταγονύδια 

διεςπαρμϋνα ςτην οργανικό φϊςη διατηρϔντασ το προςτατευμϋνο απϐ την 

επαφό με αυτό που θα εύχε ωσ αποτϋλεςμα τη μετουςύωςό του (§2.1.6).  
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Πύνακασ 3.2.2 Αναλογύεσ ςυςτατικϔν ςυςτημϊτων μικρογαλακτωμϊτων απουςύα 
επιφανειοδραςτικϔν ουςιϔν. 

΢ϑςτημα κ-Εξϊνιο Αλκοϐλεσ/Εςτϋρασ Τδατικό φϊςη 

α 47,2 50,8 2,0 

β 53,4  43,4 3,2 

γ 37,8  57,2  5,0 

δ 19,8   74,7 5,5 

 

Η ανύχνευςη προώϐντων των αντιδρϊςεων εςτεροπούηςησ και 

μετεςτεροπούηςησ ςτα μη ςυμβατικϊ ςυςτόματα ϋγινε μϋςω ανϊλυςησ με TLC 

ϐπωσ περιγρϊφεται ςτην §2.1.7. Μετϊ απϐ δοκιμαςύεσ με ποικύλα ςυςτόματα 

διαλυτϔν ανϊπτυξησ, επελϋγει το ςϑςτημα χλωροφορμύου : μεθανϐλησ : ϑδατοσ 

ςε αναλογύεσ 65:15:2 ωσ το καταλληλϐτερο για το διαχωριςμϐ εςτϋρων απϐ τισ 

αντύςτοιχεσ αλκοϐλεσ τουσ. ΢τα μη ςυμβατικϊ ςυςτόματα οργανικϔν 

αντιδρϔντων απουςύα ϑδατοσ παρουςύα εύτε ακινητοποιημϋνησ εύτε 

λυοφιλιωμϋνησ StGE2 οι αντιδρϊςεισ ςϑνθεςησ δεν οδόγηςαν ςε ανύχνευςη 

προώϐντων.  

 Ειδικϐτερα, προώϐντα ανιχνεϑτηκαν μϐνο ςτην περύπτωςη αντιδρϊςεων 

ςϑνθεςησ ςε ςυςτόματα μικρογαλακτωμϊτων ωσ προσ τη ςϑνθεςη εςτϋρων του 

GlcA με τισ αλειφατικϋσ αλκοϐλεσ βουτανϐλη (Bu), επτανϐλη (H) (΢χόμα 3.2.2), 

βενζυλεςτϋρα του γλυκουρονικοϑ οξϋοσ (΢χόμα 3.2.3), γλυκουρονικοϑ εςτϋρα 

τησ 3-φαινυλο-1-προπανϐλησ (Α),  καθϔσ και μετεςτεροπούηςη του οξικοϑ 

εςτϋρα τησ κινναμικόσ αλκοϐλησ (CAc) προσ γλυκουρονικϐ εςτϋρα τησ κιναμικόσ 

αλκοϐλησ (B) (΢χόμα 3.2.4). Ωςτϐςο, ϐπωσ διαπιςτϔθηκε απϐ την ανϊλυςη των 

αντιδρϊςεων ελϋγχου, ςτην πλειονϐτητα των αντιδρϊςεων και ςτισ 

εξεταζϐμενεσ ςυνθόκεσ, η ςϑνθεςη ϋλαβε χϔρα και αυθϐρμητα απουςύα ενζϑμου. 

Σα προώϐντα που ανιχνεϑονται παρϊλληλα ςτισ ζϔνεσ ΙΙΙ και IV ϐπωσ 

απεικονύζεται ςτο ΢χόμα 3.2.2 και ςτη ζϔνη ΙΙ ςτα ΢χόματα 3.2.3-3.2.4 πιθανϊ 

μποροϑν να αποδοθοϑν ςε ανωμερό ό ιςομερό δακτυλύου ό διμερό των 

γλυκουρονικϔν εςτϋρων που ςχηματύςτηκαν (§3.1.1).  
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΢χόμα 3.2.2 Ανύχνευςη ςυνθετικόσ δρϊςησ StGE2 με ςυςτόματα μικρογαλακτωμϊτων 

υδατικόσ φϊςησ 2%, 3.2% και 5% ωσ προσ εςτϋρα του GlcA με αντιδρϔντα Bu και H. Με Σ και R 

υποδεικνϑονται οι αντιδρϊςεισ ελϋγχου και οι ενζυμικϋσ αντιδρϊςεισ, αντύςτοιχα.  

 

 

 

 

΢χόμα 3.2.3 Ανύχνευςη ςυνθετικόσ δρϊςησ StGE2 με ςυςτόματα μικρογαλακτωμϊτων 

υδατικόσ φϊςησ 2%, 3.2% και 5% ωσ προσ BnGlcA με αντιδρϔν ΒΑ. Με Σ και R υποδεικνϑονται 

οι αντιδρϊςεισ ελϋγχου και οι ενζυμικϋσ αντιδρϊςεισ, αντύςτοιχα.  

 

 

 

΢χόμα 3.2.4 Ανύχνευςη ςυνθετικόσ δρϊςησ StGE2 με ςυςτόματα μικρογαλακτωμϊτων 

υδατικόσ φϊςησ 5% και 5.5% αντύςτοιχα ωσ προσ εςτεροπούηςη του GlcA με αλκοϐλη Α και 

μετεςτεροπούηςη του CinAc.  Με Σ και R υποδεικνϑονται οι αντιδρϊςεισ ελϋγχου και οι ενζυμικϋσ 

αντιδρϊςεισ, αντύςτοιχα.  
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Όπωσ παρουςύαζεται ςτο ςχόμα 3.2.2, ςτα ςυςτόματα μικρογαλακτωμϊτων 

υδατικόσ φϊςησ 2% (Πύνακασ 3.2.2, α), 3.2% (Πύνακασ 3.2.2, β) και 5% (Πύνακασ 

3.2.2, γ), ανιχνεϑτηκαν προώϐντα με αντιδρϔντα βουτανϐλη και επτανϐλη για 

χρϐνο αντύδραςησ 24 h. Ωςτϐςο καθϔσ και ςε αυτϊ τα ςυςτόματα ανιχνεϑτηκε 

ϐτι οι αντιδρϊςεισ ϋλαβαν χϔρα αυθϐρμητα ςε ςυγκρύςιμο βαθμϐ με τισ 

αντύςτοιχεσ παρουςύα του εξεταζϐμενου ενζϑμου, μϐνο για το ςϑςτημα υδατικόσ 

φϊςησ 3.2% παρουςύα βουτανϐλησ (κηλύδα μεγϊλησ ϋνταςησ ςτη ζϔνη ΙΙ) 

κρύθηκε αναλυτικοϑ ενδιαφϋροντοσ η ταυτοπούηςη του προώϐντοσ με ακϐλουθη 

φαςματοςκοπύα μϊζασ. Μετϊ το διαχωριςμϐ και την απομϐνωςη τησ ζϔνησ ΙΙ 

(΢χόμα 3.2.2) με τη χρόςη PLC ϐπωσ περιγρϊφεται αναλυτικϊ ςτην §2.1.7 το 

δεύγμα αναλϑθηκε μϋςω δύδυμησ φαςματοςκοπύασ μϊζασ  (MS/MS).  

 

 

΢χόμα 3.2.5   Καταγραφό φϊςματοσ ωσ ραβδογρϊφημα MS του απομονωμϋνου προώϐντοσ 

τησ αντύδραςησ ενζυμικόσ εςτεροπούηςησ παρουςύα StGE2 ςε ςϑςτημα μικρογαλακτϔματοσ 

απουςύα ταςιενεργϔν με αντιδρϔντα Bu και GlcA. 
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΢το ΢χόμα 3.2.5 παρουςιϊζεται το φϊςμα MS που λόφθηκε ςϑμφωνα με το 

οπούο το υπϐ εξϋταςη δεύγμα αντιςτοιχοϑςε ςτον βουτυλικϐ εςτϋρα του D-

γλυκουρονικοϑ οξϋοσ. Πιο αναλυτικϊ, η υψηλϐτερη κορυφό που παρατηρεύται 

με τιμό m/z 213,1 αντιςτοιχεύ ςτο θραϑςμα του GlcA. Η δεϑτερη υψομετρικϊ 

φαςματικό γραμμό που αντιςτοιχεύ ςε θραϑςμα m/z  271,2 αποδύδεται ςτο 

ψευδο-μοριακϐ ιϐν [Μ+Να]+ και υποδηλϔνει την παρουςύα του βουτυλικοϑ 

εςτϋρα του GlcA. Η κορυφό με τιμό m/z 143,1 αντιςτοιχεύ ςε ςχϊςη του 

δακτυλύου του γλυκουρονικοϑ οξϋοσ ενϔ η κορυφό με τιμό m/z 231,0 

αντιςτοιχεύ ςτη ςχϊςη τησ βουτυλικόσ ομϊδασ του εςτϋρα. 

 

 

3.2.3 ΢υμπερϊςματα 

΢το πλαύςιο τησ παροϑςασ εργαςύασ, ςτϐχο αποτελϋςε η ποιοτικό αξιολϐγηςη 

τησ ςυνθετικόσ ενεργϐτητασ τησ StGE2 ωσ προσ αλειφατικϊ και αρωματικϊ 

γλυκουρονύδια. ΢τα ςυςτόματα μικρογαλακτωμϊτων απουςύα ταςιενεργϔν που 

εξετϊςτηκαν, το ϋνζυμο εμφϊνιςε ενδεύξεισ ςυνθετικοϑ δυναμικοϑ τϐςο μϋςω 

αντιδρϊςεων εςτεροπούηςησ ϐςο και μετεςτεροπούηςησ. ΢την περύπτωςη 

βουτυλεςτϋρα του D-γλυκουρονικοϑ οξϋοσ ωσ προώϐντοσ ςϑνθεςησ ςε ςϑςτημα 

υδατικόσ φϊςησ 3.2%, η ποιοτικό ανύχνευςη με TLC οδόγηςε ςτην απομϐνωςη 

και ταυτοπούηςό του με χρόςη MS. Ωςτϐςο, η ακινητοποιημϋνη StGE2 ϐςο και η 

λυοφιλιωμϋνη μορφό του ενζϑμου δεν παρουςύαςε δυναμικϐ ωσ προσ τη 

ςϑνθεςη γλυκουρονιδύων ςτα μη ςυμβατικϊ ςυςτόματα που εξετϊςτηκαν, 

γεγονϐσ που ενδϋχεται να οφεύλεται ςτην τοξικό επύδραςό των οργανικϔν 

διαλυτϔν ςτην ενζυμικό δρϊςη. Μελλοντικό αξιοπούηςη τησ ςυνθετικόσ 

ικανϐτητασ του ενζϑμου, δϑναται να περιλαμβϊνει τη διερεϑνηςη τησ δρϊςησ 

του ςε διαφορετικόσ ςϑςταςησ μη ςυμβατικϊ ςυςτόματα καθϔσ και μειωμϋνου 

χρϐνου αλλϊ και μεγαλϑτερησ κλύμακασ αντιδρϊςεισ ςτα ςυςτόματα που 

ανιχνεϑθηκαν προώϐντα, ϔςτε να εύναι εφικτό η ποςοτικοπούηςη αλλϊ και ο 

προςδιοριςμϐσ τησ ςυνθετικόσ εξειδύκευςόσ του. Απϔτερο ςτϐχο θα αποτελϋςει 

τα πιθανϊ προώϐντα αλειφατικϔν και αρωματικϔν εςτϋρων του γλυκουρονικοϑ 

οξϋοσ να αξιοποιηθοϑν ωσ προσ τισ βιοτεχνολογικϋσ εφαρμογϋσ τουσ. 
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3.3 Διερεϑνηςη των φυςικϔν υποςτρωμϊτων τησ GE  

΢το πλαύςιο αποςαφόνιςησ τησ φυςιολογικόσ δρϊςησ των GEs ϋγινε μελϋτη 

τησ απομϐνωςησ φυςικϔν υποςτρωμϊτων του ενζϑμου απϐ πρϔτη ϑλη 

ςκανδιναβικόσ ελϊτησ (Picea abies) καθϔσ και φελλοϑ (φυτικόσ προϋλευςησ, 

bark). Ειδικϐτερα, οι GEs φϋρονται να υδρολϑουν τον εςτερικϐ δεςμϐ μεταξϑ 

των πλευρικϔν ομϊδων του 4-O-μεθυλο-D-γλυκουρονικοϑ οξϋοσ τησ 

γλυκουρονοξυλϊνησ και αρωματικϔν αλκοολϔν τησ λιγνύνησ [Duranová et al., 

2009]. Οι δομϋσ ϐπου εντοπύζεται ο ςυγκεκριμϋνοσ δεςμϐσ αποτελοϑν μϋροσ τησ 

ευρϑτερησ μακρομοριακόσ αρχιτεκτονικόσ που ςυνθϋτει τα ονομαζϐμενα ωσ 

λιγνινο-υδατανθρακικϊ ςϑμπλοκα (Lignin-Carbohydrate Complexes, LCCs, 

§1.3.2 και 1.4.3). Σα LCCs ςυνειςφϋρουν ςτην αντύςταςη που εμφανύζει η 

λιγνινοκυτταρινοϑχοσ βιομϊζα ϋναντι ςτην πλόρη αποικοδϐμηςό τησ ϔςτε οι 

GEs να αποκτοϑν νευραλγικϐ ρϐλο ςτην αποτελεςματικό αξιοπούηςη τησ 

[d’Errico et al., 2015].  

Με ςτϐχο τη μελϋτη για πρϔτη φορϊ τησ δρϊςησ των GEs ςε φυςικϊ 

υποςτρϔματα, ϋγινε ενζυμικό κατεργαςύα τϐςο με StGE2 ϐςο και τισ 

ημικυτταρινϊςεσ  α-γλυκουρονιδϊςη και ενδο-β-1,4-ξυλανϊςη τησ GH11 

οικογϋνειασ γλυκοςιδικϔν υδρολαςϔν (Xyn11), πρϔτησ ϑλησ μικροαλεςμϋνου 

ξϑλου κωνοφϐρου P. abies (με την πειραματικό διαδικαςύα που περιγρϊφεται 

ςτην §2.1.9). ΢τη ςυνϋχεια, εφαρμϐςτηκαν πρωτϐκολλα απομϐνωςησ LCCs ςε 

πρϔτεσ ϑλεσ μικροαλεςμϋνου ξϑλου P. abies και φελλοϑ (ϐπωσ περιγρϊφεται 

αναλυτικϊ ςτην §2.1.8). Ακολοϑθηςε ενζυμικό κατεργαςύα των απομονωμϋνων 

κλαςμϊτων τϐςο παρουςύα StGE2 ϐςο και ςυνεργιςτικϊ με τα ϋνζυμα α-

γλυκουρονιδϊςη και Xyn11 με την ύδια πειραματικό διαδικαςύα (§2.1.9). Σα 

αρχικϊ δεύγματα πρϔτων υλϔν, τα εν δυνϊμει LCCs δεύγματα καθϔσ και το ξηρϐ 

υπϐλειμμα των κλαςμϊτων που υπϋςτηςαν ενζυμικό κατεργαςύα, αναλϑθηκαν 

με φαςματοςκοπύα υπερϑθρου FT-IR ενϔ ςτα διαλϑματα των ενζυμικϔν 

αντιδρϊςεων ϋγινε ανύχνευςη τησ απελευθϋρωςησ γλυκουρονικοϑ οξϋοσ με τη 

μεθοδολογύα του εμπορικοϑ ςκευϊςματοσ D-Glucuronic Acid/D-Galacturonic 

Acid Assay Kit καθϔσ και τη μϋθοδο Hestrin [Hestrin, 1949]. 
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3.3.1 Διερεϑνηςη τησ φυςιολογικόσ ενζυμικόσ δρϊςησ των GEs 

Οι προκατεργαςμϋνεσ (ϊλεςη) πρϔτεσ ϑλεσ που χρηςιμοποιόθηκαν για την 

απομϐνωςη δυνητικϊ LCCs περιελϊμβαναν μικροαλεςμϋνη και 

μικροδιαχωριςμϋνη ςκανδιναβικό ελϊτη, καθϔσ και αλεςμϋνο φελλϐ φυτικόσ 

προϋλευςησ. Όςον αφορϊ ςτην P. abies, η μικροϊλεςη και διαχωριςμϐσ ϋγινε ςτη 

διϊταξη που παρουςιϊζεται ςτην Εικϐνα 3.3.1. Η μικροϊλεςη, ο διαχωριςμϐσ και 

η κατανομό του μεγϋθουσ των ςωματιδύων με την τεχνικό μϋτρηςησ μεγϋθουσ 

ςωματιδύων περύθλαςησ λϋιζερ, ϋγινε ςτο IATE Montpellier (Γαλλύα), απ’ϐπου 

προϋκυψαν πϋντε αρχικϊ δεύγματα P. abies ϐπωσ παρουςιϊζονται ςτο ΢χόμα 

3.3.1. 

 

 

 

 

Εικϐνα 3.3.1 Αναπαρϊςταςη τησ 

διεργαςύασ μικροϊλεςησ και 

διαχωριςμοϑ αρχικϔν δειγμϊτων P. 

abies, και των τμημϊτων που αποτελοϑν 

τη διϊταξη μικροϊλεςησ (jet milling) και 

διαχωριςμοϑ (turbo separation). 

 

 

 

 

Για ϐλα τα δεύγματα (§2.1.1.v. και Πύνακασ 2.1.2), εκτϐσ του πρωταρχικοϑ 

πριν την ϊλεςη το οπούο αντιπροςωπεϑεται απϐ το δεύγμα πρϔτησ ϊλεςησ FG 

ϐπωσ ςυμπεραύνεται απϐ το ΢χόμα 3.3.1, ϋγινε ανϊλυςη τησ ςϑςταςόσ τουσ 

μϋςω φαςματοςκοπύασ υπερϑθρου FT-IR (§2.1.8.i). Αναλϑθηκαν, παρϊλληλα, 

δϑο πρϐςθετα αρχικϊ δεύγματα ξηρόσ βιομϊζασ P. abies πρϔτησ ϊλεςησ και 

διαλογόσ διαμϋτρου ςωματιδύων εϑρουσ ~310μm, FG Dep, καθϔσ και δεϑτερησ 

ϊλεςησ και διαλογόσ μεγϋθουσ ςωματιδύων ~20μm, FF3, απϐ τα οπούα εύχε 
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απομακρυνθεύ η πηκτύνη ακολουθϔντασ το πρϔτο ςτϊδιο τησ μεθοδολογύασ 

απομϐνωςησ LCCs των Azuma και Tetsuo [Azuma & Tetsuo, 1988]. 

 

΢χόμα 3.3.1  ΢ϑςταςη και κατανομό μεγϋθουσ ςωματιδύων (δεδομϋνα περύθλαςησ λϋιζερ) 

δειγμϊτων ξηρόσ βιομϊζασ P. abies. Οι καμπϑλεσ υποδεικνϑουν την κατανομό μεγϋθουσ και 

ϐγκου των διαχωριςμϋνων μικροαλεςμϋνων κλαςμϊτων: αρχικϐ δεύγμα ξηρόσ βιομϊζασ πριν την 

ϊλεςη (μπλε), δεύγμα πρϔτησ ϊλεςησ διαμϋτρου ςωματιδύων ~310μm (πρϊςινο, FG), δεύγμα 

πρϔτησ ϊλεςησ διαμϋτρου ςωματιδύων  ~110μm (κϐκκινο, FF), δεύγμα δεϑτερησ ϊλεςησ 

μεγϋθουσ ςωματιδύων ~100μm (γαλϊζιο, FG2) και δεύγμα δεϑτερησ ϊλεςησ μεγϋθουσ 

ςωματιδύων εϑρουσ ~20μm (μωβ, FF2). 

 

 

Οι κορυφϋσ των φαςμϊτων FT-IR  για τα αρχικϊ δεύγματα P. abies (΢χόμα 

3.3.2) εμφϊνιςαν διαφοροποιόςεισ ανϊλογα με την κατανομό μεγϋθουσ των 

ςωματιδύων τουσ μετϊ την ϊλεςη τουσ και το διαχωριςμϐ τουσ. Η FG βιομϊζα 

των πιο ευμεγεθϔν ςωματιδύων ταυτύζεται ςχεδϐν ςε περιεχϐμενο με την FG 

Dep ςτην οπούα ϋχει απομακρυνθεύ η πηκτύνη και διαφοροποιοϑν ςε κϊποιο 

βαθμϐ την εικϐνα του FT-IR φϊςματϐσ τουσ ςε ςϑγκριςη με τα μικροαλεςμϋνα 

δεύγματα FG2 και FF2 καθϔσ και FF3 ςτο οπούο επύςησ ϋχει απομακρυνθεύ η 

πηκτύνη. Πιθανϊ, το μεγαλϑτερο μϋγεθοσ των ςωματιδύων αυξϊνει την τϊςη για 

απορρϐφηςη υγραςύασ (περιοχό φϊςματοσ 1643 cm-1) ενϔ παρατηροϑνται 

διαφορϋσ και ςτο περιεχϐμενο ςε κυτταρύνη και ημικυτταρύνη.  

Οι κορυφϋσ ενδιαφϋροντοσ κατϊ την ανϊλυςη των φαςμϊτων περιλαμβϊνουν 

κυρύωσ τισ περιοχϋσ απορρϐφηςησ 1730-1740 cm-1 και  1245 cm-1  οι οπούεσ 

υποδεικνϑουν παρουςύα ακϋτυλο-, φϋρουλο- και γλυκουρονικϔν ομϊδων τησ 
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ημικυτταρύνησ και διερευνοϑνται ωσ προσ τη διαφοροπούηςη τουσ μετϊ την 

ενζυμικό κατεργαςύα καθϔσ και κατϊ την απομϐνωςη LCCs. Παρατηροϑμενεσ 

κορυφϋσ ςε περιοχϋσ 3400 cm-1, 2900 cm-1, 1160 cm-1  και 1020 cm-1 εύναι 

ενδεικτικϋσ για την κυτταρύνη ενϔ εμφανύζονται και ςε FT-IR φϊςματα 

ημικυτταρινϔν αφοϑ αποδύδονται ςε δονόςεισ C-OH και C-O-C  του γλυκοζιδικοϑ 

δεςμοϑ. Ειδικϐτερα, μια ευρεύα, πολλαπλό κορυφό ςε κυματαριθμοϑσ 1050 cm-1 

– 1100 cm-1 αποτελεύ χαρακτηριςτικϐ υψηλϊ υποκατεςτημϋνων 

αραβινοξυλανϔν.  Απορροφόςεισ ςτα 1643 cm-1 αποδύδονται εύτε ςε 

απορροφημϋνη υγραςύα εύτε ςτην παρουςύα πηκτύνησ ενϔ οξεύεσ κορυφϋσ ςτην 

περιοχό 1505 cm-1 - 1510 cm-1 δύνουν μια εκτύμηςη για το περιεχϐμενο ςε 

λιγνύνη τησ εξεταζϐμενησ λιγνινοκυτταρινοϑχου πρϔτησ ϑλησ [Marchessault, 

1962, Chen et al., 1997, Jin et al., 2009].  

 

΢χόμα 3.3.2  Τπϋρθεςη φαςμϊτων απορρϐφηςησ FT-IR για ϐλα τα αρχικϊ δεύγματα P. abies 

που χρηςιμοποιόθηκαν: FG – κϐκκινο, FG Dep – γκρι, FF – πρϊςινο, FG2 – ροζ, FF2 – κύτρινο, FF3 

– μωβ. 
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Σο ακατϋργαςτο αρχικϐ δεύγμα FF3 υδολϑθηκε ενζυμικϊ παρουςύα τϐςο τησ 

StGE2 ϐςο και παρουςύα των ημικυτταριναςϔν Xyn11 και α-γλυκουρονιδϊςησ 

με την πειραματικό διαδικαςύα που αναλϑεται ςτην §2.1.9. Σα ςτερεϊ 

υπολεύμματα FF3 μετϊ την ενζυμικό κατεργαςύα και τη λυοφιλύωςό τουσ 

αναλϑθηκαν με φαςματοςκοπύα FT-IR ϐπωσ παρουςιϊζεται ςτο ΢χόμα 3.3.3. 

Όπωσ διαφαύνεται απϐ την αςθενϋςτερη κορυφό του φϊςματοσ FT-IR, ςε 

ςϑγκριςη με το ακατϋργαςτο δεύγμα, ςτα 1730-1740 cm-1 και 1245 cm-1, η 

StGE2 παρουςιϊζει κϊποια υδρολυτικό δρϊςη ςυγκρύςιμη με τη μεμονϔμενη 

δρϊςη των δϑο ϊλλων ημικυτταριναςϔν. Οι ςυγκεκριμϋνεσ κορυφϋσ 

υποςτηρύζεται ϐτι αποδύδονται ςτισ δονόςεισ τϊςησ Ο=C-OH εςτϋρων 

γλυκουρονικϔν οξϋων τησ ημικυτταρύνησ [Åkerholm & Salmén, 2001].   

 

΢χόμα 3.3.3   Τπϋρθεςη φαςμϊτων απορρϐφηςησ FT-IR που περιλαμβϊνει α) το αρχικϐ δεύγμα 

P. abies FF3 – μπλε και τα δεύγματα μετϊ απϐ ενζυμικό κατεργαςύα του αρχικοϑ β) με StGE2 – 

γαλϊζιο γ) με StGE2 και Xyn11 – ροζ δ) με StGE2 και α- γλυκουρονιδϊςη – πρϊςινο καθϔσ και ε) 

με StGE2, Xyn11  και α- γλυκουρονιδϊςη – κϐκκινο, αντύςτοιχα. 
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΢την περύπτωςη τησ Xyn11 δεν παρατηρόθηκε κϊποια ςυνεργιςτικό δρϊςη 

ωςτϐςο ςτην περύπτωςη τησ ενζυμικόσ δρϊςησ τησ StGE2 παρουςύα και α-

γλυκουρονιδϊςησ, οι χαρακτηριςτικϋσ κορυφϋσ εςτϋρων εμφανύζονται 

αςθενϋςτερεσ. Η επανϊληψη τησ δοκιμαςύασ με διπλαςιαςμϐ των ενζυμικϔν 

ςυγκεντρϔςεων δεν οδόγηςε ςε κϊποια πρϐςθετη παρατόρηςη απϐ τα 

ληφθϋντα φϊςματα  FT-IR. Επιπρϐςθετα, με τη χρόςη  του εμπορικοϑ ενζυμικοϑ 

ςκευϊςματοσ D-Glucuronic Acid/D-Galacturonic Acid Assay Kit (Megazyme) ϐςο 

και τησ μεθϐδου Hestrin [Hestrin, 1949], δεν ανιχνεϑθηκε απελευθϋρωςη GlcA 

ϔςτε να μην εύναι δυνατό η περαιτϋρω αξιολϐγηςη τησ υδρολυτικόσ δρϊςησ του 

ενζϑμου ςτο ακατϋργαςτο δεύγμα P. abies. Ωςτϐςο, δεν αποκλεύεται η πιθανό 

υδρολυτικό δρϊςη χωρύσ να ςυνοδεϑεται απϐ απελευθϋρωςη του GlcA απϐ την 

ημικυτταρύνη. 

Η μελϋτη τησ απομϐνωςησ LCCs με την εφαρμογό δϑο εναλλακτικϔν 

μεθοδολογιϔν, αποςκοποϑςε ςτον εμπλουτιςμϐ των αρχικϔν δειγμϊτων 

λιγνινοκυτταρινοϑχου βιομϊζασ (P. abies, φελλοϑ) ςτουσ εςτερικοϑσ δεςμοϑσ 

που αποτελοϑν πιθανϊ ςτϐχο για την GE ϔςτε να διερευνηθεύ η καταλυτικό 

δρϊςη του ενζϑμου ϋναντι φυςικϔν εν δυνϊμει υποςτρωμϊτων. Μετϊ απϐ 

ανϊμιξη των αρχικϔν δειγμϊτων P. abies ακολουθόθηκε η μεθοδολογύα κατϊ 

τουσ J. Azuma και K. Tetsuo [Azuma & Tetsuo, 1988] ϐπωσ περιγρϊφεται ςτην 

§2.1.8.ii.α). Η μϋθοδοσ οδόγηςε ςε απομονωμϋνο κλϊςμα ξηρόσ βιομϊζασ με 

εξαιρετικϊ χαμηλό απϐδοςη τησ τϊξησ του 0.3% επύ τησ αρχικόσ ξηρόσ βιομϊζασ. 

Ωςτϐςο, βϊςει βιβλιογραφικϔν αναφορϔν τα LCCs απαντϔνται ςε μικρϐ βαθμϐ 

ςτα λιγνινοκυτταρινοϑχα υλικϊ δαςικόσ προϋλευςησ [Obst 1982] και οι 

αποδϐςεισ των δοκιμαςιϔν απομϐνωςόσ τουσ ϋχουν αναφερθεύ να εύναι και τησ 

τϊξησ του 0.04- 7.9% [Sakagami et al., 2010] (§1.4.3.ii). ΢το ΢χόμα 3.3.4 

παρουςύαζονται τα φϊςματα FT-IR του ακατϋργαςτου αρχικοϑ δεύγματοσ P. 

abies και του κλϊςματοσ εν δυνϊμει LCCs κατϊ Azuma. Όπωσ παρατηρεύται δεν 

καταγρϊφεται εμπλουτιςμϐσ ςτουσ επιθυμητοϑσ εςτερικοϑσ δεςμοϑσ γεγονϐσ 

που μπορεύ να αποδοθεύ εύτε ςε υδρϐλυςό τουσ κατϊ την διεργαςύα απομϐνωςησ 

απϐ τα χρηςιμοποιοϑμενα αντιδραςτόρια εύτε ςε απϔλειεσ ςε οριςμϋνα ςτϊδια 

απομϐνωςησ. Ειδικϐτερα, το πρωτϐκολλο Azuma παραλλϊχθηκε με τη χρόςη 

βενζυλιωμϋνων μεμβρανϔν για το ςτϊδιο τησ διαπύδυςησ ϔςτε το μειωμϋνο 
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μϋγεθοσ πϐρων να ςυγκρατεύ ενϔςεισ Μ.Β.  ≤1.2 kDa. Καθϔσ η δομό και το Μ.Β. 

των LCCs παραμϋνουν προώϐντα υποθϋςεων και δεν ϋχουν προςδιορύςτεύ με 

βεβαιϐτητα η παραλλαγό αυτό μπορεύ να αποδεύχτηκε καθοριςτικόσ ςημαςύασ 

για το αποτϋλεςμα. 

 

΢χόμα 3.3.4   Τπϋρθεςη φαςμϊτων απορρϐφηςησ FT-IR του αρχικοϑ δεύγματοσ P. abies 

(ανϊμιξη των αρχικϔν FG, FF, FG2, FF2) – μπλε και το κλϊςμα απομϐνωςησ ακολουθϔντασ τη 

μεθοδολογύα J. Azuma και K. Tetsuo [Azuma & Tetsuo, 1988]  – πρϊςινο. 

 

 

Ακολοϑθηςε δοκιμαςύα απομϐνωςησ LCCs με χρόςη νϋασ εναλλακτικόσ 

μεθοδολογύασ κατϊ τουσ Jin et al. [Jin et al., 2009] με τα διαδοχικϊ ςτϊδια που 

περιγρϊφονται αναλυτικϊ ςτην §2.1.8.ii.β). Αρχικϊ, η δοκιμαςύα αφοροϑςε ςε 

δεύγμα αλεςμϋνου φελλοϑ φυτικόσ προϋλευςησ (bark) και τα κλϊςματα 

απομϐνωςησ αναφϋρονται ωσ  H1 για ημικυτταρύνεσ διαλυτϋσ ςε 90% ουδϋτερο 

διοξϊνιο, H2 για ημικυτταρύνεσ διαλυτϋσ ςε 80% ϐξινο διοξϊνιο εμπλουτιςμϋνεσ 

ςε εςτερικοϑσ δεςμοϑσ και Η3 για τισ ημικυτταρύνεσ διαλυτϋσ ςε DMSO (BH1, 

BH2, BH3 για το αρχικϐ δεύγμα φελλοϑ, αντύςτοιχα), λιγϐτερο εμπλουτιςμϋνεσ 
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ςε εςτερικοϑσ δεςμοϑσ ενϔ ςτο κλϊςμα Η4 οι επιθυμητού εςτϋρεσ τησ 

ημικυτταρύνησ θεωροϑνται ςαπωνοποιημϋνοι.  

 

΢χόμα 3.3.5  Τπϋρθεςη φαςμϊτων απορρϐφηςησ FT-IR για τα κλϊςματα απομϐνωςησ φελλου 

ακολουθϔντασ τη μεθοδολογύα των Jin et al. [Jin et al., 2009]: ΒΗ1 – καφϋ, ΒΗ2 - πρϊςινο, ΒΗ3 – 

μωβ. 

 

 

΢χόμα 3.3.6  Τπϋρθεςη φαςμϊτων απορρϐφηςησ FT-IR α) για το κλϊςμα απομϐνωςησ φελλου 

ΒΗ2 ακολουθϔντασ τη μεθοδολογύα των Jin et al. [Jin et al., 2009] - ςκοϑρο πρϊςινο, του 

ενζυμικϊ κατεργαςμϋνου ΒΗ2  β) με StGE2 – γαλϊζιο, γ) με StGE2 και α- γλυκουρονιδϊςη – 

ανοιχτϐ πρϊςινο καθϔσ και δ) με StGE2, Xyn11  και α- γλυκουρονιδϊςη – μπλε, αντύςτοιχα. 
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Η ανϊλυςη των φαςμϊτων  FT-IR των απομονωμϋνων κλαςμϊτων 

παρουςιϊζεται ςτο ΢χόμα 3.3.5. Σο αρχικϐ δεύγμα φελλοϑ δεν εμφϊνιςε 

χαρακτηριςτικϋσ κορυφϋσ απορρϐφηςησ δονόςεων ςτο φϊςμα, πιθανϔσ λϐγω 

τησ αδυναμύασ ϊλεςόσ του ςε κατϊλληλου μεγϋθουσ για την ανϊλυςη κϐκκων. 

Παρϊλληλα, απϐ τισ κορυφϋσ του φϊςματοσ δε μπορεύ να εκτιμηθεύ η ςϑςταςη 

ςε κυτταρύνη, ημικυτταρύνη και λιγνύνη του υλικοϑ ϔςτε να γύνουν αξιϐπιςτεσ 

ςυγκρύςεισ. Ωςτϐςο, διαφϊνηκε ϋνασ πιθανϐσ εμπλουτιςμϐσ ςε εςτϋρεσ ςτο ΒΗ1 

κλϊςμα απομϐνωςησ ςυγκριτικϊ με τα ΒΗ2 και ΒΗ3. Επύςησ, η ενζυμικό 

κατεργαςύα του δεύγματοσ απομϐνωςησ ΒΗ2 (αναμενϐταν ςϑμφωνα με τη 

μεθοδολογύα να εύναι το πιο εμπλουτιςμϋνο ςτισ επιθυμητόσ ςϑςταςησ 

ημικυτταρύνεσ [Jin et al., 2009]) με τα ϋνζυμα StGE2, Xyn11 και α-

γλυκουρονιδϊςη δεν οδόγηςε ςε κϊποια πρϐςθετη παρατόρηςη καθϔσ ϐπωσ 

παρουςιϊζεται ςτο ΢χόμα 3.3.6 δεν υπόρξε καμύα καταλυτικό επύδραςη ςτο 

δεύγμα. Επύςησ, με χρόςη  του εμπορικοϑ ενζυμικοϑ ςκευϊςματοσ D-Glucuronic 

Acid/D-Galacturonic Acid Assay Kit (Megazyme ) ϐςο και τησ μεθϐδου Hestrin 

[Hestrin, 1949] για την αξιολϐγηςη τησ περιεκτικϐτητασ ςε GlcA ςτο διϊλυμα 

τησ κϊθε ενζυμικόσ αντύδραςησ, δεν ανιχνεϑτηκε απελευθϋρωςη GlcA. 

Η μεθοδολογύα Jin et al. εφαρμϐςτηκε και ςε αρχικϐ δεύγμα ςκανδιναβικόσ 

ελϊτησ ςτο οπούο εύχε απομακρυνθεύ η πηκτύνη, κατϊ τον ύδιο τρϐπο. Η ανϊλυςη 

με FT-IR των απομονωμϋνων κλαςμϊτων PH1, PH2 και PH3 παρουςιϊζεται ςτο 

΢χόμα 3.3.7. ΢ϑμφωνα με τισ κορυφϋσ που αντιςτοιχοϑν ςε δονόςεισ δεςμϔν 

εςτερικϔν δεςμϔν γλυκουρονικϔν καταλούπων ημικυτταρύνησ, ο επιθυμητϐσ 

εμπλουτιςμϐσ όταν επιτυχόσ για τα κλϊςματα απομϐνωςησ PH2 και PH3 

ημικυτταρινϔν διαλυτϔν ςε 80% ϐξινο διοξϊνιο και DMSO, αντύςτοιχα. Η 

απϐδοςη τησ μεθϐδου ςε ςτερεϐ υπϐλειμμα εν δυνϊμει LCCs όταν 5% για το 

κλϊςμα PH2 και 1% για το κλϊςμα PH3 επύ τησ αρχικόσ ξηρόσ βιομϊζασ. ΢την 

περύπτωςη του ΡΗ3, η ανϊκτηςό του απϐ το διϊλυμα DMSO αποδεύχθηκε 

εξαιρετικϊ δϑςκολη καθϔσ η απομϊκρυνςη του ςυγκεκριμϋνου διαλϑτη κατϋςτη 

δυνατό μετϊ απϐ διαδοχικϋσ αραιϔςεισ με υπερκϊθαρο νερϐ και διαδοχικϋσ 

λυοφυλιϔςεισ. Ωςτϐςο, οι χαμηλϋσ αποδϐςεισ των ςυγκεκριμϋνων μεθϐδων 

μποροϑν να αποδοθοϑν και ςτισ ςχετικϊ μικρϋσ τϊξεισ μεγϋθουσ των αρχικϔν 

προσ κατεργαςύα δειγμϊτων (20 g) δεδομϋνου ϐτι πρϐκειται για μεθοδολογύεσ 
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που χρηςιμοποιοϑν αρχικϊ δεύγματα τησ τϊξησ των kg. Για την περαιτϋρω 

μελϋτη τησ υδρολυτικόσ δρϊςησ τησ StGE2 επελϋγη το κλϊςμα ΡΗ2. 

 

΢χόμα 3.3.7  Τπϋρθεςη φαςμϊτων απορρϐφηςησ FT-IR για τα κλϊςματα απομϐνωςησ P. abies  

ακολουθϔντασ τη μεθοδολογύα των Jin et al. [Jin et al., 2009]: Αρχικϐ (FG Dep + FF3) – πρϊςινο, 

PΗ1 – πορτοκαλύ, PΗ2 – μωβ και PH3 – γαλϊζιο. 

 

Όπωσ ςυμπεραύνεται απϐ την  υπϋρθεςη των φαςμϊτων FT-IR του P. abies 

κλϊςματοσ απομϐνωςησ PH2 και των ενζυμικϊ κατεργαςμϋνων δειγμϊτων που 

παρουςιϊζεται ςτο ΢χόμα 3.3.8, η StGE2 εμφανύζει υδρολυτικό ενεργϐτητα ωσ 

προσ το κλϊςμα ημικυτταρινϔν διαλυτϔν ςε 80% ϐξινο διοξϊνιο. Η κορυφό ςτα 

~1735 cm-1 η οπούα αντιςτοιχεύ ςε γλυκουρονικοϑσ εςτϋρεσ τησ ημικυτταρύνησ 

εμφανύζεται αςθενϋςτερη ςτην περύπτωςη τησ ενζυμικόσ υδρϐλυςησ με το υπϐ 

εξϋταςη ϋνζυμο, ςε ςϑγκριςη με την ενζυμικό κατεργαςύα παρουςύα Xyn11 και 

α-γλυκουρονιδϊςησ αλλϊ απουςύα StGE2 (ροζ για την παρουςύα StGE2 και 

πρϊςινο για την παρουςύα Xyn11 και α-γλυκουρονιδϊςησ).  Παρϊλληλα, 

διαφαύνεται πιο καθαρϊ ο εμπλουτιςμϐσ ςε εςτϋρεσ του κλϊςματοσ 
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απομϐνωςησ (πορτοκαλύ) ςε ςϑγκριςη με το αρχικϐ δεύγμα (μπλε) λαμβϊνοντασ 

υπϐψιν την απορρϐφηςη ςε περιοχϋσ φϊςματοσ 1735 cm-1 και 1245 cm-1.  Οι 

οξεύεσ κορυφϋσ ςτα 1580 cm-1, 1490 cm-1, 1245 cm-1 και 1155 cm-1 ςτα φϊςματα 

απορρϐφηςησ των ενζυμικϊ κατεργαςμϋνων δειγμϊτων αντιςτοιχοϑν ςε 

δονόςεισ δευτεροταγϔν αμινϔν και δεςμϔν S=O ϔςτε να αποδύδονται ςε 

αμινοξικϊ κατϊλοιπα. 

 

΢χόμα 3.3.8  Τπϋρθεςη φαςμϊτων απορρϐφηςησ FT-IR που περιλαμβϊνει α) το αρχικϐ δεύγμα 

P. abies – μπλε, β) το κλϊςμα απομϐνωςησ PH2 [Jin et al., 2009] – πορτοκαλύ και τα δεύγματα 

μετϊ απϐ ενζυμικό κατεργαςύα του ΡΗ2 γ) με StGE2 – ροζ καθϔσ και με δ) Xyn11  και α- 

γλυκουρονιδϊςη – πρϊςινο, αντύςτοιχα. 

 

Καθϔσ η ανϊλυςη μϋςω φαςματοςκοπύασ FT-IR δεν αποτελεύ ποςοτικό 

μϋθοδο, η διερεϑνηςη τησ απελευθϋρωςησ γλυκουρονικοϑ οξϋοσ ωσ το προώϐν 

τησ υδρϐλυςησ ϋγινε με τη χρόςη του εμπορικοϑ ενζυμικοϑ ςκευϊςματοσ D-

Glucuronic Acid/D-Galacturonic Acid Assay Kit (Megazyme).  Η ςυγκϋντρωςη 

GlcA ςτα διαλϑματα των ενζυμικϔν αντιδρϊςεων προςδιορύςτηκε ςτα 0.028 
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mg/mL παρουςύα StGE2 (υποδηλϔνοντασ απελευθϋρωςη εςτεροποιημϋνου GlcA 

απϐ την ημικυτταρύνη) και 0.102 mg/mL παρουςύα Xyn11  και α- 

γλυκουρονιδϊςησ, αντύςτοιχα (υποδηλϔνοντασ απελευθϋρωςη μη 

εςτεροποιημϋνου GlcA απϐ την ημικυτταρύνη). Σα αποτελϋςματα τησ 

ανύχνευςησ προώϐντοσ γλυκουρονικοϑ οξϋοσ ςτο ενζυμικϐ διϊλυμα τησ 

αντύδραςησ υποςτηρύζουν την υδρϐλυςη του κλϊςματοσ απομϐνωςησ εν 

δυνϊμει LCCs, ΡΗ2. Ωςτϐςο, με τη μϋθοδο Hestrin δεν κατϋςτη εφικτό η 

ανύχνευςη του εν δυνϊμει προώϐντοσ υδρϐλυςησ λϐγω φωτομετρικϔν 

παρεμποδύςεων απϐ το χρωματιςμϐ των δειγμϊτων ανϊλυςησ καθϔσ και τον 

αφριςμϐ κατϊ την προςθόκη των αντιδραςτηρύων.  

 

 

3.3.2 ΢υμπερϊςματα 

Η StGE2 εμφϊνιςε ενδεύξεισ καταλυτικόσ ενεργϐτητασ ωσ προσ την υδρϐλυςη 

εςτϋρων του γλυκουρονικοϑ οξϋοσ τησ ημικυτταρύνησ ςε αρχικό μικροαλεςμϋνη 

ξηρό βιομϊζα ςκανδιναβικόσ ελϊτησ (P. abies), ενϔ παρουςύα τησ 

ημικυτταρινϊςησ α-γλυκουρονιδϊςη προϋκυψε ϋνδειξη ςυνεργιςτικόσ δρϊςησ. 

Παρϊλληλα, η απομϐνωςη, εμπλουτιςμϋνων ςε εςτερικοϑσ δεςμοϑσ ςτϐχο για 

την StGE2, λιγνινο-υδατανθρακικϔν ςυμπλϐκων απϐ το αρχικϐ δεύγμα με τη 

μεθοδολογύα των Jin et al., διαφαύνεται επιτυχόσ τϐςο απϐ τα δεδομϋνα τησ FT-

IR ανϊλυςησ των κλαςμϊτων απομϐνωςησ ϐςο και απϐ την ενεργϐτητα των 

ημικυτταριναςϔν που εξετϊςτηκαν. Η ϋλλειψη μεθϐδων που οδηγοϑν με 

αυξημϋνεσ αποδϐςεισ ςε απομονωμϋνεσ φυςικϋσ δομϋσ λιγνινο-υδατανθρακικϔν 

ςυμπλϐκων εύναι μύα απϐ τισ προκλόςεισ που κρύνεται απαραύτητο να 

αντιμετωπιςτοϑν μελλοντικϊ για την αξιοπούηςη του υδρολυτικοϑ δυναμικοϑ 

των GEs ςε βιοτεχνολογικϋσ εφαρμογϋσ. Ωςτϐςο, η ενζυμικό υδρϐλυςη των 

πιθανϔν φυςικϔν υποςτρωμϊτων τησ StGE2, αρχικοϑ δεύγματοσ P. abies  και 

LCCs, αποτελεύ για πρϔτη φορϊ μύα ϋνδειξη προσ την αποςαφόνιςη τησ 

φυςιολογικόσ δρϊςησ των GEs ςτην αποικοδϐμηςη των φυτικϔν κυτταρικϔν 

τοιχωμϊτων. 
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3.4 Δομικϋσ μελϋτεσ με κρυςταλλογραφύα ακτύνων Φ  

3.4.1 Βιοπληροφορικό ανϊλυςη αλληλουχύασ StGE2 

Η ϋνδεια πρϐτερων απτϔν κρυςταλλογραφικϔν δεδομϋνων για το 

καταλυτικϐ κϋντρο τησ StGE2 και των υπολούπων μελϔν τησ CE-15 οικογϋνειασ 

επϋβαλε αρχικϊ μια ευρεύα ανϊλυςη τησ αμινοξικόσ αλληλουχύασ τησ StGE2 με τη 

χρόςη εργαλεύων βιοπληροφορικόσ. Η ανϊλυςη τησ αλληλουχύασ του ενζϑμου 

που εκφρϊζεται ςτο φυςικϐ οργανιςμϐ (κωδικϐσ Uniprot: G2QJR6) 

πραγματοποιόθηκε με τον αλγϐριθμο BLASTP [Altschul et al., 1997], και 

οδόγηςε ςε μια λύςτα θεωρητικϊ ςυντηρημϋνων περιοχϔν που ϊνηκαν ςε 

υποθετικϋσ πρωτεϏνεσ εκτϐσ τησ Cip2_GE (56 % ταυτϐτητα, 72 % ομολογύα ςε 

92 % κϊλυψη). Οι αλληλουχικϊ ομϐλογεσ πρωτεϏνεσ ςχετύζονται με την 

οικογϋνεια υδατανθρακικϔν εςτεραςεϔν 15 (CE-15, §1.3.3 ) ενϔ η εξϋταςη των 

αντιςτοιχιςμϋνων αλληλουχιϔν τουσ αναδεύκνυε τη ςυντηρημϋνη περιοχό  G-C-

S-R-X-G (γλυκύνη- κυςτεϏνη- ςερύνη- αργινύνη-Φ- γλυκύνη, ϐπου Φ μη 

ςυντηρημϋνο αμινοξϑ). Σο ςυγκεκριμϋνο μοτύβο αλληλουχύασ εμπεριϋχει το 

δυνητικϊ καταλυτικϐ πυρηνϐφιλο κατϊλοιπο ΢ερύνησ (΢ερύνη213 τησ StGE2) 

που διαφαύνεται να κατϋχει κεντρικϐ ρϐλο ςτο ενεργϐ κϋντρο τησ οικογϋνειασ 

των CE-15 υδρολαςϔν [Topakas et al., 2010]. 

Παρϊλληλα, τα αποτελϋςματα τησ ςυγκεκριμϋνησ ανϊλυςησ τησ αλληλουχύασ 

ανϋδειξαν ϐτι τα κατϊλοιπα 206 ϋωσ 227 με την αλληλουχύα αμινοξϋων 

RLGVTGCSRNGKGAFITGALVD εμπύπτουν ςτο μοτύβο GXXXXGK επονομαζϐμενο 

ωσ μοτύβο P-βρϐχου [Walker et al., 1982], το οπούο θεωρεύται ϐτι ακολουθεύ την 

αρχιτεκτονικό περιοχόσ DUF463 (Domain of Unknown Fuction, περιοχό 

ϊγνωςτησ λειτουργύασ) [Punta et al., 2012]. Σο ςυγκεκριμϋνο μοτύβο εύναι 

ςϑνηθεσ ςε πρωτεϏνεσ που αλληλεπιδροϑν με ATP/GTP. Παρϊ, ωςτϐςο τη 

χαμηλό τιμό  Ε-value (Expect value) που ςυνοδεϑει το αποτϋλεςμα και 

προςδύδει βαρϑτητα ςτην αντιςτούχιςη τησ ςυγκεκριμϋνησ αλληλουχύασ, δεν 

υπϊρχουν αρκετϋσ ενδεύξεισ που να υποςτηρύζουν την ϑπαρξη του μοτύβου P-

βρϐχου. Επιπρϐςθετα, με τα μϋχρι τϔρα επιςτημονικϊ δεδομϋνα, οι εςτερϊςεσ 

που ςυμμετϋχουν ςτην αποικοδϐμηςη τησ φυτικόσ βιομϊζασ δεν απαιτοϑν 

φωςφορικϋσ ρύζεσ (PO43−) για την ενεργϐτητα τουσ. ΢υνεπϔσ, εύναι μικρό η 

πιθανϐτητα το μοτύβο P-βρϐχου να ϋχει ϋνα λειτουργικϐ ρϐλο. 
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Δεδομϋνου του ϐτι ο μεθυλϐτροφοσ ζυμομϑκητασ P. pastoris που 

χρηςιμοποιόθηκε για την ετερϐλογη ϋκφραςη τησ πρωτεϏνησ παρουςιϊζει το 

φαινϐμενο τησ υπεργλυκοζυλύωςησ ωσ μετα-μεταφραςτικό τροποπούηςη του 

ενδοκυτταρικοϑ του ςυςτόματοσ [Conde et al., 2004], διερευνόθηκε η ϑπαρξη Ν- 

και Ο-γλυκοζυλύωςησ βϊςει τησ αλληλουχύασ. Η ανϊλυςη πιθανϔν περιοχϔν Ν-

γλυκοζυλύωςησ (προςθόκη ολιγοςακχαρύτη ςε κατϊλοιπο Αςπαραγύνησ) μϋςω 

του αλγϐριθμου NetNGlyc v.1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc 

[Gupta et al., 2004]) δεν ανϋδειξε κϊποια θϋςη ςτην αλληλουχύα ενϔ με τον 

αλγϐριθμο NetΟGlyc v.4.0  http://www.cbs.dtu.dk/services/NetΟGlyc [Steentoft 

et al., 2013]) υπολογύςτηκαν 10 πιθανϋσ θϋςεισ Ο-γλυκοζυλύωςησ (προςθόκη 

ολιγοςακχαρύτη τϑπου GalNAc ςε κατϊλοιπα Θρεονύνησ ό ΢ερύνησ).  

 

 

3.4.2 Ανϊπτυξη κρυςτϊλλων StGE2 και κρυςταλλογραφικϋσ μελϋτεσ 

πρϐςδεςησ 

3.4.2.i Παραγωγό και απομϐνωςη ενζϑμου 

Η απομϐνωςη του γονιδύου ge2 που κωδικοποιεύ τη ςϑνθεςη τησ  GE απϐ το 

γονιδύωμα του θερμϐφιλου μϑκητα M. therophila, καθϔσ και η ετερϐλογη 

ϋκφραςη ςτο ςϑςτημα τησ μεθυλϐτροφησ ζϑμησ P. pastoris πραγματοποιόθηκαν 

ςϑμφωνα με το πρωτϐκολλο που περιγρϊφεται ςτην εργαςύα των Topakas et al., 

2010. ΢το πλαύςιο τησ παροϑςασ διδακτορικόσ διατριβόσ, το αναςυνδυαςμϋνο 

πλαςμύδιο pPICZαC που ϋφερε το γονύδιο ge2  χρηςιμοποιόθηκε για τον 

μεταςχηματιςμϐ  E. coli TOPIOF’ κυττϊρων προσ πολλαπλαςιαςμϐ με τη 

διαδικαςύα θερμικοϑ ςτρεσ (heat shock). ΢τη ςυνϋχεια, απομονϔθηκε και 

γραμμικοποιόθηκε με τη χρόςη του περιοριςτικοϑ ενζϑμου SacI ϔςτε να λϊβει 

χϔρα ο τελικϐσ μεταςχηματιςμϐσ των κυττϊρων τησ Pichia pastoris με 

ηλεκτροδιϊτρηςη, ςϑμφωνα με το πρωτϐκολλο τησ Invitrogen. Ακολοϑθηςε η 

παραγωγό του ενζϑμου με το ετερϐλογο ςϑςτημα ϋκφραςησ P. pastoris , ϋπειτα 

η απομϐνωςη και ο καθαριςμϐσ του με τη χρόςη IMAC (Co2+ ό Ni2+) (Εικϐνα 

3.4.1).   
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Εικϐνα 3.4.1 Απομϐνωςη τησ StGE2 με τη μϋθοδο IMAC (Ni2+) και χρόςη αυτοματοποιημϋνου 

ςυςτόματοσ απομϐνωςησ (ÄKTApurifier UPC10, GE Healthcare Life Sciences, UK) διαθϋςιμο ςτο 

ΙΒΥΦΒ, ΕΙΕ. Με μπλε γραμμό υποδεικνϑεται η απϐκριςη του ανιχνευτό ςτα 280 nm ενϔ με 

πρϊςινη η βαθμύδωςη ϊλατοσ ιμιδαζολύου (mM). Σα κλϊςματα που αντιςτοιχοϑν ςε ϐγκο 

ϋκλουςησ 100 ϋωσ 120 mL και ςυγκϋντρωςη ιμιδαζολύου 38 – 50 mΜ, αποτελοϑν την 

απομονωμϋνη πρωτεϏνη. 

 

 

Για την αξιολϐγηςη τησ υψηλόσ καθαρϐτητασ του ενζϑμου που αποτελεύ ϋνα 

απϐ τα προαπαιτοϑμενα για την επιτυχό κρυςτϊλλωςη, χρηςιμοποιόθηκε 

ηλεκτροφϐρηςη SDS-PAGE ςε 12.5% πόκτωμα πολυακρυλαμιδύου. Η πρωτεώνικό 

ζϔνη που εμφανύςτηκε αντιςτοιχοϑςε ςε ΜΒ 43 kDa (Εικϐνα 3.4.2) παρϐμοιο με 

το θεωρητικϊ υπολογιςμϋνο ΜΒ μϋςω του προγρϊμματοσ ProtParam του 

εξυπηρετητό ExPASY [Gasteiger et al., 2005] ϔςτε να θεωρηθεύ κατϊλληλη για 

πειρϊματα κρυςτϊλλωςησ. 

 

   

 

Εικϐνα 3.4.2 Ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα 

πολυακρυλαμιδύου (SDS-PAGE) βαθμοϑ 

πολυμεριςμοϑ 12,5%. ΢τόλη 1: πρϐτυπο 

διϊλυμα πρωτεώνϔν (Unstained Protein 

Molecular Weight Marker, Fermentas). ΢τόλεσ 2, 

3: Ενζυμικϐ εκχϑλιςμα υγρόσ καλλιϋργειασ. 

΢τόλη 4: Κλϊςμα ϋκπλυςησ τησ ρητύνησ. ΢τόλεσ 

5, 6, 7: Κλϊςματα απομονωμϋνησ StGE2. 

 STGE Ni NTA001:10_UV  STGE Ni NTA001:10_Conc  STGE Ni NTA001:10_Fractions  STGE Ni NTA001:10_Inject
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3.4.2.ii Προςδιοριςμϐσ ςυνθηκϔν κρυςτϊλλωςησ τησ StGE2 

Σο ενζυμικϐ δεύγμα StGE2 ςυμπυκνϔθηκε ςε ςυγκϋντρωςη 20 mg/ml ςε Tris-

HCl 20mM pH 8.0 ϔςτε να πραγματοποιηθοϑν οι δοκιμϋσ κρυςταλλογϋνεςησ. Σα 

πειρϊματα κρυςτϊλλωςησ πραγματοποιόθηκαν ςτο ΙΒΥΦΒ – ΕΙΕ, ςτην Ομϊδα 

Δομικόσ Βιολογύασ και Φημεύασ υπϐ την επύβλεψη τησ Δρ. Ε. Φρυςύνα και η 

τεχνικό που χρηςιμοποιόθηκε όταν η διϊχυςη ατμϔν με καθόμενη ςταγϐνα 

αξιοποιϔντασ ρομπϐτ κρυςτϊλλωςησ (Oryx-Nano crystallization robot, Douglas 

Instruments, Ltd). Με τη χρόςη εμπορικϔν ςκευαςμϊτων κρυςτϊλλωςησ που 

προςϋφεραν τη δυνατϐτητα 96 διαφορετικϔν ςυνθηκϔν ανϊ ξεχωριςτϐ 

ςκεϑαςμα, ςαρϔθηκε πλόθοσ ςυνθηκϔν για αρχικϐ ϐγκο ςταγϐνασ 0.3 μL. Ίζημα 

κρυςταλλικόσ φϑςησ, βελονοειδεύσ και πολϑ μικροϑ μεγϋθουσ κρϑςταλλοι 

προϋκυψαν ςε πλόθοσ περιπτϔςεων με τη χρόςη του εμπορικοϑ ςκευϊςματοσ 

JCSG-plus™, ωςτϐςο με τη χρόςη του ςκευϊςματοσ PEGs Suite προϋκυψαν πιο 

ευμεγϋθεισ κρϑςταλλοι ςε μεγαλϑτερο αριθμϐ ςταγϐνων.  Ακολοϑθωσ, η 

διερεϑνηςη κρυςταλλογϋνεςησ για την StGE2 επικεντρϔθηκε μϐνο ςτισ 

ςυνθόκεσ ενδιαφϋροντοσ του ςκευϊςματοσ PEGs Suite αυξϊνοντασ τον ϐγκο 

ςταγϐνασ ςε 1 μL. H πρωτεώνικό ςυγκϋντρωςη ςτη ςταγϐνα όταν 10 mg/mL 

αφοϑ αναμύχθηκαν ύςοι ϐγκοι StGE2 ςε Tris-HCl 20mM pH 8.0 και διαλϑματοσ 

κρυςτϊλλωςησ ενϔ η εξιςορρϐπηςη ϋγινε ϋναντι 50 μL μητρικοϑ διαλϑματοσ 

ςτουσ 16° C ςε ακινηςύα.  

Κρυςταλλογϋνεςη βελονοειδϔν, μικροϑ μεγϋθουσ αλλϊ και μεγαλϑτερου 

μεγϋθουσ κρυςτϊλλων παρατηρόθηκε ςε πλόθοσ ςυνθηκϔν με εϑροσ pH 7.5 – 

8.5 παρουςύα PEG (πολυαιθυλενογλυκϐλη) 2000MME, 3350, 4000, 6000 

ςυγκεντρϔςεων 25%, 30% και 35% (w/v) (Εικϐνα 3.4.3α) ). Με περαιτϋρω 

διερεϑνηςη των ςυγκεκριμϋνων αρχικϔν ςυνθηκϔν προςδιορύςτηκε η βϋλτιςτη 

ςυνθόκη με τη μεγαλϑτερη επαναληψιμϐτητα (διϊλυμα 0.1M Tris-HCl, pH 8.0 

παρουςύα 30% (w/v) PEG3350) απϐ την οπούα προϋκυψαν ορθορομβικοϑ 

ςχόματοσ μονοκρϑςταλλοι μϋςου μεγϋθουσ ~ 10 x 10 x 350 μm ςε διϊςτημα 

ενϐσ μηνϐσ (Εικϐνα 3.4.3β).  
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Εικϐνα 3.4.3 α) Παρϊδειγμα κρυςτϊλλων που αναπτϑχθηκαν ςε αρχικϋσ ςυνθόκεσ 

κρυςτϊλλωςησ  0.1 Μ TrisHCl, pH 8.5, 25% (w/v) PEG3000. β) Βελτιςτοποιημϋνοι κρϑςταλλοι 

StGE2 που αναπτϑχθηκαν ςε ςυνθόκεσ κρυςτϊλλωςησ 0.1 Μ TrisHCl, pH 8.0, 30% (w/v) 

PEG3350 και ςτη ςυνϋχεια εκτϋθηκαν ςε ςυγχροτρονικό ακτινοβολύα ακτύνων Φ για τη ςυλλογό 

δεδομϋνων περύθλαςησ.. 

 

 

3.4.2.iii Πειρϊματα ςυγκρυςτϊλλωςησ και εμβϊπτιςησ 

προςχηματιςμϋνων κρυςτϊλλων ςε διαλϑματα εν δυνϊμει 

προςδετϔν 

Σην εϑρεςη επαναλόψιμων ςυνθηκϔν κρυςτϊλλωςησ ακολοϑθηςε η μελϋτη 

ςυγκρυςτϊλλωςησ παρουςύα αναλϐγων υποςτρϔματοσ του ενζϑμου (Πύνακασ 

3.4.1 και §2.2.1) καθϔσ και εμβϊπτιςησ προςχηματιςμϋνων μονοκρυςτϊλλων ςε 

διαλϑματα των εν λϐγω ενϔςεων. Σα πειρϊματα περιελϊμβαναν μελϋτεσ με 

χρόςη διαλυμϊτων 4-O-μεθυλο-D-γλυκοπυρανουρονικοϑ μεθυλεςτϋρα, 

βενζυλεςτϋρα του D-γλυκουρονικοϑ οξϋοσ, μεθυλεςτϋρα του D-γλυκουρονικοϑ 

οξϋοσ ςυγκεντρϔςεων 0.25 mM, 0.5 mM, 2.5 mM και 5 mM ςε μητρικϐ διϊλυμα 

κρυςτϊλλωςησ (0.1 Μ Tris-HCl, pH 8.0, 30% (w/v) PEG3350) ϔςτε η αναλογύα 

πρωτεϏνησ – εν δυνϊμει προςδϋτη να κυμαύνεται ςε εϑροσ 1:1-1:20. Σα 

παραπϊνω υποςτρϔματα επελϋγηςαν προσ διερεϑνηςη τησ αναγνϔριςησ και 

εκλεκτικϐτητασ που επιδεικνϑει το καταλυτικϐ κϋντρο του ενζϑμου αφοϑ 

προςομοιϊζουν δομικϊ, ςε μικρϐτερο ό μεγαλϑτερο βαθμϐ, μϋροσ των 

υποθετικϔν φυςικϔν υποςτρωμϊτων των GEs, των ςυμπλϐκων τϑπου LCCs 

(§1.4.2.iii [Duranová et al., 2007, 2009]). Η μϋθοδοσ ςυγκρυςτϊλλωςησ που 

χρηςιμοποιόθηκε όταν, ομούωσ, η διϊχυςη ατμϔν με καθόμενη ςταγϐνα 

αξιοποιϔντασ ρομπϐτ κρυςτϊλλωςησ και ςυγκϋντρωςη πρωτεϏνησ ςτη ςταγϐνα 

β) α) 
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10 mg/mL. Ανϊπτυξη κρυςτϊλλων παρατηρόθηκε μϐνο παρουςύα 2.5 mM 4-O-

μεθυλο-D-γλυκοπυρανουρονικοϑ μεθυλεςτϋρα και 0.5 mM βενζυλεςτϋρα του D-

γλυκουρονικοϑ οξϋοσ (Εικϐνα 3.4.4). Επύςησ, ϋγιναν προςπϊθειεσ ςχηματιςμοϑ 

του ςυμπλϐκου με εμβϊπτιςη προςχηματιςμϋνων ευμεγϋθων μονοκρυςτϊλλων 

StGE2 ςε διϊλυμα που ϋφερε το ανϊλογο υποςτρϔματοσ και εμποτιςμϐ του 

κρυςτϊλλου απϐ 1h – 16 h. Ωςτϐςο, παρατηρόθηκε αλλούωςη του κρυςταλλικοϑ 

πλϋγματοσ ό και πλόρησ καταςτροφό του κρυςτϊλλου για χρϐνο εμβϊπτιςησ 

μεγαλϑτερου των 3 h. 

 

Πύνακασ 3.4.1 Σα ανϊλογα υποςτρϔματοσ που χρηςιμοποιόθηκαν για τισ δοκιμϋσ 

ςυγκρυςτϊλλωςησ και εμβαπτιςμοϑ προςχηματιςμϋνων πρωτεώνικϔν κρυςτϊλλων ςτο 

πλαύςιο των κρυςταλλογραφικϔν μελετϔν με μοριακοϑσ ςτϐχουσ τισ StGE2 και S213A 

StGE2. 

 

 

 

 

4-O-μεθυλο-D-γλυκουρονικϐσ 

μεθυλεςτϋρασ 
ΜΒ = 222.19 g/mol 

 
 

 

Βενζυλικϐσ εςτϋρασ του D-

γλυκουρονικοϑ οξϋοσ 
ΜΒ = 284.26 g/mol 

 
 

 

 

Μεθυλεςτϋρασ του D-

γλυκουρονικοϑ οξϋοσ 
ΜΒ = 208.17 g/mol 

 
 

 

 

D-γλυκουρονικϐ οξϑ 
ΜΒ = 194.14 g/mol 
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Παρϊλληλα, δεδομϋνησ τησ αλληλουχύασ P-βρϐχου που ανϋδειξε η 

βιοπληροφορικό ανϊλυςη τησ StGE2 αλληλουχύασ (§ 3.4.1) ϋλαβαν χϔρα 

πειρϊματα ςυγκρυςτϊλλωςησ του ενζϑμου ςτισ προςδιοριςμϋνεσ ςυνθόκεσ 

παρουςύα μορύων που θα απαιτοϑνταν για το λειτουργικϐ ρϐλο ενϐσ τϋτοιου 

μοτύβου ςε ϋνζυμα που χρηςιμοποιοϑν φωςφορικϋσ ρύζεσ για τη δραςτικϐτητϊ 

τουσ. Για το λϐγο αυτϐ και προσ διαλεϑκανςη φυςιολογικόσ δρϊςησ τησ StGE2 

χρηςιμοποιόθηκαν οι ενϔςεισ ATP, ADP (παρουςύα ό ϐχι Mg2+ ωσ 

ςυμπαρϊγοντα), ϊλασ νατρύου του β-NADP και ϊλασ νατρύου τησ 6-Υωςφορικόσ 

γλυκϐζησ ςε ςυγκεντρϔςη 10 mM ϔςτε να εύναι ςε περύςςεια ωσ προσ την 

πρωτεϏνη (1:40) ενϔ η μϋθοδοσ όταν ομούωσ η διϊχυςη ατμϔν με καθόμενη 

ςταγϐνα και χρόςη ρομπϐτ κρυςτϊλλωςησ. Ωςτϐςο ςε καμύα απϐ τισ υπϐ μελϋτη 

ςυνθόκεσ δεν παρατηρόθηκε ανϊπτυξη κρυςτϊλλων. Οι ύδιεσ ςυγκεντρϔςεισ 

διαλυμϊτων χρηςιμοποιόθηκαν για τα διαλϑματα εμποτιςμοϑ 

προςχηματιςμϋνων StGE2 κρυςτϊλλων. 

 

 

Εικϐνα 3.4.4 Κρϑςταλλοι που αναπτϑχθηκαν ςτισ ςυνθόκεσ κρυςτϊλλωςησ που 

ταυτοποιόθηκαν, παρουςύα α) 2.5 mM 4-O-μεθυλο-D-γλυκουρονικοϑ μεθυλεςτϋρα. β) 0.5 mM 

βενζυλεςτϋρα του D-γλυκουρονικοϑ οξϋοσ. 

 

 

 

3.4.3 ΢υλλογό και ανϊλυςη κρυςταλλογραφικϔν δεδομϋνων StGE2 

Με τη βοόθεια κατϊλληλου μεγϋθουσ βρϐχου ϋνασ StGE2 κρϑςταλλοσ 

μεταφϋρθηκε ςτην κεφαλό γωνιομϋτρου και εκτϋθηκε ςτη ςυγχροτρονικό 

ακτινοβολύα ςτουσ 100 Κ αφοϑ προηγουμϋνωσ εύχε εμβαπτιςτεύ ςε 

κρυοπροςτατευτικϐ διϊλυμα (διϊλυμα κρυςτϊλλωςησ παρουςύα 20% (v/v) 

γλυκερϐλησ). Η ςυλλογό κρυςταλλογραφικϔν δεδομϋνων ϋγινε με τη βοόθεια 

β) α) 
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του DNA software package του ςταθμoϑ Φ13 ςτο EMBL (Αμβοϑργο, Γερμανύα) 

ςε υψηλό ευκρύνεια 1.55 Å και περιελϊμβανε ςυνολικϊ 299 περιθλαςιγρϊμματα 

(Εικϐνα 3.4.5) με εϑροσ περιςτροφόσ 0.3° και χρϐνο ϋκθεςησ ςτη ςυγχροτρονικό 

ακτινοβολύα (λ=0.8123 Å) τα 55 sec.  

 

 

 

Εικϐνα 3.4.5 Ο ςταθμϐσ ςυγχροτρονικόσ ακτινοβολύασ X13 που χρηςιμοποιόθηκε 

(EMBL/outstation, Αμβοϑργο) και το αντύςτοιχο περιθλαςύγραμμα που ςυλλϋχθηκε απϐ την 

ϋκθεςη μονοκρυςτϊλλου StGE2 ςτισ ακτύνεσ Φ. 

 

 

΢τον Πύνακα 3.4.2 παρουςιϊζονται τα ςτατιςτικϊ ςτοιχεύα ςυλλογόσ και 

επεξεργαςύασ των δεδομϋνων που ϋγιναν με τα προγρϊμματα XDS package 

[Kabsch, 2010] και SCALA [Evans, 2006], αντύςτοιχα. Όπωσ προϋκυψε, η 

ςυμμετρύα του κρυςτϊλλου StGE2 όταν ςϑμφωνη με την ομϊδα χϔρου 

ςυμμετρύασ P212121, ορθορομβικοϑ κρυςταλλικοϑ ςυςτόματοσ, ενϔ οι 

διαςτϊςεισ μοναδιαύασ κυψελύδασ όταν a= 46.0, b=58.7, c=136.2 Å και γωνύεσ 

α=β=γ=90° με 1 μϐριο ανϊ αςϑμμετρη μονϊδα. 
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Πύνακασ 3.4.2 ΢τατιςτικϊ ςτοιχεύα ςυλλογόσ και επεξεργαςύασ των 

κρυςταλλογραφικϔν δεδομϋνων απϐ ϋκθεςη μονοκρυςτϊλλου τησ StGE2 ςε 

ςυγχροτρονικό ακτινοβολύα ακτύνων Φ 

΢ταθμϐσ MX beamline X13, EMBL/DESY 

Μόκοσ κϑματοσ (Å) 0.8123 

Αρ. περιθλαςιγραμμϊτων  299  

(εϑροσ περιςτροφόσ ανϊ περιθλαςύγραμμα) (0.3) 

Ομϊδα ςυμμετρύασ χϔρου P212121 

Διαςτϊςεισ μοναδιαύασ κυψελύδασ (Å) a= 46.0, b=58.7, c=136.2 

Αριθμϐσ μορύων / αςϑμμετρη μονϊδα 1 

΢υνολικϐσ αριθμϐσ περιθλϊςεων  190519 

(εξωτερικό ςτοιβϊδα) (25955) 

Αριθμϐσ ανεξϊρτητων περιθλϊςεων 51271  

(εξωτερικό ςτοιβϊδα) (7498) 

Ευκρύνεια (Å) 19.45 - 1.55 

Πληρϐτητα δεδομϋνων  94.5 

(εξωτερικό ςτοιβϊδα) (%) (95.9) 

αRm  0.069  

(εξωτερικό ςτοιβϊδα) (0.498) 

β< (I / ς (I) >  9.5  

(εξωτερικό ςτοιβϊδα) (2.5) 

Εξωτερικό ςτοιβϊδα (Å) 1.63 - 1.55 

Πολλαπλϐτητα 3.7  

(εξωτερικό ςτοιβϊδα) (3.5) 

B-factor (Å2) (Wilson plot) 13.5 

αRm = i h | < Ih > - Iih | / i h Ih, ϐπου < Ih > και Iih εύναι η μϋςη και η i-οςτό μϋτρηςη τησ ϋνταςησ για την 

περύθλαςη h, αντύςτοιχα.  

β (I) εύναι η τυπικό απϐκλιςη του I. 

 

 

Επιπροςθϋτωσ, ςτη ςυμβατικό πηγό ακτύνων Φ εγκατεςτημϋνησ ςτο ΙΒΥΦΒ, 

ΕΙΕ, ϋγινε ϋκθεςη των εμβαπτιςμϋνων StGE2 κρυςτϊλλων ό πιθανϔν 

ςυγκρυςτϊλλων ςε διαλϑματα αναλϐγων υποςτρωμϊτων αλλϊ και εν δυνϊμει 

προςδετϔν με διαθϋςιμεσ φωςφορικϋσ ρύζεσ (PO43−). ΢την ύδια πηγό εκτϋθηκαν 

ςτην ακτινοβολύα οι μονοκρϑςταλλοι του ενζϑμου που αναπτϑχθηκαν παρουςύα 
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2.5 mM 4-O-μεθυλο-D-γλυκουρονικοϑ μεθυλεςτϋρα και 0.5 mM βενζυλεςτϋρα 

του D-γλυκουρονικοϑ οξϋοσ. Ωςτϐςο, ςε ϐλεσ τισ περιπτϔςεισ δεν ϋγινε δυνατό η 

ςυλλογό εύτε λϐγω ϋλλειψησ εύτε πολϑ χαμηλόσ περιθλαςτικόσ ικανϐτητασ 

(Εικϐνα 3.4.6). 

 

 

                          

Εικϐνα 3.4.6 Ενδεικτικϊ περιθλαςιγρϊμματα χαμηλόσ περιθλαςτικόσ ικανϐτητασ πιθανοϑ 

ςυγκρυςτϊλλου StGE2 α) παρουςύα 2.5 mM 4-O-μεθυλο-D-γλυκουρονικοϑ μεθυλεςτϋρα β) 

εμβαπτιςμϋνου ςε διϊλυμα 10mM ATP.  

 

 

 

3.4.4 Σριςδιϊςτατη κρυςταλλικό δομό StGE2 

3.4.4.i Προςδιοριςμϐσ και βελτιςτοπούηςη δομόσ 

Η επύλυςη του προβλόματοσ των φϊςεων απϐ τα ληφθϋντα 

κρυςταλλογραφικϊ δεδομϋνα και ο προςδιοριςμϐσ τησ τριςδιϊςτατησ δομόσ τησ 

αναςυνδυαςμϋνησ StGE2 βαςύςτηκε ςτη μϋθοδο τησ μοριακόσ αντικατϊςταςησ 

με χρόςη του προγρϊμματοσ Phaser [McCoy et al. 2007] του πακϋτου CCP4 

(Winn et al., 2011).  Ωσ αρχικϐ μοντϋλο αξιοποιόθηκε η μϐνη διαθϋςιμη δομό 

καταλυτικόσ περιοχόσ τησ ομϐλογησ GE, Cip2 GE (κωδικϐσ PDB 3PIC, Pokkuluri 

et al. 2011] καθϔσ εμφανύζει 72% ομολογύα με την StGE2 ςϑμφωνα με τον 

αλγϐριθμο BLASTP  του NCBI [Altschul et al., 1997]. Σον υπολογιςμϐ των 

αρχικϔν φϊςεων και των χαρτϔν διαφορϊσ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ 2Fobs-

Fcalc και Fobs-Fcalc ακολοϑθηςαν διαδοχικού κϑκλοι ανιςοτροπικόσ 

βελτιςτοπούηςησ των παραγϐντων θερμοκραςύασ με το πρϐγραμμα REFMAC 

α) β) 
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[Murshudov et al., 1997]. Η ανιςοτροπικό μϋθοδοσ βελτιςτοπούηςησ κατϋςτη 

εφικτό βϊςει τησ ποιϐτητασ και πληρϐτητασ των δεδομϋνων (αυξημϋνοσ 

αριθμϐσ περιθλϊςεων και εντϊςεων) υψηλό ευκρύνειασ 1.55 Å, ϔςτε οι δονόςεισ 

κϊθε ατϐμου ςτο μοντϋλο γϑρω απϐ μια θϋςη ιςορροπύασ να δϑνανται να 

περιγραφοϑν απϐ 9 παραμϋτρουσ (3 ςυντεταγμϋνεσ θϋςησ και 6 παραμϋτρουσ 

θερμικόσ διακϑμανςησ) αντύ για την παραδοχό ϐτι η δϐνηςη εύναι ιςοτροπικό ςε 

ϐλεσ τισ κατευθϑνςεισ (3 ςυντεταγμϋνεσ θϋςησ και 1 παρϊμετροσ Debye-Waller/ 

B factor). Παρϊλληλα, μϋςω του προγρϊμματοσ μοριακϔν γραφικϔν Coot 

[Emsley et al. 2010] ςτουσ κϑκλουσ βελτιςτοπούηςησ παρεμβϊλλονταν 

διαδοχικού κϑκλοι ανακαταςκευόσ του πρωτεώνικοϑ μοντϋλου ενϔ 

ενςωματϔθηκαν και τα μϐρια ϑδατοσ που ςχημϊτιζαν εύτε ϊμεςουσ εύτε μϋςω 

δικτϑου μορύων νεροϑ, δεςμοϑσ υδρογϐνου με την πρωτεϏνη (water-mediated 

hydrogen-bond interactions). ΢τα τελικϊ ςτϊδια βελτιςτοπούηςησ του μοντϋλου, 

με εξϋταςη των χαρτϔν διαφορϊσ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ 2Fobs-Fcalc και Fobs-

Fcalc κατϋςτη εμφανόσ πρϐςθετη ηλεκτρονιακό πυκνϐτητα που αποδϐθηκε ςε 2 

μϐρια γλυκερϐλησ και 14 μϐρια αιθυλενογλυκϐλησ προερχϐμενα απϐ το 

κρυοπροςτατευτικϐ και το μητρικϐ διϊλυμα, αντύςτοιχα, και τα οπούα 

προςτϋθηκαν επύςησ μϋςω του προγρϊμματοσ Coot. Η τριςδιϊςτατη δομό τησ 

StGE2 βελτιςτοποιόθηκε ςε τελικϐ κρυςταλλογραφικϐ δεύκτη αξιοπιςτύασ R ύςο 

με 0.204 ενϔ ο δεύκτησ αξιοπιςτύασ Rfree όταν 0.254. Πιο ςυγκεκριμϋνα, τα 

ςτατιςτικϊ ςτοιχεύα βελτιςτοπούηςησ ςυνοψύζονται ςτον Πύνακα 3.4.3.  
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Πύνακασ 3.4.3 ΢τατιςτικϊ ςτοιχεύα βελτιςτοπούηςησ και ποιϐτητα του μοντϋλου τησ 

StGE2. 

Ευκρύνεια τελικοϑ ςταδύου βελτιςτοπούηςησ (Å) 19.45 - 1.55 

Αριθμϐσ περιθλϊςεων 48582 

Αμινοξϋα που ςυμπεριλόφθηκαν ςτη βελτιςτοπούηςη 31-397 

Αριθμϐσ πρωτεώνικϔν ατϐμων 2751 

Αριθμϐσ ετεροατϐμων  

μϐρια ϑδατοσ 412 

αριθμϐσ μορύων αιθυλενογλυκϐλησ 14 

αριθμϐσ μορύων γλυκερϐλησ 2 

δRfree (εξωτερικό ςτοιβϊδα) 0.254 (0.333) 

γR (εξωτερικό ςτοιβϊδα) 0.204 (0.247) 

Μϋςη τετραγωνικό απϐκλιςη (r.m.s.d.)   

μόκουσ δεςμϔν (Å) 0.005 

γωνύασ δεςμϔν (°) 0.967 

Μϋςη τιμό παρϊγοντα θερμοκραςύασ (Å2) πρωτεώνικϔν μορύων  

ςϑνολο δομόσ 15.5 

ατϐμων κϑριασ αλυςύδασ (Ca, C, N, O) 15.0 

ατϐμων πλευρικόσ αλυςύδασ 16.1 

Μϋςη τιμό παρϊγοντα θερμοκραςύασ Β (Å2) για τα ετεροϊτομα  

μϐρια ϑδατοσ 26.2 

μϐρια αιθυλενογλυκϐλησ 28.5 

μϐρια γλυκερϐλησ 31.9 

γΟ κρυςταλλογραφικϐσ δεύκτησ αξιοπιςτύασ R ορύζεται:  | |Fo|-|Fc| | /  |Fo|, ϐπου |Fo| και |Fc| εύναι τα 
παρατηροϑμενα και τα υπολογιζϐμενα εϑρη των δομικϔν παραγϐντων αντιςτούχωσ.  
δΟ Rfree ορύζεται ωσ ο δεύκτησ αξιπιςτύασ R για το 5 % των κρυςταλλογραφικϔν δεδομϋνων το οπούο 
επιλϋγεται τυχαύα και δε ςυμπεριλαμβϊνεται ςτη βελτιςτοπούηςη. 

 

 

Σο μοντϋλο αποτελεύται απϐ ϋνα μονομερϋσ και 367 αμινοξϋα ςαφϔσ 

οριςμϋνα ςτο χϊρτη διαφορϊσ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ 2Fobs-Fcalc. 

Εξετϊζοντασ την πρωτοταγό δομό τησ ενδογενοϑσ πρωτεϏνησ η οπούα 

περιλαμβϊνει 397 κατϊλοιπα (μη προςμετρϔντασ την ουρϊ ιςτιδινϔν), δεν 

παρατηρόθηκε ηλεκτρονιακό πυκνϐτητα ςτην περιοχό του αμινοτελικοϑ ϊκρου 

του ενζϑμου που αντιςτοιχεύ ςτο ςηματοδοτικϐ πεπτύδιο ϋκκριςησ (18 

αμινοξϋα) καθϔσ πρϐκειται για εξωκυτταρικό πρωτεώνη ϐπωσ και ςτην 
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ακολουθύα 12 καταλούπων που προηγοϑνται τησ Cys31. Ομούωσ, δεν 

παρατηρόθηκε ηλεκτρονιακό πυκνϐτητα ςτην περιοχό του καρβοξυτελικοϑ 

ϊκρου που περιλαμβϊνει τον επύτοπο του c-myc (αλληλουχύα Glu-Gln-Lys-Leu-

Ile-Ser-Glu-Glu-Asp-Leu που επιτρϋπει την ανύχνευςη τησ πρωτεϏνησ απϐ το 

αντύςτοιχο αντύςωμα ϐταν αυτϐ κριθεύ απαραύτητο) και των ϋξι κωδικονύων His 

(για την ανύχνευςη και καθαριςμϐ με IMAC). Η ϋλλειψη κρυςταλλογραφικϔν 

δεδομϋνων περύθλαςησ ακτύνων Φ ςτα εν λϐγω ϊκρα δϑναται να αποδοθεύ ςτην 

αποδιϊταξη που διακρύνει αυτϋσ τισ περιοχϋσ μη καταλαμβϊνοντασ ςαφϔσ 

προςδιοριςμϋνη θϋςη ςτο χϔρο καθϔσ και ςτην ϋκθεςό τουσ ςτο διαλϑτη μη 

ςυμμετϋχοντασ ςτην αναδύπλωςη τησ StGE2 και ςυνεπϔσ τα αμινοξϋα που τισ 

απαρτύζουν απαλεύφθηκαν απϐ τη δομό. Σϋλοσ, παρϊ την πρϐβλεψη του 

αλγϐριθμου NetΟGlyc v.4.0  http://www.cbs.dtu.dk/services/NetΟGlyc 

[Steentoft et al., 2013]) για πιθανϋσ θϋςεισ Ο-γλυκοζυλύωςησ, δεν παρατηρόθηκε 

πρϐςθετη πυκνϐτητα που να υποδεύκνυε γλυκοζυλύωςη ςε κανϋνα ςημεύο τησ 

δομόσ. 

Με ανϊλυςη του μοντϋλου με χρόςη των προγραμμϊτων MolProbity (Chen et 

al., 2010) και PROCHECK  [Laskowski et al., 1993] επαληθεϑτηκε η αξιοπιςτύα 

του. Σα παραπϊνω προγρϊμματα ελϋγχουν λεπτομερϔσ τη ςτερεοχημικό 

ποιϐτητα πρωτεώνικϔν δομϔν ςε επύπεδο ολϐκληρησ τησ δομόσ αλλϊ και ςτη 

γεωμετρύα κϊθε αμινοξικοϑ κατϊλοιπου, με βϊςη χωροταξικοϑσ περιοριςμοϑσ 

που διϋπουν τισ πρωτεϏνεσ. Μεταξϑ ϊλλων, ελϋγχονται οι γωνύεσ και οι δύεδρεσ 

γωνύεσ (διϊγραμμα Ramachandran [Ramachandran et al., 1963]) μεταξϑ 

γειτονικϔν ατϐμων και οι αποςτϊςεισ των δεςμϔν μεταξϑ ατϐμων. Η ανϊλυςη 

ϋδειξε ϐτι 96.4% των αμινοξϋων ϊνηκαν ςε ευνοώκϋσ περιοχϋσ ςϑμφωνα με το 

διϊγραμμα Ramachandran ενϔ ϐλα τα αμινοξϋα κατελϊμβαναν επιτρεπτϋσ 

περιοχϋσ. Οι ατομικϋσ ςυντεταγμϋνεσ και οι παρϊγοντεσ δομόσ τησ 

τριςδιϊςτατησ δομόσ του ενζϑμου κατατϋθηκαν ςτην πρωτεώνικό βϊςη 

δεδομϋνων PDB (http://www.pdb.org) με κωδικϐ 4G4G. 

 

 

http://www.pdb.org/
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3.4.4.ii Βιοπληροφορικό ανϊλυςη τησ StGE2 με βϊςη την 

πρωτοταγό, δευτεροταγό και τριτοταγό δομό 

Η ςυγκριτικό ανϊλυςη πρωτεώνικϔν αλληλουχιϔν και δομϔν δϑναται να 

διαδραματύςει ϋναν θεμελιϔδη ρϐλο ςτην αποςαφόνιςη των χαρακτηριςτικϔν 

και τησ λειτουργύασ ενϐσ ενζϑμου. Για το λϐγο αυτϐ, ςε ςυνϋχεια τησ 

βιοπληροφορικόσ ανϊλυςησ (§3.4.1), οι ατομικϋσ ςυντεγμϋνεσ τησ τριδιϊςτατησ 

δομόσ τησ StGE2 (κωδικϐσ PDB: 4G4G που περιελϊμβανε μϐνο τα αμινοξϋα τησ 

πολυπεπτιδικόσ αλυςύδασ που εμφανύζονται ςτην κρυςταλλικό δομό) 

ειςόχθηςαν ςτον εξυπηρετητό DALI  [Holm & Rosenstrom, 2010] ϔςτε να γύνει 

διερεϑνηςη δομικϊ ομϐλογων πρωτεώνϔν. Ο εξυπηρετητόσ Dali επιτρϋπει τη 

ςϑγκριςη τησ νϋασ τριτοταγοϑσ δομόσ με δομϋσ που διατύθενται ςτην  

πρωτεώνικό βϊςη δεδομϋνων PDB και ςϑμφωνα με το πρωτϐκολλο που 

ακολουθεύ ο αλγϐριθμοσ, το κριτόριο δομικόσ ομολογύασ εκφρϊζεται απϐ το Ζ-

score. Ειδικϐτερα, τιμϋσ Z-score μεγαλϑτερεσ του 20 καταδεικνϑουν ςαφό 

ομολογύα ενϔ τιμϋσ εϑρουσ 8-20 υποδηλϔνουν πιθανό ομολογύα των υπϐ 

ςϑγκριςη δομϔν.  

΢το ςυγκριμϋνο πλαύςιο ανϊλυςησ τησ StGE2 δομόσ, προϋκυψε ϐπωσ όταν 

αναμενϐμενο ϋνα βϋβαιο δομικϐ ομϐλογο το οπούο χρηςιμοποιόθηκε και ωσ 

αρχικϐ μοντϋλο για την επύλυςη τησ δομόσ, η  Cip2_GE (κωδικϐσ PDB: 3PIC), η 

οπούα παρουςιϊζει και ομολογύα ςτην αμινοξικό ακολουθύα του ενζϑμου κατϊ 

72%. Επιπροςθϋτωσ, απϐ την ανϊλυςη προϋκυψε μεγϊλοσ αριθμϐσ δυνητικϊ 

δομικϔν ομϐλογων πρωτεώνϔν εκ των οπούων επιλϋχθηκαν για αναλυτικϐτερη 

ςϑγκριςη οι δϑο πληςιϋςτερεσ και μύα τρύτη διαςταυρϔνοντασ το υψηλϐ  Z-

score με την ομολογύα τησ αλληλουχύασ του απϐ [Altschul et al., 1997] τησ StGE2 

ακολουθύασ αμινοξϋων ςϑμφωνα με τη δομό. ΢το ΢χόμα 3.4.1 παρουςιϊζεται η 

πολλαπλό ςτούχιςη αλληλουχύασ τησ StGE2 ςϑμφωνα με τη δομό (κωδικϐσ PDB: 

4G4G) με τισ 4 πληςιϋςτερεσ δομικϊ ομϐλογεσ πρωτεϏνεσ ςτισ οπούεσ 

ςυμπεριλαβϊνονται μύα χαρακτηριςμϋνη α/β υδρολϊςη που εμπλϋκεται ςτην 

αποικοδϐμηςη τησ νικοτύνησ και η οπούα αποτελεύ και κατϊ 36% αλληλουχικϐ 

ομϐλογο (Z-score: 16.2, κωδικϐσ PDB: 2JBW [Schleberger et al., 2007]), μύα μη 

πλόρωσ χαρακτηριςμϋνη πρωτεϏνη τϑπου εςτερϊςησ (κωδικϐσ PDB: 3G8Y, Z-

score: 18.8) και μύα φερϐμενη ωσ ακετυλο-εςτερϊςη ξυλϊνησ (κωδικϐσ PDB: 
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3NUZ, Z-score: 18.8). ΢τισ υπϐ ςϑγκριςη πρωτεϏνεσ (΢χόμα 3.4.1) εύναι 

αξιοςημεύωτη η παρουςύα του ςυντηρημϋνου καταλούπου ΢ερύνησ (Ser213 ςτη 

δομό τησ StGE2) που διαφαύνεται να κατϋχει νευραλγικϐ ρϐλο ςτο μηχανιςμϐ 

κατϊλυςησ του ενζϑμου με εξαύρεςη τη 2JBW δομό ϐπου ϋχει αντικαταςταθεύ 

απϐ Αργινύνη (αμινοξϑ με παρϐμοιεσ φυςικοχημικϋσ ιδιϐτητεσ). 

 

 

΢χόμα 3.4.1 Πολλαπλό ςτούχιςη StGE2 αλληλουχύασ ςϑμφωνα με τη δομό (κωδικϐσ PDB: 

4G4G) με τα πληςιϋςτερα αλληλουχικϊ και δομικϊ ομϐλογα:  η Cip2_GE (το πληςιϋςτερο 

ομϐλογο τϐςο βϊςει τησ αλληλουχύασ ϐςο και τησ δομόσ με 56% ταϑτιςη ςε 97% κϊλυψη 

αλληλουχύασ και Z-score 59.1 αντύςτοιχα, κωδικϐσ PDB: 3PIC [Pokkuluri et al., 2011]), η 2,6-
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διυδροξυ-ψευδο-οξυνικοτινο υδρολϊςη (η πληςιϋςτερη ςε επύπεδο αλληλουχύασ ομϐλογη 

πρωτεϏνη με 28% ταϑτιςη ςε 37% κϊλυψη αλληλουχύασ που αποτελεύ παρϊλληλα δομικϐ 

ομϐλογο με Z-score 16.2, κωδικϐσ PDB: 2JBW [Schleberger et al., 2007]), μύα φερϐμενη ακϋτυλο-

εςτερϊςη ξυλϊνησ (δομικϊ ομϐλογη με Z-score 18.8, κωδικϐσ PDB: 3NUZ, Joint centre for 

structural genomics, υπϐ δημοςύευςη) και η SusD/RagB-ςυςχετιζϐμενη πρωτεϏνη τϑπου 

εςτερϊςησ (δομικϊ ομϐλογη με Z-score 18.8, κωδικϐσ PDB: 3G8Y, Joint centre for structural 

genomics, υπϐ δημοςύευςη). Σα αμινοξϋα που ταυτύζονται αναπαρύςτανται με λευκϐ χρϔμα ςε 

κϐκκινο φϐντο ενϔ αυτϊ που παρουςιϊζουν ομοιϐτητα (ωσ προσ τα φυςικοχημικϊ τουσ 

χαρακτηριςτικϊ) με κϐκκινο χρϔμα ςε λευκϐ φϐντο. Επύςησ υποδεικνϑονται ςτην ύδια γραμμό οι 

διςουλφιδικού δεςμού (αριθμού με πρϊςινο χρϔμα) και τα αμινοξϋα που παρουςιϊζουν 

ενδιαφϋρον ςυμμετϋχοντασ διαμορφϔνοντασ το καταλυτικϐ κϋντρο τησ StGE2 (τρύγωνα κυανοϑ 

χρϔματοσ). Σα ςτοιχεύα δευτεροταγοϑσ δομόσ ότοι οι α- και 310-ϋλικεσ, τα β-πτυχωτϊ φϑλλα και 

οι β-ςτροφϋσ ςυμβολύζονται ωσ H, G, S και TT αντύςτοιχα. 

 

 

3.4.4.iii Δομικϊ χαρακτηριςτικϊ τησ StGE2 

΢ϑφωνα με ανϊλυςη τησ τριςδιϊςτατησ δομόσ τησ StGE2 (Εικϐνα 3.4.7) και 

την ταξινϐμηςη αυτόσ βϊςει τησ CATH, το ϋνζυμο ανόκει ςτην υπεροικογϋνεια 

των α/β υδρολαςϔν, εύναι μια υδρολϊςη τϑπου ςερύνησ και η αρχιτεκτονικό του 

ακολουθεύ την αναδύπλωςη 3-επιπϋδων αβα sandwich με τοπολογύα 

διπλϔματοσ Rossmann ενϔ η πληςιϋςτερη ομολογύα εμφανύζεται με τισ δομικϋσ 

αυτοτελεύσ περιοχϋσ (domains) τησ οικογϋνειασ των V-τϑπου ATP ςυνθαςϔν 

(Vacuolar type-κενοτϐπιο/χυμοτϐπιο, ςϑνθεςη ATP μϋςω ϊντληςησ πρωτονύων 

και χρόςη ADP). ΢ε ςυνδυαςμϐ με τα αποτελϋςματα απϐ την ανϊλυςη τησ StGE2 

αλληλουχύασ (§ 3.4.1), που υποδεινκνϑουν την ϑπαρξη ενϐσ μοτύβου p-βρϐχου το 

οπούο απαντϊται ςε πρωτεϏνεσ που εμπλϋκονται ςτη δϋςμευςη ATP, δϑνανται οι  

V-τϑπου ATP ςυνθϊςεσ να θεωρηθοϑν ωσ πρϐγονοσ του ενζϑμου. 

Πιο αναλυτικϊ, η υπεροικογϋνεια των α/β υδρολαςϔν χαρακτηρύζεται απϐ 

την «κανονικό τριςδιϊςτατη αναδύπλωςη»  (canonical fold) η οπούα αναφϋρεται 

ςε μύα β-πτυχωτό επιφϊνεια οκτϔ β-κλϔνων ςτο κϋντρο τησ τριςδιϊςτατησ 

δομόσ που περιςτοιχύζεται απϐ δϑο ςυςτϊδεσ α-ελύκων (τϋςςερισ και δϑο α-

ϋλικεσ εκατϋρωθεν τησ επιφϊνειασ) [Ollis et al., 1992]. Ωςτϐςο, η  τριςδιϊςτατη 

δομό τησ StGE2 παρουςιϊζει αποκλύςεισ απϐ την «κανονικό αναδύπλωςη» τησ 

υπεροικογϋνειασ. Ειδικϐτερα, η β-πτυχωτό επιφϊνεια διακρύνεται απϐ μια 

προϋκταςό κατϊ δϑο αντιπαρϊλληλουσ β-κλϔνουσ ςτο αμινοτελικϐ ϊκρο τησ 

ϔςτε να προκϑπτει τελικϊ ϋνα ςτραμμϋνο β-πτυχωτϐ φϑλλο το οπούο 
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παρεμβϊλλεται ανϊμεςα ςε δϑο ςτρϔματα 18 ςυνολικϊ ελύκων (Εικϐνα 3.4.7). 

Πιο ςυγκεκριμϋνα, ςτην «κανονικό αναδύπλωςη» ςυναντοϑμε ςτη μια πλευρϊ 

τησ β-πτυχωτόσ επιφϊνειασ δϑο α-ϋλικεσ αντύθετα με τη δομό τησ StGE2 που 

καταγρϊφονται οκτϔ α- και δϑο 310-ϋλικεσ ενϔ ςτην ϊλλη πλευρϊ οι 

αναμενϐμενεσ τϋςςερισ α-ϋλικεσ ϋχουν αντικαταςταθεύ απϐ μια οκτϊδα α- και 

310-ελύκων ύςα μοιραςμϋνων. Παρϊλληλα, οι θϋςεισ δϑο εκ των καταλούπων τησ 

καταλυτικόσ τριϊδασ, ότοι η ΢ερύνη213 (Ser213) και το Γλουταμινικϐ οξϑ236 

(Glu236) ςυμβαδύζουν με το μοτύβο που προτεύνεται απϐ την «κανονικό 

αναδύπλωςη».  

 

Εικϐνα 3.4.7 Απεικϐνιςη τησ ςυνολικόσ τριςδιϊςτατησ δομόσ τησ StGE2 ϐπωσ προςδιορύςτηκε 

ςε υψηλό ευκρύνεια 1.55 Å. Η ςτραμμϋνη β-πτυχωτό επιφϊνεια ςτο κϋντρο τησ δομόσ (βιολετύ, 

με επιςόμανςη S για τουσ β-κλϔνουσ που την απαρτύζουν) περιςτοιχύζεται απϐ δϑο ςτρϔματα α-

ελύκων (ανοιχτϐ πρϊςινο, με επιςόμανςη H) και 310 ελύκων (ςκοϑρο πρϊςινο, με επιςόμανςη G). 

Σα αμινοξϋα τησ καταλυτικόσ τριϊδασ (S213, E236, H346) υποδεικνϑονται με αναπαρϊςταςη 

ςφαύρασ – ρϊβδου (πορτοκαλύ) καθϔσ και οι τρεισ διςουλφιδικού δεςμού (ροζ). Η αναπαρϊςταςη 

ϋγινε με το πρϐγραμμα MolSoft [Raush et al., 2009]. 
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Μϋςω του αλγορύθμου PROMOTIF [Hutchinson & Thornton, 1996] ϐπωσ 

εφαρμϐζεται απϐ το  βοηθητικϐ πρϐγραμμα PDBsum του εξυπηρετητό EBI 

(http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum/) [Laskowski et al., 

1997] ϋγινε η ανϊλυςη και ανϊθεςη τησ δευτεροταγοϑσ δομόσ τησ StGE2 

ςϑμφωνα με τισ ατομικϋσ ςυντεταγμϋνεσ τησ δομόσ. Αναλυτικϊ, η οργϊνωςη τησ 

δευτεροταγοϑσ δομό (Πύνακασ 3.4.4) περιλαβϊνει:  

 τη β-πτυχωτό επιφϊνεια (μικτό) 10 β-κλϔνων (8 παρϊλληλα και 2 

αντιπαρϊλληλα ςυνεργϔντασ ςτη διαμϐρφωςη ςτραμμϋνου 

πτυχωτοϑ φϑλλου), 

 4 δομικϋσ αυτοτελεύσ περιοχϋσ β-α-β (2 παρϊλληλοι β-κλϔνοι που 

ςχηματύζουν δεςμοϑσ υδρογϐνου και ενϔνονται με βρϐχο που 

περιϋχει ϋςτω μύα α-ϋλικα),  

 μοτύβα β-φουρκϋτασ (2 γειτονικού β-κλϔνοι αντιπαρϊλληλοι που 

ςχηματύζουν υδρογονικοϑσ δεςμοϑσ),  

 ϋνα ςπϊνια απαντϔμενο μοτύβο ψ-βρϐχου (2 αντιπαρϊλληλοι β-

κλϔνοι με ϋνα β-κλϔνο ανϊμεςϊ τουσ ο οπούοσ ςχηματύζει δεςμοϑσ 

υδρογϐνου εκατϋρωθεν και δεν εύναι εϑκολα πιθανϐσ ο 

ςχηματιςμϐσ του κατϊ την πρωτεώνικό αναδύπλωςη [Hutchinson et 

al. 1990],   

 2 μοτύβα β-διϐγκωςησ (περιοχό ανωμαλύασ ςε ϋνα β-πτυχωτϐ 

φϑλλο ϐπου υπειςϋρχεται ϋνα ό μϋχρι τρύα αμινοξϋα 

διαταρϊςςοντασ το κανονικϐ ςχηματιςμϐ υδρογονικϔν δεςμϔν 

ανϊμεςα ςτουσ β-κλϔνουσ),  

 12 α- ϋλικεσ (3.6 αµινοξϋα/περιςτροφό) και 6 310- ϋλικεσ (3 

αμινοξϋα/περιςτροφό),  

 17 αλληλεπιδρϊςεισ ϋλικασ-ϋλικασ (α-ϋλικεσ),   

 31 β-ςτροφϋσ (αλλαγό κατεϑθυνςησ πολυπεπτιδικόσ αλυςύδασ 

ϐπου το αμινοξυ i ςχηματύζει δεςμϐ υδρογϐνου με το i+3 αμινοξϑ), 

 5 γ-ςτροφϋσ (το αμινοξυ i ςχηματύζει δεςμϐ υδρογϐνου με το i+2 

αμινοξϑ) και  

 3 διςουλφιδικοϑσ δεςμοϑσ.   
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΢τον Πύνακα 3.4.4 παρουςιϊζεται η ςϑγκριςη των χαρακτηριςτικϔν 

δευτεροταγοϑσ δομόσ τησ StGE2 και τησ μϐνησ ϊλλησ διαθϋςιμησ δομόσ 

εςτερϊςησ του γλυκουρονικοϑ οξϋοσ, Cip2_GE χωρύσ να εντοπύζονται 

αξιοςημεύωτεσ διαφορϋσ ςτα μοτύβα με εξαύρεςη τον αριθμϐ β-ςτροφϔν και την 

κατανομό των ελύκων ςε α- και 310-ϋλικεσ. Η δομό τησ GE και ςτισ δϑο 

τριςδιϊςτατεσ δομϋσ ςταθεροποιεύται απϐ τρεισ διςουλφιδικοϑσ δεςμοϑσ και 

ειδικϐτερα ανϊμεςα ςτα κατϊλοιπα ΚυςτεϏνησ των Cys31-Cys65, Cys212-

Cys347 και Cys244-Cys319. ΢το ΢χόμα 3.4.2 απεικονύζεται η ςτούχιςη StGE2 

αλληλουχύασ ςϑμφωνα με τη δομό (κωδικϐσ PDB: 4G4G) με την Cip2_GE 

(κωδικϐσ PDB: 3PIC) καθϔσ και η αντιςτούχιςη των ςτοιχεύων που ςυνθϋτουν τη 

δευτεροταγό δομό τουσ κατϊ μόκοσ τησ ακολουθύασ των αμινοξϋων. 

 

Πύνακασ 3.4.4 Σαυτοπούηςη και ςϑγκριςη δευτεροταγϔν δομϔν StGE2 και Cip2_GE 

απϐ τον αλγϐριθμο του PROMOTIF  [Hutchinson & Thornton, 1996]. 

Promotif StGE2 Cip2_GE 

β-πτυχωτό επιφϊνεια 1 1 

Δομικϋσ επικρϊτειεσ β-α-β  4 4 

Μοτύβα β-φουρκϋτασ (β-hairpin) 2 2 

Μοτύβο ψ-βρϐχου (psi-loop) 1 1 

Μοτύβα β-διογκϔςησ (β-bulges) 2 3 

β-κλϔνοι 10 10 

α-ϋλικεσ 12 11 

310-ϋλικεσ 6 7 

Αλληλεπιδρϊςεισ ϋλικασ-ϋλικασ 17 21 

β-ςτροφϋσ 31 22 

γ-ςτροφϋσ 5 4 

Διςουλφιδικού δεςμού 3 3 
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΢χόμα 3.4.2 ΢τούχιςη αλληλουχύασ τησ StGE2 με τη Cip2_GE. Σα ςτοιχεύα δευτεροταγοϑσ δομόσ: 

α- και 310-ϋλικεσ, οι β-κλϔνοι και οι β-ςτροφϋσ επιςημαύνονται ωσ H, G, S και TT, αντύςτοιχα. Σα 

αμινοξϋα που ταυτύζονται αναπαρύςτανται με λευκϐ χρϔμα ςε κϐκκινο φϐντο ενϔ αυτϊ που 

παρουςιϊζουν ομοιϐτητα (ωσ προσ τα φυςικοχημικϊ τουσ χαρακτηριςτικϊ) με κϐκκινο χρϔμα 

ςε λευκϐ φϐντο. Επύςησ υποδεικνϑονται τα αμινοξϋα που αποτελοϑν την καταλυτικό τριϊδα 

(τρύγωνα κυανοϑ χρϔματοσ).  

 

 

Όςον αφορϊ ςτο ενεργϐ κϋντρο του ενζϑμου, ο ϐροσ τησ καταλυτικόσ τριϊδασ 

δϑναται να αποδοθεύ ςτα αμινοξϋα ΢ερύνη213, Γλουταμινικϐ οξϑ236 και 

Ιςτιδύνη346 (Ser213, Glu236 και His346) καθϔσ η αρχιτεκτονικό τουσ 

ςυμβαδύζει με αυτόν που προτεύνεται απϐ τον καταλυτικϐ μηχανιςμϐ των α/β 

υδρολαςϔν. Πιο αναλυτικϊ, η Ser213 αποτελεύ μια πυρηνϐφιλη ΢ερύνη που 

εντοπύζεται ανϊμεςα ςτο β-κλϔνο S6 και ςτην α-ϋλικα H6 ςχηματύζοντασ τον 

επονομαζϐμενο «πυρηνϐφιλο ϔμο» (“nucleophilic elbow”) ϔςτε να διακρύνεται 

ςυνόθωσ απϐ τιμϋσ δύεδρων γωνιϔν ςε μη ευνοώκϋσ περιοχϋσ βϊςει των 

περιοριςμϔν του διαγρϊμματοσ Ramachandran [Ollis et al., 1992, Nardini & 
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Dijkstra, 1999, Quevillon-Cheruel et al., 2005], οι οπούεσ ωςτϐςο ςτην 

περύπτωςη τησ StGE2 βρύςκονται ςε επιτρεπτϋσ αν και ϐχι ευνοώκϋσ περιοχϋσ. 

Πιθανϔσ αυτϐ μπορεύ να αποδοθεύ ςτισ τοπικϋσ αλληλεπιδρϊςεισ κατϊ την 

πυρηνϐφιλη προςβολό τησ Ser213 η οπούεσ θα αντιςτϊθμιζαν το ενεργειακϐ 

κϐςτοσ που απαιτεύται για υιοθϋτηςη μη ευνοώκϔν διαμορφϔςεων των ψ και φ 

δύεδρων γωνιϔν λϐγω των ςτερεοχημικϔν παρεμποδύςεων. ΢τη ςυνϋχεια, η 

His346 «γεφυρϔνει» τον κλϔνο S9 και την 310-ϋλικα G6 εν δυνϊμει δρϔντασ ωσ 

αμφολϑτησ (οξϑ/βϊςη) ςυμπληρϔνοντασ μ’αυτϐν τον τρϐπο τη φϑςη του 

υποςτρϔματοσ κατϊ την πρϐςδεςό του, ενϔ το Glu236 ανϊμεςα ςτον κλϔνο S7 

και την α-ϋλικα H7 φϋρεται να ρυθμύζει το βαςικϐ χαρακτόρα τησ His346 

[Correia et al., 2008]. Η εντοπιςμϋνη θϋςη και οργϊνωςη τησ καταλυτικόσ 

τριϊδασ καθορύζεται απϐ το ςυμπαγϋσ δύκτυο δεςμϔν υδρογϐνου που 

εκδηλϔνονται ανϊμεςϊ τουσ. Η υδροξυλομϊδα τησ Ser213 αλληλεπιδρϊ με το 

ϊτομο αζϔτου ΝΕ2 (ονομαςύα ατϐμου ςϑμφωνα με τισ κατατεθειμϋνεσ ατομικϋσ 

ςυντεταγμϋνεσ του 4G4G pdb) τησ His346, ενϔ το ϊτομο οξυγϐνου ΟΕ1 του 

Glu236 ςχηματύζει δεςμϐ υδρογϐνου με το ϊτομο αζϔτου ND1 (με αποςτϊςεισ 

δεςμϔν 2.7 Å και 2.8 Å, αντύςτοιχα). 

Εξϊλλου, η κρυςταλλικό δομό τησ StGE2 με ϋνα μϐριο ςτην αςϑμμετρη 

μονϊδα ακολουθεύ τη μονομερό μορφό που υιοθετεύ η ενδογενόσ πρωτεϏνη ςε 

διϊλυμα ϐπωσ δεύχνουν τα δεδομϋνα που προϋκυψαν απϐ χρωματογραφύα 

μοριακόσ διόθηςησ τησ StGE1 που απομονϔθηκε απϐ το φυςικϐ οργανιςμϐ ςτο 

Εργαςτόριο Βιοτεχνολογύασ τησ ΢χολόσ Φημικϔν Μηχανικϔν (Ε.Μ.Π.) απϐ τη Δρ. 

Φριςτύνα Βαφειϊδη ϐπωσ περιγρϊφεται ςτην εργαςύα των Vafiadi et al., 2009. Η 

ανϊλυςη των πρωτεώνικϔν περιοχϔν διεπαφόσ με τη χρόςη του διακομιςτό 

PDBe PISA (http://www.ebi.ac.uk/pdbe/prot_int/pistart.html) [Krissinel & 

Henrick, 2007] καταδεικνϑει την απουςύα χαρακτηριςτικϔν αλληλεπιδρϊςεων 

που ςυνεργοϑν ςτο ςχηματιςμϐ ςταθερϔν τεταρτοταγϔν δομϔν. Σϋλοσ, την 

τριςδιϊςτατη κρυςταλλικό δομό πλαιςιϔνουν ςυνολικϊ δεκατϋςςερα μϐρια 

αιθυλενογλυκϐλησ (απϐ το διϊλυμα κρυςτϊλλωςησ) και δϑο μϐρια γλυκερϐλησ 

(απϐ το διϊλυμα κρυοπροςταςύασ που χρηςιμοποιόθηκε).  
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3.4.4.iv ΢ϑγκριςη τησ τριδιϊςτατησ δομόσ τησ StGE2 με τη δομικϊ 

ομϐλογη Cip2_GE 

Η ςϑγκριςη τησ StGE2 με τη δομό τησ Cip2_GE, τησ μϐνησ ϋτερησ διαθϋςιμησ 

μϋχρι ςόμερα δομόσ μϋλουσ τησ CE-15 οικογϋνειασ, ανϋδειξε ϐτι ςυνολικϊ οι δϑο 

δομϋσ εύναι ομϐλογεσ με 56% ταϑτιςη αλληλουχύασ (ςε κϊλυψη αλληλουχύασ 

97% για τα αμινοξϋα που περιλαβϊνονται ςτην κρυςταλλικό δομό). Όπωσ 

προςδιορύςτηκε απϐ τον εξυπηρετητό DALI  το Z-score όταν 59 (§3.4.4.ii και 

΢χόμα 3.4.1) με μια τιμό μϋςησ τετραγωνικόσ απϐκλιςησ (r.m.s.d.) (ϊτομα Cα) 

1.1 Å για το μονομερϋσ B τησ Cip2_GE, το πληςιϋςτερο δομικϐ ομϐλογο, η οπούα 

αποτελεύται απϐ τρύα μονομερό ανϊ μοναδιαύα κυψελύδα.  

Ωςτϐςο, η υπϋρθεςη των δϑο κρυςταλλικϔν δομϔν επύ των Cα με το 

πρϐγραμμα SUPERPOSE  [Winn et al., 2011] κατϋδειξε μύα τύμό r.m.s.d. 3.5 Å 

υποδηλϔνοντασ τισ παρατηροϑμενεσ αλλαγϋσ ςε επιλεγμϋνα ςτοιχεύα τησ 

δευτεροταγοϑσ δομόσ καθϔσ και ςτα αμινο- και καρβοξυ- τελικϊ ϊκρα. Η 

λεπτομερόσ ςϑγκριςη των δϑο δομϔν οδόγηςε ςτον εντοπιςμϐ διαφορϔν εύτε 

ςε επύπεδο πρωτοταγοϑσ δομόσ που ςυςχετύζονται με την προςθόκη/απαλοιφό 

καταλούπων και ςυνεπϔσ επακϐλουθεσ τροποποιόςεισ ςτο δευτεροταγϋσ 

επύπεδο δομόσ, εύτε λϐγω τησ παρουςύασ/απουςύασ θϋςησ γλυκοζυλύωςησ, εύτε 

τϋλοσ λϐγω του διαφορετικοϑ τρϐπου επιςτούβαςησ των μονομερϔν ςτη 

μοναδιαύα κυψελύδα. Πιο ςυγκεκριμϋνα, η ειςαγωγό δϑο καταλούπων οδόγηςε 

ςτο ςχηματιςμϐ μια α-ϋλικασ (H5, αμινοξϋα 197 - 200) αντύ για μια 310-ϋλικα ςτη  

Cip2_GE δομό (Εικϐνα 3.4.7, ΢χόμα 3.4.2, Εικϐνα 3.4.8). Παρϐμοιεσ δομικϋσ 

αλλαγϋσ καταγρϊφονται για τα αμινοξϋα 276-278 τα οπούα ςχηματύζουν μια 310-

ϋλικα (G2) μικρϐτερη ςε μόκοσ απϐ την αντύςτοιχη ςτη Cip2_GE δομό. Επύςησ, 

ςτα αμινοξϋα 289-292 τα οπούα ςυνθϋτουν μύα 310- (G4) και μύα α-ϋλικα (H9) 

ϋναντι μύασ μϐνο α-ϋλικασ ςτη Cip2_GE καθϔσ και ςτα κατϊλοιπα 309-311 που 

οριοθετοϑν ϋνα βρϐχο ενϔ ςτη Cip2_GE μια 310-ϋλικα. Όλεσ οι προαναφερθεύςεσ 

αλλαγϋσ παρατηροϑνται ςτη διεπιφϊνεια των μονομερϔν ϐπου εκδηλϔνονται 

αλληλεπιδρϊςεισ με ςυμμετρικϊ μϐρια εντϐσ τησ μοναδιαύασ κυψελύδασ. Απϐ 

αυτϋσ, η τελευταύα τροποπούηςη που περιλαμβϊνει τα αμινοξϋα 309-311 

θεωρεύται πιο αξιοςημεύωτη αφοϑ εντοπύζεται ςτην ευρϑτερη περιοχό πληςύον 

του καταλυτικοϑ κϋντρου τησ StGE2 και ςυνοδεϑεται απϐ διαφοροπούηςη ςτον 
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αριθμϐ των αμινοξϋων που διαμορφϔνουν  των κλϔνο S9 (κατϊλοιπα 336-340) 

με ϋνα επιπλϋον κατϊλοιπο ϔςτε να υιοθετεύ μια πιο εκτενό διαμϐρφωςη ςε 

ςϑγκριςη με τον αντύςτοιχο κλϔνο ςτη Cip2_GE (΢χόμα 3.4.2, Εικϐνα 3.4.8). Σα 

κατϊλοιπα που ϋπονται ςυνθϋτουν ϋνα μοτύβο απϐτομησ ςτροφόσ που φϋρει το 

αμινοξϑ τησ καταλυτικόσ τριϊδασ  His346 (πιο αναλυτικϐσ ςχολιαςμϐσ ςτην 

§3.4.7.iii). 

 

 

Εικϐνα 3.4.8  Τπϋρθεςη των κρυςταλλικϔν δομϔν (με αναπαρϊςταςη κορδονιοϑ) τησ StGE2 

(μωβ) και τησ Cip2_GE (γαλϊζιο). Η καταλυτικό τριϊδα αμινοξϋων υποδεικνϑεται και ςτισ δϑο 

δομϋσ με αναπαρϊςταςη ςφαύρασ-ρϊβδου και ακολουθοϑν το χρωματιςμϐ κϊθε δομόσ 

αντύςτοιχα. Με αναπαρϊςταςη ςφαύρασ-ρϊβδου υποδεικνϑονται και τα μϐρια 

αιθυλενογλυκολϔν και γλυκερϐλησ που προςδϋνονται μη ειδικϊ ςτην StGE2 καθϔσ και το μϐριο 

Ν-ακϋτυλο γλυκοζαμύνησ (πϊνω αριςτερϊ) ςτη θϋςη Ν-γλυκοζυλύωςησ τησ Cip2_GE. 

Επιςημαύνονται, τϋλοσ, οι δομικϋσ περιοχϋσ που εμφανύζουν τισ πιο εκτεταμϋνεσ 

διαφοροποιόςεισ. 
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Πρϐςθετεσ ςημαντικϋσ αλλαγϋσ που καταγρϊφονται, αποδύδονται ςε 

μετατοπύςεισ που επιβϊλλονται απϐ διαμοριακϋσ αλληλεπιδρϊςεισ των Cip2_GE 

μονομερϔν με 3 μϐρια ςτην αςϑμμετρη μονϊδα τησ, καθϔσ και ςε 

αλληλεπιδρϊςεισ που ςχετύζονται με ςυμμετρικϊ μϐρια και υπαγορεϑονται απϐ 

τη διευθϋτηςη των μορύων ςτον κρϑςταλλο ϐπωσ ςτην περύπτωςη των αμινο- 

και καρβοξυ-τελικϔν ϊκρων [Pokkuluri et al., 2011]. Επιπλϋον, τα αμινοξϋα που 

διαμορφϔνουν την H12 α-ϋλικα και το βρϐχο που προηγεύται εύναι ϋντονα 

διαφοροποιημϋνα ςε ςχϋςη με τη Cip2_GE δομό καθϔσ το μοτύβο Ν-

γλυκοζυλύωςησ ςτην αλληλουχύα (Asn-X-Ser) και το προςδεδεμϋνο ςτην Asn447 

μϐριο Ν-ακϋτυλογλυκοζαμύνησ εύναι απϐντα ςτην StGE2 (το αντύςτοιχο μοτύβο 

αλληλουχύασ ςτην StGE2 εύναι Asn-X-Ala) (Εικϐνα 3.4.8, §3.4.1). 

 

 

3.4.4.v ΢ϑγκριςη τησ θερμϐφιλησ StGE2 με τη μεςϐφιλη Cip2_GE -  

Διερεϑνηςη ενδεύξεων  θερμοςταθερϐτητασ που απορρϋουν 

απϐ τη δομό 

Πρϐτερεσ μελϋτεσ τησ ςταθερϐτητασ τησ StGE2 βϊςει τησ θερμοκραςύασ 

υπϋδειξαν ϐτι το ϋνζυμο παραμϋνει ενεργϐ για τουλϊχιςτον 24 h ςτουσ 50°C ενϔ 

διατηρεύ περιςςϐτερο απϐ 70% τησ ενεργϐτητϊσ του ςτουσ 60-70°C ενϔ 

επιδεικνϑει χρϐνο ημιζωόσ 22 h ςτουσ 55°C και 0.5 h ςτουσ 60°C [Topakas et al., 

2010]. Αντύθετα, η Cip2_GE απϐ το μεςϐφιλο μϑκητα Hypocrea jecorina 

εμφανύζει κϊποια ςταθερϐτητα ςτουσ 40 °C ενϔ ο χρϐνοσ ημιζωόσ τησ ςτουσ 

50°C  και 60°C εύναι μϐνο 10 min και 2 min, αντύςτοιχα [Li et al., 2007]. ΢το 

πλαύςιο τησ παροϑςασ ερευνητικόσ εργαςύασ, ϋγινε μια ςυγκριτικό αναλϑςη τησ 

θερμϐφιλησ StGE2 και του μεςϐφιλου ομολϐγου τησ Cip2_GE βϊςει των 

τριςδιϊςτατων δομϔν τουσ ϔςτε να καταγραφοϑν διαφορϋσ ςτα δομικϊ 

χαρακτηριςτικϊ τουσ που θα μποροϑςαν να επηρεϊςουν τη θερμοςταθερϐτητϊ 

τουσ. Ωςτϐςο, η αξιολϐγηςη τησ πρωτεώνικόσ θερμοςταθερϐτητασ βαςύζεται ςε 

ποικύλεσ τυπικϋσ ενδεύξεισ.  

Πρωταρχικϊ, ςε επύπεδο αλληλουχύασ εξετϊςτηκε ο αριθμϐσ Προλινϔν (Pro) 

που ςυμμετϋχουν ςτη ςϑςταςη τησ πολυπεπτιδικόσ αλυςύδασ προςμετρϔντασ 
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τισ επιτρεπτϋσ διαμορφϔςεισ και τουσ περιοριςμοϑσ που αυτϋσ επιβϊλλουν ςτο 

αμινιξϑ που προηγεύται [Prajapati et al., 2007]. Η βαςικό δομό τησ StGE2 

περιλαμβϊνει 22 κατϊλοιπα Προλύνησ ϋναντι 17 τησ Cip2_GE. Επιπρϐςθετα, 

υπολογύςτηκε ο αριθμϐσ των θερμοευαύςθητων αμινοξϋων ϐπωσ η Μεθειονύνη, 

ΚυςτεϏνη, Αςπαραγύνη και Γλουταμύνη τα οπούα ςτην StGE2 εύναι 48 ϋναντι 54 

τησ Cip2_GE γεγονϐσ που ςυμβαδύζει με την πλειοψηφύα των βιβλιογραφικϔν 

δεδομϋνων κατϊ τη ςϑγκριςη των θερμϐφιλων πρωτεώνϔν με τα μεςϐφιλα 

ομϐλογϊ τουσ  [Kumar et al., 2000]. Παρϊλληλα, ο λϐγοσ του αριθμοϑ Αργινινϔν 

προσ το ϊθροιςμα Αργινινϔν και Λυςινϔν ςτη δομό, Arg/(Arg+Lys), αποτελεύ 

ϋναν ακϐμα δεύκτη [Mrabet et al., 1992] που επιβεβαιϔνεται και ςτην 

περύπτωςη τησ StGE2 που διαθϋτει υψηλϐτερο λϐγο Arg/(Arg+Lys) ςε 

ςϑγκριςη με τη Cip2_GE (0.56 ϋναντι 0.5, αντύςτοιχα). Ομούωσ, οι 

ηλεκτροςτατικϋσ αλληλεπιδρϊςεισ ςυμπεριλαμβϊνονται ςτα δομικϊ 

χαρακτηριςτικϊ που εύναι κοινϊ ςε θερμοςταθερϋσ πρωτεϏνεσ. Ωςτϐςο, μϋςω 

του διακομιςτό  ESBRI [Costantini et al., 2008] καθϔσ και του προγρϊμματοσ 

CaPTURE [Gallivan & Dougherty, 1999] διαπιςτϔθηκε ϐτι και οι δϑο δομϋσ των 

StGE2 και Cip2_GE διακρύνονται απϐ τον ύδιο αριθμϐ γεφυρϔν ϊλατοσ 

(ςυνδυαςτικϐσ τϑποσ υδρογονικοϑ δεςμοϑ και ηλεκτροςτατικϔν 

αλληλεπιδρϊςεων: RCOO− Αςπαρτικοϑ ό Γλουταμινικοϑ οξϋοσ με RNH3+ 

Λυςύνησ ό Αργινύνησ) και δεςμϔν κατιϐντοσ- π (κυρύωσ ηλεκτροςτατικϐσ 

χαρακτόρασ αλληλεπύδραςησ: αρνητικϊ φορτιςμϋνο δυναμικϐ πλευρικϔν 

αλυςύδων αρωματικϔν αμινοξϋων ϐπωσ Υαινυλαλανύνη, Συροςύνη και 

Σρυπτοφϊνη με κατιϐντα πλευρικϔν αλυςύδων Λυςύνησ ό Αργινύνησ).  

 

 

3.4.5 Ανϊπτυξη κρυςτϊλλων S213A StGE2 και δομικϋσ μελϋτεσ 

πρϐςδεςησ 

Με ςτϐχο τη διαλεϑκανςη του λειτουργικοϑ ρϐλου τησ StGE2 καθϔσ και την 

εν δυνϊμει καθοριςτικό ςημαςύα τησ πυρηνϐφιλησ ΢ερύνησ ςτην αναγνϔριςη 

υποςτρωμϊτων και καταλυτικϐ μηχανιςμϐ, ϋλαβε χϔρα ςημειακό μετϊλλαξη 

τησ Ser213 προσ Ala213 ςϑφωνα με την εργαςύα των Topakas et al., 2010. ΢το 
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Εικϐνα 3.4.9 Ο S213A 
μονοκρϑςταλλοσ που εκτϋθηκε 
ςτην ακτινοβολύα ςυμβατικόσ  
πηγόσ ακτύνων Φ ςτο ΙΒΥΦΒ (ΕΙΕ) 
και αναπτϑχθηκαν ςε ςυνθόκεσ 
κρυςτϊλλωςησ 0.1M CH3COONa, 
pH 4.6 και PEG550 MME 25% (v/v). 

πλαύςιο τησ παροϑςασ διδακτορικόσ διατριβόσ, ακολουθόθηκε η πειραματικό 

διαδικαςύα ςϑμφωνα με τη ςυγκεκριμϋνη εργαςύα για τον μεταςχηματιςμϐ  E. 

coli TOPIOF’ κυττϊρων και ϋπειτα των P. pastoris κυττϊρων με 

ηλεκτροδιϊτρηςη. Ακολοϑθηςε η παραγωγό του ενζϑμου με το ετερϐλογο 

ςϑςτημα ϋκφραςησ P. pastoris  και ςτη ςυνϋχεια η απομϐνωςη και ο καθαριςμϐσ 

με τη χρόςη IMAC (Co2+). Η ςημειακϊ μεταλλαγμϋνη πρωτεϏνη παρουςύαςε 

ολικό απϔλεια ενεργϐτητασ ωσ προσ το ςυνθετικϐ υπϐςτρωμα 4-O-μεθυλο-D-

γλυκουρονικϐσ μεθυλεςτϋρασ [Topakas et al., 2010] (§2.2.1, Πύνακασ 3.4.1). Η 

ηλεκτροφϐρηςη SDS-PAGE ςε 12.5% πόκτωμα πολυακρυλαμιδύου ϋδειξε και 

ς’αυτόν την περύπτωςη υψηλό καθαρϐτητα τησ πρωτεϏνησ με μύα πρωτεώνικό 

ζϔνη ΜΒ 43 kDa ϔςτε η S213A StGE2 να θεωρηθεύ κατϊλληλη για πειρϊματα 

κρυςτϊλλωςησ.  

 Μετϊ τη ςυμπϑκνωςη τησ καθαρόσ πρωτεϏνησ ςε ςυγκϋντρωςη 20 mg/ml 

και Tris-HCl 20mM pH 8.0 ακολοϑθηςαν δοκιμαςύεσ κρυςτϊλλωςησ τϐςο ςτισ 

ύδιεσ ςυνθόκεσ με αυτϋσ που προςδιορύςτηκαν για την StGE2 ϐςο και με τη 

χρόςη εμπορικϔν ςκευαςμϊτων. Ομούωσ, η μϋθοδοσ που χρηςιμοποιόθηκε όταν 

η διϊχυςη ατμϔν με καθόμενη ςταγϐνα και χρόςη ρομπϐτ κρυςτϊλλωςησ ενϔ η 

πρωτεώνικό ςυγκϋντρωςη ςτη ςταγϐνα όταν 

10  mg/ml με ανϊμιξη ύςου ϐγκου διαλϑματοσ 

κρυςτϊλλωςησ και εξιςορρϐπηςη ϋναντι 50 μL 

μητρικοϑ διαλϑματοσ ςτουσ 16° C. Η 

κρυςτϊλλωςη τησ S213A ϋγινε εφικτό ςε 

χρϐνο μιασ εβδομϊδασ, ςε διαφορετικϋσ τησ 

StGE2 ςυνθόκεσ, με χρόςη του ςκευϊςματοσ 

PEGs Suite και ϐγκο ςταγϐνασ 1 μL. Οι 

κρϑςταλλοι όταν μεςαύου μεγϋθουσ ~ 30 x 30 

x 90 μm και αναπτϑχθηκαν παρουςύα 0.1M 

CH3COONa, pH 4.6 και PEG550 MME 25% 

(v/v) (Εικϐνα 3.4.9). 

Η περαιτϋρω αποςαφόνιςη των ςχϋςεων δομόσ – λειτουργύασ, ϐπωσ και ςτην 

περύπτωςη τησ StGE2, απαιτοϑςε μελϋτεσ πρϐςδεςησ που περιελϊμβαναν 

πειρϊματα ςυγκρυςτϊλλωςησ παρουςύα των αναλϐγων υποςτρϔματοσ 4-O-
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μεθυλο-D-γλυκουρονικοϑ μεθυλεςτϋρα, βενζυλεςτϋρα του D-γλυκουρονικοϑ 

οξϋοσ, μεθυλεςτϋρα του D-γλυκουρονικοϑ οξϋοσ ςυγκεντρϔςεων 0.25 mM, 0.5 

mM, 2.5 mM και 5 mM ςτο μητρικϐ διϊλυμα κρυςταλλογϋνεςησ (§3.4.2.iii, 

Πύνακασ 3.4.1 και §2.2.1).  Επιπρϐςθετα, ακολουθϔντασ την ύδια μεθοδολογύα 

και για τη διερεϑνηςη του ρϐλου του μοτύβου P-βρϐχου χρηςιμοποιόθηκαν οι 

ενϔςεισ ATP, ADP, ϊλασ νατρύου του β-NADP και ϊλασ νατρύου τησ 6-G-P 

ςυγκεντρϔςησ 10 mM ςε ϋναν πρϐςθετο κϑκλο πειραμϊτων ςυγκρυςτϊλλωςησ. 

Ωςτϐςο, καμύα απϐ τισ παραπϊνω περιπτϔςεισ δεν οδόγηςε ςε ανϊπτυξη 

ευμεγεθϔν εν δυνϊμει ςυγκρυςτϊλλων. Σϋλοσ, επαναλόφθηκαν δοκιμαςύεσ 

εμβϊπτιςησ προςχηματιςμϋνων S213A μονοκρυςτϊλλων ςτα παραπϊνω 

διαλϑματα με την γνωςτό πειραματικό διαδικαςύα.   

 

 

3.4.6 ΢υλλογό και ανϊλυςη κρυςταλλογραφικϔν δεδομϋνων 

μονοκρυςτϊλλου S213Α και κρυςτϊλλου εμβαπτιςμϋνου ςε 

διϊλυμα αναλϐγου υποςτρϔματοσ 

Η ςυλλογό κρυςταλλογραφικϔν δεδομϋνων για μονοκρϑςταλλο S213A ϋγινε 

μετϊ την εμβϊπτιςό του ςτο διϊλυμα κρυςτϊλλωςησ παρουςύα 15% (v/v) 

γλυκερϐλησ ωσ κρυοπροςτατευτικοϑ. ΢τη ςυνϋχεια, με κατϊλληλο βρϐχο ινϔν ο 

κρϑςταλλοσ εκτϋθηκε ςτην ακτινοβολύα τησ ςυμβατικόσ πηγόσ ακτινϔν Φ 

SuperNova diffractometer (Oxford Diffraction, Agilent Technologies, ΙΒΥΦΒ, ΕΙΕ) 

ςτουσ 100 Κ. Σο πρϐγραμμα CrysAlisPro Software system (Agilent, 2011) 

χρηςιμοποιόθηκε ςτην περύπτωςη αυτό για τη ςυλλογό και επεξεργαςύα των 

δεδομϋνων ςε υψηλό ευκρύνεια 1.9 Å.  ΢υνολικϊ ςυλλϋχθηκαν 210 

περιθλαςιγρϊμματα (Εικϐνα 3.4.10) με εϑροσ περιςτροφόσ 0.5° και χρϐνο ϋκθεςησ 

ςτισ ακτύνεσ Φ  (λ=1.5418 Å) τα 180 sec. Η ανϊλυςη και ο προκαταρτικϐσ 

χαρακτηριςμϐσ ϋγινε με το πρϐγραμμα SCALA [Evans, 2006] κατατϊςςοντασ τον 

S213A κρϑςταλλο ςτην P212 21 ομϊδα χϔρου ςυμμετρύασ με διαςτϊςεισ 

μοναδιαύασ κυψελύδασ a= 52.0 Å, b= 69.6 Å και c= 103.8 Å, α=β=γ= 90° και ϋνα 

μϐριο ςτην αςϑμμετρη μονϊδα. ΢ε ςϑγκριςη με την ομϊδα χϔρου ςυμμετρύασ 
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τησ StGE2, αν και ο S213A κρϑςταλλοσ ϊνηκε επύςησ ςτο ορθορομβικϐ πλϋγμα 

ωςτϐςο εμφϊνιςε απϔλεια ενϐσ εκ των τριϔν δυαδικϔν αξϐνων ςυμμετρύασ. 

 

 

Εικϐνα 3.4.10 Η πηγό ακτινϔν Φ SuperNova diffractometer (Oxford Diffraction, Agilent 

Technologies) που χρηςιμοποιόθηκε και βρύςκεται εγκατεςτημϋνη ςτο ΙΒΥΦΒ, ΕΙΕ και το 

αντύςτοιχο περιθλαςύγραμμα που ςυλλϋχθηκε απϐ την ϋκθεςη μονοκρυςτϊλλου S213A ςτισ 

ακτύνεσ Φ. 

 

 

Ακολοϑθηςε εκλεκτικό ϋκθεςη ςτην ακτινοβολύα τησ ςυμβατικόσ πηγόσ 

ακτινϔν Φ (ΙΒΥΦΒ, ΕΙΕ), με τη μεθοδολογύα που περιγρϊφηκε, ϐλων των S213A 

κρυςτϊλλων για τουσ οπούουσ δεν εύχε επϋλθει διαλυτοπούηςη ό πλόρη 

αλλούωςη του κρυςταλλικοϑ τουσ πλϋγματοσ μετϊ την εμβϊπτιςό τουσ ςτα 

ποικύλα διαλϑματα αναλϐγων υποςτρϔματοσ και εν δυνϊμει προςδετϔν 

(§3.4.5.ii). Ωςτϐςο, πλόρη κρυςταλλογραφικϊ δεδομϋνα ευκρύνειασ 2.35 Å 

ςυλλϋχθηκαν μϐνο ςτην περύπτωςη μονοκρυςτϊλλου S213A εμποτιςμϋνου 1 h 

με μητρικϐ διϊλυμα κρυςτϊλλωςησ παρουςύα 4-O-μεθυλο-D-γλυκουρονικοϑ 

μεθυλεςτϋρα ςυγκϋντρωςησ 5 mM (Πύνακασ 3.4.1, ΢χόμα 3.4.3.α), §3.4.2.iii) ενϔ 

μεγαλϑτεροι χρϐνοι εμβϊπτιςησ καθιςτοϑςαν ανϋφικτη τη ςυλλογό δεδομϋνων. 

Σο ϋνζυμο εύχε παρουςιϊςει ςυγγϋνεια για το ςυγκεκριμϋνο υπϐςτρωμα ενϔ η 

ςημειακό μετϊλλαξη S213A επϋφερε απϔλεια τησ δραςτικϐτητασ τησ ςϑμφωνα 

με την εργαςύα των Topakas et al., 2010.  
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Πύνακασ 3.4.5 ΢τατιςτικϊ ςτοιχεύα ςυλλογόσ και επεξεργαςύασ των 

κρυςταλλογραφικϔν δεδομϋνων απϐ ϋκθεςη των S213A κρυςτϊλλων ςτην ακτινοβολύα 

τησ ςυμβατικόσ πηγόσ ακτύνων Φ. 

Πεύραμα S213A ΢ϑμπλοκο  S213A - MCU 

΢ταθμϐσ ΢υμβατικό πηγό 

SuperNova, Agilent 

Technologies, ΙΒΥΦΒ, ΕΙΕ 

΢υμβατικό πηγό 

SuperNova, Agilent 

Technologies, ΙΒΥΦΒ, ΕΙΕ 

Μόκοσ κϑματοσ (Å) 1.5418 1.5418 

Αρ. περιθλαςιγραμμϊτων 210 184 

(εϑροσ περιςτροφόσ ανϊ 

περιθλαςύγραμμα) 

(0.5) (0.5) 

Ομϊδα  χϔρου ςυμμετρύασ  P212 21 P212 21 

Διαςτϊςεισ μοναδιαύασ 

κυψελύδασ (Å) 

a= 52.0, b= 69.6,   c= 103.8 a= 52.1, b= 69.8,   c= 103.9 

Αριθμϐσ μορύων / 

αςϑμμετρη μονϊδα 

1 1 

΢υνολικϐσ αριθμϐσ 

περιθλϊςεων 

97087 50703 

(εξωτερικό ςτοιβϊδα) (8291) (6741) 

Αριθμϐσ ανεξϊρτητων 

περιθλϊςεων 

30113 15099 

(εξωτερικό ςτοιβϊδα) (4161) (2119) 

Ευκρύνεια (Å) 13.97 - 1.90 13.48 - 2.35 

Πληρϐτητα δεδομϋνων 99.0 92.8 

(εξωτερικό ςτοιβϊδα) (%) (95.6) (90.4) 

αRm 0.080 0.110 

(εξωτερικό ςτοιβϊδα) (0.210) (0.150) 1.5418 

β< (I / ς (I) > 11.4 7.7 

(εξωτερικό ςτοιβϊδα) (3.0) (5.3) 

Εξωτερικό ςτοιβϊδα (Å) 2.00 - 1.90 2.48 - 2.35 
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αRm = i h | < Ih > - Iih | / i h Ih, ϐπου < Ih > και Iih εύναι η μϋςη και η i-οςτό μϋτρηςη τησ ϋνταςησ για την 

περύθλαςη h, αντύςτοιχα.  

β (I) εύναι η τυπικό απϐκλιςη του I. 

 

 

Η ανϊλυςη των δεδομϋνων ανϋδειξε ϐτι ο κρϑςταλλοσ του ςυμπλϐκου – 

αναλϐγου υποςτρϔματοσ παρϋμεινε ιςϐμορφοσ ωσ προσ το μη 

ςυμπλοκοποιημϋνο S213A κρϑςταλλο, με διαςτϊςεισ μοναδιαύασ κυψελύδασ a= 

52.1 Å, b= 69.8 Å και c= 103.9 Å, α=β=γ= 90°. ΢τον Πύνακα 3.4.5 

παρουςιϊζονται τα ςτατιςτικϊ ςτοιχεύα ςυλλογόσ και επεξεργαςύασ των 

δεδομϋνων και για τουσ δϑο S213A, ςυμπλοκοποιημϋνο και μη.  

 

 

3.4.7 Οι τριςδιϊςτατεσ κρυςταλλικϋσ δομϋσ των S213A και 

ςυμπλϐκου S213A - ανϊλογο υποςτρϔματοσ 

3.4.7.i Προςδιοριςμϐσ και βελτιςτοπούηςη δομϔν 

Με αρχικϐ μοντϋλο την κρυςταλλικό δομό τησ StGE2 (§3.4.4) και χρόςη τησ 

μεθϐδου μοριακόσ αντικατϊςταςησ, ϐπωσ περιγρϊφηκε, προςδιορύςτηκε η 

τριςδιϊςτατη δομό τησ μεταλλαγμϋνησ S213A απϐ τα δεδομϋνα που 

ςυλλϋχθηκαν. Ακολοϑθηςαν κϑκλοι ιςοτροπικόσ βελτιςτοπούηςησ των 

παραγϐντων θερμοκραςύασ (λϐγω χαμηλϐτερησ ευκρύνειασ απϐ την StGE2 δομό, 

§3.4.4.i) για τα πειραματικϊ δεδομϋνα ενϔ ςτη ςυνϋχεια εφαρμϐςτηκε το ύδιο 

πρωτϐκολλο που περιγρϊφηκε ϔςτε να προκϑψει το τελικϐ πρωτεώνικϐ 

μοντϋλο. ΢τα τελικϊ ςτϊδια βελτιςτοπούηςησ, οι χϊρτεσ διαφορϊσ 

ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ 2Fobs-Fcalc και Fobs-Fcalc υπϋδειξαν την ενςωμϊτωςη 8 

μορύων αιθυλενογλυκϐλησ και 3 μορύων γλυκερϐλησ. Η τριςδιϊςτατη δομό τησ 

S213A βελτιςτοποιόθηκε ςε τελικϐ κρυςταλλογραφικϐ δεύκτη αξιοπιςτύασ R ύςο 

Πολλαπλϐτητα 3.2 3.4 

(εξωτερικό ςτοιβϊδα) (2.0) (3.2) 

B-factor (Å2) (Wilson plot) 8.5 14.8 
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με 0.169 ενϔ ο δεύκτησ αξιοπιςτύασ Rfree όταν 0.208. Πιο ςυγκεκριμϋνα, τα 

ςτατιςτικϊ ςτοιχεύα βελτιςτοπούηςησ ςυνοψύζονται ςτον Πύνακα 3.4.6. 

Παρϐμοια, η κρυςταλλικό δομό του ςυμπλϐκου S213A με το ςυνθετικϐ 

ανϊλογο υποςτρϔματοσ 4-O-μεθυλο-D-γλυκουρονικοϑ μεθυλεςτϋρα (΢χόμα 

3.4.3.α), MCU, ονομαςύα ςϑμφωνα με τισ κατατεθειμϋνεσ ατομικϋσ 

ςυντεταγμϋνεσ ςτη βϊςη δεδομϋνων PDB), προςδιορύςτηκε αξιοποιϔντασ ωσ 

αρχικϐ μοντϋλο για τον προςδιοριςμϐ των φϊςεων απϐ τα κρυςταλλογραφικϊ 

δεδομϋνα, τη δομό τησ μεταλλαγμϋνησ S213A. Κατϐπιν εφαρμογόσ του 

πρωτοκϐλλου ιςοτροπικόσ βελτιςτοπούηςησ και ανακαταςκευόσ του μοντϋλου 

ϐπωσ περιγρϊφηκε, ςτα τελικϊ ςτϊδια οι χϊρτεσ διαφορϊσ ηλεκτρονιακόσ 

πυκνϐτητασ 2Fobs-Fcalc και Fobs-Fcalc κατϋςτηςαν εμφανό την παρουςύα 

πρϐςθετησ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ ςτην περιοχό που οριοθετεύται απϐ την 

καταλυτικό τριϊδα αμινοξϋων του ενζϑμου γεγονϐσ που κατϋδειξε την πρϐςδεςη 

του β-ανωμεροϑσ του MCU (΢χόμα 3.4.3.β). Σο μοντϋλο του MCU 

προςαρμϐςτηκε ςτην  περιοχό πρϐςδεςησ ϐπωσ αυτό καθοριζϐταν απϐ τουσ 

χϊρτεσ διαφορϊσ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ μετϊ απϐ εφαρμογό επιτρεπτϔν 

τροποποιόςεων των γωνιϔν ςτρϋψησ του μϋςω του προγρϊμματοσ PRODRG 

(http://davapc1.bioch.dundee.ac.uk/prodrg/). Η δομό του ςυμπλϐκου 

υποβλόθηκε ςε περαιτϋρω βελτιςτοπούηςη μετϊ την ενςωμϊτωςη του MCU 

(΢χόμα 3.4.3.γ) και ςτα τελικϊ ςτϊδια ςυμπεριλόφθηκαν 20 μϐρια 

αιθυλενογλυκϐλησ και 2 μϐρια γλυκερϐλησ ςτο μοντϋλο με δεύκτη αξιοπιςτύασ R 

ύςο με 0.186  ενϔ ο δεύκτησ αξιοπιςτύασ Rfree όταν 0.245. Σα αναλυτικϐτερα 

ςτατιςτικϊ ςτοιχεύα βελτιςτοπούηςησ και του μοντϋλου του ςυμπλϐκου 

παρατύθενται ςτον Πύνακα 3.4.6. 
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γΟ κρυςταλλογραφικϐσ δεύκτησ αξιοπιςτύασ R ορύζεται:  | |Fo|-|Fc| | /  |Fo|, ϐπου |Fo| και |Fc| εύναι τα 

παρατηροϑμενα και τα υπολογιζϐμενα εϑρη των δομικϔν παραγϐντων αντιςτούχωσ.  
δΟ Rfree ορύζεται ωσ ο δεύκτησ αξιπιςτύασ R για το 5 % των κρυςταλλογραφικϔν δεδομϋνων το οπούο 

επιλϋγεται τυχαύα και δε ςυμπεριλαμβϊνεται ςτη βελτιςτοπούηςη. 

 

Πύνακασ 3.4.6 ΢τατιςτικϊ ςτοιχεύα βελτιςτοπούηςησ και ποιϐτητασ των μοντϋλων τησ 

S213A και ςυμπλϐκου S213A – ανϊλογο υποςτρϔματοσ. 

Ευκρύνεια τελικοϑ ςταδύου βελτιςτοπούηςησ (Å) 13.97–1.90 13.48–2.35 

Αριθμϐσ περιθλϊςεων 28557 14330 

Αμινοξϋα που ςυμπεριλόφθηκαν ςτη βελτιςτοπούηςη 29–397 29–397 

Αριθμϐσ πρωτεώνικϔν ατϐμων 2760 2736 

Αριθμϐσ ετεροατϐμων   

μϐρια ϑδατοσ 437 212 

αριθμϐσ μορύων αιθυλενογλυκϐλησ 8 20 

αριθμϐσ μορύων γλυκερϐλησ 3 2 

ανϊλογο υποςτρϔματοσ (MCU) - 1 

δRfree (εξωτερικό ςτοιβϊδα) 0.208 (0.254) 0.245 (0.298) 

γR (εξωτερικό ςτοιβϊδα) 0.169 (0.212) 0.186 (0.230) 

Μϋςη τετραγωνικό απϐκλιςη (r.m.s.d.)    

μόκουσ δεςμϔν (Å) 0.006 0.006 

γωνύασ δεςμϔν (°) 0.997 1.006 

Μϋςη τιμό παρϊγοντα θερμοκραςύασ (Å2) πρωτεώνικϔν 

μορύων 

  

ςϑνολο δομόσ 7.6 8.7 

ατϐμων κϑριασ αλυςύδασ (Ca, C, N, O) 7.5 8.7 

ατϐμων πλευρικόσ αλυςύδασ 7.7 8.7 

Μϋςη τιμό παρϊγοντα θερμοκραςύασ Β (Å2) για τα 

ετεροϊτομα 

  

μϐρια ϑδατοσ 18 12.4 

μϐρια αιθυλενογλυκϐλησ 22.5 15.0 

μϐρια γλυκερϐλησ 19.9 16.6 

ανϊλογο υποςτρϔματοσ (MCU) - 13.5 
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΢χόμα 3.4.3 α) ΢υντακτικϐσ τϑποσ του 4-O-μεθυλο-D-γλυκουρονικοϑ μεθυλεςτϋρα (MCU). β) 

Σο β ανωμερϋσ του MCU που προςδϋθηκε ςτην S213A, επιςημαύνοντασ και το αριθμητικϐ 

ςϑςτημα που χρηςιμοποιόθηκε. γ) ΢χηματικό παρουςύαςη του 2Fo-Fc χϊρτη διαφορϊσ 

ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ ςε ιςοϒψό του 1ς πϊνω απϐ το μϋςο ϐρο. 

 

Σο S213A μοντϋλο υψηλόσ ευκρύνειασ 1.9 Å αποτελεύται απϐ ϋνα μονομερϋσ 

και δϑο πρϐςθετα αμινοξϋα εύναι ςαφϔσ οριςμϋνα ςτο χϊρτη διαφορϊσ 

ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ 2Fobs-Fcalc ςε ςχϋςη με την StGE2 ϔςτε να 

περιλαμβϊνει τελικϊ 369 αμινοξϋα. Ωςτϐςο, δεν παρατηρόθηκε ηλεκτρονιακό 

πυκνϐτητα για την περιοχό του αμινοτελικοϑ ϊκρου που προηγεύται του Asp29 

ϔςτε να μη ςυμπεριληφθοϑν ςτη δομό. Οι δομικϋσ μελϋτεσ που ακολοϑθηςαν 

οδόγηςαν ςτον προςδιοριςμϐ ςε ευκρύνεια 2.35 Å του μοντϋλου του ςυμπλϐκου 

S213A – MCU μετϊ απϐ πειρϊματα εμβϊπτιςησ. Η ανϊλυςη των μοντϋλων με 

α) β) 

γ) 



178 
 

χρόςη των προγραμμϊτων MolProbity (Chen et al., 2010) και PROCHECK 

[Laskowski et al., 1993] επαλόθευςε την αξιοπιςτύα τουσ και ϋδειξε ϐτι το 96% 

των αμινοξϋων κατελϊμβαναν ευνοώκϋσ περιοχϋσ ςϑμφωνα με το διϊγραμμα 

Ramachandran ενϔ ϐλα τα αμινοξϋα ϊνηκαν ςε επιτρεπτϋσ περιοχϋσ. ΢υνολικϊ 

και ςτισ 3 κρυςταλλικϋσ δομϋσ ενςωματϔθηκαν μϐρια αιθυλενογλυκολϔν και 

γλυκερϐλησ προερχϐμενα εύτε απϐ τα μητρικϊ διαλϑματα κρυςτϊλλωςησ εύτε 

απϐ το διϊλυμα κρυοπροςταςύασ. Σα ςυγκεκριμϋνα μϐρια απαντϔνται κυρύωσ 

«παγιδευμϋνα» ςτη διεπιφϊνεια των μονομερϔν κατϊ την επιςτούβαςό τουσ ςτη 

μοναδιαύα κυψελύδα υποδεικνϑοντασ μη ειδικϐ τρϐπο πρϐςδεςησ ςτο μϐριο.  

Ωςτϐςο, η παρουςύα τουσ ςυνειςφϋρει ςτη ςταθεροπούηςη του κρυςταλλικοϑ 

πλϋγματοσ και η εξϋταςη των θϋςεων πρϐςδεςόσ τουσ διευκϐλυνε την ερμηνεύα 

των δομικϔν χαρακτηριςτικϔν. Οι ατομικϋσ ςυντεταγμϋνεσ και οι παρϊγοντεσ 

δομόσ των νϋων τριςδιϊςτατων δομϔν S213A και S213A - MCU κατατϋθηκαν 

ςτην πρωτεώνικό βϊςη δεδομϋνων PDB (http://www.pdb.org) με κωδικοϑσ 4G4I 

και 4G4J, αντύςτοιχα.  

 

3.4.7.ii Ανϊλυςη των τριςδιϊςτατων δομϔν S213A και ςυμπλϐκου 

S213A - MCU 

Η ςϑγκριςη τησ τριςδιϊςτατησ κρυςταλλικόσ δομόσ του S213A με αυτόν τησ 

StGE2 δεν ανϋδειξε διαφορϋσ με εξαύρεςη οριςμϋνεσ περιοχϋσ που ςχετύζονται με 

αλληλεπιδρϊςεισ ςυμμετρύασ του κρυςτϊλλου. Τπϋρθεςη των ατομικϔν 

ςυντεταγμϋνων του S213A επύ των Cα ατϐμων τησ StGE2 υπϋδειξε ϐτι οι δϑο 

δομϋσ διαφϋρουν ελϊχιςτα με μια μϋςη τετραγωνικό απϐκλιςη (r.m.s.d.) τησ 

τϊξησ του 0.4 Å. Παρϊλληλα, η ςϑγκριςη τησ κρυςταλλικόσ δομόσ του 

ςυμπλϐκου S213A – MCU τϐςο με την StGE2 (r.m.s.d. 0.40 Å) ϐςο και με την 

S213A (r.m.s.d. 0.12 Å) οδόγηςε ςτο ςυμπϋραςμα πωσ η πρϐςδεςη του 

αναλϐγου υποςτρϔματοσ ςτο καταλυτικϐ κϋντρο δεν επιφϋρει αξιοςημεύωτη 

αλλαγό ςτο ςϑνολο τησ δομόσ (Εικϐνα 3.4.11). Σϋλοσ, μϐρια αιθυλενογλυκϐλησ 

και γλυκερϐλησ πλαιςιϔνουν και αυτϋσ τισ δϑο δομϋσ ενϔ αξιοςημεύωτη εύναι η 

παρουςύα δϑο μορύων αιθυλενογλυκϐλησ ςτην περιοχό του ενεργοϑ κϋντρου τησ 

S213A δομόσ (Πύνακασ 3.4.6, Εικϐνα 3.4.11 και §3.4.7.iii). 

http://www.pdb.org/
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Εικϐνα 3.4.11 Τπϋρθεςη των StGE2 (γαλϊζιο), S213A (ςκοϑρο μπλε), ςϑμπλοκο S213A – MCU 

(φοϑξια) και τησ Ν-γλυκοζυλιωμϋνησ (μϐριο NAG) Cip2_GE (ανοιχτϐ πρϊςινο) [Pokkuluri et al., 

2011]. Σα αμινοξϋα που ςυνθϋτουν την καταλυτικό τριϊδα επιςημαύνονται με αναπαρϊςταςη 

ςφαύρασ–ρϊβδου ακολουθϔντασ το χρωματιςμϐ κϊθε δομόσ καθϔσ και οι τρεισ διςουλφιδικού 

δεςμού παρϐντεσ ςε ϐλεσ τισ δομϋσ (κύτρινο). Ένθετο: Σο καταλυτικϐ κϋντρο ϐπου διακρύνεται ο 

δεςμϐσ που διαφαύνεται να υδρολϑει η  StGE2. Η εικϐνα δημιουργόθηκε με το πρϐγραμμα 

Molsoft [Raush et al., 2009]. 
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3.4.7.iii Σο καταλυτικϐ κϋντρο τησ StGE2 

Η καταλυτικό περιοχό τησ μονομεροϑσ τριςδιϊςτατησ δομόσ τησ StGE2 

απαντϊται ςτην επιφϊνεια του μορύου κυρύωσ εκτεθειμϋνη ςτο διαλϑτη χωρύσ 

να επηρεϊζεται απϐ αλληλεπιδρϊςεισ που ςχετύζονται με τη διϊταξη των 

ςυμμετρικϔν μορύων ςτη μοναδιαύα κυψελύδα. Σα αμινοξϋα που ςυνθϋτουν την 

καταλυτικό τριϊδα εύναι προςανατολιςμϋνα προσ το διαλϑτη με προςβϊςιμεσ 

επιφϊνειεσ 27.1 Å2, 2.7 Å2 και 75.7 Å2 για τη Ser213, Glu236 και His346, 

αντύςτοιχα, ϐπωσ προκϑπτει απϐ την ανϊλυςη του εξυπηρετητό PDBe PISA 

(http://www.ebi.ac.uk/pdbe/prot_int/pistart.html) [Krissinel & Henrick, 2007]. 

΢την περύπτωςη των καταλυτικϔν αμινοξϋων Ser213 και Glu236 δεν 

παρατηροϑνται ςτερεοχημικϋσ παρεμποδύςεισ απϐ ςυμμετρικϋσ πολυπεπτιδικϋσ 

αλυςύδεσ ςτη μοναδιαύα κυψελύδα με εξαύρεςη την περιοχό τησ H346.  

΢ϑμφωνα με την StGE2 δομό, οι κλϔνοι S9 και S7 διαμορφϔνουν το ενεργϐ 

κϋντρο ςυντονύζοντασ τα κατϊλοιπα H346 και Glu236 για το ςχηματιςμϐ τησ 

καταλυτικόσ τριϊδασ με τη Ser213 (Εικϐνα 3.4.7). Εξϊλλου, τα κατϊλοιπα τησ 

τριϊδασ ςυμμετϋχουν ςε ϋνα ςυμπαγϋσ δύκτυο δεςμϔν υδρογϐνου 

ςυνειςφϋροντασ ςτην αυςτηρό αρχιτεκτονικό τησ καταλυτικόσ κοιλϐτητασ. 

Ειδικϐτερα, εςτιϊζοντασ ςτην πυρηνϐφιλη Ser213 η ομϊδα υδροξυλύου τησ 

αλληλεπιδρϊ ϊμεςα με το ΝΕ2 τησ His346 η οπούα με τη ςειρϊ τησ ςχηματύζει 

δεςμϐ υδρογονου μϋςω του ΝD1 ατϐμου αζϔτου τησ με το ΟΕ1 τησ Glu236. Η 

εικϐνα ςυπληρϔνεται με πρϐςθετεσ ϊμεςεσ και ϋμμεςεσ μϋςω μορύων ϑδατοσ 

πολικϋσ αλληλεπιδρϊςεισ που περιλαμβϊνουν τα αμινοξϋα Arg214, Gly216, 

Lys217, Gln235, Phe304, και Asn306 (Πύνακασ 3.4.7α-γ) 

 

Πύνακασ 3.4.7α Δεςμού υδρογϐνου τησ καταλυτικόσ Ser213 ςτην StGE2 δομό 

Ser213/ϊτομο Άτομο Απϐςταςη (Ǻ) Γωνύα (o) 

N Gln235 O 3.0 167.4 

O Gly216 N 2.9 127.7 

 Lys217 N 3.1 160.0 

OG His346 NE2 2.7 173.7 

 Arg214 N 3.2 120.1 

 Wat567 O 2.7 - 
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 ...Arg214 NH2 3.1 166.3 

 ...Arg214 N 3.1 160.5 

 ...Wat577 O 2.8 - 

 

 

Πύνακασ 3.4.7β Δεςμού υδρογϐνου του καταλυτικοϑ Glu236 ςτην StGE2 δομό 

Glu236/ϊτομο Άτομο  Απϐςταςη (Ǻ) Γωνύα (o) 

OE1 His346 ND1  2.8 146.8 

 Asn306 ND2  3.0 156.6 

OE2 Cys347 N  2.8 147.4 

 Wat560 O  2.8 - 

O Gln235 O  3.3 105.0 

 Wat568 O  3.0 - 

 ...Lys217 NZ  3.1 - 

 ...Ser237 O  3.0 100.9 

 …Wat578 O  3.0 - 

  ...Lys217 NZ 2.8 - 

  ...Gln259 OE1 2.8 141.6 

  ...Wat740 O  - 

N Phe304 O  2.8 161.4 

 

 

Πύνακασ 3.4.7γ Δεςμού υδρογϐνου τησ καταλυτικόσ His346 ςτην StGE2 δομό 

His346/ϊτομο Άτομο  Απϐςταςη (Ǻ) Γωνύα (o) 

ND1 Glu236 OE1  2.8 123.8 

NE2 Ser213 OG  2.7 96.0 

N Wat700 O  2.8 - 

O Wat867 O  2.8 - 

 ...Wat775 O  3.0 - 

  ...Asn345 ND2 3.3 138.5 
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΢την περύπτωςη τησ S213A δομόσ, η ανϊλυςη ϋδειξε ϐτι μετϊλλαξη τησ 

Ser213 ςε Ala με την επακϐλουθη απουςύα τησ υδροξυλομϊδασ δεν επηρϋαςε 

την αρχιτεκτονικό του κϋντρου. Οι δεςμού υδρογϐνου μεταξϑ των ατϐμων τησ N 

και Ο τησ κϑριασ αλυςύδασ τησ Ala213 με τα γειτονικϊ αμινοξϋα καθϔσ και οι 

αλληλεπιδρϊςεισ με την His346 και το Glu236 παραμϋνουν (Πύνακασ 3.4.8α-γ). 

Ωςτϐςο, ςτην S213A δομό ο βρϐχοσ που φϋρει την His346 (αμινοξϋα 344 ϋωσ 

350) υπϐκειται ςε μετατοπύςεισ εϑρουσ ~0.5 Å ϋωσ ~ 1.0 Å που αποδύδονται ςε 

αλληλεπιδρϊςεισ εςωτερικόσ διϊταξησ του κρυςτϊλλου. Παρϊ αυτϋσ τισ 

μετατοπύςεισ, η θϋςη τησ His346 ςτην καταλυτικό κοιλϐτητα διατηρεύται 

(εϑρουσ ~0.5 Å ςε ϐλα τα ϊτομα). Ο διςουλφιδικϐσ δεςμϐσ που ςχηματύζει η 

Cys347 με την Cys212 ενιςχϑει περαιτϋρω την «ϊκαμπτη» αρχιτεκτονικό του 

καταλυτικοϑ κϋντρου γεφυρϔνοντασ με αυτϐν τον τρϐπο δϑο παρακεύμενα 

αμινοξϋα τησ καταλυτικόσ τριϊδασ, την His346 και τη Ser213, αντύςτοιχα.  

 

Πύνακασ 3.4.8α Δεςμού υδρογϐνου τησ μεταλλαγμϋνησ Ala213 ςτην S213A δομό 

Ala213/ϊτομο Άτομο Απϐςταςη (Ǻ) Γωνύα (o) 

N Gln235 O 3.0 169.7 

O Gly216 N 2.9 120.1 

 Lys217 N 3.0 156.2 

 

 

Πύνακασ 3.4.8β Δεςμού υδρογϐνου του Glu236 ςτην S213A δομό 

Glu236/ϊτομο Άτομο  Απϐςταςη (Ǻ) Γωνύα (o) 

OE1 His346 ND1  2.6 157.9 

 Asn306 ND2  3.3 145.7 

OE2 Cys347 N  2.8 154.3 

 Wat539 O  2.8 - 

 …Gln235 NE2  2.9 173.1 

 …Wat514 O  2.9 - 

  …Glu305 2.9 112.0 

  …Gln353 2.7 122.9 

  …Wat539 2.9 - 



183 
 

N Phe304 O  2.7 165.8 

O Gln235 O  3.3 103.9 

 Wat906 O  3.0 147.1 

 ...Lys217 NZ  3.1 - 

 ...Ser237 O  3.0 96.4 

 

 

Πύνακασ 3.4.8γ Δεςμού υδρογϐνου τησ H346 ςτην S213A δομό 

His346/ϊτομο Άτομο  Απϐςταςη (Ǻ) Γωνύα (o) 

ND1 Glu236 OE1  2.6 129.1 

NE2 Wat557  2.9 - 

 …Wat511  2.8 - 

  ...Arg214 N   

  …Arg214 NH2   

  …Wat654   

N Wat707 O  2.8 - 

 

 

Παρϊλληλα, εντοπύςτηκε πρϐςθετη ηλεκτρονιακό πυκνϐτητα ςτην 

καταλυτικό περιοχό τησ Ser213Α δομόσ που αντιςτοιχοϑςε ςε δϑο μϐρια 

αιθυλενογλυκϐλησ, EDO406 και EDO408. Σα ςυγκεκριμϋνα μϐρια 

καταλαμβϊνουν την εύςοδο του καταλυτικοϑ κϋντρου και ειδικϐτερα η EDO408 

ςχηματύζει πϋντε δεςμοϑσ υδρογϐνου με τα γειτονικϊ αμινοξϋα Lys217 NZ, 

Gln259 OE1, NE2 Glu267 OE2 και Trp310 NE1 (΢χόμα 3.4.4, Εικϐνα 3.4.12). 

΢υνεπϔσ, κατϋςτη εμφανϋσ ϐτι η καταλυτικό κοιλϐτητα διαθϋτει το δυναμικϐ 

πρϐςδεςησ του αναλϐγου υποςτρϔματοσ ςχηματύζοντασ ευνοώκϋσ 

αλληλεπιδρϊςεισ αξιοποιϔντασ τα αμινοξϋα που οριοθετοϑν την περιοχό 

(Πύνακασ 3.4.9). 
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΢χόμα 3.4.4 Διϊγραμμα LIGPLOT 

αλληλεπιδρϊςεων τησ EDO408 με 

αμινοξϋα τησ καταλυτικόσ 

περιοχόσ. Οι δεςμού τησ EDO408  

αναπαρύςτανται με μωβ χρϔμα ενϔ 

των αμινοξϋων τησ περιοχόσ με 

μϊυρο χρϔμα. Οι δεςμού υδρογϐνου 

ςυμβολύζονται με πρϊςινεσ 

διακεκομμενεσ γραμμϋσ ενϔ 

υποδεικνϑονται οι αποςτϊςεισ τουσ 

ςε Å.  

 

 

 

 

 

 

 

Πύνακασ 3.4.9 Δεςμού υδρογϐνου τησ EDO408 ςτην καταλυτικό κοιλϐτητα τησ S213A 

EDO408 ϊτομο Άτομο πρωτεϏνησ Απϐςταςη (Ǻ) Γωνύα (o) 

O1 Lys   217A  NZ 2.8 - 

 Gln   259A  OE1 2.6 131.9 

O2 Gln   259A  NE2 3.3 128.7 

 Glu   267A  OE2     2.8 110.6 

 Trp   310A  NE1 2.8 159.6 
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Εικϐνα 3.4.12 Αναπαρϊςταςη επιφϊνειασ τησ κοιλϐτητασ του ενεργοϑ κϋντρου ϐπου ϋχουν 

προςδεθεύ τα μϐρια αιθυλενογλυκϐλησ (EDO406, EDO408). Οι προςδϋτεσ και τα αμινοξϋα τησ 

περιοχόσ υποδεικνϑονται με μοντϋλα ςφαύρασ-ρϊβδου ενϔ τα μϐρια ϑδατοσ (w) που 

ςυμμετϋχουν ςτο δύκτυο αλληλεπιδρϊςεων απεικονύζονται ωσ ςφαύρεσ. Η εικϐνα δημιουργόθηκε 

με το πρϐγραμμα Molsoft [Raush et al., 2009]. 
 

 

Αντύςτοιχα ϐςον αφορϊ ςτισ δομικϋσ μελϋτεσ τησ μεταλλαγμϋνησ S213A ωσ 

ςϑμπλοκο με το ανϊλογο υποςτρϔματοσ, τα αποτελϋςματα αποκϊλυψαν την 

πρϐςδεςη του MCU μϋςω ςχηματιςμοϑ ενϐσ εκτεταμϋνου δικτϑου 

αλληλεπιδρϊςεων (7 απευθεύασ και 4 ϋμμεςουσ δεςμοϑσ υδρογϐνου καθϔσ και 

59 Van der Waals αλληλεπιδρϊςεισ) με τα αμινοξϋα του ενεργοϑ κϋντρου 

(Πύνακασ 3.4.10-3.4.11, ΢χόμα 3.4.5 και ΢χόμα 3.4.6). Σα αμινοξϋα που 

ςυμμετϋχουν ςτο δύκτυο δεςμϔν υδρογϐνου εύναι τα ύδια που καταγρϊφηκαν 

ςτην S213A δομό ςε αλληλεπύδραςη με το μϐριο αιθυλενογλυκϐλησ (΢χόμα 

3.4.4) απϐ κοινοϑ με την His346 (NE2). Πιο αναλυτικϊ, δϑο ϊτομα οξυγϐνου του 

δακτυλύου γλυκοπυρανϐζησ, Ο2 και Ο3 (΢χόμα 3.4.3β), ευθυγραμμύζονται με τη 

θϋςη που καταλαμβϊνουν οι υδροξυλομϊδεσ τησ αιθυλενογλυκϐλησ 

μετατοπιςμϋνα κατϊ ~ 0.7 Å και ~ 0.2 Å, αντύςτοιχα (Εικϐνα 3.4.14). 
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Πύνακασ 3.4.10 Απευθεύασ και ϋμμεςοι μϋςω μορύων ϑδατοσ δεςμού υδρογϐνου του 

MCU ςτην καταλυτικό κοιλϐτητα τησ S213A. 

΄Ατομο Πρωτεώνικϐ ϊτομο Απϐςταςη (Ǻ) Γωνύα (o) 

O1 Glu267 OE2 2.5 119.9 

O2 Gln259 NE2 2.6 127.1 

 Glu267 OE1 2.4 119.2 

 Trp310 NE1 2.9 169.8 

O3 Lys217 NZ 2.8 0.0 

 Gln259 OE1 2.5 127.6 

O5 Wat693 O 3.3 - 

 Wat695 O 3.3 - 

O6 Wat695 O 3.3 - 

O6a His346 NE2 3.0 146.0 

 Wat693 O 2.9 - 

 …Arg214 NH1 3.2 - 

΢υνολικϊ 7 απευθεύασ δεςμού υδρογϐνου 
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Πύνακασ 3.4.11Van der Waals αλληλεπιδρϊςεισ του MCU ςτην καταλυτικό κοιλϐτητα 

τησ S213A. 

Άτομο 

υποςτρϔματοσ Πρωτεώνικϐ ϊτομο 

Αριθμϐσ 

αλληλεπιδρϊςεων 

C1 Glu267 OE1, OE2 2 

C2 Gln259 OE1, NE2; Glu267 OE1, OE2, CD; 

Trp310 NE1 6 

C3 Lys217 NZ; Gln259 OE1 2 

C4 Lys217 NZ 1 

C4a Ala213 CA, CB; Lys217 NZ; Glu236 O; 

Leu311 CD2; Wat670; Wat712 7 

C5 Wat693; Wat695; Wat712 3 

C6 Ala213 CB; His346 NE2; Wat693; Wat695 4 

C6a Ala213 CB; Arg214 NH1; His346 NE2, 

CD2; Wat694; Wat693 6 

O1 Glu267 CD, OE1; Wat695 3 

O2 Gln259 OE1, CD; Glu267 CD, OE2; Trp310 

CD1, CE2 6 

O3 Lys217 CE; Gln259 CD, NE2; Wat670 4 

O4 

Ala213 CA, CB, C; Arg214 N; Lys217 CE, 

NZ 6 

O6 Ala213 CB; Arg214 CB, CG, CD, NH1, N 6 

O6a Ala213 CB; His346 CD2; Wat694 3 

΢υνολικϊ 59 Van der Waals αλληλεπιδρϊςεισ 
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΢χόμα 3.4.5 Διϊγραμμα LIGPLOT 

αλληλεπιδρϊςεων του MCU με 

αμινοξϋα τησ περιοχόσ του 

ενεργοϑ κϋντρου. Οι δεςμού του 

MCU  αναπαρύςτανται με μωβ 

χρϔμα ενϔ των αμινοξϋων τησ 

περιοχόσ με μαϑρο χρϔμα. Οι 

δεςμού υδρογϐνου ςυμβολύζονται 

με πρϊςινεσ διακεκομμενεσ 

γραμμϋσ ενϔ υποδεικνϑονται οι 

αποςτϊςεισ τουσ ςε Å. Σα αμινοξϋα 

που ςχηματύζουν Van der Waals 

αλληλεπιδρϊςεισ επιςημαύνονται 

με ημικϑκλια με κϐκκινεσ ακτύνεσ. 

Σα μϐρια ϑδατοσ (w) που 

ςυμμετϋχουν ςτο δύκτυο 

αλληλεπιδρϊςεων απεικονύζονται 

ωσ ςφαύρεσ. ΢ε κϐκκινουσ κϑκλουσ 

βρύςκονται τα αμινοξϋα που εύναι 

κοινϊ και ςτισ αλληλεπιδρϊςεισ 

τησ EDO408 ςτην καταλυτικό 

περιοχό τησ S213A. 

 

 

 

 

Πιο ςυγκεκριμϋνα, το ανϊλογο υποςτρϔματοσ αξιοποιεύ ωσ «ϊγκυρεσ» τα 

ϊτομα οξυγϐνου των περιφερειακϔν υδροξυλομϊδων του δακτυλύου τησ 

γλυκοπυρανϐζησ για να προϊγει την πρϐςδεςό του ςτην καταλυτικό κοιλϐτητα. 

Σα ϊτομα των πλευρικϔν αλυςύδων τϐςο τησ Gln259 ϐςο και του Glu267 

ςχηματύζουν δεςμοϑσ υδρογϐνου με τα Ο1, Ο2 και Ο3 του ςακχϊρου. Η 

διαμϐρφωςη τησ Glu267 πλευρικόσ αλυςύδασ τροποποιεύται (περιςτροφό των 

δύεδρων γωνιϔν (χ1, χ3) κατϊ (~74°, ~127°), αντύςτοιχα) ςε ςϑγκριςη με τισ μη 

ςυμπλοκοποιημϋνεσ δομϋσ ϔςτε να ευνοηθεύ η ιςχυρό πρϐςδεςη του αναλϐγου 

υποςτρϔματοσ (Εικϐνα 3.4.14). Ακϐμη, το ΝΕ1 ϊτομο τησ Trp310 NE1 εύναι ςε 

ςτενό επαφό με το Ο2 ενϔ το ΝΖ ϊτομο τησ Lys217 αλληλεπιδρϊ με το Ο3. Μια 

πρϐςθετη πολικό αλληλεπύδραςη αναπτϑςςεται ανϊμεςα ςτο ϊτομο ΝΖ τησ 
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Lys217 και του Ο4 ςε μια απϐςταςη 3.4 Å. Σο ςϑςτημα των δεςμϔν υδρογϐνου 

ςυμπληρϔνεται απϐ το Ο5 το οπούο ςυμμετϋχει ςε αλληλεπιδρϊςεισ μϋςω 

μορύων ϑδατοσ με το ΝΗ1 ϊτομο τησ Arg214 (Wat693 O και Wat695 O). 

Παρϊλληλα, το Ο6a ϊτομο του δακτυλύου τησ γλυκοπυρανϐζησ το οπούο αφορϊ 

ςτον εςτερικϐ δεςμϐ προσ υδρϐλυςη, ςχηματύζει δεςμϐ υδρογϐνου με το ϊτομο 

ΝΕ2 του ιμιδαζολικοϑ δακτυλύου τησ H346. Η ςυγκεκριμϋνη αλληλεπύδραςη 

ςυμβαδύζει με την πρϐταςη ϐτι η θϋςη τησ καταλυτικόσ τριϊδασ εύναι ςαφϔσ 

εντοπιςμϋνη και η κοιλϐτητα δομημϋνη κατϊ τρϐπο ϔςτε να επιβϊλει ϋναν 

προςανατολιςμϐ ςτο υπϐςτρωμα που να προϊγει την ϊμεςη πυρηνϐφιλη 

προςβολό ανεξϊρτητα απϐ την απουςύα ενϐσ πυρηνϐφιλου ςτη S213A δομό του 

ςυμπλϐκου. Προσ το ςκοπϐ αυτϐ, η ςϑγκριςη τησ StGE2 κρυςταλλικόσ δομόσ με 

αυτόν του ςυμπλϐκου κατϋδειξε ϐτι το OG ϊτομο τησ Ser213 πρϊγματι εύναι 

προςανατολιςμϋνο προσ τον εςτερικϐ δεςμϐ ςε μια απϐςταςη ~ 2.2 Å. 

 

 

΢χόμα 3.4.6 ΢τερεοςκοπικό απεικϐνιςη του δικτϑου αλληλεπιδρϊςεων δεςμϔν υδρογϐνου 

ςτην καταλυτικό κοιλϐτητα τησ S213A των αμινοξϋων και μορύων ϑδατοσ τησ κοιλϐτητασ  με τα 

ϊτομα του αναλϐγου υποςτρϔματοσ MCU καθϔσ και οι δεςμού υδρογϐνου που ςχηματύζονται 

απϐ την καταλυτικό τριϊδα. Οι πλευρικϋσ αλυςύδεσ και τα ϊτομα τησ κϑριασ αλυςύδασ που 

ςυμμετϋχουν ςτην πρϐςδεςη υποδεικνϑονται με αναπαρϊςταςη ςφαύρασ-ρϊβδου. Σα μϐρια 

ϑδατοσ (w) απεικονύζονται ωσ ςφαύρεσ και οι δεςμού υδρογϐνου με διακεκομμϋνεσ γραμμϋσ. Η 

απεικϐνιςη προετοιμϊςτηκε με το πρϐγραμμα Molscript [Kraulis, 1993] και αποδϐθηκε με το 

πρϐγραμμα Raster3D [Merritt & Bacon, 1997]. 
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Οι Van der Waals αλληλεπιδρϊςεισ του αναλϐγου υποςτρϔματοσ αφοροϑν 

κυρύωσ την παλϋτα των αμινοξϋων που ςυμμετϋχουν ςτουσ προαναφερθϋντεσ 

δεςμοϑσ υδρογϐνου. Ανϊμεςα ς’αυτϋσ, εύναι αξιοςημεύωτη αυτό του ατϐμου 

αζϔτου τησ κϑριασ αλυςύδασ τησ Arg214 με το Ο4 τησ μϋθοξυ- ομϊδασ και με το 

Ο6 του εςτερικοϑ δεςμοϑ (ςε μια απϐςταςη ~ 3.4 Å), το οπούο ςχηματύζει 

επιπρϐςθετα δεςμϐ υδρογϐνου με το OG ϊτομο τησ Ser213. Σο γεγονϐσ αυτϐ 

παρϋχει ενδεύξεισ ϐτι η Arg214 δϑναται να καταλαμβϊνει εντοπιςμϋνη θϋςη 

ϔςτε να αποτελϋςει ςυςτατικϐ τησ επονομαζϐμενησ «οπόσ οξυανιϐντοσ» 

(Εικϐνα 3.4.13, ΢χόμα 3.4.5 και ΢χόμα 3.4.6).  

 

Εικϐνα 3.4.13 Αναπαρϊςταςη επιφϊνειασ τησ κοιλϐτητασ του ενεργοϑ κϋντρου ϐπου ϋχει 

προςδεθεύ το ανϊλογο υποςτρϔματοσ. Οι προςδϋτεσ και τα αμινοξϋα τησ περιοχόσ 

υποδεικνϑονται με μοντϋλα ςφαύρασ-ρϊβδου. Σα μϐρια ϑδατοσ (w) που ςυμμετϋχουν ςτο δύκτυο 

αλληλεπιδρϊςεων απεικονύζονται ωσ ςφαύρεσ. Η εικϐνα δημιουργόθηκε με το πρϐγραμμα 

Molsoft [Raush et al., 2009]. 

 

 

Τπϋρθεςη των δομϔν του S213A και του ςυμπλϐκου S213A ανϋδειξε πωσ το 

ανϊλογο υποςτρϔματοσ προςδϋνεται ςτην ύδια θϋςη που καταλαμβϊνει ϋνα εκ 

των δϑο μορύων αιθυλενογλυκϐλησ που απαντϔνται ςτο καταλυτικϐ κϋντρο τησ 

μη ςυμπλοκοποιημϋνησ δομόσ. Ειδικϐτερα, η EDO408 μιμεύται τρϐπον τινϊ τη 
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θϋςη των ατϐμων C2, O2, C3 και O3 του δακτυλύου γλυκοπυρανϐζησ, ενϔ η 

EDO406 εντοπύζεται ςτην ευρϑτερη περιοχό τησ κοιλϐτητασ. Δεδομϋνου του ϐτι 

το ςϑμπλοκο ςχηματύςτηκε με τη χρόςη προςχηματιςμϋνων κρυςτϊλλων τησ 

μεταλλαγμϋνησ S213A, διαφαύνεται ϐτι το ανϊλογο υποςτρϔματοσ εκτϐπιςε τα 

μϐρια αιθυλενογλυκϐλησ κατϊ την πρϐςδεςό του γεγονϐσ που μπορεύ να 

αποςαφηνύςει την ποιϐτητα τησ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ που αποδύδεται ςτο 

MCU (΢χόματα 3.4.3-3.4.5) 

 

  

 

Εικϐνα 3.4.14 Τπϋρθεςη των αμινοξϋων που ςυνθϋτουν την καταλυτικό κοιλϐτητα τησ S213A 

(πρϊςινο) και τησ S213A ωσ ςϑμπλοκο με τον 4-O-μεθυλο-D-γλυκουρονικοϑ μεθυλεςτϋρα 

(μωβ). Επύςησ υποδεικνϑονται τα αμινοξϋα τησ καταλυτικόσ τριϊδασ, οι πλευρικϋσ αλυςύδεσ και 

ϊτομα τησ κϑριασ αλυςύδασ που εμπλϋκονται ςτην πρϐςδεςη, ϐπωσ και τα μϐρια 

αιθυλενογλυκϐλησ 406 και 408 προςδεδεμϋνα ςτη S213A κρυςταλλικό δομό (ο χρωματιςμϐσ 

ακολουθεύ το χρωματιςμϐ τησ κϊθε δομόσ). Η εικϐνα δημιουργόθηκε με το πρϐγραμμα Molsoft 

[Raush et al., 2009]. 
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3.4.8 ΢υμπερϊςματα και μελλοντικϋσ βλϋψεισ 

Οι κρυςταλλικϋσ δομϋσ μύασ νϋασ αναςυνδυαςμϋνησ θερμϐφιλησ GE ςε 

ςυνδυαςμϐ με τη ςυμπλοκοποιημϋνη και μη δομό τησ μεταλλαγμϋνησ S213A 

ταυτοποιόθηκαν ςε ευκρύνεια 1.55 Å, 2.35 Å και 1.9 Å, αντύςτοιχα. Η StGE2 

ανόκει ςτην οικογϋνεια των α/β υδρολαςϔν και η δομό τησ ακολουθεύ μια 

αρχιτεκτονικό αναδύπλωςησ 3-επιπϋδων αβα sandwich με τοπολογύα 

διπλϔματοσ Rossmann. Σρεισ διςουλφιδικού δεςμού, ϋνασ εκ των οπούων 

απαντϊται ςτην εύςοδο τησ καταλυτικόσ κοιλϐτητασ, ςυνειςφϋρουν ςτη 

ςυμπαγό διαμϐρφωςη (rigidity) τησ δομόσ και ςτην αρχιτεκτονικό του ενεργοϑ 

κϋντρου.  

Η χαρτογρϊφηςη του καταλυτικοϑ κϋντρου μετϊ την πρϐςδεςη του 

ςυνθετικοϑ αναλϐγου υποςτρϔματοσ 4-O-μεθυλο-D-γλυκουρονικοϑ 

μεθυλεςτϋρα υπϋδειξε ϐτι τα αμινοξϋα τησ καταλυτικόσ τριϊδασ, ςυγκεκριμϋνα η 

Ser213, το Glu236 και η His346 ςυμμετϋχουν ςε μύα ςαφϔσ οριςμϋνη διϊταξη  

που προϊγει την ϊμεςη πυρηνϐφιλη προςβολό. Σο ςυγκεκριμϋνο αποτϋλεςμα 

ςυντονύζεται εν μϋρει απϐ τουσ β-κλϔνουσ S6, S7 και S9 τησ β-πτυχωτόσ 

επιφϊνειασ που «καθοδηγοϑν» την H346 και τα ϊλλα αμινοξϋα τησ καταλυτικόσ 

τριϊδασ ςε ϋνα προςανατολιςμϐ που καθιςτϊ εφικτό την αναγνϔριςη και 

δϋςμευςη του υποςτρϔματοσ.  Η δομό του ςυμπλϐκου αποκϊλυψε, επιπλϋον, 

την εγγενό προςαρμοςτικϐτητα των αμινοξϋων που ςυνθϋτουν το ςχόμα και το 

περιβϊλλον τησ κοιλϐτητασ ϐπωσ το Glu267 που μεταβϊλλει τη διαμϐρφωςη τησ 

πλευρικόσ του αλυςύδασ προκειμϋνου να προϊγει τη δϋςμευςη του αναλϐγου 

υποςτρϔματοσ. Η παραπϊνω διϊταξη ςυμπληρϔνεται απϐ το ϊζωτο τησ κϑριασ 

αλυςύδασ τησ  Arg214 τησ επονομαζϐμενησ «οπόσ οξυανιϐντοσ» το οπούο 

εντοπύζεται ϋναντι του εςτερικοϑ και τησ μϋθοξυ-ομϊδασ ϔςτε να δϑναται να 

προταθεύ η ςυνειςφορϊ του ςτη ςταθεροπούηςη του τετραεδρικοϑ ενδιϊμεςου 

κατϊ την κατϊλυςη. Η μϋθοξυ-ομϊδα που περιλαμβϊνει τα ϊτομα Ο4 και C4a 

πιθανϊ διαδραματύζει πρϐςθετο ρϐλο με αυτϐν των αμινοξϋων τησ καταλυτικόσ 

τριϊδασ ςτην αναγνϔριςη του υποςτρϔματοσ, ενιςχϑοντασ τη δϋςμευςη μϋςω 

ενϐσ αυξημϋνου αριθμοϑ Van der Waals αλληλεπιδρϊςεων με τα αμινοξϋα που 

οριοθετοϑν το ενεργϐ κϋντρο (Πύνακασ 3.4.11). Επϐμενο ςτϐχο αποτελεύ η 

ενδελεχόσ μελϋτη τησ StGE2 μϋςω ςημειακϔν μεταλλϊξεων των αμινοξϋων που 
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πλαιςιϔνουν το καταλυτικϐ τησ κϋντρο ϔςτε να χαρακτηριςτεύ πλόρωσ ο 

λειτουργικϐσ τησ ρϐλοσ. Προσ τη ςυγκεκριμϋνη κατεϑθυνςη, ϋχει γύνει η επιλογό 

και ο ςχεδιαςμϐσ εκκινητϔν για τισ κατευθυνϐμενεσ ςημειακϋσ μεταλλϊξεισ των  

L311A, L311N, L311Q, L311R και K217R StGE2 ϔςτε να αξιολογηθοϑν οι 

πιθανϋσ αλλαγϋσ που δϑνανται να επιφϋρουν ςτη διαμϐρφωςη και ςτο δύκτυο 

αλληλεπιδρϊςεων τησ καταλυτικόσ κοιλϐτητασ του ενζϑμου. 

Η StGE2 και η  Cip2_GE αποτελοϑν τα μϐνα χαρακτηριςμϋνα μϋλη τησ CE15 

οικογϋνειασ εςτεραςϔν μϋχρι ςόμερα των οπούων η τριςδιϊςτατη δομό ϋχει 

προςδιοριςτεύ. Άμεςη ςϑγκριςη των δϑο ενζϑμων αποςαφηνύζει τα βιοχημικϊ 

και δομικϊ χαρακτηριςτικϊ που ανϊγουν την StGE2 ςε καταλληλϐτερο 

πρωτεώνικϐ ςτϐχο απϐ τη μεςϐφιλη Cip2_GE για την περαιτϋρω διερεϑνηςη των 

GEs προσ εκμετϊλευςη των βιοτεχνολογικϔν εφαρμογϔν τουσ. ΢ε αυτϋσ 

ςυγκαταλϋγονται η θερμοςταθερϐτητα, η προςβαςιμϐτητα των αμινοξϋων τησ 

καταλυτικόσ του τριϊδασ, η αρχιτεκτονικό του ενεργοϑ κϋντρου ωσ προσ την 

αναγνϔριςη υποςτρϔματοσ καθϔσ και η μονομερόσ τησ μορφό τϐςο ςτον 

κρϑςταλλο ϐςο και ςτο διϊλυμα. Οι κρυςταλλικϋσ δομϋσ τησ StGE2 και του 

ςυπλϐκου τησ S213A StGE2 αποκϊλυψαν για πρϔτη φορϊ το δακτυλικϐ 

αποτϑπωμα τησ πρϐςδεςησ υποςτρϔματοσ ςε μια GE.  Ωσ εκ τοϑτου, οι νϋεσ 

προοπτικϋσ που διανούγονται απϐ τη μοριακό, δομικό και καταλυτικό μελϋτη τησ 

StGE2, ςκιαγραφοϑν ϋναν ελκυςτικϐ ενζυμικϐ ςτϐχο που μπορεύ να αποτελϋςει 

μοντϋλο για τον κατευθυνϐμενο απϐ τη δομό ςχεδιαςμϐ δραςτικϔν 

βιοκαταλυτϔν, προςφϋροντασ, παρϊλληλα, δυνατϐτητεσ βιομηχανικόσ 

αξιοπούηςησ ςε ςυνεργαςύα με ϋνζυμα του ημικυτταρινολυτικοϑ ςυμπλϋγματοσ.  
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