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Περίλθψθ 

Τα  λιγνινοκυτταρινοφχα υλικά αποτελοφν  μια άωκονθ και ανανεϊςιμθ πθγι 

ςακχαροφχων υποςτρωμάτων που μποροφν να υδρολυκοφν και να υποςτοφν  

ηφμωςθ για μετατροπι τουσ ςε αικανόλθ. Ζτςι χρθςιμοποιϊντασ 

λιγνινοκυτταρικά υλικά όπωσ τα γεωργικά κατάλοιπα, δαςοκομικά και αςτικά 

απόβλθτα τα οποία αποτελοφν περίπου το 50% τθσ παγκόςμιασ βιομάηασ, 

μπορεί να μειωκεί ςθμαντικά το κόςτοσ των  πρϊτων υλϊν για τθν παραγωγι 

βιοαικανόλθσ.  

Θ βιοαικανόλθ παράγεται από τθ ηφμωςθ των ςακχάρων με τθ βοικεια 

μικροοργανιςμϊν που αποδομοφν τθ ωυτικι βιομάηα ςε ολιγοςακχαρίτεσ.    

Οι μικροοργανιςμοί αυτοί κακϊσ και τα ζνηυμα που παράγουν παρουςιάηουν 

ςυνεπϊσ αυξθμζνο ενδιαωζρον για βιοτεχνολογικζσ εωαρμογζσ. 

Ο ςκοπόσ τθσ παροφςασ εργαςίασ ιταν θ ετερόλογθ ζκωραςθ και ο 

χαρακτθριςμόσ μιασ GH61 οξειδάςθσ από το Sporotrichum thermophile. Θ 

ζρευνα αυτι εντάςςεται ςε μια προςπάκεια κατανόθςθσ τθσ υψθλισ 

απόδοςθσ με τθν οποία υδρολφουν το ωυτικό κυτταρικό τοίχωμα οι 

κυταρρινολυτικοί  μφκθτεσ. Κατ'επζκταςθ, ςκοπόσ ιταν επίςθσ θ χριςθ τθσ 

γνϊςθσ αυτισ για τθ μείωςθ του ενδθμικοφ ωορτίου που απαιτείται για τθν 

υδρόλυςθ των λιγνινοκυτταρινοφχων υλικϊν ςε βιομθχανικό επίπεδο. 

 

Συγκεκριμζνα χαρακτθρίςτθκε μια πρωτεΐνθ τθσ οικογενείασ 61 τθσ βάςθσ 

δεδομζνων CAZy (Carbohydrate Active enzymes Database). 

Θ πρωτεΐνθ που μελετικθκε προερχόταν από το μφκθτα Sporotrichum 

thermophile (StCel61) και εκωράςτθκε ςτθ μεκυλότροωθ ηφμθ Pichia pastoris. 

Χαρακτθρίςτθκε ωσ προσ τθ ςτακερότθτα τθσ ςε ζνα εφροσ κερμοκραςιϊν 

και pH, προςδιοριςτικαν οι βζλτιςτεσ ςυνκικεσ δράςθσ κακϊσ και 

εξετάςτθκε θ ικανότθτα τθσ να υδρολφει ποικιλία πολυςακχαριτϊν  
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I. ΘΕΩΡΙΣΗΚΟ ΜΕΡΟ΢ 

 

 

1. ΢τόχοσ  εργαςίασ 

 

Στόχοσ τθσ παροφςασ διπλωματικισ εργαςίασ ιταν θ ετερόλογθ ζκωραςθ 

ενόσ γονιδίου του κερμόωιλου μφκθτα Sporotrichum thermophile, που 

κωδικοποιεί ζνα ζνηυμο τθσ οικογζνειασ 61 των γλυκοηιδικϊν 

υδρολαςϊν(StCel61), και ο βιοχθμικόσ χαρακτθριςμόσ τθσ αντίςτοιχθσ 

πρωτεΐνθσ. 

Ριο ςυγκεκριμζνα, StCel61 εκωράςτθκε ςτθν μεκυλότροωθ ηφμθ Pichia 

pastoris και ακολοφκθςε κακαριςμόσ και ανίχνευςθ τθσ δραςτικότθτασ τθσ ςε 

ποικιλία υποςτρωμάτων.   

 

 

 

2. ΕΙ΢ΑΓΩΓΗ 

 

Θ αυξανόμενθ εξάρτθςθ τθσ ςφγχρονθσ κοινωνίασ από τα ορυκτά καφςιμα 

ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν εντατικι ζρευνα για εναλλακτικζσ πθγζσ καυςίμων. 

Δεδομζνου ότι τα ορυκτά καφςιμα αυτά είναι από μθ ανανεϊςιμεσ πθγζσ, 

χρειάηεται εκατομμφρια χρόνια για να ςχθματιςτοφν και ζτςι τα αποκζματα 

τουσ μειϊνονται πολφ πιο γριγορα από ό, τι παράγονται. Ακόμθ, τα ορυκτά 

καφςιμα κατά τθν καφςθ τουσ παράγουν το διοξείδιο του άνκρακα, που είναι 

ζνα από τα αζρια του κερμοκθπίου, το οποίο ςυμβάλλει ςτθν υπερκζρμανςθ 

του πλανιτθ. Θ αναηιτθςθ ανανεϊςιμων μεταωορικϊν καυςίμων που είναι 

και οικονομικι και περιβαλλοντικά βιϊςιμθ αποτελεί ζνα κζμα ηωτικισ 

ςθμαςίασ για τθν κάλυψθ παγκόςμιασ ηιτθςθσ ενζργειασ και για τθν μείωςθ 

των αερίων του κερμοκθπίου.  

Συγκεκριμζνα θ βιομάηα ςε μορωι βιοενζργειασ καλφπτει το 10% τθσ 

παγκόςμιασ ενζργειασ και είναι θ μεγαλφτερθ ανανεϊςιμθ πθγι. Θ 

βιοαικανόλθ παράγεται κυρίωσ από ηφμωςθ των ςακχάρων που περιζχονται 

ςτα ωυτά, με τθν βοικεια μικροοργανιςμϊν, όπωσ ηφμεσ και βακτιρια. Θ 

ενηυμικι αποικοδόμθςθ τθσ ωυτικισ βιομάηασ ζχει προκαλζςει για πολλά 

χρόνια τθν προςοχι και γίνεται όλο και πιο ελκυςτικι εναλλακτικι λφςθ ςε 
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χθμικζσ και μθχανικζσ διεργαςίεσ. Τα τελευταία χρόνια ζχει ςθμειωκεί 

ςθμαντικι πρόοδοσ ςτθν κατανόθςθ τθσ δομισ του κυτταρικοφ τοιχϊματοσ, 

ςτον χαρακτθριςμό τθσ δραςτθριότθτασ των ενηφμων που εμπλζκονται ςτθν 

αποικοδόμθςθ του και τα γονίδια των ςχετικϊν μικροοργανιςμϊν που τα 

κωδικοποιοφν. 

Για τθν παραγωγι βιοκαυςίμων, θ λιγνινοκυτταρίνθ με τθν βοικεια ενηφμων 

μετατρζπεται ςε ςάκχαρα, τα οποία με περαιτζρω επεξεργαςία 

μετατρζπονται ςτο τελικό προϊόν που είναι κυρίωσ αικανόλθ. Ρολφ 

ςθμαντικά για τθν ςυμβολι τουσ ςτθ διαδικαςία αυτι είναι τα 

κυτταρινολυτικά ζνηυμα που είναι και το επίκεντρο μελζτθσ ςτθν 

διπλωματικι αυτι εργαςία. Ζγινε ζκωραςθ και χαρακτθριςμόσ μιασ 

οξειδάςθσ  που ανικει ςτθν οικογζνεια 61 τθσ βάςθσ δεδομζνων CAZy. 

 

2.1 Γενικά ςτοιχεία για τα βιοκαφςιμα 

Με τον όρο βιοκαφςιμα εννοοφνται ςυνικωσ καφςιμα υγρά, ςτερεά ι αζρια 

που προζρχονται από βιομάηα. Θ εξάντλθςθ των αποκεμάτων του 

πετρελαίου, οι αρνθτικζσ επιπτϊςεισ ςτο περιβάλλον από τθν χριςθ ορυκτϊν 

καυςίμων, κακϊσ και θ ςυνεχισ αφξθςθ του κόςτουσ τουσ οδιγθςε ςε 

αυξθμζνο επιςτθμονικό ενδιαωζρον  γφρω από τα βιοκαφςιμα. Υπάρχουν 

διάωορεσ μορωζσ πόρων βιομάηασ ςτον κόςμο, τα οποία μποροφν να 

ομαδοποιθκοφν ςε τζςςερισ κατθγορίεσ (Yan Lin . Shuzo Tanaka):  

 Υπολείμματα ξφλου, που είναι θ μεγαλφτερθ τρζχουςα πθγι βιομάηασ. 

Ρροζρχεται από βιομθχανία προϊόντων ξυλείασ που περιλαμβάνει 

εγκαταςτάςεισ παραγωγισ χαρτιοφ και καταςκευισ επίπλων. 

 Αςτικά ςτερεά απόβλθτα  

 Κατάλοιπα τθσ γεωργίασ 

 Ενεργειακζσ καλλιζργειεσ. 

Οι λιγνινοκυτταρινοφχεσ φλεσ αποτελοφν ανεξάντλθτθ πθγι βιομάηασ (Lin and 

Tanaka 2005) και ζχει εκτιμθκεί ότι αντιςτοιχοφν ςε 50% τθσ ςυνολικισ 

βιομάηασ(Clansen et al.1999). 

Τα ορυκτά καφςιμα χρειάηονται περίπου 650 εκατομμφρια χρόνια για να 

δθμιουργθκοφν (Paul Mann, Lisa Gahagan, and Mark B. Gordon, 2009) και 

περιζχουν ψθλά ποςοςτά άνκρακα. Κατά ςυνζπεια τα αποκζματα τουσ 

μειϊνονται πολφ πιο γριγορα από όςο ςχθματίηονται καινοφργια. Θ καφςθ 

των ορυκτϊν καυςίμων παράγει περίπου 21.3 διςεκατομμφρια τόνουσ 

διοξειδίου του άνκρακα (CO2) ετθςίωσ. Εκτιμάται ότι από ωυςικζσ 

διαδικαςίεσ μπορεί να απορροωθκεί περίπου το μιςό του ποςοφ αυτοφ, και 
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μζνει 10.65 διςεκατομμυρίων τόνων ατμοςωαιρικό διοξείδιο του άνκρακα 

ανά ζτοσ.   

Επομζνωσ τα κφρια πλεονεκτιματα  τθσ βιομάηασ ςε ςφγκριςθ με τα ορυκτά 

καφςιμα είναι ότι αποτελοφν μια ανανεϊςιμθ και μθ- δαπανθρι πθγι 

ενζργειασ και ότι θ χριςθ τουσ είναι ουδζτερθ όςον αωορά τισ εκπομπζσ CO2, 

αωοφ όςο CO2 παράγεται κατά τθν καφςθ τθσ βιομάηασ απορροωάται κατά 

τθν παραγωγι τθσ. 

Τα πιο ςθμαντικά βιοκαφςιμα είναι το βιοντίηελ, θ βιοαικανόλθ, το 

βιουδρογόνο, και ο βιοθλεκτριςμόσ, τα οποία παράγονται με πρωτεσ φλεσ 

προερχομενεσ από ωυτικζσ καλλιζργειεσ, ωυτικά υπολείμματα ι απορρίματα. 

Τα  πιο διαδεδομζνα είναι θ βιοαικανόλθ και το βιοντιηελ. 

 

2.2 ΢φςταςθ λιγνοκυτταρινοφχου βιομάηασ 

 

Κυτταρικό τοίχωμα ονομάηεται το μεμβρανοειδζσ ςτρϊμα που περιβάλλει 

εξωτερικά τθν κυτταρικι μεμβράνθ οριςμζνων κυττάρων, κφριοσ ρόλοσ του 

οποίου είναι να παρζχει ςτο κφτταρο ακαμψία, ςτερεότθτα και προςταςία 

απζναντι ςε μθχανικζσ καταπονιςεισ.   

Αποτελείται κυρίωσ από κυτταρίνθ, θμικυτταρίνθ, το αρωματικό πολυμερζσ 

λιγνίνθ και πθκτίνθ. Ωςτόςο θ περιςςότερθ μάηα του ωυτοφ αποτελείται από 

κυτταρίνθ που είναι και το ςθμαντικότερο ςυςτατικό ςε περιεκτικότθτα (40-

60%), και ακολουκοφν θ θμικυτταρίνθ (20-40%) και θ λιγνίνθ(10-25%). Θ 

ςφςταςθ του κυτταρικοφ τοιχϊματοσ ποικιλεί και εξαρτάται από τθν 

προζλευςθ του όπωσ ωαίνεται ςτον παρακάτω πίνακα. 
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Πινάκα 1. ΢φνκεςθ διαφόρων τφπων λιγνινοκυτταρινικισ βιομάηα (% επί 

ξυροφ βάρουσ) 

 

Πρϊτθ υλθ Κυτταρίνθ Ημικυτταρίνθ λιγνίνθ ΢τάχτθ 

Ρράςινθ άλγθ 20- 40 20- 50 - - 

Βαμβάκι 80- 95 5- 20 - - 

Θάμνοι 25- 40 25-50 10 -30 0.6 ± 0.2 

Φυλλοβόλα δζντρα 45 ± 2 30± 5 20 ±4 0.8 ± 0.2 

Φλοιοί ωυλλοβόλων 22- 40 20- 38 30 - 55 0.5 ± 0.1 

Κωνοωόρα δζντρα 42± 2 27± 2 28 ± 3 0.8 ± 0.2 

Φλοιοί κωνοωόρων 18- 38 15- 33 30 - 60 12- 16 

Στελζχθ 

καλαμποκιοφ 

39- 47 26-31 3-5 11- 14 

Εωθμερίδεσ  40- 55 25- 40 18-30 - 

Άχυρο ςιταριοφ 37- 41 27-32 13- 15 - 

Πθγι : Demirbas 2005 

 

Ανάλογα με το ςτάδιο ανάπτυξθσ  του ωυτοφ διακρίνονται  το πρωτογενζσ και 

το δευτερογενζσ κυτταρικό τοίχωμα. Πταν ζνα ωυτικό κφτταρο πρϊτο 

δθμιουργείται, ζχει λεπτό και ςχετικά εφκαμπτο κυτταρικό τοίχωμα. Με αυτό 

τον τρόπο ζχει τθ δυνατότθτα να αναπτυχκεί. Το αρχικό αυτό τοίχωμα 

αποκαλείται πρωτογενζσ (primary) κυτταρικό τοίχωμα το οποίο αποτελείται 

κυρίωσ από πολυςακχαρίτεσ  κυτταρίνθ, θμικυτταρίνθ και πθκτίνθ. 

 Πταν το κφτταρο ολοκλθρϊςει τθν ανάπτυξι του, διατθρεί το αρχικό 

τοίχωμα, το οποίο ςυνικωσ υωίςταται πάχυνςθ, ι αποκικευςθ  νζων 

ςτρϊςεων διαωορετικοφ υλικοφ, δθμιουργϊντασ το δευτερεφον κυτταρικό 

τοίχωμα. Στα ωυτικά κφτταρα το δευτερεφον τοίχωμα αποτελείται κυρίωσ 

από λιγνίνθ, ςυςτατικό που ιςχυροποιεί και ςτεγανοποιεί το κφτταρο. Θ 

βαςικι τουσ διαωορά είναι ότι ςτο πρωτογενζσ τοίχωμα τα ινίδια τθσ 

κυτταρίνθσ βρίςκονται ακανόνιςτα πλεγμζνα μεταξφ τουσ ενϊ ςτο 

δευτερογενζσ, που είναι και πιο παχφ από το πρϊτο, τα ινίδια είναι 

παράλλθλα τοποκετθμζνα μεταξφ τουσ. 

Το κυτταρικό τοίχωμα είναι ιδιαίτερα χριςιμο ςτα ωυτικά κφτταρα, επειδι 

είναι αυτό που τα βοθκά να ανκίςτανται ςτο ωαινόμενο τθσ αφξθςθσ τθσ 

ωςμωτικισ πίεςθσ όποτε ειςδφει νερό ςτο εςωτερικό τουσ, ςυμβάλλει ςτθν 

άμυνα απζναντι ςε πακογόνουσ μικροοργανιςμοφσ και τθν αποκικευςθ 

κρεπτικϊν ουςιϊν. Θ καλφτερθ κατανόθςθ τθσ δομισ και τθσ ςφνκεςθσ του 

http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%8F%CF%83%CE%BC%CF%89%CF%83%CE%B7
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κυτταρικοφ τοιχϊματοσ μπορεί να διευκολφνει τθν ανάπτυξθ  πιο 

εξελιγμζνων βιοτεχνολογικϊν εωαρμογϊν κατά τθν αποικοδόμθςθ του. 

 

 

 

 
 

Εικόνα 1. ΢φςταςθ λιγνοκυτταρινοφχου βιομάηασ (Murphy and 

McCarthy,2005, Shaw2008) 

 

 

 

 

 

Α. Κυτταρίνθ  

 

Θ κυτταρίνθ είναι ζνασ γραμμικόσ και μθν διακλαδιςμζνοσ πολυςακχαρίτθσ 

με εμπειρικό τφπο ( C 6 H 10 O 5) ν,  αντιπροςωπεφει το βαςικό ςυςτατικό των 

πολυςακχαριτϊν των κυτταρικϊν τοιχωμάτων και αποτελείται από μόρια D-

γλυκόηθσ ςυνδεδεμζνα μεταξφ τουσ με β-1-4 γλυκοηιτικοφ δεςμοφσ. Οι 

αλυςίδεσ τθσ γλυκόηθσ ςτοιχίηονται με άλλεσ και ςχθματίηουν μικροϊνίδια, τα 

οποία ενϊνονται και ςχθματίηουν τα ινίδια τθσ κυτταρίνθσ. Ο βακμόσ 

πολυμεριςμοφ τθσ ποικίλει ανάλογα με το είδοσ τθσ ωυτικόσ φλθσ και μπορεί 

να ωτάςει μζχρι και 10.000.  Λόγω τθσ διαμόρωωςθσ τθσ, θ κυτταρίνθ 

αντιςτζκεται ςτθν υδρόλυςθ και εξαςωαλίηει τθν ακαμψία του κυτταρικοφ 

τοιχϊματοσ των ωυτϊν.  

 

 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=el&langpair=en%7Cel&rurl=translate.google.gr&twu=1&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon&usg=ALkJrhh0e2hh3euhrSaFgO3cy3B-NTFg9w
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=el&langpair=en%7Cel&rurl=translate.google.gr&twu=1&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen&usg=ALkJrhi1vOm4F_Rl2SgC_PZIjgRCptPvEg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=el&langpair=en%7Cel&rurl=translate.google.gr&twu=1&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen&usg=ALkJrhiuAFCkLp6F4DZlQVXt-bOccOTM3w
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Εικόνα 2. Δομι τθσ κυτταρίνθσ ςτο φυτικό κυτταρικό τοιχϊματοσ. 

http://www.facstaff.bucknell.edu/mvigeant/thermo_demos/mathiasmetzm

etzler/pages/system.htm 

 

Β.  Ημικυτταρίνεσ  

 

Οι θμικυτταρίνεσ είναι πιο ετερογενείσ με βακμό πολυμεριςμοφ μικρότερο 

τθσ κυτταρίνθσ. Είναι άμορωεσ, διακλαδιςμζνεσ και αποτελοφνται από 

ςάκχαρα με 6 άτομα άνκρακα (γαλακτόηθ, γλυκόηθ και μανόηθ) και από 

ςάκχαρα με 5 άτομα άνκρακα (ξυλόηθ και αραβινόηθ). Ομαδοποιοφνται 

ανάλογα με το μόριο τθσ κυρίασ αλυςίδασ, ςε ξυλάνεσ, μαννάνεσ και 

γαλακτάνεσ. Θ ξυλάνθ είναι θ πιο ςυνικθσ μορωι θμικυτταρίνθσ και 

αποτελείται από μια αλυςίδα ςακχάρων με 5 άτομα άνκρακα. 

Σε αντίκεςθ με τθν κυτταρίνθ οποία είναι κρυςταλλικι και ανκεκτικι ςτθν 

υδρόλυςθ, θ θμικυτταρίνθ ζχει τυχαία, άμορωθ και αςκενι δομι, γεγονόσ 

που τθν κάνει να υδρολφεται πιο εφκολα. 

 

Γ.  Λιγνίνθ  

 

Θ λιγνίνθ είναι ζνα πολφπλοκο, υδρόωοβο, αρωματικό πολυμερζσ που 

αποτελείται από ωαινυλοπροπανοικζσ  μονάδεσ ενωμζνεσ με δεςμοφσ C-C 

και C-O-C. Στο ωυτό θ λιγνίνθ δρα ωσ ςυγκολλθτικι ουςία, και ςυνειςωζρει 
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ςτθν ανκεκτικότθτα του κυτταρικοφ τοιχϊματοσ. Επομζνωσ θ χαρακτθριςτικι 

ιδιότθτα τθσ, είναι θ δυςκολία που επιδεικνφει ςτθν αποικοδόμθςθ 

περιορίηοντασ τθν μετατροπι τθσ βιομάηασ. Κατά ςυνζπεια  οι ερευνθτικζσ 

προςπάκειεσ αποςκοποφν ςτο ςχεδιαςμό ωυτϊν που είτε κατακζςουν 

λιγότερθ λιγνίνθ είτε παράγουν λιγνίνθ που είναι πιο δεκτικι ςτθν χθμικι 

αποικοδόμθςθ. (Sticklen, 2008; Weng et al., 2008a; Mansfield, 2009). 

 

2.3 Παραγωγι αικανόλθσ από λιγνινοκυτταρινοφχο βιομάηα 

 

Θ παραγωγι αικανόλθσ από λιγνοκυτταρινοφχα υλικά περιλαμβάνει κυρίωσ 

τα εξισ ςτάδια 

 

 Διάςπαςθ τθσ δομισ των λιγνοκυτταρινοφχων ςε ηυμϊςιμα ςάκχαρα 

 Ηφμωςθ ςακχάρων από μικροοργανιςμοφσ και παραγωγι αικανόλθσ 

 Απόςταξθ για αποκομιδι διαλφματοσ 95% αικανόλθσ 

 

 

2.4 Ενηυμικι υδρόλυςθ φυτικισ βιομάηασ 

 

Με τον όρο υδρόλυςθ ωυτικισ βιομάηασ (ι κυτταρικοφ τοιχϊματοσ) εννοείται 

διάςπαςθ των πολυςακχαριτϊν ςε εξόηεσ και πεντόηεσ, οι οποίεσ ςτθν 

ςυνζχεια μποροφν να ηυμωκοφν για τθν παραγωγι βιοαικανόλθσ.  

Ωσ κφριο ςτάδιο τθσ υδρόλυςθσ κεωρείται θ υδρόλυςθ τθσ κυτταρίνθσ και 

μπορεί να είναι είτε όξινθ με χριςθ οξζου, είτε ενηυμικι, με χριςθ ειδικϊν 

ενηφμων, τισ κυτταρινάςεσ. Λόγω τθσ ςφνδεςθσ τθσ κυτταρίνθσ με τθν λιγνίνθ 

και τθν θμικυτταρίνθ με δεςμοφσ υδρογόνου, θ ενηυμικι υδρόλυςθ 

εμποδίηεται αρκετά.   

Άλλο εμπόδιο τθσ υδρόλυςθσ μπορεί να είναι θ κρυςταλλικότθτα τθσ δομισ 

τθσ κυτταρίνθσ, ο βακμόσ πολυμεριςμοφ. Θ ακατζργαςτθ λιγνοκυτταρινοφχα 

βιομάηασ  υδρολφεται με αργό ρυκμό, επομζνωσ ςυνιςτάται προεπεξεργαςία 

ϊςτε να αωαιρεκεί θ λιγνίνθ, να υδρολυκεί θ θμικυτταρίνθ και να 

τροποποιθκεί θ δομι τθσ κυτταρίνθσ, για να αυξθκεί θ προςβαςιμότθτα των 

ενηφμων ςτθν κυτταρίνθ. (Pandey 2009). 

Ζχουν απομονωκεί και ταυτοποιθκεί κατά τθ διάρκεια των τελευταίων ετϊν, 

μια ςειρά ενηφμων από μικροοργανιςμοφσ κυρίωσ μφκθτεσ και βακτιρια. 

Ραρά τθν εντυπωςιακι ςυλλογι τουσ μόνο μερικά ζχουν μελετθκεί εκτενϊσ. 

Τα ζνηυμα ζχουν διαχωριςτεί ανάλογα με το υπόςτρωμα που προςβάλλουν, 

http://www.plantphysiol.org/content/153/3/895.full#ref-87
http://www.plantphysiol.org/content/153/3/895.full#ref-101
http://www.plantphysiol.org/content/153/3/895.full#ref-52
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αλλά ζχουν αναωερκεί και περιπτϊςεισ ςυνδυαςμζνθσ δράςθσ και 

ςυνεργιτιςμοφ. 

 

 

 

Α. Ενηυμικι υδρόλυςθ κυτταρίνθσ 

 

Οι κυτταρινάςεσ είναι υπεφκυνεσ για τθν υδρόλυςθ τθσ κυτταρίνθσ, και 

αποτελοφνται από ζνα ςφμπλοκο μίγμα από ζνηυμα με διαωορετικζσ 

εξειδικεφςεισ για να υδρολφςουν γλυκοςιδικοφσ δεςμοφσ. Οι κυτταρινάςεσ 

μποροφν να χωριςτοφν ςε τρεισ ςθμαντικζσ κατθγορίεσ  (Goyal et al., 1991; 

Rabinovich et al., 2002a,b):  

α) ενδογλουκανάςεσ ,  

β) κελλοβιοχδρολάςεσ και 

 γ)  β-γλυκοηιδάςεσ. 

 

Οι ενδογλουκανάςεσ (ενδο 1-,4-β-γλουκανάςεσ EC 3.2.1.4),   υδρολφουν τθν 

αλυςίδα εςωτερικά ςε τυχαίεσ κζςεισ ανοίγοντασ ζτςι χϊρο για τισ επόμενεσ 

επικζςεισ από τισ κελλοβιοχδρολάςεσ (Wood, 1991). 

 

Οι κελλοβιοχδρολάςεσ ι αλλιϊσ εξωγλουκανάςεσ (EC 3.2.1.91) είναι το κφριο 

ςυςτατικό του ςυςτιματοσ των κυτταριναςϊν των μυκιτων, αποτελϊντασ το 

40-70% των ολικϊν κυτταρινολυτικϊν πρωτεϊνϊν. Αποικοδομοφν τθν 

κυτταρίνθ προςβάλλοντασ το ελεφκερο άκρο τθσ αλυςίδασ και αωαιροφν 

διμερι γλυκόηθσ από το άκρο τθσ γλυκοηιτικισ αλυςίδασ (Esterbauer et al., 

1991). 

Γενικά, οι ενδογλουκανάςεσ και οι κελλοβιοχδρολάςεσ  λειτουργοφν 

ςυνεργιςτικά ςτθν υδρόλυςθ τθσ κυτταρίνθσ αλλά οι λεπτομζρειεσ του 

μθχανιςμοφ ςτον οποίο εμπλζκονται είναι ακόμα αςαωείσ (Rabinovich et al., 

2002b). 

 

Οι β-γλυκοςιδάςεσ (EC 3.2.1.21) υδρολφουν διμερι γλυκόηθσ και, ςε 

οριςμζνεσ περιπτϊςεισ κελλο-ολιγοςακχαρίτεσ ςε γλυκόηθ. 
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Εικόνα 3. Ενηυμικι υδρόλυςθ τθσ κυτταρίνθσ(ςυνεργατιςμόσ) 

http://www.mikrobiokosmos.org/gr/ 

MBK1/user/image/36.christakopoulos_mbk 1.pdf 

 

 

Β. Ενηυμικι υδρόλυςθ τθσ θμικυτταρίνθσ 

 

Οι θμικυτταρινάςεσ όπωσ και τα περιςςότερα άλλα ζνηυμα που υδρολφουν 

πολυςακχαρίτεσ του κυτταρικοφ τοιχϊματοσ είναι πρωτεΐνεσ με πολλζσ 

καταλυτικζσ και μθ καταλυτικζσ υπομονάδεσ. Οι πιο ςθμαντικζσ μθ-

καταλυτικζσ μονάδεσ ςυμπεριλαμβάνουν τουσ τομείσ πρόςδεςθσ ςε 

πολυςακχαρίτεσ (carbohydrate binding domains CBD) οι οποίοι κατευκφνουν 

το ζνηυμο ςτον πολυςακχαρίτθ, (Shallom and Shoham, 2003; Prates et al., 

2001).   

Με βάςθ τα αμινοξζα των καταλυτικϊν περιοχϊν τουσ, οι θμικυτταρινάςεσ 

διακρίνονται ςε γλυκοηιδικζσ υδρολάςεσ (glycoside hydrolases, GHs) που 

διαςποφν γλυκοηιτικοφσ δεςμοφσ και ςε εςτεράςεσ πολυςακχαριτϊν 

(carbohydrate esterases CEs) που υδρολφουν εςτερικοφσ δεςμοφσ πλευρικϊν 

ομάδων οξικοφ ι ωερουλικοφ. Επίςθσ ζχουν ομαδοποιθκεί ςε διάωορεσ 
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οικογζνειεσ ςφμωωνα με τθν ομολογία των πρωτοταγϊν αλλθλουχιϊν 

(Henrissat and Bairoch, 1996; Rabinovich et al., 2002a,b). 

 

Οι ξυλανάςεσ, είναι από τα κυριότερα θμικυτταρινολυτικά ζνηυμα που 

υδρολφουν τον β-1,4 δεςμό ςτο ςκελετό τθσ ξυλάνθσ παράγοντασ μικρά ξυλο-

ολιγομερι, τα οποία υδρολφονται περαιτζρω ςε μονομερι ξυλόηθσ από τθν 

β-ξυλοδάςθ . Οι πιο γνωςτζσ ξυλανάςεσ ανικουν ςτισ οικογζνειεσ GH 10 και 

GH 11. 

 

Οι β-μαννανάςεσ υδρολφουν τθν θμικυτταρίνθ που αποτελείται από 

μαννάνθ. 

Οι αραβινοωουρανοηιδάςεσ και οι α-L-αραβινανάςεσ υδρολφουν τθν 

θμικυτταρίνθ που αποτελείται από αραβινοωουρανόηθ. 

 

 

Γ. Ενηυμικι υδρόλυςθ τθσ λιγνίνθσ 

 

Ζχει βρεκεί ότι οι μφκθτεσ αποικοδομοφν τθν λιγνίνθ αερόβια μζςω τθσ 

χριςθσ μιασ οικογζνειασ εξωκυτταρικϊν ενηφμων, οι λιγνινάςεσ. Δφο 

οικογζνειεσ λιγνολυτικϊν ενηφμων ευρζωσ κεωροφνται ότι παίηουν βαςικό 

ρόλο ςτθν ενηυματικι αποικοδόμθςθ: οι οξειδάςεσ τθσ ωαινόλθσ,(λακκάςθ), 

υπεροξειδάςεσ τθσ ωαινόλθσ (υπεροξειδάςθ τθσ λιγνίνθσ (Lip) και μαγγάνιο 

υπεροξειδάςθσ (manganese peroxidase MnP) (Krause et al., 2003; Malherbe 

and Cloete, 2003). 

Άλλα ζνηυμα των οποίων ο ρόλοσ δεν ζχει διευκρινιςτεί πλιρωσ, που 

παράγουν H2O2 είναι οι οξειδάςεσ γλυοξαλικοφ, οξειδάςεσ τθσ γλυκόηθσ, 

οξειδάςεσ τθσ μεκανόλθσ και οξειδο- αναγωγάςεσ. 

 

 

Τα ζνηυμα που εμπλζκονται ςτθ διάςπαςθ τθσ λιγνίνθσ είναι αρκετά μεγάλα 

για να διειςδφςουν το κυτταρικό τοίχωμα των ωυτϊν και ζτςι προκφπτει το 

ερϊτθμα, πϊσ επθρεάηουν οι λιγνινάςεσ τθν βιοαποικοδόμθςθ. Ζχει 

προτακεί ότι τα λιγνολυτικά ζνηυμα χρθςιμοποιοφν διαλυτά δραςτικά μόρια 

χαμθλοφ μοριακοφ βάρουσ, τα οποία προκαλοφν οριςμζνεσ αρχικζσ αλλαγζσ 

ςτο υπόςτρωμα τθσ λιγνίνθσ (Call and Mücke, 1997). 
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3. ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑ  GH61 

 

Θ οικογζνεια αυτι ζχει απαςχολιςει τουσ ερευνθτζσ για πολλά χρόνια κακϊσ 

ωαίνεται να παίηει ςπουδαίο ρόλο ςτθ βιοαποικοδόμθςθ τθσ ωυτικισ 

βιομάηασ. Θ πρϊτθ ωορά που μελετικθκε μζλοσ τθσ ιταν κατά τθν 

απομόνωςθ μίασ GH61  από τον μφκθτα Agaricus bisporus  το 1992 (Raguz et 

al., 1992). Επειδι παρουςιάηουν κυτταρινολυτικι δράςθ ζχουν καταταχκεί  

ωσ γλυκοηιδικζσ υδρολάςεσ.   Πλα τα μζλθ τθσ ομάδασ GH61 που είναι πάνω 

από 250 προζρχονται από ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ.   

Ρρόςωατα με τθν οικογζνεια αυτι αςχολικθκαν οι Yakovlev et al (2012) που 

μελζτθςαν δζκα γονίδια που κωδικοποιοφν GH61 από το μφκθτα H. 

irregulare. Ζχουν προθγθκεί όμωσ αρκετζσ ζρευνεσ και οι οργανιςμοί που 

χρθςιμοποιικθκαν ιταν : 

- Cryptococcus neoformans (Chang and Kwon-Chung, 1998),   

-Aspergillus kawachii (Hara et al., 2003),  

-Cochliobolus heterostrophus (Lev and Horwitz, 2003),  

-Aspergillus nidulans (Bauer et al., 2006),),  

-H. jecorina (Saloheimo et al., 1997; Foreman et al., 2003),  

-Phanerochaete chrysosporium (Wymelenberg et al., 2002),  

-Thermoascus aurantiacus και T. terrestris (Harris et al., 2010), και  

-Volvariella volvacea (Ding et al., 2006).  

-Thermoascus aurantiacus( Langston et al,2011) ,  

-Phanerochaete chrysosporium (Westereng et al , 2011). 

Αρχικά όπωσ αναωζραμε θ οικογζνεια αυτι κατατάχτθκε ςτισ γλυκοηιδικζσ 

υδρολάςεσ δθλαδι ςε µια μεγάλθ οµάδα ενηφµων που διαςποφν το 

γλυκοηιδικό δεςµό που ενϊνει τισ μονάδεσ των ςακχάρων ςε ζναν 

πολυςακχαρίτθ ι ολιγοςακχαρίτθ. Σχεδόν όλα τα ζνηυμα που ζχουν 

μελετθκεί ωσ προσ τθ δραςτικότθτά τουσ ςε διάωορα υποςτρϊματα 

παρουςιάηουν εξαιρετικά αςκενι κυτταρινολυτικι δράςθ. Εξαίρεςθ αποτελεί    

θ CEL1 από τον A. bisporus (Armesilla et al., 1994) που δεν παρουςιάηει 

ανιχνεφςιμθ κυτταρινολυτικι δράςθ . 

 

Ρρόςωατεσ μελζτεσ ζδειξαν ότι τα ζνηυμα τθσ οικογζνειασ αυτισ δεν ανικουν  

ςτισ γλυκοηιδικζσ υδρολάςεσ. Στθν πραγματικότθτα ωαίνεται  να διαςποφν 

τθν αλυςίδα του πολυςακχαρίτθ μζςω ενόσ οξειδωτικοφ μθχανιςμοφ που 

εξαρτάται από ζναν εξωτερικό δότθ θλεκτρονίων ενϊ για τθν δράςθ τουσ 

απαιτείται ζνα ιόν χαλκοφ, δεςμευμζνο ςτο ενεργό τουσ κζντρο. Για το λόγο 

αυτό ονομάςτθκαν  μονοοξυγενάςεσ των πολυςακχαριτϊν που δεςμεφουν το 
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χαλκό ( Cu-dependent polysaccharide monooxygenases PMOs ) (Phillips et al. 

2011; Quinlan et al. 2011 ; Zifcakova et al. 2012) 

 

 

3.1  Μθχανιςμόσ δράςθσ ενηφμων τθσ οικογζνειασ GH61 

 

Ραρά τθν εκτεταμζνθ ζρευνα για τισ GH61 , ο μθχανιςμόσ ενίςχυςθσ κατά τθν  

αποδόμθςθ τθσ λιγνοκυτταρινοφχου υλικό παραμείνει αδιευκρίνιςτοσ. Ζχει 

δειχκεί ότι οι GH61 ενιςχφουν τθ διάςπαςθ των λιγνοκυτταρινοφχων υλικϊν 

άλλα όχι κακαρϊν κυτταρινϊν όπωσ θ μικροκρυςταλλικι κυτταρίνθ, θ 

κυτταρίνθ που ζχει υποςτεί κατεργαςία με ωωςωορικό οξφ (phosphoric acid-

swollen cellulose PASC)  

Οι κρυςταλλικζσ δομζσ  δφο πρωτεϊνϊν  τθσ οικογζνειασ GH61 δεν ζδειξαν 

κάποιο ενεργό κζντρο τυπικό για γλυκοηιδικζσ υδρολάςεσ. Και οι δφο  

κρυςταλλικζσ δομζσ διζκεταν ζνα δεςμευμζνο μζταλλο κοντά ςε μια ομάδα 

επιωανειακϊν αμινοξζων, παρουςιάηοντασ ζνα  υποκετικό ενεργό κζντρο  

άγνωςτθσ λειτουργίασ. 

Μια δομικά ομόλογθ περιοχι βρίςκεται ςτθν πρωτεΐνθ πρόςδεςθσ ςτθν 

χιτίνθ CBP21 (chitin binding protein-21). Θ CBP21 είναι μια βακτθριακι 

πρωτεΐνθ θ οποία πρόςωατα, αποδείχκθκε ότι διαςπά τθν χιτίνθ ςε 

ολιγομερι οξειδωμζνα ςτο αναγωγικό ςε μία αντίδραςθ που εξαρτάται από 

τθν παρουςία οξυγόνου (O2) και αναγωγικοφσ παράγοντεσ. Με βάςθ αυτό το 

αποτζλεςμα, προτάκθκε ότι θ CBP21 αποικοδομεί τθν χιτίνθ με δράςθ 

οξυγενάςθσ χιτίνθσ με ζνα μθχανιςμό  που καταναλϊνεται το οξυγόνο και ο 

αναγωγικόσ παράγοντασ ωσ ςυν-υποςτρϊματα. Ρολφ πρόςωατα, θ CelS2, μια 

άλλθ βακτθριακι ομόλογο του GH61, ωάνθκε ότι διαςπά τθν κυτταρίνθ ςε 

ζνα μίγμα οξειδωμζνων και μθ κελλοδεξτρινϊν ςε μια αντίδραςθ που 

εξαρτιόταν από τθν παρουςία αναγωγικοφ παράγοντα. 

Δεδομζνθσ τθσ δομικισ ομοιότθτασ τθσ CBP21 και τθσ CelS2 με τισ GH61, ζχει 

προτακεί ότι και οι τελευταίεσ δρουν με παρόμοιο μθχανιςμό κατά τθν να 

αποικοδόμθςθ τθσ κυτταρίνθσ (Langton). 

 

3.2  Δομικζσ ιδιότθτεσ των μονοοξυγεναςϊν πολυςακχαριτϊν (PMOs) 

Είναι μικρζσ πρωτεΐνεσ με μοριακι μάηα που κυμαίνεται από 20 ζωσ 50 kDa  

(Baldrian & Valaskova 2008; Harris et al. 2010). Το 2008,οι Karkehabadi et al. 

και οι ςυνεργάτεσ του, ανζδειξαν  μια πρωτεΐνθ που αναδιπλϊνεται    ςε β-

ςάντουιτσ με δυο αντιπαράλλθλα  β-πτυχωτά ωφλλα και ζχει τοπολογία 
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ανάλογθ τθσ ανοςοςωαιρίνθσ. Θ δομι τουσ παρουςιάηει ομοιότθτα με  τθν 

δομι δφο πρωτεϊνϊν  : 

α) της μονοοξυγενάσης του μεθανίου ( methane monooxygenase Cu-MMO) . 

Και τα δφο ζνηυμα εμπλζκονται με τθν οξειδωτικι χθμεία υποδεικνφοντασ ότι   

το ςτιριγμα χαλκοφ-ιςτιδίνθσ (copper histidine brace ) αντιπροςωπεφει μία 

ειδικι κατθγορία οξειδαςϊν χαλκοφ. (Quinlan et al. 2011).  

β) της οξυγενάσης CBP21 που υδρολφει τθν χιτίνθ (Vaaje-Kolstad et al. 2010; 

Quinlan et al. 2011). Και οι δφο πρωτεΐνεσ απαιτοφν δφο μόρια οξυγόνου για 

τθν διάςπαςθ και τθν οξείδωςθ του προϊόντοσ . Το ζνα μόριο νεροφ 

προζρχεται από το νερό και το άλλο μπαίνει ςτθν αντίδραςθ με τθν μορωι 

μοριακοφ οξυγόνου που είναι απαραίτθτοσ για τθν άμεςθ οξείδωςθ του 

υποςτρϊματοσ. 

Το ενεργό τουσ κζντρο δεν μοιάηει με αυτι των γλυκοηιδικϊν υδρολαςϊν 

αλλά αποτελείται από μία μεγάλθ πολικι επιωάνεια με λίγεσ αρωματικζσ 

πλευρικζσ αλυςίδεσ 

Θ ςθμαςία του ατόμου του χαλκοφ για τθν δραςτικότθτα  του ενηφμου 

αποδεικνφεται από το γεγονόσ ότι το ζνηυμο   ιταν ανενεργό ςτθν απουςία 

μετάλλου  (Raguz et al. 1992; Saloheimo et al. 1997; Karlsson et al. 2001; 

Bauer et al. 2006; Koseki et al. 2008) ι  μετά από τθν προςκικθ EDTA  ωσ 

χθλικό παράγοντα   (Hara et al. 2003; Karkehabadi et al. 2008; Harris et al. 

2010; Vaaje-Kolstad et al. 2010)  και επίςθσ παρατθρικθκε  ότι θ δράςθ τθσ 

PMO μετά από  τθν επεξεργαςία με EDTA  κα μποροφςε να αντικαταςτακεί 

από τθν προςκικθ χαλκοφ (Westereng et al. 2011). 

Θ PMO δεςμεφει τον Cu2  με ςτοιχειομετρία 1:1. Ο Cu2 ςυνδζεται ςτον ενεργό 

κεντρο τόςο ιςχυρά που θ ολικι απομεκυλίωςθ (demethylation) είναι ςχεδόν 

αδφνατθ. Οποιαδιποτε ποςότθτα  χαλκοφ από το διάλυμα ι από το 

υπόςτρωμα μπορεί να είναι αρκετι για να ενεργοποιιςει τθν PMO, 

ανεξάρτθτα από τθν προςκικθ άλλων μετάλλων (Quinlan et αϊ. 2011). Για 

παράδειγμα θ  PcGH61D πρωτεΐνθ που απομονϊκθκε από  τον P. 

chrysosporium ζχει από μόνθ τθσ  Cu ςτθ ενεργό κζςθ τθσ και οπότε δεν 

χρειάηεται καμία προςκικθ ιόντων άλλου  μετάλλου για τθν ενηυμικι δράςθ 

(Westereng et αl. 2011). 
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3.3 Καταλυτικι δράςθ τθσ PMO 

 

Τελικά όπωσ αναωζραμε και πιο πάνω τα μζλθ τθσ οικογζνειασ 61 δεν 

κεωροφνται πλζον ότι δρουν ωσ γλυκοηιδικζσ υδρολάςεσ αλλά ωσ 

μονοοξυγενάςεσ χαλκοφ που καταλφουν τθν κυτταρίνθ οξειδωτικϊσ  και 

απελευκερϊνουν κελλοδεξτρίνεσ (cellodextrins ) (Langston et al. 2011; 

Phillips et al. 2011; Quinlan et al. 2011). 

Ρροτείνεται ότι ςε κάκε καταλυτικό κφκλο μεταωζρονται δφο θλεκτρόνια 

μεταξφ τθσ κελλοβιόηθσ  αωυδρογονάςθσ  (cellobiose dehydrogenase) και τθσ 

PMO . 

 

 

 

 

 

  

Εικόνα 4. Αντιδράςεισ που καταλφονται από πολυςακχαρίτθ  

μονοοξυγενάςθ και τθν προτεινόμενθ ςυνεργαςία των PMO με τθν 

κελλοβιόηθ αφυδρογονάςθ.  (Baldrian & Valaskova 2008; Phillips et al. 2011). 

 

 Αυτζσ οι δφο δρουν ςυνεργιςτικά ςτθν αφξθςθ τθσ ςυνολικθσ μετατροπθσ  

τθσ κυτταρινάςθσ από κυτταρινάςεσ ( κελλοβιοχδρολάςθσ και 

ενδογλουκανάςθσ). Ραρουςία τθσ  κυτταρίνθσ  και τθσ β-γλυκοηιδάςθσ , θ 

μονοοξυγενάςθ ενιςχφει τθν δράςθ τθσ β-γλυκοηιδάςθσ κατά πολλζσ ωορζσ 

(Phillips et αl. 2011. Jordan et αl. 2012). O ςυνεργιτιςμόσ αυτόσ  πιςτεφεται 

ότι προζρχεται κυρίωσ από τθν παραγωγι των ελεφκερων άκρων για τισ 

κυτταροβιοχδρολάςεσ  και ςυνεπϊσ για  τθν προαγωγι τθσ δραςτθριότθτάσ 

τουσ (Langston et αϊ. 2011). 
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Ο τρόποσ δράςθσ τουσ είναι πολφ πικανό, μια τυχαία χάραξθ τθσ 

κυτταρινικισ αλυςίδασ,  όπου ανοίγονται νζεσ κζςεισ  για τθν δράςθ τθσ 

κυτταρινάςεσ  (Langston et αl. 2011). Για παράδειγμα θ PcGH61D κόβει τθν 

κυτταρίνθ ςτο γλυκοηιδικό δεςμό αωινοντασ ζνα από τα νζα άκρα τθσ 

αλυςίδασ οξειδωμζνα ςε μία λακτόνθ  , θ οποία αργότερα μετατρζπεται 

αυκόρμθτα ςε διάλυμα αλδονικοφ οξζοσ (Westereng et al. 2011).  

 

 

4 Sporotrichum thermophile  

 

Ο Sporotrichum thermophile αποτελεί  το ςτάδιο αγενοφσ αναπαραγωγισ του 

μφκθτα Thielavia heterothallica δθλαδι τθν αναμορωι του ενϊ ο 

Mycheliophthora  thermophila αποτελεί το εγγενζσ ςτάδιο αναπαραγωγισ και 

είναι ετεροκαλικόσ μφκθτασ. Απομονϊνεται ςυνικωσ από το χϊμα ι από 

αυτοκερμαινόμενα λιπάςματα (Domsch, K.H. et al., 1993) και θ βζλτιςτθ 

κερμοκραςία ανάπτυξισ του είναι μεταξφ 45οC και 50οC. Ραράγει 

κερμοςτακερά ζνηυμα και είναι ζνα πολφ καλό αποικοδομθτι 

πολυςακχαριτϊν. 

Ο Sporotrichum thermophile παράγει πολλαπλζσ μορωζσ β-γλυκοςιδάςεσ οι 

οποίεσ είναι είτε ενδοκυτταρικζσ είτε δεςμευμζνεσ ςτο κυτταρικό τοίχωμα. 

Αναπτφςςεται ταχφτατα και παράγεται ςε απλό υπόςτρωμα. 
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Εικόνα 5 Sporotrichum thermophile (http://genome.jgi-

psf.org/Spoth1/Spoth1.home.html) 

 

Πίνακασ 2  Σαξινόμθςθ του μφκθτα Sporotrichum thermophile (Thielavia 

heterothallica) 

 

Κωδικόσ ταξινόμθςθσ (Taxonomy ID): 573728 

Βαςίλειο: Μφκθτεσ 

Υποβαςίλειο: Δικάρυα 

Φφλο: Αςκομφκθτεσ 

Υπόωυλο: Pezizomycotina 

Υπερςυνομοταξία: Leotiomyceta 

Συνομοταξία: Sordariomyceta 

Ομοταξία: Sordariomycetes 

Υωομοταξία: Sordariomycetidae 

Τάξθ: Sordariales 

Οικογζνεια: Chaetomiaceae 

Γζνοσ: Thielavia 

Είδοσ: Thielavia heterothallica 

 

 

Μερικζσ ωορζσ ςυναντάται ςτθν βιβλιογραωία ωσ: 

 -Myceliophthora thermophila (A.E. Apinis C.A., van Oorschot 1977) 

-Chrysosporium thermophium (A.E. Apinis, A. von Klopotek 1974) 

-Thielavia heterothallica (A. von Klopotek, 1976) 

-Corynascus heterothallicus (A. von Klopotek, J.A. von Arx et al., 1983) 

 

4.1  Σο S. thermophile ενασ κερμοφιλοσ μφκθτασ 

 

Οι κερμόωιλοι μφκθτεσ είναι τα κφρια ςυςτατικά τθσ μικροχλωρίδασ που 

αναπτφςςονται ςε μάηεσ του ωυτικοφ υλικοφ, ςε ςωροφσ των γεωργικϊν και 

δαςοκομικϊν προϊόντων, κακϊσ και ςε άλλεσ ςυγκεντρϊςεισ οργανικισ φλθσ, 

όπου το ηεςτό, υγρό, και αερόβιο περιβάλλον παρζχουν τισ ιδανικζσ 

ςυνκικεσ για τθν ανάπτυξθ τουσ. 

http://genome.jgi-psf.org/Spoth1/Spoth1.home.html
http://genome.jgi-psf.org/Spoth1/Spoth1.home.html
http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/view_cla_entry?name=taxid:573728


23 
 

Αποτελοφν τουσ μόνουσ ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ που μποροφν να 

πολλαπλαςιάηονται ςε κερμοκραςια πάνω από 45 ΟC και γι' αυτό το λόγο 

αποτελοφν πολφτιμα εργαλεία για πειραματικζσ διεργαςίεσ που γίνονται ςε 

υψθλζσ κερμοκραςίεσ. Συγκεκριμζνα, ο μφκθτασ Sporotrichum thermophile 

αναπτφςςεται βζλτιςτα ςε κερμοκραςίεσ 35-48οC, αλλά μπορεί να 

καλλιεργθκεί και μεταξφ 25-55οC, και παρουςιάηει ανοχι ςε ςφντομθ ζκκεςθ 

ςε υψθλζσ κερμοκραςίεσ, π.χ. 59ΟC (Bhat & Maheshwari, 1987).  Στουσ  30 ΟC, 

ο ρυκμόσ ανάπτυξθσ του βρζκθκε 0,11  h-1 με το μφκθτα να παρουςιάηει 

μυκιλιο μικρϊν διαςτάςεων και να δθμιουργεί πρόωρα ςπόρια αγενοφσ 

αναπαραγωγισ, τα κονίδια (Maheshwari et al., 2000 ). 

 Ο ρυκμόσ ανάπτυξθσ ςτουσ 50 ΟC υπολογίηεται ςε 0,23 h-1, ενϊ ςτουσ 30 ΟC 

ςε 0,11  h-1. Εκτόσ από το ρυκμό ανάπτυξθσ, παρατθρείται διαωορά και ςτθ 

μορωολογία των αποικιϊν, κακϊσ ςτουσ 30 ΟC  ο μφκθτασ αναπτφςςει 

μθκφλιο μικρϊν διαςτάςεων και δθμιουργεί πρόωρα ςπόρια αγενοφσ 

αναπαραγωγισ (κονίδια) [Maheshwari et al., 2000 . Κςωσ πρόκειται για ζνα 

μθχανιςμό παραγωγισ ςπορίων ςτο ςυντομότερο χρονικό διάςτθμα, ςε μθ 

ευνοϊκζσ ςυνκικεσ ανάπτυξθσ.  

 

4.2 ΢υνειςφορά του Sporotrichum thermophile ςτθν αποικοδόμθςθ του 

λιγνοκυτταρινοφχου υλικοφ 

 

Για τθν παραγωγι βιοκαυςίμων, επεξεργάηεται τθν λιγνοκυτταρινοφχα ουςία, 

υπό υψθλζσ κερμοκραςίεσ ζτςι ϊςτε να μειωκεί το ιξϊδεσ των πολτϊν τθσ 

βιομάηασ. Επομζνωσ χρειάηεται κερμόωιλα ενηυμα, ανκεκτικά ςε τζτοιεσ 

κερμοκραςίεσ. Γεγονόσ ότι το S. thermophile, παράγει κερμόωιλα ζνηυμα τα 

οποία είναι και ςτακερά κατά τθν διάρκεια τθσ όλθσ διαδικαςίασ, παίηει 

ςθμαντικό ρόλο ςτθν βιομθχανικι χριςθ του μικροοργανιςμου. 

Ζχουν απομονωκεί και χαρακτθριςτεί από το S. thermophile διάωορα 

εξωκυτταρικά κερμοςτακερά ενηυμα που ςυμμετζχουν ςτθν διάςπαςθ τθσ 

βιομάηασ όπωσ  

 

-ενδογλουκανάςεσ (Bhat, K.M., Maheshwari, R.,1987, Roy, S.K. et al., 1990) 

-β-γλυκοηιδάςεσ , εξωγλουκανάςεσ ( Bhat, K.M., Maheshwari, R.,1987) 

-λακάςεσ (Berka, R. et al. ,1997) 

-ενδοξυλανάςεσ (Katapodis, P. et al.,2003) 

-αωυδρογονάςεσ τθσ ςελλοβιόηθσ (Subramaniam, S. et al.,1999, Canevascini, 

G. et al., 1991) 

-εςτεράςεσ του ωερουλικοφ οξζοσ  (Topakas, E. et al., 2004) 
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Υπάρχουν βζβαια και άλλα ενδιαωζροντα ενηυμα που ζχουν απομονωκεί από 

το S.  Thermophile και είναι:  

-β-γλυκοηιδάςθ (Maheshwari, R. et al. (2000)) 

-πεκτινάςεσ (Le Nours, J. et al., 2003, Kaur, G. et al., 2004) 

-λιπάςεσ (Johri, B.N. et al., 1990) 

-αμυλάςεσ (Adams, P.A. ,1997, Sadhukhan, R. ,1992) 

-ωυτάςεσ(Wyss, M. et al., 1999) 

-κειοτρανςωεράςθ τθσ γλουτακειόνθσ (Sheehan, D., Casey, J.P., 1993) 

-αωυδρογονάςθ του μθλικοφ (Wali, A.S. et al., 1979) 

 

 

5. Pichia pastoris: ΢φςτθμα ετερόλογθσ υπερζκφραςθσ πρωτεϊνϊν 

 

H Pichia pastoris είναι ζνασ ευκαρυωτικόσ μονοκφτταροσ μικροοργανιςμόσ, 

που ανικει ςτθν ομάδα των ηυμομυκιτων, που χρθςιμοποιεί τθ μεκανόλθ ωσ 

μοναδικι πθγι άνκρακα και ενζργειασ, για αυτό το λόγο χαρακτθρίηεται ωσ 

μεκυλότροωοσ ηυμομφκθτα. 

Θ Pichia χρθςιμοποιείται ευρζωσ ωσ κφτταρο ξενιςτι ςτθν ετερόλογθ 

ζκωραςθ των αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν κακϊσ διακζτει μία ςειρά από 

πλεονεκτιματα που τθν κακιςτοφν οργανιςμό-μοντζλο ςε αυτι τθν 

διαδικαςία.  

Σε ςφγκριςθ με άλλα ευκαριωτικά ςυςτιματα ζκωραςθσ όπωσ αυτό του 

βακυλοϊοφ ι των καλλιεργειϊν κυττάρων κθλαςτικϊν θ ΢. pastoris διακζτει  

υψθλό ρυκμό ανάπτυξθσ και είναι ςε κζςθ να αναπτυχκεί ςε ζνα απλό, 

ωκθνό μζςο, παραδείγματοσ χάρθ μπορεί να αναπτυχκεί είτε ςε ωιάλεσ υπό 

ανάδευςθ είτε ςε ηυμωτιρα, γεγονόσ που τθν κακιςτά κατάλλθλθ τόςο για 

μικρι όςο και για μεγάλθ κλίμακα παραγωγισ. 

Εκτόσ το ότι χειρίηεται και καλλιεργείται εφκολα, θ Ρ. Pastoris ωσ 

ευκαρυωτικόσ μικροοργανιςμόσ παράγει ςωςτά διπλωμζνεσ πρωτεΐνεσ, οι 

όποιεσ ζχουν υποςτεί όλεσ τισ μετά-μεταωραςτικζσ τροποποιιςεισ που είναι 

απαραίτθτεσ για τθ λειτουργικότθτά τουσ. 

Θ P. Pichia ζχει δφο γονίδια αλκοολικισ οξειδάςθσ, τα ΑΟΧ1 και ΑΟΧ2, τα 

οποία ζχουν ζνα ιςχυρό υποκινθτι ( inducible promoter). Αυτά τα γονίδια 

επιτρζπουν ςτθν Pichia να χρθςιμοποιεί τθν μεκανόλθ ωσ πθγι άνκρακα και 

ενζργειασ.  

Τζλοσ, θ P. pastoris, δεν εκκρίνει πολλζσ δικζσ τθσ πρωτεΐνεσ ςτον 

εξωκυττάριο χϊρο με αποτζλεςμα να κακίςταται ευκολότερθ θ απομόνωςθ 

των αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν που εκκρίνονται εκεί. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Regulation_of_gene_expression
http://en.wikipedia.org/wiki/Promoter_(biology)
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Εικονα 6.  Μεκυλότροφθ ηφμθ Pichia pastoris 

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/genomes/) 

 

Πίνακασ 3. Σαξινόμθςθ τθσ ηφμθσ Pichia pastoris 

Σαξινόμθςθ: 

 

Βαςίλειο: Μφκθτεσ 

Υποβαςίλειο: Δικάρυα 

Φφλο: Αςκομφκθτεσ 

Ομοταξία: Saccharomycetes 

Τάξθ: Saccharomycetales 

Οικογζνεια: Saccharomycetaceae 

Γζνοσ: Komagataella 

Είδοσ: Komagataella pastoris (Pichia pastoris) 

 

Μερικζσ ωορζσ ςυναντάται ςτθν βιβλιογραωία ωσ: 

-Komagataella pastoris (Guillierm) 

-Saccharomyces pastoris (Guillierm) 

-Zygosaccharomyces pastoris (Guillierm) 

 

http://bioinformatics.psb.ugent.be/genomes/
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5.1 Η  Pichia pastoris ωσ μεκυλότροφθ ηφμθ 

 

Ππωσ προαναωζρκθκε, θ Pichia pastoris χαρακτθρίηεται ωσ μεκυλότροωθ 

ηφμθ, διότι είναι ικανι να μεταβολίηει τθν μεκανόλθ και να τθν χρθςιμοποιεί 

ωσ μοναδικι πθγι άνκρακα και ενζργειασ. Το πρϊτο βιμα ςτον καταβολιςμό 

τθσ μεκανόλθσ είναι θ οξείδωςι τθσ ςε ωορμαλδεψδθ, με τθν κατανάλωςθ 

μοριακοφ οξυγόνου (αερόβιοσ μεταβολιςμόσ), αντίδραςθ που καταλφεται 

από το ζνηυμο αλκοολικι οξειδάςθ (AOX, EC 1.1.3.13) παράγεται και 

υπεροξείδιο του υδρογόνου το οποίο είναι τοξικό προϊόν (Ledeboer et al., 

1985). Με ςκοπό τθν αποωυγι τθσ τοξικότθτασ του υπεροξειδίου, ο 

καταβολιςμόσ τθσ μεκανόλθσ λαμβάνει χϊρα ςτα υπεροξειςϊματα, τα οποία 

διαχωρίηουν τα τοξικά υποπροϊόντα από το υπόλοιπο κφτταρο. Πταν θ Pichia 

pastoris αναπτφςςεται ςε διαωορετικό υπόςτρωμα, ανιχνεφονται ςτο 

κφτταρο πολφ λίγα υπεροξειςϊματα, ενϊ παρουςία μεκανόλθσ τα 

υπεροξειςϊματα μπορεί να περιλαμβάνουν μζχρι και το 80 % του ςυνολικοφ 

όγκου του κυττάρου. 

 Το γονίδιο τθσ αλκοολικισ οξειδάςθσ υπόκειται αυςτθρι ρφκμιςθ, δθλαδι 

εάν θ Pichia pastoris αναπτφςςεται ςε γλυκόηθ ι αικανόλθ, θ αλκοολικι 

οξειδάςθ δεν ανιχνεφεται ςτα κφτταρα τθσ ηφμθσ. Αντικζτωσ, όταν θ 

μεκυλότροωθ ηφμθ αναπτφςςεται ςε μεκανόλθ, θ αλκοολικι οξειδάςθ 

μπορεί να αποτελεί μζχρι και το 35% των ςυνολικϊν πρωτεϊνϊν του 

κυττάρου. Ο ζλεγχοσ τθσ ποςότθτασ τθσ αλκοολικισ οξειδάςθσ γίνεται 

μεταγραωικά (Cregg et al., 1985).  

 

5.2 ΑΟΧ γονίδιο αλκοολικισ οξειδάςθσ 

 

Το γονιδίωμα τθσ Pichia περιλαμβάνει δφο γονίδια, το AOX1 και AOX2, που 

κωδικοποιοφν για ζνηυμα με ενεργότθτα αλκοολικισ οξειδάςθσ (Cereghino JL, 

Cregg JM,2000). Πμωσ το γονίδιο AOX1 είναι υπεφκυνο για τθν πλειοψθωία 

των δράςεων τθσ αλκοολικισ οξειδάςθσ ςτο κφτταρο.  

Το γονίδιο AOX1 μπορεί να αποδίδει το 30% των διαλυτϊν πρωτεϊνϊν, όταν θ 

Pichia pastoris αναπτφςςεται ςε υπόςτρωμα που περιζχει μόνο μεκανόλθ, 

κάτι που αποδεικνφει πόςο ιςχυρόσ είναι ο υποκινθτισ του, pAOX1 (Couderc 

R, Baratti J, 1980). Εν αντικζςει, το γονίδιο AOX2 βρίςκεται υπό τον ζλεγχο 

ενόσ λιγότερο ιςχυροφ υποκινθτι, pAOX2, και κατά ςυνζπεια 
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αντιπροςωπεφει μόνο το 15% τθσ ςυνολικισ ενεργότθτασ τθσ αλκοολικισ 

οξειδάςθσ ςτο κφτταρο (Cregg,1989). 

Οι κωδικζσ περιοχζσ των γονιδίων αυτϊν παρουςιάηουν μεγάλθ ομολογία 

μεταξφ τουσ, ςυγκεκριμζνα 92% ομολογία ςε νουκλεοτίδια και 97% ομολογία 

ςε αμινοξζα (Ohi,1994), και ςυνεπϊσ παρουςιάηουν και τα δφο κοινι 

ενεργότθτα αλκοολικισ οξειδάςθσ, ενϊ οι υποκινθτζσ τουσ δεν παρουςιάηουν 

καμία ομολογία, και για αυτό το λόγο παρουςιάηουν μεγάλεσ αποκλίςεισ ςτισ 

ιδιότθτζσ τουσ. 

Το γονίδιο AOX1 ζχει απομονωκεί και ο υποκινθτισ του χρθςιμοποιείται για 

να οδθγιςει τθν ζκωραςθ οποιουδιποτε αναςυνδυαςμζνου γονιδίου 

πρόκειται να μελετθκεί  (Ellis et al., 1985, Koutz et al., 1989, Tschopp et al., 

1987a). 

Διακρίνονται τρεισ ωαινότυποι Pichia pastoris, ανάλογα με τθ δυνατότθτα του 

κάκε ςτελζχουσ να καταβολίηει τθν μεκανόλθ. Ο ωαινότυποσ Mut+ (Methanol 

utilization plus), όπου και τα δφο γονίδια, ΑΟΧ1 και ΑΟΧ2, είναι ενεργά και 

λειτουργικά, ο ωαινότυποσ MutS (Methanol utilization Slow), όπου το γονίδιο 

AOX1 ζχει απενεργοποιθκεί, και κατά ςυνζπεια θ μεκανόλθ καταβολίηεται 

μόνο από το AOX2 με πιο αργοφσ ρυκμοφσ, και τζλοσ, ο ωαινότυποσ Mut- 

(Methanol utilization minus), ςτον οποίο ζχουν απενεργοποιθκεί και τα δφο 

γονίδια αλκοολικισ οξειδάςθσ, με ςυνζπεια το ςτζλεχοσ αυτό να μθν 

επιβιϊνει ςε υπόςτρωμα που περιζχει μόνο μεκανόλθ, κακϊσ δεν μπορεί να 

τθν καταβολίςει (Cereghino & Cregg,2000). Κατά τθν πειραματικι διαδικαςία, 

χρθςιμοποιοφνται οι ωαινότυποι Mut+ και  MutS για τθν αξιολόγθςθ των 

μεταςχθματιςμζνων κυττάρων Pichia pastoris. 

 

5.3 υποκινθτισ pAOX1 και θ ετερόλογθ ζκφραςθ πρωτεϊνϊν 

 

Ο υποκινθτισ pAOX1 ζχει καταλυτικό ρόλο ςτθν ετερόλογθ ζκωραςθ 

πρωτεϊνϊν ςτθν Pichia pastoris, κακϊσ τοποκετείται μπροςτά από το 

αναςυνδυαςμζνο γονίδιο, του οποίου θ ζκωραςθ εξαρτάται πλζον από 

αυτόν. Επιλζγεται αυτόσ ο υποκινθτισ διότι ενεργοποιείται μόνο παρουςία 

μεκανόλθσ και κατά ςυνζπεια, θ παραγωγι αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν 

είναι απόλυτα ελεγχόμενθ από το κρεπτικό υπόςτρωμα (Cereghino & Cregg, 

2000). Ραρουςία μεκανόλθσ, παράγονται μεγάλεσ ποςότθτεσ 

αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν, ενϊ όταν ςτο κρεπτικό υπόςτρωμα 

περιζχονται επιπλζον ποςότθτεσ γλυκερόλθσ ι γλυκόηθσ, θ ζκωραςθ του 

υποκινθτι καταςτζλλεται. Συγκεκριμζνα, θ γλυκερόλθ καταςτζλλει το 

μονοπάτι καταβολιςμοφ τθσ μεκανόλθσ. Γενικά, θ δυνατότθτα καταςτολισ 
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τθσ ζκωραςθσ των αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν είναι πολφ χριςιμθ ςε 

περίπτωςθ που αυτζσ είναι τοξικζσ για το κφτταρο ςε υψθλά επίπεδα. 

Επιλζγεται ο υποκινθτισ ΑΟΧ1, διότι ο υποκινθτισ ΑΟΧ2 προκαλεί τθν 

παραγωγι χαμθλότερων επιπζδων αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν.  

Ρρόςωατα, ζγινε δυνατι θ παραγωγι αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν υπό τον 

ζλεγχο του υποκινθτι του γονιδίου που κωδικοποιεί για το ζνηυμο τθσ 

αωυδρογονάςθσ τθσ 3-ωωςωορικισ-γλυκερυναλδεψδθσ (GAP). Ο υποκινθτισ 

αυτόσ, μπορεί να αντικαταςτιςει τθν λειτουργία του υποκινθτι ΑΟΧ1, ςε 

περιπτϊςεισ που οι αναςυνδυαςμζνεσ πρωτεΐνεσ που παράγονται δεν είναι 

τοξικζσ, αλλά επειδι θ λειτουργία του δεν εξαρτάται από τθν παρουςία 

μεκανόλθσ ςτο υπόςτρωμα, ςυχνά αυτό προκαλεί προβλιματα ςτθν 

πειραματικι διαδικαςία. 

 

 

5.4 Ζκφραςθ πρωτεϊνϊν ςτθν Pichia pastoris 

 

Θ ετερόλογθ ζκωραςθ ςτθν Pichia pastoris μπορεί να είναι είτε 

ενδοκυτταρικι είτε εξωκυτταρικι. Στθ δεφτερθ περίπτωςθ, πρζπει θ 

αλλθλουχία του γονιδίου που εκωράηεται να περιζχει και μία ςθματοδοτικι 

αλλθλουχία που κα οδθγιςει τθν πρωτεΐνθ ζξω από το κφτταρο. Θ πιο 

διαδεδομζνθ ςθματοδοτικι αλλθλουχία που χρθςιμοποιείται ςτθν ετερόλογθ 

ζκωραςθ πρωτεϊνϊν είναι ο παράγοντασ α που απομονϊνεται από τον 

Saccharomyces cerevisiae (Cregg et al., 1993, Scorer et al., 1993).  

Το βαςικό πλεονζκτθμα ετερόλογθσ ζκωραςθσ πρωτεϊνϊν που εκκρίνονται 

ςτον εξωκυττάριο χϊρο είναι το γεγονόσ ότι θ Pichia pastoris εκκρίνει πολφ 

χαμθλά επίπεδα δικϊν τθσ πρωτεϊνϊν ςτο εξωκυττάριο υγρό και επίςθσ το 

κρεπτικό μζςο ςτο οποίο καλλιεργείται δεν περιζχει επιπλζον πρωτεΐνεσ, με 

ςυνζπεια οι αναςυνδυαςμζνεσ πρωτεΐνεσ να αποτελοφν τθν ςυντριπτικι 

πλειονότθτα των ςυνολικϊν πρωτεϊνϊν ςτον εξωκυττάριο χϊρο, κάνοντασ  

πιο εφκολθ τθν απομόνωςι τουσ. Ζτςι, θ ζκκριςθ των αναςυνδυαςμζνων 

πρωτεϊνϊν ςτον εξωκυττάριο χϊρο αποτελεί και το πρϊτο βιμα κακαριςμοφ 

τουσ, κακϊσ διαχωρίηονται από το μεγαλφτερο μζροσ των πρωτεϊνϊν τθσ 

Pichia pastoris. 
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5.5 Μετά-μεταφραςτικζσ τροποποιιςεισ 

 

Θ Pichia pastoris, ωσ ευκαρυωτικόσ οργανιςμόσ, ζχει τθ δυνατότθτα να 

πραγματοποιεί πολλζσ μετά-μεταωραςτικζσ τροποποιιςεισ, ανάλογεσ με 

αυτζσ που πραγματοποιοφνται ςε ανϊτερουσ οργανιςμοφσ. Αυτζσ 

περιλαμβάνουν τθν επεξεργαςία των αλλθλουχιϊν που κωδικοποιοφν για 

πεπτίδια οδθγοφσ, το δίπλωμα τθσ πρωτεΐνθσ, τον ςχθματιςμό 

διςουλωιδικϊν δεςμϊν, κακϊσ και τθν Ο- και Ν-γλυκοηυλίωςθ. 

Στθν Pichia pastoris ςυμβαίνει Ν-γλυκοηυλίωςθ μόνο με ολιγοςακχαρίτεσ που 

περιλαμβάνουν λίγα κατάλοιπα μαννόηθσ (8-14 κατάλοιπα μαννόηθσ ςε κάκε 

πολυπεπτιδικι αλυςίδα), γιϋαυτό το λόγο οι αναςυνδυαςμζνεσ πρωτεΐνεσ 

που παράγονται δεν υπεργλυκοηυλιϊνονται (Grinna & Tschopp, 1989), ςε 

αντίκεςθ με τον Saccharomyces cerevisiae, όπου μπορεί να ςυμβεί 

υπεργλυκοηυλίωςθ λόγω του ότι υπάρχει θ δυνατότθτα πρόςδεςθσ πολλϊν 

καταλοίπων μαννόηθσ (50-150). Γενικά, ςτθν Pichia pastoris δεν παρατθρείται 

Ο-γλυκοηυλίωςθ. Σε αντίκεςθ με τον Saccharomyces cerevisiae, θ Pichia 

pastoris δεν μπορεί να ςχθματίςει α 1,3 δεςμοφσ γλουκάνθσ ςτα τελικά άκρα 

ολιγοςακχαριτϊν (Cregg et al.,1993). 

H Pichia pastoris ζχει τθ δυνατότθτα να ςχθματίηει διςουλωιδικοφσ δεςμοφσ 

ωσ ευκαρυωτικόσ οργανιςμόσ, ςε αντίκεςθ με τουσ προκαρυωτικοφσ 

οργανιςμοφσ, που εξαιτίασ του αναγωγικοφ δυναμικοφ του 

κυτταροπλάςματοσ δεν μποροφν να ςχθματίςουν τζτοιουσ δεςμοφσ (White et 

al., 1994). 

 

5.6 Πλαςμιδιακοί φορείσ   

 

Για να ειςζλκει το επικυμθτό γονίδιο ςτθν Pichia pastoris, πρζπει πρϊτα να 

ςυνενωκεί με ζναν πλαςμιδιακό ωορζα ζκωραςθσ. Οι πλαςμωδιακοί ωορείσ 

που χρθςιμοποιοφνται ςτθν ετερόλογθ ζκωραςθ πρωτεϊνϊν ςτθν Pichia 

pastoris ζχουν πολλά κοινά χαρακτθριςτικά. Συγκεκριμζνα, ζχουν μία κοινι 

καςςζτα ζκωραςθσ του ξζνου γονιδίου που περιλαμβάνει τον υποκινθτι 

ΑΟΧ1 (pAOX1), ακολουκουμζνου από μία ςειρά κζςεων που αναγνωρίηουν οι 

περιοριςτικζσ ενδονουκλεάςεσ (restriction sites), όπου και ειςάγεται το ξζνο 

γονίδιο, θ οποία ακολουκείται από μία αλλθλουχία λιξθσ τθσ μεταγραωισ 

του γονιδίου ΑΟΧ1, που κατευκφνει τον ςχθματιςμό τθσ 3ϋμθ 

μεταωραηόμενθσ περιοχισ και τθν πολυαδενυλίωςθ του mRNA.  Ζπίςθσ, 

κάποιοι πλαςμιδιακοί ωορείσ περιλαμβάνουν και γειτονικζσ αλλθλουχίεσ του 

γονιδίου AOX1, που προζρχονται από το γονιδίωμα τθσ Pichia pastoris, και 
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χρθςιμοποιοφνται για να κατευκφνουν τθν αντικατάςταςθ του γονιδίου AOX1 

με το ξζνο γονίδιο. Επιπλζον χαρακτθριςτικά που υπάρχουν ςε οριςμζνουσ 

πλαςμιδιακοφσ ωορείσ ζκωραςθσ εξυπθρετοφν ςυγκεκριμζνεσ λειτουργίεσ 

ςτθ διαδικαςία τθσ ετερόλογθσ ζκωραςθσ. Για παράδειγμα, όταν θ 

αναςυνδυαςμζνθ πρωτεΐνθ εκκρίνεται ςτον εξωκυττάριο χϊρο, ο 

πλαςμιδιακόσ ωορζασ που κα χρθςιμοποιθκεί, πρζπει να περιλαμβάνει μία 

αλλθλουχία DNA που κα βρίςκεται μετά τον υποκινθτι AOX1 (pAOX1) και κα 

κωδικοποιεί ζνα ςθματοδοτικό μινυμα που κα επιτρζπει ςτθν πρωτεΐνθ να 

εξζλκει από το κφτταρο. ϋΟπωσ προαναωζρκθκε, ςυνικωσ χρθςιμοποιείται ο 

παράγοντασ α του Saccharomyces cerevisiae, όμωσ ςε οριςμζνουσ 

πλαςμιδιακοφσ ωορείσ, χρθςιμοποιείται θ ςθματοδοτικι αλλθλουχία του 

γονιδίου τθσ όξινθσ ωωςωατάςθσ τθσ Pichia pastoris. Οι περιςςότεροι 

πλαςμιδιακοί ωορείσ ζκωραςθσ, περιζχουν ζνα γονίδιο που τουσ προςδίδει 

ανκεκτικότθτα ςε αντιβιοτικά, κάτι ο οποίο προςωζρει τθ ικανότθτα επιλογισ 

και εμπλουτιςμοφ των κλϊνων τθσ Pichia pastoris που ζχουν δεχτεί το ξζνο 

γονίδιο. 

 Οι ςυχνότερα χρθςιμοποιοφμενοι πλαςμιδιακοί ωορείσ ζκωραςθσ ςτθν 

Pichia pastoris είναι οι εξισ: 

α) Οι πλαςμιδιακοί ωορείσ pPIC3K (ενδοκυτταρικι ζκωραςθ) και pPIC9K 

(εξωκυτταρικι ζκωραςθ), που περιζχουν το βακτθριακό γονίδιο που 

προςδίδει ανκεκτικότθτα ςτθν καναμυκίνθ 

β) Οι πλαςμιδιακοί ωορείσ pPICZ (εξωκυτταρικι ζκωραςθ), που περιζχουν το 

Sh ble γονίδιο από τον μικροοργανιςμό Streptoalloteichus hindustanus, ζνα 

μικρό γονίδιο που προςδίδει ανκεκτικότθτα ςτθ ηεοςίνθ ςε οργανιςμοφσ 

όπωσ θ Escherichia coli, ςε ηφμεσ όπωσ θ Pichia pastoris, αλλά και ςε άλλουσ 

ευκαρυωτικοφσ μικροοργανιςμοφσ. Λόγω του ότι το Sh ble γονίδιο μπορεί να 

χρθςιμοποιθκεί ςτθ διαλογι των μεταςχθματιςμζνων κλϊνων και ςτθν  

Escherichia coli και ςτθν Pichia pastoris, οι πλαςμιδιακοι ωορείσ που 

προςδίδουν ανκεκτικότθτα ςτθ ηεοςίνθ είναι πιο μικροί (~3kb) και γιϋ αυτό 

είναι πιο εφκολο να τουσ χειριςτεί κανείσ, ςυγκριτικά με άλλουσ 

πλαςμιδιακοφσ ωορείσ που χρθςιμοποιοφνται ςτον μεταςχθματιςμό 

κυττάρων Pichia pastoris. Οι ωορείσ αυτοί περιζχουν επίςθσ μία  πολλαπλι 

κζςθ κλωνοποίθςθσ (multiple cloning site, MCS) που περιλαμβάνει πολλζσ 

διαωορετικζσ αλλθλουχίεσ ςτισ οποίεσ δρουν διαωορετικζσ περιοριςτικζσ 

ενδονουκλεάςεσ, ζτςι ϊςτε να είναι εφκολθ θ ειςαγωγι πλθκϊρασ ξζνων 

γονιδίων.Επίςθσ περιλαμβάνουν 6 αμινοξικά κατάλοιπα ιςτιδίνθσ ςτθ ςειρά 

και ζνα γονίδιο που κωδικοποιεί για το πολυπεπτίδιο-επίτοπο myc (Glu-Gln-

Lys-Leu-Ile-Ser-Glu-Glu-Asp-Leu)  , τα οποία χρθςιμοποιοφνται ωσ  
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ςθματοδότεσ για τθν ανίχνευςθ τθσ αναςυνδυαςμζνθσ πρωτεΐνθσ και 

βρίςκονται ςτο καρβοξυτελικό τθσ άκρο. 

 Για τθν ετερόλογθ ζκωραςθ πρωτεϊνϊν ςτθν Pichia pastoris, ςυχνά 

χρθςιμοποιοφνται ςτελζχθ τθσ μεταλλαγμζνα ςε ζνα γονίδιο (π.χ. his4, arg4), 

τα οποία μεταςχθματίηονται με πλαςμιδιακοφσ ωορείσ οι οποία ωζρουν το 

επικρατζσ γονίδιο (HIS4, ARG4), με ςυνζπεια να γίνεται επιχιαςμόσ ςε εκείνθ 

τθ γονιδιακι κζςθ και τα μεταςχθματιςμζνα κφτταρα να μετατρζπονται ςε 

αγρίου τφπου. Για παράδειγμα, το γονίδιο HIS4 κωδικοποιεί για τθν 

αωυδρογονάςθ τθσ ιςτιδινόλθσ. Το μεταλλαγμζνο ςτζλεχοσ ςτερείται αυτοφ 

του ενηφμου με ςυνζπεια να μθν μπορεί να διαςπά τθν ιςτιδίνθ και να μθν 

μπορεί να αναπτυχκεί ςε κρεπτικό μζςο καλλιζργειασ με ιςτιδίνθ. Κατά τον 

μεταςχθματιςμό των ςτελεχϊν αυτϊν με κατάλλθλουσ πλαςμιδιακοφσ 

ωορείσ, τα ςτελζχθ που δζχκθκαν το πλαςμίδιο (με γονότυπο HIS4) και το 

ενςωμάτωςαν ςτο γονιδίωμά τουσ αντιςτρζωουν τθν μεταλλαγι και μποροφν 

να αναπτυχκοφν ςε μζςο με ιςτιδίνθ. Ζτςι γίνεται και θ επιλογι τουσ. 

 Στθν παροφςα εργαςία χρθςιμοποιικθκαν ςτελζχθ Pichia pastoris 

αγρίου τφπου (Χ33). Το πλαςμίδιο που χρθςιμοποιικθκε ιταν το pPICZaC, το 

οποίο αωοφ γραμμικοποιείται, μεταςχθματίηεται ςτα κφτταρα τθσ Pichia 

pastoris που ζχουν προθγουμζνωσ καταςτεί επιδεκτικά. Συνικωσ, το 

γραμμικοποιθμζνο πλαςμίδιο εντάςςεται ςτο γονιδίωμα τθσ Pichia pastoris 

με ομόλογο αναςυνδυαςμό ςτθν 5' ΑΟΧ1 περιοχι. Με αυτό τον τρόπο 

ειςάγεται ο υποκινθτισ ΑΟΧ1 ςτο γονιδίωμα τθσ Pichia pastoris με ςυνζπεια, 

ςε υπόςτρωμα μεκανόλθσ να παράγονται μεγάλεσ ποςότθτεσ αλκοολικισ 

οξειδάςθσ από τα κφτταρα που μεταςχθματίςτθκαν επιτυχϊσ. Ραράλλθλα 

όμωσ, παρουςία μεκανόλθσ, παράγονται και μεγάλεσ ποςότθτεσ 

αναςυνδυαςμζνων πρωτεΐνϊν, οι οποίεσ οδθγοφνται από το πεπτίδιο οδθγό 

του παράγοντα α και εκκρίνονται ςτον εξωκυττάριο χϊρο.  Σε αυτό το 

γεγονόσ βαςίηεται και ο τρόποσ διαλογισ τουσ (Κεωάλαιο 2, 2ε). Ο 

ωαινότυποσ των μεταςχθματιςμζνων ςτελεχϊν με ομόλογο αναςυνδυαςμό 

είναι Mut+, δθλαδι και τα δφο γονίδια που κωδικοποιοφν ζνηυμα με 

ενεργότθτα αλκοολικισ οξειδάςθσ είναι ενεργά. 

Ριο ςπάνια όμωσ, ςε ποςοςτό 5-25% των μεταςχθματιςμϊν, μπορεί να 

ςυμβεί και διπλόσ αναςυνδυαςμόσ ςτισ περιοχζσ 5' ΑΟΧ1 και 3' ΑΟΧ1 

(Romanos,1995) , κάτι που ζχει ωσ αποτζλεςμα να αντικακίςταται το γονίδιο 

τθσ αλκοολικισ οξειδάςθσ ΑΟΧ1 από το γραμμικοποιθμζνο πλαςμίδιο, και 

κατά ςυνζπεια να μθν μπορεί να εκωραςτεί. Ζτςι, εκωράηεται μόνο το γονίδιο 

ΑΟΧ2, με αποτζλεςμα το ςτζλεχοσ να μπορεί να μεταβολίηει μικρζσ 

ποςότθτεσ μεκανόλθσ και να ζχει ωαινότυπο MutS. Ρολφ ςπάνια, ςε ποςοςτό  
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1-10% των περιπτϊςεων του ομόλογου αναςυνδυαςμοφ μπορεί να ςυμβεί 

και πολλαπλι ειςαγωγι πλαςμιδίου. 

 

 

5.7  ΢φγκριςθ μεταξφ ςφςτθμα ζκφραςθσ τθσ Pichia pastoris και του E. Coli 

Για τισ τρεισ τελευταίεσ δεκαετίεσ χρθςιμοποιείται το E. Coli ωσ κφτταρο 

ξενιςτι για τθν ζκωραςθ πρωτεϊνϊν αλλά θ χριςθ του είναι προβλθματικι 

όταν πρόκειται να εκωραςτοφν πρωτεΐνεσ από ευκαριωτικά γονιδιϊματα, τα 

οποία απαιτοφν μετα-μεταωραςτικζσ τροποποιιςεισ. Μπορεί επίςθσ να 

λθωκεί αδιάλυτεσ και μθ-διπλωμζνεσ πρωτεΐνεσ, και τότε απαιτείται διάλυςθ 

και αναδίπλωςθ.  

Θ εςωαλμζνθ αναδίπλωςθ μπορεί να είναι αποτζλεςμα ανεπαρκισ 

ενδοκυτταρικι ςυγκζντρωςθ θ το αναγωγικό περιβάλλον του 

κυτταροπλάςματοσ. Θ E. Coli είναι ακατάλλθλθ για τθν ζκωραςθ πρωτεϊνϊν 

που περιζχουν υψθλό επίπεδο διςουλωικοφ δεςμό (disulphide connectivity) θ 

που απαιτοφν μετα-μεταωραςτικζσ τροποποιιςεισ όπωσ γλυκοηυλίωςθ, 

cis/trans ιςομεριςμοφ προλίνθ, διςουλωίδιο ιςομεριςμοφ, λιπίδωςθ, κείωςθ 

θ ωωςωορυλίωςθ. Ακόμθ οι εκωραηόμενεσ πρωτεΐνεσ τείνουν να 

διατθριςουν ςτα άκρα τουσ τθν μεκειονίνθ, που μπορεί να επθρεάςει τθν 

ςτακερότθτα και τθν ανοςογονικότθτα τουσ. 

Συνεπϊσ θ επιτυχι ζκωραςθ εξαρτάται ςε μεγάλο βακμό από τθν δομι και τα 

λειτουργικά χαρακτθριςτικά τθσ πρωτεΐνθσ και ζτςι περιορίηεται θ χριςθ του. 

Μια μεγάλθ ποικιλία πρωτεϊνϊν που δεν μποροφν να εκωραςτοφν ςτθν E. 

Coli παράγονται ςτθν μεκυλότροωθ ηφμθ Pichia pastoris.   

Αυτό οωείλεται αναμωίβολα ςε διαωορζσ όςον αωορά τθν αναδίπλωςθ τθσ 

πρωτεΐνθσ και ςτθν ανικανότθτα τθσ E. Coli να εκτελζςει μετά-μεταωραςτικζσ 

τροποποιιςεισ. 

Εκτόσ το ότι το ςφςτθμα ζκωραςθσ τθσ P. Pastoris επιτρζπει τθν αυκεντικι 

πρωτεΐνθ να εκκρίνεται ςε διαλυτι μορωι, ζχει και τθν ικανότθτα να παράγει 

μεγάλεσ ποςότθτεσ τθσ αναςυνδυαςμζνθσ πρωτεΐνθσ. 

Για τθν επιτυχισ ζκωραςθ αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν πρζπει να 

λαμβάνονται υπόψθ μερικοί παράγοντεσ, ειδικά όταν πρόκειται για 

πολφπλοκα ςυςτιματα όπωσ ςυνδυαςμό γονιδίων θ πολλαπλά πειράματα 

αντιγραωι γονιδίου. Οι παράγοντεσ είναι οι ζξθσ  

 Επιλογι ςτελεχϊν ζκωραςθσ 

 Επιλογι ωορζων ζκωραςθσ 

 Μζκοδοσ μετατροπισ/ενςωματωςθ μζςα ςτο γονιδίωμα 

 Επιλογι υποκινθτι 
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 Μζκοδοι για τθν επίτευξθ πολλαπλϊν αντιγραωϊν 

 Χριςθ ωαινοτφπων Mutþ και Muts 

 Ζλεγχο ενδοκυτταρικισ ζκωραςθσ 

 Αναδίπλωςθ, κλπ 
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II. ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΟ ΜΕΡΟ΢ 

 

1. ΤΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

1.1 Μικροοργανιςμοί 

 

Στθν παροφςα εργαςία χρθςιμοποιικθκαν οι εξισ μικροοργανιςμοί  

 

1. Ο κερμόωιλοσ μφκθτασ Sporotrichum thermophile ι Myceliophthora 

thermophila ATCC 42464 που προμθκεφτθκε από τθν εταιρεία DSMZ 

(DSM No:1799, Γερμανία). Θ ςυντιρθςθ του γινόταν ςτουσ 4 οC ςε 

δοκιμαςτικοφσ ςωλινεσ με ςτερεό υπόςτρωμα υπό κλίςθ (slant) μετά 

από επϊαςθ ςτουσ 45 οC για 5-6 θμζρεσ. Θ διαδικαςία 

επαναλαμβανόταν κάκε 20-30 θμζρεσ προσ αποωυγι μολφνςεων. 

2. Θ μεκυλότροωθ ηφμθ Pichia pastoris ςτζλεχοσ Χ-33 (γονότυποσ: άγριοσ 

τφποσ, ωαινότυποσ: Mut+) για τθν ετερόλογθ ζκωραςθ των 

αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν. Οι μικροοργανιςμοί που 

χρθςιμοποιικθκαν για τθν κλωνοποίθςθ και ζκωραςθ των 

αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν προμθκεφτθκαν από τθν εταιρία 

Invitrogen (Θ.Ρ.Α). 

 

 

1.2 ΢φςταςθ κρεπτικϊν μζςων για τθν ανάπτυξθ τθσ ηφμθσ P. Pastoris 

 

Για τθν ανάπτυξθ τθσ ηφμθσ χρθςιμοποιικθκαν τα εξισ ςυςτατικά  

 

 YPD (Yeast Peptone Dextrose medium): 1%(w/v) εκχφλιςμα ηφμθσ, 2% 

(w/v) πεπτόνθ, 2% (w/v) δεξτρόηθ  

 

 YPDS (Yeast Peptone Dextrose Sorbitol medium) ): 1%(w/v) εκχφλιςμα 

ηφμθσ, 2% (w/v) πεπτόνθ, 2% (w/v) δεξτρόηθ, 1M ςορβιτόλθ 

 

 MD (Minimal Dextrose): 1.34 % (w/v) YNB(Yeast Nitrogen Base), 2% 

(w/v)  δεξτρόηθ (MD), 4x10-5 (w/v) βιοτίνθ και 1.5% άγαρ 

 

 MM (Minimal  Methanol): 1.34 % (w/v) YNB, 0.5% μεκανόλθ (M/M) 

(v/v), 4x10-5 (w/v) βιοτίνθ και 1.5% άγαρ 
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 BMGY (Buffered Glycerol  complex medium): 1% (w/v) εκχφλιςμα ηφμθσ 

, 2% (w/v) πεπτόνθ , 100 mM ρυκμιςτικό διάλυμα ωωςωορικό κάλιο 

pH 6.0, 1.34% (w/v) YNB , 4x10-5 (w/v) βιοτίνθ , 1% (v/v) γλυκερόλθ. 

 

 BMMY (Buffered Methanol complex medium): 1% (w/v) εκχφλιςμα 

ηφμθσ , 2% (w/v) πεπτόνθ  , 4x10-5 (w/v) βιοτίνθ , 0.5% (v/v) μεκανόλθ. 

 

Σφςταςθ διαλφματοσ YNB :34g YNB + 100g κειικό αμμϊνιο/lt 

 

1.3  Θρεπτικά μζςα καλλιζργειασ μικροοργανιςμϊν 

 

Για τθν ανάπτυξθ των μικροοργανιςμϊν τα κρεπτικά μζςα που 

χρθςιμοποιικθκαν παραςκευάςτθκαν με απιονιςμζνο νερό και 

αποςτειρϊκθκαν ςε αυτόκαυςτο ςτουσ 121 οC για 15 min και υπό πίεςθ 0.1 

Mpa. Οι βιταμίνεσ και τα αντιβιοτικά αποςτειρϊνονταν με διικθςθ ςε ωίλτρα 

διαμζτρου 0.2 μm επειδι είναι ευαίςκθτα και προςτίκενταν ςτα κρεπτικά 

μετά από ψφξθ των τελευταίων ςτουσ 60 οC. Θ δεξτρόηθ αποςτειρωνόταν 

ξεχωριςτά ςε μορωι ςκόνθσ. 

 

1.4 Όργανα  

 

Για τθν εκπόνθςθ τθσ παροφςασ εργαςίασ, οι ςυςκευζσ  και τα όργανα που 

χρθςιμοποιικθκαν, αναγράωονται παρακάτω: 

 

- Συςκευι θλεκτροδιάτρθςθσ Micropulser TM BIORAD (Θ.Ρ.Α).  

- Συςκευι διικθςθσ υπό κενό 

- Συςκευι ςυμπφκνωςθσ Amicon: Amicon chamber 8400 με μεμβράνθ Diaflo 

PM-10, μζγεκοσ αποκλειςμοφ 10 kDa, Millipore, Billerica, USA. 

- Μονάδα θλεκτροωόρθςθσ για το διαχωριςμό πρωτεινϊν Mini-PROTEAN 3 

(BIORAD, Θ.Ρ.Α.). 

- Σφςτθμα παραγωγισ υπερκάκαρου νεροφ Milli-Q (Millipore, ΘΡΑ). 

- Θερμοςτατοφμενα υδατόλουτρα και επωαςτιρεσ. 

- pΘ-μετρο 537 (WTW, Γερμανία). 

- Θερμαινόμενοσ επωαςτιρασ Eppendorf Thermomixer Comfort  

(Eppendorf, Γερμανία). 

- Φωτόμετρο UV-VIS Cam Spec M302, (Labequip, Kαναδάσ). 

- Αυτόκαυςτοσ Labo Autoclave του οίκου SANYO 
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- Ρεριςτρεωόμενοι επωαςτιρεσ ZHWY-211C, ZHICHENG Analytical 

Instruments Manufacturing Co. Ltd  (Κίνα). 

- Συλλζκτθσ  κλαςμάτων (Waters, Millipore, Θ.Ρ.Α.). 

 

1.5 Τποςτρϊματα  

 

Τα υποςτρϊματα που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν ανίχνευςθ ενεργότθτασ τθσ 

StCel61 είναι : 

1. λαμιναρίνθ (laminarin) 

2. λιχενάνθ (lichenan) 

3. β-γλουκάνθ κρικαριοφ (barley β-glucan) 

4. αραβικό κόμμι (Arabic gum) 

5. Αραβινοξυλάνθ ςίτου (wheat arabinoxylan) 

6. μικροκρυςταλλικι κυτταρίνθ (Avicel) 

7. καρβοξυμεκυλ-κυτταρίνθ (carboxymethyl-cellulose ,CMC) 

8. υδροξυπροπυλ-μεκυλ-κυτταρίνθ (hydroxypropyl-methylcellulose 

HPMC) 

9. υδροξυαικυλ-κυτταρίνθ ( hydroxyethyl-cellulose HEC) 

10. ξυλάνθ βρϊμθσ (oat spelt xylan ) 

11. ξυλάνθ ςθμφδασ  

12. ξυλάνθ οξιάσ (beechwood xylan) 

13. διθκθτικό χαρτί 

 

 

2. Πειραματικι διαδικαςία  

Ετερόλογθ ζκφραςθ   

 

2.1 Μεταςχθματιςμόσ κυττάρων Pichia pastoris με τθ μζκοδο τθσ 

θλεκτροδιάτρθςθσ 

 

Δθμιουργικθκαν επιδεκτικά κφτταρα Pichia pastoris πρϊτα και 

γραμματικοποιικθκε το αναςυνδυαςμζνο πλαςμίδιο για να εωαρμοςτεί θ 

τεχνικι τθσ θλεκτροδιάτρθςθσ. 

Θ κυτταρικι μεμβράνθ των μικροοργανιςμϊν αποτελεί μία διπλοςτιβάδα 

ωωςωολιπιδίων, με υδρόωιλα μόρια ςτο εξωτερικό και υδρόωοβα ςτο 

εςωτερικό. Θ δομι τθσ αυτι, δεν επιτρζπει ςε πολικά μόρια, όπωσ ςτο  DNA 

και τισ πρωτεΐνεσ, να διαπερνοφν ελεφκερα τθν μεμβράνθ (Farabee, 2001). 
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 Θ θλεκτροδιάτρθςθ αποτελεί μία τεχνικι, θ οποία αναπτφχκθκε με ςκοπό να 

ξεπεραςτεί το ωράγμα τθσ δομισ τθσ διπλοςτιβάδασ, ϊςτε να κακίςταται 

δυνατι θ είςοδοσ DNA και άλλων μορίων ςτα κφτταρα. Θ τεχνικι τθσ 

θλεκτροδιάτρθςθσ αξιοποιεί τθν ςχετικά αςκενι ωφςθ των αλλθλεπιδράςεων 

μεταξφ των υδροωιλικϊν και των υδροωοβικϊν μορίων ςτθν ωωςωολιπιδικι 

διπλοςτιβάδα και τθν ικανότθτά τουσ να επαναςυνδζονται μετά από μία 

διαταραχι (Purves et al. , 2001). 

Κατά τθν θλεκτροδιάτρθςθ, τα κφτταρα δζχονται θλεκτροςόκ με εωαρμογι 

θλεκτρικοφ πεδίου ςφντομθσ χρονικισ διάρκειασ, που διαταράςςει 

προςωρινά τθν ςυνζχεια τθσ μεμβράνθσ, δθμιουργϊντασ ςτιγμιαία μικροφσ 

πόρουσ ςε αυτι (40-120 nm). Κατά τθ διαδικαςία αυτι, θ μεμβράνθ αυξάνει 

τθν θλεκτρικι τθσ αγωγιμότθτα και γίνεται παροδικά διαπερατι ςε πολικά 

μόρια. Στθ ςυνζχεια, θ κυτταρικι μεμβράνθ επανακάμπτει γριγορα και το 

κφτταρο παραμζνει ανζπαωο. 

Τα πλεονεκτιματα τθσ μζκοδοσ είναι ότι  μπορεί να εωαρμοςτεί ςε πολλοφσ 

διαωορετικοφσ τφπουσ κυττάρων και οργανιςμϊν, και είναι πολφ 

αποτελεςματικι ςτθν είςοδο DNA και άλλων μορίων ςτα κφτταρα. Επίςθσ, 

απαιτείται μικρό ποςό του DNA ςε ςχζςθ με άλλεσ μεκόδουσ. Τζλοσ, θ 

θλεκτροδιάτρθςθ μπορεί να πραγματοποιθκεί in vivo ςε ηωντανοφσ ιςτοφσ. 

Το μειονζκτθμα τθσ  όμωσ  είναι ότι εάν το πλάτοσ ι θ ζνταςθ του παλμοφ δεν 

εωαρμοςτοφν ςωςτά, υπάρχει κίνδυνοσ να μεγαλϊςουν πολφ οι πόροι και να 

μθν ζχουν τθ δυνατότθτα να ξανακλείςουν, με αποτζλεςμα να καταςτρζωεται 

το κφτταρο. Επιπλζον όταν  θ μεμβράνθ είναι θλεκτρικά διαπερατι, θ 

μεταωορά μορίων από και προσ το κφτταρο είναι μθ ειδικι. Αυτό, μπορεί να 

οδθγιςει ςε ανιςορροπία τθσ ςυγκζντρωςθσ ιόντων, που ενδζχεται να ζχει 

ωσ αποτζλεςμα τθν κακι λειτουργία των κυττάρων, μζχρι και τον κάνατό 

τουσ. 

 

 
 

Εικόνα 7.  Είςοδοσ πλαςμιδίων ςε επιδεκτικά κφτταρα Pichia pastoris. 

 

Για τθν ειςαγωγι του γραμμικοποιουμζνου πλαςμιδίου ςτο χρωμοςωμικό 
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DNA τθσ  P.  Pastoris χρθςιμοποιικθκε θ τεχνικι τθσ θλεκτροδιάτρθςθσ και θ 

διαδικαςία που ακολουκικθκε ιταν  βαςιςμζνθ ςτο πρωτόκολλο του 

EasySelectTM Pichia Expression Kit (Invitrogen). 

Αναλυτικά,  80 μL εναιωριματοσ των επιδεκτικϊν κυττάρων Pichia pastoris 

αναμειγνφονται με 30μL από το γραμμικοποιθμζνο, αναςυνδυαςμζνο 

πλαςμίδιο pPICZaC. Το μείγμα μεταωζρκθκε ςε κυψελίδα ειδικι για τθν 

εωαρμογι τθσ θλεκτροδιάτρθςθσ, θ οποία προθγουμζνωσ είχε ψυχκεί και 

πλυκεί με 70% αικανόλθ. Το μείγμα ςτθν κυψελίδα επωάςτθκε ςτουσ 4°C για 

5 περίπου λεπτά. Στθν ςυνζχεια με χριςθ τθν ςυςκευι θλεκτροδιάτρθςθσ 

Micropulser TM  τθσ BIORAD εωαρμόςτθκε θλεκτρικοφ παλμοφ 2 kV για 4 ms 

ςτο μίγμα και αμζςωσ μετά, προςκικθ 1 mL διαλφματοσ ςορβιτόλθσ 

ςυγκζντρωςθσ 1Μ. 

Το μείγμα μεταωζρκθκε ςε ςωλινα τφπου Falcon, ο οποίοσ πριν ζχει 

αποςτειρωκεί, και επωάςτθκε ςτουσ 30°C για 1-2 ϊρεσ. 

 

Τα μεταςχθματιςμζνα κφτταρα επιςτρϊκθκαν ςε ςτερεό κρεπτικό υλικό 

YPDS, που περιείχε ηεοςίνθ, και επωάςτθκαν ςτουσ30°C  . Θ ηεοςίνθ γενικά 

χρθςιμοποιείται γιατί τα μεταςχθματιςμζνα κφτταρα τθσ ηφμθσ ζχουν 

ανκεκτικότθτα, τθν οποία προςδίδει ςτο κφτταρο το πλαςμίδιο pPICZaC, το 

οποίο περιζχει ςτο DNA του γονίδιο ανκεκτικότθτασ τθσ ηεοςίνθσ. Οι 

αναςυνδυαςμζνεσ αποικίεσ εμωανίςτθκαν μετά από επϊαςθ 3-10 θμερϊν 

ςτουσ 30°C 

 

 

2.2 Ζκφραςθσ τθσ αναςυνδυαςμζνθσ πρωτεΐνθσ ςε καλλιζργειεσ μικρισ 

κλίμακασ για επιλογι βζλτιςτου κλϊνου   

 

 Μετά τθν επιλογι αποικιϊν που ωζρουν το ηθτοφμενο γονίδιο τθσ πρωτεΐνθσ 

ζγινε εμβολιαςμό ςε 50ml κρεπτικοφ  μζςου BMGY που περιζχει γλυκερόλθ, 

με τισ επιλεγμζνεσ αποικίεσ ςε ιςάρικμεσ κωνικζσ ωιάλεσ τφπου Erlenmeyer 

των 250 ml. Ακολουκοφςε επϊαςθ υπό ανάδευςθ (200 rpm) ςτουσ 28-30 οC,  

για 16-20 h, μζχρι το OD600 να ωτάςει τθν τιμι 2-6. Αυτι θ διαδικαςία λζγεται 

προκαλλιζργεια.  

Στθν ςυνζχεια για κάκε ωιάλθ ζγινε ωυγοκζντρθςθ του κατάλλθλου όγκου 

προκειμζνου να απομακρυνκεί το κρεπτικό υλικό που περιείχε γλυκερόλθ, 

και επαναδιαλφκθκε ςε 50 ml κρεπτικοφ υλικοφ BMMY ζτςι ϊςτε να ωτάςει θ 

τελικι ςυγκζντρωςθ κυττάρων, ςε τιμι  OD600 (οπτικι πυκνότθτα) ίςθ με 1. Το  

κρεπτικό υλικό BMMY περιζχει μεκανόλθ, θ οποία επάγει τθν ζκωραςθ των 
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αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν, ενεργοποιϊντασ τον υποκινθτι τθσ 

αλκοολικισ οξειδάςθσ (ΑΟΧ1).  

Οι καλλιζργειεσ τοποκζτθκαν για 5 μζρεσ ςτουσ 30 oC, υπό ανάδευςθ (200 

rpm) ενϊ προςτίκενταν 250 μl μεκανόλθσ (και θ τελικι ςυγκζντρωςθ 

παρζμεινε 0.5% (v/v)). Θ προςκικθ μεκανόλθσ γινόταν για να διατθρθκεί θ 

ζκωραςθ των αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν. 

Επίςθσ λαμβάνονταν κάκε μζρα από το υπερκείμενο καλλιεργειϊν μικρά 

δείγματα προκειμζνου να ελεγκεί θ ανάπτυξθ τθσ ηφμθσ και θ παραγωγι τθσ 

αναςυνδυαςμζνθσ  πρωτεΐνθσ. Με αυτό τον τρόπο επιλζχκθκε ο κλϊνοσ που 

ζκωραηε τθν ηθτοφμενθ πρωτεΐνθ κακϊσ και τθν διάρκεια καλλιζργειασ 

μεγάλθσ κλίμακασ. Το ςυγκεκριμζνο ανακαλλιεργικθκε ςε τρυβλία YPD με 

ηεοςίνθ και ωυλάςςονταν ςτουσ 4 οC. 

Για αποκικευςθ μεγαλφτερου χρονικό διάςτθμα (μινεσ ζωσ ζτθ), γινόταν 

προκαλλιζργεια των κλϊνων ςε υγρό μζςο YPD για 16 h ςτουσ 30 οC και 

ακολουκοφςε ωυγοκζντρθςθ και επαναιϊρθςθ των κυττάρων ςε YPD 

εμπλουτιςμζνο με 15 % (v/v) γλυκερόλθ ςε  τελικό OD600=50-100. Τα κφτταρα 

καταψφχονταν με εμβάπτιςθ ςε υγρό άηωτο και αποκθκεφονταν ςτουσ -80 οC. 

 

2.3  Ζκφραςθ τθσ αναςυνδυαςμζνθσ πρωτεΐνθσ ςε καλλιζργειεσ μεγάλθσ 

κλίμακασ για παραγωγι πρωτεΐνθσ ςε μεγάλεσ ποςότθτεσ 

 

Για τθν παραγωγι τθσ αναςυνδυαςμζνθσ πρωτεΐνθσ ςε μεγάλθ κλίμακασ 

καλλιζργειεσ, ο κλϊνοσ που επιλζχκθκε εμβολιάςτθκε ςε κρεπτικό υλικό 

BMGY όγκου 50 ml ςε 6 κωνικζσ ωιάλεσ των 250 ml. Στθν ςυνζχεια 

επωάςτθκαν ςτουσ 30 οC, για 16-20 ϊρεσ, υπό ανάδευςθ (200 rpm). Για κάκε 

ωιάλθ ωυγοκεντρικθκε κατάλλθλοσ όγκοσ προκειμζνου να απομακρυνκεί το 

κρεπτικό υλικό που περιείχε γλυκερόλθ και επαναδιαλφκθκε ςε 500 ml  

κρεπτικοφ υλικοφ  BMMY ζτςι ϊςτε το OD600 να ιςοφται με τθν μονάδα. Θ 

καλλιζργεια πραγματοποιικθκε ςε μεγάλεσ κωνικζσ ωιάλεσ (1lt) για να 

επιτευχκοφν οι βζλτιςτεσ ςυνκικεσ αεριςμοφ. Τα κφτταρα τθσ ηφμθσ 

παρζμειναν υπό ανάδευςθ ςτουσ 30 οC για κατάλλθλο χρονικό διάςτθμα με 

κακθμερινι προςκικθ μεκανόλθσ ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 0.5% (v/v). Κατά 

τθν διάρκεια τθσ καλλιζργειασ δεν ςυλλζχτθκε κανζνα δείγμα για να 

αποωευχκοφν οι μολφνςεισ. 

 Μετά το κατάλλθλο χρονικό διάςτθμα οι καλλιζργειεσ ςυλλζχκθκαν, 

ωυγοκεντρικθκαν για 10 λεπτά ςτα 1500 xg, 4 οC και το υπερκείμενο 

ωυλάχτθκε για το επόμενο ςτάδιο. 
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2.4 Φυγοκζντρθςθ, διικθςθ, ςυμπφκνωςθ και κακαριςμόσ 

  

2.4.1 Φυγοκζντρθςθ 

 

Το υπερκείμενο τθσ καλλιζργειασ προκειμζνου να ςυμπυκνωκεί και να 

απομακρυνκεί θ αναςυνδυαςμζνθ πρωτεΐνθ από τισ υπόλoιπεσ εκκρινόμενεσ 

πρωτεΐνεσ, χωρίςτθκε ςε ειδικζσ ωιάλεσ και ακολοφκθςε ωυγοκζντρθςθ ςτα 

1000 rpm, για 10 λεπτά ςτουσ 4 οC . 

 

2.4.2 Διικθςθ υπό κενό 

 

Διικθςθ καλείται θ διεργαςία διαχωριςμοφ αιωροφμενων ςτερεϊν από ζνα 

ρευςτό διάλυμα, ςυνικωσ υγρό, κατά τθ διαβίβαςθ του αιωριματοσ μζςα 

από ςτρϊμα πορϊδουσ υλικοφ  (διάωραγμα),  που ςυγκρατεί  τα ςτερεά και 

επιτρζπει τθ διζλευςθ μόνο του ρευςτοφ διαλφματοσ. Θ διικθςθ υπό κενό 

επιταχφνει τθν διαδικαςία ςυγκριτικά με τθν απλι διικθςθ λόγω βαρφτθτασ. 

Στο εργαςτιριο, πραγματοποιικθκε με τθν χριςθ τθσ ωιάλθσ Büchner θ 

οποία είναι κωνικι και επιτρζπει τθν δθμιουργία κενοφ ςτο εςωτερικό τθσ. 

Φζρει παχφ πλευρικό τοίχωμα ϊςτε να αντζχει ςτισ διαωορζσ πιζςεωσ που 

δθμιουργοφνται μεταξφ του εςωτερικοφ και του εξωτερικοφ τθσ 

περιβάλλοντοσ. Επιπλζον περιλαμβάνει μία διακλάδωςθ ςτον λαιμό τθσ οποφ 

ςυνδζεται μία πθγι κενοφ. Συνδυάηεται με χωνί διικθςθσ ι χωνί Büchner 

που προςαρμόηεται ςτον λαιμό τθσ ωιάλθσ με τθν βοικεια ελαςτικϊν 

δακτυλίων που ςτεγανοποιοφν τθν ωιάλθ και επιτρζπουν τθν διατιρθςθ του 

κενοφ. 

Το ςυλλεγμζνο υπερκείμενο διικθκε υπό κενό χρθςιμοποιϊντασ διαδοχικά 

διθκθτικό χαρτί και ωίλτρα διαμζτρου πόρων 0.8, 0.45, και 0.2 μm (Pall Supor 

Membrane Disc Filters, Pall Filters) και ζτςι απομακρφνονται με αυτό τον 

τρόπο τα κυτταρικά υπολείμματα. 
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Εικόνα 8.  ΢χθματικι αναπαράςταςθ τθσ φιάλθσ Büchner. 

 

 

2.4.3 Τπερδιικθςθ 

 

Θ υπερδιικθςθ αποτελεί ζνα είδοσ διικθςθσ μζςω μεμβράνθσ, κατά τθν 

οποία υδροςτατικι πίεςθ αναγκάηει το υγρό να κινθκεί προσ μία θμιπερατι 

μεμβράνθ. Πμωσ από τθν μεμβράνθ δεν διαπερνοφν ςτερεά αιωροφμενα και 

διαλυτζσ ουςίεσ μεγάλου μοριακοφ βάρουσ, μόνο χαμθλοφ βάρουσ. 

Το διάλυμα που διαπερνά τθν θμιπερατι μεμβράνθ διοχετεφεται ςε μια 

κωνικι ωιάλθ με τθν βοικεια ενόσ ςωλινα μικρισ διαμζτρου. Το ςυλλεγμζνο 

διάλυμα καλείται flow-through. Πςο περιςςότερο flow-through ςυλλζγουμε 

τόςο ςυμπυκνϊνεται το διάλυμα ςτθν ςυςκευι υπερδιικθςθσ.  

Συμπυκνϊκθκε το διάλυμα μζχρι τελικό όγκο περίπου 30 ml. Αυτό ζγινε με 

χριςθ ςυςκευισ υπερδιικθςθσ Stirred Cell Model 8400 και μεμβράνεσ PM-

10(Amicon Millipore, Θ.Ρ.Α.) που επιτρζπει τθ δίοδο μορίων μικρότερων από 
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10 kDa. Κρατικθκε το flow-through, με ςκοπό τον ζλεγχο διαωυγισ 

πρωτεϊνϊν ςε αυτό με τθν μζκοδο Bradford. Θ μεμβράνθ AMICON πλφκθκε 

με διάλυμα NaOH 0,1 M και μετά με νερό προκειμζνου να 

επαναχρθςιμοποιθκεί. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 9. Διάταξθ τθσ ςυςκευισ υπερδιικθςθσ 

 

 

2.4.4 Εξιςορρόπθςθ διαλφματοσ 

 

Το ςυμπυκνωμζνο διάλυμα πρωτεϊνϊν υποβλικθκε ςε εξιςορρόπθςθ με 

ρυκμιςτικό διάλυμα Talon(500 mM Tris-HCl, 3M NaCl, pH 8.0), το οποίο 

χρθςιμοποιείται και ςτθν διαδικαςία απομόνωςθσ τθσ πρωτεΐνθσ από τθν 

ςτιλθ χρωματογραωίασ. Σε αυτι τθν διαδικαςία χρθςιμοποιικθκαν 

θμιπερατζσ μεμβράνεσ κυτταρίνθσ οι οποίεσ είχαν βυκιςτεί προθγουμζνωσ ςε 

καυτό απιονιςμζνο νερό για 15 λεπτά υπό ανάδευςθ για να μαλακϊςουν και 
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να μθν κολλιςουν, και ζγινε θ μεταωορά του διαλφματοσ πρωτεϊνϊν ςε 

αυτζσ. Το ςφςτθμα παρζμεινε μζςα ςε ρυκμιςτικό διάλυμα όγκου 3 λίτρα για 

24 ϊρεσ, ςτουσ 4 οC, υπό ιρεμθ ανάδευςθ. 

Συνεπϊσ, θ διαδικαςία τθσ εξιςορρόπθςθσ πραγματοποιικθκε με ςκοπό το 

δείγμα που ζχουμε να ζχει τισ ίδιεσ ςυνκικεσ περιβάλλοντοσ με τθ ςτιλθ 

χρωματογραωίασ θ οποία ζχει κατεργαςτεί με TALON buffer πριν ειςάγουμε 

το ςυμπυκνωμζνο διάλυμα των πρωτεϊνϊν. 

 

2.4.5 Κακαριςμόσ με χρωματογραφία ςυγγζνειασ 

ακινθτοποιθμζνου μετάλλου (IMAC) 

 

Θ χρωματογραωία ςυγγζνειασ ακινθτοποιθμζνου μετάλλου είναι μια τεχνικι 

διαχωριςμοφ-απομόνωςθσ, βαςιςμζνθ ςτθν αναςτρζψιμθ αλλθλεπίδραςθ 

των πλευρικϊν ομάδων των αμινοξζων των πρωτεϊνϊν με ιόντα μετάλλων 

που βρίςκονται ακινθτοποιθμζνα ςε μια ςτιλθ ρθτίνθσ (Porath et al., 1975). 

Ζτςι διαχωρίηεται και απομονϊνεται μια ομάδα πρωτεϊνϊν που πρόκειται να 

μελετθκεί. Ανάλογα με το ποιό ακινθτοποιθμζνο ιόν χρθςιμοποιείται, 

διαωορετικζσ πλευρικζσ αλυςίδεσ ςυμμετζχουν ςτθν διαδικαςία τθσ 

προςρόωθςθσ. Εμπλζκονται ςυχνά πλευρικζσ ομάδεσ ιςτιδίνθσ, τρυπτοωάνθσ 

και κυςτεϊνθσ. Θ τεχνικι χρθςιμοποιείται κυρίωσ για τον κακαριςμό 

αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν, εωοδιαςμζνο με His-tag επειδι οι 

περιςςότερεσ ωυςικζσ πρωτεΐνεσ δεν ζχουν ςυγγζνεια για μεταλλικά ιόντα. 

Στισ αναςυνδυαςμζνεσ πρωτεΐνεσ που εκωράηονται από το πλαςμίδιο 

pPICZaC, παρατθρείται ςτο καρβοξυλικό τουσ άκρο, 6 ςυνεχόμενα μόρια 

ιςτιδίνθσ (6x His tag) τα οποία ζχουν αρνθτικά ωορτιςμζνεσ πλευρικζσ ομάδεσ 

με ςυνζπεια να προςδζνονται ιςχυρά ςε κετικά ιόντα (Ni2+, Co2+, Zn2+, Cu2+). 

Επιλζχτθκε ςτθν παροφςα εργαςία το ιόν του κοβαλτίου επειδι εμωανίηει τθν 

μεγαλφτερθ εκλεκτικότθτα ωσ προσ τθν ακολουκία των ιςτιδινϊν.  

Το διάλυμα που απομονϊκθκε από τθν υπερδιικθςθ  μεταωζρκθκε ςτθν 

ςτιλθ του κοβαλτίου και οι αναςυνδυαςμζνεσ  πρωτεΐνεσ που περιείχαν τθν 

ακολουκία τθσ πολυιςτιδίνθσ ςυγκρατικθκαν, ενϊ οι υπόλοιπεσ πρωτεΐνεσ 

που παράχκθκαν από τθν Pichia pastoris εκλοφκθκαν από τθν ςτιλθ. Αωοφ 

απομακρφνκθκαν οι ανεπικφμθτεσ πρωτεΐνεσ, το επόμενο ςτάδιο ιταν θ 

ςυλλογι τθσ αναςυνδυαςμζνεσ πρωτεΐνθσ. Για αυτό ειςιχκθκε ςτθν ςτιλθ 

διαδοχικά αυξανομζνθ ςυγκζντρωςθ ιμιδαηολίου (0-100mM) που 

ανταγωνίηεται τισ πρωτεΐνεσ ωσ τθν κζςθ πρόςδεςθσ τουσ ςτο κοβάλτιο, με 

αποτζλεςμα να απομακρφνονται ςταδιακά από τισ κζςεισ αυτζσ. 
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Εικόνα 10 . Πρόςδεςθ πολυϊςτιδίνθσ ςε κετικά φορτιςμζνα ιόντα. 

Συνοπτικά θ διαδικαςία ιταν θ εξισ:  

 Εξιςορρόπθςθ τθσ ςτιλθσ με 300 mL ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ TALON 

buffer 1x με ροι 2.5 mL/min. 

 Φόρτωςθ του ςυμπυκνωμζνου διαλφματοσ από τθν διαδικαςία τθσ 

υπερδιικθςθσ, που περιείχε τισ αναςυνδυαςμζνεσ πρωτεΐνεσ, με ροθ 

2 mL/min.  

 Ρρόςδεςθ των αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν που περιείχαν τθν 

ακολουκία τθσ πολυϊςτιδίνθσ ςτα ιόντα κοβαλτίου και ζκλουςθ των 

υπόλοιπων πρωτεϊνϊν από τθ ςτιλθ. Θ ζκλουςθ προκλικθκε με 

ζκπλυςθ τθσ ςτιλθσ με 60 mL  TALON buffer 1x. 

 Ζκλουςθ των πρωτεϊνϊν που ςυγκρατικθκαν ςτθ ςτιλθ με τθν 

προςκικθ TALON buffer 1x, παρουςία ιμιδαηολίου. 

 Συλλογι κλαςμάτων που περιείχαν τθν αναςυνδυαςμζνθ πρωτεΐνθ και 

αωαλάτωςθ τουσ με τθ μζκοδο τθσ διαπίδυςθσ από θμιπερατζσ 

μεμβράνεσ κυτταρίνθσ με πόρουσ διαμζτρου 25mm (Dialysis tubing 

cellulose membrane, Sigma-Aldrich). 

 Ζκπλυςθ τθσ ςτιλθσ με 300 mL TALON buffer 1x, ϊςτε να είναι ζτοιμθ 

για επαναχρθςιμοποίθςθ και αποκικευςι τθσ ςτουσ  4°C μζςα ςε 

διάλυμα αικανόλθσ 20% v/v. 

 

Πλα τα ςτάδια του κακαριςμοφ πραγματοποιικθκαν ςτουσ 4 oC για τθν 

επιβράδυνςθ τθσ δράςθσ των πρωτεαςϊν που υπάρχουν ςτο ενδοκυτταρικό 

υγρό και τθν καλφτερθ ςυντιρθςθ τθσ αναςυνδυαςμζνθσ πρωτεΐνθσ. 

Ο ζλεγχοσ του βακμοφ κακαρότθτασ ζγινε με θλεκτροωόρθςθ ςε πθκτι 

πολυακρυλαμιδίου (θλεκτροωόρθςθ SDS-PAGE). 
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2.5 Ηλεκτροφόρθςθ πρωτεϊνϊν ςε πθκτι πολυακρυλαμιδίου (SDS-PAGE) 

Θ θλεκτροωόρθςθ SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis) περιγράωει μια τεχνικι που χρθςιμοποιείται ευρζωσ ςτθν 

βιομθχανία, εγκλθματολογία, γενετικι και ςτθν μοριακι βιολογία για το 

διαχωριςμό των πρωτεϊνϊν ανάλογα με τθν θλεκτροωορθτικι κυνικότθτα 

τουσ, (δθλαδι μια ςυνάρτθςθ μικουσ τθσ πολυπεπτιδικισ αλυςίδα και  

ωορτίου τθσ πρωτεΐνθσ), και κανζνα άλλο ωυςικό χαρακτθριςτικό. 

Το αντιδραςτιριο SDS (κειικό δωδεκυλικό νάτριο) αρχικά, γραμματικοποιεί τα 

πρωτεϊνικά μόρια και ζτςι αποκτοφν πρωτοταγι δομι. Είναι αρνθτικά 

ωορτιςμζνο και ςυνδζεται ςτακερά ςτα πρωτεϊνικά μόρια, αποδιατάςςει τισ 

τριτοταγείσ δομζσ τουσ και εξουδετερϊνει όλεσ τισ κετικά ωορτιςμζνεσ 

πλευρικζσ ομάδεσ των αμινοξζων, με τελικό αποτζλεςμα ζνα γραμμικό 

αρνθτικά ωορτιςμζνο πρωτεϊνικό  μόριο. Ζτςι με τθν εωαρμογι θλεκτρικοφ 

πεδίου, όλα τα μόρια κα κινοφνται προσ τον κετικό πόλο. 

 

 
 

Εικόνα 11. Αποδιάταξθ πρωτεϊνικϊν μορίων με το αντιδραςτιριο SDS 

 

 

Θ δθμιουργία του πθκτϊματοσ τθσ θλεκτροωορθτικισ ςυςκευισ προκφπτει 

από τον πολυμεριςμό μονομερϊν ακρυλαμιδίου. Το πολυακρυλαμίδιο είναι 

μια χθμικά αδρανισ ζνωςθ, ςτακερι ςε μεγάλο εφροσ  pH, ιονικισ ιςχφοσ και 



46 
 

κερμοκραςίασ. Το υπερκειικό αμμϊνιο (APS) παίηει τον ρόλο του καταλφτθ 

ςτθν αντίδραςθ του πολυμεριςμοφ, ενϊ θ Ν,Ν,Ν,’Ν’-

τετραμεκυλοαικυλενοδιαμίνθ (TEMED) παίηει το ρόλο του ενεργοποιθτι. 

Το πικτωμα του πολυακρυλαμιδίου που ςχθματίηεται δεν είναι ςυμπαγζσ 

αλλά αποτελείται από ζναν λαβφρινκο πόρων διαωορετικισ διαμζτρου που 

ςχθματίηονται από πλζγματα ινϊν. Το μζγεκοσ των πόρων μπορεί να 

ρυκμιςτεί ανάλογα με το μζγεκοσ των πρωτεϊνϊν που πρζπει να 

διαχωριςτοφν. 

Κατά τθν εωαρμογι θλεκτρικοφ πεδίου, οι πρωτεΐνεσ περνοφν πρϊτα από το 

πικτωμα επιςτοίβαςθσ το οποίο ζχει χαμθλι περιεκτικότθτα ακρυλαμιδίου. 

Στόχοσ τθσ χριςθσ του πθκτϊματοσ αυτοφ, είναι θ δθμιουργία μεγάλων 

πόρων από τουσ οποίουσ περνοφν πρωτεΐνεσ κάκε μοριακοφ βάρουσ με τθν 

ίδια κινθτικότθτα. Αποτζλεςμα αυτοφ είναι όλεσ οι πρωτεΐνεσ να 

ςυγκεντρϊνονται ςτο όριο των δφο πθκτωμάτων ςε μία γραμμι. Οι πρωτεΐνεσ 

ςυνεχίηουν τθν πορεία τουσ ςτο πικτωμα διαχωριςμοφ, το οποίο ζχει υψθλι 

περιεκτικότθτα ςε πολυακρυλαμίδιο, οπότε οι πόροι που ςχθματίηονται είναι 

μικρότεροι και ζτςι γίνεται διαχωριςμόσ των πρωτεϊνϊν με βάςθ το μοριακό 

βάροσ τουσ. 

Άρα θ πθκτι πολυακρυλαμιδίου αποτελείται από δφο μζρθ: τθν πθκτι 

επιςτοίβαςθσ (stacking gel) και τθν πθκτι διαχωριςμοφ (resolving gel) με 

διαωορετικζσ αναλογίεσ ςυςτατικϊν όπωσ ωαίνονται ςτουσ παρακάτω 

πίνακεσ: 

 

Πίνακασ 4. ΢φςταςθ πθκτισ επιςτοίβαξθσ ςτθν θλεκτροφόρθςθ SDS-PAGE 

 

Πθκτι επιςτοίβαξθσ (stacking gel) 4% 

Υπερκάκαρο νερό 3 ml 

0.25 M Tris 0.2% (w/v) SDS 

pH 6.8 

3.75 ml 

40 %  ακρυλαμίδιο 0.75 ml 

TEMED 20 μl 

10% (w/v) APS 60 μl 

 

 

 

 

Πίνακασ 5. ΢φςταςθ πθκτισ διαχωριςμοφ ςτθν θλεκτροφόρθςθ SDS-PAGE 
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Πθκτι διαχωριςμοφ (resolving gel) 12.5% 

Υπερκάκαρο νερό 3.5 ml 

0.25 M Tris 0.2% (w/v) SDS 

pH 8.8 

9.4 ml 

40 %  ακρυλαμίδιο 5.8 ml 

TEMED 30 μl 

10% (w/v) APS 90 μl 

 

Ρρωτίςτωσ  δυο ηεφγθ γυάλινων πλακϊν κακαριςτικαν με αικανόλθ 70%  και 

τοποκετικθκαν ςε ειδικι διάταξθ ϊςτε να ταυτίηονται πλιρωσ οι πλευρζσ 

τουσ ανά ηεφγοσ. Κάκε ηεφγοσ ςε αυτι τθ διάταξθ ςυγκρατοφνταν από δφο 

μεταλλικοφσ ςωιγκτιρεσ πάνω ςτθ ςυςκευι. Στθν ςυνζχεια παραςκευάςτθκε 

το διάλυμα διαχωριςμοφ το οποίο θ ςφςταςθ του αναωζρεται παραπάνω. 

Διοχετεφτθκε ςτο κενό μεταξφ του κάκε ηεφγουσ πλακϊν, διατθρϊντασ 

περίπου 1.5cm απόςταςθ από τθν κορυωι τουσ. Με πιπζτα  προςτζκθκε 

μικρι ποςότθτα νεροφ προκειμζνου να ευκυγραμμιςτεί το διάλυμα. Αωζκθκε 

περίπου 30 λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου με ςκοπό να πολυμεριςτεί  και 

να πιξει.  

Μετά παραςκευάςτθκε το μίγμα τθσ πθκτισ επιςτοίβαξθσ με τθν παραπάνω 

αναωερομενθ ςφςταςθ, και διοχετεφτθκε ςτο διάκενο μεταξφ του κάκε 

ηεφγουσ  πλακϊν, πάνω από το μίγμα διαχωριςμοφ. Τοποκετικθκε  θ ειδικι 

χτζνα θ οποία βοθκά ςτον ςχθματιςμό οπϊν, ςτισ οποίεσ κα   ωορτωκοφν τα 

πρωτεϊνικά  δείγματα. Πταν θ πθκτι εςτοίβαςθσ είχε πιξει, δθλαδι ιταν 

ζτοιμθ, οι πλάκεσ μεταωζρκθκαν ςτο ειδικό δοχείο τθσ θλεκτροωορθτικισ 

ςυςκευισ, όπου ςτερεϊκθκαν κάκετα, και θ χτζνα απομακρυνόταν 

προςεκτικά. Στο δοχείο αυτό προςτζκθκαν επιπλζον 500 mL  διαλφματοσ 

θλεκτροωόρθςθσ (30.3 g/l Tris, 144 g/l γλυκίνθ, 1% (w/v) SDS, pH 8.3). 

  

Αωοφ είχε απομακρυνκεί θ χτζνα, τοποκζτθκαν τα δείγματα ςτισ οπζσ. Τα 

δείγματα προσ θλεκτροωόρθςθ (1-5 μg πρωτεΐνθσ) όγκου  15 μl αναμιχτικαν 

με 7 μl διαλφματοσ ωόρτωςθσ (1 g SDS, 5 ml 0.25 M Tris pH 6.8, 2.5 ml 50% 

(w/w) γλυκερόλθ, 2.5 ml μερκαπτοαικανόλθ, 4 ml 0.1% (w/v) κυανοφν 

βρωμοωαινόλθσ) και ακολουκοφςε βραςμόσ για 5-7 min.  Εκτόσ από τα 

δείγματα τοποκετικθκαν 5-7 μl πρότυπου διαλφματοσ πρωτεϊνϊν γνωςτοφ 

μοριακοφ βάροσ (Unstained Protein Molecular Weight Marker, Fermentas) 

που χρθςιμοποιικθκε για τον προςδιοριςμό του μοριακοφ βάρουσ των 
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άγνωςτων διαλυμάτων πρωτεϊνϊν. Ακολοφκθςε θλεκτροωόρθςθ των 

δειγμάτων  με 35 mΑ/ πικτωμα για περίπου μια ϊρα.  

 

Χρϊςθ Coomassie 

 

Μετά το τζλοσ τθσ θλεκτροωόρθςθσ, τα πθκτϊματα απομακρφνκθκαν από τα 

ηεφγθ πλακϊν και ακολοφκθςε χρωματιςμό του πθκτϊματοσ με τθν χρωςτικι 

Coomassie G-250, με ιπια ανάδευςθ, ςε διάλυμα χρωματιςμοφ( 40% 

μεκανόλθ, 10% οξικό οξφ, 50% dH2O, 0,4%  Coomassie G-250) για περίπου 20 

λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου. Ζπειτα πραγματοποιικθκε αποχρωματιςμό 

του πθκτϊματοσ ςε διάλυμα αποχρωματιςμό ( 40% μεκανόλθ, 10% οξικό οξφ) 

ζωσ ότου απομακρυνκεί θ περίςςεια τθσ χρωςτικισ (περίπου 1 ϊρα). Αυτι θ 

διαδικαςία πραγματοποιικθκε ςε πλαςτικά δοχεία . 

Σκοπόσ του βιματοσ αυτοφ ιταν θ χρϊςθ των δειγμάτων προκειμζνου να 

ςυγκρικοφν οι ηϊνεσ που ςχθματιςτικαν,  με τισ ηϊνεσ του μάρτυρα. 

 

 

 

 
 

 

Εικόνα 12. ΢υςκευι θλεκτροφόρθςθσ  

 

Πίνακασ 6. Η ςφςταςθ του διαλφματοσ πρωτεϊνϊν γνωςτοφ μοριακοφ 

βάρουσ (Unstained Protein Molecular Weight Marker, Fermentas) που 

χρθςιμοποιικθκε για τον ζλεγχο του ΜΒ των αναςυνδυαςμζνων 

πρωτεϊνϊν 
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 MW ( kDa) Πρωτεΐνθ Προζλευςθ 

 

116.0 β –γαλακτοηιδάςθ E. coli 

66.2 
αλβουμίνθ οροφ 

βοδινοφ 

πλάςμα βοδινοφ 

αίματοσ 

45.0 ωαλβουμίνθ αςπράδι αυγοφ κότασ 

35.0 
γαλακτικι 

αωυδρογονάςθ 
μφεσ χοίρων 

25.0 REase Bsp98I E. coli 

18.4 β-λακτογλοβουλίνθ γάλα αγελάδοσ 

14.4 λυςοηφμθ αςπράδι αυγοφ κότασ 

 

 

2.6 Ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ πρωτεΐνθσ (μζτρθςθ ςυγκζντρωςθσ 

πρωτεΐνθσ) 

 

Ο ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ τθσ αναςυνδυαςμζνθσ πρωτεΐνθσ ζγινε με τθν 

μζκοδο Lowry θ οποία ςυνδυάηει τισ αντιδράςεισ των ιόντων χαλκοφ(Cu+ ) με 

τουσ πεπτιδικοφσ δεςμοφσ υπό αλκαλικζσ ςυνκικεσ, και τθν οξείδωςθ των 

αρωματικϊν καταλοίπων πρωτεΐνθσ. 

 Θ μζκοδοσ ςτθρίηεται ςτθν αντίδραςθ Cu+ που παράγονται από τθν οξείδωςθ 

των πεπτιδικϊν δεςμϊν, με το αντιδραςτιριο Folin-Ciocalteu (ζνα μίγμα 

ωωςωοροβολωραμικοφ οξζοσ και ωωςωομολυβδικοφ οξζοσ ςτο 

αντιδραςτιριο Folin-Ciocalteu αντίδραςθ). 

Ο μθχανιςμόσ τθσ αντίδραςθσ δεν ζχει κατανοθκεί καλά, αλλά περιλαμβάνει 

τθν αναγωγι του αντιδραςτθρίου Folin και οξείδωςθ των αρωματικϊν 

καταλοίπων (κυρίωσ τρυπτοωάνθ και τυροςίνθ). Θ ςυγκζντρωςθ του 

ανθγμζνου αντιδραςτθρίου Folin υπολογίηεται μζςω τθν τιμι τθσ 

απορρόωθςθσ ςτα 750 nm με βάςθ το νόμο του Lambert Beer. 

 

Αναλυτικά για τον προςδιοριςμό τθσ ποςότθτασ τθσ πρωτεΐνθσ, 

παραςκευάςτθκαν 4 διαωορετικά διαλφματα, τα οποία πρζπει να 

χρθςιμοποιοφνται ωρζςκα κάκε ωορά που πραγματοποιείται αυτι θ 

πειραματικι διαδικαςία. Τα 4 διαλφματα ιταν τα εξισ: 

Α: 1% w/v κειικόσ χαλκόσ  CuSO4.5H2O 
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B: 2% w/v sodium potassium tartare 

C: 0,2Μ υδροξείδιο του νατρίου 

D: 4% w/v sodium carbonate 

1. Σε 49 mL C προςτζκθκαν 49mL D, 1mL A και 1mL B. Ζτςι ςχθματίηεται 

το διάλυμα Ε. 

2. Σε 10 mL αντιδραςτθρίου του Folin-Giocolteam προςκζτουμε 10 mL 

H2O και ςχθματίηεται το διάλυμα F. 

3. Σε 0,5 mL δείγματοσ του άγνωςτου πρωτεϊνικοφ διαλφματοσ 

προςτίκενται 2,5 mL του διαλφματοσ Ε. Το διάλυμα ανακινείται ςε 

ςυςκευι Vortex και αωινεται ςε κερμοκραςία δωματίου για 10 λεπτά. 

4. Στο παραπάνω μείγμα προςτίκενται 0,25 mL F, αυτό ανακινείται ςε 

ςυςκευι Vortex και παραμζνει ςε κερμοκραςία δωματίου για 30 

λεπτά. 

5. Γίνεται ωωτομζτρθςθ των δειγμάτων ςτα 750nm. 

 

2.7 Μζκοδοσ του δινιτροςαλικυλικοφ (DNS) 

 

Το 3,5-δινιτροςαλικυλικό οξφ (DNS)  ι 2-υδροξυ-3,5-δινιτροβενηοϊκό οξφ 

(DNSA) κατά τθν ονομαςία τθσ IUPAC είναι μια αρωματικι ζνωςθ που 

αντιδρά με αναγωγικά ςάκχαρα και άλλα μόρια για να ςχθματίςουν το 

ανθγμενο 3-αμινο-5-νιτρο ςαλικυλικό οξφ, το οποίο απορροωά ζντονα τθ 

ακτινοβολία ςτα 540 nm. Ειςιχκθ για πρϊτθ ωορά ωσ μζκοδο για τθν 

ανίχνευςθ αναγωγικϊν ουςιϊν  ςτα οφρα και από τότε  χρθςιμοποιείται  

ευρζωσ, για παράδειγμα, για ποςοτικοποίθςθ επιπζδων υδατανκράκων ςτο 

αίμα. (Miller, Gail Lorenz 1959). 

 

 

 

Εικόνα 13. Αναγωγι του δινιτροςαλικυλικοφ οξζου παρουςία αναγωγικϊν  

ςακχάρων 
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Επομζνωσ θ μζτρθςθ αναγωγικϊν ςακχάρων πραγματοποιείται με τθν 

ωωτομετρικι μζκοδο του δινιτροςαλικυλικοφ οξζοσ . Ωσ αναγωγικό ςάκχαρο 

ορίηεται το ςάκχαρο εκείνο που ζχει ελεφκερο το θμιακεταλικό υδροξφλιο.  

Θ μζκοδοσ βαςίηεται ςτο ςχθματιςμό ςυμπλόκου ανάμεςα ςτο 

προαναωερκζν υδροξφλιο και το δινιτροςαλικυλικό οξφ κατά τθν κζρμανςθ 

πάνω από 70°C . Το ςφμπλοκο αυτό, εμωανίηει μζγιςτο απορρόωθςθσ ςτα 

540nm. Θ γλυκόηθ είναι αναγωγικό ςάκχαρο και κατά ςυνζπεια είναι δυνατό 

να μετρθκεί με τθν μζκοδο αυτι. 

Ρροκειμζνου να μετρθκοφν τα αναγωγικά ςάκχαρα προςτζκθκαν ςε 125 μl 

DNS,  125 μl δείγματοσ (ςε διάωορεσ αραιϊςεισ 1:5, 1:10, 1:20). Για τισ 

μετριςεισ χρθςιμοποιικθκε επίςθσ  ζνα διάλυμα που περιείχε μόνο 125 μl 

DNS  και 125 μl νερό  (τυωλό) . Στθ ςυνζχεια ακολοφκθςε βραςμόσ των 

διαλυμάτων για 5 λεπτά. Μετά τον βραςμό ζγινε προςκικθ 1 ml νεροφ ςε 

όλα τα δείγματα. Τζλοσ ζγινε θ  ωωτομζτρθςθ ςτα 540 nm αωοφ πρϊτα 

μθδενίςτθκε το ωωτόμετρο με το τυωλό. 

 

 

 

 
 

 

Διάγραμμα 1. Πρότυπθ καμπφλθ διαλυμάτων γνωςτϊν ςυγκεντρϊςεων 

γλυκόηθσ που ςυςχετίηει μονάδεσ οπτικισ απορρόφθςθσ ςτα 540 nm με 

ςυγκζντρωςθ ανθγμζνων ςακχάρων ςτο δείγμα με τθν μζκοδο DNS. 
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2.8 Ανίχνευςθ τθσ ενεργότθτασ του ενηφμου ςε διάφορα υποςτρϊματα 

 

α .Ανίχνευςθ τθσ ενεργότθτασ του ενηφμου ςε υπόςτρωμα λιχενάνθ 

 

θ λιχενάνθ είναι ζνα γραμμικό πολυμερζσ με δομι παρόμοιασ με εκείνθ των 

γλουκαννϊν που προζρχονται από το κρικάρι και τθν βρϊμθ. Ρεριζχει 

δεςμοφσ β-1,3 και β-1,4 με αναλογία 1 προσ 2. 

 Ραρακάτω ωαίνεται θ δομι του μορίου τθσ λιχενάνθσ: 

 

 

 
 

Εικόνα 14.  Δομι τθσ λιχενάνθσ 

 

Θ παραςκευι του υποςτρϊματοσ ζγινε ςε ρυκμιςτικό διάλυμα (ρ.δ) κιτρικϊν 

ωωςωορικϊν 50 mM pH 5. 0.1 g λιχενάνθσ προςτζκθκαν ςε 10 ml 

ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ υπό τθ μορωι ςκόνθσ. Ακολοφκθςε ανάδευςθ και 

βραςμόσ. 

Στθ ςυνζχεια αναμείχτθκαν 20 μL διαλφματοσ  StCel61 1.47mg/ml με  480 μL 

υποςτρϊματοσ και ακολοφκθςε επϊαςθ για 24 ϊρεσ ςτουσ 50°C. Ακολοφκθςε 

ωυγοκζντρθςθ των δειγμάτων  και κρατικθκε το υπερκείμενο προκειμζνου 

να προςδιοριςτεί ο βακμόσ υδρόλυςθσ με τθν μζτρθςθ των 

απελευκεροφμενων αναγωγικϊν ςακχάρων. 

Για τον προςδιοριςμοφ αναγωγικϊν ςακχάρων χρθςιμοποιικθκε θ μζκοδοσ 

του δινιτροςαλικυλικοφ οξζοσ (DNS). Οι αντιδράςεισ πραγματοποιικθκαν εισ 

διπλοφν. 

Με βάςθ τθν καμπφλθ αναωοράσ οι οποία καταςκευάςτθκε με διαδοχικζσ 

αραιϊςεισ πρότυπου διαλφματοσ γλυκόηθσ ςυγκζντρωςθσ 2 mg/ml, 

προςδιορίςτθκε θ ςυγκζντρωςθ των απελευκεροφμενων αναγωγικϊν 

ςακχάρων. 

 



53 
 

β. Ανίχνευςθ τθσ ενεργότθτασ του ενηφμου ςε υπόςτρωμα β-γλουκάνθ του 

κρικαριοφ 

 

Οι β-γλουκανεσ είναι  μθ διακλαδιςμζνα πολυμερι τθσ γλυκόηθσ με αναλογία 

δεςμϊν β-1,3 / β-1,4  ίςθ με 1 / 3. Οι β-γλουκανεσ ςχθματίηουν μακριά 

κυλινδρικά μόρια που περιζχουν περίπου 250.000 μονάδεσ γλυκόηθσ. 

Ραρακάτω ωαίνεται θ δομι του μορίου τθσ β-γλουκανθσ : 

 

 
 

Εικόνα 15.  Δομι τθσ β-γλουκανθσ 

 

Για τθν παραςκευι του υποςτρϊματοσ, 0.1 g β-γλουκανθσ διαβρζχκθκαν με 

0.6 ml αικανόλθσ 100% και προςτζκθκαν 9 ml ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ. 

Ακολοφκθςε βραςμό και ανάδευςθ. Θ απελευκζρωςθ αναγωγικϊν ςακχάρων 

προςδιορίςτθκε όπωσ αναωζρεται ςτθν παράγραωο 2.7. 

 

γ. Ανίχνευςθ τθσ ενεργότθτασ του ενηφμου ςε υπόςτρωμα λαμιναρίνθσ 

 

Θ  λαμιναρίνθ γνωςτι και ωσ λαμιναράνθ είναι μια αποκθκευτικι γλουκάνθ,  

θ οποία είναι ζνα πολυμερζσ τθσ γλυκόηθσ, και βρίςκεται ςε καωζ άλγθ. 

Δθμιουργείται κατά τθν ωωτοςφνκεςθ και αποτελείται από ζνα γραμμικό 

πολυμερζσ με β-1,3 δεςμοφσ ςτο οποίο εμωανίηονται διακλαδϊςεισ β-1,6 

δεςμϊν. Θ αναλογία δεςμϊν β-1,3 προσ β-1,6 είναι 1 προσ 3. 

Ραρακάτω ωαίνεται θ δομι του μορίου τθσ λαμιναρίνθσ : 
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Εικόνα 16.  Δομι τθσ λαμιναρίνθσ 

 

Για τθν παραςκευι του υποςτρϊματοσ, ςε 20 ml διαλφματοσ προςτζκθκαν 

0.2 g λαμιναρίνθσ. Ακολοφκθςε βραςμόσ και ανάδευςθ. Θ απελευκζρωςθ 

αναγωγικϊν ςακχάρων προςδιορίςτθκε όπωσ αναωζρεται ςτθν παράγραωο 

2.7. 

 

δ. Ανίχνευςθ τθσ ενεργότθτασ του ενηφμου ςε υπόςτρωμα αραβινοξυλάνθ 

ςίτου 

 

Οι αραβινοξυλάνεσ αποτελοφνται από ζναν βαςικό ςκελετό ξυλάνθσ με 

μονάδεσ L-αραβινοωουρανόηθσ ενωμζνεσ τυχαία ςτα κατάλοιπα ξυλόηθσ με 

α-1,2 και α-1,3 δεςμοφσ. 

Ραρακάτω ωαίνεται θ δομι του μορίου τθσ αραβινοξυλάνθσ ςίτου : 

 

 

 
 

Εικόνα 17.  Δομι τθσ αραβινοξυλάνθ ςίτου. 

 

Για τθν παραςκευι του υποςτρϊματοσ, 0.2 g αραβινοξυλάνθσ διαβρζχκθκαν 

με1.6 ml αικανόλθσ 95% και προςτζκθκαν 18 ml ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ. 

Ακολοφκθςε κζρμανςθ και ανάδευςθ. Θ απελευκζρωςθ αναγωγικϊν 

ςακχάρων προςδιορίςτθκε όπωσ αναωζρεται ςτθν  παράγραωο 2.7. 
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ε. Ανίχνευςθ τθσ ενεργότθτασ του ενηφμου ςε υπόςτρωμα καρβοξυμεκυλ-

κυτταρίνθσ (CMC) 

 

Θ καρβοξυμεκυλ-κυτταρίνθ (CMC) είναι ζνα παράγωγο τθσ κυτταρίνθσ ςτο 

οποίο υπάρχουν καρβοξυμεκυλομάδεσ (-CH2-COOH) ενωμζνεσ ςε ομάδεσ των 

μονομερϊν τθσ γλυκόηθσ τθσ κεντρικισ αλυςίδασ. 

Ραρακάτω ωαίνεται θ δομι του μορίου τθσ CMC  : 

 

 

 
 

Εικόνα 18.  Δομι τθσ CMC 

 

Για τθν παραςκευι του υποςτρϊματοσ 0.2 g καρβοξυμεκυλ-κυτταρίνθσ    

προςτεκικαν ςε20 ml ρυκμιςτικοφ. Θ διαλυτοποίθςθ ζγινε προςεκτικά και ςε 

μικρζσ δόςεισ επειδι θ καρβοξυμεκυλ-κυτταρίνθ (CMC) διαλφεται δφςκολα. Θ 

απελευκζρωςθ αναγωγικϊν ςακχάρων προςδιορίςτθκε όπωσ αναωζρεται 

ςτθν παράγραωο 2.7. 

 

η. Ανίχνευςθ τθσ ενεργότθτασ του ενηφμου ςε υπόςτρωμα ξυλάνθσ ςθμφδασ 

 

Θ ξυλάνθ παραςκευάςτθκε με προςκικθ 0.5g ουςίασ ςε 50 mL ρυκμιςτικοφ 

διαλφματοσ ςε κερμοκραςία 80 ° C και ανάδευςθ 10 λεπτϊν. Στθ ςυνζχεια 

αυξικθκε θ κερμοκραςία μζχρι να βράςει το διάλυμα, μετά απομακρφνκθκε 

από τθν κζρμανςθ και ζμεινε υπό ανάδευςθ όλο το βράδυ. 

Στθν ςυνζχεια με τθν ίδια διαδικαςία προςδιοριςτικαν τα αναγωγικά 

ςάκχαρα. 
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θ. Ανίχνευςθ τθσ ενεργότθτασ του ενηφμου ςε μικροκρυςταλλικι κυτταρίνθ  

 

Για το υπόςτρωμα μικροκρυςταλλικι κυτταρίνθ (Avicel), θ ενεργότθτα 

μετρικθκε με προςκικθ 36 μL αναςυνδυαςμζνθσ πρωτεΐνθσ ςε 864 μL Avicel 

1% w/v  και επϊαςθ για 20 ϊρεσ υπό ανάδευςθ ςτουσ 50°C. Μετά ζγινε 

ωυγοκζντρθςθ, μεταωζρκθκαν 125 μL από το υπερκείμενο και 

προςδιοριςτικαν τα αναγωγικά ςάκχαρα με τθν μζκοδο του 

δινιτροςαλικυλικοφ οξζοσ όπωσ περιγράωθκε παραπάνω. 

 

2.9 Εφρεςθ βζλτιςτθσ κερμοκραςίασ δράςθσ και προςδιοριςμόσ 

κερμοςτακερότθτασ του ενηφμου (T-optimum και T-stability) 

 

Για τθν εφρεςθ τθσ βζλτιςτθσ κερμοκραςίασ δράςθσ χρθςιμοποιικθκε 

ρυκμιςτικό διάλυμα (ρ.δ) ωωςωορικϊν 50 mM pH 7 και  ακολουκικθκε θ 

εξισ διαδικαςία: 

- 200 μl διαλφματοσ λιχενάνθσ 0.5% (w/v) ςε ρ.δ προςτζκθκαν ςε 

eppendorf και αναμίχκθκαν με 50 μl διαλφματοσ StCel61 

ςυγκζντρωςθσ 10μM. 

- Τα eppendorf τοποκζτθκαν ςτισ διαωορετικζσ κερμοκραςίεσ των 

30,40,50,60,70,80 και 90°C. Τα πειράματα για κάκε κερμοκραςία 

πραγματοποιικθκαν εισ διπλοφν. Μετρικθκαν επίςθσ δείγματα με 

απενεργοποιθμζνο ενηυμο για κάκε κερμοκραςία ξεχωριςτά.  

- Επωάςτθκε το μίγμα για 5 ϊρεσ και  

- Μετρικθκαν τα αναγωγικά ςάκχαρα με τθν μζκοδο DNS και 

προςδιορίςτθκε θ ςχετικι ενεργότθτα ςε κάκε κερμοκραςία ωσ 

ποςοςτό επί τθσ μζγιςτθσ μετροφμενθσ υδρολυτικισ δράςθσ. 

Για τθν εφρεςθ τθσ κερμοκραςιακισ ςτακερότθτασ θ πρωτεΐνθ παρζμεινε ςτο 

κερμοκραςιακό εφροσ 30-90°C για 1,8 και 24 ϊρεσ και ςτθν ςυνζχεια 

προςδιορίςτθκε θ ενηυμικι δραςτθριότθτα. 

 

2.10 Εφρεςθ βζλτιςτου pH δράςθσ και προςδιοριςμόσ 

ςτακερότθτασ του ενηφμου ςε διάφορα pH  (pH-optimum και pH-

stability) 

 

Για τθν εφρεςθ του βζλτιςτου pH δράςθσ, θ λιχενάνθ διαλυτοποιθκθκε ςε 

διαωορετικά ρυκμιςτικά διαλφματα με pH 3-11. Συγκεκριμζνα για pH 3-7 

χρθςιμοποιικθκε ρ.δ 0.1 Μ κιτρικό-ωωςωορικό για pH 7-9 χρθςιμοποιικθκε 
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ρ.δ 0.1 Μ  Tris-HCl και τζλοσ, για pH 9-11 χρθςιμοποιικθκε ρ. δ  0.1 Μ 

γλυκίνθσ-NaOH. 

Ακολοφκθςε επϊαςθ με τθν πρωτεΐνθ για 5 ϊρεσ ςτουσ 60°C και ςτθ 

ςυνζχεια μετρικθκαν τα αναγωγικά ςάκχαρα με τθν μζκοδο DNS.  

Για τον προςδιοριςμό τθσ ςτακερότθτασ ςε διαωορετικά pH, θ πρωτεΐνθ 

επωαςτθκε ςε κερμοκραςία 4 °C  για 1,8 και 24 ϊρεσ  ςτα ρυκμιςτικά  

διαλφματα που αναωζρκθκαν και πιο πάνω (pH 3-11).  Ακολοφκθςε μζτρθςθ 

τθσ ενηυμικισ δραςτικότθτασ ςτισ βζλτιςτεσ ςυνκικεσ δράςθσ. 
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III. ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ 

 

 

Σε προθγοφμενθ εργαςία που είχε πραγματοποιθκεί ςτο Εργαςτιριο 

βιοτεχνολογίασ τθσ ςχολισ Χθμικϊν μθχανικϊν του Εκνικοφ Μετςοβίου 

Ρολυτεχνείου είχε γίνει αναηιτθςθ τθσ νουκλεοτιδικισ αλλθλουχίασ που 

κωδικοποιεί μια πρωτεΐνθ τθσ οικογενείασ GH61 (StCel61) ςτο γονιδίωμα του 

S.thermophile. Μετά θ νουκλεοτιδικι αλλθλουχία ενιςχφκθκε με τθν τεχνικι 

PCR χρθςιμοποιϊντασ γονιδιακό DNA του  S. Thermophile, κλωνοποιικθκε ςε 

πλαςμιδιακοφσ ωορείσ, ζγινε μεταςχθματιςμόσ επιδεκτικϊν κυττάρων P. 

pastoris και τζλοσ επιλζχτθκε ο κατάλλθλοσ κλϊνοσ για τθν ζκωραςθ και τθν 

παραγωγι τθσ StCel61. 

 

 

1. Παραγωγι και κακαριςμόσ τθσ StCel61 

 

Μετά τθν παραγωγι του ενηφμου ςε καλλιζργειεσ μικρισ κλίμακασ, 

πραγματοποιικθκαν καλλιζργειεσ μεγάλθσ κλίμακασ ςε κωνικζσ ωιάλεσ 

τφπου Erlenmeyer χωρθτικότθτασ 1L. Οι καλλιζργειεσ αυτζσ διιρκθςαν 5 

μζρεσ, χρόνοσ που κεωρικθκε επαρκισ για τθν παραγωγι ικανοποιθτικισ 

ποςότθτασ ενηφμου. Μετά τισ 5 θμζρεσ, οι καλλιζργειεσ  ωυγοκεντρικθκαν 

και ςυλλζχτθκε το υπερκείμενο. Το υπερκείμενο διθκικθκε υπό κενό με 3 

ωίλτρα κατά ςειρά ελλατοφμενθσ διαμζτρου πόρων προκειμζνου να 

απορριωκοφν τυχόν κυτταρικά κραφςματα που παρζμειναν από τθν 

ωυγοκζντρθςθ. ακολοφκθςε υπερδιικθςθ, προκειμζνου να ςυμπυκνωκεί το 

διάλυμα και να απομακρυνκοφν από αυτό μικροφ μοριακοφ βάρουσ 

πρωτεΐνεσ (κάτω των 10kDa) και άλλεσ διαλυτζσ ενϊςεισ όπωσ ςάκχαρα, 

νουκλεοτίδια και μθ υδατικοί διαλφτεσ. Μετά το πζρασ τθσ υπερδιικθςθσ, το 

ςυμπυκνωμζνο διάλυμα πρωτεϊνϊν, εξιςορροπικθκε με διάλυμα TALON με 

τθ μζκοδο διαπίδυςθσ από θμιπερατζσ μεμβράνεσ κυτταρίνθσ, το οποίο 

χρθςιμοποιικθκε και ςτθν χρωματογραωία ςυγγζνειασ ακινθτοποιθμζνου 

μετάλλου που ακολοφκθςε, διαδικαςία θ οποία ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν 

πλιρθ απομόνωςθ και κακαριςμό τθσ αναςυνδυαςμζνθσ πρωτεΐνθσ. 

 Θ αναςυνδυαςμζνθ πρωτεΐνθ περιζχει 6 κατάλοιπα ιςτιδίνθσ τα οποία ζχουν 

αρνθτικό ωορτίο. Θ χρωματογραωία πραγματοποιικθκε παρουςία 

ιμιδαηολίου, ςε ςτιλθ κοβαλτίου που ζχει αρνθτικό ωορτίο. Ζτςι, υπιρξε 
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ιςχυρι ζλξθ μεταξφ του αρνθτικοφ και του κετικοφ ωορτίου, γεγονόσ που 

οδιγθςε τθν πρωτεΐνθ StCel61 να προςδεκεί ιςχυρά ςτθ ςτιλθ, ενϊ όλεσ οι 

υπόλοιπεσ πρωτεΐνεσ εκλοφκθκαν από αυτιν. Στθ ςυνζχεια, το 

αναςυνδυαςμζνο ζνηυμο εκλοφκθκε από τθ ςτιλθ με αυξανόμενθ 

ςυγκζντρωςθ ιμιδαηολίου (0-100mM), λόγω του ότι το ιμιδαηόλιο 

ανταγωνίηεται τθν αναςυνδυαςμζνθ πρωτεΐνθ ωσ προσ τισ κζςεισ πρόςδεςθσ 

ςτθ ςτιλθ. 

Στθ ςυνζχεια αωοφ ολοκλθρϊκθκε θ χρωματογραωία ακινθτοποιθμζνου 

μετάλλου, πραγματοποιικθκε κάκετθ θλεκτροωόρθςθ ςε πικτωμα 

πολυακρυλαμιδίου (SDS-PAGE) ςε δείγμα που ςυλλζχτθκε από το 

ςυμπυκνωμζνο διάλυμα πρωτεϊνϊν μετά τθν υπερδιικθςθ και ςε δείγμα που 

ςυλλζχτθκε από τθν αναςυνδυαςμζνθ πρωτεΐνθ που εκλοφςτθκε από τθν 

ςτιλθ κοβαλτίου. 

 

             1    2     3      4 

 
 

Εικόνα 19. SDS-PAGE τθσ StCel61. 1/ πρότυπο διάλυμα μίγματοσ πρωτεϊνϊν 

γνωςτοφ μοριακοφ βάροσ, 2/εξωκυτταρικό υγρό τθσ καλλιζργειασ 

αναςυνδυαςμζνθσ P. Pastoris, 3/ ζξοδοσ ςτιλθσ TALON και 4/ κακαρι 

StCel61. 

 

 

Από τα αποτελζςματα τθσ θλεκτροωόρθςθσ, που ωαίνονται παραπάνω, το 

μοριακό βάροσ είναι περίπου 60 kDa. Ραρουςιάηει ςθμαντικι διαωορά από 

το κεωρθτικό υπολογιηόμενο που είναι 33.2 kDa. Το γεγονόσ αυτό οωείλεται 

14.4 

18.4 

25.0 

35.0 

45.0 

66.2 
116.0 
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ςτθν γλυκοηυλίωςθ τθσ αναςυνδυαςμζνθσ πρωτεΐνθσ από τθν P. Pastoris 

κατά τθν διάρκεια  μετά-μεταωραςτικων τροποποιιςεων.  

Το ωαινόμενο τθσ γλυκοηυλίωςθσ  ζχει αναωερκεί και ςε άλλεσ εργαςίεσ που 

χρθςιμοποιοφν ωσ ςφςτθμα ετερόλογθσ ζκωραςθσ τθν P. Pastoris όπωσ ςτθν 

ζκωραςθ τθσ καταλυτικισ υπομονάδασ τθσ γλυκοαμυλάςθσ από τον 

Aspergillus awamori (Heimo et al., 1997). 

Με τθν βοικεια προγραμμάτων πρόβλεψθσ κζςεων γλυκοηυλίωςθσ 

διακζςιμων ςτο διαδίκτυο (NetOGlyc 3.1 Server + Net Glyc) διακρίκθκαν 1  

πικανζσ κζςεισ Ν-γλυκοηυλίωςθ και 23 Ο-γλυκοηυλίωςθ ςτθν αλλθλουχία τθσ 

πρωτεΐνθσ γεγονόσ που εξθγεί τθν γλυκοηυλίωςθ και κατά ςυνζπεια αφξθςθ 

του μοριακοφ τθσ βάροσ. 

Ακόμθ με τθν μζκοδο Lowry προςδιορίςτθκε θ ςυγκζντρωςθ τθσ πρωτεΐνθσ, 

και ιταν 1.477 mg/ml. 

 

2. Βζλτιςτθ κερμοκραςία δράςθσ και κερμοςτακερότθτα τθσ StCel61 και 

ςτακερότθτα του ςε διαφορετικζσ κερμοκραςίεσ  

 

Για τθν εφρεςθ τθσ βζλτιςτθσ κερμοκραςίασ δράςθσ τθσ StCel61, 

πραγματοποιικθκε αντίδραςθ τθσ με λιχενάνθ 0.5% (w/v) ςε διαωορετικζσ 

κερμοκραςίεσ (30-90°C). Θ αντίδραςθ διιρκθςε 5 ϊρεσ  και θ μζγιςτθ 

κερμοκραςία παρατθρικθκε ςτουσ 65°C. Θεωρικθκε ότι θ StCel61  ςε αυτι 

τθ κερμοκραςία παρουςιάηει το 100% τθσ δραςτικότθτασ τθσ και με βάςθ 

αυτιν ορίςτθκαν τα ποςοςτά ςχετικισ δραςτικότθτασ τθσ ςτισ υπόλοιπεσ 

κερμοκραςίεσ. 

Πςον αωορά τθ ςτακερότθτα τθσ πρωτεΐνθσ μετά από επϊαςθ 5 ωρϊν ςτισ 

διαωορετικζσ κερμοκραςίεσ 40, 50,60,65 και 70°C οι ςχετικζσ ενεργότθτεσ 

ιταν αντίςτοιχα 30,53,97,100 και 22%.   
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Διάγραμμα 2 . ΢χετικι ενεργότθτασ(%) τθσ StCel61    ςε υπόςτρωμα 

λιχενάνθσ και ςε κερμοκραςίεσ 30-90°C 

 

 

3. Βζλτιςτο pH δραςτικότθτασ τθσ StCel61 και ςτακερότθτα ςε 

διαφορετικά pH 

 

Μετά τισ αντιδράςεισ που πραγματοποιικθκαν ςτο υπόςτρωμα τθσ λιχενάνθσ 

παρατθρικθκε ότι θ πρωτεΐνθ StCel61 παρουςιάηει μζγιςτθ δραςτικότθτα ςε 

pH= 8.  Στο pH αυτό, κεωρικθκε ότι θ StCel61 παρουςιάηει το 100% τθσ 

ςχετικισ δραςτικότθτασ τθσ, και με βάςθ αυτό ορίςτθκαν τα ποςοςτά 

ςχετικισ δραςτικότθτασ τθσ ςτα υπόλοιπα pH. Ακόμθ, παρατθρικθκε 

ςταδιακθ μείωςθ τθσ δραςτικότθτασ τθσ πρωτεΐνθσ εκατζρωκεν του pH 8.   

Σε ότι αωορά τθ ςτακερότθτα ςε εφροσ pH,  μετά από 5 ϊρεσ επϊαςθσ ςε pH 

4, 5, 6, 7, 8, 9 και 10 τα αντίςτοιχα ποςοςτά ςχετικισ ενεργότθτασ ιταν 54, 

73, 81, 82, 100, 61 και 41%.  
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Διάγραμμα 3. ΢χετικι ενεργότθτα(%) τθσ StCel61 ςε υπόςτρωμα λιχενάνθσ  

ςε pH 3-11 

 

4. Ανίχνευςθ ενεργότθτασ ςε υποςτρϊματα πολυςακχαριτϊν 

Θ ενηυμικι ενεργότθτα μετρικθκε με τθν ποςότθτα απελευκερωμζνων  

αναγωγικϊν ςακχάρων από αντίδραςθ ςε πολυςακχαριτικά υποςτρϊματα με 

τθν μζκοδο του δινιτροςαλικυλικοφ οξζοσ. Για τθν ανίχνευςθ τθσ ενεργότθτασ 

τθσ StCel61 χρθςιμοποιικθκε μια μεγάλθ ποικιλία πολυςακχαριτϊν. Τα 

αποτελζςματα παρουςιάηονται  ςτον παρακάτω πινάκα 
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Πινάκασ 7. Προςδιοριςμόσ δραςτικότθτασ τθσ StCel61 ςε μια ποικιλία 

πολυςακχαριτϊν 

 

υπόςτρωμα Αναγωγικά ςάκχαρα (μmol/min.g 

protein) 

CMC 27±0.2 

HEC 3±0.3 

HPMC 0 

Β-γλουκανθ κρικαριοφ 28±1.6 

λιχενάνθ 27.6±0.2 

λαμιναρίνθ 0 

Μικροκρυςταλλικι κυτταρίνθ  0 

Αραβινοξυλάνθ ςίτου 26±4.8 

Ξυλάνθ οξιάσ 20.4±1.2 

Αραβικό κόμμι 0 

χιτίνθ 0 

 

Ραρατθρικθκε αςκενισ υδρολυτικι δράςθ ςτα υποςτρϊματα CMC, β-

γλουκάνθ κρικαριοφ, λιχενάνθ, αραβινοξυλάνθ ςίτου και ξυλάνθ οξιάσ. Δεν 

ανιχνεφτθκε καμία δράςθ ςτα υποςτρϊματα  λαμιναρίνθ , μικροκρυςταλλικι 

κυτταρίνθ, αραβικό κόμμι, χιτίνθ και HPMC. 
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IV. ΢ΤΜΠΕΡΑ΢ΜΑΣΑ 

Θ απομόνωςθ και ο χαρακτθριςμόσ ενηφμων, με κφρια δράςθ τθν 

αποικοδόμθςθ των λιγνινοκυτταρινοφχων υλικϊν, είναι μεγάλθσ ςθμαςίασ 

δεδομζνου ότι θ κυτταρίνθ αντιπροςωπεφει τθν πιο άωκονθ πθγι οργανικοφ 

άνκρακα και μπορεί να χρθςιμοποιθκεί ςε διάωορεσ βιοτεχνολογικζσ 

εωαρμογζσ. Για παράδειγμα μπορεί να μετατραπεί ςε αικανόλθ θ οποία 

χρθςιμοποιείται ωσ καφςιμο. Οι κερμόωιλοι κυτταρινολυτικοί μφκθτεσ  

αποτελοφν ςθμαντικι πθγι βιοκαταλυτϊν που είναι κερμοςτακεροί και 

ανκεκτικοί ςε υψθλζσ κερμοκραςίεσ. Αυτό το γεγονόσ τουσ κακιςτά 

κατάλλθλουσ ςτθ βιομθχανία για βιοδιεργαςίεσ που απαιτοφν τζτοιεσ 

ςυνκικεσ λειτουργίασ. 

Στθν παροφςα διπλωματικι εργαςία, μια GH61 από το κερμόωιλο μφκθτα 

Sporotrichum thermophile, θ StCel61, κλωνοποιικθκε και εκωράςτθκε ςτθν 

μεκυλότροωθ ηφμθ Pichia pastoris. Ο  χαρακτθριςμόσ τθσ αναςυνδυαςμζνθσ 

πρωτεΐνθσ ανζδειξε ζνα ζνηυμο με αυξθμζνθ αντοχι ςε υψθλζσ 

κερμοκραςίεσ και pH. Θ αναςυνδυαςμζνθ πρωτεΐνθ παρουςίαηε μζγιςτθ 

δραςτικότθτα ςε κερμοκραςία 65°C και ςε τιμι pH 8. Αυτζσ οι ιδιότθτεσ 

εξαςωαλίηουν τθν χριςθ ενηφμου ςε βιοτεχνολογικζσ εωαρμογζσ που 

απαιτοφν υψθλζσ κερμοκραςίεσ και υψθλό pH. Επιπρόςκετα, θ 

ανκεκτικότθτα ςε διάωορεσ τιμζσ κερμοκραςιϊν ανζδειξε ζνα κερμοςτακερό 

ζνηυμο, το οποίο μετά από 5 ϊρεσ επϊαςθσ ςτουσ 60°C διατθρεί το 97% τθσ 

ενεργότθτασ του.    

Επίςθσ εξετάςτθκε θ ικανότθτα τθσ StCel61 να υδρολφει ποικιλία 

πολυςακχαριτϊν. Βρζκθκε αςκενισ υδρολυτικι δράςθ ςε οριςμζνουσ 

πολυςακχαρίτεσ (CMC, β-γλουκάνθ κρικαριοφ, λιχενάνθ, αραβινοξυλάνθ 

ςίτου και ξυλάνθ οξιάσ), και ςε ςφγκριςθ με αυτι άλλων γλυκοηυλ-

υδρολαςϊν κρίκθκε πολφ χαμθλι. Για παράδειγμα, θ δραςτικότθτα ςε 

καρβοξυμεκυλ-κυτταρίνθ (CMC) είναι περίπου 1000 ωορζσ χαμθλότερθ από 

αυτι άλλων χαρακτθριςμζνων ενδογλουκαναςϊν από το μφκθτα T. Reesei 

(Δθμαρόγονα). 

 

Θ  ανιχνευμζνθ υδρολυτικι ικανότθτα τθσ StCel61, κατά ςυνζπεια δεν μπορεί 

να κεωρθκεί ωσ θ βαςικι δραςτικότθτα τθσ ςτθν ωφςθ. 
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