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ΠΕΡΙΛΗΨΗ
Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η ενίσχυση της δράσης μονοφαινολάσης

μίας πολυφαινολοξειδάσης του θερμόφιλου μύκητα Myceliophthora thermophila με

μεθόδους πρωτεϊνικής μηχανικής.

Για τις ανάγκες της πειραματικής διαδικασίας χρησιμοποιήθηκε ο

ανασυνδυασμένος πλασμιδιακός φορέας pPICZαA που περιείχε την κωδικοποιούσα

περιοχή του γονίδιου έκφρασης της πολυφαινολοξειδάσης MtOx60685. To

πλασμιδιακό DNA υπέστη ξεχωριστά τις σημειακές μεταλλάξεις G292N (MutOx1),

L306A (MutOx2) και Y296V (MutOx3) με την τεχνική της PCR, μέσω

κατευθυνόμενης μεταλλαξιγένεσης. Ακολούθησε μετασχηματισμός του στελέχους Χ-

33 της ζύμης Pichia pastoris με τις προκύπτουσες μεταλλαγμένες αλληλουχίες και η

ετερόλογη έκφραση της πρωτεΐνης που αυτές κωδικοποιούν.

Το ένζυμο MtOx, καθώς και οι μεταλλαγμένες πρωτεΐνες, μετά την παραλαβή

και τον καθαρισμό τους, εξετάστηκαν ως προς την εξειδικευμένη καταλυτική τους

δράση σε ένα πλήθος φαινολικών υποστρωμάτων. Οι ενεργότητες των εξεταζόμενων

ενζύμων σε κάθε υπόστρωμα, προσδιορίστηκαν φασματομετρικά και διέφεραν

μεταξύ τους, χωρίς να παρατηρείται κάποιο συγκεκριμένο μοτίβο. Το ένζυμο που

έφερε τη μετάλλαξη G292N παρουσίασε τη μεγαλύτερη αύξηση του λόγου δράσης

μονοφαινολάσης/διφαινολάσης σε 1,89, τη στιγμή που το αρχικό μη μεταλλαγμένο

ένζυμο εξέφρασε μηδενική καταλυτική δράση στο υπόστρωμα L-τυροσίνη. Τα

ένζυμα που έφεραν τις μεταλλάξεις L306A και Y296V αντίστοιχα φανέρωσαν

βελτιωμένη ενεργότητα στα πολυφαινολικά υποστρώματα.

Στα πλαίσια του περαιτέρω χαρακτηρισμού των μεταλλαγμένων ενζύμων

προσδιορίστηκαν οι τιμές pH και θερμοκρασίας που εξασφαλίζουν τη μέγιστη

ενεργότητα αυτών, καθώς και η θερμοσταθερότητά τους. Πιο θερμοσταθερό

αποδείχθηκε το ένζυμο που φέρει τη μετάλλαξη G292N. Όλα τα μεταλλαγμένα

ένζυμα παρουσίασαν τη μέγιστη ενεργότητα σε θερμοκρασία T=60oC και βέλτιστο

pH δράσης μεταξύ των τιμών 6-8.

Ακολούθησαν κινητικές μελέτες για τον προσδιορισμό των κινητικών

σταθερών Michaelis-Menten των εξεταζόμενων ενζύμων στα υποστρώματα 4-



χλωροκατεχόλη και κατεχόλη. Τη μεγαλύτερη καταλυτική απόδοση στο υπόστρωμα

της χλωροκατεχόλης εμφάνισε το MtOx (kcat/Km=3006,2±197,7 mM-1s-1), ενώ στην

κατεχόλη το μεταλλαγμένο ένζυμο MtOx2 (kcat /Km=61,7±9,3mM-1s-1).

Παράλληλα, στα πλαίσια ενίσχυσης της δράσης μονοφαινολάσης,

πραγματοποιήθηκε μία επιπλέον μετάλλαξη του αρχικού γονιδίου με σκοπό την

αποκοπή της πεπτιδικής αλληλουχίας που παρεμβάλλεται μεταξύ των αμινοξέων Ι187

και S199. Τα δύο νουκλεοτιδικά τμήματα εκατέρωθεν της αλληλουχίας προς

αποκοπή πολλαπλασιάστηκαν και απομονώθηκαν με PCR και ακολούθησε συνένωση

αυτών. Το τεμαχισμένο μεταλλαγμένο γονίδιο χρησιμοποιήθηκε για τον

ανασυνδυασμό του πλασμιδιακού φορέα pCR® Blunt. Αναμένεται ο

μετασχηματισμός της ζύμης P. pastoris, η ετερόλογη έκφραση της μεταλλαγμένης

πρωτεΐνης και ο χαρακτηρισμός της.



ABSTRACT
The purpose of this specific diploma thesis was the protein engineering of a

polyphenol oxidase from the thermophilic fungus Myceliophthora thermophila

towards enhancement of its monophenolase activity.

The recombined plasmid pPICZαA which included the coding sequence of

polyphenol oxidase gene MtOx6068 was used as a template. The different mutations

G292N (MutOx1), L306A (MutOx2) and Y296V (MutOx3) were introduced into the

plasmid DNA through site-directed mutagenesis, using PCR. The mutated genes were

inserted in the methylotrophic yeast Pichia pastoris through transformation and

accordingly, the mutated proteins where heterologously expressed.

The substrate specificity of the enzyme MtOx, as well as that of the mutated

proteins, was examined on a wide range of phenolic substrates. The activities of the

examined enzymes in each substrate were determined spectroscopically and found to

differ between them, without presenting any special pattern. The ratio of

monophenolase/diphenolase activity of enzyme MutOx1 was substantially increased

to the value of 1,89, whereas the wild type showed no tyrosinase activity on L-

tyrosine. The enzymes which carried the mutations L306A and Y296V respectively

presented an enhanced activity towards polyphenolic substrates.

The mutated enzymes were also characterized in terms of pH- and T-

optimum, as well as in terms of thermostability. The enzyme MutOx1 proved to be

the most thermostable between the four examined proteins. The T-optimum of all the

mutated enzymes was 60oC and the pH-optimum was between the values 6-8.

Furthermore the Michaelis-Menten constants of the oxidation of 4-

chlorocathechol and catechol catalyzed by the four enzymes were calculated. The

highest catalytic efficiency in the substrate 4-chlorocatechol was exhibited by MtOx

(kcat/Km=3006,2±197,7 mM-1s-1), whereas in catechol by MutOx2 (kcat /Km-

=61,7±9,3mM-1s-1).

Following the purpose of enhancing the monophenolase activity of the enzyme

MtOx, one more mutation was introduced in the wild type gene, in order to cut out a

sequence of 11 amino acids between Ι187 and S199. The rest gene sequences located



on the right and left side of the corresponding 33 nucleotide- part were amplified and

isolated with PCR. They were afterwards combined in one final mutated gene which

was used for the recombination of the plasmid pCR® Blunt. The transformation of the

yeast P. pastoris, the heterologous expression of the mutated protein (MutOx4) and its

characterization are yet to be carried out.
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1. ΚΑΤΕΥΘΥΝΟΜΕΝΗ ΕΞΕΛΙΞΗ

1.1. Ορισμός και γενικές αρχές
Η κατευθυνόμενη εξέλιξη μιμείται τη φυσιολογική εξέλιξη, που

πραγματοποιείται σύμφωνα με τη θεωρεία του Δαρβίνου. Αυτή ωστόσο λαμβάνει

χώρα σε ένα περιβάλλον καθορισμένων συνθηκών, σχεδιασμένων έτσι ώστε να

οδηγήσει τελικώς σε εκ των προτέρων καθορισμένους φαινότυπους.

Προκειμένου να εξελιχθούν ιδιαίτερα περίπλοκοι φαινότυποι σε λογικά

χρονικά πλαίσια η κατευθυνόμενη εξέλιξη συνδυάζει δύο επαναλαμβανόμενες

διαδικασίες: τη δημιουργία ποικιλομορφίας όσον αφορά το φαινότυπο ενός

στελέχους και, στη συνέχεια, την τεχνητή ενίσχυση των επιθυμητών

χαρακτηριστικών που μπορεί να προέκυψαν ως αποτέλεσμα της ποικιλομορφίας

(Bassalo, Liu, & Gill, 2016a). Σε μία τυπική διαδικασία κατευθυνόμενης εξέλιξης

το γονίδιο που κωδικοποιεί ένα επιθυμητό μακρομόριο (όπως ένα τμήμα RNA ή

μία πρωτεΐνη) υφίσταται τυχαίες μεταλλάξεις και στη συνέχεια εκφράζεται σε

έναν κατάλληλο φορέα. Με ειδικές τεχνικές εξετάζονται τα γονίδια για να βρεθεί

αν κάποιο από αυτά φέρει την επιθυμητή ιδιότητα,

η οποία στη συνέχεια ενισχύεται μέσω

πολλαπλασιασμού αυτού του γονιδίου ή του φορέα

που το περιέχει. Με χρήση επαναλαμβανόμενων

κύκλων μεταλλάξεων και επιλογής των ξεχωριστών

χαρακτηριστικών προκύπτει τελικά ένας

εξελιγμένος φορέας που διαθέτει όλες τις

επιθυμητές ιδιότητες (Cobb, Sun, & Zhao, 2013).

Εναλλακτικά βέβαια είναι δυνατό να

επιτευχθεί κατευθυνόμενη εξέλιξη και με την

πραγματοποίηση μίας μόνο συγκεκριμένης

μετάλλαξης, εφόσον είναι γνωστό ότι αυτή θα

επιφέρει το σωστό αποτέλεσμα. Αυτό που είναι

φανερό σε κάθε περίπτωση είναι πως οι

μεταλλάξεις αποτελούν το κρισιμότερο σημείο στη διαδικασία της εξέλιξης,

κατευθυνόμενης και μη.

Εικόνα 1. Συνήθης διαδικασία
κατευθυνόμενης εξέλιξης
(Bassalo et al., 2016)
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1.2. Κατευθυνόμενη εξέλιξη στο πρωτεϊνικό επίπεδο
Η χρήση των ενζύμων σε διεργασίες βιομηχανικής κλίμακας ως

βιοκαταλύτες αυξάνεται διαρκώς. Χαρακτηριστικά παραδείγματα αποτελούν οι

εφαρμογές αυτών σε φαρμακοβιομηχανίες, βιομηχανίες βιοκαυσίμων και

παραγωγής χημικών ουσιών. Ένας καταλύτης, χρήσιμος για βιομηχανική

εφαρμογή πρέπει να διακρίνεται από υψηλές αποδόσεις και επιλεκτικότητα,

καθώς και μεγάλη σταθερότητα. (Uria & Zilda, 2016). Αυτές οι ιδιότητες και

άλλες χρήσιμες μπορούν να αποδοθούν σε ένα ένζυμο μέσω της κατευθυνόμενης

εξέλιξης. Η διαδικασία περιλαμβάνει τη μετάλλαξη του αντίστοιχου γονιδίου ή

γονιδίων που κωδικοποιεί το εν λόγω ένζυμο, προκειμένου το πρωτεϊνικό προϊόν

να αποκτήσει τα επιθυμητά χαρακτηριστικά. Σε ορισμένες περιπτώσεις ένας

μικρός αριθμός μεταλλάξεων επαρκεί για να αλλάξει δραστικά τη λειτουργία ενός

ενζύμου, ενώ σε άλλες απαιτούνται πολλά μικρά βήματα για την επίτευξη μικρών

αλλαγών (Jäckel, Kast, & Hilvert, 2008).

Πολλά επιτυχημένα πειράματα έχουν γίνει προς αυτή την κατεύθυνση, με

σκοπό συνήθως τη μεταβολή της επιλεκτικότητας του ενζύμου ως προς ένα

υπόστρωμα, της αύξησης της απόδοσης ή της θερμικής σταθερότητας αυτού.

Παράδειγμα είναι η κατευθυνόμενη εξέλιξη μίας αναγωγάσης της ξυλόζης

(xylose reductase XR) έτσι ώστε να αναγάγει επιλεκτικά ως υπόστρωμα την D-

ξυλόζη, έναντι της, μέχρι πρότινος εξίσου προτιμητέας, L- αραβινόζης από τους

Nair και Zhao (Nair N.U, Zhao H, 2008). Επίσης το 2016 οι Nimpiboon et al.

κατόρθωσαν να αυξήσουν τη θερμοσταθερότητα του ενζύμου της αμυλομαλτάσης

του βακτηρίου Corynebacterium glutamicum (CgAM) μέσω τυχαίας και

κατευθυνόμενης μεταλλαξιγένεσης (Nimpiboon et al., 2016). Προκύπτει δηλαδή

και έμπρακτα πως η κατευθυνόμενη εξέλιξη επιφέρει νέες προοπτικές στον τομέα

της βελτίωσης και ανάπτυξης ενζύμων για βιομηχανικές εφαρμογές.
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2. ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΙΣ- ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΚΑΙ ΧΡΗΣΙΜΟΤΗΤΑ

2.1. Εισαγωγή
Η λειτουργία ενός ζωντανού οργανισμού βασίζεται στο σύνολο των γενετικών

πληροφοριών που αυτός περιέχει, οι οποίες, όταν εκφράζονται, καθορίζουν τα

χαρακτηριστικά αυτού και τις αποκρίσεις του στα εξωτερικά ερεθίσματα. Το σύνολο

της γενετικής πληροφορίας που περιέχει ένας οργανισμός ονομάζεται γενότυπος. Ο

γενότυπος, υπό φυσιολογικές συνθήκες παραμένει σταθερός καθ’ όλη τη διάρκεια

ζωής ενός οργανισμού. Ωστόσο, σε ορισμένες περιπτώσεις, μπορεί να προκύψουν

αλλαγές σε αυτόν. Οι γενοτυπικές αυτές αλλαγές ονομάζονται μεταλλάξεις (Michael

L. Shuler, Fikret Kargi, 2005). Οι μεταλλάξεις, όπως και ο γενότυπος, αφορούν το

DNA ενός οργανισμού.

2.2. Είδη μεταλλάξεων
Οι μεταλλάξεις αποτελούν οποιεσδήποτε αλλαγές του γενότυπου, δηλαδή του

DNA ενός οργανισμού. Ανάλογα με τη μορφή και την έκτασή τους μπορούν να

ταξινομηθούν σε ορισμένες κατηγορίες.

2.2.1. Μετάλλαξη σημείου

Η μετάλλαξη σημείου προκύπτει από την αλλαγή μίας απλής βάσης στην

αλληλουχία ενός γονιδίου. Η έκταση της αλλαγής είναι πολύ μικρή, ωστόσο τα

αποτελέσματα μπορεί να ποικίλουν. Λόγω εκφυλισμού του γενετικού κώδικα μία

σημειακή μετάλλαξη μπορεί να προκαλέσει τη δημιουργία ενός νέου κωδικονίου που

κωδικοποιεί το ίδιο αμινοξύ με το φυσιολογικό κωδικόνιο. Στην περίπτωση αυτή δεν

παρατηρείται αλλαγή στην τελική εκφραζόμενη πρωτεΐνη και η μετάλλαξη

χαρακτηρίζεται ως «σιωπηλή». Άλλοτε πάλι είναι πιθανό να προκύψει ένα νέο

αμινοξύ ή ακόμη και ένα κωδικόνιο λήξης (Michael L. Shuler, Fikret Kargi, 2005).

Έτσι το νέο μακρομόριο που παράγεται διαθέτει πιθανότατα μία διαφορετική

λειτουργία, ή σε ορισμένες περιπτώσεις, παύει να είναι λειτουργικό.

2.2.2. Μετάλλαξη εξάλειψης

Η μετάλλαξη εξάλειψης προκύπτει από την εξάλειψη ενός ή περισσότερων

βάσεων DNA από την αρχική αλληλουχία. Ανάλογα με το είδος, αλλά κυρίως τον

αριθμό των βάσεων που απομακρύνονται μπορεί να έχει ελάχιστες, έως τεράστιες
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συνέπειες στην πρωτεΐνη που εκφράζει το εν λόγω γονίδιο (Flibotte et al., 2010)

(Michael L. Shuler, Fikret Kargi, 2005).

2.2.3. Μετάλλαξη προσθήκης

Αντίστοιχα με τη μετάλλαξη εξάλειψης, η μετάλλαξη προσθήκης προκύπτει

από την προσθήκη ενός ή περισσότερων βάσεων στην αρχική αλληλουχία DNA. Η

έκτασή της και τα αποτελέσματά της ποικίλουν.

2.2.4. Κυκλική μετάθεση (Circular permutation)

Η κυκλική μετάθεση αποτελεί ένα είδος μετάλλαξης που αφορά ολόκληρο το

μόριο μίας πρωτεΐνης. Ένα πρωτεϊνικό μόριο που έχει υποστεί κυκλική μετάθεση

διαθέτει την ίδια αλληλουχία αμινοξέων με το αρχικό μόριο μετατοπισμένη έτσι ώστε

τα αρχικά N- και C-άκρα της πολυπεπτιδικής αλυσίδας να είναι συνδεδεμένα μεταξύ

τους σε κάποιο ενδιάμεσο σημείο της αλυσίδας με πεπτιδικό δεσμό. Τα νέα άκρα του

μεταλλαγμένου πεπτιδίου προκύπτουν τυχαία από τον τεμαχισμό οποιουδήποτε

άλλου σημείου της αρχικής αλυσίδας. Η μετάλλαξη αυτή επιτρέπει τη δημιουργία

μίας μεγάλης βιβλιοθήκης παραλλαγών της αρχικής πρωτεΐνης. Τα μόρια που

συνθέτουν αυτή τη βιβλιοθήκη διαφέρουν μεταξύ τους ως προς το σημείο στο οποίο

τεμαχίστηκε η αρχική αλυσίδα για την εμφάνιση των νέων άκρων (Pierre, Shah, Xiao,

& Kim, 2015).

2.3. Εμφάνιση μεταλλάξεων-Μηχανισμοί
Η πρόκληση των τύπων μεταλλάξεων που αναφέρθηκαν σε ένα τμήμα DNA

επάγεται, είτε τυχαία είτε σκοπίμως, με έναν από τους παρακάτω τρόπους:

2.3.1. Τυχαία μεταλλαξιγένεση με error-prone PCR

Η τυχαία μεταλλαξιγένεση χρησιμοποιείται με σκοπό τη δημιουργία

βελτιωμένων πρωτεϊνών, ενώ δεν απαιτεί την κατανόηση της στερεοδομής της

αρχικής πρωτεΐνης. Πρόκειται για τη διαδικασία πρόκλησης τυχαίων μεταλλάξεων σε

ένα μόριο DNA και μπορεί να πραγματοποιηθεί με χρήση αλυσιδωτής αντίδρασης

πολυμεράσης  επιδεκτικής σε σφάλματα κατά την αντιγραφή του DNA( error- prone

PCR). Η μέθοδος αυτή περιλαμβάνει τη χρήση ιόντων μαγγανίου Mn2+ και υψηλής

συγκέντρωσης dNTPs στο μίγμα της PCR, καθώς και χρήση μίας πολυμεράσης με

υψηλό ποσοστό σφάλματος (π.χ. Taq polymerase) (Nimpiboon et al., 2016). Κατά το

στάδιο της επιμήκυνσης του DNA κάθε κύκλου PCR η δράση της πολυμεράσης
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επιφέρει σφάλματα στην αντιγραφή του DNA με αποτέλεσμα τον τελικό σχηματισμό

τυχαία μεταλλαγμένων μορίων.

2.3.2. Τυχαία μεταλλαξιγένεση με χρήση χημικών
μεταλλαξογόνων παραγόντων

Παράγοντες και ουσίες που απαντώνται στο περιβάλλον και μπορούν να

προκαλέσουν μεταλλάξεις ονομάζονται μεταλλαξογόνες. Η δράση των ουσιών αυτών

έγκειται στην πρόκληση χημικών αντιδράσεων με τις βάσεις του DNA και πιο

συγκεκριμένα αλκυλιώσεων ( π.χ. φορμαλδεΰδη, αιθανόλη που οξειδώνεται

ενζυματικά σε ακεταλδεΰδη), οξειδώσεων (π.χ. ιονίζουσα ακτινοβολία, UV

ακτινοβολία), αμινοποιήσεων (π.χ. αρυλαμίνες), συντονισμού (βαρέα μέταλλα) ,

φωτοπροσθήκης (UV ακτινοβολία) και υδρόλυσης (χημικά ή ενζυμικά επαγόμενης).

Έτσι μεταβάλλεται η δομή των βάσεων του DNA και κατά συνέπεια η διαμόρφωση

της διπλής έλικας αυτού στο χώρο και η δυνατότητα σύνδεσης των βάσεων μεταξύ

τους. Στο στάδιο της αντιγραφής του DNA οι παραπάνω αλλαγές μπορούν να

οδηγήσουν σε σφάλματα την πολύ συγκεκριμένη δραστηριότητα των DNA

πολυμερασών, με αποτέλεσμα την πρόκληση μεταλλάξεων (Liu et al., 2016). Οι

μεταλλαξογόνοι παράγοντες αποτελούν είτε φυσικό μηχανισμό πρόκλησης

γενοτυπικών αλλαγών, είτε αξιοποιούνται ως εργαλεία μεταλλαξιγένεσης στα πλαίσια

εργαστηριακής έρευνας.

2.3.3. Αναδιάταξη του DNA (DNA shuffling)

Αυτή η μέθοδος αξιοποιείται για τη δημιουργία μεταλλαγμένων γονιδίων

μέσω του ανασυνδυασμού του DNA ομόλογων γονιδίων. Αρχικά τα γονίδια που

πρόκειται να χρησιμοποιηθούν τεμαχίζονται σε τμήματα διαφορετικού μήκους και,

στη συνέχεια, επιλέγονται και απομονώνονται εκείνα τα τμήματα που έχουν το

επιθυμητό μήκος. Τα κομμάτια αυτά του DNA αναμειγνύονται και συνδυάζονται

μεταξύ τους σε ένα νέο «χιμαιρικό» μόριο DNA αφού υποστούν έναν αριθμό κύκλων

αποδιάταξης, υβριδισμού και επιμήκυνσης. Ο συνδυασμός των κομματιών που

προκύπτει δεν είναι απολύτως τυχαίος, καθώς συνδυασμός τεμαχίων μπορεί να

συμβεί μόνο σε περιοχές με υψηλή ομολογία κατά το στάδιο του υβριδισμού των

αποδιαταγμένων αλυσίδων των ξεχωριστών τεμαχίων DNA. Η αναδιάταξη του DNA

μπορεί να πραγματοποιηθεί με ποικίλες εργαστηριακές μεθόδους, καθεμιά από τις

οποίες επιτυγχάνει και διαφορετικό αριθμό μεταλλάξεων ή συνδυασμού των αρχικών
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γονιδίων στο τελικό «χιμαιρικό» μόριο (F. H. Arnold, G. Georgiou, 2003). Η

αναδιάταξη του DNA επιταχύνει σημαντικά τη διαδικασία της μεταλλαξιγένεσης και

της κατευθυνόμενης εξέλιξης (Bassalo, Liu, & Gill, 2016b).

2.3.4. Κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση (site-directed
mutagenesis)

Ορισμένες φορές, ένας ερευνητής επιδιώκει τη δημιουργία μίας πολύ

συγκεκριμένης μετάλλαξης ενός γονιδίου, σε καθορισμένο σημείο. Στα πλαίσια του

σταδίου αντιγραφής του DNA είναι δυνατή η δημιουργία μεταλλάξεων καθορισμένης

αλληλουχίας σε συγκεκριμένο τμήμα της έλικας. Η μέθοδος που χρησιμοποιείται

ονομάζεται κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση και βασίζεται στη δυνατότητα των

πολυμερασών να επιμηκύνουν υπάρχοντα μικρά τμήματα νουκλεϊκών οξέων

(εκκινητές ή primers).

Η κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση μπορεί να επιδιώκει τη δημιουργία μίας

σημειακής μετάλλαξης σε ένα γονίδιο. Απαραίτητο εργαλείο γι’ αυτή την εφαρμογή

είναι εκκινητές DNA, οι οποίοι περιέχουν την επιθυμητή μετάλλαξη πλαισιωμένη

από δύο συμπληρωματικές προς τη στοχευόμενη περιοχή του γονιδίου αλληλουχίες

(H. Robert Horton, Laurence A. Moran et al., 2008). Οι εκκινητές αυτοί συντίθενται

εκ νέου. Αρχικά το DNA προς αλλαγή αποδιατάσσεται υπό κατάλληλες συνθήκες

στους δύο κλώνους. Στη συνέχεια ο ένας κλώνος έρχεται σε επαφή με τον

συμπληρωματικό, συνθετικό, εκκινητή. Υπό συνθήκες που ευνοούν τον υβριδισμό

των δύο κομματιών DNA και υπό την παρουσία των κατάλληλων ενζύμων

πολυμεράσης και λιγάσης πραγματοποιείται αντιγραφή του κλώνου με επιμήκυνση

του σύνθετου εκκινητή (Bruce Alberts, Dennis Bray et al., 2011). Το δίκλωνο DNA

που προκύπτει περιέχει την επιθυμητή μετάλλαξη στον έναν εκ των δύο κλώνων του.

Με τον εκ νέου διαχωρισμό των δύο κλώνων και αλλεπάλληλα στάδια αντιγραφής

προκύπτουν τελικώς πολλά αντίγραφα του μεταλλαγμένου DNA.

Σε άλλες περιπτώσεις η κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση χρησιμοποιείται για

τη δημιουργία μίας πιο εκτενούς μετάλλαξης σε ένα γονίδιο, όπως η αποκοπή ενός

τμήματος αυτού ή η κυκλική μετάθεση (CP) μίας πολυπεπτιδικής αλυσίδας. Σε αυτή

την περίπτωση απαιτούνται περισσότερες της μίας σειράς επαναλαμβανόμενων

κύκλων αποδιάταξης, επιμήκυνσης και υβριδισμού έτσι ώστε αρχικά να

πολλαπλασιαστούν κάθε φορά τα επιθυμητά κομμάτια DNA. Στη συνέχεια αυτά
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πρέπει να συνδυαστούν κατάλληλα μεταξύ τους με μία νέα σειρά τέτοιων κύκλων. Η

διαφορά αυτής της διαδικασίας λοιπόν είναι πως απαιτούνται περισσότεροι εκκινητές,

ο εκάστοτε κατάλληλα σχεδιασμένος για το σκοπό που πρόκειται να εξυπηρετήσει

(πολλαπλασιασμός ενός μόνο περιορισμένου τμήματος ενός γονιδίου, σύνδεση δύο

τμημάτων DNA μεταξύ τους και πολλαπλασιασμός του τελικού κτλ.).

Η κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση μπορεί να πραγματοποιηθεί με αλυσιδωτή

αντίδραση πολυμεράσης ( mutagenic PCR), εφόσον είναι διαθέσιμη η κατάλληλη

πολυμεράση που επιτρέπει την επιμήκυνση του μεταλλαγμένου primer. Η εν λόγω

τεχνική προϋποθέτει τη μερική γνώση της δομής του γονιδίου ή του προϊόντος αυτού

(Bassalo et al., 2016a).

Αξίζει να σημειωθεί πως τα τελευταία χρόνια έχουν αναπτυχθεί διάφορα

εργαλεία που επιταχύνουν τη δημιουργία μεγάλου ποσοστού μεταλλάξεων σε ένα

γονιδίωμα. Τα εργαλεία αυτά βασίζονται σε μία από τις προαναφερθείσες τεχνικές

μεταλλαξιγένεσης και δεν κρίνεται σκόπιμο να αναλυθούν στην παρούσα εργασία.

Ονομαστικά αναφέρονται τα εξής: MAGE (Multiplex Automated Genome

Engineering) και CRISPR- Cas(Bassalo et al., 2016a).
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3. ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΟΞΕΙΔΑΣΕΣ

3.1.Πολυφαινολοξειδάσες (PPOs)
3.1.1. Γενικά χαρακτηριστικά

Τα ένζυμα που περιέχουν χαλκό στο ενεργό τους κέντρο ταξινομούνται σε 3

διαφορετικούς τύπους (τύπος 1, τύπος 2 και τύπος 3), ανάλογα με τη δομή και τις

φασματοσκοπικές τους ιδιότητες. Ως πολυφαινολοξειδάσες (PPOs) χαρακτηρίζονται

οι χαλκοπρωτεΐνες του τύπου 3, οι οποίες περιέχουν δύο άτομα χαλκού στο ενεργό

τους κέντρο και ενεργοποιούν το μοριακό οξυγόνο. Οι πολυφαινολοξειδάσες με τη

σειρά τους χωρίζονται σε επιμέρους κατηγορίες, ανάλογα με την ενζυμική τους

δράση: Τις τυροσινάσες, τις κατεχολοξειδάσες και τις αιμοκυανίνες. Τα τελευταία

χρόνια έχει προστεθεί στις παραπάνω κατηγορίες ενζύμων και η συνθάση οροσιδίνης

(Kaintz, Mauracher, & Rompel, 2014). Οι τυροσινάσες και κατεχολοξειδάσες

εμπλέκονται στην κατάλυση αντιδράσεων οξείδωσης φαινολικών υποστρωμάτων. Οι

αιμοκυανίνες δεν παρουσιάζουν καταλυτική δράση και αποτελούν πρωτεΐνες-

μεταφορείς οξυγόνου.

3.1.2. Δομικά χαρακτηριστικά

Όλες οι PPOs φυτικής προέλευσης αποτελούνται από την κύρια πεπτιδική

αλυσίδα, ένα τελικό τμήμα που καταλήγει στο C- άκρο της αλυσίδας και ένα ή δύο

πεπτίδια μεταφοράς που προηγούνται του N- άκρου αυτής και κατευθύνουν την

πρωτεΐνη σε συγκεκριμένο οργανίδιο του φυτικού κυττάρου. Τα πεπτίδια αυτά

απομακρύνονται πρωτεολυτικά μετά τη σύνθεση της πολυπεπτιδικής αλυσίδας (Fronk

et al., 2015). Η κύρια περιοχή της πεπτιδικής αλυσίδας, μαζί με την τελική C- περιοχή

συνθέτουν το λανθάνον ένζυμο, το οποίο χαρακτηρίζεται και ως «προένζυμο». Οι

πολυφαινολοξειδάσες φυτικής προέλευσης εκφράζονται in vivo σε ανενεργή μορφή

και αποκτούν ενεργότητα μόνο ύστερα από την πρωτεολυτική απομάκρυνση της C-

περιοχής, η οποία αρχικά φαίνεται να παρεμποδίζει την είσοδο του υποστρώματος

στο ενεργό κέντρο.

Η κύρια περιοχή του ενζύμου αποτελείται από πολλά διατηρημένα αμινοξέα.

Έτσι, για παράδειγμα, όλες οι PPOs φυτικής προέλευσης περιέχουν μία περιοχή στο

ενεργό τους κέντρο που επιτρέπει το συντονισμό των ατόμων χαλκού με αμινοξέα

His. Η C- περιοχή αυτών αποτελείται από ένα πολυπεπτίδιο μάζας 16-18 kDa, η
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λειτουργία του οποίου είναι ακόμη άγνωστη (Kaintz et al., 2014). Ορισμένες

πολυφαινολοξειδάσες μυκητιακής προέλευσης δε φαίνεται παρόλα αυτά να διαθέτουν

αυτό το C- τμήμα. Τα ένζυμα αυτά ανήκουν σε μία κατηγορία «κοντών» PPOs

(Hakulinen, Gasparetti, Kaljunen, Kruus, & Rouvinen, 2013).

3.2.Τυροσινάση
3.2.1. Δράση ενζύμου

Με τον όρο «τυροσινάση» χαρακτηρίζεται μία ευρεία κατηγορία ενζύμων με

οξειδοαναγωγική δράση η οποία οφείλεται στο χαλκό που περιέχουν στο ενεργό τους

κέντρο. Τα ένζυμα αυτά καταλύουν δύο αντιδράσεις που παρέχουν την πρώτη ύλη για

την παραγωγή της μελανίνης από τους ζώντες οργανισμούς. Η πρώτη αντίδραση είναι

η ορθο-υδροξυλίωση των μονοφαινόλων σε ορθο- διφαινόλες (Εικόνα 2.) και η

δεύτερη η επακόλουθη οξείδωση των ορθο- διφαινόλων στις αντίστοιχες ορθο-

κινόνες (Εικόνα 3.). Για το λόγο αυτό και αναφέρεται πως οι τυροσινάσες

συνδυάζουν τη δράση της μονοφαινολάσης (1η αντίδραση) και τη δράση της

διφαινολάσης (2η αντίδραση) (Bijelic, Pretzler, Molitor, Zekiri, & Rompel, 2015). Οι

τυροσινάσες καταλύουν την οξείδωση φαινολικών ομάδων, τόσο μικρών μορίων, όσο

και μεγάλων πολυμερών, όπως οι πρωτεΐνες. Τα τελικά προϊόντα αυτών των

δράσεων, δηλαδή οι ορθο- κινόνες, πολυμερίζονται προς μελανίνη, ή θειομελανίνες,

εφόσον αντιδράσουν με θειολομάδες. Επομένως οι αντιδράσεις προκαλούν μεταβολή

του χρώματος του υποστρώματος (Faccio, Kruus, Saloheimo, & Thöny-Meyer, 2012).

Οι τυροσινάσες απαντώνται σε φυτά, μανιτάρια και στον άνθρωπο (Kaintz et al.,

2014), ενώ ένζυμα με δράση τυροσινάσης έχουν βρεθεί και σε βακτήρια, όπως το

Bacillus megaterium (Goldfeder, Kanteev, Adir, & Fishman, 2013).

Εικόνα 2 . Δράση μονοφαινολάσης (Kainz et al., 2014)

Εικόνα 3. Δράση διφαινολάσης (Kainz et al., 2014)
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3.2.2. Καταλυτικός μηχανισμός

Το ενεργό κέντρο των τυροσινασών παρουσιάζει μία σταθερά διατηρημένη

δομή που αποτελείται από δύο ιόντα χαλκού συντονισμένα  με τα άτομα N 6

αμινοξέων His που παρέχονται από ένα σύμπλεγμα 4 α- ελίκων της πολυπεπτιδικής

αλυσίδας (Sendovski, Kanteev, Ben-Yosef, Adir, & Fishman, 2011). Οι δύο περιοχές

που περιέχουν τις His που δεσμεύουν τα ιόντα χαλκού ονομάζονται Cu(A) και Cu(B)

αντίστοιχα και συνθέτουν μία υδροφοβική κοιλότητα, εντός της οποίας

πραγματοποιείται η αντίδραση που καταλύει το ένζυμο (Olivares & Solano, 2009).

Kατά τη διάρκεια της καταλυτικής δράσης του ενζύμου το ενεργό του κέντρο

μεταπίπτει σε τρεις διαφορετικές καταστάσεις. Η πρώτη κατάσταση ονομάζεται

«deoxy» και αποτελεί την ανηγμένη μορφή του ενζύμου στην οποία τα δύο άτομα

χαλκού είναι μονοσθενή. Ο μονοσθενής χαλκός μπορεί να δεσμεύσει το οξυγόνο που

βρίσκεται στο περιβάλλον του. Έτσι το ένζυμο μεταπίπτει στην οξειδωμένη του

κατάσταση, η οποία ονομάζεται «oxy» και περιέχει στο ενεργό του κέντρο το

σύμπλεγμα [Cu(II)-O2-Cu(II)] (Rolff, M; Schottenheim, J; Decker, H; Tuczek, 2011).

Ο δεσμός που δημιουργείται ανάμεσα στο οξυγόνο και τα άτομα χαλκού

αποσταθεροποιεί τελικώς το δεσμό Ο-Ο. Τέλος το ενεργό κέντρο μπορεί να βρεθεί

και σε μία τρίτη κατάσταση. Αυτή ονομάζεται «met» και θεωρείται ως μία αδρανής

μορφή στην οποία τα δύο άτομα χαλκού Cu(II) συνδέονται μεταξύ τους μέσω ενός

μορίου νερού ή ενός ιόντος υδροξειδίου. Η oxy κατάσταση του ενζύμου είναι αυτή

στην οποία δεσμεύεται το μονοφαινολικό υπόστρωμα, ώστε να αντιδράσει με το

μοριακό οξυγόνο και να μετατραπεί τελικώς σε ορθο- κινόνη, εφόσον έχει

ενδιαμέσως μετατραπεί σε όρθο-διφαινόλη. Αντιστοίχως το μοριακό οξυγόνο

ανάγεται σε νερό. Είναι σημαντικό να σημειωθεί πως η δράση των τυροσινασών

φαίνεται να απαιτεί την ύπαρξη όρθο-διφαινόλων ή εξωτερικών αναγωγικών

παραγόντων, πέραν της ύπαρξης του αντίστοιχου μονοφαινολικού υποστρώματος. Οι

ουσίες αυτές είναι απαραίτητες για την αναγωγή του ατόμου του οξυγόνου που

βρίσκεται συνδεδεμένο στη met- μορφή του ενζύμου, έτσι ώστε αυτή να μεταπέσει

στην deoxy- κατάσταση και να ολοκληρωθεί ένας καταλυτικός κύκλος (Lee, Baek,

Lee, & Kim, 2016).

Παρόλη την έρευνα σχετικά με τα ένζυμα που παρουσιάζουν δράση

τυροσινάσης, ο καταλυτικός μηχανισμός τους δεν είναι ακόμη γνωστός με

βεβαιότητα. Αυτό οφείλεται τόσο στην ύπαρξη δύο καταλυτικών αντιδράσεων στο
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ίδιο ενεργό κέντρο του ενζύμου, όσο και στην πολυπλοκότητα αυτού. Ωστόσο δύο

μηχανισμοί έχουν προταθεί από τους Matoba et al. (2006) και Decker et al. (2006). Ο

μηχανισμός δράσης του ενζύμου, με βάση την κρυσταλλική δομή αυτού σε κάθε

κατάσταση, περιγράφεται ως εξής: Η καταλυτική δράση ξεκινάει έπειτα από τη

σύνδεση ενός ιόντος υπεροξειδίου με τα δύο άτομα Cu(II) της oxy μορφής του

ενεργού κέντρου. Το αποτέλεσμα αυτής της γέφυρας που σχηματίζεται είναι η

απόσπαση ενός πρωτονίου από το φαινολικό υδροξύλιο του υποστρώματος. Το

αποπρωτονιωμένο οξυγόνο της μονοφαινόλης δεσμεύεται από το ένα ιόν Cu στην

έκτη θέση συντονισμού του. Έτσι το υπόστρωμα «πλησιάζει» το ενεργό κέντρο του

ενζύμου και επιτρέπει στον άνθρακα που βρίσκεται στην όρθο- θέση του φαινολικού

δακτυλίου να προσεγγίσει το δεσμευμένο ιόν υπεροξειδίου. Ένα από τα δύο οξυγόνα

του υπεροξειδίου σχηματίζει δεσμό με τον άνθρακα μέσω ηλεκτρονιόφιλης

προσθήκης. Το ενδιάμεσο προϊόν που προκύπτει επιτρέπει την εύκολη μεταφορά

ηλεκτρονίων, λόγω του ισχυρά πυρηνόφιλου χαρακτήρα του. Έτσι, με απόσπαση των

δύο επιπλέον ηλεκτρονίων του, προκύπτει η τελική κινόνη και το ενεργό κέντρο

μεταπίπτει στην deoxy κατάσταση (Εικόνα 4.) (Matoba, Kumagai, Yamamoto,

Yoshitsu, & Sugiyama, 2006) (Decker, Schweikardt, & Tuczek, 2006). Η διαφορά

των μηχανισμών που προτείνουν οι δύο ερευνητικές ομάδες έγκειται στη διάταξη των

αμινοξέων ιστιδίνης που συγχρονίζονται με τον Cu(A) και τα οποία κατ’ επέκταση

έχουν σημαντικό ρόλο στην καταλυτική διαδικασία. Επίσης οι Matoba et al.

υποστηρίζουν τη δέσμευση του υποστρώματος από τον Cu(B) σε αντίθεση με τους

Decker et al. που υποστηρίζουν την προσέγγιση της περιοχής Cu(A) από το

υπόστρωμα.
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Εικόνα 4. Εικονική αναπαράσταση των σταδίων του καταλυτικού μηχανισμού της ScTYR σύμφωνα με τους
Matoba et al. (2006) (πάνω) και τους Decker et al. (2006) (κάτω). Το υπόστρωμα δεσμεύεται στην oxy μορφή

και απελευθερώνεται οδηγώντας έτσι στη deoxy μορφή

Οι δύο μηχανισμοί που παρουσιάζονται παραπάνω βασίζονται στην

ηλεκτρονιόφιλη υποκατάσταση για να ερμηνέψουν τη μετατροπή των

μονοφαινολικών υποστρωμάτων σε κινόνες. Εναλλακτικά έχει προταθεί και ένας

άλλος μηχανισμός δράσης της τυροσινάσης ο οποίος ερμηνεύει την καταλυτική
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δράση αυτής μέσω του μηχανισμού των ριζών (Inoue, Shiota, & Yoshizawa, 2008). Ο

μηχανισμός περιγράφεται στην παρακάτω εικόνα:

Εικόνα 5. Εναλλακτικός μηχανισμός δράσης του ενζύμου τυροσινάση, με βάση το μηχανισμών ριζών (Inoue et
al., 2008).

3.2.3. Χρησιμότητα ενζύμου

Η τυροσινάση που περιέχεται σε φρούτα, λαχανικά αλλά και μανιτάρια είναι

παράγοντας- κλειδί στη διαδικασία αμαύρωσης αυτών που συντελεί στην ποιοτική

τους υποβάθμιση. Επιπλέον στα θηλαστικά το ίδιο ένζυμο ευθύνεται για ανωμαλίες

στο χρωματισμό του δέρματος, όπως οι κηλίδες. Προσφάτως αναφέρθηκε πως

υπάρχει μία σύνδεση του εν λόγω ενζύμου με τη νόσο Parkinson.(Matoba et al.,

2006) Για τους λόγους αυτούς το ένζυμο τυροσινάση απασχολεί τους κλάδους της

φαρμακευτικής και της γεωργίας, ενώ έρευνες για πιθανούς παρεμποδιστές της

δράσης του πραγματοποιούνται διαρκώς. Ωστόσο η δράση της τυροσινάσης, όσο

ανεπιθύμητη και αν είναι στους παραπάνω κλάδους, παρουσιάζει μεγάλο εμπορικό

ενδιαφέρον σε άλλους τομείς.

Οι κατεχόλες (όρθο- διφαινόλες) αποτελούν σημαντικά μέσα για τη σύνθεση

φαρμακευτικών, αγροτικών χημικών προϊόντων, αντιοξειδωτικών και παρεμποδιστών

πολυμερισμού Η χρήση της τυροσινάσης ως βιοκαταλύτη για την παρασκευή

εμπορικά αξιοποιήσιμων διφαινόλων από μονοφαινολικά υποστρώματα έχει μεγάλες

προοπτικές. Ωστόσο περιορίζεται σημαντικά από την ικανότητα του ενζύμου να

οξειδώνει περαιτέρω τις όρθο- διφαινόλες σε ορθο- κινόνες (δράση διφαινολάσης)

(Goldfeder et al., 2013). Ο περιορισμός λοιπόν της δράσης διφαινολάσης του

ενζύμου, καθώς και η παράλληλη ενίσχυση της δράσης της ως μονοφαινολάσης

παρουσιάζει μεγάλο ερευνητικό ενδιαφέρον.
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3.2.4. Εφαρμογές των τυροσινασών

Οι τυροσινάσες βρίσκουν σήμερα ένα εύρος εφαρμογών σε βιομηχανική και

εργαστηριακή κλίμακα, οι οποίες βασίζονται στη δυνατότητα αυτών να καταλύουν

την οξείδωση, τόσο μικρών, όσο και μεγάλων μορίων με φαινολικές ομάδες. Στις

περισσότερες από αυτές χρησιμοποιείται η τυροσινάση του μύκητα A. Bisporus η

οποία αποτελεί και τη μόνη τυροσινάση που μπορεί κανείς να προμηθευτεί εμπορικά.

Μία εφαρμογή των συγκεκριμένων ενζύμων αφορά τη συνθετική χημεία και

την παραγωγή χρήσιμων ουσιών. Για παράδειγμα οι ορθο-διφαινόλες ή κατεχόλες,

ιδιαίτερα ορισμένες που εντοπίζονται στα φυτά, όπως η υδροξυτυροσόλη, η

λουτεολίνη, η εσκουλετίνη και άλλες, παρουσιάζουν προοπτικές καταπολέμησης της

εμφάνισης χρόνιων παθήσεων. Οι παραπάνω ουσίες εντοπίζονται σε διάφορα

τρόφιμα και ποτά και θεωρούνται υγιεινά συστατικά αυτών. Μερικές από τις

ιδιότητες που διαθέτουν περιλαμβάνουν αντιοξειδωτική ικανότητα, ενίσχυση της

λεύκανσης του δέρματος και αντικαρκινική δράση (Lee et al., 2016). Ωστόσο τα

αντιοξειδωτικά αυτά, όταν παράγονται φυσιολογικά στους ιστούς του φυτού, ιδίως

αυτά που περιέχουν κατεχολικές ομάδες, έχουν έντονα υδρόφιλο χαρακτήρα. Αυτό το

γεγονός τα καθιστά αδιάλυτα σε λιπαρές ουσίες και συνεπώς μειώνει τις εφαρμογές

τους. Έτσι επιδιώκεται η εκ νέου σύνθεση λιπόφιλων αντιοξειδωτικών παραγώγων με

αντίστοιχη δομή και ευρύτερες εφαρμογές.

Τα παράγωγα αυτά διαθέτουν συγχρόνως μία κατεχολική ομάδα και

πλευρικές ευθείες αλυσίδες άνθρακα, γεγονός που τους προσδίδει αμφίφιλο

χαρακτήρα. Συνήθως το πρόβλημα που αντιμετωπίζεται κατά τη σύνθεσή τους είναι

το υψηλό κόστος των ορθο-διφαινόλων που χρησιμοποιούνται ως αρχικά

αντιδραστήρια, σε συνδυασμό με τη χαμηλή απόδοση της αντίδρασης. Μία λύση

λοιπόν είναι η χρήση ενζύμων για τη σύνθεση των αντιοξειδωτικών παραγώγων, τα

οποία εμφανίζουν μεγάλη εκλεκτικότητα, αυξάνοντας έτσι την απόδοση των

αντιδράσεων σύνθεσης. Το ένζυμο της τυροσινάσης έχει εξεταστεί για διάφορες

τέτοιες εφαρμογές που σκοπό έχουν την παραγωγή λιπόφιλων αντιοξειδωτικών

διφαινόλων, από τα αντίστοιχα μονοφαινολικά υποστρώματα. Η πρόκληση αυτών,

των κατά τα άλλα αποτελεσματικών, εφαρμογών είναι ο περιορισμός της δράσης της

τυροσινάσης στο πρώτο στάδιο της όρθο-υδροξυλίωσης και η αποφυγή της

περαιτέρω μετατροπής των διφαινόλων σε κινόνες (Bozzini et al., 2013).
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Από τις πιο μελετημένες κατεχολικές ουσίες που απαντώνται  στα φυτά είναι

οι πολυφαινόλες του ελαιόλαδου, όπως η υδροξυτυροσόλη, οι οποίες δρουν εναντίον

της θρομβοκυττάρωσης, της οξείδωσης της ανθρώπινης LDL, των μικροβιακών

λοιμώξεων, του οξειδωτικού στρες και του καρκίνου. Προσφάτως έχει αποδειχτεί η

δράση της υδροξυτυροσόλης και ενάντια στον ιό της γρίπης A/PR8/ H1N1 (Bozzini

et al., 2013). Η υδροξυτυροσόλη ωστόσο δεν είναι εμπορικά διαθέσιμη ευρέως και

συνεπώς είναι απαραίτητη η σύνθεσή της ή η απομόνωσή της. Μία μέθοδος που

ανέπτυξαν οι Juan Carlos Espin et al. το 2001 αφορά τη σύνθεση υδροξυτυροσόλης,

ύστερα από ορθο-υδροξυλίωση της τυροσόλης, παρουσία του ενζύμου τυροσινάση. Η

μετέπειτα οξείδωση της υδροξυτυροσόλης σε κινόνη αναστρέφεται παρουσία του

αναγωγικού ασκορβικού οξέος στο μίγμα, με αποτέλεσμα αυτή να αποτελεί το

βασικό προϊόν της αντίδρασης (Espin, Soler-Rivas, Cantos, Tomas-Barberan, &

Wichers, 2001).

Τέλος ορισμένα φυσικά αντιοξειδωτικά, όπως το ασκορβικό οξύ, οι

πολυφαινόλες, η α- τοκοφερόλη και άλλα παρουσιάζουν προοπτικές ως θεραπευτικοί

παράγοντες για μιτοχονδριακές και καρδιαγγειακές ασθένειες, καθώς και για

προβλήματα νευροδιαβιβαστών. Ωστόσο η πλειοψηφία των φυσικών

αντιοξειδωτικών φαίνεται πως είναι ακατάλληλη για κλινική χρήση. Επομένως

κρίνεται χρήσιμη η ανάπτυξη νέων, καινοτόμων αντιοξειδωτικών με δομή παρόμοια

με τα φυσικά, που μπορούν να χρησιμοποιηθούν για θεραπευτικούς σκοπούς

(Yasuda, Takahashi, Ohe, Nakamura, & Mashino, 2013). Στην προσπάθεια αυτή το

ένζυμο της τυροσινάσης ως βιοκαταλύτη βρίσκει εφαρμογή στη σύνθεση καινοτόμων

κατεχολικών ουσιών.

Αντίστοιχα με τη πρόκληση αδρανοποίησης της δράσης διφαινολάσης για την

παραγωγή της υδροξυτυροσόλης, η δράση μονοφαινολάσης είναι επιθυμητή και στην

εφαρμογή της τυροσινάσης ως βιοκαταλύτη για την παραγωγή της L-DOPA. Η

χημική αυτή ουσία αποτελεί μία διφαινόλη με φαρμακευτικές ιδιότητες έναντι της

νόσου του Parkinson. Ωστόσο η παραγωγή της από την τυροσίνη, μέσω της

τυροσινάσης είναι δύσκολη, καθώς το ένζυμο καταλύει τελικώς τη μετατροπή της

τυροσίνης σε dopa-κινόνη, με ενδιάμεσο προϊόν την L-DOPA. Με αναστροφή της

δράσης διφαινολάσης του ενζύμου, που ευθύνεται για την περαιτέρω μετατροπή της

L-DOPA σε dopa-κινόνη, με χρήση αναγωγικών παραγόντων, η παραγωγή της L-

DOPA με χρήση τυροσινάσης είναι δυνατή (Fairhead & Thοny-Meyer, 2012).
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Οι τυροσινάσες χρησιμοποιούνται ακόμη για την παραγωγή άλλων ουσιών,

εκτός από αντιοξειδωτικά πρόσθετα και φαρμακευτικές ουσίες. Η δυνατότητά τους

να καταλύουν χρωμοφόρες αντιδράσεις επιτρέπει την εφαρμογή τους στην παραγωγή

βαφών. Έτσι για παράδειγμα η τυροσινάση του Rhizobium etli έχει χρησιμοποιηθεί

για την μετατροπή της τυροσίνης σε έγχρωμη μελανίνη για βαφή, ύστερα από

ετερόλογη έκφρασή της στο βακτηριακό στέλεχος E. coli W3110 (Lagunas-Muñoz,

Cabrera-Valladares, Bolívar, Gosset, & Martínez, 2006).

Αξιοσημείωτη είναι και η εφαρμογή τυροσινασών για τη δημιουργία

διακλαδώσεων σε πολυμερή μόρια, όπως πρωτεΐνες. Η εφαρμογή αυτή βασίζεται στη

δυνατότητα αυτών των ενζύμων να καταλύουν την αντίδραση φαινολικών ομάδων,

τόσο σε μικρά, όσο και σε μεγάλα μακρομόρια, όπως για παράδειγμα στις πρωτεΐνες

που διαθέτουν αμινοξέα τυροσίνης με πλευρική φαινολική ομάδα. Έτσι οι

τυροσινάσες έχουν χρησιμοποιηθεί, τόσο για την παραγωγή συγκολλητικών

διαλυμάτων, όσο και για τη διαμόρφωση της πρωτεϊνικής δομής ορισμένων

τροφίμων, με δημιουργία διακλαδώσεων π.χ. σε πρωτεΐνες κρέατος (Faccio et al.,

2012). Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η χρήση των τυροσινασών των A.

bisporus και T. reesei για τη βελτίωση των χαρακτηριστικών του πρωτεϊνικού

πλέγματος του πήγματος καζεΐνης του γιαουρτιού (Ercili-Cura, 2012).

Τα ένζυμα αυτά βρίσκουν ακόμη ένα πλήθος εφαρμογών, όπως για

παράδειγμα ως βιοαισθητήρες για τον εντοπισμό φαινολικών ουσιών σε δείγματα, με

μεγάλη ευαισθησία. Επίσης αξιοποιούνται για τη σύνθεση αντιβακτηριδιακών

παραγόντων ή ακόμη για την εξυγίανση μολυσμένων υδάτων με απομάκρυνση των

φαινολικών συστατικών αποβλήτων (Faccio et al., 2012)(Fairhead & Thony-Meyer,

2012). Η χρήση της τυροσινάσης είναι δηλαδή αρκετά διαδεδομένη και παρουσιάζει

πολλές προοπτικές εξάπλωσης και στη βιομηχανία.

3.2.5. Κρυσταλλική δομή ενζύμου

Το πρώτο κρυσταλλικό μοντέλο μίας τυροσινάσης βακτηριακής προέλευσης

του S. Castaneoglobisporus κατασκευάστηκε από τους Matoba et al. (2006). Αυτοί

προσδιόρισαν την κρυσταλλική δομή του ενζύμου ScTYR- τόσο με τα δεσμευμένα

άτομα χαλκού, όσο και χωρίς- όταν αυτό σχηματίζει σύμπλεγμα με την πρωτεΐνη

ORF378 του βακτηρίου. Η δεύτερη αυτή πρωτεΐνη συμμετέχει στη μεταφορά των

ιόντων Cu(II) στο ενεργό κέντρο της τυροσινάσης. Επίσης το 2011 προσδιορίστηκε η
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κρυσταλλική δομή μίας δεύτερης βακτηριακής τυροσινάσης BmTYR από τους

Sendovski et al. (2011). Αυτό το ένζυμο δε φαίνεται να απαιτεί μία άλλη πρωτεΐνη

για τη μεταφορά του χαλκού, αποτελεί όμως ένα διμερές δύο πεπτιδικών αλυσίδων.

Σημειώνεται πως και οι δύο τυροσινάσες εκφράζονται εξωκυτταρικά. Αυτό που έγινε

φανερό από τη σύγκριση των δύο κρυσταλλικών μοντέλων είναι πως η δομή του

ενεργού κέντρου παρουσιάζει κοινά χαρακτηριστικά και στα δύο που δικαιολογούν

την καταλυτική δράση του ενζύμου της τυροσινάσης. Πιο συγκεκριμένα

παρατηρήθηκε ένα μεγάλο κενό χώρου πάνω από το ενεργό κέντρο των δύο ενζύμων

και μεγάλη ευελιξία ενός εκ των τριών δεσμών συντονισμού μεταξύ του Cu(A) και

των αμινοξέων His. Στην περίπτωση της BmTYR το κενό χώρου καλύπτεται σε

μικρό βαθμό από ένα αμινοξύ Val, χωρίς ωστόσο αυτό να αποτελεί ιδιαίτερα ογκώδες

εμπόδιο (Kaintz et al., 2014). Αυτός ο ελεύθερος χώρος φαίνεται πως αποτελεί μία

«σήραγγα» για τη διέλευση του υποστρώματος στο ενεργό κέντρο του ενζύμου, το

οποίο εμφανίζεται αρκετά κοντά στη επιφάνεια της πρωτεΐνης και επομένως προσιτό

στο υπόστρωμα.

Σκόπιμο είναι ακόμη να αναφερθεί πως, με βάση τις μορφές κρυστάλλωσης

της τυροσινάσης BmTYR, το ιόν Cu(A) φαίνεται να είναι δεσμευμένο πιο σταθερά

στο ενεργό κέντρο του ενζύμου, την ίδια στιγμή που ο Cu(B) απουσιάζει από

πολλούς κρυστάλλους. Αυτό πιθανότατα δηλώνει μία μεγαλύτερη συμβολή του

Cu(A) τόσο στη διατήρηση της ενεργότητας του ενζύμου, όσο και της δομής του

(Sendovski et al., 2011) και επιβεβαιώνει τις θεωρίες των Decker et al. (2006) και

Olivares et al. (2009).

Το 2015 προσδιορίστηκε επίσης η κρυσταλλική δομή μίας τυροσινάσης

φυτικής προέλευσης, του φυτού Juglans regia,(καρυδιά) από τους Bijielic et al.

Πρόκειται για ένα διμερές το ενεργό κέντρο του οποίου παρουσιάζει την ίδια

διατηρημένη μορφή με τις προαναφερθείσες τυροσινάσες. Ωστόσο η συνολική δομή

της εμφανίζει περισσότερα όμοια χαρακτηριστικά με εκείνα που έχουν παρατηρηθεί

σε δομές κατεχολοξειδασών φυτικής προέλευσης. Έτσι μία από τις τρεις ιστιδίνες που

συντονίζουν τον Cu(A) φαίνεται να σχηματίζει έναν θειολεστερικό δεσμό με το

άτομο S ενός αμινοξέος Cys, μειώνοντας έτσι την ευελιξία της Cu(A) περιοχής.

Επιπλέον ένα ογκώδες αμινοξύ Phe βρίσκεται τοποθετημένο πάνω από την είσοδο

του ενεργού κέντρου, χωρίς ωστόσο να φαίνεται να παρεμποδίζει την πρόσβαση σε

αυτό. Αυτού του είδους το δομικό χαρακτηριστικό έχει επίσης παρατηρηθεί σε δύο
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κατεχολοξειδάσες φυτικής προέλευσης που αναφέρονται στη συνέχεια. (Bijelic et al.,

2015)

Εικόνα 6. Κρυσταλλική δομή της τυροσίνης ScTYR στην οποία σημαδεύεται η κοιλότητα που δεσμεύεται το
υπόστρωμα. Το κόκκινο και μπλε χρώμα υποδεικνύει τα αρνητικά και θετικά ηλεκτροστατικά δυναμικά

αντίστοιχα (Matoba 2006)

Εικόνα 7. (Αριστερά) Απεικόνιση του ενεργού κέντρου της ScTYR σε met κατάσταση (Matoba 2006) (Κέντρο)
Απεικόνιση του ενεργού κέντρου της BmTYR σε met κατάσταση (Sendovski 2011). (Δεξιά) Απεικόνιση του

ενεργού κέντρου της JrTYR σε met κατάσταση( Bijelic, 2015). Στην απεικόνιση φαίνονται τα άτομα του χαλκού
και οι ιστιδίνες με τις οποίες συγχρονίζονται

3.3.Κατεχολοξειδάση
3.3.1. Ενζυμική δράση

Η κατηγορία των ενζύμων που χαρακτηρίζονται ως κατεχολοξειδάσες ανήκει

επίσης στις πολυφαινολοξειδάσες. Η διαφορά που παρουσιάζουν αυτά τα ένζυμα

είναι πως σε αντίθεση με τις τυροσινάσες δε διαθέτουν δράση μονοφαινολάσης, παρά

μόνο διφαινολάσης. Έτσι καταλύουν αποκλειστικά αντιδράσεις οξείδωσης όρθο-

διφαινόλων σε όρθο- κινόνες. Οι κατεχολοξειδάσες απαντώνται φυσικά σε φυτά, ενώ

προσφάτως έχει αναφερθεί η παρουσία κατεχολοξειδάσης στο μύκητα Aspergillus

oryzae (Kaintz et al., 2014).

Σύμφωνα με μία πρόσφατη ερμηνεία, οι κατεχολοξειδάσες μπορεί κι αυτές να

εμφανίζουν την ικανότητα υδροξυλίωσης μονοφαινολικών υποστρωμάτων. Τα
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υποστρώματα όμως αυτά φαίνεται να είναι πολύ συγκεκριμένα –περιορίζονται

πιθανότατα στα «φυσικά» υποστρώματα κάθε ενζύμου- και όχι τα συνήθη

μονοφαινολικά υποστρώματα των τυροσινασών, δηλαδή η τυροσίνη και η τυραμίνη

(Molitor, Mauracher, & Rompel, 2016).

3.3.2. Καταλυτικός μηχανισμός

Ένας προτεινόμενος καταλυτικός μηχανισμός των CO περιγράφεται από τους

Klabunde et al. (1998) και τους Wright et al. (2009). Με βάση αυτόν ο καταλυτικός

κύκλος ξεκινάει με το ενεργό κέντρο στη met κατάσταση. Αρχικά το οξυγόνο

δεσμεύεται από τα δύο ιόντα χαλκού με τη μορφή υπεροξειδίου . Έτσι το ένζυμο

μεταπίπτει στην oxy κατάσταση. Φαίνεται πως μόνο έπειτα ή παράλληλα με τη

σύνδεση του οξυγόνου είναι δυνατή η δέσμευση του φαινολικού υποστρώματος στον

Cu(B) ύστερα από αποπρωτονίωση ενός εκ των δύο υδροξυλίων (Klabunde, Eicken,

Sacchettini, & Krebs, 1998). Σε αυτή την κατάσταση είναι δυνατή η μεταφορά δύο

ηλεκτρονίων από το πυρηνόφιλο υπόστρωμα στο δεσμευμένο υπεροξείδιο που οδηγεί

σε διάσπαση του δεσμού Ο-Ο και απομάκρυνση ενός μορίου H2O με την παράλληλη

αποδέσμευση του προϊόντος ορθο- κινόνης. Το εναπομένον ιόν OH- επιτρέπει τη

δέσμευση κι ενός δεύτερου μορίου υποστρώματος πριν την επαναφορά του ενεργού

κέντρου στη met μορφή και την έναρξη ενός νέου καταλυτικού κύκλου (Wright &

Dyson, 2009).

Ένα χαρακτηριστικό του μηχανισμού κατάλυσης των COs που παρατηρείται

και στην περίπτωση της τυροσινάσης είναι πως η πραγματοποίηση της αντίδρασης δε

απαιτεί τη μεταφορά ιόντων H+ από αμινοξέα εκτός του συμπλόκου των ιόντων Cu

(Siegbahn, 2004).
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Εικόνα 8. Προτεινόμενος καταλυτικός μηχανισμός του ενζύμου κατεχολοξειδάση (Eicken, Krebs, &
Sacchettini, 1999)

3.3.3. Κρυσταλλική δομή ενζύμου

Η πρώτη κρυσταλλική δομή κατεχολοξειδάσης (CO) που προσδιορίστηκε

ανήκει στο ένζυμο IbCO που αποτελεί κατεχολοξειδάση του φυτού Ipomoea batatas,

της γνωστής γλυκοπατάτας, από τους Klabunde et al. (1998). Οι ερευνητές

κατάφεραν τόσο την κρυστάλλωση του απομονωμένου ενζύμου, όσο και του

συμπλέγματος αυτού με τον παρεμποδιστή φαινυλθειουρία (PTU) που δεσμεύει τη

φυσιολογική θέση του υποστρώματος. Μερικά χρόνια μετά ακολούθησε η

κρυσταλλική δομή της κατεχολοξειδάσης του σταφυλιού Vitis vinifera από τους

Virador et al. (2010). Οι κρυσταλλικές δομές των παραπάνω ενζύμων παρουσιάζουν

αρκετές ομοιότητες και ένα ισχυρά διατηρημένο ενεργό κέντρο, το οποίο έχει

παρόμοια χαρακτηριστικά με αυτό των τυροσινασών. Σε όλες τις περιπτώσεις

φαίνεται πως το ενεργό κέντρο των ενζύμων βρίσκεται εντός ενός συμπλέγματος 4 α-

ελίκων, οι οποίες παρέχουν τα αμινοξέα His που συντονίζονται με 2 ιόντα Cu (Kaintz

et al., 2014). Χαρακτηριστική διαφορά που παρατηρείται στις δύο φυτικές CΟs είναι

ο σχηματισμός ενός θειολεστερικού δεσμού ανάμεσα σε ένα αμινοξύ Cys της

πεπτιδικής αλυσίδας και μίας εκ των τριών His που συμμετέχουν στο συντονισμό του
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ιόντος χαλκού Cu(A) (Virador et al., 2010). ). Επιπροσθέτως οι φυτικές

κατεχολοξειδάσες που μελετήθηκαν διαθέτουν ένα ογκώδες αμινοξύ Phe το οποίο

φαίνεται να εμποδίζει την είσοδο στο ενεργό κέντρο.

Πρόσφατα δημοσιεύτηκε και η κρυσταλλική δομή μίας εξωκυτταρικής

κατεχολοξειδάσης μυκητιακής προέλευσης, του Aspergillus oryzae από τους

Hakulinen et al. (2013). Η δομή του ενεργού κέντρου της μυκητιακής

κατεχολοξειδάσης AoCO διαφέρει ελάχιστα σε σχέση με αυτή των άλλων δύο

ενζύμων. Γενικά φαίνεται πως η δομή της AoCO προσεγγίζει περισσότερο τη δομή

γνωστών βακτηριακών τυροσινασών παρά αυτή φυτικών κατεχολοξειδασών.

Αξιοσημείωτο είναι πως αποτελεί τη μόνη γλυκοζυλιωμένη κατεχολοξειδάση της

οποίας η κρυσταλλική δομή είναι γνωστή. Αντίστοιχα με τις άλλες COs το ενεργό

κέντρο που περιέχει τα ιόντα Cu περιτριγυρίζεται από μία δέσμη 4 α-ελίκων. Σε

αντίθεση με τα άλλα δύο ένζυμα μία εκ των έξι His που συντονίζουν τα ιόντα χαλκού

δεν προέρχεται από τις 4 αυτές α- έλικες. Μικρές διαφορές παρατηρούνται και

αναφορικά με τις δευτεροταγείς διατάξεις της πρωτεΐνης. Το ένζυμο AoCO

σχηματίζει 2 β- πτυχωτά φύλλα τοποθετημένα έτσι ώστε να περιορίζουν εν μέρει την

πρόσβαση στο ενεργό κέντρο αυτού, καθώς και ένα τμήμα 3 αμινοξέων λευκίνης

(Leu 180- Leu182) που επίσης παρεμβάλλεται στην είσοδο ογκώδους υποστρώματος.

Δε διαθέτει το ογκώδες αμινοξύ της Phe στην είσοδο του ενεργού κέντρου ούτε

σχηματίζει θειολεστερικό δεσμό μεταξύ Cys- His (Hakulinen et al., 2013).

a
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Εικόνα 9. (a)Το ενεργό κέντρο της IbCO της γλυκοπατάτας. Διακρίνονται τα ιόντα χαλκού και οι ιστιδίνες με
τις οποίες συντονίζονται (Wright et al. 2009) (b & c) Το ενεργό κέντρο του κρυσταλλωμένου συμπλέγματος
ενζύμου- PTU παρεμποδιστή, στο οποίο φαίνεται το «παρεμποδιστικό» αμινοξύ της Phe (Klabunde et al,

1998)

3.4.Εξειδικευμένη δράση μονοφαινολάσης/ διφαινολάσης-
Ερμηνεία
Όπως έχει γίνει φανερό μέχρι τώρα η κύρια διαφορά των ενζύμων που δρουν

ως τυροσινάσες με εκείνα που δρουν ως κατεχολοξειδάσες εντοπίζεται στις

αντιδράσεις που καταλύουν. Έτσι η τυροσινάση είναι ικανή να εμφανίσει

δραστικότητα μονοφαινολάσης και διφαινολάσης, ενώ οι κατεχολοξειδάσες

παρουσιάζουν αποκλειστικά δράση διφαινολάσης. Ωστόσο από τον προσδιορισμό της

κρυσταλλικής δομής αντιπροσωπευτικών δειγμάτων και των δύο κατηγοριών

πρωτεϊνών – καθώς και των αιμοκυανίνων που δεν απασχολούν τη συγκεκριμένη

εργασία-προκύπτει πως το ενεργό κέντρο όλων των χαλκοενζύμων τύπου ΙΙΙ

παρουσιάζει, αν όχι την ίδια, τότε πολύ παρεμφερή δομή. Αυτό σημαίνει πως η

διαφοροποίηση των παραπάνω ενζύμων δεν οφείλεται στη διαφορετική στερεοδομή

του ενεργού κέντρου, αλλά σε άλλους παράγοντες.

Εικόνα 10. Κρυσταλλικό μοντέλο της AoCO
στο οποίο διακρίνεται η "σήραγγα" που
οδηγεί στο ενεργό κέντρο (Hakulinen et al.,
2013)
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Μία ερμηνεία με μεγάλη απήχηση αποδίδει την απουσία δράσης

μονοφαινολάσης των COs στην ευρύτερη δομή τους, που προκαλεί μερική κάλυψη

της κοιλότητας του ενεργού κέντρου. Όπως έχει ήδη αναφερθεί οι γνωστές

κρυσταλλικές δομές των φυτικών COs IbCO και VvCO μαρτυρούν την ύπαρξη ενός

αμινοξέος Phe πάνω από την είσοδο του ενεργού κέντρου που παρεμποδίζει την

πρόσβαση του υποστρώματος. Η άποψη αυτή ενισχύεται από το γεγονός ότι στις

αιμοκυανίνες, που πρόκειται για χαλκοπρωτεΐνες τύπου ΙΙΙ, απουσιάζει πλήρως η

ενζυμική δράση. Το ενεργό κέντρο αυτών των πρωτεϊνών παρουσιάζει κοινή δομή με

τις άλλες δύο κατηγορίες ενζύμων, ωστόσο η είσοδος σε αυτό είναι πλήρως

αποκλεισμένη. Αυτό οφείλεται στην επέκταση ενός αμινοξέος Phe ή Leu εντός της

κοιλότητας δέσμευσης του υποστρώματος. Αν και στην περίπτωση των

κατεχολοξειδασών η παρεμπόδιση που προκαλούν οι ογκώδεις Phe δε φαίνεται να

είναι τόσο έντονη, εντούτοις επαρκεί για να αποκόψει μερικώς την πρόσβαση στην

περιοχή Cu(A) η οποία έχει από πολλούς χαρακτηριστεί ως η περιοχή δέσμευσης των

μονοφαινολικών υποστρωμάτων (π.χ. Decker et al., 2006). Αντιθέτως η Cu(B) στην

οποία δεσμεύονται τα διφαινολικά υποστρώματα παραμένει ελεύθερη, επιτρέποντας

έτσι την δέσμευση αυτών και τη δράση κατεχολάσης. Περαιτέρω ένδειξη που ευνοεί

τη συγκεκριμένη ερμηνεία αποτελεί και το γεγονός ότι οι εν λόγω Phe απουσιάζουν

από τις γνωστές κρυσταλλικές δομές των ScTYR και BmTYR. Η είσοδος του

ενεργού κέντρου της ScTYR είναι τελείως ελεύθερη εμποδίων, ενώ η BmTYR

παρουσιάζει το σαφώς μικρότερο σε όγκο αμινοξύ Val στο σημείο της αντίστοιχης

Phe (Sendovski et al., 2011). Όσον αφορά βέβαια τη δομή της μυκητιακής

κατεχολοξειδάσης AoCO που επίσης έχει αναφερθεί δε διακρίνεται παρεμπόδιση από

αμινοξύ Phe. Έχει ωστόσο το ένζυμο αυτό 2 β- πτυχωτά φύλλα και 3 αμινοξέα Leu

τοποθετημένα έτσι που να παρεμποδίζουν επίσης την πρόσβαση στην περιοχή Cu(A)

(Hakulinen et al., 2013). Το ζήτημα επομένως της απώλειας δράσης τυροσινάσης

εξαιτίας παρεμπόδισης εισόδου του υποστρώματος αποτελεί μία βάσιμη υποψία που

εξετάζεται ακόμη.

Μία εναλλακτική προσέγγιση περιγράφει την αδυναμία των μονοφαινολικών

υποστρωμάτων να δεσμευτούν από το ενεργό κέντρο του ενζύμου όταν αυτό

βρίσκεται σε met κατάσταση. Η θεωρία ισχυρίζεται πως, ενώ τα διφαινολικά

υποστρώματα δεν παρουσιάζουν κάποια «προτίμηση», τα μονοφαινολικά

υποστρώματα μπορούν να συνδεθούν μόνο στην oxy μορφή του ενζύμου. Έτσι
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αιτιολογείται η χρονική καθυστέρηση που παρατηρείται κατά την αντίδραση

υδροξυλίωσης αυτών, καθώς δε βρίσκεται όλο το ένζυμο σε oxy κατάσταση, αλλά

και η παρεμπόδιση που παρατηρείται από υπερβολική συγκέντρωση τυροσίνης

(Olivares & Solano, 2009). Έχει υπολογιστεί πως σε κατάσταση «ανάπαυσης» οι

τυροσινάσες αποτελούνται κατά το 10-15% από ένζυμο σε oxy κατάσταση, ενώ οι

κατεχολοξειδάσες παρουσιάζουν μόνο τη met μορφή. Έτσι θα μπορούσε να

δικαιολογηθεί η ικανότητα μόνο των τυροσινασών να υδροξυλιώνουν τα

μονοφαινολικά υποστρώματα. Ωστόσο στον αντίποδα αυτής της θεωρίας βρίσκεται η

κρυσταλλική δομή της μυκητιακής κατεχολοξειδάσης AoCO η οποία εντοπίστηκε σε

oxy κατάσταση ως έχει, χωρίς παρόλα αυτά να παρουσιάζει δράση μονοφαινολάσης

(Hakulinen et al., 2013).

Μία άλλη θεωρία που δε βρίσκει εφαρμογή στην περίπτωση της AoCO αφορά

το σχηματισμό του θειολεστερικού δεσμού ανάμεσα σε ένα αμινοξύ Cys και μία από

τις His που συντονίζουν τον Cu(A) (Εικόνα 10.). Η κρυσταλλική δομή της IbCO

φανερώνει πως ο δεσμός αυτός μπορεί να μειώσει επιπλέον τη δυνατότητα

πρόσβασης του υποστρώματος στην Cu(A) περιοχή, θέτοντας έτσι άλλο ένα εμπόδιο

στη δράση τυροσινάσης (Klabunde et al., 1998). Βέβαια το εμπόδιο αυτό δεν υπάρχει

στην κατεχολοξειδάση AoCO η οποία εντούτοις δεν υδροξυλιώνει μονοφαινόλες

(Hakulinen et al., 2013).

Εικόνα 11. Σχηματική αναπαράσταση του θειολεστερικού δεσμού μεταξύ των αμινοξέων Cys-His ( Virador,
2010)

Τέλος η πιο ριζοσπαστική ερμηνεία προτάθηκε από τους Bijelic et al. ( 2015)

η οποία φαίνεται να αναθεωρεί όλες τις μέχρι τώρα απόψεις. Η ερευνητική ομάδα,

κατόρθωσε να κρυσταλλώσει μία τυροσινάση φυτικής προέλευσης, η οποία

παρουσιάζει δομικές ομοιότητες κυρίως με κατεχολοξειδάσες φυτικής προέλευσης,

παρά με άλλες τυροσινάσες.  Η νέα ερμηνεία τονίζει τη σημασία των αμινοξέων που
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βρίσκονται σε μεγαλύτερη απόσταση από το ενεργό κέντρο του ενζύμου

(τουλάχιστον 6 Ȧ μακριά από κάθε ιόν χαλκού) για τον καθορισμό της λειτουργίας

αυτού. Υποστηρίζεται πως από τα αμινοξέα αυτά εξαρτώνται οι ηλεκτροστατικές

συνθήκες που επικρατούν στο περιβάλλον του ενεργού κέντρου. Οι συνθήκες αυτές

οδηγούν σε αλληλεπίδραση του υποστρώματος με την επιφάνεια του ενζύμου έτσι

ώστε αυτό να αποκτήσει τον κατάλληλο προσανατολισμό για την είσοδό του στο

ενεργό κέντρο. Επίσης επηρεάζουν τη δέσμευση του υποστρώματος σε αυτό. Έτσι

προτείνεται ουσιαστικά ένας νέος μηχανισμός με βάση τον οποίο το υπόστρωμα

κατευθύνεται προς το ενεργό κέντρο μέσω ηλεκτροστατικών και υδροφοβικών

αλληλεπιδράσεων με τα πιο απομακρυσμένα αμινοξέα. Αυτά είναι που καθορίζουν αν

η δράση ενός χαλκοενζύμου τύπου ΙΙΙ θα είναι αποκλειστικά διφαινολάσης, ή θα

αντιστοιχεί σε δράση τυροσινάσης (Bijelic et al., 2015).

Σε ενίσχυση της παραπάνω ερμηνείας οι Solem et al. (2016) τόνισαν τη

σημασία δύο αμινοξέων Asn και Glu που είναι παρόντα σε όλες τις γνωστές

τυροσινάσες σε κοντινή θέση μεταξύ τους. Οι ερευνητές υποστηρίζουν πως τα εν

λόγω αμινοξέα σχηματίζουν δεσμούς υδρογόνου με το μόριο νερού που βρίσκεται

μεταξύ των Cu(A) και Cu(B). Οι δεσμοί κατευθύνουν έτσι το μόριο νερού, ώστε η

αρνητικά φορτισμένη πλευρά του να έλκει το θετικά φορτισμένο Η της

υδροξυλομάδας των μονοφαινόλων. Έτσι το υπόστρωμα προσεγγίζει το ενεργό

κέντρο και πραγματοποιείται η αντίδραση υδροξυλίωσης που χαρακτηρίζει τις

τυροσινάσες. Όταν ένα από τα παραπάνω αμινοξέα απουσιάζει τότε το ένζυμο χάνει

τη δράση μονοφαινολάσης (Solem, Tuczek, & Decker, 2016).

Ύστερα από τις πρόσφατες ενδείξεις πως οι κατεχολοξειδάσες υδροξυλιώνουν

πολύ επιλεκτικά τα «φυσικά» υποστρώματά τους, αλλά όχι τα συνήθη υποστρώματα

των τυροσινασών προκύπτει βέβαια και μία άλλη, πολύ διαφορετική υποψία.

Σύμφωνα με αυτή, σχεδόν όλες οι πολυφαινολοξειδάσες είναι ικανές να

παρουσιάσουν δράση μονοφαινολάσης, ως έχουν, είτε χαρακτηρίζονται ως

τυροσινάσες, είτε ως κατεχολοξειδάσες. Η διαφορά έγκειται στα υποστρώματα που

είναι δυνατό να υδροξυλιώσει κάθε ένζυμο και τα οποία φαίνεται να είναι ελάχιστα

στην περίπτωση των COs. Τα υποστρώματα που δείχνει να «επιλέγει» το κάθε ένζυμο

εξαρτώνται από τα αμινοξέα που βρίσκονται εντός του ενεργού του κέντρου, τα

οποία σταθεροποιούν κάθε υπόστρωμα διαφορετικά. Αυτό βέβαια συστήνει και ένα

νέο μηχανισμό δράσης των PPOs, σύμφωνα με τον οποίο τα υποστρώματα δεν
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περιστρέφονται από αλληλεπιδράσεις με τα επιφανειακά αμινοξέα του ενζύμου, έτσι

ώστε να μπορέσουν να εισέλθουν σωστά στο ενεργό κέντρο αυτού. Αντιθέτως το

υπόστρωμα φαίνεται να συντονίζεται το ίδιο και στα δύο ιόντα Cu και μόνο εκείνα τα

μονοφαινολικά υποστρώματα που αναπτύσσουν τις απαραίτητες αλληλεπιδράσεις με

τα αμινοξέα του ενεργού κέντρου, και σταθεροποιούνται εντός αυτού, μπορούν να

υδροξυλιωθούν. Η υποψία αυτή αποκτά ισχυρότερη βάση αν αναλογιστεί κανείς πως,

σε αντίθεση με το ισχυρά διατηρημένο ενεργό κέντρο, τα αμινοξέα που βρίσκονται

τριγύρω από το ενεργό κέντρο των διαφόρων PPOs διακρίνονται από μεγάλη

διαφορετικότητα. Η διαφορετικότητα αυτή μπορεί να «λογοδοτήσει» για την

πρόσφατα ανακαλυφθείσα ικανότητα των PPOs να παρουσιάζουν δράση

μονοφαινολάσης, αλλά σε ελάχιστα, πολύ συγκεκριμένα και διαφορετικά

υποστρώματα. Εφόσον τα κρίσιμα αυτά αμινοξέα κάθε χαλκοενζύμου διαφέρουν,

είναι αναμενόμενο να διαφέρουν και τα μονοφαινολικά υποστρώματα που

σταθεροποιούνται στο ενεργό κέντρο κάθε ενζύμου και ακολούθως υδροξυλιώνονται.

Έτσι η εκάστοτε επιλογή μεταξύ της δράσης της μονοφαινολάσης/ διφαινολάσης

φαίνεται να εξαρτάται αποκλειστικά από τη δυνατότητα σταθεροποίησης του

αντίστοιχου μονοφαινολικού υποστρώματος εντός του ενεργού κέντρου (Molitor et

al., 2016).

3.5.Κατευθυνόμενη εξέλιξη σε PPOs
3.5.1. Σημασία της εισαγωγής ή ενίσχυσης της δράσης

μονοφαινολάσης των PPOs μέσω της κατευθυνόμενης
εξέλιξης

Σε προηγούμενο στάδιο έχουν αναφερθεί διάφορες χρήσιμες εφαρμογές των

τυροσινασών, ορισμένες εκ των οποίων απαιτούν και την απομονωμένη χρήση της

δράσης μονοφαινολάσης που διαθέτουν αυτά τα ένζυμα. Είναι φανερό λοιπόν πως η

δράση μονοφαινολάσης του ενζύμου της τυροσινάσης παρουσιάζει μεγάλο

ερευνητικό και οικονομικό ενδιαφέρον. Η προοπτική της εισαγωγής αυτής της

δράσης σε ένζυμα που μέχρι πρότινος δεν την κατείχαν φαντάζει πολύ θελκτική,

καθώς αυξάνει τους βιοκαταλύτες που μπορούν να αξιοποιηθούν στις εν λόγω

εφαρμογές και ενδεχομένως και τις δυνατότητες σύνθεσης διφαινολικών προϊόντων.

Η μεγάλη δομική ομοιότητα που εντοπίζεται μεταξύ των ενζύμων τυροσινάση και

κατεχολοξειδάση έχει δημιουργήσει την ελπίδα τροποποίησης, μέσω κατευθυνόμενης
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εξέλιξης, γνωστών κατεχολοξειδασών με σκοπό την εμφάνιση δράσης

μονοφαινολάσης σε διάφορα υποστρώματα.

3.5.2. Γνωστές προσπάθειες εισαγωγής ή ενίσχυσης της
δράσης μονοφαινολάσης ορισμένων PPOs μέχρι
σήμερα

Οι πρώτες προσπάθειες κατευθυνόμενης εξέλιξης των COs για μετατροπή σε

τυροσινάσες με χρήση μεθόδων πρωτεϊνικής μηχανικής εντοπίζονται το 2010, όταν οι

Shuster Ben-Yosef et al., εφάρμοσαν τυχαία μεταλλαξιγένεση σε ένα στέλεχος του

βακτηρίου Bacillus megaterium. Από το πλήθος των τυχαίων μεταλλάξεων ξεχώρισε

η μετάλλαξη R209H της BmTYR που οδήγησε σε αύξηση κατά 1,7 φορές της

ενεργότητας μονοφαινολάσης του ενζύμου, με παράλληλη μείωση κατά 1,5 φορές της

ενεργότητας της δεύτερης δράσης. Η εν λόγω μετάλλαξη μειώνει πιθανότατα την

ενεργότητα της δράσης διφαινολάσης καθώς παρεμβάλει τον ιμιδαζολικό δακτύλιο

του νέου αμινοξέος His στο χώρο κοντά στον Cu(B), δυσχεραίνοντας έτσι τη

δέσμευση των κατεχολικών υποστρωμάτων σε αυτόν (Shuster Ben-Yosef, Sendovski,

& Fishman, 2010).

Επίσης οι Goldfeder et al. (2013) κατόρθωσαν να αυξήσουν περισσότερο την

ενεργότητα μονοφαινολάσης της BmTYR, αναλογικά με αυτή της δράσης της

διφαινολάσης. Η αύξηση παρατηρήθηκε ύστερα από κατευθυνόμενη

μεταλλαξιγένεση του αρχικού στελέχους ώστε

να αντικατασταθεί το αμινοξύ V218- που

εντοπίζεται στην είσοδο του ενεργού κέντρου-

με το αμινοξύ Phe ή Gly (Goldfeder et al.,

2013).

Τέλος οι Solem et al. κατόρθωσαν το

2016 να εισάγουν πράγματι τη δράση

μονοφαινολάσης στην κατεχολοξειδάση

VvCO μέσω κατευθυνόμενης

μεταλλαξιγένεσης. Πιο συγκεκριμένα η

ερευνητική ομάδα αντικατέστησε το

αμινοξύ G241 με ένα αμινοξύ Asn

(μετάλλαξη G241N) το οποίο όπως φαίνεται υπήρχε στην αντίστοιχη θέση σε άλλες

Εικόνα 12. Το ενεργό κέντρο της μεταλλαγμένης VvCO,
παρουσία του υποστρώματος p- tyrosol. Διακρίνονται τα
αμινοξέα Glu και Asp, το μόριο νερού και οι μεταξύ τους

αλληλεπιδράσεις (Solem et al., 2016)
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τυροσινάσες. Η ασπαραγίνη στη θέση 241 εντοπίζεται ιδιαίτερα κοντά σε μία από τις

His που συντονίζουν το Cu(B) ιόν χαλκού. Η επιτυχία του συγκεκριμένου πειράματος

χαρακτηρίζεται ως επιβεβαίωση της υπόθεσης της συγκεκριμένης ερευνητικής

ομάδας σχετικά με τη  διαφοροποίηση τυροσινασών/ κατεχολοξειδασών. Φαίνεται

πως η παρουσία της Asn σε συνδυασμό με ένα αμινοξύ Glu κοντά στο ενεργό κέντρο

του ενζύμου αρκεί για να προσδώσει δράση τυροσινάσης σε αυτό. (Solem et al.,

2016). Το συγκεκριμένο μοτίβο άλλωστε είναι διατηρημένο στις μέχρι τώρα γνωστές

τυροσινάσες φυτικής προέλευσης.

3.6.Υποστρώματα- Ονοματολογία
Όπως έχει ήδη αναφερθεί ως υποστρώματα των τυροσινασών δρουν οι

μονοφαινόλες, ενώ των κατεχολοξειδασών οι όρθο- διφαινόλες. Οι χημικές αυτές

ονομασίες θα χρησιμοποιηθούν καθ’ όλη την έκταση της εργασίας, ωστόσο, όπως

εξηγείται στη συνέχεια, δεν είναι δόκιμες.

3.6.1. Μονοφαινόλες

Ως φαινολικές ουσίες χαρακτηρίζονται όλες εκείνες οι χημικές ουσίες που

περιέχουν τουλάχιστον έναν αρωματικό δακτύλιο ο οποίος διαθέτει ένα ή

περισσότερα υδροξύλια ως υποκαταστάτες. Οι ουσίες αυτές διακρίνονται για τις

αντιοξειδωτικές τους ικανότητες, ενώ πλέον εξετάζεται και η πιθανότητα να έχουν

αντικαρκινικές δράσεις. Ανάλογα με τον αριθμό των φαινολικών δακτυλίων τα

συστατικά αυτά διακρίνονται επιμέρους σε μονοφαινολικά και πολυφαινολικά (Weng

& Yen, 2012). Αυτό σημαίνει πως ο όρος «μονοφαινόλη» αφορά όλες τις χημικές

ουσίες που περιέχουν ένα μόνο φαινολικό δακτύλιο, ανεξάρτητα από τον αριθμό των

υποκατεστημένων –OH στο δακτύλιο αυτό. Στην πλειονότητα των δημοσιεύσεων για

τις PPOs ωστόσο ως μονοφαινόλες χαρακτηρίζονται εσφαλμένα εκείνες οι

φαινολικές ουσίες που διαθέτουν ένα μόνο υποκαταστάτη –OH στο βενζολικό

δακτύλιο τους. Έχει επικρατήσει δηλαδή η ιδέα πως το πρόθεμα «μόνο-» αφορά των

αριθμό των υδροξυλίων και όχι των φαινολικών δακτυλίων (Quideau, Deffieux,

Douat-Casassus, & Pouységu, 2011). Προκειμένου να είναι εύκολη η παραπομπή σε

σχετικά δημοσιευμένα άρθρα και για διευκόλυνση του αναγνώστη, ως

«μονοφαινόλες» χαρακτηρίζονται στη συγκεκριμένη εργασία τα μονοφαινολικά

υποστρώματα με ένα μόνο υδροξύλιο στον αρωματικό δακτύλιο. Επισημαίνεται

παρόλα αυτά πως είναι γνωστή η εσφαλμένη χρήση του όρου.
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3.6.2. Όρθο- διφαινόλες

Αντίστοιχα με την περίπτωση των μονοφαινόλων που αναφέρθηκε, οι κανόνες

ορθής ονοματολογίας καθορίζουν ως «διφαινόλες» εκείνες τις χημικές ουσίες που

περιέχουν δύο φαινολικούς δακτυλίους. Ωστόσο στη συγκεκριμένη εργασία

ακολουθείται η εσφαλμένη σύμβαση που εντοπίζεται στις περισσότερες

δημοσιεύσεις, σύμφωνα με την οποία «διφαινόλη» χαρακτηρίζεται μία φαινολική

ουσία με δύο υποκαταστάτες –OH στο βενζολικό δακτύλιο. Έτσι αντίστοιχα ως όρθο-

διφαινόλες χαρακτηρίζονται οι φαινολικές ουσίες των οποίων ο αρωματικός

δακτύλιος περιέχει δύο υδροξύλια με χαρακτηριστική μεταξύ τους τοποθέτηση

«όρθο». Οι όρθο- διφαινόλες με βάση τη λάθος ονοματολογία αντιστοιχούν δηλαδή

στις κατεχόλες, τα φυσικά υποστρώματα των COs. Οι ουσίες αυτές είναι σημαντικές

χημικές ουσίες που χρησιμοποιούνται για τη σύνθεση πολυμερών, πλαστικών, βαφών

και φαρμάκων στη βιομηχανία (Nolan & O’Connor, 2007). Για το λόγο αυτό η

παραγωγή τους με χρήση ενζύμων, όπως η τυροσινάση κρίνεται ιδιαίτερα επικερδής

(Allouche, Damak, Ellouz, & Sayadi, 2004).
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1. ΟΡΓΑΝΑ- ΣΥΣΚΕΥΕΣ

Κατά τη διάρκεια της πειραματικής διαδικασίας χρησιμοποιήθηκαν οι εξής

συσκευές και όργανα:

 Αυτόκαυστο Labo Autoclave, SANYO (Η.Π.Α.)

 pH-μετρο 537, WTW (Γερμανία)

 Συσκευή ανάδευσης Orbit LS, Labnet (Μ. Βρετανία)

 Θερμαινόμενος ανακινούμενος επωαστήρας Eppendorf Thermomixer

Comfort, Eppendorf (Γερμανία)

 Θερμοστατούμενα υδατόλουτρα και επωαστήρες

 Περιστρεφόμενοι επωαστήρες ZHWY-211C, ZHICHENG Analytical

Instruments Manufactoring Co Ltd (Κίνα)

 Φωτόμετρο UV2000, Hitachi (Η.Π.Α.)

 Σύστημα παραγωγής υπερκάθαρου νερού Direct-Q, Millipore (Η.Π.Α.)

 Συσκευή αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης TC-512, TECHNE (Η.Π.Α.)

 Συσκευή ηλεκτροφόρησης αγαρόζης Easygel H1-set, Scie-plas (Μ. Βρετανία)

 Συσκευή ηλεκτροδιάτρησης Micropulser™, Biorad (Η.Π.Α.)

 Συσκευή ηλεκτροφόρησης για διαχωρισμό πρωτεϊνών Mini-PROTEAN 3,

Biorad (Η.Π.Α.)

 Συσκευή ηλεκτρικής τροφοδοσίας E863, CONSORT (Βέλγιο)

 Συσκευή φωτογράφισης σε κλειστό θάλαμο InGenius BioImaging, Syngene

(Μ. Βρετανία), με λογισμικό GeneSnap v6.05 και GeneTools v3.06

 Συσκευή διήθησης υπό κενό

 Συσκευή υπερδιήθησης Amicon Stirred Cell 8400 με μεμβράνη PM-10,

Millipore (Η.Π.Α.)

 Φυγόκεντροι J2-21 και TJ-6 της Beckman Coulter (Η.Π.Α.), Sorval® RC28S,

DuPont (Η.Π.Α.) και μικροφυγόκεντρος πάγκου Eppendorf 3200 (Γερμανία)

 Στήλη βαρύτητας (Biorad, Η.Π.Α.) με ρητίνη Talon® ακινητοποιημένων

ιόντων κοβαλτίου (Clontech, Η.Π.Α)

 Θερμαινόμενες πλάκες με δυνατότητα μαγνητικής ανάδευσης

 Ζυγοί Mark 2060, Mark 4065 (BEL Engineering) και Abs 120-4 (KERN &

Sohn GmbH)
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 Συσκευή φωτομέτρησης microplate Spectra Max 250 (Molecular Devices)

 SPECTROstar Nano Microplate Reader (BMG Labtech)

Επιπλέον χρησιμοποιήθηκαν τα τυπικά εργαστηριακά όργανα διαφόρων

διαστάσεων: Πιπέτες, ογκομετρικοί κύλινδροι, ποτήρια ζέσεως, κωνικές φιάλες,

χωνιά, τρυβλία, eppendorf tubes, πιπέτες paster, γυάλινα μπουκάλια.

2. ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΟΙ

Οι μικροοργανισμοί που χρησιμοποιήθηκαν στην πειραματική διαδικασία

καταγράφονται στη συνέχεια:

Escherichia coli στελέχη XL1-Blue (Stratagene, Η.Π.Α.): Χρησιμοποιήθηκαν για την

κλωνοποίηση του DNA και πιο συγκεκριμένα για τον πολλαπλασιασμό του

ανασυνδυασμένου φορέα pPICZαΑ (Invitrogen). Πρόκειται για βακτηριακά στελέχη

επιδεικτικά σε ανασυνδυασμό. Παρουσιάζουν ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό

τετρακυλίνη ενώ δε διαθέτουν την ενδονουκλεάση endA, γεγονός που αυξάνει την

ποιότητα του κλωνοποιημένου DNA που λαμβάνεται. Ο γενότυπός τους είναι ο εξής:

endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recA1 relA1 lac glnV44 F'[ ::Tn10

proAB+ lacIq Δ(lacZ)M15 Amy CmR] hsdR17(rK
- mK

+)

Escherichia coli στελέχη TOP 10 (Invitrogen, Η.Π.Α.): Χρησιμοποιήθηκαν για την

κλωνοποίηση του DNA και πιο συγκεκριμένα για τον πολλαπλασιασμό του

πλασμιδιακού φορέα pCR® Blunt (Invitrogen). Πρόκειται για βακτηριακά στελέχη

επιδεικτικά σε ανασυνδυασμό. Παρουσιάζουν ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό

στρεπτομυκίνη. Ο γενότυπός τους είναι ο εξής:

F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 nupG recA1 araD139

Δ(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 λ-

Pichia pastoris στέλεχος Χ-33 (Invitrogen Η.Π.Α): Η μεθυλότροφη ζύμη Pichia

pastoris (φυσιολογικός γενότυπος και φαινότυπος Mut+) χρησιμοποιήθηκε για την

ετερόλογη έκφραση των ανασυνδυασμένων πλασμιδιακών φορέων pPICZαA.
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3. ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ

3.1. Εμπορικά Ένζυμα και αντιδραστήρια
Τα εμπορικά ένζυμα που χρησιμοποιήθηκαν για τις ανάγκες της πειραματικής

διαδικασίας απαριθμούνται παρακάτω:

 Pfu Turbo HotStart Polymerase (2,5 U/μL) (Agilent Technologies)

 KOD Hot Start Polymerase (1,0 U/μL) (Novagen)

 Περιοριστική ενδονουκλεάση EcoRI (15 U/μL) (Takara Bio Inc.)

 Περιοριστική ενδονουκλεάση XbaI (15 U/μL) (Takara Bio Inc.)

 Περιοριστικό ένζυμου τύπου ΙΙΒ DpnI (10 U/μL) (Takara Bio Inc.)

 Ανασυνδυασμένη γλυκοζιδάση EndoH (500 U/μL) (BioLabs Inc.)

 Ένζυμο λιγάση ExpressLink™ T4 DNA Ligase† (5 U/μL) (Invitrogen)

Επίσης για την παραλαβή του πλασμιδιακού DNA των ανασυνδυασμένων

βακτηριακών κυττάρων E. coli χρησιμοποιήθηκε το GenElute™ Plasmid Miniprep

Kit (Sigma- Aldrich). Για την απομόνωση και παραλαβή DNA από πήκτωμα

αγαρόζης χρησιμοποιήθηκε το τυποποιημένο αντιδραστήριο NucleoSpin® Gel and

PCR Clean-up (Macherey-Nagel).

3.2. Αντιβιοτικά
Για τη διάκριση των ανασυνδυασμένων στελεχών που έχουν λάβει το ξένο

DNA χρησιμοποιήθηκαν τα εξής  αντιβιοτικά, στις παρακάτω συγκεντρώσεις:

Πίνακας 1. Αντιβιοτικά που χρησιμοποιήθηκαν και συγκέντρωση αυτών

Μικροοργανισμός Αντιβιοτικό

Τελική

συγκέντρωση

χρήσης (μg/mL)

E. coli TOP 10 Καναμυκίνη 50

E. coli XL1- Blue Ζεοσίνη 25

P.pastoris Ζεοσίνη 100
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3.3. Θρεπτικά υλικά
Για την ανάπτυξη των βακτηρίων E. coli στέλεχος XL1-Blue

χρησιμοποιήθηκε το θρεπτικό υλικό LS-LB (Low Salt-LB) και προσθήκη του

αντιβιοτικού ζεοσίνη (βλ. Πίνακα 1. για συγκεντρώσεις). Σημειώνεται πως η χαμηλή

συγκέντρωση άλατος στο θρεπτικό υλικό επιβάλλεται, εξαιτίας της χαμηλής

«ανεκτικότητας» της ζεοσίνης στο άλας. Η σύσταση του θρεπτικού είναι η

παρακάτω:

Πίνακας 2. Σύσταση θρεπτικού υλικού LB

Συστατικό Σύσταση % w/v σε απιονισμένο H2O
Τρυπτόνη 1

NaCl*1 1
Εκχύλισμα ζύμης (Yeast extract) 0,5

Άγαρ*2 1,5
*1 Για την παρασκευή του θρεπτικού υλικού LS-LB προστίθεται εναλλακτικά 0,5%

w/v NaCl, ενώ η υπόλοιπη σύσταση παραμένει ως έχει.

*2Προστίθεται άγαρ στην περίπτωση που το θρεπτικό υλικό προορίζεται για

ανάπτυξη σε τρυβλία.

Για την ανάπτυξη των βακτηρίων E. coli στέλεχος TOP10 χρησιμοποιήθηκε

το θρεπτικό υλικό LB και προσθήκη του αντιβιοτικού καναμυκίνη (βλ. Πίνακα 1. για

συγκεντρώσεις).

Για την ανάπτυξη των κυττάρων ζύμης P. pastoris χρησιμοποιήθηκε ένα από

τα εξής θρεπτικά υλικά: YPD, BMGY, BMMY και ΜΜ. Όπου κρίθηκε απαραίτητο

έγινε η προσθήκη αντιβιοτικού ζεοσίνης (βλ. Πίνακα 1. για συγκεντρώσεις). Η

σύσταση κάθε θρεπτικού υλικού, καθώς και των διαλυμάτων που χρησιμοποιούνται

για την παρασκευή αυτών, είναι η παρακάτω:

Πίνακας 3.. Σύσταση θρεπτικού YPD για ανάπτυξη της ζύμης P. pastoris

YPD

Συστατικό Σύσταση % w/v σε
απιονισμένο H2O

Πεπτόνη κρέατος 2
Γλυκόζη 2

Εκχύλισμα ζύμης 1
Άγαρ* 2
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*Προστίθεται άγαρ στην περίπτωση που το θρεπτικό υλικό προορίζεται για ανάπτυξη

σε τρυβλία.

Πίνακας 4. Σύσταση διαλύματος YNB, απαραίτητου συστατικού των BMGY, BMMY

ΥΝΒ

Συστατικό Σύσταση % w/v σε
απιονισμένο H2O

Ammonium Sulfate 10
Yeast Nitrogen Base 3,4

Πίνακας 5.Σύσταση θρεπτικών υλικών BMGY, BMMY, ΜΜ για ανάπτυξη της ζύμης P. pastoris (b)

ΜΜ

Συστατικό Σύσταση % w/v σε
απιονισμένο H2O

Άγαρ 1,5

Συστατικό Σύσταση % v/v στον τελικό
όγκο θρεπτικού υλικού

ΥΝΒ 10

μεθανόλη 0,5

Συστατικό Συγκέντρωση στον τελικό
όγκο θρεπτικού υλικού

βιοτίνη 0,4 mg/L

BMGY

Συστατικό Σύσταση % w/v σε
απιονισμένο H2O

Πεπτόνη κρέατος 2
Εκχύλισμα ζύμης 1

Συστατικό Σύσταση % v/v στον τελικό
όγκο θρεπτικού υλικού

ΥΝΒ 10
Ρυθμιστικό διάλυμα 1M

Potasium Phosphate pH=6 10

X10 αραιωμένη σε νερό
γλυκερόλη * 10

Συστατικό Συγκέντρωση στον τελικό
όγκο θρεπτικού υλικού

βιοτίνη 0,4 mg/L
CuSO4 25 μΜ
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*Για την παρασκευή του BMMY ακολουθείται η συνταγή του BMGY, μόνο που

προστίθεται αντί για γλυκερόλη 0,5% v/v μεθανόλη, μετά τον εμβολιασμό των

κυττάρων

3.4. Ρυθμιστικά διαλύματα (buffer)
Για τις ανάγκες της πειραματικής διαδικασίας παρασκευάστηκαν και

χρησιμοποιήθηκαν τα παρακάτω ρυθμιστικά διαλύματα:

Πίνακας 6. Σύσταση και pH των ρυθμιστικών διαλυμάτων που χρησιμοποιήθηκαν

Ρυθμιστικό

διάλυμα
pH Συστατικά Συγκέντρωση (Μ)

Sodium Phosphate 6-8
Na2HPO4 0,1

NaH2PO4 0,1

Potassium

Phosphate
6

K2HPO4 1

KH2PO4 1

Na2HPO4/ Citric

acid
3-6

Na2HPO4 0,2

Citric acid 0,1

Tris/ HCl 8-9
Tris base 0,1

HCl πυκνό

Talon 8
Tris base 0,5

NaCl 3

Tris/ 0.2% w/v

SDS
8,8

Tris base 0,75

SDS 0,2% w/v

Tris/ 0.2% w/v

SDS
6,8

Tris base 0,25

SDS 0,2% w/v

3.5. Εκκινητές
Προκειμένου να εισαχθεί στο γονίδιο της κατεχολοξειδάσης MtOx60685 η

επιθυμητή μετάλλαξη χρησιμοποιήθηκαν συνθετικά μικρά ολιγονουκλεοτίδια, οι

εκκινητές. Αυτοί φέρουν την επιθυμητή μετάλλαξη πλαισιωμένη από αλληλουχίες

συμπληρωματικές προς  την αλληλουχία DNA του γονιδίου. Οι συνθετικοί εκκινητές

(primers) που χρησιμοποιήθηκαν για την κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση του

γονιδίου της πρωτεΐνης MtOx κατασκευάστηκαν, κατόπιν παραγγελίας, από την

εταιρία Eurofins MWG Operon. Τα βασικά χαρακτηριστικά τους παρουσιάζονται
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στον ακόλουθο πίνακα. Σημειώνεται πως για κάθε σημειακή μετάλλαξη

χρησιμοποιήθηκαν δύο εκκινητές ( με τις ενδείξεις «forward» F και «reverse» R

αντίστοιχα) οι οποίοι είναι συμπληρωματικοί μεταξύ τους. Στον πίνακα 7

διευκρινίζεται η αλληλουχία ενός μόνο εκ των δύο εκκινητών, καθώς η αλληλουχία

του άλλου μπορεί να εξαχθεί ως η συμπληρωματική.

Πίνακας 7. Χαρακτηριστικά των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν

Μετάλλαξη
Όνομα μεταλλαγμένης

πρωτεΐνης
Όνομα Primer Νουκλεοτιδική αλληλουχία Τm (oC)

G292N

(Α/Α:1)
MutOx1

MutOx_G292N_

F

5'GAGATCGGCCCCCACAACG

GCATCCACTACAC3'
80,2

L306A (Α/Α:2) MutOx2 MutOx_L306A_F
5'CGGGCGGCGACGCATTCACC

TCCCCCGG 3'
78,8

Y296V

(Α/Α:3)
MutOx3

MutOx_Y296V_

F

5'CGGCATCCACGTAACCATCG

GCGGCGACCC 3'
77,7

MutOx Ι187-

S199 (Α/Α:4)
MutOx4

MutOx _4 _F
5’CGCCGGCCGGGAGCA

GATGACGGGCCCGTCGTGG 3’
64

MutOx_4 _R
5’CGGCTGCGGCCGGCCCTCG

CT 3’
64

MtOx_60685_F
5’GCGAATTCCGCTGTTCTTCC

GATGCGCC 3’
58

MtOx_60685_R
5’CCGCTCGACACGA

TGAAAATAGATCTCG 3’
55

Η υπογράμμιση υποδηλώνει το τμήμα του εκκινητή που μετά την υβριδοποίηση

παραμένει μονόκλωνο και αποτελεί κολλώδες άκρο (overhanging).

3.6. Πλασμιδιακοί φορείς
3.6.1. pPICZαA

Ως φορέας κλωνοποίησης και έκφρασης για το αρχικό γονίδιο, αλλά και τις

μεταλλαγμένες παραλλαγές χρησιμοποιήθηκε ο πλασμιδιακός φορέας pPICZαA της

εταιρίας Invitrogen. Πρόκειται για φορέα σχεδιασμένο για απλή κλωνοποίηση,

έκφραση και εντοπισμό της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης σε κύτταρα P. pastoris.

Περιέχει το γονίδιο ανθεκτικότητας στο αντιβιοτικό ζεοσίνη, καθώς και τον

υποκινητή της αλκοολικής οξειδάσης AOX1 για έκφραση του ξένου γονιδίου στη

ζύμη επαγόμενη από τη μεθανόλη. Επιπλέον ο φορέας διαθέτει την αλληλουχία α-
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factor για εξωκυτταρική έκφραση της πρωτεΐνης και C-άκρο που κωδικοποιεί 6

αμινοξέα His για τον εύκολο καθαρισμό της πρωτεΐνης.

Εικόνα 13. Πλασμιδιακός φορέας pPICZaA ( ThermoFisher cite)

3.6.2. pCR® Blunt

Ως φορέας κλωνοποίησης για το γονίδιο που φέρει τη μετάλλαξη MutOx

I178-S199 χρησιμοποιήθηκε ο πλασμιδιακός φορέας pCR® Blunt της εταιρίας

Invitrogen. Πρόκειται για φορέα σχεδιασμένο να κλωνοποιεί τμήματα DNA με

ισοτελή άκρα. Ο φορέας περιέχει ακόμη το θνησιγόνο γονίδιο ccdB του βακτηρίου E.

coli. Η σύνδεση του ξένου τμήματος DNA στο φορέα διακόπτει την έκφραση του

γονιδίου ccdB. Έτσι τα μετασχηματισμένα κύτταρα E.coli που περιέχουν τον

ανασυνδυασμένο φορέα pCR® Blunt επιβιώνουν και δημιουργούν αποικίες,

επιτρέποντας έτσι τη διάκριση αυτών ύστερα από ανάπτυξη  σε τρυβλία. Επιπλέον ο

φορέας διαθέτει γονίδιο ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά ζεοσίνη και καναμυκίνη.



ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

45

Εικόνα 14. Πλασμιδιακός φορέας pCRR Blunt (ThermoFischer cite)

4. ΓΟΝΙΔΙΑΚΟ DNA

Ως αρχική πλατφόρμα για τη δημιουργία μεταλλαγμένων γονιδίων

χρησιμοποιήθηκε το γονίδιο MtOx60685 του θερμόφιλου μύκητα

Myceliophthora thermophila. Το γονίδιο αποτελείται από ένα τμήμα DNA μήκους

1275 bp και κωδικοποιεί μία πολυπεπτιδική αλυσίδα 424 αμινοξέων. Η αλυσίδα,

ύστερα από αναδίπλωση, αποτελεί το μονομερές της πρωτεΐνης MtOx που

ταξινομείται στις πολυφαινολοξειδάσες, με βέλτιστη ενεργότητα έναντι του

υποστρώματος χλωροκατεχόλη. Η πρωτεϊνική αλληλουχία περιλαμβάνει την κύρια

περιοχή του ενζύμου και ένα πεπτίδιο- οδηγό (signal peptide) που καθορίζει την

τελική θέση μεταφοράς της πρωτεΐνης στον οργανισμό. Το πεπτίδιο αυτό

απομακρύνεται στην περίπτωση της εξεταζόμενης εξωκυτταρικά εκφρασμένης

πρωτεΐνης, έτσι ώστε αυτή να εντοπίζεται στον εξωκυτταρικό χώρο απουσία του. Η

πρωτεΐνη έχει μοριακό βάρος 46,5 kDa και διαθέτει 3 πιθανές θέσεις Ν-



ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

46

γλυκοζυλίωσης και 7-8 πιθανές θέσεις Ο- γλυκοζυλίωσης. Η αλληλουχία της

πολυπεπτιδικής αλυσίδας (απουσία του signal peptide) είναι η εξής:

EFRCSSDAPPPAPVGDDLTEPKELTDLFEKAKKAVIDRLHEDEKALRARGEAP

RCTADKLIFRREYGSLSKDERLAYVNAVKCLQSKPPRTPASVAPGARSRFDDF

VVVHIQQTLDIHYSGIFQAWHRWFVYQYEKALRDECGYTGYQPYWDWPKY

ASAPQDSPLFNGDPYSLGGNGEYVPHDGPVIVPPEGVSGGNISLPAGVGGGFV

RTGPFANMTVNLGPVGGLADTAPGPQGGLGYNPRGLKRDLGGAMNTRYAN

YTTVLRLLTQPDVDAFRTVSEGVPYTVEIGPHGGIHYTIGGDPGGDLFTSPGD

PAFWVHHAQMDRVWATWQALGLLPPADGGDPDPARRYTDLGKGDYAHRT

WQNSPPSPFAELSDVIDMGYAAPSTTIGAVMSTTEGELCYFYL

5. ΜΕΘΟΔΟΙ

5.1. Παρασκευή θρεπτικών υλικών
Τα θρεπτικά υλικά που χρησιμοποιήθηκαν για τις καλλιέργειες

παρασκευάστηκαν με διάλυση των αντίστοιχων συστατικών σε απιονισμένο νερό και

ακόλουθη αποστείρωση του διαλύματος σε αυτόκλειστο θερμοκρασίας T= 121oC για

χρονικό διάστημα 20 min. Μετά το πέρας της αποστείρωσης, το θρεπτικό υλικό

ψύχθηκε μέχρι τους 40οC περίπου και ακολούθησε προσθήκη του ανάλογου

αντιβιοτικού.

Στα θρεπτικά υλικά LB και LS-LB προηγήθηκε ρύθμιση του pH μεταξύ των

τιμών 7,0- 7,4 με προσθήκη υδατικού διαλύματος NaOH 1M. Στα θρεπτικά υλικά που

περιέχουν γλυκόζη, το συστατικό αποστειρώθηκε ξεχωριστά από το υπόλοιπο έτοιμο

διάλυμα και στη συνέχεια προστέθηκε σε αυτό υπό στείρες συνθήκες. Για την

παρασκευή των BMGY και BMMY προηγείται η διάλυση των στερεών συστατικών

στον κατάλληλο όγκο απιονισμένου νερού. Στη συνέχεια τα διαλύματα

αποστειρώνονται σε αυτόκλειστο ξεχωριστά, ενώ η βιοτίνη αποστειρώνεται με

διήθηση και στη συνέχεια διατηρείται σε T= 4oC, και αναμειγνύονται μετά το πέρας

της αποστείρωσης. Η προσθήκη της βιοτίνης γίνεται στο τέλος, πριν την προσθήκη

του αντιβιοτικού και ύστερα από ψύξη του συνολικού διαλύματος σε T=40oC

περίπου. Στην περίπτωση του BMMY η μεθανόλη προστίθεται μετά τον εμβολιασμό

με κύτταρα ζύμης και ανανεώνεται σε τακτά χρονικά διαστήματα των 20-26 h.
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5.2. Μοριακές τεχνικές
5.2.1. Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (PCR) για

μεταλλαξιγένεση

Για τη δημιουργία μεταλλάξεων στο αρχικό γονίδιο χρησιμοποιήθηκε η

Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction- PCR). Με αυτή

την τεχνική δημιουργούνται in vitro σε μικρό χρονικό διάστημα πολλά αντίγραφα

ενός τμήματος DNA. Περιλαμβάνει πολλούς επαναλαμβανόμενους κύκλους

αποδιάταξης του δίκλωνου DNA που ακολουθούνται από αντιγραφή κάθε κλώνου, ο

οποίος έτσι λειτουργεί ως εκμαγείο. Το ένζυμο της πολυμεράσης καθοδηγείται στην

αλληλουχία που επιδιώκεται να αντιγραφεί από μικρά νουκλεοτιδικά τμήματα που

δρουν ως εκκινητές (primers) και έχουν προστεθεί εξαρχής στο μίγμα της PCR. Αυτό

σημαίνει πως η εφαρμογή της μεθόδου προϋποθέτει τη γνώση της προς αντιγραφή

αλληλουχίας (Alberts et al., 2011). Τα στάδια κάθε κύκλου διακρίνονται στην

αποδιάταξη του δίκλωνου DNA, τον υβριδισμό κάθε κλώνου με τον αντίστοιχο

εκκινητή και τέλος την επιμήκυνση αυτού και αντιγραφή του DNA. Η μετάβαση από

το ένα στάδιο στο άλλο πραγματοποιείται με ακαριαία μεταβολή της θερμοκρασίας

από την ειδική συσκευή PCR. Σημειώνεται πως πριν την έναρξη των κύκλων

προηγείται ένα στάδιο αρχικής αποδιάταξης, ενώ στο τέλος όλων των κύκλων

ακολουθεί ένα στάδιο τελικής επιμήκυνσης. Σε περίπτωση που ο συνθετικός, κατά τα

άλλα συμπληρωματικός προς τους κλώνους DNA, εκκινητής που χρησιμοποιηθεί

φέρει μία σημειακή μετάλλαξη, τότε οι αλλεπάλληλοι κύκλοι αντιγραφής της PCR

έχουν ως αποτέλεσμα την παραγωγή πολλών αντιγράφων μεταλλαγμένου DNA. Για

την επιτυχημένη εφαρμογή της διαδικασίας είναι πολύ σημαντικό να διενεργηθεί η

Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης υπό σωστές συνθήκες. Παρακάτω

παρουσιάζονται οι συνθήκες PCR που εφαρμόστηκαν για την επίτευξη κάθε

μετάλλαξης, καθώς και η σύσταση του μίγματος PCR. Σημειώνεται πως σε κάθε

διαφορετική μεταλλαξιγένεση μεταβλήθηκαν μόνο η θερμοκρασία στην οποία

πραγματοποιήθηκε υβριδοποίηση με τους εκκινητές, καθώς και ο χρόνος

επιμήκυνσης.
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Πίνακας 8.Συνθήκες εφαρμοσμένης μεθόδου PCR για την παραγωγή των αντιγράφων μεταλλαγμένου
πλασμιδίου pPICZaA

Στάδιο Τ (oC) t(s)
Αρχική αποδιάταξη 95 120
Αποδιάταξη σε κάθε

κύκλο 95 30

Υβριδοποίηση Βλ. πίνακα 9 30
Επιμήκυνση 72 Βλ. πίνακα 9

Τελική επιμήκυνση μετά
το πέρας των κύκλων

72 600

Συνθήκες παραμονής του
δείγματος με το τέλος της

PCR

4 -

Αριθμός κύκλων 18

Πίνακας 9. Μεταβαλλόμενες συνθήκες της PCR μεταλλαξιγένεσης

Α/Α Μετάλλαξη
θερμοκρασία

υβριδοποίησης (oC)

Χρόνος

επιμήκυνσης (s)

1 G292N 53 300

2 L306A 53 360

3 Y296V 55 360

4

Μ1-Ι187 52 50

S199-L424 60 50

MutOx I187-S199 61 80

Σημειώνεται πως και για τις τρεις σημειακές μεταλλάξεις (Α/Α:1,2 και 3) η σύσταση

του μίγματος που εισήχθη στη συσκευή PCR είναι η εξής:

Πίνακας 10.Σύσταση μίγματος που εισήχθη στη συσκευή PCR για μεταλλαξιγένεση (Μεταλλάξεις με Α/Α: 1, 2
και 3)

Συστατικό Όγκος (μL)
Υπερκάθαρο H2O 32

Ρυθμιστικό διάλυμα πολυμεράσης
(περιλαμβάνει MgSO4)

5

dNTPs (2 mM) 5
Πλασμιδιακό DNA x10 αραιωμένο

(pPICZaA)*
5

Διάλυμα εκκινητή «forward» (50 μΜ) 1
Διάλυμα εκκινητή «reverse» (50 μM) 1

Ένζυμο πολυμεράσης Pfu Turbo HotStart 1
*Φέρει ήδη το ξένο γονίδιο MtOx
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Η μετάλλαξη MutOx I187-S199 πραγματοποιήθηκε με αποκοπή ενός

τμήματος 33 νουκλεοτιδίων από το αρχικό γονίδιο, και συγκεκριμένα αυτών των

νουκλεοτιδίων που κωδικοποιούν τα αμινοξέα από τη θέση 188, μέχρι την 198. Η

αλληλουχία αυτή κωδικοποιεί ένα τμήμα της πεπτιδικής αλληλουχίας, χωρίς

δευτεροταγή δομή, το οποίο σχηματίζει ένα βρόγχο που παρεμβάλλεται μπροστά

στην είσοδο του ενεργού κέντρου του ενζύμου. Για την πραγματοποίηση της

μετάλλαξης αυτής αρχικά πολλαπλασιάστηκαν επιλεκτικά τα δύο τμήματα DNA που

συνθέτουν το νέο γονίδιο (εκείνα τα τμήματα που εντοπίζονται δεξιά και αριστερά

της προς απομάκρυνση αλληλουχίας). Αυτό πραγματοποιήθηκε με δύο αντιδράσεις

PCR, στις οποίες χρησιμοποιήθηκαν ως εκκινητές αλληλουχίες συμπληρωματικές με

το ένα άκρο του DNA του αρχικού γονιδίου και με ένα μικρό τμήμα νουκλεοτιδίων

δεξιά ή αριστερά της προς απομάκρυνση αλληλουχίας. Οι εκκινητές με αλληλουχίες

συμπληρωματικές προς τις περιοχές έναντι του ολιγονουκλεοτιδίου που επιδιώκεται

να αποκοπεί διέθεταν και επιπλέον νουκλεοτίδια, συμπληρωματικά μεταξύ τους για

το σχηματισμό μονόκλωνων άκρων. Στη συνέχεια τα απομονωμένα τμήματα αυτά

συνδέθηκαν μεταξύ τους σε ένα νέο γονίδιο με μία τρίτη διαδικασία PCR. Προέκυψε

έτσι το τελικό μεταλλαγμένο γονίδιο, στο οποίο απουσιάζει η αλληλουχία των 33

νουκλεοτιδίων. Η σύσταση του μίγματος που εισήχθη στη συσκευή PCR για την

παραγωγή πολλών αντιγράφων των δύο τμημάτων DNA που συνθέτουν το

μεταλλαγμένο γονίδιο MutOx I187-S199 είναι η εξής:

Πίνακας 11.Σύσταση μίγματος που εισήχθη στη συσκευή PCR για πολλαπλασιασμό των δύο αλληλουχιών
Μ1-L165 και G176-L424

Συστατικό Όγκος (μL)
Υπερκάθαρο H2O 29

Ρυθμιστικό διάλυμα πολυμεράσης 10Χ 5
dNTPs (2 mM) 5

MgSO4 3
Πλασμιδιακό DNA x10 αραιωμένο

(pPICZaA)*
5

Διάλυμα εκκινητή «forward» (50 μΜ) 1
Διάλυμα εκκινητή «reverse» (50 μM) 1
Ένζυμο πολυμεράσης ΚOD Hot Start 1

Στη συνέχεια το μίγμα που εισήχθη στην PCR για την συνένωση των

παραπάνω κομματιών είναι το εξής:
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Πίνακας 12. Σύσταση δείγματος που εισήχθη στην PCR για την συνένωση των κομματιών M1-L165 & G176-
L424

Συστατικό Όγκος (μL)
Υπερκάθαρο H2O 32

Ρυθμιστικό διάλυμα πολυμεράσης 10Χ 5
dNTPs (2 mM) 5

MgSO4 3
Πλασμιδιακό DNA Μ1-L185 1

Πλασμιδιακό DNA G196-L424 1
Διάλυμα εκκινητή «forward» (50 μΜ) 1
Διάλυμα εκκινητή «reverse» (50 μM) 1
Ένζυμο πολυμεράσης ΚOD Hot Start 1

5.2.2. Ηλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωμα αγαρόζης

Για το διαχωρισμό των τμημάτων DNA που προκύπτουν μετά το τέλος της

PCR και την ανίχνευση του επιθυμητού τμήματος πραγματοποιήθηκε

ηλεκτροφόρηση του DNA σε πήκτωμα αγαρόζης συγκέντρωσης 1% w/v. Η εν λόγω

τεχνική χρησιμοποιήθηκε ενίοτε και για την παραλαβή ενός δείγματος DNA

συγκεκριμένου μήκους από το πήκτωμα με χρήση του τυποποιημένου

αντιδραστηρίου NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel).

Το διάλυμα αγαρόζης παρασκευάζεται με διάλυση 0,5 g Agarose low EEO

(AppliChem, Γερμανία) σε 50 mL διαλύματος TBE και βρασμό. Ακολουθεί ψύξη

μέχρι τους 50οC περίπου και προσθήκη 5 μL βρομιούχου αιθιδίου. Το διάλυμα

τοποθετείται και αφήνεται να πήξει εντός της πλάκας της συσκευής ηλεκτροφόρησης.

Μετά την ψύξη και τη διαβροχή του πηκτώματος με 60 mL TBE, ακολουθεί

τοποθέτηση του δείγματος του DNA στα

σχηματισμένα «πηγάδια» εντός της

στερεοποιημένης γέλης, καθώς και

πρότυπου δείγματος μορίων DNA

γνωστού μήκους (HyperLadder™ I: 200-

10,000 bp). Τα δείγματα υφίστανται

ηλεκτροφόρηση με εφαρμογή τάσης 60V

για περίπου 45 min, οπότε και αρχίζουν να

κατευθύνονται προς το θετικό πόλο της

συσκευής με ταχύτητες που εξαρτώνται

από το μήκος τους. Μετά το πέρας της
Εικόνα 15. Συσκευή ηλεκτροφόρησης DNA
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ηλεκτροφόρησης παρατηρείται η θέση κάθε δείγματος και συγκρίνεται με αυτή του

προτύπου, με χρήση ακτινοβολίας UV με τη συσκευή φωτογράφισης σe κλειστό

θάλαμο InGenius BioImaging, Syngene.

Πίνακας 14.Σύσταση διαλύματος TBE(10x)

*Σε περίπτωση που το δείγμα DNA προς ηλεκτροφόρηση έχει υποστεί αρχικά πέψη
με περιοριστικές ενδονουκλεάσες, τότε το δείγμα προς ηλεκτροφόρηση έχει άλλη
σύσταση. Συγκεκριμένα αποτελείται από το μίγμα πέψης και 5 μL Crystal 5x DNA
Loading Buffer Blue (Bioline).

5.2.3. Καταστροφή του «γονικού» (parental) DNA

Η καταστροφή του γονικού DNA του δείγματος που προκύπτει από τη

συσκευή PCR πραγματοποιήθηκε με πέψη με την περιοριστική ενδονουκλεάση DpnI

(Agilent Technologies). Το συγκεκριμένο ένζυμο έχει τη δυνατότητα να αναγνωρίζει

και να κόβει τις μεθυλιωμένες αλληλουχίες DNA. Η μεθυλίωση του DNA

πραγματοποιείται μόνο in vivo από μηχανισμούς του οργανισμού από τον οποίο αυτό

προέρχεται. Είναι αναμενόμενο πως το DNA που έχει παραχθεί in vitro με τη μέθοδο

της PCR δεν είναι μεθυλιωμένο και δεν καταστρέφεται από την DpnI. Για την πέψη 1

Συστατικό Όγκος (μL)

Δείγμα PCR 5

Crystal 5x DNA

Loading Buffer

Blue (Bioline)

2

ddH2O 3

Συστατικό Συγκέντρωση

Tris Base 108 g/L

Βορικό Οξύ 55 g/L

EDTA 0,5 M

και pH=8
40 mL/L

Πίνακας 13. Συνήθης σύσταση
δείγματος προς ηλεκτροφόρηση*

Εικόνα 16.. Απεικόνιση του
αποτελέσματος

ηλεκτροφόρησης του πρότυπου
Hyperladder I (Centaur cite)
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μL του περιοριστικού ενζύμου προστέθηκε στο μίγμα ή αντίδραση της PCR. Η πέψη

πραγματοποιήθηκε για 1 h σε σταθερή θερμοκρασία T= 37οC.

5.2.4. Μετασχηματισμός επιδεκτικών κυττάρων E. coli με
θερμικό σοκ

Ο μετασχηματισμός των βακτηριακών κυττάρων με το μεταλλαγμένο

πλασμιδιακό DNA πραγματοποιήθηκε με χρήση κυττάρων E. coli που έχουν υποστεί

χημική επεξεργασία ώστε να καταστούν επιδεκτικά σε εισαγωγή ξένου DNA. Τα

επιδεκτικά κύτταρα διατηρούνται σε σταθερή θερμοκρασία T= -80oC και δείγματα

όγκου 100 μL διαλύματος 51% v/v υδατικού διαλύματος CaCl 0,1 M και 49% v/v

υδατικού διαλύματος γλυκερόλης 50% v/v, εντός σωλήνων eppendorf. Για το

μετασχηματισμό προθερμάνθηκε ένα δείγμα E. coli με μεταφορά σε πάγο T=4οC για

μερικά λεπτά. Στη συνέχεια προστέθηκε στο διάλυμα των κυττάρων 5 μL δείγμα PCR

που περιέχει το μεταλλαγμένο πλασμιδιακό DNA, το οποίο έχει πρωτίστως υποστεί

πέψη με DpnI. Το διάλυμα των κυττάρων με το ξένο πλασμιδιακό DNA παρέμεινε σε

σταθερή T= 4oC για 30 min. Ακολούθησε τοποθέτηση των κυττάρων σε σταθερή T=

42oC για 70 s (Heat Shock). Αμέσως μετά το θερμικό σοκ προστέθηκε στα κύτταρα

όγκος θρεπτικού LB 200 μL και επωάστηκαν για 1 h σε σταθερή Τ= 37οC. Με το

πέρας της επώασης ο συνολικός όγκος επωασμένων κυττάρων απλώθηκε σε τρυβλία

που περιέχουν το αντίστοιχο θρεπτικό υλικό (LS-LB Zeocin για στελέχη XL1-Blue

και LB Kanamycin για στελέχη TOP10). Ακολούθησε επώαση σε T=37oC για 20 h.

5.2.5. Κλωνοποίηση και παραλαβή του πλασμιδιακού DNA

Οι αποικίες των μετασχηματισμένων βακτηριακών κυττάρων που

αναπτύσσονται στα τρυβλία, μετά την ολοήμερη επώαση παρουσία αντιβιοτικού,

εμβολιάστηκαν σε υγρό θρεπτικό υλικό όγκου 5 mL. Ακολούθησε επώαση υπό

ανάδευση (190 rpm) σε σταθερή θερμοκρασία T=37oC για 16-20 h (overnight). Στη

συνέχεια πραγματοποιείται η παραλαβή του πλασμιδιακού DNA από τα κύτταρα των

υγρών καλλιεργειών με χρήση του τυποποιημένου αντιδραστηρίου GenElute™

Plasmid Miniprep Kit (Sigma- Aldrich).

5.2.6. Πέψη πλασμιδιακού DNA με περιοριστικές
ενδονουκλεάσες

Το πλασμιδιακό DNA γραμμικοποιείται ύστερα από πέψη με τις αντίστοιχες

περιοριστικές ενδονουκλεάσες. Στους πλασμιδιακούς χάρτες των εικόνων 13 και 14
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διακρίνονται οι θέσεις στις οποίες κόβει τη νουκλεοτιδική αλληλουχία κάθε

περιοριστικό ένζυμο. Στη συγκεκριμένη πειραματική διαδικασία χρησιμοποιήθηκαν

τα περιοριστικά ένζυμα EcoRI και XbaI, οπότε πραγματοποιήθηκε πέψη για 1 h σε

σταθερή θερμοκρασία T=37oC. Η σύσταση του μίγματος αντίδρασης για ένα δείγμα

πλασμιδιακού DNA παρουσιάζεται στη συνέχεια:

Πίνακας 15. Σύσταση μίγματος πέψης πλασμιδιακού DNA με τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες XbaI & EcoRI

Συστατικό Όγκος (μL)

Πλασμιδιακό DNA 5

Ρυθμιστικό διάλυμα XbaI 10X (10 mM Tris-

HCl, pH=7,5, 7mM MgCl2, 100 mM NaCl, 7

mM 2-mercaptoehtanol, 0,01% BSA)

2

EcoRI 1

XbaI 1

Υπερκάθαρο H2O 11

Για να εξακριβωθεί πως το λαμβανόμενο δείγμα DNA έχει το αναμενόμενο

μήκος, και συνεπώς είναι πιθανότατα το μετασχηματισμένο, πραγματοποιήθηκε

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης (παράγραφος 5.2.2). Το δείγμα που εισάγεται

στο πήκτωμα αποτελείται από το μίγμα πέψης του πλασμιδίου με προσθήκη 5 μL

Crystal 5x DNA Loading Buffer Blue (Bioline).

5.2.7. Αλληλούχιση DNA ( DNA Sequencing)

Προκειμένου να εξακριβωθεί πως η αλληλουχία του παραλαμβανόμενου

DNA μετά τις διαδικασίες της μεταλλαξιγένεσης με PCR, κλωνοποίησης και

γραμμικοποίησης είναι η σωστή πραγματοποιήθηκε αλληλούχιση αυτού.

Προσδιορίστηκε δηλαδή η ακριβής αλληλουχία τμήματος του DNA που ενδιαφέρει.

Η αλληλούχιση πραγματοποιήθηκε σε δείγμα καθαρού πλασμιδιακού DNA όγκου 10

μL (300-500 ng), από την εταιρεία VBC-Biotech Services GmbH (Αυστρία).

5.2.8. Ανασυνδυασμός του πλασμιδιακού φορέα pCR® Blunt με
γραμμικό DNA

Ο ανασυνδυασμός του πλασμιδιακού φορέα επετεύχθη ύστερα από σύνδεση

αυτού με το γραμμικό τμήμα DNA παρουσία του εμπορικού ενζύμου λιγάση
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ExpressLink™ T4 DNA Ligase† (Invitrogen). Η αντίδραση σύνδεσης

πραγματοποιήθηκε σε σωλήνα Eppendorf για χρονικό διάστημα 2 h και υπό σταθερή

θερμοκρασία T=16oC. Η σύσταση του μίγματος εντός του σωλήνα είναι η εξής:

Πίνακας 16. Σύσταση μίγματος για ανασυνδυασμό του πλασμιδιακού φορέα pCRR Blunt με το επιθυμητό
γραμμικό τμήμα DNA

Συστατικό Όγκος (μL)

Εμπορικό διάλυμα πλασμιδιακού φορέα

pCR® Blunt
1

Γραμμικοποιημένο δείγμα DNA για

ανασυνδυασμό
5

Ρυθμιστικό διάλυμα 5X T4 DNA λιγάσης 2

Υπερκάθαρο H2O 1

Ένζυμο ExpressLink™ T4 DNA Ligase† 1

5.2.9. Προετοιμασία και μετασχηματισμός επιδεκτικών
κυττάρων ζύμης P. pastoris με ηλεκτροδιάτρηση

Εφόσον εξακριβωθεί με αλληλούχιση πως το προϊόν DNA φέρει την

επιθυμητή μετάλλαξη, ακολουθεί η εισαγωγή αυτού σε επιδεκτικά κύτταρα P.

pastoris για την έκφραση της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης. Προηγείται η εκ νέου

κλωνοποίηση του μεταλλαγμένου πλασμιδιακού DNA, ύστερα από μετασχηματισμό

επιδεκτικών βακτηριακών κυττάρων E. coli σύμφωνα με τις διαδικασίες 5.2.4, 5.2.5.

Στη συνέχεια ακολουθεί προετοιμασία επιδεκτικών κυττάρων ζύμης και

μετασχηματισμός αυτών με ηλεκτροδιάτρηση, σύμφωνα με τις παρακάτω

διαδικασίες:

5.2.9.1. Προετοιμασία επιδεκτικών σε
μετασχηματισμό κυττάρων ζύμης P. pastoris

Ζωντανά κύτταρα του στελέχους P. pastoris Χ-33 εμβολιάστηκαν από

τρυβλίο σε υγρή καλλιέργεια όγκου 50 mL YPD και επωάστηκαν σε σταθερή

θερμοκρασία T=30oC υπό ανάδευση (180 rpm) για χρονική διάρκεια 1 d. Λήφθηκε

όγκος περίπου 5 mL από την υγρή προκαλλιέργεια και τα κύτταρα εμβολιάστηκαν σε

υγρό θρεπτικό υλικό YPD όγκου 100 mL, έτσι ώστε η αρχική οπτική πυκνότητα του

θρεπτικού υλικού να είναι περίπου O.D600= 0,56. Η υγρή καλλιέργεια των 100 mL
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επωάστηκε σε ίδιες συνθήκες με την προκαλλιέργεια έως ότου η οπτική πυκνότητα

αυτής φτάσει O.D600= 1,3- 1,6 (απαιτούνται περίπου 4 h).

Μετά την επίτευξη της επιθυμητής οπτικής πυκνότητας ο συνολικός όγκος

καλλιέργειας φυγοκεντρήθηκε στη συσκευή TJ-6 της Beckman Coulter σε T=4oC και

8000 rpm 6 φορές διαδοχικά, ακολουθώντας τα παρακάτω βήματα:

I. Φυγοκέντρηση για 10 min της υγρής καλλιέργειας για απομάκρυνση των

κυττάρων

II. (Φυγοκέντρηση για 10 min με υπερκάθαρο H2O για έκπλυση) Χ3 φορές

III. (Φυγοκέντρηση για 8 min με υδατικό διάλυμα σορβιτόλης 1Μ) Χ2 φορές

Σημειώνεται πως πριν από κάθε φυγοκέντρηση πραγματοποιείται

επαναιώρηση των κυττάρων ζύμης στο αντίστοιχο διάλυμα. Τα διαλύματα έχουν

υποστεί προηγουμένως αποστείρωση και διατηρούνται σε σταθερή θερμοκρασία

T=4oC. Μετά την τελευταία φυγοκέντρηση τα επιδεκτικά κύτταρα ζύμης

επαναιωρήθηκαν σε 600 μL διαλύματος σορβιτόλης 1M και διατηρήθηκαν σε πάγο

σε T=4oC.

5.2.9.2. Μετασχηματισμός επιδεκτικών κυττάρων
P. pastoris με ηλεκτροδιάτρηση

Λήφθηκαν 80 μL από το διάλυμα επιδεκτικών κυττάρων που προέκυψε στο

τέλος της διαδικασίας 5.2.9.1. Σε αυτό τον όγκο προστέθηκαν 30 μL του

γραμμικοποιημένου πλασμιδιακού DNA προς εισαγωγή (όπως αυτό προκύπτει μετά

το πέρας της διαδικασίας 5.2.6.). Ο συνολικός όγκος των 110 μL του διαλύματος

εισήχθη σε προψυγμένη ειδική κυψελίδα ηλεκτροδιάτρησης και παρέμεινε σε πάγο

(T=4oC) για 5 min. Στη συνέχεια η κυψελίδα τοποθετήθηκε στη συσκευή

ηλεκτροδιάτρησης και εφαρμόστηκε το εργοστασιακό πρόγραμμα Pic (εφαρμογή

τάσης 2 kV για 4 ms). Στο στάδιο της ηλεκτροδιάτρησης εφαρμόζεται διαφορά

δυναμικού με αποτέλεσμα να αυξάνεται η διαπερατότητα της μεμβράνης των

κυττάρων και να διευκολύνεται η διαπέρασή της από το πλασμιδιακό DNA. Αμέσως

μετά τον τερματισμό του προγράμματος προστέθηκε στο διάλυμα των κυττάρων 1

mL αποστειρωμένου υδατικού διαλύματος σορβιτόλης 1M. Το διάλυμα των

κυττάρων μεταφέρθηκε σε αποστειρωμένο falcon tube των 15 mL και παρέμεινε για

χρονικό διάστημα 2 h σε σταθερή θερμοκρασία T=30oC. Ακολούθησε μεταφορά από
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το σωλήνα και επίστρωση σε τρυβλία με θρεπτικό υλικό YPDS-με ζεοσίνη (100

μg/mL). Τα τρυβλία επωάστηκαν σε σταθερή θερμοκρασία T=30oC για 3 d.

5.3. Τεχνικές παραγωγής και παραλαβής πρωτεΐνης
5.3.1. Επιλογή κλώνου μετασχηματισμένης ζύμης με βάση τα

επίπεδα παραγωγής πρωτεΐνης (plate assay)

Μετά την ηλεκτροδιάτρηση και την επώαση των κυττάρων για 3 d προέκυψαν

αρκετές αποικίες στα τρυβλία παρουσία αντιβιοτικού. Οι αποικίες αυτές έχουν λάβει

το μεταλλαγμένο πλασμιδιακό DNA. Κάθε αποικία αντιστοιχεί σε ένα κλώνο και

κάθε κλώνος παρουσιάζει ελαφρώς διαφορετικά χαρακτηριστικά από τους

υπόλοιπους. Αυτό οφείλεται κυρίως στη διαφορετική ενσωμάτωση του ξένου DNA

στο γονιδίωμα της ζύμης. Επιδιώκεται η επιλογή εκείνου του κλώνου που εμφανίζει

μέγιστη παραγωγικότητα της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης. Είναι σκόπιμο να

αναφερθεί πως ο κλώνος αυτός δεν ταυτίζεται με τον κλώνο που παρουσιάζει μέγιστο

ρυθμό κυτταρικής ανάπτυξης, καθώς πρόκειται για δύο διαφορετικά χαρακτηριστικά.

Επιπλέον η ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη παράγεται από τα μετασχηματισμένα κύτταρα

ζύμης εξωκυτταρικά (εξαιτίας της αλληλουχίας α-factor του φορέα pPICZαA), και η

παραγωγή της επάγεται από την παρουσία μεθανόλης στο περιβάλλον του κυττάρου

(εξαιτίας του υποκινητή AOX1).

Για την επιλογή του κλώνου μέγιστης παραγωγικότητας ανασυνδυασμένης

πρωτεΐνης πραγματοποιείται αρχικά μία μελέτη της ικανότητας παραγωγής του

ανασυνδυασμένου ενζύμου σε τρυβλία (plate assay). Προετοιμάστηκαν τρυβλία με

θρεπτικό υλικό ΜΜ στα οποία έγινε μεταφορά των κλώνων προς εξέταση. Κάθε

κλώνος τοποθετήθηκε σε συγκεκριμένη, επισημασμένη, περιοχή του τρυβλίου.

Ακολούθησε επώαση των τρυβλίων σε σταθερή θερμοκρασία T=30oC για 3 d. Στη

συνέχεια προστέθηκε στην επιφάνεια του τρυβλίου όγκος 5 mL υδατικού διαλύματος

4- χλωροκατεχόλη 10 mM και ακολούθησε επώαση του τρυβλίου έως ότου

παρατηρηθεί μεταβολή του χρώματος (περίπου 30-60 min) σε σταθερή θερμοκρασία

T=60oC. Το ανασυνδυασμένο ένζυμο αναμένεται να οξειδώνει το υπόστρωμα 4-

χλωροκατεχόλη προς έγχρωμο προϊόν (καστανό). Επομένως μετά την επώαση στους

Τ=60oC εξετάστηκε, με οπτική παρατήρηση, η περιοχή του τρυβλίου που περιέβαλε

κάθε κλώνο ξεχωριστά. Επιλέχθηκε ο κλώνος η εγγενής περιοχή του οποίου

παρουσίασε τη μεγαλύτερη μεταβολή χρώματος.
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Εικόνα 17.Plate assay για προσδιορισμό του κλώνου μετασχηματισμένης ζύμης P.pastoris που φέρει τη
μετάλλαξη  G292N που παρουσιάζει μεγαλύτερη παραγωγικότητα της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης (καφέ

κλώνοι: κλώνοι που παράγουν το ένζυμο και οξειδώνουν το υπόστρωμα χλωροκατεχόλη, υποκίτρινοι
κλώνοι: δεν παράγουν το ένζυμο)

5.3.2. Παραγωγή της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης σε
καλλιέργειες κυττάρων ζύμης εργαστηριακής κλίμακας.

5.3.2.1. Υγρές καλλιέργειες εργαστηριακής
κλίμακας του κατάλληλου κλώνου
μετασχηματισμένης ζύμης P. pastoris

Μετά την επιλογή του κατάλληλου μετασχηματισμένου κλώνου

εμβολιάστηκαν κύτταρα αυτού σε προκαλλιέργεια με θρεπτικό υλικό BMGY όγκου

100 mL η κάθε μία. Η προκαλλιέργεια επωάστηκε για 1 d σε σταθερή θερμοκρασία

T=30oC υπό ανάδευση (180 rpm). Ακολούθησε φωτομέτρηση του υγρού

προκαλλιέργειας και εμβολιασμός περίπου 50 mL αυτού σε καλλιέργεια BMMY

συνολικού όγκου 500 mL η οποία τοποθετήθηκε εντός κωνικής φιάλης όγκου 2 L.

Σημειώνεται πως ο εμβολιασμός πραγματοποιήθηκε με φυγοκέντρηση του υγρού

προκαλλιέργειας, επαναιώρηση των κυττάρων σε όγκο BMMY περίπου 20 mL και

τελικώς ανάμειξη με τον υπολειπόμενο όγκο θρεπτικού της καλλιέργειας.

Ακολούθησε επώαση των κυττάρων σε σταθερή θερμοκρασία T=23oC, υπό

ανάδευση (180 rpm) για χρονικό διάστημα 4 d. Η συγκέντρωση  μεθανόλης στο

θρεπτικό καλλιέργειας παρέμεινε σταθερή (0,5% v/v) με προσθήκη κατάλληλης

Το αρχικό μη
μετασχηματισμένο

στέλεχος X-33 δε
φαίνεται να

παράγει ένζυμο,
όπως ήταν

αναμενόμενο.
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ποσότητας σε καθημερινή βάση για επαγωγή της παραγωγής της ανασυνδυασμένης

πρωτεΐνης.

5.3.2.2. Προσδιορισμός του μικροβιακού φορτίου
της καλλιέργειας με φωτομέτρηση

Προκειμένου να εκτιμάται, σε ημερήσια βάση, ο αριθμός των κυττάρων ζύμης

εντός της υγρής καλλιέργειας, λαμβάνεται δείγμα του υγρού καλλιέργειας όγκου

περίπου 200 μL. Το δείγμα αραιώνεται 20 ή 50 φορές με απιονισμένο νερό σε τελικό

όγκο 1 mL, έτσι ώστε η απορρόφηση O.D600 αυτού να έχει τιμή μικρότερη της

μονάδας. Η μέτρηση της οπτικής πυκνότητας O.D600 πραγματοποιείται με φωτόμετρο

UV2000, Hitachi και επιθυμείται τιμή μικρότερη της μονάδας του δείγματος, ώστε η

μέτρηση να εμπίπτει εντός των περιθωρίων αξιοπιστίας της συσκευής. Ως μηδενική

ορίζεται η απορρόφηση O.D600 του υπερκείμενου υγρού που λαμβάνεται από

φυγοκέντρηση του δείγματος καλλιέργειας, αραιωμένου αντίστοιχα με το δείγμα που

εξετάζεται (calibration). Η τιμή που λαμβάνεται πολλαπλασιάζεται με την τιμή της

αραίωσης του δείγματος ώστε να προκύψει η οπτική πυκνότητα του υγρού

καλλιέργειας.

5.3.2.3. Παραλαβή του εξωκυτταρικού υγρού
μίγματος καλλιέργειας (crude)

Μετά τη λήξη του χρόνου επώασης η καλλιέργεια φυγοκεντρήθηκε για 10

min με ταχύτητα 10000 rpm. Το υπερκείμενο υγρό, που περιείχε το σύνολο των

εξωκυτταρικών εκκρίσεων των κυττάρων σε αιώρηση στο θρεπτικό υγρό

καλλιέργειας, διηθήθηκε υπό κενό τρεις διαδοχικές φορές με χρήση διαφορετικού

ηθμού διήθησης. Αρχικά χρησιμοποιήθηκε απλός ηθμός χάρτου, για τη δεύτερη

διήθηση χρησιμοποιήθηκε μικροβιοκρατής ηθμός πόρων διαμέτρου 0,8 μm, ενώ για

την τρίτη μικροβιοκρατής ηθμός πόρων διαμέτρου 0,2 μm. Το υγρό που λήφθηκε

ύστερα από τη διήθηση διατηρήθηκε καθ’ όλη τη διάρκεια της διαδικασίας σε πάγο

T=4oC και περιείχε την εξωκυτταρικά εκκριμένη ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη.

5.3.2.4. Συμπύκνωση του crude με υπερδιήθηση

Μετά την παραλαβή του «ακάθαρτου» υγρού καλλιέργειας ακολουθεί

συμπύκνωση αυτού σε συσκευή υπερδιήθησης Amicon Stirred Cell 8400 με

μεμβράνη PM-10, Millipore (Η.Π.Α.) η οποία επιτρέπει την διέλευση μακρομορίων
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μικρότερων από 10 kDa. Το αποτέλεσμα ήταν περίπου 10 φορές συμπύκνωση με

μείωση του αρχικού όγκου υγρού σε περίπου 50 mL.

5.3.2.5. Εξισορρόπηση του crude σε ρυθμιστικό
διάλυμα Talon pH= 8

Για την εξισορρόπηση του ακάθαρτου υγρού καλλιέργειας σε ρυθμιστικό

διάλυμα χρησιμοποιήθηκαν δύο εναλλακτικές τεχνικές. Η πρώτη τεχνική βασίζεται

στην αραίωση του «crude» με το ρυθμιστικό διάλυμα και ακόλουθη συμπύκνωση

αυτού με υπερδιήθηση. Η δεύτερη βασίζεται στη διαπίδυση (dialysis).

5.3.2.5.1. Εξισορρόπηση του crude με υπερδιήθηση

Στην περίπτωση που εφαρμόστηκε η εξισορρόπηση του υγρού με

υπερδιήθηση πραγματοποιήθηκε αρχικά αραίωση του υγρού (crude) 100 φορές με το

ρυθμιστικό διάλυμα Talon. Στη συνέχεια ακολούθησε υπερδιήθηση του συνολικού

όγκου του αραιωμένου διαλύματος σε συσκευή υπερδιήθησης Amicon Stirred Cell

8400 με μεμβράνη PM-10, Millipore (Η.Π.Α.) μέχρι ο τελικός όγκος του

εναπομείναντος υγρού να εξισωθεί με τον αρχικό όγκο του crude πριν την αραίωση.

Στη συνέχεια το εξισορροπημένο διάλυμα εντός της μεμβράνης μεταφέρθηκε σε

falcon tube χωρητικότητας 50 mL και αποθηκεύτηκε σε σταθερή θερμοκρασία

T=4oC.

5.3.2.5.2. Εξισορρόπηση του crude με διαπίδυση
(dialysis)

Διαπίδυση ονομάζεται το φυσικό φαινόμενο που πραγματοποιείται όταν δύο

μίγματα διαχωρίζονται μεταξύ τους από μία ημιπερατή πορώδη μεμβράνη. Τα

συστατικά του μίγματος που είναι πολύ ογκώδη και δε μπορούν να περάσουν από του

πόρους της μεμβράνης παραμένουν από τη μία πλευρά αυτής, τη στιγμή που τα

μικρότερα συστατικά των μιγμάτων διαχέονται διαμέσου της μεμβράνης από την

περιοχή υψηλής συγκέντρωσης στην περιοχή χαμηλής συγκέντρωσης σε αυτά. Στην

περίπτωση που εφαρμόστηκε η εξισορρόπηση του υγρού με τη μέθοδο της

διαπίδυσης, το υγρό καλλιέργειας τοποθετήθηκε εντός προθερμασμένης μεμβράνης

κυτταρίνης (Dialysis tubing cellulose membrane, flat width 25 mm, 12000 Da,

Sigma-Aldrich) που είχε παραμείνει για 30 min εντός απιονισμένου νερού

θερμοκρασίας 100οC. Στη συνέχεια η ασφαλισμένη μεμβράνη τοποθετήθηκε εντός

δοχείου που περιέχει περίπου 5 L Talon (απαιτείται όγκος ρυθμιστικού διαλύματος
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τουλάχιστον 100 φορές μεγαλύτερος από αυτόν του υγρού προς εξισορρόπηση). Η

διαδικασία της διαπίδυσης ολοκληρώθηκε ύστερα από παραμονή του παραπάνω

συστήματος σε σταθερή θερμοκρασία T=4oC, υπό ελάχιστη ανάδευση του

ρυθμιστικού διαλύματος, για περίπου 20 h.

Εικόνα 18. Απεικόνιση της διαδικασίας της διαπίδυσης σε εργαστηριακή κλίμακα

5.3.2.6. Καθαρισμός και παραλαβή της
ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης

Ο καθαρισμός της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης βασίστηκε στην ιδιότητα του

φορέα κλωνοποίησης pPICZaA να εισάγει στο C-άκρο αυτής 6 συνεχόμενα

κατάλοιπα His. Τα κατάλοιπα His περιέχουν έναν ιμιδαζολικό δακτύλιο που τους

επιτρέπει να δεσμεύονται από τα ιόντα μετάλλων, όπως τα ιόντα κοβαλτίου Co2+.

Έτσι κατά τη διαπέραση του διαλύματος από στερεό στρώμα ρητίνης

ακινητοποιημένων ιόντων κοβαλτίου, τα μόρια της πρωτεΐνης παραμένουν

δεσμευμένα στη ρητίνη, ενώ το υπόλοιπο υγρό διέρχεται διαμέσου αυτής. Η

μετέπειτα αποδέσμευση της πρωτεΐνης από τη ρητίνη γίνεται με έκπλυση αυτής με

υδατικό διάλυμα ιμιδαζολίου. Το ιμιδαζόλιο του διαλύματος ανταγωνίζεται τα

κατάλοιπα His ως προς την ικανότητα πρόσδεσης στη ρητίνη και τελικώς

αντικαθιστά την πρωτεΐνη, η οποία απομακρύνεται από το στερεό στρώμα.

Για τον καθαρισμό χρησιμοποιήθηκε η στήλη βαρύτητας (Biorad, Η.Π.Α.-

Εικόνα 2.12) με 3 mL ρητίνη ακινητοποιημένων ιόντων κοβαλτίου Talon® Metal
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Affinity Resin (Clontech, Η.Π.Α) η οποία διατηρείται σε T=4oC και υδατικό διάλυμα

20% v/v ethanol. Τα στάδια του καθαρισμού είναι τα εξής:

I. Απομάκρυνση του διαλύματος αιθανόλης από τη στήλη

II. Έκπλυση της στήλης και της ρητίνης με 20 mL απιονισμένο H2O

III. Εξισορρόπηση της ρητίνης με έκπλυση αυτής με συνολικά 60 mL

ρυθμιστικού διαλύματος Talon (3 διαδοχικές εκπλύσεις με 20 mL ρυθμιστικό

διάλυμα έκαστη)

IV. Διαπέραση εξισορροπημένου διαλύματος crude για δέσμευση της πρωτεΐνης

από τα ιόντα κοβαλτίου

V. Έκπλυση της στήλης με 10 mL ρυθμιστικό διάλυμα Talon

VI. Έκπλυση της στήλης με 5 mL υδατικού διαλύματος ιμιδαζολίου 5 mM

VII. Έκπλυση της στήλης με 7 mL υδατικού διαλύματος ιμιδαζολίου 100 mM για

αποδέσμευση της πρωτεΐνης

VIII. Έκπλυση της στήλης με 7 mL υδατικού διαλύματος ιμιδαζολίου 100 mM για

αποδέσμευση της εναπομείνασας πρωτεΐνης

IX. Έκπλυση της στήλης με 80 mL απιονισμένο H2O για απομάκρυνση των

αλάτων (4 διαδοχικές εκπλύσεις με 20 mL έκαστη)

X. Εκ νέου αποθήκευση της στήλης σε T=4oC, ύστερα από προσθήκη περίπου 4

mL υδατικού διαλύματος 20% v/v ethanol εντός αυτής.

Τα διερχόμενα κλάσματα των σταδίων IV, V, VI, VII και VIII συλλέγονται σε

ξεχωριστά falcon tubes και αποθηκεύονται καθ’ όλη τη διάρκεια της διαδικασίας σε

πάγο T=4oC. Ακολουθεί μέτρηση της ενεργότητας κάθε κλάσματος, όπως

περιγράφεται και από τη διαδικασία της παραγράφου 5.3.3.4. Έτσι προσδιορίζεται

εκείνο το κλάσμα που περιέχει την ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη, ως εκείνο που

αντιστοιχεί στο δείγμα με τη μέγιστη ενεργότητα. Το δείγμα αυτό αναμένεται να είναι

το κλάσμα της πρώτης έκπλυσης με το υδατικό διάλυμα ιμιδαζολίου 100 mM.

5.3.2.7. Εξισορρόπηση του διαλύματος της
ανασυνδυασμένης μεταλλαγμένης πρωτεΐνης με
ρυθμιστικό διάλυμα Sodium Phosphate pH=7 0,1M

Το διάλυμα της μεταλλαγμένης πρωτεΐνης εξισορροπήθηκε, πριν τη χρήση

του, σε ρυθμιστικό διάλυμα Sodium Phosphate pH=7 0,1Μ στο οποίο και

πραγματοποιήθηκε η πλειονότητα των αντιδράσεων για την ανάλυσή του (εξαίρεση
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αποτελεί η μελέτη του pH-optimum). Η εξισορρόπηση πραγματοποιήθηκε με την

τεχνική της διαπίδυσης που περιγράφεται στην παράγραφο 5.3.2.5.2. Το

εξισορροπημένο πρωτεϊνικό διάλυμα αποθηκεύθηκε σε σταθερή θερμοκρασία T=4oC.

5.3.3. Μέθοδοι ανάλυσης της ανασυνδυασμένης
μεταλλαγμένης πρωτεΐνης

5.3.3.1. Προσδιορισμός της συγκέντρωσης
πρωτεΐνης στο λαμβανόμενο πρωτεϊνικό διάλυμα

Ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης της μεταλλαγμένης πρωτεΐνης στο

λαμβανόμενο διάλυμα πραγματοποιήθηκε με μέτρηση της απορρόφησης αυτής σε

ακτινοβολία μήκους κύματος 280 nm, με ανιχνευσιμότητα 10 μg/mL. Η

φασματομετρική αυτή μέθοδος στηρίζεται στην ιδιότητα των πρωτεϊνών να

απορροφούν στην υπεριώδη περιοχή, με μέγιστο στα 280 nm, λόγω της

παρουσίας των αρωματικών αμινοξέων τυροσίνης και τρυπτοφάνης.

H O.D280 προσδιορίστηκε με φωτόμετρο UV2000, Hitachi και

εφαρμόστηκαν οι μαθηματικοί τύποι (Stoscheck, 1990):

C(Μ)= (O.D280)/ΕΜ και C(mg/mL)= C(Μ)/MW (Α)

όπου:

C(Μ), η συγκέντρωση της πρωτεΐνης σε Molarity

C(mg/mL), η συγκέντρωση της πρωτεΐνης σε mg/mL

O.D280, η τιμή της οπτικής απορρόφησης του διαλύματος στα 280 nm

MW, το μοριακό βάρος της πρωτεΐνης

ΕΜ, συντελεστής μοριακής απορροφητικότητας ο οποίος προσδιορίζεται με το

πρόγραμμα ProtParam του ελεύθερου λογισμικού ExPASy.

5.3.3.2. Ηλεκτροφόρηση πρωτεΐνης σε πήκτωμα
πολυακρυλαμιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες
(SDS-PAGE)

Η ηλεκτροφόρηση πρωτεΐνης σε πηκτή SDS-PAGE είναι μία κλασική

μέθοδος για το διαχωρισμό πρωτεϊνών με βάση την κινητικότητά τους εντός πηκτής

πολυακρυλαμιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Στη συγκεκριμένη μέθοδο
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εφαρμόζεται η χρήση των εξής αποδιατακτικών παραγόντων, οι οποίοι

γραμμικοποιούν τις πρωτεΐνες και τους προσδίδουν αρνητικό φορτίο: Το

δωδεκυλοθειικό νάτριο (SDS) που αποτελεί ένα ανιονικό απορρυπαντικό και

προαιρετικά η β-μερκαπτοαιθανόλη που αποτελεί αναγωγικό παράγοντα και ανάγει

τους δισουλφιδικούς δεσμούς που σταθεροποιούν τη τριτοταγή δομή της πρωτεΐνης,

ύστερα από θέρμανση. Η γραμμικοποιημένη, αρνητικά φορτισμένη πρωτεΐνη κινείται

εντός της πηκτής με εφαρμογή διαφοράς δυναμικού, προς τον θετικό πόλο. Τα

μικρότερα σε μέγεθος μόρια πρωτεΐνης κινούνται ταχύτερα. Παράλληλα

χρησιμοποιείται πρότυπο δείγμα που περιέχει πρωτεϊνικά μόρια γνωστού μήκους.

5.3.3.2.1. Προετοιμασία της πηκτής SDS-PAGE

Η πηκτή πολυακρυλαμιδίου αποτελείται από δύο διαφορετικά φιλμ γέλης. Το

φιλμ επιστοίβασης και το φιλμ διαχωρισμού. Κάθε φιλμ παρασκευάστηκε σύμφωνα

με τη σύσταση που υποδεικνύεται στον πίνακα 17. Το διάλυμα του φιλμ διαχωρισμού

τοποθετήθηκε πρώτο εντός της πλάκας της συσκευής SDS-PAGE Mini-Protean 3

(Biorad), η οποία είχε τοποθετηθεί σε κάθετη θέση. Μετά την πήξη αυτού

τοποθετήθηκε από πάνω το διάλυμα του επόμενου φιλμ, στο οποίο θα

πραγματοποιηθεί η «φόρτωση» του πρωτεϊνικού δείγματος. Σημειώνεται πως το ύψος

της πηκτής διαχωρισμού είναι περίπου τριπλάσιο από αυτό της πηκτής επιστοίβασης.

Μετά τη στερεοποίηση και των δύο πηκτών πραγματοποιήθηκε συναρμολόγηση της

συσκευής ηλεκτροφόρησης και προσθήκη εντός αυτής περίπου 500 mL ρυθμιστικού

διαλύματος 30,3 g/L Tris, 144 g/L γλυκίνη, 1% w/v SDS, pH 8,3.

Πίνακας 17.Σύσταση των δύο φιλμ της πηκτής πολυακρυλαμιδίου για ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών SDS-PAGE

Πηκτή διαχωρισμού Πηκτή επιστοίβασης
Συστατικό Όγκος (μL) Συστατικό Όγκος (μL)

ddH2O 3500 ddH2O 3000

Ρυθμιστικό διάλυμα

0,75 Μ Tris, 0.2%

w/v SDS, pH 8,8

9400

Ρυθμιστικό διάλυμα

0,25 Μ Tris, 0.2%

w/v SDS, pH 6,8

3750

40% bis-acrylamide 5800 40% bis-acrylamide 750

TEMED 30 TEMED 20

10% w/v APS 90 10% w/v APS 60
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5.3.3.2.2. Προετοιμασία του πρωτεϊνικού δείγματος
και φόρτωση στο πήκτωμα

Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται για τον προσδιορισμό του μεγέθους της

μεταλλαγμένης ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης, χωρίς να λαμβάνονται υπόψη οι

υδατάνθρακες που συνδέονται στο πρωτεϊνικό μόριο κατά τη μεταμεταφραστική

τροποποίηση αυτής. Επομένως πραγματοποιήθηκε αρχικά απογλυκοζυλίωση της

πρωτεΐνης με πέψη με το ένζυμο EndoH (BioLabs Inc.). Το μίγμα της αντίδρασης

απογλυκοζυλίωσης αποτελείται από 16 μL πρωτεΐνης προς απογλυκοζυλίωση, 2 μL

reaction Buffer 10X (BioLabs Inc.) και 2 μL ενζύμου (x100 αραιωμένου). Η

αντίδραση πραγματοποιήθηκε για 1 h σε σταθερή T=37oC.

Η προετοιμασία του πρωτεϊνικού δείγματος πραγματοποιήθηκε ως εξής: Στο

απογλυκοζυλιωμένο δείγμα (20μL) προστέθηκε όγκος 5 μL διαλύματος φόρτωσης (1

g SDS, 5 ml 0,25 M Tris pH 6,8, 2,5 ml 50% w/w γλυκερόλη, 2,5 mL

μερκαπτοαιθανόλη, 4 mL 0,1% w/v κυανούν βρωμοφαινόλης) και ακολουθεί

βρασμός για 5 min. Μετά το βρασμό το δείγμα φορτώνεται στην πηκτή SDS-PAGE.

Επίσης φορτώθηκαν 7 μL πρότυπου διαλύματος πρωτεϊνών γνωστού μοριακού

βάρους (Pink Prestained Protein Marker Nippon Genetics Europe GmbH) για τον

προσδιορισμό του μοριακού βάρους των δειγμάτων. Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση με

εφαρμογή ρεύματος έντασης 35 mA/πήκτωμα για περίπου 90 min.

Εικόνα 19. Συσκευή ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών
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5.3.3.2.3. Χρώση της πηκτής SDS-PAGE και εμφάνιση
της θέσης των πρωτεϊνικών μορίων

Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών απομακρύνθηκε το πήκτωμα

ακρυλαμιδίου από τη συσκευή και εμβαπτίστηκε σε υδατικό διάλυμα χρώσης 40%

v/v μεθανόλη, 10% v/v CH3COOH, 0.4% w/v Coomassie Brilliant Blue G-250 για

χρονικό διάστημα 20 min, υπό ήπια ανάδευση. Ακολούθησε αποχρωματισμός του

πηκτώματος με διαδοχικές πλύσεις με υδατικό διάλυμα αποχρωματισμού (destaining

solution) 40% v/v μεθανόλη, 10% v/v CH3COOH. Τελικώς η πηκτή

αποχρωματίζεται, ενώ το μπλε χρώμα διατηρούν μόνο τα πρωτεϊνικά μόρια.

5.3.3.2.4. Προσδιορισμός ενεργότητας της ζώνης της
μεταλλαγμένης πρωτεΐνης

Προκειμένου να επιβεβαιωθεί πως η χρωματισμένη ζώνη που προκύπτει στο

πήκτωμα αντιστοιχεί στη μεταλλαγμένη, ενεργή πρωτεΐνη, ηλεκτροφορήθηκαν

εξαρχής δύο δείγματα απογλυκοζυλιωμένης πρωτεΐνης (20 μL έκαστο). Το πρώτο

δείγμα παρασκευάστηκε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 5.3.3.2.2., ενώ στο

δεύτερο δείγμα όγκου 20 μL προστέθηκε όγκος 5 μL Χ5 native ρυθμιστικό διάλυμα

(50% v/v γλυκερόλη, 0,1% v/v BPB Dye). Το συνολικό μίγμα όγκου 25 μL δεν

υπέστη βρασμό, αλλά φορτώθηκε στο πήκτωμα ακρυλαμιδίου, χωρίς περαιτέρω

επεξεργασία. Στο ίδιο πήκτωμα φορτώθηκε και πρότυπο διάλυμα πρωτεϊνικών

μορίων γνωστού μοριακού βάρους όγκου 7 μL (Pink Prestained Protein Marker

Nippon Genetics Europe GmbH). Τα δύο δείγματα διαφορετικής προεπεξεργασίας

ηλεκτροφορήθηκαν και τα πρωτεϊνικά μόρια κοινού βάρους των δύο δειγμάτων

παρουσίασαν την ίδια πρόοδο. Έτσι μετά την ηλεκτροφόρηση η μεταλλαγμένη

πρωτεΐνη και των δύο δειγμάτων είχε εγκατασταθεί σε θέση στο ίδιο οριζόντιο

επίπεδο του πηκτώματος. Η πηκτή που περιελάμβανε το βρασμένο δείγμα

χρωματίστηκε σύμφωνα με τη διαδικασία της παραγράφου 5.3.3.2.3., ενώ η άλλη

εμβαπτίστηκε σε υπόστρωμα χλωροκατεχόλης 2,5 mM. Το τμήμα της πηκτής

παρέμεινε εντός του υποστρώματος σε σταθερή θερμοκρασία T=40οC μέχρι που

παρατηρήθηκε μεταβολή του χρώματος της μίας πρωτεϊνικής ζώνης (καστανό

χρώμα), λόγω οξείδωσης του υποστρώματος υπό την παρουσία του ενζύμου. Η ζώνη
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στην οποία παρατηρήθηκε η αλλαγή χρώματος, και συνεπώς από διάφανη έγινε

καστανή, αντιστοιχεί στο μεταλλαγμένο πρωτεϊνικό μόριο.

5.3.3.3. Προσδιορισμός της τριτοταγούς δομής της
αρχικής πρωτεΐνης και των μεταλλάξεων αυτής

Η πλήρης αλληλουχία της πρωτεΐνης MtOx του μύκητα, καθώς και οι

αλληλουχίες των μεταλλάξεων αυτής είναι γνωστές. Με χρήση του υπολογιστικού

εργαλείου Hhpred προσδιορίστηκε η θεωρητική τριτοταγής δομή της αρχικής

πρωτεΐνης, σύμφωνα με γνωστές δομές ενζύμων υψηλής ομολογίας. Στη συνέχεια,

χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα Coot για την εισαγωγή των επιμέρους σημειακών

μεταλλάξεων στο αρχείο της τριτοταγούς δομής της MtOx. Η εισαγωγή κάθε

μετάλλαξης έχει ως αποτέλεσμα τη δημιουργία τεσσάρων νέων αρχείων τριτοταγούς

δομής (μορφή .pdb) που αντιστοιχούν στις τέσσερις μεταλλαγμένες πρωτεΐνες.

Τελικά τα πέντε αρχεία επεξεργάστηκαν με το υπολογιστικό πρόγραμμα Chimera

1.11 για την απεικόνιση των τριτοταγών δομών κάθε πρωτεΐνης.

5.3.3.4. Προσδιορισμός του φάσματος
απορρόφησης του ενζύμου

Ο προσδιορισμός του φάσματος απορρόφησης του ενζύμου σε εύρος

ακτινοβολίας 220nm-700nm προσδιορίστηκε με χρήση της συσκευής SPECTROstar

Nano Microplate Reader (BMG Labtech). Πιο συγκεκριμένα, ύστερα από κατάλληλη

αραίωση κάθε πρωτεϊνικού διαλύματος, ώστε να έχουν όλα κοινή συγκέντρωση σε

πρωτεΐνη, μετρήθηκε η απορρόφηση σε όλο το καθορισμένο εύρος μήκων κύματος

με βήμα 2 nm. Οι τιμές απορρόφησης συναρτήσει του μήκους κύματος

χρησιμοποιήθηκαν για το σχεδιασμό των φασμάτων με το πρόγραμμα SigmaPlot 12.

5.3.3.5. Εξέταση της εξειδικευμένης δράσης του
μεταλλαγμένου ενζύμου σε διάφορα
υποστρώματα (substrate specificity)

Για την εξέταση της εξειδικευμένης δράσης του μεταλλαγμένου ενζύμου σε

διαφορετικά υποστρώματα πραγματοποιήθηκαν αντιδράσεις με ένα εύρος

φαινολικών υποστρωμάτων. Τα υποστρώματα, συγκέντρωσης 2mM,

κατασκευάστηκαν ύστερα από διάλυση της αντίστοιχης ουσίας σε ρυθμιστικό

διάλυμα Sodium Phosphate. Η κάθε αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε σταθερή

θερμοκρασία T=40oC, υπό ανάδευση (900rpm), για χρονικό διάστημα 21 h σε
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συνολικό όγκο (ενζύμου και υποστρώματος) 500 μL και τελική συγκέντρωση

υποστρώματος 1,84 mM. Ο λόγος για τον οποίο οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν

για τόσο μεγάλο διάστημα είναι προκειμένου να παρακαμφθεί η φάση υστέρησης που

παρατηρείται ορισμένες φορές κατά την υδροξυλίωση των μονοφαινόλων. Αν η

διάρκεια αντίδρασης δεν ξεπερνά τη φάση υστέρησης ενδεχομένως να προκύψει η

εσφαλμένη εντύπωση πως το ένζυμο δε λειτουργεί για το συγκεκριμένο υπόστρωμα

(Fronk et al., 2015). Στη συνέχεια, και ύστερα από την κατάλληλη αραίωση αυτού,

λήφθηκε το φάσμα του προϊόντος κάθε αντίδρασης σε εύρος 220-700 nm.

Σημειώνεται πως διαλύματα αντιδράσεων στις οποίες είχε προκύψει ίζημα

φυγοκεντρήθηκαν και η λήψη φάσματος έγινε για το υπερκείμενο υγρό. Η τιμή της

απορρόφησης του προϊόντος κάθε αντίδρασης σε εκείνο το μήκος κύματος που

παρουσιάζει μέγιστο το αντίστοιχο φάσμα- έχοντας αφαιρέσει από αυτή την

απορρόφηση του εκάστοτε τυφλού διαλύματος (blank)- χρησιμοποιείται για τον

προσδιορισμό της σχετικής ποσοστιαίας ενεργότητας του ενζύμου. Προκύπτει έτσι η

δράση κάθε ενζύμου στο συγκεκριμένο υπόστρωμα, συγκριτικά με των υπολοίπων

τριών πρωτεϊνών. Τα υποστρώματα που χρησιμοποιήθηκαν, καθώς και η τιμή pH

κάθε αντίδρασης παρουσιάζονται στους πίνακες 18-24:

Πίνακας 18. Υποστρώματα στα οποία μελετήθηκε η δράση των μεταλλαγμένων ενζύμων (κατεχολικά,
μονοϋποκατεστημένα)

Υπόστρωμα pH Χημικός τύπος

κατεχόλη 6

χλωροκατεχόλη 7

πυρογαλλόλη 6

Πίνακας 19.Υποστρώματα στα οποία μελετήθηκε η δράση των μεταλλαγμένων ενζύμων (μονοφαινολικά,
μονοϋποκατεστημένα)

Υπόστρωμα pH Χημικός τύπος

υδροκινόνη 7

τυροσόλη 7
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ρεσορκινόλη 7

Όρθο- κρεσόλη 7

Πάρα- κρεσόλη 7

γουαϊακόλη 7

Πίνακας 20.Υποστρώματα στα οποία μελετήθηκε η δράση των μεταλλαγμένων ενζύμων (πολυφαινολικά)

Υπόστρωμα pH Χημικός τύπος

κατεχίνη 7

επικατεχίνη 7

κερσετίνη 7

Πίνακας 21.Υποστρώματα στα οποία μελετήθηκε η δράση των μεταλλαγμένων ενζύμων (αζωτούχα)

Υπόστρωμα pH Χημικός τύπος

L-DOPA 7

επινεφρίνη 7

L- τυροσίνη 7
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D-τυροσίνη 7

Πίνακας 22.Υποστρώματα στα οποία μελετήθηκε η δράση των μεταλλαγμένων ενζύμων (οργανικά οξέα)

Υπόστρωμα pH Χημικός τύπος

Καφεϊκό οξύ 7

Προτοκατεχουικό οξύ 7

Φερουλικό οξύ 7

Βανιλικό οξύ 7

Γαλλικό οξύ 6

Πάρα- υδροξυβενζοϊκό οξύ 7

2,5-Διυδροξυβενζοϊκό οξύ 7

Πάρα- υδροξυφαινυλοξικό
οξύ

Πίνακας 23.Υποστρώματα στα οποία μελετήθηκε η δράση των μεταλλαγμένων ενζύμων (μονοφαινολικά
διυποκατεστημένα)

Υπόστρωμα pH Χημικός τύπος

2,6-διμεθοξυφαινόλη (DMP) 7
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βανιλίνη 7

Πίνακας 24.Υποστρώματα στα οποία μελετήθηκε η δράση των μεταλλαγμένων ενζύμων (μη φαινολικά)

Υπόστρωμα pH Χημικός τύπος

Βερατριλική αλκοόλη 7

Επιπλέον χρησιμοποιήθηκε και ο συνδυασμός υποστρωμάτων L-τυροσίνη (Cτελική=
1,84 mΜ) + 25 μL DOPA 10mM.

5.3.3.6. Μέτρηση της ενεργότητας του
μεταλλαγμένου ενζύμου

Η ενεργότητα του ενζύμου μετράται με τη μονάδα ενεργότητας Unit (U). Ως 1

Unit ορίστηκε η ποσότητα ενζύμου που προκαλεί μεταβολή της απορρόφησης

ακτινοβολίας μήκους κύματος 440 nm κατά μία μονάδα σε υπόστρωμα 4-

χλωροκατεχόλης τελικής συγκέντρωσης 4,6 mM ανά 1 min αντίδρασης οξείδωσης σε

σταθερή θερμοκρασία Τ=43οC. Ο προσδιορισμός της μεταβολής της απορρόφησης

ανά 1 min έγινε με φωτομέτρηση δείγματος 230 μL υποστρώματος και 20 μL

ενζυμικού διαλύματος με τη συσκευή φωτομέτρησης microplate  Spectra Max 250

(Molecular Devices) και ακτινοβολία μήκους κύματος 440 nm, ανά τακτά χρονικά

διαστήματα διάρκειας 50s για συνολική διάρκεια αντίδρασης 20 min. Η επιλογή των

συνθηκών pH και θερμοκρασίας στις οποίες πραγματοποιείται η αντίδραση για

μέτρηση της ενεργότητας έγιναν με βάση αρχικές εκτιμήσεις της βέλτιστης

θερμοκρασίας δράσης και του βέλτιστου pH, όπως αυτές περιγράφονται στη

συνέχεια.

5.3.3.7. Προσδιορισμός των κινητικών σταθερών
Michaelis- Menten του ενζύμου

Θεωρείται πως το μεταλλαγμένο ένζυμο ακολουθεί κινητική τύπο Michaelis-

Menten, η οποία δηλαδή χαρακτηρίζεται από το μαθηματικό τύπο:= ∙[ ][ ] (Β)
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Όπου:

u= η ταχύτητα της αντίδρασης που καταλύεται από το ένζυμο

Vmax= ο σταθερός, μέγιστος ρυθμός που μπορεί να επιτευχθεί στο συγκεκριμένο

σύστημα αντίδρασης

[S]= η συγκέντρωση υποστρώματος

Κm = η σταθερά Michaelis-Menten που ισούται με εκείνη  τη συγκέντρωση του

υποστρώματος που αντιστοιχεί σε ρυθμό αντίδρασης ίσο με Vmax/2.

Επιπλέον ισχύει η παραλλαγή του παραπάνω τύπου που εισάγει ακόμη τη

σταθερά kcat:

[ ] = ∙[ ][ ] (Γ)

Όπου:

u= η ταχύτητα της αντίδρασης που καταλύεται από το ένζυμο

Vmax= ο σταθερός, μέγιστος ρυθμός που μπορεί να επιτευχθεί στο συγκεκριμένο

σύστημα αντίδρασης

[S]= η συγκέντρωση υποστρώματος

[Eo]= η αρχική συγκέντρωση του ενζύμου

Κm = η σταθερά Michaelis-Menten που ισούται με εκείνη  τη συγκέντρωση του

υποστρώματος που αντιστοιχεί σε ρυθμό αντίδρασης ίσο με Vmax/2.

kcat= σταθερά ίση με τον αριθμό των μορίων υποστρώματος που καταλύονται ανά

μονάδα χρόνου, από εκείνη την ποσότητα του ενζύμου που αντιστοιχεί σε μία ενεργό

περιοχή αυτού

Η ερμηνεία κάθε κινητικής σταθεράς είναι η εξής: Η σταθερά Vmax αντιστοιχεί

στο σταθερό, μέγιστο ρυθμό που μπορεί να επιτευχθεί στο συγκεκριμένο σύστημα

αντίδρασης. Η σταθερά Κm πρόκειται για τη σταθερά Michaelis-Menten που ισούται

με εκείνη  τη συγκέντρωση του υποστρώματος που αντιστοιχεί σε ρυθμό αντίδρασης

ίσο με Vmax/2. Αποτελεί επίσης μία εκτίμηση για τη συγγένεια που παρουσιάζεται



ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

72

μεταξύ ενζύμου και υποστρώματος: όσο μικρότερη η τιμή της σταθεράς, τόσο

μεγαλύτερη η μεταξύ τους συγγένεια. Η σταθερά kcat εκφράζει τον αριθμό των

μορίων υποστρώματος που καταλύονται ανά μονάδα χρόνου, από εκείνη την

ποσότητα του ενζύμου που αντιστοιχεί σε μία ενεργό περιοχή αυτού. Ο λόγος των

δύο σταθερών kcat/Km υποδεικνύει την καταλυτική αποδοτικότητα του ενζύμου.

Η μελέτη της κινητικής του ενζύμου πραγματοποιήθηκε για τα υποστρώματα

κατεχόλης και χλωροκατεχόλης σε pH=7 (ρυθμιστικό διάλυμα Sodium Phosphate).

Παρασκευάστηκαν διαλύματα διαφορετικών συγκεντρώσεων των υποστρωμάτων σε

ρυθμιστικό διάλυμα Sodium Phosphate pH=7 και μετρήθηκε η ενεργότητα αυτών,

σύμφωνα με τη μέθοδο που περιγράφεται στην παράγραφο 5.3.3.4. Σημειώνεται πως

στην περίπτωση του υποστρώματος κατεχόλης χρησιμοποιήθηκε για τη φωτομέτρηση

ακτινοβολία μήκους κύματος 420 nm. Στη συνέχεια οι τιμές της ενεργότητας που

προκύπτουν προσαρμόζονται με τη μέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων σε κινητική

Michaelis-Menten για την εύρεση των κινητικών σταθερών Km και Vmax του

μεταλλαγμένου ενζύμου, με χρήση του προγράμματος GraphPad Prism 5. Η καλή

προσαρμογή των πειραματικών δεδομένων στην καμπύλη αποτελεί μία επιβεβαίωση

της υπόθεσης πως η κινητική του ενζύμου χαρακτηρίζεται από τη σχέση των

Michaelis-Menten. Οι τιμές των διαφορετικών συγκεντρώσεων διαλύματος για κάθε

υπόστρωμα είναι οι παρακάτω:

Πίνακας 25. Συγκεντρώσεις υποστρωμάτων που χρησιμοποιήθηκαν για τον προσδιορισμό των κινητικών
σταθερών Michaelis-Menten του μεταλλαγμένου ενζύμου

Υπόστρωμα Συγκεντρώσεις (mM)

4-χλωροκατεχόλη 0,2-0,4-0,6-0,8-1-1,4-2-3-4-5-10-15-20

κατεχόλη 0,5-1,5-3-4-5-7-10-15-20-30-40-50-60

5.3.3.8. Προσδιορισμός της βέλτιστης
θερμοκρασίας δράσης του ενζύμου (T-optimum)

Για τον προσδιορισμό της βέλτιστης θερμοκρασίας δράσης του ενζύμου

πραγματοποιήθηκαν- εντός eppendorf tubes- αντιδράσεις οξείδωσης του

υποστρώματος 4-χλωροκατεχόλη τελικής συγκέντρωσης 4,6 mM, παρουσία του

μεταλλαγμένου ενζύμου, συνολικού όγκου 1 mL σε διαφορετικές σταθερές τιμές

θερμοκρασίας: 30, 40, 50, 55, 60, 65, 70οC και διάρκειας 10 min. Μετά το πέρας του
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χρονικού διαστήματος τα tubes μεταφέρθηκαν σε πάγο T=4oC, όπου και παρέμειναν

για 2 min, έτσι ώστε να αδρανοποιηθεί ουσιαστικά η εξέλιξη της αντίδρασης. Δείγμα

250 μL λήφθηκε από κάθε σωλήνα (tube) και μετρήθηκε η απορρόφηση αυτού

ακτινοβολίας μήκους κύματος 440 nm. Από κάθε αντίδραση λήφθηκαν δύο δείγματα

και ένα τυφλό (blank) δείγμα.

5.3.3.9. Προσδιορισμός της βέλτιστης τιμής pH
δράσης του ενζύμου (pH- optimum)

Για τον προσδιορισμό της βέλτιστης τιμής pH δράσης του ενζύμου

παρασκευάστηκαν διαλύματα κατεχόλης 5 mM ως υπόστρωμα, σε όλες τις

διαφορετικές, ακέραιες τιμές pH εύρους 3-9. Τα ρυθμιστικά διαλύματα που

χρησιμοποιήθηκαν για τη διάλυση του υποστρώματος είναι τα: Sodium Phosphate,

Tris/HCl και Na2HPO4/ Citric acid (Πίνακας 6). Προσδιορίστηκε η ενεργότητα του

μεταλλαγμένου ενζύμου σε αντίδραση οξείδωσης του υποστρώματος σε κάθε

διάλυμα, παρουσία του ενζύμου, με φωτομέτρηση, όπως περιγράφεται στην

παράγραφο 5.3.3.4. Σημειώνεται πως χρησιμοποιήθηκε ακτινοβολία μήκους κύματος

420 nm.

5.3.3.10. Προσδιορισμός της θερμοσταθερότητας
του ενζύμου (T- stability)

Για τον προσδιορισμό της σταθερότητας του ενζύμου σε διαφορετικές τιμές

θερμοκρασίας πραγματοποιήθηκε επώαση του μεταλλαγμένου ενζύμου σε Eppendorf

tubes και διαφορετικές σταθερές τιμές θερμοκρασίας, εντός θερμαινόμενων

επωαστήρων Eppendorf Thermomixer Comfort. Ανά τακτά χρονικά διαστήματα ένας

σωλήνας Eppendorf απομακρύνονταν από κάθε επωαστήρα και τοποθετούταν σε

πάγο T=4oC για άμεση ψύξη. Στη συνέχεια, η ενεργότητα του επωασμένου ενζύμου

προσδιορίζονταν με τη μέθοδο που περιγράφεται στην παράγραφο 5.3.3.4. Οι

διαφορετικές θερμοκρασίες επώασης ήταν 40,50,60,70οC.
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1. ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ ΤΟΥ ΜΕΤΑΛΛΑΓΜΕΝΟΥ ΓΟΝΙΔΙΟΥ

1.1. Μεταλλάξεις G292N, L306A και Y296V:
Το αρχικό γονίδιο του μύκητα Myceliopthora thermophilla που κωδικοποιεί

το ένζυμο MtOx έχει μήκος 1,275 kb και βρίσκεται ενσωματωμένο στον πλασμιδιακό

φορέα pPICZαA, μήκους 3,6 kb. Συνεπώς το συνολικό μήκος του πλασμιδιακού

DNA ισούται με 4,875 kb. Αντίστοιχα οι τρεις μεταλλάξεις G292N, L306A και

Y296V αποτελούν σημειακές μεταλλάξεις, στις οποίες ο συνολικός αριθμός των

βάσεων του μεταλλαγμένου DNA δε μεταβάλλεται. Είναι αναμενόμενο λοιπόν πως,

σε περίπτωση επιτυχημένης μετάλλαξης, το μήκος του πολλαπλασιασμένου DNA

που θα προκύψει μετά τη διαδικασία της PCR θα ισούται με 4,875 kb. Μετά τη

διαδικασία PCR, στην περίπτωση των τριών σημειακών μεταλλάξεων, λαμβάνεται το

δείγμα του DNA και πραγματοποιείται ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης. Μετά

από περίπου 30 min προέκυψε η εικόνα 20 ύστερα από ακτινοβόληση του

πηκτώματος με υπεριώδη ακτινοβολία:

Εικόνα 20. Πήκτωμα αγαρόζης ύστερα από ηλεκτροφόρηση του προϊόντος της PCR μήκους 4875 bp

Η λωρίδα αριστερά αντιστοιχεί στο πρότυπο διάλυμα μορίων DNA, ενώ δεξιά

φαίνεται το δείγμα PCR. Είναι φανερό πως αυτό έχει σημειώσει ελάχιστα μεγαλύτερη

πρόοδο στην πηκτή από το μόριο DNA του πρότυπου διαλύματος που αντιστοιχεί σε

10000 bp

8000 bp

6000 bp

5000 bp 4875 bp
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μήκος 5000 bp. Έχει επομένως λίγο μικρότερο μέγεθος, το οποίο μπορεί να

αντιστοιχεί σε 4875 bp. Η εικόνα του πηκτώματος μετά την ηλεκτροφόρηση αποτελεί

μία πρώτη επιβεβαίωση πως το προϊόν της PCR περιέχει πράγματι πολλά αντίγραφα

του μεταλλαγμένου πλασμιδίου. Η τελική επιβεβαίωση παρέχεται μετά από τη

διαδικασία της αλληλούχισης (βλ. Υλικά και Μέθοδοι).

1.2. Μετάλλαξη MutOx I178-S199:
Για την επίτευξη της τέταρτης κατά σειρά μετάλλαξης εφαρμόστηκε μία

εναλλακτική μέθοδος. Αρχικά πολλαπλασιάστηκαν στοχευμένα, με δύο διαφορετικές

αντιδράσεις PCR, τα τμήματα εκείνα του αρχικού γονιδίου του μύκητα εκατέρωθεν

του τμήματος DNA που επιδιώχθηκε να αποκοπεί. Τα τμήματα αυτά έχουν μήκος 561

bp και 684 bp αντίστοιχα. Μετά την PCR ακολούθησε ηλεκτροφόρηση του δείγματος

για να εκτιμηθεί αν με τις συγκεκριμένες συνθήκες θερμοκρασίας υβριδοποίησης και

χρόνου επιμήκυνσης πραγματοποιήθηκε ο πολλαπλασιασμός του κάθε κομματιού.

Εικόνα 21.. Πήκτωμα αγαρόζης ύστερα από ηλεκτροφόρηση του προϊόντος της PCR πολλαπλασιασμού του
τμήματος DNA μετά την αλληλουχία προς αποκοπή

Στις παραπάνω εικόνες το άγνωστο δείγμα έχει «φορτωθεί» αριστερά, ενώ το

πρότυπο διάλυμα στα δεξιά. Στις δύο περιπτώσεις επιβεβαιώθηκε πως το μήκος του

πολλαπλασιασμένου «DNA» είναι το επιθυμητό.

Στη συνέχεια πραγματοποιείται άλλη αντίδραση PCR για συνένωση των δύο

τεμαχίων σε ένα νουκλεοτιδικό τμήμα συνολικού μήκους 1244 bp. Το τμήμα αυτό

συνδέεται στον πλασμιδιακό φορέα pCR® Blunt, συνεπώς προκύπτει

1000 bp

800 bp

600 bp684 bp

800 bp

600 bp

400 bp

561 bp
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ανασυνδυασμένο πλασμιδιακό DNA. Το πλασμιδιακό DNA θα εισαχθεί αρχικά σε

επιδεικτικά κύτταρα E. coli TOP10 για κλωνοποίηση και στη συνέχεια θα

ακολουθήσει μετασχηματισμός των κυττάρων ζύμης και έκφραση της μεταλλαγμένης

πρωτεΐνης.

Η χρήση της ηλεκτροφόρησης του μεταλλαγμένου DNA ως τεχνική μερικής

επιβεβαίωσης της επιτυχίας της μεταλλαξιγένεσης χρησιμοποιήθηκε κατά την

πειραματική διαδικασία δημιουργίας καθεμίας εκ των τεσσάρων μεταλλάξεων και

επισφραγίστηκε τελικά από την αλληλούχιση αυτού.

2. ΈΚΦΡΑΣΗ ΤΩΝ ΜΕΤΑΛΛΑΓΜΕΝΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΣΕ
ΚΥΤΤΑΡΑ ΤΗΣ ΖΥΜΗΣ P. pastoris

2.1. Επιλογή του κατάλληλου κλώνου μετασχηματισμένων
κυττάρων ζύμης P. pastoris για την παραγωγής της
πρωτεΐνης

Ο μετασχηματισμός των κυττάρων ζύμης πραγματοποιείται με

ηλεκτροδιάτρηση, όπως περιγράφεται στην παράγραφο 5.2.9. του κεφαλαίου Υλικά

και Μέθοδοι. Οι κλώνοι των μετασχηματισμένων κυττάρων εξετάζονται ως προς την

ικανότητα παραγωγής πρωτεΐνης με την τεχνική του «plate assay» (βλ. παράγραφο

5.3.1. Υλικά και Μέθοδοι). Μία τυπική εικόνα τρυβλίου στο οποίο έχει

πραγματοποιηθεί μελέτη της παραγωγικότητας των κλώνων σε πρωτεΐνη είναι η

παρουσιάζεται στην εικόνα 22:
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Εικόνα 22. Εφαρμογή plate- assay για την εύρεση του μετασχηματισμένου κλώνου που παρουσιάζει μέγιστη
παραγωγικότητα πρωτεΐνης. Η εγγενής περιοχή των κλώνων παρουσιάζει χρωματισμό διαφορετικής

έντασης, ανάλογα με την ποσότητα ενζύμου που παράχθηκε από αυτούς. Ο μη μετασχηματισμένος κλώνος
έχει άσπρο χρώμα, καθώς δεν παρήγαγε ένζυμο.

Στην περίπτωση της μετάλλαξης G292N προέκυψαν αρκετοί κλώνοι που

παρουσίαζαν, ύστερα από οπτική τουλάχιστον παρατήρηση, ίδια επίπεδα

παραγωγικότητας πρωτεΐνης. Επομένως για επιλογή του κατάλληλου κλώνου

ακολουθήθηκε εναλλακτική τεχνική, μεγαλύτερης ευαισθησίας. Οι κλώνοι που

παρουσιάστηκαν πιο παραγωγικοί με χρήση του plate assay καλλιεργήθηκαν, όπως

περιγράφεται στην παράγραφο 5.3.2 με διαφορά ότι χρησιμοποιήθηκε μικρότερος

όγκος υγρής καλλιέργειας για κάθε κλώνο 50 mL (ο όγκος προκαλλιέργειας ήταν ο

ίδιος που αναφέρεται στην αντίστοιχη παράγραφο). Οι καλλιέργειες επωάστηκαν για

συνολική διάρκεια 4 d σε σταθερή T=30oC, υπό ανάδευση 180 rpm. Ανά τακτά

χρονικά διαστήματα, σε ημερήσια βάση, λήφθηκε δείγμα από κάθε καλλιέργεια,

φυγοκεντρήθηκε και λήφθηκε το υπερκείμενο υγρό αυτού. Στη συνέχεια

προσδιορίστηκε η ενεργότητα αυτού, όπως περιγράφεται στην παράγραφο 5.3.3.4 του

κεφαλαίου Υλικά και Μέθοδοι. Παράλληλα αναπτύχθηκε σε ξεχωριστή καλλιέργεια,

υπό τις ίδιες συνθήκες, και το μη μετασχηματισμένο στέλεχος της ζύμης Χ-33. Το

στέλεχος αυτό δεν παράγει τη μεταλλαγμένη πρωτεΐνη. Συνεπώς η ενεργότητα που

ενδεχομένως παρουσιάζει το υπερκείμενο υγρό δείγματος καλλιέργειας του Χ-33

οφείλεται σε όλες τις υπόλοιπες εξωκυτταρικές πρωτεΐνες της ζύμης-
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μετασχηματισμένης ή μη. Χρησιμεύει έτσι ως τυφλό δείγμα, ώστε η μετρούμενη

ενεργότητα να αντιστοιχεί μόνο στη δράση του παραγόμενου μεταλλαγμένου

ενζύμου. Η πορεία της ενεργότητας του υπερκείμενου υγρού καλλιέργειας κάθε

κλώνου, ανά μονάδα όγκου καλλιέργειας, ήταν η εξής:

χρόνος t (h)
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Διάγραμμα 1. Διάγραμμα ενεργότητας του υπερκείμενου υγρού καλλιέργειας κάθε μετασχηματισμένου
κλώνου που επιλέχθηκε, προς το συνολικό όγκο καλλιέργειας, συναρτήσει του χρόνου

Επιπλέον, παράλληλα με τον προσδιορισμό της ενεργότητας του

υπερκείμενου υγρού, προσδιορίστηκε το μικροβιακό φορτίο της κάθε καλλιέργειας με

θολοσιμετρία, όπως περιγράφεται στην παράγραφο 5.3.2.2. Η τιμή της ενεργότητας

διαιρείται με την τιμή της οπτικής πυκνότητας O.D.600 που προκύπτει ώστε να

εκτιμηθεί το ποσοστό «συμβολής» κάθε κυττάρου στην ενεργότητα, και συνεπώς

στην παραγωγή της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης. Προκύπτει το εξής διάγραμμα:
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χρόνος t (h)
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Διάγραμμα 2. Διάγραμμα ανηγμένης ενεργότητας του υπερκείμενου υγρού καλλιέργειας κάθε
μετασχηματισμένου κλώνου που επιλέχθηκε, προς το κυτταρικό φορτίο καλλιέργειας, συναρτήσει του

χρόνου

Με βάση το Διάγραμμα 1 προκύπτει πως το υπερκείμενο υγρό της

καλλιέργειας του κλώνου 26 παρουσιάζει τη μεγαλύτερη αύξηση της ενεργότητας

ανά μονάδα όγκου καλλιέργειας κατά τη διάρκεια της επώασης, αλλά και τη

μεγαλύτερη τιμή αυτής. Αντίστοιχα, παρουσιάζει στις δύο τελευταίες

δειγματοληψίες, μετά την επαρκή ανάπτυξη των κυττάρων, τη μέγιστη ενεργότητα

ανά μονάδα μικροβιακού φορτίου. Φαίνεται πως κάθε κύτταρο του εν λόγω κλώνου

είναι ικανό να παράγει περισσότερη πρωτεΐνη, συγκριτικά με τα κύτταρα των

υπολοίπων εξεταζόμενων κλώνων, ώστε να αυξήσει την ενεργότητα του υγρού

καλλιέργειας. Έτσι ο κλώνος Νο. 26 επιλέχθηκε για καλλιέργεια και παραγωγή της

μεταλλαγμένης πρωτεΐνης MutOx1.

Στην περίπτωση των άλλων δύο σημειακών μεταλλάξεων η επιλογή των

κλώνων μέγιστης παραγωγικότητας σε πρωτεΐνη ήταν ξεκάθαρη με την εφαρμογή του

«plate assay». Με βάση το χρώμα της εγγενής περιοχής κάθε καλλιέργειας

επιλέχθηκε ο κλώνος Νο. 5 για την ετερόλογη έκφραση της μεταλλαγμένης

πρωτεΐνης MutOx2 και ο κλώνος Νο. 6 για την ετερόλογη έκφραση της

μεταλλαγμένης πρωτεΐνης MutOx3.
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2.2. Υπολογισμός της παραγωγής πρωτεΐνης ανά μονάδα
όγκου της υγρής καλλιέργειας

Ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης πρωτεΐνης στο καθαρό πρωτεϊνικό

διάλυμα πραγματοποιήθηκε με φωτομέτρηση με ακτινοβολία μήκους κύματος 280

nm και συσχετίστηκε με τον αρχικό όγκο καλλιέργειας προκειμένου να εκτιμηθεί η

παραγωγή πρωτεΐνης της καλλιέργειας της ζύμης. Θεωρείται πως η συγκέντρωση των

κυττάρων σε κάθε καλλιέργεια είναι η ίδια τη στιγμή παραλαβής της πρωτεΐνης,

γεγονός που δεν ανταποκρίνεται απόλυτα στην πραγματικότητα. Έτσι οι παρακάτω

τιμές δε μπορούν να χρησιμοποιηθούν με απόλυτη ασφάλεια για τη σύγκριση της

παραγωγικότητας των ανασυνδυασμένων κλώνων. Προκύπτουν οι εξής τιμές

παραγωγής ενζύμου του πίνακα 26:

Πίνακας 26. Τιμή της παραγωγής ενζύμου κάθε καλλιέργειας

Πρωτεΐνη
Παραγωγή

(g/L καλλιέργ.)

MtOx 0,04

MutOx1 0,14

MutOx2 0,04

MutOx3 0,05

3. ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΜΕΤΑΛΛΑΓΜΕΝΩΝ
ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ

3.1. Προσδιορισμός του μεγέθους της ανασυνδυασμένης
μεταλλαγμένης πρωτεΐνης

Για τον προσδιορισμό του μεγέθους των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών

πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα ακρυλαμιδίου SDS-PAGE, ενώ

προηγουμένως είχε προηγηθεί απογλυκοζυλίωση αυτών. Αντίστοιχα με το πήκτωμα

αγαρόζης χρησιμοποιήθηκε πρότυπο διάλυμα πρωτεϊνικών μορίων γνωστού

μοριακού βάρους. Επιπλέον πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση σε δεύτερο πήκτωμα

απουσία αποδιατακτικών παραγόντων (βλ. παραγράφους 5.3.3.2.2.-5.3.3.2.4. του

κεφαλαίου «Υλικά και Μέθοδοι»). Ακολούθησε εμβάπτιση της πηκτής σε

υπόστρωμα, όπως περιγράφεται στην παράγραφο 5.3.3.2.4. Στην εικόνα 23

απεικονίζονται τα πηκτώματα ακρυλαμιδίου μετά την ηλεκτροφόρηση:
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Εικόνα 23. Πήκτωμα SDS-PAGE ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών. Στην πάνω εικόνα φαίνεται το πήκτωμα το
οποίο εμβαπτίστηκε σε υπόστρωμα χλωροκατεχόλης, απουσία αποδιατακτικών παραγόντων (αριστερά το

ένζυμο πριν την απογλυκοζυλίωση και δεξιά το απογλυκοζυλιωμένο). Στην κάτω εικόνα φαίνεται το πήκτωμα
SDS-PAGE στο οποίο πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Δεξιά και αριστερά
φαίνεται η δέσμη των πρωτεϊνικών μορίων του πρότυπου διαλύματος και στο κέντρο τα άγνωστα δείγματα

της μεταλλαγμένης πρωτεΐνης

Οι ζώνες που αντιστοιχούσαν σε ένζυμα παρουσίασαν ενεργότητα, η οποία

έγινε εμφανής ύστερα από παρατήρηση καστανού χρώματος (βλ. εικόνα 23). Τα

απογλυκοζυλιωμένα δείγματα εντοπίζονται στο ίδιο οριζόντιο επίπεδο με εκείνα το

δείγματα που δεν έχουν υποστεί πέψη με την EndoH. Το MutOx3 φαίνεται να

εμφανίζει ελάχιστη ενεργότητα στο υπόστρωμα της χλωροκατεχόλης, σε σχέση με το

MtOx και MutOx1 που προκαλούν έντονη μεταβολή του χρώματος του

υποστρώματος. Η παρατήρηση αυτή δικαιολογήθηκε στη συνέχεια, από την εύρεση

των κινητικών σταθερών κάθε ενζύμου. Προέκυψε πως η καταλυτική αποδοτικότητα

(kcat/Km) της πρωτεΐνης MutOx3 στη χλωροκατεχόλη είναι αρκετά μικρή. Αντίστοιχα

MtOx MutOx1              MutOx2

40 kDa

EndoH
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το MutOx2 δε έχει αποκτήσει καστανό χρώμα. Όπως φανερώθηκε και στη συνέχεια

με μελέτη της κινητικής, παρουσιάζει πολύ μικρότερη ενεργότητα στο υπόστρωμα

της χλωροκατεχόλης συγκριτικά με όλα τα υπόλοιπα ένζυμα.

Σε όλα τα δείγματα διακρίνονται δύο πρωτεϊνικά μόρια, διαφορετικού

μοριακού βάρους. Το πρώτο εντοπίζεται στο θεωρητικό μοριακό βάρος 46,5 kDa,

ενώ το δεύτερο εντοπίζεται σε μικρότερο μοριακό βάρος. Αυτή η χρωματισμένη

«ζώνη» που αντιστοιχεί στο μικρότερο μοριακό βάρος είναι η κυρίαρχη για όλα τα

μεταλλαγμένα ένζυμα, ενώ φαίνεται πως παρουσιάζει ενεργότητα στη

χλωροκατεχόλη. Έκπληξη ενδεχομένως προκαλεί το γεγονός ότι το αρχικό ένζυμο

φαίνεται να έχει μεγαλύτερο μοριακό βάρος. Αυτό είχε παρατηρηθεί και σε

προηγούμενες προσπάθειες ηλεκτροφόρησης του ενζύμου αυτού, χωρίς να είναι

δυνατή η λογική ερμηνεία του.

3.2. Προσδιορισμός της τριτοταγούς δομής της αρχικής PPO
και των μεταλλάξεων αυτής

Η κατασκευή των εικόνων των τριτοταγών δομών πραγματοποιείται όπως

περιγράφηκε στην παράγραφο 5.3.3.3. Προκύπτουν οι εικόνες 24-28:

Εικόνα 24. Τριτοταγής δομή της μη μεταλλαγμένης πρωτεΐνης MtOx. Πάνω αριστερά απεικονίζεται το
συνολικό μόριο πρωτεΐνης, στο οποίο διακρίνονται οι διαφορετικές δευτεροταγείς δομές και τα αμινοξέα His
που συντονίζουν τα 2 ιόντα Cu (βιολετί). Πάνω δεξιά απεικονίζεται η δομή του ενεργού κέντρου. Κάτω
φαίνεται η επιφάνεια του μορίου της πρωτεΐνης. Με βιολετί επισημαίνονται πάλι τα αμινοξέα His του
ενεργού κέντρου, επομένως η χρωματιστή κοιλότητα αντιστοιχεί πιθανότατα στην είσοδο προς το ενεργό
κέντρο.
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Εικόνα 25.Τριτοταγής δομή της μεταλλαγμένης πρωτεΐνης MutOx1. Αριστερά απεικονίζεται το ενεργό κέντρο
της πρωτεΐνης, στο οποίο διακρίνονται οι διαφορετικές δευτεροταγείς δομές και τα αμινοξέα His που
συντονίζουν τα 2 ιόντα Cu (μπλε), καθώς και το αμινοξύ της Asn που έχει αντικαταστήσει τη Gly. Το αμινοξύ
που υπέστη μετάλλαξη βρίσκεται πάνω από την είσοδο του ενεργού κέντρου, όπως φαίνεται στη δεξιά
εικόνα και σύμφωνα με προηγούμενες θεωρίες σταθεροποιεί μέσω αλληλεπιδράσεων το μόριο οξυγόνου
εντός του ενεργού κέντρου. Στην εικόνα αριστερά διακρίνεται επιπλέον το άτομο του οξυγόνου (κόκκινο) και
αυτό του αζώτου (μπλε), που ανήκουν στο αμινοξύ Asn και ευθύνονται για τις αναπτυσσόμενες
αλληλεπιδράσεις.

Εικόνα 26. Πάνω αριστερά απεικονίζεται το ενεργό κέντρο του MtOx, ενώ πάνω δεξιά το ενεργό κέντρο του
MutOx2. Με σκούρο πορτοκαλί χρώμα διακρίνεται το αμινοξύ Leu306 που έχει αντικατασταθεί στη
μεταλλαγμένη πρωτεΐνη από το Αla306. Από τις κάτω εικόνες είναι φανερό πως η αντικατάσταση της Leu με
τη μικρότερη σε μέγεθος Ala «απελευθερώνει» μερικώς την είσοδο στο ενεργό κέντρο.
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Εικόνα 27.Πάνω αριστερά απεικονίζεται το ενεργό κέντρο του MtOx και το αρχικό ογκώδες αμινοξύ της
Tyr296, ενώ πάνω δεξιά το ενεργό κέντρο του MutOx3 με το αμινοξύ Val296 (κίτρινο). Από τις εικόνες της
κοιλότητας που οδηγεί στο ενεργό κέντρο κάθε ενζύμου (κάτω) διακρίνεται η μειωμένη παρεμπόδιση που
προκαλεί το μεταλλαγμένο αμινοξύ Val296, συγκριτικά με την Tyr.

Εικόνα 28. Σύγκριση των δομών του αρχικού ενζύμου MtOx και του μεταλλαγμένου ενζύμου MutOx4. Εντός
του κύκλου φαίνεται ο βρόγχος των 11 αμινοξέων που λείπει από το μεταλλαγμένο ένζυμο

Παρατηρώντας τις παραπάνω εικόνες είναι εύκολη η εκτίμηση της επίδρασης

κάθε μετάλλαξης στη στερεοδομή της πρωτεΐνης. Είναι φανερό πως οι μεταλλάξεις

L306Α και Υ296V διευρύνουν την είσοδο στη ενεργό κέντρο του ενζύμου, ενώ η

μετάλλαξη G292N εισάγει ένα πολικό αμινοξύ που συμβάλλει στη μεταβολή των
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αναπτυσσόμενων ηλεκτροστατικών δυνάμεων στον περιβάλλοντα χώρο του ενεργού

κέντρου του ενζύμου.

3.3. Δράση σε διαφορετικά υποστρώματα
Για τον προσδιορισμό της εξειδικευμένης δράσης των ενζύμων έναντι

διαφορετικών υποστρωμάτων χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος που περιγράφεται στην

παράγραφο 5.3.3.3 του κεφαλαίου «Υλικά και Μέθοδοι». Οι διαφορετικές τιμές

ποσοστιαίας σχετικής ενεργότητας που προκύπτουν για τις επιμέρους κατηγορίες

υποστρωμάτων παρουσιάζονται στα διαγράμματα 4-8:

Μονοφαινολικά μονοϋποκατεστημένα υποστρώματα

υποστρώματα

hydroquinone tyrosol resorcinol o-cresol guaiacol p-cresol
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Διάγραμμα 3. Ραβδόγραμμα σχετικής ενεργότητας των εξεταζόμενων ενζύμων σε διάφορα μονοφαινολικά,
μονοϋποκατεστημένα υποστρώματα

Το MutOx2 παρουσιάζει μέγιστη σχετική ενεργότητα στην υδροκινόνη, την

παρα-κρεσόλη και την τυροσόλη, συγκριτικά με τα υπόλοιπα ένζυμα. Το ίδιο ισχύει

και για το μη μεταλλαγμένο ένζυμο στα υποστρώματα ο-κρεσόλη και γουαϊακόλη. Το

MutOx1 έχει την καλύτερη απόδοση, συγκριτικά με τα υπόλοιπα εξεταζόμενα

ένζυμα, στη ρεσορκινόλη.
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Πολυφαινολικά υποστρώματα

υποστρώματα

catechin epicatechin quercetin
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Διάγραμμα 4.Ραβδόγραμμα σχετικής ενεργότητας των εξεταζόμενων ενζύμων σε διάφορα πολυφαινολικά
υποστρώματα

Τα MutOx3 και MutOx2 εμφανίζουν ιδιαίτερα αυξημένη απόδοση, όσον αφορά την

κατάλυση της οξείδωσης πολυφαινολικών υποστρωμάτων. Στην κερσετίνη μάλιστα

παρατηρείται αύξηση της σχετικής ενεργότητας του MutOx3 περίπου κατά 600%

συγκριτικά με το αρχικό ένζυμο. Η επικατεχίνη και η κατεχίνη οξειδώνονται

περισσότερο παρουσία του ενζύμου MutOx2.

Αζωτούχα υποστρώματα

υποστρώματα

L-tyr+DOPA DOPA epinephrine D-tyrosine L-tyrosine
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Διάγραμμα 5.Ραβδόγραμμα σχετικής ενεργότητας των εξεταζόμενων ενζύμων σε αζωτούχα υποστρώματα
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Είναι αξιοσημείωτο πως το MutOx2 παρουσιάζει τη μέγιστη σχετική

ενεργότητα στην L-τυροσίνη, παρουσία μικρής ποσότητας L-DOPA, ενώ παράλληλα

καταλύει ελάχιστα την οξείδωση της L-τυροσίνης απουσία του κατεχολικού

υποστρώματος. Η L-DOPA και L-τυροσίνη, κατεξοχήν υποστρώματα της

τυροσινάσης, οξειδώνονται σε μεγαλύτερο ποσοστό παρουσία του ενζύμου MtOx και

MutOx3 αντίστοιχα, ενώ η D-τυροσίνη από το MutOx1. Επίσης ενθαρρυντική είναι η

εμφάνιση καταλυτικής δράσης στο υπόστρωμα της επινεφρίνης από τα ένζυμα

MutOx1 και MutOx2. Το υπόστρωμα αυτό φαίνεται πως δεν οξειδωνόταν παρουσία

του αρχικού ενζύμου του μύκητα MtOx.

Οργανικά οξέα

υποστρώματα

protocatechuic
caffeic

vanillic

OH-phenylacetic gallic

p-OH benzoic
ferulic

diOH benzoic

σχ
ετ

ικ
ή 

εν
ερ

γό
τη

τα
 ε

νζ
ύμ

ου
(%

)

0

20

40

60

80

100

120

140
MtOx
MutOx1
MutOx2
MutOx3

Διάγραμμα 6.Ραβδόγραμμα σχετικής ενεργότητας των εξεταζόμενων ενζύμων σε διάφορα οργανικά οξέα ως
υποστρώματα

Το αρχικό ένζυμο MtOx φαίνεται να καταλύει πιο αποτελεσματικά την

οξείδωση των υποστρωμάτων βανιλικό οξύ και παρα-υδροξυβενζοϊκό οξύ, ενώ στα

υπόλοιπα υποστρώματα παρουσιάζονται βελτιωμένες οι καταλυτικές ιδιότητες ενός ή

περισσότερων μεταλλαγμένων παραλλαγών. Έτσι το MutOx1 έχει αυξημένη σχετική

ενεργότητα στο γαλλικό οξύ (και μάλιστα πάνω από 600% σε σχέση με το MtOx) και

το MutOx3 στο διυδροξυβενζοϊκό οξύ (περίπου 450% αύξηση). Το μεταλλαγμένο

ένζυμο MutOx2 φαίνεται ικανό να οξειδώσει αποτελεσματικά τα περισσότερα
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οργανικά οξέα που εξετάστηκαν εμφανίζοντας και τη μέγιστη σχετική ενεργότητα

στο πρωτοκατεχουικό, καφεϊκό, υδροξυφαινυλοξικό και φερουλικό οξύ.

Υπόλοιπα εξεταζόμενα υποστρώματα

υποστρώματα

DMP vanillin Veratryl alcohol pyrogallol
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Διάγραμμα 7.Ραβδόγραμμα σχετικής ενεργότητας των εξεταζόμενων ενζύμων στα υποστρώματα
πυρογαλλόλη, βερατριλική αλκοόλη, βανιλίνη και 2,6-διμεθοξυφαινόλη

Η ικανότητα των ενζύμων MutOx1 και MutOx2 να καταλύουν την οξείδωση

των μονοφαινολικών διυποκατεστημένων υποστρωμάτων 2,6- διμεθοξυφαινόλη

(DMP) και βανιλίνη είναι πολύ μικρή έως μηδενική. Αντιθέτως το μη μεταλλαγμένο

ένζυμο MtOx παρουσιάζει καλύτερες καταλυτικές ιδιότητες έναντι των εν λόγω

υποστρωμάτων, όπως και της μη φαινολικής βερατριλικής αλκοόλης. Η δράση του

στην πυρογαλλόλη, που διαθέτει κατεχολική ομάδα, είναι ωστόσο μηδενική.

Για τον προσδιορισμό της επίδρασης των μεταλλάξεων στη δράση

μονοφαινολάσης υπολογίστηκε ο λόγος δράσης μονοφαινολάσης/διφαινολάσης με

βάση τις σχετικές ενεργότητες των ενζύμων στα υποστρώματα L-τυροσόλη και L-

DOPA. Προέκυψαν οι τιμές του πίνακα 27:

Πίνακας 27. Προσδιορισμός του λόγου δράσης μονοφαινολάσης/διφαινολάσης των εξεταζόμενων ενζύμων

δράση μονοφαινολάσης/διφαινολάσης
MtOx MutOx1 MutOx2 MutOx3
0,00 1,89 0,01 0,03
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3.4. Θερμικά χαρακτηριστικά
3.4.1. Βέλτιστη θερμοκρασία δράσης του μεταλλαγμένου

ενζύμου

Για τον προσδιορισμό της βέλτιστης θερμοκρασίας δράσης του

μεταλλαγμένου ενζύμου εφαρμόστηκε η μέθοδος που περιγράφεται στην παράγραφο

5.3.3.6. του κεφαλαίου Υλικά και Μέθοδοι. Η σχετική ενεργότητα κάθε ενζύμου στις

διαφορετικές τιμές θερμοκρασίας που εξετάστηκαν παρουσιάζει την πορεία που

φαίνεται στο διάγραμμα 9:

Θερμοκρασία T (oC)
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Διάγραμμα 8. Συνδυαστικό διάγραμμα σχετικής ενεργότητας κάθε ενζύμου συναρτήσει της θερμοκρασίας
αντίδρασης

Στο παραπάνω διάγραμμα 12 διακρίνεται πως όλα τα ένζυμα εμφανίζουν μία

βέλτιστη τιμή θερμοκρασίας δράσης μεταξύ των τιμών 60οC-65oC. Πιο συγκεκριμένα

η σχετική ενεργότητα των τριών μεταλλαγμένων ενζύμων παρουσιάζει μέγιστο στη

θερμοκρασία 60oC, ενώ το αρχικό, μη μεταλλαγμένο ένζυμο παρουσιάζει μέγιστο

στην τιμή 65οC.

3.4.2. Θερμοσταθερότητα των ενζύμων

Για τον προσδιορισμό της θερμοσταθερότητας εφαρμόστηκε για κάθε ένζυμο

η μέθοδος που περιγράφεται στην παράγραφο 5.3.3.8 του κεφαλαίου Υλικά και

Μέθοδοι.  Οι τιμές εναπομένουσας ενεργότητας που υπολογίστηκαν μετά την επώαση
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των ενζύμων διακρίνονται στα ραβδογράμματα των διαγραμμάτων 10-12.

Σημειώνεται πως οι τιμές ενεργότητας που απεικονίζονται είναι οι σχετικές,

ποσοστιαίες τιμές ενεργότητας του ενζύμου που προσδιορίστηκαν, θεωρώντας πως η

ενεργότητα αυτού πριν την έναρξη της επώασης σε υψηλή θερμοκρασία (δηλαδή

κατά τη διάρκεια αποθήκευσής του σε σταθερή T=4oC) αντιστοιχεί στην τιμή 100%.

2h
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Διάγραμμα 9. Ραβδόγραμμα απεικόνισης της μεταβολής ενεργότητας κάθε ενζύμου σε σταθερή
θερμοκρασία επώασης T=50,60 & 70oC για 2h

Όλα τα εξεταζόμενα ένζυμα παρουσιάζουν ελάχιστη, έως καθόλου πτώση της

ενεργότητάς ύστερα από 2h επώασης στους 50oC, ενώ στους 60οC παρατηρείται

μεγάλη πτώση της ενεργότητας των ενζύμων MutOx2 και MutOx3, περίπου 20%

πτώση αυτής του αρχικού ενζύμου MtOx και σταθερή τιμή αυτής του MutOx1. Όλα

τα ένζυμα που επωάστηκαν στους 70οC έχουν διατηρήσει ελάχιστη από την αρχική

ενεργότητά τους, μετά από διάστημα 2h. Απεικόνιση του δείγματος του ενζύμου που

επωάζεται στους 40oC δεν κρίθηκε απαραίτητη, καθώς η ενεργότητα των πρωτεϊνών

δεν έχει μειωθεί ύστερα από τόσο σύντομο χρονικό διάστημα επώασης.
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5h
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Διάγραμμα 10. Ραβδόγραμμα απεικόνισης της μεταβολής ενεργότητας κάθε ενζύμου σε σταθερή
θερμοκρασία επώασης T=40,50 & 60oC για 5h

Ύστερα από διάρκεια επώασης 5h η ενεργότητα όλων των εξεταζόμενων

ενζύμων σε σταθερή θερμοκρασία επώασης T=40oC έχει μειωθεί ελάχιστα ή

καθόλου. Η ενεργότητα των ενζύμων ΜtOx και MutOx1 που επωάστηκαν στους

50oC φαίνεται επίσης να διατηρείται ανέπαφη, ενώ το MutOx2 και το MutOx3

εμφανίζουν μείωση περίπου 50% και 20% αντίστοιχα. Η επώαση στους 60οC έχει

οδηγήσει σε εκμηδένιση της ενεργότητας αυτών των δύο ενζύμων, μείωση της τάξης

του 20% αυτής του MutOx1 και του 75% της ενεργότητας του ΜtOx.
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Διάγραμμα 11. Ραβδόγραμμα απεικόνισης της μεταβολής ενεργότητας κάθε ενζύμου σε σταθερή
θερμοκρασία επώασης T=40,50 & 60oC για 24h
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Μετά από επώαση 24h σε σταθερή θερμοκρασία T=40oC τα ένζυμα MtOx,

MutOx2 και MutOx3 παρουσιάζουν μικρή μείωση της αρχικής ενεργότητάς τους

(10%), ενώ το μεταλλαγμένο ένζυμο MutOx1 είναι πρακτικά σταθερό. Το ίδιο

σταθερό παραμένει και για τη θερμοκρασία των 50oC, ενώ η πτώση της ενεργότητας

του αρχικού ενζύμου αγγίζει το 60%. Τα άλλα δύο ένζυμα έχουν πτώση της τάξης

του 90-95%. Τέλος ύστερα από ολοήμερη (24 h) επώαση στους 60oC, μόνο το ένζυμο

MutOx1, εκ των τεσσάρων, διατηρεί το 50% της αρχικής του ενεργότητας.

3.5. Βέλτιστη τιμή pH δράσης
Ο προσδιορισμός της βέλτιστης τιμής pH δράσης του ενζύμου

πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στην παράγραφο 5.3.3.7. του κεφαλαίου

Υλικά και Μέθοδοι. Η βέλτιστη τιμή pH είναι εκείνη στην οποία παρατηρείται η

μέγιστη σχετική ενεργότητα του ενζύμου. Στον παρακάτω πίνακα συνοψίζονται οι

βέλτιστες τιμές, όπως προσδιορίστηκαν για κάθε ένζυμο:

Πίνακας 28. Βέλτιστη τιμή pH δράσης κάθε ενζύμου (διευκρινίζεται και το ρυθμιστικό διάλυμα που
χρησιμοποιήθηκε)

Ένζυμο Βέλτιστη τιμή pH Ρυθμιστικό διάλυμα

MtOx 8 Sodium Phosphate

MutOx1 6 Na2HPO4/ κιτρικό οξύ

MutOx2 6 Sodium Phosphate

MutOx3 8 Sodium Phosphate

3.6. Κινητικές σταθερές
Προσδιορίστηκαν οι κινητικές σταθερές των μεταλλαγμένων ενζύμων

MutOx1, MutOx2 και MutOx3, καθώς και του αρχικού MtOx όπως περιγράφεται

στην παράγραφο 5.3.3.5 του κεφαλαίου Υλικά και Μέθοδοι, για τα υποστρώματα της

4-χλωροκατεχόλης και της κατεχόλης. Τα υποστρώματα αυτά επιλέχθηκαν, διότι

παρατηρήθηκε πως τα ένζυμα εμφάνισαν σημαντική καταλυτική δράση παρουσία

τους.

Ο ρυθμός της αντίδρασης προσδιορίστηκε μέσω μέτρησης της ενεργότητας

του ενζύμου και τοποθετήθηκε σε διάγραμμα συναρτήσει της συγκέντρωσης του

υποστρώματος. Τα πειραματικά δεδομένα προσαρμόστηκαν σε καμπύλη Michaelis-
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Menten με χρήση του προγράμματος Graphpad Prism 5. Οι προκύπτουσες καμπύλες

για κάθε ένζυμο και υπόστρωμα παρουσιάζονται στη συνέχεια.

Μη μεταλλαγμένη πρωτεΐνη MtOx:

Κινητική του υποστρώματος χλωροκατεχόλη:

Michaelis-Menten για τη χλώροκατεχόλη
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Διάγραμμα 12. Διάγραμμα Michaelis-Menten του MtOx σε χλωροκατεχόλη

Κινητική του υποστρώματος κατεχόλη:
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Διάγραμμα 13.Διάγραμμα Michaelis-Menten του MtOx σε κατεχόλη
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Μεταλλαγμένη πρωτεΐνη MutOx1:

Κινητική του υποστρώματος χλωροκατεχόλη:

Michaelis-Menten για τη χλώροκατεχόλη
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Διάγραμμα 14.Διάγραμμα Michaelis-Menten του MutOx1 σε χλωροκατεχόλη

Κινητική του υποστρώματος κατεχόλη:
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Διάγραμμα 15.Διάγραμμα Michaelis-Menten του MutOx1 σε κατεχόλη
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Μεταλλαγμένη πρωτεΐνη MutOx2:

Κινητική του υποστρώματος χλωροκατεχόλη:

Michaelis-Menten για τη χλώροκατεχόλη
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Διάγραμμα 16.Διάγραμμα Michaelis-Menten του MutOx2 σε χλωροκατεχόλη

Κινητική του υποστρώματος κατεχόλη:
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Διάγραμμα 17.Διάγραμμα Michaelis-Menten του MutOx2 σε κατεχόλη
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Μεταλλαγμένη πρωτεΐνη MutOx3:

Κινητική του υποστρώματος χλωροκατεχόλη:

Michaelis-Menten για τη χλώροκατεχόλη
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Διάγραμμα 18.Διάγραμμα Michaelis-Menten του MutOx3 σε χλωροκατεχόλη

Κινητική του υποστρώματος κατεχόλη:
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Διάγραμμα 19.Διάγραμμα Michaelis-Menten του MutOx3 σε κατεχόλη

Συνοψίζοντας στον παρακάτω πίνακα παρουσιάζονται όλες οι κινητικές

σταθερές Michaelis- Menten των τριών μεταλλαγμένων ενζύμων, καθώς και του

αρχικού, για τα δύο διαφορετικά υποστρώματα. Οι κινητικές σταθερές Vmax και Km
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υπολογίζονται με βάση τον τύπο (Β), ενώ η Kcat , από τις προκύπτουσες τιμές αυτών

σύμφωνα με τον τύπο (Γ).

Πίνακας 29. Κινητικές σταθερές Michaelis- Menten των μεταλλαγμένων πρωτεϊνών MutOx1, MutOx2 και
MutOx3 για τα υποστρώματα χλωροκατεχόλη και κατεχόλη

Υπόστρωμα
Όνομα

πρωτεΐνης
Vmax (U/mg) Km (mM) kcat (s-1)

kcat /Km (mM-

1s-1)

Χλωροκατεχόλη MtOx 6986,0±182,7 1,8±0,1 5414,2±141,6 3006,2±197,7

MutOx1 379,0±8,0 3,5±0,2 293,7±6,2 84,3±5,1
MutOx2 722,3±17,0 0,4±0,0 599,8±13,2 1380,5±87,9

MutOx3 930,2±65,1 9,1±1,3 720,9±50,4 79,3±12,7

Κατεχόλη MtOx 137,4±5,8 19,7±2,0 106,5±4,5 5,4±0,6

MutOx1 115,6±1,8 7,9±0,4 89,6±1,4 11,4±0,6
MutOx2 522,5±42,9 6,6±0,8 404,9±33,2 61,7±9,3

MutOx3 87,9±3,0 33,8±2,3 68,1±2,3 2,0±0,2

Με βάση τα αποτελέσματα του πίνακα 29 προκύπτει πως μεγαλύτερη

συγγένεια με τη χλωροκατεχόλη παρουσιάζει το μεταλλαγμένο ένζυμο MutOx2, με

Km=0,4mM, ωστόσο το μέγιστο ρυθμό αντίδρασης διατηρεί το μη μεταλλαγμένο

ένζυμο MtOx. Όσον αφορά το υπόστρωμα της κατεχόλης το MutOx2 κατέχει την

πρώτη θέση, τόσο από άποψη συγγένειας ενζύμου-υποστρώματος, όσο και από

άποψη ρυθμού αντίδρασης. Συνολικά τη βέλτιστη καταλυτική αποδοτικότητα

(kcat/Km) για τη χλωροκατεχόλη εμφανίζει το μη μεταλλαγμένο ένζυμο, ενώ για την

κατεχόλη το MutOx2. Σημειώνεται πως η απόδοση κάθε ενζύμου στο υπόστρωμα της

κατεχόλης είναι μικρότερη συγκριτικά με τη δράση στην 4-χλώροκατεχόλη, εφόσον

οι τιμές των kcat/Km για την κατεχόλη είναι κατά πολύ μικρότερες.
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1. Ηλεκτροφόρηση πρωτεΐνης σε πηκτή
ακρυλαμιδίου SDS- PAGE:

Το θεωρητικό βάρος των MtOx, MutOx1, MutOx2 και MutOx3 είναι 46,5

kDa. Αυτό σημαίνει πως οι μεταλλαγμένες πρωτεΐνες ανήκουν στην κατηγορία των

«κοντών» τυροσινασών. Το μοριακό τους βάρος είναι σχετικά μικρό και δε

διαθέτουν C-άκρο. Άλλη PPO που ανήκει στην ίδια κατηγορία είναι αυτή του A.

oryzae με μοριακό βάρος 44 kDa (Kaintz et al., 2014). Η φυτική κατεχολοξειδάση

της γλυκοπατάτας I. batatas έχει επίσης αντίστοιχο μοριακό βάρος 40 kDa μετά την

πρωτεολυτική ενεργοποίησή της (Eicken, Zippel, Büldt-Karentzopoulos, & Krebs,

1998). Οι αριθμοί αυτοί συνάδουν με τα βιβλιογραφικά δεδομένα για τις

περισσότερες φυτικές και μυκητιακές πολυφαινολοξειδάσες οι οποίες φαίνεται να

εκφράζονται ως ανενεργά ένζυμα με μοριακό βάρος 60-69 kDa, ενώ η ενεργή μορφή

τους έχει μοριακό βάρος 38-46 kDa (Kaintz et al., 2014).

Ωστόσο σύμφωνα με την εικόνα 23 τα εξεταζόμενα δείγματα των

μεταλλαγμένων ενζύμων αποτελούνται από δύο πρωτεϊνικά μόρια, διαφορετικού

μοριακού βάρους. Η μία τιμή συμπίπτει με το θεωρητικό βάρος, ενώ η άλλη που

φαίνεται να αντιστοιχεί και στην κυρίαρχη μορφή, είναι μικρότερη από 40 kDa.

Οδηγείται λοιπόν κανείς στο συμπέρασμα πως οι μεταλλαγμένες πρωτεΐνες

υφίστανται κάποια πρωτεολυτική επεξεργασία από την Pichia pastoris κατά την

ετερόλογη έκφρασή τους. Η επεξεργασία αυτή δεν είναι τυχαία, καθώς παρατηρείται

και στα τρία ένζυμα, χωρίς να οδηγεί μάλιστα σε αδρανοποίηση της λειτουργίας

αυτών.

Με βάση την εικόνα 23 φαίνεται πως το δείγμα κάθε ενζύμου μετακινείται

την ίδια απόσταση εντός του πηκτώματος, τόσο πριν, όσο και μετά την πέψη του με

EndoH. Το ένζυμο EndoH έχει την ικανότητα να τεμαχίζει τις αλυσίδες

υδατανθράκων που έχουν προστεθεί στην πρωτεΐνη μέσω μεταμεταφραστικών

τροποποιήσεων, σε θέσεις Ν- γλυκοζυλίωσης. Επομένως συμπεραίνεται πως τα

μεταλλαγμένα ένζυμα που εξετάζονται δεν υφίστανται Ν-γλυκοζυλίωση κατά την

ετερόλογη έκφρασή τους από τη ζύμη P. pastoris.. Η υπόθεση αυτή ενισχύεται από

το γεγονός ότι τα πρωτεϊνικά αυτά μόρια εμφανίζουν καταλυτική δράση στην

οξείδωση της χλωροκατεχόλης, τόσο πριν, όσο και μετά την αντίδραση

απογλυκοζυλίωσης (βλ. εικόνα 23). Καθώς οι μεταμεταφραστικές τροποποιήσεις που

υφίσταται μία πρωτεΐνη είναι συνήθως απαραίτητες για την εξασφάλιση της ορθής



ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ

104

λειτουργίας της προκύπτει πως η πέψη με την EndoH δεν οδηγεί σε απώλεια αυτών,

αφού δε συνοδεύεται από απώλεια καταλυτικής δράσης. Το αρχικό ένζυμο που

φαίνεται να έχει μοριακό βάρος μεγαλύτερο από τα μεταλλαγμένα ένζυμα θα

μπορούσε να έχει υποστεί ενδεχομένως Ο-γλυκοζυλίωση, οπότε η χρήση της EndoH

δεν επιτρέπει την απομάκρυνση των υδατανθρακικών του αλυσίδων. Για το λόγο

αυτό έχει βάρος μεγαλύτερο από το αναμενόμενο. Η υπόθεση αυτή, σε συνδυασμό με

το γεγονός ότι το ένζυμο MtOx φαίνεται να περιέχει το πρωτεϊνικό μόριο με βάρος

ίσο με το θεωρητικό (μη τεμαχισμένο πρωτεολυτικά) σε μεγαλύτερη συγκέντρωση,

γεννά την υποψία πως η Ο-γλυκοζυλίωση λειτουργεί και προστατευτικά απέναντι

στην πρωτεόλυση της πρωτεΐνης από τη ζύμη.

2. Κατηγοριοποίηση του ενζύμου:
Με βάση την αλληλουχία των αμινοξέων της η MtOx, και οι μεταλλάξεις της

κατατάσσονται στη νέα κατηγορία «κοντών» τυροσινασών (και κατεχολοξειδασών)

που έχει ανακαλυφθεί τα τελευταία χρόνια. Η κατηγορία αυτή περιέχει εκείνες τις

PPOs που έχουν μικρό μοριακό βάρος και δε διαθέτουν C-τελικό άκρο που

απομακρύνεται πρωτεολυτικά. Κοινά χαρακτηριστικά που μοιράζονται αυτά τα

ένζυμα με το MtOx αποτελούν το διατηρημένο μοτίβο Η-Χ(7)-Η-Χ(8)-Η (βλ. την

αλληλουχία της MtOx στο κεφάλαιο «Υλικά και Μέθοδοι») στο οποίο συντονίζεται

το ιόν Cu(A) και η απουσία κάποιου αμινοξέος Cys κοντά στο δεύτερο αμινοξύ His

στο οποίο συντονίζεται ο Cu(A). Οι γνωστές «κοντές» τυροσινάσες και

κατεχολοξειδάσες διαθέτουν ακόμη 6 αμινοξέα Cys στην πολυπεπτιδική αλυσίδα

τους (Gasparetti et al., 2010). Αντίστοιχα η MtOx και οι εξεταζόμενες μεταλλάξεις

αυτής διαθέτουν 5 τέτοια αμινοξέα. Η γνωστή κατεχολοξειδάση του νηματοειδή

μύκητα A. oryzae αποτελεί επίσης ένα μονομερές μικρού μοριακού βάρους που

κατατάσσεται στην παραπάνω κατηγορία ενζύμων. (Hakulinen et al., 2013). Ύστερα

από ευθυγράμμιση της αλληλουχίας του γονιδίου έκφρασης της MtOx με γονίδια

άλλων PPOs, προκύπτει πως η AoCO παρουσιάζει τη μέγιστη ομολογία με το ένζυμο

MtOx της M. thermophila (45% ομολογία).

Αν ληφθούν υπόψη τα χαρακτηριστικά άλλων PPOs, η εν λόγω

πολυφαινολοξειδάση του μύκητα Myceliophthora thermophila, καθώς και οι

μεταλλαγμένες παραλλαγές αυτής, φαίνεται να παρουσιάζουν σημαντικές ομοιότητες

με τα ένζυμα που κατηγοριοποιούνται ως τυροσινάσες του γένους Streptomyces. Τα

ένζυμα αυτά έχουν μικρό μοριακό βάρος, περίπου 30 kDa, με πολυπεπτιδικές
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αλυσίδες που επίσης δε διαθέτουν C- τελικό άκρο, αλλά εκφράζονται εξωκυτταρικά

απευθείας στην ενεργό μορφή τους (Claus & Decker, 2006). Όσον αφορά τις άλλες

γνωστές τυροσινάσες μυκητιακής προέλευσης, οι τυροσινάσες των μανιταριών A.

bisporus και P. nameko εκφράζονται ως ανενεργά ένζυμα που ενεργοποιούνται μετά

την πρωτεολυτική απομάκρυνση του C- άκρου τους (Selinheimo et al., 2009). Το ίδιο

ισχύει και για τις μυκητιακές τυροσινάσες των Neurospora crassa και Trichoderma

reesei (Faccio, Arvas, Thöny-Meyer, & Saloheimo, 2013).

3. Συμπεράσματα σχετικά με την εξελικτική σχέση
μικροοργανισμών που παράγουν PPOs:
Προχωρώντας ένα βήμα παραπέρα επιδιώκεται η εκτίμηση της εξελικτικής

σχέσης μεταξύ μικροοργανισμών και φυτικών οργανισμών που παράγουν γνωστές

PPOs. Με χρήση του υπολογιστικού εργαλείου βιοπληροφορικής Clustal Omega και

επιλέγοντας τη μέθοδο ευθυγράμμισης UPGMA εκτιμάται η ομολογία των PPOs

διαφόρων οργανισμών. Έτσι κατασκευάζεται το παρακάτω υποτυπώδες φυλογενετικό

δέντρο:

Εικόνα 29. Φυλογενετικό δέντρο ορισμένων μυκήτων, βακτηρίων και φυτών (εξάγεται με βάση την πεπτιδική
αλληλουχία των PPOs που παράγουν)

Όπως είναι αναμενόμενο οι βακτηριακοί μικροοργανισμοί B. megaterium και

S. castaneoglobisporus εμφανίζουν μεγαλύτερη συγγένεια μεταξύ τους, όπως

αντίστοιχα και οι μύκητες M. thermophila (η πολυφαινολοξειδάση του οποίου

εξετάστηκε), A. oryzae και N. crassa. Τα φυτά I. batatas και V. vinifera ανήκουν

επίσης σε ίδιο κλάδο του δέντρου. Μικρότερη συγγένεια, από πλευράς εξέλιξης,

φαίνεται να μοιράζεται η M. thermophila με το μανιτάρι A. bisporus και το

τριχόδερμα T. reesei. Όπως αναμένεται, το μανιτάρι παρουσιάζει πιο στενή

εξελικτική σχέση με τους δύο φυτικούς οργανισμούς, από το σύνολο των

εξεταζόμενων.
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4. Κινητικές παράμετροι:
Επιδιώκοντας μία σύγκριση των επιμέρους μεταλλαγμένων ενζύμων και

εκτίμηση της χρησιμότητας τελικά κάθε μετάλλαξης, εξετάζεται η αποδοτικότητα

κάθε ενζύμου, στα δύο υποστρώματα, συγκριτικά με το αρχικό. Παρατηρείται πως η

αποδοτικότητα του αρχικού ενζύμου, όσον αφορά τη μετατροπή της

χλωροκατεχόλης, μειώθηκε με την εισαγωγή των μεταλλάξεων. Πιο συγκεκριμένα η

μεταλλαγμένη πρωτεΐνη MutOx2 διακρίνεται από πτώση της καταλυτικής

αποδοτικότητας πάνω από το ήμισυ της αρχικής, ενώ η MutOx1 έχει 35 φορές

χαμηλότερη αποδοτικότητα στη χλωροκατεχόλη και η MutOx3 περίπου 37 φορές

χαμηλότερη. Αντίθετα στην κατεχόλη, που αποτελεί το κατεξοχήν υπόστρωμα των

κατεχολοξειδασών, τα πρωτεία κατέχει το μεταλλαγμένο ένζυμο MutOx2. Η

μετάλλαξη L306A φαίνεται δηλαδή να καθιστά το ενεργό κέντρο του ενζύμου πιο

προσιτό στην κατεχόλη ή ενδεχομένως να αυξάνει τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ

υποστρώματος- ενεργού κέντρου που σταθεροποιούν το πρώτο εντός του δεύτερου.

Επιπλέον, όπως έχει φανεί και από τις εικόνες της τριτοταγούς δομής των

εξεταζόμενων ενζύμων (εικόνες 24-27 ) η συγκεκριμένη μετάλλαξη «απελευθερώνει»

μερικώς την είσοδο που οδηγεί από την επιφάνεια του ενζύμου στην κοιλότητα του

ενεργού κέντρου. Πιθανώς το σημείο αυτό που απελευθερώνεται διευκολύνει την

είσοδο της κατεχόλης, έτσι όπως αυτή προσανατολίζεται, στο ενεργό κέντρο.

Συγκρίνοντας τις σταθερές Michaelis-Menten των εξεταζόμενων ενζύμων με

αυτές άλλων χαρακτηρισμένων PPOs, παρατηρείται πως η σταθερά Km της

μυκητιακής πολυφαινολοξειδάσης για την κατεχόλη, καθώς και των μεταλλάξεών

της, είναι της ίδιας τάξης μεγέθους με γνωστές Km φυτικών κατεχολοξειδασών του

ίδιου υποστρώματος. Έτσι η σταθερά Michaelis-Menten του μη μεταλλαγμένου

ενζύμου MtOx έχει τιμή 19,7±2,0 mM, η πολυφαινολοξειδάση της ρίζας Jipicao yam

έχει Km=18 mM στην κατεχόλη (Li, Li, Wang, Wang, & Liu, 2015), το αντίστοιχο

ένζυμο του μούρου Morus alba L. έχει Km=19,81 mM (Arslan, Erzengin, Sinan, &

Ozensoy, 2004), ενώ αυτή του άνθους της αγκινάρας Cynara scolymus L. έχει

Km=10,2 mM (Aydemir, 2004). Από τα μεταλλαγμένα ένζυμα, μεγαλύτερη συγγένεια

με το υπόστρωμα παρουσιάζει το MutOx2 με Km=6,6±0,8 mM, τιμή που προσεγγίζει

αυτή της κατεχολοξειδάσης του μαρουλιού Lactuca sativa ποικιλία capitata L. Km=

3,20±0,01 mM (Gawlik-Dziki, Zlotek, & Swieca, 2008). Δεδομένα κινητικών
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σταθερών για το υπόστρωμα της χλωροκατεχόλης δεν υπάρχουν στη βιβλιογραφία,

ώστε να επιτρέπεται η σύγκριση των εν λόγω κινητικών σταθερών.

5. Εξειδικευμένη δράση σε διάφορα υποστρώματα:
Από την παρατήρηση της καταλυτικής αποδοτικότητας των εξεταζόμενων

πρωτεϊνών στα διάφορα υποστρώματα εξάγονται συμπεράσματα σχετικά με τις

επιδράσεις κάθε μετάλλαξης.

Αρχικά εκτιμάται κατά πόσο η πολυφαινολοξειδάση παρουσίασε, ύστερα από

κάποια μετάλλαξη, δράση τυροσινάσης στο σύνηθες υπόστρωμα της L-τυροσίνης. Τα

μεταλλαγμένα ένζυμα παρουσίασαν ελάχιστη αύξηση της ενεργότητάς τους στο

υπόστρωμα,  συγκριτικά με το αρχικό ένζυμο. Συνεπώς όλες οι μεταλλάξεις, παρότι

ήταν σημειακές, αντιμετωπίζονται ως επιτυχείς ως προς τη δημιουργία δράσης

μονοφαινολάσης, ενώ ασφαλώς υπάρχουν και περιθώρια ενίσχυσης αυτής.

Παρότι όλα τα μεταλλαγμένα ένζυμα παρουσίασαν μία αύξηση της

ενεργότητάς τους σε αυτό το υπόστρωμα,  συγκριτικά με το αρχικό ένζυμο, κανένα

από αυτά δεν εμφάνισε μεγάλη ενεργότητα,.

Απόδειξη πως οι μεταλλάξεις L306A και Y296V διευκολύνουν πράγματι την

πρόσβαση στη ενεργό κέντρο, αυξάνοντας το εμβαδό της κοιλότητας που οδηγεί σε

αυτό, αποτελεί η αυξημένη ενεργότητα των αντίστοιχων μεταλλαγμένων ενζύμων

στα ογκώδη πολυφαινολικά υποστρώματα. Τα MutOx2 και MutOx3, σε αντίθεση με

το MutOx1, εμφανίζουν καταλυτική απόδοση στα υποστρώματα κατεχίνη,

επικατεχίνη και κερσετίνη μεγαλύτερη από αυτή του αρχικού ενζύμου.

Χρήσιμος κρίνεται ο σχολιασμός της ενεργότητας που παρουσιάζει το

MutOx2 στην πλειοψηφία των μονοφαινολικών μονοϋποκατεστημένων

υποστρωμάτων που εξετάστηκαν. Από αυτά σημαντικά μεγαλύτερη εμφανίζεται η

ενεργότητα στα υποστρώματα που διαθέτουν τον υποκαταστάτη στη θέση πάρα-

συγκριτικά με το φαινολικό υδροξύλιο (υδροκινόνη, τυροσόλη, παρα-κρεσόλη). Η

παρατήρηση αυτή ενισχύει την πεποίθηση πως η βελτιωμένη καταλυτική δράση του

συγκεκριμένου μεταλλαγμένου ενζύμου είναι αποτέλεσμα μειωμένων στερεοδομικών

παρεμποδίσεων προς το ενεργό κέντρο του ενζύμου. Εικάζεται λοιπόν πως τα πάρα-

μονοϋποκατεστημένα μονοφαινολικά υποστρώματα αποκτούν τον κατάλληλο

προσανατολισμό, ώστε να διευκολυνθεί η είσοδός τους στο ενεργό κέντρο. Τα μέτα-
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και όρθο- μονοϋποκατεστημένα αντιθέτως δεν πρέπει να εισέρχονται με τόση

ευκολία, διαμέσου της εκ νέου διαμορφωμένης κοιλότητας, κρίνοντας από τις

μικρότερες τιμές ενεργότητας του ενζύμου. Η αυξημένη ενεργότητα του

συγκεκριμένου ενζύμου στο υπόστρωμα της τυροσόλης δημιουργεί επιπλέον

προοπτικές χρήσης αυτού ως βιοκαταλύτη για εφαρμογές σύνθεσης. Όπως έχει

αναφερθεί, η τυροσόλη αποτελεί την πρώτη ύλη για τη σύνθεση του αντιοξειδωτικού

υδροξυτυροσόλη, που έχει μεγάλη εμπορική αξία.

Το μεταλλαγμένο ένζυμο MutOx1 παρουσιάζει πολύ μειωμένη ενεργότητα σε

όλα τα αζωτούχα υποστρώματα με μοναδική εξαίρεση την επινεφρίνη, την οποία

καταλύει με απόδοση, πολύ καλύτερη από τα υπόλοιπα ένζυμα. Αντίστοιχα έχει πολύ

μικρή ενεργότητα σε οργανικά οξέα, με μόνη εξαίρεση το γαλλικό οξύ του οποίου

την οξείδωση καταλύει, σε αντίθεση με τα υπόλοιπα εξεταζόμενα ένζυμα. Η ιδιαίτερα

επιλεκτική εξειδίκευση που διακρίνει το MutOx1 αποδίδεται στο μεταλλαγμένο

αμινοξύ της Asn. Η Asn πρόκειται για ένα πολικό αμινοξύ που έχει την τάση να

σχηματίζει δεσμούς υδρογόνου με άλλες πολικές ομάδες. Είναι λοιπόν πιθανό να

αναπτύσσει συγκεκριμένες αλληλεπιδράσεις με τα παραπάνω δύο υποστρώματα,

σταθεροποιώντας τα εντός του ενεργού κέντρου.

Με βάση τα αποτελέσματα εξέτασης της εξειδικευμένης δράσης των ενζύμων,

φαίνεται πως το μεταλλαγμένο ένζυμο MutOx2 διαθέτει την ικανότητα να καταλύει

την οξείδωση μεγάλης ποικιλίας υποστρωμάτων. Ωστόσο η δράση μονοφαινολάσης

που παρουσιάζει δεν είναι ιδιαίτερα ενισχυμένη. Ο λόγος δράσης

μονοφαινολάσης/διφαινολάσης αποτελεί ένα μέτρο εκτίμησης της σκοπιμότητας και

της επιτυχίας τελικά κάθε μετάλλαξης, με βάση τον αρχικό στόχο αύξησης αυτού.

Είναι φανερό (πίνακας 29) πως σημαντική ενίσχυση της δράσης μονοφαινολάσης

φανερώνει το μεταλλαγμένο ένζυμο MutOx1. Ακόμη και έτσι όμως η ενίσχυση αυτή

φαίνεται να οφείλεται ως επί το πλείστον στην μειωμένη ενεργότητα αυτού του

ενζύμου στην L-DOPA, παρά στην καταλυτική δράση που  έχει στην L-τυροσίνη, το

κατεξοχήν υπόστρωμα των τυροσινασών. Η ενίσχυση που παρατηρείται στα άλλα

δύο μεταλλαγμένα ένζυμα είναι πιο μικρή.

Η συμπεριφορά όλων των εξεταζόμενων ενζύμων στη συγκεκριμένη

πειραματική διαδικασία επιβεβαιώνει τη θεωρία πως η δράση μονοφαινολάσης των

PPOs ενισχύεται παρουσία μικρής ποσότητας κατεχολικού υποστρώματος (π.χ. L-
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DOPA). Η θεωρία αυτή βασίζεται στην πεποίθηση πως οι PPOs μπορούν να

οξειδώσουν μονοφαινολικά υποστρώματα, μόνο εφόσον βρίσκονται στην «oxy»

μορφή τους. Εφόσον όμως μόνο ένα μικρό ποσοστό αυτών (10-15%) βρίσκεται σε

αυτή τη μορφή η παρουσία κατεχολικών υποστρωμάτων, που αλληλεπιδρούν και με

τη «met» μορφή, μετατρέποντάς τη σε «oxy» , αυξάνει τη δράση κρεσολάσης

(Halaouli, Asther, Sigoillot, Hamdi, & Lomascolo, 2006) (Dalfard et al., 2006).

Πράγματι και τα 4 ένζυμα παρουσίασαν αύξηση της ενεργότητάς τους στην L-

τυροσίνη πάνω από 5 φορές με προσθήκη μικρής ποσότητας L-DOPA.

6. Βέλτιστη θερμοκρασία δράσης:
Η βέλτιστη θερμοκρασία δράσης του αρχικού ενζύμου του μύκητα MtOx

προκύπτει, σύμφωνα με το διάγραμμα 9, ίση με 65οC. Μετά την πραγματοποίηση των

μεταλλάξεων η βέλτιστη θερμοκρασία πέφτει και ισούται με 60οC για τα τρία

μεταλλαγμένα ένζυμα. Η υψηλή θερμοκρασία δράσης είναι αναμενόμενη, εφόσον το

ένζυμο προέρχεται από μεσόφιλο μύκητα. Όσον αφορά προηγούμενα πειραματικά

δεδομένα άλλων PPOs, αυτές φαίνεται να έχουν αντίστοιχη ή χαμηλότερη τιμή

βέλτιστης θερμοκρασίας δράσης. Έτσι, ενώ η πολυφαινολοξειδάση του μούρου

Molus Alba L. εμφανίζει επίσης βέλτιστη καταλυτική δράση στην κατεχόλη σε

θερμοκρασία T=65oC, η πολυφαινολοξειδάση του μαρουλιού έχει μεγαλύτερη

ενεργότητα σε T= 35oC και αυτή του ανθού αγκινάρας σε T=25οC (Arslan et al.,

2004; Aydemir, 2004; Gawlik-Dziki et al., 2008). Αξίζει να σημειωθεί πως η τελική

επιλογή της θερμοκρασίας κατάλυσης δεν εξαρτάται τόσο από τη βέλτιστη

θερμοκρασία δράσης του βιοκαταλύτη που κατά κανόνα είναι αρκετά υψηλή, όσο

από τη θερμοσταθερότητα αυτού (Guo et al., 2015).

7. Θερμοσταθερότητα:
Από τα εξεταζόμενα ένζυμα μεγαλύτερη σταθερότητα εμφανίζει το

MutOx1,που φέρει τη σημειακή μετάλλαξη G292N και ακολουθεί το MtOx. Την

ελάχιστη θερμοσταθερότητα παρουσιάζει το MutOx2. Σε θερμοκρασία T=40oC όλα

τα ένζυμα παραμένουν ουσιαστικά σταθερά ύστερα από 24 h. Σε θερμοκρασία

επώασης T= 60oC μόνο το ένζυμο MutOx1 διατηρεί περίπου το 50%  της

ενεργότητάς του ύστερα από 24h. Συμπερασματικά η μετάλλαξη G292N συμβάλλει

στη σταθεροποίηση της τριτοταγής δομής του ενζύμου. Η σταθεροποίηση αυτή

μπορεί να προκαλείται από την ανάπτυξη  αλληλεπιδράσεων μεταξύ της πολικής

πλευρικής ομάδας του αμινοξέος Asn που εισάγεται και των γειτονικών αμινοξέων.



ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ

110

Οι αλληλεπιδράσεις αυτές δεν αναπτύσσονταν στο αρχικό ένζυμο, καθώς το αμινοξύ

της γλυκίνης που φυσιολογικά βρισκόταν στη θέση 292 δε διαθέτει μεγάλη πολική

ομάδα.

Η υψηλή θερμοσταθερότητα του μεταλλαγμένου ενζύμου MutOx1 είναι

αξιοσημείωτη. Η σημαντική και παράλληλα ευνοϊκή αλλαγή που επέφερε μία απλή

σημειακή μετάλλαξη προκαλεί έκπληξη και ενισχύει την αξία της μετάλλαξης

G292N.

Αξιοπρόσεκτη είναι η υψηλή θερμοσταθερότητα που παρουσιάζουν όλα τα

εξεταζόμενα ένζυμα συγκριτικά με χαρακτηρισμένες πολυφαινολοξειδάσες φυτικής

προέλευσης. Για παράδειγμα η πολυφαινολοξειδάση που εντοπίζεται στους κόκκους

καφέ χάνει το 80% της ενεργότητάς της ήδη από τα πρώτα 5 min, όταν επωάζεται σε

σταθερή θερμοκρασία T=50oC, ενώ αυτή του μαρουλιού έχει χρόνο ημιζωής, στην

ίδια θερμοκρασία, λιγότερο από 40 min (Mazzafera & Robinson, 2000) (Gawlik-

Dziki et al., 2008). Το γεγονός αυτό έρχεται σε αντιστοιχία με δημοσιεύσεις που

αναφέρουν πως οι μυκητιακές τυροσινάσες χαρακτηρίζονται από μεγάλη

θερμοσταθερότητα, ιδιότητα που οφείλεται εν μέρει και στα αμινοξέα Cys που

διαθέτουν. Τα αμινοξέα αυτά διαθέτουν την θειολομάδα τους για τη δημιουργία

δισουλφιδικών δεσμών που σταθεροποιούν την τριτοταγή δομή του πρωτεϊνικού

μορίου (Faccio et al., 2012). Όλα τα ένζυμα που εξετάστηκαν στην παρούσα εργασία

διαθέτουν 5 αμινοξέα Cys, καθώς οι σημειακές μεταλλάξεις που προκλήθηκαν στο

αρχικό γονίδιο δεν επηρέασαν τα κωδικόνια εκείνα που κωδικοποιούν τα αμινοξέα

Cys.

Τα αποτελέσματα της μελέτης θερμοσταθερότητας, συνδυασμένα με τα

αποτελέσματα προσδιορισμού της βέλτιστης θερμοκρασίας δράσης των ενζύμων

δικαιολογούν τις πειραματικές συνθήκες που έχουν επιλεχθεί στην παρούσα εργασία.

Έτσι οι καταλυόμενες από το ένζυμο αντιδράσεις οξείδωσης διαφορετικών

υποστρωμάτων πραγματοποιήθηκαν στους 40οC, διότι στη θερμοκρασία αυτή

παρουσιάζουν όλα τα εξεταζόμενα ένζυμα υψηλή σταθερότητα. Παρότι λοιπόν η

θερμοκρασία αυτή δεν αντιστοιχεί στη βέλτιστη τιμή στην οποία δρα το ένζυμο,

εξασφαλίζει την απαραίτητη σταθερότητα του ενζύμου, ενώ παράλληλα είναι αρκετά

υψηλή για την επίτευξη ικανοποιητικών ρυθμών κατάλυσης στις αντιδράσεις

διάρκειας 21 h.
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Η υψηλή θερμοσταθερότητα του ενζύμου είναι ιδιαίτερα χρήσιμη για τη

βιομηχανική αξιοποίηση αυτού. Δίνει τη δυνατότητα επαναχρησιμοποίησης της

πρωτεΐνης ως βιοκαταλύτη και αποτελεί μία απαραίτητη προϋπόθεση που ενθαρρύνει

την ανάπτυξη μεθόδων ακινητοποίησης του ενζύμου. Το ακινητοποιημένο ένζυμο

πρέπει να είναι τόσο σταθερό, ώστε να επιτρέπει την εύλογη επαναχρησιμοποίησή

του, χωρίς να απαιτεί διαρκή ανανέωση.

8. Βέλτιστο pH δράσης:
Τα ένζυμα MtOx και MutOx3 παρουσιάζουν βέλτιστο pH δράσης =8.

Αντίστοιχα τα ένζυμα MutOx1 και MutOx2 έχουν βέλτιστο pH δράσης = 6. Είναι

αξιοπρόσεκτο το γεγονός ότι τα ένζυμα που παρουσίασαν μέγιστο pH δράσης = 8

έχουν υψηλότερη ενεργότητα σε ρυθμιστικό διάλυμα Sodium Phosphate, από ότι στο

ρυθμιστικό διάλυμα Tris Base/HCl για τη συγκεκριμένη τιμή pH. Το συγκεκριμένο

έχουν παρατηρήσει και οι P. Mazzafera, S. Robinson το 2000 κατά το χαρακτηρισμό

μίας πολυφαινολοξειδάσης των κόκκων καφέ. Μία ερμηνεία που έχει δοθεί για το

συγκεκριμένο γεγονός είναι πως τα ιόντα PH4
3- σταθεροποιούν το ένζυμο, με

αποτέλεσμα την αύξηση της ενεργότητας αυτού. Εναλλακτικά έχει προταθεί και η

πιθανή παρεμπόδιση του ενζύμου από τα ιόντα Cl- του άλλου ρυθμιστικού

διαλύματος (Mazzafera & Robinson, 2000).

Περνώντας σε σύγκριση των ιδιοτήτων των μεταλλαγμένων ενζύμων με άλλες

πολυφαινολοξειδάσες παρατηρείται πως το βέλτιστο pH δράσης των φυτικών PPOs

εντοπίζεται σε αντίστοιχα ή ελαφρώς πιο όξινα pH. Έτσι η χαρακτηρισμένη PPO του

άνθους της αγκινάρας εμφανίζει βέλτιστο εύρος δράσης pH=5-7 (Aydemir, 2004) και

η κατεχολοξειδάση των κόκκων καφέ αντίστοιχα έχει βέλτιστο pH= 6-7 (Mazzafera

& Robinson, 2000). Όσον αφορά τις χαρακτηρισμένες βακτηριακές τυροσινάσες των

Streptomyces polyantibioticus και Streptomyces pharetrae το βέλτιστο pH δράσης σε

υπόστρωμα κατεχόλης αντιστοιχεί στην τιμή 7 (Le Roes-Hill, Palmer, Rohland,

Kirby, & Burton, 2015). Προκύπτει λοιπόν πως δε φαίνεται να υπάρχουν άλλα

ένζυμα, με αντίστοιχες καταλυτικές ιδιότητες, που να παρουσιάζουν βέλτιστη δράση

σε pH=8. Το γεγονός αυτό αυξάνει την αξία των MtOx και MutOx3 καθώς τα

καθιστά κατάλληλα για εφαρμογές σε τιμές pH στις οποίες δε μπορούν να

αντεπεξέλθουν άλλες PPOs.
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9. Σύγκριση με την πρωτεΐνη AoCO:
Δεδομένου του υψηλού ποσοστού ομολογίας της PPO της Myceliophthora

thermophila MtOx με την κατεχολοξειδάση του Aspergillus oryzae AoCO

επιδιώκεται μία συνοπτική σύγκριση των ιδιοτήτων των δύο ενζύμων, καθώς και των

μεταλλαγμένων MutOx1, MutOx2 και MutOx3. Κοινό χαρακτηριστικό των δύο

ενζύμων είναι το γεγονός ότι κατατάσσονται στη νέα κατηγορία «κοντών»

τυροσινασών, που δεν απαιτούν πρωτεολυτική απομάκρυνση του C- άκρου για την

ενεργοποίησή τους και προέρχονται από μύκητες.

Πίνακας 30. Συγκριτικές ιδιότητες των εξεταζόμενων ενζύμων της M. thermophila και της κατεχολοξειδάσης
του A. oryzae AoCO (Gasparetti et al., 2010)

Ιδιότητα MtOx MutOx1 MutOx2 MutOx3 AoCO4

Κm σε κατεχόλη (mM) 19,7±2,0 7,9±0,4 6,6±0,8 33,8±2,3 3,3

Βέλτιστο pH 8 6 6 8 5,6*

Χρόνος ημιζωής t1/2

(h) σε T=50oC
24 >24 5 8 20

* Προσδιορισμός σε υπόστρωμα τερτ-βουτυλοκατεχόλη και όχι κατεχόλη

Παρατηρείται πως η συγγένεια της AoCO4 με το υπόστρωμα της κατεχόλης

είναι πολύ μεγαλύτερη από αυτή που παρουσιάζει οποιοδήποτε από τα ένζυμα της M.

thermophila- μεταλλαγμένα ή μη. Επίσης η θερμοσταθερότητα των ενζύμων είναι

παρόμοιας τάξης μεγέθους. Τέλος πραγματοποιείται άμεση σύγκριση των δομών των

πρωτεΐνών AoCO4 και MtOx, τοποθετώντας την κατασκευασμένη δομή της MtOx

πάνω στη γνωστή δομή της AoCO4. Παρατηρείται πως το ενεργό κέντρο των δύο

μοιάζει σε εξαιρετικά μεγάλο βαθμό.

Εικόνα 30. Σύγκριση των ενεργών κέντρων των MtOx (με πράσινο) και AoCO4 (με κίτρινο). Οι ιστιδίνες με τις
οποίες συντονίζονται τα ιόντα χαλκού βρίσκονται σχεδόν σε όμοια θέση.
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10. Προτάσεις για το μέλλον:

10.1. Όσον αφορά το μη μεταλλαγμένο ένζυμο MtOx:
 Εισαγωγή νέων μεταλλάξεων για την επιτυχημένη μεγαλύτερη ενίσχυση της

δράσης μονοφαινολάσης του ενζύμου. Σκόπιμη κρίνεται η περαιτέρω

διεύρυνση του ενεργού κέντρου του ενζύμου ή η μετάλλαξη εκείνων των

αμινοξέων που αλληλεπιδρούν με το υπόστρωμα (αν αυτά γίνουν γνωστά,

ύστερα από προσδιορισμό της κρυσταλλικής δομής του συμπλόκου ενζύμου-

υποστρώματος).

10.2. Όσον αφορά όλα τα εξεταζόμενα ένζυμα MtOx και
MutOx1,2 και 3:

 Συνδυασμός 2 ή περισσότερων μεταλλάξεων που έχουν ήδη πραγματοποιηθεί

για τη δημιουργία ενζύμων που φέρουν τα βελτιωμένα χαρακτηριστικά κάθε

σημειακής μετάλλαξης που εφαρμόστηκε.

 Απομόνωση και αλληλούχιση των αμινοξέων του τεμαχισμένου, ενεργού

πρωτεϊνικού μορίου που εντοπίζεται κατά την ηλεκτροφόρηση για τον

προσδιορισμό της πρωτεολυτικής δράσης της ζύμης P. pastoris.

 Διερεύνηση του ενδεχόμενου νέων μεταλλάξεων για την αύξηση της

θερμοσταθερότητας των ενζύμων με εισαγωγή αμινοξέων που σταθεροποιούν

την τριτοταγή δομή μέσω δισουλφιδικών δεσμών ή ηλεκτροστατικών

αλληλεπιδράσεων

 Εξέταση της επίδρασης προσθήκης του απορρυπαντικού SDS σε διάλυμα

μονοφαινολικού υποστρώματος στην δράση των ενζύμων. Εικάζεται πως η

καταλυτική απόδοση θα αυξηθεί.

 Διερεύνηση της δυνατότητας εφαρμογής των ενζύμων ως μέσα

απορρύπανσης, σύνθεσης ή διακλάδωσης πολυμερών μορίων για βιομηχανική

χρήση.

 Πληρέστερος χαρακτηρισμός των ενζύμων που θα περιλαμβάνει τον

ηλεκτροχημικό προσδιορισμό τους και, εάν είναι δυνατόν, την

αποκρυπτογράφηση της κρυσταλλικής δομής τους, εάν δύναται ως σύμπλοκα

με ορισμένα υποστρώματα (π.χ. τυροσόλη). Έτσι είναι πιθανή και η εύρεση

των αμινοξέων που έχουν άμεση αλληλεπίδραση με το υπόστρωμα.
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Επίσης προτείνεται και θα πραγματοποιηθεί η ετερόλογη έκφραση και ο

χαρακτηρισμός της νέας μεταλλαγμένης πρωτεΐνης που δημιουργήθηκε με αποκοπή

ενός τμήματος του αρχικού γονιδίου μήκους 33 νουκλεοτιδίων (βλ. περίληψη).
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