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Περίληψη 
 
Οι υδρολάσες είναι µια οικογένεια ενζύµων που καταλύουν την υδρόλυση ενός µεγάλου 

εύρους υποστρωµάτων και µπορούν να χρησιµοποιηθούν στη βιοµηχανικές βιοµετατροπές 

προς την παραγωγή πληθώρας προϊόντων υψηλής προστιθέµενης αξίας. Η χρήση τους 

δύναται να αντικαταστήσει τις καθαρά χηµικές µεθόδους επεξεργασίας των υλικών καθώς 

απαιτεί ηπιότερες συνθήκες, και είναι αποδοτικότερη και ακριβέστερη λόγω της υψηλής 

εξειδίκευσης των ενζύµων, οδηγώντας έτσι σε µια πιο «πράσινη» βιοµηχανία. Παρότι τα 

πλεονεκτήµατα χρήσης των υδρολασών στη βιοµηχανία είναι πολλά, η χρήση τους 

περιορίζεται από το γεγονός ότι οι συµβατικοί βιοκαταλύτες καθίστανται ανενεργοί στις 

υψηλές θερµοκρασίες και σε άλλες «αντίξοες» συνθήκες που συχνά επικρατούν στις 

βιοµηχανικές διεργασίες. Το κόστος ψύξης και αποµάκρυνσης των αποδιατακτικών 

παραγόντων πριν την προσθήκη των ενζύµων προς αποφυγή της αποδιάταξής τους, είναι 

τις περισσότερες φορές απαγορευτικό και αυτός είναι ο λόγος που περιορίζει την 

αντικατάσταση των κλασσικών χηµικών κατεργασιών από ενζυµικές µετατροπές. Μια 

λύση σε αυτό το πρόβληµα, που καθιστά τις ενζυµικές διεργασίες οικονοµικά βιώσιµες, 

αποτελεί η χρήση θερµοσταθερών και εν γένει σταθερών υδρολασών. Για το λόγο αυτό, το 

ενδιαφέρον των βιοτεχνολόγων έχει στραφεί τα τελευταία χρόνια στην ανακάλυψη 

θερµοσταθερών βιοκαταλυτών. Στη φύση, τα ένζυµα αυτά απαντώνται στην πρωτεϊνική 

φαρέτρα των ακραιόφιλων οργανισµών, των οργανισµών δηλαδή που έχουν προσαρµοστεί 

εξελικτικά σε ακραία περιβάλλοντα. Επειδή όµως το 99% της µικροβιακής βιοποικιλότητας 

δεν µπορεί να καλλιεργηθεί στο εργαστήριο, για χρόνια, η συντριπτική πλειοψηφία των 

οργανισµών αυτών και των πρωτεϊνών τους παρέµεινε ανεξερεύνητη. Τα τελευταία χρόνια, 

µέσω της µεταγονιδιωµατικής ανάλυσης που απαλείφει την ανάγκη της µικροβιολογικής 

καλλιέργειας, οι βιοτεχνολόγοι απέκτησαν πρόσβαση στον τεράστιο πρωτεϊνοχώρο των 

ακραιόφιλων οργανισµών.  

Σε αυτή τη διατριβή, η οποία εκπονήθηκε στο πλαίσιο της διεθνούς κοινοπραξίας 

“Hotzyme”, η βιοπληροφορική και η in vivo λειτουργική σάρωσης µεταγονιδιωµατικών 

βιβλιοθηκών που προέκυψαν από δειγµατοληψίες ακραίων ενδιαιτηµάτων, οδήγησε στην 

ανακάλυψη τριών νέων θερµοσταθερών υδρολασών. Τα αντίστοιχα γονίδια που 

κωδικοποιούν αυτές τις υδρολάσες εντοπίστηκαν και ανακτήθηκαν από τις 

µεταγονιδιωµατικές βιβλιοθήκες, και µετά από ετερόλογη έκφραση τους σε βακτηριακά 

κύτταρα E. coli, τα ανασυνδυασµένα ένζυµα αποµονώθηκαν και µελετήθηκαν βιοχηµικά.  

Συνοπτικά, το πρώτο ένζυµο που αποµονώθηκε είναι η θερµοανθεκτική 

ενδογλουκανάση CelDZ1. Η CelDZ1 προέκυψε από τη βιοπληροφορική σάρωση δείγµατος 
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εµπλουτισµού Ισλανδικής θερµοπηγής και ανήκει στη οικογένεια GH5. Η CelDZ1 είναι µια 

θερµοανθεκτική, οξεόφιλη ενδογλουκανάση µε βέλτιστες συνθήκες δράσης το pH 5 και 

τους 70 oC. Παράλληλα, η νέα ενδογλουκανάση παρουσιάζει εντυπωσιακή 

αλοανθεκτικότητα και αλοσταθερότητα αφού διατηρεί την ενεργότητα της σε 

συγκεντρώσεις αλάτων που τείνουν στον κορεσµό. Σε συνεργασία µε τους εταίρους µας 

µελετήθηκε η κρυσταλλική της δοµή η οποία αποκάλυψε ότι η CelDZ1 διαφέρει από τις 

οµόλογες πρωτεΐνες καθώς υπολείπεται της υποπεριοχής-2 πρόσδεσης των σακχαριτών.  

Το δεύτερο ένζυµο που αποµονώθηκε και µελετήθηκε σε αυτή τη διατριβή είναι η 

εστεράση EstDZ2, η οποία προέκυψε µέσω βιοπληροφορικής σάρωσης του 

µεταγονιδιωµατικού υλικού Ρωσικής θερµοπηγής. Η νέα εστεράση είναι θερµοσταθερή, µε 

χρόνο ηµιζωής πάνω από έξι ώρες στους 60 οC και παρουσιάζει εξαιρετική σταθερότητα 

σε υψηλές συγκεντρώσεις οργανικών διαλυτών. Η φυλογενετική µελέτη της νέας 

εστεράσης έδειξε ότι η EstDZ2 εγκαινιάζει µια νέα οικογένεια λιπολυτικών ενζύµων που 

φέρει το χαρακτηριστικό καταλυτικό αµινοξικό µοτίβο GHSAG, την οποία και ονοµάσαµε 

Οικογένεια XV. Παράλληλα, η µελέτη του µοντέλου της τρισδιάστατης δοµής της EstDZ2 

έδειξε ότι πιθανότατα το νέο ένζυµο να υπολείπεται µεγάλο µέρος της χαρακτηριστικής 

δοµής του «πρωτεϊνικού καπακιού» που συναντάται στις δοµές των µελών της 

κοντινότερης οικογένειας ΙV των λιπολυτικών ενζύµων.	

Τέλος, το τρίτο ένζυµο που αποµονώθηκε και µελετήθηκε σε αυτή τη διατριβή είναι 

η εστεράση EstDZ3, ένα υπερ-θερµοσταθερό ένζυµο που διατηρεί την καταλυτική του 

δράση ακόµα και µετά από πολύωρη επώαση σε θερµοκρασίες κοντά στο βρασµό. H νέα 

εστεράση εντοπίστηκε µετά από in vivo λειτουργική σάρωση του γενετικού υλικού 

βακτηριακού στελέχους που αποµονώθηκε από δείγµα εµπλουτισµού Κινεζικής 

θερµοπηγής. Πέρα από την εξαιρετική θερµοσταθερότητα της, η ΕstDZ3 παρουσιάζει 

σταθερότητα και σε υψηλές συγκεντρώσεις οργανικών διαλυτών. Παράλληλα, η µελέτη 

του µοντέλου της δοµής της, έδειξε ότι πρόκειται για ένα ένζυµο που φέρει ένα πρωτεϊνικό 

ένθετο της δοµής α/β, παρόµοιο µε αυτό της πλησιέστερης δοµικά πρωτεΐνης, που 

προβλέπεται να παίζει καθοριστικό ρόλο στην εκλεκτικότητα του ενζύµου. 

Και τα τρία νέα ένζυµα παρουσιάζουν χαµηλή οµολογία µε ήδη γνωστές και 

χαρακτηρισµένες πρωτεΐνες κάτι που σε συνδυασµό µε τα ενδιαφέροντα βιοχηµικά και 

δοµικά τους χαρακτηριστικά τα καθιστά τόσο υποψήφιους βιοκαταλύτες για 

βιοτεχνολογικές εφαρµογές όσο και µοριακά µοντέλα για τη µελέτη της 

θερµοσταθερότητας των πρωτεϊνών και όχι µόνο. 
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Abstract 
 
Hydrolases are an enzyme class that catalyze the modification of a wide range of substrates 

and can be employed in various industrial biotransformations towards the production of a 

plethora of value-added products. Their use can substitute the classic harsh chemical 

treatments used in industry with more eco-friendly procedures as they require milder 

operation conditions and offer high precision transformations due to the enzyme’s highly 

selective nature. Even though the advantages of using enzymes in industrial biotechnology 

are many, their use is restricted by the fact that common biocatalysts cannot function under 

high temperatures and other harsh conditions that occur in industrial environments. The cost 

involved in material cooling and elimination of other denaturing conditions before adding 

the biocatalyst in order to protect it from deactivation is often prohibitive and this is the 

reason why enzymes do not take over the chemical treatments very often. The employment 

of thermostable and overall stable biocatalysts can alleviate the need for cooling and 

elimination of denaturing conditions, making enzymic biotransformations economically 

viable. For this reasons, biotechnologists have been focusing their efforts on the discovery 

of thermostable hydrolases. In nature, such enzymes can be found in the protein toolbox of 

extremophiles, the organisms that have been adapted to extreme conditions through 

evolutionary pressure. Due to the fact that 99% of the microbial biodiversity cannot be 

cultivated using standard laboratory techniques, for years, the vast majority of 

extremophiles and their proteins have remained unexplored. Recently, biotechnologists 

have gained access to this enormous protein space through metagenomic analysis which 

overcomes the bottleneck of microbiological cultivation.  

Within this thesis, which was carried out in the framework of the multinational 

“Hotzyme” consortium, bioinformatic analysis and in vivo functional screening of 

metagenomic libraries originating from extreme environments, led to the discovery and 

characterization of three novel and thermostable hydrolases. The corresponding genes 

coding for these enzymes were isolated from metagenomic DNA and the recombinant 

proteins were produced in bacterial Ε. coli cells, followed by purification and biochemical 

characterization.  

Briefly, the first enzyme that was isolated and studied is the CelDZ1 cellulase. 

CelDZ1 was retrieved through bioinformatic screening of an enrichment sample originating 

from an Icelandic hot spring. CelDZ1 is a GH5 cellulase, with a pH optimum at 5 and a 

temperature optimum at 70 oC. Interestingly, CelDZ1 is hyper-halostable and halotolerant 
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as it is able to maintain high catalytic activity at near-saturating salt concentrations. In 

cooperation with our colleagues, the crystal structure of CelDZ1 was studied and revealed 

that the new enzyme lacks the defined sugar-binding 2 subsite which is present in all 

homologues proteins. 

The second enzyme that was isolated and characterized within this study, is the 

EstDZ2 esterase, which was retrieved through bioinformatic screening of a Russian hot 

spring metagenome. The new esterase is thermostable with a half-life of more than six hours 

at 60 oC, and exhibits exceptional stability against high concentrations of organic solvents. 

Phylogenetic analysis revealed that EstDZ2 opens a new family of lipolytic enzymes termed 

Family XV, which bares the catalytic motif GHSAG. The study of its structural model 

implied that EstDZ2 is missing the largest part of the “protein lid” present in the structures 

of all members of the closest IV family. 

Finally, the third enzyme of this thesis is the EstDZ3 esterase. EstDZ3 is hyper-

thermostable as it retains its catalytic activity after several hours of incubation at near-

boiling temperatures. The corresponding gene coding for this new enzyme was retrieved 

through in vivo functional screening of the genetic material of a bacterial strain isolated 

from an in situ enrichment of a Chinese hot spring. Apart from the exceptional 

thermostability, EstDZ3 also exhibits great stability against high concentrations of organic 

solvents. Furthermore, the study of EstDZ3’s structural model revealed that the enzyme 

bares a “subdomain insertion” similar to the one reported for the closest structural 

homologue that is expected to have a determinant role for EstDZ3’s catalytic properties. 

All three hydrolases, exhibit low homology to known and characterized proteins, a 

fact that combined with their interesting biochemical profile renders them not only 

candidate enzymes for biotechnological applications but also molecular models for studying 

the thermostabilization mechanisms of proteins and more. 
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1. ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
 
1.1 Tα υδρολυτικά ένζυµα και οι βιοτεχνολογικές εφαρµογές τους  
 

Τα τελευταία χρόνια, η χρήση ενζύµων στις βιοµηχανικές εφαρµογές υπήρξε το άλµα 

µεταξύ της χηµικής βιοµηχανίας και της «λευκής βιοτεχνολογίας». Σε αυτή τη µετάβαση, 

οι κλασσικές χηµικές µέθοδοι επεξεργασίας των υλικών αντικαταστάθηκαν από τη χρήση 

ενζύµων, γεγονός που οδήγησε σε µια πιο «πράσινη» βιοµηχανία, µιας και τα ένζυµα 

απαιτούν ηπιότερες συνθήκες λειτουργίας και λιγότερο τοξικά µέσα αντίδρασης. Ανάµεσα 

στις έξι υπάρχουσες κατηγορίες ενζύµων: οξειδοαναγωγάσες, τρανσφεράσες, υδρολάσες, 

λυάσες, ισοµεράσες και λιγάσες, οι υδρολάσες είναι τα ένζυµα που πρώτα 

χρησιµοποιήθηκαν συστηµατικά σε ποικίλες εφαρµογές, και συνεχίζουν να παρουσιάζουν 

µεγάλο βιοτεχνολογικό ενδιαφέρον. Οι υδρολάσες καταλύουν την υδρόλυση των χηµικών 

δεσµών των υδατανθράκων, των πρωτεϊνών, των λιπιδίων και άλλων υποστρωµάτων 

ακολουθώντας το γενικό σχήµα [A–B + H2O → A–OH + B–H]. Στις συνήθεις συνθήκες, 

στα υδατικά διαλύµατα, η υδρόλυση αυτών των δεσµών συνοδεύεται από µείωση της 

ελεύθερης ενέργειας (ΔG) και έτσι λαµβάνει χώρα αυθόρµητα. Αυτό συνεπάγεται ότι οι 

υδρολυτικές ενζυµικές αντιδράσεις µπορούν να πραγµατοποιούνται σε ένα βήµα, χωρίς να 

απαιτείται αναγέννηση συµπαραγόντων, κατανάλωση τριφωσφορικής αδενοσίνης (ATP) ή 

σύζευξη µε άλλες ενζυµικά καταλυόµενες αντιδράσεις. Παράλληλα, κάποιες υδρολάσες, 

όπως οι εστεράσες, όταν βρεθούν σε µη υδατικό περιβάλλον είναι ικανές να καταλύσουν 

την αντίστροφη της υδρόλυσης αντίδραση, δηλαδή τη σύνθεση των εστερικών δεσµών 

(Klibanov 2001). Αυτά τα χαρακτηριστικά των υδρολασών, σε συνδυασµό µε τη 

σταθερότητα τους και την «ευκολία» παραγωγής τους, καθιστούν τα ένζυµα αυτά 

υποψήφιους βιοκαταλύτες για µεγάλου εύρους εφαρµογές, και σε αυτό οφείλουν τη 

κεντρική θέση που κατέχουν στη βιοµηχανία (Adler-Nissen 1982). 

 

Από τη µεγάλη οικογένεια των υδρολασών, τα µέλη που χρησιµοποιούνται ευρέως 

στις βιοτεχνολογικές διεργασίες είναι οι αµυλάσες, οι ξυλανάσες, οι κυτταρινάσες και οι 

εστεράσες/ λιπάσες. Παρακάτω θα δούµε τα χαρακτηριστικά και τις εφαρµογές αυτών των 

ενζύµων στη βιοτεχνολογία, δίνοντας έµφαση στις κυτταρινάσες και τις εστεράσες, µιας 

και αποτελούν το αντικείµενο της παρούσας διατριβής. 
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Εικόνα 1.1: Κατανοµή των ενζύµων που χρησιµοποιούνται σε βιοτεχνολογικές εφαρµογές (Α,Β) 
και των ενζύµων που συναντώνται στα µικροβιακά µεταγονιδιώµατα (Γ). Το ένθετο (Β) αναφέρεται 
στα βιοτεχνολογικά ένζυµα της οικογένειας των υδρολασών που φαίνονται στο ένθετο (Α). 
(Fernández-Arrojo, Guazzaroni et al. 2010) 
 

1.1.1 Αµυλάσες  

 
Οι αµυλάσες είναι τα ένζυµα που καταλύουν την υδρόλυση του αµύλου, απελευθερώνοντας 

σταδιακά δεξτρίνες και µικρότερα πολυµερή µόρια που αποτελούνται από µονάδες 

γλυκόζης. Για τον πλήρη απο-πολυµερισµό του αµύλου απαιτείται η δράση µιας σειράς 

αµυλασών, µε τις α-αµυλάσες να παρουσιάζουν το µεγαλύτερο ενδιαφέρον. Οι α-αµυλάσες 

(EC 3.2.1.1) καταλύουν την υδρόλυση των α-D-(1-4) γλυκοζιτικών δεσµών στο άµυλο, 

παράγονται από µικροοργανισµούς, φυτά και ανώτερους οργανισµούς και κατέχουν 

κεντρικό ρόλο στο µεταβολισµό των υδατανθράκων. Οι α-αµυλάσες κατέχουν το 

µεγαλύτερο µερίδιο της αγοράς ενζύµων (>30%), καθώς χρησιµοποιούνται ευρέως στη 

βιοµηχανία του αµύλου, στην αρτοποιία, στα απορρυπαντικά και σε πολλές ακόµα 

εφαρµογές. (Gupta, Gigras et al. 2003, Sivaramakrishnan, Gangadharan et al. 2006).  

Στη συνέχεια αναφέρονται αναλυτικότερα κάποιες από τις κυριότερες εφαρµογές των 

αµυλασών: 
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§ Μετατροπή αµύλου 

Η πιο διαδεδοµένη εφαρµογή των α-αµυλασών είναι στη βιοµηχανία µετατροπής του 

αµύλου όπου χρησιµοποιούνται για την υδρόλυση και τη ρευστοποίησή του για την 

παραγωγή σιροπιών φρουκτόζης και γλυκόζης. Σε αυτές τις βιοµηχανικές εφαρµογές 

µεγάλης κλίµακας, συνήθως χρησιµοποιούνται ένζυµα που ανήκουν στο είδος των 

βακίλων (Bacillus) λόγω της υψηλής τους θερµοσταθερότητας και της ευκολίας 

παραγωγής τους στα διαθέσιµα συστήµατα γονιδιακής υπερέκφρασης (Van Der 

Maarel, Van Der Veen et al. 2002, Prakash and Jaiswal 2010). 

 

§ Απορρυπαντικά 

Η βιοµηχανία των απορρυπαντικών είναι ο κυριότερος «καταναλωτής» ενζύµων 

αφού τα ένζυµα προστίθενται στα απορρυπαντικά για να ενισχύσουν την ικανότητα 

τους να αποµακρύνουν δύσκολους λεκέδες κάτω από πιο ήπιες συνθήκες, 

καθιστώντας τη διαδικασία λιγότερο ενεργοβόρα και πιο οικολογική. Το 90% των 

εµπορικών υγρών απορρυπαντικών περιέχουν αµυλάσες αφού τα ένζυµα αυτά 

βοηθούν στην αποµάκρυνση λεκέδων από αµυλούχα τρόφιµα όπως πατάτα, διάφορες 

σάλτσες, σοκολάτα κ.α. από υφάσµατα και σκεύη (Souza 2010). Πολλές αµυλάσες 

που µπορούν να δράσουν σε ακραίες συνθήκες όπως υψηλά pH και παρουσία 

επιφανειενεργών που υπάρχουν σε µεγάλες συγκεντρώσεις στα απορρυπαντικά έχουν 

ανακαλυφθεί. Οι αµυλάσες που χρησιµοποιούνται συνήθως στα εµπορικά 

απορρυπαντικά προέρχονται από τα γένη των µικροοργανισµών Aspergillus και 

Bacillus (Mitidieri, Martinelli et al. 2006). 

 

§ Παραγωγή βιοαιθανόλης 

Η αιθανόλη είναι το πιο ευρέως χρησιµοποιούµενο υγρό βιοκαύσιµο. Το άµυλο είναι 

η προτιµώµενη πρώτη ύλη λόγου του χαµηλού του κόστους και της υψηλής 

διαθεσιµότητας του. Στη διαδικασία παραγωγής της βιο-αιθανόλης, το άµυλο πρέπει 

να διαλυτοποιηθεί για να ακολουθήσει η ενζυµική κατεργασία του σε δυο βήµατα, 

έτσι ώστε να ολοκληρωθεί η µετατροπή του σε σάκχαρα. Στη µετατροπή αυτή, κύριο 

ρόλο έχουν οι αµυλάσες. Και εδώ, οι θερµοανθεκτικές αµυλάσες που 

χρησιµοποιούνται είτε προέρχονται από οργανισµούς όπως ο Bacillus licheniformis 

στους οποίους εκφράζονται φυσικά, είτε λαµβάνονται µέσω ανασυνδυασµένων 

βακτηρίων όπως τα Escherichia coli ή Bacillus subtilis, τα οποία αποτελούν 

σηµαντικό βιοτεχνολογικό εργαλείο (Sanchez and Cardona 2008). 
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§ Βιοµηχανία τροφίµων 

Οι αµυλάσες χρησιµοποιούνται ευρέως σε ποικίλες εφαρµογές τροφίµων όπως στην 

αρτοποιία, στη ζύµωση των αλκοολούχων ποτών, στην παραγωγή βοηθηµάτων 

πέψης και στην παραγωγή χυµών και αµυλούχων σιροπιών (Couto and Sanromán 

2006). Ανάµεσα σε αυτές τις εφαρµογές, ίσως η σηµαντικότερη είναι αυτή της 

προσθήκης των αµυλασών στα ζυµάρια των αρτοσκευασµάτων µε σκοπό να 

υδρολύσουν το περιεχόµενο άµυλο σε µικρότερες δεξτρίνες που στη συνέχεια 

µπορούν να χρησιµοποιηθούν σαν υπόστρωµα από τις ζύµες. Αυτό ενισχύει το ρυθµό 

της ζύµωσης και µειώνει το ιξώδες µε αποτέλεσµα να προκύπτει ένα τελικό προϊόν 

βελτιωµένου όγκου και υφής. Επίσης, µε την προσθήκη των αµυλασών στα ζυµάρια, 

αυξάνεται ο χρόνος ζωής του προϊόντος και µε την αύξηση του περιεχοµένου σε 

σάκχαρα επιτυγχάνεται βελτιωµένη γεύση, χρώµα και συµπεριφορά στο ψήσιµο του 

τελικού προϊόντος. Σήµερα, µια θερµοανθεκτική αµυλάση που χρησιµοποιείται 

ευρέως στην αρτοποιία, προέρχεται από το µικροοργανισµό Bacillus 

stearothermophilus  (Van Der Maarel, Van Der Veen et al. 2002),(Souza 2010).   

 

§ Βιοµηχανία υφασµάτων 

Στη βιοµηχανία των υφασµάτων το άµυλο προστίθεται στα νήµατα µιας και τους 

προσφέρει αντοχή και εξασφαλίζει µια πιο γρήγορη και ασφαλή διαδικασία ύφανσης. 

Λόγω της υψηλής διαθεσιµότητας του και του χαµηλού του κόστους, είναι το 

πρόσθετο που χρησιµοποιείται κατά κόρον για αυτό το σκοπό. Μετά την ύφανση των 

νηµάτων, το άµυλο αφαιρείται από το ύφασµα µε χρήση νερού στο οποίο έχουν 

προστεθεί  αµυλάσες µε σκοπό να επιταχυνθεί η διαδικασία, αφού το άµυλο 

υδρολύεται χωρίς να επιβαρύνεται το ύφασµα. (Feitkenhauer 2003, Souza 2010). 

 

§ Βιοµηχανία χαρτιού 

Στη βιοµηχανία του χαρτιού οι αµυλάσες χρησιµοποιούνται για τη µετατροπή του 

αµύλου που χρησιµοποιείται στη διαδικασία παραγωγής. Το άµυλο χρησιµοποιείται 

ως παράγοντας επικάλυψης του χαρτιού µιας και αυτή η επεξεργασία προσφέρει στο 

τελικό προϊόν απαλότητα, αντοχή, καλύτερη ποιότητα γραφής και µεγαλύτερη 

ικανότητα σβησίµατος. Σε αυτή την εφαρµογή, το φυσικό ιξώδες του αµύλου είναι 

πολύ υψηλό, κάτι που διορθώνεται µε την προσθήκη των αµυλασών που οδηγεί σε 

µερική υδρόλυση (Gupta, Gigras et al. 2003). Υπάρχουν πολλά εµπορικά 

σκευάσµατα αµυλασών που χρησιµοποιούνται σε αυτές τις εφαρµογές, µε µερικά από 
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αυτά να είναι τα Amizyme® (PMP Fermentation Products, Peoria, USA), 

Termamyl®, Fungamyl, BAN® (Novozymes, Denmark) και η αµυλάση G9995® 

(Enzyme Biosystems, USA) (Saxena, Malhotra et al. 2003),(Souza 2010). 

 

 

1.1.2 Ξυλανάσες 

 
Η ξυλάνη ανήκει στην οικογένεια των ηµι-κυτταρινών και είναι ένας σύνθετος 

πολυσακχαρίτης που αποτελείται κυρίως από ξυλόζη και αραβινόζη. Η ξυλάνη είναι βασικό 

συστατικό των φυτικών κυτταρικών τοιχωµάτων, αποτελώντας το 30%-35% του συνολικού 

ξηρού τους βάρους. Ο βασικός της σκελετός αποτελείται από ξυλόζες ενωµένες µεταξύ 

τους µε 1,4-γλυκοζιτικούς δεσµούς, τους οποίους στοχεύουν οι ενδο-ξυλανάσες, τα ένζυµα 

που συµµετέχουν στην υδρόλυση της ξυλάνης (Beg, Kapoor et al. 2001, Subramaniyan and 

Prema 2002).  

Οι ενδο-ξυλανάσες παρουσιάζουν µεγάλο βιοτεχνολογικό ενδιαφέρον µε τις κυριότερες 

εφαρµογές τους να είναι οι εξής: 

 

§ Βιοµηχανία χαρτιού 

Μια από τις σηµαντικότερες εφαρµογές των ξυλανασών είναι η προ-λεύκανση των 

πολτών χαρτιού. Η προσθήκη του ενζύµου στον πολτό βελτιώνει τη ικανότητα 

συγκράτησης νερού, βοηθώντας στη δηµιουργία ινών και αποµακρύνοντας 

επιλεκτικά την ξυλάνη. Επίσης, βοηθούν στην αποµόνωση της κυτταρίνης από τους 

πολτούς ξύλου. (Bajpai 1999) 

 

§ Πτηνοτροφία 

Στην πτηνοτροφία η καθυστέρηση στην αύξηση του βάρους των ζώων και η 

αποτελεσµατικότητα της µετατροπής της τροφής έχουν συνδεθεί µε το ιξώδες της 

τροφής στο πεπτικό σύστηµα των πτηνών. Με την προθήκη ξυλανασών στις τροφές 

σικάλεως επιτυγχάνεται η µείωση του ιξώδους και η αύξηση του βάρους του ζώου 

καθώς και η αύξηση του ρυθµού µετατροπής της τροφής. (Bedford and Classen 1991) 

 

§ Αρτοποιία και Ποτοποιία 

Οι ξυλανάσες αποτελούν ένα πολύ αποτελεσµατικό εργαλείο στη βελτίωση της 

ποιότητας των αρτοσκευασµάτων, αυξάνοντας τον όγκο του προϊόντος, ειδικά όταν 
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χρησιµοποιούνται σε συνδυασµό µε τις αµυλάσες όπως ήδη αναφέρθηκε (Harris and 

Ramalingam 2010). Παράδειγµα αποτελεί το προϊόν Pangea® της Novozymes το 

οποίο περιέχει ξυλανάσες και έχει σχεδιαστεί για χρήση στην αρτοποιία. Στην 

ποτοποιία, οι ξυλανάσες χρησιµοποιούνται στις διεργασίες παραγωγής χυµών και 

κρασιού, για την επεξεργασία των φλοιών των φρούτων αλλά και για την πρόσδοση 

αρώµατος. (Beg, Kapoor et al. 2001) 

 

§ Διαχείριση αποβλήτων 

Η ξυλάνη βρίσκεται σε µεγάλες ποσότητες στα απόβλητα των γεωργικών 

βιοµηχανιών και των βιοµηχανιών τροφίµων. Έτσι, οι ξυλανάσες χρησιµοποιούνται 

και εδώ για την αποµάκρυνση του πολυµερούς της ξυλάνης από το αποβαλλόµενο 

νερό. (Rani and Nand 1996) 

 

§ Βιοκαύσιµα 

Οι ξυλανάσες, σε συνδυασµό µε άλλα ένζυµα όπως οι µανανάσες, οι ξυλοζιδάσες, οι 

κυτταρινάσες κ.α χρησιµοποιούνται στις διεργασίες παραγωγής βιοκαυσίµων από 

λιγνοκυτταρινούχα βιοµάζα. Η διαδικασία αυτή απαιτεί την αποµάκρυνση της 

λιγνίνης έτσι ώστε να ελευθερωθεί η κυτταρίνη και η ηµι-κυτταρίνη για να 

ακολουθήσει ο απο-πολυµερισµός τους µε τελικό στόχο την παραγωγή ελεύθερων 

σακχάρων τα οποία στο τελικό στάδιο ζυµώνονται προς την παραγωγή αιθανόλης 

(Kuhad and Singh 1993). 

 

1.1.3 Κυτταρινάσες 

 

Η κυτταρίνη είναι ένα βιοπολυµερές που βρίσκεται σε αφθονία στη φύση, µε περίπου 100-

1000 τρισεκατοµµύρια τόνους να παράγονται ετησίως σε µορφή φυτικής βιοµάζας (Εικόνα 

1.2)  (Bayer, Chanzy et al. 1998, Klemm, Heublein et al. 2005). Θεωρείται µια πρακτικά 

ανεξάντλητη πρώτη ύλη που µπορεί να µετατραπεί µέσα από βιοτεχνολογικούς χειρισµούς 

σε προϊόντα υψηλής προστιθέµενης αξίας και ταυτόχρονα φιλικά προς το περιβάλλον, όπως 

υφάσµατα, ζωοτροφές, βιοκαύσιµα και πολλά άλλα (Bhat 2000). Η κυτταρίνη είναι ένα 

πολυµερές απλής σύστασης, αποτελούµενο από µονάδες D-γλυκόζης συνδεδεµένες µεταξύ 

τους µε β-1,4 γλυκοζιτικούς δεσµούς (Klemm, Heublein et al. 2005). Όµως, παρά την απλή 

της δοµή, το ισχυρό «πακετάρισµα» των µορίων της και ο σχηµατισµός ισχυρής 
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κρυσταλλικής δοµής καθιστούν την κυτταρίνη ένα πολύ δύσκολα διαχειρίσιµο υλικό που 

αντιστέκεται στον από-πολυµερισµό. Ο απο-πολυµερισµός της έχει ως στόχο τη δηµιουργία 

µικρότερων, περισσότερο «διαχειρίσιµων» µονάδων που µπορούν µετά από επεξεργασία 

να µετατραπούν σε χρήσιµα προϊόντα.  

 

Εικόνα 1.2: Σχηµατική απεικόνιση της σύνθεσης της φυτικής βιοµάζας η οποία αποτελείται από 
15-25% λιγνίνη, 23-32% ηµικυτταρίνη και 38-50% κυτταρίνη. (Bidlack, Malone et al. 1992) 
 

 

Στη φύση, η κυτταρίνη αποικοδοµείται ενζυµικά από τη συντονισµένη δράση τριών 

τύπων κυτταρινασών: (i) τις ένδο- 1,4-β-γλουκανάσες (ενδογλουκανάσες ή κυτταρινάσες) 

οι οποίες υδρολύουν τους εσωτερικούς δεσµούς της κυτταρίνης µε τυχαία σειρά (ii) τις έξω- 

1,4-β-γλουκανάσες που στοχεύουν τα αναγωγικά ή µη αναγωγικά άκρα της κυτταρινικής 
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αλυσίδας, και  (iii) τις β-γλυκοζιδάσες που µετατρέπουν την κελλοβιόζη, το κύριο προϊόν 

των ένδο- και έξω-κυτταρινασών, σε γλυκόζη (Horn, Vaaje-Kolstad et al. 2012). Την 

τελευταία δεκαετία, οι υδατανθρακικές µονοοξυγενάσες [(Lytic) Polysaccharide 

Monooygenases, (L)PMOs], µια οικογένεια ενζύµων που καταλύουν την οξειδωτική 

διάσπαση της κυτταρίνης  έχουν προστεθεί στη λίστα των βιοκαταλυτών που συµµετέχουν 

στην αποικοδόµιση της (Villares et al.2016).  

 Στις βιοµηχανικές εφαρµογές, οι κυτταρινούχες πρώτες ύλες µπορούν να απο-

πολυµεριστούν είτε χηµικά είτε ενζυµικά, είτε µε συνδυασµό των δυο µεθόδων. Λόγω όµως 

της ικανότητας των κυτταρινασών να «προσεγγίζουν» την «απρόσιτη» δοµή της κυτταρίνης 

µε τρόπο µη-ενεργοβόρο και οικολογικό, η καθαρά χηµική επεξεργασία της 

λιγνοκυτταρινούχας βιοµάζας έχει αντικατασταθεί από την ενζυµική επεξεργασία σε 

πολλές εφαρµογές. 

 Ένα στοιχείο που αποτυπώνει τη σηµαντικότητα των κυτταρινασών για τη βιοµηχανία, 

είναι η πρόβλεψη του Υπουργείου Ενέργειας των Η.Π.Α ότι το ετήσιο µερίδιο της αγοράς 

των ενζύµων που θα κατέχουν οι κυτταρινάσες µέχρι το 2030 θα αγγίξει το ποσό των 9 

δισεκατοµµυρίων δολαρίων (Zhang and Zhang 2013). Παρά τη µεγάλη χρησιµότητα τους 

όµως, ένας από τους σηµαντικότερους παράγοντες που περιορίζουν τη χρήση των 

κυτταρινασών στη βιοµηχανία είναι η «ανθεκτικότητα» του ίδιου του ενζύµου. Στις 

βιοµηχανικές διεργασίες συνήθως επικρατούν «αντίξοες» συνθήκες όπως υψηλές 

θερµοκρασίες, παρουσία οργανικών διαλυτών, αλάτων, απορρυπαντικών, ιόντων µετάλλων 

κ.α. Κάτω από αυτές τις συνθήκες, η πλειοψηφία των συµβατικών βιοκαταλυτών 

καθίστανται ανενεργοί. Οι θερµοανθεκτικές κυτταρινάσες από την άλλη είναι ένζυµα που 

µπορούν να προστεθούν στην επεξεργασία της βιοµάζας, όπου αναπτύσσονται υψηλές 

θερµοκρασίες, χωρίς να απαιτείται ψύξη του υλικού. Έτσι, η ιδιότητα της 

θερµοσταθερότητας τους, απαλλάσσει τη βιοµηχανία από το τεράστιο κόστος της ψύξης 

και καθιστά τη χρήση των κυτταρινασών συµφέρουσα και εφαρµόσιµη. Για το λόγο αυτό, 

οι βιοτεχνολόγοι συνεχώς αναζητούν νέα, βελτιωµένα ένζυµα µε την ικανότητα να δρουν 

κάτω από ακραίες συνθήκες. Σε επόµενο κεφάλαιο θα εξετασθούν οι στρατηγικές που 

εφαρµόζονται από τους βιοτεχνολόγους προς την ανακάλυψη νέων ενζύµων µε τις 

επιθυµητές λειτουργίες.  

Στη συνέχεια παρατίθενται κάποιες από τις σηµαντικότερες βιοµηχανικές και 

βιοτεχνολογικές εφαρµογές των κυτταρινασών: 
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• Βιοµηχανία χαρτιού 

Το ενδιαφέρον για τη χρήση των κυτταρινασών στη βιοµηχανία του χαρτιού έχει 

αυξηθεί σηµαντικά στη διάρκεια των τελευταίων δεκαετιών. Με τη µηχανική 

επεξεργασία του ξύλου προκύπτουν ξυλοπολτοί υψηλής περιεκτικότητα σε ίνες, 

µεγάλου όγκου και υψηλής σκληρότητας. Αντιθέτως, η επεξεργασία της πρώτης ύλης 

µε συνδυασµό βιοτεχνολογικών και µηχανικών µεθόδων, η οποία περιλαµβάνει τη 

χρήση κυτταρινασών, µειώνει το ενεργειακό κόστος κατά 20-40% κατά τη διαδικασία 

του ραφιναρίσµατος, βελτιώνοντας ταυτόχρονα τα χαρακτηριστικά του τελικού 

προϊόντος (Mai, Kües et al. 2004, Kuhad, Gupta et al. 2011). Μείγµατα κυτταρινασών 

και ηµι-κυτταρινασών χρησιµοποιούνται για τη βιοµετατροπή των ινών και τη 

βελτίωσης των ιδιοτήτων τους όπως της ικανότητας αποστράγγιση και επεξεργασίας 

στους µύλους χαρτιού πριν και µετά το χτύπηµα του πολτού (Dienes, Egyhazi et al. 

2004). Οι ενδογλουκανάσες έχουν την ικανότητα να µειώνουν το ιξώδες των 

ξυλοπολτών µε µικρότερο βαθµό υδρόλυσης ενώ οι κυτταρινάσες αυξάνουν την 

ικανότητα λεύκανσης οδηγώντας σε τελικό προϊόν µεγαλύτερης λευκότητας και 

καθαρότητας σε σχέση µε την επεξεργασία µε ξυλανάσες όπως είδαµε νωρίτερα 

(Kuhad, Gupta et al. 2011). Οι κυτταρινάσες, µόνες του ή σε συνδυασµό µε 

ξυλανάσες, χρησιµοποιούνται επίσης για την αποµάκρυνση των µελανιών από τα 

απόβλητα χαρτιού. Το βασικό πλεονέκτηµα της χρήσης αυτών των ενζύµων σε αυτή 

την εφαρµογή είναι η ελαχιστοποίηση της χρήσης ισχυρών διαλυµάτων βάσεων και 

οργανικών διαλυτών, η βελτίωση της καθαρότητας των ινών, η ενίσχυση της αντοχής 

του υλικού και η µείωση της περιεκτικότητας του πολτού σε µικρά σωµατίδια (Bhat 

2000, Kuhad, Mehta et al. 2010). 

 

• Κλωστοϋφαντουργία 

Οι κυτταρινάσες είναι ίσως το ένζυµο «πρωταγωνιστής» στη βιοµηχανία των 

υφασµάτων, ιδιαίτερα στο τελικό στάδιο ραφιναρίσµατος των κυτταρινούχων 

υφασµάτων, όπου χρησιµοποιούνται για τη βελτίωση της υφής και της εµφάνισης του 

τελικού προϊόντος (Hebeish and Ibrahim 2007). Η παραδοσιακή πετρόπλυση των 

υφασµάτων τύπου jean περιλαµβάνει την αποµάκρυνση της αµυλούχας επικάλυψης 

µε τη χρήση αµυλασών όπως είδαµε νωρίτερα, και την επεξεργασία του υφάσµατος 

µε ελαφρόπετρες (1-2 κιλά/παντελόνι) σε µεγάλα πλυντήρια. Οι κυτταρινάσες έχουν 

χρησιµοποιηθεί µε επιτυχία στην αντικατάσταση αυτής της ενεργοβόρας διαδικασίας 

αφού το ένζυµο δρα πάνω στο ύφασµα διασπόντας τις µικρές ίνες του νήµατος, 
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απελευθερώνοντας τη βαφή που στη συνέχεια αφαιρείται εύκολα µε πλύση. Τα 

πλεονεκτήµατα της αντικατάστασης του πετροπλυσίµατος από την ενζυµική 

επεξεργασία, περιλαµβάνουν µικρότερη φθορά των ινών του υφάσµατος και λιγότερο 

ενεργοβόρα, πιο οικολογική και περισσότερο αποδοτική διαδικασία κατεργασίας 

(Kirk, Borchert et al. 2002, Kuhad, Gupta et al. 2011). Πέρα από την πετρόπλυση των 

jean υφασµάτων, οι κυτταρινάσες χρησιµοποιούνται και στην επεξεργασία άλλων 

υφασµάτων αφού προσδίδουν στιλπνότητα και γυάλισµα στο τελικό προϊόν χωρίς να 

χρειάζεται η επικάλυψη των ινών µε χηµικές ουσίες. Αυτό επιτυγχάνεται µε την 

ενζυµική αποµάκρυνση των µικροϊνών της κυτταρίνης από την επιφάνεια του 

υφάσµατος που έχει ως αποτέλεσµα τη λείανση, τη βελτίωση του χρώµατος, της 

ανθεκτικότητας και της υδροφιλικότητας του υφάσµατος µε µια φιλική προς το 

περιβάλλον διαδικασία. Επίσης οι κυτταρινάσες χρησιµοποιούνται και στον 

καθαρισµό των νηµάτων, αφού µε τη δράση τους χαλαρώνουν το κυτταρινούχο 

πλέγµα και διευκολύνουν την αποµάκρυνση υλικών που έχουν παγιδευτεί εκεί. 

(Sreenath, Shah et al. 1996, Kuhad, Gupta et al. 2011). 

 

• Παραγωγή βιοαιθανόλης 

Η χρήση των κυτταρινασών για την ελευθέρωση σακχάρων από τα 

λιγνοκυτταρινούχα υλικά προς την παραγωγή βιοκαυσίµων, είναι ίσως η πιο 

δηµοφιλής και πολλά υποσχόµενη εφαρµογή αυτών των ενζύµων σήµερα (Bhat 2000, 

Lynd, Weimer et al. 2002). Η µετατροπή της βιοµάζας σε πιο «διαχειρίσιµα» και 

υψηλότερης αξίας προϊόντα αποτελείται από µια σειρά σταδίων και διεργασιών που 

περιλαµβάνουν τη µηχανική, χηµική και βιολογική προ-επεξεργασία των 

βιοπολυµερών, τη βιοµετατροπή των σακχάρων που προκύπτουν από την προ-

επεξεργασία, το διαχωρισµό και τον καθαρισµό τους. Σήµερα η βιοτεχνολογία 

προσφέρει λύσεις για όλα τα στάδια επεξεργασίας των λιγνοκυτταρινούχων υλικών 

προς την παραγωγή αιθανόλης και άλλων προϊόντων αλλά πολλές από αυτές τις 

λύσεις χρήζουν βελτίωσης έτσι ώστε να γίνουν ανταγωνιστικές σε σχέση µε τις 

συµβατικές χηµικές µεθόδους. Η λύση σε αυτό, όπως αναφέρθηκε και προηγουµένως, 

είναι η ανακάλυψη και χρήση ενζύµων µε ιδιότητες όπως η θερµοσταθερότητα, η 

σταθερότητα παρουσία οργανικών διαλυτών, µεταλλικών ιόντων, απορρυπαντικών 

και άλλων παραγόντων που προκαλούν µετουσίωση των συµβατικών βιοκαταλυτών. 

Πέρα από την απόδοση των κυτταρινασών υπάρχουν και άλλοι παράγοντες που 

επηρεάζουν το κόστος της διαδικασίας, όπως η ικανότητα ανακύκλωσης του 
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βιοκαταλύτη που συνδέεται άµεσα µε το βαθµό της προσρόφησης του στο 

υπόστρωµα καθώς και το κόστος παραγωγής του ενζύµου (Bon and Ferrara 2007, 

Kuhad, Gupta et al. 2010). 

 

• Οινοποιία και ζυθοποιία 

Οι πολυσακχαρίτες και τα µικροβιακά ένζυµα που τους υδρολύουν, παίζουν 

σηµαντικό ρόλο στις διαδικασίες ζύµωσης προς την παραγωγή αλκοολούχων ποτών 

όπως το κρασί και η µπύρα. Τα ένζυµα αυτά, τα οποία είναι σήµερα εµπορικά 

διαθέσιµα, µπορούν να βελτιώσουν τόσο την ποιότητα του τελικού προϊόντος όσο και 

την απόδοση της διαδικασίας παραγωγής (Bamforth 2009, Kuhad, Gupta et al. 2011). 

Οι ενδογλουκανάσες συγκεκριµένα, προστίθενται είτε κατά την σύνθλιψη είτε κατά 

τα αρχικά στάδια της ζύµωσης για να υδρολύσουν τη γλουκάνη, να µειώσουν το 

ιξώδες και να διευκολύνουν τη διαδικασία της διήθησης (Canales, Garza et al. 1988). 

Στην οινοποιία, ένζυµα όπως οι πηκτινάσες και οι κυτταρινάσες χρησιµοποιούνται 

για τη βελτίωση του χρώµατος, την αποµάκρυνση του φλοιού των στέµφυλων, τη 

διαύγαση και τη σταθεροποίηση του κρασιού (Kuhad, Gupta et al. 2011). 

Συγκεκριµένα, οι β-γλυκοζιδάσες µπορούν να βελτιώσουν το άρωµα του κρασιού 

µετασχηµατίζοντας της γλυκοζυλιωµένες πρόδροµες πρωτεΐνες. Παροµοίως, η 

ζυθοποιία βασίζεται στη δράση των ενζύµων που ενεργοποιούνται κατά τη διάρκεια 

της διαδικασίας της ζύµωσης. Η µετατροπή του κριθαριού σε µπύρα εξαρτάται από 

τη βλάστηση του σπόρου που πυροδοτεί τη βιοσύνθεση και την ενεργοποίηση των 

αµυλασών και των β-γλουκανασών που υδρολύουν τα αποθέµατα του σπόρου. 

 

• Βιοµηχανία τροφίµων 

Όπως είδαµε και µε άλλες υδρολάσες, οι κυτταρινάσες διαθέτουν ένα ευρύ φάσµα 

εφαρµογών στη βιοµηχανία των τροφίµων. Η παραγωγή διαφόρων χυµών φρούτων 

και λαχανικών απαιτεί βελτιωµένες µεθόδους εξαγωγής, διαύγασης και 

σταθεροποίησης τους. Οι κυτταρινάσες κατέχουν σηµαντικό ρόλο ως συστατικό των 

ενζυµικών µειγµάτων που περιέχουν επίσης πηκτινάσες και ξυλανάσες και 

χρησιµοποιούνται για τη διαβροχή των φρούτων και των λαχανικών (De Carvalho, 

De Castro et al. 2008, Kuhad, Gupta et al. 2011). Συγκεκριµένα, οι β-γλυκοζιδάσες 

σε συνδυασµό µε πηκτινάσες χρησιµοποιούνται για να µειώσουν την υπερβολικά 

πικρή γεύση των εσπεριδοειδών και να βελτιώσουν την εξαγωγή του ελαιόλαδου από 

τον καρπό της ελιάς. (Baker and Wicker 1996, Kuhad, Gupta et al. 2011) 
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• Βιοµηχανία ζωοτροφών 

Όπως είδαµε και για τις ξυλανάσες, οι κυτταρινάσες σε συνδυασµό µε άλλα ένζυµα 

χρησιµοποιούνται στις ζωοτροφές για να αυξήσουν τη διατροφική τους αξία και την 

απόδοση τους. Τα ένζυµα αυτά µπορούν επίσης να αποικοδοµήσουν εκείνα τα 

συστατικά των τροφών που µειώνουν τη διατροφική αξία της ζωοτροφής καθώς και 

να δράσουν βοηθητικά στην πέψη. Συγκεκριµένα, οι β-γλουκανάσες και οι ξυλανάσες 

χρησιµοποιούνται στις ζωοτροφές των µονογαστρικών ζώων για να υδρολύσουν 

πολυσακχαρίτες εκτός του αµύλου όπως β-γλουκάνες και αραβινοξυλάνες. Η 

προσθήκη αυτών των ενζύµων µπορεί να βελτιώσει σηµαντικά την ποιότητα του 

χοιρινού κρέατος και των πουλερικών καθώς µειώνει το ιξώδες των κυτταρινούχων 

τροφών και υποβοηθά την πέψη και την απορρόφηση των θρεπτικών συστατικών 

(Dhiman, Zaman et al. 2002, Graham and Balnavel 2008). Οι περισσότερες 

ζωοτροφές χαµηλής ποιότητας, περιέχουν υψηλότερη συγκέντρωση κυτταρίνης, και 

χαµηλή περιεκτικότητα σε πρωτεΐνη και λίπος σε σύγκριση µε τις ποιοτικές τροφές. 

Οι κυτταρινάσες µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την προ-επεξεργασία της 

ζωοτροφής πριν το τάισµα που προσφέρει καλύτερη ποιότητα πέψης και απόδοση 

ενέργειας σε συνδυασµό µε ένα µικρό ποσοστό υδατοδιαλυτών υδρογονανθράκων. 

Κατά την παραγωγική διαδικασία των ζωοτροφών, συνήθως επιβάλλεται ένα στάδιο 

θερµικής επεξεργασίας για την απενεργοποίηση πιθανών ιικών και µικροβιακών 

επιµολύνσεων. Για αυτόν ακριβώς το λόγο, και εδώ η σηµαντικότητα των 

θερµοσταθερών κυτταρινασών γίνεται φανερή αφού επιτρέπει τη θερµική 

απολύµανση και ζύµωση των ζωοτροφών σε ένα και µόνο στάδιο (Bhat 2000, Kuhad, 

Gupta et al. 2011). Η συγκεκριµένη εφαρµογή των ενζυµικών µειγµάτων στις ζωικές 

τροφές έγινε αντιβιοτικών που χρησιµοποιούνταν στην Ευρωπαϊκή Ένωση (Ali, Hall 

et al. 1995). Παράλληλα, η χαµηλή πεπτική ικανότητα απέναντι σε αµυλούχες τροφές 

µπορεί να επάγει την εµφάνιση πεπτικών ασθενειών που προκαλούνται από το µη 

υδρολυµένο άµυλο που φτάνει στο παχύ έντερο και δρα ως υπόστρωµα για πιθανώς 

παθογόνα βακτήρια. Και εδώ οι κυτταρινάσες έχουν θετικό αποτέλεσµα, αυξάνοντας 

την παραγωγή προπιονικού οξέος που δρα ως βακτηριοστατικό και µπορεί να µειώσει 

την ικανότητα αποίκισης των παθογόνων βακτηρίων (Pascual 2001, Kuhad, Gupta et 

al. 2011). 
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• Γεωργικές βιοµηχανίες 

Πολλά εµπορικά σκευάσµατα που αποτελούνται από µείγµατα ενζύµων όπως 

κυτταρινάσες, ηµικυτταρινάσες και πηκτινάσες χρησιµοποιούνται ευρέως στη 

γεωργία για την ενίσχυση της ανάπτυξης των σιτηρών και τον έλεγχο των φυτικών 

ασθενειών (Chet, Benhamou et al. 1998). Οι φυτικοί και µυκητιακοί πρωτοπλάστες 

που προκύπτουν µε τη χρήση µικροβιακών υδρολασών µπορούν να χρησιµοποιηθούν 

για τη δηµιουργία υβριδικών στελεχών µε επιθυµητές ιδιότητες. Οι κυτταρινάσες και 

άλλα µυκητιακά ένζυµα είναι ικανές να αποικοδοµήσουν το κυτταρικό τοίχωµα των 

παθογόνων οργανισµών που προσβάλουν τα φυτά και έτσι χρησιµοποιούνται για την 

προστασία των καλλιεργειών από αυτούς (Bhat 2000). Πολλοί κυτταρινολυτικοί 

µύκητες όπως οι Trichoderma sp., Geocladium sp., Chaetomium sp., και Penicillium 

sp. παίζουν σηµαντικό ρόλο στη γεωργία, διευκολύνοντας τη βλάστηση των σπόρων, 

την ανάπτυξη των φυτών, την άνθηση, την εξάπλωση των ριζικών συστηµάτων 

καθώς και την αύξηση της απόδοσης  της καλλιέργειας (Bailey and Lumsden 1998, 

Harman and Björkman 1998).  

 

• Εξαγωγή καροτενοειδών 

Τα καροτενοειδή είναι βασική οµάδα φυσικών χρωστικών ουσιών και σε αυτά 

οφείλονται τα χρώµατα από κίτρινο µέχρι και κόκκινο που απαντώνται στη φύση. Η 

αγορά αυτών των χρωστικών συνεχώς και αυξάνεται κυρίως λόγω της χρήσης τους 

ως βρώσιµες χρωστικές φυτικής προέλευσης που συνοδεύεται από απουσία 

τοξικότητας, και υψηλή προσαρµοστικότητα µιας και υπάρχουν τόσο σε 

υδατοδιαλυτή όσο και λιποδιαλυτή µορφή. Παράλληλα, η δράση της προβιταµίνης Α 

που συµµετέχει στην οξείδωση των λιπών και παρουσιάζει αντικαρκινικές ιδιότητες 

είναι µια από τις σηµαντικότερες βιολογικές ιδιότητες αυτών των χρωστικών (Çinar 

2005). Και εδώ, ο συνδυασµός κυτταρινασών και πηκτινασών επιταχύνει το ρυθµό 

της υδρόλυσης, επιτυγχάνοντας πλήρη ρευστοποίηση, ξεκινώντας από τη διάρρηξη 

των κυτταρικών τοιχωµάτων του φλοιού του πορτοκαλιού, της γλυκοπατάτας και του 

καρότου, απελευθερώνοντας τα καροτενοειδή στους χλωροπλάστρες και το 

κυτταρικό υγρό. Η χρωστική παραµένει προσδεµένη σε άλλες πρωτεΐνες, γεγονός που 

αποτρέπει την οξείδωση της και προσδίδει σταθερότητα στο χρώµα. (Bassi, Pineau et 

al. 1993, Kuhad, Gupta et al. 2011) 
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• Βιοµηχανία απορρυπαντικών 

Η χρήση των κυτταρινασών σε συνδυασµό µε πρωτεάσες και λιπάσες είναι η πιο 

σύγχρονη προσέγγιση στα απορρυπαντικά. Οι κυτταρινάσες, έχοντας πρόσβαση στις 

ίνες της κυτταρίνης των υφασµάτων µπορούν να βελτιώσουν τη φωτεινότητα του 

χρώµατος, την υφή και την ικανότητα αποµάκρυνσης των λεκέδων από αυτές. Πέρα 

από τα απορρυπαντικά οικιακής χρήσης, και στη βιοµηχανία χρησιµοποιούνται 

µείγµατα αλκαλόφιλων κυτταρινασών που µπορούν να έρθουν σε επαφή µε την 

κυτταρίνη στο εσωτερικό των ινών και να αποµακρύνουν το χώµα και άλλα υλικά 

παρουσία των συµβατικών επιφανειενεργών (Kuhad, Gupta et al. 2011). Σήµερα, τα 

υγρά απορρυπαντικά περιέχουν ανιονικά και µη ιονικά επιφανειενεργά, κιτρικό οξύ, 

άλατα, πρωτεάσες, κυτταρίνη και µείγµατα προπανοδιόλης και βορικού οξέος µε 

σκοπό να σταθεροποιήσουν τις περιεχόµενες κυτταρινάσες (Karmakar and Ray 

2011). Είναι προφανές ότι και σε αυτή την εφαρµογή, ένζυµα µε ανθεκτικότητα σε 

ακραίες θερµοκρασίες και σταθερότητα παρουσία αποδιατακτικών παραγόντων 

έχουν συµβάλει στην επιτυχηµένη ανάπτυξη της τεχνολογίας των απορρυπαντικών. 

 

• Διαχείριση αποβλήτων 

Τα απόβλητα και τα παραπροϊόντα που προκύπτουν από τις δασικές και γεωργικές 

εκτάσεις και τις αγροβιοµηχανίες περιέχουν τεράστιες ποσότητες ανεκµετάλλευτης 

κυτταρίνης η οποία απορρυπτόµενη προκαλεί περιβαλλοντική ρύπανση (Milala, 

Shugaba et al. 2005). Σήµερα, τα κυτταρινούχα απόβλητα χρησιµοποιούνται προς την 

παραγωγή χρήσιµων προϊόντων όπως ένζυµα, σάκχαρα, βιοκαύσιµα, χηµικά, φθηνές 

ύλες ενέργειας, βελτιωµένες ζωοτροφές και θρεπτικά συστατικά. Στη διαδικασία τις 

επεξεργασίας των αποβλήτων προς αυτή την κατεύθυνση χρησιµοποιούνται και 

κυτταρινάσες αφού το φυσικό τους υπόστρωµα, η κυτταρίνη, είναι το κύριο 

συστατικό της πρώτης ύλης (Abdulla and El-Shatoury 2007) (Kuhad, Gupta et al. 

2011). 

 

Οι σηµαντικότερες εφαρµογές των κυτταρινασών στη βιοµηχανία συνοψίζονται στον 

παρακάτω πίνακα. 
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Πίνακας 1.1: Εφαρµογές των κυτταρινασών σε διάφορες βιοµηχανίες (Kuhad, Gupta et al. 2011) 

 

Βιοµηχανία Εφαρµογή 

Γεωργία 

Έλεγχος παθογένειας και ασθενειών στα φυτά, δηµιουργία φυτικών και µυκητιακών πρωτοπλαστών, 
ενίσχυση της βλάστησης των σπόρων και της ανάπτυξης του ριζικού συστήµατος, ενίσχυση της 
ανάπτυξης και της ανθοφορίας, βελτίωση της ποιότητας του εδάφους, έλεγχος µέσω εξάρτηση από 
µεταλλικά λιπάσµατα 

Βιοµετατροπές 

Μετατροπή κυτταρινούχων υλικών σε αιθανόλη/ διαλύτες/ οργανικά οξέα/ λιπίδια, παραγωγή 
ζωοτροφών υψηλής θερµιδικής περιεκτικότητας και διατροφικής αξίας, βελτίωση της µηρυκαστικής 
απόδοσης, βελτίωση πέψης και απορρόφησης, διατήρηση υψηλής ποιότητας αχύρου που 
προορίζεται για ζωοτροφή. 

Απορρυπαντικά 

Απορρυπαντικά µε βάση τις κυτταρινάσες, υψηλή απόδοση χωρίς κίνδυνο αλλοίωσης των ινών του 
υφάσµατος, βελτίωση της ικανότητας διατήρησης του χρώµατος και της αποµάκρυνσης των 
λεκέδων, αποµάκρυνση των τραχειών εξογκωµάτων στα βαµβακερά υφάσµατα, παρεµπόδιση της 
επαναπορρόφησης των µορίων µελανιού 

Ζύµωση 

Βελτίωση της πολτοποίησης και της ζύµωσης της βύνης, βελτίωση της σύνθλιψης και της εξαγωγής 
του χρώµατος των στέµφυλων, ενίσχυση του αρώµατος του κρασιού, βελτίωση της διαδικασίας 
διαύγασης του µούστου, βελτίωση του ρυθµού φίλτρανσης του κρασιού, βελτίωση σταθερότητας 
του κρασιού, βελτίωση της αρχικής ζύµωσης και της ποιότητας της µπύρας 

Τρόφιµα 

Απελευθέρωση αντιοξειδωτικών από πολτούς φρούτων και λαχανικών, βελτίωση απόδοσης της 
εξαγωγής αµύλου και πρωτεΐνης, βελτίωση της διαβροχής/ σύνθλιψης/ και αποµόνωσης χρώµατος 
από φρούτα και λαχανικά, διαύγαση των φρουτοχυµών, βελτίωση της υφής και της ποιότητας των 
προϊόντων αρτοποιίας, βελτίωση του ιξώδους των φρουτοπολτών, βελτίωση τη υφής/ γεύσης/ 
αρώµατος των φρούτων και λαχανικών, έλεγχος της πικρής γεύσης των εσπεριδοειδών 

Χαρτικά 

Χρήση ως πρόσθετο στη λεύκανση των χαρτοπολτών, βελτίωση της αποστράγγισης, ενζυµική 
αποµάκρυνση µελανιού, µείωση ενεργειακού κόστους, µείωση χρήσης χλωριούχων λευκαντικών, 
βελτίωση της φωτεινότητας και αντοχής των ινών, παραγωγή βιοαποικοδοµούµενων χαρτικών 
προϊόντων 

Υφάσµατα 

Βιο-πετρόπλυση των jean υφασµάτων, βελτίωση της υφής και της γυαλάδας των ινών, βελτίωση της 
απορροφητικής ικανότητας των ινών, βελτίωση της σταθερότητας των κυταρρινικών ινών, 
αποµάκρυνση της πλεονάζουσας ποσότητας χρώµατος από τα υφάσµατα, αποκατάσταση της 
φωτεινότητας των χρωµάτων 

Διάφορα 

Βελτίωση της εξαγωγής των καροτενοειδών, βελτίωση της οξείδωσης και της χρωµατικής 
σταθερότητας των καροτενοειδών, βελτίωση της εξαγωγής του ελαιόλαδου και της ποιότητας του, 
µείωση κινδύνου απόρριψης βιοµάζας, παραγωγή υβριδικών µορίων, παραγωγή «σχεδιασµένων» 
κυτταρινοσωµάτων 

 
 
 
 
 
1.1.4 Εστεράσες και λιπάσες 

 

Οι εστεράσες (EC 3.1.1.x) αποτελούν µια ευρεία κατηγορία υδρολασών που καταλύουν την 

υδρόλυση των εστερικών δεσµών σε ένα µεγάλο εύρος υποστρωµάτων. Στη φύση, 

συναντώνται τόσο στους µικροοργανισµούς όσο και στα φυτά και τα ζώα. Η παρουσία τους 

σε όλους τους ζωντανούς οργανισµούς αλλά και το ευρύ φάσµα υποστρωµάτων που 

µπορούν να δεχτούν, οδήγησε στο συµπέρασµα ότι οι εστεράσες εξελίχθηκαν έτσι ώστε να 

προσφέρουν πρόσβαση σε πηγές άνθρακα συµµετέχοντας σε πολλά καταλυτικά µονοπάτια 
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(Bornscheuer 2002). Ένα από τα σηµαντικότερα χαρακτηριστικά αυτών των ενζύµων είναι 

η υψηλή τόπο- και στέρεο-εκλεκτικότητα τους, κάτι που τα καθιστά χρήσιµους 

βιοκαταλύτες για την παραγωγή οπτικά ενεργών ουσιών στη βιοµηχανία των ευγενών 

χηµικών. Επιπλέον χαρακτηριστικά των εστερασών όπως η σταθερότητα τους και το ότι 

δεν απαιτούν συµπαράγοντες, τις καθιστούν ένζυµα πρωταγωνιστές στη βιοµηχανία. 

(Bornscheuer and Kazlauskas 2006). Δύο από τις µεγαλύτερες και πιο ενδιαφέρουσες 

κατηγορίες υδρολασών είναι οι λιπάσες (EC 3.1.1.1) και οι καρβόξυλ- εστεράσες ή 

«πραγµατικές» εστεράσες (EC 3.1.1.3). Παρότι και οι δυο αυτές οικογένειες ενζύµων 

στοχεύουν στην υδρόλυση των εστερικών δεσµών, οι λιπάσες διαφοροποιούνται από τις 

εστεράσες στο γεγονός ότι παρουσιάζουν εκλεκτικότητα απέναντι στα µη υδατοδιαλυτά 

υποστρώµατα. Αυτό αντικατοπτρίζεται και στην τρισδιάστατη δοµή των λιπασών, όπου το 

ενεργό κέντρο συνήθως καλύπτεται µε ένα υδρόφοβο πεπτιδικό «κάλυµα» το οποίο ανοίγει 

όταν το ένζυµο βρεθεί σε µια διεπιφάνεια ελαίου-νερού, επιτρέποντας στο υπόστρωµα να 

εισέλθει στο καταλυτικό κέντρο. Το φαινόµενο αυτό ονοµάζεται «διεπιφανειακή 

ενεργοποίηση» και είναι το ιδιαίτερο χαρακτηριστικό που διαχωρίζει τις λιπάσες από τις 

υπόλοιπες εστεράσες. Πέρα από αυτό, η τρισδιάστατη δοµή των λιπασών µοιράζεται πολλά 

κοινά χαρακτηριστικά µε αυτή των εστερασών όπως την α/β αναδίπλωση των υδρολασών 

(Εικόνα 1.3) και την καταλυτική τριάδα Ser-Asp-His (Glu αντί Asp σε κάποιες λιπάσες). Η 

καταλυτική σερίνη στις περισσότερες περιπτώσεις εντοπίζεται σε ένα πενταπεπτίδιο µε 

συντηρηµένη την αλληλουχία Gly-x-Ser-x-Gly.  

 

 
Εικόνα 1.3: Σχηµατική απεικόνιση της χαρακτηριστικής α/β-αναδίπλωσης των υδρολασών. Tα β-φύλλα 
(1-8) απεικονίζονται µε µπλε βέλη ενώ οι α-έλικες (A-E) µε κόκκινους κυλίνδρους. Οι σχετικές θέσεις 
των αµινοξέων της καταλυτικής τριάδας αποτυπώνονται µε πορτοκαλί σφαίρες. (Bornscheuer 2002) 

 



 
 

29 

 

Η κατηγοριοποίηση των εστερασών και η απόδοση τους στις διάφορες οικογένειες γίνεται 

είτε µε βάση την αλληλουχική οµολογία τους είτε βάσει της λειτουργίας και της 

εκλεκτικότητας τους απέναντι στα υποστρώµατα. Και οι δύο αυτές προσεγγίσεις είναι 

συµβατικές και δεν είναι λίγες οι φορές που δυο εστεράσες µε υψηλή οµολογία 

παρουσιάζουν διαφορετική καταλυτική συµπεριφορά και αντίστροφα (Bornscheuer 2002). 
 

 

 Όπως αναφέραµε και προηγουµένως, τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά των εστερασών 

όπως η σταθερότητα τους και η υψηλή εκλεκτικότητα τους, τις καθιστούν ένζυµα µε υψηλή 

βιοτεχνολογική αξία. Ας δούµε λοιπόν τις σηµαντικότερες εφαρµογές τους: 

 

• Φαρµακοβιοµηχανία και βιοµηχανία ευγενών χηµικών 

Η ικανότητα των εστερασών να διατηρούν την καταλυτική τους ικανότητα σε µη 

υδατικά περιβάλλοντα τις καθιστά ικανές να καταλύουν την αντίστροφη αντίδραση της 

υδρόλυσης του εστερικού δεσµού, δηλαδή την εστεροποίηση, ακολουθώντας τη 

θερµοδυναµική αντιστροφή της αντίδρασης λόγω απουσίας του νερού. Οι εστέρες 

παίζουν σηµαντικό ρόλο στη σύνθεση οπτικά ενεργών φαρµάκων. Ένα 

χαρακτηριστικό παράδειγµα είναι η γνωστή ως NP-καρβοξυλική εστεράση που 

προέρχεται από το οργανισµό B. subtilis και χρησιµοποιείται για τη σύνθεση του µη 

στεροειδούς αντιφλεγµονώδους φαρµάκου Naproxen (Quax and Broekhuizen 1994) 

αλλά και πολλών άλλων 2-αρυλοπροπιονικών-οξέων (Margolin 1993). Η ίδια 

εστεράση χρησιµοποιείται και για τη σύνθεση και το διαχωρισµό των οπτικών 

µονοµερών των (R,S)-ιµπουπροφενικών µεθυλεστέρων προς τη σύνθεση του 

φαρµάκου Ibuprofen.  

 

• Χηµική βιοµηχανία 

Σε πολλές χηµικές βιοµηχανικές εφαρµογές όπως στην επεξεργασία του χαρτιού, των 

υφασµάτων και των δερµάτων αλλά και σε εφαρµογές στα τρόφιµα, οι εστεράσες 

επιστρατεύονται τόσο για την υδρολυτική τους ικανότητα όσο και για τη συνθετική 

τους. Για παράδειγµα, µια στερολική εστεράση από τον οργανισµό Ophiostoma piceae 

χρησιµοποιείται στη χαρτοβιοµηχανία για τη ικανότητα της να υδρολύει πολύ 

αποτελεσµατικά τόσο τριγλυκερίδια όσο και στερολικούς εστέρες. Και άλλες 

στερολικές εστεράσες από τους οργανισµούς Pseudomonas sp., Chromobacterium 

viscosum και Candida rugose κατέχουν σηµαντικό ρόλο στη βιοµηχανία λόγω της 
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ικανότητας τους να υδρολύουν τις ρητίνες που συσσωρεύονται στις σωληνώσεις και 

προκαλούν πολύ σοβαρά προβλήµατα στις µηχανολογικές εγκαταστάσεις (Kontkanen, 

Tenkanen et al. 2004). 

 

• Σύνθεση αρωµατικών ουσιών 

Η χρήση των εστερασών ενδείκνυται σε αντιδράσεις όπου η χηµειο- και τοπο- 

εκλεκτικότητα είναι υψηλής σηµασίας. Το πιο χαρακτηριστικό παράδειγµα είναι η 

χρήση των καρβοξυλο -εστερασών στην απελευθέρωση φερουλικού οξέος από τους 

πολυσακχαρίτες των φυτικών κυτταρικών τοιχωµάτων, όπως η πηκτίνη και η ξυλάνη. 

Στην ξυλάνη, το φερουλικό οξύ είναι προσδεδεµένο στην αραβινόζη που βρίσκεται στη 

βάση του κορµού του πολυσακχαρίτη. Στις πηκτίνες, το φερουλικό οξύ είναι 

προσδεδεµένο στη γαλακτόζη ή στην αραβινόζη των πλευρικών αλυσίδων και µπορεί 

να αποµονωθεί ώστε να µετατραπεί ενζυµικά σε βανιλίνη, µια από τις σηµαντικότερες 

αρωµατικές ενώσεις (Falconnier, Lapierre et al. 1994).  

 

Στον παρακάτω πίνακα παρατίθενται κάποιες από τις εφαρµογές εστερασών στη 

βιοµηχανία: 
 
 
Πίνακας 1.2: Εφαρµογές εστερασών στη βιοµηχανία (Panda and Gowrishankar 2005) 
 

Τύπος εστεράσης Εφαρµογή Προέλευση 

Ακετυλοχολινεστεράση 

Ανάπτυξη νέων φαρµάκων για την 
σχιστοσωµίαση, βιοδείκτης για οργανο-

φωσφορικές ενώσεις σε υδάτινα 
περιβάλλοντα, εκτίµηση επιπέδων 

δηλητηριασµού λόγω εντοµοκτόνων και 
βαρέων µετάλλων 

Αίµα Schistosoma sp., 
Mytilus edulis, 
Drawida willsi 

Ακετυλο-εστεράση, 
 Μεθυλο-εστεράση, 
ακετυλο-γλουκοµαναν-

εστεράση και 
ακετυλο- ξυλαν-εστεράση 

Απελευθέρωση ακέτυλο- και µέθυλο- 
κατάλοιπων από το κυτταρικό τοίχωµα, 
αποικοδόµηση της κυτταρίνης και οξικού 

οξέος από Ο-ακέτυλ-γάλακτο-γλουκοµαννάνη 
και Ο-ακέτυλο-4-Ο-µέθυλο-γλουκονοξυλάνη 

Aspergillus, 
 Trichoderma sp 

Άρυλ –εστεράση Ανάπτυξη γεύσης σε τρόφιµα 
 και αλκοολούχα ποτά Saccharomyces cerevisiae 

Καρβοξυλο-εστεράση 

Αποικοδόµηση διβενζολικού εστέρα 
αιθυλενογλυκόλης, µείωση τοξικότητας 

µαλαθείου, υδρόλυση οργανοφωσφορικών 
εντοµοκτόνων, εκτίµηση µεταβολικής 

ανθεκτικότητας κατά εντοµοκτόνων, σύνθεση 
ρακεµικών εστέρων 1,2-Ο-ισοπρόπυλο-
δενεγλυκερόλης, PHA αποπολυµεράση 

Streptomyces lividans, 
Ήπαρ ποντικιών και ινδικών 

χοιριδίων, 
Lucilia cuprina, 

Pediculus capitis, 
Bacillus coagulans 

Ακετυλο-εστεράση 
κεφαλοσπορίνης 

Ανίχνευση ακετυλοµάδων  
στα παράγωγα κεφαλοσπορίνης Burkholderia gladioli 

Συνέχεια στην επόµενη σελίδα 
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Εστεράση χολεστερόλης και 
ψεύδοχολεστερόλης 

Αποικοδόµηση πόλυ-έθελ-ουρεθάνης, 
απαραίτητο για τη λειτουργία των αντλιών 

νατρίου σε διάφορους ιστούς 

Ήπαρ ποντικιών 
και άλλες πηγές 

Κινάµυλο-εστεράση Υδρόλυση φυτικών κυτταρικών τοιχωµάτων Piromyces equi 

Εστεράση ερυθροµυκίνης Φαρµακευτική χρήση στον άνθρωπο, στα 
πουλερικά και στα ψάρια Pseudomonas sp 

Εστεράση του ιασµονικού 
µεθυλεστέρα 

Υδρόλυση των µεθυλεστέρων του αµπσισικού 
οξέος και των λιπαρών οξέων Lycopersicon esculetum 

Φωσφοτριεστεράση Υδρόλυση προϊόντων coumaphos και coroxon Pseudomonas monteilli 
Ανασυνδυασµένη εστεράση 

PF1-K Παραγωγή (S)-φλουροπροφένης Pseudomonas sp 

Ηπατική εστεράση χοίρου 
(PLE) και ανασυνδιασµένη 
ηπατική εστεράση χοίρου 

Αποσυµµετροποίηση κεντροσυµµετρικού 
κυκλικού δι-ακετόξυ- εξανίου, εναντιοµερής 
παραγωγή λεβοφλοξακίνης από βουτυλικό 
εστέρα της οφλοξακίνης, κινητικός 

διαχωρισµός του (R, S)-1-φαίνυλο-2-πέντυλο-
οξικού 

Sus scrofa 

Εστεράσες του ανθρώπινου 
συστήµατος 

Μετατροπή παλµιτικής ρετινόλης σε 
ρετινόλη, ανθεκτικότητα κατά των 

λυσοσωµικών ενζύµων των φλεγµονικών 
κυττάρων, βιοαποικοδόµηση οδοντικών 
στοιχείων, µεταβολισµός της ασπιρίνης και 
άλλων µη-ναρκωτικών αναλγητικών, 
µετατροπή προ-παρακεταµόλης σε 

παρακεταµόλη, υδρόλυση του αακέτυλο-
σαλυκιλικού σε σαλικυλικό οξύ στο πλάσµα, 
ενεργοποίηση ετοποσιδικών προ-φαρµάκων 

Homo sapiens 

Πολυουρεθανάση 
Υδρόλυση του πολυεστέρα της 

πολυουρεθάνης και του πολυεθέρα της 
πολυουρεθάνης 

Comamonas acidovorans, 
Pseudomonas chlororaphis 

Στέρολ-εστεράση, στέρυλ-
εστεράση και χολεστεράση 

Παραγωγή χαρτιού, µείωση προβληµάτων 
άντλησης κατά την παραγωγή 

Ophiostoma piceae, 
Pseudomonas sp., 
Chromobacterium 

Εστεράση 

Αντιδράσεις µετεστεροποίησης σε 
οργανικούς διαλύτες, διάκριση (R,S)-β-

ακέτυλ-µερκάπτοισοβουτιρικού, µετατροπή 
(R,S)- εστέρα αιθυλικής κεταπροφένης και 
οξικού εστέρα λιναλοόλης, επεξεργασία 
τροφίµων και γαλακτοκοµικών, υδρόλυση 
εστέρων τριτοταγών αλκοολών, πιβοξυλική 
κεφδιτορένη (πρόδροµο φάρµακο US Patent 
4839350), διοξική φλουορεσκεΐνη και 5-(6)- 
διοξική καρβόξυλ-φλουορεσκεΐνη για την 
ανίχνευση ζυµών στα τρόφιµα, παραγωγή 
οξικού εστέρα ισοαµυλικής αλκοόλης και 
µαννιτόλης, αποτοξίνωση ξενοβιωτικών, 

έλεγχος φυσιολογικής αποδόµησης ορµονών, 
υδρόλυση διφθαλικών ενώσεων, έλεγχος 

µικροβιακής ενεργότητας στο έδαφος, 
ποιότητα γεύσης σε ποτά και τρόφιµα, 

παραγωγή λιπαρών οξέων 

Fusarium oxysporum, E. coli, 
Pseudomonas sp., 

Burkholderia gladioli, 
Lactobacillus casei, 

Rhodococcus sp., 
Saccharomyces cerevisiae, 

Bacillus sp., 

Απελευθέρωση φερολικού οξέως,  

Pedicoccus pentosaceus, 
Diabrotica virgifera, 
Locusta migratoria 

manilensis, 
Micrococcus sp 

Σύνθεση φερουλικού εστέρα πεντανόλης για 
χρήση στην κοσµετολογία, βιοµηχανία 

αρωµάτων 

Aspergillus niger, 
Pencillium sp 
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1.2 Θερµοανθεκτικά Ένζυµα 
 

Όπως είδαµε στο προηγούµενο κεφάλαιο, παρότι οι ενζυµικές µετατροπές παρουσιάζουν 

πολλά πλεονεκτήµατα σε σχέση µε τις χηµικές, όπως για παράδειγµα µεγαλύτερα 

καθαρότητα τελικών προϊόντων, πιο οικολογικό αντίκτυπο κ.α., υπάρχουν ακόµα 

περιορισµοί στη χρήση τους στη βιοµηχανία. Συχνότερα, ο λόγος για τον οποίο δεν 

επιλέγεται η ενζυµική προσέγγιση έναντι της χηµικής είναι το υψηλός κόστος του 

βιοκαταλύτη και το υψηλό λειτουργικό κόστος της διεργασίας στην οποία µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί. Το λειτουργικό κόστος της ενζυµικής διεργασίας εξαρτάται κυρίως από τα 

βιοχηµικά χαρακτηριστικά του ενζύµου, µε κυριότερο ρόλο σε αυτό να κατέχει η 

θερµοανθεκτικότητά του, µιας και τα συµβατικά, µεσόφιλα ένζυµα καθίστανται ανενεργά 

στις υψηλές θερµοκρασίες που αναπτύσσονται στη βιοµηχανία. Κατά συνέπεια, η χρήση 

µεσόφιλων ενζύµων, πολύ συχνά απαιτεί την ψύξη των υλικών πριν την προσθήκη τους 

στην παραγωγική διαδικασία, εισάγοντας έτσι ένα ενεργειακό κόστος τις περισσότερες 

φορές απαγορευτικό. Για το λόγο αυτό, το ενδιαφέρον των βιοτεχνολόγων επικεντρώνεται 

τα τελευταία χρόνια στα θερµοανθεκτικά ένζυµα, που λόγω της ανθεκτικότητας τους στις 

υψηλές θερµοκρασίες, και όχι µόνο, υπερνικούν το εµπόδιο αυτό και καθιστούν τη λευκή 

βιοτεχνολογία ανταγωνιστική. Με τη χρήση θερµοανθεκτικών βιοκαταλυτών, οι 

βιοτεχνολογικές διεργασίες µπορούν να πραγµατοποιούνται σε υψηλές θερµοκρασίες αφού 

πέρα από την αποφυγή του κόστους ψύξης, αυτό προσφέρει και άλλα πλεονεκτήµατα. Αυτά 

περιλαµβάνουν τη µείωση της πιθανότητας µόλυνσης των υλικών από µεσόφιλους 

οργανισµούς, την αύξηση της διαλυτότητας και βιοδιαθεσιµότητας των οργανικών 

στοιχείων, την αύξηση των ρυθµών αντίδρασης λόγω µείωσης του ιξώδους, της αύξησης 

του συντελεστή διάχυσης, καθώς και τη µείωση του κόστους άντλησης λόγω µειωµένου 

ιξώδους. (Haki and Rakshit 2003). Στο προηγούµενο κεφάλαιο, είδαµε κάποιες εφαρµογές 

στις οποίες ήδη χρησιµοποιούνται θερµοανθεκτικά ένζυµα. 

 

Τα ένζυµα, δρουν βιοκαταλυτικά στις βιοχηµικές αντιδράσεις και έχουν 

προσαρµοστεί εξελικτικά στις ιδιαίτερες συνθήκες του περιβάλλοντος του οργανισµού 

στου οποίου το πρωτεϊνικό σύστηµα ανήκουν. Έτσι, ένας ακραιόφιλος οργανισµός που 

ευδοκιµεί σε ένα περιβάλλον υψηλής θερµοκρασίας, όπως για παράδειγµα µια θερµοπηγή, 

φέρει στο γενετικό του υλικό γονίδια που κωδικοποιούν θερµοανθεκτικά ένζυµα. Ως 

θερµόφιλοι χαρακτηρίζονται οι οργανισµοί µε βέλτιστη θερµοκρασία ανάπτυξης πάνω από 

τους 45 oC ενώ µέχρι σήµερα, το γνωστό άνω θερµοκρασιακό όριο της ζωής είναι οι 123 
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οC (Zeldes, Keller et al. 2014). Στο εύρος των 45-123 oC, οι θερµόφιλοι οργανισµοί 

χωρίζονται σε υποκατηγορίες µε βάση τη βέλτιστη θερµοκρασία ανάπτυξης τους. Οι 

κατηγορίες περιλαµβάνουν τους: µετρίως θερµόφιλους (Τopt: 45-70 οC) , τους εξαιρετικά 

θερµόφιλους (Topt > 70 oC) και τους υπερθερµόφιλους (Topt >80 oC) οργανισµούς όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 1.4 (Zeldes, Keller et al. 2014). 

 
Εικόνα 1.4: Γενετικά ανιχνεύσιµοι θερµόφιλοι οργανισµοί και οι βέλτιστες θερµοκρασίες 

ανάπτυξής τους. (Zeldes, Keller et al. 2014) 

 

Αναλόγως της φύσης του ενζύµου, η ιδιότητα της θερµοανθεκτικότητας µπορεί να 

προκύπτει από τα χαρακτηριστικά της δοµής του και να διατηρείται ακόµα και όταν το 

πρωτεϊνικό µόριο υπάρχει αυτόνοµο, εκτός του κυτταρικού συστήµατος. Τέτοιου είδους 

ένζυµα που διατηρούν την ιδιότητα της ανθεκτικότητας σε εξωκυτταρικές ακραίες 

συνθήκες όπως για παράδειγµα σε υψηλές θερµοκρασίες, ακραίες τιµές pH, παρουσία 

αποδιατακτικών παραγόντων κ.α αποτελούν βιοτεχνολογικό εργαλείο και βρίσκουν 

εφαρµογή σε ποικίλες βιοµηχανικές διεργασίες, όπως είδαµε στο Κεφάλαιο 1. 1.  
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Εικόνα 1.5: Φυλογενετικό δέντρο όπου φαίνονται οι ακραιόφιλοι οργανισµοί που εµφανίζονται σε 
τουλάχιστον ένα είδος κάθε γένους. Tα θερµόφιλα και υπερθερµόφιλα χαρακτηριστικά φαίνονται µε 
πορτοκαλί και κόκκινο χρώµα αντίστοιχα. (Dalmaso, Ferreira et al. 2015) 
 

Στην επόµενη ενότητα θα εξετάσοµε τα χαρακτηριστικά που καθιστούν ένα πρωτεϊνικό 

µόριο θερµοσταθερό. 

 

1.2.1 Μηχανισµοί σταθεροποίησης των θερµοανθεκτικών πρωτεϊνών 
 

H κατανόηση της µοριακής βάσης της θερµοσταθερότητας των πρωτεϊνών και των 

µηχανισµών που καθιστούν ένα πρωτεϊνικό µόριο βιολογικά ενεργό σε υψηλές 

θερµοκρασίες, παραµένει ένα καίριο πεδίο έρευνας για τους επιστήµονες. Η 

«αποκρυπτογράφηση» της πρωτεϊνικής σταθερότητας ενισχύει τη γνώση µας όχι µόνο 

πάνω στη σχέση δοµής-λειτουργίας των πρωτεϊνών αλλά και στους µηχανισµούς που 

καθορίζουν την αναδίπλωση, την αποδιάταξη και τη µη φυσιολογική αναδίπλωση τους. 
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Μέσω αυτών των µελετών µπορούν να προταθούν «κανόνες» για τον πρωτεϊνικό 

σχεδιασµό θερµοανθεκτικών ενζύµων και όχι µόνο. Αξίζει να σηµειωθεί ότι παρότι αρκετοί 

µοριακοί µηχανισµοί θερµοσταθεροποίησης είναι γνωστοί, κανένας από αυτούς δε φαίνεται 

να έχει κυριαρχήσει εξελικτικά στις θερµοσταθερές πρωτεΐνες κάτι που ενισχύει την άποψη 

ότι η θερµοσταθεροποίηση είναι το αποτέλεσµα της συνισταµένης διαφόρων µεµονωµένων 

«βελτιώσεων» σε πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις µικρής και µεγάλης εµβέλειας (Sen and 

Nilsson 2011). 

 
Παρακάτω παρουσιάζονται οι σηµαντικότεροι µηχανισµοί πρωτεϊνικής 

θερµοσταθεροποίησης όπως απαντώνται στη βιβλιογραφία. 

Υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις 
Σε παλαιότερη µελέτη από τους Pace et al. όπου χρησιµοποιήθηκαν 72 µεταλλαγές 

τεσσάρων πρωτεϊνών που σχετίζονταν µε την αντικατάσταση µεγάλων αλειφατικών 

πλευρικών αλυσίδων µε µικρότερες, παρατηρήθηκε ότι για κάθε οµάδα -CH2- που 

«εγκλωβίζεται» στο εσωτερικό της πρωτεϊνικής αναδίπλωσης, οι πρωτεΐνες «κερδίζουν» 

1.3 (± 0.5) kcal/mol σε σταθερότητα (Pace 1992). Σε µια άλλη έρευνα, η σύγκριση 

θερµόφιλων και οµόλογων µεσόφιλων πρωτεϊνών έδειξε ότι τα θερµόφιλα µόρια γενικά 

χαρακτηρίζονται από µεγαλύτερο βαθµό «βελτιστοποίησης» των υδροφοβικών τους 

αλληλεπιδράσεων (Spassov, Karshikoff et al. 1995).  

Δεσµοί υδρογόνου 

Οι δεσµοί υδρογόνου χαρακτηρίζονται από τη µικρότερη από 3 Å απόσταση µεταξύ του 

υδρογονοδότη και του υδρογονοδέκτη, και από µια γωνία µεταξύ αυτών µικρότερη των 

90°. Και σε αυτή την περίπτωση, υπάρχουν πολλά βιβλιογραφικά δεδοµένα που 

υποστηρίζουν ότι η παρουσία δεσµών υδρογόνου σταθεροποιεί τις πρωτεΐνες. Σε µελέτη 

όπου εξετάστηκε η επίδραση των δεσµών υδρογόνου στην T1 RNAάση, η οποία περιέχει 

86 δεσµούς υδρογόνου, δείχθηκε ότι η συνεισφορά αυτών των δεσµών είναι περίπου 110 

kcal/mol και είναι συγκρίσιµη µε εκείνη των υδροφοβικών αλληλεπιδράσεων. Κάθε δεσµός 

υδρογόνου προσδίδει κατά µέσo όρο 1,3 kcal/mol σταθεροποίησης. Επειδή οι δεσµοί 

υδρογόνου είναι ανιχνεύσιµοι µόνο πάνω από µια συγκεκριµένη απόσταση και λίγες δοµές 

θερµoσταθερών πρωτεϊνών έχουν λυθεί σε αρκετά υψηλή ανάλυση, η µελέτη της 

συνεισφοράς των δεσµών υδρογόνου δεν έχει δώσει ακόµα απολύτως σαφή αποτελέσµατα 

(Vieille and Zeikus 2001), (Shirley, Stanssens et al. 1992). 
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Ιοντικά ζεύγη 
Τα ιοντικά ζεύγη συναντώνται σαν µηχανισµός σταθεροποίησης κυρίως στις 

υπερθερµόφιλες πρωτεΐνες και λιγότερο στις θερµόφιλες, ενώ απουσιάζουν από τις δοµές 

των µεσόφιλων µορίων (Karshikoff and Ladenstein 2001), αφού είναι ο µηχανισµός που 

προσδίδει σταθερότητα σε θερµοκρασίες υψηλότερες των 100 οC (Vetriani, Maeder et al. 

1998). Σε µελέτη της Τ4 λυσοζύµης, ένα µόνο ιοντικό ζεύγος υπολογίστηκε ότι προσφέρει 

3 έως 5 kcal/mol σταθεροποίησης (Anderson, Becktel et al. 1990). 

Προλίνες και µείωση της εντροπίας αποδιάταξης 
Σε παλαιότερη µελέτη των Matthews et al. (Matthews, Nicholson et al. 1987) προτάθηκε 

ότι οι πρωτεΐνες µπορούν να σταθεροποιηθούν µέσω της µείωσης της εντροπίας 

αποδιάταξής τους. Στην αποδιεταγµένη κατάσταση, η γλυκίνη είναι το αµινοξύ µε τη 

µεγαλύτερη εντροπία. Αντιθέτως, η προλίνη που µπορεί να πάρει µόνο λίγες διαµορφώσεις 

και παράλληλα περιορίζει τις διαµορφώσεις που µπορεί να υιοθετήσει και το γειτονικό σε 

αυτή αµινοξύ, είναι εκείνη µε τη χαµηλότερη εντροπία. Έτσι, η αντικατάσταση της 

γλυκίνης µε οποιοδήποτε άλλο αµινοξύ και η αντικατάσταση οποιουδήποτε αµινοξέος µε 

προλίνη µειώνει την εντροπία της αποδιεταγµένης πρωτεϊνικής µορφής και κατά επέκταση 

σταθεροποιεί την πρωτεΐνη µε την προϋπόθεση ότι οι µεταλλάξεις αυτές δεν εισάγουν 

κάποιου άλλου είδους «καταπόνηση» στη δοµή του µορίου. Αυτές οι µεταλλαξιγένεσεις 

εφαρµόστηκαν µετέπειτα σε πολλές περιπτώσεις και οδήγησαν σε πρωτεϊνική 

σταθεροποίηση, επιβεβαιώνοντας τη θεωρία (Eijsink, Vriend et al. 1993),(Hardy, Vriend et 

al. 1993). 

Ενδο-υποµοναδικές αλληλεπιδράσεις 
Κατά τη µελέτη πολλών πρωτεϊνικών δοµών έχουν προταθεί οι ενδο-υποµοναδικές 

αλληλεπιδράσεις ως σηµαντικός µηχανισµός σταθεροποίησης. Η πιο ισχυρή πειραµατική 

ένδειξη όµως που επιβεβαιώνει αυτή τη θεωρία προέκυψε από τη µελέτη των γλουταµικών 

αφυδρογονασών από τους οργανισµούς P. kodakaraensis και T. litoralis. Ενώ τα δύο αυτά 

ένζυµα εµφανίζουν 87 % οµολογία, το πρώτο παρουσιάζει 16 φορές µεγαλύτερη 

θερµοσταθερότητα στους 104 οC από ότι το δεύτερο. Στη µελέτη παρατηρήθηκε ότι το 

δίκτυο των ιοντικών ζευγών µεταξύ των πρωτεϊνικών υποµονάδων ήταν µειωµένο στο 

λιγότερο θερµοσταθερό ένζυµο. Με την εισαγωγή κατάλληλων µεταλλάξεων που 

αποκαθιστούσαν τα υπολειπόµενα ιοντικά ζεύγη, αυξήθηκε η θερµοσταθερότητα της 

λιγότερο σταθερής πρωτεΐνης, αποδεικνύοντας ότι οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ των 

υποµονάδων µιας πρωτεΐνης αποτελούν σηµαντικό µηχανισµό θερµοσταθεροποίησης. 

(Vetriani, Maeder et al. 1998) 
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Εκτόνωση δοµικών «τάσεων» 
Τα αµινοξέα που σχηµατίζουν αριστερόστροφες έλικες έχουν οριακή δοµική σταθερότητα 

και συνήθως σταθεροποιούνται από ενδοµοριακές, µη οµοιοπολικές αλληλεπιδράσεις. Η 

«στενή» επαφή του β-άνθρακα και του καρβονυλικού οξυγόνου στη δοµή του αµινοξέος 

µε αριστερόστροφη διαµόρφωση έλικας δηµιουργεί τοπικά µια ισχυρή τάση στη δοµή της 

πρωτεΐνης. Για το λόγο αυτό, στις θερµοσταθερές και ειδικά στις υπερθερµοσταθερές 

πρωτεΐνες, τα αµινοξέα αυτά (αµινοξέα εκτός της γλυκίνης που υιοθετούν αριστερόστροφη 

ελικοειδή διαµόρφωση) αντικαθίστανται µε άλλα που δεν εισάγουν τάσεις στη δοµή της 

πρωτεΐνης που θα µπορούσαν να οδηγήσουν στην αποσταθεροποίηση της. Επίσης, στις α-

έλικες, αµινοξέα µε µικρή τάση σχηµατισµού έλικας, συνήθως αντικαθίστανται από 

αµινοξέα µε υψηλή τάση. Τέτοιου είδους αντικαταστάσεις συνήθως συµβαίνουν όταν οι 

πλευρικές αλυσίδες ενός αµινοξέος δεν «ακολουθούν» την α-ελικοειδή διαµόρφωση. 

Χαρακτηριστικό παράδειγµα είναι η παρουσία γλυκίνης στο καρβόξυ-τελικό άκρο της α-

έλικας, µιας και το συγκεκριµένο αµινοξύ στερείται πλευρικών αλυσίδων και έτσι έχει τη 

δυνατότητα να υιοθετεί αριστερόστροφη ελικοειδή διαµόρφωση, ενώ ταυτόχρονα το 

καρβονυλικό οξυγόνο της κύριας αλυσίδας του µπορεί να σχηµατίσει δεσµό υδρογόνου µε 

τα µόρια του διαλύτη. (Vieille and Zeikus 2001), (Kawamura, Kakuta et al. 1996) 

«Αγκίστρωση» των ελεύθερων άκρων  
Τα ελεύθερα τελικά άκρα καθώς και οι βρόχοι µιας πρωτεΐνης είναι τα σηµεία όπου 

συσσωρεύονται τα περισσότερα χαρακτηριστικά που προσδίδουν θερµοσταθερότητα, 

καθώς είναι τα πιο ευάλωτα στην αποσταθεροποίηση. Έτσι, στις θερµοσταθερές πρωτεΐνες, 

τα άκρα και οι βρόχοι «αγκιστρώνονται» στο κύριο σώµα της πρωτεΐνης µέσω δεσµών 

υδρογόνου, ιοντικών ζευγών και υδροφοβικών αλληλεπιδράσεων. (Vieille and Zeikus 

2001) 

Πρόσδεση µετάλλων 
Τα προσδεδεµένα µέταλλα αποτελούν έναν ευρέως αποδεκτό και πολυµελετηµένο 

µηχανισµό σταθεροποίησης των πρωτεϊνών. Ένα από τα στοιχεία που επιβεβαιώνουν τη 

συνεισφορά τους στη θερµοσταθεροποίηση είναι το γεγονός ότι ενώ βρίσκονται 

προσδεδεµένα στις δοµές θερµόφιλων ενζύµων, απουσιάζουν από τη δοµή των µεσόφιλων 

οµολόγων τους. Για παράδειγµα, η φερεδοξίνη του Sulfolobus sp. φέρει ένα επιπλέον 

κοµµάτι 40 αµινοξέων στο αµινοτελικό της άκρο, το οποίο συνδέεται µε τον πρωτεϊνικό 

πυρήνα µέσω µιας περιοχής πρόσδεσης ψευδαργύρου. Αυτή η δοµή απουσιάζει από τα 

οµόλογα βακτηριακά πρωτεϊνικά µόρια αλλά είναι διατηρηµένα σε όλα τα θερµόφιλα 

οξεόφιλα στελέχη. Περαιτέρω µελέτες έδειξαν ότι η «διαγραφή» της συγκεκριµένης 
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πρωτεϊνικής  περιοχής ή η αφαίρεση του µετάλλου επηρέασαν αρνητικά τη 

θερµοσταθερότητα του µορίου αφήνοντας ανέπαφη την καταλυτική του δράση. (Kojoh, 

Matsuzawa et al. 1999, Vieille and Zeikus 2001) 

Μέτα-µεταφραστικές τροποποιήσεις 
Η γλυκοζυλίωση των πρωτεϊνών είναι κοινό χαρακτηριστικό των ενζύµων που προέρχονται 

και παράγονται από τους ευκαριωτικούς οργανισµούς. Επίσης, κάποια βακτηριακά 

εξωκυτταρικά ένζυµα γλυκοζυλιώνονται. Λίγα όµως είναι τα παραδείγµατα 

θερµοανθεκτικών πρωτεϊνών µε τέτοιες µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις, και από όσα 

γνωρίζουµε µέχρι σήµερα φαίνεται ότι αυτά τα ένζυµα διατηρούν τις καταλυτικές και 

βιοχηµικές ιδιότητες τους όταν παράγονται ετερόλογα σε βακτηριακά κύτταρα. Σε κάποιες 

µελέτες όπου χρησιµοποιήθηκαν πρωτεΐνες ευκαρυωτικών κυττάρων δείχθηκε ότι η 

γλυκοζυλίωση µπορεί να προσδώσει θερµοσταθερότητα µιας και µειώνει την τάση των 

µορίων να δηµιουργούν συσσωµατώµατα κατά τη θερµική αποδιάταξή τους. (Jaenicke 

1998, Vieille and Zeikus 2001) 

Εξωγενείς παράγοντες 
Πέρα από τους ενδοµοριακούς µηχανισµούς και τις πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις που 

µπορούν να προσδώσουν θερµοσταθερότητα σε µια πρωτεΐνη και συζητήθηκαν 

προηγουµένως, υπάρχουν και εξωγενείς παράγοντες που επηρεάζουν τη σταθερότητα ενός 

πρωτεϊνικού µορίου. Αυτό ισχύει περισσότερο για τις ενδοκυτταρικές πρωτεΐνες, µιας και 

τα εξωκυτταρικά πρωτεϊνικά µόρια φέρουν τη θερµοσταθερότητα στα χαρακτηριστικά της 

δοµής τους. Έτσι, µια πρωτεΐνη µπορεί να καθίσταται σταθερή µέσω εσωκυτταρικών 

παραγόντων όπως τα άλατα, οι υψηλές πρωτεϊνικές συγκεντρώσεις, τα συνένζυµα, τα 

υποστρώµατα, οι πολυαµίνες, ή ακόµα και µέσω περιβαλλοντικών συνθηκών όπως η πίεση. 

(Vieille and Zeikus 2001) 

 

 
1.2.2 Στρατηγικές επιλογής και ανάπτυξης θερµοανθεκτικών ενζύµων 
 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί σε προηγούµενα κεφάλαια, οι ιδιότητες των θερµοσταθερών και 

γενικότερα των «ανθεκτικών» ενζύµων επιτρέπουν τη βιοµηχανική χρήση τους σε υψηλές 

θερµοκρασίες. Παράλληλα επιτρέπουν τη διεξαγωγή των αντιδράσεων µε µεγαλύτερους 

ρυθµούς, µειώνουν τον κίνδυνο επιµολύνσεων, µειώνουν το κόστος άντλησης λόγω 

µείωσης του ιξώδους κ.α. Για τους λόγους αυτούς, η σταθερότητα των πρωτεϊνών που 

προορίζονται για βιοµηχανική χρήση είναι ύψιστης σηµασίας µιας και προκαθορίζει την 
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οικονοµική βιωσιµότητα των ενζυµικών διεργασιών και κατ’ επέκταση το κατά πόσο 

καθίσταται εφικτή η αντικατάσταση των συµβατικών χηµικών µεθόδων από αυτές. Είναι 

λοιπόν φανερό ότι η σταθερότητα των ενζύµων κατέχει τόσο οικονοµικές όσο και 

περιβαλλοντικές προεκτάσεις και για το λόγο αυτό έχει αποτελέσει το επίκεντρο της 

βιοτεχνολογικής έρευνας τα τελευταία χρόνια. Για την ανακάλυψη νέων βιοκαταλυτών 

αυξηµένης σταθερότητας έχουν αναπτυχθεί διαφορετικές µέθοδοι που βασίζονται είτε στην 

αποµόνωση τους από τη φύση είτε στο σχεδιασµό νέων ενζύµων  Παρακάτω παρατίθενται 

αναλυτικότερα τα χαρακτηριστικά αυτών των στρατηγικών. 

Κλασσική µικροβιολογική προσέγγιση 
Μια στρατηγική αποµόνωσης πρωτεϊνών ικανών να δράσουν σε «ακραίες» συνθήκες είναι 

η αποµόνωση και η µελέτη οργανισµών, που µέσω της Δαρβινικής φυσικής επιλογής έχουν 

εξελιχθεί ώστε να επιβιώνουν σε ακραία περιβάλλοντα. Έτσι, σε οικοσυστήµατα όπως οι 

θερµοπηγές, τα θερµά ρεύµατα και οι ηφαιστιογενείς περιοχές που η ζωή (κυρίως αρχαία 

και βακτήρια) έχει προσαρµοστεί σε ακραίες συνθήκες, υπάρχει ένας γενετικός πλούτος 

στον οποίο περιέχονται γονίδια που κωδικοποιούν ένζυµα ανθεκτικά στις υψηλές 

θερµοκρασίες. Ακολουθώντας αυτή την απλή συλλογιστική, οι πρώτες προσπάθειες των 

επιστηµόνων επικεντρώθηκαν στη καλλιέργεια των οργανισµών από τα ακραία 

περιβάλλοντα και τη µελέτη που πρωτεϊνικού τους προφίλ. Σύντοµα όµως έγινε αντιληπτό 

ότι µε την προσέγγιση αυτή αγνοείται ένα τεράστιο κοµµάτι της βιοποικιλότητας µιας και 

το 99% των οργανισµών δε µπορούν να καλλιεργηθούν στο εργαστήριο µε τις κλασσικές 

µικροβιολογικές µεθόδους (Lorenz, Liebeton et al. 2002). 

Μεταγονιδιωµατική προσέγγιση 
 Τη λύση στο πρόβληµα των κλασσικών µικροβιολογικών προσεγγίσεων για την 

ανακάλυψη ακραιόφιλων βιοκαταλυτών, σύµφωνα µε το οποίο µόνο το 1% των 

οργανισµών µπορούν να καλλιεργηθούν στο εργαστήριο, ήρθε να δώσει η 

µεταγονιδιωµατική προσέγγιση, η αποµόνωση δηλαδή και η µελέτη του συνόλου του 

γενετικού υλικού ενός ενδιαιτήµατος χωρίς τη µεσολάβηση της καλλιέργειας των 

οργανισµών που ζουν σε αυτό (Handelsman 2004). Μια συµπληρωµατική µέθοδος που 

χρησιµοποιείται ευρέως για τον εµπλουτισµό του προς αποµόνωση µεταγονιδιωµατικού 

υλικού σε γονίδια µε επιθυµητή ενζυµική λειτουργία, είναι η εισαγωγή του αντίστοιχου 

ενζυµικού υποστρώµατος στο υπό εξέταση ενδιαίτηµα και η συλλογή του γενετικού υλικού 

των οργανισµών που αναπτύχθηκαν σε αυτό. 
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• Βιοπληροφορική ανάλυση µεταγονιδιωµατικών δεδοµένων (bioinformatic 

screening) 

 
Η ανάπτυξη της τεχνολογίας αλληλούχισης του DNA έδωσε πρόσβαση στον τεράστιο 

όγκο γενετικής πληροφορίας που περιέχεται στην συντριπτική πλειοψηφία των 

µικροβιακών πληθυσµών που δε µπορούν να καλλιεργηθούν στο εργαστήριο, και 

επέτρεψε τη βιοπληροφορική ανάλυση τους. Με συγκριτικές µεθόδους ανάλυσης της 

οµολογίας γνωστών ενζύµων και άγνωστων αλληλουχιών και µε χρήση άλλων 

εργαλείων που αναπτύχθηκαν προς αυτή την κατεύθυνση, έγινε δυνατός ο εντοπισµός 

ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης που πιθανώς κωδικοποιούν ενεργά ένζυµα. Το κύριο 

µειονέκτηµα της βιοπληροφορικής ανάλυσης είναι το ότι βασίζεται στην οµοιότητα µε 

γνωστές αλληλουχίες, κάτι που περιορίζει την ανακάλυψη πρωτεϊνών µε εντελώς 

διαφορετικές αλληλουχίες και κατ’ επέκταση και λειτουργίες. Παρόλα αυτά, η σάρωση 

υπερυψηλού ρυθµού απόδοσης (high throughput screening) µεταγονιδιωµατικών 

δεδοµένων αποτελεί ένα ισχυρό εργαλείο της βιοτεχνολογίας και έχει δώσει πολλά 

επιτυχηµένα αποτελέσµατα. Ένα από τα χαρακτηριστικότερα είναι αυτό των Graham 

et al. οι οποίοι, χρησιµοποιώντας τη µέθοδο του εµπλουτισµού, που αναφέραµε 

νωρίτερα, σε άµορφη κρυσταλλική κυτταρίνη, αποµόνωσαν από το µεταγονιδιωµατικό 

υλικό ενός γεωθερµικού οικοσυστήµατος θερµοκρασίας 90 οC, µια κυτταρινάση ικανή 

να υδρολύει την αδιάλυτη κυτταρίνη σε βέλτιστη θερµοκρασίας δράσης τους 109 οC 

και µε χρόνο ηµιζωής στο σηµείο βρασµού τις 5 ώρες (Graham, Clark et al. 2011). Και 

στην παρούσα διατριβή, όπως θα δούµε παρακάτω, εφαρµόζοντας βιοπληροφορική 

σάρωση των δεδοµένων αλληλούχισης του µεταγονιδιωµατικού υλικού προερχόµενο 

από Ισλανδική θερµοπηγή αποµονώθηκε µια θερµοσταθερή ενδο-κυτταρινάση µε 

βιοχηµικά χαρακτηριστικά που την καθιστούν ενδιαφέρουσα για βιοτεχνολογική 

χρήση (Zarafeta, Kissas et al. 2016). 

 

• Ιn vivo λειτουργική σάρωση υπερυψηλού ρυθµού απόδοσης µεταγονιδιωµατικών 

βιβλιοθηκών έκφρασης (High-throughput Functional screening of metagenomic 

expression libraries) 

Πέρα από τη βιοπληροφορική ανάλυση των δεδοµένων αλληλούχισης, το 

µεταγονιδιωµατικό υλικό µπορεί να πεπτεί τυχαία και τα προκύπτοντα θραύσµατα 

DNA να εισαχθούν σε κατάλληλο φορέα βακτηριακής έκφρασης. Με τον τρόπο αυτό, 

δηµιουργείται µια µεταγονιδιωµατική βιβλιοθήκη έκφρασης που µπορεί να 
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χρησιµοποιηθεί για το µετασχηµατισµό βακτηριακών ξενιστών και να παραχθεί ένα 

σύνολο ετερόλογων πρωτεϊνών µέσα στο οποίο ενδέχεται να περιέχονται λειτουργικά 

ένζυµα µε την επιθυµητή δράση. Η πιθανότητα ανακάλυψης τέτοιων γονιδίων 

εξαρτάται από πολλούς παράγοντες, αναπόσπαστα συνδεδεµένους. Αυτοί 

περιλαµβάνουν το σύστηµα φορέα έκφρασης-ξενιστή, το µέγεθος του γονιδιακού 

θραύσµατος καθώς και το πλήθος του στο µεταγονιδιωµατικό δείγµα, την ευαισθησία 

της µεθόδου επιλογής, καθώς και την αποτελεσµατικότητα του συστήµατος 

ετερόλογης έκφρασης. Η συχνότερη στρατηγική είναι η χρήση του E. coli ως 

οργανισµού έκφρασης που αναπτύσσεται σε τρυβλία µε άγαρ όπου περιέχεται το 

υπόστρωµα της ενζυµικής δράσης η οποία στοχεύεται και ένας «δείκτης» ενζυµικής 

ενεργότητας που καθιστά ευδιάκριτη την αποικία την οποία παράγει ενεργό ένζυµο 

(Uchiyama and Miyazaki 2009). Η in vivo λειτουργική σάρωση υπερυψηλού ρυθµού 

απόδοσης των µεταγονιδιωµατικών βιβλιοθηκών έκφρασης έχει επιφέρει σειρά 

επιτυχηµένων αποτελεσµάτων µεταξύ αυτών και θερµοσταθερές εστεράσες και 

κυτταρινάσες (Zhu, Li et al. 2013),(Voget, Steele et al. 2006),(Rhee, Ahn et al. 

2005),(Alvarez, Paiva et al. 2013),(Tirawongsaroj, Sriprang et al. 2008).  

 

Και σε αυτή τη διατριβή, όπως θα δούµε παρακάτω, παρουσιάζεται η ανακάλυψη και ο 

χαρακτηρισµός µια υπερθερµόφιλης εστεράσης η οποία αποµονώθηκε µέσω in vivo 

λειτουργικής σάρωσης µεταγονιδιωµατικής βιβλιοθήκης έκφρασης που προέκυψε από το 

γενετικό υλικό θερµοπηγής της περιοχής Γιουνάν της Κίνας (Zarafeta, Szabo et al. 2016). 

 

Πρωτεϊνική µηχανική (protein engineering) 
Η πρωτεϊνική µηχανική προέκυψε ως αποτέλεσµα της επανάστασης που έφερε στο χώρο 

της βιοτεχνολογίας η πρόοδος της τεχνολογίας του ανασυνδυασµένου DNA, µέσω της 

οποίας έγινε εφικτή η παρέµβαση στη γονιδιακή αλληλουχία. Καθότι τα χαρακτηριστικά 

ενός ενζύµου που το καθιστούν ικανό να δράσει σε ένα βιοµηχανικό περιβάλλον είναι πολύ 

διαφορετικά από εκείνα που εξελικτικά έχουν προκύψει στις εκ φύσεως ακραιόφιλες 

πρωτεΐνες, οι βιοτεχνολόγοι χρησιµοποιούν τα παρακάτω εργαλεία της πρωτεϊνικής 

µηχανικής ώστε να «σχεδιάσουν» νέους βιοµηχανικούς βιοκαταλύτες: 

 

• Ορθολογικός πρωτεϊνικός σχεδιασµός (rational protein design) 

Οι πρώτες εφαρµογές στοχευµένης µεταλλαξιγένεσης ολιγονουκλεοτιδίων µε στόχο τη 

µελέτη της πρωτεϊνικής λειτουργίας έγιναν το 1982 από τους Winter et al. (Winter, 
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Fersht et al. 1982) οι οποίοι µελέτησαν µεταλλάξεις της τυροσυλ-tRNA συνθετάσης. 

Ο «ορθολογικός πρωτεϊνικός σχεδιασµός» βασίζεται στη χρήση γενετικών 

µεταλλάξεων µε σκοπό τη µετατροπή της πρωτεϊνικής αλληλουχίας του υπό µελέτη 

γονιδίου. Η εισαγωγή αυτών των µεταλλάξεων µπορεί να γίνει είτε µε εισαγωγή 

«σηµειακών» µεταλλάξεων (localized mutagenesis) είτε µε κατευθυνόµενη τοπική 

µεταλλαξιγένεση (site-directed mutagenesis) είτε µε τη σύνθεση ολόκληρου τoυ 

µεταλλαγµένου γονιδίου. Μέσω της αποµόνωσης και της µελέτης των εκ φύσεως υπερ-

σταθερών πρωτεϊνών, συγκεντρώνονται πληροφορίες που συµβάλουν στην κατανόηση 

των µηχανισµών της πρωτεινικής σταθεροποίησης, κάτι που αποτέλεσε τη βάση για 

τον «ορθολογικό πρωτεϊνικό σχεδιασµό». Για πολλούς από τους µοριακούς 

µηχανισµούς σταθεροποίησης των πρωτεϊνών που περιγράψαµε στο προηγούµενο 

κεφάλαιο, έχουν γίνει προσπάθειες να «αναπαραχθούν» µέσω δηµιουργίας 

µεταλλάξεων ώστε να προκύψουν σταθερότεροι βιοκαταλύτες. Τα µεγαλύτερα 

ποσοστά επιτυχίας ανήκουν στην προσοµοίωση των µηχανισµών όπως η «εντροπική 

σταθεροποίηση» µε την εισαγωγή προλινών και δισουλφιδικών γεφυρών (Κεφάλαιο 

1.2.1) (Eijsink, Bjørk et al. 2004). Παρά το γεγονός ότι ο πρωτεϊνικός σχεδιασµός είναι 

µια µέθοδος βασισµένη στην εκλογίκευση και την εφαρµογή των πληροφοριών 

σχετικά µε τους µηχανισµούς σταθεροποίησης που συλλέγονται µέσω της ανακάλυψης 

και της µελέτης της τρισδιάστατης δοµής όλο και περισσότερων θερµοσταθερών 

πρωτεϊνών, σχετικά λίγα είναι τα παραδείγµατα µελετών που µέσω αυτής της 

στρατηγικής οδήγησαν στη δηµιουργία σταθερότερων ενζύµων. Το γεγονός αυτό 

οφείλεται στην πολυπλοκότητα των µηχανισµών που δεν καθιστούν δυνατή την 

«εκλογίκευση» των «παρεµβάσεων» στην πρωτεϊνική αλληλουχία που µπορούν να 

οδηγήσουν σε αυξηµένη σταθερότητα διατηρώντας παράλληλα την καταλυτική 

ικανότητα της πρωτεΐνης (Nemeth, Kamondi et al. 2002). Αυτό συµβαίνει γιατί οι 

ιδιότητες µιας πρωτεΐνης δεν εντοπίζονται σε µεµονωµένες θέσεις λίγων αµινοξέων 

αλλά αποτελούν τη «συνισταµένη» πολλών αλληλουχικών στοιχείων της πρωτεΐνης. 

Ακόµα και όταν µεγάλες λειτουργικές αλλαγές µπορούν να επιτευχθούν µε την 

αντικατάσταση µόνο λίγων αµινοξέων, συνήθως είναι πολύ δύσκολο έως ακατόρθωτο 

να εντοπιστούν οι συγκεκριµένες µεταλλάξεις που απαιτούνται για αυτό. Για αυτό, 

µέχρι και σήµερα τα παραδείγµατα όπου ο ορθολογικός πρωτεϊνικός σχεδιασµός 

επέφερε επιτυχηµένα αποτελέσµατα περιορίζονται σε πολύ καλά µελετηµένες 

πρωτεΐνες µε καταλυτικούς µηχανισµούς πλήρως κατανοητούς (Zhang, Himmel et al. 

2006).  
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Τα ένζυµα στα οποία εστιάζουµε σε αυτή τη διατριβή, όπως οι κυτταρινάσες και οι 

εστεράσες, δεν ανήκουν σε αυτή την κατηγορία, για αυτό και δεν υπάρχει στη βιβλιογραφία 

πολύ µεγάλο πλήθος ανάλογων παραδειγµάτων επιτυχούς πρωτεϊνικού σχεδιασµού.  

 

• Κατευθυνόµενη εξέλιξη πρωτεϊνών (directed evolution) 

Η «κατευθυνόµενη εξέλιξη» των πρωτεϊνών προς τη δηµιουργία νέων και βελτιωµένων 

βιοκαταλυτών, είναι µια τεχνολογία που στη διάρκεια των τελευταίων δεκαετιών ήρθε 

να αντικαταστήσει τον «ορθολογικό πρωτεϊνικό σχεδιασµό» απαλείφοντας κάποια από 

τα µειονεκτήµατα του στα οποία και αναφερθήκαµε νωρίτερα. Η «κατευθυνόµενη 

εξέλιξη» στηρίζεται σε ένα πρωτόκολλο δύο σταδίων κατά το οποίο αρχικά 

δηµιουργείται µια βιβλιοθήκη «µοριακής ποικιλότητας» µιας πρωτεΐνης µέσω τυχαίας 

µεταλλαξιγένεσης και in vitro ανασυνδυασµού, και στη συνέχεια, µέσω σάρωσης, 

επιλέγονται τα µέλη εκείνα της βιβλιοθήκης που παρουσιάζουν βελτιωµένα 

χαρακτηριστικά ως προς το φαινότυπο που εξετάζεται (Lutz 2010). Οι βασικές 

προϋποθέσεις για την επιτυχία των πειραµάτων κατευθυνόµενης εξέλιξης είναι τρείς. Η 

πρώτη είναι η επιλογή ενός συµβατού συστήµατος έκφρασης των γονιδιακών 

βιβλιοθηκών όπου και γίνεται η παραγωγή των λειτουργικών πρωτεϊνικών µορίων από 

τους ξενιστές. Η δεύτερη σηµαντική προϋπόθεση είναι η ύπαρξη ενός γρήγορου τρόπου 

σάρωσης και επιλογής (screen) του φαινοτύπου υπό εξέταση και η τρίτη είναι η ύπαρξη 

µιας καλής στρατηγικής ανάλυσης των πρωτεϊνικών διαµορφώσεων (Kuchner and 

Arnold 1997). Οι µέθοδοι που µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την εισαγωγή 

µεταλλάξεων στο γονίδιο και κατ’ επέκταση στην πρωτεΐνη της οποίας τα 

χαρακτηριστικά υπόκεινται σε βελτίωση είναι είτε χηµικές είτε βιοχηµικές είτε 

συνδυασµός των δύο. Μια από τις πιο επιτυχηµένες είναι η µεταλλαξιγένεση µέσω 

αντιγραφής του γονιδίου µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης µε επιρρέπεια στα λάθη 

(error-prone PCR). Επειδή όµως ακόµα και οι πολυµεράσες µε χαµηλή ακρίβεια στη 

αντιγραφή είναι πολύ ακριβείς για να παράξουν µια βιβλιοθήκη µεταλλαξιγένεσης 

ικανοποιητικής ποικιλότητας, η εισαγωγή «λαθών» συνήθως υποβοηθάται χηµικά µε 

την εισαγωγή προσθέτων στην αντίδραση όπως Mn2+
 αντί του συµπαράγοντα Mg2+ είτε 

βιοχηµικά µέσω της εισαγωγής εσκεµµένα δυσανάλογης συγκέντρωσης νουκλεοτιδίων 

(dNTPs). Επίσης, µια από τις πιο διαδεδοµένες µεθόδους δηµιουργίας βιβλιοθηκών 

µεταλλαξιγένεσης είναι αυτή της «αναδιοργάνωσης» του DNA (DNA shuffling). Η in 

vitro αυτή µέθοδος στηρίζεται στον οµόλογο ανασυνδυασµό ενός συνόλου 
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µεταλλαγµένων γονιδιακών θραυσµάτων που έχουν προκύψει µε τυχαία πέψη και την 

επανένωση τους µέσω αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (Stemmer 1994). Στη 

βιβλιογραφία υπάρχουν αρκετά παραδείγµατα όπου µε τη χρήση της «κατευθυνόµενης 

εξέλιξης» επιτεύχθηκε η αύξηση της θερµοσταθερότητας ενζύµων όπως κυτταρινάσες 

και εστεράσες. Οι Wu και Arnold σε µια πρόσφατη µελέτη τους αύξησαν τη 

θερµοσταθερότητα µια χιµαιρικής κυτταρινάσης χρησιµοποιώντας τυχαία 

µεταλλαξιγένεση και ανασυνδυασµό των «ωφέλιµων» µεταλλάξεων (Wu and Arnold 

2013). Και οι Giver et al., χρησιµοποιώντας τις µεθόδους της «κατευθυνόµενης 

πρωτεϊνικής εξέλιξης» κατάφεραν να αυξήσουν τη θερµοσταθερότητα µιας µεσόφιλης 

εστεράσης κατά 14 oC, χωρίς να επηρεάσουν την καταλυτική της ικανότητα σε 

χαµηλότερες θερµοκρασίες, καταλήγοντας στο συµπέρασµα ότι, εκτός εάν οι δυο 

ιδιότητες υπόκεινται σε φυσική επιλογή, η «εξέλιξη» της θερµοσταθερότητας µε την 

εισαγωγή µιας µετάλλαξης γίνεται σε βάρος της καταλυτικής ενεργότητας σε χαµηλές 

θερµοκρασίες ανεξάρτητα από το γεγονός εάν είναι αντιστρόφως συσχετισµένες ή 

καθόλου συσχετισµένες. (Giver, Gershenson et al. 1998). 

 

 
Εικόνα 1.6: Στρατηγικές πρωτεϊνικής µηχανικής. Αριστερά παρουσιάζεται σχηµατικά η προσέγγιση 
του ορθολογικού σχεδιασµού ενώ δεξιά η προσέγγιση της κατευθυνόµενης εξέλιξης (Rao 2008). 
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 1.3 Ανακάλυψη και χαρακτηρισµός νέων θερµοανθεκτικών υδρολασών- 
Πλαίσιο εργασίας της παρούσας διατριβής 
 

Όπως είδαµε στο προηγούµενο κεφάλαιο, υπάρχουν διάφορες στρατηγικές µέσω των 

οποίων µπορούν οι βιοτεχνολόγοι να επιτύχουν την εύρεση νέων θερµοανθεκτικών 

ενζύµων. Σε αυτή τη διατριβή, µε την εφαρµογή in silicο ή in vivo σάρωσης υπερυψηλής 

απόδοσης επιλέχθηκαν γονίδια-στόχοι που µετά από την ετερόλογη έκφραση τους σε 

κύτταρα E. coli και την αποµόνωση των νέων πρωτεϊνών που κωδικοποιούν, οδήγησαν 

στην ανακάλυψη και τον χαρακτηρισµό νέων θερµοανθεκτικών υδρολασών. Η προσέγγιση 

που ακολουθήθηκε ήταν κυρίως µεταγονιδιωµατική και απεικονίζεται σχηµατικά στην 

Εικόνα 1.7.  

Μέσω αυτής της προσέγγισης, σε αυτή τη διατριβή επιτεύχθηκε η ανακάλυψη και ο 

χαρακτηρισµός τριών νέων θερµοσταθερών υδρολασών, της ενδογλουκανάσης CelDZ1, 

της εστεράσης EstDZ2 και της εστεράσης EstDZ3. Οι µελέτες αυτές πραγµατοποιήθηκαν 

στο πλαίσιο της διεθνούς κοινοπραξίας Hotzyme «Systematic screening for novel 

hydrolases from hot environments», που συστάθηκε µε στόχο την ανακάλυψη νέων, 

θερµοανθεκτικών υδρολασών µε βιοµηχανικό ενδιαφέρον. Στο πρόγραµµα συµµετείχαν 

ακαδηµαϊκά ιδρύµατα από όλο τον κόσµο αλλά και δυο από τις σηµαντικότερες εταιρείας 

βιοτεχνολογίας και βιοµηχανικής τεχνολογίας, η Novozymes και η Sigma-Aldrich. Ο 

επιµερισµός των εργασιών ανάµεσα στα µέλη της κοινοπραξίας φαίνεται στο 

οργανόγραµµα της Εικόνας 1.8, στο κέντρο του οποίου βρίσκεται το πακέτο εργασίας του 

οποίου µέρος αποτελεί αυτή η διατριβή. 

 
Εικόνα 1.7: Διάγραµµα ροής των πειραµατικών διαδικασιών της παρούσας διατριβής µε στόχο τον 
εντοπισµό και το χαρακτηρισµό νέων θερµοανθεκτικών υδρολασών από µεταγονιδιωµατικά δείγµατα. 
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Όπως αναφέρθηκε νωρίτερα, η προσέγγιση που ακολουθήθηκε για τον εντοπισµό 

νέων βιοτεχνολογικά αξιοποιήσιµων βιοκαταλυτών ήταν µεταγονιδιωµατική και έτσι το 

πρώτο πακέτο εργασίας αφορούσε τη συλλογή των µεταγονιδιωµατικών δειγµάτων από 

ακραία ενδιαιτήµατα, τα οποία σε δεύτερη φάση και µετά την αλληλούχιση τους ή τη 

δηµιουργία βιβλιοθηκών έκφρασης έρχονταν στα χέρια µας µε σκοπό να σαρωθούν είτε 

βιοπληροφορικά είτε λειτουργικά. Όπως φαίνεται στην Εικόνα, τα σηµεία δειγµατοληψίας 

ήταν πολλά και ποικίλα σε µορφή και συνθήκες αφού περιλάµβαναν θερµοπηγές, 

ηφαιστιογενείς περιοχές, θερµά υποθαλάσσια ρεύµατα, κοιτάσµατα πετρελαίου κ.α. Όλα 

τα ενδιαιτήµατα είχαν φυσικά ως κοινό χαρακτηριστικό την υψηλή θερµοκρασία αλλά 

κάποια από αυτά παρουσίαζαν και άλλες ακραίες συνθήκες όπως πολύ χαµηλό pH και 

υψηλή πίεση. Η δειγµατοληψία πραγµατοποιούνταν είτε απευθείας είτε µετά από in situ 

εµπλουτισµό σε συγκεκριµένα υποστρώµατα των οποίων την αποικοδόµηση στοχεύουν οι 

υδρολάσες που µας ενδιέφεραν.  

 
Εικόνα 1.8: Οργανόγραµµα και συνεργάτες της κοινοπραξίας Hotzyme στο πλαίσιο της οποίας 
πραγµατοποιήθηκε η παρούσα διατριβή. Τα πακέτα εργασίας WP5 (σάρωση δειγµάτων για τον 
εντοπισµό νέων ενζύµων) και WP6 (χαρακτηρισµός νέων ενζύµων) που έχουν σηµανθεί µε κόκκινο χρώµα 
στο οργανόγραµµα της εικόνας, είναι εκείνα στα οποία συνεισέφερε η παρούσα εργασία. 
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Εικόνα 1.9: Ενδιαιτήµατα από τα οποία έγινε συλλογή µεταγονιδιωµατικού υλικού στο πλαίσιο της 
κοινοπραξίας “Hotzyme”. 
 

 

Παρακάτω παρουσιάζονται ενδεικτικά κάποιες από τις µεταγονιδιωµατικές βιβλιοθήκες 

που δηµιουργήθηκαν στο πλαίσιο του Hotzyme µε βάση το µεταγονιδιωµατικό (ή 

γονιδιωµατικό) υλικό που συλλέχθηκε από τα παραπάνω σηµεία δειγµατοληψίας. 
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Εικόνα 1.10: Παραδείγµατα µεταγονιδιωµατικών βιβλιοθηκών που δηµιουργήθηκαν στο πλαίσιο της 
κοινοπραξίας Hotzyme. (A) Μεταγονιδιωµατικές βιβλιοθήκες το περιεχόµενο των οποίων αλληλουχήθηκε 
και προορίζονταν για βιοπληροφορική ανάλυση. (Β) Μεταγονιδιωµατικές βιβλιοθήκες έκφρασης οι οποίες 
προορίζονταν για in vivo λειτουργική σάρωση. 
  

  

 

 

Όνοµα 
βιβλιοθήκης 

Προέλευση 
DNA 

Τ (οC) 
 pH 

Υπόστρωµα 
εµπλουτισµο

ύ 
Φορέας 

Μέσο 
µέγεθος 
ένθετου 

DNA (kb) 

Θεωρητικός 
αριθµός 

διαφορετικώ
ν κλώνων 

CHv Θερµοπηγή, 
Ιικό κλάσµα 

82 οC 
όξινο - pRhamn 

4 75000 

CHc 
Θερµοπηγή, 
κυτταρικό 
κλάσµα 

82 οC 
όξινο - pRhamn 

6,3 33000 

Kam2410 Θερµοπηγή 85 οC, 
pH 5 PVA pHot7 

4 3000 

2312 Planctomycet
e 

55 οC, 
pH 7 

Διάφοροι 
πολυσακχαρί

τες 
pRhamn 

3 3000 

DXG Dictyoglomus 75 οC, 
pH 7 

Αραβικό 
κόµµι pHot7 

4 3400 

Όνοµα 
βιβλιοθήκης Σηµείο δειγµατοληψίας Τ (οC) 

 pH 
Μέθοδος 

αλληλούχισης 

Αριθµός βάσεων  που 
προέκυψαν από την 
αλληλούχιση (x106) 

RC-2 Εθνικό Πάρκο Yellowstone, 
ΗΠΑ (θερµοπηγή) 

85 οC, 
pH 10,2 Illumina  1302 

CH1102 Εθνικό Πάρκο Yellowstone, 
ΗΠΑ (θερµοπηγή) 

79,3 οC, 
pH 1,83 454 Titanium >1000 

Ch2_EY65S Yunnan, Κίνα (θερµοπηγή) 67 οC, 
pH 7 454 Titanium 1031 

Is3_13 Ισλανδία (θερµοπηγή) 90 οC, 
pH 3,5-4 Illumina 1005 

It_6 Pozzuolli, Ιταλία (θερµοπηγή) 76 οC, 
pH 3-3,5 Illumina 1006 

NGI_7 Adventsdalen, Νορβηγία 
(Πηγάδι εξόρυξης βάθους 404m) 134 oC 454 Titanium 454 

B 

Α 
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 Τα αποτελέσµατα της σάρωσης του µεταγονιδιωµατικού υλικού σαρώθηκαν 

βιοπληροφορικά µέσω της πλατφόρµας ANASTASIA που αναπτύχθηκε για το Hotzyme 

σε συνεργασία µε τη βιοπληροφορική οµάδα της Σχολής Χηµικών Μηχανικών του EMΠ 

και το εργαστήριο Μεταβολικής Μηχανικής και Βιοπληροφορικής του  Εθνικού Ιδρύµατος 

Ερευνών (Δρ. Αριστοτέλης Χατζηιωάννου)  (Ladoukakis, Pilalis et al. 2014) και θα 

περιγράφει αναλυτικότερα στο Κεφάλαιο 5.2.2. Μέσω αυτού του τύπου της ανάλυσης 

προέκυψαν τα δύο νέα ένζυµα CelDZ1 και EstDZ2 για τα οποία θα µιλήσουµε στο 

κεφάλαιο των αποτελεσµάτων. Όσον αφορά τις µεταγονιδιωµατικές βιβλιοθήκες έκφρασης 

όπως αυτές της Εικόνας 1.10Β, χρησιµοποιήθηκαν για in vivo λειτουργική σάρωση. 

Ανάλογα µε το πλήθος των κλώνων που περιείχαν που συνήθως εξαρτιόταν από το εάν 

είχαν προκύψει από ένα καθαρά µεταγονιδιωµατικό δείγµα ή από δείγµα εµπλουτισµού, η 

στρατηγική σάρωσης αποτελούνταν είτε από φαινοτυπική ανάλυση των αποικιών (Εικόνα 

1.11Α) είτε του κυτταρικού υλικού µεµονωµένων αποικιών (Εικόνα 1.11Β) σε τρυβλία 

επιλογής, όπως φαίνεται στην παρακάτω εικόνα. Τα υποστρώµατα που χρησιµοποιήθηκαν 

στα τρυβλία επιλογής ποικίλουν και περιλαµβάνουν τριβουτυρίνη, ελαιόλαδο/ροδαµίνη Β, 

Tween 40 /ροδαµίνη Β, πολυουρεθάνη/ροδαµίνη Β (για την ανίχνευση λιπολυτικών 

ενζύµων), ξυλάνη, RBB-ξυλάνη, AZCL-ξυλάνη (για την εύρεση ξυλανασών) καθώς και 

καρβοξυ-µεθυλο κυτταρίνη, σε συνδυασµό µε χρώση Congo Red, Azure-cellulose, AZCL-

HE-cellulose και κόµµι ξανθάνης για την εύρεση κυτταρινολυτικών και σχετικών ενζύµων 

Ενδεικτικά, κάποια από το τρυβλία επιλογής καθώς και οι αντίστοιχοι θετικοί φαινότυποι 

φαίνονται στο παρακάτω σχήµα. Μέσω της µεθόδου της λειτουργικής σάρωσης προέκυψε 

το τρίτο ένζυµο που συµπεριλαµβάνεται στα αποτελέσµατα αυτής της διατριβής, και 

περιγράφεται στο Κεφάλαιο 4. 

 

Στη διάρκεια αυτής της διατριβής χρησιµοποιήθηκαν διάφορες τεχνικές σάρωσης για 

ποικίλες ενζυµικές ενεργότητες σε πλήθος µεταγονιδιωµατικών βιβλιοθηκών. Παρακάτω 

παρουσιάζονται οι µελέτες εκείνες που ολοκληρώθηκαν επιτυχώς και οδήγησαν στην 

ανακάλυψη και στο χαρακτηρισµό νέων ενζύµων, καθώς και οι σχετικές τους µέθοδοι. 
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Εικόνα 1.11: Στρατηγικές in vivo λειτουργικής σάρωσης των µεταγονιδιωµατικών 
βιβλιοθηκών έκφρασης. (Α) Τρυβλία επιλογής ξυλανάσης, κυτταρινάσης και λιπάσης (από 
αριστερά προς τα δεξιά: RBB-ξυλάνη, CMC/Congo Red, ελαιόλαδο/ροδαµίνη) στα οποία 
περιέχεται και ο επαγωγέας της πρωτεϊνοσύνθεσης και διακρίνονται οι θετικοί υδρολυτικοί 
φαινότυποι (a) και οι αρνητικοί φαινότυποι (b) αποχρωµατισµού (RBB-ξυλάνη, CMC/Congo Red) 
και φθορισµού (ελαιόλαδο/ροδαµίνη) (Β) Στρατηγική σάρωσης όπου οι αποικίες της 
µεταγονιδιωµατικής βιβλιοθήκης εµπλουτισµού εµβολιάζονται από τρυβλίο ανάπτυξης σε πιάτο 
πολλαπλών θέσεων όπου περιέχεται υγρό ανάπτυξης και επαγωγέας έκφρασης. Παράλληλα 
δηµιουργείται ένα πιάτο/αντίγραφο όπου δεν περιέχεται επαγωγέας. Αφού οι καλλιέργειες 
αναπτυχθούν, γίνεται διάτρηση των κυττάρων στο πιάτο επαγωγής και το κυτταρικό υλικό 
εναποτίθεται σε τρυβλίο επιλογής. Εάν εµφανιστεί θετικός φαινότυπος, επιλέγεται ο κλώνος από το 
αντίγραφο πιάτο ανάπτυξης.  
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2. AΝΑΚΑΛΥΨΗ ΚΑΙ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ 
ΘΕΡΜΟΑΝΘΕΚΤΙΚΗΣ ΚΑΙ ΥΠΕΡ-ΑΛΟΣΤΑΘΕΡΗΣ 
ΕΝΔΟΓΛΟΥΚΑΝΑΣΗΣ ΑΠΟ ΕΜΠΛΟΥΤΙΣΜΕΝΟ ΔΕΙΓΜΑ 
ΙΣΛΑΝΔΙΚΗΣ ΘΕΡΜΟΠΗΓΗΣ 
 

2.1. Περίληψη 
 
Ως µέρος της παρούσας διατριβής, τα αποτελέσµατα της βιοπληροφορικής σάρωσης των 

δεδοµένων αλληλούχισης εµπλουτισµένου µεταγονιδιωµατικού δείγµατος Ισλανδικής 

θερµοπηγής, υπέδειξαν µια αλληλουχία που παρουσίαζε ενδιαφέρον λόγω της οµολογίας 

της (59%) µε µια χαρακτηρισµένη κυτταρινάση από τον οργανισµό Bacillus akibai 

(Fukumori, Kudo et al. 1986). Η αλληλουχία αποµονώθηκε, εκφράστηκε σε κύτταρα E. coli 

και η πρωτεΐνη που κωδικοποιούσε χαρακτηρίστηκε ως ενδογλουκανάση της οικογένειας 

GH5. Η νέα ενδογλουκανάση που ονοµάστηκε CelDZ1, έχει βέλτιστη θερµοκρασία δράσης 

τους 70 oC, και βέλτιστο pH 5, ενώ παρουσιάζει πολύ εντυπωσιακή ανθεκτικότητα σε πολύ 

υψηλές συγκεντρώσεις αλάτων. Επίσης, η CelDZ1 είναι ανθεκτική σε ένα µεγάλο φάσµα 

αποδιατακτικών παραγόντων όπως µεταλλικά ιόντα, οργανικοί διαλύτες, επιφανειενεργά 

κ.α., γεγονός που την καθιστά ένζυµο ικανό να χρησιµοποιηθεί σε ενζυµικά µίγµατα που 

προορίζονται για χρήση σε βιοµηχανικές εφαρµογές υψηλής θερµοκρασίας και 

αλατότητας. Επίσης, η κρυσταλλική δοµή της CelDZ1, παρουσιάζει ένα ιδιαίτερο 

χαρακτηριστικό που την καθιστά ξεχωριστή ανάµεσα στις οµόλογες της πρωτεΐνες, αφού 

υπολείπεται του δευτερεύοντος σηµείου πρόσδεσης των σακχάρων. 

 

2.2 Εισαγωγή 
 
Όπως είδαµε νωρίτερα, η κυτταρίνη είναι το πιο άφθονο βιοπολυµερές στον πλανήτη και 

αποτελεί το παραπροϊόν πολλών βιοµηχανικών διεργασιών, κάτι που την καθιστά µια 

χαµηλού κόστους πρώτη ύλη. Στη βιοµηχανία, η κυτταρίνη µπορεί να χρησιµοποιηθεί για 

την παραγωγή πληθώρας προϊόντων όπως χαρτί, ζωοτροφές, υφάσµατα και βιοκαύσιµα, 

µέσω βιοτεχνολογικών διεργασιών που επιστρατεύουν τη δράση των κυτταρινασών. Οι 

κυτταρινάσες είναι τα ένζυµα που στη φύση κατέχουν την πρόσβαση στην κατά τα άλλα 

δύσκολα προσβάσιµη κρυσταλλική δοµή της κυτταρίνης. Το µειονέκτηµα όµως των 

συµβατικών, µεσόφιλων ενζύµων είναι ότι δεν µπορούν να δράσουν στις ακραίες 

βιοµηχανικές συνθήκες που συνήθως περιλαµβάνουν υψηλές θερµοκρασίες, παρουσία 
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µεγάλης συγκέντρωσης αλάτων κ.α. Για το λόγο αυτό, η ανακάλυψη νέων, ακραιόφιλων 

κυτταρινασών αποτελεί προτεραιότητα των ερευνητών αφού η εκτεταµένη εφαρµογή τους 

στη βιοµηχανία θα φέρει επανάσταση τόσο σε οικονοµικό όσο και σε περιβαλλοντικό 

επίπεδο. 

 2.3 Αποτελέσµατα  
 
2.3.1 Εµπλουτισµός δείγµατος και ταξινοµική ανάλυση 
 
Ο εµπλουτισµός και η συλλογή του δείγµατος πραγµατοποιήθηκαν από τους συνεργάτες 

µας Sóley R. Gudbergsdottir και Xu Peng (Danish Archaea Centre, Department of Biology, 

Copenhagen University, Copenhagen, Denmark). Συνοπτικά, το υλικό που συλλέχθηκε από 

την εκροή θερµοπηγής που βρίσκεται στο Grensdalur της Ισλανδίας (64°01'53.4"N, 

21°11'50.4"W), εµπλουτίστηκε αναερόβια µε 0,5% ξυλάνη σε pH 7 έτσι ώστε να ευνοηθεί 

η ανάπτυξη οργανισµών µε ικανότητα να µεταβολίζουν πολυσακχαρίτες. Το 

εµπλουτισµένο υλικό, αραιώθηκε σταδιακά έως ότου ήταν δυνατή η αποµόνωση ενός µόνο 

στελέχους. Η ανάλυση 16S rRNA των θραυσµάτων του γονιδιωµατικού υλικού αυτού του 

στελέχους αλληλουχήθηκε και τα αποτελέσµατα εξετάστηκαν ως προς τη βάση δεδοµένων 

NCBI, όπου βρέθηκε 99% οµοιότητα µε το είδος Thermoanaerobacterium. Το πρόγραµµα 

ταξινοµικής ανάλυσης MEGAN (MEtaGenome Analyzer) (Huson, Auch et al. 2007) επίσης 

κατέταξε το γονιδιωµατικό υλικό στα βακτηριακά γένη Thermoanaerobacterium 

thermosaccharolyticum ή Thermoanaerobacterium xylanolyticum, επιβεβαιώνοντας την 

αρχική πρόβλεψη. 

 
Εικόνα 2.2: Το σηµείο δειγµατοληψίας της Ισλανδικής θερµοπηγής (64°01'53.4"N, 21°11'50.4"W) 
και το αναερόβιο δείγµα εµπλουτισµού του. 
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2.3.2 Εντοπισµός και ανακάλυψη της ενδογλουκανάσης CelDZ1 
 

Το γονιδιωµατικό υλικό που αποµονώθηκε από την εµπλουτισµένη καλλιέργεια που 

περιγράφηκε νωρίτερα, αλληλουχήθηκε µε τη χρήση της πλατφόρµας νέας γενιάς Illumina 

και τα αποτελέσµατα αναρτήθηκαν στην πλατφόρµα ANASTASIA (Ladoukakis, Pilalis et 

al. 2014) για να ακολουθήσει η βιοπληροφορική τους ανάλυση. Τα θραύσµατα του 

γενετικού υλικού οργανώθηκαν σε µεγάλα σύνολα (contigs) και αναλύθηκαν για την 

ύπαρξη ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης (ORFs) µε πιθανότητα να κωδικοποιούν 

κυτταρινολυτικά ένζυµα. Η διαδικασία της βιοπληροφορικής ανάλυσης και της επιλογής 

των προς µελέτη αλληλουχιών περιγράφεται αναλυτικότερα στο Κεφάλαιο 5.2.2. Από την 

ανάλυση αυτή προέκυψε µεταξύ άλλων µια αλληλουχία που αντιστοιχεί σε πρωτεΐνη 385 

αµινοξέων µε προβλεπόµενο µοριακό βάρος 43.2 kDa και ποσοστό οµοιότητας 59% µε µια 

ήδη χαρακτηρισµένη ενδογλουκανάση που προέρχεται από τον οργανισµό Bacillus akibai 

(Fukumori, Kudo et al. 1986). Η αλληλουχία επιλέχθηκε για περεταίρω µελέτη και η 

ανάλυση της στις πλατφόρµες Pfam-A (Bateman, Coin et al. 2004) και HMMER (Finn, 

Clements et al. 2011) έδειξε ότι περιέχει δύο διακριτές πρωτεϊνικές περιοχές (domains), µια 

καταλυτική περιοχή χαρακτηριστική για τις γλυκόζυλ –υδρολάσες της οικογένειας GH5, 

σύµφωνα µε την κατάταξη της ενζυµικής βάσης δεδοµένων CAZy (Carbohydrate-Active 

enZYmes database) (Cantarel, Coutinho et al. 2009), και µια µονάδα πρόσδεσης 

υδρογονανθράκων (CBM) τύπου 17/28 (Εικόνα 2.3). Η ανάλυση της αλληλουχίας στην 

πλατφόρµα εντοπισµού διαµεµβρανικών περιοχών TMHMM (Petersen, Brunak et al. 

2011), προέβλεψε την ύπαρξη ενός διαµεµβρανικού αγκίστρου στο αµινοτελικό άκρο της 

πρωτεΐνης, που εκτείνεται στα πρώτα 27 αµινοξέα και συγκρατεί το ενζυµικό µόριο 

προσαρτηµένο στο εξωτερικό του κυττάρου (Εικόνα 2.3). 

 

Το ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης, το οποίο στο εξής αναφέρεται ως celDZ1α, 

αποµονώθηκε µε τη µέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR) από το 

γονιδιωµατικό υλικό (Εικόνα 2.4) και κλωνοποιήθηκε στον φορέα pET-28a(+), προς το 

σχηµατισµό του ανασυνδυασµένου φορέα pET-CelDZ1α. Βακτηριακά κύτταρα E. coli 

BL21(DE3) µετασχηµατίστηκαν µε το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο και αναπτύχθηκαν σε 

υγρή καλλιέργεια Luria-Betrani (LB) στους 37 οC υπό ανάδευση έως ότου η οπτική 

απορρόφηση στα 600 nm µετρήθηκε στο 0,5. Στο σηµείο αυτό, και αφού τα κύτταρα 

βρίσκονταν σε εκθετική φάση ανάπτυξης, έγινε η προσθήκη του επαγωγέα IPTG 

(isopropyl-β-D-thiogalactoside) σε τελική συγκέντρωση 0,2 mM. Μετά από 4 ώρες από τη 
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στιγµή της έναρξης της επαγωγής της πρωτεϊνοσύνθεσης, η καλλιέργεια τερµατίστηκε, τα 

κύτταρα αποµονώθηκαν, λύθηκαν και οι πρωτεΐνες που περιέχονταν σε 10 µL κυτταρικού 

υλικού διαχωρίστηκαν, χωρίς να προηγηθεί βρασµός, µε ηλεκτροφόρηση σε γέλη 

πολυακριλαµιδίου παρουσία SDS (SDS-PAGE). 

 
Εικόνα 2.3: Ανάλυση της αλληλουχίας-στόχου µε το εργαλείο HMMER και εντοπισµός των πρωτεϊνικών 
περιοχών που περιέχει: (1) καταλυτική περιοχή GH5 (2) µονάδα πρόσδεσης υδρογονανθράκων (CBM) 
τύπου 17/28 (3) διαµεµβρανικό άγκιστρο. 
 

 

Εικόνα 2.4: Ηλεκτροφόρηση DNA του υλικού 
της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης, µε 
µήτρα το µεταγονιδιωµατικό υλικό. Το προϊόν 
που προέκυψε όπως φαίνεται στην εικόνα, 
εµφανίζεται στο αναµενόµενο µέγεθος (1115 
bps) (πρότυπο δείγµα DNA: 1kb DNA ladder, 
New England Biolabs Inc.) 
 

 

 

Η γέλη περιείχε εκτός των άλλων και 0.25% καρβοξυ-µεθυλο κυτταρίνη (CMC) ως 

πιθανό υπόστρωµα της ενζυµικής δράσης της ανασυνδιασµένης πρωτεΐνης. Μετά από 

χρώση µε Congo Red, η ζώνη αποχρωµατισµού που εµφανίστηκε στο ύψος των 42 kDa, 

αποκάλυψε την κυτταρινολυτική δράση της CelDZ1α (Εικόνα 2.5 Α). Το ίδιο αποτέλεσµα 

προέκυψε και µετά από εµβολιασµό τρυβλίων µε άγαρ στα οποία είχε προστεθεί 1% CMC, 

µε το κυτταρικό περιεχόµενο των ανασυνδυασµένων κυττάρων (Εικόνα 2.5 Β). Για την 
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επιβεβαίωση αυτού του αποτελέσµατος, ακόµα ένα ανεξάρτητο πείραµα 

πραγµατοποιήθηκε κατά το οποίο το κυτταρικό υλικό χρησιµοποιήθηκε σε ενζυµική 

αντίδραση όπου περιέχονταν καρβόξυ-µέθυλ-κυτταρίνη (CMC). Μετά τα πέρας της 

αντίδρασης (15 λεπτά στους 50 οC) έγινε ανίχνευση των προϊόντων υδρόλυσης (αναγωγικά 

σάκχαρα) µε τη µέθοδο του δινιτροσαλικυλικού οξέος (DNS) κατά Miller (Miller 1959) και 

επιβεβαιώθηκε η κυτταρινολυτική δράση της πρωτεΐνης (Εικόνα 2.5 Γ). Σε όλα τα 

πειράµατα, ως τυφλό δείγµα χρησιµοποιήθηκε το κυτταροπλασµατικό υλικό των 

βακτηρίων που έφεραν µη ανασυνδυασµένο πλασµίδιο. 

 

 
 

Εικόνα 2.5: Έλεγχος κυτταρινολυτικής δράσης της CelDZ1α. (Α) Ζυµογράφηµα του κυτταρικού 
υλικού βακτηρίων που παράγουν την πρωτεΐνη CelDZ1 (1) χρησιµοποιώντας ως αρνητικό δείγµα 
το κυτταροπλασµατικό υλικό των βακτηρίων που φέρουν µη ανασυνδυασµένο πλασµίδιο (2). Δεξιά 
παρουσιάζεται το πρότυπο πρωτεϊνικό δείγµα (Μ) (πρότυπο διάλυµα πρωτεϊνών- Prestained Protein 
Marker, Broad Range 7-175 kDa, New England Biolabs Inc.). (B) Εµβολιασµός τρυβλίων LB-άγαρ 
στα οποία είχε προστεθεί 1% CMC, µε το κυτταρικό περιεχόµενο των ανασυνδυασµένων 
βακτηρίων που εκφράζουν το γονίδιο celDZ1a (1) και που φέρουν άδειο φορέα έκφρασης pET-
28a(+) (2). (Γ) Ανίχνευση των προϊόντων υδρόλυσης (αναγωγικά σάκχαρα) µε τη µέθοδο του DNS, 
χρησιµοποιώντας το κυτταρικό υλικό των βακτηρίων που παράγουν την CelDZα (1) και κυττάρων 
που φέρουν κενό πλασµίδιο pET-28a(+) (2). 
 

 

2.3.3 Κλωνοποίηση, καθαρισµός και βιοχηµικός χαρακτηρισµός  
 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, η πρωτεΐνη CelDZ1α προβλέπεται να είναι προσδεµένη στην 

κυτταρική µεµβράνη. Για τη µελέτη της επίπτωσης αυτού του χαρακτηριστικού της στην 
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παραγωγή και τον καθαρισµό της, δηµιουργήθηκε ένα γονίδιο στο οποίο η διαµεβρανική 

έλικα (άγκιστρο) αντικαταστάθηκε µε ένα επίτοπο έξι ιστιδινών. Το νέο γονίδιο, που 

ονοµάστηκε celDZ1, κλωνοποιήθηκε στο φορέα pET-28a(+) και έδωσε το 

ανασυνδυασµένο πλασµίδιο pET-CelDZ1. Με το πλασµίδιο αυτό µετασχηµατίστηκαν 

κύτταρά BL21(DE3) και παράχθηκε η νέα µορφή της πρωτεΐνης CelDZ1α, η CelDZ1. Όταν 

το κυτταρικό περιεχόµενο βακτηρίων που παρήγαγαν και τις δυο µορφές πρωτεΐνης 

ηλεκτροφορήθηκε σε γέλη πολυακριλαµιδίου (SDS-PAGE) και µετά από χρώση µε 

Coomassie Blue, έγινε φανερό ότι το πρωτεϊνικό µόριο από το οποίο αφαιρέθηκε η 

διαµεµβρανική έλικα παράγεται πολύ αποτελεσµατικότερα και συσσωρεύεται κατά 

µεγαλύτερο βαθµό στο διαλυτό κοµµάτι του κυττάρου σε αντίθεση µε το αρχικό πρωτεϊνικό 

µόριο, η παραγωγή του οποίου είναι περιορισµένη και εντοπίζεται κυρίως στο αδιάλυτο 

κοµµάτι του κυττάρου (Eικόνα 2.6)  

 

 
Εικόνα 2.6: Ανάλυση SDS-PAGE των κλασµάτων του κυτταρικού υλικού βακτηρίων που φέρουν 
άδειο φορέα έκφρασης (-), παράγουν την πρωτεΐνη CelDZ1α που φέρει το διαµεµβρανικό τµήµα 
(CelDZ1α), και την πρωτεΐνη CelDZ1 από την οποία έχει αφαιρεθεί το διαµεµβρανικό τµήµα 
(CelDZ1). (Μ= πρότυπο διάλυµα πρωτεϊνών Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder) 

 

Για το λόγο αυτό, το τροποποιηµένο πρωτεϊνικό µόριο CelDZ1 επιλέχθηκε για καθαρισµό 

και χρήση για το βιοχηµικό χαρακτηρισµό του νέου ενζύµου. Η πρωτεΐνη καθαρίστηκε µε 

τη χρήση της χρωµατογραφίας συγγένειας ακινητοποιηµένου µετάλλου (IMAC) και 

απέδωσε 6 mg πρωτεΐνης/λίτρο καλλιέργειας. Η καθαρότητα του προϊόντος εκτιµήθηκε µε 
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ανάλυση SDS-PAGE, όπου η πρωτεΐνη εµφανίστηκε οµοιογενής όπως φαίνεται στην 

Εικόνα 2.7. 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2.7: Ανάλυση SDS-PAGE του προϊόντος 
καθαρισµού της CelDZ1. (Πρότυπο διάλυµα πρωτεϊνών 
Prestained Protein Marker, Broad Range (7-175 kDa), 
New England Biolabs Inc.)  

 
 

 

 

 

Μελέτη εκλεκτικότητας υποστρώµατος 
Η ενδογλουκανάση CelDZ1, βρέθηκε να είναι καταλυτικά ενεργή απέναντι σε 

υδατοδιαλυτά υποστρώµατα που περιέχουν β-1,4 γλυκοζιτικούς δεσµούς, όπως η καρβοξυ-

µεθυλ-κυτταρίνη CMC και η β-D-γλουκάνη. Για αδιάλυτα υποστρώµατα όπως η Avicel και 

το χαρτί, η CelDZ1 δεν παρουσίασε ανιχνεύσιµη καταλυτική ικανότητα. Επίσης, η CelDZ1 

δεν παρουσιάζει δράση β-γλυκοζιδάσης αφού δεν ήταν ενεργή απέναντι στην κελλοβιόζη 

και δεν αναγνωρίζει τους β-1,3 γλυκοζιτικούς δεσµούς αφού δεν υδρολύει τη λαµιναρίνη. 

Παράλληλα το ένζυµο είναι ανενεργό απέναντι στην ξυλάνη, τη γαλακτοµανάνη και την 

πηκτίνη.(Πίνακας 2.1). 

 

Πίνακας 2.1: Μέτρηση της ειδική ενεργότητας της CelDZ1 έναντι διαφόρων πολυσακχαριτών 

 

Υπόστρωµα Κύριοι δεσµοί Υδατοδιαλυτότητα Ειδική ενεργότητα (U/mg) 
CMC (β-1,4) Glc Διαλυτό 74 ± 9 

β-D-γλουκάνη (β-1,3/4) Glc Διαλυτό 589 ± 7 
Κελλοβιόζη (β-1,4) Glc Διαλυτό Μη ανιχνεύσιµη 
Λαµιναρίνη (β-1,3) Glc Διαλυτό Μη ανιχνεύσιµη 

Γαλακτοµανάνη (β-1,4) Man Διαλυτό Μη ανιχνεύσιµη 
Πηκτίνη (α-1,4) Gal Διαλυτό Μη ανιχνεύσιµη 
Ξυλάνη (β-1,4)Xyl Διαλυτό Μη ανιχνεύσιµη 
Avicel (β-1,4) Glc Αδιάλυτο Μη ανιχνεύσιµη 

Διηθητικό χαρτί (β-1,4) Glc Αδιάλυτο Μη ανιχνεύσιµη 
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Τα πειράµατα βιοχηµικού χαρακτηρισµού που ακολούθησαν έγιναν µε τη χρήση 

CMC ως υπόστρωµα της ενζυµικής δράσης σε συνδυασµό µε τη µέθοδο του 

δινιτροσαλικυλικού οξέος (DNS) κατά Miller (Miller 1959) τόσο για λόγους ευκολίας όσο 

και για τη δυνατότητα σύγκρισης των αποτελεσµάτων µε τη βιβλιογραφία, µιας και αυτός 

ο συνδυασµός υποστρώµατος και µεθόδου ανίχνευσης είναι ο πιο συχνός στις αντίστοιχες 

µελέτες χαρακτηρισµού κυτταρινασών. 

Μελέτη της επίδρασης του pH και της θερµοκρασίας στην ενεργότητα της CelDZ1 
Για τη µελέτη της επίδρασης του pH στην ενεργότητα της CelDZ1, η καταλυτική δράση 

του ενζύµου µετρήθηκε σε εύρος pH 4-10, και σε θερµοκρασία 40 οC. Το pH 5 βρέθηκε να 

είναι το βέλτιστο (100% σχετική ενεργότητα) ενώ σε pH 6 και 7, η σχετική ενεργότητα της 

ενδογλουκανάσης ανέρχεται στο 80% και 48% αντίστοιχα (Εικόνα 2.8). Κάτω από το pH 

4 και πάνω από το pH 9 , η CelDZ1 είναι πρακτικά ανενεργή. Αυτό υποδεικνύει ότι η 

CelDZ1 είναι µια οξεόφιλη ενδογλουκανάση, κάτι που συµφωνεί µε τα ευρήµατα άλλων 

οµόλογων κυτταρινασών όπως η Cel5A από το στέλεχος Thermoanaerobacter 

tengcongensis MB4 (Liang, Xue et al. 2011). Ενδιαφέρον όµως παρουσιάζει το γεγονός ότι 

η πλησιέστερη σε αλληλουχική οµοιότητα κυτταρινάση από το στέλεχος B. αkibai 

(Fukumori, Kudo et al. 1986) και η πλησιέστερη δοµικά κυτταρινάση CelK από το στέλεχος 

Bacillus sp. KSM-635 (Shirai, Ishida et al. 2001), είναι αλκαλόφιλες πρωτεΐνες µε βέλτιστες 

τιµές pH 9 και 9,5 αντίστοιχα. 

 
Εικόνα 2.8: Μελέτη επίδρασης του pH στην ενεργότητα της ενδογλουκανάσης CelDZ1. Η 
ενεργότητα της CelDZ1 µετρήθηκε στη βασική αντίδραση στους 40 °C για 5 λεπτά σε ρυθµιστικό 
διάλυµα pH 5. Οι τιµές που παρουσιάζονται αντιστοιχούν στον µέσο όρο των τιµών τριών 
ανεξάρτητων πειραµάτων τριπλής επανάληψης και το σφάλµα στην τυπική απόκλιση αυτών των 
µέσων όρων. 
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Η CelDZ1, έχει ένα ευρύ θερµοκρασιακό φάσµα δράσης, διατηρώντας σηµαντικά 

επίπεδα ενεργότητας σε θερµοκρασίες µεταξύ 40 και 80 οC, ενώ η βέλτιστη θερµοκρασίας 

δράσης της είναι οι 70 οC (Εικόνα 2.9). Στις βέλτιστες συνθήκες (70 οC, pH 5), η CelDZ1 

υδρολύει το κυτταρινούχο υπόστρωµα CMC ακολουθώντας το κινητικό µοντέλο 

Michaelis-Menten, µε τιµές KM και kcat  6,1 ± 0,9 mg.ml-1 και  

46,3 s-1 αντίστοιχα. Η KM εκφράζεται σε µονάδες µάζας αντί moles λόγω της φυσικής 

ετερογένειας του υποστρώµατος. Σύµφωνα µε αυτές τις τιµές, η σταθερά καταλυτικής 

αποδοτικότητας kcat/KM υπολογίστηκε στο 7.6 mg−1.ml.s−1, τιµή που είναι πολύ κοντά στις 

αναφερόµενες τιµές της βιβλιογραφίας που αφορούν παρόµοια ένζυµα όπως την CelE1 

(Alvarez, Paiva et al. 2013), την Cel5A καθώς και τις µεταλλαγές της που προέκυψαν µετά 

από κατευθυνόµενη εξέλιξη της (Liang, Fioroni et al. 2011). 

 
Εικόνα 2.9: Μελέτη επίδρασης της θερµοκρασίας στην ενεργότητα της ενδογλουκανάσης 
CelDZ1. Η ενεργότητα της CelDZ1 µετρήθηκε στη βασική αντίδραση στο θερµοκρασιακό εύρος 
40-90 oC για 5 λεπτά σε ρυθµιστικό διάλυµα pH 5. Οι τιµές που παρουσιάζονται αντιστοιχούν στον 
µέσο όρο των τιµών τριών ανεξάρτητων πειραµάτων τριπλής επανάληψης και το σφάλµα στην 
τυπική απόκλιση αυτών των µέσων όρων. 
 

 

Θερµοσταθερότητα, αλοανθεκτικότητα, αλοσταθερότητα και επίδραση διαφόρων 
αποδιατακτικών παραγόντων στην ενεργότητα της CelDZ1 
Η ενδογλουκανάση CelDZ1 βρέθηκε να έχει ικανοποιητική θερµοσταθερότητα όταν 

εκτίθεται σε υψηλές θερµοκρασίες για παρατεταµένα χρονικά διαστήµατα. Τα πειράµατα 

στα οποία µετρήθηκε η εναποµένουσα ενεργότητα του ενζύµου έδειξαν ότι µικρή αλλαγή 

στην καταλυτική ικανότητα του ενζύµου σηµειώθηκε µετά από επώαση της πρωτεΐνης 

στους 65 oC για 24 ώρες, ενώ παράλληλα, το ένζυµο διατήρησε το 50% της ενεργότητας 

τους µετά από έκθεση τεσσάρων ωρών στους 70 oC. Μετά από έκθεση σε θερµοκρασίες 
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µεγαλύτερες των 75 oC το ένζυµο χάνει την ενεργότητα του µέσα στην πρώτη ώρα της 

επώασης (Εικόνα 2.10). 

 

 
Εικόνα 2.10: Μελέτη θερµοσταθερότητας της CelDZ1. Η καταλυτική θερµοσταθερότητα της 
CelDZ1 αξιολογήθηκε µέσω µετρήσεων της σχετικής εναποµένουσας ενεργότητας στη βασική 
αντίδραση µετά από επώαση του ενζύµου στους 65, 70 και 75 °C έως και 24 ώρες. Ως 100% 
ορίστηκε η τιµή της εναποµένουσας ενεργότητας του ενζύµου που δεν είχε επωαστεί σε υψηλή 
θερµοκρασία. Οι τιµές που παρουσιάζονται αντιστοιχούν στον µέσο όρο των τιµών τριών 
ανεξάρτητων πειραµάτων τριπλής επανάληψης και το σφάλµα στην τυπική απόκλιση αυτών των 
µέσων όρων. 
 

	

Η θερµοσταθερότητα των κυτταρινασών είναι µια σηµαντική παράµετρος που 

καθορίζει εάν η βιοµηχανική τους χρήση στο δεύτερο στάδιο επεξεργασίας της βιοµάζας 

είναι οικονοµικά συµφέρουσα, και άρα βιώσιµη, ή όχι. Τα πειράµατα Διαφορικής 

Φθορισµοµετρίας Σάρωσης (Differential Scanning Fluorimetry/ DSF) κατά τα οποία 

µετρήθηκε το ποσοστό του αποδιεταγµένου ενζύµου σε φάσµα θερµοκρασιών (30-100 οC) 

έδειξαν ότι το σηµείο τήξης του ενζύµου (Tm) είναι οι 77 οC (Εικόνα 2.11). Η µέθοδος 

βασίζεται στη λήψη µετρήσεων φθορισµού σε διαφορετικές θερµοκρασίες, ο οποίος 

προκύπτει από την πρόσδεση της χρωστικής Sypro Orange στις υδρόφοβες πρωτεινικές 

περιοχές που εκτίθενται στον διαλύτη λόγω θερµικής αποδιάταξης της δοµής της 

πρωτείνης. Το αποτέλεσµα αυτό συµφωνεί µε τα ευρήµατα της θερµοσταθερότητας και της 

βέλτιστης θερµοκρασίας δράσης της CelDZ1. Το γεγονός ότι από τα πειράµατα 
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θερµοσταθερότητας φαίνεται ότι σε θερµοκρασίες µεγαλύτερες των 65 οC η αποδιάταξη 

της πρωτεΐνης είναι αναντιστρεπτή, το υπολογισµένο Tm αντιστοιχεί στο σηµείο όπου η 

µισή πρωτεΐνη έχει αποδιαταχθεί. Μια µεταβατική κορυφή που εµφανίζεται στους 62 οC, 

µπορεί να αποδοθεί στην αποδιάταξη της πρωτεϊνικής περιοχής CBM (carbohydrate 

binding module) που αναδιπλώνεται αυτόνοµα (Εικόνα 2.11). 

 

 
Εικόνα 2.11: Εύρεση του σηµείου τήξεως της CelDZ1 µέσω Διαφορικής Φθορισµοµετρίας 
Σάρωσης.  Οι µετρήσεις πραγµατοποιήθηκαν µε χρήση της χρωστικής SYPRO Orange, η οποία 
προσδένεται στις υδρόφοβες πρωτεϊνικές περιοχές που εκτίθενται στο διαλύτη λόγω θερµικής 
αποδιάταξης και δίνει φθορισµό. Οι τιµές που παρουσιάζονται αντιστοιχούν στον µέσο όρο των τιµών 
τριών ανεξάρτητων πειραµάτων τριπλής επανάληψης και το σφάλµα στην τυπική απόκλιση αυτών των 
µέσων όρων. 
 

 

Ένα από τα πιο ενδιαφέροντα χαρακτηριστικά της CelDZ1 είναι η εντυπωσιακή 

σταθερότητα της παρουσία αλάτων σε πολύ υψηλές συγκεντρώσεις. Η καταλυτική 

εναποµένουσα ενεργότητα του ενζύµου παραµένει πρακτικά ανεπηρέαστη µετά από 

επώαση πολλών ηµερών σε πολύ πυκνά διαλύµατα NaCl και KCl, ενώ παρουσιάζει υψηλή 

καταλυτική ικανότητα σε διαλύµατα αλάτων συγκέντρωσης έως 3 Μ. (Εικόνα 2.12). Όπως 

φαίνεται και στο παρακάτω γράφηµα, το ένζυµο διατηρεί περίπου το 80% της συνολικής 

του ενεργότητας σε συγκεντρώσεις KCl µεταξύ 1 και 3 Μ, ενώ στην περίπτωση του NaCl 

στις ίδιες συγκεντρώσεις παρατηρείται µια βαθµιαία πτώση της ενεργότητας που ακολουθεί 

την αύξηση της συγκέντρωσης άλατος. Το γεγονός αυτό αποτυπώνει τη διαφοροποιηµένη 
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επίδραση των δυο κατιόντων Νa+ και Κ+ στη σταθερότητα του πρωτεϊνικού µορίου, κάτι 

που εξηγείται από την κρυσταλλική δοµή του µορίου όπως θα δούµε παρακάτω. 

 
Εικόνα 2.12: Μελέτη αλοανθεκτικότητας της CelDZ1. Η σχετική ενεργότητα της CelDZ1 
µετρήθηκε στη βασική αντίδραση παρουσία συγκέντρωσης 1, 2 και 3 Μ αλάτων. Ως 100% ορίζεται 
η ενεργότητα του ενζύµου σε αντίδραση όπου δεν έχουν προστεθεί άλατα. Οι τιµές που 
παρουσιάζονται αντιστοιχούν στον µέσο όρο των τιµών τριών ανεξάρτητων πειραµάτων τριπλής 
επανάληψης και το σφάλµα στην τυπική απόκλιση αυτών των µέσων όρων. 
 

 

Πέραν της αλοανθεκτικότητας, και η σταθερότητα σε υψηλές συγκεντρώσεις αλάτων 

είναι πολύ σηµαντικό χαρακτηριστικό για τα βιοµηχανικά ένζυµα που προορίζονται για την 

την προσθήκη τους σε µείγµατα ενζύµων αποικοδόµηση της βιοµάζας, µιας και στο πρώτο 

στάδιο της διεργασίας γίνεται επεξεργασία της κυτταρίνης µε τη χρήση ισχυρών οξέων και 

βάσεων. Μετά την ολοκλήρωση αυτού του σταδίου, τα ισχυρά οξέα ή βάσεις 

εξουδετερώνονται, µε αποτέλεσµα να προκύπτουν υψηλές συγκεντρώσεις αλάτων και στη 

συνέχεια προστίθεται το ενζυµικό µείγµα. (Klinke, Thomsen et al. 2004). Παρότι ένας 

µεγάλος αριθµός θερµοανθεκτικών κυτταρινασών είναι ανθεκτικές σε υψηλές αλατότητες, 

λίγες είναι σταθερές και καταλυτικά ενεργές σε αυτές και µπορούν να δράσουν 

ικανοποιητικά παρουσία µεγάλων συγκεντρώσεων αλάτων. Η CelDZ1 είναι ένα τέτοιο 

παράδειγµα ενζύµου παρότι δεν έχει αποµονωθεί από περιβάλλον υψηλής αλατότητας.  
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Εικόνα 2.13: Μελέτη αλοσταθερότητας της CelDZ1. Η µέτρηση της εναποµένουσας ενεργότητας 
της CelDZ1 έγινε στη βασική αντίδραση µε χρήση ενζύµου µετά από επώαση σε 3 M NaCl και 4 
M KCl έως και 20 ηµέρες. Ως 100% ορίστηκε η ενεργότητα µη επωασµένου ενζύµου. Οι τιµές που 
παρουσιάζονται αντιστοιχούν στον µέσο όρο των τιµών τριών ανεξάρτητων πειραµάτων τριπλής 
επανάληψης και το σφάλµα στην τυπική απόκλιση αυτών των µέσων όρων. 
 

Τέλος, µελετήθηκε η επίδραση µεταλλικών ιόντων, επιφανειενεργών, οργανικών 

διαλυτών και άλλων αποδιατακτικών παραγόντων στην καταλυτική ενεργότητα της 

ενδογλουκανάσης CelDZ1. Σχετικά µε τα µεταλλικά ιόντα, όταν τα άλατα LiCl2, CaCl2, 

CuCl2 και ZnCl2 προστέθηκαν σε συγκέντρωση 1 mΜ στην ενζυµική αντίδραση, η 

καταλυτική ικανότητα της CelDZ1 δεν επηρεάστηκε, ενώ η προσθήκη FeCl2 προκάλεσε 

µικρή πτώση της σχετικής ενεργότητας της ενδογλουκανάσης. Με την προσθήκη MnCl2 

στην ίδια συγκέντρωση, αυξήθηκε η ενεργότητα του ενζύµου, κάτι που αρχικά ανέγειρε 

ερωτήµατα για το εάν η CelDZ1 είναι ένα µεταλλοένζυµο, κάτι όµως που δεν 

επιβεβαιώθηκε από τη µελέτη της κρυσταλλικής της δοµής, αλλά και από το γεγονός ότι το 

EDTA δεν περιόρισε την ενζυµική δραστικότητα της. Η παρουσία µη ιονικών 

επιφανειενεργών όπως τα Tween 20 και Tween 40 σε συγκέντρωση 1%, δεν επηρέασαν την 

ενεργότητα του ενζύµου, ενώ η προσθήκη Triton X-100 οδήγησε σε σηµαντική µείωση της 

καταλυτικής του ικανότητας. Επίσης, µε την προσθήκη του ανιονικού απορρυπαντικού 

SDS (Sodium dodecyl sulfate) στην ίδια συγκέντρωση, το ένζυµο διατήρησε το 20% της 

ενεργότητας του (Πίνακας 2.2). Περιέργως, η προσθήκη β-µερκαπτοαιθανόλης προκάλεσε 

τον διπλασιασµό της ενζυµικής ενεργότητας. Αυτό το φαινόµενο έχει καταγραφεί πολλές 

φορές στη βιβλιογραφία για άλλες υδρολάσες και αποδίδεται συνήθως στην αναγωγική 

δράση της µερκαπτοαιθανόλης στους δισουλφιδικούς δεσµούς της πρωτεΐνης (Sá-Pereira, 
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Mesquita et al. 2002, Dutta, Sengupta et al. 2007, Silva, Guimarães et al. 2013). Στην 

περίπτωση όµως της CelDZ1, κάτι τέτοιο δε µπορεί να ισχύει αφού η πρωτεϊνική της 

αλληλουχία δεν περιέχει κυστεΐνες έτσι ώστε να είναι δυνατός ο σχηµατισµός 

δισουλφιδικών δεσµών. Έτσι, η αύξηση της ενεργότητάς της παρουσία µερκαπτοαιθανόλης 

µπορεί να οφείλεται στην «προστατευτική» δράση της ουσίας κατά της οξείδωσης των 

αµινοξέων της µεθειονίνης (Caldwell, Luk et al. 1978).  

 

Πίνακας 2.2: Μελέτη της επίδρασης αποδιατακτικών παραγόντων στην ενεργότητα της 
CelDZ1  

Πρόσθετο Συγκέντρωση Σχετική ενεργότητα (%) 
- - 100 ± 1 

K+ 1 mM 98 ± 1 
Mn2+ 1 mM 175 ± 1 
Ca2+ 1 mM 107 ± 2 
Zn2+ 1 mM 91 ± 6 
Li2+ 1 mM 97 ± 1 

Mg2+ 1 mM 102 ± 2 
Na+ 1 mM 95 ± 4 
Fe3+ 1 mM 27 ± 1 
Cu2+ 1 mM 75 ± 1 

EDTA 1% (w/v) 105 ± 6 
β-Μερκαπτοαιθανόλη 1%(v/v) 229 ± 17 

Triton X-100 1%(v/v) 64 ± 5 
Tween 20 1%(v/v) 102 ± 8 
Tween 40 1%(v/v) 102 ± 12 

SDS 1%(w/v) 21 ± 1 
Μεθανόλη 1%(v/v) 94 ± 1 
Μεθανόλη 5%(v/v) 68 ± 6 
Μεθανόλη 10 %(v/v) 23 ± 2 
Αιθανόλη 1 %(v/v) 89 ± 4 
Αιθανόλη 5%(v/v) 57 ± 5 
Αιθανόλη 10%(v/v) 15 ± 1 

 

Τέλος, η CelDZ1 βρέθηκε να είναι σταθερή παρουσία διαφόρων οργανικών 

διαλυτών. Με την προσθήκη στην αντίδραση αιθανόλης και µεθανόλης σε συγκέντρωση 

1% (v/v) η ενεργότητα της ενδογλουκανάσης δεν επηρεάστηκε ενώ το ένζυµο διατήρησε 

σηµαντικό ποσοστό της καταλυτικής του ικανότητας παρουσία συγκέντρωσης 5% των 

ίδιων διαλυτών. Σε υδατικά διαλύµατα όπου περιέχονταν 10% των ίδιων αλκοολών, η 

CelDZ1 παρουσιάστηκε ως οριακά ενεργή (Πίνακας 2.2). 
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2.3.4 Δοµικές µελέτες 
 

Οι δοµικές µελέτες της CelDZ1 πραγµατοποιήθηκαν στο πλαίσιο του Hotzyme από τους 

συνεργάτες µας Christopher Sayer, Michail N. Isupov και Jennifer A. Littlechild (Henry 

Wellcome Building for Biocatalysis, Biosciences, College of Life and Environmental 

Sciences, University of Exeter, United Kingdom).  

Από τη µελέτη της δοµής, παρατηρήθηκε ότι παρότι η ασύµµετρη πρωτεϊνική µονάδα 

της CelDZ1 αποτελείται από τέσσερα µονοµερή, αυτά δε σχηµατίζουν ολιγοµερή στον 

κρύσταλλο (Krissinel and Henrick 2007). Αυτό επιβεβαιώνεται και από το ότι στα 

πειράµατα ηλεκτροφόρησης κάτω από µη αποδιατακτικές συνθήκες, η πρωτεΐνη 

εµφανίζεται στο αναµενόµενο για µονοµερή πρωτεΐνη µέγεθος. Η CelDZ1 έχει τη 

χαρακτηριστική δοµή (β/α)8-βαρελιού µε δυο επιπλέον δυάδες β-φύλων, µία στο 

αµινοτελικό άκρο και µια να προηγείται της α6 έλικας (Εικόνα 2.14 Α). Η έλικα α8 στο 

καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης εµπλέκεται στο σχηµατισµό της περιοχής πρόσδεσης 

των υδρογονανθράκων (CBM). Η αναδίπλωση της είναι παρόµοια µε τη δοµή άλλων µελών 

της οικογένειας 5-2 στην οποία ανήκει η CelDZ1, και περιλαµβάνει την καταλυτική µονάδα 

της αλκαλικής κυτταρινάσης CelK του Bacillus sp. KSM-635 (κωδικός PDB 1G0C; 58% 

οµοιότητα αµινοξικής αλληλουχίας) (Shirai, Ishida et al. 2001) και της Cel5A κυτταρινάσης 

από τον Bacillus agaradherans (κωδικός PDB 1H5V; 44% οµοιότητα αµινοξικής 

αλληλουχίας) (Varrot, SchuÈlein et al. 2001). Η Cel5A είναι µια υδατοδιαλυτή πρωτεΐνη 

µε κάπως µικρότερη περιοχή CBM στο καρβοξυτελικό άκρο της. Πολλές δοµές της Cel5A 

µε προσδέτες και αναστολείς έχουν δηµοσιευτεί έτσι ώστε να οδηγηθούµε στην 

αποσαφήνιση του καταλυτικού της µηχανισµού. Η κυτταρινάση CelK αποτελεί ένα µέρος 

µιας σύνθετης πρωτεϊνικής µονάδας που έχει προσαρµοστεί στην κατάλυση σε αλκαλικά 

περιβάλλοντα. Και για αυτή την πρωτεΐνη έχει δηµοσιευτεί δοµή µε προσδέτη (κελλοβιόζη) 

(Shirai, Ishida et al. 2001). 

 Οι τρεις πρωτεΐνες, Cel5A, CelK και CelDZ1, διαφέρουν, µε την πρώτη να είναι ένα 

υδατοδιαλυτό ένζυµο µειωµένο στα τελικά του άκρα, το δεύτερο να αποτελεί µέρος µιας 

σύνθετης πρωτεΐνης και το τρίτο να είναι εκ φύσεως ένα ένζυµο µε µεµβρανικό άγκιστρο. 

Δοµικά υπάρχουν τρεις περιοχές στις οποίες αυτά τα τρία ένζυµα διαφέρουν. Η πρώτη είναι 

µια µικρή περιοχή σύνδεσης της Cel5A µεταξύ των περιοχών β4 και α4 όπου στην CelDZ1 

έχει αντικατασταθεί µε ένα µεγαλύτερο βρόγχο, που αυξάνεται ακόµα περισσότερο σε 

µέγεθος στην περίπτωση της CelK. 
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Εικόνα 2.14: Η τρισδιάστατη δοµή της CelDZ1 (A) Απεικόνιση της αναδίπλωσης της µονοµερούς 
πρωτεΐνης όπως φαίνεται από την πλευρά του διαλύτη προς την κοιλότητα του ενεργού κέντρου που 
σχηµατίζεται από β-πτυχωτά φύλλα του καρβοξυλικού άκρου και τη δοµή (β/α)8-βαρελιού. Οι α-έλικες, 
τα β-φύλλα και οι βρόγχοι απεικονίζονται µε γαλάζιο, µωβ και ροζ χρώµα αντίστοιχα. Η µονάδα 
πρόσδεσης των υδρογονανθράκων που περιέχει την έλικα α8 στο καρβοξυλικό άκρο της πρωτεΐνης 
απεικονίζεται µε πράσινο χρώµα. Τα καταλυτικά αµινοξέα απεικονίζονται µε πορτοκαλί ράβδους. (B) 
Υπέρθεση των µονοµερών δοµών της CelDZ1, CelK και Cel5a. Οι τρεις διαφορετικές ένθετες περιοχές 
έχουν τονιστεί µε κόκκινο χρώµα για την CelDZ1, µε µωβ για την CelK και µε πράσινο για την Cel5a. Η 
προσδεµένη στη CelK κελλοβιόζη απεικονίζεται µε µωβ ράβδους. (Γ) Το ηλεκτρονιακό νέφος της 
επιφάνειας της CelDZ1 γύρω από την κοιλότητα του ενεργού κέντρου όπως φαίνεται από την περιοχή 
του διαλύτη. Το θετικό φορτίο απεικονίζεται µε µπλε χρώµα ενώ το αρνητικό µε κόκκινο. Η εκτεταµένη 
κοιλότητα του ενεργού κέντρου που «διασχίζει» τη δοµή από αριστερά προς τα δεξιά είναι αρνητικά 
φορτισµένη, µη ευνοώντας την πρόσδεση ιόντων άλατος κάτι που εξηγεί την υψηλή αλοανθεκτικότητα 
του ενζύµου. (Zarafeta, Kissas et al. 2016) 
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Στην αρχή της έλικας α6 της CelDZ1, υπάρχει µια µικρή περιοχή επιπλέον αµινοξέων 

παρόµοια µε εκείνη της Cel5A, που σχηµατίζει µια β-αναδίπλωση µε κατεύθυνση προς τον 

διαλύτη, ενώ η CelK διαθέτει έναν πιο εκτεταµένο βρόγχο σε αυτή τη θέση που καλύπτει 

τις έλικες α5 και α6 από τον διαλύτη. Επίσης, µετά τα φύλα β8, η συνδετική περιοχή που 

εκτείνεται έως την περιοχή πρόσδεσης CBM είναι πιο εκτενής στην περίπτωση των CelK 

και CelDZ1, σε αντίθεση µε την πιο «περιορισµένη» δοµή της Cel5A. Και οι τρεις cis-

πεπτιδικοί δεσµοί στην CelDZ1 είναι διατηρηµένοι και στην CelK και µόνο ένας από τους 

δεσµούς, ο Trp262-Ser263 (αντίστοιχοι των Trp328-Ser329 στη CelDZ1), είναι 

διατηρηµένος στην Cel5A. Αυτό το συγκεκριµένο Τrp αµινοξύ σχηµατίζει δεσµό 

υδρογόνου µε το υπόστρωµα σακχάρου στην υποπεριοχή_2. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το 

γεγονός ότι το αµινοξύ cis-Pro306 βρίσκεται στον βρόγχο που σχηµατίζουν τα αµινοξέα 

298–306, την αντίστοιχη δηλαδή περιοχή που υποβάλλεται σε σηµαντική αλλαγή της 

διαµόρφωσης της µε την πρόσδεση του υποστρώµατος στην υποπεριοχή_1 και στην Cel5Α. 

Παρόµοια µε την CelK, αυτός ο βρόγχος υιοθετεί την «ενεργή» διαµόρφωση απουσία του 

προσδέτη µε το αµινοξύ cis-Pro να διατηρεί αυτή τη δοµή. Όλα τα καταλυτικά αµινοξέα 

είναι συντηρηµένα µε τα Glu192 και Glu294 να βρίσκονται στο καρβοξυτελικό άκρο της 

πρωτεΐνης  στα φύλα β4 και β7 της διαµόρφωσης του «βαρελιού», και συµµετέχουν στο 

µηχανισµό της κατάλυσης. Το υπόστρωµα κελλοβιόζη που χρησιµοποιήθηκε για την 

εύρεση του σηµείου πρόσδεσης, αναµένεται να προσδένεται στις υποπεριοχές _2 και _3 

κατά παρόµοιο τρόπο που αυτό συµβαίνει στις δοµές των CelK και Cel5A. Επίσης, το 

αµινοξύ Trp91 παρέχει σταθεροποιητική αλληλεπίδραση µε τη µονάδα γλυκόζης στην 

υποπεριοχή_3. Παρόµοια, το συντηρηµένο αµινοξύ Trp237 αναµένεται να δηµιουργεί 

παρόµοια αλληλεπίδραση µε τη µονάδα γλυκόζης στην υποπεριοχή_1. Τα συντηρηµένα 

αµινοξέα Trp328, Lys333, Glu335, His87, Tyr118 και Glu121 αναµένεται να παρέχουν όλα 

δεσµούς υδρογόνου στη µονάδα της γλυκόζης του µορίου της κυτταρίνης κατά τον ίδιο 

τρόπο µε εκείνον που φαίνεται στα ένζυµα CelK και Cel5Α. 

 Παρότι και τα δύο ένζυµα CelK και Cel5A φέρουν την χαρακτηριστική 

υποπεριοχή_2, όπου τα αµινοξέα Gln180 και His206 (αρίθµηση Cel5A) σχηµατίζουν 

δεσµούς υδρογόνου µε τη µονάδα της γλυκόζης, κανένα από αυτά τα αµινοξέα δεν είναι 

συντηρηµένο στη δοµή της CelDZ1, και έχουν αντικατασταθεί από τα αµινοξέα Thr239 και 

Ala265 αντίστοιχα. Αυτά τα δύο αµινοξέα της CelDZ1, δεν µπορούν να σχηµατίσουν 

υποπεριοχή πρόσδεσης σακχάρων και δεν υπάρχουν άλλα προφανή γειτονικά αµινοξέα 

ικανά να δηµιουργήσουν παρόµοιο σχηµατισµό. Έτσι, η CelDZ1 φαίνεται να είναι η πρώτη 

δοµή ενδογλουκανάσης από την οποία απουσιάζει η υποπεριοχή πρόσδεσης σακχάρων 2. 
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Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι µόνο η πιο στενά συγγενική, µη χαρακτηρισµένη 

γλυκοζιδική υδρολάση της οικογένειας 5 από το θερµόφιλο αναερόβιο βακτήριο 

Thermoanaerobacterium aotearoense µε αλληλουχική οµοιότητα 95% µε τη CelDZ1, 

φαίνεται επίσης να µη διαθέτει το αµινοξικό ζεύγος Gln/His όπως έδειξε η ανάλυση της 

αλληλουχίας της. Όλες οι άλλες οµόλογες πρωτεΐνες της CelDZ1 στη βάση δεδοµένων 

NCBI, συµπεριλαµβανοµένης της αµέσως συγγενέστερης, µη χαρακτηρισµένης 

κυτταρινάσης από το βακτήριο Caldanaerobacter subterraneus MB4 (78% οµοιότητα), 

περιέχουν το αµινοξικό ζεύγος Gln/His που σχηµατίζει την υποπεριοχή πρόσδεσης 2. 

 Η κυτταρινάση CelK έχει προσαρµοστεί εξελικτικά να είναι σταθερή και ενεργή 

σε αλκαλικό περιβάλλον ενώ η CelDZ1, παρότι έχει υψηλή αλληλουχική οµολογία µε την 

CelK, είναι ανενεργή σε pH υψηλότερα του 8. Η σύγκριση της αµινοξικής σύστασης των 

δυο ενζύµων αποκάλυψε µια σηµαντική αύξηση στις θετικά φορτισµένες αργινίνες και 

λυσίνες στην περίπτωση της CelDZ1 σε σύγκριση µε την CelK (39 αντί 24 αντίστοιχα), 

γεγονός που οδηγεί σε υψηλότερη τιµή ισοηλεκτρικού σηµείου (pI) που στην περίπτωση 

της CelDZ1 είναι 5,7 ενώ για την CelK είναι 4,5. Πολλά από αυτά τα επιπλέον θετικά 

φορτισµένα αµινοξέα που περιέχονται στην CelDZ1, βρίσκονται στην επιφάνεια της 

πρωτεΐνης, ενώ τα επτά αµινοξικά ζεύγη Arg-Asp που ευθύνονται για τη προσαρµογή της 

CelK σε αλκαλικό περιβάλλον, είναι µειωµένα σε πέντε στην περίπτωση της CelDZ1. Ένα 

από τα αµινοξέα που συµµετέχουν στο φαινόµενο της προσαρµογής σε αλκαλικό 

περιβάλλον στην πρωτεΐνη CelK, φαίνεται να είναι και η His333, που βρίσκεται στη θέση 

της Leu155 στην CelDZ1 και στην Cel5A επίσης. H αποπρωτονίωση αυτού του αµινοξέος 

καθιστά µη ευνοϊκές τις συνθήκες για την πρόσδεση µονάδας γλυκόζης στην υποπεριοχή_1 

σε pH 7 ή χαµηλότερο. 

Όπως είπαµε και νωρίτερα, ενώ η ανθεκτικότητα σε υψηλές συγκεντρώσεις αλάτων 

είναι πιο συνήθης για πολλά ένζυµα, η σταθερότητα παρουσία αυτών είναι µια πιο σπάνια 

ιδιότητα που είναι όµως ζωτικής σηµασίας για πρωτεΐνες που από τη φύση τους δρουν 

εξωκυτταρικά και είναι εκτεθειµένες στο περιβάλλον, όπως η CelDZ1. Μια τέτοια ιδιότητα 

µπορεί να οφείλεται στη µειωµένη συγγένεια των ιόντων χλωρίου και νατρίου/καλίου µε 

το ένζυµο. Ο υπολογισµός της ηλεκτρονιακής πυκνότητας στην επιφάνεια της CelDZ1 

δείχνει ξεκάθαρα µια συνολική αρνητική φόρτιση στην κοιλότητα του ενεργού κέντρου, 

γεγονός που δεν ευνοεί την πρόσδεση ιόντων χλωρίου (Εικόνα 2.14 Γ).  
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2.4 Σχολιασµός 
 
Η πρώτη υδρολάση που αποµονώθηκε και µελετήθηκε σε αυτή τη διατριβή είναι η 

ενδογλουκανάση CelDZ1 της οικογένειας GH5. Το ένζυµο αυτό είναι θερµοανθεκτικό και 

εξαιρετικά αλοσταθερό και εντοπίστηκε σε µεταγονιδιωµατικό δείγµα εµπλουτισµού 

Ισλανδικής θερµοπηγής. 

 

Η CelDZ1 βρέθηκε να είναι ισχυρά ενεργή απέναντι σε υδατοδιαλυτά υποστρώµατα 

που περιέχουν β,-1,4 γλυκοζιτικούς δεσµούς όπως η CMC και β-D-γλουκάνη ενώ δεν 

υδρολύει την ξυλάνη, µη υδατοδιαλυτά υποστρώµατα και υποστρώµατα που περιέχουν β,-

1,3 γλυκοζιτικούς δεσµούς καθώς και την κελλοβιόζη κάτι που οδήγησε στο συµπέρασµα 

ότι πρόκειται για µια ένδο-κυτταρινάση. Η CelDZ1 εµφανίζει τη µέγιστη σχετική 

ενεργότητα στο pH 5, χαρακτηριστικό που συναντάται και στην οµόλογη κυτταρινάση 

Cel5A από το θερµόφιλο αναερόβιο βακτήριο Thermoanaerobacter tengcongensis MB4. 

Αντιθέτως, ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι η οµοιότερη σε αλληλουχία 

κυτταρινάση από τον βάκιλο B. akibai και η πλησιέστερη δοµικά CelK κυτταρινάση από 

τον βάκιλο Bacillus sp. KSM-635 είναι και οι δύο αλκαλόφιλες αφού παρουσιάζουν 

βέλτιστη ενεργότητα σε pH 9 και 9,5 αντίστοιχα. Η CelDZ1 εµφανίζει υψηλή υδρολυτική 

δράση σε µεγάλο θερµοκρασιακό εύρος από τους 40 έως 80°C, µε βέλτιστη θερµοκρασία 

δράσης τους 70°C.  

Στις βέλτιστες συνθήκες (pH 5 και 70 °C) η υδρόλυση του υποστρώµατος CMC από 

τη CelDZ1 ακολουθεί το κινητικό µοντέλο Michaelis-Menten µε τιµές KM και kcat 6,1 ± 0,9 

mg.ml-1 και 46,3 s-1 αντίστοιχα. Η καταλυτική απόδοση kcat/KM του ενζύµου µετρήθηκε σε 

7,6 mg−1·ml·s−1, τιµή που είναι πολύ κοντά σε εκείνες άλλων οµόλογων κυτταρινασών όπως 

της CelE, της Cel5A και των µεταλλαγών της που προέκυψαν µέσω πρωτεϊνικής µηχανικής. 

Το νέο ένζυµο παρουσιάζει επίσης πολύ καλή θερµοσταθερότητα έως τους 75 oC, µε 

χρόνο ηµιζωής πάνω από 4 ώρες στους 70 oC και σηµείο τήξης τους 77 οC. Ένα από τα πιο 

ενδιαφέροντα χαρακτηριστικά της CelDZ1, είναι η εξαιρετική αλοσταθερότητα της, αφού 

µετά από αρκετές ηµέρες επώασης σε πολύ πυκνά  διαλύµατα αλάτων διατηρεί ανέπαφη 

την ενεργότητα της.  

Παρουσία NaCl και KCl, η CelDZ1 δεν έχασε την υδρολυτική της ικανότητα, αφού 

λειτούργησε στο 80% της ενεργότητας της παρουσία ΚCl από 1 Μ έως 3 Μ, ενώ παρουσία 

NaCl στις ίδιες συγκεντρώσεις η ενεργότητα µετρήθηκε από 80% έως 60% αντίστοιχα. 
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Πολύ ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι η CelDZ1 είναι αλοανθεκτική και όχι µόνο 

αλοσταθερή όπως πολλά πολυακραιόφιλα ένζυµα παρότι δεν αποµονώθηκε από 

περιβάλλον υψηλής αλατότητας. Τα παραπάνω χαρακτηριστικά καθιστούν την CelDZ1 

έναν υποψήφιο βιοκαταλύτη για την προσθήκη του σε ενζυµικά µείγµατα που προστίθενται 

στο δεύτερο στάδιο της επεξεργασίας της βιοµάζας όπου εφαρµόζονται υψηλές 

θερµοκρασίες και παράλληλα υπάρχουν υψηλές συγκεντρώσεις αλάτων λόγω της 

εξουδετέρωσης των ισχυρών βάσεων που έχουν χρησιµοποιηθεί στο πρώτο στάδιο 

κατεργασίας. 

Παράλληλα, η µελέτη της κρυσταλλικής δοµής της νέας ενδογλουκανάσης έδωσε 

απαντήσεις για το φαινόµενο της υψηλής αλοανθεκτικότητας και αλοσταθερότητας του 

ενζύµου µέσω της παρατήρησης των στοιχείων της, και οδήγησε επίσης στο συµπέρασµα 

ότι πρόκειται για ένα ιδιαίτερο δοµικά ένζυµο αφού από την αναδίπλωση του απουσιάζει η 

υποµονάδα πρόσδεσης_2 των σακχάρων, κάτι που δεν ισχύει για τις υπόλοιπες γνωστές 

πρωτεΐνες της ίδιας οικογένειας (Zarafeta, Kissas et al. 2016). 
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3. ΑΝΑΚΑΛΥΨΗ ΚΑΙ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ 
ΘΕΡΜΟΑΝΘΕΚΤΙΚΗΣ ΕΣΤΕΡΑΣΗΣ ΠΟΥ ΕΓΚΑΙΝΙΑΖΕΙ 
ΜΙΑ ΝΕΑ ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑ ΕΣΤΕΡΑΣΩΝ ΑΠΟ 
ΜΕΤΑΓΟΝΙΔΙΩΜΑΤΙΚΟ ΔΕΙΓΜΑ ΡΩΣΙΚΗΣ 
ΘΕΡΜΟΠΗΓΗΣ 
 

3.1 Περίληψη 
 
Σε αυτή τη µελέτη περιγράφεται η ανακάλυψη και ο χαρακτηρισµός µίας νέας 

θερµοανθεκτικής εστεράσης που προέκυψε µετά από βιοπληροφορική ανάλυση του 

µεταγονιδιώµατος Ρωσικής θερµοπηγής. Τα βιοχηµικά χαρακτηριστικά της εστεράσης 

EstDZ2 περιλαµβάνουν την ικανότητα της να υδρολύει πολύ αποτελεσµατικά 

υποστρώµατα µε µικρού και µεσαίου µήκους ανθρακικές αλυσίδες σε θερµοκρασίες 25 µε 

60 oC και pH 7-8. Το νέο αυτό ένζυµο παρουσιάζει χρόνο ηµιζωής έξι ώρες µετά την 

επώαση του στους 60 οC, και πολύ καλή σταθερότητα παρουσία οργανικών διαλυτών. Η 

φυλογενετική ανάλυση της αλληλουχίας του νέου ενζύµου έδειξε ότι η εστεράση EStDZ2 

πιθανότατα ανήκει στο υποψήφιο βακτηριακό φύλο Acetothermia και εγκαινιάζει µια 

καινούργια οικογένεια λιπολυτικών ενζύµων, για την οποία έχουµε προτείνει την αρίθµηση 

ΧV. Χαρακτηριστικό της καινούργιας οικογένειας είναι η παρουσία του πενταπεπτιδίου 

GHSAG, που ακολουθεί το καταλυτικό µοτίβο GXSXG. Η σύγκριση της αµινοξικής 

αλληλουχίας της EstDZ2 µε αυτές άλλων εστερασών της κοντινότερης οικογένειας καθώς 

και η µελέτη του µοντέλου της δοµής της, µας οδήγησαν στην παρατήρηση ότι πιθανότατα, 

η EstDZ2 δε φέρει το µεγαλύτερο κοµµάτι της πρωτεϊνικής περιοχής που δηµιουργεί το 

υδρόφοβο «κάλυµα» που είναι χαρακτηριστικό της πλησιέστερης οικογένεια IV των 

λιπολυτικών ενζύµων. 

 

3.2 Εισαγωγή 
 
Όπως αναφέρθηκε και στο Κεφάλαιο 1.1.4, τα λιπολυτικά ένζυµα (EC 3.1.1.x) έχουν 

συγκεντρώσει το ενδιαφέρον των βιοτεχνολόγων λόγω της δυνατότητας εφαρµογής τους 

σε βιοµηχανικές και όχι µόνο βιοµετατροπές. Η υπερ-οικογένεια των εστερασών 

περιλαµβάνει τις καρβόξυλ-εστεράσες (EC 3.1.1.1) και τις λιπάσες (EC 3.1.1.3) οι οποίες 

υδρολύουν τους εστερικούς δεσµούς που περιέχονται σε µικρά υδατοδιαλυτά και µεγάλα 

αδιάλυτα υποστρώµατα αντίστοιχα. Κατά κανόνα, οι εστεράσες αυτές είναι καταλύτες 

σερίνης, και φέρουν στην αµινοξική τους αλληλουχία το χαρακτηριστικό πενταπεπτίδιο G-
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X-S-X-G στο οποίο περιέχεται το καταλυτικό αµινοξύ της σερίνης. Το αµινοξύ αυτό σε 

συνδυασµό µε ένα όξινο αµινοξύ (ασπαρτικό ή γλουταµινικό) και µια ιστιδίνη µε την οποίο 

το όξινο αµινοξύ είναι συνδεδεµένο µε δεσµό υδρογόνου, σχηµατίζουν την καταλυτική 

τριάδα η οποία είναι ισχυρά συντηρηµένη στα λιπολυτικά ένζυµα. Επιπλέον, οι εστεράσες 

µοιράζονται κάποια δοµικά χαρακτηριστικά όπως την χαρακτηριστική αναδίπλωση της α/β 

υδρολάσης για την οποία µιλήσαµε στο Κεφάλαιο 1 καθώς και βιοχηµικά χαρακτηριστικά 

όπως τη µη εξάρτηση τους από καταλυτικούς συµπαράγοντες.  

Βάσει της οµολογίας της αµινοξικής τους αλληλουχίας και των βασικών βιοχηµικών 

χαρακτηριστικών τους, οι βακτηριακές εστεράσες είχαν αρχικά ταξινοµηθεί σε οκτώ 

διακριτές οικογένειες µέσω µιας δηµοσίευσης- ορόσηµο του 1999 από τους Arpingy και 

Jaeger (Arpigny and Jaeger 1999). Σύµφωνα µε αυτή την ταξινόµησης, η Οικογένεια Ι 

αποτελείται από λιπάσες και περιλαµβάνει έξι υποοικογένειες. Οι υπόλοιπες επτά 

οικογένειες (Οικογένειες ΙΙ-VIII) περιλαµβάνουν καρβοξυλεστεράσες. Παρά το γεγονός ότι 

η ταξινόµηση αυτή είχε προταθεί για τα βακτηριακά λιπολυτικά ένζυµα, περιλαµβάνει τόσο 

ευκαριωτικής όσο και αρχαϊκής προέλευσης πρωτεΐνες. Η πρόσφατη ανακάλυψη της 

όµοιας µε λιπάση πόλυ-[(R)-3-υδρόξυβουτυρική]-αποπολυµεράση PhaZ7 (Handrick, 

Reinhardt et al. 2001), της υπερθερµόφιλης εστεράσης EstD (Levisson, van der Oost et al. 

2007), καθώς και ενός µεγάλου αριθµού µεταγονιδιωµατικά ανακτηµένων εστερασών (Lee, 

Lee et al. 2006, Kim, Oh et al. 2009, Montoro-García, Martínez-Martínez et al. 2009, Rao, 

Xue et al. 2011) έχουν διευρύνει την αρχική ταξινόµηση ώστε να περιλαµβάνει έξι νέες 

οικογένειες (Οικογένιες ΙΧ-ΧΙV). Οι πιο πρόσφατες µελέτες όπου οδήγησαν στην 

ανακάλυψη πολλών νέων εστερασών µέσω µεταγονιδιωµατικής ανάλυσης έχουν ορίσει 

επιπλέον οικογένειες οι οποίες όµως δεν ακολουθούν την αρχική ταξινόµηση. 

Παραδείγµατα τέτοιων ενζύµων είναι η εστεράσες Est10 (Rodríguez, Loaces et al. 2015), 

EstWSD (Wang, Wang et al. 2013) και άλλες.  

Όπως προαναφέρθηκε στο Κεφάλαιο 1.1.4, οι εστεράσες είναι πολύτιµοι 

βιοκαταλύτες για τη βιοµηχανία λόγω της υδρολυτικής φύση τους έναντι ενός µεγάλου 

εύρους υποστρωµάτων καθώς και της υψηλής τοπο-, και στερεο- εκλεκτικότητάς τους 

(Brockerhoff 2012). Επίσης, πέρα από την εγγενή ικανότητα τους να υδρολύουν τα 

υποστρώµατα σε υδατικό περιβάλλον, πολλές εστεράσες διαθέτουν την ικανότητα 

κατάλυσης της αντίστροφης αντίδρασης, δηλαδή της σύνθεσης, όταν βρεθούν σε µη 

συµβατικά (µη υδατικά) συστήµατα. Αυτή τους η ιδιότητα τις καθιστά πολύ ελκυστικές για 

τη φαρµακοβιοµηχανία, τη βιοµηχανία των αρωµάτων και των προσθέτων γεύσης, του 
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βιοντίζελ, της κοσµετολογίας καθώς και άλλες τις οποίες είδαµε αναλυτικά στο Κεφάλαια 

1.1.4. Η σηµαντικότητα τους για τις βιοδιεργασίες αντικατοπτρίζεται άλλωστε και στο 

γεγονός ότι αρκετές εταιρίες βιοτεχνολογίας όπως οι Fluka, Novozymes, Amano, Diversa, 

Roche Diagnostics, Thermogen και άλλες έχουν εισάγει στην αγορά εστεράσες σε µορφή 

εµπορικών σκευασµάτων. 

Σήµερα, µια σηµαντική τροχοπέδη στην ευρεία χρήση των εστερασών στη 

βιοµηχανία είναι το ότι απαιτείται να λειτουργούν στις αντίξοες συνθήκες που απαντώνται 

στις διεργασίες, όπως υψηλές θερµοκρασίες, µεγάλη συγκέντρωση οργανικών διαλυτών 

και αλάτων, µετάλλων και επιφανειενεργών. Για το λόγο αυτό, η θερµοανθεκτικότητα και 

η γενικότερη σταθερότητα των εστερασών είναι προαπαιτούµενο για την εκβιοµηχάνιση 

τους. Όµως, όπως συζητήθηκε και νωρίτερα, η δυσκολία της ανακάλυψης νέων 

θερµοανθεκτικών ενζύµων, έγκειται στο γεγονός ότι τα θερµόφιλα είδη τα οποία πιθανώς 

να τα εκφράζουν δεν µπορούν να καλλιεργηθούν µε τις κλασσικές εργαστηριακές τεχνικές 

σε ποσοστό 99%. Η µεταγονιδιωµατική ανάλυση δίνει τη λύση στο πρόβληµα, ξεπερνώντας 

αυτόν τον περιορισµό αφού αποτελεί µια µέθοδο ανάλυσης που δεν εξαρτάται από την 

καλλιέργεια των οργανισµών.  

Σε αυτή τη µελέτη ανακαλύψαµε και χαρακτηρίσαµε µια νέα θερµοανθεκτική 

εστεράση που εγκαινιάζει µια νέα οικογένεια εστερασών. Η εστεράση EstDZ2 προέρχεται 

από το µεταγονιδίωµα Ρωσικής θερµοπηγής. Η φυλογενετική ανάλυση που οδήγησε στην 

ανακάλυψη της νέας οικογένειας, οι βιοχηµικές ιδιότητες της νέας εστεράσης καθώς και το 

µοντέλο της τριτοταγούς δοµής της µελετήθηκαν και περιγράφονται παρακάτω.  

 

 

3.3 Αποτελέσµατα  
 

3.3.1 Δειγµατοληψία µεταγονιδιωµατικού υλικού και βιοπληροφορική ανάλυση 
 
Το µεταγονιδιωµατικό δείγµα που χρησιµοποιήθηκε σε αυτή τη µελέτη συλλέχθηκε από τη 

θερµοπηγή Sun Spring η οποία βρίσκεται στην Καµτσάτκα της Ρωσίας (συντεταγµένες: 54° 

29’ 56” N, 159°59’ 31” E) (Εικόνα 3.1) το Σεπτέµβριο του 2011 από τους συνεργάτες µας 

(Winogradsky Ινστιτούτο Μικροβιολογίας, Κέντρο Βιοτεχνολογικών Ερευνών της 

Ρωσικής Ακαδηµίας, Μόσχα). Τη στιγµή της δειγµατοληψίας η θερµοκρασία του σηµείου 

ήταν 61-64 οC και το pH 5,8-6,0. Αναλυτική περιγραφή του σηµείου δίνεται στην µελέτη 

από τους Menzel et al.(Menzel, Gudbergsdóttir et al. 2015). H θερµοπηγή βρίσκεται σε 

γεωθερµικό έλος που αποτελείται από µικρές λίµνες που εκπέµπουν CO2. Ο βυθός είναι 
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καλυµµένος µε παχύ στρώµα υπολειµµάτων φυτών θαµµένο σε λάσπη πλούσια σε οξείδια 

σιδήρου και περιβάλλεται από στοµατολύτες. Στο πλούσιο σε οργανικό περιεχόµενο 

ενδιαίτηµα, λαµβάνουν χώρα διαδικασίες αποσύνθεσης της οργανικής ύλης, κάτι που το 

καθιστά καλό υποψήφιο σηµείο δειγµατοληψίας για την ανακάλυψη υδρολυτικών ενζύµων. 

Η πρόσφατη προαναφερθείσα µελέτη του σηµείου αποκάλυψε την παρουσία κατά 

πλειοψηφία βακτηριακών ειδών, το 40% των οποίων δε µπορούν να αποδοθούν σε κάποιο 

ήδη γνωστό φύλλο. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.1: Σηµείο 
δειγµατοληψίας (Καµτσάτκα, 

Ρωσία) του 
µεταγονιδιωµατικού υλικού, 
από την ανάλυση του οποίου 
προέκυψε η εστεράση EstDZ2. 
 

 

 

Το µεταγονιδιωµατικό DNA που συλλέχθηκε από την προαναφερθείσα πηγή, 

αλληλουχήθηκε µέσω της πλατφόρµας Roche/454 Titanium FLX από τους συνεργάτες µας 

(Sergey Gavrilov και Ilya Kublanov, Winogradsky Ινστιτούτο Μικροβιολογίας, Κέντρο 

Βιοτεχνολογικών Ερευνών της Ρωσικής Ακαδηµίας, Μόσχα). Η βιοπληροφορική οµάδα 

του Εργαστηρίου Βιοτεχνολογίας της Σχολής Χηµικών Μηχανικών του ΕΜΠ (Υποψήφιος 

Διδάκτοράς: Ευθύµιος Λαδουκάκης) σε συνεργασία µε το εργαστήριο Μεταβολικής 

Μηχανικής και Βιοπληροφορικής του  Εθνικού Ιδρύµατος Ερευνών (Δρ. Αριστοτέλης 

Χατζηιωάννου) επεξεργάστηκαν τα αποτελέσµατα της αλληλούχισης µέσω της 

πλατφόρµας ANASTASIA και τα ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης που προέκυψαν αναλύθηκαν 

µέσω της βάσης δεδοµένων του NCBI για συντηρηµένες περιοχές (Marchler-Bauer A et al. 

(2015)) που σχετίζονται µε εστερολυτική δράση (βλ. Κεφάλαιο 5.2.2). Μέσω αυτής της 

ανάλυσης επιλέχθηκε για περαιτέρω µελέτη µία αλληλουχία που κωδικοποιούσε την 
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πρωτεΐνη EstDZ2α η οποία αποδόθηκε στην υπερ-οικογένεια των εστερασών/λιπασών 

(Εικόνα 3.2). 

 
 

Εικόνα 3.2: Εντοπισµός συντηρηµένων πρωτεϊνικών περιοχών στην αλληλουχία της EstDZ2α. 
Ανάλυση της αµινοξικής αλληλουχίας της EstDZ2α µέσω του ενσωµατωµένου στην πλατφόρµα 
BlastP εργαλείου αναζήτησης συντηρηµένων πρωτεϊνικών περιοχών (conserved domains) της 
βάσης δεδοµένων NCBI (Marchler-Bauer, Bo et al. 2016). Με κόκκινο χρώµα υποδεικνύεται η 
αλληλουχία του πεπτιδίου οδηγού (αµινοξέα 1-21). Στον πίνακα φαίνονται οι συντηρηµένες 
πρωτεϊνικές περιοχές που ανιχνευτήκαν, τα αµινοξέα της EstDZ2α στα οποία εκτείνονται (interval) 
καθώς και η πιθανότητα να πρόκειται για στατιστικό λάθος (Ε-value). 
 

 

Η αλληλουχία της EstDZ2α αποτελείται από 272 αµινοξέα µε θεωρητικό µοριακό 

βάρος 29,4 kDa. Ακόµα, ανιχνεύτηκαν δύο συντηρηµένα µοτίβα: το GXSXG, το 

χαρακτηριστικό µοτίβο των εστερασών που περιέχει κατά πάσα πιθανότητα την καταλυτική 

σερίνη καθώς και το τετραπεπτίδιο HGGG το οποίο έχει αποδειχθεί ότι συµµετέχει στο 

σχηµατισµό της οξυανιοντικής οπής που είναι απαραίτητη για την κατάλυση (Wei, 

Contreras et al. 1999). Ανάλυση µέσω της πλατφόρµας Delta-BlastP αποκάλυψε ότι η 

µεγαλύτερη αλληλουχική οµολογία µε γνωστές πρωτεΐνες είναι 23% (µε 90% κάλυψη) µε 

µια ίσο-πρένυλ-κυστεινική µεθυλεστεράση από το φυτό Arabidopsis thaliana (Tabata, 

Kaneko et al. 2000). Επίσης, όταν η πρωτεϊνική αλληλουχία της EstDZα αναλύθηκε στην 

πλατφόρµα SignalP (Petersen, Brunak et al. 2011) αποκαλύφθηκε η ύπαρξη ενός πεπτιδίου-

οδηγού (signal sequence) που απαρτίζεται από τα πρώτα 21 αµινοξέα της αλληλουχίας 

(Εικόνα 3.2) και η παρουσία του οποίου υποδηλώνει ότι η EstDZ2 είναι µια φυσικά 

εκκρινόµενη ή προσαρτηµένη εξωκυτταρικά πρωτεΐνη. 
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3.3.2 Αποµόνωση, κλωνοποίηση και επιβεβαίωση της εστερολυτικής δράσης της 
EstDZ2 
 
Η αλληλουχία-στόχος αποµονώθηκε από το µεταγονιδιωµατικό δείγµα µέσω αλυσιδωτής 

αντίδρασης πολυµεράσης µε τη χρήση ειδικά σχεδιασµένων εκκινητών και κλωνοποιήθηκε 

στον φορέα έκφρασης pET-28a(+). Η κλωνοποίηση αυτή έδωσε το ανασυνδυασµένο 

πλασµίδο pET-EstDZ2α. Επιδεκτικά κύτταρα BL21(DE3) µετασχηµατίστηκαν µε το 

ανασυνδυασµένο πλασµίδιο και αναπτύχθηκαν σε καλλιέργειες θρεπτικού υλικού στους 37 
οC υπό ανάδευση έως ότου η οπτική απορρόφηση στα 600 nm να φτάσει στο 0,5. Στο 

σηµείο αυτό, έγινε προσθήκη του IPTG επαγωγέα σε τελική συγκέντρωση 0,2 mM και η 

καλλιέργεια συνεχίστηκε για 4 ώρες. Μετά το πέρας της διαδικασίας της υπερέκφρασης, τα 

κύτταρα συλλέχθηκαν µε φυγοκέντρηση, και το κυτταρικό υλικό µετά από διάτρηση µε 

υπερήχους χρησιµοποιήθηκε για την ανίχνευση εστερολυτικής δράσης, χρησιµοποιώντας 

ως τυφλό δείγµα κυτταρικό υλικό από βακτήρια που έφεραν άδειο τον φορέα έκφρασης 

pET-28a(+) και είχαν υποβληθεί στη ίδια διαδικασία. Τα κυτταρικά υλικά 

χρησιµοποιήθηκαν σε αντίδραση υδρόλυσης του συνθετικού υποστρώµατος pNP-butyrate 

(εστέρας της παρανιτροφαινόλης µε βουτυρικό οξύ) έτσι ώστε να διαπιστωθεί η 

εστερολυτική δράση της υπερεκφρασµένης πρωτεΐνης, όπως και έγινε. Η αντίδραση στην 

οποία χρησιµοποιήθηκε το κυτταρικό υλικό της ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης εµφάνισε στα 

πρώτα λεπτά µετά την ανάµειξη ένα έντονο κίτρινο χρώµα λόγω της απελευθέρωσης της 

παρανιτροφαινόλης από το υπόστρωµα λόγω της υδρόλυσης του εστερικού δεσµού, κάτι 

που δεν έγινε στην περίπτωση χρήσης του τυφλού δείγµατος (Εικόνα 3.3). Παράλληλα, τα 

κυτταρικά κλάσµατα µελετήθηκαν µε ζυµογράφηµα και χρήση 1-naphthyl acetate µε 

χρώση Fast Red, όπου επιβεβαιώθηκε ότι η νέα πρωτεΐνη έχει εστερολυτική δράση αφού 

εµφάνισε µία καφεκόκκινη ζώνη όπως φαίνεται στην παρακάτω εικόνα.  

Στη συνέχεια το κυτταρικό υλικό των βακτηρίων που παρήγαγαν την 

ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη EstDZ2α χρησιµοποιήθηκε σε ενζυµικές αντιδράσεις µε 

υπόστρωµα άλλους εστέρες παρανιτροφαινόλης µε λιπαρά οξέα πέραν του βουτυρικού. 

Σκοπός αυτού του πειράµατος ήταν να εκτιµηθεί η εκλεκτικότητα του νέου ενζύµου και να 

επιλεχθεί το υπόστρωµα µε το οποίο θα συνεχίζονταν οι µελέτες. 
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Εικόνα 3.3: Έλεγχος εστερολυτικής δράσης της πρωτεΐνης EstDZ2α. (Α) Ηλεκτροφόρηση 
ακρυλαµιδίου και χρώση µε Coomassie (αριστερά) και ζυµογράφηµα (δεξιά) όπου φορτώθηκαν 
δείγµατα κυτταρικού υλικού βακτηρίων που έφεραν άδειο πλασµίδιο (L1) και πλασµίδιο pET-
EstDZ2α (L2) µετά από επαγωγή της πρωτεϊνοσύνθεσης. (B) Τα ίδια κυτταρικά υλικά 
χρησιµοποιήθηκαν σε ενζυµική αντίδραση µε υπόστρωµα το pNP-C4. Η εµφάνιση κίτρινου 
χρώµατος υποδηλώνει την υδρόλυση του εστερικού δεσµού και κατ’ επέκταση την απελευθέρωση 
του pNP. 

 

 
 

Εικόνα 3.4: Έλεγχος δραστικότητας του κυτταρικού υλικού βακτηρίων που παράγουν την EstDZ2α 
έναντι (Α) των συνθετικών υποστρωµάτων εστέρων παρανιτροφαινόλης µε λιπαρά οξέα και (Β) φυσικών 
υποστρωµάτων. Και στις δυο περιπτώσεις, ως τυφλό δείγµα χρησιµοποιήθηκε κυτταρικό υλικό 
βακτηρίων που έφεραν κενό πλασµίδιο pET-28a(+). Στο ένθετο Α, ως EstDZ2α(S120A) αναφέρεται η 
µεταλλαγή της πρωτεΐνης EstDZ2α όπου έχει γίνει αντικατάσταση του καταλυτικού αµινοξέος της 
σερίνης µε αλανίνη, όπως θα δούµε παρακάτω. Οι τιµές που παρουσιάζονται αντιστοιχούν στον µέσο 
όρο των τιµών τριών ανεξάρτητων πειραµάτων τριπλής επανάληψης και το σφάλµα στην τυπική 
απόκλιση αυτών των µέσων όρων.  
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Το πείραµα αυτό έδειξε ότι η εστεράση EstDZ2α παρουσιάζει εκλεκτικότητα σε 

υποστρώµατα µε µικρού προς µεσαίου µεγέθους ανθρακική αλυσίδα. Για το λόγο αυτό, 

επιλέχθηκε ο παρανιτροφαινολικός εστέρας του βουτυρικού οξέος (pNP-C4) για τη 

συνέχιση των πειραµάτων. Να σηµειωθεί εδώ, ότι η πραγµατική εκλεκτικότητα του 

ενζύµου µελετήθηκε όπως φαίνεται παρακάτω µε τον προσδιορισµό των κινητικών 

σταθερών της υδρόλυσης των υποστρωµάτων. Παράλληλα, µελετήθηκε η δράση της 

EstDZ2α έναντι διαφόρων φυσικών υποστρωµάτων. Το ένζυµο έδειξε να υδρολύει την 

τριβουτυρίνη στα πρώτα λεπτά της αντίδρασης ενώ τα υπόλοιπα υποστρώµατα δεν έδωσαν 

θετικά φαινότυπο (Εικόνα 3.4 Β). Στη συνέχεια, λόγω της ανίχνευσης του πεπτιδίου 

οδηγού, µελετήθηκε η επίδραση του στον τρόπο ετερόλογης έκφρασης. Το συνολικό 

κυτταρικό υλικό (ολικό δείγµα) καθώς και τα επιµέρους κλάσµατα (υδατοδιαλυτό και 

αδιάλυτο δείγµα) των κυττάρων που παρήγαγαν το ένζυµο µε και χωρίς το πεπτίδιο οδηγό 

µελετήθηκαν σε αντίδραση µε pNP-C4. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.5, η αφαίρεση του 

πεπτιδίου οδηγού, έδωσε περισσότερη ενεργή πρωτεΐνη στο υδατοδιαλυτό κλάσµα των 

κυττάρων.  

 
Εικόνα 3.5: Έλεγχος επίδρασης της παρουσίας του πεπτιδίου οδηγό στην αποτελεσµατικότητα 
της ετερόλογης έκφρασης της εστεράσης ΕstDZ2α. Μετά την κλασµάτωση του κυτταρικού 
υλικού κανονικοποιηµένων καλλιεργειών, τα επιµέρους κλάσµατα χρησιµοποιήθηκαν στη βασική 
αντίδραση σε ίσους όγκους και η εστερόλυση αξιολογήθηκε οπτικά. [(ΕstDZ2)=πρωτεΐνη στην 
οποία έχει αντικατασταθεί το πεπτίδιο οδηγός µε εξαπετίδιο ιστιδινών, (EstDZ2α)=πρωτεΐνη που 
φέρει το πετίδιο οδηγό, (-) = τυφλή αντίδραση που δεν περιέχει κυτταρικό υλικό] 
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Ο κλώνος του οποίου το πεπτίδιο-οδηγός αφαιρέθηκε και αντικαταστάθηκε από 

επίτοπο ιστιδινών, ονοµάστηκε EstDZ2 και χρησιµοποιήθηκε για τον βιοχηµικό 

χαρακτηρισµό, αφού καθαρίστηκε µε χρωµατογραφία συγγένειας ακινητοποιηµένου 

µετάλλου (ΙΜΑC). Ο καθαρισµός οδήγησε σε οπτικά οµοιογενές προϊόν στο αναµενόµενο 

µοριακό βάρος (~29 kDa), όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.6. 

 

 

 

 
Εικόνα 3.6: Ανάλυση SDS-PAGE του προϊόντος 
καθαρισµού της EstDZ2. (Διάλυµα πρότυπων πρωτεϊνών: 
Prestained Protein Marker, Broad Range (7-175 kDa), 
New England Biolabs Inc.)  

 

 

   

 

 

Στη συνέχεια, για να µελετήσουµε το βαθµό ολιγοµερισµού της νέας πρωτεΐνης, 

διεξήγαµε τα παρακάτω πειράµατα. Αρχικά, µέσω ζυµογραφήµατος και χρησιµοποιώντας 

αποµονωµένη EstDZ2 πρωτεΐνη καθώς και πρωτεΐνες γνωστού µοριακού βάρους 

παρατηρήσαµε ότι η ζώνη που αντιστοιχεί στην ενεργή EstDZ2, το µονοµερές της οποίας 

έχει θεωρητικό µοριακό βάρος 28,4 kDa, εµφανίζεται στη γέλη κάτω από τις πρωτεΐνες µε 

µοριακά βάρη 66,5 kDa και 32,5 kDa γεγονός που υποδηλώνει ότι η EstDZ2 είναι 

µονοµερής πρωτεΐνη (Εικόνα 3.7 Α). Το ίδιο συµπέρασµα προέκυψε και µετά από πείραµα 

Δυναµικής Σκέδασης Φωτός (Dynamic Light Scattering- DLS) κατά το οποίο η ακτίνα του 

µορίου που ανιχνεύτηκε αντιστοιχεί σε µοριακό βάρος σφαιρικής πρωτεϊνικής δοµής 28,7 

kDa, κάτι που είναι σε συµφωνία µε το θεωρητικό µοριακό βάρος της µονοµερούς EstDZ2 

(28,4 kDa) (Εικόνα 3.7 Β). Τέλος, µετά από πειράµατα Χρωµατογραφίας Αποκλεισµού 

Μεγέθους (Size Exclusion Chromatography- SEC) της EstDZ2 και της υπεροξειδικής 

δισµουτάσης (superoxide dismutase 1 - SOD1) η οποία έχει παρόµοιο µοριακό βάρος (32,5 

kDa) παρατηρήσαµε ότι τα δυο χρωµατογραφήµατα παρουσιάζουν πανοµοιότυπη εικόνα, 

γεγονός που επιβεβαιώνει την υπόθεση µας ότι η EstDZ2 είναι ένα µονοµερές πρωτεϊνικό 

µόριο (Εικόνα 3.7 Γ). 
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Εικόνα 3.7. Μελέτη του βαθµού ολιγοµερισµού της EstDZ2. (A) Γέλη ζυµογραφήµατος η οποία 
υποβλήθηκε σε χρώση µε Coomassie. Μ1: αλβουµίνη ορού βοοειδών (BSA) (MW: 66,5 kDa) M2: 
Υπεροξειδική δισµουτάση Cu/Zn (SOD 1) (MW: 32,5 kDa) L1: Αποµονωµένη EstDZ2 (εκτιµώµενο MW: 
28,4 kDa). (Β) Μελέτη της αποµονωµένης EstDZ2 µέσω Δυναµικής Σκέδασης Φωτός (DLS). H ακτίνα του 
µορίου µετρήθηκε στα 4,98 nm, µέτρηση που αντιστοιχεί σε µοριακό βάρος σφαιρικής πρωτεϊνικής δοµής 
28,7 kDa, γεγονός που είναι σε συµφωνία µε το εκτιµώµενο µοριακό βάρος της EstDZ2 (28,4 kDa). H 
µέτρηση πραγµατοποιήθηκε στο όργανο Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK) το οποίο ήταν 
εξοπλισµένο µε He-Ne λέιζερ (632,8 nm). Συνθήκες πειράµατος: 25 οC, πρωτεϊνική συγκέντρωση 0.45 
mg/mL σε ρυθµιστικό διάλυµα Tris-HCl 50 mM, pH 8. (Γ) Μελέτη Χρωµατογραφίας Αποκλεισµού 
Μεγέθους (SEC) των πρωτεϊνών EstDZ2 και SOD1 (ένθετο). To χρωµατογράφηµα της SOD1 (MW: 32,5 
kDa) χρησιµοποιήθηκε ως πρότυπο για την εκτίµηση του µοριακού βάρους της ΕstDZ2 (εκτιµώµενο MW: 
28,4 kDa). Όπως φαίνεται στο γράφηµα, η έκλουση της EstDZ2 από τη στήλη GE Superdex 75 10/300 GL 
έγινε µε πανοµοιότυπο τρόπο µε εκείνον της SOD1 υπό τις ίδιες συνθήκες (ρυθµιστικό διάλυµα Tris-HCl 
50 mM pH 8, 4 °C, ταχύτητα ροής: 0,5 mL/min) 
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3.3.3 Βιοχηµικός χαρακτηρισµός της πρωτεΐνης EstDZ2 
 
Μελέτη επίδρασης του pH και της θερµοκρασίας στην ενεργότητα της EstDZ2 
Για τη µελέτη της επίδραση του pH στην ενεργότητα της EstDZ2, το ένζυµο 

χρησιµοποιήθηκε σε αντιδράσεις µε εύρος pH 4-10 και θερµοκρασία 40 oC. H µέγιστη 

ενεργότητα παρατηρήθηκε για τιµές pH 7-8, ενώ για τιµές κάτω του 7 και πάνω του 8, η 

ενεργότητα του ενζύµου µειώνεται σηµαντικά (Εικόνα 3.8 A). Η επίδραση της 

θερµοκρασίας µελετήθηκε µετά από µετρήσεις ενεργότητας του ενζύµου στο 

θερµοκρασιακό εύρος 25-70 οC και pH 8. Η βέλτιστη θερµοκρασία βρέθηκε να είναι οι 55 
οC, µε το ένζυµο παρουσιάζει σταθερά υψηλή ενεργότητα από τη θερµοκρασία των 25 οC 

έως και τους 60 οC (Εικόνα 3.8 Β).  

 

Προσδιορισµός καταλυτικών παραµέτρων   

Mε σκοπό να διερευνήσουµε την εστερολυτική δράση του νέου ενζύµου EstDZ2, 

πραγµατοποιήσαµε τον προσδιορισµό των κινητικών σταθερών της αντίδρασης υδρόλυσης 

εστέρων της παρανιτροφαινόλης µε διαφορετικά καρβοξυλικά οξέα. Η υδρόλυση των 

υποστρώµατων που µελετήθηκαν ακολουθεί το κινητικό µοντέλο Michaelis-Menten και τα 

αποτελέσµατα της µελέτης φαίνονται στον Πίνακα 3.1. Το υπόστρωµα για το οποίο 

µετρήθηκε η µεγαλύτερη καταλυτική απόδοση (kcat/KΜ) είναι ο εστέρας του βουτυρικού 

οξέος (pNP-C4), παρότι δεν παρουσίασε το µικρότερο KΜ. Αυτό ίσως υποδηλώνει ότι το 

φυσικό υπόστρωµα του ενζύµου µοιάζει µε µια µεγαλύτερη δοµή.  

 
 
Πίνακας 3.1: Προσδιορισµός των κινητικών παραµέτρων της αντίδρασης υδρόλυσης εστέρων 
της παρανιτροφαινόλης µε διαφορετικά λιπαρά οξέα που καταλύεται από την εστεράση 
EstDZ2. 
 

Εστέρας pNP KΜ 
(mM) 

Vmax 
(µmol·min−1·mg−1) 

kcat 
(s−1) 

kcat/KΜ 
(s−1·mM−1) 

Οξικός (C2) 0,67± 0,15 36,8 ± 5,2 1.226 1.757 

Βουτυρικός (C4) 0,32 ± 0,09 139,6 ± 13,3 4.653 14.375 

Καπριλικός (C8) 0,20 ± 0,02 61,8 ± 3,3 2.060 10.437 

Kαπρικός (C10) 0,12 ± 0,01 28,1 ±0,5 936 7.551 
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Εικόνα 3.8: Μελέτη επίδρασης του pH και της θερµοκρασίας στην ενεργότητα της EstDZ2. 
(A) H επίδραση του pH στην ενεργότητα του ενζύµου µετρήθηκε στη βασική αντίδραση στους 40 
°C για 5 λεπτά, σε τιµές pH που κυµαίνονταν από 4 έως 10 µε χρήση των ρυθµιστικών διαλυµάτων 
που φαίνονται στο διάγραµµα. (Β) Η επίδραση της θερµοκρασίας στην εστερολυτική δράση του 
ένζυµο µετρήθηκε στη βασική αντίδραση σε θερµοκρασιακό εύρος 25 µε 70 °C και pH 8. Οι τιµές 
που παρουσιάζονται αντιστοιχούν στον µέσο όρο των τιµών τριών ανεξάρτητων πειραµάτων 
τριπλής επανάληψης και το σφάλµα στην τυπική απόκλιση αυτών των µέσων όρων. 
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Θερµοσταθερότητα και ανθεκτικότητα σε µεταλλικά ιόντα, επιφανειενεργά και οργανικούς 

διαλύτες  

Για να µελετηθεί η θερµοσταθερότητα της EstDZ2, το ένζυµο επωάστηκε σε υψηλές 

θερµοκρασίες για παρατεταµένο χρονικό διάστηµα και στη συνέχεια µετρήθηκε η 

εναποµένουσα ενεργότητα του. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.9 Α, καµία σηµαντική πτώση 

στην ενεργότητα του ενζύµου δεν παρατηρήθηκε µέχρι τους 55 οC, ακόµα και µετά από 24 

ώρες επώασης. Όταν το ένζυµο εκτέθηκε στους 60 οC, διατήρησε πάνω από το 50 % της 

αρχικής του ενεργότητας µετά από τουλάχιστον 6 ώρες επώασης, ενώ στους 65 οC η 

EstDZ2 απενεργοποιήθηκε εντός της πρώτης ώρας επώασης.  

Στη συνέχεια, µελετήθηκε η ανθεκτικότητα του ενζύµου παρουσία διάφορων 

οργανικών διαλυτών. Η εστεράση EstDZ2 παρουσίασε ανθεκτικότητα παρουσία 

µεθανόλης, αιθανόλης και ακετόνης αφού διατήρησε υψηλά καταλυτικά επίπεδα όταν οι 

οργανικοί διαλύτες προστέθηκαν στην αντίδραση σε ποσοστό 30% (v/v) ή περισσότερο 

(Εικόνα 3.9 Β). Παρουσία ακετονιτριλίου και ισοπροπανόλης το ένζυµο παρουσίασε 

σχετικά ήπια ανθεκτικότητα ενώ παρουσία ισοοκτανίου, n-εξανίου και 1-βουτανόλης η 

καταλυτική ικανότητα της EstDZ2 άρχισε να επηρεάζεται αρνητικά από τη συγκέντρωση 

10%. Μια σηµαντική ιδιότητα που παρουσίασε το νέο ένζυµο είναι η σταθερότητα του όταν 

επωάζεται σε διαλύµατα οργανικών διαλυτών συγκέντρωσης 50% (v/v), αφού διατήρησε 

σχεδόν όλη την αρχική ενεργότητα του ακόµα και µετά από 3 ώρες επώασης (Εικόνα 3.9 

Γ).  

Ακολούθως, µελετήθηκε η ανθεκτικότητα της EstDZ2 στην παρουσία µεταλλικών 

ιόντων, αναγωγικών παραγόντων και επιφανειενεργών. Παρατηρήθηκε ότι η προσθήκη 1 

mM Na+, K+, Ca2+, Fe2+, Li2+, Cu2+, Mn2+, και Mg2+ δεν επηρέασε την καταλυτική 

ικανότητα της εστεράσης, όπως φαίνεται στον Πίνακα 3.2. Ανεπηρέαστη έµεινε η 

ενεργότητα του ενζύµου και µετά την προσθήκη EDTA σε συγκέντρωση 1 mM, γεγονός 

που υποδηλώνει ότι η καταλυτική δράση της εστεράσης πιθανώς δεν εξαρτάται από κάποιο 

µεταλλικό συµπαράγοντα. Η προσθήκη µη ιοντικών επιφανειενεργών ουσιών όπως το 

Tween 20 και το Tween 80 δεν είχε σηµαντική επίδραση στην ενζυµική δράση της EstDZ2 

όταν αυτές προστέθηκαν σε συγκέντρωση 1% (v/v). Αντιθέτως, η προσθήκη Triton X-100 

στην ίδια συγκέντρωση επέφερε σηµαντική πτώση στη σχετική ενεργότητα του ενζύµου 

ενώ η προσθήκη του ιοντικού επιφανειενεργού δωδέκυλο- θειικού νατρίου (SDS) 

προκάλεσε πλήρη απενεργοποίηση του καταλύτη. Παράλληλα, η προσθήκη 1 mM PMSF 

(phenylmethane sulfonyl fluoride) που δρα ως αναστολέας σερίνης, προκάλεσε σηµαντική 

µείωση της ενεργότητας της εστεράσης, κάτι που βρίσκεται σε συµφωνία µε την in silico 
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πρόβλεψη ότι η EstDZ2 είναι µια υδρολάση σερίνης (Bornscheuer 2002, Rashamuse, 

Ronneburg et al. 2009). 

 

 

 
 

 

Εικόνα 3.9: Μελέτη θερµοσταθερότητας ανθεκτικότητας και σταθερότητας της EstDZ2 σε 
οργανικούς διαλύτες. (Α) Η θερµοσταθερότητα του ενζύµου αξιολογήθηκε µε µετρήσεις της 
εναποµένουσας ενεργότητας του µετά από επώαση του στους 45, 50, 55, 60 και 65 °C µέχρι και 24 
ώρες. (Β) Η ανθεκτικότητα της EstDZ2 σε διάφορους οργανικούς διαλύτες αξιολογήθηκε µέσω των 
µετρήσεων της ενεργότητας του ενζύµου στη βασική αντίδραση, παρουσία 10, 30 and 50% (v/v) 
του εκάστοτε διαλύτη. (Γ) Η σταθερότητα του ενζύµου στους οργανικούς διαλύτες αξιολογήθηκε 
µέσω µετρήσεων της εναποµένουσας ενεργότητας στη βασική αντίδραση ενζύµου που είχε 
επωαστεί σε 50% (v/v) διαλύµατα οργανικών διαλυτών για 1-3 ώρες. Οι τιµές που παρουσιάζονται 
αντιστοιχούν στον µέσο όρο των τιµών τριών ανεξάρτητων πειραµάτων τριπλής επανάληψης και 
το σφάλµα στην τυπική απόκλιση αυτών των µέσων όρων. 
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Πίνακας 3.2: Επίδραση αποδιατακτικών παραγόντων στην ενεργότητα της EstDZ2 
 

 
 
 
3.3.4 Φυλογενετική Ανάλυση 
 
Με σκοπό να κατανοήσουµε την προέλευση και τη φύση του νέου ενζύµου, 

πραγµατοποιήθηκε σε συνεργασία µε τους εταίρους µας (Winogradsky Institute of 

Microbiology, Research Center for Biotechnology Russian Academy of Sciences, Moscow, 

Russian Federation) φυλογενετική ανάλυση της αλληλουχίας της νέας πρωτεΐνης. 

Αναλυτική περιγραφή της µεθόδου ανάλυσης περιλαµβάνεται στη σχετική µας µελέτη 

(Zarafeta, Moschidi et al. 2016). Συνοπτικά, τα 100 πρώτα αποτελέσµατα που προέκυψαν 

Πρόσθετο Συγκέντρωση Σχετική ενεργότητα (%) 
- - 100,0 ± 7,8 

K+ 1 mM 102,5 ± 9,2 
Mn2+ 1 mM 106,7 ± 5,0 
Ca2+ 1 mM 93,9 ± 5,4 
Zn2+ 1 mM 87,8 ± 1,3 
Li2+ 1 mM 112,9 ± 9,2 

Mg2+ 1 mM 104,6 ± 4,0 
Na+ 1 mM 99,3 ± 5,9 
Fe3+ 1 mM 95,9 ± 9,6 
Cu2+ 1 mM 109,8 ± 8,8 

EDTA 1 mM 103,4 ± 7,0 
PMSF 1 mM 31,0 ± 5,6 

Triton X-100 1% (v/v) 55,0 ± 8,0 
Tween 20 1%(v/v) 104,1 ± 9,1 
Tween 80 1% (v/v) 95,9 ± 5,3 

SDS 1% (w/v) 2,0 ± 1,4 
Μεθανόλη 10% (v/v) 110,0 ± 8,4 
Μεθανόλη 30% (v/v) 104,6 ± 2,8 
Μεθανόλη 50% (v/v) 23,7 ± 5,3 
Αιθανόλη 10% (v/v) 109,3 ± 5,0 
Αιθανόλη 30% (v/v) 93,3 ± 9,7 
Αιθανόλη 50% (v/v) 6,3 ± 0,8 
Ακετόνη 10% (v/v) 118,7 ± 4,8 
Ακετόνη 30% (v/v) 67,7 ± 6,0 
Ακετόνη 50% (v/v) 6,8 ± 3,4 

Ισοπροπανόλη 10% (v/v) 86,7 ± 7,1 
Ακετόνη 30% (v/v) 26,3 ± 2,6 

1-Βουτανόλη 10% (v/v) 18,9 ± 8,5 
1-Βουτανόλη 30% (v/v) 2,3 ± 0,7 
Ακετονιτρίλιο 10% (v/v) 113,3 ± 9,4 
Ακετονιτρίλιο 30% (v/v) 23,0 ± 2,0 
Ισοοκτάνιο 10% (v/v) 51,7 ± 4,4 
Ισοοκτάνιο 30% (v/v) 26,1 ± 1,4 
n-Εξάνιο 10% (v/v) 39,9 ± 1,9 
n-Εξάνιο 30% (v/v) 25,1 ± 2,9 
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από την ανάλυση οµοιότητας αλληλουχίας µέσω του εργαλείου BlastP στη βάση δεδοµένων 

Uniprot, χρησιµοποιήθηκαν για την εν λόγω ανάλυση. Όπως φαίνεται στο φυλογενετικό 

δέντρο της Εικόνας 3.10, η EstDZ2 µαζί µε άλλες οµόλογες και µη χαρακτηρισµένες 

πρωτεΐνες σχηµατίζουν έναν µεγάλου µήκους βραχίονα (κλάδο). Μεταξύ των αλληλουχιών 

που µαζί µε την EstDZ2 σχηµατίζουν αυτό τον κλάδο, σε εκείνες που έχουν βακτηριακή 

προέλευση δεν έχει αποδοθεί κάποια λειτουργία καθώς έχουν καταχωρηθεί ως υποθετικές 

εστεράσες/λιπάσες είτε ως α/β υδρολάσες. Οι µόνες χαρακτηρισµένες πρωτεΐνες αυτού του 

βραχίονα είναι ζωικής και φυτικής προέλευσης και περιλαµβάνουν µια ισο-πρένυλ-

κυστεϊνική εστεράση από το φυτό Arabidopsis thaliana [Q94AS5.2] και δύο κυνουρινικές 

φορµαµιδάσες από τον ποντικό Mus musculus [Q8K4H1] και τη φρουτόµυγα Drosophila 

melanogaster [Q9VMC9.1]. H παρουσία των κυνουρινικών φορµαµιδασών σε αυτό τον 

κλάδο δεν είναι παράδοξη, µιας και τα ένζυµα αυτά είναι γνωστό ότι παρουσιάζουν 

περισσότερα κοινά χαρακτηριστικά µε τις εστεράσες από ότι µε τις αµιδάσες (Pabarcus and 

Casida 2002). Αυτό είναι εµφανές, τόσο σε επίπεδο αλληλουχίας, καθώς περιέχουν το 

χαρακτηριστικό πενταπεπτίδιο των εστερασών GXSXG όπως έχουµε αναφέρει νωρίτερα, 

όσο και σε επίπεδο αναδίπλωσης αφού είναι γνωστό το ότι υιοθετούν τη χαρακτηριστική 

α/β αναδίπλωση των υδρολασών όπως και οι εστεράσες. (Han, Robinson et al. 2012). 

Ακόµα, κάποιες κυνουρινικές φορµαµιδάσες έχει δειχθεί ότι παρουσιάζουν και 

εστερολυτική δράση εκτός από αµιδολυτική (Pabarcus and Casida 2002). Μεγάλο 

ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι η πιο παρόµοια σε αλληλουχία πρωτεΐνη της 

EstDZ2 (οµοιότητα 82%, κάλυψη 99%) είναι µια µη χαρακτηρισµένη λιπάση από τον 

οργανισµό Candidatus Acetothermus autotrophicum, ένα µη καλλιεργήσιµο στέλεχος του 

φύλου Acetothermia (παλαιότερα γνωστού ως OP1), που θεωρείται ως µία από τις πιο 

πολυδιακλαδισµένες γενεαλογικές σειρές (Jumas-Bilak, Roudiere et al. 2009, Takami, 

Noguchi et al. 2012). Η ΕstDZ2 µαζί µε την υποθετική λιπάση του υποψηφίου βακτηριακού 

φύλου Acetothermia βρίσκονται σε κλάδο όπου επικρατούν κυρίως πρωτεΐνες του 

βακτηριακού φύλου Planctomycetes, γεγονός που υποδηλώνει οριζόντια µεταβίβαση από 

Planctomycetes σε Acetothermia. Το βασικό χαρακτηριστικό των οµόλογων στην EstDZ2 

αλληλουχιών είναι ότι φέρουν, µε υψηλό βαθµό συντήρησης, το καταλυτικό µοτίβο 

GHSAG, που δεν συναντάται συχνά ως συντηρηµένο σε άλλες γνωστές οικογένειες 

βακτηριακών λιπολυτικών ενζύµων.  

Συνολικά, τα αποτελέσµατά αυτά υποδηλώνουν ότι η EstDZ2 ανήκει σε µία νέα οικογένεια 

εστερολυτικών ενζύµων, για την οποία προτείνουµε την αρίθµηση XV. Από την ανάλυση 

προκύπτει ότι η πλησιέστερη γνωστή οικογένεια είναι η IV και σε µικρότερο βαθµό η VII.  
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Εικόνα 3.10: Φυλογενετική ανάλυση της αλληλουχίας της EstDZ2 και σχετικών αλληλουχιών. Το 
φυλογενετικό δέντρο των οικογενειών XV (παρούσα µελέτη), ΙV και VII των λιπολυτικών ενζύµων όπως 
προέκυψε από την ανάλυση που περιγράφεται στο κεφάλαιο των Μεθόδων. Οι τιµές bootstrap εκφράζονται 
ως ποσοστό στις 100 επαναλήψεις και απεικονίζονται δίπλα στους κλάδους. Το δέντρο έχει σχεδιαστεί σε 
κλίµακα, µε το µήκος των κλάδων να µετράται σε αριθµό υποκαταστάσεων ανά θέση. Τα λογότυπα που 
φαίνονται δίπλα στους κλάδους αντιστοιχούν στο υψηλά συντηρηµένο µοτίβο GXSXG της κάθε 
οικογένειας. (Zarafeta, Moschidi et al. 2016)
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3.3.5 Μοντέλο τρισδιάστατης δοµής EstDZ2 
 
Το µοντέλο της δοµής της ΕstDZ2 κατασκευάστηκε σε συνεργασία µε τη Δρ. Ευαγγελία 

Χρυσίνα (Εργαστήριο Δοµικής Βιολογίας και Χηµείας, Εθνικό Ίδρυµα Ερευνών). Για το 

σκοπό αυτό, χρησιµοποιήθηκαν τα εργαλεία SWISS-MODEL M4T, InFOLD2, Phyre2 and 

I-TASSER που περιέχονται στην πλατφόρµα «Protein Model Portal» (Haas, Roth et al. 

2013), µε χρήση των βασικών παραµέτρων. Η σύγκριση των µοντέλων που προέκυψαν 

έδειξε ότι η αρχιτεκτονική του καταλυτικού τµήµατος είναι υψηλά συντηρηµένη και οι 

διαφορές µεταξύ των µοντέλων εντοπίζονται µόνο στις περιοχές των βρόγχων. Για το λόγο 

αυτό επιλέξαµε να παρουσιάσουµε ένα εκ των µοντέλων, αυτό που προέκυψε από την 

πλατφόρµα I-TASSER (Yang, Yan et al. 2015), καθώς είναι το πιο πρόσφατα ανεπτυγµένο 

εργαλείο. Οι δέκα πρώτες δοµές που χρησιµοποιήθηκαν από το εργαλείο ως εκµαγείο για 

την «ύφανση» του µοντέλου της EstDZ2, περιλάµβαναν µικροβιακές εστεράσες καθώς και 

την κυνουρενική φορµαµιδάση από τη φρουτόµυγα D. melanogaster που αναφέραµε 

παραπάνω. Οι δοµές αυτές εµφάνισαν αλληλουχική οµοιότητα σε ποσοστά που 

κυµαίνονται από 23 έως 34% µε κάλυψη από 92 έως 96%. Το αποτέλεσµα αυτό είναι σε 

πλήρη συµφωνία µε τη φυλογενετική ανάλυση που κατέταξε την EstDZ2 µεταξύ 

υποθετικών εστερασών και υπέδειξε την κυνουρινική φορµαµιδάση από τη D. 

melanogaster ως την πιο συγγενή πρωτεΐνη µε χαρακτηρισµένη δράση.  

Το µοντέλο της δοµής της EstDZ2 ακολουθεί τη χαρακτηριστική α/β αναδίπλωση που 

υιοθετούν τα εστερολυτικά ένζυµα, σχηµατίζοντας ένα ανεστραµµένο β- πτυχωτό φύλλο 

κλεισµένο ανάµεσα σε δυο στρώµατα από έλικες (Εικόνα 3.11). Τα αµινοξέα Ser120, 

Asp200 και His232 προβλέφθηκε ότι αποτελούν την καταλυτική τριάδα και βρίσκονται σε 

κοντινή απόσταση όπως φαίνεται στο µοντέλο. Η θέση των ατόµων του κορµού τους 

φάνηκε να είναι απόλυτα συντηρηµένη σε όλες τις δοµές που χρησιµοποιήθηκαν ως βάση 

για την «ύφανση» του µοντέλου. Η σερίνη Ser120 περιέχεται στο µοτίβο GXSXG, κάτι που 

φαίνεται και στην πολλαπλή στοίχιση των αλληλουχιών άλλων µελών της συγγενούς 

οµάδας IV µε γνωστή δοµή και της EstDZ2 (Εικόνα 3.12). Η συµµετοχή της Ser120 στον 

καταλυτικό µηχανισµό της EstDZ2 επιβεβαιώθηκε µε τη µελέτη µεταλλαξιγένεσης που 

πραγµατοποιήσαµε στο συγκεκριµένο αµινοξύ το οποίο αντικαταστήσαµε µε αλανίνη, 

δηµιουργώντας τον κλώνο ΕstDZ2(S120A), o οποίος όταν χρησιµοποιήθηκε στη βασική 

αντίδραση, δεν έδωσε ενεργότητα (Εικόνα 3.4Α). To τετραπεπτίδιο HGGG (αµινοξέα 54–

57 στην αρίθµηση της EstDZ2), που συµµετέχει στο σχηµατισµό της οξυανιοντικής οπής, 

είναι επίσης απόλυτα συντηρηµένο (Εικόνα 3.12). Άλλωστε, η απενεργοποίηση του 
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ενζύµου από την προσθήκη του PMSF (Πίνακας 3.2), το οποίο είναι αναστολέας 

πρωτεασών σερίνης, αποτελεί µια επιπλέον ένδειξη ότι η EstDZ2 είναι µια υδρολάση 

σερίνης. 

 

 
 

Εικόνα 3.11: Το µοντέλο της τρισδιάστατης δοµής της EstDZ2. Τα αµινοξέα Ser120, Asp200 
και His232, που σχηµατίζουν το ενεργό κέντρο απεικονίζονται ως ράβδοι και σφαίρες. Η εικόνα 
δηµιουργήθηκε µε το πρόγραµµα MolSoft (MolSoft 2000). (Zarafeta, Moschidi et al. 2016) 
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Εικόνα 3.12: Πολλαπλή στοίχιση της αλληλουχίας της EstDZ2 µε επιλεγµένες αλληλουχίες 
εστερασών που ανήκουν στην πλησιέστερη οικογένεια IV και έχουν γνωστή τρισδιάστατη 
δοµή. Τα απολύτως συντηρηµένα αµινοξέα είναι σηµασµένα µε κόκκινο χρώµα ενώ τα παρόµοια 
µε κίτρινο. Το συντηρηµένο τετραπεπτίδιο HGGG (αµινοξέα 47–50) έχει σηµανθεί µε πράσινο 
παραλληλόγραµµο, ενώ τα καταλυτικά αµινοξέα (Ser120, Asp200, His232) µε µπλε τρίγωνα. 
Στοιχεία της δευτεροταγούς δοµής όλων των πρωτεϊνών έχουν επίσης στοιχηθεί πάνω από τις 
αλληλουχίες. Η στοίχιση δηµιουργήθηκε µε τα προγράµµατα Clustal Omega (Sievers, Wilm et al. 
2011) και ESPript (Gouet, Courcelle et al. 1999). 
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Με σκοπό να συγκρίνουµε τη δοµή της EstDZ2 και των πιο κοντινών σε αυτή δοµών 

βακτηριακών εστερασών που ανήκουν στις οικογένειες ΙV και ΧV, υπερθέσαµε τις δοµές 

τους µε το µοντέλο της EstDZ2 (Εικόνα 3.13). Σύµφωνα µε συµπεράσµατα προηγουµένων 

µελετών (Wei, Contreras et al. 1999, De Simone, Galdiero et al. 2000, Mandrich, Merone 

et al. 2005), οι δοµές των εστερασών της οικογένειας IV χαρακτηρίζονται γενικά από την 

παρουσία πολλαπλών πεπτιδίων στο άµινο- και καρβόξυ- τελικό άκρο που σχηµατίζουν 

δοµικά συντηρηµένες α-έλικες διαφόρων µεγεθών δηµιουργώντας ένα εκτεταµένο 

«κάλυµαι» πάνω από το ενεργό κέντρο (Εικόνα 3.11). 

 
 

Εικόνα 3.13: Υπέρθεση του µοντέλου της δοµής της EstDZ2 µε δοµές πέντε 
αντιπροσωπευτικών εστερασών της οικογένειας IV. Τo µοντέλο της EstDZ2 φαίνεται µε 
κόκκινο, ενώ οι δοµές της οικογένειας ΙV µε πράσινο. Oι πέντε δοµές που χρησιµοποιήθηκαν για 
αυτή την υπέρθεση είναι οι ίδιες που περιλαµβάνονται και στην ανάλυση πολλαπλή στοίχισης όπως 
φαίνεται στην Εικόνα 3.10. Η µοριακή επιφάνεια της EstDZ2 απεικονίζεται µε µωβ χρώµα και 
δείχνει ότι το συντηρηµένο στις υπόλοιπες εστεράσες «κάλυµα» του ενεργού κέντρου (µαύρα βέλη) 
που σχηµατίζεται από τις αµινοτελικές έλικες των άλλων πρωτεϊνών, απουσιάζει από το µοντέλο 
της δοµής της EstDZ2. Μόνο ένα µικρό κοµµάτι του καρβοξυλικού άκρου της EstDZ2 συµµετέχει 
στο σχηµατισµό τµήµατος αυτού.  
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Η δοµή αυτή είναι χαρακτηριστική µεταξύ των µελών της οικογένειας IV, δρα ως 

ασπίδα στο ενεργό κέντρο πολλών εστερολυτικών ενζύµων και φαίνεται να παίζει 

σηµαντικό ρόλο σε πολλά λειτουργικά χαρακτηριστικά των εστερασών της οικογένειας ΙV, 

όπως ενεργότητα, εκλεκτικότητα υποστρώµατος, θερµοσταθερότητα κ.α. (De Simone, 

Galdiero et al. 2000). Αντιθέτως, τα πεπτίδια αυτά φαίνονται να απουσιάζουν από το 

αµινοτελικό άκρο της αλληλουχίας της EstDZ2 ενώ µέρος αυτών υπάρχει στο καρβοξυλικό 

άκρο, προσφέροντας µια άλλου τύπου κάλυψη στο ενεργό κέντρο σε σύγκριση µε αυτή των 

υπολοίπων εστερασών της οικογένειας IV (Εικόνα 3.12 και 3.13). Αυτή η χαρακτηριστική 

διαφορά που εντοπίζεται στο περιβάλλον του ενεργού κέντρο του µοντέλου της EstDZ2, 

αποτυπώνεται σχηµατικά στη Εικόνα 3.13, όπου έχουν υπερτεθεί γνωστές δοµές της 

οικογένειας ΙV των εστερασών (πράσινη απεικόνιση) µε το µοντέλο της EstDZ2 (κόκκινη 

απεικόνιση), και υποδηλώνει ότι η EstDZ2 µπορεί να διαφέρει από τα ένζυµα της πιο 

κοντινής φυλογενετικά οικογενείας, τόσο σε επίπεδο αλληλουχίας όσο και σε επίπεδο 

δοµής. 

 

3.4 Σχολιασµός 

Η EstDZ2 βρέθηκε να είναι ικανοποιητικά θερµοσταθερή, µε χρόνο ηµιζωής πάνω από έξι 

ώρες στους 60 °C. Παράλληλα παρουσίασε εξαιρετική σταθερότητα έναντι υψηλών 

συγκεντρώσεων οργανικών διαλυτών, αφού συγκριτικά µε την πρόσφατα ανακαλυφθείσα 

εστεράση EstOF456 (Rao, Xue et al. 2013), η EstDZ2 επέδειξε µεγαλύτερη σταθερότητα 

σε όλους τους κοινούς διαλύτες στους οποίους µελετήθηκαν. Το ίδιο ισχύει και για τη 

σύγκριση µε τις πρόσφατα µελετηθείσες εστεράσες Pf_Est από το ακραιόφιλο 

αρχαιοβακτήριο Pyrococcus furiosus (Mandelli, Gonçalves et al. 2016) και EstLiu από το 

θαλάσσιο βακτήριο Zunongwangia profunda(Rahman, Culsum et al. 2016) όπου η EstDZ2 

είναι πιο σταθερή παρουσία µεθανόλης, αιθανόλης και ισοπροπανόλης. Συγκεκριµένα, ενώ 

η ενεργότητα της EstDZ2 παρέµεινε ποιοτικά ανεπηρέαστη σε διαλύµατα 50% των 

παραπάνω διαλυτών για πάνω από τρεις ώρες, η έκθεση της Pf_Est στις ίδιες συνθήκες 

προκάλεσε την απώλεια της µισής ενεργότητας της µόλις σε µισή ώρα επώασης. 

Παροµοίως, όταν η EstLiu επωάστηκε σε παρόµοιες συνθήκες, το 40% έως 80% της 

ενεργότητας της χάθηκε µέσα στα πρώτα σαράντα λεπτά της επώασης. 

Η σύγκριση της EstDZ2 µε άλλα εστερολυτικά ένζυµα υψηλής βιοτεχνολογικής 

σηµασίας έδειξε ότι το καταλυτικό της προφίλ προσοµοιάζει αυτό του λιπολυτικού 
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ενζύµου-ορόσηµο Novozym 435, όπως αυτό καταγράφεται στη βάση δεδοµένων BRENDA 

(Schomburg, Chang et al. 2004). Η εστεράση Novozym 435, όπως και η EstDZ2 έχουν ως 

βέλτιστη θερµοκρασία δράσης τους 50 οC και διατηρούν υψηλά επίπεδα ενεργότητας στο 

θερµοκρασιακό εύρος 40-70°C και σε pH από 7 έως 9. Παράλληλα, η τριβουτυρίνη 

αναφέρεται ως το φυσικό υπόστρωµα της Novozym435, κάτι που όπως είδαµε νωρίτερα 

ισχύει και για την EstDZ2. Επίσης, η EstDZ2 διατηρεί υψηλά επίπεδα ενεργότητας σε 

διαλύµατα υψηλών συγκεντρώσεων οργανικών διαλυτών, κάτι που ισχύει επίσης και για τη 

Novozym435 η οποία έχει χρησιµοποιηθεί πολλές φορές σε ενζυµικές αντιδράσεις µη 

συµβατικής βιοκατάλυσης (Morrone, Nicolosi et al. 1995, Danieli, Luisetti et al. 1997, Du, 

Xu et al. 2004). 

Ίσως το πιο ενδιαφέρον χαρακτηριστικό της EstDZ2 είναι η φυλογενετική της 

κατάταξη, µέσω της οποίας η EstDZ2 φαίνεται να εγκαινιάζει µια νέα οικογένεια 

λιπολυτικών ενζύµων την οποία και ονοµάσαµε οικογένεια XV. Χαρακτηριστικό της νέας 

οικογένειας είναι η ύπαρξη του πεπτιδίου GHSAG στο οποίο περιέχεται η καταλυτική 

σερίνη και το οποίο δεν έχει έως σήµερα αποδοθεί σε κάποια άλλη οικογένεια λιπολυτικών 

ενζύµων (Rao, Xue et al. 2011) (Πίνακας 3.3). Η συγγενέστερη οικογένεια της XV είναι η 

IV, όπου το αµινοξύ His (ιστιδίνη) του καταλυτικού µοτίβου έχει αντικατασταθεί µε το 

αµινοξύ Αsp (ασπαρτικό οξύ) σχηµατίζοντας το πεπτίδιο GDSAG. 

Η πολλαπλή στοίχιση των αλληλουχιών αλλά και η υπέρθεση των δοµών της EstDZ2 

και άλλων εστερασών της οικογένειας ΙV, έδειξαν ότι το νέο ένζυµο υπολείπεται ενός 

µεγάλου πρωτεϊνικού κοµµατιού, γνωστού ως «κάλυµα», των λιπολυτικών ενζύµων, το 

οποίο υπάρχει στις εστεράσες της οικογένειας IV (Wei, Contreras et al. 1999, Mandrich, 

Merone et al. 2005, Byun, Rhee et al. 2007, Yang, Qin et al. 2015). Αυτή η παρατήρηση 

ενισχύεται από το γεγονός ότι το PMSF προκάλεσε την απενεργοποίηση του ενζύµου, κάτι 

που συνήθως δε συµβαίνει µε το ένζυµα των οποίων το ενεργό κέντρο προστατεύεται από 

την ύπαρξη του «καπακιού» (Das, Bellizzi et al. 2000, De Simone, Menchise et al. 2001, 

Peng, Zhang et al. 2011). Παρόµοια µε την EstDZ2, και άλλα ένζυµα που φέρουν 

«µειωµένη» αυτή τη δοµή έχουν µελετηθεί, όπως µια λιπάση από τον στρεπτοµύκητα 

Streptomyces exfoliates (Wei, Swenson et al. 1998) και δύο εστεράσες από τους 

οργανισµούς Lactobacillus plantarum (Benavente, Esteban-Torres et al. 2013) και 

Thermogutta terrifontis (Sayer, Szabo et al. 2015). 
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Πίνακας 3.3: Λίστα των αµινοξικών αλληλουχιών που αντιστοιχούν στο συντηρηµένο 
καταλυτικό µοτίβο GXSXG, και είναι το χαρακτηριστικότερο των έως τώρα ορισµένων 
οικογενειών λιπολυτικών ενζύµων. Η αρίθµηση ακολουθεί την κατά Arpingy and Jaeger κατάταξη 
(Arpigny and Jaeger 1999) (Οικογένειες I-XIV) και έχει συµπληρωθεί µε τις µεταγενέστερα 
χαρακτηρισµένες εστεράσες που δεν  την ακολουθούν. Η λίστα ενδέχεται να µην είναι εξαντλητική. 
 

 

Οικογένεια λιπολυτικών 
ενζύµων 

Χαρακτηριστικό αµινοξικό 
µοτίβο Αναφορά 

Family I GHSQG (Arpigny and Jaeger 1999) 

Family II GDSL (Arpigny and Jaeger 1999) 

Family III GXSMG (Arpigny and Jaeger 1999) 

Family IV GDSAGG (Arpigny and Jaeger 1999) 

Family V GXSMGG (Arpigny and Jaeger 1999) 

Family VI GFSQG (Arpigny and Jaeger 1999) 

Family VII GESAG (Arpigny and Jaeger 1999) 

Family VIII GGSVG (Arpigny and Jaeger 1999) 

PhaZ7 (Family IX) AHSMG (Braaz, Handrick et al. 2003) 

EstD (Family X) GHSLG (Levisson, van der Oost et al. 2007) 

LipG (Family XI) GHSLGG (Lee, Oh et al. 2006) 

LipEH166 (Family XII) GHSLG (Kim, Oh et al. 2009) 

Est30 (Family XIII) GLSLGG (Montoro-García, Martínez-
Martínez et al. 2009) 

EstA3 (Family XIV) CHSMG (Elend, Schmeisser et al. 2006) 

EstA GHSMG (Chu, He et al. 2008) 

VLip509 GHSLGG (Park, Kim et al. 2007) 

EstD2 GHSLGG (Lee, Hong et al. 2010) 

EstZ3, EstGK1 XHSQX (Bayer, Kunert et al. 2010) 

FLS18 AHGMG (Hu, Fu et al. 2010) 

EM3L4 GHSQG (Jeon, Kim et al. 2011) 

EstWSD GHSQG (Wang, Wang et al. 2013) 

EstLiu GFSAG (Rahman, Culsum et al. 2016) 

Family XV GHSAG (Zarafeta, Moschidi et al. 2016) 
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4. ΑΝΑΚΑΛΥΨΗ ΥΠΕΡ-ΘΕΡΜΟΣΤΑΘΕΡΗΣ ΕΣΤΕΡΑΣΗΣ 
ΜΕΣΩ in vivo ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΗΣ ΣΑΡΩΣΗΣ 
ΓΟΝΙΔΙΩΜΑΤΙΚΗΣ ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣ ΚΑΙ 
ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ 

 

4.1 Περίληψη 
 
Όπως ήδη έχουµε αναφέρει, τα λιπολυτικά ένζυµα που έχουν την ικανότητα να διατηρούν 

την καταλυτική τους δράση όταν εκτίθενται σε αποδιατακτικές συνθήκες όπως η πολύ 

υψηλή θερµοκρασία, παρουσιάζουν σηµαντικό βιοτεχνολογικό ενδιαφέρον. Με σκοπό την 

ανακάλυψη υπερθερµοσταθερών ενζύµων, σε αυτή τη µελέτη στοχεύσαµε στην εύρεση 

γονιδίων που κωδικοποιούν ένζυµα µε εστερολυτική δράση στο in situ εµπλουτισµένο 

δείγµα DNA Κινεζικής θερµοπηγή. Μετά την εφαρµογή in vivo λειτουργικής σάρωσης της 

βιβλιοθήκης έκφρασης που δηµιουργήθηκε από το γονιδίωµα ενός οργανισµού του γένους 

Dictyoglomus και αποµονώθηκε από το δείγµα εµπλουτισµού, ταυτοποιήθηκε µια νέα 

υπερθερµοσταθερή εστεράση, την οποία και ονοµάσαµε EstDZ3. Ο βιοχηµικός 

χαρακτηρισµός έδειξε ότι η ΕstDZ3 είναι µια ελαφρώς αλκαλόφιλη και ισχυρά ενεργή 

εστεράση έναντι εστέρων µικρού και µεσαίου µήκους ανθρακικής αλυσίδας. Η 

σηµαντικότερη ιδιότητα της EstDZ3 είναι η εξαιρετική της θερµοσταθερότητα, αφού 

διατηρεί υψηλά επίπεδα καταλυτικής δράσης µετά από έκθεση ακόµα και στους 95 οC για 

πολλές ώρες. Ακόµα, το νέο ένζυµο παρουσιάζει πολύ καλή σταθερότητα κατά την έκθεση 

του σε πλήθος οργανικών διαλυτών. Η βιοπληροφορική ανάλυση έδειξε ότι η EstDZ3 

παρουσιάζει χαµηλή οµοιότητα µε ήδη χαρακτηρισµένες πρωτεΐνες, ενώ η παρατήρηση του 

µοντέλου της δοµής της οδήγησε στο συµπέρασµα ότι η πρωτεΐνη υιοθετεί την κλασσική 

α/β αναδίπλωση στην οποία περιλαµβάνεται ένα ένθετο κοµµάτι παρόµοιο µε αυτό που 

περιγράφεται στη δοµή της πλησιέστερης αλληλουχικά  πρωτεΐνης γνωστής λειτουργίας 

και δοµής, την εστεράσης του Lj0536 από τον γαλακτοβάκιλο Lactobacillus johnsonii. 

Όπως στην περίπτωση της Lj0536, το πεπτιδικό αυτό ένθετο προβλέπεται να παίζει 

σηµαντικό ρόλο και στη λειτουργία της EstDZ3. Η εξαιρετική θερµοσταθερότητα του νέου 

ενζύµου, σε συνδυασµό µε τη σταθερότητα του στην παρουσία οργανικών διαλυτών και η 

υψηλή του ενεργότητα, το καθιστούν έναν υποψήφιο βιοκαταλύτη για βιοµηχανικές 

εφαρµογές.  
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4.2 Εισαγωγή 
 
Όπως αναφέραµε και σε προηγούµενα κεφάλαια, τα λιπολυτικά ένζυµα παρουσιάζουν 

βιοτεχνολογικό ενδιαφέρον, τόσο για την φυσιολογική υδρολυτική τους ικανότητα όσο και 

για την ικανότητά τους να καταλύουν την αντίστροφη της υδρόλυσης αντίδραση, δηλαδή 

τη σύνθεση εστερικών δεσµών ή τη µετεστεροποίηση (Bornscheuer and Kazlauskas 2006). 

Κάποιες από τις βιοδιεργασίες στις οποίες χρησιµοποιούνται εστεράσες περιλαµβάνουν τη 

σύνθεση οπτικά ενεργών ουσιών, την εξαγωγή µελανιών από πολτούς χαρτιού, την 

αποικοδόµηση των πλαστικών, τη σύνθεση αρωµάτων και ενισχυτικών γεύσης και άλλες 

(Zamost, Nielsen et al. 1991, Vieille and Zeikus 2001, Kirk, Borchert et al. 2002). Ίσως η 

πιο χαρακτηριστική βιοτεχνολογική εφαρµογή ενός τέτοιου βακτηριακού ενζύµου είναι 

αυτή της εστεράσης από τον βάκιλο Bacillus subtilis, που χρησιµοποιείται για τη σύνθεση 

του ευρέως γνωστού, µη στεροειδούς φαρµάκου της ναπροξένης (Quax and Broekhuizen 

1994). Στη βιοµηχανία, πολύ συχνά οι εστεράσες καλούνται να συµµετέχουν σε διεργασίες 

που πραγµατοποιούνται κάτω από αντίξοες συνθήκες όπως υψηλή θερµοκρασία, παρουσία 

οργανικών διαλυτών, µεταλλικών ιόντων και απορρυπαντικών. Κατ’ επέκταση, η ευρεία 

εκβιοµηχάνιση των ενζύµων προαπαιτεί την ανθεκτικότητα του σε αποδιατακτικές 

συνθήκες. Τις τελευταίες δεκαετίες, ένας συνεχώς αυξανόµενος αριθµός θερµοανθεκτικών 

εστερολυτικών ενζύµων έχουν ανακαλυφθεί, κυρίως µέσω µεταγονιδιωµατικών 

αναλύσεων. Παρόλα αυτά, τα υπερ-θερµοσταθερά ένζυµα, δηλαδή τα ένζυµα που δρουν σε 

θερµοκρασίες µεγαλύτερες των 80 οC, είναι σπανιότερα και λίγα από αυτά έχουν 

χαρακτηριστεί βιοχηµικά.  

 

4.3 Αποτελέσµατα  
 
4.3.1 Δειγµατοληψία, κατασκευή γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης και in vivo σάρωση 
της βιβλιοθήκης έκφρασης 
 
Σε µια προηγούµενη µελέτη των συνεργατών µας µε σκοπό να αποµονωθούν θερµόφιλοι 

µικροοργανισµοί που µπορούν να αποικοδοµήσουν τη βιοµάζα, πραγµατοποιήθηκε in situ 

εµπλουτισµός δείγµατος σε κόµµι ξανθάνης σε θερµοπηγή που βρισκόταν στην πόλη 

ErYuan της Κίνας (Menzel, Gudbergsdóttir et al. 2015). Οι συνθήκες του σηµείου τη στιγµή 

της δειγµατοληψίας ήταν 83 οC και pH 7.  
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Εικόνα 4.1: Σηµείο δειγµατοληψίας του µεταγονιδιωµατικού δείγµατος (ErYuan, Κίνα) από το 
οποίο προέκυψε η πρωτεΐνη EstDZ3. 
 

 

Μετά από 10 ηµέρες in situ επώασης του υποστρώµατος εµπλουτισµού, έγινε 

δειγµατοληψία της µικροβιακής χλωρίδας η οποία είχε αναπτυχθεί σε αυτό και ακολούθησε 

ανακαλλιέργεια στο εργαστήριο σε αναερόβιες συνθήκες στους 78 και 83 οC. Μετά από 

τρείς διαδοχικές αραιώσεις της καλλιέργειας σε νέο θρεπτικό υλικό, η καλλιέργεια έδειχνε 

µορφολογικά οµοιογενής καθώς κάτω από το µικροσκόπιο φαίνονταν µόνο ραβδοειδή 

κύτταρα ίδιου µεγέθους. Η καλλιέργεια αραιώθηκε διαδοχικά έως ότου προέκυψαν 

αποµονωµένες αποικίες. Μία από αυτές επιλέχθηκε, ανακαλλιεργήθηκε κάτω από 

αναερόβιες συνθήκες και στη συνέχεια αποµονώθηκε το γονιδιωµατικό υλικό. Η ανάλυση 

αυτού µε αλληλούχιση 16S rRNA έδειξε οµολογία βάσεων σε ποσοστό 98% µε το βακτήριο 

Dictyoglomus thermophilum, γεγονός που υποδηλώνει ότι ο κλώνος που αποµονώθηκε 

ανήκει στο γένος Dictyoglomus. Για την κατασκευή της γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης 

έκφρασης, έγινε ατελής πέψη του DNA σε αλληλουχίες µεγαλύτερες των δύο κιλοβάσεων, 

οι οποίες στη συνέχεια κλωνοποιήθηκαν στον πλασµιδιακό φορέα pUC18. Το εκτιµώµενο 

πλήθος των διαφορετικών κλώνων της βιβλιοθήκης ανέρχονταν στις 300.000 όπως 

εκτιµήθηκε µετά από καταµέτρηση των αποικιών που προέκυψαν από τον µετασχηµατισµό 

των βακτηριακών κυττάρων. 
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Η γονιδιωµατική βιβλιοθήκη χρησιµοποιήθηκε για το µετασχηµατισµό κυττάρων E. 

coli και οι κλώνοι σαρώθηκαν για τη παρουσία λιπολυτικής δράσης, µε τη επίστρωση τους 

πάνω σε τρυβλία µε άγαρ-θρεπτικό υλικού που περιείχαν 0,1% τριβουτυρίνη (τρυβλία 

επιλογής). Μετά από τρείς ηµέρες επώασης στους 37 οC, µια ζώνη διαύγασης 

παρατηρήθηκε γύρω από δύο αποικίες, γεγονός που υποδηλώνει την υδρόλυση της 

τριβουτυρίνης. Μετά από µετασπορά των αποικιών µε γραµµωτή ράβδωση σε νέα τρυβλία 

επιλογής, ο λιπολυτικός φαινότυπος επαναλήφθηκε για µια από αυτές. Στη συνέχεια, το 

πλασµίδιο που έφεραν τα κύτταρα που έδωσαν το θετικό φαινότυπο αποµονώθηκε και το 

γονίδιο της βιβλιοθήκης που περιέχονταν σε αυτό αλληλουχήθηκε. Η ανάλυση της ένθετης 

αλληλουχίας των 3,3 κιλοβάσεων η οποία ονοµάστηκε ch2, έδειξε ότι απαρτιζόταν από 

τέσσερα ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης που κωδικοποιούν για τις παρακάτω πρωτεΐνες 1) µια 

πιθανή αφυδρογονάση της ινοσιτόλης από το βακτήριο Caldanaerobacter subterraneus 

(ORF1), 2) µια υποθετική φωσφατοϊσοµεράση/ επιµεράση σακχάρων από C. subterraneus 

(ORF2) , 3) µια υποθετική α/β υδρολάση από D. thermophilum (ORF3), και 4) µέρος µιας 

υποθετικής tRNA(m7G46)-µέθυλ-τρανσφεράσης από D. thermophilum (ORF4) (Εικόνα 

4.2 Α). Από τη στιγµή που το ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης της α/β υδρολάση περιεχόταν 

ακέραιο στην αλληλουχία και κρίθηκε ως το πιθανότερη για τη έκφραση της λιπολυτικής 

δράσης, το γονίδιο της ονοµάστηκε estDZ3, αποµονώθηκε και κλωνοποιήθηκε στον 

πλασµιδιακό φορέα έκφρασης pLATE52 προς το σχηµατισµό του ανασυνδυασµένου 

πλασµιδίου pLATE52-EstDZ3. Το πλασµίδιο αυτό χρησιµοποιήθηκε για την υπερέκφραση 

της EstDZ3 σε βακτηριακά κύτταρα τα οποία αναπτύχθηκαν σε τρυβλία επιλογής όπου 

παρατηρήθηκε η επανάληψη του λιπολυτικού φαινοτύπου και επιβεβαιώθηκε η υπόθεση 

ότι το γονίδιο estDZ3 κωδικοποιεί για ένα εστερολυτικό ένζυµο (Εικόνα 4.2 Β). 

Παράλληλα, όταν το κυτταρικό υλικό των ανασυνδυασµένων βακτηρίων που παρήγαγαν 

την EstDZ3 εξετάστηκε ως προς την ικανότητα του να υδρολύει εστέρες της 

παρανιτροφαινόλης διαφορετικού µήκους ανθρακικής αλυσίδας, διαπιστώθηκε ότι η 

EstDZ3 πιθανότατα παρουσιάζει εκλεκτικότητα σε µικρού προς µεσαίου µεγέθους 

υποστρώµατα (Εικόνα 4.2 Γ) 
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Εικόνα 4.2: Εντοπισµός, επιλογή και καθαρισµός της EstDZ3. (A) Γονιδιακός χάρτης του 
ενθέµατος ch2 (3,3 kb) Τα ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης (ORFs) που σηµαίνονται µε βέλη 
προέκυψαν από ανάλυση BlastP, και τα αποτελέσµατα φαίνονται στον πίνακα. (Β) E. coli 
BL21(DE3) που φέρουν πλασµίδιο pLATE52-EstDZ3 (α) και µη ανασυνδυασµένο πλασµίδιο (β) 
µετά την ανάπτυξη τους σε LB-άγαρ τρυβλία που περιείχαν τον επαγωγέα της πρωτεϊνοσύνθεσης 
της EstDZ3 (0.1mM IPTG). (Γ) Φαινοτυπική µελέτη εκλεκτικότητας υποστρώµατος µε τη χρήση 
του κυτταρικού υλικού των βακτηρίων που παράγουν την EstDZ3. To κυτταρικό υλικό 
χρησιµοποιήθηκε σε αντιδράσεις µε εστέρες pNP µε καρβοξυλικά οξέα ανθρακικής αλυσίδας από 
C2 έως C16. Η σχετική ενεργότητα µετρήθηκε φωτοµετρικά στα 410 nm. (Δ) Ανάλυση SDS-PAGE 
και χρώση µε Coomassie της ΕstDZ3 µετά από θερµική επεξεργασία και καθαρισµό ΙΜΑC. (1) 
Πρότυπο πρωτεϊνικό διάλυµα (2) Υδατοδιαλυτό κλάσµα κυττάρων που παράγουν την εστεράση (3) 
Το ίδιο κλάσµα µετά από θερµική επεξεργασία (4) Δείγµα εκροής από τη στήλη καθαρισµού µετά 
την φόρτωση του δείγµατος (5) Δείγµα τελικής έκλουσης της EstDZ3. 
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4.3.2 Αποµόνωση και Βιοχηµικός Χαρακτηρισµός της EstDZ3 
 
Για το βιοχηµικό χαρακτηρισµό της EstDZ3, η πρωτεΐνη παράχθηκε ετερόλογα σε κύτταρα 

E. coli BL21(DE3), και αποµονώθηκε από το υδατοδιαλυτό κλάσµα των κυττάρων µετά 

από επώαση σε υψηλή θερµοκρασία µε την τεχνική της χρωµατογραφίας συγγένειας 

ακινητοποιηµένου µετάλλου (IMAC). Ο καθαρισµός έδωσε προϊόν µε οπτική οµοιογένεια 

όπως κρίθηκε µετά από ηλεκτροφόρηση σε γέλη ακρυλαµιδίου κάτω από αποδιατακτικές 

συνθήκες (Εικόνα 4.2 Δ).  

 

Μελέτη της επίδρασης του pH και της θερµοκρασίας στην ενεργότητα της EstDZ3 
Για το βιοχηµικό χαρακτηρισµό χρησιµοποιήθηκε ως υπόστρωµα ο εστέρας της 

παρανιτροφαινόλης µε το βουτυρικό οξύ (pNP-C4). Για τη µελέτη της επίδρασης του pH 

στην ενεργότητα του ενζύµου, πραγµατοποιήθηκαν αντιδράσεις σε pH που κυµαινόταν από 

4 έως 10 στους 40 οC. Υψηλή σχετική ενεργότητα µετρήθηκε στις τιµές 7-9 µε το pH 8 να 

είναι το βέλτιστο. Για τιµές κάτω του 7 και πάνω του 9, η εστερολυτική ικανότητα της 

EstDZ3 µειώθηκε δραµατικά. Για τη µελέτη της συµπεριφοράς του ενζύµου σε 

διαφορετικές θερµοκρασίες, πραγµατοποιήθηκαν αντιδράσεις στο εύρος των 40 µε 95 οC 

(Εικόνα 4.3). Το ένζυµο παρουσίασε µια ευθύγραµµη απόκριση µε την αύξηση της 

θερµοκρασίας, διατηρώντας πολύ υψηλά επίπεδα σχετικής ενεργότητας µέχρι και τους 95 
οC, µε ιδανική θερµοκρασία δράσης τους 75 oC. Αυτή η ευθύγραµµη απόκριση σε 

συγκεκριµένο θερµοκρασιακό εύρος είναι σπάνια αλλά έχει παρατηρηθεί ξανά και για άλλα 

υδρολυτικά ένζυµα (Aygan, Arikan et al. 2008, Novototskaya-Vlasova, Petrovskaya et al. 

2012).  

 

Μελέτη εκλεκτικότητας υποστρώµατος της EstDZ3 
Με σκοπό τη µελέτη της εκλεκτικότητας του ενζύµου ως προς τα υποστρώµατα, προβήκαµε 

στον προσδιορισµό των κινητικών παραµέτρων της αντίδρασης υδρόλυσης εστέρων της 

παρανιτροφαινόλης µε λιπαρά οξέα διαφορετικού µήκους ανθρακικής αλυσίδας. Η 

υδρόλυση των υποστρωµάτων από την EstDZ3 ακολουθεί το κινητικό µοντέλο κατά 

Michaelis–Menten και διαπιστώθηκε ότι το νέο ένζυµο παρουσιάζει εκλεκτικότητα στα 

υποστρώµατα µικρού και µεσαίου µεγέθους ανθρακικής αλυσίδας (Πίνακας 4.1). Η 

υψηλότερη καταλυτική αποδοτικότητα (kcat/KΜ) καταγράφηκε για το υπόστρωµα pNP-C4  

µε τιµή 12.464 s-1mM-1 και µειώνεται µε την αύξηση του µεγέθους της ανθρακικής 

αλυσίδας του υποστρώµατος από C8 σε C10, ενώ το ένζυµο δεν είναι ενεργό έναντι των 
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υποστρωµάτων µε αριθµό ανθράκων στην αλυσίδα τους µεγαλύτερο του δώδεκα. Ακόµα 

παρατηρήθηκε µια σχετικά υψηλή τιµή καταλυτικής αποδοτικότητας για το υπόστρωµα 

pNP- C12, κάτι που µπορεί να οφείλεται στην παρουσία του πεπτιδικού επίτοπου των έξι 

ιστιδινών που έχει προσαρτηθεί στην πρωτεΐνη και σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία (Lee, Su 

et al. 1999, Peng, Zhang et al. 2011) µπορεί να προκαλεί την µετατόπιση της 

εκλεκτικότητας του ενζύµου προς πιο υδρόφοβα υποστρώµατα 

 

 
 

Εικόνα 4.3: Μελέτη επίδρασης του pH και της θερµοκρασίας στην ενεργότητα της EstDZ3. 
(Α) H επίδραση του pH στην ενεργότητα του ενζύµου µετρήθηκε στη βασική αντίδραση στους 40 
°C για 5 λεπτά, σε τιµές pH που κυµαίνονταν από 4 έως 10 (Β) Η επίδραση της θερµοκρασίας στο 
ένζυµο µετρήθηκε στη βασική αντίδραση σε θερµοκρασιακό εύρος 40 µε 95 °C και pH 8. Οι τιµές 
που παρουσιάζονται αντιστοιχούν στον µέσο όρο των τιµών τριών ανεξάρτητων πειραµάτων 
τριπλής επανάληψης και το σφάλµα στην τυπική απόκλιση αυτών των µέσων όρων. 
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Πίνακας 4.1. Προσδιορισµός των κινητικών παραµέτρων της αντίδρασης υδρόλυσης εστέρων 
της παρανιτροφαινόλης µε διαφορετικά λιπαρά οξέα που καταλύεται από την εστεράση 
EstDZ3. 
 

Υπόστρωµα (Εστέρας pNP) KM 
(mM) 

Vmax 
(µmol·min-1·mg-1) 

kcat 
(s-1) 

kcat/KM 
(s-1·mM-1) 

Οξικός (C2) 0,30 ± 0.07 355,3 ± 32,9 740 2.428 
Βουτυρικός (C4) 0,15 ± 0.02 906,4 ±46,0 1.888 12.464 
Οκτανοϊκός (C8) 0,19 ± 0.01 500,6 ± 11,6 104 557 
Δεκανοϊκός (C10) 0,17 ± 0.01 386,7 ± 8,2 80 471 
Δωδεκανοϊκός (C12) 0,61 ± 0.14 357,1 _±45,1 743 1.268 

 

Θερµοσταθερότητα και σταθερότητα της EstDZ3 σε οργανικούς διαλύτες και άλλους 
αποδιατακτικούς παράγοντες 

Όταν η εστεράση EstDZ3 εκτέθηκε σε υψηλές θερµοκρασίες για παρατεταµένα 

χρονικά διαστήµατα, επέδειξε εξαιρετική θερµοσταθερότητα, διατηρώντας υψηλά επίπεδα 

σχετικής ενεργότητας. Στους 70 και 75 οC η EstDZ3 διατήρησε σχεδόν άθικτη την 

ενεργότητα της µετά από 24 ώρες επώασης, ενώ µετά από επώαση στους 80 οC ο χρόνος 

ηµιζωής της ήταν πάνω από 24 ώρες (Εικόνα 4.4). Ακόµα και µετά από επώαση στους 95 
οC για πολλές ώρες, το ένζυµο διατήρησε σε µεγάλο βαθµό την ενεργότητα του, µε χρόνο 

ηµιζωής πάνω από πέντε ώρες (Εικόνα 4.4).  

 
Εικόνα 4.4: Μελέτη θερµοσταθερότητας της EstDZ3. Η σταθερότητα του ενζύµου αξιολογήθηκε 
µε µετρήσεις της εναποµένουσας ενεργότητας του στην πρότυπη αντίδραση, µετά από επώαση του 
στους 70, 75, 80, 85, 90 και 95 °C µέχρι και 24 ώρες. Ως 100% ορίστηκε η τιµή της ενεργότητας 
του ενζύµου που δεν είχε υποστεί επώαση σε υψηλή θερµοκρασία. Οι τιµές που παρουσιάζονται 
αντιστοιχούν στον µέσο όρο των τιµών τριών ανεξάρτητων πειραµάτων τριπλής επανάληψης και 
το σφάλµα στην τυπική απόκλιση αυτών των µέσων όρων.	
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Παράλληλα, η EstDZ3 επέδειξε εξαιρετική σταθερότητα κατά την επώαση της σε 

υψηλές συγκεντρώσεις µεγάλου εύρους οργανικών διαλυτών. Συγκεκριµένα, η σχετική 

ενεργότητα του ενζύµου παρέµεινε ποιοτικά σταθερή µετά την επώαση του σε µεθανόλη 

συγκέντρωσης 50% (v/v) για 12 ώρες (Εικόνα 4.5). Παρόµοια συµπεριφορά παρουσίασε 

το ένζυµο όταν επωάστηκε στην ίδια συγκέντρωση αιθανόλης, ακετόνης, 1-βουτανόλης, 

ισοοκτανίου, ισοπροπανόλης και n-εξανίου για το ίδιο χρονικό διάστηµα, αφού η 

εναποµένουσας ενεργότητα του παρέµεινε πάνω από το 70% ενώ µετά από επώαση σε 

ακετονιτρίλιο συγκέντρωσης 50% (v/v), η ενεργότητα της EstDZ3 µειώθηκε κατά 40% 

(Εικόνα 4.5). 

	

 
 

Εικόνα 4.5: Μελέτη σταθερότητας της EstDZ3 κατά την επώαση σε οργανικούς διαλύτες. Η 
σταθερότητα του ενζύµου στους οργανικούς διαλύτες αξιολογήθηκε µέσω µετρήσεων της 
εναποµένουσας ενεργότητας στη βασική αντίδραση, ενζύµου που είχε επωαστεί σε 50% (v/v) 
διαλύµατα οργανικών διαλυτών για 12 ώρες. Ως 100% ορίστηκε η τιµή της ενεργότητας του 
ενζύµου που δεν είχε υποστεί επώαση σε οργανικούς διαλύτες. Οι τιµές που παρουσιάζονται 
αντιστοιχούν στον µέσο όρο των τιµών τριών ανεξάρτητων πειραµάτων τριπλής επανάληψης και 
το σφάλµα στην τυπική απόκλιση αυτών των µέσων όρων.	
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Στη συνέχεια µελετήθηκε η επίδραση ενός εύρους µεταλλικών ιόντων, 

επιφανειενεργών και αποδιατακτικών παραγόντων στην καταλυτική ενεργότητα της 

EstDZ3. Με την προσθήκη µονοσθενών και δισθενών ιόντων όπως Na+, Κ+ , Li+2, Mn+2, 

και Mg+2 σε συγκέντρωση 1 mM, η σχετική ενεργότητα του ενζύµου δεν επηρεάστηκε 

ποιοτικά, ενώ η προσθήκη Ca+2 και Fe+2 στην ίδια συγκέντρωση προκάλεσε µείωση της 

ενεργότητας της EstDZ3 κατά περίπου 20% (Πίνακας 4.2). Επίσης, η παρουσία Cu+2 και 

Ζn+2 προκάλεσε σηµαντική µείωση στην καταλυτική ενεργότητα κατά 60% και 50% 

αντίστοιχα. 

Όταν προστέθηκε στη αντίδραση ο χηλικός παράγοντας EDTA 

(Ethylenediaminetetraacetic acid) σε τελική συγκέντρωση 1 mM, δεν παρατηρήθηκε πτώση 

της σχετικής ενεργότητας του ενζύµου, γεγονός που υποδηλώνει ότι η αναδίπλωση του 

πρωτεϊνικού µορίου της EstDZ3 δεν εξαρτάται από την πρόσδεση κάποιου µεταλλικού 

ιόντος, όπως έχει παρατηρηθεί για κάποια εστερολυτικά ένζυµα που προσοµοιάζουν τις 

µεταλλοεξαρτόµενες β-λακταµάσες (Hermoso, Lagartera et al. 2005). Η προσθήκη 

διαφόρων επιφανειενεργών όπως Triton X-100, Tween 20 και Tween 80 µε 1% (v/v) 

συγκέντρωση προκάλεσε τη µείωση της σχετικής ενεργότητας του ενζύµου κατά περίπου 

30%, ενώ η προσθήκη 1% (w/v) SDS επέφερε πλήρη απενεργοποίηση του ενζύµου. Τέλος, 

η προσθήκη του αναστολέα σερίνης PMSF προκάλεσε δραµατική µείωση της ενεργότητας 

του ενζύµου, γεγονός που ενισχύει την υπόθεση της συµµετοχής σερίνης στον καταλυτικό 

µηχανισµό της EstDZ3.  

Παράλληλα, µελετήθηκε η ανθεκτικότητα της νέας εστεράσης στην παρουσία 

διαφόρων οργανικών διαλυτών. Παρουσία αιθανόλης, ακετόνης και ακετονιτριλίου σε 

συγκέντρωση 10% (v/v), η σχετική ενεργότητα της EstDZ3 αυξήθηκε ελαφρώς, ενώ η 

προσθήκη µεθανόλης στην ίδια συγκέντρωση προκάλεσε µικρή πτώση (Πίνακας 4.2). Στην 

περίπτωση της βουτανόλης, του εξανίου και του ισοοκτανίου, το ένζυµο διατήρησε περίπου 

το µισό της αρχικής του ενεργότητα µετά την προσθήκη τους σε συγκέντρωση 10% (v/v), 

ενώ η ισοπροπανόλη στις ίδιες συνθήκες απενεργοποίησε το ένζυµο. Με την αύξηση της 

συγκέντρωσης της µεθανόλης, της αιθανόλης, της ακετόνης, του ακετονιτριλίου, του 

ισοοκτανίου και του εξανίου από 10 σε 30%, το ένζυµο διατήρησε χαµηλά αλλά µετρήσιµα 

επίπεδα ενεργότητας, ενώ η προθήκη βουτανόλης στην ίδια συγκέντρωση επέφερε 

ολοκληρωτική απώλεια της καταλυτικής ικανότητας του ενζύµου (Πίνακας 4.2).  
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Πίνακας 4.2. Μελέτη επίδρασης αποδιατακτικών παραγόντων στην ενεργότητα της EstDZ3 

 

Πρόσθετο  Συγκέντρωση Σχετική Ενεργότητα (%) 
- - 100,0 ± 4,1 

K+ 1 mM 93,1 ± 6,7 
Mn2+ 1 mM 101,4 ± 6,2 
Ca2+ 1 mM 78,4 ± 3,0 
Zn2+ 1 mM 45,7 ± 5,7 
Li2+ 1 mM 90,8 ± 3,7 

Mg2+ 1 mM 90,1 ± 4,2 
Na+ 1 mM 90,4 ± 5,5 
Fe3+ 1 mM 78,3 ± 3,5 
Cu2+ 1 mM 40,6 ± 3,4 

EDTA 1 mM 96,7 ± 5,1 
Triton-X100 1% (v/v) 67,4 ± 1,5 

Tween 20 1% (v/v) 70,5 ± 5,4 
Tween 80 1% (v/v) 73,2 ± 4,7 

SDS 1% (w/v) 21,4 ± 2,5 
PMSF 1 mM 33,8 ± 5,8 

Μεθανόλη 10% (v/v) 93,0 ± 6,7 
Μεθανόλη 30% (v/v) 26,5 ± 8,3 
Αιθανόλη 10% (v/v) 114,1 ± 8,7 
Αιθανόλη 30% (v/v) 23,8 ± 1,5 
Ακετόνη 10% (v/v) 109,6 ± 3,3 
Ακετόνη 30% (v/v) 28,1 ± 7,3 

Ισοπροπανόλη 10% (v/v) 2,8 ± 9,1 
1-Βουτανόλη 10% (v/v) 50,4 ± 7,9 
1-Βουτανόλη 30% (v/v) 8,3 ± 4,6 
Ακετονιτρίλιο 10% (v/v) 109,6 ± 9,2 
Ακετονιτρίλιο 30% (v/v) 29,5 ± 5,4 
Ισοοκτάνιο 10% (v/v) 53,6 ± 2,9 
Ισοοκτάνιο 30% (v/v) 33,6 ± 7,1 
n-Εξάνιο 10% (v/v) 51,2 ± 2,1 
n-Εξάνιο 30% (v/v) 25,8 ± 7,1 

 

 
4.3.3 Μελέτη σύγκρισης της αλληλουχίας και του δοµικού µοντέλου της EstDZ3 µε 
τις αλληλουχίες και τις δοµές των πλησιέστερων δοµικά εστερασών. 
 
Αρχικά έγινε ανάλυση της αµινοξικής αλληλουχίας της EstDZ3 µε τη χρήση του εργαλείου 

SignalP (Petersen, Brunak et al. 2011) έτσι ώστε να διαπιστωθεί εάν η πρωτεΐνη περιέχει 

κάποιο πεπτίδιο-οδηγό που στοχεύει στην έκκριση της ή στην εξωκυτταρική προσάρτηση 

της στον οργανισµό προέλευσης. Τέτοιου είδους πεπτίδιο δεν ανιχνεύτηκε, γεγονός που 

υποδηλώνει ότι η EstDZ3 δεν είναι ένα εκκρινόµενο ή εντοπισµένο στη µεµβράνη ένζυµο. 

Στη συνέχεια, η αλληλουχία της νέας πρωτεΐνης αναλύθηκε µε το εργαλείο BlastP έναντι 

της βάσης δεδοµένων NR (Non-Redundant protein sequences database) όπου περιέχονται 
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όλες οι πρωτεϊνικές αλληλουχίες που έχουν καταγραφεί αλλά όχι και χαρακτηριστεί, αλλά 

και έναντι της βάσης δεδοµένων UniProtKB/SwissProt µε τις χαρακτηρισµένες πρωτεΐνες. 

Το ενσωµατωµένο στο BlastP εργαλείο εντοπισµού πρωτεϊνικών περιοχών προέβλεψε ότι 

η EstDZ3 ανήκει στην υπεροικογένεια 5 των α/β υδρολασών (a/b hydrolase family 5) ενώ 

η NR ανάλυση αποκάλυψε ότι η νέα πρωτεΐνη είναι πανοµοιότυπη µε την καταχωρηµένη 

ως Dictyoglomus thermophilum α/β υδρολάση (Accession no. WP_012548346). 

Αντίστοιχα, η ανάλυση στη Uniprot/SwissProt έδειξε ότι η πλησιέστερη σε αλληλουχία 

χαρακτηρισµένη πρωτεΐνη είναι µια αρυλ-εστεράση από τον οργανισµό Pseudomonas 

fluorescens (Accession no. P22862.4) (οµοιότητα 23%, κάλυψη 78%), της οποίας η 

κρυσταλλική δοµή έχει µελετηθεί (PDB code: 1VA4). Οι υπόλοιπες πρωτεΐνες που 

προέκυψαν από την ανάλυση στην Uniprot/SwissProt περιλάµβαναν την υποθετική 

πεπτιδάση YtmA από τον βάκιλο Bacillus subtilis str. 168 (Lapidus, Galleron et al. 1997) 

(27% οµοιότητα, 88% κάλυψη) µια υδρολάση ψευδο-οξυτοκίνης από το βακτήριο 

Paenarthrobacter nicotinovorans (Baitsch, Sandu et al. 2001) (23% οµοιότητα, 47% 

κάλυψη), και άλλες µη χαρακτηρισµένες ή µε πολύ χαµηλή οµοιότητα (<17%) 

αλληλουχίες. Συγχρόνως, η ανάλυση στην BlastP έναντι της βάσης δεδοµένων PDB, όπου 

περιέχονται όλες οι πρωτεΐνες µε µελετηµένη δοµή, έδειξε ότι η πλησιέστερη στην EstDZ3 

πρωτεΐνη είναι η εστεράση του κινναµικού οξέος Lj0536 από τον λακτοβάκιλο 

Lactobacillus johnsonii (Lai, Stogios et al. 2011) (οµοιότητα 29%,κάλυψη 96%, PDB code: 

3PF8). Τα υπόλοιπα αποτελέσµατα περιλαµβάνουν εστεράσες και πεπτιδάσες βακτηριακής 

και αρχαϊκής προέλευσης όπως την προαναφερθείσα αρυλεστεράση και µια άκυλο-

αµινοάκυλο-πεπτιδάση από τον οργανισµό Pyrococcus horikoshii (PDBcode: 4HXE). 

Η µελέτη πολλαπλής στοίχισης της αµινοξικής αλληλουχίας της EstDZ3 µε τις 

πλησιέστερες σε αλληλουχία πρωτεΐνες γνωστής δοµής και φυσικής προέλευσης, έδειξε ότι 

η νέα εστεράση φέρει µια καταλυτική τριάδα που αποτελείται από τα αµινοξέα Ser114, 

Asp202,και His233 (αρίθµηση EstDZ3) και είναι απόλυτα συντηρηµένη (Εικόνα 4.5). 

Παράλληλα, στην αλληλουχία του νέου ενζύµου περιέχεται πεπτίδιο µε µοτίβο GXSXG 

που είναι χαρακτηριστικό για τα εστερολυτικά ένζυµα όπως έχουµε δει και προηγουµένως, 

και περιέχει την καταλυτική σερίνη. Τέλος, στην αλληλουχία περιέχεται ακόµα και ένα 

διπεπτίδιο ιστιδίνης-γλυκίνης που είναι γνωστό ότι συµµετέχει στο σχηµατισµό της 

οξυανιοντικής οπής κατά την υδρόλυση (Wei, Contreras et al. 1999, Kim, Park et al. 2013) 

(Εικόνα 4.5).  
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Εικόνα 4.5: Πολλαπλή στοίχιση των αµινοξικών αλληλουχιών της EstDZ3 και επιλεγµένων 
οµόλογων πρωτεϊνών µε χαρακτηρισµένη δοµή. Τα απολύτως συντηρηµένα αµινοξέα φαίνονται 
µε κόκκινο, ενώ τα παρόµοια µε κίτρινο χρώµα. Τα καταλυτικά αµινοξέα, Ser114, Asp202, και 
His233 απεικονίζονται µε µπλε τρίγωνα, ενώ το συντηρηµένο διπεπτίδιο His36-Gly37 µε πράσινο 
παραλληλόγραµµο. Τα στοιχεία του µοντέλου της δευτεροταγούς δοµής της EstDZ3 φαίνονται 
πάνω από τις αλληλουχίες ως a (α- έλικες), b (β- φύλλα), η (τυχαία σπειράµατα), και  Τ (β στροφές).  
H στοίχιση έγινε µε τη χρήση των προγραµµάτων ClustalOmega (Sievers, Wilm et al. 2011) και 
ΕSPript (Gouet, Courcelle et al. 1999). 
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Το µοντέλο της δοµής της EstDZ3 δηµιουργήθηκε µε τη χρήση του εργαλείου Ι-

TASSER (Yang, Yan et al. 2015) και µελετήθηκε σε συνεργασία µε τη Δρ. Ευαγγελία 

Χρυσίνα, (Εργαστήριο Δοµικής Βιολογίας και Χηµείας, Εθνικό Ίδρυµα Ερευνών). Για τη 

δηµιουργία του µοντέλου, χρησιµοποιήθηκαν από την πλατφόρµα άλλες γνωστές δοµές ως 

εκµαγεία «ύφανσης» (threading templates). Αυτά περιλάµβαναν εστεράσες και πεπτιδάσες 

όπως την ακυλο-αµινοπεπτιδάση από το αναερόβιο αρχαίο P. horikoshii (PDB code:4HXE) 

που αναφέρθηκε προηγουµένως, την εστεράση του φερουλικού Est1E από το βακτήριο 

Butyrivibrio proteoclasticus (PDB code: 2WTM), µια ακυλο-αµυνοπεπτιδάση από το 

ακραιόφιλο αρχαίο Aeropyrum pernix (PDB code:2HU8) µε αλληλουχικές οµοιότητες που 

κυµαινόταν από 16 έως 24% και κάλυψη από 84 έως 96%. Η παρουσία άκυλο-αµινοάκυλο-

πεπτιδασών στα εκµαγεία ύφανσης δεν είναι παράδοξη, αφού τα ένζυµα αυτά µοιράζονται 

κοινά χαρακτηριστικά, τόσο σε αλληλουχία όσο και σε δοµή µε τις εστεράσες. 

Συγκεκριµένα, τα ένζυµα αυτά περιέχουν το συντηρηµένο στις εστεράσες µοτίβο GXSXG 

και έχουν α/β αναδίπλωση υδρολάσης, καθώς και την καταλυτική τριπλέτα αµινοξέων Ser-

Asp-His µε την ίδια σειρά που συναντώνται στις λιπάσες (Polgár 1992). Παράλληλα, όπως 

αναφέρεται στη βιβλιογραφία, οι άκυλο- αµινοάκυλο-πεπτιδάσες συχνά παρουσιάζουν και 

εστερολυτική δράση ακόµη και ισχυρότερη από ότι αµινοπεπτιδική (Polgár 1992, Wang, 

Yang et al. 2006). Αυτή η καταλυτική «ελαστικότητα» έχει αποδοθεί βιβλιογραφικά στο 

γεγονός ότι τα ένζυµα αυτά συνδέονται εξελικτικά µε τις µικροβιακές εστεράσες (Polgár 

1992). H παρατήρηση του µοντέλου της δοµής της EstDZ3 έδειξε ότι πρόκειται για µια α/β 

υδρολάση, τυπική αναδίπλωση για τα εστερολυτικά ένζυµα. Τα αµινοξέα Ser114, Asp202 

και His233 φαίνεται να αποτελούν την καταλυτική τριάδα, µε τη σερίνη να βρίσκεται στο 

κέντρο του µοτίβου GXSXG, όπως φάνηκε και από τη µελέτη στοίχισης, και το γεγονός ότι 

ο αναστολέας σερίνης PMSF κατέστειλε τη δράση της EstDZ3. 

Η υπέρθεση της µοντελοποιηµένης δοµής του νέου ενζύµου µε τη δοµή της 

πλησιέστερης αλληλουχικά πρωτεΐνη γνωστής λειτουργίας, την εστεράση του κινναµικού 

οξέος Lj0536 (PDB code:3PF8), έδειξε ότι διαθέτουν παρόµοια αρχιτεκτονική (Εικόνα 4.6 

Β). Σε σύγκριση µε τα ένζυµα της ίδιας οικογένειας, η δοµή της Lj0536 χαρακτηρίζεται 

από ένα ένθετο κοµµάτι δοµής α/β υδρολάσης που έχει αναφερθεί ότι παίζει σηµαντικό 

ρόλο στο καταλυτικό προφίλ του εστερολυτικού ενζύµου (Lai, Stogios et al. 2011). Αυτό 

το ένθετο κοµµάτι φαίνεται να υπάρχει και στο µοντέλο της δοµής της EstDZ3, και φαίνεται 

να έχει την ίδια αναδίπλωση και στις δυο πρωτεΐνες (Εικόνα 4.6 Β). Στην περίπτωση της 

Lj0536 έχει αναφερθεί ότι η αναδίπλωση του ένθετου τµήµατος είναι καθοριστική για την 

εκλεκτικότητα του ενζύµου προς τα υποστρώµατα. Συγκεκριµένα, όταν το ένζυµο 
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συγκρίθηκε µε τα πλησιέστερα δοµικά οµόλογα όσον αφορά τα υποστρώµατα, φάνηκε να 

µοιάζει στην προαναφερθείσα εστεράση Εst1E από τον B. proteoclasticus (PDB code: 

2WTM), που επίσης περιείχε έναν συνδυασµό υποτµηµάτων α/β υδρολάσης µε παρόµοια 

αναδίπλωση. Αντιθέτως, τα υπόλοιπα πλησιέστερα δοµικά οµόλογα που περιείχαν 

υποµονάδες µόνο α-ελικών παρουσίαζαν σηµαντικές διαφορές στην «τοπική» τους 

αναδίπλωση από ότι αυτή της Lj0536 και κατ’ επέκταση διαφορετική εκλεκτικότητα ως 

προς τα υποστρώµατα (Lai, Stogios et al. 2011). Τα αποτελέσµατα αυτά καταδεικνύουν ότι 

η ύπαρξη του ένθετου υποτµήµατος στην ΕstDZ3 και η τοπική αναδίπλωση που προκύπτει 

λόγο αυτού, αναµένεται να αποτελεί καθοριστικό παράγοντα για τις καταλυτικές ιδιότητες 

του νέου ενζύµου. Βέβαια, η µοντελοποίηση αυτής της περιοχής ενδέχεται να µην είναι 

ακριβής αφού βασίζεται σε χαµηλής οµολογίας πρότυπα, κάτι που αναµένεται να 

διαλευκανθεί µε τη µελέτη της κρυσταλλικής δοµής του ενζύµου. 

 

 
 

Εικόνα 4.6: Μελέτη του δοµικού µοντέλο της EstDZ3. (A) Σχηµατική απεικόνιση του µοντέλου 
της δοµής της EstDZ3 όπου φαίνονται µε απεικόνιση σφαίρας-ράβδου τα καταλυτικά αµινοξέα 
Ser114, Asp202 και His233. Η εικόνα δηµιουργήθηκε µε το πρόγραµµα Chimera (Pettersen, 
Goddard et al. 2004). (Β) Υπέρθεση του δοµικού µοντέλου της EstDZ3 (γαλάζιο) µε τη δοµή της 
πλησιέστερης δοµικά πρωτεΐνης, της Lj0536 εστεράσης του κινναµικού οξέος (γκρι). Η «ένθετη 
περιοχή» της Lj0536 σηµαίνεται µε πορτοκαλί χρώµα, ενώ η αντίστοιχη περιοχή της EstDZ3 µε 
πράσινο. Η εικόνα δηµιουργήθηκε µε το πρόγραµµα MolSoft (MolSoft 2000). 
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 Ο προσδιορισµός των µοριακών χαρακτηριστικών της EstDZ3 στα οποία οφείλεται 

η εξαιρετική θερµοσταθερότητα της, είναι δύσκολος σε αυτή τη φάση αφού τα 

χαρακτηριστικά που έχουν συνδεθεί µε τη θερµοσταθερότητα όπως η παρουσία αυξηµένου 

ποσοστού τυροσινών και αργινινών δεν ισχύουν στην περίπτωση της νέας εστεράσης που 

περιέχει αυτά τα αµινοξέα σε ποσοστό 1,4 και 3,2%, ποσοστό µικρότερο του µέσου όρου 

των µεσόφιλων πρωτεϊνών (Kumar, Tsai et al. 2000). Από δοµικής πλευράς, η ύπαρξη 

δεσµών υδρογόνου και γεφυρών άλατος σε εκτεθειµένα στο διαλύτη σηµεία καθώς και η 

δηµιουργία δισουλφιδικών δεσµών είναι γνωστό ότι σταθεροποιούν θερµοκρασιακά τις 

πρωτεΐνες. Για το λόγο αυτό, όπως αναφέρθηκε και προηγουµένως, η κρυσταλλογραφική 

µελέτη της EstDZ3 θα ρίξει φως στη δοµική βάση της υψηλής θερµοσταθερότητας της νέας 

εστεράσης. 

 

4.4 Σχολιασµός 
 
Το τρίτο ένζυµο που ανακαλύφθηκε και χαρακτηρίστηκε σε αυτή τη διατριβή είναι η 

υπερθερµόφιλη εστεράση ΕstDZ3. Το νέο αυτό ένζυµο προήλθε από την in vivo 

λειτουργική σάρωση γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης στελέχους του γένους Dictyoglomus που 

αποµονώθηκε από in situ δείγµα εµπλουτισµού Κινεζικής θερµοπηγής. Η EstDZ3 

παρουσιάζει χαµηλή οµολογία µε γνωστά ένζυµα µιας και η πλησιέστερη αλληλουχικά σε 

αυτή πρωτεΐνη που έχει χαρακτηριστεί τόσο λειτουργικά όσο και δοµικά είναι η εστεράση 

του κινναµικού οξέος Lj053 (Lai, Stogios et al. 2011) από τον οργανισµό L. Johnsonii 

(οµοιότητα 29%, κάλυψη 96%, PDBcode: 3PF8). O βιοχηµικός χαρακτηρισµός της ΕstDZ3 

έδειξε ότι το νέο ένζυµο παρουσιάζει εκλεκτικότητα προς εστέρες της παρανιτροφαινόλης 

µε µικρά έως µεσαίου µεγέθους λιπαρά οξέα. Όπως και η συντριπτική πλειοψηφία των 

θερµοσταθερών εστερασών, έτσι και η EstDZ3 λειτουργεί βέλτιστα σε βασικό pH. Στις 

βέλτιστες συνθήκες της, η EstDZ3 υδρολύει τον εστέρα της παρανιτροφαινόλης µε το 

βουτυρικό οξύ µε καταλυτική αποδοτικότητα kcat/Km = 12.464 s-1·mM-1. Σε σύγκριση µε 

τις τιµές καταλυτικής αποδοτικότητας είκοσι εστερασών που έχουν κατατεθεί στη βάση 

δεδοµένων BRENDA (Schomburg, Chang et al. 2004) και έχουν µελετηθεί µε το ίδιο 

υπόστρωµα, η απόδοση της EstDZ3 είναι από τις πιο υψηλές. Συγκεκριµένα, οι δεκαέξι από 

τις είκοσι εστεράσες έχουν καταλυτική αποδοτικότητα που κυµαίνεται από µία έως δυο 

τάξεις µεγέθους µικρότερη από αυτή της EstDZ3. Οι υπόλοιπες τέσσερις εστεράσες 
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εµφανίζουν τιµές kcat/KM µόνο δύο έως τρεις φορές µεγαλύτερη από αυτή της EstDZ3. Τα 

ιδιαίτερα χαρακτηριστικά της EstDZ3 όπως εκλεκτικότητα σε µικρού και µεσαίου µεγέθους 

ανθρακικής αλυσίδας υποστρώµατα όπως οι εστέρες του βουτυρικού οξέος, σε συνδυασµό 

µε υψηλή καταλυτική αποδοτικότητα και εξαιρετική θερµοσταθερότητα, καθιστούν το νέο 

ένζυµο υποψήφιο για χρήση στη βιοµηχανία των τροφίµων και συγκεκριµένα στην 

παραγωγή πρόσθετων γεύσης (Saerens, Descamps et al. 2008).  

Πολλά ένζυµα χάνουν την καταλυτική τους ικανότητα παρουσία οργανικών 

διαλυτών, φαινόµενο που συνήθως οφείλεται στην µετουσίωση της πρωτεΐνης από το 

διαλύτη (Klibanov 2001). Παρόλα αυτά, τα θερµοσταθερά ένζυµα συχνά είναι ικανά να 

διατηρούν την ακεραιότητα της δοµής τους και κατ’ επέκταση και την ενεργότητα τους 

παρουσία διαλυτών λόγω της εγγενούς σταθερότητας που φέρουν (Sayer, Finnigan et al. 

2016). Έτσι και στην περίπτωση της EstDZ3, το ένζυµο βρέθηκε να είναι πολύ σταθερό 

στην έκθεση του σε οργανικούς διαλύτες, αφού ήταν ικανό να διατηρήσει πάνω από το 60% 

της σχετικής ενεργότητας του µετά από επώαση σε µεγάλες συγκεντρώσεις µεθανόλης, 

αιθανόλης, ακετόνης, ισοπροπανόλης, 1-βουτανόλης, ακετονιτριλίου ισοοκτανίου και n-

εξανίου για δώδεκα ώρες. Συγκρίνοντας αυτά τα αποτελέσµατα µε αντίστοιχης µελέτης της 

εστεράσης Pf_Est (Mandelli, Gonçalves et al. 2016) από το αρχαιοβακτήριο Pyrococcus 

furiosus, µία από τις πιο πρόσφατα ανακαλυφθείσες υπερθερµοσταθερές εστεράσες, η 

EstDZ3 επέδειξε µεγαλύτερη σταθερότητα στην έκθεση της σε µεθανόλη, αιθανόλη και 

ισοπροπανόλη (σχετική ενεργότητα 96, 81 και 74% µετά από 12 ώρες για την EstDZ3 

έναντι 39, 51 και 52% µετά από 30 λεπτά για την Pf_Est, αντίστοιχα). Το προφίλ της 

σταθερότητας σε οργανικούς διαλύτες του νέου ενζύµου προσοµοιάζει αυτό της πρόσφατα 

ανακαλυφθείσας λιπάσης LipXO, η οποία έχει χαρακτηριστεί ως σταθερή σε οργανικούς 

διαλύτες (Mo, Liu et al. 2016).  

Η σηµαντικότερη ίσως ιδιότητα της EstDZ3 είναι η εξαιρετική της θερµοσταθερότητα, 

αφού πρόκειται για ένα υπερθερµοσταθερό ένζυµο που παρουσιάζει υψηλά επίπεδα 

καταλυτικής ενεργότητας µετά από πολύωρη έκθεση σε θερµοκρασία τόσο υψηλή όσο οι 

95 oC. Σε σύγκριση µε άλλες εστεράσες που συµπεριλαµβάνονται σε µια εκτεταµένη µελέτη 

των Levisson et al. που απαριθµεί τα ένζυµα που έχουν προέλθει από υπερθερµόφιλους 

οργανισµούς, η EstDZ3 φαίνεται να είναι µέσα στις δέκα πιο θερµοσταθερές πρωτεΐνες 

(Levisson, van der Oost et al. 2009). Mόνο εστεράσες αρχαϊκής προέλευσης όπως µια 

εστεράση/άκυλ-πέπτιδο-υδρολάση από το αρχαιοβακτήριο Aeropyrum pernix (Gao, Feng 
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et al. 2003), οι εστεράσες EstA και EstB από το αρχαιοβακτήριο Picrophilus torridus (Hess, 

Katzer et al. 2008) και τέσσερις εστεράσες από τα γένη Pyrococcus και Sulfolobus 

(Huddleston, Yallop et al. 1995, Cornec, Robineau et al. 1998, Ikeda and Clark 1998, Park, 

Yoon et al. 2008) καταγράφονται ως περισσότερο θερµοσταθερές από την EstDZ3. Επίσης, 

ανάµεσα στις βακτηριακές εστεράσες της λίστας, η EstDZ3 φαίνεται να κατέχει τη 

µεγαλύτερη καταλυτική αποδοτικότητα. 

Τα τελευταία χρόνια, και άλλες υπέρ-θερµοσταθερές εστεράσες έχουν ανακαλυφθεί και 

χαρακτηριστεί. Μερικά χαρακτηριστικά παραδείγµατα είναι η λιπάση από τον βάκιλο 

Bacillus sonorensis 4R που παρουσιάζει χρόνο ηµιζωής περίπου δύο ώρες στους 90 οC 

(Bhosale, Shaheen et al. 2016), η εστεράση της ξυλάνης AxeA από τον θερµόφιλο βακτήριο 

Thermotoga maritima µε χρόνο ηµιζωής περίπου δεκατρείς ώρες στους 98 οC (Drzewiecki, 

Angelov et al. 2010) και την εστεράση EstW από το γεωβακτήριο Streptomyces lividans 

TK64 µε χρόνο ηµιζωής 12 ώρες στους 95 οC (Wang, Wang et al. 2015). H τελευταία 

εστεράση της οποίας τα βιοχηµικά χαρακτηριστικά έχουν µελετηθεί, επέδειξε 50 φορές 

χαµηλότερη καταλυτική αποδοτικότητα σε σχέση µε την EstDZ3 έναντι του ίδιου 

υποστρώµατος (pNP-butyrate) και δέκα φορές χαµηλότερη έναντι του υποστρώµατος pNP-

acetate, που είναι και το βέλτιστο υπόστρωµα της EstW.  

Το µοντέλο της δοµής της EstDZ3 που κατασκευάστηκε και µελετήθηκε, ανέδειξε 

κάποια βασικά χαρακτηριστικά της νέας πρωτεΐνης που ενδέχεται να αποτελούν σηµαντικό 

παράγοντα και για τη λειτουργία της. 
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5. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ  
 
5.1 Υλικά 
 
Τα σηµαντικότερα υλικά και οι µέθοδοι που χρησιµοποιήθηκαν σε κάθε επιµέρους µελέτη 

των πρωτεϊνών CelDZ1, EstDZ2 και EstDZ3 έχουν ήδη αναφερθεί στα Κεφάλαια 2, 3 και  

4 αντίστοιχα. Όλα τα χηµικά αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν σε αυτές τις µελέτες 

είχαν αγοραστεί από την εταιρεία Sigma-Aldrich και ήταν της υψηλότερης διαθέσιµης 

καθαρότητας εκτός εάν αναφέρεται διαφορετικά. Επίσης όλα τα αντιδραστήρια µοριακής 

βιολογίας (πχ. περιοριστικά ένζυµα, πολυµεράσες, λιγάσες κλπ) είχαν αγοραστεί από την 

εταιρεία New England BioLabs Ιnc. 

 

5.2 Μέθοδοι 
 
5.2.1 Δειγµατοληψίες µεταγονιδιωµατικού και γονιδιωµατικό υλικού  
 

Όπως είδαµε στο Κεφάλαιο 1.3, στο πλαίσιο της κοινοπραξίας Hotzyme 

(www.hotzyme.com), συλλέχθηκε από τους συνεργάτες µας µεταγονιδιωµατικό υλικό από 

ακραία ενδιαιτήµατα σε όλο τον κόσµο Από τα δείγµατα αυτά, τα οποία µελετήθηκαν σε 

µορφή βιβλιοθηκών έκφρασης ή δεδοµένων αλληλούχισης, σε αυτή τη διατριβή 

παρουσιάζονται εκείνα από τα οποία προέκυψαν θετικά αποτελέσµατα. Έτσι, 

ασχοληθήκαµε µε τα δείγµατα από τις θερµοπηγές της Ισλανδία, της Ρωσίας και της Κίνας, 

από τη µελέτη των οποίων προέκυψαν η ενδογλουκανάση CelDZ1 και οι εστεράσες EstDZ2 

και EstDZ3 αντίστοιχα,  

Όσον αφορά στην αλληλουχία celDZ1, λεπτοµερής περιγραφή της διαδικασίας 

δειγµατοληψίας του µεταγονιδιωµατικού υλικού και αλληλούχιση του που 

πραγµατοποιήθηκε από τους συνεργάτες µας, µπορεί να βρεθεί στη δηµοσιευµένη µελέτη 

από τους Menzel et al. (Menzel, Gudbergsdóttir et al. 2015). 

Σχετικά µε την αποµόνωση της αλληλουχίας της estDZ2, oι συνεργάτες µας, µε τη 

χρήση ειδικής αδείας που εκδόθηκε από την Εθνική Αρχή Ενέργειας της Ισλανδίας, 

συνέλεξαν υλικό από την εκροή της θερµοπηγής που βρίσκεται στο Grensdalur της 

Ισλανδίας (64°01'53.4"N, 21°11'50.4"W). Η θερµοκρασία του νερού τη στιγµή της 

δειγµατοληψίας ήταν 40 oC και το pH του στο 7. Το δείγµα εµπλουτίστηκε αναεροβίως 

στους 55 oC και pH 7 µε 0,01% εκχύλισµα ζύµης και 0,5% ξυλάνη ως µόνη πηγή άνθρακα. 

Μετά την ανάπτυξη της καλλιέργειας από την οποία αποµονώθηκε το γενετικό υλικό, 
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ακολούθησαν διαδοχικές αραιώσεις και αποµονώθηκαν µόνο ραβδοειδείς µικροοργανισµοί 

ορατοί στο µικροσκόπιο. 

Τέλος, σχετικά µε το γονίδιο estDZ3, οι διαδικασίες της περιβαλλοντικής 

δειγµατοληψίας και της αποµόνωσης του κλώνου που περιέχονταν στο δείγµα 

εµπλουτισµού διεξήχθησαν από τους συνεργάτες µας στη MicroDish B.V, Ουτρέχτη, 

Ολλανδία, και περιεγράφηκαν συνοπτικά νωρίτερα, στο Κεφάλαιο 4.3. Η αναλυτική 

περιγραφή της διαδικασίας και των υλικών που χρησιµοποιήθηκαν συµπεριλαµβάνεται στη 

δηµοσίευση (Zarafeta, Szabo et al. 2016).  

 

5.2.2 Βιοπληροφορική ανάλυση 
 

Όπως είδαµε στα Κεφάλαια 2 και 3, ο εντοπισµός των ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης που 

οδήγησαν στην αποµόνωση των γονιδίων celDZ1 και estDZ2 αντίστοιχα έγινε µέσω της 

πλατφόρµας ANASTASIA, η οποία αναπτύχθηκε από τη µονάδα βιοπληροφορικής 

ανάλυσης της Σχολής Χηµικών Μηχανικών (Υποψήφιος διδάκτορας: Ευθύµιος 

Λαδουκάκης) σε συνεργασία µε το εργαστήριο Μεταβολικής Μηχανικής και 

Βιοπληροφορικής του  Εθνικού Ιδρύµατος Ερευνών (Δρ. Αριστοτέλης Χατζηιωάννου) στο 

πλαίσιο της κοινοπραξίας Hotzyme. Τα δεδοµένα αλληλούχισης των µεταγονιδιωµάτων 

(raw reads) και της συναρµογής (assembly) αυτών, αποθηκεύτηκαν τοπικά στον server του 

πανεπιστηµίου της Κοπενχάγης και έγιναν διαθέσιµα διαµέσου της διαδικτυακής 

εφαρµογής ANASTASIA, µε τη σχετική µελέτη να είναι υπό επεξεργασία προς δηµοσίευση 

(Ladoukakis, Pilalis et al. 2014).  

 
Εικόνα 5.1: Διαδικτυακός τόπος ANASTASIA (http://motherbox.chemeng.ntua.gr/anastasia_dev/) 
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Μέσα από την εφαρµογή αυτή εφαρµόστηκε µία αυτοµατοποιηµένη ροή εργασιών 

(pipeline) που αποτελούνταν από διασυνδεδεµένα βιοπληροφορικά εργαλεία ως 

δοµοστοιχεία της και η οποία είχε σχεδιαστεί για την πλήρη επεξεργασία και ανάλυση 

µεταγονιδιωµατικών δεδοµένων. Η ανάλυση αυτή περιλάµβανε: 

 

i) Τον εντοπισµό ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης (Rice, Longden et al. 2000) µέσα 
στις συναρµολογηµένες µεταγονιδιωµατικές αλληλουχίες (contigs) για την 
εύρεση πιθανών γονιδίων 

 
ii) Τη σύγκριση οµολογίας (Altschul, Madden et al. 1997, Finn, Clements et al. 

2011) των πιθανών γονιδίων µε βάσεις δεδοµένων γνωστών αλληλουχιών (π.χ. 
NCBI-nr) και γνωστών διατηρηµένων πρωτεϊνικών περιοχών (domains) 
γνωστής λειτουργικότητας (π.χ. Pfam) 

 
iii) Την πρόβλεψη πρωτεϊνικής λειτουργίας µέσω αλγορίθµων µηχανικής µάθησης 

(Chandrasekharaiah, Thulasi et al. 2012) 
 

iv) Την αποθήκευση των αποτελεσµάτων της ανάλυσης σε τοπική βάση δεδοµένων 
MariaDB (San Pedro, Gonzalez-Lopez et al. 2014) και δηµιουργία αρχείων 
εξόδου (dump files) για κάθε σετ δεδοµένων. 

 

Το τελευταίο στάδιο της ροής εργασιών επέτρεψε την εισαγωγή των αποτελεσµάτων σε 

περιβάλλον σχεσιακών βάσεων δεδοµένων (MariaDB) µέσα στο οποίο µπορούσαν να 

γίνουν, µε την χρήση κατάλληλων εντολών, εξεζητηµένες αναζητήσεις και φιλτράρισµα 

δεδοµένων για τον εντοπισµό αλληλουχιών υψηλού ενδιαφέροντος. Έτσι µε τον σχεδιασµό 

και εφαρµογή εξειδικευµένων αλγορίθµων σε γλώσσα MariaDB/MySQL τα δεδοµένα από 

τις αναλύσεις οµολογίας κατηγοριοποιήθηκαν στη βάση δεδοµένων σύµφωνα µε τον 

αριθµό EC της πρωτεΐνης µε την οποία είχαν υψηλότερο σκορ οµοιότητας. Αυτό ήταν 

δυνατό µόνο για τις αναλύσεις οµολογίας σε βάση δεδοµένων πλήρως ταυτοποιηµένων 

αλληλουχιών (Uniprot/SwissProt) (Apweiler, Bairoch et al. 2004). Τελικά µε τη χρήση των 

παραπάνω αλγορίθµων κατηγοριοποίησης σχηµατίστηκαν πίνακες αποτελεσµάτων 

οµολογίας (Εικόνα 5.2 Α) για την κάθε αλληλουχία που εντοπίστηκε να έχει οµοιότητα µε 

συγκεκριµένα ένζυµα αριθµού EC υψηλής προτεραιότητας. Τα αποτελέσµατα οµολογίας 

περιλάµβαναν την αλληλουχία µε το υψηλότερο σκορ οµοιότητας από τη βάση δεδοµένων 

Uniprot/SwissProt (πλήρως χαρακτηρισµένες αλληλουχίες) καθώς και την αλληλουχία µε 

το υψηλότερο σκορ οµοιότητας  από τη βάση δεδοµένων NCBI-nr (βάση δεδοµένων µη 

χαρακτηρισµένων αλληλουχιών). Επιπροσθέτως, πάλι µε φιλτράρισµα των αποτελεσµάτων 
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οµολογίας µε την βάση δεδοµένων Pfam, σχηµατίστηκαν πίνακες δεδοµένων για τις εν 

λόγω αλληλουχίες που περιλάµβαναν τις εντοπισµένες πρωτεϊνικές περιοχές γνωστής 

λειτουργικότητας (Εικόνα 5.2 Β) για την περαιτέρω αξιολόγηση τις ενζυµικής τους δράσης. 

Μέσω αυτών των πινάκων και λαµβάνοντας υπόψη τα δεδοµένα οµολογίας από τρεις 

διαφορετικές βάσεις δεδοµένων και συγκρίνονταν µε τα συµπληρωµατικά αποτελέσµατα 

πρόβλεψης από τους αλγόριθµους µηχανικής µάθησης, έγινε η αξιολόγηση και η επιλογή 

των ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης που αποµονώθηκαν για να µελετηθούν. 

Συγκεκριµένα, στην περίπτωση της CelDZ1, το σχετικό γενετικό υλικό που 

αποµονώθηκε από το σηµείο δειγµατοληψίας υποβλήθηκε σε αλληλούχηση µε τη χρήση 

της πλατφόρµας Illumina (BGI, China) δίνοντας >6 εκατοµµύρια αναγνώσµατα (reads) 

µεγέθους των 90:90 βάσεων. Τα δεδοµένα αυτά τροφοδοτήθηκαν στην πλατφόρµα 

ANASTASIA (Automated Nucleotide Aminoacid Sequences Translational plAtform for 

Systemic Interpretation and Analysis) που όπως αναφέρθηκε νωρίτερα σχεδιάστηκε 

αποκλειστικά για τις ανάγκες του προγράµµατος, και αποτελεί µια µηχανή ανάλυσης 

µεταγονιδιωµατικών δεδοµένων µε σκοπό την ανακάλυψη νέων υδρολυτικών ενζύµων 

µέσω της εφαρµογής σύνθετων µεθόδων ανάλυσης (Μελέτη υπό δηµοσίευση από 

E.Ladoukakis et. al). Η ανάλυση απέδωσε την υπόδειξη 3000 ανοιχτών πλαισίων 

ανάγνωσης που στη συνέχεια αναλύθηκαν ως προς την οµολογία τους µε γνωστές 

πρωτεΐνες µε τη χρήση του εργαλείου BLASTp στη βάση δεδοµένων NCBI-nr και 

UniProt/Swiss-Prot. Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης εισήχθησαν στην «τοπική» βάση 

δεδοµένων MySQL που επικοινωνεί µε την πλατφόρµα ANASTASIA µέσω Python scripts. 

Όπως είδαµε, η διαδικασία αυτή έδωσε ως αποτέλεσµα τη δηµιουργία συγκριτικών πινάκων 

που περιλαµβάνουν δεδοµένα και «βαθµολογία» οµολογίας για κάθε µια αλληλουχία καθώς 

και µια πρόβλεψη για την ενζυµική τους δράση που συνδέεται µε τον αριθµό E.C. Οι 

αλληλουχίες αυτές ελέγχθηκαν για την περιεκτικότητα τους σε συντριµµένες πρωτεϊνικές 

περιοχές στη βάση δεδοµένων Pfam µέσω του εργαλείου HMMER (HMMscan). Μέσω των 

αποτελεσµάτων αυτών, οι αλληλουχίες µε υψηλή «βαθµολογία» στις οποίες αποδόθηκαν 

σε αριθµό E.C 3.2.1.4 που αντιστοιχεί στις ενδο-κυτταρινάσες και ταυτόχρονα βρέθηκε να 

περιέχουν συντηρηµένες πρωτεϊνικές περιοχές σχετικές µε κυτταρινολυτικές δράσεις, 

επιλέχθηκαν για περεταίρω µελέτη.  
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Query_ΙD	 Uniprot_ID	 Uniprot_%	 E.C	number	 NR	 NR_%	

contig00018_start=64_stop=906_strand=-	 sp|Q02104|LIP1_PSYIM	 24,22	 3.1.1.3	 gi|374855682|dbj|BAL58537.1|	 95,45	

contig00018_start=64_stop=906_strand=-	 sp|P24640|LIP3_MORS1	 24,19	 3.1.1.3	 gi|374855682|dbj|BAL58537.1|	 95,45	

contig00054_start=3669_stop=4547_strand=-	 sp|Q05489|LIP_BURGL	 25,45	 3.1.1.3	 gi|220905660|ref|YP_002480971.1|	 49,3	

contig00106_start=3268_stop=4083_strand=-	 sp|P22760|AAAD_HUMAN	 41,11	 3.1.1.3	 gi|374853396|dbj|BAL56305.1|	 81,55	
contig00106_start=3268_stop=4083_strand=-	 sp|Q0P5B7|AAAD_BOVIN	 37,63	 3.1.1.3	 gi|374853396|dbj|BAL56305.1|	 81,55	
contig00106_start=3268_stop=4083_strand=-	 sp|Q7M370|AAAD_RABIT	 37,63	 3.1.1.3	 gi|374853396|dbj|BAL56305.1|	 81,55	
contig00106_start=3268_stop=4083_strand=-	 sp|P24484|LIP2_MORS1	 33,33	 3.1.1.3	 gi|374853396|dbj|BAL56305.1|	 81,55	
contig00106_start=3268_stop=4083_strand=-	 sp|Q9QZH8|AAAD_RAT	 33	 3.1.1.3	 gi|374853396|dbj|BAL56305.1|	 81,55	
contig00106_start=3268_stop=4083_strand=-	 sp|Q99PG0|AAAD_MOUSE	 32,22	 3.1.1.3	 gi|374853396|dbj|BAL56305.1|	 81,55	
contig00106_start=3268_stop=4083_strand=-	 sp|P32946|LIP2_CANRU	 31,07	 3.1.1.3	 gi|374853396|dbj|BAL56305.1|	 81,55	
contig00106_start=3268_stop=4083_strand=-	 sp|Q99156|LIP1_YARLI	 30,19	 3.1.1.3	 gi|374853396|dbj|BAL56305.1|	 81,55	
contig00106_start=3268_stop=4083_strand=-	 sp|P22394|LIP2_GEOCN	 29,46	 3.1.1.3	 gi|374853396|dbj|BAL56305.1|	 81,55	
contig00106_start=3268_stop=4083_strand=-	 sp|P79066|LIP1_GEOFE	 29,46	 3.1.1.3	 gi|374853396|dbj|BAL56305.1|	 81,55	
contig00106_start=3268_stop=4083_strand=-	 sp|P17573|LIP1_GEOCN	 29,46	 3.1.1.3	 gi|374853396|dbj|BAL56305.1|	 81,55	
contig00106_start=3268_stop=4083_strand=-	 sp|P32949|LIP5_CANRU	 26,8	 3.1.1.3	 gi|374853396|dbj|BAL56305.1|	 81,55	
contig00106_start=3268_stop=4083_strand=-	 sp|P32948|LIP4_CANRU	 26,8	 3.1.1.3	 gi|374853396|dbj|BAL56305.1|	 81,55	
contig00106_start=3268_stop=4083_strand=-	 sp|P26223|XYNB_BUTFI	 25,58	 3.2.1.8	 gi|374853396|dbj|BAL56305.1|	 81,55	
contig00428_start=1886_stop=2833_strand=-	 sp|P26223|XYNB_BUTFI	 29,87	 3.2.1.8	 gi|374853391|dbj|BAL56300.1|	 92,7	
contig00589_start=1303_stop=2235_strand=+	 sp|P41773|LIPB_PSEFL	 37,5	 3.1.1.3	 gi|374855450|dbj|BAL58306.1|	 90,62	
contig00826_start=1471_stop=2180_strand=+	 sp|P24640|LIP3_MORS1	 27,69	 3.1.1.3	 gi|374857097|dbj|BAL59950.1|	 91,53	
contig00826_start=1471_stop=2180_strand=+	 sp|Q02104|LIP1_PSYIM	 25,62	 3.1.1.3	 gi|374857097|dbj|BAL59950.1|	 91,53	
contig01305_start=271_stop=1176_strand=-	 sp|P40308|TGL3_YEAST	 36,76	 3.1.1.3	 gi|365893728|ref|ZP_09431897.1|	 44,29	
contig01305_start=271_stop=1176_strand=-	 sp|Q9LZA6|SDP1_ARATH	 23,85	 3.1.1.3	 gi|365893728|ref|ZP_09431897.1|	 44,29	

A	

[Συνέχεια εικόνας στην επόµενη σελίδα]      
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Εικόνα 5.2: Παράδειγµα πίνακα αποτελεσµάτων που προέκυψε µετά τη βιοπληροφορική ανάλυση των δεδοµένων αλληλούχισης των 
µεταγονιδιωµατικών δειγµάτων. (Α) Πίνακας αποτελεσµάτων οµολογίας των εντοπισµένων ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης µε το υψηλότερο σκορ 
οµοιότητας από τη βάση δεδοµένων Uniprot/SwissProt (πλήρως χαρακτηρισµένες αλληλουχίες) καθώς και την αλληλουχία µε το υψηλότερο σκορ 
οµοιότητας  από τη βάση δεδοµένων NCBI-nr (µη χαρακτηρισµένες αλληλουχίες) [Query_ID: αναγνωριστικό αλληλουχίας, Uniprot_hit: κωδικός 
αλληλουχίας µε την υψηλότερη οµοιότητα στη βάση δεδοµένων Uniprot, Uniprot_%: ποσοστό οµοιότητας του Uniprot_hit, NR_hit: κωδικός αλληλουχίας 
µε την υψηλότερη οµοιότητα στη βάση δεδοµένων ΝR, NR_%: ποσοστό οµοιότητας του NR_hit] (Β) Πίνακας αποτελεσµάτων εντοπισµού πρωτεϊνικών 
περιοχών γνωστής λειτουργικότητας (protein domains).των ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης µέσω της βάσης δεδοµένων Pfam. Τα σηµασµένα ανοιχτά 
πλαίσια ανάγνωσης αντιστοιχούν στο γονίδιο estDZ2. [Target_name: χαρακτηριστικό όνοµα της συντηρηµένης πρωτεϊνικής περιοχής, Τarget_accession:  
κωδικός της  συντηρηµένης πρωτεϊνικής περιοχής, Query_ID: αναγνωριστικό αλληλουχίας, E-value:  πιθανότητα στατιστικού λάθους,  Description: 
σύντοµη περιγραφή της  λειτουργίας  της  ανιχνευµένης πρωτεϊνικής περιοχής

Target_name	 Target_accession	 Query_ID	 E	value	 Description	
Abhydro_lipase	 PF04083.11	 contig14559_start=2_stop=469_strand=+	 0,11	 Partial	a/b-hydrolase	lipase	region	
LIP	 PF03583.9	 contig00512_start=2097_stop=2654_strand=-	 0,00089	 Secretory	lipase	
Lipase_3	 PF01764.20	 contig00106_start=3268_stop=4083_strand=-	 0,0029	 Lipase	(class	3)	
Lipase_3	 PF01764.20	 contig13375_start=2_stop=439_strand=-	 0,033	 Lipase	(class	3)	
LIP	 PF03583.9	 contig13375_start=2_stop=439_strand=-	 0,11	 Secretory	lipase	
Lipase_GDSL_2	 PF13472.1	 contig00359_start=985_stop=2295_strand=-	 0,0063	 GDSL-like	Lipase/	Acylhydrolase	family	
Lipase_3	 PF01764.20	 contig05897_start=1_stop=615_strand=-	 0,11	 Lipase	(class	3)	
Lipase_GDSL_2	 PF13472.1	 contig02472_start=3_stop=992_strand=-	 0,15	 GDSL-like	Lipase/	Acylhydrolase	family	
Lipase_GDSL	 PF00657.17	 contig03744_start=466_stop=1113_strand=-	 0,092	 GDSL-like	Lipase/Acylhydrolase	
Lipase_2	 PF01674.13	 contig06394_start=1_stop=619_strand=-	 0,00000012	 Lipase	(class	2)	

B	B	
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Μια από αυτές τις αλληλουχίες ήταν και η CelDZ1 που παρουσιάζει 59% οµοιότητα 

(e-value <0.001, query coverage 92%, positive percentage 73%) µε τη χαρακτηρισµένη ως 

ενδο-κυτταρινάση πρωτεΐνη από τον βάκιλο Bacillus akibai (JCM9157) στη βάση 

δεδοµένων UniProt (Accession number: P06564.1). Η αλληλουχία-στόχος παρουσιάζει 

επίσης 95% οµοιότητα (e-value<0.001, query coverage 99%, positive percentage 97%) µε 

µια θεωρητική γλυκόζυλ-υδρολάση της οικογένειας 5 από το θερµόφιλο βακτήριο 

Thermoanaerobacterium aotearoense (Accession number: WP_014757289.1). Επίσης 

περιέχει δύο συντηρηµένες πρωτεϊνικές περιοχές. Η πρώτη είναι µια καταλυτική περιοχή 

κυτταρινάσης (glycosyl hydrolase family 5—ID: PF00150.13) και η δεύτερη µια περιοχή 

πρόσδεσης υδρογονανθράκων (CBM) της οικογένειας 17/28—(ID: PF03424.9).  

Συγκεκριµένα, στην περίπτωση της CelDZ1, το σχετικό γενετικό υλικό που αποµονώθηκε 

από το σηµείο δειγµατοληψίας υποβλήθηκε σε αλληλούχηση µε τη χρήση της πλατφόρµας 

Illumina (BGI, China) δίνοντας >6 εκατοµµύρια αναγνώσµατα (reads) µεγέθους των 90:90 

βάσεων. Τα δεδοµένα αυτά τροφοδοτήθηκαν στην πλατφόρµα ANASTASIA (Automated 

Nucleotide Aminoacid Sequences Translational plAtform for Systemic Interpretation and 

Analysis) που όπως αναφέρθηκε νωρίτερα σχεδιάστηκε αποκλειστικά για τις ανάγκες του 

προγράµµατος, και αποτελεί µια µηχανή ανάλυσης µεταγονιδιωµατικών δεδοµένων µε 

σκοπό την ανακάλυψη νέων υδρολυτικών ενζύµων µέσω της εφαρµογής σύνθετων 

µεθόδων ανάλυσης (Μελέτη υπό δηµοσίευση από E. Ladoukakis et. al). Η ανάλυση 

απέδωσε την υπόδειξη 3000 ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης που στη συνέχεια αναλύθηκαν 

ως προς την οµολογία τους µε γνωστές πρωτεΐνες µε τη χρήση του εργαλείου BLASTp στη 

βάση δεδοµένων NCBI-nr και UniProt/Swiss-Prot. Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης 

εισήχθησαν στην «τοπική» βάση δεδοµένων MySQL που επικοινωνεί µε την πλατφόρµα 

ANASTASIA µέσω Python scripts. Όπως είδαµε, η διαδικασία αυτή έδωσε ως αποτέλεσµα 

τη δηµιουργία συγκριτικών πινάκων που περιλαµβάνουν δεδοµένα και «βαθµολογία» 

οµολογίας για κάθε µια αλληλουχία καθώς και µια πρόβλεψη για την ενζυµική τους δράση 

που συνδέεται µε τον αριθµό E.C. Οι αλληλουχίες αυτές ελέγχθηκαν για την περιεκτικότητα 

τους σε συντριµµένες πρωτεϊνικές περιοχές στη βάση δεδοµένων Pfam µέσω του εργαλείου 

HMMER (HMMscan). Μέσω των αποτελεσµάτων αυτών, οι αλληλουχίες µε υψηλή 

«βαθµολογία» στις οποίες αποδόθηκαν σε αριθµό E.C 3.2.1.4 που αντιστοιχεί στις ενδο-

κυτταρινάσες και ταυτόχρονα βρέθηκε να περιέχουν συντηρηµένες πρωτεϊνικές περιοχές 

σχετικές µε κυτταρινολυτικές δράσεις, επιλέχθηκαν για περεταίρω µελέτη. Μια από αυτές 
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τις αλληλουχίες ήταν και η CelDZ1 που παρουσιάζει 59% οµοιότητα (e-value <0.001, query 

coverage 92%, positive percentage 73%) µε τη χαρακτηρισµένη ως ενδο-κυτταρινάση 

πρωτεΐνη από τον βάκιλο Bacillus akibai (JCM9157) στη βάση δεδοµένων UniProt 

(Accession number: P06564.1). Η αλληλουχία-στόχος παρουσιάζει επίσης 95% οµοιότητα 

(e-value<0.001, query coverage 99%, positive percentage 97%) µε µια θεωρητική 

γλυκόζυλ-υδρολάση της οικογένειας 5 από το θερµόφιλο βακτήριο 

Thermoanaerobacterium aotearoense (Accession number: WP_014757289.1). Επίσης 

περιέχει δύο συντηρηµένες πρωτεϊνικές περιοχές. Η πρώτη είναι µια καταλυτική περιοχή 

κυτταρινάσης (glycosyl hydrolase family 5—ID: PF00150.13) και η δεύτερη µια περιοχή 

πρόσδεσης υδρογονανθράκων (CBM) της οικογένειας 17/28—(ID: PF03424.9).  

Ακολουθώντας την ίδια διαδικασία, το ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης που 

αντιστοιχούσε στο γονίδιο estDZ2α, αποδόθηκε σε EC: 3.1.1.x, και περιείχε αλληλουχικό 

τµήµα (domain) α/β υδρολάσης_3 (PF07859). Το γονίδιο estDZ2α παρουσίασε 23% 

αλληλουχική οµοιότητα (κάλυψη 90%) µε µια ήδη χαρακτηρισµένη ισοπρένυλ-κυστειν-α-

καρβονυλική µεθυλεστεράση (κωδικός Uniprot Q94AS5.1) και οµοιότητα 82% (κάλυψη 

88%) µε αλληλουχία καταχωρηµένη στη βάση δεδοµένων ως πιθανή λιπάση από τον µη 

καλλιεργηµένο οργανισµό Acetothermia bacterium (κωδικός: BAL56305.1).  

 

5.2.3 Κατασκευή µεταγονιδιωµατικών βιβλιοθηκών έκφρασης και επιλογή γονιδίου 
 
Για τη λειτουργική σάρωση του γονιδιωµατικού υλικού που οδήγησε στην αποµόνωση του 

γονιδίου estDZ3, η κατασκευή της γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης έκφρασης, η in vivo 

ανάλυση της και η επιλογή του θετικού κλώνου διεξήχθησαν από τους συνεργάτες µας στη 

MicroDish B.V, Ουτρέχτη, Ολλανδία, και περιεγράφηκαν συνοπτικά νωρίτερα, στο 

Κεφάλαιο 4.3.1. Για αναλυτική περιγραφή της διαδικασίας και των υλικών που 

χρησιµοποιήθηκαν παρακαλώ ανατρέξτε στην κοινή µας δηµοσίευση (Zarafeta, Szabo et 

al. 2016).  

 
 
 
5.2.4 Κατασκευή ανασυνδυασµένων πλασµιδιακών φορέων 
 
Το πλασµίδιο pET-CelDZ1α σχηµατίστηκε µε την εισαγωγή στον φορέα pET-28a(+) του 

γονιδίου celDZ1a. Το γονίδιο αποµονώθηκε από το γονιδιωµατικό υλικό που αναφέρθηκε 
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νωρίτερα µε τη µέθοδο της PCR και τη χρήση του εµπρόσθιου εκκινητή 5’- 

AAAAATCTAGAAGGAGGAAACGATGAATAAATGGCATATTAACAAATGGTAC

TTTTTTGTAGG-3’ ο οποίος σχεδιάστηκε να φέρει σηµείο περιορισµού της 

ενδονουκλεάσης XbaI (υπογραµµισµένο) και ανάστροφου εκκινητή  

5’AAAAACTCGAGTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTTTTCCCATCGTCTCGCGAG

AAATAGGTTTATAAGGAATTCCC-3’ ο οποίος φέρει σηµείο περιορισµού της 

ενδονουκλεάσης XhoI (υπογραµµισµένο), καθώς και ένα επίτοπο έξι ιστιδινών (διπλά 

υπογραµµισµένο). Το πλασµίδιο pET-CelDZ1 που σχεδιάστηκε για την παραγωγή της 

πρωτεΐνης χωρίς τη διαµεµβρανική έλικα, δηµιουργήθηκε µε την αντικατάσταση των 27 

πρώτων αµινοξέων της CelDZ1α από ένα επίτοπο έξι ιστιδινών. Για το σκοπό αυτό, 

πραγµατοποιήθηκε αντίδραση PCR µε τη χρήση του εµπρόσθιου εκκινητή  5’- 

AAAAATCTAGAAGGAGGAAACGATG 

CACCACCACCACCACCACAAAGATACATCTTTAACCTTTAGTAGTTATGATCG

GG -3’ που περιέχει περιοριστική αλληλουχία XbaI (υπογραµµισµένη) και τα κωδικόνια 

που κωδικοποιούν τις ιστιδίνες (διπλά υπογραµµισµένη). Ως εκµαγείο της αντιγραφής 

χρησιµοποιήθηκε το πλασµίδιο pET-CelDZ1 και ο αντίστροφος εκκινητής  5’-

AAAAACTCGAGTTATTTTCCCATCGTCTCGCGAGAAATAGGTTTATAAGGAAT

TCCC-3’ που φέρει αλληλουχία περιορισµού για την ενδονουκλεάση XhoI 

(υπογραµµισµένη). Η επαλήθευση των της αλληλουχίας όλων των ανασυνδυασµένων 

µορίων επιβεβαιώθηκε µετά από αλληλούχιση τους. 

  Το πλασµίδιο pET-EstDZ2α δηµιουργήθηκε µε συνένωση του γονιδίου estDZ2a µε 

τον φορέα pET-28a(+), κάνοντας χρήση των περιοριστικών ενδονουκλεασών XbaI και 

HindIII. To γονίδιο αποµονώθηκε από το µεταγονιδιωµατικό υλικό µε ενίσχυση του µέσω 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης µε χρήση των ειδικά σχεδιασµένων εκκινητών (5′- 

AAAAATCTAGAAGGAGGAAACGATGCGCACAATACTCTATGCAACTCTAGC-

3′) (εµπρόσθιος) και  

(5′- AAAAAAAGCTTTTAAATCTCTTCGGTCGTGGGATCATTAGACGCTCCAATG 

GTGGCG -3′) (ανάστροφος), οι οποίοι φέρουν τις αλληλουχίες περιορισµού XbaI και 

HindIIΙ αντίστοιχα (υπογραµµισµένες), και κλωνοποιήθηκε µε αντίδραση συνένωσης. Το 

πλασµίδιο pET-EstDZ2 δηµιουργήθηκε µε αντικατάσταση της αλληλουχίας DNA που 

κωδικοποιεί για τα αµινοξέα 2-21 της EstDZ2α µε την αλληλουχία που κωδικοποιεί το 

επίτοπο έξι ιστιδινών. Για την κλωνοποίησης αυτή χρησιµοποιήθηκε ο εµπρόσθιος  
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εκκινητής (5′-AAAAATCTAGAAGGAGGAAACGAT 

GCACCACCACCACCACCACCACCACGCGCCGCCGTTCTCGTTCC-3′) 

(αλληλουχία XbaI υπογραµµισµένη και αλληλουχία επιτόπου ιστιδινών διπλά 

υπογραµµισµένη) και ο ανάστροφος εκκινητής που χρησιµοποιήθηκε παραπάνω. Η 

δηµιουργία του µεταλλαγµένου κλώνου EstDZ2α(S120A) έγινε µε αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυµεράσης µε επικάλυψη (overlap PCR) µε τη χρήση των εκκινητών (5′-

GAAGATCTTCGTGACGGGGCACGCAGCTGGGGGACATCTGA 

CGGCT-3′) (εµπρόσθιος)  

και (5′-AGCCGTCAGATGTCCCCCAGCTGcGTGCCCCGTCACGAAGATCTTC-3′) 

(ανάστροφος) σε συνδυασµό µε τους προαναφερθείς εξωτερικούς εκκινητές. Η 

κλωνοποίηση του µεταλλαγµένου γονιδίου στον φορέα pET-28a(+) έγινε µε τον ίδιο τρόπο 

όπως προηγουµένως και έδωσε το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο pET-EstDZ2α(S120A).  

H κατασκευή του πλασµιδίου έκφρασης pLATE52–EstDZ3 για τη µελέτη της 

EstDZ3 διεξήχθη από τους συνεργάτες µας στη MicroDish B.V, Ουτρέχτη, Ολλανδία, και 

περιεγράφηκαν συνοπτικά νωρίτερα, στο Κεφάλαιο 4.3.1. Για αναλυτική περιγραφή της 

διαδικασίας και των υλικών που χρησιµοποιήθηκαν παρακαλώ ανατρέξτε στην κοινή µας 

δηµοσίευση (Zarafeta, Szabo et al. 2016).  

 

5.2.5 Υπερέκφραση γονιδίων και πρωτεϊνικός καθαρισµός 
 
Η υπερέκφραση των γονιδίων celDZ1, estDZ2 και estDZ3 που αποµονώθηκαν και 

µελετήθηκαν σε αυτή τη διατριβή έγινε µε χρήση των κυττάρων έκφρασης BL21 (DE3) τα 

οποία µετασχηµατίστηκαν µε τα ανασυνδυασµένα πλασµίδια pET-CelDZ1, pET-EstDZ2 

και pLATE52–EstDZ3 αντίστοιχα . Η επαγωγή της πρωτεϊνοσύνθεσης έγινε σε όλες τις 

περιπτώσεις µε χρήση που επαγωγέα IPTG σε συγκέντρωση 0,2 mM ο οποίος προστίθετο 

στις καλλιέργειες όταν αυτές έφταναν την τιµή οπτικής απορρόφησης στα 600 nm 

(OD600nm) 0,4-0,5. Οι καλλιέργειες που προορίζονταν για πρωτεϊνική αποµόνωση 

αναπτύχθηκαν στους 25 οC µετά την επαγωγή υπό ανάδευση για 12-16 ώρες και στη 

συνέχεια οι πρωτεΐνες-στόχοι αποµονώθηκαν µε τη χρήση χρωµατογραφίας συγγένειας 

ακινητοποιηµένου νικελίου σύµφωνα µε το πρωτόκολλο και τα υλικά του κατασκευαστή 

(Ni-NTA kit, Qiagen).  

Για τον καθαρισµό της EstDZ2, η µόνη διαφοροποίηση στο IMAC πρωτόκολλο 

καθαρισµού, ήταν η προσθήκη Triton X-100 σε συγκέντρωση 1% (v/v) στο διάλυµα NPI-

10 και NPI-20 και η προσθήκη ενός επιπλέον βήµατος έκπλυσης της στήλης µε διπλάσιο 
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όγκο στήλης διαλύµατος NPI-20 χωρίς Triton X-100. Επίσης, µετά τη λύση των κυττάρων 

και τη συλλογή του υδατοδιαλυτού µέρους, αυτό επωάστηκε για 1 ώρα στους 60 οC έτσι 

ώστε να µετουσιωθούν οι πρωτεΐνες του κυτταρικού φορέα. Τα επόµενα βήµατα 

καθαρισµού έγιναν µε βάση το βασικό πρωτόκολλο. 

Η ίδια διαδικασία που ακολουθήθηκε για τον καθαρισµό της EstDZ2, ακολουθήθηκε 

και για τον καθαρισµό της EstDZ3 µε την εξής διαφοροποίηση. Μετά τη λύση των 

κυττάρων και τη συλλογή του υδατοδιαλυτού µέρους, αυτό επωάστηκε για 30 λεπτά στους 

80 oC έτσι ώστε να αποδιαταχθούν και να καθιζάνουν οι µη θερµοανθεκτικές πρωτεΐνες του 

βακτηριακού κυττάρου, που στη συνέχεια αποµακρύνθηκαν µε µια επιπλέον 

φυγοκέντρηση. 

Μετά το πέρας κάθε καθαρισµού, η ιµιδαζόλη αποµακρυνόταν από το διάλυµα της 

πρωτεΐνης µε τη χρήση στηλών αφαλάτωσης PD-10 της GE Healthcare, σύµφωνα µε τις 

οδηγίες του κατασκευαστή.  

 
5.2.6 Ενζυµικές αντιδράσεις 
 
Για το βιοχηµικό χαρακτηρισµό της CelDZ1 η κυτταρινολυτική της δράση αξιολογήθηκε 

µέσω της ποσοτικής µέτρησης των αναγωγικών σακχάρων που απελευθερώνονται από το 

υπόστρωµα µε τη µέθοδο του 3,5-δινιτροσαλικιλικού οξέος (DNS). Μια µονάδα 

ενεργότητας (unit, U) ορίστηκε ως η ποσότητα του ενζύµου που απαιτείται για την 

απελευθέρωση 1 µmol αναγωγικών σακχάρων ανά λεπτό. Η βασική ενζυµική αντίδραση 

αποτελούνταν από ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων συγκέντρωσης 50 mM, pH 5, 

1% (w/v) CMC ως υπόστρωµα και 3 µg/mL ένζυµο. Οι ενζυµικές αντιδράσεις 

πραγµατοποιήθηκαν σε θερµοκυκλοποιητή στους 70 °C για 5 λεπτά εκτός εάν αναφέρεται 

διαφορετικά. Οι αντιδράσεις τερµατίζονταν µε την προσθήκη ίσου όγκου DNS και το 

τελικό µείγµα υποβάλλονταν σε βρασµό για 5 λεπτά έτσι ώστε να συµπλοκοποιηθεί το DNS 

και να αναπτυχθεί το χαρακτηριστικό χρώµα. Στη συνέχεια, η ενζυµική ενεργότητα 

µετρούνταν µέσω της απορρόφησης στα 540 nm. Για τη µελέτη της επίδρασης του pH στην 

ενεργότητα της CelDZ1, οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν στους 40°C σε ρυθµιστικό 

διάλυµα συγκέντρωσης 50 mM οξικών αλάτων, φωσφορικών αλάτων, Tris-HCl, και 

γλυκίνης-ΝaOH για τις τιµές pH 4–6, 7, 8–9 και 10 αντίστοιχα. Η µελέτη του 

θερµοκρασιακού προφίλ της CelDZ1 έγινε µε την επώαση της βασικής αντίδρασης στο 

θερµοκρασιακό εύρος 40 µε 90 °C. Οι κινητικές παράµετροι του ενζύµου καθορίστηκαν µε 

τη εισαγωγή συγκεντρώσεων CMC από 0,3 έως 3% στη βασική αντίδραση. Η επεξεργασία 
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των δεδοµένων για την προσαρµογή των κινητικών καµπυλών έγινε µε τη χρήση του 

προγράµµατος Graphpad Prism 5. 

 

 Για τη µελέτη της εκλεκτικότητας της CelDZ1 ως προς το υπόστρωµα, 

αντικαταστάθηκε στη βασική αντίδραση η CMC µε άλλους υδατοδιαλυτούς 

πολυσακχαρίτες. Για τα αδιάλυτα υποστρώµατα όπως η Avicel και το διηθητικό χαρτί, ο 

χρόνος της αντίδρασης αυξήθηκε στις 24 ώρες καθώς χρησιµοποιήθηκε και δεκαπλάσια 

συγκέντρωση ενζύµου. Στα πειράµατα για τον καθορισµό της θερµοσταθερότητας, το 

ένζυµο αντικαταστάθηκε στη βασική αντίδραση από προεπωασµένο σε διάφορες 

θερµοκρασίες και για ποικίλους χρόνους βιοκαταλύτη. Η αλοσταθερότητα και η 

αλοανθεκτικότητα της CelDZ1 µελετήθηκαν και αυτές µε τη χρήση της βασικής 

αντίδρασης µε µόνη διαφορά την προσθήκη των αλάτων σε αυτή. Το ίδιο ισχύει και για τη 

µελέτη της σταθερότητας έναντι των µετάλλων και των υπολοίπων αποδιατακτικών 

παραγόντων. όλες οι µετρήσεις που παρουσιάζονται προέκυψαν από τριπλά δείγµατα τριών 

ανεξάρτητων πειραµάτων. 

 

 Η µελέτη εύρεσης του σηµείου τήξης της CelDZ1 έγινε µέσω διαφορικής 

φθορισµοµετρίας σάρωσης µε τη χρήση του αντιδραστηρίου SYPRO Orange (Thermo 

Scientific) σε µείγµα µε 10 µg/mL ένζυµο σε ρυθµιστικό διάλυµα οξικού νατρίου 

συγκέντρωσης 50 mM. Τα δείγµατα επωάστηκαν στο θερµοκρασιακό εύρος 30–100 °C µε 

τη χρήση συσκευής Biorad IQ5 real time PCR. Η ένταση του φθορισµού καταγράφηκε 

παράλληλα µε την αύξηση της θερµοκρασίας ανά 1 °C µε ενδιάµεσα διαστήµατα παύσης 

τους ενός λεπτού.  Το σηµείο τήξης (Tm) καθορίστηκε από µέσο της καµπύλης τήξης. Τα 

δεδοµένα επεξεργάστηκαν µέσω του προγράµµατος  Biorad iQ5 Optical System Software. 

 

Σχετικά µε τις ενζυµικές αντιδράσεις που πραγµατοποιήθηκαν για τη µελέτη της 

EstDZ2, για τις αρχικές µελέτες ενεργότητας χρησιµοποιήθηκε το κυτταρικό υλικό των 

κυττάρων που εξέφραζαν τις ανασυνδιασµένες πρωτεΐνες. Για τη µελέτη των φυσικών 

υποστρωµάτων το κυτταρικό υλικό χρησιµοποιήθηκε σε αντιδράσεις που περιείχαν τα 

υποστρώµατα της Εικόνας 3.4 B σε συγκέντρωση 5 mM σε αντιδράσεις 100 µL σε 

ρυθµιστικό διάλυµα 25 mM Tris-HCl pH 7,3 που περιείχε 0,01% µπλε της βρωµοθυµόλης 

ως δείκτη pH. Η αντίδραση έγινε υπό ανάδευση για 15 λεπτά. Για το βιοχηµικό 

χαρακτηρισµό, η καταλυτική ικανότητα της EstDZ2 κρίθηκε από την ποσοτικοποίηση της 

απελευθερωµένης παρανιτροφαινόλης (pNP) από τα υποστρώµατα µετά από την µέτρηση 
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της απορρόφησης που δίνει στο 410 nm. Η βασική αντίδραση αποτελούνταν από 100 µL 

ρυθµιστικού διαλύµατος 25 mM Tris-HCl pH 8 µε 0.05% Triton X-100 (v/v), στο οποίο 

περιέχονταν 2 mM pNP-C4 και 1 µg καθαρού ενζύµου, Η αντίδραση πραγµατοποιούνταν 

για 10 λεπτά στους 50 οC σε θερµoκυκλοποιητή µε ρύθµιση προεπώασης στη θερµοκρασία 

της αντίδρασης που ακολουθούνταν από προσθήκη του ενζύµου. Με το πέρας της 

αντίδρασης η απορρόφηση των δειγµάτων µετρήθηκε άµεσα στα 410 nm.  

Για τη µελέτη της εκλεκτικότητας των υποστρωµάτων, στη βασική αντίδραση 

προστέθηκαν οι εστέρες παρανιτροφαινόλης µε τα λιπαρά οξέα σε συγκεντρώσεις από 0,1 

έως 1 mM. Για τη µελέτη του ιδανικού pH οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν στους 40 οC 

σε ρυθµιστικά διαλύµατα οξικών αλάτων, φωσφορικών, Tris-HCl, γλυκίνη-ΝaOH για pH 

4–6, 6–7, 7–9 και 9–10 αντίστοιχα. Η ενεργότητα µετρήθηκε στα 348 nm όπου είναι το 

ισοσβεστικό σηµείο της παρανιτροφαινόλης και η µέτρηση της συγκέντρωσης δεν 

επηρεάζεται από το pH του διαλύµατος. Η καµπύλη θερµοκρασίας έγινε µε την επώαση της 

βασικής αντίδρασης σε θερµοκρασίες από 25 έως 70 οC. Στα πειράµατα σταθερότητας στα 

µεταλλικά ιόντα, απορρυπαντικά, οργανικούς διαλύτες και παράγοντες αποδιάταξης, ο 

εξεταζόµενος παράγοντας προστίθενται κάθε φορά στη βασική αντίδραση. Η ενεργότητα 

που µετρήθηκε από την αντίδραση στην οποία δεν περιέχονταν κάποιος παράγοντας, 

ορίστηκε ως 100%, ενώ οι αντιδράσεις που περιείχαν τους παράγοντες αλλά όχι ένζυµο, 

χρησιµοποιήθηκαν ως τυφλό. Η σταθερότητα του ενζύµου στους οργανικούς διαλύτες 

µετρήθηκε µετά από επώαση του σε 50% οργανικού διαλύτη για 1, 2 και 3 ώρες. Στη 

συνέχεια το υλικό επώασης αραιώθηκε ώστε να αφαιρεθεί ο οργανικός διαλύτης και το 

ένζυµο προστέθηκε στη βασική αντίδραση. Ως 100% ορίστηκε η ενεργότητα του ενζύµου 

που δεν είχε προεπωαστεί σε οργανικό διαλύτη. Όλα τα πειραµατικά αποτελέσµατα 

προέκυψαν από την επανάληψη τριών ανεξάρτητων πειραµάτων τριπλής επανάληψης. 

Στην περίπτωση της EstDZ3, η βασική αντίδραση αποτελούνταν από ρυθµιστικό 

διάλυµα 25 mM Tris-HCl, pH 8 εµπλουτισµένο µε 0.05% (v/v)  Triton X-100, 2 mM pNP 

εστέρα του βουτυρικού και 2 µg/mL ενζύµου. Η αντίδραση διεξάγονταν στους 75 oC, για 5 

λεπτά σε θερµοκυκλοποιητή όπου το διάλυµα της αντίδρασης επωαζόταν πριν την 

προσθήκη του ενζύµου. Η ποσοτικοποίησης της ενεργότητας του ενζύµου γινόταν µέσω 

µέτρησης της απορρόφησης στα 410 nm. Για τη δηµιουργία της καµπύλης του pH, είχαν 

δηµιουργηθεί καµπύλες αναφοράς pNP για κάθε τιµή pH που χρησιµοποιήθηκε. Τα 

ρυθµιστικά διαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν ήταν, διάλυµα οξικών αλάτων, PIPES, Tris-

HCl και ρυθµιστικό διάλυµα γλυκίνης- NaOH για τιµές pH 4–6,7, 8–9, και 10 αντίστοιχα. 

Για τις αρχικά πειράµατα εκλεκτικότητας όπου χρησιµοποιούνταν το υδατοδιαλυτό κλάσµα 
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των κυττάρων, οι τυφλές αντιδράσεις περιείχαν κυτταρικό υλικό µετασχηµατισµένων 

κυττάρων µε άδειο πλασµιδιακό φορέα.  

 

5.2.7 Ζυµογραφία 
 
Ζυµογράφηµα κυτταρινασών 
Για την ανίχνευση υδρολυτικής ενεργότητας ως προς την κυτταρίνη, στη βασική συνταγή 

προετοιµασίας της γέλης ακριλαµιδίου µε SDS, προστίθεται καρβόξυλ- µέθυλ- κυτταρίνης 

(CMC) σε συγκέντρωση 0,25% (w/v). Για τα δείγµατα που φορτώνονται στη γέλη 

ζυµογραφίας δεν προηγείται βρασµός για να µην αποδιαταχθούν οι πρωτεΐνες και χάσουν 

την ενζυµική τους ενεργότητα. Μετά την ηλεκτροφόρηση, η γέλη ξεπλένεται και  

επωάζεται σε διάλυµα pH 7 Tris-HCl συγκέντρωσης 50 mM για 2 ώρες. Στη συνέχεια, η 

γέλη εµβαπτίζεται σε διάλυµα χρώσης Congo Red 0,5% (w/v) για 40 λεπτά, ξεπλένεται και 

µεταφέρεται σε διάλυµα αποχρωµατισµού συγκέντρωση 1 Μ Tris-HCl pH 7. Η γέλη 

ξεπλένεται ξανά και εµβαπτίζεται σε διάλυµα σταθεροποίησης χρώµατος µε 1 Μ MgCl2. 

Οι ζώνες που αντιστοιχούν σε πρωτεΐνη µε κυτταρινολυτική δράση, γίνονται ορατές αφού 

έχουν αποχρωµατιστεί και διακρίνονται από την υπόλοιπη γέλη που είναι χρωµατισµένη 

κόκκινη. 

Ζυµογράφηµα εστερασών 
 Και στην περίπτωση των εστερασών, είναι δυνατή η ανίχνευση της εστερολυτικής δράσης 

µέσω ζυµογραφίας. Για το σκοπό αυτό είναι απαραίτητη η παρασκευή γέλης Native-PAGE 

στην οποία δεν έχουν προστεθεί αποδιατακτικοί παράγοντες όπως SDS, µερκαπτοαιθανόλη 

και βρασµός των δειγµάτων, και η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιείται κάτω από ήπιες 

συνθήκες όπως 120 V και 35 mA,  ενώ η συσκευή που περιέχει τη γέλη και το ρυθµιστικό 

διάλυµα ηλεκτροφόρησης εµβαπτίζεται σε νερό µε πάγο κατά τη διάρκεια της 

ηλεκτροφόρησης. Μετά το πέρας της διαδικασίας, η γέλη ξεπλένεται µε απιονισµένο νερό 

και επωάζεται για 30 λεπτά στις βέλτιστες σε κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα και 

θερµοκρασία, αναλόγως τις απαιτήσεις του ενζύµου που µελετάται. Στο ρυθµιστικό 

διάλυµα έχει προστεθεί 0,1 % χρωστικής Fast Red TR-άλατος και προστίθεται επίσης 2% 

(v/v) διαλύµατος 1% (v/v) οξικού 1-ναφθιλεστέρα (1-naphtyl acetate) διαλυµένου σε 

ακετόνη. Η απεικόνιση της εστερολυτικής δράσης γίνεται µε την εµφάνιση κόκκινου-καφέ 

χρώµατος στη ζώνη ηλεκτροφόρηση που αντιστοιχεί στο ένζυµο.  
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5.2.8 Κρυσταλλογραφία 
 
Οι δοµικές µελέτες της CelDZ1 πραγµατοποιήθηκαν στο πλαίσιο του Hotzyme από τους 

συνεργάτες Christopher Sayer, Michail N. Isupov και Jennifer A. Littlechild (Henry 

Wellcome Building for Biocatalysis, Biosciences, College of Life and Environmental 

Sciences, University of Exeter, United Kingdom). Αναλυτική περιγραφή των σχετικών 

µεθόδων µπορείτε να βρείτε στην κοινή µας δηµοσίευση (Zarafeta, Kissas et al. 2016). 

 
 
5.2.9 Φυλογενετική ανάλυση 
 
Η φυλογενετική ανάλυση του της αλληλουχίας της EstDZ2 πραγµατοποιήθηκε από τους 

συνεργάτες µας (Winogradsky Institute of Microbiology, Research Center for 

Biotechnology Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation). H διαδικασία 

έχει περιγράφει συνοπτικά στο αντίστοιχο κεφάλαιο των αποτελεσµάτων. Αναλυτική 

περιγραφή της µεθόδου ανάλυσης περιλαµβάνεται στη σχετική κοινή µας µελέτη (Zarafeta, 

Moschidi et al. 2016). 

 

 

5.2.10 Πολλαπλή στοίχιση και δηµιουργία δοµικών µοντέλων 
 
Η πολλαπλή στοίχιση των αµινοξικών αλληλουχιών της EstDZ2 και ΕstDZ3 έγινε µε τη 

χρήση του εργαλείου  Clustal Omega (Sievers, Wilm et al. 2011) και η απεικόνιση τους 

δηµιουργήθηκε µε το ESPript (Gouet, Courcelle et al. 1999). Οι επιµέρους διαδικασίες που 

αφορούν το κάθε ένζυµο έχουν ήδη περιγράφει στα αντίστοιχα κεφάλαια των 

αποτελεσµάτων. 

Τα µοντέλο της δοµής της EstDZ2 και EstDZ3 δηµιουργήθηκε µέσω του εργαλείου 

Ι-TASSER (Yang, Yan et al. 2015) και µελετήθηκε σε συνεργασία µε τη Δρ. Ευαγγελία 

Χρυσίνα, (Εργαστήριο Δοµικής Βιολογίας και Χηµείας, Εθνικό Ίδρυµα Ερευνών). Οι 

επιµέρους παράµετροι τη κάθε µελέτης περιγράφονται στα αντίστοιχα κεφάλαια των 

αποτελεσµάτων. 
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6. ΕΠΙΛΟΓΟΣ ΚΑΙ ΜΕΛΛΟΝΤΙΚΕΣ ΠΡΟΤΑΣΕΙΣ 
 

 Τα τελευταία χρόνια, όλο και περισσότερα θερµοσταθερά ένζυµα έρχονται στο φως, 

κυρίως µέσω της χρήσης εργαλείων µεταγονιδιωµατικής σάρωσης που επέτρεψε την 

πρόσβαση στο γονιδίωµα οργανισµών που δε µπορούν να καλλιεργηθούν στο εργαστήριο. 

Το ποσοστό αυτών των οργανισµών ανέρχεται στο 99% της βιοποικιλότητας, κάτι που 

καθιστά σαφή τη χρησιµότητα της µεταγονιδιωµατικής ανάλυσης. Παραδόξως, παρότι 

όπως είδαµε στα προηγούµενα κεφάλαια, η σηµαντικότητα των θερµοανθεκτικών 

βιοκαταλυτών είναι τεράστια για τη βιοτεχνολογία, πολύ λίγα από αυτά τα ένζυµα 

χρησιµοποιούνται σήµερα στις βιοµηχανικές διεργασίες. Τα περισσότερα ένζυµα που έχουν 

ενσωµατωθεί στη βιοµηχανία είναι µεσόφιλα, πιθανότατα λόγω του ότι είναι αυτά που 

αποµονώθηκαν πρώτα και µελετήθηκαν εκτεταµένα (Levisson, van der Oost et al. 2009). 

Τα νέα ένζυµα µε βελτιωµένες ιδιότητες που συνεχώς ανακαλύπτονται τα τελευταία χρόνια, 

εισάγονται στη βιοµηχανία µε πολύ αργούς ρυθµούς. Σε µια αναλυτική ανασκόπηση των 

Ferrer et al. (Ferrer, Martínez-Martínez et al. 2016) στην οποία οι συγγραφείς επεδίωξαν να 

δώσουν εξήγηση σε αυτό το παράδοξο φαινόµενο, οι συγγραφείς υποδεικνύουν τρεις 

βασικούς λόγους για τους οποίους οι νέοι βιοκαταλύτες δεν αξιοποιούνται άµεσα. Ο πρώτος 

λόγος αφορά το ότι το στάδιο της βελτιστοποίησης των ενζύµων που προορίζονται για 

βιοµηχανική χρήση είναι χρονοβόρο και δαπανηρό. Ο δεύτερος λόγος είναι ότι τα κριτήρια 

που εισάγει η βιοµηχανία για την επιλογή των βιοκαταλυτών είναι πολύ αυστηρά ενώ ο 

τρίτος λόγος αφορά την παράβαση των δικαιωµάτων χρήσης και αξιοποίησης που ορίζονται 

από τις διεθνείς πατέντες. Παρόλα αυτά, όσο η λίστα των θερµόφιλων, υπερθερµόφιλων 

και γενικώς ακραιόφιλων ενζύµων µεγαλώνει, όλο και περισσότεροι καινοτόµοι 

βιοκαταλύτες που πληρούν τα κριτήρια της βιοµηχανίας θα εισάγονται στις 

βιοτεχνολογικές διεργασίες. Πέραν της βιοτεχνολογικής τους σηµασίας, η αποµόνωση και 

ο χαρακτηρισµός νέων ενζύµων που διαθέτουν την εγγενή ικανότητα να λειτουργούν 

βέλτιστα κάτω από ακραίες συνθήκες θα διευρύνουν τη βασική γνώση µας για την 

εξελικτική πορεία των βιοκαταλυτών και των µοριακών µηχανισµών πρωτεϊνικής 

σταθεροποίησης και κατ’ επέκταση θα κατευθύνουν τις µελλοντικές προσπάθειες για τον 

σχεδιασµό νέων ενζύµων. 

Στόχος της παρούσας διατριβής ήταν η εφαρµογή µεθόδων ανάλυσης υπερυψηλού 

ρυθµού σάρωσης µε απώτερο στόχο την ανακάλυψη τέτοιων νέων θερµοανθεκτικών 

υδρολασών. Η µελέτη αυτή αποτελεί την αφετηρία για τη χρήση των νέων βιοκαταλυτών 
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σε βιοτεχνολογικές εφαρµογές αλλά και τη διεύρυνση της γνώσης µας πάνω στις 

ακραιόφιλες πρωτεΐνες και τα χαρακτηριστικά τους.  

Οι πειραµατικές διαδικασίες που εφαρµόστηκαν στη διάρκεια αυτής της διατριβής 

κάλυψαν ένα ευρύ φάσµα καθώς περιλάµβαναν τεχνικές ανασυνδυασµένου DNA, 

τροποποίηση και καλλιέργεια βακτηρίων, in vivo αλλά και in silico ανάλυση 

(µετα)γονιδιωµατικών βιβλιοθηκών και δεδοµένων αλληλούχισης καθώς και βιοχηµικές 

και κινητικές µελέτες. Στο πλαίσιο µιας διεθνούς ερευνητικής κοινοπραξίας, µέσω της 

οποίας έγινε ανταλλαγή υλικών, απόψεων, τεχνικών και γνώσης επιτεύχθηκε η ανακάλυψη 

και ο χαρακτηρισµός τριών νέων θερµοσταθερών υδρολασών, των CelDZ1, EstDZ2 και 

EstDZ3 µε ενδιαφέροντα χαρακτηριστικά που τις καθιστούν υποψήφιους βιοκαταλύτες για 

βιοµηχανική χρήση αλλά και µοριακά µοντέλα για την µελέτη των µηχανισµών 

θερµοσταθεροποίησης των πρωτεϊνών. 

Η ανακάλυψη και η µελέτη των βασικών χαρακτηριστικών αυτών των τριών νέων 

υδρολασών θέτει τη βάση για περαιτέρω µελέτες. Συγκεκριµένα, η CelDZ1 λόγω της 

θερµοσταθερότητας και της πολύ υψηλής αλοσταθερότητας και αλοανθεκτικότητας που 

παρουσιάζει θα µπορούσε να δοκιµαστεί σε ενζυµικά µείγµατα που προορίζονται για την 

υδρόλυση της βιοµάζας κάτω από υψηλές θερµοκρασίες και χωρίς να αφαιρούνται τα 

προϊόντα της εξουδετέρωσης τω ισχυρών οξέων και βάσεων του πρώτου σταδίου 

επεξεργασίας. Ακόµα, θα µπορούσε να εξεταστεί η χρησιµότητα της στη βιοµηχανία των 

απορρυπαντικών για παράδειγµα εξετάζοντας τη σταθερότητα της παρουσία πρωτεασών 

που συνυπάρχουν στα µείγµατα του προϊόντος, καθώς και στη βιοµηχανία των τροφίµων 

και συγκεκριµένα στην αρτοβιοµηχανία για την ενίσχυση της υφής και της γεύσης του 

τελικού προϊόντος. Παραδείγµατα σχετικών ενζύµων που αποτελούν εµπορικά σκευάσµατα 

περιλαµβάνουν τα Celluclean®, Carezyme®, Celluclast®, Cellic® από την κορυφαία 

εταιρία βιοτεχνολογίας Novozymes τα οποία έχουν ως βάση βακτηριακές και µυκητιακές 

κυτταρινάσες (EC 3.2.1.4) και προορίζονται για χρήση σε µείγµατα απορρυπαντικών 

(Celluclean®, Carezyme®,) και µείγµατα επεξεργασίας της λιγνοκυτταρικής βιοµάζας 

(Celluclast®, Cellic®). 

Όσον αφορά τη θερµοανθεκτική εστεράση EstDZ2, η οποία όπως είδαµε εγκαινιάζει 

µια νέα οικογένεια λιπολυτικών ενζύµων, ενδιαφέρον θα παρουσίαζε η µελέτη της 

εκλεκτικότητας των υποθετικών υδρολασών και εστερασών που εµφανίζονται σε αυτή την 

ίδια φυλογενετική οικογένεια, ως προς τα υποστρώµατα, καθώς και η µελέτη της EstDZ2 

προς άλλα φυσικά και µη υποστρώµατα µε σκοπό την αποσαφήνιση του φυσικού ρόλου 

αυτού του ενζύµου και τη διερεύνηση της βιοτεχνολογικής του χρησιµότητας. Μεγάλες 
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εταιρείες βιοτεχνολογίας όπως η Fluka, Novozymes, Amano, Diversa, Roche Diagnostics, 

Thermogen και άλλες έχουν εµπορευµατοποιήσει εστερολυτικά ένζυµα. Ένα από τα ποιο 

χαρακτηριστικά παραδείγµατα είναι αυτό του ενζύµου-ορόσηµο Novozyme 435®, ενός 

µετρίως θερµοανθεκτικού λιπολυτικού ενζύµου µε µη ειδική δράση που έχει 

χρησιµοποιηθεί ευρέως σε πολλές εφαρµογές τόσο υδρολυτικές όσο και συνθετικές. 

Συµπληρωµατικά, χρήσιµες πληροφορίες θα προσφέρει και η µελέτη της κρυσταλλικής 

δοµής της EstDZ2, η οποία θα ρίξει φως τόσο στα καταλυτικά όσο και στα εξελικτικά 

χαρακτηριστικά του ενζύµου. Προς αυτή την κατεύθυνση, ήδη έχουν γίνει τα πρώτα 

πειράµατα διερεύνησης της ενεργότητας του νέου ενζύµου έναντι διαφόρων εστερικών 

υποστρωµάτων αλλά και τα πρώτα βήµατα της κρυστάλλωσης και τα αποτελέσµατα είναι 

ενθαρρυντικά.  

Παροµοίως, σχετικά µε την υπερθερµόφιλη εστεράση EstDZ3, ενδιαφέρον θα 

παρουσίαζε σε µελλοντικές µελέτες να διερευνηθεί η πραγµατική λειτουργία του ενζύµου 

έτσι ώστε να κατανοηθεί σε µεγαλύτερο βαθµό η βιοτεχνολογική χρησιµότητα του και οι 

βιοκαταλυτικές δυνατότητες του. Φυσικά, η µελέτη της κρυσταλλικής δοµής και σε αυτή 

την περίπτωση που είτε θα επιβεβαιώσει είτε θα διαψεύσει τη µελέτη του µοντέλου της νέας 

εστεράση θα δώσει σηµαντικές πληροφορίες τόσο για τη φύση του ενζύµου όσο και για 

τους µηχανισµούς θερµοσταθεροποίησης του. Και σε αυτή την περίπτωση, µε σκοπό να 

µελετηθεί η πραγµατική δοµή του ενζύµου, έχει ήδη ξεκινήσει η διαδικασία παρασκευής 

πρωτεϊνικών κρυστάλλων και ήδη υπάρχουν τα πρώτα ενθαρρυντικά αποτελέσµατα 

(Εικόνα 6.1).  

 

 
      

Εικόνα 6.1: Πρωτεϊνικοί κρύσταλλοι της εστεράσης ΕstDZ2 (Α) και της εστεράσης EstDZ3 (B, Γ, Δ). 
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