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1. ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Οι πολυκυκλικοί αρωματικοί υδρογονάνθρακες είναι μια μεγάλη ομάδα χημι-

κών ουσιών με δύο ή περισσότερους αρωματικούς δακτυλίους. Οι φυσικοχημικές 

τους ιδιότητες έχουν επιπτώσεις τόσο στον άνθρωπο, όσο και στο περιβάλλον. Για το 

λόγο αυτό όλο και πιο έντονο γίνεται το ενδιαφέρον της επιστημονικής κοινότητας 

για τη διερεύνηση των μεθόδων αποδόμησης των ουσιών αυτών.    

 Το βακτήριο Pseudarthrobacter phenanthrenivorans Sphe3 απομονώθηκε από 

μία περιοχή της Ηπείρου, που είναι μολυσμένη από το κρεόζωτο. Είναι ικανό να με-

ταβολίζει τους πολυκυκλικούς αρωματικούς υδρογονάνθρακες, όπως το φαινανθρέ-

νιο. Το γεντισικό οξύ αποτελεί ενδιάμεσο μεταβολίτη, κλειδί στην αερόβια βακτηρια-

κή αποδόμηση αρωματικών ενώσεων.      

 Στην παρούσα εργασία, ένα γονίδιο μήκους 1112 bp, που κωδικοποιεί την 1,2-

διοξυγονάση του γεντισικού οξέος κλωνοποιήθηκε στον πλασμιδιακό φορέα pET29c 

και υπερεκφράστηκε στα βακτηριακά κύτταρα Escherichia coli BL21. Στη συνέχεια, 

πραγματοποιήθηκε καθαρισμός του ενζύμου με στήλη αγχιστείας Ni
2+

-NTA και με-

λετήθηκαν τα βιοχημικά του χαρακτηριστικά. Η 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέ-

ος ακολουθεί κινητική Michaelis-Menten. Οι τιμές Km και kcat/Km για το γεντισικό ο-

ξύ είναι 24.9 μΜ και 28.75 s
-1

 M
-1

 10
3
, αντίστοιχα. Η δραστικότητα του ενζύμου είναι 

βέλτιστη στους 50
ο
C και σε εύρος τιμών pH 7.5-8. Η δραστικότητα αυξάνεται μετά 

από επώαση του ενζύμου σε 0.2 mM Fe
2+

/L-ascorbate για 30 min. H o-φαινανθρολί-

νη παρουσιάζει ισχυρή ανασταλτική δράση, καθώς επίσης και τα ιόντα Cu
2+

, Ni
2+

 σε 

μικρότερο βαθμό. 
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2. SUMMARY 

Polycyclic aromatic hydrocarbons are a large group of chemicals with two or 

more aromatic rings. Their physicochemical properties affect both humans and the 

environment. This is why the scientific community is increasingly interested in 

exploring the methods of degradation of these substances.     

 The bacterium Pseudarthrobacter phenanthrenivorans Sphe3 was isolated 

from a region of Epirus contaminated with creosote. It is capable of degrading 

polycyclic aromatic hydrocarbons, such as phenanthrene. Gentisic acid is an 

intermediate metabolite, key in the aerobic bacterial degradation of aromatic 

compounds.           

 In the present study, an 1112 bp gene encoding gentisate dioxygenase was 

cloned into the plasmid vector pET29c and overexpressed in Escherichia coli BL21 

bacterial cells. Thereafter, the enzyme was purified by Ni
2+

-NTA affinity column and 

its biochemical characteristics were studied. Gentisate dioxoxygenase follows 

Michaelis-Menten kinetics. The values of Km and kcat/Km for gentisic acid are 24.9 

μM and 28.75 s
-1

 M
-1

 10
3
, respectively. The activity of the enzyme is optimal at 50°C 

and pH 7.5-8. The activity is increased after incubation of the enzyme in 0.2 mM 

Fe
2+

/L-ascorbate for 30 min. O-phenanthroline has a strong inhibitory effect, as well 

as Cu
2+

, Ni
2+

 to a lesser influence. 
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3. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

3.1 Πολυκυκλικοί Αρωματικοί Υδρογονάνθρακες 

Οι πολυκυκλικοί αρωματικοί υδρογονάνθρακες (Polycyclic Aromatic 

Hydrocarbons, PAHs) είναι χημικές ενώσεις, που αποτελούνται από δύο ή περισσότε-

ρους ενωμένους αρωματικούς δακτυλίους με άτομα άνθρακα και υδρογόνου 

(Agarwal et al., 2009). Οι ενώσεις αυτές δεν περιέχουν ετεροάτομο και δεν φέρουν υ-

ποκαταστάτες. Οι PAHs είναι ευρέως διαδεδομένοι οργανικοί ρύποι. Ορισμένοι από 

αυτούς θεωρούνται μεταλλαξιογόνες ή/και καρκινογόνες ενώσεις και συνδέονται με 

προβλήματα υγείας, όπως ο καταρράκτης, η βλάβη σε νεφρά και ήπαρ, ακόμη και ί-

κτερο. Έτσι, τα τελευταία χρόνια η επιστημονική κοινότητα έχει στρέψει το ενδιαφέ-

ρον της στη μελέτη των ενώσεων αυτών (Takada et al., 1990; Lee and Lee, 2004; 

Boonyatumanond et al., 2007; Hassanien and Abdel-Latif, 2007).   

 Οι PAHs σχηματίζονται κατά κύριο λόγο από την ατελή καύση των καυσί-

μων, που περιέχουν άνθρακα, όπως το ξύλο, το κάρβουνο, το πετρέλαιο, το λίπος και 

ο καπνός (Baek et al., 1991) σε υψηλή θερμοκρασία (500-800
ο
C) (Haritash et al., 

2009) και άλλων οργανικών υλικών (Yunker et al., 2002) σε χαμηλή θερμοκρασία 

(100-300
ο
C) (Haritash et al., 2009). Επίσης, σχηματίζονται κατά τη διάρκεια θερμι-

κής αποσύνθεσης των οργανικών μορίων και του επακόλουθου ανασυνδυασμού τους 

(Haritash et al., 2009). Oι PAHs με περισσότερους από τέσσερις δακτυλίους προέρχο-

νται κυρίως από πυρετογόνες πηγές (Dahle et al., 2003). Η διαλυτότητα και η τάση α-

τμών των PAHs μειώνεται, καθώς αυξάνεται το μοριακό τους βάρος. Συνεπώς, οι 

PAHs με τρεις ή περισσότερους δακτυλίους έχουν χαμηλή διαλυτότητα στο νερό και 

χαμηλή τάση ατμών. Στην Εικόνα 3.1 παρουσιάζονται οι χημικές δομές μερικών από 

τους πιο ευρέως γνωστούς PAHs (Haritash et al., 2009). Εξαιτίας των προαναφερθέ-

ντων ιδιοτήτων τους, οι PAHs συναντώνται στο περιβάλλον, κυρίως στο έδαφος και 

τα ιζήματα και συνήθως διασπείρονται με τη βοήθεια του νερού και του αέρα. Η πε-

ριβαλλοντική επιβάρυνση των PAHs οφείλεται κυρίως στην παρουσία τους στο έδα-

φος σε ποσοστό 95% και σε μόλις 0,2% στην ατμόσφαιρα (Smith et al., 1995). Πιθα-

νότατα, αποτελούν τον πρώτο αναγνωρίσιμο περιβαλλοντικό ρύπο. Επιπλέον, έχει 

παρατηρηθεί ότι δεν αποδομούνται εύκολα υπό κανονικές συνθήκες. Συνεπώς, δεν εί-

ναι μόνο η παραμονή τους σε όλα τα συστατικά του περιβάλλοντος, που έχει προκα-

λέσει μεγάλη ανησυχία, αλλά επίσης και η αντίστασή τους στην βιοαποδόμηση και η 
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καρκινογόνος δραστηριότητά τους. Οι  PAHs αποτελούν τους κύριους ρυπαντές του 

αέρα γι αυτό το λόγο και ο τελικός αποδέκτης όλων των χημικών ουσιών είναι το έ-

δαφος (Haritash et al., 2009). Η πορεία τους στο έδαφος περιλαμβάνει την φωτοοξεί-

δωση, τη χημική οξείδωση, την απορρόφηση από σωματίδια του εδάφους και την μι-

κροβιακή αποδόμηση (Wild et al., 1995).   

 

   

 

Εικόνα 3.1 Οι χημικές δομές των πιο γνωστών PAHs (Haritash et al., 2009). 

 

 

           Οι PAHs μπορούν να φθάσουν στα επιφανειακά ύδατα με διάφορους τρόπους, 

όπως είναι: οι ατμοσφαιρικές κατακρημνίσεις, τα αστικά λύματα, τα βιομηχανικά α-

πόβλητα και οι διαρροές πετρελαίου. Λόγω της χαμηλής διαλυτότητάς τους στο νερό 

και της ισχυρής υδρόφοβης φύσης τους, οι εν λόγω προσμείξεις τείνουν να συσσωμα-

τώνονται με συγκεκριμένα υλικά του υδάτινου περιβάλλοντος, τα οποία καταλήγουν 

στα ιζήματα. Στα ποτάμια, τα ιζήματα μπορούν να λειτουργήσουν ως χώροι προσω-

ρινής αποθήκευσης των PAHs. Στην περίπτωση όμως των μη φυσιολογικών συνθη-
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κών, οι ενώσεις αυτές μπορούν να επαναιωρηθούν, να διαλυθούν ξανά και να επανέλ-

θουν στη βιοδιαθεσιμότητα. Οι οργανισμοί που ζουν σε περιβάλλοντα μολυσμένα με 

ΡΑΗs μπορούν να απορροφήσουν αυτές τις ενώσεις μέσω της επιφάνειας του σώμα-

τός τους ή με την κατάποση των μολυσμένων ιζημάτων ή σωματιδίων και τη μετέπει-

τα μεταφορά τους μέσω του υδάτινου τροφικού πλέγματος. Τα τελευταία χρόνια, όλο 

και περισσότερες μελέτες έχουν επικεντρωθεί στη χρήση χελιών για την παρακολού-

θηση αυτών των επιβλαβών ουσιών. Είναι γνωστό εδώ και πολλά χρόνια ότι, λόγω 

συγκεκριμένων φυσιολογικών και οικολογικών χαρακτηριστικών, τα χέλια βιοσυσ-

σωρεύουν πολλές ουσίες στο μυϊκό τους ιστό (Maes et al., 2007).                 

              Από τεχνικής άποψης είναι ιδιαιτέρως δύσκολο να απομακρυνθούν οι μολυ-

σματικοί παράγοντες που έχουν χαμηλή διαλυτότητα στο νερό (Kim et al., 2005). Ε-

πιπλέον, ορισμένοι περιβαλλοντικοί παράγοντες, όπως ο τύπος και η δομή του εδά-

φους, το pH, η θερμοκρασία και η αλληλεπίδραση των μολυσματικών παραγόντων με 

άλλους υδρογονάνθρακες ή/και βαρέα μέταλλα, μπορούν να παρατείνουν το χρόνο 

παραμονής τους στο περιβάλλον (Bamforth et al., 2005). Ως εκ τούτου, αναπτύσσο-

νται νέες τεχνολογίες, προκειμένου να διαλυθούν αυτές οι μολυσματικές ουσίες. Γι’ 

αυτό το λόγο και πολλές μελέτες έχουν επικεντρωθεί στο να αποκαταστήσουν τα μο-

λυσμένα εδάφη από PAHs. Οι νέες αυτές τεχνικές χρησιμοποιούν μοντέλα ρύπων για 

να επιβεβαιώσουν την απομάκρυνση των μολυσματικών ενώσεων. Ο Οργανισμός 

Προστασίας του Περιβάλλοντος αναφέρει συγκεκριμένους PAHs (ακεναφθένιο, ακε-

ναφθυλένιο, ανθρακένιο, βενζο(α)ανθρακένιο, βενζο(α)πυρένιο, βενζο(β)φθοροανθέ-

νιο, φθορανθένιο, φλουορένιο, ινδενο(1,2,3-cd)πυρένιο, ναφθαλένιο, φαινανθρένιο 

και πυρένιο) στις πιο επικίνδυνες ουσίες, οι οποίες αποτελούν σημαντική απειλή για 

την ανθρώπινη υγεία σε χώρους με επικίνδυνα απόβλητα (Jin et al., 2007).  

              Tα εδάφη και τα ιζήματα μπορούν να αποκατασταθούν από τους PAHs με 

μεθόδους in situ και ex situ. Ωστόσο, από οικονομικής και περιβαλλοντικής άποψης, 

η in situ αποκατάσταση έχει μεγάλη σημασία, γι’ αυτό το λόγο και έχουν γίνει προ-

σπάθειες για να βρεθούν κατάλληλες μη επεμβατικές μέθοδοι αποκατάστασης. Οι in 

situ τεχνολογίες αποκατάστασης του εδάφους από PAHs μπορούν να ταξινομηθούν 

σε δύο τύπους: φυσικοχημικές και βιολογικές. Οι παλιότερες τεχνολογίες βασίζονται 

στην ικανότητα αρκετών μικροοργανισμών να αποδομούν ορισμένες οργανικές ενώ-

σεις με αποδεδειγμένη επιτυχία σε συγκεκριμένα περιβάλλοντα (Peng et al., 2008). 

Παρόλα αυτά, λόγω των ιδιοτήτων των PAHs, οι βασικές τεχνικές που χρησιμοποι-

ούνται για την αποδόμηση των PAHs βασίζονται σε φυσικοχημικές τεχνολογίες. Έ-
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τσι, η απομάκρυνση των PAHs επιτυγχάνεται με εκχύλιση με διαλύτη ή με υπερκρί-

σιμο υγρό ή με ζεστό νερό (Paria et al., 2008; Maturi et al., 2008; Rivas et al., 2009). 

            Η ηλεκτροδιάβρωση είναι μία εναλλακτική λύση για την αποκατάσταση εδά-

φους μολυσμένου από PAHs. Η τεχνολογία αυτή χρησιμοποιείται κυρίως για την εξό-

ρυξη βαρέων μετάλλων, εφαρμόζοντας ηλεκτρικό ρεύμα για την μετακίνηση των μο-

λυσματικών ουσιών. Σήμερα, η εφαρμογή αυτής της τεχνικής μόνη της ή σε συνδυα-

σμό με άλλες τεχνικές, όπως για παράδειγμα το Fenton ή η βιοανάδραση έχει θετικά 

αποτελέσματα στην απομάκρυνση των PAHs. Παρόλο που η αποκατάσταση του εδά-

φους από τους PAHs μέσω της ηλεκτροδιάβρωσης βρίσκεται σε αρχικό στάδιο, πολ-

λοί ερευνητές έχουν αποδείξει την αποτελεσματικότητά της (Pazos et al., 2010). 

 

 

3.1.1 Πηγές PAHs 

 

Οι PAHs προέρχονται είτε από τη φύση, είτε από  τον άνθρωπο. Οι φυσικές 

πηγές περιλαμβάνουν την έκρηξη ηφαιστείων και την καύση δασών και λιβαδιών. Η 

παρουσία των PAHs στο νερό οφείλεται στη μεταφορά των αιωρούμενων σωματιδί-

ων μέσα στα οποία βρίσκονται προσροφημένοι οι PAHs. Στο έδαφος, οι PAHs σχη-

ματίζονται από τη διαγένεση των οργανικών ιζημάτων, από την πυρόλυση του ξύλου 

σε χαμηλές θερμοκρασίες και από τη βιολογική μετατροπή των βιογενών πρόδρομων 

ενώσεων. Γενικά, οι ποσότητες των PAHs που σχηματίζονται στην ατμόσφαιρα είναι 

πολύ μεγαλύτερες (Courter et al., 2007). Συμπερασματικά, τα PAHs βρίσκονται πα-

ντού στο περιβάλλον.         

 Η ανθρώπινη παρουσία θεωρείται ως η κύρια πηγή για την αυξημένη συγκέ-

ντρωση των PAHs στο περιβάλλον. Οι ανθρωπογενείς εκπομπές των PAHs προέρχο-

νται κυρίως από την ατελή καύση ή την πυρόλυση οργανικού υλικού όπως το πετρέ-

λαιο, τα αέρια πετρελαίου, ο άνθρακας και το ξύλο, καθώς και από τις εκπομπές οχη-

μάτων, τα οικιακά απόβλητα και τα βιομηχανικά λύματα (Wang et al., 2010). Επίσης, 

οι αποχετεύσεις, η οδική απορροή, η σκόνη του δρόμου και οι δραστηριότητες που 

σχετίζονται με το πετρέλαιο είναι άλλες σημαντικές πηγές των PAHs (Hu et al., 

2010). Μικρή μερίδα των PAHs προέρχεται επίσης από τυχαίες διαρροές καυσίμων 

(Nesta et al., 2014). Τα βενζινοκίνητα και τα πετρελαιοκίνητα οχήματα καθώς επίσης 

και τα τρένα, τα πλοία και τα αεροπλάνα υπάγονται στις κινητές πηγές, ενώ στις στα-

θερές πηγές ανήκουν οι μηχανές καύσης για την παραγωγή θερμότητας, ηλεκτρισμού 
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και οι διάφορες βιομηχανικές δραστηριότητες, όπως η διύλιση του πετρελαίου, η πα-

ρασκευή ασφάλτου, αλουμινίου, χάλυβα και σιδήρου (Maksic et al., 2006). Στα μεγά-

λα αστικά κέντρα, τα οδικά οχήματα παράγουν μεγάλες ποσότητες PAHs, οι οποίες ε-

ξαρτώνται από το είδος του οχήματος. Είναι γεγονός ότι τα πετρελαιοκίνητα μεταφο-

ρικά μέσα εκπέμπουν 30–100 φορές περισσότερο, PAHs σωματιδιακής μορφής από 

ότι τα καταλυτικά βενζινοκίνητα (Σιταράς, 1998) και ότι τα καταλυτικά αυτοκίνητα 

εκπέμπουν ποσότητες PAHs μικρότερες έως και 25 φορές ανά χιλιόμετρο, από ότι 

αυτά που δεν έχουν καταλύτη (Liu et al., 2007). Η αμόλυβδη βενζίνη, που έχει μεγά-

λο ποσοστό αρωματικών υδρογονανθράκων καθώς και η περιεκτικότητα του καυσί-

μου με ενώσεις που μπορούν να δώσουν ελεύθερες ρίζες έχει ως αποτέλεσμα τη με-

γάλη παραγωγή εκπεμπόμενων PAHs (Mitcell, 1995). Ακόμη οι συνθήκες λειτουργί-

ας της μηχανής καθώς και η παλαιότητα του οχήματος προκαλούν αύξηση των ποσο-

τήτων των PAHs. Συμπερασματικά, το 90% των εκπεμπόμενων PAHs προέρχεται α-

πό ανθρωπογενείς πηγές. 

 

3.1.2 Μεταλλαξιογόνος δράση των PAHs 

 

Οι PAHs διανέμονται στην ατμόσφαιρα και είναι ένας από τους πρώτους α-

τμοσφαιρικούς ρύπους που χαρακτηρίστηκε ως καρκινογόνος παράγοντας. Οι PAHs, 

που εισέρχονται στην ατμόσφαιρα μπορούν να μεταφερθούν σε μεγάλες αποστάσεις 

πριν από την εναπόθεση τους μέσω των ατμοσφαιρικών κατακρημνίσεων πάνω σε ε-

δάφη, βλάστηση ή νερά. Η αύξηση του μοριακού βάρους των PAHs, αυξάνει την 

καρκινογένεση, μειώνοντας την οξεία τοξικότητα. Οι πιο ισχυροί καρκινογόνοι PAHs 

έχουν αναγνωριστεί ότι περιλαμβάνουν βενζο[α]ανθρακένιο, βενζο[α]πυρένιο και δι-

βενζο[ah] ανθρακένιο (Kim et al., 2013). 

Οι PAHs έχουν τοξικές επιδράσεις στους οργανισμούς. Γενικά, οι PAHs ει-

σέρχονται στο περιβάλλον μέσω διαφόρων οδών και συνήθως απαντώνται ως ένα 

μείγμα που περιέχει δύο ή περισσότερες από αυτές τις ενώσεις. Μερικοί PAHs παρά-

γονται από τη βιομηχανία. Η τοξικότητα επηρεάζει τη λειτουργία των κυτταρικών 

μεμβρανών, καθώς και τα ενζυμικά συστήματα. Έχει αποδειχθεί ότι οι ΡΑΗs μπο-

ρούν να προκαλέσουν καρκινογόνες και μεταλλαξιογόνες επιδράσεις και είναι ισχυ-

ροί καταστολείς του ανοσοποιητικού συστήματος. Οι επιπτώσεις, που έχουν κατά-

γραφεί σχετίζονται με την ανάπτυξη του ανοσοποιητικού συστήματος, τη χυμική ανο-
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σία και την αντίσταση στον ξενιστή (Abdel-Shafy et al., 2016).  Η έκθεση του ανθρώ-

που σε PAHs σχετίζεται με μεταλλάξεις, προσθήκες στο DNA και επιπτώσεις στην α-

ναπαραγωγή (Gaspari et al., 2003; Perea et al., 2002). Επίσης, η έκθεση σε PAHs έχει 

μεταλλαξιογόνα και καρκινογόνα αποτελέσματα στα θαλάσσια ασπόνδυλα, τα ψάρια 

και τα αμφίβια (Neff, 1978). Σύμφωνα με τους Bopp and Lettieri, 2007, οι PAHs έ-

χουν την ικανότητα να επηρεάσουν τον παγκόσμιο κύκλο του άνθρακα. Στις αναπτυ-

σσόμενες χώρες, οι PAHs έχουν μεγάλες πιθανότητες να προκαλέσουν καρκίνο του 

πνεύμονα στον άνθρωπο λόγω των οικιακών στερεών αποβλήτων, τα οποία διανέμο-

νται με τη βοήθεια του αέρα (Straif et al., 2006). 

Ο άνθρωπος έρχεται σε επαφή με τους PAHs από το περιβάλλον, την κατανά-

λωση τροφίμων που περιέχουν PAHs, τον καπνό των τσιγάρων ή το παθητικό κάπνι-

σμα σε δημόσιους χώρους (ACGIH, 2005). Πολλοί PAHs που περιέχονται στον κα-

πνό του τσιγάρου, είναι ύποπτα ανθρώπινα καρκινογόνα (Lannerö et al., 2008). Για 

τους μη καπνιστές, η κύρια οδός έκθεσης σε PAHs είναι μέσω των τροφίμων. Ορι-

σμένες καλλιέργειες (όπως σιτάρι, σίκαλη και φακές) μπορούν να συνθέσουν PAHs ή 

να τους απορροφήσουν μέσω του νερού, του αέρα ή του εδάφους (Ciecierska and 

Obiedziński, 2013). Επιπλέον, η πρόσληψη PAHs μπορεί να προκύψει από μολυσμέ-

νο χώμα μέσω της αναπνοής, της δερματικής έκθεσης και της εισπνοή ατμών PAHs 

(Wang et al., 2012). Οι εργαζόμενοι που εισπνέουν καυσαέρια (όπως οι μηχανικοί, οι 

πωλητές δρόμων ή οι οδηγοί οχημάτων) και όσοι ασχολούνται με την εξόρυξη, την 

κατεργασία μετάλλων ή την αποκατάσταση πετρελαίου είναι ιδιαίτερα επιρρεπείς 

στην έκθεση των PAHs (Armstrong et al., 2004; See et al., 2006).  

 

 

3.2 Μικροβιακός μεταβολισμός των PAHs  

 

             Η μικροβιακή δραστηριότητα μπορεί να επηρεαστεί από το είδος του μικρο-

οργανισμού, τις συνθήκες διαλογής και τα γονίδια των οργανισμών. Η παρουσία των 

PAHs και των βαρέων μετάλλων μπορούν να επηρεάσουν τις μικροβιακές κοινότη-

τες. Ως εκ τούτου καθίσταται επιτακτική ανάγκη για την εύρεση νέων μικροβιακών 

κοινοτήτων, οι οποίες θα προσαρμόζονται στο επιβλαβές περιβάλλον. Τα στελέχη 

που συλλέγονται από μολυσμένες περιοχές συνήθως έχουν μεγάλη ικανότητα να δια-

χειριστούν τη μόλυνση από PAHs και βαρέα μέταλλα. Αυτά τα στελέχη μπορούν να 
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ενταχθούν και να χρησιμοποηθούν ως εξωγενή στελέχη σε άλλα μολυσμένα περιβάλ-

λοντα χωρίς όμως να αποφευχθεί ο ανταγωνισμός με τα ήδη υπάρχοντα στελέχη 

(Momose et al., 2008). Τα προαναφερθέντα στελέχη εκτός από το DNA που περιέ-

χουν, το οποίο δίνει τη δυνατότητα αποκατάστασης από τη μόλυνση από PAHs και 

βαρέα μέταλλα, συνήθως περιέχουν και γονίδια ανθεκτικότητας και αποδόμησης, τα 

οποία μπορούν να απομονωθούν και να ανασυνδυαστούν, ώστε να ενισχυθεί η απο-

τελεσματικότητα της αποκατάστασης (Farmer et al., 2003; Haritash et al., 2009; 

Mahmoudi et al., 2011). Για παράδειγμα, η 1-υδροξυ-2-ναφθοϊκή διοξυγονάση, που 

κωδικεύει το αντίστοιχο γονίδιο, απομονώθηκε από το Arthrobacter sp. SA02 και έ-

χει την ικανότητα αποδόμησης του φαινανθρενίου και παίζει σημαντικό ρόλο στην α-

ποδόμηση των ενδιαμέσων των PAHs (Li et al., 2015). Με αυτό τον τρόπο αυξάνο-

νται οι πιθανότητες αποδόμησης των PAHs και των βαρέων μετάλλων από τα μικρό-

βια.            

Είναι γνωστό ότι ένας μεγάλος αριθμός μικροοργανισμών που είναι ικανός να 

αποδομήσει PAHs και βαρέα μέταλλα, περιλαμβάνει βακτήρια και μύκητες (Εικόνα 

3.2). Τα περισσότερα είδη απομονώνονται από μολυσμένα ιζήματα ή από το έδαφος 

(Jiang et al., 2015). Τα πιο γνωστά βακτήρια για την αποδόμηση των PAHs και των 

βαρέων μετάλλων είναι ο Bacillus, η Escherichia και το Mycobacterium. Αυτά απο-

δομούν PAHs, όπως το ανθρακένιο, το ναφθαλένιο, το φαινανθρένιο (Εικόνα 3.3) και 

το πυρένιο, παρουσία βαρέων μετάλλων. Επίσης, οι μικροβιακές κοινότητες που ανα-

πτύσσονται σε φυτά είναι αποτελεσματικές για την αποκατάσταση από βαρέα μέταλ-

λα (Li et al., 2016). Μερικές τεχνικές, όπως η ακινητοποίηση (Huang et al., 2015) και 

η κομποστοποίηση (Poulsen et al., 2010; Tang et al., 2008) μπορούν είτε να προστα-

τεύσουν τα μικρόβια από τα βαρέα μέταλλα και τους PAHs, είτε να ενισχύσουν τη 

δραστηριότητα των μικροοργανισμών, προκειμένου να ενισχυθεί η αποτελεσματικό-

τητα της αποκατάστασης.        
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Εικόνα 3.2 Τα κύρια μονοπάτια αποδόμησης των PAHs από βακτήρια και μύκητες (Bamforth et al., 

2005). 

 

 

 

                         

Εικόνα 3.3. Προτεινόμενο μονοπάτι για τη βακτηριακή αποδόμηση του φαινανθρενίου. 1: 1-υ-δροξυ-

2-ναφθοϊκή διοξυγονάση, 2: 2-καρβοξυβενζοπυροσταφυλική υδρατάση, 3: καρβοξυβενζαλδεϋδική α-

φυδρογονάση. 4: 1-υδροξυ-2-ναφθοϊκή υδροξυλάση, 5: σαλικυλική υδροξυλάση. Τα απλά βέλη υπο-

δεικνύουν αντιδράσεις ενός βήματος, τα διπλά βέλη αντιδράσεις δύο ή περισσότερων βημάτων. TCA, 

τρικαρβοξυλικό οξύ  (Vandera et al., 2012). 
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3.2.1 Μεταβολισμός των PAHs στα βακτήρια 

            Τα βακτήρια έχουν αναπτύξει στρατηγικές για να προσλαμβάνουν την ενέρ-

γεια, που τους είναι απαραίτητη από κάθε ένωση. Λόγω της γρήγορης προσαρμοστι-

κότητάς τους, τα βακτήρια έχουν χρησιμοποιηθεί για την αποδόμηση ή την αποκατά-

σταση των περιβαλλοντικών κινδύνων. Πολλά βακτήρια έχουν βρεθεί ότι αποδομούν 

τους PAHs, με την αποδόμηση του ναφθαλενίου και του φαινανθρενίου να  έχουν με-

λετηθεί εκτενέστερα (Cerniglia, 1992; Peng et al., 2008; Seo et al., 2009; Mallick et 

al., 2011). 

            Τα βιοχημικά μονοπάτια του βακτηριακού μεταβολισμού των PAHs ακολου-

θούν δύο στρατηγικές, οι οποίες εξαρτώνται από την παρουσία ή μη του οξυγόνου. 

Στον αερόβιο καταβολισμό των αρωματικών ενώσεων, το οξυγόνο δεν είναι μόνο ο 

τελικός αποδέκτης ηλεκτρονίων, αλλά και ένα συνυπόστρωμα για την υδροξυλίωση 

και τη διάσπαση του αρωματικού δακτυλίου. Αντίθετα, ο αναερόβιος καταβολισμός 

βασίζεται σε αντιδράσεις αναγωγής. Τις τελευταίες δεκαετίες, ο αερόβιος καταβολι-

σμός των αρωματικών ενώσεων έχει μελετηθεί εκτενώς, ενώ ο αναερόβιος ξεκίνησε 

να μελετάται πρόσφατα. Ωστόσο, οι ανοξικές συνθήκες κυριαρχούν σε πολλά φυσι-

κά ενδιαιτήματα και μολυσμένους τόπους (π.χ. υδροφόροι ορίζοντες και υδρόβια ιζή-

ματα), όπου η βιοαποδόμηση πραγματοποιείται αναερόβια χρησιμοποιώντας εναλ-

λακτικούς αποδέκτες ηλεκτρονίων όπως νιτρικά, θειικά ή σιδηρούχα ιόντα (Foght, 

2008; Carmona et al., 2009).    

            Κατά κύριο λόγο, οι αερόβιες συνθήκες ευνοούν τα βακτήρια για να αποδο-

μήσουν τους PAHs μέσω του μεταβολισμού στον οποίο συμμετέχουν τα ένζυμα, ο-

ξυγονάσες (που περιλαμβάνουν είτε τις μονοοξυγονάσες ή τις διοξυγονάσες). Συνή-

θως, το πρώτο βήμα στην αερόβια βακτηριακή αποδόμηση των PAHs είναι η υδρο-

ξυλίωση ενός αρωματικού δακτυλίου μέσω μιας διοξυγονάσης, με το σχηματισμό 

μιας cis-διϋδροδιόλης, η οποία προσαρμόζεται εκ νέου σε ένα ενδιάμεσο διόλης με τη 

δράση μιας αφυδρογονάσης. Αυτά τα ενδιάμεσα διόλης μπορούν έπειτα να διασπα-

στούν σε ενδοδιόλες ή εξωδιόλες είτε μέσω της ortho-σχάσης, είτε μέσω της meta-

σχάσης, οδηγώντας σε ενδιάμεσα, όπως οι κατεχόλες που τελικά μετατρέπονται σε 

ενδιάμεσα στον κύκλου TCA (Εικόνα 3.4) (Evans et al., 1965; Cerniglia, 1992, Eaton 

et al., 1992; Mueller et al., 1996; Mallick et al., 2011). Η διοξυγονάση είναι ένα πολυ-

σύνθετο ένζυμο, που αποτελείται γενικά από υπομονάδες αναγωγάσης, φερρεδοξίνης 

και οξυγονάσης (Mallick et al., 2011). Τα βακτήρια μπορούν επίσης να αποδομή-
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σουν τους PAHs μέσω του μονοπατιού του κυτοχρώματος P450, παράγοντας trans-

διυδροδιόλες (Sutherland et al., 1990; Moody et al., 2004) ή υπό αναερόβιες συνθή-

κες, π.χ. υπό συνθήκες αναγωγής νιτρικών (Foght, 2008, Carmona et al., 2009). 

 

 

Εικόνα 3.4 Τα κύρια μονοπάτια της αερόβιας αποδόμησης του ναφθαλενίου από βακτήρια (Bamforth 

et al., 2005). 

 

 

           Τα βακτήρια, που αποδομούν το ναφθαλένιο είναι παντού στη φύση και υπάρ-

χουν πολλές αναφορές που το τεκμηριώνουν, συμπεριλαμβανομένης της ερμηνείας 

των βιοχημικών μονοπατιών, των ενζυμικών μηχανισμών και των γενετικών ρυθμί-

σεων (Cerniglia, 1992; Peng et al., 2008; Seo et al., 2009; Lu et al., 2011; Mallick et 

al., 2011). Τα καταβολικά γονίδια του ναφθαλενίου που υπάρχουν στο πλασμίδιο 

NAH7 στο Pseudomonas putida G7 είναι καλά χαρακτηρισμένα (Simon et al., 1993). 

Στο πλασμίδιο NAH7, το καταβολικό γονίδιο του ναφθαλενίου (ΝαΗ) οργανώνεται 

σε δύο οπερόνια: το οπερόνιο nal περιέχει τα γονίδια για τα ένζυμα των αρχικών μο-

νοπατιών που εμπλέκονται στην μετατροπή του ναφθαλενίου σε σαλικυλικό οξύ και 

το οπερόνιο sal που περιέχει τα γονίδια για τα ένζυμα των επόμενων μονοπατιών που 

εμπλέκονται στην μετατροπή του σαλικυλικού οξέος σε πυροσταφυλικό και ακεταλ-

δεϋδη (Simon et al., 1993). Τα οπερόνια ρυθμίζονται από έναν κοινό ρυθμιστή NahR 

και έναν μεταγραφικό ρυθμιστή τύπου LysR. Ο NahR επάγεται παρουσία σαλικυλι-
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κού οξέος που οδηγεί σε υψηλού επιπέδου έκφραση των γονιδίων nah στα βακτήρια 

(Yen et al., 1985; Peng et al., 2008). Υπάρχουν αρκετές αναφορές σχετικά με τις νου-

κλεοτιδικές αλληλουχίες των γονιδίων που κωδικοποιούν τα ένζυμα των αρχικών μο-

νοπατιών σε διαφορετικά στελέχη Pseudomonas και τα γονίδιά τους είναι περισσότε-

ρο από το 90% πανομοιότυπα (Menn et al., 1993; Simon et al., 1993; Yang et al., 

1994; Bosch et al., 2000; Peng et al., 2008). 

           Το γένος Rhodococcus ανήκει στα βακτήρια, που αποδομούν τους PAHs και 

παρουσιάζει μεγάλη καταβολική ικανότητα. Τα Gram θετικά στελέχη του 

Rhodococcus συνήθως εμφανίζουν μόνο τρία δομικά γονίδια, που απαιτούνται για 

την αποδόμηση του ναφθαλενίου (narAa, narAb και narB), σε αντίθεση με τα Gram 

αρνητικά βακτήρια και το Pseudomonas, των οποίων τα καταβολικά γονίδια του να-

φθαλενίου είναι συγκεντρωμένα (Kulakov et al., 2005; Larkin et al., 2005). Έχει δια-

πιστωθεί ότι η περιοχή nar δεν είναι διατεταγμένη σε οπερόνιο, αλλά υπάρχουν αρκε-

τές ομόλογες μεταγραφικές μονάδες σε διαφορετικά στελέχη Rhodococcus, που δια-

χωρίζονται από τις μη ομόλογες αλληλουχίες που περιέχουν άμεσες και αντεστραμ-

μένες επαναλήψεις (Larkin et al., 2005). Τα γονίδια narAa και narAb κωδικεύουν την 

α- και β- υπομονάδα της διοξυγονάσης του ναφθαλενίου (naphtalane dioxygenase, 

NDO). Και οι δύο υπομονάδες της NDO του στελέχους Rhodococcus sp. 

NCIMB12038 έδειξαν αμινοξική ομοιότητα μόνο 30% με τις υπομονάδες της αντί-

στοιχης NDO στο Ρ. putida. Επιπλέον, στα στελέχη Rhodococcus δεν υπάρχει γονί-

διο που είναι παρόμοιο με τα γονίδια που κωδικοποιούν την αναγωγάση μεταφοράς 

ηλεκτρονίων και την φερρεδοξίνη της NDO, όπως στα στελέχη Pseudomonas 

(Kulakov et al., 2005; Larkin et al., 2005). Τα γονίδια narA και narB μεταγράφονται 

ως μία μονάδα μέσω διαφορετικών σημείων έναρξης και η μεταγραφή τους επάγεται 

από την παρουσία του ναφθαλενίου, σε αντίθεση με τα είδη Pseudomonas, στα οποία 

τα καταβολιά γονίδια του ναφθαλενίου, επάγονται από το σαλικυλικό οξύ.  

           Παράλληλα με το ναφθαλένιο υπάρχουν αρκετές αναφορές για την αποδόμη-

ση του φαινανθενίου από διάφορα Gram αρνητικά και Gram θετικά βακτηριακά είδη 

(Peng et al., 2008; Seo et al., 2009; Mallick et al., 2011). Άλλοι PAHs όπως το ανθρα-

κένιο, το φλουορένιο, το ακεναφθένιο και το ακεναφθαλένιο βρίσκονται επίσης σε υ-

ψηλές ποσότητες σε θέσεις μολυσμένες από ΡΑΗs και διάφορα βακτηριακά είδη έ-

χουν τη δυνατότητα να χρησιμοποιούν αυτές τις ενώσεις μεμονωμένα ως μοναδικές 

πηγές άνθρακα και ενέργειας (Moody et al., 2001; Peng et al., 2008; Seo et al., 2009; 

Mallick et al., 2011). Οι PAHs, όπως το πυρένιο και το βενζο[α]πυρένιο (Bap), πα-



 
20 

ρουσιάζουν σημαντική περιβαλλοντική ανησυχία λόγω της εκτεταμένης παραμονής 

και της υψηλής τοξικότητάς τους καθώς και των μεταλλαξιογόνων ή/και καρκινογό-

νων ιδιοτήτων τους (Cerniglia, 1992; Kanaly et al., 2000; Peng et al., 2008; Seo et al., 

2009). Η βιοαποδόμηση των PAHs από μικροοργανισμούς συζητείται επαρκώς και ε-

πίσης, τα μονοπάτια αποδόμησής τους έχουν απεικονιστεί (Kanaly et al., 2000; Peng 

et al., 2008; Seo et al., 2009). Ωστόσο, είναι απαραίτητη η διεξαγωγή περαιτέρω ε-

ρευνών σε διάφορους τομείς της βιοαποδόμησης των PAHs και πιο συγκεκριμένα, 

στους ρυθμιστικούς μηχανισμούς της βιοαποδόμησης των PAHs, τη βιοαποδόμηση 

των PAHs που σχετίζονται με άλλους υδρογονάνθρακες σε μείγματα, καθώς και στις 

αλληλεπιδράσεις μιας σύνθετης μικροβιακής κοινότητας. Όλα αυτά θα μας βοηθή-

σουν στην κατανόηση της οικολογίας των μικροβιακών κοινοτήτων που αποδομούν 

τους PAHs και των μηχανισμών με τους οποίους πραγματοποιείται η βιοαποδόμησή 

τους. Επιπλέον, το αποτέλεσμα θα βοηθήσει στην πρόβλεψη της περιβαλλοντικής τύ-

χης αυτών των επιβλαβών ενώσεων και στην ανάπτυξη εύκολων και οικονομικών 

στρατηγικών βιοανάδρασης στο εγγύς μέλλον. 

 

 

3.2.2 Γεντισικό οξύ  

 

           Το γεντισικό οξύ (2,5 διυδροξυβενζοϊκό οξύ, gentisic acid) είναι βασικό ενδιά-

μεσο και παίζει σημαντικό ρόλο στον αερόβιο βακτηριακό μεταβολισμό πολλών α-

ρωματικών ενώσεων, όπως της β-ναφθόλης (Walker et al., 1965), του σαλικυλικού ο-

ξέος (Crawford et al., 1976) και του 3-, 4-υδροξυβενζοϊκού οξέος (Arima et al., 1955) 

και των PAHs συμπεριλαμβανομένου του φαινανθρενίου (Feng et al., 2012; Seo et 

al., 2007). Η μικροβιακή αποδόμηση του γεντισικού οξέος ξεκινά από την 1,2-διοξυ-

γονάση του γεντισικού οξέος μέσω της αντίδρασης οξυγονολυτικής διάσπασης, όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 3.5 (Sugiyama et al., 1958). Το μηλοπυροσταφυλικό οξύ μετα-

τρέπεται σε κεντρικούς μεταβολίτες είτε απευθείας (Hopper et al., 1968) είτε μετά α-

πό τον ισομερισμό σε φουμαρυλοπυροσταφυλικό οξύ (Crawford et al., 1977), παρέ-

χοντας έτσι άνθρακα και ενέργεια στα βακτήρια, τα οποία συμμετέχουν στην αποδό-

μηση του γεντισικού οξέος ή των προδρόμων του. Επίσης, άλλες περιβαλλοντικά αν-

θεκτικές ενώσεις όπως η m-κρεσόλη, η 2,5-ξυλενόλη και η  3,5-ξυλενόλη (Hopper et 

al., 1970) καθώς επίσης και ορισμένες αλογονωμένες ενώσεις (Hagedorn et al., 1980) 

αποδομούνται με παρόμοιο τρόπο μέσω υποκατεστημένων ενδιαμέσων γεντισικού.  
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Εικόνα 3.5 Μεταβολισμός του 3-υδροξυβενζοϊκού από το P. testosteroni και P. acidovorans (Harpel 

et al.,1990). 

 

 

 

Το μονοπάτι αποδόμησης του γεντισικού οξέος έχει ταυτοποιηθεί από πολλά βακτή-

ρια, στα οποία συμπεριλαμβάνονται τα είδη Bacillus και Pseudomonas (Bayly et al., 

1978). Οι Wheelis et al. (1967) ταυτοποίησαν την πορεία του γεντισικού ως ένα ση-

μαντικό σημείο στο οποίο αποκλίνουν ταξινομικά το P. testosteroni και το P. 

acidovorans. Αυτά τα δύο είδη διαφέρουν στον τρόπο με τον οποίο χρησιμοποιούν το 

3-υδροξυβενζοϊκό οξύ ως υπόστρωμα ανάπτυξης. Το P. testosteroni το μεταβολίζει 

με υδροξυλίωση στον άνθρακα 4 του δακτυλίου για να σχηματίσει πρωτοκατεχοϊκό 

οξύ, ενώ το P. acidovorans με υδροξυλίωση στον άνθρακα 6 του δακτυλίου, για να 

σχηματίσει το γεντισικό οξύ (Εικόνα 3.5). Συνεπώς, το P. testosteroni δεν συνθέτει 

γεντισικό οξύ από το 3-υδροξυβενζοϊκό οξύ, παρόλο που χαμηλά επίπεδα της 1,2-διο-

ξυγονάσης του γεντισικού οξέος και ένζυμα εκφράζονται στην μετέπειτα πορεία. Ο 

ρόλος του γεντισικού οξέος στο μονοπάτι αποδόμησης δεν είναι ακόμη ξεκάθαρος.  
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3.3 Διοξυγονάσες 

 

 Οι οξυγονάσες διαδραματίζουν κεντρικό ρόλο στη βιοαποδόμηση των αρω-

ματικών υδρογονανθράκων από αερόβιους μικροοργανισμούς, συμπεριλαμβανομέ-

νων των PAHs. Οι πιο γνωστές οξυγονάσες είναι είτε στα κυτοχρώματα Ρ450 που πε-

ριέχουν αίμη και καταλύουν απλές υδροξυλιώσεις, είτε οι διοξυγονάσες που ενσω-

ματώνουν και τα δύο άτομα οξυγόνου του μορίου Ο2 στο υπόστρωμα. Γενικά, οι διο-

ξυγονάσες είναι μεταλλοένζυμα που περιέχουν σίδηρο χωρίς αίμη στο ενεργό κέντρο 

και χωρίζονται σε δύο κατηγορίες: 1) τις διοξυγονάσες υδροξυλίωσης του δακτυλίου, 

οι οποίες καταλύουν τη διπλή υδροξυλίωση σε δύο γειτονικούς άνθρακες του υπο-

στρώματος και 2) τις διοξυγενάσες διάσπασης του δακτυλίου, οι οποίες καταλύουν το 

άνοιγμα του δακτυλίου στα κατεχολικά υποστρώματα (Harayama et al., 1992). Οι 

διοξυγονάσες της πρώτης κατηγορίας είναι πολυένζυμα (EC 1.14.12.-), τα οποία α-

ποτελούνται από μια οξυγονάση που συνδέεται με έναν ή δύο μεταφορείς ηλεκτρονί-

ων. Χρησιμοποιούν NAD(P)H ως αναγωγικό και μεταφέρουν ηλεκτρόνια στο ενεργό 

κέντρο για την ενεργοποίηση του διοξυγόνου, που αποτελεί βασική προϋπόθεση για 

την υδροξυλίωση του υποστρώματος. Στις περισσότερες περιπτώσεις, η οξυγονάση 

είναι ένα εξαμερές (α3β3), με την κάθε α-υπομονάδα να περιέχει ένα σύμπλεγμα 

[2Fe-2S] τύπου Rieske και ένα μονοπυρηνικό κέντρο σιδήρου όπου λαμβάνει χώρα η 

αντίδραση διοξυγόνωσης. Οι διοξυγονάσες της πρώτης κατηγορίας εμφανίζονται σε 

διάφορα είδη τόσο σε Gram-θετικά, όσο και σε Gram-αρνητικά βακτήρια. Μέχρι στι-

γμής έχουν αναγνωριστεί πάνω από 1300 διοξυγονάσες της πρώτης κατηγορίας με 

βάση τις ομοιότητες αλληλουχιών που έχουν κατατεθεί στις βάσεις δεδομένων του 

NCBI. Οι τρέχουσες γνώσεις, που βασίζονται σε καλά μελετημένα ένζυμα όπως η 

διοξυγονάση του ναφθαλενίου, υποδεικνύουν ότι οι προαναφερθείσες διοξυγονάσες 

παρουσιάζουν ευρείες εξειδικεύσεις υποστρώματος.     

 Οι διοξυγενάσες της πρώτης κατηγορίας, που ονομάζονται επίσης οξυγονάσες 

μη αιμικού σιδήρου τύπου Rieske είναι πολυένζυμα με δραστικότητα υδροξυλάσης 

και με μία ή δύο πρωτεΐνες, φορείς ηλεκτρονίων. Στις περισσότερες περιπτώσεις, η υ-

δροξυλάση αποτελείται από δύο υπομονάδες, μία α-υπομονάδα περίπου 50 kDa και 

μία β-υπομονάδα περίπου 20 kDa, οι οποίες συγκροτούνται σε ένα ετεροεξαμερές, 

α3β3. Επίσης, μοιράζονται κοινά δομικά χαρακτηριστικά, όπως η τεταρταγής δομή, 

τα συντηρημένα κατάλοιπα τύπου Rieske και τις καταλυτικές περιοχές της α-υπομο-
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νάδας που εμπλέκονται στη σύνδεση των μεταλλικών κέντρων. Ωστόσο, υπάρχει ση-

μαντική διαφορά, μεταξύ της αμινοξικής αλληλουχίας και της δομής των σχετικών 

φορέων των ηλεκτρονίων.        

 Οι Nam et al. (2001) πρότειναν ένα σύστημα ταξινόμησης βασισμένο στις ο-

μοιότητες των αμινοξικών αλληλουχιών των α-υπομονάδων της υδροξυλάσης. Στη 

συνέχεια, οι διοξυγονάσες της πρώτης κατηγορίας οργανώθηκαν σε τέσσερις οικογέ-

νειες πρωτεϊνών με φυλογενετικά κριτήρια, με την κάθε οικογένεια να αντιστοιχεί σε 

διαφορετικό τύπο ενζύμου με παρόμοιες ιδιότητες υποστρώματος. Για παράδειγμα, 

στα ένζυμα τύπου II συναντάμε τις διοξυγενάσες του βενζοϊκού οξέος/τολουολίου, 

στα ένζυμα τύπου III διοξυγονάσες των ΡΑΗs και του ναφθαλενίου και στα ένζυμα 

τύπου IV διοξυγονάσες διφαινυλίου. Τα ένζυμα Τύπου Ι έχουν ως κοινό την υδροξυ-

λάση, που αποτελείται μόνο από α-υπομονάδες και διαφέρουν ως προς τις άλλες οι-

κογένειες στις αλληλουχίες αμινοξέων και την περιοχή του υποστρώματος. Το πλεο-

νέκτημα αυτού του συστήματος ταξινόμησης έγκειται στη δυνατότητα ταξινόμησης 

οποιασδήποτε νέας οξυγονάσης με οποιαδήποτε αμινοξική αλληλουχία, ακόμη και αν 

οι σχετιζόμενοι φορείς ηλεκτρονίων είναι άγνωστοι. Μια τέτοια κατάσταση συναντά-

ται στα βακτηριακά γονιδιώματα, όπου τα καταβολικά γονίδια είναι διασκορπισμένα 

και ειδικά όταν τα γονίδια που κωδικοποιούν την υδροξυλάση δεν βρίσκονται κοντά 

στα γονίδια που κωδικοποιούν τους φορείς ηλεκτρονίων. Αυτό συμβαίνει συχνά σε 

βακτήρια που αποδομούν τους PAHs, όπως είναι τα Mycobacteria και τα 

Sphingomonadaceae. Οι Kweon et al., (2008) πρότειναν ένα πιο εξελιγμένο σύστημα 

ταξινόμησης, το οποίο λαμβάνει υπόψη τις ακολουθίες των φορέων ηλεκτρονίων στη 

φυλογενετική ανάλυση των διοξυγονασών. Εκτός από τις τέσσερις υποκατηγορίες 

των διοξυγονασών που περιγράφηκαν από τους Nam et al. (2001), προσδιορίστηκε 

μια νέα ομάδα που περιλαμβάνει ένζυμα που βρίσκονται στα Gram-θετικά βακτήρια 

και αποδομούν τους PAHs (Saito et al., 2000; Krivobok et al., 2003; Kim et al., 

2006). Ένα ξεχωριστό χαρακτηριστικό των διοξυγονασών τύπου V είναι ότι η φερρε-

δοξίνη τους περιέχει μια συστάδα [3Fe-4S], σε αντίθεση με τις διοξυγονάσες τύπου 

III στα Gram-αρνητικά βακτήρια, τα οποία χρησιμοποιούν τη συστάδα [2Fe-2S]. 

 Από χημικής άποψης, η αρχική οξυγόνωση των αρωματικών δακτυλίων είναι 

το πιο δύσκολο καταλυτικό βήμα στην αερόβια αποδόμηση των PAHs. Οι βακτηρια-

κές διοξυγονάσες καταλύουν την ενσωμάτωση των δύο ατόμων μοριακού οξυγόνου 

σε έναν από τους εξαιρετικά σταθερούς αρωματικούς δακτυλίους, επιτρέποντας έτσι 

την περαιτέρω καταστροφή του μορίου του υποστρώματος, με επακόλουθη αφυδρο-
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γόνωση και διάσπαση δακτυλίου. Ο μηχανισμός της αντίδρασης που καταλύεται από 

τις διοξυγονάσες έχει μελετηθεί λεπτομερώς από τη διοξυγονάση του ναφθαλενίου 

στο Ρ. putida ως ένζυμο μοντέλο, με τη βοήθεια της κρυσταλλικής δομής της οξυγο-

νάσης, η οποία προσδιορίστηκε το 1998 (Kauppi et al., 1998). Η διυδροξυλίωση του 

ναφθαλενίου λαμβάνει χώρα στο ενεργό κέντρο του ενζύμου, στο οποίο ένα ιόν σιδή-

ρου είναι συνδεδεμένο στην α-υπομονάδα μέσω των πλευρικών αλυσίδων των δύο 

καταλοίπων His και Asp. Η αντίδραση περιλαμβάνει την αναγωγή και τη διάσπαση 

του μοριακού οξυγόνου και την επακόλουθη εισαγωγή των ατόμων οξυγόνου στα 

άτομα άνθρακα C-1 και C-2 του υποστρώματος για να δώσει cis-(1R, 2S)-διυδροξυ-

1,2-διϋδροναφθαλένιο. Όπως έχει βρεθεί, η οξυγονάση δεν έχει ενεργότητα απουσία 

οξυγόνου. Ωστόσο, το ναφθαλένιο και το οξυγόνο αντιδρούν με την υδροξυλάση για 

να σχηματίσουν διϋδροδιόλη.  

 Οι διοξυγονάσες, γενικότερα δεν παρουσιάζουν εξειδίκευση υποστρώματος, 

επιτρέποντας στα βακτήρια να αρχίσουν την αποδόμηση ευρέος φάσματος αρωματι-

κών υδρογονανθράκων. Επιπλέον, είναι αξιόλογοι καταλύτες, καθώς συμμετέχουν σε 

διάφορους τύπους οξείδωσης, όπως είναι η  cis-διϋδροξυλίωση, η μονοοξυγόνωση 

και η σουλφοξείδωση. Πολλές από τις αντιδράσεις που καταλύονται από τις διοξυγο-

νάσες της πρώτης κατηγορίας, ειδικά η παραγωγή διαφόρων cis-διυδροαρανεδιολών, 

μπορούν να αξιοποιηθούν στη σύνθεση χρήσιμων προϊόντων για τη χημεία και την 

ιατρική (Hudlicky et al., 1999). Παρά το γεγονός ότι τα ένζυμα αυτά μπορούν να προ-

σβάλλουν ένα ευρύ φάσμα υποστρωμάτων, τα περισσότερα από αυτά δραστηριοποι-

ούνται μόνο σε έναν περιορισμένο αριθμό από τους 16 βασικότερους PAHs και  κυρί-

ως εκείνους που περιλαμβάνουν δύο ή τρεις δακτυλίους.  

 

3.3.1 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέος  

 

           Το γεντισικό οξύ (2,5-διϋδροξυβενζοϊκό οξύ) είναι ένα ενδιάμεσο κλειδί στα 

αερόβια βακτηριακά μονοπάτια, που είναι υπεύθυνα για το μεταβολισμό μεγάλου α-

ριθμού αρωματικών ενώσεων. Το κρίσιμο βήμα αυτών των οδών είναι η εξαρτώμενη 

από οξυγόνο αντίδραση, που καταλύεται από την 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού ο-

ξέος (gentisate dioxygenase), η οποία ανοίγει τον αρωματικό δακτύλιο του γεντισι-

κού, για να σχηματίσει το μηλοπυροσταφυλικό οξύ. Από το γεντισικό οξύ, το κύττα-

ρο παράγει άνθρακα και ενέργεια μέσω της μετατροπής του μηλοπυροσταφυλικού ο-

ξέος σε κεντρικούς μεταβολίτες. Η 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέος έχει επιβε-
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βαιωθεί από το παθογόνο στέλεχος Escherichia coli Ο157: Η7 και αποτελεί τον πρώ-

το δομικό χαρακτηρισμό αυτής της οικογένειας ενζύμων. Η ταυτοποίηση του προϊό-

ντος της αντίδρασης διαπιστώθηκε χρησιμοποιώντας φασματοσκοπία μάζας. Το οπε-

ρόνιο που είναι υπεύθυνο για την αποδόμηση του γεντισικού οξέος σε αυτόν τον ορ-

γανισμό παρουσιάζει υψηλό βαθμό συντήρησης με τα οπερόνια αποδόμησης του γε-

ντιστικού άλλων παθογόνων βακτηρίων, συμπεριλαμβανομένου του Ε. coli Ο103:Η2, 

που παράγει την τοξίνη Shiga, αλλά δεν φαίνεται να υπάρχει σε μη παθογόνα στελέ-

χη. Η απόκτηση του οπερονίου του γεντισικού οξέος μπορεί να αντιπροσωπεύει μια 

ειδική προσαρμογή για την κάλυψη των απαιτήσεων σε άνθρακα υπό συνθήκες περι-

βαλλοντικού στρες και πιθανότατα παρέχει ένα επιλεκτικό πλεονέκτημα για αυτό το 

στέλεχος Ε. coli σε σχέση με τους μη παθογόνους ομολόγους τους (Adams et al., 

2006). 

           Η 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέος (EC.1.13.1.4) είναι ένα ένζυμο που 

καταλύει την αντίδραση: 2,5-διυδροβενζοϊκό + Ο2 και το προϊόν, που παράγεται είναι 

το μηλοπυροσταφυλικό οξύ (Εικόνα 3.6). 

 

 

               

Εικόνα 3.6 Η μετατροπή του γεντισικού οξέος σε μηλοπυροσταφυλικό οξύ, που καταλύεται από τη 

1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέος (Adams et al., 2006).  

 

 

Αυτό το ένζυμο ανήκει στις οξειδοαναγωγάσες, συγκεκριμένα εκείνες, που δρουν σε 

μεμονωμένους δότες οξυγόνου ως οξειδωτικό και ενσωματώνουν δύο άτομα οξυγό-

νου στο υπόστρωμα (οξυγονάσες). Το οξυγόνο, που ενσωματώνεται δεν χρειάζεται 

να προέρχεται από το Ο2. Αυτό το ένζυμο συμμετέχει στον μεταβολισμό της τυροσί-

νης και χρησιμοποιεί ως συμπαράγοντα, το σίδηρο (Boyer et al., 1963, Sugiyama et 

al., 1960). Η 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέος φαίνεται ότι περιέχει Fe
2+

 στο ε-

νεργό κέντρο του Klebsiella pneumoniae M5a1 (Suarez et al., 1996).  

           Στο Silicibacter pomeroyi, το ένζυμο αυτό φαίνεται να είναι μια ομοτριμερής 

πρωτεΐνη. Αυτό έρχεται σε αντίθεση με την ομοτετραμερή ή διμερή πρωτεΐνη των 
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1,2-διοξυγονασών του γεντισικού οξέος. Η 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέος του 

Silicibacter pomeroyi (GDOsp) διαθέτει μια διατηρούμενη τρισδιάστατη δομή της οι-

κογένειας των δικουπινών, σχηματίζοντας ομομετραμερισμό. Ωστόσο, κάθε υπομο-

νάδα της GDOsp περιλαμβάνει δύο σιδηρούχα κέντρα τα οποία βρίσκονται στις δύο 

ομόλογες περιοχές των δικουπινών, αντίστοιχα. Περαιτέρω ανάλυση έδειξε ότι η εν-

ζυμική δραστικότητα της GDOsp εξαρτάται από το μικροπεριβάλλον και τις δύο θέ-

σεις δέσμευσης των μετάλλων. Επιπλέον, κατόπιν δομικής σύγκρισης και λειτουργι-

κής μελέτης σε παραλλαγές της GDOsp, παρουσιάστηκε μια ομάδα βασικών λειτουρ-

γικά καταλοίπων και προτάθηκε ότι το ενεργό κέντρο του ενζύμου βρίσκεται στην α-

μινοτελική περιοχή και πιθανότατα μπορεί να επηρεαστεί από αλλαγές στην περιοχή 

του καρβοξυλίου. Επομένως, η GDOsp μπορεί να αποτελέσει ένα λειτουργικό μο-

ντέλο για τη μελέτη της πρωτεΐνης ή του συμπλέγματός της (Chen et al., 2008). 

 Μέχρι στιγμής, οι γεντισικές διοξυγονάσες έχουν καθαριστεί και χαρακτηρι-

στεί από Ralstonia (Pseudomonas) sp. U2, Klebsiella pneumoniae Μ5α1, 

Corynebacterium glutamicum ATCC 13032, Rhodococcus opacus R7, Sphingomonas 

sp. RW5, Xanthobacter polyaromaticivorans, Pseudomonas alcaligenes NCIB 9867 

(xlnE, xbzE), Haloarcula sp. D1, Haloferax sp. D1227 και Silicibacter (Ruegeria) 

pomeroyi DSS-3. Ωστόσο, λίγα είναι γνωστά για τις γεντισικές διοξυγονάσες στα α-

λόφιλα βακτήρια. Συγκριτικές μελέτες σχετικά με τον χαρακτηρισμό διαφορετικών 

γεντισικών διοξυγενασών στα αλόφιλα βακτήρια θα συμβάλουν στην κατανόηση των 

μονοπατιών αποδόμησης των PAHs (Huang et al., 2015). 

 

 

 

3.4 Pseudarthrobacter phenanthrenivorans Sphe3 

 

Το γένος Arthrobacter βρίσκεται παντού στο περιβάλλον και έχει βρεθεί ότι ε-

μπλέκεται στο μεταβολισμό των ξενοβιοτικών. Αρκετά στελέχη του Arthrobacter 

spp. έχουν την ικανότητα να αποικοδομούν αρωματικές ενώσεις, όπως το 

Arthrobacter phenanthrenivorans Sphe3, το οποίο πρόσφατα μετοονομάστηκε σε 

Pseudarthrobacter phenanthrenivorans, το Arthrobacter sp. W1, το Arthrobacter 

chlorophenolicus A6 και το Arthrobacter sp. SJCon (Ren et al., 2015). Τα είδη του 

γένους αυτού είναι Gram θετικά, υποχρεωτικά αερόβια και χημειοργανοτρόφα. Χρη-
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σιμοποιούν μια ποικιλία υποστρωμάτων στον οξειδωτικό μεταβολισμό τους, όπως η 

νικοτίνη, τα νουκλεϊκά οξέα και άλλα οργανικά μόρια, τα οποία είναι λιγότερο συνη-

θισμένα (Mongodin et al., 2006). Τα είδη του Arthrobacter ανήκουν συνήθως στα βα-

κτήρια του εδάφους, αλλά έχουν απομονωθεί και από άλλα μέρη, όπως βαθιά υπό-

γεια, αρκτικό πάγο, μολυσμένα σημεία από χημικές ουσίες και ραδιενεργά περιβάλ-

λοντα, όπου έχει αναφερθεί ότι ασκούν ενδιαφέρουσες οικολογικές λειτουργίες. Για 

παράδειγμα, ορισμένα είδη Arthrobacter προσαρμόζονται φυσικά για να ανοργανο-

ποιήσουν εντομοκτόνα και ζιζανιοκτόνα, καθιστώντας τα στελέχη αυτά, αρκετά δρα-

στικά στην βιοαποκατάσταση ρυπασμένων υπόγειων υδάτων (Michaud et al., 2004). 

Αυτή η εξέλιξη στην πορεία του μεταβολισμού βασίζεται στην προσαρμοστικότητα 

των γονιδιωμάτων των ειδών Arthrobacter, τα οποία τους επιτρέπουν να αντιμετωπί-

ζουν αποτελεσματικά τις συνθήκες στρες. Η πλαστικότητα των γονιδιωμάτων του 

Arthrobacter επιβεβαιώνεται από την ποικιλομορφία των σχεδόν είκοσι ολόκληρων 

ακολουθιών που έχουν κατατεθεί στις δημόσιες τράπεζες δεδομένων από τον Δεκέμ-

βριο του 2012 (Orlandini et al., 2014). 

Το Pseudarthrobacter phenathrenivorans είναι ένα είδος του γένους 

Arthrobacter και είναι ικανό να μεταβολίζει το φαινανθρένιο ως μοναδική πηγή άν-

θρακα και ενέργειας. Το στέλεχος Sphe3
Τ
 (=DSM 18606

T
=LMG 23796

T
) είναι ένας 

τύπος του Pseudarthrobacter phenanthrenivorans. Απομονώθηκε από την Περίβλε-

πτο, που είναι μία περιοχή μολυσμένη από κρεόζωτο, 12 χιλιόμετρα βόρεια των 

Ιωαννίνων, στην Ήπειρο (Ελλάδα). Στην περιοχή αυτή, η βιομηχανία συντήρησης ξύ-

λου λειτουργεί πάνω από 30 χρόνια. Το στέλεχος Sphe3
Τ
 παρουσιάζει ιδιαίτερο εν-

διαφέρον διότι είναι ικανό να μεταβολίζει το φαινανθρένιο σε συγκεντρώσεις μέχρι 

400 mg/L ως μοναδική πηγή άνθρακα και ενέργειας, με γρηγορότερο ρυθμό από εκεί-

νον που αναφέρεται για τα άλλα είδη Arthrobacter. Είναι ένα θετικό κατά Gram, 

αερόβιο, μη κινητό βακτήριο, όπως αναφέρθηκε και προηγουμένως και παρουσιάζει 

κυτταρικό κύκλο, που κυμαίνεται από βάκιλο σε κόκκο (Εικόνα 3.7), 1.0-1.5*2.5-4.0 

μm. Όταν αναπτύσσεται σε Luria άγαρ (LΑ) σχηματίζει κιτρινωπές αποικίες. Μπορεί 

να αναπτυχθεί σε θερμοκρασίες από 4-37
ο
C αλλά παρουσιάζει βέλτιστη ανάπτυξη 

στους 30-37
ο
C. Αναπτύσσεται σε τιμές pH 6.5-8.5 με τη βέλτιστη τιμή να βρίσκεται 

σε pH 7.0-7.5. Παρουσιάζει ευαισθησία σε διάφορα αντιβιοτικά όπως αμπικιλίνη (20 

mg/L), χλωραμφενικόλη (10 mg/L), ερυθρομυκίνη (10 mg/L), νεομυκίνη (20 mg/L), 

ριφαμπικίνη (10 mg/L), τετρακυκλίνη (10 mg/L). Σε βιοχημικά τεστ που πραγματο-

ποιήθηκαν, παρουσίασε ενεργότητα αμυλάσης, καταλάσης και νιτρικής αναγωγάσης. 
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Οι δοκιμές για διϋδρολάση της αργινίνης, γελατινάση, λιπάση, αποκαρβοξυλάση της 

λυσίνης και της ορνιθίνης, οξειδάσης και ουρεάσης δεν παρουσίασαν ενεργότητα. Ε-

πίσης, δεν παρατηρήθηκε ικανότητα αφομοίωσης του κιτρικού, ούτε παραγωγή H2S. 

Τέλος, δεν παρατηρήθηκε παραγωγή οξέων παρουσία γλυκόζης, λακτόζης ή σακχα-

ρόζης. 

 

Εικόνα 3.7 Ηλεκτρονική μικρογραφία σάρωσης του στελέχους Sphe3
T
 P. phenanthrnivorans 

(Kallimanis et al., 2011). 

 

            Το γονιδίωμα αποτελείται από ένα χρωμόσωμα μήκους 4.250.414 bp με πε-

ριεκτικότητα σε GC 66% (Εικόνα 3.8) και από δύο πλασμίδια, με περιεκτικότητα σε 

GC 62% και τα δύο (Εικόνα 3.9). Το μεγαλύτερο πλασμίδιο έχει μήκος 190.450 bp 

και το μικρότερο 94.456 bp. Από τα 4.288 προβλεπόμενα γονίδια, τα 4.212 ήταν γονί-

δια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες και η πλειοψηφία τους (73.8%) αποδίδεται με υπο-

θετική λειτουργία, ενώ τα υπόλοιπα σημειώνονται ως υποθετικές πρωτεΐνες. Επίσης, 

προσδιορίστηκαν και 77 ψευδογονίδια (Kallimanis et al., 2011). Η νουκλεοτιδική αλ-

ληλουχία των 1520 bp του 16S rRNA γονιδίου του στελέχους Sphe3
T
 ευθυγραμμί-

στηκε με αρκετά ομόλογα από άλλα είδη Arthrobacter. Η συγκριτική ανάλυση 16S 

rRNA γονιδιακής αλληλουχίας έδειξε ότι το στέλεχος Sphe3
T
 ήταν συγγενικό με τα 

στελέχη τύπου Α. oxydans και Α. polychromogenes (ομοιότητα 99 και 98.9% αντί-

στοιχα). Η ευθυγράμμιση της αλληλουχίας του γονιδίου recA του στελέχους Sphe3
T
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με ομόλογα των δύο παραπάνω ειδών αποκάλυψε 91% ομοιότητα (Kallimanis et al., 

2009). 

 

         
Εικόνα 3.8. Κυκλικός χάρτης του χρωμοσώματος. Από το εξωτερικό στο κέντρο: γονίδια στο εμπρό-

σθιο κλώνο (χρωματισμένα ανά κατηγορίες COG), γονίδια στο αντίστροφο κλώνο (χρωματισμένα ανά 

κατηγορίες COG), γονίδια RNA [tRNA (πράσινο), rRNA (κόκκινο), άλλα RNA (μαύρο)] {Kallimanis 

et al., 2011}. 

 

 

 
Εικόνα 3.9. Κυκλικός χάρτης των δύο πλασμιδίων. Από το εξωτερικό στο κέντρο: γονίδια στο εμπρό-

σθιο κλώνο (χρωματισμένα ανά κατηγορίες COG), γονίδια στο αντίστροφο κλώνο (χρωματισμένα ανά 

κατηγορίες COG), γονίδια RNA [tRNA (πράσινο), rRNA (κόκκινο), άλλα RNA (μαύρο)] {Kallimanis 

et al., 2011} 
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3.5 Σκοπός της εργασίας 
 

           Προηγούμενες μελέτες του εργαστηρίου μας για την πορεία καταβολισμού του 

φαινανθρενίου στο στέλεχος Sphe3, έχουν αποδείξει ότι η πορεία προχωράει μέσω 

του σχηματισμού του ο-φθαλικού οξέος το οποίο μετατρέπεται στη συνέχεια σε πρω-

τοκατεχοϊκό οξύ (Vandera et al., 2012; Vandera et al., 2015). Από την in silico όμως 

ανάλυση του γονιδιώματος του Sphe3 προέκυψε ο εντοπισμός ενός πιθανού γονιδίου 

που κωδικεύει την 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέος. Ο σχηματισμός του γεντι-

σικού οξέος όμως δεν προκύπτει από την ως τώρα αποδεδειγμένη πορεία καταβολι-

σμού του φαινανθρενίου. Επομένως, σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η πειρα-

ματική απόδειξη της λειτουργίας της πρωτεΐνης που κωδικεύει το γονίδιο αυτό. Για 

το σκοπό αυτό, πραγματοποιήθηκε η κλωνοποίηση του γονιδίου και ο χαρακτηρισμός 

της δράσης της αντίστοιχης πρωτεΐνης. Σε αυτή τη μελέτη, το γονίδιο της 1,2-διοξυ-

γονάσης του γεντισικού οξέος από το στέλεχος Sphe3 ενισχύθηκε με την τεχνική 

PCR και κλωνοποιήθηκε και υπερεκφράστηκε σε κύτταρα E. coli ΒL21. 
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4. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

4.1 Όργανα – Συσκευές - Υλικά 

Τα όργανα, οι συσκευές και τα υλικά, που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασί-

α, ήταν τα εξής: 

 Αναλυτικός ζυγός: OHAUS 1500 

 Αποστειρωμένες σύριγγες (20ml) 

 Επωαστήρες: 1) με σταθερή θερμοκρασία στους 30
ο
C και 37

ο
C, της εταιρείας 

Memmert, 2) ανακινούμενος με σταθερή θερμοκρασία στους 30
ο
C  και 3) μετα-

βλητής θερμοκρασίας, της εταιρείας Chemical Electronics 

 Κλίβανοι αποστείρωσης: ΤRADE Raypa Steam Sterilizer, Prestige Medical 

SERIES 2100 Media autoclave 

 Κυψελίδες: πλαστικές και χαλαζία  

 Λυοφιλιωτής: SpeedVac SC100 SAVANT Refrigerated Condensation Trap RT 

100 

 Ομογενοοποιητής ιστών: Bertin technologies Minilys  

 Πιπέτες: Autoclavable Nichipet EX II NichiRYO(P2) και Gilson (P20, P200, 

P1000, P5000) 

 Πομπός ακτινοβολίας: 3UV
TM

 Transilluminator UVP Model LMS-2GE 

 Συσκευή ηλεκτροφόρησης DNA: Consort BIORAD 

 Συσκευή ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών: BIORAD 

 Τροφοδοτικό: MAJOR SCIENCE MP-250, Biorad POWER PAC 200 

 Τροφοδοτικό για στήλη: Miniplus 3 Gilson 

 Τρυβλία Petri από την Ιωαννίδη Ελένη 

 Υδατόλουτρο με σταθερή θερμοκρασία στους 16
ο
C 

 Υπέρηχοι: Sonics & Materials Inc. Vibra cell™  

 Φίλτρα διαμέτρου 0.22 μm, της εταιρείας Millipore Express  

 Φυγόκεντροι: Hettich ZENTRIFUGEN ΕΒΑ 12, 12R και ΜΙΚΡΟ 12-24, SIGMA 

2K 15, Centrifuge CR 3i Jouan 

 Φωτόμετρα: UV-1601 UV-VISIBLE SPECTROPHOTOMETER SHIMADZU, 

Quawell Q3000 W   

 Ψυκτικός θάλαμος με σταθερή θερμοκρασία στους -80
ο
C, της εταιρείας Forma 

Scientific 
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 DNA Thermal Cycler: G-STORM ARTHUR McKAY, PTC-100 Programmable 

Thermal Controller MJ Research Inc. Peltier-Effect Cycling 

 Gradient former: BIORAD MODEL 385  

 Microflow biological safety system 

 Nanodrop: Quawell 

 pH-μετρο: HANNA instruments HI 2211 pH/PRPMeter 

 

 

4.2 Χημικές ουσίες 

Οι χημικές ουσίες που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτή την εργασία, ήταν των εταιρειών: 

Ελένη Ιωαννίδη, Lach-Ner PANREAC QUIMICA SAU, Merck, Sigma-Aldrich, 

Fisher chemical, Ambion, Pierce.  

   

 

4.3 Βακτηριακά στελέχη 

Τα βακτηριακά στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη, παρουσιάζο-

νται στον Πίνακα 4.1. 

 

Πίνακας 4.1. Βακτηριακά στελέχη. 

Βακτηριακό στέλεχος Χαρακτηριστικά Αναφορές 

Escherichia coli 
DH5a 

F
-
, φ80dlacΖΔΜ 15, recA1, 

endA1, gyrA96, thi-1, 

hsdR17, (rK
-
, mK

-
), supE44, 

relA1, deoR, Δ (lacZYA-

argF)U169 

Hanahan 1983 

BL21 (DE3) 
F

-
omp T hsdSB (rB

-
mB

-
) gal 

dcm (DE3) 
Novagen 

Pseudarthrobacter 

phenanthrenivorans  
Sphe3 Άγριος τύπος 

Kallimanis et al., 

2009 

 

 

4.3.1 Πλασμίδια 

Τα πλασμίδια, που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτή την έρευνα, εμφανίζονται στον Πίνα-

κα 4.2. 
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Πίνακας 4.2. Πλασμίδια   

Πλασμίδια Ανθεκτικότητα Περιγραφή 
Μέγεθος 

(kb) 
Αναφορές 

pCR-Blunt Km
r
 

Φορέας 

κλωνοποίησης 
3.512 Invitrogen 

pET29c(+) Km
r
 

Φορέας 

υπερέκφρασης 
5.372 Novagen 

pCR-

Blunt::GDOap 
Km

r
 

Φορέας 

κλωνοποίησης 
4.654 

Αυτή η 

εργασία 

pET29c(+)::GDOap Km
r
 

Φορέας 

υπερέκφρασης 
6.484 

Αυτή η  

εργασία 

 

 

4.3.2 Εκκινητές 

Οι εκκινητές, που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία, παρουσιάζονται στον 

Πίνακα 4.3 και ήταν της εταιρείας Eurofins genomics.  

 

Πίνακας 4.3. Εκκινητές 

Ονομασία Αλληλουχία ολιγονουκλεοτιδίων (5΄      3΄) 

gentpETfor AGAGGATTCATATGACTGAGAACATC 

gentpETrev AGGAGTTTGGATCCTTGGTG 

  

 

4.3.3 Ένζυμα 

Τα περιοριστικά ένζυμα (EcoRI, EcoRV, NdeI, BamHI, XhoI), η πολυμεράση KAPA 

HiFi και η λιγάση (Τ4 ligase DNA) που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτή την εργασία ήταν 

από την εταιρεία TaKaRa και KAPA Biosystems. 

 

 

4.4 In silico εντοπισμός του γονιδίου της 1,2-διοξυγονάσης του γεντι-

σικού οξέος  

                                                

Η αναζήτηση του γονιδίου, που κωδικοποιεί την 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέ-

ος έγινε με τη βοήθεια της βάσης δεδομένων του DOE Joint Genome Institute (JGI - 

https://img.jgi.doe.gov/) στο γονιδίωμα του βακτηρίου Pseudarthrobacter 

phenathrenivorans Sphe3. 

 

 

 

 

https://img.jgi.doe.gov/
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4.5 Κατασκευή φυλογενετικού δέντρου της 1,2-διοξυγονάσης του γε-

ντισικού οξέος 

 

Με βάση την αλληλουχία της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος του P. 

phenanthrenivorans Sphe3, εντοπίστηκαν πρωτεϊνικές αλληλουχίες που παρουσίαζαν 

ομολογία με αυτή, με τη βοήθεια της βάσης δεδομένων BLASTP του NCBI. Ακολού-

θησε ευθυγράμμιση (alignment) των αλληλουχιών με τη βοήθεια του προγράμματος 

CLUSTALW (Thompson et al. 1994) και η κατασκευή φυλογενετικών δέντρων για 

τις συγκεκριμένες αλληλουχίες με τη χρήση του προγράμματος MEGA, έκδοση 4.1 

(Tamura et al. 2007). 

 

4.6 Θρεπτικά μέσα ανάπτυξης βακτηριακών κυττάρων 

 
4.6.1 Πλήρες θρεπτικό μέσο ανάπτυξης (Luria Bertani Broth, LB) βακτηριακών 

καλλιεργειών E. coli και P. phenanthrenivorans Sphe3 

 

Η σύσταση του πλήρους θρεπτικού μέσου ανάπτυξης LB είναι:  

 0,5% (w/v) εκχύλισμα ζύμης (Yeast extract) 

 1% (w/v) τρυπτόνη (Tryptone) 

 1% (w/v) χλωριούχο νάτριο (NaCI) 

 0,15 (v/v) διάλυμα καυστικού νατρίου (NaOH) 1N και pH 7.5 

Το πλήρες θρεπτικό μέσο ανάπτυξης βακτηριακών καλλιεργειών είναι έτοιμο για 

χρήση, αφού πρώτα αποστειρωθεί. Οι καλλιέργειες των βακτηρίων E. coli και P. 

phenanthrenivorans Sphe3 επωάζονται στους 30
ο
C υπό συνεχή ανάδευση (250rpm). 
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4.6.2 Θρεπτικό μέσο ανάπτυξης καθορισμένης χημικής σύστασης Μ9 (ΜΜ-Μ9) 

με γεντισικό οξύ ως πηγή άνθρακα για το βακτήριο P. phenanthrenivorans Sphe3 

 

Για την παρασκευή ΜΜ-Μ9 (100 ml) αποστειρώνονται 75 ml απιονισμένου H2O και 

όταν η θερμοκρασία μειωθεί στους 50
ο
C, προστίθενται τα παρακάτω διαλύματα, τα 

οποία έχουν αποστειρωθεί ξεχωριστά: 

 20 ml διαλύματος 5Χ Μ9 

 2 ml διαλύματος MgSO4 συγκέντρωσης 0,1 Μ 

 1 ml διαλύματος CaCl2 συγκέντρωσης 0,01 Μ 

 1,333 ml διαλύματος γεντισικού οξέος σε διαιθυλαιθέρα συγκέντρωσης 750 

mM 

Η τελική συγκέντρωση του γεντισικού οξέος ως πηγή άνθρακα για την καλλιέργεια 

κυττάρων του στελέχους P. phenanthrenivorans Sphe3 σε θρεπτικό μέσο καθορισμέ-

νης χημικής σύστασης ΜΜ-Μ9 είναι 5 mM. 

Παρασκευή διαλύματος 5X M9 (250 ml) 

 10,625 g Na2HPO4 2H2O 

 3,75 g KH2PO4 

 0,625 g NaCI 

 1,25 g NH4CI 

 

 

4.6.3 Στερεά θρεπτικά μέσα ανάπτυξης 

 

 Για την παρασκευή πλήρους στερεού θρεπτικού μέσου ανάπτυξης καλλιεργειών 

LA (Luria Agar) προστίθενται επιπλέον 1,6% άγαρ και ακολουθεί αποστείρωση. 

Μονές αποικίες του βακτηρίου E. coli γίνονται ορατές σε στερεό θρεπτικό μέσο α-

νάπτυξης LA μετά από 24 h από την ημέρα εμβολιασμού των κυττάρων.  

 Για την παρασκευή στερεού θρεπτικού μέσου καλλιέργειας καθορισμένης χημικής 

σύστασης ΜΜ-Μ9, αποστειρώνεται νερό με άγαρ (1,6% άγαρ με 75 ml απιονισμέ-

νου H2O για 100 ml θρεπτικού μέσου) και αφού κρυώσει (50
ο
C), προστίθενται τα 

υπόλοιπα διαλύματα, τα οποία αναφέρθηκαν στην § 4.6.2. Μονές αποικίες του βα-

κτηρίου P. phenanthrenivorans Sphe3 γίνονται ορατές σε στερεό θρεπτικό μέσο α-

νάπτυξης καθορισμένης χημικής σύστασης μετά από 72 h από την ημέρα εμβολια-

σμού των κυττάρων. 
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4.6.4 Αντιβιοτικά 

 

Τα υδατικά διαλύματα αποθήκευσης των αντιβιοτικών αποστειρώνονται με διήθηση 

με τη βοήθεια αποστειρωμένων φίλτρων νιτρικής κυτταρίνης μεγέθους πόρων 0.45 

μm. Τα αντιβιοτικά προστίθενται μετά την αποστείρωση των θρεπτικών μέσων ανά-

πτυξης των βακτηριακών καλλιεργειών και όταν η θερμοκρασία αυτών έχει μειωθεί 

στους 45-50
ο
C. Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε το υδατικό διάλυμα της κα-

ναμυκίνης (Κm) με τελική συγκέντρωση 50 μg/ml στο θρεπτικό μέσο ανάπτυξης. 

Η καναμυκίνη προσδένεται στο 70S ριβόσωμα με αποτέλεσμα να προκαλούνται λάθη 

στην ανάγνωση του αγγελιαφόρου RNA (mRNA). Ο μηχανισμός ανθεκτικότητας της 

καναμυκίνης βασίζεται στην ύπαρξη του γονιδίου kam, το οποίο κωδικεύει ένα ειδικό 

ένζυμο που τροποποιεί το αντιβιοτικό και έτσι παρεμποδίζεται η αλληλεπίδραση του 

με το ριβόσωμα. 

 

4.7 Καμπύλη ανάπτυξης του βακτηρίου P. phenanthrenivorans Sphe3 

σε θρεπτικό μέσο ανάπτυξης καθορισμένης χημικής σύστασης Μ9 

(ΜΜ-Μ9) με γεντισικό οξύ ως πηγή άνθρακα 

 

Πειραματική πορεία: 

1. Εμβολιασμός κατάλληλης ποσότητας Ο/Ν καλλιέργειας κυττάρων Sphe3 από LB 

σε 50 ml θρεπτικού μέσου ανάπτυξης ΜΜ-Μ9 με πηγή άνθρακα το γεντισικό οξύ. 

2. Μέτρηση της απορρόφησης στα 540 nm κάθε 2 h και για το χρονικό διάστημα των 

33 h.    

 

 

4.8 Απομόνωση γονιδιωματικού DNA από βακτηριακά κύτταρα του 

στελέχους Sphe3 με τη μέθοδο CTAB (mini preparation) 

 

Διαλύματα:          

 Διάλυμα CTAB/NaCl: 4,1 g NaCl σε 80 ml H2O και σε αυτά προστίθενται πολύ 

αργά, με ταυτόχρονη πολύ ήπια ανάδευση και θέρμανση στους 65
ο
C, 10 g CTAB. 

Η πλήρης διάλυση του CTAB επιτυγχάνεται σε 3 h ή και περισσότερο. Συμπλη-

ρώνεται ο όγκος στα 100 ml και το διάλυμα αποστειρώνεται στο αυτόκαυστο. 

 Διάλυμα ΤΕ: Διάλυμα Tris-HCl συγκέντρωσης 10 mM, διάλυμα EDTA συγκέ-

ντρωσης 1 mM pH 8. 
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Πειραματική πορεία: 

1. Φυγοκέντρηση 1,5 ml Ο/Ν καλλιέργειας κυττάρων σε μικροφυγοκεντρικό σωλη-

νάκι σε 10000 rpm για 5 min.  

2. Απομάκρυνση του υπερκειμένου. 

3. Επαναιώρηση του ιζήματος σε 740 μl ΤΕ. 

4. Προσθήκη 80 μl διαλύματος λυσοζύμης (40 mg/ml) και καλή ανάδευση. Επώαση 

στους 37
ο
C για 12 h. 

5. Προσθήκη 40 μl διαλύματος 10% SDS και καλή ανάδευση. 

6. Προσθήκη 4 μl διαλύματος προνάσης (20 mg/ml) και καλή ανάδευση.  

7. Επώαση στους 37
ο
C για 12 h. 

8. Προσθήκη 100 μl διαλύματος NaCl συγκέντρωσης 5 Μ και καλή ανάδευση με πι-

πετάρισμα. 

9. Προσθήκη 100 μl διαλύματος CTAB/NaCl, προθερμασμένου στους 65
ο
C και καλή 

ανάδευση με πιπετάρισμα. 

10. Επώαση στους 65
ο
C για 10 min. 

11. Προσθήκη 0,5 ml διαλύματος χλωροφορμίου:ισοαμυλικής αλκοόλης (24:1) και  

      καλή ανάδευση. 

12. Φυγοκέντρηση σε 12000 rpm για 10 min σε θερμοκρασία δωματίου. 

13. Συλλογή της (άνω) υδατικής φάσης και μεταφορά αυτής σε καθαρό μικροφυγοκε-   

      ντρικό σωληνάκι. 

14. Προσθήκη 0,5 ml διαλύματος φαινόλης:χλωροφορμίου:ισοαμυλικής αλκοόλης  

      (25:24:1) και καλή ανάδευση. 

15. Φυγοκέντρηση σε 12000 rpm για 10 min σε θερμοκρασία δωματίου.  

16. Συλλογή της (άνω) υδατικής φάσης και μεταφορά αυτής σε καθαρό μικροφυγοκε- 

      ντρικό σωληνάκι. Μέτρηση του όγκου της υδατικής φάσης και προσθήκη 0,6 Χ  

      του όγκου, ισοπροπανόλη (-20
 ο
C) [X είναι ο όγκος της υδατικής φάσης που υπο- 

      λογίστηκε]. 

17. Επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 30 min. 

18. Φυγοκέντρηση σε 12000 rpm για 15 min. 

19. Έκπλυση του ιζήματος με 0,5 ml διαλύματος 70% αιθανόλης και φυγοκέντρηση 

     σε 12000 rpm για 5 min.   

20. Απομάκρυνση των υπολειμμάτων του υπερκειμένου με εξάτμιση μέχρι ξηρού σε  

Speed Vac. 

21. Επαναιώρηση ιζήματος σε 20 μl διαλύματος ΤΕ και RNase [99 μl TE + 1 μl  
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RNase (10 mg/ml)] και μεταφορά σε καθαρό μικροφυγοκεντρικό σωληνάκι. 

22. Επώαση στους 37
ο
C για 20 min. 

23. Φύλαξη στους -20
ο
C για περαιτέρω χρήση. 

 

4.9 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA από το βακτήριο E. coli σε μικρή 

κλίμακα (mini preparation)  

Αρχή μεθόδου: 

Οι μέθοδοι αλκαλικής λύσεως για την απομόνωση του πλασμιδιακού DNA βασίζονται 

στα εξής: Σε υψηλό pH οι δεσμοί υδρογόνου που συγκρατούν τις δυο αλυσίδες του 

DNA διασπώνται (μετουσίωση). Κατά την ουδετεροποίηση το πλασμιδιακό DNA επα-

νουσιώνεται, ενώ το χρωμοσωμικό παραμένει μετουσιωμένο, διευκολύνοντας έτσι την 

εκλεκτική απομόνωση πλασμιδιακού DNA. 

Διαλύματα: 

 Διάλυμα Ι: Διάλυμα γλυκόζης συγκέντρωσης 50 mM  

     Διάλυμα Tris (τρις-υδρόξυ-αμινομεθάνιο)-HCl συγκέντρωσης 25 mM,                                                                       

           pH 8 

     Διάλυμα EDTA (αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ) συγκέντρωσης 10                     

                       mM 

     Διάλυμα λυσοζύμης συγκέντρωσης 5 mg/ml 

     Φύλαξη του διαλύματος στους -20
o
C για περαιτέρω χρήση. 

 Διάλυμα ΙΙ: Διάλυμα NaOH 0.2 Ν 

      Διάλυμα 1% SDS (δωδεκυλοσουλφονικό νάτριο) 

      Το διάλυμα παρασκευάζεται αμέσως πριν τη χρήση του. 

 Διάλυμα ΙΙΙ: Διάλυμα CH3COOK συγκέντρωσης 3 Μ, pH 5.5 

 Διάλυμα ΤΕ: Διάλυμα Tris-HCl συγκέντρωσης 10 mM 

         Διάλυμα EDTA συγκέντρωσης 1 mM, pH 8 
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Πειραματική πορεία: 

1. Συλλογή 1,5 ml καλλιέργειας κυττάρων και φυγοκέντρηση σε 12000 rpm για 3 

min. 

2. Επαναιώρηση του κυτταρικού ιζήματος σε 100 μl διαλύματος Ι και επώαση του ε-

ναιωρήματος σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για 15 min. 

3. Προσθήκη 200 μl διαλύματος ΙΙ στο εναιώρημα και επώασή του σε μίγμα πάγου-

νερού (0
o
C) για 10 min. 

4. Ακολουθεί προσθήκη 150 μl διαλύματος ΙΙΙ, ήπια ανάδευση και επώαση σε μίγμα 

πάγου-νερού (0
o
C) για 5 min. 

5. Φυγοκέντρηση του παραπάνω δείγματος σε 12000 rpm για 10 min σε θερμοκρασί-

α περιβάλλοντος. 

6. Συλλογή 400 μl υπερκειμένου και μεταφορά σε νέο μικροφυγοκεντρικό σωληνά-

ριο στο οποίο προστίθενται 320 μl διαλύματος ψυχρής (-20
o
C) ισοπροπανόλης. Ε-

πώαση σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για 15 min. 

7. Φυγοκέντρηση του παραπάνω μίγματος σε 12000 rpm για 10 min σε θερμοκρασία 

περιβάλλοντος. 

8. Συλλογή του ιζήματος, ξήρανση και επαναιώρηση σε 300 μl διαλύματος TE. 

9. Προσθήκη στο παραπάνω διάλυμα 30 μl διαλύματος CH3COOK συγκέντρωσης     

3 M, pH 5.5 και 800 μl διαλύματος ψυχρής αιθανόλης (-20
o
C). Επώαση του μί-

γματος στους -80
o
C για 30 min. 

10. Φυγοκέντρηση του μίγματος σε 12000 rpm για 10 min στους 4
o
C. Συλλογή του ι-

ζήματος, έκπλυση με διάλυμα 70% αιθανόλης, ξήρανση και επαναιώρηση στον  

κατάλληλο όγκο νερού ή διαλύματος ΤΕ. 
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4.10 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA από το βακτήριο E. coli με την αυ-

τοματοποιημένη μέθοδο (kit) Nucleospin Plasmid της εταιρείας Ma-

cherey-Nagel (Γερμανίας) 

Πειραματική πορεία: 

1. Καλλιέργεια και συλλογή των κυττάρων 

    Φυγοκέντρηση καλλιέργειας κυττάρων 1-5 ml για 30 s σε 11000 rpm και απομά- 

κρυνση με πιπέτα όσο το δυνατόν περισσότερου υπερκειμένου. 

2. Κυτταρική λύση 

    Προσθήκη 250 μl διαλύματος Α1 και επαναιώρηση των κυττάρων με χρήση περι-

στροφικού αναδευτήρα. Προσθήκη 250 μl διαλύματος Α2. Ήπια ανάδευση για 6-8 

φορές (χωρίς χρήση περιστροφικού αναδευτήρα) και επώαση σε θερμοκρασία δω-

ματίου για 5 min το πολύ. Προσθήκη 300 μl διαλύματος Α3 και ήπια ανάδευση για 

6-8 φορές. Φυγοκέντρηση για 10 min σε 11000 rpm σε θερμοκρασία δωματίου. 

3. Δέσμευση του DNA 

    Τοποθέτηση του υπερκείμενου σε στήλη NucleoSpin Plasmid και φυγοκέντρηση 

για 1 min σε 11000 rpm. Απόχυση του υπερκειμένου. 

4. Έκπλυση και ξήρανση της στήλης 

     Προσθήκη 600 μl διαλύματος Α4 και φυγοκέντρηση για 1 min  σε 11000 rpm. 

Προσθήκη 500 μl προθερμασμένου διαλύματος AW (50
o
C) και φυγοκέντρηση για 

1 min σε 11000 rpm. Φυγοκέντρηση για 2 min σε 11000 rpm για απομάκρυνση υ-

πολειμμάτων των διαλυμάτων από τη στήλη. 

5. Έκλουση του πλασμιδιακού DNA. 

     Προσθήκη 50 μl διαλύματος ΑΕ, επώαση σε θερμοκρασία δωματίου 1 min και φυ-

γοκέντρηση σε 11000 rpm για 1 min. 

 

 

4.11 Καθαρότητα DNA ( Sambrook and Russell, 2001) 

H συγκέντρωση και η καθαρότητα του DNA προσδιορίστηκε με τη χρήση του φασμα-

τοφωτομέτρου Quawell Q3000. Μετά από κατάλληλες αραιώσεις λαμβάνεται μια μέ-

τρηση απορρόφησης στα 260 nm και μια στα 280 nm. Η συγκέντρωση του DNA υπο-

λογίζεται θεωρώντας ότι O.D.260=1 αντιστοιχεί σε 50μg δίκλωνου DNA/ml διαλύμα-

τος. Το διάλυμα DNA είναι καθαρό όταν ο λόγος O.D.260/ O.D.280 είναι περίπου 1.8. 
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4.12 Ηλεκτροφόρηση DNA (Sambrook et al., 1989) 

Αρχή μεθόδου: 

Η ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης είναι μια μέθοδος διαχωρισμού, καθαρισμού 

και απομόνωσης τμημάτων DNA. Πραγματοποιείται σε οριζόντια συσκευή ηλεκτρο-

φόρησης και βασίζεται στο ότι το DNA έχει αρνητικό φορτίο, με αποτέλεσμα να κινεί-

ται προς το θετικό πόλο όταν βρεθεί σε συνεχές ηλεκτρικό πεδίο. Οι παράγοντες που ε-

πηρεάζουν την μετακίνηση του DNA στο πήγμα αγαρόζης είναι οι εξής: 

 Το μέγεθος του τμήματος DNA. Τα γραμμικά μόρια DNA μετακινούνται στο πή-

γμα αγαρόζης αντιστρόφως ανάλογα του δεκαδικού λογάριθμου του μεγέθους 

τους. 

 Η συγκέντρωση της αγαρόζης. Η κινητικότητα του DNA σε σχέση με τη συγκέ-

ντρωση της αγαρόζης δίνεται από τον τύπο log μ= log μ0 – kr*t, όπου μ είναι η κι-

νητικότητα του DNA, μ0 η ελεύθερη κινητικότητα του DNA, kr  ο συντελεστής κα-

θυστέρησης και t η συγκέντρωση της αγαρόζης. 

 Η τάση πεδίου. Ο καλύτερος διαχωρισμός των μορίων επιτυγχάνεται σε τάση ≤ 5 

Volt/cm. 

 Η διαμόρφωση του DNA. Τα μόρια του DNA μπορούν να έχουν τρεις διαφορετι-

κές διαμορφώσεις: 

1. Κυκλικά μόρια (form-I: πλασμίδια, βακτηριακό ή ιϊκό DNA). 

2. Κυκλικά μόρια τα οποία έχουν εγκοπές (form-II: πλασμίδια τα οποία έχουν ε-

γκοπές στη μία αλυσίδα). 

3. Ευθύγραμμα μόρια (form-III: είναι συνήθως όλα τα μόρια DNA τα οποία έ-

χουν υποστεί πέψεις με περιοριστικές ενδονουκλεάσες). 

Μόρια DNA ίδιου μεγέθους, αλλά διαφορετικής διαμόρφωσης, έχουν διαφορετική κι-

νητικότητα. Η σειρά κινητικότητας είναι μόριο ανοιχτού κύκλου, ευθύγραμμο μόριο 

και μόριο υπερσπειρωμένου κύκλου (Grinsted & Bennett 1988). 
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Διαλύματα: 

 Διάλυμα ΤΑΕ (Tris-acetate): Διάλυμα Tris-acetate συγκέντρωσης 0,04 Μ 

                   Διάλυμα EDTA συγκέντρωσης 0,001 Μ pH 8 

Το διάλυμα παρασκευάζεται σε συγκέντρωση 50 φορές μεγαλύτερη (50Χ) και φυλά-

σσεται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος. Το τελικό διάλυμα (1Χ) παρασκευάζεται λίγο 

πριν την ηλεκτροφόρηση με κατάλληλη αραίωση του διαλύματος 50Χ. 

 Ρυθμιστικό διάλυμα φόρτωσης: Διάλυμα 0,25% κυανό της βρωμοφαινόλης 

             Διάλυμα 0,25% κυανολικό ξυλένιο 

             Διάλυμα 30% γλυκερόλης 

Φύλαξη του διαλύματος στους 4
ο
C. 

 

Πειραματική πορεία: 

1. Σε κωνική φιάλη των 250 ml ζυγίζονται 0,7-2 g αγαρόζης (ανάλογα με την επιθυ-

μητή πυκνότητα του πήγματος). Στη φιάλη προστίθενται 100 ml διαλύματος ΤΑΕ 

και τοποθετείται στο φούρνο μικροκυμάτων όπου αφήνεται μέχρι να διαλυθεί τε-

λείως η αγαρόζη. 

2. Όταν η θερμοκρασία της παραπάνω φιάλης μειωθεί στους 50
o
C, προστίθεται ο κα-

τάλληλος όγκος βρωμιούχου αιθιδίου, έτσι ώστε η τελική συγκέντρωσή του στο 

διάλυμα να είναι 0,5 μg/ml. 

3. Το παραπάνω μίγμα αποχύνεται στη συσκευή ηλεκτροφόρησης και αφήνεται να 

πήξει, οπότε αφαιρείται το κτένι για τη δημιουργία των φρεατίων. 

4. Στα δείγματα του DNA, που πρόκειται να ηλεκτροφορηθούν, προστίθεται ο κατά-

λληλος όγκος διαλύματος φόρτωσης (G.L.B) σε αναλογία 5:1 αντίστοιχα. Το διά-

λυμα G.L.B περιέχει γλυκερόλη, με αποτέλεσμα το δείγμα να μη διαχέεται και να 

κατακρατείται στον πυθμένα του φρεατίου. Επίσης, το διάλυμα αυτό περιέχει δυο 

αρνητικά φορτισμένες χρωστικές, των οποίων η μετακίνηση στο πήγμα αγαρόζης 

είναι ενδεικτική για το τέλος της ηλεκτροφόρησης. 

5. Ακολουθεί φόρτωση των δειγμάτων στα φρεάτια του πήγματος και στη συνέχεια 

εφαρμόζεται τάση 2-5 Volt/cm. Η ηλεκτροφόρηση λαμβάνει χώρα σε θερμοκρασί-

α περιβάλλοντος. 

6. Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης, το πήγμα εκτίθεται σε υπεριώδη ακτινοβολία 

(302 nm), προκειμένου να γίνουν ορατά τα σύμπλοκα DNA-βρωμιούχου αιθιδίου, 

τα οποία εμφανίζονται σαν ζώνες ρόδινου χρώματος.  
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4.13 Πέψη DNA με περιοριστικές ενδονουκλεάσες 

Αρχή μεθόδου: 

Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες που χρησιμοποιούνται στην ανάλυση και στις κλω-

νοποιήσεις DNA είναι βακτηριακά ένζυμα που αναγνωρίζουν συγκεκριμένες αλληλου-

χίες ζευγών βάσεων του DNA (συνήθως 4 έως 6), και διασπούν τους φωσφοδιεστερι-

κούς δεσμούς που συγκρατούν δύο γειτονικές βάσεις και στις δυο αλυσίδες συμμετρι-

κά εντός της περιοχής αναγνώρισης. Τα μεγέθη των περιοριστικών τμημάτων του 

DNA που προκύπτουν μετά τη δράση των περιοριστικών ενδονουκλεασών υπολογίζο-

νται συγκρίνοντας τις αποστάσεις που διανύουν σε ηλεκτροφόρηση πήγματος αγαρό-

ζης, με τις αποστάσεις πρότυπων ζωνών DNA γνωστού μεγέθους. Κάθε περιοριστικό 

ένζυμο έχει βέλτιστες συνθήκες θερμοκρασίας, pH και σύστασης ρυθμιστικού διαλύ-

ματος στις οποίες δρα και οι οποίες δίνονται από τις παρασκευαστικές εταιρίες. Η συ-

γκέντρωση των περισσότερων ενδονουκλεασών εκφράζεται σε Unit/μl, όπου 1 Unit ο-

ρίζεται η ποσότητα του ενζύμου που απαιτείται για την πέψη 1 μg DNA του φάγου λ 

σε 1 h, υπό τις κατάλληλες συνθήκες δράσεως του εκάστοτε ενζύμου (Sambrook & 

Russell 2001). 

Πειραματική πορεία: 

Η αντίδραση της πέψης πραγματοποιείται σε τελικό όγκο 10-20 μl, σε μικροφυγοκε-

ντρικό σωληνάκι, όπου τοποθετούνται τα εξής: 

1. Κατάλληλη ποσότητα απεσταγμένου και αποστειρωμένου νερού (dsH2O), για τη 

ρύθμιση του τελικού όγκου της αντίδρασης. 

2. Ποσότητα ρυθμιστικού διαλύματος ίση με το 1/10 του τελικού όγκου της αντίδρα-

σης. 

3. Ορισμένη ποσότητα DNA (0,5-1 μg). 

4. 1 μl περιοριστικής ενδονουκλεάσης (2-10 U/μl). 

Το μίγμα της αντίδρασης επωάζεται στους 30
o
C ή στους 37

o
C (ανάλογα με τις βέλτι-

στες συνθήκες του περιοριστικού ενζύμου) για 1-2 ώρες. Η αντίδραση τερματίζεται 

με την προσθήκη διαλύματος EDTA σε τελική συγκέντρωση 10 mM. Ορισμένα πε-

ριοριστικά ένζυμα απενεργοποιούνται με επώαση στους 65
o
C. Σε περίπτωση μερικής 

πέψης οι παραπάνω συνθήκες της αντίδρασης τροποποιούνται. Πιο συγκεκριμένα, ο 

χρόνος της αντίδρασης μειώνεται σε 1-15 min και η συγκέντρωση του περιοριστικού 

ενζύμου είναι 10 έως 100 φορές μικρότερη. 
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4.14 Απομόνωση DNA από πήγμα αγαρόζης με την αυτοματοποιημέ-

νη μέθοδο Nucleospin Extract II της Macherey-Nagel (Γερμανίας)   

Πειραματική πορεία: 

1. Η ζώνη DNA που πρόκειται να καθαριστεί, αποκόβεται από το πήγμα αγαρόζης, 

ζυγίζεται (1 g = 1 ml) και τοποθετείται σε πλαστικό αποστειρωμένο σωληνάκι. 

2. Προσθήκη 200 μl διαλύματος ΝΤ για κάθε 100 mg αγαρόζης. 

3. Επώαση του δείγματος στους 50
o
C μέχρι να διαλυθεί πλήρως το μείγμα, ενώ ανα-

δεύεται ανά 2-3 min. 

4. Τοποθέτηση του μίγματος σε στήλη Nucleospin Extract II και φυγοκέντρηση για 1 

min σε 11000 rpm. Απόχυση υπερκειμένου. 

5. Προσθήκη 600 μl διαλύματος ΝΤ3 και φυγοκέντρηση για 1 min σε 11000 rpm. Α-

πόχυση υπερκειμένου. 

6. Φυγοκέντρηση για 2 min σε 11000 rpm για απομάκρυνση υπολειμμάτων των δια-

λυμάτων από τη στήλη. 

7. Προσθήκη 15-50 μl διαλύματος ΝΕ και επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 1 

min. Tέλος φυγοκέντρηση για 1 min σε 11000 rpm. 

 

4.15. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (Polymerase Chain 

Reaction, PCR) (Gelfand et al.,1993) 

Αρχή της μεθόδου: 

Η τεχνική PCR προσφέρει με έναν απλό τρόπο την κλωνοποίηση μιας επιθυμητής αλ-

ληλουχίας, χωρίς να είναι απαραίτητη η χρήση ζωντανών κυττάρων. Η τεχνική PCR 

εκμεταλλεύεται δύο χαρακτηριστικά της αντιγραφής του DNA: η DNA πολυμεράση 

χρησιμοποιεί μονόκλωνο DNA ως εκμαγείο για τη σύνθεση ενός νέου συμπληρωμα-

τικού κλώνου. Όμως για να μπορέσει να αρχίσει τη σύνθεση χρειάζεται ένα τμήμα δί-

κλωνου DNA. Αυτό σημαίνει ότι αν διαχωριστούν οι δύο κλώνοι ενός δίκλωνου μο-

ρίου DNA και χρησιμοποιηθεί ένα ολιγονουκλεοτίδιο, που υβριδίζει σε ένα σημείο 

του ενός κλώνου, τότε θα αρχίσει η σύνθεση του συμπληρωματικού κλώνου από το 

σημείο, που υβρίδισε το ολιγονουκλεοτίδιο-εκκινιτής (primer). Επομένως μπορεί να 

επιτευχθεί ο πολλαπλασιασμός οποιουδήποτε τμήματος δίκλωνου DNA επιλέγοντας 

δύο εκκινητές που υβριδίζουν εκατέρωθεν της επιθυμητής αλληλουχίας, έτσι ώστε ο 

καθένας να είναι συμπληρωματικός με τον ένα κλώνο και οι δυο μαζί να καθορίζουν 

τα άκρα του επιθυμητού προϊόντος (Εικόνα 4.1). Για να παραχθεί το επιθυμητό προϊ-
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όν πρέπει ο κύκλος της αντιγραφής του DNA να επαναληφθεί πολλές φορές. Κάθε 

κύκλος περιλαμβάνει τα εξής στάδια: 

1. Διαχωρισμός των δύο κλώνων με θέρμανση του αντιδρώντος μίγματος στους 94
 

o
C. 

2. Ψύξη του μίγματος για να υβριδιστούν οι εκκινητές με τους δυο κλώνους. Η ακρι-

βής θερμοκρασία και ο απαιτούμενος χρόνος ψύξης ποικίλουν ανάλογα με το μέ-

γεθος της πολλαπλασιαζόμενης αλληλουχίας. 

3. Λαμβάνει χώρα η σύνθεση του DNA, με άνοδο της θερμοκρασίας συνήθως στους 

72
ο
C. 

 

Εικόνα 4.1 Σχηματική απεικόνιση της τεχνικής της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης (PCR). 

 

Πειραματική πορεία: 

Η αντίδραση έγινε σε τελικό όγκο 25 μl και οι συνθήκες επιλέχθηκαν ανάλογα με τη 

θερμοκρασία Tm των πριμοδοτικών ολιγονουκλεοτιδίων, που χρησιμοποιήθηκαν. Η 

πολυμεράση, που χρησιμοποιήθηκε ήταν η KAPA HiFi. Στην παρούσα μελέτη η σύ-

σταση της αντίδρασης είναι η ακόλουθη (Πίνακας 4.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Τμήμα χρωμοσωμικού 

DNA 

Σύνθεση DNA 

Διαχωρισμός των κλώνων 

και υβριδισμός εκκινητή 
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Πίνακας 4.4 Τυπική σύσταση αντίδρασης PCR. 

Αντιδραστήριο Όγκος (μl) 

ddH2O 16,25  

KAPA HiFi Fidelity Buffer (5X) 5  

dNTPs (2,5 mM το καθένα) 0,75  

Εκκινητής 1 (Forward primer) 0,75  

Εκκινητής 2 (Reverse primer) 0,75  

Εκμαγείο DNA 1 (30-100 ng) 

KAPA HiFi DNA Polymerase (1 U/µl) 5  

Τελικός όγκος 25  

 

 

Η αντίδραση PCR πραγματοποιήθηκε στις παρακάτω συνθήκες: 

1. Μετουσίωση για 5 min στους 95
ο
C ακολουθούμενη από 34 κύκλους με τα εξής 

στάδια: 

 Μετουσίωση για 20 s στους 98
ο
C. 

 Αναδιάταξη για 15 s στους 66
ο
C. 

 Επιμήκυνση για 1 min στους 72
ο
C. 

2. Τελική επιμήκυνση για 1 κύκλο και για 5 min στους 72
ο
C. 

 

4.16. Κλωνοποίηση προϊόντος PCR σε πλασμίδια (Sambrook et al.,  

2001) 

Αρχή της μεθόδου: 

Τα πλασμίδια, που χρησιμοποιούνται στην τεχνολογία του ανασυνδυασμένου DNA 

πρέπει να ικανοποιούν τις παρακάτω προϋποθέσεις: 

1. Να φέρουν τουλάχιστον ένα γονίδιο, το οποίο διευκολύνει την επιλογή των μετα-

σχηματισμένων κυττάρων (συνήθως κωδικεύει ανθεκτικότητα σε κάποιο αντιβιο-

τικό). 

2. Να μπορούν να μεταφέρονται εύκολα στα κύτταρα ξενιστές τους (μετασχηματι-

σμός ή βακτηριακή σύζευξη). 

3. Να είναι ικανά να αντιγράφονται αυτόνομα μέσα στα κύτταρα δέκτες. 
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4. Να περιέχουν ένα μεγάλο εύρος μονών θέσεων περιορισμού, οι οποίες αναγνωρί-

ζονται από διαφορετικές περιοριστικές ενδονουκλεάσες. Αυτές οι θέσεις μπορούν 

να χρησιμοποιηθούν για την κλωνοποίηση διαφόρων μορίων DNA.  

Μερικές από τις θέσεις αυτές βρίσκονται εντός των αλληλουχιών γονιδίων, που 

κωδικοποιούν ενζυμικά συστήματα ελεγχόμενης έκφρασης (γονίδια αναφοράς). Έ-

να κοινό τέτοιο σύστημα αποτελεί τμήμα του οπερονίου της λακτόζης. Ο πλασμι-

διακός φορέας περιέχει τον προαγωγό του οπερονίου και τμήμα του γονιδίου 

lacZa, το οποίο κωδικεύει ένα πεπτίδιο του αμινοτελικού άκρου 146 αμινοξέων 

του ενζύμου β-γαλακτοζιδάση. Ως κύτταρα δέκτες χρησιμοποιούνται στελέχη του 

βακτηρίου E. coli, που περιέχουν το λειτουργικό τμήμα του γονιδίου lacZ που κω-

δικοποιεί την περιοχή του καρβοξυτελικού άκρου του ενζύμου. Τα δυο αυτά ατελή 

πολυπεπτιδικά μόρια της β-γαλακτοζιδάσης που παράγονται από την έκφραση των 

αντίστοιχων αλληλουχιών του πλασμιδιακού φορέα και του χρωμοσώματος του 

ξενιστή, μπορούν να αλληλοσυμπληρώνονται και να προκύπτει η λειτουργική 

πρωτεΐνη (α-συμπλήρωση) (Ullmann et al., 1967). Εντός της αλληλουχίας του αμι-

νοτελικού τμήματος του γονιδίου lacZa του πλασμιδίου έχει ανασυνδυαστεί κατά-

λληλα μια περιοχή που φέρει πολλές θέσεις κλωνοποίησης και καλείται πολυσυν-

δέτης (multilinker). Ο πολυσυνδέτης δεν επηρεάζει την ικανότητα του αμινοτελι-

κού πεπτιδίου να συμπληρώνει το μεταλλαγμένο στέλεχος του βακτηρίου E. coli 

ως προς τη δραστικότητα της β-γαλακτοζιδάσης. Εισαγωγή ενός ξένου τμήματος 

DNA σε αυτή την περιοχή έχει ως αποτέλεσμα τη διακοπή του μηνύματος για την 

παραγωγή του συμπληρωματικού πεπτιδίου του αμινοτελικού άκρου της β-γαλα-

κτοζιδάσης και επομένως την παραγωγή μη λειτουργικής πρωτεΐνης. Η ανίχνευση 

της μη λειτουργικής β-γαλακτοζιδάσης και επομένως η διάκριση μεταξύ ανασυν-

δυασμένων και μη πλασμιδίων γίνεται με τη χρησιμοποίηση δυο ουσιών, της X-gal 

και του ισοπροπυλοθειο-β-D-γαλακτοζίτη (IPTG). Η πρώτη αποτελεί ένα χρωμο-

γόνο υπόστρωμα της αντίδρασης της β-γαλακτοζιδάσης, η διάσπαση του οποίου 

δίνει μπλε χρώμα στις αποικίες. Η δεύτερη δρα ως επαγωγός της μεταγραφής του 

γονιδίου lacZ. Έτσι, οι βακτηριακές αποικίες που περιέχουν ανασυνδυασμένα ή μη 

πλασμίδια διακρίνονται εύκολα σε στερεό θρεπτικό μέσο επιλογής, ως λευκές ή 

μπλε αποικίες αντίστοιχα. 

5. Να διατηρούνται σταθερά μέσα στα κύτταρα – ξενιστές. Τα πλασμίδια πρέπει να 

φέρουν κατάλληλη περιοχή έναρξης αντιγραφής (replicon), την οποία αναγνωρίζει 

το σύστημα αντιγραφής των κυττάρων ξενιστών τα οποία χρησιμοποιούνται. 
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Η κλωνοποίηση σε πλασμιδιακό φορέα περιλαμβάνει τα ακόλουθα στάδια:  

 Στάδιο πρώτο: Γίνεται πέψη του πλασμιδιακού φορέα και του DNA το οποίο πρό-

κειται να κλωνοποιηθεί με την κατάλληλη ή τις κατάλληλες περιοριστικές ενδο-

νουκλεάσες. Όταν ο πλασμιδιακός φορέας και το DNA που πρόκειται να κλωνο-

ποιηθεί υπόκεινται σε μονή πέψη (πέψη με μία περιοριστική ενδονουκλεάση), πρέ-

πει να γίνεται κατεργασία του φορέα με αλκαλική φωσφατάση ώστε να αποφεύγε-

ται η επανακυκλοποίηση του. Η αλκαλική φωσφατάση δεν επιτρέπει την επανακυ-

κλοποίηση του πλασμιδιακού φορέα, αποφωσφορυλιώνοντας τα 5΄-Ρ άκρα του. Ό-

ταν ο πλασμιδιακός φορέας και το DNA, που πρόκειται να υποκλωνοποιηθεί υπό-

κεινται σε διπλή πέψη (πέψη με δύο περιοριστικές ενδονουκλεάσες), δεν χρειάζε-

ται η κατεργασία του φορέα με αλκαλική φωσφατάση, γιατί δεν υπάρχει κίνδυνος 

επανακυκλοποίησης του. 

 Στάδιο δεύτερο: Σε αυτό το στάδιο γίνεται η σύνδεση (ligation) των δυο ευθύγρα-

μμων μορίων με την επίδραση της λιγάσης. Αυτό το ένζυμο καταλύει το σχηματι-

σμό ομοιοπολικού δεσμού ανάμεσα στα 5΄ και 3΄ φωσφορικά άκρα του τμήματος 

στόχου και του φορέα. Η αντίδραση της λιγάσης γίνεται ως εξής: 

1. Σε μικροφυγοκεντρικό σωληνάκι προστίθενται τα εξής: 

 6-8 μl (0,2 μg) ευθύγραμμου πλασμιδιακού φορέα. 

 6-8 μl (0,8 μg) ευθύγραμμου DNA που πρόκειται να κλωνοποιηθεί στον πλα-

σμιδιακό φορέα. 

 2 μl 10Χ ρυθμιστικού διαλύματος λιγάσης. 

 1-2 μl Τ4 DNA λιγάση (10 U/μl). 

 Ο απαιτούμενος όγκος dsH2O μέχρι να συμπληρωθεί ο τελικός όγκος των 20 μl. 

2. Το μίγμα της αντίδρασης τοποθετείται στους 16
o
C για την περίπτωση κολλωδών 

άκρων ή στους 25
o
C για την περίπτωση απότομων άκρων για τη διάρκεια τουλάχι-

στον 18 h. 

 Στάδιο τρίτο: Σε αυτό το στάδιο  γίνεται η επιλογή των ανασυνδυασμέ -

νων πλασμιδίων.   

1. Ετοιμάζονται τρυβλία με στερεό θρεπτικό μέσο και το κατάλληλο αντιβιοτικό (κα-

ναμυκίνη). 

2. Ακολουθεί μετασχηματισμός του βακτηρίου E. coli με τα ανασυνδυασμένα πλα-

σμίδια και εμβολιασμός τους στα τρυβλία με το θρεπτικό μέσο επιλογής. Τα τρυ-

βλία επωάζονται στους 37
o
C για μια νύχτα. 
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3. Την επόμενη επιλέγονται οι αποικίες, οι οποίες περιέχουν τα ανασυνδυασμένα 

πλασμίδια και ελέγχονται με απομόνωση και ανάλυση του περιέχοντος πλασμιδια-

κού DNA. 

 

4.16.1 Κλωνοποίηση προϊόντος PCR με την αυτοματοποιημένη μέθοδο Zero 

Blunt
®
 pCR Cloning kit της Invitrogen  

Ο φορέας pCR
®
-Blunt είναι ένας φορέας μεγέθους 3.5 kb (Εικόνα 4.2) που επιτρέπει 

την απευθείας επιλογή ανασυνδυασμένων κυττάρων μέσω διακοπής της έκφρασης 

του θανατηφόρου γονιδίου ccdB. Το προϊόν του ccdB εκφράζεται ως υβριδική πρω-

τεΐνη με το τμήμα LacZa του πεπτιδίου LacZ. Αυτό έγινε για να αξιοποιηθεί η απο-

δεδειγμένη τεχνική της διακοπής έκφρασης του γονιδίου lacZ και για να συμπεριλη-

φθούν οι θέσεις universal των εκκινητών Μ13 (forward και reverse). Ο ανασυνδυα-

σμένος φορέας εισάγεται και αντιγράφεται σε στέλεχος του E. coli που δεν περιέχει 

τον καταστολέα lac (π.χ. lacIq) και επομένως επιτρέπει την συνεχή έκφραση του γονι-

δίου lac.  

 
Εικόνα 4.2. Γονιδιακός χάρτης του πλασμιδιακού φορέα pCR-Βlunt για κλωνοποίηση προϊόντων με α-

πότομα άκρα. 
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Διαδικασία κλωνοποίησης στο φορέα pCR
®
-Blunt 

Στην παρούσα μελέτη, τα συστατικά της αντίδρασης της Τ4 DNA λιγάσης παρουσιά-

ζονται στον Πίνακα 4.5. 

Πίνακας 4.5. Συστατικά αντίδρασης Τ4 DNA λιγάσης. 

Αντιδραστήριο Όγκος (μl) 

Γραμμικός φορέας pCR
®
-Blunt 0,5  

Προϊόν PCR με απότομα άκρα 20,1 ng/μl 

10Χ Ρυθμιστικό διάλυμα Ligation 1 μl 

Τ4 DNA λιγάση 1 μl 

Αποστειρωμένο νερό 16,5  

Τελικός Όγκος 20  

 

 Ακολουθεί επώαση στους 16
o
C για 1 h ή Ο/Ν. 

 Το μίγμα φυγοκεντρείται ήπια και τοποθετείται στον πάγο έως ότου προετοιμα-

στούν τα επιδεκτικά κύτταρα ή στους -20
o
C για περαιτέρω χρήση. 

 Η επιλογή γίνεται κατευθείαν σε τρυβλία με στερεό θρεπτικό μέσο ανάπτυξης LB με αντι-

βιοτικό επιλογής την καναμυκίνη με συγκέντρωση 50 μg/ml. 

 

4.17 Μετασχηματισμός του βακτηρίου E. coli με πλασμιδιακό DNA 

Αρχή μεθόδου:  

Η μέθοδος στηρίζεται στην πρόσληψη πλασμιδιακού DNA από βακτηριακά κύτταρα, 

τα οποία έχουν καταστεί επιδεκτικά μετά από επίδραση με ιόντα ασβεστίου. 
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4.17.1 Μέθοδος Kushner et al., 1978 

Διαλύματα: 

 Διάλυμα πλύσεως (Δ1): Διάλυμα RbCl συγκέντρωσης 10 mM 

                                            Διάλυμα MOPS (μορφολινοπροπανοσουλφονικό οξύ) συ-    

           γκέντρωσης 10 mM και pH 7 

 Διάλυμα ασβεστίου (Δ2): Διάλυμα RbCl συγκέντρωσης 10 mM 

              Διάλυμα MOPS (μορφολινοπροπανοσουλφονικό οξύ)   

              συγκέντρωσης 100 mM και pH 6.5 

              Διάλυμα CaCl2 συγκέντρωσης 50 mM 

Τα διαλύματα Δ1 και Δ2 αποστειρώνονται με φίλτρο διαμέτρου πόρων 0.45 μm. 

 

Πειραματική πορεία:  

1. Ανάπτυξη καλλιέργειας του βακτηρίου E. coli στέλεχος DH5a σε 20 ml Luria   

    Broth μέχρι οπτικής πυκνότητας O.D.: 0.1-0.2 στα 600 nm. 

2. Τοποθέτηση 1,5 ml καλλιέργειας σε μικροφυγοκεντρικό σωληνάριο και φυγοκέ- 

    ντρηση στις 12000 rpm για 1 min. 

3. Απόρριψη του υπερκείμενου θρεπτικού μέσου ανάπτυξης και έκπλυση των κυττά- 

    ρων με 1 ml διαλύματος πλύσεως (Δ1) και φυγοκέντρηση στις 12000 rpm για 1  

    min. 

4. Απόρριψη υπερκειμένου και επαναιώρηση του ιζήματος των κυττάρων σε 1 ml    

    διαλύματος ασβεστίου (Δ2) και επώαση για 30 min σε μίγμα νερού-πάγου (0
o
C). 

5. Φυγοκέντρηση του εναιωρήματος στις 12000 rpm για 1 min. 

6. Απόρριψη του υπερκειμένου και επαναιώρηση του κυτταρικού ιζήματος σε 0,2 ml  

    διαλύματος ασβεστίου (Δ2). 

7. Προσθήκη στο παραπάνω εναιώρημα 3-15 μl πλασμιδιακού DNA συγκέντρωσης  

    0,1-0,5 μg/μl. 

8. Τοποθέτηση του εναιωρήματος των κυττάρων σε μίγμα νερού-πάγου (0
o
C) για 30  

    min. 

9. Ακολουθείται θερμικό πλήγμα με τοποθέτηση του μικροφυγοκεντρικού σωληναρί- 

    ου σε υδατόλουτρο των 43.5
ο
C για 1 min. 

10. Εμβολιασμός του κυτταρικού εναιωρήματος σε 1 ml LB και επώαση στους 37
ο
C  

      υπό ανάδευση για 1 h για την ανάρρωση των κυττάρων, την αντιγραφή και την  

      έκφραση του πλασμιδιακού DNA. 
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11. Μετά την ανάρρωση των κυττάρων, γίνεται εμβολιασμός 0,2 ml από την παραπά- 

      νω καλλιέργεια σε στερεό θρεπτικό μέσο ανάπτυξης που περιέχει το αντιβιοτικό    

      της επιλογής των μετασχηματισμένων κυττάρων. Τα υπόλοιπα 0,8 ml της καλ- 

      λιέργειας, φυγοκεντρούνται στις 12000 rpm για 1 min. Το κυτταρικό ίζημα επα- 

      ναιωρείται και εμβολιάζεται σε στερεό θρεπτικό μέσο ανάπτυξης, που περιέχει το  

      αντιβιοτικό της επιλογής των μετασχηματισμένων κυττάρων.     

 

4.17.2 Μέθοδος Chung and Miller, 1988 

Διαλύματα: 

 Διάλυμα TSB: Διάλυμα Luria Broth pH 6.1 

       Διάλυμα 10% PEG 

       Διάλυμα 5% DMSO 

       Διάλυμα MgCl2 συγκέντρωσης 10 mM 

       Διάλυμα MgSO4 συγκέντρωσης 10 mM 

 

 

Πειραματική πορεία: 

1. Ανάπτυξη καλλιέργειας του βακτηρίου E. coli σε 20 ml LB, μέχρι οπτικής πυκνό-

τητας (O.D.): 0.3-0.6 στα 600 nm. 

2. Τοποθέτηση 1 ml από την παραπάνω καλλιέργεια σε μικροφυγοκεντρικό σωληνά-

ριο και φυγοκέντρηση στις 12000 rpm για 1 min. 

3. Απόρριψη υπερκείμενου θρεπτικού μέσου ανάπτυξης και επαναιώρηση των κυττά-

ρων σε 100 μl TSB. 

4. Επώαση για 10 min σε μίγμα νερού-πάγου (0
o
C). 

5. Προσθήκη πλασμιδιακού DNA. 

6. Επώαση για 5-30 min σε μίγμα νερού-πάγου (0
o
C). 

7. Προσθήκη στο παραπάνω εναιώρημα  900 μl TSB +  γλυκόζη συγκέντρωσης 20 

mM. 

8. Eπώαση στους 37
o
C υπό ανάδευση για 1h, έτσι ώστε τα κύτταρα να αναρρώσουν 

και να τους δοθεί χρόνος να αντιγράψουν και να εκφράσουν το πλασμιδιακό DNA. 

9. Μετά την ανάρρωση των κυττάρων, γίνεται εμβολιασμός 0,1 ml από την παραπά-

νω καλλιέργεια σε στερεό θρεπτικό μέσο ανάπτυξης που περιέχει το αντιβιοτικό 

της επιλογής των μετασχηματισμένων κυττάρων. 
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4.18 Απομόνωση ακατέργαστου κυτταρικού εκχυλίσματος από κύτ-

ταρα του στελέχους P. phenathrenivorans Sphe3 με μηχανική λύση  

Πειραματική πορεία: 

1. Συλλογή καλλιέργειας κυττάρων στην εκθετική φάση ανάπτυξης (O.D.: 0.3-0.5)  

    του στελέχους Sphe3 και φυγοκέντρηση 3000 rpm/15 min/4
o
C. 

2. Επαναιώρηση των κυττάρων σε 1 ml διαλύματος Tris-HCI συγκέντρωσης 10 mM   

    pH 7.5 και διαλύματος DTT συγκέντρωσης 1 mM. 

3. Τοποθέτηση του κυτταρικού αιωρήματος σε σωληνάρια που περιέχουν κατά τα 2/3  

    του όγκου τους σφαιρίδια ζιρκονίου διαμέτρου 0.1 mm. 

4. Ακολουθείται σπάσιμο των κυττάρων σε σφαιρόμυλο για 10 min, με εναλλάξ 1  

    min θραύση και 1 min επώαση σε παγόλουτρο. 

5. Φυγοκέντρηση 12000 rpm/20 min/4
o
C. Συλλογή υπερκειμένου και πραγματοποίη- 

    ση ενζυμικών προσδιορισμών. 

 

4.19 Ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών 

4.19.1 Μέθοδος Brandford (1976) 

Αρχή μεθόδου: 

Ο ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών με τη μέθοδο Bradford στηρίζεται στο γεγο-

νός ότι η χρωστική Coomasie Brilliant Blue R-250 αλλάζει χρώμα, όταν συνδέεται με 

πρωτεΐνες σε αραιά όξινα διαλύματα. Το σύμπλοκο χρωστικής – πρωτεΐνης απορρο-

φά στα 595 nm. 

 

Πειραματική πορεία 

1. Γίνεται μια πρότυπη καμπύλη απορρόφησης στα 595 nm της συγκέντρωσης του 

πρότυπου διαλύματος BSA (1 mg/ml) σε 2,5 ml διαλύματος Bradford αραιωμένο 

1:5 (0-25 μg πρωτεΐνης). Το μίγμα παραμένει για 60 s και ακολουθεί φωτομέτρη-

ση στα 595 nm. 

2. Ποσότητα ως 40 μl δείγματος σε 2,5 ml αραιωμένου διαλύματος Bradford, παρα-

μένει για 60 s και ακολουθεί φωτομέτρηση στα 595 nm. 
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4.19.2 Μέθοδος Lowry (1951) 

Αρχή μεθόδου 

Η μέθοδος στηρίζεται στην αντίδραση των αλάτων του αντιδραστηρίου Folin-

Ciocalteus με τις πρωτεΐνες κατά την οποία σχηματίζεται μίγμα ανόργανων αλάτων 

(μπλε χρώμα). Οι δύο ξεχωριστές αντιδράσεις που γίνονται είναι: 

1) ο σχηματισμός συμπλόκου Cu
2+

-πρωτεΐνης σε αλκαλικό περιβάλλον (αντίδραση  

    διουρίας). 

2) η αναγωγή του φωσφοροβολφραμικού και του φωσφορομολυβδαινικού άλατος,  

    που περιέχονται στο αντιδραστήριο Folin-Ciocalteus από το σχηματιζόμενο σύ- 

    μπλοκο προς κυανούν του βολφραμίου και κυανούν του μολυβδαινίου, αντίστοιχα. 

 

 
Εικόνα 4.3. Πρότυπη καμπύλη με τη μέθοδο Lowry σε αυτή την εργασία. 

 

 

Αντιδραστήρια: 

1. 2% w/v Na2CO3  σε απεσταγμένο νερό. 

2. 0.5% w/v CuSO4.5H2O σε διάλυμα 1% κιτρικού νατρίου. (Ο θειϊκός χαλκός προ- 

    στίθενται στο διάλυμα του κιτρικού νατρίου). 

3. Ανάμιξη των διαλυμάτων 1 και 2 σε αναλογία 50:1 v/v πριν τη χρήση. 

4. Αντιδραστήριο φαινόλης: αναμιγνύεται το αντιδραστήριο Folin-Ciocalteus με απε- 

    σταγμένο νερό σε αναλογία 1:1 v/v λίγο πριν τη χρήση. 

5. Πρότυπο διάλυμα αλβουμίνης (BSA) 0,2 mg/ml σε 0.5 N NaOH. 

6. Διάλυμα 1 Ν NaOH. 
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Προσδιορισμός 

Το δείγμα των πρωτεϊνών επωάζεται σε θερμοκρασία δωματίου για 1 h τουλάχιστον 

με ίσο όγκο διαλύματος 1 Ν NaOH. Μετά το τέλος της επώασης συμπληρώνεται ο ό-

γκος μέχρι 1 ml με 0.5 Ν NaOH. Στη συνέχεια, προστίθενται 5 ml διαλύματος (3), α-

ναδεύεται και επωάζεται σε θερμοκρασία δωματίου για 10 min. Προστίθενται 0,5 ml 

αντιδραστηρίου (4), αναδεύεται αμέσως και επωάζεται σε θερμοκρασία δωματίου για 

30 min. Το σχηματιζόμενο χρώμα φωτομετρείται στα 750 nm. Η περιεχόμενη πρωτεΐ-

νη προσδιορίζεται από μια κατά περιοχές γραμμική πρότυπη καμπύλη αναφοράς BSA 

(0-200 μg). 

 

 

4.20 SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών (Laemmli, 1970) 

Αρχή μεθόδου: 

Σχεδόν όλες οι αναλυτικές ηλεκτροφορήσεις των πρωτεϊνών πραγματοποιούνται σε 

πήγμα πολυακρυλαμιδίου. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται κάτω από συνθήκες, 

οι οποίες διασφαλίζουν αφενός μεν την αποδιάταξη των πρωτεϊνών στις αντίστοιχες 

πολυπεπτιδικές τους υπομονάδες, αφετέρου δε τον μη σχηματισμό συσσωματωμά-

των. Συνήθως, χρησιμοποιείται το ισχυρά ιονικό απορρυπαντικό SDS σε συνδυασμό 

με έναν αναγωγικό παράγοντα και την υψηλή θερμοκρασία για την αποδιάταξη των 

πρωτεϊνών πριν τη φόρτωση των δειγμάτων στο πήγμα. Επιπλέον, η προσθήκη β-μερ-

καπτοαιθανόλης στα δείγματα διασφαλίζει το μη σχηματισμό δισουλφιδικών δεσμών. 

Τα μετουσιωμένα πολυπεπτίδια προσδένονται με το SDS και έτσι φορτίζονται αρνη-

τικά. Επειδή η πρόσδεση με το SDS είναι σχεδόν πάντα ανάλογη με το μοριακό βά-

ρος του πολυπεπτιδίου και είναι ανεξάρτητη με την αλληλουχία του, τα συμπλέγματα 

SDS-πολυπεπτιδίου μετακινούνται  στο πήγμα πολυακρυλαμιδίου σύμφωνα με το με-

γεθος του πολυπεπτιδίου. Έτσι, χρησιμοποιώντας ειδικούς μάρτυρες γνωστών μορια-

κών βαρών μπορούμε να εκτιμήσουμε το μοριακό βάρος των πολυπεπτιδικών αλυσί-

δων. Μετατροπές όμως του πολυπεπτιδικού σκελετού, όπως Ν- ή Ο-γλυκοζυλιώσεις 

έχουν μια σημαντική επίδραση στο μοριακό βάρος του πολυπεπτιδίου και πιθανών το 

μοριακό βάρος που υπολογίζεται να μην ανταποκρίνεται στην πραγματική μάζα της 

πολυπεπτιδικής αλυσίδας. 

Στις περισσότερες των περιπτώσεων, η SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis) ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται σε ένα διακοπτόμενο σύστημα 
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ρυθμιστικού διαλύματος στο οποίο, το ρυθμιστικό διάλυμα στη δεξαμενή έχει διαφο-

ρετικό pH και ιονική ισχύ από αυτό που χρησιμοποιείται για να παρασκευαστεί το 

πήγμα. Τα συμπλέγματα SDS-πολυπεπτιδίου μετακινούνται προς το θετικό πόλο της 

κατακόρυφης συσκευής όταν περάσει συνεχές ηλεκτρικό ρεύμα από τα ηλεκτρόδια. 

Όταν περάσουν πια μέσω του πήγματος επιστοίβαξης το οποίο είναι αρκετά πορώδες, 

τα συμπλέγματα κατακάθονται σε μια πολύ λεπτή ζώνη στην επιφάνεια του πήγματος 

διαχωρισμού. 

Τα ιόντα χλωρίου στο ρυθμιστικό διάλυμα του δείγματος και στο πήγμα επιστοίβαξης 

σχηματίζουν ένα προπορευόμενο άκρο του κινούμενου οροθετικού δείκτη, ενώ το ρυ-

μουλκούμενο άκρο αποτελείται από μόρια γλυκίνης. Μεταξύ του προπορευόμενου 

και του ρυμουλκούμενου άκρου του κινούμενου οροθετικού δείκτη υπάρχει μια ζώνη 

χαμηλής αγωγιμότητας η οποία εναποθέτει τελικά τα πολυπεπτίδια στην επιφάνεια 

του πήγματος διαχωρισμού. Εκεί το υψηλότερο pH του πήγματος ευνοεί τον ιονισμό 

της γλυκίνης και τα ιόντα γλυκίνης που προκύπτουν μεταναστεύουν στο πήγμα δια-

χωρισμού και διαχωρίζονται σύμφωνα με το μέγεθός τους. 

Τα πήγματα πολυακρυλαμιδίου συνθέτονται από αλυσίδες πολυμερισμένου ακρυλα-

μιδίου οι οποίες είναι συνδεδεμένες με bis-ακρυλαμίδιο. Με την προσθήκη TEMED 

(N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine) κατά την παρασκευή των πηγμάτων επιτυγ-

χάνεται ο πολυμερισμός του ακρυλαμιδίου και του bis-ακριλαμιδίου καταλύοντας το 

σχηματισμό ελεύθερων ριζών οι οποίες προέρχονται από το APS (Υπερθειϊκό αμμώ-

νιο). Η διαχωριστική ικανότητα αυτών των πηγμάτων εξαρτάται από τη συγκέντρωση 

του πολυακρυλαμιδίου στο πήγμα. 

Διαλύματα 

 1Χ διάλυμα φόρτωσης: Διάλυμα Tris συγκέντρωσης 50 mM pH 6.8 

       Διάλυμα 2% SDS 

       Διάλυμα 0,1% μπλε της βρωμοφαινόλης 

       Διάλυμα 10% γλυκερόλης 

       Διάλυμα 5% 2-μερκαπτοαιθανόλης 

 10Χ διάλυμα ηλεκτροφόρησης (1L): Διάλυμα 144 g γλυκίνης (συγκέντρωσης 250  

     mM pH 8.3) 

     Διάλυμα 20 g Tris base (συγκέντρωσης 25             

     mM) 

     Διάλυμα 10% SDS (50 ml) 
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 Διάλυμα χρώσης (100 ml): Διάλυμα 0,1 g Coomassie Brilliant Blue R-250 

     Διάλυμα dsH2O (40 ml) 

                Διάλυμα μεθανόλης (50 ml) 

                Διάλυμα οξικού οξέος (10 ml) 

 Διάλυμα αποχρωματισμού: Διάλυμα 10% μεθανόλης ή αιθανόλης 

      Διάλυμα 10% οξικό οξύ 

 

 

Πειραματική πορεία: 

Η διαδικασία που ακολουθείται για την ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών με τη μέθοδο 

SDS-PAGE είναι η ακόλουθη: 

1. Κατάλληλο στήσιμο της συσκευής, που θα χρησιμοποιηθεί (Mini-PROTEAN II 

Electrophoresis Cell, BIORAD) και τοποθέτηση σε ειδική δεξαμενή. 

2. Γέμισμα δεξαμενής με 1 L περίπου 1Χ SDS-PAGE ρυθμιστικό διάλυμα, προσέχο-

ντας η στάθμη του να βρίσκεται 1-2 cm πάνω από τη επιφάνεια των πηγμάτων. 

3. Προετοιμασία των δειγμάτων με επαναιώρηση τους σε διάλυμα 1Χ ρυθμιστικού 

διαλύματος φόρτωσης και φόρτωσή τους στο πήγμα. 

4. Κάλυψη της δεξαμενής και η όλη διάταξη λειτουργεί περίπου στα 120 Volts με-

χρις ότου η ζώνη της χρωστικής διατρέξει κατά μήκος το πήγμα. 

5. Τοποθέτηση του πήγματος σε δοχείο στο οποίο υπάρχει διάλυμα χρώσης (staining 

solution) και βάψιμο για 1 h περίπου σε θερμοκρασία δωματίου υπό ανάδευση. 

6. Ξήρανση του πήγματος στους 80
o
C για 30 – 45 min. 

 

Πίνακας 4.6. Σύσταση του πήγματος επιστοίβαξης και διαχωρισμού στην παρούσα μελέτη.  

Πήγμα διαχωρισμού 12% Πήγμα επιστοίβαξης (5%) 

Ακρυλαμίδιο:bis (29:1) 4 ml 0,85 ml 

1.5 M Tris-HCl pH 8.8 2,5 ml 1,3 ml 0.5 M Tris pH 6.8 

dsH2O 3,2 ml 2,8 ml 

10% SDS 100 μl 50 μl 

10% APS 50 μl 20 μl 

TEMED 20 μl 5 μl 
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4.21 Υπερέκφραση πρωτεϊνών με το σύστημα pET (pET System 

Manual, Novagen 2001) 

Αρχή μεθόδου: 

Το σύστημα pET (Εικόνα 4.4) είναι ένα από τα πιο ισχυρά συστήματα που έχουν α-

ναπτυχθεί για την κλωνοποίηση και την έκφραση ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών στο 

βακτήριο E. coli. Τα στοχευόμενα γονίδια κλωνοποιούνται στους φορείς pET κάτω α-

πό τον έλεγχο του ισχυρού προαγωγού του βακτηριοφάγου Τ7. Η έκφραση επάγεται 

με την προσθήκη Τ7 RNA πολυμεράσης στα κύτταρα του ξενιστή. Η Τ7 RNA πολύ-

μεράση είναι τόσο επιλεκτική και δραστική που σχεδόν όλη η ενέργεια του κυττάρου 

χρησιμοποιείται τελικά για την έκφραση του στοχευόμενου γονιδίου. Είναι ενδεικτικό 

ότι λίγη ώρα μετά την επαγωγή παράγεται σχεδόν το 50% της επιθυμητής πρωτεΐνης. 

Ένα άλλο σημαντικό πλεονέκτημα του συστήματος είναι η ικανότητα να διατηρεί τα 

στοχευόμενα γονίδια ουσιαστικά μη αντιγραφόμενα σε μη επαγώμενη κατάσταση. Τα 

υπό έκφραση γονίδια μεταφέρονται αρχικά σε ξενιστές, οι οποίοι δεν περιέχουν το 

γονίδιο της Τ7 RNA πολυμεράσης, μειώνοντας, έτσι την πλασμιδιακή αστάθεια που 

οφείλεται στην παραγωγή πρωτεϊνών, οι οποίες πιθανόν να είναι τοξικές για τα κύτ-

ταρα του ξενιστή. Στη συνέχεια, μεταφέρονται σε ξενιστές έκφρασης οι οποίοι περιέ-

χουν ένα χρωμοσωμικό αντίγραφο του γονιδίου της Τ7 RNA πολυμεράσης κάτω από 

τον έλεγχο του προαγωγού lacUV5 και η έκφραση επάγεται με την προσθήκη IPTG. 

Ακόμα και απουσία IPTG, υπάρχει έκφραση της Τ7 RNA πολυμεράσης από τον προ-

αγωγό lacUV5 στους ξενιστές DE3. Αν λοιπόν τα στοχευόμενα γονίδια είναι τοξικά 

για το βακτήριο E. coli ακόμα και σε αυτό το χαμηλό επίπεδο έκφρασης μπορεί να ε-

μποδίσει τη σταθεροποίηση των ανασυνδυασμένων πλασμιδίων στους ξενιστές DE3. 

Γι αυτό το πρόβλημα είναι διαθέσιμες πολλές λύσεις. Μια προσέγγιση είναι η χρησι-

μοποίηση φορέων οι οποίοι περιέχουν τον καλούμενο προαγωγό Τ7 lac. Τα πλασμί-

δια αυτά περιέχουν μια αλληλουχία του ρυθμιστή lac καθοδικά του προαγωγού Τ7. 

Περιέχουν επίσης τον φυσικό προαγωγό και την κωδικεύουσα περιοχή του καταστο-

λέα lac (lacI), προσανατολισμένο έτσι ώστε οι προαγωγοί T7 lac και lacI να έχουν 

διαφορετική κατεύθυνση. Όταν χρησιμοποιούνται οι φορείς στους DE3 ξενιστές για 

την έκφραση κλωνοποιημένων γονιδίων, ο καταστολέας lac δρα: 

 στο χρωμόσωμα του ξενιστή στον προαγωγό lacUV5 για να καταστείλει τη μετα-

γραφή του γονιδίου της Τ7 RNA πολυμεράσης από την πολυμεράση του ξενιστή 

και 
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 στον ανασυνδυασμένο φορέα στον προαγωγό Τ7 lac προκειμένου να καταστείλει 

τη μεταγραφή του στοχευόμενου γονιδίου. 

 

Εικόνα 4.4.  Χάρτης του πλασμιδιακού φορέα υπερέφρασης pET-29.  

Διαλύματα: 

 1Χ διάλυμα φόρτωσης: Διάλυμα Tris συγκέντρωσης 50 mM pH 6.8 

          Διάλυμα 2% SDS 

          Διάλυμα 0,1% κυανού της βρωμοφαινόλης 

          Διάλυμα 10% γλυκερόλης 

                                           Διάλυμα 5% β-μερκαπτοαιθανόλης 
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Πειραματική πορεία: 

Η διαδικασία που ακολουθείται για την υπερέκφραση των πρωτεϊνών είναι η ακόλου-

θη: 

1. Κλωνοποίηση γονιδίων στον κατάλληλο φορέα υπερέκφρασης. Στην εργασία αυτή 

επιλέχθηκε ο φορέας pET29c(+). 

2. Μετασχηματισμός με το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο των ξενιστών BL21(DE3). 

3. Επιλογή μονής αποικίας και εμβολιασμός της σε 5 ml LB με το κατάλληλο αντιβι-

οτικό. Επώαση στους 37
o
C. 

4. Εμβολιασμός κατάλληλης ποσότητας (1:20) σε 20 ml θρεπτικού μέσου ανάπτυξης 

και επώαση μέχρι οπτικής πυκνότητας (O.D.)600nm=0.4-0.6. 

5. Προσθήκη IPTG (τελική συγκέντρωση 1 mM). 

6. Λαμβάνονται δείγματα του 1 ml σε χρόνους: 0 min, 1 h, 2 h, 3 h και 4 h. 

7. Φυγοκέντρηση. 

8. Επαναιώρηση του ιζήματος σε 1Χ διαλύματος φορτώσεως όγκου αναλόγου της ο-

πτικής πυκνότητας του δείγματος (120 μl/ 0.6 O.D.600nm). 

9. Αποθήκευση στους -20
o
C ή πραγματοποίηση ηλεκτροφόρησης SDS-PAGE αφού 

τα δείγματα επωαστούν για 5 min στους 95
o
C και φυγοκεντρηθούν. 

 

4.22 Καθαρισμός πρωτεϊνών μέσω στήλης αγχιστείας Ni
2+

-NTA αγα-

ρόζης (Herz et al. 2000) 

Αρχή μεθόδου: 

Η στήλη Ni
2+

-NTA ανήκει σε μια ειδική κατηγορία στηλών χρωματογραφίας αγχι-

στείας, που ονομάζεται IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography). Το νι-

τριλοτριοξικό οξύ (ΝΤΑ) έχει την ικανότητα να δεσμεύει το ιόν νικελίου με το ΝΤΑ 

πολύ καλύτερα από άλλες χηλικές ενώσεις. Επιπρόσθετα, οι στήλες νικελίου με το 

ΝΤΑ δεσμεύουν 100-1000 φορές περισσότερο αποτελεσματικά πρωτεΐνες με ουρά έ-

ξι ιστιδινών από ότι ανάλογες στήλες ιμινοδιοξικού οξέως (IDA, η πρώτη ένωση που 

χρησιμοποιήθηκε για τέτοιου είδους χρωματογραφίες). 
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Διαλύματα: 

 Διάλυμα Α: Διάλυμα Tris-HCl συγκέντωσης 100 mM pH 8 

  Διάλυμα NaCl συγκέντρωσης 500 mM 

  Διάλυμα ιμιδαζολίου συγκέντρωσης 20 mM 

  Διάλυμα PMSF συγκέντρωσης 0.3 mM 

 Διάλυμα Β: Διάλυμα Tris-HCl συγκέντρωσης 100 mM pH 8 

  Διάλυμα NaCl συγκέντρωσης 500 mM 

     Διάλυμα ιμιδαζολίου συγκέντρωσης 20 mM (Β20) και 100 mM (Β100) 

 Διάλυμα Γ: Διάλυμα Tris-HCl συγκέντρωσης 100 mM pH 8 

  Διάλυμα NaCl συγκέντρωσης 500 mM 

  Διάλυμα ιμιδαζολίου 100 mM (C100) και 500 mM (C500) 

Πειραματική πορεία: 

(Ι) Επαγωγή καλλιέργειας 

1. Επώαση 20 ml καλλιέργειας στους 37
o
C υπό ανάδευση, Ο/Ν. 

2. Εμβολιασμός 1:20 σε 2 L θρεπτικού μέσου ανάπτυξης και επώαση στους 37
o
C υπό 

γρήγορη ανάδευση έως ότου η οπτική πυκνότητα στα 600 nm φτάσει περίπου 0.6. 

3. Λαμβάνεται δείγμα 1 ml (μη επαγώμενος μάρτυρας) φυγοκεντρείται και επαναιω-

ρείται σε 1Χ διαλύματος φορτώσεως ανάλογα με την οπτική πυκνότητα του δεί-

γματος (120 μl/ 0.6 O.D.600nm). Το δείγμα τοποθετείται στους -20
o
C έως ότου χρησιμοποι-

ηθεί. 

4. Επαγωγή της καλλιέργειας με προσθήκη IPTG σε τελική συγκέντρωση 1 mM. 

5. Επώαση της καλλιέργειας για 4 επιπλέον ώρες. 

6. Λαμβάνεται δείγμα 1 ml (επαγώμενος μάρτυρας) φυγοκεντρείται και επαναιωρεί-

ται σε 1Χ διαλύματος φορτώσεως ανάλογα με την οπτική πυκνότητα του δείγμα-

τος (120 μl/ 0.6 O.D. 600nm). Το δείγμα τοποθετείται στους -20
o
C έως ότου χρησι-

μοποιηθεί. 

7. Ακολουθεί φυγοκέντρηση της καλλιέργειας σε 5500 rpm/4
o
C/20 min. Στο στάδιο 

αυτό το ίζημα μπορεί να αποθηκευθεί στους -20
o
C έως ότου χρησιμοποιηθεί. 
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(ΙΙ) Λύση των κυττάρων 

1. Αν τα κύτταρα βρίσκονται στους -20
o
C αφήνονται για 15 min σε πάγο για να ξε-

παγώσουν και στη συνέχεια επαναιωρούνται σε 5 ml διαλύματος Α ανά γραμμάριο 

κυττάρων. 

2. Γίνεται λύση των κυττάρων με υπερήχους (Χρησιμοποιούνται 8 παλμοί των 10 sec 

στα 300 W, με περίοδο ψύξης μεταξύ των παλμών 10 sec). 

3. Φυγοκέντρηση 6.000 rpm/4
o
C/20 min 

4. Συλλογή του υπερκειμένου για εφαρμογή σε στήλη Ni
2+

-NTA. 

(ΙΙΙ) Χρωματογραφία 

1. Εξισορρόπηση της στήλης με διάλυμα Α με ροή 2 ml/min 

2. Πέρασμα από τη στήλη όλου του υπερκειμένου, οπότε φεύγουν από τη στήλη όλες 

οι μη δεσμευμένες πρωτεΐνες. 

3. Ακολουθεί πλύση της στήλης με 20 ml διαλύματος Α. 

4. Η έκλουση των πρωτεϊνών έγινε αρχικά με 20 ml διαλύματος Β με δημιουργία πυ-

κνοτήτων βαθμίδωσης ιμιδαζολίου. 

5. Ακολουθεί έκλουση με 120 ml διαλύματος Γ με δημιουργία πυκνοτήτων βαθμίδω-

σης ιμιδαζολίου. 

Τα πρωτεϊνικά κλάσματα που συλλέγονται υπόκεινται σε SDS-PAGE ηλεκτροφόρη-

ση και τα πρωτεϊνικά πήγματα σε χρώση με Coomassie Brilliant Blue R-250. 

 

4.23 Ενζυμικοί προσδιορισμοί 

4.23.1 Ενζυμικός προσδιορισμός της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος  

(Feng et al., 1999) 

Η δραστικότητα της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος προσδιορίστηκε φωτομε-

τρικά στους 25
ο
C, μετρώντας την αύξηση της απορρόφησης στα 330 nm, που οφείλε-

ται στο σχηματισμό του μηλοπυροσταφυλικού οξέος για το διάστημα του 1 min. Η α-

ντίδραση αρχίζει με την προσθήκη του ενζύμου/κυτταρικού εκχυλίσματος σε τελικό 

όγκο 1 ml, που περιέχει 0.3 mM γεντισικού οξέος σε 50 mM Phosphate Buffer pH 7.5 

(Πίνακας 4.7). Για τον προσδιορισμό της ειδικής δραστικότητας χρησιμοποιήθηκε ο 

μοριακός συντελεστής απόσβεσης ε330 = 10.8 x 10
3
 M

-1
 cm

-1
. 
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Πίνακας 4.7. Σύσταση του διαλύματος αντίδρασης για τον ενζυμικό προσδιορισμό της 1,2-διοξυγο-

νάσης του γεντισικού οξέος. 

Αντιδραστήριο Όγκος στην αντίδραση (μl) 

Ενζυμικό παρασκεύασμα 50 

Υπόστρωμα: 3 mM gentisate σε 20 mM 

Tris-HCI pH 7.5 

100 

Ρυθμιστικό διάλυμα: 50 mM Phosphate 

Buffer pH 7.5 

850 

Τελικός όγκος 1000 
 

 

 

4.23.2 Επίδραση του σιδήρου [FeSO4 (Fe
2+

)] και του L-ασκορβικού οξέος (L-

ascorbate) στη δραστικότητα της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος 

 

Με τη βοήθεια του ενζυμικού προσδιορισμού (§ 4.23.1) η δραστικότητα της 1,2-διο-

ξυγονάσης του γεντισικού οξέος προσδιορίστηκε μετά από επώαση του καθαρού εν-

ζύμου σε διαφορετικές συγκεντρώσεις FeSO4 /L-ασκορβικού οξέος (0.1, 0.2, 0.4, 0.6 

και 1 mM) για τα χρονικά διαστήματα 10, 20 και 30 min.   

   

 

4.23.3 Προσδιορισμός βέλτιστου pH δράσης της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισι-

κού οξέος 

 

Η τιμή/εύρος του pH, στο οποίο δρα βέλτιστα η 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέ-

ος προσδιορίστηκε με τη βοήθεια του ενζυμικού προσδιορισμού αυτής, όπως περι-

γράφηκε στην § 4.23.1. Για τις τιμές pH από 4 έως 12 χρησιμοποιήθηκαν τα αντίστοι-

χα ρυθμιστικά διαλύματα, ίδιας συγκέντρωσης και κάτω από τις ίδιες συνθήκες, που 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 4.8. 
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Πίνακας 4.8 Παρουσίαση ρυθμιστικών διαλυμάτων και των τιμών pH τους για το προσδιορισμό του 

βέλτιστου pH δράσης της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος. 

Ρυθμιστικό διάλυμα Τιμή pH 

50 mM Succimic acid 

4 

4.5 

5 

5.5 

50 mM Phosphate Buffer  

6 

6.5 

7 

7.5 

8 

50 mM Tris-HCI 
8.5 

9 

50 mM Glycine – NaOH 

9.5 

10 

10.5 

50 mM Na2HPO4 

11 

11.5 

12 

 

 

4.23.4 Προσδιορισμός βέλτιστης θερμοκρασίας δράσης της 1,2-διοξυγονάσης του 

γεντισικού οξέος 

Η θερμοκρασία, στην οποία δρα βέλτιστα η 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέος 

προσδιορίστηκε σε θερμοστατούμενο φωτόμετρο σε θερμοκρασίες: 5, 10, 15, 20, 25, 

30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 και 80
ο
C. 

 

4.23.5 Επίδραση διαφορετικών μεταλλικών ιόντων στη δραστικότητα της 1,2-

διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος 

 

Με τη βοήθεια του ενζυμικού προσδιορισμού (§ 4.23.1) η δραστικότητα της 1,2-διο-

ξυγονάσης του γεντισικού οξέος προσδιορίστηκε μετά από επώαση του ενζύμου για 

30 min σε διαφορετικές συγκεντρώσεις (0.1, 0.2, 0.4, 0.6 και 1 mM) των μεταλλικών 

ιόντων: Cu
2+

, Mn
2+

, Mg
2+

 και Ni
2+

. 
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4.23.6 Τιτλοδότηση ενζυμικού παρασκευάσματος 

Η τιτλοδότηση του ενζυμικού παρασκευάσματος, δηλαδή ο προσδιορισμός των λει-

τουργικών ενεργών κέντρων στο κλάσμα, που χρησιμοποιήθηκε για τον χαρακτηρι-

σμό της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος, πραγματοποιήθηκε με τη ο-φαιναν-

θρολίνη και το EDTA. Οι δύο αυτές ουσίες είναι χηλικοί παράγοντες, που δεσμεύουν 

τα ιόντα του σιδήρου, αναστέλλοντας το ένζυμο μη αντιστρεπτά. Η δραστικότητα της 

1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος προσδιορίστηκε μετά από επώαση για 30 min 

του καθαρού ενζύμου σε διαφορετικές συγκεντρώσεις των προαναφερθέντων παρα-

γόντων: ο-φαινανθρολίνη (0.005, 0.01, 0.015 και 0.02 mM) και EDTA (0.005, 0.01, 

0.015, 0.02, 0.025 και 0.03 mM). Οι δοκιμές σταματάνε στη συγκέντρωση του παρά-

γοντα, που προκαλεί σχεδόν πλήρη αναστολή του ενζύμου (~98%).   

   

 

4.23.7 Κινητική σταθερής κατάστασης της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέ-

ος 

 

Για τον προσδιορισμό της κινητικής σταθερής κατάστασης της 1,2-διοξυγονάσης του 

γεντισικού οξέος, καθώς και το μοντέλο που αυτή ακολουθεί, μετρήθηκε η ταχύτητα 

της ενζυμικής αντίδρασης σε διαφορετικές συγκεντρώσεις υποστρώματος (0.0075, 

0.015, 0.03, 0.045, 0.06, 0.075, 0.09, 0.15, 0.3, 0.45, 0.6, 0.75, 0.9 mM) σύμφωνα με 

τον ενζυμικό προσδιορισμό για την 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέος (§ 4.23.1). 

 

 

4.23.8 Επίδραση εναλλακτικών υποστρωμάτων στη δραστικότητα της 1,2-διοξυ-

γονάσης του γεντισικού οξέος 

 

Η επίδραση εναλλακτικών υποστρωμάτων στη δραστικότητα της 1,2-διοξυγονάσης 

του γεντισικού οξέος προσδιορίστηκε φωτομετρικά στους 25
ο
C και στο κατάλληλο 

μήκος κύματος (Πίνακας 4.9). με οδηγό τον ενζυμικό προσδιορισμό του ενζύμου (§ 

4.23.1). Η αντίδραση αρχίζει με την προσθήκη του ενζύμου/κυτταρικού εκχυλίσμα-

τος σε τελικό όγκο 1 ml, που περιέχει 0.3 mM υποστρώματος σε 50 mM Phosphate 

Buffer pH 7.5.  
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Πίνακας 4.9. Παρουσίαση του μήκους κύματος των εναλλακτικών υποστρωμάτων σύμφωνα με τη βι-

βλιογραφία. 

Υπόστρωμα Μήκος κύματος (nm) Βιβλιογραφία 

Σαλικυλικό οξύ 283  Eppinger et al., 2017 

1-υδροξυ-2-ναφθοϊκό οξύ 300  Vandera et al., 2012 

3-υδροξυβενζοϊκό οξύ 294 Laempe et al., 2001 

4-υδροξυβενζοϊκό οξύ 340  Chen et al., 2011 

3,4-διυδροξυβενζοϊκό οξύ 290  Das et al., 2016 

3,4-διυδροξυφαινυλοξικό οξύ 400  Kahn et al., 2000 

Κατεχόλη 260  Marga et al., 1970 
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5. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

5.1 Εντοπισμός του γονιδίου της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού ο-

ξέος με in silico μελέτη 

 

Η αναζήτηση και ο εντοπισμός του γονιδίου, που πιθανά κωδικοποιεί την 1,2-διοξυ-

γονάση του γεντισικού οξέος στο γονιδίωμα του βακτηρίου P. phenathrenivorans 

Sphe3 έγινε με τη βοήθεια της βάσης δεδομένων του DOE Joint Genome Institute 

(JGI - https://img.jgi.doe.gov/). Το πιθανό γονίδιο της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισι-

κού οξέος εντοπίζεται στο μεγαλύτερο από τα δύο πλασμίδια του βακτηρίου (plasmid 

pASPHE301:CP002380 με μέγεθος 190450 bp και 211 γονίδια). Έχει μέγεθος 1122 

bp και η νουκλεοτιδική του αλληλουχία παρατίθεται στο Παράρτημα. 

Το γονίδιο αυτό φαίνεται να αποτελεί τμήμα ενός συμπλέγματος γονιδίων, που κωδι-

κοποιούν άλλα ένζυμα και πρωτεΐνες, που συμμετέχουν στον καταβολισμό του γεντι-

σικού οξέος στο βακτήριο P. phenanthrenivorans Sphe3 (Εικόνα 5.1). 

 

                          

                            1          2            3                 4                       5                       6       

Εικόνα 5.1 Σύμπλεγμα γονιδίων, που συμμετέχει στον καταβολισμό του γεντισικού οξέος του βακτη-

ρίου P. phenanthrenivorans Sphe3: 1) ισομεράση του μηλοπυροσταφυλικού [Asphe3_39820: 

maleylpyruvate isomerase (249aa)], 2) 2-κετο-4-πεντενοική υδρατάση/2-οκτεπτα-3-εν-1,7-διοϊκή υ-

δρατάση [Asphe3_39830: 2-keto-4-pentenoate hydratase/2-oxohepta-3-ene-1,7-dioic acid hydratase 

(274 aa)], 3) 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέος [gtda: gentisate 1,2-dioxygenase {EC 1.13.11.4} 

(373 aa)], 4) 2,3-διυδροξυβενζοϊκή-ΑΜΡ λιγάση [Asphe3_39850: 2,3-dihydroxybenzoate-AMP ligase 

(557 aa)], 5) συνθετάση ακυλ-CoA (σχηματισμός NDP) [Asphe3_39860: acyl-CoA synthetase {NDP 

forming} (677 aa)], 6) 2-πολυπρενυλ-6-μεθοξυφαινολική υδρολάση – οξειδοαναγωγάση [Asphe3_ 

39870:2-polyprenyl-6-methexyphenol hydrolase-like oxidoreductase (524 aa)]  

 

 

5.2 Εύρεση της πρωτοταγούς δομής της 1,2-διοξυγονάσης του γεντι-

σικού οξέος 

 

Η εύρεση της πρωτοταγούς δομής της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος, δηλα-

δή η αλληλουχία των αμινοξέων της έγινε με τη βοήθεια του NCBI https://www.ncbi. 

nlm.nih.gov/protein/323471388 και παρατίθεται στο Παράρτημα. 

Η αμινοξική αλληλουχία ανήκει στην 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέος, που εί-

ναι πρωτεΐνη με 373 αμινοξέα και μοριακό βάρος 41.45 kDa, όπως βρέθηκε με τη 

https://img.jgi.doe.gov/
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βοήθεια του αλγορίθμου Protein Molecular Weight στο βακτήριο, Sphe3. Για τη σύ-

γκριση της αμινοξικής αλληλουχίας με άλλες ομόλογες που βρίσκονται καταχωρημέ-

νες στις βάσεις δεδομένων, πραγματοποιήθηκε είσοδος της αμινοξικής αλληλουχίας 

στο πρόγραμμα του αλγορίθμου BLASTP.  

                 

5.3 Σύγκριση αλληλουχιών – Πολλαπλή στοίχιση  
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Εικόνα 5.2. Πολλαπλή στοίχιση (CLUSTALW) της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος από το P. 

phenanthrenivorans Sphe3 με αντίστοιχες διοξυγονάσες. Οι αστερίσκοι αντιστοιχούν σε συντηρημένα 

κατάλοιπα και οι κουκκίδες σε συντηρητικές υποκαταστάσεις (αμινοξέα με παρόμοια δομή ή βιολογι-

κή δράση). Δεδομένα που χρησιμοποιήθηκαν: ADX75072 (Pseudarthrobacter phenanthrenivorans 

Sphe3), NP 602217.1 (Corynebacterium glumicum), AAQ91293.1(Pseudaminobacter 

salicylatoxidans), ABH01038.1 (Rhodococcus opacus), ADT78164.1 (Rhodococcus sp. NCIMB 

12038),  ABG93677.1 (Rhodococcus jostii RHA1), AAV97252.1 (Ruegeria pomeroyi DSS-3), 

CAA12267.1 (Sphingomonas sp. RW5), BAB36453.1 (Escherichia coli O157:H7), AAD49427.1 

(Pseudomonas alcaligenes) BAC98955.1 (Xanthobacter polyaromaticivorans),  AAZ93402.1 

(Polaromonas naphthalenivorans CJ2), AAD12619.1 (Ralstonia sp. U2), BAA31235.2 (Nocardioides 

sp. KP7), AAQ62856.1 (Haloferax sp. D1227), AAQ79814.1 (Haloarcula sp. D1), ADC93717.1 

(Bradyrhizobium sp. JS329), ADX73349.1 (Pseudarthrobacter phenanthrenivorans Sphe3). 

 

 

Η αμινοξική αλληλουχία της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος εισήχθη με εν-

δεικτικές αλληλουχίες πρωτεϊνών, ώστε να γίνει πολλαπλή στοίχιση των αλληλουχι-

ών μέσω του αλγορίθμου CLUSTALW. Στην Εικόνα 5.2 παρουσιάζεται το αποτέλε-

σμα της σύγκρισης αμινοξικών αλληλουχιών από διαφορετικούς μικροοργανισμούς, 

ομόλογων με την 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέος. Με τη βοήθεια των δεδομέ-

νων που εμφανίζονται στην παραπάνω εικόνα, διαπιστώνουμε ότι οι απόλυτα συντη-

ρημένες περιοχές είναι λίγες και υποδεικνύονται με το σύμβολο του αστερίσκου, ενώ 

με το σύμβολο της άνω και κάτω τελείας είναι αυτές με τη μικρότερη διατήρηση συ-

ντήρησης. Περαιτέρω, όμως πληροφορίες μπορούμε να αποκτήσουμε γνωρίζοντας τη 

δευτεροταγή δομή της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος. Στην § 5.4 παρατίθε-
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ται η πιθανή δευτεροταγής δομή της υπό μελέτης πρωτεΐνης και δίνεται περισσότερο 

φως, όσον αφορά τις συντηρημένες περιοχές.   

 

5.4 Πρόβλεψη της δευτεροταγούς δομής της 1,2-διοξυγονάσης του γε-

ντισικού οξέος  

 

Η πρόβλεψη της δευτεροταγούς δομής της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος έ-

γινε με τη βοήθεια του αλγορίθμου Phyre2 (Εικόνα 5.3). 

 

 

 

                            

Εικόνα 5.3  Πρόβλεψη της δευτεροταγούς δομής της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος. 
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Η αμινοξική ακολουθία της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος εισήχθη στον αλ-

γόριθμο Phyre2. Κατόπιν, έγινε αναζήτηση και εντοπισμός των αμινοξικών αλληλου-

χιών από άλλους οργανισμούς, των οποίων η αμινοξική αλληλουχία παρουσιάζει με-

γαλύτερη ομολογία και έχει προσδιοριστεί η δευτεροταγής τους δομή. Συνεπώς, η 

δευτεροταγής δομή της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος προβλέπεται να έχει  

διαμόρφωση σαν τη διοξυγονάση του Pseudaminobacter salicylatoxidans με ποσοστό 

ομολογίας 72%, της οποίας η αμινοξική αλληλουχία παρατίθεται στο Παράρτημα. 

Στην Εικόνα 5.3 παρουσιάζονται οι προβλεπόμενες διατάξεις στο χώρο των διαφορε-

τικών τμημάτων της πρωτεϊνικής μας αλληλουχίας. Οι  συντηρημένες  περιοχές  εί-

ναι  πιθανότερο  να  έχουν  κάποια  συγκεκριμένη  δομή  (α-έλικα  ή  β-πτυχωτή  επι-

φάνεια), ενώ οι περιοχές με πολλά κενά, πιθανότερο να αντιστοιχούν σε βρόχους κι έ-

τσι διαπιστώνουμε, που βρίσκονται οι περιοχές αυτές στην υπό μελέτη πρωτεΐνη μας.   

 

 

5.5 Πρόβλεψη της τριτοταγούς δομής της 1,2-διοξυγονάσης του γε-

ντισικού οξέος  

 

Η πρόβλεψη της τριτοταγούς δομής της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος έγινε 

με τη βοήθεια του αλγορίθμου Phyre2 (Εικόνα 5.4). 

 

                       
Εικόνα 5.4 Πρόβλεψη της τριτοταγούς δομής της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος. Οι πραγμα-

τικές διαστάσεις του μοντέλου είναι (Å):X:56.264 Y:73.418 Z:67.166. 

 

Όπως φαίνεται και στην Εικόνα 5.4, η προβλεπόμενη τριτοταγής δομή της 1,2-διοξυ-

γονάσης του γεντισικού οξέος έχει παρόμοιες διαστάσεις με το αντίστοιχο μοντέλο 
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της ομόλογης διοξυγονάσης του P. salicylatoxidans, όπως αναφέρθηκε και προηγου-

μένως στην § 5.4. 

 

5.6 Φυλογενετική ανάλυση της αμινοξικής αλληλουχίας του υποθετι-

κού γονιδίου 

 

Με τη βοήθεια του προγράμματος MEGA 4.1 κατασκευάστηκε το φυλογενετικό δε-

ντρο για την 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέος (Εικόνα 5.5).  

 

 
Εικόνα 5.5. Φυλογενετικό δέντρο για την 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέος. GDO: gentisate 

dioxygenase (1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέος), SDO: salicylate dioxygenase (διοξυγονάση του 

σαλικυλικού οξέος), HNDO: 1-hydroxy-2-naphthoate dioxygenase (διοξυγονάση του 1-υδροξυ-2-να-

φθοϊκού οξέος), 5NSADO: 5-nitrosalicylate dioxygenase (διοξυγονάση του 5-νιτροσαλικυλικού οξέ-

ος). 
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Το φυλογενετικό δέντρο της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος κατασκευάστηκε 

χρησιμοποιώντας πρωτεϊνικές αλληλουχίες από διαφορετικούς οργανισμούς, που πα-

ρουσιάζουν ομολογία στο BLASTP με το Sphe3. Όπως παρατηρείται από το δέντρο, 

το υποθετικό γονίδιο παρουσιάζει μικρό ποσοστό ομολογίας της αμινοξικής αλληλου-

χίας με την αντίστοιχη της διοξυγονάσης του 1-υδροξυ-2-ναφθοϊκού οξέος στο ίδιο 

βακτήριο P. phenanthrenivorans. Αντίθετα, μεγαλύτερη ομολογία και άρα περισσότε-

ρες απόλυτα συντηρημένες περιοχές και παρόμοια δευτεροταγής δομή έχει με την 

1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέος στο Corynebacterium glutamicum ATCC 

13032. 

 

 

 

5.7 Εντοπισμός ενζυμικής δραστικότητας της 1,2-διοξυγονάσης του 

γεντισικού οξέος 

 

Όπως περιγράφτηκε στις § 4.18 και 4.23.1 έγινε συλλογή του κυτταρικού εκχυλίσμα-

τος από κύτταρα Sphe3 και προσδιορίστηκε η συγκέντρωση της πρωτεΐνης με τη με-

θοδο Brandford (βλέπε § 4.19.1). Έπειτα, πραγματοποιήθηκαν ενζυμικές δοκιμές για 

την ανίχνευση και τον υπολογισμό της δραστικότητας της 1,2-διοξυγονάσης του γε-

ντισικού οξέος. Με τη βοήθεια της καμπύλης ανάπτυξης του βακτηρίου P. 

phenanthrenivorans Sphe3 σε θρεπτικό μέσο ΜΜ-Μ9 με πηγή άνθρακα το γεντισικό 

οξύ (Εικόνα 5.6) συλλέχτηκαν τα κύτταρα του Sphe3 στις 13h (εκθετική φάση) (βλέ-

πε § 4.7) και ακολούθησε συλλογή του κυτταρικού εκχυλίσματος αυτών. Αφού προ-

σδιορίστηκε η συγκέντρωση των πρωτεϊνών στο κυτταρικό εκχύλισμα του Sphe3, εν 

συνεχεία πραγματοποιήθηκαν ενζυμικές δοκιμές για τον εντοπισμό δραστικότητας 

της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος. 
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Εικόνα 5.6.  Καμπύλη ανάπτυξης του βακτηρίου P. phenanthrenivorans Sphe3 σε θρεπτικό μέσο ανά-

πτυξης καθορισμένης χημικής σύστασης Μ9 (ΜΜ-Μ9) με πηγή άνθρακα το γεντισικό οξύ. 
 

Ύστερα από τις ενζυμικές δοκιμές, που πραγματοποιήθηκαν στο κυτταρικό εκχύλι-

σμα του Sphe3, εντοπίστηκε η ενζυμική δραστικότητα της 1,2-διοξυγονάσης του γε-

ντισικού οξέος, η οποία ισούται 2.735*10
-5

 U/mg. Συνεπώς, αφού τα κύτταρα Sphe3 

εμφανίζουν δραστικότητα στην 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέος, προχωρήσαμε 

σε ενίσχυση του υποθετικού γονιδίου της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος. 

 

 

5.8 Ενίσχυση του πιθανού γονιδίου της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισι-

κού οξέος 

 

Προκειμένου να αποδειχθεί πειραματικά ότι το γονίδιο κωδικεύει την 1,2-διοξυγονά-

ση του γεντισικού οξέος, πραγματοποιήθηκε απομόνωση γονιδιωματικού DNA από 

κύτταρα Sphe3 (βλέπε § 4.8) και ενίσχυση του γονιδίου με την τεχνική PCR (βλέπε § 

4.15). 

 

5.8.1 Απομόνωση γονιδιωματικού DNA 

 

Η απομόνωση του γονιδιωματικού DNA, που θα χρησιμοποιηθεί ως εκμαγείο στην α-

ντίδραση PCR, έγινε από βακτηριακές καλλιέργειες Sphe3 σε LB (Εικόνα 5.6). 
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Εικόνα 5.7. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 0.8% αγαρόζης του απομονωμένου γονιδιωματικού DNA του 

Sphe3. Μ: μάρτυρας λDNA (μέγεθος από πάνω προς κάτω σε bp: 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 

2027, 564), 1: γονιδιωματικό DNA από καλλιέργειες Sphe3 σε LB. 

 

Στην παραπάνω εικόνα παρουσιάζεται το δείγμα γονιδιωματικού DNA, το οποίο επι-

λέχτηκε ως εκμαγείο για την αντίδραση PCR. 

 

5.8.2 Ενίσχυση του γονιδίου της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος 

Η ενίσχυση του γονιδίου της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος έγινε με την α-

ντίδραση της PCR με εκμαγείο το γονιδιωματικό DNA (δείγμα 3, βλέπε Εικόνα 5.7). 

Πρέπει να σημειωθεί ότι πριν το στάδιο αυτό πραγματοποιείται σχεδιασμός των πρι-

μοδοτικών μορίων. Κατά τη σχεδίαση των πριμοδοτικών μορίων είναι απαραίτητο να 

δημιουργηθούν θέσεις περιορισμού ανοδικά και καθοδικά του γονιδίου της 1,2-διοξυ-

γονάσης του γεντισικού οξέος (για την NdeI: CA|TATG και BamHI: G/GATCC αντί-

στοιχα) καθώς και να απαληφθεί το κωδικόνιο λήξης του γονιδίου ώστε να γίνει η έν-

θεση στον επιλεγμένο πλασμιδιακό φορέα, pET29c, ανοδικά των κωδικονίων που κω-

δικοποιούν για το εξαμερές ιστιδίνης που θα βοηθήσει στον καθαρισμό του ενζύμου. 

Στα πλαίσια του ανωτέρου σκεπτικού σχεδιάστηκαν τα πριμοδοτικά μόρια: 

 gentpETfor: 5΄AGAGGATTCATATGACTGAGAACATC 3΄ 

Tm= 60.1
o
C   nt=26, (169μg) 

 gentpETrev: 5΄AGGAGTTTGGATCCTTGGTG 3΄ 

Tm= 57.3
o
C   nt=20, (115μg) 

                    bp                Μ                1        

23130   

9416   

6557      

4361 

2322   

2027 

        

564 
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Το αποτέλεσμα της αντίδρασης PCR είναι μία ζώνη 1112 bp, που αντιπροσωπεύει το 

γονίδιο της παρούσας έρευνας, όπως φαίνεται και επιβεβαιώνεται από την Εικόνα 

5.8. 

 

                    

Εικόνα 5.8. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 0.8% αγαρόζης του προϊόντος PCR. M: μάρτυρας λDNA (με-

γεθος από πάνω προς κάτω σε bp: 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564), 1: προϊόν PCR. 

 

 

5.8.3 Κλωνοποίηση του γονιδίου της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος στον 

πλασμιδιακό φορέα pCR-Blunt 

 

Για τον έλεγχο της ορθότητας της νουκλεοτιδιακής αλλληλουχίας του προϊόντος PCR 

πραγματοποιήθηκε η κλωνοποίησή του στον πλασμιδιακό φορέα pCR-Blunt. Η κλω-

νοποίηση στον πλασμιδιακό φορέα pCR-Blunt επιτυγχάνεται, αφού κοπεί και καθαρι-

στεί το προϊόν της αντίδρασης PCR (βλέπε § 4.16.1). Η συγκέντρωση του DNA ήταν 

20.1 ng/μl (βλέπε § 4.11). Τα επιδεκτικά βακτήρια E. coli DH5a μετασχηματίστηκαν 

με το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο pCR-blunt::gentdiox και καλλιεργήθηκαν σε στερε-

ό θρεπτικό μέσο (LA) παρουσία του αντιβιοτικού Km ώστε να καταστεί δυνατή η ε-

πιλογή των μετασχηματισμένων βακτηρίων, καθώς ο pCR-Blunt προσδίδει ανθεκτι-

κότητα στο συγκεκριμένο αντιβιοτικό (βλέπε § 4.17.1). Ακολούθησε επιβεβαίωση 

της κλωνοποίησης και της αλληλουχίας του γονιδίου.  

Το πρόγραμμα VectorNTI χρησιμοποιήθηκε ώστε να κατασκευαστεί χάρτης για τις 

θέσεις περιορισμού των ενζύμων HindIΙI, SmaI, BamHI, EcoRV, EcoRI, NdeI,  XhoI, 

PstI, AvaI, ApaLI, NcoI, XmaI που φέρει ο πλασμιδιακός φορέας pCR-Blunt με το 

γονίδιο της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος (Εικόνα 5.9). 

 

      bp            Μ               1 

23130   

9416   

6557      

4361 

2322   

2027 
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Εικόνα 5.9. Χάρτης των θέσεων περιορισμού του πλασμιδιακού φορέα pCR-Blunt με το γονίδιο της 

1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος. 

 

Από τις καλλιέργειες των μετασχηματισμένων βακτηρίων DΗ5a σε στερεό θρεπτικό 

μέσο LA με αντιβιοτικό επιλογής την καναμυκίνη, επιλέχτηκαν 4 αποικίες προκει-

μένου να επιβεβαιωθεί ο μετασχηματισμός και η αλληλουχία του γονιδίου μας. Από 

τις επιλέξιμες αποικίες απομονώθηκε το πλασμιδιακό DNA (βλέπε § 4.9) και κατόπιν 

πραγματοποιήθηκαν μονές πέψεις από τα περιοριστικά ένζυμα EcoRI, EcoRV και 

XhoI (βλέπε § 4.13). Η εικόνα στη πηκτή αγαρόζης, που θα έχει τα αποτελέσματα 

των πέψεων θα είναι διαφορετική, ανάλογα με τον προσανατολισμό του γονιδίου (ορ-

θά ή αντίστροφα) (Εικόνα 5.10). Με τη βοήθεια του χάρτη που εμφανίζεται στην Ει-

κόνα 5.9 αναμένονται τα ακόλουθα: 

 EcoRI:  

 Ορθά: 3500, 1055, 99 bp 

 Αντίστροφα: 3500, 1055, 99bp 

 EcoRV: 

 Ορθά: 4128, 526 bp 

 Αντίστροφα: 4006, 648 bp 

 XhoI: 

 Ορθά: 4240, 414 bp 

 Αντίστροφα: 3848, 806 bp 
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Εικόνα 5.10 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 0.8% αγαρόζης του ανασυνδυασμένου πλασμιδίου pCR-

Blunt::gentdiox ύστερα από πέψη με τα ένζυμα EcoRI, EcoRV, XhoI στις 4 επιλεγμένες αποικίες. M1: 

μάρτυρας λDNA (μέγεθος από πάνω προς κάτω σε bp: 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564), 1: 

προϊόν PCR (άκοπο), 2: προϊόν PCR μετά από πέψη με EcoRI, 3: προϊόν PCR μετά από πέψη με 

EcoRV, 4: προϊόν PCR μετά από πέψη με XhoI, 5: προϊόν PCR (άκοπο), 6: προϊόν PCR μετά από πέ-

ψη με EcoRI, 7: προϊόν PCR μετά από πέψη με EcoRV, 8: προϊόν PCR μετά από πέψη με XhoI, M2: 

μάρτυρας HyperLadder I (μέγεθος από πάνω προς κάτω σε bp: 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3000, 

2500, 2000, 1500, 1000, 800, 600, 400, 200), 9: προϊόν PCR (άκοπο), 10: προϊόν PCR μετά από πέψη 

με EcoRI, 11: προϊόν PCR μετά από πέψη με EcoRV, 12: προϊόν PCR μετά από πέψη με XhoI, 13: 

προϊόν PCR (άκοπο), 14: προϊόν PCR μετά από πέψη με EcoRI, 15: προϊόν PCR μετά από πέψη με 

EcoRV, 16: προϊόν PCR μετά από πέψη με XhoI. 
 

Από την παραπάνω εικόνα βλέπουμε ότι στις 4 επιλεγμένες αποικίες, μόνο σε μία έ-

χουμε επιτυχημένη κλωνοποίηση του γονιδίου μας στον πλασμιδιακού φορέα pCR-

Blunt και αυτή είναι η αποικία 3. Στις αποικίες 1, 2 και 4 δεν μπορούμε να βγάλουμε 

ασφαλή συμπεράσματα, καθώς το μόνο ένζυμο, το οποίο φαίνεται πως λειτουργεί,  

είναι η EcoRI, η οποία κόβει και στις τρεις περιπτώσεις στις θέσεις 3500 και 1055. 

Εμείς, επιλέξαμε την αποικία 3, στη οποία έχουν κόψει και τα τρία περιοριστικά έν-

ζυμα αντίστροφα, δηλαδή: EcoRI: 3500, 1055, EcoRV: 4006, 648, XhoI: 3848, 806. 

Στη συνέχεια, προχωρήσαμε σε περαιτέρω επιβεβαίωση της ένθεσης, με την εξαγωγή 

του πλασμιδιακού DNA της αποικίας 3 με kit (βλέπε § 4.10) και την επακόλουθη 

πραγματοποίηση μονών πέψεων με τα τρία προαναφερθέντα ένζυμα (βλέπε § 4.13).    

 

 

 

 

 

 

bp        M1    1       2       3     4     5      6      7     8       bp      M2    9     10     11    12    13    14      15     16 

    Αποικία 1 Αποικία 2 Αποικία 4 Αποικία 3 
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Εικόνα 5.11 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 0.8% αγαρόζης του ανασυνδυασμένου πλασμιδίου pCR-

Blunt::gentdiox ύστερα από πέψη με τα ένζυμα EcoRI, EcoRV, XhoI. M1: μάρτυρας λDNA (μέγεθος 

από πάνω προς κάτω σε bp: 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564), 1: προϊόν PCR (άκοπο), 2: 

προϊόν PCR μετά από πέψη με EcoRI (3500, 1055), 3: προϊόν PCR μετά από πέψη με EcoRV (4128, 

526), 4: προϊόν PCR μετά από πέψη με XhoI (4240, 414), M2: μάρτυρας HyperLadder I (μέγεθος από 

πάνω προς κάτω σε bp: 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 800, 600, 400, 

200). 

 

Η εικόνα 5.11 δείχνει ότι το γονίδιο της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος έχει 

εισαχθεί ορθά στον πλασμιδιακό φορέα pCR-Blunt. Οπότε συνεχίζουμε με την εξα-

γωγή του πλασμιδιακού DNA και τον υπολογισμό της συγκέντρωσης του δείγματος, 

η οποία είναι 286.4 ng/μl (βλέπε § 4.11). Έπειτα, προσδιορίζεται η αλληλουχία του 

γονιδίου. Από τα αποτελέσματα της αλληλούχισης εισάγεται η αλληλουχία, στο πρό-

γραμμα του αλγορίθμου BLAST και παρατηρούμε ότι ταυτίζεται με αυτή του γονιδί-

ου της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος, όπως παρουσιάζεται στη βάση δεδο-

μένων στο Joint Genome Institute. Ακολούθως, εισάγουμε την προαναφερθείσα αλ-

ληλουχία, καθώς επίσης και αυτή του υπό διερεύνηση γονιδίου στον αλγόριθμο 

CLUSTAL, απ’ όπου παρουσιάζεται πολλαπλή στοίχιση. Συνεπώς, μπορούμε να συ-

νεχίσουμε στο επόμενο βήμα της εργασίας μας, που είναι η κλωνοποίηση της 1,2-διο-

ξυγονάσης του γεντισικού οξέος στον πλασμιδιακό φορέα pET29c και η ετερόλογη 

έκφρασή του στα κύτταρα E. coli BL21. 
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5.9 Κλωνοποίηση του γονιδίου της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού 

οξέος στον πλασμιδιακό φορέα pET29c 

 

Όπως αναφέρθηκε και προηγουμένως, το επόμενο στάδιο είναι η κλωνοποίηση του 

γονιδίου της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος στον επιλεγμένο πλασμιδιακό 

φορέα pET29c. Πραγματοποιήθηκε απομόνωση του πλασμιδιακού DNA από βακτη-

ριακές καλλιέργειες DH5a, που περιέχουν το φορέα pET29c, καθώς επίσης και από 

βακτηριακές καλλιέργειες DH5a, που περιέχουν το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο pCR-

Blunt::gentdiox. Ακολούθησε καθαρισμός του πλασμιδιακού DNA και πραγματοποί-

ηση διπλής πέψης με τα περιοριστικά ένζυμα NdeI και BamHI (Εικόνα 5.12).   

 

 

Εικόνα 5.12 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 0.8% αγαρόζης των προϊόντων των πέψεων του πλασμιδίου 

pET29c και του ανασυνδυασμένου πλασμιδίου pCR-Βlunt::gentdiox με τα ένζυμα BamHI και NdeI. 

M1: μάρτυρας λDNA (μέγεθος από πάνω προς κάτω σε bp: 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 

564), 1: άκοπος pCR-Blunt::gentdiox, 2-3: pCR-Blunt (πάνω ζώνη) 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού ο-

ξέος (κάτω ζώνη) μετά από πέψη με BamHI – NdeI, M2: μάρτυρας HyperLadder I (μέγεθος από πάνω 

προς κάτω σε bp: 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 800, 600, 400, 200), 

4: άκοπος pET29c, 5: pET29c μετά από πέψη με BamHI – NdeI. 

 

Όπως ήταν αναμενόμενο ο φορέας pET29c μετά τη διπλή πέψη είναι ευθύγραμμος 

και ο φορέας pCR-Blunt με την ένθεση εμφανίζει δύο ζώνες, στις θέσεις 3500 και 

1112, αντίστοιχα. Στη συνέχεια, οι ζώνες που αντιπροσωπεύουν τον pET29c και το 

gentdiox καθαρίστηκαν και πραγματοποιήθηκε ανασυνδυασμός, από τον οποίο το α-
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νασυνδυασμένο πλασμίδιο χρησιμοποιήθηκε για να επιτευχθεί ο μετασχηματισμός 

των κυττάρων E. coli BL21 (βλέπε § 4.17.2). Κατόπιν, τα μετασχηματισμένα κύτταρα 

BL21 καλλιεργήθηκαν σε στερεό θρεπτικό μέσο ανάπτυξης (LA) με αντιβιοτικό επι-

λογής την καναμυκίνη, όπου αναπτύχθηκαν 6 αποικίες. Οι αποικίες αυτές ελέχθηκαν 

για την παρουσία του γονιδίου στον φορέα pET29c με πέψεις (Εικόνα 5.13). 

 

Εικόνα 5.13 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 0.8% αγαρόζης των προϊόντων των πέψεων του pET29c και 

του ανασυνδυασμένου πλασμιδίου pET29c::gentdiox  με τα ένζυμα BamHI και NdeI. M1: μάρτυρας 

λDNA (μέγεθος από πάνω προς κάτω σε bp: 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564), 1: άκοπος 

pET29c, 2: pET29c μετά από πέψη με BamHI – NdeI, 3: άκοπος pET29c::gentdiox (αποικία 1), 4: 

pET29c (πάνω ζώνη) gentdiox (κάτω ζώνη) μετά από πέψη με BamHI – NdeI, 5: άκοπος 

pET29c::gentdiox (αποικία 2), 6: pET29c (πάνω ζώνη) gentdiox (κάτω ζώνη) μετά από πέψη με 

BamHI – NdeI, 7: άκοπος pET29c::gentdiox (αποικία 3), 8: pET29c (πάνω ζώνη) gentdiox (κάτω ζώ-

νη) μετά από πέψη με BamHI – NdeI, M2: μάρτυρας HyperLadder I (μέγεθος από πάνω προς κάτω σε 

bp: 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 800, 600, 400, 200), 9: άκοπος 

pET29c::gentdiox (αποικία 4), 10: pET29c (πάνω ζώνη) gentdiox (κάτω ζώνη) μετά από πέψη με 

BamHI – NdeI, 11: άκοπος pET29c::gentdiox (αποικία 5), 12: pET29c (πάνω ζώνη) gentdiox (κάτω 

ζώνη) μετά από πέψη με BamHI – NdeI, 13: άκοπος pET29c::gentdiox (αποικία 6), 14: pET29c (πάνω 

ζώνη) gentdiox (κάτω ζώνη) μετά από πέψη με BamHI – NdeI. 

bp            Μ1           9           10            11         12           13       14           Μ2           bp  

  Αποικία 6   Αποικία 5   Αποικία 4 

Αποικία 3 Αποικία 2  Αποικία 1 

bp             Μ1           1           2             3            4            5           6            7            8         M2            bp    
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5.10 Ετερόλογη έκφραση και καθαρισμός του ενζύμου 

Τα μετασχηματισμένα κύτταρα BL21, που περιέχουν το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο 

pET29c::gentdiox καλλιεργήθηκαν σε 100 ml θρεπτικού μέσου ανάπτυξης με επιλογή 

αντιβιοτικού την καναμυκίνη. Η πειραματική πορεία της υπερέκφρασης περιγράφηκε 

στην § 4.21 για το χρονικό διάστημα 0-4 ώρες. Κατόπιν, τα υπερεκφρασμένα κύττα-

ρα υπέστησαν λύση και το κυτταρικό εκχύλισμα φορτώθηκε σε ηλεκτροφόρηση 

SDS-PAGE (βλέπε § 4.20), προκειμένου να διαπιστωθεί η υπερέκφραση και σε ποιο 

χρονικό διάστημα επιτυγχάνεται. 

 

 

                                 

Εικόνα 5.14. Ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE μετά από υπερέκφραση των κυττάρων BL21 με 0.1 mM 

IPTG. Μ: πρωτεϊνικός μάρτυρας Broad Range Prestained (μέγεθος από πάνω προς τα κάτω σε kDa: 

175, 80, 58, 46, 30, 25, 17, 7), 1: επώαση για 0h, 2: επώαση για 1h, 3:επώαση για 2h, 4:επώαση για 3h, 

5: επώαση για 4h. 

 

Η εικόνα 5.14 παρουσιάζει μία επιτυχημένη υπερέκφραση των κυττάρων BL21, κα-

θώς μετά από επώαση αυτών με 0.1 mM IPTG από 0h μέχρι 4h, η ζώνη γίνεται όλο 

και πιο έντονη. Η εντονότερη έκφραση της πρωτεΐνης παρουσιάζεται στις 3h. Το μο-

ριακό βάρος της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος, όπως έχει βρεθεί από την in 

silico μελέτη είναι 41.45 kDa, το οποίο είναι πολύ κοντά σε αυτό, που φαίνεται στο 

SDS-PAGE (~45kDa, Εικόνα 5.14). Στη συνέχεια, τα μετασχηματισμένα κύτταρα 

BL21 υπέστησαν υπερέκφραση μέχρι την επώαση των 3 ωρών, ακολούθως έγινε λύ-

ση τους και καθαρισμός της πρωτεΐνης με στήλη αγχιστείας Ni
2+

-NTA. Τα κλάσματα 

της στήλης αγχιστείας Ni
2+

-NTA συλλέχθηκαν και πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρη-

ση SDS-PAGE (Εικόνα 5.15). 
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Εικόνα 5.15 Ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE των πρωτεϊνών ύστερα από στήλη Ni
2+-

NTA. Μ: πρωτεϊνι-

κός μάρτυρας Broad Range Prestained (μέγεθος από πάνω προς τα κάτω σε kDa: 175, 80, 58, 46, 30, 

25, 17, 7), 1: κυτταρικό εκχύλισμα πριν περάσει από τη στήλη, 2: κυτταρικό εκχύλισμα αφού περάσει 

από τη στήλη, 3: κυτταρικό εκχύλισμα αφού περάσει από τη στήλη – έκλουση διαλύματος Β, 4: κυττα-

ρικό εκχύλισμα αφού περάσει από τη στήλη – έκλουση διαλύματος Β, 5: κλάσμα της 1,2-διοξυγονά-

σης του γεντισικού οξέος, 6: κλάσμα αφού περάσει από τη στήλη – έκλουση διαλύματος Γ (βλέπε§
4.22).  

 

Διαπιστώνουμε ότι το δείγμα 5 περιέχει τη μεγαλύτερη ποσότητα καθαρής πρωτεΐνης, 

καθώς εμφανίζεται μία μοναδική έντονη ζώνη.  

 

 

5.11 Χαρακτηρισμός της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος 

 

5.11.1 Επίδραση FeSO4 (Fe
2+

)/ L-ascorbate στη δραστικότητα του ενζύμου 

Η δραστικότητα της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος προσδιορίστηκε, αφού ε-

πωάστηκε το καθαρό ένζυμο σε διαφορετικές συγκεντρώσεις σιδήρου και ασκορβι-

κού οξέος και για διαφορετικούς χρόνους επώασης (Πίνακας 5.1). 

Πίνακας 5.1. Μεταβολή δραστικότητας της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος (U/mg) σε διαφο-

ρετικές συγκεντρώσεις σιδήρου και ασκορβικού οξέος και σε διαφορετικούς χρόνους επώασης. 

Χρόνος 

επώασης 

(min) 

Συγκέντρωση Fe
2+

/ L-ascorbate (mM) 

0  0.1 0.2 0.4 0.6  1  

0 4.98*10
-6

 9.34*10
-6

 10.14*10
-6

 7.06*10
-6

 10.92*10
-6

 11.66*10
-6

 

10  14.63*10
-6

 20.10*10
-6

  16.91*10
-6

 15.10*10
-6

 

20 4.98*10
-6 

21.42*10
-6

 21.12*10
-6

 19.79*10
-6

 19.20*10
-6

 20.81*10
-6

 

30 4.98*10
-6 

22.51*10
-6

 25.74*10
-6

 20.35*10
-6

 24.55*10
-6

 25.25*10
-6
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Παρατηρούμε ότι το καθαρό ένζυμο εμφανίζει μεγαλύτερη δραστικότητα όταν επωά-

ζεται σε συγκέντρωση 0.2 mM σιδήρου και ασκορβικού οξέος μετά από επώαση 30 

min, όπως παρουσιάζεται στον Πίνακα 5.1. 

 

 

5.11.2 Βέλτιστο pH 

 

Το βέλτιστο pH για το καθαρό ένζυμο της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος 

προσδιορίστηκε μετά από επώασή του σε τρεις διαφορετικές συγκεντρώσεις υπο-

στρώματος και σε διαφορετικά pH (Πίνακας 5.2 και Γράφημα 5.1α, 5.1β).  

 

Πίνακας 5.2. Ενζυμική δραστικότητα της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος (U/ml) σε διαφορε-

τικές συγκεντρώσεις υποστρώματος και διαφορετικά pH. 

pH 10Km* Km** Km/10*** 

5 0,532 0,694 0,015 

5,5 1,551 8,148 0,185 

6 12,014 9,537 3,148 

6,5 14,931 10,799 3,148 

7 19,167 14,606 6,389 

7,5 23,287 17,361 7,477 

8 21,019 8,843 7,670 

8,5 19,838 6,319 5,602 

9 17,569 3,588 2,932 

9,5 10,903 1,956 1,528 

10 6,574 0,694 0,934 

10,5 4,838 8,148 0,015 
*10Κm = 0.3 mM                 

** Km = 0.03 mM                

*** Km/10 = 0.003 mM 
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Γράφημα 5.1α Μεταβολή δραστικότητας της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος σε χαμηλές συ-

γκεντρώσεις υποστρώματος ([S]/10 = Km/10 = 0.003 mM). 

 

 

 

 

 
Γράφημα 5.1β Μεταβολή δραστικότητας της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος σε υψηλές συ-

γκεντρώσεις υποστρώματος (10[S] = 10Κm = 0.3 mM). 

 

 

 

5 6 7 8 9 10 11

0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

Data: Data1_E

Model: y=klim/(1+10^(pKa-pH)+10^(pH-pKb))

Chi^2 =  8.8892E-7

R^2 =  0.98187

klim 0.09837 ±0.00235

pKa 6.34178 ±0.05823

pKb 9.45162 ±0.06142

Y 
Ax

is
 T

itl
e

X Axis Title

5 6 7 8 9 10 11

0,000

0,005

0,010

0,015

0,020

0,025

0,030

0,035

Data: Data1_F

Model:y=klim/(1+10^(pKa-pH)+10^(pH-pKb))

Chi^2 =  4.2903E-8

R^2 =  0.96942

klim 0.03548 ±0.00141

pKa 6.49358 ±0.07858

pKb 8.83445 ±0.0783

Y
 A

x
is

 T
it
le

X Axis Title

 

ΔΑ/ 

min 

[S]/10  

ΔΑ/min 

 

ΔΑ/

min 

10[S] 

[S]/10 



 
87 

Με τη βοήθεια του Πίνακα 5.2, συμπεραίνουμε ότι η 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού 

οξέος έχει ενεργότητα σε ένα εύρος pH από 7 έως 8.5. Η υψηλότερη δραστικότητα 

εμφανίζεται σε pH 7.5 και έχει την τιμή 17,361 U/ml. Σύμφωνα με το Γράφημα 5.1α, 

το ένζυμο δουλεύει σε pH 7.5-8 σε χαμηλές συγκεντρώσεις υποστρώματος, όπως επί-

σης το ίδιο παρατηρείται και σε υψηλές συγκεντρώσεις (Γράφημα 5.1β). 

 

5.11.3 Βέλτιστη θερμοκρασία 

Στο καθαρό ένζυμο έγιναν διάφορες δοκιμές, όπως αναφερθήκαμε προηγουμένως 

στην § 4.23.4, προκειμένου να προσδιοριστεί η βέλτιστη θερμοκρασία δράσης του. 

 

Πίνακας 5.3. Ενζυμική δραστικότητα (U/ml) της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος σε διαφορε-

τικές θερμοκρασίες. 

Θερμοκρασία (
o
C) Ενζυμική δραστικότητα (U/ml) 

5 2,650 

10 3,225 

15 3,325 

20 3,875 

25 5,125 

30 5,025 

35 5,625 

40 6,450 

45 6,850 

50 6,875 

55 6,750 

60 6,050 

65 5,850 

70 3,625 

75 1,200 

80 0,550 
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Γράφημα 5.2. Μεταβολή δραστικότητας της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος σε διαφορετικές 

θερμοκρασίες. 

 

Με τη βοήθεια του Πίνακα 5.3 και του Γραφήματος 5.2, διαπιστώνουμε ότι η βέλτι-

στη θερμοκρασία δράσης της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος είναι 50
ο
C, η ο-

ποία προσδιορίστηκε αφότου επωάστηκε το καθαρό ένζυμο σε διαφορετικές θερμο-

κρασίες.  

 

5.11.4 Επίδραση ιόντων στη δραστικότητα του ενζύμου 

 

Το ενζυμικό παρασκεύασμα επωάστηκε σε διαφορετικές συγκεντρώσεις μεταλλικών 

ιόντων για 30 min, όπως περιγράφηκε στην § 4.23.5. Στον Πίνακα 5.4 παρατηρούμε 

ότι η δραστικότητα του καθαρού ενζύμου της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέ-

ος επηρεάζεται περισσότερο παρουσία χαλκού και λιγότερο παρουσία μαγγανίου και 

μαγνησίου. Πιο συγκεκριμένα, παρατηρείται 47% αναστολή του ενζύμου παρουσία 

χαλκού, αλλά 13.9% και 4.6% παρουσία μαγγανίου και μαγνησίου, αντίστοιχα. 
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Πίνακας 5.4. Μεταβολή δραστικότητας (%) της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος σε διαφορε-

τικές συγκεντρώσεις χαλκού, μαγνησίου, μαγγανίου και νικελίου.   

Συγκέντρωση (mM) 
% Δραστικότητα 

Cu
2+

 Mn
2+

 Mg
2+

 Ni
2+

 

0 100 100 100 100 

0.1 83.4 92.8 103.7 76.8 

0,2 77.6 92.5 100.6 79.2 

0,4 68.6 90.1 93.8 72.2 

0,6 65.1 86.7 95.2 70.1 

1 53 86.1 95.4 66.8 

 

 

 
Γράφημα 5.3. Μεταβολή δραστικότητας (%) της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος σε διαφορε-

τικές συγκεντρώσεις χαλκού, μαγνησίου, μαγγανίου και νικελίου. 

 

 

5.11.5 Τιτλοδότηση του ενζυμικού παρασκευάσματος 

 

Για τον υπολογισμό της kcat χρησιμοποιήθηκαν οι χηλικοί παράντες ο-φαινανθρολίνη 

και EDTA σε ένα εύρος συγκεντρώσεων 0-0.03 mM, επωάζοντας το καθαρό ένζυμο 

της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος για το χρονικό διάστημα των 120 και 180 

λεπτών, αντιστοίχως (Πίνακας 5.5, Γράφημα 5.4). 
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Πίνακας 5.5. Μεταβολή δραστικότητας (%) της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος από ο-φαιναν-

θρολίνη και EDTA σε διαφορετικές συγκεντρώσεις. 

Συγκέντρωση (mM) 
% Δραστικότητα 

ο-phe EDTA 

0 100 100 

0.005 59 5.1 

0.01 90.4 50.9 

0.015 96.6 52.2 

0.02 98.8 53.9 

0.025 - 56.2 

0.03 - 55.2 

 

Γράφημα 5.4. Μεταβολή δραστικότητας (%) της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος από ο-φαι-

νανθρολίνη και EDTA σε διαφορετικές συγκεντρώσεις. 

 

 

Με τη βοήθεια του Πίνακα 5.5 και του Γραφήματος 5.4 παρατηρούμε ότι παρουσία 

0.02 mM ο-φαινανθρολίνης, η 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέος χάνει το 98.8% 

της δραστικότητας του μετά από 2 ώρες επώασης, ενώ σε συγκέντρωση 0.03 mM 

EDTA και μετά από επώαση 3 ωρών χάνεται μόνο το 55.2%. Οι τιμές του Πίνακα 5.5 

εισήχθησαν στο πρόγραμμα Origin, βάσει του οποίου έγινε ο προσδιορισμός των τι-

μών της παραμέτρου kcat. Η τιμή kcat βρέθηκε να είναι 715.875 s
-1

. 

Πίνακας 5.6. Καταλυτικές ιδιότητες της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος. 

Καταλυτικές ιδιότητες 

Km = 24.9 μΜ kcat  = 715.875 s
-1

 Vmax = 1.15 mM*s
-1
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5.11.6 Κινητική σταθερής κατάστασης της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού ο-

ξέος 
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Γράφημα 5.5 Κινητική της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος. 

 

 

Η αντίδραση που πραγματοποιείται από την 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέος, 

φαίνεται να ακολουθεί κινητική Michaelis-Menten, η οποία περιγράφεται από την ε-

ξίσωση v = Vmax*[S]/([S]+Km). Όπως φαίνεται και από το Γράφημα 5.5, η ταχύτητα 

της αντίδρασης μεταβάλλεται συναρτήσει της συγκέντρωσης του υποστρώματος. Με 

τη βοήθεια του προγράμματος Origin, διαπιστώθηκε ότι το υπό μελέτη ένζυμο ακο-

λουθεί κινητική Michaelis-Menten, αφότου πραγματοποιήθηκαν ενζυμικές δοκιμές, 

κατά τις οποίες μελετήθηκε η μεταβολή της ταχύτητας στη μονάδα του ενός λεπτού, 

μεταβάλλοντας τη συγκέντρωση του υποστρώματός μας, το οποίο ήταν το γεντισικό 

οξύ. Ακολούθως υπολογίστηκε η Vmax = 1.15 mM*s
-1 

και το Km= 24.9 μM. Το ένζυμο 

βρέθηκε ότι έχει καταλυτική ισχύ kcat/Km = 28.75 s
-1

 M
-1

 10
3
. 
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5.11.7 Εναλλακτικά υποστρώματα της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος 

 

Η δραστικότητα της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος μελετήθηκε και παρου-

σία εναλλακτικών υποστρωμάτων στη θέση του γεντισικού οξέος, όπως αναφερθήκα-

με στην § 4.23.8. Έγιναν δοκιμές στα υποστρώματα: σαλικυλικό οξύ, 1-υδροξυ-2-να-

φθοϊκό οξύ, 3-υδροξυβενζοϊκό οξύ, 4-υδροξυβενζοϊκό οξύ, 3,4-διυδροξυβενζοϊκό ο-

ξύ, 3,4-διυδροξυφαινυλοξικό οξύ, κατεχόλη. Μόνο δύο εκ των προαναφερθέντων υ-

ποστρωμάτων εμφάνισαν δραστικότητα και ήταν το 3,4-διυδροξυβενζοϊκό οξύ και το 

3,4-διυδροξυφαινυλοξικό οξύ με 0.042 και 0.0016 U/ml, αντίστοιχα με συγκέντρωση 

υποστρώματος Km = 0.3 mM.  

 

5.11.8 Διατήρηση της ενζυμικής δραστικότητας 

 

Σε αυτή την εργασία μελετήθηκε η διατήρηση της δραστικότητας της 1,2-διοξυγονά-

σης του γεντισικού οξέος σε διαφορετικές θερμοκρασίες: 4
ο
C, -20

ο
C και -80

ο
C για 

διαφορετικά χρονικά διαστήματα και με την παρουσία διαφορετικών μέσων: 10% 

γλυκερόλη, 1% DMSO, 10% DMSO και 10% αιθανόλη. Πριν την αποθήκευση του 

ενζυμικού παρασκευάσματος στα διάφορα μέσα και στις διαφορετικές θερμοκρασίες, 

επωάστηκε για 30 min με 0.2 mM Fe
2+

/L-ascorbate. 

 
Πίνακας 5.7 Ποσοστό μείωσης της δραστικότητας σε θερμοκρασία 4

ο
C

 
μετά από 48h σε διάφορα μέ-

σα. 

Μέσα 4
ο
C - 48h 

Καθαρό ένζυμο 75 

10% γλυκερόλη 57 

10% αιθανόλη 71 

10% DMSO 79 
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Πίνακας 5.8. Ποσοστό μείωσης της δραστικότητας σε θερμοκρασία -20
ο
C

 
μετά από 7 και 30 ημέρες 

σε διάφορα μέσα. 

Μέσα -20
ο
C – 7 μέρες -20

ο
C – 30 μέρες 

Καθαρό ένζυμο 100 100 

10% γλυκερόλη 57 82 

10% αιθανόλη 99 96 

10% DMSO 84 92 

1% DMSO 99 98 

 

Πίνακας 5.9 Ποσοστό μείωσης της δραστικότητας σε θερμοκρασία -80
ο
C

 
μετά από 3 μήνες σε διάφο-

ρα μέσα. 

Μέσα -80
ο
C – 3 μήνες 

Καθαρό ένζυμο 98 

10% γλυκερόλη 81 

10% αιθανόλη 86 

10% DMSO 80 

1% DMSO 87 

 

Από τα παραπάνω αποτελέσματα διαπιστώνουμε ότι το καθαρό ένζυμο χάνει το 75% 

της δραστικότητας, όταν φυλάσσεται στους 4
ο
C για 48h, ενώ η παρουσία της γλυκε-

ρόλης, της αιθανόλης ή του DMSO δεν επιδράσανε θετικά στη διατήρηση της δραστι-

κότητας. Επίσης, το καθαρό ένζυμο χάνει πλήρως τη δραστικότητα του στους -20
ο
C 

μετά από 7 μέρες, ενώ παρουσία 10% γλυκερόλης χάνει σχεδόν το μισό της δραστι-

κότητάς του κάτω από τις ίδιες συνθήκες (Πίνακας 5.8). Με τη βοήθεια του Πίνακα 

5.9 διαπιστώνουμε ότι η δραστικότητα του ενζύμου παρουσία διαφόρων μέσων χάνε-

ται σχεδόν πλήρως, όταν αποθηκεύεται στους -80
ο
C για το χρονικό διάστημα των 3 

μηνών.  
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6. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Τα τελευταία χρόνια, το ζήτημα της ρύπανσης από PAHs έχει προκαλέσει α-

νησυχία στην επιστημονική κοινότητα. Η εύρεση μικροοργανισμών με την ικανότη-

τα να αποικοδομούν PAHs είναι πολύ σημαντική. Ένα βακτηριακό στέλεχος που α-

ποικοδομεί ΡΑΗs απομονώθηκε από την Περίβλεπτο, μία περιοχή της Ηπείρου (Ελ-

λάδα) που είναι μολυσμένη από το κρεόζωτο και στην οποία η βιομηχανία συντήρη-

σης ξύλου λειτουργούσε για πάνω από 30 χρόνια (Kallimanis et al., 2007). Το στέλε-

χος Pseudarthrobacter phenanthrenivorans Sphe3
Τ
 παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέ-

ρον, διότι είναι ικανό να μεταβολίζει το φαινανθρένιο σε συγκεντρώσεις έως και 400 

mg/L ως μοναδική πηγή ενέργειας και άνθρακα.      

 Προηγούμενες μελέτες του  εργαστηρίου μας έχουν αποδείξει ότι η πορεία κα-

ταβολισμού του φαινανθρενίου προχωράει μέσω του σχηματισμού του ο-φθαλικού ο-

ξέος το οποίο μετατρέπεται σε πρωτοκατεχοϊκό οξύ (Εικόνα 3.3). Το πρωτοκατεχοϊ-

κό οξύ στη συνέχεια καταβολίζεται, αφού υποστεί 3,4- ή 4,5- σχάση, μέσω του κύ-

κλου του κιτρικού οξέος (Vandera et al. 2012, Vandera et al. 2015). Από την in silico 

ανάλυση του γονιδιώματος του Sphe3 προέκυψε ο εντοπισμός ενός πιθανού γονιδίου 

που κωδικεύει την 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέος. Ο σχηματισμός του γεντι-

σικού οξέος όμως δεν προκύπτει από την ως τώρα αποδεδειγμένη πορεία καταβολι-

σμού του φαινανθρενίου (Εικόνα 3.3). Επίσης πρόσφατα πειράματα στο εργαστήριό 

μας, δείχνουν επαγωγή της έκφρασης του πιθανού αυτού γονιδίου της 1,2-διοξυγονά-

σης του γεντισικού οξέος παρουσία φαινανθρενίου ή άλλων αρωματικών ενώσεων 

(Ασημακούλα ΜΔΕ 2017, αδημοσίευτα αποτελέσματα). Επομένως, προκειμένου να 

αποδειχθεί πειραματικά η λειτουργία του γονιδίου αυτού, πραγματοποιήθηκε η κλω-

νοποίησή του και ο λειτουργικός χαρακτηρισμός του. Σε αυτή τη μελέτη, το γονίδιο 

της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος από το στέλεχος Sphe3 ενισχύθηκε με την 

τεχνική PCR και κλωνοποιήθηκε και υπερεκφράστηκε σε κύτταρα E. coli ΒL21. Η 

πρωτεΐνη απομονώθηκε και πραγματοποιήθηκε ο βιοχημικός χαρακτηρισμός της.  

 Το γονίδιο της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος στο P. 

phenanthrenivorans Sphe3 εντοπίζεται στο μεγαλύτερο από τα δύο πλασμίδια του βα-

κτηρίου (plasmid pASPHE301:CP002380 με μέγεθος 190450 bp και 211 γονίδια). Έ-

χει μέγεθος 1122 bp και φαίνεται να αποτελεί τμήμα ενός συμπλέγματος γονιδίων, 

που κωδικοποιούν άλλα ένζυμα και πρωτεΐνες, που συμμετέχουν στον καταβολισμό 
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του γεντισικού οξέος (Εικόνα 5.1).        

 Μετά από πολλαπλή στοίχιση της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος του 

Sphe3 με άλλες δημοσιευμένες αντίστοιχες διοξυγονάσες από άλλους οργανισμούς 

διαπιστώθηκε μικρός βαθμός ομολογίας.   

Το μοριακό βάρος της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος στο Sphe3 βρέ-

θηκε ότι είναι 41.45 kDa, όπως προκύπτει από την ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE (Ει-

κόνα 5.14). Επίσης, το μοριακό βάρος της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος 

βρέθηκε ότι είναι 45 kDa στο Silibacter pomeroyi DSS-3 (Liu et al., 2007) και λίγο 

μικρότερο, δηλαδή 39 kDa στο Polaromonas naphthalenivorans CJ2, (Lee et al., 

2011), όπως προκύπτει από την ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE. Η 1,2-διοξυγονάση του 

γεντισικού οξέος στο Polaromonas naphthalenivorans CJ2 εμφανίζεται ως διμερής 

πρωτεΐνη (Lee et al., 2011), ενώ ως ομοτριμερής πρωτεΐνη στο Silibacter pomeroyi 

DSS-3 (Liu et al., 2007). Από τα αποτελέσματα που υπάρχουν μέχρι στιγμής σε διο-

ξυγονάσες από άλλους οργανισμούς, διαπιστώνεται ότι το συγκεκριμένο ένζυμο σχη-

ματίζει συνήθως ομοτετραμερή ή διμερή πρωτεΐνη.     

 Η αναζήτηση και ο εντοπισμός της δραστικότητας της 1,2-διοξυγονάσης του 

γεντισικού οξέος στο Sphe3 επιβεβαιώθηκε με την πραγματοποίηση ενζυμικών δοκι-

μών σε κυτταρικό εκχύλισμα κυττάρων, που καλλιεργήθηκαν παρουσία γεντισικού ο-

ξέος ως μοναδική πηγή άνθρακα. Έτσι, αφού διαπιστώθηκε η ύπαρξη ενεργότητας 

της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος στα κύτταρα Sphe3, πραγματοποιήθηκε 

ετερόλογη έκφρασή του γονιδίου που κωδικεύει την 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού 

οξέος, προκειμένου να διερευνηθεί η λειτουργία του και να προσδιοριστούν τα βιο-

χημικά του χαρακτηριστικά της πρωτεΐνης που κωδικεύει. Αφότου σχεδιάστηκαν και 

παράχθηκαν τα κατάλληλα πριμοδοτικά μόρια για το γονίδιο της 1,2-διοξυγονάσης 

του γεντισικού οξέος, εν συνεχεία ενισχύθηκε και εισήχθη  στον πλασμιδιακό φορέα 

υπερέκφρασης pET-29c. Το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο pET-29c::gentdiox μετα-

σχηματίστηκε στα βακτήρια E. coli BL21, τα οποία ενδείκνυται να χρησιμοποιούνται 

με μεγάλη επιτυχία στην υπερέκφραση των πρωτεϊνών. Ακολούθως, το υπό μελέτη 

ένζυμο καθαρίστηκε με στήλη αγχιστείας Ni
2+

-NTA και προσδιορίστηκαν οι βέλτι-

στες συνθήκες δράσης του, εξετάζοντας διαφορετικούς παράγοντες όπως η θερμο-

κρασία, η επίδραση μεταλλικών ιόντων, το pH, η κινητική σταθερής κατάστασης, 

κ.ά.            

 Η δραστικότητα της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος 5πλασιάστηκε, 

ύστερα από επώαση με 0.2 mM Fe
2+

 για 30 min (Πίνακας 5.1), ενώ τα ιόντα Cu
2+

, 
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Ni
2+

 σε συγκέντρωση 1 mM αναστέλλουν το ένζυμο. Μια προηγούμενη μελέτη ανέ-

φερε ότι η παρουσία 0.1 mM Fe
2+

 αύξησε 10% τη δραστικότητα της 1,2-διοξυγονά-

σης του γεντισικού οξέος στο Rhodococcus sp. strain NCIMB 12038 (Liu et al., 

2011). Επίσης, στο Silicibacter pomeroyi σε συγκεντρώσεις 0.1-1 mM Fe
2+

 υπήρξε 

αύξηση και διατήρηση της δραστικότητας (Liu et al., 2007). Αντίθετα, στο αλόφιλο 

στέλεχος Martelella παρατηρήθηκε ενεργοποίηση του ενζύμου της 1,2-διοξυγονάσης 

του γεντισικού οξέος παρουσία 0.25 mM Cu
2+

, ενώ η παρουσία ίδιας συγκέντρωσης 

Ni
2+

  δεν είχε καμία επίδραση στην ενεργότητα του ενζύμου  (Huang et al., 2015). 

 Το βέλτιστο εύρος τιμών pΗ βρέθηκε να είναι 7.5-8, παρόμοιο με αυτό του 

Polaromonas naphthalenivorans CJ2 (pH 7.8) και του Silicibacter pomeroyi (pH 8).  

Η βέλτιστη θερμοκρασία δράσης του ενζύμου βρέθηκε στους 50
ο
C, αυξημένη σε 

σχέση με τους 40
ο
C που έχει αναφερθεί για το Silicibacter pomeroyi (Liu et al., 

2007). Η αντίδραση που πραγματοποιείται από την 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού 

οξέος, φαίνεται να ακολουθεί κινητική Michaelis-Menten, η οποία περιγράφεται από 

την εξίσωση v = Vmax*[S]/([S]+Km). Όπως φαίνεται και από το Γράφημα 5.5,  η ταχύ-

τητα της αντίδρασης μεταβάλλεται συναρτήσει της συγκέντρωσης του υποστρώμα-

τος. Υπολογίστηκε η Vmax = 1.15 mM*s
-1 

και το Km= 24.9 μM. Η τιμή της Km είναι 

παρόμοια με την τιμή Km του ενζύμου στο αλόφιλο στέλεχος Martelella (Km = 26.64 

μM, Huang et al., 2015) και περίπου 10 φορές μικρότερη από την τιμή της Km στο 

Corynebacterium glutamicum (Km = 130 μΜ, Eppinger et al., 2016). Επίσης, είναι λί-

γο μεγαλύτερη από τις τιμές Km που έχουν αναφερθεί για την 1,2-διοξυγονάση του 

γεντισικού οξέος στο Polaromonas naphthalenivorans CJ2 (Km  = 10 μM, Lee et al., 

2011) και στο Silicibacter pomeroyi (Km = 12 μΜ, Liu et al., 2007). Το ένζυμο βρέθη-

κε ότι έχει καταλυτική ισχύ kcat/Km = 28.75 s
-1

 M
-1

 10
3 
, ενώ έχουν αναφερθεί

 
οι τιμές 

kcat/Km 24.07 s
-1

 M
-1

 10
3
 και kcat/Km 2310 s

-1
 M

-1
 10

3 
για την καταλυτική ισχύ του εν-

ζύμου, που απομονώθηκε από τα βακτήρια Silicibacter pomeroyi και 

Corynebacterium glutamicum, αντίστοιχα (Liu et al., 2007; Eppinger et al., 2016). 

 Η 1,2-διοξυγονάση του γεντισικού οξέος δοκιμάστηκε και σε άλλα υποστρώ-

ματα εκτός του γεντισικού οξέος. Μεταξύ των υποστρωμάτων που δοκιμάστηκαν,  

εμφάνισε δραστικότητα στο 3,4-διυδροξυβενζοϊκό οξύ και το 3,4-διυδροξυφαινυλοξι-

κό οξύ με 0.042 και 0.0016 U/ml, αντίστοιχα. Επίσης, μελετήθηκε η σταθερότητα του 

ενζύμου σε διαφορετικές συνθήκες αποθήκευσης και μέσα. Στην παρούσα μελέτη, 

διαπιστώσαμε ότι το ένζυμο παρουσία 10% γλυκερόλης ή 10% DMSO διατηρεί μόνο 

το ~10% της δραστικότητάς του στους -80
ο
C μετά από 3 μήνες αποθήκευσης. Σε υ-
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ψηλότερες θερμοκρασίες το ένζυμο χάνει τη δραστικότητά του μέσα σε διάστημα λί-

γων ημερών ή ωρών. Τα αποτελέσματα αυτά συμφωνούν με προηγούμενα αποτελέ-

σματα στο αλόφιλο στέλεχος Martelella, το οποίο έχασε σχεδόν όλη τη δραστικότητα 

του ενζύμου σε χρονικό διάστημα 98 ωρών στους -20
ο
C (Huang et al., 2015), όπως 

επίσης και το καθαρό ένζυμο του Silicibacter pomeroyi ήταν ασταθές και έχασε το 

51% της δραστικότητάς του στην ίδια θερμοκρασία για το χρονικό διάστημα των 7 η-

μερών.          

 Συμπερασματικά, τo γονίδιο GDO, από το στέλεχος Pseudarthrobacter 

phenanthrenivorans Sphe3, αποδείχθηκε ότι πράγματι κωδικεύει μια πρωτεΐνη με 

δραστικότητα της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος. Η μελέτη των καταλυτι-

κών ιδιοτήτων της, θα συνεισφέρει στην περαιτέρω μελέτη τόσο για τη βελτίωση της 

καταλυτικής της δράσης, όπως π.χ. διεύρυνση των υποστρωμάτων που καταλύει, όσο 

και για τη μελέτη των εναλλακτικών πορειών καταβολισμού των πολυκυκλικών υ-

δρογονανθράκων από το στέλεχος Sphe3.   
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7. ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 

Η νουκλεοτιδική αλληλουχία του πιθανού γονιδίου της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισι-

κού οξέος είναι η ακόλουθη: 

ATGACTGAGAACATCACCCATGAGTCAGTGGCTGCCAGCCACACGCTGCC 

GGAGCCCACGGCGGAGGAGGCTGCCCAGCTGGAGCAGCTGTACCGGGAT 

TCGACAAAGAGAACCTGATCCCGCTGTGGACCGAGATCGGTGACCTGATG 

CCGATGGTCCCCTCCCCCAAGGCCGTGCCGCACGTCTGGCGCTGGAATGA 

CCTTTACCCGCTGGCTGCCCGTGCCGGCGACCTGGTTCCGGTGGGCCGCG 

GCGGCGAACGCCGCGCCATTGCCCTGGCCAACCCCGGCCTGGCCGGCACC 

CCGTACGCGACCCCCACACTGTGGGCCGCCATCCAGTACCTGGGCGGCCG 

GGAAACAGCCCCCGAGCACCGGCACTCGCAGAACGCGTTCCGGTTCGTCG 

TCGAGGGTGAGGGCGTGTGGACCGTGGTCAACGGCGATCCCGTCCGGATG 

TCCCGTGGTGACTTCCTGCTCACTCCGGGCTGGAACTTCCACGGCCACCA 

CAACGACACCGATGAGCCCATGGCCTGGATCGACGGCCTGGACATCCCGT 

TCGTGCACTACGCCGACGCCGGGTTCTTCGAGTTCGGCACGGAGCGCGTC 

ACCGACGAAGCCACCCCTGATATCTCCCGTTCGGAGCGGCTTTGGGCCCA 

TCCCGGACTCCGTCCGCTCTCCGGGCTCGATGACACCACCAACTCCCCCA 

TCGCGGCGTACCGGTGGAAGTACACCGACGCAGCGCTGCGTGAACAGCTG 

CTTCTCGAGGATGAGGGCCACCCGGCTACGGTGTCCCAGGGACATGCCGC 

CGTCCGGTATACCAACCCCACCACGGGCGGGGACGTCATGCCCACCATCC 

GGGCCGAGTTCCACCGGCTGCGCGCCGGCGCCACCACCGAGACGGTCCGC 

GAGGTCGGTTCCAGCGTGGGGCAGGTCTTCGAAGGCACCGGCACCGTGAC 

CCTGAACGGCGAAACCAGGCAGCTGGCCAAGGGCGACCTGTTCGTGGTCC 

CGTCCTGGGCCGCCTGGTCCCTGCAGGCCGAAACTGAATTCGACCTGTTC 

CGCTTCAGCGACGCCCCCATTTTCGAGCGCCTGAACTTCAACCGCACCTA 

CATCGAAGGACGCACCAAGTAA 
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Η αμινοξική αλληλουχία του πιθανού γονιδίου της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού 

οξέος είναι η ακόλουθη: 

MTENITHESVAASHTLPEPTAEEAAQLEQLYRDFDKENLIPLWTEIGDLMPMV

PSPKAVPHVWRWNDLYPLAARAGDLVPVGRGGERRAIALANPGLAGTPYAT

PTLWAAIQYLGGRETAPEHRHSQNAFRFVVEGEGVWTVVNGDPVRMSRGDF

LLTPGWNFHGHHNDTDEPMAWIDGLDIPFVHYADAGFFEFGTERVTDEATPD

ISRSERLWAHPGLRPLSGLDDTTNSPIAAYRWKYTDAALREQLLLEDEGHPAT

VSQGHAAVRYTNPTTGGDVMPTIRAEFHRLRAGATTETVREVGSSVGQVFEG

TGTVTLNGETRQLAKGDLFVVPSWAAWSLQAETEFDLFRFSDAPIFERLNFN

RTYIEGRTK 

 

 

Η αμινοξική αλληλουχία του γονιδίου της 1,2-διοξυγονάσης του γεντισικού οξέος α-

πό το Pseudaminobacter salicylatoxidans είναι η ακόλουθη: 

MQNEKLDHESVTQAMQPKDTPELRALYKSFEEESIIPLWTQLGDLMPIHPKSK

AVPHVWKWSTLLRLARKSGELVPVGRGGERRALGLANPGLGGNAYISPTM

WAGIQYLGPRETAPEHRHSQNAFRFVVEGEGVWTVVNGDPVRMSRGDLLLT

PGWCFHGHHNDTDQPMAWIDGLDIPFSQQMDVGFFEFGSDRVTDYATPNFS

RGERLWCHPGLRPLSGLQNTVASPIGAYRWEFTDRALTEQLLLEDEGQPATV

APGHAAIRYVNPTTGGDVMPTLRCEFHRLRAGTETATRNEVGSTVFQVFEGA

GAVVMNGETTKLEKGDMFVVPSWVPWSLQAETQFDLFRFSDAPIMEALSFM

RTKIEGQK 
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