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Τμήματος Χημείας του Πανεπιστημίου Κρήτης και στο Molecular Membrane Biology 
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Ολοκληρώνοντας τις μεταπτυχιακές μου σπουδές και φτάνοντας στο τέλος της 

συγγραφής της διατριβής, θα ήθελα να ευχαριστήσω ιδιαίτερα τους ανθρώπους με 
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εργαστηρίου του κυρίου Γανωτάκη, του κυρίου Παυλίδη, καθώς και του τμήματος 

Molecular Membrane Biology για τη συνεργασία, το ζεστό και ευχάριστο κλίμα και για 

το ότι ένιωσα τα εργαστήρια σαν δεύτερο σπίτι μου.  

Ιδιαίτερα θα ήθελα να ευχαριστήσω τον Αλέξανδρο Λυρατζάκη για την βοήθεια του, 

εντός και εκτός εργαστηρίου. Πλέον δεν μπορώ να τον χαρακτηρίσω ως απλό 

συνάδελφο αλλά πολύ καλό μου φίλο με τον οποίο ανυπομονώ να συνεργαστώ ξανά 

στο μέλλον. Ένα θερμό ευχαριστώ αξίζει στον προπτυχιακό φοιτητή, Ερμή Γελαδά, 

που με βοήθησε στην εκπλήρωση της συγκεκριμένης διατριβής. Η όρεξη του για 

δουλειά, η ψυχολογική στήριξη που μου πρόσφερε, η υπομονή και η πραότητα του 
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συνεργασία μας τον καιρό αυτόν και την ευχάριστη ατμόσφαιρα του εργαστηρίου. 

Ένα τεράστιο ευχαριστώ αξίζει σε τρία πανέμορφα κορίτσια τα οποία πλέον 
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παράγοντας στο να ανταπεξέλθω σε μία ξένη χώρα. Τα υπόλοιπα άτομα που θα 
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ΒΙΟΓΡΑΦΙΚΟ ΣΗΜΕΙΩΜΑ 

        

             ΑΘΗΝΑ ΔΡΑΚΩΝΑΚΗ 

    Έλλης Αλεξίου 13, 71414 Ηράκλειο, Κρήτης, Ελλάδα 

Tηλ: +306980328128 

Προσωπικό E-mail: athinadrakonaki_@hotmail.com 

Ημερομηνία Γέννησης: 07/11/1996 

Εθνικότητα: Greek 

ΕΚΠΑΙΔΕΥΣΗ 

2019- 

2021 

Μεταπτυχιακό Δίπλωμα Ειδίκευσης: Γενική Χημεία- Βιολογική 

και Οργανική Χημεία (Msc) 

Ινστιτούτο Max Planck – Τμήμα Βιοφυσικής, Ομάδα Μοριακής 

Μεμβρανικής Βιολογίας, Max von Laue Strasse 3, 60438, 

Φρανκφούρτη, Γερμανία, 

Πανεπιστήμιο Κρήτης, Τμήμα Χημείας, Πανεπιστημιούπολη 

Βουτών, Ηράκλειο 70013, Κρήτη, Ελλάδα 

Μεταπτυχιακή Εργασία: ‘’Δημιουργία γενετικά τροποποιημένων 

στελεχών του βακτηρίου Pseudomonas. sp phDV1 για 

βελτιστοποίηση της παραγωγής πολύ-(3-υδρόξυ-βουτυρικού)-

εστέρα (PHB)’’ 

Επιβλέπων Καθηγητής: Τσιώτης Γεώργιος 

09/2014-

07/2019:            

Πτυχίο Χημείας (BsC), Βαθμολογία 7.28/10 

Πανεπιστήμιο Κρήτης, Τμήμα Χημείας, Πανεπιστημιούπολη 

Βουτών, Ηράκλειο 70013, Κρήτη, Ελλάδα  



  

9 

 

Πτυχιακή Εργασία: ''Μεταβολομική μελέτη του βακτηρίου 

Pseudomonas sp. phDv1 παρουσία φαινόλης με φασματοσκοπία 

NMR'' 

Επιβλέπων Καθηγητής: Τσιώτης Γεώργιος 

ΕΡΓΑΣΙΑΚΗ ΕΜΠΕΙΡΙΑ 

01/2021-

05/2021:  

Erasmus+ Placement 

Ινστιτούτο Max Planck – Τμήμα Βιοφυσικής, Ομάδα Μοριακής 

Μεμβρανικής Βιολογίας, Max von Laue Strasse 3, 60438, 

Φρανκφούρτη, Γερμανία 

Επιβλέπων: Dr. Hao Xie   

02/2020- 

05/2020 

και 

10/2021-

12/2021: 

 

 

Βοηθός Καθηγητή: Προπτυχιακά Εργαστήρια Βιοχημείας 

Πανεπιστήμιο Κρήτης, Τμήμα Χημείας, Πανεπιστημιούπολη 

Βουτών, Ηράκλειο 70013, Κρήτη, Ελλάδα 

07/2019- 

09/2019: 

Πρακτική Άσκηση σε Μικροβιολογικό Εργαστήριο 

Ζωγράφου 10, 71201 Ηράκλειο, Κρήτης, Ελλάδα 

Επιβλέπουσα: Δρ. Καρβελά- Αγγελάκη Ασημίνα 

ΔΕΞΙΟΤΗΤΕΣ: 

Εργασιακές  Βιοχημεία 

- Καλλιέργειες μικροβίων (Βακτήρια) 
- Υπέρηχοι/ French press 
- Τεχνικές ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών και DNA (SDS-

PAGE, BN-PAGE, Western blot, Agarose Gel 
Electrophoresis, PCR) 
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- Φυγοκέντριση 
- Διαβάθμιση Ζάχαρης (Step/ Linear) 

 

 Μοριακή Βιολογία 

- Πέψη με περιοριστικά ένζυμα 
- Transformation/Ηλεκτροπόρωση 
- Ligation 
- Σχεδιασμός Primer 
- Διαγραφή γονιδίων μέσω συστήματος λ-Red 
- Κατευθυνόμενη Μεταλλαξιγένεση 

 
 

 Αναλυτικές Τεχνικές 

- Φασματομετρία UV/Vis 
- Φασματοσκοπία Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισμού 

(NMR) 
- Χρωματογραφία λεπτής στιβάδος (TLC) 
- Χρωματογραφία συγγένειας  
- Χρωματογραφία μοριακού αποκλεισμού 

Ψηφιακές - Microsoft Office 
- Clone Manager 9 
- Origin Pro 

Γλώσσες - Ελληνικά 
Μητρική γλώσσα 

- Αγγλικά  
Certificate of Proficiency in English, University of 

Michigan, ECPE 

- Γερμανικά 
Goethe-Zertifikat B1, Zertifikat Deutsch Zeugnis,  

ΕΠΙΠΡΟΣΘΕΤΕΣ ΠΛΗΡΟΦΟΡΙΕΣ 

Δημοσιεύσεις Kanavaki, Iliana, Athina Drakonaki, Ermis D. Geladas, 

Apostolos Spyros, Hao Xie, and Georgios Tsiotis. 2021. 

"Polyhydroxyalkanoate (PHA) Production 

in Pseudomonas sp. phDV1 Strain Grown on Phenol as 

Carbon Sources" Microorganisms 9, no. 8: 1636. 



  

11 

 

https://doi.org/10.3390/microorganisms9081636. 

Eirini Mathioudaki, Katerina Arvaniti, Cornelia Muenke, 

Athina Drakonaki, Iosif Vranakis, Myrto Koutantou, Anna 

Psaroulaki, Hao Xie, Georgios Tsiotis, Expression, 

purification and characterization of the IcmG and IcmK 

proteins of the type IVB secretion system from Coxiella 

burnetii, Protein Expression and Purification, Volume 186, 

2021,105905, ISSN 1046-5928, 

https://doi.org/10.1016/j.pep.2021.105905. 

Συνέδρια - 15th International Symposium on Biocatalysis and 
Biotransformations, Online, University of Graz, Austria, 
Ιούλιος 19-22 2021 (Poster) 

- 18th National Congress of the Greek Society of Clinical 
Chemistry- Clinical Biochemistry, Online, Οκτώβριος 15- 
17 2020 (Παρουσία) 

- 21th Postgraduates' Conference on Chemistry 2018, 
Ηράκλειο, Κρήτη, Ελλάδα, Μάιος 15- 17, 2019 (Attendance) 

-  9th International Conference of Hellenic 
Crystallographic Association (HECRA), Πάτρα, Ελλάδα, 
Οκτώβριο 05-07, 2018 (Παρουσία) 

- 20th Postgraduates' Conference on Chemistry 2018, 
Ηράκλειο, Κρήτη, Ελλάδα, Ιούνιος 25- 27, 2018 (Παρουσία) 

- 19th Postgraduates' Conference on Chemistry 2017, 
Ηράκλειο, Κρήτη, Ελλάδα, Μάιος 2-4, 2017 (Παρουσία) 

Εθελοντισμός - Γραμματέας στο Διοικητικό Συμβούλιο των 
Μεταπτυχιακών Φοιτητών στο Πανεπιστήμιο Κρήτης, 
Τμήμα Χημείας, ακαδημαϊκό έτος 2019-2020 

- ESN (Erasmus Student Network) Buddy για ένα εξάμηνο: 
ακαδημαϊκό έτος 2019-2020 Χειμερινό εξάμηνο 

- Μέλος Εθελοντικής Ομάδας Επίδειξης Πειραμάτων  σε 
σχολεία και φεστιβάλ, Πανεπιστήμιο Κρήτης, Τμήμα 
Χημείας, ακαδημαϊκά έτη 2015-2018. 
 

Μέλος σε 

οργανισμούς 

Ένωση Ελλήνων Χημικών (2019-Σήμερα) 

https://doi.org/10.3390/microorganisms9081636
https://doi.org/10.1016/j.pep.2021.105905
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CURICULUM VITAE 

 

            ATHINA DRAKONAKI 

    13 Ellis Alexiou Str., 71414 Heraklion, Crete, Greece 

TEL: +306980328128 

Personal E-mail: athinadrakonaki_@hotmail.com 

Date of Birth: 07/11/1996 

Nationality: Greek 

EDUCATION 

2019- 

Present: 

Master’s in General Chemistry: Biological and Organic 

Chemistry (Msc) (Expected to graduate in October) 

Max Planck Institute of Biophysics, Molecular Membrane Biology 

Group, Max von Laue Strasse 3, 60438, Frankfurt am Main, 

Germany, 

University of Crete, Department of Chemistry 10 Voutes, Heraklion 

70013, Crete, Greece 

Master Thesis: ‘’Generation of genetically modified strains of 

Pseudomonas sp. phDV1 to optimize the production of poly-(3-

hydroxy-butyrate)-ester (PHB)’’ 

Supervisor: Prof. Tsiotis Georgios 

09/2014-

07/2019:            

University of Crete, Department of Chemistry Voutes, Heraklion 

70013, Crete, Greece 

Undergraduate Thesis: ''Metabolomic study of Pseudomonas sp. 
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phDv1 during phenol degradation using NMR Spectroscopy'' 

Supervisor: Prof. Tsiotis Georgios 

WORK EXPERIENCE 

01/2021-

05/2021:  

Erasmus+ Placement 

Max Planck Institute for Biophysics, Molecular Membrane 

Biology Group, Max von Laue Strasse 3, 60438, Frankfurt am 

Main, Germany 

Supervisor: Dr. Hao Xie   

02/2020- 

05/2020 

and 

10/2021-

12/2021: 

 

 

Teaching Assistant: Undergraduate Biochemistry Laboratory 

University of Crete, Department of Chemistry Voutes, Heraklion 

70013, Crete, Greece  

07/2019- 

09/2019: 

Traineeship in Microbiology Laboratory 

Zografou 10, 712 01 Heraklion, Crete, Greece 

Supervisor: Dr. Karvela- Aggelaki Asimina 

SKILLS: 

Work 

related  

Biochemistry 

- Preparing buffers, Microbial cultivation (Bacteria) 
- Sonication/ French press 
- Techniques of proteins and DNA electrophoresis (SDS-

PAGE, BN-PAGE, Western blot, Agarose Gel 
Electrophoresis, PCR) 

- Centrifugation 
- Sucrose Gradient (Step/ Linear) 
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 Molecular Biology  

- Digestion 
- Transformation/Electroporation 
- Ligation 
- Primer Design 
- Gene Deletion by λ-Red Recombination System 
- Site directed mutagenesis 

 

 Analytical techniques 

- UV/Vis spectroscopy 
- Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR) 
- Thin Layer Chromatography (TLC) 
- Affinity Chromatography 
- Gel filtration Chromatography 

 
Digital - Microsoft Office 

- Clone Manager 9 
- Origin Pro 

Languages - Greek 
Native speaker 

- English  
Certificate of Proficiency in English, University of 

Michigan, ECPE 

- German 
Goethe-Zertifikat B1, Zertifikat Deutsch Zeugnis,  

ADDITIONAL INFORMATION 

Publications Kanavaki, Iliana, Athina Drakonaki, Ermis D. Geladas, 

Apostolos Spyros, Hao Xie, and Georgios Tsiotis. 2021. 

"Polyhydroxyalkanoate (PHA) Production 

in Pseudomonas sp. phDV1 Strain Grown on Phenol as 

Carbon Sources" Microorganisms 9, no. 8: 1636. 

https://doi.org/10.3390/microorganisms9081636 

Eirini Mathioudaki, Katerina Arvaniti, Cornelia Muenke, 

https://doi.org/10.3390/microorganisms9081636
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Athina Drakonaki, Iosif Vranakis, Myrto Koutantou, Anna 

Psaroulaki, Hao Xie, Georgios Tsiotis, Expression, 

purification and characterization of the IcmG and IcmK 

proteins of the type IVB secretion system from Coxiella 

burnetii, Protein Expression and Purification, Volume 186, 

2021, 105905, ISSN 1046-5928, 

https://doi.org/10.1016/j.pep.2021.105905. 

Conferences - 15th International Symposium on Biocatalysis and 
Biotransformations, Online, University of Graz, Austria, 
July 19-22 2021 (Poster) 

- 18th National Congress of the Greek Society of Clinical 
Chemistry- Clinical Biochemistry, Online, October 15- 17 
2020 (Attendance) 

- 21th Postgraduates' Conference on Chemistry 2018, 
Heraklion, Crete, Greece, May 15- 17, 2019 (Attendance) 

-  9th International Conference of Hellenic 
Crystallographic Association (HECRA), Patras, Greece, 
October 05-07, 2018 (Attendance) 

- 20th Postgraduates' Conference on Chemistry 2018, 
Heraklion, Crete, Greece, June 25- 27, 2018 (Attendance) 

- 19th Postgraduates' Conference on Chemistry 2017, 
Heraklion, Crete, Greece, May 2-4, 2017 (Attendance) 

Volunteering - Secretary of Postgraduate Students’ Association in 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η ρύπανση του περιβάλλοντος από τα πλαστικά αποτελεί μία από τις κυριότερες 

επιπτώσεις της παρουσίας του ανθρώπου στον πλανήτη. Για την αντιμετώπιση του 

προβλήματος έχουν προταθεί διάφορες λύσεις, μεταξύ των οποίων και η 

αντικατάσταση των συμβατικών με μία σειρά πολυμερών που παράγονται από 

μικροοργανισμούς. Μία από τις πιο μελετημένες κατηγορίες βιοπλαστικών αποτελούν 

τα πολυ-υδροξυ-αλκανοϊκά (PHAs). Το πιο μελετημένο πολυμερές που ανήκει σε 

αυτήν την κατηγορία είναι ο πολυ-υδροξυ-βουτυρικός εστέρας (PHB). Παράγεται από 

αρκετούς μικροοργανισμούς και ορισμένα φυτά σε συνθήκες καταπόνησης. 

Το βακτήριο Pseudomonas sp. phDV1 είναι ένα κατά Gram αρνητικό βακτήριο, το 

οποίο έχει την ικανότητα να παράγει το PHB. Το πολυμερές στο εσωτερικό των 

κυττάρων οργανώνεται σε μια δομή επονομαζόμενη καρβόσωμα. Πάνω στη δομή 

αυτή βρίσκονται πρωτεΐνες που σχετίζονται με τον σχηματισμό, την σύνθεση καθώς 

και τον καταβολισμό του. Τα ένζυμα αυτά είναι η συνθάση (phaC), η αποπολυμεράση 

(phaZ), οι φασίνες (phaP) και η πρωτεΐνη ρυθμιστής (phaR). Η συνθάση και η 

αποπολυμεράση σχετίζονται με τη σύνθεση και την αποικοδόμηση του PHB ενώ οι 

φασίνες έχουν καταλυτικό ρόλο στον σχηματισμό του πολυμερούς. Η πρωτεΐνη 

ρυθμιστής ελέγχει την έκφραση των φασινών. 

Αρκετές μελέτες που έχουν πραγματοποιηθεί είχαν ως σκοπό την βελτίωση 

παραγωγής του PHB σε διάφορους μικροοργανισμούς χρησιμοποιώντας διάφορες 

τεχνικές μοριακής βιολογίας. Η διατριβή επικεντρώνεται στην βελτίωση παραγωγής 

του πολυμερούς μέσω της διαγραφής των γονιδίων phaR και phaZ στο συγκεκριμένο 

στέλεχος. Τα μεταλλάγματα που δημιουργήθηκαν, ΔphaR και ΔphaZ, μελετήθηκαν 

και συγκρίθηκαν σε επίπεδο ανάπτυξης και παραγωγής PHB με το WT.  

 

Λέξεις κλειδιά: Pseudomonas sp. phDV1, PHB, ομόλογος ανασυνδυασμός, ΔphaR, 

ΔphaZ 
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ABSTRACT 

Environmental pollution by plastics is one of the main impacts of man's presence on 

the planet. Various solutions have been proposed to address the problem, including 

the replacement of conventional plastics with polymers produced by micro-

organisms. One of the most studied categories of bioplastics are poly-hydroxy-

alkanoates (PHAs). The most studied polymer belonging to this category is the poly-

hydroxy-butyrate (PHB). It is produced by several microorganisms and some plants 

under stress conditions. 

Pseudomonas sp. phDV1 is a gram-negative bacterium, which has the ability to 

produce PHB. The polymer in the cells is organised into a structure known as 

carbosome. In this structure there are proteins associated with its formation, 

synthesis and catabolism. These enzymes are: a synthase (phaC), a depolymerase 

(phaZ), phasins (phaP) and a protein regulator (phaR). The synthase and the 

depolymerase are associated with the synthesis and degradation of PHB, while 

phasins have a catalytic role in the formation of the polymer. The protein regulator 

controls the expression of phasins. 

Several studies that have been carried out have aimed at improving the production of 

PHB in various microorganisms using various molecular biology techniques. The 

thesis focuses on enhancing polymer production by deletion of phaR and phaZ 

genes in the specific strain. The mutations created, ΔphaR and ΔphaZ, were studied 

and compared with WT. 

Keywords: Pseudomonas sp. phDV1, PHB, homologous recombination, ΔphaR, 

ΔphaZ  
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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 

PHA: Polyhydroxyalkanoates  

PHB: Polyhydroxybutyrate 

NMR: Nuclear Magnetic Resonance 

HR: Homologous Recombination 

WT: Wild Type 

gDNA: genomic DNA 

pDNA: plasmid DNA 

dsDNA: double stranded DNA 

Κm: Καναμυκίνη 

Cm: Χλωραμφενικόλη 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

1.1 Ρύπανση πλαστικών 

 

Ο όρος «πλαστικό» είναι μια κοινή ονομασία για μία ευρεία κατηγορία ενώσεων 

υψηλού μοριακού βάρους που προέρχονται από μία ευρεία κατηγορία συνθετικών 

και ημισυνθετικών οργανικών ενώσεων.1 Συμβατικά, προέρχονται από πετροχημικά 

και μπορούν να περιέχουν πρόσθετα, οργανικά ή μη, για την βελτίωση των ιδιοτήτων 

τους. Τέτοιου είδους ενώσεις αποτελούν αλογονομένες φαινόλες και 

υδρογονάνθρακες ή ενώσεις που περιέχουν κάδμιο, μόλυβδο, αρσενικό κ.α.2 Είναι 

ελαφρύ, ανθεκτικό και φτηνό, χαρακτηριστικά τα οποία το καθιστούν εξαιρετικό 

υποψήφιο για πληθώρα προϊόντων.3 Η χρήση του καταλαμβάνει μεγάλο μέρος της 

καθημερινότητας και αποτελεί μία από τις κυριότερες μορφές ρύπανσης, ιδιαίτερα 

όσον αφορά το θαλάσσιο περιβάλλον αλλά και το έδαφος.4  

Σε παγκόσμια κλίμακα, η παραγωγή των πλαστικών υπολογίζεται στους 6,3 

δισεκατομμύρια τόνους μεταξύ 1950 και 2018, ενώ το ποσοστό το οποίο έχει 

ανακυκλωθεί αγγίζει μόνο το 9%.5 Η παραγωγή τους μόνο για το 2018 ανέρχεται 

στους 360 εκατομμύρια τόνους με το 17% να έχει παραχθεί στην Ευρώπη.6 Εκτιμάται 

ότι το 10% των οικιακών αποβλήτων και το 60-80% των αποβλήτων που 

συναντώνται σε παραλίες και στους ωκεανούς  αποτελείται από πλαστικά είδη.7  

Αυτά τα δεδομένα καθιστούν την ρύπανση πλαστικών ένα από τα μεγαλύτερα 

οικολογικά προβλήματα της σύγχρονης εποχής. 

Τα πλαστικά, πέρα από τη χημική τους σύσταση, μπορούν να ταξινομηθούν με βάση 

το μέγεθος τους, τα μακροπλαστικά και τα μικροπλαστικά. Τα μακροπλαστικά έχουν 

διάμετρο μεγαλύτερη των 20 mm ενώ τα μικροπλαστικά μικρότερη των 5 mm. 

Πρόσφατες έρευνες υπέδειξαν ότι το πλαστικό μπορεί να υπάρξει στο περιβάλλον σε 

ακόμα μικρότερο μέγεθος, τάξης νανομέτρων, και ονομάζονται νάνοπλαστικά.8 

Αν και υπάρχει ιδιαίτερη ανησυχία για την επίδραση των νανοπλαστικών, 

πρωταγωνιστικό ρόλο στις έρευνες έχουν τα μικροπλαστικά. Το μέγεθος των 
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μικροπλαστικών εξαρτάται από τον τρόπο παρασκευής τους ή από την επεξεργασία 

που υφίστανται κατά την μερική αποικοδόμηση των μακροπλαστικών. Aποτελούν δε 

την κύρια μορφή ρύπανσης των οικοσυστημάτων.9,10 Πέρα από την φυσική και την 

χημική καταστροφή, θέτει σε κίνδυνο τους ζωντανούς οργανισμούς στο περιβάλλον 

που ζουν, συμπεριλαμβανομένου και τον άνθρωπο. 

 

 

1.2 Τα βιοπλαστικά ως λύση ενάντια στην ρύπανση πλαστικών 

 

Η αντιμετώπιση της ρύπανσης από πλαστικό αποτελεί μία πρόκληση. Το Ευρωπαϊκό 

Κοινοβούλιο ανέπτυξε μέτρα όσον αφορά την αντιμετώπιση της ρύπανσης, 

απαγορεύοντας τα πλαστικά μιας χρήσης από το 2021. Πέρα από την πρόληψη, οι 

λύσεις που έχουν προταθεί περιλαμβάνουν την σωστή διαχείριση των αποβλήτων 

και τη χρήση πιο οικολογικών εναλλακτικών.11 Η σωστή διαχείριση των αποβλήτων 

περιλαμβάνει την ανακύκλωση και τη βιοαποικοδόμηση. Μία άλλη δημοφιλής 

πρόταση είναι η χρήση βιοπλαστικών.12  

Εικόνα 1.1- Αθροιστική παραγωγή πλαστικού από το 1960. Αναδημοσιεύθηκε με 

άδεια από την Creative Commons Attribution, Περιοδικό: Annals of Global Health, 

Human health and ocean pollution, P. Landrigan et al, [COPYRIGHT] 2020. 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode
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Σύμφωνα με τον Ευρωπαϊκό Οργανισμό Βιοπλαστικών, ένα υλικό ορίζεται ως 

«βιοπλαστικό» αν διαθέτει βιολογική βάση, αν είναι βιοαποικοδομήσιμο ή έχει και τα 

δύο χαρακτηριστικά.13 Τα βιοπλαστικά αποτελούν μόνο το 1% της ετήσιας 

παραγωγής πλαστικών, αλλά εκτιμάται, ότι η παραγωγή τους θα αυξηθεί στο 

μέλλον.14 Προέρχονται από μόνο ή μερικώς ανανεώσιμες πηγές, όπως φυτικά λίπη 

και έλαια, άμυλο καλαμποκιού, κυτταρίνη και γαλακτικό οξύ. Επιπλέον, μπορούν να 

προέρχονται από αγροτικά απόβλητα ή να παράγονται από διάφορους 

μικροοργανισμούς.15 

Τα βιοπλαστικά μπορούν να κατηγοριοποιηθούν ανάλογα τη σύσταση τους και την 

δυνατότητα να αποικοδομηθούν (Εικόνα 1.2). Οι δύο βασικές κατηγορίες είναι τα 

βιοδιασπώμενα και τα μη βιοδιασπώμενα. Τα βιοδιασπώμενα βιοπλαστικά 

διαχωρίζονται πλέον σε αυτά που έχουν βιολογική βάση και σε αυτά που 

προέρχονται από ορυκτά. 

 

Εικόνα 1.2- Σχηματική απεικόνιση της κατηγοριοποίησης των βιοπλαστικών. 

Αναδημοσιεύθηκε με άδεια από την Creative Commons Attribution, Περιοδικό: Polymers, 

Natural Polymeric Materials: A Solution to Plastic Pollution from the Agro-Food SectorM. 

Acquavia et al, [COPYRIGHT] 2021.19 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode
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Για να χαρακτηριστεί ένα υλικό ως «βιοπλαστικό» υπόκειται σε διάφορες δοκιμές και 

εφόσον τα αποτελέσματα είναι ικανοποιητικά τότε φέρει και την ανάλογη ετικέτα.16 

Από όλες τις κατηγορίες των βιοπλαστικών, ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζεται για 

τα αυτά που παράγονται από μικροοργανισμούς. Οι μικροοργανισμοί αυτοί μπορούν 

μέσω του μεταβολισμού τους να παράγουν τα πρόδρομα μόρια (μονομερή) για την 

σύνθεση των πολυμερών ή ακόμα και το ίδιο το πολυμερές. Το πολυμερές που θα 

παραχθεί, συνεπώς και οι φυσικοχημικές του ιδιότητες, εξαρτάται από το είδος του 

μικροοργανισμού, τις συνθήκες που θα αναπτυχθεί και την πρώτη ύλη που του 

παρέχεται ως πηγή άνθρακα.17 Συνήθως, έχουν λιπόφιλη φύση και επιτρέπουν την 

επιβίωση των μικροοργανισμών υπό συνθήκες καταπόνησης. 

 

1.3 Πολ-υδροξυ-αλκανοϊκά (PHAs) 

 

Τα πολυ-υδροξυ-αλκανοϊκά αποτελούν μία κατηγορία βιοπλαστικών που έχουν 

μελετηθεί σε μεγάλο βαθμό τα τελευταία χρόνια. Η ανακάλυψη τους έγινε το 1920 και 

υπήρξε μεγάλο ερευνητικό ενδιαφέρον από 1990 και μετέπειτα.18  

Πρόκειται για μία οικογένεια γραμμικών πολυεστέρων που παράγονται από βακτήρια 

σε συνθήκες καταπόνησης αλλά και ορισμένα φυτά. Η σύνθεση των PHAs στα 

βακτήρια πραγματοποιείται σε συνθήκες καταπόνησης, όπως η έλλειψη αζώτου, 

φωσφόρου και οξυγόνου, σε περιβάλλον με περίσσεια άνθρακα. Αποτελούνται από 

βιοδιασπώμενα και μη- τοξικά υδροξυ-αλκονοϊκά οξέα (Εικόνα 1.3) και παρουσιάζουν 

παρόμοιες ιδιότητες με τα πλαστικά που προέρχονται από πετροχημικά. 19,20  

 

Εικόνα 1.3 - Γενικευμένη δομή πολυ- υδροξυ- αλκανοϊκών. Το (n) έχει εύρος από 1-4, το (x) 

από 100-300000 και το (R) είναι η αλκυλομάδα.20 
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1.3.1 Κατηγοριοποίηση και χρήσεις των PHAs 

Στα PHAs υπάρχει μεγάλη ποικιλία όσον αφορά τη μοριακό βάρος και τη δομή της 

πλευρικής αλυσίδας. Ανάλογα το μέγεθος την πλευρικής αλυσίδας (R), τα PHAs 

διαχωρίζονται σε short-chain length (scl-PHA), medium-chain length (mcl-PHA) και 

long-chain length (lcl-PHA), με τα τελευταία να έχουν μελετηθεί λιγότερο καθώς είναι 

πιο σπάνια (Πίνακας 1.1). Το πολυ(3-υδροξυ-βαλερικό) (PHV) αποτελεί ένα τυπικό 

παράδειγμα scl-PHA, ενώ το πολυ(3-υδροξυ-οκτανοϊκό) (PHO) είναι τυπικό 

παράδειγμα mcl- PHA. Έχουν ταυτοποιηθεί περισσότερα από 150 μονομερή PHA, το 

οποίο τα καθιστά την μεγαλύτερη ομάδα φυσικών πολυεστέρων.21
,
22 

Πίνακας 1.1- Κατηγορίες των PHAs με βάση τον αριθμό ατόμων της αλκυλομάδας (R). 

Κατηγορία PHAs Αριθμός ατόμων άνθρακα 

short- chain length PHAs 3- 5 άτομα άνθρακα 

medium- chain length PHAs 6- 14 άτομα άνθρακα 

long- chain length PHAs περισσότερα από 14 άτομα άνθρακα 

 

Οι ιδιότητες που παρουσιάζουν τα mcl-PHAs με τα scl-PHAs είναι αρκετά 

διαφορετικές, το οποίο είναι αναμενόμενο λόγω της διαφορετικής τους σύστασης. Τα 

scl-PHAs είναι κρυσταλλικά, που τα καθιστά αρκετά σκληρά και άκαμπτα. Αντιθέτως, 

τα mcl-PHAs επειδή είναι πιο εύκαμπτα λειτουργούν ως ελαστομερή.23 

Η χρήση των PHAs έχει εδραιωθεί από διάφορες εταιρείες λόγω των ιδιοτήτων που 

παρουσιάζουν. Μελλοντικά, θα μπορούσαν να αντικαταστήσουν ένα μεγάλο αριθμό 

των συμβατικών πλαστικών. Προς το παρόν, χρησιμοποιούνται σε διάφορα είδη 

συσκευασιών, όπως στα τρόφιμα, στα καλλυντικά κ.α. Αρκετά υποσχόμενη είναι και 

η εφαρμογή τους σε πεδία όπως η βιοϊατρική, η γεωπονία και η βιομηχανία 

φαρμάκων. Η χρήση τους στον τομέα της γεωπονίας περιλαμβάνει την ενθυλάκωση 

(encapsulation) σπόρων, λιπασμάτων και φυτοφαρμάκων.24 Στην βιοϊατρική μπορεί 

να χρησιμοποιηθεί ως προσωρινό μόσχευμα, ως ράμματα, ως επιθέματα και στην 

μηχανική ιστών. Στην φαρμακευτική βιομηχανία μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως μήτρα 

για την αργή απελευθέρωση δραστικών ουσιών στον ανθρώπινο οργανισμό.20,25 



  

28 

 

 

1.3.2 Σύσταση PHA στα κύτταρα 

Τα PHAs οργανώνονται στο κυτταρόπλασμα των μικροοργανισμών σαν κοκκώδη 

σώματα που λειτουργούν ως αποθήκες ενέργειας, που ονομάζονται καρβοσώματα. 

Όταν υπάρχει έλλειψη άνθρακα στο περιβάλλον του μικροοργανισμού, το πολυμερές 

αποικοδομείται και τα μονομερή χρησιμοποιούνται ως πηγή άνθρακα για την 

επιβίωση του. Το μέγεθος των συγκεκριμένων σωμάτων κυμαίνεται μεταξύ 0,2-0,5 

μm.26 Τα σώματα αποτελούνται περίπου από 97,5% πολυεστέρα, 2% πρωτεΐνες και 

0,5% φωσφολιπίδια. Στον πυρήνα του σώματος βρίσκεται το υδρόφοβο πολυμερές 

που περιβάλλεται από μία μονοστοιβάδα φωσφολιπιδίων και διάφορες πρωτεΐνες 

(Εικόνα 1.4). Οι πρωτεΐνες αυτές σχετίζονται με τον μεταβολισμό των PHA ενώ 

ορισμένες έχουν ρυθμιστικό ρόλο.27,28 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.4- (α) Σχηματική απεικόνιση δομής σωματιδίων PHA  

Αναδημοσιεύθηκε με άδεια από την Creative Commons Attribution, Περιοδικό: Microbial 

Biotechnology, Polyhydroxyalkanoate-associated phasins as phylogenetically heterogeneous, 

multipurpose proteins. B. Maestro, J. Sanz, [COPYRIGHT] 2017  

(β) Απεικόνιση σωματιδίων PHA σε γενετικά τροποποιημένα κύτταρα E. coli μέσω 

ηλεκτρονικής μικροσκοπία διεύλεσης (TEM) 

Αναδημοσιεύθηκε με άδεια από την Creative Commons Attribution, Περιοδικό: Scientific 

Reports, Bioengineered polyester beads co-displaying protein and carbohydrate-based 

antigens induce protective immunity against bacterial infection. M. González-Miró et al, 

[COPYRIGHT] 2018 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode
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Οι πρωτεΐνες που βρίσκονται στην επιφάνεια των σωματιδίων έχουν δομικό αλλά και 

λειτουργικό ρόλο και αναφέρονται στην βιβλιογραφία ως granule associated proteins 

(GAPs). Υπάρχουν οι PHA συνθάσες (PhaC), οι PHA αποπολυμεράσες (PhaZ), οι 

φασίνες (PhaP) και οι ρυθμιστικές πρωτεΐνες (PhaR). Η PHA συνθάση και η PHA 

αποπολυμεράση είναι υπεύθυνες, όπως υποδεικνύει και το όνομα τους, για την 

σύνθεση και την διάσπαση του πολυμερούς, αντίστοιχα. Οι φασίνες είναι δομικές 

πρωτεΐνες που καταλαμβάνουν το μεγαλύτερο μέρος της επιφάνειας του 

σωματιδίου.29 Οι ρυθμιστικές πρωτεΐνες δρουν ως καταστολείς του εκκινητή του 

PhaP αλλά και του ίδιου τους του γονιδίου. Επιπλέον, έχουν την ικανότητα να 

προσδένονται στα PHA.30 

 

1.3.3 Βιοσυνθετικό μονοπάτι των PHAs 

 

Ο σχηματισμός των PHA μπορεί να διαχωριστεί σε τρία βασικά βήματα (Εικόνα 1.5). 

Αρχικά, η παρεχόμενη πηγή άνθρακα απορροφάται από τον μικροοργανισμό. Στη 

συνέχεια, το ανάλογο υδρόξυ- αλκανοϊκό οξύ μετατρέπεται στον αντίστοιχο 

θειοεστέρα. Τέλος, ο θειοεστέρας χρησιμοποιείται από την PHA συνθάση για την 

βιοσύνθεση του πολυμερούς. Οι αντιδράσεις που περιλαμβάνονται στο δεύτερο βήμα 

είναι πολύ πολύπλοκες με μόνο ένα μέρος τους να έχει κατανοηθεί. 

Υπάρχουν τρία γνωστά βιοσυνθετικά μονοπάτια των PHAs από διαφορετικούς 

μικροοργανισμούς.24 Η σύσταση του μονομερούς εξαρτάται άμεσα από τον 

μικροοργανισμό, την πηγή άνθρακα που βρίσκεται στο θρεπτικό μέσο και τις 

περιβαλλοντικές συνθήκες.31 Η σύνθεση από τα βακτήρια Ralstonia eutropha ξεκινάει 

από το ακέτυλο-CoA. Μία β- κετοθειολάση καταλύει την σύμπτυξη δύο μορίων 

ακέτυλο-CoA, σχηματίζοντας το ακέτο- ακέτυλο-CoA. Έπειτα, το ακέτο- ακέτυλο-CoA 

ανάγεται σε R-(–)-3- υδρόξυ- βουτυρικό-CoA από την στερεοεκλεκτική αναγωγάση 

του ακετο- ακέτυλο-CoA.32 Το μονοπάτι αυτό είναι το συνηθέστερο για την σύνθεση 

του πολύ- υδρόξυ-βουτυρικού εστέρα (PHB). Στα βακτήρια γένους Rhodospirillum 

rubrum, εμπλέκονται δύο ακόμα ένζυμα. Επειδή από  την αναγωγή του ακέτο- 

ακέτυλο-CoA προκύπτει S-(+)-3- υδρόξυ- βουτυρικό-CoA, είναι απαραίτητη δύο 
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υδρατασών του ενοΰλο-CoA για να το μετατρέψουν στο R ισομερές.33 Τέλος, τα 

περισσότερα βακτήρια γένους Pseudomonas έχουν την ικανότητα να συνθέτουν 

PHAs που αποτελούνται από διάφορα 3- υδρόξυ- λιπαρά οξέα. Όταν στο περιβάλλον 

διατίθενται αλκάνια, οξειδώνονται στα αντίστοιχα λιπαρά οξέα και αυτά με την σειρά 

τους ενεργοποιούνται από τις αντίστοιχες θειοκινάσες και αποικοδομούνται μέσω β- 

οξείδωσης. Τα ενδιάμεσα προϊόντα του κύκλου της β- οξείδωσης μετατρέπονται με 

την βοήθεια υδρατασών του ενοΰλο-CoA, επιμερασών ή αναγωγασών του κετο-

άκυλ-CoA σε R-(–)-3-υδρόξυ-άκυλ-CoA. Στη συνέχεια, αυτό πολυμερίζεται από την 

συνθάση του PHA. Σε περίπτωση που η πηγή άνθρακα δεν είναι υδρογονάνθρακες η 

σύνθεση του πολυμερούς πραγματοποιείται και μέσω της de novo σύνθεσης των 

λιπαρών οξέων.34 Το ένζυμο «μεσάζοντας» στην περίπτωση αυτή είναι μια πρωτεΐνη 

μεταφορέας, η τρανσφεράση-CoA (phaG), η οποία μεταφέρει το R-(–)- υδρόξυ- 

άκυλο κατάλοιπο στο CoA. Η ύπαρξη του συγκεκριμένου γονιδίου έχει ταυτοποιηθεί 

σε αρκετά είδη Pseudomonas, όπως για παράδειγμα Pseudomonas putida 

ΚΤ2440.35 
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1.3.4 Γονιδιωματική ανάλυση της σύνθεσης των PHAs 

Ένα μεγάλο εύρος γονιδίων που εμπλέκονται στον σχηματισμό και στην 

αποικοδόμηση των PHA έχουν κλωνοποιηθεί και χαρακτηριστεί.36 Όπως αναφέρθηκε 

στην προηγούμενη παράγραφο, υπάρχει πληθώρα μεταβολικών μονοπατιών που 

μπορούν να εμπλακούν στον αναβολισμό και καταβολισμό των PHAs. Γι’ αυτό το 

Εικόνα 1.5- Σχηματική απεικόνιση των τριών γνωστών μεταβολικών μονοπατιών 

βιοσύνθεσης των PHAs. Αναδημοσιεύθηκε με άδεια από την Creative Commons Attribution, 

Περιοδικό: Journal of Applied Microbiology, Bacterial synthesis of biodegradable 

polyhydroxyalkanoates. R. Verlinden et al, [COPYRIGHT] 2007 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode
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λόγο, θα αναφερθούν τα γονίδια που εμπλέκονται στα τελευταία βήματα για την 

σύνθεση του πολυ-3-(R)-υδροξυ-βουτυρικού εστέρα P(3HB), καθώς και αυτά που 

εμπλέκονται στην σύνθεση και αποικοδόμηση του. 

Τα ένζυμα που εμπλέκονται στα τελευταία βήματα στην σύνθεση του P(3HB) είναι η 

β-κετοθειολάση (PhbA), η αναγωγάση του του ακετο-ακέτυλο-CoA (PhbB) και η 

συνθάση που οδηγεί στον πολυμερισμό (PhbC). Τα γονίδια που κωδικοποιούν τα 

παραπάνω ένζυμα είναι συνήθως οργανωμένα σε ένα οπερόνιο (phbCAB).37 Για την 

αποικοδόμηση του πολυμερούς απαιτείται η αποπολυμεράση (phaZ) ενώ για τον 

σχηματισμό των σωματιδίων είναι απαραίτητες οι φασίνες (phaF και phaI).38,39 

 

 

 

 

 

 

Δεδομένου της πολυπλοκότητας που περιλαμβάνει η βιοσύνθεση του πολυμερούς, 

δεν παρουσιάζουν όλοι οι μικροοργανισμοί την ίδια οργάνωση γονιδίων.. Για 

παράδειγμα, οι μικροοργανισμοί Acinetobacter spp., Alcaligenes latus, 

Pseudomonas acidophila, και R. eutropha έχουν οργανωμένα τα γονίδια σε οπερόνια 

ενώ σε στελέχη του γένους Pseudomonas, όπως P. oleovorans και P. Aeruginosa,  

τα γονίδια βρίσκονται σε διαφορετικές θέσεις.40 (Εικόνα 1.6). 

 

Εικόνα 1.6- Γονίδια που σχετίζονται με τον μεταβολισμό των PHAs οργανωμένα σε οπερόνια σε 

διαφορετικούς μικροοργανισμούς. Αναδημοσιεύθηκε με άδεια από την Creative Commons 

Attribution, Περιοδικό: Microbiology and molecular biology reviews : MMBR, Metabolic engineering 

of poly(3-hydroxyalkanoates): from DNA to plastic.. L. Madison, G. Huisamn, [COPYRIGHT] 1999  

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode
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1.4 Πολυ-3-(R)-υδροξυ-βουτυρικός εστέρας (PHB) 

 

Ο πολυ-3-(R)-υδροξυ-βουτυρικός εστέρας (PHB) διαθέτει όλες τις χαρακτηριστικές 

ιδιότητες που διαθέτουν τα PHAs, όπως οι παρόμοιες φυσικοχημικές ιδιότητες με τα 

συμβατικά πλαστικά, καθώς και ότι μπορεί να παραχθεί από πληθώρα 

μικροοργανισμών.41 Περισσότερα από 20 είδη βακτηρίων έχουν  ταυτοποιηθεί που 

παράγουν PHB. Μερικά από αυτά είναι Bacillus mega-terium, Methylobacterium 

rhodesianum, Alcaligenes eutrophus, M. extorquens, P. putida, Sphaerotilus natans, 

Escherichia coli, κ.α.42  

 

 

 

 

 

Το PHB αποτελεί το απλούστερο ομοπολυμερές της κατηγορίας scl-PHA (Εικόνα 

1.7) και το εκτενέστερα μελετημένο. Το μέσο μοριακό του βάρος κυμαίνεται από 2-4 x 

103 KDa και επηρεάζεται άμεσα από τον μικροοργανισμό που παράγεται, το 

περιβάλλον ανάπτυξης του και την μέθοδο εξαγωγής του πολυμερούς. Έχει υψηλή 

θερμοκρασία τήξεως, είναι αρκετά κρυσταλλικό και διαθέτει αρκετά χαμηλή 

διαπερατότητα σε οξυγόνο, νερό και διοξείδιο του άνθρακα.43 Οι μηχανικές του 

ιδιότητες ανταγωνίζονται ενες αυτές του πολυπροπυλενίου. Επιπλέον, το μονομερές 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί στη σύνθεση φαρμάκων ή σαν πρόδρομο μόριο για τη 

σύνθεση διάφορων χειρόμορφων ενώσεων.44 Ακόμη, λόγω της βιοσυμβατότητας του 

με το ανθρώπινο σώμα χρησιμοποιείται στην κατασκευή ιστών, σαν φορέας 

δραστικών ουσιών στη φαρμακοβιομηχανία και στα μοσχεύματα.45 

 

 

Εικόνα 1.7- Δομή του πολυ-3-(R)- υδροξυ-βουτυρικού εστέρα (PHB). 
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1.5 Βακτήριο Pseudomonas sp. phDV1 

 

Το Pseudomonas sp. phDV1 αποτελεί ένα κατά Gram αρνητικό βακτήριο που 

απομονώθηκε από έδαφος μολυσμένο από απόβλητα διυλιστηρίων στη Δανία.46 Το 

γενετικό του υλικό αποτελείται από ένα και μοναδικό χρωμόσωμα μήκους 4,727,628 

bps με το περιεχόμενο G+C να είναι 62.3%. Παρουσιάζει ομοιότητα της τάξεως 

99.93% και 99.41% με το γενετικό υλικό των Pseudomonas pseudoalcaligenes και 

Pseudomonas mendocina NK-01 αντιστοίχως.47 Το συγκεκριμένο στέλεχος 

παρουσιάζει την ικανότητα ανάπτυξης μέσω της αποικοδόμησης αρωματικών 

οργανικών ενώσεων, όπως η φαινόλη, καθιστώντας το έναν εξαιρετικό υποψήφιο 

μικροοργανισμό για βιοεξυγίανση. Μέσω πρωτεομικής ανάλυσης έχει ταυτοποιηθεί 

ένα μεγάλο ποσοστό των ενζύμων που εμπλέκονται στο συγκεκριμένο μεταβολικό 

μονοπάτι. Τελικό προϊόν του meta- μεταβολικού μονοπατιού αποτελεί η ακεταλδεΰδη, 

η οποία όταν συνδεθεί με το συνένζυμο CoA δίνει το πρόδρομο μόριο για την 

σύνθεση των PHAs, ακέτυλο-CoaA (Εικόνα 1.8). Περαιτέρω μελέτη που 

πραγματοποιήθηκε στο στέλεχος, ανέδειξε ότι έχει την δυνατότητα να παράγει PHB 

όταν καταναλώνει φαινόλη ως μοναδική πηγή άνθρακα. 48 

 

 

Εικόνα 1.8- Meta- μεταβολικό μονοπάτι αποικοδόμησης της φαινόλης από το βακτήριο 

Pseudomonas sp. phDV1 που οδηγεί στην βιοσύνθεση του PHB.48 
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1.6 Gene knock-out: Ομόλογος ανασυνδυασμός 

 

Το gene knock-out (KO) αποτελεί μία γενετική τεχνική, η οποία στοχεύει στην 

απενεργοποίηση της λειτουργίας ενός γονιδίου.49 Η τεχνική αυτή χρησιμοποιείται για 

να διευκρινιστεί η λειτουργία αγνώστων γονιδίων, να εντοπιστούν πρωτεΐνες και να 

ανακαλυφθούν τυχόν συσχετίσεις γονιδίων με ασθένειες.50,51 

Μία από τις in vivo τεχνικές που χρησιμοποιείται ευρέως σε διάφορα βακτήρια και 

μύκητες είναι αυτή του ομόλογου ανασυνδυασμού. Ο ομόλογος ανασυνδυασμός 

(Homologous Recombination, HR) είναι ένας μεταβολικός μηχανισμός, ο οποίος 

στοχεύει στην διασφάλιση της ακεραιότητας του γενετικού υλικού.52 Συναντάται σε 

όλους τους οργανισμούς με τον μηχανισμό να διαφέρει ανάλογα τον τύπο του 

κυττάρου, ενώ συγκεκριμένα στους προκαρυωτικούς οργανισμούς επιτρέπει την 

ανταλλαγή γενετικού υλικού.53  

Σε όλους του οργανισμούς ο ομόλογος ανασυνδυασμός περιλαμβάνει τα ίδια βασικά 

βήματα. Ο μηχανισμός έχει μελετηθεί εκτενώς στο Escherischia coli. Πιο 

συγκεκριμένα, όταν υπάρχει θραύσμα στη διπλή έλικα του DNA ακολουθεί η 

επιδιόρθωση του με τη βοήθεια του ενζύμου RecBCD. Το σύμπλοκο αποτελείται από 

τρεις υπομονάδες με διαφορετικές λειτουργίες (Πίνακας 1.2).54 

 

Πίνακας 1.2- Υπομονάδες του ενζύμου RecBCD και οι λειτουργίες τους. 

Γονίδιο Υπομονάδα Λειτουργία 

RecB beta 3'-5' ελικάση, νουκλεάση 

RecC gamma 

Αναγνωρίζει την 

αλληλουχία X (Chi) 

(5'-GCTGGTGG-3') 

RecD alpha 5'-3' ελικάση 

 



  

36 

 

Συνοπτικά, το σύμπλοκο μετατρέπει το κατεστραμμένο μόριο DNA σε δύο μόρια που 

διαθέτουν 3΄ μονήρη άκρα. Στη συνέχεια, τα άκρα αυτά με τη βοήθεια της πρωτεΐνης 

RecA που συνδέεται στην αλληλουχία Χ προσδένονται σε ομόλογες περιοχές του 

γενετικού υλικού. Χάρη στα μονήρη άκρα, πραγματοποιείται η επιδιόρθωση του 

γενετικού υλικού χρησιμοποιώντας σαν υπόστρωμα τις ομόλογες περιοχές.55 

Ο μηχανισμός στα βακτήρια είναι στατικός και αρκετά συντηρητικός. Αυτό όμως 

αλλάζει δραστικά όταν αποτελούν τα βακτήρια ξενιστές του βακτηριοφάγου λ. Κατά 

τον πολλαπλασιασμό του βακτηριοφάγου λ στα βακτήρια, μέσω του λυτικού κύκλου, 

εκφράζονται τα γονίδια του συστήματος ανασυνδυασμού (lambda red system). Το 

σύστημα ανασυνδυασμού του βακτηριοφάγου λ αποτελείται τρία γονίδια, τα exo, beta 

και gam. Τα ένζυμα που κωδικοποιούνται από τα γονίδια αυτά καταλύουν τον 

ομόλογο ανασυνδυασμό του υποστρώματος DNA με την αλληλουχία στόχο. Τα 

γονίδια βρίσκονται οργανωμένα σε ένα οπερόνιο PL. Η πρωτεΐνη που εκφράζεται 

από το γονίδιο exo είναι μία εξωνουκλεάση που δημιουργεί 3΄ άκρα.56 Η πρωτεΐνη 

beta είναι υπεύθυνη για τον επανασχηματισμό των συμπληρωματικών κλώνων.57 

Τέλος, η πρωτεΐνη gam προσδένεται στο σύμπλοκο RecBCD εμποδίζοντας την 

δράση του.58 
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Η σημασία του συστήματος ανασυνδυασμού είναι αρκετά μεγάλη για τον κύκλο ζωής 

του βακτηριοφάγου λ. Προωθεί την αντιγραφή του γενετικού υλικού των φάγων στο 

εσωτερικό των κυττάρων. Έχει προταθεί ότι συμβάλλει στην προστασία του από τους 

προστατευτικούς μηχανισμούς των βακτηρίων. Παράλληλα, αποτελεί σημαντικό 

τρόπο εξέλιξης της οικογένειας των φάγων.  

Το 1998 αναφέρθηκε ότι οι πρωτεΐνες ανασυνδυασμού από το σύστημα του 

βακτηριοφάγου λ αποτελεί μία αρκετά αποδοτική μέθοδο ανασυνδυασμού 

γονιδίων.59 Η τεχνική αυτή χρησιμοποιείται για εισαγωγή ή διαγραφή επιλεγμένων 

αλληλουχιών, για σημειακές μεταλλάξεις ή μικρές αλλαγές, όπως η προσθήκη 

σηματοδοτικών πρωτεΐνών.60 Η στρατηγική της συγκεκριμένης τεχνικής περιλαμβάνει 

Εικόνα 2.8- Σχηματική απεικόνιση του μηχανισμού δράσης του ομόλογου 

ανασυνδυασμού. Η πρωτεΐνη exo δημιουργεί 3’ άκρα. Η πρωτεΐνη beta 

προσδένεται στα 3’ άκρα και η πρωτεΐνη gam (που δεν απεικονίζεται) 

παρεμποδίζει το σύπλοκο RecBCD να αποικοδομήσει τα τμήματα DNA. 77  
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την δημιουργία του υποστρώματος DNA, την έκφραση των γονιδίων που βοηθούν 

τον ομόλογο ανασυνδυασμό στον ξενιστή, την εισαγωγή του υποστρώματος στον 

ξενιστή και την επιλογή των κλώνων. Η επιλογή των κλώνων πραγματοποιείται 

συνήθως με την προσθήκη μίας αλληλουχίας σηματοδότη, όπως γονίδια 

ανθεκτικότητας σε κάποιο αντιβιοτικό στο DNA υπόστρωμα.61 

 

2. ΣΚΟΠΟΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 

 

Προηγούμενες μελέτες που έχουν γίνει στο εργαστήριο έχουν αποδείξει, ότι το 

βακτήριο Pseudomonas sp. phDV1 έχει την ικανότητα να παράγει πολυ-(R)-3-

υδροξυ-βουτυρικού εστέρα (PHB). Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η αύξηση 

της παραγωγής του πολυεστέρα μέσω της διαγραφής δύο γονιδίων που σχετίζονται 

άμεσα με τον μεταβολισμό (phaZ) και την σύνθεση του πολυμερούς (phaR). Τα 

μεταλλάγματα που δημιουργούνται μελετώνται και συγκρίνονται με το WT τόσο στην 

ανάπτυξη όσο και στην παραγωγή του πολυεστέρα σε δύο διαφορετικά θρεπτικά 

μέσα. 

 

3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

3.1  Δημιουργία μεταλλαγμάτων ΔphaR και ΔphaZ 

 

Η δημιουργία των δύο μεταλλαγμάτων βασίζεται στην τεχνολογία του ομόλογου 

ανασυνδυασμού. Για να πραγματοποιηθεί επιτυχώς η διαγραφή των γονιδίων 

απαιτείται η έκφραση των γονιδίων του βακτηριοφάγου λ-Red. Τα γονίδια αυτά έχουν 

εισαχθεί στο βακτήριο με τη βοήθεια ενός πλασμιδίου, του pMK_RedS, το οποίο 

προσδίδει στο βακτήριο ανθεκτικότητα στην χλωραμφενικόλη (Cm). Με αυτόν τον 
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τρόπο δημιουργείται το στέλεχος Pseudomonas sp. phDV1+pMK_RedS το οποίο 

χρησιμοποείται στην παρούσα διατριβή για την δημιουργία των μεταλλαγμάτων. 

Για να πραγματοποιηθεί η διαγραφή των γονιδίων εισάγεται στα κύτταρα το DNA 

υπόστρωμα, το οποίο φέρει δύο ομόλογες περιοχές ως προς το γενετικό υλικό του 

βακτηρίου και το γονίδιο ανθεκτικότητας κάποιου αντιβιοτικού, που στην 

συγκεκριμένη περίπτωση είναι η καναμυκίνη (Km). Το γονίδιο ανθεκτικότητας είναι 

απαραίτητο για την διαλογή των επιτυχών μεταλλαγμάτων. 

 

3.1.1 Σχεδιασμός γραμμικού DNA υποστρώματος 

Το DNA που θα χρησιμοποιηθεί ως υπόστρωμα για την διεξαγωγή του ομόλογου 

ανασυνδυασμού φέρει δύο χαρακτηριστικά, το γονίδιο ανθεκτικότητας στην 

καναμυκίνη και τις ομόλογες περιοχές από το κάθε γονίδιο. 

Πιο συγκεκριμένα, το DNA υπόστρωμα για την διαγραφή του γονιδίου phaR έχει 

μήκος 1907 bps ενώ το αυτό για το phaZ έχει 1949 bps. Το γονίδιο ανθεκτικότητας 

καναμυκίνης έχει μήκος 795 bps ενώ οι ομόλογες περιοχές που βρίσκονται 

εκατέρωθεν του γονιδίου κυμαίνονται στα 500 bps. (Παράρτημα 1) 

 

3.1.2 Σχεδιασμός εκκινητών 

Ο σχεδιασμός των εκκινητών πραγματοποιείται με το λογισμικό Clone Manager 9. 

Για τον πολλαπλασιασμό της κάθε αλληλουχίας στόχου δημιουργούνται δύο 

εκκινητές, ο Forward και ο Reverse. Οι δύο εκκινητές αποτελούνται από 25-35 ζεύγη 

βάσεων με ποσοστό G/C 40-60%. Κάθε ζεύγος εκκινητών έχει σχεδιαστεί με σκοπό 

να υπάρχει συμπληρωματικότητα με τις εκάστοτε ομόλογες περιοχές του κάθε 

γονιδίου. Επιπλέον, είναι απαραίτητο να μην είναι συμπληρωματικοί μεταξύ τους και 

να έχουν παρόμοιες θερμοκρασίες τήξης (Tm). 

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την κατασκευή των μεταλλαγμάτων 

παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα: 
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Πίνακας 3.1- Αλληλουχίες εκκινητών. 

Ονομασία εκκινητή Αλληλουχία 5΄→ 3΄ 

phaR- F CACGACCTGCAGGGCAGCAAC 

phaR-R TGCGTGACCCGCAGGCCTTC 

phaR-F1 GGTGGTCAGGAAGAGGTAGGCGTAGGCATACCG 

phaR-R1 GGCAAGGTATTCGAGAGCGTCGAGCAGCTCAGTCAG 

DelZ-A-F AGGCGCGCTACATGACCAATAGCG 

DelZ-A-R TGGGGTTGCCCGGCGGGTTGAGAATG 

phaZ-F ACGCCATGGGACTCCTGCTAC 

phaZ-R GAGGTGCCAGGTCGGATCAGC 

pMini-F ACCTGCCAACCAAAGCGAGAAC 

pMini-R TCAGGGTTATTGTCTCATGAGCG 

 

 

3.1.3 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) είναι μία in vitro τεχνική 

πολλαπλασιασμού συγκεκριμένων αλληλουχιών DNA. Στη συγκεκριμένη περίπτωση 

χρησιμοποιείται για τον πολλαπλασιασμό των υποστρωμάτων DNA, καθώς και για 

την ταυτοποίηση των νέων κλώνων. 

Μία αντίδραση PCR έχει τρία διαδοχικά στάδια που συγκροτούν έναν πλήρη κύκλο, 

κατά τον οποίο η ποσότητα του DNA διπλασιάζεται. Τα βήματα αυτά 

επαναλαμβάνονται αρκετές φορές μέχρι η ποσότητα του DNA να πολλαπλασιαστεί 

σε μεγάλο βαθμό. Η διαδικασία αυτή πραγματοποιείται σε θερμοκυκλωτές και στην 

παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε ο θερμοκυκλωτής TGradient (Biometra). 
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Τα βήματα της αντίδρασης είναι: 

1) Αποδιάταξη του DNA (Denaturation) 

Η διπλή έλικα αποδιατάσσεται με τη βοήθεια υψηλής θερμοκρασίας. Η θερμοκρασία 

αυτή κυμαίνεται μεταξύ 94oC-98oC και καθορίζεται από την φύση του DNA που 

πρόκειται αν πολλαπλασιαστεί. 

2) Προσαρμογή των εκκινητών (Annealing)  

Οι εκκινητές συνδέονται, σύμφωνα με την συμπληρωματικότητά τους, στις 

αποδιατεταγμένες έλικες του DNA. Η θερμοκρασία για να πραγματοποιηθεί αυτό 

κυμαίνεται συνήθως μεταξύ 50οC-65οC. 

3) Επιμήκυνση των εκκινητών (Extension) 

Στο στάδιο αυτό, το DNA επιμηκύνεται με τη βοήθεια της DNA πολυμεράσης. Η 

θερμοκρασία σε αυτήν την περίπτωση κυμαίνεται μεταξύ 75oC- 80oC και εξαρτάται 

από το μέγεθος του DNA που πολλαπλασιάζεται. 

Η σύσταση των αντιδράσεων που πραγματοποιήθηκαν στην συγκεκριμένη εργασία 

αναγράφονται παρακάτω (Πίνακας 3.2). 

Πίνακας 3.2- Αναλυτική σύσταση των αντιδράσεων PCR. 

 
Analytical reaction 

(10 µL) 

Preparation 

reaction (50 µL) 
Final Concentration 

Phusion GC 

Master Mix 

(Thermo 

Scientific) 

8,8 µL 44 µL 

1xGC MM, 

200 µM dNTPs (each one) 

3% DMSO 

1,5 mM MgCl2 

Phusion DNA Polymerase 

0,02 U/µL 
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Forward Primer 

(10 pmol/µL) 
0,5 µL 2,5 µL 0,5 µM 

Reverse Primer 

(10 pmol/µL) 
0,5 µL 2,5 µL 0,5 µM 

DNA template 

gDNA several ng ή 

plasmid pg-ng 

gDNA 50-200 ng 

ή 

plasmid 1 pg-10 

ng 

< 250 ng 

 

Για την επαλήθευση και την εξακρίβωση των προϊόντων χρησιμοποιείται η μικρής 

κλίμακας, ενώ για την προετοιμασία υποστρωμάτων η μεγαλύτερης κλίμακας 

αντίδραση. Οι συνθήκες που πραγματοποιείται κάθε αντίδραση PCR καταγράφονται 

παρακάτω: 

1) 98οC (30 s ή 1 min): Πρώτη αποδιάταξη  

2) 94οC (10  s): Δεύτερη αποδιάταξη  

4) 55-72oC (30 s): Υβριδισμός  

5) 72οC (15-30 s/kbp): Πολυμερισμός  

6) 72οC (10 min): Τελικός πολυμερισμός  

7)  4οC : Διατήρηση  

Τα βήματα (2)-(4) επαναλαμβάνονται για 35 φορές. 

Ο χρόνος της πρώτης αποδιάταξης εξαρτάται από το υπόστρωμα DNA που 

πρόκειται να πολλαπλασιαστεί. Το gDNA απαιτεί περισσότερο χρόνο για να 

αποδιαταχθεί από ότι το pDNA. Η θερμοκρασία που απαιτείται για τον υβριδισμό των 

εκκινητών ελέγχεται με διαβάθμιση θερμοκρασίας (temperature gradient) και 

επιλέγεται η βέλτιστη για την διεξαγωγή των πειραμάτων. 
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3.1.4 Ηλεκτροφόρηση DNA σε πηκτή αγαρόζης 

Για τον έλεγχο του εκάστοτε προϊόντος της PCR πραγματοποιείται ηλεκτροφόρηση 

σε πηκτή αγαρόζης. Τα προϊόντα των αντιδράσεων PCR διαχωρίζονται με βάση το 

μέγεθος τους. Αυτό επιτυγχάνεται με την εφαρμογή ηλεκτρικού φορτίου κατά μήκος 

της πηκτής. Λόγω του αρνητικού τους φορτίου, τα νουκλεϊκά οξέα μετακινούνται προς 

το θετικό πόλο. Το μέγεθος των προϊόντων εκτιμάται σε σύγκριση με τα μεγέθη που 

εμφανίζονται από τον marker.  

Παρασκευή πηκτής αγαρόζης 

• 1% w/v αγαρόζη 

• 1x TAE Buffer (40 mM Tris, 20 mM acetic acid, 1 mM EDTA) 

Διάλυμα καθόδου 

• 1x TAE Buffer 

Το προϊόν της αντίδρασης PCR αναμειγνύεται με κατάλληλο όγκο 6x Loading Dye 

(Thermo Scientific) πριν πραγματοποιηθεί η ηλεκτροφόρηση. Η ηλεκτροφόρηση 

πραγματοποιείται στα 150 V για περίπου 40 λεπτά. Μετά το πέρας της 

ηλεκτροφόρησης, η πηκτή επωάζεται για 15-20 λεπτά σε διάλυμα 0,5 μg/mL 

βρωμιούχου αιθίδιου (Carl Roth) και στη συνέχεια για 10 λεπτά σε νερό. Η πηκτή 

παρατηρείται υπό υπεριώδη ακτινοβολία (UV) και το μέγεθος του εκάστοτέ προϊόντος 

εκτιμάται με βάση τον Marker (GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, Thermo Scientific). 

 

3.1.5 Απομόνωση linear DNA από πηκτή αγαρόζης 

Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης, συγκρίνεται το μέγεθος τους προϊόντος της 

PCR με τον Marker. Εάν το προϊόν έχει το σωστό μέγεθος τότε γίνεται η απομόνωση 

του. Με τη βοήθεια ιατρικού νυστεριού κόβονται οι επιθυμητές λωρίδες πηκτής. Το 

γενετικό υλικό απομονώνεται με τη χρήση του Zymoclean Gel DNA Recovery Kit 

(Zymo Research) σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Η συγκέντρωση του 

DNA (ng/μL) και η καθαρότητα του (Λόγοι 260/280 και 260/230) μετρούνται με το 

Nanodrop ND 1000 Spectrophotometer (Peqlab). 
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3.1.6 Καλλιέργεια κυττάρων Pseudomonas. sp. phDV1+pMK_RedS 

Για την εισαγωγή του υποστρώματος DNA που απαιτείται για την διαγραφή των δύο 

γονιδίων phaR και phaZ είναι απαραίτητη η καλλιέργεια κυττάρων Pseudomonas. sp. 

phDV1 που φέρουν το πλασμίδιο pMK_RedS. Τα κύτταρα που φέρουν το 

συγκεκριμένο πλασμίδιο είχαν δημιουργηθεί εκ των προτέρων με την μέθοδο της 

ηλεκτροπόρωσης που περιγράφεται παρακάτω (3.1.7). 

Η καλλιέργεια (10 mL) πραγματοποιείται σε αποστειρωμένο θρεπτικό μέσο LB 

(Lysogeny Broth), που περιέχει 170 μg/mL αντιβιοτικό χλωραμφενικόλης (Cm). 

Αρχικά, πραγματοποιείται εμβολιασμός από ολονύχτια προκαλλιέργεια που έχει 

αναπτυχθεί υπό τις ίδιες συνθήκες. Η καλλιέργεια επωάζεται στους 32οC υπό 

ανάδευση (220 rpm) μέχρι η οπτική πυκνότητα (OD600) να φτάσει περίπου στο 0.5. Η 

επαγωγή έκφρασης των πρωτεϊνών που συμβάλλουν στον ομόλογο ανασυνδυασμό 

πραγματοποιείται με την προσθήκη της L-αραβινόζης σε συγκέντρωση 0.2% στην 

καλλιέργεια. Ακολουθεί περαιτέρω επώαση για 4 ώρες. Στη συνέχεια, τα κύτταρα 

προετοιμάζονται για ηλεκτροπόρωση. 

 

3.1.7 Μετασχηματισμός (Transformation) 

Χημικός μετασχηματισμός 

Τα δεκτικά κύτταρα που χρησιμοποιούνται είναι τα Turbo Competent E. coli (New 

England BioLabs) και Stellar™  E. coli (Clonetech, Takara Bio). Ο χημικός 

μετασχηματισμός σε κάθε περίπτωση έγινε με τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

Ηλεκτροπόρωση (Electroporation) 

Αφού περάσουν 4 ώρες επώασης από την επαγωγή της καλλιέργειας με L-αραβινόζη 

σε τελική συγκέντρωση 0.2%, λαμβάνονται δείγματα όγκου 1 mL. Ο αριθμός των 

δειγμάτων εξαρτάται από τον αριθμό των μετασχηματισμών. Κάθε δείγμα υπόκειται 

σε τρεις διαδοχικές πλύσεις με 300 mM διαλύματος ζάχαρης. Μετά από τις πλύσεις 

τα κύτταρα επαναιωρούνται σε 100 μL 300 mM διαλύματος ζάχαρης. 
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Τα επαναιωρημένα κύτταρα μεταφέρονται σε ειδικές κυψελίδες κατάλληλες για 

ηλεκτροπόρωση. Σε κάθε κυψελίδα προστίθεται υπόστρωμα DNA (ανάλογα το 

γονίδιο-στόχος) σε διαφορετικές συγκεντρώσεις με εύρος 4 μg-6 μg. 

Οι συνθήκες της ηλεκτροπόρωσης (Gene Pulser Xcell electroporation system, Bio-

Rad) που χρησιμοποιούνται είναι σύμφωνες με τις οδηγίες του κατασκευαστή για 

κύτταρα Pseudomonas aeruginosa.  

Μετά την ηλεκτροπόρωση, προστίθενται 900 μL θρεπτικού μέσου SOC στα κύτταρα, 

τα οποία επωάζονται για τουλάχιστον 2 ώρες στους 32οC υπό ανάδευση (220 rpm). 

Στη συνέχεια, τα κύτταρα διασπείρονται σε τρυβλίο με LB (Lysogeny Broth), που 

περιέχει 170 μg/mL χλωραμφενικόλης (Cm) και 100 μg/mL καναμυκίνης (Km). Τα 

τρυβλία επωάζονται στους 32οC για 48 ώρες. Οι αποικίες που αναπτύσσονται 

υπόκεινται σε περαιτέρω έλεγχο για την εξακρίβωση της διαγραφής των γονιδίων. 

 

3.1.8 Απομόνωση γενωμικού DNA 

Από το τρυβλίο επιλέγονται μονήρεις αποικίες με σκοπό να εξεταστεί αν η διαγραφή 

των γονιδίων είναι επιτυχής. Οι αποικίες αναπτύσσονται στους 32οC υπό ανάδευση 

(220 rpm) σε 5 mL LB (Lysogeny Broth) που περιέχει 170 μg/mL χλωραμφενικόλης 

(Cm) και 100 μg/mL καναμυκίνης (Km). Για την απομόνωση του γενωμικού DNA 

χρησιμοποιείται το Gentra Puregene Yeast/Bact. Kit (Qiagen) σύμφωνα με τις 

οδηγίες του κατασκευαστή για Gram-negative βακτήρια.  

Έπειτα, το γενωμικό DNA χρησιμοποιείται σαν υπόστρωμα για αντιδράσεις PCR, 

ώστε να εξακριβωθεί η ύπαρξη του γονιδίου αντίστασης στην καναμυκίνη (KmR) στη 

σωστή θέση του γονιδιώματος. Για την αντίδραση PCR χρησιμοποιούνται οι ίδιοι 

εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν και για τον πολλαπλασιασμό του υποστρώματος 

linear dsDNA. Ως αντίδραση control χρησιμοποιείται σαν υπόστρωμα το γενωμικό 

DNA απομονωμένο από το Wild Type (WT). 
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3.1.9 Εισαγωγή DNA σε πλασμίδιο pMini (Ligation) 

Για την εισαγωγή των επιθυμητών τμημάτων DNA σε πλασμίδιο (pMini) 

χρησιμοποιείται το NEB PCR Cloning Kit (New England BioLabs) σύμφωνα τις 

οδηγίες του κατασκευαστή. Σύμφωνα με αυτές, η αναλογία του εισαχθέντος DNA ως 

προς το πλασμίδιο πρέπει να είναι 3:1. Η απαιτούμενη ποσότητα DNA (ng) 

υπολογίζεται με τη βοήθεια του online tool από την εταιρεία (NEBioCalculator, NEB). 

 

3.1.10 Απομόνωση πλασμιδίου 

Μετά τον χημικό μετασχηματισμό, επιλέγονται μερικές αποικίες για την απομόνωση 

του πλασμιδίου. Οι αποικίες καλλιεργούνται στους 37οC υπό ανάδευση (220 rpm) σε 

LB (Lysogeny Broth) με 100 μg/mL αμπικιλλίνη. Εάν πρόκειται για high-copy-number 

πλασμίδιο η καλλιέργεια έχει όγκο 5 mL, ενώ για low-copy-number έχει όγκο 25 mL. 

Για την απομόνωση των πλασμιδίων χρησιμοποιείται το QIAprep Spin Miniprep Kit 

(Qiagen) σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Η έκλουση του pDNA 

πραγματοποιείται με nuclease-free H2O. Η συγκέντρωση και η καθαρότητα του 

προσδιορίζεται στο NanoDrop. 

 

3.1.11 Πέψη με περιοριστικά ένζυμα 

Η πέψη με περιοριστικά ένζυμα πραγματοποιείται για να ελεγχθεί αν το πλασμίδιο 

περιέχει την σωστή αλληλουχία DNA. Έπειτα, τα θραύσματα ελέγχονται σε πηκτή 

αγαρόζης.  

Η επιλογή του περιοριστικού ενζύμου, καθώς και το μήκος και ο αριθμός των 

θραυσμάτων γίνεται με τη βοήθεια του λογισμικού Clone Manager 9. Η θέση πέψης 

του ενζύμου που επιλέγεται βρίσκεται εντός του γονιδίου αντίστασης της καναμυκίνης 

(KmR).  

Για την πέψη χρησιμοποιούνται 100-200 ng pDNA. Ανάλογα το περιοριστικό ένζυμο 

που χρησιμοποιείται απαιτούνται και διαφορετικές συνθήκες. Το ένζυμο που 

χρησιμοποιήθηκε στην συγκεκριμένη εργασία είναι το FastDigest HindIII (Thermo 
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Scientific) με το ανάλογο ρυθμιστικό διάλυμα 10X FastDigest Green Buffer (Thermo 

Scientific). Η πέψη πραγματοποιείται στους 37οC για 30 λεπτά. 

 

3.1.12 Νουκλεοτιδική αλληλούχιση (Sequencing) 

Τα προϊόντα της PCR που παρουσιάζουν την επιθυμητή θέση στην πηκτή, σε σχέση 

με τον Marker στέλνονται για νουκλεοτιδική αλληλούχιση (Eurofins). Για κάθε 

αλληλούχιση απαιτούνται περίπου 1000 ng pDNA και πραγματοποιείται χωριστά για 

τον κάθε εκκινητή, μία με τον Forward και μία με τον Reverse. Τα αποτελέσματα της 

εταιρείας συγκρίνονται με την επιθυμητή αλληλουχία (Παράρτημα 2) με τη βοήθεια 

του online tool Multalin Sequence Alignment.62  

 

3.1.13 Απομάκρυνση του πλασμιδίου pMK_RedS (Plasmid curing) 

Επόμενο στάδιο της δημιουργίας των στελεχών είναι η απομάκρυνση του πλασμιδίου 

pMK_RedS. Για την απομάκρυνση των πλασμιδίων από γενετικά τροποποιημένους 

οργανισμούς υπάρχουν διάφορες τεχνικές.63 Για τα συγκεκριμένα μεταλλάγματα 

χρησιμοποιήθηκε σαν τεχνική απομάκρυνσης πλασμιδίου η ηλεκτροπόρωση. Στόχος 

είναι η δημιουργία πόρων στην μεμβράνη των κυττάρων με απώτερο σκοπό την 

απομάκρυνση του πλασμιδίου.  

Πρώτο βήμα της διαδικασίας αποτελεί η προετοιμασία καλλιεργειών από τα δύο 

μεταλλάγματα. Οι καλλιέργειες (5-10 mL) πραγματοποιούνται σε θρεπτικό μέσο LB 

με τα κατάλληλα αντιβιοτικά, δηλαδή 170 μg/mL χλωραμφενικόλη και 100μg/mL 

καναμυκίνη. Η επώαση πραγματοποιείται στους 32οC υπό ανάδευση (220 rpm) για 

16-18 ώρες. Έπειτα, τα κύτταρα προετοιμάζονται και υπόκεινται σε ηλεκτροπόρωση, 

όπως περιεγράφηκε παραπάνω (Ενότητα 3.1.7). Η διαφορά έγκειται στον αριθμό των 

παλμών που εφαρμόζονται. Για την απομάκρυνση του πλασμιδίου από τα 

μεταλλάγματα, τα δείγματα υπόκεινται σε εύρος 2-4 παλμών. Μετά το πέρας της 

ηλεκτροπόρωσης, στα δείγματα προστίθεται 900 μL θρεπτικού μέσου SOC. Στη 

συνέχεια, επωάζονται για μία ώρα στους 32οC υπό ανάδευση (220 rpm).  
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Τελευταίο βήμα της όλης διαδικασίας είναι η διασπορά των κυττάρων σε τρυβλία. Σε 

πρώτο στάδιο τα κύτταρα διασπείρονται σε τρυβλίο με LB και 100 μg/mL καναμυκίνη. 

Αφού επωαστεί στους 32οC για 24-48 ώρες επιλέγονται μονήρεις αποικίες από το 

τρυβλίο και μεταφέρονται σε δύο νέα, ένα τρυβλίο πανομοιότυπο με το αρχικό, 

δηλαδή περιέχει LB και 100 μg/mL  καναμυκίνη, και ένα που περιέχει LB, 100 μg/mL  

καναμυκίνη και 170 μg/mL χλωραμφενικόλη.  

 

 

3.2  Καλλιέργεια του βακτηρίου Pseudomonas sp. phDV1 και των 

μεταλλαγμάτων ΔphaR και ΔphaZ  

 

Για την καλλιέργεια της Pseudomonas sp. phDV1, καθώς και των υπόλοιπων 

στελεχών απαιτείται, πρωτίστως, η καλλιέργεια σε τρυβλίο (στερεή καλλιέργεια). Στη 

συνέχεια, πραγματοποιείται εμβολιασμός σε προκαλλιέργεια και μετά από ολονύχτια 

επώαση εμβολιάζεται η κύρια καλλιέργεια. Όλες οι διεργασίες πραγματοποιούνται σε 

στείρες συνθήκες και τα υλικά είναι αποστειρωμένα ή/και έχουν φιλτραριστεί με 

φίλτρο 0,22 μm. Η προσθήκη των αντιβιοτικών στις καλλιέργειες πραγματοποιείται 

από πυκνά διαλύματα, 50 mg/mL σε νερό για την καναμυκίνη (Km) και 34 mg/mL σε 

90% αιθανόλη για την χλωραμφενικόλη (Cm). Η ανάπτυξη των κυττάρων 

παρατηρείται φωτομετρικά στα 600 nm (Perkin Elmer Lamda 20). 

Τα αντιδραστήρια που απαιτούνται για το κάθε θρεπτικό μέσο παρουσιάζονται στους 

παρακάτω πίνακες: 

Πίνακας 3.3 - Συστατικά θρεπτικού μέσου Lysogeny Broth (L.B.) με pH 7,4. 

Peptone 5 g/L 

NaCl 5 g/L 

Yeast Extract 2.5 g/L 
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Πίνακας 3.4- Συστατικά κύριας καλλιέργειας του βακτηρίου. 

5x M9 άλατα ή 5x M9-N 200 mL/L 

R-Saltsa 7 mL/L 

MgSO4 1 Μ 2 mL/L 

CaCl2 1 Μ 0.1 mL/L 

Διάλυμα ηλεκτρικού νατρίου 0.5 M 20 mL/L ή 42 mL/Lb 

a Η σύσταση των R-Salts είναι 10% w/v MgSO4.7H2O ,1% w/v FeSO4.7H2O. 

b Η ποσότητα ηλεκτρικού οξέος που προστίθεται στην καλλιέργεια εξαρτάται από την συνθήκη που 

μελετάται, για τις συνθήκες μάρτυρα (control) (C/N=1/9) προστίθενται 20 mL/L (10 mM), ενώ για τις 

συνθήκες μειωμένου αζώτου (C/N=20/1) προστίθενται 42 mL/L (21 mM). 

Πίνακας 3.5- Σύσταση συμπυκωμένων θρεπτικών 5x M9 και 5x M9-N. 

Διάλυμα 5x M9 αλάτων (C/N= 1/9) Διάλυμα 5x M9-N αλάτων (C/N=20/1) 

Νa2HPO4 37.61 g/L Νa2HPO4 37.61 g/L 

ΚΗ2PO4 15 g/L ΚΗ2PO4 15 g/L 

NaCl 2.5 g/L NaCl 2.5 g/L 

NH4Cl 5 g/L NH4Cl 0.28 g/L 

 

3.2.1 Στερεή καλλιέργεια 

Όλα τα βακτήρια φυλάσσονται σε 20% glycerol stock στους -80οC. Το πρώτο στάδιο 

για την καλλιέργεια των στελεχών είναι η ανάπτυξη τους σε στερεό θρεπτικό μέσο LB 

(1.5% άγαρ) με το κατάλληλο αντιβιοτικό, όταν αυτό είναι απαραίτητο (Πίνακας 3.3). 

Η συγκέντρωση των αντιβιοτικών είναι 100 μg/mL για την καναμυκίνη (Km) και       

170 μg/mL για την χλωραμφενικόλη. Μικρή ποσότητα από το bacterial stock 

απλώνεται σε τρυβλίο και επωάζεται στους 32οC για 24-48 ώρες. 
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3.2.2 Προκαλλιέργεια 

Μετά το πέρας της ανάπτυξης του στελέχους στο τρυβλίο, μία αποικία εμβολιάζεται 

σε υγρό θρεπτικό μέσο L.B. όπου παραμένει υπό ανάδευση  στους 32οC για 14-16 

ώρες. Στο θρεπτικό μέσο προστίθενται τα κατάλληλα αντιβιοτικά σε ίδια 

συγκέντρωση με το στερεό μέσο, όταν αυτό είναι απαραίτητο. 

 

3.2.3 Υγρή καλλιέργεια 

Η υγρή καλλιέργεια του κάθε στελέχους μπορεί να πραγματοποιηθεί σε θρεπτικό 

μέσο M9R ή M9R-N (Πίνακας 3.4). Αφού αναπτυχθεί η προκαλλιέργεια γίνεται 

εμβολιασμός 1% στην κύρια καλλιέργεια. (Πίνακας 3.5) Η πηγή άνθρακα είναι το 

ηλεκτρικό οξύ, σε συγκεντρώσεις 10 mM ή 21 mM, ανάλογα την συνθήκη που 

μελετάται. Οι συγκεντρώσεις των αντιβιοτικών, όταν αυτά είναι απαραίτητα, είναι ίδια 

με αυτή της προκαλλιέργειας και της στερεής καλλιέργειας. Η ανάπτυξη 

πραγματοποιείται στους 32οC για 72 ώρες υπό ανάδευση (220 rpm). Μετά το πέρας 

των 72 ωρών τα κύτταρα συλλέγονται για μελέτη. 

 

3.2.3 Συλλογή κυττάρων 

Η συλλογή των κυττάρων γίνεται μέσω φυγοκέντρισης (Sepatech Suprafuge 22, 

Heraeus) στα 6000 x g για 10 λεπτά στους 4oC. Πραγματοποιείται μία πλύση των 

κυττάρων με 20 mL 0.1 Μ Tris-HCl pH 7.5. Τα κύτταρα ψύχονται με υγρό άζωτο και 

φυλάσσονται στου -20οC για περαιτέρω ανάλυση. 

 

3.2.4 Λύση κυττάρων  

Η λύση των κυττάρων πραγματοποιείται με τη βοήθεια υπερήχων (Ultrasonic 

Processor UP200S, Hielscher). Τα κύτταρα που έχουν συλλεχθεί από τις 

καλλιέργειες επαναιωρούνται σε ρυθμιστικό διάλυμα 0.1 M Tris-HCl pH 7.5 με 

αναλογία 5 mL διαλύματος ανά 1,5 gr κυττάρων. Οι συνθήκες που πραγματοποιείται 
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η λύση των κυττάρων είναι 30% Amplitude σε 10 κύκλους (15 s  σε υπέρηχους, 45 s 

σε ηρεμία) στους 4οC . 

 

3.3  Απομόνωση και χαρακτηρισμός του πολυ-(R)-3-υδροξυ-

βουτυρικού εστέρα (PHB) 

 

3.3.1 Παρατήρηση του πολυ-(R)-3-υδροξυ-βουτυρικού εστέρα με μικροσκοπία 

φθορισμού 

Για την παρατήρηση του πολυμερούς στο εσωτερικό των κυττάρων χρησιμοποιείται η 

χρωστική Nile Red (Nile blue oxazone). Η χρωστική προσδένεται επιλεκτικά σε 

σταγονίδια λιπιδίων στο εσωτερικό των κυττάρων. Λόγω της δομής που φιλοξενείται 

το πολυμερές στο εσωτερικό των κυττάρων, η χρωστική προσδένεται πάνω σε αυτή 

επιτρέποντας με αυτόν τον τρόπο την παρατήρηση του. 

 

 

 

 

 

Για την πορεία παραγωγής του πολυμερούς στα κύτταρα, λαμβάνονται δείγματα των 

2 mL από την κύρια καλλιέργεια ανά 24 ώρες. Τα κύτταρα συλλέγονται μέσω 

φυγοκέντρισης στα 14000 x g για 1 λεπτό σε θερμοκρασία δωματίου (Eppendorf 

5415C Centrifuge) και επαναιωρούνται σε 100 μL θρεπτικού μέσου. Λαμβάνονται 4 

μL κυττάρων και αναμειγνύονται με 1 μL διαλύματος Nile Red (250 μg/mL σε DMSO). 

Για την παρατήρηση των κυττάρων, απαιτείται η προετοιμασία των αντικειμενοφόρων 

πλακών με αγαρόζη. Σε κάθε αντικειμενοφόρο πλάκα τοποθετούνται 100 μL 

διαλύματος θερμού (60οC) διαλύματος αγαρόζης (1% w/v σε νερό). Αφήνεται για 2 

Εικόνα 3.1- Δομή χρωστικής Nile Red. 
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λεπτά να στεγνώσει. Πάνω στο στρώμα αγαρόζης τοποθετούνται 1-2 μL κυττάρων 

που έχουν βαφτεί με διάλυμα Nile Red. Αφού στεγνώσουν για μερικά δευτερόλεπτα, 

τοποθετείται η καλυπτρίδα.  

Τα δείγματα παρατηρούνται σε μικροσκόπιο (Nikon ECLIPSE E800, Jenoptik 

ProgRes CF CCD 1.4 M.P. Microscope Camera, Nikon Super High Pressure Mercury 

Lamp Power Supply) με ελαιοβυθιζόμενο φακό 100x. Λαμβάνονται εικόνες οπτικής 

και μικροσκοπίας φθορισμού (διέγερση 562/40 nm, εκπομπή 594 nm). 

  

3.3.2 Απομόνωση πολυ-(R)-3-υδροξυ-βουτυρικού εστέρα 

Η απομόνωση του πολυεστέρα πραγματοποιείται μέσω διαβάθμισης ζάχαρης 

(sucrose gradient). Η διαβάθμιση ζάχαρης είναι μία τεχνική μέσω της οποίας 

μπορούν να διαχωριστούν υποκυττάρια σωματίδια ανάλογα το ισοπυκνικό τους 

σημείο. Η διαβάθμιση μπορεί να είναι είτε συνεχής είτε διαδοχική. Στη συγκεκριμένη 

περίπτωση, χρησιμοποιείται η διαδοχική διαβάθμιση ζάχαρης (step sucrose 

gradient). Μέσω αυτής της διαδικασίας επιτυγχάνεται η απομόνωση του PHB στην 

native μορφή του, δηλαδή στη μορφή που υπάρχει στο εσωτερικό των κυττάρων. 

Οι συγκεντρώσεις των διαλυμάτων που χρησιμοποιούνται είναι 1,33 Μ, 1,67 M και 2 

Μ σε 0.1 M Tris-HCl pH 7.5. Από το κάθε διάλυμα χρησιμοποιούνται 3 mL και από το 

δείγμα 1.5 mL. Η μόνη προετοιμασία που απαιτείται για το κάθε δείγμα είναι η λύση 

των κυττάρων μέσω υπερήχων. Η υπερφυγοκέντριση πραγματοποιείται στα 210000 

x g για 3 ώρες στους 4οC (Sorvall Ultra 800). Μετά το πέρας της φυγοκέντρισης 

έχουν σχηματιστεί οι επιθυμητές λωρίδες, οι οποίες συλλέγονται. Για να 

απομακρυνθεί το διάλυμα της ζάχαρης, τα δείγματα πλένονται με ρυθμιστικό διάλυμα 

0.1 M Tris-HCl pH 7.5. Οι πλύσεις πραγματοποιούνται στις 14000 x g για 20 λεπτά. 

Το ίζημα επαναιωρείται σε 200 μL ρυθμιστικού διαλύματος. 

 

3.3.3 Ποσοτικοποίηση του πολυ-(R)-3-υδροξυ-βουτυρικού εστέρα 

Η ποσοτικοποίηση του πολυμερούς επιτυγχάνεται μέσω της απομόνωσης του στην 

ελεύθερη μορφή. Τα κύτταρα, εφόσον είναι γνωστή η μάζα τους, επωάζονται σε 
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χλωροφόρμιο (1:3) στους 60οC για 15 λεπτά. Ακολουθεί vortex για 10 λεπτά για λύση 

των κυττάρων. Το χλωροφόρμιο που περιέχει διαλυμένο το πολυμερές μεταφέρεται 

σε Falcon που έχει προζυγιστεί. Σε αυτό, προστίθεται ο τετραπλάσιος όγκος ψυχρής 

μεθανόλης (-20οC). Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την κατακρήμνιση του πολυμερούς 

(σχηματισμός λευκού ιζήματος). Τα δείγματα τοποθετούνται στους -20oC για 16-18 

ώρες. Στη συνέχεια, πραγματοποιείται φυγοκέντριση στα 6000 x g για 20 λεπτά 

στους 4οC. Τα δείγματα αφήνονται για ξήρανση και ζυγίζονται.  

 

3.3.4 Ταυτοποίηση πολυ-(R)-3-υδροξυ-βουτυρικού εστέρα μέσω 

φασματοσκοπίας πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού 

Το απομονωμένο πολυμερές, είτε στην ελεύθερη είτε στην native μορφή του, 

διαλύεται σε 600 μL CDCl3 (Deutero GmbH) με τη βοήθεια υπερήχων. Το δείγμα 

μεταφέρεται σε σωλήνα 5 mm NMR και τα φάσματα λαμβάνονται σε DPX-300 

(Bruker). Η ανάλυση των αποτελεσμάτων πραγματοποιείται με το λογισμικό TopSpin 

4.1.1.  

 

3.4  Βιοχημική ανάλυση 

 

3.4.1 Μέτρηση πρωτεϊνικής συγκέντρωσης με την μέθοδο Bradford 

Η μέθοδος Bradford αποτελεί μία φασματοφωτομετρική μέθοδο προσδιορισμού 

πρωτεϊνικής συγκέντρωσης σε ένα δείγμα. Βασίζεται στην ικανότητα της χρωστικής 

Coomassie Brilliant Blue G-250, η οποία υπό όξινες συνθήκες αλλάζει χρώμα. Η 

χρωστική δημιουργεί σύμπλοκο με την πρωτεΐνη, παρουσιάζοντας απορρόφηση στα 

595 nm. Γνωρίζοντας την απορρόφηση μπορεί να υπολογιστεί η συγκέντρωση του 

δείγματος, με την βοήθεια μιας πρότυπης καμπύλης. Η πρότυπη καμπύλη 

κατασκευάζεται με γνωστές συγκεντρώσεις πρωτεΐνης BSA από ορό βοδιού.  

Σε μικροπλακίδιο 96 θέσεων τοποθετούνται 1-10 μL πρωτεΐνης BSA 1 mg/mL σε 

διπλέτες. Ο τελικός όγκος είναι 210 μL και το αντιδραστήριο Bradford 200 μL. Ο 



  

54 

 

υπολειπόμενος όγκος συμπληρώνεται με ρυθμιστικό διάλυμα 0.1 M Tris-HCl pH 7.5. 

Μετά από επώαση 5 λεπτών, μετριέται η απορρόφηση στα 595 nm. Σαν τυφλό 

χρησιμοποιούνται 10 μL ρυθμιστικού και 200 μL Bradford. Για τα άγνωστα δείγματα 

πραγματοποιείται η ίδια διαδικασία με τις κατάλληλες αραιώσεις (1:10 ή 1:100). 

  

3.4.2 Αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση σε πηκτή ακρυλαμιδίου (SDS- PAGE) 

Η ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE έχει ως σκοπό τον διαχωρισμό των πρωτεϊνών με 

βάση το μοριακό τους βάρος. Πριν την διεξαγωγή του πειράματος, τα δείγματα 

υφίστανται επεξεργασία κατά την οποία οι πρωτεΐνες αποδιατάσσονται και αποκτούν 

το ίδιο φορτίο. 

Παρασκευή πηκτής πολυακρυλαμιδίου 

Η πηκτή ακρυλαμιδίου αποτελείται από την πηκτή επιστοίβασης (stacking gel) και 

την πηκτή διαχωρισμού (separating gel). Διαφέρουν ως προς την συγκέντρωση 

ακρυλαμιδίου που περιέχουν, καθορίζοντας με αυτόν τον τρόπο το μέγεθος των 

πόρων της πηκτής (Πίνακας 3.6).  

Τα διαλύματα που χρησιμοποιούνται για την παρασκευή της πηκτής είναι: 

• AB-mix buffer (49.5% Τ, 3% C) 

• 3x Gel Buffer (3 M Tris, 0.3% SDS, pH 8.45) 

• Glycerol (100%) 

• Ammonium Persulfate (APS) 10% w/v 

• TEMED 
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Πίνακας 3.6- Αναλυτική σύσταση της πηκτής επιστοίβασης και της πηκτής διαχωρισμού. 

 
Πηκτή επιστοίβασης 

(stacking gel), 4% 

Πηκτή διαχωρισμού 

(separating gel), 12% 

ΑΒ- mix 1 mL 6 mL 

3x Gel Buffer 4 mL 10 mL 

100% Glycerol - 3 gr 

10% w/v APS 90 μL 150 μL 

TEMED 9 μL 15 μL 

H2O 12 mL (τελικός όγκος) 30 mL (τελικός όγκος) 

 

Διαλύματα 

3x Διάλυμα παρασκευής δειγμάτων (Sample Buffer) 

• 12% SDS  

• 10% Glycerol  

• 6% Mercaptoethanol  

• 0.05% Serva blue  

• 150 mM Tris-HCl, pH= 7  

Running Buffers  

• 10x Anode Buffer (1 M Tris, pH 8.9) 

• 10x Cathode Buffer (1 M Tris, 1 M Tricine, 1% SDS, pH 8.25) 

Διάλυμα χρώσης 

• 10% v/v Phosphoric acid 
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• 10% w/v Ammonium Sulfate 

• 0.12% w/v Coomassie Brilliant Blue G-250 

• 20% Methanol 

Διάλυμα αποχρωματισμού  

• 7% v/v Acetic acid  

• 5% Methanol, 

• Nanopure H2O  

Κάθε πρωτεϊνικό δείγμα αναμειγνύεται με το Sample Buffer με την κατάλληλη 

αναλογία και επωάζεται για 40 λεπτά στους 60οC. Σε κάθε θέση της πηκτής 

φορτώνονται συνολικά 20 μg πρωτεΐνης, εφόσον η συσκευή έχει πληρωθεί με το 

cathode buffer (1x) και το anode buffer (1x). Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται 

αρχικά στα 20 mA και μόλις τα δείγματα περάσουν την πηκτή επιστοίβασης, η ένταση 

του ρεύματος αυξάνεται στα 40 mA. Μόλις ολοκληρωθεί, η πηκτή επωάζεται στην 

χρώση για 12-16 ώρες. Έπειτα, ακολουθεί ο αποχρωματισμός και η παρατήρηση της 

πηκτής.  

 

3.4.3 Πρωτεολυτική διάσπαση πρωτεϊνών που προορίζονται για ταυτοποίηση 

με MALDI-TOF MS/MS 

Η πρωτεολυτική διάσπαση των πρωτεϊνών γίνεται με τη χρήση της θρυψίνης. Η 

θρυψίνη είναι ένα πρωτεολυτικό ένζυμο που έχει την ιδιότητα να διασπάει 

πεπτιδικούς δεσμούς των αμινοξέων αργινίνη και λυσίνη στο C-τερματικό άκρο. 

Τα βήματα που ακολουθούνται είναι τα εξής: 

1) Οι πρωτεϊνικές λωρίδες από την πηκτή του SDS-PAGE κόβονται σε μικρά 

τμήματα και τοποθετούνται σε αποστειρωμένα Eppendorf. 
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2) Τα τμήματα της πηκτής αποχρωματίζονται με τρεις διαδοχικές πλύσεις με 50% 

v/v ακετονιτρίλιο (ACN) και 50 mM διττανθρακικό αμμώνιο (ABS) διάρκειας 15 

λεπτών. 

3) Ακολουθεί η αναγωγή των πηκτών με τη χρήση 10 mM διθειοθρεϊτόλη (DTT) 

σε 50 mM ABS, με επώαση υπό ανάδευση για 45 λεπτά στους 56οC. 

4) Στη συνέχεια, γίνεται αλκυλίωση με 55 mM ιωδοακεταμίδιο (IAA) σε 50 mM 

ABS, με επώαση υπό ανάδευση για 45 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου στο 

σκοτάδι. 

5) Τα τεμάχια της πηκτής πλένονται με 50 mM ABS και 50% ACN επί 15 λεπτά, 

διαδοχικά, συνολικά τρεις φορές. 

6) Κατόπιν, οι πηκτές αφυδατώνονται με την προσθήκη 100% ACN και επώαση 

για 15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Το συγκεκριμένο βήμα 

πραγματοποιείται πριν την προσθήκη της θρυψίνης. 

7) Στα αφυδατωμένα τμήματα της πηκτής, προστίθενται 25-30 μL πρωτεολυτικού 

διαλύματος (20 μg θρυψίνης) και αφήνονται σε πάγο για 30-90 λεπτά. Έπειτα, 

επωάζονται στους 37οC για 14-16 ώρες. 

8) Πραγματοποιούνται διαδοχικές επωάσεις των δειγμάτων διάρκειας 30 λεπτών, 

σε πρώτο στάδιο με διάλυμα 50% ACN/ 0.1% τριφθορικού οξέος (TFA) και 

έπειτα με διάλυμα 100% ACN. Τα υπερκείμενα από τις πλύσεις αυτές 

συλλέγονται  και ενώνονται, ανακτώντας με αυτόν τον τρόπο τα πεπτίδια από 

τα κομμάτια της πηκτής. 

9) Το συνολικό διάλυμα που προκύπτει ξηραίνεται σε φυγοκεντρικό ξηραντήρα 

και τα πεπτίδια φυλάσσονται στους -20οC μέχρι να τοποθετηθούν στο στόχο. 

 

3.4.4 Ταυτοποίηση πρωτεϊνών με MALDI- TOF MS/MS 

Τα αποξηραμένα πεπτίδια διαλυτοποιούνται σε 5 μL διαλύματος 50% ACN/ 0.1% 

TFA. Έπειτα, 1 μL διαλύματος μήτρας α-κυανο-4-κινναμωμικού οξέος (8.6 mg/mL) σε 

50% ACN/ 0.1% TFA και τοποθετείται στην μεταλλική πλάκα του στόχου. 
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Ο στόχος εισέρχεται στον φασματογράφο μάζας και οι μετρήσεις πραγματοποιούνται 

μέσω αργής εξαγωγής και τη χρήση ανακλαστήρα με τις παρακάτω παραμέτρους: 

Laser smartbeam II συχνότητας 200 Hz για φάσματα MS με τάση επιτάχυνσης 20.15 

kV για την πηγή ιόντων Ι και 18.10 kV για την πηγή ιόντων ΙΙ, 90 ns καθυστέρηση και 

πύλη χαμηλού μοριακού βάρους 600 kDa, για τα φάσματα MS/MS με τη μεθοδολογία 

LIFT με τάση επιτάχυνσης 19.6 kV για την πηγή ιόντων Ι και 3.80 kV για την πηγή 

ιόντων ΙΙ. Ο ανακλαστήρας τέθηκε στην κατάσταση ανάλυσης θετικών ιόντων με 

κλάσμα τάσης 2.3 ενώ τα φάσματα που ελήφθησαν ήταν εύρους μαζών 700-3900 

kDa. Για κάθε πεπτίδιο δόθηκε εντολή να παρθούν 12 MS/MS. 

Τα αποτελέσματα αναλύθηκαν με το λογισμικό Biotools με βάση δεδομένων για το 

στέλεχος Pseudomonas sp. phDV1 και κωδικό στη Uniprot , UP000258809 .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.uniprot.org/proteomes/UP000258809
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

4.1  Δημιουργία και ταυτοποίηση μεταλλαγμάτων ΔphaR και 

ΔphaZ 

 

Στη συγκεκριμένη εργασία, στόχος ήταν η δημιουργία δύο μεταλλαγμάτων του 

βακτηρίου Pseudomonas sp. phDV1, του μεταλλάγματος ΔphaR και του ΔphaZ. Η 

επιλογή διαγραφής των συγκεκριμένων γονιδίων έγινε με βάση την βιβλιογραφική 

λειτουργία των γονιδίων. Το γονίδιο phaR είναι υπεύθυνο για την ρύθμιση της 

έκφρασης των φασίνων (phaP) ενώ το γονίδιο phaZ εκφράζει την αποπολυμέραση 

του PHB. 

Για την δημιουργία των μεταλλαγμάτων ΔphaR και ΔphaZ σε πρώτο στάδιο 

σχεδιάστηκε το DNA υπόστρωμα. To DNA υπόστρωμα φέρει δύο ομόλογες περιοχές 

με το εκάστοτε γονίδιο και το γονίδιο ανθεκτικότητας προς την καναμυκίνη (KmR). Οι 

ομόλογες περιοχές έχουν μήκος περίπου 200-500 bps. (Παράρτημα 1) 
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Σε επόμενο στάδιο, ήταν απαραίτητος ο πολλαπλασιασμός, ώστε να μπορέσει να 

πραγματοποιηθεί η ηλεκτροπόρωση. Μετά τις αντιδράσεις PCR εκτιμάται αν υπάρχει 

το επιθυμητό προϊόν μέσω ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης. Το βάρος του 

προϊόντος είναι 2177 bps για το ΔphaR και 1912 bps για το ΔphaZ.(Εικόνα 4.2).  

Εικόνα 4.1- Σχηματική απεικόνιση πειραματικής διαδικασίας για την διαγραφή των 

γονιδίων phaR και phaZ. Μετά τον ομόλογο ανασυνδυασμό δημιουργούνται τα 

μεταλλάγματα ΔphaR και ΔphaZ αντιστοίχως. Δημιουργήθηκε μέσω την πλατφόρμας  

Biorender. 
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Μετά την ηλεκτροπόρωση, τα βακτήρια απλώθηκαν σε τρυβλίο με LB που περιείχε 

100 μg/mL Km και 170 μg/mL Cm. Οι αποικίες που αναπτύχθηκαν σε διάστημα 48 

ωρών ελέγχθηκαν για την επιτυχή διαγραφή του γονιδίου. Σε πρώτο στάδιο γίνεται η  

απομόνωση του gDNA του βακτηρίου WT και των μεταλλαγμάτων ΔphaR και ΔphaZ. 

Μέσω μιας αντίδρασης PCR  με τους εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για τον 

πολλαπλασιασμό του υποστρώματος, γίνεται ο πρώτος έλεγχος για την απουσία των 

γονιδίων. Οι εκκινητές προσδένονται στις ομόλογες περιοχές του αντίστοιχου 

γονιδίου. Αυτό το βήμα πραγματοποιήθηκε, διότι τα γονίδια έχουν διαφορετικό μήκος 

βάσεων από το γονίδιο ανθεκτικότητας στην καναμυκίνη σε συνδυασμό με τις 

ομόλογες περιοχές (Πίνακας 4.1). 

 

 

Εικόνα 4.2- Πηκτές αγαρόζης που απεικονίζουν το μήκος βάσεων των DNA 

υποστρωμάτων, το ΔphaR (αριστερά) και το ΔphaZ (δεξιά). 
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Πίνακας 4.1- Μήκη αλληλουχιών των γονιδίων phaR, phaZ και των υποστρωμάτων DNA 

ΔphaR, ΔphaZ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εφόσον το μήκος βάσεων ήταν σωστό, οι αλληλουχίες απομονώθηκαν από τις 

πηκτές αγαρόζης και ενσωματώθηκαν στο πλασμίδιο pMini (ΝΕΒ, New England 

BioLabs) για φύλαξη. Ως επιπλέον βήμα ελέγχου για το ΔphaR έγινε πέψη με το 

περιοριστικό ένζυμο HindIII. Σύμφωνα με τις θέσεις πέψης του συγκεκριμένου 

Γονιδιακή αλληλουχία Μήκος αλληλουχίας (bps) 

phaR 1744 

ΔphaR 2177 

phaZ 1996 

ΔphaZ 1949 

Εικόνα 4.3- Σύγκριση προϊόντων από αντίδραση PCR που χρησιμοποιείται το 

γενωμικό υλικό από το WT και τα δύο μεταλλάγματα.  
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ενζύμου, μετά την αντίδραση αναμένονταν η θραυσματοποίηση του πλασμιδίου σε 

ένα τμήμα που βρίσκεται στο εσωτερικό της αλληλουχίας του γονίδιου που προσδίδει 

ανθεκτικότητα στην καναμυκίνη. Το αναμενόμενο προϊόν είχε μήκος 4332 bps 

(Εικόνα 4.4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Τέλος, τα δείγματα DNA που απομονώθηκαν από το την πηκτή αγαρόζης της 

Εικόνας 4.3 στάλθηκαν για αλληλούχιση στην εταιρεία Eurofins. Έπειτα, τα 

αποτελέσματα της αλληλούχισης συγκρίθηκαν με τις επιθυμητές αλληλουχίες. Όταν 

διαπιστώθηκε ότι οι αλληλουχίες ήταν  σωστές έγινε προσπάθεια απομάκρυνσης του 

πλασμιδίου pMK_RedS. (Παράρτημα 1) 

Για την απομάκρυνση του πλασμιδίου από τα μεταλλάγματα εφαρμόστηκε 

ηλεκτροπόρωση. Συνολικά, έγιναν τέσσερις προσπάθειες. Σε κάθε δείγμα 

εφαρμόστηκε διαφορετικός αριθμός παλμών. Σε κανένα δείγμα δεν ήταν εφικτή η 

Εικόνα 4.4- Πηκτή αγαρόζης με δείγμα που έχει πεπτεί με το 

περιοριστικό ένζυμο HindIII. 
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απομάκρυνση του πλασμιδίου από τα μεταλλάγματα. Παρακάτω παρουσιάζονται τα 

τρυβλία με δείγματα μετά την ηλεκτροπόρωση (Εικόνα 4.5). 

Από το κάθε τρυβλίο αυτό επιλέχθηκαν τυχαία μονήρεις αποικίες και απλώθηκαν εκ 

νέου στα δύο τρυβλία, σε ένα που περιέχει μόνο καναμυκίνη και σε ένα που περιέχει 

καναμυκίνη και χλωραμφενικόλη. Οι αποικίες που έχουν την δυνατότητα να 

αναπτυχθούν στο τρυβλίο με την καναμυκίνη, αλλά όχι στο τρυβλίο που περιέχει την 

χλωραμφενικόλη δεν διαθέτουν το πλασμίδιο. Ενδεικτικά, παρουσιάζονται παρακάτω 

δύο από τις τέσσερις συνθήκες που δοκιμάστηκαν (Εικόνα 4.6). Τα δύο τρυβλία 

αντιπροσωπεύουν κύτταρα που δέχτηκαν δύο και τέσσερις παλμούς. Παρατηρήθηκε 

ότι και στις δύο περιπτώσεις η απομάκρυνση του πλασμιδίου, καθώς οι αποικίες που 

απομονώθηκαν είναι ικανές να αναπτυχθούν και στα δύο τρυβλία. 

Εικόνα 4.5- Τρυβλία με θρεπτικό LB και 100 μg/mL καναμυκίνη με κύτταρα μετά από 

ηλεκτροπόρωση. Ο αριθμός πάνω στο κάθε τρυβλίο αντιπροσωπεύει τον αριθμό των 

παλμών που εφαρμόστηκε στα κύτταρα. 
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Ωστόσο, παρά τις προσπάθειες που έγιναν δεν ήταν εφικτή η απομάκρυνση του 

πλασμιδίου. Εκτιμάται ότι πρέπει να χρησιμοποιηθούν πιο επεμβατικές μέθοδοι, 

όπως η χρήση διάφορων παραγόντων ή διαφορετικών μεθόδων. Για τα βακτήρια του 

γένους Pseudomonas έχουν προταθεί οι παράγοντες πορτοκαλί της ακριδίνης 

(acridine orange) και η μυτομυκίνη C (mitomycin C).64–66 Μία μέθοδος ακόμα που έχει 

προταθεί είναι τα κύτταρα να υποστούν αρκετούς κύκλους ψύξης-απόψυξης.63 

Παρόλα αυτά, καθώς το πλασμίδιο δεν περιέχει κάποιο γονίδιο που επηρεάζει την 

παραγωγή του PHB, συνεχίστηκε η μελέτη των μεταλλαγμάτων παρουσία του 

πλασμιδίου. 

 

Εικόνα 4.6- Τρυβλία με κύτταρα από μονήρεις αποικίες μετά την ηλεκτροπόρωση με 

σκοπό απομάκρυνση πλασμιδίου. Τα κύτταρα πρώτα απλώνονται σε τρυβλία που 

περιέχουν καναμυκίνη (μπλε) και στη συνέχεια οι ίδιες αποικίες μεταφέρονται σε 

τρυβλία με καναμυκίνη και χλωραμφενικόλη (κόκκινο). Τα κύτταρα έχουν υποστεί δύο 

παλμούς (πάνω) και τέσσερις παλμούς (κάτω). 
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4.1 Ανάπτυξη κυττάρων Pseudomonas sp. phDV1 και των 

μεταλλαγμάτων ΔphaR/ ΔphaZ 

 

Επόμενο στάδιο της δημιουργίας των μεταλλαγμάτων είναι η μελέτη τους, ώστε να 

εξακριβωθεί πως επιδρά η διαγραφή των γονιδίων phaR και phaZ, τόσο στο 

φαινότυπο αλλά και στην ανάπτυξη του βακτηρίου.  

Όπως αναλύθηκε στην προηγούμενη ενότητα, τα στελέχη αναπτύχθηκαν σε δύο 

συνθήκες: σε Μ9 θρεπτικό μέσο (C/N= 1/9) και σε Μ9-Ν θρεπτικό μέσο (C/N=20/1). 

Οι καλλιέργειες των κυττάρων έγιναν για 72 ώρες στους 32οC υπό ανάδευση. Η κάθε 

συνθήκη και το κάθε στέλεχος μελετήθηκαν σε τριπλέτες. 

Στην περίπτωση των μεταλλαγμάτων, παρουσιάστηκε διαφορά όσον αφορά τον 

χρωματισμό των καλλιεργειών στο θρεπτικό μέσο Μ9 (Εικόνα 4.7). 

 

Εικόνα 4.7- Καλλιέργειες κυττάρων: (Α) WT σε Μ9 (αριστερά) και σε Μ9-Ν (δεξιά), (Β) ΔphaR σε 

Μ9 (αριστερά) και σε Μ9-Ν (δεξιά) και (Γ) ΔphaZ σε Μ9 (αριστερά) και σε Μ9-Ν (δεξιά). 

 

Για να εξακριβωθεί από που προέρχεται ο χρωματισμός λήφθηκαν φάσματα UV-Vis 

στα θρεπτικά μέσα. 
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Η λήψη των φασμάτων έγινε σε θρεπτικό μέσο πριν τον εμβολιασμό τους με τα 

μεταλλάγματα και μετά το πέρας των 72 ωρών ανάπτυξης (Εικόνα 4.8). Και στις δύο 

περιπτώσεις, πριν την λήψη του φάσματος πραγματοποιήθηκε μία φυγοκέντριση 

(6000 x g, 3 λεπτά) για την απομάκρυνση ιζήματος και των κυττάρων.  

Το θρεπτικό Μ9 πριν τον εμβολιασμό δεν εμφανίζει καμία χαρακτηριστική κορυφή, 

όπως είναι αναμενόμενο, καθώς αποτελεί ένα διάλυμα αλάτων. Μετά την ανάπτυξη 

του WT στο θρεπτικό μέσο Μ9, η κορυφή που εμφανίζεται σχετίζεται με ενώσεις που 

εκκρίνονται από τα κύτταρα στο εξωκυττάριο περιβάλλον. Η κορυφή που συναντάται 

στην περίπτωση του θρεπτικού που καλλιεργούνται τα μεταλλάγματα οφείλεται στην 

παρουσία της χλωραμφενικόλης. Πιο συγκεκριμένα, όταν καλλιεργούνται τα 

μεταλλάγματα, το θρεπτικό μέσο Μ9 εμπεριέχει δύο αντιβιοτικά, την καναμυκίνη και 

την χλωραμφενικόλη. Η χλωραμφενικόλη εμφανίζει μέγιστο στα 278 nm σε αντίθεση 

με την καναμυκίνη που η απορρόφηση της είναι αρκετά χαμηλή χωρίς την προσθήκη 

κάποιου χρωμοφόρου.67,68 Ωστόσο, τα αντιβιοτικά δεν είναι απαραίτητα για την 

ανάπτυξη των μεταλλαγμάτων αλλά προστέθηκαν στις καλλιέργειες με σκοπό την 

αποφυγή μόλυνσης. 

Εικόνα 4.8- Φάσματα UV-Vis που λήφθηκαν στο θρεπτικό μέσο πριν την 

καλλιέργεια κυττάρων και μετά από 72 ώρες ανάπτυξης των στελεχών. 
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Επόμενο βήμα, αποτελούσε η μελέτη του τρόπου ανάπτυξης του βακτηρίου και των 

μεταλλαγμάτων. Ο τρόπος ανάπτυξης των στελεχών στις δύο συνθήκες εμφανίζει 

διαφορές. Παρακάτω παρουσιάζονται οι καμπύλες ανάπτυξης που δημιουργήθηκαν.  

Σε πρώτο στάδιο μελετήθηκε ο τρόπος ανάπτυξης των βακτηρίων σε θρεπτικό μέσο 

Μ9. Το Μ9 είναι ένα από τα συνηθέστερα μέσα ανάπτυξης των βακτηριακών 

κυττάρων. Το WT κατά τις πρώτες 24 ώρες αναπτύσσεται εκθετικά, ενώ μεταβαίνει 

στη φάση του θανάτου μετά τις 55 ώρες. Τα δύο μεταλλάγματα, εμφάνισαν 

μεγαλύτερη ανάπτυξη και μεγαλύτερη εκθετική φάση από το WT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Στην περίπτωση που το θρεπτικό μέσο ήταν Μ9-Ν παρατηρήθηκε παρόμοια 

ανάπτυξη μεταξύ του WT και των μεταλλαγμάτων. Παρόλα αυτά, η γενικότερη 

ανάπτυξη των κυττάρων ήταν σαφέστερα μειωμένη από αυτήν που 

πραγματοποιήθηκε σε θρεπτικό μέσο Μ9. Αυτό ήταν αναμενόμενο, καθώς η 

Εικόνα 4.9- Καμπύλη ανάπτυξης του WT και των μεταλλαγμάτων σε 

θρεπτικό μέσο Μ9. 
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περιορισμένη συγκέντρωση αζώτου παρεμποδίζει βασικές λειτουργίες των κυττάρων 

όπως η πρωτεϊνοσύνθεση και η σύνθεση νουκλεϊκών οξέων. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2 Παρατήρηση του πολυ-(R)-3-υδροξυ-βουτυρικού εστέρα 

με μικροσκοπία φθορισμού 

 

Το WT και τα μεταλλάγματα καλλιεργούνται στα δύο θρεπτικά μέσα Μ9 και Μ9-Ν. 

Κατά την διάρκεια των καλλιεργειών λαμβάνονται ανά 24 ώρες δείγματα για 

παρατήρηση του PHB μέσω της μικροσκοπίας φθορισμού.  

Για να γίνει εφικτή η παρατήρηση του PHB χρησιμοποιείται η χρωστική Nile Red. 

Έχει την ικανότητα να προσδένεται σε ενδοκυττάρια λιπίδια και υδρόφοβες 

Εικόνα 4.3- Καμπύλη ανάπτυξης του WT και των μεταλλαγμάτων σε  θρεπτικό 

μέσο Μ9-Ν. 
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πρωτεΐνες. Η πρόσδεση της χρωστικής στο PHB προσδίδει στα κυστίδια ένα κόκκινο 

χρώμα κατά τον φθορισμό της. 

Παρακάτω παρουσιάζονται οι εικόνες που λήφθηκαν την χρονική στιγμή μηδέν (t=0). 

Για τη συγκεκριμένη χρονική στιγμή χρησιμοποιήθηκαν δείγματα από 

προκαλλιέργειες σε LB. To WT δεν παράγει PHB ούτε σε LB ούτε σε θρεπτικό μέσο 

Μ9 (Εικόνα 4.11).   

 

Εικόνα 4.4- Απεικόνιση του WT σε LB από καλλιέργεια 16-18 ωρών: (α) εικόνα φωτεινού 

πεδίου και (β) εικόνα φθορισμού με Nile Red. 

 

 

 

 

 

 

 

Οι εικόνες που λήφθηκαν για τα μεταλλάγματα ΔphaR και ΔphaZ σε θρεπτικό LB 

παρουσιάζουν στο εσωτερικό των κυττάρων PHB. Αυτό δείχνει, ότι οι διαγραφές των 

γονιδίων επηρεάζουν την παραγωγή του PHB (Eικόνα 4.12).  

Εικόνα 4.5-  Συνδυαστική απεικόνιση (εικόνα φωτεινού πεδίου και εικόνα φθορισμού με Nile Red) των 

μεταλλαγμάτων σε LB από καλλιέργεια 16-18 ωρών: (α) ΔphaR (β) ΔphaZ. 
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Η απεικόνιση του PHB από κύτταρα που πραγματοποιήθηκε σε θρεπτικό μέσο Μ9 

πραγματοποιήθηκε μόνο στα μεταλλάγματα, επειδή το WT δεν παράγει PHB υπό 

φυσιολογικές συνθήκες. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Παρατηρώντας τις εικόνες μικροσκοπίας εξάγεται το συμπέρασμα, ότι τα 

μεταλλάγματα εμφανίζουν και τα δύο σε ικανοποιητικό βαθμό παραγωγή του PHB 

στις 24, 48 και 72 ώρες επώασης (Εικόνες 4.13). Συνεπώς, η απουσία των γονιδίων 

επηρεάζει την παραγωγή του πολυμερούς σε θετικό βαθμό. 

Εικόνα 4.13- Συνδυαστική απεικόνιση (εικόνα φωτεινού πεδίου και εικόνα 

φθορισμού με Nile Red) των μεταλλαγμάτων σε θρεπτικό μέσο Μ9 στις 24 

(1), στις 48 (2) και 72 ώρες (3): (α) ΔphaR και (β) ΔphaZ. 
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Επόμενο στάδιο ήταν η μικροσκοπική μελέτη του WT και των μεταλλαγμάτων σε 

θρεπτικό μέσο Μ9-Ν. Σκοπός ήταν η σύγκριση της ικανότητας παραγωγής PHB σε 

συνθήκες καταπόνησης. Σε αυτές τις συνθήκες αναμένεται να παραχθεί και από το 

WT το πολυμερές. (Εικόνα 4.14) 

Από τις εικόνες μικροσκοπίας είναι φανερό, ότι το WT έχει την δυνατότητα να 

παράγει το πολυμερές όταν αναπτύσσεται σε συνθήκες μειωμένου αζώτου. Αυτό 

συμφωνεί και με τα βιβλιογραφικά δεδομένα.69–73  Τα μεταλλάγματα με την σειρά 

τους εμφανίζουν PHB στο εσωτερικό των κυττάρων.  Το βακτήριο και τα 

μεταλλάγματα φαίνεται να παράγουν το πολυμερές στις 24, 48 και 72 ώρες 

επώασης. 

Εικόνα 4.14-  Συνδυαστική απεικόνιση (εικόνα φωτεινού πεδίου και εικόνα φθορισμού με Nile 

Red) των μεταλλαγμάτων σε θρεπτικό μέσο Μ9-Ν στις 24 (1), στις 48 (2) και 72 ώρες (3): (α) WT 

(β) ΔphaR και (γ) ΔphaZ. 



  

73 

 

Έχοντας την ένδειξη σε ποιες συνθήκες παράγεται το πολυμερές, σε δεύτερο στάδιο 

πραγματοποιήθηκε προσπάθεια απομόνωσης και χαρακτηρισμού του. 

 

4.3 Απομόνωση του πολυ-(R)-3-υδροξυ-βουτυρικού εστέρα 

(PHB) 

 

Η απομόνωση του PHB στην native μορφή του πραγματοποιείται με μη συνεχόμενη 

διαβάθμιση ζάχαρης (step sugar-gradient). Μετά την λύση των κυττάρων, τα 

δείγματα φορτώνονται στα σωληνάρια με την διαβάθμιση και φυγοκεντρούνται. 

Βιβλιογραφικά, αναφέρεται ότι το πολυμερές εντοπίζεται μεταξύ των συγκεντρώσεων 

1.33Μ και 1.67Μ διαλυμάτων ζάχαρης με τη μορφή μιας λευκής ή ελαφρώς καφέ 

χρώματος λωρίδας.74 

Τα αποτελέσματα από την διαβάθμιση ζάχαρης από δείγματα καλλιεργειών σε Μ9 

φαίνονται παρακάτω (Εικόνα 4.15). 
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Οι επιθυμητές λωρίδες, σύμφωνα με την βιβλιογραφία, εμφανίζονται στα δύο 

μεταλλάγματα. Αντίθετα, στο WT δεν παρατηρείται ο σχηματισμός κάποιας λωρίδας, 

το οποίο είναι αναμενόμενο, καθώς το βακτήριο δεν βρίσκεται σε συνθήκες 

καταπόνησης. Αντίθετα, η διαγραφή των γονιδίων phaR και phaZ φαίνεται, σε πρώτο 

στάδιο, να επηρεάζει την παραγωγή του PHB. Οι δύο λωρίδες των μεταλλαγμάτων 

απομονώθηκαν για περαιτέρω μελέτη. 

Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε διαβάθμιση ζάχαρης για δείγματα από καλλιέργειες 

με θρεπτικό μέσο Μ9-Ν. Τα αποτελέσματα που προέκυψαν εμφανίζονται παρακάτω 

(Εικόνα 4.16).  

Εικόνα 4.15- Αποτελέσματα διαβάθμισης από καλλιέργειες σε θρεπτικό μέσο Μ9 του WT 

(A), ΔphaR (Β) και ΔphaZ (Γ). 
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Παρατηρείται ότι και στα τρία δείγματα υπάρχει η ενδεικτική λωρίδα. Αυτό το 

αποτέλεσμα είναι αναμενόμενο, καθώς το θρεπτικό που αναπτύσσεται είναι 

σχεδιασμένο, ώστε να επάγει την παραγωγή του πολυμερούς λόγω του μειωμένου 

αζώτου. 

Οι λωρίδες που εμφανίζονται στην εκάστοτε συνθήκη απομονώνονται για περαιτέρω 

μελέτη. 

 

4.4 Ποσοτικοποίηση του πολυ-(R)-3-υδροξυ-βουτυρικού 

εστέρα (PHB) 

 

Για την ποσοτικοποίηση του πολυμερούς ακολουθήθηκε η διαδικασία που 

περιεγράφηκε στην προηγούμενη ενότητα. Αφού συλλεχθούν τα κύτταρα, και είναι 

γνωστό το βάρος τους, πραγματοποιήθηκε η εκχύλιση με το χλωροφόρμιο. Η 

Εικόνα 4.6- Αποτελέσματα διαβάθμισης από καλλιέργειες σε Μ9-Ν του WT (Α), ΔphaR (B) 

και ΔphaZ (Γ). 
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ποσότητα του πολυμερούς που παράγεται υπολογίζεται με βάση το βάρος του (mg) 

ανά γραμμάριο κυττάρων (wet cells’ weight).  

Το WT στο θρεπτικό Μ9 δεν μπορεί να συνθέσει το πολυμερές, όπως είναι φανερό 

και από την προηγούμενη παράγραφο (4.2). Συνεπώς, δεν έγινε προσπάθεια 

ποσοτικοποιήσης. Τα μεταλλάγματα παρουσίασαν τα παρακάτω αποτελέσματα 

(Εικόνα 4.17) : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 4.4- Αποτελέσματα ποσοτικοποίησης του PHB από κύτταρα που έχουν αναπτυχθεί σε 

θρεπτικό μέσο Μ9. 

Μετάλλαγμα PHB (mg/gr wet cells’ weight) 

ΔphaR 9,50 ± 4,25 

ΔphaZ 4,72 ± 1,78 

 

Εικόνα 4.7- Διαγραμματική απεικόνιση της ποσοτικοποίησης του PHB σε κύτταρα του 

WT, ΔphaR και ΔphaZ σε θρεπτικό μέσο Μ9. 
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Στο θρεπτικό μέσο Μ9 παρατηρείται ότι τα μεταλλάγματα έχουν την δυνατότητα 

παραγωγής PHB, με το ΔphaR να εμφανίζει μεγαλύτερη ποσότητα από το ΔphaZ. 

Η ποσοτικοποίηση του PHB σε κύτταρα που αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό μέσο Μ9-Ν 

παρουσιάζεται παρακάτω (Εικόνα 4.18) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.18- Διαγραμματική απεικόνιση της ποσοτικοποίησης του PHB σε κύτταρα του WT, 

ΔphaR και ΔphaZ σε θρεπτικό μέσο Μ9-Ν. 
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Πίνακας 4.5- Αποτελέσματα ποσοτικοποίησης του PHB από κύτταρα που έχουν αναπτυχθεί σε 

θρεπτικό μέσο Μ9-Ν. 

Βακτηριακό στέλεχος PHB (mg/gr wet cells’ weight) 

WT 7,60 ± 0,35 

ΔphaR 36,45 ± 8,62 

ΔphaZ 26,17 ± 2,49 

 

Από τη διαβάθμιση ζάχαρης υπήρχε η ένδειξη παραγωγής PHB και από τα τρία 

στελέχη σε θρεπτικό μέσο Μ9-Ν. Από την ποσοτικοποίηση προκύπτει το 

συμπέρασμα ότι υπάρχει βελτίωση της παραγωγής του πολυμερούς με την διαγραφή 

των γονιδίων. Το μετάλλαγμα ΔphaR παράγει μεγαλύτερη ποσότητα από το WT και 

το ΔphaZ (Πίνακας 4.5). 

Πέρα από την συγκεκριμένη μέθοδο, απαραίτητη κρίνεται και η χρήση της HPLC για 

την ποσοτικοποίηση του πολυμερούς καθώς θα παρέχει αποτελέσματα μεγαλύτερης 

ακρίβειας. 

 

4.5 Ταυτοποίηση του πολυ-(R)-3-υδροξυ-βουτυρικού εστέρα 

(PHB) 

 

Η ταυτοποίηση του πολυμερούς στην κάθε συνθήκη γίνεται με φασματοσκοπία NMR. 

Η φασματοσκοπία NMR αποτελεί μία από τις πιο ενδεδειγμένες μεθόδους μελέτης 

των PHAs, καθώς προσφέρει πληροφορίες για την δομή του μονομερούς, τον τρόπο 

σύνδεσης και το μεταβολισμό τους.75 Οι χαρακτηριστικές κορυφές που εμφανίζει το 

PHB κατά την 1H NMR φασματοσκοπία είναι τρεις (Πίνακας 4.7).75 
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Πίνακας 4.6- Χημικές μετατοπίσεις πρωτονίων του PHB κατά την φασματοσκοπία 1Η NMR. 

Πρωτόνια Χημική Μετατόπιση (ppm) 

PHB (CH) 5,27 

PHB (CH2) 2,57 

PHB (CH3) 1,29 

 

Πέρα από τις βιβλιογραφικές τιμές, οι χημικές μετατοπίσεις συγκρίθηκαν με το PHB 

που παράγεται κατά την κατανάλωση φαινόλης από το βακτήριο.76 Τα φάσματα 

λήφθηκαν σε δείγματα που έχουν απομονωθεί, είτε μέσω της διαβάθμισης ζάχαρης, 

είτε μέσω της εκχύλισης με χλωροφόρμιο.  

Στα φάσματα που λήφθηκαν παρατηρούνται οι δύο κύριες κορυφές, αυτή των 

πρωτονίων του μεθυλενίου (CH2) και του μεθυνίου (CH). Η κορυφή που αντιστοιχεί 

στα πρωτόνια του μεθυλίου είναι δυσκολότερο να εντοπιστεί καθώς 

αλληλεπικαλύπτεται από άλλες κορυφές στην περιοχή που ανήκουν σε άλλες 

ενώσεις, όπως διάφορα λιπίδια. To WT έχει την ικανότητα να παράγει PHB όταν 

αναπτύσσεται Το μετάλλαγμα ΔphaZ παράγει PHB κατά την καλλιέργεια του και στα 

δύο θρεπτικά μέσα, Μ9 και Μ9-Ν. Για το μετάλλαγμα ΔphaR ήταν επιτυχής η 

ταυτοποίηση του πολυμερούς σε θρεπτικό μέσο Μ9 αλλά όχι σε Μ9-Ν (Παράρτημα 

3). Ωστόσο, με βάση τα υπόλοιπα αποτελέσματα, όπως η μικροσκοπία και η 

διαβάθμιση ζάχαρης αποτελούν ισχυρές ενδείξεις για την ύπαρξη του πολυμερούς. 

 

4.6 Μελέτη των πρωτεϊνών του καρβοσώματος στο οποίο 

οργανώνεται ο πολυ-(R)-3-υδροξυ-βουτυρικός εστέρας (PHB) 

 

Αφού υπολογιστεί η πρωτεϊνική συγκέντρωση σε κάθε κλάσμα που απομονώθηκε 

από την διαβάθμιση ζάχαρης, τα δείγματα προετοιμάστηκαν για SDS-PAGE. Σκοπός 

της συγκεκριμένης πειραματικής διαδικασίας ήταν η παρατήρηση τυχόν αλλαγών 
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που προκύπταν από την διαγραφή των γονιδίων και στα δύο διαφορετικά θρεπτικά 

μέσα.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Οι πρωτεΐνες που σχετίζονται με τα PHB και έχουν εντοπιστεί στο γενετικό υλικό του 

βακτηρίου είναι (Πίνακας 4.7): 

 

 

Εικόνα 4.8- SDS- PAGE 4-12% δειγμάτων PHB (1) WT M9-N, (2) ΔphaR M9, (3) ΔphaR 

M9-N, (4) ΔphaZ M9, (5) ΔphaZ M9-N. 
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Πίνακας 4.7- Πρωτεΐνες που βρίσκονται πάνω στα σφαιρίδια PHB. 

Ονοματολογία 
NCBI Reference 

Sequence 
Γονίδιο 

Μήκος 

γονιδίου 

(bp) 

 

Μοριακό 

βάρος 

πρωτεΐνης 

(kDa) 

Class I poly(R)-

hydroxyalkanoic acid 

synthase 

WP_011911904.1 phaC 1701 63.9 

Acetoacetyl-CoA 

reductase 
WP_116617563.1 phbB 756 26.8 

Polyhydroxyalkanoate 

synthesis repressor 
WP_010563433.1 phaR 525 19.82 

Poly(3-

hydroxyalkanoate) 

depolymerase 

WP_003458999.1 phaZ 

858 

 

31.57 

Poly(hydroxyalkanoate) 

granule-associated 

protein (phasin) 

WP_003458991.1 - 447 15.9 

Phasin family protein WP_003464225.1 - 567 19.88 

Class II poly(R)-

hydroxyalkanoic acid 

synthase 

WP_116617767.1 phaC 1683 62.601 

Poly(3-

hydroxyalkanoate) 

granule-associated 

protein 

WP_084342163.1 PhaF 783 26 
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Πρώτο βήμα ήταν η παρατήρηση του μοτίβου της πηκτής. Το μοτίβο των πρωτεϊνών 

δεν αλλάζει σε μεγάλο βαθμό. Σε επόμενο στάδιο, η πηκτή προετοιμάστηκε για 

MALDI-TOF MS/MS. 

 

4.7 Ταυτοποίηση πρωτεϊνών στα απομονωμένα σφαιρίδια 

PHB με MALDI-TOF MS/MS 

 

Στην πηκτή της παραπάνω ενότητας (4.6) πραγματοποιήθηκε θρυψινοποίηση με 

σκοπό την ταυτοποίηση πρωτεϊνών που σχετίζονται με τον μεταβολισμό και τον 

σχηματισμό των PHB. Μετά τη θρυψινοποίηση τα πεπτίδια αναλύθηκαν με MALDI- 

TOF MS/MS. 

Δεν ήταν εφικτή η ταυτοποίηση πρωτεϊνών σχετικές με τα PHB στα πεπτίδια από 

όλες τις συνθήκες και τα στελέχη. Παρόλα αυτά έγινε ταυτοποίηση αρκετών 

μεμβρανικών πρωτεϊνών. Οι μεμβρανικές πρωτεΐνες που ταυτοποιήθηκαν, στο 

μεγαλύτερο ποσοστό, είναι μεταφορείς ή υποδοχείς είτε σχετίζονται με την αλυσίδα 

μεταφοράς ηλεκτρονίων. 

Ωστόσο, σε παλαιότερες μελέτες πρωτεομικής ανάλυσης που έγιναν στο στέλεχος 

έχουν ταυτοποιηθεί οι εξής πρωτεΐνες κατά την κατανάλωση διάφορων ρύπων 

(Πίνακας 4.8): 
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Πίνακας 4.8- Πρωτεΐνες που ταυτοποιήθηκαν μέσω nLC-ESI-MS/MS. 

Ονοματολογία Uniprot ID Γονίδιο Φαινόλη o-cresol m-cresol p-cresol 

Class I poly(R)-

hydroxyalkanoic acid 

synthase 

A0A385B2S5 phaC ✓ ✓ ✓ ✓ 

Acetoacetyl-CoA 

reductase 
A0A385B2Z5 phbB ✓ ✓ ✓ ✓ 

Phasin family protein A0A385B2N3 - ✓ ✓ - - 
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5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΠΡΟΟΠΤΙΚΕΣ 

 

5.1  Συμπεράσματα 

 

Στα πλαίσια της παρούσας εργασίας αναπτύχθηκαν δύο γενετικά τροποποιημένα 

στελέχη του Pseudomonas sp. phDV1, το ΔphaR και το ΔphaZ. Τα στελέχη αυτά 

μελετήθηκαν συγκριτικά με το WT, όσον αφορά την ανάπτυξη τους και την ικανότητα 

τους να παράγουν πολυμερές PHB. Στο θρεπτικό μέσο Μ9 τα μεταλλάγματα 

παρουσιάζουν μεγαλύτερη ανάπτυξη από το WT, ενώ στο μέσο με μειωμένο άζωτο 

όλα τα στελέχη έχουν παρόμοια ανάπτυξη. Έπειτα, πραγματοποιήθηκε μικροσκοπία 

φθορισμού με σκοπό την παρατήρηση παραγωγής του PHB τόσο στο WT, όσο και 

στα μεταλλάγματα. Το WT έχει την ικανότητα να παράγει PHB μόνο κατά την 

ανάπτυξη του σε θρεπτικό με μειωμένο άζωτο ενώ τα μεταλλάγματα μπορούν να 

παράγουν περισσότερο PHB σε όλες τις συνθήκες. Στη συνέχεια, απομονώθηκε το 

PHB από όλες τις συνθήκες και μελετήθηκε το πρωτεϊνικό του μοτίβο σε όλες τις 

συνθήκες. Παρατηρήθηκε ότι το μοτίβο δεν παρουσιάζει σημαντικές διαφορές. Σε 

επόμενο στάδιο έγινε προσπάθεια ταυτοποίησης των πρωτεϊνών που σχετίζονται με 

τον μεταβολισμό και τον σχηματισμό των PHB με τη χρήση MALDI-TOF MS/MS. Δεν 

ήταν εφικτή η ταυτοποίηση καμίας πρωτεΐνης σχετικής με το μονοπάτι αυτό. Παρόλα 

αυτά ταυτοποιήθηκαν αρκετές μεμβρανικές πρωτεΐνες.  Επιπλέον, έγινε προσπάθεια 

ποσοτικοποίησης του πολυμερούς στην εκάστοτε συνθήκη που μπορεί να παραχθεί. 

Τα μεταλλάγματα έχουν την ικανότητα να παράγουν PHB σε μεγαλύτερη ποσότητα 

από το WT. Τέλος, έγινε ταυτοποίηση του PHB μέσω φασματοσκοπίας NMR. 

 

5.2  Μελλοντικοί στόχοι 

 

Τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας προσφέρουν νέες προοπτικές για την 

μελέτη του μεταλλαγμάτων ΔphaR και ΔphaZ. Σε πρώτο στάδιο, μπορεί να 

πραγματοποιηθεί ο προσδιορισμός της ποσότητας PHB που παράγεται με την χρήση 
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αναλυτικών τεχνικών, όπως η υγρή και η αέρια χρωματογραφία. Επίσης, η 

απομάκρυνση του πλασμιδίου από τα μεταλλάγματα ολοκληρώνει την δημιουργία 

των knock-out (KO) μεταλλαγμάτων. Ακόμη, η μεταβολομική και η πρωτεομική 

ανάλυση θα συμβάλλει στην κατανόηση των μηχανισμών των μεταλλαγμάτων και 

ιδιαίτερα, πώς η απουσία του γονιδίου phaR, επηρεάζει το σχηματισμό του PHB. 

Επιπλέον, μεγάλο ενδιαφέρον θα αποτελούσε και η ανάπτυξη των μεταλλαγμάτων 

χρησιμοποιώντας ρύπους ως πηγή άνθρακα. Οι ρύποι αυτοί περιλαμβάνουν την 

φαινόλη, καθώς και απόβλητα από κατεργασία στέμφυλων. Εφόσον η ανάπτυξη 

κριθεί επιτυχής, είναι εφικτή και η εξακρίβωση παραγωγής του πολυμερούς 

δεδομένου ότι οι πηγές αυτές άνθρακα προκαλούν στρες στο βακτήριο. Τέλος, 

μπορεί να επιτευχθεί περαιτέρω βελτιστοποίηση της παραγωγής του πολυμερούς με 

την χρήση τεχνικών μοριακής βιολογίας, όπως η δημιουργία ενός μεταλλάγματος στο 

οποίο απουσιάζουν και τα δύο γονίδια. Μία ενδιαφέρουσα πρόταση, ακόμη, αποτελεί 

η δημιουργία ενός μεταλλάγματος στην οποία υπάρχει η δυνατότητα υπερέκφρασης 

της συνθάσης του PHB. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1 

 

A. Αλληλουχίες 

 

Υπόστρωμα DNA για την δημιουργία του μεταλλάγματος ΔphaR 

 

5’-

GGTGGTCAGGAAGAGGTAGGCGTAGGCATACCGGGCACTCTCCAGGTAGGCATCGGTGCG

GGCCTCCGCCGCCATCACCTTGCCGCCGTCCTGGGCTTCCTTCAGCCACAGCTCGGCCAG

CGTGAAGCCGCTGTTCGTCACGCAACCCCGTTGTGCTGTCCAGCGCCTCGCGGCAGGCCG

GCAGGTCAGCAAGGCAGCGCTTCTCATCACTGCCCACGACCTGCAGGGCAGCAACCGCCG

AAGCACTGAGGTTGCCGGTGGTCAACACATCACCGCGGCGCTGGGCCAGGTAATCATTGT

TGCTGACCGCCGTGACCTTGACCCCTGCACACCCGGCCAGCACTAGAACCAGCAGGACTG

ACGGAAAGCAACGCAGTGAACGACTCACAGTGAACGAAGTGGTGGTATAAGTTGAAGAGC

TCACAATCGGTAGATACCCATTACGTCGGAAATGGCGCGGATCATCACGATCCGCATATG

GTTCAGACGCCATCTCGACTGATACAGCGCGAAGTGATTCTGCTGGCGGTAGATGCCAGC

CCCAAGTAAGTATCTGCGAATATCTTACGGCCTTATATCCGAAAAACTAAAACAACCAAT

TATCCCCGCATTAACAATATATCTACACCGGGAGAGGCCTGAGATAATACCTGCCACAGA

CACTCCGACTCATAATGAGACGCTACACATGTCCGATGACGGCCACAGAGCCCCAGAGTC

CCGTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGATGCGCTGCGAATCGGGAGCGGC

GATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGCCAAGCTCTTCAGCAATATC

ACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGTCCGCCACACCCAGCCGGCCACAGTCGAT

GAATCCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGGGT

CACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCGCGCCTTGAGCCTGGCGAACAGTTCGGCTGG

CGCGAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCG

AGTACGTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATC

AAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATCAGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAG

GTGAGATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCTTCCCGC

TTCAGTGACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATAG

CCGCGCTGCCTCGTCCTGCAGTTCATTCAGGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAG

AACCGGGCGCCCCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTG

TTGTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAA

TCCATCTTGTTCAATCATGCGAAACGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCAGATCTTGATCC

CCTGCGCCATCAGATCCTTGGCGGCAAGAAAGCCATCCAGTTTACTTTGCAGGGCTTCCC

AACCTTACCAGAGGGCGCCCCAGCTGGCAATTCCGGTTCGCGTGACACGGCCGCCCTGCC

TTACTTGCGCCCGCCCGCAGCCTTGCCGGCTTCACGAGTGGCCTGACCGGCCGCGGAAGC

GGCGGCAGCGATGCCGTTCTCAGCGATCTCGGCTGCCTGCTTGGCGGCTTTCTGCGCGCT

TTCATAGACACTGCCGGCGCTTTCCAGTGCCGACTTGAGCACGGCTACCGCCGGTTCCGC
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ACCCGCCGGGGCGTTTTTGGCGATAACGTCCACCAGTTCCCGCACCTGCTTGGTGCCCGC

CTCGACCTGGCGCTCGGCAAGCTTGGCGATATCCGCCTGCGTGCTGGAGACCAGATCGTA

CACCTCGCGATTGAACTCCAGCAGGCGCTCCGCCTGGGCTGCCGGCTGAGCGAAGGACGC

CTGCAACTCGGCGAAGGCCTGCGGGTCACGCACTGACAGCAGCTTGCGCAAGCTGTCGAA

CTGCTCGCCACTGGAAGCGCGTAGCGCCTTGAATTGCAACTGACTGAGCTGCTCGACGCT

CTCGAATACCTTGCC-3’ 

 

Υπόστρωμα DNA για την δημιουργία του μεταλλάγματος ΔphaZ 

 

5’- 

      GGCACCACCGACCACATCACGCCATGGGACTCCTGCTACAAGTCGGCGCACCTGTTCGGC 

GGCAAATGCGAGTTCGTGCTGTCCAACAGCGGCCATATCCAAAGCATTCTCAACCCGCCG 

GGCAACCCCAAGGCGCGCTACATGACCAATAGCGCGATGCCGCTGGACCCGAAAGCCTGG 

CAGGAAAGCTCGACCAAGCACGCCGACTCCTGGTGGCTACATTGGCAGACGTGGCTGAGC 

GAACGCTCGGGCGAAACCAAGAATGCTCCACGGGCGCTGGGCAACAAGAAATTCCCGGCT 

GGCGAAGCCGCACCAGGCACCTATGTGCACGAACGCTGATTTTCAGTCTCAACCGCAGTG 

GCACCGGGAAGTGCCGCACGCCACGACGGTCTGACCGGCGTGGAACCAGGTAACCCCTGG 

TAACCCTGGAGGCGGCCCGGACGGCCCTCTCCAGCGCTCAACTCCACAGGGGCTGCGCCT 

ATGCCGCAACCATTCGTATTCCAGAGTCCCGTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGA 

AGGCGATGCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCC 

ATTCGCCGCCAAGCTCTTCAGCAATATCACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGT 

CCGCCACACCCAGCCGGCCACAGTCGATGAATCCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGA 

TATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGGGTCACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCGCG 

CCTTGAGCCTGGCGAACAGTTCGGCTGGCGCGAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCAT 

CCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTACGTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTT 

GGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATCAGCCA 

TGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGAGATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTT 

CGCCCAATAGCAGCCAGTCCCTTCCCGCTTCAGTGACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAG 

GAACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATAGCCGCGCTGCCTCGTCCTGCAGTTCATTCAGGG 

CACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAACCGGGCGCCCCTGCGCTGACAGCCGGAACA 

CGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCA 

CCCAAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCAATCATGCGAAACGATCCTC 

ATCCTGTCTCTTGATCAGATCTTGATCCCCTGCGCCATCAGATCCTTGGCGGCAAGAAAG 

CCATCCAGTTTACTTTGCAGGGCTTCCCAACCTTACCAGAGGGCGCCCCAGCTGGCAATT 

CCGGTTCGCACCATTGCGCCAGCATTGACCGCACCATCTTGGTGCGCAATGTTCTGCGTG 

CTCGACAAAGGGGCCGCTCAAGGCCTCTTGTTTTTCGACGCGGCGCTCTGGAATGCACTT 

CCCGCGCGCCTGGTACAGGGCTTGCTGCACACCCTGCACAAGTACAAGGTGCGCGCCGAG 

GCAGTCCGCGCCATGAAAGTCTCTAGACGGTTTGACGACGGAGTGCTGCCCCATGCGAGA 

CAAGTCGAACCCGGCTTCACTGCCGGCACCCGCCAGTTTCATGAACGCCCAGAGCGCGGT 
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GGTGGGCGTGCGCGGTCGCGATCTGCTGTCCACCATGCGCCTGCTGGCTGCCCAGGGCCT 

GAAGAATCCGGTGCGCAGTGGACGTCATCTGCTGGCCTTCGGCGGCCAGCTTGGCCGGGT 

GCTGCTCGGCGATACCCTGCACAAGGTCAATCCGCAGGATGCGCGCTTCGCTGATCCGAC 

      CTGGCACCTCAATCCCTTCTACCGCCGCA -3’  

 

 

 

 

Πλασμίδιο pMK_RedS 
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B. Αποτελέσματα αλληλούχισης 

 

Αλληλούχιση πλασμιδίου pMini_ΔphaR με κόκκινο τα γονίδια ενδιαφέροντος) 
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Αλληλούχιση πλασμιδίου pMini_ΔphaZ (με κόκκινο τα γονίδια ενδιαφέροντος) 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 2 

 

Φάσμα 1H NMR PHB απομονωμένο από καλλιέργεια μεταλλάγματος ΔphaZ σε 

θρεπτικό μέσο Μ9 

 

 

 

 

 

 

 

 

Φάσμα 1H NMR PHB απομονωμένο από καλλιέργεια μεταλλάγματος ΔphaR σε 

θρεπτικό μέσο Μ9 
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Φάσμα 1H NMR PHB απομονωμένο από καλλιέργεια μεταλλάγματος ΔphaZ σε 

θρεπτικό μέσο Μ9-N 
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Φάσμα 1H NMR PHB απομονωμένο από καλλιέργεια WT σε θρεπτικό μέσο Μ9-N 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 3 

Title Mascot Score Difference MS Coverage Protein MW (Da) Status pI-Value Accession 

Succinate dehydrogenase flavoprotein 

subunit OS=Pseudomonas 
55 41 2 64123.00 Identified 5.90 A0A385B777 

ATP synthase subunit beta 

OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=253237 

87 75 5 49641.00 Identified 4.80 A0A385BDG7 

Porin OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=253237 GN=DZC76_21370 PE=4 
73 55 2 45613.00 Identified 5.00 A0A385BCU9 

Porin OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=253237 GN=DZC76_17000 PE=4 
122 65 5 48753.00 Identified 4.30 A0A385BAK7 

Porin OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=253237 GN=DZC76_21370 PE=4 
43 13 2 45613.00 Identified 5.00 A0A385BCU9 

HlyD family efflux transporter 

periplasmic adaptor subunit O 
35 15 3 38135.00 Identified 7.80 A0A385B396 

Uncharacterized protein 

OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=253237 G 

9 0 4 32343.00 Undefined 9.50 A0A385B742 

Uncharacterized protein 

OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=253237 G 

12 5 4 32343.00 Undefined 9.50 A0A385B742 
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Porin OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=253237 GN=DZC76_17000 PE=4 
77 62 3 48753.00 Identified 4.30 A0A385BAK7 

Phosphate regulon sensor histidine 

kinase PhoR OS=Pseudomona 
16 12 2 49816.00 Identified 9.80 A0A385BD08 

Succinate dehydrogenase flavoprotein 

subunit OS=Pseudomonas 
75 63 2 64123.00 Identified 5.90 A0A385B777 

Uncharacterized protein 

OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=253237 G 

61 6 14 21579.00 Identified 5.90 A0A385B9V6 

Succinate dehydrogenase flavoprotein 

subunit OS=Pseudomonas 
65 58 2 64123.00 Identified 5.90 A0A385B777 

Outer membrane protein OmpW 

OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=2532 

40 35 6 24468.00 Identified 6.00 A0A385BD80 

OmpA family protein 

OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=253237 GN=DZ 

39 12 3 34964.00 Identified 4.80 A0A385B8K8 

Uncharacterized protein 

OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=253237 G 

64 4 14 21579.00 Identified 5.90 A0A385B9V6 

Porin OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=253237 GN=DZC76_21370 PE=4 
46 30 2 45613.00 Identified 5.00 A0A385BCU9 
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Outer membrane protein OmpW 

OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=2532 

56 55 10 24468.00 Identified 6.00 A0A385BD80 

ATP synthase subunit beta 

OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=253237 

143 127 8 49641.00 Identified 4.80 A0A385BDG7 

Phosphoserine aminotransferase 

OS=Pseudomonas sp. phDV1 OX=2 
0 0 8 39903.00 Undefined 4.90 A0A385B7T8 

Arc family DNA-binding protein 

OS=Pseudomonas sp. phDV1 OX=2 
7 5 27 12102.00 Undefined 5.80 A0A385B675 

ATP synthase subunit alpha 

OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=25323 

179 93 10 55485.00 Identified 5.40 A0A385BE93 

Cytochrome b OS=Pseudomonas sp. 

phDV1 OX=253237 GN=DZC76_188 
37 4 2 46219.00 Identified 8.60 A0A385BCT5 

Elongation factor P 

OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=253237 GN=ef 

3 3 13 21471.00 Undefined 4.60 A0A385B7R1 

Outer membrane protein OmpW 

OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=2532 

27 21 6 24468.00 Identified 6.00 A0A385BD80 

VacJ family lipoprotein 

OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=253237 G 

131 78 15 25931.00 Identified 5.70 A0A385B719 
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Cytochrome c1 OS=Pseudomonas sp. 

phDV1 OX=253237 GN=DZC76_18 
24 16 5 29303.00 Identified 7.70 A0A385BBB6 

OmpA family protein 

OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=253237 GN=DZ 

29 25 3 34964.00 Identified 4.80 A0A385B8K8 

Succinate dehydrogenase iron-sulfur 

subunit OS=Pseudomonas s 
79 5 15 26662.00 Identified 7.50 A0A385B8F3 

OmpA family protein 

OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=253237 GN=DZ 

47 37 3 34964.00 Identified 4.80 A0A385B8K8 

Protein HflK OS=Pseudomonas sp. 

phDV1 OX=253237 GN=hflK PE=3 
47 1 4 42996.00 Identified 5.00 A0A385B475 

Succinate dehydrogenase flavoprotein 

subunit OS=Pseudomonas 
68 61 2 64123.00 Identified 5.90 A0A385B777 

Glutamine synthetase 

OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=253237 GN=D 

46 46 3 52100.00 Identified 5.20 A0A385BCW9 

ATP synthase subunit beta 

OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=253237 

123 108 8 49641.00 Identified 4.80 A0A385BDG7 

Porin OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=253237 GN=DZC76_21370 PE=4 
25 8 2 45613.00 Identified 5.00 A0A385BCU9 
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Glutamate 5-kinase 

OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=253237 GN=pro 

8 2 5 39875.00 Undefined 7.90 A0A385B4L0 

Excinuclease ABC subunit UvrA 

OS=Pseudomonas sp. phDV1 OX=25 
5 1 2 95820.00 Undefined 6.60 A0A385B8W2 

VacJ family lipoprotein 

OS=Pseudomonas sp. phDV1 

OX=253237 G 

126 113 20 25931.00 Identified 5.70 A0A385B719 
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